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붉나무 캘러스 유도 및 그 추출물로부터 피부미백 효과에 관한 연구
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Abstract  The objective of this study was to optimize the condition for induction and proliferation of callus from Rhus chin-

ensis Mill. and investigate the skin-brightening effect of Rhus chinensis callus (RCC). It was confirmed that the most proper

plant growth regulator (PGR) for callus induction is 1.0 mg/L of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). The most optimal con-

dition of PGR, medium and additives for callus proliferation were 2,4-D (1.0 mg/L), MS medium and citric acid, respectively.

Inhibitory activities of tyrosinase were higher at 50 and 100 μg/mL of RCC extracts (41.86 and 75.56%, respectively) than arb-

utin (27.32%). As the results of measuring melanin inhibition in B16F1 melanocyte and B16F10 melanoma cell, RCC extracts

increased its inhibitory activities concentration-dependently, and were found to have higher whitening effect than arbutin at a

concentration of 100 μg/mL. Therefore, it is suggested that RCC can be used as an effective material for skin-brightening cos-

metics.
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피부는 외부 환경과 직접 접하면서 인체를 보호하며 생화

학적 및 물리적인 기능을 가지고 있는 아주 중요한 조직 중

하나이다. 피부 속 기저층에는 피부색의 결정적인 요소인

멜라닌(melanin) 색소가 존재하는데, 이 멜라닌은 페놀류의

생체 고분자 물질로 멜라노좀(melanosome)에서 합성된다.

멜라노좀의 특이적 효소인 tyrosinase는 tyrosine이 L-3,4-

dihydroxyl-L-phenylalanine(L-DOPA)로, 이어서 dopaquinone

으로 산화하는데 관여하며, 최종 산물인 indole-5,6-

dihydroquinone이 바로 멜라닌이다. 멜라닌 합성은 자외선,

사이토카인(cytokine), 성장인자(growth factor) 및 호르몬 등

에 의해 조절되는데, 자외선 노출 등에 의해 멜라닌이 과도

하게 생성될 경우 기미, 주근깨, 검버섯, 피부 노화 등의 인

체의 부작용을 야기할 뿐만 아니라 멜라닌 전구물질의 독

성으로 인해 세포의 사멸과 피부암을 유발하기도 한다.
1-4)

이러한 이유로 멜라닌을 억제하기 위한 연구가 많이 진행

되고 있으며, 현재 hydroquinone, kojic acid, arbutin, azelaic

acid 및 ascorbic acid 등의 많은 멜라닌 생성 저해제들이 연

구되었으나 피부 안전성과 제형 안정성 문제로 제한된 양

만 사용되고 있는 실정이다.
5-8)

 이와 같은 문제점들로 인해

안전하고 효율적인 멜라닌 생성 저해제 연구의 필요성이 대

두되어 식물 유래 천연물을 바탕으로 하는 화장품 유효성

분과 한약재를 이용한 천연 소재에 관한 연구가 많이 진행

되고 있다.
9)

붉나무(Rhus chinensis Mill.)는 옻나무과(Anacardiaceae)

에 속하는 낙엽 소교목으로 한국, 중국, 일본을 포함하는 동
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아시아에 널리 분포한다.
10)

 예로부터 붉나무의 줄기 껍질은

출혈을 동반한 설사나 종기, 그리고 심한 염증성 피부질환

을 치료하는데 사용되기도 하였다. 붉나무에는 gallic acid,

methyl gallate, orcinol 등을 포함한 다양한 페놀성 화합물,

coumarin, triterpenoids와 flavonoids 등의 다양한 생리활성

물질을 가지고 있으며
10-13)

, 이러한 물질에 의해 항균 활성,

항산화 활성 및 항염증 활성이 있다고 밝혀져 있다.
14-16)

 또

한 최근에는 붉나무 가지의 주름 억제와 미백에 대한 효능

이 보고된 바 있다.
17)

붉나무 잎에 오배자면충(Scheichtendalia chinensis)이 기

생하여 이루어진 벌레혹(충영)을 오배자라고 일컬으며, 이

는 지혈, 해독 및 항균 작용이 있어 이질, 설사 등의 수렴지

사제로 사용하였다.
18)

 이러한 오배자는 tannin 원료 자원으

로 유명하지만 약용부위가 벌레혹이기 때문에 자연에서 채

취하거나 붉나무 재배를 통해 오배자를 즉각적으로 수득이

불가하다는 점에서 수급성이 불안정하다.
19)

