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ABSTRACT

Objectives : Under normal condition melanin protects the skin from extracellular stimuli including ultraviolet 

(UV)-induced oxidative skin damages, but excess production and accumulation of melanin can induce 

hyperpigmentation causing esthetic problems. Therefore, in this study we tried to search for natural skin 

whitening materials from marine natural resources.

Methods : Water and ethanol extracts of marine natural resources were prepared from Porphyra thalli (PT), 

Laminariae thallus (LT), Ostreae concha (OC), Sargassum thallus (ST), Undaria thallus (UT), Codium thalli (CT), 

Enteromorpha thalli (ET), Syngnathoides biaculeatus (SB), and Hippocampus coronatus (Hc). Their effects 

against UVB and α-melanocyte stimulating hormone (α-MSH)-induced melanogenesis were investigated based 

on melanin formation in B16 mouse melanoma cells. The mRNA and protein expression of enzymes involved in 

the melanogenic process were further examined by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

and Western blot analysis, respectively.

Results : Water extract of Ostreae concha (OCW/E) effectively inhibited UVB and α-MSH-induced melanin 

production in B16 melanocytes, which seemed to be mediated by inhibition of mRNA expression of tyrosinase 

and tyrosinase-related protein 1 (TRP-1). In another experiment, ethanol extracts from Porphyra thalli 

(PTE/E), Laminariae thallus (LTE/E), Sargassum thallus (STE/E), Undaria thallus (UTE/E), Codium thalli 

(CTE/E), Syngnathoides biaculeatus (SBE/E), and Hippocampus coronatus (HcE/E) significantly suppressed UVB 

and α-MSH-induced melanin formation. Furthermore, ethylacetate fraction isolated form LTE/E (LTE/EEt) 

decreased UVB and α-MSH-elevated extracellular melanin levels via inhibition of tyrosinase protein expression.

Conclutions : These results suggest that marine natural resources such as Porphyra thalli, Laminariae thallus, 

Ostreae concha, Sargassum thallus, Undaria thallus, Codium thalli, Syngnathoides biaculeatus and Hippocampus 

coronatus have anti-melanogenic effects, thereby exhibiting high potentials to be utilized as one of the 

ingredients for the development of new whitening functional cosmetics. 
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서  론

피부는 신체의 최외각 층을 형성하며 외부 유해물질로 부

터 내부기관을 보호하고 수분과 전해질의 손실을 막는 장벽기

능을 하는 대표적인 기관으로, 자외선(ultraviolet radiation, 

UV), 중금속, 각종 산화 물질들과 같은 환경적 인자에 항상 

노출되어 있어 손상을 받기 쉽다1). 특히 자외선 B (UVB)는 

진피의 상부까지 도달하여 화상이나 홍반과 같은 염증을 일으
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키며 더 나아가 멜라닌(melanin) 생성을 촉진시켜 색소침착

을 유발한다2). 과량의 자외선 B는 활성산소종을 다량으로 생

성하여 진피 결합조직의 손상과 함께 피부장벽을 붕괴시켜 노

화를 일으키며, 장기간 노출 시 심각한 피부 병변으로 이어져 

피부세포 사멸 및 종양의 발생으로까지 이어진다3).

멜라닌은 피부의 멜라닌소체(melanosome)에서 생성되며, 

자외선이 유발하는 피부 손상으로부터 피부를 보호하는데 있

어 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 하지만 장시간 

자외선에 노출 되거나, 환경오염을 포함한 외부 자극요인과 

호르몬, 염증유발인자 등의 내부 자극요인이 동시에 작용하는 

경우, 멜라닌은 과잉으로 생성 및 축적되어 기미, 주근깨, 검

버섯, 과다색소침착증후군과 같은 피부장애를 일으키며, 피부

노화를 촉진하고 피부암을 유발하게 된다4-5).  

자외선으로 인한 피부의 색소침착은 즉시 색소침착 

(immediate pigment darkening, IPD)과 지연형 색소침착 

(delayed tanning, DT)의 2가지 형태로 구분 할 수 있다
6-7). 자외선 B는 주로 지연형 색소침착을 유발하며, 노출 후 

3-4일 내에 나타나 10일에서 3-4주에 최고에 달한다. 즉시 

색소침착과 달리 염증과 화상을 동반하며, 멜라닌을 합성하는 

효소인 tyrosinase의 활성과 멜라닌소체의 합성을 통해 새로

운 멜라닌의 생성을 증가 시킨다8). 따라서, 기존의 미백제는 

멜라닌 합성의 중요한 효소인 tyrosinase의 저해 활성에 관

심이 집중되어 개발되어 왔다. 

