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ABSTRACT

Objectives : Gami-Chunggisan extract (GCE) is one of the oriental traditional medicine. We investigated the 

antioxidant effect and reduction of pro-inflammatory cytokine as a functional ingredient for cosmetic products 

from the GCE.

Methods : GCE was prepared by extracting with 80% ethanol. We analyzed total polyphenol and antioxidant 

activities. To evaluate antioxidant activity, we measured 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)  

(ABTS) and 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) free radical scavenging assay. Also we measured the 

production of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) on Raw264.7 cells. We researched reduction 

of anti-inflammatory cytokines from concentration of GCE on Raw264.7 cells.

Results : Total polyphenol quantity of GCE was included 46.6 ㎎/g. The GCE showed ABTS free radical 

scavenging ability with more than 89% at 1000 ㎍/㎖. In addition the DPPH free radical scavenging ability from 

the GCE was activated over 93% at 1000 ㎍/㎖. Production of the ROS was decreased by approximately 26%, 

upon the GCE treatment at concentration of 100 ㎍/㎖. The GCE at 100 ㎍/㎖ concentration showed inhibitory 

effect on NO production by 38%. Production of IL-1β and IL-6 were decreased by approximately 56% and 36%, 

respectively upon GCE treatment at 100 ㎍/㎖. Also, production of TNF-α was decreased by approximately 79% 

at 100 ㎍/㎖. Moreover, the GCE showed inhibitory effects on the expression of the IL-1β, IL-6 and TNF-α 

genes in LPS-induced Raw 264.7 cells.

Conclusions : From the results above, we conclude that the GCE indicated significant antioxidant effects and 

induced reduction of pro-inflammatory cytokine.
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서 론1)

인체는 끊임없이 산소를 이용하여 호흡을 함으로써 생명유

지를 위한 에너지를 생산하게 되는데, 그 과정에서 흡입한 산

소의 일부가 인체에 유해한 활성산소 (reactive oxygen 

species, ROS)로 전환된다1). ROS는 과산화수소 (hydrogen 

peroxide, H2O2), 초과산화이온 (superoxide ion, O2
-), 수

산화 라디칼 (hydroxyl radical, ·OH)과 같은 자유라디칼을 

말하며, 산소가 공기 중에서 삼중항산소 (triplet oxygen, 

3O2)로 존재하는데 형태가 변형이 되어 불안정한 상태가 되

는 것을 말한다1). 본래 인체에서 호흡과 물질대사가 이루어지

는 과정에서 세포가 성장하고 분화될 수 있게 영향을 미치고 

방어기능 등을 수행하나, 체내에서 정상적으로 소거되지 않았

을 때는 잔존하여 산화적 스트레스를 유발시킨다2).

산화적 스트레스는 세포내에서 친산화성 물질과 항산화 물
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질의 불균형으로 인한 산화적 손상으로 발생하는데, DNA 손

상3)을 비롯하여 생체막의 이온 수송계 손상과 단백질 손상4), 

지질과산화를 포함한 세포대사의 심각한 이상 초래5), 간경변

증, 지방간, 동맥경화와 심혈관계 질환6), 암7), 노화8) 등 생체

에 다양한 손상을 야기한다. 또한 NO (nitric oxide) 및 

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

IL-6와 같은 염증 관련 인자들의 발현과 생성을 유발시킨다
9). 산화적 스트레스로 인하여 NO와 염증 관련 사이토카인의 

발현과 생성이 계속 증가하게 되면, 염증 반응이 더욱 악화되

어 만성 단계로 진행된다9). 특히, 피부에서 산화적 스트레스 

및 이로 인한 염증성 사이토카인의 생성은 콜라겐과 엘라스틴

의 사슬절단 및 멜라닌 생성을 촉진시킴으로써 피부의 탄력을 

감소시키고 주름 및 기미·주근깨 등의 각종 피부질환을 유발

하여 피부 노화를 가속화시키는 것으로 보고되어있다8).

