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토양은 공기, 물과 함께 동∙식물 및 토양에 서식하는

모든 생물체의 생존 기반이며, 물질 순환과 오염원의 여

과와 같은 자정 능력을 지님으로써 생태계에서 중요한

기능을 수행한다. 그러나 급격한 경제개발과 그에 따른

환경오염으로 인하여 자연의 정화 능력을 넘는 오염원이

발생하 고 이는 자연 생태계의 불균형을 가속화시켰다

(Lim 1995). 토양에 유출되어 생물에게 유해성을 미칠 수

있는 화학물질들에는 중금속, 산성비, 농약, 각종 화학비

료, PCBs (polychlorinated bipenyls), PAHs (polynuclear
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염화수은 (II)과 이온화 방사선 처리에 따른 토양 내 환형동물의
DNA 손상 측정
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Abstract -- Soil pollution by heavy metals has become a significant environmental concern due to
a variety of human activities. Specially toxicity caused by excessive mercury exposure is now being
recognized as a widespread environmental problem and is continuing to attract a great deal of
public concerns. The earthworms are very important animals that aerate the soil with their bur-
rowing action and enrich the soil by decomposing organic matters. Especially the earthworm
Eisenia fetida is routinely used in ecotoxicological studies. The levels of DNA damage in earthworms
treated with HgCl2 and ionizing radiation were investigated in this study. Genotoxic effects were
evaluated in the earthworm’s coelomocytes using the comet assay (Single Cell Gel Electrophoresis;
SCGE). The results showed that the mercury chloride and radiation were responsible for the geno-
toxic effects on earthworms. The level of DNA damage significantly increased after the treatment
of mercury chloride combined with ionizing radiation. The combined treatment of HgCl2 and ioniz-
ing radiation had a greater genotoxicity. This study is amenable to further study such as enzyme
activation assay.
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aromatic hydrocarbons) 등이 있다. 이러한 토양 오염물질

의 환경모니터링을 위해 다양한 물리화학적, 생물학적

지표들이 개발되고 있으며, 육상생태계에서 지 이는 토

양 내 유기물을 분해하고, 설치류나 조류, 포유류 등의

먹이가 되는 생태학적 중요성을 지니고 있기 때문에 토

양 오염의 지표생물로 적절하다 (Button et al. 2010). 유럽

에서는 이미 지 이를 지표 생물로 선정하여 농약 등 화

학물질의 위해성을 평가하는데 이용하도록 규정하고 있

으며 (OECD 1984), 국내에서도 이러한 연구가 활발히 진

행 중이다. 지 이를 이용한 국내외 연구들을 살펴보면

농약의 위해성을 평가한 실험과 여러 가지 중금속이 일

으키는 생물학적 향 및 유전독성을 알아본 연구들이

있다 (Reinecke et al. 2004; 박 2005; Manerikar et al. 2008;

Bigorgne et al. 2010).

토양 오염을 일으키는 표적인 물질 중 하나인 중금

속은 수은, 납, 크롬 등 비중이 4 이상인 금속을 총칭하

는 화학물질로서 생물체 내에 축적되면 만성적인 피해

를 주는 경우가 많기 때문에 독성물질로 구분 된다 (우

등 2006; Mirlean et al. 2008). 여러 중금속 중에서도 수

은 화합물은 크게 무기수은, 유기수은 등으로 나뉘는데

화학적 분류에 따라 증상이 다양하게 나타나기 때문에

다각적 측면에서의 연구가 요구되며, 주로 신경계, 신장,

간 기능의 손상을 유발하는 것으로 보고되어왔다 (Ema-

nuelli et al. 1996). 무기수은 (수은염)은 화장품, 아말감, 이

뇨제, 방부제 등에서 발견되며, 일반적으로 용해도가 낮

은 무기수은은 인체 내에서 크게 문제가 되지 않으나,

HgCl2와 같은 가용성 무기수은이나 수은증기는 유독하

다 (Ozuah 2000). 유기수은은 가장 독성이 큰 수은의 형

태로 알릴계와 알킬계가 있는데 그 중에서도 알킬수은화

합물은 신경계를 침해하여 중증 중독을 일으켜 죽음에

이르게 할 수도 있다. 자연 상태에서 검출되는 메틸수은

은 일반적으로 미생물 등의 요인에 의해 무기수은이 메

틸수은으로 변화하여 생성되며, 연안에서 생육하는 생물

체 내에 축적되는 양상을 통해 발생한다 (이 등 2005).

