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1. 서 론

세계 인구의 3/4이 바다에 접한 지역에 살고 있으

며 다양한 문화권에서 해산물을 이용하여 대부분의 

필요 단백질을 섭취하고 있다. 하지만, 전 세계적으

로 1.5% 사망률로 연간 6만 건 이상의 사고가 해양 

미세조류에서 생성된 독소와 연관되어 있다. 캐나

다의 경우 해산물 중 어패류 관련 질병이 전체 사고

의 약 7%이며, 그중 식중독은 4% 정도를 차지한다 

(1). 패류 독소의 주요 공급원은 단세포 조류(원인 

식물플랑크톤)이며, 독소 함유 식물플랑크톤 종의 

발생 및 독성을 생성하는 조건은 아직 완전히 밝혀
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Abstract A variety of shellfish species sold for human consumption are available for 
purchase in the domestic fish market. The microalgae families inhabit the ocean, where 
planktons supply the main nutritional resource for the growth of shellfish. Some phyto-
planktons produce toxic compounds that are accumulated in shellfish and ultimately cause 
toxicity in humans. This article reports the cytotoxicity of commercially available shellfish 
species. Accordingly, hot water extract (HWE) and an aqueous fraction of 50% methanol 
extract (MEE-AF) showed no significant cytotoxicity on the two cell lines (i.e., HL-60 
and Vero cell lines), but 50% methanol extract (MEE) in 3, 6 samples showed 50% 
cytotoxic effects on HL-60 cells, and 1, 4 samples showed 40%, 20% cytotoxic effects 
on Vero cells, respectively. In addition, their consequential dichloromethane fractions 
(MEE-DF) exhibited significant toxicities at the highest concentration (1,000 μg/ml) on 
HL-60 and Vero cells. Since the shellfish samples showed cytotoxicity in the dichloro-
methane fraction, it is possible that the dichloromethane fraction contains marine toxins. 
Further research will be needed to identify the toxic components from each sample.
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지지 않았지만, 먹이사슬의 기저에 있는 식물플랑

크톤들을 패류의 여과섭식(filter-feeding)을 통해 

독소가 축적되며, 상위 먹이사슬로 갈수록 독소가 

축적되고 최종 소비자인 인간이 섭취하게 되면서 중

독증상을 나타내게 된다 (2,3). 

중독증상을 일으키는 해양생물독소는 용해도에 따

라 수용성과 지용성, 중독증상에 따라 마비성 패류 

중독 (Paralytic Shellfish Poisoning, PSP), 기억상실

성 패류 중독 (Amnesic Shellfish Poisoning, ASP), 설

사성 패류 중독 (Diarrheic shellfish Poison, DSP), 신

경독성 패류 중독 (Neurotoxin shellfish Poison, NSP)

으로 분류되며, 화학적 구조에 따라 Azaspiracid, Br

evetoxin, Domoic acid, Pectenotoxin, Saxitoxin, Yes

sotoxin, cyclic imine 그룹과 palytoxin (PlTX), Ciguat

oxin 그룹으로 분류된다 (4) 이들 중 cyclic imine(CI) 

류 독소물질은 적조 및 조개류의 독성과 관련된 ‘f

ast-acting’독소이다. 이들의 화학적 구조는 공통

적으로 14~27개 탄소 원자로 구성되어 있고, 거대 

고리와 고리형 이민 그룹, 스피로케탈 고리 시스템 

(spiroketal-ring system)을 가진 두 가지 특성을 나

타낸다. Cyclic imine(CI) 독소에는 Gymnodimine (G

ym), pinnatoxin (PnTX), pteriatoxin (PtTX), spirolid

e (SPX)로 나뉘며 이들의 유도체(analogue)가 36개 

이상이 존재한다. CI류의 물질들은 여러 와편모조류 

(Dinoflagellate)에서 생성되는 것으로 알려져 있는

데, Alexandrium ostenfeldii, Vulcanodinium rugosu

m, Karenia sp. 등이 주요 생산종인 것으로 알려져 

있다 (5,6,7). Rhodes 등은 CI류의 독소물질은 강염기

성을 띄며, methanol(MeOH) 추출 후 Dichlorometha

ne (DCM) 분획물에서 이들 독소가 분리된다고 보고

하였다 (8).

