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서    론

    피부의 색깔은 멜라닌, 혈관 분포와 혈색소, 각질층의 두께, 카
로틴 등에 의해 좌우되며 이 중 멜라닌이 주된 역할을 한다. 멜라
닌은 멜라닌 세포에 의해 방출되는 페놀류의 고분자 물질1)로, 유전
적 요인, 자외선과 같은 물리적 요인, melanocyte stimulating 
hormone(MSH), 그 외 여러 가지 cytokine 등이 멜라닌의 합성에 
영향을 미치는 것으로 알려져 있다2).
    기미와 같은 멜라닌의 과다 생성 혹은 침착이 미용상의 불만을 
유발하기도 하지만, 색소침착저하증 역시 심각한 정신적 스트레스 
및 사회활동의 지장을 초래하는 원인이 될 수 있다3). 주위 피부에 
비해 상대적으로 피부 멜라닌이 부족할 때 색소침착저하증이 생기
며, 피부 멜라닌이 완전히 없을 때는 탈색소증이 발생한다. 이런 
질환들은 다양한 병태생리학적 기전에 의해 발생하게 되는데, 멜라
닌세포가 선천적으로 없거나 후천적인 파괴 과정을 통하여 유발되
기도 하고 멜라닌세포가 정상적으로 존재하더라도 멜라닌을 합성할 
수 없거나 적절하게 각질형성세포로 멜라닌을 전달할 수 없는 경우
도 있다4). 대표적인 색소침착저하증으로는 백색증, 백반증, 탈색모
반, Ito 멜라닌저하증, 특발물방울모양멜라닌저하증 등이 있으며, 
치료법으로는 멜라닌의 합성 및 침착을 촉진하기 위한 국소적인 혹

은 전신적인 스테로이드 치료, 광화학요법, 광선요법 그리고 수술
적 방법이 제시되고 있으나 아직까지 완벽한 치료법은 없는 상태로
5,6), 보다 안전하고 효과적으로 치료법을 보완하기 위한 연구가 활
발하게 이루어지고 있다.
    멜라닌 합성과정에 대한 연구는 그동안 미백 효과를 중심으로 
한 멜라닌 형성 억제 연구에 집중되어 있지만, 반대로 회화나무
(Sophora japonica)7), 음양곽(Epimedium Koreanum)2,8-10), 대두
(Soybean)11), 쥐눈이콩(Rhynchosia nulubilis)과 여우콩
(Rhynchosia volubilis)12) 등이 in vitro에서 tyrosinase 활성을 
통해 멜라닌 합성을 촉진한다는 연구 결과가 보고된 바 있다.
    한련초(Ecliptae Herba)는 쌍떡잎식물인 초롱꽃목 국화과의 한
해살이풀인 한련초(Eclipta prostrata L.)의 전초를 건조한 것으로, 
凉甘酸한 氣味를 가지고 肝腎經에 入한다13). 이14)는 한련초가 허증 
백반증에 활용될 수 있다 하였으나, 한련초의 멜라닌 합성 과정에 
관련된 실험적 연구는 아직까지 체계적으로 이루어진 바 없다.
    이에 저자는 색소침착저하증 등 멜라닌 합성 저하로 오는 다양
한 질환에 응용할 수 있는 한련초의 활용 가능성을 확인하기 위하
여, B16F10 세포를 활용하여 일차적으로 한련초에탄올추출물(EEP)
의 멜라닌 합성에 관련된 tyrosinase 효소 활성과 관련단백질인 
tyrosinase, TRP-1, TRP-2 단백질들의 발현을 조사하였다. 

한련초의 멜라닌합성 촉진 효과

차수빈1,3·박인해2·홍석훈2·문연자1,3·우원홍3,4*

1 : 원광대학교 한의학전문대학원 한약자원개발학과, 2 : 원광대학교 한의과대학 안이비인후피부과학교실, 

3 : 원광대학교 한의과대학 해부학교실, 4 : 원광대학교 한국전통의학연구소

Melanogenic Effect of Eclipta Prostrata (L.) L.
Su Bin Cha1,3, In Hae Park2, Seok Hun Hong2, Yeun Ja Mun1,3, Won Hong Woo3,4*

1 : Department of Herbal Resources, Professional Graduate School of Korean Medicine, Wonkwang University,
2 : Department of Ophthalmology, Otolaryngology and Dermatology of Korean Medicine, College of Korean Medicine, Wonkwang University,

