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The purpose of this study was to investigate activities as functional cosmetic materials, focusing on 
Rhododendron brachycarpum (RB) and Rhododendron fortunei (RF). The tyrosinase inhibitory effect, 
related to skin-whitening, was 32.6% and 39.3% respectively at the concentration of 1,000 μg/ml. 
The elastase inhibitory effect, related to skin anti-wrinkling activity, was 30% and 36.2% at 1,000 
μg/ml concentration. Collagenase inhibitory activity showed 77.7%, and 80.2% respectively at 1,000 
μg/ml concentration, which demonstrated excellent inhibitory activity. For a cell viability test, that 
measured on fibroblast cells by RB and RF extracts. Furthermore, the cell viability test showed 100.9% 
and 98.9% with cell viability at 100 μg/ml concentration in CCD-986Sk. The protein expression in-
hibitory effect of RB and RF extracts was measured by western blot at 25, 50, and 100 μg/ml concen-
trations, and the β-actin was used as a positive control. As a result, western blot of RB and RF extracts 
was measured by the expression inhibition rate of the MMP-1, MMP-2, MMP-3 protein, and was 
decreased by 67.2%, 65.5%, 13.6%, and 89.1%, 85.0%, and 62.7% at 100 μg/ml concentration. The 
mRNA expression inhibitory effect of RB and RF extracts was measured by RT-PCR at 25, 50, and 
100 μg/ml concentrations, and the GAPDH was used as a positive control. According to the results 
of RT-PCR of RB and RF extracts, the expression inhibition rate of the MMP-1, MMP-2, and MMP-3 
mRNA was decreased by 70.1%, 9.1%, 37.9%, and 38.2%, 8.3%, 57.3% at 100 μg/ml concentrations. 
So, RB and RF extracts showed the anti-wrinkle effectiveness as a functional cosmetic material.
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서 론

빠르게 발전되는 의학과 향상된 생활수준에 의해 평균

수명이 과거에 비해 증가된 현대 사회에서는 건강에 대한 

관심이 증가하고 있으며 외적인 아름다움과 노화에 대한 

소비자들의 관심과 요구가 늘어나고 있다[30]. 또한 지속

적인 환경오염으로 인한 자연주의 확산으로 여러 분야에

서 천연, 유기농 및 친환경 제품이 선호되고 있으며 이로 

인해 식용 또는 단순 치료 개념으로 사용해왔던 천연 소

재들은 시대적인 요구에 의해 사용범위가 확대되고 있다. 
특히 화장품 산업에서 기능성 화장품 소비 증가에 따라 

항염증 및 노화방지, 주름 개선, 항산화 등의 효능을 가지

는 친환경 소재에 대한 연구들이 활발히 진행되고 있다

[18, 24].
피부는 표피, 진피, 피하조직의 세 가지 층으로 구성되

어 있으며 진피는 피부의 90% 이상을 차지하는 결합조직 

층으로써 다량의 교원섬유 및 탄력섬유 등의 단백질과 

히알루론산이 존재하여 피부 구조를 지지하고, 표피의 각

질형성세포에 영양소와 산소를 공급하는 역할을 한다. 섬
유아세포에 의해 생성되는 섬유성 단백질(fibrous protein)
은 glycosaminolycan (GAG), proteoglycan 및 세포 간 물질

들과 함께 세포외기질(extracellular matrix, ECM) 구조를 

형성하고 있다. 이러한 ECM을 이루고 있는 섬유성 단백

질은 조직의 구조와 피부의 탄력성에 관여하는데 피부에 

조사되는 자외선이 섬유아세포와 각질형성세포에 유해

한 영향을 미치게 되며 이로 인해 세포 내에 hydrogen per-
oxide (H2O2), hydroxyl radical (HO·), superoxide anion radi-
cal (･O2-) 및 singlet oxygen (1O2-)을 비롯한 다양한 ROS를 

발생시켜 산화적 스트레스를 유도함으로써 세포외기질

을 분해하는 matrix metalloproteinases (MMPs)의 발현이 

촉진되어 collagen 및 elastin의 생성이 억제되고 피부 세포
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의 탄력 감소와 항산화 방어체계를 무너뜨려 세포막 손상 

및 세포 내 구조의 분해로 인해 외인성 피부 노화가 가속

화된다[16, 24, 27, 36]
자외선 등으로 인한 자극 및 피부 노화는 단백질 인산

화효소의 일종인 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
활성화에 의한 신호전달을 거쳐 AP-1 전사인자의 발현을 

유도한다. AP-1은 세포의 생장, 분화 및 세포사멸에 관련

되는 유전자의 발현에 관여하며 MMPs의 발현을 조절한

다. Matrix metalloproteinases (MMPs)는 세포의 기질을 분

해하는 금속단백질분해효소의 총칭으로 zinc2+ 의존성 en-
dopeptidase로 기질 특이성에 따라 collagenase, gelatinase, 
matrilysin, stromelysin 및 membrane-type MMP 등으로 분

