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서 론

활성 산소종(reactive oxygen species)은 인체 내에서 대사
과정 중 자연스럽게 발생하며, 과격한 운동이나 환경호르몬
등 인체에서 산화적 스트레스로 발생된다(Cho 등 2011). 활
성 산소종의 종류로는 hydrogen peroxide(H2O2), superoxide 
radical(O2

－) 및 hydroxyl radical(OH) 등이 있으며, 과도하게
발생한 활성 산소종은 생체내의 단백질, 세포막 및 DNA 등
의 손상을 일으켜 비만을 비롯하여 고혈압, 노화, 암 및당뇨
등의 여러 질병을 유발한다(Gardner PR & Fridovich I 1991; 
Dröge W 2002; Willcox JK 등 2004). 이러한 활성 산소종을
제거하기 위하여 butylated hydroxytoluene(BHT), butylated 
hydroxyanisole(BHA) 및 propyl gallate(PG) 등의 합성 항산
화제를 사용하였으나, 많은 연구에서 이러한 합성 항산화제
가 세포내 독성을나타내거나암을유발하는등의 다양한부

작용을 발생시킬 수 있다고 보고하였다(Ito N 등 1986; Safer 
AM & al-Nughamish AJ 1999). 이에 합성 항산화제보다 더

욱 안전하면서 보다 효과적인 천연소재의 항산화제를 찾고

자 하는 연구가 진행되고 있다(Min HJ 등 2023).
비정상적으로 지방세포 수와 크기의 증가는 지방 축적의

직접적인 원인으로 알려져 있다. 특히, 지방세포 수의 증가
는 전지방세포(preadipocytes)에서 지방세포(adipocytes)로 분
화되는 adipogenesis 과정과 밀접한 관련이 있으며, 중성지방
형태의 에너지가 과잉 저장되는 것을 유도하는 과정이다

(Naowaboot J 등 2012). Adipogenesis는 지방 조직의 발달 및
성장에 중요하며 비만과 밀접하게 관련되어 있음이 보고되

었으며, adipogenesis를 억제 또는 지연시키는 것은 비만 예
방에 있어 주요한 방법이다(Kang SI 등 2012; Min B 등
2014). 
비만은 에너지의 섭취에 비해 소비하는 양이 상대적으로

낮아 체내의 지방이 과도하게 축적되어 다양한 합병증을 유

발하게 되면서 그 위험성이 대두되고 있다. 비만은 고혈압, 
고지혈증, 심혈관계질환, 간기능의 이상과 염증, 지방간, 제2
형 당뇨병 및 내분비 장애 등의 각종 대사 질환의 주요한 원

인으로 꼽히고 있다(Lowell BB　& Spiegelman BM 2000; 
Barstard JP 등 2006; Attie AD & Scherer PE 2009). 이러한
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비만의심각성으로 인하여 전세계시장에서비만에대한치

료제인 오르리스타트(orlistat), 시부트라민(sibutramine) 및 토
피라메이트(topiramate)와 같은 치료제가 시중에 사용되고 있
으나(Hwang HS 등 2009), 치료제에 의한 부작용으로 두통, 
구토, 불면증, 심근경색 및 뇌졸중과 같은 심각한 질환을 유
발한다고 알려져 있다(Yoo SJ 2008). 따라서 이러한 부작용
을 최소화하기 위해 천연물을 이용한 비만 치료제의 개발이

필요한 실정이다.
감귤(Citrus unshiu Marcov.)은 우리나라 과일 생산량의

30% 이상을 차지하고 있으며, 국내에서 많이 생산 및 소비
되는 과일이다(Hong YS & Kim KS 2016). 과거에는 생산된
감귤이 대부분 생과로 소비되었으나, 현재 식생활의 변화와
식품산업과 가공 기술의 발달로 20% 이상 가공된 제품으로
소비되고 있다(Hyon JS 등 2010). 감귤은 다른 과실에 비해
서 독특한 향미와 풍부한 과즙을 가지고 있을 뿐만 아니라, 
감귤에는 헤스페리딘(hesperidin), 나린진(naringin) 등과 같은
폴리페놀 성분 및 노빌레틴(nobiletin), 탄게레틴(tangeretin)
과 같은 60종 이상의 생리활성 물질이 밝혀져 있다(Lee JH 
등 2009; Hyun JM 등 2015). 특히 감귤은 과육보다 과피에
다양한 생리활성 물질이 많이 함유되어 있으며, 카로티노이
드, 플라보노이드 색소와 식이섬유 등이 높아 항균 및 항산
화 효과가 우수하다고 잘 알려져 있다(Ahn MS 등 2007). 그
러나가공과정중 버려지는 50% 이상의부산물이 발생하며, 
이를 폐기할시 발생하는 비용문제와 환경 문제가대두되고

