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Abstract: Silkworm-derived silk materials which contain 45

to 55% protein (18 amino acids, including 8 essential amino

acids) have free radical-scavenging activities. In the present

study, we investigated the whitening and anti-aging effects of

silkworm gland under various conditions with B16F1 mela-

noma cells and human dermal fibroblasts. To evaluate the tox-

icity of soluble gland hydrolysate (SGH), mouse-derived

B16F1 melanoma cells were treated with 0.2~5 mg/mL, cyto-

toxicity was not observed at all concentrations. The tyrosi-

nase and elastase activities were significantly decreased as

dosage levels of SGH increased. In addition, cell death was

decreased by treated with SGH and antioxidative activity was

the most effective in the SGH treatment. These findings sug-

gest that SGH may be used as a potential functional biomate-

rial in having the skin whitening effect and anti-aging activity

by inhibition of tyrosinase and elastase activities.

Keywords: Anti-aging, ROS, Silkworm gland hydrolysate,

Whitening

1. 서론

여성의 사회적 기여도 증가 및 남성들에 대한 미적 관심도가

증가함에 따라 화장품 산업은 지속적인 성장세를 나타내고

있다. 최근 자연주의를 선호하는 문화의 영향으로 화장품 산

업에도 천연물을 이용한 화장품 소재 연구가 활발히 진행되

고 있다 [1]. 특히, 주목 받고 있는 천연 소재 중 하나인 누에

실크 단백질은 인간에게 친숙하며 항산화, 보습, 미백, 항노

화 효과가 우수하고 생체적합성 및 기계적 물성이 우수하다

[2]. 천연 실크 단백질은 누에의 체내에 존재하는 실샘으로

부터 합성되며 70%가 피브로인, 30%가 세리신으로 구성되

어 있다. 누에고치에서 분리한 피브로인 단백질은 보습능 및

항염증 효과가 밝혀진 이후 수 많은 응용연구가 수행되었다

[3,4].  반면에 세리신 단백질의 경우 tyrosinase 활성을 효과

적으로 저해하였다는 연구결과가 있음에도 불구하고, 정련

하는 과정 중에 폐수와 함께 제거되므로 세리신을 이용한 응

용연구는 미비한 실정이다 [5].

멜라닌은 피부나 모발의 갈색 혹은 검은색의 근원이 되는

색소로 멜라닌 세포의 의해 생성되는데, 이 멜라닌 세포가

피부 표면에서 멜라닌을 많이 합성하면 피부색이 어두워진

다 [6]. 따라서 멜라닌이 피부에서 과도하게 합성되는 것을

방지하기 위하여 많은 미백제가 개발되었다. 미백제가 멜라

닌 합성을 억제하는 주된 방법으로는 1) tyrosinase 효소 활성

을 유도하는 신호전달 차단, 2) 자외선 차단, 3) 멜라닌 세포

가 표피세포로 이동하는 단계 차단, 4) 멜라닌 색소를 빠르게

bleaching, tyrosinase 효소 활성을 억제하는 방법으로 크게

구분할 수 있다 [7,8]. 이 중 tyrosinase 효소활성을 억제하는

연구방법이 미백제 개발을 위해 가장 많이 이용되고 있다

[9,10]. 자외선에 의해 아미노산의 일종인 tyrosine이 멜라닌
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세포 내에서 tyrosinase의 자극을 받아 도파 (DOPA, 3,4- dihy-

droxyphenylalanine)와 도파퀴논 (DOPA-quinone)으로 전환

됨으로써 멜라닌의 합성이 시작된다. 따라서 tyrosinase 효소

활성을 유도하는 신호전달을 차단하는 것은 미백 효과를 극

대화시키기 위한 기초 과정이라 할 수 있다.

