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ABSTRACT - The persimmon is commonly cultivated in temperate regions of the world, including China,

Korea, Japan, Brazil, Turkey, and Italy. In some Asian cultures, consumers are aware of the health claims related to

the persimmon and its functional ingredients. The rich phytochemistry of the persimmon has opened new avenues of

research on diet-based regimens designed to cure various ailments. This study was conducted to identify the genotox-

icity of immature green persimmon (Diospyros kaki THUNB.) extract (DKA). The bacterial reverse mutation assay,

the chromosomal aberration assay, and the mammalian micronucleus test were performed to determine the DKA

genotoxicity. The result of the bacterial reverse mutation assay revealed that the DKA did not induce mutagenicity in

Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 and Escherichia coli WP2uvrA with or without metabolic

activation of S9 mixture. The oral administration of DKA also caused no significant increase in the number of micro-

nucleated polychromatic erythrocytes or in the mean ratio of polychromatic to total erythrocytes. In addition, DKA

did not cause a significant chromosome aberration on CHL cells in the presence or absence of S9 activation. In con-

clusion, DKA could be considered as a reliable and safe functional food since no toxicity was found under the condi-

tion of this study.
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감나무(Diospyros kaki THUNB.)는 감나무과(Ebenaceae)

에 속하는 다년생 낙엽교목으로 우리나라, 중국, 일본, 브

라질, 터키, 이탈리아 등지에 널리 분포하고 있으며1) 예로

부터 감나무 열매와 잎은 한약재로 널리 이용되어 왔다.

감에는 떫은 맛을 내는 탄닌 성분들이 다량 포함되어 있

으며 kaki-tannin으로 불리우고 있다2). Kaki-tannin은 수용

성으로 gallic acid, gallotanin, gallocatechin, gallocatechin

gallate이 주성분으로 서로 축합 결합된 고분자이며 특히

덜 익은 감인 풋감에는 고도로 축합된3) 형태로 완숙감 및

다른 과일에 비해 다량 함유되어 있다. 완숙된 감나무 열

매는 오랫동안 섭취하였으나 덜 익은 감나무 열매인 풋감

은 떫은 식감으로 인하여 섭취가 어려워 그동안 식품으로

서의 가치가 없었지만 풋감에 포함되어 있는 축합형 탄닌

들은 지질대사 개선4), 알코올 대사 촉진5), 항미생물6), 항

산화7) 등의 효능이 알려지고 있어 기능성 식품 소재로 개

발할 수 있는 가능성이 매우 높다8). 제주도의 주요 소득

농산물은 감귤로서 2019년 생산량은 628,937 t이며 매년

판매가격 유지를 위한 적정 생산 조정에 어려움을 겪고

있어 감귤을 대체할 수 있는 새로운 소득 작물 발굴이 절

실히 필요한 상황이다. 제주도 내에서 2019년 생산된 감

은 375 t으로 감귤 생산량의 0.02%에 불과하나 탐라지(耽

羅誌)9), 남사록(南槎錄)10) 등의 문헌에 따르면 제주도에 예

로부터 감나무가 다량 서식하고 있는 것을 확인 할 수 있

어 제주가 감나무를 재배하기에 매우 적합한 환경임을 알

수 있다. 이에 다양한 기능성이 보고된 풋감을 제주의 새

로운 소득작물로 발굴하기 위해 건강기능식품 원료화 연

구를 수행하고 있다. 현재까지 감의 안전성 연구는 모기

유충 및 bed-bug 등 해충에 대한 독성평가가 있었으나11)

풋감 주정추출물을 이용한 유전 독성 안전성에 관한 연구
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는 아직 수행되지 않았다. 풋감의 식용 근거 자료 및 안