 

식물조직배양(plant tissue culture)은 식물의 세포 및 기관

을 연중 균일하게 대량 생산하는 가장 보편적인 방법으로,

식물체로부터 기관, 조직 및 세포를 적출 분리하여 기내에

서 영양분이 함유되어 있는 배지를 이용해 무균 배양함으

로써 캘러스(callus)를 단세포의 집단으로 유기하거나 완전

한 기능을 가진 식물체로 재생시키는 기술을 말한다.
20)

 최

근에는 식물조직배양기술을 이용하여 생리활성이 우수한 기

능성 천연소재를 기능성 화장품 분야에 활용하는 연구가 이

루어지고 있는데, 이를 이용할 경우 특정 cell line의 유지

및 보존, 주기적인 계대배양으로 인한 오염방지, 인건비 등

경비절감이 가능한 장점이 있다.
21,22)

 현재 화장품 분야에 있

어서 식물의 캘러스 소재가 새로운 소재로 활용되고 있으

나 다양한 식물줄기세포 소재가 개발되지 못한 상황이며,

특히 오배자로부터 유도된 붉나무 캘러스에 관한 연구는 수

행된 바 없었다.

본 연구는 붉나무 잎에 형성된 오배자의 조직 절편으로부

터 붉나무 캘러스를 유도 및 증식시키기 위한 적합한 조건

을 확립하고, 이러한 조건에서 생성된 붉나무 캘러스 추출

물의 피부 미백 효과를 확인하기 위한 목적으로 진행되었다.

재료 및 방법

실험재료 본 연구에서 사용된 오배자는 충북 괴산군 청

천면 거봉리에서 수령이 11~15년 경과된 붉나무의 엽축날

개에 형성된 오배자의 조직절편을 채취하여 사용하였다. 또

한 캘러스 유도용 배지는 MS배지
23)
를 기본으로 하였으며

그 외 배지와 실험에 사용된 물질은 모두 Sigma-Aldrich(St.

Louis, MO, USA)에서 구매하여 사용하였다. 

오배자로부터 캘러스 유도 캘러스를 유도하기 위해 간

모가 완전히 제거된 오배자 조직절편을 70% 에탄올에 30 sec

침지한 후 2%(w/v) NaOCl에서 조직절편의 표면을 15 min

살균하고 멸균수로 3회 세척하였다. 표면이 살균된 오배자

조직절편을 5×5 mm 크기로 절단 후 30.0 g/L의 sucrose와

2.3 g/L의 gelrite를 처리한 MS배지에 치상하였다. 이때 식

물 생장조절제가 캘러스 유도에 미치는 영향을 확인하기 위

해 2,4-dichlorophenoxyacetic acid(2,4-D) 단일 사용, 2,4-D

및 1-naphthaleneacetic acid(NAA) 혼용 또는 2,4-D, NAA

및 6-benzyl adenin(BA) 혼용으로 나누어 첨가하였다. 배지

는 pH 5.8로 조절하였고 121
o
C에서 25 min 고압으로 멸균

후 petri dish에 분주하여 사용하였다. petri dish 당 조직 절

편은 5개씩 치상하였고 4주 후 생존율 및 캘러스 유도율을

관찰하였다. 

식물 생장조절제, 배지 종류 및 배지 내 첨가물에 따른

캘러스 증식 식물 생장조절제가 캘러스 증식에 미치는 영

향을 알아보기 위해서 MS배지에 30.0 g/L의 sucrose와 2.3 g/

L의 gelrite를 첨가하고 식물 생장조절제인 2,4-D, NAA, BA,

kinetin을 단용 또는 혼용하여 배지에 첨가하여 사용하였다.

캘러스는 petri dish 당 9개씩 치상하고 암조건 배양실에서

3주간 배양한 후 friable 캘러스 유도율, 캘러스 지름 및 갈

변율을 관찰하였다.

캘러스 증식에 적합한 배지를 선정하기 위해 배지 종류

를 MS, WPM, B5 또는 SH 기본배지를 변형하여 사용하

였다.
24-26)

 그 후 모든 배지에 1.0 mg/L의 2,4-D, 30.0 g/L의

sucrose 및 2.3 g/L의 gelrite를 첨가하였다. 캘러스는 petri

dish 당 5개씩 치상하였고 3주 경과 후 friable 캘러스 유도

율, 캘러스 지름, 갈변율을 관찰하였다. 

