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I. 서    론

유기인계 난연제(oranophosphate flame retardants, OPFRs)는 

물질의 연소를 억제하거나 완화하기 위해 건축자재, 플라스틱 

소재로 만든 가구 및 제품류에 다양하게 첨가되는 화학물질이

다. 브롬계 난연제의 대체제로 활발히 사용됨에 따라 전 세계

적으로도 다양한 종류의 유기인계 난연제가 실내 환경 중에서 

검출되며, 이에 따라 인체 노출 우려도 커지는 상황이다.1)
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그 혼합물의 독성 스크리닝

김선미1* , 강경희1 , 김지윤1 , 나민주1,2 , 최지원1 

1한국화학연구원 화학안전연구센터, 2한국과학기술원(KAIST) 바이오및뇌공학과

Toxicity of Organophosphorus Flame Retardants (OPFRs) and Their Mixtures in 
Aliivibrio fischeri and Human Hepatocyte HepG2
Sunmi Kim1*, Kyounghee Kang1, Jiyun Kim1, Minju Na1,2, and Jiwon Choi1

1Chemical Safety Research Center, Korea Research Institute of Chemical Technology (KRICT),  
2Department of Bio and Brain Engineering, Korea Advanced Institute of Science and Technology (KAIST)

ABSTRACTABSTRACT

Background: Organophosphorus flame retardants (OPFRs) are a group of chemical substances used in 
building materials and plastic products to suppress or mitigate the combustion of materials. Although OPFRs 
are generally used in mixed form, information on their mixture toxicity is quite scarce.

Objectives: This study aims to elucidate the toxicity and determine the types of interaction (e.g., synergistic, 
additive, and antagonistic effect) of OPFRs mixtures.

Methods: Nine organophosphorus flame retardants, including TEHP (tris(2-ethylhexyl) phosphate) and 
TDCPP (tris(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate), were selected based on indoor dust measurement data in 
South Korea. Nine OPFRs were exposed to the luminescent bacteria Aliivibrio fischeri for 30 minutes and 
the human hepatocyte cell line HepG2 for 48 hours. Chemicals with significant toxicity were only used for 
mixture toxicity tests in HepG2. In addition, the observed ECx values were compared with the predicted 
toxicity values in the CA (concentration addition) prediction model, and the MDR (model deviation ratio) was 
calculated to determine the type of interaction.

Results: Only four chemicals showed significant toxicity in the luminescent bacteria assays. However, EC50 
values were derived for seven out of nine OPFRs in the HepG2 assays. In the HepG2 assays, the highest to 
lowest EC50 were in the order of the molecular weight of the target chemicals. In the further mixture tests, 
most binary mixtures show additive interactions except for the two combinations that have TPhP (triphenyl 
phosphate), i.e., TPhP and TDCPP, and TPhP and TBOEP (tris(2-butoxyethyl) phosphate).

Conclusions: Our data shows OPFR mixtures usually have additivity; however, more research is needed to 
find out the reason for the synergistic effect of TPhP. Also, the mixture experimental dataset can be used as a 
training and validation set for developing the mixture toxicity prediction model as a further step.
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Highlights: 
ㆍ Mixture toxicity and the type of 

interactions were tested for several 
OPFRs in HepG2 cells.

ㆍ In HepG2 assays, the highest to lowest 
EC50 were in the order of the molecular 
weight of the target chemicals.

ㆍ Most binary mixtures show additive 
interactions, with the exception of for 
two mixtures with TPhP (triphenyl 
phosphate).
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우리나라에서는 2012년 안산, 안양 지역의 30가구를 대상

으로 한 연구가 가장 처음으로 보고된 집먼지 중 OPFRs 모니터

링 결과이다.2) 분석대상 20종의 OPFRs 중 9종의 OPFRs가 모

든 시료에서 검출되었으며, TBOEP (tris(2-butoxyethyl) phos-
phate), TCEP (tris(2-chloroethyl) phosphate)가 가장 높은 수준

으로 검출되었다. 이후 2019년 수원, 전주, 군산 지역의 집먼지 

총 85개 시료에서 7종의 유기인계 난연제를 분석한 연구에서

는 TEHP (tris(2-ethylhexyl) phosphate), TCPP (tris(1-chloro-

2-propyl) phosphate), TPhP (triphenyl phosphate) 순으로 높은 

평균 검출 수준(각각 1,600, 1,500, 1,200 ng/g)을 보였다.3) 

해당 연구에서 검출 수준을 활용한 노출평가 결과, 일일 경구 

체중당량 섭취량은 어린이에서 중앙값 63~150 mg/kg bw/day, 
고노출값 610~1,500 mg/kg bw/day로 나타났으며 모든 물질

에서 독성참고치(Reference dose, RfD)를 넘는 경우는 없었다. 

