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해양생태독성평가를 위한 표준시험방법 개발을 위하여 해양생태계의 1차 소비자인 윤충류 및 저서 요각류를 이

용한 시험방법을 정립하였다. 표준시험생물로 윤충류 Brachionus plicatilis와 저서 요각류 Tigriopus japonicus를 선

정하였으며, endpoint는 윤충류 신생개체의 사망률(24 hr LC50) 및 개체군성장률(48 hr EC50)과 저서 요각류 유생

(100~200 µm)의 사망률(48 hr LC50)로 설정하였다. 표준시험방법은 미국재료시험협회 (ASTM)의 독성시험법을 참

고하였으며, 표준시험생물은 국내 해양생태계의 특성 및 종의 유용성 등을 고려하여 재설정하였다. 윤충류 B. plicatilis

와 저서 요각류 T. japonicus는 광염성으로 5~35 psu 구간에서 실험이 가능하고, 또한 배양이 용이한 점이 고려되

었다. 상기 두 종을 이용한 독성시험은 시험생물 확보 및 배양이 쉽고 시험기간이 짧고 간단한 장점이 있는 반면 독

성시험의 민감도가 무척추동물의 유생을 이용한 시험법보다 떨어지는 단점이 있다. 두 종 모두 해양유입 유해물질

을 이용한 독성실험결과, 농도-반응의 선형관계가 뚜렷하였다. 카드뮴을 이용한 윤충류 개체군성장에 대한 실험실간

교차분석결과 EC50이 각각 39.3 mg/L와 33.7 mg/L로 유사한 값을 보였다. 따라서 윤충류 및 저서 요각류는 독성시

험생물로서 유용한 것으로 판단되며, 위의 두 종중 최소 1종은 해양생태 독성실험의 “battery test”에 포함할 것을 권장한다.

Marine ecotoxicological standard method was applicated using marine rotifer and benthic copepod as primary

consumer of marine ecosystem. Marine rotifer, Brachionus plicatilis and benthic copepod, Tigriopus japonicus

were designated as standard test species with the endpoints of 24hr neonate mortality (24hr LC50) and 48hr pop-

ulation growth (48hr EC50) for rotifer, and 48hr nauplius mortality (48hr LC50) for benthic copepod. Tests

method was referred to those of ASTM (American Society for Testing and Materials) with the replacement of

test species which are widely distributed in Korean waters. The two species showed a wide tolerance on salinity

(5~35 psu) and can be easily cultured in small space even they were not as sensitive as in the mortality test

using the nauplius of marine invertebrates. However, these species revealed the significant “concentration-

response relationship” tested with ocean disposal wastes, and reproducibility using cadmium as standard ref-

erence material between laboratories. Accordingly, these two species have good potential as test species for

marine ecotoxicological test species. Also, we strongly recommend that at least one of these species be included

in the test species of “battery test” in marine bioassay.

Keywords: Ecotoxicity, Standard Method, Bioassay, Rotifer, Brachionus plicatilis, Benthic Copepod, Tigriopus

japonicus, Mortality, Population Growth, LC50, EC50
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서 론

해양생태계의 일차소비자를 이용한 해양생태독성평가용 공정시

험법 개발을 위하여 표준시험생물을 선정하고 각각의 시험생물에

대한 표준시험방법을 정립하였다. 해양생태계의 일차소비자를 이

용한 독성 시험생물로는 윤충류, 요각류 및 소형 갑각류 등이 있

으며, 이미 미환경보호국 및 다양한 국제기구에서 많은 시험방법

이 개발되어 이용되고 있다(USEPA, 2002; ASTM, 1996; OECD;

http://oberon.sourceoecd.org). 본 연구에서는 해양 일차소비자중

생태적 대표성 및 종의 유용성 등을 고려하여 국내 실정에 적합

한 표준독성시험방법을 개발하였다.

본 연구의 시험생물인 윤충류 B. plicatilis는 150~250 μm 크기

로 전방보다 후방이 더 넓은 모양을 하고 있으며, 전방은 끝이 뾰

쪽한 톱니 모양의 돌기 6개가 있고 후방은 잘 발달된 2개의 돌기

를 갖는다. 전 세계적으로 분포하며, 해양 및 기수 생태계에서 중

요한 영양역할을 담당하는 생물이다(Egloff, 1988; Wallace and

Snell, 1991; Nogrady et al., 1993). 또한 성장이 빠르고 배양이

용이하여, 먹이생물(Fukusho, 1983; Korunuma and Fukusho, 1987;

Fielder et al., 2000) 및 실험생물(Moffat and Snell, 1995; Guerra,

2001)로 광범위하게 이용되고 있다. 특히 담수산 윤충류인

B. calyciflorus와 해산 윤충류인 B. plicatilis는 이미 수서독성실험

을 위한 표준시험법이 마련되어 수서독성 평가를 위한 시험생물

로 광범위하게 이용되고 있으며(Snell and Persoone, 1989; ASTM,

1996; Guerra, 2001; Preston et al., 2000; Preston and Snell,

2001a; Preston and Snell, 2001b), biomarker 개발을 위한 생물로

도 이용되고 있다(Moffat and Snell, 1995; Wheelock et al., 1998;

Wheelock et al., 2002). 또한 B. plicatilis는 광염성으로 4~35 psu

의 염분에 분포하며(Komis, 1992), 주로 10~20 psu의 염분에

서 배양이 잘되는 종으로(Fulks and Main, 1991), 해양 생태

독성평가에 유용한 종으로 generation time이 매우 짧아서(약

1일) 24시간 급성독성실험 및 만성독성실험시 짧은 시간내에 개

체군 밀도가 변하기 때문에 사망률을 이용한 실험이 매우 제한

되었으나(Ruppert and Barnes, 1994), 본 연구에서는 사망률

실험을 보완하기 위하여 개체군성장률을 이용한 독성실험을 병

행하여 수행하였다. 

