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약침요법은 남상천이 1965년 약업신문에 “경락주

입치료”라는 글을 발표하고 1967년 경락 1,2권을 저

술함으로써 보급되기 시작하였다1-3). 특히 면역약침

(경락약침)은 부작용이 거의 없고, 동통 치료에 탁월

한 장점이 있으며, 인체 내부 장기와 모든 조직 및 

기관을 임의로 움직일 수 있게 하고, 면역을 증강시

켜 난치병에 대처할 수 있게 하는 우수한 한의 치료

방법으로 알려져 있다1). 실제 한의 임상에서 면역약

침은 거의 모든 분야의 질환에 활용되고 있으며, 특

히 근골격계 질환 환자의 급만성 염증 및 동통 치료

에 대하여 대표적인 기제(氣劑) 약침액인 V를 비롯

하여 OK, TA 약침 등이 사용되고 있다1,2).

CP약침은 캡사이신 성분을 활용하여 신경포착증, 

신경 감각 이상 등의 신경병성 통증 및 근육경결통
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증, 비증 등을 치료하기 위하여 개발된 면역약침으

로, V약침에 고추를 추가하여 총 9가지 약물을 주성

분으로 한다. 캡사이신은 고추에 함유되어 있는 

alkylamide 성분으로 매운 맛을 내며, Transient 

Receptor Potential Vanilloid (TRPV) cation channels

에 주요 작용을 나타낸다4). 신경병증성 통증5-7), 비

뇨기계 질환8,9), 비만10,11), 외음전정부통증 증후군12), 

암13-15), 피부 질환16-18) 등에 효능이 보고되어 왔다. 

비록 CP 약침액이 오랜 임상경험과 함께 이미 독

성 평가와 효능 연구 및 임상 보고 등을 통하여 안

전성이 확인된 V약침19-23)을 기반으로 하고 있지만, 

아직 하지 감각저하 환자에 대한 증례 보고 1건24), 

단일용량 독성평가25) 외에 CP 약침의 효능과 안전

성에 대하여 체계적이고 과학적인 임상 연구나 실험 

연구가 수행된 바가 없기 때문에, CP 약침의 효능 

및 안전성에 대해 의문이 제기될 수 있다. 또한 한약 

및 한약제제의 부작용과 안전성에 대한 우려가 여러 

논문에서 제기되어 왔기에26-27), 한약 및 한약제제의 

안전성 확보는 가장 중요한 연구 중 하나라고 볼 수 

있다.

따라서 본 연구는 CP 약침의 안전성에 대한 과학

적 근거 확보를 위하여, GLP 독성시험 기관인 ㈜바이

오톡스텍 (충북, 한국)에 의뢰하여(시험번호: B18664) 

<비임상시험 관리기준>28), <Good Laboratory 

Practice Regulation for Non-Clinical Laboratory 

Studies of Drug>29), <OECD Principles of Good 

Laboratory Practice>30) 등을 준수하고, 식품의약품

안전처 고시 <의약품 등의 독성시험 기준>31)에 따라 

CP약침액의 복귀돌연변이 시험을 실시하여, CP 약

침액의 안전성에 대한 근거가 확보됨에 따라 이를 

보고하고자 한다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 시험물질: 실험에 사용된 CP약침(45.45 mg/ml)

은 사향(0.1 mg/ml), 웅담(0.075 mg/ml), 우황(0.05 

mg/ml), 황금(10 mg/ml), 황백(10 mg/ml), 백두옹

(10 mg/ml), 산두근(10 mg/ml), 목향(5 mg/ml), 고

추(0.005 mg/ml)의 비율로 혼합된 갈색 투명 액체

로, KGMP에 준하는 시설을 갖춘 남상천원외탕전실

(용인, 한국)에서 제공받아 실험에 사용하였다. 제조

과정은 다음과 같다. 먼저, 사향 웅담 우황은 50% 

주정알코올에 넣고 65 ℃, 24시간 동안 중탕 추출한 

이후 진공감압 농축기를 사용하여 45 ℃에서 알코올 

제거를 하였고, 다음으로 그 외 원료들은 주사용정제

수와 함께 저온진공추출기를 사용하여 증류한 후에 

증류액을 회수하였다. 추출된 것들을 혼합하여 완성

된 추출물을 주사용 정제수로 희석하여 Whatman 

No.2 filter paper, 5μm, 0.45μm, 0.2μm Cellulose 

acetate filter로 순차적으로 여과한 후, 여과된 약침

액에 정제식염(99.9%) 0.9%(w/v)을 첨가하고 약침

액의 pH를 적정하였다. 

