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ABSTRACT - This study aimed to evaluate the genotoxicity of Litsea japonica fruit-hexane extract (LJF-HE). In

order to examine the genotoxicity, we carried out bacterial reverse mutation assay, chromosome aberration assay, and

a micronucleus induction (MN) test according to the OECD and the Korea Ministry of Food and Drug Safety (MFDS)

toxicity test guidelines. In the bacterial reverse mutation assay, no significant increase in revertant colonies, nor bac-

terial toxicity, was observed in the LJF-HE treatment group, regardless of the absence or presence of metabolic acti-

vation by the S9 mixture. However, in the positive control group, revertant colony counts were shown to be more than

twice that of the negative control group. The chromosome aberration test showed that the repetition rate of abnormal

chromosome aberration was less than 5%, regardless of the treatment time, and with or without the S9 mixture. No

significant change was observed when (p < 0.05) compared with the negative control group. The micronucleated poly-

chromatic erythrocytes (MNPCE) repetition rate of the polychromatic erythrocytes (PCE) showed no significant

changes when compared with the negative control group (p < 0.05). The PCE portion of total erythrocytes also

showed no significant changes (p < 0.05). These results showed that LJF-HE had no significant genotoxic effects.
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까마귀쪽나무(Litsea japonica)는 한국의 남부지역 및 일

본 등지에 분포하는 상록엽소교목으로 국내에서는 제주도

를 비롯한 남해안 섬 및 울릉도 등에서 주로 자생한다1).

까마귀쪽나무 속은 설사, 구토, 뼈의 통증, 산후조리 목욕

제 등으로 사용되어졌다고 보고되고 있으나2), 까마귀쪽나

무에 대한 생리활성 연구는 많이 이루어져 있지 않다. 까

마귀쪽나무에는 lactones, terpenoids 및 alkaloids 등과 같

은 다양한 생리활성 물질들이 함유되어 있으며, 이러한 성

분들의 분리정제 및 구조를 확인하는 연구가 주로 이루어

져왔다3,4). 까마귀쪽나무 대한 연구보고 등에 따르면, 까마

귀쪽나무 잎추출물의 생리활성으로는 항산화 효과, HL60

암세포의 apoptosis를 유도효과 및 항염증 효과가 보고되

었다5,6). 또한, 까마귀쪽나무의 잎에서 litsealactone A와 B,

hamabiwalactone A와 B, akolactone B 등 5가지 lactone 성

분이 분리되었으며, 이 중 hamabiwalactone B와 akolactone

B에서는 항보체활성(anti-complement activity)이 있으며,

hamabiwalactone A와 B 성분이 진통 및 항염증 효과가 있

다고 보고되었다1,7). 까마귀쪽나무의 열매추출물에 대하여

보고된 바에 의하면 까마귀쪽나무 열매 70% 에탄올 추출

물이 NF-κB억제 및 JNK/p38 MAPK의 활성에 의하여 진

통과 염증이 억제되었다7). 또한 까마귀쪽나무의 열매와 잎

의 항염증 작용을 비교하여 까마귀쪽나무의 열매 70% 에

탄올 추출물이 NO생성억제, PGE2 생성억제, iNOS발현 억

제 및 염증성 싸이토카인인 TNFα, IL-1β, IL-6가 모두 억

제됨이 보고되었다8). 본 연구에서는 까마귀쪽나무열매추

출물을 건강기능식품소재로 개발하기 위한 안전성 확인을

위해 복귀돌연변이시험, 염색체이상시험, 소핵유발시험을

통하여 유전독성을 평가하고자 하였다.

Materials and Methods

까마귀쪽나무열매추출물(LJF-HE) 제조

제주도 해안가에 자생하고 있는 까마귀쪽나무열매(2015
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년)를 채취하여 본 연구에 사용하였다. 까마귀쪽나무열매

의 씨앗을 분리한 후, 과육 부분을 동결건조 하였다. 동결

건조된 까마귀쪽나무열매(1,000 g)을 실온에서 24시간 동

안 n-hexane으로 1회 추출하였다. 추출물은 n-hexane을 제

거하기 위하여 감압농축하였으며, 추출물의 n-hexane의 잔

류량은 식품의약품안전처의 건강기능식품소재로 활용가능

한 규격(0.005 g/kg 이하)에 적합한 0.001 g/kg으로 분석되

었다. 추출물의 수율은 약 30.6%(w/w)이고, 사용 전까지

4oC에서 보관하였다.