지금까지 tyrosinase의 활성을 억제하는 대표적인 미백제

로 히드로퀴논(hydroquinone), 알부틴(arbutin)과 코직산

(kojic acid) 등이 사용되어 왔으나, 히드로퀴논과 코직산의 

경우 피부자극, 약한 미백효과, 세포독성 또는 돌연변이 등의 

부작용을 유발하는 것으로 알려져 있다9-11). 그러므로, 더 안

전성이 높고 피부 친화력이 높아 효과를 극대화 할 수 있는 

새로운 미백제를 찾고자 다양한 연구들이 진행되고 있으며, 

그 중에서도 새로운 미백 천연소재에 대한 관심이 점차적으로 

높아지고 있다. 현재 tyrosinase의 활성을 억제하는 것으로 

보고된 천연소재로는 감초, 상백피, 녹차 등이 있으며, 이외

에도 다양한 천연소재를 이용한 미백 활성 및 기전 연구가 보

고 되고 있다12-14).

육상 식물에 비해 해양 식물이 수적으로 우세하며 다양성

을 가지고 있고, 상이한 생합성 경로를 가져 신규 활성물질을 

다량 함유할 가능성에도 불구하고, 비용 및 노력 등의 측면으

로 상대적으로 많은 연구가 이루어 지지 않은 실정이다15). 해

양소재를 이용한 tyrosinase 활성 저해 효능을 가진 미백 천

연소재로는 모자반, 파래, 미역쇠, 감태 추출물, 감태로부터 

분리한 활성물질 phlorotannins, 갈조류의 활성 성분중 하나

인 fucoidan 등이 제시된 바가 있다15-21).

본 연구에서는 마우스 흑색종 세포주(B16F10 mouse 

melanoma cells)을 사용하여 자외선 B (UVB) 조사와 멜라

닌 세포 자극 호르몬(α-melanocyte stimulating 

hormone, α-MSH) 처리로 유발된 세포독성과 멜라닌 생성

에 대한 다양한 해양소재 열수 및 에탄올 추출물들의 미백효

과를 검토하고자 하였다.  

재료 및 방법

1. 재료 및 시약

세포배양을 위한 Dulbecco's modified Eagel's medium 

(DMEM) 배지, fetal bovine serum (FBS) 및 항생제

(penicillin/streptomycin)는 Gibco (Grand Island, NY, 

USA)사 제품을 구입하여 사용하였다. MTT 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide], 멜라닌 세포 자극 호르몬(α-melanocyte 

stimulating hormone, α-MSH) 및 그 밖에 실험에 사용된 

특급시약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)사의 제

품을 사용하였다.

2. 해양소재 추출물의 제조

김(Porphyra thalli, PT), 다시마(Laminariae, LT), 모려

(Ostreae concha, OC), 모자반(Sargassum thallus, ST), 

미역(Undaria thallus, UT), 청각(Codium thalli, CT), 파

래(Enteromorpha thalli, ET), 해룡(Syngnathoides 

biaculeatus, SB), 해마(Huppocampus coronatus, Hc)의 

해양 소재는 2009년 9월에서 12월 사이 포항 죽도시장으로

부터 구입하여 대구한의대학교 xx과에서 동정하여 실험에 사

용하였다. 해양소재로부터 염분을 수세하여 제거하고 7일간 

건조시킨 뒤, 물을 가하여 3시간 전탕 또는 100% 에탄올을 

가하여 상온에서 72시간 동안 추출한 다음 No. 2 filter 

paper (Nalgene, New York, NY, USA)로 여과하였다. 여

액을 진공회전농축기(EYELA, Tokyo, Japan)와 동결건조기

(EYELA, Tokyo, Japan)를 사용하여 농축 및 동결 건조하였

으며, 실험에 사용 전 -20℃에서 보관하였다. 해양소재 열수

(water extract, W/E) 및 에탄올 추출물(ethanol extract, 

E/E)의 최종 수율은 각각 김(PTW/E, PTE/E) 45.38%, 

0.58%, 다시마(LTW/E, LTE/E) 2.74%, 1.19%, 모려

(OCW/E, OCE/E) 0.27%, 0.28%, 모자반(STW/E, STE/E) 

6.63%, 0.29%, 미역(UTW/E, UTE/E) 3.32%, 0.32%, 청

각(CTW/E, CTE/E) 5.8%, 0.73%, 파래(ETW/E, ETE/E) 

13.15%, 1.45%, 해룡(SBW/E, SBE/E) 15.82%, 1.47%, 해

마(HcW/E, HcE/E) 14.23%, 3.78%였다.

