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흰쥐를 대상으로 벤지딘 노출에 의해 형성된 혈장 단백질 부가체의
생물학적모니터링 적용과 에탄올과 phenobarbital이 미치는 영향
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The Application of Biological Monitoring and Effects of Ethanol 

and Phenobarbital on Plasma Protein Adducts Formed in Rats 

Exposed to Benzidine  
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OObbjjeeccttiivveess:: The effects of ethanol and phenobarbital, which are known to affect
metabolism of xenobiotics, on the formation of benzidine- and its metabolites-plasma pro-
tein adducts in rats administered benzidine were evaluated. 

MMeetthhooddss:: The experimental rats were divided into the control, ethanol and phenobar-
bital groups. The experimental groups (ethanol and phenobarbital group) were pretreated
with ethanol (1g/kg) or phenobarbital (80mg/kg) 24 hours prior to the oral administration
of benzidine (0.5mmol/kg). Blood samples were obtained from the vena cava from 5 rats
in each group; and at 30 min, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, and 144 h
after the administration of benzidine using heparin treated syringes. The plasma protein
levels were separated immediately after taking blood samples. The adducts were under-
went basic hydrolysis to convert them into aromatic amines. The hydrolyzed benzidine,
monoacetylbenzidine, and 4-aminobiphenyl were analyzed by reverse-phased liquid chro-
matography with an electrochemical detector. The quantitative amount of the metabolites
was expressed by the plasma protein binding index(PBI). 

RReessuullttss:: Similar to the hemoglobin adducts, the levels of the plasma protein adducts
of the ethanol and phenobarbital groups (benzidine-, monoacetylbenzidine-, and 4-amino-
biphenyl-PBI) were higher than those of the control group. These results are attributable
to the fact that ethanol and phenobarbital induced to the plasma protein adduct forma-
tion. The N-acetylation ratio in the control group was highest at 72 h with 2.34. In the
ethanol group, it was highest at 72 h with a ratio of 2.46 and was highest in the pheno-
barbital group at 72 h with a ratio of 2.43. The N-acetylation ratio of the plasma protein
adducts was relatively lower than that of the hemoglobin adducts. The level of the plas-
ma protein adduct increased more rapidly than the hemoglobin adducts in all experimen-
tal groups regardless of the pretreatment, and decreased rapidly after reaching the maxi-
mum level. 

CCoonncclluussiioonn:: The above results indicate that ethanol and phenobarbital increased the
level of plasma protein adduct formation. The plasma protein adducts tended to decrease
more rapidly than the hemoglobin adducts in the body after benzidine exposure. This
results in this study result suggests that the effects of ethanol or phenobarbital need to
be considered in the biochemical monitoring, and that the level of the plasma protein
adducts be a more proper biomarker than the hemoglobin adducts for assessing the short
term exposure to a benzidine and benzidine based dye.

KKeeyy WWoorrddss:: Benzidine, Ethanol, Phenobarbital, Plasma protein, Adduct
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서 론

우리나라는 프랑스, 인도, 폴란드와 함께 벤지딘

(benzidine, 이하 BZ) 및 벤지딘계 염료(benzi-

dine based dye)의 주요 생산국으로 알려져 있었다

(Meal 등, 1981). 이 중에서 최근에 제조허가 물질

인 벤지딘 염산염에 대하여 노동부 산업안전보건법

제37조에 의거 제조∙수입∙양도∙제공 또는 사용을

금지하는 물질로 규정(노동부, 2000)하였으며 미국

산업위생전문가협의회(American Conference of

Governmental Industrial Hygienists, ACGIH)

에서는 노출기준 없이 발암성 물질(A1)로 설정하고

있어(노동부, 1998; ACGIH, 2002) BZ에 대한 유

해성은 엄격하게 관리되어지고 있다. 이에 반해 벤

지딘계 염료는 기타 분진으로 취급하고 있는 실정이

다. 흰쥐의 적출간을 이용하여 벤지딘계 염료인

Direct Black 38을 관류한 결과 BZ와 BZ 대사물

질이 검출되었으며(원종욱 등, 1996) 벤지딘계 염료

제조 사업장의 근로자들의 소변에서도 같은 대사물

질이 검출되어 건강장해의 위험성을 나타내고 있다

(염혜경 등, 1998; Dewan 등, 1988). 또한 BZ와

같이 벤지딘계 직접 아조 염료도 피부로 흡수되어

소변으로 BZ 및 대사물질이 배출되는 것이 확인되

었다(Van Duuren, 1980). 따라서 벤지딘계 염료

를 제조 및 사용하는 근로자들의 건강장해 평가를

위하여 벤지딘계 염료에 노출후 어느 정도가 BZ으

로 체내에 흡수되는가를 알아보는 것이 필요하다. 