까마귀쪽나무열매추출물(LJF-HE)의

지표성분분석(Hamabiwalactone B) 함량분석

표준용액은 Hamabiwalactone B((주)천연물화학, Daejeon,

Korea)를 사용하여 12.5, 25, 50, 100, 200 μg/mL의 농도

로 표준용액을 제조하였다. 시험용액은 시료(LJF-HE) 약

150 mg을 무게 칭량 후 ethanol 15 mL을 넣어 Ultrasonic

cleaner (Powersonic 420, Hwashin Tech, Daegu, Korea)에

서 30분간 초음파 추출하고 25 mL로 정용하여 0.45 μm

Syringe filter (Whatman, PTFE, USA)로 여과 후 시험용

액으로 사용하였다. 표준용액과 시험용액을 HPLC (Waters

2695 Separations Module, Milford, MA, USA)로 분석하였

다. 검출기는 Photodiode Array Detector (Waters 996,

Milford, MA, USA)로 검출파장은 254 nm로 설정하였다.

Column은 Cadenza C18 (4.6 mm × 150 mm, particle size

5 μm, Imtakt, Portland, OR, USA)을 사용하였고, Column

온도는 30oC로 유지하였다. 이동상조건은 water (0.5%

acetic acid)와 acetonitrile을 구배용매조성법으로 Flow을

1.2 mL/min 속도로 10 μL를 주입하여 아래와 같은 식(a)

으로 함량을 구하였다. 

Hamabiwalactone B (mg/g) = [검량선결과(μg/mL) ×최종

량(mL) ×희석배수 ×표준품순도] /시료채취량(mg) (a)

세균을 이용한 복귀돌연변이시험

시험에 사용된 균주는 변이원성물질에 대한 감수성이 높

고, 변이원성시험에 가장 일반적으로 사용되고 있으며,

OECD guideline9)에서 추천되고 있는 균주를 사용하였다

(Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537,

Eschrichia coli WP2uvrA (pKM101)). 이들 균주는 2013

년 9월 11일 Molecular Toxicology, Inc. (USA)에서 구입

한 후, 입수된 각 균주를 nutrient broth 배지에 접종하여

10시간 동안 진탕배양(37oC, 120rpm)하고, 균주 현탁액과

Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, USA)를 1:0.09

의 비율로 혼합하여 동결보존용 튜브에 분주하고 초저온

냉동고(−80oC ~ −60oC)에 보관하였다. 균주의 사용에 앞서

histidine 요구성, crystal violet 감수성, ampicillin 내성,

spontaneous 복귀변이 수 등을 확인하였다. 본 실험 전에

용량설정시험을 수행한 결과, 대사활성계 미적용(S9-) 및

적용(S9+)에서 TA100, TA1535, TA1537 균주의 500 μg/

plate 이상의 농도에서 생육저해가 확인되어 LJF-HE를

50 mg/mL 용액(5000 μg/plate)으로 조제하였다. 이 용액의

일부를 용매로 단계 희석하여 7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125,

250, 500 μg/plate 농도로 시험물질을 조제하였고, TA98 균

주 및 WP2uvrA 균주에 사용되는 시험물질은 313, 625,

1250, 2500, 5000 μg/plate 농도로 조제 하였다. 시험은 S9

mixture를 가하지 않은 대사 활성 부재 시스템과 S9 mixture

를 가한 대사 활성 적용 시스템으로 나누어 본 시험을 수

행하였다. 균주를 nutrient broth에 하룻밤 동안 배양하여

대수기(2 × 109 cells/mL) 상태에 이르도록 한 다음 배양액

0.1 mL에 시험물질(LJF-HE) 0.1 mL, S9 mixture 또는 0.2

M sodium phosphate buffer 0.5 mL를 혼합하여 37oC에서

30분간 preincubation 하였다. Histidine/biotin을 함유한 top

agar 2.5 mL를 가하여 minimal glucose agar 배지에 부어

굳은 후에 37oC에서 48시간 동안 배양한 후 복귀돌연변이

집락을 계수하였다10). 양성대조물질로는 2-(2-furyl)-3-(5-

nitro-2-furyl)acrylamide (AF-2, Wako Pure Chemical Indus-

tries, Ltd., Japan), sodium azide (NaN3, Sigma-Aldrich,

USA), 2aminoanthracene (2AA, Sigma-Aldrich, USA), 9-

Aminoacridine (9AA, Sigma-Aldrich, USA) 등을 각 시험

균주의 특성에 맞추어 사용하였다.

