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요 약: 본 연구에서는 제1형 프로콜라겐 분비량 측정을 통해 피부 주름개선 효과가 있는 천연물을 검색하던 

중, 연꽃잎추출물(Nelumbo nucifera leaves extract, NLE)이 가장 우수한 효능을 나타냄을 확인하였다. 고압

액체크로마토그래피로 NLE를 분석한 결과 isoquercitrin이 함유되어 있었으며, isoquercitrin도 normal hu-

man dermal fibroblast (NHDF)에서 제1형 프로콜라겐의 분비를 촉진한다는 것을 확인할 수 있었다. 또한 

NLE와 isoquercitrin은 자유 라디컬 소거 활성을 가지고 있었으며, 특히 isoquercitrin은 인간 피부유래 세포주

인 HaCaT 및 NHDF에서 활성산소종의 생성을 억제하고 총항산화능을 증가시켰다. 최종적으로 본 연구팀은 

isoquercitrin의 함유량을 높이기 위해 정제한 NLE를 1.7% 함유한 크림(isoquercitrin 51 ppm 함유)을 제조

하여 눈가의 주름개선 효과를 평가하였다. 30 ~ 65세의 한국인 여성 22명을 대상으로 얼굴의 한쪽 면엔 NLE 

함유 크림을, 그리고 다른 한쪽 면엔 대조제품을 매일 2회씩, 8주간 연속 사용하도록 하였다. 그 결과 NLE 함유 

크림을 사용하였을 때 피부자극이 발견되지 않았으며, 대조제품과 비교하여 통계적 유의성 있게 눈가의 주름을 

감소시키는 것을 확인할 수 있었다. 본 연구결과는 NLE 및 isoquercitrin이 우수한 콜라겐 생성 촉진 및 항산화 

효능을 가지며, isoquercitrin 함유 NLE는 안전한 천연 주름개선 화장품 소재로 적용 가능하다는 것을 시사한다.

Abstract: In this study, we conducted research to find anti-wrinkle skin care ingredients from natural sources via the 

measurement of procollagen type 1 levels in the medium of normal human dermal fibroblast (NHDF) and found that 

a Nelumbo nucifera leave extract (NLE) was as the best effective ingredient. By the high performance liquid chromatog-

raphy analysis, we confirmed isoquercitrin was one of the main compounds of NLE. Moreover, it also increased the 

procollagen type 1 production without cytotoxicity of NHDF. NLE and isoquercitrin exerted free radical scavenging 

activity. Especially, isoquercitrin exhibited strong intracellular antioxidant capacity in human skin-derived cells, HaCaT 

and NHDF. Finally, we performed clinical test for the inhibitory effect of NLE on skin wrinkle formation. A randomized 

study was conducted in 22 healthy female volunteers, aged between 30 and 65 yrs, with moderate to moderately severe 

facial wrinkles. Volunteer applied a 1.7% NLE cream (isoquercitrin 51 ppm) and a control cream at each facial side 

(left/right) twice daily for 8 weeks. The 1.7% NLE cream improved skin roughness through reducing the wrinkle of 

the craw’s feet significantly without any skin side effect. Our results demonstrate that NLE and isoquercitrin can increase 
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1. 서   론

