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서     론

인구 증가와 고도화된 산업화는 환경 중으로 배출되는 오

염원을 증가시켜 수생태계 교란을 유도한다. 이로 인한 유해

성은 수생태계 내 서식 생물뿐 아니라 상수를 통해 물을 공

급받는 인간에게도 잠재적 유해성을 가진다 (WHO, 2006; 

Englert et al., 2013). 정수장은 하천, 호수, 지하수 등의 자연

수로부터 공급된 원수 내 존재하는 중금속, 유기물질 및 박

테리아를 제거하는 정수과정을 거쳐 인간이 생활하는 데 사

용 가능한 상수로 전환시키는 시설이다. 정수처리 중 소독은 

오존 (O3) 노출에 의한 조각깔따구 (Glyptotendipes tokunagai)의  

체색 변화 및 heat shock protein 70 발현 변화
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Abstract	 Ozone (O3) is a general disinfectant to remove micro-pollutants in water treatment system. Previous 
studies have reported effect of ozone to bacteria and pathogens removal, but its effect to the relatively large 
organisms has little known. In this study, we investigated potential effects of ozone toxicity to the non-bite 
midge larvae (Glyptotendipes tokunagai) with accumulate mortality, coloration change and expression of heat 
shock protein 70 (HSP70). The accumulate mortality rate of G. tokunagai increased in a dose-time dependent 
manner and the highest mortality rate was observed to 75% at 30 minute of exposure duration with 2.0 ppm 
of ozone concentration. Exposure to ozone was a factor increasing body color of the larvae. The tendency of 
HSP70 mRNA expression showed up-regulation in ozone exposure at 20 minute. After that time, the expression 
of HSP70 in exposed group decreased to a similar level of control group. Our results clearly showed that ozone 
toxicity affects physical and molecular activity of G. tokunagai, implying the potential hazardous of ozone in the 
aquatic ecosystem including macroinvertebrates.
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일반적으로 수인성 질병 매개체인 병원성 미생물이 억제하

고, 원수에 잔류하는 플랑크톤 및 무척추동물을 제거하기 위

한 수처리 공정 방법이다. 대표적인 화학적 소독처리 과정에 

사용되는 물질인 UV, 염소, 이산화염소, 오존 (O3) 등을 사용

하여 잔존 생물을 제거하고 있다. 특히, 오존은 미세오염물질 

분해 및 변형을 유발시키며 병원성 박테리아를 제거하는 특

성으로 인해 현대 사회에서 가장 활발히 이용되는 소독 물질

로, 물 속에 존재하는 박테리아 세포벽을 파괴하여 세포 내 

구성 성분을 노출시킴으로써 핵산에 손상을 주어 소독작용

을 하게 된다 (Hollender et al., 2009). 

한편, 소독과정에 이용되는 화학물질들은 폐수에 존재하는 

에스트로겐성 유기오염 물질과 반응하여 산화제로 전환되

어 인간에게 유해한 영향을 미칠 수 있다 (Stalter et al., 2010; 

Pereira et al., 2011). 따라서 정수장에서 사용하는 소독제의 

농도는 처리 효율뿐 아니라 잔여물질이 인간에게 미치는 영

향까지 고려하여 산정되어야 한다. 특히 정수 처리에 사용되

는 소독제가 미생물에 미치는 영향은 잘 알려진 반면, 깔따구 

등과 같은 대형무척추동물에 미치는 영향에 대한 연구는 아

직까지 미비한 실정이다.

열충격단백질 (Heat shock proteins, HSPs)은 생물 체내 세

포 성장과 접합, 사멸 등과 같은 세포 항상성에 관여하는 중

요한 역할을 담당한다. HSPs는 분자량에 따라 HSP26, 40, 

70, 100과 small HSPs로 구분된다 (Kregel, 2002). 외부 스

트레스 정도에 따라 방어기작을 하는 특징으로 최근 생물스

트레스에 대한 지표유전자로 척추동물과 무척추동물을 대

상으로 많은 연구가 진행되고 있다. 최근에는 저산소 환경

에 노출된 틸라피아 (Oreochromis niloticus)에게 서로 다른 

먹이 공급에 따라 항산화, 면역 관여 유전자와 함께 HSP70 

(Heat shock protein 70) 유전자 발현 양상이 달라짐을 보

고하였다 (Delaney and Klesius, 2004). 또한 Chironomus 

riparius를 대상으로 중금속 노출에 따라 분자지표 유전자  

(HSP40, HSP70, HSP90, Glutathione S-transferase 등) 발현  

경향에 차이를 보였다 (Kim et al., 2020). 항생제 fenben

dazole 노출로 인해 C. riparius HSP 유전자 발현이 증가하는  

경향이 확인되기도 하였다 (Park et al., 2009). 

