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Abstract — The aim of this study was to evaluate the in vivo effect of galangin and the 70% ethanolic extract of Alpinia

officinarum (AO) toward KBrO3-induced DNA and chromosomal damage in mice. Galangin and AO inhibited the formation

of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OH2'dG) as an indicator of DNA oxidative damage in the liver cell. Galangin and AO

showed the inhibitory effect on the formation of DNA single strand break in the splenocyte by single cell gel electrophoresis

(SCGE) assay and also inhibited micronucleated reticulocyte (MNRET) formation of peripheral blood in tail blood of mice.

Vit-E revealed antigenotoxic effects in DNA and chromosome levels, but galangin was more potent active compound com-

pare to vit-E under our experimental conditions. The results suggest that the extract of Alpinia officinarum containing

galangin can modify the oxidative DNA and chromosomal damage and may act as chemopreventive agent against oxidative

stress in vivo.

Keywords □ galangin, vit-E, Alpinia officinarum, potassium bromate, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, oxidative DNA and

chromosomal damage, antigenotoxic effect

양강(良姜)은 생강과(Zingiberaceae)식물인 Alpinia officinarum

의 근경이다. 특히 flavonoid 성분으로서 galangin, kaempfride,

alpinin 등을 함유하고 있어 항산화작용, 항염증작용, 유전독성억

제작용 등 여러 가지 생리활성이 보고되어 있다.1) 그동안 항산

화성 유전독성억제제가 노화와 암 발생에 예방적 기능을 할 수

있다는 보고들이 많았다.2,3) 이에 본 연구에서는 양강추출물과 함

유성분인 galangin을 대상으로 전보4,5)의 in vitro 실험에 이어 in

vivo에서 항산화성 유전독성억제작용을 평가하였다. 마우스에서

강력한 산화제인 KBrO3 유도에 대한 간세포의 8-OH2'dG 분석

과 비장세포의 single cell gel electrophoresis(SCGE)를 실시하

였다. 또한, 마우스 말초혈액을 이용한 소핵시험을 실시하여 염

색체 손상에 대한 억제효과도 규명하였다. 본 연구결과, 양강추

출물 및 다량 함유성분인 galangin이 dl-α-tocopherol(vit-E)과 비

교하여 in vivo 수준에서도 DNA 산화적 부가체 생성, DNA

single strand break 생성과 염색체손상 등에 대한 억제활성이 컸

으며 이에 관련된 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

실험방법

실험재료

서울의 경동시장에서 구입한 양강(Alpinia officinarum)의 근

경 50 g을 70% 에틸알콜 300 ml를 가하여 7일간 실온에서 추출

하고 와트만여지(No.6)로 여과한 후 진공농축하여 양강추출물을

얻었다. Galangin(3,5,7-trihydroxy flavonol)은 aldrich사에서 구

입한 것을 재결정 등으로 정제하여 표준품으로 사용하였다. 양

강 70% 에탄올추출물 중 galangin의 함량은 HPLC로 정량한 결

과 4.4%였으며, 이 조성물을 실험에 사용하였다.5) 한편 dl-α-

tocopherol, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, 2'-deoxyguanosine,
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nuclease P1, alkaline phosphatase, normal melting point

agarose, low melting point agarose, Triton X-100, ethidium

bromide는 Sigma사에서 구입하였다. Minimum essential

medium(MEM), phosphate-buffered saline(PBS), fetal bovine

serum (FBS), trypsin-EDTA, l-glutamine, penicillin-streptomycin,

sodium dodecyl sulfate(SDS)는 GIBCO사에서, HPLC용

methanol과 H2O는 EM-science사에서 구입하였다. KBrO3,

sodium acetate 등 그 외의 모든 시약은 특급시약을 사용하였다.