또한 저서 요각류 Tigriopus japonicus은 조간대에 주로 서식하

며, 해양생태계에서 식물플랑크톤을 섭식하는 1차 소비자이며 어

류의 먹이생물로 중요한 위치를 차지한다(Forget et al., 1998). 온

도나 염분과 같은 환경변화에 대해 강한 내성을 보이고, 생활사가 짧

으며, 현장 채집 및 실험실 배양이 용이한 생물이다(Lee and Taga,

1985; Lee and Taga, 1988; Lee, 1991; McAllen et al., 1999; Jung

et al., 2000; Kwok and Leung, 2005). 상기 종은 독성에 대한 민

감도가 높고 반복실험 시 재현성이 높기 때문에 일부 국가에서는

이미 해양 미소 갑각류를 독성평가용 실험생물로 이용하고 있다

(Forget et al., 1998; Barka et al., 2001; McAllen and Taylor,

2001; Kwok and Leung, 2005). 

본 연구에서는 해양생태계의 일차소비자를 대표하는 독성시험

용 표준생물 개발 및 표준시험방법 정립을 위하여 윤충류 및 저

서 요각류를 이용한 배양 가능성, 독성물질에 대한 민감도 및 시

험방법의 용이성 등 다양한 요소를 고려하였다. 

재료 및 방법

시험생물종

본 연구를 위한 윤충류인 Brachionus plicatilis와 저서 요각류

T. japonicus는 강릉대학교 먹이생물 연구실에서 분양받아 서해수

산연구소에서 약 3년 동안 계대 사육하였다. 사육 조건은 항온실

내에서 수온 범위 22.0~23.0 oC를 유지하였으며, 사육해수는 자연

Table 1. Summary of test conditions for the definitive acute toxicity test and salinity tolerance test with the marine rotifer Brachionus plicatilis

Parameters  Test conditions

Test type  static non-renewal

Duration  24h (mortality test), 48h (population growth inhibition, PGI, test)

Endpoint  LC50 (mortality test), EC50 (PGI test)

Test organism  Brachionus plicatilis

Age of test animals  neonates (mortality test), adults (PGI test) 

Test temperature  25 ±1 oC

Test salinity  1~35 psu 

Light intensity  dark

Test chamber size  15 mL

Test solution volume  5~10 mL

Dilution water  filtered seawater (acute toxicity test)/deionized water (salinity tolerance test)

Renewal of test solution  none

Aeration  none

Food  Spirulina or Chlorella vulgaris (PGI test only)

Number of organisms per chamber  10 (mortality test), 5 (PGI test)

Feeding regime  none(mortality test), 24 hr interval (PGI test)

Cleaning  none

Test concentrations  five+control

Number of replicates per concentration  5

Test acceptability criterion  >90% survival rate in control for mortality test and r>0.7(d-1) in control for PGI test
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해수를 모래 및 카본으로 여과한 후 사용하였다. 사육 염분범위는

26~32 psu였으며, 광주기는 16시간(L):8시간(D)으로 조절하였다.

윤충류 B. plicatilis의 먹이는 실험실에서 자체 배양한 클로렐라를

공급하였으며(Table 1), 저서 요각류 T. japonicus는 해산녹조류

(Tetraselmis suecica, 4.0~6.0×105 cells/mL)와 착편모조류

(Isochrysis galbana, 7.0~9.0×105 cells/mL)를 2:1 비율로 혼합하

여 1일 2회 30 mL씩 공급하여 배양하였다(Table 2).

시험방법

시험조건의 설정

염분 내성 실험은 염분범위를 0~35 psu까지 5 psu 구간으로 나

눈 후(반복수=3) 각각의 실험구별로 24시간 동안 윤충류의 신생

개체의 사망률과 48시간 동안 윤충류의 개체군성장률 및 저서요

각류 유생의 사망률을 측정하여 대조구(배양 염분, 약 30 psu)와

비교하여 평균 사망률 및 개체군성장률의 차이에 대한 유의성을

검정하였다. 

독성물질에 대한 민감도를 알아보기 위하여 표준독성물질중 황

산구리(CuSO4, minimum 99%, Sigma-Aldrich,USA)와 카드뮴

(Cadmium standard solution, Junsei Chemical Co., Japan)을 여과

해수에 용해하여 제조하였다. 농도별 표준용액은 최고 농도의 표

준용액을 제조한 후(반복수=3), 이를 순차적으로 희석하였으며, 대

조구를 포함하여 6개 농도 구간(0~10 mg/L)에서 각각의 농도별

살아있는 개체를 계수하여 사망률로 환산하였다. 윤충류 신생개체

의 24시간 사망률(LC50)과 저서 요각류 유생의 48시간 사망률(LC50)

및 윤충류의 48시간 개체군성장률(EC50)을 측정하였다. 

