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Abstract — The aim of this study was to evaluate the effect of galangin towards hydrogen peroxide-induced DNA damage.
The calf thymus DNA and Chinese Hamster Lung (CHL) cells were used to measure 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine(8-
OH2'dG) as an indicator of DNA oxidative damage using high performance liquid chromatography with electrochemical
detection. Hydrogen peroxide in the presence of Fe(II) ion induced the formation of 8-OH2'dG in both calf thymus DNA
and CHL cells. The DNA damage effects were enhanced by increasing the concentration of Fe(II) ion and inhibited by galan-
gin. In the single cell gel electrophoresis (Comet assay), galangin and dl-a-tocopherol showed an inhibitory effect in CHL
on hydrogen peroxide induced DNA single strand breaks. Galangin showed more potent activity than dl-α-tocopherol under
our experimental conditions. These results indicate that galangin can modify the action mechanisms of the oxidative DNA
damage and may act as chemopreventive agents against oxidative stress.
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노화와 관련된 상당수의 퇴행성 질환들에 있어서 중요한 원인

으로 알려진 것이 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)이

다.1,2) 이들은 세포호흡(cellular respiration)이나 이물질 대사 중

산화과정에서 많이 발생하는데 상당부분 체내의 자체방어기전에

의해 소거된다.3) 그러나 일부 세포에서는 ROS에 의한 산화적

DNA 손상의 결과로 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine(8-OH2'dG)

같은 부가체(adduct)들이 생성되며 DNA strand breaks가 일어

난다. 따라서 이러한 유전독성 바이오마커(genotoxic biomarker)

들을 이용하여 세포내 DNA 손상정도를 측정할 수 있다.4) 본 연

구에서는 ROS로서 작용하는 H2O2에 의해 생성되는 DNA 산화

적 손상과 DNA 절단에 대하여 항산화성 flavonoid 중의 하나인

galangin의 보호효과를 규명하기 위하여 8-OH2'dG 분석과 single

cell gel electrophoresis(SCGE)를 실시하였다. 본 연구에서

galangin과 같은 flavonoid 화합물이 항산화 비타민인 dl-α-

tocopherol(vit-E)보다 생리활성이 더 컸으며 이에 관련된 결과들

을 얻었기에 이에 보고하는 바이다.

실험방법

실험재료

Galangin(>95%, HPLC, Fig. 1), dl-α-tocopherol(vit-E), 8-

hydroxy-2'-deoxyguanosine(8-OH2'dG), 2'-deoxyguanosine(2'dG),

calf thymus DNA은 Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO 63178, USA)

에서 구입하여 사용하였다. Minimum essential medium(MEM),

fetal bovine serum(FBS) 등 세포배양시약은 GIBCO사(Introvigen

Co., Carlsbad, CA 92008, USA)에서 구입하여 사용하였고, H2O2

등 그 외의 모든 시약은 특급시약을 사용하였다. 8-OH2'dG 분

석을 위해서는 HPLC용 methanol과 water를 사용하였다.

배양세포

본 실험의 in vitro 연구에서 사용된 세포주는 ATCC로부터 구
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입한 Chinese hamster lung(CHL) cell을 사용하였다. 세포배양

은 10% FBS, 1% l-glutamine, 1% penicillin-streptomycin을

함유한 MEM 배지를 사용하였다.

Calf thymus DNA에서 8-OH2'dG의 정량

Calf thymus DNA(1 mg/ml in 14 mM Na2HPO4, pH 7.4)

