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            초록
          
        

        
          This study was carried out to perform genotoxicological safety evaluation of crude antifungal compounds produced by Bacillus subtilis SN7 (B. subtilis SN7) isolated from meju. Bacterial reverse mutation assay with Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535, and TA1537 or Escherichia coli WP2uvrA in the presence and absence of the S9 metabolic activation system was carried out, and the crude antifungal compounds produced by B. subtilis SN7 showed no significant increase in the number of revertant colonies. In the chromosomal aberration tests using Chinese hamster lung (CHL) cells, sample treatment groups showed no increase in the frequency of chromosome aberrations compared to the negative control group. Furthermore, in the micronucleus formation test, the crude antifungal compounds showed no significance increase in the frequency of polychromatic erythrocytes with micronuclei. These results suggest that the crude antifungal compounds produced by B. subtilis SN7 isolated from meju showed no harmful genotoxic effects.

        

      

      
        Keywords: 
Bacillus subtilis SN7, crude antifungal compounds, bacterial reversion assay, chromosomal aberration test, micronucleus assay

      

    

    

  
    
      I. 서론
      메주는 된장, 고추장, 간장 등의 전통장류 제조의 주원료로 숙성 시 세균, 곰팡이, 효모 등 다양한 미생물이 복합적으로 관련되어지는 우리나라 전통 대두발효식품이다(Lee et al. 2003). 장류는 우리의 식탁에서 필수적인 식재료이기 때문에 식품으로서 안전성 확보는 무엇보다 중요하다. 특히 전통방식을 통해 제조한 장류는 발효과정 중 필연적으로 자연 환경에 노출되어지기 때문에 숙성하는 동안 대기나 토양의 다양한 미생물들의 작용에 의해 개량식 장류 제품과 차별화된 독특한 향과 맛을 지닌 우수한 제품이 생산된다. 하지만 동시에 변패미생물이나 독소 생성균인 Aspergillus flavus(A. flavus), A. fumigatus, A. petrakii, Penicillium spp 등의 잡균도 검출되기 쉽다. 이와 같이 발효식품의 품질을 손상시키는 바람직하지 못한 미생물의 검출은 식중독을 비롯하여 각종 질환을 유발시킬 수 있어 심각한 건강유해요소가 될 수 있다(Bennett & Klich 2003; Melin et al. 2007; Moss 2008). 따라서 유해균의 증식을 억제하고 안전성 확보를 위한 천연 항균물질에 대한 연구가 필요하다.

      Bacteriocin은 여러 미생물이 생성하는 천연 항균성 단백질 또는 단백질계의 물질로서, bacteriocin을 생산하는 미생물과 형태학 또는 계통학적으로 유사한 균에 대하여 살균기작을 갖는 물질을 의미하며, 생산균주와 근연관계미생물들의 생육을 저해하는 물질이다. Bacteriocin은 항균활성을 나타내는 범위가 넓어 전염병균, 부패균, 식중독균 및 포자 형성균 등의 증식을 억제하고 사멸시키는 효과가 있다고 보고되었다(Tagg et al. 1976; Drider et al. 2006). 기존의 항생제가 2차 대사산물인 것과 달리, bacteriocin은 플라스미드(plasmid)나 염색체(chromosome)로부터 직접 생합성되어 생산되는 것으로, 유전자조작 등에 의한 생물공학적 응용이 쉽다는 장점이 있다. Bacteriocin의 분자는 아미노산으로 구성되어 있어 섭취하였을 때 체내 소화기관의 단백질 소화효소에 의해 분해될 수 있고, 잔류성이 낮아 인체에 무독하다는 점에서 식품에서 안전한 천연방부제로서의 효용성이 증대되고 있다(Schallmey et al. 2004). 따라서 bacteriocin은 체내에서 부작용을 발생시키지 않을 수 있으므로, 식품 등의 새로운 생물학적 보존제(biopreservative) 내지는 발효식품 등의 생물 제어제(bioregulator)로 그 효용이 크게 기대되고 있다.

      B. subtilis은 오랜 세월 동안 우리나라의 된장이나 청국장 또는 일본의 낫또(natto)를 비롯하여 극동 아시아나 아프리카 지역의 전통음료나 알칼리 발효식품의 제조에 있어서 매우 중요한 발효미생물로 사용되고 있다. Bacillus 속은 다양한 효소와 bacteriocin, bacteriocin like substances을 비롯한 항균활성 물질들을 생산하는 것으로 알려져 있다(Schallmey et al. 2004; Lee 2014). 또한 European Food Safety Authority에 의하면 B. subtilis group 중 B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens 및 B. pumilus와 같은 고초균은 Qualified Presuaption of Safe(QPS)로 안전성이 인정된 균주(Tagg et al. 1976; Jack et al. 1995)이고, B. subtilis는 Generally Regarded As Safe(GRAS) 미생물로도 인정되었다(Sharp et al. 1989).