1953년 일본의 구마모토 현에서 발생한 미나마타병은

화학비료공장의 폐수에 포함되어 있었던 메틸수은이 그

원인으로 밝혀지면서 수은중독의 위험성을 표적으로

알리는 사건이 되었다.

한편, 방사능으로 인한 토양 오염은 핵실험에 의해 발

생된 낙진이나, 원자력 발전소, 병원, 연구소, 학 등에서

배출된 방사성 폐기물이 토양에 축적되어 발생한다. 이

러한 토양 내 방사성 물질은 식물의 뿌리 또는 토양 동

물의 체내 기관을 통해 흡수되어 생태계에 심각한 향

을 미칠 수 있다. 따라서 최근 ICRP (International Com-

mission on Radiological Protection)에서는 이온화 방사선

의 생태학적 향을 중요한 연구 분야로 인식하고, 환경

에서의 방사선 방호를 위해 비인간생물상의 데이터를 요

구하고 있다 (ICRP 2003). 지금까지의 방사능과 생물에

관련된 연구를 살펴보면 히로시마 원폭피해 및 체르노빌

사건의 피폭 환자에서의 임상 증상 등이 주를 이루고 있

으며, 방사선 방호는 주로 인간에만 집중적으로 초점이

맞춰져 연구되어왔다. 그러나 환경 방사선 방호에 관한

연구는 이제 인간뿐만이 아닌 생태계의 동∙식물을 상

으로 하여 진행되고 있는 추세이며, 지 이는 방사선에

한 향을 생태학적으로 연구하는데 중요한 지표로 이

용할 수 있다 (Hertel-Aas et al. 2007).

또한 자연계에 존재하는 다양한 형태의 방사선과 환

경 내 존재하는 유해물질과의 복합작용에 한 연구는

생물을 상으로 함에 따라 생물이 받을 향에 한 실

질적인 자료를 제공한다. 그러므로 이온화 방사선과 화

학물질의 동시노출에 따른 생물체내의 상승, 가산, 길항

작용 등의 다양한 복합작용 규명 연구의 필요성이 제기

되고 있다. 그 동안 복합 처리에 관한 연구에는 사람 림

프구를 상으로 수은과 이온화 방사선의 노출 시 나타

나는 DNA 손상에 한 연구 (Panek et al. 2001), 수은 이

외 물질 중 살충제와 방사선을 사람의 림프구 세포에

동시 노출 시켜 상승작용을 관찰한 연구 (김 2001), 그리

고 어류 간암세포에 수은과 방사선을 처리하여 세포 생

존율을 확인한 연구 (한 등 2009) 등의 시도가 이루어지

고 있다. 따라서 본 연구는 지 이에 염화수은과 방사선

을 각각 처리하여 DNA의 손상 유무와 손상의 정도를

측정하는데 목적이 있으며, 중금속과 방사선의 복합적인

효과를 연구하는데 새로운 자료를 제시하기 위하여 염

화수은과 이온화 방사선에 지 이를 순차적으로 노출시

켜 단독 처리한 실험 결과와 비교, 분석해 보았다.

재료 및 방법

1. 시험생물의 배양

실험에 사용한 지 이는 우리나라에서 자생하는 줄지

이 (Eisenia fetida)로서 중량이 300~600 mg으로 환

가 잘 발달된 성체만을 선택하 다. 배양에 이용한 토양

은 배양토와 왕겨 및 우분을 각각 6 : 3 : 1의 부피비로 혼

합하여 조제하 으며, 배양토는 원예용 상토를 시중에서

구입하여 사용하 다. 사육기간 중의 실내 온도는 23±

2�C, 수분은 65±5%를 유지시켰다.

