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이온화 방사선에 의해 손상된 Eisenia fetida체강세포의
DNA 수복에 수은이 미치는 영향
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Abstract - Mercury known as quicksilver, is the most common cause of heavy metal toxicity.
Toxicity caused by excessive mercury exposure is now being recognized as a widespread environ-
mental problem and is continuing to attract a great deal of public concerns. The mercury genotox-
icity could be its effect on DNA repair mechanisms, which constitute the defense system designated
to protect genome integrity. The objective of this study is to confirm that mercuric chloride inhi-
bits the repair of gamma ray-induced DNA damage. The earthworm of Eisenia fetida was chosen
for this study because it is an internationally accepted model species for toxicity testing with a cos-
mopolitan distribution. Experiments were done to identify the levels of DNA damage and the repair
kinetics in the coelomocytes of E. fetida irradiated with 20 Gy gamma rays alone or with gamma
rays after 40 mg kg--1 HgCl2 treatment by means of the single cell gel electrophoresis assay. The
Olive tail moments were measured during 0~~96 hours after irradiation. The repair time in the
animals treated with the combination of HgCl2 and ionizing radiation was nearly five times longer
than that in the animals treated with ionizing radiation alone. Also, E. fetida exposed to mercury
showed a statistically lower repair efficiency of gamma ray-induced DNA damage. The results
suggest that the mercury could even have deleterious effects on the DNA repair system. Influence
of mercury on the DNA repair mechanisms has been confirmed by this study.
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서 론

수은은 상온에서 액체인 은백색의 금속 원소로서, 자

연 상태에서 주로 원소 수은(Hg0), 무기 수은(Hg2++), 유기

수은 (R∙Hg++또는 R∙Hg∙X)의 세 가지 형태로 존재한다.

원소 수은은 체온계, 치과용 아말감 등에서 발견되고 쉽

게 증발되는 특성이 있으며, 호흡작용으로 체내 흡수된

수은 증기의 80%는 혈액-뇌관문을 관통해 중추신경계

의 장애를 일으키거나 임산부의 태반을 통과하여 태아

에게 치명적인 영향을 미칠 수 있다 (Oauah 2000). 수은

증기는 위장관계에서 수은 설파이드로 전환되어 배설되

지만, 신장에 도달한 수은은 지용성 가스에 실려 모든

중추신경계에 전달된다. 원소 수은은 토양이나 수생 미

생물에 의해 메틸화되어 유기 메틸수은으로 전환될 수

있다. 원소 수은과 메틸수은의 대사산물은 단백질의 변

성, 효소 활성의 저해, 막수송운반을 방해하고, 그 외 신

경전달물질을 흡수하거나 방출하는 등의 독성작용을 일

으킨다 (Clarkson 2002). 무기 수은 (수은염)은 원소 수은

증기나 메틸수은의 대사과정을 통해 생성되며, 화장품,

완하제, 이뇨제, 소독약 등에 첨가되어 있다. 무기 수은은

간에서 글루타치온과 결합한 후, 시스테인-수은 또는 글

루타치온-수은의 복합체를 형성하여 담즙으로 분비된다.

가장 독성이 강하고 흔하게 존재하는 형태의 수은인 유

기 수은은 메틸수은의 형태로 어류의 체내에 축적되어

먹이사슬의 과정을 거쳐 사람에게까지 흡수된다.

수은이 다양한 기작을 통해 조직과 유전자에 미칠 수

있는 생화학적 손상에는 중추신경계 세포내 칼슘 항상

성 방해, 막 전위 방해, 흥분성 아미노산 경로 방해 및

단백질 합성 오류 등이 있다 (Yee et al. 1996). 특히 메틸

수은은 미토콘드리아 손상, 지질 과산화, 미소관 파괴를

유도하며, 세로토닌, 아스파르트산염, 글루타민산염의 축

적을 발생시켜 체내에서 신경독성학적인 작용을 한다. 산

화적 스트레스에 의한 미토콘드리아의 손상은 메틸수은

에 의한 신경독성 중 가장 먼저 나타나는데(Goyer 1991),

인간을 비롯한 다양한 동물이 수은에 노출되면 이러한

독성 작용으로 인해 신경, 신장 및 위장관계에 궤양과

출혈을 동반하는 조직손상이 발생하게 된다. 게다가 수

은으로 인한 활성 산소종의 발생과 체내 항산화 기작의

변화는 세포막을 손상시키는 결과를 초래한다(Stohs and

Bagchi 1995).