피부의 노화는 나이가 들어감에 따라 산화적 스트레스의

증가로 자연적으로 발생하기도 하고 (자연노화: intrinsic aging),

자외선과 같은 광선에 장기간 노출되어 일어나기도 (광노화:

photo aging) 한다. 산소를 이용하여 생존하는 피부 세포는

자외선에 노출되면 활성산소종 (reactive oxygen species,

ROS)이 증가되어 피부의 효소 및 비효소적 항산화 방어체계

가 손상된다. 산화적 스트레스는 지질과산화, 단백질 산화,

피부 염증 유발, 피부 면역기능 억제를 야기시켜 광노화를

촉진시킨다. 특히 단백질 분해효소, elastase 발현의 증가로

피부의 진피 조직 단백질이 현저히 감소하여 피부의 탄력을

유지하는 결합조직이 파괴되고 주름과 탄력저하, 피부 처짐

이 동반된다 [11,12].

현재까지 누에 실크 단백질을 이용하여 미백 및 항노화에

대한 연구는 보고된 사례가 많지 않다. 본 연구진은 최근 고

온, 고압 또는 유기용매 등을 사용하지 않고 동결 건조한 누

에 실샘으로부터 수용성 가수분해물을 제조하는 새로운 제

조방법을 개발하였다 [13]. 따라서 본 연구에서는 새로운 제

조법으로 생산한 누에 실샘 가수분해물의 미백 및 항노화 효

과를 검증하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 세포 배양

마우스 유래 B16F1 세포와 인간 피부 유래 섬유아세포

(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)는 Alpha-Minimum

Essential Medium (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA)

배지에 10% FBS (Sigma-Aldrich Co., MO, USA)와 1%

penicillin-streptomycin (Thermo Fisher Scientific Inc.)을 첨가

한 후 37oC, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

2.2. 누에 실샘 가수분해물의 제조

5령 7일 익은 누에 (백옥잠)를 동결건조하여 실샘만 분리한

후, 원심식 초미세분말 제조기를 이용하여 실샘 분말을 제조

하였다. 수용성 실샘 가수분해물 (soluble gland hydrolysate,

SGH)의 제조는 실샘 분말 24 g을 증류수 0.8 L에 혼합하여

상온에서 30분 동안 교반 후 4oC에서 13,000 rpm으로 30분간

원심분리하여 상등액만 회수하였다. 회수한 상등액에 1 M

NaOH를 가하여 상온에서 30분간 가수분해 하였다. 전체 실

샘 가수분해물 (total gland hydrolysate, TGH)의 제조는 실샘

분말 24 g을 1 M NaOH 0.8 L에 혼합하여 80~90oC에서 1시

간 동안 가수분해 하였다. 가수분해된 SGH와 TGH의 상등

액에 인산을 첨가하여 중화시킨 뒤 셀룰로오스 투석막

(MWCO = 3,000, Spectrum, USA)을 이용하여 3일 동안 증류

수로 투석하였다. 투석 과정 중 발생한 침전물을 제거하기

위하여 4oC에서 13,000 rpm으로 30분간 원심분리하여 누에

실샘 가수분해 용액을 제조하였다. 이렇게 제조된 누에 실샘

가수분해 용액을 영하 20oC에서 냉동시킨 후 동결 건조하여

분말상태로 제조하였다 [13]. 대조군으로는 누에고치 유래

세리신 가수분해물 (cocoon-derived sericin hydrolysate, CSH)

(Sigma-Aldrich)을 사용하였다.

2.3. 세포 생존율 분석 

세포 생존율은 Cyto XTM cell viability assay kit (LPS solution,

Daejeon, Korea)를 이용하여 분석하였다. 마우스 유래 B16F1

세포는 96-well plates에 3×103 cells/mL로 분주하여 24시간

동안 배양 후 사용하였다. SGH, TGH, CSH를 농도 별로 처

리한 배지를 제조하여 (0.2, 0.5, 1, 2, 5 mg/mL) 200 µL씩 cell

에 첨가 후 24시간 동안 배양하였다. 각 well에 WST-1 20 µL

씩 첨가한 후 37oC, 5% CO2 조건에서 3시간 동안 배양한 다

음 ELISA reader (Epoch microplate spectrophotometer, Bio-

Tek Inc., VT, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하

여 세포독성을 확인하였다.

