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Abstract

The objective of this study was to examine the effects of vitamin C on the formation of aflatoxin B1 (AFB1)-DNA 
adduct and AFB1-induing cellular oxidative damage in rat livers treated with radiation and AFB1. Six-week-old 
male Sprague-Dawley rats were randomly divided into five groups: the control group, the AFB1-treated group, 
the group treated with AFB1 and vitamin C, the group treated with X-ray and AFB1, and the group treated with 
X-ray and AFB1 with vitamin C. On the first day of the experiment, only one dose of X-rays was exposed to 
the entire liver at 1,500 cGy. Next, vitamin C was injected at 10 mg/kg body weight via intraperitoneal injection, 
followed an hour later by the administration of 0.4 mg/kg of AFB1 via intraperitoneal injection. These treatments 
were administered every three days for 15 days. On the 16th day, the animals were sacrificed. The AFB1 contents 
of the rat sera were determined via indirect competitive ELISA. In the quantitative analysis of AFB1 in the rat 
sera via ELISA, 5.17±0.34 ng/mL of AFB1 was detected in the AFB1-treated groups, but the amount decreased 
more significantly to 3.23±0.76 ng/mL in the groups treated with AFB1 and vitamin C (p<0.01) than in the AFB1-treated 
groups. The effect of vitamin C on AFB1-DNA adduct formation was determined via ELISA. The values of AFB1-DNA 
adduct formation were 9.38±0.41 ng/ml in the AFB1-treated groups, but the amount decreased more significantly  
to 5.28±0.32 ng/mL in the groups treated with AFB1 and vitamin C (p<0.01) than in the AFB1-treated groups. 
Immunohistochemistry revealed that the accumulation of the AFB₁was not observed in the normal liver tissue 
(G1). The AFB1-positive materials were observed in the central vein and the portal vein of the liver tissue from 
the AFB1 (G2) treatment or the X-ray and AFB1 (G4) co-treatment, but the AFB1-positive materials were observed 
weakly in the group treated with vitamin C (G3 and G5). These results indicate that vitamin C had ameliorating 
effects on the AFB1 accumulation of liver tissue.

Key words：vitamin C, aflatoxin B1, aflatoxin B1-DNA adduct, ELISA, Immunohistochemistry

서 론
1)

Aflatoxin B1(AFB1)은 사람을 포함한 다양한 종(species)

의포유동물에있어서간암발생에중요한병원성요인으로

간주되어왔다(1). Rheal 등(2)은 Spraque Dawley rat에 3
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mg/kg의 AFB1을 투여 후 MRI(magnetic resonance imaging)

촬영을시간별로연속시도해본결과 AFB1에노출후 24시

간에 간문맥(HPV; hepatic portal vein)과 간의 우측 중간

부분에 뚜렷한 간 손상이 나타났다고 보고하였다. 대부분

의 화학적발암물질들은체내대사화정중에생성된중간대

사사물이 DNA와 결합함으로서 발암성 전이의 시초가 된

다고 하였다(3). 특히 최근 연구들에 의하여 AFB1투여로

인하여 형성된 AFB1-DNA 부가체(adduct)가 종양(tumor)형
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성에 관여한다는 연구들이 발표되고 있으며 Root(4)는