또한 해양으로 유입되는 유해물질에 대한 독성실험을 위하여 하

수 및 폐수오니를 채취하여 독성실험에 이용하였다. 채취된 오니

는 냉장 상태로 운반하여 폐기물공정시험법에 따라 용출하였으나,

상기 오니가 해양으로 투기되어 해양생물에 미치는 영향을 구명

하고자함으로 모래 및 카본필터로 여과한 자연해수를 0.45 μm

membrane filter로 재여과한 해수를 이용하여 용출하였다. 하수오

니 추출은 여과해수(26.2~28.0 psu)와 오니의 비율을 10:1(V:W)

로 혼합하여, shaker(Reipro shaker, JEIO TECH, Korea)로 6시간

동안 잘 흔든 후 용출된 하수오니 추출액은 GF/C 필터(0.45 μm,

Whatman, USA)로 여과하여 실험에 사용하였다. 독성실험을 위한

하수오니 추출액은 최고 농도를 100%로 설정한 후 이를 순차적

으로 희석하여 대조구(0%)를 포함한 6개 농도(0, 6.3, 12.5, 25.0,

50.0, 100.0%)를 제조하여 3 반복으로 실험하였다. 

개체군성장률 측정법 

윤충류의 개체군성장률 실험 조건은 Table 1과 같으며, 실험 시

작시 윤충류 성체중 둥글고 짙은 갈색의 알을 2개씩 포란한 성체

를 선별하여 시험구당 5개체씩 분배하여 48시간 후 개체군성장률

을 측정하였다. 실험기간동안 윤충류의 먹이는 시험용액의 농도에

영향을 주지 않기 위하여 동결건조된 스피룰리나 분말을 멸균한

해수에 1:100(w:v)의 비율로 농축하여 위의 거품은 제거하고 맑고

투명한 상태의 농축액을 10 μl씩 투여하였다. 개체군 성장률은

r=(lnNt-lnNo)/t (r=개체군성장률, Nt=시간 t에서의 개체수, No=초

Table 2. Summary of culture conditions for the harpacticoid copepod T. japonicus

Parameters  Culture conditions

Culture type  Static renewal

Temperature (oC)  21.0~23.0

Salinity (psu)  26.0~29.0

pH  7.8~8.1

Light quality and intensity  Ambient laboratory levels

Photoperiod  16 L, 8D

Culture chamber volume (mL)  5 L

Culture solution volume (mL)  4 L

Renewal period (d)  7 days

Feeding regime  twice per day (60 mL of Isochrysis galbana and Tetraselmis suecica mixture)

Oxygen saturation (%)  80.0~90.0

Culture medium  Filtrated seawater (1 µm cartridge filter)

Table 3. Summary of test conditions for the definitive acute toxicity
test and salinity tolerance test with the harpacticoid copepod T.
japonicus nauplius

Parameters  Conditions

Test type  static non-renewal

Test duration  48hr

Endpoint  mortality (48hr-LC50)

Test organism  Tigriopus japonicus

Age of test animals  48~72 hr old nauplius (100~200 µm)

Test temperature  22±1 oC

Test salinity  5~35 psu 

Light intensity  ambient laboratory levels

pH  6.2~8.2

Photoperiod  16L, 8D

Test chamber size  20mL

Test solution volume  10mL

Dilution water  filtered seawater/deionized water

Renewal of test solution  none

Aeration  none

Number of organisms per chamber  20

Feeding regime  none

Cleaning  none

Test concentrations  five+control

Number of replicates per concentration  5

Test acceptability criterion  >90% survival rate in control
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기 개체수, t=시간)를 이용하여 각 농도별로 r값을 계산한 후 이를

이용하여 48시간 EC50 (개체군성장률을 반으로 하는 농도)를 계산

하였다. 

사망률 측정법

윤충류 신생개체(휴면난으로부터 부화된지 2시간이내)를 이용

한 24시간 LC50(사망률을 반으로 하는 농도) 측정(Table 1)과 저

서요각류의 유생(부화 후 72시간 이내의 100~200 μm 크기)을 이

용한 48시간 LC50 측정(Table 3)을 통하여 급성독성 실험을 수행

하였다.

결 과

시험생물

해양생태독성시험용 표준시험생물은 시험생물종의 유용성, 독

성물질에 대한 민감도등을 고려하여 선정하게 된다. 윤충류와 저

서 요각류는 광염성이며, 시험생물 확보 및 배양이 용이하다. 

해양생태독성평가를 위한 실험생물은 다양한 염분에 노출되어

지므로 일반적으로 광염성 생물(euryhaline species)이 더 유용하

다. 실험결과 윤충류 Brachionus plicatilis의 개체군성장률은 15 psu

이하의 염분에서는 48시간 개체군성장률이 0.4 이상을 보였으나

20 psu 이상에서는 0.2~0.3으로 저염분 실험구에서 개체군성장률

이 높은 것으로 나타났으며, 특히 30 psu 실험구에서는 2차에 걸

친 실험에서 모두 r=0.19로 가장 낮게 나타났다. 그러나 0 psu 염

분에서는 모든 개체가 사망하였다. Tigriopus japonicus 유생의 염

분에 대한 생존율의 하한치를 구명하기 위하여 0~5.0 psu 범위에

서 1.0 psu 간격으로 염분을 조절하여 실험생물을 노출시킨 결과

, 1.0 psu 보다 높은 농도에서는 유생 생존율이 90%이상 이었으

며, 타 실험구와 유의한 차이를 보이지 않았다(p>0.05). 그러나 0

psu에서는 모두 사망하여 T. japonicus 유생의 염분 내성한계는 1.0

psu인 것으로 나타났다. 

