
Introduction

갓(Brassica juncea L.)은 십자화과(Brassicaceae)에 속하는 경

엽채소류 중 하나로 겨자의 잎(mustard leaf)을 말하며, 백겨자

(white mustard), 황겨자(yellow mustard) 및 흑겨자(brown-black 

mustard) 3종이 있다. 그 중 흑겨자는 배당체 sinigrin이 myrosinase

에 의해 가수분해되어 방향성 물질인 allyl isothiocyanate와 glucose 

및 potassium hydrogen sulfate를 생성하는데, isothiocyanate는 강

한 항균성이 있는 것으로 알려져 있다(Seo et al., 1996).

Brassica 속 식물은 α-tocopherol, ascorbic acid, carotenoids, 

phenolic acids 및 flavonoids가 풍부하여 면역체계를 보호하고, 

reactive oxygen species (ROS)를 중화하는 등 항산화 효능이 우수

한 것으로 알려져 있다(Ayadi et al., 2022). 또한 Brassica 속 식물

의 glucosinolate 및 polyphenol 성분들은 생리활성 물질로 많이 연구

되었으며, 이외에 함황 성분들이 풍부하여 항산화, 항암, 항균 및 면

역 등 다양한 연구를 통해 그 효능이 입증된 바 있다(Kumar et al., 

2011; Jang et al., 2016; Yahaghi et al., 2018).

십자화과에 속하는 브로콜리, 양배추, 청경채, 케일 및 콜라비

를 대상으로 한 tyrosinase 억제 효능 뿐만 아니라 최근에는 화합물 

phytoalexins에 속하는 brassinin의 tyrosinase 억제 및 tyrosinase 

발현조절 등 피부 색소침착을 예방하기 위한 천연 tyrosinase 

inhibitor로 사용될 수 있는 가능성이 연구된 바 있다(Jung et al., 

1995; Lee et al., 2023).

또한 십자화과 채소에서 생산되는 황 함유 식물 화학물질인 

7-methylsulfinylheptyl isothiocyanate 화합물이 마우스 흑색종

(B16-F1) 세포에서 멜라닌 생성을 억제하고, 멜라닌 생성 관련 단백

질 발현을 하향 조절하는 것으로 보고되었고, 브로콜리(B. oleracea. 

var. italica) 종자와 sulforaphane과 같은 화합물의 항산화 효능 등 
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Abstract
Purpose: This study aimed to investigate the physiological activity of mustard 
(Brassica juncea L. Czern.) leaf and seed extracts as a cosmetic material, and 
optimization the mixing ratio using response surface methodology (RSM). Methods: 
Optimal conditions for RSM were determined the ratio of mustard leaf (X1) and 
seed (X2) extracts as the independent variable, and total polyphenol content, total 
flavonoid content, DPPH radical scavenging activity, ABTS radical scavenging activity, 
tyrosinase inhibitory activity and elastase inhibitory activity was determined as 
the dependent variable. Results: Optimal mixing ratio with maximum antioxidant, 
whitening, and anti-wrinkle effects was determined as 3.28 (4.10 mg/mL) for leaves 
and 4.21 (5.26 mg/mL) for seeds. The DPPH radical and ABTS radical scavenging 
activities, tyrosinase and elastase inhibitory activities was predicted to be 80.01%, 
58.50%, 22.11%, 53.88%, respectively. In addition, when the mixture was treated in 
LPS-induced RAW264.7 cells, NO production was inhibited by about 41% compared 
to the control group, and no cytotoxicity was observed. Conclusion: In this study, 
the physiological activity of optimal mixture of mustard leaf and seed extracts 
with antioxidant, whitening, anti-wrinkle and anti-inflammatory effects has been 
confirmed, this finding suggest that can use as a cosmetic material.

Keywords: Brassica juncea  L, Tyrosinase inhibitor, Elastase inhibitor, Anti-
inflammation, Response surface methology
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십자화과 채소 유래 화합물의 기능성에 대한 연구도 강조되고 있다

(Kim et al., 2021; Ayadi et al., 2022).

이처럼 브로콜리, 콜라비, 콜리플라워 등 십자화과 채소의 항산

화, 항균, 항암 및 면역 등의 생리활성 연구가 꾸준히 진행되어왔을 

뿐만 아니라 분리 화합물의 tyrosinase 억제 및 멜라닌 생성 억제 등 

화장품 소재로서 충분한 가능성이 확인된 바 있으나, 현재까지 기능

성 화장품 소재로서 국내 돌산 갓의 잎과 종자에 대한 생리활성 연구

는 미비하다. 따라서 본 연구는 Lee & Kim (2020)의 잎과 종자 추출

물의 생리활성 연구를 바탕으로 반응표면분석법(response surface 

methodology, RSM)의 central composite design (CCD)을 이용하여 

항산화, 미백, 항주름 활성이 최대로 발현되는 최적혼합비율을 도출

하고, 세포독성 및 항염증 효능을 평가하여 화장품 소재로서 이용가

치를 규명하고자 하였다.

