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Abstract : Nanomaterials have been widely used in many fields. This study investigates the effects of metal oxide nanoparticles 
(CuO, NiO, TiO2, Fe2O3, Co3O4, ZnO) on germination and germination index (G.I.) of seeds, Lactuca and Raphanus. Under 
aqueous exposure, CuO on Lactuca shows the most significant impacts on activities compared to others, showing EC50s for 
germination and G.I. as 0.46 mg/L and 0.37%, respectively. The effects of nanoparticle phytotoxicity on seed Lactuca was much 
higher than that of Raphanus. In general, the toxicities on seed germination and germination index were as following orders : CuO > 
ZnO > NiO >> TiO2, Fe2O3, Co3O4. No measurable inhibition was observed at 1,000 mg/L (maximum exposure concentration) of 
TiO2, Fe2O3, Co3O4.
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요약 : 나노물질은 다양한 분야에 널리 사용되고 있다. 본 연구에서는 Lactuca(상추)와 Raphanus(알타리무) 씨앗의 발아와 

발아지수에 금속산화물 나노입자(CuO, NiO, Fe2O3, Co3O4, TiO2, ZnO)가 미치는 영향을 조사하였다. 용액상 노출에서 CuO가 
가장 큰 영향을 나타내었으며, 발아와 발아지수의 EC50는 각 0.46 mg/L와 0.37%로 조사되었다. 씨앗 이용 식물독성 측정에서 
상추가 알타리무보다 나노입자 노출에 대해 더욱 민감한 반응을 나타내었다. 일반적으로 나노입자의 씨앗발아와 발아지수에 
근거한 영향은 다음의 순서로 조사되었다: CuO > ZnO > NiO > TiO2, Fe2O3, Co3O4. 특히 TiO2, Fe2O3와 Co3O4는 최대 노출 농
도 1,000 mg/L 농도에서도 뚜렷한 영향을 나타내지 않았다.
주제어 : 생물검정법, 발아지수, 나노입자, 씨앗 발아, 식물독성

1. 서 론

나노(nano)입자는 10억분의 1을 나타내는 단위로 1 nm에 

해당되는 원자규모의 크기이며, 원자들의 배열 간격이 약 

0.2 nm이고 원자 중 가장 작은 수소 원자의 직경이 0.1 nm
이므로 나노세계는 원자세계라 말할 수 있다.1) 나노에 대

한 이야기는 B.C. 5세기 원자론에서부터 시작되었다고 볼 

수 있겠지만 본격적 나노 과학은 80년대 초 STM (Scannig 
Tunneling Microscope), AFM (Atomic Force Microscope) 등
의 고정밀 현미경들이 개발되면서부터이다. 국내에서도 세

계적 추세와 같이 오래전부터 나노 기술이 도입, 개발 및 다

양한 상업 목적으로 사용되고 있다. 나노입자는 보편적으로 

다음과 같이 분류된다 : (1) 탄소 기반(대부분 탄소로 구성) 
(2) 금속 기반(양자입자, 나노골도, 나노실버, 금속산화물 등) 
(3) 덴드리머(가지구조 나노크기의 고분자) (4) 복합물(나노

입자 혹은 거대물들을 혼합).2,3) 나노입자는 촉매, 반도체, 
화장품, 전자제품, 의약 등 다양한 분야에 사용되고 있으며, 
나노입자를 이용한 기술은 앞으로도 계속 개발되어 우리 생

