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Toxicity results of metals, nanoparticles (NPs), and soils contaminated with metals were introduced on this

review. Following methods were used: seed germination, bioluminescence, enzyme activity, and mutation. In gen-

eral, different sensitivities were observed, depending on types of bioassays and pollutants. Among tested seeds, sen-

sitivities of Lactucus and Raphanus were greater than others. Of single metal exposure, effect by As(III) was

greater than others, and high revertant mutation ratio (5.1) was observed at 1 mg/L arsenite, indicating high

mutagenicity. No general pattern was observed on the effect of metal mixture, but synergistic effect was observed

with seeds. In case of soils, no correlation was observed between total metal contents and toxicity. Toxicity of NPs

was observed as follows: CuO > ZnO > NiO > TiO2, Fe2O3, Co3O4. Especially, no considerable effects were

observed by TiO2, Fe2O3, and Co3O4 under tested concentration (max. 1,000 mg/L). The evaluation results of inter-

active toxic effects using various bioassays may comprise a useful tool for the bioassessment of various environ-

mental pollutants. 
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본 총설 논문에서는 다양한 급성독성법을 이용하여 중금속, 나노입자, 중금속 오염 토양에 의한 영향 평가 결과를

소개하였다. 평가는 씨앗발아, 생물발광, 효소활성 및 유전자 변이 평가법을 이용하였으며, 오염물 종류 및 방법에 따

라 상이한 민감도를 보였다. 씨앗의 경우에는 상추(Lactucus)와 알타리무(Raphanus)가 대체적으로 높은 민감도를 보

였다. 단일 금속 노출에서는 일반적으로 As(III)가 높은 독성을 나타내었다. As(III) 1 mg/L 조건에서 높은 유전자변

이(MR=5.1)가 관찰되었다. 혼합 중금속에 대한 영향은 명확한 경향을 찾기 어려웠지만, 씨앗 발아의 경우에는 상승

효과가 보편적으로 관찰되었다. 중금속 오염 토양에 대한 평가에서는 시료별 총중금속 농도와 독성 영향 간의 상관성

을 예측하기는 어려웠다. 일반적으로 나노입자의 씨앗발아에 근거한 영향은 다음의 순서로 조사되었다: CuO > ZnO

> NiO > TiO2, Fe2O3, Co3O4. 특히 TiO2, Fe2O3와 Co3O4는 최대 노출 농도 1,000 mg/L 농도에서도 뚜렷한 영

향을 나타내지 않았다. 다양한 독성 생물검정법에 대한 통합 자료는 향후 다양한 오염물 기초 독성평가에 유용하게

사용할 수 있을 것이다.

주제어 : 환경독성법, 생물발광, 씨앗 발아, 유전자 변이
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1. 서 론

현대사회의 산업 발달과 도시화는 중금속, 나노입자

등과 같은 다양한 인위적 환경 오염을 증가시키고, 이

러한 오염은 일부 지역에 심각한 위험성 문제를 유발

한다. 많은 중금속 중에서 As, Cd, Cu, Cr, Co, Hg,

Pb, Se, Zn 둥은 물, 대기, 토양 환경 등의 다양한 이

동 매체를 통해서 생태계에 축적되어 잠재적으로 인간

을 비롯한 유기 생명체에 치명적인 피해를 입힐 수 있

다(이진수 등, 2001). 이러한 중금속 오염물들 중에서

특히 비소는 인체 및 생태계에 매우 유해한 금속으로

알려져 있다. 음용수에 대한 비소농도 권고치는 대부

분 ppb 수준을 요구한다. 또한 최근에는 유럽연합, 미

국, 일본, 한국 등의 국가가 10 ppb로 비소 기준농도

를 강화하고 있다. 또한 지하수 비소 오염은 중국과

인도 등을 포함한 다양한 국가에서 큰 문제로 부각되

고 있다 (Liu, et al., 2005). As(III)의 높은 독성은

효소를 포함한 생화학물질(e.g., glutathione, lipoic

acid)의 -SH 그룹과의 친화도에 기인하는 것으로 알려

져 있다(Aposhian and Aposhian, 2006). 

나노(nano)입자는 10억분의 1을 나타내는 단위로

1 nm에 해당되는 원자규모의 크기이며, 원자들의 배열

간격이 약 0.2 nm이고 원자 중 가장 작은 수소 원자

의 직경이 0.1 nm이므로 나노세계는 원자세계라 말할

수 있다(Lowry et al., 2012). 국내에서도 세계적 추

세와 같이 오래전부터 나노 기술이 도입, 개발 및 다

양한 상업 목적으로 사용되고 있다. 나노입자는 보편

적으로 다음과 같이 분류된다 : (1) 탄소 기반(대부분

탄소로 구성) (2) 금속 기반(양자입자, 나노골드, 나노

실버, 금속산화물 등) (3) 덴드리머(가지구조 나노크기

의 고분자) (4) 복합물(나노입자 혹은 거대물들을 혼합)

(Lin and Xing, 2007; Klaine et al., 2008). 나노입

자는 촉매, 반도체, 화장품, 전자제품, 의약 등 다양한

분야에 사용되고 있으며, 나노입자를 이용한 기술은 앞

으로도 계속 개발되어 우리 생활과 밀접한 연관성을

유지할 것이다(Biswas and Wu, 2005). 따라서 나노입

자는 유익성과 함께 미칠 수 있는 유해한 영향에 대한

관심도 증가하고 있으며, 보편적으로 탄소기반과 금속

기반 입자에 대한 연구가 많이 되어있다. 다양한 유전

적 변이에 미치는 영향에 관한 보고도 있다(Singh et

al., 2009; Landsiedel et al., 2009). 다양한 종류 및

조건에서 나노입자가 생물계에 미칠 수 있는 영향에

대한 연구는 계속적으로 조사되어야 할 것이다. 

