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개구리의 배아를 활용하여 화학물질에 한 독성평가

와 환경오염물질의 독성 및 기형유발에 한 시험법으

로 Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus (FETAX)

방법을 널리 사용하고 있다 (Fort et al. 1988; Bantle et al.

1990; Presutti et al. 1994; Morgan et al. 1996). FETAX는

남아프리카산 개구리의 수정란에서 배아발달과정을 거

쳐 올챙이로 변화하는 단계를 활용하는 활용성이 매우

높은 시험기법으로 알려져 있다 (Bantle et al. 1996).

FETAX 방법에 따른 독성유발 여부는 사망률 (Mortality)

과 기형율 (malformations) 등을 측정하여 평가한다. 사망

률과 기형율은 노출시킨 배아들의 50%가 향을 받는

지수 half maximal lethal concentrations (LC50) 및 half max-

imal effective concentrations (EC50)으로 나타내며 두 값의

비율인 LC50/EC50을 기형유발 지수 (teratogenic index, TI)

로 표시하여 나타낸다. 시험 상 물질에 의한 TI 지수의

범위가 1.5 이상의 경우에 시험 상 물질은 독성에 의한

최기형성 물질로 판정한다 (Bantle and Courchesne 1985).

이러한 FETAX 방법에 따라 최근 다른 여러 나라에서는
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Abstract -- Toxicity of Ni2++ and Tebuconazole were investigated via FETAX (Frog Embryo Tera-
togenesis Assay-Xenopus) protocol using domestic frog embryos. Embryos of Black-spotted pond
frog, Rana nigromaculata, were incubated and toxic effects of Ni2++ and Tebuconazole were inves-
tigated by probit analysis. As a result, mortality and malformation rates were increased and larval
body length was decreased in a dose dependant manner of Ni2++ and Tebuconazole. The half maxi-
mal effective concentration (EC50) of Ni2++ and Tebuconazole were 0.07, 12.7 mg L--1, respectively
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tively. The teratogenic index (TI) were 61.4 in Ni2++ and 3.1 in Tebuconazole, respectively. These
results reveals that Ni2++ and Tebuconazole suppress the development of Black-spotted pond frog
embryos at the low concentration as showing teratogenic effects in other assay system. Therefore,
teratogen assay system using the Rana nigromaculata embryos could be useful as a tool to evaluate
the toxicity of the pollutants in environment.
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그 나라에 서식중인 개구리들의 배아를 활용하여 화학

물질들의 독성을 파악하는 연구가 진행되어지고 있다

(Gutleb et al. 1999; Mann and Bidwell 2000). 그러나 우리

나라에서는 아직 국내에 서식중인 개구리의 배아를 활용

하여 화학물질 및 환경오염물질의 독성을 평가 하려는

연구는 북방산개구리의 배아 (Ko 2006)와 무당개구리의

배아 (Kang et al. 2004)를 활용한 연구가 일부 진행되었

다. 본 연구에서는 국내에 서식중인 개구리 중 전국적으

로 분포지역이 넓고 다른 종에 비해 채집이 비교적 용이

하며 번식주기 등이 알려져 있는 참개구리 (Rana nigro-

maculata) (Ko et al. 1997; Ko et al. 1998)를 상으로 배

아의 정상발달 과정을 관찰하면서 참개구리 배아의 발

달단계별로 FETAX 기법을 적용하여 표적 유해화학물

질로 알려진 중금속류인 Ni2++과 농약류 중 진균제인

Tebuconazole에 의한 최기형성 등의 독성을 평가가능 여

부를 판단하고 이를 토 로 화학물질 및 환경오염물질의

독성을 평가할 수 있는 기법을 확보하여 화학물질 및 환

경매체의 유해성을 평가하는 기법으로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

1. 시험동물

시험에 사용했던 참개구리(Rana nigromaculata)는 2012

년 5월 하순~6월 초순까지 광주 전남 일 에서 번식 시

기에 포접중인 참개구리 암∙수 성체를 직접 채집하여

사용하 다.

