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요 약: 본 연구에서는 발효 과정을 거친 구기자(Lycium chinense) 추출물을 이용하여 항염증 및 항노화 관련 

기능성 화장품 소재로서의 활용가치를 검증하고자 nitric oxide (NO) 및 항노화 관련 인자들의 억제 효능을 

분석하였다. 물과 70% 에탄올을 용매로 구기자를 추출, 발효, 농축, 동결건조하여 시료를 제조한 다음, MTT 

assay, NO inhibition activity assay, western blot assay, UPLC 분석을 진행하였다. MTT assay를 통해 세포 

독성을 측정한 다음, 500 µg/mL의 농도를 세포실험에 적용하여 진행하였다. NO 억제 효능의 분석 결과, 발효 

구기자 열수 추출물(FLW), 발효 구기자 70% 에탄올 추출물(FLE) 각각 47.96%, 56.71%의 우수한 NO 억제 효능을 

나타내었다. Western blot을 통해 주름 관련 단백질인 MMP-1, TRPV-1의 발현양상을 측정한 결과, FLW, FLE 

모두 MMP-1, TRPV-1에 대한 발현 억제 효능을 나타내었다. 따라서 발효 구기자 추출물은 항염증 및 항노화 

관련 기능성 화장품 소재로서의 높은 활용 가치가 있을 것으로 판단된다. 

Abstract: In this study, fermented Lycium chinense (L. chinense) extract was used to analyze the efficacy of nitric oxide 

(NO) and anti-aging inhibition to verify its usefulness as a functional cosmetic material. L. chinense was extracted with 

hydrothermal and 70% ethanol as a solvent, fermented, concentrated, and freeze-dried to prepare a sample, followed by 

MTT assay, NO inhibition assay, western blot assay, and UPLC analysis.As a result of the analysis of NO inhibitory 

efficacy, fermented L. chinense water extract (FLW) and fermented L. chinense 70% ethanol extract (FLE) showed excellent 

NO inhibitory efficacy of 47.96% and 56.71%, respectively. As a result of measuring the expression patterns of the 

wrinkle-related proteins MMP-1, and TRPV-1 through Western blot, both FLW and FLE confirmed the inhibitory efficacy 
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of MMP-1 and TRPV-1. Based on the results of the experiment, the fermented L. chinense extract is expected to have 

a high application value as a functional cosmetic material related anti-inflammatory, and anti-aging. 

Keywords: Lycium chinense, anti-inflammation, anti-aging, MMP-1, TRPV-1

1. 서  론 

평균 수명의 지속적인 증가는 고령 인구 비율의 상승 

및 고령화 현상을 가속화하였으며, 이로 인한 피부의 노화 

현상은 심혈관계 질환, 암 등에 못지않게 중요한 부분으로 

인식되고 있다[1].

피부 노화란 유전학, 세포 내 대사, 호르몬 등의 내인적 

요인과 광 노출, 방사선, 화학물질, 독소 등의 외인적 요인

으로부터 나타나는 복잡한 생물학적 변화이다[2]. 이러한 

노화 현상은 피부 탄력의 감소, 굵고 깊은 주름의 형성, 색

소 침착, 피부암 발생률 증가 등의 문제를 야기한다[3]. 

열 피부 노화란 31 ∼ 40 ℃ 또는 그 이상의 열자극으

로 인한 피부 온도의 상승으로 콜라겐 합성 감소 및 분해, 

세포 손상, 단백질 분해 효소 증가 등의 개념을 포함하는 

피부 노화 현상이다. 인간은 자외선과 적외선에 장시간 노

출되어 있으며, 이러한 장시간 노출은 피부 온도의 상승을 

유발하게 되고, 생물학적 변화에 큰 영향을 미치게 된다. 

외인성 요인 중 열자극에 의한 노화는 피부 진피에 존재하

는 collagen Ⅰ형과 Ⅲ형의 손상을 초래하고, 피부의 강도 

및 탄력 저하를 유발하게 된다[4]. 

화장품 산업에서는 이러한 문제점을 개선하기 위해 항산

화, 항염증, 주름 및 피부 노화 방지에 관련된 연구를 활발

하게 진행하고 있으며, 이를 비롯한 현대인들의 피부 미용

에 대한 관심도는 지속적으로 증가하고 있는 추세이다[5].

