
pISSN 1226-2587
J. Soc. Cosmet. Sci. Korea eISSN 2288-9507
Vol. 44, No. 1, March 2018, 9-14 http://dx.doi.org/10.15230/SCSK.2018.44.1.9

9

1. 서    론

 1)

건강한 피부는 피부에 질병이 없는 상태뿐 아니라 

피부가 윤기 있고, 촉촉하며, 탄력이 있고, 색이 고른 

것을 말한다. 현대 사회는 다양한 외부 자극으로 인해 

피부 손상도가 증가하고 있으며 이로 인한 피부 노화, 

피부색의 변화, 색소 침착 등의 피부 질환이 증가하고 
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있다. 다양한 외부 자극 중에서도 자외선은 피부 노화

의 큰 요인으로 작용하며 자외선으로 유도된 활성산소

는 피부 노화를 가속화 시키고 피부에서 멜라닌 합성

을 증가시킨다고 보고되고 있다[1,2]. 또한 활성산소는 

세포의 구성성분을 파괴하고 노화나 암, 신경계 질환

을 일으키는 것으로 알려져 있다[3,4].

멜라닌은 신체의 머리카락, 눈동자 또는 사람의 피

부색을 결정하는 요인으로 자외선으로부터 피부세포

를 보호하는 기능을 갖고 있어 자외선에 의하여 유발
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요 약: 본 연구에서는 항산화 및 미백 소재의 개발을 위해 다양한 추출법을 이용하여 용담화 추출물을 제조하
고 항산화 효과 및 멜라닌 생합성 저해능을 평가하였다. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 
소거활성을 평가한 결과 용담화 추출물의 항산화 활성은 모두 농도 의존적으로 증가하였다. 또한 용담화 추출
물은 tyrosinase 활성을 저해시켰으며, B16F10 세포에서 멜라닌 생성을 감소시키는 효과를 보였다. 멜라닌 
생합성에 관여하는 유전자의 발현에 미치는 영향을 알아보기 위해 tyrosinase-related protein (TRP)-1 
및 2 mRNA 발현을 확인한 결과 용담화 추출물에 의해 TRP-1 및 2의 발현이 감소되는 것을 확인할 수 
있었다. 이러한 결과로 보아 용담화 추출물은 항산화 및 미백 기능성 화장품 소재로서의 응용이 가능할 것으
로 사료된다.

Abstract: In order to find new functional materials for the cosmetics application, we investigated the anti-oxidant and 
anti-melanogenic properties of Gentiana scabra extracts (GSE), which were prepared by the various extraction methods. 
Results showed that GSE had high DPPH radical scavenging activity in a dose-dependent manner. Also, GSE inhibited 
the prodution of melanin in B16F10 melanoma cell as well as tyrosinase activity. We also found that GSE inhibited 
mRNA expression of tyrosinase-related protein (TRP)-1 and 2. In conclusion we suggest that GSE is applicable to cos-
metics as a potential ingredient for their anti-oxidant and whitening effects.

Keywords: Gentiana scabra extract, anti-oxidant, whitening, tyrosinase, melanin
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될 수 있는 각종 질환으로부터 보호되고 있다[5]. 그러

나 과도한 멜라닌의 생성이나 분포 이상은 색소 침착, 

피부암 등의 원인이 되기도 한다[6]. 멜라닌 합성은 

tyrosine을 기질로 tyrosinase, tyrosinase related protein-1 

(TRP-1), tyrosinase related protein-2 (TRP-2)에 의해 

DOPA quinone으로 전환되고 자동산화반응과 효소반

응으로 DOPA chrome을 거쳐 흑갈색의 공동합체인 멜

라닌을 생성하게 된다[7,8]. 이들 중 tyrosinase는 멜라

닌 합성의 속도결정단계인 초기 반응에 작용하여 멜라

닌 생성에 있어 가장 중요한 역할을 하는 효소이며 

TRP-1, TRP-2는 멜라닌 형성의 조절인자로 잘 알려진 

microphthalmia-associated transcription factor (MITF)에 

의해 조절되어 멜라닌 형성에 관여하므로 피부 미백제

의 개발에 있어서 이들에 대한 연구가 중요시되고 있다

[9-11].

따라서 피부 건강 뿐 아니라 미용적인 면에서도 피

부 미백에 대한 관심은 지속적으로 증가하고 있고 이

에 따른 미백 소재 개발 연구가 활발히 진행되고 있으

나 기존 미백 소재들 중 일부 소재는 안정성이 떨어지

거나 피부 알레르기 반응, 독성 반응 등을 보이기 때문

에 미백 소재로서 한계점이 있어 이러한 점을 극복하

기 위해 보다 안정적이며 효과적인 소재에 대한 연구

가 필요하다[12].

