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Abstract

  Objective : The object of this study was to assess the efficacy of hydrolysate from Phellinus igniarius(HPI) on 

anti-aging activities in vitro measurement and mini clinical study performed on 5 subjects. 

  Methods : To evaluate skin anti-aging efficacy of HPI, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) radical scavenging 

activity, type I collagen synthesis, inhibition of nitric oxide(NO) production, inhibiton of tyrosinase, hyaluronan 

synthase(HAS)2, 3 mRNA expression were measured in vitro. Also, mini clinical study of skin hydration was 

performed on 5 subjects using HPI in distilled water(DW) and 1,3-butylene glycol diluted solution(30% in DW).

  Results : 1. DPPH radical scavenging activity of HPI was increased in a dose-dependant. 2. TypeⅠ collagen 

synthesis was increased in 50, 100 and 500㎍/㎖ of HPI. 3. NO production was not inhibited in all concentrations 

of HPI. 4. Tyrosinase was inhibited in 500, 1000, 2500 and 5000㎍/㎖ of HPI. 5. HAS2 mRNA expression was 

increased in 50, 100, 150 and 200㎍/㎖ of HPI, HAS3 mRNA expression was increased in 100, 150, and 200㎍/㎖ 

of HPI. 6. In the mini clinical study of 5 subjects, there was a difference in skin hydration over time for each 

solutions, but it was not statistically siginificant. 

  Conclusions : HPI increased DPPH radical scavenging activity, type I collagen synthesis, and HAS2, HAS3 mRNA 

expression. HPI also suppressed tyrosinase. The findings of this study suggest that HPI can be used as an skin 

anti-aging material.
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Ⅰ. 서  론

  피부 노화는 生老病死 일련의 과정에서 생체 구성 단

백질의 생합성 감소 등으로 발생하는 생리적 노화와 각

종 오염 물질, 자외선 등 외부 요인으로 생물 연령에 비

해 빠르게 진행하여 피부 건조, 탄력 감소, 기미 등이 

나타나는 병리적 노화로 구분한다1,2).    

  피부 노화의 원인으로는 활성산소종(reactive 

oxygen species, ROS)의 축적과 그로 인한 산화적 스

트레스가 대표적이다. ROS의 과도한 발현은 항산화 체

계를 교란하여 다양한 병리적 변화와 tumor necrosis 

factor-α(TNF-α), interleukin-1β(IL-1β), interleukin- 

6(IL-6)과 같은 사이토카인을 증가시켜 염증 반응을 유

발하고 피부 조직을 손상시킨다3).  

  최근 피부 노화에 사용되는 치료 목적의 연고제나 기

능성 화장품의 원료는 피부 노화를 유발하는 여러 요인

들을 억제하고 손상된 피부 기능 회복을 목적으로 개발

되고 있다. 천연물 소재로는 노니, 율초, 비자, 초두구 

등이 연구 개발되고 있으며4-6), 이러한 천연물 중 버섯

류는 항산화, 항암, 항당뇨, 항고혈압 등의 생리활성이 

입증되어 건강기능 식품 소재로 사용될 뿐만 아니라 화

장품 소재로서 피부 노화 개선에 활용되고 있다3,7,8). 

  상황버섯(Phellinus igniarius)은 담자균류 민주름버

섯목 소나무비늘버섯과의 진흙버섯속의 버섯으로9), 한

의학에서는 桑耳라는 本草名으로 癥瘕와 같은 부인과 

질환과 金瘡과 같은 피부 질환에 사용되어 왔다10).

  상황버섯에 대한 연구로는 열수 추출물의 체액성 면

역기능11), 항암활성12), 아토피 피부염 증상개선13), 항보

체 활성14), 혈중 젖산 농도 감소15), 콜레스테롤 수치 개

선16), nitric oxide(NO) 억제에 대한 연구17), 메탄올 

추출물의 항돌연변이원성에 대한 효과18), 에탄올 추출

물의 항산화, 미백, 항노화능9), 항염증, 항알레르기, 주

름 제거능19)에 대한 연구가 있었으나, 상황버섯 가수분

해물의 피부 항노화 효능에 대한 연구는 없었다.

  저자는 상황버섯에 대해 초임계 추출법을 사용하였지

만 상황버섯 자체의 비극성 물질이 초임계 추출로 나오

지 않았다. 이에 단순 용매 추출이 아닌 상황버섯의 단

백질만을 선택적으로 추출하고, papain, bromelain 

효소로 가수분해하였다. In vitro에서 상황버섯 가수분

해물의 DPPH radical 소거능, typeⅠ collagen 합성, 

NO 생성, tyrosinase 억제, hyaluronan synthase 

(HAS)2, HAS3 mRNA 발현을 관찰하였고, 사람을 대

상으로 피부 수분 함유량에 대해 간이 임상 평가를 하

여, 피부 항노화 효능에 대한 유의성 있는 결과를 얻었

기에 보고하는 바이다.   

Ⅱ. 실험 방법

1. 실험 재료

1) 상황버섯 시료 준비

  상황버섯 가수분해물에 사용되는 약재인 상황버섯은 

㈜정의농장(청주,  Korea)에서 구매하여 사용하였다. 

2) 상황버섯 초임계 추출

  상황버섯의 단백질 추출 시 lysis buffer에 유지가 녹

아나와 추출 포화도에 영향을 끼치지 않도록 곽20)의 연

구 방식을 이용하여 초임계 추출을 진행하였다. 초임계 

추출기(㈜일신오토클레이브, Korea)를 사용하였고, 상

황버섯은 800-1000㎛ 크기로 파쇄하여 추출기에 

400g을 넣었으며(① of Fig. 1), 이산화탄소의 추출 조

건에 맞는 온도와 압력은 pre-heater(⑧ of Fig. 1)를 

통과하면서 조정되며, 추줄 조건에 맞게 조정된 이산화

탄소는 가열된 추출기 내부로 들어가(① of Fig. 1) 초

임계 상태가 된다. 초임계 이산화탄소는 상황버섯 내부

의 초임계 이산화탄소에 용해되는 물질을 용해한 상태

로 추출기 밖으로 나가게 된다. 초임계 이산화탄소와 

추출물 혼합 상태의 유체는 back pressure regulator 
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(BPR)를 경유하며 감압이 되고(⑪,⑫ of Fig. 1), 초임

계 이산화탄소가 기체가 되는 조건을 갖춘 분리기 안에

서 초임계 이산화탄소는 기체 상태의 이산화탄소와 추

출물로 분리되고, 추출물은 저부로 떨어지게 된다(②,③ 

of Fig. 1). 기체가 된 이산화탄소는 냉각기를 경과하며 

액화가 되고(⑦ of Fig. 1), 저장소로 이동하여 액체 상

태로 저장된다(④ of Fig. 1). 액체 이산화탄소는 가압

기를 통하여 재사용이 되는 프로세스를 사용하였고(⑤ 

of Fig. 1), 추출 싸이클은 추출이 완전히 될 때까지 시

행하였다. 추출 조건은 다음 표와 같이 설정하여 진행

하였다(Table 1). 

