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서 론

피부색을이루는구성요소중피부흑화와관련된 melanin은
피부 표피의 기저층에 존재하는 색소형성세포주(melanocyte) 
내소기관인 melanosome에서효소적촉매반응에의해형성되는
것으로melanogenesis라정의한다(Chang TS 2009). Melanogenesis
는선택적인 cytokine과 growth factor에의해조절되는데(Choi H 
등2012) 중요조절인자로, 뇌하수체중엽에서분비되는α-Melanocyte 
stimulating hormone(α-MSH)가melanocyte의막에존재하는 melano-
cortin receptor 1(MC1R)에 결합함으로써 GPCR(G-protein-coupled 
receptor)-cAMP(cyclic Adenosine monophsphate)-MITF(microphtalmia 
associated transcription factor) pathway를통해 melanogenesis를
자극시켜, melanin 생합성에관여하는효소인 tyrosinase, TRP-1 
(tyrosinase related protein-1), TRP-2(tyrosinase related protein-2)
를발현시키게된다(Libert A 등 1989). 그중 melanogenesis에
중추적인 역할을 하는 tyrosinase는 melanosome 내 존재하는

tyrosine을출발물질로하여이를순차적으로 DOPA와 DOPA 
quinone으로산화시킨다. 이후 cysteine 또는 glutathione의관여
여부에따라DOPA quinone이DOPA chrome, 5,6-dihydroxyindole, 
indole-5,6-quinone 단계를거쳐흑색또는갈색을나타내는 알칼
리 난용성의 eumelanin 또는 cysteinyl DOPA, alanyl-hydroxy-
benzothiazine을거쳐황색또는적색을나타내는알칼리가용성
의 pheomelanin 등의melanin으로합성되며, 일반적으로 eumelanin
을 melanin이라지칭한다(Hearing VJ & Jiménez M 1987).
이렇게 생성된 melanin은 피부가 햇빛에 노출되었을 때

자외선의 빛 에너지를 흡수하여 자외선이 진피 내로 투과하

여 발생시키는 피부기관의 손상을 방어하며, 피부 내에 생성
된유해산소및 free radical을소거시키는등외부유해인자로
부터피부를보호해주는유용한역할을수행한다(Slominski A 
등 2004). 또한, 피부세포 내의 melanin 생성량과 분포도에
따라 사람의 피부색이 결정되며, melanin 색소가 많은 사람
은 갈색 또는 검은색의 피부를 갖지만, melanin 색소가 적은
사람은 흰색의 피부를 갖게 된다. 하지만 외부의 자극으로
인해 다량의 melanin이 국소적 과색소침착을 일으키면 기미, 

수질 추출물의 항산화활성 및 미백활성 효과

박 해 룡†

경남대학교 제약공학과 교수

Antioxidant and Skin Whitening Activities of Hirudinidae Extracts

Hae-Ryong Park†

Professor, Dept. of Pharmaceutical Engineering, Kyungnam University, Changwon 51767, Republic of Korea

ABSTRACT

This study evaluated the antioxidant and skin-whitening activities of Hirudinidae extracts and their cytotoxicity profiles. 
Methanolic (HNM) and ethanolic (HNE) extracts were prepared and assessed for total phenolic content and 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity. The total phenolic contents of HNM and HNE were 165 and 147 
mg GAE/100 mg extract, respectively. However, both extracts exhibited relatively low DPPH radical-scavenging activity at 5 
mg/mL, with 3% (HNM) and 15% (HNE) inhibition. Skin-whitening potential was evaluated using a mushroom tyrosinase inhibition 
assay. HNM demonstrated higher tyrosinase inhibitory activity (28.6% at 500 mg/mL) compared to HNE (18.7% at 500 mg/mL). 
Based on these results, HNM was further investigated for its anti-melanogenic effects in α-melanocyte-stimulating hormone 
(MSH)-stimulated B16-F10 melanoma cells. HNM significantly suppressed melanin production, indicating potent inhibition of 
melanogenesis. To exclude the possibility that the observed depigmenting effects were due to cytotoxicity, cell viability was assessed 
using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltertrazolium bromide (MTT) and lactate dehydrogenase (LDH) assays. The results 
confirmed that HNM did not induce cytotoxic effects in B16-F10 cells at the tested concentrations. Therefore, these findings suggest 
that the methanolic extract of Hirudinidae exhibits notable anti-melanogenic activity without cytotoxicity, highlighting its potential 
as a functional ingredient for skin-whitening applications managing of hyperpigmentation disorders.
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주근깨, 염증 후 색소침착, 검버섯뿐만 아니라 피부염, 피부
암과 같은 피부 질환이 야기된다(Kim KS 등 2006).
이와 같은 질환 및 미관상의 문제점을 극복하기 위하여

