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  요  약 : 본 연구에서는 주박의 기능성 화장품 소재로서의 활용 가능성을 평가하기 위해 분획물에 따
른 항산화 활성평가와 인간섬유아세포인 CCD-986sk 세포에서의 주름효능 평가를 진행하였다. ABTS+ 
radical 소거능 측정을 통해 항산화 활성을 확인한 결과, 주박 Ethyl Acetate 분획물 1,000 μg/ml 농도
에서 75.5%로 나타나 분획 용매 중 가장 높은 항산화 활성을 보였다. Elastase, Collagenase 저해 활성 
측정을 통해 주름 개선 효과를 확인하였으며, 두 실험 결과 모두 주박 Ethyl Acetate 분획물이 1,000 μ
g/ml 농도에서 가장 높은 효능을 나타내었다. UVB로 유도된 CCD-986sk 세포 내 pro-collagen type I
의 합성율을 측정한 결과 주박은 동일농도에서 20 μg/ml에서 Ethyl Acetate, Water, Acetonitrile, 
Hexan 분획물 순으로 높은 효능을 보였다. 콜라겐 분해효소인 MMP-1의 저해률을 측정한 결과 4가지 
용매 분획몰은 20 μg/ml에서 모두 70% 이상의 효능을 나타내었다. Real time PCR 실험에서 
pro-collagen type I, MMP-1 및 MMP-3의 mRNA 발현량을 측정한 결과 UVB 단독군 대비 Jubak 
추출물을 함께 처리했을 때 pro-collagen type I의 단백질 발현량이 증가되었고, MMP-1과 MMP-3의 
mRNA 발현량은 감소하는 것을 확인하였으며 대조군(EGCG) 다음으로 Ethyl Acetate 추출물이 주름 
개선에 가장 효능이 우수하였다. 이상의 결과로 주박의 용매 분획물 중 Ethyl Acetate 분획물은 UVB 
자극에 의한 광노화에 대한 항주름 효과가 있음을 확인하여 화장품의 천연물 소재로서의 이용이 기대된
다.

주제어 : 주박, 항주름, 기질금속단백질분해효소 (MMPs), 프로콜라겐, CCD-986sk 세포
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  Abstract : In this study, in order to evaluate the possibility of using Jubak as a functional cosmetic 
material, evaluation of antioxidant activity according to fractions and anti-wrinkle efficacy in 
CCD-986sk cells, a human fibroblast, were conducted. As a result of confirming the antioxidant 
activity by measuring ABTS+ radical scavenging ability, Jubak's Ethyl Acetate fractions was found to 
be 75.5% at a concentration of 1,000 μg/ml, showing the highest antioxidant activity among the 
extraction solvents. The wrinkle improvement effect was confirmed by measuring the inhibitory 
activity of elastase and collagenase, and in both test results, Jubak's Ethyl Acetate fractions showed the 
highest efficacy at a concentration of 1,000 μg/ml. As a result of measuring the synthesis rate of 
pro-collagen type I in CCD-986sk cells induced by UVB, Jubak showed the highest efficacy in the 
order of Ethyl Acetate, Water, Acetonitrile, and Hexan fractions at the same concentration of 20 μ
g/ml. As a result of measuring the inhibition rate of MMP-1, a collagen degrading enzyme, all four 
solvent fractions showed an efficacy of more than 70% at 20 μg/ml. As a result of measuring the 
mRNA expression levels of pro-collagen type I, MMP-1, and MMP-3 in a real-time PCR 
experiment, the protein expression level of pro-collagen type I increased when treated with Jubak 
fractions compared to the UVB group alone. The mRNA expression levels of MMP-1 and MMP-3 
were confirmed to be decreased, and Ethyl Acetate fractions was the most effective in improving 
wrinkles after the control group (EGCG). As a result, it was confirmed that the Ethyl Acetate 
fractions among Jubak's solvent fractions has an anti-wrinkle effect against photoaging caused by 
UVB stimulation, and is expected to be used as a natural material for cosmetics.

