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Transgenic animal cell with a λshuttle vector containing a lac I target gene is useful
as a short-term in vitro mutagenesis assay. The gene is recovered from the treated cell
by exposing mouse genomic DNA to in vitro packaging extracts and plating the rescued
phage on agar plates containing 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside
(X-gal). Phage with mutations in the lac I gene form blue plaques, whereas phage with
a nonmutated lac I form colorless plaques. In order to estabilish this new transgenic
technology, we studied the mutagenicity of the direct-acting alkylating agent and
indirect mutagen benzo[a]pyrene (B[a]P) in the Big BlueⓇ transgenic mouse embryonic
cell line. MNU or B[a]P caused an induction of mutations over negative control, 1%
DMSO and we confirmed the reproducibility of the transgenic mutagenicity assay. Also,
dose- dependent response has been observed in cells treated with B[a]P. When the
antimutagenic effect of Ecklonia strolonifera, an edible brown algae having a strong
antioxidizing activity, on MNU-induced mutation was evaluated, the methanol extract
of Ecklonia strolonifera showed reduction of mutant frequency in cells treated with
MNU.
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서 론

인간에게 고통을 주고 있는 질병 중 많은 부분이 돌

연변이로 인한 특정 유전자의 손상 및 손상 유전자의

발현과 관련되어 있음이 밝혀져 왔다 특히 암은 유전.

자 돌연변이의 결과로 생기는 대표적인 질병으로서,

조기발견이외에는 효과적인 대처수단이 없기 때문에

암을 예방할 수 있는 물질의 개발이 절실하게 요구되

고 있다 많은 발암 요인 중 화학물질에 의한 돌연변이.

유발작용이 현대 산업사회에서의 발암성과 관련하여

많은 관심의 대상이 되고 있다 이러한 화학물질에 의.

한 돌연변이를 검출하는 대표적인 방법으로는 Sal-

monella typhimurium, Escherichia coli와 같은 박테리

아를 이용한 복귀돌연변이시험,1) 포유류 배양세포를

이용한 체외 염색체 이상시험,2) 설치류 조혈세포를 이

용한 체내 소핵시험3) 등이 있으며 그 외에도 포유류,

의 배양세포를 이용한 체외 마우스 림포마 tk+/- 유전자

돌연변이 시험 부정기 합성시험 등이 이용되고, DNA

있다 그러나 이러한 유전독성시험법은 독성 효과 특. ,

정유전자 산물간의 관련성 특정유전자의 역할을 명확,

히 설명해 줄 수 없는 단점을 가지고 있다.

최근의 형질전환동물 세포주 을 사용한 유전독성 평( )

가법은 돌연변이원이나 발암물질의 약동태학 복, DNA

구 및 생체내 변환 같은 생리학적 생화학적 효(repair) ,

과를 연구하는 데 유용하게 사용되는 연구기법이다.4)

특히 형질전환동물 시스템은 발암과정에서 대사과정의

역할조사 조직기관 특이적인 돌연변이 평가, ,․ in vivo

에서 포유류의 돌연변이 기전연구에 이용된다.4,5)

형질전환 마우스 배아 세포주Big Blue (transgenic

은mouse embryonic cell line) Big BlueⓇ 형질전환 마
우스의 배아 세포에서 유래된 것으로 유전적인 변화와

분화과정에 의해 불멸화된 것이다 각 세포는 형질전.

환 마우스의 유전체에서와 똑같은 위치에 삽입된 Big

람다 파지 셔틀 벡터Blue (lambda phage shuttle

vector. λ 를 이상 포함한다LIZ) (Fig. 1) 40 copy .6) 각

파지는 β-galactosi 를 하는 유전자의 전dase encoding

사를 방해하는 락토스 억제인자인 target lac I 유전자

를 가진다 돌연변이물질에 의해. lac I 유전자에 돌연

변이가 생기면 억제인자가 그 기능을 상실하여 β

-galacto 가 만들어진다 형질전환 돌sidase . Big Blue

연변이 시험법은 이러한 lac I 유전자의 특성에 원리를

두고 있어서 쉽게 돌연변이체를 구별할 수 있다 즉. ,

를genomic DNA in vitro 와 함께 배packaging extract

양하면 λ 는 마우스 유전체에서 선택적으로 잘려져LIZ

나와 파지 입자내로로 된다 이 파지를packaging .

