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            초록
          
        

        
          
            Background
            The safflower flower (Carthamus tinctorius) contains many bioactive substances and natural pigments. This study aimed to develop a safe and effective functional cosmetic material by comparing the antioxidant and anti-wrinkle effects of C. tinctorius flower ethanol extract (CTE) and hot water extract (CTW).

          

          
            Methods and Results
            First, the content of hydroxysafflor yellow A in CTE and CTW was determined. Subsequently, a cell-free system was used to examine the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity of CTE and CTW. Furthermore, the effects of CTE and CTW on elastase and matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) were determined through enzymatic analysis or real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) in human dermal fibroblast (HDF) cells. The wound closure effect of CTW was also measured using the scratching assay in keratinocyte HaCaT cells. The DPPH scavenging activity of CTE was slightly higher than that of CTW. Regarding wrinkle formation, CTE unexpectedly increased MMP-1 and had no effect on elastase activity except at 1,000 ㎍/㎖ of CTE. In contrast, CTW inhibited both elastase activity and MMP-1 expression. CTW also showed a considerable increase in wound closure rate in the scratching assay.

          

          
            Conclusions
            In conclusion, CTW containing the natural pigment hydroxysafflor yellow A is an effective substance for wrinkle treatment and wound healing for skin aging.
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      서 언
      피부는 신체의 외부환경과 내부 장기 사이의 물리적 장벽으로, 외부 자극의 방어, 물질의 흡수 및 체온 조절 등의 생체 주요 기능을 한다. 피부는 상피, 진피, 피하지방층으로 구성되어 있는데, 피부의 가장 최외층인 상피층에는 각질세포가 존재하며 화학적, 물리적 및 생물학적 외부자극에 대한 방어 역할을 하고, 진피층에는 섬유아세포가 있어서 collagen, fibronectin, elastin, glycan과 같은 기질 내 matrix 단백질을 합성 및 분비하여 피부 주름 발생의 주요 인자로 작용한다 (Brenneisen et al., 2002).

      노화가 진행되면 피부는 얇고, 평평해지고, 건조해지며 외부 자극 노출에 약해진다. 또한, 주름이 발생하고 피부 부속기와 그 기능이 감소되어 외부 자극에 의한 상처 치유 (wound healing)가 지연되기도 한다 (Yaar and Gilchrest, 2007). 자외선 노출과 같은 자극에서도 자유라디컬의 생성과 matrix metalloproteinase (MMP)의 과발현이 광노화 (photoaging)를 촉진시키고, 주름 형성, 피부구조변화, 상처 치유 지연 등이 노화 유발의 주요 작용 기작으로 인식되고 있다 (Tsukahara et al., 2001).

      잇꽃 (Carthamus tinctorius L.)은 국화과 (compositae)에 속하는 한해살이 식물로 생약명을 홍화 (紅花)꽃 이라고도 하며, 꽃잎을 말려서 약용으로 사용한다. 이명으로 홍람 (紅藍), 아시꽃, 연지꽃, 잇나물이라고 불리고 영명으로는 safflower라고도 한다. 잇꽃은 채집이 용이하고 중국, 인도, 남유럽, 북아메리카 등 널리 퍼져 있으며 생물학적 활성이 탁월하여 세계 여러 지역에서 식용과 의약으로 사용되고 있는 인기 있는 식물이다 (Lee, 1980).

      최근 연구에서도 잇꽃은 심혈관, 뇌혈관질환, 혈액 정체 및 골다공증 등의 다양한 질병 치료에 대한 효능이 검증되고 있고, 항산화, 진통, 항염 및 항당뇨 활성이 보고되고 있어 기능성 소재로써 잇꽃의 개발 가능성은 높이 평가되고 있다 (Kim et al., 2004).

      홍화씨 오일 (safflower oil)은 잇꽃 식물의 씨앗을 압착해서 얻은 오일로 홍화씨 오일에는 불포화지방산 linoleic acid가 80% 이상 함유되어 있고, 그 외 oleic acid 12%, palmitic acid 7% stearic acid 3% 등과 미네랄 성분이 있다. 홍화씨 오일의 linoleic acid는 콜레스테롤 억제 효과가 높아서 동맥경화증, 고지혈증, 고혈압 등 심혈관계 질환 치료에 사용되며, 골다공증, 관절염 등의 치료에 기능성 원료로 사용되기도 한다 (Watkins and Seifert, 2000).

      홍화씨의 성분연구로는 홍화씨에서 분리되어진 세로토닌 유도체 (serotonin derivatives)가 분리되어 다양한 생리활성 연구가 진행된 바, N-feruloylserotonin에서 항산화 활성이 측정되었고 (Beak et al., 1999), N-(p-coumaroyl)serotonin에서 항산화 및 항염증 효과가 확인되었으며 (Takii et al., 1999), tyrosinase 억제에 의한 미백효과가 보고되었다 (Roh et al., 2004). 또한, 뼈 형성을 촉진함으로써 갱년기 여성의 골다공증을 예방할 수 있음이 세포 및 동물 실험을 통해 제시되었고 (Kim et al., 2002), 그 외에도 혈소판 응집을 억제하여 항응혈 효과가 있다고 보고하였으며 (Yun-Choi et al., 1986), 고혈압, 동맥경화증, 신경통, 혈액순환에도 효과적일 수 있다고 보고되고 있다 (Kim et al., 2000b).