헤모글로빈 부가체는 매우 안정된 상태이기 때문

에 혈구세포 수명과 같아(Pereira, 1993) 연속적인

노출에 의하여 누적되는 성질이 있어 1회 노출에 의

해 부가체 검출이 어려운 소량의 노출이라도 10일간

연속 노출되면 부가체에 대한 정량분석이 가능하게

된다(Pereira와 Chang, 1981). 이러한 이유로 BZ

및 벤지딘계 염료에 대한 노출평가를 할 때 요중 대

사물질을 이용하는 방법(Neumeister, 1991)보다는

헤모글로빈 부가체를 활용하는 것이 유용할 수 있다

(Riffelmann 등, 1995; 김치년 등, 2001). 사람

의 생체내에서 혈장 단백질이 다른 물질들과 공유결

합 한다는 것은 확인되었으며(Sallustio 등, 1997)

혈장 단백질 부가체(plasma protein adduct)를 이

용하면 최근 노출에 대한 평가는 가능하다고 알려져

있다(Blondin와 Viau, 1992). 또한 알러지 유발물

질인 hexahydrophthalic anhydride의 노출에 의

해 형성된 혈장 단백질 부가체가 요중 생물학적 지

표의 배설량과 상관성이 높고, benzo(a)pyrene의

노출(Lindh와 Jonsson, 1998)과 trichloroethyl-

ene의 노출(Halmes 등, 1997) 그리고 벤젠 노출

(Bechtold 등, 1992)의 평가에서 생물학적 지표로

유용하다고 하였다. 그러나 아직까지 BZ 및 벤지딘

계 염료의 노출평가 분야에서 헤모글로빈 부가체를

이용한 연구(장규엽 등, 2000; 김치년 등, 2001)는

있었지만 혈장 단백질 부가체와 관련되어 실시한 연

구는 없었다. 

BZ의 최종 대사물질은 모노아세틸벤지딘

(monoacetylbenzidine, 이하 MABZ)과 디아세틸

벤지딘(diacetylbenzidine, 이하 DABZ) 그리고

4-아미노비페닐(4-Aminobiphenyl, 이하 4ABP)

이다. 이 중 MABZ과 DABZ은 투여량과 상관성이

있게 대사되나 4ABP는 양-반응 관계없이 대사되는

것으로 알려 졌다(노재훈 등, 1995; Birner 등,

1990). BZ의 생물학적 주요 대사과정은 N-

hydroxylation과 N-acetylation이다. N-

hydroxylation은 아민기(amine group)에 수산기

(OH)를 부가하는 과정으로 flavin-containing

monooxygenase의 역할은 거의 없으며(Windmill

등, 1997), cytochrome P-450이 주요 역할을 담

당한다(Stillwell 등, 1997). N-acetylation은 방

향족 아민이나 hydroxyamine의 질소와 산소에 아

세틸기를 부가하여 수용성을 증가시키는 역할을 한

다(Lakshmi 등, 1995). N-hydroxylation에 관

여하는 효소는 유전적인 형질이외에도 체내에 흡수

되는 여러 물질들에 의하여 억제되거나(Lakshmi

등, 1997) 유도가 된다(Hsu 등, 1996). 또한 N-

acetylation의 경우도 체내에 노출되는 물질에 따라

억제되거나 유도가 된다(Svensson와 Ware,

1993). 

혈장 단백질 부가체를 이용한 노출평가를 실용화

하기 위해서는 근로자들이 자주 접하는 약물인 에탄

올과 phenobarbital(이하 PB)이 BZ, MABZ 그

리고 4ABP와 혈장 단백질에 부가체를 형성하는데

어떠한 영향을 미치는지 평가하는 것이 필요하다.

