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  Unscheduled DNA synthesis (UDS) test is well validated and known as one of genetic 
toxicity tests. UDS provides information as an indicative of DNA synthesis and DNA 
repair. The purpose of this study is that we would like to help for many researchers 
to evaluate test substances (drug, food additive and so on) correctly and its application 
to assess antimutagenic effect. For this purpose, according to SOP, we have performed 
in vitro and in vivo UDS test in male rat hepatocyte treated with 2-acetylaminofluorene 
(2-AAF) as a positive control compound. Thereafter, we have selected galangin which 
is one of anti-oxidants and flavonoids, and performed UDS test about galangin. And we 
have studied antimutagenic effect of galangin against 2-AAF using in vitro and in vivo 
UDS test in male rat hepatocyte. In the in vitro UDS test, 2-AAF showed significantly 
increase UDS from 10

-8 
M to 10

-5
 M. According to above results, we selected 10

-6
 

M 2-AAF as a co-treatment concentration which was shown highest increase UDS. The 
percentage of UDS in treated all concentration of galangin was similar to that of negative 
control. When the galangin co-treated with 2-AAF, galangin inhibited 2-AAF-induced 
UDS up to 80%. In the in vivo UDS test, 2-AAF showed significantly increase UDS 
in 0.75, 7.5, 75 mg/kg. According to above results, we selected 75 mg/kg 2-AAF as 
a co-treatment concentration which was shown highest increase UDS. The galangin didn't 
show any increase compared with negative control in all doses. When the galangin 
co-treated with 2-AAF, galangin inhibited 2-AAF-induced UDS up to 83%.
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서      론

  돌연변이물질/발암물질은 DNA 손상을 받게 되

면 p53 등을 포함하는 여러 DNA 손상 반응 신호

전달 경로를 거쳐 세포의 생존여부를 결정하게 

된다.1) DNA 손상에 의한 DNA 복구는 세포의 생

존을 위한 세포 및 개체의 일반적인 현상이다. 

DNA 손상은 DNA adduct, strand break 등으로 대

별되는데, 이러한 손상은 HPLC-ECD 또는 단일항

체를 이용한 DNA adduct 측정법,2) 알칼리성 단세

포 전기영동 시험법,
3)

 자매 염색분체 교환 시험법
4)

 

등에 의해 검출이 가능하다. 또한, 부정기 DNA합

성 방법은 DNA 손상으로 인한 DNA 복구능을 측

정함으로써 DNA 손상을 간접적으로 측정할 수 

있는 유전독성시험법이다.5～10) 이러한 부정기 

DNA합성 방법은 세포와 동물사용에 따라 생체외 

방법과 생체내 방법
11,12)

으로 구분할 수 있으며, 

측정방법에 따라 방사선동위원소법(autoradio-

graphy)과 액체섬광계수법(liquid scintillation count-

ing method; LSC)으로 구분되어진다.

  2-acetylaminofluorene (2-AAF)는 간 돌연변이물

질/발암물질로서 잘 알려져 있다. 또한 OECD 

guideline 등에서 UDS 시험의 대표적인 양성대조

물질로 제시하고 있다.11)

  Galangin은 항산화 플라보노이드로서, 미생물을 

이용한 복귀돌연변이시험에서 유전자 돌연변이 

형성을 억제하고,13,14) 포유류 배양세포를 이용한 

염색체이상시험 및 자매염색분체교환시험에서 염

색체 손상을 억제하며,
15,16)

 생체내 소핵시험에서 

골수소핵 형성을 억제14,15)하는 것으로 알려져 있

다. 본 연구에서는 galangin의 2-AAF에 의한 DNA 

손상 및 DNA 복구에 미치는 항돌연변이 효과를 

연구하였다.

재료 및 방법

    1) 재료

  Galangin (CAS No. 548-83-4), 2-AAF (2-acety-

laminofluorene, CAS No. 53-96-3), Collagenase type 

IV, 3(-4,5-dimethylthiazol-2-yl-)2,5,-diphenyltetrezolium 

bromide (MTT)는 Sigma Aldrich에서 구입하였으

며, Williams' medium E (WME), fetal bovine serum 

(FBS)은 GibcoBRL에서, [3-H]-thymidine (70-86Ci/ 

mM)은 Amersham에서 구입하였다.

