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Abstract Biorenovation is a method that converts existing

compounds into new compounds through the enzymatic action of

microorganisms. Biorenovation has expected effects such as

reducing toxicity of compounds and increasing their activity. In

this study, we successfully synthesized Luteolin-7-O-glucoside

(L7G) through biorenovation and investigated its inhibitory effect

on melanin production in α-Melanocyte stimulating hormone

induced B16F10 mouse melanoma cells. We confirmed that

Luteolin was toxic at 50, 100 and 200 µM, but our L7G in same

concentration was not toxic for B16F10 mouse melanoma cells

and also showed significant reduction in melanin production and

tyrosinase activity. In addition, while investigating the effect of

L7G on factors involved in melanin synthesis through western

blotting, we were able to confirm that the MITF and tyrosinase

protein synthesis was inhibited in treatment with L7G, however,

tyrosinase related protein-1 (TRP-1) and dopachrome tautomerase

(TRP-2) expression was not affected. So we derived a conclusion

that through biorenovation we could produce compounds like

L7G with improved activity and reduced toxicity for possible use

as an active ingredient with whitening functionality in cosmetics.It

also suggests that the application of biorenovation has potential

usefulness in developing anti-inflammatory materials. It also

suggests that the application of bio-renovation has potential

usefulness in the development of inflammatory material. We

applied Biorenovation technology to Distylium racemosum extract

(DR) to generate Distylium racemosum biorenovation product

(DRB), and investigated the anti-inflammatory properties of DRB

in lipopolysaccharide (LPS)-treated RAW264.7 macrophages. We are

applying technology to Biorenovation Distylium racemosum extract

(DR) Distylium racemosum was to create a biorenovation product

(DRB), lipopolysaccharide (LPS) investigated the anti-

inflammatory properties of DRB in RAW264.7 macrophages

treated for.

Keywords Biorenovation · Melanogenesis · Luteolin-7-O-

glucoside · α-Melanocyte stimulating hormone

서 론

멜라닌(Melanin)은 자연계에 널리 분포하는 페놀류의 생체 고

분자 물질로 자외선 등 외부적인 요인에 의한 피부의 노화나

일광 각화증을 억제하며 피부를 보호하는 긍정적인 가능을 가

지고 있다[1,2]. 그러나 비정상적으로 많은 멜라닌의 축적은 사

람에게 있어 기미, 주근깨, 색소침착 등 미적 요인을 감소시키

는 원인이 될 뿐 아니라 melanin 전구물질들에 의한 독성으로

세포사멸을 촉진하거나 피부 노화 촉진, 피부암을 유발 하는 것

으로도 알려져 있다[3,4]. 멜라닌의 합성(Melanogenesis)은 자외

선, 스트레스 등 외부 자극을 비롯하여 α-Melanocyte stimulating

hormone (MSH)와 같은 호르몬에 의해 피부 표피 기저층에 존

재하는 melanocyte에서 유도되는데 UV와 같은 자극에 의한

melanocyte 활성화는 extracellular signal-regulated kinase, c-

Jun N-terminal kinase, p38을 포함하는 스트레스 반응성

mitogen-activated protein kinase (MAPK) 신호전달 경로를 거
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쳐 MITF, tyrosinase, tyrosinase related protein (TRP)-1,