오염 토양이나 지하수 생태계의 독성 물질들이 미치

는 오염 정도 및 영향을 규명하는 것은 오염으로 인한

위해성, 생태계 복원 및 관리를 위한 필수적 과정이다.

생물검정법(bioassay)은 오염물이 생태계에 미치는 위

해성을 결정하기 위한 중요한 정보를 제공하며, 독성

물질에 대한 생물 반응 및 변화를 통해 오염도를 나타

내는 것으로 화학적 방법에 비해 측정 및 분석의 편리

성, 시간 단축 및 비용의 저렴성, 무엇보다도 생물이용

성(bioavailability)을 측정한다는 장점을 가진다. 오염물

에 대한 급성독성법으로는 척추 및 무척추 동물, 식물,

어류, 조류, 박테리아 등 다양한 생물체와 상이한 측정

종말점(씨앗 발아 및 성장, 치사율, 출산율, 먹이 섭취,

이동성, 호흡량, 생장, 유전자 변이, 효소 활성 등)에

근거하여 오염물의 환경독성 정도를 평가한다(Bitton

1999). 환경 급성독성법을 이용하여 오염물에 대한 위

해 정도를 조사할 때의 중요한 문제점은 생물종에 따

라 일반적으로 오염물에 대한 민감도가 상이할 수 있

다는 점이다(Mankiewicz-Boczek et al., 2008). 따라

서 단일방법에 의한 평가보다는 다양한 방법에 근거한

오염물 독성 평가 접근법이 필요하며, 생물종에 따라

상이한 민감도에 의한 생물 검정법 결과의 통합은 오

염물 혹은 오염 환경의 모니터링에 더욱 적절한 정보

를 제공해 줄 것이다(Kungolos 2009).

본 연구에서는 다양한 화합물의 독성을 상이한 독성

법을 이용하여 조사한 결과를 평가하였다. 사용한 방

법은 (1) 유전자 재조합 발광 균주인 RB1436의 발광

활성, (2) 상이한 4종류(genera)의 씨앗 발아, (3) 단

기간 유전자 생물검정법인 Salmonella typhimurium변

이 균주 유전자 복귀 돌연변이원성에 근거한 Ames

test이다.

2. 실험방법 및 재료

2.1. 생물발광을 이용한 생물검정법

발광 유전자 재조합 균주 E. coli RB1436은

pUCD615 플라즈미드 내의 염기 제거(deletion)에 의

해 lux-gene이 충분히 발현될 수 있도록 constitutive

promoter가 lux-gene에 근접하게 위치한 균주이다.

20% glycerol 용액으로 -70oC 초저온고(model DF9007,

Ilshin Lab Tech. Co.)에 보관한 균주를 Luria-Bertani

(LB) 배지(tryptone 10 g, yeast extract 5 g, NaCl 5 g,

agar 15 g, 2 N NaOH 0.5 mL per 1 L, pH 7.2)에

계대 배양하여 사용하였다. 실험을 위해 27oC, 130 rpm

조건에서 LB배지에 하룻 밤 동안 배양 후 다시 LB배

지에 1:20 희석하여 O.D600=0.6이 될 때까지 재배양
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하였다. 독성 측정은 발광 활성영향에 근거하여 측정

하였으며, 균주(1 mL)에 시료(9 mL)를 노출 시킨 후

배양 1시간과 1시간 30분의 발광강도를 측정한 평균값

을 이용하였다. 발광은 시료 400 µL을 채취한 후

Luminometer (TD 20/20, Turner Designs, USA)를

이용하여 측정하였으며, 발광 강도 단위는 relative

light unit (RLU)이며 최대 측정 한계치는 9,999

RLU이다. 

2.2. 씨앗 발아 생물검정법

씨앗 발아 검정법에 사용한 씨앗은 일반 경작용 식

물 중에서 US. EPA (1996) 및 OECD 등의 공인 기

관에서 추천하는 4 종류의 식물 씨앗을 선택하였다:

Lactuca sativa L.(상추), Raphanus sativus L.(알타리

무), Cucumis sativus L.(오이), Cardamine yezoensis

Maxim.(춘채). 씨앗은 실험 전에 3% 과산화수소로 표

면을 소독하고 증류수로 한 번 더 세척하였다. 페트리

접시(90×15 mm)에 필터(advantec filter paper No.

2)를 깔아 상이한 농도의 시료 용액(시료군) 5.0 mL를

주입하고, 세척한 20개의 씨앗을 정렬해 높은 후 파라

필름으로 밀봉하여 23oC, 암소에서 배양하였다. 대조군

으로는 5 mL의 멸균수를 사용하였으며, 모든 실험은

3회 반복하여 수행하였다. 결과는 배양한 시점으로부터

3일이 경과하여 뿌리가 2 cm 이상 나온 것을 발아한

것으로 간주하였으며, 대조군에 대한 실험군의 발아개

체수를 백분율로 환산하여 나타내었다. Fig. 1은 씨앗

발아 실험 페트리 접시와 발아 씨앗 사진이다.

