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생물체가 방사선, 중금속 및 잔류성 유기오염물질

(POPs)과 같은 다양한 외인성 자극 인자에 노출되면 자

유 라디칼 (활성산소종)이 생성되고, 이는 다양한 세포내

기작에 관여하여 DNA, 단백질, 세포막과 같은 고분자

구조에 손상을 입힌다. 이러한 자유 라디칼의 독성은 각

각의 생물체 내에 구축되어 있는 방어 시스템을 통해

해독될 수 있지만 (Olsvik et al. 2010), 손상 정도가 심한
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방사선과 수은에 의해 유도된 Eisenia fetida체강세포의
DNA 손상 및 수복 평가
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Abstract -- The single cell gel electrophoresis (SCGE) assay is a microelectrophoretic technique
for assessments of DNA damage at the level of the individual eukaryotic cell. The SCGE assay,
due to its simplicity, sensitivity and need of a few cells, has advantages compared to other genomic
damage assays such as sister chromatid exchange, chromosomal aberration and micronucleus test.
In this study, investigated were the levels of DNA damage and the repair kinetics in the coelomo-
cytes of Eisenia fetida treated with HgCl2 and ionizing radiation by means of the SCGE assay. For
detecting DNA damage and repair in coelomocytes, earthworms (E. fetida) were irradiated with
six doses of γγ-rays (0, 2.5, 5, 10, 20 and 50 Gy) and in vivo exposed to mercuric chloride at 0, 80 and
160 mg kg--1 for 48 hours. Then the Olive tail moments were measured during 0~~12 hours after
irradiation and 0~~72 hours after Hg treatment. The results showed that the more the oxidative
stress was induced by mercury and radiation, the longer the repair time was required. Also, the
results suggest that the SCGE assay may be used as an important tool for comparison of the sensi-
tivity of different species to oxidative stresses.
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경우에는 복구가 완벽히 이루어지지 않는다. 만약 산화

적 스트레스에 의해 손상된 DNA가 수복되지 않는다면

기관, 개체에 연쇄반응이 일어나 마침내는 집단 수준의

사멸까지 발생하게 된다. 특히 이온화 방사선은 물리적

인 힘에 의해 DNA의 완전한 합성을 방해하거나 세포

내 자유 라디칼을 생성함으로써 심각한 세포 손상과 스

트레스를 일으키며(Simone et al. 2009), 중금속 역시 체내

에서 DNA의 산화적 손상을 유도하고 손상된 유전자의

수복을 방해하는 인자로 작용한다 (Yu et al. 2009; Hirano

and Tamae 2010). 이러한 유전적 손상을 측정하기 위하여

자매염색분체교환 (Sister chromatid exchange), 염색체이상

(Chromosomal aberration), 미소핵분석 (Micronucleus test)