사용되는 것이 피부 미백제이며, 미백제의 개발은 활발히 이
루어지고있다(Briganti S 등 2003). 현재피부미백제들의 기
능은 melanin의 합성을 억제하거나, 이미 생성된 melanin이
존재하는 melanosome을 파괴시키거나 탈각화현상을 촉진해
이미 각질층에 축적된 melanin이 떨어져 나가게 하는 방법
등이 적용되고 있다. 이 중 가장 근본적인 방법은 melanin의
생성을 억제하는 방법으로, melanin 생성경로에서 중요한 역
할을 하는 tyrosinase의 발현을 저해하거나, 발현된 tyrosinase
의 활성을 저해하는 것 등이 있다. 활성을 저해하는 방법으
로는 tyrosinase의 Cu2+을 chelating 시켜 tyrosine과의 결합을
저해하거나, melanin 단량체인 dihydroxyindole과 tyrosinase 
간의간섭으로 중간 대사물을형성시켜 melanin 중합체 형성
의 장해를 일으키는 등의 효과적인 방법을 통해 미백효과를

나타낼 수 있는 물질의 탐색이 이루어지고 있다(Maeda K & 
Fukuda M 1996).
그대표적인물질로는 kojic acid가존재하며, 이는 tyrosinase 

활성부위에존재하는 Cu2+을흡착시켜효소활성을저해하지만, 
화장품에 배합 시 불안정성과 피부 부작용의 문제 및 최근

동물실험 결과 간암 유발이 밝혀져 화장품 원료로서의 사용

이 중지된바 있다(Crispo JA 등 2010). 또한, Vitamin-C 또는
그 유도체는산화가 잘되는불안정성 때문에화장품의 원료

로 사용이 어려우며, hydroquinone은 피부에 대한 미백효과
는 탁월하지만 알레르기 유발, melanin 생성 세포에 대한 독
성, 영구 탈색화 등피부에대한 자극성이 높으며, 최근발암
성 물질로 규정되어 사용이 금지되거나 각 나라별로 제한적

인 농도만 허가하고 있다(Karamagi C 등 2001). 이와 같이
과색소침착을 억제하고자 많은 미백물질들이 개발되어 왔지

만 불안정성으로 인해 분해되어 착색되거나, 피부 침투력 저
하, 생체에서의 효능, 효과의 불분명 및 안전성 문제 등으로
그 사용이 제한되고 있는 실정이다(Tomida K 등 1990).
따라서 기존 피부 미백제들의 문제점을해결하고, 피부세

포주에 대한 효과적인 새로운 미백소재를 획득하기 위해 안

정성과 안전성이 보장되는 천연물을 대상으로 tyrosinase 저
해활성을 나타내는 물질을 탐색한 결과, 수질(Hirudinidae) 
추출물로부터 미백활성을 확인하였다. 수질은 거머리과로

거머리를 석회에 무쳐 햇빛에 말리거나 구운 것으로써 뇌혈

관 질환, 고지혈증, 호흡기 질환 등의 치료에 광범위하게 응
용되고 있으며, 특히 강한 항응고 작용이 다른 한약재보다
우수하고, 일반적인 어혈 치료약물에 비해 월등한 효능이 이
미 밝혀졌다(Sohn JH 등 2001). 하지만 피부 세포주에 대한
미백활성에 대한 연구는 보고되지 않은 실정이다.
따라서본연구에서는한약재로사용되는수질을 methanol

과 ethanol로 각각 추출하여 항산화 활성과 tyrosinase 저해
활성을 측정하고, B16F10 세포주에서 멜라닌 축적 억제 효
과를 분석함으로써, 새로운 미백 소재로서의 활용 가능성을
확인하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 시약 및 재료
본 실험에서 사용된 수질(Hirudinidae)은 ㈜금강제약으로