3 : Department of Anatomy, College of Korean Medicine, Wonkwang University,
4 : Research Center of Traditional Korean Medicine, Wonkwang University

     This study was peformed to investigate the mechanism of ethanol extract of Eclipta Prostrata (L.) L.(EEP) induced 
melanogenesis. EEP enhanced tyrosinase activity and melanin contents of B16F10 cells. Moreover, EEP increased the 
protein expression of tyrosinase and tyrosinase-related protein 1 (TRP-1). But EEP did not increase the protein 
expression of tyrosinase-related protein 2 (TRP-2). These results suggest that melanogenesis-promoting effect of EEP 
was involved in regulation of tyrosinaase and TRP-1 protein, and EEP may be a potent pigmentation darkening agent 
in hypopigmentation condition.
keywords : Eclipta prostrata (L.) L., Melanogenesis, Tyrosinase, TRP-1, TRP-2

* Corresponding author

Won Hong Woo, Department of Anatomy, College of Korean Medicine, Wonkwang University, 344-2, Sinyong-dong, Iksan-si, Jeollabuk-do, Korea

·E-mail : whwoo@wku.ac.kr  ·Tel : +82-63-850-6845

·Received : 2016/09/30  ·Revised : 2016/10/26  ·Accepted : 2016/11/27

ⓒ The Society of Pathology in Korean Medicine, The Physiological Society of Korean Medicine 

pISSN 1738-7698  eISSN 2288-2529  http://dx.doi.org/10.15188/kjopp.2016.12.30.6.432

Available online at https://kmpath.jams.or.kr



S. B. Cha et al 433

재료 및 방법

1. 시료 추출
    실험에서 사용된 한련초는 (주)옴니허브에서 구입한 것으로 국
내에서 재배된 것을 사용하였다. 한련초 200 g에 94 % 에탄올 2L
를 가하여 3일 동안 실온에서 추출하였고, 침전물을 여과한 후 감
압 농축하여 6.6 g(수득율 3.3 %)의 시료를 얻었다. 시료는 냉동실
에 보관하였으며 DMSO에 녹여 실험에 사용하였다.

2. 시약 
    Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM)과 fetal 
bovine serum (FBS)은 Gibco사 (NY, USA) 제품을, dimethyl 
sulfoxide (DMSO), alpha-melanocyte stimulating hormone (α
-MSH), bovine serum albumin (BSA), triton X-100, 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), phenylmethyl 
sulfonyl fluoride (PMSF), goat polyclonal IgG tyrosinase, 
TRP-1, TRP-2는 Santa Cruz사 (CA, USA) 제품을 anti-Goat, 
anti-Rabbit, anti-Mouse IgG HRP conjugate antibody, 
hybond-ECL nirocellulose membrane, western blotting 
detection reagent는 Amersham Biosciences사 
(Buckinghanshire, England) 제품을, non-fat skim milk는 
Becton사 (Le Pont de Claix, France) 제품을, N,N,N',N- 
tetrametylethylenediamine (TEMED), L-3,4-dihydroxyhpenyl 
alanine (L-DOPA)은 Sigma사 (St. Lousi, MO, USA) 제품을, 단백
질 정량 시약은 Bio-Rad (CA, USA)사 제품을 사용하였다.

3. 사용기기
    원심분리기 (centrifuge HA-12, micro 17TR centrifuge), 
clean bench, CO2 incubator는 한일기기사 (Inchun, Korea) 제
품을, ELISA reader는 Bio-T사 (Winooski, USA) 제품을, 
Electrophoresis power supply는 Amersham사 
(Buckinghanshire, England) 제품을, ChemiDoc image analysis
는 Bio-Rad사 (CA, USA) 제품을, 감압농축기는 EYELA사 (Rotary 
evaporator N-100, Digital water bath SB-1000, Temp 
controller coolace CCA-1100, Japan) 제품을 사용하였다.

4. 세포주 배양 
    한국 세포주 은행(KCLB, Korea)에서 구입한 B16F10 세포는 
5 % fetal bovine serum(FBS)과 100 ㎍/㎖ penicillin, 100 ㎍/
㎖ streptomycin, 0.25 ㎍/㎖ amphotericin B를 첨가하여 
dulbecco's modified eagle medium(DMEM)을 사용하여 37 ℃, 
5 % CO2에서 배양하였다.

