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삼종실유의 항돌연변이 효과
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Abstract We examined the in vitro mutagenic and antimutagenic effects of hexane-extracted hemp (Cannabis sativa L.
subsp. sativa var. sativa) seed oil (HO) with and without S9-mediated metabolic activation, using the TA98 and TA100
Salmonella Typhimurium strains. The MTT assay revealed no cytotoxicity in HepG2 cells for HO quantities <400 g/mL.
In the mutagenicity test, revertant colonies did not exceed spontaneous colonies in number. Colony numbers did not
increase in either strain after HO treatment, with or without metabolic activation. HO showed no mutagenic effects and
did not induce a mutation in either strain. In the antimutagenicity test, HO reduced the number of mutated colonies
induced by 4NQO in both strains. The inhibition rates of HO (TA98, 21-91%; TA100, 21-85%) indicated a potent
reduction in mutagenicity induced by 4NQO. HO showed no significant mutagenicity and may have antimutagenic effects,
as assessed by Ames testing.
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서 론

대마라고도 불리는 삼은 섬유소재 및 식물성 유지의 생산자원

으로 세계적으로 수백 년 간 재배되어 온 작물이며, 특히 삼의

섬유소는 의류 및 종이 제조에 중요한 원료로 이용되어 왔다(1,

2). 삼종실은 단백질(20-25%), 탄수화물(20-30%), 지방(25-35%) 및

식이섬유 함량이 높으며(10-15%)(1,3), 특히 삼종실에서 추출한

삼종실유(hemp seed oil, HO)는 리놀레산과 리놀렌산의 비율이

3:1로 이상적인 함량비를 가지고 있는 등 영양학적으로 매우 높

은 가치를 지니고 있다. 삼종실 유래 단백질인 edestin과 albumin

도 필수아미노산 함량이 높아 영양가치가 높고 소화흡수가 용이

한 것으로 알려지고 있다(2,4). 보고된 바에 의하면 세포계에서

삼종실이 항콜레스테롤 및 항고혈압 효능을 보인다는 사실도 알

려지고 있다(3). 삼종실이 여러 가지 주목할 만한 활용성을 가지

고 있으므로 최근 유럽지역을 중심으로 삼종실과 삼종실유의 소

비가 증가되고 있는 추세여서 국내에서도 관심이 증가하고 있다.

그러나 아직까지 삼종실유의 잠재적 독성에 대한 연구가 보고된

바 없다. 따라서 본 연구팀은 삼종실의 헥산 추출물인 삼종실유

의 돌연변이 유도능과 관련된 독성 및 항돌연변이 효과를 Salmo-

nella Typhimurium strains(TA98, TA100)을 이용한 Ames test로

연구하였다. 또한 간조직 대사과정에 의해 생성되는 대사산물에

의한 잠재적인 돌연변이 형성 가능성도 함께 연구하였다(5-8).

잘 알려진 바대로 Ames test는 돌연변이원이나 발암물질을 검

출하는 비교적 간단하고 신속한 연구법이며, 신물질의 돌연변이

발생 가능성을 검사하는 데 있어서 광범위하게 사용되는 연구방

법이다(9,10). 이 실험법은 유전적으로 변형된 S. Typhimurium

(TA98, TA100, TA102, TA1535, TA1537) 균주를 사용하는데, 균

주의 종류에 따라 frameshift mutants 종(TA98, TA1537) 및 base-

pair substitution mutants 종(TA100, TA102, TA1535)의 2개 그룹

으로 나뉘어 진다. 일반적으로 연구에 따라 2종 또는 4종의 균

주를 사용하여 화합물의 돌연변이성을 측정하는데, TA98 종 및

TA100 종이 연구에 광범위하게 이용 되고 있다(11-17).

본 연구에서는 S. Typhimurium strain TA98과 TA100 종을 이

용하여 in vitro상에서 삼종실유의 돌연변이 및 항돌연변이 효과

를 규명하였다. 실험결과 삼종실유가 돌연변이 효과를 나타내지

않음은 물론 항돌연변이 효과도 가지고 있음을 관찰하였다.