Keywords : Jubak, Anti-wrinkle, MMPs, Procollagen, CCD-986sk

1. 서 론

  자외선(UV) 노출은 피부 노화 및 피부 질환의 
주요 원인 중 하나로 알려져 있다. UV 파장은 
자외선 A(UVA), B(UVB) 및 C(UVC)로 구성되
어 있으며, 이들 중 피부에 도달하는 UVA, UVB
는 피부 내에서 활성산소(ROS, reactive oxygen 
species)를 생성하는 주요 원인으로 알려져 있다
[1]. UVB는 피부의 최외곽 층에 주로 흡수되며, 
DNA에 직접적인 손상을 일으키며 이에 대한 세
포 자기수리 메커니즘을 활성화시킨다[2]. 그러나 
이러한 과정에서 필연적으로 ROS가 생성되어 세
포 손상을 유발하고 세포 외 기질의 주요 구성 
요소인 콜라겐과 엘라스틴의 변화를 초래하여 피
부의 탄성을 감소시키고 주름을 형성한다[3]. 따
라서 ROS의 증가는 다양한 생리학적 메커니즘을 
통해 피부의 구조적 변화를 초래하며 기타 환경 
요인과 상호작용하여 피부 노화를 가속화시키는
데 중요한 역할을 한다. 
  MMPs (Matrix Metalloproteinases)는 주름 형
성과 관련하여 중요한 역할을 한다고 알려져 있
는데 세포 외 기질 (Extracellular matrix, ECM)

의 대사를 조절하는 효소로서, 주로 콜라겐과 엘
라스틴을 분해하는데 관여한다[4, 5]. MMPs는 
인간에게서 28종이 발견되며 각각 다양한 생리적 
및 병리학적 과정에 관여하며 특히 피부 노화 및 
피부 질환과 관련된 MMPs는 MMP-1,-2,-3 및 
-9으로 알려져 있다[6]. Fibroblast collagenase라
고 불리는 MMP-1은 주로 collagen type I을 분
해하는 효소로서, 피부의 주름 형성에 가장 많은 
역할을 하며 MMP-3은 피부 내에서 collagen 
type I 외 다양한 단백질을 분해하는데 관여하며 
특히 자외선 노출은 MMP-3의 발현은 피부의 
염증 반응을 증가시키고 콜라겐의 분해를 촉진한
다[7]. MMP-2와 MMP-9는 주로 젤라틴과 같
은 세포 외 기질 단백질을 분해하는데 관여한다. 
자외선 노출과 관련된 이러한 MMPs의 증가는 
피부 염증 및 피부 손상에 연결되어 있으며, 피
부의 보습, 탄력 손실과 주름 형성을 초래한다
[8]. 항산화 물질과 UV 자극에 의한 MMPs 활
성의 연관성에 대한 연구는 피부 건강 및 노화 
관련 질병의 예방 및 치료에 대한 이해를 높이는 
데 중요한 역할을 하며 많은 연구자들이 관심을 
갖는 분야이다. 
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주박(Jubak)은 청주, 약주 등의 술을 빚고 남은 
양조 부산물로써, 알코올, 효소, 유기물 등을 포
함하는 천연소재로 다양한 항산화 활성물질을 함
유하고 있으며, 특히 폴리페놀류 화합물이 풍부하
다고 알려져 있다[9]. 이러한 화합물들은 자유 라
디칼과 같은 산화 스트레스를 줄이고 세포 손상
을 방지하는 데 도움을 주는 것으로 밝혀졌다
[9,10]. 주박 추출물은 항염증, 항균, 항암, 간 보
호 등의 다양한 약리활성에 대한 선행연구 결과
가 있으며 피부학적 측면에서는 항산화 및 미백 
효능이 있다고 알려져 있다[11]. 선행연구를 바탕
으로 주박이 피부 주름에 연관이 있는 것으로 추
측되며 몇 가지 연구는 진행 되었지만 현재까지 
주박의 분획물에 따른 피부 주름 형성에 미치는 
효과에 대한 작용기전의 보고는 미비한 실정이다. 
  본 연구에서는 주박의 Acetonitrile 추출물과 
Hexan, Ethyl acetate, Water 분획물을 이용한 
항산화, 주름 개선에 대한 화장품 소재 활성을 
평가하고, 피부 섬유아세포 CCD-986 sk에 대한 
세포 독성 시험 결과를 바탕으로 주박의 항주름 
소재로서 이용 가능성에 대해 연구하였다.