류된다[20, 33]. 그 중 collagen을 분해하는 효소 중 가장 

많이 알려진 MMP-1은 collagenase 1으로 type Ⅰ과 Ⅲ col-
lagen을 기질로 한다. MMP-2 (gelatinase-A, 72 kDa type 
Ⅳ collagenase)는 stromelysin 1인 MMP-3에 의해 분해되어 

zymogen인 proMMP-1을 활성화한다. 이들의 과다발현을 

저해함으로써 세포외기질 구조의 파괴를 완화하여 주름 

생성을 억제하고 피부 탄력 감소를 개선시킬 수 있다[7, 
11, 33]. 

만병초(Rhododendron bracyhcarpum)는 진달래과의 진

달래속(Rhododendron)에 속하며[23], 대표적으로 만병초, 
홍만병초(Rhododendron brachycarpum var. roseum), 노랑

만병초(Rhododendron aureum) 등이 우리나라에 자생하고 

있다[1]. 이 중 홍만병초는 만병초의 변종으로 대부분 울

릉도에서 자생하고 있으며 높은 산의 숲 속에서 서식하고 

관상용으로도 쓰인다. 또한 노랑만병초는 북방계 희귀식

물로 러시아, 중국 및 일본 등지에 분포하며 해발 1,500 
m 이상의 고산지역에 서식하여 국내에도 자생지가 존재

하지만 적은 개체수를 가지고 있다. 울릉도는 고유의 지

형과 지질, 기후 특성 및 지리적 위치로 인한 특유의 식물 

분포를 가지고 있으며, 이곳에 자생하고 있는 식물들 중 

울릉도 만병초(Rhododendron bracyhcarpum)는 고산지대

에 서식하며 내한성과 내음성이 강한 특징이 있다. 울릉

도 만병초는 만병초와 같은 계열의 DNA를 가지고 있어 

Rhododendron bracyhcarpum과 같은 학명으로 명명되나 

옆으로 퍼져 자라는 조금 다른 형태를 가진 식물이다. 최
근 기후의 변화 및 등산객들이나 도민들의 무분별한 채취

로 인한 훼손으로 피해를 받고 있으며 환경부로부터 지정

된 보호수종으로써 산림청 희귀 및 멸종 위기식물로 지정

되어 있다. 이에 따라 소중한 식물자원인 울릉도 만병초

의 군락 서식지를 유지하고 보호하기 위해[23] 생육 및 

재배 환경 등 생태학적 특성을 분석하여[9, 10] 서식지의 

복원과 증식에 관한 연구가 진행되고 있다.
전 세계적으로 분포하고 있는 만병초 중에서 중국 고유

의 Rhododendron 종 중 하나인 운금 만병초(Rhododendron 
fortunei)는 다양한 기후조건에 강하며 높은 내한성으로 

우리나라 중남부의 기후에서도 잘 자라는 특성을 가진다. 
처음에는 학명을 따라 포르투네이 만병초로 등록되었으

나, 최근 중국 이름을 따라 운금(雲錦) 만병초로 명명되고 

있다. 비단 구름을 뜻하는 雲錦은 꽃이 만개하였을 때 크

고 밝은 색상의 아름다운 꽃들[22]이 모여 있는 모습이 

마치 꽃구름처럼 보인다고 하여 붙여진 이름이라고 한다. 
아름답고 강한 향의 꽃을 가진 운금 만병초는 장식성과 

높은 환경적 가치로 우리나라에서도 조경 식물로 많이 

사용되고 있는 추세이다.
본 연구에서는 다양한 만병초 중 대량 생산이 가능하고 

채취가 쉬운 울릉도 만병초와 운금 만병초를 소재로 하여 

주름 개선 활성을 검증함으로써 기능성 화장품 소재로서

의 응용 가능성 및 이용가치를 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 시료 추출

본 실험의 소재인 울릉도 만병초와 운금 만병초는 경기

도산림환경연구소에서 받아 다음의 공정에 따라 추출하

였다. 건조된 시료를 각각 파쇄한 후 10배의 70% ethanol을 
가하여 실온에서 24시간 침지하였다. 그 후 침전물과 상

등액을 분리하여 반복 추출하였으며 각 시료의 추출물은 

여과지(Whatman No.2)를 이용하여 여과하였다. EYELA 
evaporator을 사용해 감압 농축하여 용매인 ethanol을 완전

히 제거한 후 동결 건조를 통해 수분을 제거한 파우더 

상태로 -20℃에 보관하며 실험의 시료로 사용하였다.