활과 밀접한 연관성을 유지할 것이다.4) 따라서 나노입자는 

유익성과 함께 미칠 수 있는 유해한 영향에 대한 관심도 증

가하고 있으며, 보편적으로 탄소기반과 금속 기반 입자에 

대한 연구가 많이 되어있다. 일부 연구자들은 fullerene, 탄소

튜브, 금속산화물 나노입자들이 인간세포, 세균, 설치류(ro-
doents) 등에 독성이 있다고 보고하고 있으며.5,6) 다양한 유

전적 변이에 미치는 영향에 보고도 있다.7,8) 또한 나노입자

가 식물 활성에 촉진 및 억제 영향을 나타낸다는 보고가 있

다. 예를 들면 SiO2와 TiO2의 혼합물이 콩류의 발아와 성장

을 촉진시키는 작용을 한다는 연구결과가 있다.9) 따라서 다

양한 종류 및 조건에서 나노입자가 생물계에 미칠 수 있는 

영향에 대한 연구는 계속적으로 조사되어야 할 것이다. 미
국 EPA의 ‘나노기술백서’에서는 나노 기술의 개발과 위해

성 평가에 관한 구체적인 연구의 진행 방향을 제시하고 있

고, EU에서는 나노 물질에 연구 결과 간의 차이로 인한 위

해성 평가 시행에서 발생할 수 있는 문제점을 지적하고, 평
가 시행의 한계성을 극복할 새로운 방법 모색이 중요함을 강

조하였다. 따라서 환경에 노출 가능한 나노입자가 인체 및 

생태계에 미치는 잠재적인 위해성 평가를 위해 독성 영향에 

대한 적절한 평가와 해석 방법들이 필요하다. 
위해성 평가의 일환으로 사용되는 생물검정법(bioassay)은 

다양한 물리, 화학적 관리 방법들과 더불어 중요한 수단이

며, 어떤 물질이 시험 유기체의 신진(물질)대사, 번식 감소, 
생체기능 영향, 치사 등의 다양한 종말점(end-points)에 미치
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Fig. 2. Pictures of orignal seeds arrayed on Petri-dish and germinated seeds. 

는 영향을 조사․분석함으로써 오염물질의 유해성을 결정하

는 방법이다.10,11) 오염지역 관리를 위한 오염물 화학적 분석

은 환경에서의 오염성분과 정도(농도)에 대한 정보를 제공하

지만 생태계 영향에 대한 생물이용 가능한 양에 대한 정보는 

제공하지 않기 때문에, 생물학적(생태계) 독성에 대한 정보 

도출은 관리 및 평가를 위해 매우 중요하다.12) 생물검정법은 

화학적 방법에 비해 측정 및 분석이 편리하고, 시간 단축 및 

비용이 저렴하며, 특히 오염물의 생물이용성(bioavailability)
에 대한 매우 중요한 정보를 제공하기 때문에 생태계에 잠재

적으로 미치는 영향 평가에 중요한 역할을 할 것이다. 
다양한 생물을 이용한 환경 독성 생물검정법 중 식물을 이

용한 독성평가는 유용한 수단으로 이용되고 있다. 예를 들면 

환경 노출 제초제에 의한 영향 등을 평가하는 방법으로 씨앗

을 이용한 생물검정법이 유용한 것으로 알려져 있다.13) 씨앗 

발아 연구는 단기적이고, 초기 급성 독성 영향을 평가하기 

위해 고려되는 방법이며, 오염물 혹은 오염시료에 씨앗을 노

출 후, 일정 기간 배양하여 발아된 씨앗수와 대조군의 발아

수를 비교하여 영향을 평가한다. 씨앗 발아는 특히 중금속과 

유해물질로 오염된 토양의 적절한 평가 방법으로 알려져 있

다.14,15) 또한 발아 외에도 뿌리 및 줄기 생장, 효소 변화 등

에 대한 다양한 측정종말점들을 이용하여 오염물에 대한 영

향을 평가할 수 있다. Lin and Xing2)은 3종의 씨앗(radish, 
rape, ryegrass)에 Al과 Zn 중금속 및 금속산화 나노입자가 

발아 및 뿌리 생장에 미치는 영향을 평가하였다.
본 연구에서는 독성 물질에 민감하고 취급이 간편하며, 씨

앗발아법에 적합하여 U.S. EPA16) 및 OECD 등의 공인기관

에서 추천하는 식물 씨앗인 Lactuca sativa L.(상추), Raphanus 
sativus L.(알타리무) 두 종의 식물 씨앗을 이용하여, 씨아발

아와 발아지수에 근거하여 6종의 금속산화물 나노입자에 대

한 민감도 및 입자별 영향 특성에 대해 조사하였다.

