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要約

화장품 산업은 사람들의 외모에 대한 아름다움을 추구하려는 욕구를 충족시켜주기 위

한 이미지 산업이자 고부가가치가 창출되는 산업이다. 이러한 화장품 산업은 다른 업종

에 비해 시장의 변화에 민감하여 지속적인 연구를 통한 소재개발과 신상품의 생산이 빈

번하게 이루어지고 있다. 현대인들에게 있어서 화장품은 단순한 아름다움 뿐 아니라 다

양한 기능성이 추가되어 날씨의 급격한 변화와 환경의 위협으로부터 피부보호, 관리 및

피부의 항상성을 유지하기 위한 도구로, 항산화, 항노화, 항염증 및 항균 등의 효과를 나

타낼 수 있는 기능성 화장품의 수요가 점점 늘어나고 있다.

화장품 생산에 이용하기 위한 원료 개발을 위해 피부에 안전하고, 다른 화장품 소재와

의 상용성 등을 고려하여야 한다. 천연 및 유기농 자원은 안전성 뿐 아니라 이미지 마케

팅 측면에서도 좋은 화장품 원료가 될 수 있다. 제주도는 이러한 천연 및 유기농 식물

자원을 활용하여 안전한 화장품, 청정 자연친화적 화장품의 이미지를 구축할 수 있는 입

지를 갖추고 있다.

따라서 본 연구에서는 제주도에서 자생하는 복분자딸기, 겨울딸기 추출물 및 순비기나

무의 잎과 열매에서 추출한 오일을 활용하여 항산화, 항염증 및 항균 활성을 확인하여

기능성 화장품 소재로서의 가능성을 검토하였다.

복분자 딸기 (Rubus coreabus Miquel)와 겨울딸기 (Rubus buergeri Miquel)은 다양한

종류의 식물 화학 물질을 함유하고 있으며 항염증, 항균 및 항암 효과와 같은 광범위한

생리 활성을 갖는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 LPS로자극된 RAW 264.7 세포에

서 복분자딸기 줄기 및 잎 추출물의 항염증 효과 및 겨울딸기 잎 추추출물의 항산화 및

항염증 활성을 평가하였다. 복분자딸기 추출물은 nitric oxide (NO), prostaglandin E2
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(PGE2)과 같은 전염증성 물질의 생성과 cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible NO

synthase (iNOS)와 같은 전염증성 물질 생산을 위한 단백질의 발현을 농도 의존적으로

억제하였으며, RAW 264.7 세포 독성은 관찰되지 않았다. 또한 겨울딸기 추출물이 처리

된 RAW 264.7 세포는 NO, PGE2, iNOS 및 COX-2를 상당히 억제 하였다.

순비기나무 (Vitex rotundifolia) 열매는 자유라디칼 소거, 항알러지, 진통 효과 및 항종

양 활성을 포함한 다양한 질병 치료를 위한 전통 약재로 사용되어 왔다. 순비기나무 잎

및 열매에서 추출된 오일은 각각 13 및 8종류의 화합물로 구성되었다. 순비기나무 잎에

서 추출된 에센셜 오일의 DPPH 및 ABTS (IC50)의 소거 활성은 각각 34.2 및 143.7 μ

g/mL로 나타났다. 순비기나무의 잎과 열매 오일은 전염증성 사이토카인 중 하나인 IL-1

β 발현을 농도 의존적으로 억제시켰다. 순비기나무의 에센셜 오일은 클린다마이신 내성

을 가진 여드름균주 Propionibacterium acnes (CCARM 9009)에 대한 강력한 항균 효과

를 나타내었고, MIC가 62.5 μg/ml이고 MBC가 250 μg/ml 인 것으로 분석되었다.

본 연구에서 이용된 복분자딸기, 겨울딸기 추출물 및 순비기나무에서 추출한 오일은

화장품 및 의약품 성분의 새로운 원료로서의 잠재력을 가지고 있으며, 본 연구의 결과는

기능성 화장품 개발 및 생산을 위한 기초 자료로 이용될 수 있을 것으로 사료된다.

이러한 신소재의 개발은 제주특별자치도 화장품 산업 진흥 조례 및 제주화장품 인증

제도 시행 등에 발맞추어 화장품 소재의 수입 대체, 수출 경쟁력 강화 등을 위한 화장품

소재공급 거점화를 가능하게 할 수 있을 것으로 판단된다.
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Abstract

The cosmetics industry is an imaging-industry that satisfies the beauty of people's

appearance and creates high-added value. The cosmetics industry is more sensitive to

changes in the market than other industries, and the development of new materials

and the production of new products are frequently performed through continuous

research. For modern people, cosmetics are the instruments which is not only

satisfying the beauty but also added various functionalities to protect and maintain

skin from sudden changes in weather and external environmental threats. There is

an increasing demand for functional cosmetics that can show the effects of

antioxidant, anti-aging, anti-inflammatory and antibacterial.

In order to develop raw materials for the production of cosmetics, the safety of the

skin and compatibility with other cosmetic materials should be considered. Natural

and organic resources can be good cosmetic ingredients not only for safety but also

for image marketing. Jeju Island is well positioned to build safe cosmetics and clean

nature-friendly cosmetics by utilizing these natural and organic plant resources.

   Therefore, in this study, the antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial

activities were investigated by using Rubus coreabus Miquel and Rubus buergeri

Miquel extract and oils extracted from Vitex rotundifolia that were grown in Jeju

Island.
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Rubus coreabus Miquel and Rubus buergeri Miquel contain various bioreactive

chemicals and are known to have anti-inflammatory, antibacterial and anticancer effects.

In this study, we evaluated the anti-inflammatory effect of Rubus coreabus Miquel stem

and leaf extracts and the antioxidant and anti-inflammatory activities of Rubus buergeri

Miquel leaf extract in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Rubus coreabus Miquel extracts

concentration-dependently inhibited the production of nitric oxide (NO), prostaglandin E2

(PGE2), cyclooxygenase-2 (COX-2), and inducible NO synthase (iNOS), and no toxicity

was observed in the RAW 264.7 cells. In addition, RAW 264.7 cells treated with Rubus

buergeri Miquel extract inhibited NO and PGE2 production and iNOS and COX-2

expression in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.

Vitex rotundifolia fruit has been used as a traditional medicine for the treatment of

various diseases, including free radical scavenging, anti-allergic, analgesic and anti-tumor

activity. Oil extracted from Vitex rotundifolia leaves and fruits consisted of 13 and 8

kinds of compounds, respectively. The scavenging activities of DPPH and ABTS (IC50)

of essential oils extracted from Vitex rotundifolia leaves were 34.2 and 143.7 μg/mL,

respectively. Leaf and fruit oils of Vitex rotundifolia inhibited IL-1β expression in a

concentration dependent manner. Essential oil of Vitex rotundifolia showed strong

antimicrobial effect against clindamycin-resistant acne-causing strain Propionibacterium

acnes (CCARM 9009) with MIC of 62.5 μg / ml and MBC of 250 μg / ml.

Rubus coreabus Miquel and Rubus buergeri Miquel extract and essential oil extracted

from Vitex rotundifolia used in this study have potential as a new materials for cosmetic

and pharmaceutical ingredients. In addition, the results of this study can be used as basic

data for the development and production of functional cosmetics.

The development of these new materials can make Jeju Island be a base for supplying

natural cosmetics materials to replace imports of cosmetics materials and strengthen

export competitiveness.
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Ⅰ. 서 론

화장품 산업은 사람들 외모의 아름다움에 대한 욕구를 충족시켜주는 이미지

산업으로, 고부가가치가 창출되는 산업이다. 화장품은 우리의 일상과 깊은 관계

가 있으며, 소비량이 지속적으로 증가하고 있다. 화장품 산업은 시대, 국가의 사

회적 관습, 가치관, 유행의 변화에 영향을 받아 다른 업종에 비해 기호성과 유행

성이 강하여 시장의 변화에 민감하며 제품의 주기(상품 수명, Life cycle)가 짧아

급속도로 발전하고 있으며, 신상품 개발이 빈번하게 이루어지고 있다 (Kim 과

Na, 2009). 현대인들의 생활수준과 과학의 발달로 평균수명이 향상되고 삶의 질

이 높아짐에 따라 국민들의 화장품 소비 형태가 단순한 아름다움의 추구를 위한

것에서 항노화, 항산화 등 다양한 기능성이 추가된 제품의 수요가 늘어나고 있다

(Kim, 2012). 또한 날씨의 급격한 변화, 미세먼지 등 환경의 위협으로 민감해진

피부를 관리가 필요할 뿐 아니라, 웰빙(Well-being) 시대로 접어들면서 기초화장

품의 기본기능인 아름다운 피부의 유지 및 회복 뿐 아니라 외부 환경으로부터

유해물질을 차단하고 피부 내부로의 유입을 차단하여 항상성을 유지할 수 있는

기능성 화장품에 대한 구매 수요가 늘어나고 있다. 이에 따라 기능성 화장품 산

업은 고부가가치를 창출할 수 있는 첨단 미래형 산업으로 발전하고 있다. (Lee

등, 2013).

기능성 화장품은 피부 구성물질을 증가시키거나, 피부 탄력을 약화시키는 혹은

피부의 노화 등을 촉진시키는 물질을 억제시킴으로써 주름 및 피부탄력 개선, 미

백 등 피부개선 효과를 나타낸다 (Cho, 2011). 이러한 주름개선 및 미백 효과를

나타낼 수 있는 기능성 화장품은 주로 1990년대 말에서 2000년대 초부터 많은

연구가 이루어져 왔으며, 이에 대한 여성들의 관심도가 증가하였다 (Lee 와

Park, 2000). 화장품법 제2조 2항에 기능성 화장품에 대하여 피부의 미백, 주름개

선에 도움을 주는 제품, 자외선으로부터 피부를 보호, 모발의 영양공급 및 피부

나 모발의 기능 약화, 건조함 등을 방지하거나 개선하는 데 도움을 주는 제품이

라고 명시되어 있다. 화장품 산업의 최근 트렌드는 이러한 기능성 화장품 시장의
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변화 및 기술력의 중요성을 더욱 높이고 있다. 특히 의약품과 화장품의 경계가

모호해지면서 ‘코스메슈티컬 (Cosmeceutical)’ 이라는 용어가 새롭게 등장하였다.

코스메슈티컬은 화장품 (Cosmetic)과 의약품 (Pharmaceutical) 의 합성어로, 이러

한 코스메슈티컬 화장품은 ‘High Tech Formualtion’을 기반으로 기존 화장품에

의약품에 사용되는 생리활성 및 약리성을 띄는 소재를 첨가하여 제조된다. 소비

자들은 의약품에 사용되던 원료가 화장품원료에 도입되어 의약품의 효과를 화장

품을 통해 피부건강을 유지하여 아름다움과 젊음을 추구하고 있으며 이러한 기

능성 화장품의 지속적인 개발 및 생산을 통해 소비자들의 기대심리에 부응하고

있다. 이와 같은 기능성 화장품에 이용될 수 있는 소재를 개발하기 위해서는 피

부의 생리적 기능과 피부세포의 역할을 이해하고, 이를 바탕으로 피부표면에서

나타날 수 있는 여러 가지 현상의 종합적인 연구를 통해서 개발되어야 한다. 또

한 화장품 산업에 이용되는 소재의 경우 피부에 안전하며, 다른 화장품 원료와의

상용성이 좋은 소재를 이용하여야 한다 (Cheon 등, 2006). 불안정한 기능성 화장

품의 소재는 화학 혹은 광화학적 반응을 통해 빠르게 분해된다는 문제점을 가지

고 있어 안정성 문제와 함께 제품의 효과를 제대로 발휘할 수 없으므로 전달, 저

장 시스템의 개발 및 이를 적용할 수 있는 기술 개발이 필요하다 (Lee 등, 2005).

화장품은 일상생활에서 매일 혹은 장기간에 걸쳐 이용되기 떄문에 사용상 안전

하고 부작용이 없어야 한다. 따라서 소비자들은 친환경적이며 건강하고 안전한

화장품을 구매하고자 하는 욕구가 있어 천연 및 유기농 소재를 이용한 화장품에

대한 관심이 높아지고 있다. 유기농 화장품은 2009년 석면 파동 이후 급성장을

이루고 있으며, 일부 스킨케어를 위한 제품으로부터 시작하여 전체 제품군으로

확대되고 있고, 특히 영·유아, 임산부용, 트러블, 아토피 등 천연성분을 특화시킨

유기농 화장품이 등장하고 있다. 또한 다양한 유기농화장품 제품군의 등장 뿐 아

니라, 이러한 제품들의 트렌드가 일회성이 아닌 지속(순환) 가능하고 친환경적인

측면으로 진화하고 있어 이 이상의 가치를 지니고 있다.

한편, 현대인의 질병 예방에 대한 관심 및 항염증, 항산화 관련 화장품 산업의

발전에 따라 천연 항산화제 및 항염증 성분이 포함된 화장품에 대한 요구가 증

가하고 있으며, 특히 천연 식물 자원의 활성에 대한 연구가 많이 이루어지고 있

다 (Masaki 등, 1995). 제주도는 청정 지역의 이미지와 더불어 유기농 화장품 산
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업 육성에 알맞은 입지를 점유하고 있다. 제주도는 유네스코 지정 세계 최초 지

질환경 분야 3관왕을 이루고, 세계7대 자연경관에 선정된 제주도는 청정 지역으

로써 유기농 화장품 원료의 소재를 발굴하기 위한 최적의 조건을 갖추고 있다.

또한 지리학적으로 난류와 한류가 교차하는 길목에 위치해 있어 많은 해양자원

이 존재할 뿐 아니라 아열대 기후로 난대성 농작물과 식물들이 풍부하며, 해안

용천수나 화산송이와 같은 제주만의 독특한 소재를 가지고 있다. 따라서 청정한

제주의 향토 자연환경자원 이미지를 활용한 유기농화장품 원료의 개발과 이를

적용한 천연화장품 개발에 대한 조건을 만족시키고 지역전략사업으로 발전시키

기에 충분하며 (Ahn 과 Yi, 2017) 제주도 지자체에서도화장품 산업을 신동력 산

업으로 육성하기 위한 전략을 수립하고 있다. 제주의 많은 천연자원 중 자생식물

은 약 2,100여 종으로 우리나라 어느 지역보다 종 다양성이 높으며 이미 감귤,

오갈피, 당근, 구아바, 브로콜리, 쑥, 선인장, 양배추, 아스파라거스, 일엽초, 유근

피, 알로에, 고구마, 비트, 아욱, 피망, 근대 등 다양한 농작물들이 국제 인증을

받은 유기농산물로 등록되어 있고, ICID (International Cosmetic Ingredient

Dictionary, 세계 화장품원료집)에 200개 이상의 종이 등재되어 있어 국내에서는

단일지역으로는 가장 많은 천연 소재가 개발되고 있어 유기농 화장품 생산을 위

한 기본적인 조건을 충족하고 있다. 따라서 본 연구에서는 제주도의 천연자원을

활용하여 피부의 면역력을 회복시키고 피부건강을 지키기 위한 기능성 화장품

원료 개발을 위하여 제주 식물자원들 중 겨울딸기 (Rubus buergeri Miguel) 및

복분자딸기 (Rubus coreanus Miguel) 추출물로부터의 항산화 및 항염활성과 순

비기나무 (Vitex rotundifolia) 잎과 열매로부터 오일을 추출하여 항균력 등 생리

활성 연구를 수행하여 기능성 화장품 소재로서의 가능성을 검토하고자 하였다.
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Ⅱ. 연 구 사

화장품이란 ‘사람의 신체를 청결히 하고, 아름답게 하며, 더욱 매력적으로 변화

시켜 주기 위해 사용하는 물품 또는 피부와 모발을 건강하게 유지하기 위해 신

체에 바르거나 뿌리거나, 그밖에 이와 유사한 방법으로 사용하는 물품으로 인체

에 대한 작용이 적은 것’을 말한다 (김경영 외, 2019). 화장품은 신체 보호 및 보

온, 종교적인 의식을 위한 이용에서부터 현대에 들어서는 인간의 본능적 욕망으

로 자기 자신을 아름답고 매력 있게 표현하기 위한 이용 및 항노화, 항산화를 통

한 피부 건강관리를 위해서 이용된다. 여성의 사회진출로 인한 경제활동 인구의

증가나 남성과 유아 등 소비 계층 확대에 힘입어 화장품 시장은 계속 증가하고

있다. 화장품 산업은 의료, 바이오 등 다양한 산업과 융·복합이 가능한 산업으로,

피부과학, 생화학, 면역학, 콜로이드 과학 등 다양한 분야의 기술력이 결합된 산

업이다. 화장품은 사용 부위, 사용 목적 또는 제품의 구성성분, 형상 등에 의해

여러 가지로 분류된다. 피부용 화장품에는 스킨케어(기초), 메이크업 및 바디 케

어 화장품이 포함되어 있으며, 샴푸, 염모제 등 모발, 두발, 두피용 화장품과 치

약 등 구강용 화장품 및 향수와 같은 방향용 제품군들도 화장품의 종류에 포함

되어 있다. <표 Ⅱ-1>에 대표적으로 많이 이용되는 화장품의 분류에 대해 나타

내었다 (光正武夫, 2004).
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표 Ⅱ-1. 화장품의 분류 (光正武夫, 2004)

분류 사용목적 주요제품

피부용

스킨케어 화장품

(기초 화장품)

