
kinase (AMPK)와 peroxisome proliferator-activated recep-
tor (PPAR)γ를 통한 항비만효과가 확인되었으며, 과피로부

터 추출한 oil에서 lipolytic activity가 확인되었다.1,2 또한, 유

자과피의 정유로부터 분리된 limonene은 항염증효과를 나타

내는 것으로 보고되었다.3 그러나 우수한 기능성 천연소재인 

유자의 제품화과정에서 총 중량의 약 15%에 이르는 유자씨를 

대부분 폐기하는 실정이며 그 활용을 위한 연구는 아직 활발

히 이루어지지 못하고 있는 실정이다. 

서      론

유자 (Citrus junos Sieb. ex TANAKA)는 특유의 향미로 

인해 전통적으로 차류 등의 기호식품으로 널리 애용되어왔으

며, 비타민 C 함유량이 풍부하고 다양한 종류의 플라보노이

드를 함유하고 있어 민간에서는 감기치료제로 이용되어 왔다. 

최근 연구에 의하면 과피 추출물에서 AMP-activated protein 
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유자씨 (Citron seed oil, CSO)에 대한 연구로는 일반성분

분석에서 지방의 함량이 약 35%로 가장 높았고 조단백질 16%, 

수분 7.2%, 조회분 3%으로 보고되었고4 유자씨유의 지방산은 

linoleic acid 33.0%, oleic acid 27.7 %, palmitic acid 16.5%, 

stearic acid 11.0 % , linolenic acid 1.5%로 oleic acid와 lin-
oleic acid가 대부분을 차지한다고 보고되었다.5 Oleic acid는 

상처치료, 면역 및 염증 질환과 암에 효과가 있는 것으로 알

려져 있으며 linoleic acid는 항염증작용이 잘 알려져 있다.6,7 

유자씨의 효능에 대한 연구는 Woo 등8과 Kim & Shin9에 의

한 유자씨 추출물의 항산화 효과, Lee 등10에 의한 항암효과, 

Kim 등11에 의한 항노화 및 미백효과, Minamisawa 등12에 의

한 유자씨유의 항산화 효과 등이 있다. 

근대의 서구화된 식생활과 외식산업의 발전은 전통적인 식

사량을 감소시키고, 고열량 식사와 인공 감미료 사용을 증가시

켜 현대인들의 고혈압, 동맥경화, 당뇨 및 비만 등의 만성대사

질환 발생을 지속적으로 증가시켰다.13 이를 극복하기 위한 건

강증진 효능물질을 포함한 천연식품의 개발과 연구가 지속적

으로 활발하게 진행되고 있다.14 그 중 식용유의 연구가 활발

히 진행되고 있는데, 가정용 식용유의 주를 이루던 대두유를 

대신해 건강기능성이 강조된 홍화유, 올리브유, 해바라기유 

등이 증가하는 추세다.15 또한 단백질, 탄수화물과 함께 3대 영

양소로 알려진 지방의 섭취가 지속적으로 증가하면서 현대인

의 건강에 문제를 일으키자 인체에 이로운 불포화 지방산의 발

굴과 기능연구가 활발히 진행되고 있다.15 

NO는 혈관내피세포에서 분비되는 대표적인 혈관이완 인자

이며 혈관이완 기전이 잘 알려져 있다.16,17 이는 서구식생활에

의한 고혈압, 동맥경화와 같은 혈관질환의 개선에 도움을 줄 

수 있는 인자이다. 3T3-L1은 지방세포로의 분화가 가능하며 

분화가 완료된 세포에서는 지방의 합성과 분해에 관련되는 다

양한 메커니즘의 연구가 가능하다.18 그러므로 이 세포모델을 

이용한 지방축적 저해효과의 관찰은 소재의 항비만효과 평가

하는 대표적인 in vitro 연구방법이다. Leptin은 지방세포에서 

분비되는 주요 호르몬 중 하나로 혈중농도는 체지방량에 비

례하여 증가하며19 순환계를 통해 뇌로 운반되면 시상하부 신

경세포의 leptin 수용체와 결합하여 신호를 전달하게 되며 그

로인해 음식섭취를 줄이고 에너지소비를 증가시키는 것으로 

알려져 있다.20 이는 leptin의 분비촉진이 과체중 개선에 도움이 

될 수 있음을 시사한다.

