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ABSTRACT

Objectives : Recently, numerous studies reported that excessive generation of advanced glycation end products (AGEs) 

stimulated expression of skin wrinkle related proteins. This study aimed to evaluate inhibits skin wrinkle formation 

effect of Mori Folium (MF) through decreased AGEs.

Methods : To evaluate the skin wrinkle inhibition effect of MF, SD-rats were divided into three groups; normal rats 

(Nor), AGEs-induced rats (Con), AGEs-induce rats treated with MF at dose of 100㎎/㎏ body weight (MF). To induced 

AGEs, streptozotocin (50㎎/㎏) was injected intraperitoneally, and after 3 days, 100mM methyl glyoxal was administered 

orally for 3 weeks. After the experiment, the animal’s dorsal skin tissues and serum were separated and tested.

Results : The oral administration of MF suppressed the AGEs level in serum. Also, the AGEs in skin tissues was 

significantly reduced through treatment of MF compared with control group. Moreover, the expressions of AGEs 

related proteins such as polyclonal anti-N e-(carboxymethyl) lysine (CML), anti-N e-(carboxyethyl)lysine (CEL), AGE 

receptors (RAGE) were reduced in MF group compared with the control group in kidney and skin tissues. The matrix 

metallo proteinase-1 (MMP-1) reduced by MF treatment with the result that collagen type 1 alpha 2 (COL1A2) was 

improved that reduced by accumulation of AGEs. 

Conclusion : The evidence of this study indicate that oral administration of MF reduces the levels of AGEs in serum, 

skin, and kidney tissues. In conclusion, MF inhibit skin wrinkle formation, suggesting the potential of anti-wrinkle 

material.
1)
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Ⅰ. 서   론

피부는 시간이 지남에 따라 내적으로는 피부를 구성하는 

세포의 기능과 활성이 저하되고 외적으로는 자외선 및 오염 

물질의 반복적인 자극을 받아 탄력이 감소하고 주름이 증가되며 

기미, 주근깨 검버섯 등이 발생하게 된다1). 피부의 주름이 증가

하게 되는 원인은 여러 방면에서 연구되고 있는데 최근 보고에 

따르면 피부 조직 내 최종당화산물의 축적이 중요한 원인중 

하나로 알려져 있다2). 

최종당화산물이란 혈중의 당이 단백질의 free amino 

group과 공유결합을 이루게 된 형태를 말하며3), 이는 세포 내 

산화스트레스를 가속화시켜 장기의 손상 및 염증 등을 일으 

킨다4). 최종당화산물은 보통 고혈당 상태를 지속하는 당뇨병

환자에게서 축적되어 질병을 일으키지만 정상적인 혈당 상태

에서도 노화가 진행됨에 따라 과다하게 축적되는 것으로 알려져 

있다5). 이처럼 노화로 인하여 최종당화산물이 축적되었을 때, 

피부의 MMP-1 단백질 발현이 높게 유지되고 이는 피부 진피 

층 내에 콜라겐을 분해하여 주름을 유발한다6). 콜라겐은 인간의 

피부의 약 70-80% 존재하며7), 진피섬유아세포에서 생성되는 

탄력섬유이다8). 피부가 노화되면 콜라겐의 구조가 변하여 피부 

장력을 잃게 되고 전반적으로 진피가 두꺼워지게 되며 탄력을 

상실하여 피부의 쳐짐 현상이 나타난다9).

뽕나무는 뽕나무과 (Moraccae), 뽕나무속 (Morus)에 속하는 

식물로10) 중국 및 한국을 비롯한 아시아 여러 국가에서 약용 

식물로 널리 사용하고 있다11). 뽕나무의 어린가지를 桑枝, 뿌

리를 桑根, 잎을 桑葉 (Mori Follium)이라 한다12). 桑葉은 지질

대사 개선효과13), 항당뇨 효과14), 항산화 효과 및 항비만활성15)

이 보고되었다. 

이처럼 桑葉 추출물의 다양한 생리활성이 보고되었지만 桑葉 

추출물의 주름 개선 효과에 대한 연구는 미비한 실정이다. 따

라서 본 연구에서는 桑葉 추출물을 경구 투여하여 최종당화산물 

억제를 통한 피부 항노화 효과를 평가하였고 유의한 결과를 

얻었기에 보고하는 바이다.   