전성 평가 결과에 대한 문헌이 부족하므로 기능성 식품으

로서 원료의 안전성을 입증하기 위해 식품의약품안전처

규정12)에 따라 유전독성시험 결과가 필요하다. 유전독성은

유전물질에 상해성을 나타내는 성질을 포함하는 광범위한

의미로 이용되고 있다13). 또한 유전독성시험은 유전자 또

는 유전자 담체인 염색체에 미치는 상해작용을 평가하는

시험을 말하며 신약후보물질, 식품첨가물 등의 잠재적 발

암성 또는 돌연변이 유발물질을 검출하기 위해 수행하는

시험의 한 종류이다14). 따라서, 본 연구에서는 풋감의 주정

추출물을 식품 원료로 활용하고자 풋감 주정추출물이 DNA

나 염색체에 직접적으로 손상을 주어 형태적 변화, 기능

적 이상을 일으키는지 여부를 확인하기 위해 GLP규정[재

단법인 한국화학융합시험연구원(Hwasun, Korea)]에 준수

하여 유전 독성에 대한 연구를 수행하였으며, 미생물 복

귀돌연변이 시험, 골수세포를 이용한 체내 소핵시험, 염색

체이상시험 등의 연구를 수행하였다. 한 종류의 유전독성

시험으로 모든 유전독성 기전을 확인하는 것은 어려우므

로 국제적으로 표준화된 시험법을 조합하여 OECD

Guidelines15)에 따라 시험을 수행하였다.

Materials and Methods

풋감 주정추출물 제조

본 연구에서 사용한 풋감은 제주도 서귀포시 안덕면에

서 재배되어 8월에 수확한 풋감을 사용하였다. 열매를 세

척 후 분쇄하여 동결건조 하였으며 동결건조된 풋감 분말

을 실온에서 24시간 동안 50% 주정(Woori Ethanol supplies

company, Busan, Korea)으로 1회 추출하였다. 여과 및 원

심분리(10,000×g, 15분)된 추출액을 감압 농축하여 농축액

의 당도를 10-15%규격으로 조절하였으며 마지막으로 동

결건조를 수행하여 추출 분말(DKA)을 제작하였다. 풋감

주정추출물의 최종 수율은 풋감 분말 대비 30%(w/w)이다. 

풋감 주정추출물의 지표성분(Gallic acid) 함량 분석 

표준용액은 gallic acid (Sigma-Aldrich G7384, 99%, St.

Louis, MO, USA)를 사용하여 6.25, 12.5, 25, 50, 100 µg/

mL의 농도로 제조하였고 시험용액은 풋감 주정추출물 3

점에 대해 각 200 mg을 칭량하여 1% 초산이 섞인 증류

수로 용해시켜 30분간 초음파 추출하고 50 mL로 정용하

였으며 0.5 µm syringe filter (Advantec®, PTFE, Tokyo,

Japan)로 여과하여 시험용액으로 사용하였다. 표준용액과

시험용액에 대해 지표성분 함량을 HPLC (Waters 2695,

Milford, MA, USA)로 분석하였으며 검출기는 PDA

(Photodiode array detector, Waters 2998, Milford, MA,

USA)를 사용하였으며 검출파장은 270 nm로 설정하였다.

분석 컬럼은 Luna Phenyl-Hexyl 100A (5 µm, 250 mm ×

4.6 mm, Phenomenex®, Torrance, CA, USA)을 사용하였고

온도는 25oC로 유지하였다. 이동상은 H2O (0.1% formic

acid)와 acetonitrile을 구배용매조성법으로 유속은 0.8 mL/

min으로 흘려주었으며 아래 수식을 활용하여 풋감 주정추

출물 중 지표성분의 함량을 계산하였다.

Gallic acid (mg/g) = [검량선결과 (µg/mL) × 최종부피 (mL)

× 희석배수 ×표준품 순도] /시료채취량 (mg)