산화적 스트레스에 대응하기 위하여 체내에서는 스스로 활

성산소 분해효소를 생성한다. 그러나 다양한 원인으로 인하여 

과량의 활성산소가 발생되는 경우 예방 및 치료적 차원에서 

외부로부터 항산화제의 공급이 이루어진다10-12). 의약품을 지

나 식품과 화장품 등에서 합성 항산화제 첨가가 이루어지고 

있으며, BHA 및 BHT 등의 항산화제가 개발되어 산화방지제

로 사용되고 있으나 안전성에 논란이 있어 허용대상 식품이나 

사용량이 엄격히 규제되고 있는 실정이다13-15). 이에 최근에

는 천연물을 소재로 하여 항산화 효능이 있는 다양한 기능성 

화장품의 개발이 증가되고 있으며, 단일 약재뿐만 아니라, 효

능이 입증된 한의학적 처방까지 원료로 하여 제품 개발이 이

루어지고 있다8,9,15).

따라서 본 연구에서는 산화적 손상과 더불어 염증 관련 인자

들의 변화를 검색함으로써 화장품 원료로써 한약재 복합 추출

물인 加味淸肌散의 유효성을 평가하고자 하였다. 加味淸肌散은 

世醫得效方16)에 수록된 淸肌散에 白鮮皮와 樺皮를 첨가한 것으

로, 白鮮皮는 iNOS 억제 효능17,18), 樺皮는 생리활성 효능19) 

등이 이미 보고된 바 있다. 또한 구성 약물 중 甘草20), 羌活21) 

및 柴胡18)는 항산화 효능이 보고되었고, 荊芥는 NO 억제효능
22), 人蔘은 항산화 효능23)을 비롯하여 다양한 효능이 보고되었

다. 따라서 본 연구에서는 이들로 구성된 加味淸肌散 역시 산

화적 손상에 대하여 유의적인 결과가 나타날 것으로 기대되어 

총 폴리페놀함량, 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) 

라디칼, 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid) (ABTS) 라디칼 및 ROS 감소율을 측정하였으며, NO와 

유관 염증 사이토카인 측정을 통해 항염증 효능도 평가하였다.

재료 및 방법

1. 재료 및 기기 

본 실험에 사용한 약재는 옴니허브 (hallym farm, 

Daegu, Korea)에서 구입 하였으며, 대전대학교 RIC 난치성

면역질환의 동서생명의학연구센터 (TBRC, traditional and 

biomedical research center)에서 확인 정선 후 사용하였다. 

본 연구에 사용된 시약은 dulbecco's phosphate buffered 

saline (D-PBS, Welgene, Korea), dulbecco's modified 

eagle's medium (DMEM, Gibco, U.S.A.), 우태아혈청 

(fetal bovine serum: FBS, Invitrogen Co., U.S.A.), 

anti-biotic (Gibco BRL Co., U.S.A.), lipopolysaccharide 

(LPS, Sigma, U.S.A.), cell viability assay kit (MTT 

solution, Daeillab sevice, Korea), nitric oxide detection kit 

(Intron, Korea), 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH, 

Sigma), 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid) (ABTS, Sigma), 2',7'-Dichlorofluorescein diacetate 

(DCF-DA, Sigma), isopropanol (Sigma Co., U.S.A.), 

gel red (Sigma Co., U.S.A.), agarose (FMC Co., 

U.S.A.), mouse cytokine milliplex map immunoassay 

kit (Millipore Co., U.S.A.), total RNA purification kit 

(GeneAll, Korea) 등을 사용하였다. 연구에 사용된 기기는 

rotary vacuum evaporator (Büchi B-480 Co., Switzerland), 

CO2 incubator (Forma scientific, U.S.A.), plate shaker 

(Lab-Line Co., U.S.A.), plate reader (Molecular Devices, 

U.S.A.), spectrophotometer (Shimadzu Co., Japan), freeze 

dryer (IlShin, Korea), flow cytometry system (BD 

biosciences, U.S.A.), Light Microscope (Carl Zeiss, Co., 

Germany) 등을 이용하였다.

2. 방법

1) 시료의 제조
GCE의 구성 약재는 각 분량을 분쇄 혼합하여 80% 에탄올 

1.5L에서 2시간 동안 80℃로 환류추출한 후 여과액을 얻어 

rotary vacuum evaporator에서 감압 농축하였다. 농축된 

용액은 freeze dryer로 동결 건조하여 수율은 11.84%로 9.4 

g의 분말을 얻었으며, 증류수에 용해시켜 연구에 사용하였다. 

