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요 약: 자외선에 노출된 피부는 활성산소종을 형성한다. 이는 피부의 염증 반응을 야기시키며 콜라겐 생성 억제를 통해 

피부 노화를 촉진시킨다. 본 연구에서는 2종류의 항산화성 미네랄 바이오 활성수1과 2(MIBA-W1, MIBA-W2)를 이용

하여 항염증 및 항노화 기초 효능과 함께 미백효능을 측정하였다. 두 종류 MIBA-W 모두가 UV에 의해 증가된 TNF-

α를 상당량 줄여주는 것으로 나타나 항염증 효능이 있는 것이 확인되었다. 한편 UVB에 의해 감소되는 콜라겐 합성량

은 MIBA-W1에 의해 0.01 % 농도에서 대조군 수준으로 증가하였으나 MIBA-W2는 농도가 증가할수록 콜라겐 합성량

이 증가하는 경향을 보였다. 한편 MIBA-W2는 α-MSH로 처리된 B16-F1 melanoma 세포에서의 멜라닌 합성을 억제

하는 것이 관찰되었다. MIBA-W2 의 경우 고형분 0.001 % (부피비 5 %)의 농도에서 α-MSH에 의한 멜라닌의 합성을 

α-MSH positive control 대비 약 50 % 감소시키는 효과를 보였다. 종합하면 두 종류의 MIBA-W는 항염증 효능과 

미백기능을 가지는 피부생리활성을 가지고 있는 것이 확인되었으며 따라서 기능성화장품 소재로 개발될 수 있는 가능

성을 보였다.

Abstract: UV irradiated skin cells produce reactive oxygen species (ROS). ROS is known to be the primary cause 

of skin inflammation that is eventually leading to skin aging through decrease of collagen in the dermis. In this study, 

we evaluated basic efficacy of anti-aging, anti-inflammation and anti-melanogenesis using two antioxidative miner-

al-bio waters (Mineral-bio water 1 (MIBA-W1) and Mineral-bio water 2 (MIBA-W2)). Both antioxidative miner-

al-bio waters reduced TNF-α expression which was induced upon UV irradiation. MIBA-W 1 increased collagen 

synthesis from UVB irradiated fibroblast at 0.01 % concentration but MIBA-W2 shows slight, but linear increase. 

Stimulation of melanogenesis by α-MSH treatment in the cultured B16-F1 melanoma was significantly reduced by 

the treatment of MIBA-W2 in a dose dependent manner. Taken together, antioxidative MIBA-W1 and 2 seem to 

have potential applications as functional cosmetic materials.  
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1. 서    론
1)

피부 노화는 나이가 들어감에 따라 피부의 구조적 변

화와 생리적인 기능이 감소하는 내인성 노화(intrinsic 

aging)와 오랜 시간 자외선 노출로 인해 일어나는 임상

적 혹은 조직학적인 피부 변화가 일어나는 광노화(photo 

† 주 저자(e-mail: dgucsp@dongguk.edu)

-aging)로 나눌 수 있다[1,2]. 자외선의 작용으로 인해 

피부는 superoxide anion, peroxide, singlet oxygen 등을 

포함하는 유해한 활성산소종(reactive oxygen species, 

ROS)을 과잉 생성한다. 자외선으로 생성된 활성산소종

은 피부의 효소 및 비효소적 항산화 방어체계를 손상시

키며 산화적 스트레스는 지질과산화, 단백질산화, 간질

성분을 파괴시키는 단백질 분해효소의 활성화, 탄력섬유

인 콜라겐과 엘라스틴의 파괴, 세포 성분의 손상을 야기 
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시키고 광노화를 촉진시킨다. 뿐만 아니라 활성산소종은 

피부의 염증 반응을 유발시키고, 피부면역기능을 억제시

킨다[3-6]. 즉, 만성적으로 자외선에 노출되면 pro-in-

flammatory cytokine에 의해 동통, 홍반, 염증 등의 부작

용이 일어난다. Pro-inflammatory cytokines는 tumor 

necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1α (IL-1α), 

IL-6, IL-8 등을 포함하며 각질형성 세포에서는 IL-1α, 

TNF-α, TGF-β 등이 자외선에 의해 증가된다[7-9]. 