과 같은 기법이 개발 및 이용되고 있으나, 세포의 유사분

열 활성화를 통해서만 평가할 수 있는 방법들이기 때문

에 실험에 사용할 수 있는 세포의 종류가 매우 제한적

이라는 단점이 있다 (Buschini et al. 2003). 반면에 단세포

겔 전기영동(SCGE; single cell gel electrophoresis) 기법은

전술한 측정법들에 비해 실험방법이 간단하고 빠르며

각각의 단일 세포에서 DNA 손상을 측정할 수 있다는

장점을 지니고 있어 1990년대 초반부터 생물학, 독성학

등 다양한 응용과학 분야에 폭넓게 적용되고 있다 (김

등 2003). 단세포 겔 전기영동 기법은 전기영동 시 손상

된 DNA 부분이 혜성의 꼬리와 같이 보이므로 혜성분석

법 (Comet assay)이라고도 불리며 각각의 세포에서 DNA

손상을 직접 가시화하는 전기영동 기술이다. 이 분석법

은 Ostling and Johanson (1984)에 의해 처음 소개되었으

며, Singh (1988)에 의해 보다 민감한 결과를 얻을 수 있

는 분석법으로 발전하였다. DNA는 세포의 핵 내에서

초나선의 형태로 존재하는데 높은 농도의 염으로 용해되

면 핵단백질이 빠져나가 핵양체 (nucleoid)가 된다. 물리

적 또는 화학적 외부 손상으로 인해 핵양체 내의 DNA

가닥이 손상됐을 경우, 세포를 알칼리 상태에 노출시키

면 DNA 염기쌍이 분리되면서 DNA 가닥이 변형된다. 이

때 전기영동을 수행하면 전기적으로 음성을 띠고 있는

DNA의 분절된 조각이 양극 쪽으로 이동하고, 원래의 구

조로부터 확장되어 꼬리의 형태를 나타냄으로써 혜성과

유사한 모양을 형성한다 (Mckelvey-Martin 1993). 이때,

DNA의 손상정도는 꼬리에 있는 DNA의 양으로 측정되

며 그 값은 tail moment로써 꼬리의 길이 뿐 아니라 tail

DNA 양까지 고려하여 계산된다. 따라서 무척추동물을

대상으로 한 SCGE 기법은 환경오염물질에 의한 생체 손

상 감시 및 유전독성 평가에 이용될 수 있으며, 손상된

DNA의 수복 기작을 해석하는 수단으로도 적용될 수

있다.

한편, 줄지렁이 (Eisenia fetida)는 유기물질이 많이 함유

되어 있는 토양 표층에 서식하며 화학물질 등의 독성

시험에 주로 이용되는 생물종이다. 이온화 방사선이 지

렁이에 미치는 영향은 방사선의 조사선량과 지렁이의

생식능력, 성장, 생존율 등의 상관관계를 연구한 자료를

통해 알려져 왔다 (Hertel-Aas 2007; Nakamori 2009). 또한

토양 내 존재하는 수은의 농도에 따라 지렁이 개체 수준

에서 급성 또는 만성적 영향을 실험한 연구 결과가 있

다 (Gudbrandsen 2005). 이러한 방법들을 통해 방사선과

수은의 생물학적 작용을 민감하게 검출할 수 있으며, 생

태학적인 균형까지도 연구할 수 있게 되었다(UNSCEAR

1996). 하지만 대부분이 개체 수준에서의 실험에만 국한

되어 있어, 방사선 선량이나 수은의 농도에 따른 유전자

손상의 정도와 회복 수준을 파악하는 것에는 어려움이

따른다. 따라서 본 연구는 단세포 겔 전기영동기법을 지

렁이의 체강세포 (coelomocytes)에 적용시킴으로써, 방사

선 조사 및 수은 처리에 의해 발생한 유전자 손상을 확

인하고, 산화적 스트레스 인자에 노출된 후 시간 경과에

따른 DNA의 수복 양상을 알아보기 위해 수행되었다.

재료 및 방법

1. 시험동물

실험에 사용한 줄지렁이는 중량이 300~600 mg으로

환대가 잘 발달된 성체만을 선택하였다. 배양에 이용한

토양은 완전히 건조된 배양토와 왕겨 및 우분을 각각 6 :

3 : 1의 부피비로 혼합하여 조제하였으며, 배양토는 원예

용 상토 (Sanglim Co., Ltd., Korea)를 시중에서 구입하여

사용하였다. 사육기간 중의 실내 온도는 23±2�C, 수분은

65±5%를 유지시켰다.

2. 이온화 방사선 조사

방사선 조사는 한국원자력연구원 방사선과학연구소의
60Co 감마선원 (선원강도, 7.4 PBq)을 이용하여 0~50 Gy

의 선량 범위로 수행하였다. Petri dish의 내부에 증류수

로 적신 여과지를 깔아 방사선 조사를 하는 동안 수분공

급이 유지되도록 하고, 한 개의 Petri dish당 3~10마리

씩의 지렁이를 넣어 조사하였다. 조사가 끝난 시료는 빛

이나 온도에 의한 영향을 최소화하기 위해 검은 천으로

덮고 얼음이 담긴 아이스박스 안에 넣어 이동시켰다. 방

사선 조사가 끝난 지렁이는 다시 깨끗한 인공배양토로

옮기고 경과 시간별로 단일세포 겔 전기영동기법을 통

해 DNA 손상 및 수복을 평가하였다.
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3. 염화수은 (II) 처리