세정 세안크림, 폼

정돈 화장수, 마사지크림, 팩

보호 모이스처크림, 유액

메이크업 화장품

베이스 파운데이션

포인트
립스틱, 아이섀도우,

아이라이너, 매니큐어

바디 케어 화장품

목욕, 샤워 비누, 입욕제

자외선 차단 선블럭, 선오일

제한, 방취 데오드란트

탈색, 제모 탈색, 제모크림

방충 방충 로션, 방충 스프레이

모발, 두발,

두피용

헤 어

케 어

화장품

두발용

세정 샴푸

트리트먼트 린스, 헤어 트리트먼트

정발
헤어 왁스, 헤어 리퀴드,

포마드

웨이브 퍼머넌트 웨이브 로션

염모, 탈색
헤어 컬러, 컬러 린스,

헤어 블리치

두피용
육모, 양모 육모제, 헤어토닉

트리트먼트 스캘프 트리트먼트

구강용 구강용 화장품

치마제 치약

구강청량제 ,

구강청결제
가글, 구강 스프레이

방향용 방향 화장품 방향 향수
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세계 화장품 시장은 2018년 495억 달러에서 매년 8% 이상 성장하여 2024년에

850억 달러에 이를 것으로 예상하고 있으며, 앞으로 노화방지, 자외선 차단과 같

은 화장품, 생물학적 활성을 띄는 화장품 소재가 성장 잠재력을 이끌 것으로 보

고되고 있다 (Orbis Research, 2019). 앞으로의 화장품 산업의 방향은 크게 세 가

지로 언급할 수 있다. 첫째로 기후변화 및 환경오염 등 외부환경으로부터 피부를

보호하고 개선시키기 위해 환경오염과 관련된 ‘공해’, ‘미세먼지’ 등의 단어가 화

장품 산업이 나아가야 할 방향을 제시하고 있다 (박장서와 김지현, 2019). 피부는

신체 중 가장 큰 조직이며, 병원체 및 자외선 조사를 포함한 자연 스트레스 요인

뿐만 아니라 화학 유기 독성 물질 및 오염 물질과 같은 인위적 스트레스 요인으

로부터 신체를 보호하기 위한 물리적 장벽으로 중요한 역할을 한다 (Lephart,

2018). 그러나 이러한 환경오염으로 인해 자외선 뿐 아니라 오존, 일산화탄소

(CO), 질소산화물 (NOx), 황산화물 (SOx), 중금속, 미세먼지 (PM10, PM2.5), 담

배연기, 환경스트레스 유도물질인 다환 방향족 탄화수소 (Polycyclic Aromatic

Hydrocarbon, PAHs) 등은 피부와 DNA를 손상시킴으로써 피부나 모발의 노화

를 촉진시킨다. 공해와 같은 환경오염은 피부를 건조시키고, 산소결핍에 의해 피

부 생기와 탄력이 감소하며, 표피층의 재생속도가 저하 (less skin turnover)되고,

피부조직 내 항산화물질 활성 감소, 피지분비 및 민감성이 증가한다. 특히 최근

우리나라에서 큰 이슈가 되고 있는 미세먼지(입자상 물질)는 유해한 부유 물질을

포함하고 있어, 피부의 항상성, 면역 메카니즘의 저해로 피부 질환을 일으키는

등 피부 건강을 악화시킨다. 미세먼지는 활성산소종 (Reactive Oxygen Species,

ROS)의 생성 및 염증성 물질의 분비를 통해 피부의 산화 스트레스를 유도하고,

콜라겐의 분해, 탈모, 피부암 발생 등을 유발한다 (Kim 등, 2016). 이러한 이유로

안티폴루션 (anti-pollution) 효능이 있는 화장품은 새로운 피부 건강을 위해 개

발되고 있으며 (Seo 등, 2018), 유해한 환경과 심리적 불안감으로부터 피부와 건

강을 지키기 위해 외부의 유해물질을 씻어낼 수 있는 세정용 기초 화장품(폼),

민감해진 피부에 영양과 수분 공급에 도움이 되는 에센스 등이 출시되고 있다.
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둘째, 현대인들은 아름다움을 추구하는 경향이 지속될 뿐 아니라 고령화 사회

로 접어들기 시작하면서 정신적, 육체적 건강과 아름다움을 추구하는 과정에서

건강한 피부를 유지하여 사회적 자신감과 개성을 얻기 위하여 노력하고 있다

(Choi 등, 2012). 피부 노화는 노인들 뿐 아니라 젊은층에서도 진행되는데, 피부

노화의 원인은 외재적 요인과 내재적 요인이 있다. 외재적 요인은 오염이 많은

도시와 자외선에 많이 노출되는 시골 등을 생각해 볼 수 있는데, 햇빛에 의한 피

부 손상과 흡연이 피부, 특히 입가 주름에 대한 주요 원인이 된다 (Farage 등,

2008). 내재적 원인은 가족력을 포함안 유전인자를 포함한다. 노화에 대한 유력한

메커니즘은 자유라디칼(free radical) 생성에 따른 신체의 산화 또는 ‘산화적 스트

레스’이다 (강태진, 2011). 자유라디칼은 전자를 잃게 되었을 때 거의 모든 분자

로부터 만들어지며, 이것은 세포에서 자유에너지 (free energy)가 안정적인 산소

와 결합할 때 세포 호흡 과정 중에 미토콘드리아에서 생성된다. 이를 방지하기

위한 항산화제(anti-oxidant)는 자유라디칼과 병합하거나 중화하여 손상을 완화

하는 역할을 한다. 피부 노화가 진행되면 콜라겐 생성이 느려지고 피부 세포의

회전율이 감소하는데, 자외선, 방사선 노출 및 외부 독소의 유입등으로 인해 노

화가 촉진된다 (Shah 등, 2017). 또한 노화가 진행될수록 피부의 구조를 지지하

는 섬유조직인 콜라겐과 탄력섬유가 경화되고 불용성이 되고, 콜라겐 분자와 피

부에 탄력섬유가 가교화 과정에 놓이며, 세포 사이의 섬유질과 그 사이를 채우는

수분이 많이 함유된 기질(ground substance)이 감소하여 피부가 탄력을 잃는다

(Kim 등, 2010). 또한 노화 된 피부는 건성 및 가려움증을 유발하여 2차적으로

피부 감염을 일으켜 면역 장애, 혈관 관련 합병증, 피부 종양이 발생할 가능성

이 높다 (Wolff 등, 2005; Schwartz 등, 2006). 이러한 변화에 맞추어 피부노화에

따른 항상성 등 기능저하 방지, 피부 재생 및 고령화 징후 등을 제거할 수 있는

세정과 미용 목적 외의 특수한 기능이 부여된 기능성 화장품을 개발하기 위한

시도가 이루어지고 있다. 이러한 기능성 화장품 시장은 건강한 노년을 위한 항노

화 제품 및 서비스 시장이 형성되고 있으며, 건강과 외모에 대하여 관심이 많은

젊은 층의 수요도 함께 증가하고 있다 (이봉진, 2017).
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셋째, 소비자의 친환경 추구와 건강한 화장품 성분에 대한 인식 향상, 안전에

대한 관심과 함께 자연주의를 추구하는 경향이 늘어나면서, 환경에 피해를 주지

않으면서 민감한 피부에도 적용 가능한 자연주의를 표방하는 화장품이 인기를

끌고 있다. 자연주의 화장품은 대표적으로 천연화장품과 유기농화장품을 들 수

있다. 천연화장품은 식물성성분으로 만들되 화학방부제와 인공향 등 최소한 화학

성분 첨가제만 넣은 화장품으로 1%의 천연성분이 함유되어 있더라도 천연화장

품이란 용어를 사용할 수 있다 (정삼철 외, 2014). 반면 유기농 화장품은 95% 이

상이 식물성 천연 성분만을 사용하고 유기농 원료를 주성분으로 만든 화장품으

로 화학방부제와 인공향 등 어떠한 유해한 화학성분도 사용하지 않는 제품이다

(Lim 등, 2016). 우리나라에서는 2010년부터 식품의약품안전처에서 ‘유기농 화장

품 표시·광고 가이드라인’을 마련하여 시행해오고 있다. 이에 따라 유기농 화장품

은 전체 구성성분의 10% 이상이 유기농 원료로 구성되거나, 물 및 소금을 제외

하고 내용물의 전체 구성 성분 중 70% 이상이 유기농 원료로 구성되어야 한다

(Lee 등, 2013). 세계의 유기농 화장품 인정 제도는 미국의 USDA, QCS, 프랑스

의 Eco-cert, 독일의 BDIH, 영국, 벨기에, 이탈리아 중심의 COSMOS 등이 있다.

우리나라에서도 2018년 한국화학융합시험연구원에서 유럽의 COSMOS 인증 기

관으로 지정을 받아 국내 기업의 천연, 유기농 화장품의 시험평가와 인증획득을

지원하고 있다. <표 Ⅱ-2>에는 세계의 유기농 화장품 인증 제도를 나타내었다.
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표 Ⅱ-2. 세계의 유기농 화장품 인증제도 (박외숙, 2014)

국가 인증기관 마크 내용 인증범위

프랑스 Eco-cert
- 농산물 및 그 가공품에 대해

유기농 제품 여부 심사

화장품 및

원료

미국

USDA

- 미국 농무부 유기농 인증마크

로, 95% 이상의 원료가 유기

농이어야 함

화장품 및

원료

QCS

- Florida Certified Organic

Growers & Consumers에서

제공하는 유기농 인증마크

- USDA에서 관리함

원료

인증

독일 BDIH

- 독일의 자연주의 화장품 및

의약품, 식품, 식품첨가물, 개

인위생제품 등의 무역업체와

기업들이 만든 연합단체

화장품,

식품

첨가물,

천연

식품

스위스 Bio Swiss

- 100% 오가닉, 90% 이상이 스

위스에서 생산된 재료를 사용

하는 제품에 부여

식품,

화장품

원료

뉴질랜드 Bio Gro

- 뉴질랜드의 비영리단체 New

Zealand Biological Producers

and Consumers Council Inc

(NZBPCC)에 의해 주어지는

유기농 인증

화장품

호주 BFA
- Biological Farmers Australia

인증
화장품
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피부는 다양한 세포들이 신체의 건강과 생존을 위하여 복합적인 역할을 하는

역동적 기관으로, 조직학적으로 피부는 표피(epidermis), 진피(dermis) 및 피하조

직(subcutaneous tissue 혹은 hypodermis)의 3가지 구조로 이루어져 있다. 그림

Ⅱ-1과 표 Ⅱ-3에 피부의 구조를 나타내었다. 피부는 신체를 덮어 외부로부터

여러 자극, 유해요소 등으로부터 생체를 보호하고, 체온유치, 비타민 합성 등의

역할을 하고 있으며, 그 면적은 1.2 - 2.2 m2이다. 피부는 1차 방어 조직이자 가

장 큰 면역기관이다 (조은경, 2015). 피부의 기능은 면역과 외부의 물리, 화학적

자극으로부터 보호할 뿐 아니라 보습, 자외선으로부터 피부 보호, 항산화, 체온

조절, 외부 감각 수용, 지용성 물질의 흡수, 기타 감정 전달 등의 기능을 한다

(표 Ⅱ-4). 피부표면의 피지막은 기름에 수분이 섞여있는 유중수(W/O)형 타입의

유화상태로 pH 4.5 – 6.5의 약산성을 띄고 있으며 피부를 윤기있게 보호하는 역

할을 한다. 땀을 많이 흘릴 경우 이 피지막은 수중유(O/W) 형태로 바뀌게 되어

피지막은 유중수와 수중유 형태를 오가게 된다. 그 결과 피부의 수분증발을 막고

유분공급이 원활하게 이루어져 윤기 있는 피부가 유지되고 외부의 자극, 유해물

질 및 세균으로부터 인체를 보호할 수 있다. 각종 기초화장품은 이러한 피지막의

효과를 응용하여 보습과 유분공급을 원활하게하기 위하여 개발되었다 (김경영

외, 2019).
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그림 Ⅱ-1. 피부의 구조 (adopted from wikipedia,

https://ko.wikipedia.org/wiki/%ED%94%BC%EB%B6%80).
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표 Ⅱ-3. 피부의 구조와 기능 (김경영 외, 2019).

피부조직 구성 기능

표피

각질층

- 외부의 화학자극이나 물리적 충격으로부터 인체 보호

(피부장벽)

- 수분증발 억제

- 천연보습인자 (Natural Moisturizing Factor, NMF) 생성

투명층
- 수분 침투 방지

- 자외선 반사 (멜라닌 색소가 올라오지 않음)

과립층
- 외부의 수분 침투와 내부의 수분 배출을 방지

- 빛을 산란시켜 자외선 흡수 및 외부물질에 대한 방어

유극층

- 인체면역에 관여하고 림프순환을 통한 물질교환

- 랑게르한스세포 : 외부 이물질인 항원을 면역담당세포인

T-림프구에 전달

기저층

- 각질형성세포 : 세포분열을 통해 새로운 세포를 만들어

내고 각화과정 (keratinization)을 통해 각질을 형성하여

피부를 물리적 충격에서 보호

- 멜라닌형성세포 : 유기색소인 멜라닌을 만들고 자외선

흡수를 통해 인체 보호

- 머켈세포 : 촉각수용체로서 피부의 촉각을 감지

진피

유두층

- 유두돌기의 모세혈관을 통한 표피층 및 진피층에 각종

영양분 공급

- 표피 각화를 원활하게 하고 피부에 긴장감과 탄력을 줌

망상층

- 피부의 탄력성과 팽창성

- 노화가 되면 망상층의 콜라겐, 엘라스틴 및 무코 다당류

등이 감소하여 주름 형성

피하조직

- 진피와 근육, 뼈 사이에 위치하고 지방을 다량 함유

- 피하지방은 잉여 에너지나 영양을 저장하는 에너지원

- 외부 압력으로부터 신체 보호

- 열 전도를 방지하여 체온 유지
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표 Ⅱ-4. 피부의 생리작용 (光正武夫, 2004)

역할 생리작용

물리화학적 방어

- 피부 최외층인 각질층에서 기계적 자극과 화학물질에 저항

- 교원섬유와 피하지방조직이 외부에서 받는 힘을 완충

- 각질층은 pH 5 정도로 약산성으로 유지되어 미생물 번식

제어

보습

- 각질층 내 존재하는 수용성 성분인 아미노산과 피롤리돈

카복시산 등 아미노산 대사물이 함유된 천연보습인자가 피

부의 수분 보유에 중요한 역할을 함

- 각화 과정에서 생성된 세포 간 지질은 수분의 증발, 천연

보습인자의 아미노산 방출을 제어함

자외선 방어
- 멜라노사이트로부터 생성된 멜라닌과 천연보습인자 성분

중 하나인 우로카닌산이 자외선 방어에 기여

항산화
- 자유라디칼의 분해를 위한 효소성, 비효소성 항산화 분자의

존재로 종합적인 항산화 시스템 구축

면역

- 랑게르한스세포를 통해 항원성을 인식하여 T-림프구 증식

- 각질형성세포에 의해 각종 염증반응의 발현에 관여하는 사

이토카인 생산

- 염증성 사이토카인 방출을 통해 혈관확장, 세포침윤, 유종

등 염증반응 유발

체온조절

- 피부모세혈관의 확장 및 수축에 의한 피부 혈류량 변화와

발한에 의한 기화열에 의해 체온 조절

- 각질층과 피하조직 자체에 의한 열 발산 제어

감각
- 외부변화를 수용하고 피부감각을 나타냄

- 압각, 촉각, 온도감각, 통각

흡수

- 지용성 물질의 여피 흡수

- 스테로이드 (남·여성호르몬, 부신피질호르몬), 비타민 (A,

D, E, K)

기타

- 감정 전달 (홍조, 창백)

- 비타민 D 합성 (표피 내에 존재하는 비타민 D의 전구체에

자외선 조사)
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피부 면역계를 구성하는 세포는 혈액과 면역체계의 모체세포인 조혈모세포로

부터 유래된 각종 수지상세포와 림프구, 호산구, 호중구, 비만세포, 각질형성세포,

섬유아세포, 혈관내피세포 및 신경세포가 있다. 이 피부면역세포들은 사이토카인,

케모카인 및 뉴로펩타이드를 이용하여 다양한 세포 사이에 체계적이고 능동적인

상호 작용을 통해 면역 반응을 일으킨다. 피부면역시스템 담당세포 또는 면역 시

스템 간 전달 기작이 유전적 또는 환경적 요인에 의해 면역기능이 과활성화 혹

은 상실될 수 있다. 이 경우 건선, 아토피성 피부염, 자극성 접촉성 피부염 및 알

레르기성 접촉성 피부염과 같은 급성, 만성 및 염증성 피부 질환이 발생하여 각

종 가려움증, 통증, 백반증, 홍반, 각질, 피부발진이 일어나거나 피부가 두꺼워 진

다 (김혜원, 2019). 피부는 림프구와 항원제시세포 (antigen presenting cells,

APCs)로 구성된 특수한 피부면역계를 이룬다. 피부면역계는 비특이성 자연면역

(innate immunity)와 특이성 획득면역 (acquired/adapted immunity)로 나눌 수

있다. 자연면역계는 피부의 물리화학적 특성 (방수, 외부와의 격리), 비병원성 미

생물 분포에 따른 유해균 억제, 표면 pH, 항균펩타이드, 자유지방산 분비, 라디칼

포획, 멜라닌에 의한 방어인 constitutive innate immunity와 사이토카인, 히스타

민 및 매크로파지 (macrophage) 등 1차 면역세포의 활성 및 유입에 의한 방어인

acquired innate immunity로 나뉜다. 획득면역은 염증반응 지속 시 감마인터페론

(gamma interferon, IFN-γ)이 분비되면서 형성된 면역인자들에 의해 피부 특이

적 T cell이 유입되어 항원을 잡아먹는 대식세포의 역할을 하거나, CLA+

(cutaneous lymphocyte-associated antigen) memory T cell (피부 림프구 항원

기억 T세포)과 같은 특정 타입으로 분화하여 면역반응을 매개한다 (조은경,

2015). 표피 내의 세포인 각질형성세포는 자연면역 반응과 피부 염증반응에 참여

하는 사이토카인을 분비하고, 랑게르한스 세포는 피부를 통해 들어오는 항원을

포획하는 연속된 망을 형성하여 T세포에 항원을 제공하여, T세포를 활성화시켜

접촉성 피부염을 일으키는 T세포로 분화한다. T세포를 표적으로 하는 항체치료

가 발전되면서 감마인터페론을 비롯한 T세포 반응과 관련된 여러 사이토카인을

표적으로 하는 치료가 개발되고 있다 (Lew, 2002).
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면역반응 중 염증 반응은 본래 손상된 조직과 병원균의 침입으로부터 신체를

