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Abstract

  The response of the freshwater microalga, Chlorella vulgaris, to heavy metal stress was examined based on chlorophyll 
fluorescence analysis to assess the toxic effects of heavy metals in freshwater ecosystems. When toxic effects were analyzed 
using regular chlorophyll fluorescence analysis, photosystem II activity(Fv/Fm) decreased significantly when exposed to Cu2+

and Hg2+ for 12 h, and decreased in the order of Hg2+ > Cu2+ > Cd2+ > Ni2+ when exposed for 24h. The effective photochemical 
quantum yield(Φ′PSII), chlorophyll fluorescence decrease ratio(RFd), minimal fluorescence yield(Fo), and non-photochemical 
quenching(NPQ), but not photochemical quenching(qP), responded sensitively to Hg2+, Cu2+, and Cd2+. These results suggest 
that Fv/Fm, as well as Φ′PSII, RFd, Fo, and NPQ could be used to assess the effects of heavy metal ions in freshwater ecosystems. 
However, because many types of heavy metal ions and toxic compounds co-occur under natural conditions, it is difficult to 
assess heavy metal toxicity in freshwater ecosystems. When Chlorella was exposed to heavy metal ions for 12 or 24h, Fv/Fm

and maximal fluorescence yield(Fm) changed in response to Hg2+ and Cu2+ based on image analysis. However, assessing 
quantitatively the toxic effects of several heavy metal ions is challenging. 
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1. 서론1)

중금속은 바위나 토양 광물의 풍화에 의해서 자연적

으로도 발생되지만 대부분의 경우 생물이 이용할 수 없

는 형태이며 낮은 농도로 존재한다. 그러나 공장에서 발

생되는 산업폐기물이나 폐수를 비롯한 인간의 활동에 의

해서 방출되는 중금속들은 농도가 높은 상태로 존재한다. 

특히 수은(Hg), 카드뮴(Cd), 납(Pb) 등의 식물체 내 독성 

작용은 잘 알려져 있다. 이들 중금속은 세포 내에 일정 농

도 이상으로 존재하게 되면 식물의 물질대사와 생장을 

저해하고, 심각한 경우 식물의 고사를 야기한다(Jarvis et 

al., 1976). 그리고, 이들 중금속들은 엽록소 분자의 마그

네슘(Mg2+)과 치환되며, 이러한 과정에 의해 형광 양자

수율의 저하와 형광 스펙트럼의 변화를 초래하기도 한다

Received 26 July, 2015; Revised 16 November, 2015; 
Accepted 26 November, 2015
*Corresponding author : Seok-Chan Koh, Department of Biology 
and Research Institute for Natural Sciences, Jeju National University, 
Jeju 690-756, Korea

Phone: +82-64-754-3528
E-mail: sckoh@jejunu.ac.kr

ⓒ The Korean Environmental Sciences Society. All rights reserved.
This is an Open-Access article distributed under the terms of the 

Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http:// 
creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0) which permits unrestricted 
non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, 
provided the original work is properly cited.



 오순자 고석찬

(Küpper et al., 1996). 또한 중금속은 세포의 구조적 이

상과 효소활성의 억제와 단백질 변성 등을 초래하고, 중
요한 미량원소의 흡수기작을 교란시키기도 한다(Clijsters 
and Van Assche, 1985; Aidid and Okamoto, 1992). 

중금속의 위해성은 이화학적 분석 방법을 통해 특정 

유해물질을 정량하고 기준치와 비교하여 정밀하게 평가

할 수 있으나, 이 방법은 측정과정이 복잡할 뿐만 아니라 

비용이 많이 들고, 생물체에 미치는 영향을 직접적으로 

판단하는데 어려움이 있다. 따라서 유해물질이 생물체에 

미치는 영향은 생물검정법을 이용하여 직접적으로 평가

되고 있으며, 주로 먹이사슬 내 하위 생산자나 소비자 생

물종들을 대상으로 조사되고 있다(Blinova, 2004; 
Aruoja et al., 2009). 특히, 미세조류는 생태계의 먹이사

슬에서 하위단계에 속하는 식물종으로 중금속에 민감하

게 반응하여 OECD(Organisation for Economic 
Co-Operation and Development, 1984)와 US EPA 
(US Environmental Protection Agency, 1996)에서도 

