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모든 생물체는 생활환경에 존재하는 다양한 화학물질

과 물리적, 화학적, 사회적 요인의 영향을 받고 있으며,

특히 수서생물은 주위 환경으로부터 직접적인 영향을

받는다고 볼 수 있다. 수서생물이 노출 가능한 요인으로

는 수중으로 흘러들어온 각종 중금속, 농약, 인공 및 자

연 방사선 등 화학물질과 수온, pH, 빛, 유속 등의 물리

적 요인, 각종 요인들 간의 화학적 반응, 각 생물 간의
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이온화 방사선 및 염화수은 처리에 따른 어류 간암세포의
생존능 평가
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Abstract -- All organisms are being exposed to harmful factors present in the environmental. The
combined action of various factors is a distinguishing feature of modern life. An interaction bet-
ween two chemicals is considered as synergistic when the effect produced is greater than the sum
of the two single responses. The biological effects due to the combined action of ionizing radiation
with the other factor are hard to estimate and predict in advance. In the current study, we investi-
gated the synergistic effects between ionizing and HgCl2 using fish hepatoma cells (PLHC-1 cells).
The results showed a dramatic decrease of cell viability after simultaneous treatment of PLHC-1
cells with ionizing radiation and HgCl2. Neiither of the two had any cytotoxic effect when treated
alone. The cytotoxicity of ionizing radiation was enhanced in the presence of HgCl2. The synergis-
tic effects were observed after exposure of the PLHC-1 cells to ionizing radiation combined with
HgCl2. The synergistic interaction was due to an increase of irreversibly damaged cells after the
combined exposure. Analysis of the extent of synergistic interaction enables to make quantitative
estimation of irreversibly damaged cells after the combined exposure. The present study suggests
that PLHC-1 cells can serve as rapid screening tools for detecting the toxicity of harmful factors.
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생태적 상호작용 등에 의해 영향을 받게 된다. 그러나

화학물질에 생물이 노출될 경우, 타 요인들에 비해 체내

에 미치는 영향 즉, 손상의 정도가 크기 때문에 생물, 환

경, 생태계 등 관련 분야에서는 더욱 활발한 연구가 진

행되고 있다. 한편, 두 가지 이상의 요인들이 복합적으로

작용할 경우, 생물체에 유발되는 영향은 복잡하고 다양

하여 평가나 사전 예측이 매우 어렵기 때문에 각 물질

의 동시노출에 따른 생물체내의 상승, 가산, 길항작용 등

복합작용 규명의 필요성이 제기되고 있다. 다중 요인의

복합작용을 연구하기 위해서는 자극에 보다 민감하게

반응하는 생물을 이용하여 이들의 생체내 손상 정도를

평가 및 예측하는 연구가 선행되어야 함은 물론, 효과적

인 생물체내의 검정 기술의 확립이 필요하다. 

화학물질 중 하나인 중금속은 노출되는 생물종이 다

양하고 농도에 대한 영향이 뚜렷하여 많은 연구가 진행

되었으며, 중금속의 이용이 증대됨에 따라 이에 대한 안

전성 연구는 생물학적 영향을 근거로 하여 범위가 점차

확대되고 있다. 중금속 중에서도 수은화합물은 각종 환

경매체를 통해 생물에 직접 노출될 가능성이 있으며, 수

은화합물 중에서도 염화수은 (II)은 주로 신경계, 신장, 간

등에 손상을 유발하는 것으로 보고되었다 (Emanuelli et

al. 1996). 염화수은 (II)에 의해 유발된 간독성에 대해서

는 간세포를 이용하여 형태학적 변화를 관찰한 연구를

비롯하여 간독성과 미토콘드리아 손상의 연관성이 연구

된 바 있다 (Muller 1986; Nieminen et al. 1990; Sokol et al.

1993). 