 

Fig. 1. Process Flow Diagram for Supercritical 
Extraction from Phellinus igniarius
(Kwak BM, 2019)

Condition 

Extractor pressure 350bar

Extractor temp 60℃

CO₂ flow 145㎖/min  
Particle size 800-1000㎛

Table 1. Condition of Supercritical Extraction 
from Phellinus igniarius

3) 상황버섯 단백질 추출

  초임계 추출을 한 상황버섯의 유지 함량을 확인한 

후, 한21)의 연구방식에서 이용한 lysis buffer(Sigma, 

USA)를 이용한 추출을 시행하였다. Lysis buffer 처리

를 한 상황버섯을 쉐이커(Benchmark, USA)를 이용하

여 2시간씩 300rpm으로 사용하였고, 원심분리하여 상

층액 추출한 후, 남은 하부의 상황버섯을 동일한 방식

으로 추출하여 총 3회 추출을 하였다. 상황버섯 단백질

의 함량은 다음의 공식으로 산출하였다. 

Yield of extractive protein(%) = 

  weight of protein/weight of Phellinus igniarius  

4) 상황버섯 단백질 가수분해

  추출된 상황버섯의 단백질을 가수분해 하기 위하여 

45mM ammonium bicarbonate buffer(Sigma, 

USA) 10㎖에 상황버섯 단백질 100㎎을 용해시키고, 

상황단백질 용해물과 papain(1.5-5 units/㎎)(Sigma, 

USA), bromelain(1.5-3 units/㎎)(Sigma, USA)를 

10:1 비율로 사용하여 효소 최적화를 진행하였고, 50℃

에서 24hrs, 48hrs, 72hrs, 84hrs에 샘플링하여 시간 

최적화를 진행하였다. 가수분해율은 electrospray 

ionization(ESI) mass spectrometer(Thermo fisher 

scientific, USA)를 이용한 mass 분석으로 확인하였다. 

이동상으로는 50% acetonitrile(Sigma, USA) + 0.2% 

acetic acid(Sigma, USA)를 사용하였다.  

5) 세포 배양

  본 연구에서 사용한 세포주인 CCD-986sk cells은 

American Type Culture Collection(ATCC, USA)에

서 구입하여 사용하였고, RAW 264.7 cells은 한국 세

포주 은행(Korea)에서 구입하여 사용하였고, HaCaT 

cells은  Gunma University(Japan)에서 구입하여 사

용하였다. 세포 배양 시 배지는 10% fetal bovine 

serum(FBS, Invitrogen, USA)와 1% penicillin/ 

streptomycin(GenDEPOT, USA)이 첨가된 Dulbecco’s 

modified eagle’s medium(DMEM, WelGENE Inc, 

Korea)을 사용하였으며, 37℃, 5% CO₂incubator 

(MCO-17AIC, SANYO, Japan)에서 배양하였다. 
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2. 실험 방법

1) DPPH radical 소거능

  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH, Sigma, 

USA) 용액으로 상황버섯 가수분해물의 radical 소거 

능력을 실험하였다. 상황버섯 가수분해물을 1, 5, 10, 

50, 100, 500 및 1000㎍/㎖의 농도로 될 수 있게 희

석시켜 methanol(삼전순약, Korea)에 용해시킨 

0.2mM의 DPPH 용액 150㎕와 각각 100㎕씩 혼합하

여 37℃에서 빛을 차단하고 30분간 반응 후 

spectrophotometer(Synergy HTX Multi-Mode 

Reader, USA)를 이용하여 517㎚에서 흡광도를 측정하

였다. 

2) MTT assay

  상황버섯 가수분해물에 의한 세포 독성과 생존율을 

알아보기 위하여 MTT assay를 실행하였다. 96 well 

plate에 CCD-986sk cells, RAW 264.7 cells을 

5×103/well씩 가하여 배양한 후 배지를 제거하고 상

황버섯 가수분해물을 넣어 24시간 배양하였다. 배양이 

끝난 후 배지를 제거하고 Dulbecco's phosphate- 

buffered saline(DPBS, Lonza, USA)로 세척한 다음 

2.0㎎/㎖ 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe- 

nyltetrazolium bromide(MTT, Bio basic, Canada) 

solution을 50㎕씩 첨가하여 37℃에서 3시간 동안 배

양하였다. 이후 MTT solution을 제거하여 formazan 

crystal을 dimethyl sulfoxide(DMSO, Bio basic, 

Canada)에 용해시켜 spectrophotometer를 사용하여 

595㎚에서 흡광도를 측정하였다.

3) TypeⅠ collagen 합성

  CCD-986sk cells을 배양하여 96well plate에 

1×105 cell/well로 분주하여 24시간 동안 배양한 후 

배지를 제거하고 무혈청 배지를 처리하여 24시간 동안 

starvation하였다. 24시간 후 무혈청 배지를 제거하고 

PBS로 세척한 후 BLX-312(Bio-Link,  Germany)를 

이용하여 UV 312㎚ 파장에서 30mJ로 조사하였다. 이

후 상황버섯 가수분해물 시료를 DMEM 배지에 5, 10, 

50, 100 및 500㎍/㎖ 농도별로 처리하여 24시간 동안 

배양하였고, 수거한 배지를 procollagen type-I 

c-peptide(PIP) EIA kit(Takara Bio Inc, Japan)를 

이용하여 450㎚에서 흡광도를 측정하였다.

4) NO assay

  Lipopolysaccharide(LPS, Sigma, USA)로 염증이 

유도된 RAW 264.7 cells을 사용하여 상황버섯 가수분

해물의 nitric oxide(NO)의 생성 억제능을 측정하였

다. RAW 264.7 cells을 96 well plate에 1×105 

cells/well로 분주 한 후 24시간 동안 37℃, 5% CO₂ 

incubator에 보관하여 안정화 시켰다. 상층액 제거 후 

각각 5, 10, 50, 100 및 500㎍/㎖의 상황버섯 가수분

해물과 1㎍/㎖의 LPS를 동시에 처리하여 배양하였다. 

24시간 뒤 상층액 100㎕을 다른 96 well plate에 옮겨 

준 뒤 griess 시약(Sigma, USA) 100㎕를 혼합 해주었

다. 상온에서 30분 동안 반응 후 spectrophotometer

을 이용하여 540㎚에서 흡광도를 측정하였다. 

5) Tyrosinase 억제

  상황버섯 가수분해물 250, 500, 1000, 2500 및 

5000㎍/㎖ 농도별 시료액 80㎕을 PBS 20㎕로 용해시

킨 후 L-3,4-dihydroxyl-L-phenylalanine (L-DOPA, 

Sigma, USA) 20㎕를 혼합하여 반응시켰다. 반응액에 

2000 unit/㎖ mushroom tyrosinase(Sigma, USA) 

20㎕와 1.5mM L-tyrosine (Sigma, USA) 20㎕를 혼

합하여 37℃에서 10분간 반응 시킨 다음 spectro- 

photometer을 이용하여 490㎚에서 흡광도를 측정하

였으며, 대조군으로 arbutin(해피콜, Korea)을 사용하

였다.   