구기자나무(Lycium chinense)는 가지과의 구기자속에 속

하는 목본식물로 우리나라를 비롯해 일본, 중국, 대만, 유

럽 등지에 자생하거나, 재배되고 있는 생약재이다[6]. 국내

에서 구기자나무의 어린순은 천정초, 뿌리껍질은 지골피, 

잎은 구기엽, 열매는 구기자로 불리고 있다. 구기자는 한

방에서 세안, 소염, 해열, 강장, 당뇨병 등에 사용되고 있으

며, 아미노산, betaine, physalin, zeaxanthin, rutin 등의 성분

을 함유하고 있다[7]. 구기자는 cholesterol 저하, 체력 유지, 

혈청 인지질 함량 증가, 혈관 확장, 노화 방지 등의 우수한 

약리 작용을 하는 것으로 알려져 있다[8].

따라서 본 연구에서는 젖산균 발효 과정을 거친 구기자 

추출물의 NO 억제 및 항노화 효능의 분석을 통해 항염증 

및 항노화 관련 문제 해결에 기여할 수 있는 기능성 화장

품 소재로서의 활용 가치를 검증하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시료 및 기기

2.1.1. 시료 추출

본 연구에 사용된 구기자는 충청남도 청양군(Korea)에서 

재배 가공된 건조 구기자를 구입하여 사용하였으며, 발효

에는 동결건조된 젖산균(Lactobacillus sp.)을 사용하였다. 

발효 구기자 열수 추출물(FLW)의 제조는 분쇄한 구기자 

100 g을 플라스크에 담아 시료 중량의 약 20 배에 해당하

는 증류수를 가한 후, 99 ℃의 수욕 상에서 3 h 동안 중탕

Figure 1. The procedure for extraction from fermented L. chinense.
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하는 과정을 3 회 반복하였다. 발효 구기자 70% 에탄올 추

출물(FLE)은 분쇄한 구기자 100 g을 플라스크에 담아 시료 

중량의 약 20 배에 해당하는 70% 에탄올을 침지 시킨 후, 

상온에서 24 h 동안 추출하는 과정을 3 회 반복하였다. 각

각의 추출물을 여과지(No. 20 filter paper, Hyundai Micro 

Co., Ltd., Korea)를 사용하여 여과한 후, 농축, 동결건조를 

통해 분말화된 시료를 획득하였다. 분말화된 각각의 시료

를 80 ℃의 수욕 상에서 15 min 동안 멸균한 후, 동결건조

된 유산균을 넣어 40 ℃에서 8 h 동안 발효하였다. 발효된 

추출물을 여과, 농축, 동결건조하여 분말 상태의 시료를 

제조하였다. FLW의 수율은 39.03%, FLE의 수율은 9.44%

가 나왔으며, 제조된 시료는 –80 ℃에서 냉동 보관하여 본 

실험에 사용하였다(Figure 1).

2.1.2. 효능평가에 사용된 시약

MMP-1 antibody, donkey anti-mouse lgG-HRP는 Santa 

Cruz Biotech., Inc. (CA, USA), TRPV-1 antibody은 Thermo 

Fisher Scientific™ (Waltham, Massachusetts, USA)에서 구입하여 

사용하였다. 세포 실험에 사용된 dermal fibroblast cell (Hs68 

cell)과 keratinocyte cell (HaCaT cell)은 National Development 

Institute of Korean Medicine (Korea)에서 분양받아 사용하였

으며, macrophage cell (RAW 264.7 cell)은 한국 세포주 은행

(Korea)에서 구입하였다. Fetal bovine serum (FBS), Dulbecco’s 

modified eagle medium (DMEM), trypan blue stain, trypsin- 

EDTA, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT), griess reagent, lipopolysaccharide (LPS), betaine 등은 

Sigma Aldrich Co., Ltd. (USA)에서 구매하여 사용하였다.