dopachrome tautomerase (TRP-2)등의 합성을 촉진함으로써 최

종적으로 색소침착을 유발한다[5-7]. 이들 중 tyrosinase는

melanin 합성에 깊게 관여하는 효소로 tyrosine을 DOPA (3,4-

dihydroxyphenylalanine)로의 산화를 유발하여 최종적으로 5,6-

dihydroxy indole (DHI)을 형성하는데 이렇게 형성된 DHI는

DHICA (5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid)와 함께 흑갈색

을 띠는 eumelanin의 전구체로써 작용한다[8-10]. 또한 tyrosinase

는 흑 갈색의 eumelanin 뿐만 아니라 적갈색의 pheomelanin 을

포함한 두 타입의 멜라닌의 합성에 관여하는 것으로 알려져 있

으며 다른 미백 관련 인자인 TRP-1 및 TRP-2는 eumelanin의

합성과 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다[11]. 결론적으

로 tyrosinase의 작용 억제 및 melanocyte의 기능저하, 멜라닌의

환원과 분해를 촉진함으로써 미백활성을 유도할 수 있음을 의

미한다. 최근 자외선이 강해지면서 멜라닌 색소 침착에 의한 기

미와 주근깨 같은 피부질환의 증가로 미백에 효과가 있는 기능

성 화장품들의 소비가 증가하고 있으나 hydroquinone, kojic

acid, arbutin을 포함한 기존의 미백 기능성 소재에서 부작용 및

안전성에 대한 문제가 제시되면서 친환경 소재를 발굴하기 위

한 연구의 필요성이 대두되고 있다[12,13].

Luteolin은 과일, 야채 등의 식물에 많이 함유 되어 있는 플

라보노이드 성분 중 하나로 항산화, 항염, 항알러지 효과가 매

우 우수하여 의약품, 식품, 화장품 분야에서 활발하게 연구가

진행되고 있으며 melanin과 tyrosinase 저해 활성 또한 보고되

어 있지만 강한 독성으로 인해 추가적인 미백 활성에 대한 연

구가 어려운 실정이다[14-16]. 또한 Luteolin과 같은 플라보노이

드는 수용액에 거의 녹지 않는 소수성 물질이며 산화 안정성이

낮아 다양한 분야에서 널리 활용하는데 한계를 가지고 있는데

많은 경우 이러한 문제점은 유도체를 생산함으로써 개선될 수

있다. 특히 최근에는 소재의 기능성이 특히 강조됨에 따라 기

존에 이미 알려진 소재로부터 다양한 유도체들 합성함으로써 문

제점을 보완하고 효능을 증대 시키는 연구가 활발하게 진행됨

에 따라 그 기술에 대한 필요성도 더욱 높아지고 있다[17]. 그

중 biorenovation은 미생물의 효소 작용을 이용하여 기존의 성

분이 가진 독성을 감소시키거나 다양한 생리 활성을 증진시키

는 친환경 생물전환 기법으로 다양한 천연물 및 화합물에 적용

되어 유효성을 입증한 바 있다[18-21]. 이에 본 연구에서는

Luteolin의 기능성을 증대 시키고자 biorenovation을 적용하였으

며 생성된 유도체의 미백 활성을 평가하기 위하여 α-MSH로 자

극된 B16F10 mouse melanoma cell에서 melanin, tyrosinase의

억제 활성 및 미백 관련 인자인 TRP-1, TRP-2, tyrosinase,

MITF의 발현에 미치는 영향을 조사하였다.

재료 및 방법

미생물 배양 및 biorenovation 반응

Biorenovation 생물 전환 기법에 사용 된 Bacillus sp. JD3-7는

genistein을 기질로 하는 생물 전환 기반 스크리닝 방법을 통해

선발되었다[22]. 균주의 배양은 Luria-Bertani (LB, Difco,

Franklin Lakes, NJ, USA) 배지에서 30 oC, 200 rpm으로 18시

간 동안 수행하였으며 원심 분리(4000 rpm, 15 min)하여 회수한

pellet을 PG buffer (50 mM Phosphate buffer, 2% Glycerin)로

2회 세척하여 실험에 사용하였다. 이후 pellet을 PG buffer 100

mL에 재 현탁 한 뒤 Luteolin 100 mg을 첨가하여 30 oC, 200

rpm에서 72시간 동안 유도체의 생성을 유도하였으며 동일한 조

건에서 시료를 첨가하지 않은 pellet 현탁액을 대조군(JD3-7)으

로 표기하였다. 반응 종료 후 원심 분리(4000 rpm, 15 min)하여

회수한 상등액을 −110 oC에서 동결 건조하여 실험에 사용하였다.

