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Abstract: In order to investigate functional characterization

of callus extracts of apple ‘Hirosaki’ for cosmetic materials,

biological activities of its extracts including wrinkle improve-

ment, hair growth, and anti-inflammatory effect were investi-

gated. The callus extract showed similar activity with TGF-β

used as positive control at 50 μg/mL in the test of collagen

synthesis, and increased 40% of proliferation of hair follicle

dermal papilla cells. Especially, in case of anti-inflammatory

effect, callus extract inhibited about 50% of COX-2 expres-

sion which was known as response for intermediating inflam-

mation, and about 70% of eotaxin-1 production which was

increased by atopy dermatitis.
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1. 서론

사과 (Malus domestica Borkh.)는 식이섬유, 미네랄, vitamin

C와 같은 영양분을 함유하고 있으며, 그 외에도 carotenoids,

flavonoids, isoflavonoids, phenolic acids 등의 다양한 phyto-

chemical에 의해서 항산화, 항암 및 심혈관 질환과 비만 예방

에 효과가 있는 것으로 알려져 있다 [1,2].

이러한 사과를 활용한 화장품 소재로서의 국내 연구로 지

금까지 열매와 꽃잎 추출물의 효능이 보고되어 있다. 사과의

과육과 과피 추출물은 높은 항산화 활성과 미백 효능이 보고

되었으며, 특히 과피의 경우 콜라겐 생합성 증진 효과를 보

여 과육보다는 과피의 효능이 더 높은 것으로 보고되었다

[3]. 꽃잎 추출물에서는 항산화 활성, 미백, 콜라겐 생합성 증

진 효과와 여드름균인 P. acenes에 대해서도 항균 활성을 나

타내었으며, 이러한 효능은 추출물에 함유되어 있는 다량의

페놀성 화합물로부터 기인한 것으로 판단되고 있다 [4]. 하

지만, 사과 캘러스 관련 연구는 스위스 사과 품종인 ‘Uttwiler

Sptlauber’ 캘러스 추출물의 Human stem cell 증식 및 보호 효

과, 모낭세포의 노화 억제, 임상에서의 눈가의 주름개선 효

과가 알려져 있을 뿐 다른 효능에 관한 연구는 미비한 실정

이다 [5].

최근에 식물의 탈분화 세포인 캘러스를 이용한 화장품 소

재로서의 효능 연구가 이루어지면서, 국내에서는 은행과 홍

경천 캘러스 추출물에서의 항산화 활성과 가가이모과잎 캘

러스 추출물의 항비만 효과 등 여러 연구가 보고되고 있지만

[6-8], 식물의 캘러스 배양은 배양조건, 배양방식, 캘러스 유

도에 사용된 식물 조직 등에 따라 유효성분의 함량과 활성의

차이가 나타나는 것으로 알려져 있다. 은행 (Ginkgo biloba

L.)의 캘러스 배양은 배양조건에 따라 항산화 활성의 차이를

나타내었고 [6], 또한 바질 (Ocimum sanctum L.)의 캘러스와

캘러스유래 식물 조직 (잎, 줄기)의 성분을 분석해본 결과,

총 폴리페놀 함량과 DPPH radical 소거능에서 차이를 나타

내었다 [9]. 이러한 연구결과로 보아 다른 품종과 다른 배양

조건에서 배양된 사과 캘러스 추출물 또한 이미 알려진

‘Uttwiler Sptlauber’의 캘러스 추출물과는 다른 효능을 나타
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낼 가능성이 높은 것으로 판단하였다.

따라서 본 연구에서는 국내에서 재배되고 있는 히로사키

(Hirosaki) 품종의 캘러스 추출물의 생리활성 검증을 통해 기

능성 화장품 소재로서의 응용가능성을 검토하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료

본 실험의 재료로 히로사키 품종의 사과나무를 서울 화훼시

장에서 구입 후 이용하였다. 사과나무의 당년생 줄기를 70%

에탄올에 30초간 침지, 중성세제로 10분간 세척, 2% 차아염

소산나트륨으로 15분간 살균한 후 멸균수로 3회 세척하여

캘러스 유도에 사용하였다. 표면 살균된 줄기는 두께 2~3 mm

의 크기로 잘라서 캘러스유도배지 위에 치상하였다. 캘러스

유도배지는 MS 기본배지 [10] 조성액에 3% sucrose, 0.8%

agar를 첨가하였고, 식물생장조절제로 2,4-dichlorophenoxy-

acetic acid (2,4-D) 0.5 mg/L와 6-benzylaminopurine (BA) 1.0

mg/L를 혼합 처리하였다. pH는 1 N KOH를 이용하여 pH 5.8

로 보정 후 121oC에서 15분간 고압멸균 후 사용하였다. 배양

조건으로는 24±1oC에서 암배양하였고. 유도된 캘러스는 캘

러스유도배지에서 3주 간격으로 계대배양하여 증식하였다.