SCS-8 E. coli 숙주세포와 함께 함유 고형배지X-gal

에서 배양하면 청색 돌연변이 플락 과 무색의(plaques)

돌연변이되지 않은 플락이 생긴다 출현한 플락수들로.

부터 돌연변이 빈도 를 정량적(mutant frequency, MF)

으로 결정할 수 있다 또한 청색 돌연변이 플락으로부.

터 를 회수하여 염기서열을 분석하면 시험한 화학DNA

물질이 어떤 유형의 돌연변이를 얼마만큼의 빈도로 발

생시키며 어떤 위치에서 발생시키는지를 알 수 있게,

되므로 화학물질에 의한 돌연변이 유발기전 발암기전, ,

특정유전자의 생체내에서의 역할 등을 알 수 있다.5,7)

한편 식품을 비롯한 각종 천연물에는 변이원 물질,

의 활성을 억제하거나 경감시키는 작용이 있음이 최근

많이 발표되고 있는데 예를 들면 마늘 양배추 콩 미, , ,

나리과 식물 양파 차 귤류 통밀 현미 십자화과 식, , , , , ,

품 등은 암예방 효과를 가진 식물로 알려져 있다 이들.

의 항돌연변이 기전은 명확히 밝혀져 있지는 않으나

in vivo 및 in vitro 시험을 통하여 항돌연변이 효과가

입증되고 있다.8 12～ ) 우리 나라에서 식용으로 많이 소

비되고 있는 녹조류나 갈조류 같은 해조류가 옛날부터

민간에서 간질 통풍 담석증 등에 약용으로 이용되어, ,

왔으며 항암효과가 있는 것으로 알려져 있다 이러한.

연구는 전래 약용 식물의 효과를 형질전환동물세포주

를 사용하여 과학적으로 입증하고 작용기전을 밝혀 암

예방제로 개발함으로써 국민보건에 큰 장애가 되고 있

는 암을 예방하는데 기여하고 동시에 천연물 자원을

고부가가치를 낼 수 있는 신물질을 창출하는데 도움이

될 것이다.

본 연구에서 선택한 Ecklonia stolonifera 속칭 곰( :

피 의 예상되는 활성 항암성분은) polysaccharides
11,13,14)로서 강력한 항산화효과를 나타내어 이제까지,

항산화효과를 나타낸 많은 천연물이 돌연변이유발성을

억제했듯이15,16) 항돌연변이효과를 나타낼 것으로 기

대되며 실제로 세포의, CHL benzo[a]pyrene

(B[a 에 의한 염색체이상시험에서 염색체이상유발]P)

빈도를 감소시켰다.17) 따라서 항돌연변이 효과를 좀 더

명확히 밝히기 위해서 형질전환동물 세포주 을 사용한( )

유전독성 검색체계를 도입하여 그 시험법을 확립하고,

확립된 시험법으로 곰피의 효과를 검색하고자 하였다.
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재료 및 방법

1) 재료

Methylnitrosourea (MNU, Sigma N-4766), Benzo

[a]pyrene (B[a]P, Sigma B-1760), MTT (Sigma M-

를 사용하였으며2128) , Dulbecco's modified eagle

와 은 미국의medium (DMEM) Fetal Bovine Serum

에서 구입하였다Gibco BRL . Big Blue DNA isolation

kit(#720201), Transpack packaging extract

(#200223), 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-gal-

actopyranoside (X-gal, #700202), Big Blue media

및(#720300) Assay tray(#3400041), Big Blue

transgenic mouse embryonic cell line(#726010),

SCS-8 E. coli 등은strain(#700288) Stratagene (La

에서 구입하였다 곰피의 메탄올 추출Jolla, CA, USA) .

