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Benzo(a)pyrene 유도 DNA 손상에 대한 Genistein과 청국장추출물의 보호효과
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Abstract — Chungkookjang (CKJ) is a fermented soybean product and one of favorite traditional foods in Korea. In this

study, the alcoholic extract from Korean fermented soybean (CKJ) and its one of major flavonoids, genistein were evaluated

for their protective effect against B(a)P induced cytotoxicity and DNA damage in HepG2 cells. CKJ extract and genistein

decreased B(a)P-induced cell cytotoxicity. CKJ extract inhibited DNA single strand breaks evaluated by single cell gel elec-

trophoresis. From RT-PCR study, it was revealed that CKJ extract decrease DNA damage induced in HepG2 cells express-

ing CYP1A1 and 1A2 by B(a)P. The metabolizing activities of CYP1A1 and CYP1A2, as measured by the 7-alkoxy resorufin

O-deethylation (AROD) assay, showed that CKJ extract and genistein inhibited CYP1A1 and CYP1A2 activities. Genistein

may contribute to these biological effects of CKJ extract at least in part. All these results indicate that CKJ extract and

genistein may be useful for protection against B(a)P-induced cytotoxicity and DNA damage. Therefore, the alcoholic extract

of Korean fermented soybean (CKJ) is suggested to be promising functional food which can prevent the cellular genotoxicity

of dietary and lifestyle related carcinogens.

Keywords □ Korean fermented soybean, Chungkookjang, cytotoxicity, DNA damage, Comet assay, RT-PCR, CYP1A1,

CYP1A2, enzyme catalytic assay

식품의 조리 및 가공을 통해 식품의 주성분인 탄화수소, 단백

질, 지질 등이 분해되어 여러 가지 물질들이 생성된다. 이들 분

해 생성된 물질 중에는 발암성을 나타내는 polycyclic aromatic

hydrocarbons(PAHs)와 heterocyclic amines(HCAs)이 있다.1)

PAHs는 식품을 포함한 유기물을 고온으로 연소시킬 때 불완전

연소에 의해 생성된다. 국제암연구소(IARC)는 PAHs 중

benzo(a)pyrene[이하 B(a)P]의 경우 Group 1(human carcinogen)

으로서, HCAs 중 tryptophane P-1(3-Amino-1,4-dimethyl-5H-

pyrido[4,3-b]indole)은 Group 2B(possible human carcinogen)

로서 분류하고 있다.2)

특히 B(a)P는 식품 중에서는 불에 그을리거나 탄 부분에 함유

된 대표적 식품발암물질로 DNA와 결합하여 유전적 손상을 줄

수 있으며 내분비계 장애까지도 초래할 수 있다.3,4) 그러나 조리

가공된 식품 중 이들 발암성물질을 제거할 방법은 없으며 조리

방법을 개선하거나 이들이 다량 함유된 부분을 먹지 않은 식습

관의 개선으로 다소나마 노출을 피할 수 있다.

이에 B(a)P의 DNA에 손상에 대한 청국장추출물과 genistein

의 억제효과를 규명하기 위해 single cell gel electrophoresis

(comet assay)를 사용하여 규명하였다. 한편, B(a)P에 대한 청국

장추출물과 genistein의 억제효과 작용기전을 알기 위하여

CYP1A1, CYP1A2에 의한 mRNA 수준의 발현에 미치는 영향과

이들 생리활성물질들의 B(a)P 등에 의해 유도되는 효소 CYP1A1,

CYP1A2의 활성에 미치는 영향을 연구하였다.

본 연구의 결과, 식품발암물질인 B(a)P로 인한 DNA 손상이

청국장 추출물과 genistein에 의하여 억제되었고, 이는 대사관련

효소발현 및 활성억제와 관련이 있음을 규명하였다. 향후 이러

한 그 작용기전 이용하여 청국장을 가열조리 된 식품으로부터 섭

취되는 식품발암물질의 화학적억제(chemopreventive agent)물질
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로서의 용도 개발에 응용하고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 실험에서 사용된 청국장추출물(CKJ extract)은 한국식품연