      최근 천연 식품보존제를 찾기 위한 일환으로 발효식품에서 항균물질을 정제하여 식품에 응용하려는 연구 및 이들 항균물질의 안전성평가에 대한 연구도 이루어지고 있다. 된장에서 분리한 Bacillus sp. A9184 균주를 흰쥐에게 단회 투여 급성독성 연구결과, 임상적인 증상의 변화가 없어 안전하다고 보고하였고(Lim et al. 2004), 청국장에서 분리한 B. subtilis JNS의 probiotics로서의 활용 가능성을 검증하기 위해 ICR계 암수 마우스에게 단회경구투여 독성시험 실험 결과 독성학적인 변화가 없었다(Kim et al. 2015). 또한 전통 메주로부터 분리한 B. subtilis SN7이 생산한 조항진균물질의 부분 정제물도 흰쥐에게 단회 또는 4주 반복 경구 투여한 독성연구 결과, 독성학적인 변화가 발생되지 않은 것으로 보고되었다(Chang et al. 2016).

      본 연구는 전통 메주로부터 분리하여 항진균 활성을 보인 B. subtilis SN7이 생성한 조항균 물질(Lee 2014)의 생체 내 안전성 확보를 위한 기초자료를 얻기 위하여 유전독성학적 안정성 평가를 실시하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 시험물질 및 조항진균 물질의 정제
        메주로부터 분리한 항진균 활성이 있는 균주인 B. subtilis SN7 1%를 TSB(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) 액체배지에 접종하여 37℃에서 12시간 진탕상태에서 배양하였다. 배양액 1%를 TSB 액체배지에 다시 접종하여 37℃, 24시간 동안 본 배양을 실시하였다. 본 배양액은 4℃ 9,950 ×g에서 원심분리하여 상징액을 얻은 후, 0.20 μm membrane filter로 상징액을 제균하였다. 제균 된 상징액은 50% aqueous acetonitrile에 용해시킨 다음 0.20 μm syringe filter를 통해 여과하였다. 여과액은 Preparative LC 9104 HPLC system(Japan Analytical Indusry, Tokyo, Japan)으로 분리하였으며, 분리된 시료는 Speed vacuum concentrator(CentraVac VS-802, Vision Co., Speed, Seoul, Korea)로 용매를 제거한 다음 시료로 사용하였다.

      

      
        2. 세균을 이용한 복귀돌연변이시험
        본 시험은 식품의약품안전처 독성시험기준(Ministry of Food and Drug Safety, 2014)을 준하여 실시하였으며, 사용된 균주는 Salmonella typhimurium의 histidine 요구성 균주(TA98, TA100, TA1535, TA1537)와 Escherichia coli의 tryptophan 요구성 균주(WP2uvrA)로 총 5균주를 이용하였다. 시험물질은 시험 당일 멸균 증류수로 농도별로 희석하여 용시 제조하여 사용하였으며, 음성대조군은 멸균증류수, 양성대조군은 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide(AF-2), 2-aminoanthracene(2-AA), 9-aminocridine(9-AA) 및 sodium azide(NaN3)이였다. 복귀돌연변이시험은 유전독성에 대한 민감도가 비교적 높은 pre-incubation 방법으로 실시하였다(Ames et al. 1975; Maron & Ames 1983). 시험물질에 대한 농도 설정을 위한 예비실험은 최고 농도인 5000 μm/plate를 공비 2로 5단계 농도(312.5, 625, 1250, 2500, 5000 μm/plate)로 각각의 균주에 처리하였다. 직접법과 S-9 혼합액을 이용한 대사활성법으로 수행하였으며, 최고 농도까지 시험물질에 의한 독성이 나타나지 않았다. 따라서 본 시험에서도 동일한 농도를 사용하였다. 각각의 균주를 nutrient broth(Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MOUSA)에 접종하여 37℃, 12시간 진탕 배양한 다음, 배양액(1.0×107 cell/mL) 0.1 mL, 각 농도별 시험물질, 음성대조물질 혹은 양성대조물질 각각 0.1 mL, 0.1M sodium-phophate buffer(pH 7.4) 0.5 mL를 첨가 혼합하여 37℃, 20분간 preincubation하였다. 대사활성계 미적용(직접법, S9-) 시에는 S-9 혼합액 대신 sodiumphosphate buffer룰 넣어 주었으며, 대사활성계 적용(S9+) 시에는 S-9 혼합액 0.5 mL를 넣었다. Preincubation을 실시한 후, top agar 2 mL 넣어 혼합하여 Vogel-Bonner medium glucose agar plate에 중층한 다음 37℃, 48시간 배양을 하였다. 배양 후 복귀돌연변이 콜로니 집락수를 계측하였으며, 육안과 현미경으로 시험물질의 침전, 분출, 균의 생육저해를 관찰하였다.