실험동물

본 실험에서 사용한 ICR 마우스는 (주)대한실험동물에서 공

급받아 강원대 약대 동물사육실내에 있는 양압의 무균동물 챔

버에서 23±1oC 및 상대습도 55±7%의 조건으로 7~10일 적응

시킨 후 사용하였다. 사료는 마우스용 pellet 사료를 주었으며

물은 자유롭게 먹게 하고, 12 h/12 h(L/D) cycle의 조건에서 실

험하였다.

8-OH2'dG의 정량

마우스에 Vit E, galangin, 양강 extract(AO)를 농도별로 경구

투여하고 동시에 양성대조물질로 KBrO3 80 mg/kg을 복강투여

한 다음 24 hr 후에 간을 적출한 후 homogenize하여 원심분리

한 pellet를 T-Mg-S buffer로 세척하고, Lysis Buffer(10 mM

Tris HCl, 400 mM NaCl, 2 mM Na2EDTA, pH 8.2) 3 ml,

10% SDS(pH 7.2) 200 µl, Proteinase-K(20 mg/ml) 50 µl,

RNAase A(20 mg/ml) 40 µl를 가하여 37oC incubator에서 밤새

incubation시켰다. 여기에 6 M NaCl 1 ml를 가하여 vortex한 후

15분간 얼음속에 담갔다가 2000 rpm에서 15분간 원심분리하였

다. 상등액을 조심스럽게 취하여 ethanol을 가하여 DNA pellet

을 얻었다. 여기에 10 mM Tris(pH 7.4 containing 1 mM EDTA)

0.3 ml, 0.5 M sodium acetate(NaOAc) 30 µl, 0.25 M MgCl2

10 µl를 가한 후 5분간 끓이고 5~10분 동안 냉각시켰다. Nuclease

P1(0.5 mg/ml) 10 µl를 가해 50oC에서 30분간 가온시키고, 1 M

Tris(pH 10.6) 10 µl와 alkaline phosphatase(0.1 unit/µl) 10 µl를

가해 37oC에서 1시간 가온시켰다. 2.9 M acetic acid 10 µl를 가

해 0.2 µm filter 여과해서 이를 electrochemical-detector(guard

cell-850 mV, analytical cell-400 mV)와 UV-detector(260 nm)를

장착한 HPLC(Shimadzu 9A)로 C-18 칼럼을 써서 이동상용매로

서는 100 mM sodium acetate in 5% methanol(pH 5.2 with

H3PO4)를 써서 8-OH2'dG와 2'-dG를 동시에 분리정량하였다.4,6,7)

Comet시험(single cell gel electrophoresis)

검체가 투여된 마우스의 비장을 적출하여 Comet assay를 실

시하였다.8) 시료 및 양성대조물질 투여 24 hr 후에 spleen을 적

출하여 현탁한 후 원심분리한 pellet에 0.5%-LMPA(low melting

point agarose)를 200 µl 가해준 뒤 vortex를 각각 10초씩 해주

었다. 0.65%-NMPA(normal melting point agarose) 100 µl를

미리 입힌 slide(fully frosted)에 이 액 50 µl를 떨어뜨린 후 cover

slide로 덮었다. 냉장고에서 약 15분간 굳힌 뒤 cover slide를 제

거하고, 그 위에 다시 0.5%-LMPA를 100 µl 떨어뜨린 후 cover

slide로 덮고 냉장고에서 15분간 굳혔다. Cover slide를 제거한

후 lysis buffer(2.5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris,

pH 10, 10% DMSO, 1% triton X-100)에 담가서 약 1시간 lysis

시켰다. 그 후 electrophoresis buffer(300 mM NaOH, 1 mM

Na2EDTA, pH 13)에 20분간 담가 정치하였다. Electrophoresis

apparatus에 slide를 양극 쪽으로 배열한 뒤 25 V, 300 mA에서

15분간 electrophoresis하였다. Slide를 꺼내 10분씩 3번 0.4 M

Tris(pH 7.5)에 담가 중화하였다. Tray에 걸어 충분히(15분) 건조

시킨 후 ethidium bromide(2 µg/ml)를 20 µl씩 각각에 떨어뜨려

염색한 후 515~560 nm의 excitation filter와 590 nm의 barrier

filter를 이용하여 형광현미경으로 관찰하였다. 이때 관찰은 image

analyzer인 KOMET 3.1(Kinetic Imaging, England)를 사용하여

분석하였다. 데이터는 tail length(TL)와 olive tail moment(%

tail DNA×distance between head and center of gravity of

DNA in the tail, OTM)으로 나타내었다.9)