  배양 배지는 2.2 g NaHCO3, 10 ml insulin (4 units/ 

ml), 10 ml dexamethasone (100 mM), 1% penicillin/ 

streptomycin, 5% FBS가 포함된 WME를 사용하였

다. Perfusion buffer는 0.5 mM EGTA, 10 mM HEPES, 

1% penicillin/streptomycin이 포함된 pH 7.2의 Ca++

-Mg
++

 free Hank's balanced salt solution (HBSS)

을, collagenase buffer는 collagenase 100 units/ml, 

10 mM HEPES를 포함하는 pH 7.2의 비혈청 

WME를 사용하였다.

    2) 실험동물

  실험동물은 식품의약품안정청의 청정시설내에

서 생산 사육된 SPF (특정병원성부재) Sprague 

Dawley (SD) 수컷 랫트를 동물사육조건(온도 23

±1
o
C, 습도 55±5%, 배기 10～18회/hr, 형광등 명

암 12 hr cycle, 조도 300～500 Lux) 하의 폴리카

보네이트 사육상자에서 사육하였으며, 1주일간의 

순화사육 기간 동안에 관찰하여 체중이 180～220 

g이며, 특이한 외형상의 문제점이 나타나지 않는 

동물만 시험에 사용하였다. 사료는 신촌사료회사

에서 실험동물사료를 구입하여 고압증기 멸균기

에서 121oC, 15분간 멸균하였고, 사료와 물은 자

유롭게 섭취하도록 하였다.

    3) Primary rat hepatocyte 분리 및 배양17)

  수컷 SD계 rat에 pentobarbital sodium (2 ml/kg)

을 복강 주사하여 마취시킨 후 간문맥에 21 G I.V. 

Catheter (녹십자의료공업)를 사용하여 perfusion 

buffer를 관류하였다. 이때 간 밑의 상대정맥 및 

하대동맥을 절단하고 간에 분당 20 ml의 유속으

로 “collagenase buffer” 200 ml를 관류하였다. 간을 

절제하여 washing buffer로 세척 후 collagenase 

buffer 50 ml을 넣은 멸균 배양접시에 간을 옮겼

다. 간세포를 작게 절단하고 40 Mesh (Sigma, 

USA)를 통과시킨 후 600 rpm으로 2분 동안 원심

분리 하였다. 2～3회 반복하여 원심분리한 후 침

전물을 배양배지에 현탁시켜, 간세포의 생존율을 

트립판 블루 염색법에 의해 측정하였다. 세포수를 

1×10
6
 cells/ml로 조정하여 rat tail collagen으로 전
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처리된 6 well plate에 넣어 포화 습도 하에서 5% 

CO2를 공급하는 37oC의 CO2 incubator (Shel-lab 

1845 TC, USA)에서 배양하였다. 4시간 후 부착되

지 않은 세포를 제거해주기 위해 배지를 교환하

였다.

    4) 부정기 DNA합성 시험법

  (1) 시험물질의 조제 및 처리: 시험물질은 처리 

또는 투여직전에 조제하여 사용하였다. 음성대조

군으로서 생체외 시험에서는 DMSO를 사용하였

으며, 생체내 시험에서는 corn oil을 사용하였다. 

생체외 시험에서 처리된 시험물질인 2-AAF와 

galangin의 단독처리 및 병용처리는 최종부피가 

0.5%를 초과하지 않는 용량을 18시간 동안 처리

해 주었으며, 생체내 시험에서는 5 ml/kg이 되도

록 1회 경구투여 하고 16시간 후에 harvest하였다.

