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요  약  본 연구의 목적은 제주도 재래감귤인 팔삭과 이예감 초임계 추출물에 대한 인간 자궁암 세포인 HeLa 세포에서의 
성장억제 효능을 탐색하고, 각 추출물에서의 유효 활성 성분을 분석하는데 있다. HeLa 세포에서의 성장억제 및 세포사멸 
효능을 탐색하기 위해 MTT assay와 Hoechst 33342 염색을 수행하였으며, 성분분석은 가스크로마토그래피 질량분석기
(GC/MS)를 이용하였다. 두 종류의 미성숙 감귤 과육, 과피 초임계 추출물에 대한 HeLa 세포의 성장 억제 효능을 비교해 
본 결과, 과피 추출물은 팔삭과 이예감 모두 비슷한 세포사멸 효능을 나타냈다. 과피 추출물을 처리한 세포에서는 농도 의존
적으로 성장률이 억제되었으며, 처리 농도 400 μg/mL에서 팔삭과 이예감 추출물이 각각 87.16%와 92.95%의 세포사멸 효능
을 나타냈으나, 과육 추출물의 세포 성장 억제 효능은 처리 농도 400 μg/mL까지 관찰되지 않았다. Hoechst 33342 염색을 
통해 apoptotic body 형성을 현미경으로 관찰한 결과, 100, 200 μg/mL 과육 초임계 추출물을 처리한 세포에서는 apoptpotic
body를 관찰할 수 없었으나, 동일한 농도의 과피 추출물을 처리한 세포의 경우에서는 apoptotic body가 현저하게 증가하는 
것을 확인 할 수 있었다. GC/MS 분석을 통해 미성숙 팔삭 과육과 과피 초임계 추출물에서 각각 27개와 31개의 화합물을 
검출하였으며, 미성숙 이예감 과육과 과피 초임계 추출물에서는 각각 27개와 29개의 화합물을 검출하였다. 팔삭 과피 초임계 
추출물에는 1,1,4,4-Tetramethyl- 2-tetralone(20.86%), alloimperatorin(8.15%), limonene (11.23%), auraptene(7.29%)  등이 주로 
함유되어 있었으며, 이예감 과피 초임계 추출물에는 limonene(22.19%), linalool(11.23%), γ-sitosterol(9.12%) 등이 주로 함유되
어 있었다.

Abstract  This study was performed to investigate the antiproliferative activities of supercritical extracts from 
phalsak(Citrus hassaku Hort ex Tanaka) and yeagam(Citrus iyo Hort. ex Tanaka) against human cervical carcinoma
HeLa cells and the chemical compositions of the extracts. The anticancer properties of supercritical extracts were 
demonstrated using the MTT assay and Hoechst 33342 staining and the compositional analyses were conducted by
using gas chromatography-mass spectrometry(GC-MS). The peel extracts of both species exhibited similar 
antiproliferative effect. The antiproliferative activity of the flesh extracts was not detected up to 400 μg/mL, whereas
peel extracts of phalsak and yeagam reduced cell viability with 87.16% and 92.95% at 400 μg/mL, respectively. There
was a dramatic increase of the apoptotic body formation in the cell treated with peel extracts while no apoptotic body
formation detected in the cell treated with flesh extracts at 100, 200 μg/mL. By GC-MS analysis, 27 and 31 kinds
of compounds identified in flesh and peel of phalsak, while 27 and 29 kinds of compounds were identified in flesh
and peel of yeagam, respectively. 1,1,4,4-Tetramethyl- 2-tetralone(20.86%), alloimperatorin(8.15%), limonene(11.23%),
and auraptene(7.29%) were major in peel of phalsak, whereas limonene(22.19%), linalool(11.23%), and γ
-sitosterol(9.12%) were major in peel of yeagam. som

Keywords : Antiproliferative activity, Apoptosis, HeLa cell, Phalsak, Supercritical Extract, Yeagam