2.4. Tyrosinase 활성 분석

누에 실샘 가수분해물의 미백효과를 확인하기 위하여 시험

관에 시료 물질을 0.1 M 인산염완충액 (pH 6.5)에 녹여 tyro-

sinase 활성 억제 효과 분석을 위한 농도범위 (1, 2, 4 mg/mL)

로 희석하여 시험에 사용하였다. 0.1 M 인산염 완충액 200

µL와 시료액 20 µL, 그리고 1500~2000 U/mL mushroom ty-

rosinase (Sigma-Aldrich, MO, USA) 용액 20 µL를 순서대로

넣었다. 이 용액에 1.5 mM tyrosine 40 mL을 첨가하고 37oC

에서 5~15분 동안 반응시켜 반응액 중 생성된 도파크롬 (Do-

pa chrome)을 ELISA reader를 이용하여 490 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 양성 대조군으로 ascorbic acid를 이용하였다.

2.5. Elastase 활성 분석

누에 실샘 가수분해물의 항노화 효과를 확인하기 위해 N-

succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide을 기질로 사용하여 37oC에서

30분간 p-nitroanilide의 생성량을 측정함으로써 porcine pan-

crease elastase 저해 활성을 분석하였다. 시료 물질을 일정 농

도(1, 2, 4 mg/mL)가 되도록 조제하여 0.1 mL씩 시험관에 취

하고 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 0.6 units/mL

elastase pancrease 용액 (Sigma-Aldrich) 0.05 mL을 가하였다.

기질로 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 1 mg/mL N-

succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide를 0.1 mL 첨가하여 30분간 반

응시키고 ELISA reader를 이용하여 410 nm에서 흡광도를 측

정하였다. Elastase 활성은 시료의 첨가군과 무첨가군의 흡광

도 감소율로 나타내었다. 양성 대조군으로 ursolic acid를 이

용하였다.

2.6. 활성산소종 활성 분석

활성 산소종의 생성 양을 분석하기 위하여 인간 피부 유래 섬



198 Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 28(3): 196-201 (2013)
유아세포 (human dermal fibroblasts)를 이용하여 FACSCali-

bur (Becton-Dickinson, CA, USA)로 활성산소종 활성 수치를

측정하였다. 6-well plates에 1×105 cells/mL이 되도록 분주한

후 24시간 배양하였다. 이후 누에 실샘 및 고치 유래 가수분

해물 (1 mg/mL)이 첨가된 배지로 교체하여 24시간 배양하였

다. 0.2 mM H2O2를 처리하여 30분간 배양, trypsin-EDTA를

이용하여 세포를 회수한 후 PBS로 2회 세척하였다. 2',7'-

Dichloro-dihyroflu-orescein diacetate (DCF-DA) 5 µM을 첨가

하여 30분간 반응, 세포를 회수하여 PBS로 세척한 뒤 500 µL

PBS에 부유시킨 후 FACS를 이용하여 활성산소종의 생성양

을 분석하였다.

2.7. DPPH radical 소거 활성 분석

항산화 효과를 확인하기 위하여 일정 농도의 각 시료에 0.2

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

37oC에서 30분간 반응 후, 517 nm에서 흡광도를 측정하였다.

시료의 무첨가군과 첨가군의 흡광도 차와 무첨가군의 흡광

도로 나눈 값을 백분율로 계산하여 소거율을 계산하고 이를

다시 농도와의 상관관계로 50%의 소거율을 나타내는 IC50 값

으로 산출하였다. 양성 대조군으로 vitamin C를 이용하였다.