독성영향을 평가하는데 사용되고 있다. 수생태계의 독성

평가에 사용되고 있는 주요 생물군은 규조류 9종, 녹조류 

15종, 대형수생식물 3종이 있으며(An et al., 2007), 
Chlorella, Chlamydomonas, Euglena 등의 미세조류를 

이용한 연구들이 활발히 수행되고 있다. 특히, Chlorella

는 고등식물과 유사한 대사과정을 가지고 있으면서 세포

분열 능력이 뛰어나 빠른 속도로 증식할 뿐만 아니라, 중
금속 제거 효과도 높고 담수 또는 해수 등의 다양한 서식

처에서 생활을 하기 때문에 수생태계의 환경오염을 평가

하는데 있어 유용하다(Oh and Koh, 2013; Plekhanov 
and Chemeris, 2003; Travieso et al., 1999).

한편, 엽록소형광 분석법은 광합성 기구 중에서도 광

계II(Photosystem II; PSII)의 반응을 비파괴적으로, 그
리고 객관적으로 신뢰할 수 있는 측정 방법 중 하나이며, 
광합성 기구에 대한 여러 가지 중요한 정보를 제공한다

(Strasser and Strasser, 1995; Serôdio et al., 1997). 본 

연구자들은 전보에서 Chlorella를 대상으로 형광이미지

와 O-J-I-P 분석 등을 통해 Hg2+의 영향을 평가하고, 
Chlorella의 환경지표 생물로의 활용 가능성과 수은 독

성을 조기에 진단하는 데 있어 형광분석의 유용함을 제

시한 바 있다(Oh and Koh, 2013). 그러나 수생태계 내

에는 Hg2+ 이외에도 다양한 중금속들이 용해되어 존재

할 수 있는 바, 다양한 중금속을 대상으로 생물체에 미치

는 그 위해 효과를 신속하게 평가할 필요가 있다. 
본 연구는 엽록소형광 분석법을 통해 6종의 중금속 이

온이 담수산 녹조류인 Chlorella vulgaris(strain KMCC 
FC-012)에 미치는 영향을 조사하고 중금속의 영향을 신

속하게 평가할 수 있는 형광변수들을 살펴보았다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료 및 배양

본 실험에 사용한 담수산 녹조류인 Chlorella 

vulgaris(strain KMCC FC-012)는 부경대학교에 소재

하는 한국해양미세조류은행(KMCC)에서 분양받았으며, 
최적 배지로 알려진 JM(Jaworski’s culture medium) 액
체배지에서 배양하여 사용하였다(Thompson et al., 
1988; Oh and Koh, 2013). 조제된 배지는 Millipore 
membrane filter(0.45 μΜ)로 여과한 후 일정량씩 배양

용기에 분주하여 121 , 15 psi 조건에서 15분간 멸균시

켰다. 배양은 25±1 의 온도조건과 약 50 µmole/
/sec(16h)의 광조건 하에서 100 rpm으로 진탕 배양하였

으며 2주 간격으로 계대 배양하였다. 중금속의 영향을 살

펴보기 위해서는 배양액에 최종농도가 0, 100, 200 µM
이 되도록 다양한 중금속 이온(Cd2+, Cu2+, Hg2+, Mg2+, 
Ni2+, Zn2+)을 첨가하여 배양하였다. 중금속 이온은 염화

염 형태를 사용하였으며, 모든 실험은 4회 실시하였고 매

회마다 3-4 반복씩 수행하였다.