본 연구에서 사용한 시료는 Table 1의 분량으로 사용하였다.

Table 1. The prescription of GCE used in this study.

Herbal name Scientific name Dosage (g)

甘  草 Glycyrrhizae Radix et Rhizoma 4

羌  活 Osterici Radix 4

桔  梗 Platycodi Radix 4

獨  活 Araliae Continentalis Radix 4

薄  荷 Menthae Herba 4

防  風 Saposhnikoviae Radix 4

蟬  退 Cicadidae Periostracum 4

柴  胡 Bupleuri Radix 4

人  蔘 Ginseng Radix Alba 4

川  芎 Cnidii Rhizoma 4

赤茯苓 Red Poria cocos 4

前  胡 Angelicae Decursivae Radix 4

枳  殼 Aurantii Fructus Immaturus 4

天  麻 Gastrodiae Rhizoma 4

荊  芥 Schizonepetae Spica 4

樺  皮 Betulae Cortex 8

白鮮皮 Dictamni Radicis Cortex 8

Total amount 76

2) 세포독성 측정
마우스 유래 대식세포인 Raw 264.7 세포는 10% fetal 

bovine serum과 1% antibiotics (A/A)로 조성된 DMEM으

로 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였다. 계대배양 횟수는 3

회 이상이 되었을 때 사용하였다. Raw 264.7 세포는 96 

well plate에 2×104 cells/well씩 분주하여 24시간 동안 배

양한 후, GCE를 각각 1, 10, 100 (㎍/㎖)의 농도로 처리하
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여 다시 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 10 ㎕의 MTT 

solution을 첨가하여 30분간 반응시킨 후 450㎚에서 흡광도

를 측정하였다.

3) 항산화 효능 측정
(1) 총 폴리페놀 함량 측정

GCE 1 ㎖에 50% Foiln-Ciocalteu's phenol reagent 

0.5 ㎖를 가하여 실온에서 3분간 반응시켰다. 반응용액에 

Na2CO3 포화용액 1 ㎖와 증류수 7.5 ㎖ 차례로 혼합하여 

30분간 정치시킨 뒤, 12,000 rpm에서 10분간 원심분리 하

였다. 상등액을 취해 96 well plate로 옮긴 뒤, 760㎚에서 

흡광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 gallic acid를 표준

물질로 이용하여 작성한 검량 선에 따라 시료의 총 폴리페놀 

함량을 구하였으며 측정단위로는 GAE (gallic acid equivalent)/g

을 사용하였다.

(2) ABTS 라디칼 소거율 측정

ABTS 용액은 7.4 mM ABTS가 되게 2.6 mM potassium 

persulphate에 용해시킨 후, 암소에서 16∼24시간 동안 상

온에 방치하여 양이온 (ABTS·+)을 형성시켰다. ABTS·+ 

용액은 750㎚에서 흡광도 값이 0.7±0.03이 되도록 희석하

였다. 희석된 ABTS·+ 용액과 GCE를 각각 1, 10, 100, 

1000 (㎍/㎖)의 농도가 되게 1:20의 비율로 혼합하였으며, 

빛이 차단된 상온에서 10분간 반응시켰다. 반응 후 734㎚에

서 흡광도를 측정하였다. 자유라디칼 소거율은 아래의 식에 

따라 계산하였다.

소거율(%) = (1-
(대조군의 흡광도-시료 첨가군의 흡광도)

)×100
대조군의 흡광도

(3) DPPH 라디칼 소거율 측정

DPPH 용액은 0.2 mM이 되게 에탄올에 용해시켰다. 0.2 

mM DPPH 용액과 GCE을 각각 1, 10, 100, 1000 (㎍/㎖)

의 농도가 되게 1:2.5의 비율로 혼합하였으며, 37℃, 암실에

서 30분간 반응 시켰다. 반응 후 517㎚에서 흡광도를 측정하

였다. 자유라디칼 소거율은 아래의 식에 따라 계산하였다.

