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서 론

광촉매로 널리 알려진 TiO2는 광 조건하에서 환

경호르몬인 비스페놀 A를 저감하고 (Ohko et al.,

2001; Watanabe et al., 2003), 휘발성 유기화합물

(VOCs: Volatile Organic Compounds)을 제거할 뿐

아니라 악취 제거 효능이 있는 등 다양하게 사용되

고 있다. 

또한 썬크림과 같은 화장품과 의료용품과 같은

일상 생활용품으로도 널리 사용되고 있는 물질이

수열합성법으로 제조된 Zn-TiO2 나노입자와
TiO2 나노입자가 zebrafish 배발생에 미치는 영향
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ABSTRACT

In this study, we investigated the biological toxicity of nano-scale Zn (0.1, 0.5, and 1 mol%)-doped TiO2 and

pure TiO2 nanoparticles using zebrafish embryogenesis as our model organism. Zn-doped TiO2 nanoparticles

were prepared using a conventional hydrothermal method for the insertion of zinc into the TiO2 framework. The

characters of Zn-doped TiO2 (0.1%, 0.5%, 1%Zn) and pure TiO2 were about 7~8 nm. These sizes were smaller

than 100~200 nm of TiO2 was prepared using the sol-gel method. Particularly, in this study, we found no sig-

nificant biological toxicity in the hatching rate and abnormal rate under expose pure TiO2 and Zn-doped TiO2

nanoparticles were prepared using a conventional hydrothermal method of zebrafish. It was different from the

biological damage under TiO2 nanoparticles were prepared using sol-gel method. We assessed that the damage

was not linked to the particle’s nanometer size, but rather due to the prepare method. Moreover, TiO2 nanopar-

ticles were prepared using a hydrothermal method were not shown to cause cytotoxic effects, like apoptosis and

necrosis, that are the major markers of toxicity in organisms exposed to nanomaterials. Therefore, there is some

relationship with biological toxicity of nanoparticles and the prepare method of nanometer size particles. 
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다(Schulz et al., 2002).

한편으로 물질의 반응 효율을 높이기 위한 나노

과학의 발달로 TiO2 입자의 나노화가 가속화되어

다양한 나노입자 TiO2가 개발되어 사용되고 있다

(Ohko et al., 2001;Watanabe et al., 2003; Zou et al.,

2004; Jing et al., 2005; Yeo and Kang, 2006). 그러나

나노물질화 되면서 나타날 수 있는 나노물질 독성

에 대한 우려가 탄소나노튜브 등에서 보고된 바 있

어 나노 TiO2에 대한 생물위해성 평가도 관심의

대상이다 (Schulz, et al., 2002; Gamer et al., 2006;

Cross et al., 2007). 

일부 연구에서 나노 TiO2의 생물 독성영향이 보

고된 바가 있지만, 이와 다르게 그 독성이 미비함을

지적한 연구도 함께 있어 나노 TiO2의 생물독성 연

구는 아직까지 충분하지 않다고 하겠다 (Ohko et

al., 2001; Watanabe et al., 2003; Jing et al., 2005;

Yeo and Kang, 2006).

그 동안 나노물질의 독성연구는 주로 입자의 크

기에 대한 것으로 나노입자화 되면서 원래 존재하

던 물질보다 극히 작아지면서 세포내 침투와 뇌-혈

관 장벽의 무력화 등이 지적되어 왔다(Schulz et

al., 2002; Gamer et al., 2006; Cross et al., 2007).

그러나 나노물질은 그 제조과정에 다양한 물질

반응이 일어날 수 있어 최종적으로 생산된 나노물

질의 위해성은 그 입자 크기 이외에 나노 입자 제

조 과정의 잔류 물질에 대한 영향도 연구해 볼 필

요가 있다고 하겠다. 또한 생물체의 면역계의 작동

으로 인해 노화된 세포나 암세포를 세포자살을 통

해 제거하는 것에 착안하여 나노물질과 같은 외부

영향에 의한 개체의 이상이 세포자살현상을 유도하

는지 여부를 알아보는 것은 나노물질의 생물체 영

향을 이해하는데 필요한 연구방법으로 고려되고 있

다. 특히 사전 연구에서 은나노물질이 zebrafish의

세포자살을 유도하는 유전자에 영향을 주는 것을

확인한 바 있다(Yeo and Park, 2008; Yeo and Yoon,

2009).