Glyptotendipes tokunagai는 파리목 깔따구과에 속하며 동

아시아 전역에 걸쳐 분포하는 생물로 주로 유기물이 많은 도

심하천에서 서식하는 것으로 알려져 있으며, 유충시기를 하

천 저서에서 서식하는 생물적 특성으로 수환경을 반영하는 

지표 생물이다 (Lee et al., 2009). 기존 연구로는 서로 다른 온

도 구간 노출에 따른 G. tokunagai 성장 차이에 대한 비교가 

보고되었다 (Baek et al., 2012) 또한, 같은 깔따구과에 속하

는 Chironomus 종을 대상으로 야외 중금속 노출을 통한 heat 

shock proteins (HSPs), cytochrome P-450 (CYP-450) 등의 분

자지표 유전자 발현을 관찰하였으며, 최근에는 카드뮴 노출

로 인한 성장 저하와 함께 serine-type endopeptidase 발현 변

화에 대해 보고하는 등 분자생물학 기술을 통한 연구가 활발

히 진행되고 있다 (Kim et al., 2015; Park and Kwak, 2020). 

본 연구에는 정수장 내 소독제로 이용되는 오존을 실내 사

육 깔따구종인 G. tokunagai에 노출시켜 나타나는 반응을 개

체단위에서 관찰하고, 나아가 HSP70 발현 분석을 통해 대상

생물이 오존 노출에 의해 받는 스트레스를 유전자 수준에서 

반응을 살펴보고자 하였다. 이를 위해, G. tokunagai를 대상

으로 서로 다른 오존 농도 (0.2, 0.5, 1.0, 2.0 ppm) 노출에 따

라 관찰되는 외부적인 체색의 변화와 함께 HSP70 유전자 발

현 분석을 통해 생물반응을 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

1. 실험생물

OECD 표준 사육방법에 따라 실험 대상종인 G. tokunagai

를 실내 사육하였다. 사육 조건은 항온기 내부온도 20±1℃, 

습도 60%, 광도 500 lx, 광주기 암기와 명기를 16 : 8시간으

로 설정하였다. 사육수는 M4 배지로 하상은 모래 (<63 μm)

를 투입하였다. 먹이로는 Tetramin (Tetra-Werke, Melle, Ger

many)를 곱게 갈아 매일 유충당 0.5 mg day-1씩 공급하였다.

2. 오존 처리 농도와 실험생물 투입 방법

오존이 포함된 산소가스를 오존 생성기 (PC-57, Ozone 

Tech, Korea)를 이용하여 증류수에 주입하여 최종농도 30 

mgL-1의 오존원액을 제조한 후, 이를 이용하여 0.2, 0.5, 1, 5 

ppm 오존수를 제작하여 노출실험에 사용하였다. 오존수는 

오존 원액을 증류수가 담긴 테프론 반응기에 주사기를 통해 

주입하여 증류수로 희석하였으며, 각 농도별 오존수의 총 부

피는 200 mL로 맞추었다. 

4령기의 G. tokunagai 20개체를 농도별 오존수가 담긴 반

응기에 각각 투입한 후 약 10분간 반응시킨 후 각 반응기에

서 깔따구 5개체와 오존수 5 mL를 추출하였다. 이후 오존 원

수를 다시 충전하여 동일한 농도의 오존수로 제조하여 20분 

노출하여 각 노출 농도당 각각 5마리를 추출하였다. 동일한 

방법으로 30분간 노출하여 각 농도당 각각 5마리를 채집하

여, 노출 시간과 오존 농도에 따른 생물시료를 확보하였다. 

채집된 시료는 RNA Isoplus (Takara, Japan) 500 μL가 담긴 

1.5 mL 튜브에 옮겨 담은 후, 분석 전까지 -80℃에 냉동 보
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관하였다. 반응 후 오존수는 염색시약이 담긴 튜브에 옮겨 담

아 잔여 오존량을 측정하였다. 잔여 오존 농도는 von Sonntag 

and von Gunten (2012)에 의해 제시된 흡광도법을 따랐으며, 

이때 흡광도 계수 (ε)는 260 nm의 파장에서 3200 M-1cm-1로 

계산하였다.