      잇꽃의 꽃은 적색을 나타내는 carthamin과 황색을 나타내는 safflower yellow 색소 성분을 포함하고 있으며 (Bujak et al., 2022), 실제 잇꽃은 전통적으로 염료 식물로 사용되었으며, 혈행 증진과 산후질환 개선에 이용되어왔다. 잇꽃의 주성분으로 알려진 hydroxysafflor yellow A는 수용성 화합물 중 하나로 우수한 약리 활성이 보고되면서 심혈관 개선, 신경 보호 (Ren et al., 2022), 간 (Zhang et al., 2011) 및 폐 보호 (Li et al., 2016), 항암, 비만, 당뇨병 등의 대사 조절 (Adamska and Biernacka, 2021) 등 의학적 용도가 높아 다양한 질환 치료에 이용되고 있다 (Ao et al., 2018).

      중국에서는 hydroxysafflor yellow A를 80% 정도 함유한 잇꽃 황색 주사액이 중국식품의약청 (China State Food and Drug)의 승인을 받아 협심증과 같은 심장질환 치료에 의약품으로 처방되고 있다 (Adamska and Biernacka, 2021). 또한, hydroxysafflor yellow A 개발에 이어서 잇꽃의 수성 성분에서 hydroxysafflor yellow B와 C가 분리되면서 산화적 손상에 대한 심근세포의 보호와 심혈관계 질환 개선 효능 평가에 관한 연구가 진행되고 있다 (Yue et al., 2014).

      잇꽃은 추출 용매에 따라 성분이 다양하게 분포하는 특징을 나타내는 바, 황색 색소 safflower yellow는 수용성 성분으로 물로 추출되지만, 적색 색소 carthamin은 물에 녹지 않는 알칼리액 수용액으로 추출된다. 실제로 전통 혼례 시 신부가 바르는 연지는 추출 용매에 따라 색소가 다르게 추출되는 점을 이용하여 불용성 적색 색소만을 추출하여 만들었다고 보고하기도 하였다 (Kim and Paik, 1997).

      Zhao 등 (2009b)은 잇꽃 불용성 분획물이 모노아민 수송체 (monoamine transporters) 활성 조절을 통해 세로토닌 수송체 (serotonin transporter, 5-hydroxytryptamine transporter)에 대한 억제 기능을 하며 신경장애 조절물질로 뇌 허혈성 질환과 우울증 치료에 잠재성이 있다고 보고하였으며, 잇꽃 불용성 분획물에서 N1,N5-(Z)-N10-(E)-tri-p-coumaroylspermidine 성분을 분리하여 새로운 세로토닌 수송체 억제제로의 우울증 치료제 개발 가능성을 제시한 바 있다 (Zhao et al., 2009a).

      잇꽃을 대상으로 유기용매를 달리하여 추출한 추출물의 효능연구에 있어, 에탄올이나 메탄올과 같이 극성이 높은 용매로 추출한 경우, 추출물 전체의 폴리페놀 함량과 항산화 효과가 높았다고 보고하였다 (Salem et al., 2011). 또한, 추출 대상이 종자인지 꽃 자체인지에 따라 효능 차이가 나는 것으로 보고되고 있는데, 홍화씨 메탄올 추출물과 열수 추출물의 폴리페놀의 함량은 메탄올 추출물이 열수 추출물에 비해 총폴리페놀 함량이 2.0 배 더 높았으나 (Kim et al., 2000a), 잇꽃의 경우는 열수 추출물이 메탄올 추출물보다 총폴리페놀량이 1.5 배 더 높았다고 보고되고 있다 (Park and Park, 2003). 또한 Kim 등 (2000a)은 잇꽃의 경우 열수 추출물이 메탄올 추출물보다 DPPH 자유라디컬 소거능이 우수했고, 생체막 지질 과산화 억제 효과도 열수 추출물에서 더 높게 나타났다고 보고하였다. 이는 잇꽃 추출물에 함유된 성분이 꽃과 씨 등 부위별로 다양하고, 동일 부위라도 추출 용매에 따라 추출물의 효능과 성분이 크게 다르게 나타날 수 있음을 의미한다.

      잇꽃의 꽃과 씨에 대한 다양한 효능에 관한 연구 중, Kim 등 (2004)은 홍화씨 탈지 유박의 70% 에탄올 추출물에서 procollagen 합성증가와 elastase 활성 저해 효과를 통해 주름 개선 효능을 제시한 바 있다. 그러나 hydroxysafflor yellow A와 같은 수용성 유효성분을 많이 함유하고 있으며, 총폴리페놀 함량이 높은 잇꽃에서는 피부의 주름 개선 및 항노화에 대한 연구가 많이 이루어지지 않았다.

