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제  1  장   연 구 개 발  과 제 의  개 요

최근 산화적 스트레스에 의해 발생하는 유해 활성산소종(reactive oxygen species, ROS))이 

노화 및 암과 같은 다양한 질병을 유발시키는 원인으로 밝혀지면서 ROS에 관해 많은 연구들

이 진행되고 있다. 유해활성 산소의 발생은 산화적 스트레스 및 각종 병리적인 요인에 의해 발

생하기도 하지만, 대부분 산소 호흡과정에서 발생된다. 생체내 산소 호흡과정에서 superoxide 

(O2•), hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl radical (•OH)등과 같은 활성산소들이 발생하면 

이들은 생체내의 DNA, 단백질, 지질과 같은 생체 고분자의 산화적 손상을 일으키고 신호전달

계를 변화시켜 노화, 암 등의 각종 질병의 원인이 되고 있다. 그러나 생체내에는 활성산소를 

제거하는 역할을 하는 ascorbic acid, tocopherol, carotene, glutathione 등의 비효소적 항산화제 

체계와 superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase 등의 항산화 효소 체계를 갖추

어 체내에서 발생하는 활성산소를 제거하여 각종 질병의 발생을 억제시킨다. 그러나 과도한 운

동, 스트레스, 영양소의 결핍, 노화 및 각종 요인에 의하여 이러한 균형이 무너지면 각종 질병

을 일으키게 된다. 따라서 생체 균형이 무너져 과량의 활성산소가 발생하였을 때 이를 제거할 

수 있는 물질을 외부로부터 공급을 받음으로써 각종 질병 및 노화를 예방 할 수 있게 되는 것

이다. 

최근 천연물 소재를 이용하여 유해 활성산소를 제거하는 연구가 활발히 진행되어 활성산소

를 제거하는 유효성분이 식물 유래의 페놀성 화합물인 “플라보노이드“라는 것이 확인되면서 

많은 연구자들은 flavonoid가 다량 함유되어 있는 천연소재로부터 항산화제 개발을 위해 활발

히 연구를 추진하고 있다. 

본 연구에서는 방사선 및 산화적 손상에 의한 세포독성 억제 효과를 검증하여 천연 항산화 

고기능성 식품을 개발하고자 하였다.  
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제  2  장   국 내 ․ 외  기 술 개 발  현 황

1) 외국의 경우

최근 일본에서 일어난 방사능 유출 사고는 원자력 발전과 관련하여 안전성에 대한 커

다란 의구심을 불러일으키고 있다. 사고로 인한 방사능 유출로 많은 사람들이 심각할 정

도의 방사선을 피폭하였고, 수많은 주민들이 가택에 격리되는 혼란을 겪었다. 특히 방사

선에 과도하게 피폭된 환자들이 다수 발행하였고, 일반 주민들의 방사선 피폭이 크게 우

려되었다. 이런 상황에서 방사선에 피폭된 환자들뿐 아니라 일반인들의 방사선 피폭 방어

를 위한 조치가 절실하게 필요하게 되었다.

효과적인 방사선 방어물질을 찾고자 하는 노력은 사실 원자력 발전이 시작되면서부터 

계속되어왔다. 초기 연구는 원폭으로부터 사람들을 보호하고자 하는 것이었지만, 원자력

의 평화적 이용에 의해서 보다 광범위하게 원자력 발전이 이용되면서 방사선 작업종사자

나 방사능 누출 사고시 방사선 피폭을 방어하기 위한 방호제 개발이 이루어져왔고, 최근

에는 방사선 치료를 받고 있는 암환자를 보호할 수 있는 방어제 개발이 이루어지고 있다. 

최근 가장 잘 밝혀진 방사선 방어제인 WR-2721 (thiol compounds)와 같은 화학적 방어

제는 사실 독성이 강해서 인체에 사용하기는 어려운 것으로 판명되었다. 

