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Abstract

The peel from seven types of citrus was extracted with 80% methanol, and their phenolic compound content,
oxygen radical absorbance capacity (ORAC), inhibitory activities of nitric oxide (NO), and reactive oxygen spe-
cies (ROS) production induced by LPS and t-BHP in LPS-activated RAW 264.7 cells were measured. Total
phenolic content was high in Yungkyool, Cheonhyehyang, and Jinkyool (30.6, 30.2, and 28.2 mg GAE/g, re-
spectively), while total flavonoid content was high in Yungkyool and Jinkyool (30.3 and 25.5 mg RE/g, re-
spectively). ORAC was the highest at 1,076 mM TE/g in Yungkyool, followed by Cheonhyehyang (1,012), Jinkyool
(984), and Hallabong (914). High inhibitory activity against NO production was shown in Cheonhyehyang,
Yungkyool, and Jinkyool with IC50 values of 215.3, 259.2, and 328.9 μg/mL, respectively. LPS-induced ROS
production was inhibited by 16.4% and 12.8% in Hallabong and Jinkyool, while t-BHP-induced ROS production
was inhibited by 28.7%, 26.1%, and 26.6% in Jinkyool, Hallabong, and Cheonhyehyang, respectively. Correlation
coefficients between total phenolic, total flavonoid content, and ORAC were 0.884 and 0.855. Inhibitory activity
against NO production showed higher correlation with total phenolic content than total flavonoid content. It
was concluded that citrus peels had potent antioxidant activities and could be used as natural antioxidants in
the food and pharmaceutical industries.
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서 론

활성산소(reactive oxygen species, ROS)는 superoxide

anion(·O2
-), peroxyl radical(ROO·), hydroxyl radical(·OH)

등 여러 종류의 free radical로 이루어져 있으며, 체내 호흡을

통한 에너지 생성 과정에서 필연적으로 발생되지만 이러한

활성산소가 순간적으로 대량 생성되거나 만성적으로 생성

되면 세포와 반응하여 세포 조직에 손상을 일으키게 된다

(1). 생체 내에서 대식세포는 다량의 활성산소를 생성하며,

이는 염증 반응의 중요한 인자로 세포 손상을 유발하는 매개

자이며, 내독소 혈증(endotoxemia)을 일으키고(2,3) 다양한

세포 스트레스 반응에 관여하며, 세포의 산화환원성(cellular

redox status)이 염증과 관련된 전사인자인 NF-κB의 활성

을 조절한다(4). 활성산소에 의한 세포 손상의 예로는 DNA

변성, 세포막 손상, 단백질 변성 등이 있는데(5), 생체는 활성

산소로부터 세포 손상을 방지하고 항상성을 유지하기 위하

여 superoxide dismutase, glutathione peroxidase, catalase

등과 같은 항산화 효소를 분비한다. 비효소적 항산화 물질에

는 L-ascorbic acid, tocopherol과 같은 천연 항산화제와

BHT, BHA와 같은 합성 항산화제가 있는데(1), 합성 산화제

는 높은 활성과 경제성이 있으나 독성이 있어서 고농도로

투여할 경우 간 손상 및 암을 유발하는 것으로 알려져 있다

(6). 따라서 천연의 물질로부터 독성이 없으면서 높은 항산

화능을 가지는 천연 항산화제의 개발이 요구되고 있다.

감귤은 운항과(Rutaceae) 감귤속(Citrus)의 식용 식물로

폴리페놀류와 비타민류 등 다양한 생리활성 물질을 함유하

고 있는 것으로 알려져 있으며, 특히 과육보다 과피에 생리

활성물질을 많이 함유하고 있다(7). 특히 과피에 함유되어

있는 carotenoids와 bioflavonoids는 항염, 항암, 항산화 등

다양한 생리적 작용을 나타낸다고 보고되어 있다(8). 지금까

지 감귤류의 항산화 활성에 대한 연구는 주로 온주밀감에

대한 것이 대부분이며, 제주재래종 감귤에 대한 연구로는
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Table 1. Citrus species investigated in this study

Scientific name Korean name

C. unshiu Marc.
C. sunki Hort. ex Tanaka
C. sinensis Osb. forma Navel
C. sudachi Hort. ex Shirai
C. unshiu Marc.×C. sinensis (L.) Osb.
(C. unshiu Marc.×C. sinensis Osb.)
  ×C. reticulata Blanco
((C. unshiu×C. sinensis)×C. reticulata)
  ×(C. reticulate×C. sinensis)

Onjumilgam
Jinkyool
Navel orange
Yungkyool
Cheungkyoun
Hallabong

Cheonhyehyang

당유자, 사두감, 홍귤, 동정귤, 지각, 진귤, 빈귤, 인창귤 등에

불과하다(9-11).

