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Dietary anticarcinogens/mutagens have been demonstrated to significantly reduce the
incidence of cancers in animals and humans. The ellagic acid (EA) is a naturally occurring
plant phenol which has been shown to reduce the carcinogenicity and mutagenicity of a
variety of carcinogens, including N-nitrosomethylurea, benzo[a]pyrene, aflatoxin B1. The
chromosome aberration assay using cultured mammalian cells is one of the most sensitive
methods to predict environmental mutagens and/or carcinogens, and is a complementary
test to the Samonella/microsome assay (Ames test), and the in vitro micronucleus assay
is a mutagenicity test system for the detection of chemicals which induce the formation
of small membrane bound DNA fragment i.e. micronuclei in the cytoplasm of interphase
cells. The in vivo micronucleus assay, which examines metaphase chromosomes from the
bone marrow cells of rodents exposed to a test chemical just before sacrifice, is a powerful
tool and cytogenetic assay. This assay may be used to detect damage to actively dividing
cells not only from experimental test substances, but also from their metabolites as they
are formed within the test animal. In this study, EA was treated in chinese hamster lung
fibroblast (CHL) cells using in vitro chromosome aberration assay, in vitro micronucleus
assay, and in ddY mice using in vivo micronucleus assay for their inhibitory effects against
mitomycin C (MMC)-induced genotoxicity. The frequencies of chromosome aberrations
and micronuclei were found to be decreased following EA treatment. On the basis of our
results, we found that the EA had inhibitory effects on MMC-induced genotoxicity and we
concluded that these test systems are useful and sensitive for screening of antimutagens.ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
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서 론

암은 치료보다 예방이 더욱 효과적인 암을 정복하는

대안으로 대두되고 있다.1,2) 현재까지 IARC

국제(International Agency for Research on Cancer,

종양연구소 에서 발표한 사람 발암물질의 대부분은 돌)

연변이 유발물질이며 돌연변이 유발물질의 대부분이,

발암물질로 알려져 있다 또한 특정 발암유전자 및 발.

암억제유전자에서 발생한 돌연변이가 악성종양의 원인

이라는 많은 연구결과들은 발암화와 돌연변이간의 상

호 연관성을 뒷받침해주고 있다 돌연변이 유발기작과.

그 억제 기전을 규명하는 것은 암을 정복하는데 중요

한 실마리를 제공해 줄 것으로 생각된다.3) 식이성 항

발암물질 및 항돌연변이물질은 동물과 사람에서 암 발

생을 유의하게 억제시키는 것으로 알려져 있다.1,2)

포유류 배양세포를 이용한 염색체이상 시험은 중기

염색체의 구조적 이상과 수적 이상을 검색할 수 있는

시험법으로서 염색체 중기 형성을 못하게 하는 물질,

의 경우 염색체 손상성을 정확하게 반영하지 못하는

단점을 지니고 있으며 수적 이상 중 배수성의 검색은,

가능하나 시험법 자체적인 한계 때문에 이수성을 검출

하지 못하는 단점을 내포하고 있다.4) 생체외 소핵시험

은 염색체 구조적 이상과 수적 이상 등의 염색체 및 유

전체 수준에서 손상정도를 검색할 수 있는 간단하면서

도 경제적인 시험법이며 배양되어지는 모든 세포에,

적용할 수 있는 장점을 가지고 있다 또한 기존의 염색.

체이상 시험법으로는 검색이 안되는 염색체의 수적 이

상인 이수성을 제대로 밝혀낼 수 있는 장점을 가지고

있다.5 9)～ 생체외 소핵시험에서는 염색체 구조이상 및

과 같은 이수성을 포함하는 수적 이상non-disjunction

을 검출할 수 있기 때문에 같은 세포에서의 다른

인 염색체이상과 소핵유발성을 가진 염색체endpoints

이상시험과 소핵시험을 비교 검색하였다 마우스 골수, .

세포를 이용한 골수소핵시험은 생체내 대사능력을 가

지고 있기 때문에 전구 돌연변이물질 발암물질의 대사/

체가 돌연변이능력이 있는지를 검색할 수 있는 장점을

가지고 있다.