구원에서 제공 받은 순창 청국장을 삼각플라스크에 1 kg을 넣고

100% ethanol을 1 l 넣어 48시간 동안 실온에서 추출한 후 감압

여과 하여 여과액을 진공농축하여 사용하였다. 회수율은 약 7.5%

정도였다. Total RNA Extraction Kit는 Bio-Rad, PCR kit는

Promega사에서 구입하였고 primer는 Bioneer사를 통해 합성하

였다. Benzo(a)pyrene, Genistein, α-naphtoflavone, β-naphto-

flavone, Cytochrome P450 CYP1A1 isoenzyme, Cyptochrome

P450 CYP1A2 isoenzyme, NADP+, glucose-6-phosphate,

glucose-6-phosphate dehydrogenase, resorufin, 7-ethoxyresorufin,

7-methoxyresorufin, potassium phosphate, magnesium chloride

는 Sigma사에서 구입하였다. 한편 본 실험에서 사용된 cell line

은 HepG2 세포(HB-8065TM)로서 ATCC로부터 분양 받아 강원

대 약대 유전독성 실험실에서 수시로 계대하여 실험목적에 맞게

배양하였다. 세포배양은 10% FBS, 2% L-glutamine, 2%

Penicillin-streptomycin을 함유한 MEM를 사용하였다. 대부분의

세포배양시약은 Gibco 사제를 사용하였다.

세포독성(MTT assay)

B(a)P의 세포독성에 대한 청국장추출물의 세포보호효과를 알

아보기 위해 HepG2 세포를 사용하여 MTT법에 따라 microplate

reader로 측정하였다. 96 well plate에 well당 cell은 25,000개로

하고 10% FBS 함유배지 80 µl 중에서 24시간 배양하고 소정농

도의 B(a)P 10 µl와 검체 10 µl를 각각 가했다. CO2 incubator에

서 45분 더 배양 후 MTT 시약 15 µl를 가하고 4시간 후에

DMSO를 200 µl를 가하여 녹인 후 570 nm에서 흡광도를 측정하

였다.5)

Alkaline single cell gel electrophoresis(Comet assay)

B(a)P의 유전독성을 평가하기 위해 comet assay로 실험하였

다. DMSO에 녹인 B(a)P(최종농도 5×10-4M)를 처리하였고,

청국장추출물과 genistein, α-naphtoflavone 등의 억제제와

CYP1A1의 유도물질인 β-naphtoflavone 등을 동시 처리하여 산

화적 손상과 억제효과를 평가하였다. HepG2 세포 1.5×106개를

24 well에 심고, 24시간 후에 준비된 시료를 15 µl 처리하였다.