이에 본 연구는 유자씨유 (Citron seed oil, CSO)의 지방산

을 분석하고, 내피세포와 지방세포를 이용하여 CSO의 NO 및 

leptin의 분비 증가와 지방축적 억제효능을 확인함으로써 이를 

이용한 다양한 제품의 개발 및 응용에 근거자료를 제공하고

자 한다. 

 

연 구 방 법

유자씨유 (CSO) 제조 

유자씨유 (CSO)는 유자씨 550 g에 n-hexan 700 ml을 혼합 

후 30분 동안 초음파 추출하고 그대로 24시간 침지 시킨 후 

0.45 μm filter로 여과하여 감압 농축하여 확보하였다.

CSO의 3T3-L1 세포에 대한 독성

CSO의 세포독성은 Cell Counting Kit (CCK)-8 (Dojindo 
Laboratories, Kumamoto, Japan)를 통해 확인하였다.21 내피

세포의 NO 분비량 측정을 위한 Human umbilical vein endo-
thelial cells (HUVECs)과 지방축적과 leptin 분비량 측정을 

위한 3T3-L1의 분화 전 세포를 한국세포주은행 (Korean Cell 

Line Bank, Seoul, Korea)으로부터 분양 받아 각각 96 well에 

1.5×105 cell/well로 분주한 후 24시간 부착시킨다. FBS가 

첨가되지 않은 배지에서 CSO를 0.01~0.4 mg/ml의 농도로 처

리하여 24시간 동안 37℃에서 배양 하였다. 24시간 후 배양중

인 배지 (200 μl)에 CCK-8 reagent를 20 μl씩 가해주고 3시

간 동안 37℃에서 배양한 후 microplate reader (EL808; 

BioTek, Winooski, USA)로 450 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 대조군 (control)의 흡광도 값을 기준으로 세포독성을 비교

하였다.

CSO의 지방산 분석

GC 분석용 시료 준비

GC 분석을 위한 CSO 샘플의 fatty acid methyl ester화는 

Watkins 등22의 방법을 이용하였다. CSO 25 mg을 cap-tube
에 칭량하고 0.5 N methanolic NaOH 1.5 ml을 가한 뒤 약 

100℃의 히팅블록에서 5분간 가열한다. 식물성 유지에는 트

리글리세라이드의 양이 적어 비누화로 메틸레이션을 촉진시

킨다. 가열된 시료를 30~40℃의 수욕상에서 1~2분간 냉각된 

시료에 촉매역할을 위해 14% BF-methanol (Supelco Inc, 
bellefonte, PA, USA) 2 ml을 가한 후 vortex하여 충분히 혼합

하고 약 100℃ 히팅블록에서 약 2분간 가열한다. 이후 30~ 

40℃ 수욕상에서 1~2분간 방치하여 완전히 냉각 시킨다. 냉각

된 CSO에 Isooctane 2 ml와 효과적인 층 분리를 유도하기위

해 saturated NaCl 1 ml를 가하고, 이후 충분히 vortex하여 

1~2분간 방치한 뒤 상층액을 회수하고 sodium sulfate를 이

용하여 여과, 탈수 한 뒤 gas chromatography (Agilent 6890N 

GC/FID, China)로 분석 하였다.

