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서     론

하구생태계는 담수와 해수의 유입과 교체가 빈번하게 

이루어지며, 서식하는 생물상은 삼투작용이 뛰어나고 적응

이 이루어진 생물만이 서식할 수 있다. 해양생물에게 담수

의 유입이 위협적인 것과 마찬가지로 담수생태계 내 해수

의 유입은 서식 동물의 생리활동에 영향을 준다 (Bervoets 
et al., 1996). 특히 염분의 증가는 생물의 신진대사, 성장, 
생활사와 행동 등에 영향을 주는 것으로 알려져 있다 (Ro
mano and Zeng, 2012; Davies et al., 2014). 또한 염분에 노

출된 식물에서 나트륨, 염화물 등이 세포 내로 유입되어 

생리적인 불균형이 유발되어 스트레스 반응과 내성 기작
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Abstract	 We investigate that the impact of freshwater organism exposed to the salinity environment by 
the frequent rainfall following climate change. To evaluate the stress response following salinity exposure, 
we assessed the survival rate, molting success rate, the developmental period and mouthpart deformities in 
Chironomus riparius. In addition, we measured the molecular responses of biomarker gene, gene expression 
of heat shock protein 70 (HSP70) in C. riparius exposed to salinity after 96 hour. The C. riparius survival 
rates were showed on time dependent manner and not observed survival organisms above 15 psu at day 4. The 
pupation and emergence of C. riparius were not seen above 15 psu, and the molting success rate was less than 
20% at 10 psu. The developmental retardation of C. riparius was well observed in the pupation and emergence 
period and was delayed by 4 days at 10 psu compared to the control and 5 psu. The mouthpart deformities after 
salinity exposure at 96 or 72 hour were observed at 10 psu and 15 psu. The expression of C. riparius HSP70 
level was significantly increased exposure to 5 psu and 10 psu. Thus, salinity has been caused to be various 
ecotoxicological and molecular stress responses on freshwater organisms similar to harmful substances such as 
EDCs and so on.
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에 변화가 나타난다고 보고되기도 하였다 (Hussain et al., 
2013; Zhang and Shi, 2013; Deinlein et al., 2014). 최근에

는 고염분이나 저염분에 노출된 해양생물에서 생존율 변

화와 유전자 발현에 차이가 있는 것으로 나타났으며, 기후

변화와 맞물린 염분의 급격한 변화가 해양생물에게도 생

리적인 스트레스로 작용한다는 연구가 이루어지고 있으나 

염분 노출이 담수생물에 미치는 영향을 살펴본 연구는 전

무하다 (Nikapitiya et al., 2014; Wang et al., 2014).
생물의 신진대사 활동, 세포의 성장과 분화, 세포 사멸과 

같은 활동에 중요한 역할을 하는 열충격단백질 (Heat shock 
proteins: HSPs)은 중금속, 살충제, 항생제와 같은 물질의 

노출에 의해서도 세포 내 HSPs 합성이 유도되어 발현이 

증가된다고 알려졌다 (Cui et al., 2010; Park et al., 2010; 
Zhou et al., 2010; Mouguelar and Coux, 2012). 외부 기인의 

유해물질 노출과 체내 생리적 환경 변화에 반응하는 HSPs
는 세포의 항상성 유지와 다양한 생리적 활동에 관여하

는 특성을 지니고 있어 최근에는 생물의 스트레스 지표유

전자로 활용하고자 하는 연구들이 이루어지고 있다 (Park 
and Kwak, 2013; Kim et al., 2015; Ricketts et al., 2015). 
양식장에서 사육된 이매패류 (Crassostrea gigas, Mytilus  
galloprovincialis) 중 성장발육이 좋지 않은 개체에서 

HSP70 유전자 발현이 크게 증가한다고 알려지기도 하였

다 (Kim et al., 2016). 또한 항생제 fenbendazole에 노출된 

깔따구 C. riparius에서는 HSP70뿐만 아니라 항산화에 관

여하는 cytochrome p450, glutathione S-transferases 유전

자 발현이 증가되기도 하였다 (Park et al., 2009). HSP70은 

단백질 접합과 세포 보호에 기여하는 샤페론 (Chaperones) 
단백질로 병원체 감염, 온도, 삼투 스트레스에 대해 방어 

작용에도 관여하여 다양한 원인물질에 의한 생물적인 반

응을 반영할 수 있는 지표유전자라고 할 수 있다 (Dong et 
al., 2008; Wu et al., 2008).