방어하기 위해 가장 먼저 일어나는 원시적인 보호 반응으로 알려져 있다. 하지만

지속적인 염증 반응은 세포나 조직의 기능장애 및 괴사를 일으키고 당뇨, 종양,

류머티즘 관절염 등의 염증 질환으로 발전할 수 있다 (Medzhitov, 2008; Jeong

등, 2012). 염증반응은 침입으로 인한 조직의 손상에 대해 구조나 기능을 회복시

킬 수 있는 유익한 체내방어기전이다. 그러나 반복되는 염증은 조직 손상의 원인

이 되었고 이에 따라 염증을 일으키는 물질을 찾아 제거하고자 하는 시도가 있

었다 (Lee 등, 2009). 염증반응에 관여하는 주요 세포로 잘 알려진 macrophage

(대식세포)는 여러 자극뿐만 아니라 면역세포들이 분비하는 cytokine 등에 의해

활성화되어, interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6) 및 tumor necrosis

factor-α (TNF-α) 와 같은 전염증성 cytokine들의 생산과 NO 및 PGE2와 같은

염증인자들의 생성을 촉진한다 (Shao 등, 2013). 염증 과정은 다량의 nitric oxide

(NO) 및 prostaglandin E2 (PGE2) 등 염증 인자가 Nitric Oxide Synthase (NOS)

및 cyclooxygenase (COX)에 의해 형성된다. NO는 혈압조절 및 응고, 면역기능

등의 역할을 하며 NOS에 의해 형성된다 (Garthwaite, 2010).
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최근 세계적으로 약리적 활성 성분을 가지는 유기농 화장품이 다양하게 개발

되고 있다. 천연물로부터 새로운 방법에 의해 추출된 원료가 포함되고, 천연 또

는 합성의 고분자 화합물의 종류와 약리적 기능을 나타내는 성분이 많아 현대

화장품산업에서의 화장품과 의약품 사이의 구분이 좁아지고 있다 (Kim 과 Lee,

2018). 환경변화 등 유해요소가 늘어남에 따라 민감성 피부를 가진 사람이 증가

하면서 안전한 성분과 자극이 적고 피부건강에 효과적인 기능성이 화장품의 인

기가 높아졌다. 우리나라에서 기능성 화장품은 화장품법 제2조2항에 의해 다섯

가지 항목으로 명시되어 있다 (표 Ⅱ-5). 기능성 화장품은 ‘피부의 미백에 도움을

주는 제품, 피부의 주름개선에 도움을 주는 제품, 피부를 곱게 태워주거나 자외

선으로부터 피부를 보호하는 데에 도움을 주는 제품, 모발의 색상 변화ㆍ제거 또

는 영양공급에 도움을 주는 제품, 피부나 모발의 기능 약화로 인한 건조함, 갈라

짐, 빠짐, 각질화 등을 방지하거나 개선하는 데에 도움을 주는 제품’ 중 어느 하

나에 해당되는 것으로 총리령으로 정하는 화장품을 말한다 (식약처, 2019). 기능

성화장품을 개발하기 위하여 요구되는 지식 및 연구는 다음과 같다 (경기열,

2010). 첫째, 기능성 화장품에 적용할 신소재의 개발 및 기능 부여를 위해 피부의

생리적 메커니즘을 연구하여 새로운 작용원리 및 기전을 밝혀야 한다. 둘째 이미

효능이 알려진 소재 도입, 천연물로부터 성분 추출 및 정제를 통한 효율 검증,

신소재의 개발 및 유도체 합성을 혹은 이 세가지를 접목하여 기존 화장품이 가

지고 있는 효능을 개선시킬 수 있는 새로운 소재를 개발할 필요가 있다. 셋째,

피부 내부로 유효성분의 효율적인 전달, 불안정한 성분의 안정화, 화장품 신소재

성분의 흡수 촉진 및 유효성분의 용해도 및 분산효율을 향상시키는 기술을 개발

할 필요가 있다. 넷째로는 개발된 화장품의 성분과 신소재의 효능을 객관적으로

측정할 수 있어야 한다.
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표 Ⅱ-5. 기능성 화장품 개념 (식약처, 2019)

연번 종류 범위

1
피부의 미백에 도

움을 주는 제품

- 피부에 멜라닌색소가 침착하는 것을 방지해 기

미·주근깨 등의 생성을 억제함으로써 피부의 미

백에 도움을 주는 기능을 가진 화장품

- 피부에 침착된 멜라닌색소의 색을 엷게 하여 피

부의 미백에 도움을 주는 기능을 가진 화장품

2
피부의 주름개선에

도움을 주는 제품

- 피부에 탄력을 주어 피부의 주름을 완화 또는 개

선하는 기능을 가진 화장품

3

피부를 곱게 태워

주거나 자외선으로

부터 피부를 보호

하는 데에 도움을

주는 제품

- 강한 햇볕을 방지해 피부를 곱게 태워주는 기능

을 가진 화장품

- 자외선을 차단 또는 산란시켜 자외선으로부터 피

부를 보호하는 기능을 가진 화장품

4

모발의 색상 변화

ㆍ제거 또는 영양

공급에 도움을 주

는 제품

- 모발의 색상을 변화[탈염(脫染)·탈색(脫色)을 포

함]시키는 기능을 가진 화장품(다만, 일시적으로

모발의 색상을 변화시키는 제품은 제외)

- 체모를 제거하는 기능을 가진 화장품(다만, 물리

적으로 체모를 제거하는 제품은 제외)

5

피부나 모발의 기

능 약화로 인한 건

조함, 갈라짐, 빠짐,

각질화 등을 방지

하거나 개선하는

데에 도움을 주는

제품

- 탈모 증상의 완화에 도움을 주는 화장품(다만, 코

팅 등 물리적으로 모발을 굵게 보이게 하는 제품

은 제외)

- 여드름성 피부를 완화하는 데 도움을 주는 화장

품(다만, 인체세정용 제품류로 한정)

- 튼살로 인한 붉은 선을 엷게 하는 데 도움을 주

는 화장품
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이처럼 소비자들의 건강한 피부에 대한 관심 및 의학지식이 발전하면서 화장

품에 대한 인식이 과거와는 많이 달라졌다. 국민생활수준의 향상으로 삶의 질은

높아졌으나, 노화와 주름으로부터 해방, 밝은 피부를 원하는 등 사람들은 다양한

피부 문제로 인한 스트레스를 받게 되었다. 이러한 소비자들의 아름다움을 추구

하려는 욕구와 맞물려 기능성 화장품 중에서도 피부학과 의학적 이론 배경을 바

탕으로 만들어진 화장품인 코스메슈티컬(Cosmeceutical)이 1980년대 중반부터 주

목을 받기 시작했다. 코스메슈티컬은 화장품을 뜻하는 Cosmetic 과 의약품을 뜻

하는 Pharmaceutical가 합성된 신조어로, 화장품에 의약품의 이미지와 효능을 담

아 피부의 재생과 회복에 중점을 두고, 피부의 구조나 기능에 영향을 미쳐 치료

및 예방 작용을 하는 화장품을 뜻한다 (이아름, 2017; 임수진 외, 2017). 이 용어

를 처음 사용한 미국의 Kligman 박사는 “코스메슈티컬은 화장품으로 판매되는

약학적 성능을 가지는 국소 제제”라고 정의하였다 (Pandey 와 Sonthalia, 2019).

코스메슈티컬은 단순히 기능이나 미용 효과를 강조하는 기존 화장품과는 다르다.

피부의 구조와 기능에 작용할 수 있고, 피부건강에 도움이 되는 활성물질을 함유

하여 전통적인 화장품의 정의에는 해당하지 않지만 의약품으로 간주될 수 없다

(Rodrigo 등, 2010). 종래의 화장품은 치료나 예방을 목적으로 사용되지는 않아

의약품 또는 의약외품과 구분된다 (표 Ⅱ-6). 코스메슈티컬 제품은 화장품과 의

약품의 정의를 충족하는데, 예를 들어 비듬 방지 샴푸의 경우, 샴푸 자체는 모발

과 두피의 세정과 정돈을 위해서 이용되는 화장품이지만, 비듬 방지 혹은 치료라

는 명목으로 이용되기 때문에 약물로써 간주될 수 있다 (Joshi 와 Pawar, 2015).

불소 함유 치약과 땀 배출 억제, 탈취 기능을 포함한 자외선 차단제도 이러한 화

장품과 약물의 조합인 코스메슈티컬이라고 할 수 있다 (Ligade 와 Udupa, 2010).

그러나, 코스메슈티컬 제품은 피부 치료에 도움을 줄 수 있지만, 생물학적으로

치료를 목적으로 하는 효과를 반드시 가질 필요는 없다고 언급하고 있다

(Kligman, 2005; Kadunc 등, 2013).
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의학과 과학의 발달에 따라 생명공학, 인체공학 뿐 아니라 첨단 나노공학 등이

접목된 융합기술기반 복합소재가 개발되어 피부건강에 효과적인 성분과 피부에

효율적으로 전달하는 기술 개발이 이러한 코스메슈티컬 화장품 시장을 선도하고

있다 (조진우 외, 2019). 코슈메슈티컬은 의학과 심미적 영역을 교차하면서 피부

문제로 인한 스트레스로부터 삶의 질을 향상시키는 데 도움을 줄 수 있다

(Guerrero, 2011).

표 Ⅱ-6. 화장품, 의약외품, 의약품의 차이 (박외숙, 2014)

구분 화장품 의약외품 의약품

사용 대상 일반, 정상인 일반, 정상인 환자

사용 목적 청결, 미화, 건강유지 위생, 청결 질병진단, 예방, 치료

사용 기간 장기간, 지속적 장기간, 지속적 일정 기간

사용 범위 전신 특정 부위 특정 부위

부작용 없어야 함 없어야 함 어느정도는 무방

처방 임의 사용 가능 임의 사용 가능 의사 처방 필요

코슈메슈티컬 제품은 브랜드샵, 약국, 마트 등 용이하게 구매가 가능하다는 점

에서 소비자들 사이에 급속도로 성장하는 블루오션시장이라고 할 수 있다. 또한

이러한 제품들은 과학기술의 발전으로 다양한 소비자의 피부 타입에 따라 적절

한 형태로 개발될 수 있다 (Dreno 등, 2014). 반면에, 허위 및 과장제품을 확인하

기 어렵고 관련 규제의 사각지대에 놓여 있어 코스메슈티컬 시장의 개척과 지속

적인 성장을 위한 화장품 원료 표준화 및 그에 따른 적절한 규제가 필요하다

(Saha, 2012).
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제주지역은 다양한 생물종의 보고이자 친환경 이미지를 간직하고 있어 다양한

지역 특산 소재들이 화장품 원료로 이용되고 있으며, 국내에서 가장 만은 천연

화장품 소재가 개발되고 있다. 다양한 제주 천연 소재를 이용한 유기농 화장품

등은 깨끗한 제주 자체의 브랜드, 청정지역에서 생산된 원료라는 점을 강조하여

화장품 등 뷰티 산업에 있어서 중심지로 거듭날 수 있는 입지조건을 가지고 있

다.

1) 화산송이

화산이 폭발할 때 용암이 굳어서 만들어진 붉은 빛깔의 돌을 화산송이라고 하

며, 제주어로 ‘가벼운 돌’을 뜻한다. 제주의 독특한 천연 지하자원이며, 제주도 특

별법으로 유통이 엄격하게 관리되고 있다. 화산송이는 돌에 미세한 많은 구멍이

뚫려있는 천연 세라믹으로, 이 미세한 구멍들이 피부의 먼지와 노폐물을 흡착하

여 모공을 줄여주는 역할을 한다. 또한 천연 미네랄이 함유되어 있고 천연상태에

서 원적외선 방사율 92%, 탈취율 97% 및 세균 살균력 99.9%를 보이는 뛰어난

기능성 천연소재이다. 모공, 트러블, 디톡스, 각질 및 피지조절 등의 효과를 보여

화산송이 기초화장품, 마스크팩, 핸드크림 샴푸 등의 제품이 출시되고 있다 (그림

Ⅱ-2).

2) 감귤 셀룰로오스

감귤을 원료로 하여 Gluconacetobacter sp.가 생산하는 셀룰로오스는 매우 미

세한 망상구조로 구성되어 있으며, 목질계 및 합성섬유와 비교하여 100배 이상의

얇은 직경과 높은 표면적을 갖고 있어 높은 수분 보유력과 생체적 합성을 나타
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내어 의료용 소제 및 화장품 제형에 활용성이 뛰어나다. 감귤 셀룰로오스 겔은

밀도가 낮아 제형에 유리하여 마스크팩, 로션, 크림 등 화장품 소재로 활용하기

쉬우며, 단백질 성분이 다른 셀룰로오스 겔 보다 적어 순수한 상태의 셀룰로오스

겔을 얻을 수 있다. 감귤 셀룰로오스 마스크팩은 단시간 내에 수분 및 영양분 공

급이 가능하고 탄력과 피부톤 개선에 효과가 있으며, 피부의 유수분기 밸런스를

잡아주는 역할을 한다.

3) 애기감귤

애기감귤은 과피 색이 녹색인 미숙과 상태의 감귤로 과피에는 플라보노이드,

과육에는 구연산이 많이 함유되어 있으며, 비타민 A, C, E가 다량 함유되어 있

다. 애기감귤은 완숙과보다 약 4배 이상의 식이섬유와 플라보노이드가 함유되어

있어 항산화작용, 순환기계질환 예방, 항염, 항균, 면역증강, 모세혈관 강화, 멜라

닌 합성 억제를 통한 자외선 차단, 미백 등에 효능이 있다. 또한 혈중 콜레스테

롤 저하 및 중금속 해독 효능을 가진다 (그림 Ⅱ-3).

4) 마유 (馬油)

말의 지방조직에서 추출한 지방성분으로, 예로부터 제주도 뿐 아니라 아시아

지역에서 화상이나 아토피 피부염 치료제로 사용되어 왔다. 주요 성분으로 팔미

톨레산 (palmitoleic acid), 올레인산 (oleic acid), 세라마이드 등이 있으며 보습,

피부보호, 피부장벽 강화, 피부세포재생촉진, 자외선차단, 항균 등의 효능이 있다.

또한 마유는 알레르기 접촉성 피부염 개선 효과가 있으며 피부 조직세포와 알레

르기성 천식, 축농증, 만성 두드러기, 아토피 피부염에 중요한 기능을 하는 혈청

면역글로불린 E (IgE)을 조절하여 피부상태를 개선시키는 효능이 있음을 밝혔다

(Lee 등, 2013). 마유의 성분은 사람의 피지와 흡사하여 피부에 흡수가 잘 되고

거부감이 없는 천연원료로 각광받고 있다. 발효된 마유를 이용하여 생산된 영양

크림, 썬젤, 핸드크림 등이 있다.
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그림 Ⅱ-2. 제주 화산송이 및 화산송이 함유 클렌징 폼.

그림 Ⅱ-3. 제주애기감귤 및 애기감귤 함유 비누.
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5) 백년초

부채선인장에 속하는 손바닥선인장에서 6월에 열매가 열리고 자라 12월에 수

확을 시작한다. 100가지 질병을 고칠 수 있고, 이 열매를 먹으면 백년을 산다고

하여 백년초라는 이름을 가지게 되었다. 이 손바닥선인장은 한방울의 물도 없이

3년을 버틸수 있다고 하고, 예로부터 해독, 해열진정, 기관지천식, 소화불량, 위경

련, 변비, 가슴통증, 혈액순환, 위장병, 비염 등에 민간약재로 사용되어 왔다. 또

한 페놀성 물질과 플라보노이드 성분이 다른식품보다 많아 고혈압, 암, 노화 억

제에 효과가 있다. 식이섬유, 비타민C, 칼슘, 칼륨 등이 풍부하고 벌레물린 곳, 화

상치료 등에 사용되어 왔다. 화장품으로 이용할 경우 진정, 수분공급, 콜라겐 형

성, 피부톤 개선의 효과가 있으며 백년초 스킨, 로션, 수분크림, 비누, 팩 등이 상

품화되었다 (그림 Ⅱ-4).

그림 Ⅱ-4. 제주백년초 및 백년초 마스크팩.
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6) 동백

아열대기후에서 볼 수 있으며, 한반도에서는 제주도와 남해안 (경남, 전남, 부

산)에서 주로 서식한다. 꽃은 leucoanthocyanin, anthocyanin 등이 함유되어 있다.

과실에는 지방유, camellin, thachysaponin이 들어 있고 thachysaponin을 가수 분해

한 후, camelliagenin A, B, C를 얻으며 잎에는 I-epicatechol, d-catechol이 들어 있

다. 예로부터 동백열매의 오일은 등불을 밝히거나 머릿기름으로 사용하기도 하였

고, 천식과 아토피에 효과를 보였다. 동백꽃이 피부의 항산화에 도움이 된다는

사실이 밝혀지면서 피부노화 예방과 피부건강을 위한 다양한 화장품들이 출시되

고 있다. 또한 동백꽃은 강심작용, 항암작용, 장출혈, 자궁출혈, 토혈, 해수, 코피, 대

변 출혈, 아메바성이질, 타박상, 화상, 부스럼, 머릿기름, 식용유, 등유, 유두(乳頭)가

짓물러서 갈라지고 통증이 심한 증상에 효능이 있다. 동백오일의 올레인산은 피부

진정, 보습에 효과가 있으며, 자외선 차단에도 효과가 있으며 또한 콜라겐 형성

에도 도움을 준다. 동백 스킨, 로션, 수분크림, 헤어오일, 샴푸 등이 출시되었다

(그림2-5).

