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요 약: 본 연구에서는 가막살나무(Viburnum dilatatum Thunb.)의 잎과 세지로부터 유래되는 천연화학성분들을 얻고, 

이들의 자극완화용 화장품 소재로써의 가능성을 확인하기 위하여 항산화 효능 및 항염증 효능을 조사하였다. DPPH 

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)를 이용한 전자공여능 측정방법에 의한 항산화 효능 조사 결과, 가막살나무의 에탄올

(Ethanol) 추출물(SC50 = 17.03 µg/mL), 에틸아세테이트(ethyl acetate) 분획물(SC50 = 13.97 µg/mL), 부탄올(butanol) 

분획물(SC50 = 10.30 µg/mL) 순으로 항산화능력이 증가함을 알 수 있었다. 그러나 lipopolysaccharide (LPS)에 의해 

활성화된 마우스 대식세포(RAW264.7 cells)에서 생성되는 산화질소(nitric oxide : NO) 생성의 억제능을 조사한 결과

에서는 항산화 활성이 저조했던 헥산(hexane) 및 메틸렌클로라이드(methylene chloride) 분획물에서 10 µg/mL 시료농

도를 기준으로 할 때, 50 % 이상의 NO 생성 억제율로 우수한 항염증 효능을 나타내었다. 특히, 위와 동일 실험 조건에

서 헥산 분획물의 경우, 염증 반응 인자인 TNF-α, IL-1β, IL-6 등의 cytokine과 iNOS, COX-2 효소의 발현이 농도 

의존적으로 억제됨을 RT-PCR 방법으로 확인할 수 있었다. 이번 연구 결과들로부터 가막살나무 유래 천연화학성분들

은 자극완화용 화장품 소재 개발에 매우 유리하게 응용될 수 있음을 확인할 수 있었다.

Abstract: The crude ethanol extracts and their solvent-partitioned fractions derived from the leaf and twig of 

Viburnum dilatatum Thunb. were investigated for their 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging efficacy. 

The results showed that the butanol-soluble fraction (SC50 = 10.30 µg/mL) exhibited higher anti-oxidant activity 

than the crude ethanol extract (SC50 = 17.03 µg/mL) in the DPPH assay model. Then, the effects of the same 

extract samples on the production of nitric oxide were examined in LPS-stimulated RAW264.7 cells. Although the 

hexane and methylene chloride-soluble fraction showed a weak anti-oxidant activity, they exhibited potent inhibitory 

activity of NO production above 50 % at a concentration of 10 µg/mL. The hexane-soluble fraction also showed the 

inhibitory effect on mRNA expression of pro-inflammatory mediators such an TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS and 

COX-2 in LPS-stimulated RAW264.7. These results suggest that the solvent extracts of Viburnum dilatatum Thunb. 

could be used as an anti-irritation ingredient.
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1. 서    론

  그람-음성세균(gram-negative bacteria)의 세포 외막

에 존재하는 lipopolysaccharide (LPS)는 내독소로 잘 알

려져 있으며, 박테리아가 죽으면서 세포 외막으로부터 

방출되어 패혈증(gram-negative sepsis)과 패혈증성 쇼

크(septic shock)를 일으킨다. LPS는 RAW264.7과 같은 

단핵식세포(macrophage 또는 monocyte)로부터 다양한 

염증 반응 인자로 알려진 tumor necrosis factor-α

(TNF-α), interleukin-6 (IL-6), interleukin-1β (IL-1

β)와 같은 염증 전구 사이토킨(pro-inflammatory cyto-

kines)을 증가시키는 것으로 알려져 있다[1,2]. 특히 

TNF-α, IL-1β는 inducible nitric oxide synthase 

(iNOS)의 발현을 유도한다. iNOS는 평소에는 세포 내에 

존재하지 않으나 일단 유도되면 장시간 동안 다량의 산

화질소(nitric oxide, NO)를 생성한다[3]. 일반적인 NO 

형성은 박테리아를 죽이거나 종양을 제거시키는 중요한 

역할을 하지만, 과도한 NO형성은 염증을 유발시키게 되

며 조직의 손상, 유전자 변이 및 신경 손상 등을 유발한

다[4].