파리목 (Diptera)에 속하는 깔따구인 Chironomus riparius
는 OECD 표준 시험생물로 알려져 있으며 (OECD, 2004), 
비교적 짧은 생활사를 가지며, 실내 사육의 용이성, 생활

사 단계를 쉽게 구분할 수 있는 장점으로 실내 실험에 오

랫동안 사용되고 있다 (Anderson, 1977). 또한 C. riparius
는 하상에 서식하는 특성을 지녀 저서환경을 반영할 수 있

는 지표생물로도 사용되고 있다 (Ibrahim et al., 1998). 최
근에는 활성탄 (activated carbon)으로 인한 독성학적 영향

을 C. riparius의 생활사를 이용하여 평가하기도 하였으며 

(Nybom et al., 2016), 항경련제로 사용되는 carbamazepine
의 유해성을 C. riparius를 대상으로 하여 분자생물학적인  

관점에서 살펴보기도 하였다 (Heye et al., 2016). C. riparius  
두부의 구강구조와 하순기절 (mentum)은 환경 여건에 따

라 형태학적으로 변화가 나타나므로 오염원이나 유해물질

에 의한 영향을 파악하기 위한 형태 판정점으로 제시되고 

있다 (Meregalli et al., 2001; Dias et al., 2008; Park et al., 
2009).

이상 기후로 인한 강우의 패턴 변화와 여름의 집중강우

는 담수생물을 일시적으로 강의 하구나 만 그리고 연안으

로 유입시키기도 한다. 특히, 연안이나 준설매립지로 유입

된 깔따구류는 다량으로 집중 번식하여 민원이 제기되기

도 하였다. 이에 사육조건과 연구가 잘 축적된 실내 사육

종인 C. riparius를 대상으로 염분 변화로 인한 담수생물

의 잠재적인 피해를 파악하고자 생태독성학적인 반응과 

HSP70 유전자 발현을 살펴보고자 한다. 생태독성학적인 

반응으로 염분 노출기간 동안 C. riparius의 생존율, 탈피

율, 성장기간과 하순기절을 관찰하고 스트레스 반응지표인 

HSP70 유전자 발현을 측정하고자 한다.

재료 및 방법

1. 실험 생물

실험대상종인 C. riparius는 OECD 표준 사육방법에 따

랐으며, 배양액은 M4배지 (0 psu)를 사용하였다 (Elendt, 
1990). 항온기 내부에서 온도는 20±1℃, 습도 60%, 광도 

500 lx, 광주기 명암은 16 : 8의 조건으로 사육하였다. 서식

환경 조성을 위해 하상에는 모래 (<63 μm)를 투입하였으

며, 먹이로는 Tetramin (Tetra-Werke, Melle, Germany)을 곱

게 갈아 매일 유충당 0.5 mg/day씩 공급하였다.

2. 염분 노출 및 조건

염분 노출은 인공 염분 (Instant Ocean, France)을 M4배

지에 녹여서 사용하였다. 처리 농도는 0, 5, 10, 15, 20, 25 

psu로, 실험이 진행되는 동안 수온, 염분, 생존율을 매일 측

정하였다. 노출 실험을 위해 실내 사육 중인 C. riparius 4
령기 개체를 선별하였다. 실험수조는 300 mL 비커를 사용

하였으며, 각 수조당 16마리씩 배치하고 3반복 하였으며 

노출 조건은 사육조건과 동일하게 항온기 내에서 하였다. 
노출 실험하는 동안 개체 간 공식을 막기 위하여 tetramin
을 공급하였다. 개체 성장과 치사는 육안으로 보았을 때 

붉은 빛을 띠지 않고 스포이드의 물자극에 대해 움직임이 

없는 경우 치사로 판단하였다. 또한, 염분에 따른 HSP70 
유전자 발현을 측정하기 위하여 각 농도당 3마리씩 96시

간 노출하여 샘플링하여 액체질소에 고정 후 -80℃에 보

관하였다.
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3. 하순기절 관찰

구강의 하순기절 관찰은 염분 노출 96시간 후에 C. 
riparius를 대조군, 10, 15 psu에서 각각 3마리 샘플링하여 

에틸알코올에 보관하였다. 보관된 C. riparius의 몸통과 머

리를 분리 후, 머리를 슬라이드에 놓고 CMC-10 (Master 
Company, Inc., Wooddale, Illinois)을 처리 후 커버글라스

로 고정하였다. 커버글라스를 이용하여 머리를 납작하게 

만든 후 머리의 해부학적 구조를 현미경 (Olympus BX51, 
Japan)을 이용하여 하순기절을 관찰하였으며 하순기절 기

형에 대한 기준은 Dickman et al. (1992) 자료를 이용하였다.