시험방법

해양생태계의 일차소비자를 이용한 해양생태독성 평가용 표준

시험방법은 상기 두 생물의 초기 사망률 및 개체군성장률을 이용

한 시험방법으로 설정하였다. 윤충류는 신생개체의 24시간 사망

률과 성체의 48시간 개체군성장률을, 그리고 저서 요각류는 유생

의 48시간 사망률을 각각 endpoint로 설정하였다. 독성 실험에 필

요한 시험생물의 준비 등을 포함하는 시험 절차는 다음과 같다.

시험생물의 준비: 실험생물은 항온실에서 단일종으로 배양하거

나, 국립수산과학원 서해수산연구소에서 구할 수 있다. 특히 윤충

류는 상업용 내구란을 구입하여 부화 후 사용할 수 있는 장점이

있다. 윤충류 신생개체의 사망률 실험은 상업용 내구란을 실험 19

시간 전에 여과해수가 담긴 비이커 안에 넣어 실온 부화 후 2시

간이내의 신생개체를 이용한다. 윤충류 개체군성장률실험을 위해

서는 실험 2일전부터 먹이생물인 클로렐라를 충분히 공급하여 성

체가 포란할 수 있는 조건을 만들어준 후 비교적 둥글고 짙은 갈

색의 알을 2개씩 포란한 성체를 선별한다. 저서 요각류 T. japonicus

유생의 사망률 실험은 체장이 100~200 μm 범위의 유생을 체로 걸

러서 준비한다. 이때 필요한 시험생물의 개체수는 실제로 필요한

개체수보다 약 1.5~2.0배를 준비한다. 예로서 윤충류 신생개체 사

망률 시험의 경우, 농도구 6개, 반복구 5개에 각각 10개체씩 노출

하므로 총 300 개체가 필요하나 실제로는 450~600 개체 정도 준

비하여야 한다. 

시험용액의 준비: 본 시험의 용기는 6 well plate이며, 총 6개의

실험구에 각 농도별로 시험용액 10 mL씩 분주한다. 시험농도는

대조구를 포함하여 6구간이며, 각 시험구별 반복수는 5이다. 하수

오니 및 현장퇴적물과 같은 희석 시험의 경우, 시험대상물질 용액

의 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%와 대조구로 설정한다. 일반

적으로 시험은 pH를 조절하지 않고 수행해야하지만, 극단적인 산

성이나 알칼리성에 의해 독성효과를 나타낼 수 있기 때문에 이러

한 경우 pH와 관련이 없는 독성을 측정하기 위해 희석하기 전에

시험액의 pH를 염산이나 수산화나트륨을 이용하여 중성으로 조절

한다. 시험용액은 특별한 경우(휘발성이 강한 용액의 독성시험)를

제외하고는 시험시작 24시간 전에 준비해야한다.

시험생물의 노출: 윤충류 사망률 실험은 신생개체 10개체씩 시

험용액에 노출하며, 윤충류 개체군성장률 실험은 5개체씩을, 그리

고 저서 요각류 유생 사망률 시험은 20개체씩을 노출한다. 사망률

시험은 먹이 공급 없이 이루어지며, 윤충류 개체군성장률 시험의

경우, 실험시작시 그리고 24시간 간격으로 동결건조된 스피룰리

나 분말을 해수에 고농도로 농축하여 (1:100 w:v) 10 μl씩 투여한다. 

독성실험: 시험 시작시 각 시험구별로 염분, 수온, 용존산소 및

pH를 측정하여 독성시험지에 기록하며 윤충류 신생개체의 사망률

실험은 24시간 후, 윤충류 개체군성장률 실험 및 저서 요각류 유

생의 사망률 실험은 48시간 후 살아있는 개체수를 측정한다. 그

밖의 실험조건은 각각 Table 1과 Table 3에 제시하였다.

실험의 종료: 시험대상물질, 수질, 실험조건, 일시, 실험자 및 책

임자 등을 독성시험지에 명확히 기입하고, 각각의 시험구별 사망

개체를 확인하여 기록한다. 이때 생존 개체는 반드시 수거하여 사

멸시킨 후 처리하여야 한다. 