AFB1을 고농도로 반복 투여 시 AFB1-DNA 부가체가 형성

되어 GGT(γ-glutamyl transpeptidase) 양성 암 신생물 전구

단계(positive preneoplastic foci)를 진전시키며 이것이 종양

으로 발전되는 증거가 된다고 발표하였다. 이외에도

AFB1-DNA부가체 수준과암 발생과의 용량 의존적 경향에

대한 연구(5,6)들이 있었다. 이러한 AFB1의 독성 및 암발생

에 대하여 쥐의 간 미소체(liver microsome)로부터 정제한

시트크롬 p-450을 각각 사용하여 AFB1 대사를 연구하여

여러가지대사산물을확인하였으며간미소체 존재하에서

Ames test로 이들 중간산물의변이원성을측정하여 AFB1이

산화적경로를거치면서발암성대사산물을생성여러종류

의 질병을 일으킨다는 보고도 있다(7). 간암을 치료하는

방사선 요법은 수술, 항암약물요법과 더불어 환자의 생존

율을증가시키는데 크게기여하고 있는치료방법으로현재

임상에서 널리 이용되고 있다. 그러나 세포에 방사선을 조

사하였을 때 방사선과 세포내의 물분자가 반응하여 이온

라디칼을 생성하고 생성된 이온 라디칼이 또 다른 물 분자

와 반응하여 반응성이 높은 활성산소와 과산화라디칼(O․

OH)을 생성하게 된다(8). 이러한 과도한 산화 반응물은 혈

장 내 vitamin C, E, coenzyme Q 10, β-carotene 등의 항산화

비타민을 소모시키고 지질의 과산화와 DNA 손상을 유도

하여 노화 및 암을 비롯한 여러 질병의 발병 및 진행에

매우 큰 영향을 주며(9) 또한 이것은 aflatoxin에 의해서

생성된 과산화물과 동일한 조직 손상을 일으킨다. 그러므

로 AFB1과 방사선 조사로 인한 독성 유발 기전이 oxygen

free radical에 의한 산화적 손상이 원인이라는 관점에서

볼 때 항산화제 투여로 인한 산화 억제작용을 기대할 수

있음에 따라 최근 이러한 독소중독으로 인한 세포손상 및

암 발생 과정을 방어할 수 있는 항산화제의 적용에 대한

관심이 높아지고 있다. 그중 vitamin C는 수용성 항산화제

로서 독소를 포함한 여러 가지 promutagen의 산화적 대사

과정을 저해할 수도 있으며, 산화 환원 완충계에서 유해한

free radical을 제거하여 adduct형성을 저지시키는(10) 한편,

지용성 항산화제인 α-tocopherol 내지
1
O2 quencher인 β

-carotene 등의재생을 돕고, quencher dismutase에 대한보호

기능 등 강력한 항산화 효력을 나타내는 것으로 알려져

있다(11,12). 또한 Vitamin C는 prostagladin과 cytokine의

생성조절등의면역능력과관계하며비타민 C가부족하면

세균에감염당하기 쉬우며, 세포매개성면역능역이 손상된

다고 한다(13). 또한 Salmonella typhimurium에서 AFB1로

인한 돌연변이를 억제 시키며(14). Benedict 등(15)은

3-methyl-cholanthrene에 의해 시작된 C3H10T½Cell의 형태

학적변형을 vitamin C가억제한다는것을처음으로발표하

였고, Yasukawa 등(16)은 vitamin C가 X선을 조사한 세포에

서 종양발생을 억제한다는 것을 보고하기도 하였다. 따라

서 곡류를 주식으로 하는 우리나라 사람들의 경우 AFB1에

노출되기쉽고이들중일부는위, 간, 담도암과같은상복

부 암으로 진단되어 간을 포함하는 부위에 대해 방사선

치료를 받을 수 있는 경우를 생각하여 vitamin C가 AFB1투

여 혹은 방사선과 AFB1을 병합처리한 흰쥐의 독소중독증

에미치는 영향을살펴보고자흰쥐의혈청중의유리 AFB1

함량과 간세포의 AFB1-DNA 부가체의 함량을 조사하였고

아울러간손상에대한면역조직학적검사를실시하였으므

로 그 결과를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

실험동물 및 사육방법

Sprague Dawley 계통의 생후 6주, 평균무게 150±20 g의

수컷흰쥐를대한실험동물센터에서구입하여동물사육장

에서 1주일간 적응시킨 후 사용하였다. 사육장은 실내온도

20±5℃, 습도 55~60%를 유지하였으며 명암주기는 자연채

광으로 하고 고형사료와 물은 자유롭게 섭취하도록 하였

다.

실험군의 구성 및 투여농도 및 용량

실험군은 5군(n=6)으로 나누어 Table 1과같이 처리 하였

다. X-ray 조사는 실험 기간 내 단 1회로 실험사육기간 첫

일에조사하였고 X-ray 조사 1시간후 vitamin C를투여하였

으며 vitamin C 투여 1시간 후 AFB₁을 투여하였다.

Vitamin C와 AFB₁은 모두 복강투여(intraperitoneal

injection)로 실험 사육 1일부터 1회 시작하여 3일에 한번씩,

5회 반복 투여하였으며 실험동물 사육기간은 총 15일로

하였다. 대조군인 1군의 경우에 용매인 DMSO 0.1 mL, 0.1

M NaHCO₃0.1 mL를함께투여하였다. 2군의 경우는아급

성용량인 0.4 mg/kg 농도의 0.1 mL AFB₁와 용매 0.1 M

NaHCO₃0.1 mL 투여하였으며, 3군은 2군에 대한 항산화

비타민의 효과를 보기위해 vitamin C를 10 mg/kg의 농도로

투여하고 동시에 2군과 동량의 AFB1을 투여하였다. 4군은

X-ray 조사 후 0.1 mL AFB1을 투여 하였으며, 5군은 4군에

대한 항산화비타민의 효과를 보기위해 X-ray 조사 후 0.1

mL의 vitamin C와 동량의 AFB1을투여 하였다. 실험동물에

Table 1. Treatments of experimental animal

Groups Content Injection dose No. of animals

G1 DMSO + 0.1 M NaHCO₃ a + b 6

G2 0.1 M NaHCO₃+ AFB₁ b + c 6

G3 AFB₁+ vitamin C c + d 6

G4 AFB₁+ X-ray b + c 6

G5 AFB₁+ X-ray + vitamin C c + d 6

a : 0.1 mL of DMSO b : 0.1 mL of 0.1 M NaHCO₃
c : 0.4 mg/kg of AFB1 (=0.1 mL) d : 10 mg/kg of vitamin. C (=0.1 mL)
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투여된 AFB₁과 vitamin C는 Sigma 제품을 사용하였고

ELISA에 사용된 항체는 본 실험실에서 제작한 단일클론

항체(AF78 MAb)를 사용하였다.

방사선조사

방사선 조사는 Co-60 Teletherapy unit(Theratron-780,

AECL, Ottawa, Canada)를 사용하여 실시하였다. 흰쥐의

복부조사시움직이지못하도록고정시킨후동장치에서

방출되는 X선을 이용하여 6 Mv 방사선을 1.5 cm 깊이에

1,500 cGy(radiation/min.) 선량률로 1회 조사하였다.

실험동물의 처리

실험사육 최종일에는 7시간 절식시킨 후 ethyl ether를

사용하여 마취시키고 해부하여 실험을실시하였다. 혈액은

심장에서 채혈하였으며 간장조직은 50 mL 주사기를 사용

하여 차가운 phosphate buffer(PBS, 0.1 M, pH 7.4)를 문맥을

통해주입하여혈액을제거한다음적출하여차가운 PBS에

담가 잔여혈액을 다시 제거한 후 간 무게를 측정하였고

혈액은 -70℃에 보관하면서 실험을 실행하였다.

혈청 속의 Vitamin C 함량 측정

혈액을심장채혈법으로채취한후혈액약 1 mL 취하여

즉시 보존제인 dithiothreitol(10 mM/L)용액 50 μL을 첨가한

후 4℃, 3,000×g 원심조건에서 15~20분동안혈청을 분리하

여 -80℃로 냉동 보관하여 사용하였다. Vitamin C 측정은

ferric acid ion(Fe
3+

)이 산성용액에서 525 nm에서 특징적인

흡광도를 가지는 complex를 형성하기 위해 α.α,-dipyridyl과

coupled된 형태인 ferrous ion(Fe
2+

)으로 환원되는 원리를

이용한 α.α,-dipyridyl method(17)에 의해 측정하였다.