피부 노화는 인체에서 가장 먼저 보여지는 물리적 

노화의 신호 중 하나이며, 대표적인 증상으로는 주름

을 들 수 있다. 피부 주름은 피부층 내 콜라겐과 같은 

섬유들의 유지 및 생성이 감소됨으로써 발생하는데[1], 

산화적 스트레스, 염증성 인자, 자외선, 각종 오염물질 

등 다양한 내외부 요인에 의해 가속화된다. 그러므로 

피부노화 억제를 타겟으로 하는 화장품의 개발을 위해

서 산업연계 피부연구 분야에서는 전통적으로 주름과 

관련성이 높은 콜라겐에 집중해왔다. 즉, 1) 콜라겐 생

성의 촉진, 2) 활성산소종(reactive oxygen species), 염증

성 인자 등과 같이 콜라겐 저해에 영향을 미치는 물질

의 제거, 3) 세포외기질 금속단백분해효소(matrix met-

alloproteinase-1)와 같은 콜라겐분해를 촉진하는 효소의 

작용 억제 등을 중요 연구테마로 다뤄왔다. 본 연구에

서는 피부 주름개선에 효과를 나타내는 천연 항노화 

후보물질을 발굴하기 위해 1차적으로 다양한 천연소

재의 추출물을 대상으로 제1형 프로콜라겐(procollagen 

type 1)의 생성 촉진 여부를 측정해보았다. 그 결과 연

꽃잎(Nelumbo nucifera leaf) 추출물이 가장 높은 콜라

겐 생성 촉진 효능을 나타내었다. 연꽃은 중국, 일본 

등을 원산지로 하는 수련과(Nymphaeaceae)의 여러해살

이 수생 식물을 말하는데, 예로부터 모든 부위를 채소

로 섭취하거나 전통적으로 지사제, 이뇨제, 해열제, 항

균제 및 고지혈증 치료제 등으로 사용되어 왔다[2]. 특

히 연꽃잎 추출물은 피부와 연관하여 아토피 피부염 

억제[3], 자외선B에 의해 유발되는 주름의 생성 및 피

하지방의 손실 감소[4], 항산화와 미백 효능이 보고된 

바 있다[5]. 또한 연꽃잎에는 알칼로이드, 류코안토시

아니딘, 플라보노이드 등 다양한 생리활성 물질이 함

유되어 있다고 알려져 있다[2]. 플라보노이드는 폴리페

놀계 피토케미컬(polyphenolic phytochemical)의 일종으

로 우수한 항산화 및 항염증 활성을 나타내는데[6], 연

꽃잎에는 hyperoside, rutin, kaempferol, quercetin, iso-

quercitrin 등의 플라보노이드 성분이 보고되었다[2]. 이 

중 isoquercitrin (quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside)은 

다양한 약용, 식용 식물에 존재하는 quercetin 배당체

(glycoside)로, 항산화[7], 혈압강하[8], 항바이러스[9], 

항염증 및 항알러지[10,11] 등의 효능이 알려져 있다. 

피부와 관련해서는 결절성 양진(prurigo nodularis) 증상 

완화[12], 멜라닌 생성 억제[13], 상처치유[14] 자외선B

에 의해 감소된 제1형 프로콜라겐의 합성 증가 등의 

연구결과가 보고되었다[15].  

본 연구에서는 연꽃잎 추출물 및 연꽃잎의 생리활성 

성분으로 알려져 있는 isoquercitrin의 콜라겐 생성 증가 

효능과 항산화 효능을 확인해보고, 피부 임상시험을 

통해 isoquercitrin 함유 연꽃잎 추출물의 주름개선 효능

을 검증하고자 한다.  

2. 재료 및 방법

2.1. 실험 재료

Penicillin, streptomycin, fetal bovine serum (FBS) 및 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)은 

WelGene (Korea)에서 구입하였다. 2,2-Diphenyl-1-pic-

rylhydrazyl (DPPH), 2’,7’-dichlorodihydofluorescein diac-

etate (DCF-DA), 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphe-

nyltetrazolium bromide (MTT) 및 dimethyl sulfoxide 

(DMSO)는 Sigma (USA) 에서 구입하였다. Procollagen 

type-1 C-peptide EIA kit는 Takara (Japan), total anti-

oxidant capacity assay kit는 Abcam (USA)에서 구입하

여 사용하였다.

2.2. 연꽃잎 추출물 시료(NLE) 준비 

경상북도 영천산의 건조된 연꽃잎 40.2 g을 70% 에

탄올에 넣고 상온에서 72 h 동안 침적 추출하였다. 이

후 상기 추출액을 No. 5 (1 µm, Paper, Advantec, Japan) 

여과지로 여과하고 GF/C (1.2 µm, Glass Fiber, Whatman, 

UK) 여과지로 여과한 후 감압농축기를 사용하여 농축

하였다. 농축액을 동결건조하여 추출물 시료(NLE) 6.9 g

을 얻었으며, 수율은 17.3%이었다. 

the collagen production and exert antioxidant activity. Therefore, we expect that the new non-toxic herbal extract, iso-

quercitrin-containing NLE will be interesting natural ingredient of cosmetics with anti-wrinkle efficacy. 