재료 및 방법

재료

본시험에 사용한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM),

fetal bovine serum(FBS), penicillin-streptomycin solution(PEST),

trypsin-EDTA solution은 WelGENE Inc.(Daegu, Korea) 제품을 구

입하여 사용하였다. Nutrient broth는 Difco(Detroit, MI, USA) 제

품을 사용하였으며, 3-[4,5-dimetho-thiazol-2-yo]-2,5-diphenyl tetra-
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zolium bromide(MTT), nicotinamide adenine dinucleotide phos-

phate(NADP) 및 기타 시약은 Sigma Chemical Co.(St. Louis,

MO, USA) 제품을 사용하였다. 독성실험에 사용한 미생물 균주

는 S. Typhimurium TA98 종과 TA100 종을 사용하였다.

삼종실유

보성에서 재배한 삼종실을 실험에 사용하였다. 세척한 삼종실

을 건조한 후에 전기 믹서기를 이용하여 분쇄하고 삼종실 무게

의 3배 중량의 헥산(hexane)을 첨가한 후 24시간 동안 교반추출

하였다. 순수한 오일을 획득하기 위해 추출물을 Whatman filter

pater No. 2(Whatman International Ltd., Madistone, UK)와 나일

론 여과필터(0.45 mm, Whatman International Ltd.)를 이용하여 순

차적으로 여과하였다. 추출 후 남은 잔여물은 동일한 방법으로 2

회 재 추출하였으며, 추출물에 함유된 헥산은 회전식 증발기(Eyla,

Tokyo, Japan)를 이용하여 35oC, 감압조건에서 제거하였다. 잔여 용

매를 제거하기 위해 70oC, 감압조건에서 10분간 재 증발하였으

며, 제조된 삼종실유를 실험에 사용하였다.

Gas chromatography-mass spectrometry analysis

각 시료는 1 mL의 추출용매[methanol:chloroform:distilled water

=2.5:1:1(v/v/v)]를 이용하여 추출하였다. 화합물은 −20oC에서 30분

간 균질하게 혼합한 후 14,000 rpm에서 15분간 원심분리를 실시

하였다. 물을 첨가한 후 원심분리를 시행하여 상을 분리하고 극

성 상을 1.5-mL 튜브에 분주한 후 감압농축기를 이용하여 건조

하였다. 건조된 시료는 trimethylsilylation으로 유도체화 하였으며,

삼종실유가 함유한 지방산 분석을 위해 mass selective detector

(MSD) system을 장착한 Agilent 6890 N gas chromatography

(Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)를 이용하였다. 각

샘플은 1 L를 주입했으며(split (20:1) mode), HB-5MS capillary

column(30 m×0.25 mm, 0.25 m film thickness)으로 검출하였다.

Helium carrier gas의 용출속도는 분당 1 mL이며, 컬럼은 50oC에

서 5분간 예열 후 280oC까지 분당 5oC씩 280oC까지 온도를 상승

시킨 후 5분간 머무름 시간을 주고, 이후 다시 분당 20oC의 비

율로 320oC까지 재 상승시킨 후 320oC에서 5분간 유지하도록 프

로그램하였다. 주입 시 온도는 230oC이며, 화합물의mass spectra

는 230oC에서 electron ionization(EI) positive ion source(70 eV)

를 이용하여 측정하였다(mass range of 50 to 550 m/z).

총 플라보노이드 및 총 페놀화합물 함량측정

시험관에 시료 0.5, 0.1 mL의 10% aluminum nitrate, 0.1 mL의

potassium acetate(1 M), 및 4.3 mL 에탄올(80%)을 혼합한 후 실온

에서 40분간 반응시켰다. 총 플라보노이드 농도는 415 nm에서 흡

광도를 측정하여 쿼세틴을 이용한 표준곡선을 사용하여 정량하

였다(18). 총 페놀화합물은 Folin-Ciocalteu 용액을 이용한 흡광도

측정법에 의해 정량하였다. 즉, 시료(0.2 mL)에 2 N Folin-Ciocalteu

용액(1.0 mL)과 7.5% 탄산나트륨 용액(0.8 mL)을 넣고 30분간 반

응시킨 후, 765 nm에서 흡광도를 측정하여 gallic acid를 이용한

표준곡선을 사용하여 정량하였다.