그림 Ⅱ-5. 제주동백 및 동백 마사지 솔트.
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7) 왕벚꽃

제주왕벚꽃은 피부병, 항암 효능으로 알려진 전통적인 민간약재의 원료로 사용

되어 왔으며, 비타민 A, B, C, E 및 사쿠라닌 (sakuranin) 등 각종 유효성분이

함유되어 있다. 왕벚꽃은 화피의 라디칼 소거능과 우수한 피부 진정 효능이 확인

되었으며, 플라보노이드를 유효성분으로 하여 항염증, 피부진정, 항산화, 항노화

제품에 적용할 수 있는 천연 소재로 활용되고 있다 (Hong 등, 2019; Park 등,

2008) (그림 Ⅱ-6).

그림 Ⅱ-6. 제주왕벚꽃 및 왕벛꽃 토너.

8) 해조류 (Seaweed)

해조류는 요오드, 철분, 칼슘, 칼륨 등 무기질이 많이 함유되어 있고, 식이섬유

가 풍부하여 식용으로 많이 이용하고 있다. 해조류는 칼슘, 칼륨, 철분, 구리 등

각종 무기질과 알긴산 (alginate), 후코이단 (fucoidan) 등이 풍부하게 함유되어

있어 피부보습, 상처 회복, 혈액순환 활성화, 각화주기 정상화 등의 효능이 있다.

또한 항염, 보습, 피부탄력 회복, 피부진정, 디톡스의 효과가 있다. 특히 제주도의
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톳, 감태, 미역 추출물 등은 항산화 및 항염증 효과가 있는 생리활성물질을 함유

하고 있는 것으로 알려져 있어 피부세포의 보호에 좋은 화장품원료로 각광받고

있다 (Cui 등, 2019).

9) 제주조릿대

제주조릿대는 한라산 일대에서 넓게 분포되어 자생하는 특산식물로, 다양한 약

리효과로 예로부터 전통약재로 사용되어왔다 (Kim, 2018). 그러나 제주조릿대는

번식력이 강해 다른 식물들의 성장을 저해하고 있어 문제가 심각하다. 제주조릿

대의 화장품 등의 응용은 제주조릿대의 번식을 적절하게 막아 한라산 생태 종의

다양성을 회복시킬 수 있다는 점에서 긍정적인 면으로 평가받고 있다 (Lee 와

Lee, 2017). 제주조릿대는 파라-쿠마린산 (ρ-coumaric acid)를 포함한 페놀성 항

산화제, tannin, flavonoid 등이 풍부하고, 멜라닌 생합성을 억제하여 다양한 미백

케어 제품과 항노화 제품에 적용되고 있다.

10) 유채

아시아, 유럽 등 세계적으로 널리 재배되고 있으며, 우리나라에서는 99%가 제

주도에서 서식하고 있다. 비타민 A, C 함량이 풍부하여 식품으로도 이용되며, 루

틴 (rutin) 등 항산화 효과가 우수하여 피부 노화를 지연시키고 예방한다. 또한

손, 발의 염증, 부종을 없애주는 것으로 알려져 있다. 유채는 유채대, 유채씨, 유

채유, 유채박 등 모든 부분을 화장품, 식품 등의 산업에 활용할 수 있다. 유채는

다양한 아미노산을 함유하고 있으며 추출물은 활성산소 억제, 라디칼 소거능 등

항산화 활성이 뛰어난 것으로 알려져 있다 (Kim 과 Na, 2013).

11) 황칠

황칠나무는 우리나라의 남해안과 제주도 한라산 일대에서 자라는 상록수로, 공

예품에 사용하는 도료의 원료로서 이용되어 왔다. 황칠의 잎, 줄기 및 뿌리는 진
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정작용과 강장작용 등의 효능을 보여 편두통과 생리통 등에 효과적이며, 항암작

용과 항산화 작용이 있는 것으로 보고되었다 (Mo 와 Oh, 2013). 황칠은 멜라닌

생합성 억제 효과가 보고되어 미백 등을 위한 원료로 사용되고 있다 (Park 등,

2014).

12) 홍해삼

홍해삼은 한국, 일본 등 아시아일대에서 자생하고 타우린, 탄닌, 비타민 B1,

B2, B3 등을 포함하여 항암, 비만, 고혈압, 피부면역, 항산화에 효과적이다 (Jeon

등, 2017). 또한 홍해삼 추출물은 tyrosinase 활성을 억제하며 높은 미백과 주름

개선효과를 내는 것으로 밝혀졌다 (Jeon 등, 2018).

13) 알로에베라

알로에베라(Aloe vera)잎은 겔 형태로 되어 있으며 약 98%가 수분으로 이루어

져 있다. 총 고형물 함량은 0.66%며 당, 단백질, 지질, 미네랄 및 페놀성분으로

구성되었고 항종양, 항산화, 항염증, 피부질환의 완화 및 주름개선 등의 효과가

있다 (Seol 등, 2012; Yoon 과 Pyo, 2013).

14) 애기달맞이

애기달맞이꽃은 달맞이꽃에 비해 아주 작아서 붙여진 이름으로써 달맞이꽃의 효

능을 보면 달맞이꽃의 민간요법으로 통째로 갈아 외상에 바르거나 피부에 발진이나

종기가 나면 그것을 환부에 바르기도 하였다. 달맞이꽃의 씨앗에서 얻은 유지속에는

필수지방산이 다량으로 함유 되어있다. 달맞이꽃의 뿌리를 월견초라고 하며 감기로

열이 높고 인후염이 있을 때 물에 넣고 달여서 복용하며 종자는 월견자라고 하여

고지혈증에 사용한다. 애기달맞이 추출물은 항산화, 항염, 항암 및 항균활성이 뛰어

난 것으로 보고되고 있다.
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산소는 호기성 호흡을 하는 생물에게는 꼭 필요한 요소이나, 호흡과 환경적 요

인에 의해 반응성이 큰 활성산소로 변화하면 노화 및 각종 질환을 유발할 수 있

다. 피부의 노화 요인에는 여러 가지 환경, 심리적인 요소, 호르몬 변화 등이 있

는데, 시간이 흘러감에 따라 생기는 내인성 노화와 오랫동안 자외선에 노출되어

생기는 광 노화가 있다 (Kim 등, 2008). 이러한 활성산소에 의한 노화 등을 방지

하기 위한 활성 산소 조절 혹은 감소시킬 수 있는 항산화제로는 효소계열의

superoxide dismutase, catalase, glutathione reducatase 등과 페놀성 화합물,

favone 유도체, carotenoids, 아미노산 등 천연 항산화물질과 BHA (butylated

hydroxyanisole), BHT (butylated hydroxytoluene) 등과 같은 합성 항산화제가

있다 (Kang 등, 2005). 그러나 합성 항산화제는 안정성 측면에서 문제가 대두 되

어 식품에 사용량이 규제 되고 있다 (Choe 와 Yang, 1982). 이에 따라 근래에는

천연물질 중 항산화 및 항염 활성이 높은 물질을 탐색하고 분리하여 안전성이

높은 합성 항산화제를 개발하려는 연구가 활발히 이루지고 있다. 페놀계 화합물

은 식물에 함유되어 있는 2차 대사산물들 중 하나로 구조의 다양성을 가지고 있

으며 phenolic hydroxyl기는 단백질, Fe2+, Cu2+ 등의 2가 금속이온 및 거대 분자

들에 결합하는 성질을 가짐으로 항산화 활성 등과 같은 생리활성을 나타낸다

(Rice-Evans 등, 1997). 한편, 정상적인 세포에서도 대사과정의 산물로 활성 산소

종인 과산화수소 (H2O2), hydroxyl radical (OH
-), superoxide anion radical,

singlet oxygen (1O2
-) 만들어내며 catalase, superoxide dismutase (SOD)와 같은

인체내 효소에 의해 제거되는 항산화 방어체계에 의해 균형을 유지한다 (김종평

과 유익동, 1998; Madamanch 등, 2005). 또한 비효소적 항산화제인 vitamin C,

vitamin E, β-caratene, 플라보노이드는 활성 산소종을 직접 소거하거나 활성 산

소종에 의한 연쇄 반응을 차단하여 산화적 손상을 저해한다 (Allen 과 Tresini,

2000). 그러나 이러한 생체방어체계가 오작동하거나 각종 물리, 화학적 요인들에
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의하여 활성산소의 생성이 시스템의 용량을 초과하게 될 경우 산화적 스트레스

(oxidative stress)가 야기된다. 따라서 자유라디칼을 소거할 수 있는 화합물

(free radical scavengers) 또는 과산화물 생성 저해물질과 같은 항산화제들은 이

들 산화물들에 기인하는 노화 및 각종 질환의 억제 또는 치료제로서 이용된다

(김종평과 유익동, 1998). 이러한 정상세포의 항산화 방어체계는 많은 양의 자외

선에 노출될 경우 붕괴되어 피부의 구성물질인 지질, 단백질, 다당, 핵산 등과 반

응하여 피부에 영향을 준다 (그림 Ⅱ-7).

그림 Ⅱ-7. 자유라디칼을 발생하는 환경 및 유해인자와 그에 따른 세포의 영향

(김종평과 유익동, 1998).
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염증반응은 조직에 상처로 인한 감염 등이 일어날 경우 신체를 보호하기 위한

기전으로 자유라디칼, 사이토카인 등의 자극성 물질에 대한 방어 반응 중 하나로

알려져 있다 (Nathan, 1992). 실험에 사용한 마우스 유래 대식세포주인 RAW

264.7은 LPS로 자극을 받으면 전염증성 사이토카인 (proinflammatory cytokine)

을 방출하게 되고 inducible nitricoxide syithase (iNOS)의 발현을 유도하며

nitric oxide (NO)를 생성하여 염증반응을 일으키게 된다 (McDaniel 등, 1996).

특히 NO는 자체로서도 염증과 세포 손상을 유발 하지만, 활성 산소종인

superoixde와 결합하게 되면 반응성이 더욱 강한 peroxinitrite의 형태로 전화되

어 세포 파괴를 유발하게 된다 (Radi 등, 1991). 결국 세포에서 NO 생성의 저해

는 항염 활성 뿐 아니라 체내에서 산화 스트레스를 저해하는 것에도 관련되어

있다 (그림 Ⅱ-8).

그림 Ⅱ-8. 대식세포의 가소성과 조직손상 (adapted from wikipedia).
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화장품 산업은 다른 산업에 비해 비교적 수명이 짧고, 기호성과 유행성이 제품

의 판매에 상당한 영향을 주기 때문에 생산 구조적인 면에서 제품이 사양이 다

양하여 다품종 소량 생산 체제를 갖추고 있다. 화장품 산업은 노령화 사회로의

진입에 따른 노화지연 및 미의 유지에 대한 관심이 높아짐으로써 발전 가능성이

크다.

제주도는 세계적으로 유명한 화산섬이며, 유네스코 자연과학분야 3관왕에 빛나

는 섬으로 국내에서 최대 생물종 다양성을 보유하고 있으며 또한 국내 유일의

화산암반수를 이용한다. 따라서 제주는 맑고 깨끗한 환경, 자연과의 공존이라는

최고의 가치를 내세워 청정 및 천연 이미지를 이용한 천연화장품 개발 및 생산

이 가능하므로, 제주도 특화 산업으로 발전시킬 수 있다. 제주특별자치도에서도

2002년부터 제주건강뷰티 생물산업을 전략산업으로 육성하기 시작하였고, 2015년

에는 제주특별자치도 화장품 산업 진흥 조례 제정과, 2016년부터는 제주화장품

인증제도를 시행함으로써 화장품 소재의 수입 대체, 수출 경쟁력 강화를 위한 화

장품 소재공급 거점화가 가능할 것으로 전망하고 있다.
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Ⅲ. 제주산 복분자 딸기 추출물의 항염증 효과

복분자 딸기 (Rubus coreabus Miquel)은 한반도 남쪽 및 제주도에서 발견되며

열매는 항암, 항산화 및 항염증 작용을 하는 것으로 알려져 있다. 그러나, LPS로

자극된 염증성 사이토카인 및 그 매개체의 발현에 대한 복분자딸기 줄기 및 잎

추출물 (R.coreabus stem and leaf, RSL)의 억제 효과는 아직 조사되지 않았다.

따라서, 본 연구에서는 은 LPS로자극된 RAW 264.7 세포에서 복분자딸기 줄기

및 잎 추출물의 항염증 효과를 평가하였다. 이 연구에서 RSL은 nitric oxide

(NO), prostaglandin E2 (PGE2), cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible NO

synthase (iNOS)와 같은 전 염증성 사이토카인의 생성을 농도 의존적으로 억제

하였으며, RAW 264.7 세포 독성은 관찰되지 않았다. 이 결과는 RSL이 화장품

및 의약품 성분의 새로운 원료가 될 수 있음을 나타낸다.
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현대인은 서구화된 식생활로 인한 비만과 환경오염 및 스트레스 등으로 인한

염증 관련 질환이 계속 증가하고 있다 (Vlassara, 2005). 염증 반응은 본래 손상

된 조직과 병원균의 침입으로부터 신체를 방어하기 위해 가장 먼저 일어나는 원

시적인 보호 반응으로 알려져 있다. 하지만 지속적인 염증 반응은 세포나 조직의

기능장애 및 괴사를 일으키고 당뇨, 종양, 류머티즘 관절염 등의 염증 질환으로

발전할 수 있다 (Medzhitov, 2008; Kaplanski 등, 2003; Hofseth 등, 2006; Jeong

등, 2012). 염증반응은 침입으로 인한 조직의 손상에 대해 구조나 기능을 회복시

킬 수 있는 유익한 체내 방어기전이다. 그러나 반복되는 염증은 조직 손상의 원

인이 되었고 이에 따라 염증을 일으키는 물질을 찾아 제거하고자 하는 많은 노

력이 있었다 (Lee 등, 2009; Ji 등, 2004). 염증반응에 관여하는 주요 세포로 잘

알려진 macrophage(대식세포)는 여러 자극뿐만 아니라 면역세포들이 분비하는 c

ytokine 등에 의해 활성화되어, interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6) 및 t

umor necrosis factor-α (TNF-α) 와 같은 전염증성 cytokine들의 생산과 NO 및

PGE2와 같은 염증인자들의 생성을 촉진한다 (Iwalewa 등, 2007; Shao 등, 2013).

염증 과정은 다량의 nitric oxide (NO) 및 prostaglandin E2 (PGE2) 등 염증 인자

가 Nitric Oxide Synthase (NOS) 및 cyclooxygenase (COX)에 의해 형성된다.

NO는 혈압조절 및 응고, 면역기능 등의 역할을 하며 NOS에 의해 형성된다 (Ga

rthwaite, 2010; Crane 등, 1998). 복분자 딸기 (Rubus coreanus)는 장미과 낙엽

관목에 속하며 중부 이남의 지역과 제주도뿐만 아니라 중국과 일본에 서식하는

것으로 알려져 있다 (Yuk, 1990). 한방에서는 복분자 딸기의 열매를 복분자라 하

며, 다양한 플라보노이드, 페놀 화합물 및 테르페노이드가 포함되어 있다고 알려

져 있으며, 전통적으로 간, 정력 감퇴, 신정보강 및 빈뇨 등을 치료하는데 사용되

었다 (Bae, 2000; Kim 등, 1997). 또한, 복분자의 생리활성은 polyphenol에 의한

항산화 활성, 항균활성 및 항염증 작용 등이 알려져 있다 (Kim 등, 2001; Choi
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등, 2003; Cha 등, 2001). 그러나 이러한 효능은 열매에 국한되어 있으며, 복분자

딸기(잎과 줄기)에 대해서는 아직까지 항염증 효능 및 그 기전에 대해서는 알려

진 바가 없다. 따라서 본 연구에서는 제주산 복분자딸기의 잎과 줄기를 복합 추

출하여 RAW 264.7 cell에서 발생되는 염증 반응에 대한 억제 효과 및 기능성 소

재로서의 가능성을 검토하고자 하였다.
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1) 재료 및 추출

본 연구에 사용된 복분자 딸기(Rubus coreanus Miquel)의 잎과 줄기는 2018년

제주특별자치도 서귀포시 대정읍에서 2월에 채집되었으며 제주생물자원(주)으로

부터 제공받았다. 복분자 딸기(잎과 줄기)는 70% 에탄올을 이용하여 실온에서

24시간 동안 2회에 걸쳐 추출하였으며, 필터로 여과한 후 감압농축기를 사용하여

농축하였다. 농축된 추출물을 -110℃에서 동결 건조(LABOGENE, KOREA)한 후

Dimethyl sulfoxide (DMSO)에 용해하여 실험에 사용하였다.

2) 추출물의 활성 측정을 위한 cell 배양

본 연구에서 사용된 RAW 264.7 세포는 Murine macrophage cell line으로

ATCC (American Type Culture Collection)에서 분양받아 10% fetal bovine

serum (FBS)와 100 units/mL penicillin-streptomycin 이 함유된 Dulbecco's

Modified Eagle Medium (Gibco, USA) 배양액을 사용하여 37℃ incubator(5%

CO2)에서 2~3일 간격으로 계대배양을 실시하였다.
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3) 추출물의 생리활성 평가 및 특성 분석

(1) 복분자 딸기 추출물의 세포 독성 측정

RAW 264.7 cell을 24 well plate에 3.0 × 105 cells/mL만큼 분주하여 37℃,

5%, CO2 조건의 incubator에서 18시간 전 배양한 후 시료와 LPS(1 μg/mL)를

동시 처리하고, 24시간 동안 배양하였다. 이후 MTT를 첨가하여 37℃에서 4시간

동안 반응시킨 다음 MTT 용액을 제거하였다. 여기에 DMSO를 첨가하여 살아있

는 세포와의 반응으로 생긴 침전물을 용해시킨 후 96 well plate에 옮겨 담아

ELISA reader를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료 군에 대한

평균 흡광도를 측정하였으며, 대조군의 흡광도 측정값과 비교하여 세포독성을 평

가하였다.