3. 해양소재 에탄올 추출물 분획의 제조

상기와 같이 건조된 다시마(Laminariae thallus; LT)를 

미세하게 분쇄한 후 70% 에탄올 수용액 (0.5L × 3)을 이용

하여 실온에서 24시간 추출한 뒤 여과지로 여과하였다. 얻어

진 여액은 감압 농축하여 70% 에탄올 추출물을 얻었다. 에탄

올 추출물의 일부를 용매 계통 분획하기 위하여 물(300 mL)

과 ethyl acetate (EtOAc, 300 mL × 3)로 분배 추출하였

으며, 물층은 다시 n-butanol (n-BuOH, 300 mL× 3)로 

분배 추출하였다. 각 층은 감압 농축하여 물 분획(LTE/EW), 

EtOAc 분획(LTE/EEt) 및 n-BuOH 분획(LTE/EB)을 얻어 

실험에 사용하였다. 

4. 세포배양

B16 마우스 흑색종 세포(B16 mouse melanoma cells)는 
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10% FBS, penicillin (10,000 IU/ml) 및 streptomycin 

(10,000 g/ml)이 포함되어있는 DMEM 배지를 사용하여 3

7℃, 5% CO2 조건하에서 배양하였다. 배지는 2일마다 새로

운 배지로 갈아주었으며, 실험을 위하여 4 × 104 cells/well 

또는 1 × 105 cells/well 밀도로 세포를 각각 48-well 및 

6-well culture plate에 분주하였다. 24시간 뒤 세포가 안정

적으로 부착되면 실험에 사용하였다.

5. 세포생존율 측정(MTT dye reduction assay)

B16 흑색종 세포를 48-well culture plate에 4 × 

104cells/well의 밀도로 접종 한 후 24시간 뒤 세포가 안정적

으로 부착되면 해양소재 열수 및 에탄올 추출물, 분획물을 

48-72시간 처리 하였으며, MTT를 최종 농도 0.25 mg/ml

로 첨가하여 2시간 동안 추가 배양하였다. 배지를 제거 한 다

음 dimethylsulfoxide (DMSO)를 200 μl씩 가하여 

formazan을 용해한 뒤 microplate reader (Emax, 

Molecular device, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 540 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군의 세포생존율을 100%

로 환산하여 상대적 생존율을 %로 계산하였다.

6. 멜라닌 생성 측정 

α-MSH 처리 및 자외선 B 조사로 인한 멜라닌 생성에 

대한 해양소재 추출물들의 효과를 검토하기 위하여, α-MSH

를 50 nM의 농도로 해양소재 열수 및 에탄올 추출물, 분획

물과 함께 24시간 처리한 뒤, 배지를 걷어내고 인산완충용액

으로 1회 세척한 다음 자외선 B를 30 mJ/cm2의 강도로 조

사하였다. 자외선 B 조사 18-20시간 뒤, 배양액으로 유리된 

멜라닌량을 405 nm에서 흡광도로 측정하였다(Emax, 

Molecular device). 

7. RNA 추출 및 RT-PCR 

(reverse transcriptase-polymerase chain reaction)

해양소재 추출물들이 멜라닌 생성에 관련된 효소들의 

mRNA 발현에 미치는 영향을 비교 검토하기 위하여 

RT-PCR을 실시하였다. 시약처리가 끝난 B16 흑색종 세포에

서 Invitrogen사의 TRIzol Reagent (Carlsbad, CA, USA)

를 사용하여 Total RNA를 추출하였다. M-MLV reverse 

transcriptase (Promega, WI, USA)를 사용하여 cDNA를 

합성한 다음, 멜라닌 생성 관련 효소들의 유전자 발현을 비교 

측정하기 위하여 PCR을 수행하였다. PCR은 95 에서 5분간 

반응을 시킨 뒤, 95℃ 30초, 53-61℃ 1분, 72℃ 1분을 33 

cycle 수행 다음, 72℃ 10분간 더 반응시켰다. PCR 산물은 

ethidium bromide (EtBr)를 포함하고 있는 1.0% agarose 

gel에서 50 V로 전기영동 한 후, BIO-RAD사의 이미지 분

석 장비(Gel Doc XR System, CA, USA)를 이용하여 측정

하였다. PCR에 사용된 멜라닌 생성 관련 효소의 프라이머 서

열은 다음과 같다. 