는 이가 알킬화제로서Mitomycin C (MMC) oxygen

을 생성하며 를 형성하며free radical , DNA adduct ,

로서 절단 효과 유전자돌연cross linking agent DNA ,

변이 염색체구조이상 자매염색분체교환 소핵형성, , , ,

유전적 전좌(mouse heritable transloca 유발 우tion) ,

성 치사 유발 등의 돌연변이를 유발(dominant lethal)

하는 것으로 알려져 있어 돌연변이물질로 선정하였

다.10)

는 딸기 호두 등의 자연에 존재하Ellagic acid (EA) ,

는 식물성 페놀화합물로서 미생물을 이용한 복귀돌연,

변이시험 일명 에임즈 테스트 에서( , ) N-nitrosome-

thylurea, benzo[a]pyrene, aflatoxin B1 등 여러 발암

물질에 대한 돌연변이 억제효과가 있음이 보고되었으

나,11 17)～ 염색체 손상성에 대한 연구는 미미한 형편이

다.

본 연구에서는 생체외 소핵시험 염색체이상시험과,

마우스를 이용한 골수소핵시험을 통하여 의 에EA MMC

의해 유도되는 염색체 손상에 미치는 효과를 연구하였

다.

재료 및 방법

1) 실험재료

Ellagic acid (EA), mitomycin C (MMC), dimethyl

sulfoxide (DMSO), 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-

2,5- 는diphenyl tetrazolium bromide (MTT) Sigma

Che 에서mical Co. (St. Louis MO, USA) , Eagle's

minimal essential medium (EMEM), fetal Bovine

Serum (FBS), phosphate buffered saline (PBS,

Ca2+, Mg2+ 은free) Gibco BRL (Grand Island, NY,

에서 구입하였고 그 밖의 시약은 특급 시약을 사USA)

용하였다.

2) 세포주 및 세포배양

포유동물 세포는 Chinese hamster lung fibroblast

로서 일본 의약품식품위생연구소의 박사(CHL) Sofuni

로부터 분양받아 사용하였다. Modal chromosome

는 이며 세포주기는 시간이다number 25 , 15 .18,19) 배양

액은 와10% fetal bovine serum (FBS) 의1%

을 포함한penicillin-streptomycin Eagle's minimal

을 사용하였다 배양된 세essential medium (EMEM) .

포는 일 마다 용액을 이용하2 3 0.25% trypsin-EDTA～

여 계대 유지하였다 포화 습도하에서. 5% CO2를 공급

하는 37o 의C dual CO2 incubator (Shel-lab 1845 TC,

에서 배양하였다USA) .
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3) 시험물질의 조제 및 처리

생체외 시험에서는 는 시험직전에 를 용매EA DMSO

로 하여 조제하였으며 용매대조물질로 시험물질의 조,

제에 사용한 옥수수유을 사용하였다 생체내 골수소핵.

시험에서는 는 투여직전에 옥수수유에 녹여 사용하EA

였으며 용매대조물질로는 시험물질의 조제에 사용한,

옥수수유을 사용하였고 시험물질과 용매대조물질은,

의 용량으로 경구투여하였다 양성대조물질10 ml/kg .

은 를 주사용 생리식염수에 용해시켜MMC

의 용량으로 복강투여하였다2mg/kg/10ml .

4) 농도설정을 위한 세포독성시험

의 활성지수를 나타내Mitochondrial dehydrogenase

는 비색환원분석법을 수행하였다MTT . Mossman20)

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

개의 세포를 시간 동안50,000 24 37oC, 5% CO2 조건

에서 배양한 후 시험조건과 동일하게 처리하였다 각.

당well 10 μ의 용액 을 첨가하여l MTT (5 mg/ml) 37oC,

5% CO2 조건하에서 시간 동안 노출시켰다 상층액을4 .

제거하고 DMSO 150 μ를 넣은 다음 분간 잘 혼합하l 10

여 침전물을 용해시킨 후 microplate reader (E-max,

Molecular De 를 사용하여 및vice, USA) 540 570 nm

에서 홉광도를 측정하였다 모든 시험결과는 세포를.

배양하지 않은 에서 측정된 흡광도에 대하여 보정well

하였으며 홉광도는 시험물질이 처리되지 않은 대조군,

과 비교하여 생존율로 변환하였다 또한. hemo-

를 이용한 도 수cytometer trypan blue exclusion assay

행하였다.

5) 포유류 배양세포를 이용한 염색체이상시험

를 에 녹인 후 세포배양 배지에 되게EA DMSO 10%

첨가하여 세포독성시험을 실시하였다 세포 계대시에.