2) 음성대조물질: 음성대조물질로는 생리식염주사

액(Lot No. 17166, JW Pharmaceutical Co., Ltd., 

Korea)을 사용하였다.

3) 양성대조 물질: 양성대조물질로는 Sigma-Aldrich, 

Co., (USA)로부터 Sodium azide (SA, Lot No.  

MKBX7529V), 2-Nitrofluorene (2-NF, Lot No. 

S43858V), 2-Aminoanthracene (2-AA, Lot No. 

STBD3302V), 9-Aminoacridine (9-AA, Lot No. 

BCBR5712V), 4-Nitroquinoline N-oxide (4-NQO, 

Lot No. WXBC1554V)를 구입하여 사용하였다.

2. 방법

1) 시험 균주 및 배지

(1) 균주

본 실험에서는 Molecular Toxicology, Inc. 

(MOLTOXTM, Inc., U.S.A.)에서 구입한 Salmonella 

typhimurium TA98, Salmonella typhimurium TA100, 

(332)
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Salmonella typhimurium TA1535, Salmonella 

typhimurium TA1537, Escherichia coli WP2uvrA 

(pKM101)를 사용하였다. 이 균주들은 가이드라인에

서 추천되고 있는 균주로써, 변이원성물질에 대한 감

수성이 높고, 변이원성시험에 가장 일반적으로 사용

되고 있기 때문에 선택되었다. 입수된 시험균주들은 

각각의 nutrient broth 배지에 접종하여 8시간 동안 

진탕배양 (37°C, 130 rpm, BS-31, JEIO TECH. 

CO., LTD., 한국) 후, 시험균주들 각각의 유전자형, 

자발복귀변이 콜로니수, 양성대조물질에 대한 감수

성 등의 특성을 확인하였다. 이후 균주 현탁액과 

DMSO를 1:0.09의 비율로 혼합하여 동결 보관용 튜

브에 분주하고 초저온냉동고 (-80 ~ -60°C)에 보관

하였다.

시험에 사용시, 동결 보관된 각 균주를 실온 해동

하여 nutrient broth 배지에 접종하고, 진탕배양 

(37°C, 130 rpm)하는 전배양 단계를 거친 후, 각 균

주의 흡광도를 UV/VIS spectrophotometer (측정파

장 660 nm, V-550, Jasco, Japan)를 이용하여 측정

하고, 균수가 1×109 cells/mL 이상인 것을 확인한 

후, 시험에 사용하였다.

2) 배지

(1) Nutrient broth 배지

Nutrient broth (BD, U.S.A.)를 칭량한 후에, 소량

의 초순수를 넣고 stirrer로 교반하여 용해시켰다. 초

순수로 최종농도가 0.8%가 되도록 조제한 후에, 고

압증기 멸균하였다.

(2) 최소 glucose 한천평판배지

Bacto agar(BD, USA)를 15 g에 초순수 800 mL

를 첨가하여 조제한 후 고압증기 멸균하였다. 멸균 

후에, Vogel-Bonner salts 10배 농축액(MgSO4·7H2O 

0.2 g, 구연산 1.829 g, K2HPO4 10 g, NaNH4HPO4· 

4H2O 3.58 g, 초순수 100 mL) 100 mL와 20% 

glucose (Junsei Chemical Co., Ltd., Japan) 100 

mL를 첨가하여 총 액량이 1 L가 되게 조제하고 플

레이트에 분주하여 실온에서 굳혔다.