Keywords: hair treatment, polymers, shampoo, fine coacervate, hair damage
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2.3. HPLC 분석  

본 연구에서는 표준품으로 isoquercitrin (≥ 98.0%, 

Sigma, USA)을 사용하였으며, NLE와 isoquercitrin 모두 

메탄올에 용해한 후 여과하여 사용하였다. HPLC 

(Acme 9000, YL Instruments, Korea) 기기에 C18 

Column (Capcell Pak, 4.6 × 250 mm, Shiseido, Japan)을 

장착하여 분석하였는데, 시료의 유속은 0.6 mL/min, 컬

럼 온도는 40 ℃로 하였으며, peak는 자외부흡광광도

계(UV 358 nm)로 검출하였다. Mobile phase는 (A) 2% 

acetic acid in water 및 (B) 0.5% acetic acid in water : 

acetonitrile = 50 : 50로 하였으며, (A)의 비율은 0 min에 

100%, 15 min에 75%, 50 min에 70%, 60 min에 25%, 65 

min에 0%, 65.1 min에 100%으로 하여 75 min까지 

100%로 흘려주었다. 3회 이상의 반복측정을 통해 re-

tention time의 재연성을 확인하였으며, 5가지 농도의 

표준용액에 대한 검량선을 작성하고 작성한 검량선의 

상관계수(R2) 값을 이용하여 직선성을 확인하였다. 분

석 결과 isoquercitrin의 retention time은 46.83 min이었

으며, NLE에 105.24 ppm의 농도로 함유되어 있었다

(Figure 1A).

2.4. 세포주 및 세포 배양

본 연구에서는 인간 섬유아세포주(normal human 

dermal fibroblast, NHDF) 및 인간 각질형성세포주 

(A)

(B) (C)

(D) (E)

Figure 1. Effect of NLE and isoquercitrin on procollagen type 1 production in NHDF. (A) HPLC chromatogram of NLE, including 

the isoquercitrin-suspected peak indicated by arrow. Procollagen type 1 levels in the culture medium of NHDF treated with (B) NLE 

and (D) isoquercitrin. And cell viabilities of NHDF treated with (C) NLE and (E) isoquercitrin. TGF-β (10 ng/ mL) was used as 

positive control. NLE; Nelumbo nucifera leaves extract.
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HaCaT이 사용되었으며, 이들 세포주는 ATCC (USA)

로부터 구매하였다. 세포 배양을 위해 100 unit/mL의 

penicillin, 100 µg/mL의 streptomycin 및 10% FBS가 함

유된 DMEM을 사용하였으며, 37 ℃ 및 5% CO2가 유

지되는 습윤배양기에서 세포를 배양하였다.

2.5. 콜라겐 생성량 및 세포생존률 측정

NLE 및 isoquercitrin의 제1형 프로콜라겐 합성능을 

평가하기 위해 NHDF 세포를 48-well plate에 1.4 × 104 

cells/well로 가한 후 24 h 동안 배양하였다. 그 후 배지

를 제거하고 24 h 동안 세포의 기아 상태를 유지시킨 

후 isoquercitrin과 positive control인 TGF-β를 처리한 

후 24 h 배양하였다. 배양된 세포의 배지를 수거한 뒤 

procollagen type 1 c-peptide EIA kit를 사용하여 pro-

collagen 양을 측정하였다. 

세포생존률은 MTT assay 방법으로 측정하였다. 세

포에 0.5 mg/mL 농도의 MTT 용액을 100 µL씩 가하고 

37 ℃ 및 5% CO2가 유지되는 습윤배양기에서 1 h 동안 

배양하였다. Formazan crystal을 용해시키기 위하여 

DMSO 200 µL를 가한 후 540 nm의 흡광도에서 세포의 

생존률을 측정하였다.