5. 세포 생존율 측정
    세포생존율은 24-well 배양 용기에 2x104 개씩 분주하고 72시
간 배양 후 한련초에탄올추출물(EEP)을 여러 농도로 처리한 다음  
37℃, 5 % CO2 하에서 3일간 배양하였다. 배양 후 100 ㎕의 MTT 
용액을 넣어 4시간 배양한 다음 상층액을 제거한 후 DMSO 1 ㎖ 녹

여서 ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

6. DOPA 염색을 통한 육안적 관찰
    B16F10 세포를 chamber slide에 2x103 개씩 분주하고 24시
간 배양한 후, 한련초에탄올추출물(EEP) 100 ㎍/㎖, kojic acid 
200 nM 그리고 forskolin 200 nM을 처리하였다. 3일 후 5 % 
formalin 용액으로 30분간 고정한 후, 0.1 % L-DOPA로 실온에서 
4시간동안 반응시켰다. 10 % formalin 용액으로 30분간 고정하고 
에탄올로 탈수시킨 다음 봉입하여 광학현미경으로 관찰하였다.

7. Tyrosinase 활성 측정
    세포내 tyrosinase 활성은 Martinez-Esparza 등의 방법으로 
측정하였다. 6 cm 배양용기에 B16F10 세포를 3x104 개씩 분주
하여 부착시킨 후, 한련초에탄올추출물(EEP)을 50, 100 ㎍/㎖씩 
처리하였다. 72시간 배양후 phosphate buffered saline (PBS)로 
2회 세척하고, 5 mM EDTA가 포함된 0.1 M sodium phosphate 
buffer (SPB, pH 6.8) 에 1 %(V/V) triton X-100 과 0.1 % 
(V/V) 0.1 M PMSF를 혼합한 lysis buffer를 분주하고 세포를 
수거하여 얼음에서 30분간 용해시킨 후, 4 ℃ 15,000 rpm에서 
30분간 원심분리하여 얻은 상층액을 사용하였다. 단백질 정량은 
bradford 시약으로 595 nm에서 흡광도를 측정하여 동량의 단백
질 양을 계산하여 0.1 M SPB (pH 6.8)의 총량이 150 ㎕이 되도
록 분주하고 0.1 % (W/V) L-DOPA를 50 ㎕씩 분주하여 37 ℃
에서 30분 반응시켜서 475 nm에서 흡광도의 변화를 측정하였다.

8. 멜라닌 합성량 측정
    멜라닌 정량은 Hosei 등의 방법15)을 변형하여 사용하였다. 
10 cm 배양용기에 1x105 개씩 분주하여 2일간 배양한 후, 한련
초에탄올추출물(EEP) 50, 100 ㎍/㎖ 씩 처리한 다음 3일간 배양
하였으며, 각 군당 2x106 개씩 수거하여 lysis buffer(5 mM 
EDTA, 0.1 M SPB(pH 6.8), 1 % triton X-100)로 세포를 용해
하였다. 원심분리하여 얻은 세포 침전물을 알코올로 세척한 후 
10 % DMSO가 첨가된 1N NaOH 용액으로 90 ℃에서 1시간 용
해하여 475 nm로 흡광도를 측정하였다.

9. Werstern blot 분석
    B16F10 세포를 10 cm 배양용기에 1x105개씩 세포를 부착시
키고 50, 100 ㎍/㎖ 씩 한련초에탄올추출물(EEP)을 처리하고 3일 
동안 배양하였다. 배양된 세포를 냉장된 PBS로 세척한 후 수거하
여 lysis buffer(1x RIPA buffer 1 ㎖, 1 % protease inhibitor)
로 얼음 위에서 30분간 용해시킨 후, 4 ℃ 13,000 rpm에서 30분
간 원심분리 하여 상층액을 취하였다. 단백질은  bradford 시약을 
이용하여 정량하였고, 계산된 단백질과 2x sample buffer(1 ㎖ 
glycerol, 0.5 ㎖ B-mercaptoethanol, 3 ㎖ 10 % SDS, 1.25 ㎖ 
1 M Tris-HCl, 2 µg bromophenol blue)를 동량으로 혼합한 후 
총 단백질 40 µg을 10 % SDS polyacrylamide gel에서 전기영동 
하였다. nitrocellulose membrane로 전이시키고 5 % non-fat 
skim milk로 blocking 시킨 후, tyrosinase, TRP-1, TRP-2 
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antibody를 반응시켰다. TBST로 5회 세척한 후, 2차 antibody를 
실온에서 1시간 동안 반응시켰다. TBST로 세척한 후 ECL 용액으
로 발색한 후 ChemiDoc를 이용하여 band의 사진을 촬영하였다. 