소거율(%) =
(대조군의 흡광도-시료 첨가군의 흡광도)

×100
대조군의 흡광도

(4) DCF-DA를 이용한 Raw 264.7 세포 내 ROS 생성 측정

Raw 264.7 세포를 12 well plate에 2×105 cells/well이 

되게 분주하였다. 24시간 동안 배양한 후, GCE를 각각 1, 

10, 100 (㎍/㎖)의 농도와 LPS 1 ㎍/㎖의 농도를 처리하여 

24시간 동안 배양하였다. 배양 후 세포를 모두 걷어 원심분

리 후 모은 세포를 차가운 PBS로 2회 세척하였다. 세포에 

10 µM의 DCF-DA를 첨가하여 15분 동안 37℃, 암소에서 

염색하였다. 염색 후 차가운 PBS를 넣어 세척한 후 1,200 

rpm에서 5분간 원심 분리한 다음 상등액을 제거하고 다시 

PBS 400 ㎕를 넣어 부유시켰다. 유세포 분석기를 이용하여 

형광강도의 세기에 따른 ROS 생성 변화를 분석하였다. 

(5) Nitric oxide (NO) 측정

NO는 griess reagent system을 이용하여 측정하였다. 

Raw 264.7 세포는 96 well plate에 2×104 cells/well로 분

주하였고, 24시간 동안 37℃, 5% CO2의 조건으로 배양하였

다. 배양 후, GCE를 각각 1, 10, 100 (㎍/㎖)의 농도로 처

리하고, LPS 1 ㎍/㎖의 농도를 처리하여 다시 24시간 동안 

배양하였다. N1 buffer를 각 well에 50 ㎕씩 처리하여 10분

간 빛이 차단된 상온에서 반응 한 후, N2 buffer를 각 well

에 50 ㎕씩 처리하고 다시 10분간 빛이 차단된 상온에서 반

응시켰다. 반응 후 540㎚에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite 

standard의 농도별 표준곡선을 이용하여 배양액의 NO 농도

를 결정하였다.

4) 염증성사이토카인 측정
(1) Immunoassay

세포 내에서 염증성 사이토카인을 측정하기 위하여 luminex

를 사용하였다. Raw 264.7 세포를 12 well plate에 2×105 

cells/well로 분주하였고, 24시간 동안 37℃, 5% CO2의 조

건으로 배양하였다. 배양 후, GCE를 각각 1, 10, 100 (㎍/

㎖)의 농도로 처리하고, LPS 1 ㎍/㎖의 농도를 처리하여 다

시 24시간 동안 배양하였다. 원심분리 후 상등액으로 IL-1β, 

IL-6, TNF-α를 측정하였다.

(2) Reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR)

RT premix kit의 mixture (reaction buffer, dNTPs 

mixture, RNase inhibitor, stabilizer, oligo dT15 primer)

를 사용하여 45℃ heating block에서 60분, 95℃에서 5분 

후 합성이 완료된 cDNA를 polymerase chain reaction 

(PCR)에 사용하였다. RT-PCR은 DNA polymerase 1U/tube

에 250 mM dNTPs mix, RT buffer (10 mM Tris-HCl, 

pH 9.0, 30 mM KCl, 1.5 mM MgCl2)를 포함한 mixture에 

각 샘플과 primer를 넣고 PCR을 시행하였다 (Table 2). 2% 

agarose gel에 전기영동 하였으며, UV로 촬영하여 IL-1β, 

IL-6, TNF-α의 발현 정도를 확인하였다.

Table 2. The sequences of primers in used this study.
Primer F/R Sequences Annealing (℃)

IL-1β
F GTTGACGGACCCCAAAAGAT

62
R AAGGTCCACGGGAAAGACAC

IL-6
F CCTACCCCAATTTCCAATGC

59
R CGCACTAGGTTTGCCGAGTA

TNF-α
F CTACTCCTCAGAGCCCCCAG

59
R AGGCAACCTGACCACTCTCC

β-actin
F TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT

61
R CCTAGAAGCACTTGCGGTGCACGATG

5) 통계처리
본 연구에서 얻어진 결과는 평균±표준편차로 나타내었으

며, 평균값 사이에 대한 유의성은 SPSS 11.0의 unpaired 

student's t-test를 사용하여 P<0.05, P<0.01 및 P<0.001

의 신뢰수준에서 유의성을 검증하였다.

