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서 론

고령화가 빠르게 진행됨에 따라 인체의 노화현상에 대

한 기초적인 연구와 함께 노화에 따른 각 신체조직들의 기

능저하를 지연시키는 방법을 찾고자 하는 많은 노력이 이

루어지고 있다. 피부는 전신적인 건강상태 및 노화의 정도

를 잘 반영하기 때문에 노화관련 연구를 하기에 적절한 기

관이다. 인간의 피부세포는 나이가 들어감에 따라 피부두

께가 얇아지고, 색소침착이 증가하며, 건조해지고 탄력이

줄어들면서 주름이 생기고 늘어진다.1 피부노화는 크게 내

인성 노화와 외적인 요인에 의한 외인성 노화로 나눌 수 있

으나 대부분은 동시에 복합적으로 작용한다. 내인성 피부

ABSTRACT

Purpose: Ultraviolet (UV)-induced oxidative stress contributes to several adverse biological effects on skin. Many phenolic

phytochemicals have been shown to have antioxidant properties and protect skin cells from UV-induced oxidative damage.

In this study, we investigated whether or not Aralia elata (AE) has a protective effect against UVB-induced reactive oxygen

species (ROS), ultimately leading to photoaging. Methods: Phenolic content of dried AE and antioxidant properties of AE

extract in 70% ethanol weredetermined by measuring DPPH and ABTS radical scavenging activities and ferric reducing

antioxidant power (FRAP). The effect of AE extract on cellular ROS generation and expression levels of oxidative stress-

response proteins such as superoxide dismutase (SOD)-1, catalase, nuclear factor-erythroid 2-related factor (Nrf)-2,and

heme oxygenase (HO)-1 in UVB-irradiated (75 mJ/cm2) human keratinocytes (HaCaT) were further determined by 2'-7'-

dichlorofluoresceine diacetate assay and Western blotting, respectively. Results: The total phenolic and flavonoid contents

of dried AE were 20.15 mg tannic acid/g and 18.75 mg rutin/g, respectively. The IC50 of AE extract against DPPH radical

was 98.5 µg/mL, and ABTS radical scavenging activity and FRAP upon treatment with 1,000 µg/mL of AE extract were 41.8

µg ascorbic acid (AA) eq./mL and 29.7 µg AA eq./mL,m respectively. Pretreatment with AE extract significantly reduced (p

< 0.05) ROS generation compared to that in UVB-irradiated control HaCaT cells. Pretreatment with AE extract reversed

reduction of Nrf-2 and SOD-1 protein expression and induction of HO-1 protein expression caused by UVB exposure in

HaCaT cells, whereas it did not affect catalase expression. Conclusion: AE extract in 70% ethanol demonstrated a

protective effect against UVB-induced oxidative stress and decreased expression of Nrf-2 and SOD-1 in human

keratinocytes. These findings suggest that AE ethanol extract might have potential as a natural resource for a skin anti-

photoaging product in the food and cosmetic industry.
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노화는 시간적 흐름에 따라 나타나는 유전적 또는 전신적

인 생물학적 변화의 일부이며 외인성 피부노화는 자외선

(UV), 오염물질, 식이 등 조절 가능한 외적요인에 의한 노

화이다. 외인성 노화의 주된 요인은 UV로 알려져 있고 그

로 인한 노화를 광노화 (photoaging)라 한다.2,3

햇빛의 UV 중 UVA와 UVB는 표피를 쉽게 통과하여 진

피층까지 도달해서 모두 흡수된다. UVA와 UVB는 표피와

진피에서 활성산소의 생성을 유도함으로써 세포의 DNA,

단백질, 지질 등에 손상이나 변성을 초래한다. 실제로 인간

이 햇빛으로부터 받는 자외선의 95%는 UVA이지만 UVA

는 세포의 DNA에 직접적으로 손상을 주지는 못하는 반면

UVB는 직접적으로 세포의 DNA에 작용함으로써 화상, 광

노화, 피부암 등을 유발할 수 있어 UVB가 더 해롭다고 볼

수도 있다.3-5 UV에 의한 피부노화, 색소침착, 염증, 주름생

성 등 부정적인 결과를 초래하는 과정에서 활성산소의 증

가가 주된 원인으로 지목되고 있기 때문에 활성산소의 생

성을 억제하거나 이를 제거할 수 있는 항산화제를 섭취하

면 피부광노화를 예방 또는 개선할 수 있을 거라는 기대와

함께 많은 연구가 이루어졌다. 그 결과 카로티노이드, 비타

민 E와 C, 폴리페놀 등이 풍부한 식이를 섭취하면 UV에

의해 초래되는 해로운 결과들로부터 보호해주는 효과가

있었다고 보고되었다.5 Offord 등6은 β-카로텐과 라이코펜

이 비타민 E와 함께 과산화물의 생성을 막아주었으며, 여

러 가지 항산화물질을 함께 섭취하였을 때 상호작용에 의

하여 추가적인 효과를 보였다고 하였다.

