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Stem cell과 Myeloperoxidase가 스티렌, 하이드로퀴논 및
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─ Abstract ─

Effects of Stem Cell and Myeloperoxidase on Sister Chromatid Exchanges
and Micronuclei Induction of Peripheral Lymphocytes by Styrene,

Hydroquinone and Trichloroethylene
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Objectives : The objective of this study was to identify the possible role of stem cell and

myeloperoxidase (MPO) in the metabolic activation of styrene, hydroquinone and trichloroethyl-

ene, by investigating the effects of stem cell from umbilical cord blood and MPO on the fre-

quency of sister chromatid exchange (SCE) and micronuclei (MN) induction in cultured human

peripheral lymphocytes exposed to these chemicals.

Methods : Isolated lymphocytes from whole blood were cultured for 72 hours. The cells were

treated with 1.50 mM styrene, 50 μM hydroquinone and 1.50 mM trichloroethylene dissolved with

acetone (30 μl in total volume) at 24 hours after the beginning of culture. Control group was treated

with acetone only. Immediately after adding these chemicals, 1.3×106 cells/ml and 2.6×106 cells/ml

stem cell or 1.0 and 2.0 unit MPO with H2O2 (for substrate) were added to the cultures. Slides were

stained with Giemsa’s solution, and acridine orange for sister chromatid exchange, and for micronu-

cleus analysis, respectively.

Results : The results were as follows: 1) Myeloperoxidase and stem cell did not significantly

affect the frequencies of SCE or MN in the control group. 2) The frequency of SCE or MN

with exposure to styrene did not different from control in the absence of stem cell or MPO.

Sister chromatid exchange induced by styrene was significantly increased by adding stem cell or

MPO in dose-dependent relationship. The frequency of MN induced by styrene significantly

increased in the presence of 2.0 unit MPO. 3) The frequency of SCE was significantly increased

with exposure to hydroquinone than acetone treated control in the absence of stem cell or MPO.

Sister chromatid exchange induction by hydroquinone significantly increased dose-dependently in

the presence of stem cell or MPO. There was a tendency of increase of the MN frequency

induced by hydroquinone in the presence of stem cell or MPO, but not significant. 4) It was

found that trichloroethylene itself did not increase SCE or MN frequency. Frequency of SCE

induced by trichloroethylene was significantly increased with adding stem cell (low and high)

and 2.0 unit MPO. Even though stem cell or MPO increased the frequency of MN of lympho-

cyte exposed to trichloroethylene, the difference was not significant.

Conclusions : Authors found that the frequencies of both sister chromatid exchange and

micronucleus induced by styrene, hydroquinone, and trichloroethylene were increased significantly

with the treatment of stem cell or myeloperoxidase. It was suggested that myeloperoxidase may

therefore play an important role in the metabolic activation of styrene, hydroquinone, and

trichloroethylene and myeloperoxidase probably be involved in the myelotoxicity of these chemicals.
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Micronucleus, Myeloperoxidase, Stem cell
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서 론

스티렌(Styrene; CAS No. 100-42-5)은 산업장

에서 욕조를 비롯한 가정용품, 운수기구, 선박, 건설

등에 널리 사용되고 있는 물질이다. 스티렌은 외부

에서 대사촉진제를 추가하지 않고 전혈 배양시킨 사

람의 림프구에서 염색체 변이(chromosomal aber-

ration; CA), 자매염색분체 교환(sister chro-

matid exchange; SCE), 소핵체(micronuclei;

MN)를 유도하는 것으로 밝혀졌으며(Lee &

Norppa, 1995), 직업성 노출 근로자의 말초 림프

구에는 대조군에 비해 SCE와 CA가 많다

(Karakaya et al, 1997). 또한 최근 연구에 의하

면 조혈계와 림프계 악성종양과의 연관성이 제기되

고 있다(Matanoski et al, 1997).

하이드로퀴논(hydroquinone; CAS No. 123-

31-9)은 산업장에서 사진의 현상제 및 환원제, 항산

화물질로 사용된다(ACGIH, 1991). 벤젠의 대사산

물 중 하나며 벤젠에 노출된 근로자 림프구의 변이

원성에 관여되는 중요한 물질로(Vian et al,

1995), 마우스를 이용한 생체내 실험에서도 하이드

로퀴논에 의해 골수에서 MN이 증가한다고 보고된

바 있다(Adler et al, 1991).

트리클로로에틸렌(trichloroethylene, TCE;

CAS No. 79-01-6)은 금속세척과 섬유 화학 공장

등에서 널리 사용되고 있는 할로겐화 화합물로 설치

류를 이용한 장기간의 발암성 연구에서 얻어진 증거

를 바탕으로 사람에서의 TCE 노출에 관심이 증가되

고 있고 백혈병, 림프종, 요도계암 등을 일으킨다고

보고된 바 있지만 아직도 논란의 여지가 있다

(Anttila et al, 1995; Blair et al, 1998).