2. 염화수은 (II) 및 방사선 처리

염화수은은 각각의 적정 농도로 증류수에 용해시켜 건
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조된 인공 배양토와 잘 혼합하고, 이를 배양 용기에 0.12

kg씩 넣었다. 배양 용기는 수분 증발을 억제하고 지 이

의 탈출을 방지하기 위하여 뚜껑을 덮어 주었으며, 호흡

에 필요한 산소가 공급되도록 뚜껑과 용기 바닥에 직경

1 mm의 구멍을 약 20개씩 뚫어 사용하 다. 염화수은의

노출 농도는 배양토의 총 질량을 기준으로 하여 0~160

mg kg-1으로 설정하 으며, 지 이는 사육할 때와 동일

한 조건에서 용기별로 20마리씩 24시간과 48시간 동안

각각 배양하 다. 방사선 조사는 Petri dish와 뚜껑의 내

부에 모두 증류수로 적신 여과지를 깔아 방사선 조사를

하는 동안 수분공급이 유지되도록 하고, 한 개의 Petri

dish 당 3~10마리씩의 지 이를 넣어 수행하 다. 방사

선 조사는 한국원자력연구원 방사선과학연구소의 60Co

감마선원 (선원강도, 7.4 PBq)을 이용하여 0~50 Gy의 이

온화 방사선을 조사하 다. 조사가 끝난 시료는 빛이나

온도에 의한 향을 최소화하기 위해 검은 천으로 덮고

얼음이 담긴 아이스박스 안에 넣어 이동시켰다. 염화수

은 노출 시험과 방사선 조사가 끝난 지 이는 다시 깨끗

한 인공배양토로 옮기고 comet assay를 통해 DNA 손상

여부 및 정도를 평가하 다.

3. 체강세포 (coelomocyte)의 분리 및 수집

지 이의 체강세포 수집은 Eyambe et al. (1991)과 Dio-

gene et al. (1997)이 제안한 비침습성 기술을 약간 변형

시켜 사용하 다. 지 이를 증류수로 헹궈 배양토를 제

거하고 1 mL의 차가운 extrusion 용액(5% ethanol, 95%

saline, 2.5 mg mL-1 EDTA, 10 mg mL-1 guaiacol glycerol

ether)에 넣어 얼음 위에서 3분간 방치시켰다. 체강세포

가 함유된 체액이 방출되면 eppendorf tube에 용액을 옮

기고 4�C에서 380×g로 5분간 원심분리하여 조심스럽

게 상층액만 버린다. 튜브의 바닥에 남은 세포 침전물은

380×g에서 PBS (Phosphate-buffered saline)로 두 번 헹

궈낸 후 100 μL의 PBS를 넣어 재부유 시켰다.