2.2. 시료 추출

건조된 캘러스에 70% 에탄올을 시료대비 1:10 (w/v)의 비율

로 첨가하여 1시간 동안 초음파 추출을 3회 반복하였다. 이

추출물을 여과지 (Whatman No.1)로 여과한 후 회전감압농

축기로 40oC에서 농축하였고, 농축된 추출물은 동결건조하

여 시료로 사용하였다.

2.3. 콜라겐 생합성 증진 활성 분석

캘러스 추출물의 콜라겐 생합성 증진 활성은 인간유래 섬유

아세포의 콜라겐 생합성량을 측정하였다. 섬유아세포를

10% fetal bovine serum (FBS)과 1% penicillin-streptomycin이

첨가된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)에서

37oC, 5% CO2조건으로 배양하고 계대 후 4~15세대 세포를

실험에 사용하였다. 세포를 96 well plate에 1×104 개/well씩

분주하여 10% FBS가 첨가된 DMEM에서 24시간 동안 배양

한 후, DMSO에 녹인 시료를 FBS가 포함되지 않은 새로운

DMEM에 1, 10, 50 μg/mL 농도 별로 첨가하여 다시 48시간

동안 배양하였다. 배지 중에 유리된 콜라겐의 양은 배양액을

procollagen Type I C peptide EIA kit (Takara bio, Japan)를 이

용하여 측정하였다. 표준검량선은 콜라겐 측정키트에 포함

된 표준용액을 희석한 후 450 nm에서 ELISA plate reader

(Powerwave X, Bio-tek INC, VT)로 흡광도를 측정하여 작성

하고, 이를 이용하여 콜라겐 생성량을 산정하였다.

2.4. 세포생존력 분석

세포생존력은 MTT assay를 이용해 측정하였다. 배양이 끝난

후 전체 배지의 1/10되는 양으로 MTT 용액 (1 mg/mL in

PBS)을 넣어주고, 37oC, 5% CO2배양기에서 4시간 반응하였

다. 배양액을 모두 제거하고 DMSO를 500 μL씩 넣고 세포

내 형성된 formazan을 용해시킨 후, 540 nm에서 ELISA plate

reader로 흡광도를 측정하여 세포 증식을 확인하였다.

2.5. 모유두 세포 증식 활성 활성 분석

캘러스 추출물의 발모소재로서의 이용가능성을 검토하기위

해 모유두 세포의 세포증식을 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay를 통하여 측정

하였다. 모유두 세포는 Supplement Mix follicle dermal papilla

cell GM이 첨가된 Follicle dermal papilla cell growth medium

에서 37oC, 5% CO2조건으로 배양하였고, 계대 후 4~11세대

세포를 실험에 사용하였다. 세포를 12 well plate에 5×104 개/

well씩 분주하여 24시간 동안 배양한 후 serum-free media로

바꾸어주고 DMSO에 녹인 시료를 1, 10, 50 μg/mL 농도별로

처리한 후 72시간 동안 다시 배양하였다. 배양이 끝난 후

MTT assay를 통하여 새포 증식력을 측정하였다.

2.6. Cyclooxgenase-2 (COX-2) 저해 측정

RAW 264.7 세포를 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin이

첨가된 DMEM에서 37oC, 5% CO2조건으로 배양하였고, 12

well plate에 5×104 개/well씩 분주한 후 24시간 배양하였다.

배양 후 transfection reagent를 이용하여 COX-2 reporter

vector를 transfection시켰다. 24시간 배양 후 FBS가 포함되지

않은 새로운 DMEM로 바꾸어준 후, DMSO에 녹인 시료를

1, 10, 100 μg/mL 농도별로 전처리하여 1시간 동안 전배양시

켰다. 전배양 후 lipopolysaccaride (LPS)를 200 ng/mL의 농도

로 각각의 시험군에 처리하여 14시간 동안 배양하였다. 배양

후 세포를 수확하여 얻어진 pellet을 50~100 μL의 reporter

lysis buffer를 이용하여 얼음 안에서 1시간 용해하였다. 1시

간 후 13,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 얻어진 상층액

을 luciferase substrate solution과 1:1 (v/v)로 첨가한 다음

luminometer를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.7. Eotaxin-1 저해 측정

NIH/3T3 세포를 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin이 첨

가된 DMEM에서 37oC, 5% CO2조건으로 배양하였고, 12

well plate에 1×105 개/well씩 분주한 후 24시간 배양하였다.