분석방법

시료 중 지방산의 분석은 식품공전의 일반분석법 중 “1.1.5.4 
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지방산”23에 기초하여 gas chromatography를 이용하여 지방

산을 분석하였다. 지방산 표준용액은 지방산메틸에스터 혼합 

(37종) 표준품 FAME Mix C4-C24 (Supelco Inc, bellefonte, 
PA, USA) 100 mg을 isooctane 1 ml에 녹여 조제하였다. 지

방산의 정량을 위해 gas chromatography (Agilent 6890N 

GC/FID, Agilent Technologies, Beijing, China)를 이용하

였으며 지방산 37종의 머무름 순서를 확인하기 위해 GC/MSD 

(Agilent 5975C, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

를 이용하였다. CSO는 standard fatty acid mix의 retardation 

time을 기준으로 지방산의 종류를, 지방산 함량은 내부표준

물질 undecanoic acid을 기준으로 계산하였으며 분석조건은 

Table 1과 같다

HUVECs의 Nitric oxide (NO) 측정

CSO의 NO 분비량은 Griess Reagent를 이용하여 Zhang 

등16의 방법에 따라 확인하였다. HUVEC을 96-well tissue 
culture plate에 1×105 cells/well로 100 μl씩 분주하고 24시간 

동안 배양한 후 FBS가 첨가되지 않은 배지에 농도별로 제조

한 CSO와 TNF-α (100 ng/ml)를 세포에 처리한 후 24시간 

동안 37 ℃에서 배양 하였다. 24시간 후 배양중인 배지 100 μl

에 동량의 Griess 시약을 넣어 10분간 반응시킨 후 ELISA mi-
croplate reader (EL808; BioTek, Winooski, USA)를 이용하

여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

3T3-L1 지방축적 측정 

3T3-L1세포 분화 및 지방축적 측정은 Oh 등의 방법을 이

용하여 수행하였다.24 3T3-L1세포는 10% calf serum을 포함

하는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 배지에 

100 U/ml penicillin과 100 μg/ml streptomycin을 첨가하여 

5 % CO2, 37 ℃에서 배양, 유지하였다. 3T3-L1 지방전구세포

의 지방 세포로의 분화를 위해 6 well plate에 5×105 cell/

well의 세포를 분주하여 세포가 충분히 밀집되게 배양하였고 

2일 후 MDI (0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 
1 μM dexamethasone, 10 μg/ml insulin)solution과 10% 

FBS을 포함하는 DMEM 배지에서 3일 동안 배양함으로써 분

화를 개시한 다음, 10 μg/ml insulin 및 10% FBS를 포함하

는 DMEM 배지로 교환하여 3일 동안 분화를 진행시켰다. 그 

이후로는 10% FBS만을 포함하는 DMEM배지에서 배양함으

로써 세포 내 지방축적에 의해 지방방울 (lipid droplet)을 형성

하는 지방세포로 분화시켰으며, 지방축적양은 Oil Red O를 사

용하여 확인하였다.25

3T3-L1의 Leptin 분비량 측정

지방세포에서 분비되어 배지에 함유된 렙틴의 양은 ELISA 

방법을 이용하여 측정하였다.26 방법은 commercial kit (quan-
tikine & immunoassay kit, R&D System, Minneapolis, MN, 

USA)에서 제공하는 ELISA protocol을 따랐다. Leptin 항체

가 부착되어 있는 96 well plate에 배지 sample 100 μl씩을 넣

어 1시간동안 배양하였다. PBS-T로 3차례 세척한 후 100 μl의 

biotinylated rabbit anti-mouse leptin IgG (200 ng/ml)을 넣
고 1시간 동안 상온에서 배양한 후 다시 PBS-T로 3번 세척하

였다. 각 well에 100 μl의 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)
를 넣고 30분 동안 빛이 들어가지 않는 상태에서 반응시킨다. 

이 반응은 well 당 50 μl의 2 M H2SO4를 첨가함으로써 종료

시킨다. 반응 종료 후 microplate reader (EL808; BioTek, Win-
ooski, USA)로 450 nm에서 O.D. 값을 측정하였다. Leptin 분

비량은 대조군과 비교하여 상대적인 값으로 나타내었다.

통계처리

실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성은 SPSS (statitical 

package for social sciences, Version 10.0, Chicago, USA) 

program을 이용하여 독립적인 3회 반복 실험값을 mean±SD

로 표시하였고, 두 그룹간의 차이는 unpaired two-tailed t-tests
로 분석하였으며 두 그룹 이상 비교는 one-way ANOVA test 
후에 Duncan’s multiple range test에 의해 p ＜ 0.05 수준에서 

각 실험군 간의 유의성을 검증하였다.