본 논문은 지식경제부, 한국산업기술평가관리원, 중소기업청 중소기업기술혁신개발사업의 연구결과입니다.
*Corresponding Author : Somi Kim Cho(Jeju National Univ.)
Tel: +82-64-756-3351  email:  somikim@jejunu.ac.kr
Received November 10, 2015 
Accepted December 4, 2015

Revised December 3, 2015
Published December 31, 2015



미성숙 감귤 과피 초임계 추출물의 성분 분석과 자궁암세포 성장억제효능

8837

1. 서론

제주도에서 자생하는 재래감귤은 한방학적으로 효능

이 탁월하여 일부 아시아 나라들에서 전통적으로 의약제

로 사용되어져 왔다[1]. 또한 의약제로서의 사용뿐만 아
니라, 샐러드 드레싱, 소스, 잼과 식초를 만드는 등 요리 
재료로서도 사용되고 있다. 이러한 감귤에 대한 연구는 
의학적, 산업적 중요성에 따라 성분 분석 및 생리활성에 
대한 다양한 연구들이 수행되었다. 역학적 연구 결과들
을 통해 감귤의 과일 또는 주스 섭취가 암을 포함한 많

은 질병의 위험도를 낮추는 것으로 나타났으며[2-4], 이
러한 감귤의 효능은 다양한 성분 중에서도 특히 비타민, 
식이섬유, 카로티노이드, 플라보노이드, 지질과 에센셜 
오일로부터 기인한 것으로 생각되어 진다[5-7]. 이와 더
불어 다른 식물에는 상대적으로 드물지만 감귤에 특이적

인 몇 가지 주요 성분들에 대한 항암 활성들이 보고되고 

있으며[8-12], 다양한 감귤 품종에 대해서도 생리활성 
연구들이 보고되고 있다[13, 14]. 본 연구에 사용되어진 
Citrus hassaku Hort ex Tanaka와 Citrus iyo Hort. ex 
Tanaka는 동남아시아와 일부 동양 문화권에 분포되어 
있으며, 한국에서는 각각 팔삭과 이예감으로 알려져 있
다[15]. 또한, 이러한 감귤류에서 성숙과에 대한 연구는 
많은 반면, 미성숙과에 대한 연구가 미비한 실정이다. 하
지만, Lim 등[16]과 Kang 등[17]에 의하면 오히려 미성
숙과에 대한 효능이 성숙과보다 뛰어나다고 보고함에 따

라 본 연구에서도 제주도 재래감귤인 팔삭과 이예감의 

미성숙과를 이용하여 연구를 수행하였다.
감귤 주스 가공 공장에서는 매년 방대한 양의 부산물

(e.g. 과피, 펄프와 씨; 감귤박)이 발생하게 되는데, 이러
한 부산물에는 다양한 생리활성 물질들이 포함되어 있

다. 따라서 과피와 펄프 등을 고부가가치 상품으로써 활
용하기 위하여 이들의 항암 활성과 성분 조성에 대한 관

심이 높아지고 있다[18, 19]. 이러한 감귤박의 효과적인 
활용 방안을 위한 연구와[20, 21], 열수와 에탄올 추출방
법에 따른 감귤박의 항산화 활성 및 영양 성분들의 함량

을 비교 분석한 연구 결과가 보고된 바 있다[22]. 한편 
이산화탄소를 이용한 초임계 추출은 상온 근처의 온화한 

조건에서 추출을 수행할 수 있으며, 독성, 가연성, 추출
대상물질과의 반응성 및 부식성이 없다[23]. 따라서, 이
러한 초임계 추출의 장점 때문에 국내에서도 다양한 식

물로부터의 활성 탐색과 생리활성 성분을 추출하려는 많

은 연구들이 수행되고 있다[24-28]. 초임계 추출법은 감
귤로부터 에센셜 오일과 polymethoxylated flavonoid를 
추출하는 데에도 수율적인 면에서 가장 유용한 방법으로 