결 과
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1. 세포생존율에 미치는 영향

GCE의 세포독성을 확인한 결과, 대조군을 100%로 하였을 

때, GCE 1∼100 ㎍/㎖의 농도에서 모두 세포독성을 나타내

지 않았으며, 기존의 천연물 추출물의 세포독성 결과와의 비

교 면에서도 안전한 것으로 평가되었다(Fig. 1).

Fig. 1. The cell viability of the GCE in Raw 264.7 cells. Cells was 
treated with 1, 10 and 100 ㎍/㎖ of the GCE for 24hr. Cell 
viability was measured using an MTT assay. The results were 
expressed as mean±S.D. from three independent experiments.

2. 항산화 효능에 미치는 영향

1) 총 폴리페놀 함량
GCE의 총 폴리페놀 함량은 3회 이상 반복 측정하였으며, 

그 결과 46.622 ㎎/g으로 나타났다(Table 3).

Table 3. The total phenolic contents of the GCE

Samples Total phenolics (㎎ GAE*)/g ext.)

GCE 46.622 ± 0.571

*) The total phenolic contents was expressed as milligram of the gallic 
acid equivalent (GAE) per gram of extract.

2) DPPH 라디칼 소거율에 미치는 영향
GCE의 DPPH 라디칼 소거율을 측정한 결과, GCE 1 ㎍/

㎖ 농도에서 0.5%, 10 ㎍/㎖ 농도에서 2.8%, 100 ㎍/㎖ 농

도에서 38.8%, 1000 ㎍/㎖ 농도에서 92.7%의 소거율을 나

타냈다(Fig. 2).

Fig. 2. The DPPH free radical scavenging activity of the GCE at 
1, 10, 100 and 1000 ㎍/㎖ concentration. Extracts were 
incubated with the DPPH solution at 37℃ for 30 mins. Activities 
were determined by measurement of absorbance at 517㎚. The 
results are expressed as mean±S.D. from three independent 
experiments.

3) ABTS 라디칼 소거율에 미치는 영향
GCE의 ABTS 라디칼 소거율은 1 ㎍/㎖ 농도에서 0.5%, 

10 ㎍/㎖ 농도에서 1.4%의 소거율을 나타냈으며, 100 ㎍/㎖ 

농도에서 33.1%, 1000 ㎍/㎖ 농도에서 89.4%의 소거율을 

나타내었다(Fig. 3).

Fig. 3. The ABTS free radical scavenging activity of the GCE at 
1, 10, 100 and 1000 ㎍/㎖ concentration. Extracts were 
incubated with the ABTS solution at RT for 10 mins. Activities 
were determined by measurement of absorbance at 732㎚. The 
results are expressed as mean±S.D. from three independent 
experiments.

4) ROS 생성에 미치는 영향
GCE의 ROS 감소율은 대조군을 100%로 하였을 때, GCE 

1 ㎍/㎖의 농도에서는 17.4% (P<0.01), 10 ㎍/㎖의 농도에

서 20.9% (P<0.05), 100 ㎍/㎖의 농도에서 26.2% (P<0.01)

로 나타나 농도 의존적으로 유의성 있는 감소를 나타냈다

(Fig. 4).

Fig. 4. Effect of the GCE on the ROS product in Raw 264.7. The 
cells were treated with different concentrations of the GCE and 
LPS (1㎍/㎖) for 24h. The ROS production was analyzed by 
FACS. Each value represent the mean±S.D. from 3 independent 
experiments. (Significance of results, *P<0.05; **P<0.01)

5) NO 생성에 미치는 영향
GCE의 NO 감소율은 대조군을 100%로 하였을 때, 1 ㎍/

㎖의 농도에서는 6%의 미미한 감소를 나타냈지만, 10 ㎍/㎖

의 농도에는 17.4% (P<0.01)의 유의성 있는 감소를 나타냈

으며, 100 ㎍/㎖의 농도에서 37.6% (P<0.001)의 농도 의존

적으로 유의성 있는 감소를 나타냈다(Fig. 5).
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Fig. 5. The NO production of the GCE in Raw 264.7 cells. The 
cells was treated with 1, 10 and 100 ㎍/㎖ of the GCE and LPS 
(1 ㎍/㎖) for 24hr. The amount of nitrate in supernatant was 
measured using Griess reagent. The results were expressed as 
mean±S.D. from three independent experiments (Significance of 
results, **P<0.01; ***P<0.001).