(3) Top agar

염화나트륨 및 bacto agar (BD, USA)를 칭량한 

후, 초순수를 넣어 각각 0.5 및 0.6%가 되도록 조제

한 후, 고압증기 멸균하였다. 멸균 후에, 살모넬라균

주용 top agar는 0.5 mM L-Histidine/D-Biotin 혼합

액 (Sigma-Aldrich, USA)을, 대장균용 top agar는 

0.5 mM L-Tryptophan (Sigma-Aldrich, USA)을 

10:1의 비율로 혼합하여 제조하였다.

3) 대사활성계의 조제

S9과 Cofactor C를 오리엔탈효모공업주식회사

(Japan)로부터 구입한 후, 초저온 냉동고(-80~-60℃)

에 보관하였으며, 유효기간 내에 사용하였다. S9은 

phenobarbital(30 mg/kg 1회 1일째, 60 mg/kg 3회 

2~4일째 복강주사) 및 5,6-benzoflavone(80 mg/kg 

1회 3일째 복강주사)로 유도한 7주령 수컷 

Sprague-Dawley rat의 간을 사용하였다. 

S-9 mix는 1 mL의 조성을 MgCl2·6H2O(8 μ

mol), KCl(33 μmol), Glucose-6-phosphate(5 μ

mol), NADPH(4 μmol), NADH(4μmol), Sodium 

phosphate buffer(100 μmol, pH7.4), 정제수 0.275 

mL, 및 S9 0.1 mL로 구성하였으며, 필요량을 사용

시에 조제하였다. 동결 보관된 S9 (Lot No.: 

18041301 (용량설정시험), 18051102 (본시험)과 

Cofactor A (Lot No.: A18041001 (용량설정시험), 

A18050802 (본시험))를 해동하여 1:9의 비율로 혼

합하여 제조하였다.

4) 시험물질 및 양성대조물질 조제

(1) 시험물질

부형제 검토를 실시한 결과, 생리식염주사액(Lot 

No. 17166)에 용해되었기 때문에 생리식염주사액을 

부형제로 선택하였다. 시험물질의 조제는 시험물질 

(333)
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처리일에 실시하였다. 최고용량은 시험물질 그대로를 

사용하였으며, 시험물질을 희석하는 경우에는 필요량

의 시험물질을 취하여 조제용기에 넣고 소량의 부형

제를 가하여 vortex mixer로 교반하여 용해시킨 후, 

부형제로 규정용량이 되도록 조제하였다. 이하 용량

에 대해서는 부형제로 단계희석하여 조제하였다.

(2) 양성대조물질의 조제 

각 균주에 대한 양성대조물질의 용량은 (주)바이

오톡스텍(청원군, 한국)의 historical control data에 

기초하여 설정하였다. Sodium azide(SA)는 주사용

수 (Lot No.: 17006, JW Pharmaceutical Co., Ltd., 

Korea)에, 2-Nitrofluorene(2-NF), 9-Aminoacridine, 

2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl) acrylamide(9-AA), 

4-NQO 및 2-Aminoanthracene(2-AA)는 dimethyl 

sulfoxide (DMSO, Lot No.: K49393831, Merck, 

Germany)에 조제하고, 조제된 양성대조물질은 초저

온냉동고 (-80 ~ -60°C, OPR-DFU-657CEV, Operon, 

Republic of Korea)에 동결 보관하고, 처리일에 해

동하여 사용하였다.

5) 시험 방법

(1) 용량설정시험

본 시험의 용량 설정을 위하여, 용량설정시험을 

실시하였으며, 용량설정시험의 최고용량은 시험물질 

그대로 (100%)를 처리하는 것으로 하여, 이하 용량

은 공비 2를 적용하여, 50.0, 25.0, 12.5 및 6.25%의 

시험물질군을 설정하였다. 음성대조군 및 양성대조

군을 설정하였으며, 용량설정시험은 본시험과 동일

한 방법 및 조건으로 각 용량당 2매의 플레이트를 

사용하였다.

