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Abstract

Objectives : In order to evaluate the cytotoxicity of hexavalent chromium, the cytoprotective effect of

phenolic compounds against hexavalent chromium-induced cytotoxicity, cell viability, cell adhesion ability,

lactate dehydrogenase(LDH) activity, and morphological changes of cells were examined.

Methods : We measured the cytotoxicity of hexavalent chromium with 3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazolium bromide(MTT), 2,3-bis-[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-caboxanilide

(XTT), LDH and DPPH methods.

Results : The cytotoxicity of hexavalent chromium(IC50, 44.0 - 51.0μM) was high according to the toxic

criteria. Cytoprotective effect of phenolic compounds against IC50 value of hexavalent chromium in cell

morphology increased in a concentration-dependent manner.

Conclusions : These results suggest that 3,4,5-trihydroxybenzoic acid may be used as a cytoprotective

agent against chromium(IV)-mediated cytotoxicity.
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I. 서 론
크롬은 superoxide ion, hydroxyl radicals 및

hydrogen peroxide와 같은 산소종을 생산하여,

산화적 스트레스를 유발하여,1,2) 완전한 발암원

으로 작용할 수 있다. Leonard 등
3)

은 catalase

는 hydroxyl radicals(OH
-
)의 생산을 억제하고,

H2O2를 첨가하면 OH- 생산은 증가되며, OH-는

물(H2O)과 크롬(VI)의 반응에 의하여 생산된다.

H2O2는 superoxide anion radicals(O2
-
)의 감소

에 의하여 생산되며, OH-는 정상세포의 DNA

의 strand breaks를 일으킬 수 있다고 보고하

였다. Tsou 등
4)

은 vitamin C에 의한 크롬(VI)

감소의 일차 원인은 OH-와 5가 크롬이라고 보

고하였다. 페놀 화합물은 야채, 과일 등의 식물에

광범위하게 분포되어 식생활에 규칙적으로 제

공되고 있으며,5) 항산화 작용은 galloxy구조에

기인한다.
3,6)

3-Hydroxybezoic acid(3-HBA)는

각종 식물로부터 분리되고 있다.
7)

3,4,5-Trihy-

droxybenzoic acid(3,4,5-THBA)와 quercetin는

잘 알려진 항산화 물질이며,
8)

tannin gel은 pH

3의 크롬 용액에서 크롬을 흡수할 수 있으며,

quercetin-5’-sulfonic acid sodium salt는 급성

크롬(CrO3) 독성 치료에 효과가 있는 것으로

밝혀지고 있다.
9)

이에 본 연구는 페놀화합물의 방향족 고리

구조에 결합된 수산기의 수와 위치가 항산화

능과 크롬(VI)이온에 대한 세포독성에 어떠한

영향을 미치는가를 알아보기 위한 목적으로,

3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin를 선정하여,

NIH3T3 섬유모세포에 적용한 후, 세포 생존율,

세포부착 저지능, LDH 활성 및 항산화능을 측

정하고, 세포를 형태학적으로 관찰하여 그 결

과를 보고하는 바이다.

II. 실험방법
1. 시약 및 기기

세포배양에 사용한 minimum essential medium

(MEM)과 Dulbeccoʼs modified eagle medium

(DMEM) 및 fetal bovine serum(FBS), penicillin,

streptomycin, fungizone 시약은 Gibco/BRL(Grand

Island, NY, USA)사에서 구입하였으며, 3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium

bromide(MTT) 정량과 2,3-bis -[2-methoxy-4-

nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-caboxani

lide(XTT) 정량에 사용한 시약과 chromium

trioxide, sodium dichromate, 3-hydroxybenzoic

acid(3-HBA), 3,4,5-trihydroxybenzoic acid

(3,4,5-THBA), pyrogallol(PG)와 quercetin는

Sigma Chemical Co.(ST. Louis, MO, USA)사

에서 구입하였다.

세포의 배양은 CO2 배양기(Vision Scientific

Co., Bucheon, Korea.)를 사용하였으며, 세포수

의 계산은 Turk형 혈구계산기(Marienfeld Co.,

Mergentheim, Germany)를 이용하였다. MTT

및 XTT 정량에는 분광 광도계 ELISA reader

(Spectra Max 250, Molecular Devices, Sunny-

vale, CA, U.S.A.)를 사용하였다.
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2. 세포배양 및 관찰

3-HBA, 3,4,5-THBA와 quercetin의 정상세

포에 대한 세포독성 효과를 측정하기 위하여,

원광대학교 의과대학 해부학교실에서 분양받

은 NIH3T3 섬유모세포(NIH3T3)는 MEM배지

에 10% fetal bovine serum, penicillin(25

unit/mL) 및 fungizone을 첨가하여 사용하였

다. 세포의 배양은 온도 37℃, 습도 95%, 탄산

가스 농도 5%의 배양기를 사용하였다. 실험을

위하여 일차 배양한 flask의 세포를 0.25%

trypsin-EDTA로 처리하여 세포를 분리한 후,

Turk형 혈구 계산기를 이용하여, 세포수가 5

× 104 cells/mL가 되도록 세포 부유액을 만들

었다.

3. MTT 정량분석법

Mosmann의 방법
10)

에 의하여, NIH3T3 섬유

모세포를 각 배양용기에 5 × 10
4
cells/mL 세포

수를 넣고 24 시간 배양 후, 크롬의 세포독성

과 3-HBA, 3,4,5-THBA와 quercetin의 세포독

성을 측정하기 위하여, 크롬, 3-HBA, 3,4,5-

THBA와 quercetin을 각각 농도별(1.0, 25.0,

50.0 및 100.0μM)로 첨가하여 48 시간 배양하

고, 크롬 IC50 농도의 세포독성에 대한, 3-HBA,

3,4,5-THBA 및 quercetin의 세포 보호효과를

측정하기 위하여, 24시간 배양한 세포에 IC50

농도와 3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin을

각각 농도별로 첨가하여 배양한 후, 분석 당일

조제한 MTT 50.0μg/mL가 포함된 배양액을

첨가하고 3시간 배양 후 배양액을 버리고,

dimethylsulfoxide(DMSO)를 2.0mL/well씩 넣

어 5분간 실온에 방치하여, MTT formazan을 용

해하고, 흡광도는 분광광도계 ELISA reader로

MTT의 흡광도를 측정하여 대조군과 비교 조

사하였다.