한편, 수은과 그 화합물은 다양한 기작을 통해 생물에

유전독성을 발생시킨다. 수은과 DNA 분자 사이의 상호

작용을 살펴보면, 한 개의 유기 또는 무기 수은 화합물은

DNA 나선의 염기쌍과 각각 결합하여 DNA의 2차 구조

를 직접적으로 변화시킨다. 수은 화합물은 다양한 발암

의 원인 중 하나인 활성산소종을 증가시켜 세포의 직접

적인 손상을 가져오며, 핵산에서 자유라디칼을 발생시켜

다양한 유전적 변이와 단백질의 형태 변화를 유도한다.

또한 유사분열시 방추사 형성을 방해하는 등의 기작을

통해 생물에 유전독성을 일으키기도 하며 (Crespo-López

et al. 2009), 수은의 유전독성은 유전자 방어시스템과 관

련된 DNA의 수복 기작에 영향을 미친다.

지금까지 금속과 생체 내 DNA의 손상 및 수복에 관

련된 연구는 니켈, 크롬 등을 중심으로 수행되어 왔으며,

이러한 중금속들은 공통적으로 DNA 수복에 관여하는

효소에 작용하여 손상을 가중시킨다 (Chen et al. 2009;

Sellappa et al. 2010). 따라서 본 연구는 환형동물인 Eise-

nia fetida를 대상으로 수은이 생체 내 DNA 수복에 미치

는 영향을 알아보고자 수행되었다.

재료 및 방법

1. 실험재료 및 처리

본 실험에 사용된 공시 동물은 토양 지표에 서식하는

Eisenia fetida (줄지렁이)로서 앞서 기보고된 논문을 바

탕으로 실험실 내에서 사육하였으며 (류 등 2011), 평균

중량이 350 mg으로 환대가 잘 발달된 성체만을 실험에

이용하였다.

E. fetida를 40 mg kg-1 농도의 수은에 직접 노출시키기

위해 증류수에 염화수은 (II)을 용해시키고 건조된 배양

토와 잘 섞어 준 후 배양 용기(105×82×68 mm)에 0.12

kg씩 넣었다. 배양 용기는 수분 증발 억제와 지렁이의

탈출 방지를 위해 플라스틱 뚜껑을 덮어 주었으며, 원활

한 호흡을 위해 용기의 바닥과 뚜껑에 직경 1 mm의 구

멍을 약 20개씩 뚫었다. 줄지렁이는 염화수은 (II)의 유무

에 따른 수은 처리군과 대조군으로 나누어 각각의 용기

당 15마리씩 넣어 사육 시와 동일한 조건으로 48시간

동안 배양하였다.

2. 이온화 방사선 조사

생물의 DNA 수복기작에 수은이 미치는 영향을 알아

보기 위해 E. fetida에 방사선을 조사함으로써 산화적 스

트레스에 의한 유전자 손상을 인위적으로 발생시켰다.

이온화 방사선은 한국원자력연구원 방사선과학연구소의
60Co 감마선원 (선원강도, 7.4 PBq)을 이용하여 20 Gy의

선량을 줄지렁이에 조사하였다. 방사선 조사는 Petri dish

의 내부에 증류수로 적신 여과지를 깔아 수분공급을 유
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지시킨 상태로, 한 개의 Petri dish 당 3~10마리씩의 지

렁이를 넣어 수행하였다. 조사가 끝난 시료는 빛이나 온

도에 의한 영향을 최소화하기 위해 검은 천으로 덮고 얼

음이 담긴 아이스박스 안에 넣어 이동시켰다.

3. 체강세포 수집

E. fetida의 체강세포 수집을 위해 Eyambe et al. (1991)

과 Diogène et al. (1997)이 제안한 비침습성 기술을 약간

변형하여 체액을 배출시켰다. 지렁이를 증류수로 헹궈

배양토를 제거하고 1 mL의 차가운 extrusion 용액 (5%

ethanol, 95% saline, 2.5 mg mL-1 EDTA, 10 mg mL-1 guai-

acol glycerol ether)에 넣어 얼음 위에서 3분간 방치했다.

체강세포가 함유된 체액이 방출되면 Eppendorf tube에

용액을 옮기고 4�C에서 380 ×g로 5분간 원심분리하여

조심스럽게 상층액만 버렸다. 튜브의 바닥에 남은 세포

침전물은 380 ×g에서 PBS (Phosphate-buffered saline)로

두 번 헹궈낸 후 100 μL의 PBS를 넣어 재부유시켰다.