      따라서 본 연구에서는 잇꽃에는 더 우수한 효능의 수용성 성분이 함유되어 있다는 가설을 가지고, 안전성을 확보한 열수 추출 방법을 이용하여 잇꽃 열수 추출물의 항산화 효과와 주름 개선 효과를 100% 에탄올 추출물과 비교 연구함으로써 잇꽃 추출물을 기능성 원료로 사용할 수 있는 추출 방법을 결정하고자 하였다. 또한, 주름 개선 효과와 함께 피부노화와 관련 있는 상처치유 효과를 확인하기 위하여 긁힘 손상에 대한 각질세포의 이동과 피부 닫힘 효과를 연구함으로써 잇꽃 열수 추출물이 화장품 소재로써 천연색소뿐만 아니라 주름 개선과 상처 치유의 촉진제로서 피부 항노화 소재로의 개발 가능성을 제시하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        잇꽃 (C. tinctorius)은 2020년 서울시 경동시장에서 구입한 후 ㈜한국생명과학연구소에서 식물형태학적 검증을 거쳐 암소에 보관한 뒤 사용하였다. 잇꽃은 증류수로 세척하여 건조한 뒤 분쇄하여 제조하였다.

        잇꽃 에탄올 추출물의 제조는 잇꽃 10 g에 100% 에탄올 200 ㎖을 가하여, 80℃의 수조에서 6 시간 동안 추출하였다. 잇꽃 열수 추출물의 제조는 잇꽃 10 g에 증류수 200 ㎖을 가하여, 100℃에서 6 시간 동안 추출하였다.

        잇꽃의 에탄올 및 열수 추출물은 여과지 (No. 1, Whatman International Ltd., Leicestershire, England)를 사용하여 침전물을 제거하고 여과된 추출물은 감압농축기 (400 series, Eyela, Tokyo, Japan)로 농축시킨 후 동결건조기 (FD 5510 SPT, IlsinBioBase Co., Ltd., Dongducheon, Korea)를 이용하여 건조한 다음 -20℃에 냉동 보관하며 시료로 사용하였다. 잇꽃의 에탄올 (CTE) 또는 열수 추출물 (CTW)의 수율은 각각 14.9%, 28.7%로 확인되었다.

      

      
        2. 시약
        본 실험에 사용한 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)과 phosphate buffer saline (PBS)는 Welgene (Daegu, Korea)에서, fetal bovine serum (FBS)과 penicillin/streptomycin은 각각 GenDEPOT (Katy, TX, USA)과 Gibco (Grand Island, NY, USA)에서 구입하여 사용하였다.

        Hydroxysafflor yellow A의 표준시약은 MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)에서 구매하여 사용하였다. Dimethylsulfoxide (DMSO), ascorbic acid, 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate (DPPH), ursolic acid, elastase, N-succinyl-tri-alanyl-p-nitroanilide (STANA), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-trazolium bromide (MTT)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. 그 외 언급하지 않은 시약들은 모두 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        3. HPLC 분석 조건 및 hydroxysafflor yellow A 함량 분석
        잇꽃 추출물에 대한 hydroxysafflor yellow A의 함량 분석은 Waters 600 HPLC (Milford, MA, USA)를 사용하여 수행하였다. 각각의 동결 건조된 잇꽃 에탄올 추출물 (CTE) 및 열수 추출물 (CTW) 시료 10 ㎎에 메탄올 1 ㎖을 가하여 녹인 것을 100 ㎕를 취하여 증류수 900 ㎕로 희석하여 이를 30 분간 초음파 추출하였다. 이후 추출액을 5,000 rpm으로 10 분간 원심분리한 뒤, 상등액을 0.45 ㎛ syringe filter (Whatman Inc., Maidstone, England)를 이용하여 여과하고, 시료 20 ㎕를 HPLC에 주입하여 1.0 ㎖/min의 유속으로 분석하였다.

        이동상으로 A 용매는 0.1% trifluoroacetic acid (TFA)가 함유된 water를, B 용매는 0.1% TFA가 함유된 acetonitrile을 86 : 14 (v/v) 비율로 혼합하여 사용하였다. Column은 Phenomenex사의 Luna C18 (250㎜ ×4.6㎜, 5㎛, Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA)을 사용하였으며, isocratic elution 방법으로 흡광도 393 ㎚에서 분석하였다.

      

      
        4. 세포배양
        Human dermal fibroblast (HDF)는 Gibco (Grand Island, NY, USA)에서, human keratinocyte (HaCaT)은 Cell Lines Service (CLS, Eppelheim, Baden-Wurttemberg, Germany)에서 분양받아 실험에 사용하였다.

        HDF 및 HaCaT 세포는 모두 Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM)에 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycin을 첨가한 배지를 사용하였다.

      

      
        5. 세포 생존율 측정
        잇꽃 추출물의 HDF 세포와 HaCaT 세포에 독성이 나타나는 농도를 확인하기 위해 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 분석법을 이용하여 확인하였다.

