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요 약: 본 연구에서는 산거울 추출물의 항주름 활성을 연구하기 위하여 항산화, 엘라스타제 활성 억제, Matrix metal-

loproteinase-1 (MMP-1) mRNA 발현 및 단백질의 생성 억제 관련 실험을 진행하였다. 산거울의 뿌리부분을 95 % 

에탄올로 추출하고 유기 용매로 분획하여 각 추출물 분획물에 대한 항산화 활성과 엘라스타제 억제 효능을 측정한 결과, 

EtOAc 분획이 각각 SC50=4.89 µg/mL, IC50=23.5 µg/mL 로 가장 우수한 결과를 나타내었다. 따라서 활성이 가장 

좋은 EtOAc 분획물로 부터 실리카겔 컬럼 크로마토그래피를 이용하여 활성물질을 분리하고, 분리된 물질이 α-vini- 

ferin임을 분광학적 분석결과로 확인하였다. RT-PCR을 이용한 MMP-1 mRNA 발현능 평가에서 EtOAc 분획물과 α- 

viniferin은 각각 50 ~ 60 % (10 ~ 100 µg/mL), 약 60 ~ 75 % (0.5 ~ 2 µg/mL)의 저해효과를 나타내었으며, 

Western-blot을 이용한 MMP-1 단백질 생성을 평가한 결과에서 역시 EtOAc 분획물과 α-viniferin은 같은 농도에서 

각각 50 ~ 65 %와 55 ~ 65 % 저해 효과를 나타내었다. 결론적으로, α-viniferin을 함유한 산거울의 EtOAc 분획층의 

주름 개선용 기능성 화장품 개발을 위한 소재로 개발 가능성을 확인하였다.

Abstract: In order to evaluate anti-wrinkle activity of Carex humilis extract, free radical scavenging activity, elas-

tase inhibitory activity and reduction of expression  Matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) mRNA and MMP-1 pro-

tein were investigated. The roots of Carex humilis were extracted with 95 % ethanol and successively partitioned 

with organic solvents with increasing polarity of the solvents. Each fraction of organic solvent were investigated by 

using free radical scavenging activity and elastase inhibitory activity test. Among them, EtOAc fraction showed anti-

oxidant activity (SC50=4.89 µg/mL) and elastase inhibitory activity (IC50=23.5 µg/mL). EtOAc fraction was devel-

oped on silica gel by open-column chromatography and consecutively re-developed on C18 resin by prep-HPLC to 

give α-viniferin as a major component, which was confirmed by spectrometric analysis. In the assay on expression 

of MMP-1 mRNA by RT-PCR and protein by western-blot, EtOAc layer (10 ~ 100 µg/mL) was reduced about 

50 ~ 60 %, 50 ~ 65 % respectively and α-viniferin (0.5 ~ 2 µg/mL) was inhibited about 60 ~ 75 %, 55 ~ 65 % 

respectively in human fibroblast. Therefore, our findings suggest that EtOAc layer of Carex humilis containing α- 

viniferin can be useful as an active ingredient for cosmeceuticals of anti-wrinkle effects.
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1. 서    론

  피부의 노화는 주름 증가와 탄력감소, 색소 침착 등의 

여러 형태로 나타난다. 그 중 가장 대표적인 노화의 현상

은 바로 주름이다. 이러한 주름을 생성하게 하는 피부 노

화원인은 크게 두 가지로 나누어 볼 수 있다. 나이가 들

어감에 따른 자연적인 노화인 내적 요인과 외부환경으로 

인한 외적 요인이다. 외적 요인으로는 자외선, 공해, 병, 

음주, 흡연 등이 있고, 내적 요인으로는 프리라디칼과 염

증의 발생, 스트레스, 세포 활성의 저하 및 돌연변이화, 

세포대사 불균형 등을 들 수 있다[1].