2. 실 험

2.1. 시료의 추출 

  본 연구에서 사용한 주박(Makgeolli Lee)은 ‘안
심탁주‘로부터 제공받아 실험에 사용하였다. 막걸
리를 걸러내고 얻은 주박을 시료 중량의 3배 양
의 Acetonitrile을 넣어 실온에서 2시간마다 3번에 
걸쳐 추출물을 얻었다. 이를 거름종이 (Whatman 
No.2, GE healthcare, Arlington Heights, IL, 
USA)를 사용하여 여과한 뒤, 여과액을 감압농축
하여 액체 추출물을 얻었다. 이 추출물을 물에 
희석 후 분별 깔때기를 사용하여 추출용매 hexane
으로부터 3번 추출하여 Hexane에 추출된 용액을 
얻게 되었다. Hexane 추출 후 물에 희석된 추출
물은 다시 회수되었다. 이렇게 회수된, 물에 희석
된 추출물을 다시 분별 깔때기를 사용하여 추출
용매 Ethyl Acetate로부터 3번 추출하여 Ethyl 
Acetate에 추출된 용매도 얻었다. 추출된 용매들
은 모두 4 ℃에 보관하여 실험에 사용하였다.

2.2. 재료 및 기기

  항산화 실험에 사용된 시약인 ABTS [2,2’- 
Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid) diammonium salt]와 주름 효능 측정을 위
한 시약인 porcine pancreas elastase, N-succinyl- 
Ala-Ala-Ala-3-p-nitroanilide, Collagenase from 
Clostridium histolyticum는 Sigma chemical Co. 
(St. Louis, MO, USA) 에서 구입하여 사용하였다. 
세포 배양 배지와 시료인 Dulbecco’s modified 
eagle medium (DMEM), fetal bovine serum 
(FBS), penicillin/streptomycin은 Gibco BRL Co. 
(Grand Island, NY, USA)에서, 세포독성 측정 시
약 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl- 
tetrazolium bromide (MTT)은 Sigma-Aldrich 
(St Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 항노화 
활성 측정은 MMP-1 ELISA kit (Abcam, 
Cambridge, MA, USA), Pro-collagen type I 
C-peptide kit (Takara Shuzo, Kyoto, Japan) 
에서 각각 구입하여 사용하였다.

2.3. ABTS+ radical 소거능 측정

  ABTS+ radical 소거능 측정은 다음의 방법에 
따라 측정하였다. ABTS+ radical은 7.4 mM 
2,2-Azino-bis (ABTS)와 2.6 mM potassium 
persulfate (K2S2O8)을 1:1로 혼합하여 차광 후 
실온에서 24시간 동안 반응시켰다. 사용 전에 
ABTS 용액을 99% EtOH에 희석하고 시료의 용
매 0.1 ml을 첨가한 control 군의 흡광도 값이 
734 nm에서 0.706±0.001이 되게 하여 사용하였
다.

2.4. Elastase 저해 활성 측정

  Elastase 저해 활성 측정은 다음의 방법에 따라 
측정하였다. 시료용액 0.1 ml에 0.4 M Tris-HCl 
buffer (pH 8.6)에 elastase (0.6 units/ml) 용액
을 첨가하고 37 ℃에서 차광 후 30분간 반응을 
시켰다. 그 후 기질 N-succinyl-Ala-Ala-Ala- 
3-p-nitroanilide (1 mg/ml)을 0.05 M Tris- 
HCl buffer (pH 8.6)에 녹여 20분간 반응시켜 
측정했다. 405 nm에서 흡광도 값이 0.5~0.7이 
되게 하여 사용하였고 elastase 저해 활성은 시료
의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내
었다.