배양 후 FBS가 포함되지 않은 새로운 DMEM로 바꾸어주고,

DMSO에 녹인 시료를 1, 10, 100 μg/mL 농도별로 전처리하

여 1시간 동안 전배양시켰다. 전배양 후 interleukin-4 (IL-4)

를 50 ng/mL 농도로 처리하여 24시간 동안 배양 후 배양상등

액을 회수하여 ELISA를 수행하여 eotaxin-1의 분비 정도를

비교 측정하였다.

2.8. 통계처리

측정된 표준치는 평균±표준편차의 형태로 표시하였고, 통계

의 유의성은 Duncan test를 이용하여 p<0.05 이하일 경우 유
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의하다고 판단하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 콜라겐 생합성 증진 활성

외부로부터의 자극에 대해 피부를 보호, 유지하는 콜라겐은

피부의 장력과 강도를 부여하기 때문에, 콜라겐의 감소는 피

부노화 및 주름생성과 관계되어 있다 [13]. 따라서 사과 줄기

로부터 유도된 캘러스 추출물의 주름개선 활성은 사람의 섬

유아세포에 대한 콜라겐 생합성능을 측정하여 콜라겐 합성

촉진 효과를 조사하였다. 그 결과, 캘러스 추출물은 50 μg/

mL 농도에서 콜라겐 생합성량이 약 14% 증가하여 양성대조

군인 10 ng/mL TGF-β와 비슷한 수준의 활성을 보였으며

(Fig. 1a), 50 μg/mL 이상의 농도에서는 생합성양이 더 이상

증가하지 않음을 확인하였다 (data not shown). 캘러스 추출

물 처리농도 50 μg/mL 까지 섬유모세포에 처리했을 때 유의

한 세포생존력 변화는 관찰되지 않았다 (Fig. 1b).

3.2. 모유두 세포 증식 활성

모유두 세포 (dermal papilla cells)는 모낭 아래쪽에 위치하여

모발의 발생, 성장과 주기를 조절하는 역할을 담당하며, 모

유두 세포의 증식은 발모 활성을 측정하는 하나의 방법으로

이용되고 있다 [14]. 따라서 캘러스 추출물의 모유두 세포 증

식 활성 활성도 모유두 세포의 증식을 조사하여 확인하였으

며, 모유두 세포의 증식은 MTT assay를 통하여 확인하였다.

대조군에 대한 캘러스 추출물 처리구의 상대적 증식 활성

을 확인하였을 때, 모유두 세포의 증식은 캘러스 추출물을 1,

10 μg/mL 수준에서 처리하였을 때에는 대조군과 큰 차이를

보이지 않았지만, 50 μg/mL에서는 약 40% 증가되는 것을 확

인할 수 있었다 (Fig. 2). 이는 사과 줄기로부터 유도된 캘러

스 추출물이 모유두 세포의 증식을 촉진하는 모유두 세포 증

식 활성 활성을 가지고 있기 때문인 것으로 판단되었다.

3.3. Cyclooxgenase-2 (COX-2) 저해

염증은 유해한 자극에 대한 몸의 생리적 방어 반응으로, 지

속적인 염증 반응은 점막 손상을 촉진시켜 결과적으로 통증,

부종, 발적, 발열 등을 일으켜 기능장애를 유발한다 [15,16].

이 중 cyclooxygenase (COX)는 COX-1과 COX-2로 분류되며,

arachidonic acid를 prostaglandins (PGs)로 전환시킨다. COX-

1은 일정하게 발현하여 생리적인 기능을 담당하지만, COX-

2는 염증매개물질인 PGs을 생성시킨다 [17].

LPS에 의해 활성화된 RAW 264.7 세포에 캘러스 추출물을

처리한 후 COX-2 저해활성을 분석하여 본 결과, COX-2 발

현은 캘러스 추출물 처리농도에 의존적으로 감소하는 것을

확인할 수 있었다. 특히, 100 μg/mL에서는 COX-2 발현양이

50% 정도 감소하는 것으로 나타나 높은 저해활성이 있는 것

으로 확인되었다 (Fig. 3). 히로사키 캘러스추출물의 COX-2

억제효과가 세포독성 때문에 나타난 것인지 확인하기 위해

세포생존력을 측정한 결과 사과캘러스 처리농도내에서 유

의한 세포수의 변화는 관찰되지 않았다. 이는 사과 줄기로부

터 유도된 캘러스 추출물이 항염 활성을 가지고 있는 것으로

판단되었다.