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험 재료

본 실험에서 사용한 桑葉은 옹기한약국 (대구, 한국)에서 

구입하여 사용하였다. 桑葉을 분쇄한 다음 10배수의 증류수를 

가하고 100℃에서 2시간 동안 가열하여 추출한 다음 이를 여

과지 (Whatman No.2, GE healthcare, Arlington Heights, 

IL, USA)를 사용하여 여과하였다. 여과액을 rotary vacuum 

evaporator (JP/N-1000X, Sunileyela Co. Ltd, Gyeonggido, 

Korea)를 사용하여 50℃에서 감압농축 후 동결건조하고 얻

어진 분말을 -20℃에 보관하여 사용하였다.

2. 실험 동물

Sprague-Dawley (SD)흰쥐 7주령 수컷 18마리를 대한바

이오 (충북, 한국)에서 구입하여 1주일 동안 실험실 환경에 적

응시킨 후 실험에 사용하였다. 동물 사육실의 조건은 

conventional system으로 온도 22±2℃, 습도 50±5%, 명

암주기(light : dark cycle)는 12시간 주기로 조절하였다. 사

료는 고형사료 (Samyang Co., Seoul, Korea) (조단백질 

22.1% 이상, 조지방 8.0% 이하, 조섬유 5.0% 이하, 조회분 

8.0% 이하, 칼슘 0.6% 이상, 인 0.4% 이상, 항생제 무첨가)

와 물을 충분히 공급하였다.

3. 시약

Protease inhibitor mixture, DMSO, 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), streptozotocin

는 Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka. Japan)

에서 구입하였고 methyl glyoxal solution는 Sigma Aldrich 

(St Luis, MO, USA)에서 구입을 하였다. ECL Western 

Blotting Detection Reagents는 GE Healthcare (Arlington 

Height, IL, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), Collagen type 1 

alpha 2 (COL1A2), matrix metalloproteinase-1 (MMP-1), 

Histone, β-actin과 2차 항체는 Santa Cruz Biotechnology 

(Dallas CA, USA)로부터 구입해서 사용 하였으며, anti-N e- 

(carboxyethyl)lysine (CEL) antibody and polyclonal anti- 

N e-(carboxymethyl)lysine (CML) AGE–receptor for AGE 

(RAGE)항체는 COSMO BIO (Tokyo, Japan)에서 구입하였다. 

단백질 정량을 위한 BCA protein assay kit는 Thermo 

Scientific (Rockford, IL, USA)에서 구입하였다. 

4. 최종당화산물 유발

최종당화산물을 유도하기 위하여 streptozotocin (50 ㎎/

㎏)를 복강 내 투여 하였고, 3일 후부터 3주간 100 mM methyl 

glyoxal (MGO)를 경구 투여 하였다. 실험군은 총 3개의 군으로 

정상군 (Normal rats; Nor), 100 mM MGO와 증류수를 경구 

투여한 대조군 (AGEs–induced rats; Con), 桑葉 추출물을 

100 ㎎/㎏ 농도로 경구 투여한 군 (AGEs–induced rats treated 

with Mori Folium 100 ㎎/㎏ body weight; MF)으로 각각 

6마리씩 나누어서 사용하였다.

5. 혈액 및 조직 내 최종당화산물 측정

실험 종료 후 복대 정맥에서 채혈한 혈액을 4,000 rpm 10분 

원심 분리하여 혈청을 얻었고 피부 조직은 적출 후 1 mM 

EDTA-50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)를 이용

하여 분쇄하여 실험에 사용하였다. 혈액 및 피부 조직의 최종

당화산물은 rat advanced glycation end products ELISA 
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Kit (cusabio tech, Tokyo, Japan)를 사용하여 측정하였다.

