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요 약: 본 연구에서는 주름개선 화장품 원료를 개발하기 위하여 돌외 잎 70% 에탄올 추출물을 제조하여 섬유아

세포 HDFn에 대하여 콜라겐 합성능을 측정하였다. 그 결과 돌외 추출물이 세포 독성 없이 농도 의존적으로 콜

라겐 합성을 촉진함을 확인하였다. 돌외 추출물로부터 용매 분획 및 크로마토그래피 분리과정을 거쳐 2개의 활

성 성분을 분리하였다. NMR 데이터 및 문헌치로 확인한 결과 이들은 플라보노이드 배당체인 Ombuine 

3-O-rutinoside(1) 및 Quercetin 3-O-rutinoside(2)로 규명되었다. 섬유아세포의 type I procollagen 생

합성에 미치는 영향을 분석한 결과 상기 화합물은 농도 의존적으로 콜라겐 합성을 촉진함을 알 수 있었다. 본 

실험 결과는 화합물 1과 2를 함유한 돌외 추출물의 주름개선 화장품 소재로서의 개발 가능성을 보여주고 있다.

Abstract: In order to discover ingredients for wrinkle-care cosmetics, we prepared 70% ethanol extract from Gynostemma 

pentaphyllum and examined its activity on collagen synthesis using fibroblast HDFn cells. The G. pentaphyllum extract 

induced the production of type I procollagen in a dose-dependent manner without showing cell toxicity. The active con-

stituents were isolated from the extract by solvent fractionation and chromatographic purification procedures. NMR data 

and literature studies led to determine the two isolated compounds as the flavonoid glycosides such as ombuine 3-O-ruti-

noside (1) and quercetin 3-O-rutinoside (2). The activity screening tests showed that the isolates 1 and 2 induced the 

production of type I procollagen in a dose-dependent manner. These results suggested that G. pentaphyllum extract con-

taining the flavonoids 1 and 2 could be useful as an active ingredient for wrinkle-care cosmetics.
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1. 서    론

섬유성 단백질(fibrous protein)을 이루는 콜라겐

(collagen)은 피부 진피 세포외기질(extracellular matrix)

의 주요 구성 성분으로서 인체 건조 피부의 70%를 차

지하고 있다. 진피 기질 내에는 타입 I 콜라겐이 전체 

콜라겐 중에서 80 - 85%를 차지하고 있으며 진피 인

장 강도를 결정하고 있다. 콜라겐 I는 광노화 피부에

서 함량 감소가 나타나며 피부노화 과정에서 관찰되

는 가장 중요한 콜라겐 타입이다[1]. 피부의 주름은 콜

라겐 합성과 분해의 불균형에서 기인하고 있다. 일반 

피부에서는 타입 I 콜라겐의 합성과 matrix metal-

loproteinase-1 (MMP-1) 효소에 의한 분해가 균형을 이

루고 있다. 콜라겐은 세포외기질에 존재하는 섬유아

세포(fibroblast)에서 전구체인 프로콜라겐(procollagen)

을 거쳐 합성된다. 섬유아세포에서 생성된 프로콜라

겐은 proline과 lysine 잔기가 히드록시화(hydroxylation) 

된 후 세포 밖으로 분비된다. 세포외기질로 분비된 프

로콜라겐은 N-말단과 C-말단이 propeptidase와 endo-

peptidase에 의해 분리된 후 각각의 사슬이 중합되어 

콜라겐 섬유를 형성하게 된다. 

나이가 들수록 피부 콜라겐 양은 단위 면적당 연간 

1% 정도 감소한다고 알려져 있다[2]. 자연노화 혹은 

광노화에 의하여 감소되는 콜라겐 함량을 유지하는 

것은 피부 노화 억제의 가장 중요한 전략이다. 콜라겐 

합성을 촉진하고 MMP 발현을 억제하여 피부 광노화

를 개선하는 물질로 레티노이드가 잘 알려져 있다[3]. 

콜라겐 양의 감소가 피부 주름 생성의 주요 원인으로 

인식되면서 콜라겐 합성을 촉진할 수 있는 항노화 물

질의 개발에 많은 노력이 모아지고 있다[4,5]. 