(2) 본시험

본시험은 프리인큐베이션법으로 실시하였으며, 대

사활성화 비존재하 및 존재하의 2계열로 하였다. 각 

용량당 3매의 플레이트를 사용하여 2회 실시하였으

며, 각각의 플레이트에 균주명, 용량, 음성대조군, 양

성대조군 및 S9 mix 존재유무를 식별한 번호를 기

입하였다.

대사활성화 비존재하에서는 각 용량의 시험물질, 

음성 및 양성대조물질을 100 µL를 각 튜브에 넣고, 

0.1 mol/L 인산완충액 (pH 7.4) 500 µL 및 각 균주

현탁액 100 µL를 넣은 후, 20분간 진탕배양 (37°C, 

90 rpm)하였다. 진탕 종료 후, TA98, TA100, 

TA1535 및 TA1537 균주에는 살모넬라용 top agar

를, WP2uvrA(pKM101) 균주에는 대장균용 top 

agar를 2 mL씩 넣어 vortexing 하고, 최소 glucose 

한천평판 배지에 중층하여 실온에서 굳혔다.

대사활성화 존재하에서는 0.1 mol/L 인산완충액 

(pH 7.4) 500 µL 대신에 S9 mix 500 µL를 넣었다. 

그 외의 처리는 동일하게 실시하였다.

배양법 및 배양시간의 경우, Top agar가 굳은 후, 

플레이트를 뒤집어서 37°C 배양기 (DK-LI020-P, 

Daiki scientific Co., LTD., Korea)에서 48시간 동

안 배양하였다.

잡균에 의한 오염 유무를 확인을 위해, 최고 용량

의 시험물질 100 µL, 0.1 mol/L 인산완충액 (pH 

7.4) 500 µL 및 S9 mix 500 µL를 튜브에 각각 넣

고, 20분간 진탕배양 (37°C, 90 rpm)하였다. 진탕이 

종료된 후, top agar를 넣어 vortexing하고, nutrient 

broth 한천평판배지에 중층하여 실온에서 굳혔다. 

Top agar가 굳은 후에 플레이트를 뒤집어서 37°C 

배양기에서 48시간동안 배양한 후에 미생물의 오염

으로 인한 콜로니 형성 유무를 확인하였다.

확인시험은 유전자돌연변이 유발성에 있어, 본시

험의 결과에서 재현성이 확보되지 않은 경우와 생육

저해가 확인되지 않은 용량이 4단계 이상 확보되지 

않은 경우에 해당하지 않았기에, 실시하지 않았다.

6) 관찰 및 계측 

(1) 시험물질의 침전의 관찰

시험물질의 처리시 및 복귀변이콜로니수 계측시에 
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시험물질의 침전을 육안으로 관찰하고 기록하였다.

(2) 복귀변이콜로니수의 계측

배양이 종료된 후, 복귀변이콜로니수는 자동콜로

니 계측기 (ProtoCOL3, SYNBIOSIS, UK)로 자동

계측하였으며, 자동계측이 정확하지 않다고 판단되

는 경우에는 육안계수를 실시하였다.

(3) Background lawn의 관찰

생육저해 유무를 확인하기 위하여, 복귀변이콜로

니수 계측시, 실체현미경 (45배 배율, SZ61, Olympus, 

Japan)으로 background lawn의 형성유무를 확인하

였다. 생육저해의 판정기준은 음성대조군과 비교하여 

복귀변이콜로니수가 현저히 감소하거나, background 

lawn이 엷어지거나 없어져 현저히 감소하는 것으로 

하였다.

7) 시험의 성립조건 및 결과의 판정

이 시험에서의 성립조건은 음성 및 양성대조군에

서의 평균 복귀변이콜로니수가 historical control 

data의 범위 내 또는 양성대조군의 복귀변이콜로니

수가 음성대조군의 2배 이상이고, 또한 오염이 없어

야만 한다고 설정하였다. 

본 연구에서의 결과 판정은 1개 이상의 균주에서 

복귀변이콜로니수가 음성대조군에 비해 2배 이상 증

가하고, 증가에 따른 용량의존성이 있거나, 재현성이 

있어야만 한다고 규정하였다. 결과 평가에 있어서, 

복귀변이콜로니수의 측정치에 관해서는 실측치를 표

기하고, 평균치 및 표준편차를 구하였으며, 통계분석

은 실시하지 않았다.