4. 단일세포 겔 전기영동 시험

본 시험은 각각의 단일세포에서 DNA 가닥의 절단을

측정하는 분석 기법 (Rydberg and Johanson 1978)으로서

Singh (1988)에 의해 서술된 절차를 토대로 진행하였다. 실

험진행 과정 중 외적인 환경요인으로 발생할 수 있는

DNA 손상을 최소화하기 위하여 모든 과정은 냉암소의

조건하에서 수행하였다. 실험에 앞서 1% NMA (normal

melting point agarose)로 미리 코팅해둔 슬라이드 글라스

에 PBS로 부유시킨 체강세포 20 μL와 0.5% LMA (low

melting point agarose) 200 μL를 혼합하여 떨어뜨린 후

커버 글라스를 덮어 전체적으로 퍼지게 했다. 슬라이드

글라스를 4�C에서 20분간 굳히고 커버 글라스를 벗겨낸

뒤, 200 μL의 0.5% LMA로 한 층을 덧입혀 한 번 더 굳

혔다. 이렇게 주조된 슬라이드는 4�C lysing solution

(2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, 10% dime-

thylsulfoxide, 1% Triton X-100, pH 10)에 2시간 이상 담가

세포를 용해시켰다. 증류수로 슬라이드를 헹궈 남은 용

액을 제거하고, 4�C 전기영동 버퍼 (300 mM NaOH, 1 mM

EDTA, ¤pH 13)에서 20분간 나선풀림을 유도한 후, 25

V, 300 mA에서 25분간 전기영동을 실시했다. 전기영동

이 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 건

조시켰다. 건조된 슬라이드 글라스는 80 μL의 EtBr (Ethi-

dium Bromide) 용액(20 μg mL-1)으로 염색하여 형광현미

경 (Olympus fluorescence microscope, Japan)에서 200배

율로 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

moment값으로 계산했다.

5. 통계학적 분석

대조군과 실험군의 유의성 검정은 Student’s t-test를

통해 비교하였으며, p값이 0.005 이하인 경우만을 유의하

다고 판정하였다.

결과 및 고찰

방사선 조사에 의해 손상된 생물의 DNA 수복 속도가

수은 처리의 유무에 따라 어떤 차이를 나타내는지 알아

보기 위하여, 방사선 조사 직후 각각의 실험군에서 측정

된 OTM 값을 DNA의 손상률 100%로 환산하였다 (Fig.

1). 그 결과, 20 Gy의 감마선에 노출시킨 E. fetida는 방사

선 조사 후 약 2.35시간이 지난 시점에서 손상된 DNA

의 대부분이 수복되는 것을 볼 수 있었다. 한편, 40 mg

kg-1의 염화수은 (II)에 48시간 동안 노출시킨 처리군에

서는 20 Gy의 감마선을 조사한 후 약 37시간이 경과했

을 때 손상된 DNA의 수복 작용이 거의 완료되었다.

X선에 의해 손상된 사람의 혈구세포 DNA는 손상의

절반이 수복되는 데 약 5분 정도가 소요된다는 연구 결

과가 있으며 (Cebulska-Wasilewska 2003), 식물종의 하나

인 Vica faba의 뿌리를 X선에 노출시키면 절단된 DNA

가닥의 50%가 20분 내에 거의 수복된다는 보고가 있다
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Fig. 1. Time-dependent DNA repair kinetics in coelomocytes of E.
fetida after irradiationof 20 Gy γ-rays. Each data point was
expressed as a percentage of OTM values immediately after
irradiation. OTM means Olive tail moment. OTM==(tail
mean-head mean)×tail%DNA/100.



(Koppen et al. 1999). 반면에 본 실험에서는 E. fetida에

20 Gy의 감마선을 조사했을 때 약 45분, 수은 처리 후 방

사선을 조사했을 때 약 1시간 12분 정도가 경과한 시점

에서 손상되었던 DNA의 절반이 수복되는 것을 확인할

수 있었다.

DNA 수복 양상을 크게 두 가지 형태로 구분지어 보면

시간-OTMs 값의 그래프 상에서 수복이 빠르게 진행되

는 구간 (fast repair component)과 서서히 진행되는 구간

(slow repair component)으로 나눌 수 있다. 여기서 수복

속도가 빠른 구간을 도식화하여 그 기울기를 산출하면

두 실험군의 DNA 수복 속도 차이를 정확히 비교해볼

수 있다 (Fig. 2). 수식을 통해 그 차이를 계산한 결과, 수

은에 노출된 실험군의 DNA 수복률은 수은에 노출되지

않은 실험군보다 약 5배 정도 수복 속도가 느리다는 사

실이 확인되었다.

흡수선량 20 Gy의 감마선에 조사된 실험군의 DNA 수

복은 이온화 방사선 조사 후 약 2시간 내에 빠른 속도

로 발생한 뒤 서서히 감소되어 수복이 진행되는데 그

양상은 다음과 같은 수식을 통해 표현될 수 있다.

y==0.4910-0.0212x (r2==0.694)

여기서, y: OTM values, x: time after irradiation.