보고된 바 있으나[29-31], 미성숙 감귤 초임계추출물에 
대한 성분 분석과 항암효능에 대한 연구는 아직 제한적

이다. 자궁경부암은 전 세계적으로 여성에게서 세 번째
로 진단되고 있으며[32], 우리나라 여성에게서 발생하는 
악성 종양 중 발생률이 5위를 차지한다[33]. 자궁경부암
의 치료법은 보편적으로 수술치료법, 방사선요법, 항암
화학요법 등이 사용되고 있으나, 다양한 부작용이 유발
되어 최근에는 인체에 안전한 천연물로부터 항암 물질을 

탐색하는 연구가 많이 진행되고 있다[34-37]. 따라서 본 
연구는 미성숙 팔삭과 이예감의 과육과 과피 초임계추출

물에 의한 인간 자궁암 세포(HeLa)에서의 세포증식 억
제 효능을 탐색하였고, GC/MS를 이용하여 이들 초임계 
추출물들의 유효 활성 성분들을 분석하였다.

2. 실험 재료 및 방법

2.1 재래감귤

본 실험에 사용된 제주 재래감귤인 미성숙 팔삭과 이

예감은 (e)제주영농조합으로부터 10월에 시료를 확보한 
후 농약 및 기타 불순물을 제거하기 위해 물로 2회 세척 
후 과육과 과피를 분리하여 동결건조 하였다. 동결건조 
된 과육과 과피를 각각 마쇄시킨 뒤, 2시간 동안 1L 
extractor로 300 bar, 50℃에서 초임계 추출법을 사용하
여 추출하였다(팔삭 과육 초임계 추출물: PF, 팔삭 과피 
초임계 추출물: PP, 이예감 과육 초임계 추출물: YF, 이
예감 과피 초임계 추출물: YP). 이후 추출물들은 상온에
서 암 조건에 보관하여 사용 시 DMSO에 녹여 사용하였
다.

2.2 시약

DMEM medium, trypsin/EDTA, fetal bovine 
serum(FBS), antibiotics, Hoechst 33342 dye는 
Invitrogen(USA)에서 구입하여 사용하였으며, 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide(MTT)는 Amresco(USA)에서, poopidium 
iodide(PI)는 Sigma Chemical Co(USA)사에서 구입하였
다.
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2.3 세포 배양

실험에 사용한 인간 자궁암 세포인 HeLa는 10% 
heat-inactivated FBS, 1% antibiotics가 첨가된 DMEM 
배지를 사용하여 5% CO2 인큐베이터에서 배양하였다.

2.4 세포 생존율 측정

HeLa 세포에서 MTT assay를 통해 세포의 생존율을 
측정하였다. 다양한 농도의 추출물을 48시간동안 세포
와 배양한 뒤, 5 mg/mL의 MTT solution을 4시간 동안 
처리하였다. 배지를 제거하고 DMSO에 formazan crystal
을 녹인 뒤, 570 nm에서 흡광도를 측정하였다[38].

2.5 Hoechst33342 염색

60 mm cell culture dish에 HeLa 세포를 3×104 

cells/mL 농도로 넣어 하루 배양한 뒤, 추출물을 처리하
고 24시간 더 배양하였다. 24시간이 지난 후, 10 μM의 
Hoechst 33342 dye 넣어 37℃에서 10분간 염색시켜 형
광 현미경을 이용하여 세포를 관찰하였다[39].

2.6 초임계 추출물의 대사체 분석

팔삭, 이예감 초임계 추출물들의 대사체 분석을 위해
서는 Shimadzu GC–MS(Model QP-2010, ultra plus, 
Shimadzu Co., Kyoto,Japan) 기기를 사용하였으며, 
RTX-5MS(30 m long, 0.25 mm internal diameter and 
0.25 mm, film thickness) 컬럼을 사용하였다. Carrier 
gas는 helium(1.0 mL/min)을 사용하였고, column의 온
도는 60℃에서 2분간 대기한 후 분당 5℃로 250℃까지 
승온 한 뒤 분당 8℃로 310℃까지 승온하여 5분간 유지
하였다. Injector 온도는 250℃로 하였고, 이온화는 EI 
모드로 하였으며, voltage는 70 eV로 설정하였다. 
GC/MS로 얻어진 각 화합물의 질량 스펙트럼은 발표된 
논문의 것과 WILEY 7 라이브러리를 참고하여 수행하
였으며, 추가적인 확인을 위해 online NIST library와 
m a s s  s p e c t r a l  d a t a  b o o k s과 비교 분석했다.

