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This study was performed to determine the whitening effect of several solvent fractions of Diospyros
kaki extracts. Fractions from ethanol extracts of D. kaki were prepared by a systematic fractionation
procedure using hexane, ethyl acetate, butanol, and H2O. The ethyl acetate fractions were used to
evaluate the inhibitory effects on tyrosinase activity and melanin synthesis in B16F10 melanoma cells.
Ethyl acetate fractions suppressed the expression of tyrosinase, TRP-1 and TRP-2 in B16F10 melanoma
cells. These results showed that ethyl acetate fractions of D. kaki could be developed as a skin whiten-
ing material in cosmetics.
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서 론

피부가 자외선 자극을 받으면 각질형성세포(keratinocyte)

에서 endothelin-1 (ET-1), 부실피질 자극 호르몬, 일산화 질소

(NO) 등이 분비되어 피부색소가 증가하게 된다. 피부색소는

기저층에 존재하는 멜라닌 세포가 만들어내는 멜라닌의 함량

에 의해 결정되며[11], 이러한 멜라닌은 자연계에 널리 존재하

는 생체 고분자 물질로 자외선이나 자유 라디칼로부터 피부가

손상되는 것을 방지하는 역할을 담당하고 있다[17]. 오늘날 사

람들은 사회활동의 증가, 환경오염에 따른 오존층 파괴로 인

하여 유해 자외선에 장기 노출로 인한 멜라닌 침착 과다 현상

으로 피부 흑화, 색소침착, 피부암등 피부 건강뿐만 아니라

미적 측면에서도 크게 영향을 받고 있다[6]. 특히 색소 침착과

같은 피부 흑화는 피부에 존재하는 멜라닌 합성이 원인이 되

는 것으로 알려져 있다[27]. 멜라닌은 멜라닌형성세포 내에 위

치하는 멜라노좀에 의해 만들어지며 형성된 멜라닌은 각질형

성세포로 이동하여 피부 상피층에 축적되어 색소침착 현상이

나타난다[18, 20]. 멜라닌 합성은 아미노산의 하나인 티로신을

기질로 티로시나아제에 의해 3,4-dihydroxyphenylalanine

(DOPA)를 거쳐 DOPA quinone 전환되고 자동산화반응과 효

소반응으로 DOPA chrome을 거쳐 흑갈색의 공동합체인 멜라

닌이 생성하게 된다[26]. 특히 효소인 티로시나아제는 멜라노

사이트에서 멜라닌 색소의 합성에서 주요 핵심 효소로, 절대

적으로 필요한 것으로 알려져 있고[8, 22, 28], 최근에는 이와

같은 효소를 억제하여 멜라닌 합성 저해를 위한 연구가 활발

히 이루어지고 있다[25, 29]. 현재 알려진 합성미백원료들은

사용 중 분해나 착색, 이취 등으로 인해 불안정하여 안정성

문제 등이 대두 되고 있다[4, 19, 30, 31]. 따라서 최근에는 세포

에 영향을 미치지 않으며 멜라닌 합성을 감소시키는 천연 미

백제에 대한 연구가 활발히 진행 중이다. 천연물을 원료로 한

미백 기능성 소재로는 신선초[23], 마황[32], 백출[5], 찔레[7],

복분자[21] 추출물 등이 있으며 이외에도 많은 연구가 진행되

고 있다.