2.5. Collagenase 저해 활성 측정

  Collagenase 저해 활성 측정은 0.1 M Tris- 
HCl buffer (pH 7.5)에 4 mM CaCl2를 첨가하여 
4-phenylazobenzyloxycarbonyl-Pro-Leu-Gly- 
Pro-D-Arg (0.3 mg/ml)를 녹인 기질액 0.25 
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ml 및 시료용액 0.1 ml의 혼합액에 collagenase 
(0.2 mg/ml) 0.15 ml를 첨가하여 실온에서 20분
간 방치한 후 6% Citric acid 0.5 ml를 넣어 반
응을 정지시켰다. 그리고 ethyl acetate 1.5 ml를 
첨가하여 3,000 RPM에서 10분간 centrifugation
을 해준 뒤 상층액을 뽑아 320 nm에서 흡광도를 
측정하였다. Collagenase 저해 활성은 시료의 첨
가구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

2.6. 세포 배양

  본 연구에서 사용된 섬유아세포 (CCD-986sk 
fibroblast cell)는 대구한의대학교 화장품약리학과 
피부면역약리실험실에서 분양받아 사용하였다. 
CCD-986sk 세포의 배양은 10% fetal bovine 
serum (FBS; Introgen Therapeutics, USA)과 1% 
penicillin/streptomycin (HycloneTM, GE 
Healthcare Life Sciences, USA) 100 U/ml 을 
첨가한 Dulbecco’s modified Eagle medium 
(DMEM; Gibco™, Thermo Fisher Scientific, 
USA) 배지를 사용하였으며, 37 ℃, 5% CO2 
incubator (Forma™, Thermo Fisher Scientific, 
USA)에 적응시켜 계대 배양하였다.

2.7. 세포 생존율 측정

  세포 생존율 측정은 MTT를 이용하여 다음과 
같이 진행하였다. CCD-986sk 세포를 96 well 
plate에 5×105 cells/well로 0.2 ml씩 분주하고, 
37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양
하였다. 배양 후 serum free DMEM 배지로 교
체하고 시료의 최종 농도가 5, 10, 20, 40, 80, 
160 μg/ml 농도가 되도록 처리한 후 24시간 뒤 
MTT를 well당 0.1 ml씩 처리하고 차광 후 2시
간 동안 반응시켰다. well 내의 시약을 suction 
해준 뒤 formazan crystal를 용해하기 위하여 유
기용매인 DMSO 0.1 ml를 넣어주었다. plate 
reader를 이용하여 well을 20초 동안 shaking하
고 570 nm에서 cell viability를 측정하였다.

2.8. Pro-collagen type I 생합성 및 MMP-1 

저해 활성 측정

  CCD-986sk 세포를 5×104 cells/ml 농도로 12 
well plate에 seeding 한 후, UVB (25 mJ/cm2)를 
조사한 후 시료를 농도별로 처리하여 CO2 배양
기에서 48시간 배양하였다. 이렇게 처리한 세포
의 배양액을 모아서 실험에 사용하였다. 세포 배
양액 내 콜라겐 생합성 정도는 Pro-collagen 

type I C-peptide (PIP) ELISA kit를 사용하여 
Pro-collagen의 양을 측정하였으며, MMP-1 저
해 활성 측정은 MMP-1 ELISA kit를 이용하여 
제조사의 protocol 순서대로 측정하였다.

2.9. Real-time PCR

  CCD-986sk 세포를 24 well plate에 4×105 

cells/well로 분주하고 24시간 뒤 시료를 농도별
로 첨가하여 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 
상층액을 제거하고 cold PBS로 2번 세척 후, 
TRI-Solution (Bio Science Technology, Daegu, 
Korea)을 이용하여 세포벽을 깨고 chloroform을 
넣어 수용액층과 유기용매층으로 분리하여 
phenol성분을 제거한 뒤, isopropanol로 RNA를 
침전시켜 75% 에탄올로 세척하였다. 이후 에탄
올을 제거하고 RNA pellet만 남겨 air-dry 하여 
RNase free D.W를 넣고 pellet을 녹여 최종적으
로 total RNA를 추출하였다. 추출한 RNA를 
nano drop (microdigital, Seongnam, Korea)을 
이용하여 정량하고 RT master mix를 이용해 역
전사 반응하여 cDNA를 합성한 후 filaggrin, 
aquaporin-3의 mRNA 발현 확인을 위해 TB 
Green® Premix Ex Taq II를 이용하여 증폭하였
다. PCR조건은 94 ℃에서 30초 (denaturation), 
55 ℃에서 30초 (annealing), 72 ℃에서 30초 
(extension)를 40회 반복하였다. 실험에 사용된 
primer 염기서열은 Table. 1에 요약하였다.