중금속과 더불어, 방사선의 이용도 점차 증가하게 되

면서 방사선의 자극에 대한 생물의 반응을 연구하는 방

사선생물학을 포함하여 방사선과 관련한 방사선물리학,

방사선화학 등 기초과학 분야의 발전을 위해 많은 연구

가 진행되고 있다. 그러나 국내, 외 대부분의 실험은 이

온화 방사선의 단독노출에 의한 영향 연구에 초점이 맞

추어져 있어, 방사선과 타 화학물질의 동시노출에 따른

생물체내의 상승, 가산, 길항작용 등의 복합작용 규명 연

구의 필요성이 제기되고 있다. 다양한 생물을 대상으로

하여 이온화 방사선과 타 화학물질 간의 복합작용을 연

구한다면 더욱 효과적인 결과를 얻을 수 있다. 또한, 사

람을 포함한 포유류가 중심이 된 연구에서 벗어나 실제

환경에서 노출 가능한 환경생물종의 연구를 통해 각 생

물종의 비교는 물론, 생태계에 미치는 영향 예측이 가능

하다. 

국내∙외 대부분의 연구는 세포 수준에서의 수은 또

는 방사선의 단독 처리에 의한 영향을 관찰하는 데 초

점이 맞춰져 있으며, 실제 복합작용 연구가 보고되었다

하더라도 사람세포에 제한적으로 수행되어 왔다. 복합작

용에 관한 연구사례로는 자궁경부암 세포를 대상으로

수은과 이온화 방사선을 동시 처리 후, DNA 손상 및

수복 연구가 보고된 바 있다 (Woo et al. 2006). 따라서,

본 연구에서는 수환경 오염으로부터 직접 노출되는 생

물인 어류의 세포를 대상으로 이온화 방사선과 수은에

동시에 노출되었을 경우, 그 손상을 생존율 변화를 통해

관찰하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 세포배양

본 연구에서 사용된 어류간암세포, PLHC-1 (Poeciliop-

sis lucida hepatocellular carcinoma) 세포주는 topminnow

의 암컷 성체의 간암세포에서 분주한 것으로, 인제대학

교 자연대학 환경독성학실의 황인영 교수 연구실에서

분양 받은 후, 배양하여 본 시험에 사용하였다. 30�C에

서, 5% CO2와 습도가 조절되는 배양기에 배양하며, 5%

FBS (fetal bovine serum)이 포함된 Eagle’s Minimum Ess-

ential Medium (EMEM)의 배지를 사용하여 배양하였다.

배지는 2~3일마다 교환해주며, 계대배양은 3~5일에

한 번 1 : 4 비율로 하였다. 배양된 세포는 0.05% Trypsin

EDTA 용액을 처리하여 분리하였으며, 만들어진 세포현

탁액은 Hemocytometer으로 계수하여 세포수가 2×105

cells∙mL-1이 되도록 조절한 후, 시험을 수행하였다.

2. 방사선 및 염화수은 (II) 처리

PLHC-1 세포를 96-well plate에 분주하여 24시간 동안

배양한 후, 수은 및 방사선 처리를 실시하였다. 실험은

수은 및 방사선 단독 처리군과 수은과 방사선 복합처리

군으로 나누어 수행하였으며, 염화수은 (II)처리 농도는

1~500 μM 사이에서 구배하여 24, 48시간 동안 처리하

였다. 이온화 방사선은 한국원자력연구원의 60Co γ-ray를

이용하여 총선량이 500 Gy 이하가 되도록 조절하여 조

사하였다. 본 연구에서는 방사선과 수은 복합처리군의

경우 수은 처리 후 방사선 조사 방법으로 처리하였으며,

각각의 처리 후, 단독처리군과 동일한 시간의 배양시간

을 거친 후 생존율을 측정하였다.

3. 각 처리군의 세포 생존율 측정

세포의 생존율은 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay 방법을 이용하여

측정하였다. 이 방법은 생존 세포의 탈수소 효소작용을
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이용하여 처리물질에 의해 세포가 사멸 또는 증식 억제

되는 정도를 결정하는 실험법으로 다양한 세포주에 적

용이 가능하고 많은 시료를 간단, 신속하고 객관성 높게

판독할 수 있어 세포독성 측정시 널리 사용되는 기법이

다 (Mossmann 1983). 수은과 방사선 처리가 끝나면 배양

액 100 μL 제거 및 MTT 용액 10 μL 첨가 후 4시간 동안

배양기에서 반응시킨다. 형성된 formazan crystal을 용해

시킨 후, ELISA reader (Multiskan® EX, Forma Scientific,

Inc.)를 사용하여 570 nm와 690 nm의 파장으로 흡광도를

측정하여 세포의 생존율을 계측하였다. 