2. 배양액 제조

Amphibian Ringer 용액 (AR; 6.6 g L-1 NaCl, 0.15 g L-1

KCl, 0.15 g L-1 CaCl2, 0.2 g L-1 NaHCO3, 0.05 g L-1

Streptomycin, 0.03 g L-1 Penicillin G)을 제조하여 pH 7.4

로 맞추어 사용하 다. 

3. 수정란 채취 및 배양

채집된 암∙수 개체들에 의한 자연 배란 및 수정을

유도한 후 3시간 이내에 2세포의 배아들이 출현하기 시

작하면 (Johnson and Volpe 1973; Mathews 1986) 2세포의

배아들 중 세포질들이 정확히 나누어져 균일한 할구들

을 가진 배아들을 선택하여 예리한 으로 젤리층을

제거하고 24±1�C에서 포배기까지 배양하여 시험에 사

용하 으며 배양과정 중 24시간마다 새로운 배양액으로

교환하 다. 

4. 정상발생과정 조사

직경이 100 mm의 유리 배양접시에 시험물질이 첨가

되지 않는 배양액을 60 mL씩 넣고 30개의 배아를 배양

하면서 2세포기에서 올챙이의 꼬리지느러미 순환시기까

지 일정 온도에서 진행되는 정상발생과정과 각 발생단

계에 소요되는 시간 등을 조사하 다. 

5. 시험물질 처리

배아의 발달에 미치는 향을 파악하기 위해 Ni2++은

1,000 ppm Stock solution (KANTO Chem.)을 구입하여 사

용하 으며 Tebuconazole (농업진흥청 제공)은 DMSO에

녹여 1,000 ppm Stock solution으로 제조하고 이를 AR용

액으로 희석하여 사용하 다. Ni2++ 및 Tebuconazole에

의한 생존율 및 기형율을 조사하기 위해 배양된 배아들

을 NI2++ (0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0

mg L-1)와 Tebuconazole (1.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0

mg L-1)을 처리한 유리 배양접시에 시험물질이 농도별

로 포함된 실험군과 시험물질이 포함되지 않는 조군

의 배양액 10 mL에 각 농도별로 30개씩 넣고 24±1�C

에서 96시간 배양하면서 24시간마다 새로운 용액으로

교환하 다. 모든 농도구간에 해 각기 다른 개체에서

채취한 배아들을 사용하여 3회 이상 반복 시험하 다.

6. 결과처리 및 분석

사망률은 각 농도별로 24시간마다 관찰하여 죽은 것

을 제거하고 96시간 후 (죽은개체수/노출개체수)×100으

로 계산하여 한 각 농도별의 사망률을 구하 다. 96시간

후 생존한 개체들을 상으로 머리, 복부, 꼬리 등의 각

부위 별 기형여부를 조사하여 각 농도별로 ( 향을 받은

개체수/ 향을 받지 않은 개체수)×100으로 계산하여

기형율을 구하 으며 이들 값을 상으로 Probit analysis

Program을 활용하여 LC50, EC50 값을 산출하 다. LC50

값을 EC50 값으로 나누어 Teratogenic Index (TI)를 구하

으며 TI 값이 1.5 이상이 되면 유해성이 있는 물질로

판정하 다 (Bantle and Courchesne 1985). 기형의 종류는

정상발달 올챙이를 기준으로 올챙이 꼬리가 파상을 나

타내는 양상, 꼬리가 휘어지는 양상 등을 관찰하여 꼬리

기형으로 판정하 고, 복부의 돌출현상 등을 관찰하여

복부기형으로 판정하 으며, 몸 전체에 형성된 수포 (물

집)의 형성을 관찰하여 수포형성기형 (Edema)으로 판정

하 다 (Bantle et al. 1998). 배아의 발달과 성장에 미치는

향을 조사하기 위해 AM-423x Dino-Eye와 Dinocapture

2.0 프로그램 (ANMO)을 사용하여 배아의 직경 및 유생

의 머리 끝부터 꼬리 끝까지 체장을 측정하 다. 
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결 과