  (2) 세포독성시험: 생체외 시험에서는 본시험에

서의 최고농도결정을 위하여 24시간 배양 후 시

험물질 및 양성대조물질을 18시간 처리해 준 후 

세포독성의 지표로서 생존율을 MTT assay18) 및 

트립판 블루 염색법으로 측정하였다. MTT assay

는 96 well plate에 각 well (n=3)당 1×106 cells/ml

의 세포를 24시간 동안 37oC, 5% CO2 조건 하의 

incubator에서 배양한 후 시험조건과 동일하게 처

리하였다. 즉, 생체외 시험에서 2-AAF, galangin은 

DMSO에 용해하였으며, 본시험에서와 동일한 조

건인 18시간을 적용하였다. 2-AAF의 세포독성 시

험은 10-4 M을 최고농도로 한 후 희석배율을 10

으로 하여 5단계의 농도를 선정하였고, galangin은 

자매염색분체교환시험에서의 연구 보고를 기초로 

하여18) 10μg/ml을 최고농도로 선정한 후 희석배

율을 10으로 하여 4단계의 농도를 세포독성시험

에 적용하였다. 처리시간 후 PBS로 씻어주고 배

지를 교환하여 각 well당 10μl의 MTT 용액(5 mg/ 

ml)을 첨가하여 37oC, 5% CO2 조건 하에서 4시간

동안 노출시켰다. 상층액을 제거하고 DMSO 150

μl를 넣은 다음 10분간 혼합하여 침전물을 용해

시킨 후 microplate reader (E-max, Molecular De-

vice, USA)를 사용하여 540 nm 및 570 nm에서 홉

광도를 측정하였다. 모든 시험결과는 세포를 배양

하지 않은 well에서 측정된 흡광도에 대하여 보정

하였으며, 홉광도는 시험물질이 처리되지 않은 대

조군과 비교하여 생존율로 변환하였다. 또한 he-

mocytometer를 이용한 트립판 블루 염색법도 병행

하였다. 음성대조군으로 사용한 DMSO 최고농도

는 배지의 0.5%를 초과하지 않았다.

  생체내 시험에서 2-AAF, galangin은 투여직전 

corn oil에 용해하였으며, 본시험에서와 동일한 투

여 조건인 16시간을 적용하였다. 2-AAF는 0.75, 

7.5, 75 mg/kg의 3단계의 농도를 선정하였다. Gal-

angin은 0.25, 2.5, 25 mg/kg의 3단계의 농도를 선

정하여 세포독성시험을 진행하였다. 투여부피는 

동물체중당 5 ml/kg으로 하였다.

  (3) 생체외 부정기 DNA합성 시험: 6 well plate

에 1×106 cells/ml로 분주하여 24시간 배양한 후, 

hydroxyurea가 포함된 배지에 18시간 동안 시험물

질과 
3
H-TdR을 함께 처리해 주었다. PBS로 2회 

세척한 후 0.25% trypsin-EDTA를 이용하여 세포

를 수거하고 배지와 섞어 원심분리 하였다. 200 

μl의 lysis buffer (0.1 M NaOH, 2% Na2CO3, 1% 

SDS)를 첨가하여 37oC, 30분간 반응시킨 후 96 

well plate에 150μl의 cocktail solution (OptiPhase 

SuperMix, Wallac)과 25μl의 lysed sample을 넣어 

15분간 혼합한 다음 beta counter (Liquid Scintilla-

tion & Luminescence Counter, Wallac)를 이용하여 

측정하였다. DNA 양은 UV-VIS spectrophotometer 

(Milton Roy, Spectoric 1201, USA)를 이용하여 결

정하였다.

  (4) 생체내 부정기 DNA합성 시험: 시험물질은 

투여직전에 조제하여 사용하였다. 간세포는 SD 

수컷 rat에 2-AAF와 galangin을 1회 경구투여 후 

16시간째에 도살하여 얻었다. 한 군당 3마리의 

male rat를 사용하였으며, 분리되어 4시간 후 부착

되어진 세포는 3H-thymidine을 포함하는 배지에서 

4시간 동안 배양한 후, DNA합성에 사용되지 않

은 방사성 물질을 제거하기 위해 과량의 비표지

된 thymidine이 포함된 배지에서 14시간 더 배양

하였다. 세포 수거 이후의 과정은 생체외 시험과 

동일하게 수행하였다.