돌외(Gynostemma pentaphyllum Makino)는 박과

(Cucurbitaceae)의 다년생 덩굴 식물로 우리나라 남부

와 아시아 지역에 분포되어 있다[6]. 돌외의 주요 성분

은 dammarane 타입의 트리터펜(triterpene) 배당체 화

합물인 gypenoside이며 100여 종이 분리되어 보고되고 

있다[7]. 사포닌 외에도 플라보노이드[8], 미네랄[9], 

다당류[10], 카로테노이드[11], 알카로이드[12] 등이 

분리 보고되었다. 돌외 추출물 및 gypenoside를 대상

으로 하여 생리활성이 연구되었으며, 주요 활성으로

는 항산화 효과 및 혈관내피세포 보호작용[13,14], 혈

관 기능개선 작용[15], 콜레스테롤 저하효과[16], 암세

포 성장저해 작용[17], 항당뇨 작용[18], 간기능 보호 

효과[19], 만성 기관지염 및 위궤양에 대한 항염증 작

용[20], 미백효과[21] 등이 알려져 있다. 그러나, 돌외 

추출물을 이용한 콜라겐 합성에 미치는 영향에 관한 

연구는 보고된 바 없다.

본 연구에서는 돌외 잎 에탄올 추출물의 콜라겐

(collagen) 생합성 촉진작용에 대하여 검색하였다. 또

한 돌외에서 유효성분을 분리하여 분광학적 기법으로 

화학구조를 동정하였고, 분리된 화합물의 활성을 확

인하였다. 본 연구를 통하여 돌외 추출물의 피부 주름

개선 효과를 확인하여 기능성 화장품 소재로서의 이

용 가능성을 알아보고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 기기 및 시약

본 실험에서 사용된 돌외(Gynostemma pentaphyllum 

Makino)는 제주산으로 제주자원식물산업연구소(Korea)

로부터 구입하여 사용하였다. 돌외의 추출과정 및 분

획에 사용된 용매들은 시약급을 사용하였다. 순상

(normal-phased) column chromatography (CC)에는 실리

카겔 60 (Merk, 95 - 110 µm, Germany), 세파덱스 LH-20 

(sigma, Sweden)을 사용하였다. Thin layer chromatog-

raphy (TLC)는 실리카겔 60F254 (Merck, Germany)을 

사용하였다. 구조 분석에는 FT-NMR (JNM-ECX400, 

JEOL, Japan)을 사용하였다. 콜라겐 생합성능 측정에는 

procollagen type I protein synthesis kit (Takara, Japan)을 

구입하여 사용하였다. 인간 섬유아세포(HDFn)는 한국 

세포주 은행에서 구입하였다. 세포 생존율 측정에는 

methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT)를 

Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)로부

터 구입하여 사용하였다.

2.2. 추출 및 분획

건조된 돌외 잎 170 g을 70% 에탄올 1.7 L에 침적 

교반하여 실온에서 2일 동안 침출시켰다. 침출 시료를 

감압 흡입 여과기를 이용하여 여액만 취하였으며, 여

과하여 얻어진 여액은 40 ℃ 수욕상에서 진공회전농

축기로 농축하여 에탄올 추출물을 얻었다. 농축된 에

탄올 추출물 25.0 g을 물에 현탁하여 n-hexane을 가한 

다음 잘 흔들고 방치하여 수용액층과 n-hexane층을 얻
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Figure 1. Isolation procedure of the compounds 1 and 2 from G. pentaphyllum.

었다. 수용액층을 다시 chloroform (CHCl3), ethyl ace-

tate (EtOAc), n-butanol 순으로 용매 분획하였다. 각각

의 용매 분획물을 감압 농축하여 n-hexane층에서 1.0 

g, chloroform층에서 1.6 g, EtOAc층에서 1.2 g, n-buta-

nol층에서 5.4 g, 물층에서 11.9 g의 농축 분획물을 얻

었다. 

2.3. 화합물의 분리

용매분획 후 얻어진 EtOAc 분획물(1.2 g)을 분리 정

제하기 위하여 우선 vacuum liquid chromatography 

(VLC)를 수행하였다. VLC (10 × 5 cm, silica gel, 20 ~ 

40 mash)에서 Hex-EtOAc (0 ~ 100%), EtOAc-MeOH (0 

~ 50%)를 사용하여, 각 용매의 배합비를 5 ~ 10%씩 

증감하여 극성을 높이는 방법으로 각 100 mL씩 용출

한 후, 각 분획을 TLC로 확인하여 spot 패턴이 비슷한 

것들을 모아 총 4개의 분획물(Fr. 1-4)을 얻었다. 분획

물 Fr. 2 (110.0 mg)을 세파덱스 LH-20으로 충진된 

glass column에 전개용매(CHCl3/MeOH = 2.5 : 1)로 용

출시켜 화합물 1 (3.6 mg)을 분리하였다. 또한, n-buta-

nol 분획물(500 mg)을 100% 메탄올을 전개용매로 세

파덱스 LH-20 column chromatography를 실시하여 화

합물 2 (3.0 mg)을 분리하였다(Figure 1).