1. 배아발달과정

참개구리 암컷 한 개체에서 배란된 난자들은 약 1,000

~1,500개 정도 으며 직경은 1.8±0.1 mm 다. 수정이

후 배아의 발달과정을 조사한 결과 시험에 사용했던 포

배기 (blastula)의 배아는 수정 후 략 25시간 이내에 나

타나기 시작하 으며 배아의 직경은 1.9±0.1 mm 정도

으며 이후 신경판 (neural plate), 신경습 (neural fold), 신

경구 (neural groove) 등을 형성하는 기관형성 (organoge-

nesis) 단계에서는 그 크기가 다소 증가되어 약 2.3±0.1

mm정도를 나타냈다. 신경관 (neural tube)이 완성되는 시

기까지는 략 60시간 정도 소요되었으며 올챙이의 기

본 형태가 나타나기 시작한 꼬리, 눈 형성시기에서부터

는 크기가 급격하게 증가하여 그 전장이 5.0±0.9 mm

정도를 나타내었다. 현미경 시야에서 올챙이의 운동성을

관찰해 볼 수 있는 근육반응 시기에는 배아의 전장이
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Fig. 1. Embryonic development of the frog, Rana nigromaculata.

Stage
Time Length
(hr) (mm)

A: 2 cell 3.5 1.9±0.1
B: blastula 22 1.9±0.1
C: dorsal-lip 28 1.9±0.1
D: gastrula 39 2.1±0.1
E: neural fold 54 2.3±0.1
F: muscular response 74 6.1±1.0
G: gill circulation 86 7.0±0.5
H: tail fin circulation 120 7.8±0.4

Typical 
appearance

Fig. 2. Frequencies of the mortality (A), malformation (B), pattern of malformation (C) and body length (D) of Ni2++-treated Rana nigro-
maculata embryo.
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6.1±1.0 mm 정도 으며 수정 후 략 74시간 정도에서

나타나기 시작하 다. 또한, 올챙이의 겉아가미가 나타난

시기에서는 그 전장의 길이는 략 7.0±0.5 mm 정도

으며 86시간 정도가 소요되었다. 올챙이가 헤엄치며 이동

하는 시기인 꼬리지느러미 순환기에는 그 전장이 7.8±

0.5 mm 정도로 자랐으며 소요시간은 략 120시간 정도

다 (Fig. 1).

2. 참개구리 배아발달에 미치는 NI2++의 효과

참개구리의 배아 발달에 미치는 Ni2++의 효과를 알아보

기 위해 낭배기의 배아들을 Ni2++이 첨가되지 않는 조

군과 배양액내 Ni2++ 0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0,

7.5, 10.0 mg L-1를 각각 처리하여 96시간 배양 후 치사

율, 기형율, 기형의 종류 등을 조사하 다. 배양액내 Ni2++

7.5 mg L-1 이상의 농도에서는 모든 배아가 치사하 고

1 mg L-1에서는 3.3%의 치사된 배아들이 나타나기 시작

하 으며 2.5, 5 mg L-1으로 농도가 높아지면서 치사된

배아들의 비율도 16.7%, 33.3%로 증가하여 나타났다

(Fig. 2A). 기형을 나타내는 개체는 0.01 mg L-1에서부터

3.5%의 배아들에서 나타나기 시작하 으며 0.05, 0.1 mg

L-1으로 농도가 증가할수록 기형율도 36.7%, 73.3%로 증

가하여 나타났다 (Fig. 2B). Ni2++에 의한 참개구리의 배아

의 LC50은 4.2를 나타내었고 EC50은 0.07을 나타내어 TI

는 61.4를 나타냈다 (Table 1). 

Ni2++의 향에 의해 나타난 기형의 종류는 수포형성,

꼬리기형, 척추기형, 복합기형 등이었으며 복합기형의 비

율이 다른 기형 종류에 비해 높았다(Fig. 4). 이들의 비율

을 농도별로 살펴보면 LC50을 나타내는 농도보다 낮은

0.1 mg L-1에서는 수포형성기형의 비율이 높았으며 LC50

을 나타내는 농도와 가까운 5 mg L-1에서는 복합기형이

높은 비율로 나타났다 (Fig. 2C). 배아의 성장에 미치는

향을 조사한 결과 조군 (6.9±0.4 mm)에 비해 Ni2++

의 농도가 0.05, 0.5, 2.5 mg L-1로 증가함에 따라 유생의
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Fig. 3. Frequencies of the mortality (A), malformation (B), pattern of malformation (C) and body length (D) of Tebuconazole-treated Rana
nigromaculata embryos.
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Table 1. LC50, EC50 (malformation) and TI of Rana nigromaculata
embryos exposed to heavy metal (Ni2++) and pesticide (Te-
buconazole)