  피부의 구조에 따라 주름 발생 원인을 좀 더 자세히 설명

하면, 피부는 크게 표피와 진피로 나뉜다. 표피와 진피의 

경계부위는 표피세포 지지, 부착, 영양물질의 이동, 표피 

분화의 조절 등에 관여하는데, 각종 노화 요인 가운데 특히 

자외선은 외적 요인 가운데 대표적 원인으로, 피부가 자

외선에 노출되면 콜라겐 IV, VII이 감소하고, 연속적 반응

으로 표피 및 진피 지지기능이 감소되고, 선별 투과 기능

이 약화되어 해로운 성분이 쉽게 진피에 영향을 미치게 

되어 주름이 생성된다[2]. 

  좀 더 자세히 설명하면, 진피는 표피의 아래에 있는 결

합조직으로 이루어지는 조직으로 표피 세포인 keratino-

cyte 처럼 치밀하게 채워져 있지 않고 세포외 공간이 많

으며, 세포외기질(extracellular matrix)이라 불리는 거대 

분자의 망상 구조에 의해 채워져 있다. 세포외기질은 피

부 탄력성, 신진대사, 생기 등에 직접적으로 관여하고 있

다. 세포외기질의 성분인 산성 무코다당은, 대량의 물을 

이의 분자 내에 유지하여 겔 상을 나타내고, 이 겔 내의 

물이 영양분, 대사산물, 호르몬 등을 혈관으로부터 조직 

중의 세포까지 침투시키는 작용을 담당하고 있다. 따라서, 

세포외기질에 있어서의 산성 무코다당의 생산이 촉진되

면, 피부가 싱싱하게 될 뿐만 아니라, 피부의 신진 대사

가 촉진되어, 피부 노화를 방지하는 것이 가능하게 된다. 

또한, 섬유상 단백질은 조직의 형태를 유지하거나, 피부에 

탄성을 부여하는 등의 기능을 담당하고 있다. 따라서 세포

외기질에 있어서의 섬유성 단백질의 생산이 촉진되면, 

피부에 탄력을 주게 되어, 주름 또는 잔주름이 억제된다. 

이러한 세포외기질을 생산하는 섬유아세포의 활성이 내적, 

외적인 노화 요인, 특히, UV에 의해 저하되게 되면 콜라겐 

생합성이 감소하고 변성된 엘라스틴이 증가하게 된다. 

또한 세포외기질을 분해하는 메트릭스 메탈로프로테나

아제(Matrix Metalloproteinases, MMPs)의 증가로 콜라겐 

등의 기질의 분해가 증가되고 진피 내 solar scar가 발생

하게 되고, 표피-진피 경계부가 파괴되어 유해 성분이 유

입되고 진피 분해가 가속화된다. 결국에는 피부의 탄력

성이나 싱싱함, 생기를 잃게 되고, 주름, 잔주름, 피부의 

거칠어짐이 발생하게 되어 피부 노화를 초래하는 하나의 

원인이 된다[3-5]. 특히, 콜라겐은 피부 진피의 주성분으

로서 MMP-1에 의해 분해된다. 따라서 위에서 설명한 

주름 생성 요인 중 가장 큰 부분을 차지하고 있는 콜라겐 

등의 세포외기질의 합성량을 증가시키거나, 세포외 기질

을 분해하는 효소인 MMPs를 저해함으로써 생기 있는 

젊은 피부를 유지하기 위한 방법을 모색하기 위한 시도

가 이루어지고 있다. 

  산거울(Carex humilis Leyss)은 우리나라 각처의 그늘

진 바위틈이나 건조한 숲 속에 나는 사초과의 다년초로 

그 종류만 2,000가지 정도가 분포하고 있다. 키는 6 ~ 10 

cm, 근경은 굵고 짧으며, 줄기는 적고, 총생이다. 잎은 좁

고 길며, 길이는 30 cm 정도, 폭은 1 mm 정도 되며, 가장

자리는 거칠거칠하고, 짧은 털이 나 있다. 작은 이삭은 2 

~ 3개, 수꽃 이삭은 1개가 줄기 끝에 붙고, 선상 피침형, 

자루가 있으며, 길이 12 mm 정도의 엷은 적갈색이다. 암

꽃이삭은 1 ~ 2개가 줄기 옆에 붙고, 선형이며, 길이는 

3 mm 정도의 적갈색이다. 비늘조각은 타원형으로 끝이 

날카롭고 작으며, 가는 까락이 있다. 과낭은 비늘조각보다 

매우 짧으며, 암술머리는 3갈래로 갈라진다. 열매는 수과

로 길이 2 mm의 세모진 넓은 도란형이다[6].