미생물 복귀돌연변이 시험

풋감 주정추출물에 대한 미생물 복귀돌연변이 유발 여

부를 평가하기 위해 OECD Guidelines15)에 준하여 실험하

였으며 히스티딘 요구성 균주인 Salmonella typhimurium

TA98, TA100, TA1535 및 TA1537 4개의 균주와 트립토

판 요구성 균주인 Escherichia coli WP2uvaA를 이용하여

시험을 실시하였다. 이들 균주는 2019년 9월 24일

Molecular Toxicology, INC. (Boone, NC, USA)에서 구입

하여 동결보관하였다(-80oC--60oC). 미생물 대사 활성 효

소인 S9 mix는 기존의 시험법을 참고하여 제조하여 사용

하였다. 미생물 복귀돌연변이를 유도하는 각 균주에 적합

한 변이원성 양성대조물질은 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-

furyl)acrylamide (AF-2, Wako Pure Chemical Industries,

Ltd, Osaka, Japan), sodium azide (NaN3, Sigma-Aldrich),

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

(9-AA, Sigma-Aldrich), benzo(a)pyrene (Sigma-Aldrich)을

사용하였고 음성대조군에는 증류수를 처리하였다. 본 시

험에 앞서 농도결정시험을 수행한 결과 대사활성계 미적

용(-S9 mix) 및 적용(+S9 mix)에서 시험물질에 의한 균주

의 생육저해는 확인되지 않았으며 시험물질 처리군에서

복귀돌연변이 콜로니 수는 음성대조군과 비교하였을 때

증가 양상을 나타내지 않았다. 본 실험에서는 시험물질에

음성대조 물질을 가하여 5000 µg/mL로 조제하고 이 용액

의 일부를 음성대조 물질로 단계 희석하여 313, 625, 1250,

2500 µg/mL농도로 시험물질을 제조하였다. 시험은 Pre-

incubation method를 이용하고, 대사활성계 미적용(-S9 mix)

및 적용(+S9 mix)에서 실시하였다. 균주를 nutrition broth

에서 10시간 배양하고 배양액 0.1 mL에 시험물질 0.1 mL,

S9 mix 또는 인산완충용액(pH 7.4)을 0.5 mL 혼합하여

37oC에서 배양하였다(pre-incubation). 이 혼합액에 D-biotin-

histidine (0.5 mmol/L) 또는 L-tryptophan (0.5 mmol/L)을

함유한 top agar를 2 mL넣어 minimal glucose agar plate위

에 중층하여 top-agar가 응고된 후 37oC에서 48시간 배양

하고 콜로니를 계수하였다16). 음성대조군, 양성대조 및 시

험물질의 각 처리에 대하여 3반복 계수한 콜로니 수의 평

균값 및 표준편차를 산출하였다. 시험 결과의 평가는 통

계학적 검정을 실시하지 않았다.
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마우스 골수세포를 이용한 체내 소핵시험

풋감 주정추출물의 발암성 유발 유·무 판단의 기초자료

를 얻기 위해 유전독성시험 중 마우스 골수세포를 이용한

체내 소핵시험을 실시하였다(재단법인 한국화학융합시험

연구원 화순 동물윤리위원회 승인번호: IAC2019-2280). 6

주령 수컷 28마리를 ㈜오리엔트 바이오(Seongman, Korea)

에서 구입 후 1주일간 동물 사육실 환경에 적응시켜 시험

에 사용하였다. 동물사육실은 온도 21.1±0.5oC, 상대습도

52±6%, 조명시간 12시간(08:00-20:00), 조도 150-300 Lux

로 유지하였다. 실험동물은 마우스용 와이어케이지

(180W×300D×140H)에 5마리 이하로 넣어 사육하였고, 사

료는 방사선 멸균된 Rodent Diet 20 5033 (Labdiet, St.

Louis, MO, USA)를 식이시켰으며, 음수는 R/O수를 자유

섭취시켰다. 본 시험의 최고 농도는 용량설정시험 결과를

바탕으로 하여 2000 mg/kg bw/day로 설정하였으며 각 군

당 5마리의 마우스에 2회(24시간 간격) 경구투여 하였다.