부터 제공받아 추출하여 실험에 사용하였다. 세포주 배양을
위해 필요한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM), fetal 
bovine serum(FBS) 및 penicillin, streptomycin은 Gibco-BRL 
(Grand Island, NY, USA)로부터 구매하였으며, 미백활성평
가를 위해 사용된 tyrosinase, tyrosine, arbutin, α-MSH, 세포
독성평가를 위해 사용된 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide(MTT), dimethyl sulfoxide(DMSO)는
Sigma Chemical CO.(St. Louis, MO, USA)로부터, LDH (lactate 
dehydrogenase) release assay kit는Wako Pure chemical Industries, 
Ltd.(Osaka, Japan)로부터 구매하여 사용하였다. 그 외의 연구
에사용된 여러 가지 용매 및 시약은 모두 일급 이상의 등

급을 사용하였다.

2. 수질 추출물 제조
수질 5 g에 각각 50 mL의 100% methanol과 100% ethanol 

용매를 가하여 상온에서 3일 동안 정치시켜 추출한 후, 여과
지(Advantec, 5C 125 mm, Tokyo, Japan)로 여과하였다. 여과
된 추출액은 회전감압농축기(EYELA N-1000, Tokyo, Japan)
를 이용하여 40℃에서 감압 농축하고, 획득된 수질 methanol, 
ethanol 추출물을 각각 HNM, HNE라 명명하였다. 각 추출물
은 항산화활성, tyrosinase 활성 저해, melanin 생성 저해 및
세포독성 등을 평가하기 위해 각각 methanol과 ethanol에 녹
여 적당한 농도로 희석하여 처리하였다.

3. 세포주 배양 및 처리
수질 추출물의 미백활성 및 세포독성을 시험하기 위해 한

국세포주은행(KCLB, Seoul)으로부터 mouse 유래 흑색종 세
포주 B16-F10을 분양받아 본 실험에 사용하였다. 세포배양
을 위해 DMEM medium(Gibco BRL, Grand Island, NY, 
USA)에 10% fetal bovine serum(FBS) 및 100 units/mL의
penicillin, 100 mg/mL의 streptomycin, 3.5 mg/mL의 NaHCO3

을 첨가하여 사용하였다. 95%의 습도가 유지되는 37℃, 5% 
CO2 incubator(MCO-18-AIC, SANYO, Osaka, Japan)에서 배
양하였으며, melanin의 생성을 유도하기 위한 α-MSH(α
-melanocyte stimulating hormone)는 Sigma Chemical CO.(St. 
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Louis, MO, USA)에서 구매하였으며, 최고 100 mM의 농도
로 멸균수에 용해하여 사용하였다.

4. 총 페놀 화합물의 함량 측정
수질 추출물의 페놀 화합물의 함량 측정은 Singleton VL 

& Rossi JA(1965)의 방법을 실험에 맞게 변형하였다. 시료
200 mL에 1 N Folin-Ciocalteau reagent 200 mL를 첨가하여
3분 동안 실온에 방치한 후 10% Na2CO3 200 mL를 첨가하
고 암실에 1시간 방치한후 13,400×g에서 5분 동안 원심분리
(MICRO 17R, Hanil Sci., Seoul, Korea) 후 반응액을 690 nm
에서 흡광도(Model 680, Bio-Rad Lab., California, USA)를
측정하였다. 표준검정곡선은 gallic acid를 사용하여 나타냈
으며, 총 페놀 화합물의 함량을 계산하였다.

5. DPPH Radical 소거능 측정
수질 추출물들의 DPPH radical 소거능(radical scavenging 

activity; RSA)을 알아보기 위해 Thitilerdecha N 등(2010)의
방법을실험에맞게변형하여측정하였다. 추출한시료 20 μL
에 0.2 mM DPPH 용액 80 μL를 첨가하여 10초 동안 섞은
후 실온에서 10분간 방치 후 492 nm에서 흡광도(Model 680, 
Bio-Rad Lab., California, USA)를 측정하였다.

6. Tyrosinase 저해 활성 측정
수질 추출물의 mushroom tyrosinase 활성 저해 능력을 알

아보기 위해 96-well plate의 각 well에 100 μL의 시료와 0.05 
M sodium phosphate buffer(pH 6.8) 140 μL, enzyme(1,500 
units/mL mushroom tyrosinase) 20 μL, substrate(1.5 mM 
tyrosine) 40 μL을 순서대로 첨가한 후 37℃에서 15분 동안
incubation한 다음 ELISA reader(Model 680, Bio-Rad Lab., 
California, USA)를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하
였다. 대조군은 각각 methanol과 ethanol 100 μL, 양성대조군
으로는 1 mM의 arbutin을 사용하였다.