있는 실정이다. 
따라서 본 연구에서는 가공 후, 폐기되는 진피를 열수 추

출하여 항산화 활성을 평가하고, 3T3-L1 전지방세포에서 진
피 추출물이 지방세포 분화과정에서 지방 축적에 어떻게 작

용을 하는지 평가하여 폐기물로 다량 버려지고 있는 진피의

항산화 및 항비만 기능성 천연소재로서의 가능성에 대해 실

험을 실시하였다.

재료 및 방법

1. 실험재료
본 실험에 사용된 진피는 롯데마트 마산점(Changwon, 

Korea)에서 구매하였다. 항산화 활성 측정에 사용한 2,2-di-
phenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH), ascorbic acid와 세포독성 평
가에 사용한 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide(MTT)와 Oil Red O(ORO), dexamethasone, 
insulin, 3-isobutyl-1-methylxanthine(IBMX) 및 chloroform은
Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 세
포배양을위해 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM), 
phosphate-buffered saline(PBS) 및 penicillin-streptomycin는

WELGENE Inc.(Daegu, Korea)에서 구입하였다. Fetal bovine 
serum(FBS)과 bovine calf serum(BCS)은 Gibco BRL. 
(Carlsbad, CA, USA)에서 구입하여 사용하였다. Dimethyl 
sulfoxide(DMSO)는 Junsei Chemical Co., Ltd.(Chuo-ku, To-
kyo)에서 구입하였다. 실험에 사용된 3T3-L1 전지방세포는
Korea Cell Line Bank(KCLB, Seoul, Korea)에서 분양받아 사
용하였다. 

2. 진피 추출물(Citrus Peel Extract, CPE) 제조
감귤은 증류수로 3회 세척하고 껍질을 분리해내어 수득한

다음 절단하여 건조시켰다. 건조된 진피를 분쇄기로 분쇄한
후, 분쇄물 80 g에 증류수 800 mL를첨가하고, 121℃에서 20 
min 동안 가열하여 추출하였다. 수득한 추출물을 50 mL 
conical tube에 담아 25℃에서 2,500 rpm으로 5 min 동안 원
심분리하여 추출액을 수득하고, 이를 여과하여 여과액을 수
득하였다. 여과액은 —70℃에서 3 day 동안 냉동시킨 다음, 
감압조건 하에서 4 day 동안 동결건조하여 동결건조물을 수
득하였다. 추출 수율은 5.6%(w/w-dry weight)로 나타났다. 동
결건조물을 —20℃에서 보관하며 실험에 사용하였다. 

3. DPPH 라디칼 소거 활성 평가
CPE의 항산화 활성은 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 

라디칼 소거 활성을 측정하였다. 에탄올에 용해한 200 μM 
농도의 DPPH 190 μL와 증류수를 이용하여 10, 50, 100, 250, 
500 및 1,000 μg/mL로 희석한 진피 추출물을 96-well plate
에 각각 10 μL를 넣고 혼합한 후, 37℃에서 30 min 동안 반
응시켰으며 반응이 끝난 후 microplate reader(VersaMax, 
Molecular Devices, BaneBio, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하
여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군은 200 μM 농
도의 DPPH 190 μL에시료대신 증류수 10 μL를 첨가하였고, 
DPPH 라디칼 소거능은 아래의 방법으로 계산하였다. 양성
대조군으로는 항산화제로 잘 알려진 ascorbic acid를 1, 5, 10, 
25 및 50 μM의 농도로 단계 희석하여 비교하였다.

DPPH 라디칼
소거능 (%) 

=
CPE 처리군의 흡광도

× 100
대조군의 흡광도

4. CPE의 세포독성 평가
CPE의 세포독성 평가는 3T3-L1 전지방세포를 이용하여

MTT assay를 통해 실시하였다. 50, 100, 200, 400, 600, 800 
및 1,000 μg/mL의농도로희석한 CPE를포함한 BCS-DMEM
을 24 hr 동안 처리한 후, BCS-DMEM을 완전히 제거하고
MTT-media를 200 μg/mL 첨가한다음 1 hr 동안 반응시켰다. 
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그 후, MTT-media를 완전히 제거하고 각 well에 DMSO를
500 μL씩 넣어생성된 formazan을녹여준다음, 96-well plate
에 100 μL씩 분주하여 570 nm의 흡광도를 microplate reader 
(VersaMax, Molecular Devices, BaneBio, Sunnyvale, CA, 
USA)를 통해 측정하여 세포 생존율(%)을 계산하였다. 

