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Abstract

Objectives : In order to evaluate the cytotoxicity of 3,4,5-trihydroxybenzoic acid and related compounds

on the growth of normal cell lines and human oral epithelioid cell line, cell viability, cell adhesion ability,

and morphological changes of cells were examined.

Methods :We measured the cytotoxicity of 3,4,5-trihydroxybenzoic acid and related compounds with

3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide-[MTT), and 2,3-bis-[2-methoxy-4-nitro-

5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium -5-caboxanilide-[XTT) methods.

Results : The cytotoxicity of 3,4,5-trihydroxybenzoic acid(IC50, 2,552.40 μM) was low according to the

toxic criteria. Cytotoxic effect of 3,4,5-trihydroxybenzoic acid and related compounds against IC50 value in

cell morphology increased in a concentration-dependent manner. In light microscopy, 100 μM 3,4,5-

trihydroxy-benzoic acid showed th highest cytotoxic activity.

Conclusions : These results suggest that 3,4,5-trihydroxybenzoic acid may have a potential anticancer
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activity
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I. 서 론
악성종양의 발생은 환경, 유전적 배경, 호르

몬, 면역학적 인자들의 다양한 상호 연관 과정

을 통한 다단계의 발생 과정, 즉 시작단계

(initiation), 발암촉진단계(promotion), 진전단

계(progression)의 단계를 거치며, 지속적이고

조절되지 않는 성장 및 세포 분화 과정의 이

상을 특징으로 한다.1,2) 이러한 과정은 오랜 기

간에 걸쳐 진행되며, 각 진행 단계는 여러 인

자에 의해 조절되며, 그에 따른 세포학적, 유전

자적 변화도 매우 다양하다.2) 구강 및 인두 점

막 상피에서 유래하는 편평세포암종은 전체

두경부 발생 암종의 90% 이상을 차지하며, 매

우 공격적이며 빈번한 전이성으로 인해 많은

생명을 위협하고 있다.3,4) 현재 두경부의 편평

세포암종의 유병률은 매년 증가 추세이며 사

망률도 증가하고 있다. 두경부의 암 발생과정

은 대부분 구강점막에서 발생하며, 광범위하고

지속적인 화학적, 생물학적, 물리적 발암인자의

노출에 의한 다단계의 발암과정을 거치는

“Field Cancerization” 개념으로 설명하고 있

다.1,5) 특히 구강점막은 육안적으로 관찰이 가

능하고 전암병소라 알려져 있는 광범위한 백

반증(leukoplakia)형성이 나타나기 때문에 대표

적인 다단계 발암 모델이지만,6,7) 구강암 발생

기전과 정확한 생물학적 예후 인자를 찾아내

지 못하고 있으며 그 결과 항암제의 개발도

이루어지지 못하고 있다.

Benzoic acid(BA)는 가장 간단한 페놀산으

로서 안식향산이라고도 하며,8) 검 벤조인(gum

benzoin)속에 유리상태로 존재하거나 페루발삼

이나 트루발삼속에 변질 에스테르로 존재한다.

벤조산 나트륨염은 방부제, 검담제로 쓰이며,

해열제로서 급성관절 류마티즘, 방광염, 만성기

관지염의 치료에도 쓰인다. 최근에는 각종 식

물로부터 벤조산을 분리하였으며,9-13) Abd-

EL-Mawla와 Beerhues14)는 cinnamic acid로부

터 벤조산을 생합성하였다. Wilhelm 등15)은 벤

조산은 표피 삼투압의 장벽(epidermal per-

meability barrier)으로 작용할 수 있으며,

Nunez Selles 등16)은 mango를 달인 즙에는

gallic acid, mangiferin, (+)-catechin,

(-)-epicatechin 및 벤조산 등이 함유되어 있으

며, 항산화작용이 있다고 보고하였다. Murakami

등17)은 벤조산 유도체인 TAC-101(4-[3,5-bis

{trimethylsilyl} benzamido] BA는 JHH-7 인

체 간세포상피 암종세포(JHH-7 human hepa-

tocellular carcinoma cells)에 대하여 항암작용

이 있다고 보고하였다. 또한 Sarma와 Antony8)는

버터에 함유되어 있는 무색지방인 tributyltin

성분을 구성하는 3종류의 벤조산염은 인체 백

혈병세포주인 K562세포와 인체 유방암세포주

인 MCF-7세포에 민감한 세포독성을 나타내는

데, 이는 세포외 칼슘이온의 유입과 활성산소

(ROS)의 생성에 의한 세포고사 기전에 벤조산

염이 작용하는 결과라고 보고하였다. 벤조산

유도체는 방향족 고리구조에 카르복실기와 수

산기의 위치에 따라, 각종세포에 나타나는 세

포독성도 다르게 나타나는 데, De Graff18)는

3,4-dihydroxybenzoic acid(protocatechuic acid,

DHB)를 chinese hamster V79 세포에 처리하
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Fig. 1. Molecular structures of benzoic acid, 3-