이처럼 이들 물질들은 사람과 설치류에서 조혈계

와 림프계 악성종양을 일으킬 수 있다고 의심되는

물질들이다. 골수독성과 조혈계와 림프계 악성종양

간의 밀접한 연관성 때문에 골수독성에 관여하는 대

사산물들이 이러한 암발생에도 관여하리라 생각된다

(Medinsky et al, 1994).

스티렌, TCE 자체는 독성 물질이 아니고 대사작

용을 통해 독작용이 있는 대사산물로 활성화된다고

본다(Lee & Norppa, 1995; Motohashi et al,

1999). 이들 물질에 대한 이전의 연구는 대부분 간

에서의 대사에 집중되어 왔는데, 이 물질들의 대사

과정에는 모두 cytochrome P450이 관여하여 반응

성 물질로 산화될 수 있다고 알려져 있다(Kenyon

et al, 1996).

골수, 말초혈액 그리고 제대혈액은 실질적인

stem cell을 포함하는 CD34+ 세포를 함유하고 있으

며(Strogl et al, 1993), CD34+ 세포는 미성숙 아

세포 모양, 림프구와 과립구 보다 다소 큰 모양을 가

진 골수세포의 0.5 % 내지 2 % 정도 차지하고 있

다(Civin et al, 1984). 특히 myeloperoxidase

(MPO; EC 1.11.1.7)는 다량의 과립백혈구가 존재

하는 곳인 골수와 제대혈액에 풍부하다고 알려져 있

다(Smith et al, 1989).

포유동물의 MPO는 chloroperoxidase와 유사한

분해작용을 가지며 부타디엔의 에폭시화에 관여한다

고 알려져 있다(Duescher & Elfarra, 1992). 더

욱이 벤젠의 대사과정 중에 하이드로퀴논과 관련해

서 MPO가 관여하리라는 가능성이 보고된 바 있어

(Medinsky et al, 1994; Smith, 1996) 조혈계와

림프계 악성종양을 일으키는 이들 물질에 대한

MPO의 관여를 시사하고 있다. 그러나 아직까지 스

티렌과 TCE의 대사에 MPO가 관여하는 지에 관해

서는 연구된 바가 거의 없는 실정이며, MPO가 많

이 들어있는 사람의 제대혈액 stem cell이 하이드로

퀴논, 스티렌 그리고 TCE의 대사에 관여하는 지에

대한 연구는 전무한 실정이다.

세포유전학적 방법은 변이원성 혹은 발암성 물질에

노출되는 집단에 대한 변이원성 비교에 이용되어 왔

다. 그 중에서 SCE는 염색체내에서 같은 구조를 가진

염색분체들의 교환에 의한 염색체 손상을 나타내는 민

감한 지표로 변이원성이나 발암성이 의심되는 물질에

대한 선별검사로서 사용될 수 있다. MN 검사법은 감

수분열 단계에서 핵으로부터 떨어져 나온 염색체 또는

조각을 관찰하는 방법이며 암 발생을 예측할 수 있는

변이원성을 확인하는 표지검사(marker test)로서 발

암성 물질 노출을 빠르고 민감하게 정량적으로 볼 수

있는 지표이다(MacGregor et al, 1994).

본 연구의 목적은 조혈계와 림프계 악성종양을 일으

킨다고 의심되는 물질인 스티렌, 하이드로퀴논 및

TCE가 MPO가 풍부한 stem cell과 사람의 MPO 효

소에 의해 대사성 활성화되는 지를 알아보고자 세포유

전학적 방법을 이용하여 하이드로퀴논, 스티렌 및
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TCE에 stem cell이나 사람의 MPO가 SCE와 MN

빈도에 어떠한 영향을 미치는지 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 연구 재료

1) 림프구

헤파린이 처리된 정맥혈(20대 비흡연 남자)을 혈

액원으로부터 제공받아 Ficoll-Paque (Pharmacia

Biotech, Sweden)로 림프구를 분리하여 실험에 사

용하였다. 림프구를 phosphate-buffered saline

(PBS)으로 세척하고, trypan blue(Sigma,

U.S.A.) 염색으로 현미경 하에서 그 수를 관찰하였

다. SCE와 소핵 빈도 실험을 위해 사용한 배양액

중 림프구 수는 문헌고찰(Norppa et al, 1985;

Vian et al, 1995)과 예비실험을 통해 1.3×106

cells/㎖로 정하여 배양액에 주입하였다.

2) stem cell

stem cell은 가톨릭대학교 제대혈모세포은행에서

제공받았다. 제공받은 stem cell을 Ficoll-

Hypaque (Bionetics, U.S.A.)로 원심분리하여,

PBS와 항생제가 포함된 RPMI media에 각각 1회

씩 세척하였다. hemacytometer를 이용하여 stem

cell수를 측정한 후 냉동(-20℃)과 상온에서 해동을

반복하여 stem cell을 파괴시켜 세포액을 유출시킨

후 원심분리하고 상층액을 취하여 배양액에 주입하

였다. stem cell의 농도는 예비실험을 거쳐 배양 림

프구수의 1, 2배수로서 1.3×106 cells/㎖과 2.6×

106 cells/㎖(최종 배양액중 농도)로 정하였다.