결 과

1. 용량설정시험

용량설정시험의 결과, 시험물질인 CP 약침액에 의

한 생육저해 및 침전은 대사활성화 비존재하 및 존

재하의 각 균주의 모든 용량에서 관찰되지 않았다. 

따라서, CP 약침액 그대로를 본시험의 최고용량 

(100%)으로 하고, 이하 용량은 공비 2를 적용하여, 

50.0, 25.0, 12.5 및 6.25%의 시험물질군을 설정하

였다. 또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설정하였다.

2. 본 시험 (복귀변이콜로니수의 관찰)

본 시험에서 CP 약침액군에서는 대사활성화 유무

에 관계없이 각 균주의 모든 용량에서 복귀변이콜로

니수가 음성대조군의 2배를 초과하지 않았다. 반면, 

각 균주에 대한 양성대조군의 복귀변이콜로니수는 

음성대조군과 비교하여 2배 이상 확실하게 증가하였

다.(Table 1, 4) 그리고, CP 약침액에 의한 생육저해 

및 침전은 대사활성화 비존재하 및 존재하의 각 균

주의 모든 용량에서 관찰되지 않았다. 

해당시험은 음성대조군 및 양성대조군의 복귀변이

콜로니수의 평균치가 historical control data 범위 내

에 속하였고(Table 3), 각 균주에 있어서의 양성대조

군의 복귀변이콜로니수는 음성대조군과 비교하여 2

배 이상 확실하게 증가하였다. 또한, 잡균에 의한 오

염도 확인되지 않았기 때문에 해당시험은 적절하게 

실시되었다고 판단하였다.

고찰 및 결론

식품의약품안전처는 한약(생약)제제의 임상시험 

승인을 위한 기본 자료에 있어서, 유효성을 비롯한 

약리작용에 대한 비임상 시험자료 외에 단회투여 독

성 또는 반복투여 독성, 유전독성, 생식발생독성 등

의 독성에 대한 비임상 시험자료들 또한 요구하고 

있다28,31,32). 현재 다양한 종류의 약침제제들이 한의 

임상에서 사용되고 있고, 여러 문헌들 및 임상적 경

험을 근거로 하여 많은 수의 약침제제 개발이 이루

어지고 있다. 따라서 이러한 약침제제들 및 약침치료

기술에 대한 과학적 근거 마련을 위하여 유효성과 

안전성과 관련된 비임상 및 임상 시험 결과들이 반
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드시 필요할 것이다.

의약품등의 독성시험기준31,32)에서 정한 3가지 표

준유전독성시험법 중 복귀돌연변이시험은 ① TA98, 

② TA100, ③ TA1535, ④ TA1537 또는 TA97, 또는 

TA97a, ⑤ TA102 또는 E. coli(WP2uvrA pKM101) 

중 최소 5개 이상의 균주에서 실시해야 하고, 용량 

Mean S.D. Mean S.D.