7. Melanin 생성량 측정
B16-F10 melanoma 세포주에 대한 HNM의 melanin 생성

억제효과를평가하기위하여 6-well plate에 5 × 104 cells/mL
이되도록 2 mL씩첨가한후 24시간동안배양하였다. HNM
을 각각 10, 50 μg/mL의 농도로 처리하고, 무처리 대조군은
1% methanol이 되도록 처리한 후, melanin 생성 유도제인 1 
mM의 α-MSM을처리하여 96시간동안 배양한뒤 melanin의
양을 측정하였다. 먼저 배양액으로 방출된 melanin의 함량을
측정하기 위해 96-well plate에 상등액을 100 μL 분주하고
ELISA(Model 680, Bio-Rad Lab., California, USA)를 이용하
여 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 다음, 배양한 세포를

0.25% trypsin-EDTA 용액을 처리하여 세포를 수확한 후 원
심분리(5,000 rpm, 4℃, 5분)를 실시하고 cell pellet에 1 N 
NaOH (10% DMSO) 100 μL를 넣고, 80℃에서 10분간 세포
막과 세포 내 melanin 색소를 녹여 415 nm에서 흡광도를 측
정하였다.

8. MTT Reduction Assay
B16-F10 melanoma 세포주에 대한 HNM의 세포생존율을

측정하기 위해 MTT reduction assay를 실시하였다. B16-F10 
세포주를 96-well plate에 5 × 104 cells/mL의 농도로 100 μL
씩 plating하여 24시간 동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 배
양한후, HNM을각각 1, 5, 10, 50 μg/mL의농도로 세포주에
처리한 후 24시간 동안 배양하였다. 각 well에 PBS 완충액에
녹인 MTT solution(5 mg/mL)을 10 μL씩첨가하여 30분 동안
반응시켰다. 배지를 완전히 제거하고, 각 well에 100 μL씩
DMSO를첨가하여형성된비수용성의 formazan을완전히용
해한 후 ELISA reader(Model 680, Bio-Rad Lab., California, 
USA)를이용하여 540 nm에서흡광도를측정하였으며, HNM
을처리하지않고배양시킨대조군 세포의 생존율을 100%로
하였을 때 상대적인 세포생존율을 나타냈다.

9. LDH Release Assay
B16-F10 melanoma 세포주에대한 HNM의세포독성을측정

하기위해 LDH release assay를실시하였다. B16-F10 melanoma 
세포주를 96-well plate에 5 × 104 cells/mL의농도로 100 μL씩
plating하여 24시간 동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양한
후, HNM을각각 1, 5, 10, 50 μg/mL의농도로세포주에처리한
후 24시간 동안 배양하였다. 먼저 세포 외로 방출된 LDH를
측정하기 위해 상등액을 새로운 96-well plate에 50 μL를 옮
기고, LDH reagent를 각 well 당 50 μL씩 첨가하여 상온에서
정치시킨 후 20분간 반응시켰다. 색의변화로 반응이 완료가
되는 것을 확인한 후 stop solution을 각 well에 100 μL씩 첨
가하여 반응을 중지시킨 후 ELISA reader를 이용하여 540 
nm에서 흡광도를 측정하여 LDH의 방출량을 측정하였다. 다
음으로 세포 내의 LDH를 측정하기 위해 기존의 96-well 
plate에 있는 배양액을 제거한 후, 0.5% Triton X-100 용액을
50 μL씩첨가하여 40 rpm으로 10분간 shaking을하여세포벽
을손상시킨 뒤, 위와같은방법으로 LDH reagent를 50 μL와
stop solution을100 μL를 첨가하고, ELISA reader(Model 680, 
Bio-Rad Lab., California, USA)를이용하여 540 nm에서흡광
도를 측정하였다. LDH에 대한 세포독성의 백분율은 배양액
과세포내에서유리된총 LDH에대한배양액으로부터유리
된 LDH의 흡광도 값으로 계산하여 백분율로 나타내었다.
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10. 통계처리
모든 자료처리는 SPSS-PC+ 통계 패키지를 사용하여 처리

하였다. 각 항목에 따라 백분율과 평균치±표준편차(S.D.)를
구하고, 실험군 간의 평균값의 통계적 유의성은 Student 
t-test에 의해 p<0.05 수준에서 유의성을 검증하였다. 세 집단
이상의 비교는 one way ANOVA법으로 분산분석을 하였으
며, 유의성 검정은 p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range 
test로 실시하였다.