인체는 산화적 스트레스가 과도하게 일어나지 않도록

다양한 방어기전을 갖고 있다. 인체 피부에는 카탈라아제

(catalase), 수퍼옥사이드 디스뮤테이즈 (SOD), 글루타치

온 퍼옥시다아제 (GSH-peroxidase) 등의 항산화효소와

글루타치온, 비타민 C, 비타민 E, 플라보노이드, 유비퀴논

등의 항산화물질이 있어서 이들이 협동적으로 작용하여

ROS를 제거한다.7 세포 내 산화적 스트레스에 민감하게

반응하는 nuclear factor-erythroid 2-related factor (Nrf-2)

는 일부 항산화효소들의 전사인자로 UV에 의한 피부세포

사멸과 급성적인 피부화상으로부터 보호하는 데 있어서

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.8,9 따라서, Nrf-2

를 활성화시키는 물질은 피부광노화를 예방하는 효과가

있을 것으로 기대된다.4,8 

우리나라에서는 두릅나무의 순과 어린잎은 식용으로

하고 나무껍질과 뿌리는 약용으로 쓰여 왔는데 당뇨병, 위

궤양, 간염, 류마티스 관절염 등에 효과가 있다고 알려졌

다.10-13 두릅의 다양한 약효성분으로는 사포닌을 비롯하

여 올리에놀산, 트리테르핀, 시스토스테롤, 콜린, 헤데라제

닌, 알칼로이드, 팔미틴산, 리놀렌산, 메틸아이코사논산,

3,4-디히드록시벤존산 및 헥사코졸 등이 알려져 있다.14-16

봄철에 주로 데쳐서 나물로 먹는 두릅순은 특유의 향과 쓴

맛이 있으며 비타민 C, 레티놀, 베타카로텐 같은 비타민과

K, Ca, P, Mg과 같은 무기질, 아스파라긴산 등이 풍부하며,

폴리페놀 화합물이 다량 함유되어 항산화효과가 높다고

알려져 있다.16 두릅순에서 추출한 aralin은 암세포 사멸을

유도하는 효과가 있었고,17 발암물질인 벤조피렌을 투여

한 동물에게 두릅순 에탄올 추출물을 먹였을 때 간에서

SOD, GSH-S transferase, catalase 활성 및 혈중 α-토코페

롤 농도를 증가시키는 항산화효과를 보였으며 혈중 콜레

스테롤 농도는 감소시켰다고 하였다.18 그러나, 아직까지

두릅순에 대한 생리활성연구는 매우 부족한 실정이다.

따라서, 본 연구에서는 두릅순 에탄올 추출물의 in vitro

항산화효과를 측정하고, UVB를 조사한 인간각질세포

(HaCaT)에서 활성산소 생성을 억제하는 효과가 있는지

확인함으로써 피부광노화를 억제할 가능성에 대하여 평

가하고자 하였다. 아울러, UVB에 대한 항산화효과의 작용

기전으로 Nrf2-ARE 경로 및 항산화효소들에 대한 조절과

관련이 있는지 연구하였다. 

연구방법

시료의 구입, 전처리 및 추출과 분획

두릅순은 전라북도 순창군에서 재배한 참두릅으로 4월

에 구입하였으며 2회 세척한 후 물기를 빼고 동결건조기

(Samwon, Korea)에서 감압 하에 3일간 동결건조시킨 다

음 가정용 식품분쇄기를 이용하여 분말화 하여 냉동실에

보관하였다. 두릅추출시료를 얻기 위하여 두릅 건조시료

중량의 10배 부피의 70% 에탄올 (Ducksan, Korea)을 플라

스크에 붓고 입구를 봉한 다음 저어주면서 실온에서 24시

간 동안 2회 반복 추출하였다. 추출용액을 모아 Whatman

여과지 (no.2, GE Healthcare, UK)로 거른 후 여과액을

rotary vacuum evaporator (EYELA, Japan)로 35oC, 감압

하에 에탄올을 증발시켜 농축액을 얻었다. 농축액을 24시

간 동결건조하여 수분을 제거함으로써 분말상태의 두릅

추출시료를 획득하였고 -20oC에 냉동보관하였다가 실험

에 사용하였다.

폴리페놀 및 플라보노이드 함량 측정

동결건조한 건시료 1 g에 50 mL의 75% 에탄올을 가하

고 24시간 교반한 후 Whatman 여과지 (no.2)로 여과하고,

75% 에탄올로 50 mL까지 맞추어 시료 준비하였다. 총 플

라보노이드 함량 측정은 AOAC에서 공인된 방법을 약간

수정한 Chae 등19의 방법에 따라 75% 에탄올추출액 100
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μL에 90% diethylene glycol 900 μL를 첨가하고, 다시 1 N

NaOH를 20 μL를 가한 후 37oC 수조에서 1시간 동안 둔 다

음 분광광도계 (Ultrospec 2100Pro, Amersham Phamacia

Biotech, England)를 이용하여 420 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 표준시약으로는 rutin (Sigma-Aldrich, USA)을 사

용하였다. 총 폴리페놀 함량은 Singleton 등20의 방법에 따

라 75% 에탄올 추출액 100 μL에 Folin-ciocalteau reagent

1 mL, 7.5%의 sodium carbonate 800 μL를 가하고 빛을 차

단하여 실온에서 30분간 방치한 후 760 nm에서 흡광도를

측정하였다. 표준시약으로는 tannic acid를 사용하였다. 

