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1. 서    론

피부와 머리카락의 색을 결정짓는 중요한 요소인 멜

라닌은 동물, 식물 및 미생물에 널리 존재하는 멜라노

사이트에서 형성되는 페놀류의 고분자 물질로 UV광

선에 의한 세포손상으로 활성산소종(reactive oxygen 

species, ROS)에 의해서 매개되며, 독성 약물의 흡수 등 
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여러 중요한 작용을 수행한다[1,2]. 하지만 멜라닌은 

과도하게 합성이 될 경우 피부에 색소가 침착되어 기

미, 주근깨를 형성하며, 이와 같은 병변은 나아가 피부

암의 원인이 되기도 한다[3-5]. Melanin은 몇 가지 세포 

내 신호를 통해 시작된다. 첫 번째 cyclicadenosine 

monophosphate (cAMP)/ PKA (protein kinase A)로 멜라

닌 합성의 주요 경로이다. 둘째 nitric oxide에 의한 cy-

clic guanosine monophate (cGMP), 셋째 protein kinase C 

(PKC), 넷째 p28 MAP kinase가 알려져 있다. UV에 의
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요 약: 본 연구는 은행 열매 오일의 멜라닌 생성 억제 효과를 확인한 것이다. 은행나무 열매 오일은 DPPH as-

say와 FRAP assay를 사용하여 라디컬 소거능을 시험하였다. 결과적으로 은행나무 열매 오일은 DMSO를 용매

로 0.06% 녹였을 때, DPPH assay에서 9.96% 소거활성을 나타내었고 FRAP는 1.33 mM의 ferric sulfate 

(FeSO4)를 생성하였다. 은행 열매 오일은 tyrosinase inhibition assay에서 37.72%의 억제력을 가졌고 

B16/F10 세포에 멜라닌 생합성 실험을 통해 확인하였다. 은행 오일 0.06%에서 α-MSH 처리 구에 비해 

48.02%의 멜라닌 생성을 억제하였다. Tyrosinase, tyrosinase related protein-1 (TRP-1), tyrosinase 

related protein-2 (TRP-2), microphthalmia-associated transcription factor (MITF)의 유전자 발현 수

준은 control군에 비해 0.04%와 0.06% 농도 군이 크게 감소하였다. 결과적으로 은행 열매 오일 추출물이 멜라

닌 생성을 억제하는 효과가 있는 것으로 확인되었다.

Abstract: In this study, we investigated the inhibitory effect on melanin synthesis of Ginkgo biloba seed oil. The results 

showed 9.96% inhibitory effect scavenging activity on DPPH and showed a value of 1.33 mM of FeSO4 at a concen-

tration of 0.06% in DMSO by using FRAP assay. G. biloba seed oil inhibited tyrosinase activity up tp 37.72% and 

suppressed the biosynthesis melanin up to 48.02% at 0.06% in B16/F10 mouse melanoma cell. In G. biloba seed oil 

treated group tyrosinase, TRP-1, TRP-2 and MITF gen expression levels significantly decreased compared to the contral 

group at a concentration of 0.04% and 0.06%. In conclusion, these results indicated that G. biloba seed oil extract have 

a good antimelanogenetic effects.

Keywords: Ginkgo biloba, DPPH activity, melanin, oil, antimelanogenetic
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해 피부 내 melanin 세포의 cAMP가 증가되고 PKA를 

활성화 시키면서 cAMP response element binding pro-

tein (CREB)을 거쳐 MITF의 발현을 증가시킨다. 

MITF는 합성과정에서 중요한 전사조절 인자로 ty-

rosinase와 TRP-1, TRP-2의 전사를 촉진한다[6-8]. 