  산거울에서 분리한 화합물인 α-viniferin은 COX (cy- 

clooxygenase)-2의 활성과 TNF (tumor necrosis factor)

의 방출을 동시에 억제하고(공개특허 특2003-0084271), 

프로스타글란딘(prostaglandin)이라는 염증유발 물질을 

합성하는 COX 활성을 억제하여 염증반응 억제에 관여

한다는 보고가 있었으며[7-10], 또한 해외특허 항암제로서 

토포아이소머레이즈 II(topoisomerase II)의 활성을 억제

하여 항암 효과를 나타내거나[11-13], 아세틸콜린 가수

분해 효소를 억제하여 기억력 향상에도 도움을 주는 것

[14]으로 보고된 바 있다.

  선행 연구에서는 산거울 추출물과 이것에서 분리한 α- 

viniferin에 대한 연구 중에서 성분과 작용에 대한 연구는 

보고되어 있으나, 주름 관련 유전자인 MMP-1의 발현 

및 생성에 대한 산거울 추출물과 이것에서 분리한 α- 

viniferin의 영향을 평가한 연구는 아직까지 보고되어 있

지 않다. 따라서 본 연구에서는 화장품 원료로서 사용 가

능한 산거울 추출물을 제조하여 이들 추출물(혹은 분획)

의 MMP-1의 발현 저해능력을 측정하여 항주름 효과를 

측정하고 항주름 화장품 소재로서의 개발 가능성이 있는
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Figure 1. Structure of α-viniferin.

지를 검토하였다.

2. 실험재료  방법

2.1. 시약  기기

  산거울(Carex humillis)은 경동 약업 시장에서 구입한 

것으로 음건 후 지상부를 제거한 뿌리 부분만을 사용하

였다. 추출 및 분리정제에 사용한 methanol (MeOH), 

methylene chloride (MC), ethyl acetate (EtOAc), bu-

tanol (BuOH), n-hexane은 덕산화학(Korea)에서 생산한 

용매를 사용하였고, 정량에 사용한 acetonitrile (MeCN)은 

J.T.Baker (USA)의 용매를 사용하였다. 초기 분리에는 

silica gel (Fuji, Japan)를 사용하였고, α-viniferin 함량 

분석과 정제에는 HPLC (10A, SHIMADZU SCC, JAPAN) 

시스템을 사용하였다. 또한 정제에 사용한 컬럼은 ACE 

HPLC Column사에서 제조한 ACE 5C18 (250 × 21.2 

mm, Japan)을 사용하였다. UV 측정은 UV500  (Perki- 

nelmer, USA)을 사용하였고, IR은 FTS3000 (BIO RAD ; 

USA)을 사용하였으며, 구조분석은 500 MHz NMR 

spectroscopy (BURKER; Australia)로 측정하였다. 

LC-Mass는 HEWRETT PACKARD 8453 Spectro- 

photometer (Varian, USA)를 사용하여 positive ESI로 

분석하였다.

  사람 섬유아세포(CRL-2076)는 American Type 

Culture Collection (ATCC, USA)로부터 구입하였으며, 

세포배양에 필요한 배지 및 시약은 Invitrogen (USA), 

Sigma (USA), Nunc (USA)로부터 구입하여 사용하였다. 

흡광도 측정은 Tecan사(Austria)의 Infinity M200 mi-

croplate reader (Tecan, Switzerland)를 사용하여 측정

하였다. RT-PCR은 SuperBio사(Korea)의 All-in-one 

RT-PCR Kit (P7004)를 하였으며, Western blot을 위해 

Bio-Rad (USA)의 western blot kit 및 semi-dry transfer 

system을 사용하였고 image analysis system (Bio-rad, 

USA)으로 결과를 확인하였다. 항체는 Santa Cruz 

Biotech (USA)에서 구입하였다.  