  Cyclooxygenase (COX)는 arachidonic acid를 prosta-

glandins (PGs)로 전환시키는 효소로써 COX-1과 COX-2

로 분류된다[5]. COX-1은 체내에서 혈소판의 형성, 위

벽보호, 신장기능의 유지, 혈소판의 형성에 필요한 PGs

의 합성 등 정상적인 생체기능에 작용하며, COX-2는 동

물이나 인간의 염증 반응 부위에서 발견된다. COX-2에 

의한 PGs의 합성은 염증반응을 매개하는 것으로 여겨지

고 있으며, 염증매개물질이 prostaglandins E2 (PGE2)를 

형성시킨다. PGE2는 염증반응, 면역반응 및 혈관신생

(angiogenesis) 촉진 등 암 발생에도 깊이 관여하고 있는 

것으로 알려져 있다[6,7]. 따라서, arachidonic acid로부

터 PGs류를 합성하는데 관련된 효소인 COX는 염증을 

차단하는데 주된 목표가 되고 있다. 

  인체피부는 해부학적으로 외부와의 경계면에 위치하

여 다양한 감염원들인 박테리아, 곰팡이, 바이러스, 알레

르기 유발 인자 및 자외선에 항상 노출되어 있다. 정상적

인 경우, 인체 피부에서는 외부감염원을 제거하고 손상

된 조직을 재생하여 치유의 작용을 하지만, 항원이 제거

되지 않거나 과도하게 작용하게 되면 알러지 반응이나 

아토피 피부염, 접촉성 피부염과 같은 만성염증 반응을 

초래하게 된다[8]. 구체적인 예로서 인체피부가 장기간 

태양광선에 노출될 경우, 자외선은 활성산소종(reactive 

oxygen species, ROS)을 유발하게 된다. 또한 과량의 

ROS발생은 산화 환원 불균형 상태를 일으켜 표피와 진

피를 구성하는 세포와 세포 사이의 기질, 혈관 등에서 염

증을 유발하는 cytokine (TNF-α, IL-1β, IL-6, 1L-8) 

및 효소(iNOS, COX-2), 그리고 이들 효소의 산물들인 

PGE2, 산화질소(NO)들이 생성되어 만성 염증상태가 된

다[9-11]. 따라서 항염증 효능 소재들은 피부 자극완화 

효과가 필요한 화장품류와 더불어 여드름 및 아토피를 

완화하는데 도움을 주는 화장품류에 자주 활용되고 있다

[12]. 이러한 소재들은 화장품 배합시 피부 안전성 면에

서 부작용이 없어야 한다. 한편, 최근에는 안전하고 효과

가 우수한 천연물 유래의 자극완화소재 및 화장품 개발

이 증가되고 있는 추세이다.

  가막살나무(Viburnum dilatatum Thunb.)는 인동과

에 속하는 낙엽관목으로 산 중턱 이하의 숲속에서 서식

하며 3 m 정도 크기로 자란다. 잎은 대생, 둥근 모양이며 

길이는 6 ~ 12 cm 정도이고, 가장자리에 톱니가 있고, 

양면에 털이 있으며, 뒷면에 선점이 있고, 양끝이 좁고, 

턱잎은 없다. 꽃은 흰색이며, 열매는 붉은색을 띈다. 우리

나라 강원도 이남, 특히 제주도에 자생하며, 관상용으로 

많이 쓰이고 있다. 가막살나무 줄기나 잎을 협미라고 하

는데, 봄과 여름에 채취하여 약용한다. 열매와 어린순은 

식용으로 사용하기도 하며, 가막살나무 열매에는 항산화

효과가 있다고 알려지고 있다[13]. 그러나 가막살나무와 

관련된 생리활성 연구는 활발히 진행되어 있지 않은 편

이다.

