
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ ARTICLE ]
          
        

        
          	Korean Journal of Medicinal Crop Science - Vol. 26, No. 2, pp.119-126
        

        
          	ISSN: 1225-9306			
					(Print)
				2288-0186			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date Apr 2018

        

        
          	Received  6 Feb 2018
Revised  21 Feb 2018
Reviewed  28 Mar 2018
Reviewed  4 Apr 2018
Accepted  5 Apr 2018

        

        
          	
            KJMCS-26-119

            DOI: 
            https://doi.org/10.7783/KJMCS.2018.26.2.119
          
        

        
          	
            비타민나무 추출물 및 착즙 분말의 항산화 활성 및 Nitric Oxide 생성과 Elastase에 대한 저해활성
          
        

        
          	
            Ju Hee Park* ; Chan Ok Lee** ; Ji Hye Yoo** ; Nguyen Thi Lan An*** ; Nam Ho Yoo*** ; Myong Jo Kim***, †


          
        

        
          	
        

        
          	*Institute of Samsung Herb Medicine, Chuncheon 24232, Korea.

        

        
          	
        

        
          	**Bioherb Research Institute, Kangwon National University, Chuncheon 24341, Korea.

        

        
          	
        

        
          	***Department of Bio-Resource Sciences, Kangwon National University, Chuncheon 24341, Korea.

        

        
          	
            Antioxidative and Inhibitory Activities of Extract and Juice Powder from Hippophae rhamnoides L. against Nitric Oxide and Elastase Production
          
        

        
          	
            박주희* ; 이찬옥** ; 유지혜** ; NguyenThi Lan An*** ; 유남호*** ; 김명조***, †


          
        

        
          	*삼성생약(주)부설 바이오생명공학연구소

        

        
          	
        

        
          	**강원대학교 한방바이오연구소

        

        
          	
        

        
          	***강원대학교 생물자원과학과

        

        
          	
        

        
          	
            †Corresponding author: (Phone)
				+82-33-250-6413E-mail)
				 kimmjo@kangwon.ac.kr
          
        

        
          	
© The Korean Society of Medicinal Crop Science. All rights reserved.

This is an Open-Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (
					http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0
					) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            Abstract
          
        

        
          
            Background: 
            The flowering plant Hippophae rhamnoides L. has been used for many studies on fruit or leaf extracts. This study was conducted to investigate the development of a new cosmetic material from H. rhamnoides fruits and leaves that have by antioxidant, anti-inflammatory and wrinkle improvement activities.

          

          
            Methods and Results: 
            The antioxidant abilities of H. rhamnoides extracts, including of a water-soluble fruit powder (FW), a fatsoluble fruit powder (FF), a supercritical extract of fruit by-product (BS), and a mixture of leaf and fruit (MIX), were investigated in vitro. A DPPH radical assay for antioxidant activity was performed for these fractions alongside assay to evaluate the total phenolic and flavonoid content (TPC and TFC). As expected, the MIX had the highest DPPH radical scavenging activity (RC50 = 10.27μg/ml), and the TPC and TFC also were highest in MIX (225.7 ㎎·GAE/g, and 25.18 ㎎·QE/g, respectively). Nitric oxide (NO) production in LPS-induced RAW264.7 cells was estimated and the results indicated an over 75% decrease of NO production in FF and MIX. In other assays, the highest elastase inhibitory activity was found in FW.

          

          
            Conclusions: 
            These results revealed that H. rhamnoides extracts have a high potential for antioxidant, anti-inflammatory and antiwrinkle activities. H. rhamnoides products are suggested to be applied as the functional materials of cosmetic ingredients.
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      서 언
      천연을 지향하는 추세에 따라 많은 천연소재, 특히 식물성 추출물이 기능성 원료로 많이 사용되고 있다. 이들 식물성추 출물은 피부생리활성 효능이 알려지면서 최근 화장품소재로 부각되고 있으며 (Ann et al., 2004), 피부노화, 보습, 미백활 성 등에 영향을 미치는 생물학적 부분에 특이적으로 작용하여 적은 양으로도 높은 활성을 나타내는 소재의 발굴에 많은 관 심이 집중되고 있다 (Jung and Choe, 2014).