배지 내 첨가물에 따른 캘러스의 증식을 확인하기 위한

실험으로 배지에 시르트산(citric acid), 아스코르브산(ascorbic

acid), 카제인 가수분해물(casein hydrolysate) 및 이노시톨

(inositol)을 각각 1.0 g/L 처리하였다. 이때 배지는 1.0 mg/L

의 2,4-D, 30.0 g/L의 sucrose와 2.3 g/L의 gelrite가 첨가된

MS 배지를 사용하였다. 캘러스는 petri dish 당 5개씩 치상

하였고 암배양 조건에서 3주간 배양 후 friable 캘러스 유도

율, 캘러스 지름, 갈변율을 관찰하였다.

캘러스 유효성분 추출 캘러스의 유효성분 추출은 캘러

스를 분쇄한 후 캘러스 분말 500 g을 1 L의 70%(v/v) 메탄

올을 용매로 하여 상온에서 24 hr 총 3회 추출하였다. 그 후

여과 및 농축시킨 추출물은 증류수에 현탁시킨 후 핵산(n-

hexane), 에틸아세테이트(ethyl acetate) 및 부탄올(n-butanol)

로 분획하여 각 용매 별 분획물을 얻었다. 그리고 각 분획

물 중 에틸아세테이트 분획물을 -85
o
C에서 24 hr 동안 동결

건조(FD8512, ilShinBioBase, Dongduchoen, Korea)하여 본

실험에 사용하였다. 

Tyrosinase 억제 활성 수득한 캘러스 추출물의 미백효

과를 확인하기 위해 tyrosinase 억제 활성 분석을 진행하였

다.
27)

 각각의 시료 15 μL를 96-well plate에 첨가하였고,
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50 mM 인산 완충액(pH 6.5) 150 μL 및 1.5 mM의 L-티로

신 용액 25 μL를 분주하였다. 그 후, tyrosinase 10 μL를 첨

가하여 37
o
C에서 20 min 반응시킨 후에 490 nm에서 흡광

도를 측정하였고, 생성된 도파크롬(dopachrome)의 양을 평

가하여 tyrosinase에 대한 저해율을 측정하였다. Tyrosinase

억제 활성은 시료를 첨가하지 않은 대조군의 흡광도를 절

반으로 전환시키는데 필요한 시료의 농도인 IC50 값으로 나

타내었다.

세포 독성 평가 캘러스 추출물이 B16F1 멜라노사이트

및 B16F10 흑색종 세포 각각에 미치는 독성을 확인하기 위

한 실험으로 3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli-

um bromide(MTT) assay를 실시하였다.
28)

 96-well plate에,

10% Fetal bovine serum(FBS)가 첨가된 Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium(DMEM) 배지에 희석한 세포를

1×10
5
 cells/well 씩 분주하여 24 hr 부착한 후 각 well에 실

험에서 수득한 캘러스 추출물을 적절한 농도로 희석하여 처

리하여 24 hr 동안 배양하였다. 24 hr 후 배지를 제거하고

각 well 당 2.5 mg/mL의 MTT 용액이 함유된 세포배양 배

지 200 μL를 넣어 2 hr 동안 37
o
C의 CO2 배양기에서 배양

하였다. 이 후 배지를 제거하고 dimethyl sulfoxide(DMSO)

를 100 μL씩 넣고 5 min 진탕하여 세포를 용해시킨 후

565 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

B16F1 멜라노사이트를 이용한 멜라닌 합성 저해 활성 

세포 내 멜라닌 정량을 통한 멜라닌 합성 억제 활성 분석은

Lotan의 방법을 변형하여 실시하였다.
29)

 ATCC(American

Type Culture Collection, VA, USA)에서 구매한 마우스 유

래 세포 B16F1 멜라노사이트를 6-well plate에 2×10
5
 cells/

well 농도로 접종한 후 독성을 유발하지 않는 농도로 시료

를 처리하여 72 hr 동안 37
o
C, 5% CO2 배양기에서 배양하

였다. 그 후 세포를 trypsin-EDTA로 분리한 후 세포수를 측

정하고 5 min 원심분리하여 회수한 세포 침전물을 1 mL 균

질화 완충액(50 mM sodium phosphate, pH 6.8, 1% triton

X-100, 2 mM phenyl methane sulphonyl fluoride)에 용해하

였다. 이후 3000 rpm에서 10 min 원심분리 하여 얻은 pellet

에 1N NaOH(10% DMSO 포함)를 첨가 후 추출된 멜라닌

을 용해하였고 405 nm에서 멜라닌의 흡광도를 측정하여 시

료의 멜라닌 생성 저해율(%)을 구하였다.