DPPH 라디칼 제거효과 측정

대표적인 항산화능의 지표로 이용되는 DPPH 라디칼 소

거능은 Yasushi 등21의 방법을 이용하여 측정하였다. 두릅

의 70% 에탄올 추출시료를 에탄올에 녹여 여러 농도로 준

비한 시료에 에탄올에 녹인 200 μM의 DPPH 용액을 첨가

하여 37oC에서 30분간 배양한 후 517 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 시료를 넣지 않은 대조군의 흡광도에 비하여 시

료 처리군의 감소한 흡광도의 비율에 의하여 DPPH 라디

칼 소거율을 계산하였고, 농도와 소거율과의 관계식을 이

용하여 소거율이 50%에 해당하는 시료농도 (IC50)를 계산

하였다. 양성대조군 시약으로 ascorbic acid를 사용하였다.

ABTS (2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic

acid) diammonium sulfate) 라디칼 제거효과 측정

ABTS 라디칼 제거효과는 Re 등22의 방법에 따라 측정하

였다. ABTS와 potassium persulfate를 증류수에 녹여 최종

농도가 각각 7 mM과 2.46 mM이 되는 혼합물을 만들어 어

두운 곳에 12시간 이상 두었다. ABTS 혼합 용액 1 mL와

추출시료 50 μL를 섞어 어두운 곳에 30 분 두었다가 734

nm에서 흡광도를 측정한 후 실험군의 흡광도를 대조군의

흡광도와 비교하여 라디칼 소거 비율을 계산하였다. 양성

대조시약으로는 ascorbic acid를 사용하였다. 

환원력 측정

시료의 환원력은 철 이온을 Fe+++에서 Fe++로 환원시키

는 강도가 클수록 발색의 정도가 증가하는 원리를 이용하

여 Yildrim 등23의 방법에 따라 ferric reducing antioxidant

power (FRAP)를 측정하였다. PBS에 용해시킨 두릅의

70% 에탄올 추출시료 농축액을 0.2 M phosphate buffer

(pH 6.6)로 희석하여 100, 500, 1,000 μg/mL의 농도로 준

비한 다음 각 시료와 1% potassium ferricyanide를 섞은 후

50oC에서 30 분간 반응시켰다. 반응액에 10% trichloroacetic

acid를 가하고 3000 rpm에서 10분간 원심분리한 후 상층액

을 0.1% FeCl3와 섞어 700 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Ascorbic acid (AA)를 표준시약으로 사용하여 표준곡선을

그린 후 각 시료의 흡광도에 해당하는 AA 농도를 계산하

여 μg AA eq./mL 단위로 표시하였다. 

세포배양 및 시료처리

HaCaT 세포 (서울의대 피부과 연구실에서 분양받음)는

10% 우혈청 (FBS, v/v), 1 mM glutamine, 100 units/mL

penicillin, 50 μg/mL streptomycin을 함유하는 DMEM 배

지 (Welgene Inc., Korea)를 이용하여 37°C, 5% CO2 세포

배양기에서 계대배양하였다. 두릅순 추출시료는 phosphate

buffered saline (PBS)에 100 mg/mL 농도로 용해시킨 후

0.2 μm syringe filer로 여과한 다음 DMEM 배지로 희석하

여 세포에 처리하였다. 

자외선 B 조사

UVB 조사는 배양액을 제거한 후 세포를 PBS로 세척하고

세포를 살짝 덮을 만큼의 PBS를 넣은 상태에서 이루어졌다.

UV 조사기 안에 세포를 넣고 TL 20W/12 RS fluorescent

sun lamp (Philips, Netherlands)를 이용하여 275~380 nm

(최고 290~320 nm)의 파장을 조사하였다. 이 때 lamp에서

나오는 UVC를 제거하기 위하여 TA 401/407 Kodacel

filter (Kodak, USA)를 부착하여 사용하였으며, 세포에 조

사되는 UV의 강도는 UV meter (Ultra-Violet Products

Ltd., UVP, USA)로 측정하였다. 

세포 생존율 측정

두릅순 추출시료와 UVB에 대한 세포독성 정도를 알아

보기 위하여 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetra-

zolium bromide (MTT)를 이용한 방법24으로 세포생존율을

측정하였다. HaCaT 세포를 96-well plate에 일정 수만큼

심고 24시간 배양한 다음 배양액을 무혈청 DMEM으로 교

환하면서 각 추출시료를 여러 농도로 처리하였다. 일정 시

간 배양 후 배양액을 제거하고 MTT 용액을 첨가한 다음

37oC에서 3~4시간 배양한 후 용액을 제거하고 각 well에

200 μL의 DMSO를 첨가하여 formazan crystals을 용해시

킨 다음 ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를

측정하였다.

세포에서의 ROS 생성량 측정

HaCaT 세포에서의 ROS 생성량은 Yoo 등2의 방법에 따

라 측정하였다. HaCaT 세포를 24-well plate에 일정하게

심고 24시간 배양 후 무혈청 DMEA 배양액에 시료를 용해

시켜 교환하여 주었다. 다시 24 시간 배양 후 배양액을 제
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거하고 페놀레드를 함유하지 않는 DMEM 배양액에 녹인

40 μM의 2'-7'-dichlorofluoresceine diacetate (DCF-DA)를

첨가하고 30 분 후에 UVB (75 mJ/cm2)를 조사하고 30 분

간 배양하였다. 각 well의 상층액을 따서 ELISA reader가

부착된 fluorometer (TECAN, Switzerland)를 이용하여

excitation 485 nm, emission 530 nm에서 형광도를 측정하

여 대조군에 대한 비율을 구하였다. 동일한 조건에서 세포

생존율을 측정하여 보정하였다.