2.2. 엽록소형광 분석

중금속 독성에 대한 Chlorella의 미세한 반응을 정량

적으로 제시하고 중금속 간의 차이를 비교하기 위하여 

중금속의 종류와 농도를 달리하여 Chlorella를 배양한 

후, Imaging Fluorometer(FluorCam 700MF, Photon 
System Instruments, Czech)를 이용하여 quenching 
analysis를 수행하였다. 즉, 각각의 시료를 일정량 취하

여 15분간 광을 차단하여 암적응시킨 후 100 µmole/
/sec의 actinic light와 1,500 µmole/ /sec의 saturation 
light를 조사하고 Fv/Fm을 비롯한 다양한 형광변수(Fo, 
Φ'PSII, RFd, qP, NPQ)들을 산출하였다(Table 1). 그리고 

형광이미지는 위와 동일한 방법으로 암적응시키고 빛을 

조사한 후 방출되는 형광을 CCD 카메라로 포획하였으

며(Nedbal et al., 2000), saturation light 조사 후  1,000 
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Parameter Equation Definition Reference

Fo Minimal fluorescence yield of dark-adapted PSII Serôdio et al., 1997
Rysgaard et al., 2001

Fm Maximal fluorescence yield of dark-adapted PSII Serôdio et al., 1997
Rysgaard et al., 2001

Fv/Fm Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm Maximum quantum yield of dark-adapted PSII Schreiber et al., 1986
Genty et al., 1989

Fo' Minimal fluorescence yield of light-adapted PSII Serôdio et al., 1997
Rysgaard et al., 2001

Fm' Maximal fluorescence yield of light-adapted PSII Serôdio et al., 1997
Rysgaard et al., 2001

F Steady-state fluorescence at any light level (F = Fs')

Φ'PSII Φ'PSII = (Fm'-F)/Fm' Effective photo-chemical quantum yield Schreiber et al., 1986
Genty et al., 1989

RFd RFd = (Fm'-F)-1 Chlorophyll fluorescence decrease ration Lichtenthaler et al., 2005

qP qP = (Fm'-F)/(Fm'-Fo') Photochemical quenching Schreiber et al., 1986
Horton et al., 1999

NPQ NPQ = (Fm-Fm')/Fm' Non-photochemical quenching Bilger and Björkman, 1990

Table 1. Definition of Chlorophyll fluorescence parameters determined from the chlorophyll fluorescence induction kinetics 
measured with the imaging fluorometer

와 3,960 에서 방출되는 형광으로부터 각각 초기형

광수율(Fo)과 최대형광수율(Fm) 이미지를 얻었고, 이로

부터 광계II  활성(Fv/Fm)의 이미지를 산출하였다. 

2.3. 통계분석

실험결과에 대한 통계처리는 SPSS 통계 package(SPSS 
Inc., Release 7.5)를 이용하였으며, 분산분석에 이은 

Duncan의 다중검정(P<0.05)으로 평균치 간의 차이에 

대한 유의성을 검정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 중금속의 종류와 처리시간에 따른 광계II 활성의 

양적 변화

본 연구는 수생태계 내에서 생물체에 미치는 중금속

의 독성을 정량적으로 나타내기 위하여 수행되었으며, 
이를 위해 Chlorella vulgaris(strain KMCC FC-012)
를 대상으로 중금속의 종류와 처리시간에 따라 광계II 활
성, 즉 Fv/Fm 값을 산출하여 제시하였다(Table 2). 여섯 