따라서 본 연구는 혈장 단백질 부가체를 이용한 생

물학적 노출평가가 정확하게 이루어지도록 흰쥐를
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대상으로 에탄올 또는 PB를 전처치한 경우 BZ 노

출에 의해 형성되는 BZ, MABZ, 4ABP의 혈장 단

백질 부가체가 어떻게 변하는지 시간 경과에 따라

평가하였다. 

연구 방법

1. 실험군 선정 및 혈액시료 채취

생후 7~8주이고, 체중이 230±10 g인 수컷

Sprague-Dawley 계통의 흰쥐들을 에탄올 전처치군

(이하 EtOH군), PB 전처치군(이하 PB군) 그리고

전처치가 없는 대조군으로 분류하였다. 에탄올 전처

치 용량은 흰쥐의 경구 LD50인 10.81 g/kg body

weight의 약 1/10에 해당하는 1 g/kg body

weight로 결정하였으며(Verschueren, 1983) PB

의 전처치 용량은 80 mg/kg body weight로 하여

증류수 10 ml/kg body weight에 희석하여 경구 투

여하였다(이경종 등, 1993). BZ의 투여용량은 헤모

글로빈 부가체 형성 결과(김치년 등, 2001)와 비교하

기 위하여 같은 1회 경구 투여 용량인 0.5 mmol

BZ/kg body weight를 1,2-propanediol(Sigma,

St. Louis, Missouri)에 녹여 투여하였다.

에탄올과 PB 그리고 BZ의 경구투여 및 시료채취

는 실험동물 연구소(Institute of laboratory ani-

mal  research, ILAR)의 사용기준에 적합한 수술

실에서 실시하였다(NIH, 1996). 혈액시료 채취는

BZ을 투여하기 전과 투여 후 30분, 3시간, 6시간,

9시간, 12시간, 24시간, 48시간, 72시간, 96시간,

144시간에서 각 군당 5마리의 흰쥐를 대상으로 헤

파린을 처리한 주사기로 하대정맥에서 채취하였다.

채취한 혈액 시료는 즉시 실험실에서 혈장을 분리하

였다.

2. 실험방법

혈액시료에서 혈장 단백질을 분리하고, EtOH를

넣어 혈장 단백질을 응고시켰다. 가수분해는 혈장단

백질 일정량을 취하여 0.05% SDS(sodium dode-

cylsulfate, Research Organics Inc, Cleveland,

Ohio) 용액 10 ml로 녹여 1시간 동안 흔들어서 염

기 가수분해한 후 C18 Sep-pak을 통과시켜 농축 및

정제과정을 Sabbioni와Neumann(1990)의 방법으

로 실시하였다. BZ, MABZ 그리고 4ABP의 분석은

분리도 및 감도를 높이기 위하여 lithium chloride

를 이동상에 첨가하여 고성능 액체크로마토그래프

(Gilson 715 system, GILSON, Villier le Bel,

France)-전기화학검출기(ICA-5212, TOA

Electronics, Tokyo, Japan)를 이용하였다

(Concialini 등, 1983). 표준물질로 사용할 MABZ

은 합성을 하였으며(Birner와 Neumann, 1988)

BZ와 MABZ은 이동상을 0.2% lithium chloride
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FFiigg.. 11.. Chromatogram of benzidine and monoacetylbenzidine by HPLC-ECD(two channel electrode)



와 methanol(70:30)으로 하고 C18 컬럼(HAISIL

HL C18, 5 μm, 250×4.6 mm, Higgins Analyti-

cal, Mountain View, California)으로 분석하였지

만(Fig. 1) 4ABP는 이동상을 0.2% lithium chlo-

ride와 methanol(50 : 50)으로 하고 C8 컬럼

(HAISIL HL C18, 5 μm, 250×4.6 mm, Higgins

Analytical, Mountain View, California)으로 별

도의 조건으로 분석하였다(Fig. 2). 따라서 전기화학

검출기의 분석감도를 높이기 위한 voltammogram

도 다르게 작성되어 BZ에 적합한 전위값(potential

value)은 0.65 V, MABZ은 0.75 V 그리고 4ABP

는 0.85 V이었다. 각 분석법의 검출한계는 미국 산

업안전보건연구소(national institute for occupa-

tional safety and health, NIOSH)에서 제시한

방법에 따라 계산하였으며(NIOSH, 1995) BZ의 검

출한계는 1.82 ng/ml, MABZ은 1.54 ng/ml 그리

고 4ABP는 0.2 ng/ml이었다. 