시험물질은 200 mg/mL로 corn-oil에 현탁되었고 혼합하

였을 때에 발열, 발포, 변색이 없었으므로 음성대조 물질로

Corn-oil을 사용하였다. 시험물질의 투여량은 500, 1000,

2000 mg/kg으로 설정하였다. 양성대조물질인 cyclophosphamide

monohydrate (CPA)는 70 mg/kg bw/day 농도로 단회 복강

투여 하였다. 시험물질을 투약하고 24시간 후 마우스 대

퇴골의 골수세포를 fetal bovine serum으로 세척하여 세포

현탁액을 얻었다. 세포현탁액을 1,000 rpm에서 5분 간 원

심분리하고 상등액을 제거한 후 골수 세포를 slide glass에

도말하여 골수도말검체를 제작하였다. 골수도말 검체는

acridine orange 용액(40 µg/mL)으로 잠적시켜 형광으로 염

색하고 다염성 적혈구(PCE), 정염성 적혈구 및 소핵을 관

찰하였다. 다염성 적혈구는 관찰 시야에서 핵이 없이 적

색 형광으로 보이는 것으로 판정하였으며 정염성 적혈구

는 관찰시야에서 다염성 적혈구의 크기로 형광을 전혀 나

타내지 않고 음영으로만 구분되는 것으로 판정하였다. 소

핵은 제일 큰 것은 적혈구 직경의 절반부터 제일 작은 것

은 식별이 가능한 것까지로 하였고 주로 원형이나 반원형

등의 형태도 포함시켰다. 또한 근접한 유핵세포의 핵과 동

일하게 녹색 형광을 띠는 것으로 판정하였다. 소핵빈도를

관찰하기 위해 군당 약 4,000개의 다염성 적혈구를 관찰

하고 이 중 이중 소핵의 출연 빈도를 측정하였다. 동시에

전체적혈구(NCE) 중 다염성 적혈구의 출연 빈도를 구하

였다. 결과의 판정은 소핵을 가진 다염성 적혈구의 수가

통계학적으로 유의하며, 농도 의존적으로 증가하는 경우

와 하나 이상의 농도에서 재현성이 있는 양성반응을 나타

낼 경우 양성으로 판정하였다. 소핵유발빈도에 있어서 음

성대조군과 시험물질 투여군 간의 경우 Kruskal-Wallis’ H-

test, 음성대조군과 양성대조군 간의 경우 Mann-Whitney’s

U test, 전체 적혈구 중 다염성 적혈구의 비율[(PCE/

NCE+PCE)]에 군간 비교는 ANOVA test와 Dunnett’s test,

Student’s t-test 분석을 통해 SPSS program (Ver. 19)을 이

용하여 통계처리 하였다.

포유류 배양세포를 이용한 염색체이상시험

풋감 주정추출물의 염색체 이상 유발을 평가하기 위해

Chinese hamster lung (CHL)유래 세포를 American Type

Culture Collection (ATCC CRL-1935TM)에서 구입하여 사

용하였다. CHL세포는 10% fetal bovine serum을 포함한

minimum essential medium (MEM, Life Technologies

Corp., Carlsbad, CA, USA) 를 사용하여 온도 37oC, CO2

농도가 5%로 설정된 CO2 인큐베이터에서 배양하였다. 예

비실험에서 상대세포수 증가(RICC)(55±5) %의 농도로 세

포독성 농도를 산출하였으며 RICC55는 세포증식율이 55±5%

를 사이에 두는 두 농도에 대하여 직선식으로 산출하였다.

예비실험 결과 대사활성계의 존재(+S9 mix)에는 2504.0 µg/

mL, 대사활성계 비존재(-S mix)하에는 130.1 µg/mL, 24시

간 처리군에서는 138.4 µg/mL으로 RICC55 농도를 산출하

였다. 그 결과에 따라 풋감 주정추출물 농도를 32.5-3500 µg/

mL로 설정하여 본 실험을 하였다. 풋감 주정추출물은 증

류수에 현탁시켜 단계 희석하여 사용하였다. 음성대조군

은 시료 대신 증류수를 사용하였고, 양성대조군은 대사활

성계의 존재(+S9 mix)하에는 cyclophophamide (CPA)를,

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

를 사용하였다.17)

염색체이상시험에서 풋감 주정추출물의 6시간 처리군은

4×103 cells/mL로 조제한 세포 부유액을 25 cm2 세포배양

용 플라스크에 5 mL씩 분주하여 3일간 배양하였다. 그 후,

각 플라스크의 기존배양액을 제거하고 배양액 4.0 mL, 각

농도의 시험물질용액 0.5 mL 및 S9 mix 0.5 mL를 분주

하였다. 대사활성계의 부재군(-S9 mix)은 배양액 4.5 mL,

시험물질용액 0.5 mL만 첨가하였다. 6시간 후 PBS로 세

포 표면을 2-3회 세정하고 새로운 배지 5 mL 첨가하여

18시간 추가 배양하였다.

풋감 주정추출물 24시간 처리군은 4×103 cells/mL로 조

제한 세포 부유액을 25 cm2 세포배양용 플라스크에 5 mL

씩 분주하여 3일간 배양하였다. 그 후, 각 플라스크의 기

존배양액을 제거하고 배양액 4.5 mL, 시험물질용액 0.5 mL

을 첨가하여 24시간동안 배양하였다.