감꼭지(Diospyros kaki calyx)는 한약명을 시체라고 말하며

민간요법에서는 기침과 천식, 만성기관지염 치료, 딸국질 멈

춤, 야뇨증, 혈압강화작용에 효과적이라고 알려져 있다. 현재

까지 감꼭지에 관한 연구로는 김 등[14]이 보고한 감꼭지 추

출물의 항산화 및 항염증에 관한 활성이 알려져 있으며, 사

등[24]이 보고한 사람의 plasma에서 thrombin time (TT)를

사용한 혈액응고 저해 물질 연구와 백 등[1]이 보고한 in vi-

tro와 in vivo 항혈전 효능 연구가 알려져 있으나 감꼭지의 미

백효과에 관한 연구는 아직 보고된 바가 없다. 따라서 본 연

구에서는 감꼭지 추출물과 용매별 분획물을 이용하여 티로

시나아제 억제효과 측정과 B16F10 멜라노마 세포를 배양한

후 멜라닌 생성 억제효과와 티로시나아제 활성을 측정하고,

효과가 뛰어난 분획물을 western blotting을 이용하여 티로

시나아제, TRP-1, TRP-2의 단백질 발현을 측정하여 미백효

과를 관찰하였다.

재료 및 방법

시료 추출

본 실험에 사용한 감꼭지는 경북 영천시에서 재배된 것으로

㈜휴먼허브에서 구입하여 사용하였다. 시료의 추출은 감꼭지

100 g을 시료 중량의 10배 양에 70% 에탄올을 가하여 상온에
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서 24시간씩 3회 추출한 다음 filter paper (Whatman No. 2)로

여과한 뒤 감압농축기(EYELA N-300, Japan)로 농축한 후 동

결 건조하여 에탄올 추출물(14.1 g)을 얻었다. 이후 용매추출법

을 이용하여 극성도가 낮은 hexane으로 추출한 후, 다시 ethyl

acetate와 butanol용매로 순차적으로 분획하였다. 각 용매 분

획물은 감압농축기를 이용하여 용매를 모두 제거하여 농축한

뒤 동결 건조하여 헥산(4.2 g), 에틸아세테이트(10.7 g), 부탄올

(35.1 g), 물(45.8 g)을 얻었다.

시약

세포배양을 위한 Dulbeco's modified eagle’s medium

(DMEM), fetal bovine serum (FBS), streptomycin penicillin,

trypsin 250은 Gibco BRL Co. (Grand Island, NY, USA)로부

터 구입하여 사용하였고, tyrosianse, 3-[4,5-dimethyl-thia-

zol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide (MTT), L-3,4-di-

hydroxyphenylalanine (L-DOPA), kojic acid는 Sigma-

Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여

사용하였다. 1차 항체 인 티로시나아제, TRP-1, TRP-2와 2차

항체는 Santa Cruz biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)에

서 구입하여 사용하였다. 실험에 사용한 기기는 ELISA reader,

원심분리기, 현미경, CO2 배양기, 세포 수 측정기를 사용하

였다.

세포 배양

B16F10 멜라노마 세포는 ATCC (American Type Culture

Collection)에서 분양받아 사용하였으며, Michikaw 등[15]의

방법에 따라 배양하였다. 세포에 0.25% trypsin 용액을 희석

처리한 후 세포를 분리한 다음 DMEM배지에 10% FBS와 1%

penicillin/streptomycin (100 U/ml)을 첨가하여 37℃, 5%

CO2 배양기에 적응시켜 사용하였다.

MTT assay에 의한 세포 생존능력 측정

세포 생존률 측정은 Carmichael 등[2]의 방법에 따라 측정

하였다. 세포를 96 well plate에 1×104 cells/well이 되게 180

μl씩 분주하고, 시료를 농도 별로 20 μl 처리한 48시간 배양하

였다. 배양 후 5 mg/ml 농도로 제조한 MTT 용액 20 μl를 첨가

하여 3시간 처리 후 배양액을 제거하고 각 well당 DMSO 200

μl를 가하여 실온에서 30분간 반응 시킨 뒤 ELISA reader로

550 nm에서 흡광도를 측정한 후 (1-시료의 흡광도/대조구의

흡광도)×100에 의하여 생존율을 계산하였다.

멜라닌 생성 억제 효과

멜라닌 양은 Hosoi 등[9]의 방법을 변형하여 사용하였다.