  본 연구에서는 가막살나무 추출물과 이것의 용매 분획

물들이 RAW264.7 세포에서 LPS에 의해 유도된 NO 생

성 및 관련된 cytokine과 효소들(iNOS, COX-2)의 발현

에 미치는 영향을 비교하였다. 또한, 동일한 시료들에 대

하여 DPPH 라디칼 소거활성에 의한 항산화능력의 비교, 

그리고 Sodium lauryl sulfate (SLS)에 의해 유발된 세

포독성의 완화효과를 종합 고찰함으로써, 가막살나무 유

래 천연성분들의 항염증 작용기전을 설명하고자 하였다. 

2. 재료 및 실험

2.1. 식물재료 및 시료 추출물의 제조

  가막살나무 생체시료는 제주도 한라수목원에서 채집

하였다. 건조된 가막살나무 잎 50 g과 가지 50 g을 혼합

하여 분쇄한 후, 80% EtOH로 상온에서 초음파를 이용

하여 4 h 동안 추출하였다. 여과된 추출물은 감압회전농

축기를 이용하여 농축되었다. 이와 같이 농축 건조된 추

출물 시료 10 g에 hexane, methylene chloride, ethyl ace-
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tate, butanol 용매를  순차적으로 가하여 정제된 분획물

들을 제조하였다.

2.2. 세포배양

  American Type Culture Collection (ATCC)로부터 

mouse macrophage-like cell line인 RAW264.7과 fibro-

blast cell line인 CCD-986sk를 구입하였다. 두 종류 세포

주 모두 10 % FBS (Invitrogen, USA)를 첨가한 DMEM 

(WelGENE, Korea) 배지를 사용하여 37 ℃, 5 % CO2 

환경에서 배양되었다.

2.3. DPPH Radical 소거효과 측정

  가막살나무 잎과 세지로부터의 에탄올 추출물과 이를 

정제한 분획물들의 항산화 활성 효과는 Blois 등에 의해 

보고된 방법으로 측정하였다[14]. 여러 농도의 시료와 

0.2 mM DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 용액을 

96 well plate에 섞은 후 실온에서 30 min간 반응시킨 후 

microplate reader (SPECTRA MAX 190, Molecular 

Devices, USA)를 사용하여 517 nm에서 측정하였다. 시

료 대신 에탄올을 넣은 반응액을 대조군으로 하여 라디

컬 소거능력을 측정하였다. 이때 사용된 계산식은 다음

과 같다.

  Scavenge (%) = {1-(A-B)/C} × 100

  A : 시료액과 DPPH 용액을 반응시킨 실험군의 흡광도

  B : 시료액 자체 흡광도

  C : 에탄올과 DPPH 용액을 반응시킨 실험군의 흡광도

2.4. MTT 방법에 의한 세포생존율 측정 

  MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tet-

razolium bromide, Sigma) assay는 Mosmann[15]의 방

법을 변형하여 수행하였다. RAW264.7 세포는 24 well 

plate에 5 × 105 cells/well의 분포가 되도록  하였으며, 각

각의 시료를 농도별로 처리하고 40 min 뒤에 1 µg/mL 

농도로 LPS를 처리하여 24 h 동안 배양하였다. 이후에 

10 µg/mL 농도의 MTT 용액 10 µL을 각각의 well에 첨

가하고, 다시 4 h 동안 배양하였다. 마지막으로 100 µL의 

Dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma)를 첨가하여 생성된 

formazan 침전물을 용해시킨 후 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 측정값은 대조군에 대한 백분율로 표현하여 

독성 평가에 이용되었다. 

2.5. Nitric Oxide 생성량 측정

  NO의 생성은 NO의 대사물인 아질산염의 양을 측정하

는 Griess assay (주석)를 이용하였다. RAW 264.7 세포

를 5 × 105 cells/mL로 조절한 후 24 well plate에 접종하

고, 시료와 LPS (1 µg/mL)를 함유한 새로운 배지를 처

리하여 24 h 배양하였다. 생성된 NO의 양은 각 세포배양 

상등액 100 µL을 취하여 96 well plate로 옮긴 후 Griess 

reagent (1 % sulfanilamide in 5 % phosphoric acid and 

0.1 % naphthylethylenediamine dihydrochloride in dis-

tilled water, sigma) 100 µL를 혼합하여 96 well plates에

서 10 min 동안 반응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준농도 곡선은 so-

dium nitrite (NaNO2)를 단계적으로 희석하여 얻었다. 