Table 1. Analysis condition of GC and GC/MSD

Item
Condition

GC GC/MSD

Column Supelco SP-2560 (US)
(100 m × 0.25 mm I.D, 0.20 μm film) 

Supelco SP-2560 (US)
(100 m × 0.25 mm I.D, 0.20 μm film) 

Detector FID, 260℃ -

Oven 100℃ (3 min) → 3℃ /min → 240℃ (20 min) 100℃ (3 min) → 3℃ /min → 240℃ (15 min) 
Injector 225℃ 240℃

Split ratio 100 : 1 10 : 1
Injection volume 1 μl 0.2 μl 
Mobile phase He, 0.8 ml/min He, 0.75 ml/min
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결      과

CSO의 세포독성

CSO는 dimethyl sulfoxide (DMSO)를 용매로 하여 본 실

험에 사용되었으므로 CSO의 3T3-L1 세포에서의 독성실험

은 DMSO 용매단독 처리군과 비교하여 확인하였다 (Fig. 1). 

HUVECs과 3T3-L1 세포에 CSO 0.01 mg/ml, 0.05 mg/ml, 

0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml, 그리고 0.4 mg/ml을 농도에 따라 처리

하였으며 최고농도인 0.4 mg/ml에서 독성이 관찰되었다. 그러

나 CSO 처리농도에 따라 배지에 처리되는 DMSO (0.5%, 2.5%, 

5%, 10%, 20%)용매만을 단독 처리한 군에서도 CSO 독성실

험과 동일한 결과를 확인할 수 있었다. 이는 실험에서 관찰된 

CSO의 세포독성이 oil성분이 아닌 DMSO의 농도에 따른 것

임을 알 수 있었다. 이 결과를 바탕으로 이후의 실험에서는 

CSO 0.2 mg/ml 농도 이하에서 수행하였다. 

CSO의 fatty acid 구성 분석

CSO에 함유된 성분을 분석한 결과 Fig. 2와 Table 2에 정

리한 바와 같다. 분석결과 oleic acid 32%, linoleic acid 34%, 

palmitic acid 19.2%, stearic acid 3.8%, linolenic acid 2.0%, 

palmitoleic acid 0.6%, arachidic acid 0.3%가 확인되었다.

CSO 처리에 의한 HUVECs의 nitric oxide (NO) 분비량

NO는 혈관내피세포에서 분비되는 대표적인 혈관이완 인자

이며 혈관이완 기전이 잘 알려져 있다. 본 실험에서는 CSO 처

리가 HUVEC에서 NO의 분비에 미치는 영향을 배지내 NO의 

함량을 측정함으로서 확인할 수 있었으며 그 결과는 Fig. 3과 

같다. TNF-α의 처리에 의해 NO의 방출이 control 대비 약 

12.4% 통계적으로 유의하게 감소된 것을 관찰하였으며, TNF-α
와 함께 CSO를 처리한 경우 TNF-α 단독처리군 대비 0.01 

mg/ml에서 1.9%, 0.05 mg/ml에서 1% 소폭 감소한 것으로 

관찰되다가 0.1 mg/ml에서 통계적으로 유의한 15.6%의 NO

분비 증가효과가 관찰되었다. 0.01 mg/ml과 0.05 mg/ml에서

의 변화는 통계적으로 유의한 수준이 아니었지만 0.1 mg/ml

Fig. 2. GC chromatograms and MS 
fragments of individual fatty acids 
extracted from citron seed oil (CSO). 
1: undecanoic acid, 2: palmitic 
acid, 3: palmitoleic acid, 4: stearic 
acid, 5: oleic acid, 6: Unknown, 7: 
linoleic acid, 8: arachidic acid, 9: 
linolenic acid.