      환경오염, 미생물, 화학 산화제 및 자외선 등 피부가 외부적 요인에 노출되면서 노화의 주범인 산화적 스트레스를 받는다 (Rahimuddin et al., 2007). 특히 자외선에 지속적으로 노출된 피부는 반응성이 큰 활성산소종이 생성되어 피부노화를 촉진 시키며, 염증유발, 홍조, 색소 침착 등 피부과 질환을 유발하 게된다 (Imokawa, 2009; Um et al., 2017b).

      최근 이러한 활성산소종에 의한 손상이 항산화제에 의해 억 제되는 것이 알려지면서 천연물로부터 항산화 및 항염증 활성 을 가지는 물질을 찾기 위한 연구가 꾸준히 진행되고 있다 (Ko et al., 2017). 특히 식물에 다량 함유되어있는 페놀성화합 물은 페놀성 하이드록실 그룹이 활성산소를 소거하는데 있어 중요한 역할을 하며, 항산화, 항염증, 항암 활성 등 다양한 생 리활성을 나타낸다고 알려져 있다 (Rahman et al., 2006).

      북아시아와 유럽이 원산지인 비타민나무 (Hippophae rhamnoides L.)는 산자나무라고도 불리며, 항산화, 면역조절, 피부보호, 인플루엔자 감염 및 심장병 예방 효과 등이 알려져 있으며, 화학성분으로는 polyphenol, flavonoid, flavonoid 배당 체, carotenoid, β-sitosterol 및 ursolic acid 등이 알려져 있고 (Maheshwari et al., 2011; Wani et al., 2013; Yang et al., 2013; Jeong et al., 2015), 열매 및 종자 오일에는 palmitoleic acid와 linoleic acid의 함량이 높은 것으로 나타났 다 (Yang and Kallo, 2001).

      또한 열매로부터 추출된 오일은 피부개선, 항염증효과 및 광 보호효과를 나타내며 (Bat and Tannert, 1993), 잎의 물 추출 물이 화상으로 생긴 상처에 높은 치료효과를 보이고, 상처부 위의 콜라겐 합성과 안정화를 증가시켰다고 보고하였다 (Upadhyay et al., 2011). 또한 초임계 추출법으로 추출된 비 타민나무 종자오일 역시 높은 상처 치료효과를 나타내는 것으 로 보고하였다 (Upadhyay et al., 2009; Kim et al., 2010).

      최근 비타민나무에 대한 관심이 증가되며 많은 피부효능 연 구가 진행되고 있으나 주로 열매와 잎 추출물에 한정되어 있 어, 비타민나무를 이용한 다양한 제품 활용에 제약이 있었다. 따라서 본 연구에서는 비타민나무 열매와 잎을 이용한 새로운 소재를 개발하고, 항산화, 항염증 및 주름개선 효능을 평가하 여 화장품 원료로서의 활용가능성을 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        비타민나무 (Hippophae rhamnoides L.)의 열매와 잎은 강 원비타민나무영농조합 (Chuncheon, Korea) 농장에서 7 월에 수확한 것을 제공받아 사용하였고, 착즙기 (galaxy premium juicer GJ-120, NUC Co., Ltd., Daegu, Korea)로 비타민나무 열매를 착즙한 후 inline-mixer [IM002 (YSY), K&S Co., Ltd., Hwaseong, Korea]를 이용하여 균질화 시키고, micro filter (1㎛)를 통과시켜 여과하였다. 이후 분액여두를 이용하여 여과액을 수용성 (FW)과 지용성 (FF)분획으로 나누고, 동결건 조 (Ilshin Biobase Co., Ltd., Seoul, Korea.)를 실시하여 각각 3.86과 5.73%의 수율로 분말 (juice powder)을 획득하였다.

        또한 비타민나무열매를 착즙하고 남은 부산물을 동결 건조 하여 분말화한 후에 초임계추출장치 (SFE-2&5LF-2-FMC-50, Waters, Milford, MA, USA)에 넣어 total flow rate (CO2 flow rate, co-solvent rate)를 50 g/min으로 흘려주었고, cosolvent로는 ethyl alcohol (Daejung Chemicals and Metals Co., Ltd., Siheung, Korea)을 사용하였다. 추출온도는 60℃, 압력은 350 bar 조건에서 3 시간동안 추출하였다. 추출물을 40℃에서 감압농축하고, 동결 건조하여 5.26%의 수율로 초임 계 추출물 (BS)을 얻을 수 있었다.