8. 단백질 분리 및 Western blot analysis

멜라닌 생성 과정에서 속도결정단계에 작용하는 효소인 

tyrosinase의 단백질 발현 변화를 검토하고자 Western 

blotting을 실시하였다. 시약처리가 끝난 B16 흑색종 세포를 

phosphate buffered saline (PBS)로 1회 세척하고 ice cold 

RIPA buffer (Thermo Scientific, IL, USA)를 이용하여 얼

음위에서 30분간 lysis시킨 다음 15,000 rpm에서 15분간 원

심분리하여 단백질을 분리하였다. BCA reagent로 단백질을 

정량을 한 뒤, 단백질을 10% SDS-PAGE에서 전기영동 후 

PVDF membrane (Pall Corporation, MI, USA)으로 

transfer 하였다. 이후 membrane을 5% non-fat dried 

milk로 blocking 시켰으며, anti-tyrosinase 및 anti-actin 

primary antibody를 이용하여 4℃에서 overnight으로 반응

시켰다. PBST용액(0.01% Tween-20을 포함하는 PBS)으로 

10분간 3회 추가 세척한 뒤, horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated secondary antibody를 1시간 동안 실온

에서 붙였다. 다시 PBST용액으로 10분간 3회 세척한 다음 

membrane을 enhanced chemoluminescence (ECL) 

reagent (Amersham Pharmacia Biotech., IL, USA)를 사

용하여 1분간 반응시킨 뒤 이미지 분석 장비(LAS4000 

Imaging, Fujifilm, Tokyo, Japan)를 이용하여 촬영 분석하

였다.

결과 및 고찰

1. 해양소재 열수 추출물이 멜라닌세포 생존율

에 미치는 효과

다양한 농도(0.1, 0.3, 1 mg/ml)의 해양소재 열수 추출물

을 B16 흑색종 세포에 72시간 동안 처리하고 MTT 

reduction assay로 세포생존율을 비교 측정하였다. 결과, 대

부분의 해양소재 0.3 mg/ml 이하의 농도에서는 세포 생존율

에 큰 영향을 주지 않았으며, 1 mg/ml 농도로 처리시 청각

(CTW/E)과 파래(ETW/E) 열수 추출물을 제외하고 세포 증식

을 억제하였으며, 독성을 나타내었다(Figure 1). 한편, 김

(PTW/E)과 파래(ETW/E) 열수 추출물은 저농도(0.1 mg/ml)

에서 B16 흑색종 세포의 증식을 촉진시키는 것으로 나타났

다. 멜라닌세포의 증식을 촉진하거나 억제하는 물질 보다 대

체로 세포독성을 나타내지 않으면서 멜라닌의 생성을 억제하

는 물질이 좋은 미백 기능성 물질이라 할 수 있으므로, 이를 

바탕으로 해양소재 열수 추출물들이 자체 독성을 나타내지 않

는 두 개의 농도를 설정하여 이후 멜라닌 생성에 미치는 효능 

검증 실험을 수행하였다.  
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Fig. 1 Effects of water extracts from marine natural resources on 
the cell viability in B16 melanocytes  B16 melanoma cells were 
treated with various concentrations (0.1, 0.3, 1 mg/ml) of water 
extracts of Porphyra thalli (PTW/E), Laminariae thallus (LTW/E), 
Ostreae concha (OCW/E), Sargassum thallus (STW/E), Undaria 
thallus (UTW/E), Codium thalli (CTW/E), Enteromorpha thalli 
(ETW/E), Syngnathoides biaculeatus (SBW/E), and Hippocampus 
coronatus (HcW/E) for 72 h. Cell viability was determined by MTT 
dye reduction assay. Data are represented as mean ± S.D. (n=3) 
regarding control group as 100%.

2. 멜라닌 생성에 대한 해양소재 열수 추출물의 

억제 효과

이후 실험에서는 다양한 해양소재 열수 추출물이 멜라닌 

합성에 미치는 영향을 확인하기 위하여 B16 흑색종 세포를 

이용하여 α-MSH와 자외선 B로 인해 세포배양 배지로 유리

된 멜라닌 양을 측정하였다. 멜라닌세포 자극 호르몬인 α

-MSH는 뇌하수체 중엽에서 갑상선 자극호르몬(thyroid 

stimulating hormone, TSH)과 부신피질 자극호르몬

(adrenocorticotropic hormone, ACTH)에 의해 분비가 촉진

되며 멜라닌세포를 활성화 시키는 역할을 한다22). 세포내 분

자생물학적 기전으로 α-MSH는 melanocortin receptor 1 

(MC1R)과 결합하여, GTP-binding protein인 Gs 단백질을 

활성화 시키며, 이후 adenylate cyclase를 통해 cAMP 증가

를 유발한다23). 증가된 cAMP는 protein kinase A (PKA)와 

c-AMP response element-binding oriten (CREB)를 활성

화 시키며, 전사인자 CREB는 microphthalmia-associated 

transcription factor (MITF) 단백질 발현을 촉진시켜 

tyrosinase, TRP-1, TRP-2의 합성을 통해 멜라닌 특히 

eumelanin의 생성을 증가시키는 것으로 알려져 있다23). 