각 시료는 처리 종료 2시간 전에 colcemide를 최종농도

0.2 µg/mL이 되도록 첨가하고 0.25% trypsin-EDTA로 세

포를 모아 염색체이상시험을 위한 표본을 제작하였다. 회

수된 세포는 원심분리 후 상등액을 제거하고, 37oC의 저

장액(0.075 mol/L KCL)을 첨가하여 15분간 37oC에서 방

치하고, 원심분리하여 상등액을 제거하였다. 상등액이 제

거된 세포는 냉각고정액(methanol:acetic acid=3:1)에 수회

고정 후 염색체 표본을 제작하고 5% gimesa 용액으로 5

분간 염색하였다. 표본은 각 슬라이드당 2매씩 제작하였
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다. Gap은 염색분체로 보여지는 비염색 부분의 폭이 염색

분체의 폭보다 좁은 것으로 하였다. 다른 이상과 구별하

여 기록하고, 구조 이상에는 포함하지 않았다. 염색체 이

상의 관찰은 각 슬라이드 중에서 잘 흩어진 100개의 분열

중기상 세포를 관찰하여, 염색체 이상이 관찰되는 분열중

기상 세포수가 음성대조군에 비하여 확실히 증가하고, 용

량 의존성이 인정되는 경우, 또 한 개의 용량에서 확실히

증가되고 재현성이 인정되는 경우 양성으로 판정하고 그

외는 음성으로 판정하였다18). 판정 결과 이상세포의 출현

빈도가 5% 미만이었기 때문에 통계학적 방법은 이용하지

않았다.

Results and Discussion

풋감 주정추출물의 지표성분 함량

풋감 주정추출물 3점의 시료에 대해 지표성분으로 선정

한 gallic acid 함량을 분석하여 평균값을 구하였으며 평균

값의 80-120% 범위인 3.150-4.724 mg/g으로 지표물질의

함량범위를 규격화 하였다. 본 연구에서 사용한 풋감 주

정추출물의 gallic acid 함량은 4.61 mg/g으로 분석되어 풋

감 주정추출물의 표준화 규격에 적합한 것으로 확인하였다.

미생물 복귀돌연변이시험

풋감 주정추출물의 미생물 복귀돌연변이시험은 식품의

약품안전처 독성시험기준을 준용하여 수행하였으며 히스

티딘 요구성 균주인 Salmonella typhimurium TA98, TA100,

TA1533 및 TA1537과 트립토판 요구성 균주인 Escherichia

coli WP2uvrA를 이용하였고, 복귀돌연변이활성은 대사활

성계의 존재(+S9 mix)와 부재하(-S9 mix)에서 실험하였다.

시험의 적용용량은 5,000 µg/plate를 최고 농도로 하여 0-

2500 µg/plate의 농도를 포함해 5단계의 농도결정시험을 하

였고 본 시험 실험결과는 Table 1에 나타내었다. 실험결과

풋감 주정추출물의 미생물 복귀돌연변이는 5종의 모든 균

주에서 대사활성계의 존재에 관계없이 음성대조군과 비교

하였을 때 유의적인 생육 저해는 관찰되지 않았다. 또한

시험물질은 대사활성계 적용 유무에 관계없이 모든 농도

에서 석출되지 않았다. 반면, 양성대조물질에서 유발된 복

귀돌연변이 콜로니 수는 대사활성계 적용 유무에 관계없

이 모든 균주에 대해서 현격히 증가되는 양성 결과를 보

였다. 이상의 결과로부터 시험물질 풋감 주정추출물은

Salmonella typhimurium 및 Escherichia coli에 대한 복귀

돌연변이를 유발하지 않는 것으로 판단되었다.

마우스 골수세포를 이용한 체내 소핵시험

수컷 ICR mice를 이용한 풋감 주정추출물의 독성을 관

찰한 결과 시험 물질 투여 후 사망 동물은 나타나지 않았

으며 일반 증상 관찰 결과 특이한 이상 증상은 발견되지

Table 1. Mutagenicity of DKA without and with metabolic acti-

vation

Tester strain Samples
Dose

(µg/plate)

Colonies/plate

(Mean ±S.D.1))

Without 

S9 mix
With S9 mix

Salmonella 

typhimurium 

TA98

DKA7)

