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    근 간  수  증가하여 여 고 아 다운 삶  꿈꾸는 

들  모  가꾸  해 피 에 한 심과 가 증가하

고 다. 피 는  변  찰  용 하여 피 미용에 

한 심  상  , 러한  변 들  주 생  가

장 에 는 변 고 말할 수 다1).

    피 는  극  피  보 하는 피 과 피  

아래에 탄   주  하는 진피   피하지  

어 다2,3). 진피 에 포하는 아 포가 합 하는 collagen

  충격  피  보 하는 항  다. 하지만 

피 가 생하  아 포  능  감 하고 collagen  

생  해 , collagen  변  해 피  장  감

하게 다4,5).

    Ultraviolet B (UVB)는 피 포  DNA  상시  항산  

어체계  붕 시키고 산  스트 스  증가시킨다6). UVB  같

 극  통해 극 어진 아 포는 collagen 생  억

하고 collagen  해하는 효  질 단 질가수 해효  

(Matrix metalloproteinase; MMP)  과  증가시킨다고 

보고 어 다7,8).  증가  MMPs는 포  질  

 collagen  단하고  변   피 탄  감  

주  생  원  다9,10).

    菟絲子 (Cuscuta chinensis Lamark)는 새삼  건 한 

것  주변에   찾아볼 수 다. 한 학에  토사 는 맛  

맵고 달 , 독하여 肝腎  보하고  게 하  强壯, 止渴, 

止瀉 작용  우수하여 菟絲子丸, 菟絲子湯  하는 약  

리 사용 고 다11). 《東醫寶鑑》12)에는 토사  즙    여드

에 사용한다고 어 , 민간에 는 새삼 즙  얼 에 

 미 거, 여드   주 개 에 한 미용 효과가 다고 

한다13,14).

    토사  주  는 saccharide, alkaloids, flavonoids, 

lignans  rein 등  다15,16). 실험  연 들 는 간 능17), 
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압18), 고지 증19), 항산  효과  항 돌연변  에 한 연 20)

가 다.

    피  어 Propionibacterium acne 증식 억 21), 장

 약리 22), melanin 생합 과 tyrosinase 23), 여드 24)에 

한 연 가 진행 었 나, 주 개 에  연 는 아직 미 한 

실 다.

    에 본 연 에  토사  에탄  추출  UVB  도  

아 포에  나타나는 주 개  효능에 하여  료  

공하고  주 과  마커  생 량과  량 

등  하여  결과  도출하  에  보고하는 

다.

재료  법

1. 재료

    본 연 에 사용한 菟絲子 (Cuscuta chinensis Lamark)는 충

 산에  생산 었고 ㈜ 니허  통해 하여 학  

TBRC-RIC에  하여 사용하 다.

2. 시약  

    사용  시약  ethanol (Duksan, Korea), Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM : Gibco BRL, U.S.A.), fetal 