10.통계처리 
    실험 결과는 ANOVA를 이용하여 p-value를 구하였으며, 
p<0.05 인 경우*, p<0.01인 경우 **로 유의성이 있다고 표시하였다.

결    과

1. 한련초의 세포독성 검사
    B16F10 세포의 한련초에탄올추출물(EEP)에 대한 세포독성을 
알아보기 위하여 10 ㎍/㎖, 20 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 150 
㎍/㎖ 로 72시간 처리하였다. 세포생존율은 MTT assay로 측정하
였다. 실험결과 한련초에탄올추출물(EEP)은 대조군에 비해 95 %, 
88 %, 84 %, 80 %, 64 %의 생존율을 보였다(Fig. 1A). 한련초에
탄올추출물(EEP)을 농도별로 처리하여 멜라닌 세포의 형태학적 변
화를 광학현미경을 통해 관찰하였다. 대조군에 비해서 한련초에탄
올추출물(EEP)을 50, 100 ㎍/㎖로 처리하였을 때 멜라닌 세포의 
수지상돌기가 더 발달함을 관찰하였다. 이는 양성대조군인 
forskolin(FSK)과 비교 했을때도 한련초에탄올추출물(EEP) 처리시 
수지상돌기의 형성이 촉진되었다(Fig. 1B).

A.

B.

Fig. 1. Cell viability of EEP and Light micrographical observation of 
B16F10 cells. The cells treated with EEP at different concentrations for 
72h was assayed using MTT. Data are mean ± S.D. of triplicate 
experiments. ± S.D. * p<0.05, ** p<0.01: compared to the untreated 
control(A). Cells were treated with EEP 50, 100 ㎍/㎖ or 200 nM of 
forskolin(FSK) for 72h. Cells were photographed with phase contrast 
inverted microscope (x100)(B).

2. 한련초의 세포내 멜라닌합성 유도 효과
    한련초에탄올추출물(EEP)의 세포내 멜라닌합성 변화를 측정하
기 위하여 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖의 농도 처리후, 72h 배
양하고 2x106개의 세포를 수집하여 세포를 용해하여 멜라닌 합성
량을 측정하였다. 한련초는 25 ㎍/㎖에서 106 %, 50 ㎍/㎖에서 
113 %, 100 ㎍/㎖에서 130 %로 멜라닌 합성량을 증가시켰으며
(Fig. 2A), 육안으로 관찰한 멜라닌색소 침착에서도 대조군 대비 
확실한 색의 변화를 보였다(Fig. 2B).

A.

B.

Fig. 2. EEP stimulated the melanin synthesis in B16F10 cells. The cells 
were treated with 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖ EEP and forskolin 200 nM 
for 72h. The melanin synthesis was measured as the increase in 
contents(%) with respect to control cells(100%). Values are means ± S.D, 
N=3(A). The cells were treated with 100 ㎍/㎖ EEP, kojic acid(KA) 50 µM 
and α-MSH 10 nM for 72h. Images show the recovered medium and cell 
pellet(B).

