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            초록
          
        

        
          
            Background: 
            We investigated the antioxidant, anti-wrinkles, whitening, and moisturizing properties and amounts of phenolic compounds of ethanol extracts from flowers of 10 resource plants from Namwon and Mt. Jiri., Korea.

          

          
            Methods and Results: 
            We measured antioxidant efficacy based on the total polyphenol, and total flavonoid content, and the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay. We evaluated the inhibitory effect on melanin synthesis and tyrosinase activity for the whitening effect. Furthermore, we analyzed the elastase and matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) inhibition activity for anti-wrinkle capacity. To evaluate the moisturizing effect, we examined hyaluronan synthase (HAS) mRNA expression. In addition, the 19 phenolic compounds were detected using high performace liquid chromatography (HPLC). Among the 10 flowers, the antioxidant effect was high in the order of Rosa multiflora, Nelumbo nucifera, and Elsholtzia splendens. Whitening effect was high in the order of N. nucifera, R. multiflora, and Dendranthema zawadskii. As for the anti-wrinkle property, N. nucifera was the most effective followed by R. multiflora. Taraxacum coreanum was the best for moisturizing effect, followed by D. zawadskii, and E. splendens. Seven phenolic compounds were detected in the extracts of the 10 flowers.

          

          
            Conclusions: 
            Overall, the extracts of five flowers extracts showed strong potential as antioxidant, whitening, anti-wrinkle, and moisturizing functional cosmetic agents.
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      서 언
      지리산국립공원은 1967년 12월 29일 우리나라 최초로 제 1호 국립공원으로 지정되었으며, 육상 국립공원 중 면적 (485 ㎢)이 가장 넓고 자연생태계, 경관, 역사와 문화자원의 가치가 뛰어난 곳이다. 지리산은 노고단 (1,507 m)에서 천왕봉 (1,915 m)까지 주능선이 동서로 길게 뻗어 있으며, 행정구역상으로는 전남 구례군, 전북 남원시, 경남 산청군, 함양군, 하동군 3 개의 도 1 개의 시 4 개의 군에 걸쳐 있다. 지리산국립공원은 천왕봉을 기점으로 난대림에서 한대림에 이르기까지 다양한 기후대를 나타내고 있어 다양한 식물 군집과 식생을 나타내고 있으며, 우리나라 전체 식물의 30%인 1,526 종의 식물이 서식하고 있다 (Jung et al., 2016). 본 연구는 남원 및 지리산 권역에서 재배하여 채취 및 수확된 자원식물을 대상으로 천연 화장품 소재로서의 특성 및 활용 가능성을 분석하였다.

      최근 화장품 원료의 안전성과 건강에 대한 소비자 의식 증가로 인해 친환경적인 천연원료 화장품에 대한 욕구가 높아감에 따라 생물자원 유래 화장품 원료 개발이 활발히 추진되고 있다. 또한 나고야의정서가 발효됨에 따라 해외 자원 의존성이 높은 화장품 바이오소재 분야의 장기적 경쟁력 제고를 위하여 수입 의존도가 높은 화장품 기초소재의 국산화 및 나고야 의정서 대응 자생 천연 생물자원 화장품 소재 국산화가 시급한 실정이다.

      현대인들의 피부 건강에 대한 관심과 욕구가 증가함에 따라 자연 발생에 의한 내인성 피부 노화뿐만 아니라 자외선, 공기 등 환경에 의한 외인성 피부 노화를 지연시키고 건강한 피부를 유지하기 위해 화장품 천연소재 개발 연구가 활발히 진행되고 있다 (Kim et al., 2018a).

      피부는 미생물이나 물리화학적 외부환경으로부터 신체 내부를 보호하는 장벽으로서의 역할을 수행할 뿐만 아니라 주름형성과 색소침착에 연관되어 있으며 면역 기능을 수행하고 있다 (Ha et al., 2011). 또한 수분을 함유하고 있어 피부 보습을 증가시키고 수분의 증발을 막아 건강하고 탄력 있는 피부 유지 및 피부 노화를 방지한다 (Kim et al., 2011a). 하지만 과도한 자외선과 대기오염, 온도 등의 외부 환경은 피부 내 산화적 스트레스를 발생시키고 (Wlaschek et al., 2001), 이는 피부 조직을 손상시켜 외인성 노화 과정을 촉진하는 것으로 보고되어 있다 (Marchiori et al., 2017).

      한편, 천연물에 포함되어있는 수많은 phenolic compounds 및 flavonoids 성분들은 항산화, 미백, 주름, 보습에 효과가 있다고 알려져 있다 (Garg et al., 2017; Panzella and Napolitano, 2019). 따라서, 피부조직의 손상 및 외인성 노화를 예방하기 위하여 항산화, 미백, 주름 개선, 보습 기능이 있는 천연 기능성 화장품에 대한 소비자의 요구가 증가하고 있으며, 이에 따라 천연물을 이용한 화장품 소재로서의 가능성에 대한 연구가 필요한 실정이다.

      본 연구에서는 남원·지리산권 자원식물 중 화장품적 요소인 이미지가 아름다운 꽃 10 종의 항산화, 미백, 주름, 보습 활성 및 19 종의 phenolic compounds 성분 함량을 측정하여 화장품 소재 이용 가능성을 조사하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 연구에서 사용한 꽃 10 종은 2018년 4월에서 11월 사이에 전라북도 남원시 일대에서 채취하여 사용하였으며, 사용 부위는 꽃을 사용하였다. 채취한 꽃은 40℃에서 72 시간 건조 (LD9013, L’EQUIP, Seoul, Korea)한 후 4℃에서 보관하면서 실험에 사용하였다.

        실험에 사용한 꽃 10 종의 시즌, 식물명, 학명, 사용부위, 채취시기 및 채취지역은 Table 1과 같다. 계절로 구분하면 봄은 왕벚나무 (Prunus yedoensis Matsum), 복사나무 [Prunus persica (L.) Batsch], 흰민들레 (Taraxacum coreanum Nakai), 저먼캐모마일 (Matricaria chamomilla L.), 찔레꽃 (Rosa multiflora Thunb.), 여름에는 연꽃 (Nelumbo nucifera Gaertn.), 가을은 꽃향유 (Elsholtzia splendens Nakai), 산구절초 [Dendranthema zawadskii (Herb.) Tzvelev], 감국 [Dendranthema indicum (L.) Des Moul.], 국화 (Chrysanthemum morifolium Ramat.)이다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Season, botanical name, scientific name, used parts, harvest time, and collection area in ten kind of flower.
          