B16 흑색종 세포에 α-MSH (50 nM)를 24시간 처리한 

다음 자외선 B를 30 mJ/cm2로 조사한 경우 18시간 뒤 배지 

내 멜라닌 함량이 288.2% 정도로 증가되었으며, 이는 모려

(OCW/E, 0.3 mg/ml) 열수 추출물을 함께 처리한 그룹에서 

166.7%로 유의적으로 감소됨을 확인 할 수 있었다(Figure 

2). 하지만, 열수 추출물들은 대체적으로 멜라닌 생성 억제에 

있어 낮은 활성을 나타내었다. 일반적으로 피부는 자외선에 

급성으로 노출된 경우 홍반, 발진, 부종, 통증, 소양증이 일

차적으로 유발되며, 이후 피부 색소침착, 표피 비후 더 나아

가 만성적 노출로 인해 노화와 육종형성 일어난다.24) 이러한 

자외선으로 인한 손상에 대해 멜라닌 세포는 멜라닌 합성을 

증가시켜 각질형성세포로 이동시킴으로써 일광에 의한 피부 

손상을 방지하고자 한다. 하지만, 과도한 자외선 노출은 색소

침착을 촉진하며, 동일양의 자외선 B를 반복 분할 조사한 경

우에 비해 일회 조사한 경우 멜라닌세포의 성장이 더욱 억제

되며 멜라닌화가 촉진되는 것으로 보고되었다24). 특히, α

-MSH와 자외선을 병합 처치시 피부색소 증가에 상승적으로 

작용하며, 이는 자외선 조사가 강력한 cAMP activator로 작

용하여 멜라닌세포의 α-MSH 수용체 활성을 증진시키기 때

문으로 제시되었다25). 따라서, 본 연구에서는 화학적(α

-MSH) 및 물리적(자외선 B) 인자를 동시에 이용하여, 단기

간에 강력한 멜라닌 생성 시스템을 도입함으로써 다양한 해양

소재 열수 및 에탄올 추출물, 분획물들의 활성을 검토하고자 

하였다.

Fig. 2  Inhibitory effects of water extracts from marine natural 
resources on α-MSH and UVB-induced melanin formation in B16 
melanocytes  B16 melanoma cells were treated with 0.3 mg/ml or 
1 mg/ml water extracts of Porphyra thalli (PTW/E), Laminariae 
thallus (LTW/E), Ostreae concha (OCW/E), Sargassum thallus 
(STW/E), Undaria thallus (UTW/E), Codium thalli (CTW/E), 
Enteromorpha thalli (ETW/E), Syngnathoides biaculeatus (SBW/E), 
and Hippocampus coronatus (HcW/E) for 24 h in combination with 
50 nM α-MSH and then exposed to 30 mJ/cm2 UVB. After 
additional incubation for 18 h, the extracellular contents of melanin 
were measured by colorimetric analysis at 405 nm as described 
in Materials and Methods. Data are shown as mean ± S.D. 
(n=3).

3. 멜라닌 생성에 대한 해양소재 열수 추출물의 

억제 기전

한편, 모려 열수 추출물(OCW/E)에 의해 멜라닌 생성이 억

제되는 기전을 규명하기 위하여 멜라닌 생성과 관련된 여러 

단백질들의 mRNA 발현을 RT-PCR로 비교 측정하였다. 멜라

닌은 L-tyrosine으로부터 일련의 산화 중합반응을 통하여 형

성되며 이러한 과정에서 tyrosinase가 중요한 역할을 하게 된

다. 즉, L-tyrosine으로부터 3,4-dihydroxyphenylalanine 

(DOPA), dopaquinone, dopachrome, 5,6-dihydroxyindole 

(DHI), 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid (DHICA)