화합물 1 (ombuine 3-O-rutinoside) : yellow amor-

phous powder (syrup); 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) 

δ 6.37 (1H, d, J = 2.0 Hz), δ 6.69 (1H, d, J = 2.0 

Hz), δ 7.55 (1H, d, J = 2.0 Hz), δ 7.04 (1H, d, J = 

8.5 Hz), δ 7.72 (1H, dd, J = 2.0 Hz, 8.5 Hz), δ 5.38 

(1H, d, J = 7.3 Hz), δ 4.39 (1H, d, J = 0.9 Hz), δ 
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Figure 2. Effect of the G. pentaphyllum ethanol extract on 

collagen type I synthesis and cell toxicities.

0.97 (3H, d, J = 6.1 Hz), δ 3.87 (6H, s); 13C NMR 

(DMSO-d6, 100 MHz) δ 156.4 (C-2), 133.8, 177.5, 

160.9, 97.9, 165.1, 92.2, 156.7, 105.0, 121.4, 111.3, 

145.9, 150.1, 115.7, 122.4, 101.1, 74.0, 76.3, 69.8, 75.8, 

66.8, 100.8, 70.3, 70.5, 71.8, 68.2, 17.7, 56.0, 55.6.

화합물 2 (quercetin 3-O-rutinoside) : yellow powder; 
1H NMR (CD3OD, 400 MHz) δ 6.27 (1H, d, J = 2.0 

Hz), δ 6.36 (1H, d, J = 2.0 Hz), δ 7.79 (1H, d, J = 

2.3 Hz), δ 6.97 (1H, d, J = 8.5 Hz), δ 7.70 (1H, dd, 

J = 2.3, 8.5 Hz), δ 5.31 (1H, d, J = 7.5 Hz), δ 4.67 

(1H, d, J = 1.1 Hz), δ 1.16 (3H, d, J = 6.1 Hz); 13C 

NMR (CD3OD, 100 MHz) δ 158.8, 135.7, 179.3, 163.6, 

100.1, 166.2, 95.0, 159.1, 105.6, 123.0, 117.9, 146.3, 

150.3, 116.3, 123.6, 104.8, 75.9, 78.4, 71.5, 77.5, 68.7, 

102.6, 72.2, 72.4, 74.0, 69.9, 18.3.

2.4. 세포배양

구입한 human dermal fibroblast neonatal (HDFn) 세

포를 Dulbeco’s modified eagle’s medium (DMEM) 배지

에 10% fetal bovine serum (FBS)과 1% pen-

icillin/streptomycin (100 U/mL)을 첨가하여 5% CO2, 37 

℃ 조건하에서 배양하였다.

2.5. 세포 생존율 측정

세포 생존율 측정은 Mosmann[22]의 방법을 변형한 

MTT 정량법을 이용하여 측정하였다. 96-Well plate에 

HDFn 세포를 1 × 105개씩 분주하여 24 h 배양한 후, 

다양한 농도로 시료를 첨가하였다. 배양이 끝나면 배

양액의 5 mg/mL의 MTT용액 10 µL를 첨가하고 37 ℃

에서 4 h 처리한 다음 DMSO 100 µL를 첨가한 상태에

서 10 min간 진탕시켜 세포 내에 들어간 색소를 충분

히 용출시킨 후 ELISA reader를 이용하여 570 nm에서 

흡광도를 측정하였다.