3. 한련초의 tyrosinase 활성 촉진효과
    세포내 tyrosinase의 DOPA oxidase 활성에 있어서 한련초에
탄올추출물(EEP)의 영향을 살펴보기 위하여 본 실험을 실시하였다. 
B16F10 세포에서 한련초가 tyrosinase 활성에 미치는 영향을 알
아보기 위하여 배양된 B16F10 세포에 한련초를 25, 50, 100 ㎍/
㎖ 처리하고 72h을 배양한 후 tyrosinase 활성도를 측정하였다. 
그 결과 한련초에탄올추출물(EEP) 25 ㎍/㎖에서는 102 %, 50 ㎍/
㎖에서는 113 %, 100 ㎍/㎖ 에서는 127 %로 나타났다. 이를 통해 
한련초에탄올추출물(EEP)에 대하여 농도 의존적으로 tyrosinase 
활성도가 증가하는 것을 알 수 있었다(Fig. 3A). Fig. 3B에서는 음
성대조군으로 tyrosinase의 활성을 억제하는 효능을 갖는 미백화합
물인 kojic acid(KA)16)을 사용하였고 양성대조군으로 adenylate 
cyclase를 활성화하여 cAMP의 농도를 상승시키는 것으로 알려진 
forskolin(FSK)17)을 사용하였다. Fig. 3B에서 보는 바와 같이 DOPA 
염색을 통해 관찰한 결과, 한련초 처리시 대조군보다 tyrosinase의 
DOPA oxidase 활성이 증가하였으며, 수지상돌기가 더 발달하였고 
세포의 색깔이 진해지는 것을 관찰하였다. 음성대조군에서는 명확한 
변화를 보이지 않았다. 반면 양성대조군인 forskolin(FSK)을 처리한 
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세포의 색깔이 명확하게 진해진 것을 관찰하였다. 

A.

B.

Fig. 3. EEP stimulated the tyrosinase activity in B16F10 cells. The cells 
were cultured with different concentrations of EEP and forskolin (25 ㎍/㎖, 
50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖ and 200 nM) for 72h. Tyrosinase activity were 
measured in B16F10 cells. Values are means ± S.D, N=3(A). The cells were 
treated with EEP 100 ㎍/㎖, kojic acid(KA) 200 nM and forskolin(FSK) 200 
nM. After 72hours, cells were stained with DOPA as described in materials 
and methods. Cells were photographed with phase contrast inverted 
microscope (x200)(B).

4. 한련초의 멜라닌 합성 관련 단백질 발현 조사
    앞서 실험한 한련초에탄올추출물(EEP)는 tyrosinase 활성과 멜
라닌 합성량을 효과적으로 증가시켰는데, 이러한 효소 활성의 증가
가 단백질 발현 촉진을 통한 결과인지를 알아보기 위하여 B16F10 
세포의 멜라닌 합성 관련 단백질인 tyrosinase, TRP-1, TRP-2 단
백질들의 발현을 western blot를 통하여 조사하였다. 한련초에탄올
추출물(EEP)은 tyrosinase, TRP-1의 발현을 증가시켰다(Fig. 4).

Fig. 4. Effect of EEP on the tyrosinase, TRP-1 and TRP-2 expressions 
in B16F10 cells. The cells were treated with 50, 100 ㎍/㎖ of EEP. After 
72h, cells were analysed using western blot as described in materials and 
methods. Values are means ± S.D, N=3.