        96-well plate에 HDF 및 HaCaT 세포를 1×104 cells/well의 세포수로 부착한 후, 잇꽃 추출물 CTE와 CTW를 100, 125, 250, 500, 1,000 ㎍/㎖로 처리하여 24 시간 동안 배양하였다. 5 ㎎/㎖의 MTT를 첨가하고 3 시간에서 4 시간 동안 반응한 후 상등액을 제거하였다.

        형성된 formazan을 DMSO 200 ㎕에 녹이고 microplate reader VICTOR X3 (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 대조군과 비교하여 흡광도의 백분율로 표시하였다.

      

      
        6. DPPH radical 소거활성 측정
        96-well plate에 농도별로 희석한 잇꽃 추출물의 시료 100 ㎕, 99% ethyl alcohol 100 ㎕, 0.4 mM DPPH 100 ㎕를 넣고 상온 암실에서 30 분 동안 방치시킨 후 microplate reader VICTOR X3 (Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. DPPH radical 소거활성은 대조군과 실험군의 흡광도 차이를 백분율로 산출하였으며, DPPH radical을 50% 저해하는 농도인 IC50 (half-maximal inhibitory concentration)을 다음과 같이 산출하였다.
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        7. Elastase 활성 억제 효과
        96-well plate에 농도별로 희석한 잇꽃 추출물의 시료 10 ㎕ 넣고, 0.2 M Tris-HCl 완충액 (pH 8.0)에 녹인 1.5 U/㎖ 효소액 elastase 88 ㎕와 기질인 STANA (N-succinyl-trialanyl-p-nitroanilide, 50 mM)액을 2 ㎕ 첨가하였다. 상온에서 20분간 반응시킨 뒤, microplate reader VICTOR X3 (Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 405 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군은 ursolic acid를 사용하였다.

      

      
        8. qRT-PCR
        잇꽃의 에탄올 추출물인 CTE와 열수 추출물인 CTW의 농도별 처리에 따라 HDF에서 collagen 분해와 연관된 MMP-1의 mRNA 발현 수준을 검정함으로써 주름 개선 효능을 평가하고자 각 추출물 처리에 따른 MMP-1의 mRNA 발현 수준을 real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR)을 이용하여 검정하였다.

        세포 독성 검정에서 사용되어진 각 추출물의 농도별 처리가 이루어진 HDF 세포를 대상으로 TrizolTM (Ambion, Austin, TX, USA)를 이용하여 total RNA를 추출하였고 cDNA 합성 키트 (ECDNA100, NanoHelix Co., Ltd., Daejeon, Korea)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 이후 프리미어 qPCR 키트 (PQL-S500, NanoHelix Co., Ltd., Daejeon, Korea)를 사용하여 PCR을 증폭하였다.

        cDNA 합성 조건은 65℃에서 5 분간 RNA denaturation시킨 후 42℃에서 1 시간 동안 cDNA를 합성하고 95℃에서 5 분간 reverse transcriptase를 불활성화시켰다. PCR 조건은 95℃에서 30 초간 pre-denaturation을 한 후 95℃에서 5 초, 60℃에서 30 초를 40 cycle로 반응하여 원하는 형광값을 검출하였다. 사용된 프라이머 서열은 다음과 같다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            The primer sequence for qRT-PCR.
          
          

        

        
          
            
              	Genes
              	
              	Primer sequence
            

          
          
            	MMP-11)
            	F (5’ → 3’)
            	AGT GGC CCA GTG GTT GAA AA
          

          
            	R (5’ → 3’)
            	CCA CAT CAG GCA CTC CAC AT
          

          
            	GAPDH2)
            	F (5’ → 3’)
            	GTG GCA AAG TGG AGA TTG CC
          

          
            	R (5’ → 3’)
            	GAT GAT GAC CCG TTT GGC TCC
          

        

        
          
            1)MMP-1; matrix metalloproteinase-1, 2)GAPDH; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
          

        

        

      

      
        9. 긁힘에 대한 상처 닫힘 효과
        6-well plate에 HaCaT 세포를 8 × 105 cells/well의 세포수를 부착한 후, 세포의 수가 80%에서 90% 정도 채워졌을 때 FBS 무첨가 (serum free) 배지로 교체하여 12 시간 동안 starvation 시켰다.

        각 well에 200 ㎕의 pipet tip을 이용하여 스크래치 한 후, 농도별로 희석한 잇꽃 열수 추출물을 처리하여 24 시간 동안 배양하였다. 현미경용 카메라 DigiRetina 16 Camera (TUCSEN, Fuzhou, China)를 이용하여 12 시간, 24 시간 배양 후에 촬영하고, 촬영된 이미지는 image J software 프로그램 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)을 이용하여 세포 닫힘 정도를 수치화하였다.