를 형성하고 중합반응을 거쳐 멜라닌이 형성되는데, 이 과정

에서 초기 속도결정단계에 tyrosinase가 tyrosine 

hydroxylase와 DOPA oxidase로 핵심적인 작용을 한다
22,26,27). 그 밖에 멜라닌 합성 관련 효소로 DHICA를 

indole-5,6-quinone-2-carboxylic acid로 산화하는 효소

인 tyrosinase-related protein 1 (TRP-1, DHICA 

oxidase)와 dopachrome을 DHICA로 이성화 하는 효소 

tyrosinase-related protein 2 (TRP-2, DOPA chrome 

tautomerase : DCT) 등이 있다22,26,27). α-MSH와 자외선 

B를 조사한 경우 B16 흑색종 세포에서 tyrosinase와 

TRP-1의 mRNA 발현이 현저히 증가되었으며, 이는 모려 열

수 추출물(OCW/E, 0.1, 0.3 mg/ml)을 처리한 경우 농도 

의존적으로 현저히 감소되었다(Figure 3). 
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Fig. 3  Effect of Ostreae concha water extract (OCW/E) on the 
mRNA expression of enzymes involved in the melanin formation  
B16 melanoma cells were treated with OCW/E (0.1 mg/ml and 
0.3 mg/ml) for 24 h in combination with α-MSH (50 nM) and 
then exposed to UVB (30 mJ/cm2). The mRNA expression of 
tyrosinase and TRP-1 was determined by RT-PCR. The 
representative image of DNA gel electrophoresis and quantification 
data of relative band intensity were shown in A and B, 
respectively. GAPDH levels were measured for the confirmation of 
equal loading of mRNA.

4. 멜라닌 생성에 대한 해양소재 에탄올 추출물

의 억제 효과

다음으로, 해양소재 에탄올 추출물을 다양한 농도(10, 30, 

100 μg/ml)로 B16 흑색종 세포에 48시간 동안 처리하고 

열수 추출물과 동일한 방법으로 MTT dye reduction assay

를 통해 세포생존율에 미치는 영향을 검토하였다. 에탄올 추

출물의 경우 모자반(STE/E)을 제외하고 30 μg/ml 이하의 

농도에서는 세포 독성을 보이지 않았으며, 세포 증식에도 큰 

영향을 미치지 않았다(Figure 4). 이상의 자체독성 결과를 바

탕으로 멜라닌 세포에 독성을 나타내지 않는 두 가지 농도를 

설정하여, 이후 실험에서는 해양소재 에탄올 추출물이 멜라닌 

합성에 미치는 영향을 확인하기 위하여 세포배양 배지로 유리

된 멜라닌 양을 측정하였다. 에탄올 추출물을 50 nM α

-MSH와 함께 24시간 전처리한 다음 자외선 B를 30 

mJ/cm2로 조사한 경우, 20시간 뒤 배지 내 멜라닌 함량이 

415.5% 정도로 증가되었으며, 이는 김(PTE/E, 30 μg/ml), 

다시마(LTE/E, 100 μg/ml), 모자반(STE/E, 10 μg/ml), 

미역(UTE/E, 3 μg/ml), 청각(CTE/E, 30 μg/ml), 해룡

(SBE/E, 10 μg/ml), 해마(HcE/E, 100 μg/ml)를 처리한 

경우 멜라닌 생성이 각각 131.8%, 180.7%, 162.8%, 

112.7%, 144.8%, 163.5%, 183.4%로 유의적으로 감소되는 

것을 확인 할 수 있었다(Figure 5). 

김은 홍조류에 속하는 해조류로 풍부한 영양소를 가지고 

있으며, 탄수화물로는 mannan과 xylan 등의 난용성 섬유와 

prophyran 등의 수용성 다당류를 함유하며, 그 밖에 각종 

비타민, 무기질, eicosapentaenoic acid (EPA)와 타우린

(taurine), 항산화 폴리페놀 등이 활성물질로 존재하여 다양

한 생리활성을 나타내는 것으로  알려져 있다28). 다시마는 갈

조류에 속하는 해조류로 곤포 또는 해태라 하며 탄수화물을 

49%로 다량 가지고 있으며, 이 중 5-10%를 섬유소로, 나머

지는 알긴산을 주체로 한 laminaran과 fucoidan 등의 당류

를 포함하고 있다29). 특히, 당대사 조절, 항균, 항바이러스, 

정장, 중금속 배출, 항콜레스테롤, 항혈액응고, 항종양 작용이 

있는 것으로 보고되었다.29) 모자반은 갈조류에 속하는 해조류

로 식품 및 의약적 용도로 오래 동안 사용되어 왔으며, 특히 

전통의학에서 습진, 옴, 건선 등의 피부질환, 신기능 손상, 

심장질환, 폐질환, 위궤양, 담즙 분비의 목적으로 이용되었다
30). 특히, 이전 연구에서 모자반 에탄올 추출물과 헥산 분획

물의 경우 B16 흑색종 세포에서 α-MSH로 유도된 멜라닌 

생성 및 tyrosinase 활성을 효과적으로 억제하는 것으로 보

고되었다30). 미역은 갈조류에 속하는 해조류로 단백질, 지질, 

비타민 등 영양소를 고루 함유하고 있을 뿐 아니라 칼슘과 요

오드 등의 무기질을 풍부하게 가지고 있다.31) 미역은 혈압강

화, 항당뇨, 혈중 콜레스테롤 개선, 신진대사 촉진, 변비 및 

비만예방, 노화방지, 피부미용, 항산화 등 광범위한 생리활성

을 가지는 것으로 연구되어져 왔다31). 청각은 녹조류에 속하

는 해조류로 식용소재로 사용되어 왔으며, 민간요법으로 구충

제, 비뇨기 질환 및 수종 치료에 이용되었다.32) 청각에는 항

생작용을 갖는 acrylic acid 뿐 아니라 항 응고활성, 항암, 

항돌연변, 면역활성을 갖는 물질이 함유되어 있는 것으로 알

려져 있다32). 