따라서 본 연구에서는 감귤 7종을 대상으로 과피를 메탄

올로 추출하여 총페놀과 총플라보노이드의 함량을 측정하

였고, 유해산소 흡수능력(oxygen radical absorbance ca-

pacity, ORAC) 분석을 통한 free radical 소거능과 RAW

264.7 murine macrophage를 이용한 활성산소와 nitric oxide

(NO)의 생성 저해능을 평가함으로써 감귤 과피 추출물이

천연 항산화제로서의 활용 가능성에 대한 기초자료를 제공

하고자 하였다.

재료 및 방법

재료

본 실험에 사용한 재료는 Table 1에 나타내었으며, 영귤

(Citrus sudachi Hort. ex Shirai), 천혜향(((C. unshiu×C.
sinensis)×C. reticulata)×(C. reticulate×C. sinensis)), 청
견(C. unshiu Marc.×C. sinensis(L.) Osb.), 한라봉((C. un-

shiu Marc.×C. sinensis Osb.)×C. reticulata Blanco), 진귤

(C. sunki Hort. ex Tanaka), 온주밀감(Citrus unshiu Marc.)

은 제주하나로마트에서 구입하였으며, 수입산 네이블오렌

지(C. sinensis Osb. forma Navel)는 이마트에서 구입하여

사용하였다. 추출용 시료는 감귤을 수돗물로 2∼3번 씻은

후 과피를 분리하고 동결건조 하여 사용하였다. 양성대조군

으로는 quercetin(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)

을 사용하였다.

추출물의 제조

과피 동결건조물 10 g에 80% 메탄올 50 mL를 가하여 상

온에서 24시간 동안 추출한 후 상층액을 회수하였다. 이 과정

을 2회 반복한 후 상층액을 감압농축하고 동결건조하여 과

피 추출물을 얻었다. 분석용 시료는 동결건조 과피 추출물을

에탄올과 PBS 혼합용액(1:1)에 녹인 후 0.45 μm syringe fil-

ter(Millipore Co., Billerica, MA, USA)로 여과하여 사용하

였다.

총페놀 함량 측정

동결건조 과피 추출물의 총페놀 함량은 Folin-Denis 방법

으로 측정하였다(12). 시료 용액(1 mg/mL) 100 μL와 증류수

900 μL를 혼합하고, Folin-Ciocalteau's phenol reagent 100

μL를 가하여 잘 섞은 후 5분간 상온에서 반응시켰다. 여기에

20% Na2CO3 300 μL를 가하여 혼합한 다음 증류수를 가하여

2 mL로 조정하였다. 이 용액을 상온에서 2시간 동안 방치한

후 760 nm에서 흡광도를 측정하였고, gallic acid(Sigma-

Aldrich Co.)를 이용한 검량선과 비교하여 총페놀 함량을

mg gallic acid equivalents(GAE)/g으로 나타내었다.

총플라보노이드 함량 측정

총플라보노이드의 함량은 Chang 등(13)의 방법을 변형하

여 측정하였다. 시료용액을 각각 1 mg/mL의 농도가 되게

증류수에 희석한 후 200 μL를 취하고 여기에 에탄올 800

μL와 5% NaNO2 60 μL를 첨가하여 균질하게 혼합한 후 5분

간 실온에서 반응시키고 10% AlCl3을 60 μL 첨가하여 실온

에서 다시 5분간 반응시켰다. 그 후 1 M NaOH 용액을 400

μL 첨가하여 1분간 상온에서 반응시키고 증류수 500 μL를

가하여 균질화시킨 후 200 μL를 취하여 96 well plate에 분주

하여 Microplate Reader(BioTek Instruments, Inc., Win-

ooski, VT, USA)로 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준

물질로는 rutin(Sigma-Aldrich Co.)을 이용하여 표준곡선

을 작성하였고, 시료의 총플라보노이드 함량은 mg rutin

equivalents(RE)/g으로 나타내었다.