      

      
        10. 통계분석
        본 실험의 결과는 3 회 이상 반복한 값을 평균 ± 표준편차 (means ± SD)로 나타내었다. 각 실험 결과에 대한 통계분석은 SPSS 26.0 program (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 One-way Analysis of Variance (ANOVA)를 실시한 후 Tukey HSD 다중분석법을 사용하거나 t-test를 사용하여 각 처리구간의 유의적 차이를 검증하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 잇꽃 용매별 추출물의 hydroxysafflor yellow A 지표성분 함량 분석
        잇꽃 (C. tinctorius)은 구성하고 있는 적색소와 황색소 중, 황색소의 75%는 hydroxysafflor yellow A로 알려져 있다 (Lu et al., 1991). Hydroxysafflor yellow A는 safflomin A라고도 불리며, 잇꽃의 황색 색소 발현 뿐만 아니라, 항산화, 항염증, 항암, 신경보호, 심근 및 뇌보호 효과 등 우수한 생리활성이 보고되어 있다 (Wang et al., 2021).

        에탄올과 열수의 추출용매에 따른 잇꽃 효능연구를 위하여 각 추출물의 hydroxysafflor yellow A 함량을 HPLC 방법으로 분석한 결과 hydroxysafflor yellow A는 약 8.52 분의 retention time을 가진 단일의 peak로 확인되었고 (Fig. 1), 잇꽃의 에탄올 추출물 (CTE)에서 hydroxysafflor yellow A 함량은 2.50 ± 0.21 ㎎/g, 열수 추출물 (CTW)의 경우 약 19.91 ± 0.23 ㎎/g로 확인되어 CTW의 hydroxysafflor yellow A 함량이 CTE에 비해 약 8 배의 높은 수준으로 함유되어 있음을 확인하였다 (Table 2).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            HPLC chromatograms of hydroxysafflor yellow A.
            (A); HPLC chromatogram of hydroxysafflor yellow A standard chemical (100 ㎍/㎖), (B); HPLC chromatogram of hydroxysafflor yellow A in CTE, (C); HPLC chromatogram of hydroxysafflor yellow A in CTW. CTE; 100% ethanol flower extract of C. tinctorius, CTW; hot water flower extract of C. tinctorius.

          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Hydroxysafflor yellow A contents in CTE and CTW.
          
          

        

        
          
            
              	Compound
              	Contents (㎎/g)
            

            
              	CTE1)
              	CTW2)
            

          
          
            	Hydroxysafflor yellow A
            	2.50±0.21b
            	19.91±0.23a
          

        

        
          
            1)CTE; 100% ethanol flower extract of C. tinctorius, 2)CTW; hot water flower extract of C. tinctorius. *Data are mean ± SD (n = 3). P values were calculated by t-test (p < 0.01).
          

        

        

        이는 CTW가 물로 추출되는 안전한 잇꽃 추출물로서 hydroxysafflor yellow A 함량이 높은 우수한 효능을 가지는 소재로 개발될 수 있는 가능성을 의미한다.

      

      
        2. 잇꽃의 용매별 추출물의 세포 독성 평가
        HDF 세포는 진피층을 이루고 있는 섬유아세포로 콜라겐 (collagen), 엘라스틴 (elastin) 등 섬유 단백질을 생산하여 세포 외기질 (extracellular matrix, ECM)을 형성하고 피부의 구조적 지지를 유지하여 주름형성에 관여한다 (Brennan et al., 2003).

        CTE와 CTW의 효능 평가를 위하여 세포독성이 나타나지 않는 범위를 설정하고자 CTE와 CTW의 처리에 따른 HDF 세포에 대한 독성 평가를 수행하였다. CTW의 경우 실험에 사용한 최고 농도인 1,000 ㎍/㎖의 농도까지 세포독성이 확인되지 않아 우수한 안전범위를 나타내었다. 그러나 CTE의 경우 250 ㎍/㎖ 농도에서부터 유의성 있는 세포독성이 확인되었으며 1,000 ㎍/㎖의 농도 수준에서 39.89%의 세포독성을 나타내었다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Cytotoxicity of CTE and CTW on HDF cells by MTT assay.
            The treatment dose of CTE and CTW ranged from 100 to 1,000 ㎍/㎖. Cell cytotoxicity was determined using the MTT assay. The results were expressed as percentages of the untreated control (CON). (A); CTE, (B); CTW. Data are presented as the means ± SD (n = 5). p-values were calculated by One-way ANOVA and Tukey’s test. CTE; 100% ethanol flower extract of C. tinctorius, CTW; hot water flower extract of C. tinctorius, MTT; 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide.

          
          

          

        

        인체 피부 섬유아 세포주인 Hs68 세포를 대상으로 하여 핑거루트의 용매별 추출물의 세포독성을 검정한 결과, 에탄올, 메탄올, 클로로포름, 헥산, 에틸아세테이트 추출물 5 ㎍/㎖ 처리 시 높은 독성을 나타냈었으나 물 추출물에서는 세포독성이 관찰되지 않았다는 결과와 유사하였다 (Yeon et al., 2019). 또한 MC3T3E1 세포의 골 형성 분화에 대한 잇꽃 및 홍화씨 추출물의 효과에 관한 연구에서도 100 ng/㎖ 및 200 ng/㎖ 농도의 홍화씨 추출물 처리군에서 세포 생존율이 최대 40% - 50%까지 현저히 감소한 반면 잇꽃 추출물의 경우 모든 농도에서 MC3T3E1 세포에 대한 독성은 확인되지 않았다고 보고되고 있다 (Yu and shin, 2015).

