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Abstract : The comet assay, also called single-cell electrophoresis (SCGE) assay, is a potential sensitive

monitoring tool for DNA damage in cells. The primary objective of this study was to use comet assay to

ascertain if the blood cells of flounder (Pleuronichthys olivaceus) and muscle cells of clam (Saxidomus

purpurata) are suitable for genotoxicity screening. This was achieved by initially exposing blood and

muscle cells under in vitro conditions to the reference genotoxin hydrogen peroxide (H2O2); strong

correlation between H2O2 concentration and comet values were found. Subsequently, the identification of

DNA damage in isolated cells from flounder and clam was performed under in vivo exposure to

benzo(a)pyrene (BaP) and tributyltin (TBT). Flounder and clam were exposed to different concentrations (1,

10, 50, 100 µg/L) of BaP or TBT for 4 days. Regardless of treated chemicals, blood cells of flounder were

more prone to DNA breakage compared to muscle cells of clam. In conclusion, in vivo genotoxicity of BaP

and TBT can be biomonitored using the comet assay. This study suggests that flounder and clam do show

potential as mediums for monitoring genotoxic damage by comet assay.
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1. 서  론

해양은 자연적 또는 인위적인 오염물질의 최종 수용체

이기 때문에 해양으로의 산업배출수의 축적 및 지속성은

해양생물에 위협이 되고 있다(Fleeger et al. 2003). 해양으

로 배출되는 오염물질은 중금속, polycyclic aromatic

hydrocarbons(PAHs), 농약, 의약품, 건강관련 물질 및 산

업화합물 등 인간에 의해 만들어진 다양한 물질들을 포함*Corresponding author. E-mail : tklee@kordi.re.kr 
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하고 있다(Daughton and Ternes 1999; Kummerer 2001).

생식 및 면역 기작을 교란시킬 수 있는 해양오염물질은

해양생물뿐만 아니라 그들을 섭취하는 인간에게까지 영향

을 미칠 수 있어 관심이 증가하고 있다(Guillette and

Guillette 1996; Schiff and Bay 2003). 

Benzo(a)pyrene(BaP)와 tributyltin(TBT)는 인간활동에

의해 수생생태계로 유입되는 주요 오염물질이며, 용해 또

는 미립자 형태로 존재한다. BaP와 TBT는 배아독성

(Wessel et al. 2007)과 면역독성(Gopalakrishnan et al.

2011)을 유발할 수 있으며, 강한 유전독성 유발 물질이다

(Jha et al. 2005). BaP는 유기물질의 불완전한 연소 및 유

류 유출로부터 대량 발생되는 PAHs의 일종이며, PAHs 중

가장 독성이 높은 것으로 알려져 있다(Pointet and Milliet

2000). BaP는 잠재적인 발암물질이며, 돌연변이를 유발할

수 있는 특성으로 인하여 해양어류, 무척추동물의 신경 및

유전독성을 유발한다(La Rocca et al. 1996; Woo et al.

2006). 유기주석화합물인 TBT는 목재의 방부제나 방오도

료로 주로 사용되었으며(Alzieu 2000), 다양한 수생생물의

imposex 유발(Santos et al. 2002; Shim et al. 2000), 어류

에 대한 유전독성 및 생식독성 유발(Mitchelmore and

Chipman 1998) 및 mussel의 조기 배발생 억제(Paul and

Davies 1986) 등이 보고되고 있다. 최근에 대부분의 선진

국에서 TBT의 사용이 금지되고 있지만, 해양환경에 축적

된 TBT는 아직까지 해양생태계에 영향을 미치고 있다

(Michel et al. 2001).