hydroxybenzoic acid, 2,3-dihydroxybenzoic

acid, 2,6-dihydroxybenzoic acid and

3,4,5-tri-hydroxybenzoic acid.

면 아드리아마이신(adriamycin, ADR)이 나타

내는 세포독성을 감소시킬 수 있다고 보고하

였다. Costa-Lotufe 등
19)

은 p-hydroxybenzoic

acid를 암세포주에 처리하면 세포의 성장을 억

제한다고 보고하였으며, Marom 등
20)

은 2,6-

hydroxybenzoic acid(farnesylthio-salisylic acid,

FTS)를 정상세포인 NIH3T3 섬유모세포와 암

세포주인 chinese hamster ovary세포와 B16

흑색종세포에 처리하면, 세포의 성장을 선택적

으로 억제한다고 보고하였다. 방향족 화합물은

항산화능 뿐만아니라 세포독성에 관련되어, 페

놀 분자구조의 수산기나 카르복실시의 위치에

따라, 혹은 분자구조의 입체적인 성질에 따라

활성이 다르게 관찰된다고 보고하고 있다.
21-23)

식물성 성분중 페놀산은 방향족 고리구조에

결합된 수산기와 카르복실기의 수와 위치에

따라, 생리활성에 다양한 영향을 미치기 때문

에 페놀산의 분자구조에 따른 항암활성을 연

구할 필요가 사료된다.
22-24)

본 연구는 benzoic

acid(BA), 3-hydroxybenzoic acid(3-HBA),

2,3-dihydroxybenzoic acid(2,3-DHBA), 2,6-

dihydroxybenzoic acid(2,6-DHBA)와 3,4,5-

trihydroxybenzoic acid(3,4,5-THBA, gallic

acid)를 선정하여, 방향족 화합물의 수산기와

카르복실기의 위치와 수가 정상세포와 인체

구강유상피 암종세포의 세포 생존율과 세포부

착 저지능에 어떠한 영향을 미치는가를 보고

하는 바이다.

II. 실험방법
1. 시약 및 기기

세포배양에 사용한 Minimum Essential

Medium(MEM)과 Dulbecco’s modified eagle

medium(DMEM) 및 RPMI 1640배지, fetal

bovine serum, penicillin, streptomycin, fun-

gizone 시약은 Gibco/BRL(Grand Island, NY,

USA)제 이었으며, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-

yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT,

Sigma Chemical Co.) 정량과 2,3-bis-[2-

methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazoli

um-5-caboxanilide(XTT, Sigma Chemical

Co.) 정량에 사용한 시약과 benzoic acid(BA),

3-hydroxy benzoic acid(3-HBA), 2,3-dihy-

droxybenzoic acid(2,3-DHBA), 2,6-dihydro-

xybenzoic acid(2,6-DHBA)와 3,4,5-trihydro-
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xybenzoic acid(3,4,5-THBA, gallic acid), (분

자구조식 Fig. 1)는 Sigma Chemical Co.(ST.

Louis, MO, USA)사에서 구입하였다.

2. 실험기기

세포의 배양은 CO2 incubator(Shellab Co.,

Cornelius, U.S.A.)를 사용하였으며, 세포수의

계산은 Turk형 혈구계산기(Marienfeld Co.,

Mergentheim, Germany)를 이용하였다. MTT

정량, XTT 정량에는 ELISA reader(Spectra

max 250, Molecular Devices, Sunnyvale,

U.S.A.)를 사용하였다.