2.3. 유전자 복귀돌연변이 생물검정법 

본 연구에서는 돌연변이원성 시험의 스크리닝 시험

으로 가장 많이 이용되고 있는 단시간 변이 측정법

Ames test를 이용하였다. Salmonella typhimurium

야생형 균주(wild type)는 아미노산 히스티딘이 없는

조건에서도 생장할 수 있는 히스티딘 비요구성(his+)이

다. 본 연구에서 사용한 Salmonella 변종들은 인위적

변이(pre-existing mutations)에 의해 히스티딘을 합성

할 수 없어 생장을 위해서는 히스티딘을 요구하는 히

스티딘 요구성(his-) 균주로 ampicillin 저항 유전자를

보유하고 있는 TA98을 사용하였다. 중금속에 대한 복

귀돌연변이원성 시험은 Ames test (Mortelmans and

Zeiger, 2000)에 준하여 수행하였고, 시험물질의 농도

범위는 1~500 mg/L이다. 모든 실험마다 양성대조물질

을 대상으로 복귀돌연변이 집락수를 측정하고, 각 균

주에 해당하는 양성대조물질의 참고치와 비교, 확인하

여 균주의 유전 특성이 정상적으로 발현되는지를 확인

하였다(공인철 외 2인, 2010). 

생물 검정법의 결과는 일반적으로 대조군에 대비한

EC50값으로 나타내었으며, 노출평가모델링(CEAM:

Exposure Assessment Modeling)을 수행하기 위해

미국 EPA에서 제공하는 프로그램(Trimmed Spearman-

Karber method)을 이용하였다(An 2004). 실험 결과

값들에 대해 graphpad software의 t-test 프로그램을

이용하여 통계 유의치(p-value)를 평가하였다 (http://

www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm). 

2.4. 씨앗 활성에 근거한 나노입자 독성 평가

나노입자에 대한 독성 영향을 씨앗발아 활성에 근거

하며 평가하였다. 실험은 중금속에 대한 방법과 동일

하게 수행하였다. 본 연구에서는 금속산화물인 나노입자

6종에 대한 독성평가를 실시하였다: CuO (30~50 nm),

NiO (30 nm), Fe2O3 (20~40nm), Co3O4 (30 nm),

TiO2 (30~50 nm) (Nanostructured & Amorphous

Materials Inc., USA), ZnO (40~100 nm) (Alfa Aesar,

USA). 제조한 나노시료 용액내의 나노입자 분산

Fig. 1. Pictures of orignal seeds arrayed on Petri-dish and germinated seeds. 
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(disperson) 향상을 위해 제조 후 초음파 세척기

(Daihan, Korea)를 이용하여 30분간 초음파(sonication)

후 실험에 사용하였다.

2.5. 토양시료 독성평가법

토양 시료는 대용량 지하수 확보 가능 예정지 주변

의 지하수계에 영향을 줄 수 있는 11 지역의 표층토를

채취하여 씨앗발아에 미치는 영향에 근거하여 독성을

조사하였다. 지역별로 10 m 반경의 구간에서 채취의

편리성과 토양 상태 등을 고려하여 토양오염공정시험

법에 따라서 5~6개의 토양시료 채취지점을 결정하였

다. 낙엽이나 뿌리와 같은 이물질이 있을 경우 이들을

제거하고 표층토양을 체걸음 한 후 2 mm미만의 토양

입자를 현장에서 채취 하였다. 모든 토양은 공기건조

후 사용할 때까지 저온실에 밀봉 보관하였다. 토양평

가를 위해 토양과 증류수를 1:3의 비율로 혼합 후

250 rpm 조건에서 6시간 추출 후 원심분리 슬러리의

상등액에 대한 영향을 관찰, 비교하였다. 실험 방법은

단일 중금속 독성평가와 동일한 방법으로 수행하였다.

 

3. 결과 및 고찰

3.1. 단일 중금속 독성평가

다양한 중금속에 대해 생물발광과 씨앗 발아 활성에

근거하여 민감도를 조사하였다. 선행 조사에 근거하여

특정 농도 범위를 결정하였으며 오염물에 따라 매우

다양한 범위의 독성을 나타내었다(Table 1). 발광 활성

과 씨앗에 대한 중금속의 영향 순서는 상이하였으며

다음과 같이 조사되었다: 발광활성 As(III), Cd >

As(V) > Cu>>Cr(VI), 씨앗활성 As(III) > Cr(VI) >

Cu>Cd>As(V) (Table 1). 특히 Cr(VI)의 경우에는

생물발광 조사 최대 농도인 50 mg/L에서 EC50이 관

찰되지 않았지만 씨앗발아는 1.33 mg/L에서 50% 영

향을 나타내었다. 높은 독성 오염물로 알려진 As(III)는

모두 독성이 높게 조사되었다. As(III)는 As(V)에 비해

독성이 상당히 높은 것으로 보편적으로 알려져 있으나

(Sharma and Sohn, 2009) 본 검정법에서는 EC50에

근거하여 약 2~3배 정도 높은 독성이 관찰되었다. 오

염물에 대한 독성 민감도 및 민감도 순서는 생물종과

측정 종말점(end points) 등에 따라 매우 다양한 특성

을 나타낼 수 있기 때문에 시료 특성에 적합한 방법이

나 다양한 방법들의 결과를 통합한 해석을 통하여 더

욱 적절한 평가가 이루어질 수 있을 것이다.