자외선에 의해 세포 사이를 채우는 성분인 교원질

(collagen)과 탄력질(elastin)의 합성이 감소하여 다양한 

기질 단백질 분해 효소의 발현이 촉진된다. 이러한 기질 

단백질의 결핍은 광노화에 있어서 가장 중요한 인자라고 

할 수 있다[4,10,11]. 피부의 색소 세포인 melanocyte로

부터 합성되는 멜라닌은 물에 녹지 않는 흑갈색 색소와 

금속 단백질로 구성되어 있으며 각질형성 세포인 kerati-

nocyte를 통해 표피로 이동하여 피부 착색을 나타나게 

된다. 이러한 멜라닌의 합성은 과도한 자외선 조사, 질병 

또는 유전적인 원인에 의해 주로 전구체인 tyrosinase 효

소의 산화 작용에 의해 나타나게 된다[12]. Tyrosinase는 

phenylalanine의 한 종류인 tyrosine을 DOPAquinone과 

DOPAchrome으로 산화시켜 각각 멜라닌의 종류인 eu-

melanin, pheomelanin으로의 합성을 활성화 시키는 효소

이다[13]. Tyrosinase와 같은 멜라닌 합성 관련 효소의 

활성이 감소하여 멜라닌의 합성이 억제되는 것을 미백 

작용이라 하고 이러한 효능을 나타내는 물질로는 kojic 

acid, arbutin 등이 잘 알려져 있다[14]. 이러한 작용기전 

외에 melanocyte에서 합성된 melanin이 melanosome의 

과립형 입자로 keratinocyte를 통해 피부 표면으로 이동

하는 과정에서 melanocyte와 keratinocyte 간의 melano-

some transfer를 차단하는 작용 역시 미백효과를 나타낼 

수 있다[15]. 미백은 항산화, 항노화 효능과 함께 기능성 

화장품의 대부분을 차지하고 있으며 이러한 미백효능을 

갖는 화장품 소재로써 최근에는 천연물을 이용한 소재가 

부각되고 있다[16]. 본 연구에서는 2 종의 MIBA-W를 

이용하여 이의 콜라겐 생성 및 항염증 효과 미백효능 등

을 평가하여 항노화 및 미백 효능을 갖는 기능성 화장품 

소재로서의 사용 가능성을 알아보고자 하였다.

2. 재료 및 실험 

2.1. 기기 및 시약 

Normal human dermal fibroblast는 circumcised neo-

natal foreskin으로부터 분리하여 세포 배양하였다. HaCaT 

keratinocyte는 동국대학교 박정극 교수님 연구실에서 분

양받아 사용하였다. 세포주인 B16-F1 melanoma는 KCLB 

(Korea)로부터 구입하여 배양하였다. 세포 배양을 위해 

Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM), fetal bo-

vine serum (FBS), antibiotics (Welgene, Korea)를 사용하

였다. α-Melanocyte stimulating hormone (α-MSH), 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT), ascorbic acid, dexamethason, kojic acid는 Sigma 

(USA)로부터 구입하였다. Sircol assay kit는 Bio-color 

(USA) 제품을 사용하였으며 TNF-α 측정을 위한 

ELISA kit는 BIO-SOURCE (USA) 제품을 사용하였다. 