(2) 복분자 딸기 추출물의 NO 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 사용하여 24 well plate

에 3.0 × 105 cells/mL로 분주하고 37℃, 5% CO2 조건의 incubator에서 18시간

전 배양시켰다. 이후 시료와 LPS (1 μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양한 후

상층액 100 μL와 Griess 시약 [1% (w/v) sulfanilamide, 0.1% (w/v)

naphylethylenediamine in 2.5% (v/v) phosphoric acid] 100 108 μL를 96 well

plate에서 혼합하여 10분간 실온 암소에서 반응시킨 후 ELISA reader를 사용하

여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 생성된 NO의 양은 세포배양액 중에 존재

하는 NO2의 형태로 측정하였다.
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(3) Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell(3.0 × 105 cells/mL)에 시료와 LPS (1 μg/mL)를 함유한 450

μL의 배지를 동시에 처리하여 24시간 배양하였다. 24시간 후 배양 배지를 원심

분리(12,000 rpm and for 3 min) 하여 얻어진 상등액의 PGE2 함량을 측정하였

다. 모든 시료는 정량 전까지 냉동보관(-20℃) 하여 사용하였다. PGE2는 mouse

enzyme-linked immnunosorbent assay(ELISA) kit(R&D Systems Inc.,

Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 정량하였다.

(4) 전염증성 cytokines (TNF-α, IL-6, IL-1β) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell은 1.8×105 cells/mL로 조절한 후 24 well plate에 분주하고, 3

7℃, 5% CO2 incubator에서 18시간 동안 전 배양하였다. 이후 다양한 농도의 시

료 50 μL와 LPS(1 μg/mL)를 함유한 450 μL의 배지를 동시에 처리하여 24시간

배양하였다. 이후 배양 배지를 원심분리(12,000 rpm and for 3 min) 하여 얻어진

상층액의 전염증성 cytokine 생성 함량을 ELISA kit를 이용하여 정량하였다.

(5) Western blot analysis

RAW 264.7 cell(3.0×106 cells/mL)을 18시간 배양한 후 시료와 LPS(1 μg/mL)

를 동시 처리하여 24시간 배양하였다. 이후 세포를 PBS를 이용해 2회 세척하고

lysis buffer [1×RIPA (Upstate Cell Signaling Solution, NY, USA), 1 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1 μg/mL

aprotinin, 1 μg/mL pepstatin, and 1 μg/mL leupeptin]를 이용해 1시간 동안

lysis 시킨 후 원심분리 (15,000 rpm, 30 min) 하여 단백질 상층액을 분리하였다.

단백질 농도는 bovine serum albumin (BSA)을 기준으로 Bio-Rad protein assay

reagent를 사용하여 정량하였다. 정량한 단백질을 10%의 polyacylamid gel에 전
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기영동하고 poly-vinylidene difluoride (PVDF) membrane (Milipore, 138

Burlington, MA, USA)에 200 mA, 2시간 동안 전이시켰다. 단백질이 전이된

membrane을 5% 탈지분유를 포함한 0.05% Tween20/Tris-buffered saline

(0.05% T/TBS)에 넣고 상온에서 1시간 blocking 시킨 후, 1차 항체와 반응시켰

다. 1차 항체 반응은 iNOS antibody (1:5,000, Calbiochem, Philadelphia, PA,

USA), COX-2 antibody (1:1,000, BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA,

USA), β-actin antibody clone AC-74 (1:10,000, Sigma, St. Louis, MO, USA)를

이용하여 4℃에서 하루밤 동안 반응시켰다. 1차 항체 반응이 끝난 membrane은

0.05% T/TBS 용액으로 3회 세척 후 peroxidase-conjugated된 2차 항체

(Jackson ImmunoResearch, West grove, PA, USA)를 1:5,000 또는 1:10,000으로

희석하여 상온에서 1시간 반응한 뒤 0.05% T/TBS 용액으로 3회 세척하였다. 단

백질은 ECL kit (Bio-Rad, USA)를 사용하여 imaging densitometer (model

GS-700, Bio-rad, USA)를 통해 측정하였다.

4) 통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 측정하였고, 그 결과는 평균값±표준편차로 나타냈으

며 통계적 분석은 SPSS 10.0 프로그램을 이용하여 각 처리구 간의 유의성

(p<0.05, 0.01)을 검증을 위해 분산분석(analysis of variance, ANOVA)후 tukey

test로 다중 비교를 실시하였다.
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1) 복분자 딸기 추출물의 세포 독성 측정

RAW 264.7 세포에 대한 복분자 딸기의 잎과 줄기 추출물(RSL)의 세포독성을

알아보기 위해 MTT 분석법을 이용하여 세포 생존율을 조사하였다. 그 결과

RSL 추출물은 모든 농도에서 무처리군과 비교 시 유의적인 차이를 보이지 않아

세포의 생존율에 영향을 주지 않음을 확인 하였다 (그림 Ⅲ-1). 따라서 RSL 추

출물은 처리한 농도 내에서 세포독성이 없는 것으로 사료되어 추후 실험에서 위

의 농도를 사용하여 실험을 진행하였다.

그림 Ⅲ-1. Rubus coreanus extract (RSL)의 RAW 264.7 세포 내 독성 평가.
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2) 복분자 딸기 추출물의 NO 생성 억제 활성

염증을 유발하는 원인이 되는 활성산소 Nitric oxide (NO)의 생성에 RSL 추출

물이 어떠한 영향을 미치는지에 대해서 조사하였다(Fig. 2). RAW 264.7 세포에

RSL 추출물(50, 100, 200 μg/mL)과 LPS(1 μg/mL)를 동시 처리하여 NO 생성량

을 Griess 시약을 이용하여 세포 배양액에 존재하는 NO2
-의 양을 측정하였다. 그

결과 LPS 단독 처리군과 비교했을 시 RSL 추출물은 50 μg/mL 농도에서 NO

생성을 48%, 100 μg/mL 농도에서는 66%, 200 μg/mL에서는 71%로 농도 의존적

으로 NO의 생성량을 감소시키는 것으로 나타났다 (그림 Ⅲ-2). 따라서 RSL 추

출물은 대식세포의 NO의 생성을 감소시킴으로써 염증 발생에 의한 질환 유발을

효과적으로 제어할 수 있을 것으로 사료된다.

그림 Ⅲ-2. Rubus coreanus extract (RSL)의 RAW 264.7 세포 내 nitro oxide

(NO) 생산 억제 효과.
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3) 복분자 딸기 추출물의 PGE2 생성 억제 활성

COX-2 유래 PGE2는 면역 관련 세포의 활성을 유도해서 염증반응을 일으키며

Th2 세포의 활성을 유도해 염증성 사이토카인을 과도하게 생성하는 원인으로 알

려져 있다 (Jang 등, 2006). RSL 추출물을 상기의 NO 실험과 동일한 농도로 처

리하여 RAW264.7 세포에서 PGE2의 생성 억제 활성을 측정하였다. 측정 결과,

LPS가 첨가되어 염증이 유발된 군과 비교했을 시 RSL 추출물이 첨가된 각각의

처리 농도(50, 100, 200 ug/ml)에서 농도 의존적으로 PGE2의 생성 억제 효과가

있는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 3-3). 특히 200 μg/mL 농도에서는 RSL 추출

물의 활성이 55%로 PGE2 생성을 억제 하는 것으로 나타났다. 따라서 RSL 추출

물은 LPS로 인해 생성량이 증가된 PGE2를 감소시킴으로써 항염증 효과를 나타

내는 것으로 확인하였다.

그림 Ⅲ-3. RSL의 RAW 264.7 세포 내 PGE2 생산 억제 효과.
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4) iNOS 및 COX-2 발현 억제

LPS에 의해 자극을 받은 NF-κB는 핵 내로 이동하여 COX-2 및 iNOS와 같

은 여러 염증관련 효소의 전사를 활성화하며, iNOS 및 COX-2에서 유래한 NO

와 PGE2는 급성 및 만성 염증의 발변 기전에 중추적인 역할을 한다(20). 따라서

본 실험에서는 RSL 추출물에 의한 염증의 억제가 어떠한 경로에 의한 것인지

확인하기 위해 RAW264.7 세포를 LPS로 자극한 후 RSL 추출물을 농도별로 처

리하여 각 신호 전달물질의 발현 정도를 관찰하였다. 실험 결과, 무첨가군과 비

교하여 LPS (1 ug/ml)에 의해 생성이 증가된 iNOS 단백질 발현양이 RSL 추출

물을 처리했을 때 농도 의존적으로 크게 감소한 것을 확인하였다(Fig. 3-4a). 또

한, LPS에 198 의해 다량 생성된 COX-2 단백질 발현 양 역시 RSL 추출물에

의해 농도 의존적으로 감소시키는 것을 확인하였다 (Fig. 3-4b). 이로써 RSL 추

출물에 의한 염증 억제가 NF-κB의 신호 전달과정을 통해 이루어지고 있음을 확

인하였으며, 이러한 결과는 NO, PGE2, iNOS, COX-2의 발현을 효과적으로 감소

시킴으로써 항염증 효과를 나타내는 것임을 시사했다.
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그림 Ⅲ-4. RSL의 RAW 264.7 세포 내 iNOS (a)와 COX-2 (b) 발현 억제 효과.
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5) 전염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-6, IL-1β) 생성 억제

TNF-α, IL-1β 및 IL-6는 염증반응을 조절하는 대표적 전염증성 사이토카인으로

알려져 있으며, 이러한 사이토카인은 면역세포의 활성, 증식 및 분화를 조절하는

것으로 알려져 있다 (Badwin, 1996). 따라서 본 실험에서는 LPS로 자극한 RAW

264.7 세포에 RSL 추출물을 처리한 후 TNF-α, IL-1β, IL-6, 의 생성량을 측정

하여 각각의 발현량을 조사하였다(Fig. 3-5). LPS에 의해 RAW264.7 세포의

TNF-α, IL-1β, IL-6 생성량이 유의적으로 증가된 것을 확인하였으며, RSL 추출

물 (50, 100, 200 μg/mL) 처리군에서는 LPS에 의해 증가된 IL-1β, IL-6의 생성

량이 농도 의존적으로 억제된 것을 확인하였다(Fig. 3-5b, 3-5c). 특히, RSL 추

출물 처리군의 200 μg/mL 농도에서는 IL-1β와 IL-6 분비량이 각각 50% 와

70% 이상으로 억제됨을 확인 하였다. 반면 TNF-α의 생성능은 LPS처리군과 비

교했을 때 억제능이 미비하게 관찰되는 것으로 보아 RSL 추출물이 TNF-α 생성

기작에는 크게 관여하지 않는 것으로 사료된다(Fig. 3-5a). 그러나 RSL 추출물은

IL-1β와 IL-6 생성량 감소에는 뛰어난 효과가 있는 것으로 보아 RSL 추출물은

사이토카인 발현에 관여함으로써 염증반응을 억제할 수 있음을 시사한다.
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그림 Ⅲ-5. RSL의 RAW 264.7 세포 내 전염증성 cytokine인 TNF-α (a), IL-1β 

(b), IL-6 (c) 생성 억제 효과.
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본 연구에서는 RSL 추출물의 항염 효과를 확인하기 위해 Nitric oxide (NO) 저

해 활성, Prostaglandin E2 생성 저해 활성과 전염증성 사이토카인 생성 억제,

iNOS 및 COX-2 단백질 발현 억제 효과를 측정하였다. RSL 추출물은

RAW264.7 세포에 대하여 전 농도에서 세포독성이 관찰되지 않았다. 또한, RSL

추출물은 LPS 자극에 의한 NO 생성을 농도 의존적으로 억제 했다. 게다가

PGE2 생성 억제 활성 측정 결과 LPS 자극으로 분비된 PGE2 생성을 억제하였으

며 전염증성 사이토카인인 IL-1β, IL-6의 분비량을 농도 의존적으로 억제하였다.

대표적인 염증 관련 신호 전달 경로인 NF-kB 관련 유전자의 발현을 검토한 결

과 RSL 추출물에 의해 iNOS 및 COX-2의 발현이 유의적으로 억제 되었다. 따

라서 RSL 추출물은 천연 항염증 기능성 화장품 소재로의 가능성을 제시하는 결

과로 사료된다.
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Ⅳ. 제주산 겨울딸기 잎 추출물의 항산화 활성 및 항염증 효과

겨울딸기 (Rubus buergeri Miquel)은 다양한 종류의 식물 화학 물질을 함유하

고 있으며 항염증, 항균 및 항암 효과와 같은 광범위한 생리 활성을 갖는 것으로

알려져 있다. 그러나, RAW 264.7 대식세포에서의 염증에 대한 억제 효과의 기본

메커니즘은 아직 밝혀지지 않았다. 본 연구에서 우리는 LPS로 자극된 RAW

264.7 세포에 겨울딸기 잎 추출물 (RBM)의 항산화 및 항염증 활성을 조사하였

다. RBM 처리된 RAW 264.7 세포는 NO, PGE2 및 전염증성 사이토카인이 억제

되었음을 확인하였다. 또한, RBM은 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 iNOS

및 COX-2를 상당히 억제 하였다. 이러한 결과는 RBM이 항산화제 및 항염증제

로 사용하기 위한 잠재력을 가지고 있음을 나타내었다.
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인간의 선천적 면역계는 외부 감염 시 최초의 방어선을 구성하는 역할을 하며,

침입한 병원체를 대해 초기에 인지를 하고 연속적인 염증촉진 반응을 개시 한다

(Mogensen, 2009). 이와 같은 염증반응에는 주로 대식세포(Macrophage)가 관여

하며, 염증 매개 인자를 발현하여 외부 감염에 대한 적절한 반응을 하는 것으로

알려져 있으며 (Halliwell, 1996), 염증반응으로 인해 생성된 활성산소종(Reactive

oxygen species, ROS)이나 nitric oxide(NO)는 체세포에도 손상을 입힐 수 있는

것으로 보고되어있다 (Apel 과 Hirt, 2004; Bogdan, 2015; Murphy, 1999). 이들이

생성되는 또 다른 원인으로는 과도한 스트레스 및 과음, 흡연, 피로 등이 있으며,

그로 인해, DNA, 단백질, 세포 분자들의 손상 및 암, 심혈관 질환, 당뇨 등과 같

은 다양한 질병이 발생할 수 있다 (Alfadda 와 Sallam, 2012; Reuter 등, 2010; J

eong 등, 2012; Hofseth 와 Ying, 2006). 이러한 염증 인자들은 외부 자극과 면역

세포들이 분비하는 사이토카인 등에 의해 대식세포가 활성화로 인해 생성되며, i

nterleukin-6 (IL-6) 및 tumor necrosis factor-α (TNF-α)와 같은 전염증성 사이

토카인들에 의해 생성이 촉진된다 (Yeom 등, 2004; Jeong 등, 2012). 보고된 메

커니즘에 따르면, 생성된 사이토카인들이 inducible nitric oxide synthase(iNOS)

를 발현시켜 과도한 NO를 생성하고, 또한 cyclooxygenase-2 (COX-2) 단백질을

과발현함으로써 prostaglandin E2 (PGE2)를 합성하여 염증반응을 유지시킨다 (Ki

m 등, 2019; Guzik 등, 2003). 이와 같은 역할을 하는 사이토카인은 보다 상위 기

전에 존재하는 인자들에 의해 조절되며, nuclear factor kappa-light-chain-enhan

cer of activated B cells (NF-κB)와 mitogen-activated protein kinase (MAPKs)

의 활성 억제는 염증 반응을 치료하는데 있어 중요한 이점이 되며, iNOS, COX-

2 및 사이토카인등과 함께 많은 항염증 연구에서 실험적 지표로 여겨지고 있다

(Paik 등, 2003; Ghosh 와 Hayden, 2008; Park 등, 2012). 한편, 현대인의 질병

예방에 대한 관심 및 항염증, 항산화 산업의 발전에 따라 천연 항산화제 및 항염
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증제에 대한 요구가 증가하고 있으며, 특히 천연 식물 자원의 활성에 대한 연구

가 많이 이루어지고 있다 (Masaki 등, 1995). 본 연구에서는 산딸기속 식물에 주

목하였으며, 이들은 세계적으로 400여종이 존재한다. 산딸기속 식물은 다양한 종

류의 phytochemical 물질을 함유하여 항산화능, 항염증, 항균, 항암효과 등 폭넓

은 생리활성을 가진다고 알려져 있다 (Zhang 등, 2010). 이들의 과실(Berry)은 fl

avonoid, tannin, phenolic acid와 같은 생리활성이 높은 페놀성 화합물을 높은 수

치로 함유하며 항산화 및 항염증 활성을 나타내는데, 이와 같은 활성은 특히 안

토시아닌과 ellagic acid에 의한 것으로 연구되어 있다 (Bobinaite 등, 2012). 현재

복분자딸기(Rubus coreanus) (Ku 와 Mun, 2008; Yang 등, 2007), 레드라즈베리

(Rubus idaeus) (Tosun 등, 2009; Venskutonis 등, 2007), 블랙베리(Rubus frutic

osus) (Zia-Ul-Haq 등, 2014; Machado 등, 2015), 진들딸기 (Rubus chamaemoru

s) (Thiem 과 Goslinska, 2004; McDougall 등, 2011) 등 여러 산딸기속 식물에

대한 이화학적 특성 연구가 진행되어있으며, 이들의 생리활성 연구 결과 역시 다

수 보고되어있다. 반면, 산딸기속 식물 중 하나인 겨울딸기(Rubus buergeri Miq

uel)는 이화학적 연구 및 생리활성연구가 미흡하며 보고되어진 바가 거의 없다.