Materials & Methods

1. 실험재료

본 연구에 사용된 갓(mustard leaf, Brassica juncea L. Czern.)은 

전라남도 여수시 돌산읍에 위치한 재배지에서 2018년 9월 28일 파종

(늦동이 종자: Neujdongi)하여 2019년 1월 25일에 수확한 신선한 갓

을 선별하여 재료로 사용하였다.

2. 추출물 제조

갓의 잎과 종자 시료를 각각 70% ethanol에 50 g/L이 되도록 하

여 72 h 동안 상온에서 추출 후, 흡인여과기에 3회 여과(No. 2, 

Whatman, Maidstone, England)하여 추출액을 얻었다. 얻어진 추

출액은 vacuum rotary evaporator (진공감압농축기; N-1110, 

EYELA, Tokyo, Japan)로 추출 용매를 제거 후 농축하였으며, 최종

농도가 1.25 mg/mL인 시료를 실험에 사용하였다.

3. 실험 디자인

잎과 종자 추출물의 최적 혼합비율을 도출하기 위한 실험설계는 

Design Expert 10 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA) 프로그

램을 사용하였으며, 반응표면분석법(RSM)의 중심합성계획법(central 

composite design, CCD) 설계에 따라 12개의 실험점을 설정하였다. 

독립변수는 잎(A, X1), 종자(B, X2) 추출물의 함량으로 하여, 각 요

인의 최소 및 최대 범위를 1-4 (ratio)로 설정하였다. 종속변수는 총 

폴리페놀 함량, 총 플라보노이드 함량, DPPH radical 소거능, ABTS 

radical 소거능, tyrosinase 저해활성, elastase 저해활성으로 설정하

였다. 실험설계에 따른 실험점은 Table 1에 제시된 바와 같다.

4. 총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 함량 측정에는 Singleton & Rossi (1965)의 방법을 

참고하여 측정하였다. 시료 350 µL에 50% Folin-Ciocalteu 시약 70 

µL를 가하여 3 min간 정치 후, 2% (w/v) sodium carbonate 350 µL

를 첨가하여 1 h 반응시켰으며, ELISA microplate reader (Infinite 

M200 pro Nanoquant; Tecan Austria GmbH, Austria)를 이용하여 

750 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 tannic acid

를 표준물질로 하여 얻은 표준 검량선(R2=1)을 기준으로 시료의 총 

페놀 함량을 tannic acid equivalents (mg TAE/mL)로 나타냈다.

Table 1. The experimental design for physiological activities prepared with different mixture ratio of mustard (Brassica juncea  L.) 
leaf (A, X1 ) and seed (B, X2 ) by response surface method

Exp. No.1)

Actual values

Leaf (A, X1) Seed (B, X2)

ratio mg/mL ratio mg/mL

1 1.00 1.25 1.00 1.25

2 1.00 1.25 4.00 5.00

3 4.00 5.00 4.00 5.00

4 4.00 5.00 1.00 1.25

5 2.50 3.13 2.50 3.13

6 2.50 3.13 2.50 3.13

7 4.62 5.78 2.50 3.13

8 2.50 3.13 0.38 0.48

9 2.50 3.13 4.62 5.78

10 0.38 0.48 2.50 3.13

11 2.50 3.13 2.50 3.13

12 2.50 3.13 2.50 3.13
1) The number of experimental conditions.
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5. 총 플라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드 함량 측정에는 Davis (1947)의 방법을 참고하여 

측정하였다. 시료 70 µL에 diethylene glycol 700 µL와 1N-sodium 

hydroxide 7 µL를 첨가하여 37℃에서 1 h 반응시킨 후, microplate 

reader (Tecan, Austria)를 이용하여 420 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 총 플라보노이드 함량은 quercetin을 표준물질로 하여 얻은 표

준 검량선(R2=0.9989)을 기준으로 시료의 총 플라보노이드 함량을 

quercetin equivalents (mg QE/mL)로 나타냈다.

6. DPPH radical 소거능 측정

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhy-drazyl; Sigma-Aldrich,  

USA) radical 소거능은 Blois (1958)의 방법을 참고하여 측정하였다. 

시료 100 µL와 1.5×10-4 M DPPH 용액 100 µL를 혼합하여 실온의 

암실에서 30 min간 정치한 후, microplate reader (Tecan, Austria)

를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 소거활성은 다음

의 식을 이용하여 산출하였다.

DPPH radical scavenging activity (%)=(Ac-As)/Ac×100

Ac: DPPH용액의 흡광도

As: DPPH용액과 시료를 혼합한 반응용액의 흡광도

7. ATS radical 소거능 측정

ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic-

acid; Sigma-Aldrich) radical 소거능은 Pellegrin et al. (1998)의 방

법으로, ABTS 7.4 mM과 potassium persulfate 2.6 mM을 혼합하여 

암실에서 24 h 반응시킨 후, 732 nm에서 흡광도가 0.70±0.03이 되

도록 phosphate-buffered saline (PBS)로 희석하였다. 이후 시료 10 

µL와 ABTS 용액 190 µL를 혼합하여 60 min간 정치한 후 microplate 

reader (Tecan)를 이용하여 732 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 소

거활성은 다음의 식을 이용하여 산출하였다.