가지 중금속 이온에 대한 Chlorella의 Fv/Fm 값의 변화

를 살펴보면, Hg2+의 독성이 가장 높았으며, 뒤이어 Cu2+ 
> Cd2+ > Ni2+ 순으로 나타났다. 처리시간에 따른 차이

를 보면, 중금속에 노출시킨 후 12시간이 경과하였을 때

에는 Hg2+, Cu2+와 Cd2+에서는 각각의 농도에 따라 

Fv/Fm 값이 다소 감소하였으며, Mg2+, Ni2+과 Zn2+에서

는 Fv/Fm 값의 변화가 없거나 미미하였다. 그러나, 24시
간이 경과하였을 때에는 Hg2+, Cu2+와 Cd2+에서는 

Fv/Fm 값이 크게 감소하였으며 다른 중금속에서도 다소 

감소하여 미약하게나마 Chlorella가 중금속의 영향을 받

고 있음이 확인되었다. 특히, Hg2+에서는 농도가 높거나 

배양 시간이 길어질수록 Fv/Fm 값이 크게 감소하여 Hg2+

의 독성이 가장 높은 것으로 나타났다. 이는 고농도의 

Hg2+이 Chlorella 세포에 영향을 미쳐 엽록소를 분해하

거나 합성을 저해하여 황백화 현상을 유도할 뿐만 아니

라, 반응중심을 포함한 모든 엽록소분자들의 빛 흡수용

량을 감소시킨 결과로 볼 수 있다(Oh and Koh, 2013). 
또한 Fv/Fm 값은 Cu2+를 첨가한 배지에서도 농도가 높거
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Metal concentration
Maximal quantum yield of dark-adapted PS (Fv/Fm)

Cd2+ Cu2+ Hg2+ Mg2+ Ni2+ Zn2+

(A) Before exposure (0h)

Control 0.75±0.01a 0.75±0.01a 0.75±0.01a 0.75±0.01ab 0.75±0.01ab 0.75±0.01a

(B) After 12h exposure

Control 0.76±0.01a 0.76±0.01a 0.76±0.01a 0.76±0.01a 0.76±0.01a 0.76±0.01a 

100μM 0.71±0.02ab 0.70±0.02ab 0.62±0.02b 0.75±0.01ab 0.75±0.01ab 0.75±0.01a

200μM 0.68±0.02bc 0.65±0.03bc 0.54±0.03c 0.75±0.01ab 0.75±0.01ab 0.75±0.01a 

(C) After 24h exposure

Control 0.75±0.01a 0.74±0.01a 0.75±0.01a 0.74±0.01ab 0.75±0.01ab 0.75±0.01a 

100μM 0.70±0.02b 0.63±0.03c 0.46±0.01d 0.73±0.01b 0.73±0.01bc 0.73±0.01b

200μM 0.65±0.03c 0.57±0.04d 0.35±0.01e 0.74±0.01ab 0.72±0.01c 0.73±0.01b

The results are expressed as means ± SDs. The values represent the mean of 3-4 repetitions. Different letters superscripted on each 
column represent significant differences among treatments by Duncan’s multiple test (p<0.05).

Table 2. The maximal quantum yield of dark-adapted PSII (Fv/Fm) of Chlorella vulgaris exposed to six heavy metal 
ions

나 배양 시간이 길어질수록 점차적으로 감소하였으며, 
Cd2+ 처리구에서도 Cu2+에서의 반응과 유사하게 나타났

다. 
광계II 활성은 생체막이 고농도의 유해물질에 노출되

거나 또는 저농도이더라도 장기간 동안 노출되면 광합성 

기구의 구조적인 변화가 초래되어 낮아질 수 있다. 담수

산 Chlorella를 중금속의 종류와 농도별로 비교적 짧은 

시간인 12시간 동안 노출시켰을 때에도 Hg2+, Cu2+와 

Cd2+에서는 Fv/Fm 값이 농도에 따라 감소하였다(Table 
2). 녹조류인 Scenedesmus obliquus에서도 Cu2+, Ni2+, 
Cd2+, Cr2+ 등에 의해 Fv/Fm이 감소하는데, 이는 광계II
에서 광계I으로의 전자전달이 감소하거나 부분적으로 차

