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Abstract

  Objectives : Oxidation by active oxygen in the body, phototoxicity and photoallergic interest has grown, 

antioxidant and phototoxicity inhibiting substances for research progress. The purpose of this study was to 

examine the effects on antioxidant and phototoxicity of Rubus coreanus Fruits.

  Meterial and Methods : Hs68 cell lines using the DPPH radical scavenging activity, cytotoxic, phototoxic 

inhibitory activity and apoptosis were measured.

  Results : 1. In MTT assay, the concentrations of Rubus coreanus Fruits that were used on the test had no 

cytotoxicity.

           2. In DPPH radical scavenging activity, the concentration of 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖ anti-oxidant effect of 

Rubus coreanus Fruits was statistically significant increased than control group in dose-dependantly.

           3. In phototoxic inhibitory activity, Rubus coreanus Fruits dose-dependently increased the cell viability 

of Hs68 cell lines.

           4. The concentration of 50 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits inhibited the enrichment of nucleus in the 

Hs68 cell stimulated with UVB.
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  Conclusions : These results indicate that Rubus coreanus Fruits has anti-oxidant effects and Phototoxic Inhibitory 

Activity. If further study is performed, the use of Rubus coreanus Fruits will be valuable and 

beneficial in the therapy of skin aging and damage.
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Ⅰ. 서  론

  최근 첨단 과학과 의료기술의 발전으로 인간의 수

명이 연장되면서 사회는 점점 고령화 사회로 진입하

게 되었으며 이에 따라 각종 만성 질환의 발병률이 

증가하고 있고 이러한 만성질환의 원인이 생체에서 

발생되는 hydroxyl radical, superoxide radical, 과산

화수소 등과 같은 활성산소류(reactive oxygen 

species, ROS)에 의한다고 알려졌다1). 생체 내에서 

활성산소가 과도하게 발생되고 균형이 깨지는 경우 

세포나 조직이 손상 받게 되고 이는 지질과산화, 단백

질변성, 세포막파괴, DNA 손상 등에 영향을 미쳐 암, 

심장병, 동맥경화증, 백내장 등 여러 퇴행성 질환이 

발생되며2), 이에 최근 활성산소를 제거하는 연구가 

활발히 진행되고 있다. 

  활성산소와 관련된 인체 질환에 대한 항산화 효능

이 관심을 가지면서 현재 butylated hydroxy 

anisole(BHA), butyl hydroxy toluen(BHT) 등 합성 

항산화제 등이 개발되어 활용되나 동물실험에서 발암

성이 보고되어 안전성 문제점이 지적되고 있다3). 이

러한 이유로 합성 항산화제 사용이 제한되면서 합성 

항산화제보다 효과가 우수하거나 비슷한 천연 항산화

제 개발이 요구되어지고 있으며, 우리가 흔히 접할 수 

있는 각종 식품 및 한약재에 대한 항산화 효능 연구

가 활발히 진행되고 있는 상황이다4,5).

  피부에 지속적인 자외선의 노출은 피부의 구조와 

기능에 부정적인 영향을 주어 피부의 급격한 노화뿐

만 아니라 홍반, 부종, 화상6), 편평 및 기저세포암, 악

성 흑생종, 화학선에 의한 탄력섬유증과 각화증7) 등

의 질병을 일으킨다8). 이러한 변화를 유발시키는 주

요 원인 물질은 자외선으로 유발된 활성산소로 섬유

아세포의 세포질 신호 전달을 교란시켜 세포 기질이 

파괴되고 콜라겐 생성이 감소하여 광노화가 발생한다
9). 자외선으로 유발되는 활성산소를 효과적으로 제거

하기 위해 피부에 항산화제를 도포하거나 항산화능을 

가지고 있는 식품이나 한방 소재 약물의 규칙적인 섭

취가 유용한 방법으로 제시되고 있다10).