염색체 이상 시험

Chinese hamster lung (CHL) fibroblast를 사용하여 LJF-

HE의 염색체 이상 시험을 실시하였다. 배지는 minimum

essential medium에 fetal bovine serum (FBS, Life Tech-

nologies Corp, USA) 10%, penicillin/streptomycin (Life

Technologies Corp, USA) 1% 비율로 첨가하여 사용하였

으며, 음성대조물질로는 시험물질의 용매인 dimethyl

sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, USA)를, 양성대조군은

대사활성계의 존재(S9+)하에는 Cyclophos-phamide (CPA)

를 대사활성계의 비존재(S9-)하에는 mitomycin C (MMC)

를 사용하였다11). 예비시험에서 시험물질(LJF-HE)을 처리

하여 독성 여부를 관찰하고, 그 결과에 따라 농도를 10~

80 μg/ mL로 설정하여 본 시험을 하였다. 

염색체이상시험에서 LJF-HE의 6시간 처리군은 75 cm2

세포배양용 플레이트에 계대배양된 Chinese hamster lung

(CHL) fibroblast 세포부유액의 세포수를 4 × 103 cells/mL

의 세포 농도로 조정 후, 25 cm2 세포배양용 플라스크에

5 mL씩 분주하여 3일간 배양하였다. 그 후, 각 플라스크

의 기존 배양액을 제거하고, 신선한 배양액 4.5 mL, 각 농

도의 시험물질용액 0.05 mL 및 S9 Mix 0.5 mL를 분주하

였다. 대사활성계의 비존재군(S9-)은 신선한 배양액 5 mL

와 시험물질용액 0.05 mL만 첨가하였다. 6시간 후, 배양액

을 제거하고 신선한 배양액으로 교환 후 18시간동안 추가
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배양하였다. 

LJF-HE의 24시간 처리군은 75 cm2 세포배양용 플레이

트에 계대 배양된 Chinese hamster lung (CHL) fibroblast

세포부유액의 세포수를 4 × 103 cells/mL의 세포 농도로 조

정 후, 25 cm2 세포배양용 플라스크에 5 mL씩 분주하여 3

일간 배양하였다. 그 후, 각 플라스크의 기존 배양액을 제

거하고, 신선한 배양액 5 mL, 각 농도의 시험물질용액 0.05

mL을 처리 후, 24시간동안 배양하였다. 처리종료 2 시간

전에 colcemid를 처리한 다음 0.05% trypsin-EDTA로 세

포를 모아 염색체 이상 시험을 위한 표본을 제작하였다.

광학현미경 하에서 1,000배의 배율로 각 시험군당 100개

의 잘 퍼진 분열 중기 상에 대하여 동원체 수 및 염색체

이상의 유무를 관찰하고, 이상의 종류와 수를 기록하였다12).