0 24±1 33±2

313 27±3 34±2

625 24±3 31±3

1250 25±3 34±3

2500 22±1 31±2

5000 26±1 31±4

 AF-22) 0.1 534±6 -

 B(a)P3) 2.5 - 275±9

Salmonella 

typhimurium

 TA100

DKA

0 119±8 134±3

313 116±7 133±3

625 118±9 133±2

1250 119±7 134±5

2500 118±3 138±1

5000 113±6 136±3

AF-2 0.01 461±6 -

B(a)P 2.5 - 1130±78

Salmonella 

typhimurium

 TA1535

DKA

0 9±1 11±1

313 10±2 11±2

625 12±1 11±2

1250 9±2 11±3

2500 9±4 8±2

5000 10±2 11±2

 NaN3
4) 0.5 362±8 -

 2-AA5) 2.0 - 187±6

Salmonella 

typhimurium

 TA1537

DKA

0 9±1 9±1

313 10±2 9±2

625 10±0 11±2

1250 8±1 10±1

2500 9±1 9±2

5000 10±2 10±2

 9-AA6) 40.0 277±6 -

2-AA 2.0 - 206±3

Escherichia

coli 

WP2uvrA

DKA

0 50±3 56±2

313 43±1 54±2

625 44±3 55±3

1250 48±3 54±3

2500 46±2 53±2

5000 47±1 56±4

AF-2 0.01 393±3 -

2-AA 10.0 - 385±6.1

1)S.D. Standard deviation, 2)AF-2: 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)

acrylamide, 3)B(a)P: benzo[a]pyrene, 4)Na3N: sodium azide, 5)2-

AA: 2-aminoanthracene, 6)9-AA: 9-aminoacridine, 7) DKA:

Immature green persimmon (Diospyros kaki THUNB.) extract.
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않았다. 투여에 의한 구간 체중변화 역시 유의한 차이가

없었다. 마우스 골수세포를 이용한 소핵시험의 결과는 Table

2에 나타내었다. 각 시료 별 약 4,000 여개의 다염성 적혈

구(MNPCE/4,000 PCE)를 관찰한 결과 마우스 골수세포에

서 소핵 출현 빈도는 풋감 주정추출물의 500-2000 mg/kg

bw/day 농도에서 약 0.09-0.11%를 보였으나, 유의적인 농

도의존적 증가는 보이지 않았다. 한편 양성대조군의 소핵

빈도는 음성대조군에 비해 통계학적을 유의하며 현저한

증가가 나타났다(P<0.05).

세포독성 지표인 PCE/(PCE+NCE) 비율은 풋감 주정추

Table 2. Effect of the DKA on micronucleus formation in ICR mice

Sex Samples
Dose

mg/kg bw/day
NO. of animals

MNPCE1)/4000PCE2)

(Mean±S.D., %)

PCE/(PCE+NCE3))

(Mean±S.D., %)

Male

Con-oil

(Control)
0 5 0.11 ± 0.02 51.61 ± 0.75

DKA5)

500 5 0.11 ± 0.02 51.61 ± 1.33

1000 5 0.09 ± 0.01 53.05 ± 0.58

2000 5 0.09 ± 0.01 52.95 ± 1.20

CPA4) 70 5 6.22 ± 0.40* 45.50 ± 0.92*

*: Significant difference as compared with control (P<0.05).
1)MNPCE: Micronucleated polychromatic erythrocyte.
2)PCE: Polychromatic erythrocyte.
3)NCE: Normochromatic erythrocyte.
4)CPA: cyclophosphamide monohydrate (positive control).
5)DKA: Immature green persimmon (Diospyros kaki THUNB.) extract.

Table 3. Result of chromosomal aberration 

Samples
Dose

(µg/mL)
S9 mix

Trt-Rec 

Time11)

(h)

Number of structural aberrations 

(Frequencies %) Total

(Cells%)
gap

Number of 

numerical 

berrations (%)
Total

(%)

ctb1) cte2) csb3) cse4) other5) Pol6) Endo7)

DKA8)

0 - 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)

32.5 - 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)

65 - 6-18 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)

130 - 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)

150 - 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)

MMC 0.1 - 6-18 3(1.0) 57(19.0) 1(0.3) 0(0.0) 0(0.0) 61(20.3) 0 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

DKA

0 + 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)

625 + 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)

1250 + 6-18 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)

2500 + 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)

3000 + 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)

CPA9) 5 + 6-18 3(1.0) 58(19.3) 2(0.7) 0(0.0) 0(0.0) 63(21.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