6. 조직 Western blotting 

신장과 피부의 세포질을 얻기 위해 100 mM Tris-HCl 

(pH 7.4), 5 mM Tris–HCl (pH 7.5), 2 mM MgCl2, 15 mM 

CaCl2, 1.5 M sucrose, 0.1 M DTT, protease inhibitor 

cocktail을 첨가한 buffer A를 넣고 tissue grinder (BioSpec 

Product, Oklahoma, USA)로 분쇄한 후 10% NP-40 용액을 

첨가하였다. 아이스 위에서 20분간 정치시킨 후 12,000 rpm

으로 2분간 원심분리 하여 세포질을 포함하고 있는 상층액을 

분리하였다. 핵을 얻기 위해 10% NP-40가 더해진 buffer A에 

두 번 헹구고 100 ㎕의 buffer C (50 mM HEPES, 50 mM 

KCl, 0.3 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM 

PMSF, 10% glycerol)를 첨가해 재부유 시킨 뒤 10분마다 

vortex을 3번 하였다. 4℃에서 12,000 rpm으로 10분간 원심 

분리한 후 핵을 포함하고 있는 상층액을 얻어 –80℃에서 각각 

냉동 보관하였다. 신장 조직 세포질의 RAGE, CML, CEL, 

β-actin과 피부조직 세포질의 RAGE, CML, CEL, COL1A2, 

MMP-1, Histone, β-actin 단백질 발현을 측정하기 위하여 

10 ㎎의 단백질을 8~15% SDS-polyacrylamide gel을 이용

하여 전기연동 후, acrylamide gel을 nitrocellulose 

membrane으로 이동시켰다. 준비된 membrane에 각각의 1차 

antibody를 처리하여 4℃에서 overnight 시킨 다음 PBS-T로 

6분마다 5회 세척하고, 각각 처리된 1차 항체에 사용되는 2차 

항체 (PBS-T로 1:3000로 희석해서 사용)를 사용하여 상온

에서 1시간 반응시킨 후, PBS-T로 6분마다 5회 세척하였다. 

그리고 enhanced chemiluminescence (ECL) 용액에 노출

시킨 후, Sensi-Q2000 Chemidoc (Lugen Sci Co. Ltd, Seoul, 

Korea)에 감광시켜 단백질 발현을 확인한 후, 해당 band를 

ATTO Densitograph Software (ATTO Corporation, Tokyo, 

Japan)프로그램을 사용하여 정량하였다.

7. 통계분석 

모든 수치는 평균과 표준오차로 표시하였으며, SPSS (Version 

22.0, IBM, Armonk, NY, USA)을 사용하여 one-way 

analysis of variance (ANOVA) test를 실시한 후 Tukey 

Multiple Comparison test로 사후검증을 실시하여 각 군의 

평균 차이에 대한 통계적 유의성을 5% 수준에서 검증하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 혈청 및 피부조직에서의 최종당화산물 측정 결과

혈청을 분리하여 최종당화산물 생성량을 측정한 결과, 정

상군 (14.08 ± 1.13)에 비하여 대조군 (17.48 ± 1.99)에서 

증가된 수치를 나타내었고 桑葉 추출물의 경구 투여로 인하여 

12.42 ± 2.30으로 감소한 것을 확인할 수 있었으나 유의성은 

없었다 (Fig 1).
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Fig 1. AGEs accumulation in serum
Normal rats; Nor, AGEs-induce rats; Con, AGEs-induce with treated
Mori Folium 100 ㎎/㎏ body weight rats; MF.

또한 피부조직을 분쇄하여 최종당화산물 생성량을 측정하

였다. 피부조직에서의 최종당화산물 생성량은 정상군 (80.06 

± 8.79, p <0.001)에서 대조군 (175.38 ± 6.78)로 크게 증

가하였고 桑葉 추출물 투여군 (91.33 ± 6.38, p <0.001)에

서는 47.92%가 감소하였다 (Fig 2).
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Fig 2. AGEs accumulation in skin tissues
Normal rats; Nor, AGEs-induce rats; Con, AGEs-induce with treated
Mori Folium 100 ㎎/㎏ body weight rats; MF, Significance: ***p <
0.001 vs. AGE-induce rats by one-way ANOVA followed by tukey
comparison test. 