이에 본 연구에서는 서로 다른 두 가지 제조법인

sol-gel 법과 수열합성법(hydrothermal method)으로

각각 제조된 나노 TiO2와 TiO2의 광촉매효과를 상

승시키기 위해 수열합성법으로 제조된 아연 도핑

(doping)된 Zn-TiO2의 생물영향을 OECD 시험어종

인 zebrafish (Danio rerio, wild-type)을 이용하여 시

험 평가하였다. 이를 위해 X-선 회절분석법으로 나

노물질을 분석하고, HR-TEM 분석을 통해 입자의

크기와 형태를 확인하였다. 나노물질의 생물 영향

은 zebrafish 배발생 과정 중 나노물질에 폭로된 배

의 부화율과 이상율을 관찰하고, 이상개체를 con-

focal laser microscope를 이용하여 세포단계에 세포

자살 (apoptosis)과 세포괴사(necrosis)가 나타나는

지 분석하였다.

재료 및 방법

1. Zn-TiO2와 TiO2 나노입자의 특성분석

수열합성법(hydrothermal method)에 의해 제조된

Zn-TiO2 나노입자, 순수 TiO2 나노입자 (Sreetha-

wong and Yoshikawa, 2005) 및 sol-gel법(Yeo and

Kang, 2006)에 의해 제조된 순수 TiO2 나노입자는

영남대학교 화학과 강미숙 교수로부터 기증받은 시

료를 사용하였다.

수열합성법에 의해 제조된 TiO2 나노입자와 0.1,

0.5 및 1.0 mol% Zn-TiO2나노입자를 X선 회절분석

기 (model PW 1830; Philips, Amsterdam, The Ne-

therlands; nickel-filtered CuKa radiation, 30 kV, 30

mA)를 이용하여 2θangles로 5~70�까지 분석하였

다.

또한 고감도 투과현미경 (High-resolution trans-

mission electron microscopy; TEM, JEOL 2000 EX,

200 kV)으로 수열합성법에 의해 제조된 TiO2 나노

입자와 0.1, 0.5, 1.0 mol% Zn-TiO2나노입자 및 sol-

gel법으로 제조된 TiO2나노입자의 형태 및 크기를

분석하였다. 

2. 시험동물

시험동물은 본 실험실에서 사육되어진 7~8월령

의 zebrafish (Danio rerio, wild-type)를 사용하였다.

Zebrafish의 사육 조건과 발생단계의 형태적 관찰

과 부화율 측정은 선행연구에서 제시한 방법에 따

랐다(여민경, 2003). 60 L의 유리수조에 탄소여과장

치를 거친 물의 환경에서 사육하였으며, 수온은 28

±1�C를 유지하였고 광주기는 14시간으로 하였다.

Zebrafish의 알의 채취는 채취 전날 특수망을 설치

한 알 채취용 수조에 암컷과 수컷 성어를 1 : 2의 비

율로 넣고 다음날 광주기 시작 1~2시간 경과 후
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알을 채취하였다. 채취 후에 20.5�C의 환경으로 배

발생을 지연시킨 후 zebrafish 용 embryo medium

으로 수회 세척하였다. 배발생을 위한 물 환경은

zebrafish embryo medium을 조제하여 사용하였으

며 pH는 7.0이었고, 130~150개의 배를 300 mL의

embryo medium에서 28.5�C로 온도 보정하여 배발

생시켰다. 

3. 실험군별 조건

실험군별 처리를 위한 배의 발달 단계는 2-세포

기(2-cell stage)인 0.75 hpf (hour post fertilized) 경

과 시부터 2시간 간격으로 2일간 Leica Letiz Bio-

med 현미경으로 관찰하였다. 발생도중 죽은 배는

제거하였으며 48시간 경과 후 배 발달의 부화기

(hatching period of embryogenesis)인 long-pec stage

에 이른 배를 조사하여 부화율을 측정하였으며 부

화율 측정시의 폭로 조건은 다음과 같다.