B16F10 멜라노마 세포를 6 well에 5×10
4

cells/well이 되도록

접종하여 배양하고, 각 well에 시료를 처리한 뒤 48시간 동안

배양한다. 배양 후 phosphate buffered saline (PBS)로 2회 세

척한 후 원심 분리하여 세포 침전물을 만들었다. 10% di-

methyl sulfoxide (DMSO)가 첨가된 1 N NaOH 용액을 150

μl 첨가하고 60℃에서 1시간 용해하였으며 405 nm에서 흡광

도를 측정한 후 실험군의 멜라닌 양은 무첨가군의 멜라닌 양

에 대한 백분율로 계산하여 나타내었다.

티로시나아제 활성 측정

티로시나아제 활성 측정은 Choi 등[3]의 방법을 변형하여

측정하였다. B16F10 멜라노마 세포를 6 well에 5×10
4

cells/well이 되도록 접종하여 배양하고, 24시간 뒤 각 well에

시료를 처리한 뒤 48시간 동안 배양한다. 배양 후 PBS로 2회

세척한 후 각 well의 세포에 lysis buffer (1% triton X-100, 0.1

M sodium phosphate buffer, 50 mM PMSF, pH 6.8)를 가하였

다. 얼음 위에서 세포를 파괴시키고 원심 분리한 후 상층액만

따로 모아 효소용액으로 사용하였다. L-DOPA를 2 mg/ml 농

도로 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 6.8)에 녹여 기질을

준비하고 기질 160 μl에 효소용액 40 μl를 가하고 37℃에서

1시간 반응시키고 생성된 DOPA chrome의 양을 490 nm에서

측정한 후 (1-시료의 흡광도/무첨가군의 흡광도)×100에 의하

여 억제율을 계산하였다.

Western blot을 통한 미백 관련 단백질의 발현 측정

B16F10 멜라노마 세포를 6 well에 1×105 cells/well에 되도

록 분주하고 24시간 동안 배양하였다. 배지를 제거한 후 각

well에 시료를 48시간 동안 처리한 뒤 PBS로 세척하였다.

Lysis buffer 100 μl를 첨가하여 세포를 용해시키고, 4℃에서

12,000 rpm으로 20분간 원심 분리하여 세포막 성분들을 제거

하였다. 원심 분리하여 얻은 단백질은 BCA (bicinchoninic

acid) kit assay로 정량 하였으며, 60 μl의 단백질을 10%의

SDS-PAGE를 이용하여 전기 영동 한 후, PVDF membrane에

transfer하였다. Transfer가 끝난 membrane은 5% skim milk

로 1시간 동안 blocking을 한 뒤 1차 항체 tyrosinase, TRP-1,

TRP-2는 3% skim milk에 1:1,000으로 희석하여 사용하고

overnight하였다. Tris-buffered salin and tween 20 (TBST)로

3번 세척한 뒤 2차 항체 anti-goat, anti-mouse, anti-rabbit은

3% skim milk에 1:1,000으로 희석하여 1시간 동안 붙이고,

TBST로 3번 세척한 뒤 enhanced chemiluminescense (ECL)

kit (Milipore, Germany)를 이용하여 발현 양상을 측정하였다.

밴드 정량은 gel doc (Amersham Pharmacia, England)을 이용

하여 확인하였다.

통계처리

결과 통계처리는 SPSS 12.0을 사용하였으며, 유의차 검증은

분산분석(analysis of variance: ANOVA)으로 Tukey’s HSD

test에 의해 유의성을 분석하였다.
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결과 및 고찰

세포 생존 능력 측정

세포 수준의 연구에 많이 이용되고 있는 MTT assay는 세포

증식과 생존능의 in vitro 분석에 매우 유용하게 사용되고 있다

[10]. 감꼭지 추출물과 분획물에 의한 멜라노마 세포의 생존율

을 확인한 결과(Fig. 1), 추출물과 분획물 모두 5 μg/ml의 농도

에서 90% 이상의 세포 생존율을 확인하였다. 따라서 본 실험

을 바탕으로 B16F10 세포에 1, 5 μg/ml의 농도를 처리하여

멜라닌 생합성, 티로시나아제 활성 측정 및 단백질 발현정도

실험을 진행하였다.