2.7 통계분석

결과분석은 4회 반복수행 평균값과 표준편차로 나타
내었으며, 유의성 검증은 version 14의 Statistical 
Package for the Social Sciences를 이용하여 나타내었다
(유의수준 *p < 0.01).

(A)

(B)
Fig. 1. The effect of Immature citrus supercritical 

extracts on HeLa cell viability as determined 
by the MTT assay. (A) Phalsak; PP, phalsak 
peel; PF, phalsak flesh, (B) Yeagam; YP, 
yeagam peel; YF, yeagam flesh. Data 
correspond to the mean ± standard deviation 
(SD) from four independent experiments.

3. 실험 결과 및 고찰

3.1 초임계 추출물의 자궁암 세포 증식 억제

    효능

미성숙 재래감귤 초임계 추출물들의 세포증식 억제 

효능을 확인하기 위하여 HeLa 세포에서의 성장률을 
MTT assay를 통해 확인하였다. 48 시간동안 추출물들
을 처리한 결과, 과육 추출물에서는 최대 농도에서도 세
포의 성장률이 control과 비교하여 큰 차이를 보이지 않
았으나, 팔삭과 이예감의 과피 추출물에서는 농도가 증
가함에 따라 세포의 성장률이 감소됨을 확인 할 수 있었

다 Fig. 1. 또한 IC50 값은 팔삭 과피 추출물(252.7 μ

g/mL), 이예감 과피 추출물(113.0 μg/mL)로 HeLa 세포
에서의 세포 성장 억제 효능이 이예감 과피 추출물이 더 
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(A)    (B)
Fig. 2. The changes of the nuclear morphology of HeLa cells upon treatment with immature citrus supercritical 

extracts(μg/mL). (A) Phalsak; PP, phalsak peel; PF, phalsak flesh, (B) Yeagam; YP, yeagam peel; YF, 
yeagam flesh.

뛰어남을 알 수 있었고, 이를 통해 재래감귤 미성숙 팔삭
과 이예감 과피 초임계 추출물들의 HeLa 세포에 대한 
암세포의 성장 억제 효능을 확인 할 수 있었다.

3.2 초임계 추출물에 의한 자궁암세포

    apoptosis 유도

Apoptosis(세포사멸)는 programed cell death(세포예
정사)라 불리며, 발달과정, 항상성 유지 및 노화에서 중
요하게 작용하는 기작 중의 하나이다. 세포 내에서 
apoptosis 신호를 받게 되면 세포막 수용체를 통한 
extrinsic 경로와 미토콘드리아를 통한 intrinsic 경로를 
통하여 caspase들을 활성화시킴에 따라 결국 세포가 죽
게 된다. Apoptosis가 진행될 때 나타나는 현상으로는 
DNA 분절과 핵 응축이 나타난다[40]. 미성숙 재래감귤 
초임계 추출물들을 100, 200 μg/mL로 처리한 뒤, 
Hoechst 33342로 염색하여 세포사멸의 특징 중의 하나
인 핵 응축 현상을 형광 현미경을 통해 확인한 결과, 과
육 추출물은 200 μg/mL 농도에서도 control과 비교하여 
큰 차이를 보이지 않은 반면에, 과피 추출물들을 처리하
였을 경우 농도가 높아짐에 따라 apoptotic body의 형성 
증가를 확인 할 수 있었다 Fig. 2.

