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서 론

Polychlorinated biphenyls (PCBs), dibenzo-p-diox-

ins (PCDDs) 및 dibenzofurans (PCDFs)와 같은 halo-

genated aromatic hydrocarbons (HAHs)는 환경 중에

폭넓게 분포되어 있는 난분해성 물질로써 (Safe,

1994), 먹이 연쇄를 통해 생물들에 축적되고 지속

적으로 독성을 유도하는 물질로 알려져 있다(Cook

et al., 1993; Zabel et al., 1995; Cook et al., 1997). 이

러한 물질들은 arylhydrocarbon receptor (AhR) 및

arylhydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT)

의 signaling pathway를 통해 cytochrome P4501A

효소 및 다양한 독성을 유도하는 것으로 보고되어

있다(Zabel et al., 1995; Hahn et al., 1996; Clemons et

al., 1997). 이 중 가장 독성이 강한 물질인 2,3,7,8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)은 포유동물에서

면역기능저하(immunosuppression), 발암유도(carci-

nogenesis), 간 독성(hepatoxicity), 약물 대사효소의

금붕어 수정난의 2,3,7,8-TCDD 노출에 따른
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ABSTRACT

In this study, we obtained the fertilized eggs from goldfish (Carassius auratus) and observed normal devel-

opmental stage (from fertilized eggs to larvae) in non-exposed groups. Goldfish embryos at 3 h postfertilization

(hpf) were statically exposed for 1 h to either dimethylsufoxide (DMSO, 0.1%, v/v) or TCDD (0.5 μg/L). Toxi-

city and morphological changes were characterized from 3 to 120 h postfertilization (hpf). Egg mortality (0~48

hpf) and hatching ratio (72~83 hpf) in TCDD-exposed group were significantly different from control groups.

However, pericardial edema was first observed at 72 hpf, followed by the onset of yolk sac edema and mortality.

In addition, goldfish embryos-larvae exposed to TCDD significantly increased TCDD-related gene such as

CYP1A (24~72 hpf) and AhR2 (72 hpf). This is the first study about in-depth characterization of TCDD-induc-

ed developmental toxicity in goldfish (Carassius auratus). 
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유도(xenobiotic metabolizing enzyme induction), 기

형유발(teratogenesis), 흉선퇴행(thymic involution),

불임 (infertility), 에스트로겐 길항작용 (antiestro-

genic effect) 및 피부염증을 수반하는 염소좌창(chlo-

racne)등의 다양한 종 특이적 및 조직 특이적인 독

성을 나타내는 것으로 확인되었다 (Poland et al.,

1982; Safe, 1986; Couture et al., 1990; Whitlock,

1993; Fernadez-Salguero et al., 1995; Peters et al.,

1999). 또한 다이옥신류에 노출된 어류 종의 경우

에는 산란율과 부화율의 감소, 생식소 발달 억제,

난세포 성숙 억제, 성호르몬과 난황전구물질 농도

의 감소 및 성결정에 영향을 미친다(Westernhagen

et al., 1981; Hansen et al., 1985; Andersson et al.,

1988; Thomas, 1989; Monosson et al., 1994; Matta,

1998; Jeong et al., 2004). 어류 초기생활단계(early

life stage, ELS)에 대한 다이옥신 독성 연구는 rain-

bow trout, killifish, medaka 및 zebrafish와 같은 다

양한 종에서 이루어지고 있는데(Walker et al., 1994;

Elonen et al., 1998; Hahn, 2001), 특히 TCDD에 노

출된 어류 수정란은 부하율 감소, 성장장애, 심막부

종, 난황부종, 출혈, 안면기형 및 사망률 증가가 유

도됨이 밝혀지고 있다(Walker et al., 1994). 이러한

다이옥신의 어류 초기생활단계인 배아-치어단계

(embryo-larval stage)에 대한 민감성은 인간과 수

생생물 종들의 위해성 평가에 좋은 모델로써 제시

되고 있다(Stegeman and Hahn, 1994). 