세포주

본 연구에서 세포 배양 및 세포 독성 측정에 사용된 

fibroblast cell line인 CCD-986Sk는 American Type Culture 
Collection (ATCC, USA)에서 구입하여 사용하였다. Dul-
becco’s Modified Eagle Medium (DMEM), penicillin/strep-
tomycin, fetal bovine serum (FBS), trypsin, phosphate buf-
fered saline (PBS)는 Thermo Fisher Scientific (HyCloneTM, 
USA) 및 GIBCO BRL Co. (Grand Island, USA)에서 구입하

여 세포 배양에 사용하였다.

시약 및 기기

미백 활성 측정 시약인 tyrosinase from mushroom, 3,4- 
dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA) 등은 Sigma Chemical 
Co. (USA)에서 구입하여 실험에 사용하였다. 주름개선 활

성 측정에 사용된 시약은 elastase from porcine pancreas, 
collagenase from clostridium histolyticum, N-succinyl-L-ala- 
ala-ala-p-nitroanilide는 Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, 
USA)에서 구입하였고 Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg-OH tri-
fluoroacetate salt는 Bachem Holding AG (Bubendorf, 
Switzerland)에서 구입하여 사용하였다. 
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세포 생존율 측정 실험에 사용된 시약인 3-(4,5-dimethyl- 
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT)는 

Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고 

dimethylsulfoxide (DMSO)는 BioShop Inc. (Ontario, 
Canada)에서 구입하여 사용하였다. 주름 개선 활성에 대

한 단백질 발현 측정 실험에 사용된 primary antibody인 

β-actin, MMP-1, MMP-2, MMP-3와 secondary antibody로 

사용한 anti-mouse는 Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, 
TX, USA)에서 구입하였으며 mRNA 발현 측정 실험에 사

용된 primer인 GAPDH, MMP-1, MMP-2, MMP-3는 

BIONICS Co. (Seoul, Korea)에서 구입하였고 GoScriptTM 
Reverse Transcription system은 Promega Corp. (Madison, 
WI, USA)에서 구입하였다. (-)-Epigallocatechin gallate 
(EGCG)는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 

구입하여 대조군으로 사용되었다.
실험에 사용된 기기는 autoclave (JS Research Inc., Ko-

rea), rotary vacuum evaporator (EYELA, Japan), freeze drier 
(IlShinBioBase Co., Ltd., Korea), pH meter (Mettler-Toledo 
AG, Switzerland), vortex (Scientific Industries, Inc., USA), 
microplate reader (TECAN, Austria), ELISA (Biotek Co., 
USA),  UV/VIS spectrophotometer (Hitachi, Japan), CO2 in-
cubator (Vision Scientific, Korea), centrifuge (Hanil Science 
Inc., Korea), microcentrifuge (Gyrozen, Korea), digital shaker 
(Daihan Scientific, Korea), microscope (Olympus, Japan), 
microvolume spectrometer (Colibri, Germany), Mini Trans- 
Blot® Cell (Bio-Rad, USA), Mini-PROTEAN® tetra cell (Bio- 
Rad, USA), Davinch-Chemi™ Imager CAS-400SM System 
(Davinch-K Co., Korea), PCR (ASTEC Co., Japan), UV 
transilluminator (BioTop, Switzerland)를 사용하였다.

Tyrosinase 저해활성 측정

멜라닌(melanin) 생합성 경로에 관여하는 중요한 효소

인 tyrosinase 저해 활성을 측정하는 실험은 Yagi 등[37]의 

방법에 따라 진행하였다. 농도별 시료용액 40 μl에 67 mM 
sodium phosphate buffer (pH 6.8) 80 μl과 10 mM의 3,4-di-
hydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA)를 녹인 40 μl의 기질 액

을 첨가한 혼합액에 200 U/ml tyrosinase from mushroom 
40 μl를 첨가하여 37℃ 조건에서 10분간 반응시켰다. 그 

후 반응액 중에 생성된 DOPA chrome을 492 nm의 흡광도

에서 측정하였다. Tyrosinase 저해활성은 시료용액의 첨가

구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

저해율(%) = (1-시료첨가구의 흡광도/무첨가구의 

흡광도) ×100

Elastase 저해활성 측정

피부 주름 생성의 원인으로 작용하는 elastase의 저해 

활성을 Cannell 등[2]의 방법에 따라 측정하였다. 일정 농

도가 되도록 각 시험용액을 희석한 후 40 μl씩 96-well 
plate에 취하고, 50 mM의 tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 

2.5 U/ml elastase from porcine pancreas 용액 40 μl을 가한 

후 37℃에서 2분간 반응시켰다. 그 후 50 mM tris-HCl buf-
fer (pH 8.6)에 녹인 N-succinyl-L-ala-ala-ala-p-nitroanilide 
(0.5 mg/ml) 기질 액 80 μl을 첨가하여 동일한 온도에서 