이들은 우리나라의 제주도 낮은 지대 (해발 700 m 이하)의 숲 속에서만 자라는

상록 덩굴성 반관목이며, 약명은 한매이고, 열매는 한방과 민간에서 명안, 지사,

음위, 강장, 양모 등에 사용되어졌다고 알려져 있으나 (Kang 등, 2005), 과학적인

근거가 제시되어있지 않으므로, 본 연구에서는 겨울딸기의 항산화와 항염증 효능

에 대한 기능성 분석을 실시함으로써, 생리활성 연구를 수행하고자 하였다.
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1) 재료 및 추출

본 연구에 사용된 겨울딸기 잎(Rubus buergeri Miquel)은 2018년 1월에 제주

특별자치도 제주시 한림읍 한림리에서 채집되었으며, 제주식물자원연구소에서 구

입하였다. 건조된 겨울딸기 잎을 분쇄한 후, 400 g을 취하여 70% Ethanol 2 L를

첨가하였다. 이후, 60℃에서 3시간 동안 가열한 뒤, 상온에서 16시간 추출하였다.

추출액은 paper filter로 여과하여 감압 농축한 뒤, 동결건조를 통해 시료화 하였

다.

2) 추출물의 활성 측정을 위한 cell 배양

RAW264.7 세포는 한국세포주은행에서 구입하여 사용하였으며, Dulbecco's

Modified Eagle Medium(DMEM, Gibco, NY, USA)에 10% fetal bovine serum

(FBS), 100 units/mL penicillin-streptomycin을 혼합한 배지를 사용하여 37℃,

5% CO2 조건에서 배양하였다. RBM의 세포 생존율 평가는 24-well plate에

RAW 264.7 세포를 8.0 ☓ 104 cells/well로 분주하여 24시간 전 배양 후 시료와

LPS(1 μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하였다. 이후, MTT assay 방법에

따라 세포 생존율을 평가하였다 (Denizot 와 Lang, 1986).
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3) 추출물의 생리활성 평가 및 특성 분석

(1) 총 페놀 함량

총 페놀 함량은 시료의 페놀성 화합물에 의해 환원되어 몰리브덴 청색으로 발

색하는 원리를 이용한 Folin-Ciocalteau법을 통해 측정되었다 (Kujala 등, 2000).

겨울딸기 잎 추출물(RBM) 70 μL와 2 N Folin-Ciocalteau 용액(Sigma, USA) 70

μL를 혼합하여 3분간 실온반응 시킨 후, 2% Na2CO3(Sigma, USA) 70 μL를 첨

가하여 1시간 방치하였다. 이후, Microplate reader (Thermo Fisher, USA)를 이

용하여 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 페놀 함량은 gallic acid를 표준으로

작성한 표준곡선으로부터 정량하였으며 측정단위는 mg(Gallic acid)/g(시료)을 사

용하였다.

(2) 총 플라보노이드 함량

총 플라보노이드 함량은 질산알루미늄법을 통해 측정하였다 (Zhishen 등,

1999). RBM 100 μL와 2% aluminium chloride hexahyrate 100 μL를 1:1 비율로

혼합하여 상온에서 20분 동안 반응 후, 430 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이에

따른 플라보노이드 함량은 quercetin으로 작성한 표준곡선으로부터 mg

Quercetin equivalents (QE)/g 로 나타내었다.

(3) DPPH 라디칼 소거능

DPPH법은 전자나 수소원자에 의해 자유 라디칼이 비 라디칼이 되면 자유라디

칼의 특유의 색이 사라지게 되는 DPPH의 성질을 이용한 방법이다 (Stagos 등,

2012). DPPH Radical scavenging activity 측정은 네 그룹으로 나눠서 시험하였

다. A group은 0.1 mM 2,2-Di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl radical 용액
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(DPPH 시약) 150 μL과 시료용액의 용매를 동량으로 혼합한 control group, B

group은 methanol 150 μL와 시료용액의 용매를 동량으로 혼합한 control group

의 Blank, C group은 DPPH 시약 150 μL와 일정농도의 시료을 동량으로 혼합한

experimental group, D group은 methanol 150 μL와 일정농도의 시료을 동량으로

혼합한 control group의 Blank이다. 각각의 group을 25℃에서 10분간 반응 시킨

후, 565 nm에서 흡광도를 측정하였다.

저해율(%) = [(C-D)/(A-B)] ×100

(4) ABTS 라디칼 소거능

ABTS radical을 이용한 항산화 활성 측정은 시료 내의 활성물질이 ABTS

free radical을 소거하여 청록색의 radical 특유의 색이 탈색되는 것을 이용한 방

법으로 Van den Berg 등의 방법을 변형하여 측정하였다 (Van den Berg 등,

1999). 7.4 mM ABTS 용액과 2.6 mM Potassium persulfate 용액을 24시간 동안

암반응시켜, ABTS radical을 형성시킨 후, 734 nm에서 흡광도를 2.0이 되도록

희석하여 working solution(WS) 을 제조하였다. WS과 RBM을 동량 혼합 후, 10

분 동안 암반응 하였으며, ABTS 라디칼 소거능은 시료 무첨가군 대비 흡광도

감소율로 나타내었다.

ABTS radical scavenging activity(%) = [(시료첨가군/무첨가군)] × 100

(5) Nitric Oxide(NO) 생성 저해 활성 평가

RAW 264.7 세포(8.0 ☓ 104 cell/well)를 24시간 전 배양 후 시료와 LPS(1 μ

g/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하였으며, Griess 시약을 이용하여 세포 배

양액 중에 생성된 NO를 NO2
-의 형태로 측정하였다. 세포배양액 100 μL와

Griess 시약을 동량 혼합하여 10분간 암반응 시킨 후 ELISA reader를 이용하여

540 nm에서 측정한 흡광도 값을 결과로 나타내었다.
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(6) Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 저해 활성 평가

RAW 264.7 세포(8.0 ☓ 104 cell/well)에 시료와 LPS(1 μg/mL)를 동시 처리하

여 24시간 배양한 후, 배양액으로 분비된 PGE2의 함량을 control 대비 백분율로

나타내었다. PGE2 함량은 PGE2 ELISA Kit (R&D Systems, MN, USA)를 이용

하여 측정 하였다.

(7) Pro-inflammatory 사이토카인(TNF-α, IL-6) 생성 저해 활성 평가

RAW 264.7 세포를 24-well plate에 8.0 ☓ 104 cells/well로 분주하여 전 배양

후, 시료와 LPS(1 μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양 하였다. 전염증성 사이

토카인의 생성량은 Mouse TNF-α ELISA Kit(Invitrogen, California, USA),

Mouse IL-6 ELISA Kit(BD Biosciences, California, USA)를 이용하여 측정하였

다.

(8) Western Blot

RAW 264.7 세포(3.0 ☓ 105 cells/well)를 18시간 전 배양 후 시료와 LPS (1

μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하였다. 이후 세포를 PBS로 2회 세척하고

lysis buffer를 이용해 1시간 동안 lysis 시킨 후 원심분리하여 단백질 상등액을

분리하였다. 단백질 농도는 BCA kit(Bio-Rad, USA)를 이용하여 정량하였다. 정

량한 단백질을 10%의 polyacrylamaide gel에 전기영동하고 Poly-vinylidene

difluoride (PVDF) membrane (Milipore, USA)에 200 mA, 2시간 동안 전이시켰

다. 단백질이 전이된 membrane을 5% 탈지분유를 포함한 0.05% Tween

20/Tris-buffered saline (0.05% T/TBS)에 넣고 상온에서 blocking 시킨 후, 1차

항체와 반응시켰다. 1차 항체 반응은 iNOS antibody(1:500, Bio-rad, USA),

COX-2 antibody(1:1000, Rockland Immunochemicals, Inc., USA), β-actin

antibody(1:10,000, Sigma, USA)를 이용하여 4℃에서 18시간 반응시킨 후

T/TBS로 4회 세척한 다음 2차 항체 (Jackson ImmunoResearch, USA)를
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1:10,000으로 희석하여 상온에서 1시간 반응한 뒤 T/TBS로 3회 세척하였다. 단

백질은 ECL kit(Bio-Rad, USA) 사용하여 imaging densitometer를 통해 측정하

였다.

4) 통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 측정하였으며, 그 결과는 평균값 ±표준편차로 나타

내었다. 통계적 분석은 각 처리구 간의 유의성(p<0.05, 0.01) 검증을 위해 분산분

석 (analysis of variance, ANOVA)후 student’s t-test로 다중비교를 실시하였다.
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1) Total Phenol 및 flavonoid contents

페놀성 분자들은 천연물에 폭넓게 존재하며, 체내에서 항산화 및 항비만, 항염

증 등에 효능을 나타내는 것으로 알려져 있다 (Shin, 2019). 본 연구에서는 겨울

딸기 잎 추출물의 phenol 및 flavonoid 함량을 조사하여 그림 Ⅳ-1에 나타내었다.

실험 결과, 추출물 내의 phenol 및 flavonoid 함량은 각각 52.7 mg/g, 11.9 mg/g

으로 나타났다. 이는, Kim 등 (2014)과, Lee 등 (2014)에 의해 보고된 산딸기 속

식물의 함량에 비해 높은 수치로서, RBM이 비교적 높은 페놀 및 플라보노이드

함량을 나타내며 그에 따라 생리활성에도 영향을 미칠 것으로 사료된다.

그림 Ⅳ-1. 겨울딸기 잎의 페놀과 플라보노이드 함량.
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2) DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능

DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능은 비교적 짧은 시간 내에 항산화 활성을 측정

할 수 있는 방법으로, 방향족 아민류 및 페놀성 화합물 등에 의해 환원되는 원리

를 기반으로 하며, 항산화 물질을 탐색하는데 널리 사용되고 있다 (Que 등,

2006). 겨울딸기 잎 추출물의 DPPH 라디칼 소거능을 조사한 결과, 50, 100, 200

μg/mL 농도에서 대조군 대비 86.6%, 72.8% 69.2%로 농도의 증가에 따라 소거능

이 증가함을 확인할 수 있었으며(그림 Ⅳ-2A), ABTS radical 소거능은 각각

55.1%, 37.7%, 21.6%의 소거활성을 나타내었다(그림 Ⅳ-2B). 따라서, 겨울딸기

잎 추출물은 두 종류 free radical에 대해 소거 활성을 가지며, 가장 고농도인

200 μg/mL농도에서 대조군에 비해 DPPH radical은 31%, ABTS radical은 79%

감소한 수치를 보여줌으로 Kim 등 (2014) 의 연구결과와 비슷한 효능을 나타내

었으며, 이는 RBM를 포함한 산딸기 속의 식물 추출물이 항산화 효과를 나타내

는 것으로 사료된다.

그림 Ⅳ-2. 겨울딸기 잎의 DPPH (A)와 ABTS (B) 라디칼 소거능.
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3) 세포 생존율 평가

추출물에 의한 세포 독성 범위를 확인하기 위하여 RAW 264.7 마우스 유래 대

식세포에 시료를 농도별로 처리한 후 MTT assay를 실시하여 그림 Ⅳ-3에 나타

내었다. 겨울딸기 잎 추출물의 시험 농도는 50, 100, 200 μg/mL으로 설정하였으

며, 그에 따른 세포 독성을 측정하였다. Contorl 대비 LPS처리군은 91.1%로 90%

이상의 생존율을 나타내었으며, 겨울딸기 추출물은 50 μg/mL에서 90.6%, 100 μ

g/mL에서 85.7%, 200 μg/mL에서 86.0%로 전 농도에서 85% 이상의 생존율을

나타냄으로써 RAW 264.7 세포에 대하여 독성이 미미한 것으로 조사되었다. 따

라서 이후 시험들은 50, 100, 200 μg/mL의 농도에서 수행되었다.

그림 Ⅳ-3. LPS로 자극된 RAW 264.7 세포의 생존율.
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4) Nitric Oxide(NO) 생성 저해 활성 평가

NO는 외부의 침입이나 사이토카인의 자극으로 NOS 효소에 의해 L-arginine

으로부터 형성되는 반응성이 강한 free radical로써 면역조절 기능을 수행하지만,

과량으로 생성될 경우 염증반응을 심화시키고 세포 돌연변이 및 종양발생 등의

병적 반응을 초래한다 (Kim 등, 2012; Jung 등, 2019). 본 연구에서는 RAW

264.7 세포에 LPS 처리를 함으로써 세포 내 NO의 생성을 유도하였으며, 추출물

을 농도별로 처리하여 항염증 활성을 조사하였다. 그 결과, LPS 처리군은 미처

리군에 비하여 NO 생성량이 74% 증가하였으며 이는 LPS에 의해 세포가 충분히

활성화되었음을 나타낸다. 추출물의 처리에 따라, 50 μg/mL 농도에서는 LPS 처

리군 대비 91.87%의 수치를 나타내었으며, 100 μg/mL에서는 56.03%, 가장 고농

도인 200 μg/mL에서는 42.9%의 수치를 나타내어 농도 의존적으로 저해 활성이

증가함을 확인하였다(그림 Ⅳ-4). 특히 200 μg/mL농도에서는 LPS 처리군 대비

NO 생성량이 57.1%로 크게 감소하였으며, 이 결과는 겨울딸기 추출물이 항염

효능을 나타내는 것을 의미한다.

그림 Ⅳ-4. LPS로 자극된 RAW 264.7 세포의 NO (nitric oxide) 저해 효과.
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5) Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 저해 활성 평가

PGE2는 염증 매개체로서 염증반응과 면역반응에 관여하고 혈관신생

(angiogenesis) 활성화, 부종 및 발열 등 암을 유발하는 물질로 알려져 있다

(Ninnemann, 1984; Masferrer 등, 1994). 본 연구에서는 LPS 처리를 통해 PGE2

의 생성을 control 대비 73.4% 증가시켰으며, 추출물의 처리를 통해 PGE2 생성

저해 활성을 평가하였다. 그 결과, 겨울딸기 잎 추출물 50 μg/mL 농도에서 LPS

처리군 대비 48.8%, 100 μg/mL에서 16.2%, 200 μg/mL에서 7.5%의 수치를 나타

내었다(그림 Ⅳ-5). 위 결과로 추출물의 농도가 증가함에 따라 생성량이 유의하

게 감소하는 것을 확인할 수 있으며, 가장 고농도인 200 μg/mL 농도에서 측정된

PGE2 생성량은 LPS 처리군보다 95.9% 감소한 결과로, 이는 겨울딸기 추출물이

NO 저해 활성뿐만 아니라 PGE2의 생성에도 크게 영향을 미치는 것으로 판단되

며, 보다 높은 항염 활성을 기대할 수 있을 것으로 사료된다.

그림 Ⅳ-5. RAW 264.7 세포의 PGE2 저해 효과.
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6) Pro-inflammatory cytokine(TNF-α, IL-6) 생성 저해 활성 평가

대식세포의 활성화로 인해 분비되는 TNF-α, IL-6과 같은 사이토카인은 일반

적인 염증 과정과 면역반응에 관련된 세포작용을 조절한다. 그 중 IL-6는 면역글

로불린 합성 증진 및 plasma cell 분화 유도등 다양한 작용을 한다고 보고되어있

으며, TNF-α는 T림프구의 성장 및 활성 등을 조절하며 항암 작용을 나타내기도

하지만 과하게 생성 될 경우 혈압강하 및 혈관 확장으로 혈장의 손실을 초래한

다고 조사되어있다 (Woo 등, 2018). 본 연구 결과, IL-6생성량은 LPS 처리군이

대조군 대비 92.0%로 유의한 상승을 보였으며, 겨울딸기 추출물 50 μg/mL에서

88.4%, 100 μg/mL에서 72.6%, 200 μg/mL에서 33.8%로 모든 시료 처리군에서

LPS 처리군보다 유의적으로 감소하는 경향을 보였다(그림 Ⅳ-6B). 반면, TNF-α

의 생성량은 대조군 대비 LPS 처리군이 80.2% 증가하였으나, 추출물 처리군에서

는 유의한 감소 경향을 확인하지 못하였다 (그림 Ⅳ-6A). 이는 겨울딸기 추출물

이 TNF-α보다 IL-6의 생성 기전에 많은 영향을 미치는 것으로 사료되며, 이와

같은 IL-6의 조절은 겨울딸기 추출물이 항염 활성을 나타내는데 기여할 것으로

사료된다.

그림 Ⅳ-6. RBM의 RAW 264.7 세포 내 전염증성 cytokine인 TNF-α (A), IL-6

(B) 생성 억제 효과.
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7) iNOS 및 COX-2 단백질 발현 억제 활성 평가

iNOS 및 COX-2는 면역세포를 자극하여 염증성 매개체를 합성하는 것으로 보

고되어있으며, 그 중 iNOS는 산화질소 합성 효소로서 염증자극이나 LPS 등에

의해 유도되며, 장기간에 걸쳐 산화질소를 생성하여 염증반응을 매개한다. 또한,

COX-2는 PGE2를 합성하는 효소로서 병적인 환경에서 발현되며, 이것을 억제할

경우 항염 효과 뿐만 아니라 암 억제에도 관련이 있다고 알려져 있다 (Lee 등,

2018). 본 연구결과, iNOS와 COX-2 모두 대조군에서는 거의 발현되지 않았으며

LPS 처리군에서 발현량이 증가한 것을 확인하였다. 겨울딸기 추출물이 iNOS의

생성에 미치는 영향을 조사한 결과, 추출물의 농도가 상승함에 따라 iNOS 단백

질의 발현이 억제되었으며(그림 Ⅳ-7A), COX-2 단백질의 발현량 역시 유의하게

감소하였다(그림 Ⅳ-7B). 특히, 200 μg/mL 농도에서는 iNOS와 COX-2 단백질의

발현을 현저하게 감소시켰으며, 이는 겨울딸기 잎 추출물이 두 단백질의 발현을

조절하여 항염 효과를 나타내는 것을 시사한다.