해양으로 유입된 오염물질에 의한 해양생물의 영향을

평가하는데 있어서, 효과적인 현장연구를 수행하는 것은

매우 어렵다. 따라서 실험실에서의 생물검정실험이 일반

적으로 수행되는데, 이는 해양생물에 대한 오염물질의

잠재적인 독성영향을 평가하기 위한 좋은 대안으로 평가

받고 있다(Ma et al. 2005). 특히 해양생물을 in vitro 또

는 in vivo로 오염물질에 노출한 후 각 세포의 DNA 손

상을 측정하는 comet assay는 민감한 유전독성 바이오마

커로 활용되고 있다(Tice et al. 2000). Comet assay는

single cell gel electrophoresis(SCGG)라고도 하는데,

DNA 손상여부를 알아보기 위해 도입된 방법이며, 세포

유형에 관계없이 소량의 세포만을 사용하여 유전독성 손

상을 측정하는 빠르고, 간편하고, 민감한 방법이다

(Collins et al. 1997; Singh et al. 1988). 해양생물에 대

한 comet assay 연구보고가 최근에 증가하고 있지만 대

부분 in vitro 실험이 보고되었고, 해양생물에 대한 in

vivo 독성평가 연구는 최근에 시작되고 있다(Woo et al.

2006). 

DNA 사슬 손상 측정시 알칼리 반응에 민감한 DNA 위

치는 조직이나 생물 종에 따라 다르기 때문에, comet

assay를 위한 생물 및 조직의 선정은 중요하다(Lee and

Steinert 2003). 해양어류의 경우 comet assay를 위해서

gut, 간, 신장, 근육, 아가미, 생식소 등에서 분리된 세포가

사용되지만, 주로 혈액세포를 활용하게 되며(Villarini et

al. 1998), 연체동물의 경우는 시험생물에 따라 아가미, 생

식소, 소화관, 족부, 사이펀 등이 사용된다(Binelli et al.

2008; Steinert et al. 1998). 

본 연구의 목적은 우리나라 남해안에 서식하며, 쉽게

채취 가능한 넙치와 개조개를 시험재료로 사용하여, (1)

넙치 혈액세포와 개조개 근육세포의 comet assay 시험재

료로써의 활용가능성을 평가하고, (2) 대표적인 유전독성

유발 물질인 BaP와 TBT에 의한 넙치와 개조개의 유전독

성 영향 평가 및 (3) 처리시간과 농도와의 연관관계를 분

석하는데 있다. 이를 통하여 넙치와 개조개 유래 세포의

유전독성평가를 위한 바이오마커로써 comet assay 활용

가능성을 평가하였다. 

2. 재료 및 방법

시험생물

본 연구에서는 양식장 등에서 손쉽게 구입가능하고 해

양에 널리 서식하고 있는 넙치(Pleuronichthys olivaceus;

15-25 cm×150-200 g)와 개조개(Saxidomus purpuratus;

5-9 cm×50-70 g)를 실험 종으로 선택하였다. 실험실로

이송한 후 3~4일 정도 순치시켰으며, 유전독성물질에 노

출되는 동안 2차 오염을 막기 위하여 먹이는 공급하지 않

았다. 

혈액세포 및 조직세포 분리

넙치의 꼬리 부분에서 1 mL 주사기를 이용하여 1~

0.5 mL 정도의 혈액을 뽑아, 굳지 않은 상태의 혈액을

1 mL의 phosphate buffered saline(PBS)에 현탁하였다. 원

심분리(5000 rpm, 10 min) 후 상등액을 버리고, pellet 부

분을 PBS에 다시 현탁시켜 comet assay에 사용하였다. 개

조개의 경우 근육조직을 절단하여 소량의 Hanks balanced

salt(HBS)을 넣고, homogenizer를 이용하여 분쇄하였다.

분쇄된 시료는 40, 20 µm mess로 여과 후 원심분리

(5000 rpm 10 min)하였고, pellet을 HBS에 현탁시켜 comet

assay에 사용하였다(Birmelin et al. 1998).

과산화수소 노출(in vitro)

과산화수소 노출에 의한 comet assay 검증은 Petridis 등

(2009)의 방법을 일부 수정하여 사용하였다(Petridis et al.

2009). 간단히 기술하면, 분리된 넙치 혈액세포와 개조개

근육세포에 저농도의 과산화수소(0, 1, 5, 10 µM)를 각각

처리하고(n=5), 4oC에서 2시간 노출하였다. 처리된 세포

를 원심분리(2,000 rpm, 2 min)하고, 상등액은 제거하고
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pellet 부분을 PBS에 다시 현탁시켜 comet assay에 사용하

였다.