ABTS radical scavenging activity (%) = (Ac-As)/Ac×100

Ac: ABTS용액의 흡광도

As: ABTS용액과 시료를 혼합한 반응용액의 흡광도

8. Tyrosinase 저해활성 측정

Tyrosinase 저해활성은 Tomita et al. (1990)의 방법을 참고하여 

측정하였다. L-tyrosine으로부터 tyrosinase 효소작용에 의해 생성

되는 DOPA 생성을 측정하는 방법으로 100 mM PBS (pH 6.8) 115 

µL와 mushroom tyrosinase (300 U/mL) 20 µL을 혼합하여 37℃

에서 15 min preheating 하였다. 이후 10 mM L-tyrosine 15 µL

와 시료 40 µL을 가하여 37℃에서 25 min간 반응 후 DOPA chrome

의 생성여부를 통해 tyrosinase 효소에 대한 저해활성을 확인하였다. 

Tyrosinase 저해활성은 microplate reader (Tecan)를 이용하여 흡광

도 475 nm에서 측정하였으며, 다음의 식을 이용하여 산출하였다.

Tyrosinase inhibitory activity (%)=[1-{[(As-AsB)/(Ac-AcB)]}×100

As: 효소와 시료를 혼합한 반응용액의 흡광도

AsB: 시료만 첨가한 반응용액의 흡광도

Ac: 효소만 첨가한 반응용액의 흡광도

AcB: 효소와 시료를 혼합하지 않은 용액의 흡광도

9. Elastase 저해활성 측정

Elastase 저해활성은 Kraunsoe et al. (1996)의 방법을 참고하여 

측정하였다. 200 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 25 µL에 procine 

pancreatic elastase (PPE) 30 µL를 혼합하여 15 min간 preheating 

하였다. 이후 Tris-HCl buffer 1 mL에 N-succinyl-ala-ala_ala-

p-nitroanilide 5 mg을 첨가한 기질액 25 µL 및 시료 40 µL를 혼

합하여 25℃에서 25 min간 반응시켜 elastase 효소에 대한 저해활

성을 확인하였다. Elastase 저해활성은 microplate reader (Tecan, 

Austria)를 이용하여 흡광도 410 nm에서 측정하였으며, 다음의 식

을 이용하여 산출하였다.

Elastase inhibitory activity (%)=[1-[(As-AsB)/(Ac-AcB)}]×100

As: 효소와 시료를 혼합한 반응용액의 흡광도

AsB: 시료만 첨가한 반응용액의 흡광도

Ac: 효소만 첨가한 반응용액의 흡광도

AcB: 효소와 시료를 혼합하지 않은 용액의 흡광도

10. 세포배양

한국세포주 은행(Korea Cell Line Bank: KCLB, Seoul, Korea)으

로부터 분양받은 RAW 264.7 세포를 사용하였다. RAW 264.7세포는 

dulbecco's modified eagle's medium (DMEM)에 10% fetal bovine 

serum, 100 unit/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin을 첨가

하여 37℃, 5% CO2 조건의 humidified incubator에서 배양 후 사용

하였으며, 세포배양에 사용한 모든 시약은 Hyclone (Logan, USA)에

서 구입하여 사용하였다.

11. Cell viability 측정

시료 첨가에 따른 세포생존율 측정은 CellTiter 96 AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay kit (CTB169; Promega, USA)

를 사용하여 측정하였다. MTS [(3-(4,5-dimethylthia-zol-2-

yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium)]분석은 mitochondrial dehydrogenase에 의하여 MTS

가 formazan으로 전환되는 것을 이용한 방법으로 Desai et al. 

(2008)의 방법을 이용하여 확인하였다. RAW 264.7 세포를 96 well 

plate에 3.0×104 cell/well로 분주하고 24시간 동안 CO2 배양기에서 

안정화하여 동일한 양의 시료를 각각의 well에 1 h 처리하였다. 이

후, LPS (lipopolysaccharide, Sigma) 500 ng/mL을 처리 후 24 h 배

양하였으며, MTS를 각 well에 첨가하여 37℃에서 2 h 반응시킨 후 

microplate reader (Tecan, Austria)를 이용하여 490 nm에서 흡광도

의 변화를 측정하여 세포생존율을 확인하였다.
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12. Nitric oxide 생성억제 측정

Nitric oxide 생성억제는 Ryu et al. (2003)의 방법을 참고하여 측

정하였다. DMEM 배지가 포함된 24 well plate에 RAW 264.7 세포

를 5.0×104 cell/well로 분주하여 24 h배양 후, 시료를 처리하였으

며, 이후 500 ng/mL의 LPS를 처리하여 24 h 동안 배양한 후 상등액 

100 µL에 Griess reagent (Sigma-Aldrich) 100 µL를 첨가하여 10 

min간 상온에서 반응시킨 후 microplate reader (Tecan)를 이용하여 

540 nm에서 흡광도를 측정하여 NO 생성량을 확인하였다.

