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서 론

1996년 3월 미국에서 출판된 Theo Colborn 등의

“도둑맞은 미래(Our Stolen Future)”를 통해 일반에

널리 알려지게 된 내분비계 교란물질 (Endocrine

disrupting chemicals)은 일반적으로 “생물체 내에

서 정상적으로 생성∙분비되는 물질이 아니라, 인

간의 다양한 인위적 활동에 의해 생성된 물질들

중 일부로, 생체는 물론 그 자손의 내분비계의 정

상적인 기능을 방해하거나 혼란케 해 건강에 변화

를 가져올 수 있는 화학물질”로 정의할 수 있다

(DeFur et al., 1999). 내분비계 교란을 일으킬 수 있

다고 추정되는 물질로는 각종 산업용 화학물질(원

료물질), 살충제 및 제초제 등의 농약류, 유기 중금

속류, 다이옥신류, 식물성 에스트로겐 (phytoestro-

gen) 등의 호르몬 유사물질, diethylstilbestrol (DES)

과 같이 의약품으로 사용되는 합성 에스트로겐류

및 기타 식품 첨가물 등이 있다. 현재 세계야생동

물보호기금 (World Wildlife Fund)에서 67종, 일본

후생성에서 143종, 미국 일리노이 주에서 73종의

화학 물질을 환경 호르몬으로 규정하고 있으며, 우

리나라에서는 추정물질 67종을 세계야생보호기금
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ABSTRACT

The ecotoxicological effects of 4-tert-octylphenol were observed on Harpacticoid copepoda Tigriopus japo-

nicus s.l. gathered and cultured from tidal pool of Korean coast. There were no significant differences in survi-

val rate (except 10 μg/L; 70.00%) and sex ratio (except 30 μg/L) on T. japonicus s.l. exposed to 4-tert-octylphe-

nol. However, 4-tert-octylphenol induced developmental delay (copepodite emergence day and adult male mer-

gence day) and retardation of first brooding day of adult female. Moreover the body size and biomass decreased

at 4-tert-octylphenol exposure. As a result, detailed life-cycle research of T. japonicus s.l. may yield potential

bioindicators for environmental monitoring and assessment.
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목록에 근거해 선정하여 관리하고 있다(국립환경

과학원, 2007). 그 중 4-tert-octylphenol은 4-nonyl-

phenol과 매우 유사한 기능을 하는 것으로 알려져

있으며, 주로 계면 활성제, 산화 방지제, 접착제, 안

료, 도료, 잉크의 첨가제로 사용되고 있다. 4-tert-

octylphenol은 알킬페놀에폭시레이트계(alkylphenol

ethoxylates) 세제가 주 배출원으로 알려져 있으며

(Bennie, 1999), 우리나라에서는 유해 화학 물질 관

리법 상 “유독물”에 해당되어 관리되고 있다.

독성평가를 위한 생물지표종의 선정은 다음 몇

가지 기준을 만족시켜야 한다. 먼저 암컷과 수컷이

구분되는 유성 생식을 하며, 실험실 내 사육이 가

능하고, 짧은 생활사를 가져야 한다. 또한 성장 단

계별 구분이 쉽고, 크기가 작아야 하며, 체적으로

독성에 민감하게 반응하고, 표준 시험 방법이 있어

야 한다(DeFur et al., 1999; Kusk and Wollenberger,

2007). 또한 해양생물을 이용한 독성 평가에서는

염분도 또한 중요한 요인이 된다. 독성 실험 시

상 물질의 염분을 인위적으로 조절할 경우 상

물질의 본성이 변하게 되는 경우가 있기 때문에,

시험 생물은 가능한 염분 변화에 내성이 강한 광

염성 종이 우선 고려되어야 한다(Hall et al., 1995;

McAllen and Taylor, 2001; Kwok and Leung, 2005;

Yoon et al., 2006). 연안에 서식하는 저서성 요각류

의 경우 이러한 생태독성 시험에 적합한 광염성

생물일 뿐 아니라, 쉽게 채집할 수 있으며, 생활사

가 짧고, 현장에서 다량 채집이 가능하며, 실험실

내 배양이 용이하고, 수온과 pH에 해 매우 넓은

내성 한계를 갖는 것으로 잘 알려져 최근 저서성

요각류가 독성 시험 생물로 많이 이용되고 있다

(Ito, 1970; Koga, 1970; Hagiwara et al., 1995; Forget-

Leray et al., 1998; Marcial et al., 2003). 