독성이 높게 나타난 비소 화합물(As(III)와 As(IV))

에 대해서 다른 생물검정법을 이용하여 영향을 비교하

였다(Table 2). As(III)와 As(V)의 1 mg/L 노출 조건

에서 균주의 발광활성은 각 대조군의 49.8±6.66%(높

은 독성)와 62.4±14.06%(낮은 독성)을 나타내었고, 최

대 농도인 10 mg/L 노출 조건에서는 활성이 억제되어

각 대조군의 6.5±0.87%와 15.9±0.63% 발광 활성이

각각 관찰되었다. As(III)와 As(V)의 EC50는 1.14(0.84~

1.54) mg/L와 2.05(1.47~2.86) mg/L로 각각 조사되었

다. 많은 연구 결과들에 의하면 보편적으로 As(III)가

As(V)보다 높은 독성을 나타내는 것으로 알려져 있으

며, 생물 발광활성 억제에 근거한 본 연구에서도 일치

하는 결과가 조사되었다. As(III)의 독성은 glutathione

과 lipoic산과 같은 생분자(biomolecules)와 많은 효소

의 시스테인 성분의 -SH기에 대한 친화도 때문인 것

으로 알려져 있다(Aposhian and Aposhian, 2006).

As(III)와 황 결합은 glutathione reductase, glutathione

peroxidases 등의 다양한 효소의 활성을 억제하는 것으

로 알려져 있다(Chang et al., 2003). As(V)의 경우에

는 황화수소그룹에 직접 결합하지 않는 것으로 알려져

있다(Suzuki et al., 2008).

 

3.2. 씨앗종에 따른 민감도 조사

지역의 주요 농작물 재배종이면서 US. EPA 및

OECD의 공정법에서 권장하는 식물 씨앗에 해당하는

오이(Cucumis), 알타리무(Raphanus), 춘채(Cardamine),

상추(Lactuca)를 사용하여 씨앗 발아에 근거한 비소의

Table 1. EC50s of various pollutants based on bioluminescence and seed germination (Lactuca) activity (95% confidence

level) (공인철, 이소라, 2012)

Metals Bioluminescence (EC50 mg/L) Seed germination (EC50 mg/L)

As(III) 1.1 (0.84~1.54)a 1.02 (0.87 ~ 1.20)a

As(V) 2.1 (1.47~2.86) 3.00 (2.53 ~ 3.56) 

Cr(VI) >□50 1.33 (1.19 ~ 1.49) 

Cu 6.0 (5.21~6.78) 2.26 (1.88 ~ 2.73)

Cd 1.34 (1.03~1.75) 2.61 (2.23 ~ 3.04) 
aValue is the range of the 95% confidence level (low limit~high limit)
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독성을 결정하였다(Table 2). 동일한 오염물에 대해서

각 씨앗종의 내성 정도와 민감도는 상이하였으며, 대

조군의 경우에 3일 배양 시점에서 평균 92.5% 발아

(2 cm 기준)하였다. 비소 노출 씨앗들 대부분은 초기

일정 농도까지는 발아 영향에 내성을 나타내다가, 일

정 농도 노출 이후 부터 급격히 영향을 받는 형태로

관찰되었다. 조사한 씨앗 중에서 Lactuca, Raphanu와

Cardamines는 As(III)가 As(V)보다 더욱 높은 독성

영향을 나타내었으며, Cucumis는 비슷한 민감도를 나

타내었다. 금속 오염물 종류에 대해 상이한 민감도를

나타내었지만, As(III)에 대한 씨앗의 민감도(EC50 mg/L)

는 Lactuca (0.63) > Raphanus (1.73) > Cardamine

(3.74), Cucumis (3.95), 그리고 As(V)에 대한 민감도

는 Lactuca (3.01), Cucumis (3.70), Raphanus (3.94)

>> Cardamine (10.96)으로 조사되었다(Table 2). 대

체적으로 Cardamine 씨앗이 비소 화합물에 대해 민감

도가 낮은 씨앗 종으로 조사되었었으므로, 환경독성평

가에 부적절한 씨앗종으로 판단할 수 있다. 본 조사에

서 높은 민감도를 나타내었고, 비소 화합물에 대해 상

이한 영향을 나타내었으며, 또한 다른 검정법과 비슷

한 경향을 보인 Lactuca와 Raphanus 2종의 씨앗이

생물 검정법을 위해 적절한 종류로 사료된다.

다양한 밀(wheat) 씨앗종을 대상으로 한 보고에서도

As(III)가 As(V) 보다 높은 독성을 나타내는 것으로 조

사되었다. 또한 씨앗 발아는 호흡에 필요한 대사물

(metabolites)을 공급하는 씨앗 탄소원(starch 등) 분해

에 의존하기 때문에 아밀라제 효소의 활성에 대한 비

소 화합물 영향과 상관성이 높은 것으로 보고되었다

(Liu et al., 2005). 씨앗발아 외에도 줄기, 뿌리 성장,

생체량 및 대사물 생산 효소 활성 등에 대해서도 중금

속이 독성을 미칠 수 있을 것이다(Abedin and Meharg,

2003).