bovine serum (FBS : Gibco BRL, U.S.A.), trypsin-EDTA 

(Thermofisher, U.S.A.), trypan blue (Sigma, U.S.A.), 

EZ-Cytox (Daeilab, Korea), dulbecco's phosphate buffered 

saline (D-PBS : Welgene, Korea), Human Matrix 

Metalloproteinase 1 ELISA Kit (Elabscience, China), Human 

Matrix Metalloproteinase 3 ELISA Kit (Elabscience, China), 

Human Matrix Metalloproteinase 9 ELISA Kit (Elabscience, 

China), Human Tissue Inhibitors of Metalloproteinase 1 

ELISA Kit (Elabscience, China). Human Procollagen Ⅰ ELISA 

Kit (Elabscience, China), Total RNA prep kit (Intronbio, 

Korea), AccuPower CycleScript RT PreMix (Bioneer, Korea), 

AccuPower® HotStart PCR PreMix (Bioneer, Korea) 등  사용

하 , 는 rotary vacuum evaporator (Buchi B-480, 

Switzerland), freeze dryer (EYELA FDU-540, Japan), clean 

bench (Vision scientific, Korea), autoclave (Sanyo, Japan), 

vortex mixer (Vision scientific, Korea), centrifuge (Hanil, 

Korea), deep-freezer (Sanyo, Japan), incubator (Sanyo Co., 

Japan), UV lamp (Vilber Lourmat, France), ice-maker (Vision 

scientific, Korea), plate shaker (Lab-Line, U.S.A.), micro 

plate reader (Molecular Devices, U.S.A.), Nanodrop 

(Thermofisher, U.S.A.), Alpha Cycler 1 PCRmax (PCRmax, 

U.K.), electrophoresis system (ADVANCE, Japan), Fusion-SL 

(Vilber Lourmat., Deutschland) 등  사용하 다.

3. 시료 추출

    토사  30 g에 80% 에탄  500 ㎖  어 3시간 동안 추

출  한 후 여과액  rotary vacuum evaporator  50℃에  감

압 축하 다. 축  용액  freeze dryer  동결 건 하여 얻어

낸 말 ( 하, CL  ) 8.32 g (수  27.7%)   냉동고 

(-80℃)에  보 하  실험에 필요한 도  증 수에 해 사용

하 다.

4. 포 양

    CCD-986Sk 포는 American Type Culture Collection 

(ATCC, U.S.A.)에  매하 , 10% fetal bovine serum 

(FBS)가 첨가  DMEM 지  사용하여 37℃, 5% CO2 건  

지 는 포 양 에  양하 고 3-5  주  계  양하여 

실험  진행하 다.

5. 포독  

    CCD-986Sk 포  96 well plate에 5×104 cells/well씩 주

하여 24시간 동안 양하 다. 실험  하  에 새 운 양액

 체하 고, CL  각각 1, 10, 100 ㎍/㎖  도  처리하여 

다시 48시간 동안 양하 다. 양 후 10 ㎕  EZ-Cytox 용액  

첨가하여 포 양 에  30 간 시 다.  후 450 ㎚에  

도  변  하여 에 한 포 생   

시하 다.

6. 마커 생 량 

    CCD-986Sk 포  6 well plate에 2×105 cells/well  주

하여 24시간 동안 양하여 안  시 다. 안  후 지  거

하고 PBS  체하여 UV lamp  통해 UVB (20 mJ/㎠)  60

간 사하 다. 그 다  새 운 양액에 CL  1, 10, 100 ㎍/㎖

 도  처리하여 다시 48시간 동안 양하 다. 후, 양액과 

standard  96 well plate에 100 ㎕씩 고 37℃에  90 간 

시킨다. well에 는 용액  거한 후 100 ㎕  detection 

antibody  어 다시 37℃에  60 간 시키고 washing 

buffer  용하여 3  척하 다. 척 후 HRP conjugate  

100 ㎕씩 어 37℃에  30 간 시키고 washing buffer  

용하여 5  척하 다.  후 substrate reagent  90 ㎕씩 어 

37℃에  15 간 시키고 50 ㎕  stop solution  추가하여 

450 ㎚에  도  하  standard curve   

 값  시하 다.

7.  량 

1) RNA 추출

    CCD-986Sk 포  6 well plate에 2×105 cells/well  주

하여 24시간 동안 양하여 안  시 다. 안  후 지  거

하고 PBS  체하여 UV lamp  통해 UVB (20 mJ/㎠)  60

간 사하 다. 그 다  CL  1, 10, 100 ㎍/㎖  도  처리하

여 다시 48시간 동안 양하 다. 후, UVB  사한 포에 

cell lysis buffer  1 ㎖씩 어 합 후 chloroform  200 ㎕씩 

첨가하여 다시 합하 다.  13,000 rpm에  10 간 원심

리 후 400 ㎕  상 액  수하여 binding buffer  400 ㎕씩 
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어 합하여 column에 주 하고 원심 리 하 다. column에 

washing buffer A  700 ㎕씩 어 원심 리 하고 washing 

buffer B  700 ㎕씩 어 원심 리 후 elution buffer 50 ㎕  

고 원심 리 하여 RNA  추출하 다.