13. 통계처리

모든 실험의 결과값은 SPSS 24 (Statistical Package for the 

Social Science, Ver. 20, SPSS Inc., USA)를 이용하여 일원분산분

석(one-way ANOVA)을 실시하고 Duncan's multiple range test로 

각 시료의 평균 차이에 대한 사후검증 하였으며, 두 변수 간의 차이

를 분석할 경우에는 Student's t-test를 실시하였다. 모든 결과값은 

mean±standard deviation로 표기하였다.

Figure 1. Normal plot of residuals and residuals vs. predicted plot on total polyphenol content (a) and total flavonoid content (b) of 
mustard (Brassica juncea L.) leaf (X1) and seed (X2).
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Results & Discussion

1. 모델의 적합성

갓(Brassica juncea L. Czern.)의 잎(A, X1), 종자(B, X2) 추

출물 함량을 독립변수로 하여, 혼합물의 생리활성 평가에 대한 회

귀분석 결과를 Table 2에 제시하였다. 생리활성 측정값은 p값이 

0.1 이상인 인자들은 10% 유의수준에서 후방 소거법(backward 

elimination)을 실시하여 제거하였다. 회귀식의 적합성을 나타내

는 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량의 결정계수(R2)는 각각 

0.9987, 0.9949, DPPH radical 소거능과 ABTS radical 소거능

은 각각 0.9852, 0.9907, tyrosinase 저해활성과 elastase 저해

활성은 각각 0.9265, 0.6449로 나타나, elastase 저해활성을 제

외한 5가지 종속변수에서는 실험값에 대한 높은 신뢰도를 보여 적

합성이 확인되었다. 반면, elastase 저해활성은 R2 값이 0.6449

로 65% 수준의 신뢰도를 나타냈다. 표준화 잔차의 정규 확률 그래

프(normal plot of residuals)에서 오차는 정규 분포를 따르므로 

선택모델의 적합성이 높은 것으로 볼 수 있으며, 예측 값과 표준

화 잔차의 산점도(residuals vs. predicted)에서는 ±3.5이내의 수

평 밴드 내에 대체적으로 퍼져 있어 오차가 등분산성을 만족하기 

때문에 선택된 모형은 적절하다고 볼 수 있다(Figure 1-3). 또한 

p-value는 모두 p<0.01로 통계적으로 유의한 결과가 나타나 유의

성이 인정되었다.

2. 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량

RSM에 의해 설계된 12개의 갓의 잎(A, X1), 종자(B, X2) 추출 

혼합물의 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량 측정 결과는 Table 

3과 같다. 총 폴리페놀 함량은 10.02-26.41 mg TAE/g 범위의 

값을 보였으며, 잎(X1)과 종자(X2) 추출물을 각각 5 mg/mL로 한 

혼합물에서 26.41 mg TAE/g으로 가장 높은 수치가 나타났다. 도

출된 회귀식(19.18+2.58A+5.65B-0.60B2)은 p<0.01로 확인되

어 통계적으로 유의하였고, R2는 0.9987로 적합성이 인정되었다.

총 플라보노이드 함량은 34.67-113.89 mg QE/g 범위의 값

을 보였으며, 잎(X1) 추출물 3.13 mg/mL, 종자(X2) 추출물 5.78 

mg/mL로 혼합한 샘플에서 가장 높은 수치가 나타났다. 도출된 회

귀식(75.93+11.27A+27.18B) 또한 p<0.01로 확인되어 통계적으

로 유의한 결과를 보였으며, R2는 0.9949로 적합성이 인정되었다.

Table 2. Analysis of predicted model equation for physiological activities of mustard (Brassica juncea L.) leaf (X1) and seed (X2)

Response Model R2 1) p-value Polynomial equation2)

Total polyphenol content Quadratic 0.9987 < 0.0001 19.18+2.58A+5.65B-0.60B2

Total flavonoid content Linear 0.9949 < 0.0001 75.93+11.27A+27.18B

DPPH radical scavenging activity Quadratic 0.9852 < 0.0001 68.59+6.02A+10.79B-2.40AB+1.74A2-
2.36B2

ABTS radical scavenging activity 2FI 0.9907 < 0.0001 44.51+6.02A+10.62B-2.12AB

Tyrosinase inhibitory activity Quadratic 0.9265 0.0005 34.18+0.50A+2.40B-11.07A2-9.27B2

Elastase inhibitory activity Linear 0.6449 0.0095 44.74+4.55A+5.22B
1)0≤R2≤1, close to indicates regression line fix the model; 2)Coded equation (the levels of the factor are coded as +1~-1); A, leaf (%); B, seed (%).

