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ABSTRACT : Sunlight, and in particular its UV component, is the major environmental trigger that underlies the major

signs of human skin and skin cancer in general. Therefore, this study was carried out to investigate the UV protection effects

of R. coreanus. R. coreanus was extracted by ultra high pressure extraction process at 500 ㎫ and 30℃ for 5 and 15 minutes.

The cytotoxicity of the extracts extracted by ultra high pressure process on human dermal fibroblast cell CCD-986sk,

human kidney normal cell HEK293, and human lung normal cell HEL299 was measured as 17.5%, 16.5% and 14.0%,

respectively in adding 1.0㎎/㎖ of the samples, which was much lower than that from conventional water extraction method

at 100℃ as 23.2%, 22.5%, 21.2%. The secretion of NO− from macrophage showed 15.9 µM on the R. coreanus extract from

this process, which was higher than others. Prostaglandin E2 (PGE2) production from UV-induced human skin cells was also

greatly decreased down to 510 pg/㎖, compared to the control. From the results, we considered that the extracts from R.

coreanus could be potent natural materials for skin anti-inflammation agent, and could be used as a potential anti-aging for

the photo-damaged skin.
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서 언

최근 UV로 인한 피부 노화에 적극적으로 대처하여 피부의

건강을 지키려는 노력이 남녀노소를 불문하고 높아지고 있다.

피부는 형태학적 변화를 직접 눈으로 관찰할 수 있을 뿐 아니

라 조직을 생검하기 용이하기 때문에 노화 현상을 연구하는데

있어서 가장 적합한 대상이다 (Cho et al., 2003). UV는 피

부를 늙게 할 뿐만 아니라 색소 침착과 피부암 등 여러 가지

피부 질환의 원인이 되기도 한다. UV를 심하게 쬐면 피부 표

면의 수분이 증발하며, 심할 경우 수분을 보유한 진피 층이

손상되어 마르고 갈라지면서 피부의 결이 거칠어진다. 이것이

반복되면 피부의 각질층이 단단해져서 회복이 힘들어지는데,

이와 같은 현상은 얼굴뿐 아니라 신체 피부 전반적으로 일어

난다. 이러한 피부 건조증이 심하면 가려움증이 생기고 긁어

서 세균 감염을 일으키는 악순환을 겪게 된다. 피부는 같은

유해자극에 반복되어 노출되면 피부 경화로 표피 세포의 증식

과 함께 각질층이 두꺼워져서 처음 유해자극 노출 시 나타내

었던 반응에 비하여 점점 약한 반응을 나타낸다. 이와 관련해

UVB가 무모 생쥐의 피부 수분 유지기능에 손상을 주는 것이

연구된 바 있다 (Yoon et al., 1995). 피부의 탄력이 떨어지면

서 주름이 생긴다. UV와 같은 외부 스트레스로 인해 피부 탄

력 섬유인 콜라겐과 엘라스틴이 분해되어 피부 탄력이 떨어지

게 되고 자연스럽게 주름이 생기고 피부가 처지거나 표면이

거칠어지게 된다 (Gilchrest, 1989).

복분자(Rubus coreanus Miquel)는 장미과에 속하고 우리나

라 중부 이남의 산기슭 양지에 자라는 식물로 높이가 2~3 m

정도이며, 줄기는 흰 분이 덮여 있고 갈고리 모양의 가시가

있는 열매 약재이다 (Bae, 2000). 본초강목에 기록된 약리 효

과를 보면, 이들 천연약재가 인체에 안전하면서도 약효가 다

른 한약에 비해 뛰어나며, 간 기능을 강화하여 시력을 증진시
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키고, 기운을 돋우는 효과 외에도, 성기능을 높여주고 소변의

배설을 쉽게 해주어 천연 자연강장제 외에 남성의 전립선 및

배뇨기능에 탁월한 효과가 있는 것으로 알려져 있다 (Kim et

al., 2008). 복분자의 유용 생리 활성 물질은 간과 신장에 효

과적으로 작용해 튼튼하게 한다. 생리 활성 물질의 종류로는

열매에서는 sanguiin H-4, gallic acid, 잎에서는 ellagic acid,

quercetin, 줄기에서는 epicatechin, procyanidin B-4 등이 보고

되었다 (Yang et al., 2007). 복분자는 현재 식용으로 청량음

료와 다류 등으로 이용되고 주류의 원료로서 크게 각광받고

있으며 이를 뒷받침하기 위한 기초생리활성 자료들이 많이 보

고되었다. 특히 초고압 공정을 도입한 복분자의 면역 활성 증

진 연구는 기존의 전통적인 방법으로 추출한 추출물과 비교했

을 때 유용한 기술로 평가되고 있다 (Kwon et al., 2007).