Table 4. Toxicological estimation of T. japonicus nauplius mortality test exposed to standard toxicants and waste sludge elutriates. Figures
indicate the ranges and mean values with standard deviations in parentheses

Items
Standard toxicant(mg/L) Waste sludge elutriate(%)

CuSO4 CdCl2 Leather processing waste Dye processing waste Textile production waste

LC50 2.8~4.4(3.6±0.7) 1.7~1.8(1.7±0.8) 30.3~31.8(31.1±1.1) 40.4~70.2(54.4±15.0) NE

NOEC 0.6~1.3(0.8±0.3) 0.6(0.6±0.0) 12.5(12.5±0.0) 6.3(6.3±0.0) NE

LOEC 0.6~2.5(1.3±0.8) 0.6~1.3(0.8±0.4) 25.0(25.0±0.0) 6.3~12.5(10.4±3.6) NE

LC50: Median lethal concentration, NOEC: No observed effective concentration, LOEC: Lowest observed effective concentration, NE: not
estimated
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자료분석: 독성실험에 대한 endpoints는 대조구의 개체군성장률

대비 50%에 이르는 반수영향농도(EC50)와 대조구의 생존율 대비

50%에 이르는 반치사농도(LC50)를 계산한다. 계산 방법은 자료의

특성에 따라 Graphic method, Probit method, Spearman-Karber

method 또는 Trimmed spearman-Karber method을 이용한다. 사

망률 자료는 arcsine square root 변화를 하며, 성장률 자료는 변

환하지 않는다. 자료의 정규분포는 Shapiro-Wilk’s test(1965)로 그

리고 분산의 동일성은 Bartlett’s test(Snedecor and Cochran, 1989)

로 검증한다. NOEC(No observed effective concentration)와 LOEC

(Lowest observed effective concentration)의 산출은 Dunnett’s test

(1964)를 이용하여 유의수준 α=0.05에서 검증한다. 상기 모든 자

료 분석은 독성시험자료 분석 프로그램인 TOXCALC(Tidepool

Scientific Software, USA)이나 기타 통계프로그램을 이용할 수 있다.

시험결과의 타당성 및 일관성 검증

표준독성물질에 대한 동물플랑크톤의 민감도 평가 

해양생태독성실험을 위한 표준실험생물은 독성물질에 대한 민

감도(sensitivity)가 입증되어야하며, 또한 독성실험시 실험에 대한

신뢰도를 제시하기 위하여 표준물질을 이용한 독성시험을 실시하

여야 한다. 따라서 USEPA(US Environmental Protection Agency,

미환경보호청)의 ECOTOX Database System(http://cfpub.epa.gov/

ecotox)에서 제공하는 표준독성시험물질중 카드뮴(CdCl2)에 대한

윤충류의 사망률 실험과 개체군성장률 실험을 각각 7번씩 실시하

였다. 그 결과, 윤충류 B. plicatilis의 평균반수치사농도(LC50)는

51±12(38~75) mg/L이고(Fig. 1, Table 5), 평균반수영향농도(EC50)

는 46±11(29~62) mg/L로 나타났다(Fig. 2). 이 결과는 Snell and

Persoone(1989)의 카드뮴(CdCl2)에 대한 윤충류 B. plicatilis 신생

개체의 24시간 평균반수치사농도(LC50)인 56.8 mg/L와 비교하여

유사한 결과를 나타냄으로서 윤충류 B. plicatilis의 strain이 다름

에도 불구하고 표준독성물질인 카드뮴에 대한 민감도 차이가 없

Fig. 1. Variation of median lethal concentrations (LC50) of the
marine rotifer neonate exposed to Cd as a reference material (a dot-
ted line indicates the average of LC50).

Table 5. Comparison of median lethal concentrations (LC50) of harpacticoid copepod T. japonicus and other aquatic crustaceans

Species names
LC50 (test duration)

Reference
Copper (mg/L) Cadmium (mg/L) Medium

Copepods

   Tigriopus japonicus (nauplius)+ 3.6 (48h) 1.7 (48h) SW Present study

   Tigriopus japonicus

 Ovigerous female (adult)# 1.0 (96h) BW Kwok & Leung [2005]

 Ovigerous female (adult)# 15.1 (96h) SW Chung et al. [1996]

   Tigriopus californicus (nauplius)# 0.7 (96h) BW O'Brien et al. [1988]

   Tigriopus brevicornis

 Ovigerous female (adult)# 0.05 (96h) SW Forget et al. [1998]

 Ovigerous female (adult)# 0.2 (96h) SW Barka et al. [2001]

   Eurytemora affinis (adult)# 0.03 (96h) SW Suillivan et al. [1983]

   Paracalanus parvus (adult)# 27.1 (24h) SW Arnott & Ahsanullah [1979]

   Nitocra spinipes (adult)# 1.8 (96h) SW Bengtsson [1978]

Amphipod

   Elasmopus rapax (adult)# 0.2 (48h) SW Zanders & Rojas [1992]

Marine rotifer

   Brachinonus plicatilis (neonate)+ 56.8 (24h) SW Snell & Persoone [1989]

   Brachinonus plicatilis (neonate)+ 51 (24h) SW Present study

SW: seawater (>30.0 psu), BW: blackish water (5.0~30.0 psu)
+: copepods incubated in laboratory, #: copepods collected in field

Fig. 2. Variation of median effective concentrations (population
growth inhibition EC50) of marine rotifer B. plicatilis exposed to Cd
as a reference material (a dotted line indicates the average of EC50).
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었다(Table 5). 