45분 후 새로운 배지로 갈아주고 1시간 후 배양접시에 trypsin

EDTA 500 µl를 넣어 세포를 harvest한 후 1000 rpm으로 3분간

원심분리 하였다. 상층액을 버리고 각각에 0.5% LMPA(low

melting point agarose)를 200 µl를 가해준 후 천천히 현탁하였

다. 0.65% NMPA(normal melting point agarose) 130 µl를 미

리 입혀 냉장고에서 굳힌 슬라이드를 꺼내어 커버슬라이드를 벗

기고 LMPA와 혼합한 세포 들을 50 µl씩 취하여 고르게 분포하

도록 잘 떨어뜨린 후 다시 커버슬라이드를 덮은 뒤 냉장고에서

30분간 굳혔다. 다시 커버슬라이드를 벗기고 0.5% LMPA 130 µl

를 가한 뒤 냉장고에서 30분간 굳힌 후 커버슬라이드를 제거하

고 lysis buffer(2.5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris,

pH 10, 10% DMSO, 1% Triton X-100)에 담가서 60분간 빛을

차단한 채로 용해시켰다. 그 후 electrophoresis buffer(300 mM

NaOH, 1 mM Na2EDTA, pH 13)에 빛을 차단하여 20분간 담근

후 Electrophoresis apparatus에 슬라이드를 양극쪽으로 배열한

뒤 25 V, 300 mA에서 15분간 전기영동 하였다. 슬라이드를 꺼내

어 0.4 M Tris(pH 7.5)에 30분간 담가 중화시킨 후 tray에 걸어

충분히 건조시킨 후 ethidium bromide(2 µg/ml)를 20 µl씩 각각

에 고르게 떨어뜨린 후 커버글라스를 덮어 염색하였다. 515-560

nm의 excitation filter와 590 nm barrier filter를 이용하여 형광

현미경으로 관찰하였다. 이 때, 관찰은 image analyzer인 KOMET

5.5(Kinetic image, England)을 사용하여 슬라이드 당 50 cell을

측정하였다. Comet 시험의 데이터는 Olive tail moment(% DNA

×distance center of gravity of DNA in the tail, OTM)와 Tail

length(distance between the head and the last DNA fragment,

TL)로 나타내었다. 통계적으로 유의성을 검증하기 위해서

Student's t-test를 사용하였다.6,7)

Total RNA isolation and RT-PCR for CYP1A1 and

CYP1A28)

6-well plate(5×106 cells/well)에 분주된 세포를 24시간 배양

후 B(a)P를 최종농도 5×10-4M처리하였고, 청국장추출물과

genistein을 농도별로 B(a)P와 동시 처리하여 5시간 동안 배양

후 trysin EDTA를 이용하여 cell을 harvest한 후 1000 rpm으로

3분간 원심분리 하였다. 상층액을 버린 후 RNA는 제조사가 권

고한 방법에 따라 Total RNA Extraction Kit(Bio-Rad)를 사용하

여 추출하였다. 260 nm, 280 nm의 두 파장에서 흡광도를 측정

하여 RNA 농도를 계산하고 -70oC에 보관하였다. cDNA는 Gene

Cycler Thermal Cycler(Biorad, Gerculis, CA)를 사용하여 42oC

에서 50분, 99oC에서 5분 동안 RT 반응하여 합성하였다. 사용

한 primer sequences는 다음과 같다.

Primers; β-actin: 5' CTACAATGAGCTGCTGCGTGTGG 3'

Primers; β-actin: 5' TAGCTCTTCTCCAGGGAGGA 3'

CYP1A1 : 5' TCTTTCTCTTCCTGGCTATC 3'

CYP1A1 : 5' CTGTCTCTTCCCTTCACTCT 3'

CYP1A2 : 5' GGAGGCCTTCATCCTGGAGA 3'

CYP1A2 : 5' TCTCCCACTTGGCCAGGACT 3'

유전자들의 증폭은 β-actin 94oC 3분간 1 cycle, 94oC 20초,
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52oC 20초, 72oC 40초의 조건에서 20~30 cycle로 수행되었고,

CYP1A1은 94oC 3분 1 cycle, 94oC 20초, 49oC 20초, 72oC 40

초의 조건에서 20~30 cycle, CYP1A2는 95oC 4분 1 cycle,

94oC 1분, 60oC 1분, 72oC 2분간 37 cycle로 수행되었다. 증폭

후 반응 혼합물 8~10 µl를 1.5% agarose gel에서 전기영동으로

분리하고, ethidium bromide로 20분 동안 염색하여 밴드를 확인

하였다.

Alkoxyresorufin O-deethylase(AROD) assay9)

2.5pM cytochrome P450 isozyme, 1.3 mM NADP+, 3.3

mM glucose-6-phosphate, 0.4 U/ml glucose-6-phosphate de-

hydrogenase, 3.3 mM magnesium chloride, CYP1A1의 경우

1 µg/ml 7-ethoxyresorufin, 100 mM potassium phosphate(pH

7.4) 농도가 되도록 reaction mixture를 만들었다. CYP1A2는 7-

ethoxyresorufin 대신 7-methoxyresorufin을 넣었다. 각각의 test

tube에 1,980 µl의 reaction mixture와 청국장추출물, genistein

Fig. 1 − Cytoprotective effect of CKJ extract (100 µg/ml) and

genistein (10 µg/ml) against 5×10-4 M B(a)P-induced

cytotoxicity. These experiments were run with triplicate

wells and two independent experiments were conducted.

**P<0.01, Significantly different from the positive control

group by Student's t-test.

Fig. 2 − Inhibition of CKJ extract, genistein, α-naphtoflavone, and β-naphtoflavone on 5×10-4 M B(a)P-induced DNA damage by comet assay.

These experiments were run with three independent experiments. Bars represent the mean±SD. *: P<0.05, **: P<0.01,

Significantly different from the positive control group by Student's t-test.