2021년에 수집된 시료 분석 결과로, 서울 및 경기 지역의 106

가구의 실내 먼지 시료에서 유기인계 난연제를 분석한 또 다른 

연구의 경우, 분석대상 18종의 OPFR 중 9종의 OPFRs가 70% 

이상의 검출율을 나타냈다.4) 해당 연구에서 검출율이 높은 

OPFRs 중 중앙값 기준 높은 값을 보인 물질은 TCPP, EHDPHP 

(2-ethylhexyl diphenyl phosphate), TPhP 순이었다. 최근 발표

된 유럽 3개국의 집먼지 분석결과 연구에서도 TBOEP, TCPP
는 가장 높게 검출되는 물질들이었으며, 이외에도 우리나라에

서의 검출패턴과 비슷하게 TPhP, TDCPP (tris(1,3-dichloro-

2-propyl) phosphate), EHDPHP, TCEP 등이 자주 검출되는 편

이었다.5)

유기인계 난연제류는 다시 방향족, 염소계열, 알킬계열 등 서

로 다른 작용기가 첨가된 인계난연제로 나뉘며,6) 이 중 염소

계열이 첨가된 chloroalkyl 작용기는 기능성이 우수하여 다른 

유기인계 난연제류에 비해 많이 사용되는 편이다. 예를 들어 

TCPP는 EU REACH 등록자료 기준으로 대상 OPFRs 중 가장 

높은 유통량(10,000~100,000 tonnes per year in 2018)을 기

록하고 있다.7) 이와 함께 독성 실험 결과도 염소계열 작용기가 

첨가된 인계 난연제에 대해 가장 많이 보고되고 있다. TDCPP
는 제브라피쉬를 이용한 신경발달독성 실험에서 5일간 노출 시 

10 mM의 노출농도에서 발달저해영향을 보였으며8) 또 다른 5

일간의 노출 실험에서 제브라피쉬의 도파민 시그널링을 유의

하게 저해하는 것이 관찰되었다.9) TCEP와 TBOEP, TnBP (tri-
n-butyl phosphate)를 5일간 제브라피쉬에 노출시키고 다양한 

신경발달영향을 관찰한 다른 연구에서는 locomotor behavior
의 저해 등 정상적인 발달 반응을 저해하는 것으로도 나타났으

며, 살충제인 클로로피리포스와 독성기전이 비슷하게 관찰되었

다.10) TCP (tricresyl phosphate), TDCPP, TPhP를 이용한 실험

에서는 H295R 세포주와 제브라피쉬 성어 노출실험 모두에서 

테스토스테론과 에스트로겐 호르몬의 농도가 유의하게 변화

하여 내분비계 교란 영향이 있음도 보고되었다.11) 간세포주를 

이용한 간 독성영향을 살펴본 연구들도 보고되었는데, TDCPP
의 경우 간독성과 유전독성 영향을 나타내었고,12) 간 세포주에 

TCPP를 노출시켜 오믹스 기법을 적용해 독성영향을 파악한 결

과 간세포 독성을 보이는 것으로 나타났다.13)

한편 방향족 인계난연제(arylated OPFRs) 중 하나인 TPhP는 

할로알킬계 인계난연제와 함께 pentaBDE의 대체제로 가장 많

이 사용되는 물질로 알려져 있다.5) 해당 물질은 앞선 연구에서 

독성이 보고된 바 있으며,11) 이와 함께 갑상선호르몬 교란 영향

이 있음이 GH3와 FRTL-5 세포주를 이용한 in vitro 실험을 통

해 보고되기도 했다.14) 다양한 유기인계 난연제를 항안드로겐

성 등 내분비계 교란 영향을 in vitro 실험으로 확인한 또 다른 

연구에서는 TPhP가 항안드로겐성 뿐 아니라 갑상선호르몬 교

란 가능성이 있음을 보고하였다. 특히 염소계 난연제에 비해 

갑상선호르몬 운반단백질인 transthyretin (TTR) 결합력은 방

향족 인계난연제가 더 높은 것으로 나타났다.6)

이와 같이 유기인계 난연제류 물질들은 생활 속에서 일반인

구에게 노출되며, 다양한 물질들이 건강영향을 일으킬 가능성

이 보고되어 왔다. 또한 유기인계 난연제류는 난연 역할을 위해 

그 자체로 제품에 혼합 사용되거나,7) 환경 중으로 배출되면서 

수용체인 인간에게 복합적으로 노출되고 있다. 따라서 다른 화

학물질과 동시에 노출되어 간 독성 또는 내분비계 교란영향을 

일으킬 가능성도 존재한다. 화학물질의 동시 노출에 따른 혼합

독성은 혼합물 간 상호작용(interaction)을 고려해야 하는데, 아

직까지는 혼합독성 실험결과가 많이 보고되지 않아 상호작용

을 고려하여 위해성평가에 활용되는 경우는 극히 드물다.15) 또

한 실생활에서는 10종 이상의 화합물이 복합 혼합물(complex 

mixture)의 형태로 동시에 수용체에 노출되고 있으나,16) 혼합독

성 실험자료는 실험의 용이성과 예측모델의 가용성 때문에 대

부분 2종 조합에 대한 정보만이 존재한다.17) 향후 혼합물의 유

해성평가를 위해서는 실제 노출상황을 고려한 보다 많은 혼합

독성 데이터, 특히 복합 혼합물의 실측독성값 및 상호작용에 

대한 정보가 지속적으로 생산될 필요가 있다. 

본 연구에서는 인체 간세포주 HepG2와 발광박테리아를 활

용하여 유기인계 난연제류 물질들의 단일물질 독성 스크리닝 

및 혼합물의 독성을 확인하고자 하였다. 이를 위해 국내 실내먼

지 중 검출자료를 기반으로 검출율이 높은 유기인계 난연제 9

종을 시험대상으로 선정하고, 단일물질의 독성자료를 먼저 생

산하였다. 다음 단계로 유의한 독성값이 도출된 물질들의 2종 

조합 실험 및 복합 혼합물 조합 실험을 진행하고, 혼합물의 독

성값 및 혼합물 간 상호작용 분류 결과를 제시하였다.