3.3. 복귀 돌연변이원성에 근거한 비소 독성 평가

비소 화합물이 Salmonella 균주 복귀 돌연변이원성

에 미치는 영향을 As(III)와 As(V) 농도 0~500 mg/L

조건에서 조사하였다. 음성대조군에서 21~36 (TA98),

107~133 (TA100)의 집락이 생성되었기 때문에, 보고

된 연구 결과와 비교하여 양성이라 판단할 수 있어 시

험은 적절하다고 판단되었다(Mortelmans and Zeiger,

2000). TA98 균주는 비소 농도 증가에 따라 복귀 돌

연변이에 의한 집락수도 증가하였고, 모두 용량 의존

적으로 양성 반응을 보였다. MR (대조군에 대한 실험

군의 복귀 집락수의 비) 값이 2를 초과하기 시작하는

농도는 As(III) 1 mg/L (MR=5.1)와 As(V) 500mg/L

(MR=2.0)로 나타났다(Table 2). 따라서 As(III)는

1mg/L 이하, As(V)는 500 mg/L 이상의 농도에서 양성,

즉 유전자 변이 영향 농도로 판정할 수 있었다. 특히

As(III)의 경우 조사 범위 최대 농도인 500 mg/L의 MR

값이 10.4로 돌연변이원성 물질로서의 가능성이 매우 높

은 것으로 나타났다. 비소에 노출된 TA100 균주는 오

염원의 증가에 따른 복귀 집락수의 증가를 확인할 수

없었기 때문에 비소에 대한 염기쌍 치환형인 TA100

균주의 변이원성 확인 결과는 음성으로 판정하였다. 오

히려 As(III)에 노출된 TA100은 화합물의 농도가 증가

함에도 불구하고 형성되는 집락의 수는 감소하였다.

TA98과 TA100 균주에 대한 MR값을 비교했을 때

TA98 균주에 대한 복귀 돌연변이원성이 뚜렷하게 나

타나므로 구조 이동형(frame shift type)의 변이원성

물질에 의한 돌연변이원성 효과가 더 크게 발현되었음

을 예상할 수 있었다. 본 연구 결과는 침출수 처리공

정수 및 폐수슬러지에 의한 돌연변이원성 평가에서도

구조이동형 돌연변이가 더욱 크게 발현된다는 보고들

과 일치하였다(이종삼 외 2인, 2007; Mathur et al.,

2007).

Table 2. Summary of the effects of arsenic compounds on various test organisms (공인철 외 2, 2010)

Methods
EC50 or mutation level (mg/L) 

As(III) As(V)

α-glucosidase activity 45.4 (29.42~70.06)  >> 50

Seed germination

Lactuca 0.63 (0.57~0.69) 3.01 (2.53~3.57)

Raphanus 1.73 (n.d.) 3.94 (3.41~4.55)

Cucumis 3.95 (3.73~4.18) 3.70 (3.10~4.41)

Cardamine 3.74 (2.88~4.85) 10.96 (10.22~11.74)

Revertant mutation
 TA98 < 1 mg/L < 500 mg/L

 TA100 > 500 mg/L > 500 mg/L

Values in parenthesis represent 95% confidence level
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Fig. 2. Comparison between theoretically expected and observed effects of the binary mixtures. Error bars indicate the 95%

confidence intervals (공인철, 이소라, 2012).
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3.4. 혼합 중금속 독성 평가

혼합 2종 중금속에 의해 이론적으로 예상되는 영향

(P(E))과 실제 관찰 영향(P(O))을 비교, 분석 하였다.

언급한 바와 같이 단일 금속 a1과 a2의 각각의 영향

정도가 P1과 P2라고 할 때 이론적으로 예상 영향 정

도는 P(E) = P1 + P2 - (P1P2)/100 방정식으로 정

의된 이론에 근거하여 해석하였다(Kungolos et al.,

2009). 

5가지 단일 중금속 혼합의 농도 조합 별 상호작용

효과를 Fig. 2에 나타내었다. 뚜렷한 경향을 찾기는 어

려운 부분이 있으나, As(III)와 혼합된 중금속의 경우에

는 통계적 유의성이 크지는 않았지만(p 값 범위

0.03~0.95) 보편적으로 P(O)가 P(E)보다 높은 상승효

과를 나타내었다(P(O) 50~90%, P(E) 46~84%). 또한

Cr(VI)+As(V)와 Cr(VI)+Cu (Fig. 2h, i)의 혼합물의

경우에는 P(O) (각 35%와 45%)가 P(E) (각 52%와

52%) 보다 적어 독성이 감소하는 길항작용을 나타내

었다. 단일 금속으로 독성이 높은 As(III)과 Cr(VI)의

혼합에서는 P(O) (50%)와 P(E) (43%)가 비슷하게 조

사되었다. 전체 평균 독성은 P(O) = 72±28.8%,

P(E) = 63±21.5% (p 값 0.0093)로 통계적 유의성 관

찰과 함께 이론적 예상 독성보다 높은 독성, 즉 상승

작용이 관찰되었다. 또한 통계적 유의성이 크지는 않

지만 Cr(VI)과의 혼합 조건 외는 모두 상승 작용이 나

타났다. 뚜렷한 경향은 관찰할 수 없었지만 중금속의

혼합에 의해 길항, 상승, 첨가의 3가지 작용들이 나타

나기 때문에 혼합 오염원 영향에 의한 정확한 평가를

위해서는 좀 더 세부적인 연구와 관심이 필요하다. 