3.3 GC/MS를 이용한 초임계 추출물 대사체

    분석

미성숙 팔삭 과육, 과피 초임계 추출물에서 각각 27개
와 31개의 화합물이 검출되었다. 과피 추출물의 주요 화
합물로는 1,1,4,4-Tetramethyl- 2-tetralone(20.86%)이 가
장 큰 함량을 차지하고 있었으며, alloimperatorin(8.15%), 

limonene (7.98%), auraptene(7.29%) 등이 확인되었다
[Table 1]. 한편, 미성숙 이예감 과육, 과피 초임계 추출
물에는 각각 27개와 29개의 화합물이 검출되었다. 과피 
추출물 중 가장 함유량이 많은 화합물로는 limonene(22.19%)
으로 확인되었으며, linalool(11.23%)과 γ-sitosterol(9.12%) 
등도 큰 비중을 차지하고 있음을 알 수 있었다 Table 1. 
이전 연구들에서 limonene과 linalool 및 γ-sitosterol

은 항암 효능을 가진다는 보고가 있었으며[41-44], auraptene
은 항암 활성[45-48] 뿐만 아니라 라디칼 소거능[49] 및 
항염증[50] 활성이 있다고 보고된 바 있다. 따라서 팔삭
과 이예감 과피 초임계 추출물에 포함되어 있는 주요 화

합물들간의 시너지 효과로 HeLa 세포에서의 세포 성장
억제 효능을 가진다고 사료된다.

4. 결론

본 연구에서는 제주 재래감귤인 미성숙 팔삭과 이예

감 초임계 추출물에 대한 항암 효능과 이들 추출물에서

의 유효 활성 성분들을 GC/MS로 분석하기 위하여 과육
과 과피를 나누어 추출물을 제조하였다. MTT assay를 
통하여 인간 자궁암 세포의 성장률을 측정한 결과 팔삭

과 이예감 모두에서 과피 초임계 추출물이 효과적으로 

암세포의 성장을 억제하였으며, Hoechst 33342 염색을 
통하여 apoptotic body의 형성 증가를 확인함으로써 세
포사멸(apoptosis)이 유도됨을 확인 할 수 있었다. 자궁
암세포 성장억제 효능을 나타내는 과피 초임계 추출물에

서의 주요 화합물들을 GC/MS를 이용하여 분석한 결과, 
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No. RI a) Name of the compound b)
Area % c)

phalsak yeagam
peel flesh  peel  flesh

1 1030 Sylvestrene 4.24 -d) - -
2 1039 Limonene 7.98 8.03 22.19 3.6
3 1061 γ-Terpinene 4.86 3.28 - -
4 1098 Linalool 1.79 1.48 11.23 1.42
5 1191 α-Terpineol 1.61 - 1.60 -
6 1201 Decanal 0.72 - 0.48 -
7 1278 Perillal - - 0.29 -
8 1341 d-Elemene - - 5.02 0.31
9 1362 Limonene oxide - - - 0.53