BaP 및 TBT 노출(in vivo)

시험대상물질인 BaP과 TBT는 0.1% DMSO에 용해시

켰으며, 노출 농도는 각각 1, 10, 50, 100 µg/L를 적용하

였다. 각 간이수조 당 어류는 5마리, 패류는 4마리를 기준

으로 하여 4일간 노출하였다. 0, 2, 4일에 시료를 채취하

여 comet assay를 실시하였으며, 동일 조건으로 3반복 실

험을 수행하였다. (−) 대조구로는 dimethylene sulfoxide

(DMSO)를 사용하였다. 정체식 노출방법을 사용하였으

며, 25 L 해수에 정해진 농도의 BaP와 TBT를 첨가하면서

노출하였다. 시험수는 2일에 한번 교체하였으며, 수온은

18~20oC가 되도록 유지하였다.

Comet assay 

Comet assay 방법은 Tice 등 (2000)의 방법에 따라 수

행하였다(Tice et al. 2000). 0.5% agarose가 코팅된 슬라

이드에 50 µl의 희석된 세포를 올리고, agarose를 가해 세

포가 agarose에 매몰되도록 하였다. 슬라이드를 냉장 보관

된 lysis 용액(2.23 M NaCl, 90 mM EDTA, 9 mM Tris-

.HCl, 10% DMSO, 1% Triton X-100)에 담구었다(4oC,

2시간 이상). 슬라이드를 전기영동 buffer에서 20분간 방

치하여 DNA가 unwind되도록 하고, 전기영동시켰다

(25 V, 300 mA, 20 min). 0.4 M Tris buffer(pH 7.5)에서

중화시킨 후 ethidium bromide로 염색하였다. 염색된 슬

라이드는 형광현미경(Leica DMLB, Germany)을 이용하

여 이미지 관찰을 하였고, 4개의 슬라이드로부터 200개

(각 슬라이드 당 50개)의 세포를 대상으로 DNA 손상 정

도를 측정하였다. DNA 손상으로 인하여 발생한 comet 형

태 및 정량화는 KOMET IMAGE ANALYSIS SYSTEM

(Jae Woo Trading Co., Ltd.)으로 분석하였다(Tice and

Vasquez 1998).

자료분석

모든 자료는 평균 ±S.D.로 표시하였다. 표시된 값은

non-parametric ANOVA 분석 후 Dunn's pair-wise multiple

comparison test를 사용하여 통계분석 하였으며, 통계학적

으로 유의한 p<0.05를 적용하였다.

3. 결  과 

in vitro 과산화수소 노출에 의한 comet assay 검증

넙치와 개조개로부터 혈액세포와 근육세포를 추출하여

in vitro 과산화수소 처리 후, comet assay를 통하여 혈액

세포와 근육세포의 유전독성 여부를 확인하고, 적합한 바

이오마커로써의 활용 가능성을 분석하였다. 0, 1, 5,

10 µM의 과산화수소 처리에 대한 전형적인 comet은

Fig. 1과 같다. 넙치 및 개조개 유래 혈액세포 및 근육세포

는 생물종 뿐만 아니라 세포의 종류도 다르지만, 핵의 크

기나 형태는 차이를 보이지 않았고, 손상된 DNA의 움직

임도 거의 유사하였다(Data not shown). 과산화수소의 농

Fig. 1. Typical comets showing flounder blood cells with increasing amount of damage after a 2 hr in vitro exposure to

different H2O2 concentrations. (a) 0 mM, (b) 1 mM, (c) 5 mM, (d) 10 mM 
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도가 높아질수록 전형적인 DNA 손상이 일어나 tail DNA

이동이 일어났다(Fig. 2). 과산화수소 농도에 따른 tail 길

이는 개조개 근육세포(91.26 µm)에 비해 넙치 혈액세포

(167.48 µm)에서 더 증가하여, 넙치 혈액세포가 개조개

근육세포에 비해 민감한 것으로 나타났다. 