2) 역 사 

    역 사 (reverse transcription)  RT premix (reverse 

transcriptase, reaction buffer, dNTPs, dT20 primer, 

stabilizer)에 total RNA  1 ㎍ 첨가하고 diethyl 

pyrocarbonate(DEPC)처리  증 수   피가 20 ㎕가 도

 하여 첨가하 다.  합액   후 2,000 rpm에  5 간 

원심 강하고 45℃ heating block에  60  동안 시  

first-strand cDNA  합 하 다.  다시 95℃에  5  동안 

시  M-MLV RT   시킨 후 합  료  cDNA  

PCR에 사용하 다.

3) PCR

    합  료  cDNA  증폭시키  하여 PCR  진행하 다. 

PCR  PCR premix(DNA polymerase, 250 mM dNTPs mix, 

PCR buffer)에 cDNA 1 ㎕  각 primer 2 ㎕  고 증 수  

 피가 20 ㎕가 도  하여 첨가하여 다 과 같  진행하 다. 

94℃에  5  동안 1 cycle  진행한 다  94℃에  15 , 각 

primer  annealing 도에  15 , 72℃에  30  30~35 

cycle 진행하 고 마지막  72℃에  5  후  도가 내

가 4℃가 었   증폭  료  DNA 샘플  얻었다. 증폭  

DNA는 1% agarose gel에 동 하여   여  

하 다. UV  하여 각 그룹별  band  하 고 사용

 primer  sequence  annealing 도는 Table 1과 같다. 

Table 1. The Sequences of Primers for RT-PCR

Primer F/R* Sequences
Annealing
Temp. (℃)

GAPDH
F ACCACAGTCCATGCCATCAC

57.5
R TCTAGACGGCAGGTCAGGTC

MMP-1
F GATGTGGAGTGCCTGATGTG

57.3
R TGCTTGACCCTCAGAGACCT

MMP-3
F CCCGAGGTTGGACCTACAAG

57.3
R CTTCCCCGTCACCTCCAATC

MMP-9
F CATCCGGCACCTCTATGGTC

55.7
R CATCGTCCACCGGACTCAAA

TIMP-1
F TCGTCATCAGGGCCAAGTTC

56.5
R TCCACAAGCAATGAGTGCCA

Type Ⅰ 
procollagen

F CTGGTCCCAAGGGTAACAG
61.7

R GCCAGGAGAACCACGTTC

8. 통계처리

    본 연 에  얻어진 결과는 3  상  실험  통해 얻어진 

평균± 편차  나타내었 , 각 실험  사 에 한 결과는 

SPSS 21.0  unpaired student's t-test  사용하여 하고 

p<0.05, p<0.01  p<0.001  수 에   검증하 다. 

결    과

1. 포 생

    CCD-986Sk 포에  포생  한 결과,  

100.0±3.0%  나타냈  , 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에  각각 

101.5±2.3%, 101.5±2.3%, 102.9±1.5%  나타났다(Fig. 1).

Fig. 1. Cell viability test of CL in CCD-986Sk cells. CCD-986Sk cells 

were treated by 1, 10, and 100 ㎍/㎖ of CL for 48 h. The result was 

presented as mean ± S.D from three independent experiments.

2. 마커 생 량

1) MMP-1 생 량

    MMP-1 생 량  한 결과, 상  31.3±1.3 pg/㎖, 

 130.7±4.9 pg/㎖  나타낸 , 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에

 각각 125.4±5.1 pg/㎖, 94.1±2.2 pg/㎖, 75.6±3.7 pg/㎖  

나타나 10, 100 ㎍/㎖ 도에   는 (**p<0.01, 

***p<0.001) 감 가 나타났다(Fig. 2).

Fig. 2. Effect of CL on MMP-1 level in CCD-986Sk cells. After UVB 

irradiation CCD-986Sk cells were treated with 1, 10, and 100 ㎍/㎖ of CL 

for 48 h. The result was presented as mean ± S.D from three 

independent experiments (Significance of results, **p<0.01, ***p<0.001 

compared to control).