3. 염증성 사이토카인에 미치는 영향

본 연구에서 IL-1β 생성량은 대조군을 100%로 하였을 때, 

GCE 1 ㎍/㎖ 농도에서 35.4% (P<0.05), 10 ㎍/㎖ 농도에

서 52.4% (P<0.01), 100 ㎍/㎖ 농도에서 56.1% (P<0.01)의 

농도 의존적인 유의한 감소를 나타냈으며(Fig. 6-A), IL-6

의 생성량의 경우 1 ㎍/㎖ 농도에서 37.7%의 감소를 나타냈

고, 10 ㎍/㎖ 농도에서 52.1% (P<0.05), 100 ㎍/㎖ 농도에

서 70.5% (P<0.01)의 농도 의존적인 유의한 감소를 나타냈

다(Fig. 6-B). 또한 TNF-α의 생성량의 경우 대조군에 비하

여 1 ㎍/㎖ 농도에서 2.7%, 10 ㎍/㎖ 농도에서 9.9%의 감

소를 나타냈으며, 100 ㎍/㎖ 농도에서 23.8% (P<0.05)의 농

도 의존적인 유의한 감소를 나타냈다(Fig. 6-C). RNA 수준

에서의 IL-1β, IL-6, TNF-α의 발현 정도 측정에서도 역시 

농도 의존적인 감소를 나타냈다(Fig. 6-A, B, C).

 

Fig. 6. Effect of GCE on LPS-induced IL-1β (A), IL-6 (B) and 
TNF-α (C) production in Raw 264.7 cells. The cells was treated 
with 1, 10 and 100 ㎍/㎖ of the GCE in the presence of LPS (1 
㎍/㎖) for 24hr. Cytokines was measured using an Luminex. The 
results were expressed as mean±S.D. from three independent 
experiments (Significance of results, *P<0.05; **P<0.01). 

고 찰

일반적으로 페놀계 물질들은 방향족 화합물들을 가리키는 

것으로, 식물체에 특수한 색깔을 부여하고, 한 분자 내에 2개 

이상의 phenolic hydroxyl (OH)기를 가지며, 플라보노이드

와 탄닌을 주성분으로 한다24,25). 또한 hydroxyl group은 유

지의 유리기 수용체로서 유지 산패의 초기 단계에 생성된 유

리기들이 안정된 화합물을 형성 하도록 하여 산화억제 작용을 

하며26,27), 종류나 함량의 증가에 따라 항산화 활성에 미치는 

영향이 큰 것으로 알려져 있다28). 현재 폴리페놀은 인체의 만

성 질환을 예방하거나 개선하는데 활용되고 있고, 충치 예방, 

고혈압 억제, 항에이즈, 항산화, 항암 등의 다양한 생리활성

을 가지는 것으로 알려져 있는데29,30), GCE의 총 폴리페놀 

함량이 46.622 ㎎/g으로 확인 되었으며, 이는 GCE 내의 폴

리페놀 성분이 항산화 작용에 기여할 것임을 시사하고 있다.

선행연구에 의하면 DPPH 라디칼은 산화된 형태에서 자유

라디칼을 가지고 있기 때문에 전자공여체인 항산화제와 만나

면 전자를 얻어 환원이 되며, 항산화 효능이 클수록 탈색의 

정도가 크게 나타난다고 알려져 있다31,32). 본 연구에서 GCE의 

DPPH 라디칼 소거율을 측정한 결과, 농도 의존적으로 소거됨

을 나타내었고, 1000 ㎍/㎖ 농도에서는 92.7%의 소거율을 나

타냈다. 이는 선행연구33)에서 확인된 항산화제인 tocopherol

과 유사한 수준으로 라디칼 소거율을 나타낸 것으로써 높은 

수준의 라디칼 소거능이 확인되었다.