Biorenovation 전환물의 분석 및 정제

HPLC 분석을 위해 Shimadzu Spectro-Monitor 3200 digital

UV/Vis detector와 Shim-pack GIS C18 column (5 μm ODS,

250×4.6 mm id)을 사용하였으며 이동상은 0.1% trifluoroacetic

acid (TFA, SAMCHUN, Pyeongtaek, Korea)가 함유된 H2O

(solvent A)와 acetonitrile (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA, solvent B)를 사용하였다. 각 시료는 solvent B의 조성을

10%에서 50%가 되도록 설정하여 30분간 gradient 조건으로 분

석하였으며 이동상의 유속을 1.0 mL/min, column의 온도를 40
oC, 파장은 254 nm로 하였다. LC-MS의 분석에는 HR-QTOF
ESI/MS in Positive ion mode ACQUITY (UPLC, Waters

Corp. Milford, MA, USA)와 SYNAPT G2-si column (Waters

Corp)을 사용하였으며 정제에는 동일한 분석 조건하에 Shimadzu

Prominence SPD-20A UV/VIS Absorbance detector와 Luna®

5 µm C18 (2) 100 Å, LC Column 250×10 mm을 사용하였다.

실험 재료 및 세포 배양

본 연구에 사용된 B16F10 mouse melanoma cell은 American

type cell culture (ATCC, Manassas, VA, USA) 으로부터 분양

받았으며 배양에는 10% fetal bovine serum (FBS, welgene,

Gyeongsan, Korea)와 100 µg/mL penicillin, 100µg/mL streptomycin

이 함유된 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,

Welgene)을 사용하였다. 세포는 37 oC, 5% CO2 incubator에서

3일을 주기로 계대 배양을 실시하여 안정화 한 뒤 실험에 사용

하였으며 세포의 자극에 사용된 α-MSH은 Sigma-Aldrich에서

구입하였다.

세포 독성 측정

Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT)는 살아있는 세포의

미토콘드리아에서 mitochondrial reductase에 의하여 보라색의
MTT formazan (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium

bromide)을 형성하는 원리를 이용하여 세포의 생존율을 측정하

는 방법이다[23,24]. 본 연구에서는 Luteolin 및 Luteolin 유도체

가 α-MSH로 자극된 B16F10 mouse melanoma cell의 생존에

미치는 영향을 조사하고자 세포를 24-well plate에 1.0×104

cells/well 농도로 분주하여 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시

간 동안 전 배양한 뒤 α-MSH (200 nM)와 시료(50, 100, 200

µM)를 동시에 처리하여 72시간 동안 배양하였다. 이후 각 well

에 MTT 시약을 첨가한 뒤 37 oC, 5% CO2 incubator에서 3시

간 동안 반응하여 formazan blue를 형성시킨 다음 ELISA

reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 이

용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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Melanin contents 측정

α-MSH로 자극된 B16F10 mouse melanoma cell에서 Luteolin

유도체가 melanin의 합성에 미치는 영향을 조사하고자 B16F10

mouse melanoma cell를 6-well plate에 4.0×104 cells/well 농

도로 분주하여 incubator (37 oC, 5% CO2)에서 24시간 동안 전

배양 한 후 α-MSH (200 nM)와 시료(50, 100, 200 µM)를 동

시 처리하여 72시간 동안 배양하였다. 이후 회수한 세포는
radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA buffer, with 1%

protease inhibitor, 1 mM PMSF, 1 mM NaVO4)로 처리하여

lysis한 뒤 원심 분리(13,000 rpm, 30 min, 4 oC)과정을 거쳐

pellet을 회수하였으며 회수한 pellet은 1 N NaOH를 500 µL 첨

가한 뒤 90 oC heating block에서 1시간 동안 용해시킨 후 405

nm에서 흡광도를 측정하여 멜라닌 함량을 조사하였다.

