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과망간산칼륨, 안정화이산화염소, 포르말린, 황산동이 넙치
(Paralichthys olivaceus)적혈구에 미치는 시험관내

용혈작용 및 메트헤모글로빈 생성 효과

정승희�∙김진우
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In Vitro Hemolysis and Methemoglobin Formation in Olive Floun-
der (Paralichthys olivaceus) Erythrocytes Induced by Potassium

Permanganate, Stabilized Chlorine Dioxide, Formalin and 
Copper Sulphate
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Pathology Team, National Fisheries Research & Development Institute, 

408-1 Shirang Gijang, Busan 619-900, Korea 

In Vitro hemolysis and methemoglobin (MetHb) formation in olive flounder erythrocytes were investigat-
ed using potassium permanganate (KMnO4) ranging from 2 to 250 ppm, stabilized chlorine dioxide (S-
ClO2) ranging from 3.13 to 400 ppm, formalin (37% formaldehyde) ranging from 31.3 to 2,000 ppm and
copper sulphate (CuSO4) ranging from 0.04 to 5 ppm. Remarkable hemolysis was found to be induced at
KMnO4 concentrations of 31.3~250 ppm and CuSO4 concentrations of 0.63~5 ppm. On the other hand,
MetHb formation could not be found at the same treatment concentrations. It is suggested that the cell-dam-
aging system of KMnO4 may be similar from that of CuSO4 in the erythrocytes of olive flounder. Remark-
able hemolysis and MetHb formation were found to be induced at S-ClO2 concentrations of more than 25
ppm and 6.25 ppm, respectively. Only S-ClO2 showed both hemolysis and MetHb formation among the
chemicals used in the present study. Formalin did not provoke hemolysis at the highest concentration of
2,000 ppm but induced MetHb formation at ranging from 250 to 2,000 ppm. These findings reveal that the
mechanism involved in formalin-induced cell-damaging effects differs from that induced by S-ClO2 to olive
flounder erythrocytes compared with KMnO4 and CuSO4. 

Key words : Olive flounder, Erythrocytes, Hemolysis, Methemoglobin, Formalin, Potassium Permanganate,
Copper Sulphate, Stabilized Chlorine Dioxide

염화아민, 황산동, chlorinated wastewater, linear

alkylbenzene sulfonate에 노출된 어류는 용혈작

용 (hemolysis)이 높게 일어나고 (Buckley 1977;

Herwig, 1982; GwoŹdiziński et al., 1992; Fujiwara,

1997), 과산화수소, 아질산, 아질산나트륨, 염소,

황화물, dichlone, hydroxylamine, n-butyl mercap-

ton은 어류의 methemoglobin (MetHb) 생성을 증

가시키는 것으로 보고되었다 (Mather-Mihaich

and Di-Giulio, 1986; Andaya and Giulio, 1987;

Bartlett et al., 1987; Nichols and Weber, 1989;
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Mazik et al., 1991; Powell and Perry, 1997; Grosell

and Jensen, 2000; Affonso et al., 2002; Avilez et al.,

2004). 한편 아질산, 염소 및 과산화수소는 어류

에 있어 높은 MetHb 생성을 일으킴과 동시에 용

혈성 빈혈 (hemolytic anemia)을 초래한다고 보

고되었다 (Zeitoun, 1977; Scarano et al., 1984;

Wang and Degao, 1989; Kawatsu et al., 1991; Fer-

reira da Costa et al., 2004). 따라서 MetHb 생성과

용혈작용은 적혈구의 cell damage 효과를 나타내

는 좋은 측정 모델이며 서로 매우 비례적인 관

계라고 예상되었다. 그러나 잉어 (Cyprinus

carpio) 적혈구에 대하여 높은 MetHb 생성을 일

으킨 Hypoxanthine-Xanthine Oxidase (HXO)는

용혈작용을 전혀 초래하지 않았다 (Kawatsu et

al., 1991). 이와 같이 어류 질병 치료에 사용되고

있는 화학약품을 대상으로 MetHb 생성과 용혈

작용을 동시에 측정함으로써 적혈구의 cell dam-

age 효과를 조사한 보고는 거의 없다.