ABTS 라디칼 소거율 측정 방법은 ABTS의 양이온 라디칼

의 흡광도가 항산화제에 의해 감소되는 원리를 이용한 것으

로, ABTS와 potassium persulphate를 혼합하여 생성된 

ABTS·+가 항산화 물질에 의해 소거되면 특유의 색인 청록

색이 탈색되는 원리를 이용한 것이다9,34). 또한 소수성과 친수

성 시료 모두 측정이 가능하다는 점에서 유용하게 쓰인다35). 

GCE의 ABTS 라디칼 소거율은 농도 의존적으로 소거됨을 나

타내었고, 1000 ㎍/㎖ 농도에서는 89.4%의 소거율을 나타내

었다. 선행연구에서는 천연물의 페놀 화합물이 항산화에 중요

한 역할을 하는 것으로, 라디칼 소거율은 폴리페놀 함량에 연

관되어 증가한다고 보고되어져 있어28,32), 본 연구에서 측정된 

폴리페놀 성분 함량과 ABTS와 DPPH 라디칼 소거율의 결과

는 기존의 결과와 부합되어 유의적인 항산화능이 인정되었다.

ROS 감소율을 확인하기 위하여 사용된 Raw 264.7 세포

는 마우스유래 대식세포주이며, 병원균의 내독소로 알려진 

LPS에 의해 활성화되어 다양한 산화적 매개체뿐만 아니라 염

증성 인자를 방출하는 것으로 알려져 있다36). ROS는 세포의 

성장과 분화에 영향을 미치고 병원체 등을 공격하여 인체를 

방어하는 작용도 하지만, 반면에 정상적으로 소거되지 않았을 

때는 잔존하는 자유라디칼에 의해 산화적 스트레스를 일으키게 

된다2). 세포내 생성된 ROS는 비형광을 나타내는 DCF-DA를 

산화시켜 형광물질인 DCF로 전환시키는데 이렇게 전환된 형

광물질의 양이 ROS의 양을 나타낸다37). 본 실험에서 GCE는 

ROS를 농도 의존적으로 감소시켜 항산화와 연관된 다른 분

석 실험 결과와 부합함으로써 세포대사의 이상, DNA손상과 

단백질의 손상과 같은 산화적 손상 등을 억제하여 노화 방지

와 더불어 세포 재생과 같은 효능을 발휘할 수 있을 것으로 

기대된다.

체내에서 NO는 생리학과 병리학적인 관점에서 중요한 세

포내 신호분자로써 작용하여 세균과 종양을 제거하고 혈압을 

조절하거나 신경 전달을 매개하는 등 다양한 역할을 하는 반
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면에, 산화적 스트레스로 인한 높은 수준에서의 NO 생산은 

조직 및 신경의 손상을 일으키고38), 유전자를 변이시키며39), 

혈관 투과성을 증가시켜 부종을 일으키는 등 과도한 염증 반

응을 일으킨다9). 본 실험에서 GCE가 농도 의존적으로 NO를 

감소시킴으로 인하여 염증 반응으로 인한 조직의 손상 및 부종 

완화도 감소시킬 수 있다는 것을 기대할 수 있어, 산화적 스트

레스로 인한 염증 완화 효능을 나타낼 수 있는 가능성과 항산

화 화장품의 원료로써의 활용 가능성을 확인할 수 있었다9).

산화적 스트레스로 인하여 인체에 나타나는 피부 관련 질

환의 대다수가 염증을 동반하는데, 이로 인해 노화가 촉진되

며, 피부 질환이 더욱 악화되고, IL-1β, TNF-α, IL-6와 같

은 염증성 사이토카인이 생성된다8,9). IL-1β는 대식세포를 활

성화시키고, 림프구 및 호중구의 내피세포 접착을 항진시키

며, 케모카인의 생성을 유도하여 염증 부위에 염증세포의 침

윤을 상승시킨다40). 또한 TNF-α는 염증 반응 초기에 해당 

부위로 호중구를 유도하며, 급성 염증 반응을 일으키고 악화

시키는 인자이며41), IL-6는 B림프구의 분화와 성장을 증가시

키고 알레르기성 질병을 포함하여 염증성 질환을 만성적인 단

계로 발달시킨다9,38). 본 연구에서 GCE는 염증성 사이토카인

인 IL-1β, IL-6, TNF-α의 생성을 농도 의존적으로 감소 

시켰으며, 각각 IL-1β는 1 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖의 

농도에서, IL-6는 10 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖의 농도에서, TNF-α