물은 부산 부경대학교 최재수 교수님으로부터 제공받

아 사용하였다.

2) 세포주 및 균주 배양

실험에 사용한 Big Blue transgenic mouse em-

은bryonic cell line(#726010) Big Blue λshuttle (Fig.

를 가진1) Big Blue transgenic mouse embryonic cell

을 시킨 으로서immortalize cell line 10% fetal calf

과serum 50 units/ml penicillin, 50 μg/ml

이 첨가된 배streptomycin, 2 mM L-glutamine DMEM

지를 사용하여 37oC, 5% CO2 조건하의 incu 에bator

서 배양하였다 매 일마다 계대배양하였으며 자. 3 4 ,～

연발생적인 돌연변이의 생성을 최소화하고자 구입 후

부터 번 미만으로 계대배양한 세포만을 실험에 사용10

하였다.

박테리아 균주는 SCS-8 E. coli 으strain(#700288)

로서 에서 배양하였다 실험, LB-tetracyclin agar plate .

시에는 하나의 독립된 를 취하여colony 10 mM

MgSO4 를 첨가한 배지, 0.2% maltose NZY (5.0 g

NaCl, 2.0 g MgSO4, 5.0 g yeast extract, 10.0 g

에 접종하여casein peptone) 37o 에서 진탕배양하였C

다 배양 후. 10 mM MgSO4용액으로 에600 nm 서의

값이 가 되도록 희석하여 준비하였다O.D. 0.5 .

3) 대사활성화계

생체외 대사활성화를 위하여 과 의 방법Maron Ames
1)에 따라 체중 정도의 수컷200 g Sprague-Dawley

랫드에 를 복강내 투여하여 효소를 유도Aroclor 1254

시킨 간장으로부터 분획을 제조하고 사용시까지S9

-70o 에 보관하였다C .

혼합물은 각 시험개시 직전에 조제하여 사용하였S9

고 그 조성은 다음과 같다, .

4) 세포독성시험

세포의 생존율을 측정하기 위하여 Mitocondrial

의 활성지수를 나타내는dehydrogenase MTT [3(-4,

5-dimethylthiazol-2-yl-) 2, 5, -diphenyltetrezolium

비색환원분석법을 수행하였다bromide] . Mossman18)

의 방법을 변형하여 에 각 당96 well plate well (n=4)

f1 f1ColE1

a lac Z a lac Z Ampr

A J

cos

c1857 SL

cos
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개의 세포를 시간동안5,000 24 37oC, 5% CO2 조건하

의 에서 배양한 후 시험물질을 시간 처리하incubator 2

였다 처리시간이 지나면 세포를 로 충분히 씻어주. PBS

고 배지를 교환한 후 각 당well 10 μ의 용액l MTT (5

을 첨가한 후mg/ml) 37oC, 5% CO2 조건하에서 시4

간 동안 배양하였다 상층액을 제거하고. dimethyl-

sulfoxide (DMSO) 150 μ를 넣은 다음 분간 잘 혼합l 10

하여 침전물을 용해시킨 후 microplate reader

를 사용하여(E-max, Molecular Device, USA) 540

에서 홉광도를 측정하였다 모든 시험결과는 세포nm .

를 배양하지 않은 에서 측정된 흡광도에 대하여 보well

정하였으며 홉광도는 시험물질이 처리되지 않은 대조,

군과 비교하여 생존율로 변환하였다.

5) 실험방법

(1) 시험물질의 조제 및 처리 양성대조물질인: MNU

와 B[a 곰피의 메탄올 조추출물은 모두 를]P, DMSO

용매로하여 시험용액으로 하였다 시험법을 확립하기.