  복분자는 益腎, 固精, 縮尿의 효능으로 腎虛遺尿, 

小便頻數, 陽痿早泄, 遺精滑精 등의 치료에 사용되고 

있으며11), 항산화능12,13), 항염작용14,15), 항골다공증16), 

항류마티즘17) 및 항아나필락시스 효과18) 등 여러 가지 

질환에 대한 효능이 보고되고 있다. 이에 저자는 사람

의 foreskin에서 유래한 Hs68 세포에 자외선을 조사

하여 인위적으로 광독성을 유발시킨 후 복분자 추출

물의 광독성 억제 효과를 평가하였다.

Ⅱ. 실험 방법

1. 실험 재료

1) 시료 준비

  복분자는 ㈜HMAX(제천, 한국)에서 구입하였다. 

복분자 1 ㎏을 분쇄하여 메탄올(5 L)에 넣고 상온에서 

overhead stirrer를 이용하여 3일 동안 추출하였다. 

이 과정을 3회 반복하여 얻은 추출물을 Whatman 

No.1 여과지로 여과 및 감압농축기를 이용하여 농축

하고 vacuum oven에서 2일간 용매를 완전히 제거하
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여 복분자 메탄올 추출물(RME) 85.36 g(8.54%)을 얻

었다. 이 추출물은 사용하기 전까지 냉장 보관하였다.

2) 세포 배양

  사람의 foreskin에서 유래한 Hs68 세포를 10%의 

Fetal bovine serum (FBS;GIBCO)과 10,000 units/

㎖ penicillin 과 10,000 ㎍/㎖ streptomycin을 첨가

한 Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium (DMEM; 

GIBCO)에서 37℃ 5% CO2의 조건에서 배양하였다.

2. 실험방법

1) 세포 독성

  Hs68 세포를 샘플 처리 전 1×105 cells/well의 농

도로 96 well plate에 24시간 동안 배양하였다. 24시

간 뒤 배지를 제거하고 L-glutamate가 결핍된 

DMEM에서 다시 24시간 동안 배양 시켰다. 샘플을 

각각 100, 50, 10, 5 ㎍/㎖의 농도로 처리하고 24시간 

동안 배양한 뒤 MTT를 10 ㎕ 넣고 4시간 동안 배양

하였다. 배지를 제거하고 200 ㎕의 DMSO 넣고 충분

히 vortex 한 뒤 이를 ELISA reader를 이용하여 

wave length 570 ㎚에서 측정하였다.

2) DPPH radical 소거능

  Free radical의 소거능을 확인하기 위해 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH; Sigma 

Aldrich) 소거능 측정을 이용하여 항산화 활성을 측

정하였다. 96 well plate 에 샘플을 각각 100, 50, 10, 

5 ㎍/㎖ 농도로 희석하여 80 ㎕씩 준비 시키고 (A) 

0.15 mM DPPH/MeOH 를 80 ㎕에 첨가한 뒤 실온

에서 10분간 반응시켰다. 샘플자체의 색이 반영되는 

것을 배제하기 위하여 각각의 농도의 샘플만의 흡광

도 (샘플 80㎕ + MeOH 80㎕) 를 측정하였고 (B), 대

조군으로 샘플의 용매와 150 mM DPPH를 반응 시

킨 것을 이용 하였다 (C). 이를 ELISA reader를 이용

하여 wave length 520 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 

항산화능은 다음과 같은 방법으로 평가하였다.  

 

Inhibition = [1 - (A - B) / C] × 100

3) UVB 광조사

  UVB 램프(312㎚; Viber Lourmat)를 광원으로 사

용하였다. 자외선 조사 전 6 well plate에 Hs68 세포

주를 1×105 cells/well의 조건으로 배양하였으며 24시

간 뒤 16시간 동안 serum starvation을 시켰다. 1 ㎖

의 phosphate buffered saline(PBS)로 2번 washing 

한 뒤 1 ㎖의 PBS에서 UVB 조사를 하였다(80 

mJ/cm2). 조사 뒤 즉시 배지를 갈아주고 24시간 각각

의 샘플의 농도 (100, 50, 25, 12.5, 6.25 ㎍/㎖)에서 

배양하였다. 대조군은 UVB 조사 없이 같은 방법으로 

PBS washing과 배지교환을 해주었다. 