2. 신장 조직의 최종당화산물 관련 단백질 측정 결과

신장 조직을 분쇄하여 최종당화산물관련 단백질인 RAGE, 

CML, CEL을 측정하였다. 증가된 대조군 (1.61 ± 0.19, p < 

0.01)의 RAGE 단백질 발현량을 桑葉 추출물 (1.40 ± 0.18)의 

경구 투여가 감소시킨 것을 확인하였다. CML 또한 대조군 

(1.72 ± 0.23, p <0.01)에서는 증가하였고 桑葉 추출물 경구 

투여군 (1.23 ± 0.05, p <0.05)에서는 감소하였다. CEL 단백

질은 정상군 (1.00 ± 0.10, p <0.01)에 비하여 대조군 (1.71 

± 0.23)에서 유의하게 증가하였고, 桑葉 추출물 투여군 (1.00 

± 0.10, p <0.01)에서 정상군 수준으로 감소하였다 (Fig 3).  
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Fig 3. Expression AGEs-related protein in renal tissues
Receptor of AGEs (RAGE) ; (A), polyclonal anti-N e-(carboxymethyl)lysine (CML) ;(B), anti-N e-(carboxyethyl)lysine (CEL) ;(C), Normal rats;
Nor, AGEs-induce rats; Con, AGEs-induce with treated Mori Folium 100 ㎎/㎏ body weight rats; MF, Significance: *p <0.05, **p <0.01 vs.
AGE-induce rats by one-way ANOVA followed by tukey comparison test. 

3. 피부 조직의 최종당화산물 관련 단백질 측정 결과

피부조직에서 최종당화산물 관련 단백질 발현량을 확인해본 결과, RAGE는 정상군 (1.00 ± 0.07, p <0.001)보다 대조군 (1.51 

± 0.05)에서 발현량이 증가하였고 桑葉추출물 투여군 (1.14 ± 0.02, p <0.001)에서 유의하게 감소하였다. 최종당화산물의 대표

적인 CML 또한 대조군 (1.56 ± 0.20, p <0.01)에 비교하여 桑葉추출물 투여군 (1.15 ± 0.09, p <0.05)에서 감소하였다. CEL 

단백질은 대조군 (1.61 ± 0.16, p <0.01)의 발현량 보다 桑葉 추출물 투여군 (1.12 ± 0.12, p <0.01)의 발현량이 30.43% 감소한 

것을 확인할 수 있었다 (Fig 4).
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Fig 4. Expression AGEs-related protein in skin tissues
Receptor of AGEs (RAGE) ; (A), polyclonal anti-N e-(carboxymethyl)lysine (CML) ;(B), anti-N e-(carboxyethyl)lysine (CEL) ;(C), Normal rats;
Nor, AGEs-induce rats; Con, AGEs-induce with treated Mori Folium 100 ㎎/㎏ body weight rats; MF, Significance: *p <0.05, **p <0.01, 
***p <0.001 vs. AGE-induce rats by one-way ANOVA followed by tukey comparison test.

4. 피부 주름 관련 단백질 발현

피부의 주름을 유발하는 효소인 MMP-1은 정상군 (1.00 ± 0.04, p <0.01)에 비하여 대조군 (1.39 ± 0.09)에서 증가하였고 

桑葉 추출물의 경구 투여 (1.10 ± 0.11, p <0.01)가 이를 감소시켰다. 피부의 COL1A2 단백질은 최종당화산물 축적에 의하여 

대조군 (0.75 ± 0.04)에서 감소하였고 桑葉 추출물 경구 투여군 (0.93 ± 0.09)에서 이를 회복하였다 (Fig 5).
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Fig 5. Expression skin wrinkle-related protein in skin tissues.
matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) ;(A), collagen type 1 alpha 2 (COL1A2) ;(B), interleukin 6 (IL-6) ;(C), Normal rats; Nor, AGEs- 
induce rats; Con, AGEs-induce with treated Mori Folium 100 ㎎/㎏ body weight rats; MF, Significance: *p <0.05, **p <0.01 vs. AGE- 
induce rats by one-way ANOVA followed by tukey comparison test. 
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Ⅳ. 고   찰 

피부의 주름은 노화의 결과로 나타나는데, non-enzymatic 

glycation 반응은 주름 생성의 원인 중 하나로 단백질의 비가

역적 가교결합에 의해 최종당화산물이라는 화합물을 생성한다. 