30분간 반응시켜 생성되는 p-nitroanilide의 양을 445 nm에

서 측정하였다. Elastase 저해활성은 시료용액의 첨가구와 

무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

저해율(%) = (1-시료첨가구의 흡광도/무첨가구의 

흡광도) ×100

Collagenase 저해활성 측정

피부의 교원섬유로 섬유성 단백질인 collagen을 분해하

는 효소인 collagenase 저해활성 측정은 Wünsch E와 Hein-
drich HG의 방법[35]에 따라 측정하였다. 각 농도별 시험

용액 50 μl와 0.1 M tris-HCl buffer (pH 7.5)에 4 mM calcium 
chloride (CaCl2)를 첨가하여 Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg-OH 
trifluoroacetate salt (0.3 mg/ml)를 녹인 기질 액 125 μl의 

혼합액을 반응구로 설정하여 실온에서 20분간 반응시켰

다. 그 후 반응 정지 시약으로 6% citric acid 250 μl를 넣고 

1.5 ml의 ethyl acetate를 첨가하여 UV/VIS spectroscopy를 

이용해 320 nm에서 흡광도를 측정하였다. Collagenase 저
해활성은 시료용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소

율로 나타내었다.

저해율(%) = (1-시료첨가구의 흡광도/무첨가구의 

흡광도) ×100

세포 배양

본 연구에서 사용된 섬유아세포인 CCD-986Sk는 10% 
FBS와 1% penicillin/streptomycin (100 U/ml)을 첨가한 

DMEM 배지를 사용하여 37℃의 온도와 5% CO2 조건의 

incubator에 적응시켜 계대 배양하였다.

MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

시험용액 처리에 따른 세포 생존율 측정은 Carmichael
의 방법[3]에 따라 실시하였다. 96-well plate에 CCD-986Sk 
cell을 1×106 cells/well이 되도록 200 μl씩 분주하여 37℃, 
5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였고, 농도별로 희석

한 시료용액을 20 μl씩 첨가하여 동일 조건에서 24시간 

동안 배양하였다. 여기에 MTT 용액을 2.5 mg/ml의 농도

로 제조하여 40 μl씩 첨가하여 3시간 배양하였다. 그 후 

배양액을 제거하고 형성된 formazan에 DMSO 100 μl씩 

각 well에 가하여 실온 조건에서 10분간 반응시킨 뒤 

ELISA reader를 이용해 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
세포 생존율 측정은 시료를 처리하지 않은 구의 흡광도를 
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Table 1. Sequence of the primers used for RT-PCR

Gene Primer Sequence (5’ →3’)

GAPDH Sense
Anti-sense

ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC
TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA

MMP-1 Forward
Reverse

AGC GTG TGA CAG TAA GCT AA
GTT TTC CTC AGA AAG AGC AGC AT

MMP-2 Forward
Reverse

TTG CCA TCC TTC TCA AAG TTG TAG G
CAC TGT CCA CCC CTC AGA GC

MMP-3 Forward
Reverse

TTG TTC TTT GAT GCA GTC AGC
GAT TTG CGC CAA AAG TGC

100%로 하여 시료첨가구의 상대적인 세포 생존율을 나타

내었다.

세포 생존율(%) = (시료첨가구의 흡광도/무첨가구의 

흡광도) ×100

Western blot을 통한 단백질의 발현 측정

주름 생성과 관련된 MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3)
에 대한 항주름 활성을 알아보기 위해 Western blot을 통한 

단백질 발현 정도를 알아보았다. 섬유아세포인 CCD-986 
Sk cell을 100 mm tissue culture dish에 1×106 cells/dish가 

되도록 seeding한 후 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 

동안 배양하였으며, 배지를 제거한 후 각 추출물을 농도

별로 처리한 배지로 24시간 배양하였다. 그 후 배지를 제

거하고 PBS로 2회 세척하여 다음 과정을 진행하였다. 
Complete mini 1 tab을 radio-immunoprecipitation assay 
(RIPA) buffer 10 ml에 가한 용액 80 μl를 각 dish에 분주하

여 세포를 lysis한 후 centrifuge를 이용해 4℃, 13,200 rpm
에서 20분간 원심 분리하였다. 그 후 BCA protein assay 
kit를 사용해 상층액을 정량하였으며, 20 μl 단백질을 10% 
SDS-PAGE 상에서 전기영동하여 분리하였다. 분리된 단

백질은 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane에 transfer
한 후 blocking buffer (5% skim milk in TBST)에 1시간 동안 

blocking을 진행하였다. Primary antibody를 1:500의 비율

로 3% skim milk in TBST에 희석하여 4℃에서 over night한 

후, 10분 간격으로 tris-buffered saline and tween 20 (TBST)
로 3회 세척하였다. Secondary antibody는 1:2,000으로 희

석하여 실온에서 90분간 반응시켰으며 다시 TBST로 10분
씩 3회 세척하여 Davinch-Chemi™ Imager CAS-400SM 
system을 이용하여 밴드를 확인하였다.