유해산소 흡수능력(ORAC) 측정

항산화 활성은 peroxy radical의 생성과 소멸에 의한 flu-

orescent의 감소율로 측정하였는데, 과산화 라디칼의 생성

을 위해 2,2’-azobis(2-methylpropionamidine) dihychloride

(AAPH, Sigma-Aldrich Co.)를 사용하여 유해산소 흡수능

력(ORAC)을 측정하였다(14). 본 실험에서 표준용액의 농도

별 희석과 실험용 시료의 제조에는 중성 phosphate buffer

(0.075 M K2HPO4 : 0.075M NaH2PO4=61.5:38.5(v/v))를 사용

하였다. 검량선 작성을 위한 표준용액으로는 trolox(Sigma-

Aldrich Co.)에 인산완충액을 가해 각각 1.65, 3.125, 6.25,

12.5, 25.0, 50.0 μM 농도로 희석하여 사용하였다. Fluores-

cent 표준용액은 Ou 등(15)의 방법에 따라 fluorescein so-

dium salt(Sigma-Aldrich Co.)를 75 mM phosphate buffer

에 가하여 78 nM 농도로 제조하였다. 항산화 활성의 측정은

감귤과피 추출물과 표준용액 100 μL에 fluorescent 표준용액

50 μL를 가하고, 과산화 라디칼 유발물질인 AAPH를 인산

완충액에 가해 34 mM로 희석한 후 50 μL를 가하여 반응시

킨 후 FLUOstar OPTIMA(BMG Labtech, Inc., Offenburg,

Germany)를 사용하여 excitation 485 nm, emission 538 nm

에서 1시간 동안 3분마다 흡광도를 측정하였다.

ORAC는 trolox 표준곡선으로부터 산출하였는데, 그 식

은 다음과 같다.

AUC (area under the curve)＝1＋(f1/f0)＋(f2/f0)＋

(f3/ f0)＋……＋(f19/f0)＋(f20/f0)

Relative ORAC value＝ [(AUCsample－AUCblank)/(AUCtrolox
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Table 2. Total phenolics and total flavonoids contents, and
antioxidant activity of methanol extracts from citrus peels

Citrus species
Total
phenolics
(mg/g)

Total
flavonoids
(mg/g)

ORAC
(mM TE/g)

Onjumilgam
Jinkyool
Navel orange
Yungkyool
Cheungkyoun
Hallabong
Cheonhyehyang

20.4±8.8b1)
28.2±4.3d
17.5±4.4a
30.6±7.5e
22.2±8.1c
23.6±6.0c
30.2±9.0e

16.1±1.6b
25.5±1.6d
9.3±1.2a
30.3±5.8e
9.1±1.6a
17.4±1.6c
16.9±3.3c

766.9±40.5b
984.4±52.7cd
613.3±47.2a
1076.2±68.1d
626.6±27.3a
914.7±42.0c
1012.9±62.0cd

1)
Mean±SD (n=3).
a-e
Values with different letters in the column are not signifi-
cantly different at p<0.01 according to Duncan’s multiple
range test.

－AUCblank)]×(molarity of trolox/gram of sample)

세포독성과 nitric oxide(NO) 생성 저해능 측정

실험에 사용한 세포는 murine macrophage cell line RAW

264.7로 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 구입하였으며,

10% fetal bovine serum(FBS)과 100 unit/mL penicillin-

streptomycin(Gibco Inc., Grand Island, NY, USA)이 포함

된 Dulbecco's modified Eagle medium(DMEM, Gibco Inc.)

을 사용하여 37oC, 5% CO2 항온기에서 배양하였다.