농도별 sample을 20 µl씩 넣었다. 전체적인 부피를 줄여 96-well

plate에 총 200 µl 넣은 후 20분간 37oC incubation 한 후 미세
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판형광분석기(microplate spectrofluormeter, Molecular Devices

사)를 사용하여 550 nm excitation, 586 nm emission에서 20분

동안 1분 간격으로 측정하여 fluorescence unit(RFU)로 나타내

었다.

결 과

청국장추출물 및 genistein의 세포독성억제효과

Fig. 1에서 B(a)P의 세포독성에 대한 청국장추출물 처리시

B(a)P 유도 세포독성을 유의성 있게 억제하였다. 청국장추출물

중의 함유성분인 genistein도 유의성 있게 세포독성을 억제하였

다. 5×10-4M B(a)P에 대해 100 µg/ml 청국장추출물은 13.5%,

10 µg/ml genistein은 11.2%의 세포독성보호효과를 각각 보였다.

따라서 청국장추출물과 genistein은 특정농도에서 B(a)P에 대한

세포독성보호효과가 있는 것으로 나타났다.

청국장추출물 및 genistein의 DNA 손상억제효과

B(a)P의 DNA 손상에 대한 청국장추출물과 genistein의 억제

효과 − Fig. 2는 5×10-4M B(a)P에 의해 유도된 DNA 손상에 대

한 효과를 OTM과 TL로 비교한 결과이다. OTM으로서 각각

B(a)P 단독(17.4), 청국장추출물(8.9, p<0.01), genistein(9.6,

p<0.05)으로서 B(a)P에 의해 유도된 DNA손상에 대해 청국장추

출물과 genistein이 억제효과를 보였고, 대조물질로 사용한 대사

활성화제인 β-naphtoflavone(22.0, p<0.05) 처리시 DNA 손상이

크게 증가한 것으로 나타났으며, 반대로 대사활성화억제제인 α-

naphtoflavone(11.0) 처리시 DNA 손상이 감소하였다. 청국장추

출물은 B(a)P 유도 DNA 손상에 대하여 유의성 있는 억제효과

를 나타내었고 함유성분인 genistein도 유의성 있는 억제효과를

나타내었다. 이는 TL에서도 비슷한 경향으로 DNA 손상도를 나

타내었다. 따라서 청국장추출물과 함유성분 genistein도 처리농

도에서 유의성 있는 DNA 손상억제효과를 나타냈다.

DNA 손상에 대한 청국장추출물의 농도의존효과 − Fig. 3은

5×10-4M B(a)P의 처리에 따른 손상에 대해 청국장추출물 50,

100, 200 µg/ml의 농도처리 시 OTM 값으로 비교해 본 결과 각

각 B(a)P 단독(22.0), 50 µg/ml(10.7, p<0.05), 100 µg/ml(9.1,

p<0.05), 200 µg/ml(6.3, p<0.05)으로 유의성 있게 DNA 손상을

억제하였으며 농도의존적 경향을 나타내었다. TL보다 OTM에서

의 결과가 더 농도의존적 억제 경향이 더 크게 나타났다. 따라서

청국장추출물과 genistein은 B(a)P 유도 DNA 손상을 농도의존

적으로 감소시킨 것으로 나타났다.

CYP1A1과 CYP1A2의 RT-PCR

Fig. 4, 5에서 청국장추출물과 genistein을 B(a)P 함께 처리 시

CYP1A1과 CYP1A2에 의한 mRNA 수준의 발현에 미치는 영향

을 나타내었다. 청국장추출물은 5×10-4 M B(a)P에 의한 CYP1A1

의 발현을 억제시켰으며 1A2의 경우는 농도의존적 경향이 더 뚜

렷하였다(Fig. 4). 또한 genistein도 CYP1A1과 CYP1A2에 대하

여 억제효과를 나타내었으며 최대처리농도인 20 µg/ml에서는

CYP1A1과 1A2의 발현을 크게 억제하였다(Fig. 5).

Fig. 3 − Concentration-dependent inhibition of CKJ extract on

5×10-4 M B(a)P-induced DNA damage by comet assay.