4. 통계학적 분석

대조군과 실험군과의 유의성 검정은 Student’s t-test로

비교하였으며, p가 0.005 이하인 것만 유의한 것으로 하

였다.

결 과

1. 방사선 단독 처리된 세포의 생존율

방사선이 세포의 생존에 미치는 영향을 알아보기 위

하여 방사선에 노출시키고 24시간, 48시간의 배양시간을

거친 후 MTT assay를 실시하였다. 방사선 총선량 0~

500 Gy의 범위에서 처리된 각 세포의 생존은 대조군 생

존율을 100%로 환산하여 비교하였다. 그 결과, 노출 시

간에 상관없이 방사선 총선량 증가에 따라 세포의 생존

은 유의하게 감소하였다 (Fig. 1). 처리 선량 10~100 Gy

의 경우 대조군과 비교하여 처리 후 24시간의 결과 값

에서는 90% 이상의 생존율을 나타난 반면, 48시간 후의

경우 73%로 측정되어 시간이 지나면서 방사선에 의한

영향이 세포의 생존 또는 성장을 저해하는 결과로 나타

났다. 이와 더불어, 400 Gy 이상에서는 노출 후 배양시간

과 무관하게 생존율이 30% 이하로 관찰되었다. 이때 측

정된 농도-생존율 값을 이용하여 수식을 도출할 수 있었

으며, 수식을 이용하여 처리 후 24시간과 48시간 LD50

값을 구한 결과, 각각 298.0, 255.5 Gy로 산출되었다. 

2. 염화수은 (II) 단독 처리된 세포의 생존율

PLHC-1 세포주를 염화수은 (II) 1~500 μM 농도 범위

에서 24시간 및 48시간 동안 처리하여 생존율을 관찰하

였다. 그 결과, 노출 시간에 상관없이 수은 농도가 증가

함에 따라 세포의 생존은 유의하게 감소하였으며, 100

μM 까지는 대조군 대비 90% 이상의 생존율을 나타내었

다 (Fig. 2). 이후, 200 μM 이상의 농도에서는 농도 증가에

따라 생존율이 급격하게 감소되어 10% 이하의 생존율

이 관찰되었다. 이때 측정된 농도-생존율 값을 이용하여

수식을 도출할 수 있었으며, 수식을 이용하여 24시간과

48시간 노출의 LD50을 구한 결과, 각각 164.12, 158.3 μM

로 산출되었다. 
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Fig. 1. Effect of radiation on viability of PLHC-1 cells in vitro.
Cell viability was assessed by MTT assays after 24, 48 hr
(n==3). Data are presented as the percentage of control via-
bility. Cell viability was greatly reduced in a dose- and time-
dependent manner after radiation exposure. All the points
showed a statistically significant difference from the control
group according to Student’s t-test (p⁄0.005).
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Fig. 2. Effect of HgCL2 on viability of PLHC-1 cells in vitro. Cell
viability was assessed by MTT assays after 24, 48 hr (n==3).
Data are presented as the percentage of control via-bility.
Cell viability was greatly reduced in a dose- and time-depen-
dent manner by HgCl2 exposure. All the points showed a sta-
tistically significant difference from the control group accord-
ing to Student’s t-test (p⁄0.005).



3. 방사선과 염화수은 (II)의 복합처리에 의한 세포의

생존율 변화

방사선과 염화수은 (II)에 복합처리된 세포의 생존율

측정에서는 두 가지 요인의 자극 강도가 강해짐에 따라

생존율이 현저하게 감소됨을 알 수 있었다 (Fig. 3). 수은

처리 후 방사선을 처리한 세포의 경우, 방사선 단독처리

군과 비교하여 세포 생존율이 낮게 측정되었으며, 이러

한 결과는 각 물질의 저농도에서 더욱 뚜렷하게 관찰되

었다. 한편, 방사선과 수은의 복합처리시 측정된 영향 수

치는 각 물질 단독처리 영향의 합보다 크게 나타났다.

이는 방사선과 수은의 복합처리시 관찰된 세포의 생존

율 감소에 대하여 단순가산이 아닌 상승효과가 나타났

음을 의미하는 것으로 유추해 볼 수 있었다.