Table 3. Antioxidant activities of mustard (Brassica juncea L.) leaf  (X1) and seed (X2) according to the different ratio

Exp. 
No.1) Leaf (X1) Seed (X2)

Total polyphenol
content (mg TAE2)/g) Total flavonoid

content (mg QE3)/g)
DPPH radical

scavenging activity (%)
ABTS radical

scavenging activity (%)

1 1.00 1.00 10.18 34.67 47.63 24.60

2 1.00 4.00 21.71 92.25 74.55 49.67

3 4.00 4.00 26.41 110.83 80.76 57.88

4 4.00 1.00 15.54 59.94 63.45 41.31

5 2.50 2.50 19.27 76.83 68.58 44.59

6 2.50 2.50 19.00 75.66 67.48 44.05

7 4.62 2.50 22.84 94.58 82.68 53.91

8 2.50 0.38 10.02 36.81 50.35 30.16

9 2.50 4.62 26.15 113.89 80.12 60.80

10 0.38 2.50 15.37 61.81 64.19 37.48

11 2.50 2.50 19.50 77.41 69.43 45.22

12 2.50 2.50 19.31 76.45 68.85 44.48
1)The number of experimental conditions; 2)TAE, tannic acid equivalent; 3)QE, quercetin acid equivalent.
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회귀식(equation)을 통해 독립변수 잎(X1)과 종자(X2) 추출 혼

합물의 변화에 따른 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량의 변화

는 perturbation plot과 3D response surface model graph로 확

인하였고, 3차원 그래프를 Figure 4에 나타내었다. 결과적으로 

잎(X1)과 종자(X2) 추출 혼합물의 함량이 많아질수록 총 폴리페

놀 및 총 플라보노이드 함량이 높아지는 양의 상관관계를 보이며, 

Figure 4 (a)와 Figure 4 (b)의 perturbation plot을 통해, 잎(X1)

보다 종자(X2) 추출물의 함량에 더 영향을 받는 것을 알 수 있다.

페놀 화합물은 추출농도, 용매 및 추출방식 뿐만 아니라 재배방

식 및 수확시기 등 환경적 요인에도 달라질 수 있으나(Kim et al., 

2014), 선행된 돌산 갓의 잎과 종자 추출물의 페놀함량 및 플라보

노이드 함량 결과와 비교하였을 때, 본 연구결과와 유사한 것으로 

확인되었다(Oh et al., 2016; Lee, 2017).

Figure 2. Normal plot of residuals and residuals vs. predicted plot on DPPH radical scavenging activity (a) and ABTS radical 
scavenging activity (b) of mustard (Brassica juncea L.) leaf (X1) and seed (X2).
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3. DPPH radical 및 ABTS radical 소거능

12개의 갓의 잎(X1), 종자(X2) 추출 혼합물의 DPPH radical 소거

능 및 ABTS radical 소거능 결과는 Table 3에 제시하였다. 혼합물

의 DPPH radical 소거능은 47.63-82.68% 범위의 값을 보였으며, 

잎(X1)과 종자(X2) 추출물을 각각 5.78 mg/mL, 3.13 mg/mL로 한 

혼합물에서 82.68%로 가장 높은 소거능을 보였다. 도출된 회귀식

(68.59+6.02A+10.79B-2.40AB+1.74A2-2.36B2)은 p<0.01로 확인

되어 통계적으로 유의하였고, R2는 0.9852로 적합성이 인정되었다. 

ABTS radical 소거능은 24.60-60.80% 범위의 값을 보였고, 잎

(X1)과 종자(X2) 추출물을 각각 3.13 mg/mL, 5.78 mg/mL로 한 

혼합물에서 60.80%로 가장 높은 소거능이 확인되었다. 도출된 회귀

식(44.51+6.02A+10.62B-2.12AB) 또한 p<0.01로 확인되어 통계

적으로 유의하였고, R2는 0.9907로 적합성이 인정되었다.

회귀식을 통해 독립변수 잎(X1)과 종자(X2) 추출 혼합물의 변화에 

따른 free radical 소거능의 3차원 그래프를 Figure 5에 나타내었다. 

혼합물은 ABTS radical 소거능보다 DPPH radical 소거능이 더 우수

Figure 3. Normal plot of residuals and residuals vs. predicted plot on tyrosinase inhibitory activity (a) and elastase inhibitory 
activity (b) of mustard (Brassica juncea L.) leaf (X1) and seed (X2).
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한 것으로 나타났고, 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량의 결과와 

유사하게 Figure 5 (b)의 perturbation plot을 통해, 잎(X1)보다 종자

(X2) 추출물의 함량에 더 영향을 받는 것을 확인하였다.

결과적으로 잎과 종자 추출 혼합물의 양이 많을수록 총 폴리페

놀 및 총 플라보노이드 함량이 높아지고 DPPH radical 소거능 및 

ABTS radical 소거 효과가 높은 것으로 나타났으며, 잎보다 종자 추

출물의 비율이 혼합물의 항산화 활성에 더 많은 영향을 주는 것을 

알 수 있었다. Oh et al. (2016)은 잎과 종자를 acetonitrile 용매 추

출하였을 때, 잎과 종자 모두 16.67%의 DPPH radical 소거능을 보

고하였고, ABTS radical 소거능은 잎 50.07±0.90%, 종자 48.67±

0.58%로 보고하였다. 선행연구 결과와 본 연구결과를 비교하였을 

때, 혼합물에서 활성 산소를 더 효과적으로 제거할 수 있는 것으로 

생각된다.