in vivo BaP 및 TBT 노출에 의한 넙치와 개조개의 유전

독성

BaP와 TBT의 in vivo 유전독성 반응을 평가하기 위해

각각 1, 10, 50, 100 µg/L의 BaP 및 TBT에 넙치를 노출

시킨 후 2일과 4일에 혈액세포를 채취하고, comet assay

를 수행하였다(Fig. 3). 대조구로는 0.1% DMSO가 첨가된

해수를 사용하였고, DNA 손상과 처리시간과의 연관관계

를 분석하였다. 대조구와 비교하였을 때, BaP에 노출된

혈액세포는 2일에 대부분의 tail DNA의 길이 증가가 관찰

되었고, 4일째는 거의 변화되지 않았다(Fig. 3a). 10 µg/L

이상의 BaP에서 유의한 DNA 손상 결과를 보였다

(p<0.05). TBT에 노출된 넙치의 혈액세포는 BaP에 노출

된 혈액세포에서의 결과와 유사하게 처리 후 2일에 대부

분의 tail DNA 길이 증가가 관찰되었으나, 50 µg/L 이상

의 TBT 노출에 유의한(p<0.05) DNA 손상을 보였다(Fig.

3b). 

개조개에 대한 BaP와 TBT의 in vivo 유전독성 영향을

평가하기 위해 각각 1, 10, 50, 100 µg/L의 BaP 및 TBT

에 개조개를 노출시킨 후 2일과 4일에 조직세포를 채취

하고, Comet assay를 수행하였다(Fig. 4). DNA 손상을 분

석한 결과, 2일까지는 tail DNA의 길이 변화가 모든 처리

구에서 관찰되지 않았으나, 4일간 노출된 세포에서는 tail

Fig. 2. Levels of DNA damage in flounder blood cells (a) and clam tissue cells (b) exposed to the designated

concentrations of H2O2. Data are expressed as means±SD from three determinations (n=5, each group).

*, Significantly different from 0 mM group (p<0.05)

Fig. 3. DNA damage expressed as tail length in flounder blood cells to BaP and TBT in vivo. Data are expressed as

mean±SD from three determinations (n=5, each group). *, Significantly different from 0 µg/L group (p<0.05)
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DNA 길이가 크게 증가하였고, 1 µg/L의 BaP에도 유의한

변화(p<0.05)가 관찰되었다(Fig. 4a). TBT에 노출된 근육

세포의 DNA 손상은 BaP에 비해서는 전반적으로 낮은 수

준이었지만, BaP 처리시와 유사하게 2일째까지는 변화가

관찰되지 않았으며, 4일간 노출된 세포에서 크게 증가하

는 경향을 보였다(Fig. 4b). 개조개 조직세포의 tail DNA

길이 변화는 BaP 처리와 유사하게 1 µg/L 노출에도 유의

한 변화를 보였다(p<0.05). 

4. 토의 및 결론

과산화수소는 해양생물 혈액세포에 대하여 광범위하게

DNA 손상을 유발하며, 농도의존적으로 어류와 이매패류

의 유전독성을 유발하는 것으로 알려져 있다(Jha et al.

2005; Mitchelmore and Hyatt 2004; Petridis et al. 2009).

또한 과산화수소를 이용한 DNA 손상 연구는 세포의 민

감도를 분석하기 위한 매우 좋은 연구방법으로 받아들여

지고 있다(Michelmore and Chipman 1998; Seo et al.

2005). 해양생물의 DNA 사슬에 영향을 미치는 과산화수

소의 농도는 0.1 µM의 과산화수소에 민감한 반응을 나타

내는 갯지렁이의 혈구세포(Seo et al. 2005)를 제외하면,

담치의 아가미 조직(Pruski and Dixon 2002), 굴의 아가미

조직(Kim and Pae 2003), 말미잘(Mitchelmore and Hyatt

2004) 및 이매패류(Scrobicularia plana)의 혈구세포

(Petridis et al. 2009) 등에서와 같이 10-200 µM 이상의 농

도에서 유의한 차이(p<0.05)가 있음이 보고된 바 있다.