3) 화학물질 농도설정

예비실험을 통하여 하이드로퀴논(純正化學, 일본)은

0.05 mM, 스티렌(純正化學, 일본)과 TCE(純正化

學, 일본)는 1.50 mM로 농도를 결정하였고 총량 주

입량이 30㎕가 되도록 아세톤으로 희석하여 배양액에

첨가하였다. 대조군에는 아세톤 30 ㎕를 첨가하였다.

2. 방법

1) SCE 빈도

SCE 빈도 실험을 위한 배양은 Norppa 등의 방

법(1985)에 따라 멸균 조작 하에 두 개의 바이얼에

이중으로 배양하였다. 배양액은 15 %의 fetal

bovine serum(Gibco, U.S.A.), 1 %의 L-glut-

amin (Gibco, U.S.A.), 1 %의 phytohaemag-

glutinin(Gibco, U.S.A.), 1 %의 5-bromo-2-

deoxyuridine (Sigma, U.S.A)과 82 %의

RPMI 1640 medium(Gibco, U.S.A.)으로 구성

되었다. 각각의 바이얼에 배양액을 6 ㎖씩 주입한

후, 최종 배양액중 림프구 농도가 1.3×106 cells/㎖

이 되도록 0.3 ㎖를 첨가하여 이를 37℃ 5 % CO2

하에서 72시간 동안 배양하였다.

배양 개시 24시간 후 준비한 화학물질과 stem

cell 상층액 또는 MPO를 첨가하였다.

배양 종료 2.5시간 전에 colchicine(Sigma,

U.S.A.) 0.1 ㎍/㎖을 가하고, 배양 시작 72시간 후

림프구를 원심분리하여 0.6 %의 KCl 용액을 4 ㎖씩

주입하였다. 37℃ 5 % CO2 하에서 약 10분간 배양

을 시킨 후 메탄올:아세트산(3:1) 혼합액으로 3회 이

상 고정시키고 영하 20℃에서 1시간 이상 보관하였

다. 고정액을 원심분리한 후 상층액을 버리고 남은 림

프구를 슬라이드에 떨어뜨려 공기 중에서 24시간 이

상 건조시킨 후 Perry와 Wolff(1974)의 fluores-

cence-plus-Giemsa 염색법을 변형시킨 Husgafvel-

Pursiainen 등(1980)의 방법으로 염색하여 SCE 빈

도를 관찰하였다. 슬라이드 분석시 재코드화하여 한

사람이 맹검(blind)으로 시행하되 한 배양당 46개의

염색체가 있는 25개의 metaphase를 분석했기 때문

에 매 처리당 50개의 세포에서 SCE를 분석하였다.

세포독성 정도를 나타내는 세포분열지수(replica-

tion index; RI)는 매 군당 100개의 세포분열 제 1

기, 2기, 3기 metaphase를 분석하여 그 백분율로

표시하되 다음 식에 의하여 계산하였다.

RIs = 
1×G1＋2×G2＋3×G3

100

단, RIs = 세포분열지수(Replication index)

G1=제 1기 metaphase, G2=제 2기 metaphase,

G3=제 3기 metaphase

2) MN 빈도

림프구 배양은 Luomahaara와 Norppa의 방법

(1994)의 멸균조작법으로 이중으로 배양하였다. 배양

액은 15 %의 fetal calf serum (Gibco, U.S.A.),

1 %의 L-glutamin (Gibco, U.S.A.), 1 %의
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phytohaemagglutinin (Gibco, U.S.A.)과 83 %

의 RPMI 1640 medium (Gibco, U.S.A.)으로 구

성되었으며 각 바이얼에 6 ㎖씩 주입하였고 분리된

림프구(0.3 ㎖)를 첨가하였다. 37℃의 5 % CO2 하

에서 배양하여 24시간이 경과한 후 준비한 화학물질

과 stem cell의 상층액 또는 MPO를 H2O2와 함께

0.5 ㎖를 첨가하였다.

배양한 지 44시간이 경과한 후 6 ㎍/㎖의 cytocha-

lasin-B(Sigma, U.S.A.)를 각 바이얼에 주입하였

다. 배양 72시간 후 림프구를 원심분리하여 수확하고

RPMI:증류수(1:1)로 만든 hypotonic solution을 각

각 4 ㎖씩 주입하였다. 약 4분정도 배양한 후 아세톤:

메탄올 혼합액(3:1)으로 3회 이상 고정시키고 마지막

에는 5 %의 아세톤-메탄올로 고정시켰다. 이 고정액

을 원심분리하여 상층액을 버리고 남은 림프구를 슬라

이드에 떨어 뜨려 공기중에서 말렸다. 슬라이드를 염

색하기 전까지 순수 메탄올에 담아 -20℃ 냉동고에 보

관하였으며(Norppa et al, 1994), acridine orange

로 염색(Hayashi et al, 1983)을 하여 형광현미경

600배율로 MN을 분석하였다.