저서성 요각류를 상으로 내분비계 교란물질에

한 노출 시험이 다양하게 진행되어왔다. Octyl-

phenol의 독성 노출 실험은 Marcial et al. (2003)가

보고하 으나 발생단계별 향을 살펴본 생태독성

연구는 거의 없는 상태이다. 독성물질에 노출된 생

물은 개체수준의 단기적인 독성반응으로 판단하는

경우가 가장 흔하나 장기적인 관점에서 생활사 단

계별로 노출 향을 살펴보는 것은 생태학적인 군

집의 안전성과 관련되어져 있을 수 있다. 따라서

본 연구에서는 우리나라 연안에서 쉽게 발견할 수

있는 저서성 요각류 Tigriopus japonicus s.l.이 내분

비계 교란물질인 4-tert-octylphenol에 노출되었을

때 생활사의 발생단계별로 나타나는 생존과 성장,

생식에 한 향을 살펴보고자 하 다. 또한 본

연구에서는 12단계로 지속적인 탈피과정을 거쳐

성장하는 특징을 지닌 실험 상 생물 요각류가 교

란물질에 노출된 개체의 변화를 탐색하기에 좋은

상생물이 될 수 있는 지도 검토하고자 하 다.

재료 및 방법

1. 실험 생물의 배양

T. japonicus s.l.는 전라남도 여수시 만성리 해수

욕장 부근 조수 웅덩이에서 소형 핸드넷(망목 크

기 63 μm)으로 채집한 후 배양하 다. T. japonicus

는 6단계의 nauplius 유생 단계와 6단계의 copepo-

dite 유생 단계의 생활주기를 가지며, 마지막 6번째

copepodite 단계가 성체다. 수컷과 암컷의 구분은

제1촉각과 5번째 유 지의 차이로 구분 할 수 있

다(Ito, 1970). 배양 조건은 ISO의 표준시험방법을

참고하 다(ISO, 1997). 배양액으로 사용한 해수는

1차 증류수와 인공 해수염(Crystal Sea Marine Mix,

Crystal Sea®)을 이용하여 농도 25 psu로 제조하

다. 실험 기간 중 수온 20�C, DO 80% 이상, pH 8±

0.3, light : dark==16 : 8 조건에서 항온기(Sanyo incu-

bator MIR-553) 내에서 배양하 다. 먹이로는 Tetra-

min (Tetra-Werke, Melle, Germany)을 미세하게 분

말 처리한 후 현탁액 상태로 공급하 다. 

2. 실험 물질 및 독성 노출

실험 독성 물질로 4-tert-octylphenol (Sigma-Ald-

rich, cas no. 140-66-9)을 사용하 으며, carrier sol-

vent로 dimetyl sulfoxide (DMSO)를 사용하 다.

DMSO는 최종 농도가 최 0.01% (v/v) 이하가 되

도록 했으며, 독성 물질은 조군과 solvent 조군

을 포함하여 0.1, 1, 10, 30, 100 μg/L 농도로 실험하

다.

모든 노출 실험은 배양 조건과 같은 환경에서 실

시하 으며, 시험 용기로는 60×15 petri-dish (Aram-

bra)와 6-well, 24-well cell culture plate (SPL)을 이

용하 다. 독성실험은 ISO의 표준 시험 방법 “ISO-

14669; Water Quality-determination of acute lethal
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toxicity to marine copepods (Copepoda, Crustacea)”

(ISO, 1997)와 OECD의 “OECD draft guidelines for

testing of chemicals. Proposal for a new guideline.

