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  The single cell gel elctrophoresis (SCGE, comet assay) is becoming established as a 
genotoxicity test with manifold applications in vitro and in vivo. While the underlying 
principles are identical, various modifications of the method are in use which clearly 
affect the sensitivity and resolving power of the assay. We therefore performed SCGE 
experiments with CHO.1A2BRN2E cells, which express human cytochrome p450 1A2, 
cytochrome p450 reductase and N-acetyltransferase 2 genes, using different unwinding 
time, voltage/ampere, electrophoresis time and pH of electrophoresis buffer. DNA damage 
was induced by 2-aminoanthracene (2-AA) during 24 hours. On the basis of results 
obtained in this study, best SCGE conditions for detect DNA damage induced 2-AA to 
CHO.1A2BRN2E cells are 30 minutes unwinding, 25 volt/300 mA, 20 minutes electro-
phoresis with alkali electrophoresis buffer (pH 13.5).
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서      론

  유전독성시험(genetic toxicity test)은 신물질 개

발에서 가장 먼저 실시되는 독성시험의 하나로 

세균, 초파리, 마우스, 배양세포 등을 이용하며 

전세계적으로 1970년대 초기부터 시행되어 왔다. 

유전독성시험은 현재 손상의 지표가 되는 유전

물질에 따라 크게 유전자 돌연변이, 염색체 이

상, DNA 손상 등으로 구분되며 알려진 시험방

법은 대표적인 것만으로도 30여 가지에 이르고 

있다.
1)

 한편 ‘의약품등록의 국제적합의를 위한 

협의체’(ICH; International Conferance on Harmo-

nization of technical requirements for registration 

of pharmaceuticals for human use)에서는 대표적
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인 유전독성시험인 Salmonella를 이용한 복귀돌

연변이시험, 포유류 배양세포를 이용한 염색체이

상 시험, 마우스를 이용한 소핵시험을 규정하고 

있으며, 1970년대에 개발되었으나 최근까지 많이 

고려되지 않았던 포유류 배양세포를 이용한 유

전자돌연변이 시험을 추가하였다.
2)

  Single cell gel electrophoresis (SCGE)는 분자독

성학을 비롯한 유전자 손상에 관련된 연구에 광

범위하게 응용되는 연구기법으로서, 염색된 DNA

의 전기영동상이 혜성의 모습을 닮아 통상 Comet 

assay라고 불린다.3) SCGE는 1984년 Ostling과 

Johanson에 의해 세포수준에서의 DNA 손상을 

직접 확인하기 위하여 도입된 microgel electro-

phoresis 방법을 근원으로 하여,4) Singh에 의해 

보다 민감하게 DNA 손상을 감지해낼 수 있는 

방법으로 발전되었다.5) 본 SCGE는 세포의 분열

주기에 영향을 받지 않으며, 처리 시간이 짧아 

빠른 시간 내에 간편하게 세포수준에서 실험결

과를 얻을 수 있고, 다양한 종류의 세포에 응용

이 가능하며, 또한 적은 수의 세포에서 DNA 손

상을 감지할 수 있는 장점을 가지고 있다. 하지

만 시험물질 처리 후 SCGE를 시행하는 여러 단

계의 미세한 변화에 민감하게 반응하는 단점을 

갖고 있어 실험상황에 따라 조건을 확립해야만 

한다. 이 연구에서는 cytochrome p450 유전자전

이 세포에 2-aminoanthracene (2-AA)이 미치는 유

전독성을 SCGE로 검출하기 위한 최적조건을 수

립하고자 하였다.

재료 및 방법

    1) 시약 및 재료

  실험에 사용한 세포주는 Chinese hamster ovary 

(CHO) 세포(KCBB 10061)에 사람 cytochrome p450 

1A2, NADPH-cytochrome P450 reductase 및 N- 

acetyltransferase 2 유전자가 lipofectamine으로 유

전자 전이된 CHO.1A2BRN2E 세포주를 이용하

였다. CHO.1A2BRN2E 세포는 10% 우태아혈청 

(SH30088.04, Hyclone, USA), 100 unit/ml penicillin 

및 100 μg/ml streptomycin (B-3001, Hyclone, USA), 

1 mg/ml G418 (geneticin HCl, 345810, Calbiochem, 

USA), 10 μg/ml blasticidine (bsd, R210-01, Invi-

trogen, USA) 함유 DMEM (23700-040, GibcoBRL, 

USA) 배지에서 5% CO2가 공급되는 37oC 항온

기에서 배양하였다. 2-aminoanthracene (2-AA)을 

비롯한 일반적인 화학물질은 Sigma (Germany) 제

품을 사용하였으며, 그 외 시약들은 모두 특급시

약을 사용하였다.