        또한 잎과 열매 혼합처리 시 높은 활성을 나타낸 연구 (Han et al., 2009)를 참고하여 진행한 선행연구결과, 높은 DPPH 소거활성을 나타낸 비타민나무 잎과 열매 혼합분말을 실험에 사용하였다 (data not shown).

        건조된 비타민나무 잎은 70% EtOH로 추출하여, 감압 농축 하였고 열매는 착즙하여, 여과한 후 동결건조 하였다. 28.19% 수율의 건조된 잎 분말과 9.59% 수율의 열매 착즙 분말을 6 : 4의 비율로 혼합한 혼합물 (MIX)을 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 총 phenol성 화합물 함량
        총 phenol성 화합물 함량은 Folin-Ciocalteu 방법을 변형하 여 측정하였다 (Singleton and Rossi, 1965).

        각 시료 0.1㎖ 를 0.05㎖의 Folin-Ciocalteu (Sigma- Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 시약과 혼합하고, 5 분 반응 후에 20%의 탄산나트륨 0.3㎖를 첨가하였다. 이 반응 혼합물을 15 분 동안 안정화시킨 후 증류수 1㎖를 첨가하여 725㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        시료의 총 phenol성 화합물함량은 표준물질로 사용된 gallic acid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)의 표준검량 곡선을 이용하여 gallic acid equivalents (GAE)로 나타내었다.

      

      
        3. 총 flavonoid 함량
        총 flavonoid 함량은 Moreno 등 (2000)의 방법을 변형하여 측정하였다.

        80% ethanol로 희석한 시료 0.1㎖ 에 10% aluminium nitrate (Yakuri Pure Chemicals Co., Ltd., Osaka, Japan) 0.02㎖, 1M potassium acetate (Junsei Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan) 0.02㎖ 와 80% ethanol 0.86㎖을 가하여 실 온에서 40 분 반응시켰다. 반응이 끝난 후 415㎚에서 흡광 도를 측정 하였으며, 총 flavonoid 함량은 표준물질인 quercetin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 검량곡 선을 이용하여 정량한 후 quercetin equivalents (QE)로 나타 내었다.

      

      
        4. DPPH radical 소거능
        DPPH radical 소거 활성은 Blois (1958)의 방법을 변형하여 측정하였다.

        다양한 농도의 시료 0.1㎖를 0.15 mM의 DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl, Sigma-Aldrich Co., St. Louis,MO, USA) 0.1㎖와 혼합하여 상온, 암조건에서 30 분간 반 응시킨 후, UV/VIS spectrophotometer (V530, Jasco Inc., Tokyo, Japan)를 이용하여 517㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        농도에 따른 radical 소거능의 기울기를 구하여 50%가 되는 시점의 시료의 농도를 IC50 (㎍/㎖)로 나타내었고, 양성대조군 으로는 ascorbic acid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하였다.

      

      
        5. 환원력 측정
        환원력은 Oyaizu (1986)의 방법을 변형하여 실험하였다.

        다양한 농도의 시료 0.1㎖에 0.2M의 sodium phosphate buffer (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 0.1㎖ (pH 6.6)와 1% potassium ferricyanide (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 0.1㎖를 혼합하여 50℃에서 20 분 동 안 반응시킨 후, 10% trichloroacetic acid (Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan) 0.1㎖를 첨가하여 동량의 증류수와 0.1% ferric chloride (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 0.05㎖를 첨가하여 700㎚에서 흡광 도를 측정하였다.

      

      
        6. 세포배양 및 세포독성 측정
        RAW264.7 세포는 한국 세포주 은행 (Seoul, Korea)에서 구입 하였으며, 세포배양에 사용한 Dulbeco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), penicilin/streptomycin solution (PS), phosphate buffered saline (PBS)는 HyClone사 (Logan, UT, USA)로부터 구입하 여 사용하였다. 10% FBS와 1% 항생제 (PS, 100 U/㎖)가 첨 가 된 DMEM 배지를 사용하여 CO2 인큐베이터에서 배양하 였다.