      

      
        3. 포유류배양세포를 이용한 염색체이상시험
        부분 정제한 고초균(Bacillus subtilis SN7) 조항균 물질의 염색체이상시험은 Chinese hamster lung(CHL) fibroblast를 이용하여 실시하였다(Ishidate et al. 1981; Dean & Danford 1984). CHL 세포는 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였으며, 10% heat-activated fetal bovine serum, 1% penicillin과 streptomycin을 포함한 Eagles MEM 배지에서 단층배양한 후, 배양된 세포는 0.5% trypsin-EDTA을 이용하여 2-3일 마다 계대 배양하였다. 시험물질의 농도는 최고 농도인 5000 μm/mL로부터 공비 2로 3단계(1250, 2500, 5000 μm/mL)로 설정하였다. 3일 동안 5 mL 배양액에 4×103 CHL 세포를 배양하여 시험물질과 양성대조물질인 motocycin(0.05 μm/mL)을 농도별로 전처리하였다. 단시간 처리법(6시간)은 대사활성계 미적용(S9-) 혹은 적용(S9+) 두 처리 조건으로 실시하였으며, 연속처리법(24시간)은 대사활성계 미적용(S9-)인 경우만 실시하였다. 시험물질을 6시간 혹은 24시간 전처리한 후, 새로운 배양액으로 18시간 다시 배양하였다. 처리 종료 2시간 전에 colcemid를 최종 농도 0.2 μm/mL이 되도록 첨가하여 분열중기세포를 축적하였다. 분열중기세포는 0.25% trypsin-EDTA를 넣어 세포를 박리한 후 수거하여 0.075M KCl 용액 4 mL에 넣은 다음 수욕상(37℃, 15분)에서 저장 처리하였다. 냉각한 고정액(메탄올:빙초산 = 3:1)을 넣어 수차례 원심분리하여 상징액을 제거하고, 세포 부유액은 slide glass에서 염색체 표본을 제작하였다. 5%(v/v) Gimesa 용액으로 5분 간 염색 후, 수세, 건조한 다음 생세포계수기(BECKMAN COULTER, Indianapolis, IN, USA)로 세포수를 측정하였다. 관찰 세포 수의 결과는 각 농도군당 100개 이상(용량 당 200개)을 중기상으로 해석하였으며, 분열중기 세포의 선택 기준은 구조이상과 수적이상으로 나누어 판정하였다. 판정기준은 음성은 시험물질 처리군 중 구조이상세포 및 수적이상세포의 출현 빈도가 5% 미만일 것, 의양성은 시험물질 처리군 중 1 개 농도 이상에서 구조이상세포 또는 수적이상세포의 출현빈도가 5% 이상과 10% 미만일 것, 양성은 시험물질 처리군 중 1 개 농도 이상에서 구조이상세포 또는 수적이상 세포의 출현빈도가 10% 이상이며, 용량의존적인 증가 경향이 인정되어진 것으로 최종 판정하였다.

      

      
        4. ICR 마우스에 대한 소핵시험
        특정 병원균 부재(SPF) 7주령된 수컷 Imprinting Control Region(ICR) 계통 마우스 30마리를 ㈜오리엔트바이오(Gapyeong, Korea)로부터 구입하였다. 실험동물은 1주일간의 적응기간을 거친 후, 일반 증상과 체중을 측정한 다음 폴리카보네이트 케이지에 넣어서 SPF구역에서 사육하였다. 자외선으로 멸균시킨 정제수와 멸균된 실험동물용 사료를 자유 급여하였다. 실험군당 5마리를 사용하였으며, 시험물질 투여 용량은 예비시험을 바탕으로 경구 투여 가능 최고 농도인 2000 mg/kg B.W.로부터 공비 2로 3단계 농도(500, 1000, 2000 mg/kg B.W.)를 설정하였다. 음성대조물질은 멸균된 3차 증류수, 양성대조물질은 cyclophosphamide monohydrate(70 mg/kg B.W.)를 사용하였다. 시험물질은 시험당일 멸균된 3차 증류수에 용해하여 사용하였다. 시험물질, 양성대조물질 및 양성대조물질은 24시간 간격으로 2회 경구 투여하였다. 최종 투여 후 24시간이 경과한 다음 마우스 골수로부터 채취한 혈액 5 μL를 acridine orange 용액 40 μm/mL을 도포하여 공기 중에 건조시킨 slide glass에 떨어뜨리고, cover glass로 덮어 세포를 고정하였다(Hayashi 1991). 마우스 1마리당 2,000개의 망상적혈구(polychromatic erythrocyte, PCE)를 형광현미경 하에서 관찰하여 그 중에서 초록색 형광을 띠는 소핵을 가진 망상적혈구(micronucleated polychromatic erythrocyte, MNPCE)를 측정하여 소핵생성 빈도를 계산하였다.

      

      
        5. 통계처리
        본 실험에서 얻은 결과는 SPSS 19.0 P/C package를 이용하여 통계처리를 실시하였다. 결과는 평균과 표준편차(mean ± standard deviation)로 나타냈으며, p<0.05인 경우에 통계학적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다. HCL 세포를 이용한 염색체 이상시험과 소핵시험은 Scheffe 다중검정과 Dunnett’s T3를 실시하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 세균을 이용한 복귀돌연변이시험
        메주로부터 분리한 부분 정제한 고초균(B. subtilis SN7) 조항균 물질의 유전학적 안정성을 평가하기 위하여 먼저 세균을 이용한 돌연변이 유발성을 시험하였다(Table 1). 사용된 균주는 TA98, TA100, TA1535, TA1537 및 WP2uvrA이었으며, 이들 균주에 대한 복귀 돌연변이 집락수를 조사하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Bacterial reverse mutation test of the antifungal compounds
          
          

        

        
          
            
              	Tester strain
              	Test substance
              	Dose (μg/plate)
              	Colonies/plate[Factor]
            

            
              	Without S9 mix
              	With S9 mix
            

          
          