MN 분석은 슬라이드를 다시 코드하여 한 사람이

맹검으로 시행하되 한 슬라이드당 간기(inter-

phase)세포 중 500개의 이핵체를 세어 MN을 분석

하여 매 처리당 1,000개의 이핵체를 분석하였다. 세

포독성의 정도를 보여주는 세포분열지수(replica-

tion index : RI)는 매 군당 1000개의 1, 2, 3, 4

기의 간기를 분석하여 그 백분율로 표시하고 다음과

같은 식으로 계산하였다.

RIM = 
1×G1＋2×G2＋3×G3＋4×G4

100

단, RIM = 세포분열지수(Replication index)

G1=제 1기 interphase, G2=제 2기 interphase,

G3=제 3기 interphase, G4=제 4기 interphase

3. 통계 분석

SCE의 빈도와 MN 빈도의 분석은 윈도우용 SAS

6.12(Statistical Analysis System version 6.12,

1994)를 사용하여 통계처리하였다. SCE 빈도 분석

을 위해 각 물질 농도별 SCE 빈도의 차이, 대조군과

각 농도간의 SCE 빈도의 차이를 보고자 t-test를 이

용하였으며, 각 물질별 농도간 SCE 빈도 차이를 보

고자 분산분석(ANOVA)과 Duncan’s 다중비교분

석(Duncan’s multiple-range test) 및 Repeated

measured ANOVA를 실시하였다. MN 분석을 위

해 카이제곱검정(χ2-test)을 실시하였다

결 과

1. stem cell이 스티렌, 하이드로퀴논 및 TCE에

의한 SCE와 MN 빈도에 미치는 영향(표1)

1) 대조군

화학물질대신 희석제인 아세톤 만을 첨가한 대조

군의 평균 SCE 빈도는 7.00±2.18개였으며, stem

cell을 첨가함에 따라 SCE 빈도는 1.3×106 cells/

㎖과 2.6×106 cells/㎖에서 각각 7.54±2.49개와

7.68±2.39개로 증가하였지만, 통계적으로 유의하

지 않았다. RIS는 0.0, 1.3×106, 및 2.6×106

cells/㎖에서 각각 1.71, 1.76, 1.59였다. MN은

stem cell의 농도가 0.0, 1.3×106, 및 2.6×106

cells/㎖일 때 각각 7, 7, 9개였으나, 통계적으로 유

의하지 않았다. RIM는 0.0, 1.3×106과 2.6×106

cells/㎖에서 각각 1.74, 1.76, 1.68이었다.

2) 스티렌에 의한 SCE와 MN의 빈도 변화

배양액에 스티렌과 함께 stem cell을 각각 1.3×

106과 2.6×106 cells/㎖씩 첨가하였을 때의 SCE와

MN 빈도 변화는, stem cell을 첨가하지 않았을 때

평균 SCE 빈도가 7.79±2.31개로 대조군에 비해

유의한 차가 없었다. 배양액에 스티렌과 함께 첨가

한 stem cell의 농도가 증가함에 따라 점차 SCE 빈

도는 용량-반응관계로 증가하여 stem cell 1.3×106

과 2.6×106 cells/㎖를 첨가하였을 때 평균 SCE 빈

도가 각각 9.01±2.15개와 9.05±1.72개로 효소를

첨가하지 않았을 때에 비하여 유의하게 증가하였다

(P<0.05). 이 때의 RIS는 0.0, 1.3×106, 및 2.6×

106 cells/㎖에서 각각 1.88, 1.51, 1.73이었다.

스티렌 노출시 MN 빈도는 stem cell을 첨가하지

않았을 때 8개였으며, 1.3×106과 2.6×106 cells/㎖

인 경우 10, 12개로 유의한 차이는 없었다. RIM는

0.0, 1.3×106, 및 2.6×106 cells/㎖에서 각각

1.63, 1.72, 1.61이었다.

3) 하이드로퀴논에 의한 SCE와 MN의 빈도 변화

배양액에 하이드로퀴논과 함께 stem cell을 각각
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1.3×106과 2.6×106 cells/㎖씩 첨가하였을 때의

SCE와 MN 빈도 변화는, 하이드로퀴논 첨가시 평

균 SCE 빈도는 stem cell이 없을 때 8.84±2.05개

로 대조군에 비해 증가하였고(P<0.001), stem cell

첨가 농도에 따라 SCE 빈도가 용량-반응관계로 유

의하게 증가하여 1.3×106과 2.6×106 cells/㎖에서

각각 10.56±3.76, 10.99±3.82로 유의하게 증가

하였다(P<0.05). RIS는 stem cell의 농도가 0.0,

1.3×106, 및 2.6×106 cells/㎖일 때 각각 1.48,

1.65, 1.73이었다.

MN 빈도는 stem cell의 농도 0.0, 1.3×106, 및

2.6×106 cells/㎖에서 각각 9, 11, 12개였으나, 유

의한 차이는 없었다. RIM는 0.0, 1.3×106, 및 2.6

×106 cells/㎖에서 각각 1.62, 1.56, 1.53으로 농

도 증가에 따라 감소하였다.