Exrosure LC50 EC50 TI
time (hr) (mg L-1) (mg L-1) (LC50/EC50)

Heavy Metal
Ni2++ 96 4.2 0.07 61.4

Pesticides
Tebuconazole 96 39.1 12.7 3.1

Control
10.0 mg L-1

20.0 mg L-1

30.0 mg L-1

40.0 mg L-1



체장은 6.6±0.6, 5.1±0.6, 3.7±1.6 mm로 감소하 다

(Fig. 2D).

3. Tebuconazole이 참개구리 배아발달에 미치는 효과

참개구리의 배아 발달에 미치는 Tebuconazole의 효과

를 알아보기 위해 낭배시기의 배아들을 Tebuconazole이

첨가되지 않는 조군과 Tebuconazole 1.0, 10.0, 20.0,

30.0, 40.0, 50.0 mg L-1를 각각 처리하여 96시간 배양 후

배아들에게 나타난 치사율, 기형율, 기형의 종류 등을 조

사하 다. 

치사율을 조사한 결과 20 mg L-1에서부터 죽는 배아들

이 3.3%의 비율로 나타나기 시작하여 40, 50 mg L-1으로

농도가 높아지면서 43.3%, 100%로 비율도 각각 증가하

다 (Fig. 3A). 기형은 10 mg L-1에서부터 16.7%의 비율

로 나타나기 시작하 으며 기형율도 20, 30 mg L-1으로

농도가 높아지면서 96.6%, 100%로 각각 증가하 다(Fig.

3B). Tebuconazole에 의한 참개구리의 배아의 LC50은

39.1를 나타내었고 EC50은 12.7를 나타내어 TI는 3.1을

나타냈다 (Table 1).

Tebuconazole에 의해 나타난 기형의 종류는 척추기형,

꼬리기형, 복합기형 등이었으며 복합기형의 비율이 다른

기형 종류에 비해 높았다 (Fig. 3C). 이들의 비율을 농도

별로 살펴보면 LC50을 나타내는 농도보다 낮은 10 mg

L-1의 농도에서는 척추기형과 복합기형의 비율이 비슷

하게 나타났으나 LC50와 가까운 30~40 mg L-1의 농도

에서는 척추기형보다 복합기형의 비율이 높게 나타났다

(Fig. 3C). 배아의 성장에 미치는 향을 조사한 결과

조군 (7.0±0.3 mm)에 비해 Tebuconazole의 농도가 20,

40 mg L-1로 증가함에 따라 유생의 체장은 6.0±0.4, 5.1

±0.2 mm로 감소하여 나타났다 (Fig. 2D).

고 찰

본 연구에서 참개구리의 자연배란 및 수정에 의한 수

정란의 채취와 배아의 배양을 통하여 발생과정을 확인하

고 (Fig. 1) 배양조건 등을 확립할 수 있었다. 참개구리의

수정란-배아-올챙이의 발달 양상은 Rana pipiens (Johnson

and Volpe 1973; Mathews 1986) 및 Xenopus laevis의 양상

(Deuchar 1972)과 거의 유사한 경향을 나타내었다. 암컷

참개구리 1개체에서 배란되어진 난자는 약 1,000~1,500

개 정도 으며 이들 부분이 수정과정에 의해 배아로

변화되어져 균일화된 다량의 배아확보가 가능하고 배양

이 용이하여 화학물질의 독성을 평가하기에 적합한 시험

동물임을 알 수 있었다. 