Normal saline injection 0 20 , 20 , 21 20 1 21 , 24 , 24 23 2

6.25 20 , 17 , 18 18 2 22 , 23 , 23 23 1

12.5 19 , 17 , 22 19 3 21 , 25 , 22 23 2

25.0 17 , 18 , 18 18 1 23 , 19 , 22 21 2

50.0 20 , 19 , 17 19 2 19 , 22 , 24 22 3

100 18 , 16 , 18 17 1 21 , 21 , 21 21 0

2-Nitrofluorene (2-NF) 5.0 731 , 737 , 732 733 3 720 , 726 , 716 721 5

Normal saline injection 0 102 , 101 , 96 100 3 101 , 97 , 98 99 2

6.25 93 , 99 , 96 96 3 100 , 103 , 109 104 5

12.5 91 , 100 , 99 97 5 108 , 98 , 100 102 5

25.0 92 , 98 , 90 93 4 100 , 109 , 112 107 6

50.0 102 , 96 , 92 97 5 101 , 118 , 115 111 9

100 99 , 95 , 95 96 2 100 , 102 , 100 101 1

Sodium azide (SA) 1.5 723 , 738 , 745 735 11 708 , 720 , 723 717 8

Normal saline injection 0 16 , 15 , 15 15 1 13 , 16 , 16 15 2

6.25 16 , 14 , 17 16 2 18 , 14 , 16 16 2

12.5 16 , 14 , 15 15 1 16 , 19 , 16 17 2

25.0 16 , 14 , 13 14 2 13 , 14 , 17 15 2

50.0 15 , 17 , 14 15 2 16 , 14 , 12 14 2

100 16 , 16 , 14 15 1 17 , 14 , 15 15 2

Sodium azide (SA) 1.5 579 , 600 , 572 584 15 585 , 585 , 603 591 10

Normal saline injection 0 10 , 10 , 9 10 1 10 , 10 , 9 10 1

6.25 10 , 10 , 13 11 2 11 , 10 , 10 10 1

12.5 13 , 13 , 10 12 2 10 , 12 , 13 12 2

25.0 14 , 12 , 11 12 2 14 , 11 , 11 12 2

50.0 9 , 12 , 9 10 2 10 , 8 , 10 9 1

100 12 , 11 , 12 12 1 9 , 9 , 11 10 1

9-Aminoacridine (9-AA) 80.0 610 , 583 , 591 595 14 579 , 587 , 588 585 5

Normal saline injection 0 94 , 99 , 101 98 4 106 , 96 , 99 100 5

6.25 94 , 96 , 95 95 1 114 , 106 , 104 108 5

12.5 94 , 96 , 89 93 4 103 , 98 , 105 102 4

25.0 104 , 100 , 103 102 2 101 , 115 , 99 105 9

50.0 89 , 88 , 95 91 4 109 , 96 , 114 106 9

100 89 , 94 , 92 92 3 109 , 119 , 108 112 6

4-Nitroquinoline N-oxide (4-NQO) 0.1 417 , 410 , 414 414 4 543 , 552 , 540 545 6

S.D.: Standard Deviation 

1
st

 Main study 2
nd

 Main study

Strain Test substance
Dose
(%) Individual revertant

colony counts
Individual revertant

colony counts

CPTA1537

CP
WP2uvrA
(pKM101)

CPTA98

CPTA100

CPTA1535

Table 1. The Number of Revertant Colonies per Plate in the Absence of Metabolic Activation (1st and 2nd Main Studies)
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단계 설정은 5단계 이상으로 매 용량마다 3매 이상

의 플레이트를 사용해야 한다. 이 연구에서는 CP 약

침액의 안전성을 평가하기 위해, 히스티딘 요구성인 

살모넬라균(Salmonella typhimurium) TA98, TA100, 

TA1535, TA1537과 트립토판 요구성인 대장균 

(Escherichia coli) WP2uvrA pKM101를 사용하여 

Mean S.D. Mean S.D.