        시료의 농도별 처리가 대상 세포의 생존율을 85% 이하로 감소시키지 않는 경우, 세포독성이 없는 것으로 판단된다는 연구 결과와 (Sandoval-Sicairos et al., 2021), 약용식물에 포함되어진 다양한 생리활성 화합물이 가지는 극성에 의해 추출에 적합한 용매의 선택은 추출의 대상이 되는 식물의 종류와 부위, 특정 화합물에 따라 달라질 수 있다는 점을 고려하여 볼 때 (Truong et al., 2019), 잇꽃을 대상으로 한 추출에 있어 열수 용매의 사용이 에탄올 용매의 사용보다 더 안전한 추출물로서의 제조가 가능함을 확인할 수 있었다.

      

      
        3. 잇꽃 추출물의 DPPH radical 소거활성 효과
        천연소재 추출물의 대표적인 항산화 활성 측정법으로 알려져 있는 DPPH assay로 CTE와 CTW의 항산화 효과를 비교하였다. CTE와 CTW는 유사한 경향을 나타내 처리 농도가 증가함에 따라 DPPH radical 소거능이 증가하였다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activities of the CTE and CTW in various concentrations.
            Ascorbic acid was used as the positive control. Data are presented as the means ± SD (n = 4). IC50 values were determined using the regression equation. CTE; 100% ethanol flower extract of C. tinctorius, CTW; hot water flower extract of C. tinctorius, DPPH; 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl- hydrate, IC50; half-maximal inhibitory concentration.

          
          

          

        

        잇꽃을 대상으로 하여 추출 용매의 종류별 DPPH radical 소거 활성을 비교한 결과, 잇꽃의 에탄올 추출물인 CTE가 열수 추출물인 CTW보다 다소 높게 나타나는 것을 확인하였다.

        극성용매 추출에 관한 연구에서 Kim 등 (2000a)은 잇꽃 물 추출물이 메탄올 추출물보다 총폴리페놀량이 1.5 배 더 높았고, DPPH법의 radical 소거능도 물 추출물이 더 우수하게 나타났다고 보고하였다.

        이는 잇꽃 추출물의 DPPH 소거능 활성에는 에탄올, 물, 메탄올 순서로의 추출용매 사용이 더 우수한 효과를 나타낼 수 있음을 보여준다. 하지만 추출은 바이오매스 물질로부터 생리 활성 화합물을 얻을 수 있는 주요 공정이며 추출 과정의 목적은 표적 화합물의 양을 최대화하고 이러한 추출물의 가장 높고 종합적인 생물학적 활성을 얻는 것으로 (Chang et al., 2002) 특정된 생물학적 활성을 높일 수 있는 용매의 선택 (Mahdi-Pour et al., 2012) 뿐만 아니라 생성된 추출물의 추출 수율과 적용되는 추출 기술, 추출공정의 편이성 등도 고려하여야 할 것으로 생각된다.

        양성대조군으로 사용된 ascorbic acid (AA)와 IC50 값으로 비교해보면 C TE 756.06 ㎍/㎖, CTW 1,053.84 ㎍/㎖, AA 66.63 ㎍/㎖로 확인되었다 (Fig. 3). 양성대조군 AA의 1,000 ㎍/㎖에서 96.84%의 DPPH radical 소거 활성 결과를 비교했을 때, CTE 1,000 ㎍/㎖에서는 62.86%, CTW 1,000 ㎍/㎖에서는 46.21%로 나타났다. CTW 경우 세포독성이 나타나지 않았던 1,000 ㎍/㎖에서 AA 대비 4 7 .7 % 정도의 DPPH radical 소거능이 나타났는데, 이는 AA 단일성분의 효과에는 미치지 않지만 CTW가 천연추출물임을 감안할 때 CTW는 우수한 항산화 효과 소재로 판단된다.

      

      
        4. 잇꽃 추출물의 elastase 활성 억제 효과
        주름 생성에 관여하는 진피층의 세포와 세포사이를 이루는 extracelluar matrix (ECM)은 collagen, elastin 등을 포함한 단백질로 구성되어 있으며 elastase는 elastin을 분해하는 효소로 elastase 활성이 증가되는 것은 ECM내 elastin의 양을 감소시켜 주름 형성을 촉진하는 결과를 나타낸다 (Kim et al., 2016).