6) Realtime PCR 

  HaCaT cells에서 상황버섯 가수분해물의 hyalu- 

ronan synthase(HAS)  2, 3 mRNA의 발현 효과를 확

인하기 위해 realtime PCR 분석을 진행하였다. 
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HaCaT cells을 96 well plate에 6×105 cells/well로 

분주 한 뒤 24시간 동안 37℃, 5% CO₂ incubator에

서 안정화시켰다. 24시간 뒤 배지를 DPBS로 세척 후 

상황버섯 가수분해물 10, 50, 100, 150 및 200㎍/㎖ 

농도별로 처리 후 48시간 배양하였다. 48시간 뒤 

trizol reagent(Invitrogen, USA)를 사용하여 RNA를 

추출하였다. 추출된 RNA는 흡광도 260㎚에서 RNA 농

도 40㎍/㎖=1 optical density(O.D)로 정량 후 

reverse transcription kit(QIAGEN, USA)을 이용하

여 cDNA를 합성하였고, 합성한 cDNA를 멸균수로 5

배 희석하여 rotor-gene Q(QIAGEN, USA)에서 증폭

하였다. 세부 과정으로는 95℃의 조건에서 10분간 

denaturation 시킨 뒤 95℃에서 15초간 

denaturation, 60℃에서 10초간 annealing, 72℃에

서 10초간 extension 과정을 실시하여 모두 45 cycle 

동안 반복하였다. 실험에 사용된 primer의 sequence

는 아래 표와 같다(Table 2). 

3. 상황버섯 가수분해물의 간이 임상 평가

  상황버섯 가수분해물의 피부 상태에 미치는 영향을 

알아보기 위한 간이 임상 평가는 천연물 및 천연 추출

물에 과민증 또는 병력이 없고, 만성 피부 질환이 없으

며, 4주 이내 지속적으로 피부 상태 개선에 영향을 미

치는 건강기능식품 및 의약품(호르몬제, 경구 및 국소 

스테로이드, NSAIDs, 연고제 포함) 복용하지 않으며, 

민감성 과민성 피부가 아니며, 임신 및 수유의 계획이 

없는 20-30대 여성 3명, 남성 2명 총 5명을 피험자로 하

여 피부 수분 함유량을 평가하는 방법으로 진행하였다. 

  피부 측정은 실내 온도 20-25℃, 실내 습도 40-60%

의 항온·항습 조건을 유지하는 세명대학교 부속 제천한

방병원 피부 진단실에서 실시되었다. 간이 임상 평가 

Forward Reverse

HAS2 5'-TACACAGCCTTCAGAGCACTG-3' 5'-ATGAGGCTGGGTCAAGCATAG-3'

HAS3 5'-TGTCCAGATCCTCAACAAGTACGA-3' 5'-CTGGAGGAGGCTGTTGC-3'

Table 2. Realtime PCR Primer Sequences

피험자들은 최소 30분 이상 측정 부위를 노출한 다음 

안정을 취해 피부 표면의 온도와 습도를 측정 장소의 

온도와 습도에 적응하게 하였다. 

  피부 수분 함유량은 corneometer(CM825, Courage+ 

Khazaka electronic GmbH, Germany)를 사용하여 

측정하였다. 시험 시료는 다음과 같이 4종류의 시료를 

사용하였다.

A : 증류수

B : 증류수 + 상황버섯 가수분해물 1000㎍/㎖

C : 증류수 + 30%로 희석한 1,3-butylene glycol

(삼전순약, Korea)

D : 증류수 + 30%로 희석한 1,3-butylene glycol + 

상황버섯 가수분해물 1000㎍/㎖

  도포 방법은 피험자의 주관절 아래 2㎝ 간격으로 직

경 2㎝의 원형 구역을 4개 설정한 후, 각 구역에 4종의 

시료를 도포하는 방식으로 하였다. 피부 수분 함유량 

측정은 각 시료별 구역에서 도포 전, 도포 직후, 도포 

후 0.5hr, 1hr, 2hrs, 3hrs, 4hrs의 시간대별로 측정하

였다. 

  측정값은 arbitrary unit(A.U)를 단위로 하여, 시간

대별로 5회 측정한 후 측정값 중 최대값과 최소값을 제

외한 3회의 평균값을 사용하였다. 측정 결과는 도포 직

후부터 도포 후 4hrs까지의 측정값을 도포 전 측정값으

로 나누어 나타내었다. 

  본 연구는 세명대학교 제천한방병원 기관생명윤리위

원회의 승인을 받아 시행되었다(승인번호: SMJOH- 

EX-2020-07). 

4. 통계 분석

  실험 결과는 SPSS 15.0 version(SPSS Inc, USA) 프

로그램을 이용하였다. 통계학적 유의성 검정은 student 
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t-test를 통하여 비교 분석하였으며, 유의수준은 

p<0.05, p<0.01 및 p<0.001로 하였다.  

  간이 임상 평가는 연구 대상자 수가 5명으로 정규성

을 확보하지 못해 Mann-Whitney검정을 사용하여 분

석하였다. 

Ⅲ. 결  과

1. 상황버섯 추출

1) 상황버섯 초임계 추출

  초임계 separator에서 분리되는 상황버섯 초임계 이

산화탄소 추출물의 양은 결과를 낼 수 없을 만큼 충분

하지 않았다. 그래서 상황버섯의 유지 함량을 확인하기 

위하여 polarity index 값이 0인 normal-hexane(덕

산과학, Korea)을 이용하여 유지를 추출한 결과, 상황

버섯 100g에서 유지는 0.21g으로 0.21%의 유지 함량

을 보였다. 이를 통해 상황버섯의 추출에서는 초임계 

추출이 적합한 방식이 아님을 알 수 있었다. 

2) 상황버섯 단백질 추출 

  상황버섯 단백질의 추출은 lysis buffer를 이용하여 

시행하였다. 상황버섯의 단백질을 최대한 추출하기 위

하여 3회 추출을 진행하였다. 1회 차에 대략 4.5%이 

추출되었고 2회 차에 대략 5.6%, 3회 차에 대략 5.8%

로 추출되었고, 단백질 추출물은 밝은 갈색 형상을 보

였다(Fig. 2, 3).  

3) 상황버섯 단백질 가수분해

  ① 효소별 시간 최적화 

   a. Papain

Papain(1.5-5 units/㎎)을 사용하여 50℃에서 

ESI-MS로 24hrs, 48hrs, 72hrs 시간별 mass 

분석을 시행하였다. 상황버섯 단백질의 papain

에 의한 가수분해물을 200-2000m/z, amu에서 

확인한 결과 24hrs에 비해서 48hrs에서 고분자 
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Fig. 2. Accumulation of Extracted Protein Yield 
from Phellinus igniarius.

Yield of protein from Phellinus igniarius depends on 
the extraction times. First time yield of protein is 
about 4.5%. Second time yield of protein is about 5.6%. 
Third time yield of protein is about 5.8%. 