과망간산칼륨, 이산화염소, 포르말린, 황산동은

어류 양식장에서 오랜 기간 질병 치료약제로 사

용되어 왔다 (전, 1996; Karan et al., 1998; Ryu et

al., 1998; Rydlo, 1999; Yacoob et al., 2002;

Thomas-Jinju and Goodwin, 2004). 본 연구는 이

들 화학약품을 대상으로 넙치 적혈구의 cell

damage에 미치는 영향을 알아보고자 in vitro 용

혈작용과 MetHb 생성을 조사하였다.

재료 및 방법

넙치 혈구 부유액

건강한 양식 넙치 (390~480 g)를 0.015% 3-

aminobenzoic acid ethyl ester (Sigma Chemical,

USA)로 마취시켜 미병부에서 헤파린 처리한 주

사기 (23G)로써 2 mL 까지 채혈하여, 50 mL 원

심관에 넣고 30 mL의 BSS (Balanced Salt Solu-

tion: KH2PO4 122 mg/mL, Na2HPO4 14.0 mg/mL,

CaCl2 140 mg/mL, KCl 400 mg/mL, MgSO4 98

mg/mL, NaCl 8,000 mg/mL, Glucose 1,000

mg/mL, NaHCO3 350 mg/mL)를 첨가해서 잘 교

반하였다. 2,000 rpm (4℃), 5분간 원심분리하여

상층액을 버린 뒤에 이 세척과정을 2회 반복하

여 최종적으로 30 mL의 BSS를 첨가해서 냉장

보관하였다. 이 혈구 부유액은 실험 직전에 제작

하였으므로 냉장보관에 따른 소요 시간은 30분

을 넘기지 않았고, 본 실험에는 모두 analytical

grade의 시약을 사용하였다. 

실험 약품의 농도별 반응액

과망간산칼륨 (KMnO4, Kanto chemical, Japan),

포르말린 (37% formaldehyde, HCHO, Kishida

Chemical, Japan), 황산동 (CuSO4∙5H2O, Junsei

chemical, Japan) 및 상품으로 시판되고 있는 안

정화이산화염소 용액 (Stabilized ClO2, S-ClO2,

5% 수용액, 참신산업 주)의 stock solution을 BSS

로 용해하여 만들었다. 이를 2단계 배수희석한

뒤에 최종으로 KMnO4 2~250 ppm, S-ClO2

3.13~400 ppm, HCHO 31.3~2,000 ppm, CuSO4

0.04~5 ppm이 되도록 제작하였다. 

넙치 적혈구의 in vitro 용혈작용과 MetHb 생성

각 시험약품의 농도별 반응액에 2.5 mL의 넙

치 혈구 부유액을 첨가하여 25℃ 부란기에서 3

시간 동안 정치 배양시켰다 (대조구는 2.5 mL의

BSS를 사용함). 2,000 rpm (4℃), 5분간 원심분리

하여 먼저 상층액을 잘 분취하여 540 nm에서

흡광도를 측정하였다[A540]. 그리고 침전한 혈구

cells에 8 mL의 M/60 phosphate buffer (KH2PO4-

Na2HPO4, pH 6.6)을 첨가하여 잘 교반해서 2,000

rpm (4℃), 5분간 원심분리하였다. 다시 상층액

3 mL를 취해 540 nm [B540] 및 630 nm[C630]에서

각 흡광도를 측정하였다. 여기에 40 μL의 10%

KCN 용액을 넣고 630 nm[D630]에서 흡광도를

측정하였다. 한편 다른 상층액×3 mL를 다시 취

해 이번에는 100 μL의 10% K3Fe (CN)6 용액을

넣고 630 nm[E630]에서 흡광도를 측정하였고, 마

지막으로 40 μL의 10% KCN 용액을 넣고 630

nm[F630]에서 흡광도를 측정하였다.   
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넙치 적혈구의 100% 용혈액