These experiments were run with three independent

experiments. Bars represent the mean±SD. *P<0.05,

Significantly different from the positive control group by

Student's t-test.

Fig. 4 − RT-PCR analysis of CYP1A1, CYP1A2 expression in

HepG2 cells after being induced by 5×10-4 M B(a)P

without or with CKJ extract. N: Solvent control, P: 5×

10-4 M B(a)P.
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Alkoxyresorufin O-deethylase assay

Fig. 6, 7에는 청국장추출물과 genistein이 CYP1A1 및

CYP1A2의 활성에 미치는 영향을 enzyme catalytic assay 결과

로서 fluorescence unit(RFU)로 나타내었다. 청국장추출물과

genistein은 반응시간에 따라서 농도의존적으로 1A1 효소활성을

억제하였다(Fig. 6). 억제활성은 청국장추출물보다 genistein이 더

컸다. 한편 CYP1A2에 대해서는 청국장추출물과 함유물질

genistein은 반응시간에 따라서 농도의존적으로 활성을 억제하였

으며 CYP1A2 억제활성은 CYP1A1에서처럼 청국장추출물보다

genistein이 더 컸다(Fig. 7).

고 찰

조리 가공된 식품으로부터 발암물질들을 제거할 수 있는 기술

이 없기 때문에 이들의 발암작용을 감소시킬 수 있는 modulator

의 필요성이 커지고 있다. 최근 까지 식품발암물질들의 작용을

modulation하는 여러 가지 식품성분들도 알려지고 있다.10) 양배

추나 브로컬리에 함유된 Indole-3-carbinol(I3C)이 CYP1A1, 1A2

를 억제시켜 IQ- 및 PhIP-induced DNA adduct 생성과 rat에서

abberant crypt foci(ACF) 생성을 억제시켰다는 보고가 있다.11-14)

또한 plant polyphenol이 Ames test에서 HCA에 의한 변이원성

을 억제시켰다15) 하고 epigallo-catechin-3-gallate도 PhIP의

human CYP1A2-mediated activation을 억제시켰다는 보고16)가

있다. 따라서 CYP1A1이나 CYP1A2의 억제는 대사활성화조절에

의한 B(a)P 및 Trp-P-1 같은 PAH, HCA 화합물의 유전독성을

억제시킬 수 있는 중요한 target이 될 수 있다고 보여 지고 있다.10)

청국장은 한국의 전통식품으로서 최근 여러 가지 생물활성이

Fig. 5 − RT-PCR analysis of CYP1A1, CYP1A2 expression in HepG2

cells after being induced by 5×10-4 M B(a)P without or

with genistein. N: Solvent control, P: 5×10-4 M B(a)P.

Fig. 6 − Time- and concentration-dependent effects of CKJ and genistein on catalytic activity of CYP1A1.
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과학적으로 규명되고 있다. 그동안 청국장의 항산화, 항미생물,

혈압강하, 항당뇨효과 등이 알려져 있으며17-22) isoflavones(e.g.

genistein, daidzein)이 항산화성분으로 알려져 있다.23,24) 본 연구

에서 청국장추출물 및 genistein은 B(a)P에 유도된 세포독성에

대한 청국장추출물과 genistein의 보호 효과를 알 수 있었다. 또

한 B(a)P에 유도된 DNA 손상에 대해 청국장추출물과 genistein

의 강한 억제력을 확인할 수 있었으며, 청국장추출물은 50, 100,

200 µg/ml 농도에서 유의성 있게 농도의존적으로 DNA 손상을

감소시켰다. B(a)P과 청국장추출물, genistein을 함께 처리하여

CYP1A1, CYP1A2의 mRNA 수준에서 발현을 억제하였다. 또한

genistein은 농도의존적 억제경향이 컸으며 20 µg/ml 처리하였을

때 발현을 크게 억제하였다. CYP1A1 및 CYP1A2 효소의 활성

에 대한 청국장추출물과 genistein의 활성조절시험에서는 청국장

추출물과 genistein은 반응시간에 따라서 농도의존적으로

CYP1A1, CYP1A2 효소활성을 억제하였다. 청국장추출물보다

genistein의 억제활성이 더 높은 것을 볼 수 있었다.