Fig. 3. Protein from Phellinus igniarius Light 
Brown Protein Products 

     intensity가 낮아졌다. 또한 48hrs에 비해서

72hrs에서 고분자 intensity가 더 낮아졌다. 특

히 400-1300m/z, amu에서 24hrs, 48hrs, 

72hrs 중 72hrs에서 고분자 intensity가 가장 

낮게 나왔으며, 이를 통해 시간이 경과할수록 고

분자 물질 중 많은 부분이 저분자 물질로 변화됨

을 확인하였다(Fig. 4).  

   b. Bromelain

Bromelain(1.5-3 units/㎎)을 사용하여 

papain과 동일하게 50℃에서 ESI-MS로 24hrs, 

48hrs, 72hrs 시간별 mass 분석을 시행하였으

나, 큰 차이를 보이지 않았다. 이에 추가적으로 
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84hrs mass 분석을 시행하였다. 상황버섯 단백

질의 bromelain에 의한 가수분해물을 

200-2000m/z, amu에서 확인한 결과, 72hrs

에 비해서 84hrs에서 고분자 intensity가 낮아

졌다. 이를 통해 72hrs을 경과한 마지막 12hrs

에서 전체적으로 가수분해 된 것을 확인하였다

(Fig. 5).

   c. Mixture (Papain + Bromelain (1:1))  

Papain과 bromelain을 1:1로 함께 사용하여 

50℃에서 ESI-MS로 24hrs, 48hrs, 72hrs 시간

Fig. 4. Chromatography of Hydrolysate by
Papain Over Time on ESI-MS. 

ESI-mass spectrometer focused on 200-2000m/z, amu.
Green indicates 24hrs, Red indicates 48hrs, Blue 
indicates 72hrs. As time passed, the intensity of high 
molecular compound decreased.

Fig. 5. Chromatography of Hydrolysate by
Bromelain Over Time on ESI-MS. 

ESI-mass spectrometer focused on 200-2000m/z, amu.
Red indicates 72hrs, Blue indicates 84hrs. During the 
last 12hrs, the intensity of high molecular compound 
decreased.

     별 mass 분석을 시행하였다. 상황버섯 단백질의 

papain과 bromelain에 의한 가수분해물을 

200-2000m/z, amu에서 확인한 결과, 24hrs에 

비해서 48hrs에서 고분자 intensity가 낮아졌다. 

또한 48hrs에 비해서 72hrs에서 고분자 

intensity가 더 낮아졌다. 24hrs, 48hrs, 72hrs 

중 72hrs에서 고분자 intensity가 가장 낮게 나

왔으며, 이를 통해 시간이 경과할수록 고분자 물

질 중 많은 부분이 저분자 물질로 변화됨을 확인

하였다(Fig. 6).

Fig. 6. Chromatography of Hydrolysate by 
Enzyme Mixture Over Time on ESI-MS. 

ESI-mass spectrometer focused on 200-2000m/z, amu. 
Green indicates 24hrs, Red indicates 48hrs, Blue 
indicates 72hrs. As time passed, the intensity of high 
molecular compound decreased.

  ② 효소별 최적 시간별 가수분해 효율 비교 

Papain, bromelain, mixture의 3가지 효소별 

고분자 intensity가 가장 낮게 나온 최적 시간별 

mass 분석을 비교하여 효소별 가수분해 효율을 

비교하였다. Papain 단독 72hrs와 bromelain 

단독 84hrs에 비해 papain과 bromelain을 1:1

로 함께 사용한 mixture 72hrs에서 가장 많은 고

분자 물질이 저분자로 변화된 것을 확인하였다. 

이를 바탕으로 mixture를 이용하여 가수분해를 

진행하였다(Fig. 7, 8).    
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Fig. 7. Chromatography of Comparison. 
ESI-mass spectrometer focused on 70-200m/z, amu(A), 
and 250-2000m/z, amu(B). Red indicates papain for 
72hrs, green indicates bromelain for 84hrs, blue 
indicates mixture for 72hrs. Mixture has the best 
hydrolysis efficiency. 

Fig. 8. Hydrolysate from Phellinus igniarius by
Enzyme Mixture Dark Black Hydrolysate
from Phellinus igniarius Was Made by
Enzyme Mixture for 72 Hours.

2. 상황버섯 가수분해물의 세포 평가

1) DPPH radical 소거능

  DPPH를 사용하여 radical 소거율을 측정하였다. 상

황버섯 가수분해물을 1, 5, 10, 50, 100, 500 및 

1000㎍/㎖의 농도로 처리한 결과, radical 소거능은 

10.0 ± 0.7%, 11.7 ± 0.8%, 9.4 ± 1.4%, 17.6 ± 

2.6%,  19.0 ± 3.1%, 23.0 ± 4.2% 및 25.7 ± 3.0%

로 50, 100, 500 및 1000㎍/㎖ 농도에서 상황버섯 가

수분해물이 통계적으로 유의하게(*p<0.05) radical 소

거능을 증가시켰다(Fig. 9).

Fig. 9. Effect of Hydrolysate from Phellinus 
igniarius on DPPH Radical Scavenging 
Test. 

The concentrations of sample were 1, 5, 10, 50, 100, 
500 and 1000㎍/㎖ of hydrolysate from Phellinus 
igniarius. Vit C was used as positive control. Activities 
were determined by measurement of absorbance at 

517㎚. 

p<0.05 vs 1㎍/㎖. The data was obtained from 

3 independent experiments. HPI: Hydrolysate from 
Phellinus igniarius. ; Vit C: Vitamin C.  

2) TypeⅠ collagen 합성

  ① 상황버섯 가수분해물의 세포 생존율에 미치는 영향

상황버섯 가수분해물의 typeⅠ collagen 합성에 

안전하게 사용할 수 있는 농도 범위를 확인하기 

위하여 CCD-986sk cells을 이용하여 세포 독성

을 평가하였다. 

상황버섯 가수분해물을 5, 10, 50, 100, 500 및 

1000㎍/㎖의 농도로 처리하였을 때 대조군에 비

해서 5-500㎍/㎖ 농도에서는 세포 생존율이 90%

로 나타났지만, 1000㎍/㎖ 농도에서는 70%대로 

세포 생존율이 감소하였다. 이후 실험에서 1000

㎍/㎖ 농도는 제외하였다(Fig. 10). 
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Fig. 10. Effect of Hydrolysate from Phellinus
igniarius on Cell Viability. 

CCD-986sk cells were treated with concentrations of 
sample 5, 10, 50, 100, 500 and 1000㎍/㎖ of hydrolysate
from Phellinus igniarius. Cytotoxicity was measured
using an MTT assay. Cell viability are presented as a 
percentage of the control group. HPI: Hydrolysate from
Phellinus igniarius.

Fig. 11. Expression of TypeⅠ Collagen on
CCD-986sk Cells by Hydrolysate from
Phellinus igniarius. 

The concentrations of sample were 5, 10, 100 and 500
㎍/㎖ of hydrolysate from Phellinus igniarius. Incubated

time of CCD-986sk cells was 24hrs. 

p<0.05, 

 
p<0.01

vs control. The data was obtained from 3 independent
experiments. HPI: Hydrolysate from Phellinus igniarius.

  ② 상황버섯 가수분해물의 TypeⅠ collagen 합성에 

미치는 영향

CCD-986sk cells에서의 typeⅠ collagen 합성

에 대한 상황버섯 가수분해물의 효과를 측정하였

다. 상황버섯 가수분해물을 5, 10, 50, 100 및 

500㎍/㎖으로 처리하였을 때 typeⅠ collagen 

합성율은 대조군에 비하여 90.8 ± 2.5%, 100.5 

± 0.3%, 113.1 ± 2.8%, 137.7 ± 9.8% 및 

147.3 ± 4.7%로 50, 100 및 500㎍/㎖ 농도에

서 상황버섯 가수분해물이 통계적으로 유의하게

(*p<0.05, **p<0.01) typeⅠ collagen 합성을 증

가시켰다(Fig. 11).