2.5 mL의 넙치 혈구 부유액을 두개의 원심관

에 각각 넣고 2,000 rpm (4℃), 5분간 원심분리하

여 상층액은 버린다. 먼저 한개 원심관의 침전한

혈구 cells에 5 mL의 M/60 phosphate buffer를 첨

가하여 잘 교반하면서 세척하고 2,000 rpm (4℃)

5분간 원심분리한 후 상층액을 취해 540

nm[G540]에서 흡광도를 측정하였다. 나머지 원심

관의 침전한 혈구 cells에 8 mL의 M/60 phos-

phate buffer를 넣고 잘 교반해서 2,000 rpm (4℃),

5분간 원심분리한 후 상층액을 취해 540

nm[H540]에서 흡광도를 측정하였다. 

용혈작용 및 MetHb 생성 계산식

위에서 측정한 흡광도 값 [A540]~[H540]을 아

래의 계산식에 적용하여 시험 약품의 넙치 적혈

구에 대한 용혈작용과 MetHb 생성 값을 산출하

였다. 이 계산식은 Kawatsu et al. (1991)의 방법

에 따랐다. 

용혈작용 (%) =
A540 

× 100
A540 ＋ B′540

→ B′540 = B540 × (G540 / H540) 

MetHb 생성 (%) =
C630 - D′630

× 100
E′630 - F′630

→ D′630 = D630 × 1.013 ; E′630 = E630 × 1.033 ;

F′630 = F630 × 1.047

결 과

과망간산칼륨의 용혈작용은 2.0 ppm~31.3

ppm에서 0~0.4%로 거의 없었으나, 62.5 ppm

~250 ppm에서 급격히 증가하여 97.4%~99.5%

로 매우 높은 값을 보였다. 그러나 MetHb 생성

은 2.0 ppm~250 ppm에서 2.6%~5.2%로 미약

하였다 (Fig. 1).  

안정화이산화염소의 용혈작용은 3.13 ppm~

25 ppm에서 1%~2.3%로 미약하였으나, 50

ppm~400 ppm에서 비교적 증가하여 74.1%~

75.1%를 나타내었다. MetHb 생성은 3.13 ppm~

6.25 ppm에서 0~10.3%로 낮았으나, 12.5 ppm~

50 ppm에서 급격히 증가하여 40.6%~100%, 50

ppm~400 ppm에서 거의 100%를 나타내었다

(Fig. 2). 

포르말린의 용혈작용은 31.3 ppm~2,000 ppm

에서 0.3%~1.7%로 거의 없었다. MetHb 생성은

31.3 ppm~250 ppm에서 3.7%~5.3%로 미약하

였으며, 500 ppm~2,000 ppm에서 12.8%~30.4%

의 값을 나타내었다 (Fig. 3). 

황산동의 용혈작용은 0.04 ppm~0.63 ppm에

서 0~1.0%로 거의 없었으나, 1.25 ppm~5 ppm

에서 급격하게 증가하여 25%~81.5%를 나타내

었다. 반면에 MetHb 생성은 0.04 ppm~5 ppm에

서 0~2.5%로 거의 없었다 (Fig. 4). 

Fig. 1. In vitro hemolysis and methemoglobin formation in
olive flounder erythrocytes with different concentrations of
potassium permanganate (KMnO4). Each symbol with a
vertical bar represents mean±SD (n=5). 