          

        

        
          
            
              	Season
              	Botanical name
              	Scientific name
              	Harvest time
              	Collection area
            

          
          
            	Spring
            	Wang-beot-na-mu
            	Prunus yedoensis Matsum.
            	mid-Apr.
            	Daegang-myeon, Namwon-si
          

          
            	Spring
            	Bok-sa-na-mu
            	Prunus persica (L.) Batsch
            	mid-Apr.
            	Songdong-myeon, Namwon-si
          

          
            	Spring
            	Huin-min-deul-re
            	Taraxacum coreanum Nakai
            	late-Apr.
            	Unbong-eup, Namwon-si
          

          
            	Spring
            	Jeo-meon-kae-mo-ma-il
            	Matricaria chamomilla L.
            	early-May
            	Bojeol-myeon, Namwon-si
          

          
            	Spring
            	Jjil-re-kkot
            	Rosa multiflora Thunb.
            	mid-May
            	Songdong-myeon, Namwon-si
          

          
            	Summer
            	Yeon-kkot
            	Nelumbo nucifera Gaertn.
            	mid-Jul.
            	Geumji-myeon, Namwon-si
          

          
            	Fall
            	Kkot-hyang-yu
            	Elsholtzia splendens Nakai
            	early-Oct.
            	Unbong-eup, Namwon-si
          

          
            	Fall
            	San-gu-jeol-cho
            	Dendranthema zawadskii (Herb.) Tzvelev
            	early-Oct.
            	Unbong-eup, Namwon-si
          

          
            	Fall
            	Gam-guk
            	Dendranthema indicum (L.) Des Moul.
            	mid-Oct.
            	Unbong-eup, Namwon-si
          

          
            	Fall
            	Guk-hwa
            	Chrysanthemum morifolium Ramat.
            	early-Nov.
            	Unbong-eup, Namwon-si
          

        

        

      

      
        2. 에탄올 추출물 제조
        건조된 꽃을 분쇄기 (HMF-3600TG, Hanil, Seoul, Korea)를 이용하여 분쇄한 후 100 g에 50% 에탄올 2ℓ를 혼합하고 80℃에서 4 시간동안 추출하였다. 추출물은 부직포와 종이 여과지를 이용하여 2 회 여과하였으며, 여과된 추출물은 감압 농축기 (R-100, BÜCHI, Flawil, Switzerland)를 이용하여 60 ℃에서 농축하고, 동결건조기 (MCFD8508, IlshinBiobase Co., Ltd., Dongducheon, Korea)를 이용하여 동결 건조하여 시험대상 시료로 사용하였다.

      

      
        3. DPPH 라디칼 소거 활성 측정
        2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거 활성은 Blois법 (Blois, 1958)을 변형하여 측정하였다. 일정 농도로 희석한 시료 100 ㎕에 0.2 mM DPPH (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 용액 400 ㎕와 에탄올 100 ㎕를 혼합하여 실온에서 30 분간 반응시킨 후 ELISA reader (Spark 10M, Tecan, Zürich, Switzerland)를 사용하여 517 ㎚에서 측정하였다.

        DPPH의 흡광도가 50% 감소할 때 나타나는 시료의 농도 (SC50)를 구하였으며, 각 시료는 3 회 반복실험을 실시하였다. 이때 L-ascorbic acid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 양성대조군으로 사용하였다.

      

      
        4. 총 polyphenol 및 총 flavonoid 함량 측정
        가 10 종의 에탄올 추출물의 polyphenol 함량은 Folin-Denis의 방법 (Folin et al., 1912)을 변형하여 측정하였다. 일정 농도로 희석한 시료 80 ㎕에 1 N Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 20 ㎕를 혼합하고 실온에서 5 분간 반응시켰다. 반응용액에 2% Na2CO3 (Daejung Chemical, Siheung, Korea) 100 ㎕를 혼합하여 실온에서 30 분간 반응시킨 후 750 ㎚에서 측정하였다. 표준물질로 tannic acid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하였으며 시료와 동일한 방법으로 측정하여 얻은 검량선으로부터 총 polyphenol 함량을 산출하였다.

        그리고 꽃 10 종의 에탄올 추출물의 총 flavonoid 함량은 Kang 등 (1996)의 방법을 변형하여 측정하였다. 일정 농도로 희석한 시료 10 ㎕에 diethylene glycol (Daejung Chemical, Siheung, Korea) 100 ㎕와 1 N NaOH 10 ㎕를 혼합하여 37 ℃에서 1 시간동안 반응시킨 후 ELISA reader를 사용하여 420 ㎚에서 측정하였다. 표준물질로 kaempferol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하였으며 시료와 동일한 방법으로 측정하여 얻은 검량선으로부터 총 flavonoid 함량을 산출하였다.

      

      
        5. Phenolic compounds에 대한 HPLC 분석
        꽃 10 종의 에탄올 추출물의 19 종 phenolic compounds 함량 분석은 high performance liquid chromatography (e2695, Waters Co., Milford, MA, USA)를 이용하여 함량을 분석하였다.

        19 종 표준품은 1 ㎎ 취하여 50% 에탄올 1 ㎖에 용해하고 각 100 ㎕씩 분주하여 혼합하여 사용하였고, 시료는 10 ㎎ 취하여 50% 에탄올 1 ㎖에 용해하여 사용하였으며, 19 종 표준품과 시료는 10 ㎕를 HPLC에 주입하고 0.8 ㎖/min 속도로 분석하였다. 이동상으로는 (A) water (0.1% formic acid)와 (B) acetonitrile (0.1% formic acid)를 사용하였다 [HPLC gradient 조건: 0분 - 2분 (A: B = 100 : 0) → 2분 - 45분 (A : B = 50 : 50) → 45분 - 50분 (A: B = 5 : 95) → 50분 - 55분 (A: B = 5 : 95) → 55.0분 - 55.1분 (A: B = 100 : 0)]. column은 Shim-pack VP-ODS (4.6 ㎜ × 250 ㎜, 5 ㎛) (Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용하여 흡광도 280 ㎚에서 분석하였다.

        19 종 phenolic compound 동시 함량 분석은 항산화, 미백, 주름, 보습, 항염증, 항균 등의 효과로 기존에 보고되었고 retention time 과 각 성분 peak를 HPLC를 이용하여 동시 검출 및 유효한 분석 데이터로 정량이 가능한 식물 내 존재하는 페놀성 화합물로 구성되었다.

        분석에 사용된 표준품은 gallic acid, chlorogenic acid, methyl gallate, caffeic acid, EGCG, syringic acid, p-coumaric acid, rutin, ellagic acid, ferulic acid, astragalin, quercitrin hydrate, rosmarinic acid, myricetin, luteolin, quercetin, apigenin, kaempferol, hesperetin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 이용하였다. 19 종 페놀성 화합물의 retention time (RT)과 최대흡수파장은 Table 2와 같다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Retention time and maximum absorbance wavelength of 19 standard phenolic compounds.
          
          

        

        
          
            
              	NO.
              	Compound
              	RT1) (min)
              	λmax (㎚)
              	NO.
              	Compound
              	RT (min)
              	λmax (㎚)
            

          
          
            	1
            	Gallic acid
            	12.491
            	271
            	11
            	Astragalin
            	28.610
            	347, 265
          

          
            	2
            	Chlorogenic acid
            	20.062
            	325, 217
            	12
            	Quercitrin hydrate
            	28.798
            	348, 255
          

          
            	3
            	Methyl gallate
            	20.401
            	272
            	13
            	Rosmarinic acid
            	30.659
            	329
          

          
            	4
            	Caffeic acid
            	21.862
            	323,217
            	14
            	Myricetin
            	30.877
            	363, 253
          

          
            	5
            	EGCG
            	22.323
            	274
            	15
            	Luteolin
            	35.384
            	348, 253
          

          
            	6
            	Syringic acid
            	22.584
            	274
            	16
            	Quercetin
            	35.606
            	363, 255
          

          
            	7
            	p-Coumaric acid
            	25.686
            	210, 226
            	17
            	Apigenin
            	39.220
            	336, 267
          

          
            	8
            	Rutin
            	25.686
            	354, 255
            	18
            	Kaempferol
            	40.032
            	363, 265
          

          
            	9
            	Ellagic acid
            	26.174
            	363, 253
            	19
            	Hesperetin
            	40.730
            	287
          

          
            	10
            	Ferulic acid
            	27.359
            	323, 217
            	
            	
            	
            	
          

        

        
          
            1)RT; Retention time.
          