회용 에 당1 24 well plate 1 well 1×104개의 세포를 파

종하여 일간 배양한 후 최고투여용량인 배지의2 , 1

의 농도로부터 공비 로 단계의 농도를 설정하였mM , 2 5

다. 37o 시간 배양한 후C 24 Dulbecco's phosphate

로 회 세척하고 로buffered saline 0.5 ml 2 methanol

분간 고정하여10 5% Giemsa (in phosphate buffer,

로 분간 염색한 후 현미경으로 관찰하여pH 6.8) 30

세포독성을 보이는 농도를 구하였다50% .

예비독성시험에서 결정된 세포독성 농도를 최50%

고 농도로 하고 공비 로 단계의 농도를 대사활성 부, 2 3

재 및 존재하에서 시간과 시간 시험농도로 하였24 48

다 또한 용매대조군으로 처리군과 기지의 양. , DMSO

성대조군을 각각 처리하여 시험하였다 대사활성 부재.

하의 시험은 세포를 직경 의 에CHL 60 mm petri dish

1×105 되도록 파종하여 일간 배양한 후 각각 시/ml 1 ,

험물질과 양성대조물질 등을 함유하는 배양액으로 교

환하여 시간 배양하였다 각 에22 . petri dish colcemid

를 0.2 μ 되도록 처리한 후 시간 더 배양하여 총g/ml 2

검체 처리시간이 시간이 되도록 하였다24 . 0.25%

로 세포를 모은 후trypsin- EDTA 37o 의 저장액C

에 현탁 시킨 다음(0.075 M KCl) 4 ml 37o 수조에C

분간 방치하였다 고정액20 . (methanol acetic acid =：

으로 회 고정시킨 후 질산 처리하여 냉장3 1) 3 50%：

보관된 슬라이드에 세포침전액을 떨어뜨려 염색체 표

본을 만들고 공기 건조법으로 슬라이드를 제작하여, ,

로 분간 염색하여 현미경으로 관찰하였5% Giemsa 30

다.

한 시험 농도당 개의 세포분열 중기상을 현미경100

하에서 판독하여 염색(Carl Zeiss, ×1000, Germany)

체이상 유무를 관찰하였다 염색체이상은 등. Sofuni

의 에 따라 크게(1989) Chromosome Aberration Atlas

구조이상 과 숫적 이상(structural aberrations)

으로 분류하고 구조이상은(numerical aberration) , gap

(chromatid and chromosome gap), ctb (chromatid

break), cte (chromatid break), csb (chromosome

으로 구분하여break), cse (chromosome exchange)

기록하였다 구조이상의 종류를 개 이상 갖는 세포를. 1

양성세포 개로 계수하고 그 종류를 각각 기록하였다1 .

염색체 숫적 이상은 배수성을 판독하였다 염색체이상.

의 수가 통계학적으로 유의성 있게 용량 의존적으로

증가하거나 하나 이상의 용량단계에서 재현성 있게,

양성반응을 나타낼 경우를 양성으로 하였다.21)

6) 포유류 배양세포를 이용한 소핵시험

최고용해도를 기준으로 하여 예비시험의 최고농도를

결정하였으며 의 경우 공비 를 적용하였다 예비, EA 2 .

독성시험에서 결정된 세포독성 농도를 최고 농도50%

로 하고 공비 로 단계의 농도를 시험농도로 하였다, 2 4 .

또한 용매대조군으로 처리군과 기지의 양성대, DMSO

조군을 각각 처리하여 시험하였다 세포의 경우. CHL

직접법을 수행하였다 직접법은 세포를 직경. CHL 60
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의 에mm petri dish 1×105 되도록 파종하여 일간/ml 1

배양한 후 각각 시험물질과 양성대조물질 등을 함유,

하는 배양액으로 교환하여 시간 배양하였다24 . 0.25%

로 세포를 모은 후trypsin-EDTA 4o 의 저장액C (0.075

에 현탁시킨 다음 바로 원심분리하였다M KCl) 4 ml .

고정액 으로 회 고정(methanol acetic acid = 3 1) 2： ：

시킨 후 질산 전처리하여 냉장보관된 슬라이드에50%

세포침전액을 떨어뜨려 염색체 표본을 만들고 공기,

건조법으로 슬라이드를 제작하여 로 분, 5% Giemsa 30

간 또는 를 이용하여 염색한 후 광학현Acridine oragne

미경 또는 형광현미경 으로 관찰하였(×400 ×1000)～

다. MMC 0.1 μ 을 사용하였다g/ml .