조직세포 배양

HepG2 세포주는 한국 세포주 은행에서(Seoul, Korea) 구매하였

다. 세포는 24-well plates에서 10% FBS와 1% PEST를 함유한

DMEM 배지를 이용하여 37oC에서 5% 이산화탄소 배양기를 이

용하여 배양하였다.

MTT assay

삼종실유의 세포독성을 연구하기 위해 MTT assays를 수행하

였다. 10배 희석한 멸균 MTT 용액을 DMEM 배지에 혼합하였

다. HepG2 세포를 1.5×105 cells/well의 농도로 분주하고 24시간

배양하였다. 배양액을 제거한 후 phosphate buffered saline(PBS)

완충용액으로 세척하고, serum-free DMEM에 농도 별 삼종실유

를 용해하여(6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 mg/mL dose) 24

시간 배양하고 500L 의 MTT 용액을 첨가한 후 37oC에서 3시간

배양하였다. 배양액을 96-well plate에 일정량 씩 분주한 후 dim-

ethyl sulfoxide(DMSO; 500 L)를 첨가한 후 차광상태에서 1시간

추가 배양하고, 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

간조직 대사 활성제

간조직 대사 활성제로 사용 될 Rat liver S9은 Moltox, Inc.

(Boone, NC USA)로부터 구입하였다. 활성혼합물은 S9 fraction

(2 mL), 0.4-M magnesium chloride(MgCl2, 5 mL), 1.65-M potas-

sium chloride (KCl, 5 mL), 1-M glucose-6-phosphate(0.25 mL),

0.1-M NADP(2 mL), 0.2-M sodium phosphate buffer(pH 7.4,

25 mL), 및 증류수(19.75 mL)를 혼합하여 제조하였다.

Salmonella 돌연변이능 테스트

돌연변이능 테스트는 위에 언급한 바와 같이 S. Typhimurium

TA98와 TA100를 사용하여 S9 mixture(간조직 대사 활성체)의 존

재 유무에 따른 경향을 살펴보았다(19,20). 삼종실유(3.125-25 mg)

과 100 µL의 S. Typhimurium 배양액을 시험관에 혼합한 후 최종

용량이 700 µL가 되도록 500 µL의 S9 mixture 또는 PBS를 첨가

하였다. 이 혼합물을 37oC에서 20분간 120 rpm으로 교반하면서

배양한 후 히스티딘/비오틴을 함유한 4 mL top agar를 시험관에

분주한 후 시험액을 minimal glucose agar plates에 분주하였다. 각

평판배지를 37oC에서 48시간 배양한 후 His+-revertant colonies의

개수를 측정하여 삼종실의 돌연변이능을 판단하였다. 간조직 대

사 활성제를 첨가하지 않을 경우 2-Nitrofluorene(2NF; 1.0 mg/

plate)과 sodium azide(NaN3; 1.0 mg/plate)가 TA98와 TA100에 대

한 양성 대조군으로 각각 사용되었으며, 간조직 대사 활성제를

첨가할 경우 2-aminoanthracene(2AA; 1.0 mg/plate)가 TA98 및

TA100의 양성대조군으로 사용되었다.

Salmonella 항돌연변이 테스트

삼종실유의 항돌연변이 효능을 연구하기 위해 돌연변이 유도

화합물인 4-nitroquinoline-1-oxide(4NQO; Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA)를 이용한 항돌연변이 테스트를 선행 연구자의 실험방

법을 따라 실시하였다(21). 삼종실(3.125-25 mg)과 4NQO(0.15 µg)

를 37oC에서 48시간 동안 배양한 후 His+-revertant colonies의 갯

수를 측정하여 시료의 항돌연변이 효과를 결정하였다. 항돌연변

이능은 돌연변이유도제에 대한 저해율(inhibition rate (%))로 나타

내며, 다음과 같이 계산한다.