        

        

      

      
        6. 세포주 및 세포배양
        마우스 흑색종세포주 (B16F10)은 한국세포주은행 (Korean Cell Line Bank, KCLB, Seoul, Korea)에서, 인간 피부섬유 아세포주 (HS27)는 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)으로부터 분양받아 사용하였고, 인간 피부각질형성세포주 (HaCaT)는 한국세포주은행 (KCLB, Seoul, Korea) 분양 받아 사용하였다.

        각 세포를 56℃에서 30 분 동안 열처리된 fetal bovine serum (Merck Millipore, Burlington, MA, USA) 10%와 항생제 (penicillin/streptomycin, Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)를 함유한 Dulbecco’s modified Eagle’s media (DMEM, Welgene, Daegu, Korea)를 사용하여 5% CO2, 37℃ 세포 배양기에서 배양하였다.

      

      
        7. 세포독성검사
        WST-1 assay를 이용하여 꽃 10 종의 에탄올 추출물의 세포 생존율을 측정하였다. 96 well plate에 B16F10 세포는 1 × 103 cells로 HS27과 HaCaT 세포는 5 × 103 cells로 분주한 후 24 시간 동안 5% CO2, 37℃ 조건에서 부착 및 안정화를 시킨 후, 에탄올 추출물을 농도별로 처리하여 B16F10 세포는 72 시간, HS27과 HaCaT 세포는 48 시간 동안 배양하였다.

        WST-1 assay는 cell viability assay kit (EZ-Cytox, DoGenBio Co., Ltd., Seoul, Korea)를 이용하였고, 모든 well에 EZ-Cytox 용액 10 ㎕를 가해주고 다시 37℃, 5% CO2에서 2 시간 배양한 뒤 흡광도 측정을 위해 1 분 정도 부드럽게 shaking을 한 뒤 microplate reader (Tecan Ltd., Männedorf, Switzerland)를 이용하여 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        8. Mealnin 생성량 및 tyrosinase 활성
        꽃 10 종의 에탄올 추출물의 melanin 생성량을 확인하기 위해 B16F10 세포를 6 well plate에 1 × 105 cells로 분주한 후 24 시간 동안 배양하고, phenol-red free 배지로 교환한 후 시료를 100 ㎍/㎖의 농도로 1 시간 전처리 후 200 nM α-melanocyte stimulating hormone (α-MSH, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA)를 72 시간 동안 처리하였다.

        세포내 멜라닌 생성량은 PBS로 세포를 수확한 후 13,000 rpm에서 10 분 동안 원심분리 한 후, 상층액은 버리고 세포 pellet 상태에 10% dimethyl sulfoxide가 함유된 1 N NaOH 용액 120 ㎕를 첨가한 후 60℃에서 30 분간 중탕하고 pellet을 용해시킨 후 405 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 그리고 꽃 10 종의 에탄올추출물의 tyrosinase 활성을 확인하기 위해 B16F10 세포를 6 well plate에 1 × 105 cells로 분주한 후 24 시간 동안 배양하고, phenol-red free 배지로 교환한 후 시료를 100 ㎍/㎖의 농도로 1 시간 전처리 다음 200 nM α-MSH를 72 시간 동안 처리하였다. 세포를 PBS로 수확한 후 13,000 rpm에서 10 분 동안 원심분리 한 다음 상층액을 제거한 후 세포 pellet에 1% Triton X-100이 함유된 PBS 용액 150 ㎕를 첨가한 후 vortex 한 다음 -70℃에 얼렸다가 녹인 후 13,000 rpm에서 10 분 동안 원심분리 하였다. 다시 상층액 80 ㎕에 5 mM L-DOPA 20 ㎕를 첨가한 후 37℃에서 1 시간 동안 반응시킨 후 475 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. Melanin 생성량 및 tyrosinase 활성 억제 양성대조군으로 rucinol (4-n-butyiresorcinol, 4BR, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) 150 μM를 사용하였다.

      

      
        9. Elastase 활성 및 matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) 활성 측정
        꽃 10 종의 에탄올추출물의 elastase 활성 억제능을 확인하기 위해 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 8.0) 200 ㎕에 elastase (0.5 unit/㎖) 100 ㎕와 500 ㎍/㎖의 시료 50 ㎕를 넣은 혼합물을 실온에서 2 분간 대기한 후 2 mM N-succinyl-Ala-Ala-Ala-ρ-nitroanilide 200 ㎕를 첨가하고 25℃에서 10 분간 mix하여 반응시킨 뒤 410 ㎚에서 흡광도를 측정하였으며 양성대조군으로 ursolic acid 100 ㎍/㎖를 사용하였다.

        꽃 10 종의 에탄올추출물의 MMP-1 활성 억제능을 측정하기 위해 섬유아세포주인 HS27 세포를 24 well plate에 2 × 105 cells로 분주한 후 24 시간 동안 배양하였다. 배양한 세포는 serum free DMEM 배지로 2 번 세척 후 serum free DMEM 배지로 교체한 뒤 시료를 100 ㎍/㎖의 농도로 48 시간 처리한 후, 배지를 수거하여 13,000 rpm에서 5 분 동안 원심분리하였다. ELISA는 시료를 1/40으로 희석한 후 MMP-1 ELISA (DY901B, Research And Diagnostic Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 이용하였으며 제조사에서 제공한 방법에 의해 측정하였다. 양성대조군으로 retinyl palmitate (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) 100 ㎍/㎖를 사용하였다.

      

      
        10. 실시간 중합효소연쇄반응 (qRT-PCR)을 통한 보습 유전자 발현
        6 well plate에 HaCaT 세포를 8 × 105 cells로 분주한 후 24 시간 동안 배양하고, serum free DMEM 배지로 2 번 세척한 후 serum free DMEM 배지로 교체하고 꽃 10 종의 에탄올추출물을 100 ㎍/㎖의 농도로 48 시간 동안 처리하였다.

        세포에서 RNA를 추출하기 위해 Tri-reagent (RNAiso PLUS, Takara, Ostu, Japan)를 사용하였으며 세포에 Tri-reagent 1㎖을 세포에 넣은 후 15 초 동안 vortex하고 15,000 rpm에서 15 분 동안 원심분리한 후 chloroform 200 ㎕를 넣고 20 초 동안 vortex한 후 다시 원심 분리하여 상층액을 획득하였다. 획득된 상층액과 동일한 양의 차가운 isopropanol을 첨가하고 상온에서 10 분 동안 방치하여두었으며 15,000 rpm에서 20 분 동안 원심 분리하여 RNA 침전물을 얻었다. RNA 침전물을 75% ethanol로 씻은 후, 침전물을 2분 - 3분 동안 실온에서 건조시켜 0.1% DEPC water에 녹였다.