B16F10 흑색종 세포를 이용한 멜라닌 생성량 캘러스

추출물이 멜라닌세포자극호르몬(α-melanocyte stimulating

hormone, α-MSH)에 의해 유도된 멜라닌 생성에 미치는 영

향은 B16F10 세포를 이용하여 분석하였으며, Hosoi 등의

방법을 수정하여 진행하였다.
30)

 B16F10 흑색종 세포(B16F10

melanoma cell)는 10% FBS, 1% penicillin 및 streptomycin

이 처리된 DMEM 배지를 이용하여 37
o
C, 5% CO2 배양기

에서 배양하였다. 지름 100 mm 배양 접시에서 1×10 cells/

mL로 배양된 B16F10 흑색종 세포는 10 mM 농도의 -

MSH로 처리하였고, 그로부터 4 hr 후에 캘러스 추출물을

처리하였다. 캘러스 추출물 처리 24 hr 후에 B16F10 흑색

종 세포는 Dulbecco’s phosphate-buffered saline으로 2회 수

세 후 수거하였다. 여기에 1 mL의 lysis buffer(0.1 M sodium

phosphate buffer pH 6.8, 1%(v/v) triton X-100)를 첨가하여

4
o
C에서 30 min 반응시킨 후 13,000 rpm에서 10 min 원심

분리하고 상등액은 bicinchoninic acid(BCA) 단백질 정량법

으로 정량하였다. 침전물은 1 N의 NaOH 용액 1 mL을 첨

가한 후 90
o
C에서 1 hr 반응시키고 단백질 양에 맞춰 희석

한 후 475 nm에서 흡광도를 측정하여 멜라닌 생성량을 산

출하였다.

통계처리 각 시료 간의 차이를 비교하기 위해 통계처리

를 실시하였다. 모든 시료에 대해서는 3회 반복 실험을 진

행하였으며 각 자료는 평균값과 표준오차로 나타내었다. 통

계 분석은 SPSS(IBM SPSS Statistics, NY USA)를 사용하

였고 95% 유의수준에서 던컨(Duncan)의 일원배치 다중검

정 시험으로 각 처리 간의 유의적인 차이를 확인하였다.

결과 및 고찰

캘러스 유도에 대한 식물 생장조절제 영향 캘러스 유

도에 대한 식물 생장조절제의 영향 분석 결과는 Table I에

나타내었다. 절편체의 생존율과 캘러스 유도율 모두 2,4-D,

NAA, BA 혼용처리에서 각각 100.00%, 96.91%으로 가장

Table I. Effects of plant growth regulators on callus induction

Plant growth regulators (mg/L)
Survival rate (%) Callus inductivity (%)

2,4-D* NAA** BA***

1 0 0 89.31 ± 2.51
b

51.53 ± 9.72
b

0.5 0.5 0.5 65.26 ± 4.53
c

27.39 ± 5.21
c

0.5 0.5 0.1 100.00 ± 0.00
a

96.91 ± 3.17
a

Data represent the mean±S.D. with three separate experiments. Values with different alphabetical letters are significantly different
at p < 0.05 (ANOVA with post-hoc by Duncan test).
*2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 
**1-Naphthaleneacetic acid 
***6-Benzyl adenine



Vol. 51, No. 4, 2020 305

높았다. 또한 2,4-D, NAA, BA 혼용처리의 경우가 유도된

캘러스의 부피가 가장 컸다. 그러나 2,4-D 단용 처리와 2,4-

D, BA 혼용 처리의 경우에는 캘러스 유도율이 각각 51.53%,

27.39%로 2,4-D, NAA, BA 혼용 처리에 비해 낮은 값을 보

여 캘러스 유도에 효율적이지 않았다. 따라서 캘러스 유도

에 가장 적합한 식물 생장조절제 처리 조건은 2,4-D, NAA,

BA 혼용처리인 것으로 확인하였다. 