대조군, 수열처리법으로 제조된 TiO2 나노입자와

0.1, 0.5 및 1.0 mol% Zn-TiO2나노입자군 및 sol-gel

법으로 제조된 TiO2 나노입자 처리군을 실험군으

로 실험 조건을 달리하였다. 이때 노출시킨 농도는

10 ppt와 20 ppt였으며 3회에 걸쳐 반복 시험하였

다.

각 배 발생 단계의 관찰간격은 노출 후 4시간 간

격으로 수정 후 52시간이 경과된 시점까지에서 부

화율 및 이상율을 측정하였다. 배 발생 단계의 관

찰을 위한 기준은 Kimmel et al. (1995)의 방법에

따랐다. 

4. Confocal laser microscopy를 이용한

세포자살(apoptosis)과 세포괴사(necrosis)의

확인

시료의 준비와 처리법은 Yoo et al. (2006)의 방법

을 바탕으로 일부 변경한 처리법을 사용하였다. 각

군별 치어 50마리를 임의적으로 선택한 후에 pro-

teanase K로 처리하여 난막을 제거하였다. 조직의
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Fig. 1. The XRD patterns and TEM images of TiO2 and Zn-TiO2: (A) XRD patterns and (B) HR-TEM images; (a) TiO2, (b)
0.1 mol% Zn-TiO2, (c) 0.5 mol% Zn-TiO2, (d) 1.0 mol% Zn-TiO2 and (e) TiO (sol-gel method).
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분쇄와 여과과정은 zebrafish용 embryo medium을

이용하였으며 이후 처리과정은 문헌의 방법과 같

다(Yoo et al., 2006). 최종 단계의 시료양은 20 μL

로 세포자살의 marker로는 20 μM YO-PRO-1 (YO-

PRO-1 iodide, Molecular Probes Co.)를 사용하였다.

세포괴사(necrosis)의 marker로는 propidium iodide

(PI) 염색을 이용하였다. Zebrafish 최종 시료를 2 μM

PI 1 μL와 1 μM YO-PRO-1 1 μL로 처리한 후 암조

건 얼음상에서 5분간 유지 보정하였다. 염색된 세

포의 형광은 488nm Aragon laser, 543-nm HeNe

laser 및 633-nm HeNe laser를 사용하여 confocal

laser scanning microscopy (Zeiss LSM 510, Zeiss Co.)

로 분석하였다.

5. 통계분석

그래프와 통계는 Excel 2007 (Microsoft, USA)를

사용하였다. 각각의 데이터는 각 군당 300개의 배

를 이용하였다. 안정된 실험 데이터를 얻기 위해 3

번의 실험을 수행하였으며 Student’s t-test를 이용

하여 유의성 검정하였다(*, P‹0.05).

결과 및 고찰

수열합성법으로 제조된 TiO2나노입자와 0.1, 0.5

및 1.0 mol% Zn-TiO2 나노입자의 X-선 회절분석

법(X-RD) 분석에서 TiO2 anatase 결정형인 것으로

확인되었다(Fig. 1A). HR-TEM분석을 통한 나노입
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Fig. 2. The effects of nano-scale Zn-TiO2 and pure TiO2 particles were prepared using hydrothermal or sol-gel methods on the
hatching rate and rates of specific abnormal morphologies among surviving embryos are shown. The properties of
abnormal morphologies are abnormal notochord, edema, abnormal heart, no tail, and inflammatory phenotype. 
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자의 크기는 수열합성법으로 제조된 TiO2 나노입

자와 0.1, 0.5 및 1.0 mol% Zn-TiO2 나노입자의 경

우 약 7~8 nm 정도인 반면 sol-gel법에 의해 제조

된 TiO2나노입자는 100~200 nm의 상대적으로 입

자 크기가 큰 것으로 분석되었다(Fig. 1B). 결정형

의 특성은 sol-gel법에 의해 제조된 TiO2 나노입자

가 사각결정형을 나타낸 반면 수열합성법으로 제

조된 나머지 입자들은 둥근형의 특성을 나타내는

것으로 확인되었다. 이러한 결과를 통해 나노입자

의 제조법에 따라 입자의 크기에 차이가 있는 것

을 확인할 수 있었다. 특히 아연이 포함된 경우에

도 입자의 크기는 크게 증가하지 않은 것을 알 수

있었다.