        RNA 농도는 Evloution 260 Bio UV-Vis spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltman, MA, USA)를 이용하여 260㎚에서 측정한 후, reverse transcription kit [RNA to cDNA EcoDry Premix (Oligo dT), Takara Bio Inc., Ostu, Japan]를 이용하여 1 ㎍ RNA로부터 cDNA를 합성하였다. 합성된 cDNA를 멸균된 3 차 증류수로 5 배 희석한 후 실시간 PCR은 Fast Start DNA MasterPLUS SYBR Green I kit (Roche, Mannheim, Germany)을 이용하여 Light Cycler 2.0 (Roche, Mannheim, Germany)에서 증폭하였다.

        사용한 primer와 PCR 조건은 Table 3, 4와 같으며 (So et al., 2019), 유전자의 정량분석은 Light Cycler Software 4.0 (Roche, Mannheim, Germany)을 이용하였으며 피부보습에 대한 양성대조군은 all-trans Retinoic acid (ATRA, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) 1 μM을 사용하였다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Primer of quantitative real-time polymerae chain reaction related skin hydration gene expressions.
          
          

        

        
          
            
              	Gene
              	NCBI Reference Sequence
              	Species
              	Forward/Reverse
              	Sequences (5' → 3')
              	CDS
              	Location
              	Size (bp)
            

          
          
            	HAS2
            	NM_005328.2
            	human
            	F
            	GCAGTGTAAGATATTGGATGGC
            	0539 - 2197
            	1305
            	1326
            	151
          

          
            	HAS2
            	NM_005328.2
            	human
            	R
            	CCCATAAATTCTTGATTGTACCAATCTTC
            	0539 - 2197
            	1455
            	1427
            	151
          

          
            	HAS3
            	AF234839.1
            	human
            	F
            	TGTCCAGATCCTCAACAAGTACGA
            	0157 - 1818
            	888
            	911
            	157
          

          
            	HAS3
            	AF234839.1
            	human
            	R
            	CTGGAGGAGGCTGTTGC
            	0157 - 1818
            	1044
            	1028
            	157
          

          
            	β-actin
            	NM_001101.4
            	human
            	F
            	CACTGTGCCCATCTACG
            	0193 - 1320
            	675
            	691
            	157
          

          
            	β-actin
            	NM_001101.4
            	human
            	R
            	CTTAATGTCACGCACGATTTC
            	0193 - 1320
            	831
            	811
            	157
          

        

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            PCR conditions of quantitative real-time polymerae chain reaction related skin hydration gene expressions.
          
          

        

        
          
            
              	Gene
              	Hot start
              	Denaturation
              	Annealing
              	Extension
              	Cycles
            

          
          
            	HAS2
            	95℃, 10 min
            	95℃, 15 sec
            	60℃, 10 sec
            	72℃, 10 sec
            	45
          

          
            	HAS3
            	95℃, 10 min
            	95℃, 15 sec
            	60℃, 10 sec
            	72℃, 10 sec
            	45
          

          
            	β-actin
            	95℃, 10 min
            	95℃, 15 sec
            	60℃, 10 sec
            	72℃, 10 sec
            	40
          

        

        

      

      
        11. 통계학적 분석
        모든 분석 자료는 평균 ± 표준편차 (means ± SD)로 나타내었으며 세포독성, 미백, 주름, 보습 실험결과는 GraphPad InStat (GraphPad Software Inc., SanDiego, CA, USA)를 이용하였다. 또한 각 군 간의 측정치 비교는 One-way analysis of variance (ANOVA)를 시행한 후 Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test 방법을 이용하여 유의성을 5% 수준에서 검정하였다 (p < 0.05). 그리고 항산화, 미백, 주름, 보습의 각 기능성 항목에 대한 상관관계는 Pearson correlation 방법으로 분석하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 세포독성
        꽃 10 종의 에탄올 추출물에 대한 세포독성을 알아보기 위하여 인간 피부섬유아세포주 (HS27), 인간 피부각질형성세포주 (HaCaT) 및 마우스 흑색종세포주 (B16F10) 세포에 각각 3.125 ㎍/㎖ - 100 ㎍/㎖ 농도로 처리한 후 세포독성을 관찰한 결과 모든 농도에서 큰 세포독성을 보이지 않았다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1.  
				
          

          
            Cytotoxicity effect of ten kind of flower ethanol extracts in human fibroblast HS27 cells (A), human keratinocyte HaCaT cells (B) and mouse melanoma B16F10 cells (C). 
            *Value of Pearson’s correlation coefficients is calculated by correlation option in data analysis tools using Tukey-Kramer multiple comparison test. significant at the 5 % levels of probability (p < 0.05). Wa; Wang-beot-na-mu, Bo; Bok-sa-na-mu, Hu; Huin-min-deul-re, Je; Jeo-meon-kae-mo-ma-il, Ji: Jjil-re-kkot, Ye; Yeon-kkot, Kk; Kkot-hyang-yu, Sa; San-gu-jeol-cho, Ga; Gam-guk, Gu; Guk-hwa.

          
          

          

        

      

      
        2. 항산화 효과
        꽃 10 종의 에탄올 추출물의 항산화 능력을 측정하기 위하여 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량과 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거능을 측정을 측정한 결과 꽃 10 종의 추출물 중에 총 폴리페놀 함량은 찔레꽃, 연꽃, 꽃향유 추출물에서 각각 224.1 ㎎/g, 177.4 ㎎/g, 91.6 ㎎/g으로 높았으며, 총 플라보이드 함량은 찔레꽃, 연꽃, 꽃향유, 산구절초 추출물에서 각각 109.0㎎/g, 87.4 ㎎/g, 84.3㎎/g, 79.9 ㎎/g으로 높은 수준을 나타내었다. DPPH 라디칼 소거능은 찔레꽃, 왕벚나무, 꽃향유, 연꽃이 우수하였는데 DPPH 라디칼 50% 소거활성 (SC50)이 양성대조군인 L-ascorbic acid는 37㎍/㎖을 나타낸 반면 찔레꽃, 왕벚나무, 꽃향유, 연꽃의 경우 각각 104.6㎍/㎖, 205.9㎍/㎖, 319.3㎍/㎖, 382.3㎍/㎖을 나타내었다. 종합적으로 항산화 지표인 총폴리페놀과 총플라보노이드 함량 및 DPPH 라디칼 소거능이 모두 우수한 소재는 찔레꽃, 연꽃, 꽃향유 추출물이었다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Total polyphenol, total flavonoid, and DPPH radical scavenging activity in ten kind of flower ethanol extracts.
          