2.1.3. 실험에 사용된 기기

본 연구에 사용된 기기는 ELISA reader (SpectraMax 190, 

Molecular devices, USA), freeze dryer (FD8512, Korea), 

microscope (Olympus Co., Ltd,. Japan), rotary vacuum 

evaporator (N-12, Rikakikai Co., Ltd., Japan), Autoclave 

(JSAT-65 jsr, Hanbaek Scientific Co., Korea), digital 

reciprocating shaker (Daihan scientific Co., Ltd., Korea), 

western imaging system (CAS-400SM, Davinch-K Co., Ltd., 

Korea), CO2 incubator (VS-9160GC, Hanbaek Scientific Co., 

Korea), UPLC H-Class (Waters, USA), UV detector (BAP 

ACQUITY UPLC TUV detector) (Waters, USA), Hypersil 

GOLD™ Amino column (4.6 × 150 mm, 3 µm) (Thermo 

Fisher Scientific™,  USA)를 사용하였다.

2.2. 실험 방법

2.2.1. 세포배양

본 연구에 사용된 macrophage cell (RAW 264.7), 

keratinocyte cell (HaCaT)과 dermal fibroblast cell (Hs68)의 

배양은 10% FBS, 1% penicillin-streptomycin (100 U/mL)를 

첨가한 DMEM을 사용하였으며, phosphate buffer saline 

(PBS)로 세척한 후, trypsin-EDTA를 사용하여 37 ℃, 5% 

CO2 조건의 incubator에서 계대배양하였다.

2.2.2. MTT Assay를 통한 세포 생존율 측정

세포 생존율 측정은 Carmichael 등의 방법[9]에 따라 실

험을 진행하였다. 96 well plate에 RAW 264.7 cell은 5 × 

103 cells/well, HaCaT cell, Hs68 cell은 1 × 104 cells/well이 되

도록 200 µL 씩 분주하고, 37 ℃, 5% CO2 incubator에서 24 

h 동안 배양하였다. 배양 후, 시료를 25, 50, 100, 250, 500 

µg/mL의 농도별로 희석하여 20 µL 씩 첨가한 다음, 24 h 

동안 배양하였다. 24 h 배양 후, 각 well에 MTT (2.5 

mg/mL) 시약을 20 µL 씩 첨가하여 2 h 동안 반응시켰다. 

반응 후, 배양액을 제거하고 각 well당 dimethyl sulfoxide 

(DMSO, DUKSAN, Korea) 100 µL를 첨가하여 실온에서 15 

min 동안 반응시킨 다음, 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.2.3. Nitric Oxide (NO) 저해 효능 측정

NO 저해능 측정은 Grayand 등의 방법[10]을 이용하여 

실험을 진행하였다. RAW 264.7 cell을 96 well plate에 5 × 

104 cells/well이 되도록 각 well에 200 µL 씩 분주한 후 24 

h 동안 배양하였다. 배양 후 농도별로 희석한 시료 20 µL

와 LPS (2 µg/mL) 20 µL를 각 well에 분주한 후 24 h 동안 

배양하였다. 배양 후 각 well의 상등액 100 µL와 Griess 

reagent 100 µL를 상온에서 15 min 동안 반응시킨 다음 540

nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.2.4. Western Blot를 통한 단백질 발현양상 측정

HaCaT cell과 Hs68 cell을 6 well cell culture plate에 1 × 

106 cells/well이 되도록 분주하여 24 h 동안 배양한 후, 

DMEM을 무혈청 DMEM으로 교체한 다음, 44 ℃로 설정

된 incubator에 40 min 동안 열자극을 가하였다. 열자극을 

가한 후, 농도별로 희석한 시료 200 µL를 처리하여 24 h 

동안 배양하였다. 배양 후, 상등액을 제거한 다음, PBS로 2 

회 세척한 후, lysis buffer를 60 µL 씩 첨가하여 cell을 용해

시키고, scraper로 수확하여 원심 분리(4 ℃, 12,000 rpm, 15 
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min)를 진행하였다. 원심 분리 후, 획득한 단백질은 Bovine 

serum albumin (BSA)를 표준물질로 하여 Bicinchoninic acid 

(BCA) assay로 정량하였으며, 단백질 35 µg을 10% SDS 

polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동하였다. 전기영동이 

완료된 후, transfer를 실시하여 단백질을 membrane으로 옮

겨준 다음, 5% skim milk로 2 h 동안 blocking하여 

background를 제거하였다. 그다음 1 차 항체인 MMP-1 (1 : 