4. Tyrosinase 및 elastase 저해활성

Melanin의 생합성 경로는 피부 내 melanosome의 melanocyte에

서 tyrosinase가 촉매역할을 하여 L-tyrosine이 L-DOPA로 산화되

고, L-DOPA는 DOPA quinone으로 전환되어 멜라닌으로 합성되면

서 eumelanin과 pheomelanin 색소가 생성된다(Jung et al., 1995). 

따라서 tyrosine에서 L-DOPA, L-DOPA에서 DOPA quinone의 합

Figure 4. Perturbation plot and 3D response surface model graphs on total polyphenol content (a), total flavonoid content (b) of 
mustard (Brassica juncea L. Czern.) leaf (X1) and seed (X2).
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성을 억제하는 tyrosinase inhibitor를 통해 피부 색소침착을 예방할 

수 있다(An et al., 2007; Lee et al., 2013). 또한 피부의 탄력섬유를 

구성하는 성분인 elastin이 분해될 경우, 탄력이 저하되어 주름이 생

성되는데, elastase는 동물의 결합조직에서 불용성 탄력섬유 elastin

을 분해하는 유일한 효소로 알려져 있어 elastase inhibitor는 주름 및 

피부노화를 예방할 수 있다(Lee et al., 2013; Song et al., 2017).

본 연구에서는 갓의 잎(X1)과 종자(X2) 추출물의 첨가량에 따

른 혼합물의 효소 저해 활성 효능을 알아보기 위해 tyrosinase 저

해 활성, elastase 저해 활성을 측정하였다. 혼합물의 tyrosinase 

저해 활성은 6.82-34.79% 범위의 값을 보였다(Table 4). 잎(X1)

과 종자(X2) 추출물을 각각 3.13 mg/mL로 한 혼합물에서 34.79%

로 가장 높은 tyrosinase 저해활성을 보였다. 도출된 회귀식

(34.18+0.50A+2.40B-11.07A2-9.27B2)은 p<0.01로 확인되어 통

계적으로 유의하였고, R2는 0.9262로 적합성이 인정되었다.

Elastase 저해 활성은 25.48-54.82% 범위의 값을 보였으며(Table 

4), 잎(X1)과 종자(X2) 추출물을 각각 5.00 mg/mL로 한 혼합물에

서 54.82%로 가장 높은 elastase 저해활성을 보였다. 도출된 회귀식

(44.74+4.55A+5.22B)은 p<0.01로 확인되어 통계적으로 유의하였

고, R2는 0.6449로 다소 낮게 확인되었다.

회귀식을 통해 독립변수 잎(X1)과 종자(X2) 추출 혼합물의 변화에 

Figure 5. Perturbation plot and 3D response surface model graphs on DPPH radical scavenging activity (a), ABTS radical 
scavenging activity (b) of mustard (Brassica juncea L. Czern.) leaf (X1) and seed (X2).
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따른 tyrosinase 및 elastase 저해활성의 3차원 그래프를 Figure 6에 

나타내었다. 혼합물의 tyrosinase 저해활성 측정결과, 일정농도 이상

의 혼합물에서는 저해활성이 감소하는 경향을 보이며, Figure 6 (a)

의 perturbation plot을 통해 확인한 결과, 잎(X1)과 종자(X2) 추출물 

모두 첨가량이 증가할수록 저해활성이 높아졌다가 일정수준 이상이 

되면 저해활성이 감소하는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 Jung et 

al (1995)이 보고한 바와 같이 tyrosinase 효소 활성에 식물 자체 내 

기질이 되는 성분에 기인한 것으로 추정된다.

혼합물의 elastase 저해활성 측정결과, 위의 free radical 소거능의 

결과와 유사하게 잎과 종자 추출물 모두 농도 의존적으로 저해활성이 

높아지는 양의 상관관계임을 알 수 있었으며, 잎(X1) 보다 종자(X2) 

추출물의 비율이 elastase 저해 활성에 상대적으로 더 많은 영향을 주

는 것을 확인할 수 있었다.

본 연구 결과로 갓의 잎과 종자 추출 혼합물은 tyrosinase 저해활

성 및 elastase 저해활성이 우수하여 피부 미백, 주름 예방하고 개선

하는 데 도움을 주는 기능성 소재로서 가치가 있을 것으로 생각된다.

5. 추출물의 최적혼합비율 도출

본 연구의 목적은 화장품 기능성 소재로서 갓의 잎과 종자 추출물

의 항산화, 미백 및 항주름 효능이 우수한 최적 혼합비율을 도출하

Figure 6. Perturbation plot and 3D response surface model graphs on tyrosinase inhibitory activity (a), elastase inhibitory activity (b) 
of mustard (Brassica juncea L. Czern.) leaf (X1) and seed (X2).
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기 위함으로 본 연구의 결과를 최적혼합비율을 도출하는 데에 활용

하였다(Table 3, 4). 항산화 활성 관련 지표로 총 폴리페놀 함량, 총 

플라보노이드 함량, DPPH radical 소거능, ABTS radical 소거능을, 

미백 활성 관련 지표로 tyrosinase 저해활성을, 항주름 관련 지표로 

elastase 저해활성을 활용하였으며, 모델방정식 중 p-value가 0.01 

이상이면서 R2값이 0.6이상인 항목들을 종속변수로 활용하였다. 잎

(A)과 종자(B)의 범위는 0.38-4.62로 설정하였고, 6가지 종속변수 

모두 goal을 maximize로 하여 항산화·미백·항주름 활성이 최대로 

발현되는 최적혼합비율을 예측하고자 하였으며, 최고의 desirability

를 만족하는 최적점을 선택 후, 최적 혼합 비율을 산출하였다.