            	TA98
            	Test solution
            	0
            	24 ± 3
            	34 ± 3
          

          
            	312.5
            	24 ± 1 [ 1.0]
            	32 ± 3 [ 0.9]
          

          
            	625
            	23 ± 4 [ 1.0]
            	34 ± 3 [ 1.0]
          

          
            	1250
            	23 ± 3 [ 1.0]
            	33 ± 2 [ 1.0]
          

          
            	2500
            	24 ± 3 [ 1.0]
            	31 ± 3 [ 0.9]
          

          
            	5000
            	23 ± 3 [ 1.0]
            	33 ± 3 [ 1.0]
          

          
            	TA100
            	Test solution
            	0
            	111 ± 2
            	128 ± 5
          

          
            	312.5
            	111 ± 4 [ 1.0]
            	127 ± 2 [ 1.0]
          

          
            	625
            	106 ± 6 [ 1.0]
            	123 ± 2 [ 1.0]
          

          
            	1250
            	113 ± 3 [ 1.0]
            	127 ± 2 [ 1.0]
          

          
            	2500
            	107 ± 7 [ 1.0]
            	123 ± 2 [ 1.0]
          

          
            	5000
            	116 ± 1 [ 1.0]
            	126 ± 2 [ 1.0]
          

          
            	TA1535
            	Test solution
            	0
            	15 ± 2
            	17 ± 3
          

          
            	312.5
            	14 ± 1 [ 1.0]
            	18 ± 3 [ 1.1]
          

          
            	625
            	14 ± 1 [ 0.9]
            	17 ± 2 [ 1.0]
          

          
            	1250
            	15 ± 1 [ 1.0]
            	18 ± 2 [ 1.1]
          

          
            	2500
            	15 ± 1 [ 1.0]
            	17 ± 1 [ 1.0]
          

          
            	5000
            	16 ± 1 [ 1.0]
            	18 ± 3 [ 1.1]
          

          
            	TA1537
            	Test solution
            	0
            	11 ± 2
            	16 ± 2
          

          
            	312.5
            	11 ± 2 [ 0.9]
            	15 ± 2 [ 0.9]
          

          
            	625
            	12 ± 3 [ 1.0]
            	17 ± 2 [ 1.1]
          

          
            	1250
            	11 ± 1 [ 0.9]
            	16 ± 1 [ 1.0]
          

          
            	2500
            	11 ± 1 [ 1.0]
            	16 ± 3 [ 1.0]
          

          
            	5000
            	11 ± 2 [ 0.9]
            	16 ± 3 [ 1.0]
          

          
            	WP2uvrA
            	Test solution
            	0
            	48 ± 4
            	56 ± 3
          

          
            	312.5
            	47 ± 2 [ 1.0]
            	57 ± 4 [ 1.0]
          

          
            	625
            	47 ± 1 [ 1.0]
            	57 ± 2 [ 1.0]
          

          
            	1250
            	46 ± 2 [ 1.0]
            	56 ± 4 [ 1.0]
          

          
            	2500
            	45 ± 2 [ 0.9]
            	54 ± 3 [ 1.0]
          

          
            	5000
            	46 ± 3 [ 1.0]
            	57 ± 1 [ 1.0]
          

          
            	Positive controls
          

          
            	TA98
            	AF-2
            	0.1
            	474 ± 21 [19.8]
            	
          

          
            	TA100
            	AF-2
            	0.01
            	408 ± 14 [ 3.7]
          

          
            	TA1535
            	NaN3
            	0.5
            	352 ± 15 [24.0]
            	
          

          
            	TA1537
            	9-AA
            	40.0
            	253 ± 7 [22.4]
            	
          

          
            	WP2uvrA
            	AF-2
            	0.01
            	368 ± 14 [ 7.7]
            	
          

          
            	TA98
            	2-AA
            	0.5
            	
            	234 ± 8 [ 6.8]
          

          
            	TA100
            	2-AA
            	1.0
            	
            	482 ± 13 [ 3.8]
          

          
            	TA1535
            	2-AA
            	2.0
            	
            	162 ± 5 [ 9.5]
          

          
            	TA1537
            	2-AA
            	2.0
            	
            	178 ± 7 [11.1]
          

          
            	WP2uvrA
            	2-AA
            	10.0
            	
            	339 ± 11 [ 6.1]
          

        

        
          
            AF-2: 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide, 2-AA: 2-Aminoanthracene, 9-AA: 9-Aminocridine, NaN3: Sodium azide.
          

          
            Each value presents the mean ± S.D. of three plate.
          

        

        

        예비실험을 통하여 시험물질 처리군은 최고 농도인 5000 μm/plate 까지 대사활성계 미적용(S9-) 혹은 적용(S9+)의 모든 처리 조건에서 생육저해가 나타나지 않았으며, 복귀돌연변이 콜로니수도 음성대조군과 비교시 증가하지 않았으며, 대사활성계의 적용 유무에 관계없이 plate 위에 침전도 확인되지 않았다.