4. RNA 추출 및 cDNA 합성

Trizol®Regent (Life Technologies, USA)를 이용하여 

-80℃에 보관된 C. riparius의 total RNA를 추출하였으며, 
total RNA 내 genomic DNA를 제거하기 위해 recombinant 
DNase I (Takara, Japan)을 사용하였다. 처리한 RNA는 

purity를 확인하기 위해 1.2% agarose gel 전기영동장치

를 통해 확인 후 RNA 정량을 위해 Gene-Quant 1300 (GE 
Healthcare, UK)과 Nuclease free water를 이용하여 정량 

후, -80℃에서 보관하였다. cDNA합성은 Primer scriptTM 
1st strand cDNA synthesis Kit (Takara, Japan)를 통해 다

음과 같은 방법에 따라 실험을 진행하였다 (Nikapitiya et 
al., 2014). RNA 1.0 μg, reaction mixture 10.0 μL, oligo dT 
Primer (50 μM) 1.0 μL, dNTP mixture (10 mM) 1.0 μL와 

nuclease free water를 이용하여 합성하고, 샘플들을 65℃에

서 5분 배양 후 얼음 위에서 보관하였다. 그 후, 5x primer  
script buffer 4.0 μL, RNase inhibitor (20 units) 0.5 μL, primer 
script RTase (200 units) 1.0 μL, RNase free water 4.5 μL를 

섞어서 전체 20.0 μL로 맞추어 incubator 내에서 42℃ 1시

간, 95℃에서 5분 진행하였다. 합성된 cDNA는 15배로 희

석 후 유전자 발현실험 전까지 -20℃에서 보관하였다.

5. Real-Time RT-PCR을 통한 유전자 증폭

염분에 노출된 C. riparius의 HSP70 유전자 발현을 측

정하기 위해 Real-Time RT-PCR을 하였다. NCBI에서 C. 

riparius의 HSP70 nucleotide sequence를 검색하고 primer 
3를 사용하여 primer를 디자인하였으며, 유전자 발현의 

상대적 비교를 위해 GAPDH를 internal control로 설정하

였다 (Table 1). Real-Time RT-PCR 증폭과 발현량 측정은 

SYBR green mixture (Takara, Japan)와 AB7300 Real Time 
PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
을 이용하였다. Real-Time RT-PCR 조건은 94℃에서 20초, 
55℃에서 40초, 72℃에서 40초로 38 cycles로 하였으며, 
HSP70 발현량은 AB7300 system SDS software를 이용하

여 분석하였고 발현에 따른 측정 오차를 줄이기 위하여 3
반복하였다.

6. 계통진화적 분석

C. riparius의 HSP70 유전자의 계통학적 연관성을 확

인하기 위해 Genebank ClustalX (version 1.8)로 아미노산 

수준에서 종간 분포를 확인하였다. 다중배열은 GeneDoc 

(ver. 2.6)을 사용하였으며, 계통수 분석은 Mega6 (Tamura 
et al., 2013) neighbor-joining으로, Bootstrap은 1,000으로 

설정하여 분석하였다.

7. 통계적 자료 분석

C. riparius 유전자 발현 결과에 대해 분산 분석 (ANOVA, 
α = 0.05)을 실시하고, 모든 데이터는 평균±분산 값으로 

표시하였다. 각 데이터들의 유의적 차이를 비교하기 위해 

SPSS 12.0KO (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 

Tukey’s test로 분석하고 통계적 유의수준 (P<0.05)으로 

검정하였다.

결     과

1. 생존율

다양한 염분농도에 노출된 C. riparius의 생존율은 전체

적으로 농도의존적인 감소를 보였다 (Fig. 1). 대조군과 5 

psu는 염분 노출 day 7일 후 다른 노출군에 비해 높은 생

Table 1. Primers used to amplify specific genes.

Gene name Primer sequence (5ʹ to 3ʹ) Amplification size (bp) Accession number

HSP70 F: CATGTGAACGAGCCAAGAGA
R: TCGAGTTGATCCACCAACAA 300 AY163157

GAPDH F: GGTATTTCATTGAATGATCACTTTG
R: TAATCCTTGGATTGCATGTACTTG 110 EU999991
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존율을 보였다. 10 psu는 염분 노출 day 4일 때 생존율이 

100%를 유지하였으나 이후 96%로 감소하였다. 15 psu는 

염분 노출 day 2일 때 100% 생존율을 보였으나, day 3일 

이후 생존율이 25%로 크게 감소하며 시간 의존적인 생존

율 감소를 보였다. 20 psu는 염분 노출 day 2일 때 생존율

이 43%로 감소하였으며 25 psu는 염분 노출 day 3일 때 생

존율이 0%로 나타났다.