2.2. 산거울 추출물의 제조

  2.2.1. 추출  분리

  건조한 산거울(Carex humillis) 뿌리를(41 kg) 95 % 

에탄올에 침적하여 상온에서 10일간 추출하였다. 추출이 

끝난 후 추출액을 농축하여 농축물 0.88 kg을 획득하였

다. 농축물을 10 L 정제수에 분산시키고 MC, EtOAc, 

BuOH 순서로 분획하여 각각 MC층 0.02 kg, EtOAc층 

0.48 kg, BuOH층 0.09 kg, 정제수층 0.29 kg을 얻었다. 

  또한 EtOAc 분획물(0.48 kg)을 실리카 컬럼(9 × 20 

cm, FUJI silica gel)을 사용하여 n-Hexane/EtOAc를 전

개용매(1 : 1)로 하여 HPLC 분석 후 정제(ACE HPLC 

Columns, 60 % MeCN isocreatic, 286 nm)하여 순수한 

α-viniferin(순도 ≥ 99 %)을 얻었다. 

  2.2.2. α-Viniferin

  α-Viniferin (C42H30O9)는 적갈색의 분말로 이것을 에

탄올 용액 5,000배로 용해하여 UV를 측정하면 λmax 203 

± 2 nm, 287 ± 2 nm에 나타났다. 브롬화칼륨정제법에 

따라 적외선을 측정할 때 파수 3,308, 1,590, 1,504, 1,436, 

1,350, 1,218, 1,165, 1,109 및 817 cm-1 부근에서 흡수하

였다. LC-MS로 측정한 결과 m/z = 679 [M+H], 

678[M]로 확인 되었으며 
1H-NMR과 

13C-NMR 자료는 

이미 보고된 자료와 동일한 것을 확인 하였다[15,16]. 
1
H-NMR (500 MHz, Acetone-d6) : δppm 4.11 (s, 1H, 

H-3(I)), 4.77 (d, 1H, H-3(III)), 4.85 (d, 1H, H-3(II)), 

5.05 (d, 1H, H-2(III)), 6.09 (d, 1H, H-2(II)), 6.14 (d, 

1H, H-5(I)), 6.22 (s, 1H, H-2(I)), 6.38 (m, 3H, 

H-7(I,II,III)), 6.74 (d, 1H, H-5(III)), 6.87 (m, 3H, H-3', 

5'(I), H-5(II)), 6.92 (m, 4H, H-3',5'(II,III)), 7.18 (m, 

4H, H-2', 6'(I,III)), 7.36 (m, 2H, H-2', 6'(II)); 
13C-NMR (125MHz, Acetone-d6): δppm 46.4 (C-3(I)), 

52.8 (C-3(II)), 55.7 (C-3(III)), 86.4 (C-2(I)), 90.0 

(C-2(II)), 95.6 (C-2(III)), 96.6 (C-7(II,III)), 98.0 (C-7(I)), 

105.8 (C-5(III), 106.2 (C-5(II)), 108.5 (C-5(I)), 115.7 

(C-3',5'(I)), 116.1 (C-3',5'(III, II)), 118.8 (C-3a(I)), 
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119.7 (C-3a(III)), 120.9 (C-3a(II)), 128.1 (C-2',6'(I)), 

128.2 (C-2',6'(II)), 128.6 (C-2',6'(III)), 132.0 (C-1'(I)), 

132.3 (C-1'(II)), 132.5 (C-1'(III)), 138.7 (C-4(III)), 

139.7 (C-4(II)), 141.2 (C-4(I)), 157.8 (C-4'(I)), 158.2 

(C-4'(II)), 158.4 (C-4'(III)), 159.4 (C-6(II,I)), 160.7 

(C-7a(II)), 160.8 (C-6(III)), 161.6 (C-7a(I)), 161.8 

(C-7a(III)).