Tyrosinase는 melanocyte 내에서 tyrosine을 L-3,4-dihy-

droxyphenylalanine (L-DOPA)으로, L-DOPA를 L-DOPA 

quinone으로 전환하여 melanin이 합성된다. Tyrosinase 

외 TRP-1, TRP-2와 같은 단백질이 멜라닌 생성에 관여

하지만 그 기능은 아직 정확하게 밝혀지지 않고 있고, 

최근에는 멜라닌 합성 억제에 관한 연구로 tyrosinase를 

비롯해 TRP-1, TRP-2 등과 같은 단백질에 관한 연구가 

지속적으로 이루어지고 있다. 이뿐만 아니라 melanin 

과잉 생성을 억제하는 연구가 이루어지고 있으며 ty-

rosinase를 비롯한 멜라닌 형성에 관여하는 효소의 발

현과 활성을 조절함으로서 미백을 목적으로 한 다양한 

소재개발이 이루어지고 있다[9-12]. 화장품 분야에서는 

미백물질로 kojic acid, arbutin 등 tyrosinase 효소활성을 

억제하는 물질과 hydroquinone, vitamin C 및 이들의 유

도체와 각종 식물 추출물이 사용되어 왔다[13]. 이러한 

물질들은 각종 문제로 인해 사용이 제한되고 있는 상

황으로 기존의 미백제의 문제를 극복하기 위해 천연물

에서 새로운 미백제 개발에 많은 연구가 진행되고 있

다. 은행나무(Ginkgo biloba, G. biloba)는 은행나무과에 

속하는 수목류로 생존하는 수목류 중 가장 오래된 살

아있는 화석실물로서 병, 해충, 오연물질에 고도의 저

항성을 가지고 있다. 북중국이 원산이며 낙엽교목으

로 단 1과 1속 1종뿐이며, 한때 전 세계에 분포되어 있

었으나 지금은 동남아시아 지역에서 주로 자생되고 있

다. 은행 종실은 주로 동양에서 예로부터 약용 또는 식

용으로 많이 연구되어오고 있다[14]. 본 연구는 은행 

종실의 hexane으로 추출하여 오일 추출물의 항산화효

과 및 미백효과에 관한 것이다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시료의 제조

본 실험에 사용된 은행나무 열매는 중국에서 자생한 

것을 구입하여 사용하였으며, 실험재료는 60 ℃에서 

3일간 건조한 뒤 건조된 열매를 분쇄하여 분말로 만든 

다음 추출시료로 사용하였다. 열매 분말 450 g에 hex-

ane 900 mL 첨가하여 상온에서 24 h 교반추출 하였고, 

이 과정을 2회 반복하였다. 감압농축기를 사용하여 농

축하였고 농도에 맞게 dimethyl sulfoxide (DMSO)로 

녹여 사용하였다.

2.2. 시약 및 기기

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma, USA), as-

corbic acid, mushroom tyrosinase, 2,4,6-tris(2-pyr-

idyl)-s-triazine (TPTZ) (Sigma, USA), 3-(4,5-Dimethy

lthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) 

(Sigma, USA), tyrosinase mushroom, dimethyl sulfoxide 

(DMSO) (Sigma, USA), α-melanicyte stimulating hormone 

(α-MSH) (Sigma, USA), L-3,4-dihydroxy-phenyl-alanine 

(L-DOPA) (Sigma, USA) Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) (Thermo, USA), fetal bovine serum (FBS) 

(Thermo, USA), trypsin (Thermo, USA), FBS (Thermo, 

USA), 100 U/mL penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin 

(Thermo, USA), TRIzol (Invitrogen, USA). 실험에 사용된 

기기는 UV/Vis-spectrophotometer (BIO-RAD, USA), PCR 

(T1 Thermocycler, Biometra, Germany), real-time PCR 

(CFX connect, Bio-Rad, USA)을 사용하였다.

2.3. 항산화 효과 측정

2.3.1. DPPH Assay

Tyrosinase의 초기 반응속에 3,4-dihydroxyphenylalanine 

(DOPA)의 산화가 관여되므로 전자공여능(electron 

donating ability, EDA)이 있을 경우 melanin의 생성 억제

에 효과가 있을 것으로 예상하여 DPPH의 환원력을 

이용하여 측정하였다[6]. 시료 10 µL에 메탄올 100 µL와 

0.25 mM DPPH 90 µL을 혼합하여 암실에서 30 min 

동안 반응하였다. 분광광도계를 사용하여 517 nm 파장

에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군으로 ascorbic 

acid를 사용하였으며 전자공여효과는 추출물의 첨가 

전과 후의 차이를 백분율로 나타내었다.