2.10. 통계처리

  실험결과에 대한 통계처리는 Statistical Package 
for the Social Sciences (SPSS) software package 
(Version 22.0; IBM, USA)를 이용하여 평균과 
표준편차로 나타내었고, 각 처리군 간의 유의성에 
대한 검증은 분산분석(ANOVA: analysis of 
variance)를 이용하여 유의성을 확인한 후, 
Duncan’s multiple test와 t-test를 이용한 다중비
교를 실시하여 유의수준 p< 0.05에서 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. ABTS+ radical 소거능 측정

  본 연구에서는 주박 추출물과 분획물의 항산화
능을 평가하기 위해 ABTS+ radical 소거능 측정
하였다. ABTS+ 라디칼 소거능 측정 방법은 ABTS 
라디칼과 항산화 물질 간의 전자 전달 과정에 의
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Table 1. Primer sequences.

Gene name Sequence ( 5' → 3' )

GAPDH (human)
Forward CAGCCTCAAGATCATCAGCA

Reverse TGTGGTCATGAGTCCTTCCA

MMP-1 (human)
Forward GTTTTCCTCAGAAAGAGCAGCAT

Reverse AGCGTGTGACAGTAAGCTAA

MMP-3 (human)
Forward TTGTTCTTTGATGCAGTCAGC

Reverse GATTTGCGCCAAAAGTGC

Pro-collagen (human)
Forward CTCGAGGTGGACACCACCCT

Reverse CAGCTGGATGGCCACATCGG

Fig. 1. ABTS+ radical scavenging activity of Jubak fractions. The result was presented as mean ± 
S.D from three independent experiments. Statistical analysis was performed using Duncan's 
multiple range test. Means with different letters (a-k) above the bars are significantly 
different at p<0.05.

해 라디칼이 중화되어 흡광도의 변화를 측정하는 
방법이다[12]. 실험 결과는 Fig. 1과 같다. 실험결
과 주박을 용매별 (Acetonitrile 추출물과, Hexan, 
Ethyl acetate, Water 분획물)로 10, 50, 100, 
500, 1,000 μg/ml 농도로 처리하였을 때 1,000 
μg/ml 농도에서 각각 25.9, 10.4, 75.5, 59.2%
의 활성을 보였으며 대조군인 ascorbic acid는 
1,000 μg/ml에서 93.1%의 활성을 나타내었다. 
주박의 Ethyl acetate 분획물이 항산화력이 가장 
우수함을 확인하였다(Fig. 1).

3.2. Elastase 저해 활성 측정

  엘라스틴(elastin)과 콜라겐(collagen), 그리고 
글리코사미노글리칸(glycosaminoglycans, GAGs)
은 모두 피부의 구조를 형성하고 유지하는 데 중
요한 역할을 하는 성분들로 알려져 있다. 그 중 
엘라스틴은 탄성 섬유로 구성되어 있으며, 피부가 
늘어나고 원래 형태로 돌아오는 데 필요한 탄력
을 제공하여 피부의 탄력을 유지하고 주름 형성
을 방지하는 데 중요한 역할을 한다[13]. 엘라스
타아제 (elastase)는 엘라스틴을 분해하는 효소로,
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Fig. 2. Elastase inhibition activity of Jubak fractions. EGCG: Epigallocatechin gallate (Positive 
control). The result was presented as mean ± S.D from three independent experiments. 
Statistical analysis was performed using Duncan's multiple range test. Means with 

different letters (a-m) above the bars are significantly different at p<0.05.

피부의 노화 과정에서 증가하는 경향이 있으며, 
이는 피부의 탄력을 감소시키고 주름을 형성하는 
데 기여하는 것으로 알려져 있다[14]. 일부 천연
물은 엘라스타아제 활성을 억제하거나 감소시키
는 성분을 포함하고 있으며 이러한 연구는 기능
성화장품 소재개발에 중요한 요소로 작용되고 있
다. 주박의 elastase 저해 활성을 확인한 결과 
Acetonitrile 추출물과 Hexan, Ethyl acetate, 
Water 분획물 1,000 μg/ml 농도에서 각각 
28.3, 10.9, 53.2, 24.7%의 활성을 보였으며 대조
군 epigallocatechin gallate (EGCG)는 1,000 μ
g/ml에서 66.9%를 나타내었다. 합성물질인 대조
군 EGCG가 동일농도에서 가장 높은 elastase 저
해 활성을 나타내었지만 천연물의 장점인 안전성
과 부작용이 적은점, 비타민, 미네랄, 항산화물질 
등을 함유하고 있어 체내 다양한 약리기전을 통
해 피부의 건강을 향상시키는 데 도움을 줄 수 
있기 때문에 천연물 사용추세가 늘어나고 있다. 
또한 환경에도 친화적이며 생태학적으로 지속 가
능하다는 의미에서 주박이라는 소재는 주류로 생
산되는 공정에서 폐기물로 버려지지 않고 리사이
클 하는 자연친화적인 소재로서 그 활용도가 우
수하다고 볼 수 있다.