3. 세포배양

BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-

THBA의 세포독성과 암세포에 대한 세포독성

을 측정하기 위하여, 원광대학교 의과대학 해

부학교실에서 분양받은 NIH3T3 섬유모 세포

(NIH3T3)는 MEM배지에, 서울대학교 암연구

소에서 분양받은 인체 구강유상피 암세포

(KB)는 RPMI 1640배지에 10% fetal bovine

serum, penicillin(25 unit/mL) 및 fungizone을

첨가하여 사용하였다. 세포의 배양은 온도 37 ℃,

습도 95%, 탄산가스 농도 5%의 배양기(CO2

incubator, Shellab Co., Cornelius, U.S.A.)를

사용하였다. 실험을 위하여, 일차 배양한 flask

의 세포를 0.25% trypsin-EDTA로 처리하여

세포를 분리한 후, Turk형 혈구계산기를 이용

하여 세포수가 5 × 10
4

cells/mL가 되도록 세

포 부유액을 만들었다.

4. MTT 정량분석법

Mosmann의 방법
25)

에 의하여, NIH3T3 섬유

모 세포와 인체 구강유상피 암세포를 96-well

plate에 well당 5 × 10
4

cells/mL 세포수를 넣

고 24시간 배양 후, BA, 3-HBA, 2,3- DHBA,

2,6-DHBA와 3,4,5-THBA자체의 세포독성과

암종세포에 대한 세포독성을 측정하기 위하여,

BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-

THBA를 각각 농도별(1, 25, 50 및 100μM)로

첨가한 후 48시간 배양한 후 상층액을 버리고,

당일 조제한 500μg/mL MTT를 배양 용기당

1.0mL씩 넣어 은박지로 포장한 후 3시간 동안

배양하였다. 살아있는 세포는 MTT와 반응하여

보라색 불용성 formazan 침전물이 형성되며,

이것을 용해시키기 위하여 상층액을 버리고

10% dimethylsulfoxide를 200μL씩 넣고 15분

간 실온 방치한 후, ELISA reader로 540nm에

서 흡광도를 측정하여 대조군과 비교 조사하

였다.

5. XTT 정량분석법

Laminin-coated plate는 laminin 1mg을 PBS

2 mL에 용해하여 냉장고에 보관하면서, 필요

시에 laminin의 농도(20 mg/mL)를 결정하여,

찬 PBS 용액으로 희석하였다. 이 용액을

24well plate의 각 well에 200 μL씩 분주하여

하룻밤동안 건조시킨 뒤, PBS로 두 번 세척하

여, 3% Bovine Serum Albumin(BSA)를 각

well에 200 μL씩 첨가해 잘 흔들어 준 다음 제

거하고, PBS로 두 번 정도 세척하였다. 배양된

NIH3T3 섬유모 세포와 인체 구강유상피 암세

포 5× 104 cells/mL 세포수를 laminin으로

coating한 배양용기에 넣고 24시간 배양한 후,

MTT 정량 분석법과 같은 방법으로, BA,

3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-THBA

를 넣고, 다시 48시간 배양한 후 배지는 조심

스럽게 제거하고, PBS로 두번 세척하였다. 여

기에 XTT와 혼합하여, 각 well에 200 μL씩

주입하고, 4～6시간동안 배양한 후, 450 nm에

서 ELISA reader로 흡광도를 측정하였다.
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6. IC50 결정

BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-

THBA의 IC50 결정은 배양중인 NIH3T3 섬유

모 세포와 인체 구강유상피 암세포를 각 배양

용기 당 5 × 10
4

cells/mL씩 넣고 24시간 배양

후, 1, 25, 50, 100 μM의 BA, 3-HBA, 2,3-

DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-THBA를 첨가하여

48 시간 배양한 후, MTT 및 XTT 정량을 하

여 이들 각각에 대한 50% 억제농도인 IC50을

회귀 방정식
26)

에 의해 구하였다.

7. 통계처리

실험결과의 통계처리는 Students’ t-test에

준하였으며, p-value가 0.05 미만일 경우 통계

적으로 유의한 것으로 판정하였다.

8. 세포의 광학 현미경적 관찰

세포의 광학 현미경적 관찰을 위하여, 인체

구강유상피 암종세포는 각각 세포 분주 후,

BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-

THBA를 처리하여, MTT와 XTT를 처리하기

전에 도립위상차 현미경(Inverted Microscope,

Olympus, Tokyo, Japan)으로 관찰하였다.