Fig. 1. Concentration-dependent effects of citron seed oil (CSO) 
on human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) and 3T3-L1 
cell growth. A: Cytotoxicity of CSO on HUVECs. B: Cytotoxicity of 
CSO on 3T3-L1. Cell viability was analyzed using the CCK-8 assay 
kit. Each bar is the Mean ± S.D. from three independent experi-
ment. 
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에서는 통계적으로 유의한 수준의 NO 분비 개선효과를 관찰

할 수 있었으며, Duncan’s multiple range test를 통해 CSO 0.1 

mg/ml 처리군의 NO 분비량이 control 수준 (통계값 b)으로 회

복되는 것을 확인하였다. 이 결과를 통해 CSO가 TNF-α에 의
한 혈관이완인자인 NO 분비억제작용을 저해함으로써 혈관건

강에 도움을 줄 수 있음을 확인할 수 있었다. 

CSO 처리에 의한 지방축적량 변화 측정

CSO 처리가 3T3-L1 adipocyte의 지방축적을 얼마나 저해

할 수 있는지 Oil Red O staining을 통해 확인하였으며 그 결

과는 Fig. 4와 같다. Preadipocyte에서 adipocyte로 분화가 완

료된 control 그룹과 adipocyte에 CSO 0.05 mg/ml, 0.1 mg/

ml을 처리한 그룹을 비교한 결과 control (100%) 대비 약 27.5%, 

15.1%의 지방적 형성 억제효과가 관찰되었다. 

CSO의 leptin 분비유도 효과

본 실험에서는 3T3-L1세포를 이용하여 CSO 0.05 mg/ml, 

0.1 mg/ml을 처리하였을 때 분비되는 leptin의 함량을 배지

에서 측정하였으며 그 결과는 Fig. 5와 같다. 분비되는 leptin

의 함량은 지방세포분화가 완료된 control군 (100%)대비 CSO 

0.05 mg/ml에서 144.5%, CSO 0.1 mg/ml에서 138.3%로 증가

하는 것을 확인할 수 있었다. 

고      찰

유자는 고유의 향미로 인해 차류 등의 기호식품으로 민간에

서 애용되고 제품화도어 판매되기도 한다. 그러나 유자의 제품

화과정에서 총 중량의 약 15%에 이르는 유자씨를 대부분 폐

Table 2. Fatty acid profiles of citron seed oil (CSO)

Peak
# Name (acid methyl esters) Ret time

(min)
Area Area

%

1 Undecanoic acid methyl ester1) 29.115 033.35 03.27
2 Palmitic acid methyl ester 41.618 195.51 19.16
3 Palmitoleic acid methyl ester 43.268 006.30 00.62
4 Stearic acid methyl ester 45.898 038.33 03.76
5 Oleic acid methyl ester 47.341 326.72 32.01
6 Unknown 47.500 045.71 04.48
7 Linoleic acid methyl ester 49.365 346.90 33.99
8 Arachidic acid methyl ester 49.839 002.69 00.26
9 Linolenic acid methyl ester 51.613 020.91 02.05

1) Undecanoic acid (C 11 : 0, 29.065 min) was used as a internal standard.

Fig. 3. Effect of citron seed oil (CSO) on nitric oxide (NO) secre-
tion in HUVACs. Reductions of NO by TNF-α were recovered by 
CSO (0.1 mg/ml) treatment. Results are presented as Mean ± 
S.D. of three independent experiments. #: p ＜ 0.05, *: p ＜ 0.01 
as compared to the TNF-α (100 ng/ml), different letters on the 
bars (a and b) indicate significant differences (p ＜ 0.05) by Dun-
can’s multiple range test. 
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Fig. 4. Citron seed oil (CSO) inhibits lipid accumulation in 3T3-L1 
cells. Adipocytes were incubated with two concentrations (0.05 
and 0.1 mg/ml) of CSO and lipid accumulation was determined 
by Oil Red O staining. Results are presented as Mean ± S.D. of 
three independent experiments. **: p ＜ 0.01 as compared to 
the control by unpaired two-tailed t-tests. 
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기되며 그 기능과 활용에 대한연구는 미미한 실정이다. 이에 본 

연구는 유자씨로부터 기름성분을 추출 (Citron seed oil, CSO)

하여 지방산을 분석하였고, 생리활성으로는 HUVECs의 Ni-
tric oxide 분비, 3T3-L1 세포의 지방적 측정, Leptin 분비량

을 확인함으로써 CSO 기능에 대한 기초자료를 확보함과 동

시에 그 활용가능성을 검토하고자 실험을 진행하였다.