100 µl에 전처리(pre-treatment)법의 경우에는 시료물질인 vit-E

또는 galangin을 농도별로 처리한 후 37oC에서 3시간 동안

incubation시켰다. 이후 양성대조물질로서 소정의 최종농도가 되

도록 H2O2와 FeCl2 용액을 가해 30분간 노출시켰다. 동시투여

(simultaneous treatment)법의 경우에는 시료물질을 농도별로 처

리하고 즉시 양성대조물질로서 소정의 최종농도가 되도록 H2O2

와 FeCl2 용액을 가해 3시간 30분간 노출시켰다. 3M sodium

acetate(NaOAc) 10 µl, ethanol 2.5 ml를 가해 -80oC에서 1시간

동안 동결 후 녹인 다음 3000 rpm에서 15분간 원심분리해서

pellet을 얻었다. 이것을 10 mM Tris(pH 7.4 containing 1 mM

EDTA) 0.3 ml, 0.5 M NaOAc 30 µl, 0.25 M MgCL2 10 µl를 가

한 후 5분간 끓이고 10분 동안 냉각하였다. 다음 nuclease

P1(0.5 mg/ml) 10 µl를 가해 50oC에서 30분간 반응시키고 1 M

Tris(pH 10.6) 10 µl와 alkaline phosphatase(0.1 unit/µl) 10 µl를

가해 37oC에서 1시간 배양시켰다. 이어서 5.8 M acetic acid 4 µl

를 가해 0.2 µm filter로 여과해서 이를 electrochemical-detector

(guard cell-850 mV, analytical cell-400 mV)와 UV-detector

(260 nm)를 장착한 HPLC로 C-18 칼럼을 써서 이동상용매로서

는 100 mM sodium acetate in 5% MeOH(pH 5.2 with H3PO4)

를 써서 8-OH2'dG와 2'-dG를 동시에 분리정량하였다.5-12) 결과

치는 105 분자의 2'-dG 중 8-OH2'dG의 비율(8-OH2'dG/105 2'-

dG)로 나타내었다.

CHL에서 8-OH2'dG 정량

CHL cell을 106개를 10 cm dish에 심고 24 시간 동안 배양시

킨 다음 vit-E 또는 galangin을 농도별로 12시간 처리한 후(pre-

treatment법) 양성대조물질로서 소정의 최종농도가 되도록 H2O2

와 FeCl2를 가해 30분간 37oC에서 산화적 DNA 손상을 주었다.

다음 trypsin-EDTA를 이용하여 세포를 취하여 1000 rpm에서 5

분간 원심분리하고 상등액을 제거한 후 DPBS를 1 ml 가하여

1000 rpm에서 5분간 원심분리한다. 다시 상등액을 제거한 후

lysis buffer(10 mM Tris HCl, 400 mM NaCl, 2 mM Na2EDTA,

pH 8.2) 3 ml, 10% SDS(pH 7.2) 200 µl, proteinase-K(20 mg/

ml) 50 µl, RNAase A(20 mg/ml) 40 µl를 가하여 37oC에서 밤새

배양시킨다. 여기에 6 M NaCl 1 ml를 가하여 거품이 생길 정도

로 격렬하게 voltex한 후 15분간 얼음에 담갔다가 2000 rpm에서

15분간 원심분리한다. 상층액을 조심스럽게 취하여 ethanol을 가

하여 DNA pellet을 얻는다. 10 mM Tris(pH 7.4 containing

1 mM EDTA) 0.3 ml 0.5 M sodium acetate(NaOAc) 30 µl,

0.25 M MgCl2 10 µl를 가한 후 5분간 boiling시키고 5~10분 동

안 냉각하였다. Nuclease P1(0.5 mg/ml) 10 µl를 가해 50oC에서

30분간 incubation시키고 1 M Tris(pH 10.6) 10 µl와 alkaline

phosphatase(0.1 unit/µl) 10 µl를 가해 37oC에서 1시간 incubation

시켰다. 2.9 M acetic acid 10 µl를 가해 0.2 µm filter로 여과하

여 이를 calf thymus DNA에서 방법과 동일한 조건으로 8-

hydroxy-2'-deoxyguanosine(8-OH2'dG)과 2'-deoxyguanosine을

동시에 분리정량하고 결과치를 나타내었다.

Single cell gel electrophoresis (Comet assay)

CHL cell 5×104개를 24-well에 심고 24시간 후에 검체인 vit-

E 또는 galangin 을 농도별로 가해 12시간 처리하고(pre-

treatment법) 소정의 최종농도가 되도록 양성대조물질인 H2O2와

FeCl2를 처리하였다. 30분 후 trypsin 2 ml를 넣어 세포를 수확

하여 시험관에 취했다. 다음 1500 rpm으로 원심분리 후 PBS

(without Cl-, Mg2+)로 세척하고 다시 1500 rpm으로 원심분리하

였다. 상층액을 버리고 각각에 0.5%-LMPA(low melting point

agarose)를 200 µl 가해준 뒤 voltex로 각각 10초 동안 섞었다.