II. 재료 및 방법

1. 시험대상 물질 선정
국내 집먼지 분석 연구들을 바탕으로 검출빈도와 농도가 높
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은 주요 유기인계 난연제 9종(TEHP, TDCPP, EHDPHP, TPhP, 

TCEP, TnBP, TEP [triethyl phosphate], TCPP, TBOEP)을 선정

하였다.2-4) 대상 물질의 CAS 등록번호와 물질명을 다음 Table 1
에 나타내었으며, 분자량 낮은 순으로 정렬하여 제시하였다. 대

상물질 중 TCPP는 Shanghai iChemical Technology (Shanghai, 
China), TCEP, TDCPP, TEHP는 Tokyo Chemical Industry 
(Tokyo, Japan), 그 외 난연제류는 Sigma-aldrich (Burlington, 

MA, United States)에서 구매하였다.

2. 발광박테리아 독성실험
생태독성 스크리닝을 위해 해양 발광박테리아인 Aliivibrio 

fischeri를 활용하였다. 발광박테리아는 BioToxTM LumoPlateTM 

Ultimate Matrix Kit (EBPI, Ontario, Canada)를 구매하여 판매

처에서 제시하는 시험법에 따라 진행하였다. 독성 실험은 ISO 

21338 방법(Kinetic Luminescent Bacteria Test)에 준해 수행

하였으며, 발광도 측정장비는 Centro XS3 LB 960 Microplate 
Luminometer (Berthold Technologies GmbH & Co. KG, 

Germany)를 이용하였다. 실험 진행 기간에는 참조물질로 Zinc 
Sulfate Heptahydrate (CAS No. 7446-20-0)를 함께 노출시

켜 정도관리를 수행하였으며 참조물질 노출 시의 EC50 범위가 

1~10 mg/L로 일정하게 산출됨을 확인하였다. 대상물질들은 

먼저 1,000 μM을 최고농도로 실험한 후, 최고농도에서도 성

장저해 영향이 유의하게 나타나지 않은 물질들을 대상으로 15 

mM까지 높여 재실험을 진행했다. 모든 실험은 2배씩 희석하

여 8개 농도군으로 노출시킨 후, 30분 노출시키며 발광도를 측

정하였다.

3. HepG2 세포배양 및 세포독성실험
HepG2 세포(hepatoma cell line, 300198)는 인체 간암세포

에서 유래된 세포주로, 간독성 연구 및 약물대사 관련 연구에 

활발히 사용되고 있는 세포주이다. 유기인계 난연제를 포함한 

난연제는 식품 및 집먼지를 통한 경구 노출이 가장 큰 기여도를 

차지하므로,1) 경구 노출을 통한 흡수 및 대사 가능성을 고려하

여 간세포주를 활용하였다. 또한 HepG2 세포주는 독성연구에 

오랜 기간 활용이 되어와 생물학적 기전 관련 정보가 많고, 기

존 혼합독성 연구와도 비교하기 수월하다는 장점이 있다. 세포

주는 CLS (Cell Lines Service, Germany)사에서 분양 받아 배양

하였다. 세포는 500 mL Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM, WelGENE Inc., Korea, LM001-05)에 10% fetal bo-
vine serum (FBS, Atlas, USA, FP-0500-A)과, 1% penicillin-

streptomycin (PE-ST, Gibco, USA, 15070063)을 첨가한 배지

를 이용하여 100×25 mm 원형배양접시(Corning, NY, USA)에

서 37°C, 5% CO2를 유지하며 배양하였다.

노출용 세포는 배양액을 빼낸 후 Dulbecco’s Phosphate buff-
ered saline (DPBS, Gibco, 14190144)를 이용하여 1회 세척하

고, 0.25% trypsin-EDTA 용액을 1~2분간 처리하여 원심분리

기(2,000 rpm, 4 mins)로 침전시켰다. 침전 후 추출된 세포는 

세포 계수기(Cell counter, Invitrogen, USA)를 이용하여 세포 

수 계산 후, 96 well plate에 1.5×105/mL의 농도로 100 μL씩 

분주하였다. 24시간 배양 후, 배양액을 제거하고 대상 물질을 

각 well 당 100 μL씩 분주하여 48시간 동안 노출시켰다. 실험 

진행 기간에는 참조물질로 Doxorubicin (CAS No. 23214-92-

8)을 함께 노출시켜 정도관리를 수행하였으며, 참조물질 노출 

시의 EC50 범위가 0.2~0.8 μM 사이에서 일정하게 산출됨을 확

인하였다. 대상물질들은 용해도에 따라 1,000 μM 또는 3,000 

μM을 최고농도로 노출시켜 2배씩 희석하여 8개 농도군으로 

노출시켰다. 모든 실험은 서로 다른 세포 계대를 사용하여 독

립 3반복 시행하였으며 실험에 사용한 세포 계대는 2~7세대

까지의 세포주를 사용하였다. 세포 생존율을 확인하기 위해

서는 Cell Counting Kit-8 (CCK-8 (tetrazolium salt), Dojindo, 

Kumamoto, Japan)을 10 μL씩 96 well plate에 분주한 후, CO2 

incubator에서 2시간 배양하여 450 nm 파장에서 Microplate 
Reader (Infinite®, Tecan Co, Switzerland)로 흡광도를 측정하

였다. 