5. 3T3-L1 전지방세포 배양 및 지방세포 분화
3T3-L1 전지방세포는 DMEM 배지에 10% BCS와 1% 

penicillin-streptomycin을 첨가하여 37℃, 5%의 CO2 환경에서
배양하였다. 세포배양접시에 3T3-L1 전지방세포가 confluent 
되었을 때를 day —2라고 표기하였다. 분화유도 배지(Differ-
entiation medium; DM)를 이용하여 지방세포 분화유도를 시
작한 날을 day 0이라고 표기하였으며, 분화유도 배지는 1% 
penicillin-streptomycin과 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지에
5.2 μM의 DEX, 500 μM의 IBMX, 그리고 167 nM 농도의
insulin을 포함하여 day 0부터 day 2까지 48 hr 동안 처리하
였고, 분화유도 후 배지(Post-differentiation medium; Post- 
DM)의 제조는 1% penicillin-streptomycin과 10% FBS가 첨
가된 DMEM 배지에 167 nM 농도의 insulin만을 추가하여
day 2에서 day 4까지 처리하였다. 이후 DMEM 배지에 1% 
penicillin-streptomycin과 10% FBS를 첨가한 후 day 4에서
day 7까지 처리하였으며, day 7에 지방세포 분화를 종료하였
다(Fig. 1).

6. 지방구 축적 억제 활성 평가
CPE를 3T3-L1 전지방세포에 50, 100, 200 및 400 μg/mL

의 농도로 day —2에서 day 7까지 총 9 day 동안 처리하였으
며, 분화유도가 종료되는 day 7에 ORO 염색을 실시하였다. 

분화가 완료된 3T3-L1 지방세포는 30 min 동안 3.7%(v/v)의
formaldehyde를 사용하여 고정시켰으며, 고정된 3T3-L1 지
방세포는 3 μg/mL ORO를 이용하여 15 min 동안 염색시켰
다. 그 이후 지방세포 내 지방구와 결합된 ORO는 DMSO를
사용하여 용해시킨 다음 96-well plate의 1 well 당 100 μL씩
분주하여 microplate reader(VersaMax, Molecular Devices, 
BaneBio, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 510 nm에서 흡
광도를 측정하였다. 시료를 처리하지 않은 day 7의 3T3-L1 
지방세포를 대조군으로하여 지방 축적률(% of control)을계
산하였다. 또한 CPE의처리가 3T3-L1 지방세포의 지방구 크
기 및 수에 미치는 영향을 분석하였다. 생성된 지방구 크기
및 수는 day 7에 현미경을 통해 관찰하였다.

7. 통계분석
모든 데이터는 평균±표준편차로 표현하였고, 통계 처리는

Statistical Package for Social Science(Ver. 18, SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA)를 이용하여 분석하였으며, 각 항목은 일
원배치 분산분석(one-way ANOVA) 하였다. 각 구간의 유의
성 차이는 Duncan’s test 및 Student’s t-test 방법에 따라 검증
하였다(* p<0.05, ** p<0.01 및 *** p<0.001).

결과 및 고찰

1. DPPH 라디칼 소거 활성
DPPH 라디칼 소거 활성 시험법은 항산화 활성 측정에서

가장 많이 쓰이는 방법 중 하나로서 DPPH 라디칼은 자유라
디칼로 특유의 진한 보라색이지만, 전자나 수소 원자에 의해
전자가 쌍을 이뤄 비라디칼이 되면서 특유의 진한 보라색이