2.3. 항산화 활성 

  Hatano 등의 방법을 변용하여[17] 0.2 mM 의 1,1-di-

phenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 용액 0.5 mL에 시료

를 농도별로 1 mL을 첨가하고, Voltex mixer로 10 s 간 

진탕 후 상온에서 10 min 간 반응시킨 후, 520 nm 에서 

흡광도를 측정하였다. 양성 대조물로는 ellagic acid를 조제

하여 측정하였다. 각 시료의 항산화작용은 SC50치(sca- 

venging concentration50: DPPH 라디칼 형성을 50 %로 

억제하는 데 필요한 µg/mL 농도)로 나타내었다.

2.4. 엘라스타제 활성 억제 평가

  123.2 mM Tris-Cl 완충용액 (pH 8.0)에 N-succin-

yl-(Ala)3-p-nitroanilide 1.015 mM이 용해된 기질액 

1,300 mL에, 시료를 일정농도로 정제수로 희석한 액을 

100 mL 첨가한다. 여기에 효소액(0.037 u/mL양의 elas-

tase 수용액)을 100 mL 첨가하여 25 ℃ 수욕상에서 10 

min 간 반응시켜 UV-Visible spectrum 410 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 양성 대조구로는 oleanolic acid를 

조제하여 측정하였다. 각 시료의 억제 작용은 SC50치

(N-Succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide를 N-succinyl-(Ala)3

와 p-nitroanilide로 분해되는 것을 50 %로 억제하는데 

필요한 µg/mL 농도)로 나타내었다. 

  색보정은 N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide가 용해된 

완충용액 대신 123.2 mM Tris-Cl 완충용액 1,300 mL를 

첨가하며, 실험군과 동일한 농도의 시료를 첨가하였다.

  [계산식 1] 

  Elastase 저해율(%) = 

1-{(실험군-색보정)/(대조군-색보정)} × 100

2.5. 세포 배양

  ATCC사로부터 구입한 사람 섬유아세포(CRL-2076)

를 10 % fetal bovine serum (FBS), 1 % penicillin- 

streptomycin을 첨가한 Iscove's modified Dulbeco's me-

dium (IMDM)으로 세포수가 5 × 105 cells/dish가 되도록 

하여 배양하였다. 배양용기는 100 mm cell culture dish를 

사용하였으며, 10 ~ 12 mL의 배지로 37 ℃, 포화습도로 

유지되는 5 % CO2 배양기에서 단층 배양하였다. 배지는 

일주일에 두 번씩 갈아주고, confluency에 도달한 세포는 

0.25 % trypsin-EDTA를 사용하여 trypsinization한 후 

계대 배양하여 유지하였다.

2.6. 세포 독성 실험 

  살아있는 세포는 미토콘드리아에 존재하는 탈수소 효

소에 의해 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-

trazoliumbromide (MTT)가 MTT- formazan으로 전환

되므로 이것의 양을 재면 살아있는 세포의 수를 측정할 

수 있다[18]. 24-Multiwell plate에 5 × 104 cells/well 

농도의 사람 섬유아세포를 10 % fetal bovine serum (FBS)

이 첨가된 배지로 접종하여 24 h 배양하였다. 배양된 세

포의 배지를 serum-free 배지로 교체하고 시험품을 농도

별 처리하여 24 h 배양하였다. 대조군으로 시험품을 

녹인 용매만을 처리하여 배양하였다. 배양이 끝난 세포에 

MTT 용액 (2.5 mg/mL) 100 mL를 첨가하여 37 ℃에서 

4 h 반응시켰다. 상등액을 제거하고 dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 500 mL를 첨가하여 생성된 MTT-formazan 

결정체를 용해시킨 후 ELISA reader로 570 nm에서 

흡광도를 측정한다. 세포 독성은 대조군과 비교하여 

흡광도의 백분율로 나타내었다.