최근에는 복분자의 생리활성을 바탕으로 하여 복분자 과즙을

첨가한 푸딩의 품질 특성에 대한 연구가 진행되었다 (Yoo et

al., 2008). 그러나 향장품에 대한 복분자의 생리활성 효능에

관한 연구는 미흡한 편이다. 

초고압 처리는 최근 약용작물에서 영양소와 비영양성의 식

물성 화학물질 섭취에 있어 가장 효율적으로 활용될 수 있는

추출 기술이다. 초고압 기술은 약용 식물의 중요 구성 성분을

단시간에 추출 하는 것이 가능하며, 불순물이 거의 없어 높은

순도의 단일 성분을 쉽게 얻을 수 있는 장점을 가진다

(Deliza et al., 2005). 초고압 처리는 천연 소재의 보존성, 물

성, 기능성을 향상시켜준다. 100~1000㎫의 압력을 이용하여

압력매체로 물이나 오일의 압력을 순간적으로 균일하게 전달

시키는 원리이다. 소재의 가공에서 열처리와 압력처리는 모두

체내 대사성을 향상시키는데, 열처리는 화학변화가 많이 일어

나는데 반하여 압력처리는 화학적으로 큰 변화를 일으키지

않는 장점이 있다. 따라서 초고압 공정은 비가열처리 가공방

법이므로 천연 소재 내의 주요 성분을 변성시키지 않아 신선

감을 유지시킬 수 있는 가공기술로 평가되고 있고, 기존의 가

열처리에 의한 소재의 조직감 및 풍미 저하 등을 극복할 수

있다.

본 연구에서는 기존의 열수추출 방법을 통해 얻은 복분자

추출물과 초고압 추출물을 비교하였다. NO− 생성량 측정,

PGE2 측정을 통해 섬유아세포에서 피부면역에 미치는 효과를

알아보고 더 나아가 향장소재와 관련된 분야에 활용하기 위한

기초 자료로 이용하고자 연구를 수행하였다. 인간 정상 세포

와 피부섬유아세포에서의 세포 독성을 비교함으로서 피부 면

역 증진 소재로의 안전성을 확인하였다.

재료 및 방법

1. 실험재료

본 실험에 사용된 복분자 (Rubus coreanus)는 2008년 7월

에 발교산 부근에서 채취한 것을 건시료로 구입하여 상온에서

보관하면서 사용하였다. 초고압 추출은 복분자 50 g을 비닐 팩

에 증류수와 함께 넣어 공기가 들어가지 않도록 잘 밀봉한

후, 초고압 추출 장치 (Ilshin autoclave, Korea) 를 이용하여

500㎫의 압력을 5분, 15분으로 추출 조건을 설정하여 실행하

였다. 초고압 추출이 끝난 시료를 각각 수직 환류 냉각기에

부착된 추출 flask에 시료 중량에 대하여 각각 10배의 증류수

를 추출용매로 사용하여 100℃에서 24시간 추출하였다. 대조

군으로는 복분자 50 g을 초고압 추출과정은 제외하고 나머지

는 같은 조건인 100℃에서 24시간 열수 추출하였다. 얻어진

추출물들을 감압여과장치 (Rotary Vacuum Evaporator N-N

series, EYELA, Germany)로 여과하여 농축을 하였고, 동결건

조를 한 후에 실험에 사용하였다 (Kim et al., 2008). 기존의

방법대로 추출한 추출물은 NE로, 초고압 추출물은 5분, 15분

각각 HPE5, HPE15로 표기하였다.