NO 생성 저해능은 RAW 264.7 세포를 1×105 cells/mL로
조절한 후 96 well plate에 접종하고 여러 농도의 시료로 1시

간 동안 처리한 후 lipopolysaccharide(LPS) 100 ng/mL를

가하여 24시간 배양한 후 생성된 NO를 Griess 시약을 이용

하여 측정하였다. 즉 세포배양 상등액 100 μL와 Griess 시약

(1%(w/v) sulfanilamide, 0.1% N-(1-naphyl)ethylenedi-

amine(Sigma-Aldrich Co.) in 2.5(v/v) phosphoric acid)

100 μL를 혼합하여 96 well plate에서 10분 동안 반응시킨

후 530 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 생성된 NO의 양은

sodium nitrite(NaNO2)의 검량선과 비교하여 환산하였다

(16).

세포독성 평가는 WST-1(EZ-CyTox enhanced cell via-

bility assay kit, Daeil Lab Service, Seoul, Korea) 방법을

이용하여 세포 생존율을 3회 반복 측정하였으며, 각 시료의

농도에 대한 흡광도를 측정한 후 대조군의 흡광도와 비교하

여 RAW 264.7 세포에 대한 시료의 세포독성 정도를 평가하

였다.

LPS와 t-BHP에 의한 활성산소의 생성 저해능 측정

활성산소의 생성 저해능은 Kimura 등(17)의 방법을 변형

하여 측정하였다. 12-well plates(SPL, Inc., Seoul, Korea)에

서 RAW 264.7 murine macrophage cell이 5×105 cells/mL
가 되도록 24시간 동안 37oC, 5% CO2 배양기에서 배양하였

다. 세포배양액을 1% FBS가 포함된 PBS 완충용액으로 교

체하여 25 μM H2DCFDA(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

로 30분간 처리한 후 DMEM high glucose 배지로 교체한

후 각 시료를 500 μg/mL로 1시간 동안 전처리 하였다. 이후

자극제인 200 μM tert-butyl hydroperoxide(t-BHP, Sigma-

Aldrich Co.)로 30분간 처리한 세포와 LPS로 24시간 동안

처리한 세포를 fluorescence activated cell sorter(FACS,

Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA)를 이용하여

활성산소를 발현하는 세포를 측정하였다.

통계분석

모든 데이타는 평균±표준편차로 표기하였고, 각 군의 차

이는 분산분석, 다중범위 검정(Duncan's multiple range

test)으로, 상관관계 지수는 피어슨 상관계수(Pearson cor-

relation coefficient)에 의해 유의성 검정을 실시하였다. 모든

실험은 3회 반복 실시하였고 모든 통계자료는 SPSS pro-

gram(ver. 12, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여

분석하였다.

결과 및 고찰

총페놀 및 총플라보노이드 함량

식품이나 체내 생체막에 존재하고 있는 지질은 활성산소

에 의해 산화되어 식품의 품질변화나 생체노화를 일으키는

것으로 알려져 있는데, 이러한 산화를 방지하기 위하여 천연

항산화제인 페놀성 화합물이 널리 이용하고 있다(18). 동결

건조 감귤 과피의 80% 메탄올 추출물 중의 페놀성 화합물

함량을 분석한 결과는 Table 2와 같다. 총페놀 함량은 영귤,

천혜향, 진귤이 각각 30.6, 30.2, 28.2 mg GAE/g으로 높은

값을 나타내었고, 그 다음으로 한라봉, 청견, 온주밀감, 네이

블오렌지가 각각 23.6, 22.2, 20.4, 17.5 mg GAE/g 순으로,

네이블오렌지가 가장 낮은 값을 나타내었다. Park 등(19)도

한라봉, 천혜향, 청견, 진지향 과피를 메탄올로 추출하여 총

페놀 함량이 23.4～42.3 mg GAE/g임을 보고하여 본 연구결

과와 유사한 경향을 나타내었다.