        시료에 대한 세포독성은 96 well plate에 RAW264.7 세포 를 1 × 105 cells/well로 분주하여 24 시간 동안 배양한 후, LPS와 시료가 첨가된 배지에서 24 시간 배양하고, phosphatebuffered saline (PBS)에 녹인 MTT (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 0.5㎎/㎖의 농도로 처리하여 4 시간 더 배양시킨 후 상등액을 제거하고 각 well에 100㎕의 DMSO 를 처리하여 ELISA (Model 680, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 540㎚에서 흡광도를 측정하였다 (Mosmann, 1983).

      

      
        7. Nitric oxide (NO) 생성율
        Nitrite oxide (NO)생성은 griess reagent system을 이용하여 측정하였고, griess reagent에 사용되는 모든 시약은 Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA)사에서 구입하였다.

        96 well plate에 RAW264.7 세포를 1 × 105 cells/well로 분 주하여 24 시간동안 배양하고, LPS와 시료가 첨가된 배지로 교체하여 24 시간 배양 후, 상등액 50㎕와 griess reagent (A reagent; 1% sulfanilamide, B reagent; 5% phosphoric acid에 녹인 0.1% N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride) 50㎕를 혼합하여 10 분간 반응 시킨 후 540㎚에서 흡광도 를 측정하였다 (Green, 1982).

      

      
        8. Elastase 저해활성
        Elastase 저해활성은 Cannell 등 (1988)의 방법에 따라 측정 하였으며, 실험에 사용되는 모든 시약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)사에서 구입하였다.

        각 시료를 일정농도가 되도록 조제하고, 100 mM tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 porcine pancreas elastase (0.25 U/㎖) 용액을 첨가하여, 100 mM tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 기질 N-succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide을 가하고, 37℃에서 20 분간 반응시킨 후, 기질로부터 생성되는 p-nitroanilide의 생 성량을 415㎚에서 측정하였다. Elastase 저해활성은 시료용액 의 첨가구와 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.

      

      
        9. 통계처리
        모든 데이터는 최소 3 반복 수행하여 평균 ±표준편차로 나 타냈으며, 각 실험군의 통계처리는 Minitab (version17.2; Minitab Inc., State College, PA, USA)을 사용하여 One-way ANOVA를 실시하였으며, 유의적 차이가 있는 항목에 대해서 는 Tukey’s Honest Significant Difference (HSD)를 이용하여 통계학적 유의성을 분석하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 총 phenol성 화합물 및 flavonoid 함량
        비타민나무 (Hippophae rhamnoides L.)열매와 잎으로 제조 한 4 종 sample의 총 phenol성 화합물 및 flavonoid 함량은 Table 1에 나타내었다. 열매와 잎의 혼합물인 MIX의 경우 225.7㎎·GAE/g으로 가장 높은 phenol성 화합물 함량을 나타냈 으며, 그 다음으로 FW (14.08㎎·GAE/g) > BS (10.99㎎·GAE/ g) > FF (8.96㎎·GAE/g)의 순이었다. 총 flavonoid 함량도 총 phenol성 화합물과 같이 MIX (25.18㎎·QE/g)가 가장 높은 함량을 나타냈고, FW (5.86㎎·QE/g) > BS (1.91㎎·QE/g) > FF (0.29㎎·QE/g)의 순이었다.

        
          Table 1 
				
          

          
            Total phenol and flavonoid contents of functional materials from Hippophae rhamnoides.

          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	Total phenol (㎎·GAE/g)1)
              	Total flavonoid (㎎·QE/g)2)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	FW
            	14.08±0.87b*
            	5.86±0.89b
          

          
            	FF
            	8.96±1.47c
            	0.29±0.05b
          

          
            	BS
            	10.99±1.57bc
            	1.91±0.27b
          

          
            	MIX
            	225.70±0.73a
            	25.18±4.55a
          

        

        
          
            FW; water-soluble fruit powder, FF; fat-soluble fruit powder, BS; byproduct supercritical extract of fruit, MIX; mixture of leaves and fruit.
          

          
            ㎎·GAE/g; ㎎·gallic acid equivalent per sample 1 g
          

          
            ㎎·QE/g; ㎎·quercetin equivalent per sample 1 g. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
          

          
            The data were statistically analyzed using Tukey’s Honest Significant Difference (HSD), and differences were assessed to be significant at 5% level of probability (p < 0.05).
          

