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ABSTRACT

Objectives:  For suitable risk management of the domestic aquatic environment, it is necessary to conduct

toxicity tests using species native to Korea. In the present study, we performed toxicity ring tests using endemic

freshwater arthropoda Neocaridina denticulata and evaluated its validity and reproducibility as an international

standard test species.

Methods: To evaluate the sensitivity levels of N. denticulata to hazardous chemicals, toxicity values for several

chemicals were compared with other standard test species. Intra- and inter-laboratory acute toxicity tests were

performed both within a single laboratory and among four laboratories respectively using 3,4-Dichloroaniline,

which is generally used as a reference test substance in fish toxicity tests. In addition, intra- and inter-laboratory

coefficient of variations (CVs) were calculated to evaluate reproducibility based on the estimated toxicity values.

Results: The sensitivity of N. denticulata to several chemicals was found to be similar with D. manga, indicating

that the species is valid as a test species. The CVs of the intra- and inter-laboratory tests were 22.946% with four

qualified runs and 8.828% among the four laboratories, respectively.

Conclusions: N. denticulata serves in an important role in the food chain of Korean aquatic ecosystems and also

inhabits several other Asian countries. Since the validity and reproducibility of the species were confirmed as

a toxicity test species in this study, further efforts are needed to establish N. denticulata as the international

standard test species for the appropriate risk assessment of aquatic ecosystems at home and abroad.
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I. 서 론

화학물질의 생태계에 미칠 수 있는 잠재적 위해성

을 규명하기 위해 사용되는 생태독성자료는 경제협

력개발기구(OECD), 국제표준화기구(ISO), 미국재료

시험협회(ASTM), 미국 환경청(US EPA) 등 국제적

으로 공신력 있는 기구에서 제공하는 표준시험법에

따라 수행된 시험자료의 활용을 권고하고 있다.1,2)

국내에서 사용되는 표준시험법(한국표준협회,3) 국립

환경과학원 고시,4) 농촌진흥청 고시5) 역시 상기 국

제 표준시험법을 바탕으로 마련된 것이다. 결과적으

로 많은 국외 시험종이 국내에서 사용되고 있으며

그에 따른 여러 가지 문제점이 지속적으로 제기되어

왔다. 생태독성 및 위해성 연구를 위해 외래종을 도

입할 경우, 먹이사슬로 연관된 국내 생물 간 상호관

련성이 배제되며,6) 외래종 수입비용 발생 및 비의도

적 유출에 의한 생태계 교란이 야기될 수 있다.7) 이

러한 문제점을 해결하기 위해 미국을 비롯한 선진국

뿐만 아니라 중국 등 전 세계적으로 자국의 고유생

물종을 이용한 국내화 연구가 활발히 진행되고 있다.8)

현재 국내에서 사용되는 수서생태독성 표준시험법

에서 권고된 시험생물은 세균, 원생생물부터 동·식

물계까지 총 120종, 이 중 국내 자생종은 31종으로

25.8%에 불과한 것으로 파악되고 있다.9,10) 이에 따

라 국내에서도 우리나라 환경에 적합한 생태위해 관

리를 위해 국내 수서 서식종을 이용한 표준시험기법

개발 및 표준화와 함께 OECD 가입 국가로써 국내

자생종을 국제 표준시험종으로 진출시키기 위한 활

발한 노력이 이루어지고 있다.6~33)

한편, OECD Test guideline 개발안내서에 따르면

시험지침의 개발 또는 갱신을 위해서는 제안된 시험

방법(또는 기존 시험지침의 변형)이 시험방법의 유

효성을 기술하는 연구실 간 비교연구(e.g. 교차시험

(ring test) 또는 그에 상응하는)를 포함하여, 그 유효

성 확인 및 규제 수용과 관련하여 중요한 평가를 받

은 경우에만 가능하다고 언급하고 있다.34) 따라서 국

제 표준시험법으로의 국내 서식종의 진출을 위해서

는 시험물질별 정량적 생태독성자료 구축도 중요하

지만9,10) 시험실 간 교차연구를 통해 해당 생물종을

이용한 시험결과의 재현성을 확인하는 절차가 반드

시 필요할 것이다.