Apigenin과 chrysin이 B(a)P 유도 DNA strand break와

adduct 생성을 CYP1A1 저해에 의해 억제시켰고 quercetin은

CYP1A2 저해에 의해 억제시켰다는 보고 있다.25) 또 다른 보고

에 의하면 quercetin이 CYP1A1 억제에 의하여 B(a)P 유도 DNA

adduct 생성26) 및 대사활성화27)를 억제하였다. Flavones,

flavonols등 flavonoid가 Trp-P-2 유도 DNA 손상을 억제하였으며,

Trp-P-2 유도 Ames test에서 CYP1A1 억제를 통하여 antimut-

agenic effect28)나타내었다. Genistein과 daidzein이 mouse

hepatoma cell에서 B(a)P의 CYP1A1 대사를 억제,29) human

mammary ephithelial cell에 glutathione S-transferase system

의 조절작용에 의한 유전독성을 억제,30) genistein과 daidzein이

TCDD 유도 CYP1A1 발현과 활성을 억제, CYP1A1 mediated

DNA와 B(a)P의 공유결합을 억제하였다.29) 한편, 청국장과 같이

한국 된장의 추출물과 genistein, genistin 등 함유성분들의 Ames

assay에서의 aflatoxin B1이나 MNNG 유도 mutagenicity 등에

대한 억제효과가 있음이 보고된 바 있다.31)

본 연구에서 사용한 청국장추출물 중의 genisteine과 daidzein

함량은 각각 1.5 mg/g과 2.0 mg/g 수준이었다.32) 따라서 결과에서

나타난 여러 연구를 종합해볼 때 청국장추출물과 함유 isoflavone

화합물 중의 하나인 genistein은 CYP1A1 및 CYP1A2 대사효소

Fig. 7 − Time- and concentration-dependent effects of CKJ and genistein on catalytic activity of CYP1A2.
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발현억제효과와 효소활성억제효과의 기전으로 유전독성억제효과

를 나타내고 있는 것으로 판단된다. 그러나 이와 함께 대사과정

중 발생하는 프리라디칼의 소거능을 비롯한 항산화활성에 의한

유전독성억제효과도 배제할 수는 없다. 따라서 본 연구결과, 청국

장 또는 청국장추출물이 가열처리된 단백성 식품 섭취 시 불가결

하게 인체로 섭취되는 PAHs과 HCAs과 같은 식품발암물질의 발

암작용을 예방하여 사람의 genomeic instability(게놈 불안정성)을

방어할 수 있는 암 예방물질로서의 가능성이 있을 것이라 판단된다.

결 론

본 연구에서는 발암물질인 B(a)P로 인한 세포독성, DNA 손상

에 대한 청국장추출물과 genistein의 보호효과를 이용하여 암화

학예방요법제(cancer chemopreventive agent) 개발을 목적으로

실험해본 결과 이들이 식품발암물질들에 대하여 세포독성과 DNA

손상을 억제하였으며, 이는 대사활성화효소발현 및 활성 억제에

의해 유전독성을 감소시켰으며 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. B(a)P에 유도된 세포독성에 대해 청국장추출물과 genistein

이 세포독성보호효과를 나타내었다.

2. B(a)P에 유도된 DNA 손상에 대해 청국장추출물과 genistein

의 강한 억제력을 확인할 수 있었으며, 청국장추출물은 유의성

있게 농도의존적으로 DNA 손상을 감소시켰다.

3. B(a)P에 의해 발현된 CYP1A1, CYP1A2의 mRNA를 청국

장추출물과 genistein이 억제하였다.

4. 청국장추출물과 genistein은 반응시간에 따라서 농도의존적

으로 CYP1A1, CYP1A2 효소활성을 억제하였다. 청국장추출물

보다 genistein의 효소의 억제활성이 더 높았다.

이와 같은 결과를 종합하여 볼 때, genistein 함유 청국장추출

물이 게놈 불안정성(genomic instability)을 일으키는 polycyclic

aromatic hydrocarbon(PAHs)과 같은 식품의 가열조리로부터 생

성될 수 있는 발암물질에 대하여 CYP1A1, 1A2 효소발현억제와

활성억제기전을 가진 암예방물질로서의 활용가능성이 있을 것이

라 판단된다.
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