단됨으로써 QA의 재산화율이 낮아져 전자전달이 저해되

기 때문이다(Mallick and Mohn, 2003). 남세균인 

Spirulina platensis에서도 Hg2+에 노출되었을 때 Fv/Fm

이 감소된다고 보고된 바 있다(Lu et al., 2000). 그리

고, 녹조류인 Scenedesmus quadricauda와 수생 관속

식물인 Callitriche stagnalis, 붕어마름(Ceratophyllum 

demersum), Elodea canadensis에서도 Hg2+을 포함한 

여러 가지 중금속이 엽록소의 분해, 순광합성률의 저하, 
형광 스펙트럼의 변화를 초래하는 것으로 보고되었다

(Küpper et al., 1996). Cu2+는 필수원소로 잘 알려져 있

으며 상대적으로 생물체에 불필요한 Cd2+이 독성이 강할 

것으로 예측했으나, Fig. 3과 Table 2에서 살펴본 바와 

같이 Chlorella는 Cu2+에 의한 광합성 기구 억제 효과가 

더 높은 것으로 나타났다. 이와 유사하게 규조류인 

Skeletonema costatum의 개체군 성장률을 이용한 연구

에서도 Cu2+가 Cd2+보다 독성이 더 높은 것으로 보고되

었다(Hwang et al., 2014). 또한 녹조류인 Scenedesmus 

obliquus에서도 Cd2+보다 Cu2+에 대한 독성이 더 높은 

것으로 보고되었는데, Fv/Fm이 Cd2+에서는 500 µM 일 

때 대략 50% 감소한데 반해 Cu2+에서는 200 µM 이상

의 농도에서 대조구에 비해 40% 이하로 감소하였다

(Mallick and Mohn, 2003). 한편, Mg2+과 Zn2+에서는 

Chlorella의 Fv/Fm 값이 변화가 없거나 감소 정도가 미

미한 것으로 나타났다. Zn2+은 효소의 보조인자로서 중

요한 기능을 담당하고 있어 미세조류를 포함한 모든 생

명체의 정상적인 생장에 필요한 필수 미량원소이며

(Chaoui et al., 1997), 결핍시 빈약한 생장과 낮은 건조 

중량으로 나타난다(Shrotri et al., 1981). 그러나 다른 

중금속과 마찬가지로 고농도로 존재할 때에는 Zn2+도 세

포막에 영향을 주며 결국에는 투과성 증가, 전해질의 용
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출을 초래할 수 있다. Mg2+도 적절한 농도로 배지에 첨

가하였을 때 미세조류의 생장을 촉진시키는 것으로 보

고되었다(Ulloa et al., 2012). Monoraphidium sp. 
FXY-10도 100 µM의 Mg2+을 첨가하여 배양하였을 때 

대조구보다 더 크게 생장하여 Mg2+이 조류의 세포생장 

및 지질 축적에 중요한 기능을 갖고 있음을 알 수 있다

(Huang et al., 2014). Mg2+은 광합성 기구에서 클로로

필 분자의 중심원자로서 광합성 활성의 주요 기능을 갖

고 있을 뿐만 아니라 세포막의 안정성을 유지하는데 있

어서도 중요한 인자이다. 따라서 본 연구에서 Chlorella 

배양에 첨가한 Mg2+과 Zn2+의 농도는 독성을 유발할 정

도가 아닌 것으로 사료된다. 

3.2. 중금속의 종류에 따른 엽록소형광 변수의 양적 

변화 

광계II 활성을 의미하는 Fv/Fm 이외에도 여러 가지 

엽록소형광 변수들이 독성물질들의 영향을 평가하는데 

이용될 수 있다(Oh and Koh, 2013). 본 연구에서는 중

금속의 종류와 농도를 달리하여 12시간 동안 배양한 후 

초기형광수율(Fo), 광계II의 광화학적 양자수율(Φ'PSII), 
형광감소량(RFd), 광화학적 소멸(qP), 비광화학적 소멸

(NPQ) 등의 형광변수들을 산출하여 제시하였다(Fig. 1
과 2). 

먼저 Fo 값은 중금속의 종류와 농도에 따라 다소의 변

화가 감지되었다(Fig. 1A). 즉, Cu2+와 Hg2+ 처리구에서

는 대조구에 비해 Fo 값이 감소하였으며, Cd2+, Mg2+, 
Ni2+, Zn2+ 처리구에서는 오히려 다소 증가하였다. 다만 

Cu2+ 처리구에서는 농도에 관계없이 Fo 값이 감소하였으

나, Hg2+ 처리구에서는 100 µM에서는 대조구에 비해 Fo 
값이 증가하였으며, 200 µM에서는 크게 감소하였다. 
Φ'PSII는 Hg2+, Cu2+, Cd2+ 처리구에서 감소하였다(Fig. 
1B). 그리고, RFd는 Hg2+, Cu2+, Cd2+ 처리구에서 감소