현재 국내에서는 POPs (persistent organic pollu-

tants) 모니터링 종으로써 붕어(crucian carp, Caras-

sius auratus)를 활용하고 있다. 그러므로 붕어종의

환경오염물질에 대한 반응성을 조사할 필요가 있

다. 선행연구에서는 붕어종의 다이옥신류에 대한

반응성을 보기위해 금붕어를 이용하여 다이옥신

관련 유전자인 CYP1A를 클로닝하여 서열 분석하

고 다이옥신류에 대한 반응성을 확인한 결과 민감

한 독성반응을 유도하는 것이 확인되었다(Oh et al.,

2008). 그러나 아직까지 붕어종의 수정난 즉 초기

생활단계에서의 다이옥신 독성반응에 관한 연구는

수행된 바 없다. 따라서 본 연구에서는 비교적 일

정한 공급이 가능하며 실험실적 연구가 용이한 금

붕어(Carassius auratus)를 사용하여 초기생활단계

즉 붕어의 산란, 수정, 치어까지의 생활사 변화를

관찰함과 아울러 TCDD 노출에 따른 독성반응의

변화를 조사하였다. 

실 험 방 법

1. 금붕어 암컷 및 수컷의 합사와 수정

실험용 어류로서 금붕어(casassius auratus) 암컷

18마리 및 수컷 32마리를 이인 관상어수족관(충남

공주소재)에서 구입하였다. 사육수의 온도는 20~

21�C 정도로 맞추었으며, 난 수집망을 설치하고 암

컷과 수컷의 합사 후 매시간 수정을 관찰하였다.

난 산란 후 2시간이 경과하기 전에 깨끗하고 안정

된 사육수에 모아두었다. 

2. 금붕어 수정난에 대한 TCDD의 노출 및

배양 시간별 독성 관찰

수정 후 3시간이 경과한 난을 2 그룹으로 나누어

각각 0.1% DMSO (대조군)와 5 μg/L TCDD를 1시

간 동안 노출시켰으며 노출시킨 후 모든 난을 사

육수로 3회 세척하였다. 대조군과 TCDD 노출군의

난을 5 mL의 사육수가 있는 6-well plate에 well 당

각각 36개씩 넣었으며 시간별 관찰(24, 36, 48, 72

및 120시간)을 위해 총 5그룹으로 나누어 21�C에

서 배양하였다. 각각의 시간대에 각 well에서 난의

외관상 형태학적인 독성을 BX40-Olympus 현미경

과 DP70-Olympus 디지털 카메라를 이용하여 관찰

촬영하였다. 또한 TCDD관련 유전자의 발현을 확

인하기 위해 각 군의 시료를 액화질소에 급속 냉

동시켜 -70�C에 보관하였다. 

3. 다이옥신 관련 유전자 발현 확인

냉동보관된 시료를 Trizol (GIBCO)을 이용해서

total RNA를 분리하였으며 reverse transcription

(RT) 및 real-time PCR을 통해 다이옥신 관련 유전

자(AhR1, AhR2 및 CYP1A)의 발현을 관찰하였다.

RT반응은 분리한 l μg total RNA, 1 μL AMV reverse

transcriptase (9 unit/mL), 4 μL AMV RT 5X Buffer,

0.5 μL RNase inhibitor, 1 μL 10 mM dNTPs 및 Ran-

dom Hexamer (0.5 mg/mL)를 총 20 μL로 하여 상온

에 10분간 방치시키고 42�C에서 50분 반응시킨 후

94�C에서 5분간 반응시켰다. 모든 RT관련 시약은

promega제품 (Madison, WI)을 사용하였다. RT를

통해 얻어진 cDNA는 real-time PCR에 활용하였으

며 관찰하고자 하는 유전자의 specific primer를 2X
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SYBR® Premix Ex TaqTM (Takara BIO INC, Japan)

에 0.5 μM씩 첨가하여 최종적으로 20 μL의 반응액

을 만든 후 real-time PCR을 수행하였다. PCR은

Smart cycler system (Chepheid, USA)을 사용하여

처음 94�C에서 10초간 반응시킨 후 94�C에서 5초,

51�C (β-actin) 또는 53.5�C (CYP1A, AhR1, AhR2)

에서 20초, 72�C에서 20초씩 총 45회 반복된 PCR

과정을 실시하였다. 실험은 3회 반복하여 평균값을

구하였다. 사용된 AhR1, AhR2, CYP1A 및 β-actin

의 프라이머 서열은 다음과 같다. 