0.65%-NMPA(normal melting point agarose) 100 µl를 미리 입

힌 slide(fully frosted)에 이 액 50 µl를 떨어뜨린 후 커버슬라이

드로 덮었다. 냉장고에서 약 15분간 굳힌 뒤 커버슬라이드를 제

거하고 그 위에 다시 0.5%-LMPA를 100 µl 떨어뜨린 후 cover

slide로 덮고 냉장고에서 15분간 굳혔다. 커버슬라이드를 제거한

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

pH 10, 10% DMSO, 1% triton X-100)에 담가서 약 1시간 동안

lysis시켰다. 그 후 electrophoresis buffer(300 mM NaOH, 1 mM

Na2EDTA, pH 13)에 20분간 담가 정치하였다. 전기영동장치에

slide를 양극쪽으로 배열한 뒤 25 V, 300 mA에서 15분간

electrophoresis하였다. 슬라이드를 꺼내 10분씩 3번 0.4 M Tris

(pH 7.5)에 담가 중화하였다. Tray에 걸어 충분히(15분) 건조시

킨 후 ethidium bromide(2 µg/ml)를 20 µl씩 각각에 떨어뜨려 염

색한 후 515~560 nm의 excitation filter와 590 nm의 barrier

Fig. 1 − The chemical structure of galangin.
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filter를 이용하여 형광현미경으로 관찰하였다. 이때 관찰은 image

analyzer인 KOMET 3.1(Kinetic Imaging, England)를 사용하여

분석하였다.13) 데이터는 tail length(TL)와 olive tail moment(%

tail DNA x distance between head and center of gravity of

DNA in the tail, OTM)으로 나타내었다.14)

통계처리

 모든 data는 3회 실시하여 student's t-test를 이용하여 통계

처리 하였다.

실험결과

Calf thymus DNA에서 8-OH2'dG 생성에 미치는 영향

Fig. 2에 10-3 M H2O2의 Fe2+ 이온 농도에 따른 8-OH2'dG 생

성율(8-OH2'dG/105 2'dG)을 나타내었다. 10-3 M H2O2 단독처리

시 8.6을 나타내었으며 Fe2+ 이온 농도 10-5 M, 10-4 M, 10-3 M

처리시에 12.9, 34.7, 255.6의 유의성 있는 농도 의존적 증가를

나타내었다. 한편 Table I에 H2O2(10-3 M)/FeCl2(10-3 M) 유도 8-

OH2'dG 생성에 대한 vit-E와 galangin의 효과를 나타내었다.

전처리(pre-treatment)법에서 vit-E는 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M

농도에서 모두 양성대조군의 생성율 112.0 보다 낮은 생성율을

나타내어 억제효과를 보였으나 농도의존적 경향을 잘 나타내지

는 않았다. 생성억제율은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 각각 18.1%,

15.6%, 16.5%였다. 한편, galangin은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서

95.7, 78.4, 68.4의 생성률을 나타내어 처리농도에 따라 억제경향

을 나타내었다. 생성억제율은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 각각

14.6%, 29.9%(p<0.05), 38.9%(p<0.01)로서 vit-E 보다 높은 억

제활성을 나타내었다.

동시처리(simultaneous treatment)법에서 vit-E는 10-4 M(억제

율 3.0%)를 제외하고는 양성대조군의 생성율 322.2 보다 오히려

다소 높은 생성율을 나타내어 억제효과를 나타내지 않았다. 한편,

galangin은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 8-OH2'dG 생성률이 각각

331.0, 303.5, 271.7을 나타내어 처리농도에 따라 억제경향을 나

타내었다. 생성억제율은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 각각 -2.7%,

5.8%, 15.7%로서 vit-E 보다 높은 억제활성을 나타내었다. 동시

처리법이 전처리법 보다 양성물질 노출시간(각각 3시간30분, 30

분)이 길기 때문에 양성대조군의 생성률이 높았지만 8-OH2'dG

생성억제효과는 동시처리법에서보다 전처리법에서 더 잘 나타났다.