한 시험 농도당 개의 세포를 광학현미경1,000 (Carl

또는 형광현미경Zeiss, ×400 ×1,000) (Ni～ kon,

하에서 판독하여×400 ×1,000) small MN, large～

으로 구분하여 관찰하였다 소핵을 하나MN, multi MN .

가지는 세포는 소핵의 직경이 이하이면1/3 small＜

으로 초과 미만이면 으로 구분MN , 1/3 1/2 large MN＜

하였으며 소핵을 두 개 이상 가지는 세포는, multi MN

으로 구분하였다 통계학적으로 유의성 있게 용량 의.

존적으로 증가하거나 하나 이상의 용량단계에서 재현

성 있게 양성반응을 나타낼 경우를 양성으로 하였다.

즉 용량 반응 관계는 를 수행, - Cochran-armitage test

하였으며 유의성 검정은 를 수행하여 값, t-test P- ≤

일 경우 양성으로 판정하였다0.05 .9,22)

7) 실험동물

식품의약품안전청 청정동물사에서 생산된 특SPF (

정병원체 부재 주령 계 마우스를 공급받아 온도) 5 ddY

23±1o 습도 배기 회 형광등 명C, 55±5%, 10 18 /hr,～

암 시간 교대주기 조도 의 사육환경12 , 300 500 Lux～

에서 폴리카보네이트 사육상자(70 W X 240 L X 120

에 마리씩 넣어 사육하였다 주일간의 순H mm) 5 . 1 2～

화 사육기간 동안 관찰하여 정상적인 건강한 동물만

시험에 사용하였으며 사료는 신촌사료 주 의 실험동물, ( )

사료를 구입하여 고압증기 멸균한 다음 실험동물에 자

유로이 공급하였다 또한 정제수를 자유로이 공급하였.

다.

8) 마우스 골수세포를 이용한 생체내 소핵시험

(1) 군 분리 및 개체의 식별 순화기간을 거친 모든:

동물의 체중을 측정 소정의 범위에 드는 동물을 선별,

하여 무작위로 각 군에 배분하였다 개체의 식별은 색.

소 피크린산액 에 의한 부위별 피( ) 모 염색법과 사육상자

별 표시법을 이용하였다tag .

(2) 투여량과 표본제작시기의 결정을 위한 예비시험:

소핵시험 본시험의 투여량 및 표본제작시기의 결정을

위하여 각 군에 암 수 각 마리씩을 배정하고 생리식, 2 ,

염수 의 용매대조군과 의 양성10 ml/kg MMC 2 mg/kg

대조군을 설정하였다 은. EA 0.01, 0.1, 1, 10, 100

의 농도를 선정하였으며 회 경구투여하고 투mg/kg 5 , 1

여 후 시간 경과 시에 골수를 채취하여 도24, 30, 48

말 표본을 제작하였다 제작된 슬라이드를 광학현미경.

하에서 관찰하여 개의 다염성 적혈구에서의 소핵1,000

출현 빈도수를 계수하여 본 시험농도를 설정하였다.

(3) 소핵시험

가) MMC유도 소핵형성의 EA 투여횟수와 투여시간

의 효과 의 투여횟수와 투여시간의 효과를 보기 위; EA

하여 회 투여 용량은 로 하였고EA 1 2 mg/kg/ 10 ml ,

투여횟수는 회 회 회이었으며1 , 2 , 3 , 양성대조물질인

처리를 시간으로 하여MMC 0 시간 시간 전처24 , 6～ ～

리와 시간 동시처리 시간 시간 후처리 하였다0 , 6 , 24 .

나) EA의 MMC유도 소핵형성의 억제효과 의 항; EA

돌연변이 효과를 보기 위해 을 복강투MMC 2 mg/ml

여하고 동시에 를 을 최고 투여량으로EA 100 mg/kg

하여 공비 의 단계 농도를 회 경구투여 하였다0.1 5 1 .

(4) 골수세포 표본의 제작 의 방법: Schmid 18)에 따라

골수표본을 제작하였다 경추탈구법에 의해 희생한 동.

물의 양쪽대퇴골에 의 를 주입하여 골수를0.5 ml FBS

채취한 후 골수세포 부유액을 에서 분간1,500 rpm 5

원심분리 하였다 상층액을 제거한 후 침전된 골수를.