Fig. 2. In vitro hemolysis and methemoglobin formation in
olive flounder erythrocytes with different concentrations of
stabilized chlorine dioxide (S-ClO2). Each symbol with a
vertical bar represents mean±SD (n=5). 
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고 찰

용혈은 어떠한 원인으로 인해 적혈구가 파괴

됨으로써 세포내로 hemoglobin이 유출하는 현

상이다. 용혈성 빈혈을 유발하는 화학약품은 대

부분 “active oxygen”에 속하며 (Kawatsu et al.,

1991), 이는 적혈구 막의 phospholipides가 fatty

acid hydroperoxides를 형성하기 때문이라고 한

다 (Soldatov and Parfenova, 2001). 한편 MetHb은

적혈구가 지닌 hemoglobin 중의 Fe2+이 산화되어

Fe3+로 변하는 것으로 산소와의 결합능력을 상

실한다 (Avilez et al., 2004). 따라서 용혈작용과

MetHb 생성은 어류 혈액의 산소운반 능력을 크

게 감소시킴으로써 결국 폐사를 초래하게 될 것

이다. 용혈작용과 MetHb 생성의 증가를 동시에

초래하는 화학약품을 어류에 사용할 경우는 매

우 신중할 필요가 있겠다. 

Kawatsu et al. (1991)은 과산화수소 (H2O2)와

Hypoxanthine-xanthine Oxidase (HXO)를 이용하

여 잉어 (Cyprinus carpio) 적혈구에 대한 in vitro

용혈작용과 MetHb 생성을 조사하였다. 그 결과,

H2O2는 용혈작용과 MetHb 생성이 모두 높게 나

타났으나 HXO의 경우 MetHb 생성은 높았으나

용혈작용은 전혀 없었다. 본 연구에서 안정화이

산화염소는 H2O2와 동일한 결과 (Fig. 2)를 나타

내었으므로 이들의 어류 적혈구에 대한 cell

damage system은 매우 유사하다고 생각된다. 반

면에 포르말린 (Fig. 3)은 MetHb 생성은 일부 있

었으나 용혈작용이 전혀 없었으므로 HXO의 출

현경향과 다소 비슷하였다. 한편 과망간산칼륨

(Fig. 1)과 황산동 (Fig. 4)은 높은 용혈작용을 보

였으나 MetHb 생성은 전혀 없었기 때문에

HXO, 과산화수소 및 안정화이산화염소와는 또

다른 형태의 mechanism이 존재하는 것으로 추

정되어 진다. 과망간산칼륨과 황산동은 넙치 적

혈구에 대하여 유사한 cell damage system을 가

지고 있는 것으로 나타났다. 그렇지만 이들이

왜 이와 같이 서로 다른 용혈작용과 MetHb 생

성 결과를 보였는지 금후 더 깊이 연구되어야

할 것이다. 

포르말린은 어류에서 기생충 구제용으로 추천

되는 상한 농도인 300 ppm (Schnick et al., 1997;

FDA, 1998; 전, 1992) 까지 용혈작용과 MetHb 생

성이 거의 없었다. 한편 어류 수정난의 소독에

권장되는 2,000 ppm의 고농도 (FDA, 1998)에서

도 용혈작용은 거의 없었고 MetHb 생성도 비교

적 낮았다. 포르말린은 본 실험에 사용한 다른

화학약품에 비하여 고농도에서도 용혈작용과

MetHb 생성이 낮게 출현하였다. 따라서 포르말

린의 이와 같은 결과를 미루어 사용자가 자칫

Fig. 4. In vitro hemolysis and methemoglobin formation in
olive flounder erythrocytes with different concentrations of
copper sulphate (CuSO4). Each symbol with a vertical bar
represents mean±SD (n=5). 

Fig. 3. In vitro hemolysis and methemoglobin formation in
olive flounder erythrocytes with different concentrations of
formalin (37% formaldehyde, HCHO). Each symbol with a
vertical bar represents mean±SD (n=5). 
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고농도로 사용하더라도 어류에 대량폐사를 유발