Normal saline injection 0 36 , 37 , 37 37 1 35 , 36 , 36 36 1

6.25 33 , 36 , 32 34 2 35 , 35 , 37 36 1

12.5 36 , 34 , 35 35 1 28 , 29 , 32 30 2

25.0 33 , 33 , 31 32 1 32 , 30 , 28 30 2

50.0 34 , 37 , 35 35 2 33 , 30 , 33 32 2

100 37 , 34 , 36 36 2 33 , 30 , 33 32 2

2-Aminoanthracene (2-AA) 1.0 381 , 370 , 387 379 9 386 , 394 , 398 393 6

Normal saline injection 0 106 , 110 , 100 105 5 110 , 115 , 107 111 4

6.25 113 , 111 , 110 111 2 126 , 124 , 116 122 5

12.5 109 , 101 , 107 106 4 124 , 135 , 129 129 6

25.0 111 , 110 , 118 113 4 123 , 128 , 119 123 5

50.0 102 , 105 , 101 103 2 129 , 125 , 123 126 3

100 99 , 94 , 100 98 3 127 , 127 , 122 125 3

2-Aminoanthracene (2-AA) 2.0 919 , 945 , 960 941 21 942 , 951 , 963 952 11

Normal saline injection 0 13 , 11 , 13 12 1 14 , 14 , 12 13 1

6.25 13 , 13 , 13 13 0 13 , 15 , 14 14 1

12.5 11 , 12 , 12 12 1 13 , 14 , 12 13 1

25.0 15 , 13 , 12 13 2 13 , 17 , 14 15 2

50.0 16 , 13 , 16 15 2 14 , 13 , 12 13 1

100 16 , 11 , 12 13 3 12 , 14 , 15 14 2

2-Aminoanthracene (2-AA) 3.0 175 , 185 , 184 181 6 174 , 183 , 176 178 5

Normal saline injection 0 18 , 20 , 19 19 1 22 , 22 , 21 22 1

6.25 21 , 18 , 22 20 2 25 , 23 , 22 23 2

12.5 17 , 20 , 16 18 2 24 , 22 , 20 22 2

25.0 16 , 16 , 18 17 1 20 , 21 , 25 22 3

50.0 20 , 18 , 18 19 1 20 , 17 , 19 19 2

100 19 , 20 , 22 20 2 22 , 19 , 18 20 2

2-Aminoanthracene (2-AA) 3.0 229 , 231 , 231 230 1 249 , 241 , 242 244 4

Normal saline injection 0 131 , 123 , 128 127 4 140 , 132 , 138 137 4

6.25 122 , 140 , 135 132 9 136 , 138 , 142 139 3

12.5 131 , 136 , 144 137 7 139 , 133 , 142 138 5

25.0 133 , 135 , 134 134 1 142 , 140 , 138 140 2

50.0 131 , 133 , 133 132 1 131 , 139 , 134 135 4

100 132 , 134 , 129 132 3 145 , 150 , 147 147 3

2-Aminoanthracene (2-AA) 2.0 360 , 361 , 359 360 1 447 , 449 , 454 450 4

S.D.: Standard Deviation 

1
st

 Main study 2
nd

 Main study
Strain Test substance

Dose
(%) Individual revertant

colony counts
Individual revertant

colony counts

CPTA1537

CP
WP2uvrA
(pKM101)

CPTA98

CPTA100

CPTA1535

Table 2. The Number of Revertant Colonies per Plate in the Presence of Metabolic Activation (1st and 2nd Main Studies)
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상기 조건에서 유전독성평가방법 중 하나인 복귀돌

연변이시험을 실시하였다.

본 시험에 앞서 실시한 용량설정시험 결과를 토대

로 하여, 본 시험에서 최고용량을 시험물질 그대로인 

100%로 하여, 이하 공비 2로 50.0, 25.0, 12.5 및 

6.25% 등의 4가지 용량의 CP약침 처리군을 설정하

Lower Upper

- 86.2 ± 10.5 59.0 113.5

+ 96.8 ± 11.6 69.2 124.5

- 10.9 ± 1.8 5.6 16.2

+ 10.2 ± 1.6 5.8 14.6

- 123.5 ± 16.0 81.5 165.5

+ 156.3 ± 17.3 113.6 199.0

- 18.5 ± 2.9 10.3 26.6

+ 27.4 ± 3.6 16.9 37.9

- 7.8 ± 1.1 4.7 10.9

+ 14.7 ± 2.4 7.2 22.1

Lower Upper

- SA 1.5 101 621.1 ± 49.5 487.2 755.0

+ 2-AA 2.0 93 744.7 ± 155.2 462.0 1,027.5

- SA 1.5 101 496.1 ± 39.1 387.2 605.1

＋ 2-AA 3.0 100 137.6 ± 21.0 88.7 186.6

- 4-NQO 0.1 86 679.2 ± 124.9 327.2 1,031.2

+ 2-AA 2.0 100 499.4 ± 52.7 348.1 650.6

- 2-NF 5.0 101 554.6 ± 78.6 359.1 750.1

+ 2-AA 1.0 93 392.3 ± 52.3 275.3 509.4

- 9-AA 80.0 101 408.1 ± 127.6 201.0 615.1

+ 2-AA 3.0 92 186.7 ± 28.1 121.4 252.0

N: The total number of bacterial reverse mutation test

S.D.: Standard Deviation

Historical negative control values of revertant colonies

Strain S9 mix N Mean ± S.D.
Range

TA100
101

101

TA1535
100

100

WP2uvrA (pKM101)
100

100

TA98
101

101

TA1537
100

100

Historical positive control values of revertant colonies

Strain S9 mix
Positive
control

Dose
(µg/plate)