지금까지 방사선 방어 효과가 있는 것으로 가장 잘 알려진 물질은 항산화제

(antioxidant)다. 그 이유는 방사선에 의한 생물학적 영향은 주로 자유기(free radical)에 

의한 것으로 알려져 있는데, 자유기가 DNA를 비롯한 세포내 거대분자에 손상을 주기 때

문에 독성 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다. 따라서 실험 동물이나 배양 세포를 항산

화제로 처리하면 DNA의 손상률이 크게 감소한다. 이러한 항산화제는 자연에 널리 존재

하는 식물성분이나 비타민류와 같은 천연성분이 있고, 인공 화합물질도 있다.  예를 들면 

vitamin C, E, α/β-carotene, spermine, L-cysteine, cysteamine, melatonin, flavonoids과 

같은 것들이 있고, 그밖에도 selenium, zinc, iron chelator desferrioxamine (DFO), 

amifostine같은 것들이 알려지고 있다. 

 최근에는 한약재나 천연 식물 추출물의 방사선 방어 효과에 대한 연구도 활발하게 

이루어지고 있다.  Ocimum flavonoids는 인도에서 오랜 동안 약용식물로 이용되고 있는 

Ocimum sanctum의 추출물 속에 들어있는 성분인데, in vivo에서 방사선 방어 효과가 있

는 것으로 알려지고 있다. 

최근에는 방사선에 의해서 생기는 DNA의 strand breaks를 간단하게 측정할 수 있는 

방법이 개발되어 생물학적 선량 평가에 적용하기 위한 연구들이 활발하게 이루어지고 있

다. 전리 방사선에 의한 세포 손상의 일차 표적은 유전물질인 DNA라는 것은 잘 알려진 

사실이다. 방사선에 의해서 유도되는 세포 사멸은 궁극적으로 DNA 손상에 의한 것이다. 
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일반적으로 전리방사선은 세포 종류에 상관없이 1 gray당 하나의 세포에서 1000개의 

single strand breaks (SSBs)와 25 ~ 40개의 double strand breaks(DSBs)를 만드는 것으로 

알려져 있다. DSBs는 전리 방사선에 의해서 발생하는 특징적인  현상으로 만일 DSBs가 

수복되지 못하면 결국은 염색체 손상을 유발하여 세포가 죽게된다. 따라서 방사선에 의해

서 생기는 DNA의 strand breaks를 측정할 수 있는 다양한 방법들이 개발되었다. 예를 

들어 alkaline unwinding, alkaline filter elution, alkaline DNA precipitation assay..... 등

이 있다. 단세포 겔 전기영동법(single cell gel electrophoresis), 일명 comet 분석법은 

DNA의 strand breaks를 단세포 수준에서 직접 관찰할 수 있는 전기영동 기술로 1984년 

Ostling과 Johanson에 의해서 처음으로 개발되었다. DNA strand breaks에 의해 잘려진 

DNA조각들이 흘러나오게 되고, 전기 영동을 하면 혜성의 꼬리처럼 긴 잔영을 형성하게 

된다. Ostling과 Johanson은 전기영동 동안 head로부터 떨어져 나온 DNA절편의 양이 방

사선 조사량과 비례관계를 나타낸다는 것을 관찰하였다. 그 다음에 특히 저선량 방사선에 

민감하게 반응을 나타내는 Hprt mutation frequency를 이용한 방법도 많이 이용되고 있

다.  hypoxanthine phosphoryibosyl guanine transferase (Hprt)유전자는 유전적 손상에 

대한 중요한 biomarker가 되고 있다. 이 유전자에서 일어나는 돌연변이율은 돌연변이 유

발물질에 노출된 정도에 비례한다. 

 

2) 국내의 경우

최근 국내 원자력 발전소의 시설 증대, 방사성동위원소 이용증가, 북한의 핵발전소 문

제 및 월성 원전사고 등과 같은 불의의 방사선 피폭 사고가 발생할 가능성이 증가되고 

있지만 이에 대한 안전성 문제와 체계적인 의료 대책이 수립되어 있지 않는 실정에 있어 

이에 대한 대처 방안이 시급하다. 그러나 지금까지 방사선 피폭환자의 체내 오염을 방어

할 수 있는 배설제, 제염제 및 방호제의 개발 연구, 방사선 재해에 의한 피폭환자의 인체 

장해 회복촉진을 위한 의료 대책 수립 연구와 같은 것들은 일부 관심 있는 학자들에 의

해서 수행되고 있을 뿐이다.