하였으며, Ni2+ 처리구에서도 미약하게나마 감소하였다

(Fig. 1C). Φ'PSII은 빛에 노출된 상태에서 열린 광계II 반
응중심이 포획한 여기에너지의 효율성을 의미하며, 이 

값의 감소는 중금속이나 제초제와 같은 광계II를 저해하

는 독성물질에 의해 전자전달이 차단됨으로써 광계II에
서의 전자 흐름이 감소하고 있음을 나타낸다(Schreiber 
et al., 1986; Genty et al., 1989). Fig. 1B에서 보는 바

와 같이 Chlorella에 Hg2+, Cu2+, Cd2+을 낮은 농도로 짧
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Fig. 1. Fluorescence parameters (Fo, Φ′PSII, and RFd) of 
Chlorella vulgaris exposed for 12h to six heavy 
metal ions. The results are expressed as means 
± SDs. Each value represents the mean of 3-4 
repetitions. Different letters on the column represent 
significant differences among treatments by Duncan’s 
multiple test (p<0.05).

은 시간 동안 노출시켰을 때에도 Φ'PSII이 낮아지는 것이 

확인되었다. 완두(Pisum sativum L.)의 유식물체에서도 

Cd2+
을 처리하였을 때 Φ'PSII가 감소하였으며, 이는 안테

나 복합체의 기능적 장애의 결과인 것으로 알려지고 있

다(Balaknina et al., 2005). RFd는 광합성능 또는 CO2 
고정률을 반영하며(Lichtenthaler et al., 2005), 포화광 

하에서 측정된 RFd 값이 CO2 고정률과 유의성 있는 상관

관계를 보이는 것으로 보고되었다(Lichtenthaler et al., 
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2005). Fig. 1C에서 보는 바와 같이 Hg2, Cu2+, Cd2+을 

낮은 농도로 짧은 시간 동안 노출시켰을 때에도 RFd 값이 

크게 감소하였다. 이로부터 Chlorella가 이들 중금속에 

노출되었을 때 광합성능이 영향을 받고 있음을 알 수 있

다. 그리고, Fig. 1A에서 보는 바와 같이 12시간으로 짧

은 시간동안 노출시켰음에도 불구하고 초기형광수율 Fo

도 또한 Cu2+와 Hg2+ 처리구에서 감소하였다. Fo는 광계

II에 있는 기저상태의 엽록소분자들이 들뜬 후 에너지가 

반응중심으로 이동하기 이전에 나오는 형광을 의미하는

데(Bolhàr-Nordenkampf and Öquist 1993), 이 값은 총 

엽록소 함량에 비례하기 때문에 미세조류의 연구에서 바

이오매스를 추정하는 척도로 이용되고 있다(Rysgaard 
et al., 2001). 따라서, 초기형광 Fo의 감소는 Cu2+와 

Hg2+에 의해 세포가 사멸되었거나 엽록소 함량이 감소

한 때문이라고 할 수 있다. 이는 선행연구에서 200 µM 
이상의 Hg2+ 처리구에서 4시간 동안 Chlorella를 배양

하였을 때, Fo와 Fv/Fm 값의 감소와 더불어 엽록소 함량

이 크게 감소한 사실로도 알 수 있다(Oh and Koh, 
2013). 따라서 Fig. 1B와 1C에서 100 µM 이상의 Cu2+ 
또는 200 µM 이상의 Hg2+에 12시간 동안 노출된 