Harpacticoid copepod development and reproduction

test” (OECD, 2005)를 참조하여 각각 성체와 유생

을 상으로 실시하 다. 각 실험 상 개체는 한

농도 당 최소 5개체씩 6회 이상 반복실험을 실시

하 으며, 생사 여부를 24시간 마다 확인하 다. 실

험 기간 중 독성 물질의 반감기를 고려하여 3일

간격으로 사육수를 교체해 주었고, 배양은 시험 생

물이 유생일 경우 성체가 될 때 까지 계속 배양하

고 생존율, 성장률, 포란, 부화 등을 측정하 다. 각

각의 개체를 관찰하여 5분 동안 움직임이 없는 경

우 사망한 것으로 일단 판단한 후 24시간 이후에

사망을 확정하여 생존율을 결정하 으며, 각 개체

별로 copepodite가 되는 시기를 관찰하여 copepo-

dite 출현일을 결정하 다. 수컷 출현일은 성체 수

컷이 관찰되는 시기를 통해 판단하 으며, 성체가

된 개체를 상으로 각각 성비, 포란일, 포란율 등

을 확인하 다. 

실험 후 모든 개체는 70% 에탄올로 고정하여 보

관하 으며, 해부 현미경(olympus SZX12), 광학 현

미경(olympus BX-51) 등을 이용하여 실험 생물의

체장, 체적, 각 부속지의 외형 변화 등을 살펴보았

다. 각 개체의 길이와 폭은 해부 현미경과 광학 현

미경에 부착된 카메라를 이용하여 이미지 분석 프

로그램(MetaMorph 6.0)에서 계산하 으며, 생물량

(biomass) 측정은 volumetric method (Feller and War-

wick, 1988)를 이용하 다. 

3. 통계 분석

각각의 독성 물질에 한 생물종의 생존율, 성장

률, 포란율 등을 분석하기 위해 SPSS 프로그램(ver.

12.0)을 이용하 다. 기본적으로 모든 통계 분석은

one-way ANOVA 분석을 기본으로 하여 분석한 후

Duncan test로 사후 검정하 다. 성비는 χ2 검정을

통하여 분석하 다. 모든 분석은 유의수준 p⁄0.05

에서 검정하 다. 

결 과

1. 약제 노출에 따른 생장단계별 향

1) Nauplius 유생생존율 (NSR: nauplius 
survival rate)과 copepodite 유생생존율
(CSR: copepodite survival rate)

조군 nauplius 유생생존율(NSR)은 96.55±9.36

% (n==120개체), carrier solvent인 dimethyl sulfoxide

(DMSO)에 nauplius 유생생존율은 96.67±7.61%로

나타났다(Table 1). 4-tert-octylphenol 처리군은 각

농도별로 30개체 내외로 실험하 다. 30 μg/L 이상

의 4-tert-octylphenol에 노출된 개체의 nauplius 생

존율은 90%인 반면, 저농도인 0.1~10 μg/L의 생존

율은 93% 이상으로 고농도의 생존율이 상 적으로

낮게 나타났다.
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Table 1. Ecotoxicological responses of Tigriopus japonicus s.l. exposed to different concentrations of 4-tert-octylphenol

Endpoint Control
Solvent Concentration of 4-tert-octhylphenol (μg/L)

control 0.1 1.0 10.0 30.0 100.0

NSR (%)
Mean 96.55 96.67 100.00 93.33 96.67 90.00 90.00
SD 9.36 7.61 0.00 10.33 8.16 10.95 10.95

CSR (%)
Mean 97.86 100.00 100.00 92.86 70.00* 92.59 92.59
SD 6.07 0.00 0.00 10.33 16.05 12.91 11.73

MER (%) Mean 61.48 63.33 73.33 53.85 57.14 40.00� 72.00

NSR: nauplius survival rate
CSR: copepodite survival rate
MER: male emergence rate
SD: standard deviation
*: asterisks denote a significant difference from control by one-way ANOVA followed by Duncan test (p⁄0.05)
�: crosses denote a significant difference from control by χ2-test (p⁄0.05)



조군 copepodite 유생의 생존율(CSR)은 97.86

±6.07%, solvent control의 copepodite 유생 생존율

은 100%로 나타났다. 반면 1 μg/L 이상의 처리 농

도에서 70.00~92.86%의 생존율을 보여 비교적 생

존율이 낮았다. 