III. 결과 및 고찰
최근에는 페놀 화합물의 세포독성과 화학적

구조와의 관계에 관한 연구뿐만 아니라, 페놀

성 성분의 고리구조에 결합된 수산기의 위치

에 따른 선택적 세포독성에 관한 연구도 다양

하게 이루어지고 있는 데, 3,4-dihydroxybenzoic

acid의 암종세포주에 대한 성장억제 효과
19)
와

아드리아마이신에 의하여 유발되는 세포독성

을 감소시킬 수 있다는 보고가 있다.
18)

2,3-

dihydroxybenzoic acid에 결합된 수산기에 대

한 다양한 기능에 대하여도 보고되고 있으

며,
27-29)

2,6-dihydroxybenzoic acid는 chinese

hamster ovary세포, NIH3T3 섬유모세포, B16

피부흑색종 세포에서 GTP-결합단백질의 메틸

화에 의하여 세포의 성장을 억제하는 것으로

보고하였다.
20)

현재 많이 사용되고 있는 Tetra

-zolium-based colorimetric(MTT) 검색법은

96-well plate를 사용하고 검사결과를 ELISA

reader (multiwell microplate reader)를 이용하

여 많은 시료를 간단히 빠르고 객관성 높게

판독할 수 있어, 세포독성 및 세포증식 검색법

으로서 sulforhodamine B(SRB) 검색법과 더불

어 널리 사용되고 있다. MTT 검색법의 과정

중 생성된 formazan의 용해단계를 생략한 방

법으로서 MTT의 변형 물질인 XTT, MTS

((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxym

ethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoli

um) 등을 이용한 방법이 개발되어 사용되고

있으나, MTT 검색법에 비하여 background가

높고 값이 비싼 단점이 있다. MTT 검사법은

항암제의 감수성에 대한 1차 선별검사의 목적

으로 많이 사용되지만, 성장인자에 대한 세포

의 감수성 실험 등에도 대단히 유용하게 사용

될 수 있다.
25)
본 연구는 생물검정법으로 많이

이용되는 MTT와 XTT 분석방법으로, 정상세

포에 대한 세포독성은 적으며, 인체 구강암세

포에 대한 세포독성은 강한 생리활성물질 즉

선택적 세포독성을 나타내는 생리활성물질을

연구하기 위하여, 벤조산(BA) 유도체인, 3-HBA,

2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-THBA를 선정

하여, 정상세포인 NIH3T3 섬유모 세포와 암종

세포인 인체 구강유상피 암세포에 적용한 후,

세포 생존율, 세포부착 저지능, 및 광학 현미경

적으로 관찰하였다.

1. NIH3T3 섬유모세포에 대한

세포독성

방향족 화합물의 벤젠고리 구조에 카르복실
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기와 수산기의 위치와 수에 따라, 세포 생존율