멜라닌 생성 억제 효과

감꼭지 추출물과 분획물의 멜라노마 세포에서의 멜라닌 생

성 억제 효과를 측정한 결과를 Fig. 2와 같이 나타내었다. 측정

결과 감꼭지 추출물은 5 μg/ml의 농도에서 무첨가군에 비해

멜라닌 생성을 13.2% 저해하였고, 합성 미백원료인 코직산은

같은 농도에서 17.2% 저해하는 것을 관찰하였다. 분획물의 경

우 5 μg/ml의 농도로 비교하였을 때, 에틸아세테이트 > 헥산

> 부탄올 > 물 순으로 멜라닌 생성이 억제되었고, 그 중 감꼭지

에틸아세테이트 분획물의 경우 5 μg/ml의 농도에서 43.2%의

멜라닌 생성을 억제하여 가장 뛰어난 활성을 관찰하였다.

Jung 등[13]이 보고한 푸코이단의 경우 10 μg/ml의 농도에서

B16F10 세포 내 멜라닌 생성을 29.1% 억제한 결과와 비교하면

감꼭지 에틸아세테이트 분획물은 저농도에서 높은 활성을 나

타내어 피부 색소 침착에 효능이 있는 미백 소재로 이용 가능

Fig. 1. Cell viability of B16F10 melanoma cells after treatment

with extract and fractions from D. kaki calyx. Results

were expressed as % of control and data were

means±SD. Significant differences were compared with

control at *p<0.05 compared with no treatment. D. kaki
calyx extracted with 70% ethanol, Hexane extracted

from D. kaki calyx extract, Ethyl acetate extracted from

D. kaki calyx extract, Butanol extracted from D. kaki
calyx extract, Water extracted from D. kaki calyx ex-

tract, Kojic acid.

할 것이라 사료된다.

티로시나아제 활성 측정

티로시나아제는 피부가 자외선에 노출되면 티로신에서 멜

라닌 생성에 가장 중요하게 작용하는 효소로써 티로시나아제

활성을 저해함으로써 멜라닌 생성을 억제 할 수 있으며 이로

Fig. 2. Melanin synthesis effects of extract and fractions from

D. kaki calyx. Results were expressed as % control and

data were means±SD. Significant differences were com-

pared with control at *p<0.05 compared with no

treatment. D. kaki calyx extracted with 70% ethanol,

Hexane extracted from D. kaki calyx extract, Ethyl

acetate extracted from D. kaki calyx extract, Butanol

extracted from D. kaki calyx extract, Water extracted

from D. kaki calyx extract, Kojic acid.

Fig. 3. Cellular tyrosinase activity effects of extract and fractions

from D. kaki calyx. Results were expressed as % control

and data were means±SD. Significant differences were

compared with control at *p<0.05 compared with no

treatment. D. kaki calyx extracted with 70% ethanol,

Hexane extracted from D. kaki calyx extract, Ethyl

acetate extracted from D. kaki calyx extract, Butanol

extracted from D. kaki calyx extract, Water extracted

from D. kaki calyx extract, Kojic acid.
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Fig. 4. Tyrosinase, TRP-1, TRP-2 expression effects of ethyl acetate fractions from D. kaki calyx. Results were expressed as %

control and data were means±SD. Significant differences were compared with control at *p<0.05 with no treatment.

DKE: Ethyl acetate extracted from D. kaki calyx extract.

인해 기미, 주근깨, 노인성 홍반 등의 유발을 막을 수 있는

것으로 알려져 있다[12]. 감꼭지 추출물과 분획물을 농도 별로

처리 후 세포 내 티로시나아제 활성 측정 결과는 Fig. 3과 같다.