새뱅이(Neocaridina denticulata)는 절지동물문

(Phylum Arthropoda), 연갑강(Class Malacostraca),

십각목(Order Decapoda), 새뱅이과(Family Atyidae)

에 속하는 국내 서식 난생 무척추동물로써, 하천이

나 연못 및 호수의 수초 주변에 서식한다35). 우리나

라 경기도, 전라북도, 충청북도, 경상남도 및 제주도

등에 널리 서식하며, 일본, 중국, 대만 등지의 온대

또는 열대 지역에서도 찾아볼 수 있다.35,36)

주로 하상의 유기물 또는 동물 사체 등을 섭식하

며 또한 상위 포식자의 먹이가 됨으로써 국내 수계

먹이사슬 내에서 중간단계에 위치하여 생태적으로

중요한 위치를 차지하는 생물종이다.37,38) 개체 확보

가 쉽고 일정한 수온과 빛 조건에서 연중 산란하여

실험실내 계대배양의 용이하다. 성체가 되기까지 약

3개월로 비교적 짧은 생활사를 가져 OECD TG 권

장 시험종으로써의 장점을 지니고 있다. 새뱅이의 형

태, 발달과정, 사육조건 등은 국립환경과학원에서 발

표한 연구보고서에 자세히 기록되어 있다.8)

본 연구에서는 새뱅이의 화학물질에 대한 독성값

을 타 시험종과 비교하여 유해물질에 대한 민감도

수준을 파악하고, 어류의 reference 시험물질로써 널

리 쓰이는 3,4-Dichloroaniline (3,4-DCA)39~41)에 대

한 급성독성시험을 시험실 내 반복시험 및 타 연구

기관과의 교차시험을 통한 재현성을 검증하여 궁극

적으로 국내 자생종 새뱅이의 국제 표준 생태독성

시험종으로의 진출 가능성을 평가하였다.

II. 실험 방법

1. 시험생물

본 연구에 사용된 새뱅이는 전북 전주와 충북 영

동에서 채집하여, 국립환경과학원 환경독성연구동 고

유종 사육실에서 2주 이상 순화되었다. 순화환경은

기존 연구결과에 따라 수온 20~25oC, pH 7~8, 용존

산소(DO) 60% (6 mg/L) 이상, 경도(hardness) 0~150

mg CaCO3/L (변동폭 50 mg/L 이하), 광주기 16시

간/8시간(명/암)으로 유지하였다15). 순화기간 동안 사

육밀도는 사육용수(탈염소수) 1 L당 시험개체 체적

이 1.5 g 이상이 되지 않도록 하고 먹이로써 새우 전

용사료(Novo Prawn, JBL, Germany)를 1일 1회 공

급하였으며 시험개시 2일 전에 절식하였다. 또한, 교

차시험을 위해 본원에서 순화한 새뱅이를 각 시험기

관에 이송하여 위 조건과 동일하게 최소 한 달 이
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상 각 기관의 연구실에서 순화하도록 하였다. 총 체

장이 25.0±5 mm 인(부화 후 3개월 이상) 외관상 건

강상태가 양호한 개체를 선별하여 시험 전 시험조건

에서의 순화 48시간 이후의 치사율이 5% 이내일 경

우 시험에 사용하였다. 암컷의 경우 포란한(brooding)

개체는 시험에 사용하지 않았다. 생이하목 새우류는

검은색 알을 배다리에 가지고 있어 포란 여부가 육

안으로 확인 가능하다.

2. 새뱅이와 국제 시험종과의 화학물질에 대한

민감도 비교

새뱅이의 화학물질에 대한 민감도 수준을 확인하

기 위해 중금속 및 기타 유기화합물에 대한 96시간

반수치사농도(96h-LC50, Lethal concentration 50%)

를 타 연갑강 시험종과 수생태 독성시험종으로 널리

사용되는 물벼룩(Daphnia magna) 및 어류(Oryzias

latipes, Danio rerio)와 비교하였다. 새뱅이의 화학

물질에 대한 독성값은 본 기관에서 이전에 수행하였

던 연구보고서 및 문헌을 참고하였으며, 다른 시험

종의 독성값은 US EPA ECOTOX Knowledgebase

(http://cfpub.epa.gov/ecotox)42)와 기타 문헌에서 수집

하였다.