과 세포부착 저지능에 대한 활성을 검토하기

위하여, BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와

3,4,5-THBA를 선정하여, 정상세포인 NIH3T3

섬유모 세포에 적용한 후, BA, 3-HBA, 2,3-

DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-THBA의 분자구조

에 따른 세포 생존율과 세포부착 저지능의 활성

관계를 검토하였다. BA, 3-HBA, 2,3-DHBA,

2,6-DHBA와 3,4,5-THBA의 정상세포인 NIH3T3

섬유모 세포에 대한 MTT와 XTT 흡광도는

방향족 고리구조에 카르복실기와 수산기의 수

와 위치에 활성에 큰 변화없이, 농도 의존적으

로 감소하였으며, 벤조산 유도체에 대한 세포

생존율과 세포부착 저지능도 통계적으로 유의

한 차이는 관찰되지 않았다. BA, 3-HBA, 2,3-

DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-THBA의 IC50의 측

정값에서 얻은 연구결과에 의하면, 벤젠고리에

카르복실기가 있는 BA가 가장 높은 최소억제

농도(IC50, 1,225.8μM)의 측정값이 관찰되었으

며, 메타위치에 수산기가 있는 3-HBA(IC50,

1,385.0 μM)보다 약 1.1배 정도로 높은 세포독

성이 관찰되었으며, 벤조산의 2번과 3번위치에

수산기를 갖는 2,3-DHBA보다 약 2.5배 정도

로 세포 생존율이 낮았으나, 1,2,3-DHBA와 구

조 이성질체인 2,6-DHBA(IC50, 4,972.5 μM)보

다는 약 4.1배 정도로 높은 세포독성이 관찰되

었다.
31

이러한 세포 생존율의 변화는 올소-메

타위치에 수산기가 있는 2,3-DHBA의 세포 생

존율이 올소-올소위치에 수산기가 있는 2,6-

DHBA보다 세포 생존율이 낮은 결과는, 아마

도 벤젠고리의 카르복실기와 올소-올소위치에

수산기와 수소결합으로 인한 카르복실기의 독

성이 완화율에 의한 것으로 사료되며, 이는 다

른 방향족 화합물 중에, 가장 낮은 세포독성으

로 거의 독성이 없는 것으로 판단된다.
31

벤조산

에 수산기의 수가 가장 많은 3,4,5-THBA

(IC50, 2,552.4 μM)는 2,3-DHBA와 구조 이성질

체인 2,6-DHBA보다 약 553-2420 μM 차이의

높은 세포독성이 관찰되어, 벤젠고리에 카르복

실기가 3,4,5번위치에 수산기와 떨어져있어, 카

르복실기와 수산기의 수소 결합력이 감소되어,

카르복실기의 올소위치에 나타낼수 있는 산성

(H
+
)능력이 증가하여, 정상세포의 세포 생존율

이 낮은 것으로 생각된다(Table I). BA, 3-

HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5- THBA

의 XTT 흡광도에서 얻은 IC50의 측정값에 의

하면, 벤조산 (IC50, 1,292.1 μM)의 세포부착

저지능은 가장 높은 활성이 측정되었으며, 벤

조산 메타위치에 수산기가 있는 3-HBA(IC50,

1,414.9 μM)보다 약 1.1배 정도로 높은 세포부

착 저지능이 관찰되었으며, 벤조산에 수산기의

수가 가장 많은 3,4,5-THBA(IC50, 2,445.6 μM)

는 세포부착 저지능이 2,3-DHBA과 2,6-DHBA

보다 활성이 높게 측정되었다. 벤조산의 수산

기가 올소-메타위치에 있는 2,3-DHBA는 벤조

산보다는 약 2.8배 정도로 세포부착 저지능이

낮게 관찰되었으며, 2,3-DHBA의 구조 이성질

체인 2,6-DHBA보다는 약 3배 정도로 세포부

착 저지능이 낮게 관찰되었으며,
30)

벤조산의

올소-메타위치에 수산기가 있는 2,3-DHBA는

올소-올소위치에 수산기가 있는 2,6-DHBA보

다 약 1.1배 정도로 높은 활성이 측정되었다.

이러한 벤조산의 수산기의 수와 위치는 세포

부착 저지능과 밀접한 관계가 있음을 알 수있

는 데, 벤조산 유도체의 세포독성처럼 벤조산

에 카르복실기와 수산기의 위치와 수는 수소

결합력으로 인한 산성능력의 증감에 따라 활

성에 영향을 미치는 것으로 사료된다. 벤조산

과 관련 화합물에 대한 XTT정량 분석법에 의

한 IC50측정값은 MTT 정량 분석법으로 측정

한 것처럼, BA> 3-HBA> 3,4,5-THBA >

2,3-DHBA> 2,6-DHBA 순서로 활성이 감소

되어 나타났다. 이와같은 연구결과에 의하면,

정상세포인 NIH3T3 섬유모 세포에 대한 XTT

흡광도는 MTT흡광도처럼, 벤조산 유도체의

분자구조와 수산기의 위치와 수에 따라, 유사
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Fig. 2. The cytotoxic activity of BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA and 3,4,5-THBA on KB by

the MTT method. The values represent the mean ± standard deviations for triplicate

experiments. Significantly different from the control value : *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

(Students’ t-test).

한 활성을 관찰할 수가 있었다. 앞으로 벤조산

유도체와 페놀산 및 프라보노이드의 분자구조

에 따른 세포독성에 따른 활성관계를 연구할

가치가 있다고 사료된다(Table I).

2. 인체 구강유상피 암종세포에 대한

세포독성.

BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-

THBA의 인체 구강유상피 암종세포에 대한

세포 생존율과 세포부착 저지능은 농도 의존

적으로 흡광도를 감소시켰으며, 벤조산은 50 μ

M 농도와 100 μM 농도에서 통계적으로 유의

성이 관찰되었지만(p<0.05), 100 μM 3-HBA에

서 통계적으로 유의성이 관찰되었다(p<0.05).