RNA 추출 및 cDNA 합성

섬유아세포인 CCD-986Sk는 100 mm tissue culture dish
에 1×106 cells/dish로 seeding하여 24시간 동안 배양하였고 

추출물을 농도별로 처리하여 24시간 배양하였다. 배지 상

등액을 제거하여 trizol lysis buffer를 dish에 1 ml씩 분주하

여 각각의 세포를 lysis한 후 lysate를 e-tube에 옮겨주었다. 
수거한 lysate에 chloroform을 200 μl씩 첨가한 후 30초간 

inverting 하였으며 centrifuge를 이용해 4℃에서 13,200 
rpm으로 20분간 원심분리하였다. 상층액 400 μl를 새로운 

e-tube에 옮겨 isopropanol 400 μl를 1:1의 비율로 혼합하여 

inverting한 뒤 -20℃에서 보관하여 over night한 후 앞의 

과정과 동일한 조건으로 원심분리하고 상층액을 제거하

여 tube 바닥에 precipitation된 RNA pellet을 획득하였다. 
75% EtOH-diethylpyrocarbonate (DEPC) water를 각 tube에 

1 ml씩 분주하여 세척한 후 동일 조건에서 5분간 원심분

리 하였다. 그 후 상층액을 따라내고 실온에서 모두 증발

시킨 뒤 DEPC를 처리한 water를 50 μl씩 분주하여 RNA 
pellet을 녹여주었다. A260/A280의 비율을 사용하여 1.8∼
2.0 순도의 total RNA를 추출하였으며 microvolume spec-
trometer를 이용해 total RNA 값을 측정하였다.

Reverse transcription-PCR

항주름 관련 인자인 MMP-1, MMP-2, MMP-3의 mRNA 
발현양을 측정하기 위하여 reverse transcription-ploymerase 
chain reaction (RT-PCR)을 실시하였다. 실험에 사용된 pri-
mer의 sequences는 Table 1과 같다. PCR tube에 합성한 

cDNA와 primer, 5x green buffer, MgCl2, 10 mM PCR nu-
cleotide mix, GoTaq® DNA polymerase, nuclease free water
를 첨가하여 혼합한 후 PCR을 진행하였다.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)는 

96℃에서 10초, 64℃에서 30초, 72℃에서 60초로 총 30 
cycles, MMP-1은 96℃에서 10초, 58℃에서 30초, 72℃에서 

60초로 총 40 cycles, MMP-2는 96℃에서 10초, 63℃에서 

30초, 72℃에서 60초로 총 40 cycles, MMP-3는 96℃에서 

10초, 55℃에서 30초, 72℃에서 60초로 총 40 cycles로 구

성하여 진행하였으며, PCR로 합성시킨 후 0.002% ethi-
dium bromide (EtBr)을 첨가한 1.5% agarose gel에 10 μl씩 

100 V에서 30분간 전기영동 후 UV transilluminator를 이용

해 밴드를 확인하여 분석 정량하였다.
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Fig. 1. Inhibition rate of extracts from Rhododendron brachy-
carpum on tyrosinase.  RB: Rhododendron brachy-
carpum,  RF: Rhododendron fortunei. Result are 
means ± SD of triplicate data.

Fig. 2. Inhibition rate of extracts from Rhododendron brachy-
carpum on elastase.  RB: Rhododendron brachy-
carpum,  RF: Rhododendron fortunei. Result are 
means ± SD of triplicate data.

결과 및 고찰

Tyrosinase 저해활성 측정 결과

자외선 및 산화적 스트레스에 의해 표피 기저층에 존재

하는 melanocyte가 활성화되며 tyrosine이 산화되고 mela-
nin 과생성으로 기미, 주근깨 등의 색소 침착이 발생된다. 
멜라닌 합성 억제 기전에 핵심적인 역할을 하는 효소인 

tyrosinase는 tyrosine을 산화시켜 L-3,4-dihydroxy-phenyl- 
alanine (L-DOPA) 생성 후 DOPA-quinone으로 전환하며 

melanin과 비례한 양을 형성한다. 이로 인해 tyrosinase 억
제활성 실험은 피부 노화 방지 및 미백 소재 개발에 있어 

유용한 평가법으로 인정되고 있다[4, 6, 26]. 
울릉도와 운금 만병초 에탄올 추출물의 tyrosinase 저해

활성 측정 결과를 Fig. 1과 같이 나타내었다. 저해활성이 

농도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었으며 1,000 
μg/ml에서 울릉도 만병초는 32.6%, 운금 만병초는 39.3%
로 40%에 가까운 억제활성을 나타내었다. Kwak [21]의 

연구에서 만병초 추출물과 같은 1,000 μg/ml의 농도의 선

화 뿌리 추출물이 14.9%, Han 등[8]에서 포도씨 methanol 
추출물은 18%의 tyrosinase 저해활성을 나타낸다고 보고

됨에 따라 울릉도와 운금 만병초 에탄올 추출물의 유의한 

결과를 확인할 수 있었다.