2.2. 항산화성 바이오 미네랄 활성수 제조 

항산화성 바이오 미네랄 활성수(MIBA-W)는 토양에 

존재하는 유용 미생물이 가지는 자연정화기능과 물질 전

환활성을 이용하는 자연발효과정을 통해 분해된 유기물

과 이로부터 생성되는 생리활성물질이 포함된 발효수를 

지칭한다. MIBA-W의 생산공정은 다음과 같다. 원료혼

합시설, 연료저장시설, 제 1 숙성시설, 제 2 숙성시설, 1

차 정밀여과시설, 미생물 활성화시설, 활성 촉진화시설, 

제 2차 정밀여과시설, 완제품저장시설 및 각 시설로의 이

송 및 반송장치로 구성된 제조설비에서 항산화성 바이오

미네랄 활성수를 제조하였다. MIBA-W1에 사용된 원료

는 자연수 79.8 ∼ 95.1 wt%, 물엿 2.9 ∼ 11.9 wt%, 알코

올 0.9 ∼ 4.0 wt%와 각각 50 mesh로 분쇄된 현미입자 

0.9 ∼ 4.0 wt%, 쌀겨 0.05 ∼ 0.15 wt%, 죽엽 0.05 ∼ 

0.15 wt%이며, MIBA-W2는 여기에 상황버섯분말을 0.5 

wt% 첨가한 것이다. 이들 원료는 배합비율대로 제조된 

후 저장탱크에 저장되어 일정량씩 미생물발효과정인 제 

1 숙성시설로 연속균등 주입된다. 정량주입단계에서 연

속 균등 투입된 원료를 배양원으로 유용 미생물에 의한 

원료 분해와 질산염의 탈질이 제 1 숙성단계에서 이루어

지며 제 2 숙성단계에서는 제 1 숙성단계에서 1차 숙성

된 고농도 유용미생물이 2차 대사과정을 거친 후 0.4 µm 

제균 필터를 이용하여 유용미생물과 그 미생물에 의하여 

분비된 1차, 2차 대사산물을 분리한 후 여과액을 첫 번째 

숙성조로 다시 순환시켜 동일한 과정으로 2차 발효를 시

킨다. 발효숙성이 종료된 후 2차 정밀여과단계에서 0.4 

µm인 제균 필터로 미생물과 불용성물질을 제거한 후 그 

여액인 농축된 항산화성 바이오 미네랄 활성수만을 분리

하게 된다(Figure 1). 
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Figure 1. Process chart of MIBA-W.

2.3. 자외선(UVB) 처리 및 시료의 처리 

12-well plates에 1 × 105 cells/well의 HaCaT kerati-

nocytes를 접종 후 DMEM 배지를 이용하여 24 h 동안 

배양한 후 SX-312 research radiometer (Uvitec, USA)
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를 이용하여 312 nm, 25 mJ/cm2의 UVB를 조사하였다. 

UVB 조사 직후 FBS가 첨가되지 않은 DMEM 배지에 

항산화성 바이오 미네랄 활성수를 각 농도별로 처리하여 

24 h 동안 추가 배양하였다. Normal fibroblasts를 6-well 

plates에 2 × 105 cells/well로 접종하여 37 ℃, 5 % CO2 

배양기에서 24 h 동안 배양 후 FBS가 첨가되지 않은 

DMEM을 배양하여 24 h 동안 starvation 하였다. 그 다

음으로 UVB를 52 mJ/cm2 처리 후 FBS가 첨가되지 않

은 DMEM 배지에 항산화성 바이오 미네랄 활성수를 각 

농도별로 처리하여 48 h 동안 추가 배양하였다. 

2.4. α-MSH 처리 및 시료의 처리 

B16-F1 melanoma 세포를 1.5 × 105 cells/well에 접종

하여 24 h 동안 배양한 후 멜라닌 합성을 유도시키기 위

한 의도로 5 nM의 α-MSH와 함께 항산화성 바이오 미

네랄 활성수를 배지에 농도별로 처리하여 48 h 동안 배

양하였다. α-MSH를 처리한 경우와 처리하지 않은 경

우를 각각 negative control과 positive control로 사용하

였고 멜라닌 합성을 억제시키는 효과를 나타내는 것으로 

잘 알려진 kojic acid를 400 µM 처리하여 결과와 비교하

였다. 

2.5. MTT Assay

항산화성 바이오 미네랄 활성수를 처리한 뒤 일정시간 

배양한 세포의 배양 배지를 제거하고 0.33 g/L인 MTT 

용액을 배양 배지와 같은 양(2 mL/6-well)으로 넣어 90 

min 동안 배양하였다. 다음으로, MTT 용액을 제거하고 

배양 배지와 같은 양의 isopropanol 을 이용해 20 min 동

안 실온에서 shaking 한 후 상등액을 회수하여 12,000 

rpm에서 5 min 동안 원심분리 후 540 nm에서 흡광도를 

측정하여 대조군과 세포 생존율을 비교하였다. 