캘러스 증식에 대한 식물 생장조절제, 배지 종류 및 배

지 내 첨가물 영향 캘러스 증식에 대한 식물 생장조절제

의 영향 분석 결과는 Table II에 나타내었다. 먼저 식물 생

장조절제를 첨가하지 않은 대조군에서는 friable 캘러스 유

도율이 0%, 캘러스 지름이 0.52 cm, 그리고 갈변율이

31.25%로 가장 좋지 못한 생장 상태를 보였다. 반면, NAA,

BA 및 kinetin 처리 없이 1.0 mg/L의 2,4-D 만 처리한 시험

군에서는 friable 캘러스 유도율이 52.73%로 가장 높아 분

화력이 우수함을 알 수 있었다. 또한, 캘러스의 지름이

2.18 cm 부피가 크게 증가한 상태였고 갈변율은 7.21%로 처

리군 중에서 가장 낮았다. 그 외의 처리군에서는 friable 캘

러스 유도율과 캘러스 지름이 낮거나 갈변율이 높은 모습

을 보여 적합하지 않은 상태로 보였다. 따라서 캘러스 증식

에 가장 적합한 식물 생장조절제 처리 조건은 1.0 mg/L의

2,4-D 단독 처리한 것으로 확인할 수 있었다. 

배지 종류에 따른 캘러스 증식 결과는 Table III에 나타내

었다. MS 배지에서는 friable 캘러스 유도율 및 캘러스 지

름이 각각 7.89% 및 2.21 cm로 처리된 배지 중에서 가장 높

은 값을 보였고 갈변율은 11.00%로 가장 낮아 캘러스 배양

에는 가장 적합한 것으로 사료되었다. 반면, WPM 배지의

경우 캘러스의 지름이 0.32 cm로 가장 낮았고 BS 배지의

경우 갈변율이 61.16%로 처리군 중에서 가장 높아 캘러스

배양에는 적합하지 않은 것으로 사료되었다. 또한 SH 배지

도 friable 캘러스 유도율이 0%로 나타나 적합하지 않았다. 

배지 내 첨가물에 따른 캘러스 증식 결과는 Table IV에

나타내었다. Citric acid 처리군에서 friable 캘러스 유도율

및 캘러스 지름이 각각 37.98% 및 2.57 cm로 가장 높았으

며 갈변율은 5.12%로 가장 낮아 캘러스 배양에 가장 적합

한 것으로 사료되었다. Ascorbic acid 처리군은 friable 캘러

Table II. Effects of plant growth regulators on callus proliferation

Plant growth regulators (mg/L) Friable callus inductivity 

(%)

Callus diameter 

(cm)

Browning rate 

(%)2,4-D* NAA** BA*** Kinetin

0 0 0 0 0.00 ± 0.00
e

0.52 ± 0.17
e

31.25 ± 17.09
f

1.0 0 0 0 52.73 ± 5.46
a

2.18 ± 0.23
a

7.21 ± 2.28
a

2.0 0 0 0 2.92 ± 2.17
de

0.97 ± 0.02
b

15.76 ± 3.12
cd

1.0 0 0.1 0 26.03 ± 12.19
b

0.53 ± 0.03
e

8.93 ± 1.65
ab

1.0 0 0 0.1 3.41 ± 3.63
de

0.92 ± 0.03
bc

12.25 ± 5.17
c

0 1.0 0 0 0.25 ± 1.39
e

0.92 ± 0.03
bc

9.28 ± 3.29
b

0 2.0 0 0 0.34 ± 1.37
e

0.97 ± 0.03
b

13.22 ± 4.32
c

0 2.0 0.1 0 28.54 ± 11.63
b

0.82 ± 0.03
c

15.72 ± 5.20
cd

0 2.0 0 0.1 15.23 ± 3.18
bc

0.71 ± 0.05
d

9.57 ± 10.29
b

0 0.5 0.1 0 13.56 ± 5.78
c

0.72 ± 0.03
d

12.89 ± 9.28
c

0 0.5 0 0.1 6.74 ± 3.53
d

0.72 ± 0.03
d

28.17 ± 7.16
e

Data represent the mean±S.D. with three separate experiments. Values with different alphabetical letters are significantly different
at p < 0.05 (ANOVA with post-hoc by Duncan test). 
*2,4-Dichlorophenoxyacetic acid
**1-Naphthaleneacetic acid
***6-Benzyl adenine