2. 실험방법

2.1. 조사 대상 나노입자 및 씨앗 종

본 연구에서는 금속산화물인 나노입자 6종에 대한 독성평

가를 실시하였다: CuO (30~50 nm), NiO (30 nm), Fe2O3 
(20~40nm), Co3O4 (30 nm), TiO2 (30~50 nm) (Nanostructured 
& Amorphous Materials Inc., USA), ZnO (40~100 nm) (Alfa 
Aesar, USA). 제조한 나노시료 용액내의 나노입자 분산(dis-

person) 향상을 위해 제조 후 초음파 세척기(Daihan, Korea)
를 이용하여 30분간 초음파(sonication) 후 실험에 사용하였다.

오염물에 대해 민감성이 높은 씨앗종인 Lactuca sativa L. 
(상추), Raphanus sativus L.(알타리무) (농우바이오, Korea)
를 사용하여 실험을 수행하였다. 씨앗의 크기는 대략 다음

과 같다: Lactuca 0.1 × 0.3 mm, Raphanus 0.3 × 0.4 mm

2.2. 씨앗 활성에 근거한 나노입자 독성 평가

나노입자에 대한 독성 영향을 씨앗발아 활성과 발아지수

에 근거하며 평가하였다. 씨앗 발아에 대한 영향은 US. EPA
의 Trimmed Spearman-Karber Methods를 이용한 프로그램

으로 EC50과 함께 신뢰구간(confidence interval)을 산출하였

다. 또한 실험 결과 값들에 대해 graphpad software의 t-test 프
로그램을 이용하여 통계 유의치(p-value)를 평가하였다(http:// 
www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm). 

실험용 씨앗은 3% 과산화수소로 표면을 소독하고 증류

수로 세 번 세척 후 사용하였다. 페트리 디쉬(90 × 15 mm) 내
의 filter paper No. 2 (Advantec, Korea)에 상이한 농도의 시

료 5 mL(대조군 5 mL 멸균수)와 전 처리한 씨앗 20개를 

정렬 후 파라필름으로 밀봉하여 23℃ 암소에서 배양하였다

(Fig. 1). 모든 실험은 3회 반복 수행하였다. 발아 양성은 3일 

Fig. 1. Protocol for the seed germination bioassay.
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Fig. 3. Effects of NPs on the relative germination (%) of (a) Lactuca and (b) Raphanus.

배양 후 뿌리 길이가 2 cm 이상 자란 것을 발아 양성으로 

간주하였으며 발아 양성 씨앗 계수와 동시에 뿌리 생장도 측

정하였다(Fig. 2). 나노입자가 Lactuca, Raphanus 씨앗 발아

에 미치는 영향은 대조군과 비교한 백분율을 이용하여 EC50

으로 나타내었고, 다른 평가 지표인 발아지수(germination 
index, G.I)는 상대 발아율과 뿌리 성장에 근거하여 다음의 

식으로 평가하였다.

G.I 
(%) = 

(Relative seed germination) × (Relative root elongation)
100

(1)

3. 결과 및 고찰

3.1. 씨앗 발아에 근거한 나노입자 독성 평가

선행 연구에 근거하여 결정한 다양한 농도의 범위에서 나

노입자가 씨앗발아에 미치는 영향을 조사하였다.17) 각 나노

입자 별 조사 농도 범위는 다음과 같다: CuO (0~15 mg/L), 
NiO (0~30 mg/L), ZnO (0~30 mg/L), 1,000 mg/L Fe2O3, 
Co3O4, TiO2. 기초 조사에서 Fe2O3, Co3O4, TiO2 나노입자

에 의한 영향은 미미하였기에 1,000 mg/L에 대해서만 조사

하였다. 나노입자에 의한 영향은 씨앗 발아 EC50 값에 근거

하여 비교하였다. Lactuca, Raphanus 씨앗 모두 공통적으로 

나노입자 CuO, ZnO, NiO에 대해서는 뚜렷한 발아 억제 영

향을 나타내었다. 대조적으로 Fe2O3와 TiO2는 씨앗 두 종 

모두에 대해 조사 최대 농도 1,000 mg/L 조건에서 발아에 

대한 영향을 관찰할 수 없었다(Fig. 3). 그러나 씨앗 Raphanus
와는 달리 Lactuca는 1,000 mg/L Co3O4 농도 노출에 약 63% 
(37% 억제)의 발아율을 나타내었고, CuO, ZnO, NiO에 대해