  24시간 뒤 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- 

tetrazolium bromide (MTT; Sigma Aldrich) 를 200 

㎕ 첨가하고 4시간 동안 배양하였다. 배지를 제거하

고 1 ㎖의 DMSO 넣고 이를 ELISA reader를 이용하

여 wave length 570 ㎚에서 측정하였다.

4) Hoechst 염색

  Apoptosis 가 진행되는 세포를 관찰하기 위하여 

Hoechst 염색을 실시하여 apoptosis가 진행되고 있는 

세포의 핵을 관찰하였다. 상기와 같은 방법으로 Hs68 

세포를 6 well plate 에서 UVB 조사시킨 후 즉시 배

지를 갈아 주고 배양 시켰다. 4시간 뒤 배지를 제거하

고 4%의 paraformaldehyde (PFA; Sigma Aldrich) / 

PBS 에서 on ice에서 1시간 동안 고정시켰다. 고정 

뒤 1㎖ PBS에서 3번 washing 해주고 1㎖ PBS에서 

Hoechist 33258 (Invitrogen) 을 0.2 ㎍/㎖ 의 농도로 

10분간 배양하고. 형광현미경 EVOS fluorescence 

microscopy에서 관찰 하였다.

5) 통계 분석

  각 실험군간 통계적 유의성을 분석하기 위하여 
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Student t-test 를 사용하였다. 모든 결과는 각 실험군

의 평균값 ± 표준편차 (Mean ± SD)로 나타내었고, 

유의확률(p-value)은 p<0.05로 하였다.

Ⅲ. 실험 성적

1. 세포 독성

  복분자 메탄올 추출물의 독성을 알아보기 위해 사

람의 foreskin에서 유래한 Hs68 세포에 각각 5, 10, 

50, 100 ㎍/㎖의 농도로 처리한 후 MTT assay를 시

행하였다. Control(0 ㎍/㎖)에서의 생존율을 100%로 

하였을 때 모든 농도에서 세포독성은 관찰되지 않았

다(Fig. 1).

 ㎍/㎖

Fig. 1. The effect of Rubus coreanus Fruits on cell 
viability. 

0 : Control group

5 : 5 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

10 : 10 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

50 : 50 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

100 : 100 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

Results represent as the mean±SD.

2. DPPH radical 소거능 측정

  DPPH의 환원성을 이용하여 복분자의 DPPH 

radical 소거능을 측정한 결과 5 ㎍/㎖ 농도에서 

14.12±5.64%, 10 ㎍/㎖ 농도에서 32.17±4.95%로 소

거 효과가 높지 않았으나 50 ㎍/㎖ 농도에서는 

94.9±0.68%, 100 ㎍/㎖ 농도에서는 95.93±0.81%로 

50 ㎍/㎖ 농도 이상에서 농도 의존적으로 유의하게

(p<0.05) 높은 항산화 효과가 있는 것으로 나타났다

(Fig. 2).

㎍/㎖

Fig. 2. Effects of Rubus coreanus Fruits on DPPH 
Radical Scavenging Activity.

0 : Control group

5 : 5 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

10 : 10 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

50 : 50 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

100 : 100 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

Results represent as the mean±SD. 

*p<0.05 : significant as compared to control group.

3. 광독성 억제 활성 측정

  복분자의 광독성 억제 활성을 알아보기 위해 Hs68 

세포주에 UVB 램프 (312㎚; Viber Lourmat)를 광원

으로 사용하여 자외선을 조사하였다. 대조군은 UVB

를 조사하지 않았고 시험군은 UVB 조사 후 0, 6.25, 

12.5, 25, 50, 100 ㎍/㎖ 농도별로 배양하여 Hs68 세

포주의 생존 능력을 측정하였다. 그 결과 대조군에 비

해 모든 시험군에서 농도 의존적으로 유의하게

(p<0.05) cell viability가 증가하였다(Fig. 3).
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㎍/㎖

Fig. 3. The Effects of phototoxic inhibitory activity of 
Rubus coreanus Fruits.