3. 평가방법

혈장 단백질 부가체 형성을 같은 조건으로 비교하

기 위하여 분석결과를 혈장 단백질 결합지수(plas-

ma protein binding index, 이하 PBI)로 표현하

였다. PBI는 1 g의 혈장 단백질에 결합된 BZ,

MABZ 그리고 4ABP의 nmol 수를 BZ의 투여용량

으로 나눈 값으로 간단히 표현하면 다음과 같다. 

PBI = (nmol cleavage product/g plasma

protein) / (mmol benzidine/kg body weight). 

BZ을 경구 투여하여 생성된 혈장 단백질 부가체

가 에탄올과 PB에 어떠한 영향을 받았는지 알아보

기 위하여 혈장 단백질에 결합된 BZ, MABZ,

4ABP를 대상으로 EtOH군, PB군, 대조군간에 시

간대별로 생성된 양이 차이를 Kruskal-Wallis test

로 평가하였다. 그러나 Kruskal-Wallis test의 경

우 다중비교를 할 수 없기 때문에 어느 군과 차이가

있는지 알아보기 위하여 결과치를 순위 변환한 후

분산분석의 다중비교 방법인 Tukey 방법을 이용하

였다. 또한 BZ을 경구 투여한 후 시간에 따라 헤모

글로빈 부가체와 혈장 단백질 부가체의 분포를 알아

보기 위하여 같은 용량으로 투여한 후 형성된 헤모

글로빈 부가체 결과(김치년 등, 2001)와 시간에 따

른 변화양상을 비교하였다.

결 과

1. 에탄올과 phenobarbital이 혈장 단백질 부가

체 형성에 미치는 영향

BZ을 투여하기 전에 채취한 시료에서는 혈장 단

백질 부가체가 검출되지 않았다. 대조군, EtOH군

그리고 PB군의 시간 경과에 따른 혈장 단백질 부가

체들의 형성을 BZ-PBI(BZ가 혈장 단백질과 결합한
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FFiigg.. 22.. Chromatogram of 4-aminobiphenyl by HPLC-ECD



지수), MABZ-PBI(MABZ가 혈장 단백질과 결합

한 지수), 4ABP-PBI(4ABP가 혈장 단백질과 결합

한 지수)를 비교하였다(Table 1). 

BZ-PBI의 경우 0.5시간과 144시간에서는 대조군

이 EtOH군과 PB군보다 높았다(P<0.05). 그러나 3

시간에서 72시간까지는 EtOH군 또는 PB군이 대조

군보다 높은 경향이었으며 EtOH군은 6시간, 9시

간, 12시간, 24시간, 48시간에서 유의하게 높았고

PB군은 3시간, 9시간, 24시간, 48시간, 72시간에

서 높았다(P<0.05).

MABZ-PBI의 경우 3시간까지는 대조군이 EtOH

군과 PB군보다 높았으나(P<0.05) 6시간부터 96시

간까지는 EtOH군 또는 PB군이 대조군보다 평균

MABZ-PBI가 높은 경향이었다. EtOH군은 24시간

그리고 PB군은 12시간, 24시간, 48시간, 72시간에

서 유의하게 높았다(P<0.05). 

4ABP-PBI는 3시간까지 대조군이 높았으나

(P<0.01) 6시간부터 96시간까지는 EtOH군 또는

PB군이 대조군보다 높은 경향이었다.

2. 에탄올과 phenobarital이 N-acetylation에

미치는 영향

혈장 단백질 부가체에서 일어나는 N-acetylation

이 EtOH와 PB에 의하여 어떠한 변화가 있는지 알

아보기 위하여 시간에 따라 N-acetylation의 비로

평가하였다. N-acetylation 비는 각 군의 MABZ-

PBI를 BZ-PBI로 나누어 계산을 하였다(Zwirner-

Baier와 Neumann, 1998). 시간에 따른 N-

acetylation 비는 대조군, EtOH군, PB군 모두 큰

차이는 없었다(Fig. 3).