4) 트리클로로에틸렌에 의한 SCE와 MN의 빈도 변화

배양액에 TCE과 함께 stem cell을 각각 1.3×

106과 2.6×106 cells/㎖씩 첨가하였을 때의 SCE 빈

도 변화는, TCE 노출시 stem cell을 첨가하지 않은

경우에 평균SCE 빈도가 7.05±1.96개로 대조군과

유의한 차이가 없었다. stem cell을 1.3×106과 2.6

×106 cells/㎖을 첨가했을 때 SCE 빈도는 각각

8.65±2.20개와 8.83±3.09개로 stem cell을 첨가

하지 않은 때에 비하여 유의하게 증가하였다

(P<0.001). 이때 RIS는 0.0, 1.3×106, 및 2.6×

106 cells/㎖에서 각각 1.80, 1.73, 1.78이었다.

MN 빈도는 stem cell의 농도가 0.0, 1.3×106,

및 2.6×106 cells/㎖일 때 각각 7, 9, 10개였으나,

유의한 차이는 없었다. RIM는 0.0, 1.3×106과 2.6

×106 cells/㎖에서 각각 1.70, 1.68, 1.64로 농도

증가에 따라 감소하였다.
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Table 1. Mean frequency of sister chromatid exchange and frequency of micronucleus in

cultured(72h)human lymphocytes after a 48h treatment with 1.50 mM styrene, 0.05 mM hydroquinone,

and1.50 mM trichloroethylene in the presence or absence of stem cell

Chemical
Stem cell SCE�/cell Micronucleus�/1000cells

(cells/ml) Mean±SD RIS
§ ‰ RIM

‖

0.0 7.00±2.18 1.71 7 1.74

Control 1.3×106 7.54±2.49 1.76 7 1.76

2.6×106 7.68±2.39 1.59 9 1.68

0.0 7.79±2.31 1.88 8 1.63

Styrene 1.3×106 9.01±2.15* 1.51 10 1.72

2.6×106 9.05±1.72* 1.73 12 1.61

0.0 8.84±2.05# 1.48 9 1.62

Hydroquinone 1.3×106 10.56±3.76* 1.65 11 1.56

2.6×106 10.99±3.82* 1.73 12 1.53

0.0 7.05±1.96 1.80 7 1.70

Trichloroethylene 1.3×106 8.65±2.20** 1.73 9 1.68

2.6×106 8.83±3.09** 1.78 10 1.64

�: Mean number of sister chromatid exchange observed in metaphase cells. The frequencies of SCE was

counted from 50 cells per treatment (25 cells from two duplicate cultures)
�: Total number of micronuclei (MN) observed in binucleate cells. The frequency of MN was counted

from 1000 binucleate cells per treatment (‰)
§ : Replication index in sister chromatid exchange
‖: Replication index in micronuclei

* : P<0.05 compared with 0.0 cells/ml stem cell

**: P<0.001 compared with 0.0 cells/ml stem cell
# : P<0.001 compared with corresponding control



2. myeloperoxidase가 스티렌, 하이드로퀴논 및

TCE에 의한 SCE와 MN 빈도에 미치는 영향(표 2)

1) 대조군

대조군의 평균 SCE 빈도는 8.52±2.92개였으며,

MPO를 첨가함에 따라 SCE 빈도는 1.0, 2.0 unit

에서 각각 9.04±3.60개와 9.08±2.92개로 증가하

였지만, 통계적으로 유의하지 않았다. RIS는 0.0,

1.0, 및 2.0 unit에서 각각 2.23, 2.19, 2.08이었

다. MN은 MPO의 농도가 0.0, 1.0, 및 2.0 unit

일 때 각각 8, 9, 10개로, 유의한 차이가 없었다.

RIM는 0.0, 1.0과 2.0 unit에서 각각 1.83, 1.72,

1.73이었다.

2) 스티렌에 의한 SCE와 MN의 빈도 변화

배양액에 스티렌과 함께 MPO를 각각 1.0, 2.0

unit씩 첨가하였을 때의 SCE 빈도와 MN 빈도 변

화는, 스티렌 노출시 MPO를 첨가하지 않았을 때 평

균 SCE 빈도가 9.62±3.45개로 대조군에 비해 유의

한 차이가 없었다. 배양액에 스티렌과 함께 첨가한

효소 농도가 증가함에 따라 점차 SCE 빈도는 증가

하여 MPO 1.0, 2.0 unit를 첨가하였을 때 평균

SCE 빈도가 각각 11.66±2.95개와 12.18±3.49개

로 효소를 첨가하지 않았을 때에 비하여 유의하게 증

가하였다(P<0.001). 이 때의 RIS는 2.08에서 1.82

범위였으며 효소를 첨가함에 따라 감소하였다.