2) Copepodite 유생 출현시기
(CED: copepodite emergence day) 

Nauplius 유생이 copepodite 유생으로 발달하는데

소요되는 시간을 나타내는 copepodite 출현일(CED)

을 보면 조군은 평균 5.20±0.65일, solvent con-

trol의 CED는 평균 5.11±0.63일이다. 4-tert-octyl-

phenol에 노출된 개체의 CED는 저농도에서 조

군에 비해 늦은 것으로 나타났다(Fig. 1A). 0.1, 1,

10 μg/L에서 각각 평균 6.10±0.20, 5.75±0.42, 6.28

±1.06일로 조군에 비해 지연되었다. 

3) 성체 수컷 출현시기
(MED: adult male emergence day)

Copepodite가 성체 수컷으로 성장하는 기간을

종말점으로 살펴본 성체 수컷 출현시기(MED)는

조군에서 발생 후 약 10일째 되는 날부터 관찰

되기 시작하여 11일 이내에 모든 수컷이 성체가

되어 평균 수컷 성체 출현일은 10.33±0.49일로 나

타났다. Carrier solvent의 성체 출현일은 10.39±

0.98일로 조군과 차이를 보이지 않았다. 4-tert-

octylphenol 노출에 따른 copepodite 유생의 성장은

노출 농도가 높아짐에 따라 성장이 둔화되어 10

μg/L에서 가장 느린 성장을 보 으며, 이보다 농도

가 높아지면 다시 성장이 빨라지는 것으로 나타났

다(Fig. 1B). 

4) 수컷 출현비율 (MER: male emergence rate)

조군에서 출현한 성체 수컷의 비율(MER)은
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Fig. 1. Tigriopus japonicus s.l. in relation to different concentrations of 4-tert-octylphenol. error bar: standard deviation. 
*: asterisks denote a significant difference from control by one-way ANOVA followed by Duncan test (p⁄0.05).



61.48%로 암컷에 비해 다소 높게 나타났다(Table

1). solvent control의 수컷 출현 비율은 63.33%로

조군과 차이가 나지 않았다. 4-tert-octylphenol 처

리군은 0.1 μg/L와 100 μg/L에서 수컷이 많이 출현

하 고, 나머지 농도에서는 조군에 비해 암컷의

출현 비율이 높았다. 그러나 30 μg/L에서만 조군

과 통계적으로 유의한 차이를 보 고(p⁄0.05), 나

머지 농도에서는 조군과 유의한 차이를 보이지

않았다. 

5) 포란율 (BSR: brooding success rate)과
최초 포란일 (FBD: first brooding day of 
adult female)

조군과 solvent control의 포란율(BSR)은 각각

98.08±10.00%와 100%로 나타났다. 4-tert-octyl-

phenol에 노출된 개체의 포란율은 0.1 μg/L에서 10

μg/L까지 노출 농도가 높아짐에 따라 포란율이 감

소하며, 이 이상 농도에서는 포란율이 증가하는 경

향을 보여주었다(Fig. 1C). 

성체 암컷의 최초 포란일(FBD)을 살펴보면, 

조군과 solvent control의 성체 암컷은 각각 평균

13.64±0.67, 13.80±1.14일로 나타났다. 전체적으

로 모든 노출 농도에서 조군보다 포란이 지연되

었다. 노출된 개체의 FBD는 15.0~16.0일로 조

군보다 유의적으로 지연되었는데(Fig. 1D), 이러한

포란 지연은 노출 농도가 높아짐에 따라 더 많이

지연되다가, 10 μg/L 이상이 되면 포란이 조금 빨라

지는 경향을 보이기는 하나 개체변이가 크게 나타

났다(Fig. 1D). 

2. 노출에 따른 형태적인 변화

4-tert-octylphenol 처리군 암컷은 0.1 μg/L에서는

체장, 폭, 생물량 모두 조군과 차이를 보이지 않

았다(Table 2). 그러나 1 μg/L 이상에서는 체장, 폭

그리고 생물량 모두 조군과 유의한 차이를 보

다. 체장은 농도가 증가함에 따라 감소하는 경향을

보 으며, 30 μg/L에서 908.22±14.55 μm로 가장

짧은 체장을 보 다. 폭 역시 체장과 같은 경향을

보여 30 μg/L에서 295.66±15.31 μm로 조군의

83% 정도로 나타나 가장 짧게 나타났고, 생물량 역

시 30 μg/L에서 3.64±0.45 μgC로 30 μg/L에서 가

장 작은 값을 보여주었다. 