CHL 세포에서 8-OH2'dG 생성에 미치는 영향

Fig. 3에 CHL cell에서 10-3 M H2O2의 Fe2+ 이온 농도에 따

른 8-OH2'dG 생성률(8-OH2'dG/105 2'-dG)을 나타내었다. Fe2+

이온 농도 0 M, 10-3 M에서 각각 21.9(p<0.01), 110.1(p<0.01)

의 유의성 있는 증가를 나타내었다. 한편 Table II에 H2O2

(10-3 M)/FeCl2(10-3 M) 유도 8-OH2'dG 생성에 대한 vit-E와

galangin의 효과를 나타내었다.

Vit-E는 10-6 M(억제율 3.4%)을 제외하고 10-5 M, 10-4 M에서

양성대조군의 8-OH2'dG 생성률(8-OH2'dG/105 2'-dG)인 110.1

보다 유의성 있는 낮은 생성률을 나타내지 못했다. 한편, galangin

은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 각각 69.5, 75.5, 75.3의 8-

Fig. 2 − The effect of Fe(II) ion on the formation of 8-OH2'dG by

H
2
O

2
 in calf thymus DNA.

Table I − The effect of vit-E and galangin against oxidative DNA

damage in the 8-OH2'dG formation of calf thymus DNA

by H
2
O

2
 (10-3 M) and FeCl

2
 (10-3 M)

Treatment (M)

8-OH2'dG/105 2'dG (Mean±S.D.)

Pre-treatment
(% Inh)

Simultaneous
treatment (% Inh)

Positive 112.0±19.3 322.2±30.9

Vit-E 10-6 091.7±8.3 (18.1) 382.4±37.0 (-)

10-5 094.6±13.1 (15.6) 389.5±6.8* (-)

10-4 093.5±27.3 (16.5) 312.4±5.3 (3.0)

Galangin 10-6 095.7±14.9 (14.6) 331.0±6.8 (-2.7)

10-5 078.5±14.0* (29.9) 303.5±109.2 (5.8)

10-4 068.4±9.6** (38.9) 271.7±19.1 (15.7)

n=3, Significant values were * P<0.05 and ** P<0.01 for the effect
of antioxidants compared with positive control (Student's t-test).
All the reactions contained 100 µg of calf thymus DNA. Other
experimental conditions were as described in materials and
methods section. Percent inhibition by antioxidants is given in
parentheses.

Fig. 3 − The effect of H
2
O

2
 and FeCl

2
 on the formation of 8-OH2'dG

in CHL cell.
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OH2'dG 생성률을 나타내어 처리용량 모두에서 억제효과를 나타

내었다. 생성억제율은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 각각 36.7%

(p<0.05), 31.4%, 31.6%로서 농도의존적인 경향은 잘 나타나지

않았으나 vit-E 보다 높은 억제활성을 나타내었다.

CHL cell에서 single strand break에 미치는 영향

Fig. 4에 10-3 M H2O2의 Fe2+ 이온 농도에 따른 TL과 OTM

을 나타내었다. Fe2+ 농도 0 M, 10-3 M에서 TL이 98.2, 107.4를

나타내었으며, OTM이 9.7, 11.5로서 두 개의 파라메터 모두에

서 유의성 있는 증가를 나타내었다. 또한, 10-3 M H2O2에 10-3 M

Fe2+ 처리시 10-3 M H2O2 단독처리보다 DNA 손상도가 상호간

비교할 때도 높아졌다.

Table III에 H2O2(10-3 M)/FeCl2(10-3 M) 유도 DNA 손상에 대

한 vit-E와 galangin의 억제효과를 TL과 OTM으로 나타내었다.

TL에서는 vit-E는 10-5 M, 10-4 M에서 모두 양성대조군의 생성율

107.4보다 비슷하거나 낮은 생성률을 나타내는 억제효과를 나타

내었다. 한편, galangin은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 91.8, 79.1,

68.6의 생성률을 나타내어 처리농도에 따라 억제경향을 나타내

었다. 생성억제율은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 각각 14.2%,

26.4%(p<0.05), 36.1%(p<0.01)로서 vit-E 보다 높은 억제활성

을 나타내었다.