CSO의 fatty acid 지방산분석은 Lee 등5과 Jeong 등27의 연

구에 의하면 oleic acid 27.7~37.3%, linoleic acid 33~36.5%, 

palmitic acid 16.5~20.1%, stearic acid 4.4~11%, linolenic acid 

1.5~1.7%로 조사되었는데 본 실험 결과에서는 oleic acid 32%, 

linoleic acid 34%, palmitic acid 19.2%, stearic acid 3.8%, 

linolenic acid 2.0%, palmitoleic acid 0.6%, arachidic acid 

0.3%로 유사하였으며 oleic acid와 linoleic acid가 과반을 차

지하였다.

NO는 혈관내피세포에서 분비되는 대표적인 혈관이완 인자

이며 NO-cGMP-PKG pathway에 의한 혈관이완 기전이 잘 

알려져 있다.17,28 CSO에 의한 HUVEC에서의 NO 분비량 변

화를 측정한 결과 TNF-α에 의해 감소된 NO의 분비량이 CSO

의 처리로 인해 증가하는 것이 관찰되었다. CSO 0.01 mg/ml

과 0.05 mg/ml 처리군에서의 NO 분비량 변화는 유의한 수

준이 아니었지만 0.1 mg/ml에서는 통계적으로 유의한 수준의 

NO 분비 개선효과가 확인되었으며, control 수준까지 회복되

는 것을 확인할 수 있었다. 이 결과는 CSO가 TNF-α에 의한 

혈관이완인자 NO 분비억제작용을 회복시킴으로써 혈관건

강에 도움을 줄 수 있음 시사하는 것이며, 이는 El-Mosallamy 
등29이 고혈압이 유도된 쥐에서 관찰한 호박씨유의 NO 발생 

유도를 통한 항고혈압효과와 유사한 효능을 CSO도 나타낼 

수 있음을 의미하는 것이므로 CSO의 혈압저하 기능에 대한 

추가적인 기전연구가 필요할 것으로 판단된다. 

경제적 발전에 따른 서구화된 고열량 식사가 현대인들의 만

성대사질환 발생을 증가시키고 있음13을 서론에서 설명하였으

며 이를 해결하기위한 노력으로 기능성 식재료에 관한 연구와 

개발이 활발하게 진행되고 있다.13,14 그 중 현대인들의 비만과 

혈관질환의 원인이 되고 있는 식용유의 기능화연구가 활발히 

진행되고 있어15 본 연구는 CSO를 이용하여 기능성식용유화

의 가능성을 실험하였으며 먼저 성분분석을 통해 불포화지

방산인 oleic acid와 linoleic acid 등이 과반을 차지하는 것을 

확인했으며 지방축적예방 등의 기능성을 확인하고자 지방세

포내 지방적형성의 억제효과를 평가하였다. 그 결과 CSO를 

처리하지 않은 control군과 비교하여 CSO 0.01 mg/ml 처리군

에서는 control군과의 차이를 관찰할 수 없었지만 (data not 

shown) 0.05 mg/ml과 0.1 mg/ml을 처리한 실험군에서는 

유의하게 지방적의 형성이 감소되는 것을 Oil-Red O staining
을 통해 확인하였다. 농도의존적인 지방적 억제효과는 관찰

되지 않았으나 0.05 mg/ml CSO의 처리가 3T3-L1 세포에서

의 지방적 형성을 약 27% 억제하는 결과를 얻을 수 있었으며, 

이는 CSO에 의한 지방세포에서의 지방적 형성억제작용이 처

음으로 보고되는 결과이다. 이 결과는 증가되고 있는 기능성 

식용유 소재개발수요15를 충족시킬 수 있는 기초연구 자료라 

할 수 있을 것이다.

