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The antioxidant effect of Melisa 
officinalis (Lemon balm) extract and

it’s suppression lipid accumulation in 

3T3-L1 cells

Department of Microbiology Heymin Seol

Directed by Professor Gundo Kim

Obesity is increasing due to various factors such as westernized 

eating habits and stress. Obesity refers to the accumulation of 

excessive amounts of fat in the subcutaneous layer and body tissues 

due to an increase in the number or size of fat cells. Therefore, In this 

study, the anti-obesity activity and antioxidant activity were 

confirmed through a study on the differentiation of 3T3-L1 

preadipocytes into adipocytes using lemon balm extract, which has an 

effect on the reduction of adipocytes. Lemon balm powder was shown 

to have antioxidant activity by scavenging DPPH radicals. In order to 

check the effect of lemon balm extract on adipocyte differentiation 

inhibitory activity and adipogenesis, 3T3-L1 preadipocytes were 

treated by concentration while inducing differentiation.

In this study, we found that lemon balm extract reduced the 

concentration-dependently differentiating 3T3-L1 preadipocytes into 

adipocytes. To investigate the mechanism of action for this activity, 

peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ), CCAAT-

enhancer-binding protein α (C/EBPa), and Sterol regulatory
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element-binding proteins that play an important role in adipocyte 

differentiation (SREBP-1) The activity of genes involved in adipocyte 

differentiation was confirmed. As a result of the experiment, 

lemon balm extract decreased the expression of genes and proteins 

of PPARγ, C/EBPa, and SREBP-1, and suppressed the expression of

adipogenesis marker genes involved in adipogenesis. In addition, the 

activities of Catalase and SOD, which are genes related to antioxidants, 

were checked. According to their results, it was found that lemon balm 

ethanol extract inhibited adipocyte differentiation or had anti-obesity 

activity linked to antioxidant activity.
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Ⅰ. 서론

1. 비만

비만은 음식물 섭취와 에너지 소비의 불균형에서 생기는

대사성 질환 이다. 전 세계적으로 심각한 사회적 문제가

대두되고 있으며 신체 내 남은 에너지가 지방으로 과다하게

축적되는 것이 주된 이유이며, 환경적 또는 유전적 요인 등이

영향을 미친다. 비만으로 인해 심혈관계 질병, 제 2 형 당뇨병, 

고지혈증과 같이 여러 가지 질병의 위험을 증가시키게 된다[1-2].

비만은 adipogenesis 과정의 지방전구세포의 분화의 결과로

새롭게 생성되는 지방세포의 크기가 커지거나 또는 과형성이  

나타나는 지방조직의 축적에 의하여 유발된다[3].

지방전구세포가 지방세포로 분화하는 과정에서 세포의 형태적

변화 그리고 유전자 발현조절의 변화 등이 함께 일어난다[4].

지방세포 분화의 주요한 전사인자들은 CCAAT/enhancer 

binding protein α (C/EBP α)와 peroxisome proliferator-

activated receptor γ (PPAR γ)이다. C/EBP α은 많은 지방세포

분화 유전자들의 발현을 직접적으로 유도한다. C/EBP/α에

유도되는 인자로 peroxisome proliferator activated receptorγ

(PPARγ)가 대표적이다. 이들은 전지방세포가 성숙한 지방세포로

분화하는데 있어서 가장 중요한 인자이며 중추적인 기능을

담당한다고 볼 수 있다.

PPARγ는 지방의 주요 분화조절 역할을 하며 지방전구세포의

성장과 분화에 영향을 주는 주된 인자이다[5-6].

Sterol regulatory element binding transcription factor 1 

(SREBP1) 지방세포 분화과정을 담당하는 주요 인자로 알려져

있다. SREBP1 은 PPAR γ의 전사 활성 조절과 지질의 축적에

연관성 있는 유전자 발현을 유도한다[7-8].
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본 실험에서 사용하는 3T3-L1 세포는 생쥐의 배아에서

유래된 지방전구 세포이며 비만에 대한 연구에서 주로 이용되는

세포주 중 하나이다. 지방세포(preadipocyte) 의 단계를 거쳐

성숙한 지방세포 (maturefatcell) 로 분화한다. 3T3-L1 을 이용한

연구에서 사용되는 성숙한 지방세포(maturefat cell) 에서는 생체

내 실험과 비교할 수 있는 결과가 나올 수 있는 장점이 있다고

알려져 있다[9-10].