혈청 조직의 AFB1 정량방법

혈청전처리방법: 혈청중 AFB1 함량을검색하기위해서

Kawamura 등(18)의 방법을 응용하여 소량의 시료에서 분

석하는 법을 확립하였다. 즉, 혈청 200 μL에 chloroform 200

μL 가하고 1분 동안 강하게 교반시킨 후 10,000 rpm에서

10분간 원심 분리하여 유기용매 층을 회수하였다. 회수된

유기용매층중에서 100 μL를 microcentrifuge tube에 취해

질소가스로 유기용매를 날려 보낸 후 10% methanol-PBS를

100 μL 가하여 ELISA 분석에 이용하였다.

항체의 특성

혈중 AFB1의 함량을 indirect competitive ELISA법으로

조사하기에 앞서 ELISA에 사용된 항체의 특이성을

aflatoxin analogue와의 교차반응성(cross-reactivity)으로 나

타내었다. 즉, Liu 등(19)의 방법으로 aflatoxin B1, B2, G1,

G2, M1, M2 및 sterigmatocystin 과의 교차반응을 실험하여

항체의 항원에 대한 특이성을 검토하였는데, 각 표준물질

의농도별로항체에대한반응을조사하고, 그결과나타난

optical density(OD)로 표준곡선을 작성하였다. 이때 최대

O.D값의 1/2에 해당하는 analogue의 양에 대한 aflatoxin

B1의 양에 대한 비를 퍼센트로 나타내었다.

Aflatoxin B1의 표준 곡선 및 회수율 측정

혈청 중의 잔류 AFB1을 ELISA법으로 정량하기 위하여

먼저 표준곡선과 회수율을 측정하였다. 표준 AFB1을 농도

별로 반응시켜 각 well의 발색정도를 ELISA reader 405 nm

에서측정후 MPM software를이용하여표준곡선을작성하

였다. 아울러 표준 AFB1을 각각 10, 50, 100 ng/mL로 정상

혈청에 인위적으로 투여하여 얻은 흡광치를 표준곡선에

대응시켜 농도를 구하고, 혈청에서의 회수률을 구하였다.

ELISA에 의한 AFB1 의 정량

혈청 중 AFB1 함량은 indirect competitive ELISA법(20)을

이용하여 검색하였다. 먼저, AFB1-BSA(Bovine Serum

Albumin) conjugate를 coating buffer(carbonate buffer, pH

9.6)에 녹여 microtiter plate에 100 μL(100 ng AFB1 /well)씩

분주한 다음 4℃에서 overnight하여 well coating 시킨 후

세척용 완충액(PBS-tween)으로 4회 세척하였다. 세척 후

항체의비특이적인반응을방지하기위해인산완충용액에

녹인 1% BSA를 가하여 overnight 시킨 후 세척용 완충액

(PBS-tween)으로 4회 세척하였다. 세척한 plate에 표준

AFB1 또는 분석용 시료 30 μL 및 본 실험실에서 생산하여

보관중인 것 중 역가가 높은 AFB1 항체(AF78)를 1:500으로

희석하여 30 μL well에주입하고 37℃에서 1 시간 반응시켰

다. 반응이 끝난 plate를 세척용 완충액으로 3회 세척하고,

희석한 2차 항체(anti-mouse IgG-HRP, 1: 4,000)를 100 μL

넣어 37℃에서 30분반응후세척용완충액으로 6회세척하

였다. 여기에기질로 ABTS 100 μL와 30% H2O2를첨가하여

37℃에서 30분 발색시킨 후 ELISA reader(Bio RAD model

550, USA)로 405 nm에서 흡광도를측정하여 MPM software

(Bio RAD, version 4.0)를 이용하여 표준곡선을 작성하고

AFB1 함량을 계산하였다.

간세포 조직의 AFB1-DNA adduct 검출방법

간조직내에서 AFB1과 함께형성된 DNA adduct를 검출

함으로써 조직 내AFB1의 축적 정도를 측정하기 위하여

Gross 등(21)의 분리방법에 의한 phenol-chloroform 추출을

시행하였다. 간조직을 해체 후 즉시 -70℃에 보관하였다가

조직 100 mg 당 1.2 mL의 digestion buffer(100 mM NaCl,

10 mM Tris.Cl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS, 0.1 mg/mL

proteinase K)를 넣고 조직을 갈아서 50℃에서 16시간 동안

shaking 하였다. 여기에 동량의 tris-saturated phenol:

chloroform: isoamyl(25:24:1)을 넣고 강하게 교반하여 3,600

rpm 속도로 4℃에서 10분 동안 원심분리하여 얻은 상징액
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에 1/10 volume의 7.5 M ammonium acetate를 첨가하는 동시

에 2.5배의 100% cold ethanol로 DNA 침전을 유도하였다.

DNA를 멸균막대기로 spool out하여 70% ethanol로 세척하

였으며 2시간동안실온에서건조시킨다음 200 μL PBS(pH

7.3)에 녹여 AFB1-DNA adduct 검출을 위한 DNA 추출 및

ELISA 실험을 위한 가수분해 시료로 사용하였다. 얻어진

AFB1-N7-Gua-DNA부가체로부터 AFB1을 검출하기 위하

여 Shen 등(22)의 방법으로 가수분해하였다. 즉 상기 방법

에 의하여 분리된 DNA 100 μL 에 10 M HCl 1 μL 첨가

후 70℃에 20분 동안 정치한 다음 5M NaOH, 2 μL 넣어

중화반응을 유도한 후, Sep-Pak cartrige를 통하여 정제 시켰

으며 상기의 방법으로 ELISA 실험을 수행할 때까지 -20℃

에 보관하였다.