그림 Ⅳ-7. RBM의 RAW 264.7 세포 내 iNOS (A)와 COX-2 (B) 발현 억제

효과.
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본 연구는 겨울딸기의 잎 추출물의 항산화 및 항염증 효과를 조사한 결과, 겨

울딸기 잎 추출물 내의 phenol 및 flavonoid 함량은 각각 527.0 mg/g, 118.9

mg/g으로, 비교적 높은 함량을 나타내었으며, DPPH 및 ABTS free radical 소거

능 실험을 실시한 결과, free radical에 대해 농도가 증가할수록 높은 소거능이

나타났다. LPS에 의해 염증반응이 유도된 RAW 264.7 세포를 통해 겨울딸기 추

출물에 대한 항염증 연구를 실시한 결과 LPS자극에 의해 생성된 NO와 PGE2의

생성량 및 iNOS 및 COX-2 단백질의 발현이 추출물의 처리 농도에 따라 감소하

는 것을 확인하였다. 또한, 이들의 발현에 영향을 미치는 요소로 알려져 있는 전

염증성 사이토카인 중 하나인 IL-6의 생성을 효과적으로 저해하여 전염증성 사

이토카인의 조절에 기여하고 있음을 나타낸다. 위의 연구결과는 Yang 등 (2007)

의 연구 결과인 산딸기 속의 복분자 추출물과 비등한 항염 효과를 나타내며, 이

는 산딸기 속 식물이 항염 효과를 나타내는 화합물을 함유하고 있을 것이라 추

측되며, 이에 관한 추가적인 연구가 진행 되어야 할 것으로 사료된다. 결론적으

로, 본 연구에서는 겨울딸기 추출물이 항산화 효과 및 항염효과가 있음을 입증하

는 근거를 제시하였으며, 기능성 식품 및 화장품 소재로서 활용될 수 있는 기초

적인 정보를 제공할 것으로 사료된다.
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Ⅴ. 제주산 순비기나무 (Vitex rotundifolia) 잎과 열매 essential

oil의 성분 및 생리활성 분석

순비기나무 (Vitex rotundifolia) 열매는 자유라디칼 소거, 항알러지, 진통 효과

및 항종양 활성을 포함한 다양한 질병 치료를 위한 전통 약재로 사용되어 왔다.

순비기나무 잎 및 열매에서 추출된 오일은 각각 13 및 8종류의 화합물로 구성되

었다. 잎에서 추출된 오일의 주성분은 N-(2-methyl-.alpha.-phenyl benzyl)

aniline (35.8%), [4-(4-Methoxyphenyl)-4-methyl-2,5-dioxo-1-imidazolidinyl]

acetic acid (12.5%), Androstane-3,6,17-trione (9.3%) 및

2-hydroxy-12-methoxy-19-norpodocarpa- 4,8,11,13-tetra-3-one (8.6%)로 분석

되었다. 또한, 열매의 오일은 Linoleic acid (46.8%), Ethyl linoleate (20.9%),

Oleic acid (13.0), and Ethyl Oleate (11.2%)로 분석되었다. 항산화 효과는 DPPH

및 ABT 라디칼 소거 활성에 의해 측정되었다. 항산화 효과는 순비기나무 열매

보다 잎에서 더 좋은 결과를 나타내었는데, 잎에서 추출된 에센셜 오일의 DPPH

및 ABT (IC50)의 소거 활성은 각각 34.2 및 143.7 μg/mL였다. 항염증 활성은 산

화 질소 (NO) 생성 및 lipopolysaccharide (LPS)로 자극된 RAW 264.7 세포에

의해 유도 된 IL-1β의 억제에 의해 측정되었다. 순비기나무의 잎과 열매 오일은

IL-1β 발현을 농도 의존적으로 억제시켰다. 순비기나무의 에센셜 오일은 클린다

마이신 내성을 가진 여드름균주 Propionibacterium acnes (CCARM 9009)에 대

한 강력한 정균 효과를 나타내었고, MIC가 62.5 μg/ml이고 MBC가 250 μg/ml

인 것으로 분석되었다.
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식물에서 추출한 에션셜 오일(essential oil)의 향을 흡입함으로써 두통, 피로,

불면증 등 여러 가지 스트레스성 증상과 질병을 치료하는 것은 보완대체의학의

한 방법으로 효과가 빠른 자연 치유방법이다 (Worwood, 2016). 천연 에션셜 오

일은 식물의 생화학적 구조상 테라핀, 에스테르, 세스퀴테르펜, 알코올, 페놀, 알

데하이드, 케톤, 유기산으로 이루어져 있으며 비타민, 호르몬과 항생물질, 살균물

질을 함유하고 있다 (Mitscher 등, 1980). 염증반응과 관련된 Nitric Oxide (NO)

는 크기가 작고 매우 불안정한 무기 저분자 라디칼이고, prostaglandin E2(PGE2)

등의 염증인자가 inducible NO synthase(iNOS) 및 cyclooxygenase-2(Cox-2)에

의해 형성되며 (Monacada 등, 1991; Nathan, 1992; Knowles 와 Mocada, 1992)

이러한 염증은 각종 사이토카인과 protein의 관여는 물론 free radical 등 다양한

면역계 세포와 염증 매개인자에 관여한다 (Yun 등, 2008).

제주 해안에는 다양한 염생식물(Halophyte)이 자생한다. 대표적으로 가장 많이

연구된 식물로는 나문재(Suaeda glauca), 갯질경(Limonium tetragonum), 퉁퉁마

디(Salicornia europaea L), 방석나물(Suaeda australis (R. Br.) Moq.)이 있고 현

재까지 40여종이 보고되었으며 (Kim 과 Song, 1983), 염생식물이 가지는 기능성

을 산업적으로 이용하기 위한 연구가 진행되고 있다 (Karadeniz 등, 2014; Zhao

등, 2014). 염생식물의 한 종류인 순비기나무(Vitex rotundifolia)는 마편초과(Ver

benaceae) 낙엽 활엽 관목으로서 우리나라에서는 제주도, 울릉도, 남부지방의 해

변 모래땅에서 자생하고 (Yeeh 등, 1996) 중국과 일본에서도 자생하는 것으로 알

려져 있다 (Lee, 1998). 또한 이에 관해서 항암, 항산화, 항알러지, 진통효과, 에스

트로겐 유사 작용 등이 연구되었다 (You 등, 1998; Ono 등, 1999; Miyazawa 등,

1995; Okuyama 등, 1998; Hu 등, 2007). 또한 한국, 중국, 일본에서는 예부터 순

비기나무의 건조한 열매를 만형자라 하여 강장, 해열, 두통치료를 목적으로 사용

하였다 (Jang 등, 2002; Kimura 등, 1996). 순비기나무의 정유성분에 대해 보고된
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분석은 잎, 줄기, 꽃, 열매에 대해 물, 에탄올, 고압열수로 추출물을 얻어 SOD-li

ke activity, xanthine oxidase 및 tyrosinase에 대한 활성 연구가 있었고 또는 메

탄올 추출물에서 세포독성, LPS에 의한 NO 생성저해 및 DPPH법에 의한 항산

화 활성 검색 등이 있었는데, 증류법에 의한 오일이나 메탄올 추출물에 대한 연

구가 대부분이다 (Jang 등, 2002; Joo 등, 2007; Choi 등, 2010). 이에 본 연구는

제주에 자생하고 있는 염생식물 중 한 종류인 순비기나무의 잎과 열매를 유기용

매와 발효주정을 이용한 정제법을 통해 오일을 추출하여, 오일 분석을 통해 항산

화, 염증매게인자, 항균력의 이용 가능성을 확인하고자 한다.
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1) 재료 및 추출

본 실험에서 사용한 제주산 순비기나무의 잎과 열매는 각각 2016년 6월, 11월

에 제주도 구좌읍 행원리 지역에서 자생하는 것을 채취하여 이물질을 제거하고

동결 건조하여 사용하였다. 순비기나무 잎 202.7 g과 열매 399.3 g을 각각 헥산

2 L, 3 L에 3시간 동안 교반 추출하였고, 여과 후 감압 농축기를 이용하여 농축

하였다. 농축 과정으로 용매를 휘발시켜 콘크리트를 회수하였고 여기에 발효주정

500 mL를 혼합하여 가용성인 정유 성분을 분리하였고 용매를 다시 제거하여 최

종적으로 얻어진 오일을 실험에 사용하였다.

2) 추출물의 활성 측정을 위한 cell 배양

(1) 항염증 활성 측정을 위한 세포 배양

실험에 사용한 murine macrophage cell line인 RAW 264.7 세포는 한국세포주

은행(Korean Cell Line Bank)에서 구입하였으며, 10% fetal bovine serum(FBS)

과 100 uint/mL penicillin-stretomycin(GIBCO Inc, NY, USA)이 포함된

Dulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM, GIBCO Inc, NY, USA) 배지를 사

용하여 37℃, 5% CO2 항온기에서 배양하였다. LPS(E. coli serotype 0111:B4)는

Sigma에서 구입하여 사용하였다.

(2) 항균 활성 측정을 위한 균주 배양

여드름균 Propionibacterium acnes (CCARM 0081, 9009, 9010, 9089), 표피포
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도상구균 Staphylococcus epidermidis (CCARM 3709, 3710, 3711) 및 황색포도

상구균 Staphylococcus aureus (CCARM 0027, 3707, 3708)를 항생제내성균주은

행 (Culture Collection of Antimicrobial Resistant Microbes)으로부터 분양받아

사용하였다. 균주를 배양하기 위한 배지로 luriabertani agar, tryptic soy agar 및

gifu anaerobic medium을 Difco La.(Sparks, MD. USA)에서 구입하여 사용하였

다. S.aureus 및 S.epidermidis의 경우 37℃ 호기 조건에서 배양하였고 24시간

마다 계대 배양을 실시하였다. P .acnes는 37℃ 혐기성 조건에서 배양 하였으며

24~48시간마다 계대 배양하여 실험에 사용하였다.
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3) 추출물의 생리활성 평가 및 특성 분석

(1) 에션셜 오일의 GC/MSD 성분분석

에션셜 오일은 gas chromatography mass sectrometry detector(GC/MSD)를

이용하여 분석하였다. Column은 DB-1HT(0.1㎛ ⅹ 30 m ⅹ 0.32 mm, Agilent,

USA), carrier gas는 He을 사용하여 유속 1.5 mL/min으로 하였다. 검출기 온도

는 270℃, 온도 프로그램은 40℃에서 5분 유지시켰고 100℃까지 5℃/min 속도로

승온 시켜 100℃에서 5분간 유지, 230℃까지 5℃/min으로 승온 시켜 5분간 유지

하였다. GC/MSD 분석은 GC와 동일한 조건에서 수행하였고, MSD의 온도는

312℃로 유지하였다. GC system 및 mass spectrometry detector는 Agilent 사의

7890A 및 5975C 모델을 사용하였고 GC/MSD에 의해 분석된 정유 성분은 기기

의 Wiley 138 database를 이용하여 해석하였다.

(2) DPPH 라디칼 소거능 평가

항산화 활성은 변형된 Blois (1958)의 방법을 이용하여 DPPH

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) free radical에 대한 전자공여능(Electron

donating ability, EDA)을 측정하였다. 추출물의 전자공여능 측정을 위해, 시료

20 μL에 0.2 mM DPPH 용액 180 μL를 넣고 10분간 반응시킨 후

UV-Spectrophotometer를 사용하여 잔여하는 DPPH free radical을 517 nm에서

측정하였다. DPPH radical 소거 활성은 시료 용액의 첨가구와 비첨가구 사이의

흡광도 차이를 백분율로 나타내었다. 대조군으로는 butylated hydroxytoluene

(BHT)을 사용하였다.

(3) ABTS 라디칼 소거능 평가

Pellegrini 등 (1999)의 방법을 변형하여 측정하였다. 시험 용액은 증류수에 7

mM ABTs와 2.45 mM potassium persulfate를 첨가하고 상온에서 16시간 배양
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하여 ABTs 양이온(ABTs+)을 생성시킨 후 734 nm에서 흡광도의 값이 0.7 이하

가 되도록 희석하여 제조하였다. 그다음 ABTs+ 용액 100 μL에 시료 100 μL을

가하여 6분 후에 흡광도 값을 측정하였다. 대조군으로는 butylated

hydroxytoluene(BHT)을 사용하였다.

(4) MIC (minimum inhibitory concentration) 와 MBC (minimum bactericidal

concentration) 평가

최소억제농도(MIC, minimum inhibitory concentration)는 미생물의 성장을 막

는 항생물질의 최저 농도로 미생물에 대한 MIC 값이 낮으면 낮을수록 시료 물

질은 그 미생물에 대한 감수성이 높다고 할 수 있다. MIC 측정은 액체배지희석

법(broth dilution method)을 변형하여 사용하였다. 96 well plate에 시료를 포함

하는 배지를 100 μL 넣어준 후 균 현탁액의 농도를 2×105 CFU/mL가 되도록 조

절하여 100 μL씩 넣어주었다 S.epidermidis는 37℃에서 24시간 배양하였으며,

P .acnes는 37℃, 혐기성 조건에서 48시간 배양하였다. 이후 균의 증식이 나타나

지 않는 최저 농도를 확인하였다. 또한 MIC 값이 낮다고 해서 기준 농도에서의

균이 모두 사멸한 것은 아니며, 시료의 영향으로 균의 성장을 방해하여 균이 자

라지 않아 사멸로 판단될 수 있다. 따라서 최소사멸농도(MBC, minimum

bactericidal concentration)를 추가적으로 측정하였는데, 이는 MIC 값이 나타난

그 이상의 농도의 시료 배양액들을 하드 배지(1.5% agar)에 처리하여 colony를

형성하는지 확인하는 방법이다. 1.5% agar를 포함하는 배지에 MIC를 진행한 시

료 배양액을 streaking 하여 배양하였다. S.epidermidis는 37℃에서 24시간 배양

하였으며, P .acnes는 37℃, 혐기성 조건에서 48시간 배양하여, colony가 형성되지

않는 최저 농도를 확인하였다.

(5) 세포독성과 nitric oxide(NO) 생성 저해능 측정

murine macrophage cell line RAW 264.7 세포를 10% fetal bovine

serum(FBS)과 100 unit/mL penicillin-streptomycin(Gibco Inc., Grand Island,
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NY, USA)이 포함된 Dulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM, Gibco Inc.)을

사용하여 37℃, 5% CO2 항온기에서 배양하였다. NO 생성 저해능은 RAW 264.7

세포를 1×105 cells/mL로 조절하여 96 well plate에 접종하였고, 여러 농도의 시

료를 처리하여 1시간 동안 반응시킨 후 lipopolysaccharide(LPS, Sigma) 100

ng/mL를 처리하여 24시간 배양한 후 세포배양 상등액 100 μL과 Griess 시약

(1%(w/v) sulfanilamide, 0.1% N-(1-naphyl) ethylenediamine(Sigma) in 2.5(v/v)

phosphoric acid) 100 μL을 혼합하여 96 well plate에서 10분 동안 반응시켜 530

nm에서 흡광도를 측정하였다. 생성된 NO의 양은 sodium nitrite(NaNO2)의 검

량선과 비교하여 환산하였다 (Misko 등, 1993). 세포독성 평가는

WST-1(EZ-CyTox enhanced cell viability assay kit; Daeil Lab Service, Seoul,

Korea) 방법을 이용하여 세포 생존율을 3회 반복 측정하였으며, 각 농도에 대한

흡광도를 측정하여 RAW 264.7 세포에 대한 독성 정도를 확인하였다.

(6) Pro-inflammatory cytokine 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell(1.5×105 cells/mL)을 24시간 배양한 후 LPS를 1 μg/ml로 처

리하여 사이토카인 생성을 자극하였고, 동시에 시료를 농도 별로 처리하였다. 24

시간 배양 후 원심분리(12,000 rpm, 3 min)하여 얻어진 상층액은 IL-1β, IL-6,

TNF-α, PGE2 에 대해 murine enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)

kit(R&D systems, USA)를 이용하여 측정하였다.

4) 통계분석

모든 실험은 3회 반복으로 실시하였고, 모든 통계자료는 SPSS 12

program(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 분석하였다.
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1) 순비기나무 열매, 잎 에센셜 오일의 성분 분석

순비기나무 에센셜 오일의 추출 수율은 동결 건조된 시료인 잎 0.84%, 열매 6.