마우스 골수세포를 이용한 소핵시험

LJF-HE의 발암성 유발 유·무 판단의 기초자료를 얻기

위하여 유전독성시험 중 마우스 골수세포를 이용한 소핵

시험을 실시하였다(동물실험계획 승인번호 : IAC2016-0744,

IAC2016-0872). 6주령의 수컷 ICR 마우스 25마리를 ㈜오

리엔트바이오에서 구입 후, 1주일간 동물 사육실 환경에

적응시켜 시험에 사용하였다. 동물사육실은 온도 22 ± 3oC,

상대습도 50 ± 20%, 조명시간 12시간(오전 8시~오후 8시),

조도 150~300 Lux로 유지하였다. 실험동물은 마우스용 와

이어 케이지(180W × 300L × 140H mm)에 5마리씩 넣어 사

육하였고, 사료는 방사선 멸균된 Rodent Diet 20 5053

(Labdiet, USA)를, 음수는 R/O수를 자유 섭취시켰다. 본시

험의 최고농도는 용량설정시험 결과를 토대로 하여 2000 mg/

kg B.W.으로 설정하여 각 군당 5 마리의 마우스에 0(음성

대조물질, Corn-oil), 500, 1000, 2000 mg/kg의 농도로 2회

(24시간 간격) 강제 경구 투여하였다. 양성대조물질(Cyclo-

phosphamide monohydrate, CPA)은 70 mg/kg의 농도로 단

회 복강투여 하였다. 골수세포의 채취는 2일간 마우스에

시험물질을 투여 후, fetal bovine serum을 사용하여 대퇴

골에서 골수세포를 수거하였고, 채취한 골수를 4oC의 원

심분리기 1,000 rpm에서 약 5분간 원심분리하고 상층액을

버린 후, 침전된 골수세포를 잘 부유시켜 slide glass에 도

말하여 골수도말검체를 제작하였다. 골수도말검체는 acridine

orange (40 μg/mL)를 처리하여 염색 후, 골수세포증식과

다염성 적혈구에 생성된 소핵을 관찰하였다. 소핵빈도를

관찰하기 위하여 군당 약 4,000개의 다염성 적혈구(Poly-

chromatic erythrocyte, PCE)를 관찰하고, 이중 소핵 다염

성 적혈구(PCE with one or more micronuclei, MNPCE)의

출연빈도를 측정하였다. 동시에 정상체 적혈구(Normo-

chromatic erythrocyte, NCE)와 다염성 적혈구를 더한 전

적혈구(PCE+NCE, RBC)에 대한 다염성 적혈구의 출연빈

도를 구하였다. 결과의 판정은 소핵을 가진 다염성적혈구

(MNPCE)의 수가 통계학적으로 유의하며, 농도 의존적으

로 증가하는 경우와 하나이상의 농도에서 재현성 있는 양

성반응을 나타낼 경우 양성으로 판정하였다. 

통계학적 분석

본 연구에서 통계적 유의성 검정은 5%의 유의수준(p <

0.05)에서 ANOVA test와 Dunnett's test 분석을 통해 SPSS

19.0K 통계 프로그램을 이용하여 실시하였다. 

Results and Discussion

까마귀쪽나무열매추출물(LJF-HE)의 지표성분 함량

까마귀쪽나무열매추출물(LJF-HE)의 표준화는 지표성분

인 Hamabiwalactone B의 함량범위를 12.1~18.3 mg/g 로

설정하여 규격화하였으며, 본 연구에 사용한 까마귀쪽나

무열매추출물(LJF-HE)의 Hamabiwalactone B의 함량이

15.23 ± 0.057 mg/g 으로 분석되어 까마귀쪽나무열매추출

물의 표준화 규격에 적합한 것으로 확인하였으며, 본 연

구에 사용하였다.

복귀돌연변이시험

세균을 이용한 복귀돌연변이시험은 식품의약안전처 독

성시험기준을 준용하여 실시하였다13). 시험결과, 대사활성

계 미적용(S9-)에서 Salmonella typhimurium TA100, TA1535

및 TA1537 균주의 125 μg/plate 이상의 농도에서 생육저

해가 확인되었고(Table 1-1), 대사활성계 적용(S9+)에서

Salmonella typhimurium TA100, TA1535, TA1537 균주의

500 μg/plate 이상의 농도에서 생육저해가 확인되었다(Table

1-2). 시험물질 처리군에서 복귀돌연변이 콜로니 수는 음

성대조군과 비교하였을 때 증가 양상을 나타내지 않았다.

또한 대사활성계 적용 유무에 관계없이 모든 시험물질 처

리군에서 plate 위에 석출은 확인되지 않았다. 본시험의 음

성(용매)대조값 및 양성 대조값은 시험시설의 적정 범위

내였다. 또한 양성 대조물질에서 유발된 복귀돌연변이 콜

로니 수는 대사활성계 미적용(S9-) 및 적용(S9+)의 모든

시험 균주에 대하여 음성(용매)대조 값의 2배를 넘어 증

가하였고 분명한 양성 결과를 보였다. 

따라서, 본 시험에서 핵산을 사용하여 제조된 추출물인

LJF-HE는 변이원성을 보유하지 않은 음성으로 판단된다.

Kim 등14)의 연구에서 도라지추출물을 헥산(Hexane) 등 여

러 가지 유기용매로 분획한 추출물을 50~1000 μg/plate로

처리한 여러 가지 농도에서도 음성대조군에 비하여 농도

에 따른 유의적인변화를 나타내지 않았다고 보고한 내용

과 유사한 결과를 보였다. 