2. 탈피율과 발육기간

염분에 노출된 C. riparius의 탈피율을 관찰하였다 (Fig. 
2). 대조군에서는 pupation이 94%, emergence가 97%, 5 

psu에서는 pupation과 emergence가 100%를 보였다. 10 

psu에 노출된 C. riparius는 pupation이 16%로 대조군에  

비해 크게 감소하였으며, emergence는 0%를 보였다. 15 

psu 이상의 염분에 노출된 C. riparius에서는 pupation과 

emergence가 관찰되지 않았다. 염분에 노출된 C. riparius
의 발육기간을 관찰한 결과, 대조군의 발육기간은 pupation
이 12일, emergence가 15일을 보였다 (Fig. 3). 5 psu에 노출

된 C. riparius는 pupation이 12일, emergence가 14일을 보

이며, 대조군과 유사한 발육기간을 보였다. 그러나 10 psu
에 노출된 C. riparius는 pupation이 지연되어 16일이 되었

으며, emergence는 나타나지 않았다. 염분농도가 높아짐에 

따라 C. riparius의 성장지연이 관찰되었으며 15 psu 이상

의 염분에 노출된 C. riparius에서는 생존률이 없었으므로 

성장기간을 관찰할 수 없었다.

3. 하순기절 기형 관찰

염분에 96시간 노출된 C. riparius 구강의 하순기절을 관 

찰하였다 (Fig. 4). C. riparius 하순기절은 중앙 순치 (Median 
lateral teeth, MLT)와 2개의 순치 (Lateral teeth, LT)로 총 3
부분으로 구성되어 있다. 10 psu에 노출된 C. riparius 하순

기절의 MLT가 갈라지는 것이 관찰되었다 (Fig. 4B). 15 psu
에서는 96시간 생존하는 개체가 없어 하순기절을 관찰하

지 못하였으나, 72시간 노출된 개체에서 하순기절 MLT의 

갈라짐과 MLT와 LT 사이의 틈이 커졌다 (Fig. 4C).

Fig. 1. ‌�Cumulative survival percentage (%) of C. riparius that had 
been exposed at different salinity levels of control, 5, 10, 
15, 20, 25 psu up to 7 days.
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Fig. 2. ‌�The success rates of pupation and emergence after salinity 
exposure for 7 days. The experiment was performed in trip-
licate, and the data are mean±standard error. Differences 
between altered salinity concentration and control condition 
samples were considered to be statistically significant when 
*P<0.05.
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Fig. 3. ‌�The beginning time of pupation and emergence during 
exposure to the indicated salinity concentration. The exper-
iment was performed in triplicate, and the data are mean±
standard error. Differences between altered salinity concen-
tration and control condition samples were considered to be 
statistically significant when *P<0.05.
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4. HSP70 계통진화적 분석과 유전자 발현

C. riparius HSP70 amino acid sequence와 다른 종 간의  

서열 차이를 분석하였다 (Fig. 5). 다중배열에서는 C. ripar
ius와 같은 열대집모기 (Culex quinquefasciatus), 집파리 

(Musca domestica), 노랑초파리 (Drosophila melanogaster)

Fig. 4. ‌�Types of mentum deformity exposure to salinity after 96 hour. (A) Control: normal arrangement of teeth consists of three median lat-
eral teeth (MLT) and two parts of the lateral tooth (LT), (B) split medial teeth, (C) split medial teeth of C. riparius. The black arrows 
indicate the region of deformity (A~C scale bar: 50 μm).

(A)	 (B)	 (C)

Fig. 5. ‌�Genome analysis of heat shock protein 70 (HSP70) gene in the C. riparius. (A) Multiple sequence alignment of the deduced C. ri-
parius HSP70 with the sequence of other species. (B) Phylogenetic tree of the HSP70 gene constructed via neighbor-joining analysis 

(bootstrap value 1,000). The GeneBank accession numbers were as follows: C. riparius (ADL27420); C. tentans (AAN85117); C. 
yoshimatsui (BAD42358); C. quinquefasciatus (XP001864723); B. dorsalis (XP011211610); B. cucurbitae (XP011178245); B. oleae 

(XP014089867); C. capitate (XP004536638); L. cuprina (KNC33132); S. calcitrans (XP013099511); M. domestica (XP005183030); 
D. elegans (XP017111146); T. castaneum (XP973521); C. bowringi (AHF52926); L. decemlineata (AHA36970); H. sapiens 

(NP006588); M. musculus (NP112442); R. norvegicus (NP077327).