Table III. Effect of medium on callus proliferation

Medium Friable callus inductivity (%) Callus diameter (cm) Browning rate (%)

MS 7.89 ± 3.37
a

2.21 ± 0.03
a

11.00 ± 3.23
a

WPM 7.12 ± 2.10
c

0.32 ± 0.02
c

33.20 ± 6.75
b

B5 7.53 ± 2.18
b

1.16 ± 0.04
b

61.16 ± 12.31
c

SH 0
d

1.15 ± 0.03
b

31.07 ± 3.72
b

Data represent the mean±S.D. with three separate experiments. Values with different alphabetical letters are significantly different
at p < 0.05 (ANOVA with post-hoc by Duncan test).
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스 유도율, 캘러스 지름 및 갈변율이 각각 14.69%, 1.18 cm

및 19.23%로 citric acid 처리군 다음으로 캘러스 증식에 적

합하였다. Inositol과 카제인 가수분해물 처리군은 갈변율이

각각 32.26%, 38.16%로 캘러스 증식에는 적합하지 않았다. 

결론적으로 증식에 가장 적합한 처리 조건은 식물 생장조

절제 2,4-D 1.0 mg/L와 첨가물 citric acid 1.0 g/L를 첨가한

MS 배지인 것으로 확인되었고 이 조건에 맞추어 배양한 캘

러스를 공시재료로 사용하여 후속 실험을 진행하였다. 

Tyrosinase 억제 활성  Tyrosinase는 멜라닌 색소가 형

성되는 산화반응 단계 중 melanogenesis의 속도 결정단계인

초기반응에 관여하는 요인들 중에서 tyrosine을 기질로 이

용하는 구리 함유 효소이다.
3)

 Tyrosine은 tyrosinase에 의하

여 L-DOPA로, L-DOPA는 dopaquinone으로 산화되어 최종

적으로는 중합에 의해 멜라닌이 생성된다. 따라서 tyrosinase

의 활성 억제는 피부 내에서의 멜라닌 생합성을 효과적으

로 저해할 수 있기 때문에 유용한 효능 검증법으로 사용되

고 있다.
31)

 본 연구에서는 캘러스 추출물의 멜라닌 합성 억

제 및 미백 효과를 확인하기 위해 tyrosinase 저해 활성을

분석하였다. 대조군으로는 멜라닌 합성 억제를 통한 피부

미백 효과가 있는 것으로 알려져 있는 물질 중 하나인 arbutin

을 이용하였고, 결과는 Fig. 1에 나타내었다. 그 결과, 10,

50 및 100 μg/mL에서 각각 20.09, 41.86 및 75.56%로, 50

및 100 μg/mL 농도의 추출물은 arbutin(27.32%)보다 우수한

tyrosinase 저해 활성을 보였다. 이를 통해 캘러스 추출물은

50 μg/mL 이상의 농도에서 기존의 피부 미백제와 유사하거

나 그 이상의 tyrosinase 저해 활성을 가지는 것이 확인되었

다. An 등의 연구에서는 붉나무 줄기의 tyrosinase 저해 활

성을 분석하였다.
19)

 그 결과, 1.0 mg/mL 농도의 물 추출물

및 에탄올 추출물에서 각각 22.30 및 23.30%의 tyrosinase

저해 활성 보였다. 반면에 본 연구의 붉나무 캘러스 추출물

이 100 μg/mL 농도에서 75.56%의 저해 활성을 가진다는 점

에서 붉나무 캘러스는 일반 붉나무 줄기에 비해 높은 피부

미백 효과를 가지는 것으로 사료되었다.