2. 세포주 및 세포 생육 배지

실험에 이용된 세포주는 인간 피부 섬유아세포인 CCD-

986sk (human, skin fibroblast, KCLB, KOREA)와 인간 폐

정상세포인 HEL299 (human, lung, KCLB, KOREA)로 세포

배양에 필요한 배지로 RPMI 1640을 사용하였고, 인간 신장

정상세포인 HEK293 (human, kidney, KCLB, KOREA)는

배지로 MEM (minimum essential medium)을 사용하였다. 그

밖에 배양에 필요한 시약으로 hepes buffer (SIGMA, USA)

와 FBS (fetal bovine serum) (GIBCO, USA), gentamycin

sulfate (SIGMA, USA), trysin-EDTA (SIGMA, USA)를 사

용하였다. 각 세포는 RPMI 1640 배지와 MEM 배지에서

10% heating-inactivated FBS로 적응시켜 배양하여 실험에 이

용하였다. 

3. 정상세포 독성 측정

세포독성 측정을 위해서 SRB assay를 이용하여 측정하였다.

Sulforhodamine B (SRB) assay는 세포 단백질을 염색하여 세

포의 증식이나 독성을 측정하는 방법으로 실험 대상 세포인

HEK293 (in 10% FBS media)의 농도를 4~5×104 cells/㎖으

로 96 well plate의 각 well에 100㎕씩 첨가하여 24시간 배

양 (37℃, 5% 동안 CO2)한 후, 각각의 시료를 최종농도 0.2,

0.4, 0.6, 0.8, 1.0㎎/㎖로 100㎕씩 첨가하여 48시간 배양하

였다. 배양이 완료 된 후에 상등액을 제거하고 차가운 10%

(w/v) TCA (trichloroacetic acid)를 100㎕ 가하여 4℃에서 1

시간동안 방치한 후 증류수로 4~5회 세척하여 TCA를 제거하

고 실온에서 plate를 건조한 뒤 각 well에 1% (v/v) acetic

acid에 녹인 0.4% (w/v) SRB용액을 100㎕씩 첨가하고 상온

에서 30분 동안 염색시켰다. 결합되지 않은 SRB 염색액은

1% acetic acid로 4~5회 정도 세척, 건조시킨 후에 10 mM
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Tris buffer 100㎕를 첨가하여 염색액을 녹여낸 후 540㎚에

서 microplate reader를 이용하여 흡광도를 측정하였다 (Dol

and Peto, 1981).

4. Macrophage에서의 nitric oxide 생성능 측정

사용된 세포주는 마우스 유래 RAW 264.7 대식세포이며,

세포는 10% heat-inactivated bovine serum과 90% DMEM

(Dulbecco's modified Eagle's medium)을 이용하여 24well

plate에 4~5×104 cells/well의 농도로 넣은 다음, 시료를 첨가

하거나 첨가하지 않고 5% CO2 incubator안에서 37℃에서 48

시간동안 배양하여 실험에 사용하였다. 대식세포에서 발생되

는 nitric oxide의 양은 활성화된 대식세포 배양액에 축적되어

있는 nitrite의 양을 microplate assay를 이용하여 정량함으로서

측정하였다. 먼저 시료를 처리하고 48시간 동안 세포를 배양

하고 상등액 50㎕를 취하여 동일부피의 Griess시약 (1%

sulfanilamide/0.1% N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride/

2.5% H3PO4)을 첨가하여 실온에서 10분간 반응시킨 후

ELISA reader (Molecular Devices, USA)를 이용하여 540

㎚의 흡광도를 측정하였다. Nitrite의 표준물질로는 sodium

nitrite를 사용하였으며 농도는 0.25 µM에서부터 4 µM까지

DMEM 배지로 2배씩 희석하여 얻은 표준곡선과 비교하여 계

산하였다. NO−생성능의 양성 대조구 물질로는 LPS를 사용하

였다.

5. PGE2를 이용한 UV 억제 활성 측정

UV 조사는 COX-2 (cyclo-oxygenase-2) enzyme의 양을 크

게 변화시켜 높은 수준의 PGE2 (Prostaglandin E2) 발현량을

나타낸다. 인간 섬유아세포인 CCD-986sk 세포를 10% FBS와

DMEM 배지에 현탁하여 1×106 cells/㎖로 조정한 뒤 37℃,

습도 5%의 CO2 incubator에서 24시간 배양하여 사용하였다.