OTM에서는 vit-E는 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 각각 13.0,

7.5, 7.0을 나타내어 10-5 M과 10-4 M에서 양성대조군 12.5에 비

하여 낮은 생성율을 나타내어 억제효과를 나타내었으며 처리농

도에 따라 억제경향을 나타내었다. 억제율은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M

에서 -4.0%, 40.0%(p<0.05), 44.0%(p<0.01)였다. 한편, galangin

은 10-6 M, 10-5 M, 10-4 M에서 8.8, 5.7, 5.5의 생성율을 나타내

어 처리농도에 따라 억제경향을 나타내었으며, 억제율은 10-6 M,

10-5 M, 10-4 M에서 각각 29.6%, 54.4%(p<0.05), 56.0%(p<0.01)

로서 vit-E 보다 높은 억제활성을 나타내었다. Vit-E와 galangin

처리시 TL과 OTM의 결과로 분석한 억제경향은 비슷하였으나

OTM쪽이 TL보다 억제경향을 더 잘 나타내었다.

고 찰

 최근 천연물로부터 oxidative stress에 의한 돌연변이, 염색체

손상으로 비롯된 발암억제제를 찾아내는 연구에 매우 관심이 커

지고 있다. Oxidative stress를 일으키는 reactive oxygen species

(ROS)가 암과 관련된 DNA 손상을 일으킨다고 알려져 있기 때

Table II − The effect of vit-E and galangin on the formation of 8-

OH2'dG in CHL cell by H
2
O

2
 (10-3 M) and FeCl

2
 (10-3 M)

Treatment (M)
8-OH2'dG/105 2'dG

(Mean±S.D.)
% Inhibition

Positive 110.1±25.1

Vit-E 10-6 106.4±28.5 3.4

10-5 129.6±41.5 -

10-4 130.3±26.0 -

Galangin 10-6 069.5±4.9* 36.7

10-5 075.5±17.0 31.4

10-4 075.3±12.8 31.6

n=3, Significant values were * P<0.05 and ** P<0.01 for the
effect of antioxidants compared with positive control (Student's t-
test). Cells were pre-treated with antioxidants for 12 hrs and
then incubated with H

2
O

2
 (10-3 M)/FeCl

2
 (10-3 M) for 30 min.

Other experimental conditions were as described in materials
and methods section.

Fig. 4 − The effect of H2O2 and FeCl2 on DNA damage in CHL cell

by Comet assay.

Table III − The effect of vit-E and galangin on the on DNA damage

by H2O2 (10-3 M) and FeCl2 (10-3 M) in the Comet assay

Treatment (M)
TL

mean±SD
(% Inh)

OTM
mean±SD

(% Inh)

Positive 107.4±10.4 12.5±1.7

Vit-E 10-6 113.9±10.6 (-6.1) 13.0±2.4 (-4.0)

10-5 075.2±21.4 (30.0) 07.5±2.0* (40.0)

10-4 070.6±6.0** (34.3) 07.0±11.0** (44.0)

Galangin 10-6 091.8±17.7 (14.2) 08.8±1.6 (29.6)

10-5 079.1±9.9* (26.4) 05.7±0.4** (54.4)

10-4 068.6±6.0** (36.1) 05.5±0.5** (56.0)

n=3, Significant values were * P<0.05 and ** P<0.01 for the
effect of antioxidants compared with positive control (Student's t-
test). Cells were pre-treated with antioxidantsfor 12 hrs and then
incubated with H2O2 (10-3 M)/FeCl2 (10-3 M) for 30 min. Other
experimental conditions were as described in materials and
methods section. Percent inhibition by antioxidants is given in
parentheses.
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문이다.15,16) 항산화성이 있는 flavonoid들은 one-electron transfer

mechanism을 경유하여 superoxide 이온과 같은 ROS와 소거반

응을 한다고 알려져 있다.17) 또한 rat liver microsome과 mito-

chondria에서 CCl4와 NADPH dependent lipid peroxidation에서

의 flavonoid의 항산화 효과도 보고된 바 있다.18)

본 연구에서는 산화적 stress에 대하여 보호활성을 갖는 화학

예방요법제(chemopreventive agent)를 창출하기 위하여 양강

(Alpiniae officinarum rhizoma)이 주성분19)인 galangin을 가지고

in vitro 시험에서 H2O2/FeCl2 유도 calf thymus DNA 및 CHL

cell에서의 8-OH2'dG 생성에 미치는 영향을 검토하였다. 또한

H2O2/FeCl2 유도 DNA 손상인 single strand breaks에 미치는 영

향도 검토하였다. 상기와 같은 산화성 DNA 손상 바이오마커들

의 시험결과 galangin은 강력한 항산화작용을 지닌 것으로 알려

진 vit-E보다 억제활성을 더 크게 나타내었다.