2.6. RNA 분리 및 RT-PCR

  RAW 264.7 세포를 24 well plate에 배양하고 각각의 

시료와 LPS (1 µg/mL)를 처리하여 4 h 동안 배양하였

다. 각 실험군의 total RNA를 추출하기 위해 Easy Blue 

extraction kit (Intron, Korea) 1 mL을 첨가하여 세포를 

용해시키고 실온에서 5 min 동안 방치 후 chloroform 

200 µL를 첨가하여 15,000 rpm에서 15 min 동안 원심분

리 하였다. 투명한 상층액을 취하여 새로운 tube로 옮기

고 동량의 isopropyl alcohol을 첨가한 후 15,000 rpm에서 

10 min 동안 원심 분리하여 RNA를 침전시켰다. 0.1 % 

DEPC가 처리된 75 % EtOH로 세척한 후 공기 중에서 

건조시켰다. 역전사(reverse transcription) 반응은 Improm-II 

TM cDNA kit (Promega, USA)를 이용하여 total RNA 

3  µg을 oligo (dT) primer, 2.5 µL 10 mM dNTPs mix, 

1 µL random sequence hexanucleotides (25 pmole/25 

µL), 1 µL RNase inhibitor (20 U/µL), 1 µL 100 mM 

DTT, 4.5 µL 5 × RT buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 

375 mM KCl, 15 mM MgCl2)를 가한 후, 1 uL의 

Reverse transcriptase (200 U/µL)를 다시 가하고 DEPC 

처리된 증류수로서 최종 부피가 20 µL가 되도록 하였다. 

반응 혼합액을 잘 섞은 뒤 2,000 rpm에서 5 s 동안 원심

분리하여 37 ℃에서 60 min 동안 반응시켜 first-strand 

cDNA를 합성하였다. 이를 다시 95 ℃에서 5 min 동안 

반응시켜 reverse transcriptase를 불활성화시킨 후 합성

이 완료된 cDNA를 polymerase chain reaction (PCR)에 

사용하였다. cDNA로부터 TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS, 

COX-2, GAPDH를 증폭하기 위하여 3 µL의 cDNA, 4 

uM의 primer, 10× buffer, 250 uM dNTP, 25 mM 

MgCl2, 1 unit Taq polymerase (Promega, USA)를 이용
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Table 1. The Sequences of Primers and Fragment Sizes 

of the Investigated Genes in RT-PCR Analysis

Gene             Primer sequences
Frag-
ment

size (bp)

TNF-α 
F 5'-TATGGCTCAGGGTCCAACTC-3'

494
R 5'-AGCAAAAGAGGAGGCAACAA-3'

IL-1β
F 5'-CTCTGCAGACTCAAACTCCA-3'

204
R 5'-CAGGATGAGGACATGAGCAC-3'

IL-6
F 5'-CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3'

421
R 5'-GGAAATTGGGGTAGGAAGGA-3'

iNOS
F 5'-CCCTTCCGAAGTTTCTGGCA-3'

496
R 5'-GGCTGTCAGAGCCTCGTGGC-3'

COX-2
F 5'-CACTACATCCTGACCCACTT-3'

696
R 5'-ATGCTCCTGCTTGAGTATGT-3'

하여 PCR을 실시하였다. 합성하고자 하는 유전자들의 

primer 염기서열은 Table 1과 같았다. 사용된 PCR에 의

해 생성된 산물은 ethidium bromide로 염색된 1.0 % 

agarose gel에서 전기영동되었다.