다행히 최근 원자력 중장기 개발 과제의 일환으로 일부에서 방사선 방어와 관련된 기

초적인 분자 생물학적 연구와 세포 조직학적 연구가 수행되고 있다. 이러한 연구에 의해

서 개발되고 있는 방사선 영향 평가 기법들은 바로 방사선 방어 물질 탐색을 위한 기초 

기술로 이용될 수 있다. 그래서 염색체 변이, FISH, apoptotic death assay, comet assay

등과 같이 방사선의 영향을 정량적으로 측정할 수 있는 방법들이 일부에서나마 갖추어져

가고 있다. 그리고 Hprt돌연변이 빈도 조사 방법도 본 실험실에서 set-up되어 있다. 이러

한 기술들을 이용하여 일부 항산화제에 의한 방사선 방어 효과나 기타 한약제와 은행나

무잎 추출물의 방사선 방어효과에 대한 연구들이 진행되고 있다. 
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3) 향후 전망

방사선 피폭을 방어할 수 있는 새로운 생리활성물질에 대한 탐색작업은 미미하지만 꾸

준히 진행되고 있고, 방사선 방어 물질 탐색에 필요한 방사선 생물학적 기술들도 선진국 

수준에 비해 손색이 없이 갖추어져 있다. 따라서 이러한 기술을 이용하여 보다 폭넓게 방

사선 방어 물질을 탐색한다면, 특히 우리나라에 고유한 생물자원으로부터 새로운 방어 물

질을 찾아낸다면 사회.경제적 파급효과가 클 것으로 기대된다. 

아울러 방사능 누출 사고에 대비하여 방사선 피폭을 저감화 시킬 수 있는 수단을 확보

하게 되기 때문에 원자력 발전의 안전성확보에도 기여하게 될 것이다.
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제  3  장   연 구 개 발  수 행 내 용  및  결 과   

제 1 절 연구 범위 및 내용

본 연구에서는 방사선/산화적 손상억제 천연물 신소재를 탐색하고, 방사선에 의한 세포 

손상 지표를 개발하였다. 

제 2 절 연구 방법

1. 세포 및 천연물 신소재 

세포 (CHO)는 생명공학 연구원으로부터 필요한 분양 받아서 사용하였다.

천연물로부터 신소재 물질을 탐색하기 위해서 농촌생활연구소로부터 다양한 식용화에 

대한 추출물을 공급받는다.

2. 방사선 조사

방사선 조사 실험을 위해서 아주대학 병원의 Cs-137 방사선 조사 시설을 이용한다.

3. CHO세포의 세포 독성을 조사하기 위해 colony forming efficiency를 측정

세포 독성을 측정하는 한 가지 방법으로 colony forming efficiency (CFE)를 측정한다. 

CHO 세포를 H2O2로 처리하거나 방사선으로 조사한 다음,  200 ~ 400 cells/dish로 세포

를 plating한다. 5일 후 생성된 colony를 계수한다.

4. 세포의 증식률은 3T3-L1세포를 이용하여 MTT법으로 측정

세포가 증식하여 세포 수가 증가하게 되면 미토콘드리아의 효소 활성이 왕성해진다. 따

라서 미토콘드리아 효소의 활성을 측정하면 살아 있는 세포의 수를 알 수 있다. 이와 같

이 세포의 증식률을 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 

분석법으로 측정하였다. 
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제 3 절 연구결과 및 고찰

  1. 연구 개발 결과

   1) 방사선의 CHO 세포에 대한 독성 효과에 미치는 selenium compounds의 영향

    가)  방사선의 세포 독성 효과

CHO 세포에 방사선을 조사 후 세포독성을 CFE (colony forming efficiency)로 

측정하였다. 그 결과, 2Gy의 조사에서 약 50% 억제율을 보였다 (Fig. 1). 그러므로 다음 

실험부터는 약 2Gy의 선량을 선택하여 실험하였다.
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Fig. 1. Effect on Radiation-induced cytotoxicity of CHO cells

    나)  CHO세포에서 방사선에 의한 cytotoxicity에 대한 Sodium selenite의 효과

방사선조사에 의한 세포독성에 대해서 sodium selenite의 보호효과를 측정하였다. 