1000), TRPV-1 (1 : 1000)를 4 ℃에 overnight하여 반응시킨 

후, 1 × TBST 용액으로 10 min, 3회 이상 세척한 다음, 2 

차 항체인 donkey anti-mouse lgG-HRP (1 : 1000)를 1 h 동

안 반응시켰다. 반응 시킨 후, 1 × TBST 용액으로 10 min, 

3 회 세척을 반복한 다음, ECL solution (EMD Millipore 

Co., Ltd., USA)과 western imaging system을 이용하여 단백

질 발현양상을 측정하였다.

2.2.5. Ultra Performance Liquid Chromatography 

(UPLC)

Betaine은 UPLC H-Class와 UV detector로 구성된 UPLC 

시스템으로 분석하였으며, Hypersil GOLD™ Amino column

을 이용하여 분리를 수행하였다. 이동상 용매로 (A) 0.1% 

phosphoric acid in deionized water, (B) acetonitrile을 사용하

였다. Betaine 분석은 (A) 0 ∼ 5 min, 95%, (A) 5 ∼ 35 

min, 95 ∼ 0%, (B) 35 ∼ 45 min, 100%, (A) 45 ∼ 55 min, 

95%의 조건으로 용리하였다. 유속은 0.1 µL/min, 검출은 

230 nm에서 분석을 수행하였다. FLW, FLE의 betaine 분석

은 동일한 분석 조건에서 표준물질인 betaine의 머무름 시

간과 비교하여 식별하였다.

2.2.6. 통계처리

모든 실험 결과의 통계분석은 IBM SPSS statistics 

(version 20.0, IBM Corp., USA)를 사용하여 평균값과 표준

편차로 나타내었고, 유의성에 대한 검증은 분산분석

(analysis of variance, ANOVA)을 이용하여 확인하였다. 유

의성 확인 후 duncan’s multiple range test를 이용한 다중비

교를 실시하여 유의수준 p < 0.05 에서 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. MTT Assay를 통한 세포 생존율 측정 결과

MTT assay에 사용되는 MTT 시약은 담황색의 기질로서 

살아있는 세포 내 미토콘드리아의 환원효소에 의해 환원

되어 formazan을 형성하게 되고, 죽은 세포에서는 formazan

이 형성되지 않는다. 이러한 원리를 이용하여 세포 생존율

을 측정하였다[11]. FLW, FLE를 25, 50, 100, 250, 500 

µg/mL의 농도별로 RAW 264.7 cell, HaCaT cell, Hs68 cell

에 처리하였을 때, Figure 2에 나타낸 바와 같이 최고 농도

인 500 µg/mL에서 모두 90% 이상의 세포 생존율을 나타

내었다. 따라서 500 µg/mL 이하의 농도를 세포 실험에 적

용하여 진행하였다. 

Figure 2. Cytotoxicity of fermented L. chinense extracts on 

RAW 264.7 cell, HaCaT cell, and Hs68 cell. FLW: Fermented 

L. chinense extracted with water; FLE: Fermented L. chinense

extracted with 70% ethanol. (A) RAW 264.7 cell, (B)  HaCaT 

cell, (C) Hs68 cell. Result are means ± SD of triplicate data 

(significantly different by Tukey test and significant as 

compared to control. 
*p < 0.05).
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3.2. Nitric Oxide (NO) 저해 효능 측정 결과

NO는 nitric oxide synthase (NOS)에 의해 합성되며 free 

radical로써 세포간 및 세포 내 신호전달, 항상성, 감염 물

질로부터의 방어 등의 중요한 역할을 수행하지만 과도한 

NO의 생성은 염증성 질환을 유발하게 된다[12].    