이 현탁액에 aspirin을 50 µM이 되도록 첨가하여 세포에 잔존

하는 COX-2 효소의 활성을 비가역적으로 억제시켜 PGE2 양

을 동일하게 조절하였다. 다음으로 세포 현탁액과 시료를 96

well 세포 배양관 각 well에 20㎕씩 첨가하고 37℃, 습도

5% CO2 배양기에서 UV filter (Coralife, 35W, UV) 를 이

용하여 UVA (6.3 J/㎠)를 2시간 동안 조사하였다. 배양 후

세포를 well 바닥에 부착시키고, 부착된 세포를 PBS

(phosphate buffered saline)으로 2회 세척한 후, 표면에 남아

있는 세포를 실험에 사용하였다. PGE2 Express EIA Short

kit를 이용하였으며, 항 PGE2 항체가 부착되어 있는 plate의

각 well에 회수한 상층액과 함께 PGE2-acetylcholinesterase

tracer를 넣어 상온에서 18시간 배양하고, 각 well에 남아있는

용액을 말끔히 털어낸 후, 0.05% tween 20-phosphate buffer

solution으로 각 well을 5회 세척하고 Ellman 시약 200㎕를

각 well에 넣은 후 7시간 배양하여 405㎚에서 흡광도를 측

정하였다. PGE2 를 표준품으로 검량선을 작성하여 각각의 시

료를 처리한 배양액에서의 PGE2 생성량을 구하였다. 

6. HPLC에 의한 생리활성 물질의 분석

복분자 초고압 병행 추출물을 HPLC 분석용 water에 녹여

0.45㎛ 막 filter로 여과하여 200 ppm의 농도로 측정하였다.

HPLC 기기는 Waters (High Performance Liquid Chromato-

graph, USA)를 사용하여 분석하였다.

Column은 C18 5 µ, 용매는 정제된 water와 acetonitril을

8 : 2 비율로 조제하여 사용하였고, 유속은 0.5㎕/min, detector

의 흡광도는 350㎚로 하였다. 복분자의 스탠다드 물질로는

catechin, caffeic acid, taxifolin, ferulic acid를 같은 조건으로

조제하여 사용하였다. 

7. 통계처리

SPSS program (ver. 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

의 T-test로 검정하였으며 모든 data는 평균 ±표준오차 (Mean

± standard error)로 나타내었다. 또한 p < 0.05인 경우를 통계

적 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

결과 및 고찰

1. 정상세포 독성 측정

실험에 사용된 복분자 시료 농도는 각각 0.2, 0.4, 0.6, 0.8

그리고 1.0㎎/㎖로 조절하여 정상세포 및 섬유아세포에 대한

성장 효과를 검토하였다. Fig. 1은 복분자의 HEK293 정상 세

포에 대한 독성을 나타낸 것으로 최고 농도인 1.0㎎/㎖에서

초고압 15분 공정의 RHPE15가 16.5%로 낮은 세포 독성을

나타냈고, 일반 열수추출물인 RWE가 22.5%의 높은 세포독성

을 나타냈다. 인간 폐 정상 세포 HEL299에 대한 세포 독성

은 최고 농도인 1.0㎎/㎖에서 초고압 15분 공정의 RHPE15

가 14.0%로 가장 낮은 세포독성을 보였다. 인간섬유아세포인

CCD-986sk의 세포독성 또한 모든 추출물 중 RHPE15가

1.0㎎/㎖의 농도에서 17.5%로 낮은 세포독성을 나타냈고,

WE가 23.2%로 높은 독성을 나타냈다. 세 가지 세포의 정상

세포 독성 실험 결과, 모두 초고압 추출물이 가장 낮은 세포

독성을 보였으며 초고압 처리를 실시 할 경우 일반 추출물보

다 세포독성이 낮아지는 효과를 확인할 수 있다. 이것은 약용

작물들이 가지고 있는 독성 물질이 초고압으로 인해 변성되거

나 파괴되어 독성이 낮아지는데 영향을 미친 것으로 보인다. 