표준독성물질에 대한 T. japonicus 유생의 민감도 실험결과, T.

japonicus 유생의 황산구리 및 카드뮴에 대한 독성반응은 뚜렷하

게 관찰되었으며, 각각의 반복 실험구 내의 변동계수는 10.0% 이

내로 크지 않았다. 황산구리에 대한 유생의 48시간 LC50은 2.8~4.4

mg/L 범위였으며, NOEC와 LOEC 값은 각각 0.8±0.3 mg/L와

1.3±0.8 mg/L로 산출되었다(Table 4). 카드뮴에 대한 T. japonicus

유생의 48시간 LC50은 1.7~1.8 mg/L 범위로 황산구리보다 낮은

농도에서 산출되었으며, 실험간의 오차가 매우 적었다. NOEC와

LOEC 역시 0.6±0.0 mg/L, 0.8±0.3 mg/L로 황산구리의 실험결과

보다 낮았다(Table 4). 본 연구 자료를 probit analysis를 통해 분

석한 결과, 상관계수(r)는 황산구리의 경우 0.92~0.98, 카드뮴은

0.85~0.94 범위로 두 실험물질 모두 농도와 독성물질에 대한 반응

사이에 선형관계가 뚜렷하였다. 또한 독성물질에 대한 T. japonicus

유생의 독성은 카드뮴이 황산구리보다 약 2배가량 높은 것으로 나

타났다(Table 4, Fig. 3).

해양 유입 오염물질을 이용한 독성평가

상기 시험방법을 이용하여 해양 유입 유해물질의 독성 검증이

가능한지를 검증하기 위하여 일련의 독성시험을 수행하였다. 해양

투기하수오니 및 폐수오니 용출액에 따른 윤충류의 24시간 사망

률 실험과 48시간 개체군성장률 실험 결과, 윤충류 신생개체를 이

용한 24시간 사망률 실험에서 상대적으로 가장 높은 독성을 보인

오니는 염색공장 폐수오니로 반수치사농도(LC50)는 2.9%로 나타

났으며, 가장 독성이 약한 오니는 염료공장폐수오니로 나타났다

(Fig. 4). 동일한 시료를 이용한 48시간 개체군성장률 실험결과 역

시 사망률실험에서 가장 강한 독성을 보였던 염색공장폐수오니 용

출액은 개체군성장률 실험에서도 가장 강한 독성을 보였으나 나

머지 오니는 사망률 실험과 상이한 결과를 보였다(Fig. 5). 농도

구배별 개체군성장률(r)이 농도-반응관계(concentration-response

relationship)를 보이지 않아 독성요소를 계산하지 못했다.

저서 요각류 T. japonicus 유생의 현장시료에 대한 48시간 LC50

은 피혁공장 폐수오니 추출액의 경우 30.3~31.8% 이었으며, 염색

공장 폐수오니는 40.4~70.2% 범위로 나타났으나 염료공장 폐수오

니 추출액은 실험물질에 대한 T. japonicus 유생의 독성반응은 뚜

렷하지 않았기 때문에 LC50 값을 산출할 수 없었다. 피혁 및 염색

공장 폐수오니 추출액에 대한 NOEC와 LOEC 값은 피혁공장 폐

수오니가 각각 12.5%, 25.0%이었으며, 염색공장 폐수오니의 경우,

각각 6.3%와 6.3~12.5%로 나타났다(Table 4). 본 실험결과, 피혁

과 염색공장 폐수오니 추출액은 농도-사망률 사이에 상관계수가

각각 0.88~0.92, 0.96~0.99 범위로 선형관계가 뚜렷하여 공장 폐

수오니의 독성 영향을 평가 할 수 있었으나 염료공장 폐수오니의

경우에는 농도 증가에 따른 독성의 영향이 관찰되지 않았다(Fig. 6).

따라서 실제로 해양으로 유입되는 독성물질을 이용한 실험결과,

물질별로 독성 차이가 명확히 구별되었으며, 독성이 있을 경우 농

도-반응의 관계도 뚜렷하여, 상기 시험방법의 유용성에 대한 가능

성이 입증되었다. 

분석결과의 재현성

본 연구에서 제시된 윤충류 급성 독성시험법에 따라 국립수산

과학원 서해수산연구소와 (주)네오엔비즈 환경안전연구소가 표준

독성물질인 카드뮴(CdCl2)을 사용하여 윤충류 B. plicatilis의 개체

군성장에 대한 교차분석을 실시하였다. 시험 결과 국립수산과학원

서해수산연구소의 EC50은 39.3 mg/L(95% CI=26.5~58.2 mg/L)였

으며, (주)네오엔비즈 환경안전연구소의 EC50은 33.7mg/L(95%

CI=12.4~85.9 mg/L)로 매우 유사한 값을 나타냈다. 교차분석 결과

두 기관 모두 대조구에서 가장 높은 개체군성장을 보였으며, 카드

뮴의 농도가 높아질수록 개체군성장이 감소하였으며, 100 mg/L이

상에서는 개체군성장이 이루어지지 않았다(Fig. 7). 그러나 상기

결과는 1회의 교차 분석 결과이므로 추후 상기 방법을 이용한 독

성시험시 표준물질을 이용한 독성 시험을 추가하여 그 시험 결과

를 공개할 것을 권장한다. 