NO 저해 효능을 분석하기 위해 LPS로 유도된 RAW 

264.7 cell에 FLW, FLE를 24 h 동안 처리하여 NO 생성량

을 측정한 결과, LPS 단독 처리군에 대비하여 LPS 무처리

군에서는 20% 미만의 NO가 생성되었으며, FLW, FLE는 

최고 농도인 500 µg/mL에서 각각 47.96%, 56.71%의 NO 

저해 효능을 나타내었다(Figure 3). Ly 등은 100% 주정을 

가하여 추출한 건조 구기자 추출물을 이용하여 NO 생성 

억제 효과를 측정한 결과, 1,000 µg/mL의 농도에서 60.3%

의 저해율을 나타내었다고 보고하였다[13]. Lee 등은 70% 

메탄올과 증류수를 용매로 하여 추출한 흑구기자 열매 추

Figure 3. Inhibition rate of NO by fermented L. chinense extracts in

RAW 264.7 cell. FLW: Fermented L. chinenseextracted with water; 

FLE: Fermented L. chinenseextracted with 70% ethanol. N: LPS 

non-treated; C: LPS treated. Result are means ± SD of triplicate data

(significantly different by Tukey test and significant as compared to 

control. 
#p < 0.05 vs non-treated N., 

**p < 0.01, 
***p < 0.001).

(A)

(B)

Figure 4. Inhibitory effects of fermented L. chinense extracts on the MMP-1, TRPV-1 protein expression in HaCaT cell. FLW: Fermented L. 

chinense extracted with water; FLE: Fermented L. chinense extracted with 70% ethanol; EGCG: epigallocatechin gallate. N: 44 ℃ temperature

non-treated; C: 44 ℃ temperature treated. (A) MMP-1 protein expression rate, (B) TRPV-1 protein expression rate. Result are means ± SD of

triplicate data (significantly different by Tukey test and significant as compared to control. 
#p < 0.05 vs non-treated N, 

***p < 0.001).
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출물을 활용하여 NO 생성에 미치는 영향을 측정한 결과, 

흑구기자 열매 추출물의 처리 농도에 따라 NO의 농도가 

급격히 감소함을 확인하였다[14]. 따라서 본 연구와 두 연

구를 미루어 보아 발효 구기자 추출물은 항염증 관련 소재

로서 활용 가치가 높을 것으로 사료된다. 

3.3. Western Blot를 통한 단백질 발현양상 측정 결과 

(HaCaT cell, Hs68 cell) 

Matrix metalloproteinase (MMP)는 세포 외 기질 금속단백

분해효소로 20 여 종이 있으며, MMP-1은 콜라겐 분해효소 

중 하나로 콜라겐(Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅶ, Ⅹ형), 젤라틴을 분해하는 

역할을 수행한다[15]. Transient receptor potential vanilloid 1 

(TRPV1)은 transient receptor potential (TRP)의 28 개 구성원 

중 하나인 수용체로, 열에 의해 촉발되어 말초 신경계에서 통

증 신호를 전달하는 역할을 수행하는 것으로 알려져 있다[16].

항노화 효능을 분석하기 위해 HaCaT cell, Hs68 cell에 

40 min 동안 44 ℃의 열자극을 가한 후 주름 관련 단백질

인 MMP-1, TRPV-1에 대한 발현양상을 western blot을 통해 

측정하였다. HaCaT cell에 대한 결과는 Figure 4에 나타낸 

바와 같이 최고 농도인 500 µg/mL에서 FLW는 MMP-1, 

TRPV-1 순으로 각각 45.89%, 59.39%의 억제율을 나타내었

다. FLE는 최고 농도인 500 µg/mL에서 MMP-1, TRPV-1 

순으로 각각 58.61%, 63.36%의 억제율을 나타내었다.