4. XTT 정량분석법

Laminin-coated plate는 laminin 1.0mg을

PBS 2.0mL에 용해하여 냉장고에 보관하면서,

필요시에 laminin의 농도(20.0 μg/mL)를 결정

하여 찬 PBS 용액으로 희석하고, 이 용액을

24 well plate의 각 well에 200.0μL씩 분주하여

하룻밤 동안 건조시킨 후, PBS로 2회 세척하

고 3% BSA를 각 well에 200.0μL씩 첨가해 잘

흔들어 준 다음, 제거하고 PBS로 2회 세척하

였다. 배양된 NIH3T3 섬유모세포 5 × 104

cells/mL 세포수를 laminin으로 coating한 배

양용기에 넣고 24 시간 배양한 후, MTT 정량

분석법과 같은 방법으로 3-HBA, 3,4,5-THBA

와 quercetin을 넣고 다시 48시간 배양한 후,

배지는 조심스럽게 제거하고 PBS로 2회 세척

하였다. 여기에 XTT와 혼합하여, 각 well에

200.0μL씩 주입하고 4～ 6시간 동안 배양한

후, 450nm에서 분광광도계 ELISA reader로

흡광도를 측정하였다.

5. 젖산 탈수소효소(lactate

dehydrogenase, LDH) 측정방법

검체중의 젖산 탈수소 효소는 젖산을 탈수

소시켜 피루빈산을 생성하는 데, 이때 보효소

NAD
+
는 환원되어 NADH로 되고, NADH는

1-methoxy PMS의 존재하에 NTB(nitrote-

trazolium blue)를 환원시켜 디포르마잔을 생

성하며, 이 디포르마잔의 적색을 비색 정량하

는 원리를 이용하여 LDH 활성을 측정하였다.

MTT 정량 분석방법과 같이 NIH3T3 섬유모

세포 각 배양용기에 5 × 10
4
cells/mL 세포수를

넣고 24 시간 배양 후, 3-HBA, 3,4,5-THBA

및 quercetin 자체의 세포독성 효과를 측정하

기 위하여, 3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin

을 각각 농도별(1.0, 25.0, 50.0 및 100.0μM)로

첨가하고, 크롬에 대한 세포 보호효과를 측정
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하기 위하여, 크롬 IC50농도와 3- HBA, 3,4,5-

THBA 및 quercetin를 농도별로 첨가하여 48

시간 배양한 후, 기질액 0.5mL와 정색시약

0.5mL를 섞은 용액에 혈청과 증류수 0.05mL

를 각각 첨가한 희석반응 정지액(Asan Co,

Seoul, Korea)과 시약 blank를 잘 혼합하여, 60

분이내에 570nm에서 흡광도를 측정하고 상호

비교하였다.

6. 항산화능 실험

DPPH에 의한 항산화능 실험은 Hatano 등

의 방법11)에 의하여, 시료를 1.0, 25.0, 50.0,

100.0 μM(99.5% ethanol)의 4가지 농도로 조제

한 용액 0.1mL(control : 99.5% ethanol)에 0.1

mM DPPH용액(99.5% ethanol) 1.9mL를 첨가

하였다. Vortex mixer로 10초간 진탕한 후,

37℃에서 30분 동안 배양시켰다. 이후 spectro-

photometer를 이용하여 515nm에서 흡광도를

측정하였다. 양성 대조약물로는 L-ascorbic acid

를 1.0, 25.0, 50.0, 100.0μM(99.5% ethanol)의 4

가지 농도로 조제하여 측정하였다. 각 시료의 항

산화작용은 DPPH에 대한 전자공여능(electron

donating ability, EDA%)12)과 IC50치(DPPH

radical형성을 50% 억제하는 데 필요한 μL농

도)로 나타내었다.

EDA(%) = (Control O.D - sample O.D) × 100

/ Control O.D.

Sample O.D. : 시료를 가한 시험액의 흡광도

Control O.D. : 시료 대신 ethanol을 가한 시험

액의 흡광도

7. IC50 결정

3-HBA, 3,4,5-THBA와 quercetin의 IC50 결

정은 배양 중인 NIH3T3 섬유모세포를 각 배

양용기당 5 × 10
4
cells/mL씩 넣고 24시간 배양

후, 1.0, 25.0, 50.0, 100.0 μM의 3-HBA, 3,4,5-

THBA와 quercetin를 첨가하여 48시간 배양한

후, MTT 정량 및 XTT 정량을 하여 이들 각

각에 대한 50% 억제농도인 IC50을 회귀방정식
13)

에 의해 구하였다.

8. 통계처리

실험결과의 통계처리는 Studentsʼ t-test를

시행하였으며, one way ANOVA분석의 결과

와 비교하였으며, p-value가 0.05 미만일 경우

유의한 것으로 판정하였다.

9. 세포의 광학 현미경적 관찰

세포의 광학 현미경적 관찰을 위하여, NIH3T3

섬유모세포는 각각 세포 분주 후, 3-HBA,

3,4,5-THBA와 quercetin를 처리하여, MTT와

XTT를 처리하기 전에 도립위상차 현미경(In-

verted Microscope, Olympus, Tokyo, Japan)

으로 관찰하였다.

III. 실험결과
1. Hexavalent Chromium의 NIH3T3

섬유모세포에 대한 세포독성

니켈-크롬 합금의 재료인 크롬 중 신장에

비교적 독성이 강하게 나타나는 것으로 알려

진 chromium trioxide(CrO3)와 Na2Cr2O7를 선

정하여, 정상세포인 NIH3T3 섬유모세포에 처

리한 후, 세포 생존율은 MTT 정량분석법을

사용하였으며, 세포부착 저지능을 측정은 XTT

정량분석법을 이용하여 흡광도를 측정하였다.

CrO3와 Na2Cr2O7를 NIH3T3 섬유모세포에 처

리한 후, MTT 정량분석법으로 흡광도를 측정

한 결과, 표 1에서 보는 바와 같이, 대조군에
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Table 1. The cytotoxicity of chromium trioxide on NIH3T3 fibroblasts by the MTT and XTT methods.