2.7. SLS (Sodium Lauryl Sulfate)에 의한 세포독성 완화

효과 측정

  접촉성 피부염을 일으키는 모델로 SLS를 사용하여 피

부장벽 기능의 손실을 유발시키면 경피수분손실량(TEWL, 

trans-epidermal water loss)을 증가시킨다. 사람의 정상 

섬유아세포(human normal fibroblast)를 DMEM 배지가 

들어 있는 96 well micro plate에 접종시키고(2 × 104 

cells/well), 10 % CO2 조건에서 37 ℃로 24 h 배양하였

다. 상기 사람의 정상 섬유아세포는 ATCC (American 

Type Culture Collection)에서 구입하였다. 먼저 예비 실

험을 통해 가막살나무 추출물이 10 µg/mL 농도 이내에

서 세포 독성이 없음을 동일조건의 실험을 통해 확인하

였다. 그 후 100 µg/mL 농도의 SLS와 농도별로 희석된 

각 추출물시료를 동시에 처리하고, 또한 동일조건하에서 

추출물시료만 없는 경우를 대조군으로 하여 비교 실험하

였다. 48 h 배양 후 배지를 제거하고 앞서 설명된 MTT 

방법에 의한 세포생존률을 측정하여 가막살나무 추출물

의 SLS에 의한 세포 독성 완화 효과를 확인하였다. 

2.8. 인체 피부 일차 자극 시험

  가막살나무 추출물의 인체피부에 대한 일차 자극 유무

를 확인하고자 전문 임상시험 기관인 (주)더마프로에 의

뢰하여 수행하였다. 임상용 시료 추출물은 1,3-buthylene 

Table 2. Criterion about the Responses After Primary 

Human Skin Irritation Test

Symbol Grade  Clinical observation

+ 1 Slight erythema, either spotty or diffuse

++ 2 Moderate uniform erythema

+++ 3 Intense erythema with edema

++++ 4 Intense erythema with edema & vesicles

glycol (1,3-BG) 용액에 1 % (weight/volume)의 농도

로 준비하였다. 임상 시험 선정 기준에 부합하고 제외기

준에 해당되지 않는 피험자 여성 30명을 선정하였다. 피

험자를 대상으로 등 부위에 시료물질을 도포한 후 48 h 

후에 제거하였다. 제거 후 30 min, 24 h 후에 시험부위를 

관찰하였다. 피부 평가는 Table 2의 기준으로 평가하였

고, 패치를 붙인 날을 기준으로 48 h 및 72 h의 평균 반응

도를 확인하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 가막살나무 추출물의 DPPH Radical 소거효과 측정

에 의한 항산화능력 조사 

  가막살나무 추출물들의 항산화 능력을 조사하기 위하

여 DPPH radical에 의한 전자공여능 확인실험을 수행하

였다. 가막살나무 잎과 세지의 ethanol extract와 이것으

로부터 hexane, methylene chloride (CH2Cl2), ethyl 

acetate, butanol 등의 유기용매를 순차적으로 이용하여 

얻은 fractions을 대상으로 1, 5, 10, 30, 50, 100 µg/mL의 

농도에서 DPPH radical 소거 능력을 조사하였다. 이때, 

우수한 항산화 효과로 잘 알려진 vitamin C (SC50 = 

4.64 µg/mL)를 양성대조군으로 하여 위 추출물 시료들

에 대한 항산화효과를 비교하였다. 실험결과, Figure 1에

서와 같이 가막살나무 추출물 시료들 중에서 ethanol 

extract (SC50 = 17.03 µg/mL), ethyl acetate fraction 

(SC50 = 13.97 µg/mL), butanol fraction (SC50 = 10.30 

µg/mL) 순으로 항산화 활성 효과가 증가함을 알 수 있

었다. 양성대조군인 vitamin C보다는 낮은 항산화 능력

을 나타내었지만, 이들 추출물 시료들이 여전히 수많은 

천연화학성분들로 조성되어 있음을 고려한다면, 매우 높

은 항산화 능력 잠재성이 있다고 생각된다. 특히, 가막살

나무의 ethyl acetate fraction 및 butanol fraction에는 항

산화 활성이 우수한 유효 지표성분이 존재할 것으로 예

상된다. 반면에 hexane 및 methylene chloride fraction의 

경우 crude 상태의 ethanol extract보다도 더 낮은 항산
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Figure 1. DPPH radicals scavenging effect of crude etha-

nol extract of Viburnum dilatatum Thunb. and its organic 

solvent fractions. All tests were run in triplicate and 

averaged.

화 활성 효과를 나타내었다. 