수컷의 경우 체장은 0.1 μg/L에서 809.97±22.99

μm로 가장 작았으며, 조군과 유의한 차이를 보

으나, 1~30 μg/L 범위에서는 조군과는 차이를

보이지 않았다. 그러나 체폭은 265�280 μm 범위로

모든 농도에서 조군과 유의한 차이를 보 다. 생

물량 역시 모든 농도에서 조군의 65~70% 정도

로 큰 차이를 보 다. 1 μg/L에서 2.66±0.13 μgC로

가장 적은 생물량을 보 으나 농도별 차이는 보이

지 않았다. 
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Table 2. Morphological characters of Tigriopus japonicus s.l. in relation to different concentrations of compounds

Concentrations (μg/L)
Female Male

Length (μm) Width (μm) Biomass (μg) Length (μm) Width (μm) Biomass (μg)

Control
Mean 1034.25 355.38 5.90 858.19 322.49 4.04
SD 61.89 13.06 0.45 36.90 11.47 0.38 

0.1
Mean 1006.41 335.34 5.17 809.97* 277.78* 2.84* 
SD 70.68 24.81 1.02 45.98 12.45 0.38

1
Mean 955.44* 301.37* 3.95* 834.75 265.17* 2.66* 
SD 49.21 19.12 0.63 33.89 12.89 0.26 

10
Mean 912.78* 299.92* 3.84* 838.00 270.70* 2.78* 
SD 92.51 36.76 1.43 19.35 12.14 0.22 

30
Mean 908.22* 295.66* 3.64* 837.48 272.91* 2.83* 
SD 29.09 30.62 0.89 29.25 15.60 0.33 

100
Mean 959.05* 337.82* 4.99* 863.17 271.41* 2.88* 
SD 60.66 17.82 0.83 29.70 7.44 0.21

*: asterisks denote a significant difference from control (p⁄0.05)



고 찰

우리나라 연안의 저서성 요각류 T. japonicus s.l.

를 상으로 내분비계 교란물질인 4-tert-octylphe-

nol에 한 생태 독성 반응을 연구한 결과, 독성에

노출될 경우 10 μg/L를 제외한 모든 농도에서 생존

율에는 크게 향을 주지 않았으며, 성비에도 많은

향을 주지 않았다. Nauplius 유생과 copepodite 유

생은 거의 모든 농도에서 조군보다 성장이 지연

되는 것으로 확인되었으며, 최초 포란일 역시 지연

되는 것으로 나타났다. 또한 실험 개체의 크기와

생물량은 모든 농도에서 조군에 비해 작은 것으

로 나타났다. 

5종의 내분비계 교란물질 nonlyphenol, 17β-estra-

diol, benzo(a)pyrene, atrazine, diethylhexyl phthalate

에 한 부유성 요각류 Eurytemora affinis 연구

(Forget-Leray et al., 2005)에서는 100 μg/L 이하의

모든 조사 농도에서 생존율 저해는 보고되지 않았

다. 이번 실험종과 같은 종인 T. japonicus에 한

내분비계 교란물질 17β-estradiol, bisphenol A, 4-

nonylphenol, p-tert-octylphenol에 한 Marcial et

al. (2003)의 연구에서도 생존율은 모든 실험 물질

과 농도에서 조군과 유의한 차이가 없는 것으로

나타났으며, 방 등(2008)의 2008년 연구에서도 4-

nonylphenol은 30 μg/L 이하에서 생존율에 향을

미치지 않는다고 하 다. Bechmann (1999)은

Tigriopus battagliai를 상으로 한 연구에서 125

μg/L 이상의 nonylphenol에 노출되면 모두 사망하

는 것으로 보고하 고, T. japonicus에 한 4-

nonylphenol 노출 실험 역시 100 μg/L 이상에서 절

반 이하의 낮은 생존율을 보 으며(방 등, 2008),

T. japonicus의 4-nonylphenol에 한 LC50은 510

μg/L로 보고되었다(Marcial et al., 2003). 언급한 연

구 결과에서 내분비계 교란물질은 고농도일 때 저

서성 요각류의 생존을 저해할 수 있으나, 일반적인

연안이나 하천 오염 농도 범위 내의 내분비계 교

란물질은 요각류 생존에 큰 향을 미치지 않는

것으로 나타났다. 