        본 실험에서는 잇꽃의 에탄올 추출물인 CTE와 열수 추출물인 CTW를 대상으로 elastase 효소 억제 활성을 측정·비교하였다. CTE는 1,000 ㎍/㎖ 농도에서 유의적으로 22.59% 억제하였으나, CTW는 실험에 사용한 모든 농도 (100 ㎍/㎖ - 1,000 ㎍/㎖)에서 농도 의존적으로 elastase 활성을 29.87%까지 억제하였다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Elastase activity of CTE and CTW in various concentrations by cell-free assay.
            Elastase activity was measured using STANA as a substrate and expressed as a percentage of the untreated control (CON). (A); CTE, (B); CTW. Ursolic acid was used as the positive control. Data are presented as the means ± SD (n = 5). p-values were calculated by One-way ANOVA and Tukey’s test. CTE; 100% ethanol flower extract of C. tinctorius, CTW; hot water flower extract of C. tinctorius, UA; ursolic acid, STANA; N-succinyl-tri-alanyl-p-nitroanilide.

          
          

          

        

        Kong 등 (2016)은 잇꽃을 80℃와 25℃로 추출 용매의 온도를 달리하여 추출한 물 추출물을 대상으로 하여 elastase 효소 억제 활성을 비교하여 본 결과, 추출 용매의 온도와 상관없이 동일한 활성을 나타냈다고 보고한 바 있다. 또한 Han 등 (2013)은 잇꽃 70% 에탄올 추출물로 elastase 효소 활성의 억제 효과를 측정한 결과 2 ㎎/㎖의 농도에서 45.90% 억제 효과가 있다고 보고하였다.

        본 연구 결과에서도 1 ㎎/㎖의 농도 수준에서 잇꽃의 에탄올 추출물인 CTE가 elastase 효소 활성을 22.59%의 수준으로 억제하는 효과를 나타내어 Han 등 (2013)의 결과와 유사한 경향을 나타내었으나, CTE 1 ㎎/㎖의 농도는 앞서 제시한 결과와 같이 HDF 진피세포에 39.89% 독성을 나타냈던 농도로 안전성이 크게 확보되지 못하는 수준으로 확인된다.

        반면 잇꽃의 열수 추출물인 CTW는 1 ㎎/㎖의 농도 수준에서 elastase 활성을 29.87%까지 억제하여 CTE보다 상대적으로 다소 활성은 낮았으나 독성을 나타내지 않아 안전하게 사용할 수 있는 것으로 나타나, 주름개선 효과를 나타내는 소재의 선택에 있어 잇꽃 열수 추출물을 사용하는 것이 안전성과 효능성이 확보될 수 있음을 확인하였다.

      

      
        5. 잇꽃 추출물의 matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) 발현 억제 효과
        MMP-1은 collagen을 분해하는 collagenase 효소로서, ECM 내에서 활성이 증가된 MMP-1은 콜라겐 섬유를 분해하여 콜라겐 양을 감소시키고, 주름을 형성하며, 피부 처짐과 거친 피부 표면으로 피부노화를 유발하게 한다 (Won et al., 2021).

        추출에 사용된 용매에 따라 잇꽃의 주름 개선 효능을 확인하기 위하여 잇꽃의 에탄올 추출물인 CTE와 열수 추출물인 CTW의 처리에 따른 collagenase인 MMP-1의 mRNA 발현 억제 정도를 측정·비교하였다. 측정 결과, 잇꽃의 에탄올 추출물인 CTE는 250 ㎍/㎖의 농도에서 오히려 MMP-1 발현을 증가시켰고, 고농도의 처리 농도인 1,000 ㎍/㎖에서는 대조군 대비 1.68 배까지 MMP-1의 mRNA 발현이 증가되는 결과를 나타내었다 (Fig. 5A). 잇꽃의 에탄올 추출물인 CTE는 MMP-1을 증가시킴으로써 콜라겐 유지와 주름 개선에 전혀 긍정적인 효과를 나타내지 못하는 것으로 확인된 반면, 잇꽃의 열수 추출물인 CTW는 500 ㎍/㎖과 1,000 ㎍/㎖의 농도에서 MMP-1 발현을 유의성 있게 억제시키는 결과를 나타내었다(Fig. 5B).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of CTE and CTW on the mRNA expressions of MMP-1 in HDF cells by qRT-PCR.
            HDF were treated with different doses of CTE and CTW for 24 h. The mRNA expression levels of the MMP-1 gene were determined using qRT-PCR and normalized to mRNA levels of GAPDH. Results are expressed as an index of the untreated control (CON). (A); CTE, (B); CTW. TGF-β was used as the positive control. Data are presented as the means ± SD (n = 5). p-values were calculated by One-way ANOVA and Tukey’s test. CTE; 100% ethanol flower extract of C. tinctorius, CTW; hot water flower extract of C. tinctorius, MMP-1; matrix metalloprotease-1, GAPDH; glyceraldehyde–3-phosphate dehydrogenase, TGF-β; transforming growth factor-β.

          
          

          

        

        앞서 나타난 elastase 억제 활성과 함께, MMP-1 mRNA 발현 억제 효과를 검정한 결과, 잇꽃의 열수 추출물인 CTW는 안전 농도에서 MMP-1 발현과 elastase 활성을 동시에 억제하여 ECM 내의 elastin과 collagen의 분해를 억제하여 진피 내에서 ECM의 수준을 유지시켜 줄 수 있는 효과적인 주름 개선 소재라고 생각되어진다.