3. 시험물질

시험물질은 OECD 생태독성시험방법 검증 보고서

를 참고하여 3,4-Dichloroaniline (3,4-DCA, CAC

No. 95-76-1, Sigma-Aldrich Inc. USA)을 선정하였

다39~41). 표준용액 (Stock solution)은 사육용수 1 L

에 500 mg의 시험물질을 넣고 교반기에서 72oC로

24시간 동안 교반하여 완전히 용해된 상태로 준비하

였다.43)

4. 시험방법

교차시험 전 재현성 확인을 위해 본 연구의 주관

기관인 국립환경과학원에서 예비시험 및 4회의 본시

험을 반복 수행하였다. 시험법의 표준화를 위한 교

차시험은 시험물질 및 시험용액의 조제방법, 시험농

도, 노출방식 등 모든 항목을 재현성 시험과 동일하

게 각 시험기관에 적용하여 1회 수행하도록 하였다.

4.1. 노출농도

시험농도는 본 기관에서 실시한 예비시험 결과를

바탕으로 공비를 2로 하여 대조군과 5개의 시험군

(0.625, 1.25, 2.5, 5.0, 10.0 mg/L)으로 설정하였다.

4.2. 노출방법

2 L의 시험용액을 넣은 유리 비커에 10마리의 시

험 개체를 96시간 동안 노출하였으며, 48시간에 시

험용액 전량을 환수하는 반 지수식(semi-static)으로

진행하였다. 대조군을 포함한 모든 농도를 3반복으

로 1회(본 기관에서는 4회) 실시하였으며, 시험 시

작부터 24시간마다 치사 및 이상 개체를 관찰하여

기록하였다. 치사 개체는 수질의 급격한 오염을 방

지하기 위해 발견 즉시 시험용기에서 제거하였다. 수

온, pH, 용존산소(DO), 경도(hardness), 전도도

(conductivity)를 시험개시, 24시간, 48시간 환수 전·

후, 72시간, 시험 종료 시점에 측정하여 기록하였다.

4.3. 노출농도 분석

시험용액 내 물질의 농도분석을 위해 모든 농도의

시험용액을 시험개시 직후, 환수 전·후 및 시험 종

료 시점 등 총 4회 적정량의 시험용액을 채수하여

고성능액체크로마토그래피(High Performance Liquid

Chromatography, HPLC) YL9100 (YOUNG LIN,

Korea)로 분석하였다. 고농도인 5와 10 mg/L의 시료

는 3차 증류수로 희석하였으며, 모든 시료는 0.45

µm syringe filter로 여과 후 HPLC로 분석하였다.

기기분석 조건은 Table 1과 같다.

Table 1. HPLC conditions for analysis of 3,4-Dichloro-

anilne

Test institution Specification

Column
Sunfire C18

(4.6×150 mm, 3.5 µm, Waters, UK)

Injection volume 20 µL

Mobile phase Acetonitrile/D.W.=80/20

Flow rate 1.0 mL/min 

Detector UV (248 nm)

Run time 2.05~2.20 min

LOD* 0.006 mg/L

LOQ† 0.019 mg/L

R2 ‡ 1.000

*LOD: Limit of detection
†LOQ: Limit of quantitation
‡R2: Coefficient of correlation
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4.4. 교차시험기관

교차시험 참여 기관으로 국내 화학물질시험기관

중 환경부 국립환경과학원에서 우수실험실운영기준

(Good Laboratory Practice, GLP)으로 지정받은 2기

관과 산업폐수에 대한 생태독성시험을 수행하는 분

석시험기관 한 곳을 선정하였으며, 본 기관을 Lab.

A로, 참여 기관 각각을 Lab. B~D로 표기하였다.

5. 통계처리

48시간 및 96시간 반수치사농도(48h-LC50, 96h-

LC50)를 산출하기 위해 미국 환경보호청 (United

States Environmental Protection Agency, US EPA)

에서 제공하는 TSK(Trimmed Spearman-Karber,

Version 1.5)를 이용하였다. 시험의 재현성 확인을 위

해 각 시험에서 산출된 48h-LC50와 96h-LC50에 대

한 변이계수(Coefficient of variations, CVs)를 산출

하였다. 변이계수는 서로 다른 집단평균의 변이정도

나타내는 값으로 집단의 산술평균에 대한 표준편차

의 비로서 다음 식에 따라 구할 수 있다.