나노입자가 생물에 미치는 영향은 발생과정에

나노입자에 노출된 배의 부화율을 통해 관찰하였

다. 수열합성법으로 제조된 TiO2 나노입자와 0.1,

0.5 및 1.0 mol% Zn-TiO2 나노입자는 10 ppt와

20 ppt 농도에서 폭로된 군 모두에서 대조군의 부

화율에 비해 유의성 있는 차이가 나타나지 않았다.

그러나 sol-gel법으로 제조된 TiO2나노입자에 폭로

된 군의 부화율은 대조군에 비해 유의성 있는 감소

를 보여 생물 독성의 영향이 나타남을 알 수 있었

다. 이러한 결과는 일반적으로 나노물질의 생물독

성이 입자 크기의 감소로 인해 세포내 침투의 영향

으로 알려진 것과는 다른 것으로 상대적으로 입자

의 크기가 큰 sol-gel법으로 제조된 나노 TiO2입자

에서 유의성 있는 부화율 감소가 나타난 것이다

(Fig. 2). 이러한 결과는 수열합성제조법의 경우 tita-

nium tetra isopropoxide와 zinc chloride 혼합액을

200�C로 8시간 동안 고압고온처리하여 1차적으로

휘발성 화합물을 처리하고, pH 7.0이 될 때까지 증

류수로 반복 세척한다(Sreethawong and Yoshikawa,
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Fig. 3. The effects of nano-scale Zn-TiO2 and pure TiO2 particles on the development of zebrafish. (A) Control, (B) TiO2,
(C) Zn-doped TiO2 (0.1%Zn), (D) Zn-doped TiO2 (0.5%Zn), (E) Zn-doped TiO2 (1%Zn), (F) TiO2 (sol-gel method),
B~E: nanoparticles were prepared using hydrothermal methods; F: TiO2 nanoparticle was prepared using sol-gel
methods. Abbreviation: DH, Damaged heart; AN, Abnormal notochord; NT, No tail and Damaged tail; E, edema; I,
Inflammatory.
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2005). 이는 sol-gel법(Ohko et al., 2001; Watanabe

et al., 2003; Yeo and Kang, 2006)의 경우와는 다른

것으로 수열처리법에 의한 나노물질의 제조가 제

조과정의 잔여 화합물로 인한 영향을 최소화 할 수

있기 때문인 것으로 추측된다. 최종 부화시점에서

생존한 개체 중 이상율의 확인에서도 sol-gel법에

의해 제조된 상대적으로 큰 사이즈의 나노 TiO2에

서 이상개체가 다수 나타난 것도 이러한 분석 원

인과 같다고 추정된다(Fig. 2).

그러나 이상개체가 sol-gel법에 의해 제조된

TiO2나노입자에 비해 상대적으로 많이 나타나지는

않았지만 수열합성법으로 제조된 TiO2 나노입자와

0.1, 0.5 및 1.0 mol% Zn-TiO2 나노입자에 폭로된

개체 중 이상개체에서 나타난 비정상 개체의 특징

은 심장 이상과 부종의 동반 특성형, 척색의 이상과

꼬리가 짧거나 꼬리가 없는 경우 및 염증형으로 거

의 동일한 형태를 보였다(Fig. 3). 이러한 비정상

개체의 특성은 나노물질에 폭로된 전체 군에서 나

타나 대조군의 정상개체와는 다른 것이었다. 은나

노물질에 노출된 zebrafish의 배의 경우에도 거의

같은 특성이 나타난 바 있고(Yeo and Kang,2008),

구리가 포함된 TiO2의 경우에서는 특히 심각한 이

상형을 보이는 개체가 다수 발견된 보고(Yeo and

Kang, 2009)에서 볼 수 있듯이 본 연구의 결과는

나노물질 노출로 인한 배발생과정에 나타날 수 있

는 일반적인 생물체 이상의 결과와 같은 것이다. 그

러나 아연의 경우 다른 금속과는 달리 상대적으로

독성이 적은 것으로 알려져 있는데(Sreethawong

and Yoshikawa, 2005; Zou et al., 2008; Yeo and

Kang, 2009) 이번 연구에서도 아연이 포함된 나노

TiO2입자의 경우 아연의 포함 농도와 상관없이 특

징적인 생물독성이 나타나지 않았다. 