으로 소량의 혈청에 고르게 현탁시켜 청pasteur pipet

결한 슬라이드에 떨어뜨려 도말하고 공기 중에서 충분

히 건조시킨 다음 메탄올에 분간 고정하였다 건조가5 .

끝난 표본을 용액 의Giemsa (Gurr R-66, pH 6.8 1/150

M phos 에 로 제조한 것 으로phate buffer 5% (v/v) ) 30

분간 염색하였다 염색 후 동일 완충액에 회 세척하고. 1

의 구연산수용액에 다시 수 초간 세척한 다음0.004% ,

증류수에 수 회 세척하고 공기 중에서 건조시켰다.

(5) 골수 도말표본의 관찰 관찰은 명의 관찰자에: 2

의해 맹검법으로 검경 하였다 마우스 마리당. 1 1,000

개의 적혈구에서 다염성적혈구(polychromatic eryth-

와 정염성적혈구rocyte, PCE) (normochromatic ery-

의 비를 구하고 다시 개의 다염throcyte, NCE) , 1,000
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성적혈구중에서 소핵을 가진 다염성적혈구(micro-

의 출nucleated polychromatic erythrocyte, MNPCE)

현빈도를 구하였다 계수시 소핵의 크기는 세포직경의.

로부터 식별 가능한 범위까지로 하였으며 주변 유1/2 ,

핵세포의 핵과 염색상이 동일한 것을 선택하였다.

(6) 통계학적 분석 방법: Hayashi 19)에 따라 단계의3

통계처리법을 적용하여 결과를 분석하였다 단계. 1, 2

의 비교자료 활용에 의한 검정을 거쳐 단계에는 음성, 3

대조군과 시험물질 투여군과의 소핵적혈구의 출현빈도

에 관한 유의차는 경향검정법을Cochran Armitage ,

다염성적혈구의 출현빈도에 관한 유의차는 를 행t-test

하였다.

결 과

1) 생체외 염색체이상시험

(1) 용량설정을 위한 예비 세포독성시험 의 경우: EA

최고용해도인 12.5 μ 를 최고농도로 하여g/ml 6.25,

3.13, 1.56 μ 의 단계 농도로 결정하였다g/ml 4 .

(2) 생체외 염색체이상시험 에서 가: Table 1 EA

에 유도된 염색체이상을 억제할 수 있는 지를 실MMC

험한 결과이다. MMC 0.1 μ 에 유도된 염색체이상g/ml

Table 2. Inhibitroy effects of ellagic acid on MMC induced micronuclei in CHL cells
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Compound† (μg/ml) Type of micronucleated cell

No. cells Inhibitionꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
with MN† rate‡ (%)

Small MN Large MN
MMC EA Multi MN

( 1/3)＜ (1/3 1/2)～
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
0.1 - 75 11 17 103±1.5

0.1 12.5 17 2 4 23±2.5 78**

0.1 6.25 23 4 12 39±9.1 62**

0.1 3.13 37 7 15 58±8.0 44**

0.1 1.56 35 14 6 55±5.1 47**

- - 4 0 0 4±0.6
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
†Mean±standard deviation (n=3). ‡Inhibition rate: 100-MN of sample/MN of PC×100

*P 0.05, **P 0.01, t-test＜ ＜

Table 1. Inhibitroy effects of ellagic acid on MMC induced chrmosome aberration in CHL cells wtihout metabolic
activation
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Compound (μg/ml)

Aberrant ,† ‡ Inhibitionꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ctg ctb cte csg csb cse pol
(%) rate∥ (%)

MMC EA
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
0.1 - 13.33 7.00 52.00 2.00 1.00 1.00 0.00 75.00±5.10

0.1 12.5 10.33 4.00 32.67 1.67 0.00 0.33 0.00 49.00±9.42 34.7*

0.1 6.25 4.00 3.00 27.33 1.33 0.00 1.00 0.00 36.67±6.94 51.1**

0.1 3.13 5.33 2.67 32.67 0.00 0.00 1.00 0.00 41.67±2.05 44.4**

0.1 1.56 3.33 1.00 51.00 0.33 0.00 0.33 0.00 56.00±4.90 25.3*

- - 2.33 0.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.67±0.47
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
†ctg, Chromatid Gap; ctb, Chromatid Break; cte, Chromatid Exchange; csg, Chrmosome Gap; csb, Chromosomal

Break; pol, polyploidy; aberrant, aberrant cells. ‡mean±standard deviation (n=3). ∥Inhibition rate: 100-aberrant of

sample/ aberrant of PC×100.