초고압 공정의 도입으로 천연물의 단백질 변형 및 세포벽

파괴가 유도되어 용매가 세포 내부 깊숙이 침투하여 용출이

용이하게 되며, 유용 성분의 수득율 또한 향상된다. 기존 학계

의 초고압 공정에 의한 홍경천의 독성 감소를 확인한 실험과

비교했을 때 최고 농도에서 HEK293의 세포독성이 20.4%,
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HEL299의 세포독성이 21.6%으로 나타난 것으로 미루어보아,

복분자 추출물의 초고압 공정 도입은 정상세포 독성을 20%

이하로 낮출 수 있으므로 연구가치가 충분한 것으로 사료된다

(Kim et al., 2007). 초고압 추출은 수소결합, 전기적 결합, 반

데르발스 결합과 같은 에너지 수준이 제한된 약한 결합을 끊

어 성분 변성을 유도하여 복분자의 천연물 자체의 독성 저감

효과도 가져오는 것으로 생각된다. 복분자와 같은 한약재는 세

포벽이 견고하여 생리활성 물질을 얻기 위해서는 기존의 가공

기술과 다른 초고압을 도입하면 더 효율적으로 생리활성 물질

을 얻을 수 있을 것으로 사료되며, 특히 한약재에 작용한 초

고압의 높은 에너지와 압력은 보통 열수추출로 얻을 수 없는

유용생리활성 물질을 얻을 수 있게 하여 한약재에 함유한 천

연물을 재평가할 수 있게 한다. 

2. Macrophage에서의 nitric oxide 생성능 측정

대식세포의 NOS (nitric oxide synthase)는 항상 존재하는

것이 아니라 TNF-γ (tumor necrosis factor-γ), TNF-α (tumor

necrosis factor-α)와 같은 여러 가지 cytokine과 LPS (E. coli

derived lipopolysaccharide)와 같은 세균 내 독소의 영향을 받

아 NOS 유전자의 발현이 유도되기 때문에 시료를 LPS와 같

이 투여하여 NO−의 생성능을 확인하였다. Fig. 2에서 확인할

Fig. 1. Cytotoxicity of the extracts from R. coreanus by different extraction processes on normal cell line, HEK293, HEL299 and CCD-
986sk.

†RWE : normal water extraction at 100℃ of R. coreanus

††RHP5 : high pressure extraction for 5 minutes in RWE
†††RHP15 : high pressure extraction for 15 minutes in RWE

Fig. 2. Nitric oxide production from Raw264.7 cell lines in adding
the extracts under several extract conditions from R.

coreanus (0.5㎎/㎖).
†RWE : normal water extraction at 100℃ of R. coreanus

††RHP5 : high pressure extraction for 5 minutes in RWE
†††RHP15 : high pressure extraction for 15 minutes in RWE
* p < 0.05 : significantly different from RWE group
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수 있듯이 LPS와 Raw264.7 세포주에 복분자 시료를 처리하

여 이틀간 배양한 후, 배양액 중에 NO− (nitric oxide)농도를

측정한 결과, 아무처리도 하지 않은 대조군 (control)과 비교하

였을 때 모든 시료 첨가군에서 높은 활성을 나타내었으며, 특

히 LPS와 혼합 처리하였을 때 NO−의 생성능이 큰 폭으로 증

진되는 것을 확인할 수 있었다. 

이를 통해 복분자 초고압 추출물에는 대식세포의 NO− 생성

능을 증진시킴으로써 면역 활성을 증진하는 활성이 있으며 이

는 LPS 등 세균 내 독소와 함께 상승작용을 나타낼 수 있음

을 알 수 있다는 것을 알 수 있다. 한편, 기존의 학계 연구에

서는 복분자 물 추출물과 에탄올 추출물의 NOS의 저해 활성

을 농도별로 실험하여 에탄올 추출물의 NOS 저해 활성이 좋

다는 것을 평가한 바 있다 (Park et al., 2006). 본 연구를 통

해 복분자 초고압 추출물에는 Macrophage의 NO− 생산을 활

성화시키는 특이 유용성분이 있을 것으로 사료된다. 특히, UV

가 지속적으로 피부에 영향을 주게 되면 멜라닌이 과형성되

고, 피부 면역이 떨어지며, 체내에 흑색종 세포가 빠르게 자라

피부 종양이 형성되게 된다. 따라서, 복분자 추출물의 흑색종

세포 및 다른 암세포에 대한 독성 및 선택적으로 면역 활성을

나타내는 유효성문에 대한 검색이 진행되어야 할 것으로 사료

된다. 