CI류 독소와 palytoxin은 기존에 알려진 패류 독소나 

tetrodotoxin보다 독성이 강하다고 알려져 있으며 

아직 국내외에서 관리되고 있지 않은 독소 물질이

다. 아직 이 독소 물질들에 의한 중독증상이 국내에

서는 발견되지 않았지만, 이들을 생산하는 식물플

랑크톤의 서식 지역이 해수면 상승으로 열대지역에

서 아열대 지역으로 점차 확대되고 있어서 (9,10,11) 

우리나라에서도 이들을 관리하고 대응할 방안이 필

요한 실정이다.

본 연구에서는 국내 시판 중인 조개류의 조개 육질 

내에 축적될 가능성이 있는 미관리 독소 물질의 유

무를 확인하기 위하여 세포독성을 평가하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험 재료

본 실험에 사용된 Dulbecco’s modified eagle me

dium (DMEM), Rose park memorial institute medium 

(RPMI 1640), Fetal bovine serum (FBS), penicillin/str

eptomycin (P/S), EDTA-trypsin은 Gibco-BRL (Gibc

o-BRL, NY, USA)에서 구매하였으며, 이 외 실험에 

사용된 화학물질 및 시약은 분석 등급을 사용하였

다. 본 연구에 사용된 시료인 9종의 조개 (1. 큰가리

비, Mizuhopecten yessoensis, 일본산; 2. 개조개, Saxid

omuspurpurata, 중국산; 3. 비늘백합, Mercenaria sti

mpsoni, 중국산; 4. 동죽, Mactra quadrangularis, 국

내산(안면도); 5. 가무락조개, Cyclina sinensis, 국내

산(안면도); 6. 바지락, Ruditapes philippinarum, 국

내산(안면도); 7. 대합조개, Mercenaria mercenaria, 

중국산; 8. 피조개, Anadara broughtonii, 국내산(대

천); 9. 키조개, Atrina pectinate, 국내산(대천))는 20

20년 6월에 충남 태안의 금양수산에서 구매하였다.

각 조개의 크기는 가장 길이가 긴 부분을 버니어 캘

리퍼스로 측정하였고, 조개의 무게는 패각을 분리

한 후 육질 부분만 킴와이프스 (Kimwipes, 유한킴벌

리)로 물기를 제거한 후 측정하였다. 모든 조개의 

크기 및 무게는 종류별로 3개씩 측정하여 평균한 것

이다.

2.2 패류 추출물 제조

냉장 상태로 도착한 조개들을 흐르는 수돗물에 

수세하여 외부를 완벽하게 세척하고 연체부 손상을 

최소화하여 패각근을 잘라 패각을 분리한 후 내부를 

수돗물로 한 번 더 수세하여 이물질을 제거하였다. 

탈각한 패류의 육질부위만 취하여 5분정도 체에 받

쳐 물을 빼낸 후 blender로 육질을 균질화 하였다. 

균질화한 육질 부위 50 g을 취하여 50% methanol 

200 ml을 첨가하였다. sonicate로 30분간 3회 반복 

추출하고 원심분리(12000 rpm, 5 min)하여 상층액만 

취하였다 (Methanol Extract, MEE). Methanol을 eva

porator로 농축하여 무게 측정 후 물과 Dichloromet

hane (DCM)을 동량 첨가하여 액체-액체 분획을 실

시하여 물 분획물(Aqueous fraction of MEE, MEE-A
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F)과 DCM 분획물(Dichloromethane fraction of MEE, 
MEE-DF)를 획득하였다. 열수추출물(Hot water extr

act, HWE)은 균질화된 육질 50 g을 취하여 distilled 

water (DW) 200 ml을 첨가하고 100℃로 30분간 가

열 추출하였다. 추출한 시료는 12000 rpm에서 5분

간 원심분리 후 상층액만 취하여 농축한 후 실험에 

사용하였다 (8). 모든 추출물 및 분획물은 Dimethyl 

sulfoxide(DMSO)에 용해시켜 세포실험에 사용하였

다. 