Hs68 cell에 대한 발효 구기자 추출물의 항노화 효능 분

(A)

(B)

Figure 5. Inhibitory effects of fermented L. chinense extracts on the MMP-1, TRPV-1 protein expression in Hs68 cell. FLW: 

Fermented L. chinense extracted with water; FLE: Fermented L. chinense extracted with 70% ethanol; Vit C: Ascorbic acid. N: 44 ℃

temperature non-treated; C: 44 ℃ temperature treated. (A) MMP-1 protein expression rate, (B) TRPV-1 protein expression rate. Result

are means ± SD of triplicate data (significantly different by Tukey test and significant as compared to control. 
#p < 0.05 vs 

non-treated N, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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석 결과는 Figure 5에 나타낸 바와 같이 최고 농도인 500 

µg/mL에서 FLW는 MMP-1, TRPV-1 순으로 각각 41.14%, 

43.89%의 억제율이 확인되었다. FLE는 최고 농도인 500 

µg/mL에서 MMP-1, TRPV-1 순으로 각각 53.01%, 51.39%

의 억제율을 나타내었다. Shin 등은 HaCaT cell에 구기자 

등을 포함한 약재를 혼합하여 추출한 한방 이화주를 처리

하여 MMP-2, MMP-9의 단백질 발현양상을 측정한 결과, 

농도의존적으로 효소적 활성이 저해되었음을 보고하였다

[17]. 따라서 발효 구기자 추출물의 활용을 통해 주름 관련 

인자의 저해 효능을 확인하였으므로, 본 연구에서 활용한 

 (A)

 (B)

 (C)

Figure 6. Ultra performance liquid chromatography (UPLC) for identification of betaine in fermented L. chinense extracts at 230nm. 

(A) betaine, (B) FLW, (C) FLE.
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발효 구기자 추출물은 항노화 기능에 있어 긍정적인 가치

를 지닌 소재로 판단된다. 

3.4. Identification of Betaine in Fermented Lycium 

chinense Extracts (FLW, FLE)

UPLC 시스템을 이용하여 발효된 구기자 추출물 내 

betaine 분석을 실시하였으며, 그 결과를 Table 1, Figure 6에 

나타내었다. betaine 분석은 표준물질의 머무름 시간(retention 

time, RT)과 면적(area) 값을 참고하여 식별하였다. betaine은 

10.815 min의 머무름 시간에서 peak가 확인되었으며, 이에 

대하여 FLW, FLE는 각각 10.805, 10.802 min의 머무름 시간

에서 peak가 관찰되었다. FLW, FLE의 면적 값은 각각 

732639, 692868로 측정되었다. betaine은 구기자 내 함유되어 

있는 수용성 성분으로, 피부의 자극을 줄여주는 효능을 지

니고 있으며, 저자극 계면활성제로 많이 사용되고 있다[18]. 

또한 betaine은 염증 반응을 조절하며, 이러한 과정은 노화

의 과정과 유의하게 관련되어 있는 것으로 알려져 있다[19]. 

따라서 betaine이 함유된 발효 구기자 추출물은 항염증 

및 항노화 관련 기능성 화장품 첨가물로서 높은 활용 가치

가 있음을 시사하는 바이다.

4. 결  론

본 연구에서는 발효 과정을 거친 구기자 열수 추출물

(FLW)과 구기자 70% 에탄올 추출물(FLE)을 이용하여 NO 

저해 효능 및 항노화 효능을 분석하였다. NO 및 항노화 

효능을 분석하기 위해 이와 관련된 RAW 264.7 cell, 

HaCaT cell, Hs68 cell에 대하여 FLW, FLE의 세포 독성을 

측정한 결과, 최고 농도인 500 µg/mL에서 모두 90% 이상

의 세포 생존율을 나타내었고, 이와 같은 실험 결과를 토

대로 500 µg/mL 이하의 농도를 세포 실험에 적용하여 진

행하였다. NO 저해 효능을 측정한 결과, 최고 농도인 500 

µg/mL에서 FLW, FLE 각각 47.96%, 56.71%의 우수한 NO 

저해능을 나타내었다. HaCaT cell, Hs68 cell에 40 min 동안 

44 ℃의 열자극을 가한 후, MMP-1, TRPV-1 단백질의 발

현양상을 western blot을 통해 측정한 결과, 최고 농도인 

500 µg/mL에서 MMP-1, TRPV-1 순으로 FLW는 각각 

41.14%, 43.89%, FLE는 각각 53.01%, 51.39%의 억제율을 

나타내었다. 따라서 본 연구의 실험 결과를 통해 발효 구

기자 추출물은 항염증 및 항노화 관련 기능성 화장품 소재

로서 활용 가치가 높을 것으로 사료된다.
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