        본 시험결과에서도 시험물질처리군은 모든 농도(312.5, 625, 1250, 2500, 5000 μm/plate)에서 대사활성계 적용 유무와 상관없이 모든 처리 조건에서 생육저해가 나타나지 않았다. 모든 조건과 농도에서도 시험물질 처리군이 음성대조군에 비하여 복귀돌연변이 콜로니수가 증가하지 않았다. 또한 음성대조군의 복귀변이 집락수도 본 시험에 사용된 균주인 TA98, TA100, TA1535, TA1537 및 WP2uvrA의 복귀변이 집락수의 범위 내에서 나타났다. 김치에서 분리한 항진균 활성이 있는 유산균인 L. plantarum AF1과 L. plantarum HD1이 생산한 조항진균 물질부분 정제물도 세균을 이용한 복귀돌연변이시험에서 본 시험결과와 유사하게 돌연변이 유발성이 나타나지 않았다(Chang et al. 2016). 음성대조군의 집락은 자연 복귀돌연변이에 의해 형성되는 것이라 하였다(Maron & Ames 1983). 또한 대사활성계의 적용 유무와 상관없이 시험물질 처리군에서 침전도 확인되지 않았으며, 시험물질과 S9 mix의 무균시험 결과도 세균과 곰팡이의 오염이 관찰되지 않아 무균성을 확인하였다. 그러나 양성대조군의 복귀돌연변이 집락수는유의하게 증가하였다. 돌연변이성을 판정할 경우 보통 음성대조군의 복귀변이 집락수 2배 이상일 경우 양성으로 제시하는데(Ames et al. 1975; Maron & Ames 1983), 본 연구에서 양성대조군의 복귀돌연변이 집락수가 현저하게 증가하였으므로 본 시험이 적합하게 수행된 것을 알 수 있었다.

      

      
        2. 포유류배양세포를 이용한 염색체 이상시험
        염색체 이상시험은 포유동물 배양세포에 시험물질을 처리한 후 처음 유사분열 할 때 세포를 분석하여 독성유무를 평가하는 것으로 염색체 이상 검출을 목적으로 하고 있으며(Song et al. 2009), 세균을 이용한 복귀돌연변이시험에서 검출하기 어려운 물질도 양성으로 나타나기 때문에 복귀돌연변이시험의 보충시험 방법으로 많이 사용하고 있다(Dean & Danford 1984). 따라서 본 연구에서도 Chinese hamster 유래의 lung cell을 이용하여 직접법(S9-)과 대사활성법(S9+)으로 부분 정제한 고초균(B. subtilis SN7) 조항균 물질의 염색체 이상시험을 실시하였다. 본 시험에 앞서 예비시험을 실시하였는데, 시험물질 처리군은 모든 농도에서(1250, 2500, 5000 μm/mL) 침전이 확인되지 않았다. S9 mix 미적용(S9- mix) 혹은 S9 mix 적용(S9+ mix) 단시간 처리법(6시간), S9 mix 미적용(S9- mix) 연속처리법 (24시간 처리)으로 시료물질을 시험적용 용량인 1250∼5,000 mg/kg의 범위로 처리한 후 MTT 분석을 실시하였다 그 결과, 모든 시험법에서 50 % 이상의 세포증식 억제능이 관찰되지 않아 IC50은 산출하지 않았다(Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Cell growth inhibition test of antifungal compounds produced by Bacillus subtilis SN7
          
          

        

        
          
            
              	Concentration (μg/mL)
              	Cell growth index (%)
            

            
              	Short-term treatment test (6 hours exposure)
              	Continuous treatment test
(24 hours exposure)
            

            
              	–S9 mix
              	+S9 mix
            

          
          
            	Negative control
            	100.0
            	100.0
            	100.0
          

          
            	156
            	97.76
            	99.75
            	97.17
          

          
            	313
            	87.31
            	102.48
            	103.74
          

          
            	625
            	91.11
            	104.09
            	97.78
          

          
            	1250
            	92.75
            	100.37
            	100.20
          

          
            	2500
            	88.95
            	96.03
            	103.44
          

          
            	5000
            	84.03
            	95.04
            	95.96
          

          
            	IC50
            	-
            	-
            	-
          

        

        

        단시간처리법(6기간)에 의한 염색체 이상시험 결과는 대사활성계 적용 유무에 상관없이 모든 농도에서 시험물질 처리로 인한 침전이 나타나지 않았다(Table 3, 4). 대사활성계 미적용(S9- mix) 혹은 적용(S9+)한 결과, 두 처리 조건에서 음성대조군과 시험물질 처리군은 이상중기상과 염색체 이상의 빈도가 0∼1, polyploid의 빈도는 0.0 범위로 나와 통계적인 유의차가 없었으며, 핵내배화도 관찰되지 않았다. 그러나 양성대조군은 음성대조군과 시험물질 처리군에 비하여 이상중기상의 빈도가 통계적으로 유의하게 증가되었다. 표본관찰 결과를 살펴보면, S9 mix 미적용(S9-mix)하였을 경우 염색체 구조이상세포의 출현빈도는 시험물질 처리군의 시험적용 용량인 1250, 2500 및 5000 μm/mL 농도에서 각각 0.0, 0.5 및 0.5%였으며, 수적이상세포의 출현빈도는 각각 0.5, 0.0 및 0.0%로 나타났다. S9 mix 적용(S9+ mix)하였을 경우 시험물질처리군의 염색체 구조이상세포의 출현빈도는 1250, 2500 및 5000 μm/mL 농도에서 각각 0.0, 0.5 및 0.5%, 수적이상세포의 출현 빈도는 각각 0.0, 0.0 및 0.0%로 나타났다. S9 mix 미적용(S9- mix) 혹은 S9 mix 적용(S9+ mix) 단시간 처리법(6시간)에서 음성대조군은 구조이상 세포 및 수적이상 세포의 출현빈도는 5% 미만이였고, 양성대조군은 구조이상 세포의 출현빈도는 10% 이상 이었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Chromosomal aberration test in the absence of S9 mix(Short-term treatment test)
          