2.6. 항산화능 측정

DPPH 소거활성 측정을 위해 0.4 mM DPPH 용액 0.8 

mL에 농도별 NLE 또는 isoquercitrin을 0.2 mL씩 첨가

하여 혼합한 후 약 5 min 동안 방치하고 흡광도분석기

(VERSA max, Molecular Devices, USA)를 이용하여 517 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 

피부유래 세포 내 활성산소종의 농도변화를 측정하

기 위해 형광 probe인 DCF-DA를 이용하였다. HaCaT

과 NHDF을 96-well plate에 각각 3 × 104 및 1 × 104 

cells/well로 가한 후 24 h 동안 배양하였고, 이후 시료

를 처리하고 24 h 추가 배양하였다. 배지를 제거한 후 

인산완충용액(phosphate buffered saline)을 이용하여 2

회 세척하고 상온에서 50 µM의 DCF-DA용액을 처리

한 후 DCF-DA가 활성산소종에 의해 생성되는 형광물

질인 2´,7´-dichlorodihydofluorescein (DCFH)의 형광 강

도를 형광분석기(SpectraMax, Molecular Devices, USA)

를 이용하여 측정하였다(excitation 485 nm, emission 

530 nm). 

피부유래 세포 내 총항산화능은 total antioxidant ca-

pacity assay kit를 사용하여 측정하였다. Isoquercitrin을 

처리한 후 24 h 동안 배양한 후 세포 배양 배지를 취한 

후 이를 반응시켜 660 nm의 흡광도에서 측정하였다. 

Isoquercitrin의 이들 세포주에서의 세포독성은 MTT as-

say를 통해 확인하였다.

2.7. 주름개선 임상 평가

본 임상시험은 피엔케이피부임상연구센타(주)(P&K 

Skin Research Center)에 의뢰하여 진행하였으며, 생명

윤리위원회(Institutional Review Board, IRB)의 승인

(P1611-81) 후 임상기관 실험 규정 및 임상시험 실시 

기준에 따라 실시되었다. 눈가에 주름이 있는 만 30 ~ 

65세의 성인 여성으로 피부질환을 포함하는 급, 만성 

신체질환 및 시험에 영향을 미칠 수 있는 약물 복용력

이 없는 건강한 지원자 22명을 대상으로 총 8주 동안 

진행되었다. 시험용 크림을 제작하기 위해 우선 NLE

를 정제한 후 isoquercitrin의 함유량을 3,000 ppm으로 

높여 화장품 원료로 제조하였으며 크림 제형에 이 원

료를 1.7% 적용하여 시험용 크림(isoquercitrin 51 ppm 

함유)을 제조하였다. 이 크림을 매일 아침, 저녁 세안 

후 얼굴 한쪽 면에 펴 발라 흡수시켜 사용하였으며 다

른 쪽 면에는 NLE 원료가 함유되어 있지 않은 크림을 

사용하였다. 제품 사용 후 4주 및 8주에 눈가주름 평가

를 실시하였으며, 시험대상자가 시험제품을 사용하는 

기간 동안 특별한 피부 이상반응에 대한 보고는 없었

으며, 피부과 전문의에 의한 이학적 검사상에도 이상

소견은 관찰되지 않았다.

기기적 평가를 위하여 시험대상자는 실내온도 20 ~ 

25 ℃, 습도 40 ~ 60%의 항온항습 조건의 대기실에서 

30 min 동안 안정을 취하여 피부표면 온도와 습도를 

측정공간의 환경에 적응하게 하였으며, 안정을 취하는 

동안에는 수분 섭취를 제한하였다. 객관적 측정을 위

하여 연구자 1인이 측정하였으며, 매 측정 시 동일한 

부위를 측정하였다. 모사판을 이용한 눈가주름 측정은 

시험대상자 우측 눈가 부위를 기준으로 눈꼬리에서 2 

cm 떨어진 지점을 측정하였다. 제품 사용 전후에 동일

한 부위에 대하여 제작한 피부 모사판을 Visiometer 

SV600 (Courage-Khazaka electronic GmbH, Germany)을 

이용하여 주름 관련 파라미터인 R1, R2, 및 R3를 분석

하였다. 이들 파라미터는 피부의 거친 정도(roughness)

를 나타내는 매개 변수인 주름의 깊이를 분석하여 도
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출한 것으로, R1은 주름 프로필 중 가장 높은 꼭대기 

값과 가장 낮은 계곡의 값의 차이를 구한 것이며(skin 

roughness), R2는 주름 프로필을 5개로 균등하게 분할

한 구역에 대하여 구한 5개의 R1 중 가장 큰 값을 의미

한다(maximum roughness). R3는 주름 프로필을 X축을 

따라 5개의 균등한 분절을 나눈 다음 각 분절 내에서 

최대값과 최소값의 차이를 측정하여 산술 평균한 값이

다(average roughness). 또한 시험대상자의 주름 생성 부

위를 디지털카메라로 촬영하였으며, 방문 시 마다 동

일한 품질의 사진을 얻기 위하여 촬영 조건을 고정하

였다. 