대조군은 BZ 투여 후 9시간까지 N-acetylation

의 비가 1 이하였으며 72 시간에서 2.34로 가장 높

게 나타났다. EtOH군은 12시간까지 N-acetyla-

tion의 비가 1 이하였으며 24시간 이후부터 1 이상

이었다. 가장 높은 비를 나타낸 것은 72 시간에서

2.46이었다. PB군은 대조군과 동일하게 투여 후 9

시간까지 N-acetylation의 비가 1 이하였으며 72

시간에서 2.43으로 가장 높게 나타났다. 

3. 혈장 단백질 부가체와 헤모글로빈

부가체형성의 시간별 변화

시간에 따라 헤모글로빈과 혈장 단백질 부가체의
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TTaabbllee 11.. Plasma protein binding index of cleavage products by ethanol or phenobarbital pretreatment

24 hr before benzidine administration in rat

BZ-PBI� MABZ-PBI� 4ABP-PBI§

control‖ EtOH¶ PB++ control EtOH PB control BZ-EtOH BZ-PB

0.5 9.57±1.482 2.476±2.476 5.416±0.374** 4.198±0.776 0.459±0.464 2.016±0.239** 0.215±0.078 ND ND**

3 31.918±2.319 7.500±2.419 32.762±0.836** 8.847±2.262 5.284±0.968 7.854±1.293* 0.936±0.411 ND 0.298±0.096**

6 27.769±2.188 29.776±2.773 24.7508±2.270* 9.306±2.509 10.379±2.417 10.541±1.916 1.861±0.584 2.269±0.699 0.746±0.239**

9 17.139±1.587 26.050±2.506 24.226±2.593** 10.650±2.051 13.929±1.236 13.925±3.866 0.596±0.184 3.560±1.022 2.999±0.862**

12 9.607±0.909 19.053±1.716 14.132±1.316** 11.918±1.933 14.819±1.109 16.175±3.734* 0.625±0.154 0.417±0.378 0.669±0.234

24 7.162±1.230 12.012±0.730 11.551±0.988** 13.398±1.040 16.545±1.051 20.582±2.591** 0.250±0.122 0.407±0.131 0.524±0.196

48 7.251±1.337 9.980±0.549 10.485±0.870** 15.398±1.974 15.449±1.232 21.619±2.713** 0.159±0.136 0.152±0.250 0.274±0.122

72 5.781±1.318 4.317±0.680 9.679±1.746** 13.516±2.726 10.601±1.540 23.534±3.451** 0.102±0.091 0.238±0.228 0.322±0.346

96 4.679±0.566 4.126±0.588 3.847±0.484 8.259±4.499 7.363±3.143 8.492±1.166 0.036±0.033 0.138±0.111

144 3.691±0.390 2.686±0.442 2.461±0.490* 4.676±1.754 2.342±1.150 2.155±0.952 0.063±0.035 0.030±0.053 ND***, p<0.01

� BZ-PBI : (mmole benzidine/g plasma protein)/(mmole benzidine/kg body weight)
� MABZ-PBI : (mmole monoacetylbenzidine/g plasma protein)/(mmole benzidine/kg body weight)
§ 4ABP-PBI : (mmole 4-aminobiphenyl/g plasma protein)/(mmole benzidine/kg body weight)
‖ control : no pretreatment, administration of 0.5 mmole benzidine/kg body weight only
¶ EtOH : pretreatment of 1 g EtOH/kg body weight
++ PB, pretreatment of 80 mg phenobarbital/kg body weight

* P<0.05  ** P<0.01 by Kruskal-Wallis test of each group;  ND: not detected;  Mean±SD (N=5)

Time

(hr)



분포를 알아보기 위하여 같은 용량으로 BZ을 경구

투여한 후 나타난 헤모글로빈 결합지수(hemoglo-

bin binding index, 이하 HBI)의 결과(김치년 등,

2001)와 본 연구 결과인 PBI를 비교하였다. HBI는

1 mol의 헤모글로빈에 결합된 BZ, MABZ, 4ABP

의 mmol 수를 BZ의 투여용량으로 나눈 값이며

PBI는 1 g의 혈장 단백질에 결합된 BZ, MABZ 그

리고 4ABP의 nmol 수를 BZ의 투여용량으로 나눈

값이기 때문에 양적으로 직접 비교할 수 없으며 단

지 시간에 따른 변화양상만으로 헤모글로빈 부가체

와 혈장 단백질 부가체 형성을 비교하였다.