          

        

        
          
            
              	Treatment ㆍ recovery period(h)
              	S-9 mix
              	Concentration (μg/mL)
              	Number of cells showing structural chromosome (Frequencies %)
              	g
              	Cell growth index (%)
              	Number of cells showing numerical aberrations (Frequencies %)
            

            
              	Number of observed
              	ctb
              	cte
              	csb
              	cse
              	other
              	Total (%)
              	Number of observed
              	Polyploids
              	Endo
              	Total (%)
            

          
          
            	6-18
            	-
            	Negative control
(SDW)
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	99.7
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	100.3
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
            	100.0
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

          
            	6-18
            	-
            	1250
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	99.7
            	100
            	0
            	1
            	1
          

          
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	1
            	93.6
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
            	96.6
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	1
(0.5)
          

          
            	6-18
            	-
            	2500
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	1
            	112.3
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
            	1
            	0
            	105.0
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	1
            	108.6
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

          
            	6-18
            	-
            	5000
            	100
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
            	1
            	0
            	108.5
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	97.1
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
            	102.8
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

          
            	6-18
            	-
            	Positive control
(MMC 0.1)
            	100
            	1
            	29
            	1
            	2
            	0
            	33*
            	1
            	-
            	100
            	1
            	0
            	1
          

          
            	100
            	2
            	26
            	1
            	1
            	0
            	30*
            	1
            	-
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	3
(1.5)
            	55
(27.5)
            	2
(1.0)
            	3
(1.5)
            	0
(0.0)
            	63*
(31.5)
            	2
            	-
            	200
            	1
(0.5)
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
          

        

        
          
            SDW: sterile distilled water, MMC: mitomycin C, ctb: chromatid type break, cte: chromatid type exchange, csb: chromosome-type break, cse: chromosome type exchange, other: fragmentation etc., Endo: endoreduplication
          

          
            *Significantly different from negative control(p<0.05).
          

        

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Chromosomal aberration test in the presence of S9 mix(Short-term treatment test)
          
          

        

        
          
            
              	Treatment ㆍ recovery period(h)
              	S-9 mix
              	Concentration (μg/mL)
              	Number of cells showing structural chromosome (Frequencies %)
              	g
              	Cell growth index (%)
              	Number of cells showing numerical aberrations (Frequencies %)
            

            
              	Number of observed
              	ctb
              	cte
              	csb
              	cse
              	other
              	Total (%)
              	Number of observed
              	Polyploids
              	Endo
              	Total (%)
            

          
          
            	6-18
            	+
            	Negative control
(SDW)
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	98.9
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	1
            	101.0
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
            	100.0
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

          
            	6-18
            	+
            	1250
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	102.1
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	1
            	91.1
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
            	96.6
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

          
            	6-18
            	+
            	2500
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	108.2
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
            	1
            	0
            	99.6
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
            	103.9
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

          
            	6-18
            	+
            	5000
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	92.6
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
            	1
            	0
            	83.7
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
            	88.1
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

          
            	6-18
            	+
            	Positive control
(CPA5)
            	100
            	2
            	24
            	2
            	1
            	0
            	29*
            	2
            	-
            	100
            	0
            	2
            	2
          

          
            	100
            	1
            	27
            	2
            	1
            	0
            	31*
            	1
            	-
            	100
            	0
            	1
            	1
          

          
            	200
            	3
(1.5)
            	51
(25.5)
            	4
(2.0)
            	2
(1.0)
            	0
(0.0)
            	60*
(30.0)
            	3
            	-
            	200
            	0
(0.0)
            	3
(1.5)
            	3
(1.5)
          

        

        
          
            SDW: sterile distilled water, CPA : cyclophosphamide, ctb: chromatid type break, cte: chromatid type exchange, csb: chromosome-type break, cse: chromosome type exchange, other: fragmentation etc., Endo: endoreduplication.
          

          
            *Significantly different from negative control(p<0.05).
          