Western blotting

세포에서 단백질을 추출하기 위하여 배양액을 제거하고

차가운 PBS (pH 7.4)로 세척한 다음 protease inhibitor

(Roche, Germany)를 포함하는 RIPA buffer (Sigma-Aldrich,

USA)를 넣고 얼음 위에 두었다가 4oC, 10,000 g에서 15분

간 원심분리하여 상층액을 모은 후 Bradford 방법25으로

단백질 농도를 측정하였다. 각 시료에 sodium dodecyl

sulfate (SDS) sample buffer (Sigma-Aldrich)를 가하고

100oC에서 5분간 끓여 준비하였다. Mini-PROTEIN system

(BIO-Rad, USA)를 이용하여 10% SDS polyacrylamide

gel의 각 well에 단백질 양이 동일하도록 준비한 시료를 넣

고 전기영동을 시행하였으며 이어서 Amersham Hybond P

0.45 PVDF membranes (GE Healthcare Life Sci., Germany)

으로 이동시켰다. Membrane을 0.1% Tween-20을 함유하

는 Tris-buffered saline (TBST, pH 8.0)에 탈지분유를 5%

가 되도록 용해시킨 blocking solution에 넣어 실온에서 1

시간 동안 blocking 한 후 희석시킨 1차 항체 용액 (anti-

catalase, anti-Nrf2, anti-HO-1, anti-SOD-1 (Santa Cruz

Biotech., USA), anti-β-actin (Sigma-Aldrich))에 담가 4oC

에서 18시간 두었다. Membrane을 TBST로 세척 후 실온에

서 2차 항체(Santa Cruz Biotech.)에 2시간 동안 노출시킨

다음 세척하고 ECL solution (Pierce, USA)을 뿌려 LAS-

4000 Luminescent Image Analyzer (Fujifilm, Japan)을 이

용하여 단백질 밴드를 확인하고 이미지를 저장하였다.

통계분석

모든 실험결과는 3회 이상 반복하여 평균 ± 표준편차로

나타내었다. 또한, 시료들 간의 실험 측정치를 비교하기 위

하여 Statistics Analysis Systems (SAS) 통계프로그램

(ver. 9.4, SAS Institute, Cary, USA)을 이용하여 ANOVA-

test 실시 후 Duncan test를 실시하여 p < 0.05일 때 대조

군에 비하여 각 실험군이 통계적으로 유의한가를 평가하

였다. 

결 과

두릅순의 추출수율 및 총 폴리페놀과 플라보노이드 함량

두릅순의 동결건조 수율은 11.1%였고, 건조시료로부터

70% 에탄올로 추출한 결과 수율은 33.0%였다. 두릅순 건

조시료는 총 폴리페놀 함량과 총 플라보노이드를 각각

20.15 mg tannic acid (TA)/g와 18.75 mg rutin (RT)/g 함유

하고 있었다 (Table 1).

두릅순 추출물의 항산화효과

두릅순 70% 에탄올 추출물을 0~200 μg/mL 농도로 처

리하여 DPPH 라디칼 소거능을 측정한 결과 50, 100, 200

μg/mL 농도에서 각각 21.7%, 49.6%, 90.9%의 DPPH 라

디칼을 제거함으로써 라디칼을 50% 제거하는 IC50 농도

는 98.5 μg/mL이었다. 이는 3.6 μg ascorbic acid (AA)/mL

가 나타내는 효과에 해당하였다. 양성대조시약으로 사용

한 ascorbic acid의 DPPH 라디칼에 대한 IC50은 3.0 μg/mL

이었다 (Table 2).

두릅순 추출시료의 ABTS 라디칼 소거능은 200, 500,

1,000 μg/mL 농도에서 각각 10.1%, 24.5%, 44.6%로 이는

각각 9.4 μg AA eq./mL, 23.0 μg AA eq./mL, 41.8 μg AA

eq./mL에 해당하는 효과였다 (Table 3). 또한, 두릅순 추출

시료가 Fe+++를 Fe++로 환원시키는 환원력을 측정한 결과

200, 500, 1,000 μg/mL 농도에서 각각 6.4 μg AA eq./mL,

14.6 μg AA eq./mL, 29.7 μg AA eq./mL의 효과를 나타내

Table 1. The content of total phenolics and flavonoids in Alalia

elata

Total phenolic content (mg tannic acid/g dry wt) 20.15 ± 0.13

Total flavonoid content (mg rutin/g dry wt) 18.75 ± 0.42

Values are expressed as mean ± SD. 

Table 2. DPPH radical scavenging activity of AE

DPPH radical scavenging activity 

AE 

(µg/mL)
%

AA1) 

eq. µg/mL

AA1) 

(µg/mL)
%

50 21.7 ± 1.0 1.6 ± 0.6c2) 2 36.1 ± 3.5

100 49.6 ± 2.4 3.6 ± 1.0b 3 47.8 ± 4.4

150 79.2 ± 3.8 5.4 ± 1.0a 4 69.8 ± 6.4

200 90.9 ± 0.5 5.9 ± 1.0a 8 96.8 ± 0.2

IC50 98.5 ± 4.4 IC50 3.0 ± 0.2

Values are expressed as mean ± SD. AE: 70% ethanol extract Ara-

lia elata.