전세계적으로 비만율의 상승에 따라 현재 많은 사람들이 비만

치료와 더불어 효과적인 작용과 안전성이 동반된 물질의 개발이

요구되고 있으며, 독성과 부작용이 낮은 천연물 소재를 기반으로

한 많은 노력이 집중되고있다[11-13].
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2. 항산화

성인병의 주된 원인이 되는 활성산소는 super

oxideanionradical(O2-),과산화수소(H2O2), lipidperoxide(ROOH)

hydroxyradical(·OH) 등의 형태로 대사과정 내 불완전하게

환원되어 체내에서 생성되는 기본 물질이다. ROS 와 free 

radical 은 불안정하고 반응성이 크며, 세포막을 구성하는

인지질의 불포화 지방산과 반응하며 세포막 손상 및 기능 저하

등을 유발한다.

산화적 스트레스는 노화, 동맥경화, 염증 등 다양한 질병을

유발시키고, 직접적으로 조직의 손상을 유발하며 혈관의 기능을

저하시킨다[14].

지질의 산화로 분해된 지질 알코올, 알데히드 등의 물질이

생성되고 세포의 독성이 나타난다. 

지 질 의 hydroperoxylradical 는 불 포 화 지 질 의 이중결

합으로부터 수소 원자 하나를 빼앗고 hydroperoxide 와

alkylradical 이 된다. 또한 alkylradical 은 산소와 결합하게 되면

새로운 hydroperoxylradical 이 된다. 이는 연쇄적 산화 반응이

일어날 수 있고, 이때 불포화된 알데히드를 비롯한 여러 가지

부산물들이 만들어지게 된다. 이들은 효소들의 활성을 억제하고

또는 돌연변이원으로 작용할 수 있다. 더 나아가 지질과산화에

의하여 세포막의 유동성이 줄어들고 막단백질의 손상이 발생되기도

한다[15-17].

일반적으로 항산화제는 산소에 의해 형성된 자유라디칼의

산화반응을 억제하는 물질로 규정하며 “산화적 성질의 띄는

물질과 비견할 만한 낮은 농도에서 충분히 산화를 지연시키며

방어할 수 있는 어떤 물질” 로 정의 내리고 있다[18].
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이러한 활성산소들을 조절할 수 있는 것은 catalase. 

superoxide, glutathiouereductase 등의 예방적 항산화제와

flavone 유도체, ascorbicacid 등 천연 항산화제가 있다.   

항산화제들은 안정성에 관한 논란이  지속되고 있어 과복용이나

사용 할 수 없도록 법적 규제가 되고 있다[19-20].

이로 인해 천연소재물을 이용한 항산화제에 대한 연구가

지속적으로 연구되고 있는 실정이다.

본 연구에서 사용된 레몬밤은 멜리사(Melissa) 라고도 불리며

레몬 과 비슷한 향과 맛을 지닌 식물이다[21].

레몬밤에는 많은 flavonoid 와 terpenoic acid, volatile oil, 알코올 , 

phenol 화합물 배당체 및 rosmarinicacid 가 함유되어 있다. 그

중에서도 flavonoid 인 rosmarinicacid 의 함량이 풍부한 것으로

나타났다[22].

한편, 국내에서는 레몬밤의 생리활성에 대한 연구가 부족한

실정으로 본 연구에서는, 지방세포 분화와 항산화 효능에 있어

레몬밤 추출물(LE)의 억제 효능을 단백질 발현의 측면으로 연구

하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

2.1 샘플 준비

레몬밤 추출분말(LE)는 시중에서 판매되는 제품(레몬밤 잎, 

중국산, 100%) 을 구입하였으며, 증류수를 이용하여 100mg/mL 

의 농도로 사용하였다. 이후 본 실험에서 사용 된 농도는 100, 200, 

400, 800μg/mL 를 증류수에 희석하여 하였다. 
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2.2 DPPH 라디칼 소거 활성

항산화 활성은 DPPH 라디칼 소거활성능으로 평가하였다. 

120μL 의 DPPH 용액 (0.2mM in methanol, Santa cruz 

Biotechnology, USA)과 메탄올에 희석된 추출물을 80μL 

(100μg/mL)를 혼합 후, 실온에서 30min 간 반응시킨 뒤 515 

nm 에서 흡광도를 측정하였다. 시료가 첨가되지 않은 음성 대조군을

기준으로 free radical 소거 정도를 백분율로 나타내었으며,

흡광도가 낮을수록 DPPH 자유 라디칼 소거능이 높은 것으로

항산화 능력이 우수하다고 판단 할 수 있다[23].