DKA

0 - 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)

35 - 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)

70 - 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)

140 - 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)

160 - 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)

MMC10) 0.05 - 24-0 5(1.7) 53(17.7) 2(0.7) 0(0.0) 0(0.0) 60(20.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

1)ctb: chromatid type break, 2)cte: chromatid type exchange, 3)csb: chromoso-type break, 4)cse: chromosome type exchange, 5)other: frag-

mentation etc., 6)Pol: Polyploids, 7)Endo: Endoreduplication, 8)DKA: Immature green persimmon (Diospyros kaki THUNB.) extract,
9)CPA: cyclophosphamide (Positive control), 10)MMC: mitomycin C (positive control), 11)Treatment recovery time.
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출물의 500-2000 mg/kg bw/day 농도에서 45.5-53.05% 이

었으며 음성대조군에 비해 통계학적으로 유의한 차이가

나타나지 않았다. 따라서, 풋감 주정추출물은 마우스 골수

세포에 대한 소핵 유발성이 없는 것으로 판단된다.

염색체이상시험

풋감 주정추출물의 염색체이상시험은 대사활성계의 존

재(+S9 mix) 및 부재(-S9 mix)하에서 CHL 세포를 이용하

여 수행하였으며 본 연구를 수행하기 전 농도결정시험에

서 시험물질의 세포독성이 농도의존적으로 증가함을 확인

하여 본 시험의 시험물질 처리 농도를 결정하였다.

단시간처리법 시험의 시험물질 처리 개시 시에 전체 처

리군에서 시험물질의 침전이 확인되었으나 배지의 pH 변

화는 없었다. 관찰결과, -S9 mix 처리군의 0, 32.5, 65, 130

및 150 µg/mL 농도에서 염색체구조 이상세포의 출현빈도

는 각각 0.0, 0.0, 0.3, 0.0 및 0.0% 로 관찰되었으며, 수적

이상세포의 출현빈도는 각각 0.0, 0.0, 0.0, 0.0 및 0.0% 로

관찰되었다. 그리고, +S9 mix의 0, 625, 1250, 2500 및

3000 µg/mL에 있어서의 염색체구조이상세포의 출현빈도는

0.0, 0.0, 0.3, 0.0 및 0.0% 로 관찰되었으며, 수적이상세포

의 출현빈도는 각각 0.0, 0.0, 0.0, 0.0 및 0.0% 로 관찰되

었다. 각 처리조건의 음성대조군에서 구조이상세포 및 수

적이상세포의 출현빈도는 5% 미만으로 확인되었고, 양성

대조군의 경우 구조이상 세포의 출현빈도는 10% 이상으

로 확인되었다. 연속처리시험법에서도 시험물질의 침전이

확인되었으나 배지의 pH 변화는 관찰되지 않았다. 표본관

찰 결과, 0, 35, 70, 140 및 160 µg/mL에 있어서의 염색체

구조이상세포의 출현빈도는 각각 0.0, 0.0, 0.0, 0.0 및 0.3%

로 관찰되었고 염색체수적이상세포의 출현빈도는 각각 0.0,

0.0, 0.0, 0.0 및 0.0% 로 관찰되었다. 음성대조군의 경우

구조이상세포 및 수적이상세포의 출현빈도는 5% 미만으

로 확인되었고 양성대조군의 경우 구조이상세포의 출현빈

도는 10% 이상으로 확인되었다. 이상의 결과로 미루어 풋

감 주정추출물은 CHL세포에 대하여 염색체이상을 유발하

지 않는 것으로 확인되었다.

Discussion

감은 오랫동안 섭취되고 있으나 덜 익은 감인 풋감에

대한 섭취 근거가 없고 풋감 주정추출물(DKA)에 대한 안

전성평가 연구 결과가 부족한 실정이므로 OECD guidelines

에 따라 세균을 이용한 복귀돌연변이 시험, 마우스 골수

세포를 이용한 소핵시험, CHL 세포를 이용한 염색체이상

시험을 실시하여 DKA의 유전독성을 평가하였다. 복귀돌

연변이시험에 이용된 균주는 히스티딘 요구성인 Salmonella

typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537과 트립토판

요구성인 Escherichia coli WP2uvaA로 대사활성화 존재하

및 비존재하의 경우에 대해 각각 검토하였다. 본시험에서

시험물질은 5000 µg/mL를 최고용량으로 이하 단계 희석

하여 총 6 농도로 설정하여 시험을 시행하였다. 시험결과

대사활성계 유무에 관계없이 음성대조군과 비교하였을 때

유의적인 생육 저해가 관찰되지 않았으며 양성대조군에서

는 대사활성계 유무와 관계없이 모든 균주에 대해서 현저

히 증가하였다. 이상의 결과로 DKA의 유전자돌연변이 유

발성은 음성으로 판단하였다.