Chlorella에서 관찰되는 Φ'PSII나 RFd의 감소는 세포의 

구조적 손상이나 사멸 또는 엽록소 함량의 감소에 의한 

결과일 수 있다. 
qP는 중금속 처리에 의해 다소 감소하기는 하였으나 

그 정도가 미미하였으며 특이적으로 200 µM Hg2+에서

는 다소 증가하는 양상을 보였다(Fig. 2A). NPQ는 Cu2+

과 Hg2+ 처리구에서는 감소하였으며, Cd2+ 처리구에서

는 다소 증가하였다(Fig. 2B). qP는 광계II의 초기 전자 

수용체인 QA의 redox상태에 의해 결정되며 전자전달에 

사용되는 에너지를 의미한다(Horton et al., 1999). Fig. 
2A에서 살펴본 바와 같이 qP는 12시간 중금속 처리에 

의해 다소 감소하기는 하였으나 그 정도가 미미하였다. 
애기장대(Arabidopsis thaliana L. cv. Heynh) 유묘에

서도 100 µM의 Cu2+와 Cd2+에 노출되었을 때 qP가 15
시간 까지는 변화가 없다가 48시간이 경과하였을 때 감

소하기 시작하여 144시간이 경과되었을 때 크게 감소하

였다(Maksymiec et al., 2007). NPQ는 Cu2+와 Hg2+ 처
리구에서는 감소하였으며, Cd2+ 처리구에서는 다소 증가

하였다(Fig. 2). 따라서 중금속 이온의 영향을 신속하게 

평가하는 데 있어서는 NPQ가 qP에 비해 유용한 변수인 

것으로 보인다. NPQ의 감소는 광합성 색소의 손상과 관

련되어 있으며, 유독성 화학물에 노출되었을 때 나타난

다(Ricart et al., 2010; Bilger and Björkman, 1990). 
따라서, Fig. 2B의 Cu2+과 Hg2+ 처리구에서 NPQ의 감

소는 광합성 색소의 손상에 의한 결과로 해석할 수 있다. 
이는 Fig. 1A에서 Cu2+와 Hg2+ 처리시 초기형광 Fo의 감

소는 세포가 사멸되었거나 엽록소 함량이 감소한 결과라

고 본 해석과도 일치한다. 그리고 Cd2+에 노출되었을 때 

Chlorella의 NPQ 값이 증가하여 Cd2+ 처리 농도가 전자

전달을 제한하지만 광계II의 반응중심과 광합성 색소의 

손상을 야기할 정도가 아닌 것으로 보인다. 유채

(Brassica napus L.)의 유묘에 500 µM Cd2+을 처리하

였을 때에도 Chlorella의 Cd2+에 대한 반응과 유사하게 

Fv/Fm, Φ'PSII, qP, RFd가 감소하고 NPQ가 증가하였다

(Wan et al., 2011). 
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Fig. 3. Chlorophyll fluorescence images (Fv/Fm, Fm, and Fo) of Chlorella vulgaris exposed to six heavy metal ions. 
The images were taken 12h and 24h after the exposure to six heavy metal ions. The Chl fluorescence 
intensity are given in the changes of false colors as shown in right-sided bars. 

      A, photosystem II activity (Fv/Fm); B, maximal fluorescence yield (Fm); C, minimal fluorescence yield (Fo)

따라서, 중금속 이온의 독성을 짧은 시간 내에 정량적

으로 파악하는데 있어 Fv/Fm을 포함하여 Φ'PSII, RFd, Fo, 
NPQ와 같은 형광변수들은 유용한 지표가 될 수 있을 것

으로 사료된다. 

3.3. 중금속의 종류와 처리시간에 따른 엽록소형광 

이미지의 변화 

엽록소형광 이미지 분석은 황백화 현상 등 가시적인 

징후가 발현되기 전에 시각적으로, 그리고 신속하게 중

금속의 독성을 평가할 수 있어 중금속의 영향을 진단하

는데 유용하게 활용될 수 있다(Oh and Koh, 2013). 담
수종인 Chlorella를 대상으로 중금속의 종류와 농도를 

달리하여 24시간 동안 배양하면서 배양 시간에 따라 광

계II 활성(Fv/Fm), 최대형광수율(Fm), 초기형광수율(Fo) 
이미지의 변화를 살펴보았다(Fig. 3). Fv/Fm 이미지는 12
시간이 경과하였을 때에는 Hg2+