3. 체색 변화 관찰 및 HSP 유전자 발현

오존에 노출된 붉은 체색을 지닌 G. tokunagai는 각 시간

과 농도에 노출 후 표면을 육안 관찰 후, 카메라로 촬영하였

다. 이후 체색 변화관찰을 위해 Image J 프로그램을 이용하여 

색 변화에 대해 상대적 비교를 진행하였다 (Schneider et al., 

2012).

HSP70 유전자발현 실험을 위해 RNA 추출은 RNA isoplus 

(Takara, Japan)을 이용하였으며, genomic DNA를 제거하기 

위해 DNase I (Takara, Japan)을 이용하여 진행하였다. 추출

한 RNA 순도와 정량을 측정하기 위해 1.2% agarose gel 전

기영동장치와 microplate reader (Thermo Fisher Scientific, 

MA, USA)를 이용하였다. cDNA 합성은 PrimerScript 1st 

strand cDNA synthesis kit (Takara, Japan)를 이용하여 합성

을 진행하였다. 유전자 발현을 위한 내부적 대조군 (internal 

control)은 GAPDH를 이용하였으며, 각 유전자들의 온도

별 효율성을 검증 후 실험을 진행하였다. 유전자 발현 측정

은 CFX ConnectTM Real-Time PCR System (Bio-Rad, CA, 

USA)과 SYBR green master mix (Bioneer, Korea)을 이용하

여 95℃에서 5분 후, 95℃에서 20초, 58℃에서 15초로 40회 

진행 후, melting curve 분석을 진행하였다. 발현된 Ct 값은 

2-△△Ct 방법을 이용하여 상대적 발현을 비교하였다.

4. 통계적 자료 분석

오존노출에 따른 G. tokunagai의 생물반응에 대한 결과와 

각 HSP 유전자 발현에 대한 유의적 차이를 통계적으로 비교

하기 위해 SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용

하여 Tukey’s test와 분산분석 (ANOVA, α= 0.05)을 실시하

고, 모든 데이터는 평균±분산 값으로 표시하였다.

결과 및 고찰

오존을 이용한 소독 작용은 노출 생물, 소독 시간과 농도

에 따라 효율성이 달라지며 최근 수생 및 육상 생물을 대상

으로 오존 농도에 따른 독성 효과에 대한 연구가 보고되었다 

(Michael et al., 2013; Ternes et al., 2015). Alexander et al. 

(2016)은 오존 처리에 따라 달라지는 박테리아 군집을 16S 

rRNA amplicon sequencing을 통해 관찰한 결과, 처리 전 

1021 operational taxonomic units (OTU)을 보였으나, 처리 

후 482 OTU로 감소함을 보였다. 오존 노출로 생물이 받는 영

향에 대한 연구는 대부분 박테리아나 병원체 제거를 목표로 

하고 있으며, 그 외의 수생 생물을 제거하기 위한 용도로 적

용되고 있지는 않아 연구가 희소한 상태이다. 

오존에 노출된 G. tokunagai의 붉은 체색이 옅어지거나 탈

색하여 희미해지는 변화가 관찰되었으며, 오존의 노출 농도

와 노출 시간이 올라가면 체색의 탈색이 증가되는 농도 의존

적인 경향이 관찰되었다 (Fig. 1A-D). Image J 프로그램을 사

용하여 체색의 변화를 분석한 결과, 대조군은 선명한 붉은 체

색을 보였으며, 오존에 노출된 개체들에서는 체색의 변화가 

노출 정도에 따라 붉은색이 체절 마디에 따라 부분적으로 탈

색되고 또한 체절이 경직되어 가는 양상이 오존 노출 농도가 

증가됨에 따라 분명하게 나타났다 (Fig. 1F). 일반적으로 헤모

글로빈을 지녀 붉은 체색을 띠는 깔따구는 산소운반 및 저장

과 같은 생리적 역할을 수행하는 능력이 다른 저서생물에 비

해 뛰어난 적응능력을 가지고 있는 것으로 알려져 있는데, 실

험종인 G. tokunagai도 붉은색을 지녀 생리적으로 저산소층

에 적응하는 능력을 갖추고 있는 종이다 (Panis et al., 1996). 