Group MTT XTT

Control

1

25

50

100

3.97 ± 0.09 (100)

3.14 ± 0.11 (79.1)*

2.22 ± 0.09 (56.0)**

1.62 ± 0.07 (40.7)***

0.38 ± 0.01 (9.62)***

4.01 ± 0.12 (100)

3.35 ± 0.07 (83.6)

2.63 ± 0.04 (65.5)**

2.09 ± 0.05 (52.0)***

1.61 ± 0.03 (40.1)***

IC50 44.0μM 69.5μM

The values represent the mean ± standard deviations for triplicate experiments. Significantly different

from the control value : *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001(Studentsʼ t-test).

Table 2. The cytotoxicity of Na2Cr2O7 on NIH3T3 fibroblasts by the MTT and XTT methods.

Group MTT XTT

Control

1

25

50

100

3.97 ± 0.11 (100)

3.70 ± 0.25 (95)

3.13 ± 0.09 (78.9)**

1.50 ± 0.12 (37.8)***

0.46 ± 0.12 (11.6)***

4.02 ± 0.08 (100)

3.45 ± 0.04 (85.8)

2.76 ± 0.04 (68.6)**

1.93 ± 0.07 (47.9)***

1.56 ± 0.03 (38.9)***

IC50 51.20μM 69.20μM

The values represent the mean ± standard deviations for triplicate experiments. Significantly different

from the control value: **p<0.01, ***p<0.001(Studentsʼ t-test).

비하여, 농도 의존적으로 흡광도가 감소하였으

며, 1.0μM CrO3에서부터 통계적 유의성이 관

찰되었으며, 대조군에 비해 1.0μM CrO3는 약

79%정도의 세포독성 효과가 나타났다. 100.0μM

CrO3에서는 흡광도를 대조군 100%에 대하여

9.62%까지 감소시켰으며, 50.0μM CrO3와

100.0μM CrO3의 세포독성 효과의 차이는 약

31%정도로 큰 변화를 관찰할 수가 있었다.

XTT 정량분석법으로 흡광도를 측정한 결과에

서도 대조군에 비하여 흡광도를 농도 의존적

으로 감소시켰으며, 25.0μM CrO3에서부터 통

계적으로 유의한 감소가 나타났으며, 100.0μM

CrO3에서는 대조군에 비하여 40.1%까지 감소

시켰으나, MTT분석법에서 측정된 것에 비하

면 약 4.2배 정도로 낮은 세포독성 효과가 검

색되었다. CrO3의 NIH3T3 섬유모세포에 대한

IC50 농도는 MTT 정량분석법과 XTT 정량분

석법에서 각각 44.0μM과 69.5μM 농도로 측정

되었으며, MTT 정량분석법에 의하면 세포독

성 효과가 높게 관찰되었다(Table 1).
14)

1.0μM Na2Cr2O7는 대조군에 비해 약 5%정

도의 세포독성 효과가 나타났으며, 100.0μM

Na2Cr2O7에서는 흡광도를 대조군 100%에 대

하여 11.6% 까지 감소시켰으며, 25.0μM

Na2Cr2O7와 50.0μM Na2Cr2O7의 세포독성 효과

의 차이는 약 41%정도로 큰 변화를 관찰할 수

가 있었다. XTT 정량분석법으로 흡광도를 측정

한 결과에서도 대조군에 비하여 흡광도를 농

도 의존적으로 감소시켰으며, 25.0μM Na2Cr2O7

에서부터 통계적으로 유의한 감소가 나타났으

며, 100.0μM Na2Cr2O7에서는 대조군에 비하여

61%까지 감소시켰으나, MTT분석법에서 측정

된 것에 비하면, 약 3.3배 정도로 낮은 세포독

성 효과가 검색되었다. Na2Cr2O7의 NIH3T3
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Table 3. The cytotoxicity of 3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin on NIH3T3 fibroblasts by the MTT method.

Compound

Conc.

(μM)

3-HBA 3,4,5-THBA Quercetin

Control

1

25

50

100

3.90 ± 0.25 (100)

3.87 ± 0.06 (99.4)

3.76 ± 0.33 (96.6)

3.68 ± 0.13 (94.6)

3.62 ± 0.12 (92.9)*

4.16 ± 0.00 (100)

4.08 ± 0.11 (98.1)

4.07 ± 0.09 (97.8)

3.99 ± 0.29 (95.9)

3.91 ± 0.28 (94.0)*

4.09 ± 0.11 (100)

4.08 ± 0.09 (99.7)

4.03 ± 0.03 (98.6)

4.01 ± 0.04 (98.1)

3.94 ± 0.20 (96.4)

IC50 692.45 942.52 1,463.90

The values represent the mean ± standard deviations for triplicate experiments. Significantly different

from the control value: *p<0.05(Studentsʼ t-test).

섬유모세포에 대한 IC50 농도는 MTT 정량분

석법과 XTT 정량분석법에서, 각각 51.2 μM과

69.2 μM로 측정되었으며, MTT 정량분석법에

의하면 세포독성 효과가 높게 관찰되었다

(Table 2).

2. NIH3T3 섬유모세포에 대한 3-HBA,

3,4,5-THBA 및 quercetin의 세포

독성

MTT와 XTT 정량분석법에 의한 3-HBA,

3,4,5-THBA 및 quercetin의 NIH3T3섬유모 세

포에 대한 세포 생존율과 세포부착 저지능은

농도 의존적으로 흡광도가 미약하게 감소하였

으며, 100.0μM 3-HBA와 100.0μM 3,4,5-

THBA에서 통계적으로 유의성이 관찰되었다

(p<0.05). 3-HBA의 최소 억제농도(692.45μM)

는 다른 방향족 화합물보다 세포독성 효과가

높게 나타났으며, 3-HBA의 4,5번위치에 수산

기를 갖는 3,4,5-THBA보다 약 1.4배 정도로

강한 세포독성 효과가 관찰되었으며, BA는

quercetin의 세포 생존율보다 약 2.1배 정도로

강한 세포독성 효과가 관찰되었다. 벤조산 유

도체의 세포 생존율에 대한 연구결과에 의하면,

세포독성 효과의 벤조산의 수산기 위치와 수에

따라 세포 생존율의 변화가 있으나, quercetin

보다는 독성이 높게 관찰되었다. MTT 정량분

석법에 의한 3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin

의 세포독성 효과는 3-HBA > 3,4,5-THBA >

quercetin의 감소 순서로 활성이 측정되었다

(Table 3).
14,15)