Sodium selenite 처리는 방사선 조사 1시간 전에 농도별로 처리하였다. 그 결과, 

sodium selenite의 농도별로 세포 생존이 증가하였으며, 약 1μM에서는 약 1.5배 정도 

세포 생존이 증가하였다 (Fig. 2). 하지만 sodium selenite 10μM에서는 시료자체의 독성 

때문인지 세포생존률이 감소하였다 (Fig. 2).
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Fig. 2. Effect of sodium selenite on Radiation-induced cytotoxicity of CHO cells

    다)  CHO세포에서 방사선에 의한 cytotoxicity에 대한 seleno-L-methionine의 효과

방사선조사에 의한 세포독성에 대해서 seleno-L-methionine의 보호효과를 측정하였

다. seleno-L-methionine 처리는 방사선 조사 1시간 전에 농도별로 처리하였다. 그 결

과, seleno-L-methionine의 농도별로 세포 생존이 증가하였으며, 약 1μM에서는 약 1.5배 

정도 세포 생존이 증가하였다 (Fig. 3). 하지만 seleno-L-methionine 10μM에서는 시료자

체의 독성 때문인지 세포생존률이 감소하였다 (Fig. 3).
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Fig. 3. Effect of seleno-L-methionine (SM) on Radiation-induced cytotoxicity of CHO cells
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    라) Selenium의 방사선 조사 전처리에 의한 cytotoxicity에 대한 효과

Sodium selenite의 전처리 시간에 의한 차이는 별로 없었다 (Fig. 4).
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Fig. 4. Effect of pre-treatment period of selenium compounds on radiation-induced 

cytotoxicity of CHO cells
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   2) 방사선의 CHO 세포에 대한 독성 효과에 미치는 melatonin의 영향

방사선조사에 의한 세포독성에 대해서 melatonin의 보호효과를 측정하였다. 

melatonin 처리는 방사선 조사 1시간 전에 농도별로 처리하였다. 그 결과, melatonin의 

농도별로 세포 생존이 증가하였으며, 약 1μM과 10μM에서 약 2배 정도 세포 생존이 증

가하였다 (Fig. 5).
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Fig. 5. Effect of Melatonin on Radiation-induced cytotoxicity of CHO cells

   3) 산화적스트레스에 의한 세포독성에 대한 프로폴리스 (propolis)와 Rose hipoil의 

방호효과

  

    가)  H2O2에 의한 CHO세포의 세포독성에 대한 propolis의 보호효과

CHO 세포에 H2O2를 직접 처리하고 24시간 동안 배양한 다음 세포 생존율을 

MTT 분석법으로 측정한 결과 농도의존적으로 세포 생존율을 감소시켰다. 특히 500μ

M의 H2O2를 처리하면 세포 생존율이 50%대로 감소하였다 (Fig. 7). 한편, H2O2를 처

리하기 24시간 전에 0.3ng/ml과 1ng/ml의 프로폴리스를 처리하면 H2O2의 세포 독성

에 대해서 통계적으로 유의성 있게 보호 효과를 보였다 (Fig. 8). 또한 H2O2의 세포 독

성에 대한 프로폴리스의 보호 효과는 H2O2를 처리하기 적어도 8시간 전에 첨가해야 

나타났다 (Fig. 9).
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    가) H2O2에 의한 CHO세포의 세포독성에 대한 Rose hipoil의 보호효과

500uM H2O2를 24시간 CHO 세포에 처리하였을 때, 세포 생존률을 56%였는데, 

1ug/ml의 Rose hipoil을 24시간 전에 처리한 경우 세포 생존률이 72%로 증가하였다 

(Fig. 6). 또한 Rose hipoil을 처리하는 시간이 길수록 H2O2의 cytotoxicity에 대한 보호 

효과가 컸다 (Fig. 7). 