3.2. RAW264.7 세포에서 LPS로 유도된 NO․ 생성에 대

한 가막살나무 추출물의 억제효과

  LPS에 의해 활성화된 RAW264.7 세포를 배양하여 항

산화 능력에 평가되었던 동일한 가막살나무 추출물 시료

들의 NO․ 생성억제 정도를 조사하였다. 이들 추출물 시

료들을 각각 10, 30, 50 µg/mL 농도에서 실험방법의 설

명에 따라 NO․ 생성억제를 측정하였다. 10 µg/mL 시

료농도를 기준으로 할 때, hexane 및 methylene chloride 

fraction에서 50 % 이상의 우수한 NO․ 생성저해율을 

나타내었다(Table 3). 이때, RAW264.7 세포의 viability

는 85 % 이상이었다. (data not shown) Ryu 등[16]의 

연구보고에 따르면, 총 83종의 약용식물을 대상으로 본 

연구와 유사한 조건으로 NO․ 생성억제 효과를 조사한 

결과, 80 µg/mL crude extract 농도에서 23종의 식물 추

출물들이 60 % 이상의 저해율을 나타내었음을 보고하였

다. 그러나 본 연구결과에서의 가막살나무 crude ethanol 

extract 시료는 50 µg/mL 농도에서 약 60 %의 저해율을 

나타내었다. 이러한 고찰에 따라서 가막살나무 유래 천

연성분들의 NO․ 생성저해 효과가 우수함이 간접적으

로 증명될 수 있었다.  

3.3. LPS로 유도된 iNOS 및 Inflammatory Cytokine 발현

에 대한 가막살나무 추출물의 억제효과 

  그람음성세균의 세포 표면을 구성하는 LPS로 대식세

포에 영향을 주어 inflammatory cytokine을 유발시켰을 

때 가막살나무 추출물이 이러한 염증 반응을 억제시키는 

효과가 있는지 알아보았다. 또한, cytokine에 의해 활성

화되며 염증 반응의 매개물질인 NO와 PGE2를 생합성

Table 3. Dose Dependent Inhibition of NO Production by 

Viburnum dilatatum Thunb. Extracts in LPS-activated 

RAW264.7 cells

Extract Samples
Inhibition (%)

50a 30a 10a

Total ethanol extract 59.3 31.4 0.0

Hexane soluble fraction 80.7 69.3 68.2

Methylene chloride soluble fraction 80.4 64.9 51.4

Ethyl acetate soluble fraction 48.5 26.7 25.3

Butanol soluble fraction 65.7 45.0 41.5

a
 Final concentration of samples in culture media in µg/mL

 All tests were run in triplicate and averaged. 

시키는 COX-2와 iNOS의 발현 억제도 RT-PCR로 확인

해 보았다. 

  COX-2는 급성 염증반응에서 prostaglandins의 합성에 

작용하여 염증을 유발하며, iNOS는 nitric oxide syn-

thase작용에서 TNF-α, IL-1, LPS 등의 자극에 의해 활

성화되어 혈관확장 및 조직손상을 유발하는 NO를 생성

한다. 따라서 가막살나무 추출물에 대한 cytokine, COX-2, 

iNOS 발현을 측정함으로써 염증반응 억제정도 및 효능 

작용기전을 판단할 수 있다. 본 실험에서는 NO 생성 억

제효과가 가장 우수하였던, 가막살나무 hexane fraction 

시료를 대상으로 수행하였다. 실험결과, Figure 2에서와 

같이 LPS로 자극한 경우에 각각 TNF-α / GAPDH, 

IL-1β / GAPDH, IL-6 / GAPDH, iNOS / GAPDH, 

COX-2 / GAPDH의 mRNA 비는 1.14 ± 0.02, 1.21 ± 

0.01, 1.19 ± 0.05, 1.24 ± 0.07, 1.23 ± 0.05이었고, 가막살

나무 시료를 100 µg/mL 추가한 경우에는 각각의 mRNA 

비가 0.04 ± 0.03, 0.03 ± 0.03, 0.01 ± 0.01, 0.01 ± 0.02, 

0.01 ± 0.01로 급격히 낮아짐을 알 수 있었다. 이와 같은 

결과에서, 가막살나무 시료 농도에 따라 mRNA의 발현

을 저해하는 효과가 있는 것을 확인했다(Figure 2).