3.5. 씨앗 발아에 근거한 나노입자 독성 평가

선행 연구에 근거하여 결정한 다양한 농도의 범위에

서 나노입자가 씨앗발아에 미치는 영향을 조사하였다

(Ko et al., 2013). 각 나노입자 별 조사 농도 범위는

다음과 같다: CuO (0~15 mg/L), NiO (0~30 mg/L),

ZnO (0~30 mg/L), Fe2O3, Co3O4, TiO2 (1,000mg/L).

기초 조사에서 Fe2O3, Co3O4, TiO2 나노입자에 의한

영향은 미미하였기에 1,000 mg/L에 대해서만 조사하

였다. Lactuca, Raphanus 씨앗 모두 공통적으로 나노

입자 CuO, ZnO, NiO에 대해서는 뚜렷한 발아 억제

영향을 나타내었다. 대조적으로 Fe2O3와 TiO2는 씨앗

두 종 모두에 대해 조사 최대 농도 1,000 mg/L 조건에

서 발아에 대한 영향을 관찰할 수 없었다(Fig. 3). 그

러나 씨앗 Raphanus와는 달리 Lactuca는 1,000 mg/L

Co3O4 농도 노출에 약 63% (37% 억제)의 발아율을

나타내었고, CuO, ZnO, NiO에 대해서도 상대적으로

높은 발아 억제 영향을 나타내었다. 따라서 씨앗 종류

에 따라 상이한 영향이 관찰될 수 있음을 확인하였다.

나노입자 종류에 따라 다양한 범위의 영향을 나타내었

지만, CuO, ZnO, NiO 입자의 씨앗 Lactuca에 대한

EC50의 범위는 0.4~20 mg/L였으며 Raphanus 씨앗의

경우 EC50이 25~115 mg/L 범위 영향을 나타내었다.

Lactuca에 비해 Raphanus의 나노입자에 대한 EC50

값은 CuO 58배, ZnO 4배, 그리고 NiO 7배 높은 값,

즉 낮은 씨앗 발아 영향이 관찰되었다. 따라서 나노입

자 오염에 대해 Lactuca 씨앗이 Raphanus 씨앗보다

매우 높은 민감도(영향)와 오염물에 상이한 민감도 차

이를 나타냄을 알 수 있었다. 씨앗 종류별 동일 오염

Fig. 3. Effects of NPs on the relative germination (%) of (a) Lactuca and (b) Raphanus. (구본우, 공인철, 2014).
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물에 대한 민감도 차이는 다양한 요인들이 관여할 수

있지만, 특히 씨앗 크기(표면적 차이)도 주요 원인 중

의 하나일 것이다. 또한 CuO가 다른 나노입자에 비해

매우 높은 발아 억제 영향을 나타내었으며, 예를 들면

조사 나노입자 중에서 두번째로 높은 독성을 나타낸

ZnO에 비해 CuO 영향은 Lactuca 씨앗은 23배,

Raphanus는 1.7배 낮은 EC50 (높은 발아 억제 영향)

값을 나타내었다(Table 3). 그러나 나노입자에 대한 독

성(mg/L EC50)은 두 씨앗 종 모두 비슷한 순서로 관

찰되었다. 독성도는 Lactuca은 CuO (0.46) >> ZnO

(10.84) > NiO (17.17) > Co3O4 > TiO2 > Fe2O3,

Raphanus는 CuO (26.84) > ZnO (46.54) > NiO

(114.2) > Co3O4, Fe2O3, TiO2 으로 조사되었다. 따

라서 두 씨앗종에 대한 결과에 근거할 때, 적절한 평

가를 위해서는 씨앗 종에 따라 상이한 민감도 및 영향

정도 등에 대한 해석 및 분석이 필요함을 알 수 있었다.

Lactuca와 Raphanus의 씨앗 발아 활성에 대한

CuO, ZnO, NiO 나노입자의 영향 차이 여부를 EC50

간 통계적 유의치(probability value)에 근거하여 평가

하였다. Lactuca에 대한 CuO, NiO, ZnO의 EC50 값

들은 나노입자 간 차이가 통계적으로 매우 유의(상이

한 영향) 것으로 조사되었다 (p < 0.009). Raphanus

역시 나노입자 간 통계적으로 유의한 차이(p < 0.03)

를 나타내었다. 따라서 영향이 크지 않는 Ti, Co, Fe

금속산화물을 제외한 나노입자들은 두 씨앗 종 모두에

대해 나노입자 간 씨앗 발아에 뚜렷한 차이의 영향을

나타냄을 알 수 있었다. Lin and Xing (2007)의 연구

결과에 의하면 ZnO 나노입자의 씨앗 발아 EC50은

radish 50 mg/L, 그리고 rape과 ryegrass는 20 mg/L

로 조사되었다. 본 연구에서 사용한 두 씨앗종과 비슷

한 결과를 나타내었다. Wu et al. (2012)에 의하면

Co3O4, Fe2O3, TiO2의 Lettuce 씨앗 발아에 대한

EC50 값은 5000 mg/L 이상으로 매우 높게 조사되었다.