2.8. 통계 분석

본 연구의 모든 결과는 SAS (Statistic Analysis System) 9.2 통

계 프로그램을 이용하여 평균 및 표준편차를 구하였고, p<

0.05 수준에서 ANOVA test 후 Duncan’s multiple analysis로

사후 검정 하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 세포독성

피부 미백 및 항노화 효과를 나타내는 대표적인 기능성 화장

품 원료인 arbutin, ascorbic acid 및 retinol과 다른 유도체들은

피부에 장기간 사용시 독성을 나타내며 피부의 투과 및 안정

성 등과 같은 문제점들을 가지고 있다고 보고되고 있다 [14-

16]. 이러한 문제점들을 해결하고자 최근에는 천연물에 대한

미백 소재에 대한 연구들이 활발히 진행되고 있고 [17], 천연

물 소재 중 하나인 누에의 실크 단백질은 우수한 생체 적합

성을 가지고 있으며 면역반응을 일으키지 않는 것으로 알려

져 각광을 받고 있다 [18]. 독성 검사는 의료용 재료의 생체

적합성이나 화장품, 기능성식품 개발시 안전성 평가에 사용

된다 [19]. 특히 WST-1 analysis는 독성물질 첨가에 따른 명확

한 상관관계를 지니고 있어 독성평가에 주로 사용된다 [20].

따라서 본 연구에 사용한 누에의 실샘 및 고치 유래 가수분해

물의 세포독성 반응을 확인하고자 마우스 유래 B16F1 세포

를 실험에 사용하였다. 누에의 실샘 및 고치 유래 가수분해물

을 마우스 유래 B16F1 세포에 0.2~5 mg/mL 농도 범위로 처

리시 가장 높은 농도인 5 mg/mL에서도 독성을 나타내지 않

았다 (Fig. 1). 본 연구 결과를 통해 누에 유래 실샘 및 고치 가

수분해물은 세포독성이 없음을 확인하였다.

3.2. Tyrosinase 활성 저해

Tyrosinase는 멜라닌 소체 내에서 아미노산인 tyrosine과 반응

하여 도파와 도파퀴논으로 전환되어 멜라닌의 합성이 시작

되는데 중요한 역할을 한다 [9,10]. 멜라닌이 다량 합성되면

피부의 색소 침착이 일어나는데 tyrosinase 활성이 억제되면

결과적으로 멜라닌 합성이 저해되므로, 이 효소의 활성을 억

제한 미백제 개발 연구들이 활발히 진행되고 있다 [21]. 본 연

구에서는 개발한 공정으로 제조한 SGH의 미백 효과를 검증

하기 위해 tyrosinase 활성 저해 실험을 진행한 결과, SGH

1 mg/mL의 농도에서 65.7%, 2 mg/mL의 농도에서 84.9%로

CSH를 처리한 군과 비교 시 높은 tyrosinase 활성 저해능은

보이지 않았다. 그러나 4 mg/mL의 농도에서 107.6% tyrosi-

nase 활성이 감소되는 것을 확인하였으며, 농도가 높아짐에

따라 tyrosinase 활성 저해능이 유의적으로 증가하는 것을 확

인하였다 (Fig. 2). TGH와 CSH도 투여 농도를 증가시킴에 따

라 tyrosinase 활성 저해능이 증가하였으나 4 mg/mL의 농도

에서의 저해능이 2 mg/mL의 농도에 비해 유의적으로 증가하

지 않았고, 4 mg/mL에서는 SGH보다 낮은 저해능을 보여 3가

지 물질 중 SGH의 tyrosinase 활성 저해능이 가장 높은 것을

확인하였다. 또한 양성 대조군인 vitamin C보다 SGH를 4 mg/

mL 첨가하였을 경우 tyrosinase 활성 저해능이 유의적으로 증

가하는 것을 보였다. Kato 등 [5]은 실크 단백질인 세리신이

외부 환경으로부터 오는 산화스트레스를 방어함으로써 tyro-

sinase를 저해하는 효과를 나타낸다고 보고하였다. 세리신을

에탄올로 추출한 것의 tyrosinase 활성억제 효능이 가장 뛰어

났고, 이를 통해 기능성식품이나 의약품으로 개발할 수 있다

고 보고하였다 [22]. 본 연구 결과에서도 SGH 투여 농도가 증

가함에 따라 tyrosinase 활성을 유의적으로 억제하였다. 따라

Fig. 1. Cytotoxicity of silkworm-derived hydrolysate. SGH, soluble

gland hydrolysate; TGH, total gland hydrolysate; CSH, cocoon-

derived sericin hydrolysate. Each bar represents the mean ± SE.