AhR1 upstream : 5′-GAGCTCGTTCACACTGAAG-3′
AhR1 downstream : 5′-GTAGACAAGTGTGGCG-

TTGGA-3′
AhR2 upstream : 5′-GGACATTCACCGACCAGTC-

T-3′
AhR2 downstream : 5′-CAGTTGTCAAGGAGGCA-

CC-3′
CYP1A upstream : 5′-TCACCGACTCGCCCATCA-

TCAAC-3′
CYP1A downstream : 5′-TTCAGCTCTGTACCGT-

CTGC-3′
β-actin upstream : 5′-CACTGTGCCCATCTACGAG

-3′
β-actin downstream : 5′-CCATCTCCTGCTCGAAG-

TC-3′

결과 및 고찰

1. 금붕어의 난 발달 과정

붕어종의 경우 외관상 암수 구분이 어려운 것으

로 알려져 있다. 본 연구에서는 산란기인 4월에서

8월경에 수컷 금붕어의 경우 앞 지느러미에 흰색

돌기가 돋아 있는 특징이 있어 이를 근거로 암수

구분을 명확히 하였다(Fig. 1). 금붕어의 수정난은

실험실내 수조에서 암수비율 1 : 2 정도로 24시간

정도 합사시킨 결과, 수집망에서 엷은 노란색을 띄

고 있는 수정된 난을 확보할 수 있었으며(Fig. 2),

Fig. 3에서 보는 바와 같이 시간별 발달과정을 확

인할 수 있었다. 24시간 때부터 물고기의 윤곽이

envelope내부에서 확인되었으며, 48시간 때에는 분

명한 눈의 발달과 척추의 모습을 확인할 수 있었

다. 수정 후 60시간에는 envelope의 내부에 완전한

물고기 형태를 띠고 있는 것을 확인하였으며 72시

간 때에 부화가 시작되었고 83시간에는 100%의

부화율을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 1. The characterization of male and female goldfish.
Arrows indicate small white breeding tubercles in
male fish.

Fig. 2. Fertilization and collection of goldfish eggs.
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2. 금붕어 수정난의 다이옥신 노출에 따른

형태학적 독성 확인

다이옥신 노출에 따른 형태학적 독성영향을 확

인하기 위해 수정된 난을 비노출군 (대조군) 및

TCDD 노출군(0.5 μg/L)으로 나누어 각각 관찰하였

다. 수정 후 발달과정에서 처음 부화된 시점인 72

시간에는 TCDD 노출군의 경우 대조군에 비해 부

화율은 크게 차이가 나지 않았으나 Fig. 4에서 보

는 바와 같이 척추측만증(scoliosis)이 확인되었고

정상크기보다 작은 개체의 형태가 관찰되었으며

대부분 심장박동이 관찰되지 않아 부화 직후 사망

한 것으로 확인되었다. 부화 후 생존한 개체에 대

해 관찰한 결과 TCDD 노출군에서 심막부종(peri-

cardial edema) 및 난황부종(york sac edema)이 수

정 후 72시간부터 관찰되기 시작하여 120시간이

경과한 시기에는 명확히 관찰되었으며(Fig. 4) 부종

이 관찰된 개체들의 경우 시간이 경과하면서 사망
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Fig. 4. Morphological changes after hatching of goldfish embryos exposed to TCDD (0.5 μg/L). → : york sac edema; � : peri-
cardial edema.
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하는 것으로 나타났다. 일반적으로 부종(edema)은

TCDD의 발생독성에 대한 주요 지표로써 어류, 조

류 및 몇몇 포유류에서 관찰되어왔다(Peterson et

al., 1993). TCDD에 대한 발생독성 연구에 우수한

모델로 알려져 있는 Zebrafish의 경우 수정 직후

노출되었을 경우에는 수정 후 72시간 내에 부종이

관찰되나, 부화 이후인 96시간이 경과한 이후에 노

출되었을 경우에는 부종이 관찰되지 않는다고 보

고된 바 있다(Henry et al., 1997; Belair et al., 2001;

Andreasen et al., 2002a; Dong et al., 2002; Tanguay

et al., 2003). 이와 같이 TCDD에 의해 유도되는 부

종은 발생과정 상에 특히 부화 시에 민감하게 영

향을 미치는 독성반응임이 보고되었다(Belair et al.,

2001). 한편 TCDD에 의해 부종이 나타나는 기전

은 초기 발생단계에서 osmotic balance를 유지시키

는데 중요한 물의 permeability barrier 기능의 억제

에 의한 것임이 밝혀졌다(Hill et al., 2004).

3. 금붕어 수정난의 다이옥신 노출에 따른

다이옥신 관련 유전자 발현 확인

어류의 발달 단계에서의 TCDD 독성에 있어 다

이옥신 관련 유전자 즉 CYP1A, AhR1 및 AhR2의

역할이 매우 중요한 것으로 알려져 있다. 따라서

난의 수정부터 치어에 이르기까지의 각 유전자의

발현 정도와 TCDD 노출에 의해 나타나는 변화를

real-time PCR을 이용하여 정량적으로 관찰하였다.