Fig. 1. Scheme of 3T3-L1 differentiation and CPE treatment. 
DM: differentiation medium consist of 10% FBS-DMEM, 0.5 mM IBMX, 5.2 μM dexamethasone and 167 nM insulin, Post-DM: 
post-differentiation medium consist of 10% FBS-DMEM and 167 nM insulin, CPE: citrus peel extract.
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노란색으로 변색되는 DPPH의 화학적 성질을 이용한 실험
방법이다(Lee MY 등 2012). DPPH 라디칼 소거 활성측정을
통한 CPE의 항산화 활성은 10, 50, 100, 250, 500 및 1,000 
μg/mL의 농도로 희석한 CPE와 항산화제로 잘 알려진 ascor-
bic acid를 1, 5, 10, 25 및 50 μM의 농도로 처리하여 비교하
였다(Fig. 2). CPE는농도증가에따라 0.54%, 7.25%, 13.55%, 
23.48%, 35.77% 및 51.7%로 DPPH 라디칼 소거 활성이 증가
하였으며, 양성대조군인 ascorbic acid는농도에따라 10.64%, 
24.28%, 35.12%, 53.59% 및 44.51%의 라디칼 소거능을 나타
냈다. 운향과 식물의 과실류 껍질의 항산화 효과에 대한 연
구 중 Kim MK(2021)는 6종 운향과 식물 과실류 껍질 에탄
올 추출물의 DPPH 라디칼 소거능은 1,000 μg/mL의 농도에
서 각각 유자 9.9%, 자몽 7.6%, 레몬 24.7%, 밀감 10.2%, 오
렌지 11.2%, 탱자 17.2%의 라디칼 소거능을 보였다고 보고
하였으며 Choi MY 등(2021)은 감귤 에탄올 추출물의 DPPH 
라디칼 소거능은 0.1, 0.5, 1 및 5 mg/mL의 농도에서 29.54%, 
47.16%, 60.8% 및 76.70% 라디칼 소거능을 보고하였을 뿐만
아니라 Yi MR 등(2014)은 운향과 식물의 과실류 중 감귤의
과피에 식이섬유, 정유, 카로티노이드 및 플라보노이드 등의
생리활성 성분이 다량 함유되어 있으며, 과육보다 높은 항산
화 활성을 나타낸다고 하였다. 따라서 본 실험에서 사용된
진피 추출물또한생리활성 물질이다량함유되어 있으며천

연 항산화 소재로서의 가능성이 높다고 사료된다. 

2. 3T3-L1 세포에서 CPE 처리에 의한 세포독성
3T3-L1 전지방세포에서 CPE의 세포독성을 알아보기 위

해 MTT assay를 실시하여 분석하였으며, 그 결과는 Fig. 3에
나타내었다. 50, 100, 200, 400, 600, 800 및 1,000 μg/mL 농
도의 CPE 추출물의 세포 생존율은 각각 96.62%, 91.43%, 
101.19%, 93.14%, 73.74% 69.65% 및 73.26%의 세포 생존율
을 나타내었으며, 세포 생존율이 80% 이하로 나타난 600, 
800 및 1,000 μg/mL 농도를 제외한 50, 100, 200 및 400 μg/ 
mL의 농도의 CPE 추출물에 대하여 항비만 활성 실험을 진
행하였다.

3. 3T3-L1 세포에서 CPE의 Adipogenesis 억제 활성
비만 연구 분야에서 널리 사용되는 3T3-L1 전지방세포는

IBMX, insulin 및 dexamethasone 등과 같은 다양한 분화유도
인자와 호르몬에 의해 전지방세포에서 지방세포로 분화되어

세포 내에서 지방을 축적한다(Shon MS & Kim GN 2014). 
전지방세포가 지방세포로 분화되는 과정인 adipogenesis는
비만과 밀접한 관련이 있으며, adipogenesis를 효과적으로 조
절하는 것은 비만을예방하고 치료하는 데있어중요한부분

이다(Kim KH 2009). 
최근 연구에 의하면, 식물 유래의 폴리페놀이 adipogenesis 

과정에 관여하는 주요한 전사인자들의 발현 조절을 통해 지

방축적 및지방세포의 분화를 억제한다는연구결과가보고

Fig. 2. The DPPH radical scavenging activity of CPE. 
Corresponding letters indicate significant differences among tested CPE based on ANOVA with Duncan’s multiple range test (p<0.05). 
Ascorbic acid was used as a positive control in this assay. 
CPE: citrus peel extract.
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되었다(Hsu CL & Yen GC 2007; Moon HS 등 2007; Kim 
NH 등 2018). CPE의 처리가 3T3-L1 세포의 adipogenesis 과
정에미치는영향을알아보기위하여 50, 100, 200 및 400 μg/ 
mL의 농도로 day —2에서 day 7까지 총 9 day 동안 처리한
후 day 7에 ORO 염색법을 실시하였을 때, 지방세포 분화를
유도한 대조군에서는 지방구가 다량으로 축적되었음을 확인

할 수 있으며, 400 μg/mL 농도의 CPE를 처리하였을 경우
3T3-L1 세포의 분화를 억제하여 지방구의 생성을 저해하는
것으로 나타났다(Fig. 4). 또한, 3T3-L1 세포에 축적된 지방
구를 ORO로 염색하고, 이를 DMSO로 용해하여 정량분석
한 결과, 대조군(100%)과 비교하여 400 μg/mL의 진피 추출
물의 처리는 대조군 대비 약 32.03%의 3T3-L1 지방세포 분

Fig. 3. Effects of CPE treatment on 3T3-L1 viability. 
The 3T3-L1 preadipocytes were incubated with 10% BCS-DMEM containing citrus peel extracts for 24 hr to measure cell viability. The 
3T3-L1 preadipocytes were quantified using microplate reader at 450 nm. Corresponding letters indicate significant differences by 
Student’s t-test (*** p<0.001). 
Control: 3T3-L1 preadipocytes, CPE: citrus peel extract.