Table 1. Target organophosphate flame retardants in this study

No. Chemicals Abbreviation CAS No. MW (g/mol)

1 Triethyl phosphate TEP 78-40-0 182.15
2 Tri-n-butyl phosphate TnBP 126-73-8 266.31
3 Tris (2-chloroethyl) phosphate TCEP 115-96-8 285.49
4 Triphenyl phosphate TPhP 115-86-6 326.28
5 Tris (1-chloro-2-propyl) phosphate TCPP 13674-84-5 327.57
6 2-Ethylhexyl diphenyl phosphate EHDPHP 1241-94-7 362.41
7 Tris (2-butoxyethyl) phosphate TBOEP 78-51-3 398.47
8 Tris (1,3-dichloropropyl) phosphate TDCPP 13674-87-8 430.89
9 Tri (2-ethylhexyl) phosphate TEHP 78-42-2 434.64
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4. 독성데이터 분석
발광박테리아 독성실험에서 측정된 발광도 데이터 및 

HepG2 세포주 독성실험에서 측정된 흡광도 데이터는 대조군

의 발광도 및 흡광도 값을 100%로 환산하여 대상물질의 노출 

농도별로 발광박테리아의 성장저해율(Eq. 1)과 HepG2 세포주

의 세포생존율(Eq. 2-1, 2-2)을 계산하였다.

Growth inhibition �%� =  𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿�𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝐿𝐿𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡� − 𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿�𝑏𝑏𝑏𝑏𝑡𝑡𝑡𝑡𝑏𝑏�
𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿�𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝐶𝐶𝑏𝑏� − 𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿�𝑏𝑏𝑏𝑏𝑡𝑡𝑡𝑡𝑏𝑏�  × 100 �%� 

  
(Eq. 1)

Cell viability �%� =  𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴�𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡� − 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴�𝐴𝐴𝑏𝑏𝑡𝑡𝑡𝑡𝑏𝑏�
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴�𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝐶𝐶𝑏𝑏� − 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴�𝐴𝐴𝑏𝑏𝑡𝑡𝑡𝑡𝑏𝑏�  × 100 �%� 

  
(Eq. 2-1)

Cytotoxicity �%� =  100 − Cell viability �%� 

  
(Eq. 2-2)

성장저해율과 세포생존율 데이터는 SigmaPlot® (14.5, Systat 
Software Inc., CA, USA) 프로그램을 활용한 비선형 회귀 분석

으로 용량-반응 곡선을 도출하였다. 반복군 데이터를 모두 포

함한 물질별 데이터셋을 3-parameter 로지스틱 회귀분석으로 

Sigmoid 함수에 적합시키고, SigmaPlot에서 제시하는 Sigmoid, 

Logistic, Gompertz, Hill, Chapman 5개의 모델 중 잔차의 제곱 

합(Residual Sum of Squares)이 최소화되는 모델을 선정하였다. 

이후 선정된 모델에 맞는 용량-반응 곡선을 그리고, 수식 역

산을 통해 EC10 (10% Effect Concentration), EC50 (50% Effect 
Concentration) 값을 각각 산출하였다.

5. 혼합노출 디자인 및 결과 분석
HepG2 세포주 혼합독성 실험을 위한 혼합물은 독성등가 혼

합물(equitoxic mixture)로 디자인하였다.18,19) HepG2 세포주 

독성실험에서 EC50 값이 1,000 μM 이하에서 도출된 경우, 2종 

조합은 EC50 수준으로 혼합하여 EC100 (100% Effect concentra-
tion)부터 노출시킬 수 있도록 제조하였다. 즉 노출군 중 최고

농도군은 (EC50 of A+EC50 of B)이 되도록 하였으며, 이후 희석

배수 2로 8개 농도군을 제조하여 노출시켰다. 복합 혼합물은 

EC10 값이 도출된 모든 물질을 EC10 수준으로 혼합하였다. 즉 

EC10 수준 A~G의 7개 물질의 혼합물의 경우, (EC10 of A~G)가 

최고농도가 되도록 제조하고 이후 2배씩 희석하여 8개 농도군

으로 노출시켰다. 이하 혼합독성 실험은 단일물질 독성실험과 

동일한 과정으로 진행하였다. 발광박테리아 실험에서는 유의한 

독성값이 도출된 물질 수가 4종이었으나, 그중 2종만이 1,000 

Table 2. Observed ECx values of selected nine OPFRs in the luminescent bacteria and HepG2 assays

Assays Chemicals
EC50 EC10 Dose-response curve models

(μM) (mg/L) (μM) (ug/L) Model R2 α β γ

Aliivibrio 
   fischeri

TEP >100,000 NA NA
TnBP 284.1 75.65 137.0 36.48 Chapman 0.989 101.2 0.006995 4.784
TCEP 9,082.4 2,592.9 7,055.7 2,014.3 Chapman 0.980 99.75 0.000591 147.6
TPhP >60,000 NA NA
TCPP 5,868.1 1,922.2 4,028.2 1,319.5 Chapman 0.913 100 0.000637 28.83
EHDPHP >50,000 NA NA
TBOEP >500 NA
TDCPP 438.85 178.89 370.13 155.87 Chapman 0.639 99.95 0.01747 1,478
TEHP >40,000 NA NA

HepG2 TEP >1,000 NA NA
TnBP 270.5 72.05 167.4 44.58 Sigmoid 0.981 98.90 46.72 269.5
TCEP >1,000 NA NA
TPhP 288.0 93.98 53.32 17.40 Logistic 0.961 87.47 –1.385 233.9
TCPP 306.6 100.4 175.8 57.59 Chapman 0.937 100.9 0.001 5.399
EHDPHP 327.0 118.5 86.71 31.42 Gompertz 0.965 96.56 194.2 245.7
TBOEP 308.6 123.0 119.9 47.76 Sigmoid 0.995 99.19 85.59 307.2
TDCPP 617.8 266.2 142.2 61.28 Logistic 0.940 971.3 –1.125 8,240.9
TEHP 878.4 381.8 265.8 115.5 Gompertz 0.858 493.5 1,150.7 1,831.6