    2) 단세포 전기영동법(SCGE, Comet assay)

  유전자전이 세포주에 미치는 2-AA의 DNA 손

상도를 측정하기 위하여 Singh의 방법을 변형하

여 Comet assay를 시행하였다.5) CHO.1A2BRN2E 

세포를 24well plate에 1.5×10
4
/well로 접종하여 

2-AA 10 nM을 24시간 동안 처리한 후 1.5 ml 

tube에 세포를 수거한 다음, 0.5% low melting 

agarose (A-0701, Sigma, Germany) 75μl로 잘 혼

합하였다. 미리 1% agarose (A-0169, Sigma, Ger-

many)를 깔아 놓은 슬라이드(fully frosted, 125485 

M, Fisher, USA) 위에 세포와 혼합된 low melting 

agarose를 깔고 덮개유리를 덮어 응고시켰다. 덮

개유리를 벗긴 후 그 위에 0.5% low melting 

agarose 75μl를 깔고 덮개유리를 덮어 건조시켰

다. 세포를 용해하기 위하여 2.5 M NaCl, 0.1 M 

EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1% Sodium 

lauroyl sarcosinate (L-9150, Sigma, Germany), 1% 

Triton X-100 함유 용액(pH 10)에 슬라이드를 넣

어 4oC에서 처리하였다. 슬라이드를 세척한 후 1 

mM EDTA, 0.3 M NaOH (pH 13.5) 용액으로 

unwinding하고, 전기영동 chamber에 넣어 전기영

동 하였다. 알칼리 상태에서 전기영동 한 경우는 

0.4M Tris (pH 7.5)로 10분간씩 3회 중화하였다. 

세포용해 단계부터 중화단계까지는 자외선에 의

한 DNA 손상을 방지하기 위하여 빛을 차단하며 

실시하였다. 건조된 슬라이드를 20μg/ml ethidium 

bromide 용액으로 염색하고 515～560 nm 파장의 

형광현미경으로 DNA 손상을 관찰하였다. 양성

대조군으로 H2O2 5×10
-6 

M을 사용하였으며 음

성대조군으로 DMSO 0.5%를 사용하였다. DNA 

손상은 comet 형성 여부를 Komet 4™ (Haming-

ton, USA) 프로그램을 이용하여 50개의 세포를 

계수하여 측정하였다. 용매대조군에 대한 유의성

은 Student's T-test로 판정하였다.
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Fig. 2. Comparison of electrophoresis voltage and ampere of Olive tail moment in single cell gel electrophoresis. 

CHO.1A2BRN2E cells were treated with 2-aminoanthracene (2AA) during 24 hours. (A) Voltage and ampere are depend 

on amount of electrophoresis buffer. (B) Ampere was set at 300 mA. *: p＜0.05, 
†

: p＜0.01, n=50
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Fig. 1. Comparison of unwinding time of olive tail 

moment in single cell gel electrophoresis. CHO.1A2BRN-

2E cells were treated with 2-aminoanthracene (2AA) dur-

ing 24 hours. *: p＜0.01, n=50
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    3) SCGE 조건 변화

  2-AA에 의한 유전독성을 측정하기 위한 최적

의 SCGE 조건을 수립하기 위하여 다음과 같은 

SCGE 단계를 설정하였다.

  (1) Unwinding 시간: DNA unwinding 시간을 

10분, 20분, 30분, 40분으로 설정하였다.

  (2) 전압과 전류: 전기영동시 전압을 15 V, 20 

V, 25 V로 설정했으며, 전류를 300 mA로 고정

시킨 조건과 전압에 따라 변동되는 조건을 시행

하였다.

  (3) 전기영동 시간: 전기영동 시간은 20분, 30

분, 40분의 조건으로 설정했다.

  (4) 전기영동용액 pH: 전기영동은 300 mM so-

dium acetate, 0.1 M Tris (pH 8.5)의 중성용액과 

1 mM EDTA, 0.3 M NaOH (pH 13.5)의 알카리

용액에서의 시행하였다.
6)

결      과

    1) Unwinding 시간

  DNA unwinding 시간을 10분에서 40분까지 변

화시킨 결과 30분 이상에서 Olive tail moment가 

가장 높았으며, DMSO 처리군과 2-AA 처리군의 

유의성 차이는 30분 처리에서 가장 높았다(Fig. 1).