2.3 세포 배양

HL60 (human promyelocytic leukemia cells), Vero 

(monkey kidney cell) 세포를 100 units/ml의 penicilli

n-streptomycin (GIBCO, Grand Island, NY, USA)과 

10%의 Fetal bovine serum (FBS;GIBCO, Grand Islan

d, NY, USA)이 함유된 RPMI 1640 또는 DMEM (GIBC

O, Grand Island, NY, USA)를 사용하여 37℃, 5% CO

2 incubator에서 배양하였으며, 계대 배양은 2~3일

에 한 번씩 시행하였다.

2.4 조개 추출물의 세포독성 평가

HL-60 acute promyelocytic leukemia cell과 monk

ey kidney fibroblasts cell인 Vero 세포를 이용하여 

열수추출물 (HWE), 50% MeOH 추출물 (MEE)과 DW 

분획물 (MEE-AF) 및 DCM 분획물 (MEE-DF)의 세포

독성을 확인하였다. 두 세포를 96 well plate에 1 x 

105 cells/ml로 분주하고 24시간 배양하였다. FBS를 

포함하지 않는 배지로 교체한 후 추출물과 분획물을 

각 농도별로 처리하고 24시간 배양한 뒤 MTT  (3-4,

5-Dimethylthiazol-2-y-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide, Sigma Aldrich) 용액 

2 mg/ml을 처리하였다. 4시간 배양 후 MTT 용액을 

제거하고 DMSO 100 μL를 각 well에 첨가하여 Wan

g 등의 방법에 따라 540 nm에서 흡광도를 측정하였

다 (12).

2.5 통계처리

모든 data는 3회 측정 후 평균 ± 표준편차로 표시

하였고, 유의성 차이에 대한 통계적 비교는 SPSS 통

계프로그램으로 p<0.05 수준에서 one-way ANOVA 

분석법을 따라 분석하였다.

3. 결 과 및 고 찰

3.1 조개의 외형 측정

패류 독소인 PSP, NSP, ASP, DSP 등은 국내 수산

과학원 및 식품의약품안전처에서 관리되고 있지만 

palytoxin, cyclic imine 류 등은 아직 국내는 물론 국

외에서도 관리되고 있지 않은 독소 물질이다. 독소 

물질을 생성하는 원인 식물플랑크톤이 있으며, 패류

가 이들을 섭취하고 축적되며 최종적으로 사람이 이

를 섭취하게 되면서 중독증상이 발현된다 (2,3). 이
러한 미관리 패류독소에 대한 정보를 획득하기 위하

여 국내 시판 중인 조개류를 구입하여 세포에 대한 

독성평가를 수행하였다. 9종의 조개의 패각을 분리

하고 패각은 길이 중 가장 긴 부분을 버니어 캘리퍼

스로 측정하였고, 육질 부위를 이용하여 킴와이프스

로 물기를 제거한 후 무게를 측정하였다. 한국 연근

해 유용 연체동물도감을 참고하여 9종의 조개의 특

징들을 확인하였다 (13).
한국 연근해 유용 연체동물도감에 따르면, 패각 부

분의 가장 길이가 긴 부분의 길이는, 큰가리비는 11.
4 cm이며, 개조개는 8.25 cm, 비늘백합 6.74 cm, 동죽 

4.44 cm, 가무락조개 4.82 cm, 바지락 4.25 cm, 대합

조개 6.35 cm, 피조개 10.37 cm, 키조개 29.62 cm로 

확인되었다. 실제 9종의 패각의 크기를 측정하였을 

때, 큰가리비는 11.3 cm이며, 개조개는 9.30 cm, 비늘

백합 5.56 cm, 동죽 4.5 cm, 가무락조개 5.12 cm, 바지

락 4.2 cm, 대합조개 6.1 cm, 피조개 6.38 cm, 키조개 

27.96 cm로 확인되었다. 피조개의 경우 연체동물도

감에 나온 크기보다 작았으나, 피조개를 제외한 다

른 8종의 조개들은 도감에 나와 있는 크기와 비슷하

거나 동일하였다 (Fig 1, Table 1).  