All dataset was applied nonlinear regression method with 3-parameter sigmoidal models (Sigmoid, Logistic, Chapman, Weibull, and Gompertz). 
The final model equations in Table 2 are below: 
Sigmoid: f=a/(1+exp(–(x–x0)/b)); Logistic: f=if(x<=0, if(b<0,0,a), if(b>0, a/(1+abs(x/x0)^b), a×abs((x/x0))^(abs(b))/(1+(abs(x/x0))^(abs(b))))); 
Chapman: f=a×(1–exp(–b×x))^c; Gompertz: f=a×exp(–exp(–(x–x0)/b)).
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μM 이하의 EC50 값을 보였다. 2종 조합의 경우 독성등가 혼합

물의 제조 시 EC50 값의 두배까지 용해시킨 농축액을 제조해야

하는데, 농축액 제조 시 용해도를 초과하는 경우가 많아 발광

박테리아 실험에서는 혼합독성 실험을 진행하지 않았다.

혼합물 노출실험 결과 도출된 EC50 및 EC10 값은 실측독성

값(Observed ECx)으로 보고, 상호작용 분류를 위해 예측독성

값과 비교하였다. 예측독성값은 물질 간 상호작용이 없음을 

가정하고 독성을 합산하는 모델인 농도상가모델(CA Model, 
Concentration Addition Model)20)로 아래 식에 따라 EC50 및 

EC10 값을 예측하였다.

𝐸𝐸𝐸𝐸� �mixture� �  �� 𝑃𝑃�
𝐸𝐸𝐸𝐸���

�

���
�

��
  

  
(Eq. 3)

Eq. 3에서 ECx (mixture)는 혼합물이 X%의 독성효과를 나

타낼 것으로 계산되는 농도, Pi는 혼합물 내의 성분 i의 구성비

(relative fraction), ECx,i는 성분 i가 x%의 독성효과를 나타내는 

농도이다. 다음으로는 예측독성값과 실측독성값을 다음과 같

이 비교하여 MDR (Model deviation ratio)를 계산하였다.21) 

MDR =  𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃� 𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑜𝑜𝑃𝑃𝑜𝑜𝑃𝑃𝑜𝑜𝑃𝑃𝑃𝑃
𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑃𝑃𝑃𝑃𝑂𝑂𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃� 𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑜𝑜𝑃𝑃𝑜𝑜𝑃𝑃𝑜𝑜𝑃𝑃𝑃𝑃 

 
(Eq. 4)

위 식에서 예측독성값에 비해 실측독성값이 더 낮은 경우 

MDR은 1 이상으로 도출되며, 상가작용에 비해 더 독성이 높

아진 것이므로 상승작용이 나타난 것으로 분류할 수 있다. 다

만 실험값의 오차를 고려하여 2배 이상인 경우를 유의한 상승

작용이 있는 것으로 판단하였으며, 길항작용도 마찬가지로 2

배 이상 독성이 낮아지는 경우로 결정하였다. 즉, MDR≤0.5: 

길항작용(Antagonism), 0.5<MDR<2: 상가작용(Additivity), 

MDR≥2: 상승작용(Synergism) 기준에 따라 상호작용을 분류

하여 제시하였다.

III. 결과 및 고찰

1. 유기인계 난연제 단일물질 실험결과
발광박테리아 독성실험에서는 시험대상 난연제 9종 중 4종

에서 EC50 값이 도출되었다(Table 2, Fig. 1). EC50 값 기준으

로 독성이 가장 높은 물질은 TnBP, TDCPP, TCPP, TCEP 순으

로 나타났다(TnBP의 EC50: 284.1 μM, 75.65 mg/L). TBOEP
는 500 μM 노출 시 50% 이상의 성장저해를 나타내었으나, 바

로 다음 낮은 농도에서 유의한 성장저해율이 관찰되지 않고

(250 μM에서 성장저해율 0%) 유의한 결과가 2개 농도군만 남

아, 용량-반응 곡선과 EC50 값을 도출하지 않았다. 본 연구에

서의 TnBP의 EC50 값은 기존에 보고된 상업적 TCPP mixture
의 발광박테리아 실험의 EC50 값(71.5 mg/L)과 유사했다.22) 다

만 본 연구에서 TCPP의 EC50 값은 1,922 mg/L로 기존 연

구22)와 비교해볼 때 상대적으로 독성이 낮게 나타났는데, 해

당 연구에서 독성실험에 사용한 TCPP mixture는 상용 mix-
ture (Tris(chloropropyl)phosphate)로, 구성성분에 차이에 의해 

결과가 상이할 가능성이 있다. 즉, 본 연구에서 대상물질로 사

용한 TCPP는 상용 TCPP mixture의 구성성분 중 하나인 Tris 
(1-chloro-2-propyl) phosphate로, 구성성분 중 66%가 본 연구

의 대상 TCPP이므로(https://www.sigmaaldrich.com/KR/ko/

Fig. 1. The dose-response curves of single OPFRs in (A) the lumi-
nescent bacteria and (B) HepG2 cell lines. Red dotted lines represent 
10% and 50% cytotoxic effect levels.
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product/sial/32952 [accessed 3 April 2023]), 다른 TCPP 이성

체에 의한 독성영향이 크게 작용했을 수 있다.