한편, 모려는 열수 추출물(OCW/E)로 처리시 멜라닌 생성 

감소 효과가 있었지만, 에탄올 추출물(OCE/E)의 경우 멜라닌 

생성 억제 효능을 관찰 할 수 없었다. 이는 각기 다른 용매로 

추출시 활성성분의 종류 및 량의 차이에 기인하는 것으로 사

료된다. 모려는 굴의 껍질로 제산, 지갈, 지한, 해열, 진통, 

진정약으로 위산과다, 도한, 몽정, 정신불안증에 사용되어 왔

다33). 특히, 굴 껍질을 이루고 있는 탄산칼슘, 인산칼슘, 마

그네슘, 알루미늄, 규소, 산화철 등에 유착되어 있는 콘키올

린(conchiolin)이라는 연체동물 특유의 물질이 활성성분 중 

하나로 제시되었으며, 이는 RAW 264.7 세포에서 

lipopolysaccharide (LPS)로 유도된 다양한 염증반응 즉 염

증매개 효소[inducible nitric oxide (iNOS), 

cyclooxygenase-2 (COX-2)] 및 물질tumor necrosis 

factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6)]의 발현 억제

를 통해 항염증 작용을 가지는 것으로 보고되었다34).

Fig. 4 Effects of ethanol extracts from marine natural resources on 
the cell viability in B16 melanoma cells  B16 melanocytes were 
treated with diverse concentrations (10, 30, 100 μg/ml) of 
ethanol extracts of Porphyra thalli (PTE/E), Laminariae thallus 
(LTE/E), Ostreae concha (OCE/E), Sargassum thallus (STE/E), 
Undaria thallus (UTE/E), Codium thalli (CTE/E), Enteromorpha thalli 
(ETE/E), Syngnathoides biaculeatus (SBE/E), and Hippocampus 
coronatus (HcE/E) for 48 h. The cell viability was assessed by 
MTT dye reduction assay. Data are described as mean ± S.D. 
(n=3) regarding control group as 100%.
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Fig. 5  Inhibitory effects of ethanol extracts from marine natural 
resources on α-MSH and UVB-induced melanin formation in B16 
melanomc cells  B16 melanocytes were treated with PTE/E (10, 
30 μg/ml), LTE/E (30, 100 μg/ml), OCE/E (30, 100 μg/ml), 
STE/E (3, 10 μg/ml), UTE/E (1, 3 μg/ml), CTE/E (10, 30 μ
g/ml), ETE/E (10, 30 μg/ml), SBE/E (10, 30 μg/ml), and HcE/E 
(30, 100 μg/ml) for 24 h in combination with 50 nM α-MSH 
and then exposed to 30 mJ/cm2 UVB. After additional incubation 
for 20 h, the extracellular melanin levels were measured by 
absorbance at 405 nm. Data are represented as mean ± S.D. 
(n=3).