4. Comet assay (Single Cell Gel Electrophoresis; SCGE)

본 분석법은 Singh (1988)이 서술한 바를 토 로 진행

하 다. 실험진행 과정 중 외적인 환경요인으로 발생할

수 있는 DNA 손상을 최소화하기 위하여 모든 과정은

4�C의 어두운 조건에서 수행하 다. 실험에 앞서 1%

NMA (normal melting point agarose)로 미리 코팅해둔 슬

라이드 라스에 PBS로 부유시킨 coelomocytes 20 μL와

0.5% LMA (low melting point agarose) 200 μL를 혼합하

여 떨어뜨린 후 커버 라스를 덮어 전체적으로 퍼지게

한다. 슬라이드 라스를 20분간 굳히고 커버 라스를

벗겨낸 뒤, 200 μL의 0.5% LMA로 한 층을 덧입혀 한 번

더 굳힌다. 만들어진 슬라이드는 커버 라스를 제거한

후, lysing solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM

Tris-HCl, 10% dimethylsulfoxide, 1% Triton X-100, pH

10)이 담긴 stain jar에 2시간 이상 담가 세포를 용해시킨

다. 증류수로 슬라이드를 헹궈 남은 용액을 제거하고, 전

기 동 버퍼 (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, ¤pH 13)에서

20분간 나선풀림을 유도한 후, 4�C, 25 V, 300 mA에서 25

분간 전기 동을 실시한다. 전기 동이 끝난 슬라이드는

neutralization buffer (0.4 M Tris-HCl, pH 7.5)로 중성화과

정을 거친다. Tris 용액에서 꺼낸 슬라이드를 absolute

alcohol에 10분간 담가 탈수과정을 거친 뒤, 실온에서 건

조시킨다. 건조된 슬라이드 라스는 80 μL의 EtBr (Ethi-

dium Bromide) 용액 (20 μg mL-1)으로 염색하여 형광현미

경 (Olympus fluorescence microscope, Japan)에서 200배율

로 검경하고, Komet ver. 4.0 image analysis (Kinetic Imag-

ing Ltd, Liverpool, UK)를 이용하여 이미지를 분석한다.

각 시료 당 2개의 슬라이드 표본을 만들고 슬라이드 1

개 당 50개씩 총 100개의 핵을 관찰하여 나온 데이터를

통해 Olive tail moment 값으로 계산한다.

5. 통계학적 분석

통계학적 유의성 검정은 일원분산분석 (one-way

ANOVA test)을 사용하 고, p값이 0.005보다 작은 경우

를 유의하다고 판정하 다.

결과 및 고찰

1. 염화수은 (II) 처리에 의한 DNA 손상

E. fetida를 0~160 mg kg-1 농도의 염화수은에 24시간

및 48시간 동안 노출시킨 후, 체강세포를 수집하여 DNA

손상 정도를 측정하 다. 그 결과, 24시간과 48시간 노출

시킨 염화수은의 모든 농도 구간에서 유전자 손상의 차

이가 유의하게 나타났다 (Table 1). 또한 조군의 DNA

손상을 0%로 하여 노출시킨 수은의 농도에 따라 DNA

의 손상률을 구해 보면, 노출 시간에 관계없이 유사한

경향으로 DNA가 손상되었음을 알 수 있다. 이때 도출된

수식을 통해 DNA가 50% 손상 되는 EC50 값을 계산해

보면 24시간과 48시간 노출 시 각각 23과 19 mg kg-1의

농도인 것으로 추측할 수 있다 (Fig. 1).

2. 방사선 조사에 의한 DNA 손상

방사선이 지 이의 DNA 손상에 미치는 향을 알아
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보기 위하여 E. fetida를 0~50 Gy의 감마선에 노출시키

고, DNA 수복을 방지하기 위해 모든 실험과정은 단시간

내에 수행하 다. 실험 결과, 방사선 총 선량의 증가에

따라 tail의 끌림 현상이 더 강하게 나타나 DNA 손상이

증가하는 경향을 보 다. Comet assay 결과를 직접 분석

해 보면, 조군과 2.5, 5, 10, 20, 50 Gy의 방사선을 조사

했을 경우 Olive tail moment±표준편차의 값은 각각

0.18±0.22, 0.54±0.36, 1.28±0.59, 2.27±0.98, 3.8±1.25,

8.99±1.98로 조군에 비하여 각각 3, 7, 12, 21, 50배 정

도의 손상을 나타내었다 (Fig. 2). DNA 손상의 방사선량-

반응 (dose-response)은 다음과 같은 식으로 계산된다.

TM==0.175D++0.291 (r2==0.998)

여기서, TM은 Tail moment, D는 방사선 선량 (radiation

dose)을 나타낸다. 이 수식을 이용하면 방사선 선량에 따

른 DNA 손상을 TM 값의 수치로 표현할 수 있으며, 반

로 실험을 통해 산출해 낸 TM 값을 식에 입하여 조사

된 감마선의 선량을 추론하는데도 유용한 데이터로 사용

될 것이다. 또한 유전독성물질을 생물에 인위적으로 처

리하여 DNA 손상을 발생시켰을 때, 선량-반응식을 통해

두 처리군 사이의 동일한 TM 값을 구하여 방사선 조사

선량과 물질의 농도 값을 서로 조해 볼 수도 있다. 이

는 지 이뿐만 아니라 다른 여러 생물에도 응용이 가능

할 것으로 사료된다.