감귤 과피의 80% 메탄올 추출물 중의 총플라보노이드 함

량은 영귤과 진귤이 각각 30.3과 25.5 mg RE/g으로 가장

높았고, 그 다음으로 한라봉, 천혜향, 온주밀감, 네이블오렌

지, 청견이 각각 17.4, 16.9, 16.1, 9.3, 9.1 mg RE/g으로, 네이

블오렌지와 청견이 가장 낮은 값을 나타내었다. Ghasemi

등(20)은 네이블오렌지, 발렌시아오렌지, 레몬, 그레이프르

트 등 13종의 감귤 과피에 대한 총플라보노이드 함량을 분석

하여 0.3～31.1 mg quercetin/g이라고 보고하였는데, 본 연

구결과와 유사한 경향을 나타내었다. 플라보노이드는 페놀

계 화합물로 감귤에서 그 종류와 함량은 품종에 따라 다르며

(7), 항암, 항염, 항고혈압, 항균, 항산화 등 여러가지 생리적

작용을 가지고 있는 것으로 알려져 있다(21).

유해산소 흡수능력(ORAC)

항산화능 측정방법 중의 하나인 유해산소 흡수능력 분석법

은 radical chain reaction의 가장 핵심적인 단계인 수소 전자

전달과 관련하여 항산화 물질의 free radical 소거 능력을
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Table 3. Inhibitory activity of methanol extracts from citrus peels on NO production and cell cytotoxicity in LPS-activated
RAW 264.7 cells

Citrus species
50% Cytotoxic concentration

(A) (CC50, μg/mL)
50% Inhibitory concentration of
NO production (B) (IC50, μg/mL)

Selectivity index
(SI=CC50/IC50)

Onjumilgam
Jinkyool
Navel orange
Yungkyool
Cheungkyoun
Hallabong
Cheonhyehyang
Quercetin (positive control)

>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>20

805.3±1.61)
328.9±2.6
583.1±5.6
259.2±10.6
607.2±12.0
500.7±1.5
215.3±6.3
3.25±0.02

1.24
3.04
1.71
3.85
1.64
1.99
4.64
6.15

1)
Mean±SD (n=3).

측정하는 방법이다(22). 이 방법은 식품 내에 존재하는 친수

성 성분과 친유성 성분 모두에 반응하기 때문에 응용 범위가

넓다는 장점을 가지고 있다. 또한 항산화 대조물질로 수용성

비타민 E를 사용하고 형광 물질을 결합시킴으로써 반응 감

도가 예민하여 정확도를 높일 수 있는 방법이기도 하다(23).

감귤 과피의 80% 메탄올 추출물의 유해산소 흡수능력을

분석한 결과는 Table 2와 같다. 영귤이 1076 mM TE/g으로

가장 높은 활성을 나타내었으며, 그 다음이 천혜향(1012),

진귤(984), 한라봉(914), 온주밀감(766), 청견(626), 네이블오

렌지(613) 순으로 페놀성 화합물 함량이 높은 감귤 과피 추

출물이 유해산소 흡수능력도 높았다. Cai 등(24)도 중국내

자생하는 약용식물 112종의 추출물에서 총페놀 함량과 항산

화 활성과는 매우 유의적인 상관관계를 나타낸다고 보고한

것과 유사한 결과를 나타내었다.

감귤 과피에 의한 유해산소 흡수능력에 관한 연구로는

Kim 등(25)이 당유자 과피 추출물의 유해산소 흡수능력은

21.8 μM TE/2 μg De(Dangyuja extract)라고 보고하였고,

Khan(26)은 당귤 과피를 80% 에탄올로 추출한 경우 509

mM/100 g FW(fresh weight)라고 보고하였다.

세포 독성 및 NO 생성 저해능

염증반응은 조직에 상처나 감염이 일어날 경우 신체를 보

호하기 위한 기전이며, free radical, cytokine 등의 자극성

물질에 대한 방어 반응으로 알려져 있다(27). 실험에 사용한

대식세포주는 LPS로 자극을 받으면 염증성 cytokine(pro-

inflammatory cytokine)을 방출하게 되고 inducible nitric

oxide synthase(iNOS)의 발현을 유도하며 NO을 생성하여

염증반응을 매개하게 된다(28). 특히 NO는 그 자체로서도

염증과 세포 손상을 유발할 뿐만 아니라 활성산소종인 su-

peroxide와 결합시 반응성이 더욱 강한 peroxynitrite의 형태

로 전화되어 세포 파괴를 유발하게 된다(29).