  (5) 통계처리 및 평가: 본 연구의 모든 실험 결

과는 평균치와 표준편차를 계산하였고, 부정기 

DNA합성률 측정에서 얻은 대조군과 실험군과의 

차이는 student's t-test를 이용하여 유의성을 판정

하였다.
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Fig. 2. Unscheduled DNA synthesis using liquid scin-

tillation counting after 2-AAF treatment for 18 hrs in 

primary rat hepatocyte. *p＜0.05, 
†

p＜0.01
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Fig. 1. Viability after 2-AAF treatment for 18 hrs in pri-

mary rat hepatocyte.
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Fig. 4. Unscheduled DNA synthesis using liquid scintilla-

tion counting after galangin treatment for 18 hrs in pri-

mary rat hepatocyte.
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Fig. 3. Viability using liquid scintillation counting after 

galangin treatment for 18 hrs in primary rat hepatocyte. 
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결      과

    1) 생체외 부정기 DNA합성 시험법

  (1) 세포독성: 2-AAF, galangin은 DMSO에 용해

하였으며, 본 시험에서와 동일한 조건인 18시간을 

적용하였다. 2-AAF는 처리한 10-8～10-4 M 농도

에서 유의적인 세포독성을 발견할 수 없었다(Fig. 1). 

따라서 부정기 DNA합성 시험에서도 동일한 조건

을 적용하였다. Galangin은 0.01～1μg/ml의 3단계 

농도에서는 유의적인 세포독성을 발견할 수 없었

으나 최고농도인 10μg/ml에서는 세포독성을 나타

내었다(Fig. 2). 2-AAF와 galangin의 병용처리시에

는 2-AAF의 경우, 생체외 부정기 DNA합성 시험

에서 유의적인 양성의 결과를 보인 10-6 M을 적

용하였고, galangin의 경우, 0.01～1μg/ml의 3단계 

농도를 적용하였는데 병용처리한 모든 농도에서 

유의적인 세포독성은 발견할 수 없었다(Fig. 3).

  (2) 생체외 부정기 DNA합성 시험법: 2-AAF는 

처리된 10
-8
～10

-5 
M 농도에서 유의성 있고 재현

성 있는 부정기 DNA합성을 증가시켰으나 적용한 

최고농도인 10-4 M에서는 유의성 있는 증가가 유

발되지 않았다(Fig. 4). Galangin은 처리된 0.01～1 

μg/ml의 모든 농도군에서 음성대조군과 비교하여 

유의한 차이를 관찰할 수 없었다(Fig. 5). 2-AAF 

(10
-6

 M)와 병용처리된 galangin은 처리된 0.01～1 

μg/ml 농도범위에서 농도 의존적이고, 유의성 있

는 증가를 보였으며, 최고 80%까지 억제하였다
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Fig. 5. Viability after galangin with 2-AAF (10-6 M) 

treatment for 18 hrs in primary rat hepatocyte.
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Fig. 6. Unscheduled DNA synthesis using liquid scintil-

lation counting after galangin with 2-AAF (10-6 M) 

treatment for 18 hrs in primary rat hepatocyte. †p＜0.01
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Fig. 7. Viability in primary hepatocyte after 2-AAF treat-

ment for 16 hrs in Sprague Dawley male rat.
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Fig. 8. in vivo Unscheduled DNA synthesis using liquid 

scintillation counting in primary hepatocyte after 2-AAF 

treatment for 16 hrs in Sprague Dawley male rat. *p＜

0.05, †p＜0.01
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(Fig. 6). 재현성 확인을 위한 반복시험에서도 같

은 결과를 나타내었다.

    2) 생체내 부정기 DNA합성 시험법

  (1) 세포독성: 2-AAF, galangin은 투여직전 corn 

oil에 용해하였으며, 본시험에서와 동일한 투여 

조건인 16시간을 적용하였다. 2-AAF는 처리한 

0.75, 7.5, 75 mg/kg의 농도에서 유의적인 세포독

성을 발견할 수 없었다(Fig. 7). 따라서 부정기 

DNA합성시험에서도 동일한 조건을 적용하였다. 

Galangin은 시험에 적용한 0.25, 2.5, 25 mg/kg의 

농도에서 음성대조군과 비교하여 유의한 차이를 

관찰할 수 없었다(Fig. 8). 2-AAF와 galangin의 병

용처리시에는 2-AAF의 경우, 생체내 부정기 DNA

합성 시험에서 유의적인 양성의 결과를 보인 75 

mg/kg을 적용하였고, galangin의 경우, 0.25, 2.5, 

25 mg/kg의 3단계 농도를 적용하였는데 병용처리

한 모든 농도에서 유의적인 세포독성은 발견할 

수 없었다(Fig. 9).