는 100 ㎍/㎖의 농도에서 유의한 감소를 나타냈다. 또한 

RNA 수준에서의 IL-1β, IL-6, TNF-α의 발현 정도 측정에

서도 역시 농도 의존적인 감소를 나타냈다. 결과적으로 GCE

가 염증 관련 사이토카인의 생성 억제를 통하여 다른 염증 세

포들의 이주와 침윤을 비롯하여 활성과 분화도 감소시킬 수 

있음을 추정할 수 있었으며, 산화적 스트레스로 인한 염증 질

환에도 유의적임을 객관적으로 확인할 수 있었다.

GCE의 기본방인 淸肌散은 아토피피부염 완화 효능42), NO 

생성 억제43), Th2의 세포분화와 NF-κB의 억제44) 등에 대하

여 이미 보고 된 바가 있다. 따라서 기본방 그리고 구성 약물 

일부분과 가미 약물 모두 항염증과 항산화 효능17-23,42-44)이 

보고된 바가 있어 GCE는 이들 약물간의 상호 작용으로 유의

성 있는 항산화와 항염증 효능이 나타난 것으로 사료된다. 결

과적으로 본 연구에서는 산화적 손상과 더불어 염증 관련 인

자들의 변화에 대한 GCE의 효능을 검색하여 항산화와 함염

증 효능을 일부 확인하였고, 이에 노화, 염증성 피부질환과 

같은 증세의 치료제 또는 화장품 원료로써 GCE가 유용할 수 

있음을 기초적 자료로써 제시하였다.

결 론

피부 노화와 손상에 관련된 유의적인 소재 발굴을 위한 연

구로 淸肌散에 임상에서 피부과 질환에 사용되고 있는 白鮮皮

와 樺皮를 가미하여 항산화 활성과 염증성 사이토카인의 감소 

효능을 분석한 결과 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 加味淸肌散의 총 폴리페놀 함량은 46.622 ㎎ (GAE)/g

으로 측정되었다.

2. 加味淸肌散의 ABTS 라디칼과 DPPH 라디칼의 소거율

은 1 ㎍/㎖와 10 ㎍/㎖의 농도에서는 미미한 소거능이 

나타났으나, 100 ㎍/㎖와 1000 ㎍/㎖의 농도에서는 

현저한 라디칼 소거능을 나타내었다.

3. 加味淸肌散은 ROS 생성을 농도 의존적으로 유의성 있

게 감소시켰고, NO 생성 역시 농도 의존적으로 감소 

시켰으며, 10 ㎍/㎖와 100 ㎍/㎖ 농도에서는 유의성 

있는 결과가 나타났다.

5. 加味淸肌散은 염증성 사이토카인인 IL-1β, IL-6, 

TNF-α의 생성에서 농도 의존적으로 감소를 나타냈으

며, 각각 IL-1β는 1 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖의 

농도에서, IL-6는 10 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖의 농도에서, 

TNF-α는 100 ㎍/㎖의 농도에서 유의한 감소를 나타

냈다. 또한 RNA 수준에서의 IL-1β, IL-6, TNF-α의 

발현 정도 측정에서도 역시 농도 의존적인 감소를 나타

냈다.

결과적으로 加味淸肌散이 산화적 손상과 이와 관련된 염증성 

사이토카인에 대하여 객관적으로 유의성 있는 효능을 발휘함으

로써 향 후 개별 약물에 대한 상호 비교 평가를 통한 최적 조

합이 이루어질 경우 피부 노화와 손상에 관련된 유의적인 소재

로써 응용 가능할 것으로 보인다. 아울러 기본방인 淸肌散이 

피부 질환에 사용된다는 점에서 이러한 EBM (Evidence 

based medicine) 구축을 통하여 加味淸肌散 역시 임상에서 

소양감을 동반한 다양한 피부 질환에 활용 가능할 것으로 기

대된다.
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