생물을 이용한 오염물 영향 평가에서 오염물에 대한

독성 정도 및 민감도 순서는 식물종과 측정 종말점 등

에 따라 매우 다양한 특성을 나타낼 수 있기 때문에

시료 특성에 적합한 방법이나 다양한 방법들의 결과를

통합한 해석을 통하여 더욱 적절한 평가가 이루어질

수 있을 것이다. 특히 나노입자에 의한 유전자 변이에

대한 영향 여부는 인간 건강 및 생태계 위해성 평가에

매우 중요한 과정이다(Singh et al., 2009). 유전독성에

대해서도 통합 독성(battery of assay)과 상이한 측정

종말점의 결과를 통하여 적절한 평가를 할 수 있다고

연구자들은 보고하고 있다(Gonzalez et al., 2008;

Landsiedel et al., 2009). 

 

3.6. 토양시료 독성 평가 

토양이 씨앗발아에 미치는 영향과 토양 중금속 농도

와의 관계를 분석하기 위해 시료 토양의 총중금속 농

도 결과를 Table 4에 나타내었다. 조사 주변 토양은

대체적으로 심각한 중금속 오염은 관찰되지 않았지만,

일부 토양에서 수 백 mg/kg의 높은 비소 농도가 검출

되었다. 총중금속 농도에 근거할 때 그룹 #1~6에서는

매우 높은 비소 농도(381~627 mg/kg)에 오염된 반면

Table 3. Effects of NPs on the seeds (Lactuca, Raphanus)
germination (구본우, 공인철, 2014)

NP
EC50 (mg/L)

Lactuca Raphanus

CuO 0.46 (0.40~0.53)a 26.8 (22.84~31.54)

ZnO 10.8 (8.68~13.54) 46.5 (39.08~55.42)

NiO 17.2 (16.29~18.10) 114.2 (98.87~131.93)

Fe2O3

Co3O4 > 1000 > 1000

TiO2

aValue is the range of the 95% confidence level (low

limit~high limit).

Table 4. Total heavy metal content of the collected soils (mg/kg) (공인철, 이소라, 2012)

Metal
High As contaminated group Low As contaminated group

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 #11

As 627 566 381 433 169 401 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1

Cu 58 45 32 83 54 47 20 18 95 12 13

Cr 66 59 54 57 56 265 65 45 106 40 102

Pb 55 52 45 48 36 59 37 44 42 32 44

Zn 113 99 79 117 100 54 92 98 77 41 60

Cd < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1

Co < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 19 10 9 27 15

Sum 921 823 593 740 417 828 235 217 331 154 236
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에, #7~11에서는 매우 낮은 농도(< 1 mg/kg)가 조

사되었다. 또한 코발트의 경우에도 높은 비소그룹에서

는 낮은 농도(< 1 mg/kg)가 나타났으나 이와 반대로

낮은 비소그룹에서는 다른 그룹보다는 높은 농도

(9~27mg/kg)가 관찰되어 대조를 이루었다. 토양의 복

합적 특성에 비추어 볼 때 다양한 무기 및 유기성분들

이 존재할 것으로 판단된다(Fairbrother et al., 2007).

Lactuca (상추)씨앗을 이용하여 토양 추출용액에 대

한 영향을 평가한 결과, 대조군(100%)에 대한 전체 시

료의 발아율의 범위는 6~106% (평균 83±36.5%)로

서 시료별 매우 상이한 영향을 나타내었다(Fig. 4). 표

준편차 값이 높은 것에 근거할 때 시료 집단 간의 흐

트러짐 정도, 즉 시료 간에 뚜렷한 발아 영향 차이가

있다고 판단할 수 있었다. 일부에서는 높은 총중금속

함유 시료와 낮은 총중금속 함유 시료 간에 뚜렷한 발

아율 차이를 관찰할 수 있었다. 예를 들면 시료 #4(총

중금속 740 mg/kg, 비소 433 mg/kg)와 #6(총중금속

828 mg/kg, 비소 421 mg/kg)은 각 94% 및 85% 독

성을 나타내었다. #7(총중금속 235 mg/kg, 비소 <

1mg/kg)과 #11(총중금속 236 mg/kg, 비소 < 1mg/kg)

은 무독성 (발아율 106%)을 나타내었다. 그러나 낮은

발아율을 보인 #4와 비슷한 농도의 중금속으로 오염

된 #1(921 mg/kg), #2(921 mg/kg) 시료가 각각

102%(무독성), 94%(6% 독성)로 높은 발아율을 나타내

기도 하였다. 따라서 토양 시료의 복합적 특성때문에

각 시료별 오염원 총 농도와 영향 간의 상관성으로 생

태계에 미칠 수 있는 영향을 평가하기는 용이하지 않

음을 확인하였으며 총중금속 농도와 각 시료 용출액에

대한 씨앗의 발아 간에는 매우 낮은 상관관계(R2 =

0.239)가 나타났다. 

중금속 오염 특성에 근거하여 그룹 별(높은 비소 오

염과 낮은 비소 오염 그룹) 영향을 평가하였다(Fig. 4).

높은 비소농도 그룹(#1~#6)과 낮은 비소농도 그룹

(#7~#11)의 씨앗발아는 각 68±44.9% (평균 32%

독성)와 102±4.7% (무독성)였으며 독성도 차이가 큰

것으로 조사되었다. 독성이 높은 비소의 뚜렷한 오염

차이를 보인 두 그룹의 평균 독성은 큰 차이를 보였지

만 특정 두 시료 토양 #4와 #6의 독성이 매우 높아

그룹의 평균 발아율을 현저하게 떨어뜨렸으며 통계적

으로도 유의성(p값 0.13)이 크지 않았다. 비소 농도 외

에 시료 토양 #4에는 구리, 아연 #6에는 크롬, 납의

농도가 높긴 하지만 다른 토양 시료와 비슷한 수준이

여서 주요 영향인자를 예측하기는 어려웠다. 다른 연

구자들도 중금속 오염 특성에 영향을 미치는 다양한

물리, 화학적 요인들 때문에 총중금속 농도로 위해성

평가하기에는 어려움이 있다고 보고 하고 있다

(Mankiewicz-Boczek et al., 2008). 따라서 오염 토양

이 주변 생태계에 미치는 영향에 대한 원인 해석은 매

우 다양하고 복합적 요인들에 기인한다고 할 수 있다.