그동안 여러 연구를 통하여 galangin의 항박테리아작용,20) 항

바이러스작용21) 항염증작용22) 등 다양한 생리활성이 보고되고

있다. 또한 galangin의 작용기전에 대하여 hepatoma cell에서

anticarcinogenic marker enzyme인 quinone reductase의 활성

을 증가시킨다는 것도 보고되어 있다.23) 또한 galangin은 human

breast cancer cell의 증식을 억제하고,24) sulfation induced

carcinogenesis를 억제하며25) multidrug-resistant breast cancer

cell에서 p-glycoprotein mediated efflux를 증가시켜 증가된

efflux가 DMBA의 burden을 감소시켜 cancer risk를 감소시킨다

는 보고도 있다.26) 한편, galangin은 여러 가지 flavonoid 중 가

장 LDL의 과산화방지효과가 컸다고 보고하였다.27) 또한 galangin

은 CCl4 유도 microsomal lipid peroxidation도 강하게 억제시키

고 있다고 보고된 바 있다.28) 따라서 지금까지의 galangin의 활

성은 항박테리아, 항균, 유전독성억제, 항발암, 항산화작용 등 매

우 다양하며 이들이 나타낸 각종 생리활성도 비교적 강한 편으

로 보고되어 있다.

H2O2와 같은 ROS는 8OH2'dG 생성을 통하여 GC-TA trans-

version을 포함하는 돌연변이를 DNA에서 일으키며 이 같은 산화

적 손상을 받아 노화된 세포에서 돌연변이의 축적이 일어난다.29)

산화적 스트레스에 의해 일어나는 DNA나 염색체 손상 등의 유

전독성에 대하여 항산화물질들은 암의 개시, 촉진 및 진전단계

에서 항산화반응을 통하여 세포 내 대사의 조절, DNA 반응성

물질들의 차단, DNA 복제나 DNA 수복작용과 같은 기전으로 돌

연변이나 염색체 손상 및 발암을 예방할 수 있는 것으로 기대되

고 있다.30) 따라서 항산화성이 있는 유전독성억제제의 발견은 산

화적 스트레스에 의한 각종 만성 질병의 예방에 효과적인 화학

예방요법제가 될 수 있다고 보여 진다.

Calf thymus DNA는 10-3 M H2O2에 의해 8-OH2'dG를 생성시

켰으며 Fe2+ 이온 농도 증가에 따라서 8-OH2'dG 생성이 유의성

있는 농도의존적 증가를 나타내었다. 한편 CHL cell에 있어서도

10-3 M H2O2에 의해 8-OH2'dG를 생성시켰으며 Fe2+ 이온 첨가

따라 8-OH2'dG 생성이 유의성 있게 증가되었다. H2O2에 의한

DNA에서의 8-OH2'dG 생성 대략적인 기전은 다음 식(1), (2)와

같다고 알려져 있다.10)

H2O2+Fe2+⇒HO·+OH-+Fe3+ (식1)

HO·+DNA/dG⇒DNA/8-OH2'dG (식2)

상기 문헌에 알려진 것처럼 본 실험에서도 calf thymus DNA

및 CHL 세포의 H2O2에 의한 DNA 중 8-OH2'dG 생성에 있어

Melidon31)들의 보고와 같이 Fe2+ 이온 농도에 영향을 크게 받고

있었다. 한편, calf thymus DNA에서 H2O2(10-3 M)/FeCl2(10-3 M)

유도 8-OH2'dG 생성은 전처리법이 동시처리법보다 양성대조물

질 노출시간이 짧아서 DNA 손상은 적게 나타났다. 그러나 vit-

E 및 galangin의 전처리법에 따른 억제활성이 동시처리법에서 보

다는 잘 나타났다. 그러나 galangin은 전처리법 및 동시처리법 모

두에서 vit-E 보다 8-OH2'dG 생성억제활성이 크게 나타났다. 따

라서 향후 세포를 이용한 시험에서는 전처리법으로 시험하였다.