소핵시험(peripheral blood micronucleus assay)

검체가 투여된 마우스의 꼬리 정맥에서 말초혈액을 채혈하여

소핵시험을 실시하였다.10) 시료 및 양성대조물질 투여 24 hr 후

마우스 꼬리 정맥을 주사바늘로 찔러 소량 분출해 나오는 혈액

을 미리 acridine orange로 코팅된 슬라이드 상에 떨어뜨리고 곧

카바글래스를 덮고 적어도 2시간 이후에 관찰하였다. 관찰은 형

광현미경(blue excitation, 488 nm & yellow filter, 515 nm)에서

1000×로 하였다.

통계처리

모든 data는 Student's t-test를 이용하여 통계처리하였다.

실험결과

마우스 간에서 KBrO3 유도 8-OH2'dG 생성에 미치는 억제효과

Fig. 1에 적출된 마우스 간세포에서 KBrO3 투여용량에 따른

8-OH2'dG 생성률(8-OH2'dG/105 2'-dG)을 나타내었다. 투여용량

20, 60, 80 mg/kg 투여시 각각 23.0(p<0.01), 19.5, 53.9(p<

0.01)의 생성률을 나타내었으며 음성대조군인 2.5% DMSO투여

군(7.3)보다 증가경향을 나타내었다. 한편 Fig. 2에 KBrO3(80 mg/

kg) 유도 8-OH2'dG 생성에 대한 vit-E, galangin, 양강추출물의

효과를 나타내었다.

Vit-E는 투여용량 0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg 양성대조군
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의 8-OH2'dG 생성률(8-OH2'dG/105 2'-dG)인 53.9 보다 약 10%

수준의 생성억제율을 나타내었으며 투여용량 모두에서 유의성을

나타내지는 못했다. 그러나, galangin은 투여용량 0.1 mg/kg,

1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 38.9, 24.6, 17.6의 8-OH2'dG 생성

률을 나타내어 투여용량 모두에서 억제효과를 나타내었다. 생성

억제율은 0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 27.8%, 54.4%

(P<0.01), 67.3%(P<0.01)로서 투여농도에 따라 억제경향은 잘

나타내었으며, vit-E 보다 높은 억제활성을 나타내었다. 한편, 양

강추출물은 투여용량 0.1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 41.9, 33.1

의 8-OH2'dG 생성률을 나타내어 각각 22.3%, 38.6%(P<0.05)

의 억제효과를 나타내었다.

마우스 비장세포에서 KBrO3 유도 DNA breakage 생성에 미치

는 억제효과

Fig. 3에 적출된 마우스 비장세포에서 KBrO3 투여용량에 따

른 DNA손상을 Tail length(TL)로 나타내었다. KBrO3 투여용량

20, 60, 80 mg/kg 투여시 TL로서 각각 64.5(p<0.01), 64.3(p<

0.01), 93.0(p<0.01)의 생성률을 나타내었으며 음성대조군인 2.5%

DMSO 투여군(35.9)보다 증가경향을 나타내었다.

한편 Fig. 4에 KBrO3(80 mg/kg) 유도 DNA 손상에 대한 vit-

E, galangin, 양강추출물의 효과를 나타내었다. Vit-E는 투여용량

0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 87.7, 61.3, 54.7의 TL

Fig. 1 − KBrO3 induced the formation of 8-OH2'dG in the liver of

mice. 1KBrO3 (i.p.) was treated and the liver from mouse

was removed at 24 hours 2n=3~5, Significantly different

from positive control group (Student's t-test). * p<0.05,
**p<0.01. AO: the ethanol extract of Alpinia officinarum.