2.3.2. FRAP Assay

FRAP assay는 Benzie와 Strain의 방법을 변형하여 측

정하였다. FRAP reagent는 25 mL acetate buffer (300 

mM, pH 3.6)를 37 ℃에서 가온한 후, 40 mM HCl에 용

해한 10 mM TPTZ 5 mL와 20 mM FeSO4 2.5 mL를 가
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하여 제조하였다. 제조된 0.9 mL FRAP reagent에 각 조

건의 샘플을 0.03 mL와 증류수 0.09 mL를 넣은 다음 

37 ℃에서 10 min 동안 반응시킨 후 593 nm에서 분광

광도계(Benchmark PLUS Bio-Rad)를 이용하여 흡광도

를 측정하였다.

2.4. Tyrosinase Inhibition Assay

0.1 M phosphate buffer (pH 6.8) 0.5 mL에 10 mM 

L-DOPA를 녹인 기질액 0.5 mL 및 은행 추출물을 농도

별(4%, 6%)로 0.5 mL를 첨가하였다. 여기에 mushroom 

tyrosinase (110 U/mL) 0.2 mL를 첨가하여 37 ℃ in-

cubator에서 5 min 동안 반응시킨 후 475 nm 파장에서 

흡광도를 측정하였다. 은행 추출물을 첨가하지 않은 

동일한 혼합물을 대조구로 사용하였다. Tyrosinase 효

소 활성 저해율은 다음 계산식에 의하여 산출하였으며 

양성대조군으로 arbutin을 사용하였다.

저해율(%) = (A-B)/A×100

A : 시료를 첨가하지 않았을 때의 흡광도

B : 시료를 첨가하였을 때의 흡광도

2.5. 세포배양

B16/F10 melanoma cell에 배양에 사용된 배지는 10% 

fetal bovine serum (FBS)과 1% penicillin, streptomycin

이 포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)를 사용하였다. 세포는 37 ℃와 5% CO2 상태

에서 배양하였다. B16/F10 melanoma cell에 각 조건 별

로 96 well plate에는 5 × 104 cells/well, 100 mm cell cul-

ture dish는 1 × 105 cells/mL, 60 mm cell culture dish는 

1 × 105 cells/mL로 분주하였다. 

2.6. 세포독성 측정

세포 독성을 확인하기 위하여 MTT assay를 수행하

였다. 먼저 96 well plate에는 5 × 104 cells/well 되도록 

분주 후 24 h 뒤에 각 농도에 맞도록 DMSO에 녹인 

sample을 첨가하였다. 24 h 뒤에 배지를 제거한 후 me-

dia와 MTT (in PBS 5 mg/mL) 9 : 1로 섞은 다음 well에 

200 µL씩 가하고 incubator에 4 h 반응 후 다시 상층액

을 제거한다. DMSO와 에탄올을 1 : 1 비율로 섞어 150 

µL씩 분주하여 완전히 녹인다. 분광광도계(Benchmark 

PLUS Bio-Rad)를 이용하여 550 nm에서 측정하였다.

2.7. Melanin Contents Assay

세포 내의 melanin 생성량을 측정하기 위하여 

B16/F10 melanoma cell을 100 mm cell culture dish에 

1 × 105 cells/mL 농도로 분주하였다. 24 h 동안 배양한 

후 α-MSH을 10 nM 되도록 처리하였고, 4 h 뒤에 은

행나무 오일을 처리하였다. 24 h 뒤에 세포 내 melanin 

생성에 미치는 영향을 측정하기 위해 DPBS로 2회 세

척하고 cell scraper로 cell을 모았다. Lysis buffer (0.1 M 

sodium phosphate buffer pH 6.8, 1% (v/v) triton X-100)

를 1 mL 첨가한 다음 4 ℃ 30 min 간 반응하였다. 반응

한 용액을 13,000 rpm 10 min 간 원심분리 하였다. 상

등액은 BCA단백질 정량법으로 정량을 하였다. 침전물

은 1 N NaOH용액 1 mL 첨가한 다음, 90 ℃에서 1 h 

반응한 뒤 단백질 양에 맞춰 희석하여 475 nm에서 흡

광도를 측정하였다.