Fig. 4. Inhibitory effects of CPE on 3T3-L1 adipogenesis. 
The levels of lipid accumulation of 3T3-L1 cells was evaluated by Oil Red O staining, and it was quantified using microplate reader 
at 510 nm. Corresponding letters indicate significant differences by Student’s t-test (** p<0.05). 
Control: mature 3T3-L1 adipocytes, CPE: citrus peel extract.
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화를 억제한 것으로 나타났다. Jo HK 등(2015)의 연구에서
도 진피에탄올 추출물을 처리하였을 때농도의존적으로비

만을 유발하는 지방구의 형성을 억제하였다고 보고하였으며

이러한 결과는 CPE가 3T3-L1 세포의 지방세포 분화를 억제
함으로써 항비만 활성을 나타낼 수 있다는 가능성을 보여주

는 결과라고 생각된다. Kong CS 등(2010)은 3T3-L1 전지방
세포가 지방세포로 분화되는 과정인 adipogenesis는 특정 유
전자 발현에 대해 프로그램된 변화의 연속에 의해 유도된다

고 보고하였으며 Kim KB & Jang SH(2014)는 C/EBPα, 
PPARγ 및 SREBP1과 같은 전사인자의 발현은 지방세포가
분화되는 동안 adipogenesis 과정을 위한 주요한 활성인자로
작용하며 전사인자들의 과발현은 지방세포의 분화를 가속화

시킬수 있다고하였다. 따라서 CPE의 3T3-L1 전지방세포에
서 지방세포로의 분화억제 효과에 대한 adipogenesis 과정에
관여하는 핵심 전사인자들의 발현 조절 수준을 확인하는 추

가적인 실험이 필요할 것으로 사료된다. 

4. CPE의 처리가 3T3-L1 세포 내 지방구의 수 및 크
기에 미치는 영향

전지방세포는다양한 전사인자와 호르몬들에의해 지방세

포로 분화되면서 세포 내 지방을 생성하고 축적한다(Hwang 
DI 등 2019). 3T3-L1 지방세포를 CPE로 각각 50, 100, 200 
및 400 μg/mL의 농도로 day —2에서 day 7까지 총 9 day 동
안 처리한 후, 분화유도가 완료된 day 7에 ORO 염색법을 실
시한 후 3T3-L1 지방세포 내의 축적된 지방구의 크기와 수
를 현미경을 이용하여 관찰하였다(Fig. 5). 그 결과 분화를
유도하지 않은 전지방세포에서는 지방구가 발견되지 않았으

나 분화를 유도한지방세포 대조군은 많은 양의 지방구를확

인할 수 있었으며 특히, CPE의 처리에 의해 농도 의존적으
로 지방구의 크기와 수가 감소하여 CPE가 항비만활성이높
음을 확인할 수 있었다.

요 약

본 연구에서는 가공 후 폐기되는 진피의 활용방안을 강구

하기 위한 기초연구로써, 진피를 열수 추출하여 CPE를 제조
한 후, 항산화 및 항비만 활성을 평가하고자 하였다. 항산화
실험으로 DPPH 라디칼 소거 활성 시험법을 통해 CPE는 10, 
50, 100, 250, 500 및 1,000 μg/mL에서 농도 의존적으로항산
화 활성을 나타냈다. 그리고 3T3-L1 전지방세포에 CPE를농
도별로 처리하여 세포독성을 나타내지 않는 50, 100, 200 및
400 μg/mL 농도에서 CPE의 처리는 농도 의존적으로 adipo-
genesis 과정을 조절하여 비만의 원인이 되는 지방구의 생성
을 억제하였다. 본연구를종합해볼 때, 가공 부산물로폐기

되는 진피의 항산화 및 항비만 기능성 식품의 천연 소재로

활용될 수 있다는 가능성을 보여주는 결과로 사료되며, 추후
진피의 주요 생리활성 물질과 adipogenesis 과정에 관여하는
핵심전사인자들의발현 조절 수준 확인에대한추가적인 실

험이 수행되어야 할 것으로 판단된다.
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