2) MMP-3 생 량

    MMP-3 생 량  한 결과, 상  25.4±2.4 pg/㎖, 

 119.7±4.9 pg/㎖  나타낸 , 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에

 각각 116.6±5.5 pg/㎖, 76.5±1.3 pg/㎖, 42.8±2.7 pg/㎖  

나타나 10, 100 ㎍/㎖ 도에   는 (**p<0.01, 

***p<0.001) 감 가 나타났다(Fig. 3).

3) MMP-9 생 량 

    MMP-9 생 량  한 결과, 상  18.7±1.8 pg/㎖, 
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 67.6±5.1 pg/㎖  나타낸 , 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에

 각각 60.4±4.8 pg/㎖, 51.5±3.4 pg/㎖, 38.2±1.6 pg/㎖  나

타나 10, 100 ㎍/㎖ 도에   는 (*p<0.05, ***p<0.001) 

감 가 나타났다(Fig. 4).

Fig. 3. Effect of CL on MMP-3 level in CCD-986Sk cells. After UVB 

irradiation CCD-986Sk cells were treated with 1, 10, and 100 ㎍/㎖ of CL 

for 48 h. The result was presented as mean ± S.D from three 

independent experiments (Significance of results, **p<0.01, ***p<0.001 

compared to control).

Fig. 4. Effect of CL on MMP-9 level in CCD-986Sk cells. After UVB 

irradiation CCD-986Sk cells were treated with 1, 10, and 100 ㎍/㎖ of CL 

for 48 h. The result was presented as mean ± S.D from three 

independent experiments (Significance of results, *p<0.05, ***p<0.001 

compared to control). 

Fig. 5. Effect of CL on TIMP-1 level in CCD-986Sk cells. After UVB 

irradiation CCD-986Sk cells were treated with 1, 10, and 100 ㎍/㎖ of CL 

for 48 h. The result was presented as mean ± S.D from three 

independent experiments (Significance of results, *p<0.05, **p<0.01 

compared to control).

4) TIMP-1 생 량 

    TIMP-1 생 량  한 결과, 상  5.0±0.3 ng/㎖, 

 7.9±0.3 ng/㎖  나타낸 , 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에  

각각 8.0±0.6 ng/㎖, 9.4±0.4 ng/㎖, 10.5±0.3 ng/㎖  나타나 

10, 100 ㎍/㎖ 도에   는 (*p<0.05, **p<0.01) 증가가 

나타났다(Fig. 5).

5) Type Ⅰ procollagen 생 량

    Type Ⅰ procollagen 생 량  한 결과, 상  

76.9±3.4 pg/㎖,  36.0±2.3 pg/㎖  나타낸 , 1, 

10, 100 ㎍/㎖ 도에  각각 42.3±2.4 pg/㎖, 59.4±2.4 pg/㎖, 

65.6±2.3 pg/㎖  나타나 10, 100 ㎍/㎖ 도에   는 

(**p<0.01, ***p<0.001) 증가가 나타났다(Fig. 6).

Fig. 6. Effect of CL on type Ⅰ procollagen level in CCD-986Sk cells. 

After UVB irradiation CCD-986Sk cells were treated with 1, 10, and 100 ㎍

/㎖ of CL for 48 h. The result was presented as mean ± S.D from three 

independent experiments (Significance of results, **p<0.01, ***p<0.001 

compared to control). 

Fig. 7. Effect of CL on MMP-1 mRNA expression in CCD-986Sk cells. 

After UVB irradiation CCD-986Sk cells were treated with 1, 10, and 100 ㎍

/㎖ of CL for 48 h. The result was presented as mean ± S.D from three 

independent experiments (Significance of results, ***p<0.001 compared to 

control). 