한편, 염화수은 (II)과 이온화 방사선에 순차적으로 노

출시킨 실험군은 방사선 조사를 마친 후 약 24시간이 경

과된 시점에서부터 손상된 DNA의 수복이 서서히 진행

되어 다음과 같은 수식으로 그 양상을 나타낼 수 있다.

y==0.9470-0.0068x (r2==0.938)

여기서, y: OTM values, x: time after irradiation.

이때 수식의 x절편은 DNA의 ‘미수복분율’로서, 방사

선 단독처리군과 수은 및 방사선의 복합처리군의 미수

복분율은 각각 0.4910과 0.9470이라는 수치로 확인된다.

여기서 발생하는 두 값의 차는 수은에 의해 DNA의 정

상적인 수복이 방해되었음을 의미한다.

본 연구는 수은이 DNA 수복에 미치는 영향을 알아본

이전의 연구 결과들과 유사한 상관성을 보여준다. Cebul-

ska-Wasilewska et al. (2005)은 작업환경에 존재하는 수은

증기에 장기간 노출된 근로자를 대상으로 하여 연구를

수행하였는데, UV-C와 X선을 이용하여 림프구의 DNA

를 인위적으로 손상시키고 수은에 전혀 노출되지 않은

건강한 사람과 비교했을 때 실험군의 DNA 수복률이 유

의적으로 낮게 나타난다는 사실을 확인하였다. Chinese

hamster ovary (CHO) 세포를 이용한 실험에서도 역시 염

화수은 (II) 처리 후 X선에 의해 손상된 DNA의 수복이

저해되었음을 밝히고 있다 (Cantoni and Costa 1983). 기

존의 연구 결과들은 다양한 형태로 존재하는 수은화합

물이 정상적인 세포의 DNA 수복 작용에 직간접적인 영

향을 끼친다는 사실을 증명해준다(Stohs and Bagchi 1995;

Asmuss et al. 2000). 본 연구에서 도출한 결과 역시 수은

이 DNA의 수복에 부정적으로 관여하고 있음을 입증해

준다. 또한 염화수은 (II)과 방사선을 실험 생물에 복합적

으로 노출시켰을 때, 두 인자의 독성 작용이 상승했다는

종전의 연구가 있다 (한 등 2009; 류 등 2010). 본 실험을

통해 그 원인을 추정해 본다면 수은이 DNA의 수복을

방해하여, 방사선에 의해 유도된 세포 내 산화적 손상을

정상적으로 복구시키지 못하고, 결국에는 생물에 방사선

만을 조사했을 때보다 세포 및 유전독성이 상승했다고

사료된다.

적 요

수은이 DNA 수복에 미치는 영향을 알아보기 위해 E.

fetida를 염화수은 (II)과 이온화 방사선에 순차적으로 노

출시킨 후, 단세포 겔 전기영동 기법을 이용하여 DNA

의 손상 수준과 방사선 조사 후 시간 경과에 따른 수복

양상을 관찰하였다. 염화수은 (II)의 농도를 40 mg kg-1으

로 하여 48시간 동안 in vivo 노출 시험을 수행한 뒤 20 Gy

의 감마선을 조사한 결과, 시간이 지날수록 대체로

DNA 손상의 수준이 감소했다. 이온화 방사선에 의해 손

상된 DNA가 완전히 수복되기 위해 요구되는 시간을 비

교해 보면, 수은과 감마선에 함께 노출된 E. fetida는 방

사선 조사 후 약 37시간, 감마선만 조사한 실험군은 약
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Fig. 2. Changes in the Olive tail moment (OTM) with time in the
coelomocytes of E. fetida exposed to 20 Gy γ-rays (A) or to
combination of radiation with HgCl2 (B) (n==3). OTM==(tail
mean-head mean)×tail%DNA/100.



2.35시간이 지나고 난 뒤 손상된 DNA의 대부분이 수복

되는 것을 볼 수 있었다. 한편 E. fetida에 20 Gy의 감마

선을 조사하면 방사선 조사가 끝나고 약 45분, 수은 처

리 후 방사선을 조사하면 약 1시간 12분 정도가 경과한

시점에서 손상되었던 DNA의 절반이 수복되는 것을 확

인할 수 있었다. 또한 DNA 수복 속도가 빠른 구간을 도

식화하여 그 기울기를 계산한 결과, 수은에 노출된 실험

군의 DNA 수복률은 수은에 노출되지 않은 실험군보다

약 5배 정도 수복 속도가 느리다고 판단할 수 있었다.

손상된 DNA가 천천히 수복되는 구간을 수식으로 표현

해 DNA의 미수복분율을 산출하면 방사선 단독처리군

과 수은 및 방사선의 복합처리군의 미수복분율은 각각

0.4910과 0.9470로 나타난다. 미수복분율 값의 차는 수

은에 의해 DNA의 정상적인 수복이 방해되었음을 의미

한다.
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