        

        

        Yogendra 등 (2013)에 의하면 비타민나무 부위별 phenol성 화합물의 함량은 잎이 가장 많고, 열매와 과육이 그 다음을 차지한다고 하였다. 또한 대표적인 polyphenol 화합물인 플라 보노이드 함량은 건조된 잎 100 g당 310 - 2,100㎎ 함유되어 있다고 보고되었다 (Barl et al., 2003).

        Phenol성 화합물은 다른 화합물과 쉽게 결합하는 특성을 가 진 히드록시기 (–OH)를 포함하고 있어 항산화, 항암, 항콜레 스테롤 작용을 하며, 식이성 polyphenol 화합물을 많이 섭취하 는 경우 암, 심혈관 질환, 염증, 신경변성 질환 등 여러 질병 의 위험을 감소시킨다 (Vauzour et al., 2010; Lee et al., 2017). 또한 체내조직을 보호하며 생리적 효율성을 높임으로 써, 식물에 phenol성 화합물의 함량이 많을수록 높은 항산화 활성을 나타내는 것으로 알려져 있다 (Duval and Shetty, 2001).

      

      
        2. DPPH radical 소거능
        DPPH는 전자 또는 수소를 받으면 radical이 소거되어, 517㎚ 부근에서 흡광도가 감소한다. 이러한 DPPH를 이용한 측정법은 항산화 작용기작과 연관성이 높고 항산화 활성을 빠 르게 측정할 수 있어, 식물추출물의 전자 공여능 연구에 많이 이용되고 있다 (Ahn et al., 2015).

        비타민나무 열매와 잎으로 제조한 4 종 sample의 DPPH radical 소거능은 Table 2에 나타냈다. MIX가 10.27㎍/㎖의 RC50 값으로 가장 높은 radical 소거 활성을 나타냈으며, 그 다 음으로 FW > FF > BS 순으로 소거활성이 감소했다. 이 결과 는 총 phenol성 화합물 및 flavonoid 함량과 유사한 것으로 DPPH radical 소거활성이 폴리페놀의 함량과 상관관계가 있다 는 Dudonné 등 (2009)의 보고와 일치한다. 또한 Kumar 등 (2013)은 비타민나무 잎의 용매별 추출물의 항산화 활성 연구 에서 총 phenol성 화합물함량이 높은 추출물일수록 DPPH radical소거능이 증가하는 것을 확인하였으며, 75% ethanol 추 출물이 가장 높은 활성을 나타는 것으로 보고하였다.

        
          Table 2 
				
          

          
            DPPH1) radical scavenging activity of functional materials from Hippophae rhamnoides.

          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	RC502) (㎍/㎖)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	FW
            	743.10±73.86b*
          

          
            	FF
            	999.12±92.42c
          

          
            	BS
            	1105.97±10.80c
          

          
            	MIX
            	10.27±0.21a
          

          
            	Ascorbic acid
            	2.91±0.33a
          

        

        
          
            FW; water-soluble fruit powder, FF; fat-soluble fruit powder, BS; byproduct supercritical extract of fruit, MIX; mixture of leaves and fruit.
          

          
            DPPH; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
          

          
            RC50; concentration required for 50% reduction of DPPH at 30 min after starting the reaction. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
          

          
            The data were statistically analyzed using Tukey’s Honest Significant Difference (HSD), and differences were assessed to be significant at 5% level of probability (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        3. 환원력
        환원력은 항산화활성을 나타내는 물질이 ferric-ferricyanide (Fe3+)를 ferrous (Fe2+)로 전환시키는 전자전달 능력을 측정하 는 방법으로 시료에 포함된 총 phenol성 화합물로부터 수소원 자를 공여 받음으로써 Fe3+의 감소가 일어나며, Fe3+에서 Fe2+ 로 환원시키는 강도가 클수록 발색의 정도가 증가하여 높은 흡광도 수치를 나타낸다. (Meir et al., 1995; Yildirim et al., 2001).

        비타민나무 4 종 sample의 환원력은 농도가 증가함에 따라 흡광도 값이 증가하였다 (Fig. 1). 전체적으로 항산화제인 ascorbic acid에 비해 낮은 환원력을 보였으나, 비타민나무 4 종 sample 중 잎과 열매의 혼합물인 MIX의 경우 가장 높은 환원력을 나타냈고, FF는 흡광도 값을 얻을 수 없었다.