조직 중 AFB1 의 관찰을 위한 면역조직화학적 방법

간 조직 내에서 AFB1이 축적된 양상을 관찰하기위하여

Miller 등(23)의 방법에 의하여 AFB1에 대한 항체를 이용하

여 면역조직학적 실험을 시행하였다. AFB1이 투여된 간조

직을 외과적으로 절제 후 즉시 4％ neutral buffered

paraformaldehyde(NBP, pH 7.2) 하루 동안 고정하였다. 고

정된간은흐르는물에 2 시간동안수세한다음 70% alcohol

에서부터 100% alcohol까지 각각 1시간씩 단계적으로 반응

하여 탈수화 하였다. Xylene에서 1시간씩 3회의 투명화를

거쳐 vacuum oven에서 3시간 동안 파라핀 침투를 시켰다.

파라핀으로조직을포매한후 5 μm두께로연속절편을만들

었다. 절편된 조직은 gelatin으로 덮어씌운슬라이드에올린

후 42℃ 온열기 위에서 30분 동안 말려서 파라핀을 녹인

다음 xylene에 5분간 3번 반응시켜파라핀을완전히제거시

킨 후 alcohol series를 거쳐 수화시켰다. 연속 절편된 간

조직을일정한간격으로일반염색하여조직의이상유무를

확인한 후에 인접절편에 면역조직화학염색을 시행하였다.

0.1 M PBS로 5분간 3번 세척한 후 0.3% H2O2를 30분간

처리하고, normal goat serum을 조직에 충분히 점적하여

30분동안반응시켰다. Serum을깨끗이닦아낸후, 1 : 200으

로 희석한 1차 항체(aflatoxin monoclonal antibody)를 점적

하여 4℃에서 밤새 반응시켰다. 0.1 M PBS에 5분 동안 3번

을 세척한 후, 2차 항체(biotinylated goat anti-mouse IgG)를

부착시켜실온에서 1시간동안반응시키고, 또같은방법으

로 세척한 후, ABC 용액(Avidin - Biotinylated horseradish

peroxidase macromolecular Complex Kit, Vector Lab, CA,

USA)에서 1시간동안반응시켰다. 다시위와같은방법으로

세척후, 0.025% DAB(3,3‘-diaminobenzidine tetrahydrochloride,

D-5637, C12H14N4․4HCl, FW 360.1, Sigma), 0.07% NiCl2․

6H2O, 0.003% H2O2를 섞어 발색 반응을 보았다. 먼저 이

시약은 DAB를 0.1 M의 PBS와섞어서충분히 녹이고, NiCl

2․6H2O를 넣어 섞은 후 3 MM paper로 filtration하고 사용

직전에 H2O2를넣었다. 발색시간은각항체들의조직특이

성에 따라 서로 다르게 처리하였다. 발색 정도는 틈틈이

발색 과정의 조직들을 현미경상에서 관찰하였다. 발색 후

다시 위와 같은 방법으로 세척한 후, alcohol series에서 각

2분씩 탈수화 하였으며 xylene으로 투명화를 거쳐 영구 포

매하고 광학현미경(Olympus BX5, Tokyo, Japan) 상에서

관찰하였다. 면역조직화학염색의 정도(stainability)는 두 명

의 관찰자가 각각 관찰하여 그 결과를 음성반응은(－)로,

약한 염색성은(＋)로, 중간 정도의 염색성은(＋＋)로, 강한

염색성은(＋＋＋)로 표시하였다.

통계처리

분석 결과의 통계처리는 실험군당 평균치와 표준편차로

표기(mean±S.D.)하고 이들에 대한 통계처리는 SAS

(version 6.12 SAS Inc., Cary, NC, USA)를이용하여 one-way

ANOVA분석을실시한후유의성이있는경우사후분석으

로 다중비교의 하나인 Duncan (24)의 다중 범위 검증을

실시하여 통계적 차이를 검증하였다. 각 군의 유의성은

p<0.01수준에서 평가하였다.

결과 및 고찰

간조직의 무게, 식이섭취량, 체중증가량, 식이효율

간조직의 무게, 식이섭취량, 체중증가량, 식이효율을 측

정한 결과는 Table 2와 같다. 간장의 무게는 대조군을 포함

한 전군에서 군별 유의적인 차이는 없었다. 체중증가량은

식이섭취량에 따라 비교적 증감하는 경향이었다. AFB1투

여군(2,3군)보다는 방사선 조사군(4,5군)의 식이 섭취량과

체중 감소가 더 뚜렷하였으며(p<0.01) 특히 방사선과 AFB1

함께처리한 4군에서식이섭취량과체중이가장적은것으

로 보아 시험동물처리 시과도한 스트레스가 그 원인으로

작용했을 것으로 생각된다. Park(25)는 CCl4로 간독성을 유

발시켜 1주일동안사육한 흰쥐의 간장의무게는 정상쥐가

4.0±0.4 liver/body weight(%)인데 비하여 시험 군에서

Table 2. Liver weight, food intake, body weight gain and FER
of the rats fed the diet for 15 days

Groups1) Liver weight (g) Food intake (g) Body weight gain (g) FER2) (%)

G1 11.17±1.45NS3) 285.51±19.10a4) 49.97±12.55a 0.18

G2 11.93±1.62 272.72±27.53a 60.91±10.76a 0.22

G3 11.26±0.92 260.48±10.35a 55.20±8.09a 0.21

G4 12.09±0.92 204.47±28.14
b

12.40±4.65
b

0.06

G5 11.83±0.76 216.76±23.92
b

27.54±8.03
b

0.12
1)
Treatments of animals are shown in detail on Table 1.