DPPH 라디칼 소거 활성(%) = 100 - (A / B)× 100

A: 각 시료액의 반응 흡광도

B: 공시료액의 반응 흡광도
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2.3 세포 생존율 분석

96-well cell culture plate 에 mouse 3T3-L1 세포를 각각 1 x

104/well (100μL)로 넣어준 후 CO2 incubator 에서 24 시간

배양하였다. 배양한 세포의 성장을 확인 후 각 well 의 배지를

제거한 다음 시험물질을 농도별로 (100, 200, 400, 8000, 1,000

μg/mL)로 100μL 씩 분주하여 24 시간, CO2 incubator 에서

배양하였다. 

각 well 의 배지 제거 후 농도 1mg/mL 의 MTT 시약을 50μL/well 씩 각각

넣고 1 시간 동안 배양하였다. 세포 내의 보라색 침전물 확인하고 시약을

제거 뒤, isopropanol 100μL/well 넣고 흡광도 570 및 650nm 에서

측정하였다. 

세포 독성은 다음의 식을 이용하여 산출하였다.

1 차 계산 : 각 well 의 OD570-OD650 값

2 차 계산 :

OD(570-650)e 시험물질 처리된 well 의 흡광도

OD(570-650)b 공 시험액이 처리된 well 의 흡광도

생존율이 대조군의 70% 미만 (<70%) 감소되는 경우, 세포독성이 있

음을 나타낸다. 
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2.4 세포 배양과 지방세포 분화 (differentiation) 유도

본 실험에서 사용된 3T3-L1 지방전구세포는 한국세포주은행

에서 구입하였다. 3T3-L1 세포는 10% bovine calf serum (BCS,

WELGENE, KOREA)와 1% penicillin-streptomycin (WELGENE, 

KOREA)이 함유된 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM,

WELGENE, KOREA)으로 상태에 따라 2~3 일 주기로 교체하였다. 

37℃, 5% CO2 환경에서 배양하였으며, 지방세포 분화를 유도하기

위해 3T3-L1 지방전구세포가 confluent 한 상태가 될 때까지

배양을 하였다. 이후 지방분화를 유도하기 위한 MDI (10 unit/mL 

P/S, DMEM, 500μM IBMX, 0.25μM dexamethasone 및 10μg/mL 

insulin) 와 10% FBS 배지로 교체 후 배양하였으며, 2 일간 10% 

FBS, 10μg/mL insulin 이 포함된 DMEM 을 사용해 배양하고 분화를

유도하였으며, 완전한 분화를 위해 10% FBS 가 포함된 DMEM

배지를 사용하여 2 일간 배양하였다[24]. 분화과정 중 레몬밤

추출분말을 농도별로 처리하였다.
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2.5 Oil Red O staining

레몬밤 추출분말의 adipogenesis 억제 효능을 평가하기 위해

분화 유도와 함께 시험물질을 농도별로 (100, 200, 400, 800

μg/mL) 처리하였다. 분화 종료 후 well 당 2mL 의 PBS 로 세척

후 4% PFA solution으로 30분간 실온에서 고정하였다. 이후 증류수로

2 회 세척하고, 세포 외 background 의 염색 방지를 위해 60 % 

isopropanol 을 넣고 5 분 간 상온에서 반응 후 제거하였다. Oil 

Red O working solution (Oil Red : DW = 3 : 2 ) 으로 실온에서

15 분간 염색 시킨다. 염색 후 증류수를 이용하여 5 회 세척하고, 

100% isopropanol 를 첨가하여 세포 내 ORO 를 녹여 96-well 

plate 에 100μL/well 씩 옮겨 510nm 에서 흡광도를 측정하였다. 

시료를 처리하지 않은 분화된 지방세포를 대조군으로 하여 lipid 

accumulation (% of control)을 계산하였다.
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2.6 단백질 정량 및 발현 분석(Western blot analysis)

3T3-L1 세포에 RIPA buffer [150mM Sodium chloride, 1% 

Triton X-100 , 1% Sodium deoxycholate , 0.1% SDS , 50mM 

Tris-HCl (pH 7.5) 그리고 2mM EDTA] (Biosesang, Seongnam, 

Korea)를 첨가하여 4℃에서 30 분간 반응시킨 후, 12,000rpm, 

30 분간 원심분리 하였다. 분리한 단백질의 정량을 bradford 

assay 를 통해 분석하였다. 동량의 샘플을 이용하여 8~15% SDS 

- poly acrylamide gel 을 전기영동으로 분리 후, NC 

membrane 로 전이하였다. 5% skim-milk 를 처리하여 비

특이적 단백질들을 blocking 하고, 1 차 항체인 PPAR-γ, 

SREBP-1, SOD, Catalase, GAPDH (Santa cruz, USA), 

C/EBPα, (Cell signaling Technology Inc, Beverly, MA, USA) 