감꼭지 분획물의 티로시나아제 활성은 5 μg/ml의 농도로

비교하였을 때, 부탄올 분획물의 경우 무첨가군에 비해 34%,

에틸아세테이트 분획물의 경우 32% 활성이 저해되어 비슷한

결과를 관찰 할 수 있었다. 코직산의 경우 5 μg/ml의 농도에서

무첨가군 보다 세포 내 티로시나아제 활성이 9.3% 저해함으로

써 합성 미백원료 보다 감꼭지 분획물의 티로시나아제 저해활

성 효과가 더 우수하였다.

Western blot을 이용한 단백질 발현의 측정

감꼭지 추출물과 분획물을 처리 후 세포 내 티로시나아제

저해와 멜라닌 생성 억제 효과를 측정하여 에틸아세테이트

분획물의 우수한 효과를 입증하였다. 이와 같은 결과를 토대

로 에틸아세테이트 분획물의 멜라닌 생성에 관련된 단백질

발현과의 연관성을 확인하기 위하여 western blot을 이용하여

티로시나아제, TRP-1, TRP-2의 발현 양상을 측정하였다(Fig.

4). 이 중 TRP-1, TRP-2는 DHICA (5,6-dihydroxyindole-2-car-

boxylic acid)를 흑갈색으로 나타내는 IQCA (indole-5,6-qui-

none-2-carboxylic acid)로 전환시켜 최종적으로 멜라닌을 합

성시키는 역할을 하며, 이들은 피부 미백제의 효능에 있어서

멜라닌의 생성을 억제하는 경로와 생성된 멜라닌의 분해를

촉진하는 단계에 관여하는 효소의 활성 조절이 중요시 되고

있어 미백 효과의 검증 방법으로 널리 이용되고 있다[16, 19].

감꼭지 에틸아세테이트 분획물을 1, 5 μg/ml으로 처리하였을

때 무첨가군에 비해 유의성 있게 억제하였다. 티로시나아제의

경우 감꼭지 에틸아세테이트 분획물 5 μg/ml의 농도에서 무

첨가군에 비해 44% 발현을 저해하였고, TRP-1의 경우 5 μg/

ml의 농도에서 무첨가 군에 비해 34% 발현을 저해하였고,

TRP-2의 경우 18% 저해함을 나타내었다. 김 등[15]이 보고한

섬쑥부쟁이 에틸아세테이트 분획물의 경우 100 μg/ml의 농도

를 처리하였을 때, 티로시나아제가 30.5% 저해하였고, TRP-1

의 경우 41.5% 저해한 결과와 비교하였을 때 감꼭지 에틸아세

테이트 분획물의 경우 저농도에서 높은 활성을 나타내어 미백

효과가 우수한 것으로 사료된다.
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초록：감꼭지 추출물과 분획물의 미백효과

황주영․박태순․손준호*

(한국한방산업진흥원)

본 연구는 감꼭지 추출물과 용매별 분획물에 대한 미백효과를 측정하였다. 감꼭지를 70% 에탄올로 추출한 다

음 헥산, 에틸아세테이트, 부탄올, 물 순으로 순차적으로 분획하였다. 분획물 중 에틸아세테이트 분획물은 B16F10

멜라노마 세포 내에서 멜라닌 생성을 억제 효능과 티로시나아제 활성이 우수하였고, 멜라닌 생성에 관련된 단백

질 발현 양상을 측정하기 위해 western blotting을 한 결과, 감꼭지 에틸아세테이트 분획물은 농도 의존적으로

무첨가군에 비해 티로시나아제, TRP-1, TRP-의 발현이 억제되었다. 이상의 결과에 따라 감꼭지 에틸아세테이트

분획물의 미백 소재로서 개발할 수 있을 것이라 사료된다.
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