1) ascorbic acid, positive control 2) Means sharing the same

alphabet in superscripts are not significantly different at each

treated concentration at p < 0.05 by ANOVA and Duncan’s multi-

ple range test.
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었다 (Table 3).

HaCaT 세포에서 두릅순 추출물의 세포독성 및 UVB에

의한 ROS 생성 억제효과

두릅순 70% 에탄올 추출물을 10~300 μg/mL 농도로

HaCaT세포에 24시간 동안 처리한 경우 시료를 처리하지

않은 대조군에 비하여 세포생존율이 감소하지 않아 해당

농도 범위에서 세포독성은 없는 것으로 판단하였다 (Fig.

1A).

세포에 시료처리 없이 UVB를 조사하고 (UVB+ 대조군)

30분 후에 ROS를 측정한 결과 UVB- 대조군에 비하여

ROS 생성량이 2배 가까이 증가되었다 (p < 0.05). 그러나,

UVB 조사 전에 두릅순 추출시료를 50, 100, 200 μg/mL

농도로 24시간 전처리한 경우 ROS 생성량은 각각 UVB+

대조군의 86.4%, 85.5%, 89.6% 수준으로 유의하게 감소

하였으며 (p < 0.05) 두릅순 추출물의 농도에 따른 차이는

없었다 (Fig. 1B). 양성대조시약으로 사용한 ascorbic acid

(200 μM) 처리군의 ROS 생성량은 UVB+ 대조군의

86.0%로 두릅순 추출물 처리군과 비슷한 정도의 감소효과

를 나타내었다 (p < 0.05). ROS 측정과 동시에 세포생존율

을 측정한 결과 모든 군의 세포생존율이 90% 이상이었다

(Fig. 1B).

UVB를 조사한 HaCaT 세포에서 두릅순 추출물이 항

산화효소 단백질 발현에 미치는 영향

두릅순 추출물이 UVB에 의한 ROS 생성을 억제시키는

효과를 보였기 때문에 그와 관련된 기전을 살펴보기 위하

여 산화적 스트레스에 영향을 받는 전사인자인 Nrf-2와 항

산화효소인 catalase, SOD-1, HO-1의 단백질 수준을

Western blot 방법으로 측정하였다. 그 결과 Nrf-2와 SOD-

1의 단백질 발현량은 UVB 조사에 의하여 감소하였지만

UVB 조사 전에 두릅순 추출물을 10, 50, 100 μg/mL 농도

로 처리한 경우에는 모든 농도에서 감소하지 않았으며 이

때 처리 농도에 다른 차이는 없었다. 또한, HO-1의 단백질

발현량은 UVB 조사에 의하여 증가하였지만 두릅순 추출

물을 처리한 경우 모든 농도에서 증가하지 않았다. 그러나,

catalase 단백질 발현량은 UVB 조사와 두릅순 추출물 전

처리에 의하여 영향을 받지 않았다 (Fig. 2).

고 찰

폴리페놀이나 플라보노이드는 식물에 널리 존재하는 방

향족 2차 대사체로 다양한 구조와 분자량을 갖고 있으며,

Table 3. ABTS radical scavenging activity and ferric reducing anti-

oxidant power (FRAP) of AE 

AE

(µg/mL)

ABTS radical scavenging activity FRAP 

% AA1) eq. µg/mL AA1) eq. µg/mL

200 10.1 ± 1.2 9.4 ± 0.0c2) 6.4 ± 0.7c

500 24.5 ± 1.2 23.0 ± 2.2b 14.6 ± 0.4b

1000 44.6 ± 3.5 41.8 ± 4.4a 29.7 ± 1.9a

Values are expressed as mean ± SD. AE: 70% ethanol extract Ara-

lia elata.

1) Ascorbic acid, positive control 2) Means sharing the same

alphabet in superscripts are not significantly different at each

treated concentration at p < 0.05 by ANOVA and Duncan’s multi-

ple range test.

Fig. 1. Effect of AE treatment on cell viability and UVB-induced ROS generation in HaCaT cells. (A) Cell viability at 24 h treatment of AE

extract in HaCaT (B) ROS generation and cell viability at 30 min after UVB (75 mJ/cm2) irradiation to the cells pretreated with AE extract

for 24 h. AE: 70% ethanol extract of Aralia elata, AA: ascorbic acid, positive control. Means sharing the same alphabet in superscripts on

the bar are not significantly different at each treated concentration at p < 0.05 by ANOVA and Duncan’s multiple range test.
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페놀 화합물의 수산기가 단백질 등의 분자와 결합함으로