위한 대조물질 는 현재까지 돌연변이 빈도가 보고MNU

된 100 μ 의 단일농도로 세포가 성장을g/ml 30 40%～

나타낼 때 분간 처리하30 였다 음성대조군으로는 용매.

로 사용된 1% DMSO를 사용하였다 처리시간 분이. 30

지나면 로 충분히 씻어주고 세포가 성장하도록 될PBS

때까지 배양하였다.

(2) Genomic DNA 분리 배양한 세포를 로 씻은: PBS

후 를 이용하여 모은 후 원심분리하였다scraper .

분리는 를Genomic DNA Big Blue DNA isolation kit

이용하여 처리한 다음proteinase K phenol/

추출 침전을 차례로 진행하여 수chloroform , ethanol

행하였다 분리된 는 분자량이 상당히 큰 상태이. DNA

므로 균일한 상태를 만들고자 TE buffer (10 mM

하에서 최소한 시Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) 12

간 이상 상온에서 보관한 후 다음 실험에 사용하였다.

(3) In vitro packaging & plating 분리한 를 정: DNA

량한 후 의 를0.5 mg/ml DNA Transpack packaging

와 함께extract 30o 에서 배양하여 셔틀 벡C 터를 회수

하고 다시 λ 로 되도록 하였다head package .

으로 인해 형성된 감염성 파지 스톡을Packaging

SCS-8 E. coli 숙주 박테리아 세포와 37o 에서 분C 20

간 혼합하여 감염되도록 하고 발색기질 이 포함X-gal

된 를 세포 파지와 혼합하여top agar - bottom agar

(25×25 cm2 사 에 부었assay tray, Stratagene ) plate

다 는 사용할 때. Top agar 50o 로 유지시켰다C . Top

가 굳어지면agar 37o 에서 시간 동안 배양시켰다C 16 .

인Assay tray 25×25 cm2 에는 개 이상의plate 15,000

플락이 생기지 않도록 미리 적정한 후 실험하였다 배.

Table 1. Mutant frequency of MNU
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Number of Number of Mutant frequency Mean mutant
Group

total plaques mutant plaques ×10-4 ×10-4±SD
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

10370 1 0.96

20740 2 0.96

36408 1 0.28 0.55±0.39
Control*

70560 3 0.43 (0.4 0.7)～

14000 0 0.00

30480 2 0.66

11070 5 4.52

22140 14 6.32

69700 26 3.73
MNU 4.26±1.51

41810 12 2.87
100 μg/ml (4 9)～

53110 17 3.20

27600 8 2.90

41400 26 6.28
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
*1% DMSO

MNU=methyl nitrosourea



엄미옥 외 인 형질전환동물세포주를 이용한 돌연변이 및 항돌연변이시험7 ： 121

양이 끝나면 출현한 청색 플락의 수를 세어 전체 플락

수에 대한 비율로서 돌연변이 빈도를 결정하였다 계.

산에 사용된 식은 다음과 같다.

의 수MF = blue plaque (mutant) / (colorless plaque

수 수+blue plaque )

결 과

1) 형질전환동물세포주를 이용한 돌연변이 시험법

세포주에서의 돌연변이 유발능이 보고Big Blue
7,19,20,26)된 화학물질 중 를 양성대조물질로 선택하MNU

여 실시하였다 처리농도는 보고된. 100 μ 를g/ ml MNU

처리하였고 음성대조물질로는 용매로 사용한, 1%

를 처리하였다 독립된 수 회의 실험결과 평균DMSO .

는MF 4.26±1.51 ×10-4로서 음성대조군의 0.55

±0.39 ×10-4와 비교하여 배 높은 값을 나타내었다7.7

시험에 이용한(Table 1). Big BlueⓇ 형질전환 마우스
배아 세포의 자발적인 는MF 0.93×10-4으로 알려져 있

다 또. Big BlueⓇ 랫드 세포에서 보고7,19,20)된 의MNU

값은MF 0.4-0.7 ×10-4과 비교해 볼 때 시험법의 타당

성 및 재현성을 확인하였으며 형질전환동물세포주를,

이용한 돌연변이빈도 시험법을 확립하였다.