10 1363 Neryl acetate 1.05 - 0.38 -
11 1378 Geranyl acetate 1.09 - 1.13 -
12 1391 β-Elemene 0.88 - 1.55 -
13 1403 Decyl acetate 0.4 - - -
14 1426 β-Caryophyllen - - 1.61 -
15 1456 Nerolidol - - 1.17 -
16 1461 α-Humulene - - 0.72 -
17 1485 Germacrene-D 4.17 - 4.46 0.44
18 1498 α-Selinene 1.67 - - -
19 1502 Bicyclogermacrene - - 0.35 -
20 1504 Farnesene 1.77 - - -
21 1511 2,4-Di-tert-butylphenol - 0.35 - 0.77
22 1526 δ-Cadinene 0.46 - 0.92 -
23 1552 Elemol 0.31 - 1.06 -
24 1563 Nerolidol - - 0.24 -
25 1606 4-(2,2,3,3-tetramethylbutyl)-phenol - - - 0.27
26 1699 β-Sinensal - - 1.31 -
27 1757 α-Sinensal - - 2.66 -
28 1786 Ethyl myristate 0.2 - 0.29 -
29 1919 Methyl palmitate - 0.27 - 0.22
30 1960 Hexadecanoic acid - - - 4.21
31 1984 Ethyl palmitate 0.26 - 0.36 -
32 2098 Heneicosane - - - 0.62
33 2135 Ethyl linoleate - 2.80 - 2.52
34 2139 Octadecanoic acid - 1.17 - 2.58
35 2148 Osthol 0.66 - - -
36 2189 Docosane - 0.65 - 1.52
37 2231 7-Methoxy-8-(2-formyl-2-methylpropyl)coumarin 1.68 - - -
38 2241 Xanthotoxol 0.84 - - -
39 2251 1,1,4,4-Tetramethyl-2-tetralone 20.86 - - -
40 2253 3-Methyldocosane - 3.42 - 4.89
41 2291 Tricosane - 5.37 - 12.10
42 2300 7-Methoxy-8-(2-oxo-3-methylbutyl)coumarin 1.37 - - -
43 2354 Methyltricosane - 0.79 - -
44 2364 9-Butyldocosane - 3.05 - -
45 2390 Tetracosane - 2.08 - 3.89
46 2454 2-Methyltetracosane - 4.82 - 6.59
47 2474 Pentacosanol - - - 0.44
48 2491 Pentacosane - 5.94 - 9.11
49 2565 3-Methylpentacosane - 2.83 - -
50 2590 Hexacosane - 0.98 - 1.46
51 2633 Alloimperatorin 8.15 - - -
52 2653 Auraptene 7.29 0.54 - -
53 2653 δ-Methylhexacosane - 1.73 - -
54 2690 Heptacosane - 2.14 - 2.51
55 2798 Octacosane - 1.03 - -
56 2829 Squalene - 1.26 1.19 0.67
57 3000 Triacontane - 0.28 - -
58 3000< γ-Tocopherol 0.73 - 1.33 -
59 3000< α-tocopherol 2.41 0.86 4.24 -
60 3000< 4',5,6,7,8-Pentamethoxyflavone 1.78 - 4.68 0.5
61 3000< δ 5-Ergostenol 1.87 9.6 2.18 5.54
62 3000< Stigmasterol 1.34 2.71 2.86 2.05
63 3000< γ-Sitosterol 4.38 16.65 9.12 11.72
64 3000< 3',4',5,6,7,8-Hexamethoxyflavone 0.24 - 1.59 0.3

Total identified compounds 87.06 84.11 86.21 80.78
a) retention indices relative to C7-C30 n-alkanes calculated on Rtx-5MS capillary column.
b) supercritical CO2 extract of fruit compounds tentatively identified based on retention index and elution order as well as the fragmentation pattern 

described in the literature.
c) relative peak area percentage (peak area relative to the total peak area %)
d) not detected

Table 1. Compounds from the immature citrus supercritical extracts identified by gas chromatography-mass 
spectrometry (GC-MS).
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팔삭 추출물에서는 1,1,4,4-Tetramethyl-2-tetralone (20.86%), 
alloimperatorin(8.15%), limonene(7.98%), auraptene(7.29%)  
등이 나타났으며, 이예감 추출물에서의 주요 화합물로는 
limonene(22.19%), linalool(11.23%)과 γ-sitosterol(9.12%) 
등이 함유되어 있음을 알 수 있었다. 이전 연구에서 팔삭
과 이예감 성숙 초임계 추출물에 대한 성분 분석 결과 

팔삭에서의 주요 화합물로는 (Z)-9-Octadecenoic acid(17.79%), 
auraptene (16.00%), hexadecanoic acid(6.74%), tricosane 
(5.44%) 순으로 나타났으며, 이예감 초임계　추출물에서
는 limonene(12.14%), (Z)-9-Octadecenoic acid(8.78%), 
γ-sitosterol(5.38%), hexadecanoic acid(4.92%) 순으로 
나타났다[51]. 이를 바탕으로 본 연구에서는 미성숙과에 
대해 과육과 과피를 분리하여 항암 효능 탐색 및 

GC/MS를 이용하여 성분분석 하였다. 그 결과, 과피 초
임계 추출물들에서 더 많은 활성 화합물들이 검출되었으

며, 이는 HeLa 세포에 대한 항암 효능을 나타내는데 기
여할 것으로 사료된다. 
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