3.3. Collagenase 저해 활성 측정

  Collagenase 저해 활성 측정 실험은 콜라겐 분해 
효소인 콜라게나아제(collagenase)의 활성을 측정
하여 콜라게나아제의 활동을 억제하는 물질의 효
능을 평가하는 실험으로 피부 노화 및 염증 관련 
질환과 관련된 약물 개발 및 화장품 성분 평가 
등에 널리 사용된다[15]. 주박의 collagenase 저
해 활성을 확인한 결과 Acetonitrile 추출물과 
Hexan, Ethyl acetate, Water 분획물 1,000 μ
g/ml 농도에서 각각 32.9, 12.8, 61.7, 23,7%의 
활성을 보여 Ethyl acetate 분획물이 가장 높은 
효능을 나타내었다. 따라서, 주박추출물의 주름 
개선 천연 화장품 소재로 이용가치를 확인할 수 
있었다. 

3.4. 세포 생존율 측정

  화장품 소재로서 시료가 세포 생존율에 미치는 
영향을 측정하기 위해 인간섬유아세포인 CCD- 
986sk 세포에서 MTT assay를 통해 주박 추출물
의 세포 독성을 확인하였다. MTT assay는 MTT 
화합물이 살아있는 세포 내에서 산화되어 형성되
는 형광염료인 formazan의 생성을 측정한다[16]. 
산화된 formazan의 양은 세포 내 미토콘드리아의
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Fig. 3. Collagenase inhibition activity of Jubak fractions. EGCG: Epigallocatechin gallate (Positive 
control). The result was presented as mean ± S.D from three independent experiments. 
Statistical analysis was performed using Duncan's multiple range test. Means with different 
letters (a-l) above the bars are significantly different at p<0.05.

Fig. 4. Cell viability of Jubak fractions in CCD-986sk fibroblast cells. The cells were treated with 
concentrations (0, 5, 10, 20, 40. 80, 160 μg/ml) of Jubak extract. Cell viability was 
measured using the MTT assay. The result was presented as mean ± S.D from three 
independent experiments. One-way ANOVA was used for comparisons of multiple group 
means followed by t-test (significant compared to the extract treated only group. *p< 0.05).

활성 상태 및 대사 활동과 관련이 있으며 이 측
정은 살아있는 세포에서 발생하며, 시료의 세포 
독성 실험이나 약물 효과 등을 평가하는 데 널리 
사용된다. 주박 추출물과 분획물을 5, 10, 20, 

40, 80 μg/ml의 농도로 시료를 처리한 결과 20 
μg/ml 이하의 농도에서 90% 이상의 세포 생존
율을 나타내어 향후 실험의 유효농도를 20 μ
g/ml 로 진행하였다.
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Fig. 5. Effect of Jubak fractions on UVB-induced pro-collagen type I production in CCD-986sk 
fibroblast cells. The cells were treated with Jubak fractions (10, 20 μg/ml) and EGCG (10 
μg/ml). The production of pro-collagen was determined by ELISA kit. EGCG: 
Epigallocatechin gallate (Positive control). The result was presented as mean ± S.D from 
three independent experiments. One-way ANOVA was used for comparisons of multiple 
group means followed by t-test (significant compared to the extract treated only group.. 
*p< 0.05).