Elastase 저해활성 측정 결과

진피조직 속의 세포외기질을 형성하고 높은 탄력성을 

가진 중요한 단백질인 elastin [25]을 분해하는 효소인 ela-
tase는 백혈구 과립 효소 중 하나로 비 특이적 가수분해 

효소이다[14]. 피부 내 그물망 구조 조직이 elastase에 의해 

파괴되며 탄력성 손실로 인해 피부가 처지고 주름 생성으

로 인한 내인성 피부 노화가 발생하므로 이를 저해함으로

써 피부 주름 생성을 개선할 수 있다[12, 28]. 
울릉도와 운금 만병초 에탄올 추출물이 elastase 활성에 

미치는 영향을 측정한 결과 Fig. 2와 같이 농도가 증가함

에 따라 elastase 저해활성이 높아지는 것을 확인할 수 있

었다. 울릉도 만병초 추출물은 최고 농도인 1,000 μg/ml에
서 30%에 가까운 저해능을 보였으며, 운금 만병초 추출물

은 같은 농도에서 36.2%의 억제활성을 나타내었다. Jeong 
등[15]의 연구에서 사과육 EtOAc 분획물에서는 저해활성

이 나타나지 않았으며, 청미래덩굴 열수 추출물이 1,000 
μg/ml의 농도에서 16.3%의 저해활성을 보였다고 보고한 

Lee 등[29]의 결과와 비교하였을 때 울릉도와 운금 만병초 

추출물은 이에 비해 높은 elastase 저해 활성을 나타내는 

것을 확인할 수 있었다.

Collagenase 저해활성 측정 결과

유연한 결합 조직인 collagen은 피부 내 진피층의 80% 
이상을 차지하고 있는 구조 단백질로 탄력 및 보습기능을 

한다. 이외에도 elastin, fibronectin, laminin 등이 세포외기

질을 구성하고 있다[5]. 자연노화와 같은 내적 요인에 의

해 체내의 collagen 생성이 감소하고, 자외선에 의한 활성

산소종 증가 및 외부 환경에 의한 스트레스에 의해 colla-
gen 분해가 가속화되어 피부 기질이 파괴된다. 또한 colla-
genase에 의해 collagen이 다른 세포외기질과 가교결합을 

이루지 못하게 되어 수분, 탄력이 감소하며 주름이 생기

게 된다. 이로써 피부의 주름 생성에 있어 collagenase 활성

을 저해하는 것은 피부노화를 개선함에 있어 매우 중요하

다[13, 19]. 
Collagen을 분해하는 효소인 collagenase 억제활성에 울

릉도와 운금 만병초 추출물이 미치는 영향을 알아보았으

며, Fig. 3과 같이 나타내었다. 농도 의존적으로 저해능이 

증가하였고 낮은 농도에서도 50%에 가까운 저해활성을 

보였다. 최고 농도인 1,000 μg/ml에서 울릉도와 운금 만병

초 추출물은 각각 77.7%, 80.2%의 collagenase 억제 효과를 

확인할 수 있었다. Kim [17]의 연구에 따르면 진생베리 



Journal of Life Science 2022, Vol. 32. No. 8 627

Fig. 3. Inhibition rate of extracts from Rhododendron brachy-
carpum on collagenase.  RB: Rhododendron brachy-
carpum,  RF: Rhododendron fortunei. Result are 
means ± SD of triplicate data.

Fig. 4. Cell viability of extract from Rhododendron brachycar-
pum on fibroblast cell (CCD-986Sk). CCD-986Sk cells 
were incubated for 24 hr in DMEM containing 10% 
FBS, were treated with various concentrations of Rho-
dodendron brachycarpum for 24 hr and cell viability 
was measured by MTT reagent. Each values represents 
mean ± SD of three individual experiments.

Fig. 5. Cell viability of extract from Rhododendron fortunei on 
fibroblast cell (CCD-986Sk). CCD-986Sk cells were 
incubated for 24 hr in DMEM containing 10% FBS, 
were treated with various concentrations of Rhododen-
dron fortunei for 24 hr and cell viability was measured 
by MTT reagent. Each values represents mean ± SD 
of three individual experiments.