2.8. 통계분석

모든 데이터는 3회 반복 실험, 측정하여 얻은 결과

로 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, 통계적 유의성은 

SPSS 프로그램을 이용하여 ANOVA 방법으로 통계분

석 수행을 통해 확인하였다. In vitro 실험 결과는 

Dunnet test법을 이용하여 사후 검정하였으며, 임상시

험 결과는 Bonferroni 방법으로 사후 검정하였다(*p < 

0.05).

3. 결과 및 고찰

3.1. NLE 및 isoquercitrin의 콜라겐 생성 촉진 효능

콜라겐은 피부, 혈관, 근육 등 모든 결합 조직의 주

된 단백질로 세포와 세포 사이를 채워주고 구조를 견

고하게 유지하는데 중요한 역할을 한다[16]. 피부에서 

콜라겐은 진피층의 섬유아세포에서 생성되는데, 특히 

제1형 프로콜라겐은 피부 조직의 80 ~ 85%를 차지하

며 피부와 근육의 탄력에 주요한 영향을 준다고 알려

져 있다[17]. 하지만 노년기 피부의 섬유아세포에는 제

1형 프로콜라겐의 mRNA 발현량이 감소하게 된다[18]. 

즉, 나이가 들면서 진피층 내의 콜라겐의 양이 줄어들

게 되는데, 이는 결과적으로 피부조직이 느슨해지고 

주름이 생성되는 등 피부 노화의 주요 요인이 된다

[19,20]. 본 연구팀은 피부 주름개선에 효과를 나타내

는 천연 항노화 후보물질을 발굴하기 위해 NHDF 세포

주에 다양한 식물추출물을 처리하여 제1형 프로콜라

겐 생성능을 평가하는 1차 스크리닝을 실시하였다. 그 

결과 NLE가 가장 높은 콜라겐 생성 촉진 효능을 나타

내었으므로 본 연구에서는 NLE를 이용하여 이후 실험

을 진행하였다. Figure 1B 및 1C의 결과와 같이 NLE는 

세포독성 없이 0.1, 0.5 및 1%의 농도에서 제1형 프로

콜라겐을 대조군 대비 각각 148.5 ± 10.0%, 154.7 ± 

12.6% 및 146.0 ± 9.8% 증가시켰다. 이는 NLE가 콜라

겐 생성을 촉진하여 피부 주름을 억제할 수 있는 안전

한 천연물질로서 화장품에 적용가능하다는 것을 시사

한다. 

플라보노이드는 주름억제와 관련된 효능, 즉 콜라겐 

생성 촉진[21], 항산화, 항염증 등의 효능을 나타내기 

때문에[6], 본 연구에서는 NLE의 플라보노이드 성분에 

관심을 가지게 되었다. 연꽃잎에는 대표적으로 querce-

tin, isoquercitrin, rutin 등의 플라보노이드 성분이 함유

되어 있는 것으로 알려져 있다[2]. Isoquercitrin과 rutin

은 quercetin의 배당체(glycosides)로서 isoquercetin은 

quercetin의 3-O-glucoside, rutin은 3-O-rutinoside이다. 기

존 연구에 따르면 rutin 보다는 이의 탈당화

(deglycosylation) 형태인 quercetin, isoquercitrin의 활성

이 더 높은 것으로 알려져 있다[22,23]. Quercetin과 ru-

tin의 콜라겐 생성 증가 효능은 이미 알려져 있으므로

[21,24], 본 연구에서는 NLE에 함유되어 있는 성분 중 

주름개선 관련 효능을 나타낼 가능성이 있는 후보 성

분으로서 isoquercitrin에 주목하게 되었다. Figure 1A의 

HPLC chromatogram을 통해 확인할 수 있는 바와 같이 

isoquercitrin은 NLE의 주요 성분 중 하나였다. 그러나 

NLE에 가장 다량 함유된 것으로 생각되는 성분은 iso-

quercitrin peak의 오른쪽에 나타나는 peak의 성분으로, 

본 연구에서는 이 peak에 해당하는 성분에 대해 분석, 효

능 연구를 진행하지는 않았으나 NLE의 주요 성분으로서 

추후 이 성분에 대한 추가 연구도 필요하다 사료된다. 