          

        

        
          
            
              	Botanical name
              	Scientific name
              	Total polyphenol (㎎/g)
              	Total flavonoid (㎎/g)
              	DPPH (SC501) , ㎍/㎖)
            

          
          
            	Wang-beot-na-mu
            	Prunus yedoensis Matsum.
            	61.2±3.5
            	61.9±6.1
            	205.9±9.2*
          

          
            	Bok-sa-na-mu
            	Prunus persica (L.) Batsch
            	34.9±1.9
            	56.9±11.8
            	663.3±19.1*
          

          
            	Huin-min-deul-re
            	Taraxacum coreanum Nakai
            	41.1±3.9
            	59.0±1.4
            	435.4±2.8*
          

          
            	Jeo-meon-kae-mo-ma-il
            	Matricaria chamomilla L.
            	38.0±1.2
            	48.8±0.5
            	394.2±6.2*
          

          
            	Jjil-re-kkot
            	Rosa multiflora Thunb.
            	224.1±46.3
            	109.0±12.5
            	104.6±1.7*
          

          
            	Yeon-kkot
            	Nelumbo nucifera Gaertn.
            	177.4±2.9
            	87.4±7.1
            	382.3±3.2*
          

          
            	Kkot-hyang-yu
            	Elsholtzia splendens Nakai
            	91.6±3.2
            	84.3±6.2
            	319.3±16.7*
          

          
            	San-gu-jeol-cho
            	Dendranthema zawadskii (Herb.) Tzvelev
            	45.7±1.9
            	79.9±3.3
            	447.0±19.4*
          

          
            	Gam-guk
            	Dendranthema indicum (L.) Des Moul.
            	60.2±5.9
            	46.7±0.5
            	663.8±9.3*
          

          
            	Guk-hwa
            	Chrysanthemum morifolium Ramat.
            	43.2±13.4
            	70.2±7.5
            	462.4±10.0*
          

          
            	Ascorbic acid
            	
            	
            	
            	37.3±3.8
          

        

        
          
            *Value of Pearson’s correlation coefficients is calculated by correlation option in data analysis tools using Tukey-Kramer multiple comparison test. significant at the 5 % levels of probability (p < 0.05). Values are expressed as means ± SD (n = 3).
          

          
            1)SC50; half maximal scavenging concentration, SC50 values were calculated from regression lines using different concentrations in triplicate experiments.
          

        

        

        페놀 화합물과 플라보노이드 화합물은 다양한 식물계에 널리 분포되어 있는 대표적인 항산화 물질이며 (Kähkönen et al., 1999), 이들이 가진 phenolic hydroxyl(ㆍOH)기를 통한 수소공여와 페놀고리구조의 공명안정화에 의해 단백질 및 기타 거대 분자들과 쉽게 결합하여 항산화 및 항암 등의 다양한 생리작용을 나타낸다 (Kuhnau, 1976; Aruoma, 1994). 본 연구에서는 폴리페놀과 플라보노이드 함량이 높은 소재들이 DPPH 라디칼 소거능이 우수한 것으로 조사되었다.

        Yeo 등 (2014)은 찔레꽃의 꽃 부위에 대한 물 추출물과 80% 에탄올 추출물을 비교한 결과 에탄올 추출물보다 물 추출물에서 총 폴리페놀함량, 총 플라보이드 함량이 높았으며, DPPH 및 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) 라디칼 소거능이 우수하다고 보고하였다. 그리고 연꽃의 4 개 부위별 (꽃, 잎, 씨, 뿌리)를 80% 메탄올로 추출한 후 DPPH 라디칼 소거능과 총폴리페놀 함량을 조사한 결과, DPPH 라디칼 소거능은 꽃, 잎, 씨, 뿌리 순이었고 각각 59.3%, 47.8%, 42.1%, 21.9%의 소거능을 나타내었다고 하였으며 총 폴리페놀 함량 또한 꽃, 잎, 씨, 뿌리 순으로 높았고 각각 139.7㎎/g, 68.9㎎/g, 32.2㎎/g, 6.3㎎/g의 함량을 나타내었다고 보고한 바 있다 (Jang et al., 2019). 또한 국내 자생식물 135 종의 80% 에탄올 추출물에 대한 DPPH 라디칼 소거능을 측정한 결과 꽃향유 추출물이 94.84% 라디칼 소거능을 나타내어 135 종 중 항산화능력이 가장 우수하다고 보고된 바 있다 (Kim et al., 2014).

        또한, 흰민들레는 국화과 식물로 전 세계적으로 분포하고 있는 서양민들레와 비슷하지만 흰색 꽃이 피고, 잎이 서고, 끝에 돌기 및 털이 나있는 등 민들레와 다른 특징을 보이는 우리나라 대표 자생식물이다 (Choi et al., 2012). 흰민들레와 서양 민들레의 잎과 뿌리의 에탄올 추출물에 대한 항산화능력을 비교한 결과, 흰민들레 추출물에서 훨씬 높은 총폴리페놀함량, DPPH 라디칼 소거능 및 SOD activity를 나타내었다고 보고하였다 (Lee and Lee, 2008).

        구절초 꽃, 잎/줄기, 뿌리 부위별 메탄올 추출물에 대한 항산화 능력을 측정한 결과에서 꽃이 가장 높았고 다음으로 잎/줄기, 뿌리 순이었다고 보고하였고 (Chung and Jeon, 2011), 꽃향유의 경우 총플라보노이드 함량이 꽃, 잎, 줄기, 뿌리 순으로 높다고 보고된 바 있다 (Um and Kim, 2007).

      

      
        3. Phenolic compounds 분석
        꽃 10 종의 에탄올 추출물에 대한 페놀성 화합물을 검출하기 위하여 HPLC를 이용한 동시 다분석을 실시하였다. 19 종의 표준물질을 이용한 동시 다성분 분석 HPLC 크로마토그램은 Fig. 2A와 같다 (So et al., 2019).

        
          
          

          Fig. 2.  
				
          

          
            HPLC chromatogram of (A); 19 standard phenolic compounds (Refer to Table 1 for each number), (B); Wang-beot-na-mu, (C); Bok-sa-na-mu, (D); Huin-min-deul-re, (E); Jeo-meon-kae-mo-ma-il, (F); Jjil-re-kkot, (G); Yeon-kkot, (H); Kkot-hyang-yu, (I); San-gu-jeol-cho, (J); Gam-guk and (K); Guk-hwa flower ethanol extracts.
          
          

          

        

        19 종의 표준물질과 각 시료와 retention time (R.T.)와 UV spectrum를 비교 분석하여 각 시료의 검출 peak에 대해 표준물질과의 일치 여부를 확인하였고, 19 종 표준물질을 이용하여 혼합 표준원액 (stock solution)을 조재하고 이를 단계별로 희석하여 표준용액 (working solution)의 농도를 달리해 분석한 후 표준검량선을 작성하였으며 이들의 상관계수 (R2, correlation coefficient) 값들은 모두 0.997 이상으로 양호한 직선성을 보였다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3.  
				
          

          
            Calibration curve of (A); galic acid, (B); chlorogenic acid, (C); caffeic acid, (D); astragalin, (E); rosmarinic acid, (F); luteolin and (G); apigenin standard Phenolic Compounds used for HPLC analysis.
          
          

          

        

        꽃 10 종 phenolic compounds에 대한 동시 다분석 결과, 왕벚나무, 복사나무, 흰민들레, 저먼캐모마일, 꽃향유, 산구절초, 감국, 국화 추출물에서 retention time (RT) 20.1 분에 chlorogenic acid가 검출되었으며 꽃향유, 감국, 복사나무에서 20 ㎎/g 이상의 높은 함량을 보였다. 그리고 왕벚나무, 흰민들레 추출물에서는 R.T. 21.9 분에 caffeic acid가 검출되었고 복사나무, 찔레꽃, 연꽃 추출물에서 R.T. 28.6 분에 astragalin이 검출되었으며, 특히 astragalin은 찔레꽃에서 30 ㎎/g 이상의 높은 함량을 나타내었다. 또한 흰민들레와 산구절초 추출물에서는 R.T. 35.4 분에 luteolin, 찔레꽃 추출물에서는 R.T. 12.5 분에 gallic acid, 꽃향유 추출물에서는 R.T. 30.7 분에 rosmarinic acid, 산구절초와 국화 추출물에서 R.T. 39.2 분에 apigenin이 검출되었다 (Table 6, Fig. 2).