2) 세포독성시험

Big BlueⓇ 형질전환 마우스 배아 세포에 대해 시험

물질인 곰피의 메탄올 추출물과 B[a 의 처리농도를]P

결정하기 위하여 먼저 를 수행하였다 곰피MTT assay .

의 메탄올추출물은 용매로 를 선택하였으며 최DMSO ,

고용해 농도는 였으며 최고용해농도로42.66 mg/ml ,

세포배양배지에 처리하였을 경우 외에는 세포독성이

없는 것으로 관찰되었다 따라서 곰피의 메탄(Fig. 2).

올 추출물의 처리농도는 염색체 이상시험17)에서 효과

를 나타낸 농도를 참조하여 세포독성이 없는 25.6,

51.2, 100.3 μ 의 세 농도로 처리하였다g/ml .

대사활성화계에서 양성대조물질로 선정한 B[a 에 대]P

한 세포독성시험결과(Fig. 3) 60 μ 의 농도를 처리g/ml

하였을 때 의 세포생존율을 보였고 그 이상의 처83% ,

리농도에서는 독성을 나타내었기 때문에 본 시험에서

는 20, 40, 60 μ 를 처리농도로 시험하였다g/ml .

Fig. 2. Cytotoxicity of Ecklonia stolonifera in Big
BlueⓇ transgenic mouse embryonic cell.
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Fig. 3. Cytotoxicity of benzo[a]pyrene in Big BlueⓇ
transgenic mouse embryonic cell.
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Table 2. Mutant Frequency of Benzo[a]pyrene
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

B[a]P MNU
Group Control* ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

20 μg/ml 40 μg/ml 60 μg/ml 100 μg/ml
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Mean mutant frequency

0.55±0.39 9.1±3.78 14.3±4.86 20.0±4.14 4.26±1.51
×10-4±SD

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
*1% DMSO
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3) B[a]P에 의한 MF

B[a 은 외인성 대사활성화계 혼합물과 함께 세]P S9

포에 시간 동안 처리하고나서 성장된 세포로부터2

를 분리하였다 분리한 를genomic DNA . DNA

로 시키고 감Transpack packaging extract packaging

염성 파지 입자를 만든다. B[a 에 의한]P lac I에 발생

한 돌연변이는 SCS-8 E. coli 숙주 박테리아 세포에

감염시켜 이 함유되어 있는 고형배지에 플레이팅X-gal

하여 검출하였다 음성대조군은 용매로 사용(plating) .

된 로 하였다1% DMSO .

B[a]P 20, 40, 60 μ 에 대한 는 각각g/ml MF

9.1±4.14 ×10-4, 14.3±4.86 ×10-4, 20.5±3.78

×10-4로 나타났다 음성대조군의 와 비교(Table 2). MF

해볼 때 B[a 의 처리농도가 증가함에 따라 각각]P 16,

배 증가하는 농도 의존적인 경향을 나타내었다26, 36 .

4) MNU의 처리에 대한 곰피의 효과

와 곰피의 메탄올 추출물을 병용 처리한 결과를MNU

에 나타내었다 곰피의 메탄올 추출물의 는Table 3 . MF

음성대조군의 와 유사하였으며MF , 100 μ 와g/ml MNU

곰피의 메탄올 추출물 25.6, 51.2, 100.3 μ 을 병g/ml

용처리한 후의 는 각각MF 1.42±0.40 ×10-4,

0.90±0.42 ×10-4, 1.09±0.77 ×10-4로서 나타났다.

곰피의 병용투여결과 에 의한 가 감MNU MF 67 79%～

소하여 농도의존적인 경향을 보이지는 않지만 항돌연

변이 효과를 관찰하였다.