B16F1 멜라노사이트를 이용한 멜라닌 합성 저해 활성 

캘러스 추출물이 세포에 노출되었을 때 세포에 미치는 독

성을 확인하기 위하여 MTT assay를 통해 B16F1 멜라노사

이트에 대한 세포 독성을 평가하였다(Fig. 2(a)). 캘러스 추

출물의 10, 50, 100 μg/mL 농도에서의 cell viability는 각각

99.10, 98.56 및 98.01%로 시료를 첨가하지 않은 대조군의

cell viability(100%)와 유의적인 차이를 보이지 않았다. 이

를 통해 캘러스 추출물은 B16F1 멜라노사이트에 세포 독성

을 보이지 않는 것으로 확인되었다. B16F1 멜라노사이트를

이용한 캘러스 추출물의 멜라닌 합성 저해 활성 분석 결과

는 Fig. 2(b)에 나타내었다. 대조군으로 사용한 10 μg/mL

농도의 arbutin의 멜라닌 합성 저해 활성은 32.01%였으며,

각 시료를 10, 50, 100 μg/mL 농도로 처리하였을 때의 활성

은 각각 10.13, 19.24, 32.92%로 나타났다. 따라서 캘러스

추출물은 농도 의존적으로 멜라닌 합성 저해 활성이 증가

하는 경향을 보였으며 100 μg/mL 농도로 처리했을 때

arbutin과 유사한 활성을 가지는 것으로 확인되었다.

B16F10 흑색종 세포를 이용한 멜라닌 생성량  MSH는

pro-opiomelanocortin의 유도체로 주로 뇌하수체에서 생성되

Table IV. Effects of additives on callus proliferation

Additives Friable callus inductivity (%) Callus diameter (cm) Browning rate (%)

Citric acid 37.98 ± 12.56
a

2.57 ± 0.03
a

5.12 ± 2.31
a

Inositol 7.57 ± 2.58
c

1.18 ± 0.02
b

32.26 ± 3.31
c

Ascorbic acid 14.69 ± 5.27
b

1.06 ± 0.02
c

19.23 ± 4.29
b

Casein hydrolysate 3.39 ± 2.75
d

0.85 ± 0.02
d

38.16 ± 15.32
cd

Data represent the mean±S.D. with three separate experiments. Values with different alphabetical letters are significantly different
at p < 0.05 (ANOVA with post-hoc by Duncan test).

Fig. 1. Tyrosinase inhibitory activity of Rhus chinensis callus

(RCC) extract. The values of IC50 represent the concentration

(μg/mL) required for 50% decrease of tyrosinase activity. Arb-

utin was used as a positive control. Data represent the

mean±S.D. with three separate experiments. Differences

between groups were statistically analyzed by ANOVA with

post-hoc by Duncan test. **p<0.05 compared to arbutin-treated

group.
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나 피부를 포함한 체내 다른 부위에서도 생성되는 것으로

알려져 있으며, 특히 피부에서는 각질형성세포와 멜라닌세

포에서 생성된다. 태양 광선이 표피의 각질형성세포

(keratinocyte)를 자극하면 -MSH가 방출되고 이는 멜라노

사이트를 자극하여 멜라닌 생합성을 증가시킨다.
32,33)

 따라

서 B16F10 흑색종 세포에 -MSH를 처리하였을 때의 멜라

닌 합성 저해 활성 분석을 통해 캘러스 추출물의 피부 미백

활성을 확인하였다. 또한, 캘러스 추출물이 세포에 노출되

었을 때 세포에 미치는 독성을 확인하기 위하여 MTT assay

를 통해 B16F10 흑색종 세포에 대한 세포 독성을 평가하였

다(Fig. 3(a)). 시료를 첨가하지 않은 대조군의 cell viability

를 100% 기준으로 두었을 때 캘러스 추출물의 10, 50, 100

μg/mL 농도에서의 cell viability는 각각 88.54, 61.33 및

60.28%로 나타났다. 대조군과 시료 10 μg/mL 농도에서는

99% 유의수준에서 50 및 100 μg/mL에서는 95% 유의수준

에서 차이가 있어 캘러스 추출물은 B16F10 흑색종 세포에

약간의 독성을 가지는 것으로 확인되었다. B16F10 흑색종

세포에 -MSH를 처리하여 멜라닌 합성을 유도한 후 캘러

스 추출물을 처리하여 총 멜라닌 생성량을 분석한 결과는

Fig. 3(b)에 나타내었다. 아무것도 처리하지 않은 대조군을

100% 기준으로 두었을 때 -MSH를 단독으로 처리한 시험

군에서 멜라닌 함량은 122.07%로 대조군에 비해 값이 증가

하였다. 반면에 -MSH 처리와 함께 대조군으로 10 μg/mL

농도의 arbutin을 처리한 군은 96.51%로 멜라닌 생성량이

Fig. 3. Effects of Rhus chinensis callus (RCC) extract in

B16F10 melanoma cell (a) Cell viability decided by MTT

assay (b) Melanin content synthesized by inducing with -

melanocyte stimulating hormone (α-MSH). Control group was

treated nothing; -MSH group was treated 10 nM of α-MSH

only; Arbutin group was treated 10 nM of -MSH with 10

mg/mL of arbutin; 10, 50, and 100 groups were treated 10 nM

of -MSH with 10, 50, and 100 μg/mL of RCC extract,

respectively. Data represent the mean±S.D. with three sepa-

rate experiments. Differences between groups were statistically

analyzed by ANOVA with post-hoc by Duncan test. ** p<

0.05 compared to arbutin-treated group.