세포부착 저지능을 XTT 정량분석법으로 측

정한 결과에 의하면, 3-HBA의 NIH3T3 섬유

모 세포주에 대한 세포부착 저지능(IC50= 943.3

μM)은 3,4,5-THBA보다 약 2.2배 정도로 세포

독성 효과가 관찰되었으며, quercetin에 대한

세포부착 저지능(IC50= 2,410.8μM)은 3-HBA에

대한 세포부착 저지능보다 약 2.6배 정도로 약

한 민감성이 관찰되었으며, 3,4,5-THBA보다

는 세포 민감성이 약 2.2배 정도로 약하게 관

찰되었다. 벤조산 유도체의 최소 억제농도에

대한 NIH3T3 섬유모 세포주의 세포부착 저

지능은 세포 생존율에서와 같이 민감성이

3-HBA > 3,4,5-THBA > quercetin순서로 감

소되어 관찰되었다. 이러한 분자구조와 세포

민감성의 관계는 페놀 화합물에 수산기의 수와

위치에 따라 활성관계가 다르게 관찰되었다.

앞으로 페놀 화합물의 분자구조와 세포부착

저지능 관계에 대한 연구의 필요성이 요구된

다(Table 4).
14,15)
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Table 4. The cytotoxicity of 3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin on NIH3T3 fibroblast by the XTT method.

Compound

Conc.

(μM)

3-HBA 3,4,5-THBA Quercetin

Control

1

25

50

100

2.48 ± 0.12 (100)

2.46 ± 0.05 (99.4)

2.39 ± 0.03 (96.7)

2.37 ± 0.06 (95.6)

2.34 ± 0.02 (94.5)*

2.07 ± 0.00 (100)

2.16 ± 0.14 (99.4)

2.04 ± 0.05 (98.5)

2.03 ± 0.02 (98.3)

2.02 ± 0.02 (97.5)

2.40 ± 0.02(100)

2.33 ± 0.01(99.5)

2.32 ± 0.03(98.6)

2.30 ± 0.05(98.4)

2.32 ± 0.07(97.7)

IC50 943.30 1,116.10 2,410.80

The values represent the mean ± standard deviations for triplicate experiments. Significantly different

from the control value: *p<0.05(Studentsʼ t-test).
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Fig. 1. The cytoprotective effect of 3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin on chromium trioxide-

induced cytotoxicity in NIH3T3 fibroblasts by the MTT method. The values represent

the mean ± standard deviations for triplicate experiments. Significantly different from the

control value: **p<0.01(Students' t-test).

3. Chromium trioxide의 세포독성에

대한 3-HBA, 3,4,5-THBA 및

quercetin의 세포 보호효과

NIH3T3 섬유모세포에 미치는 chromium

trioxide의 세포독성에 대한 3-HBA, 3,4,5-

THBA 및 quercetin의 세포 생존율과 세포부

착 저지능을 측정한 결과에 의하면, chromium

trioxide의 IC50 농도와 비교해, 세포 생존율과

세포부착 저지능은 농도 의존적으로 증가하였

다. NIH3T3 섬유모 세포주에 대한 흡광도에

의하면, 3-HBA의 IC50값[2.26 ± 0.02(57%)]은

3,4,5-THBA의 IC50값[2.26 ± 0.01(59%)],

quercetin의 IC50값[2.33 ± 0.02(59%)]과 유사한
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Fig. 3. The cytoprotective effect of 3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin on Na2Cr2O7-induced

cytotoxicity in NIH3T3 fibroblasts by the MTT method. The values represent the mean

± standard deviations for triplicate experiments. Significantly different from the control

value: **p<0.01(Studentsʼ t-test).

측정값이 관찰되었다. 3-HBA에 대한 통계적인

유의성은 관찰되지 않았으며, 3,4,5-THBA는

quercetin보다 낮은 농도에서 통계적인 유의성

이 관찰되었다(p<0.01). NIH3T3 섬유모세포에

미치는 chromium trioxide의 세포독성은 3-

HBA의 IC50값에 대한, 100.0μM 3-HBA[2.50 ±

0.03(63%)]에 비교해보면, chromium trioxide

독성에 대한 3-HBA의 세포 보호효과는 약

6% 정도로 관찰되었으나, 3,4,5-THBA의 IC50

값에 대한 100.0μM 3,4,5-THBA[3.60 ± 0.03

(94%)]는 약 35% 정도로 높은 세포 보호효과

가 나타났으며, quercetin의 IC50값에 대한

100.0μM quercetin[3.55 ± 0.03(90%)]는 약 31%

정도로 세포 보호효과가 관찰되었다(Fig. 1).

NIH3T3 섬유모 세포주에 대한 XTT흡광도에

의하면, 3-HBA의 IC50값[1.99 ± 0.17(50%)]은

3,4,5-THBA의 IC50값[2.13 ± 0.09(54%)]와

quercetin의 IC50값[2.04 ± 0.02(52%)]의 유사한

측정값이 관찰되었다. 50.0 μM 3,4,5-THBA와

50.0μM quercetin에 대한 통계적인 유의성

(p<0.05)이 관찰되었으나, 3-HBA는 통계적인

유의성이 관찰되지 않았다. NIH3T3 섬유모세

포에 미치는 chromium trioxide의 세포부착 저

지능은 3-HBA의 IC50값에 대한 100.0 μM

3-HBA[2.15 ± 0.20(54%)]에 비교해보면,

chromium trioxide독성에 대한 3-HBA의 독

성경감효과는 약 4% 정도로 관찰되었으나, 3,4,5-

THBA과 quercetin의 IC50값에 대한, 100.0μ

M 농도에서 약 30% 정도의 세포 보호효과가

측정되었다. Chromium trioxide독성에 대한 페

놀 화합물의 독성 경감효과에 대한 세포부착 저

지능은 세포 생존율처럼 3,4,5-THBA > quercetin

> 3-HBA순서로 감소하였음을 알 수가 있었다

(Fig. 2).
14,15)
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Fig. 2. The cytoprotective effect of 3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin on chromium trioxide-

induced cytotoxicity in NIH3T3 fibroblasts by the XTT method. The values represent the

mean ± standard deviations for triplicate experiments. Significantly different from the

control value : **p<0.01(Students’ t-test).