2)
FER= [body weight increased during experimental period(g)/total food intake
during experimental period (g)]×100.

3)NS: not significant at p<0.01.
4)Values with different superscripts within the same column are significantly different
at p<0.01.
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는 4.5±0.3 liver/body weight(%) 증가하였다고 보고하였다.

또한 Bannasch 등(26)은 간세포 암초기에 간조직의 국소적

변형에 따라 탄수화물 변화가 일어나 과량의 glycogen과

지질의 축적으로 인해 일시적으로 간 무게가 증가한다고

하였다. 본연구는유의적인차이를볼수없었는데이것은

방사선조사 혹은 AFB1투여로 인해 간세포의 증식 및 비대

화가 일어났으나 그 정도는 미미하며 vitamin C가 간세포

증식과 비대화를 억제시키는 것에 영향을 미칠 것이라고

생각된다.

혈청의 비타민 C의 함량

15일 동안 사육한 후 혈청의 vitamin C 농도를 측정한

결과 Table 3에서 보는바와같이 대조군에 비해각 처리군

이 유의적으로 낮았으며(p<0.01) 대조군을 제외한 전군에

서의유의적인차이는없었으나 vitamin C를투여하지않은

2군보다 vitamin C를투여한 3, 5군에서더 vitamin C 농도가

낮은 경향이었다. 이는 방사선조사와 AFB1투여 시 vitamin

C의 흡수를 감소시키거나 대사 전환을 증대시킨 것으로

생각된다. 한편 대조군을 제외한 전군에서의 유의적인 차

이는 없었으나 vitamin C를 투여하지 않은 2군보다 vitamin

C를투여한 3, 5군에서 더 vitamin C 농도가 낮게나타났다.

이러한 현상은 방사선조사와 AFB1 투여의 치명적인 산화

stress로 수용액 상에서 free radical이 형성되면서 이에 대응

해 vitamin C가가장먼저방어작용에사용되어(27) 일시적

으로 소모량이 많아졌을 것으로 여겨진다. 그러나 본 실험

과는 달리 정상 흰쥐에게 이틀에 한번씩 2주간 100 mg/100

g체중 수준으로 과량으로 복강 내 투여한 Im 과 Lee(28)의

연구와 흰쥐에게 300 mg/100 g 체중 수준으로 과량의

vitamin C를 4주간 경구 투여한 Lee 등(29)의 연구에서는

대조군에비해혈장의 vitamin C 수준이유의적으로현저히

높았다고 보고한 것으로 보아 투여된 vitamin C 농도, 기간

및 동물 처리 방법 등에 따라 그 영향을 받는 것으로 생각

된다.

Table 3. Vitamin C concentration of the serum in each group

(mg/dL)

Vitamin C

G1
1)

0.067±0.01
a2)

G2 0.011±0.00b

G3 0.008±0.01
b

G4 0.014±0.01
b

G5 0.008±0.02b

p 0.000
1)
Treatments of animals are shown in detail on Table 1

2)
Values with different superscripts within the same column are significantly
different at p<0.01.

혈청 중 AFB1의 정량

사용항체의 특성

Liu 등(19)의 방법을 참고로 교차반응을 실험하여 항체

의 항원에 대한 특이성을 검토한 결과, Table 4에서와 같이

AFB1의 교차반응성이 100%로 나타났으며, G1, G2에 대한

교차반응성이 각각 23%, 16%로 나타났지만 그 외 aflatoxin

B2, M1, M2, sterigmatocystin과는 반응성이 거의 없는 것으

로 나타났다.

Table 4. Cross activity of AFB1 and analogues by indirected
competitive ELISA1)

Analogues Cross reactivity (%)2)

Aflatoxin B1 100

Aflatoxin B2 -

Aflatoxin G1 23

Aflatoxin G2 16

Aflatoxin M1 -

Aflatoxin M2 -

Sterigmatocystin -
1)Represents means of three duplicate trials.
2)
Defined as a ratio of the amounts of aflatoxin B1 required to give 50% inhibition
of maximal binding to the amount of test compound able to do the same (expresses
as a percentage).

Aflatoxin B1의 표준 곡선 및 회수율 측정

면역분석법에 의한 혈청 AFB1의 농도를 측정하기 위하

여 0.5 ng/mL에서 500 ng/mL의 농도범위에서 이 반복으로

표준곡선을 작성한바 Fig. 1과 같은 표준곡선을 얻을 수

있었다. 표준 AFB1의 농도가 높아짐에 따라 OD값의 수치

가 상대적으로 낮아지는경향으로나타나는전형적인 면역

분석법에서의 표준곡선을 보였다. 아울러 표준 AFB1를 10,

50, 100 ng/mL량으로정상혈청에 spike하여얻은흡광치를

표준곡선에 대응시켜 농도를 구하고, 혈청에서의 회수율을

구한 결과 Table 5에서와 같이 76%-91%로 나타났다. 이는
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Fig. 1. Indirect competitive ELISA standard curve for Aflatoxin B1
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Table 5. Recovery rate of the AFB1 in serum after spiking of
AFB1

(ng/mL)

Concentration
(ppb)

1)
Absorbance
(405 nm)

Detected
concentration

(ppb)

Recovery rate
(%)

10 0.418±0.036 7.629 76

50 0.256±0.052 44.212 84

100 0.138±0.054 91.094 91
1)The standard curve originated in 0.5~500 ng/mL concentration of AFB1 standard

and represent means duplicate trials.

혈청중에존재하는특정성분이 ELISA에영향을미친것으

로생각되나 AFB1 정량에크게문제가없을것으로판단되

었다.