고 찰

방사선 자극에 대한 생물 반응 연구의 범위가 점차 넓

어지고 있지만, 방사선의 단독처리에 의한 영향 연구를

중심으로 수행되어 왔기 때문에 타 물질 간의 복합처리

에 따른 생물체내의 상승, 가산, 길항작용 등 복합작용

규명과 관련한 연구가 필요한 분야라고 할 수 있다. 또

한, 이온화 방사선과 화학물질 등의 단독노출에 대한 연

구라 하더라도 주로 사람을 포함한 포유류를 중심으로

이루어져 왔으며, 실제 환경에서 직접 노출되는 생물종

에 대해서는 아직 연구가 부족한 실정으로 환경생물종

의 연구를 통하여 포유류의 연구 결과와 비교가 가능하

다. 환경생물종 중에서도 어류는 다양한 분야에서 널리

이용되며, 그중에서도 어류세포는 신속하고 실험 용이한

장점으로 경제적인 정보를 제공할 수 있다(Kolpoth et al.

1999; Kammann et al. 2000). 특히, 본 연구에서 사용된

PLHC-1 세포주는 어류간암세포로서 중금속과 같은 스

트레스 요인의 in vitro 스크리닝 평가시, 관련 단백질과

세포독성평가 기법을 이용하여 널리 이용되는 세포주 중

하나이다 (Ryan et al. 1994). 그 외에도 유기화합물에 대

한 어류 세포를 이용한 생태평가시, 대상생물로서 많은

연구가 진행되었다 (Bruschweiler et al. 1995; Fent 1996).

또한, PLHC-1 세포주 등 어류 세포를 이용한 독성평가

기법은 단시간의 결과 도출과 경제성이 높기 때문에 생

태독성평가시 예비시험 기법으로서의 활용성이 높다고

알려져 있다 (Kolpoth et al. 1999; Kammann et al. 2000).

따라서, 본 연구에서는 PLHC-1 세포주를 이용하여 방

사선 자극에 대한 평가의 적합성 유무 확인과 더불어,

이온화 방사선과 수은에 동시 처리시 나타나는 손상에

대하여 생존율 변화를 통해 관찰하였다. 방사선 및 수은

단독처리군에서는 농도가 증가함에 따라 세포의 생존은

유의하게 감소하였다. 이때, 측정된 농도-생존율 수식에

의해 처리 24, 48시간의 LD50는 각각 298.0, 255.5 Gy로

산출되었다. 이와 더불어, 방사선 선량 300 Gy까지는 처

리 후 24시간보다 48시간의 생존율이 10~15% 가량 낮

게 나타나 시간이 지나면서 방사선에 의한 영향이 세포

의 생존 또는 성장 저해 결과로 나타났음을 확인할 수

있었다. 어류세포의 경우, 방사선 자극에 대한 방어 효과

반응에서는 포유류와 비교하여 다른 경향을 보였지만

(Ryan et al. 2008), 실제 자극 반응 실험에서는 처리 선

량 및 시간 등과 관련하여 포유류의 연구 범위 내 적용

가능성이 보고된 바 있다 (Kurihara et al. 1992). 이때 방

사선 처리에 의한 세포 자극은 산화적 손상에 기인하는

것으로 세포내 DNA 손상으로 이어지게 되며 ( ener et
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Fig. 3. The in vitro cytotoxicity assays of the irradiation and HgCl2

treatment on PLHC-1 cells. Cytotoxicity was measured by
MTT assay after 24 hr (A) and 48 hr (B) exposure, respec-
tively (n==3). Cell viability was greatly reduced in a dose-
dependent manner by radiation and HgCl2 exposure. All the
points showed a statistically significant difference from the
control group according to Student’s t-test (p⁄0.005).
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al. 2003), DNA 사슬절단, 염기 변환 등을 일으켜 돌연변

이 또는 발암을 유발할 수도 있으며, 세포막을 구성하는

지질과의 반응을 통해 지질과산화 유도가 보고되었다

(Ames 1983; Hutchinson 1985). 실제로 이온화 방사선 노

출과 관련한 연구에서는 산화적 손상 측정을 위한 항산

화효소의 활성, DNA 손상 정도 측정을 이용하여 영향을

측정하고 있으며, 본 연구의 생존 결과를 기초자료로 하

여 더욱 다양한 생체지표의 활용이 필요하다고 판단되

었다. 한편, 염화수은 (II)에 단독처리된 세포의 경우 방사

선과 마찬가지로 세포의 생존이 유의하게 감소하였다.