4. Sodium dichromate의 세포독성에

대한 3-HBA, 3,4,5-THBA 및

quercetin의 세포 보호효과

NIH3T3 섬유모세포에 미치는 Na2Cr2O7의

세포독성에 대한 3-HBA, 3,4,5-THBA 및

quercetin의 세포 생존율과 세포부착 저지능을

측정한 결과에 의하면, Na2Cr2O7의 IC50 농도

와 비교해, 세포 생존율과 세포부착 저지능을

농도 의존적으로 로 증가함을 관찰할 수 있었

다. NIH3T3 섬유모 세포주에 대한 흡광도에

의하면, 3-HBA의 IC50값[2.09 ± 0.04(53%)]은

3,4,5-THBA의 IC50값[2.14 ± 0.04(54%)],

quercetin의 IC50값[2.05 ± 0.02(51%)]과 유사

한 측정값이 관찰되었다. 3-HBA에 대한 통계

적인 유의성은 관찰되지 않았으나, 3,4,5-THBA

는 quercetin보다 낮은 농도에서 통계적인 유

의성이 관찰되었다(p<0.01). NIH3T3 섬유모세

포에 미치는 Na2Cr2O7의 세포독성은 3-HBA의

IC50값에 대한 100.0μM 3-HBA[2.33 ± 0.10

(59%)]에 비교해보면, Na2Cr2O7독성에 대한

3-HBA의 세포 보호효과는 약 6% 정도로 관

찰되었으나, 3,4,5-THBA과 quercetin의 IC50값

에 대한 100.0 μM 농도는 chromium trioxide의

경우와 비숫한 약 30% 정도로 세포 보호효과

가 측정되었다(Fig. 3).

NIH3T3 섬유모 세포주에 대한 XTT흡광도에

의하면, 3-HBA의 IC50값[2.16 ± 0.06(53%)]은

3,4,5-THBA의 IC50값[2.26 ± 0.10(57%)]와

quercetin의 IC50값[2.22 ± 0.17 (55%)]의 측정

값과 유사한 흡광도를 얻게 되었다. 25.0μM

3,4,5-THBA와 25.0μM quercetin에 대한 통계

적인 유의성(p<0.05, 0.01)이 관찰되었으나,

3-HBA는 통계적인 유의성이 관찰되지 않았다.
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Fig. 4. The cytoprotectivee effect of 3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin on Na2Cr2O7-induced

cytotoxicity in NIH3T3 fibroblasts by the XTT method. The values represent the mean

± standard deviations for triplicate experiments. Significantly different from the control

value: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001(Studentsʼ t-test).

NIH3T3 섬유모세포에 미치는 Na2Cr2O7의 세

포부착 저지능은 3-HBA의 IC50값에 대한

100.0 μM 3-HBA[2.49 ± 0.01(62%)]에 비교해

보면, Na2Cr2O7독성에 대한 3-HBA의 세포 보

호효과는 약 9% 정도로 관찰되었으나, 3,4,5-

THBA의 IC50값에 대한 100.0μM 3,4,5-THBA

[3.41 ± 0.12(86)%)]는 약 29% 정도로 세포 보

호효과가 나타났으며, quercetin의 IC50값에 대

한 100.0 μM quercetin [3.28 ± 0.18 (81)%)]는

약 28% 정도로 3,4,5-THBA의 세포 보호효과와

유사한 활성이 측정되었다. 이와 같은 Na2Cr2O7

독성에 대한 세포 보호효과는 세포부착 저지능

은 세포 생존율처럼, 3,4,5-THBA > quercetin >

3-HBA순서로 감소하였음을 알 수가 있었다

(Fig. 4).
15)

5. Hexavalent Chromium의 세포독성

에 대한 3-HBA, 3,4,5-THBA 및

quercetin의 LDH 활성

CrO3와 Na2Cr2O7의 NIH3T3 섬유모세포에

대한 세포막의 파괴 정도에 따라 양이 결정되는

LDH 활성도를 측정하였으나, MTT 정량분석법

과 XTT 정량분석법에서와 같이, chromium

trioxide IC50 농도를 NIH3T3 섬유모세포에 처

리하고 24시간이 지난 후, 3-HBA, 3,4,5-

THBA 및 quercetin는 농도별로 처리한 후, 48

시간째에 LDH 활성도를 측정한 결과, 모든 화

합물은 chromium trioxide IC50 농도 처리군에

대하여, LDH 흡광도를 1.0 μM CrO3는 증가시

켰지만, 25.0 μM CrO3에서부터는 농도 의존적

으로 감소시켰다. 3-HBA는 IC50 농도에 대하여,
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Fig. 5. The LDH activity of 3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin on chromium trioxide-induced

cytotoxicity in NIH3T3 fibroblasts by the XTT method. The values represent the mean

± standard deviations for triplicate experiments. Significantly different from the control

value: *p<0.05, **p<0.01(Studentsʼ t-test).