ELISA에 의한 혈청 중 유리 AFB1 함량

이상의 기초 실험을 토대로 혈청 중의 AFB1 함량을

ELISA로 측정한 결과는 Table 6과 같다. 즉, AFB1 단독

투여한 2군에서는 5.17±0.34 ng/mL이었으며 2군에 vitamin

C를함께 투여한 3군에서는 3.23±0.76 ng/mL로 나타나 2군

에 비해 유의적으로 약 38% 감소한 양상을 나타내었다.

한편 X선 조사와 AFB1 병합 처리한 4군은 5.62±0.44 ng/mL

이었으며 4군에 vitamin C를 투여한 5군에서는 4.84±0.36

ng/mL로서 4군에 비해 다소 감소하였으나 유의적인 차이

는 없었다. 이와 유사한 연구로는 Park 등(30)의 AFB1을

투여한후 vitamin E를투여한마우스혈청중의 AFB1 잔류

량을 ELISA 측정법으로 조사한 결과 항산화제인 vitamin

E를투여함으로혈청중 AFB1의함량이감소하였다고보고

한 바 있다. AFB1은 설치류와 사람세포를 대상으로 하는

여러 실험 모델 체계에서 변이 유발원으로 알려져 염색체

이상, 미세핵과 자매염색체의 변화, 비정상적 DNA 합성,

염색체 가닥 분해를 일으켜 간암 발생의 중요한 인자로

작용하는 것으로 알려져 왔다(31). Vitamin C는 독소를 포

Table 6. Concentration of AFB1 in serum and AFB1-DNA adduct
in liver

Groups
1) AFB1

(ng/mL)
AFB1-DNA adduct

(ng/mL)

G2 5.17±0.34
b2)

9.38±0.41
ab

G3 3.23±0.76
a

5.28±0.32
a

G4 5.62±0.45b 10.16±0.54ab

G5 4.84±0.36b 8.21±0.31ab

F 701.33
**

5.44
**

p 0.001 0.001
1)Treatments of animals are shown in detail on Table 1.
2)Values with different superscripts within the same column are significantly

different (ng/mL) among the groups by one way ANOVA. Each sample repeated
three times.

함한 이러한 돌연변이 전구물질(promutagen)의 산화적 대

사 과정을 저해할수도 있으며 산화 환원 완충계에서 유해

한 자유기(free radical)를 제거하여 부산물(adduct) 형성을

저지시키는 것(32)으로 알려져있다. 또한 in vitro에서활성

산소를 포함하는 자유라디칼의 수용성 quencher로써 지질

과산화연쇄반응을 차단시키는 한편, 지용성 항산화제인 α

-tocopherol 내지
1
O2 quencher인 β-carotene 등의 재생을

돕고, quencher dismutase에 대한 보호기능 등 강력한 항산

화 효력을 나타내며(33,34) 이러한 항산화제로서 작용할

뿐만 아니라 peroxidant로도 작용한다고 Adlard 등(35)은

발표하였다. 이와 같이 본 실험에서도 vitamin C가 항산화

제로서 작용하여 이러한 돌연변이 전구물질(promutagen)

의 산화적 대사 과정을 저해하며 산화 환원 완충계에서

유해한 자유기(free radical)를 제거하여 혈청 중의 AFB1의

감소에 그 영향을 미치는 것으로 생각된다.

간세포에서의 AFB1-DNA adduct의 함량

AFB1이 투여된 간세포에서 형성된 AFB1-DNA adduct를

분석하기 위한 실험에서 Table 6과 같은 결과를 얻게 되었

다. AFB1 단독 투여한 2군에서는 9.38±0.41 ng/ml이었으며

2군에 vitamin C를 함께 투여한 3군에서는 5.28±0.32 ng/mL

로 나타나 2군에 비해 유의적으로(p<0.001) 44% 정도의

현저한 감소를 볼 수 있었다. 한편 X선 조사와 AFB1 병합

처리한 4군은 10.16±0.54 ng/mL이었으며 4군에 vitamin C

를투여한 5군에서는 8.21±0.31 ng/mL로서 4군에비해다소

감소하였으나 유의적인 차이는 없었다. AFB1-DNA adduct

는 AFB1의 발암성과 밀접한 연관성을 가지고 있다는 지속

적인 연구들이 시행되고 있다. Stark(36)는 AFB1이 대사과

정에서 8,9-epoxide를 형성하며 이것은 DNA의 nucleophilic

site와 쉽게 binding 하여 DNA부가체를 만든다고 하였으며

또한 Essigmann(37)는 AFB1은 DNA에서 guanine residue를

공격하여 전체 adduct의 90%이상을 차지하는 중요 adduct

인 8,9-dihydro-9-hydroxy-(N7-guanyl) AFB1를 만들게 된다

고 하였다. 이렇게 형성된 AFB1-DNA adduct는 target cell의

DNA에서 promutagenic sites를 형성시켜 malignant tumor의

critical initiation step으로 작용하여 간암을 유발하는 것으

로 알려져 있다(23). 이러한 기전으로 발생한 간조직의

AFB1-DNA adduct는 대부분이 2,3-dihydro-2-N7-formyl-

2',5',6'-triamino-4'-oxo-N5- pyrimidyl-3-hydroxy AFB1(AFB1-

FAPy)으로 전환되어 간 조직에서 정량된다. 한편 Root(4)

는 AFB1을 고농도로 반복 투여 시 AFB1-DNA 부가체가

형성되어 GGT 양성 암 신생물 전구단계(positive

preneoplastic foci)를 진전시킨다는 AFB1-DNA부가체 수준

과암발생과의용량의존적경향에대하여보고한바있다.