을 첨가한 배지에서 자

란 Chlorella만이 Hg2+ 농도에 따라 적색에서 노란색 또

는 녹색으로의 변화가 감지되었다. 그보다 긴 시간인 24
시간이 경과하였을 때에는 Hg2+

을 첨가한 배지에서는 

Fv/Fm 이미지가 전혀 감지되지 않았으며, Cu2+를 첨가한 

배지에서는 서서히 노란색 또는 녹색으로의 변화가 감지

되었다(Fig. 3A). 그러나 Cd2+, Mg2+, Ni2+, Zn2+
을 첨가

한 배지에서 자란 Chlorella에서는 Fv/Fm 이미지가 24시

간 처리시에도 뚜렷한 차이를 보이지 않았다. Fm 이미지

도 Fv/Fm 이미지와 마찬가지로 12시간 동안 중금속에 노

출시킨 Chlorella에서는 Hg2+
에서만 녹색 이미지로의 

변화가 감지되나 24시간이 경과하였을 때에는 이미지가 

전혀 감지되지 않았으며, Cu2+를 첨가한 배지에서 서서

히 Fm 이미지의 가시적인 변화가 관찰되기 시작하였다

(Fig. 3B). Fo 이미지는 Fv/Fm이나 Fm 이미지의 변화와

는 달리 12시간 처리시에는 모든 처리구에서 뚜렷한 차

이가 감지되지 않았으며, 24시간이 경과하였을 때에는 

Hg2+을 첨가한 배지에서 뚜렷한 차이를 보이나 다른 중

금속에서는 그 변화를 가시적으로 판별하기가 쉽지 않았

다(Fig. 3C). 
따라서 Fig. 3의 엽록소형광 이미지 분석은 Hg2+과 

Cu2+처럼 독성이 강한 중금속의 영향을 가시적으로 신속

하게 파악하는데 있어 유용할 것으로 보인다. 그러나, 형
광이미지 분석은 정량적이지는 못하여 중금속의 위해 효

과를 객관적으로 제시할 수 없다는 한계가 있었다. 더군

다나, Hg2+
과 Cu2+ 이외의 중금속에 대해서는 짧은 시간

에 그 위해 효과를 가시적으로 파악하기가 쉽지 않았다. 
그러나 Fv/Fm를 포함하여 Φ'PSII, RFd, Fo, NPQ와 같은 

형광변수들은 중금속 이온의 독성을 신속하게 정량적으

로 평가하는 데 있어 유용할 것으로 보인다. 



 오순자 고석찬

4. 결  론

본 연구는 담수산 녹조류인 Chlorella vulgaris(strain 
KMCC FC-012)를 대상으로 엽록소형광 분석을 수행하

여 수생태계에 미치는 중금속 이온들의 영향을 평가하고 

형광변수들의 환경지표로서의 활용 가능성을 살펴보았

다. 광계II 활성(Fv/Fm)은 중금속 이온에 12시간 동안 노

출시켰을 때에 Hg2+과 Cu2+에서 뚜렷한 감소를 보였지

만, 24시간 노출시켰을 때에는 Hg2+ > Cu2+ > Cd2+ > 
Ni2+ 순으로 감소하였다. 그리고, 중금속에 12시간 동안 

노출시켰을 때 광화학적 소멸(qP)을 제외한 모든 형광변

수들, 즉 광화학적 양자수율(Φ'PSII), 형광감소량(RFd), 초
기형광수율(Fo), 비광화학적 소멸(NPQ)들도 Hg2+, Cu2+, 
Cd2+에 민감하게 반응하였다. 따라서, Fv/Fm을 포함하

여 Φ'PSII, RFd, Fo, NPQ와 같은 형광변수들은 중금속 이

온의 독성을 짧은 시간 내에 정량적으로 파악하는데 있

어 유용한 지표가 될 수 있을 것으로 사료된다. 엽록소형

광 이미지 분석은 Hg2+과 Cu2+처럼 독성이 강한 중금속

의 영향을 가시적으로 판별하는데 용이하였다. 그러나, 
다른 중금속을 동일 농도로 첨가한 배지에서 자란 

Chlorella에서는 그 변화가 가시적으로 판별되지 않았

다. 이들 중금속에 대해서는 차후에 고농도로 처리하거

나 또는 장시간의 노출을 통해 중금속의 위해 효과를 가

시적으로 살펴볼 필요가 있을 것으로 보인다.  
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