  (2) 생체내 부정기 DNA합성 시험법: 2-AAF는 

투여한 0.75, 7.5, 75 mg/kg 농도군에서 음성대조

군과 비교하여 각각 152%, 156%, 159%의 유의성 

있는 증가를 보였으며(Fig. 10), Galangin은 투여된 

모든 농도군에서 세포독성이 IC50를 보이지 않아 

2-AAF (75 mg/kg)와 병용처리된 galangin의 최고
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Fig. 9. Viability in primary hepatocyte after galangin treat-

ment for 16 hrs in Sprague Dawley male rat.
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Fig. 10. in vivo Unscheduled DNA synthesis using liquid 

scintillation counting in primary hepatocyte after galangin 

treatment for 16 hrs in Sprague Dawley male rat. *p＜

0.05, 
†

p＜0.01
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Fig. 11. Viability in primary hepatocyte after galangin 

with 2-AAF (75 mg/kg) treatment for 16 hrs in Sprague 

Dawley male rat.
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Fig. 12. in vivo Unscheduled DNA synthesis using liquid 

scintillation counting in primary hepatocyte after galangin 

with 2-AAF (75 mg/kg) treatment for 16 hrs in Sprague 

Dawley male rat. 
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농도를 25 mg/kg을 최고농도로 하여 생체내 부정

기 DNA합성시험을 진행하였다(Fig. 11). 2-AAF 

(75 mg/kg)와 galangin의 병용투여된 0.25, 2.5, 25 

mg/kg의 3농도군은 2-AAF 대조군과 비교하여 각

각 89%, 35%, 17%의 부정기 DNA합성을 보였다. 

Galangin은 2-AAF에 의해 유도된 부정기 DNA합

성을 최고 83%까지 억제하였다(Fig. 12).

고      찰

  UDS 시험법은 투여된 동물 또는 처리된 세포에

서 DNA 복구를 유발할 수 있는 물질을 검색할 

수 있는 시험방법이다. UDS는 DNA 손상에 의한 

DNA 복구의 지표가 되며, 1～3 bases의 손상 검

출에는 감수성이 떨어지지만, 20～30 bases의 손

상을 유발하는 물질의 검출에는 유용하다. 그러나 

UDS 반응은 절단된 DNA 염기 및 손상된 부위에

서의 DNA 복구 정도에 의해 결정되기 때문에 절

단 복구 반응에 의해 수복되어지지 않는 DNA 손

상은 검출할 수 없는 한계를 가지고 있다. UDS 

시험은 돌연변이 활성에 대한 특정 정보가 없는 

시험물질에 대한 genome에서의 DNA 손상에 대

한 정보를 제공해 줄 수 있다. DNA 손상이 유발

되면 대부분은 절단 복구 반응에 의해 복구되어
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지는데, 이때 복구에 사용되어진 3H TdR을 자동 

방사표지법 또는 액체섬광계수법으로 측정함으로

써 복구능을 검출한다. 변형된 액체섬광계수법에

서는 G1기의 세포가 S기로 들어가는 간섭을 막을 

수 있도록 hydroxyurea를 처리한 방법을 사용하며, 

자동 방사표지법은 S기의 세포에 간섭을 받을 수 

있는 액체섬광계수법보다 민감하다고 알려져 있다.

  UDS 시험에 사용되어지는 동물 종으로서는 일

반적으로 rat를 많이 사용하고 있지만, mouse를 

이용하기도 하며, 조직장기로서는 간세포, 신장세

포, 피부세포, 사람유래 간세포 등이 사용되어지

고 있다. 간세포는 흡수되어지는 많은 promutagen 

또는 procarcinogen을 대부분 활성형으로 대사 시

킬 수 있어, 유전독성 연구에 많이 이용되는 조직

중의 하나이다. 그리고 간세포는 분열하지 않고, 

현저하게 복제하지 않기 때문에 UDS 측정에 적

합하며 in vitro 시험에서 대사활성계를 적용하지 

않아도 되는 장점이 있다. 이와 관련하여 일차배

양 간세포에서 UDS 유발과 돌연변이원성 및 발

암성의 높은 상관관계에 관한 연구가 많이 수행

되어져 있다.