2.7. MMP-1 발  해능 평가

  2.7.1. UVA 조사  시험품 처리 

  사람 섬유아세포를 1 × 106 cells/dish의 농도로 60 mm 

cell culture dish에 24 h 배양하였다. 24 h 후 배지를 제거

하고 phosphate buffered saline (PBS)으로 세척하여 배

지의 serum 성분 제거 후 PBS 3 mL을 넣어 6 J/cm2 

UVA를 조사하였다. UVA 조사 후 serum-free 배지로 

교체하고 시험품을 처리하여 24 h 배양하였다. 

  2.7.2. RNA 분리  RT-PCR

  RT-PCR을 사용하여 MMP-1 발현의 확인을 위하여 

UVA를 조사하여 24 h 배양한 세포로부터 TRIzol re-

gent를 이용한 phenol-chloroform 추출 방법으로 total 

RNA를 분리하였다. 정량 후 1 µg의 total RNA를 All- 

in-one RT-PCR kit를 사용하여 MMP-1과 β-actin의 

RT-PCR를 수행하였으며, 반응 조건은 MMP-1은 95 ℃ 

1 min, 48 ℃ 1 min, 72 ℃ 1 min, 25 cycles이고, β-actin
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Table 1. DPPH Assay of Carex Humilis Extract

Concentration 

(µg/mL)
Activity (%) SC50 (µg/mL)

EtOH Extract

1 10.90

4.975 50.12

10 82.16

Hexane layer

1 -2.88

ND5 7.77

10 8.99

EtOAc layer

1 13.77

4.895 51.19

10 80.67

BuOH layer

1 11.05

4.755 51.98

10 80.74

Water layer

1 11.35

6.075 48.41

10 78.61

Ellagic Acid

1 34.68

2.545 81.34

10 87.83

은 95 ℃ 1 min, 62 ℃ 1 min, 72 ℃ 1 min, 25 cycles로 

반응시켰다. RT-PCR product는 2 % (w/v) agarose gel

에 전기 영동하여 image analysis system으로 결과를 

정량하였으며, 발현률은 UVA만을 처리한 대조군과 

비교하여 백분율로 나타내었다.

  Actin Primer 

    - sense : 5'-GAGACCTTCAACACCCCAGCC-3'

antisense : 5'-GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC-3'

  MMP-1 Primer 

    - sense : 5'-TGGGAGCAAACACATCTGA-3'

antisense : 5'-ATCACTTCTCCCCGAATCGT-3'

      

  2.7.3. Western Blot

  Western blot 방법으로 MMP-1 단백질 발현을 확인하

기 위해, UVA를 조사하여 24 h 배양한 세포의 배지를 

모아 ultra-filter concentrator로 농축하여 western blot에 

사용한다. 단백질 정량은 BCA (SIGMA, USA) 시약을 

함께 제공된 메뉴얼 방법에 따라 정량하였으며, 정량된 

total protein을 protein electrophoresis system (BIO-RAD, 

USA)을 이용하여 10 % acrylamide gel에 전기영동한 

후 semi-dry 방법으로 PVDF membrane에 전기영동한 

단백질을 transfer하였다. 단백질이 transfer된 mem-

brane을 5 % skim milk로 blocking하고 anti-MMP-1 

primary antibody로 반응시킨 후 anti-MMP-1을 인지하

는 HRP-conjugated anti-rabbit secondary antibody를 

처리하여 반응시켰다. 반응이 끝난 membrane은 암실에서 

enhanced chemiluminescence (ECL)와 반응시켜 X-ray 

필름에 감광하여 결과를 얻은 후 image analysis system

으로 결과를 정량하였다. 발현률은 UVA만을 처리한 대

조군과 비교하여 백분율로 나타내었다.

3. 결과  고찰

 

3.1. DPPH 활성 억제 효능

  Hatano 등의 방법을 이용하여 산거울 에탄올 추출물

과 각각의 분획물의 항산화도를 측정한 결과 에탄올 추

출물(SC50 = 4.97 µg/mL)과 EtOAc 분획물(SC50 = 

4.89 µg/mL)에서 대조구로 사용된 ellagic acid (SC50 = 

2.54 µg/mL)와 비슷한 정도의 우수한 억제 활성을 보였

다(Table 1).