염화수은 (II) 노출 농도는 0, 80 및 160 mg kg-1으로 설

정하였으며, 각각의 적정 농도로 증류수에 용해시킨 후

건조된 인공 배양토와 잘 혼합하였다. 배양 용기는 수분

증발을 억제하고 지렁이의 탈출을 방지하기 위하여 뚜껑

을 덮어 주었으며, 호흡에 필요한 산소가 공급되도록 뚜

껑과 용기 바닥에 직경 1 mm의 구멍을 약 20개씩 뚫어

사용하였다. 지렁이는 사육할 때와 동일한 조건에서 노

출 농도별로 20마리씩 48시간 동안 각각 배양하였다. 이

렇게 수은 처리가 끝난 지렁이는 이온화 방사선을 조사

한 실험군과 마찬가지로 깨끗한 인공배양토로 옮겨 시

간 경과에 따른 DNA의 수복 양상을 측정하였다.

4. 체강세포의 분리 및 수집

지렁이의 체강세포 수집은 Eyambe et al. (1991)과 Dio-

gene et al. (1997)이 제안한 비침습성 기술을 약간 변형시

켜 사용하였다. 지렁이를 증류수로 헹궈 배양토를 제거하

고 1 mL의 차가운 extrusion 용액 (5% ethanol, 95% sa-

line, 2.5 mg mL-1 EDTA, 10 mg mL-1 guaiacol glycerol

ether)에 넣어 얼음 위에서 3분간 방치시켰다. 체강세포

가 함유된 체액이 방출되면 Eppendorf tube에 용액을 옮

기고 4�C에서 380×g로 5분간 원심분리하여 조심스럽

게 상층액만 버린다. 튜브의 바닥에 남은 세포 침전물은

380×g에서 PBS (Phosphate-buffered saline)로 두 번 헹

궈낸 후 100 μL의 PBS를 넣어 재부유시켰다.

5. 단일세포 겔 전기영동 시험

본 시험의 방법 및 절차는 Singh (1988)가 서술한 바를

토대로 진행하였다. 실험진행 과정 중 외적인 환경요인으

로 발생할 수 있는 DNA 손상을 최소화하기 위하여 모

든 과정은 냉암소의 조건하에서 수행하였다. 실험에 앞

서 1% NMA (normal melting point agarose)로 미리 코팅해

둔 슬라이드 글라스에 PBS로 부유시킨 체강세포 20 μL

와 0.5% LMA (low melting point agarose) 200 μL를 혼합

하여 떨어뜨린 후 커버 글라스를 덮어 전체적으로 퍼지

게 했다. 슬라이드 글라스를 4�C에서 20분간 굳히고 커버

글라스를 벗겨낸 뒤, 200 μL의 0.5% LMA로 한 층을 덧

입혀 한 번 더 굳혔다. 이렇게 주조된 슬라이드는 4�C

lysing solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-

HCl, 10% dimethylsulfoxide, 1% Triton X-100, pH 10)에

2시간 이상 담가 세포를 용해시켰다. 증류수로 슬라이드

를 헹궈 남은 용액을 제거하고, 4�C 전기영동 버퍼 (300

mM NaOH, 1 mM EDTA, ¤pH 13)에서 20분간 나선풀림

을 유도한 후, 25 V, 300 mA에서 25분간 전기영동을 실

시했다. 전기영동이 끝난 슬라이드는 neutralization buffer

(0.4 M Tris-HCl, pH 7.5)로 5분간 두 차례 중성화과정을

거치고, absolute alcohol에 10분간 담가 탈수과정을 거친

뒤 실온에서 건조시켰다. 건조된 슬라이드 글라스는 80 μL

의 EtBr (Ethidium Bromide) 용액(20 μg mL-1)으로 염색하

여 형광현미경(Olympus fluorescence microscope, Japan)에

서 200배율로 검경하고, Komet ver. 4.0 image analysis

(Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK)를 이용하여 각 시료

당 총 100개의 핵을 관찰하여 나온 데이터를 통해 Olive

tail moment 값으로 계산했다.