2.6. 콜라겐 합성능 시험

48-Well plate에 HDFn 세포를 5 × 104개로 접종한 

후 5% CO2, 37 ℃하에서 24 h 배양하였다. 이후 FBS

가 포함되지 않은 DMEM 배지로 교체하고, 시료를 첨

가하여 24 h 동안 배양하였다. 배양액을 모아서 pro-

collagen type Ⅰ protein synthesis kit를 이용하여 콜라

겐 전구체의 C-말단의 양을 측정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 돌외 추출물의 콜라겐 생합성 측정

피부를 구성하는 주단백질인 콜라겐(collagen)은 피

부 진피에 존재하는 섬유아세포(fibroblast)에서 프로

콜라겐(procollagen)을 거쳐 생성된다. 섬유아세포에서 

합성된 프로콜라겐은 세포외기질(extracellular matrix)

로 분비되어 세포 표면에 존재하는 procollagen pepti-

dase에 의해 C-peptide가 분해되고 고분자화 과정을 거

쳐 활성 콜라겐으로 전환된다. 이러한 원리를 이용하

여 콜라겐 생성량의 증가는 사람 섬유아세포(HDFn)

에 돌외 추출물을 처리하여 procollagen type I C-pep-

tide (PIP)의 함량을 ELISA kit를 이용하여 측정하였다. 

그 결과는 Figure 2에 나타나 있다. 돌외 에탄올 추출

물(GP-70% EtOH)을 10, 50, 100 µg/mL 농도로 처리하

였을 경우, 콜라겐 합성이 농도 의존적으로 증가함을 

알 수 있었다. 대조군의 콜라겐 생성량을 100%로 볼 

때 돌외 추출물 100 µg/mL은 대조군에 비해 165%의 

콜라겐 생성 증가율을 보이고 있다. MTT assay를 이

용하여 세포 생존율을 확인한 결과, 추출물을 100 

µg/mL 농도로 처리하였을 경우에도 섬유아세포에서 

세포 독성은 나타나지 않았다. 

3.2. 돌외 추출물로부터 활성 성분의 분리 및 화학구조 

동정

제주에서 채집한 식물인 돌외의 에탄올 추출물로부

터 유효 성분을 분리하기 위하여 우선 n-hexane, 

chloroform, EtOAc, n-butanol로 용매분획을 실시하였
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Figure 3. Chemical structures of compounds 1 and 2 isolated

from G. pentaphyllum.

다. 분획물을 대상으로 콜라겐 합성 증진효과를 검색

하였으며, EtOAc와 butanol 분획에서 활성이 관찰되었

다. 따라서, EtOAc와 butanol 분획물을 대상으로 유효 

성분을 분리하고자 하였다. Vacuum liquid chromatog-

raphy 및 세파덱스 LH-20 column chromatography를 실

시하여 Figure 3와 같이 화합물 1과 2를 분리 정제하

였다.

화합물 1과 2의 화학 구조는 핵자기공명분광기

(NMR spectroscopy)를 통해 얻어진 스펙트럼을 분석

하여 규명되었다. 화합물 1의 1H-NMR 스펙트럼 분석 

결과 화학적이동(δ) 7.72, 7.55, 7.24, 6.69, 6.37 ppm의 

시그날은 방향족 프로톤에 해당됨을 예측할 수 있다. 

또한 이들의 짝지음상수(J)를 보면 2개의 meta cou-

pling (J = 2.0, Hz)과 한 개의 ortho coupling (J = 8.5 

Hz)이 관찰되었다. 또한, δ 5.38 (1H, d, J = 7.3 Hz)과 

4.39 (1H, d, J = 0.9 Hz)에서 당 성분인 glucose와 

rhamnose의 아노머(anomer) 프로톤 시그날, 그리고 δ 

0.97 (3H, d, J = 6.18 Hz)에서 rhamnose의 메틸(methyl)

에 해당되는 피크가 관찰되었다. 13C-NMR 스펙트럼

에서는 총 29개의 탄소 시그날이 관측되었다. 이 중에

서 카보닐 시그날(δ 177.5 ppm)을 포함해서 15개의 

sp2 탄소(δ 177.5 ~ 92.2) 시그날이 관찰되어 화합물 

1은 플라보노이드 골격을 함유한 화합물로 예상하였

다. 플라보노이드 골격은  quercetin 구조로 판단되었

다. 또한 δ 101.1와 100.7에서 2개의 아노머 탄소 시

그날로 추정되는 피크가 관찰되어 2분자의 당(glucose

와 rhamnose)이 결합되어 있음을 알 수 있었다. 탄소 

스펙트럼에서 δ 56.0와 55.6에서 나타난 메틸 피크의 

경우 down field shift하는 양상을 보이는 것으로 보아 

전기음성도가 큰 산소와 결합된 메톡시(methoxy)임을 

알 수 있다. 메톡시기의 위치를 확인하기 위하여 2-D 

NMR인 HMBC 스펙트럼을 분석하였다. 그 결과, C-4’ 