3.5. Pro-collagen type I 생합성 측정

  프로콜라겐(procollagen)은 콜라겐의 전구체로, 
콜라겐 섬유가 형성되기 전에 세포 내에서 합성
되며 콜라겐 분자의 초기 형성 단계로서 중요한 
역할을 한다. 프로콜라겐은 일종의 세포 외 기질 
단백질로서 세포 외 매트릭스에 분비되어 콜라겐 
섬유의 형성을 촉진하는 것으로 알려져 있다[17]. 
이러한 섬유는 피부의 구조적 지지를 제공하고, 
특히 피부의 탄력을 유지하는 데 중요한 역할을 
하기 때문에 Pro-collagen type I 생합성량을 측
정함으로써 주름개선 효능을 평가할 수 있다[18]. 
ELISA kit를 통해 주박 추출물과 분획물이 UVB 
자극을 받은 CCD-986sk 세포 내 pro-collagen
의 합성량을 확인한 결과, 정상군을 100% 두었
을 때 비해 UVB 단독 처리군의 pro-collagen 합
성률이 21.2%로 감소했으며, Acetonitrile 추출물
과 Hexan, Ethyl acetate, Water 분획물 1,000 
μg/ml 농도에서 각각 21.4, 19.2, 37.8, 21.1%
의 합성률을 나타내어 주박 Ethyl acetate 분획물
이 UVB 단독 처리군 대비 Pro-collagen type I 
생합성이 가장 높게 나타났으며 유의미한 결과를 
나타내었다. 

3.6. MMP-1 저해 활성 측정

  MMP-1 (Matrix Metalloproteinase-1)은 콜

라겐 분해 효소의 일종으로서 주로 콜라겐 타입 
I을 분해하는 데 관여하며 콜라겐 섬유를 분해하
는 데 중요한 역할을 한다. 주로 세포외매트릭스
(ECM)에서 활성화되며 섬유아세포(fibroblast) 및 
염증 세포에서 발현되고 원인으로는 자외선이 가
장 큰 영향으로 작용하여 MMP-1의 활성화가 
증가된다고 알려져 있다[19,20]. 이는 콜라겐 섬
유의 분해를 촉진하여 피부의 탄력을 감소시키고 
주름 등의 노화 피부로 표현된다. MMP-1의 과
발현은 류마티스 관절염과 같은 염증성 질환에서
도 조직 파괴를 야기시켜 다양한 질병을 일으키
기도 한다[21]. MMP-1의 활성은 TIMP (Tissue 
Inhibitor of Metalloproteinase)에 의해 억제될 
수 있으며 TIMP는 MMP들의 활성을 제어하여 
세포외매트릭스(ECM)의 분해를 조절하는 데 중
요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[22]. ELISA 
kit를 이용해 UVB를 조사한 CCD-986 sk 세포 
내 주박 추출물과 분획물을 처리하였을 때 
MMP-1의 발현 정도를 측정한 결과, UVB 단독 
처리군에 비해 주박추출물과 분획물을 처리하였
을 때 20 μg/ml에서 89.0, 91.5, 72.5,  60.2, 
90.1%로 나타나 4가지 시료 모두 MMP-1의 활
성이 저해되었으며 Ethyl acetate 분획물은 농도 
10, 20μg/ml에서 모두 MMP-1 저해 활성에 유
의미한 결과를 나타내었다(Fig. 6). 추출 용매별
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Fig. 6. Effect of Jubak fractions on UVB-induced MMP-1 expression in CCD-986sk fibroblast 
cells. The cells were treated with Jubak fractions (10, 20μg/ml) and EGCG (10 μg/ml). 
The expression of MMP-1 was determined by ELISA kit. EGCG: Epigallocatechin gallate 
(Positive control). The result was presented as mean ± S.D from three independent 
experiments. One-way ANOVA was used for comparisons of multiple group means 
followed by t-test (significant compared to the stimulus only group. *p< 0.05).

실험을 진행함에 있어 결과값이 상이한 것은 분
획물의 페놀 및 플라보노이드 함량과 항산화 능
력 및 발현 억제 효과에 대한 상관관계가 있을것
으로 판단되며 향후 실험에서는 주박의 유효성분
들을 표준물질로 지정하여 용매별 함량을 HPLC
로 분석하여 비교하는 실험이 필요하다고 사료된
다. 