Ni2++의 시험결과 1 mg L-1에서 치사된 배아들이 나타

나기 시작하 으며 7.5 mg L-1 이상의 농도에서는 모든

배아가 치사하 고 2.5, 5 mg L-1으로 농도가 높아지면서

치사된 배아들의 비율도 16.7%, 33.3%로 증가하여 나타

났다. 또한 Tebuconazole의 시험결과 20 mg L-1에서부터

죽는 배아들이 3.3%의 비율로 나타나기 시작하여 40,

50 mg L-1으로 농도가 높아지면서 43.3%, 100%로 비율

도 각각 증가하여 Ni2++과 Tebuconazole 모두 농도에 의

존하여 치사율이 증가하는 경향을 나타냈다. 체장의 경

우 Ni2++의 시험결과 조군 (6.9±0.4 mm)에 비해 농도

가 0.05, 0.5, 2.5 mg L-1로 증가함에 따라 유생의 체장은

6.6±0.6, 5.1±0.6, 3.7±1.6 mm로 감소하 으며 Tebu-

conazole의 시험결과도 조군 (7.0±0.3 mm)에 비해 농

도가 20, 40 mg L-1로 증가함에 따라 유생의 체장은 6.0

±0.4, 5.1±0.2 mm로 감소하 다. 시험물질의 농도증가

에 따라 치사율이 증가하고 체장의 길이가 짧아지는 현

상들은 시험에 사용했던 Ni2++과 Tebuconazole이 참개구

리 배아 성장에 유해하게 작용하는 것으로 해석된다. 이

러한 현상들은 Xenopus leavis배아발달에 미치는 Ni2++의

효과는 LC50 365 μmol L-1, EC50 2.5 μmol L-1, TI 147로

나타났으며 올챙이의 체장도 농도 증가에 따라 감소하

여 본 실험과 유사한 경향을 나타내었다 (Hopfer et al.

1991). 한편 Xenopus leavis배아발달에 미치는 Tebucon-

azole의 효과는 LC50이 82.35 μmol L-1로 나타났으며 농

도 증가에 따른 체장의 길이가 감소하는 등 본 실험과
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Fig. 4. Tadpoles of Rana nigromaculata exposure to Ni2++, Tebuco-
nazole at the blastula stage. (A) Rana nigromaculata tadpole
of control approximately 120 h after fertilization. (B) Rana
nigromaculata tadpole after 96 h exposure to 0.075 mg L-1

Ni2++ displaying edema. (C) Rana nigromaculata tadpole
after 96 h exposure to 0.25 mg L-1 Ni2++ displaying flexure of
the tail. (D) Rana nigromaculata tadpole after 96 h exposure
to 10 mg L-1 Tebuconazole displaying wave spine. (E) Rana
nigromaculata tadpole after 96h exposure to 1 mg L-1 Ni2++

displaying profound.
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유사한 경향을 나타냈다 (Hwang et al. 2010). 