예를 들면 오염 화합물 뿐 아니라 토양 자체의 물리·

화학적 특성(입자크기, 유기물 함량, pH, CEC 등), 혼

합 오염원 복합적 영향, 오염원의 생물에 대한 민감도,

생물이용 가능량(bioavailability), 결합능(binding ability)

등의 다양한 원인을 들 수 있다(Fairbrother et al.,

2007). 본 연구에서는 단일 검정법을 이용하였지만 다

양한 연구결과에 의하여 생물 종류 및 측정 종말점

(endpoint)에 따라 상이한 민감도와 경향을 나타내는

것으로 알려져 있다(Mankiewicz-Boczek et al., 2008).

따라서 향후 적절한 영향 평가를 위해서는 단일 검정

법을 이용하기 보다는 다양한 검정법에 의한 통합 결

과를 이용하는 것이 더욱 적절한 평가법이 될 것이다

(Kungolos et al., 2009). 

Fig. 4. Effects of the soil extractants on the relative germination(%) of the Lactuca. Each value is the average of the results

of the four experimental sets (each set was performed with triplicate). bar is the average of each group (공인철, 이소라,

2012). 
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4. 결 론

환경 오염물이 미치는 위해성을 다양한 생물 검정법

을 이용하여 비교 분석하였다. 다양한 생물 및 측정

종말점(생물발광, 효소활성, 씨앗발아, 복귀 돌연변이)

을 이용하였으며, 방법과 화학종에 따라 상이한 민감

도 및 영향이 관찰되었다. 연구 결과를 통하여 다음과

같은 결론을 도출하였다.

(1) 검정법에 따라 상이한 민감도를 보였지만, 일반

적으로 조사 중금속 중에서는 As(III)가 As(V)보다 높

은 독성을 나타내었다.

(2) 씨앗발아는 중금속에 따라 상이한 민감도를 나타

내었다. 조사 씨앗 중에서 Lactucus와 Raphanus 종이

대체적으로 높은 민감도를 보였으며, 민감도 관점에서

중금속 오염에 대한 적절한 독성 평가 결과를 나타내

었다.

(3) 혼합 금속에 대한 영향은 뚜렷한 경향을 나타내

지 않았지만, 일부 혼합 중금속은 상승 혹은 길항작용

에 대한 선호 현상이 나타났다. 또한 높은 영향

(> 50%)에서는 상승작용에 대한 경향이 뚜렷하였다. 

(4) 개별 토양 시료의 총중금속 농도와 독성 간에

상관성을 찾기는 어려웠지만, 뚜렷한 오염 특성을 보

인 비소 농도에 근거한 두 그룹 간의 평균 독성에는

뚜렷한 차이(32% 독성과 무독성)를 관찰하였다. 하지

만 소수 시료의 높은 독성으로 두 그룹은 통계적으로

유의성(p = 0.13)은 높지 않았다.

(5) 나노입자 CuO, ZnO, NiO에 대해 씨앗은 뚜렷

한 활성 억제 영향을 나타내었으나, Fe2O3, Co3O4,

TiO2는 최대 시험 농도(1,000 mg/L)에서도 씨앗 활성

에 거의 영향을 나타내지 않았다. 

환경오염 평가과정에서 각 지역의 총중금속 농도에

근거하여 주변 생태계에 미칠 수 있는 영향에 대한 상

관성을 평가하는 것은 매우 복합적인 해석을 요구함을

알 수 있었다. 그러나 독성이 높은 특정 오염물의 오

염 정도 차이가 뚜렷한 지역, 혹은 시료들을 그룹화하

여 영향을 평가하는 것도 하나의 접근 방향임을 확인

하였다. 또한 단일 검정법에 근거한 평가가 내포하고

있는 제약점들은 다양한 검정법들의 통합 결과로 일부

해결할 수 있을 것이다. 또한 씨앗 활성을 이용한 검

정법은 과정이 간편하고, 오염물에 대한 민감성 및 측

정에 소요되는 시간 등의 관점에서 타 시험법보다 상

대적으로 용이한 생물검정 평가 수단이다. 하지만 평

가 결과를 해석하는 과정에서 씨앗별 상이한 민감도와

측정 종말점에 따른 영향 차이 등에 대한 이해 및 해

석이 필요하다. 또한 단일 검정법에 근거한 평가가 내

포하고 있는 제약점들이 있기 때문에, 실제적인 평가

는 다양한 검정법과 측정 종말점의 통합 결과에 대한

해석을 통하여 접근해야 할 것이다. 본 검정법의 결과

를 기초자료로 하여 향후 다양한 통합 검정법을 이용

한 평가와 복합 오염물 같은 시료에 의한 영향 기작에

대한 더욱 상세한 연구가 필요할 것으로 사료되었다. 
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