농도증가에 따라 큰 차이가 없었으나, 3,4,5-

THBA는 IC50 농도에 대하여, 50.0μM와 100.0

μM 3,4,5-THBA차이는 약 63% 정도로 관찰

되었으며, 100.0μM 3,4,5-THBA[0.044 ± 0.006

(151%)]는 3,4,5-THBA IC50[0.068 ± 0.001

(235%)보다 약 84%정도로 높은 LDH활성이

관찰되었다. 100.0μM quercetin[0.067 ± 0.001

(173%)]는 quercetin도 IC50[0.093 ± 0.002

(239%)보다 약 66%정도 높은 LDH활성이 관찰

되었다. Chromium trioxide IC50 농도처리에 의

한 LDH 활성도에 대한 3-HBA, 3,4,5- THBA

및 quercetin의 LDH 활성도 감소는 3,4,5-

THBA > quercetin > 3-HBA순서로 관찰되

었으므로, chromium trioxide에 의한 세포막

손상에 대한 억제효과는 3,4,5-THBA가 가장 높

았으며, 반대로 3-HBA가 chromium trioxide에

의한 세포막 손상에 대한 억제효과는 가장 낮

게 관찰되었다(Fig. 5).
14)

3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin를 농도별

로 처리한 후, 48시간째에 Na2Cr2O7에 대한

LDH 활성도를 측정한 결과, 1μM 3-HBA까지

IC50 농도 처리군에 대하여, LDH 활성도를 증

가시켰으며, 25.0μM 3-HBA에서부터 농도 의

존적으로 LDH 활성도를 감소시켰으며, 100.0μM

3-HBA에서는 통계적으로 유의한 차이가 있었

다. 3,4,5-THBA와 quercetin의 IC50 농도에 대

한 LDH 흡광도는 25.0 μM 농도에서부터 통계

적으로 유의한 차이가 나타났으며, 3,4,5-THBA

와 quercetin간의 차이는 크지 않았다.

이상의 연구결과에 의하면, 페놀 화합물의

고리구조에 수산기의 수는 크롬(VI)인 CrO3와

Na2Cr2O7 IC50 농도의 처리군에 대한 LDH 활

성도를 3,4,5-THBA > quercetin > 3-HBA

순서로 감소시킴을 알 수 있었다(Fig. 6).
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Fig. 6. The LDH activity of 3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin on Na2Cr2O7-induced cytotoxicity

in NIH3T3 fibroblasts by the XTT method. The values represent the mean ± standard

deviations for triplicate experiments. Significantly different from the control value: *p<0.05,

**p<0.01(Studentsʼ t-test).

6. 3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin

의 항산화능 측정 결과

3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin에서 관찰

된 크롬(VI)의 세포 보호효과와 항산화능과의

관계를 알아보기 위하여, 3-HBA, 3,4,5-THBA,

PG 및 quercetin의 항산화능을 DPPH 라디칼

소거능에 의하여 측정한 결과, 3-HBA의 DPPH

라디칼 소거능은 1.0 - 100.0μM농도범위에서

3-HBA에서는 약 3%정도의 차이가 관찰되었

으나, 3,4,5-THBA의 DPPH 라디칼 소거능은

약 27%정도로 차이의 활성이 측정되었으며,

quercetin의 DPPH 라디칼 소거능은 약 21%

정도로 큰 차이는 없었다. 100.0μM 농도에서

DPPH 라디칼 소거능은 3,4,5-THBA >

quercetin > 3-THBA 순서로 활성이 감소되

었다. 3,4,5-THBA의 DPPH 라디칼 소거능은

gallocatechin B고리의 quercetin에 대한 3’4’-

dihydroxyl(B고리)와 A와 C고리의 hydroxyl

보다 큰 라디칼 소거능이 측정되었다(Fig. 7).

7. 세포의 광학 현미경적 관찰

대조군의 NIH3T3 섬유모세포는 배양 24 시

간째가 되면, 대부분의 정상세포들과 같이 배

양용기의 바닥에 다수의 방추형 세포들이 단

층을 이루어 빈틈없이 부착된다. 크롬(Ⅵ)을

농도별로 처리하면, 농도 의존적으로 세포밀도

가 감소하여, 세포의 크기는 원형으로 변형되

며, 일부세포는 배양액내에 떠다니는 부유세포

(floating cell)로 나타났다. 크롬(Ⅵ)을 IC50 농

도로 처리하면, 세포밀도의 감소, 세포크기와

모양의 변화 및 배양액내에 세포 부스러기들이

나타났다. 크롬 IC50 농도와 3-HBA,, 3,4,5-

THBA와 quercetin면, 농도 의동시에 처리하

면, 농도 의존적으로 세포의 재생현상 즉 세포
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Fig. 7. The radical scavenging activity of 3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin on DPPH. The values

represent the mean ± standard deviations for triplicate experiments. PG(control),

3-HBA, 3,4,5-THBA and quercetin was examined in four concentrations in triplicate

experiments. Significantly different from the control value: *p<0.05(Studentsʼ t-test).

수의 Ⅵ)와 세포의 방추형으로 변화가 일어났다.

세포의 재생현상은 3,4,5-THBA와 quercetin가

3-HBA 보다 빠르게 진행되었으나, 3,4,5-THBA

와 quercetin와 BA와 querc않았다.
14)

IV. 고  찰
본 연구에서 크롬(VI)인 CrO3와 Na2Cr2O7의

NIH3T3 섬유모세포에 대한 IC50 농도는 MTT

정량은 44.0 ～ 51.2μM범위에서 관찰되었으며,

XTT 정량에서 약 69.0 μM농도에서 측정되었

다. 이러한 연구 결과는 Biedermonn 등
16)

의

LDH 농도와 Son 등의 IC50 농도보다 높아 세

포독성 효과가 약하게 나타났으나, 전
17)

의 연

구 결과와는 거의 일치하였다. Borefreund 등

이
18)

에 의하면, CrO3와 Na2Cr2O7의 NIH3T3

섬유모세포주에 대한 세포독성 효과는 고독성

으로 판정할 수 있었으며, 3-HBA와 3,4,5-

THBA는 페놀산이나, quercetin는 프라보노이

드 화합물로 항산화 활성이 있으며,
3)

항산화

효과는 분자구조의 galloxy 성분에 기인한다.
6)

3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin 자체의

NIH3T3 섬유모세포에 대한 세포독성 효과는

표 3, 4와 그림 6, 7에서 보는 바와 같이, 농도

의존적으로 MTT 흡광도와 XTT 흡광도를 감

소시키나, 100.0μM 농도에서 대조군에 비하여,

3-HBA가 통계적으로 유의한 차이가 있으나,

3,4,5-THBA와 quercetin는 통계적으로 유의한

차이는 관찰되지 않았다. 이러한 연구 결과는

전
17)

의 결과와 일치하였으며, Borefreund 등
18)

의 세포독성에 따른 판정 기준에 의하면, 무독

성으로 판정할 수 있었다. Szelag 등
19)