6. 통계학적 분석

통계학적 유의성 검정은 일원분산분석 (one-way ANO-

VA test)을 사용하였고, p값이 0.005보다 작은 경우를 유

의하다고 판정하였다.

결과 및 고찰

방사선이 지렁이의 DNA 손상에 미치는 영향을 알아

보기 위하여 E. fetida를 0~50 Gy의 감마선에 노출시키

고, 0~12시간에 걸쳐 단일세포 겔 전기영동을 통해 손

상된 DNA의 수복 양상을 관찰하였다. 방사선 선량의

증가에 따른 DNA의 손상을 측정해 본 결과, 0, 2.5, 5, 10,

20 및 50 Gy의 방사선을 조사했을 경우 Olive tail moment
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Fig. 1. DNA damage in the earthworms (E. fetida) irradiated with
γ-rays. Data are presented as OTMs. OTM means Olive tail
moment. OTM==(tail mean-head mean)×tail%DNA/100.
Significant difference from controls is indicated (*p⁄0.005;
**p⁄0.001).



(OTM)±표준편차의 값은 각각 0.18±0.22, 0.54±0.36,

1.28±0.59, 2.27±0.98, 3.8±1.25, 8.99±1.98로 나타났다

(Fig. 1). 각각의 조사선량별 DNA가 완전히 회복되는데

걸리는 정확한 시간을 알아보면 2.5와 5 Gy는 방사선을

조사한지 2시간 후 0.3과 0.2로, 10과 20 Gy는 3시간이

지난 뒤 0.42와 0.3으로, 50 Gy는 12시간 경과 후 0.26으

로 감소하여 방사선을 조사하지 않은 대조군과 유사한

OTM값을 나타냈으며, 방사선의 조사선량이 높을수록

손상된 DNA가 수복되는 시간이 오래 걸리는 것으로 확

인되었다. 본 실험에서 도출한 결과는 2 Gy의 감마선을

인간에게 조사한 후 2시간이 지났을 때 림프구의 DNA

가 완전히 수복되었다는 기존의 연구결과 (Lankoff et al.

2006)와 비교해 볼 수 있는데, 이를 통해 척추동물인 사

람과 무척추동물인 지렁이의 DNA 수복 시간이 매우 유
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Fig. 2. Dose-dependent DNA repair kinetics in the earthworms (E. fetida) irradiated with γ-rays. (a): 0 Gy; (b): 2.5 Gy; (c): 5 Gy; (d): 10 Gy,
(e): 20 Gy; (f): 50 Gy. Data are presented as OTMs. OTM means Olive tail moment. OTM==(tail mean-head mean)×tail%DNA/100.
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사하다는 것을 알 수 있다. 또한 실험군별 수복시간에 따

른 OTM 값을 그래프로 나타내면, 각각의 방사선 조사선

량마다 다르게 나타나는 DNA 수복의 경향을 수치화하

여 분석해 볼 수 있다 (Fig. 2). 이 실험결과는 향후 감마

선 조사 선량에 따른 다양한 생물종의 DNA 수복 양상을

평가하고 서로 비교하는데 유용한 자료로 이용될 수 있

을 것이다.

지렁이를 염화수은 (II) 0, 80 및 160 mg kg-1의 농도 조

건으로 48시간 동안 노출시키고, 0~72시간에 걸쳐 단일

세포 겔 전기영동 분석법을 실시하였다. 그 결과, 대조군

을 제외한 두 실험군 모두에서 노출 종료 후의 시간이

경과될수록 OTM 값이 감소하여 DNA가 수복되고 있음

을 나타내었다. 또한 수은 노출 후 72시간이 지나자 각각

의 실험군과 염화수은 (II)을 처리하지 않은 대조군의 값

이 거의 일치하는 경향을 나타냈으며, 시간이 지날수록

tail의 끌림 현상이 뚜렷하게 감소했다. 따라서 DNA가

완전히 수복되기 위해서는 72시간이 소요된다는 사실을

확인할 수 있었다(Fig. 3). 두 실험군을 통해 염화수은 (II)

에 의해 손상된 DNA가 50% 회복되는데 걸리는 시간

(half repair time)을 알아보면 80 mg kg-1에서는 약 32.5시

간이었고, 160 mg kg-1에서는 약 41.7시간으로 나타났다.