1) 각 군의 BZ-PBI와 BZ-HBI의 비교

대조군의 BZ-PBI는 3시간에서, BZ-HBI는 24

시간에 최고 수준이 나타나 PBI가 빠르게 증가하였

으며 감소하는 경향도 BZ-HBI보다 BZ-PBI가 빠르

게 이루어졌다. EtOH군의 경우도 최고 수준 도달

시간이 BZ-PBI는 6시간, BZ-HBI는 24시간에서

나타나 차이가 있었으며 BZ-PBI가 BZ-HBI보다 빠

르게 감소하는 경향이 있었다. PB군도 최고 BZ-

PBI는 3시간에서 나타났고 BZ-HBI는 24시간에서

나타나 많은 차이가 있었으며 BZ-PBI가 BZ-HBI보

다 빠르게 감소하는 경향이 있었다(Fig. 4).

2) 각 군의 MABZ-PBI와 MABZ-HBI의 비교

대조군의 MABZ-PBI와 MABZ-HBI는 최고 수

준 도달 시간이 48시간으로 같았지만 최고 수준 도

달 후 MABZ-PBI가 MABZ-HBI보다 빠르게 감소

하는 경향이 있었다. EtOH군도 같은 경향이었다.

PB군의 MABZ-HBI와 MABZ-PBI는 모두 72시간

에서 최고수준이 나타났으나 감소는 MABZ-PBI가

MABZ-HBI보다 빠르게 감소하는 경향이 있었다

(Fig. 5). 

3) 각 군의 4ABP-PBI와 4ABP-HBI의 비교

대조군의 4ABP-PBI는 0.5시간부터 그리고

4ABP-HBI는 3시간부터 검출되었다. 최고 4ABP-

PBI는 6시간에서 나타났고 4ABP-HBI는 48시간에

서 나타나 최고 수준에 도달하는 시간에 많은 차이가

있었다. 최고 수준 도달 후 4ABP-PBI는 빠르게 감

소하는 경향이 있었다. BZ-EtOH군의 4ABP-HBI

는 3시간부터 그리고 4ABP-PBI는 6시간부터 검출

되었다. EtOH군의 최고 4ABP-PBI는 9시간에서

나타났고 4ABP-HBI는 48시간에서 나타나 최고 수

준에 도달하는 시간에 많은 차이가 있었으며 4ABP-

PBI가 4ABP-HBI보다 빠르게 감소하는 경향이 있
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FFiigg.. 33..The ratio of N-acetylation(plasma protein binding index of monoacetylbenzidine / plasma protein

binding index of benzidine) by ethanol or phenobarbital pretreatment 24 hr before benzidine

administration in rat



었다. PB군의 4ABP-PBI와 4ABP-HBI 모두는 3

시간부터 검출되었으며 PB군의 최고 4ABP-PBI는

9시간에서 나타났고 4ABP-HBI는 48시간에서 나타

나 최고 수준에 도달하는 시간에 많은 차이가 있었

다. 최고 수준 도달 후 4ABP-PBI는 4ABP-HBI보

다 빠르게 감소하는 경향이 있었다(Fig. 6).

고 찰

부가체(adduct)의 정의는 xenobiotics 또는

xenobiotics의 활성화 물질이나 대사물질이 생물학

적 거대분자(biomacromolecules)와 공유결합을 하
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FFiigg.. 44..The comparison of benzidine-plasma protein binding index(BZ-PBI) to benzidine-hemoglobin

binding index(BZ-HBI) after benzidine administration in rat

FFiigg.. 55..The comparison of monoacetylbenzidine-plasma protein binding index(MABZ-PBI) to monoacetyl-

benzidine-hemoglobin binding index(MABZ-HBI) after benzidine administration in rat



여 변형된 거대분자를 의미한다(Que Hee, 1993).