Isoquercitrin을 NHDF 세포주에 농도별로 처리한 후 

제1형 프로콜라겐의 생성량을 측정한 결과, 10 및 50 

ppm을 처리하였을 때 대조군 대비 126.5 ± 5.8% 및 

140.4 ± 8.2% 증가시켰다. 콜라겐 합성을 증가시키는 

것으로 알려져 있어 본 연구에서 양성대조군으로 사용

된 TGF-β 10 ng/mL[25]보다는 낮은 증가율을 나타내

었으나, 세포독성 없이 통계적 유의성 있게 콜라겐의 

생성을 증가시켰다(Figure 1D and 1E). 위의 결과를 종

합하여 볼 때, NLE와 NLE의 주요 플라보노이드 성분 

중 하나인 isoquercitrin이 인간 섬유아세포주 NHDF에

서 제1형 프로콜라겐의 생성을 촉진한다는 것을 알 수 
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있다. 그러나 Figure 1B의 결과에서는 NLE을 0.1% ~ 

1% 농도를 처리하였을 때 제1형 프로콜라겐의 생성이 

증가되었는데, Figure 1D의 결과에서는 isoquercitrin 10 

및 50 ppm의 농도에서는 제1형 프로콜라겐의 생성을 

촉진하였으나 NLE의 0.1% ~ 1%에 함유되었을 것으로 

생각되는 0.1 및 1 ppm의 농도에서는 촉진하지 않았다. 

이러한 결과는 NLE의 콜라겐 생성 증가 효능이 iso-

quercitrin 단독에 의한 것이라기보다는 NLE에 존재하는 

isoquercitrin을 포함한 다양한 성분 및 그에 의한 효능 

메커니즘의 활성화에 의한 것으로 생각해볼 수 있다. 

3.2. NLE 및 isoquercitrin의 항산화 효능 

산화적 스트레스를 유발하는 활성산소종(reactive 

oxygen species) 등의 자유라디칼(free radicals)은 단백

질 변성, 지질 과산화 그리고 DNA의 산화를 야기하는

데 이러한 현상들이 만성적인 질환인 암, 염증, 노화 

등과 연관이 있다고 여겨지며[26], 피부에서도 자유라

디칼은 노화의 주요 원인 중 하나이다[27]. 특히 활성

산소종은 섬유아세포에서 콜라겐의 합성을 감소시키

며[28], 산화적 스트레스를 받은 각질형성세포는 콜라

겐을 분해하는 세포외기질 금속단백분해효소(matrix 

metalloproteinases)를 증가시켜 콜라겐을 분해하는 것

으로 알려져 있다[29]. 그러므로 항산화제에 대한 관심

은 질병 분야뿐만 아니라 화장품 분야에서도 계속 증

가하고 있는 추세이다. 연꽃잎 추출물은 우수한 항산

화 효능을 나타내는 것으로 알려져 있는데[5], 본 연구

에서도 DPPH assay를 통해 NLE의 자유라디컬 소거능

을 확인할 수 있었다(Figure 2A). 제1형 프로콜라겐 생

성 촉진 효능을 나타내었던 0.1 ~ 1%의 농도에서 NLE

는 DPPH 라디컬을 13.3 ~ 41.4% 감소시켰다. 이러한 

NLE의 항산화 효능은 NLE가 인체 피부유래 섬유아세

포에서 콜라겐의 생성을 증가시키는 데에 긍정적인 영

향을 줄 것으로 생각된다.