스티렌 노출시 MN 빈도는 MPO를 첨가하지 않았

을 때 11개로 대조군과 유의한 차이는 없었으나 MPO

를 2.0 unit 첨가하였을 때 MN 빈도가 23개로 효소

를 첨가하지 않았을 때에 비해 유의하게 증가하였으며

(P<0.05), RIM는 1.50에서 1.76 범위였다.

3) 하이드로퀴논에 의한 SCE와 MN의 빈도 변화

배양액에 하이드로퀴논과 함께 MPO를 각각 1.0,

2.0 unit씩 첨가하였을 때의 SCE 빈도와 MN 빈도

변화는, 하이드로퀴논 첨가시 평균 SCE 빈도는

MPO를 첨가하지 않았을 때 14.90±5.17개로 대조

군에 비해 유의하게 증가하였고(P<0.001), 효소 첨

가 농도에 따라 SCE 빈도가 유의하게 증가하여 효

소를 2.0 unit 첨가한 경우에는 세포 독성(cytotox-
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Table 2. Mean frequency of sister chromatid exchange (SCE) and frequency of micronucleus in cultured

(72h) human lymphocytes after a 48h treatment with 1.50 mM styrene, 0.05 mM hydroquinone, and

1.50 mM trichloroethylene in the presence or absence of myeloperoxidase

Myeloperoxidase SCE�/cell Micronucleus�/1000cells

(unit) Mean±SD RIS
§ ‰ RIM

‖

0.0 8.52±2.92 2.23 8 1.83

Control 1.0 9.04±3.60 2.19 9 1.72

2.0 9.08±2.92 2.08 10 1.73

0.0 9.62±3.45 2.08 11 1.50

Styrene 1.0 11.66±2.95** 1.96 18 1.67

2.0 12.18±3.49** 1.82 23* 1.76

0.0 14.90±5.17# 1.55 10 1.77

Hydroquinone 1.0 15.40±4.61 1.49 12 1.51

2.0 16.60±3.78**,a N/Ab 13 1.47

0.0 9.04±3.69 2.01 11 1.79

Trichloroethylene 1.0 9.56±3.27 2.05 12 1.66

2.0 12.04±3.75** 1.96 17 1.62

�,�: See Table 1 for sister chromatid exchange and micronucleus analysis, and for replication index (§,?)

*: P<0.05 compared with 0.0 unit myeloperoxidase

**: P<0.001 compared with 0.0 unit myeloperoxidase
#: P<0.001 compared with corresponding control
a: Only 5 cells were scored due to toxicity
b: RIS was unscorable because of the cytotoxicity



ic) 양상까지 보였다(P<0.001). RIS도 효소를 첨가

하지 않았을 때 1.55로 낮았으며 효소 첨가에 따라

감소하였다.

하이드로퀴논 첨가시 MN 빈도는 효소를 첨가하

지 않았을 때 10개로 대조군에 비해 유의한 차이는

없었다. 또한 효소 첨가에 따른 유의한 차이를 보이

지 않았다. 그러나 다른 물질 노출시 MN 빈도를 관

찰할 때와는 달리 배양액에 하이드로퀴논과 함께

MPO를 첨가하였을 때 현미경 관찰에서 보이는 세

포 상태가 좋지 않았다. 이는 SCE 빈도 관찰에서

같은 농도의 하이드로퀴논과 함께 효소 2.0 unit를

첨가하였을 때 세포독성 양상을 보인 점을 감안하

면, 이와 무관하지 않다고 생각된다. 이 때의 RIS는

MPO를 첨가하지 않았을 때 1.77이었으며, MPO

를 첨가함에 따라 감소하여 효소를 2.0 unit 첨가하

였을 때는 RIM가 1.47로 낮아졌다.

4) TCE에 의한 SCE와 MN의 빈도 변화

배양액에 TCE과 함께 MPO를 각각 1.0, 2.0

unit씩 첨가하였을 때의 SCE 빈도와 MN 빈도는,

TCE 노출시 MPO를 첨가하지 않은 경우에 평균

SCE 빈도가 9.04±3.69개로 대조군과 유의한 차이

가 없었다. 효소를 2.0 unit 첨가하였을 때 12.04

±3.75개로 MPO를 첨가하지 않았을 때에 비하여

유의하게 증가하였다(P<0.001). 이 때 RIS는 2.05

에서 1.96 범위를 보였다.

MN 빈도 변화를 보면, MPO를 첨가하지 않았을

때 MN 빈도가 11개로 대조군과 유의한 차이를 보

이지 않았고 효소 첨가에 따른 유의한 차이도 없었

다. 이 때의 RIM는 1.79에서 1.62 범위로 MPO를

첨가하지 않았을 때 RIM가 1.79이었으며 효소를 첨

가함에 따라 감소하였다.

고 찰

본 연구는 산업장에서 흔히 사용되고 있고 조혈계

와 림프계 악성종양과의 연관성이 제기되고 있는 스

티렌, 하이드로퀴논, TCE에서의 대사성 활성화에

MPO가 미치는 영향을 조사하고자 하였다. 이를 위

해 세포유전학적 방법을 이용하여 사람의 stem cell

과 추출된 사람의 MPO 효소가 스티렌, 하이드로퀴

논 및 TCE에 의한 사람의 말초혈액 림프구에서

SCE와 MN 빈도에 어떠한 영향을 미치는 지 알아

보고자 연구를 수행하였다.