06% 기준으로 계산되었으며, 얻어진 에센셜 오일은 GC/MSD로 분석하였다. 순

비기나무 잎 에센셜 오일의 주요 성분은 표 Ⅴ-1에 나타내었으며 N-(2-methyl-

α-phenylbenzyl)aniline이 35.8%로 가장 많은 비중을 차지하였다. 다음으로는 [4-

(4-Methoxyphenyl) -4-methyl-2,5-dioxo-1-imidazolidinyl]acetic acid(12.5%), 2-

hydroxy-12- methoxy-19–norpodocarpa-4, 8, 11, 13-tetra-3-one(8.6%), 4-hy

droxy-3- methoxy- benzaldehyde(7.6%), pyrrolo(3,2,1-JK), carbazole(5.7%) 순

으로 함유되었다. 순비기나무 열매 에센셜 오일의 주요 성분은 표 Ⅴ-2에 나타내

었으며 Linoleic acid가 46.8%로 가장 많은 비중을 차지하였고 다음으로는 ethyl

linoleate(20.9%), oleic acid(13.0%) 순으로 함유되어 있음을 확인하였다. Kim 등

(2014)은 순비기나무의 줄기를 수증기 증류법을 이용하여 추출한 오일에서 mano

yl oxide(14.3%), α-terpineol(13.1 %) and α-pinene(10.0 %)의 함량을 보고하였

고, Jang 등 (2002)은 열매에서 α-pinene(20.24%), 1,8-cineole(11.47%), β-pinene

(9.79%), α-terpineol(7.08%), sabinene(3.68%)의 함량을 보고하였으나 함량은 추

출 부위 및 추출방법의 차이에 따라 다른 결과가 발생하는 것으로 생각된다.
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표 Ⅴ-1. Vitex rotundifolia 잎의 에센셜 오일 성분

연번

반응

시간

(min)

성분명
%

Area

순도

(%)

1 57.5
6,13-DIHYDRO-5,11-DIMETHYL-

6,13-METHANOL
2.0 99

2 58.1 PYRROLO(3,2,1-JK)CARBAZOLE 5.7 99

3 58.7
2-hydroxy-12-methoxy-19

-norpodocarpa-4,8,11,13-tetra-3-one
8.6 99

4 60.5 KOLAVELOOL 1.4 99

5 62.4 Heptadeca-2,15-diyne 1.5 99

6 63.3 (4R,5R)-5-METHYLSPIRO(3.5)NONAN-1-ONE 3.1 99

7 63.8 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde 7.6 99

8 64.0 N-(2-methyl-.alpha.-phenyl benzyl)aniline 35.8 99

9 64.3 Benzoic acid 4.4 99

10 65.8 2,4-Pentanedione 4.8 99

11 65.9 3a,7a-Dihydro-3a-(chloromethyl)-4,6-dime 2.7 99

12 67.9 Androstane-3,6,17-trione 9.3 96

13 68.5
[4-(4-Methoxyphenyl)-4-methyl-2,5-dioxo-1-

imidazolidinyl]acetic acid
12.5 99

Total 99.4
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표 Ⅴ-2. Vitex rotundifolia 열매의 에센셜 오일 성분

연번

반응

시간

(min)

성분명
%

Area

순도

(%)

1 57.8 Palmitic acid 2.0 99

2 58.3 Ethyl palmitate 1.5 99

3 60.2 Linoleic acid, methyl ester 1.9 99

4 61.1 Linoleic acid 46.8 99

5 61.3 Oleic acid 13.0 98

6 61.4 Ethyl linoleate 20.9 99

7 61.6 Ethyl Oleate 11.2 96

8 68.5
2-(3'-hydroxyphenylamino)-8-methyl-3H-

phenoxazin-3-one
2.2 90

Total 99.5
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2) DPPH 라디칼 소거능

순비기나무 잎과 열매 에센셜 오일의 DPPH radical 소거 활성 실험 결과 잎

에센셜 오일에서 농도 의존적으로 DPPH 라디칼 소거 활성을 보였으며, 라디칼

을 50% 저해하는 농도인 inhibition concentration(IC)50 값은 434.2 μg/mL로 나

타났다. 반면, 열매 에센셜 오일에서는 라디칼 소거 활성이 미미한 것으로 확인

되었다(표 Ⅴ-3). 순비기나무 잎을 메탄올 추출한 실험에서는 100 μg/mL 농도에

서 24.29%, 1000 μg/mL 농도에서 71.98% 저해하는 유사한 실험 결과를 보였다

(Choi 등, 2010).

3) ABTS 라디칼 소거능

ABTS는 비교적 안정한 free radical로써 DPPH 방법과 함께 항산화 활성을

스크리닝 하는데 많이 이용되고 있다. 또한 lipophilic 또는 hydrophilic 항산화 물

질의 측정에 적용 가능한 방법으로 이 방법에 의한 항산화 활성은 ABTS 라디

칼을 억제하거나 소거하는 것에 의해 이루어진다. 순비기나무 잎과 열매 에센셜

오일의 ABTS radical 소거 활성 실험 결과 잎 에센셜 오일에서 농도 의존적으

로 좋은 ABTS 라디칼 소거 활성을 보였으며, 라디칼을 50% 저해하는 농도인 i

nhibition concentration(IC)50 값은 143.7 μg/mL로 나타났다. 열매 에센셜 오일에

서도 농도 의존적인 라디칼 소거 활성을 나타내었지만 IC50 값은 500 μg/mL 이

상으로 잎 에센셜 오일에 비해 낮은 효과를 확인할 수 있었다.(표 Ⅴ-3).
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표 Ⅴ-3. Vitex rotundifolia. 에센셜 오일의 IC50 값

Sample
IC50 Value (μg/mL)

DPPH ABTS

Leaf oil 434.2 143.7

Fruit oil >500 >500

Positive control (BHT) 32.8 13.1
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4) RAW 264.7 macrophges cell을 이용한 세포독성과 NO 저해활성

순비기나무 잎, 열매 에센셜 오일을 시료로 사용하여 RAW264.7의 세포 생존

율을 WST-1 방법을 이용하여 측정하였다. 분석 결과 잎 오일의 경우 6.25 μg/

mL 이하의 농도에서(그림 Ⅴ-1A), 열매 오일은 50 μg/mL 이하의 농도에서(그림

Ⅴ-1B) 세포 생존율이 100%에 근접한 것을 확인할 수 있었다. Lipopolysacchari

de (LPS)를 대식세포에 처리하여 nitric oxide(NO)를 유도 시킨 후 시료를 처리

하여 NO 생성에 미치는 영향을 조사한 결과 LPS 처리에 의해 nitric oxide 생성

이 유도됨을 확인할 수 있었고, 순비기나무 열매 오일은 세포독성이 없는 50, 25,

12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 μg/mL 농도 범위에서 미미하였지만 농도 의존적인 nitri

c oxide 저해효과를 나타내었다. LPS와 rIFN-γ로 자극된 RAW 264.7 세포에서

순비기나무 열매 메탄올 추출물은 1000 μg/mL까지 세포독성이 관찰되지 않고,

실시한 최고 농도인 1000 μg/mL에서 생성되는 NO를 효과적으로 저해한다는 것

을 보고하였다 (Choi 등, 2010). 또한 같은 식물에서도 오일 추출방법에 따라 항

산화 활성이 높다고 알려진 폴리페놀 함량 차이가 60% 이상 차이가 발생하기도

하며, 이는 추출 온도에 따른 차이라고 보고된 바가 있다 (Jang 등, 2002).
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A

B

그림 Ⅴ-1. Vitex rotundifolia 잎(A)과 열매(B)에서 추출한 에센셜 오일의 RAW

264.7 세포에 대한 세포독성과 NO 저해 효과.
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5) RAW 264.7 macrophges cell을 이용한 염증성 사이토카인 억제효과 측정

염증성 사이토카인으로 대표되는 IL-1β, IL-6 및 TNF-α는 염증 반응을 매개

하는 물질로, 특히 초기 염증 반응에 깊이 관여하고 있는 것으로 알려져 있다

(Monacada 등, 1991). LPS로 유도된 염증성 사이토카인 억제효과를 측정한 결과

IL-6 와 TNF-α는 순비기나무 오일에 의해 억제효과가 없는 것으로 나타났다(그

림 Ⅴ-2A, 5-2B). 반면, 순비기나무 열매와 잎 오일 둘 다 IL-1β 발현을 농도

의존적으로 억제하는 결과를 보였다(그림 Ⅴ-2C). PGE2 의 발현에서는 순비기나

무 열매와 잎 오일의 활성이 상반되게 나타났는데, 열매 오일은 농도의존적으로

억제하는 결과를 보였으나 잎 오일은 농도 의존적으로 증가하는 결과를 보였다.

또한 잎 오일은 비교적 낮은 농도인 3.125 μg/mL에서 가장 높은 PGE2 저해능이

나타났다.(그림 Ⅴ-2D) 이는 Choi 등 (2010)이 보고한 iNOS 단백질 발현이 저해

와 NF-κB의 핵 내 translation 억제 활성을 볼 때, 순비기나무 잎 오일은 염증성

매개인자 억제 효과가 있을 것으로 확인된다.
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그림 Ⅴ-2. Vitex rotundifolia 잎(gray bar)과 열매(black bar)에서 추출한 에센셜

오일의 RAW 264.7 세포에 대한 IL-1β (A), IL-6 (B), TNF-α (C) 및 PGE2 (D)

생성 억제 효과.
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6) 순비기나무 잎, 열매 에센셜 오일의 항균 활성

지금까지 보고되거나 생산된 피지 과잉 생산 억제, 모낭 벽 과각화, 여드름 유

발 균주 억제에 사용하는 환부 도포제나 구강 복용용 약으로는 benzyl peroxide,

erythromycin, azelaic acid, clindamycin, tetracycline 등이 있으나 (Park 등, 200

8), 피부건조증, 과민증 유발, 특히 항생제에 대한 내성 발생 등의 부작용이 있어

지속적인 사용이 어려운 상황이다 (Sohn 등, 2006; Weon 등, 2011). 이에 따라

항균효과가 있으면서 부작용이 없고 항생제 내성이 생기지 않는 천연물 유래 여

드름 치료제 개발에 대하여 많은 연구가 진행되고 있다. 천연물 유래 에센셜 오

일의 경우 팔마로사와 제라늄의 주요 성분인 geranol 등이 우수한 항균력을 보인

다고 보고되어 있다. 순비기나무 잎과 열매 에센셜 오일의 항균 활성을 확인하기

위해 최소억제농도(minimum inhibitory concentration, MIC) 및 최소사멸농도(mi

nimum bactericidal concentration, MBC)를 측정하였다. 실험은 가장 높은 농도

를 2000 μg/mL로 하여 two-fold-dilution 법으로 시료의 농도를 두 배씩 희석하

며 실시하였다. 순비기 잎, 열매 오일의 항균 활성 결과는 표 Ⅴ-4에 나타낸 바

와 같이 대체적으로 잎 오일이 열매 오일 보다 좋은 항균 활성을 나타내었다. 특

히 잎 오일은 여드름균인 P. acnes 중에서 clindamycin 내성균인 P. acnes CCA

RM9009(MIC; 62.5 μg/mL, MBC; 250 μg/mL)에 대해 우수한 항균 활성을 보였

으며, P. acnes CCARM0081, CCARM9010과 여드름 유발균인 표피포도상구균

S. epidermidis CCARM3709에서도 좋은 항균 활성을 나타내었다. 열매 오일에

서는 실험에 사용된 10 종의 균주 중 P. acnes CCARM9009(MIC; 62.5 μg/mL,

MBC; 1000μg/mL)에서 가장 좋은 활성을 나타내었으며 마찬가지로 clindamycin

내성균인 P. acnes CCARM9010(MIC; 500 μg/mL, MBC; >2000)에서 비교적 좋

은 활성을 나타내고 있다.
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표 Ⅴ-4. Vitex rotundifolia 오일의 항균 활성

피부 병원균의 약물

내성 패턴

(MIC; μg/mL)

잎 추출 오일
열매 추출

오일

MIC MBC MIC MBC

P. acnes

CCARM

0081
Susceptible 250 500 1000 >2000

CCARM

9009
Clindamycin (64) 62.5 250 62.5 1000

CCARM

9010
Clindamycin (64) 250 500 500 >2000

CCARM

9089
1000 1000 >2000 >2000

S.

epidermidis

CCARM

3079
Susceptible 250 500 2000 >2000

CCARM

3710

Erythromycin (>32)

Clindamycin (>16)

Chloramphenicol (64)

500 500 >2000 >2000

CCARM

3711
Tetracycline (>32) 500 2000 2000 >2000

S. aureus

CCARM

0027
500 2000 2000 >2000

CCARM

3707
500 1000 2000 >2000

CCARM

3708
500 1000 2000 >2000
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순비기나무 에센셜 오일은 헥산을 이용하여 추출하고 주정을 사용하여 정제하였

다. 추출 수율은 순비기나무 잎 0.84%, 순비기나무 열매 6.06%로 얻어졌다. 얻어

진 에센셜 오일은 GC/MSD를 이용하여 분석한 결과, 잎 오일은 N-(2-methyl-α

-phenylbenzyl)aniline이 35.8%, 열매 오일은 linoleic acid가 46.8%로 가장 많은

함량을 나타내었다. 잎과 열매 에센셜 오일의 항산화 활성을 측정한 결과, 잎 에

센셜 오일이 DPPH 및 ABTS 라디칼에 대해 좋은 소거 활성을 보였다. 마찬가

지로 RAW264.7 macrophage를 이용한 항염증 활성 측정 결과도 잎 에센셜 오일

에서 염증인자인 nitric oxide(NO) 및 pro-inflammatory cytokine에 대해 농도

의존적으로 좋은 억제 효과를 나타냈고, 세포 독성 측정 결과 또한 잎 에센셜 오

일이 일정 농도(잎; 6.25 μg/mL, 열매; 50 μg/mL) 범위 안에서 100%에 가까운

세포 생존율을 확인할 수 있었다. 미생물 10 종에 대한 항균 활성 실험에서는 잎

과 열매 에센셜 오일 대부분이 활성을 나타냈으나 잎 에센셜 오일에서 보다 좋

은 항균효과를 나타내었다. 여드름 균인 P. acnes 중 clindamycin에 대한 항생제

내성균인 CCARM9009에서 잎과 열매 오일 둘 다 좋은 활성을 나타냄을 확인하

였다. 따라서 순비기나무 잎과 열매 에센셜 오일은 항산화, 항염, 항균과 관련한

기능성 소재로써 다양하게 활용될 수 있을 것이라 기대된다.
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Ⅵ. 결 론

화장품 산업은 우리의 일상과 깊은 관계가 있는 산업으로, 화장품에 대한 구매

수요가 지속적으로 늘어나고 있으며, 고부가가치를 창출할 수 있는 미래형 산업

으로 발전하고 있다.

화장품 산업에 이용되는 소재는, 피부에 안전하며 다른 화장품 원료와의 상용

성이 좋은 소재를 이용하여야 하는데, 이는 화장품이 일상생활에서 매일 혹은 장

기간에 걸쳐 이용되기 때문이다. 따라서 사용상 안전하고 부작용이 없어야 한다.

소비자들은 피부건강을 지킬 수 있고 인체에 안전한 화장품을 사용하고자 하는

욕구가 있으며, 이러한 소비자들의 욕구는 천연 및 유기농소재를 이용한 화장품

에 대한 관심으로 및 소비 행태로 표출되었다.

또한 현대인의 질병, 염증, 산화, 노화 등을 예방 및 치료할 수 있는 화장품에

대한 요구가 증가하고 있으며, 특히 천연 식물자원의 활성에 대한 연구가 많이

이루어지고 있다. 제주도는 이러한 천연 식물 자원이 많이 자생하고 이쓰며, 제

주도의 화장품 산업은 이러한 풍부한 식물 자원을 활용할 수 있다는 점에서 최

적의 입지를 갖추고 있다고 할 수 있다.

본 연구에 이용된 복분자딸기 (Rubus coreabus), 겨울딸기 (Rubus buergeri)

및 순비기나무 (Vitex rotundifolia)는 기존에 항암, 항산화, 항염증 작용을 하는

것으로 알려진 제주도에서 자생하는 식물이며 각 식물 자원의 항염 및 항산화

활성을 확인하기 위하여 2종류의 딸기 추출물과 순비기나무 잎과 열매에서 추출

한 essential oil을 이용하여 생리활성을 확인하였다.

복분자딸기 추출물은 RAW 264.7 세포에 대하여 세포독성이 관찰되지 않았고

LPS 자극에 의한 NO 및 PGE2 생성을 억제하였으며 전염증성 사이토카인인

IL-1β, IL-6의 분비량을 농도 의존적으로 억제하였다. 대표적인 염증 관련 신호

전달 경로인 NF-kB 관련 유전자의 발현을 검토한 결과 iNOS 및 COX-2의 발

현이 유의적으로 억제된 것을 확인하였다.

겨울딸기 잎 추출물 내의 phenol 및 flavonoid 함량은 각각 527.0 mg/g, 118.9
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mg/g으로, 비교적 높은 함량을 나타내었으며, DPPH 및 ABTS 자유라디칼 소거

능은 농도가 증가할수록 높게 나타났다. LPS에 의해 염증반응이 유도된 RAW

264.7 세포를 통해 겨울딸기 추출물에 대한 항염증 연구를 실시한 결과 LPS자극

에 의해 생성된 NO와 PGE2의 생성량 및 iNOS 및 COX-2 단백질의 발현이 추

출물의 처리 농도에 따라 감소하는 것을 확인하였다. 또한, 이들의 발현에 영향

을 미치는 요소로 알려져 있는 전염증성 사이토카인 중 하나인 IL-6의 생성을

효과적으로 저해하여 전염증성 사이토카인의 조절에 기여하는 것으로 나타났다.

순비기나무에서 얻어진 에센셜 오일은 GC/MSD를 이용하여 분석한 결과, 잎

오일은 N-(2-methyl-α-phenylbenzyl)aniline이 35.8%, 열매 오일은 linoleic acid

가 46.8%로 가장 많은 함량을 나타내었다. 잎과 열매 에센셜 오일은 DPPH 및

ABTS 라디칼에 대해 좋은 소거 활성을 보였다. 마찬가지로 RAW264.7 macroph

age를 이용한 항염증 활성 측정 결과도 잎 에센셜 오일에서 염증인자인 nitric o

xide(NO) 및 pro-inflammatory cytokine에 대해 농도 의존적으로 좋은 억제 효

과를 나타냈고, 세포 독성 측정 결과 또한 잎 에센셜 오일이 일정 농도(잎; 6.25

μg/mL, 열매; 50 μg/mL) 범위 안에서 100%에 가까운 세포 생존율을 확인할 수

있었다. 미생물 10 종에 대한 항균 활성 실험에서는 잎과 열매 에센셜 오일 대부

분이 활성을 나타냈으나 잎 에센셜 오일에서 보다 좋은 항균효과를 나타내었다.

여드름 균인 P. acnes 중 clindamycin에 대한 항생제 내성균인 CCARM9009에서

잎과 열매 오일 둘 다 좋은 활성을 나타냄을 확인하였다.

복분자 딸기, 겨울딸기 추출물 및 순비기나무에서 추출한 에센셜 오일은 천연

항염증, 항산화, 항균 활성이 있는 기능성 화장품 소재로의 가능성을 제시하고

있으며, 본 연구에서 나타난 결과를 통해 화장품 산업에 응용하기 위한 기초적인

정보를 제시할 수 있다.

제주도는 건강뷰티 생물산업을 전략적으로 육성하고 있고, 조례 및 인증제도

시행 등으로 화장품 소재공급 거점화를 위한 노력을 지속하고 있다. 이러한 제도

적 움직임과 급변하는 화장품 시장 변화에 맞추어 지속적인 천연 원료의 개발과

이를 통한 화장품 생산을 통해 소비자의 아름다움과 젊음을 추구하는 기대심리

에 부응하기 위한 기술력 확보가 필요할 것으로 사료된다.
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