수돗물 정수장에서 세균과 바이러스 제거를 위해 사용되는 

오존의 살균작용은 매우 강력하여, 저농도 30분 이하 노출에

서 무척추동물 중 적응력이 뛰어난 깔따구에 처리 시에 생존

에 필수적인 생리적인 항상성 유지에 필요한 헤모글로빈의 

탈색을 초래하여 체절을 경직되게 하는 현상을 보여주었다.

또한, 다양한오존 농도에노출된 G. tokunagai의 치사율을 

산출한 결과, 시간-농도 의존적으로 치사율이 증가하는 경향

을 보였다 (Fig. 2). 상대적으로 저농도인 오존 0.2 ppm 30분 

Table 1. Primers used to amplify specific gene.

Gene Primer sequence (5ʹ-3ʹ) Size (bp) Efficiency (%) Accession number

HSP70
F: TGGGAAACAGAACAACACCA

182 93.4 AB162946
R: TTTGAATGGCCAATGTTTCA

GAPDH
F: GGTATTTCATTGAATGATCACTTTG

110 94.8 EU999991
R: TAATCCTTGGATTGCATGTACTTG
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노출 시 10%로 가장 낮은 치사율을 보였으며, 0.5 ppm 20분 

동안 노출 시 치사율의 변화가 나타나지 않았으나, 30분 노

출에서 15%의 치사율이 관찰되었다. 1.0 ppm 오존 노출된 G. 

tokunagai는 시간이 지남에 따라 치사율이 증가하는 경향을 

나타내며 30분간 노출 이후에는 45% 치사율을 보였다. 가장 

고농도인 2.0 ppm 20분간 노출하였을 때 치사율 25%을 보인 

후, 30분 노출에는 75%의 치사율이 나타내었다. 

오존 노출 후 잔여량을 확인한 결과, 노출 10분 후 측정

한 오존의 잔여 농도가 0.2~0.5 ppm에서 0 ppm으로 검출되

지 않았으나, 1.0~2.0 ppm에서는 잔여 농도가 확인되었다 

(Table 2). 1.0 ppm 오존 노출 잔여 농도는 10분 후 0.49 ppm

으로 절반 정도 감소하였으며, 시간이 지남에 따라 감소하여 

30분 후 0.25 ppm 수준을 보였다. 또한, 2.0 ppm 오존에서도 

노출 10분 후 잔여 농도는 0.96 ppm으로 절반 수준을 보였으

며 점차 잔여 농도가 감소하는 경향을 나타냈다. 높은 농도의 

오존 처리는 강한 소독 효과로 G. tokunagai의 높은 치사율

을 나타내었으며, 고농도 오존처리는 잔여 농도도 상대적으

로 높게 나타나 안전한 상수도 관리를 위해서는 잔여농도에 

대한 지침도 필요함을 시사한다.

오존에 노출된 G. tokunagai의 생리적인 스트레스 반응

을 반영하는 HSP70 유전자 발현을 측정한 결과, 오존 노출 

10분 중 1.0 ppm을 제외한 노출군과 20분 동안 노출된 그

룹에서 대조군보다 높은 HSP70 발현을 보였다. 상대적 저

농도인 0.2~0.5 ppm에서 초기 노출 10분과 20분에 대한 

HSP70 발현량이 통계적으로 유의한 수준으로 높게 나타났

Fig. 1. Change of body color on G. tokunagai after ozone exposure 
on 30 minute. (A-E) Animal coloration change taken with the cam-
era, scale bar= 2.5 mm (A: control, B: 0.2 ppm, C: 0.5 ppm, D: 1.0 

ppm, E: 2.0 ppm). (F) Image processing analysis of animal color-
ation.

(A)	 (B)	 (C)

(D)	 (E)

(F)

Fig. 2. Cumulative mortality percentage (%) of Glyptotendipes 
tokunagai that had been exposed at different ozone level of control, 
0.2, 0.5, 1.0 and 2.0 ppm up to 30 minute.

Table 2. Measurement of residual concentration after ozone expo-
sure.

Exposure 
concentration (ppm)

Exposure 
time (minute)

Residual 
concentration (ppm)

0.2

10 0.0

20 0.0

30 0.0

0.5

10 0.0

20 0.0

30 0.0

1.0

10 0.49

20 0.11

30 0.25

2.0

10 0.96

20 0.74

30 0.64
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으나 (P<0.05), 30분 노출 후에는 발현량이 감소하는 경향

을 보였다 (Fig. 3). 오존 노출 시간 30분에는 HSP70 발현량

이 급격하게 감소하였으며, 2.0 ppm에서는 대조군보다 낮은 

HSP70 발현량을 보였다.