Fig. 2. Effects of Rhus chinensis callus (RCC) extract in

B16F1 melanocyte. (a) Cell viability decided by MTT assay

(b) Inhibition of melanin synthesis. Data represent the

mean±S.D. with three separate experiments. Differences

between groups were statistically analyzed by ANOVA with

post-hoc by Duncan test. **p<0.05 compared to arbutin-treated

group.
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감소하였으며 시료를 10, 50, 100 μg/mL로 처리한 시험군

에서는 각각 110.33, 82.74, 77.21%의 멜라닌 생성량을 나

타내었다. 이 결과로부터 캘러스 추출물을 10 μg/mL 농도

(11.74%)로 처리할 경우에는 약간의 멜라닌 합성을 저해할

수 있지만 50 및 100 μg/mL 농도(39.33, 44.86%)로 처리할

경우 arbutin(25.56%)보다 유의적으로 높은 멜라닌 합성 저

해 활성을 가지는 것으로 확인할 수 있었다. Kim 등
34)
의 보

고에 따르면, B16F10 세포에 400 nM의 -MSH를 처리한

후 5 μg/mL 농도의 에틸아세테이트 분획물을 처리할 경우

멜라닌 합성 저해율이 약 9%이었다. 본 연구 결과와 비교

해 보면 400 nM의 25배인 10 mM의 -MSH를 처리했을

때 10 μg/mL의 캘러스 추출물이 약 12%의 멜라닌 합성 저

해율을 보였으므로 일반 오배자보다 캘러스 추출물이 훨씬

우수한 피부 미백 효과를 가지는 것으로 확인할 수 있었다. 

결 론

본 연구에서는 붉나무 캘러스를 유도 및 증식시키기 위한

적합한 조건을 확립하고, 이러한 조건에서 생성된 캘러스

추출물의 피부 미백 효과를 확인하였다. 캘러스 유도에 가

장 적합한 식물 생장조절제는 1.0 mg/L의 2,4-D이었으며 유

도된 캘러스의 분화 및 증식에 가장 적합한 식물 생장조절

제, 배지 종류, 배지 내 첨가물 조건은 각각 2,4-D(1.0 mg/

L), MS 배지 및 citric acid인 것으로 확인되었다. 또한

tyrosinase 저해 활성 분석 결과, 50 및 100 μg/mL에서 각각

41.86 및 75.56%로, 대조군인 arbutin(27.32%)보다 높은 수

치를 보였다. B16F1 멜라노사이트 및 B16F10 흑색종 세포

에서의 멜라닌 합성 저해 활성 분석을 통해 피부 미백 효과

를 확인한 결과, 캘러스 추출물은 농도 의존적으로 저해 활

성이 증가하였으며 100 μg/mL 농도에서 대조군인 arbutin보

다 높은 미백 효과를 가지는 것으로 확인되었다. 

이러한 결과로부터 각종 기능성 식물들에 대한 조직배양

기술의 적용은 보다 효율적이고 효과적인 천연 신소재의 확

보를 위한 적용가능성을 제시하였다. 특히, 붉나무 오배자

는 자연상태에서 대량으로 채취 및 수급하는데 어려움이 있

는데 반해 본 연구에서는 기내배양을 통해 손쉽게 대량으

로 확보가 가능하다는 점에서 의의를 찾을 수 있었다. 따라

서 본 연구는 생약 소재의 수급과 관련한 기능성 화장품 분

야에 중요한 기초자료로 활용될 것으로 사료되었다. 추후

후속 연구를 통해 일반 오배자와 오배자로부터 유도된 캘

러스 간의 생리활성을 비교하여 오배자 유도 캘러스의 장

점을 명확히 하는 것이 필요할 것으로 사료된다.
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