        
          Table 6. 
				
          

          
            Amount of phenolic compounds in ten kind of flower ethanol extracts.
          
          

        

        
          
            
              	Botanical name
              	Scientific name
              	Phenolic compound
              	Amount (㎎/g)
            

          
          
            	Wang-beot-na-mu
            	Prunus yedoensis Matsum.
            	Chlorogenic acid
            	19.60±1.45
          

          
            	Wang-beot-na-mu
            	Prunus yedoensis Matsum.
            	Caffeic acid
            	2.67±0.28
          

          
            	Bok-sa-na-mu
            	Prunus persica (L.) Batsch
            	Chlorogenic acid
            	21.06±3.10
          

          
            	Bok-sa-na-mu
            	Prunus persica (L.) Batsch
            	Astragalin
            	5.94±1.33
          

          
            	Huin-min-deul-re
            	Taraxacum coreanum Nakai
            	Chlorogenic acid
            	8.33±1.88
          

          
            	Huin-min-deul-re
            	Taraxacum coreanum Nakai
            	Luteolin
            	2.04±0.39
          

          
            	Huin-min-deul-re
            	Taraxacum coreanum Nakai
            	Caffeic acid
            	1.13±0.10
          

          
            	Jeo-meon-kae-mo-ma-il
            	Matricaria chamomilla L.
            	Chlorogenic acid
            	9.96±1.04
          

          
            	Jjil-re-kkot
            	Rosa multiflora Thunb.
            	Astragalin
            	33.63±3.46
          

          
            	Jjil-re-kkot
            	Rosa multiflora Thunb.
            	Gallic acid
            	3.47±0.59
          

          
            	Yeon-kkot
            	Nelumbo nucifera Gaertn.
            	Astragalin
            	2.90±0.65
          

          
            	Kkot-hyang-yu
            	Elsholtzia splendens Nakai
            	Chlorogenic acid
            	30.87±5.15
          

          
            	Kkot-hyang-yu
            	Elsholtzia splendens Nakai
            	Rosmarinic acid
            	18.23±1.89
          

          
            	San-gu-jeol-cho
            	Dendranthema zawadskii (Herb.) Tzvelev
            	Chlorogenic acid
            	10.29±1.44
          

          
            	San-gu-jeol-cho
            	Dendranthema zawadskii (Herb.) Tzvelev
            	Apigenin
            	5.47±1.09
          

          
            	San-gu-jeol-cho
            	Dendranthema zawadskii (Herb.) Tzvelev
            	Luteolin
            	5.26±0.49
          

          
            	Gam-guk
            	Dendranthema indicum (L.) Des Moul.
            	Chlorogenic acid
            	25.93±1.01
          

          
            	Guk-hwa
            	Chrysanthemum morifolium Ramat.
            	Chlorogenic acid
            	11.78±1.87
          

          
            	Guk-hwa
            	Chrysanthemum morifolium Ramat.
            	Apigenin
            	0.74±0.03
          

        

        
          
            Values are expressed as means ± SD (n = 3).
          

        

        

        복사나무 꽃은 chlorogenic acid, kaempferol 및 quercetin 유도체 성분은 함유하고 있다고 알려져 있으며 (Song et al., 2019), 흰민들레는 chlorogenic acid, caffeic acid, luteolin, chicoric acid, inulin, taraxacin 및 cartenoids 성분 등이 함유되어 있다고 보고된바 있다 (Mo, 2019). 그리고 저먼캐모마일은 herniarin, coumarin, chlorogenic acid, caffeic acid, apigenin, luteolin, quercetin, rutin 및 naringenin 성분들을 포함하며 (Singh et al., 2011), 찔레꽃은 astragalin과 gallic acid를 함유한다고 알려져 있다 (Kim et al., 2018b). 연꽃의 경우 다양한 부위에서 astragalin과 hyperoside를 함유한다고 알려져 있으며 (Jung et al., 2014), 꽃향유는 apigenin, luteolin 및 rosmarinic acid를 (Peng et al., 2014), 산구절초와 감국은 chlorogenic acid를 (Debnath et al., 2013; Kim et al., 2017), 국화는 chlorogenic acid와 apigenin을 함유하는 것으로 보고된 바 있다 (Gong et al., 2019).

        페놀성 물질은 크게 phenolic acids, courmarins, flavonoids, tannins 그룹으로 분류 되는데 (Robbins and Bean, 2004), 10 종의 꽃 추출물에서는 동시분석에 이용한 19 종의 phenolic compounds 중 7 가지가 검출되었다. 이 중 chlorogenic acid는 찔레꽃과 연꽃 추출물을 제외한 나머지 8 개 꽃 추출물에서 검출되었다. Chlorogemic acid와 gallic acid는 항산화, 미백, 주름, 보습 효과가 있다고 알려져 있으며 (Park et al., 2003; Asnaashari et al., 2014, ; Hwang et al., 2014; Li et al., 2014; Cho et al., 2017), caffeic acid는 항산화, 주름, 보습개선에 효과를 나타내며 (Park et al., 2003; Lima et al., 2016; Pluemsamran et al., 2012), astragalin은 항산화, 미백에 효과가 있다고 알려져 있다 (Choi et al., 2013; Jung et al., 2014). 그리고 luteolin은 항산화, 미백, 주름 효과가 있고 (Kasala et al., 2016; Choi et al., 2008; Lim et al., 2013), rosmarinic acid는 항산화, 미백, 보습 효과가 있다고 보고된 바 있으며 (Oliveira et al., 2013; Muhit et al., 2016; Adomako-Bonsu et al., 2017), apigenin은 항산화와 주름 형성에도 효과가 있다고 보고되어 있다 (Madunić et al., 2018; Hwang et al., 2011).

      

      
        4. 미백 효과
        피부 표피의 기저층에 존재하는 melanocytes는 melanin 합성 조절 및 인접한 keratinocytes로의 전달 조절을 통해 피부의 색상을 결정한다고 알려져 있다 (Lin and Fisher, 2007). 또한, 사람의 피부에서 melanin 색소는 햇빛에 포함된 자외선 조사 및 환경내의 다양한 산화적 스트레스 요인으로부터 피부 손상을 방어하는 중요한 역할을 담당하고 있다 (Costin and Hearing, 2007; Lin and Fisher, 2007).

        Melanin 생성은 복잡한 기전에 의해 조절되는 과정으로서, melanocyte 내부에 존재하는 melanosome 안에서 이루어진다 (Simon et al., 2009). Melanocytes에서 melanin 생성 과정의 첫 단계는 melanosome안에서 tyrosine이 tyrosinase 효소에 의해 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA), DOPA quinone, DOPA chrome으로 전환되는 반응이다. 그 다음 과정으로 tyrosinase related protein-1 (TRP-1)과 tyrosinase related protein-2 (TRP-2)에 의해 melanin 합성이 이루어지며, 최종적으로 melanosome에서 합성된 melanin은 keratinocyte로 이동하여 피부색을 나타내게 된다 (Correia et al., 2018).