은

flavonoid인 guercetin-5ʼ-sulfonic acid salt

(NaQSA)는 크롬(Ⅵ)이온을 크롬(III)이온 상태

로 전환하며, 크롬이온을 감소시킬 수 있으며,

CrO3의 급성중독을 나타내는 Wistar rat에 100

mg/kg의 NaQSA를 위내에 투여하면 치사율을
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감소시킬 수 있다고 보고하였다. 3-HBA와

3,4,5-THBA 및 flavonids인 quercetin을 CrO3

와 Na2Cr2O7 IC50 농도로 NIH3T3 섬유모세포

에 농도별로 처리하고, MTT와 XTT 흡광도

를 측정한 결과, CrO3, IC50 처리시 MTT 흡광

도는 그림 1에서 보는 바와 같이, 3-HBA는

IC50 농도 처리군에 비하여, 농도 의존적으로

흡광도를 증가시켰으나, 100.0μM 3-HBA까지

통계적으로 유의성이없었다. 반면에 3,4,5-THBA

는 IC50 농도 처리군에 비하여, 농도 의존적으

로 흡광도를 증가시켰으며, 25.0μM 3,4,5-

THBA에서부터 통계적으로 유의한 차이가 있

었다. Quercetin도 3,4,5-THBA와 유사한 흡광

도를 증가시켰으며, 50.0 μM quercetin에서 통

계적으로 유의한 차이가 있었다. 3-HBA 보다

3,4,5-THBA와 quercetin는 CrO3의 세포독성

효과는 통계적으로 유의하게 경감할 수 있음

을 알 수 있었으나, 3,4,5-THBA와 quercetin

와 독성경감효과는 차이가 거의 없었다. XTT

흡광도는 3-HBA는 IC50 농도 처리군에 비하여

농도 의존적으로 흡광도를 증가시켰으나 통계

적으로 유의한 차이는 없었다. 3,4,5-THBA와

quercetin는 IC50 농도 처리군에 비하여, 농도

의존적으로 XTT 흡광도를 증가시켰으며, 50.0

μM 농도에서부터 통계적으로 유의한 차이가

있었다. 3-HBA 보다 3,4,5-THBA와 quercetin

는 CrO3의 세포독성 효과를 감소시킬 수 있음

을 알 수 있었으며 3,4,5-THBA와 quercetin의

세포독성 효과에 대한 감소의 차이는 인정할

수 없었다. 이상의 결과에서, 페놀 화합물의 고

리구조에 수산기의 수는 크롬(VI)인 CrO3와

Na2Cr2O7처리시, MTT 흡광도는 3-HBA는

IC50 농도 처리군에 대하여, 농도 의존적으로

흡광도를 증가 시켰으나, 통계적으로 유의한

차이는 없었다. 3,4,5-THBA는 IC50 농도 처리

군에 대하여 농도 의존적으로 흡광도가 증가

하였으며, 25.0 μM 3,4,5-THBA에서부터 통계

적으로 유의한 차이가 있었다. Quercetin도

3,4,5-THBA와 유사한 결과가 나타났다. 3-HBA

보다 3,4,5-THBA와 quercetin는 페놀 화합물

의 고리구조와 수산기의 수가 CrO3와 Na2Cr2O7

의 NIH3T3 섬유모세포에 대한 세포독성 효과

를 감소시킬 수 있는 물질임을 알 수 있었다.

Szelag 등
19)

의 보고와 비교한다면, 3,4,5-THBA

와 quercetin는 크롬(Ⅵ)의 세포독성 효과를 감

소시킬 수 있는 물질로 판정할 수 있다.

LDH 활성은 세포막의 손상정도를 측정하는

정량적인 분석방법의 하나로, 배양액내로 유출

된 LDH량을 비색 분석법에 의하여 측정하는

방법으로,
20)

크롬(Ⅵ) IC50 농도를 처리한 군에

서 대조군에 비하여, LDH 활성이 높게 나타남

은 크롬(Ⅵ)이 NIH3T3 섬유모세포의 막손상을

초래하였음을 증명하고 있다.
21)

MTT 정량분

석, XTT 정량분석 및 LDH 활성 측정을 종합

해보면, 크롬이 정상 NIH3T3 섬유모세포에 대

하여, 효소의 활성과 막 손상을 초래함으로서

세포에 독성을 유발한다.
22)

크롬(Ⅵ)에 의한 막

손상을 감소시키기 위하여, IC50 농도의 크롬

(Ⅵ)을 처리한 NIH3T3 섬유모세포에 3-HBA,

3,4,5-THBA 및 quercetin를 농도별로 동시에

처리한 결과, 1.0μM 농도에서는 LDH활성의

감소는 나타나지 않았으나, 25.0μM 이상에서

는 LDH 활성이 급속히 감소하였는 데, 이는

페놀산인 3-HBA와 3,4,5-THBA 및 quercetin

가 막손상을 감소시켰다고 판단할 수 있다. 막

손상의 감소정도는 quercetin ≧ 3,4,5-THBA

> 3-HBA 순으로 나타났다. 연구 결과는 페놀

화합물의 분자구조와 결합된 수산기 수가 막

손상을 일으키는 크롬(Ⅵ)에 결합하여 세포독

성 효과를 감소시켰을 것으로 추측된다.
23)

사람이 젊었을 때는 지질과 산화반응을 억

제할 수 있는 비타민 C나 E와 같은 항산화물

질이 많이 존재하기 때문에, 생리적 장애 발생

이 드물지만 나이가 들어감에 따라, 항산화 물

질의 감소 또는 독성물질의 생성으로 인한 생

체내 항산화 방어시스템이 원활하게 작동되지
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않아, 여러 가지 질환의 발생 빈도가 높아질 수

있다.
24)
특히 사람은 생체내 지질과산화 반응을

억제할 수 있는 항산화 물질, 즉 tocopherol이

많이 존재하기 때문에 다른 포유류 보다 수명

이 길다는 것이 밝혀졌다.
25)

이에 천연 활성산

소 제거물질로 알려진 3-HBA, 3,4,5-THBA

및 quercetin의 DPPH 라디칼 소거능을 측정한

결과, 3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin의

DPPH 라디칼 소거능은 1.0μM 3-HBA는

41.0%, 1.0μM 3,4,5-THBA는 48.4%, 1.0μM

quercetin는 53.8%로 관찰되었으며, 3,4,5-THBA

및 quercetin의 DPPH 라디칼 소거능은 농도가

증가함에 따라 그 차이는 더욱 증가하였다. 즉

quercetin > 3,4,5-THBA> 3-HBA 감소순으

로 항산화능이 관찰되었다. 3-HBA의 항산화

작용에 관한 연구는 거의 없는 실정인 반면,

3,4,5-THBA와 quercetin의 항산화 작용에 관

한 연구는 다양하게 보고 되고 있고,
26,27)

특히

3,4,5-THBA와 quercetin의 항산화 작용은 강

한 것으로 보고되고 있어, 본 연구의 결과와

일치하였다.