결과 및 고찰

1. 수질 추출물의 항산화활성 평가
피부는 다양한 환경적 요인뿐만 아니라 자외선에 노출됨

으로써반응성이매우큰활성산소종(reactive oxygen species; 
ROS)에의해유도된광산화적손상을지속적으로받게된다. 
ROS는 4개의 전자에 의해서 환원된 강력한 산화제로 산소 
분자가한개, 두개혹은세개의전자에의해환원된것으로
O2
—(superoxide radical), H2O2(hydrogen peroxide) 혹은 OH—

(hydroxyl radical), 1O2(singlet oxygen)이라 한다(Halliwell B 
& Aruoma OI 1991). 이들 ROS 중에서 singlet oxygen이나
hydroxyl radical은피부의광손상에있어서중요한역할을하
는 것으로 피부 항산화제 파괴, 지질과산화 반응의 개시, 단
백질 및 DNA 산화, 결합조직 성분의 사슬절단 및 비정상적
인 교차결합에 의한 주름생성과 melanocyte를 자극시켜

melanin 생성까지 유발시키게 된다(Fantone JC & Ward PA 
1982). 이를 토대로 ROS를 소거시켜 1차적인 melanin 생성
유도를 저해할 수 있는 항산화물질을 수질 추출물로부터 측

정하고자 한다.
Phenol 화합물은 식물의 2차 대사산물의 주요 물질로서

hydroxyl기를 가지는 방향족 화합물을 총칭하며, phenolic 
hydroxyl기는단백질및기타거대분자들과결합하여항산화
및항암 등의다양한생리활성을나타낸다(Milke L 등 2018). 

따라서 추출물 상태에서 phenol의 양을 측정함으로써 항산화
활성 등의 생리활성 기능을 유추할 수 있으므로 표준물질인

gallic acid를 이용하여 수질 추출물에 들어있는 phenol 성 물
질의함량을측정하였다. 그결과, 총 phenol의함량은 100 mg
을 기준으로 HNM은 165.5 μg/100 mg GAE였으며, HNE은
147.4 mg/100 mg GAE로, 기능성 phenol 화합물이 HNM에다
량 함유되어 있다는 것을 확인하였다(Table 1).
수질의직접적인항산화활성을평가하기위해 DPPH radical 

소거능을측정하였다. DPPH radical은안정한 radical이지만전
자를 공여할 수 있는 물질과 만나면 radical이 소거되고 이를
흡광도로측정할수있어물질의항산화활성을분석하는대표

적인 방법으로 이용되고 있다. HNM과 HNE의 다양한 농도
(0.1, 0.5, 1, 5 mg/mL)에서 DPPH radical 소거능을측정한 결
과, HNM은 농도별로 0.92, 1.03, 2.76, 3.28%의 낮은 활성을
나타냈지만, HNE는 5.58, 7.52, 8.43, 15.15%로 농도 의존적
이며 통계적으로 유의한 결과를 확인하였다. HNE이 상대적
으로 HNM보다 DPPH radical 소거능이 높은 것을확인할 수
있었지만 양성대조군인 vitamin-C 1 mg/mL(75.17%)의 활성
에는 미치지 못하는 낮은 활성임을 확인하였다(Table 2). 또
한, 총 phenol 함량의 결과와는 반대되는 결과로써 수용성
radical인 DPPH가 수용성의 항산화제와의 반응성이 더 뛰어
남으로 HNE에 HNM보다 수용성 항산화물질이 더 함유되어

Extraction solvent

HNM HNE

μg/100 mg GAEa 165.5±23.17 147.4±1.55

All measurements were done triplicate, and values are average of 
three replication.
GAEa: gallic acid equivalents.
HNM: methanolic extracts of Hirudinidae.
HNE: ethanolic extracts of Hirudinidae.