3. 염화수은 (II)과 방사선의 복합처리에 의한

DNA 손상

수은에 48시간 동안 노출시킨 E. fetida를 감마선으로

조사한 뒤 DNA의 손상을 확인한 결과, 수은 단독 처리

군이나 방사선 단독 처리군보다 DNA의 손상이 유의적

으로 크게 나타났다. 특히 80과 160 mg kg-1의 염화수은

농도에서 지 이를 배양하고 방사선을 조사한 뒤 DNA

가 받는 손상을 측정하면 수은만을 단독으로 처리했을

때와 수은과 방사선을 함께 처리했을 때의 향을 명확

히 비교할 수 있다. 80과 160 mg kg-1의 염화수은을 처

리한 실험군의 TM 값은 2.75±1.48과 3.31±1.45이지만,

염화수은에 노출시킨 후 2.5, 5, 10, 20 Gy의 방사선을 조

사한 복합 처리군의 TM 값은 모든 구간에서 염화수은

단독 처리군의 수치보다 확실히 증가했음을 알 수 있다

(Fig. 3). 또한 수은과 방사선의 단독처리와 복합처리 시

발생한 DNA의 손상을 비교해 보면, 복합처리 된 지 이

의 DNA 손상치는 각각 단독 처리한 지 이의 DNA 손

상치를 단순히 합한 값보다 크게 나타나 손상의 정도가
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Fig. 1. DNA damage in coelomocytes of E. fetida after 24 and 48
hr exposed to mercury chloride (0 to 160 mg kg-1). Data are
presented as the percentage of control TM level.
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Fig. 2. The effects of radiation dose on the average tail moment
values in coelomocytes of E. fetida. Tail moment means
Olive tail moment. Olive tail moment==(tail mean-head
mean)×tail %DNA/100. Significant difference from con-
trols is indicated (*P⁄0.005; **P⁄0.001).

Table 1. Tail moment (mean±S.D.) in coelomocytes of E. fetida
after 24 and 48 hr exposed to HgCl2. Tail moment means Olive tail
moment

HgCl2 (mg kg-1)
Mean tail moment±S.D.

24 hr 48 hr

Control 0.28±0.23 0.38±0.33
10 0.39±0.33 0.78±0.58
20 0.95±0.59 1.17±1.04
40 1.60±0.70 1.70±1.28
80 1.34±1.06 2.75±1.48

160 2.43±1.50 3.31±1.45



더 심해졌다고 판단 할 수 있었다 (Table 2). 이것은 수은

과 방사선을 실험생물에 동시에 노출시켜 두 요인의 상

승작용을 알아본 다른 연구의 결과들과도 일치한다 (우

등 2006; 한 등 2009).

적 요

각종 유전독성학적 물질로 인한 생물체내의 향을 평

가해보기 위해 E. fetida를 상으로 본 연구를 수행하

다. 염화수은에 한 DNA 손상을 알아보는 실험에서는

노출 시간에 상관없이 노출 농도에 비례한 유전자의 손

상이 나타났다. 방사선이 지 이의 DNA 손상에 미치는

향을 알아본 실험에서도 역시 방사선 총 선량의 증가

에 따라 DNA 손상이 증가하는 경향을 보 다. 염화수은

에 48시간 동안 노출시키고 방사선을 조사한 지 이의

세포를 comet assay하면, 수은 단독 처리군이나 방사선

단독 처리군에 비해 DNA의 손상이 유의적으로 크게 나

타났다. 염화수은과 방사선 모두에 복합처리 된 지 이

의 DNA 손상치는 각각 단독 처리한 지 이의 DNA 손

상치를 합한 값보다 크게 나타나 두 요인의 상승작용이

확인되었다. 본 연구를 통해 지 이의 세포내에서 수은

과 방사선이 야기하는 DNA 손상을 측정하고, 두 인자의

복합처리에 따른 유전독성 상승효과를 관찰할 수 있었

다. 이는 중금속과 방사선의 복합적인 효과를 나타낸 기

존의 여러 연구결과와도 비교가 가능한 연구라고 사료

되며, 향후 이를 보완하고 더 정확한 평가를 위해 지 이

세포 내에서의 스트레스 반응 측정이나 효소 활성 실험

등을 추가로 수행하여야 할 것이라고 생각된다.
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