Tyrosinase activity 측정

α-MSH로 자극된 B16F10 mouse melanoma cell에서 Luteolin

유도체가 tyrosinase의 활성에 미치는 영향을 조사하고자

B16F10 mouse melanoma cell를 6-well plate에 4.0×104

cells/well 농도로 분주하여 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시

간 동안 전 배양한 뒤 α-MSH (200 nM)와 시료(50, 100, 200

µM)를 동시에 처리하여 72시간 동안 배양하였다. Melanin

contents와 동일한 방법으로 세포를 lysis한 뒤 원심 분리(13,000

rpm, 30 min, 4 oC)하여 회수한 상등액은 Bicinchoninic Acid

Protein Assay Kit (BCA kit, Bio-rad, Hercules, CA, USA)로

정량 하였으며 정량 된 단백질 20 µL에 2 mg/mL의 L-DOPA

(Sigma-Aldrich) 80 µL를 첨가하여 37 oC에서 2시간 동안 반응

시킨 뒤 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Western blot analysis

α-MSH로 유도된 B16F10 mouse melanoma cell에서 Luteolin

유도체가 멜라닌 합성에 관여하는 인자들의 발현에 미치는 영

향을 조사하고자 세포를 6-well plate에 4×104 cells/well 농도로

분주하여 37 oC, 5% CO2 incubator에서 48시간 동안 전 배양

한 뒤 α-MSH (200 nM)와 시료(50, 100, 200 µM)를 동시 처

리하여 24시간 동안 배양하였다. 이후 세포를 60분 동안 lysis

한 뒤 원심 분리(13,000 rpm, 30 min, 4 oC)하여 상등액을 회수

하였으며 상등액의 단백질은 BCA kit (Bio-rad)를 사용하여 정

량 하였다. 이후 정량 한 단백질 20 µg을 10%의 polyacrylamide

gel를 함유한 SDS-PAGE에서 전기 영동 한 후 polyvinylidene

difluoride membrane (Milipore, Burlington, MA, USA)에

transfer 하였다. Transfer된 membrane은 1X TBST (Tris-

buffered saline, 0.1% Tween 20)를 용매로 하여 제조된 5%

skim milk를 사용하여 상온에서 2시간 동안 blocking 하였으며

이후 TBST를 사용하여 membrane을 10분 간격으로 4회 세척

하였다. 세척 된 membrane은 4 oC에서 overnight동안 1차 항체

반응을 진행하였으며 항체 반응에는 TRP-1 antibody (1:1,000,
Santa cruz biotechnology, Dallus, TX, USA), TRP-2 antibody

(1:500, Santa cruz biotechnology), tyrosinase antibody

(1:500, Santa cruz biotechnology), MITF antibody (1:500,

Cell Signaling technology, Denvers, MA, USA)를 사용하였다.

반응 후 1X TBST를 사용하여 membrane을 10분 간격으로 4

회 세척하였으며 2차 항체 반응은 anti-mouse IgG HRP와

anti-rabbit IgG secondary antibody (Jackson ImmunoResearch,

West Grove, PA, USA)를 1X TBST에 1:10,000 비율로 희석

하여 상온에서 2시간 동안 진행하였다. 이후 TBST를 사용하여

10분 간격으로 membrane을 4회 세척하였으며 세척한 membrane

은 ECL (Bio-rad)과 반응하여 imaging densitometer (model

GS-700, Bio-rad)로 현상하였다. 단백질 발현량의 면적은 imageJ

program (NIH, Bethesda, MD, USA)를 통해 수치화하여 그래

프로 나타내었다.

통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 측정하였으며 그 결과는 평균값 ±표

준편차로 나타냈다. 통계적 분석은 각 처리 구간의 유의성

(*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001)을 검증을 위해 분산분석

(analysis of variance, ANOVA)후 student’s t-test로 다중 비교

를 실시하였다.

결과 및 고찰

Biorenovation 전환물의 HPLC 및 LC-MS 분석

Luteolin과 Luteolin의 biorenovation 전환물 및 대조군인 JD3-7

을 HPLC를 통하여 분석한 결과 Luteolin의 biorenovation 전환

물에서 신규 peak가 검출되었다(Fig. 1). 이전 연구에 따르면

biorenovation 을 적용한 15 min에 검출 된 가장 큰 peak를 정

제하여 HPLC 및 LC-MS 분석을 진행한 결과 Luteolin-7-O-

glucoside (L7G)와 동일한 것으로 나타났다(Fig. 2). 최종적으로

biorenovation 통해 합성된 Luteolin의 유도체는 L7G인 것으로

확인되었으며 이후 L7G의 미백활성을 평가하고자 melanin 합

성 및 tyrosinase 생성 억제 활성을 조사하였다.