정상적인 적혈구 용적은 혈액의 단위 부피당 농축된

적혈구 부피로 남성은 40-50% 그리고 여성 35-

45%로 많은 양이 존재하고 있다. 혈장은 그 부피의

10%가 분자량이 크거나 작은 물질로 구성된 수용액

이다. 10% 중 혈장 단백질은 7%이며 구성요소는

알부민과 알파, 베타, 감마 글로불린 그리고 섬유소

원이다. 이중 주성분은 알부민이다(Junqueira et

al, 1995). 따라서 혈장 단백질의 부가체는 대부분

이 알부민과 결합된 형태이다(Podolsky &

Isselbacher, 1998). 

혈장 단백질 부가체를 일반적인 생물학적 지표로

활용하기 위해서는 혈장 단백질 부가체가 형성될 때

다른 물질들에 의하여 어떠한 영향을 받는지 평가하

는 것이 필요하다. 본 연구에서는 에탄올과 PB가

BZ 노출에 의하여 형성되는 혈장 단백질 부가체 어

떠한 영향을 주는지 알아보았다. BZ를 투여하기 전

에탄올을 전처치한 EtOH군 또는 phenobarbital을

전처치한 PB군의 평균 BZ-PBI는 0.5시간, 3시간,

144시간을 제외하고는 대조군보다 전체적으로 높은

경향을 보였다. 평균 MABZ-PBI도 0.5시간, 3시

간, 144시간을 제외하고 그리고 평균 4ABP-PBI도

0.5시간, 3시간을 제외하고 EtOH군 또는 PB군이

높은 경향을 보였다. 이러한 양상은 같은 용량의 BZ

를 투여한 후 헤모글로빈과 결합된 BZ-, MABZ,

4ABP-HBI 결과(김치년 등, 2001)와 유사한 양상

이었다. 따라서 에탄올과 PB는 BZ 노출에 의하여

형성되는 헤모글로빈 부가체 뿐만 아니라 혈장 단백

질 부가체도 증가시킨다. 

혈장 단백질 부가체에서 일어나는 N-acetylation

을 상대적으로 평가하기 위하여 각군의 MABZ-PBI

를 BZ-PBI로 나누어 N-acetylation 비를 시간에

따라 구하였다. 대조군, EtOH군, PB군 모두 최고

의 N-acetylation 비가 BZ 투여 후 72시간에서 나

타났으며 시간에 따른 비의 변화도 유사하였다. 그

러나 헤모글로빈 부가체의 경우는 전처치에 따라 비

의 변화양상이 다르게 나타났다. 또한 헤모글로빈

부가체의 N-acetylation 비는 투여 후 144시간까지

10보다 크게 나타났으나 혈장 단백질 부가체의 경우

는 대조군은 12시간 이후부터 EtOH군과 PB군은

24시간 이후부터 1보다 크게 나타났으며 최고수준도

모든 군이 2.5를 넘지 않았다. 

본 연구에서는 1회 경구 투여 후에 형성된 평균

HBI와 PBI를 경과 시간에 따라 비교하였다. BZ 만

을 투여한 대조군의 BZ-, MABZ-, 4ABP-PBI는

각각의 HBI보다 빠른 시간이나 같은 시간에 최고

수준에 도달하였고 빠르게 감소하였다. EtOH군과

PB군의 모든 PBI도 HBI 보다 최고 수준에 빠르게
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FFiigg.. 66..The comparison of 4-aminobiphenyl-plasma protein binding index(4ABP-PBI) to 4-amino-

biphenyl-hemoglobin binding index(4ABP-HBI) after benzidine administration 



도달하였고 감소도 빠르게 이루어졌다. 이러한 결과

들을 종합하면 에탄올과 PB의 전처치와 상관없이

일반적으로 혈장 단백질 부가체의 형성이 헤모글로

빈 부가체 형성보다 빠르게 감소하는 경향이 있었

다. 이것은 BZ이 체내에 흡수되어 혈장 단백질에 먼

저 부가체 형성을 하고 헤모글로빈 부가체의 수명이

적혈구 세포 수명과 동일하기 때문에 혈장 단백질

부가체가 빠르게 감소한 것이다. 혈장 단백질 부가

체의 경우 MABZ-PBI를 제외하고는 모든 실험군에

서 24시간 이전에 감소하기 시작하였다. 이러한 감

소 경향은 Birner 등(1990)의 연구결과와 같았다.