Inhibition rate (%)=(M−S1)/(M−S0)×100

M: 돌연변이 유도제 처리한 양성대조군의 His+-revertant colonies

의 개수

S1: 돌연변이 유도제 처리한 삼종실유 처리군의 His+-revertant

colonies 개수

S0: 음성대조군의 His+-revertant colonies(spontaneous revertants)

개수
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통계 분석

Student’s t-test를 통하여 대조군과 시험물질 처리군의 유의성

검증을 위한 통계처리를 실시하였으며 p<0.05이다. 모든 수치는

평균±표준오차 나타내었다. 

결과 및 고찰

삼종실유의 지방산 함량

삼종실유 분석결과 주요 지방산은 올레산(oleic acid, 228 mg/g)

과 리놀레산(linoleic acids, 536 mg/g)이었다. 또한 총 53.2 mg의

gallic acid 당량(GAEs)/g의 페놀화합물과 72.8 쿼세틴 당량(QEs)/

g의 플라보노이드가 검출되었다(Table 1). 이 결과로부터 삼종실

유의 주요한 기능이 올레산과 리놀레산의 불포화지방산 함량이

높은 데서 기인함을 알 수 있으며, 이 외에도 삼종실유가 함유한

페놀화합물 및 플라보노이드 화합물이 건강기능성을 증진시키는

것으로 생각되어진다.

MTT assay

먼저 삼종실유의 잠재적 세포독성을 평가하기 위해 MTT assay

를 시행하였다. MTT assay는 세포 내 미토콘드리아 효소에 의해

무색의 MTT가 보라색의 MTT-formazan crystal로 변색되는 원리

를 이용한 방법으로 광범위하게 사용되는 세포독성 시험법이다.

MTT는 살아있는 세포에서만 대사작용을 하므로, MTT assay는

세포 사멸을 간단하고 효과적으로 측정할 수 있는 방법이다.

농도별 삼종실유(6.25-400 mg/mL)를 HepG2 배양세포계에 처리

한 후 37oC에서 24시간 배양하였다. 본 연구 결과 모든 처리 농

도의 삼종실유에서 세포성장 저해효과를 관찰할 수 없었으며(Fig.

1), 이로부터 삼종실유가 간조직 배양세포계에서 세포성장에 영

향을 주지 않는 안전한 식품소재임을 확인할 수 있었다.

Ames test

삼종실유는 항산화, 항고지혈 효과 등의 건강기능을 가지고 있

어 잠재적인 기능성 물질로 평가 받고 있으나 삼종실유의 독성

에 대한 연구가 보고된 바 없다. 따라서 본 연구진은 Salmonella

TA98과 TA100균주를 이용한 Salmonella 돌연변이는 테스트로 삼

종실유의 돌연변이 효과를 실험하였다. 결과는 Table 2와 Table 3

에 나타내었다. 간조직 대사 활성제인 S9 mixture의 존재 유무와

무관하게 대조군의 양성 colony수는 정상범위 이내였으며, 삼종

실유 첨가에 의한 conoly 수의 증가도 나타나지 않았다. 삼종실

유를 첨가한 간조직 대사활성제 처리군 및 비처리군 모두 TA98

과 TA100 균주를 이용한 실험에서 conoly수의 유의적인 차이를

보이지 않았으나, 양성대조군의 경우 유의적인 증가를 나타내었

다. 본 연구결과 삼종실유는 각각 frameshift 및 base-pair substi-

tution에 의한 히스티딘 영양요구체 균주인 S. Typhimurium TA98

균주와 TA100균주를 정상종으로 전환하는 돌연변이를 유발하지

않음을 확인할 수 있었으며 이러한 결과로 인해 삼종실유가 식

품소재로 안전하다는 실험적 증거를 추가적으로 확보할 수 있었다.

Table 1. Composition of hemp seed oil

Fatty acids (mg/g)

Palmitic acid methyl ester 101.5

Stearic acid methyl ester 33.6

Oleic acid methyl ester 228.1

Linoleic acid methyl ester 536.1

Linolenic acid methyl ester 94.1

Total fatty acids 993.3

Total phenolics and flavonoids

Polyphenolics (mg GAEs1)/g extract) 53.2

Flavonoids (mg QEs2)/g extract) 72.8

General components (%)

Crude protein 0.9

Crude fat 99.1

Carbohydrate 0.0

1)gallic acid equivalents
2)quercetin equivalents

Fig. 1. Cell viability after hemp seed oil treatment in HepG2
cells. Cell viability was assessed with MTT assay described in
Method section. Results are presented as a percentage of absorbance
relative to controls (concentration 0, 100%). The data are means±
standard errors (n=3 per group).