처리하여 4℃, overnight 반응하였다. TBST 로 10 분간 3 회

세척하고 이후 2 차 항체 (Cell signaling Technology Inc.)를

사용하여 상온에서 1 시간 반응시켰다. 반응이 끝난 후 TBST 

buffer 로 10 분간 3 회 세척 후, Chemi-doc XRS system 을

이용하여 특정 단백질의 발현양을 분석하였다. 
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2.7 통계적인 분석

실험결과는 평균값 ± 표준편차로 나타내었다. 각각의 독립적인

실험에 대한 분석은 Statview 통계 프로그램을 이용하여 진행하였다.

대조군 대비 *p < 0.05 #p<0.005 †p<0.0001 일 경우 통계적으로

유의한 것으로 검정하여 나타내었다. 각 항목에 대한 유의한 차이에

대한 비교분석은 t-test one-way ANOVA 를 이용하여 통계적

유의성을 검증하였다.
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1.

2.Ⅲ. 결과

3.1 LE의DPPH라디칼 소거 효과

Table 1. 은 LE 에 대한 DPPH 라디칼 소거의 결과이다.

농도의존적으로 DPPH 라디칼 소거능이 유의성 있게 증가되는

것을 확인할 수 있었다. 특히 본 실험에서의 LE 는 공시료액

대비 DPPH 라디칼 소거능이 1,000μg/ml 농도에서 29.86 % 로

증가한 것으로 나타났다.
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Table 1. Effect of LE on DPPH scavenging activity

1) Values are expressed mean ± SD (n=5).

2) *p < 0.05 #p<0.005 vs. †p<0.0001 vs. (+)

Concentration

( μg/ml )

DPPH radical 

scavenging activity (%)

0 100.00 ± 0.000 †

100 12.45 ± 0.235 #

200 15.36 ± 0.032 †

400 17.48 ± 0.022 †

800 17.73 ± 0.139 †

1000 29.86 ± 0.016 †
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3.2 LE 의 3T3-L1 지방전구세포에 대한 세포독성 확인

3T3-L1 지방전구세포에서 LE 의 세포독성 효과를 확인 하기

위해 세포 생존율 분석을 시행하였다. 

3T3-L1 지방전구세포에 시험물질을 농도별 (100, 200, 400, 

8000, 1,000μg/mL)로 24 시간 동안 처리한 결과를 Fig.1 에

나타내었다.
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Figure 1. Effect of LE cell viability in 3T3-L1 cells.
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3.3 LE 의 지방축적 억제 효과

LE 를 이용하여 3T3-L1 지방전구세포의 지방세포 분화에

미치는 영향을 확인하였다. LE 의 지방 축적억제 효과는 Oil Red 

O 염색을 통해 LE 의 세포독성에 대한 실험 결과를 바탕으로

하여 100, 200, 400, 800μg/mL 의 농도를 설정하여 세포 내

지방축적의 정도를 확인하였다. 지질의 축적이 LE 의 400, 

800μg/mL 농도에서 12.85%, 22.36% 만큼 감소율을

확인하였다(Fig. 2).
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Figure 2. Effect of LE on lipid accumulation in 3T3-L1 cells.

1) a, Normal ; b, Control ; c, LE 100μg/mL ; d, LE 200μg/mL ; e, LE 400μg/mL ;

f, LE 800μg/mL
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3.4 LE 가 지방 분화 및 항산화 효소의 단백질 발현에 미치는

효과

Figure 3 과 지방분화만 유도한 군 (+)에서 지방분화 관련

인자들이 증가한 것을 확인하였고, 반면 LE 의 농도별 (400

μg/mL, 800μg/mL) 처리로 인해 SREBP1, C/EBP α와 PPAR γ

의 단백질 같이 Normal 대비 Control 군에서 모두 단백질

발현량이 감소하는 것을 확인할 수 있었다.