세포의 형태학적 관찰에서도 3-HBA, 3,4,5-

THBA 및 quercetin를 NIH3T3 섬유모세포에

처리하고, 48 시간이 지나면 농도 증가에 따라,

세포수의 감소와 세포형태의 변화, 즉 방추형

의 세포에서 원형으로서 변화가 관찰 되었으나,

크롬(VI)의 IC50 농도를 처리한 군에 비하여 약

하게 관찰되었다. 3-HBA 처리군에서 세포의

퇴행성 변화는 가장 심하였고 3,4,5-THBA와

quercetin 처리군에서는 3-HBA 처리군에서

보다 약하였다. NIH3T3 섬유모세포에 대한 세

포독성은 크롬(Ⅵ) > 3-HBA > 3,4,5-THBA

≧ quercetin 순으로 나타났다. 크롬(Ⅵ)의 세

포독성 효과에 대한 3-HBA, 3,4,5-THBA와

quercetin가 통계적으로 유의한 차이를 나타냈

는데, 이는 3,4,5-THBA와 quercetin가 3-HBA

보다 DPPH 라디칼 소거능 즉 항산화 작용이

강하게 나타난 결과로 생각된다. Szelag
19)

의

보고는, 본 연구의 결과를 뒷받침 할 수 있는

이론으로 판단할 수 있다. 한편 김 등
28)

은

flavone화합물중 A와 B고리의 hydroxy 치환

기의 수에 의하여, 상대적으로 우수한 항산화

작용과 항암효과를 보여주었으며, 치환기의 종

류 및 위치에 따라 현저한 potency의 변화는

관찰되지 않았다. 크롬(VI)의 독성에 대한

NIH3T3 섬유모세포주의 세포 보호효과를 측

정하기 위하여, 3,4,5-THBA(IC50, 2,552.4μM)

는
18)
프라보노이드 그룹의 gallocatechin의 B고

리의 형태를 갖는 화합물로서, 벤젠고리에 위

치한 카르복실기와 3,4,5번에 위치한 하이드록

실기와 경쟁반응에 의한 카르복실기의 염기성

있는 두 자리 리간드로 형성되어, Lewis acid

인 크롬(VI)과 complex가 형성되는 안정한 분

자구조 착물로, 크롬(VI)의 독성을 경감시키는

크롬착물을 형성하여 세포 보호효과가 관찰되

리라 생각된다. Quercetin(IC50, 1,463.9μM)는 B

고리에 있는 3’4’-dihydroxy구조와 크롬착물을

형성할 것으로 생각되며, 이는 3’4’-dihydroxy구

조의 두 자리 리간드가 카르복실기의 두 자리

리간드보다 낮은 염기성으로 크롬착물 형성의

낮은 안정도상수를 갖으리라 사료된다.
29,30)

본

연구의 결과를 기초로 하여, 여러 종류의 중금

속의 독성을 경감시킬 수 있는 페놀산과 프라

보노이드 화합물의 분자구조와 세포의 재생활

성관계에 대한 연구를 계속하여야 할 것이다.

V. 결 론
크롬(VI)의 세포독성 효과를 감소시킬 수 있

는 물질을 탐색하기 위하여, 3-HBA, 3,4,5-

THBA 및 quercetin를 선정한 후, 정상세포인

NIH3T3 섬유모 세포에 처리하여, 세포 생존

율, 세포부착 저지능, LDH활성, 라디칼 소거능

및 광학 현미경적 관찰을 실시하였다. 방향족

화합물의 고리구조에 수산기의 수는 크롬(VI)
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인 CrO3와 Na2Cr2O7의 NIH3T3 섬유모세포에

대한 세포독성 효과는 MTT 분석과 XTT 분

석에서 각각 고독성으로 판정되었다. 3-HBA,

3,4,5-THBA 및 quercetin의 NIH3T3 섬유모세

포에 대한 세포 생존율과 세포부착 저지능은

농도 의존적으로 감소하였으며, 100.0 μM이하

의 농도에서는 세포에 영향을 주지 않았다.

3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin의 방향족

고리구조에 수산기의 수는 크롬(VI)인 CrO3와

Na2Cr2O7의 세포독성에 대한 경감효과와 CrO3

와 Na2Cr2O7의 IC50 농도에 대한 LDH활성은

농도 의존적으로 감소시켰으며, 3,4,5-THBA와

quercetin는 통계적으로 유의한 차이가 있었으

나, 3-HBA는 통계적으로 유의한 차이가 없었

다. 3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin의 항산

화능은 PG > 3,4,5-THBA ≧ quercetin >

3-HBA순서로 활성이 감소되어 관찰되었다.

방향족 화합물의 고리구조에 수산기의 수는

크롬(VI)인 CrO3와 Na2Cr2O7의 IC50 농도에 대

한 3-HBA, 3,4,5-THBA 및 quercetin의 세포

수와 세포형태의 변화는 농도 의존적으로 약

하게 나타났으며, 3-HBA > 3,4,5-THBA ≧

quercetin순서로 활성이 감소됨을 알 수가 있

었다. 연구결과에 의하면, 방향족 화합물의 벤

젠고리 구조에 카르복실기와 수산기의 수와

위치는 크롬(VI)인 CrO3와 Na2Cr2O7의 세포독

성 감소와 밀접한 관계가 있으며, quercetin의

B ring에 결합된 3’4’-dihydroxy구조의 두자리

리간드로서 크롬(VI)이온의 감소가 더욱 밀접

한 관계가 있는 것으로 판단된다.
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