3) NO assay

  ① 상황버섯 가수분해물의 세포 생존율에 미치는 영향

상황버섯 가수분해물의 NO 생성 억제에 안전하

게 이용할 수 있는 농도 범위를 확인하기 위하여 

RAW 264.7 cells을 이용하여 세포 독성을 평가

하였다. 

상황버섯 가수분해물을 5, 10, 50, 100, 500 및 

1000㎍/㎖의 농도로 처리하였을 때 대조군에 비

해서 5-500㎍/㎖ 농도에서는 세포 생존율이 90%

로 나타났지만, 1000㎍/㎖ 농도에서는 60%대로 

세포 생존율이 감소하였다. 이에 차후 실험에서 

1000㎍/㎖ 농도는 제외하였다(Fig. 12). 

  ② 상황버섯 가수분해물의 NO 생성에 미치는 영향

RAW 264.7 cells에서의 NO 생성에 대한 상황버

섯 가수분해물의 억제 효과를 측정하였다. 상황버

섯 가수분해물을 5, 10, 50, 100 및 500㎍/㎖으

로 처리하였을 때 NO 생성율은 대조군에 비하여 

110.6 ± 4.9%, 98.2 ± 0.6%, 97.3 ± 3.8%, 

91.7 ± 1.1%, 87.4 ± 5.8%로 통계적으로 유의

하지 않았다(Fig. 13). 

4) 상황버섯 가수분해물의 Tyrosinase 억제에 

미치는 영향

  상황버섯 가수분해물의 tyrosinase 억제 효과를 측정

한 결과, 250, 500, 1000, 2500 및 5000㎍/㎖으로 처

리하였을 때 tyrosinase 억제율은 대조군에 비하여 5.6 
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Fig. 12. Effect of Hydrolysate from Phellinus
igniarius on Cell Viability. 

RAW 264.7 cells were treated with concentrations of 
sample 5, 10, 50, 100, 500 and 1000㎍/㎖ of hydrolysate
from Phellinus igniarius. Cytotoxicity was measured 
using an MTT assay. Cell viability are presented as a 
percentage of the control group. HPI: Hydrolysate from
Phellinus igniarius.

Fig. 13. Inhibition of Nitric Oxide Production on
RAW 264.7 Cells by Hydrolysate from
Phellinus igniarius. 

NO production was measured by the griess reaction 
assay. The concentrations of sample were 5, 10, 50,
100 and 500㎍/㎖ of hydrolysate from Phellinus 
igniarius. Incubated time of RAW 264.7 cell was 24hrs.
HPI: Hydrolysate from Phellinus igniarius.

Fig. 14. Inhibition of Tyrosinase by Hydrolysate 
from Phellinus igniarius. 

The concentrations of sample were 250, 500, 1000, 
2500 and 5000㎍/㎖ of hydrolysate from Phellinus 
igniarius. Arbutin was used as positive control. 
Activities were determined by measurement of 

absorbance at 490㎚. 

p<0.05, 

 
p<0.01 vs 250㎍/㎖. 

The data was obtained from 3 independent 
experiments. HPI: Hydrolysate from Phellinus igniarius.

Fig. 15. Effect of Hydrolysate from Phellinus 
igniarius on HAS2 mRNA Expression in 
HaCat Cells. 

HaCat cells were treated with concentrations of sample
10, 50, 100, 150 and 200㎍/㎖ of hydrolysate from 
Phellinus igniarius for 24hrs. HAS2 mRNA expression 

was measured by real time PCR. 
 

p<0.01, 
  

p<0.001 
vs control. The data was obtained from 3 independent 
experiments. HPI: Hydrolysate from Phellinus igniarius.
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Fig. 16. Effect of Hydrolysate from Phellinus
igniarius on HAS3 mRNA Expression in 
HaCat Cells. 

HaCat cells were treated with concentrations of sample
10, 50, 100, 150 and 200㎍/㎖ of hydrolysate from
Phellinus igniarius for 24hrs. HAS3 mRNA expression

was measured by real time PCR. 
 

p<0.01, 
  

p<0.001
vs control. The data was obtained from 3 independent
experiments. HPI: Hydrolysate from Phellinus igniarius.

± 2.2%, 17.9 ± 2.5%, 23.6 ± 5.0%, 24.2 ± 3.7% 

및 34.9 ± 2.0%로 500, 1000, 2500 및 5000㎍/㎖ 

농도에서 상황버섯 가수분해물이 통계적으로 유의하게

(*p<0.05, **p<0.01) tyrosinase를 억제시켰다(Fig. 14). 

5) HAS2, 3 mRNA 발현에 미치는 영향

  상황버섯 가수분해물을 10, 50, 100, 150 및 200㎍

/㎖ 농도로 처리하였을 때 HAS2 mRNA의 발현은 대

조군에 비하여 100.8 ± 2.5%, 121.5 ± 9.3%, 122.1 

± 13.8%, 161.7 ± 5.8% 및 179.3 ± 4.7%로 50, 

100, 150 및 200㎍/㎖ 농도에서 상황버섯 가수분해물

이 통계적으로 유의하게(**p<0.01, ***p<0.001) HAS2 

mRNA 발현을 증가시켰다(Fig. 15).

  HAS3 mRNA의 발현에서는 대조군에 비하여 111.8 

± 19.5%, 102.5 ± 14.3%, 131.1 ± 13.8%, 130.7 

± 3.8% 및 148.3 ± 2.7%로 100, 150 및 200㎍/㎖ 

농도에서 상황버섯 가수분해물이 통계적으로 유의하게

(**p<0.01, ***p<0.001) HAS3 mRNA 발현을 증가시켰

다(Fig. 16).

3. 상황버섯 가수분해물의 간이 임상 평가

  5명의 피험자를 대상으로 간이 임상 평가를 시행하여 

상황버섯 가수분해물의 도포 전과 시간별 피부 수분 함

유량의 변화를 관찰하였다. 피험자 5명 모두 도포 전/

후 비교 시 시험 물질 도포에 의한 피부 이상 반응은 관

찰되지 않았다.

  간이 임상 평가에 다음과 같이 4종의 시료를 사용하

였다. 

A : 증류수

B : 증류수 + 상황버섯 가수분해물 1000㎍/㎖

C : 증류수 + 30%로 희석한 1,3-butylene glycol

D : 증류수 + 30%로 희석한 1,3-butylene glycol +

상황버섯 가수분해물 1000㎍/㎖

  A와 B 시료 도포 직후, 도포 후 0.5hr, 1hr, 2hrs, 

3hrs, 4hrs의 시간별 변화를 관찰한 결과 통계적으로 

유의한 차이(p>0.05)가 없었다(Table 3). 또한 C와 D 

시료 도포 직후, 도포 후 0.5hr, 1hr, 2hrs, 3hrs, 

4hrs의 시간별 변화에서도 통계적으로 유의한 차이

(p>0.05)가 없었다(Table 4).

  피부 수분 함유량의 군간 비교는 작은 표본으로 인하

여 통계적 유의성은 없었지만, 각 피험자에 있어서 시

료별 시간 경과에 따른 피분 수분 함유량에는 차이가 

있었지만 통계적으로 유의하지 않았다(Fig. 17-21).