NC : Normal control

0 : 0 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

6.25 : 6.25 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

12.5 : 12.5 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

25 : 25 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

50 : 50 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

100 : 100 ㎍/㎖ Rubus coreanus Fruits treated group

Results represent as the mean±SD.

*p<0.05 : significant as compared to control group.

A

Non treated

UVB

B

UVB

C

UVB+

50 ㎍/㎖

×100 ×200

Fig. 4. Representative fluorescent images of not treated 
UVB controls and UVB-irradiated cell nucleus 
in Hs68 were measured using a fluorescence 
microscopy.

A : Representative fluorescent images of not treated UVB 

controls

B : Representative fluorescent images of UVB irradiation

C : Representative fluorescent images of treated 50 ㎍/㎖ 

Rubus coreanus Fruits after UVB irradiation 

4. Apoptosis 측정

  UVB 조사로 apoptosis가 진행되는 세포를 관찰하

기 위하여 Hoechst 염색을 실시하고 형광현미경을 이

용하여 apoptosis가 진행되고 있는 Hs68 세포의 핵을 

관찰하였다. 그 결과 UVB를 조사하고 50 ㎍/㎖ 농도

로 처리한 복분자에서 UVB를 조사한 대조군에 비해 

세포핵의 농축을 억제하였다(Fig. 4).

Ⅳ. 고 찰

  피부 노화는 피부의 구조와 생리적 기능이 나이를 

먹으면서 쇠퇴하는 내인적 노화(intrinsic aging)와 태

양광선 등 누적된 외부 스트레스와 내인적 노화현상

이 함께 진행되는 외인적 노화(extrinsic aging) 두 종

류로 나눌 수 있다19). 그 중에서도 태양광선은 잘 알

려진 노화 원인들 중의 하나로 UVA, UVB가 일으키

는 피부 노화를 광노화(photoaging)라고도 부른다20). 

자외선은 파장에 따라 UVA(320-400㎚), UVB 

(290-320㎚), UVC(200-290㎚)로 나뉘어지며, 이 중 

UVB가 피부 손상에 가장 큰 역할을 하는 것으로 알

려져 있다21).

  자외선에 의한 피부손상은 일광화상에서부터 광노

화와 발암 현상에 이르기까지 노출의 정도와 기간, 피

부의 상태에 따라 다양한 과정으로 나타나며22), 이로 

인한 피부는 깊고 굵은 주름, 피부 처짐, 혈관확장, 탄

력 감소, 수포 생성 및 자외선이 노출된 부위에 불규

칙한 색소 침착이 발생한다23).

  피부 내로 흡수된 빛은 핵산, 아미노산 그리고 멜라

닌 등 다양한 색소체들에게 빛에너지를 전달하게 되

며, 그 결과 색소체들은 광분해 반응을 일으켜 자유기

들(free radicals)을 생성하고 생체 내에 존재하는 유

리 산소분자와 상호작용을 하여 superoxide anion 

radical을 만든다24,25). 이들은 여러 반응 경로를 거쳐 

피부 표면의 keratinocyte에서 뿐만 아니라 진피조직

의 fibroblast에서 superoxide anion, peroxide, 
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singlet oxygen 등을 포함하는 유해한 활성산소종

(ROS, reactive oxygen species)을 과잉생성 하게 된

다26,27).