CHL 세포를 이용한 실험에서는 H2O2(10-3 M)/FeCl2(10-3 M)

유도 8-OH2'dG 생성에서 vit-E는 10-6 M~10-4 M 농도에서 활성

이 거의 나타나지 않았으나 galangin의 경우에는 동일처리 농도

범위에서 30% 이상의 억제활성을 나타내었다. Calf thymus DNA

를 이용한 시험과 CHL을 사용한 시험에서의 결과 차이는 같은

in vitro시험계이지만 calf thymus DNA가 살아있는 cell line에

서보다는 작용기전이 직접적이기 때문일 것으로 판단된다. 한편

CHL 세포에서 DNA single strand breakage를 검출할 수 있는

comet assay로 실시하였다. Comet assay는 여러 가지 작용기전

의 유전독성물질에 의한 단일 세포에서의 DNA 손상을 검출할

수 있는 예민한 방법으로 알려져 있다.32) 본 실험결과에서 CHL

cell에 있어서도 10-3 M H2O2에 의해 DNA 손상(TL, OTM)을

생성시켰으며 Fe2+ 이온 농도증가에 따라 유의성 있게 증가되었다.

H2O2는 사람 임파구,33) 사람 keratinocyte,34) 사람 jurkat

cell,35) 흰쥐 hepatocyte36)를 이용한 여러 comet assay에서 양성

반응을 나타내었다고 보고되어 있다. H2O2의 DNA 손상에 대한

vit-E, galangin의 효과를 TL과 OTM으로 비교해본 결과 처리농

도 10-6~10-4 M에서 vit-E와 galangin 모두 억제활성을 나타내었

으나 galangin이 vit-E 보다 높은 억제활성을 나타내었다.

상기 실험결과를 종합해보면 in vitro 수준의 calf thymus DNA

와 mammalian cell에서의 DNA 산화에 미치는 손상을 galangin

이 효과적으로 억제해주고 있는 것으로 나타났다. 한편 Comet

시험의 파라메터들이 8-OH2'dG 바이오마커보다 예민한 시험결

과를 보여주었다. 한편, quercetin과 myricetin37) 또는 vitamin

C38)가 H2O2 유도 DNA strand breakage를 억제하였다고 보고

한 바 있다. 또한, 여러 가지 polyphenol류와 flavonoid 화합물들
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이 다양한 항산화작용으로 세포 내 oxidative stress를 감소시킨

다고 알려져 있다.39-44) 따라서 적어도 본 연구의 시험조건하에

서 H2O2/FeCl2 유도 DNA 손상을 억제하는 galangin과 vit-E 등

항산화제들은 H2O2에 의해 생성된 hydroxy 및 peroxyl radical

같은 ROS를 소거하고 산화적 유전자 손상에 대한 항산화성 보

호작용을 하고 있다고 보여진다. 그러나 flavonoid가 Fe2+를 킬

레이트함으로써 Fenton reaction을 억제하고 결과적으로 ROS생

성을 감소시키며 이에 따라 oxidative DNA 손상억제를 나타내

는 것도 배제할 수는 없다45) 이같은 galangin의 DNA의 8-

OH2'dG 부가체 생성감소 및 single stand breaks 생성감소와 같

은 항산화적 유전자 손상억제효과는 galangin의 항산화작용 때

문인 것으로 판단된다.

결 론

Galangin은 산화적 stress에 의한 calf thymus DNA 및 CHL

세포에서의 8-OH2'dG의 생성에 있어서 양호한 억제효과를 나타

내었다. Galangin은 Comet assay를 활용한 CHL 세포에 미치는

H2O2 유도 DNA strand 절단에 있어서도 양호한 억제효과를 나

타내었다. 따라서 galangin은 H2O2/Fe2+ 유도 8-OH2'dG 생성억

제효과와 DNA strand 절단 억제효과로 보아 산화적 스트레스에

대한 항산화작용을 갖는 유전독성억제 화학예방요법제

(antioxidative antigenotoxic chemopreventive agent)로서 유용

하다고 판단되어진다.
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