본 실험에서는 3T3-L1 세포를 이용하여 CSO의 처리가 leptin

의 분비량 변화에 미치는 형향을 확인한 결과 유의하게 leptin 

분비를 증가시키는 것으로 확인되었다. 이 결과는 CSO의 섭취

에 의한 leptin 분비량 증가로 식욕이 억제되고 에너지대사가 

증가되어 체중이 조절될 수 있음을 시사하는 것이다. 식물성기

름의 식욕억제에 관한 다른 연구에서 Pasman 등30과 Hughes 

등31은 사람을 대상으로 잣기름의 섭취가 endogenous cho-
lecystokinin과 glucagon like peptide-1의 증가를 유도하여 

식욕을 억제할 수 있음을 보고하였다. 이는 CSO의 식욕억제 

기전에 대한 추가적인 연구와 함께 leptin에 의한 식욕억제 및 

leptin의 분비량 증가에 의한 항비만 효과32에 CSO가 미치는 

영향에 대한 연구가 추가되어야할 것이다.

본 실험에서 CSO의 지방산을 분석하고 생리기능으로 

HUVEC과 3T3-L1 세포에서의 NO분비, 지방축적 억제 및 

leptin 분비기능을 확인하였다. 이는 CSO가 향후 개발 가능

한 기능성식용유의 잠재적 후보 소재임을 제시하는 것이며, 아

직 안전성과 구체적인 작용기전에 대한 다양한 연구가 추가

되어야 하지만 CSO의 새로운 기능과 개발 가능성을 확인할 수 

있었다. 

Fig. 5. Citron seed oil (CSO) induces leptin secretion in 3T3-L1 
cells. Adipocytes were incubated with two concentrations (0.05 
and 0.1 mg/ml) of CSO. Leptin secretion was determined by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results are present-
ed as Mean ± S.D. of three independent experiments. ***: p ＜ 
0.001 as compared to the control by unpaired two-tailed t-tests. 
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요      약

본 연구는 유자씨유 (Citron seed oil, CSO)의 지방산분포

와 생리활성 효과를 세포수준에서 확인함으로서 기능성 식용

유 소재로서의 CSO의 활용가능성을 제시하고자 하였다. 그 

결과 oleic acid 32%, linoleic acid 34%, palmitic acid 19.2%, 

stearic acid 3.8%, linolenic acid 2.0%, palmitoleic acid 

0.6%, arachidic acid 0.3%를 함유하고 있었다. 세포독성실험

을 통해 0.2 mg/ml 농도까지 독성이 관찰되지 않음을 확인하

였으며 그 이상의 농도에서는 용매 DMSO에 의한 독성이 관

찰되어 CSO의 독성 유무를 확인할 수 없었다. HUVECs과 

3T3-L1 세포에서 생리활성을 확인하기위해 nitric oxide 생성, 

Oil Red O 염색을 이용한 지방적형성, leptin 분비를 관찰하였

다. CSO는 HUVEC에서 TNF-α의 처리에 의해 통계적으로 유

의한 수준으로 감소된 nitric oxide를 농도 의존적으로 증가

시켜 0.1 mg/ml에서 control 수준까지 nitric oxide 분비량을 

회복시키는 것으로 관찰되었다. 또한, CSO는 MDI solution 

(0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 1 μM dexa-
methasone, 10 μg/ml insulin) 처리를 통해 분화가 유도된 

3T3-L1 adipocyte에서 control (100%) 대비 0.05 mg/ml에서 

약 27.5%, 0.1 mg/ml에서 약 15.1%의 지방적 (lipid droplet) 형

성 억제효과를 확인하였으며 이는 CSO가 항비만 활성에 잠재

적으로 기능을 할 수 있음을 의미한다. 또한 leptin 방출이 

control군 (100%)대비 CSO 0.05 mg/ml에서 144.5%, 0.1 mg 

/ml에서 138.3%로 증가하여 식욕억제작용을 유도할 수 있음

을 시사한다. 연구결과를 종합해보면 CSO는 불포화지방산

이 다량 함유된 우수한 식물성유지이며 몇 가지 생리활성효과

를 가지는 우수한 소재임을 확인하였으므로 이를 이용한 기능

성 식품 및 소재개발에 활용되기를 기대한다.
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