고 찰

본 시험법에 포함된 시험생물종인 윤충류 Brachionus plicatilis

와 저서 요각류 Tigriopus japonicus는 수서독성평가에 보편적으

로 이용되는 독성시험생물이다. 두 종 모두 광염종으로 염분에 따

라 성장률의 차이는 있으나 광범위한 염분에서 생존 및 성장이 가

능한 종으로 해양생태독성평가를 위한 시험생물로서 적합한 종이

다(Fulks and Main, 1991; Komis, 1992). B. plicatilis는 완전 담

수에서 해수에 이르는 모든 염분에 적응력이 매우 탁월하며, 해양

생태독성실험시 가장 문제가 되는 실험생물의 염분 적응력에는 문

제가 없을 것으로 판단된다. 

B. plicatilis는 염분에 따른 민감도 변화는 매우 적은 것으로 판

단된다. Snell and Persoone(1989)은 서로 다른 염분인 15 psu

(LC50=54.9 mg/L)와 30 psu(LC50=56.8 mg/L)에서 표준독성물질

인 카드뮴에 대한 B. plicatilis 신생개체의 사망률 비교실험을 통

Fig. 3. Concentration-response curve for T. japonicus nauplius mor-
tality test exposed to various standard toxicants.
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하여 민감도가 염분의 차이에 따라 달라지지 않음을 입증하였다.

그러나 염분에 따른 성장률의 차이가 있으므로 실험시 반드시 노

출 물질과 동일한 염분의 대조구를 설정하여야 한다(윤 등, 2006).

윤충류는 노출되는 염분에 따라 체성분의 생화학적 변화가 있는

것으로 구명되었으며, 광범위한 염분 적응력은 체성분의 능동적

변화 때문으로 보고되었다(Frolov et al., 1991). 일반적으로 B.

calyciflorus는 주로 담수에 서식하여 실험대상물질의 염분이 5 psu

이하이면 B. calyciflorus의 사용을 권장하고 있다(Snell et al., 1991b;

ASTM, 1996). 그러나 그 이상의 염분에서는 반드시 B. plicatilis를

이용해야하며, 특히 중금속류에 대한 민감도가 북미 국가에서 주

로 이용하는 Americamysis bahia(구 Mysidopsis bahia)보다 좋은

것으로 보고되고 있다(Snell et al., 1991a; Moffat and snell, 1995).

윤충류는 생활사가 매우 짧기 때문에 성체를 이용한 사망률 독

성실험의 경우 실험 도중에 부화 및 성장하는 개체로 인하여 정

확한 사망률 측정이 불가하므로 대부분 내구란을 부화시켜 부화

된 지 2시간이내의 신생개체를 이용한 사망률 실험 기간을 24시

간으로 설정하였다. 또한 성체를 이용한 개체군성장률 시험은 윤

충류 성체중 둥글고 짙은 갈색의 알 2개씩 포란한 성체를 선별하

여 시험구당 5개체씩 분배하여 48시간동안 개체군성장률을 측정

하는 시험방법을 선택하였다(Table 1). 신생개체를 이용한 사망률

독성시험은 급성독성을 반영하는 반면, 개체군성장률(r)을 이용한

시험은 생식률에 의한 독성평가로서 실제로 유해화합물에 대한 윤

Fig. 4. Rotifer neonate mortality exposed
to the sewage sludge extracts by seawater.
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충류 개체군의 미래를 예측할 수 있는 좀더 실질적인 수단으로 사

료된다(Snell and Serra, 2000). 윤충류의 성장률을 이용한 독성실

험시 적절한 먹이 농도는 매우 중요한 요소이다. 먹이 농도가 낮을

경우 독성물질에 대한 민감도가 7배까지 차이를 보이는데 성장률

의 정도가 먹이 농도와 밀접한 관계가 있기 때문이다(Cecchine

and Snell, 1999). 따라서 실험기간동안 충분한 먹이가 공급될 수

있도록 수시로 투여하여야하나 먹이 투여에 따른 실험용액의 과

다한 희석이 발생하지 않도록 최대한 농축하여 투여하여야 한다.

윤충류의 내구란을 이용한 실험은 배양 과정에서 내구란을 형성

할 수 있는 환경을 조성하여 대량으로 생산할 수 있으며 이에 관

Fig. 5. Population growth inhibition of
the marine rotifer exposed to the vari-
ous sewage sludges extracted by seawa-
ter.

Fig. 6. Concentration-response curve for T. japonicus nauplius mortality
test exposed to the elutriate of the two industrial waste sludges.

Fig. 7. Interlaboratory test of B. plicatilis population growth for 48
hours using cadmium as a toxicity reference material (a dotted line
is the initial number of individuals).
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한 연구논문은 Snell and Hoff(1988), Hagiwara (1994) 및

Hagiwara et al.(1997) 등이 있다. 

저서 요각류는 유생에서 성체까지 성장할 때 수회의 탈피시기

를 거치는데, 이 시기 전과 후에는 성장단계가 뚜렷하게 구분된다.