HepG2 세포주 독성시험에서는 시험대상 난연제 7종 중 5종

에서 EC50 값이 도출되었으며, EC50 값 기준으로 독성이 가장 

높은 물질은 TnBP, TPhP, TCPP, TBOEP, EHDPHP, TDCPP, 

TEHP 순이었다(TnBP의 EC50: 270.5 μM, 72.1 mg/L). TCEP
와 TEP는 1,000 μM에서도 유의한 세포독성이 나타나지 않았

다(Table 2, Fig. 1). 독성값이 도출된 물질 7종의 EC50 값 순위

는 분자량 순위와 반대 순서로 나타나, 분자량이 낮을수록 독

성이 높은 것으로 나타났다. TCPP를 정상 간세포주(L02 cells)
에 노출시킨 실험에서는 24시간 노출 후 세포 증식이 대조군 

대비 유의하게 낮아진 농도를 1,000 μM로 보고하였으며13) 우

리 연구에서는 306.6 μM로 나타나 더 민감한 값이 도출되었

다. HepG2 세포독성실험에서 TCEP, TDCPP, TPhP의 EC50 수

준을 약 600, 50, 80 μM 수준에서 보고한 다른 연구도 있었

다.23) 같은 HepG2 세포를 이용해 TDCPP 독성을 보고한 다른 

연구에서는 72시간 후 100~400 μM 사이의 농도군에서 유의

한 생존율 감소를 보였다.12) 본 연구에서 TCEP, TDCPP, TPhP
의 EC50은 각각 >1,000, 617.8, 288 μM로 나타나 우리 연구

에서 사용한 HepG2 세포주의 독성반응이 전반적으로 덜 민감

한 것으로 보이나, 경향성은 같았다. 또한 Saquib 등12)의 연구는 

72시간 노출이고 우리 연구는 48시간 노출임을 고려할 때, 해

당 연구와 우리 연구에서의 독성 영향은 다소 비슷하게 나타난 

것으로 보인다.

한편 여러 문헌 및 데이터베이스를 활용하여 대체난연제류

의 유해성을 분류한 연구에서는 기존 in vitro 데이터베이스인 

ToxCast를 이용하여 독성의 정도를 분류하여 제시하였는데, 

해당 연구에서 가장 독성이 높을 것으로 분류된 물질은 TPhP, 

EHDPHP, TDCPP였으며, 중간 정도로 분류된 물질은 TBOEP, 

TCPP, TnBP, TEHP였다.24) 독성이 상대적으로 낮을 것으로 분

류된 물질은 TCEP, TEP로, 본 연구에서 보고한 HepG2 시험 

결과가 기존 연구에서의 시험 결과가 비슷한 경향을 보였음을 

알 수 있었다.

Table 3. The observed and predicted EC50 values of tested EC50-level binary mixtures, EC10 value of tested EC10-level seven mixture, MDR values, 
and types of interaction (unit: μM)

EC50 mixture EC50 (observed) EC50 (predicted) MDR Type

TEHP+TDCPP 424.93 748.08 1.760 Additivity
TEHP+EHDPHP 579.54 602.67 1.040 Additivity
TEHP+TPhP 372.79 583.21 1.564 Additivity
TEHP+TnBP 578.85 574.45 0.992 Additivity
TEHP+TCPP 859.35 592.49 0.689 Additivity
TEHP+TBOEP 573.50 593.46 1.035 Additivity
TDCPP+EHDPHP 569.22 472.37 0.830 Additivity
TDCPP+TPhP 210.69 452.91 2.150 Synergism
TDCPP+TnBP 252.21 444.16 1.972 Additivity
TDCPP+TCPP 476.32 462.19 0.970 Additivity
TDCPP+TBOEP 348.51 463.17 1.329 Additivity
EHDPHP+TPhP 323.04 307.50 0.952 Additivity
EHDPHP+TnBP 184.01 298.75 1.624 Additivity
EHDPHP+TCPP 303.69 316.78 1.043 Additivity
EHDPHP+TBOEP 168.35 317.76 1.887 Additivity
TPhP+TnBP 169.14 279.29 1.651 Additivity
TPhP+TCPP 212.69 297.32 1.398 Additivity
TPhP+TBOEP 110.63 298.29 2.696 Synergism
TnBP+TCPP 557.13 288.57 0.518 Additivity
TnBP+TBOEP 310.11 289.54 0.934 Additivity
TCPP+TBOEP 505.82 307.58 0.608 Additivity

EC10 mixture EC10 (observed) EC10 (predicted) MDR Type

Seven OPFRs 175.31 144.45 0.824 Additivity

In all binary mixtures, single OPFRs were included as each chemical’s EC50 levels. For example, the TEHP+TDCPP mixture has 878.4 μM of 
TEHP and 617.8 μM of TDCPP.
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2. 유기인계 난연제 2종 및 7종 혼합물 실험결과
HepG2 세포주에서의 단일물질 독성시험 결과를 기반으로 

혼합물을 제조하여 노출실험을 수행한 후, 각 조합별로 용량-

반응 곡선을 도출하였다(Table 3, Fig. 2). 2종 조합 혼합물 노

출 결과, 가장 EC50값이 낮게 나타난 조합은 TPhP와 TBOEP 

혼합물이었다. 다음으로는 EHDPHP와 TBOEP 혼합물, TPhP
와 TnBP 혼합물, EHDPHP와 TnBP 혼합물 등이 그 뒤를 이었

다. 이 외에도 주로 TnBP, TPhP가 함유된 혼합물의 독성이 높

은 편으로 나타나, 단일물질 상태에서의 높은 독성이 혼합물 

독성에도 기여한 것으로 보인다.