세포 독성 평가

본 실험에서는 Luteolin과 L7G가 B16F10 mouse melanoma

cell의 생존에 미치는 영향을 알아보기 위하여 α-MSH (200

nM)와 시료(50, 100, 200 µM)을 동시에 처리한 뒤 세포의 생

존율을 측정하였다. 그 결과, Luteolin은 모든 측정 농도에서

25% 이하의 세포 생존율을 보인 반면 L7G는 모든 측정 농도

에서 90% 이상의 세포 생존율을 나타내는 것을 확인하였다

(Fig. 3). 이러한 결과는 L7G이 Luteolin의 높은 독성을 개선하

였음을 시사하며 세포 독성 측정 결과를 바탕으로 L7G의 미백

기능성을 평가하고자 melanin 합성 및 tyrosinase의 억제 활성

을 조사하였다.

Melanin 합성 억제 활성 평가

α-MSH로 자극된 B16F10 mouse melanoma cell에서 L7G가

melanin 합성에 미치는 영향을 조사하고자 α-MSH (200 nM)와

L7G (50, 100, 200 µM)를 동시에 처리하여 배양하였다. 이후

최종적으로 생성된 melanin의 양을 측정한 결과, L7G는 50,

100, 200 µM 농도에서 melanin의 합성을 각각 16.2, 35.4,

47.8% 억제하였다(Fig. 4). 이는 L7G가 세포 내에서 다양한

melanin 합성 효소들의 작용을 하향조절 함으로써 최종적으로

melanin의 합성을 저해한다는 것을 시사하며 이후 melanin의 합

성을 저해하는 인자와 그 조절 기작을 조사하고자 초기 melanin
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Fig. 1 HPLC analysis of Luteolin, Luteolin biorenovation, Luteolin 7-O-glucoside (L7G), JD3-7. (A) Luteolin, (B) Luteolin biorenovation, (C) Luteolin

7-O-glucoside (L7G), (D) Bacillus sp. JD3-7 (JD3-7)

Fig. 2 Mass spectrometry of Luteolin, Luteolin biorenovation and L7G. (A) Luteolin, (B) Luteolin biorenovation and (C) L7G



J Appl Biol Chem (2022) 65(3), 231−237  235

합성에 큰 영향을 미치는 tyrosinase의 생성 억제 활성 평가를

진행하였다.

Tyrosinase 생성 억제 활성 평가

Tyrosinase는 melanin 초기 합성 단계의 속도 결정에 작용하는

핵심 효소로 tyrosine을 dihydroxy-L-phenylalnine (L-DOPA)로,

L-DOPA를 DOPAquinone으로 변환시키는 작용을 한다[25,26].

이러한 tyrosinase의 효소활성은 tyrosinase 단독으로도 melanin

의 합성을 가능하게 하기 때문에 tyrosinase의 활성 저해는 현

재 많은 미백소재 개발 연구에서 큰 비중을 차지하고 있다. 이

에 본 실험에서는 L7G가 B16F10 mouse melanoma cell에서

tyrosinase의 생성에 미치는 영향을 조사하기 위해 수행되었으며

α-MSH (200 nM)와 L7G (50, 100, 200 µM)을 동시 처리하여

배양한 후 tyrosinase의 생성량을 측정하였다. 측정 결과, L7G

는 B16F10 mouse melanoma cell에서 α-MSH로 인해 증가

된 tyrosinase의 생성을 농도의존적으로 억제하였다(Fig. 5). 이

는 melanin 합성 억제와 상응하는 결과로 이후 melanin의 합성

에 관련된 유전자의 발현을 확인하고자 western blot을 수행하

였다.

Western blot

본 연구에서는 L7G가 α-MSH로 자극된 B16F10 mouse melanoma

cell에서 TRP-1, TRP-2, tyrosinase, MITF의 발현에 미치는 영

향을 확인하기 위하여 western blot을 진행하였다. 실험 결과

50, 100, 200 µM 농도에서 TRP-1과 TRP-2의 발현에는 유의한

억제경향이 나타나지 않았으나 tyrosinase와 MITF의 발현에는

유의한 억제 활성을 보였다(Fig. 6). 이는 L7G가 MITF와

tyrosinase의 발현을 억제하여 최종적으로 melanin의 합성을 저

해하는 미백 기능성 소재로써 사용될 수 있음을 시사한다.