제대혈액에서 얻은 조혈모세포는 골수 조혈모세포

보다 훨씬 더 원시적(primitive)이라는 특성을 가지

고 있다. 평균적으로 제대혈액에는 CD34+인 세포가

14.8×104/㎖ 정도로 존재하며 제대혈액은 림프구골

수계 조혈모세포(lymphohematopoietic stem cell)

에서 발현되는 CD34+ 세포수가 1-2 % 정도 들어있

고 골수의 1-2 %, 말초혈액내에는 0.1 % 미만으로

말초혈액보다 많이 들어있다(Serke et al, 1991).

문헌 조사와 예비실험을 통하여 림프구 수, 각각

의 화학물질, 및 stem cell과 MPO 농도를 결정하

여 실험한 결과, 스티렌, 하이드로퀴논 및 TCE 노

출시 stem cell과 MPO를 첨가함에 따라 SCE 빈

도가 용량-반응 관계로 유의하게 증가하였다. MN

빈도는 각 화학물질에서 첨가되는 효소의 농도에 따

라 증가하는 경향이 있었으나 MPO를 첨가하였을

때 대조군에 비해 유의한 차이는 없었다. 다만 스티

렌 노출시 효소를 2.0 unit 첨가하였을 때 MN 빈

도가 증가하여 효소를 첨가하지 않았을 때에 비해

유의하게 증가하였다.

스티렌에 관한 최근 연구에 의하면, 스티렌과 다

발성 골수암, 림프육종, 림프종, 골수성 백혈병 등과

의 연관성이 제시되고 있다(Matanoski et al,

1997; Motohashi et al, 1999). 스티렌은

cytochrome P450에 의해 에폭시기를 가진 산화스

티렌으로 산화되는데 이것이 스티렌 원래의 물질보

다 훨씬 더 독성이 강한 활성화 대사산물로 알려져

있다. 스티렌의 대사에는 oxyhemoglobin의 역할로

여겨지는 적혈구의 대사작용(Norppa et al, 1983)

과 prostaglandin endoperoxide synthetase

(PES) 등의 촉매작용 등이 관여한다고 알려져 있다

(Stock et al, 1986; Lee & Norppa, 1995).

MPO가 스티렌의 대사에 관여하는 지에 대한 연구

로는 MPO가 스티렌에 대한 길항선택적인 에폭시화

를 일으킬 수 있다는 보고(Tuynman et al, 2000)

만 있을 뿐이다. 본 연구에서 나타난 스티렌에

MPO 첨가에 따른 SCE 빈도와 MN 빈도의 결과는

MPO가 스티렌의 대사성 활성화 과정에 관여하리라

는 가능성을 제시하는 것으로 생각된다.

벤젠 노출은 골수이형성 증후군과 급성 골수성 백

혈병과의 연관성이 있다(Zhang et al, 1998). 또한
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벤젠과 그 대사산물들에 노출된 사람의 말초림프구

에서 SCE와 MN 빈도가 증가되는 소견들이 관찰되

었으며, 이들 대사산물들에 의한 MN빈도의 증가가

관찰되었다(Robertson et al, 1991). 골수에서는

MPO가 벤젠 대사에 관여하여 1,2,4-benzo-

quinone과 같은 독성 물질을 생성할 것으로 제시되

었다(Snyder & Hedli, 1996). 본 연구결과 제대

혈액의 stem cell과 MPO가 하이드로퀴논에 의해

유도되는 SCE와 MN의 빈도를 증가시키는 것으로

보아 이들이 하이드로퀴논 대사에 관여함을 간접적

으로 보여주었다. 또한 이 연구에서는 stem cell과

MPO를 첨가하지 않았을 때도 하이드로퀴논에 의한

SCE 빈도가 대조군에 비해 유의하게 증가한 것은

하이드로퀴논 자체가 벤젠의 활성화대사산물 중의

하나이기 때문(Vian et al, 1995)으로 해석된다.

최근 연구에 의하면, TCE에 의한 간과 조혈계 및

림프계의 발암성에 대해서는 아직도 논란의 여지가

있다(Morgan et al, 1998; Sujatha & Hegde,

1998). 일부 연구에서는 SCE와 MN 빈도가 증가하

는 소견을 보여주고 있다(Kligerman et al, 1994).

TCE는 cytochrome P450에 의해 주로 간에서 대사

되어 chloral hydrate를 거쳐 트리클로로에탄올, 트

리클로로아세트산 등으로 대사된다고 알려져 있다

(Fisher et al, 1998). 그러나 TCE 대사과정에

MPO가 관여하는 지에 대해서는 아직 연구된 바가

없었다. 본 연구에서 TCE에 stem cell이나 MPO를

첨가하였을 때 SCE와 MN 빈도가 증가된 것으로 보

아, TCE 대사과정에도 스티렌 및 하이드로퀴논과 마

찬가지로 cytochrome P450 이외에 MPO가 관련될

가능성을 간접적으로 시사해 주고 있다고 생각된다.