Ⅳ. 고  찰

  피부는 인체의 최외곽에 위치한 기관으로 세균 침입, 

기계적 자극, 열 손실, 수분 증발, 자외선 등으로부터 

신체를 보호하는 역할을 한다22). 노화는 성체가 된 후 

시간의 흐름과 함께 진행되는 인체의 구조적, 기능적, 

생화학적 쇠퇴 현상으로 체내에서 동시 다발적으로 발

생한다2). 

  특히 피부 노화는 다양한 요인에 의해 진행되며, 이

를 생리적 노화와 병리적 노화로 구분할 수 있다. 생리

적 노화는 시간의 경과에 따라 진행되는 자연 노화로 
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Fig. 17. Moisturizing Ability on Skin of Subject 1 
by Hydrolysate from Phellinus igniarius. 

A: Distilled water, B: Hydrolysate 1000㎍/㎖ in distilled 
water, C: 1,3-butylene glycol, D: Hydrolysate 1000㎍/㎖ 
in 1,3-butylene glycol. 

Test statisticsa

Treatment 0.5hr 1hr 2hrs 3hrs 4hrs

Mann-Whitney’s U 11.000 4.000 4.000 9.000 10.000 9.000

Wilcoxon’s W 26.000 19.000 19.000 24.000 25.000 24.000

Z -0.313 -1.776 -1.776 -0.731 -0.522 -0.731

Asymp.Sig.
(2-tailed)

0.754 0.076 0.076 0.465 0.602 0.465

Exact Sig.
[2*(1-tailed Sig.)] 

0.841b 0.095b 0.095b 0.548b 0.690b 0.548b

A: Distilled water B: Hydrolysate 1000㎍/㎖ in distilled water
a: Group variable:specimen b: Not corrected for ties

Table 3. Inter-group Comparison Test Statistics (A Versus B) 

Test statisticsa

Treatment 0.5hr 1hr 2hrs 3hrs 4hrs

Mann-Whitney’s U 3.000 9.000 9.000 12.000 10.000 12.500

Wilcoxon’s W 18.000 24.000 24.000 27.000 25.000 27.500

Z -1.984 -0.733 -0.731 -0.104 -0.522 0.000

Asymp.Sig.
(2-tailed)

0.047 0.463 0.465 0.917 0.602 1.000

Exact Sig.
[2*(1-tailed Sig.)] 

0.56b 0.548b 0.548b 1.000b 0.690b 1.000b

C: 1,3-butylene glycol D: Hydrolysate 1000㎍/㎖ in 1,3-butylene glycol
a: Group variable:specimen b: Not corrected for ties

Table 4. Inter-group Comparison Test Statistics (C Versus D) 
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Fig. 18. Moisturizing Ability on Skin of Subject 2 
by Hydrolysate from Phellinus igniarius. 

A: Distilled water, B: Hydrolysate 1000㎍/㎖ in distilled 
water, C: 1,3-butylene glycol, D: Hydrolysate 1000㎍/㎖ 
in 1,3-butylene glycol. 



김태준 외 2인 : 상황버섯 가수분해물의 피부 항노화 효능에 대한 연구

13

0

50

100

150

200

250

300

350

400

m
oi

st
ur

e 
(%

  o
f b

ef
or

e 
tre

at
m

en
t v

al
ue

)

Time (hours)

 A
 B
 C
 D

treatment     0.5           1             2             3             4

Fig. 19. Moisturizing Ability on Skin of Subject 
3 by Hydrolysate from Phellinus
igniarius. 

A: Distilled water, B: Hydrolysate 1000㎍/㎖ in distilled
water, C: 1,3-butylene glycol, D: Hydrolysate 1000㎍/㎖ 
in 1,3-butylene glycol. 
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Fig. 20. Moisturizing Ability on Skin of Subject 
4 by Hydrolysate from Phellinus
igniarius. 

A: Distilled water, B: Hydrolysate 1000㎍/㎖ in distilled
water, C: 1,3-butylene glycol, D: Hydrolysate 1000㎍/㎖ 
in 1,3-butylene glycol. 

체내 단백질 특성 변화 및 생합성 감소 등이 발생한다. 

병리적 노화는 공해, 바람, 온도, 자외선 등 인체 외부

인자로 인해 생물 연령에 비해 빠르게 진행되는 노화로 

피부 건조, 과색소 침착 등이 발생한다1-3). 생리적, 병

리적 노화로 축적된 ROS와 산화적 스트레스는 피부 주

요 성분들에 다양한 기능 저하를 초래한다. 피부 탄력, 
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Fig. 21. Moisturizing Ability on Skin of Subject 5 
by Hydrolysate from Phellinus igniarius. 

A: Distilled water, B: Hydrolysate 1000㎍/㎖ in distilled 
water, C: 1,3-butylene glycol, D: Hydrolysate 1000㎍/㎖ 
in 1,3-butylene glycol. 

주름에 영향을 주는 collagen은 ROS에 의해 증가된 

TNF-α, IL-1β, IL-6 등의 사이토카인에 의해 pro- 

collagen이 감소되며, 산화적 스트레스로 활성화된 세

포 외 기질금속단백분해효소(matrix metalloproteinase, 

MMP)로 인해 collagen 분해가 촉진된다23). ROS는 

nitric oxide synthase(NOS)을 자극하여 NO를 생산

하며, 과량 생성된 NO는 염증 반응으로 피부 조직을 

파괴한다24). 기미, 검버섯 등과 같은 과색소 침착에 관

여하는 tyrosinase은 ROS에 의해 mRNA 수준에서 상

향 조절되어 melanin을 과잉 생산하게 된다25). 수분 

보유, 영양분 저장 역할을 하는 hyaluronic acid(HA)

는 HAS에 의해 합성되며, ROS의 증가로 중합 해체 반

응 발생 시 그 양이 감소한다26). 노화로 야기된 피부 주

요 성분의 기능 저하는 피부 건조, 위축, 탄력 감소, 주

름, 기미, 주근깨, 가려움증과 같은 증상을 유발한다1-3).

  외모를 중요한 개인 경쟁력으로 보는 현대 사회에서 

피부 노화로 인한 피부 건조, 주름, 기미 등을 치료하기 

위해 최근 피부의 항노화에 대한 연구가 활발히 진행되

고 있다23,27-29). 과거 항노화 소재 연구는 arbutin, 

kojic acid, azelaic acid 등의 소재들을 이용하였으

나, 부작용 사례들이 보고됨에 따라 안전성이 담보되는 
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천연물 소재로 연구 동향이 변화하고 있다28). 

  천연물 소재 중 버섯류는 세계적으로 20,000종이 알

려져 있으며 자실체 및 균사체의 추출물과 배양물이 여

러 분야에서 사용되고 있다. 버섯은 식품으로써 안정성

이 확보되어 있기 때문에 다른 천연물 소재와 달리 빠

르게 각종 산업에서 이용되고 있으며30), 다양한 버섯들

이 피부 항노화 소재로 연구가 진행되고 있다3,8,31-34).