본 연구에서는 감귤 과피 추출물이 염증 매개인자인 NO

의 생성 저해와 세포독성 여부를 측정하기 위하여 대식세포

주를 LPS로 자극한 후 각 시료의 NO 생성 저해능을 분석하

여 NO 생성을 50% 저해하는 농도인 IC50 값으로 나타내었

고, 또한 WST-1을 이용한 세포독성을 분석하여 50% 세포

독성을 나타내는 농도인 CC50 값으로 나타내었다. 또한 세포

독성은 적으면서 NO 생성 저해능이 높은 추출물을 선발하기

위해 selectivity index(SI=CC50/IC50)도 산출하였다(Table 3).

감귤 과피 추출물의 세포독성을 분석한 결과 마우스 대식

세포인 RAW 264.7에 대하여 1,000 μg/mL 이하의 농도에서

는 모든 시료에서 독성이 관찰되지 않았다. NO 생성 저해능

(IC50)은 천혜향이 215.3 μg/mL로 가장 높았으며, 그 다음으

로 영귤(259.2), 진귤(328.9), 한라봉(500.7), 네이블오렌지

(583.1), 청견(607.2), 온주밀감(805.3) 순이었다. Choi 등(7)

은 제주 자생 감귤 과피를 70% 에탄올로 추출하여 RAW

264.7 세포주에서 NO 생성 저해능(IC50)을 분석한 결과 진귤

이 580.9, 한라봉이 815.9 μg/mL로 본 연구에서의 NO 생성

저해능보다 약 1.6배 낮았으며, 총플라보노이드 함량보다는

nobiletin과 tangeretin 같은 성분이 NO 생성 저해에 보다

밀접한 관계가 있다고 보고하였다. 그런데 본 연구에서도

영귤이 가장 높은 총폴리페놀과 총플라보노이드 함량을 보

였으나 천혜향이 가장 높은 NO 생성 저해능을 나타낸 것은

이러한 특정 플라보노이드 성분들에 의한 것으로 추정되며

추후 개별 플라보노이드 성분에 대한 정량분석이 필요하다.

각 시료의 SI는 NO 생성 저해능(IC50)이 가장 높은 천혜향

이 4.64로 가장 높았으며, 영귤(3.85), 진귤(3.04), 한라봉

(1.99), 네이블오렌지(1.71), 청견(1.64), 온주밀감(1.24) 순으

로 양성대조군으로 사용한 quercetin(6.15)보다는 낮은 값을

보였다.

LPS와 t-BHP에 의한 활성산소의 생성 저해능

본 연구에 사용한 RAW 264.7 macrophage는 LPS로 자극

하면 염증 반응과 함께 NADPH oxidase를 활성화하여 활성

산소를 생성하는 반면(30), t-BHP로 자극하면 미토콘드리

아의 cytochrome C 또는 C1에 의해 대사되어 t-butoxyl,

t-butylperoxyl 및 methyl radicals 등을 생성하여 세포 내

oxidative stress를 유발한다(31). 또한 HepG2 세포에서 hy-

drogen peroxide와 t-BHP로 oxidative stress를 줄 경우

t-BHP의 자극에 의해서만 antioxidant enzyme이 증가한다

(32). 즉 세포는 외부 자극에 대한 방어체계로서 antioxidant

enzyme이 생성되어 세포내에서 생성되는 활성산소를 제거

한다. 따라서 세포를 LPS와 t-BHP로 자극하여 활성산소의

생성을 유발시킨 후 시료의 처리에 따른 활성산소 생성량의
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Fig. 1. ROS production induced by LPS in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were stimulated with LPS (100 ng/mL) for 24 hr
with and without pretreatment of methanol extracts from citrus peels for 1 hr. (A) Negative control, (B) t-BHP only, (C) Onjumilgam,
(D) Jinkyool, (E) Navel orange, (F) Yungkyool, (G) Cheungkyoun, (H) Hallabong, (I) Cheonhyehyang, (J) Quercetin (positive control).

변화를 측정하였다.

감귤 과피 추출물이 LPS와 t-BHP에 의한 RAW 264.7

세포의 산화적 손상을 보호하는 효과를 측정한 결과는 Fig.