화학물질의 독성 판정을 위한 주요 생물학적 판정지표

인 기형율을 조사한 결과 Ni2++의 경우 기형 개체는 0.01

mg L-1에서 나타나기 시작하 고 Tebuconazole에 의한

기형은 10 mg L-1에서부터 16.7%의 비율로 나타나기 시

작하여 기형율도 20, 30 mg L-1으로 농도가 높아지면서

그 비율도 96.6%, 100%로 각각 증가하 다. 기형율도 성

장률과 유사하게 Ni2++과 Tebuconazole 모두 농도에 의존

하여 증가하는 경향을 나타내어 참개구리 배아발달과정

에 기형을 유발하는 것으로 해석되어진다. Australian

frog (Litoria adelaidensis, Crinia insignifera) 배아를 활용

하여 nonylphenol ethoxylate에 노출시킨 결과와 비교해

볼때 LC50, EC50, MCIG (minimum concentration inhibit

growth)가 각각 9.2, 8.8, 5.1~6.0 mg L-1와 6.4, 4.5, 4.0

mg L-1을 나타내었고 TI는 1.0, 1.6을 나타내었으며 농도

증가에 따라 올챙이의 체장의 감소를 나타내어 본 실험

의 결과들과 유사한 경향을 나타내었다 (Mann and Bid-

well 2000). FETAX 기법을 적용한 Ni2++과 Tebuconazole

에 의한 TI가 61.4, 3.1로 계산되었다. 이러한 TI는 1.5보

다 값이 클 때 시험물질이 최기형성을 갖는 것으로 판단

하게 된다 (Bantle and Courchesne 1985). 따라서 Ni2++과

Tebuconazole은 모두 참개구리 배아발달에 최기형성 물

질로 작용하는 것으로 나타났으며 TI값이 Tebuconazole

에 비해 Ni2++이 약 20배 높은 값을 나타내어 이는 Ni2++

이 보다 강력한 최기형성 물질임을 시사하는 것으로 판

단된다. 한편, Ni2++과 Tebuconazole의 향에 의해 나타

난 기형의 종류는 Ni2++의 경우 수포형성기형, 꼬리기형,

척추기형, 복합기형 등이 나타났고 Tebuconazole의 경우

척추기형, 꼬리기형, 복합기형 등이 나타났으며 이들은

Ni2++과 Tebuconazole의 농도에 의존하여 그 비율도 증

가하 다. 이러한 결과들은 국내산 개구리인 무당개구리

(Bombina orientalis) 배아, 북방산개구리 (Rana dybowskii)

의 배아발달에 화학물질을 처리하여 나타난 기형의 종

류 (수포형성기형, 꼬리기형, 복부기형, 두부기형, 성장장

애, 척추기형)와 유사한 경향을 나타내었다 (Kang et al.

2004; Ko 2004).

이상의 결과들로 보아 Ni2++과 Tebuconazole 모두 낮은

농도에서 치사율, 기형율, 기형양상, 성장률 등이 농도증

가에 의존하여 배아의 발달 과정에 민감하게 반응하

으며 각각의 문헌상 자료와 비교할 때 유사한 결과들을

나타내어 참개구리 배아를 활용한 화학물질의 독성시험

기법은 신뢰성을 확보한 것으로 사료되어지며 국내산

개구리 중 북방산개구리는 서식지의 제한과 2~3월 사

이에 번식하여 농약 등 오염물질들을 주로 사용하는 시

기와 계절적으로 차이가 있으며 무당개구리의 경우 서

식지의 제한 및 배란된 난자 수가 20~30개 정도이며

난자 크기 차이가 커서 같은 크기의 난자를 량 확보

하는데 어려움이 있다. 본 실험에 사용했던 참개구리는

분포지역이 넓고 번식시기도 다른 개구리에 비해 길며

균일한 크기의 난자를 량채취 할 수 있는 장점을 가

지고 있어 화학물질 및 환경오염물질의 독성검정에 활

용할 수 있을 것으로 판단된다.

적 요

국내에 서식하는 개구리의 배아를 이용하여 화학물질

의 독성평가에 한 가능성을 파악하기 위해 FETAX

(Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus) 기법에 따라

참개구리(Rana nigromaculata)의 배아를 배양하면서 Ni2++

과 Tebuconazole의 효과를 probit 분석법으로 조사하 다.

그 결과, Ni2++과 Tebuconazole의 농도에 의존하여 유생

의 체장 길이는 감소하고 치사율과 기형율은 증가하 으

며 Ni2++과 Tebuconazole의 half maximal effective concen-

tration (EC50)은 각각 0.07, 12.7 mg L-1을 나타내었고 half

maximal lethal concentrations (LC50)은 4.2, 39.1 mg L-1을

나타내었다. Teratogenic index (TI==LC50/EC50)는 Ni2++의

경우 61.4, Tebuconazole의 경우 3.1을 나타내어 참개구

리 배아 발달에 최기형성 물질로 작용함을 알 수 있었

다. 이상의 결과는 참개구리 배아의 발달에 표적 유해

화학물질인 Ni2++과 Tebuconazole이 민감하게 향을 미

침을 보여준다. 또한 참개구리 배아는 다량의 배아 확보

가 가능하며 배양이 용이하고 치사율, 기형율, 성장률, 기

형양상 등이 참고문헌들과 비교하 을 때 유사한 결과

를 나타내어 참개구리 배아를 활용한 시험기법은 화학물

질 및 환경오염물질의 독성검정에 활용할 수 있을 것으

로 판단된다.
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