  상황버섯은 담자균류(basidomycotina) 민주름버섯

목(Aphyllophorales) 소나무비늘버섯과(Hymeno- 

chaetaceae) 진흙버섯속(Phellinus)에 속하며 뽕나무 

줄기에 자생하는 버섯으로35), 약리학에서는 위암, 식도

암, 십이지장암, 결장암, 직장암 등의 소화기계 암과 간

암 수술 후 면역기능 증진, 장 출혈, 자궁 출혈 및 대하, 

월경 불순에 효과가 있는 것으로 알려져 있다36).  

  상황버섯의 本草名은 桑耳로 상황버섯이 기생하는 뽕

나무를 지칭하는 “뽕나무 桑”과 곡식 등의 싹을 지칭하

는 “싹 耳”를 조합한 이름으로37,38), 한의학 原典에서는 

桑黃 보다는 桑耳로 표기하고 있다. 역대 문헌에서 상황

버섯은 痔血, 瘡證과 같은 외과와 피부 질환10,39,40), 腸

風瀉血, 腹痛과 같은 내과 질환10,41) 女人崩漏, 帶下, 陰

痛10,39-41)과 같은 부인과 질환에 사용되어 왔다. 瘡證은 

체표 피부에서 각종 원인에 의해 정상적인 피부 생리 

기능이 파괴되어 구진, 포진, 미란, 부종, 화농 및 피부 

조직의 파괴와 같은 증상이 발생하는 질환을 포괄하는 

개념이다. 瘡證의 원인으로는 情志內傷, 飮食不節, 房室

損傷, 勞力傷, 虛損病, 慢性病 등과 같은 내부적 원인과 

外感淫邪, 漆毒, 植物毒, 藥毒, 沸水傷 등과 같은 외부적 

요인으로 구분할 수 있다42). 역대 문헌에서 瘡證에 사용

되어진 상황버섯은 구진, 포진, 미란, 화농과 같은 체표

의 피부 손상을 회복시킬 뿐만 아니라 손상된 피부 조

직을 재생시키는 효능이 있을 것으로 판단하여 피부 항

노화 소재로 활용될 수 있을 것으로 생각되었다.

  상황버섯에 대한 연구로는 에탄올 추출물의 항산화, 

미백, 항노화, 항염증, 항알레르기, 주름개선에 대한 선

행 연구9,19)가 있었지만, 상황버섯 가수분해물을 이용한 

피부 항노화 효능에 대한 연구는 없었다. 

  본 연구는 상황버섯의 초임계 추출물을 이용하여 피

부 항노화 효능을 관찰하려고 하였지만 상황버섯 자체

의 비극성 물질이 초임계 추출법으로는 추출되지 않았

다. 이에 단순 용매 추출이 아닌 상황버섯 단백질만 선

택적으로 추출하고 papain, bromelain 효소로 가수분

해하였다. 이와 같은 과정을 통해 얻은 상황버섯 가수

분해물을 이용하여 DPPH radical 소거능, typeⅠ 

collagen 합성, tyrosinase 억제, NO 생성, 

tyrosinase 억제, HAS2, HAS3 mRNA 발현과 피부 

수분 함유량에 대해 간이 임상 평가를 진행하여 피부 

항노화 효능을 살펴보았다. 

  초임계 추출은 압력과 온도 조절만으로 물성 조절이 

쉽게 되는 유체를 이용한 추출로, 본 연구에서는 이산

화탄소를 유체로 사용하였다. 이산화탄소는 추출 후 상

온에서 모두 기화되어 날아가기 때문에 잔존 용매에 대

한 걱정이 없으므로 천연 소재 추출에 많이 사용된다43). 

그러나 본 연구에서 상황버섯 초임계 이산화탄소 추출

물의 양은 실험을 진행하기에 충분하지 않았다. 또한 

상황버섯에서 초임계 추출 방법이 적합한 방법인지 확

인하기 위하여 polarity index 값이 0인 normal- 

hexane을 이용하여 유지 함량을 확인하였다. 그 결과 

상황버섯 100g에 유지는 0.21g으로 초임계 추출 방법

은 본 연구에서 적합한 방법이 아님을 확인하였다. 

  상황버섯 단백질 추출은 에탄올을 이용한 단순 용매 

추출이 아닌 한21)의 연구방법에서 이용한 lysis buffer

를 사용하였다. 상황버섯의 단백질 추출물은 밝은 갈색

의 형상으로 1회 차에 대략 4.5%, 2회 차에 대략 

5.6%, 3회 차에 대략 5.8%로 산출되었다.

  추출된 단백질은 papain과 bromelain을 이용하여 

가수분해를 시행하였다. Papain은 papaya의 잎, 미성

숙 과실, 과즙에서 추출한 시스테인 단백질 분해효소로
44), 50℃에서 24hrs, 48hrs, 72hrs 시간별 mass 분석

을 시행했을 때 72hrs에서 가수분해 효율이 최적임을 

확인하였다. Bromelain은 파인애플에서 분리한 시스테

인 단백질 분해효소로45), 50℃에서 24hrs, 48hrs, 

72hrs, 84hrs 시간별 mass 분석을 시행했을 때 84hrs
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에서 가수분해 효율이 최적임을 확인하였다. Papain과 

bromelain을 1:1로 함께 사용한 mixture를 24hrs, 

48hrs, 72hrs 시간별 mass 분석을 시행했을 때 72hrs

에서 가수분해 효율이 최적임을 확인하였다. 효소별 시

간 최적화 후 각 효소별 최적 시간인 papain 72hrs, 

bromelain 84hrs, mixture 72hrs를 mass 분석으로 

비교하니 mixture 72hrs가 가장 효율이 좋았고, 이를 

이용하여 상황버섯 가수분해물을 제작하였다.   

  ROS는 미토콘드리아의 호흡과 면역반응에 의한 산

화·환원 과정을 통해 생성된다. 균형 상태에서 ROS는 

체내의 항산화 체계에 의하여 관리되며 항상성을 유지

하는데 피부 표면에 상처가 발생하여 세포막이 공기에 

노출되면, 산소가 활성산소로 바뀌는 oxidative stress

가 발생하게 되어 세포의 기능과 구조는 파괴 된다46,47). 

  본 연구에서는 상황버섯 가수분해물을 DPPH를 사용

하여 radical 소거율을 측정한 결과, 상황버섯 가수분

해물 50㎍/㎖ 농도에서부터 농도 의존적으로 radical 

소거능이 증가함을 확인하였다.  

  Collagen은 extracellular matrix(ECM)의 주요 구

조 성분으로 인체 유기 물질 대부분을 구성하며, 진피

에 대량으로 존재하는데 세부적으로 typeⅠ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ, 

Ⅴ으로 구분하고, 이중 typeⅠ이 성인 진피의 80-90%

를 차지한다. Collagen의 기능은 자외선으로부터 피부 

손상을 방어하고 유수분 균형, 피부 탄력을 유지하는데 

피부 노화로 collagen이 부족해지면 주름이 발생한다
48-50). 

  상황버섯 가수분해물의 typeⅠ collagen 합성능을 

확인하기 전, CCD-986sk cells에서 농도별로 상황버

섯 가수분해물을 처리하여 세포 생존율을 살펴본 결과, 

500㎍/㎖ 이하의 농도에서 90%의 세포 생존율을 보여 

세포 독성이 없음을 확인하였다. 상황버섯 가수분해물

의 typeⅠ collagen 합성에 대한 효과를 확인한 결과 

50, 100 및 500㎍/㎖ 농도에서 통계적으로 유의하게 

typeⅠ collagen 합성이 증가하였다.