그러나 성장률의 경우 저농도에서부터 향을

받는 것으로 나타났는데, 0.1~10 μg/L 범위에서 T.

japonicus 성장이 저해되었으며, 같은 생물을 상

으로 한 4-nonylphenol 노출실험(방 등, 2008)에서

도 0.1 μg/L의 저농도에서 부터 100 μg/L의 고농도

까지 모든 농도에서 성장이 지연된다고 보고되었

다. Marcial et al. (2003)의 연구에서도 1 μg/L 내외

의 농도에서 성장 지연이 관찰되었으며, 부유성 요

각류를 상으로 한 Forget-Leray et al. (2005)의 연

구 역시 내분비계 교란물질이 nauplius 유생의 성장

을 지연시킨다고 보고하 고, Chandler et al. (2004)

의 연구에서도 내분비계 교란물질로 의심되는 살

충제 finpronil에 노출되었을 때 성장이 저해된다고

하 다. 내분비계 교란물질이 요각류와 같은 갑각

류의 성장에 향을 미치는 원인은 내분비계 교란

물질과 탈피 호르몬인 엑디스테로이드와 구조적

유사성으로 인한 탈피 방해에 그 원인이 있는 것

으로 알려져 있다 (Hasegawa et al., 1993; Finger-

man, 1997). 때문에 내분비계 교란물질에 노출되었

을 경우 성장이 지연되는 현상은 다수의 연구에서

많이 보고되었으나 요각류를 상으로 한 탈피호

르몬에 한 연구는 거의 되어있지 않은 실정으로,

앞으로 계속적인 연구가 필요한 부분이라고 할 수

있다. 

본 연구에서는 30 μg/L에서 성비가 조군과 유

의한 차이를 보 다. 그러나 지금까지 내분비계 교

란물질에 한 여러 연구에서, 내분비계 교란물질

이 성비를 교란시키지 않는다고 보고되었다(Hut-

chinson et al., 1999; Marcial et al., 2003; Forget-Leray

et al., 2005; 방 등, 2008). 이는 갑각류의 성 결정이

에스트로겐성 스테로이드(estrogenic steroid)가 아

닌 웅성호르몬(androgenic hormone)에 의해 결정

되기 때문이다(Hasegawa et al., 1993). 그러나 요각

류를 포함한 소형 갑각류에서 웅성호르몬에 한

연구는 거의 되어있지 않기 때문에 내분비계 교란

물질과 성비에 한 상관관계를 명확히 하기 위해

서는 내분비학적인 연구가 필수적이라고 할 수 있

다(DeFur et al., 1999).

생식능력의 저하 현상은 여러 연구에서 연구되

어 왔으나(Brown et al., 2003; Marcial et al., 2003;

Cary et al., 2004; Chandler et al., 2004; 방 등, 2008),

각 연구의 결과가 상이한 경우가 많아, 내분비계

교란물질이 생식에 미치는 향에 한 명확한 상

관관계를 도출하기 어려운 것으로 판단되며 계속

적인 연구를 통해 확인되어야 할 것이다.

이번 연구에서는 0~10 μg/L 농도까지는 농도 증

가에 따라 성장 둔화, 포란 감소, 최초 부화일 지연
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등이 확인되었다. 그러나 30 μg/L 농도 이상에서는

이러한 향이 둔화되거나 회복되는 경향을 보

다. 이러한 원인은 독성 노출 농도 증가에 따라 세

포의 방어기작이 발현되어 독성에 노출된 개체가

회복되었을 가능성을 생각해 볼 수 있다. 그러나

수서 무척추동물에서 이러한 방어기작에 한 연

구는 거의 되어 있지 않아 이에 한 명확한 원인

을 파악하기 위해서는 내분비계 노출에 따른 개체

나 세포의 방어기작에 관한 연구가 추가적으로 이

루어 져야 할 것이다.
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