시킬 실수가 상대적으로 낮아 현장에서 관습적

으로 오래기간 사용되어 온 것은 아닐까 하고

추측하였다. 황산동은 담수어류에서 기생충 구제

를 위해 권장되는 농도가 0.5 ppm인데 본 실험

에서 0.04 ppm~0.63 ppm 까지 용혈작용 및

MetHb 생성이 거의 발생하지 않았다. 한편 0.63

ppm 이상의 농도에서는 황산동의 사용에 따른

용혈의 위험성은 주의해야 하겠으나 MetHb 생

성의 위험성은 전혀 없었다. 과망간산칼륨은 2

ppm~31.3 ppm 까지 용혈작용과 MetHb 생성이

모두 거의 없었고, 31.3 ppm~62.5 ppm 사이에서

용혈작용이 급격하게 높아졌으나 MetHb 생성은

전혀 없었다. 따라서 31.3 ppm 이상의 농도에서

는 과망간산칼륨의 사용에 따른 용혈의 위험성

을 주의해야 하겠다. 과망간산칼륨이 담수어류에

서 기생충 구제제로 권장되는 농도가 50 ppm인

점을 감안한다면 이 농도의 사용에는 용혈의 위

험성을 주의해야 할 것이다. 안정화이산화염소는

본 실험에서 사용된 약품 가운데 유일하게 용혈

작용 및 MetHb 생성을 모두 나타내었다. 안정화

이산화염소는 3.13 ppm~12.5 ppm 사이에서

MetHb 생성이 완만하게 증가하였으나 용혈작용

은 전혀 없었고, 50 ppm부터는 용혈작용이 급격

히 상승하여 양쪽이 높은 값을 나타내었으므로

대략 12.5 ppm 까지는 사용상 커다란 위험성이

없을 것으로 생각된다. 안정화이산화염소의 사용

에 따른 용혈의 위험성은 25 ppm 이상, MetHb 생

성의 위험성은 6.25 ppm 이상의 농도에서 각각

주의해야 하겠다. 그렇지만 본 실험에서는 이들

화학약품의 in vitro 결과만으로써 용혈작용 및

MetHb 생성의 위험성을 언급하였으므로 실제

이러한 농도가 넙치에 치명적인 위험성을 초래

하는지는 금후 더 많은 연구가 필요할 것이다.

본 실험에서 용혈작용과 MetHb 생성 가운데

어느 쪽이 더 어류에 위험을 초래하는지 구체적

으로 증명할 수는 없었으나, 사용된 화학약품을

동일한 농도 범위 안에서 넙치 적혈구의 cell

damage에 대한 사용 위험도는 황산동＞과망간

산칼륨＞안정화이산화염소＞포르말린의 순서로

예상된다. 

요 약

과망간산칼륨 (KMnO4), 안정화이산화염소 (S-

ClO2, 3% 수용액), 포르말린 (37% formaldehyde),

황산동 (CuSO4)을 이용하여 넙치 적혈구의 cell

damage에 미치는 효과를 알아보고자 in vitro 용

혈작용과 methemoglobin (MetHb) 생성을 조사하

였다. 실험의 농도는 과망간산칼륨 2~250 ppm,

안정화이산화염소 3.13~400 ppm, 포르말린

31.3~2,000 ppm, 황산동 0.04~5 ppm 이었다. 과

망간산칼륨은 31.3~250 ppm, 황산동은 0.63 ~5

ppm에서 현저한 용혈작용을 나타내었으나 이와

는 반대로 MetHb 생성은 전혀 없었다. 따라서

과망간산칼륨과 황산동은 넙치 적혈구에 대한

cell damage system이 매우 유사한 것으로 생각

되었다. 안정화이산화염소의 경우, 용혈작용은

25 ppm 이상의 농도에서 그리고 MetHb 생성은

6.25 ppm 이상의 농도에서 높게 증가하였다. 본

실험에서 유일하게 용혈작용과 MetHb 생성을

양쪽 다 현저하게 나타내었다. 포르말린은 2,000

ppm의 고농도에서도 용혈작용은 없었으며,

MetHb 생성은 250~2,000 ppm에서 완만하게 증

가하였다. 따라서 안정화이산화염소와 포르말린

은 넙치 적혈구에 대하여 과망간산칼륨 및 황산

동과는 또 다른 cell damage system을 가지고 있

는 것으로 나타났다.
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