이때 수은 노출 처리가 끝난 후 경과된 시간과 측정된

OTM 값을 이용하여 DNA가 회복되는 속도를 계산하면,

두 농도조건에서 모두 1시간당 약 1.12%씩 손상된 DNA

가 수복되는 것으로 추정할 수 있다 (Fig. 4).

단세포 겔 전기영동 기법은 다양한 유전독성인자에 의

한 DNA 손상을 감지하는데 유용한 연구방법이며, 이 기

법을 통해 손상된 유전자의 수복 양상을 쉽게 관찰할

수 있었다. 현재 혜성분석법을 이용한 DNA 손상 측정은

유전독성학 또는 방사선 생물학 등 여러 분야에 걸쳐

이루어지고 있지만, 여러 동∙식물을 대상으로 방사선과

중금속에 대한 민감도를 분석한 연구는 전무하다. 본 연

구에서 이용된 단세포 겔 전기영동 기법은 DNA 손상을

측정하는 기존의 모니터링 수준에서 벗어나, 산화적 스

트레스 인자의 생체 내 민감성을 평가하는 새로운 기초

자료로 활용될 수 있을 것이다. 또한 이러한 방법을 통

해 선량 및 농도-시간 반응 (dose-time response)을 도출

하면, DNA 손상을 일으키는 인자들에 대한 다양한 생물

들 간의 감수성을 신속하고 정확하게 비교해 볼 수 있

을 것이라 사료된다.

적 요

E. fetida를 방사선과 수은에 각각 노출시킨 후, 체강세

포를 추출하고 단세포 겔 전기영동 기법을 이용하여

DNA의 손상정도와 시간의 경과에 따른 수복 양상을 평

가해 보았다. 그 결과, 방사선 조사 후의 시간이 경과할

수록 대체로 DNA 손상정도가 감소했으며, 12시간 내에

모든 실험군의 DNA가 완전히 수복되었다. 정확한 수복

완료 시간을 알아보기 위해 OTM 값을 대조군과 비교해

보면 2.5와 5 Gy는 방사선 조사 후 약 2시간, 10과 20 Gy

는 약 3시간, 50 Gy는 약 12시간이 지나자 DNA가 완전

히 회복된다고 판단할 수 있었다. 또한 지렁이를 80과
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Fig. 3. DNA damage in the earthworms (E. fetida) after exposure
to mercuric chloride (0, 80 and 160 mg kg-1). Data are pre-
sented as OTMs. OTM means Olive tail moment. OTM==
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Fig. 4. DNA repair of the earthworms (E. fetida) exposed to HgCl2

for 48 hours. Mercury concentration is 80 and 160 mg kg-1.
Data are presented as the percentage of the control OTM
level.



160 mg kg-1 농도의 염화수은 (II)에 48시간 동안 노출시

킨 후, 수은에 오염되지 않은 깨끗한 배양토에서 72시간

을 다시 배양했을 때 손상된 DNA가 완전히 수복되었

다. 본 연구 결과는 산화적 스트레스 인자에 대한 생물

의 민감도를 측정하는 자료로 제시될 수 있으며, 향후 다

양한 생물을 대상으로 실험을 진행한다면 동일한 유전

독성 물질에 대한 생물종 간의 감수성을 비교∙분석할

수 있을 것이다.

사 사

본 연구는 교육과학기술부에서 시행하는 기관고유사

업의 지원과 한국원자력연구원-스페인 도네쉬방사선연

구소 협력으로 수행되었습니다.

참 고 문 헌

김기범, RF Lee, KA Maruya. 2003. 어류혈구세포에 있어서

single cell gel electrophoresis를 응용한 DNA single strand

break의 측정. 한국수산학회지. 36:346-351.