SOD, Catalase 단백질은 LE 처리로 인해 증가하는 경향을

보였고, 특히 Catalase 의 단백질 발현은 LE 의 400μg/mL, 

800μg/mL 농도에서 증가하는 경향을 보았다.
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Figure 3. Effect of LE on Protein level (C/EBP α, SREBP1,  

PPAR γ, SOD, Catalase) in 3T3 -L1

1) (A), Relative expression C/EBP in 3T3-L1 cells; (B), Relative expression 

SREBP1 in 3T3-L1 cells; (C), Relative expression PPAR γ in 3T3-L1 cells; 

(D), Relative expression SOD in 3T3-L1 cells; (E), Relative expression 

Catalase in 3T3-L1 cells 
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Ⅳ. 고찰

본 연구에 천연물질인 레몬밤을 기반으로 한 추출분말을  

이용하여 지방전구세포에서의 항산화와 지방축적억제에 관한

연구를 진행하였다.

LE 의 DPPH 라디칼 가장 높은 농도 기준에서 30% 이하의

라디칼 소거함량을 확인 할 수 있었다. DPPH 라디칼 소거능에서

폴리페놀과 플라보노이드가 활성산소와 free radical 을 제거하며, 

질병 예방 또는 개선이 가능하다고 보고된 연구결과와 비슷한

양상을 확인할 수 있었다[25-26]. 

특히 식물 추출물의 항산화능 측정에 많이 사용되고 있다[27].

그러나 양성대조군으로 사용되는 ascorbic acid 의 라디칼 소거

함량 평균인 64% 에 미치지 못하는 실정이다. 시료 자체의

항산화 효과에 주목하기 보다는 LE를 처리한 지방세포의 SOD의

감소, Catalase 의 발현이 증가함에 따라 항산화 효과가 나타난

것으로 판단된다.

항산화의 단백질 발현 측면에서 레몬밤 추출분말이 활성산소

제거에 효과적인 항산화제로서의 기능을 수행했다고 판단할 수

있다. 또한 SOD 단백질 발현량도 감소함을 볼 수 있어 활성산소

억제에 효과적이라 판단 할 수 있다. 그러나 지방세포분화를

유도한 세포에서 Catalase 단백질 발현이 증가함을 보아 우리는

Catalase 뿐만 아니라 체내 활성산소에 관여하는 또 다른

항산화효소인 GPx 등의 다양한 인자를 연구할 필요성이 있는

것으로 사료된다.

ORO 염색법과 지방세포 분화형성에 관여하는 단백질인 C/EBP α,

SREBP-1 그리고 PPAR γ LE 농도가 높아질수록

지방분화억제에 효능이 있다고 판단할 수 있다.
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연구의 결과는 레몬밤 추출물은 항비만 건강기능식품의

소재로서 활용이 가능한 결과라고 보여지며 향후 체내

활성산소에 발현에 관련된 GPx 등 항산화효소에 효과적인 조절에

관한 연구가 추가적으로 요구된다.

Figure.5 Enzymes involved in the production and decomposition 

of free radicals[28].
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Ⅴ. 요 약

서구화 된 식습관과 스트레스 등 여러 가지 요인으로 인한

비만이 증가하고 있다. 비만으로 지방세포의 수가 증가하거나

크기가 커져 피하층과 체조직에 과도한 양의 지방이 축적 되는

것을 말한다. 그리하여 본 연구에서는 지방세포 감소에 영향을

주는 레몬밤 추출분말을 이용하여 3T3-L1 지방전구세포를

지방세포로의 분화 연구를 통해 항비만 활성과 항산화 활성을

확인하고자 하였다. 레몬밤 추출물은 DPPH 라디칼 소거에 의한

항산화 활성을 가지는 것으로 나타났다. 레몬밤 추출물에 의한

지방세포 분화 억제 활성 및 지방형성에 미치는 영향을 확인하기

위해 지방세포 분화에 중요한 역할을 담당하고 있는 peroxisome 

proliferator-activated receptor γ (PPARγ)와 CCAAT-

enhancer-binding protein α (C/EBPα) 그리고 Sterol regulatory 

element-binding proteins (SREBP-1) 지방세포 분화에 관여하는

유전자들의 활성을 확인해보았다. 실험결과 레몬밤 추출물은

adipogenesis marker 유전자들의 발현을 농도 의존적으로

억제시키는 경향이 나타났다.

또한 항산화에 관련하는 유전자인 Catalase, SOD 의 단백질

발현량을 확인해보았다. SOD 단백질은 농도가 높을수록

감소하였으며, Catalase 는 레몬밤 추출물의 농도가 증가할수록

증가하였다. 이들의 결과를 보면 레몬밤 에탄올 추출물은

지방세포 분화를 억제하거나 항산화 활성이 연계 된 항비만

활성을 갖는 것으로 나타났다.

.
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