2종 조합 및 복합 혼합물(7종 조합) 22종의 혼합물 실험 결

과, 20종의 조합이 0.5~2 사이의 MDR 값을 나타내었다(Table 
3). 따라서 유기인계 난연제류의 혼합독성 작용방식은 대부분 

농도상가 모델(CA Model)을 잘 따르는 것으로 보인다. EC50 값

을 기준으로 계산한 MDR 값이 1이면 예측된 혼합물의 EC50 

값이 실측값과 동일하다는 의미이며, 본 연구에서는 MDR 범

위가 0.518~1.972로 도출되었다. 이와 같이 0.5~2 사이의 

MDR을 갖는 혼합물의 구성성분들은 서로 같은 독성작용방식

(Mode of Action, MoA)을 가지므로, 농도와 독성이 비례하여 

혼합 시에도 작용한 것으로 해석할 수 있다.21) 다만 본 연구나 

기존의 혼합독성 연구에서 주로 사용하는 MDR 0.5~2 기준은 

실험값의 편차를 고려하기 위한 범위이므로, 좀더 적극적으로 

상호작용을 분류할 필요가 있다면 0.5에 가깝게 나타난 조합인 

TnBP와 TCPP (MDR=0.518), TCPP와 TBOEP (MDR=0.608), 

TEHP와 TCPP (MDR=0.689) 혼합물은 길항작용 가능성

이 있는 것으로 분류해볼 수 있다. 또한 MDR 값이 2를 초과

하지 않았지만 2에 가깝게 나타난 혼합물은 TDCPP와 TnBP 

(MDR=1.972), EHDPHP와 TBOEP (MDR=1.887), TEHP와 

TDCPP (MDR=1.760)로 상승작용을 일으킬 가능성이 높은 것

으로 나타났다. 

7종의 유기인계 난연제를 혼합한 EC10 혼합물의 MDR 값

은 0.824로 나타나, 여러 유기인계 난연제류가 혼합되면서 2

종 혼합물에서 나타난 상승작용 효과가 희석되어 상가작용 모

델에 더 잘 맞는 결과가 나타난 것으로 해석할 수 있다. 복합 혼

합물일수록 다양한 화학물질들로 구성되어 서로 다른 독성

기전이 작용할 가능성이 높아지므로, 기전이 다른 경우에 적

용하는 반응상가 모델(Independent Action Model, IA Model)
로 혼합독성을 예측하는 것이 적합할 수도 있다.25) 그러나 한

편으로는 상호작용의 절대 다수를 차지하는 농도상가모델을 

따르는 조합의 경우의 수가 더욱 많아지기 때문에, 반응상가 

또는 상승, 길항작용 등의 효과가 오히려 발휘되기 힘들 수 있

다. 같은 이유로 기존 문헌에서도 복합 혼합물과 같은 의미인 

Multicomponent mixtures의 경우 농도상가를 가정하는 것이 

가장 적합하다고 제안한 바 있다.21) 또한 복합 혼합물의 경우 

단일물질은 더 낮은 수준으로 존재하여 독성영향이 낮을 수밖

에 없는데, in vitro 실험결과를 활용하여 농도상가 및 반응상

가 모델을 검증한 연구에서 혼합물의 구성성분별 독성영향이 

30% 이하인 경우 대부분 두 모델의 예측값과 실측값이 비슷하

게 나타났다는 결과를 제시하였다.26) 이러한 기존 연구결과들

은 모두 복합 혼합물이 상가작용 모델을 따르는 것이 합리적임

을 보여주며, 우리 연구에서의 유기인계 난연제 7종 혼합물 실

험 결과 나타난 상가반응을 뒷받침해주는 결과이기도 하다. 다

만 복합 혼합물(Complex mixture, multicomponent mixture)에 

대한 실험 결과나 검증 결과는 아직 부족하기 때문에 실측값과 

예측값을 비교하는 검증 차원의 연구들이 더 필요할 것이다.

본 연구의 2종 조합 혼합물 독성실험 결과, 일부 혼합물에서 

상승작용이 일어나 예측된 독성보다 실제독성이 더 높게 나타

났다. 2개 조합에서 MDR이 2 이상으로 나타났으며, TDCPP
와 TPhP 혼합물의 MDR은 2.150, TPhP와 TBOEP 혼합물의 

MDR은 2.696으로 도출되었다(Table 3). 혼합물의 용량-반응 

곡선은 상승작용을 보인 2개 조합에 대해서만 별도로 제시하

였다(Fig. 3). MDR 값이 가장 높게 나타난 TPhP와 TBOEP 혼

합물의 경우, 실측된 용량-반응 곡선이 예측된 용량-반응 곡선 

대비 앞쪽에 그려져, 전 농도구간에서 독성의 상승효과가 있었

음을 확인할 수 있었다(Fig. 3B). 이에 비해 TDCPP와 TPhP의 

혼합물은 대부분의 농도구간에서 상승작용을 나타내었으나, 

세포독성이 20% 이하인 구간에서는 상승작용 효과가 없는 것

으로 나타났다(Fig. 3A). 기존 연구에서는 낮은 독성을 보이는 

농도 수준에서 상승작용이 더 크게 나타났다는 연구 결과도 있

어,20) 기존 연구와 우리 연구에서의 결과는 혼합물의 상호작용

이 노출되는 농도에 따라서도 상이하게 나타날 수 있음을 보여

준다.