*P 0.05, **P 0.01, t-test＜ ＜
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을 EA 12.5, 6.25, 3.13, 1.56 μ 을 동시처리하였g/ml

을 때 각각 억제하였다34.7, 51.1, 44.4, 25.3% .

2) 생체외 소핵시험

(1) 용량설정을 위한 예비 세포독성시험 생체외 염:

색체이상시험에서의 결과와 비교를 위하여 의 경우EA

최고용해도인 12.5 μ 를 최고농도로 하여g/ml 6.25,

3.13, 1.56 μ 의 단계 농도로 결정하였다g/ml 4 .

(2) 생체내 소핵시험 에서 가 에 유: Table 2 EA MMC

도된 소핵형성을 억제할 수 있는 지를 실험한 결과이

다. MMC 0.1 μ 에 유도된 소핵형성을g/ml EA 12.5,

6.25, 3.13, 1.56 μ 을 동시처리하였을 때 각각g/ml

억제하였다34.7, 51.1, 44.4, 25.3% .

3) 생체내 소핵시험

(1) 예비독성시험을 통한 최고 처리농도 결정 최고:

Table 3. Inhibitory of ellagic acid on the MMC (2 mg/kg/10 ml) induced MNPCEs by different treatment times of ellagic
acid in ddY male mice
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Treatment Treatment MNPCE∥ PCE/(PCE+NCE)¶ Inhibitioin
Compound†

time‡ (hr) number (Mean±S.D.) (Mean±S.D.) rate (%)††

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Oil 0 1 1.00±1.00 0.49±0.00

E+M -24 1 60.33±9.29 0.49±0.01 -8.38

E+E+M -24, 0 2 81.00±7.00 0.49±0.01 8.38

E+E+M+E -24, 0, 6 3 35.00±8.66* 0.48±0.04 37.13

E+M 0 1 46.00±2.65* 0.47±0.04 17.37

E+M+E 0, 6 2 36.67±5.77** 0.47±0.02 34.13

M+E 6 1 43.67±14.36 0.49±0.01 21.56

E+M+E -24, 6 2 51.00±4.00 0.49±0.01 8.38

MMC 0 1 55.67±3.21 0.47±0.02 0.00
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
†M, MMC; E, ellagic acid; MMC, mitomycin C. ‡MMC treat time, 0 hr. ∥The number of micronucleated polychromatic

erythrocytes (MNPCE) was calculated from 1000 PCEs per animal (n=3). ¶The percentage of PCE in 1000 erythrocytes

per animal. NCE, normochromatic erythrocytes. ††Inhibition rate: 100-MNPCE of sample/MNPCE of PC×100. ‡‡Dose;

MMC, 2 mg/kg/10 ml, ellagic acid, 2 mg/kg/10 ml

*P 0.05, **P 0.01, t-test＜ ＜

Table 4. Inhibitory effects of ellagic acid on the MMC-induced MNPCEs in ddY male mice
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Compound (mg/kg)
MNPCE† PCE/(PCE+NCE)‡ Inhibitioinꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

(Mean±S.D.) (Mean±S.D.) rate (%)∥
MMC EA

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
2 - 1.20±0.8 0.48±0.03

2 100 46.0±10.0 0.49±0.02 32.6*

2 10 34.0±8.5 0.49±0.02 50.1**

2 1 52.8±10.0 0.48±0.01 22.6

2 0.1 62.6±7.3 0.48±0.04 8.2

2 0.01 65.6±13.1 0.49±0.01 3.8

- - 68.2±12.0 0.47±0.03
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
†The number of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) was calculated from 1000 PCEs per animal (n=5).
‡The percentage of PCE in 1000 erythrocytes per animal. NCE, normochromatic erythrocytes. ∥Inhibition rate: 100-

MNPCE of sample/MNPCE of PC×100

*P 0.05, **P 0.01, t-test＜ ＜
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을 최고농도로 공비 을 적용하여100 mg/kg 10 10, 1,

의 단계 농도로 결정하였다0.1, 0.01 mg/kg 5 .