1과 2와 같다. Raw 264.7 세포를 500 μg/mL의 감귤 과피

추출물로 전처리한 다음, LPS와 t-BHP로 처리하여 세포내

활성산소의 형성을 유도한 후 유동세포분석기로 2',7'-di-

chlorofluorescin diacetate(H2DCFDA)에 의한 형광광도를

측정하였다. H2DCFDA는 세포막의 소수성 부분을 통과하

여 세포내로 이동할 수 있으며(33), endogenous esterase에

의해 H2DCFDA의 아세트 잔기가 가수분해되어 형광을 가

지지 않고 세포막을 통과할 수 없는 H2DCF로 변형되어 세

포내에 저장되게 되는데, 이 H2DCF는 H2O2와 반응하여 형

광을 띠는 2',7'-dichlorofluorescein(DCF)을 형성하며, 488

nm의 excitation과 530 nm의 emission peak를 나타낸다

(34).

LPS(Fig. 1)와 t-BHP(Fig. 2)로 처리한 세포에서는 음성

대조군에 비하여 활성산소 생성을 유도하는 것으로 나타났

는데, LPS와 t-BHP를 단독 처리한 군의 경우 음성대조군에

비하여 M1 범위 내에 위치하는 그래프가 오른쪽으로 각각

56.7%와 50.2% 이동되었다. 이는 형광값 증가를 의미하며

세포내 H2O2와 ·OH 수준이 증가되었음을 나타낸다.

LPS의 자극에 의해 24시간 동안 생성된 활성산소(Fig.

1)는 LPS 단독처리군에서는 56.7% 증가한 반면, LPS와 시

료를 동시에 처리한 실험군에서는 한라봉이 40.3%, 진귤이

43.9%, 천혜향 51.4%만이 증가하였는데, 이는 LPS에 의해

생성되는 H2O2와 ·OH 수준을 한라봉이 16.4%, 진귤이 12.8

%, 천혜향이 5.3% 저해하였음을 의미한다.

t-BHP의 자극에 의해 30분 동안 생성된 활성산소(Fig.

2)는 t-BHP 단독처리군에서는 50.2% 증가한 반면, t-BHP

와 시료를 동시에 처리한 실험군에서는 진귤이 21.5%, 한라

봉이 24.1%, 천혜향이 23.6%만을 증가시킴으로 가장 높은

활성산소 생성 저해능을 보였는데, 이는 t-BHP로 인하여

생성되는 H2O2와 ·OH 수준을 진귤, 한라봉, 천혜향이 각각

28.7, 26.1, 26.6% 저해함을 나타낸다. 진귤, 한라봉, 천혜향이

LPS와 t-BHP로 처리한 모든 세포에서 활성산소 생성 저해

능이 가장 높았다.

특히 영귤은 t-BHP에 의한 활성산소의 생성을 효과적으

로 저해했으나 LPS에 의한 활성산소의 생성을 저해하지 못

하는 것으로 나타났는데, 이는 LPS와 t-BHP에 의한 활성산

소 생성 기전의 차이에 의한 것으로 추정되나 추후 추가적인

연구가 필요하다. 한편 양성대조군으로 사용한 quercetin은

LPS와 t-BHP에 의한 활성산소 생성량이 각각 23.0%와

3.7%로 세포 내에서 활성산소의 생성을 효과적으로 저해하

는 것으로 나타났는데, 플라보노이드의 한 종류인 quercetin

은 NF-κB의 활성을 억제하고 세포내에서 활성산소의 생성

을 감소시키는 것으로 알려져 있다(35).
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Fig. 2. ROS production induced by t-BHP in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were stimulated with t-BHP (200 μM) for 30
min with and without pretreatment of methanol extracts from citrus peels for 1 hr. (A) Negative control, (B) t-BHP only, (C) Onjumilgam,
(D) Jinkyool, (E) Navel orange, (F) Yungkyool, (G) Cheungkyoun, (H) Hallabong, (I) Cheonhyehyang, (J) Quercetin (positive control).