3.7. MMP-1, 3 및 pro-collagen의 mRNA 

분석

  주박 추출물과 분획물이 주름 관련 인자인 
MMPs 유전자 발현과 pro-collagen 합성에 미치
는 영향을 확인하기 위하여 real-time PCR을 통
하여 mRNA 수준의 발현량을 확인하였다. 그 결
과 UVB만 처리한 control 군과 비교하여 UVB와 
추출물 동시에 처리하였을 때 MMP-1–3 pro- 
collagen의 발현량은 Ethyl acetate 분획물을 제
외한 3시료의 저농도에서는 유의미한 효능을 나
타내지 않았으나 Ethyl acetate 분획물의 농도 
10, 20μg/ml에서 모두 MMP-1 저해 활성능이 
대조군인 EGCG와 유사한 값으로 유의미한 결과
를 나타내었다(Fig. 7A). MMP-3의 mRNA발현 
결과, UVB 단독군의 mRNA level 값을 100%로  
 

보았을 때  Ethyl acetate 분획물은 20μg/ml 농
도에서 30% 정도의 억제능을 나타내어 천연물로
서의 높은 효능을 보였다(Fig. 7B). Pro-collagen
에 대한 mRNA 발현량은 UVB 단독군의 mRNA 
level 값을 100%로 보았을 때 Ethyl acetate 분획
물은 20μg/ml 농도에서 40% 정도의 Pro- 
collagen 생성능을 나타내었고 EGCG는 UVB를 
처리하지 않은 normal군의 Pro-collagen 생성량
과 유사한 값을 나타내어 가장 높은 효능을 보였
다 (Fig. 7C). MMPs의 mRNA 단계에서의 억제
는 단백질 합성과 관련된 다양한 생리적 및 병리
학적 프로세스에 영향을 주는 것으로 알려져 있
어 mRNA 단계 실험은 중요한 요소라고 볼 수 
있다[23]. MMP와 Pro-collagen의 mRNA 및 단
백질의 발현 관계 실험을 통해 노화와 관련된 유
전자 및 단백질을 식별할 수 있으며 결과를 토대
로 밝혀진 화장품은 피부 노화를 어떻게 개선하
거나 예방할 수 있는지 평가 할 수 있다. 이를 
통해 피부 노화 매커니즘을 연구하고, 전이되는 
기전을 예방하거나 개선할 수 있는 새로운 신소
재를 평가하여 우수한 기능성화장품을 개발할 수 
있다.
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Fig. 7. Procollagen, MMP-1 and MMP-3, pro-collagen, mRNA expressions on UVB-irradiated 
human fibroblasts treated with Jubak fractions. The cells were treated for 24 h with the 
indicated concentrations of extracts before treatment with UVB (25 mJ/cm2) for 24 h. 
Normal : Neither extract nor UVB treatment, UVB (25 mJ/cm : only UVB treated. The 
data are representative of three experiments. Each value is expressed as the mean ± SD 
ofthee independent experiments. The statistical analysis of the data was carried out by use 
of ANOVA test. *p< 0.05, compared with absence of extract.
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4. 결 론

  본 연구에서는 기능성 화장품 소재로서 주박 
(Jubak)의 항산화와 UVB로 유도된 인간섬유아세
포인 CCD-986sk 세포에서의 항주름 효과를 알
아보았다. 실험에 사용된 주박은 Acetonitrile로 
추출하고 Hexan, Ethyl acetate, Water로 분획하
여 실험을 진행하였다. 항산화 활성 실험으로 대
표적인 ABTS+ radical 소거능 측정을 통한 항산
화 활성과 Elastase, Collagenase 저해 활성 측정
을 통해 항주름 효과를 확인한 결과, 모두 주박 
Ethyl Acetate 분획물이 다른 용매 대비 가장 높
은 효능을 나타내었다. UVB로 유도된 
CCD-986sk 세포 내 pro-collagen type I의 합
성률과 MMP-1의 저해률을 측정결과에서도 
Ethyl Acetate 분획물이 가장 효능이 우수하였다. 
Real time PCR 실험에서 pro-collagen type I, 
MMP-1 및 MMP-3의 mRNA 발현량을 측정 
결과에서도 주박 분획물은 주름개선에 효능이 있
는 결과를 나타내었다. 이상의 결과로 주박 Ethyl 
Acetae 분획물은 UVB 자극에 의한 광노화에 대
한 항주름 효과가 있음을 확인하여 주름개선 기
능성화장품 천연물 소재로서의 이용이 기대된다.
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