  한편, 가막살나무 추출물 시료들 중 항산화 활성이 우

수한 분획물들이 NO 생성 억제효과까지 우수하지는 않

았다. 오히려 항산화 활성이 제일 저조하였던 hexane 및 

methylene chloride fraction들이 NO 생성 억제효과가 가

장 우수하였다. NO 생성은 염증반응과 관련된 다양한 

cytokine과 효소들(iNOS, COX-2)의 발현으로 유도되지

만, SLS와 같은 자극원이 피부에 접촉된 후 초기반응에

서 발생된 ROS가 최종 NO 생성을 유도하는 일련의 염

증반응 초기 인자로 작용할 수 있다는 보고가 있다[17]. 

따라서 우수한 항산화 활성 성분들은 NO 생성 억제를 
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Figure 2. Effect of hexane soluble fraction of Viburnum dilatatum Thunb. on the mRNA expression of TNF-α, IL-1β, 

IL-6, iNOS and COX-2 in LPS stimulated RAW 264.7 cells.

포함한 항염 효과도 기대될 수 있다. 그러나 본 연구결과

에서 가막살나무 추출물 시료를 더욱 정제한 분획물 시

료들의 항산화능력 및 NO 생성 억제능력이 서로 일치하

지 않았고, 반면에 hexane 분획 시료의 경우 LPS로 유

도된 TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS 및 COX-2 발현을 억

제하는 항염증 효능이 확인되었다. 이러한 결과들을 종

합하여 고찰해 볼 때, 가막살나무 추출물은 염증유발 자

극원의 초기반응에서 발생되는 ROS를 소거하는 능력과 

더불어 과도한 염증반응으로 유도되는 다양한 cytokine

과 효소들(iNOS, COX-2)의 발현을 억제하는 복합적인 

항염증 작용기전이 있는 것으로 생각된다.

3.4. SLS로 유도된 세포독성에 대한 가막살나무 추출물

의 세포보호효과

  SLS는 세포막에 결합되어 세포대사 억제와 세포막을 

파괴하는 피부자극 유발 물질로서 실험적으로 피부자극
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Samples
No. of

responder

48시간 72시간 반응도

1+ 2+ 3+ 1+ 2+ 3+ 48 h 72 h Mean

가막살나무 시료(1 %) 0 - - - - - - 0.0 0.0 0.0

Control (1,3-Butylene glycol) 0 - - - - - - 0.0 0.0 0.0

Table 4. Safety Evaluation of Viburnum dilatatum Thunb. Extract by Primary Human Skin Irritation Test

Figure 3. Protective effect of Viburnum dilatatum 

Thunb. extracts on SLS-induced cell damage.

을 유발할 때 가장 많이 사용되는 물질이다. Figure 3에

서 가막살나무 crude ethanol extract 시료의 세포독성 

완화 효과는 5 µg/mL 농도에서 가장 우수함을 알 수 있

었다. 이와 같은 결과로 가막살나무 추출물은 화장료 조

성물에 포함되었을 때 계면활성제에 의해 나타날 수 있

는 피부 자극을 완화할 수 있는 물질임을 확인하였다. 한

편, 위와 같은 실험결과를 앞선 항산화 효능 및 항염증 

효능 결과들과 연계하여 종합 고찰해 보았다. 비록 인간

의 섬유아세포에서 SLS에 의해 유도된 세포독성이 가막

살나무 에탄올 추출물에 의해 완화됨을 나타낸 결과이지

만, 앞서 고찰되었던 가막살나무 추출물의 항염증 작용

기전이 간접적으로 설명될 수 있었다. 즉, 가막살나무 추

출물은 염증유발 자극원의 초기반응에서 발생되는 ROS

를 소거함과 동시에 과도한 염증반응으로 유도되는 다양

한 cytokine과 효소들(iNOS, COX-2)의 발현을 또한 억

제하는 것으로 생각된다.   