24, 48시간 처리의 LD50 값은 각각 164.1, 158.3 μM로 사

람간암세포의 LD50 (24 hr) 값이 약 90~100 μM인 것

(Lee et al. 2009)과 비교하여 다소 둔하다고 볼 수 있지

만, 본 연구 결과를 통해 어류세포를 이용한 생태영향평

가 및 사람세포와의 비교 가능성을 확인할 수 있었다.

간암세포 외에도 사람 신경세포와 기관지상피세포를 대

상으로 생존율을 측정한 결과, LD50 (24 hr) 값이 각각 58

μM (Issa et al. 2003), 29.5~36.8 μM (Park and Park 2007)

로 간암세포와는 또 다른 결과를 나타내었다. 이러한 결

과는 생물의 각 세포에 따라 민감도가 달리 나타날 수

있으며, 이때 나타나는 민감도에 따라 실제 염화수은 (II)

에 노출될 경우 생체 내 손상이 높은 표적장기를 추측

할 수 있다. 이와 함께, 사람세포와 마찬가지로 어류세포

에 대한 물질의 영향을 보다 정확하게 유추하기 위해서

는 더욱 다양한 표적장기 세포를 활용해야 할 것으로

사료된다. 방사선과 염화수은 (II)에 복합처리된 세포의

생존율 측정에서는 두 가지 요인의 자극 강도가 강해짐

에 따라 생존율이 현저하게 감소되었으며, 각 요인의 상

호작용에 의한 영향이 이론적인 단순가산 값보다 높게

나타나 상승작용으로 확인되었다. 본 연구 결과 외 방사

선과 타 화학물질 간의 상승작용은 사람 림프구 및 자궁

경부암 세포를 대상으로 수은과 이온화 방사선의 동시처

리시 나타나는 DNA 손상 및 수복기작에 대하여 연구된

바 있다 (Panek et al. 2001; Woo et al. 2006). 수은 이외 물

질 중 살충제와 방사선을 사람의 림프구 세포에 동시처

리시켜 상승작용을 관찰하는 등 복합작용 연구가 시도되

었으며 (Kim 2001), 이는 제한적인 결과만을 제시해준

만큼 더욱 넓은 범위의 연구가 필요하다고 볼 수 있다.

본 연구결과들을 통해 방사선 자극에 대하여 PLHC-1

세포주를 이용한 평가의 가능성을 시사해 줌은 물론, 방

사선과 염화수은 (II)에 복합처리된 세포의 생존 변화로

서 각 물질의 상승작용을 확인할 수 있었다. 이와 더불

어, 이온화 방사선과 타 물질 간의 복합작용 연구시 세

포의 생존뿐만 아니라 세포내 효소활성 변화, DAN 손상

정도 측정 등 다양한 생체지표를 이용하여 연구를 수행

한다면 방사선 생태영향평가의 기초이론 정립을 위한

자료로서 활용될 수 있다고 판단된다.

결 론

방사선 자극 평가시 PLHC-1 세포의 적합성 확인과

함께, 방사선과 염화수은 (II)의 단독처리 및 복합처리시

나타나는 손상에 대하여 관찰하고자 본 연구를 수행하

였다. 방사선과 수은의 단독처리군의 경우, 생존율에 따

른 LD50 (24 hr) 값은 각각 298.03 Gy, 164.12 μM로 산출

되었다. 방사선과 수은의 복합처리에 의한 실험 결과에

서는 두 가지 요인의 자극 강도가 강해짐에 따라 생존

율이 현저하게 감소되었으며, 각 요인의 상호작용에 의

한 영향이 이론적인 단순가산 값보다 높게 나타나 상승

작용으로 확인되었다. 이러한 결과는 기존 사람세포를

대상으로 한 연구와 유사한 경향을 나타낸 것으로서 생

존율을 비롯하여 타 생체지표를 이용한 결과와 함께 병

행하여 더욱 정확한 결과를 도출할 수 있을 것으로 사

료된다.
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