    2) 전압과 전류

  전류와 전압을 함께 변화시킨 경우 전류가 낮

아짐에 따라 DMSO 처리군과 2-AA 처리군의 유

의성 차이가 감소하였으며, 전류를 300 mA로 고

정시키고 전압만 감소시킨 경우에는 tail 형성은 

감소하였으나 유의성은 나타내었다. 전압은 25 

volt, 전류 300 mA 조건에서 유의성 차이가 가장 

높았다(Fig. 2).

    3) 전기영동 시간

  전기영동 시간이 길어질수록 DMSO 처리군과 

2-AA 처리군 모두 tail의 형성이 증가하였다. 전
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Fig. 3. Comparison of electrophoresis time of Olive tail 

moment in single cell gel electrophoresis. CHO.1A2-

BRN2E cells were treated with 2-aminoanthracene (2AA) 

during 24 hours. *: p＜0.01, n=50
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Fig. 4. Comparison of pH of electrophoresis buffer of 

Olive tail moment in single cell gel electrophoresis. 

CHO.1A2BRN2E cells were treated with 2-aminoan-

thracene (2AA) during 24 hours. *: p＜0.01, n=50
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기영동 시간에 따른 유의성 차이는 나타나지 않

았다(Fig. 3).

    4) 전기영동용액 pH

 300 mM sodium acetate, 0.1 M Tris (pH 8.5)의 

중성용액에서는 DMSO 처리군과 2-AA 처리군의 

tail 형성이 유사하게 나타났으나, 1 mM EDTA, 

0.3 M NaOH (pH 13.5)의 알카리용액에서는 유

의성을 나타내었다(Fig. 4).

고      찰

  Single cell gel electrophoresis (SCGE, Comet as-

say)는 짧은 시간에 적은 양의 시료를 이용하여 

DNA 손상을 측정할 수 있는 방법으로 최근 그 

응용이 매우 다양해지고 있다. 하지만 SCGE는 

전기영동 조건에 따라 측정치의 변화가 심한 방

법이다. 그럼에도 불구하고 SCGE의 실험적용 

범위는 매우 다양하여, 산화작용에 의한 독성, 

자외선에 의한 독성, 그리고 방사성 물질에 의한 

손상 등을 대량으로 screening하는데 적용할 수 

있으며,7,8) 최근 중요성이 부각되고 있는 환경오

염에 대한 screening으로서 동물을 채취하여 SCGE

를 시행하면 환경오염물질에 대한 유전독성 유

무를 판단하는 좋은 방법이 될 수도 있다.9) 또한 

유전독성분야와 관련하여 대사활성화와 in vivo

에서 물질투여경로에 따른 dose-response relation-

ship 등의 연구에도 적용 가능하여, 동물에 실험

물질을 다양한 경로를 통해 투여하고 짧은 시간

동안 노출시킨 후 세포를 분리하여 SCGE를 실

시하면 in vivo에서 투여물질의 organ targeting에 

대한 연구에도 응용이 가능한 방법이다.3)

  CHO.1A2BRN2E 세포는 cytochrome p450 1A2, 

cytochrome p450 reductase 그리고 N-acetyltrans-

ferase 2 유전자를 lipofectamine을 이용해 Chinese 

hamster ovary 세포에 유전자전이 시킨 세포주이

다.10～12) CHO.1A2BRN2E 세포는 카페인 산화, 

heterocyclic amine, carcinogenic aryl amine 등의 

hydroxylation 기능을 갖춘 대사활성능 세포주로

서 독성물질의 대사활성화에 따른 독성을 측정

하기 위하여 제조된 세포이다.13) CHO.1A2BRN2E 

세포를 이용하여 염색체이상시험, 소핵시험 등의 

유전독성시험을 실시할 수 있는데 그 중에서도 

SCGE가 가장 민감한 방법으로 나타나고 있다. 

그런데 SCGE의 DNA tail 형성이 많을수록 손상

도 측정은 용이해지지만, 용매대조군과 시료처리

군 모두에서 DNA tail 형성이 증가하게 되면 데

이터로서의 의미가 떨어지게 된다. 그러므로 용

매대조군의 tail 형성을 억제하면서 시료처리군의 

tail 형성을 증가시키기 위한 안정적인 전기영동

조건을 적용해야만 SCGE의 민감도를 높일 수 
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Fig. 5. Fluorescent microscopic image after staining of ethidium bromide in single cell gel electrophoresis captured with 

Komet 4™ software. (A) CHO.1A2BRN2E cells treated with 0.5% dimethyl sulfoxide during 24 hours. (B) CHO.1-

A2BRN2E cells treated with 10 nM of 2-aminoanthracene during 24 hours.