발효물은 1,000 μg/ml에서 33.44%의 저해 활성이 보고되

었고, 선복화 가압 열수 추출물이 1,000 μg/ml에서 34.62%
라고 보고한 Seo 등[32]의 결과와 비교하면 울릉도와 운금 

만병초 추출물은 이에 비해 약 2배 높은 collagenase 저해 

활성을 나타내었다.

MTT assay에 의한 세포 생존율 측정 결과

세포 증식 및 사멸도를 측정하며 tetrazolium salt를 이용

한 방법으로 세포 독성을 판단하기에 비교적 간단한 실험

이다[31]. Tetrazolium salt는 dehydrogenase 및 환원형 화합

물 등의 효소에 의해 쉽게 환원되어 formazan을 형성한다. 
미토콘드리아의 전자전달계 과정을 통해 왕성한 대사활

동을 하고 있는 세포는 에너지를 생산하며, 전자전달계에 

존재하는 탈수소효소가 tetrazolium salt를 분해하여 for-

mazan을 생성한다. 또한 노란색의 수용성 MTT tetrazo-
lium을 세포에 처리하면, 온전한 대사과정이 가능한 세포

의 미토콘드리아에 있는 탈수소효소에 의해 tetrazolium의 

ring 구조가 파괴되면서 자주색을 띄는 비수용성의 MTT 
formazan 결정으로 환원되는 원리이다[34]. 

울릉도 만병초와 운금 만병초 추출물이 섬유아세포인 

CCD-986Sk cell의 증식에 미치는 영향을 확인하였기 위하

여 MTT assay를 이용하여 측정하였다. 시료용액을 Fig. 
4, Fig. 5와 같이 5, 10, 50, 100, 500, 1,000 μg/ml의 농도로 

처리하여 측정한 결과 농도 의존적으로 생존율이 감소하

는 것을 확인할 수 있었다. 울릉도 만병초 추출물은 모든 

농도구간에서 90% 이상, 운금 만병초 추출물은 80% 이상

의 생존율을 나타내었으며 이하의 실험에서는 추출물이 

세포 증식에 영향을 거의 미치지 않아 생존율이 100%에

가까운 농도인 25, 50, 100 μg/ml를 사용하여 진행하였다.

Western blot을 통한 단백질 발현 측정 결과

피부노화 및 주름 개선을 위해서는 collagen, elastin, fi-
bronectin, laminin 등으로 이루어진 세포외기질 구조를 파

괴하는 MMPs의 활성을 저해하는 것이 중요하다[5, 20]. 
이에 울릉도와 운금 만병초 추출물이 MMPs 관련 인자인 

MMP-1, MMP-2, MMP-3의 단백질 발현을 억제하는지 확

인하기 위하여 Western blot을 실시한 결과 Fig. 6, Fig. 7과 

같이 나타내었다. 이때 세포의 다양한 조건에서도 그 발현 

정도의 차이가 미비한 house keeping gene인 β-actin을 pos-
itive control로 사용하였다. 두 가지 추출물을 25, 50, 100 
μg/ml의 농도로 처리한 결과, 모두 농도 의존적으로 모든 

인자에 대해 단백질 발현량이 감소함을 확인할 수 있었다. 
울릉도 만병초 추출물은 MMP-2 인자에 대해 86.4%의 
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A B
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Fig. 6. MMP-1, MMP-2 and MMP-3 protein expression rate of extract from Rhododendron brachycarpum on fibroblast cell 
(CCD-986Sk). After CCD-986Sk cell (1×106 cells) were incubated in DMEM containing 10% FBS for 24 hr, the cells 
were treated Rhododendron brachycarpum extract of 25, 50 and 100 μg/ml concentrations for 24 hr. Results are means 
± SD of three individual experiments.

A B

C

Fig. 7. MMP-1, MMP-2 and MMP-3 protein expression rate of extract from Rhododendron fortunei on fibroblast cell (CCD-986Sk). 
After CCD-986Sk cell (1×106 cells) were incubated in DMEM containing 10% FBS for 24 hr, the cells were treated 
Rhododendron fortunei extract of 25, 50 and 100 μg/ml concentrations for 24 hr. Results are means ± SD of three individual 
experiments.
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Fig. 8. MMP-1, MMP-2 and MMP-3 mRNA expression rate of extract from Rhododendron brachycarpum on fibroblast cell 
(CCD-986Sk). After CCD-986Sk cell (1×106 cells) were incubated in DMEM containing 10% FBS for 24 hr, the cells 
were treated Rhododendron brachycarpum extract of 25, 50 and 100 μg/ml concentrations for 24 hr. Results are means 
± SD of three individual experiments.