3.5. 가막살나무 추출물의 인체피부자극 조사

  본 시험은 가막살나무 추출물이 인체피부에 대한 일차 

자극 유무를 확인하고자 수행되었다. 시험 대상자 30명

의 평균 연령은 29.4 ± 8.2세로, 최고 연령자는 44세, 최

저 연령자는 19세이다. Table 4에서 나타난 바와 같이 가

막살나무 시료는 인체 피부 일차 자극 시험 결과에서 자

극이 없는 것으로 확인되었다. 본 인체시험에 적용된 가

막살나무 추출물 농도는 1 % (weight/volume)이며, 항

염증 효능을 나타내는 농도인 100 µg/mL (Figure 2)를 

고려할 때, 화장료에 가막살나무 추출물을 1 % 농도로 

적용해도 최적 효능을 발휘할 수 있을 것으로 예상된다.

4. 결    론

  본 연구에서는 가막살나무의 잎과 세지로부터 유래되

는 천연화학성분들을 얻고, 이들의 자극완화용 화장품 

소재로서 가능성을 확인하기 위하여 항산화 효능 및 항

염증 효능을 조사하였다. DPPH (1.1-diphenyl-2-pic-

rylhydrazyl)를 이용한 전자공여능 측정방법에 의한 항

산화 효능을 조사한 결과, 가막살나무의 crude ethanol 

extract (SC50 = 17.03 µg/mL), ethyl acetate fraction 

(SC50 = 13.97 µg/mL), butanol fraction (SC50 = 10.30 

µg/mL) 순으로 항산화능력이 증가함을 알 수 있었다. 

그러나 리포다당체(lipopolysaccharide, LPS)에 의해 활

성화된 마우스 대식세포(RAW264.7 cells)에서 생성되는 

산화질소(nitric oxide : NO) 생성의 억제능을 조사한 결

과에서는 항산화 활성이 저조했던 hexane 및 methylene 

chloride fraction에서 10 µg/mL 시료농도를 기준으로 할 

때, 50 % 이상의 우수한 NO 생성저해율을 나타내었다. 

특히, 위와 동일 실험 조건에서 hexane fraction의 경우 

염증 반응 인자인 TNF-α, IL-1β, IL-6 등의 사이토킨

과 iNOS, COX-2 효소의 발현이 농도 의존적으로 억제

됨을 RT-PCR 방법으로 확인할 수 있었다. 이러한 결과

들을 고찰해 보면, 가막살나무 추출물은 염증유발 자극

원의 초기반응에서 발생되는 ROS를 소거하는 능력과 더

불어 과도한 염증반응으로 유도되는 다양한 cytokine과 

효소들(iNOS, COX-2)의 발현을 억제하는 복합적인 항

염증 작용기전이 있는 것으로 생각된다. 또한, 인간의 섬

유아세포에서 SLS에 의해 유도된 세포독성이 가막살나

무 에탄올 추출물에 의해 완화됨을 알 수 있었는데, 앞서 

고찰되었던 가막살나무 추출물의 항염증 작용기전이 간

접적으로 설명될 수 있었다.

  본 연구의 결과를 응용하여 가막살나무 유래 천연성분

들의 항염증 효능을 극대화하기 위한 원료개발 전략을 

구상할 수 있게 되었다. 즉, 피부자극 또는 피부염증 유
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발물질의 초기 작용기전에서 발생된 활성산소종(ROS)

은 ethyl acetate fraction 및 butanol fraction으로 제거할 

수 있는 반면, 과도한 염증반응으로 유도된 염증 반응 인

자들의 생성은 hexane 및 methylene chloride fraction이 

효율적으로 억제할 수 있을 것이다. 따라서 염증 반응의 

주요단계를 선택적으로 동시 차단하여 항염증 효능을 더

욱더 증가시킬 수 있기 위한 가막살나무 분획물들의 최

적 혼합 비율을 찾을 수 있다고 생각된다. 최종 결론으로

서 가막살나무 유래 천연화학성분들은 자극완화용 화장

품 소재 개발에 매우 유리하게 응용될 수 있음을 확인할 

수 있었다. 
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