3.2. 엘라스타제 활성 억제 효능

  산거울 에탄올 추출물과 각각의 분획물의 엘라스타제 

활성 억제 효능을 평가한 결과, 에탄올 추출물과 EtOAc 

분획물에서 IC50이 각각 31.2 µg/mL, 23.5 µg/mL으로 나

왔으며, 대조구로 사용한 oleanolic acid는 11.85 µg/mL

으로 나왔다. 이들은 엘라스타제 활성 억제 효과가 ole-

anolic acid보다는 낮지만 비교적 우수한 억제 효과를 가

짐을 확인하였다(Table 2). 

3.3. α-viniferin의 분리

  산거울 추출물을 제조하여 각각의 분획물의 항산화 효

능과 엘라스타제 활성 억제 효능을 측정한 결과, EtOAc 

분획물에서 강한 활성을 보였다. 강한 활성을 보이는 

EtOAc 분획물을 HPLC를 통하여 대략적인 성분들을 확

인하고 많은 양을 차지하는 피크를 선별하여 분리/정제 

하였다. 이렇게 얻어진 α-viniferin을 이후 MMP-1 

mRNA 발현 및 단백질 생성 억제 실험에 사용하였다.

3.4. 사람 섬유아 세포 독성 

  산거울 에탄올 추출물의 EtOAc 분획물이 항산화 및 

엘라스타제 활성 억제 효과가 가장 우수하였기 때문에, 
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Table 2. Elastase Inhibitory Activity (%) of Carex humilis 

Extract

Concentration 

(µg/mL)
Activity (%) IC50 (µg/mL)

EtOH Extract

33.33 52.77 

31.2
66.67 69.84 

100.00 76.95 

133.33 77.07 

Hexane fraction

33.33 4.95 

ND
66.67 17.45 

100.00 21.69 

133.33 36.98 

EtOAc frat

33.33 64.66 

23.5
66.67 76.38 

100.00 89.52 

133.33 93.04 

BuOH layer

33.33 1.50 

ND
66.67 5.47 

100.00 10.45 

133.33 7.89 

Water layer

33.33 4.03 

ND
66.67 15.83 

100.00 11.82 

133.33 9.71 

Oleanolic Acid

3.33 7.31

11.85
6.67 20.59

10.0 39.72

13.3 58.09

Figure 2. Cytotoxicity assay of Carex humilis extract and 

α-viniferin. The data were expressed as mean values (± 

standard deviations) of three experiments. The results were 

expressed as the mean ± S.D. 1 : Control, 2 : EtOAc layer 

of Carex humilis extract 10 µg/mL, 3 : EtOAc layer of 

Carex humilis extract 50 µg/mL, 4 : EtOAc layer of Carex 

humilis extract 100 µg/mL, 5 : α-viniferin 0.5 µg/mL, 6 : 

α-viniferin 1 µg/mL, 7 : α-viniferin 2 µg/mL. 

Figure 3. Effect of Carex humilis extract and α-viniferin 

on the expression of MMP-1 mRNA. The data were 

expressed as mean values (± standard deviations) of three 

experiments. The results were expressed as the mean ± S.D. 

(* p < 0.05) 1 : Control, 2 : UVA (6J), 3 : EGCG 4.6 µg/mL, 

4 : EtOAc layer of Carex humilis extract 10 µg/mL, 5 : EtOAc 

layer of Carex humilis extract 50 µg/mL, 6 : EtOAc layer of 

Carex humilis extract 100 µg/mL, 7 : α-viniferin 0.5 µg/mL, 

8 : α-viniferin 1 µg/mL, 9 : α-viniferin 2 µg/mL. 

EtOAc 분획물과 EtOAc 분획물의 지표물질인 α-vini- 

ferin에 대한 사람의 피부 세포에서의 항주름 효과를 

조사하였다. 먼저 일련의 항주름 실험을 진행하기 위해, 

사람 섬유아세포에서 EtOAc 분획물의 세포 독성 시험을 

실시한 결과, 시험 농도인 100 µg/mL까지 독성이 없었

으며, EtOAc 분획물의 지표물질인 α-viniferin도 시험 농

도인 2.0 µg/mL까지 독성이 없음을 확인하였다(Figure 2).