Table 1. Total phenol contents of Hirudinidae extracts

Extraction solvent

mg/mL HNM HNE

DPPH RSA (%)

0.1 0.92±0.005 5.58±0.117

0.5 1.03±0.013 7.52±0.267

1 2.76±0.055 8.43±0.394

5 3.28±0.058 15.15±1.485

A solution of 80 μL of 0.2 mM DPPH in ethanol was gently mixed with 20 μL of HNM for 1 h and absorbance was measured at 
490 nm. The data was expressed as mean values (±S.D.) of the three independent experiments.
HNM: methanolic extracts of Hirudinidae; HNE: ethanolic extracts of Hirudinidae.

Table 2. DPPH radical scavenging effects of HNM and HNE
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있을 것으로 확인하였다.

2. 수질 추출물의 미백활성 평가
피부가 자외선에 노출되면 뇌하수체 중엽에서 분비되는

α-MSH에 의해 melanocyte 내 cAMP 기작이가동되어MITF가
발현되고, 이는 melanin 생합성에 관여하는 단백질들인

tyrosinase, TRP-1, TRP-2의 발현을 증가시키게 된다(Imokawa 
G 2004). 그중 발현된 tyrosinase는 melanocyte 내에 존재하는
아미노산인 tyrosine을기질로 DOPA와 DOPA quinone으로대
사시키고, 최종적으로 melanin을 생성하게 된다. 이처럼
melanin 합성 단계 중 최초의 반응을 담당하는 tyrosinase는
melanin의생합성속도결정단계를중추적으로관여하게된다
(Kim KS 등 2006). 이와같이 tyrosinase 활성에대한직접적인
억제를 확인하는 tyrosinase의 활성 평가 실험을통해 기존 피
부미백제인 arbutin과수질추출물들의농도에따른 tyrosinase 
저해 활성을 비교하였다.

HNM과 HNE를 각각 10, 50, 100, 500 μg/mL의 농도로 처
리하여 활성을 측정한 결과, HNM 처리군은 20.9, 23.6, 24.4, 
28.6%의 농도의존적인 억제효과를나타내었으며, HNE 처리
군은 10.4, 11.0, 13.0, 18.7%로, HNM보다낮은저해활성을나타
내었다(Figs. 1A and B). 이를통해 HNM이 HNE보다 tyrosinase 
저해활성이높다는것을확인할수있었고, tyrosinase 활성을효
과적으로저해할수있는생리활성물질이존재함을유추할수

있었다. 또한, 추출물의저해활성이 1 mM 의 arbutin에비해
낮은 활성을 보였지만, 추출물인 상태를 감안한다면 높은 저

해 활성을 가지는 것을 확인하였다.
Tyrosinase의 활성이 더 뛰어난 HNM을 미백 소재로서의

정확한활성을알아보기위해세포주의 melanin 생성억제효
과에 대해 연구하였다. B16-F10 melanoma 세포주에 HNM을
10, 50 μg/mL의 농도로 처리한 후 α-MSH 1 mM을 처리하여
melanin의 생성을 유도하여 세포 배양액과 세포 내 melanin
의생성량을측정하였다. 배양액속 melanin의함량을측정한
결과, 무처리대조군을 100%로보았을때, α-MSH 단독처리
군은 151%로 melanin의 생성이 유도된 것을 확인할 수 있었
고, HNM 10, 50 μg/mL의 농도로 처리 시 50 μg/mL에서
101.5%로 α-MSH 단독 처리군보다 melanin 생성량이 감소하
였으며 양성대조군인 100 μM arbutin보다약 34% 더높은억
제율을나타낸다는것을확인하였다(Fig. 2A). 세포내 melanin
의생성량을측정한결과, 무처리군을 100%로보았을때 α-MSH 
처리군은 147.4%로, HNM 50 μg/mL의 농도에서 69.0%로써, 
양성대조군인 100 μM arbutin의 농도 처리군(129.8%)보다 약
60% 정도 melanin의 생성을 더 저해한다는 것을 확인하였다
(Fig. 2B).