  한편, 2-AAF는 OECD 가이드라인 등에서 제시

하는 UDS 시험의 양성대조물질로서 가장 많이 

사용되어지는 간 유전독성 및 간 발암물질이다. 

생체내 시험에서 UDS 반응은 물질의 특성에 따

라 N-nitrosodimethylamine (CAS No. 62-75-9) 등의 

초기 표본 시간(2～4 hours)과 2-AAF 등의 후기 

표본 시간(12～16 hours)으로 나눌 수 있다. 본 연

구에서는 생체내 UDS 시험의 경우에는 2-AAF를 

16시간 적용한 방법을 사용하였으며 생체외 UDS 

시험에서는 18시간 적용한 방법을 사용하였다. 이

는 1999년에 국립독성연구소에서 개정한 표준작

업지침서에서 제시하는 유전독성시험법 중 DNA

손상과 DNA 복구를 지표로 하는 생체외 및 생체

내 부정기 DNA합성 시험법을 적용한 것으로서 

국제적으로 널리 사용하고 있는 연구 방법을 수

행한 것이며, 이를 통하여 유전독성시험을 올바르

게 평가하고 신뢰성을 확보하는 연구의 토대가 

되었다고 사료된다.

  항산화 효과가 있는 플라보노이드인 galangin은 

항돌연변이 물질로서 미생물을 이용한 복귀돌연

변이 시험에서 유전자 돌연변이 형성 억제,
13,14)

 

포유류 배양세포를 이용한 염색체이상 시험 및 

자매염색분체교환 시험에서 염색체 손상성의 억

제,
15,16)

 및 생체내 소핵 시험에서 골수소핵 형성

을 억제14,15)하는 것으로 알려졌다. 본 연구에서는 

2-AAF에 의해 유도된 생체외 및 생체내 부정기 

DNA합성이 galangin에 의해 억제되는 것을 확인하

였는데, 이와 같은 돌연변이 억제능은 2-AAF에 

의한 DNA 손상을 galangin이 차단하거나 저해시

킴으로써 DNA 복구가 감소한 결과로 사료된다.

  현재까지 알려진 IARC (International Agency for 

Research on Cancer)에서 발표한 사람 발암물질의 

대부분은 돌연변이 유발물질로 밝혀져 있으며, 특

정 부분에서 발생한 돌연변이가 악성종양의 원인

이라는 많은 연구결과들은 암화와 돌연변이간의 

상호 연관성을 뒷받침해주고 있다. 따라서 돌연변

이 유발기전과 그 복구 기전을 규명하는 것은 암

을 극복하는 중요한 정보를 제공해 줄 것으로 생

각되어진다.
19)

 이와 관련하여 DNA 손상, DNA 복

구 및 세포사멸 연구가 국내외20～23)에서 활발히 

진행되고 있으며, 향후 DNA 손상으로 인한 DNA 

복구에 관여하는 유전자 및 단백질에 대한 연구

가 더욱 진행되어져야 할 것으로 사료된다.

결      론

  1) 양성대조물질로서 2-AAF를 선정하여 primary 

rat hepatocytes를 이용한 생체외 부정기 DNA합성 

시험법 및 생체내 부정기 DNA합성 시험법을 수

행하였다.

  2) 간 유전독성 및 간 발암물질인 2-AAF는 생

체외 및 생체내 부정기 DNA합성 시험에서 유의

성 있는 증가를 나타내었다.

  3) 항산화 효과가 있는 플라보노이드인 galangin

은 생체외 및 생체내 부정기 DNA합성 시험에서 

음성대조군과 비교하여 유의성 있는 증가를 나타

내지 못하였다.

  4) 생체외 부정기 DNA합성 시험에서 galangin

은 2-AAF와 병용 처리시 2-AAF에 의해 유도된 

부정기 DNA합성을 최고 80%까지 억제하였다.

  5) 생체내 부정기 DNA합성 시험에서 galangin

은 2-AAF와 병용 처리시 2-AAF에 의해 유도된 

부정기 DNA합성을 최고 83%까지 억제하였다.
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