        

        

        단시간처리법(6시간) 시험결과 음성으로 판정이 되었기 때문에 연속처리법(24시간 처리)을 실시하였다(Table 5). S9 mix 미적용(S9- mix) 연속처리법에 의한 염색체 이상시험 결과도 시험물질 처리군은 시험적용용량인 1250∼5,000 μm/mL의 범위에서 침전이 나타나지 않았다(Table 5). 음성대조군과 시험물질 처리군은 이상중기상과 염색체 이상의 빈도가 0∼1, polyploid의 빈도는 0.0 범위로 나와 통계적인 유의차가 없었으며, 핵내배화도 관찰되지 않았다. 그러나 양성대조군은 음성대조군과 시험물질 처리군에 비하여 이상중기상의 빈도가 통계적으로 유의하게 증가되었다. 표본관찰 결과는 시험물질 처리군은 시험적용 용량인 1250, 2500 및 5000 μm/mL 농도 범위에서 염색체 구조이상 세포의 출현빈도는 각각 0.0, 0.0 및 0.5%이었고, 염색체 수적이상세포의 출현빈도는 각각 0.0, 0.0 및 0.0%이였다. 음성대조군의 구조이상 세포와 수적이상 세포의 출현빈도는 5% 미만, 양성대조군의 구조이상세포의 출현빈도는 10% 이상으로 나타났다. 이상의 결과 부분 정제한 고초균(Bacillus subtilis SN7)의 조항균 물질은 유의할 만한 염색체이상이 나타나지 않았다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Chromosomal aberration test in the absence of S9 mix(Continuous treatment test)
          
          

        

        
          
            
              	Treatment ㆍ recovery period(h)
              	S9 mix
              	Concentration (μg/mL)
              	Number of cells showing structural chromosome (Frequencies %)
              	g
              	Cell growth index (%)
              	Number of cells showing numerical aberrations (Frequencies %)
            

            
              	Number of observed
              	ctb
              	cte
              	csb
              	cse
              	other
              	Total (%)
              	Number of observed
              	Polyploids
              	Endo
              	Total (%)
            

          
          
            	24-0
            	-
            	Negative control
(SDW)
            	100
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
            	1
            	0
            	104.4
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	95.6
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
            	100.0
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

          
            	24-0
            	-
            	1250
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	88.2
            	100
            	0
            	1
            	1
          

          
            	100
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
            	1
            	0
            	102.2
            	100
            	0
            	1
            	1
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
            	95.2
            	200
            	0
(0.0)
            	2
(1.0)
            	2
(1.0)
          

          
            	24-0
            	-
            	2500
            	100
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
            	1
            	1
            	93.4
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	1
            	95.2
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	2
            	94.3
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

          
            	24-0
            	-
            	5000
            	100
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
            	1
            	0
            	96.5
            	100
            	0
            	1
            	1
          

          
            	100
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	92.1
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	0
            	94.3
            	200
            	0
(0.0)
            	1
(0.5)
            	1
(0.5)
          

          
            	24-0
            	-
            	Positive control
(MMC0.05)
            	100
            	2
            	28
            	0
            	1
            	0
            	31*
            	0
            	-
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	100
            	1
            	26
            	0
            	1
            	0
            	28*
            	0
            	-
            	100
            	0
            	0
            	0
          

          
            	200
            	3
(1.5)
            	54
(27.0)
            	0
(0.0)
            	2
(1.0)
            	0
(0.0)
            	59*
(29.5)
            	0
            	-
            	200
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
            	0
(0.0)
          

        

        
          
            SDW: sterile distilled water, MMC: mitomycin C, ctb: chromatid type break, cte: chromatid type exchange, csb: chromosome-type break, cse: chromosome type exchange, other: fragmentation etc., Endo: endoreduplication
          

          
            *Significantly different from negative control(p<0.05).
          

        

        

      

      
        3. ICR 마우스에 대한 소핵시험
        생체 내 유전독성시험은 마우스를 이용한 소핵시험이 제시되었는데(Hayashi et al. 1989), 소핵시험은 골수에서 생산되는 적혈구 중에 출현되는 소핵을 관찰하는 방법으로 유전독성의 좋은 지표로 알려져 돌연변이성 물질을 쉽고 빠르게 검색할 수 있는 실험방법(Huang et al. 2014)이다. 소핵 생성과정은 마우스 골수 내에서 erythroblast가 최종 분열한 후, 탈핵과정을 거쳐 미성숙 적혈구인 다염성 적혈구(Polychromatic erythrocyte, PCE)가 된 다음 10시간 정도 지나면 성숙 적혈구가 된다. 핵이 있는 미성숙 적혈구 상태에서 만약 시험물질이 돌연변이를 유발하는 특성을 가지고 있으면 염색체 변이가 발생하여 더 이상 성숙한 적혈구로 분화가 되지 못하게 되고, 다염성 적혈구 내에 파편으로 남아있게 되는데 이를 소핵이라 한다(Hong et al. 2008). 따라서 본 연구에서도 부분 정제한 고초균(B. subtilis SN7)의 조항균 물질을 수컷 ICR계통 마우스에 투여하여 소핵시험을 실시하였다. 시험물질 처리군과 음성대조군(멸균 증류수)는 임상 적용 예상 경로인 단회 경구 투여하였고, 양성대조군(CPA)은 복강 투여하였다. 예비실험 결과 시험물질 처리군은 시험적용 용량인 500∼2000 mg/kg의 범위에서 마우스에 경구투여 후 약 24시간에 골수세포를 수거하여 소핵유발을 평가하였는데, 음성대조군에 비하여 유의차가 없었으며, 부검 당일까지 사망동물도 없었다.