고 찰

유전독성평가는 화학물질의 잠재적 발암성을 규명하

고 어떠한 화학물질이 유전자 손상을 유발시키는지를

평가하기 위해 필수적으로 수행되어져야 한다.21) 따라

서 화학물질의 생체내 영향을 유전자 수준에서 평가하

는 것은 여러 가지 면에서 필수불가결하다 대부분의.

발암물질이 돌연변이 유발 물질22 24)～ 이라는 것이 일반

적인 사실로 받아들여지고 있고 돌연변이원으로는 환,

경 식품 약물 등의 여러 경로에 의한 화학물질이 주, ,

종을 이루고 있으므로25) 발암기전 연구에 있어서 돌연

변이원에 대한 연구가 필수적이다.

형질전환 동물 세포주 모델은 자신의 유전체에 외부/

유전자를 삽입하여 생체내에서의 돌연변이를 검출할

수 있도록 만들어졌으며 표적 유전자로 사용되는, lac

I, lac Z 유전자는 돌연변이가 일어났을 때 표현형 반

응을 할 수 있기 때문에 색상 검색이 가능하여 쉽게 돌

연변이를 측정할 수 있어서 매우 유용하다.27 29)～ Big

BlueⓇ 모델은 lac I 유전자를 표적으로 하고있어 비교
적 크기가 작아 쉽게 추출하여 될 수 있고sequencing

많은 돌연변이 생체지표에 매우 민감하다.30,31)

따라서 본 연구에서는 기존의 유전독성시험에 비해

다양한 장점을 가지는 형질전환세포주를 이용한 화학

물질의 돌연변이 검출시험법을 확립하고자 를 돌MNU

연변이 유발물질로 선택하여 시험하였다. Big BlueⓇ

형질전환 동물 시험법을 적용한 연구에서 경구투여 후

위장관에 대한 발암효과를 보인 MNU32)는 모든 조직으

로 신속히 확산되어 의guamine O6 위치에 직접적으로

작용하여 메틸화시키며 변이원성인, O6-methyl-

부가체를 생성한다guanine .33) 를MNU Big BlueⓇ 형
질전환 마우스 배아 세포에 처리하였을 때 음성대조

용매의 배에 해당하는 를 보여 돌연변이를 유발7.7 MF

함을 확인하였고 이로써 새로운 유전독성검색체계를,

확립하였다 또한 확립한 시험법의 유용성을 높이기.

위하여 를 비롯한 많은 대사활성화계의 유전Ames test

독성시험에서 변이원성물질로 알려져있는 B[a 을 이]P

Table 3. Effect of Ecklonia stolonifera on MNU-induced mutation (Mean mutant frequency×10-4±SD)
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

곰피(μg/ml)
Group ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

0 25.6 51.2 100.3
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Control* 0.55±0.39 1.39±0.95 0.93±0.44 -

MNU100 μg/ml 4.26±1.51 1.42±0.40 0.90±0.42 1.09±0.77
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
*1% DMSO
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용하여 생체외 대사활성화계에서의 형질전환 돌연변이

시험법를 실시하였다. B[a]P 20, 40, 60 μ 에 대g/ml

한 는MF 9.1±4.14 ×10-4, 14.3±4.86 ×10-4,

20.5±3.78 ×10-4로서 농도 의존적 돌연변이 유발성

을 관찰하였다.

우리 나라에서는 전통적으로 해조류를 식용으로 이

용되어져왔으며 민간에서 간질 통풍 담석증등에 약, , ,

용으로 사용되기도 하였다 그러나 식용 해조류의 항.

돌연변이 효과는 거의 연구되지 않았다 최근 많은 항.