본 실험에서 얻어진 AFB1-DNA 부가체의 함량은 AFB1단

독 투여군에서는 그 함량이 높게 나타났으나 여기에

vitamin C를 함께 투여한 군에서는 현저히 감소하였다
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(p<0.001). 이러한 결과는 Shen 등(38)의 흰쥐에 항산화제의

일종인 selenite 8 ppm을 마시는 물에 혼합 투여하였을 때

용량 의존적으로 AFB1-DNA binding이 억제되었다는 보고

와 유사하였다. Schoenta(39)은 화학적으로 다양한 물질인

pyrrolizodine alkaloids, alkyl nitrosamines, 7,12-dimethylbenz

<a>anthracene, aflatoxin 등은대사적 활성이 되면 암 전구물

질로 작용한다고 주장하였고 aflatoxin 발암성 대사 산물로

2,3 epoxide를 제시하였다. 또한 돌연변이형성 시지질과산

화에 의해 유도된 active oxygens, active free radical,

carbonyl compound 등이 mutagenic initiation 과 promotion

단계에 관여하며 이때 효과적인 항산화제가 돌연변이를

억제한다는 Mitsuo의 보고(40)도 있다. 이러한 보고에 따라

본 결과에서 vitamin C가 흰쥐의 간세포에서 AFB1-DNA

부가체의 생성을 억제한 것은 vitamin C가 AFB1의 산화적

대사과정인산화환원완충계에서유해한자유기를제거하

여 AFB1 부가체 형성을 저지시키는 중요한 역할을 하는

것으로 생각된다. 또한 항산화제 효소와의 synergist 역할로

서 조직내의 AFBı epoxide를 포합체로 형성하여 신속하게

배설하거나 돌연변이 생성단계인 initiation과 promotion에

서 AFB1 생성을 억제하여 AFB1-DNA adduct를 감소시키는

것으로 생각된다. 한편 X선 조사와 AFB1 병합 처리한 4군

과 4군에 vitamin C를 투여한 5군과는 유의적인 차이를

볼수없었으나다소감소하였다. 이는방사선과 AFB1 병합

처리함으로심한조직손상이야기된것으로생각되며이로

인해 vitamin C의 필요성이 더 증가된 것으로 생각된다.

또한 Vitamin C의 용량에 따른 항산화 효과의 증가에 대한

논란이 있으므로(41) vitamin C의 용량별 항산화 효과에

대한 연구도 필요할 것으로 생각된다. 또한 vitamin C의

투여에따른방사선조사시각에따라세포보호효과가다르

며(42) 방사선 조사 방법에 있어서 본 연구에서는 1회의

고용량의 방사선을 조사하였으나 실제 임상에서는 분할조

사를 시행하게 되므로 분할 방사선 조사 시에 vitamin C의

항산화 효과가어떻게나타는지에 대한비교연구도필요하

리라 생각된다.

면역화학적 관찰을 통한 AFB1의 축적양상

간 조직 내에서 AFB1이 축적된 양상을 관찰하기위하여

AFB1에 대한 항체를 사용하여 면역조직학적 실험을 시행

하였다. Fig. 2에서 나타난 바와 같이 정상 간조직(G1)에서

는 전체적으로 AFB1의 축적이 거의 일어나지 않는 반면

AFB1 투여군인 2군에서는 AFB1의축적이 중심정맥과 문맥

주변에서관찰되었다. 면역조직화학염색의정도(stainability)

를 나타낸 Table 7의 결과를 보면 AFB1의양성반응은 대조

군인 1군에서는 볼 수 없었으며 AFB1 투여군인 2군에서는

주로 중심정맥 주변으로 양성반응이 관찰되었으며 문맥주

변에서도약한양성반응을관찰할수있었다. 2군에 vitamin

C를혼합투여한 3군에서는 2군에비해중심정맥주위에서

Table 7. Effect of vitamin C on Immunohistochemical staining1)

in rats liver

No.
Group dilution area 1 2 3 4

1

1:100
CV － － － －

PA － － － －

1:200
CV － － － －

PA － － － －

2

1:100
CV ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋

PA ＋ － － ＋

1:200
CV ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

PA － ＋ － ＋

3

1:100
CV ＋＋ ＋＋ ＋

PA － － －

1:200
CV ＋ ＋ ＋ ＋＋

PA － － － －

4

1:100
CV ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋

PA － － － －

1:200
CV ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋

PA － － － －

5

1:100
CV ＋＋ ＋ ＋ ＋

PA ＋ － － －

1:200
CV ＋ ＋ ＋ ＋

PA － － － －
1)Immunohistochemical staining of AFB₁observed by two observers were represented
at (-), (＋), (＋＋), (＋＋＋). (-): negative reaction, (＋): weak stainability, (＋＋):
medium stainability, (＋＋＋): strong stainability, CV: central vein, PV: portal vein.
G1: control group (no treated group), G2: AFB₁-treated group, G3: the group treated
with AFB1 and vitamin C, G4: the group treated with X-ray and AFB1, G5: the
group treated with X-ray and AFB1 with vitamin C.

양성반응이 감소하였으며 문맥주변에서는 양성반응이 관

찰되지 않았다. 방사선과 AFB1 병합처리한 제4군에서는

중심정맥주변에서 AFB1 단독처리한 2군과비슷한정도의

양성반응을 관찰할 수 있었으나 문맥주면에서는 양성반응

을 거의찾아볼수없었다. 4군에 vitamin C를혼합 투여한

5군에서는 중심정맥 주변에서 양성반응을 관찰할 수 있어

vitamin C 투여에도불구하고섬유화의감소나 문맥형태의

정상화를볼수없었으나 AFB1의양성반응은제4군에비해

약간감소하는경향을관찰할수있었다. 이것은 Rheal 등(2)

의연구에서 AFB1에노출후 24시간이경과하는동안심한

혈관울혈, 수포형성, 세포퇴화가 나타났으며 이러한 현상

은 24시간 만에 모든 간엽에서 나타났다는 보고와 유사한

경향이었으며 Liu 등(43)은 AFB1을 섭취한 실험동물의 부

검시지방간, 간섬유화, 복수, 장의부종, 담도증식, 간암들

이 나타나고 외견상 음식 섭취 감소에 의한 체중 감소가

나타났으며 결국 실험동물의 사망까지도 유발된다고 보고

한바있다. 또한 AFB1을흰쥐에투여후간세포미세구조를
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Fig. 2. Immunohistochemical localization of AFB₁in the rats liver for 15 days (200X).