이처럼 농도상가 모델을 벗어나 상승작용이 일어난 혼합독

Fig. 2. The dose-response curve of EC10-level seven OPFRs mixture 
in HepG2. Red dotted lines represent 10% and 50% cytotoxic effect 
levels.
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성 결과를 보인 조합은 생물학적 기전에 의해 그 독성이 크게 

나타난 것일 수 있으므로, 이를 해석하기 위한 별도의 연구가 

필요하다. 현재까지 HepG2 등 세포주를 활용하여 혼합독성값

을 제시한 논문은 매우 부족하며, 혼합독성실험 논문에서도 

혼합물의 EC50 등의 독성값을 정량적으로 제시하는 경우는 많

지 않아 비교가 어려운 상황이다. 다만 최근 연구에서 HepG2

를 활용하여 비스페놀류, 파라벤류, 방향족탄화수소류, 과불

화화합물류 및 유기인계 난연제류에 해당하는 13종의 화학물

질들을 2종씩 조합하여 혼합독성을 확인한 결과가 보고되었

다.23) 해당 문헌에서 78종의 혼합물 중 유의한 상승작용을 보

인 조합은 우리 연구에서의 실험결과와 동일한 조합인 TDCPP
와 TPhP 혼합물이었으며, 이들 혼합물에 노출된 HepG2 세포

의 RNA sequencing 및 대사체 분석 결과 항산화유전자 활성화 

및 퓨린 및 피리미딘 대사 억제를 통해 세포독성에서의 상승작

용을 보인 것으로 나타났다. 여기서 TDCPP는 비스페놀류, 방

향족탄화수소류 등 다른 물질들과 혼합할 경우 오히려 길항작

용을 나타내는 경우가 많았음을 볼 때,23) 상승작용을 일으키는 

주요 원인은 TPhP 물질로 보인다. TBOEP는 해당 연구에서는 

대상 물질이 아니어서, TPhP와의 혼합물 실험결과가 없어 비

교할 수 없었으나, 우리 연구에서 상승작용을 보인 2종의 조합

에 모두 TPhP가 포함되어 있었으므로 기존 연구와 마찬가지로 

TPhP가 상승작용을 일으킨 것으로 해석할 수 있다.

본 연구는 실생활에서 자주 노출되는 유기인계 난연제 9종

을 대상으로 HepG2에서 혼합물 독성실험을 수행하고, 독성값

과 함께 정량적인 상호작용 계산 결과를 제공해 혼합독성 예

측모델 개발에 필요한 데이터로서 의미가 있다. 특히, 독성등

가 혼합물 실험데이터는 수많은 농도별 조합은 실제 실험에 적

용하기 어려운 상황에서 다양한 농도의 조합을 한번의 솔루션 

제조로 살펴볼 수 있다는 점에서 장점이 있는 데이터이다. 또한 

상승작용을 보인 조합과 복합 혼합물과 같이 변수가 많은 조합

의 경우, 독립 3반복 기본실험 외의 추가적인 독립 실험을 더 

수행하여 신뢰성 있는 데이터를 생산했다는 것도 본 연구의 강

점이다. 세포주 실험은 계대나 시기가 달라질 경우 독성값의 차

이가 크게 나타날 수 있는데, 단일물질 실험 대비 혼합물의 실

험결과를 정량적으로 비교하기 위해서는 실험결과의 편차를 

최대한 줄이기 위해 노력할 필요가 있기 때문이다. 

그러나 HepG2 세포주만으로는 간독성 또는 일반독성에 대

한 영향만을 해석할 수 있기 때문에, 해당 데이터를 다양한 건

강영향에 적용하는데는 어려움이 있을 수 있다. 또한 금번 연

구에서는 유기인계 난연제류만을 대상으로 혼합물을 제조하

여 다양한 구조나 특성을 반영한 독성자료를 생산하지 못했다. 

실제 환경이나 제품에서 사용되는 성분 혼합물의 유해성 평가

에 활용하거나, 복합 혼합물의 신뢰성 있는 독성예측모델을 구

축하기 위해서는 2종 조합 뿐 아니라 복합 혼합물 수준의 더 다

양한 실험데이터를 생산하는 후속 연구가 필요할 것이다.

IV. 결    론

본 연구에서는 생활 속에서 자주 노출될 가능성이 높은 9종

의 유기인계 난연제를 선정하고, 발광박테리아 및 인체간세포

주 HepG2를 활용해 독성실험을 수행하였다. 발광박테리아 실

험에서는 유의한 독성값이 4종에서만 도출되었으나, HepG2에

서는 7종 유기인계 난연제에 대해 용량-반응 곡선 및 EC50 값과 

EC10 값을 도출할 수 있었다. 다음으로는 7종의 유기인계 난연

제의 2종 및 7종 조합 혼합물을 제조하여 혼합독성 실측값을 

생산하였다. 혼합물 성분 간 상호작용 판단을 위한 MDR 값은 

0.518~2.696 범위까지 도출되었으며, EC50 수준 조합에서 농

도상가작용은 91% (20개), 상승작용은 9% (2개)로 나타났다. 

Fig. 3. The dose-response curves of EC50-level binary mixtures depict 
synergistic interaction. (A) TDCPP and TPhP mixture, (B) TPhP 
and TBOEP mixture. Black dotted lines represent predicted dose-
response curves of mixtures in concentration addition (CA) model, 
and red dotted lines represent 10% and 50% cytotoxic effect levels.
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혼합독성 실험에서 상승작용(synergism)을 보인 조합은 TPhP
와 TBOEP 혼합물, TPhP와 TDCPP 혼합물이었으며, 이들의 

상승작용 원인 해석을 위해서는 독성기전을 고려한 후속 연구

가 필요할 것으로 생각된다.

본 연구를 통해 생산된 용량-반응 곡선 모델에 대한 정보와 

실험결과는 혼합물의 독성 예측 모델 개발용 트레이닝 및 검증 

자료로 연구에 활용될 수 있다. 또한 유기인계난연제류 및 생활 

속 화학물질의 혼합독성에 대한 지식을 제공하여 실생활에서 

일어나는 혼합 노출에 대한 위해성평가에 도움이 될 수 있을 

것이다.
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