돌연변이 연구들이 보고되고 있으며 특히 우리 나라,

의 남 동해안에 서식하는 갈조류인, Ecklonia

stolonifera 속칭 곰피 의 메탄올 추출물이 강력한 항( : )

산화효과,16) 제거효과nitrite ,15) B[a 에 의한 염색체]P

이상 억제효과,17) aflato 에 의한 돌연변이 억제xin B1

효과,34) B[a 과]P 에 의한 소핵유발 억제 및MNU DNA

손상 억제효과(Comet assay) 34) 등이 보고되었다 따.

라서 곰피의 메탄올 추출물에 대한 항돌연변이 효과를

좀 더 명확히 밝히기 위해서 형질전환동물세포를 이용한

in vitro 유전독성 검색체계를 도입하여 그 시험법을 확

립하였고 확립된 시험법으로 곰피의 효과를 검색하고,

자 하였다.

본 연구에서 100 μ 와 곰피의 메탄올 추출g/ml MNU

물 25.6, 51.2, 100.3 μ 을 병용처리한 후의 는g/ml MF

각각 1.42±0.40 ×10-4, 0.90±0.42 ×10-4,

1.09±0.77 ×10-4로서 나타났다 곰피의 병용투여결.

과 에 의한 가 감소하여 농도의존적MNU MF 67 79%～

인 경향을 보이지는 않지만 항돌연변이 효과를 관찰하

였다 지금까지 곰피의 항돌연변이효과는. B[a 에 대]P

한 효과만이 언급되었지만17,34) 본 시험에서는 in vitro

시험계에서 에 직접 작용하는 화학물질인 에DNA MNU

대해서도 강력한 항돌연변이 효과를 나타내었다 이러.

한 결과는 시험계에 의한 차이라기보다는 화학물질 특

성에 기인하는 것으로 사료된다 처리로 생긴 돌. MNU

연변이체의 돌연변이 스펙트럼은 가91% G C A： ↔ ：

이었고T transition 19) B[a 또한 유전자의]P lac I CpG

서열에 특이적 으로 돌연변이를 유(81%) 발31,35)하므로

곰피의 메탄올 추출물은 서열의 부위의 돌연DNA GC

변이에 특이적으로 효과를 발휘하는 것으로 추측된다.

그러므로 lac I 을 이용한transgene B[a 에 의한 돌]P

연변이도 곰피의 추출물에 의해 저해될것으로 생각된

다 기대되는 곰피의 항돌연변이 효과를 이용한 암 예.

방제 개발의 기초 자료로 활용하기 위해서는 돌연변이

된 염기서열을 분석하여 변이의 종류와 특성을 확인하

는 등 그 작용기전을 밝히는 추가 연구가 필요하리라

고 사료된다.

결 론

본 연구에서는 형질전환 세포주를 이용한 돌연변이

시험법을 확립하며 본 시험법을 이용한 곰피의 항돌,

연변이 효과를 연구하고자 하였다 형질전환동물로부.

터 제조된 세포주를 이용하여 유전자 돌연변이를 검출

할 수 있는 최신유전독성 시험법을 확립하였으며 음성,

대조물질인 1% 양성대조물질인DMSO, MNU (100 μ

에 대한 는 각각g/ml) MF 0.55± 0.39 ×10-4,

4.26±1.51 ×10-4였으며 대사활성화계에서의 양성,

대조물질인 B(a)P 20, 40, 60 μ 에 대한 는g/ml MF

9.1±4.14 ×10-4, 14.3±4.86 ×10-4, 20.5±3.78

×10-4로서 농도 의존성을 보였다 또한. MNU (100 μ

에 병용투여된 곰피의 메탄올추출물은 에 의g/ml) MNU

한 를 유의하게 억제함을 알 수 있었다 이상의 연MF .

구 결과를 통하여 본 실험에서 사용한 형질전환 세포

주 돌연변이 시험법에서 곰피는 에 의한 돌연변이MNU

빈도를 유의하게 억제시켰으며 돌연변이된 염기서열,

을 분석하여 변이의 종류와 특성을 확인하는 등 그 작

용기전을 밝히는 추가 연구가 필요하리라고 사료된다.
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