CV: central vein, PV: portal vein. G1: control group (no treated group), G2: AFB₁-treated group, G3: the group treated with AFB1 and vitamin C, G4: the group treated
with X-ray and AFB1, G5: the group treated with X-ray and AFB1 with vitamin C.

관찰하면 AFB1 투여 2시간후에는간문맥삼분지와중심정

맥을중심으로 AFB1의침전이일어난것을관찰할수있으

며 주로 간조직세포의세포질과 핵에 고루 분포하는 현상

을 볼 수 있었다고 보고(44)한 바와 같이 본 실험에서도

정상 간조직(G1)에서는 전체적으로 AFB1의 축적이 거의

일어나지 않는 반면 AFB1 투여군(G2)에서는 주로 AFB1의

축적이 중심정맥주변에서일어났으며문맥주변뿐만아니

라혈관가까이에있는간세포에서도축적되는양상을나타

내었다. 그러나 vitamin C 혼합 투여군(G3)에서는 중심 정

맥과 혈관 주변의 갈색 침전이 현저하게 줄어든 양상을

나타내었다. 이것은 조직 내에 축적된 AFB1이 vitamin C

투여로인하여심한세포독성상태에서회복되고있는것을

나타낸다. 이러한 관점에서 볼 때 세포에 대한 vitamin C의

항산화제의 해독작용 및 보호작용을 기대할 수 있으며,

Goeger 등(45)에 의하면 무지개 송어에서 항산화제인

butylated hydroxyanisole(BHA)과 β-naphthoflavone(BNF)

이 AFB1의 대사에미치는 영향으로간세포 DNA 부가체형

성과암발생과정에대한연구를하였는데, 이연구결과에

의하면, BHA는 DNA 부가체형성과 암 발생과정에 영향을

미치지 않으나 BNF는 DNA 부가체형성을 감소시켰으며,

암 발생과정을 억제한 것으로 나타났다. 이러한 연구에서

나타난 바와 같이 항산화제의 종류에 의하여 효과 발생에

다양한 차이가 있는 것으로 간주된다. 한편방사선과 AFB1

병합처리한 제4군에서는 중심정맥 주변에서 AFB1 단독처

리한 2군과 비슷한 정도의양성반응을관찰할 수있었으나

문맥주면에서는 양성반응을 거의 찾아 볼 수 없었던 것은

간암을 치료하는방사선요법의효과가있을것으로생각되

며 4군에 vitamin C를 혼합 투여한 5군에서는 중심정맥

주변에서 양성반응을 관찰할 수 있었으나 제4군에 비해

약간감소하는경향이었다. 이것은 vitamin C가 X선을조사

종양발생을 억제한다는 Yasukawa 등(16)의 보고와 유사한

결과이었으나 본 실험에서 vitamin C 투여에도 불구하고

섬유화의감소나문맥형태의정상화는미미한것으로나타

나 앞으로 vitamin C의 용량별 항산화 효과에 대한 연구도

필요할 것으로 생각된다. 결과적으로 본 실험에서 vitamin

C는 전체적인 생체 대사과정에서 지질과산화 작용을 포함

한세포독성및간암발생과정에서유효한억제작용을나타

내었다.

요 약

본 연구는 흰쥐에게 AFB1을 투여하거나 방사선과 AFB1

을 병합처리함으로 유발된 흰쥐의 간세포에서의 AFB1-

DNA 부가체의 형성과 세포의 산화적 손상에 대한 vitamin

C의 효과를 조사하기 위하여 수행되었다. X-ray 조사는 실

험기간내단 1회로실험사육기간 1일에조사하였고 X-ray

조사 후 vitamin C를 투여하였으며 vitamin C 투여 1시간

후 AFB₁을투여하였다. Vitamin C와 AFB1은모두복강투

여로실험 사육첫일부터 1회시작하여 3일에한번씩, 5회

반복 투였으며 실험동물 사육기간은 총 15일로 하였다.

ELISA에 의한 흰쥐의 혈청 내 AFB1 잔여 농도는 AFB1

단독 투여군에서 5.17±0.34 ng/mL이었으나 여기에 vitamin

C 혼합 투여군에서는 3.23±0.76 ng/ml가 검출되었다. 간세

포의 AFB1-DNA adduct 농도는 AFB1 단독 투여군에서는

9.38± 0.41 ng/mL이었으며 2군에 vitamin C를 함께 투여한

3군에서는 5.28± 0.32 ng/ml로 나타나 2군에 비해 유의적으

로(p<0.001) 44% 감소한양상을나타내었다. 한편 X선조사

와 AFB1 병합처리한 4군에 비해 4군에 vitamin C를 투여한

5군에서 혈청 내 AFB1 함량과 간세포의 AFB1-DNA adduct
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함량이 다소 감소하였으나 유의적인 차이는 없었다. 또한

면역조직화학적관찰에서 AFB1 단독 투여군에서는 중심정

맥과 혈관주변에서 AFB1 축적이 관찰되었는데 이러한 현

상은 vitamin C를혼합투여함으로써중심정맥과혈관주변

의 갈색 침전이 현저하게 감소한 것으로 나타났다. 그러나

X선 조사와 AFB1 병합처리한 군에서는그정도가 약했다.
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