서도 상대적으로 높은 발아 억제 영향을 나타내었다. 따라

서 씨앗 종류에 따라 상이한 영향이 관찰될 수 있음을 확인

하였다.
나노입자 종류에 따라 다양한 범위의 영향을 나타내었지만, 

CuO, ZnO, NiO 입자의 씨앗 Lactuca에 대한 EC50의 범위

는 0.4~20 mg/L였으며 Raphanus 씨앗의 경우 EC50이 25~ 

115 mg/L 범위 영향을 나타내었다. Lactuca에 비해 Raphanus
의 나노입자에 대한 EC50 값은 CuO 58배, ZnO 4배, 그리

고 NiO 7배 높은 값, 즉 낮은 씨앗 발아 영향이 관찰되었다. 
따라서 나노입자 오염에 대해 Lactuca 씨앗이 Raphanus 씨앗

보다 매우 높은 민감도(영향)와 오염물과 상이한 민감도 차
이를 나타냄을 알 수 있었다. 씨앗 종류별 동일 오염물에 

대한 민감도 차이는 다양한 요인들이 관여할 수 있지만, 특
히 씨앗 크기, 즉 표면적 차이가 주요 원인 중의 하나일 것

이다. 또한 CuO가 다른 나노입자에 비해 매우 높은 발아 억

제 영향을 나타내었으며, 예를 들면 조사 나노입자 중에서 두

번째로 높은 독성을 나타낸 ZnO에 비해 CuO 영향은 Lactuca 
씨앗은 23배, Raphanus는 1.7배 낮은 EC50(높은 발아 억제 

영향)값을 나타내었다(Table 1). 그러나 나노입자에 대한 독

성(mg/L EC50)은 두 씨앗 종 모두 비슷한 순서로 관찰되었

다. 독성도는 Lactuca은 CuO (0.46) >> ZnO (10.84) > NiO 
(17.17) > Co3O4 > TiO2 > Fe2O3, Raphanus는 CuO (26.84) > 
ZnO (46.54) > NiO (114.2) > Co3O4, Fe2O3, TiO2으로 조사되

었다. 따라서 두 씨앗종에 대한 결과에 근거할 때, 적절한 평

가를 위해서는 씨앗 종에 따라 상이한 민감도 및 영향 정도 

등에 대한 해석 및 분석이 필요함을 알 수 있었다. 

Table 1. Effects of NPs on the seeds (Lactuca, Raphanus) ger-

mination and G.I

NP
EC50 (mg/L) EC50 of G.I (%)

Lactuca Raphanus Lactuca Raphanus

CuO
0.46 

(0.40~0.53)a)

26.8 

(22.84~31.54)

0.37 

(0.33~0.41)a)

9.8 

(7.56~12.62)

ZnO
10.8 

(8.68~13.54)

46.5 

(39.08~55.42)

10.3 

(8.86~12.08)

22.7 

(19.17~26.84)

NiO
17.2 

(16.29~18.10)

114.2 

(98.87~131.93)

16.4 

(15.65~17.20)

67.1

(51.49~87.57)

Fe2O3

Co3O4 > 1,000 > 1,000 > 1,000 > 1,000

TiO2

a)Value is the range of the 95% confidence level (low limit~high limit).
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Fig. 4. Effects of NPs on the G.I of the (a) Lactuca and (b) Raphanus.

Lactuca와 Raphanus의 씨앗 발아 활성에 대한 CuO, ZnO, 
NiO 나노입자의 영향 차이 여부를 EC50간 통계적 유의치

(probability value)에 근거하여 평가하였다. Lactuca에 대한 

CuO, NiO, ZnO의 EC50 값들은 나노입자 간 차이가 통계적

으로 매우 유의(상이한 영향) 것으로 조사되었다(p < 0.009). 
Raphanus 역시 나노입자 간 통계적으로 유의한 차이(p < 0.03)
를 나타내었다. 따라서 영향이 크지 않는 Ti, Co, Fe 금속