이것은 헤모글로빈 부가체는 누적효과가 있지만

(Segerback 등, 1978) 혈장 단백질의 부가체에서

는 누적 효과가 적다는 것을 의미한다. 또한 다른 물

질과 결합된 혈장 알부민 부가체는 정상 알부민에

비교하면 간이나 신장에서 빨리 제거되기 때문에 안

정하지 못하다는 연구도 있었다(Thakore 등,

1994). 따라서 저농도로 장기간 노출되는 발암성물

질을 평가하는 경우는 혈장 단백질보다 헤모글로빈

부가체를 이용하는 것이 적합하다. 그러나 단시간

동안의 노출평가가 필요한 경우는 혈장 단백질을 이

용하는 것이 유용할 수도 있다.

요 약

목 적 :: 에탄올 또는 phenobarbital를 섭취한 근

로자들이 벤지딘 및 벤지딘계 염료에 노출되는 경우

혈장 단백질 부가체를 이용한 생물학적 노출평가가

정확하게 이루어지도록 흰쥐를 대상으로 대사에 영

향을 주는 물질로 알려진 에탄올과 phenobarbital

이 벤지딘 투여시 혈장 단백질 부가체 형성에 미치

는 영향을 파악하고 N-acetylation에 미치는 영향

도 함께 평가하였다.

방 법 :: 실험 대상인 흰쥐를 대조군, 에탄올 전처

치군, phenobarbital 전처치군으로 분류하여 벤지

딘을 투여하기 24시간 전에 에탄올과 phenobarbi-

tal을 전처치하였다. 혈액시료 채취는 투여전과 투여

후 30분, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72, 96, 144시간

에서 각 군을 대상으로 5마리를 대상으로 실시하였

다. 채취한 혈액은 즉시 혈장을 분리하고 부가체를

염기 가수분해하여 방향족 아민의 형태로 전환시켰

다. 가수분해한 벤지딘, 모노아세틸벤지딘 그리고

4-아미노비페닐을 유도체화 과정 없이 역상 액체크

로마토그래프를 이용하여 분리하였으며, 그 물질들

은 선택성과 감도가 높은 전기화학검출기로 정량분

석하였다. 분석한 대사산물은 혈장 단백질 결합지수

와 N-acetylation 비로 표현하였다.

결 과 :: 에탄올 또는 phenobarbital 전처치군의

벤지딘-혈장 단백질 결합지수. 모노아세틸벤지딘-혈

장 단백질 결합지수, 4아미노비페닐-혈장 단백질 결

합지수가 대조군보다 높아 에탄올 또는 phenobar-

bital이 혈장 단백질의 부가체 형성을 증가시키는 역

할을 하였다.

혈장 단백질 부가체에서 일어나는 N-acetylation

은 전처치에 상관없이 모든 군에서 유사하게 나타났

으며 헤모글로빈 부가체의 경우와는 다르게 N-

acetylation이 적게 이루어졌다. 헤모글로빈 부가체

에서는 4-nitroso-4’-N-acetylbiphenyl이 가장 많

이 형성되었지만 혈장 단백질에는 다른 양상이었으

며 에탄올이 방향족 아민류와 함께 노출이 되면 N-

acetylation이 증가한다는 효과도 적었다. 또한 1회

경구 투여 후에 형성된 혈장 단백질 부가체는 전처

치헤모글로빈 부가체보다 빠르게 증가하고 감소하는

경향이 있었다. 

결 론 :: 에탄올과 phenobarbital은 벤지딘 투여

에 의해 형성되는 혈장 단백질 부가체를 증가시켰다.

그러나 헤모글로빈 부가체와는 다르게 N-acetyla-

tion을 증가하는 경향은 없었다. 혈장단백질 부가체

는 벤지딘 노출에 대한 누적효과가 헤모글로빈 부가

체보다 상대적으로 적었다. 따라서 벤지딘 노출근로

자들을 대상으로 혈장 단백질 부가체를 생물학적 모

니터링으로 이용할 때는 에탄올이나 phenobarbital

에 대한 영향을 고려하는 것이 필요하며 최근에 대한

노출평가에만 활용되는 것이 바람직하다. 
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