써 항산화, 항암, 항균, 항염증 효과 등의 다양한 생리활성

을 나타낸다.26 폴리페놀의 항산화효과는 강한 환원력 때문

이며 ROS에 의한 세포손상을 막아주고 박테리아의 성장

을 억제하는 것으로 알려져 있으며,2,27,28 anthocyanidines,

flavonols, flavones, cathechins 및 flavanones 등의 플라보

노이드는 그 구조에 따라 항산화효과 또는 항균효과가 있

는 것으로 알려져 있다.29

DPPH 라디칼과 ABTS 라디칼은 비교적 안정된 자유라

디칼로 식물추출물의 항산화활성 측정에 많이 이용되고

있다. DPPH는 음이온 라디칼을 제거하는 활성을 측정하

는 반면 ABTS는 양이온 라디칼을 제거하는 활성을 측정

할 수 있으며 친유성과 친수성 물질 모두의 활성을 측정할

수 있기 때문에 두 가지 방법에 의한 결과가 상이할 수도

있다.30 본 연구에서 두릅순 추출물을 200 μg/mL의 농도로

처리하였을 때 DPPH 라디칼은 90.9% 제거한 반면 ABTS

라디칼은 10.1% 밖에 제거하지 못하였지만 양성대조군인

ascorbic acid의 효과를 기준으로 환산하여 비교해 보면 각

각 5.9 μg AA eq./mL과 9.4 μg AA eq./mL이었다. 

여러 연구에서 식물추출물의 DPPH 라디칼 소거능은 폴

리페놀 함량이 높을수록 우수하여 양의 상관관계를 매우

높은 것으로 보고되었으며,31-33 차를 비롯한 식물에 존재

하는 일부 폴리페놀들은 비타민 C나 E보다도 더 높은 항산

화효과를 나타낸다고 알려졌다.7 본 연구에서 두릅순의 총

폴리페놀 함량은 20.15 mg TA/g dry wt으로 시금치 (10.91

mg TA/g dry wt)보다는 높았고 돌나물 (23.77 mg TA/g

dry wt), 돌미나리 (22.53 mg TA/g dry wt)와 비슷한 수준

이었다.34 또한, 두릅의 DPPH 라디칼 소거능의 IC50은

98.5 μg/mL로 뽕잎 (102.6 μg/mL), 박잎 (108.6 μg/mL),

토란잎 (96.1 μg/mL)과 비슷한 수준이었고, 두릅순의 환원

력은 1000 μg/mL 농도에서 29.7 μg AA eq./mL의 효과를

보였는데 이는 들깨송이 (30.8 μg AA eq./mL), 오디 (29.7

μg AA eq./mL), 호박잎 (26.4 μg AA eq./mL)과 비슷한 수

준이었다.35

Cha 등16은 두릅순의 열수추출물, 70% 에탄올 추출물,

80% 메탄올 추출물의 총 폴리페놀 (tannic acid eq.) 함량

을 측정한 결과 각각 10.7%, 16.2%, 16.7%로 70% 에탄올

및 80% 메탄올 추출물이 열수 추출물보다 높았으며, 70%

에탄올 추출물의 DPPH 소거능은 250, 500, 1000 µg/mL

에서 각각 36.9%, 67.0%, 89.8%였다고 하였다. 본 연구에

서는 두릅순 70% 에탄올 추출물이 200 µg/mL에서 90.9%

의 DPPH 라디칼 소거능을 보여 이들의 연구결과에 비하

여 월등히 높은 항산화효과를 나타내었다.

피부에 UV를 쪼이면 피부가 손상되는데 이는 UV로 인

하여 증가한 ROS가 세포 내의 DNA, 단백질, 세포막 지질

의 산화적 손상을 야기하는 동시에 피부의 세포외기질의

주성분인 콜라겐과 엘라스틴, 히알루론산 등을 분해시키

는 효소들의 발현을 증가시키는 것이 주된 원인이다.2 피부

에는 항산화시스템이 존재하여 어떤 자극에 의하여 ROS

생성이 증가한 경우 빠르게 제거하는 기전이 작동하고 있

지만 반복적이거나 너무 강한 자외선을 받게 되면 피부손

상을 피할 수가 없다. 따라서, 자외선에 의한 피부광노화를

방지하기 위해서는 ROS의 생성을 억제시키거나 빠르게

제거하는 방법을 찾는 것이 필요하다.36

피부는 외부로부터 인체를 방어하는 1차 방어벽이기 때

문에 방어시스템이 발달되어 있으며 그 중 하나인 항산화

시스템이 표피에 잘 발달되어 있다. 동물실험 연구 결과 무

모쥐의 표피는 진피보다 catalase, GSH-peroxidase, GSH-

reductase 활성이 각각 49%, 86%, 74% 더 높았으며, 항산

화제인 α-토코페롤, ubiquinol, ubiquinone, ascorbic acid,

GSH 등은 24~95% 더 높았다고 하였다.37 또, 여러 연구 보

고37,38에 의하면 UV를 피부에 1회 조사하였을 때에는 표

피에 존재하는 항산화효소들의 활성과 항산화 물질들의

농도가 감소되었지만, 장기간 반복적으로 조사하였을 때

에는 이들 효소들의 활성이 오히려 증가하기도 하였다. 피

부에 UV를 쪼이면 15분 이내에 H2O2와 OH·라디칼이 증

가하여 60분까지 지속되는데,7 이 때 항산화효소 및 항산

화물질들이 ROS를 제거하느라 소모되어 양적으로 감소

할 뿐 아니라 ROS나 UV가 항산화효소들을 손상시키기

때문에 효소활성은 점차 떨어진다고 하였다.39,40 Shindo

등37은 무모쥐에게 최소홍반선량의 10배에 달하는 강한

UV를 1회 조사하고 4~5시간 지났을 때 측정한 catalase 활

Fig. 2. Effect of AE treatment on the protein levels of oxidative

stress-related enzymes in UVB-irradiated HaCaT cells. UVB (75 mJ/

cm2) was irradiated to the cells pretreated with AE extract for 24

h. At further 24 h incubation, the cells were harvested and the pro-

tein levels of Nrf-2, catalase, HO-1 and SOD-1 were determined by

Western blotting.
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성은 72~88%, SOD 활성은 36~48%, α-토코페롤 함량은

30%, ascorbic acid는 53% 감소하였다고 보고하였다.