마우스를 이용한 체내 소핵시험은 수컷 ICR mice를 이

용하여 DKA 단회 경구투여를 실시하였으며 음성대조 물

질은 corn oil을 경구투여하고 양성대조군 CPA는 복강내

투여를 진행하였다. 시험물질은 500-2000 mg/kg bw/day 농

도로 설정하였으며 투약하고 24시간 후 골수를 채취하였

다. 시험 결과 PCE중 MNPCE 출현빈도가 음성대조군과

비교하여 유의한 차이가 관찰되지 않았으며, PCE/

(PCE+NCE) 비율도 음성대조군과 비교시 유의한 차이가

관찰되지 않았고, 양성대조군에서는 PCE중 MNPCE 출현

빈도가 유의하게 증가하였다. 이러한 결과로 미루어 DKA

는 마우스 골수 세포의 소핵유발에 영향을 미치지 않는

것으로 판단하였다.

염색체이상시험에서 CHL/IU 세포주를 이용하였으며 본

시험의 용량 설정을 위한 예비실험 결과 RICC55 농도가

대사활성계 존재하에서는 2504.0 µg/mL, 대사활성계 비존

재하에서는 130.1 µg/mL, 24시간 처리군에서는 138.4 µg/

mL로 산출되었다. 이에 본시험에서는 DKA 처리농도를

32.5-3500 µg/mL로 설정하였으며 시험결과 모든 처리 계

열에서 염색체이상을 가진 세포의 출현빈도는 5% 미만으

로 염색체이상 유발작용은 확인되지 않았으며, 음성대조

군과 비교하여 통계학적으로 유의한 차이도 관찰되지 않

았다. 양성대조군에서는 구조이상 세포의 출현빈도가 10%

이상으로 확인되었다. 이상의 결과로 DKA는 염색체이상

을 유발하지 않는 것으로 판단하였다.

이상의 결과는 DKA의 유전독성에 대한 안전성을 입증

하는 연구결과를 확보하게 된 것으로 추후 기능성 식품

원료의 안전성을 확보하게 되는 기초자료가 될 수 있을

것으로 사료된다.

국문요약

감은 중국, 한국, 일본, 브라질, 터키, 이탈리아 등을 포

함하는 온대지역에서 널리 재배되고 있으며 일부 아시아

권 소비자들에게는 건강에 유익한 기능성 원료로 인식되

고 있다. 또한 감에 포함된 풍부한 파이토케미컬들은 감

을 섭취함으로써 건강과 관련된 다양한 문제점을 개선하

기 위한 연구의 가능성을 제시한다. 본 연구에서는 감의 미

숙과인 풋감추출물(DKA)의 유전독성을 확인하고자 한다.

미생물복귀돌연변이시험, 염색체이상시험, 포유류 소핵발생
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시험을 수행하여 풋감추출물(DKA)의 유전독성을 평가하였

다. 미생물복귀돌연변이시험에서 DKA는 Salmonella

typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 와 Escherichia

coli WP2uvrA에서 S9 대사활성계의 존재에 상관없이 돌연

변이 유도를 보이지 않았다. 또한 마우스를 이용한 소핵

시험은 풋감추출물(DKA)처리군에서 소핵을 가진 다염성

적혈구와 전체적혈구 중 다염성 적혈구의 비율의 증가는

볼 수 없었으며 통계학적 유의성도 나타나지 않았다. 한

편, CHL 세포를 이용한 염색체이상시험에서 모든 세포주

의 처리시간 및 S9 대사활성계 존재유무에 상관없이 염색

체이상을 보이지 않았다. 따라서 본 연구결과에 의하면 풋

감추출물(DKA)은 유전독성을 유발하지 않는 안전한 기능

성 식품 원료로서 활용 가능하다고 판단된다.
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