        꽃 10 종의 에탄올 추출물의 미백 효과를 측정하기 위하여 흑색종 세포인 B16F10 세포에서 melanin 합성능과 tyrosinase 활성 억제능을 측정하였다. Melanin 합성능의 경우 melanogenesis를 유도하는 α-MSH를 처리하였을 때 α-MSH 처리구는 대조군에 비해 2.6 배 증가한 반면 α-MSH와 꽃 10 종 추출물을 동시에 처리한 결과, α-MSH를 단독으로 처리한 군과 비교하였을 때 양성대조군인 rucinol은 melanin 생성억제율이 약 67%를 나타내었고 연꽃, 찔레꽃, 산구절초 추출물을 처리한 경우 각각 71%, 66%, 49% melanin 생성을 억제율을 나타내어 억제효과가 우수하였다 (Fig. 4A). 또한, tyrosinase 활성 억제효과의 경우 α-MSH를 처리하였을 때 대조군에 비해 2.2 배 증가하였으나, α-MSH와 꽃 10 종 추출물을 동시에 처리한 결과, α-MSH를 단독으로 처리한 군과 비교하였을 때 양성대조군인 rucinol은 tyrosinase 활성을 57% 억제하였고 산구절초, 찔레꽃, 연꽃 추출물을 처리한 경우 각각 61%, 59%, 41% 수준으로 tyrosinase 활성을 억제하였다 (Fig. 4B). 결과적으로 melanin 합성과 tyrosinase 활성억제가 우수한 소재는 연꽃, 찔레꽃, 산구절초 추출물이었다.

        
          
          

          Fig. 4.  
				
          

          
            Melanin synthesis (A) and tyrosinase activity (B) in ten kind of flower ethanol extracts.
            Value of Pearson’s correlation coefficients is calculated by correlation option in data analysis tools using Tukey-Kramer multiple comparison test. significant at the 5 % levels of probability (*, # p < 0.05). CTL; control, α-MSH; α-melanocyte-stimulating hormone, RU; rucinol, Wa; Wang-beot-na-mu, Bo; Bok-sa-na-mu, Hu; Huin-min-deul-re, Je; Jeo-meon-kae-mo-ma-il, Ji; Jjil-re-kkot, Ye; Yeon-kkot, Kk; Kkot-hyang-yu, Sa; San-gu-jeol-cho, Ga; Gam-guk, Gu; Guk-hwa.

          
          

          

        

        Ha 등 (2009)은 찔레꽃 잎과 뿌리의 에탄올 추출물에 대한 mealnin 합성억제와 tyrosinase 활성억제를 조사한 결과 200 ㎍/㎖의 농도에서 melanin 합성을 30% - 32% 억제하며, tyrosinase 활성을 20% - 25% 억제한다고 보고되었으며 구절초 꽃의 물 추출물 100㎍/㎖의 농도에서 melanin 생성을 16.7% 억제한다고 보고하였다 (You and Moon, 2016). Nakamura 등 (2013)은 연꽃의 꽃봉오리와 잎의 메탄올 추출물로부터 분리한 alkaloids 성분인 nuciferine, N-methylasimilobine 성분들이 tyrosinase, TRP-1, TRP-2 mRNA를 억제함으로써 melanogenesis을 억제한다고 보고하였다. 또한, 연꽃의 꽃, 뿌리, 씨, 꽃받침에 포함되어 있는 hyperoside와 astragalin 성분이 melanin 합성과 tyrosinase 활성억제를 한다고 보고된 바 있으며 (Jung et al., 2014) 연꽃의 꽃, 잎, 씨 부위의 물 추출물이 DOPA-oxidase 억제효과가 있다고 보고된바 있다 (Kim et al., 2011b).

      

      
        5. 주름 개선 효과
        피부가 노화하거나 자외선에 노출되면 피부섬유아세포에서 collagen과 elastin이 감소하게 돼 피부의 주름을 형성하고 피부탄력의 저하를 일으킴은 물론 다양한 염증을 유발시켜 피부를 손상시킨다 (Zhang and Duan, 2018). 그리고 노화나 자외선 노출에 의해 콜라겐이 분해되는데, 다양한 콜라겐분해 효소 중 가장 중요한 역할을 하는 것이 MMP-1 효소이다. MMP-1은 세포 사이에 존재하는 주요 콜라겐 분해효소로 피부에 가장 많이 존재하는 1 형과 3 형의 섬유성 콜라겐을 분해하기 때문에 그 영향력이 가장 크다고 볼 수 있다 (Kwak and Yang, 2016). 또한, elastin은 피부 및 혈관의 연결조직을 구성하는 중요한 요소이며 세포조직의 탄성력을 갖게 하는 단백질로써 elastase에 의해 분해된다 (Uitto et al., 2013). 그리고 elastin이 elastase에 의해 분해되어 피부의 그물망 구조 결합이 끊어지므로 elastase가 주름 생성에 작용하는 주요한 효소로 알려져 있다 (Mauviel et al., 1994).

        꽃 10 종의 에탄올 추출물에 의한 주름개선 효과를 측정하기 위하여 elastase 활성억제와 피부섬유아세포인 HS27 세포에서 MMP-1 발현 감소 정도를 측정하였다. 꽃 10 종의 에탄올 추출물 중 elastase 활성 억제는 연꽃 추출물이 51%로 가장 우수하였고, 양성대조군인 urosolic acid는 55%의 elastase 억제효과를 나타내었다 (Fig. 5A). 그리고 콜라겐분해효소인 MMP-1의 발현은 연꽃, 찔레꽃, 흰민들레꽃, 산구절초꽃, 감국 추출물이 각각 97%, 73%, 62%, 55%, 41%로 우수한 억제 효과를 나타내었다. 양성대조군인 retinyl palmitate는 72%의 MMP-1 억제효과를 나타내었다 (Fig. 5B). 결과적으로 elastase 활성과 MMP-1 활성억제가 우수한 소재는 연꽃, 찔레꽃 에탄올 추출물이었다.

        
          
          

          Fig. 5.  
				
          

          
            Elastase inhibition(A) and MMP-1 activity (B) in ten kind of flower ethanol extracts.
            Value of Pearson’s correlation coefficients is calculated by correlation option in data analysis tools using Tukey-Kramer multiple comparison test. significant at the 5 % levels of probability (*p < 0.05). CTL; control, U.A; ursolic acid, R.P; retinyl palmitate; Wa; Wang-beot-na-mu, Bo; Bok-sa-na-mu, Hu; Huin-min-deul-re, Je; Jeo-meon-kae-mo-ma-il, Ji; Jjil-re-kkot, Ye; Yeon-kkot, Kk; Kkot-hyang-yu, Sa; San-gu-jeol-cho, Ga; Gam-guk, Gu; Guk-hwa.

          
          

          

        

        Park 등 (2016)은 연꽃잎의 dichloromethy 추출물이 UVB 자극에 의한 IL-6, IL-8, MCP3와 같은 cytokine들을 조절함으로써 주름을 예방한다고 보고하였다. 그리고 연꽃의 꽃, 잎, 씨 부위의 물 추출물이 elastase 활성억제 효과가 있다고 보고된 바 있다 (Kim et al., 2011b). 찔레꽃의 꽃 부위에 대한 주름 개선효과는 보고된 바 없으나 찔레꽃의 열매인 영실 메탄올 추출물이 UVB 자극에 의한 AP-1 전사인자의 억제를 통해 MMPs의 발현을 억제함으로써 콜라겐분해를 억제할 뿐 아니라 콜라겐 type 1과 4의 발현을 촉진함으로써 주름 개선 효과가 있다고 보고한 바 있다 (Park et al., 2015).