고    찰

    백반증은 전체 인구의 0.5∼2% 에게 발병하는 비교적 흔한 후
천적 탈색소성 질환이다. 경계가 뚜렷한 백색의 반점이나 탈색반이 
다양한 크기의 원형이나 불규칙한 모양으로 나타나는데, 피부의 색
상 변화 외에는 다른 증상은 거의 없어서 미용상의 결함이 문제가 
된다. 이러한 백반증의 병인은 아직 명확하게 밝혀지지 않았는데, 
소아 백반증 환자는 가족력이 발견되는 경우가 많아서 유전적 요인
이 관계할 것이라고 보고 있다. 또한 자가면역설, 신경체액설, 멜라
닌세포 자가파괴설 등의 발병 가설이 있다. 최근에는 이러한 여러 
학설이 복합적으로 작용한다는 것이 받아들여지고 있다. 백반증의 
치료 방법은 약물치료, 자외선치료, 외과적치료 등 다양하지만 만
족스러운 치료법은 없다18-20).
    한의학에서 백반증은 “白癜”、“白驳风”、“白驳” 혹은 “白处”
이라고 한다. 7세기, 巢元方의 «諸病源候論»에서 처음으로 “백반“ 
이라는 정식 명칭과 병인병기와 증상에 대한 상세한 묘사까지 저
술했다21). 한의학에서 백반증의 병인병기로는 3가지의 주요 관점
이 있다. 巢元方의 «諸病源候論»에서 풍사가 피부에 있고, 혈기가 
조화롭지 않다라고 하였다. 王清任의 《醫林改错》에서는 백반증
은 어혈이 피부안에 있다라고 하였으며, 朱仁康의 《中醫外科学》
에서는 오랜 병은 몸을 허하게 하고 간신을 쇠약하게 한다고 하
였다22). 이러한 병인병기을 기준으로 외치법, 내치법을 통한 여러 
치료 방법이 응용되고 있지만 한의학과 현대의학 모두에서 백반
증의 치료와 예방에 대한 안전하고 탁월한 치료법은 더 연구되어
야 한다.
    한련초는 습한 땅에서 쉽게 발견되는 일년생 식물이다. 예장
(鱧腸), 한련초(旱蓮草), 연자초(蓮子草), 조련자(早蓮子), 금릉초(金
陵草), 묵연초(墨烟草), 묵채(墨菜), 저아초(猪牙草)라고 한다. 혈(血)
을 맑게 하고 지혈(止血)하며 간신(肝腎)을 보익(補益)해준다13). 本
草綱目에서 李時珍은 한련초는 머리를 검게 하고 신음을 보충한다
고 하였다23). 또한 동의보감에서 한련초의 효능으로 수염과 머리카
락을 자라게 하고, 흰 것을 검어지게 할 수 있다라고 소개하였다
24). 한련초의 성분은 leteolin 7-O-β-D-glucopyranoside, 
ecliptasaponin C, luteolin, eclalbasaponin IV, apigenin, 
ecliptasaponin A, echinocystic acid 29-O-β
-D-glucopyranoside, echinocystic acid, 3-oxo-16α
-hydroxy-clean-12-en-28-cicacid의 9가지로 나타났다25). 한련
초에 관한 연구로는 Tewtrakul26) 등의 RAW264.7 macrophage 
cells을 이용하여 항염 작용을 하는 한련초 성분에 대한 연구와 
Manvar27)등의 anti-HCV에 대한 한련초의 식물화학물질의 식별과 
평가에 대한 보고가 있다.  또한 중의학에서 한련초의 면역조절 작
용28)와 동물실험으로 한련초의 항염작용29), 노인성 치매 모델의 동
물을 이용한 한련초의 기억력과 해마 신경 전달 물질에 대한 영향
30)에 대한 연구 등이 보고되었다.
    피부, 털, 눈에 존재하는 색소인 멜라닌은 유해한 자외선을 흡
수하여 자외선으로부터 인체를 보호하는 역할을 하며, 멜라닌의 양
에 따라 피부색이 결정된다. 멜라닌은 유멜라닌(eumelanin)과 페
오멜라닌(pheomelanin) 두 종류인데, 색깔 뿐만 아니라 그 크기와 
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모양 등이 다르다31). 하지만 두 멜라닌 모두 tyrosine을 기질로 
tyrosinase 의존적인 경로의 생성 과정을 거쳐서 만들어진다. 멜라
닌 생성의 생화학적 과정은 표피 기저층의 멜라닌세포의 아미노산
인 tyrosine이 tyrosinase의 효소작용과 산화반응을 통해서 
3,4-dihydroxy phenylalanine(DOPA), DOPA quinone, DOPA 
chrome을 거쳐 멜라닌을 형성하게 되는데, 이 과정에서 
tyrosinase 뿐만 아니라 TRP-1, TRP-2가 관여한다32). 멜라닌세포
는 대부분 멜라닌소체(melanosome)에서 멜라닌을 생성하는데, 멜
라닌소체는 멜라닌을 싸서 각질형성세포로 전달시킨다. 1개의 멜라
닌세포와 30~40개의 각질형성세포는 표피 멜라닌 단위(epidermal 
melanin unit)를 형성하며, 멜라닌을 담고 있는 멜라닌소체는 멜라
닌 세포의 수지상돌기를 통해 각질형성세포로 전달된다33). 멜라닌 
합성과정에 대한 연구로는 자하거 약침액34), 황금(Scutellaria 
baicalensis)35), 보골지36), 사간(Belamcandae Rhizoma)37), 산수유
(Cornis fructus)38), 유백피(Ulmus davidiana var. japonica)39) 
등이 멜라닌 생성을 촉진시키는 천연물로 연구가 보고된 바 있다. 
그러나 한련초의 멜라닌 합성에 관한 실험적 연구는 실시되지 않았
다. 따라서 본 연구를 통하여 한련초가 멜라닌합성에 미치는 영향
을 알아보고 나아가 한련초를 이용한 백반증 치료에 있어서 그 가
능성을 알아보고자 하였다. 
    본 실험에서는 먼저 한련초에탄올추출물(EEP)의 세포독성여부
를 판단하기 위하여 B16F10 세포를 이용하여 MTT법으로 측정하
였다. 한련초에탄올추출물(EEP)을 10∼150 ㎍/㎖ 의 농도에서 처
리하였고, 그 결과 10∼100 ㎍/㎖의 농도에서 80 % 이상의 세포
생존율을 나타냈다. 따라서 B16F10 세포를 이용한 tyrosinase, 
멜라닌 합성량, 멜라닌 생성 관련 단백질 발현에서 100 ㎍/㎖ 이
하의 농도를 사용하였다.
    UVB로부터 피부를 보호하기 위해 멜라닌세포에서 생성되는 
멜라닌은 그 생성에 있어서 3가지의 중요한 효소(tyrosinase, 
TRP-1, TRP-2)가 있다. tyrosinase는 rate-limiting enzyme로
써 멜라닌생성에서 가장 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다
40). 따라서 한련초 처리시 tyrosinase의 활성도와 멜라닌 함량의 
변화를 통해 한련초의 멜라닌 촉진 효과를 확인해보았다. 한련초
가 세포수준에서 tyrosinase 활성을 증가시키는지 알아보기 위한 
실험의 결과는 대조군 대비 한련초에탄올추출물(EEP) 50 ㎍/㎖
에서 113 %, 100 ㎍/㎖에서 127 % tyrosinase 활성 결과가 나
타났다. melanin 합성량은 대조군 대비 한련초에탄올추출물(EEP) 
25, 50, 100 ㎍/㎖농도에서 105 %, 113 %, 130 %의 melanin 
합성량 증가의 결과가 나타났다. 또한 tyrosinase 활성의 육안적 
관찰을 위해 DOPA 염색을 실시하였고, 그 결과 대조군 대비 한
련초에탄올추출물(EEP) 처리시 세포의 색깔이 진하게 변한 것을 
관찰하였다. western blot을 통해 한련초에탄올추출물(EEP)에 의
한 tyrosinase, TRP-1, TRP-2의 단백질 발현 변화를 관찰한 결
과, 한련초에탄올추출물(EEP)이 50, 100 ㎍/㎖ 일때 tyrosinase, 
TRP-1 단백질 발현이 농도 의존적인 증가를 보였다. 그러나 
TRP-2의 단백질 발현에는 변화가 없었다. 이러한 결과는 한련초
가 세포내에서 tyrosinase와 TRP-1 발현을 증가시키고 이를 통
하여 멜라닌 합성을 유도하는 것으로 보인다.