이처럼 피부 미백에 대한 중요성이 높아지면서 피부 

미백을 위해 다양한 분야에서 연구가 진행되고 있고 

본 연구에서도 피부 미백을 위해 이용 가능한 소재를 

확인 하는 과정에서 용담화에 대한 연구를 통해 미백 

소재로서의 가치가 있다고 판단하였다.

용담화(G. scabra)는 용의 쓸개라는 뜻의 용담(龍膽)

의 꽃이다. 용담은 여러해살이 풀로 산지의 풀밭에서 

자라며 그 뿌리가 동물의 쓸개처럼 쓰다 하여 붙여진 

이름이다. 한방과 민간에서는 용담을 달인 물로 종기, 

습진 등을 씻어내면 시원한 느낌이 들면서 가라앉는 

효과를 보게 되고 대장균, 백선균, 피부진균에 대하여 

항균작용 및 소염 작용을 한다고 보고되어 있다[13]. 

이러한 연구를 토대로 하여 용담화의 피부 효능을 높

이기 위해 추출 방법을 달리하여 다양한 용담화 추출

물을 제조하였고 본 연구는 용담화의 다양한 효능에 

대한 연구에 이어 용담화 추출물에 의한 피부 미백 화

장품의 원료로서 가능성이 있는지를 확인하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 용담화 추출물 제조

본 실험을 위하여 사용된 용담화는 중국의 

Shenzhen Mannay Cosmetics Co.,에서 제공받아 사용하

였다. 

용담화 25 g에 정제수 500 mL를 넣고 100 ℃에서 추

출한 뒤 여과지(Qualitive Filter Papers NO.2)를 이용하

여 여과하고 감압농축기를 이용하여 농축한 뒤 농축액 

상태로 수득하였다. 또한 용담화 추출물의 최적 추출

조건 선정을 위하여 50% 및 95% 에탄올, 50% 및 

100% 1, 3-부틸렌글라이콜을 사용하여 상온(20-30 ℃)

에서 추출한 뒤 농축액 상태로 수득하였다. 

2.2. 세포독성 측정(MTT Assay)

세포 생존율 측정은 Mosmann의 방법에 의하여 실시

하였다. 세포를 96-well plate의 각 well에 1 × 105 

cells/well의 농도로 분주한 후 37 ℃, 5% CO2 하에서 

24 h 동안 배양하여 용담화 추출물을 농도별로 처리

하고 다시 24 h 동안 배양하였다. 배양 완료 후 phos-

phate buffered saline (PBS)으로 세포를 세척해주고 0.5 

mg/mL MTT를 각 well에 첨가하여 4 h 동안 배양하였

다. 각 well에 dimethyl sulfoxide (DMSO)를 150 µL 넣

고 20 min 동안 상온에서 용해시킨 후 570 nm에서 흡

광도를 측정하여 세포 생존율을 측정하였다.

2.3. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 소거능 측정 

메탄올에 녹인 각 농도별 시료 50 µL와 0.1 mM 

DPPH 용액 100 µL를 96- well plate에 주입하여 상온에

서 30 min 반응시킨 후 515 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 시료를 첨가하지 않은 대조군과 비교하여 free radi-

cal 소거효과를 나타내었다.

2.4. Tyrosinase 저해 활성

Tyrosinase 측정은 mushroom tyrosinase와 기질인 

L-DOPA를 사용하였다. 0.1 M sodium phosphate buffer 

(pH 7.0) 0.5 mL에 5 mM L-DOPA를 녹인 기질액 0.2 

mL를 넣고 용담화 추출물 0.1 mL의 혼합액에 mush-

room tyrosinase (100 U/mL) 0.2 mL를 첨가하여 2 min 

간 반응시켰다. 그 후 475 nm에서 흡광값을 측정하였

고 tyrosinase 저해활성은 용담화 추출물이나 양성대조
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군을 첨가한 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율로 나

타내었다.

2.5. 멜라닌 합성 저해 활성

멜라닌 함량 측정은 B16F10 세포주를 6-well plate의 

각 well 당 1 × 105 cells/well의 농도로 분주한 후 37 ℃, 

5% CO2 하에서 24 h 동안 배양하였다. 배양 후 배지를 

제거하고 혈청이 포함된 배지에 100 nM α-melanocyte 

stimulating hormone (α-MSH)와 시료를 동시에 처리하

여 37 ℃, 5% CO2 하에서 48 h 동안 배양하였다. 세포

를 trypsin-EDTA를 이용하여 회수한 뒤 4 ℃, 12,000 

rpm에서 10 min 간 원심분리하여 상등액을 제거하고 

pellet을 얻어 1 M NaOH 수용액을 첨가하여 65 ℃에서 

반응시켜 세포 내의 멜라닌을 얻었다. 