염색체 이상 시험

단시간처리법 시험에서 시험물질처리 개시 시에 시험물

질의 석출이나 부유물은 확인되지 않았다. 표본관찰 결과,
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대사활성계 미적용(S9-)의 0, 10, 15, 20, 25, 30, 35 μg/mL

에 있어서의 염색체구조이상세포의 출현빈도는 각각 0.0,

0.0, 0.0, 0.0, 0.3, 0.0, 0.7% 이었으며, 수적이상세포의 출

현빈도는 각각 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0% 이었다.

Table 1-1. The number of revertant colonies in absence of meta-

bolic activation

Strain Test substance Dose (µg/plate)
Colonies/plate 

(Mean ± S.D)

TA98
LJF-HE

0 025 ± 3

313 027 ± 3

625 025 ± 1

1250 025 ± 3

2500 024 ± 2

5000 024 ± 3

AF-2 0.1 501 ± 12

TA100
LJF-HE

0 101 ± 5

7.8 099 ± 8

15.6 100 ± 3

31.3 092 ± 2

62.5 077 ± 7

125 079 ± 8*

250 062 ± 2*

500 044 ± 7*

AF-2 0.01 451 ± 24

TA1535
LJF-HE

0 010 ± 1

7.8 009 ± 2

15.6 008 ± 1

31.3 007 ± 1

62.5 005 ± 2 

125 002 ± 1*

250 001 ± 1*

500 000 ± 1*

NaN
3

0.5 369 ± 9

TA1537
LJF-HE

0 011 ± 3

7.8 009 ± 1

15.6 010 ± 1

31.3 007 ± 1

62.5 006 ± 1

125 003 ± 2*

250 001 ± 1*

500 000 ± 1*

9-AA 40.0 235 ± 7

WP2uvrA 
LJF-HE

0 035 ± 2

313 031 ± 1

625 037 ± 2

1250 032 ± 4

2500 032 ± 2

5000 032 ± 3

AF-2 0.01 421 ± 9

S.D. : Standard deviation

NaN
3
 : Sodium azide (Positive control) 

AF-2 : 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (Positive control) 

9-AA : 9-Aminoacridine (Positive control), 2-AA : 2-Aminoan-

thracene (Positive control) 

*: Significant difference (P < 0.05)

Table 1-2. The number of revertant colonies in presence of meta-

bolic activation

Strain Test substance Dose (µg/plate)
Colonies/plate 

(Mean ± S.D)

TA98
LJF-HE

0 034 ± 2

313 033 ± 5

625 034 ± 3

1250 033 ± 2

2500 030 ± 1

5000 032 ± 4

AF-2 0.1 264 ± 9

TA100
LJF-HE

0 110 ± 8

7.8 106 ± 5

15.6 101 ± 5

31.3 097 ± 10 

62.5 107 ± 5

125 102 ± 3

250 091 ± 3

500 078 ± 9*

AF-2 0.01 509 ± 18 

TA1535
LJF-HE

0 015 ± 2

7.8 012 ± 2

15.6 011 ± 1

31.3 011 ± 1

62.5 011 ± 1

125 007 ± 3

250 003 ± 2

500 001 ± 1*

NaN
3

0.5 198 ± 12

TA1537
LJF-HE

0 011 ± 1

7.8 011 ± 2

15.6 009 ± 1

31.3 011 ± 2

62.5 011 ± 1

125 009 ± 1

250 007 ± 1

500 000 ± 0*

9-AA 40.0 214 ± 13

WP2uvrA 
LJF-HE

0 038 ± 4

313 033 ± 3

625 035 ± 3

1250 036 ± 4

2500 036 ± 4

5000 034 ± 3

AF-2 0.01 411 ± 17

S.D. : Standard deviation

NaN
3
 : Sodium azide (Positive control) 

AF-2 : 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (Positive control) 

9-AA : 9-Aminoacridine (Positive control), 2-AA : 2-Aminoan-

thracene (Positive control) 

*: Significant difference (P < 0.05)
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그리고 대사활성계 적용(S9+)의 0, 20, 40, 60, 80 μg/mL

에 있서의 염색체구조이상세포의 출현빈도는 0.0, 0.0, 0.0,

0.0, 0.0% 이었으며, 수적이상세포의 출현빈도는 각각 0.0,

0.0, 0.0, 0.0, 0.0% 이었다(Table 2). 연속처리법 시험에서

도 마찬가지로 시험물질처리 개시 시에 시험물질의 석출

이나 부유물은 확인되지 않았다. 표본관찰 결과, 0, 2.5, 5,

10, 15, 20 μg/mL에 있어서의 염색체구조이상세포의 출현

빈도는 각각 0.0, 0.0, 0.0, 0.3, 0.0, 0.0% 이었고 염색체

수적이상세포의 출현빈도는 각각 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0,

0.0, 0.0% 이었다(Table 3). 