3. PGE2를 이용한 UV 억제 활성 측정

UV를 이용하여 인간 fibroblast인 CCD-986sk를 자극함으로

써 염증과 관련이 있는 PGE2의 생성량을 측정한 결과는 Fig.

3의 (A)와 (B)에 나타내었다. Fig. 3의 (A)는 UV를 조사하지

않은 세포에서의 PGE2의 발현도를 나타낸 것으로, 시료 첨가

를 통한 PGE2의 생성량은 보통 추출물 군에 비해 낮게 나타

났으며 농도 의존적으로 감소하는 경향을 보여 1.0㎎/㎖의

농도에서 RHPE15가 510 pg/㎖로 가장 낮은 PGE2 생성량을

나타내었다. Fig. 3의 (B)는 UV를 조사한 세포에서의 PGE2

생성량을 나타낸 것으로, UV 비조사 조건에서와 마찬가지로

시료 첨가를 통해 PGE2의 생성량이 감소하였으며, 농도 의존

적으로 낮아지는 경향을 나타내었다. 또한 UV 비조사 조건에

서와 마찬가지로 1.0㎎/㎖의 농도에서 RHPE15가 998 pg/㎖

로 가장 낮은 PGE2 값을 나타내며 다른 농도에서도 유의적으

로 낮은 수치를 나타내었다. COX-2는 다른 cytokine들에 의

해 활성화 되며 궁극적으로 prostaglandin을 증가시키는 효소

이다. 

이러한 결과는 복분자 초고압 추출물이 COX-2에 작용해 염

증 cytokine의 분비를 직접 저해하였을 가능성과, PGE2가 생

성되기 전 단계인 arachidonic acid가 PGH2 (prostaglandin

H2)로 전환되는 과정을 막았을 가능성을 나타낸다. 복분자 추

출물에 대해 PGE2가 농도 의존적으로 감소하였으므로, 복분

자 초고압 추출물이 피부 염증 물질 감소 효과를 가지는 것을

확인하였으나 추가적인 연구를 통해 추출물의 특이적 binding

을 조사하고 메커니즘을 밝힘으로써 활성을 탐색하는 실험이

진행되어야 할 것으로 사료된다. 본 연구는 초고압 추출 공정

을 통한 복분자의 피부세포 보호 효과를 관찰한 최초 연구로

서 가치가 있다. 

4. HPLC에 의한 생리활성 물질의 분석

초고압 공정에 의한 복분자 추출물을 정성적인 분석법인

HPLC를 이용하여 측정하여 본 결과, 초고압 공정을 15분

병행한 추출물에서 peak가 다양하고 많이 검출되는 것을 관

찰할 수 있었다. Fig. 4과 같이, 초고압 추출 공정을 한 추

출물에서 생리활성이 있는 것으로 밝혀진 천연물에서 발견

되는 catechin, caffeic acid, taxifolin, ferulic acid 등의

스탠다드 물질이 과량 용출되어 나온 것을 확인하였다. 이

peak 들의 면적이나 분포의 차이가 앞서 실험을 했던 피부

면역 증진 효과가 초고압 추출물에서 보통 추출물에 비해

더 좋은 생리활성도를 보였다는 것들을 증명할 수 있는 결

과로 사료된다. 

Fig. 3. Effect of R. coreanus on PGE2 secretion of human fibroblast
CCD-986sk by (A) Non-UV irradiation and (B) UV radiation

†RWE : normal water extraction at 100℃ of R. coreanus

††RHP5 : high pressure extraction for 5 minutes in RWE
†††RHP15 : high pressure extraction for 15 minutes in RWE
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