2.6. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR)

한국세포주은행(KCLB, Korea)에서 분양받은 B16F10 

세포주를 37 ℃, 5%의 CO2 하에서 10%의 FBS, 50 

units/mL의 streptomycin과 100 IU/mL의 penicillin을 첨

가한 DMEM에서 24 h 동안 배양한 뒤 100 nM α-MSH

와 추출방법을 달리하여 준비한 용담화 추출물을 처리

하여 48 h 동안 배양하였다. 멜라닌 생성 관련 유전자

의 mRNA 분석을 위해 세포 내의 total RNA를 RNAiso 

reagent (TaKaRa, Japan)를 사용하여 추출하여 mRNA 

함량을 측정하였다. 측정된 mRNA는 First-Strand cDNA 

Synthesis SuperMix (Tragen, China)를 이용하여 65 ℃에

서 5 min, 42 ℃에서 15 min, 85 ℃에서 5 min 간 반응

시켜 cDNA를 합성하였다. cDNA는 RT-PCR 증폭을 위

한 template로 사용되었으며 Bioneer (Daejeon, Korea)에

서 구입한 PCR primer를 사용하였다(Table 1). PCR에 

의하여 생성된 산물은 1% agarose gel에서 전기영동하여 

Gel Documentation system (Gel Doc EZ system, BioRad, 

Korea)으로 확인하였다.

2.7. 통계적 검증

모든 실험은 3회 반복으로 실시하였고 실험 결과

는 평균 ± 표준편차로 표기하였다. 본 실험 결과에 

대한 유의차 검정은 ANOVA test로 평균값을 분산분

석 한 후 Tukey’s multiple range test를 이용하여 사후 

검정하였으며, p < 0.05 수준에서 유의성 여부를 검정

하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 세포 생존율 확인

용담화 추출물의 세포독성을 확인하기 위해 10, 20, 

50, 100, 500 µg/mL로 농도별로 B16F10 세포에 처리하

여 MTT assay를 수행하였다. 그 결과 용담화 추출물의 

사용 농도가 100 µg/mL 이하일 때 80% 이상의 세포 

생존율을 보였고 500 µg/mL에서는 세포의 생존율이 

급격히 감소하는 것을 확인하여 앞으로 실험은 100 

µg/mL 이내에서 실시하였다(Figure 1).

3.2. DPPH Radical 소거 효과

DPPH를 이용한 유리 라디칼 소거 반응으로 용담화 

추출물의 항산화 작용을 측정한 결과 추출방법에 따른 

용담화 추출물의 처리 농도에 의존적으로 항산화 작용

이 증가하는 것을 확인하였다(Figure 2). 특히 5가지 추

출물 중 열수 추출법에 의해 제조된 용담화 열수 추출

물은 100 µg/mL 사용 시 DPPH radical 소거능이 약 

88%로 확인되어 양성 대조군으로 사용한 quercetin 

보다 효과가 우수하였다. 과도한 활성산소의 생성은 

nitric oxide (NO)의 축적을 야기하면서 염증의 과활성

Gene Primer sequence

GAPDH
Forward 5’-TCA GAA GGA CTC CTA TGT GG-3’

Reverse 5’-TCT CTT TGA TGT CAG CAC G-3’

TRP-1
Forward 5’-CTT TCT CCC TTC CTT ACT GG-3’

Reverse 5’-AAG GTT AGC TTA CTG TCA CAC GCT T-3’

TRP-2
Forward 5’-TGA GAA GAA ACA AAG TAG GCA CAA-3’

Reverse 5’-CAA CCC CAA GAG CAA GAC GAA AGC-3’

Table 1. Primer Pair
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화를 유발하게 된다[14]. 기존 연구에 따르면 용담화 

추출물에서 분리된 5-(hydroxymethy1)-2-furfural 가 NO 

생성을 저하시키는 효과가 있다고 하였고[15] 이러한 

결과는 용담화 추출물에 의한 항산화 작용과 관련이 

있을 것으로 사료된다.

3.3. Tyrosinase 저해 효과

Tyrosinase는 인체 내의 멜라닌 생합성 경로에서 가

장 중요하게 관여하는 효소로서 이 효소의 활성억제 

효과 정도를 확인함으로써 미백 효능을 확인할 수 있

다. 따라서 추출방법을 달리한 용담화 추출물을 이용

하여 tyrosinase 활성 억제를 측정하였다. 그 결과 추출

방법에 따른 용담화 추출물의 처리 농도에 의존적으로 

tyrosinase 활성 억제능이 증가하였고 특히 열수 추출법

에 의해 제조된 용담화 열수 추출물은 100 µg/mL 사용

시 tyrosinase 저해능이 약 78% 증가하여 열수 추출법

에 의해 제조된 용담화 열수 추출물에서 효과가 가장 

우수함을 확인하였다(Figure 3).