    이상의 연구 결과를 통해 한련초에탄올추출물(EEP)이 본초강목
과 동의보감에서 언급되었던 머리를 검게 하고, 흰 것을 검게 한다
는 근거가 제시되었다. 이를 더 명확히 밝히기 위해서는 한련초가 
모발에서 멜라닌색소 생성에 미치는 영향을 살펴야 할 것이다. 또한 
본 연구 결과가 복잡한 발병기전을 가진 백반증의 치료에 이용되기 
위해서는 여러 발병기전에 근거한 좀더 다양하고 깊이 있는 연구와 
함께 멜라닌생성에 관한 매커니즘 연구가 이어져야 할 것이다.

결    론

    한련초의 멜라닌 합성에 미치는 영향을 알아보기 위해 B16F10 
세포에 한련초에탄올추출물(EEP)을 다양한 농도로 처리한 후 일차
적으로 한련초의 세포독성, 멜라닌 합성량의 변화, tyrosinase 활
성 및 멜라닌 합성 관련 단백질의 발현 양을 측정하였다. 그 결과 
한련초에탄올추출물(EEP)은 세포내의 tyrosinase 활성량과 멜라닌 
합성을 증가시켰으며, western blot 결과 tyrosinase 관련 단백질
의 발현 역시 증가시켰다. 이러한 결과를 통해 한련초에탄올추출물
(EEP)이 고전문헌에서 언급되었던 머리를 검게 하고, 흰 것을 검게 
한다는 근거가 제시되었고 이를 근거로 저색소 질환에 관련된 한련
초의 다양한 연구를 진행해 볼 가치가 있다.
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