(A)

(B)
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등의 곤충류와 96% 이상의 높은 상동성을 나타내었다 

(Fig. 5A). 계통진화 분석 결과, C. riparius의 HSP70은 

같은 깔따구에 속하는 Chironomus tentans, Chironomus 
yoshimatsui와 같은 클러스터 그룹을 형성하였으며, 실파

리 (Bactrocera dorsalis), 침파리 (Stomoxys calcitrans), 감
자잎벌레 (Leptinotarsa decemlineata) 등의 다양한 곤충류

에서 HSP70이 존재하였다 (Fig. 5B). 인간 (Homo sapiens), 
쥐 (Mus musculus) 등의 포유류 HSP70과 곤충류 HSP70는 

다른 클러스터 그룹으로 구분되었다.
생물의 생리적 변화를 반영하는 HSP70 유전자를 이용

하여 96시간 염분에 노출된 C. riparius 발현을 측정하였다 

(Fig. 6). C. riparius의 HSP70 발현량은 5 psu가 대조군에 

비해 약 2배 이상 높은 발현을 보였으며, 10 psu는 약 4배 

이상 높은 발현량을 보였다. 또한 5와 10 psu는 통계적으로 

유의한 수준으로 높은 HSP70 발현을 보였다 (P<0.05).

고     찰

생물의 생리적 변화를 유도하는 환경변화 요인 중 염

분 변화는 생물의 행동, 신진대사, 성장 등에 영향을 준다  

(Fleury et al., 2010; Chaney and Gracey, 2011). 최근 염분 

노출에 의한 동·식물의 형태적 변화, 성장 지연, 내성 변

화 등에 대한 분자생물학적인 연구가 보고되고 있다 (Zhang  

and Shi, 2013; Davies et al., 2014; Deinlein et al., 2014; 
Farooq et al., 2015). 해양 생물인 해삼 (Apostichopus japo
nicus)은 저염분 환경 내에서 HSPs와 활성산소 관련 유전

자의 발현 변화가 보고되었으며 (Wang et al., 2014), 저염

분에 노출된 칠게 (Macrophthalmus japonicus)의 생존율과 

prophenoloxidase 관련 유전자 발현에 변화가 나타남이 보

고되었다 (Paital and Chainy, 2010; Nikapitiya et al., 2014). 
그러나 담수생물을 대상으로 염분 노출이 생물에 끼친 영

향을 연구한 사례는 희소하다.
본 연구에서 염분 노출로 인한 C. riparius의 생물학적 

반응을 살펴보면, 15 psu에서 25 psu에 노출된 C. riparius
는 생존율이 급격히 감소하여 day 2~day 4에 모두 치사하

였으며, 대조군과 5, 10 psu에서는 상대적으로 높은 생존율

을 보였다 (Fig. 1). 따라서 대조군 5와 10 psu에서 탈피율

과 성장기간은 관찰할 수 있었는데, 대조군은 pupation이 

94%, emergence는 100%를 보였으며, 5 psu는 pupation과 

emergence가 각각 100%를, 10 psu에서는 pupation이 16%, 
emergence가 0%로 매우 낮았다 (Fig. 2). 10 psu에서 성장

기간은 16일로 대조군이 12일인 데 비해서 4일의 성장지

연이 나타났다 (Fig. 3). Bervoets et al. (1996)은 C. riparius
를 염분에 노출하여 성장지연이 나타남을 보고하였으며, 
Hassell et al. (2006)은 야외 Chironomidae종을 장기적인 

염분에 노출하여 성장지연이 나타난다고 하여, 담수생물인 

Chironomidae종에 대한 염분의 영향은 성장지연에 반영되

어지는 것으로 볼 수 있다.
유해물질 노출로 인해 생물체 내에 발생한 활성산소 (re

active oxygen species)의 해독에는 지질동성호르몬 (adipo
kinetic hormone, AKH)이 사용되며 개체 간 성장 차이를 

유발시키는 것으로 보고되었다 (Lorenz and Gäde, 2009; 
Velki et al., 2011). 본 연구에서 나타난 C. riparius의 성장