Other experimental conditions were as described in

materials and methods section.

Fig. 4 − The antigenotoxic effect of vit-E, galangin and AO on the

DNA damage by KBrO3 (80 mg/kg) in the spleen lymphocyte

by comet assay. 1Sample (p.o.) was treated, and then was

treated with KBrO3 (80 mg/kg, i.p.), simultaneously. Liver

from mouse was removed at 24 hours after final treatment

of KBrO3. 
2n=3~5, Significantly different from positive

control group (Student's t-test). *p<0.05, **p<0.01. AO: the

ethanol extract of Alpinia Officinarum. Other experimental

conditions were as described in materials and methods

section.

Fig. 2 − The inhibitory effect of vit-E, galangin and AO on the

formation of 8-OH2'dG by KBrO3 (80 mg/kg) in the liver of

mice. 1Sample (p.o.) was treated, and then was treated with

KBrO3 (80 mg/kg, i.p.), simultaneously. Liver from mouse

was removed at 24 hours after final treatment of KBrO3.
2n=3~5, Significantly different from positive control group

(Student's t-test). *p<0.05, **p<0.01. AO: the 70% ethanolic

extract of Alpinia officinarum. Other experimental conditions

were as described in materials and methods section.

Fig. 3 − KBrO3 induced DNA damage in mouse spleen lymphocyte

by comet assay. 1KBrO3 (i.p.) was treated and the liver from

mouse was removed at 24 hours 2n=3~5, Significantly

different from positive control group (Student's t-test).
*p<0.05, **p<0.01. AO: the ethanol extract of Alpinia

officinarum. Other experimental conditions were as

described in materials and methods section.
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을 나타내어 투여용량 모두에서 억제효과를 나타내었다. 생성억

제율은 0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 5.7%, 34.1%,

41.2%(P<0.05)로서 투여농도에 따라 억제경향은 잘 나타내었다.

한편, galangin은 투여용량 0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각

각 72.4, 63.2, 57.8의 TL을 나타내어 투여용량 모두에서 억제효

과를 나타내었다. 생성억제율은 0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에

서 각각 22.1%, 32%(P<0.05), 37.8%(P<0.01)로서 투여농도에

따라 억제경향을 잘 나타내었으며 vit-E 보다 낮은 투여용량에

서 억제활성을 크게 나타내었다. 또한 양강추출물은 투여용량

0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 48.7, 76.6, 64.3의 TL

을 나타내어 생성억제율은 각각 47.6%(P<0.05), 17.6%, 30.9%

(P<0.05)의 억제효과를 나타내었다.

마우스 말초혈액에서 KBrO3 유도 소핵생성에 미치는 억제효과

Fig. 5 마우스말초혈액에서 KBrO3 투여용량에 따른 소핵생성

률을 나타내었다. KBrO3 투여용량 20, 60, 80 mg/kg 투여시

MNRET/1000RET로서 각각 7.7(p<0.01), 13.3(p<0.01), 15.0

(p<0.01)의 생성률을 나타내었으며 음성대조군인 2.5% DMSO

투여군(2.0)보다 증가경향을 나타내었다. 한편, Fig. 6에 KBrO3

(80 mg/kg) 유도 염색체손상에 대한 vit-E, galangin, 양강추출물

의 효과를 나타내었다. Vit-E는 투여용량 0.1 mg/kg, 1 mg/kg,

10 mg/kg에서 각각 14.7, 15.7, 7.5를 나타내어 투여용량 0.1 mg/

kg, 10 mg/kg에서 억제효과를 나타내었다. 생성억제율은 0.1 mg/

kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 2.0%, -4.7%, 50.0%(P<0.01)

로서 투여농도에 따라 억제경향이 나타나지는 않았으나 10 mg/

kg투여군에서 억제효과가 잘 나타났다. 한편, galangin은 투여용

량 0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 14.2, 12.0, 8.6을 나

타내어 투여용량 모두에서 억제효과를 나타내었다. 생성억제율

은 0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 5.3%, 20.0%,

42.7%(P<0.01)로서 투여농도에 따라 억제경향은 나타내었으며

vit-E 보다 억제경향이 잘 나타났다. 또한, 양강추출물은 투여용

량 0.1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg에서 각각 11.8, 11, 9.8을 나타

내어 생성억제율은 각각 21.3%, 26.7%(P<0.01), 34.7%(P<

0.05)의 용량에 따른 억제경향을 나타내었다.