각 처리조건의 음성대조군의 경우 구조이상세포 및 수

적이상세포의 출현빈도는 5% 미만이었고, 양성대조군의

경우 구조이상 세포의 출현빈도는 10% 이상이었다. 이상

의 결과로 LJF-HE는 염색체이상을 유발하지 않는 것으로

Table 2. Results of chromosome aberration test with short-term treatments

Test

substance

Dose 

(µg/mL)
S9 mix

Trt-Rec 

Time

Number of structural aberrations (frequencies %) Total

(cells %)
gap

Number of numeri-

cal aberrations

(%)
Total

(%)

ctb cte csb cse other Pol Endo

LJF-HE

0

(DMSO)
- 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

10 - 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

15 - 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

20 - 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

25 - 6-18 0 (0.0) 1 (0.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (0.3) 1 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

30 - 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

35 - 6-18 0 (0.0) 2 (0.7) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (0.7) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

MMC 0.1 - 6-18 3 (1.0) 70 (23.3) 3 (1.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 76 (25.3) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

LJF-HE

0

(DMSO)
+ 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

20 + 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

40 + 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

60 + 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

80 + 6-18 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

CPA 5 + 6-18 5 (1.7) 68 (22.7) 3 (1.0) 1 (0.3) 0 (0.0) 77 (25.7) 1 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

DMSO : Dimethylsulfoxide (Negative control)

MMC : Mitomycin C (Positive control), CPA : Cyclophosphamide (Positive control) 

ctb : chromatid type break, cte : chromatid type exchange, csb : chromoso-type break, cse : chromosome type exchange, other : fragmen-

tation etc., Pol : polyploids, Endo : endoreduplication

Table 3. Results of chromosome aberration test with continuous treatments

Test

substance

Dose 

(µg/mL)
S9 mix

Trt-Rec 

Time

Number of structural aberrations (frequencies %) Total

(cells %)
gap

Number of numeri-

cal aberrations

(%)
Total

(%)

ctb cte csb cse other Pol Endo

LJF-HE

0

(DMSO)
- 24-0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

2.5 - 24-0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

5 - 24-0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

10 - 24-0 0 (0.0) 1 (0.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (0.3) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

15 - 24-0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

20 - 24-0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

MMC 0.05 - 24-0 2 (0.7) 65 (21.7) 5 (1.7) 2 (0.7) 0 (0.0) 74 (24.7) 1 1 (0.3) 0 (0.0) 1 (0.3)

DMSO : Dimethylsulfoxide (Negative control)

MMC : Mitomycin C (Positive control) 

ctb : chromatid type break, cte : chromatid type exchange, csb : chromoso-type break, cse : chromosome type exchange, other : fragmen-

tation etc., Pol : polyploids, Endo : endoreduplication
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판단하였다.

마우스 골수세포를 이용한 소핵시험

수컷 마우스(ICR, 투여 시 7주령)를 이용하여 설치류 조

혈세포에 대한 LJF-HE의 소핵 유발성의 유무를 평가하였다.