지연은 성장에 사용되어야 할 에너지를 염분 변화로 인한 

삼투작용을 비롯한 생리적, 면역작용에 소모하여 성장에 

차이가 나타날 수 있을 것으로 보여지며 추후 이에 연구가 

필요할 것이다.
염분 노출 96시간 후 소수의 C. riparius 하순기절에 기

형이 관찰되었는데 (Fig. 4), 저농도의 살충제 (2,4-dichloro-
phenoxyacetic acid)와 DEHP (di(2-ethylhexyl) phthalate) 
노출 후 하순기절 MLT에 split이 나타났던 것과 유사하여, 
담수생물에게 염분 노출은 EDCs와 같은 매우 큰 스트레

스 원인물질이 될 수 있음을 시사하였다 (Dias et al., 2008; 
Park and Kwak, 2008; Park et al., 2010).

생물의 HSP70은 중금속, 온도 등에 노출 시 높은 발현

을 보이는 특징으로 인해 분자지표 유전자로 다수 연구가 

이루어지고 있다 (Lee et al., 2006; Park and Kwak, 2008, 

Fig. 6. ‌�Expression of the HSP70 genes in fourth-instar C. riparius 
larvae exposed to difference salinity concentration for 96 
hour. HSP70 mRNA expression is shown relative to GAPDH 
expression following normalization. The experiment was 
performed in triplicate and the data are expressed as the 
means±the standard error of the mean. Differences between  
salinity treated sample and non-treated samples (control) 
were considered to be significant at *P<0.05.
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2014; Kim et al., 2015). 세포 내 유전자 전사, 접합 등에 기

여하는 HSP70은 스트레스 환경에 노출된 생물에서 발현

량이 크게 증가되었으며 생리작용과 항상성 유지에 에너

지를 소모함으로 성장과 번식에 영향을 주는 것으로 알려

져 있다 (Somero, 2002). 염분 (30 psu)에 노출된 톱날 꽃게 

(Scylla paramamosain)에서 HSP70 유전자 발현이 대조군 

(15 psu)에 비해 약 2~3배 높게 나타남을 보였으며 (Yang 
et al., 2013), 염분에 노출된 해삼 (Apostichopus japonicus)
에서도 HSP70 발현이 증가한 것으로 보고되었다 (Wang 
et al., 2014). 또한 살충제, 자외선, 항생제 등에 노출된 

C. riparius에서 HSP70 발현량이 증가되었다 (Park et al., 
2009, 2010; Oráez et al., 2016). 본 연구에서 상대적으로 

높은 염분인 15 psu 이상에서는 96시간 이내에 치사하여 C. 
riparius HSP70의 유전자 발현을 측정하지 못하였으나 10 

psu에서 대조군보다 약 4배 정도 높은 발현 증가를 보여 

염분 스트레스 반응을 파악할 수 있는 분자지표로도 활용

할 수 있을 것으로 기대된다.

적     요

기후변화로 잦아진 강우에 의해 염분 환경에 유입되는 

담수생물의 영향을 파악해 보고자 하였다. 담수의 오염지

표생물인 깔따구과의 실내 실험종인 C. riparius를 대상으

로 염분 노출에 따른 스트레스 반응으로 생존율과 탈피율, 
성장기간, 하순기절 기형을 분석하였고, 분자생물학적으

로 스트레스 분자마커로 연구가 이루어진 HSP70 유전자 

발현을 측정하였다. C. riparius의 생존율은 노출시간에 따

라 감소하였으며 15 psu에서 4일이 경과하면 생존개체가 

관찰되지 않았다. C. riparius의 pupation과 emergence는 

15 psu 이상에서는 보이지 않았고 탈피의 성공은 10 psu에

서 20% 이하였다. 또한 C. riparius의 성장지연은 pupation
과 emergence 기간에서 잘 반영되어, 대조군과 5 psu에 비

해 10 psu에서 4일이 늦어졌다. 염분 노출 96시간 후 관찰

한 C. riparius 하순기절 형태 이상은 10 psu와 15 psu에서 

소수 관찰되었다. C. riparius HSP70 유전자 발현은 대조군

에 비해 5, 10 psu에서 약 2.5~4배 이상 발현량이 크게 증

가하였다. 따라서 염분은 담수생물에게 매우 큰 스트레스

를 제공하는 원인물질로 유해물질과 유사한 생태독성학적

인 반응과 분자지표 반응을 보여주었다.
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