3.  량

1) MMP-1  량 

    MMP-1  량  한 결과, 상  3.1±0.9%, 

 100.0±2.9%  나타냈  , 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에

 각각 51.6±5.5%, 43.4±2.1%, 40.1±1.7%  나타나 1, 10, 
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100 ㎍/㎖ 도에   는 (***p<0.001) 감 가 나타났다

(Fig. 7).

2) MMP-3  량

    MMP-3  량  한 결과, 상  22.6±1.1%, 

 100.0±6.1%  나타냈  , 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에

 각각 98.7±3.3%, 25.4±4.1%, 23.1±2.2%  나타나 10, 100 ㎍

/㎖ 도에   는 (***p<0.001) 감 가 나타났다(Fig. 8).

Fig. 8. Effect of CL on MMP-3 mRNA expression in CCD-986Sk cells.
After UVB irradiation CCD-986Sk cells were treated with 1, 10, and 100 ㎍

/㎖ of CL for 48 h. The result was presented as mean ± S.D from three 

independent experiments (Significance of results, ***p<0.001 compared to 

control). 

3) MMP-9  량

    MMP-9  량  한 결과, 상  33.1±2.9%, 

 100.0±3.3%  나타냈  , 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에

 각각 81.5±2.0%, 80.1±2.4%, 35.7±1.7%  나타나 1, 10, 

100 ㎍/㎖ 도에   는 (*p<0.05, ***p<0.001) 감 가 

나타났다(Fig. 9).

Fig. 9. Effect of CL on MMP-9 mRNA expression in CCD-986Sk cells. 
After UVB irradiation CCD-986Sk cells were treated with 1, 10, and 100 ㎍

/㎖ of CL for 48 h. The result was presented as mean ± S.D from three 

independent experiments (Significance of results, *p<0.05, ***p<0.001 

compared to control). 

4) TIMP-1  량 

    TIMP-1  량  한 결과, 상  251.6±2.5%, 

 100.0±2.2%  나타냈  , 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에

 각각 100.6±1.8%, 243.1±3.7%, 255.7±5.1%  나타나 10, 

100 ㎍/㎖ 도에   는 (***p<0.001) 증가가 나타났다

(Fig. 10).

Fig. 10. Effect of CL on TIMP-1 mRNA expression in CCD-986Sk cells. 
After UVB irradiation CCD-986Sk cells were treated with 1, 10, and 100 ㎍

/㎖ of CL for 48 h. The result was presented as mean ± S.D from three 

independent experiments (Significance of results, ***p<0.001 compared to 

control). 

5) Type Ⅰ procollagen  량 

    Type Ⅰ procollagen  량  한 결과, 상

 211.6±0.8%,  100.0±2.2%  나타냈  , 1, 10, 

100 ㎍/㎖ 도에  각각 167.6±1.7%, 183.4±3.1%, 201.6±2.5%

 나타나 1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에   는 (***p<0.001) 

증가가 나타났다(Fig. 11).

Fig. 11. Effect of CL on Type Ⅰ procollagen mRNA expression in 

CCD-986Sk cells. After UVB irradiation CCD-986Sk cells were treated with 

1, 10, and 100 ㎍/㎖ of CL for 48 h. The result was presented as mean ± 

S.D from three independent experiments (Significance of results, 

***p<0.001 compared to control). 

고    찰

    우리 몸   극  보 하는 어막  피  

극하는 다양한 질  UVB에 장시간 출  피 는 ROS  다량 

생 하여 체내 항산  어체계  붕 시키고 MMPs  증가
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시  collagen  해  진시킨다25).  통해 피 는  

변 가 생하고 생리  능  감 하여 주  생한다5).