3.4. 멜라닌 생성 저해 효과

외부자극에 의한 과색소 침착에 대해 용담화 추출물

이 영향을 미치는지 확인하기 위하여 α-MSH (100 

nM)를 처리하여 세포 내 멜라닌 양을 측정하였다. 추

출방법을 달리하여 준비한 용담화 추출물을 세포독성

을 보이지 않는 농도로 세포에 처리하여 세포 내에 존

재하는 멜라닌의 양을 확인해본 결과, 농도 의존적으

로 세포 내 멜라닌이 감소함을 확인할 수 있었다. 특히 

열수 추출법에 의해 제조된 용담화 열수 추출물은 100 

µg/mL 사용시 α-MSH 처리군에 비해 멜라닌 함량이 

약 108% 감소하여 5가지 추출물 중 가장 우수한 효과

를 확인하였다. 이는 양성대조군으로 사용한 α-arbutin

과 비교하였을 때 더 우수한 효과를 가짐을 확인하였다

(Figure 4).

Figure 1. Effect of G. scabra extract on cell viability. Cells 

were treated with various concentration of G. scabra extract 

and cell viability measured by MTT assay. The results were 

expressed as the mean ± S.D. from the three independent 

experiments. 

Figure 2. Effect of G. scabra extract on DPPH scavenging 

activity. PC (Positive Control); Quercetin 100 ppm. The results 

were expressed as the mean ± S.D. from the three independent 

experiments (Significant as compared to control. *p < 0.05, 

**p < 0.01).

Figure 3. Effect of G. scabra extract on tyrosinase inhibition 

rate. PC (Positive Control); α-arbutin 50 ppm. The results 

were expressed as the mean ± S.D. from the three independent 

experiments (Significant as compared to control. *p < 0.05, 

**p < 0.01). 

Figure 4. Effect of G. scabra extract on melanin contents in 

α-MSH stimulated B16F10 melanoma cells. PC (Positive 

Control); α-arbutin 50 ppm. The results were expressed as the 

mean ± S.D. from the three independent experiments 

(Significant as compared to control. *p < 0.05, **p < 0.01). 
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3.5. TRP-1, TRP-2 mRNA 발현 저해 효과

Tyrosine으로부터 멜라닌 생성과 관련된 효소로는 

TRP-1과 TRP-2 등이 있다. 따라서 추출방법에 따라 달

린 제조된 용담화 추출물의 멜라닌 생합성에 관여하는 

유전자의 발현에 미치는 영향을 확인하기 위하여 

TRP-1 및 TRP-2 각각의 mRNA 발현을 확인하였다. 용

담화 추출물을 농도별로 처리한 세포 내에서 TRP-1 및 

TRP-2 mRNA 발현이 감소하는 것을 확인하였고 특히 

열수 추출법에 의해 제조된 용담화 열수 추출물은 양

성대조군으로 사용한 α-arbutin과 비교하였을 때 더 

우수한 효과를 가짐을 확인하였다(Figure 5).

4. 결    론

본 연구에서는 피부 미백 효과와 관련하여 용담화 

추출물의 효능을 확인하는데 중점을 두었다. 용담화는 

secoridoid 배당체를 함유하고 있는 식물로서 함염증 

효과가 있고 한방에서는 열을 내리고 염증을 억제하는 

작용이 있는 것으로 보고되었다[15]. 또한 용담화는 

gentianine을 비롯한 여러 종류의 알칼로이드를 함유하

고 있으며 약리작용으로는 항균 및 항기생충 작용, 소

염 작용, 면역증강 작용, 간기능 보호 작용, 이담 작용 

등이 있다[16]. 기존 연구에 따르면 용담화 추출물의 

항산화 효과를 입증하였고 용담화 메탄올 추출물이 염

증질환에 효과가 있다고 하였다[17,18]. 용담화의 효능

을 높이기 위해 추출방법을 달리하여 5가지의 용담화 

추출물을 제조하였고 이러한 연구 내용을 토대로 하여 

항산화 및 미백 효과에 관한 연구를 진행하였다. 본 연

구결과에 따르면 용담화 추출물은 피부노화에 영향을 

주는 free radical을 소거하는 항산화 효능을 나타내었

으며, tyrosinase 활성 및 멜라닌 생성을 저해하는 효능

을 나타내었다. 이는 용담화 추출물이 항산화 효능과 

미백 효능을 갖는 기능성 화장품의 소재로서 활용이 

가능할 것을 시사한다. 즉, 용담화 추출물은 천연 화장

품에 적용 가능한 우수한 소재로서의 이용이 가능할 

것으로 기대된다.
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