따라서 이를 확인하기 위해서는 TCE에 대한 보다 많

은 연구가 필요할 것으로 여겨진다.

본 연구에서는 스티렌, 하이드로퀴논, 및 TCE에

의해 유도되는 SCE와 MN 빈도가 사람의 stem

cell과 MPO 첨가로 용량-반응 관계로 증가되는 것

을 증명하였으며 이로써 이들 물질의 대사과정에

microsomal cytochrome P450 등에 의한 촉매작

용 이외에 stem cell과 MPO의 촉매작용이 있음을

간접적으로 제시하였다. 따라서 이들 화학물질들의

골수독성과 유전독성 기전을 설명할 수 있는 가능성

을 제시한 것으로 생각된다.

본 연구의 제한점으로는, 실험과 분석이 실험실내

(in vitro)에서 이루어진 연구이며 또한 제대혈

stem cell과 MPO가 스티렌, 하이드로퀴논 및

TCE에 의한 SCE와 MN유도에 미치는 영향을 관찰

함므로써 간접적으로 대사성 활성화의 여부를 연구

한 결과이므로 향후 계속적인 연구가 필요할 것으로

생각된다. 또한, 제대혈액 중에서 분리한 stem cell

은 일부 림프구를 포함한 다른 세포성분이 포함되어

있을 가능성을 배제할 수 없었다는 제한점도 있다고

본다.

요 약

목적 : 스티렌, 하이드로퀴논 및 트리클로로에틸

렌(TCE)이 사람의 stem cell과 human

myeloperoxidase (MPO)에 의해 대사성 활성화되

는 지를 규명하고자 스티렌, 하이드로퀴논 및 TCE

에 사람의 stem cell 또는 MPO 효소의 첨가가 이

들 화학물질에 의한 자매염색분체교환(SCE)과 소핵

체(MN) 빈도에 미치는 영향을 관찰하였다.

방법 : 건강한 남자의 전혈에서 림프구를 분리하여

72시간동안 이중배양하되 배양개시 24시간만에 0.05

mM 하이드로퀴논, 1.50 mM 스티렌, 혹은 1.50

mM TCE를 전체용량이 30 μl가 되도록 아세톤에

희석하여 배양액에 주입하였고 대조군은 아세톤으로

처리하였다. 화학물질 처리 후 즉시 1.3×106 및 2.6

×106 cells/㎖ 농도의 제대혈액으로부터 나온 stem

cell 세포액의 상층액이나 1.0 및 2.0 unit의

human myeloperoxidase를 H2O2와 함께 첨가하

였다. SCE분석을 위한 배양액에는 배양종료 2.5시

간 전에 colchicine을 가한 후 수확하여 Giemsa염

색을 하여 metaphase 세포에서 SCE빈도를 분석하

였다. MN분석을 위한 배양액에는 배양개시 44시간

만에 cytochalasin-B를 가하였고 acridine orange

염색 후 이핵체에서 MN수를 분석하였다.

결과 : 1. stem cell이나 MPO 자체는 SCE나

MN의 빈도에 영향을 미치지 않았다.

2. stem cell이나 MPO는 스티렌에 의해 유도되

는 SCE의 빈도를 용량-반응관계로 유의하게 증가시

켰고, MN빈도의 경우 stem cell이나 MPO에 의해

증가되는 경향이 있었으나 2.0 unit MPO를 첨가

한 경우에만 첨가하지 않은 경우에 비하여 유의하게

증가하였다.
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3. 하이드로퀴논은 stem cell이나 MPO가 없는

상태에서도 대조군에 비하여 SCE빈도가 대조군에

비하여 높았다. stem cell이나 MPO는 하이드로퀴

논에 의한 SCE 빈도를 용량-반응관계로 유의하게

증가시켰지만, MN의 경우에는 증가시키는 경향만

있을 뿐 유의한 차이는 아니었다.

4. TCE자체는 SCE나 MN빈도를 증가시키지 않았

다. stem cell은 1.3×106 및 2.6×106 cells/ml 농도

모두에서 SCE빈도를 유의하게 증가시켰고 MPO는

2.0 unit농도에서만 유의하게 증가시켰다. stem cell

이나 MPO모두 TCE에 의한 MN빈도를 증가시키는

경향이 있었으나 유의한 차이는 아니었다.

결론 : 저자들은 스티렌, 하이드로퀴논, 및 트리클

로로에틸렌에 의해 유도되는 자매염색분체교환과 소

핵체의 빈도가 사람의 stem cell이나 myeloperox-

idase에 의해 증가됨을 발견하였으며, 이러한 결과

는 myeloperoxidase가 이들 물질의 대사성활성화

에 관여함을 암시하고, 또한 아마도 이 물질들의 골

수독성과 관련이 있는 것이라고 제시된다.
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