3.5. MMP-1 발  해능

  주름 관련 유전자인 MMP-1의 발현 및 생성에 대한 

EtOAc 분획물 및 그의 지표물질인 α-viniferin의 영향을 

평가하기 위해 사람 섬유아세포를 이용하여 RT-PCR과 

Western blot을 실시하였다. MMP-1 발현 및 생성을 유

도하기 위해 UVA 6J를 조사하였으며, EtOAc 분획물을 

처리하여 배양한 결과, EtOAc 분획물은 UVA 대조군과 

비교하여 MMP-1 mRNA 발현과 단백질 발현을 유의성

있게 감소시켰다(Figures 3, 4). RT-PCR을 이용한 

MMP-1 mRNA 발현 조사에서, EtOAc 분획물은 10 

µg/mL에서부터 UVA 대조군의 발현량보다 약 50 % 이

상 감소시켰으며, 100 µg/mL에서는 약 60 % 이상 감소

시켰다. EtOAc 분획물의 지표물질인 α-viniferin 또한 

0.5 µg/mL에서 약 60 % 이상 감소시켰으며, 2 µg/mL

에서는 약 75 % 이상 감소시켰다. Western blot을 통한 
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Figure 4. Effect of Carex humilis extract and α-viniferin 

on the production of MMP-1 protein. The data were 

expressed as mean values (± standard deviations) of three 

experiments. The results were expressed as the mean ± S.D. 

(* p < 0.05) 1 : Control, 2 : UVA (6J), 3 : EGCG 4.6 µg/mL, 

4 : EtOAc layer of Carex humilis extract 10 µg/mL, 5 : EtOAc 

layer of Carex humilis extract 50 µg/mL, 6 : EtOAc layer of 

Carex humilis extract 100 µg/mL, 7 : α-viniferin 0.5 µg/mL, 

8 : α-viniferin 1 µg/mL, 9 : α-viniferin 2 µg/mL  

MMP-1 단백질 생성량 조사 결과, RT-PCR 결과와 비슷

한 양상을 보였으며, EtOAc 분획물은  10 ~ 100 µg/mL 

처리시 약 50 ~ 65 % 저해율을 보였고, α-viniferin은 

0.5 ~ 2 µg/mL 처리시 약 55 ~ 65 % 저해율을 보였다. 

4. 결    론

  산거울 추출물의 항주름 활성을 연구하기 위하여 항산화, 

엘라스타제 활성 억제,  MMP-1 mRNA 발현 및 단백질의 

생성 억제 관련 실험을 진행하였다. 산거울 뿌리 95 % 

에탄올 추출물과 용매 극성을 변화시키며 추출한 유기 

용매 분획물을 항산화 활성과 엘라스타제 억제 효능을 

측정한 결과, EtOAc 분획물이 가장 활성이 뛰어남(SC50 

= 4.89 µg/mL, IC50 = 23.5 µg/mL)을 확인하고, 활성

성분 규명을 위하여 활성에 따른 분획을 추적하여 단일 

물질을 분리하고, 분광학적 분석법을 통하여 α-viniferin

임을 확인하였다. EtOAc 분획층과 α-viniferin의 MMP-1 

mRNA 발현 및 단백질 생성을 평가한 결과, EtOAc 분

획층은 10 ~ 100 µg/mL 처리시 각각 약 50 ~ 60 %, 

50 ~ 65 % 저해 효과를, α-viniferin은 0.5 ~ 2 µg/mL 

처리 시 각각 약 60 ~ 75 %, 55 ~ 65 % 저해 효과를 

보였다. 결론적으로, α-viniferin을 함유한 산거울의 EtOAc 

분획층의 주름 개선용 기능성 화장품 소재로서의 개발가

능성을 확인하였으며, 추후 제형을 통한 임상시험 결과

를 진행한다면 기능성 화장품 신소재로 개발할 수 있으

리라 사료된다.
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