    천연  주 개  효능  평가한 실험26,27)들  아 포에 

UVB  처리하여 MMPs 생 량  량  증가시키고 type Ⅰ 

collagen 합  감 시킨 후, 다양한 천연  처리하여  

효능   보고하 , Park MA 등28)  당귀뿌리 에탄  

추출  MMP-1 량 감  TIMP-1 량 증가  보고하

다. 마지막  Kang KS 등29)  여러 한약재  열수 추출 에 

하여 항산  효과, collagen 합 , MMP-1  해  통해 장

 원료  사용 가능  검토하 는 , 여러 한약재  토사

가 다  약재들과 하   뛰어난 효능  나타내어 능  

장  재  용 가능  시사하 다.

     본 연 에 는 Kang KS 등29)  결과  탕  효능

 우수한 토사  에탄  추출한 후 UVB  사한 아

포에  주 개 에 한 향  평가하  하여   다양

한 마커  하 다.

    MMPs는 domain에 해 28개(MMP-1~28)  고 그  

MMP-1과 3  collagen, proteoglycan, fibronectin, laminin등

 질단 질  해하 , MMP-9  collagen  해한다30). 

UVB  극에 해 MMPs   증가   도 어지

고 들  과  가 진행 는 피 에  욱 증가

어 나타난다31). 토사  에탄  추출  UVB에 해 과 

 증가 어 포 내 collagen  해하는 MMP-1, 3, 9 생 량  

10, 100 ㎍/㎖ 도에  감 시 (Fig. 2-4), MMP-1, 9 

 량  1, 10, 100 ㎍/㎖ 도에 , MMP-3는 10, 100 ㎍/

㎖ 도에  감 시 다(Fig. 7-9).  UVB 사  증가  

MMPs에 한 토사  에탄  추출   감  효능  피

탄  지하는 collagen 해  억 하여 주 생  어 할 

수  것  사료 다.

    3개  pro-alpha 폴리펩티드사슬  연결 어 체  

procollagen  한 후, collagen  합  시작 고 여러 

collagen과 차결합  루어  아미 산  함께 피 장  

 피 탄  증가시킨다32). 러한 collagen  MMPs에 해 

해  합  지  루어지 , MMPs   증가  억

하  해 TIMP-1 단 질  통해 피 탄  한 항상  지하

고 다33). 토사  에탄  추출  증가  MMPs   억

하여 항상  지하는 TIMP-1  생 량과  량  10, 

100 ㎍/㎖ 도에  증가시 (Fig. 5, 10), 피 직에 탄  

공하는 collagen  체  type Ⅰ procollagen  생 량  

10, 100 ㎍/㎖ 도에 ,  량  1, 10, 100 ㎍/㎖ 도

에  증가시 다(Fig. 6, 11).  UVB 사  감  TIMP-1

과 type Ⅰ procollagen에 한 토사  에탄  추출   

증가 효능  UVB  해 증가  MMPs  억 하고 collagen 합

 증가시  주 생  어 할 수  것  사료 다.

    상  결과  합해보  토사  에탄  추출  UVB  

사한 간 아 포에  주 개   생리지 들  개 시

다.  피  주 개 에 한 추가  연 결과가 뒷

 다  UVB에 해 보 효과  나타내는 천연   한  능

장  재  용  수  것  사료 다. 

결    

    본 연 에 는 토사  에탄  추출  주 개  효과  객

 평가하  하여 간 아 포  CCD-986Sk 포에 

UVB  사하여 피  도한 후, 다양한 마커  

하여 다 과 같  결과  얻었다. 

    토사  에탄  추출  피  주요 원  MMPs 생

량  량   감 시 , 러한 MMPs  하

여 항상  지하는 TIMP-1 생 량  량   증

가시 다. 또한, 포  질  하는 collagen  체  

type Ⅰ procollagen 생 량  량 역시  증가시킴

 주 과  마커들   통해 주 개  효능

 객  증 었다. 

    에 하여 향 후 다양한 용매  용한 추가  실

험결과가 보 다  주 개 과  천연   한  능  

장  재  개  가능  높  것  사료 다. 

감사  
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