      

      
        6. 보습효과
        피부보습을 유지하는 히알루론산은 표피의 기저층과 유극층에서 활발한 합성이 일어나고 HAS에 의해 생성이 되는데 HAS1과 HAS2는 fibroblast에서 HAS3는 keratinocyte에서 과발현된다고 알려져 있다 (Saito et al., 2011).

        꽃 10 종의 에탄올 추출물의 보습 효과를 측정하기 위하여 피부각질세포인 HaCaT 세포에서 히알루론산 생성효소 (hyaluronan synthase, HAS)인 HAS-2와 HAS-3 mRNA의 발현량을 측정하였다. HAS-2 mRNA의 발현은 흰민들레, 복사나무, 산구절초, 꽃향 추출물이 대조군에 비해 2 배 이상 증가하였으며, 각각 10.1, 2.7, 2.5, 2.2 배 증가하였다 (Fig. 6A). 그리고 HAS-3 mRNA 발현은 흰민들레, 국화, 감국, 저먼캐모마일, 산구절초, 꽃향유 추출물이 대조군에 비해 2 배 이상 증가하였고, 각각 8.0, 4.0, 3.5, 3.4, 2.5, 2.2 배 증가하였다 (Fig. 6B). 양성대조군인 ATRA는 HAS-2와 HAS-3 mRNA의 발현을 각각 8.7, 7.8 배 증가시켰다. 종합적으로 히알루론산 생성유전자인 HAS-2와 HAS-3 mRNA의 발현이 높은 소재는 흰민들레, 산구절초, 꽃향유 추출물이었다.

        
          
          

          Fig. 6.  
				
          

          
            Expression of HAS-2 (A) and HAS-3 (B) mRNA in ten kind of flower ethanol extracts.
            Value of Pearson’s correlation coefficients is calculated by correlation option in data analysis tools using Tukey-Kramer multiple comparison test. significant at the 5 % levels of probability (*p < 0.05). CTL; control, ATRA; all-trans retinoic acid, Wa; Wang-beot-na-mu, Bo; Bok-sa-na-mu, Hu; Huin-min-deul-re, Je; Jeo-meon-kae-mo-ma-il, Ji; Jjil-re-kkot, Ye; Yeon-kkot, Kk; Kkot-hyang-yu, Sa; San-gu-jeol-cho, Ga; Gam-guk, Gu; Guk-hwa.

          
          

          

        

        따라서 본 연구 결과를 통하여 흰민들레, 산구절초, 꽃향유 추출물이 피부각질세포의 히알루론산 합성 효소를 증가시켜 히알루론산의 생성에 도움을 줄 것으로 여겨진다.

      

      
        7. 항산화, 미백, 주름, 보습 상관관계 분석
        꽃 10 종의 에탄올 추출물에 대한 항산화, 미백, 주름, 보습 효능에 대한 상관관계를 분석하기 위하여 각각의 효능에 대한 상관 관계분석을 실시한 결과 항산화와 미백, 항산화와 주름, 미백과 주름 간에 상관관계가 있는 것으로 조사되었다.

        세부적인 항목 첫 번째로 폴리페놀과 플라보노이드, melanin, elastase 및 MMP-1 간의 상관관계, 두 번째로 총 플라보노이드와 DPPH, melanin, elastase, MMP-1간의 상관관계, 세 번째로 melanin과 tyrosinase와 MMP-1간의 상관관계, 그리고 네 번째로 HAS-2와 HAS-3간의 상관관계가 있는 것으로 조사되었다 (Table 7).

        
          Table 7. 
				
          

          
            Correlation analysis between antioxidant, melanogenesis, wrinkle, and moisturizing effects.
          
          

        

        
          
            
              	Function
              	Polyphenol
              	Flavonoid
              	DPPH
              	Melanin
              	Tyrosinase
              	Elastase
              	MMP-1
              	HAS-2
              	HAS-3
            

          
          
            	Polyphenol
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
          

          
            	Flavonoid
            	0.69*
            	-
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
          

          
            	DPPH
            	0.38
            	0.45*
            	-
            	
            	
            	
            	
            	
            	
          

          
            	Melanin
            	0.47*
            	0.35*
            	0.03
            	-
            	
            	
            	
            	
            	
          

          
            	Tyrosinase
            	0.21
            	0.25
            	0.02
            	0.64*
            	-
            	
            	
            	
            	
          

          
            	Elastase
            	0.44*
            	0.57*
            	0.14
            	0.18
            	0.09
            	-
            	
            	
            	
          

          
            	MMP-1
            	0.56*
            	0.44*
            	0.13
            	0.45*
            	0.13
            	0.38
            	-
            	
            	
          

          
            	HAS-2
            	0.13
            	0.07
            	0.05
            	0.04
            	0.15
            	0.15
            	0.00
            	-
            	
          

          
            	HAS-3
            	0.21
            	0.17
            	0.08
            	0.13
            	0.14
            	0.20
            	0.01
            	0.76*
            	-
          

        

        
          
            *Value of Pearson’s correlation coefficients is calculated by correlation option in data analysis tools using Tukey-Kramer multiple comparison test. significant at the 5 % levels of probability (p < 0.05).
          

        

        

        이상의 결과의 결과를 종합해보면 꽃 10 종의 에탄올 추출물에 대한 항산화, 미백, 주름, 보습 개선효과를 측정한 결과, 항산화 능력은 찔레꽃, 연꽃, 꽃향유가 우수하며, 미백효과는 연꽃, 찔레꽃, 산구절초가 우수, 주름개선은 연꽃, 찔레꽃이 우수, 보습개선효과는 흰민들레, 산구절초, 꽃향유가 우수한 것으로 나타났다. 전체적으로 꽃 10 종 중에 5 종에 해당하는 찔레꽃, 연꽃, 산구절초, 꽃향유, 흰민들레가 화장품소재로써 우수한 효과를 나타내었다. 특히, 세 가지 기능 이상의 다기능소재는 찔레, 연꽃이었으며 항산화와 미백, 주름 그리고 미백과 주름 간에 상관관계가 있는 것으로 조사되었다. 또한, 10 종의 꽃 추출물에서 7 가지 (chlorogenic acid, gallic acid, caffeic acid, astragalin, luteolin, rosmaric acid, and apigenin)의 페놀성 화합물이 검출되었다.

        결론적으로, 꽃 10 종의 에탄올 추출물에서 세 가지 이상의 다양한 기능을 가지는 다기능소재가 2 종 발굴되었고, 두 가지 이상의 기능을 가지는 소재는 2 종, 단일 기능성 소재는 1 종으로 절반에 해당하는 5 종이 기능성 화장품 소재로서 높은 가능성을 나타냈다. 꽃 10 종의 에탄올 추출물 중 5 종이라는 괄목한 만한 성과를 통하여 볼 때, 앞으로도 남원·지리산권 자원식물에서 기능성 화장품 소재로서의 가능성을 높게 평가할 수 있을 것이다. 따라서 추후에도 남원·지리산권 자원식물을 활용한 천연유래 화장품소재개발을 통해 자생 식물을 활용한 화장품 원료의 국산화에 도움이 되고자 한다.
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