ROS는 어떤 자극에 의하여 일시적으로 생성되었다가 빠

르게 제거되기 때문에 여러 연구들2,36과 같이 본 연구에서

도 UVB 조사 후 30 분에 ROS를 측정하였고 산화적 스트

레스와 관련된 단백질들의 발현에 미치는 영향은 24 시간

후에 측정함으로써 측정 시점에 있어서 차이가 있었다. 그

러나, ROS와 이들 단백질들은 UVB를 조사한 직후부터 상

호적으로 영향을 주었을 것으로 생각된다.

SOD는 세포내 항산화효소의 하나로 산화적 손상으로부

터 방어하는 데 있어서 결정적인 역할을 하는 효소이다.

SOD는 O2
−
 라디칼을 O2와 H2O2로 전환시켜 O2−

 라디칼을

제거하는 동시에 OH· 라디칼을 생성하는 Haber-Weiss 반

응을 억제시키기도 하는데 OH· 라디칼은 매우 공격적인

라디칼로 세포 구성물질을 손상시키는 매우 위협적인 물

질이다.41,42 H2O2는 금속이온 존재 시 쉽게 OH· 라디칼로

전환되는데 catalase가 H2O2를 H2O와 O2로 전환시켜 제거

한다.7 여러 연구에서 UVB를 조사한 HaCaT 세포에서

Cu,Zn-SOD (SOD-1)는 초기방어단계에서 중요한 역할을

수행하기 때문에42 UVB 조사 후 SOD-1 단백질 수준과 활

성이 감소되었으며,40,43 catalase 활성과 GSH의 농도도 감

소되었다고 하였다.40

반면 HaCaT 세포에 중국차잎의 70% 에탄올 추출물을

전처리하고 UVB를 조사하였을 때 대조군에 비하여 ROS

생성 및 지질과산화량은 감소하였고, UVB에 의하여 감소

되었던 catalase, SOD, GSH-peroxidase의 mRNA 발현은

증가되었다.44 Jeon 등45은 널리 알려진 폴리페놀 화합물의

하나인 (+)-catechin을 함유하는 식이를 BALB/c 생쥐에게

4 주간 섭취시켰더니 피부조직에서의 SOD와 catalase 활

성은 일반식이를 섭취한 대조군보다 낮아진 반면 GSH-

peroxidase 활성은 높아졌고, 이어서 UV를 조사하고 24 시

간과 48 시간 후에 측정한 SOD와 GSH-peroxidase 활성은

모두 대조군보다 높았으나 catalase 활성은 48시간에서만

대조군보다 높았다. 또, UV 조사 후 48시간이 경과하였을

때 대조군의 피부는 손상이 심하고 표피가 두꺼워져 있었

으나 catechin을 섭취한 군은 거의 정상군과 비슷하였다고

하였다. 본 연구에서는 항산화효소들의 활성은 측정하지

않아 이들 연구결과와 직접적인 비교는 어렵지만 폴리페

놀을 다량 함유하고 있는 두릅순 추출물을 전처리하고

UVB 조사 후 24시간에 측정한 SOD-1의 단백질 수준이 대

조군에 비하여 높았다는 것은 활성이 증가하였다는 결과

와 상통하는 것으로 볼 수 있겠다.