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            Reducing power of functional materials from Hippophae rhamnoides by different concentrations.
            FW; water-soluble fruit powder, FF; fat-soluble fruit powder, BS; by-product supercritical extract of fruit, MIX; mixture of leaves and fruit. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. *The data were statistically analyzed using Tukey’s Honest Significant Difference (HSD), and differences were assessed to be significant at 5% level of probability (p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        4. Nitric oxide (NO) 생성율
        MTT 를 이용하여 비타민나무 4 종 sample의 세포 생존율 에 대한 효과를 측정하였다. RAW264.7 cell에 500㎍/㎖의 농 도로 sample을 처리하였을 때, FW, FF, MIX 모두 99% 이 상의 세포 생존율을 나타냈으나 BS의 경우 21% 의 생존율을 보였다 (Fig. 2). LPS로 유도된 RAW264.7 cell에서 NO 생 성 억제에 대한 결과는 Fig. 3에 나타냈다.

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Effects of functional materials from Hippophae rhamnoides on cell viability in RAW264.7 cells.
            FW;
			water-soluble fruit powder, FF; fat-soluble fruit powder, BS; by-product supercritical extract of fruit, MIX; mixture of leaves and fruit. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. *The data were statistically analyzed using Tukey’s Honest Significant Difference (HSD), and differences were assessed to be significant at 5% level of probability (p < 0.05).

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Effects of functional materials from Hippophae rhamnoides on LPS-induced NO production in RAW 264.7 cell.
            FW; water-soluble fruit powder, FF; fat-soluble fruit powder, BS; by-product supercritical extract of fruit, MIX; mixture of leaves and fruit. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. *The data were statistically analyzed using Tukey’s Honest Significant Difference (HSD), and differences were assessed to be significant at 5% level of probability (p < 0.05)..

          
          

          

        

        대식세포는 외부 병원체가 침입했을 경우, 백혈구보다 빠른 반응을 보임으로써 면역, 염증 반응에 중요한 역할을 한다 (Kim et al., 2014). 대식세포인 RAW264.7 cell에 박테리아성 내독소 인 LPS (lipopolysaccharide)를 처리하였을 때, proinflammatory cytokine이 증가 하면서 NO, PGE2 등 염증 매개 물질의 분 비가 증가 한다 (Kamata et al., 2002).

        이러한 염증 매개 물질들의 과도한 생성은 다양한 만성 염 증성질환의 발병에 원인이 되며, 특히 과도한 NO의 생성은 염증반응을 촉진하고 염증매개체의 생합성을 유도함으로써 세 포손상, 유전자변이를 일으키고 알츠하이머와 파킨슨병 같은 퇴행성 질환의 원인이 된다 (Hippeli and Elstner, 1999; Park and Yang, 2008). Fig. 4

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Inhibitory effects on elastase activity by functional materials from Hippophae rhamnoides by different concentrations.
            FW; water-soluble fruit powder, FF; fatsoluble fruit powder, BS; by-product supercritical extract of fruit, MIX; mixture of leaves and fruit. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. *The data were statistically analyzed using Tukey’s Honest Significant Difference (HSD), and differences were assessed to be significant at 5% level of probability (p < 0.05).

          
          

          

        

        Fig. 3에서와 같이 500㎍/㎖의 농도로 sample을 처리하였 을 경우, 모든 sample에서 NO 생성을 억제하는 것을 확인할 수 있었다. 특히 FF와 MIX의 경우 세포독성은 나타나지 않았 으나, 각각 25.26, 27.75%의 낮은 NO 생성율을 나타내며, RAW264.7 cell 내에서 NO 생성을 억제하는 것을 알 수 있 었다. 또한 BS의 경우 28.93%로 낮은 NO 생성율을 보였으 나 이는 세포 독성에서 기인된 결과로 설명할 수 있다. 이상 의 결과를 통해 LPS로 유도된 RAW264.7 cell에서 FF와 MIX가 NO 생성을 효과적으로 억제함으로써, 염증을 조절할 수 있는 천연소재로 이용이 가능함을 확인할 수 있었다.