  NO는 reactive nitrogen species(RNS)의 일종인 

NOS에 의해 L-arginine으로부터 citrulline으로 산화

될 때 생성되는 자유라디칼이다. 체내의 균형 상태에서 

신경 전달, 병원체 세포 파괴, endothelium-derived 

relaxing factor(EDRF)로서 혈관 내피 평활근 이완 등

의 생리적 기능을 담당한다. 그러나 inducible 

NOS(iNOS)에 의해 과다 생성된 NO는 세포 조직 손상

을 유발하며 NO의 파생물인 peroxynitrite와 

nitrogen dioxide도 염증 반응을 일으키는 등 염증 반

응에 중요한 역할을 한다51-53). 

  상황버섯 가수분해물의 NO 생성에 대한 저해 효과

를 확인하기 전, RAW 264.7 cells에서 농도별로 상황

버섯 가수분해물을 처리하여 세포 생존율을 살펴본 결

과, 500㎍/㎖ 이하의 농도에서 90%의 세포 생존율이 

보여 세포 독성이 없음을 확인하였다. 상황버섯 가수분

해물의 NO 생성에 대한 저해 효과를 확인한 결과 모든 

농도에서 NO 저해 효과가 없었다.

  Tyrosinase는 glycoprotein으로 tyrosine을 산화시

켜 L-3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA)로, 

L-DOPA를 DOPA quinone로 산화시키는 속도 제한 

효소와 같이 작용함과 동시에 DOPA quinone이 DOPA 

chrome과 DOPA chrome에서 유도된 5,6-dihydro- 

xyindole(DHI)이 indole-5,6-quinone으로 변환되는 

과정에도 관여하며, 최종적으로 melanin 합성에 중요한 

역할을 한다. Tyrosinase 억제는 피부 미백의 기전인 

melanin 생성 억제, melanocyte 자극 물질 조절, 

melanin 배설 촉진 중 melanin 생성 억제의 측면에서 

피부 미백에 영향을 준다54-56). 

  상황버섯 가수분해물의 tyrosinase 억제에 대한 효과

를 확인한 결과 500, 1000, 2500 및 5000㎍/㎖ 농도

에서 통계적으로 유의하게 tyrosinase 억제능이 증가되

었다.

  HA는 N-acetyl-D-glucosamine과 D-glucuronic 

acid가 교대로 결합한 disaccharide 반복 단위의 종합

체로, 분자량이 20-40만에 달하는 직쇄상 고분자 화합

물이다. HA는 피부 수분 유지에 필수적인 천연 보습 인

자로 HA의 50%는 피부에, 25%는 골관절에 분포하며, 

이 외에 뇌, 신장, 폐장, 근육 등에 분포한다. HA는 
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HAS에 의해 합성되는데 HAS1은 uridine dipho- 

sphate N-acetylglucosamine을 가장 많이 필요로 하

지만 HA 합성에서 활동성은 가장 낮으며, HAS2는 배

아 조직과 성체 조직 모두에서 HA 합성에 가장 큰 역

할을 한다. 또한 HAS3는 성체 조직에서 주로 발현되며 

작은 분자 단위의 HA를 합성한다26,57,58). 

  상황버섯 가수분해물의 HAS2, HAS3 mRNA의 발현

에 대한 효과를 확인한 결과, HAS2는 50, 100, 150 

및 200㎍/㎖ 농도에서, HAS3는 100, 150 및 200㎍/

㎖ 농도에서 통계적으로 유의하게 mRNA 발현량 증가

가 관찰되었다. 

  5명의 피험자를 대상으로 간이 임상 평가를 시행하여 

상황버섯 가수분해물의 도포 전과 시간별 피부 수분 함

유량의 변화를 관찰하였다. 피부 수분은 각질층의 탄력

성을 유지하는 필수 조건으로 노화된 피부는 조직의 수

분 함량이 낮아지면서 건조하고 거칠어지기에 피부 수

분 함유량은 피부 상태 측정의 지표로서 의의가 있다59). 

피부 수분 함유량은 corneometer의 probe을 통해 각

질층 하방 30-40㎛ 수분 함량을 정전부하용량을 통해 

계측하였고60), 증류수(A), 증류수에 상황버섯 가수분해

물 1000㎍/㎖ 용해시킨 것(B), 증류수에 30%로 희석한 

1,3-butylene glycol(C), 증류수에 30%로 희석한 

1,3-butylene glycol에 상황버섯 가수분해물 1000㎍/

㎖ 용해시킨 것(D), 총 4종의 시료에서 상황버섯 가수

분해물 1000㎍/㎖ 유무를 기준으로 A와 B군, C와 D군

으로 구분하였다. 피부 수분 함유량의 군간 비교는 비

모수 Mann-Whitney 검정을 사용하여 도포 시간별로 

비교하였다. 

  A와 B 시료 도포 직후, 도포 후 0.5hr, 1hr, 2hrs, 

3hrs, 4hrs의 시간별 변화를 관찰한 결과 통계적으로 

유의한 차이가 없었고, C와 D 시료의 시간별 변화에서

도 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 또한 각 피험자

에 있어서 시료별 시간 경과에 따른 피부 수분 함유량

에는 차이가 있었지만 통계적으로 유의하지 않았다. 이

러한 결과는 작은 표본으로 인하여 통계적 유의성이 없

었던 것으로 생각된다.

  이상의 결과를 종합하면 상황버섯 가수분해물은 

DPPH radical 소거능을 증가시켰고, typeⅠ collagen 

생성 증가, tyrosinase 억제, HAS2 HAS3 mRNA 발

현량을 증가시켜 피부 항노화 소재로 활용할 수 있을 

것으로 판단된다.

 

Ⅴ. 결  론

  상황버섯 가수분해물의 피부 항노화 효능을 알아보기 

위해 DPPH radical 소거능, typeⅠ collagen 합성, 

NO 생성 억제, tyrosinase 억제, HAS2, HAS3 

mRNA 발현, 피부 수분 함유량에 대한 간이 임상 평가 

결과 다음과 같은 결론을 얻었다.  

1. 상황버섯 가수분해물은 DPPH radical 소거능을 농

도 의존적으로 증가시켰다.

2. 상황버섯 가수분해물은 50, 100 및 500㎍/㎖ 농도

에서 typeⅠ collagen 생성을 증가시켰다.

3. 상황버섯 가수분해물은 모든 농도에서 NO 생성을 

유의하게 억제시키지 못했다. 

4. 상황버섯 가수분해물은 500, 1000, 2500 및 5000

㎍/㎖ 농도에서 tyrosinase를 억제시켰다.

5. 상황버섯 가수분해물은 50, 100, 150 및 200㎍/㎖ 

농도에서 HAS2 mRNA 발현량을, 100, 150 및 

200㎍/㎖ 농도에서 HAS3 mRNA 발현량을 증가시

켰다. 

6. 5명의 피험자를 대상으로 진행한 간이 임상 평가에

서 시료별 시간 경과에 따른 피분수분함유량에는 차

이가 있었지만, 작은 표본으로 인하여 통계적 유의

성은 없었다. 
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