연꽃잎에서 유래한 플라보노이드 성분 및 isoquercitrin

(A) (B) (C)

(D) (E) (F)

(G)

Figure 2. Antioxidant activities of NLE and isoquercitrin. Free radical scavenging activities of (A) NLE and (B) isoquercitrin 

determined by DPPH assay. (C) Cell viabilities of isoquercitrin-treated HaCaT and NHDF. Reactive oxygen species inhibition 

activities of isoquercitrin determined by DCF-DA assay in (D) HaCaT and (E) NHDF. And total antioxidant capacities of 

isoquercitrin measured by TAC assay in (F) HaCaT and (G) NHDF.
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의 항산화 효능에 대해서도 이미 보고가 된 바 있으나

[7,30], 피부에서의 효능은 아직 구체적으로 밝혀진 바

가 없다. 본 연구에서는 앞서 확인한 isoquercitrin의 콜

라겐 증가 효능이 이 성분의 피부에서의 항산화 작용

과 연관이 있을 것으로 생각하고 다양한 실험을 통해 

isoquercitrin의 항산화 효능을 평가하였다. Figure 2B에 

따르면, isoquercitrin 10 ~ 100 ppm은 대조군 대비 

DPPH 라디컬을 23.6% ~ 51.3% 감소시켰다. 이는 iso-

quercitrin이 우수한 DPPH 라디컬 소거능을 가지고 있

음을 의미한다. 이어서 isoquercitrin의 인간 피부유래 

세포주에서의 항산화 효능을 확인해보기 위해 인간 각

질형성세포 HaCaT 및 인간 섬유아세포 NHDF를 사용

하여 실험을 진행하였다. 그에 앞서 MTT assay를 통해 

isoquercitrin이 세포 생존률에 미치는 영향을 확인하였

고, 그 결과 HaCaT에서는 isoquercitrin 100 ppm, NHDF

에서는 50 ppm까지는 통계적으로 유의미한 세포독성

이 나타나지 않았으므로 이후 실험은 이 농도 범위까

지 진행하였다(Figure 2C). Figure 2D 및 2E에 따르면, 

isoquercitrin은 HaCaT 및 NHDF에서 활성산소종에 의

해 생성되는 DCFH의 생성을 감소시켰다. HaCaT에 

isoquercitrin을 처리하고 30 min 후에 DCFH를 측정하

였을 때, 20 ~ 100 ppm의 농도에서 DCFH의 생성을 

14.1% ~ 19.0%, 120 min 후에는 1 ~ 100 ppm의 농도에

서 13.5% ~ 32.9% 감소시킴을 확인할 수 있었다(Figure 

2D). NHDF에서는 30 min 후에 DCFH를 측정하였을 

때 대조군과 비교하여 유의미한 차이를 확인할 수 없

었으나, 120 min 후에 측정하였을 때는 0.1 ~ 50 ppm 

농도에서 DCFH를 19.8% ~ 53.2% 감소시켰다(Figure 

2E). 위의 결과로부터 isoquercitrin은 HaCaT 및 NHDF

에서 활성산소종의 생성을 감소시킨다는 것을 확인할 

수 있었으며, 특히 isoquercitrin은 HaCaT에서 빠른 활

성산소종 억제 효능을 나타내며 NHDF에서는 적은 농

도로도 우수한 효능을 나타냄을 알 수 있었다. 또한 본 

연구팀은 HaCaT 및 NHDF에서 총항산화능이 iso-

quercitrin에 의해 증가됨을 확인할 수 있었다(Figure 2F 

and 2G). HaCaT에 isoquercitrin을 20, 50 및 100 ppm의 

(A) (B)

(C) (D)

Figure 3. Effect of 1.7% NLE cream on eye wrinkle improvement. (A) R1 (skin roughness), (B) R2 (maximum roughness), and (C) 

R3 (average roughness) values analyzed by skin replicas obtained at 0, 4 and 8 weeks after topical application of 1.7% NLE cream 

(containing isoquercitrin 51 ppm). And (D) representative pictures of eye wrinkles at 0 and 8 weeks after topical application.  
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농도로 처리하였을 때 대조군 대비 총항산화능을 각각 

130.1 ± 6.3%, 156.0 ± 2.7% 및 195.4 ± 0.6% 증가시켰

으며(Figure 2F), HNHDF에 20 및 50 ppm의 농도로 처

리하였을 때는 각각 141.9 ± 2.7% 및 203.3 ± 1.6% 증

가시켰다(Figure 2G). 위의 결과를 종합하여 볼 때, 

NLE의 주요 플라보노이드 성분인 isoquercitrin은 인간 

각질형성세포주 및 인간 섬유아세포주에서 활성산소

종의 생성을 억제하고 총항산화능을 증가시키며, iso-

quercitrin의 이러한 항산화 효능은 isoquercitrin 처리에 

의한 섬유아세포주에서의 제1형 프로콜라겐 증가에도 

영향을 미칠 것으로 생각한다. 