N Mean ± S.D.
Range

TA100

TA1535

WP2uvrA (pKM101)

TA98

TA1537

Negative control: Water for injection, Dimethyl sulfoxide, Acetone, Tetrahydrofuran, Normal saline injection, etc .

SA: Sodium azide

2-AA: 2-Aminoanthracene

4-NQO: 4-Nitroquinoline N-oxide 

2-NF: 2-Nitrofluorene

9-AA: 9-Aminoacridine

The above historical control values were obtained from the data pooled from Nov. 19, 2015 to May 18, 2017.

The range was calculated by the control limit of X derived from X-R-Rs value.

The above historical control values were obtained from the data pooled from Dec. 10, 2015 to May 18, 2017 (4-NQO).

Table 3. Historical Control Data
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였으며, CP 약침액이 용해되는 것이 확인된 생리식

염주사액을 음성대조물질로 사용하였다. 또한 양성

대조군의 경우 일반적으로 사용되고 있는 SA, 2-NF, 

2-AA, 9-AA, 4-NQO 를 본 시험에서도 양성대조군

으로 사용하였다32).

본시험 결과, 각 균주에 대한 양성대조군의 복귀

변이콜로니수는 음성대조군과 비교하여 2배 이상 확

실하게 증가하였지만, CP 약침액에 의한 복귀변이콜

로니수가 대사활성화 유무에 관계없이 각 균주의 모

든 용량에서 음성대조군의 2배를 초과하지 않았음이 

관찰되었으며, CP 약침액에 의한 생육저해 및 침전

은 대사활성화 비존재하 및 존재하의 각 균주의 모

든 용량에서 관찰되지 않았다. 의약품등의 독성시험

기준31)에서는 대사활성화 비존재하 및 존재하에서 

최소 1개의 균주에서 플레이트 당 복귀변이콜로니수

가 1개 이상의 농도에서 재현성이 있는 증가가 관찰

될 때 양성으로 판정하기 때문에, 본 연구결과는 음

성으로 판정된다. 

본 연구에 있어서, 용량설정시험 및 본시험의 결

과에서 재현성이 확보되었고 생육저해가 확인되지 

않은 시험물질의 용량이 4용량 이상이 확보되었으

며, 잡균에 의한 오염도가 확인되지 않았기 때문에, 

본 연구는 적절하게 실시되었으며 결과에 대한 신뢰

성도 확보되었다고 평가된다. 또한 대사활성화 유무

에 관계없이 각 균주의 음성대조군 및 양성대조군의 

복귀변이콜로니수의 평균치는 historical control 

data 범위 내에 속하였기에 본 시험은 정확하게 실

시된 것으로 평가되었다.

이상의 결과로부터, Salmonella typhimurium 

(TA98, TA100, TA1535, TA1537)과 Escherichia 

coli(WP2uvrA(pKM101)) 등의 세균을 이용한 복귀

돌연변이 시험에서 CP 약침은 본 시험 조건 하에서 

사용한 시험균주들의 복귀돌연변이를 유발하지 않는 

물질로 판단되었으며, 이전의 단일용량 독성평가25) 

결과와 함께 CP 약침의 안전성에 대한 근거를 일부 

확보하였다고 판단된다. 하지만, 의약품 등의 허가 

등을 목적으로 할 경우 유전독성의 잠재성에 대하여 

포괄적 평가가 요구되며, 임상에서의 보다 안전한 사

용을 위한 더 많은 과학적 근거 확보가 필요하기에, 

본 연구 이외에 추가적으로 다른 종류의 표준유전독

성시험법 관련 연구들이 수행되어야 할 것이다.
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