Busschini A, P Carboni, A Martino, P Poli and C Rossi. 2003.

Effects of temperature on baseline and gennotoxicant-induc-

ed DNA damage in haemocytes of Dreissena polymorpha.

Mutat. Res. 537:81-92.

Diogene J, M Dufour, GG Poirier and D Nadeau. 1997. Extru-

sion of earthworm coelomocytes: comparison of the cell

populations recovered from the species Lumbricus terrestris,

Eisenia fetida and Octolasion tyrtaeum. Lab. Anim. 31:326-

336.

Eyambe GS, AJ Goven, LC Fitzpatrick, BJ Venables and EL

Cooper. 1991. A non-invasive technique for sequential col-

lection of earthworm (Lumbricus terrestris) leukocytes

during subchronic immunotoxicity studies. Lab. Anim.

25:61-67.

Gudbrandsen M. 2005. The effects of mercuric chloride on

survival, growth, reproduction, burrowing speed and gluta-

thione concentrations in the earthworm species Eisenia

fetida Savigny. Master’s thesis at the University of Oslo.

pp. 1-57.

Hertel-Aas T, DH Oughton, A Jaworska, H Bjerke, B Salbu

and G Brunborg. 2007. Effects of chronic gamma irradiation

on reproduction in the earthworm Eisenia fetida (oligochae-

ta). Radiat. Res. 168:515-526.

Hirano T and K Tamae. 2010. Heavy metal-induced oxidative

DNA damage in earthworms: a review. Appl. Environ.

Soil Sci. doi:10.1155/2010/726946. pp. 1-7.

Lankoff A, J Bialczyk, D Dziga, WW Carmichael, I Gradzka,

H Lisowska, T Kuszewski, S Gozdz, I Piorun and A Wojcik.

2006. The repair of gamma-radiation-induced DNA damage

is inhibited by microcystin-LR, the PP1 and PP2A phos-

phatase inhibitor. Mutagenesis 21:83-90.

McKelvey-Martin VJ, MH Green, P Schmezer, BL Pool-Zobel,

MP De Méo and A Collins. 1993. The single cell gel elec-

trophoresis assay (comet assay): a European review. Mutat.

Res. 288:47-63.

Nakamori T, Y Kubota, T Ban-nai, Y Fujii and S Yoshida. 2009.

Effects of acute gamma irradiation on soil invertebrates in

laboratory tests. Radioprotection 44:421-424.

Olsvik PA, LS Heier, BO Rosseland, HC Teien, B Salbu. 2010.

Effects of combined γ-irradiation and metal (Al++Cd) expo-

sures in Atlantic salmon (Salmo salar L.). J. Environ. Rad-

ioac. 101:230-236.

Östling O and KJ Johanson. 1984. Microelectrophoretic study of

radiation-induced DNA damages in individual mammalian

cells. Biochem. Biphys. Res. Commun. 123:291-298.

Simone NL, BP Soule, D Ly, AD Saleh, JE Savage, W DeGraff,

J Cook, CC Harris, D Gius and JB Mitchell. 2009. Ionizing

Radiation-Induced Oxidative Stress Alters miRNA Expres-

sion. PLoS ONE 4:e6377. doi:10.1371/journal.pone.0006377.

pp. 1-7.

Singh NP, MT McCoy, RR Tice and EL Schneider. 1988. A

simple technique for quantitation of low levels of DNA

damage in individual cells. Exp. Cell Res. 175:184-191.

UNSCEAR. 1996. Sources and effects of ionizing radiation.

1996 Report to the General Assembly, with Scientific An-

nex, pp. 1-86. United Nations, New York.

Yu S, W Qin, G Zhuang, X Zhang, G Chen and W Liu. 2009.

Monitoring oxidative stress and DNA damage induced by

heavy metals in yeast expressing a redox-sensitive green

fluorescent protein. Curr. Microbiol. 58:504-510.

Manuscript Received: January 25, 2011
Revision Accepted: February 13, 2011

Responsible Editor: Hak Young Lee

Genotoxicity of Mercury and Radiation in Earthworm 73