(2) 소핵시험 에서 의 투여 횟수: Table 3 ellagic acid

와 전후처리의 관계를 확인하기 위하여 실험한 결과

처리 전후에 회 투여한 경우에 가장 강한 억제MMC 3

효과 를 보였다 처리전후 회 투여한(37.13%) . MMC 2

경우에 의 억제효과를 보였으며 처리 전34.13% , MMC

후 시간 간격이 큰 회 투여군과 처리 전 회 투2 MMC 2

여군은 의 억제를 보였다 투여횟수에 비례하였8.38% .

으며 노출에 가까운 시간에 투여하였을 때 효과, MMC

가 있음을 보였다.

에서 가 에 유도된 소핵Table 4 EA MMC (2 mg/ml)

형성 억제 효과를 살펴보았다 를. EA 100, 10, 1, 0.1,

의 농도로 와 병용 투여한 결과 각0.01 mg/ml 5 MMC

각 의 억제 효과를 나타32.6, 50.1, 22.6, 8.2, 3.8%

내었다.

고 찰

돌연변이는 크게 유전자 돌연변이와 염색체 돌연변

이로 구분할 수 있다 염색체 돌연변이는 다시 염색체.

구조이상과 수적 이상으로 구분되어 진다 많은 암예.

방물질에 대한 돌연변이 연구는 등을 이용Ames test

한 frame shift mutation, base pair substitution

등의 유전자 돌연변이에 대한 연구가 주된mutation

연구였다.11 17)～ 본 연구에서는 염색체 돌연변이의 검출

할 수 있는 시험법을 이용하여 에 대한 의 염MMC EA

색체 돌연변이 억제능을 연구하였다 염색체 손상성을.

연구할 수 있는 생체외 및 생체내 시험방법으로 여러

시험방법이 제시되어지고 있다 그 중에서 포유류 배.

양세포를 이용한 염색체이상시험은 염색체의 중기상에

서의 구조적 이상과 수적 이상을 검색할 수 있는 시험

법으로 돌연변이 물질을 검출하기 위하여 전 세계적으

로 가장 오랜 동안 가장 많이 수행되어진 시험법중의,

하나이다 그러나 이 시험법은 염색체 중기상 형성을.

못하게 하는 물질의 경우 정확한 염색체 손상정도를

반영하지 못하는 단점을 지니고 있으며 수적 이상 중,

배수성의 검색은 가능하나 시험법 자체적인 한계 때문

에 이수성을 검출하지 못하는 단점을 내포하고 있

다.18 21)～ 요즘 새롭게 제시되어지고 있는 생체외 소핵

시험은 염색체 구조이상과 과 같은 이수nondisjunction

성을 포함하는 수적 이상을 염색체 및 유전체 수준에

서 검색할 수 있는 신속하고 간편하며 경제적인 시험, ,

법이다.5 9)～ 본 연구에서는 같은 세포에서의 다른CHL

생체지표인 염색체이상시험과 소핵시험을 실시하여 염

색체 손상성을 비교 검색하였다 한편 포유동물인 설, . ,

치류의 골수내 다염성적혈구를 이용한 소핵시험법은

년1975 Schmid18)에 의해 개발된 이후 화학물질 등의,

변이원성을 평가하는 in vivo 시험법으로 세계적으로

이용되어 오고 있다 설치류의 적혈구를 표적으로 한.

소핵시험은 적혈구의 분화과정 중에 형성되는 비정상

적인 염색체 성분인 소핵의 유도를 지표로 하는 세포

유전학적 시험법이다 이 소핵시험은 많은 연구를 통.

하여 동물의 성 계통, ,19,23) 투여경로 차이24)에 따른 비

교 논문들이 보고되어 있으며 검체 투여방법 채취시, ,

간에 따른 골수세포의 적혈구 생성에 미치는 영향에

관한 연구가 계속되어 왔다.25) 또한 생체내 골수소핵시

험은 생체내 변환 등을 반영할 수 있는 시험방법으로

알려져 있다.26) 본 연구에서는 국제종양연구소IARC ( )

및 미국환경보호청 에서 유전독성 자료를 요USEPA ( )

약한 보고에 따르면GAP (Genetic Activity Profile)

을 생성하며oxygen free radical , DNA ad 를 형성duct ,

절단 효과 유전자돌연변이 염색체구조이상 자DNA , , ,

매염색분체교환 소핵형성 유전적 전좌 유발 우성 치, , ,

사 유발 등의 돌연변이를 유발하는 것으로 잘 알려진

를 염색체손상 돌연변이물질로 선정하였다MMC .10) 항

돌연변이물질은 돌연변이를 일으키는 물질(mutagen)