   

(A)                                               (B)

Fig. 6. The definition of parameter of single cell gel elec-

trophoresis in Komet 4™ image analyzer. A+B=DNA 

migration. Olive tail moment=Tail Distance X% DNA in 

Tail. Tail distance=Center position of tail-Center position 

of head.
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있다. 이에 본 연구에서는 CHO.1A2BRN2E 세

포에 DMSO와 2-AA를 투여한 후 SCGE 조건 

중 DNA unwiding 시간, 전압과 전류, 전기영동 

시간 그리고 전기영동 용액의 pH를 조절하여 

CHO.1A2BRN2E 세포가 2-AA에 의한 DNA 손상

도를 가장 잘 나타내도록 하는 조건을 설정하고

자 하였다.

  이 연구에서 유전자전이 세포주의 대사활성능

을 측정하기 위하여 처리한 발암물질인 2-ami-

noanthracene (2-AA)은 염료를 합성하는데 쓰이는 

산업용 물질로, 사람에 원발성 간세포암과 피부

암을 일으키는 물질이다.
14)

 2-AA는 대사활성화 

후 돌연변이성과 발암성을 나타내며 사람 adenine 

phosphoribosyltransferase (APRT) 유전자좌에 frame-

shift mutation을 일으키는 물질로 알려져 있다.
15)

  SCGE의 실험 결과에 대한 분석으로는 미국 

Hamington 사의 Komet 4™을 이용하여 분석하였

다. Komet 4™에서 측정하는 DNA 손상도는 ethi-

dium bromide로 염색된 핵의 head 부위와 DNA 

손상으로 파괴되어 전기영동에 따라 이동된 tail

부분의 길이 및 DNA 양에 따라 결정되며, 한 

표본에서 50개의 DNA를 측정하여 tail moment로 

나타내고 있다(Fig. 5, 6).16) 이때 tail의 길이는 

처리 물질의 농도에 비례하여 길이가 길어지지 

않고 일정길이 이상에서는 더 이상 진행되지 않

으므로, tail에 존재하는 DNA 양을 측정하는 것

이 필수적인데 이것을 Olive tail moment라고 일

컫는다.
8)

  DNA unwinding을 시간별로 변화시킨 경우 시

간에 관계없이 대조군에 비해 Olive tail moment

의 유의한 증가를 관찰할 수 있었으나, DMSO 

처리군과 2-AA 처리군의 유의성 차이는 30분 처

리에서 가장 높은 것으로 나타나 이어지는 실험

에서는 DNA unwinding을 30분간 시행하였다. 전

기영동시 전압과 전류는 전기영동용액의 양에 

따라 변화되는데 전기영동용액이 많아질수록 전

압과 전류는 낮아지게 된다. 전기영동 용액을 증

가시켜 전압과 전류를 20 volt/215 mA, 15 volt/145 

mA로 떨어뜨린 경우 처리군의 Olive tail moment 

형성이 감소하였으나 전류를 300 mA로 고정시

킨 경우 전압의 변화에 크게 영향받지 않았다. 

전기영동시간을 길게 할수록 DNA tail의 길이는 

길어지게 된다. 하지만 대조군의 DNA tail도 같

이 길어지게 되므로 적절한 전기영동시간을 결
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정해야 한다. 본 연구에서는 전기영동시간을 20

분에서 40분까지 시행하였으나 전기영동시간에 

따른 유의성의 변화는 관찰되지 않았다. SCGE 

시행시 전기영동을 중성용액에서 시행하는 경우

와 알칼리용액에서 시행하는 방법이 있다. 일반

적으로 알칼리 방법이 단일가닥 DNA 손상을 반

영하여, 두 가닥 DNA 손상을 감지할 수 있는 

중성 pH 방법보다 더 민감한 결과를 얻을 수 있

다고 알려져 있다. 본 연구에서도 2-AA가 CHO.1-

A2BRN2E 세포에 미치는 DNA 손상은 중성용액

에서는 측정하지 못하였고 알칼리용액에서 민감

하게 측정되었다.

  이상의 연구결과 2-AA가 CHO.1A2BRN2E 세

포에 미치는 DNA 손상을 측정하기 위한 SCGE 

조건은 unwinding 시간 30분, 25 volt/300 mA, 1 

mM EDTA, 0.3M NaOH (pH 13.5)의 알칼리용액

으로 20분 전기영동하는 것이 가장 민감한 것으

로 나타났다.
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