Comparison among different type of silkworm-derived hydrolysate

that yielded significant differences (p<0.05) are indicated by differ-

ent letters above each bar (1-way ANOVA with Duncan’s multiple

test).
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서 Wang 등 [22]의 연구 결과와 종합하여 볼 때 누에 실샘의

수용성 및 불용성 성분 모두 tyrosinase 활성을 억제하여 멜라

닌 합성을 저해하는데 효과적이라 사료된다.

3.3. Elastase 활성 저해

피부 탄력에 영향을 주는 주요 단백질인 collagen은 피부의

진피층에 90% 이상 존재하며 elastin은 3~4% 정도 존재한다.

Collagen과 elastin은 주로 섬유아세포에서 합성되며 피부의

물리적, 화학적 성질을 결정하고 피부의 노화와 밀접한 관련

이 있다 [23]. 자외선에 노출되면 활성산소가 발생, collagen

과 elastin을 분해하는 효소인 collagenase와 elastase의 발현

이 증가된다. 이 또한 멜라닌 합성 반응을 촉진하여 피부의

색소 침착을 유도하고 피부 노화를 일으키는 주범이 된다

[24]. 본 연구에서 제조한 SGH의 항노화 효과를 검증하기 위

해 elastase 활성 저해 실험을 진행한 결과, 1 mg/mL의 농도에

서 79.1% elastase를 저해하는 것을 확인하였다 (Fig. 3). 또한

농도를 증가시킴에 따라 elastase를 저해하는 능력이 유의적

으로 증가하였고 TGH와 CSH보다도 유의적으로 저해능이

높은 것을 확인하였다. 양성 대조군인 ursolic acid와 비교 시

SGH 2 mg/mL 이상의 농도에서 유의적으로 증가하여 SGH

가 항산화 및 항노화에 관여하는 것으로 사료된다.

3.4. 활성산소종 억제

피부의 노화는 산화적 스트레스에 의해 일어나는데, 일반적

으로 세포는 산소를 이용하여 생존하기 때문에 산소의 이용

은 필수적이다. 산소의 정상적 대사 산물인 활성산소종은 세

포 내 항산화 방어체계에 의해 일부 제거되지만 일부는 체내

에 축적되어 세포에 산화적 손상을 유발하여 노화를 초래한

다 [11]. 따라서 산소의 대사로 생성된 활성산소종의 축적을

억제하는 것이 노화 방지에 효과적이라 할 수 있으며 [25], 본

연구에서도 누에 실샘 및 고치 유래 가수분해물에 대한 활성

산소종 억제 효과를 H2O2 처리한 군과 비교하여 분석하였다.

Tyrosinase 활성 저해 효과가 4 mg/mL 농도에서는 SGH가 가

장 높은 값을 나타내었지만 1 mg/mL에서는 CSH보다 낮은

값을 나타냈다. 반면, elastase 활성 저해 효과는 모든 농도에

서 SGH가 가장 높은 효과를 나타내었다. 따라서 tyrosinase

활성 저해 효과가 비교적 적은 것으로 나타난 1 mg/mL 농도

를 선정하여 SGH, TGH, CSH를 각각 처리, 활성산소종 억제

에는 어떠한 영향을 미치는지 확인하고자 하였다. 활성산소

종 억제 효과는 H2O2를 처리한 대조군에 대비하여 계산하였

고, 1 mg/mL의 농도에서 SGH, TGH, CSH는 각각 20.6%,

5.9%, 8.5%의 활성산소종 억제 효과를 나타내었다 (Fig. 4a).