일반적인 콜라겐은 정상적인 가교결합을 이루고 있는데 비교적 

반감기가 긴 콜라겐은 glycation이 쉽게 일어나고 최종당화산

물이 피부에 축적되면서 비정상적인 가교결합을 이루게 되고 

이는 피부의 탄력을 떨어뜨리고 주름을 일으켜 피부 노화라는 

결과를 가져온다16). 

이에 본 연구에서는 최종당화산물 유발 동물 모델에 상엽 

추출물을 3주간 경구투여하여 피부조직에서 최종당화산물 관련

인자와 주름 관련 인자를 분석하였다. 혈청을 분리하여 최종

당화산물 생성량을 측정한 결과, 정상군에 비하여 대조군에서 

증가된 수치를 나타내었고 桑葉 추출물의 경구 투여로 인하여 

수치가 감소한 것을 확인할 수 있었다. 또한 피부조직을 분쇄

하여 최종당화산물 생성량을 측정한 결과, 최종당화산물 생성

량은 대조군에서 크게 증가하였고 桑葉 추출물 투여군에서는 

47.92%가 감소하였다.

신장은 인체 내 장기 중 최종당화산물이 가장 많이 축적되는 

곳이다17). 실험 종료 후 신장 조직을 적출하였고 이를 분쇄하여 

최종당화산물관련 단백질인 RAGE, CML, CEL을 측정한 결과, 

기존에 보고된 연구 결과18)와 일치하게 대조군에서 RAGE 단

백질 발현량이 증가하였고 桑葉 추출물의 경구 투여가 이를 감소

시킨 것을 확인하였다. CML, CEL 또한 대조군에서 단백질 

발현량이 증가하였고 桑葉 추출물 경구 투여군에서는 감소하

였다. 최종당화산물은 RAGE와 상호작용하고 산화 스트레스를 

증가시켜 피부조직의 손상을 유발한다. CML과 CEL은 최종

당화산물의 대표적 인자로서 최종당화산물을 측정하는 중요한 

지표로 사용되고 있다19). 피부조직에서 최종당화산물 축적이 

직접적으로 이루어 졌는지 확인하기 위하여 RAGE, CML, 

CEL의 단백질 발현을 분석한 결과 대조군에서 발현량이 증가

하였고 桑葉추출물 투여군에서 유의하게 감소되었음을 확인

할 수 있었다. 

MMP-1은 콜라겐 가교결합의 중간을 절단하고 MMP-3, 

MMP-9은 절단된 콜라겐을 세분화하여 다시 절단하는 역할을 

한다20). 따라서 MMP-1의 단백질 발현량이 증가하는 것은 

콜라겐의 분해가 증가됨을 말하며 이는 피부의 노화를 의미한다. 

본 실험에서 MMP-1은 정상군에 비하여 대조군에서 증가하

였고 桑葉 추출물의 경구 투여가 이를 감소시켜 결과적으로 

피부의 COL1A2 단백질을 개선한 것을 확인할 수 있었다. 이

상의 결과들로 桑葉 추출물은 혈액 및 피부 조직 내 최종당화

산물을 억제하고 MMP-1 효소를 감소시켜 피부 노화 억제 

효과를 나타내는 것을 알 수 있었다.

Ⅴ. 결   론

桑葉 추출물을 최종당화산물 유발 동물모델에 경구 투여하여 

최종당화산물 억제를 통한 피부 노화 억제 효능을 평가하였다.

1. 桑葉 추출물의 경구 투여는 혈액과 피부조직에서 최종

당화산물을 억제하였다.

2. 桑葉 추출물의 경구 투여는 신장 조직에서 최종당화산물 

바이오 마커인 CML, CEL, RAGE 단백질 발현을 효과

적으로 억제하였다.

3. 桑葉 추출물의 경구 투여는 피부 조직에서 최종당화산물 

바이오 마커인 CML, CEL, RAGE 단백질 발현을 효과

적으로 억제하였다.

4. 桑葉 추출물의 경구 투여는 대조군에 비하여 피부조직

에서 MMP-1을 감소시켜 collagen 감소를 억제하였다.

따라서 桑葉 추출물은 최종당화산물 억제를 통한 피부 노화 

억제 효과가 뛰어나 항피부 노화 소재로서 활용가능성이 높다고 

생각된다.
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