      

      
        6. 잇꽃 열수 추출물의 긁힘에 대한 상처 닫힘 효과
        노화가 진행됨에 따라 피부 기능은 자연 노화에 의한 내적 요인과 광노화 같은 외적 요인에 의해 악화되는데, 노화된 피부는 정상적인 상처치유 효과를 나타내지 못하고 치유되지 않는 상처는 외부 자극에 대하여 더 쉽게 노출되어 취약해짐으로써 새로운 피부질환을 야기하기도 한다 (Sgonc and Gruber, 2013).

        잇꽃의 에탄올 추출물인 CTE와 열수 추출물인 CTW의 주름 개선 효과의 비교 연구에서 CTW에서 나타난 elastase 활성 억제 효과와 (Fig. 4B) MMP-1 발현 억제 효과를 통하여 (Fig. 5B) 잇꽃 열수 추출물인 CTW가 피부노화와 관련된 주름 개선에 효과적임을 확인하였다. CTW가 주름 개선 효과 뿐만 아니라 주름 발생과 관련된 노화에도 효과가 있는지 확인하기 위하여 표피 각질형성세포인 HaCaT의 세포독성 평가로 실험에 사용할 농도 범위를 정하고 물리적 긁힘 상처에 대한 세포 닫힘 효과를 측정한 결과, 잇꽃 열수 추출물인 CTW는 HDF 세포의 경우와 같이 HaCaT 세포에서도 1,000 ㎍/㎖ 이하의 농도에서 모두 세포독성이 확인되지 않아 각질 형성 세포에 있어서도 안전성을 나타내었다 (Fig. 6A).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effects of CTW on the cytotoxicity, and migration of HaCaT cells.
            (A); Effects on cell cytotoxicity of CTW ranged from 100 to 1,000 ㎍/㎖, (B); image of cell migration of CTW ranged from 125 to 1,000 ㎍/㎖, (C); the cell migration rates of the 12 h untreated control (CON) were set at 1.0, and the data were expressed as a relative index of CON. Data are presented as the means ± SD (n = 5). p-values were calculated by One-way ANOVA and Tukey’s test. CTW; hot water flower extract of C. tinctorius.

          
          

          

        

        Park 등 (2018)은 발효시킨 고본 뿌리 추출물을 처리하는 경우, UVB 노출의 광노화 자극에서 긁힘 상처 닫힘이 크게 지연됨을 확인한 바 있으며 Zhao 등 (2017)은 상처치유 단계 중 열린 상처 (긁힘)에 대한 세포 이동 및 증식은 상처 조직의 재상피화에 의해 피부장벽의 완전성 (integrity)을 유지하는 상처치유에 필수적인 과정이며 중요한 단계라고 하였다.

        긁힘에 대한 세포 이동과 증식률로 상처 닫힘 정도를 측정하기 위해 HaCaT 세포에 scrach를 내어 긁힘으로 열린 상처를 만들고 잇꽃 열수 추출물인 CTW를 처리하고 12 시간 및 24 시간에 걸쳐 상처에 대한 세포 이동률을 측정한 결과, CTW는 12 시간 경과 후, 250, 500, 1,000 ㎍/㎖에서 대조군에 비해 각각 1.90 배, 1.97 배, 2.04 배의 유의적인 상처 닫힘 효과를 나타내었고, 24 시간 경과 후에는 500, 1,000 ㎍/㎖의 농도 수준에서 대조군에 비하여 1.35 배, 1.49 배의 유의적인 상처 닫힘 속도의 증가가 나타났다 (Fig. 6B and 6C).

        이상의 결과를 통하여, 잇꽃 열수 추출물인 CTW는 피부 구성의 각질형성세포 및 진피 섬유아세포에서 1,000 ㎍/㎖ 농도 이하까지 세포독성이 전혀 나타나지 않아 안전성이 우수한 소재임을 확인하였으며, DPPH radical 소거율이 다소 잇꽃의 에탄올 추출물인 CTE 보다 적게 나타나지만 안전한 농도범위에서 항산화 효과를 나타내고, CTE와는 달리 MMP-1 mRNA 발현 억제와 elastase 효소 억제 활성이 우수하여 항주름개선 효과를 나타낸다는 것을 확인하였다. 또한, 잇꽃 열수 추출물인 CTW는 긁힘 상처에 대한 세포 이동률을 증가시켜 상처 닫힘 효과를 12 시간 내 빠르게 나타냄으로써 피부의 항노화 효과가 있음을 확인하였다.

        잇꽃의 열수 추출물은 주름 개선과 피부 닫힘에 의한 항노화 효과를 나타낼 수 있을 뿐만 아니라 천연염료로도 사용하고 있었기 때문에 주름 개선의 기능성 기초 화장품 소재로서 뿐만 아니라 색소화장품에도 활용할 수 있는 우수한 기능성을 가진 화장품 소재로 활용될 수 있음을 시사한다고 하겠다.
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