2,3-DBHA, 2,6-DHBA와 3,4,5-THBA는 50 μ

M 농도(p<0.05)와 100 μM 농도(p<0.01)에서

통계적으로 유의성이 있었다. BA, 3-HBA,

2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-THBA는 100

μM 농도(p<0.01)에서 통계적으로 유의성이 측

정되었으며, 벤조산 유도체의 세포독성은 수산

기의 증가에 따라, 최소억제 농도 (IC50)는 BA

(419.9 μM) > 3-HBA (323.1 μM) > 2,3-DHBA

(260.7 μM) > 2,6-DHBA (222.4 μM) >

3,4,5-THBA (168.4 μM) 감소순서로 활성이

관찰되었다. 그렇지만 BA와 3-HBA의 최소억

제 농도 (IC50)는 페닐기에 한개의 수산기에 의

하여, 약 100 μM농도의 활성이 증가하는 것으

로 보아 세포독성에 많은 영향을 미치는 것으

로 사료된다. 2,3-DHBA와 2,6-DHBA의 경우

에 세포독성은 두 분자구조의 수산기에 대한

위치에 따라, 두 화합물의 구조 이성질체에 대

한 세포독성은 2,3-DHBA > 2,6-DHBA와 같

이 두 개의 수산기의 올소-올소위치가 올소-

메타위치보다 더 활성이 증가하는 현상이 관

찰되었으며, 3,4,5-THBA에서 가장 높은 세포

독성이 관찰된 것은 다른 벤조산보다 수산기

의 위치와 수에 따라 독성이 증가하는 것으로

사료된다 (Fig. 2, Table I).30)

BA, 3-HBA와 2,3-DHBA의 세포부착 저지

능은 세포 생존율과는 달리 보다 100 μM 농

도에서 세포부착 저지능에 대한 통계적으로
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Fig. 3. Cell adhesion ability of BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA and 3,4,5-THBA on KB by

the XTT method. The values represent the mean ± standard deviations for triplicate

experiments. Significantly different from the control value : *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

(Students' t-test).

Table I. The cytotoxic activity of BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA and 3,4,5-THBA on NIH3T3 fibroblast and

KB cell lines by the colorimetric methoda

Compound

IC50(μM)
b

MTT XTT

NIH3T3 KB NIH3T3 KB

BA

3-HBA

2,3-DHBA

2,6-DHBA

3,4,5-THBA

1,225.8

1385.0

3,105.8

4,972.5

2,552.4

419.9

323.1

260.7

222.4

168.4

1,292.1

1414.9

3,552.9

3,822.1

2,445.6

375.5

366.0

299.5

235.7

162.5
a
BA, 3-HBA 2,3-DHBA, 2,6-DHBA and 3,4,5-THBA were examined in four concentrations in triplicate

experiments. bIC50 represents the concentration of BA, 3-HBA 2,3-DHBA, 2,6-DHBA and 3,4,5-THBA

required for 50% inhibition of cell growth. BA; Benzoic acid, 3-HBA; 3-hydroxybenzoic acid,

2,3-DHBA; 2,3- dihydroxybenzoic acid, 2,6-DHBA; 2,6-dihydroxybenzoic acid, and 3,4,5-THBA;

3,4,5-trihydroxybenzoic acid.

유의성이 관찰되었다(p<0.05). 그렇지만, 세포

부착 저지능에 대한 활성은 3,4,5-THBA의 경

우, 50 μM 농도(p<0.05)와 100 μM 농도

(p<0.01)에서 통계적으로 유의성이 관찰되었다.

BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-

THBA의 세포부착 저지능의 활성은 세포 생

존율의 활성처럼, 벤조산의 수산기의 위치와

수의 증가에 따라, 최소억제 농도(IC50)는 B

A(375.5 μM)> 3-HBA(366.0 μM)> 2,3-

DHBA(299.5 μM)> 2,6-DHBA(235.7 μM)>
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4 5

Fig. 4. Inverted photomicrograph of KB cells treated

with MTT for an additional 3 hrs after

incubation in unmodified medium(control) for

2 days x 100. Most cells had abundant

cyptoplaem and cytoplasmic process(4).

Fig. 5. Inverted photomicrograph of KB cells treated

with MTT for an additional 3 hrs after

incubation in 50μM 3,4,5-THBA(×100) containing

medium for 2 days x 100. Most cells were

formed cell cluster and number of cells were

decreased(5).