고 찰

본 연구에서는 암발생과 노화 등에 관련이 깊은 ROS(reactive

oxygen species)에 의해 생성되는 산화적 DNA 및 염색체 손상

에 대하여 유전독성억제 가능성이 있는 물질로서 flavonoid 중

galangin과 이를 다량 함유하고 있는 양강추출물을 선정하여 항

산화비타민인 dl-α-tocopherol과 in vivo 활성을 비교하였다.

Galangin은 항박테리아,11) 항바이러스작용,12) 항염증작용,13) 항

산화작용14) 등이 보고되어 있다. 특히 galangin은 항산화력이 큰

물질로서 low oxidation potential(1.5 V)를 가지고 있어 지질과

산화억제효과가 강하고,15) 비교된 flavonoid 중 가장 LDL의 과

산화방지효과가 컸다고 보고되었다.16) 또한 galangin은 CCl4 유

도 microsomal lipid peroxidation도 강하게 억제시키고 있다고

보고된 바 있다.17)

본인들의 선행연구에서도 양강추출물과 함유 주성분인 galangin

은 프리라디칼소거작용과 지질과산화억제활성을 나타내었으며,

in vitro cell line에서 H2O2 또는 KO2 유도 세포독성보호효과,

DNA single strand breakage 보호작용 및 adriamycin 유도 염

Fig. 5 − KBrO3 induced the formation of micronucleus in the

peripheral blood of mice. 1KBrO3 (i.p.) was treated and the

peripheral blood from mouse tail was taken at 24 hours

after final treatment of KBrO3. 
2n=3~5, Significantly

different from positive control group (Student's t-test).
*p<0.05, **p<0.01. AO: the ethanol extract of Alpinia

officinarum. MNRET: micronucleated reticulocyte, RET:

reticulocyte. Other experimental conditions were as

described in materials and methods section.

Fig. 6 − Anticlasogenicity of vit-E, galangin and AO on KBrO3-

induced micronucleated reticulocyte (MNRET) in mouse

peripheral blood. 1Sample (p.o.) was treated, and then was

treated with KBrO3 (80 mg/kg, i.p.), simultaneously.

Peripheral blood from mouse tail was taken at 24 hours

after final treatment of KBrO3. 
2n=3~5, Significantly

different from positive control group (Student's t-test).
*p<0.05, **p<0.01. AO: the ethanol extract of Alpinia

officinarum. MNRET: micronucleated reticulocyte, RET:

reticulocyte. Other experimental conditions were as

described in materials and methods section.
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색체 손상 억제효과를 나타내었다.5) 또한, galangin은 산화적

stress에 의한 calf thymus DNA 및 CHL 세포에서의 8-OH2'dG

의 생성에 있어서 양호한 억제효과와 comet assay를 활용한 CHL

세포에 미치는 H2O2 유도 DNA strand 절단에 있어서도 양호한

억제효과를 나타내어 galangin의 H2O2/Fe2+ 유도 8-OH2'dG 생

성억제효과와 DNA strand 절단 억제효과로 보아 산화적 스트레

스에 대한 항산화작용을 갖는 유전독성억제물질(antioxidative

antigenotoxic agent)로서 작용하는 것이 밝혀졌다.4)

본 연구에서는 in vitro에서 다양한 항산화성 유전독성억제활

성을 가진 galangin과 양강추출물을 대상으로 하여 마우스를 이

용한 in vivo 실험에서 간세포를 이용하여 8-OH2'dG 생성량의

변화를 평가하였으며, 비장세포를 이용하여 single cell gel

electrophoresis(comet assay)에 의한 DNA strand break 생성의

변화와 말초혈액을 이용하여 소핵시험에 의한 염색체손상의 변

화를 동시에 비교하였다.