(δ 150.1)과 C-7 (δ 165.1)이 메톡시 기의 수소와 상

관관계를 나타내었다. 이것은 메틸기가 4’-OH와 7-OH

에 치환되어 있음을 나타낸다. 이상의 결과를 종합하

여 화합물 1은 플라보노이드 배당체인 ombuine 

3-O-rutinoside로 동정하였다. 또한, 문헌상의 데이터와 

비교하여 구조를 확정하였다[23]. 화합물 1은 기지의 

물질이나 돌외에서는 처음으로 분리된 물질이다.

화합물 2의 NMR 스펙트럼을 측정한 결과, 화합물 

1과 거의 유사함을 알 수 있었다. 13C-NMR 스펙트럼

에서 화합물 1보다 두 개의 탄소가 적은 총 27개의 탄

소 signal이 관측되었다. 1H-NMR과 함께 자세히 분석

해 본 결과, 화합물의 1에서 나타나는 두 개의 메톡시 

피크가 화합물 2에서는 나타나지 않는다. 그 외의 피

크는 화합물 1과 거의 일치하였다. 따라서, 화합물 2

는 플라보노이드 배당체인 quercetin 3-O-rutinoside로 

동정하였다. 화합물 2의 화학구조 동정은 문헌치와 비

교하여 확정하였다[24].

전체 시료(건조 중량, 170 g) 중에서 분리된 화합물 

1 (3.6 mg, 수율 2.1 × 10-3%)과 화합물 2 (3.0 mg, 수율 

1.8 × 10-3%)의 수율은 매우 낮은 수준이다. 그러나, 향

후 추출 공정을 최적화하는 과정을 통하여 유효성분

의 추출 수율은 증가되리라 기대한다. 

3.3. 분리 화합물의 콜라겐 생합성 측정

분리된 화합물 1과 2를 대상으로 하여 사람 섬유아

세포의 프로콜라겐 합성 증가율을 조사하였다. 

Figure 4에서 나타난 것처럼 플라보노이드 배당체 1

과 2는 10, 50, 100 µg/mL 농도에서 PIP 생성량을 농도

의존적으로 증가시키고 있음을 알 수 있다. 화합물 1

과 2는 100 µg/mL 농도에서 대조군에 비하여 120% 및 

128%의 콜라겐 생성 증가율을 보였다. MTT 검사법을 

이용한 세포 생존율 확인 결과, 100 µg/mL 농도에서

도 세포 독성은 나타나지 않았다. 

4. 결    론

본 연구에서는 주름 개선 활성 물질을 개발하기 위

하여 제주 자생 덩굴식물인 돌외(G. pentaphyllum)를 

선정하여 추출물을 얻고 피부 섬유아세포에서 콜라겐 
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(a)

(b)

Figure 4. Effect of compounds 1(a) and 2(b) on collagen 

type I synthesis and cytotoxicities.

합성 촉진 여부를 평가하였다. 평가결과 돌외 에탄올

추출물은 100 µg/mL 농도에서 세포독성 없이 165%의 

콜라겐 생성 증가율을 보였다. 활성 성분을 규명하기 

위하여 추출물로부터 용매분획 및 크로마토그래피 등

의 분리과정을 거쳐 2개의 성분을 분리하였다. 분리된 

플라보노이드 배당체 Ombuin 3-O-rutinoside(1) 및 

quercetin 3-O-rutinoside(2)는 세포 독성 없이 농도 의존

적으로 콜라겐 생성 촉진 활성을 나타내었다. 

Figure 4에서 나타나듯이 분리물 1과 2의 콜라겐 합

성 증가율은 추출물 상태의 증가율(165%) 보다는 낮

은 수치이다. 이 결과는 추출물 내에서 콜라겐 생합성

을 촉진하는 다른 종류의 활성 성분들이 존재하고 있

음을 보여주고 있다. 앞으로 후속적인 연구를 통하여 

이 부분은 계속 규명해 나갈 예정이다. 결론적으로 본 

연구에서는 플라보노이드 배당체를 함유한 돌외 추출

물은 진피 콜라겐 생성 증진을 통한 주름개선 화장품 

소재로서의 개발 가능성을 확인할 수 있었다.
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