3.3. 주름개선 효과

본 연구팀은 앞서 진행했던 실험 결과를 바탕으로 

isoquercitrin을 함유한 NLE가 실제적으로 사람의 피부 

주름 개선에 긍정적인 영향을 미칠 수 있을 것으로 가

정하였다. 이를 확인하기 위해 정제하여 isoquercitrin의 

함유량을 높인 NLE 원료를 1.7% 첨가한 크림(최종적

으로 크림에 isoquercitrin 51 ppm 함유)을 제조하여 임

상시험에 시험제품으로 사용하였다. 시험제품 사용 전

과 사용 후 4 및 8주에 피부모사판을 제작하였으며 이

를 분석하여 주름 파라미터인 R1, R2 및 R3의 값을 도

출하였다. 결과적으로 시험제품의 사용 전과 비교하여 

4주 후에는 각 파라미터의 변화가 관찰되지 않았으나, 

8주 후에는 R1, R2 및 R3의 값이 모두 유의하게 감소

하는 것을 확인할 수 있었다. 사용 전과 비교하여 사용 

후 8주에 R1은 14.5%, R2는 17.6% 및 R3는 18.9% 감소

하여 대조군과도 통계적으로 유의적인 차이를 나타내

었다(Figure 3A, 3B and 3C). 사진 상으로도 시험제품 

사용 후 8주에 눈가 주름의 개선이 관찰되었다(Figure 

3D). 이는 isoquercitrin을 함유한 NLE가 피부 주름 개

선에 우수한 효능을 나타낸다는 것을 의미하며, 이러

한 결과는 NLE 및 isoquercitrin의 제1형 프로콜라겐 생

성 촉진 효능과 우수한 항산화 효능에 의해 영향을 받

았을 것으로 생각할 수 있다.

4. 결   론

주름개선은 남녀노소 모두의 관심사이며 소비자들

은 화장품과 피부관리를 통하여 이를 개선하려 노력하

고 있다. 화장품 산업은 이미지 마케팅이 큰 부분을 차

지하고 있고 최근 화학 물질의 사용을 꺼려하는 소비

자가 늘고 있는 추세이기 때문에 주름개선 화장품 소

재로서의 천연 유래 활성 물질 개발이 활발하게 이뤄

지고 있다. 본 연구에서는 피부 주름개선에 효과를 나

타내는 천연소재로서 NLE와 isoquercitrin을 발굴하였

다. 연꽃잎 추출물 또는 isoquercitrin이 자외선 B에 의

해 유발되는 주름 또는 콜라겐 감소에 긍정적인 영향

을 미친다는 연구내용이 발표된 바 있으나[4,15], 본 연

구에서는 자외선 등의 자극이 없는 상태에서 NLE 및 

isoquercitrin이 인간 피부유래 섬유아세포에서 콜라겐 

생성을 증가시킨다는 것을 확인하였다. 연꽃잎 추출물

과 isoquercitrin의 항산화 효능도 이미 알려져 있지만

[5,7], 본 연구에서는 NLE 및 isoquercitrin의 우수한 항

산화 효능이 이들 각각의 콜라겐 생성 촉진 효능에 영

향을 미칠 수 있음을 확인하였고, 특히 isoquercitrin의 

인체 피부유래 세포주에서의 항산화 효능을 최초로 확

인하였다. 이러한 결과들이 기존 연구와 다른 점이라

고 할 수 있으며, 결과적으로 임상시험을 통해 iso-

quercitrin 함유 NLE 원료의 인체 주름개선 효능소재로

서의 가능성을 확인하였다는 점에서 본 연구의 의의가 

있다. 그러므로 주름개선에 효과가 있는 isoquercitrin 

함유 NLE는 소비자의 피부 고민을 해결해 줄 수 있는 

안전한 천연 항노화 화장품 성분으로서 개발 가치가 

충분히 있다고 사료된다.
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