산화물을 제외한 나노입자들은 두 씨앗 종 모두에 대해 나

노입자 간 씨앗 발아에 뚜렷한 차이의 영향을 나타냄을 알 

수 있었다. Lin and Xing2)의 연구 결과에 의하면 ZnO 나노

입자의 씨앗 발아 EC50은 radish 50 mg/L, 그리고 rape과 

ryegrass는 20 mg/L로 조사되었다. 본 연구에서 사용한 두 

씨앗종과 비슷한 결과를 나타내었다. Wu et al.18)에 의하면 

Co3O4, Fe2O3, TiO2의 Lettuce 씨앗 발아에 대한 EC50 값은 

5,000 mg/L 이상으로 매우 낮은 영향이 관찰되었다. 
생물을 이용한 오염물 영향 평가에서 오염물에 대한 독성 

정도 및 민감도 순서는 식물종과 측정 종말점 등에 따라 매

우 다양한 특성을 나타낼 수 있기 때문에 시료 특성에 적합

한 방법이나 다양한 방법들의 결과를 통합한 해석을 통하

여 더욱 적절한 평가가 이루어질 수 있을 것이다.

3.2. 발아 지수(G.I.)에 근거한 나노입자 영향

발아 기간 중 발아와 함께 뿌리생장에 미치는 영향을 결

합한 평가방법이 될 수 있는 발아지수(G.I.)를 이용하여 나

노입자의 영향을 평가하였다. 조사 대상 6종 나노입자 노

출 농도에 대한 Lactuca, Raphanus 씨앗 종의 발아지수에 

미치는 영향을 Fig. 4에 나타내었다. 발아 기간 중 뿌리의 

생장은 씨앗종에 따라 상이하게 관찰되었으며, 대조군의 경

우 Raphanus (3.7 ± 0.6 cm)의 뿌리 생장이 Lactuca (1.8 ± 
0.3 cm)에 비해 2배 정도의 높은 뿌리 생장을 나타내었다. 
이러한 차이는 씨앗 크기 및 종 특성 때문이다(씨앗 크기: 
Lactuca 0.1 × 0.3 mm, Raphanus 0.3 × 0.4 mm) (Fig. 2). 씨
앗 발아 영향과 같이 Raphanus는 Lactuca에 비해 낮은 영

향(높은 G.I. 값)을 나타내었지만, 두 씨앗간의 차이는 씨앗

발아에 비해 낮게 조사되었다. 예를 들면 영향이 뚜렷한 3

종의 나노입자에서 두종의 씨앗 간 발아는 4~58배 범위 차

이가 관찰되었으나, 발아지수는 2~26배로 적은 영향 차이

가 관찰되었다. 이러한 결과는 나노입자가 두 종의 씨앗 발

아에 미치는 영향이 뚜렷한 차이를 보이는 반면에, 뿌리 생

장에 대한 영향은 두 종간 적기 때문일 것이다. 따라서 생

물검정에서 평가에 이용하는 씨앗 종뿐 만 아니라 측정종

말점에 따라서도 상이한 결과가 도출될 수 있음을 알 수 

있으며, 적절한 영향 평가를 위해서는 이러한 현상에 대한 

고려가 있어야 할 것이다. 나노입자별 씨앗 종에 대한 영향

을 비교하면, 가장 높은 독성을 보인 CuO 노출에 Lactuca
과 Raphanus 씨앗은 상이한 농도(각 0.5 mg/L과 10 mg/L)
에서 발아지수가 동일한 영향수준인 7% 정도로 급격한 감