이는 H2O2를 처리하여 생성된 활성산소종을 SGH가 가장 탁

월하게 억제하였음을 의미한다. 또한 H2O2로 인해 증가되는

세포사멸은 SGH를 1 mg/mL 농도로 처리시 TGH나 CSH를

처리한 군에 비해 통계적으로 가장 높은 감소율을 보였다

(Fig. 4b). 이는 SGH가 활성산소종 억제 효과가 우수하여 세

포사멸을 저해시키는 능력이 높다는 것을 보여주는 것이다.

따라서 SGH는 활성산소종 억제에 의한 노화 방지에 긍정적

영향을 미칠 것으로 사료된다.

3.5. DPPH radical 소거 활성

항산화 능력, 특히 radical 소거능은 생물학적 체계에서 free

radical의 유해한 기능을 밝히기 위해 매우 중요하다 [26]. 그

중 DPPH radical 소거 활성은 다양한 물질과 식물 추출물들

의 free radical 소거능을 측정하기 위한 방법으로 간단하며 매

우 민감하다 [27]. 본 연구에서는 활성산소종을 억제하는 것

이 항산화 활성 증가로 인한 것인지 확인하고자 DPPH radi-

cal 소거 활성을 평가하였다. 그 결과, SGH는 33 mg/mL, TGH

는 152mg/mL, CSH는 149mg/mL로 SGH에서 가장 높은 DPPH

Fig. 2. Tyrosinase inhibition activity of silkworm-derived hydrolysate.

SGH, soluble gland hydrolysate; TGH, total gland hydrolysate; CSH,

cocoon-derived sericin hydrolysate. Each bar represents the mean ±

SE. Comparison among different type of silkworm-derived hydrolysate

that yielded significant differences (p<0.05) are indicated by different

letters above each bar (1-way ANOVA with Duncan’s multiple test). *

p<0.05 versus vitamin C (t-test).

Fig. 3. Elastase inhibition activity of silkworm-derived hydrolysate.

SGH, soluble gland hydrolysate; TGH, total gland hydrolysate; CSH,

cocoon-derived sericin hydrolysate. Each bar represents the mean ±

SE. Comparison among different type of silkworm-derived hydrolysate

that yielded significant differences (p<0.05) are indicated by different

letters above each bar (1-way ANOVA with Duncan’s multiple test). *

p<0.05 versus ursolic acid (t-test).
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radical 소거 활성을 나타내었다 (Table 1). 따라서 SGH의 활

성산소종 억제는 항산화 능력의 증가로 인한 것으로 사료되

며, SGH에 항산화 효능이 우수함을 확인, 노화 방지 효과가

있음을 다시 한 번 확인하였다.

4. 결론

본 논문에서는 누에 유래 실샘 가수분해물을 얻을 수 있는 인

체에 무해한 가수분해공정 개발 후 제조된 실샘 가수분해물

의 미백효과를 연구하고자 멜라닌 생성에 관여하는 효소인

tyrosinase 저해 활성을 분석하였다. 그 결과 1 mg/mL의 농도

에서 65.7%의 tyrosinase 저해 효과를 나타내었다. 또한 항노

화 효과를 연구하고자 elastase와 활성산소 저해 활성을 분석

하였다. 그 결과 1 mg/mL의 농도에서 79.1%의 elastase 저해

효과를 나타내었고, 인위적으로 활성산소를 유도한 인간 피

부 유래 섬유아세포에 처리한 결과 20.6%의 활성산소 저해

효과를 나타냈으며 DPPH radical 소거능 또한 SGH에서 가장

높은 값을 나타내었다. 상기 결과들을 종합해 볼 때 SGH는

우수한 미백 후보물질로 이용할 수 있는 가능성이 있으며 다

양한 응용연구를 통해 의료용 소재, 건강기능식품, 화장품분

야로 이용가능 할 것으로 사료된다.
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