의 작용을 제거하는 작용이 있는 물질을 말하며 그 작,

용양식에 따라 개의 유형으로 나뉘어지는데 첫째 돌2 , ,

연변이원 불활화물질 로 돌연변이원이(desmutagen) ,

에 장해를 일으키기 전에 돌연변이원에 직접 작용DNA

하여 변이활성을 불활화시키는 물질로서 환원제 항산, ,

화제 등에 의한 수식 등에 의한 효소적 수, peroxidase

식 섬유성분 등 생체 고분자에 의한 흡착 등이 이에,

속한다 둘째로는 일단 변이원에 의해 손상이 일어난. ,

세포에 수복이나 복제과정에 작용하여 돌연변이DNA

유발빈도를 낮추는 효과를 갖는 물질로 전자의

과 구별하여 이라 칭한다desmutagen bioantimutagen .

는EA des 으로서의 항돌연변이효과 아포토시mutagen ,

스(apop 유도제로서의 항암효과 등이 보고되었으tosis)

며 생체외 세포형질전환 시험법에서 억제 효과가 보,

고되었다.27) 항돌연변이효과로서 2-nitrofluorene, 4-

4-dinitro-2-biphenylamine, 1-nitropyrene, 1,3-di-

nitropyrene, 2-nitro-p-phenylenediamine, 3-nitro-
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0-phenylenediamine, 4-nitro-o-phenyllenediamine,

aflatoxin B1, B[a]P, 4-(methylnitrosamino)-

1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK), IQ, N-methyl-

N 과 같은 많은 돌연변이물질에 대하여 미-nitrosourea

생물을 이용한 복귀돌연변이시험에서의 억제효과가 있

음이 보고되었으나 물질특이적으로, dimethylnitros-

유도 돌연변이능은 억제하지 못하는 것으로 알amine

려져 있다 또한 세포를 이용한 자매염색분체교환. CHO

시험에서는 에 대한1-nitropyrene,1,6-dinitropyrene

억제효과는 없는 것으로 보고되고 있다.16) 항발암효과

로서는 가 발암물질에 직접 결합하여 발암기능을 제EA

거하거나 발암물질이 유전자에 손상을 주는 물질로의,

전환을 억제하거나 발암물질을 대사시키기 위해,

활성을 증가시킨다고 보고되고phase II enzyme GST

있다.28) 또한 한국인에 많이 발생하는 위암의 경우에도

랫드 중기발암모델에서 억제효과가 있음이 보고되기도

하였다.28) 본 연구에서 염색체이상시험과 생체외 및 생

체내 소핵시험에서 염색체 손상성 억제효과를 연구하

였는데 본 시험조건에서 는, EA MMC (0.1 μ 에 유g/ml)

도된 염색체 이상을 농도 의존적으로 억제하였는데,

6.25 μ 처리시 최고 까지 억제하였다 는g/ml 51.1% . EA

MMC (0.1 μ 에 유도된 생체외 소핵을 농도 의존g/ml)

적으로 억제하였으며, 12.5 μ 처리시 최고 까g/ml 78%

지 억제하였고 단회 경구 투여시, 10 mg/kg MMC (2

에 의해 유도된 생체내 골수소핵 형성을mg/kg/10 ml)

최고 까지 억제하였다 는 염색체이상시험에50.1% . EA

비하여 생체외 소핵시험에서 억제효과가 더 크게 나타

났는데 이는 염색체 중기상에서의 개의 세포를 판, 100

독하는 염색체이상시험에 비하여 간기에서의 개1,000

의 세포를 판독하는 생체외 소핵시험에서 중기상에 비

하여 간기상의 비율이 더 크므로 세포주기 상태에 따,

른 염색체 손상성의 억제가 더 많이 반영되어진 것으

로 생각되어진다 는 생체외 및 생체내 시험에서 모. EA

두 에 의해 유도된 염색체 손상성에 대하여 억제MMC

능을 가지는 것을 나타는데 유전자 돌연변이 억제능,

력 뿐만 아니라 염색체 손상성도 억제할 수 있어 유전

체 수준에서 암예방 억제 효과가 가지는 물질이라 사

료된다 또한 본 연구에 사용되어진 가지 시험법은 염. 3

색체 손상성을 보호할 수 있는 있는 항돌연변이물질/

암예방 물질의 검색 및 염색체 손상에 대한 기전연구

에 유용할 것으로 생각되어진다.
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