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 00

0 .1 0. 3 0 .5 0. 7 1

C
e
ll 

V
ia

b
ili

ty
 

(%
 o

f 
c
o
n
tr
o
l)

H 2 O 2 C o n c e n t r a t io n  ( m M l)

*

*

*

*

Fig. 7. Cytotoxic effects of H2O2 on CHO cells. After incubation with H2O2 for 24 hr, 
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Fig. 8. Protective effects of propolis on against H2O2-induced cytotoxicity of CHO cells. 
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 Fig. 9. Effects of time of propolis addition on H2O2-induced cytotoxicity of CHO cells. 
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제  4  장   연 구 개 발 목표  달 성 도  및  대 외  기 여 도

본 연구에서는 방사선방어 신소재 탐색 및 효능증대 기술 연구를 수행하였다. 방사선 

방어 신소재로서 셀레늄 화합물 (selenite, selenomethionine), melatonin, propolis, rose 

hipoil의 방사선 방어효과를 평가하여 뛰어난 방호효과가 있음을 규명하였다.

또한 방사선 방호효과 평가하기 위한 동물세포 모델을 확립하였고, 방호효과를 극대화

하기 위한 방사선 방호 물질 처리조건에 관한 기초연구를 수행하였다.

본 연구개발 결과를 기반으로하여 셀레늄 화합물, 멜라토닌 등 본 연구를 통해 발굴한 

방사선방어 신소재에 대한 기작해석 및 심도 있는 효능증대 기술 연구를 수행한다면 새

로운 고효능의 방사선방호제 개발에 기여할 수 있을 것으로 사료된다.
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제  5  장   연 구 개 발 결 과 의  활 용 계 획

(1) 기술적 측면

1) 본 연구로 확립된 세포 모델은 새로운 방사선 방어 물질을 탐색하고 방어 기작을 규명

하는데 효과적으로 이용될 수 있을 것이다.

2) 방사선에 방호 효능을 가진 물질들을 병용 처리하여 상승효과를 유도하는 기술은 암치

료와 같은 분야에도 응용될 수 있을 것이다.

3) 본 연구는 방사선에 대한 방어를 연구하는 생명과학, 핵의학, 방사선 생물학 분야의 학

문적 연계성을 강화하는데 기여할 것이다.

4) 새로운 방사선 방어제의 자체 개발로 약제의 합성, 성분 분석 기술, 조제 기술 및 방어 

효과 규명을 위한 생물공학적인 첨단기술의 개발은 의료산업의 활성화 및 원자력산업

의 자립화와 지속적인 발전에 기여할 것이다. 

  

(2) 경제.산업적 측면    

1) 방사선 방어 효능을 가진 천연물을 이용하여 방사선 방어 식품을 개발한다면 방사선 

작업종사자나 유사시 방사선 피폭 환자, 및 방사선 진료환자의 방사선 장애를 최소화하

는데 기여할 수 있기 때문에, 원자력 발전의 안전성 확보에 기여할 뿐 아니라, 산업화

를 통한 경제적 측면의 활성화도 기대할 수 있다.

2) 자연상태에서 쉽게 발견할 수 있는 식용화로부터 방사선 방어에 활성을 나타내는 물질

을 발굴하여 방사선 방어제로 활용하게 된다면 자원의 효율적 활용뿐 아니라 농가 소

득 증대에도 크게 기여할 것이다.

3) 천연물질로부터 새로운 방사선 방호 신소재물질을 발굴하여, 방사선 방어 식품을 개발

함으로써 방사선 작업 종사자들에 대한방사선 방어 수단으로 활용될 수 있을 것이다.

4) 방사선에 의한 암치료시 환자의 방사선 피폭 감소에도 이용될 수 있다.
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  ○ 방사선에 의한 세포독성에 대한 melatonin의 방호효과
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로폴리스의 방호효과는 과산화수소수 처리하기 적어도 8시간 전에 첨가해야 관찰되었다.
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