본 연구에서는 Luteolin 기질로 biorenovation 생물전환 반응

을 수행하여 유도체의 합성을 유도하였으며 HPLC 및 LC-MS

분석을 통해 생성 된 유도체가 Luteolin-7-O-giucoside (L7G)임

을 확인하였다. 이후 L7G의 미백 활성을 평가하고자 진행된 실

험 결과 L7G는 α-MSH로 유도된 B16F10 mouse melanoma

cell에 대하여 Luteolin의 높은 세포독성을 개선하였으며 독성을

보이지 않는 농도에서 멜라닌과 tyrosinase의 합성을 유의하게

억제하였다. 반면 TRP-1과 TRP-2에 대해서는 유의한 억제 효

능이 확인되지 않았는데 이는 미백 기능성 성분으로 알려진

arbutin이 TRP-1, TRP-2의 발현을 억제하지 않으나 melanin,

tyrosinase에 대하여 저해 활성을 나타내는 것과 상응하는 결과

로 L7G 또한 p-extracellular signal-regulated kinase, p-Jun N-

terminal kinase, p-p38를 포함한 스트레스 반응성 MAPK 신호

전달 경로 또는 여타 멜라닌 합성 관련 기전을 억제함으로써

미백 활성을 나타내는 것으로 판단된다 [27-29]. 이러한 결과를

근거로 L7G가 미백 기능성 화장품 원료로서 활용될 수 있는

가능성을 입증하였으며 추후 활용 가치를 더욱 높이기 위하여

추가적인 기전에 대한 연구가 진행되어야 할 것으로 판단된다.

초 록

Biorenovation은 미생물의 효소 작용을 통해 기존의 화합물을

새로운 화합물로 전환시키는 방법이다. 본 연구에서는

biorenovation을 Luteolin에 적용하여 Luteolin-7-O-glucoside

Fig. 3 Cell viability of Luteolin and L7G on α-MSH induced B16F10

mouse melanoma cells. The cytotoxicity was measured by MTT assay of

cells stimulated α-MSH (200 nM) in the presence of Luteolin and L7G

(50, 100 and 200 µM). Result is expressed as percentages compared to

the respective values obtained for the control

Fig. 4 Effect of L7G on melanin synthesis of B16F10 melanoma cells.

The production of melanin contents was assayed in the cell pellets of

cells stimulated with α-MSH (200 nM) for 72 h in the presence of L7G

(50, 100 and 200 µM). Result is expressed as percentages compared to

the respective values obtained for the control. *p <0.05; **p <0.01

Fig. 5 Effect of L7G on tyrosinase activity of B16F10 melanoma cells.

The cells were stimulated α-MSH (200 nM) for 72 h in the presence of

L7G (50, 100 and 200 µM). Effect of L7G on tyrosinase activity was

measured by absorbance at 490 nm. Result is expressed as percentages

compared to the respective values obtained for the control. *p <0.05;

**p <0.01



236 J Appl Biol Chem (2022) 65(3), 231−237

(L7G)를 합성하였으며 L7G의 미백 기능성을 평가하고자 α-

MSH로 유도된 B16F10 mouse melanoma 세포에서 실험을 진

행하였다. L7G는 Luteolin의 높은 세포독성을 개선하였으며 세

포 독성이 나타나지 않는 농도에서 melanin 합성 및 tyrosinase

생성을 유의하게 억제하였다. 또한 western blot을 통해 멜라닌

의 합성 인자들의 발현을 조사한 결과 tyrosinase와 MITF의 발

현이 효과적으로 억제되는 것을 확인하였다. 결론적으로 우리는

L7G가 멜라닌의 합성을 억제함으로써 피부 미백에 긍정적인 영

향을 나타낼 수 있음을 확인하였으며 이러한 결과를 근거로

L7G가 미백 기능성 원료로써 활용 가능함을 제안한다.

Keywords 멜라닌 생성 · Biorenovation · Luteolin-7-O-glucoside
· α-MSH
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