간세포에서 KBrO3(80 mg/kg) 유도 8-OH2'dG 생성에 대한

galangin이 억제활성이 가장 크게 나타났다. 양강추출물도 galangin

보다는 낮은 편이었지만 vit-E 보다 활성이 크게 나타났다. 비장

세포를 이용한 DNA 손상시험에서는 galangin과 vit-E 모두 활

성이 나타났으나 galangin이 활성이 더 크게 나타났다. 양강추출

물의 경우에는 투여용량에서 억제효과가 나타났으나 용량에 따

른 활성증가가 잘 나타나지 않은 편이었다. 말초혈액을 이용한

소핵시험에 있어서도 galangin이 활성이 가장 크게 나타났다. 양

강추출물도 galangin 보다는 거의 비슷하거나 낮은 편이었지만

vit-E 보다 활성이 훨씬 크게 나타났다.

본 연구에서 양성대조물질로 사용한 KBrO3는 강력한 산화제

로서 세포내 O2
.-, OH 등 ROS 생성18,19)과 과산화지질생성20)을

일으킨다. 또한, 근위뇨세관에 직접적으로 산화적 DNA손상을 일

으켜서 신장암을 일으킨다.21) 또한 KBrO3는 흰쥐의 콩팥22)에서

도 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine(8OH2'dG)을 생성시킨다. 또한

사람 fibroblast23) 및 흰쥐 kidney epithelial cells24)에서 comet

assay에 의한 DNA손상반응을 나타내었다고 보고되어 있다. 한

편, glutathione과 같은 항산화제가 KBrO3 유도 DNA strand

break를 억제하였다는 보고도 있다.24) 그러므로 본 시험의 조건

하에서 KBrO3 유도 DNA 손상을 억제하는 galangin, 양강추출

물, vit-E 등 항산화제들은 KBrO3에 의해 생성된 각종 ROS들을

소거하고 산화적인 유전물질 손상에 대하여 항산화적인 작용을

하고 있다고 판단된다.

KBrO3는 산화적 독성기전으로 세포내에서 chromosome

aberration을 일으키고 소핵을 생성시키는 물질로서 발암성을 나

타내는 물질이기도 하다.25) 흰쥐에서도 소핵생성의 증가가 관찰

되었다.26) 흰쥐에서 KBrO3에 유도된 소핵이 vitamin C,

glutathione, cysteine 등에 의해 감소되었음을 보고된 바 있다.27)

본 연구에서도 vitamin-E는 물론이고 galangin, 양강추출물이

KBrO3와 같은 강력한 ROS 유발물질에 의한 염색체 수준에서의

손상에 대해서도 억제효과를 잘 나타내었다. 따라서 galangin의

KBrO3 유도 산화적스트레스에 대한 항산화적 유전독성억제효과

는 galangin이 flavonoid 화합물이기 때문에 폴리페놀성 물질의

일반적인 항산화작용을 나타내는 것으로 판단된다.28-30) 결과적

으로 양강추출물과 함유주성분인 galangin은 KBrO3 유도 산화

적 독성을 경감시키는 것으로 보아서 OH와 O2
.- 등을 소거함으

로서 8-OH2'dG 생성억제, DNA single strand break 생성억제,

염색체 수준에서의 손상억제를 나타내는 것으로 보인다.

따라서 galangin은 산화적 DNA손상이나 염색체 손상 억제를

통한 항노화 및 암예방제로서의 가능성이 있다고 판단된다. 그

리고 양강(Alpinia officinarum) 근경의 70% 에틸알콜 추출물 중

에 galangin이 다량 함유되어 있으므로 양강은 산화성 유전독성

의 화학예방요법제의 주요 식물자원으로서 응용가능성이 크다고

판단된다.
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