2.6. TNF-α의 측정 (ELISA법) 

항산화성 바이오 미네랄 활성수를 처리 한 후 24 h 추

가 배양이 끝난 HaCaT keratinocytes의 배양 상등액을 

회수하였다. 이를 이용하여 배양액으로 분비된 TNF-α

를 ELISA kit (BIO-SOURCE, USA)를 이용하여 측정

하였다. 

2.7. 신생 콜라겐 정량 

배양이 끝난 normal fibroblasts의 배지를 제거하고 cell 

용해 용액을 300 µL/well 씩 첨가하여 cell을 용해하였다. 

용해된 cell 추출액으로부터 신생 콜라겐을 정량하기 위

해 Sircol collagen assay kit (Bio-color, Belfast, Northern 

Ireland)를 이용하여 정량하였다. Sircol dye reagent와 

용해된 cell을 30 min 동안 반응시킨 후 15,000 rpm에서 

15 min 동안 원심분리 하여 상등액을 완전히 제거하였

다. 이 때 형성된 펠렛 sircol 알칼리 시약을 넣어 모두 녹

인 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다

2.8. Melanin Assay 

세포 배양이 끝난 후 배지를 회수하여 10,000 rpm에서 

10 min 동안 원심분리 한 후 상등액을 96-well plates에 

옮겨 405 nm에서 microplate reader (Perkin Elmer, 

USA)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 

3. 결과 및 고찰 

3.1. UVB에 의한 세포 손상 회복 효과 

UVB에 의한 세포 손상 완화 효과를 알아보기 위해 

MTT assay를 통해 세포 생존율을 측정하였다. 자외선

을 25 mJ/cm2 조사한 후 항산화성 바이오 미네랄 활성

수를 농도별로 처리하여 자외선 조사 후 시료를 처리하

지 않은 대조군과 세포 생존율을 비교하였다. 양성 대조

군으로 ascorbic acid 25 µM을 처리하였다. 두 종류의 

MIBA-W는 자외선에 의해 줄어든 HaCaT keratinocyte 

세포의 cell viability를 20 % 내외 수준으로 크게 향상 시

키지는 않았다(Figure 2). 즉, 0.0014 ∼ 0.014 % 농도에

서 세포 독성이 존재하지 않으며 자외선에 의한 세포 손

상을 악화시키지는 않았다. 그러나 사멸한 세포의 활성

을 증가시키는 효능은 15 % 내외임을 확인하였다.

3.2. TNF-α ELISA Assay 

TNF-α는 염증의 변인, 림프구 세포의 활성, apopto-

sis에 중요한 역할을 하는 다기능 cytokine으로 알려져 

있다. 항염증 효능을 평가하기 위해 UVB로 TNF-α의 

발현을 유도시킨 후 항산화성 바이오 미네랄 활성수가 

TNF-α 분비 억제 효능을 갖는지 평가하였으며 양성 대

조군으로 dexamethason 1 µM을 사용하였다. 배양 상등

액을 회수하여 배양액으로 분비되는 TNF-α를 ELISA 

방법을 이용하여 측정하였다. 두 종류의 MIBA-W 모두

에서 TNF-α의 발현이 농도 의존적으로 감소하는 것을 

확인하였다(Figure 3, 4). 양성 대조군으로 사용된 dex-

amethason 1 µM 처리 시 TNF-α 58.34 % 분비와 비교

하였을 경우, 0.1 % MIBA-W1과 MIBA-W2의 처리는 

TNF-α 분비를 각각 50.20 %, 50.52 %로 감소시켜주었
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Figure 2. Protection effects of the HaCaT keratinocyte cell 

damage induced by UVB.

Figure 3. Anti-inflammatory activity of MIBA-W1 and 2 

against UVB-induced TNF-α. 

Figure 4. Anti-inflammatory activity MIBA-W1 and 2 

against UVB-induced TNF-α.

Figure 5. Collagen assay of human dermal fibroblasts treat-

ed with MIBA-W1 and 2. 

다(Figure 4). 이를 통해 항산화성 바이오 미네랄 활성수

가 항염증 효능을 갖고 있음을 확인하였다. 