또한 독성물질에 대한 민감도는 성장단계에 따라 뚜렷한 차이를

보이는 것으로 알려져 있기 때문에 실험생물은 가능하면 실험기

간 동안 탈피시기를 겪지 않고, 체장의 변화폭이 크지 않은 개체

를 선정하여야한다(Forget et al., 1998). 윤 등(2006)의 연구에서

는 독성실험에 사용할 생물의 유효 체장을 결정하기 위하여 실험

생물의 체장변화를 관찰하여 부화 후 72시간 이내의 100~200 μm

로 시험생물의 크기를 선정하였다. 또한 시험시간을 처음에는 윤

충류와 동일하게 24시간으로 설정하였으나, 요각류는 윤충류에 비

하여 생활사가 매우 길기 때문에 독성 반응 시간이 충분치 않은

관계로 시험시간을 48시간으로 연장설정하였다(Table 3). T.

japonicus 유생의 경우 담수를 제외한 저염분에 대한 적응력이 매

우 높으며 실험 시 해당 염분에 대한 순치기간 없이 직접 실험할

수 있다. 염분 농도별 T. japonicus 유생의 생존율은 5.0~35.0 psu

범위에서 90.0% 이상 유지되었으며, 1.0 psu까지 90.0% 이상 생

존하여 타 실험구와 유의한 차이를 보이지 않았으나 1.0 psu 이하

농도에서는 전부 사망하였다. 

저서 요각류 T. japonicus는 연구자마다 실험한 생물의 발달단

계가 다르기 때문에 우선적으로 시험생물의 발달단계를 명확하게

규정해야할 필요가 있다. 이러한 이유 때문에 실험생물은 독성물

질에 대한 민감도를 고려하여 성체보다 유생단계 생물을 선정하

였다. 또한 배양시간에 따른 체장변화 관계를 고려하여 해부현미

경 상에서 생존 및 사망한 개체를 쉽게 판단할 수 있는 체장 범위

를 결정하였다. 저서 요각류 T. japonicus의 유생은 부화한지 72시

간 이내에 100~200 μm 범위로, 미성숙 개체나 성체에 비해 개체

간의 체장 편차는 크지 않았다. 따라서 독성시험시 T. japonicus

유생을 실험생물로 이용할 경우, 유생은 100~200 μm 사이의 망

목을 이용하면 쉽게 분리할 수 있는 것으로 판단된다. 그러나

T. japoincus는 부화 후 96시간이 되면 성체가 되기 전의 미성숙

개체로 성장하기 때문에 T. japonicus 유생을 이용한 독성평가는

생물의 성장시간을 고려하여 최대 48시간을 경과하지 않는 범위

내에서 수행하는 것이 바람직한 것으로 판단된다.

표준독성물질인 카드뮴에 대한 동물플랑크톤 및 타 분류군의 독

성실험 결과에 따르면, T. brevicornis 성체의 96시간 LC50 값이

0.05 mg/L 로 가장 민감한 결과를 보였으며(Forget et al., 1998),

그 다음으로 단각류 Elasmopus rapax 성체의 48시간 LC50 값이

0.2 mg/L로 산출되어 민감한 결과를 나타냈다(Zanders and Rojas,

1992). 본 연구결과 저서 요각류 T. japonicus 유생의 48시간 LC50

(1.7±0.8 mg/L)은 윤충류 B. plicatilis 신생개체의 24시간 LC50

(51±12 mg/L) 보다 상당히 낮은 값을 보임으로써 T. japonicus 유

생이 B. plicatilis 신생개체 보다 카드뮴에 대하여 민감함이 입증

되었다. Chung et al.(1996)은 본 실험생물과 동일종인 T. japonicus

성체를 이용하여 실험한 결과, 96시간 카드뮴 LC50 값이 15.1 mg/L

로 유생과 비교하여 둔감한 결과를 보였다. 따라서 같은 종이라도

성장단계에 따라 표준독성물질에 대한 민감도가 다르게 나타나기

때문에 실험시 시험생물의 연령을 고려해야한다. Snell and Persoone

(1989)의 연구결과에 따르면, 윤충류 B. plicatilis 신생개체의 24

시간 LC50이 56.8 mg/L로 본 연구결과와 유사한 값을 나타냄으로

써 실험의 재현성이 우수한 생물종으로 판단된다(Table 5).

윤충류 및 저서 요각류를 이용한 해양 배출 폐수오니 추출액에

대한 독성시험 결과, 오니별로 독성의 구별이 뚜렷하였으며, 또한

농도-반응의 선향관계 또한 명확하였다. 따라서 상기 생물은 실제

로 해양으로 유입되는 유해물질의 독성평가에 유용할 것으로 판

단된다. 특히 윤충류는 국제적으로 통용되는 시험종이며, 상업용

내구란 등을 구입하여 실험에 이용하거나, 또는 실험실에서 소규

모 공간으로 쉽게 배양할 수 있다. 또한 저서 요각류 T. japonicus

는 국내 연안에서 흔히 채집되는 종이며, 생리-생태적으로 많은 부

분 알려져 있는 종이다. 또한 실험실 배양이 용이하고 성장속도가

빠르기 때문에 다량의 유생을 얻을 수 있다. 이러한 이유 때문에

국내뿐만 아니라 국외에서는 본 종의 성체를 이용한 일부 독성평

가를 수행해왔다(Forget et al., 1998; McAllen et al., 1999; Barka

et al., 2001; McAllen and Taylor, 2001; Kwok and Leung, 2005).

따라서 상기 두 종을 이용한 해양생태독성시험법은 시험종의 유

용성, 농도-반응관계 등을 고려할 때 유해물질이 해양생태계의 일

차소비자에 미치는 영향을 평가할 수 있는 유용한 방법으로 판단된다. 
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