  이러한 유해한 활성산소종들은 지질 과산화, 단백

질 산화, 세포 성분을 파괴하는 단백질 분해 효소들의 

활성화, collagen과 elastin의 사슬 절단 및 비정상적

인 교차 결합, hyaluronic acid 사슬의 절단, 멜라닌 

생성반응 촉진, DNA 산화 등의 손상을 야기해 세포 

유전자 변형, 세포 성장 억제, 세포노화, 세포자멸사 

등을 촉진시킨다28-31). 피부에는 superoxide dismutase 

(SOD), catalase, glutathione peroxidase와 같은 항

산화 효소가 존재하여 유해 활성산소종으로 부터 보

호작용을 가지게 된다32). 그러나 장기간 자외선, 특히 

UVB에 노출되면 피부에 정상적으로 존재하는 항산

화효소가 파괴되고 그 결과 산화 스트레스가 증가하

여 세포 성분들을 손상시키고 광노화를 촉진시킨다
33,34). 그러므로 피부노화 및 각종 만성 피부질환을 예

방하기 위해서는 유해 활성산소종을 효과적으로 제거

하는 것이 중요하며, 최근에는 천연 항산화제에 대한 

관심이 높아지고 있다.

  복분자는 장미과(Rosaceae)에 속하는 복분자 딸기

의 미숙한 열매를 건조한 것으로 性은 溫하고 味는 

甘酸하며 益腎, 固精, 縮尿의 효능으로 腎虛遺尿, 小

便頻數, 陽痿早泄, 遺精滑精 등의 치료에 사용되고 있

다9). 복분자 열매에는 탄수화물, 단백질, 지방 및 식

이섬유가 포함되어 있고, 활성성분으로는 tannin을 

포함한 여러 플라보노이드류, 그 외에 여러 유기산 및 

알콜 및 하이드로카본류가 주류를 이루고 있다. 이러

한 활성성분으로 인해 면역활성 증가, 항산화활성 증

대, 호르몬분비 촉진, B형 간염바이러스 억제, 체중조

절 효과 등이 있는 것으로 알려져 있다35). 복분자에 

함유된 기능성 물질에 대한 연구로는 잎과 줄기로부

터 tannin 및 flavonoids 화합물이 보고36-38)되었으며, 

항산화능12,13), 항염작용14,15), 항골다공증16), 항류마티

즘17) 및 항아나필락시스 효과18)가 보고되고 있으나 광

독성 억제에 대한 연구는 없었다. 

  이를 위해 Hs68(Human Foreskin fibroblast line; 

ATCC, CRL-1635) 세포주를 이용하여 복분자의 세포

독성, DPPH radical 소거능, 광독성 억제 활성 및 

apoptosis를 측정하였다. 

  본 연구에서 복분자의 세포독성을 평가하기 위해 

사용한 MTT assay는 살아있는 세포의 미토콘드리아 

탈수소 효소작용에 의하여 수용성 기질인 MTT가 비

수용성 기질인 MTT-formazan 결정으로 환원시키는 

미토콘드리아의 능력을 이용하는 검사법으로 신속하

고 정확하게 많은 양의 세포 증감 거동을 측정할 수 

있다. 자주색 결정이 MTT-formazan은 DMSO에 용

해되고 흡광도 540 ㎚에서 최대가 되며, 이 파장에서 

측정된 흡광도는 살아 있는 세포수와 직선적인 상관

관계를 이룬다39).

  실험에 사용된 복분자 메탄올 추출물의 독성을 알

아보기 위해 Hs68 세포에 각각 5, 10, 50, 100 ㎍/㎖

의 농도로 처리한 후 MTT assay를 시행한 결과 모든 

농도에서 세포독성은 관찰되지 않았다(Fig. 1).

  Free radical은 홀전자를 갖는 원자단으로 이는 짝

을 짓지 않은 활성 전자를 가지고 있기 때문에 불안

정하고, 매우 큰 반응성을 갖는다. Free radical의 이

러한 큰 반응성으로 신체 장기 등에 손상을 주며 결

과적으로 노화를 가속화시킨다. DPPH 실험법은 이

러한 free radical의 소거능을 확인하는 대표적인 실

험 방법으로 항산화 물질의 항산화능 측정에 많이 이

용되고 있다40,41).