2.8. 유전자 발현 분석

2.8.1. 총 RNA 분리

배양한 B16/F10 melanoma cell을 100 mm cell culture 

dish에 1 × 105 cells/mL 농도로 분주하여 24 h 동안 배

양한 후 α-MSH을 10 nM 되도록 처리하였고, 4 h 뒤

에 은행나무 오일을 처리하였다. 24 h 뒤에 1 mL 

TRIzol reagent를 처리하여 총 RNA를 분리하였다. 분

리한 총 RNA에 200 µL choloroform : isoamylalcohol (24

: 1)을 넣고 잘 섞은 후 14,000 rpm으로 20 min 간 원심 

분리하여 상층액 500 µL을 새로운 tube에 담는다. 500 

µL Isopropyl alcohol을 이용하여 RNA를 침전시킨 후 

70% 에탄올로 세척하고 자연 건조시킨다. RNAase free 

water에서 RNA를 녹인 후 RNase-free DNase를 첨가하

고 -70 ℃에 보관하였다.

2.8.2. cDNA 합성

시약은 Fermentas에서 제조한 RevertAidTM first stand 

cDNA systhesis kit를 사용하였다. 대조군 및 시험군에

서 각각 분리한 총 RNA 1 µg에 oligo dT 2 µL를 넣은 

후 DEPC water 8 µL 넣고 조심스럽게 혼합한 다음, 65 

℃에서 5 min 간 반응 후 다시 얼음에 넣어 4 ℃를 유

지한 후 5 X reaction buffer 4 µL, RiboLockTM RNase in-



386 김윤석⋅이용화⋅이진영⋅이용섭

대한화장품학회지, 제 41권 제 4 호, 2015

hibition (20 U/µL) 1 µL, 10 mM dNTP mix 2 µL 그리고 

RevertAidTM M-MuLV reverse transcriptase (200 u/µL) 1 

µL를 가하여 총 양을 20 µL로 만들었다. 이 후, 42 ℃

에서 60 min 간 반응한 다음 4 ℃에서 final extension

하였다. 반응이 종료된 다음 -20 ℃에 보관하였다. 

2.8.2. Real-Time RT-PCR

cDNA 증폭을 위해 reaction mixture를 포함한 Taqman 

universal master mix Ⅱ (Life technologies)를 사용하였

고, Taqman gene expression assay를 사용하여 진행하였

다. Quantitative real time PCR 조건은 denaturation은 95 

℃에서 15 s, annealing은 68 ℃에서 60 s를 40 cycle 진

행하고 final extension은 72 ℃에서 30 s 반응하였다. 상

대적인 melanogenic protein mRNA발현 비교는 GAPDH 

mRNA와 비교하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 항산화 효과 측정 결과

3.1.1. DPPH Assay

추출물의 미백 효능 검증하기 위해 가장 먼저 항산

화를 측정하였다. 그 결과 농도 의존적으로 DPPH 라

디컬 소거능이 증가하였으며, 추출물 6%일 때 9.95%

의 소거활성을 보였다(Figure 1).

3.1.2. FRAP Assay

FRAP 방법은 총항산화능을 측정하는 방법으로 환

원제에 의해 ferric tripyridyltriazine (Fe³⁺-TPTZ)복합체

가 ferrous tripyridyltriazine (Fe²⁺-TPTZ)으로 환원되는 

원리로 대부분의 항산화제가 환원력을 가지고 있다는 

점에 개발된 방법이다. FRAP법을 이용하여 항산화화

성을 측정한 결과 농도 의존적으로 효과가 증가하였으

며, 6%에서 1.33 mM의 소거량을 나타냈다(Figure 2).
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Figure 1. Scavenging effect of G. biloba oil on DPPH 

Radical. Results are expressed as mean ± S. D. (N = 3). 
**p < 0.05, *p < 0.5 as compared to the untreated group 

(control).