3,4,5-THBA(162.5 μM) 순서로 활성이 증가하

는 것으로 관찰되었다. BA와 3-HBA의 최소

억제 농도(IC50)는 페닐기에 한개의 수산기의

차이로 인해, 최소억제농도는 약간 활성이 증

가하는 것으로 관찰되었으며, 2,3-DHBA와

2,6-DHBA의 경우에 세포부착 저지능은 두 분

자구조의 수산기에 대한 위치에 따라, 두 화합

물의 구조 이성질체에 대한 세포부착 저지능은

2,3-DHBA > 2,6-DHBA와 같이 두 개의 수산

기의 올소-올소 위치가 결합된 2,6-DHBA의

최소억제농도가 올소-메타 위치가 결합된

2,3-DHBA보다 IC50= 63.8 μM값의 최소억제

농도차이로 활성이 증가하는 현상이 관찰되었

다. 벤조산에 3,4,5위치의 수산기를 갖는

3,4,5-THBA의 세포부착 저지능에 대한 최소

억제농도 (162.5 μM)의 민감성은 가장 높은

활성이 관찰되었다. 이와 같은 방향족산의 세

포 생존율과 세포부착 저지능은 카르복실기와

수산기의 위치와 수의 증가에 따라, 활성에 영향

을 미치는 것으로 생각된다(Fig. 3, Table I).
31)

3. 세포의 형태학적 관찰

인체 구강상피 암종세포는 24 Well multidish

에 5 × 10
4

세포수를 넣고, 24시간 배양하면, 배

양용기 바닥에 뚜렷한 핵을 갖는 방추형세포

가 단층을 이루며, 48 시간 배양하면, 여러 형

태의 세포들이 층을 이룬다(Fig. 4). 인체 구강

유상피 암종세포에 벤조산 유도체를 첨가하여

배양하면, 농도의 증가에 따라 세포의 퇴행성

변화와 세포수의 감소가 심하였으나, 3,4,5-

THBA가 가장 세포의 퇴행성 변화와 세포수

의 감소가 심하였다(Fig. 5). 세포의 퇴행성 변

화와 세포수의 감소는 인체 구강유상피 암종

세포>NIH3T3 섬유모세포 순서로 관찰되었으

며, 방향족산과 관련된 화합물에 대한 인체 구

강유상피 암종세포에 세포의 퇴행성 변화와 세포

수는 3,4,5-THBA> 2,6-DHBA> 2,3-DHBA>

3-HBA>BA>순서로 활성이 증가되었다. BA,

3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-THBA

는 정상세포보다 인체 구강유상피 암종세포에

대한 세포독성은 벤조산 유도체의 카복실기와

수산기의 수와 위치에 따라, 세포의 형태학적

변화가 다르게 관찰되었다.

IV. 결 론
BA, 3-HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-

THBA가 NIH3T3 섬유모 세포와 인체 구강유
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상피 암종세포에 적용한 후, 세포 생존율, 세포

부착 저지능 및 세포의 형태학적 변화에 대한

광학현미경적 관찰을 실시한 결과, BA, 3-

HBA, 2,3-DHBA, 2,6-DHBA와 3,4,5-THBA

의 NIH3T3 섬유모세포에 대한 세포 생존율과

세포부착 저지능은 농도 의존적으로 감소시켰

으며, 모든 농도에서 통계적으로 유의성이 관

찰되지 않았다. 벤조산 유도체의 인체 구강유

상피 암종세포에 대한 세포 생존율과 세포부

착 저지능은 농도 의존적으로 흡광도를 감소

시켰다. 정상세포인 NIH3T3 섬유모 세포에 대

한 IC50 측정값은 BA<3-HBA<3,4,5-THBA <

2,3-DHBA< 2,6-DHBA 순서로 활성이 증가하

였으나, 인체 구강유상피 암종세포에 대한 IC50

은 BA> 3-HBA> 2,3-DHBA> 2,6-DHBA>

3,4,5-THBA순서로 세포독성이 증가하여 측정

되었다. NIH3T3 섬유모세포에 벤조산 유도체

를 농도별로 증가하면서 배양하면, 농도의 증

가에 관계없이 세포의 형태와 수에 변화가 거

의 없으나, 인체 구강유상피 암종세포는 벤조

산 유도체의 농도의 증가에 따라 세포의 퇴행

성 변화와 세포수의 감소가 심하였다. 세포의

퇴행성 변화와 세포수의 감소는 인체 구강유

상피 암종세포 > NIH3T3 섬유모세포 순서로

관찰되었다. 벤조산 유도체의 분자구조에 따른

세포독성에 따른 활성관계를 연구할 가치가

있다고 사료된다.
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