  복분자의 항산화 효과를 알아보기 위해 DPPH의 

환원성을 이용하여 복분자의 DPPH radical 소거효과

를 측정한 결과 5 ㎍/㎖ 농도에서는 14.12±5.64%, 

10 ㎍/㎖ 농도에서는 32.17±4.95%로 소거 효과가 높

지 않았으나 50 ㎍/㎖ 농도에서는 94.9±0.68%, 100 

㎍/㎖ 농도에서는 95.93±0.81%로 50 ㎍/㎖ 농도 이

상에서 농도 의존적으로 유의하게(p<0.05) 높은 항산

화 효과가 있는 것으로 나타났다(Fig. 2).

  복분자의 광독성 억제 활성을 알아보기 위해 Hs68 

세포주에 UVB 램프 (312㎚; Viber Lourmat)를 광원
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으로 사용하여 자외선을 조사하였다. 대조군은 UVB

를 조사하지 않았고 시험군은 UVB 조사 후 0, 6.25, 

12.5, 25, 50, 100 ㎍/㎖ 농도별로 배양하여 Hs68 세

포주의 생존 능력을 측정한 결과 대조군에 비해 모든 

시험군에서 농도 의존적으로 유의하게(p<0.05) cell 

viability가 증가하였다(Fig. 3).

  세포자살(apoptosis)은 세포의 괴사나 병적인 죽음

에서 보이는 necrosis와는 달리 단기간에 순차적으로 

일어난다. Apoptosis는 여러 가지 요인에 의하여 발

생하는데, 자외선에 의한 DNA손상에 의해서도 발생

된다. Apoptosis가 일어나는 세포의 특징 중 하나가 

DNA의 단편화와 응축 현상이다. 세포의 핵을 관찰

하면 apoptosis가 진행되는 세포의 핵에서 DNA의 

단편화와 응축현상을 확인 할 수 있다. 이러한 현상을 

이용하여 Hoechst 33258 dye는 dsDNA의 adenine

과 thymine이 풍부한 sequence에 결합한다42,43). 

  본 실험에선 UVB가 조사된 세포에 Hoechst 

33258염색을 실시하여 apoptosis가 진행되고 있는 세

포의 핵을 구별하고 관찰하였다. 그 결과 UVB를 조

사하고 50 ㎍/㎖ 농도로 처리한 복분자에서 UVB를 

조사한 대조군에 비해 세포핵의 농축을 억제하였다

(Fig. 4). 이러한 결과는 복분자의 높은 항산화 효과로 

인하여 UVB의 광독성을 억제한 것으로 추측된다.

  본 연구를 통해 복분자의 항산화와 광독성 억제 효

과를 확인할 수 있었지만 향후 자외선 차단과 피부손

상 완화 효과 및 유전자 발현을 통한 기전 연구 등 후

속 연구가 이루어져야 할 것으로 생각된다. 

Ⅴ. 결 론

  복분자의 항산화 및 광독성 억제활성을 알아보기 

위해 Hs68 세포주를 이용하여 세포독성, DPPH 

radical 소거능, 광독성 억제 활성 및 apoptosis를 측

정한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 복분자 메탄올 추출물은 5, 10, 50, 100 ㎍/㎖ 농

도에서 세포독성이 없었다.

2. 복분자의 DPPH radical 소거효과를 측정한 결과 

50, 100 ㎍/㎖ 농도 에서 농도 의존적으로 유의하

게 높은 항산화 효과가 있었다.

3. 복분자의 광독성 억제 활성을 알아보기 위해 Hs68 

세포주의 생존 능력을 측정한 결과 대조군에 비해 

6.25, 12.5, 25, 50, 100 ㎍/㎖ 농도에서 농도 의존

적으로 유의하게 cell viability가 증가하였다.

4. UVB를 조사하고 50 ㎍/㎖ 농도로 처리한 복분자

에서 UVB를 조사한 대조군에 비해 세포핵의 농축

을 억제하였다.
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