        본 시험결과(Table 6) 모든 시험군에서 부검 당일까지 사망동물은 없었으며, 투여 시와 부검시의 체중을 비교한 결과 시험물질 투여군은 음성대조군에 비해 통계적인 유의성이 없었다. 개체 당 2000개 이상의 다염성 적혈구 중 소핵을 갖는 적혈구의 출현빈도는 음성대조군 0.06 ± 0.04%, 500 mg/kg 투여군 0.02 ± 0.0%, 1,000 mg/kg 투여군 0.02 ± 0.03%, 2,000 mg/kg 투여군 0.05 ± 0.04%, 양성대조군 3.88 ± 0.43%로 나타났다. 시험물질 처리군은 음성대조군에 비해 다염성 적혈구 중 소핵을 갖는 적혈구의 출현빈도가 증가하는 경향이 관찰되지 않았으며, 통계적으로 유의차도 없었다. 그러나 양성대조군은 음성대조군에 비해 소핵 출현빈도가 통계학적으로 유의하게 증가하였다. 세포독성 지표인 PCE/(PCE+NCE) 비율도 측정하였는데, 그 결과 음성대조군 56.01 ± 1.61%, 500 mg/kg 투여군 56.78 ± 1.02%, 1,000 mg/kg 투여군 55.31 ± 1.48%, 2,000 mg/kg 투여군 58.98±4.77%, 양성대조군 57.35 ± 2.25% 및 45.58 ± 0.94%로 나타났다. 시험물질 투여군은 음성대조군에 비해 PCE/(PCE+NCE) 비율이 통계학적으로 유의한 차이가 나타나지 않았으나, 양성대조군은 음성대조군에 비해 통계학적으로 유의하게 낮은 경향이었다. 따라서 부분 정제한 고초균(Bacillus subtilis SN7)의 조항균 물질은 마우스 골수세포에 소핵을 유발하지 않는 것으로 사려된다.

        
          Table 6. 
				
          

          
            Frequency micronuclei from marrow in ICR mice treated with antifungal compounds produced by Bacillus subtilis SN7
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Test Compound
              	Dose (mg/kg)
              	No. of mice tested
              	MNPCE1)/2000 PCEs1) (%)
              	PCE/(PCE+NCE1)) (%)1)
            

          
          
            	Male
            	Negative control (SDW)2)
            	0
            	5
            	0.06 ± 0.024)
            	60.07 ± 2.54
          

          
            	Test substance
            	500
            	5
            	0.06 ± 0.07
            	58.32 ± 3.14
          

          
            	Test substance
            	1000
            	5
            	0.10 ± 0.06
            	58.52 ± 1.75
          

          
            	Test substance
            	2000
            	5
            	0.08 ± 0.04
            	58.98 ± 4.77
          

          
            	Positive control (CPA)3)
            	70
            	5
            	3.98 ± 0.48*
            	41.58 ± 1.68*
          

        

        
          
            1)MNPC: PCE with one or more micronuclei, PCE: Polychromatic erythrocyte, NCE: Normochromatic erythrocyte.
          

          
            2)SDW: Sterile distilled water(negative control).
          

          
            3)CPA: Cyclophosphamide monohydrate(positive control).
          

          
            4)Each value presents the meal ± S.D. of three plate.
          

          
            *Significantly different from negative control(p<0.05).
          

        

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      메주로부터 분리한 부분 정제한 고초균(B. subtilis SN7) 조항균 물질의 유전독성학적 안전성을 검토하기 위하여 세균을 이용한 복귀돌연변이 시험, CHL 세포를 이용한 염색체 이상시험 및 마우스 골수세포를 이용한 소핵시험을 실시하였다. 시험물질은 시험적용 용량인 312.5∼5,000 μm/plate 농도 범위에서 세균(TA98, TA100, TA1535, TA1537, WP2uvrA)에 대한 복귀변이 콜로니 수를 관찰한 결과, 대사활성계 도입유무와 상관없이 모든 시험균주에 대하여 시험물질 처리군은 음성대조군에 비해 복귀돌연변이 콜로니 수가 농도 의존적으로 증가하지 않았다. 콜로니 수의 음성 및 양성 대조치는 적정 범위 내에 있었으며, 양성대조군은 콜로니 수가 대사활성계 도입 유무와 상관없이 모든 균주에 대해서 유의하게 증가하였다. 포유류 배양세포를 이용한 염색체 이상시험에서 시험물질은 1,250∼5,000 mg/mL의 시험적용 용량에서 대사활성화계 유무와 시간에 상관없이 염색체 구조이상과 수적이상 세포의 출현빈도는 5% 미만이여서 염색체 이상유발능이 나타나지 않았다. ICR 마우스 망상적혈구를 이용한 소핵 유발성 유무를 검토한 결과는 시험적용 용량인 500∼2,000 mg/kg의 범위에서 시험물질 투여로 사망동물이 확인되지 않았다. 다염성 적혈구의 출현 빈도와 비율 평균치는 시험물질 투여군과 음성대조군은 유의적인 차이가 없어 소핵이 유발되지 않았으며, historical background data 범위 내에 존재하였다. 양성대조군은 다염성 적혈구의 출현 빈도와 비율 평균치가 음성대조군에 비하여 유의한 차이를 보였다. 이상의 결과에서 부분 정제한 고초균(B. subtilis SN7)의 조항균 물질은 유전독성이 없는 것으로 나타났다.
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