      

      
        5. Elastase 저해활성
        Elastase는 동물결합 조직의 불용성 탄성 단백질 elastin을 분해하는 백혈구 과립효소로 진피조직의 그물망 구조결합을 파괴하여 피부의 주름 및 탄력성 감소를 유발한다 (Yoo et al., 2010). 따라서 피부노화의 중요한 원인 중의 하나인 elastase의 활성을 억제함으로써 피부노화를 억제할 수 있다 (de Witt et al., 1981; Um et al., 2017a).

        비타민나무 4 종 sample의 elastase 저해 활성을 측정한 결 과 모든 sample이 50, 100, 200, 500㎍/㎖ 농도가 증가함에 따라 억제활성이 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 특히 500㎍/㎖의 농도에서 FW가 43.69%의 억제율을 보이며 가장 높은 활성을 나타냈으며, FF가 22.31%로 가장 낮은 elastase 저해활성을 나타냈다.

        비타민나무 열매에는 수용성 vitamin인 vitamin C가 약 695㎎/100 g 함유되어 있다고 알려져 있으며 (Christaki, 2012), Yang 등 (2016)은 0.1㎎/㎖ 농도에서 vitamin C가 65.1%의 elastase 저해율을 나타냈다고 보고하였다. 즉, 수용성 열매 분말인 FW의 elastase 저해 활성은 vitamin C의 활성에 서 기인된 것으로 예측할 수 있다.

        본 연구에서는 비타민나무 (Hippophae rhamnoides L.)를 이용한 화장품 신소재를 개발하기 위해 열매와 잎을 이용한 4 종의 sample을 제조하여 항산화 활성, NO 생성억제, elastase 저해 활성을 측정하였다. 비타민나무열매와 잎을 이용한 4 종 sample의 총 phenol성 화합물과 총 flavonoid 함량은 MIX가 가장 높은 것으로 나타났다. DPPH radical 소거능도 MIX가 가장 높은 활성을 나타냈으며, 환원력측정 결과 모든 sample 이 농도 의존적으로 증가하였고, MIX가 가장 높은 환원력을 보였다. 이러한 결과는 높은 총 phenol성 화합물 및 flavonoid 의 함량에서 기인한 것으로 예상할 수 있다. 또한 LPS로 유 도된 RAW264.7 cell에서 MIX와 FF가 500㎍/㎖의 농도에 서 NO의 생성을 억제하고, 세포독성도 나타나지 않았다. 이상 의 결과로 볼 때, 비타민나무 잎과 열매 혼합물인 MIX는 항 산화 및 염증 조절하는 천연소재로 가능성이 있음을 시사한다.

        BS의 경우 NO 생성을 억제하였으나 세포생존율이 감소하 는 결과를 보임으로써, 향후 연구를 진행할 때 세포독성을 나 타내지 않으며 NO 생성 억제효과를 보이는 적정농도의 선정 이 요구된다.

        비타민나무 착즙액은 vitamins, fatty acids, free amino acids 등 유효성분이 포함되어 있으며, 특히 vitamin C와 carotenoids의 함량이 매우 높은 것으로 보고되었다. Carotenoid 의 함량은 종자 (67.5㎎/100 g)에 비해, 과육 (350㎎/100 g)에 서 높게 나타나며, vitamin E의 경우 착즙액이 216 ㎎/100 g 으로 종자 (92.7㎎/100 g)보다 높은 함량을 나타냈다 (Zed, 2004). Chemat 등 (2012)은 착즙 부산물의 초음파추출물의 경 우 총 carotenoids 함량이 63.84㎎/ℓ, β-carotene의 함량이 18.06㎎/ℓ이라고 보고하였다.

        Elastase 저해활성을 측정한 결과 모든 sample이 농도가 증 가함에 따라 억제활성이 증가하는 것을 확인할 수 있었으며, 특히 FW의 경우 가장 높은 elastase 억제활성을 나타내, 주름 개선 기능성 소재로 이용 가능성이 있음을 확인할 수 있었다. 이러한 결과를 바탕으로 비타민나무 기능성 소재를 대상으로 항 산화, 항염, 주름개선 효과의 관련기전의 연구를 진행한다면, 기 능성 화장품 소재로서의 활용 가치가 높아질 것으로 생각된다.
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