소를 나타내었다. ZnO와 NiO입자의 경우에는 동일한 농도 

15 mg/L에서 Lactuca 발아지수가 각 2%와 27%로 상이한 

영향을 나타내었지만, Raphanus 발아지수는 나노입자 ZnO
와 NiO 50 mg/L 농도에서 Lactuca와 동일한 영향이 관찰

되었다. 따라서 동일한 나노입자에 대해서 씨앗별 상이한 

경향의 영향을 확인하였다. 씨앗 발아 활성과 동일하게 Fe, 
Co, Ti 금속 산화 나노입자는 발아지수에 뚜렷한 영향을 나

타내지 않았다.
Lactuca, Raphanus 씨앗 종 별 나노입자 CuO, ZnO, NiO

에 대한 발아율과 발아지수에 대한 영향을 비교하였다. Lac-
tuca의 발아지수 EC50은 씨앗 발아율 EC50값의 0.8~1.0배로 

비슷하게 조사되었지만, Raphanus 씨앗의 발아지수는 씨앗 

발아 EC50값의 0.4~0.6배로 조사되어, 씨앗 종에 따라 발아

율과 발아지수에 미치는 영향 차이가 있음이 관찰되었다

(Table 1). 이러한 결과의 원인 중 하나는 Raphanus 씨앗이 

Lactuca 씨앗에 비해 나노입자에 의한 높은 뿌리생장 억제 

영향을 받기 때문일 것이다. 상대적으로 큰 씨앗크기와 긴 

뿌리생장을 나타내는 Raphanus가 Lactuca 보다는 나노입자

에 용이하게 노출되는 결과 때문일 것이다. 보편적으로 동

일한 씨앗종이라 하더라도 발아, 줄기 및 뿌리의 생장에 따

라 오염물이 미치는 독성은 상이한 것으로 알려져 있다.19) 
상대적으로 내성이 강한 식물은 민감종에 비해 오염물에 

대한 방어기작이 활발하게 이루어져 식물체내 축적을 줄이
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고 생장율 감소가 적게 나타내는 것으로 사료된다. 따라서 

식물종과 측정 종말점에 따라 나노입자별 상이한 영향을 미

침을 알 수 있었다. 특히 나노입자에 의한 유전자 변이에 대

한 영향 여부는 인간 건강 및 생태계 위해성 평가에 매우 

중요한 과정이다.7) 유전독성에 대해서도 통합 독성(battery 
of assay)과 상이한 측정종말점의 결과를 통하여 적절한 평

가를 할 수 있다고 연구자들은 보고하고 있다.20,21) 

4. 결 론

본 연구에서는 나노입자가 생태계에 미칠 수 있는 영향을 

Lactuca와 Raphanus 씨앗 활성(씨앗 발아 및 발아지수)에 근

거하여 평가하였으며 다음과 같은 결론을 도출할 수 있었다.

1) 씨앗을 이용한 평가에서는 나노입자 뿐만 아니라 씨

앗 종류에 따라서 다양한 범위의 독성을 나타내었고, 본 조

사의 경우 씨앗 크기가 작은 Lactuca이 Raphanus 보다 매우 

민감한 반응을 나타내었다.
2) 나노입자 CuO, ZnO, NiO는 씨앗발아에 대해 뚜렷한 

억제 영향을 나타내었으나, Fe2O3, Co3O4, TiO2는 최대 시험 

농도(1,000 mg/L)에서도 씨앗 활성에 거의 영향을 나타내지 

않았다. 
3) 씨앗발아와 발아지수 간의 상대적 변화를 씨앗별 비교

할 때 Lactuca는 비슷한 영향을 보인 반면에, Raphanus 씨
앗은 상대적으로 2~3배 낮은 발아지수를 나타내었다. 따라

서 오염물에 대해 대조군에서 높은 뿌리 생장을 나타낸 씨

앗 Raphanus가 낮은 뿌리생장의 씨앗 Lactuca보다 더욱 큰 

영향을 받는 것으로 조사되었다.

씨앗 활성을 이용한 검정법은 과정이 간편하고, 오염물에 

대한 민감성 및 측정에 소요되는 시간 등의 관점에서 타 시

험법보다 상대적으로 용이한 생물검정 평가 수단이다. 하지

만 평가 결과를 해석하는 과정에서 씨앗별 상이한 민감도

와 측정 종말점에 따른 영향 차이 등에 대한 이해 및 해석

이 필요하다. 또한 단일 검정법에 근거한 평가가 내포하고 

있는 제약점들이 있기 때문에, 실제적인 평가는 다양한 검

정법과 측정 종말점의 통합 결과에 대한 해석을 통하여 접

근해야 할 것이다. 따라서 본 검정법의 결과를 기초자료로 

하여 향후 다양한 통합 검정법과 측정종말점을 이용한 나

노입자 환경 노출에 대한 평가가 필요하다고 사료한다.
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