Desirability 값이 최대인 0.87에서 항산화·미백·항주름 활성의 

최적비율은 잎(A) 3.28, 종자(B) 4.21로 확인되었으며(Figure 7), 이

때의 농도는 각각 4.10 mg/mL, 5.26 mg/mL로 산출되었다. 도출

된 최적혼합비율의 총 폴리페놀 함량은 26.18 mg TAE/g, 총 플라보

노이드 함량은 112.82 mg QE/g, DPPH radical 소거능은 80.01%, 

ABTS radical 소거능은 58.50%로 예측되었고, tyrosinase 저해 활성

은 22.11%, elastase 저해 활성은 53.88%로 예측되었다(Figure 8).

6. Cell viability

본 연구결과에서 도출한 잎과 종자 최적혼합물의 안전성을 확인하

Figure 7. Perturbation plot and 3D response surface model graphs on the antioxidant, tyrosinase inhibitory activity and elastase 
inhibitory activity of mustard (Brassica juncea L. Czern.) leaf (X1) and seed (X2).

Table 4. Tyrosinase and elastase inhibitory activities of mustard (Brassica juncea L.) leaf  (X1) and seed (X2) according to the 
different ratio

Exp. No.1) Leaf (X1) Seed (X2) Tyrosinase inhibitory activity (%) Elastase inhibitory activity (%)

1 1.00 1.00 15.57 36.24

2 1.00 4.00 19.38 41.76

3 4.00 4.00 18.43 54.82

4 4.00 1.00 14.83 48.41

5 2.50 2.50 34.18 48.88

6 2.50 2.50 33.67 48.99

7 4.62 2.50 10.85 44.37

8 2.50 0.38 8.25 29.48

9 2.50 4.62 16.62 50.56

10 0.38 2.50 6.82 36.50

11 2.50 2.50 34.79 49.12

12 2.50 2.50 34.07 48.76
1)The number of experimental conditions.
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기 위해 세포독성을 측정하여 세포생존율(cell viability)로 제시하였

다. 잎과 종자 추출물을 각각 4.10 mg/mL, 5.26 mg/mL로 혼합한 

혼합물을 농도별로 처리하였을 때, 저농도 부터 각각 102.4±4.82%, 

109.4±7.17%, 107.2±6.14%로 확인되었으며(Figure 5), LPS만 

단독처리한 대조군과 비교하여(108.0±9.14%) 혼합물 처리에 따른 

세포독성은 관찰되지 않았다. 이와 같은 결과는 본 연구 시료인 갓의 

잎과 종자 추출 혼합물을 화장품 소재로 활용하기에 안전할 것으로 

판단된다.

7. Nitric oxide 생성 억제

Nitric oxide (NO)는 인체의 염증 유발에 관여하는 물질로 nitrite 

oxide synthase (NOS)에 의해 생성된다. 세포독성이 없음을 확인한 

혼합물을 RAW 264.7 세포에 처리하고 염증 유발물질인 LPS를 처리

하여, 세포로부터 생성되는 NO에 대한 혼합물의 억제효과를 확인하

고자 하였다. 잎과 종자 추출물을 각각 4.10 mg/mL, 5.26 mg/mL

로 혼합한 혼합물(1)을 처리하였을 때 NO level은 9.43±1.16 µM로 

확인되어, 약 41.17%의 NO 생성억제를 보였다(Figure 10). 따라서 

본 연구 시료인 갓의 잎과 종자 추출 혼합물은 NO 생성을 효과적으

로 억제하여 항염증 효능이 우수할 것으로 판단된다.

Conclusion

본 연구에서는 화장품 소재로서 갓(Brassica juncea L. Czern.)

의 잎과 종자 추출 혼합물의 생리활성을 확인하고, 반응표면분석법

(RSM)을 이용하여 항산화·미백·항주름 효능이 최대로 발현되는 

최적 혼합비를 도출하였다. 최적혼합비는 잎 3.28, 종자 4.21로 확인

되었고, 이때의 농도는 각각 4.10 mg/mL, 5.26 mg/mL로 산출되

었다. 도출한 최적혼합물의 총 폴리페놀 함량은 26.18 mg TAE/g, 

총 플라보노이드 함량은 112.82 mg QE/g, DPPH radical 소거능은 

80.01%, ABTS radical 소거능은 58.50%로 예측되었고, tyrosinase 

저해 활성은 22.11%, elastase 저해 활성은 53.88%로 예측되었다. 