그 결과 Fig. 5에서 보는 바와 같이 AhR1은 대조

군에 비해 TCDD 노출군에서 유의적인 차이를 보

이지 않았으나 AhR2는 수정난의 노출 후 72시간,

CYP1A는 36시간부터 대조군에 비해 유의적인 증

가를 나타냈다. AhR은 TCDD의 발생독성에 있어

서 매우 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀져 있는

데(Fernandez-Salguero et al., 1996; Mimura et al.,

1997; Peters et al., 1999), 특히 zebrafish의 경우

AhR2와는 달리 AhR1은 TCDD와의 결합력이 없

고 일반적인 AhR-ARNT signaling pathway를 가지

지 않아 발생과정에서의 다이옥신 독성에 크게 작

용을 미치지 않는 것으로 알려져 있다(Andreasen

et al., 2002b). 한편 CYP1A는 AhR pathway에 의해

유도되는 유전자로써 TCDD에 노출된 어류(zebra-

fish, lake trout)에서 부종(edema)이 유발되기 이전

에 vascular endothelium에 발현되어 있는 것이 확

인되었다 (Hornung et al., 1999; Andreasen et al.,

2002a). 본 연구에서는 pericardial edema가 부화가

시작되는 72시간부터 서서히 나타나기 시작하여

120시간에는 뚜렷하게 관찰할 수 있었으며, CYP1A
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Fig. 5. Time course of gfAhR1 (A), gfAhR2 (B), and gfCYP1A (C) mRNA expression in goldfish fertilized egg exposed to
vehicle (DMSO) and TCDD (0.5 μg/L) by quantitiative real-time PCR. Values for each primers were used to quantify
mRNAs for: gfAhR1 (A), gfAhR2 (B) and gfCYP1A (C), note that the scale of the ordinate for the vehicle-treated egg
(left) is 1/10th of that for the TCDD-treated egg (right). Values for each primer pair were normalized to β-actin
mRNA levels. Each bar represents mean±SD, n==3. *Significantly different from vehicle control at the same time
(p⁄0.05).
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mRNA 발현은 부종 형성 이전 시간, 즉 발생단계

초기인 24시간부터 72시간까지 대조군에 비해

CYP1A mRNA 발현이 유의하게 증가되었다 (Fig.

5). CYP1A knock-down 연구에서는 어류 배발생과

정에서 TCDD에 의해 유도된 CYP1A가 다이옥신의

독성에 중요한 작용을 함을 확인한 바 있다(Cant-

rell et al., 1996; Teraoka et al., 2003; Dong et al.,

2004). 따라서 본 연구에서 대조군에 비해 TCDD

노출군에서 CYP1A의 발현이 유의하게 증가되었

으며, TCDD 노출과 관련된 것으로 알려져 있는 다

양한 형태학적인 독성이 나타나는 것으로 보아 금

붕어의 배발생 과정에 TCDD가 민감하게 영향을

미치는 것으로 판단되었다. 

결 론

국내에서 붕어를 환경 모니터링의 지표종으로

다양하게 사용되고 있어 붕어 종의 환경오염물질

의 노출에 대한 독성반응에 관한 연구가 요구된다.

따라서 본 연구에서는 아직까지 연구가 수행되어

있지 않은 붕어 종의 초기생활단계(early life stage)

에 미치는 다이옥신의 독성반응에 관해 연구하고

자 금붕어의 산란, 수정, 치어까지의 초기생활단계

변화를 관찰함과 아울러 TCDD 노출에 따른 독성

반응의 변화를 조사하였다. 붕어의 수정난을 이용

한 초기생활단계의 변화를 관찰하기 위해 본 연구

에서는 실험실내에서 금붕어의 수정난을 확보하고

또한 부하 후 치어 단계까지 사육이 가능하도록

기초적인 조건을 확립하였다. 한편 금붕어의 수정

난의 TCDD 노출연구에서는 이미 연구 보고된 바

있는 다른 어류종과 유사하게 심막부종(pericardial

edema), 난황부종(york sac edema) 등 TCDD 독성

반응 지표와 TCDD 관련 유전자(AhR 및 CYP1A)

의 발현이 유도되는 것을 확인하였다. 따라서 본

연구결과는 붕어 수정난을 이용한 초기생활단계에

서의 다이옥신류의 독성평가와 기전연구에 활용될

것으로 기대된다.
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