은나노물질의 유전자 연구에서 세포자살 관련

유전자의 발현에 영향을 나타내는 것으로 보고된

바 있어 나노물질과 세포면역 반응과의 연관성에

대한 관심이 증가하고 있다 (Yeo and Park, 2008;

Yeo and Kang, 2009; Yeo and Yoon, 2009). 본 연구

에서 서로 다른 제조법에 의해 제조된 TiO2 나노

물질에 폭로된 개체의 세포자살 또는 세포괴사의

징후는 뚜렷하게 나타난 것은 아니었다(Fig. 4). 그

러나 수열합성법에 의해 제조된 나노입자의 경우는

대조군에 비해 세포자살이 나타난 일부 세포가 관

찰된데 반해 세포 괴사가 나타난 세포는 관찰되지

않았다. 이에 반해 sol-gel법에 의해 제조된 TiO2나

노입자는 세포자살과 세포괴사가 나타난 세포가 관

찰되었다. 특히 동일한 세포에서 두 가지 세포손상

의 징후가 함께 관찰되어 sol-gel법에 의해 제조된

TiO2 나노입자가 입자 크기가 100 nm 이상이었지

만 증류수 세척과정을 통해 pH를 7.0으로 중화과

정을 거친 수열합성법으로 제조된 10 nm 이하의

TiO2 나노입자에 비해 생물체에 독성이 큰 것으로

나타났다. 이러한 결과들을 종합해 볼 때 나노물질

의 생물 위해성 평가에 있어 나노물질의 입자 크기

뿐 아니라 나노물질의 제조과정 중에 나타날 수

J. ENVIRON. TOXICOL. Vol. 24, No. 4338

Fig. 4. Confocal microscopic data of Control, TiO2 (hydrothermal methods), and TiO2 (sol-gel methods). Markers for necro-
sis (propidium iodide staining, PI) and apoptosis (YO-PRO-1) used to stain control cells and treated zebrafish cells:
(a) YO-PRO-1, (b) PI, (c) Differential Interference Contrast (DIC), (d) Merge.

Control TiO2, hydrothermal method TiO2, sol-gel method

(a) (b) (a) (b) (a) (b)

(c) (d) (c) (d) (c) (d)



있는 잔류물질의 영향에 관한 연구로 확대될 필요

성이 있다고 사료된다.

결 론

서로 다른 두 가지 제조법인 sol-gel 법과 수열합

성법으로 각각 제조된 나노 TiO2와 TiO2의 광촉매

효과를 상승시키기 위해 수열합성법으로 제조된 아

연 도핑(doping)된 Zn-TiO2의 생물영향을 zebrafish

(Danio rerio, wild-type)의 배발생과정을 통해 시험

평가하였다. 이를 위해 나노물질의 특성을 X-RD법

과 HR-TEM 분석을 통해 확인하였다. Zebrafish 배

발생과정에 나노물질에 폭로된 배의 부화율과 생

존한 개체 중 이상율을 관찰하여 나노물질의 생물

영향 확인하였다. 특히 이상개체에 공통적으로 나

타난 이상이 자체면역 방어계에 의한 세포자살에

의한 것인지 여부를 confocal laser microscope를 이

용하여 분석하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 수열합성법에 의해 제조된 나노 TiO2와 나노

Zn-TiO2는 입자 크기가 10 nm 이하로 작지만,

생물체에 독성은 거의 없었다.

2. 이에 비해 sol-gel법에 의해 제조된 나노 TiO2

는 부화율이 떨어지고, 이상개체가 다수 나타

나는 생물독성이 나타났다.

3. 수열합성법에 의해 제조된 나노 TiO2에 폭로

된 zebrafish 배의 경우 세포자살 특성이 일부

나타났지만 다수 관찰된 것은 아니었다. 그러

나 sol-gel법에 의해 제조된 나노 TiO2에 폭로

된 경우에는 세포자살과 세포괴사의 징후가 동

일한 세포에서 관찰되어 차이를 보였다.
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