3.3. 신생 Collagen 합성 

콜라겐은 진피를 구성하는 단백질의 70 %를 차지하며 

결합조직의 탄력을 나타낸다. 신생 콜라겐 생합성을 알

아보기 위해 sircol collagen assay를 수행하였다. 노화된 

피부에서 주름 생성과 깊은 관계가 있는 콜라겐의 합성

량을 측정한 결과, MIBA-W1의 경우 0.01 % 농도에서 

콜라겐 생합성량이 뚜렷이 증가하는 것이 관찰되었으나 

MIBA-W2 처리군에서는 농도가 증가할수록 콜라겐 합

성량이 증가하는 경향을 보였다(Figure 5).

3.4. B16-F1 Melanoma 세포 생존율 검사 

MTT assay를 이용하여 B16-F1 melanoma 세포 생장

에 미치는 영향을 알아본 결과 MIBA-W1, MIBA-W2 

샘플의 경우 고형분 기준으로 0.0001, 0.0005, 0.001 % 

(부피비 각각 0.5 %, 2.5 %, 5 %)의 모든 농도에서 세포 

생존율이 90 % 이상으로 나타났으므로 MIBA-W1, 

MIBA-W2 샘플이 세포 생장에 큰 영향을 주지 않는 것

을 확인하였다(Figure 6). 

세포주가 암세포인지 아닌지 여부와 관계없이 정상 상

태의 세포, 즉 (-)α-MSH control과의 세포 생존율을 비

교하여 MIBA-W1, 2가 세포 생장에 어떤 영향을 주는지

를 MTT assay로 확인했다. (-)α-MSH control과 (+)α

-MSH control의 세포 생존율 결과를 비교해 보면 거의 차

이가 없다고 할 수 있으므로 α-MSH가 세포 생장에 주는 

영향은 거의 없다고 할 수 있다. 하지만 MIBA-W1, 2의 

세포 생존율 결과를 보면 (+)α-MSH control의 결과에 

비해 눈에 띄게 감소한 것을 알 수 있는데, 이 결과로부터 
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Figure 7. Melanin assay of B16-F1 melanoma with MIBA- 

W1 and 2.

Figure 6. Cell viability of B16-F1 melanoma with MIBA- 

W1 and 2.

MIBA-W1, 2가 세포 생장에 영향을 주었다고 사료된다. 

3.5. Melanin Assay 

세포로부터 분비된 멜라닌의 합성량을 측정한 결과 

MIBA-W2 샘플의 경우에 고형분 0.001 % (부피비 5 

%)의 농도에서 α-MSH에 의한 멜라닌의 합성을 α

-MSH positive control 대비 50 %로 감소시켰다. 이는 

MIBA-W2의 농도에 의존적으로 감소하였고 미백 효능

을 갖는 화합물인 kojic acid 400 µM을 처리한 결과와 비

슷한 수치였다(Figure 7). Kojic acid와의 결과를 비교하

여 볼 때 MIBA-W2가 α-MSH에 의한 멜라닌의 합성

을 억제하는 효과가 있음을 알 수 있었다. 

4. 결    론 

2종류의 항산화성 바이오 미네랄 활성수를 처리하여 

항노화 및 미백효능을 관찰하였다. 항산화성 바이오 미

네랄 활성수는 UVB에 의해 증가된 TNF-α의 발현을 

농도 의존적으로 감소시켜 우수한 항염증 효과를 나타내

었다. 한편 MIBA-W1에서는 0.01 %의 농도에서 콜라겐 

생합성량의 뚜렷한 증가, MIBA-W2에서는 미약하나마 

농도가 증가할수록 콜라겐 합성량이 증가하는 경향을 보

였다. 따라서 보다 높은 농도에서는 콜라겐 합성을 더욱 

증가시키는지 확인할 필요가 있겠다. 또한 α-MSH에 

의한 멜라닌 합성 억제 활성을 분석해 본 결과 MIBA 

-W2의 경우 고형분 기준 0.001 % (부피비 5 %)비의 농

도에서 α-MSH에 의한 멜라닌의 합성량을 α-MSH 

(positive control) 에 비해 약 50 % 감소시키는 결과를 

나타내었다. 이를 통해 항산화성 바이오 미네랄 활성수

의 항노화 및 미백 화장품 소재로의 사용 가능성이 충분

함을 확인하였다.
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