Table 2. Summary of revertants with HO without metabolic

activation

mg/plate 
Strain (-S9)

TA98 TA100 

0 (negative control) 25.00±1.53 172.00±5.86

3.125 14.67±1.76 213.33±4.26

6.25 25.00±2.52 231.00±22.85

12.5 11.00±4.73 207.67±33.33

25 24.33±6.89 235.67±19.19

Positive controls 332.00±53.13 562.33±65.25

Mean±standard error of three plates.
2NF, positive control for TA98; NaN3, positive control for TA100.

Table 3. Summary of revertants with HO with metabolic

activation

mg/plate 
Strain (+S9)

TA98 TA100 

0 (negative control) 24.33±2.40 204.33±2.19

3.125 24.00±6.66 203.33±0.67

6.25 19.67±2.73 177.67±8.29

12.5 23.67±6.89 252.00±5.03

25 19.33±4.37 181.67±7.97

Positive controls 142.00±31.79 421.33±8.51 

Mean±standard error of three plates.
2AA, positive control for bacteria.
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또한 간조직 대사활성제인 S9 mixture를 처리하지 않은 조건

에서 2NF(TA98균주)와 NaN3(TA100균주)의 처리에 의한 돌연변

이능을 크게 감소시켰으며, S9 mixture를 처리한 실험에서

2AA(TA98 및 TA100균주)에 대한 항돌연변이 효과를 나타내었

다. 모든 시험 농도에서 삼종실유는 TA98균주와 TA100균주에 대

한 돌연변이능을 보이지 않았다.

추가적으로 본 연구팀은 4NQO에 대한 항돌연변이 테스트를

수행하였다(Fig. 2). 삼종실유의 돌연변이 저해율은 농도의존성인

결과를 뚜렷이 보였으며(TA98: 20.87-90.63%; TA100: 21.27-

84.65%), TA98 균주에 대한 저해율이 TA100 균주보다 우수하였

다. 그러나 삼종실유를 저농도로 처리했을 경우 항돌연변이 효과

는 TA98 균주에서 더 낮게 나타났다. 이 실험 결과 삼종실유가

TA98과 TA100 균주에 대해서 강한 항돌연변이 효과를 나타냄을

알 수 있었다(Fig. 2).

Tognolini 등(22)은 삼(Cannabis sativa)는 monoterpenes, ses-

quiterpenes 및 phenols과 같은 생리활성 물질은 함유하고 있다고

보고한 바 있는데, 삼종실유가 나타내는 항돌연변이 효과는 이러

한 터펜계열 화합물에서 기인하는 것으로 생각되어진다. 이전에

발표된 연구결과에 의하면 Monoterpenes, sesquiterpenes 및 phe-

nols이 세포계 및 동물실험에서 항돌연변이 효과를 나타낸다고

보고되어 있다(23-27). 또한 다른 많은 연구결과에서 이들 화합물

이 항산화효과를 나타낸다고 보고하고 있으며, 이로 인해 항돌연

변이 효과를 유발할 수 있다는 연구결과도 보고되어있다(28-31).

따라서, 본 연구에서 밝혀진 삼종실유의 항돌연변이 효과는 삼종

실에 존재하는 터펜계열 화합물에 기인하는 것으로 생각 되며,

다른 연구자의 보고와 같이, 이러한 효능은 항산화 효과와 관련

이 깊은 것으로 사려된다.

본 연구결과 삼종실유는 S. Typhimurium strain TA98 및

TA100에 대한 돌연변이를 유발하지 않으며, 이러한 Ames test결

과 안전한 식품소재라 할 수 있다. 아울러 삼종실유가 항돌연변

이능을 가지는 것으로 보아 이러한 안전성과 건강기능성을 활용

한 식품소재로서 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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