5. 멜라닌 생성에 대한 해양소재 분획물의 억제 

효과 및 기전

상기 실험 결과를 바탕으로 멜라닌 생성 억제 효능을 갖는 

활성 분획물을 규명하기 위하여, 우선 다시마 에탄올 추출물

을 대상으로 일련의 실험을 수행하였다. 우선, 다시마 에탄올 

추출물(LTE/E)의 에틸아세테에트 분획(LJE/EEt), 부탄올 분

획(LJE/EB), 물분획(LJE/EH)을 10, 30, 100 μg/ml의 농

도로 단독으로 48시간 동안 처리하고 세포생존에 미치는 영

향을 MTT dye reduction assay로 살펴보았으며, 결과 대부

분의 경우 세포독성을 나타내지 않았으며(Figure 6A), 이후 

실험에서는 세포독성을 나타나지 않은 두 개의 농도를 설정하

여 각각의 분획물들이 멜라닌 합성에 미치는 영향을 확인하기 

위하여, 배지 내 유리된 멜라닌 생성량을 측정하였다. α

-MSH (50 nM)를 분획물들과 함께 24시간 처리한 다음 자

외선 B를 30 mJ/cm2로 조사한 경우 20시간 뒤 멜라닌 함량

을 측정한 결과 388.9% 정도로 증가되었으며, 이는 다시마 

에탄올 추출물의 에틸아세테이트 분획물(LJE/EEt)을 함께 처

리한 그룹에서 166.7%로 가장 현저히 감소됨을 확인 할 수 

있었다(Figure 6B). 한편, 다시마 에틸아세테이트 분획물

(LJE/EEt)에 의해 멜라닌 생성이 억제되는 기전을 규명하기 

위하여 멜라닌 생성 속도결정 단계에 작용하는 효소 

tyrosinase의 단백질 발현을 Western blot analysis로 측정 

비교하였다. α-MSH와 자외선 B를 조사한 경우 B16 흑색

종 세포에서 tyrosinase의 단백질 발현이 현저히 증가되었으

며, 이는 다시마 에틸아세테이트 분획물(LJE/EEt, 30, 100 

μg/ml)을 처리한 경우 농도 의존적으로 현저히 감소되었으

며, 다시마 에탄올 추출물 보다 더 높은 활성을 나타내었다

(Figure 7). 이전의 연구에서 다시마 열수 추출물이 B16 흑

색종 세포에서 α-MSH에 의한 tyrosinase 활성과 멜라닌 

생성을 억제하는 것으로 보고하였지만, 본 연구에서는 α

-MSH와 자외선 B로 유도된 멜라닌 생성과 tyrosinase 발현 

증가에 대해 다시마 에탄올 추출물과 에틸아셑테이트 분획이 

최적의 효과를 나타내었다.29)

Fig. 6 Effects of diverse fractions derived from ethanol extract of 
Laminariae thallus (LTE/E) on the cell viability and α-MSH and 
UVB-induced melanin formation in B16 melanoma cells  A. Cells 
were treated with different concentrations (10, 30, 100 μg/ml) of 
ethylacetate (LTE/EEt), buthanol(LTE/EB), and water(LTE/EW) 
fractions of LTE/E for 48 h. The cell viability was determined by 
MTT dye reduction assay.  B. Cells were treated with LTE/EEt, 
LTE/EB, and LTE/EW (30 μg/ml and 100 μg/ml) for 24 h in 
the presence of 50 nM α-MSH and then 30 mJ/cm2 UVB was 
irradiated. The extracellular melanin contents were measured by 
colorimetric assay at 405 nm. Data are described as mean ± 
S.D. (n=3). 

Fig. 7  Effect of ethylacetate fraction of Laminariae thallus ethanol 
extract (LTE/EEt) on the protein levles of tyrosinase in B16 
melanoma cells  B16 cells were treated with LTE/EEt (30 μg/ml 
and 100 μg/ml) for 24 h in the presence of α-MSH (50 nM) 
and then UVB (30 mJ/cm2) was irradiated. The protein expression 
of tyrosinase was analyzed by Immunoblotting using 
anti-tyrosinase antibody. The representative image (A) and 
quantification data of tyrosinase-specific bands (B) were 
represented. Actin levels were monitored for the confirmation of 
equal amount of protein loaded.

결 론

본 연구에서는 B16 마우스 흑색종 세포에서 α-MSH와 

자외선 B로 유도된 멜라닌 생성에 대한 천연 해양소재의 열

수 및 에탄올 추출물과 그 분획물의 억제 활성을 검토하여 미

백제로서의 개발 가능성을 검토하고자 하였으며 다음과 같은 

결론을 얻었다. 

1. 모려 열수 추출물(OCW/E), 김(PTE/E), 다시마

(LTE/E), 모자반(STE/E), 미역(UTE/E), 청각(CTE/E), 해룡

(SBE/E), 해마(HcE/E) 에탄올 추출물, 다시마 에탄올 추출

물의 에틸아세테이트 분획(LJE/EEt)이 유의적으로 멜라닌 생

성을 감소시킴을 확인하였다. 
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2. 특히, 모려 열수 추출물(OCW/E)과 다시마 에틸아세테

이트 분획(LJE/EEt)로 인한 멜라닌 생성 감소는 멜라닌 합성

에 관여하는 효소인 tyrosinase 및 TRP-1의 발현 억제에 의

한 것으로 사료된다. 

이상의 결과는 해양소재 모려, 김, 다시마, 모자반, 미역, 

청각, 해룡, 해마가 피부의 미백에 도움을 주는 기능성 화장

품의 천연 소재로서의 활용 가능성을 시사하는 것으로 사료되

며 해양 소재의 미백 효능 메커니즘을 심도있게 규명하기 위

해서는 지속적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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