A  B

 C

Fig. 9. MMP-1, MMP-2 and MMP-3 mRNA expression rate of extract from Rhododendron fortunei on fibroblast cell (CCD-986Sk). 
After CCD-986Sk cell (1×106 cells) were incubated in DMEM containing 10% FBS for 24 hr, the cells were treated 
Rhododendron fortunei extract of 25, 50 and 100 μg/ml concentrations for 24 hr. Results are means ± SD of three individual 
experiments.
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우수한 단백질 발현 억제를 보였으며, MMP-3는 대조군과 

유의한 결과를 나타내었다. 운금 만병초 추출물은 MMP-1
과 MMP-2는 대조군인 EGCG와 유의한 결과를 보였고, 
MMP-3는 대조군에 비해 높은 단백질 발현 억제율을 확인

할 수 있었다.

Reverse transcription-PCR을 통한 mRNA 발현 측정

결과

울릉도와 운금 만병초 추출물이 주름개선 관련 인자인 

MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3)에 대한 mRNA 발현양에 

미치는 영향을 알아보기 위하여 reverse transcription-PCR
을 진행하였다. 섬유아세포인 CCD-986Sk에 울릉도와 운

금 만병초 추출물 25, 50, 100 μg/ml의 농도로 처리하였으

며, positive control로 GAPDH를 사용하였다. 그 결과 Fig. 
8, 9와 같이 MMP-1, MMP-2, MMP-3의 mRNA 발현양이 

농도 의존적으로 억제됨을 확인하였다. 울릉도 만병초 추

출물에 대해 MMP-2가 100 μg/ml에서 50%의 mRNA 억제

율을 보여 가장 우수한 발현 억제를 나타내었으며, 운금 

만병초 추출물에 대해서는 MMP-1과 MMP-3가 각각 100 
μg/ml에서 61.9%, 42.6%의 mRNA를 억제하여 대조군과 

비교하였을 때 높은 발현 억제를 확인할 수 있었다. 이로

써 울릉도와 운금 만병초 추출물의 주름 예방 및 개선 

효과를 통해, 향후 항주름 관련 기능성 화장품 소재로서

의 활용 가능성 및 가치를 확인할 수 있었다.
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초록：만병초(Rhododendron brachycarpum) 추출물의 기능성 화장품 소재로써의 주름개선

활성에 관한 연구

염현지1․오민정1․채정우2․이진영1*

(1호서대학교 화장품생명공학부, 2경기도산림환경연구소)

본 연구는 많은 만병초의 종류 중 울릉도 만병초와 운금 만병초를 중심으로 주름개선 활성 검증을 통해 

기능성 화장품 소재로서의 응용 가능성을 확인하고자 하였다. 울릉도와 운금 만병초 추출물의 tyrosinase 
저해활성 측정 결과 1,000 μg/ml의 농도에서 울릉도 만병초 추출물은 32.6%의 저해능을, 운금 만병초 추출

물은 39.3%의 억제활성을 나타내었다. 또한 두 가지 추출물의 elastase 저해활성을 알아본 결과, 농도 의존

적으로 활성을 억제하였으며 1,000 μg/ml에서 28.3%, 36.2%의 억제활성을 확인할 수 있었다. Collagenase 
저해활성을 측정한 결과, 울릉도 및 운금 만병초 추출물 1,000 μg/ml의 농도에서 각각 77.7%, 80.7%의 우수

한 저해활성을 확인할 수 있었다. 만병초 추출물들의 주름개선 활성을 알아보기 위해, 섬유아세포인 

CCD-986Sk의 세포 생존율을 MTT assay에 의해 확인한 결과 울릉도와 운금 만병초 추출물 모두 모든 농도

구간에서 80% 이상의 생존율을 보였으며, 이하의 실험은 100%에 가까운 생존율을 나타낸 25, 50, 100 μg/ 
ml의 농도구간으로 설정하여 진행하였다. Western blot을 통해 주름개선 관련 인자인 MMP-1, MMP-2, 
MMP-3의 단백질 발현양을 측정한 결과 두 추출물 모두 농도가 증가함에 따라 발현양이 감소하였으며, 
100 μg/ml의 농도에서 울릉도 만병초는 67.2%, 65.5%, 13.6%, 운금 만병초는 89.1%, 85.0%, 62.7%의 발현양

을 나타내었다. Reverse transcription-PCR을 통해 동일한 인자의 mRNA 발현양을 측정한 결과, 울릉도와 

운금 만병초 추출물 모두 농도 의존적으로 발현양이 감소되었으며, 100 μg/ml의 농도에서 울릉도 만병초는 

70.1%, 9.1%, 37.9%, 운금 만병초는 38.2%, 8.3%, 57.3%의 발현양을 나타내었고 MMP-3 인자에서 대조군에 

비해 우수한 mRNA 발현 억제율을 확인할 수 있었다. 본 연구의 결과로 울릉도 만병초와 운금 만병초의 

주름개선 활성을 검증함으로써 기능성 화장품 소재로써의 이용 가치를 확인할 수 있었다.