최근, Patwardhan 등9은 플라보노이드 함량이 높은 클로

버 추출분획을 피부섬유아세포 (HDF)에 전처리하고 UVB

를 조사하였을 때 UVB를 조사한 대조군에 비하여 ROS

수준과 DNA 손상이 유의하게 감소하였고, 항산화효소들

의 수준은 더 높았으며 UVB에 의해 유도된 Nrf-2와 HO-1

의 과발현이 억제됨으로써 UVB로부터 피부를 보호하는

기능이 있다고 보고하였다. Kim 등4도 한국산 고들빼기 에

탄올 추출물을 HaCaT 세포에 전처리하고 UVB를 조사 한

결과 Nrf-2, SOD-1, HO-1의 mRNA 발현과 단백질 수준이

농도 의존적으로 증가되었다고 하였다. 전사인자인 Nrf-2

는 안정상태에서는 Kelch-like ECH associated protein 1

(Keap1)과 결합하여 있다가 산화적 스트레스가 증가하면

분리되어서 핵 안으로 들어가 antioxidant response element

(ARE)에 결합하여 GSH-S-transferase, heme oxygenase

(HO)-1, NAD(P)H:Quinine oxidoreductase-1 등 해독작용

을 하는 효소들의 발현을 조절함으로써 산화적 스트레스

에 의한 악영향을 최소화하도록 한다.8,9 그러나, UVB 조사

시 피부세포에서 Nrf-2의 반응과 그 역할에 대하여는 아직

논란이 많은 상태로 UV의 종류, 강도, UV 조사 후 경과시

간 등에 따라 다른 결과를 보인다고 알려져 있다.8

HO-1은 잠재적 산화물질인 헴을 항산화물질인 빌리버

딘과 CO, Fe++로 분해시키는 효소이며 이 때 생성된 빌리

버딘은 빌리루빈으로 전환된다.46 HO-1은 산화적 스트레

스에 매우 민감한 효소로 라디칼 생성을 촉진하거나 GSH

를 소모시키는 조건인 UV, H2O2, 2가의 금속, 산화물질 등

에 의하여 유도되는데 UV의 경우 UVB보다는 UVA에 의

하여 발현이 증가한다고 알려져 있다.46,47 본 연구에서는

UVB 조사 시 HO-1의 단백질 발현이 증가되었는데 두릅

순 추출물을 전처리한 경우에는 HO-1의 발현이 증가하지

않았다. 두릅순 추출물의 항산화작용에 의하여 세포 내 산

화적 스트레스 증가가 억제되었기 때문으로 해석된다. 그

런데, HaCaT 세포에 두릅순 추출물을 전처리하고 UVB를

조사한 직후에 측정한 ROS 생성량은 UVB+ 대조군에 비

하여 10~15%의 미약한 감소가 있었지만 24 시간 후에 세

포 내 산화적 스트레스와 관련성이 깊은 Nrf-2, SOD-1,

HO-1 등의 단백질 발현에 미치는 영향은 더욱 분명하게

나타났다. 이는 UVB 조사로 인한 세포 내 ROS의 생성량

을 초기에 조금만 줄여주어도 시간이 지나 축적되어 나타

나는 악영향으로부터 세포를 보호할 수 있음을 의미한다.

두릅순의 항산화효과에 대한 유효성분은 확실하게 알려

지지 않았지만 4 개의 flavonol glycoside (3개의 quercetin

glycoside, 1개의 kaempferol 유도체)가 추출 확인된 바 있

으며 그 중 quercetin 3,7-di-O-α-rhamnopyranoside가 가

장 우수한 항산화효과를 보였다고 보고되었다.13 따라서,

두릅순에 함유되어 있는 항산화효능의 여러 페놀 화합물

들이 피부각질세포에서 UVB 조사에 의한 ROS 생성을 억
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제함으로써 산화적 스트레스에 의하여 유발되는 다양한

광노화적 변화로부터 피부를 보호할 수 있을 것으로 기대

된다.

이상의 연구결과들은 두릅순 추출물이 자외선에 의한

피부손상을 억제하는 피부건강기능성식품의 개발에 이용

될 수 있는 가능성을 제시하였다. 향후 후속연구를 통하여

보다 장기적으로 UVB를 반복적으로 조사하는 in vitro 및

in vivo 시스템에서 두릅순 추출물이 피부손상이나 노화의

특성을 억제하는 효과를 보이는지에 대하여 추가 연구를

할 필요가 있으며 그 효능물질을 찾는 연구 또한 필요하다.

요 약

두릅순에서 얻은 70% 에탄올 추출물의 in vitro 항산화

효과를 측정하고, UVB에 의한 피부광노화를 유도하는 주

요 원인인 ROS의 생성을 억제하는 효과가 있는지 알아보

기 위하여 인간유래각질세포 (HaCaT)를 이용하여 실험을

수행하였다. 두릅순의 총 폴리페놀과 플라보노이드 함량

은 각각 20.15 mg tannic acid/g dry wt, 18.75 mg rutin/g

dry wt 이었고, 70% 에탄올 추출물의 DPPH 라디칼을 소

거능 (IC50)은 98.5 μg AA eq./mL이었으며, 1,000 μg/mL

농도에서 ABTS 라디칼 소거능과 환원력 (FRAP)은 각각

41.8 μg ascorbic acid (AA) eq./mL과 29.7 μg AA eq./mL

로 우수한 항산화효과를 보였다. 두릅순 추출물을 HaCaT

세포에 24시간 전처리했을 때 UVB 조사에 의한 ROS 생

성이 유의하게 감소되었으며, 산화적 스트레스에 민감하

게 반응하는 전사인자인 Nrf-2와 각질세포에서 ROS를 제

거하는 역할을 하는 주요 항산화효소인 SOD-1의 단백질

수준의 발현은 증가한 반면, UVB 조사에 의하여 증가하였

던 HO-1의 단백질 발현은 감소되었다. 그러나, catalase의

단백질 발현에는 영향을 주지 못하였다. 본 연구결과는 두

릅순 70% 에탄올 추출물에 함유된 항산화효능이 우수한

어떤 페놀화합물들이 UVB 조사로 인하여 생성된 ROS를

직접적으로 제거할 뿐 아니라 각질세포에 존재하는 방어

시스템의 활성화를 통하여 산화적 스트레스로 인한 악영

향을 막아줄 가능성을 제시하고 있다. 따라서, 두릅순 70%

에탄올 추출물은 UVB에 의한 피부손상 및 피부광노화를

억제하는 기능성식품 및 화장품 소재로 이용될 수 있을 것

이다. 
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