HSPs는 세포 성장과 항상성 유지에 관여하는 유전자로 

그중, HSP70는 환경 변화나 외부 요인에 따른 스트레스 반

응에 민감한 특징으로 인해 스트레스 분자지표 유전자로

서 보고되고 있다 (Park and Kwak, 2008; Kim et al., 2017). 

HSP70은 세포 내에서 유전자 접합과 전사 작용 등을 통해 

생물의 생리 및 신진대사뿐 아니라 면역 활동을 유지하는 데 

기여한다 (Park et al., 2010; Zhou et al., 2010). 본 연구에서 

G. tokunagai HSP70 발현이 오존 노출군에서 대조군에 비해 

높게 나타남에 따라 오존 노출이 생물의 세포 내 생리기작에 

관련된 유전자에 영향을 미치는 것을 확인하였다. 외부 기원

의 스트레스 요인은 활성산소와 apoptosis 증가를 유도하여 

세포들의 정상적인 활동을 저해함으로써 생물 체내 항상성

에 불균형을 유도한다고 알려져 있다 (Garrido et al., 2003). 

따라서, 외부의 스트레스 유입으로 인한 생리적 항상성의 불

균형 초기에는 이에 대한 대응을 하기 위해 HSP70을 포함

한 다양한 유전자들이 반응을 하게 된다. 그러나, 지속된 스

트레스 노출은 생리작용과 항상성 유지를 위한 생물 체내 에

너지 고갈을 유도하여 성장, 번식 및 생존에 영향을 주는 것

으로 알려져 있다 (Somero, 2002). 이는 오존 노출로 인한 치

사율이 시간-농도 의존적으로 증가됨을 보여준 것과 같은 경

향을 보여주었다. 기존 연구 중 쥐의 피부조직에서 HSP70과 

nitric oxide synthase (iNOS) 유전자 발현이 8 ppm 오존에 12

시간 동안 노출된 실험군에서 증가하였으며 이는 오존 노출

이 세포 내 활성산소 증가를 유도하여 HSP70 발현에 영향을 

준 것으로 보고하였다 (Valacchi et al., 2002). 또한, 깔따구를 

대상으로 염분, 살충제, 자외선 등 다양한 외부 스트레스원

에 따른 HSP70 유전자 발현 증가되었음이 알려져 있다 (Park 

et al., 2009, 2010; Oraez et al., 2016; Kim et al., 2017). 이와 

같은 연구 결과들은 본 연구에서 관찰한 서로 다른 농도의 

오존 노출이 G. tokunagai에 스트레스 원인으로 작용하여 생

리, 독성학적으로 영향을 주어 치사율과 HSP70 발현에 반영

된 것으로 볼 수 있다. 

적     요

오존은 수돗물 정수장에서 이용되는 소독 물질로 미세오

염 물질들을 비롯해서 박테리아나 병원성 미생물체를 효과

적으로 제거하는 것으로 많은 연구가 보고되어 있다. 본 연

구에서는 실내 사육 중인 붉은 체색을 지닌 Glyptotendipes 

tokunagai를 대상으로 서로 다른 농도의 오존 노출에 따

른 영향을 파악하기 위해 치사율, 체색 변화와 heat shock 

protein 70 (HSP70) 유전자 발현을 측정하였다. 오존에 노출

된 G. tokunagai에서 농도-시간 의존적으로 치사율 증가가 

관찰되었다. 또한 체색 변화는 오존 농도에 따라 붉은색의 체

색이 체절마다 엷어지며 탈색되고 경직되는 현상이 보였다. 

HSP70 유전자 발현은 저농도인 0.2~0.5 ppm에서 노출 10분

과 20분에 유의한 수준으로 높게 나타났으나 (P<0.05), 30

분 노출 후에는 발현량이 감소하는 경향을 보였다. 생리적으

로 저산소층에 대해 적응능력이 뛰어난 깔따구 경우에도 오

존은 매우 강력한 치사 효과를 유발하여 30분 노출 후 경직

과 헤모글로빈 파괴로 인한 탈색이 유발되는 것을 보여주었

다. 따라서 본 결과는 수돗물 정수장에서 병원성 미생물을 제

거하는 데 사용되는 오존이 수생물에 주는 영향성을 파악하

는 기초자료로서 활용될 수 있을 것이다.
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Fig. 3. mRNA expression of HSP70 gene in G. tokunagai larvae 
exposed to different concentration of ozone.
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