또한 LPS로 염증을 유발시킨 RAW264.7 세포에 혼합물을 처리하

였을 때, 대조군 대비 약 41%의 NO 생성을 억제하였으며, 세포독성

은 없는 것으로 나타나 안전할 것으로 판단된다. 따라서, Brassica 

juncea L. Czern.의 잎과 종자 추출 혼합물은 항산화, 미백, 항주름 

Figure 8. Overlay plot of optimized of mustard (Brassica 
juncea L. Czern.) leaf (X1) and seed (X2) on the antioxidant, 
tyrosinase inhibitory activity and elastase inhibitory activity.

Figure 9. Cell viability effects of mustard (Brassica juncea L. 
Czern.) leaf and seed mixture extract in RAW 264.7 
Brassica juncea leaf and seed mixture extracts were treated 
with different concentrations. Data are presented as means±SD 
(n=3). NS, not significant.

Figure 10. Inhibitory effect of nitric oxide production of 
mustard (Brassica juncea L. Czern.) leaf and seed mixture 
extract in RAW 264.7 cells. 
Brassica juncea leaf and seed mixture extracts were treated 
with different concentrations. Data are presented as means±SD 
(n=3). **p<0.01, significant difference between control and LS by 
student’s t-test.
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및 항염증 효능이 우수하여 피부미백과 주름을 예방하고 개선하는 데

에 도움을 주며, 본 연구는 화장품 소재 연구에 기초자료로 활용될 

수 있을 것으로 생각된다.
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국문초록 

화장품 소재로서 갓(Brassica juncea L. Czern.)의 잎과 종자 추출물의 혼합비율 최적화

이정은1, 김애정2* 
1경기대학교 일반대학원 대체의학과, 서울, 한국 
2경기대학교 대체의학대학원 식품치료전공, 서울, 한국

목적: 본 연구에서는 화장품 소재로서 Brassica juncea L. Czern.의 잎과 종자 추출 혼합물의 생리활성을 확인하고, 반응표면분석

법(RSM)을 이용하여 최적혼합비율을 도출하고자 하였다. 방법: 항산화, 미백, 항주름 효능이 최대로 발현되는 최적혼합비를 도출

하기 위해 잎(X1)과 종자(X2) 추출물의 함량을 독립변수로, 총 폴리페놀 함량, 총 플라보노이드 함량, DPPH radical 소거능, ABTS 

radical 소거능, tyrosinase 저해활성 및 elastase 저해활성을 종속변수로 설정하였다. 결과: 항산화, 미백, 항주름 효능이 최대로 발

현되는 최적혼합비율은 잎 3.28 (4.10 mg/mL), 종자 4.21 (5.26 mg/mL)로 확인되었다. 이때의 DPPH radical 소거능은 80.01%, 

ABTS radical 소거능은 58.50%, tyrosinase 저해활성은 22.11%, elastase 저해활성은 53.88%로 예측되었다. 또한 LPS로 염증을 유

발시킨 RAW264.7 세포에 혼합물을 처리하였을 때, 대조군 대비 약 41%의 NO 생성을 억제하였으며, 세포독성은 없는 것으로 확인

되었다. 결론: 본 연구에서는 항산화, 미백, 항주름 및 항염증 효능이 있는 Brassica juncea L. Czern.의 잎과 종자 추출 혼합물의 생

리활성을 확인하였으며, 이와 같은 결과를 통해 본 시료를 화장품 소재로 활용할 수 있을 것으로 판단된다.

핵심어: 갓, 미백, 항주름, 항염증, 반응표면분석법
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中文摘要 

芥菜(Brassica juncea L. Czern.)叶和种子提取物作为化妆品原料的混合比例 
 
李姃恩1，金愛貞2* 
1京畿大学代替医疗学科，首尔，韩国 
2京畿大学代替医疗学院食品治疗学科，首尔，韩国

目的: 确认芥菜(Brassica juncea  L. Czern.)叶和种子提取物作为化妆品材料的生理活性，并使用响应面法
（RSM）优化混合比例。方法: 确定RSM的最佳条件，以芥菜叶(X1)和种子(X2)提取物的比例为自变量，以总
多酚含量、总黄酮含量、DPPH自由基清除活性、ABTS自由基清除活性、酪氨酸酶抑制活性和弹性蛋白酶抑制
活性被确定为因变量。结果: 具有最大抗氧化、美白和抗皱效果的最佳混合比例确定为：叶为3.28 (4.10 mg/
mL)，种子为4.21 (5.26 mg/mL)。 DPPH自由基和ABTS自由基清除活性、酪氨酸酶和弹性蛋白酶抑制活性预计
分别为80.01%、58.50%、22.11%、53.88%。此外，当该混合物在LPS诱导的RAW264.7细胞中处理时，与对
照组相比，NO产生被抑制约41%，并且没有观察到细胞毒性。结论: 本研究证实了芥菜叶和种子提取物的最佳
混合物具有抗氧化、美白、抗皱和抗炎作用，这一结果表明可以用作化妆品材料。

关键词: 芥菜，酪氨酸酶抑制剂，弹性蛋白酶抑制剂，抗炎，响应面法