CVs: 변이계수

S: STDEV(표준편차)

M: 집단의 산술평균

III. 결과 및 고찰

새뱅이의 화학물질에 대한 민감도 수준을 확인하

기 위해 타 시험종의 독성값과 비교하였다(Table 2,

Fig. 1, Fig. 2). 연갑강 시험종의 독성정보가 매우

미비한 수준이었으나 이 중 Gammarus pseudolimnaeus

의 중금속 Cadmium chloride, Copper chloride와

Zinc chloride에 대한 민감도가 새뱅이와 가장 유사

한 수준을 보였다. 그 외 유기화합물에 대한 타 연

갑강 시험종의 독성 민감도 자료가 매우 부족하였

다. 시험종으로 널리 쓰이는 물벼룩 D. amgna와 두

어종 O. latipes와 D. rerio와의 민감도 차이를 비교

한 결과 화학물질마다 차이는 있지만 같은 절지동물

문에 속하는 D. magna와 유사하거나 크게 다르지

않은 수준을 보이는 것으로 확인되었다.

국내 고유생물종인 새뱅이를 이용한 급성독성시험

의 결과는 모두 분석농도값으로 산출하였다. 재현성

확인을 위해 수행한 4회 반복시험의 결과 평균 96h-

LC50 값은 4.08 mg/L, 표준편차는 0.94 mg/L로 확

인되어 변이계수가 22.96%로 확인되었다. 각 기관

의 교차시험 수행결과의 평균 96h-LC50 값은 4.12

mg/L, 표준편차는 0.36 mg/L로 확인되어 변이계수가

8.83%로 산출되었다(Table 3). 대부분의 교차시험에

서 실험실내 반복시험보다 실험실간 교차시험의 변

이계수가 더 큰 값이 산출되는데, 본 연구에서는 실

험실내 반복시험 중 2차 시험에서 다른 세 번의 시

험과 상이한 독성영향이 나타나 오히려 타 기관과의

교차시험보다 큰 변이계수가 산출되었다.

생물은 다양한 조건에 의해 쉽게 영향을 받기 때

문에, 넓은 범위의 변동폭 (20~50%)을 나타내는 것

으로 알려져 있다.46) 또한, OECD에서 발행한 교차

시험 검증 보고서 및 관련 문헌들에 따르면 생물을

이용한 교차시험에서의 실험실간 변동계수가 30%

미만일 때 유효성을 인정하고 있다.40,41,47-49) 따라서

본 연구에서 수행한 시험실 내 반복시험(22.96%) 및

실험실간 교차시험의 변동계수(8.83%)는 모두 유효

한 수준인 것으로 확인되었다. 특히, 교차시험에서의

변동계수가 비교적 작게 산출되어 새뱅이를 이용한

독성시험의 재현성이 높은 것으로 확인되었다.

시험실에서 시험 기간 동한 분석한 노출 용액의

수질 측정결과는 Table 4와 같으며, 환수 전 치사개

체가 많았던 고농도 시험군에서의 DO 값을 제외하

면 대부분의 조건이 시험지침에서 벗어나지 않는 수

준을 유지하여 모든 시험이 유효한 것으로 확인되었다.

IV. 결 론

국내 수생태의 환경에 적합한 위해관리를 위해 국

내 자생생물종 담수 새우인 새뱅이를 이용하여 화학

물질에 대한 reference 물질로 널리 사용되는 3,4-

Dichloroaniline 독성영향 평가 시험을 수행하였으며,

타 기관과의 교차시험을 통해 재현성을 검증하였다.

또한, 기존 문헌값을 이용하여 다양한 유해화학물질

에 대한 민감도를 타 시험종과 비교함으로써 독성시

험 생물종으로써의 유효성을 확인하였다. 국내 수생

태계에서 1차 소비자이자 어류 등의 먹이인 피식자

이기도 한 새뱅이는 국내 수계에서 중요한 위치를

가지는 동시에 아시아 국가에서 널리 서식하는 생물

CVs %( )
S

M
-----= 100×
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종이다. 또한, 본 연구에서 화학물질 독성시험 생물

종으로써의 유효성과 3,4-DCA에 대한 교차시험의

재현성 검증되었기에 국제 표준시험종으로써 가치가

있을 것으로 판단된다. 따라서 새뱅이를 국제 표준

시험종으로 진출시키기 위해서는 차후 다양한 화학

물질에 대한 확실한 재현성을 확보할 수 있도록 여

러 차례의 교차시험을 수행하고 이들을 이용한 표준

시험법 개발 등의 노력이 필요할 것이다.

Fig. 1. Comparison of sensitivity (96h-LC50) to heavy metals of freshwater test species with Neocaridina denticulata (48h-

LC50 was used as toxicity value for Daphnia magna)
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