본시험의 최고농도는 용량설정시험 결과를 토대로 하여

2000 mg/kg으로 설정하였고, 본시험은 각 군당 5 마리의

마우스에 0(음성대조물질, Corn-oil), 500, 1000, 2000 mg/

kg의 농도로 2회(24시간 간격) 강제 경구 투여하였다. 양

성대조물질(Cyclophosphamide monohydrate, CPA)은 70

mg/kg의 농도로 단회 복강투여 하였다. 시험물질 투여 결

과 사망동물은 확인되지 않았으므로 음성 대조군, 시험물

질투여군의 500, 1000, 2000 mg/kg 군 및 양성 대조군의

동물에 대하여 소핵을 가지는 다염성적혈구(Micronucleated

polychromatic erythrocyte, MNPCE)의 출현 빈도를 계수하

였다. 시험결과, 시험물질 투여군에서 음성 대조군과 비교

하여 소핵을 가진 다염성 적혈구의 증가는 볼 수 없었으

며 통계학적인 유의성도 나타나지 않았다. 음성 대조군의

MNPCE 출현 빈도 및 PCE의 비율 평균치는 historical

background data의 범위 내 있었다(Table 4). 또한, 양성 대

조군에서는 통계학적인 유의성이 나타났다. Ham15)등의 연

구에서 참취뿌리추출물을 헥산(Hexane), 클로로포름(choro-

form), 에틸아세테이트(ethyl acetate), 부탄올(butanol)로 분

획하여 소핵생성빈도을 알아본 결과 가장 높은 시료농도

인 80 mg/kg의 투여군에서 각각 2.2 ± 0.1, 204 ± 0.4, 2.5 ±

0.5, 3.2 ± 0.2의 소핵생성빈도를 보였다고 하였으나, Positive

control군에 비하여 헥산추출물에서 78.4%의 가장 높은 소

핵생성 억제율을 나타내었고, 생리활성 성분은 헥산 추출

물에 존재하는 것으로 보고하였다. 이러한 연구결과와 본

시험의 연구결과로 볼 때 시험물질인 LJF-HE은 수컷 ICR

마우스의 골수세포에 소핵을 유발하지 않는 것(음성)으로

판단되며, 소핵생성 억제에 영향을 주는 것으로 사료된다.

까마귀쪽나무열매추출물(LJF-HE)는 세균을 이용한 복귀

돌연변이시험, 염색체이상시험, 마우스 골수세포를 이용한

소핵시험에서 통계적으로 유의적인 독성을 확인하지 못하

였다. 따라서 까마귀쪽나무열매추출물(LJF-HE)은 유전독

성을 유발하지 않는 것으로 평가되었다. 
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국문요약

본 연구는 까마귀쪽나무열매추출물(LJF-HE)의 유전독성

을 평가하고자 하였다. 유전독성연구는 OECD와 MFDS

(Korea Ministry of Food and Drug Safety) 지침에 따라 복

귀돌연변이시험, 염색체이상시험, 마우스 골수세포를 이용

한 소핵시험을 실시하였다. 세균을 이용한 복귀돌연변이

시험은 까마귀쪽나무열매추출물(LJF-HE) 처리군에서 S9

mix 존재유무에 상관없이 복귀돌연변이 콜로니 수는 음성

대조군과 비교하였을 때 증가 양상을 나타내지 않은 반면

에 양성 대조물질에서 유발된 복귀돌연변이 콜로니 수는

대사활성계 미적용(S9-) 및 적용(S9+)의 모든 시험 균주에

대하여 음성(용매)대조 값의 2배를 넘어 증가한 것으로 나

타났다. 염색체 이상 시험에서 까마귀쪽나무열매추출물

(LJF-HE) 처리군에서 모든 세포주의 처리시간 및 S9 mix

존재유무에 상관없이 5%미만의 비정상적인 염색체이상을

나타내었으나, 음성대조군에 비해 유의적인 변화는 없었

다. 소핵시험은 까마귀쪽나무열매추출물(LJF-HE) 처리군

에서 음성 대조군과 비교하여 소핵을 가진 다염성 적혈구

의 증가는 볼 수 없었으며 통계학적인 유의성도 나타나지

않았다. 상기의 결과를 종합하면 까마귀쪽나무열매추출물

(LJF-HE)은 유전독성을 유발하지 않는 것으로 판단되어진다. 

Table 4. Micronucleus test in ICR mice

Sex Test substance Dose (mg/kg) No. of animal
MNPCE/4000PCEs

(Mean ± S.D., %)

PCE/(PCE+NCE)

(Mean ± S.D., %)

male
LJF-HE

0

(Corn-oil)
5 0.18 ± 0.03 58.15 ± 2.91

500 5 0.17 ± 0.05 59.82 ± 1.91

1000 5 0.20 ± 0.04 60.03 ± 2.23

2000 5 0.18 ± 0.04 57.61 ± 2.75

CPA 70 5 6.99 ± 0.54 42.50 ± 1.84

*P < 0.05

MNPCE : PCE with one or more micronuclei

PCE : Polychromatic erythrocyte

NCE : Normochromatic erythrocyte

CPA : Cyclophosphamide monohydrate (positive control)

Corn-oil : negative control
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