본 연구에서의 넙치 혈액세포와 개조개 근육세포에 대해

유의하게 영향을 미치는 과산화수소의 농도는 1 µM이며

(Fig. 2), 이는 넙치의 혈액세포와 개조개의 근육세포가 다

른 해양생물의 조직에 비해 과산화수소에 대해 비교적 높

은 민감도를 보여주는 것으로 판단되었다. 

해양생물에 대한 BaP와 TBT의 독성을 비교분석한 연

구는 저서성 단각류(Grandidierella japonica)의 단기독성

(Lee et al. 2005), 쏨뱅이(Sebasticus marmoratus) 생식선

에서의 성호르몬 농도의 변화(Zhang et al. 2007)와 비장

에서의 활성산소 발생(Wu et al. 2007) 및 전복(Haliotis

diversicolor) 혈구세포의 면역독성(Gopalakrishnan et al.

2011) 등이 보고되어 있으나, comet assay를 이용한 유전

독성 영향을 비교 분석한 보고는 아직까지 없다. 본 연구

에서는 BaP와 TBT가 용해되어 있는 수조에 넙치와 개조

개를 in vivo 노출한 후 각각 혈액세포와 근육세포를 추출

하고, 이들의 DNA 손상 정도를 비교 분석하였다. BaP를

넙치와 개조개에 노출하였을 때 넙치 혈액세포의 tail

DNA의 길이는 2일에 크게 증가하였고, 2일과 4일의 차이

는 없는 반면, 개조개는 처리된 농도에서 2일까지는 반응

을 나타내지 않았지만, 4일째 독성영향이 크게 증가하는

다른 양상을 보였다(Fig. 3a 및 4a). 또한 넙치는 10 µg/L의

BaP에 유의한(p <0.05) 반응을 나타냈지만, 개조개는

1 µg/L의 Bap에 반응을 나타내어 시간적으로는 넙치가

민감하였으나, BaP 농도 측면에서는 개조개가 민감한 결

과를 보였다. 굴의 혈구세포와 아가미 조직세포에 대한

BaP의 유전독성 연구에서 혈구세포가 아가미조직 세포보

다 더 민감한 것으로 보고되고 있는(Kim and Pae 2003)

반면, 본 연구에서는 개조개 근육세포가 넙치 혈액세포에

비해 더 민감한 것으로 나타났다. 이러한 결과는 오염된

퇴적물에 노출된 Manila 조개(Tapes semidecussatus)의 경

우 혈액세포보다 아가미 조직이 BaP에 대한 민감도가 높

다는 보고(Coughlan et al. 2002)와 유사한 결과를 보였

다. TBT에 노출되었을 때, 시간에 따른 유전독성 영향은

BaP와 유사하였으나, 대조구와 비교하여 넙치는 50 µg/L,

개조개는 1 µg/L 농도에 유의한(p<0.05) 반응을 보였다

(Fig. 3b와 4b).

본 연구의 결과는 다음과 같이 요약될 수 있다. (1) 과

산화수소에 노출되었을 때 넙치 혈액세포(tail length=

Fig. 4. DNA damage expressed as tail length in clam tissue blood cells to BaP and TBT in vivo. Data were expressed

as means±SD from three determinations (n=5, each group). *, Significantly different from 0 µg/L group (p<0.05) 
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167.48 µm)가 개조개 근육세포(tail length=91.26 µm)에

비해 민감하였고, (2) BaP와 TBT에 노출되었을 때, 넙치

(2일)가 개조개(4일)에 비해 민감한 반응을 보였다. (3) 넙

치는 TBT(50 µg/L)에 비해 BaP(10 µg/L)에 민감하였고,

(4) 개조개는 BaP와 TBT에 대해 동일한 1 µg/L의 민감도

를 보였다. 결론적으로 BaP와 TBT의 in vivo 유전독성은

comet assay에 의해 모니터링될 수 있으며, 넙치와 개조개

가 comet assay에 의한 유전독성을 모니터할 수 있는 실

험재료로써 유용한 것임을 시사한다.
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