Gene Applied Biosystems reference 

Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH) Mm99999915-g1

Tyrosinase Mm00495817-m1

Tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) Mm00453201-m1

DOPAchrome tautomerase (DCT, TRP-2) Mm01225584-m1

Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) Mm00434954-m1

Table 1. Probe Used for PCR
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Figure 2. Ferric-reducing antioxidant potential value of G. 

biloba oil. Data were expressed in mean ± S. D. (N = 3). 
**p < 0.05, *p < 0.5 as compared to the untreated group 

(control).
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3.2. Tyrosinase Inhibition Assay

멜라닌 생성은 tyrosinase가 tyrosine을 산화하여 생성

되는 멜라닌을 측정하여 추출물의 tyrosinase 억제하여 

미백효능 검증하는 방법이다. 측정결과 은행 추출물이 

농도 의존적으로 tyrosinase 억제 효과가 있었으며 

0.04% 저해율은 양성대조군인 arbutin과 유사한 효과가 

나타났다(Figure 3).

3.3. 세포독성 측정

은행 추출물을 세포에 노출하는 실험에서 추출물이 

세포에 미치는 독성을 확인하기 위해 MTT를 이용하

였다. 농도별 처리구와 DMSO로 인한 독성을 확인하

기 위하여 DMSO를 처리하였고 추출물이 증가함에도 

세포의 생존율이 줄지 않음을 확인하였다(Figure 4).

3.4. Melanin Contents Assay

은행 추출물이 미백에 효과가 있는지 검증하기 위해 

mouse melanoma 세포를 이용하여 멜라닌 합성 억제효

과를 측정하였다. 추출물을 처리하고 멜라닌 양을 측

정한 결과 추출물의 농도 의존적으로 감소하였으며, 

대조군으로 arbutin 500 µM 처리한 세포 보다 더 mela-

nin 합성 억제효과가 높게 측정되었다(Figure 5).

3.5. 유전자 발현 분석

세포 내 유전자 발현과 관련하여 은행 추출물의 미

백효능을 확인하기 위하여 Qpcr을 진행하였다. Qpcr은 

증폭산물의 생성량을 모니터링 하여 target DNA의 

양을 분석하는 실험이다. Qpcr data는 housekeeping 

gene인 GAPDH와 비교한 상대적인 수치(dCt = gene-

GADPDH)를 이용하여 normalization한 GAPDH 대비 

상대적인 유전자 발현의 비율(2n-dCt)을 의미한다. 

Melanoma을 유도한 곳보다 tyrosinase, MITF, TRP-1, 

TRP-2의 mRNA양이 발현 억제가 일어남을 확인할 수 

Figure 3. Inhibitory effect of G. biloba oil against 

tyrosinase. Data were expressed in mean ± S. D. (N = 3). 
**p < 0.05, *p < 0.5 as compared to the untreated group 

(control).
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Figure 4. Effects of G. biloba oil on the toxicity of 

B16/F10 melanoma cell. The cells were incubated with G. 

biloba oil extracts for 24 h in 5% CO2 incubator at 37 ℃. 

The amount of living cells was measured using MTT. Data 

were expressed in mean ± S. D. (N = 3). **p < 0.05, *p < 

0.5 as compared to the untreated group (control).

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

M
el

an
in

 c
o
n

te
n

t 
(%

 o
f 

co
n
tr

o
l)

Control α-MSH Arbutin 0.04 0.06

GB oil (%)

α-MSH (10 nM)

**

**

**

*

Figure 5. Effect of G. biloba oil concentration on the 

melanin contents of B16/F10 murine melanoma cell. Data 

were are expressed in mean ± S. D. (N = 3). **p < 0.05, 
*p < 0.5 as compared to the untreated group (control).
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있었다(Figure 6).

4. 결    론

본 연구에서 은행 열매의 오일을 추출하여 화장품의 

기능성 소재로 사용하고자 그 효능 및 효과를 조사하

였다. 멜라닌 생성 첫 단계인 tyrosinase 억제 활성과 멜

라닌 생성 억제 효과를 측정한 결과, tyrosinase의 활성

을 억제하였고, melanin을 형성하는 B16/F10 melanoma 

세포의 멜라닌 생성 억제하였다. Melanogenesis에 관여

하는 MITF, TRP-1, TRP-2, tyrosinase의 유전자 발현을 

억제하는 것으로 은행 열매의 오일이 천연 기능성 재

료로서 가능성이 매우 높은 것으로 판단된다.
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