Fig. 1. Effect of callus extract on the collagen synthesis in human

fibroblast cells. Collagen synthesis assay. TGF-β (10 ng/mL) was
used as positive control (a). Cell viability assay (b). Data are expressed

as means±S.D. of three independent experiments. *p<0.05 vs.
control group.

Fig. 2. Relative growth stimulations of hair follicle dermal papilla

cells by callus extract. Data are expressed as means±S.D. of three
independent experiments. *p<0.05 vs. control group.
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3.4. Eotaxin-1 저해

Eotaxin은 C-C chemokine 중 하나로, 대표적인 호산구의 화

학 물질이며 호산구 뿐만 아니라 림프구, 대식세포, 섬유아세

포 등 다양한 세포에서 분비된다 [18]. 그 중 Eotaxin-1은 아토

피 피부염 병변에서 증가하며, 피부 섬유아세포에서 inter-

leukin-4 (IL-4)에 의해 분비가 증가한다고 알려져 있다 [19].

IL-4에 의해 활성화된 NIH/3T3 세포에서 캘러스 추출물을

처리한 후 Eotaxin-1 저해 활성을 분석하여 본 결과, eotaxin-1

생성량은 캘러스 추출물 처리농도에 의존적으로 감소하는

것을 확인할 수 있었다. 특히 100 μg/mL에서 약 70%의 높은

저해 활성을 보이는 것으로 확인되었다 (Fig. 4a). 히로사키

캘러스추출물의 Eotaxin-1 저해효과가 세포독성 때문에 나

타난 것인지 확인하기 위해 세포생존력을 측정한 결과 캘러

스 처리농도 내에서 유의한 세포수의 변화는 관찰되지 않았

다 (Fig. 4b). Eotaxin-1 저해 활성은 아토피 피부염 치료제로

서의 개발 가능성도 시사한다고 볼 수 있어, 사과 줄기로부

터 유도된 캘러스 추출물의 경우는 아토피 피부염 치료제 개

발 원료로서의 가치도 높을 것으로 사료되었다.

4. 결론

본 연구에서는 사과 품종 중 하나인 히로사키로부터 유도된

캘러스 추출물의 화장품 소재로서의 특성을 알아보기 위하

여 캘러스 추출물을 이용하여 콜라겐 생합성 증진, 모유두

세포 증식 활성, 항염 (COX-2, eotaxin-1 생성억제) 등에 대한

기능성 화장품소재로서의 특성에 대한 분석을 수행하였다.

캘러스 추출물의 피부 효능은 인간유래 섬유아세포 내에

서의 콜라겐 생합성 증진 활성에서는 50 μg/mL에서 TGF-β

가 처리했을 때와 유사한 효과를 나타내었으며, 모유두 세포

증식 활성 실험에서는 사람의 모유두 세포 증식이 50 μg/mL

에서 약 40% 증가하여 높은 효과를 나타내었다. 특히, 항염

활성 실험에서는 캘러스 추출물의 100 μg/mL 수준으로 처리

한 경우 COX-2와 eotaxin-1 생성이 대조군에 비해 각각 약

50%와 약 70% 이상 저해되는 것으로 확인되었다.

이러한 결과로 볼 때, 히로사키 품종의 사과 줄기로부터 유

도된 캘러스 추출물은 콜라겐 생합성 증진, 모유두 세포 증

식 활성 및 항염에 대한 효과가 높은 것으로 판단되었으며,

그에 따른 기능성 화장품 소재로서의 개발 가치도 높은 것으

로 사료되었다.

Fig. 3. Effect of callus extract on COX-2 expression in LPS-stimulated

RAW 264.7 cells. COX-2 luciferase activity assay (a). Cell viability

assay (b). Data are expressed as means±S.D. of three independent
experiments. *p<0.05 vs. control group.

Fig. 4. Effect of callus extract on eotaxin-1 production in IL-4-stimulated

NIH/3T3 cells. Eotaxin-1 elisa assay (a). Cell viability assay (b). Data

are expressed as means±S.D. of three independent experiments. *p<0.05
vs. control group.
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