3. 수질 추출물의 세포독성 평가
또한, HNM의 뛰어난 미백활성이 B16-F10 세포주에 대한

HNM의세포독성으로인해melanin 생성억제효과로나타나는
것인지확인하기위하여세포독성평가를실시하였다. B16-F10 
세포주에HNM을처리하여배양시킨후MTT reduction assay를
실시하여 formazan 형성량을통해세포생존율을측정하였다. 무

Fig. 1. Tyrosinase inhibition activity of HNM and HNE.
The assay solution contains different concentrations of HNM, HNE, 1,500 units/mL tyrosinase, and 1.5 mM tyrosine (A: 

tyrosinase inhibition of HNM; B: tyrosinase inhibition of HNE). The assay mixture was incubated at 37℃ for 15 min. After 
incubation, the absorbance was measured at 490 nm. Each value represents the mean±S.D. of triplicate experiments.
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처리대조군의세포생존율을 100%로하였을때, 각농도별(1, 5, 
10, 50 μg/mL) HNM을처리시 101.4, 99.8, 102.0, 108.8%로 대
조군과 대등한 세포생존율을 나타내었다(Fig. 3A).
다음으로세포의손상정도를확인하기위해배양액중들어

있는 세포막 손상으로 인해 발생하는 LDH(lactate dehydro-
genase)의 방출량을 LDH release assay를 통해 측정하였다. 

MTT reduction assay와 동일한 농도로 처리한 결과, 무처리
대조군의 LDH 방출량이 20.4%에 비해, 각 농도별(1, 5, 10, 
50 μg/mL) HNM을 처리 시 19.4, 18.8, 19.1, 23.3%로써 무처
리 대조군과 차이가 없으며, 세포독성을 나타내지 않는다는
것을 확인하였다(Fig. 3B).
따라서, HNM은 피부의 노화와 색소형성 피부 세포주에

Fig. 2. Depigmenting effects of HNM on melanin contents in α-MSH-stimulated B16-F10 melanoma cells.
The cells were cultured for 24 h, then treated with various concentrations of HNM and stimulated with 1 μM of α-MSH 

for 96 h (A: extracellular melanin contents; B: intracellular melanin contents). Significant was determined compared with 
the α-MSH-treated group (* p<0.05, *** p<0.001).

Fig. 3. Effects of HNM on cytotoxicity in B16-F10 melanoma cells (A: MTT reduction assay; B: LDH release assay). 
The cells were cultured in the presence of various concentrations of HNM for 24 h. (A) After MTT reduction assay, the 

MTT reduction rate (means±S.D. of triplicate determination) was calculated by setting the control survival rate as 100%. 
(B) For the LDH release (mean±S.D. of triplicate determinations), data were normalized to the activity of LDH released from 
vehicle-treated cells (100%) and expressed as percentage of the control.
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대한 melanin의 생성을 자극시키는 ROS를 환원시켜 melanin 
생성의 1차적인 억제를 도모하였고, melanogenic enzyme인
tyrosinase 활성을 저해시켜 세포 내 melanogenesis를 억제시
킨다는 것을 확인하였다. 그리고 HNM의 세포독성을 나타내
지 않으므로 세포사에 의한 미백효과를 나타내는 것이 아니

며, 피부 세포주에 대해 안전함을 확인하였다. 결과적으로, 
수질은 피부 세포주에 대한 무독성과 자극적인 부작용 없는

안정성과 안전성이 보장되는 매우 효과적인 미백 물질이며, 
이용 가치가 높은 천연물 소재로서의 잠재적인 가능성을 가

지고 있다는 것을 본 연구를 통하여 규명하였다.

요 약

본연구에서는수질(Hirudinidae) 추출물을이용하여항산화
활성및피부미백효과를조사하였다. 수질의 methanol 추출물
(HNM)과 ethanol 추출물(HNE)의 총 phenol 함량과 DPPH 
radical 소거능을 측정한 결과, 총 phenol 함량에서는 HNM, 
HNE 각각 165, 147 μg/100 mg GAE의활성을보였으며, DPPH 
radical 소거능에서는 HNM, HNE 각각 3, 15%의활성을 나타
내었다. Tyrosinase 저해활성을확인한결과, 500 μg/mL HNM, 
HNE는각각 28.6, 18.7%의활성을나타내었다. 또한, tyrosinase 
저해 활성이 더 뛰어난 HNM의 추가 연구를 위해 B16-F10 
세포주에서 melanin 생성량을 측정한 결과, α-MSH로 인한
melanin 생성을 양성대조군보다 효과적으로 저해하는 것을
확인하였다. MTT reduction assay, LDH release assay를 통하
여 세포사에 의한 미백효과가 아닌 것을 확인함으로써 독성

이 없고 안전성이 보장되는 천연물임을 확인하였다. 이상의
결과로부터 수질 추출물은 강력한 항산화활성을 가지면서

효과적인 피부 미백효과를 확인함으로써 이용 가치가 높은

천연물 소재로서의 가능성을 제시하였다.
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