Table 4. Correlation between total phenolics and total flavonoids content, and antioxidant activity of methanol extracts from
citrus peels

Total
phenolics

Total
flavonoids

ORAC
NO

production
ROS production
by t-BHP

ROS production
by LPS

Total phenolics
Total flavonoids
ORAC
NO production
ROS production by t-BHP
ROS production by LPS

1
0.772

*

0.884*

0.921
*

0.432*

0.008

1
0.855*

0.683
*

0.475
-0.032

1
0.817

*

0.660*

0.156

1
0.462
-0.115

1
0.612

*
1

*
p<0.01.

페놀성화합물함량과항산화활성사이의상관관계분석

유해산소 흡수능력(ORAC) 분석을 통한 감귤 과피 추출

물의 항산화 능력과 RAW 264.7 세포에서의 NO 생성 저해

능, t-BHP와 LPS에 의한 활성산소 생성 저해능이 총페놀

및 총플라보노이드 함량과의 상관관계를 분석하기 위해

SPSS12를 이용하여 피어슨 상관계수(Pearson correlation

coefficient)를 산출하였다(Table 4). 페놀성 화합물 함량과

항산화 활성과의 상관관계를 보면 총페놀과 ORAC 간의 상

관계수는 0.884이고 총플라보노이드와 ORAC 간의 상관계

수는 0.855로, ORAC에 의한 항산화 활성은 총페놀 및 총플

라보노이드의 함량과 밀접한 관계가 있는 것으로 나타났다.

페놀성 화합물 함량과 NO 생성 저해능과의 상관관계를 보

면 총페놀 및 총플라보노이드 함량과 NO 생성 저해능 간의

상관계수는 각각 0.921과 0.683으로 NO 생성 저해능도 총페

놀 및 총플라보노이드 함량과 밀접한 관계가 있는 것으로

나타났다.

한편 LPS에 의한 활성산소 생성 저해능은 총페놀 및 총플

라보노이드와의 상관계수가 각각 0.008과 -0.032를 나타내

어 총페놀 및 총플라보노이드 함량은 LPS에 의한 활성산소

생성 저해능과는 무관한 것으로 나타났다. 그러나 t-BHP에

의한 활성산소 생성 저해능은 총페놀 및 총플라보노이드와

의 상관계수가 각각 0.432와 0.475로 낮은 편이지만, LPS에

의한 활성산소 생성 저해능과의 상관관계보다는 높은 편이

었다.

요 약

감귤 7종을 대상으로 과피를 80% 메탄올로 추출하여 총
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페놀과 총플라보노이드 함량을 측정하였고, 유해산소 흡수

능력(ORAC) 분석을 통한 free radical 소거능, RAW 264.7

murine macrophage를 이용한 NO 생성 저해능, LPS와 t-

BHP 자극에 의한 활성산소 생성 저해 활성을 분석하였다.

총페놀 함량은 영귤, 천혜향, 진귤이 각각 30.6, 30.2, 28.2

mg GAE/g으로 높은 값을 나타내었고, 총플라보노이드 함

량은 영귤과 진귤이 각각 30.3와 25.5 mg RE/g으로 높은

값을 나타내었다. ORAC 분석을 통한 free radical 소거능은

영귤이 1076 mM TE/g으로 가장 높은 활성을 나타내었으

며, 그 다음이 천혜향(1012), 진귤(984), 한라봉(914) 순이었

다. 마우스 대식세포인 RAW 264.7에 의한 NO 생성 저해능

(IC50)은 천혜향이 215.3 μg/mL로 가장 높았으며, 그 다음으

로 영귤(259.2), 진귤(328.9) 순이었다. LPS 자극에 의한 활

성산소 생성은 한라봉이 16.4%, 진귤이 12.8% 저해하였고,

t-BHP 자극에 의한 활성산소 생성은 진귤, 한라봉, 천혜향

이 각각 28.7, 26.1, 26.6% 저해하였다. 총페놀과 ORAC 간의

상관계수는 0.884이고 총플라보노이드와 ORAC 간의 상관

계수는 0.855로, ORAC에 의한 항산화 활성은 총페놀 및 총

플라보노이드의 함량과 밀접한 관계가 있는 것으로 나타났

다. 총페놀 및 총플라보노이드 함량과 NO 생성 저해능 간의

상관계수는 각각 0.921과 0.683으로 NO 생성 저해능도 총페

놀 및 총플라보노이드 함량과 밀접한 관계가 있었다.
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