3.2 조개로부터 추출한 열수 추출물 및 methanol 추
출물의 세포독성 평가

Figure 1. Shellfish list for screening test.
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Table 1. Characteristic of shellfishes (Size and Weight)

Ramos 등의 연구에 따르면, Palytoxin은 물에 대한 

용해성이 높아 열수 추출법을 수행하였고(14), cycli
c imine류의 물질들은 Dichloromethane 층으로 분리

되어 나오는 것으로 알려져 있어 (15-20) methanol 
추출 후 액체-액체 (DW-DCM) 분획을 시행하여 9종
의 조개의 열수추출물과 50% MeOH를 사용하여 추

출물을 제조하였다 (Fig. 2). 

Figure 2. The procedure for the extraction of shellfish Hot 
water extract and 50% MeOH extract.

9종의 조개 추출물인 열수 추출물, 50% Methanol 추
출물, 그리고 50% Methanol 추출물의 액체-액체 분

획물인 물 분획물, Dichloromethane 분획물을 전골수

성백혈병 세포와 정상세포인 원숭이 신장세포에 각

각 농도별 (0.1 ~ 1000 μg/ml)로 처리하여 24시간 후 

독성을 확인하였다. HL60 세포는 전골수성 백혈병 

세포로서 여러 독성물질에 대한 세포독성, 면역독성

의 평가에 활용되고 있다 (21). HL60 세포의 경우, 
수용성 독소물질인 palytoxin이 함유될 가능성이 있

는 열수 추출물에서는 독성이 관찰되지 않았으며, 
50% Methanol 추출물에서 3번과 6번 시료에서 50% 
정도의 세포독성이 관찰되었다 (Fig. 3). 물과 DCM 
분획물의 세포독성 결과, 물 분획물에서는 심각한 

독성은 보이지 않았으며, 바지락의 경우 농도 의존

적으로 세포 활성이 증가한 것을 확인할 수 있었다. 
소수성 독소물질이 용해되기 쉬운 분획인 DCM 분
획물에서는 피조개, 키조개, 큰가리비를 제외한 조

개의 분획물에서 농도 의존적인 세포 활성 감소가 

나타났으며, 1, 2, 3, 6 번 시료의 1000 μg/ml에서 60% 
정도의 세포독성이 관찰되었고 4번 시료에서는 8
0%의 독성이 관찰되었다 (Fig. 4). HL60 세포에서 

3번과 6번 Methanol 추출물에서 보였던 독성이 물과 

DCM으로 분획 후 DCM 분획물에서 독성이 관찰된 

것으로 보아 3번과 6번 시료에 존재하는 독소 물질

이 DCM 분획물에 잘 용해되는 것으로 확인되었다. 

Figure 3. Cytotoxicity effect of shellfish samples on HL60 
cell line. Hot Water extract (a), 50% MeOH extract (b).

Figure 4. Cytotoxicity effect of shellfish samples on HL60 
cell line. Aqueous (a) and DCM (b) fraction from 50% MeOH 
extract.
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Vero 세포주는 원숭이의 신장 세포로서 in vitro에서 

여러 독소 물질들의 신장독성을 평가할 때 사용되는 

세포주이며, 조개 추출물과 분획물들의 신장에 대한 

독성을 평가하기 위하여 Vero 세포를 사용하였다. 
(22,23). Vero 세포에서는 열수 추출물의 경우 세포

독성은 보이지 않았으며 Methanol 추출물에서는 1
번 시료에서는 40% 정도, 4번 시료에서는 20% 정도

의 독성을 나타내었다 (Fig. 5). MEE-AF의 경우에도 

독성은 관찰되지 않았으며, MEE-DF에서는 1~9번
까지의 모든 분획물 1000 μg/ml의 농도에서 강한 독

성이 관찰되었다 (Fig. 6). 이러한 결과는 조개의 DC
M 분획물이 신장독성과 면역독성을 가지는 독소 물

질을 함유할 가능성을 나타낸다.

Figure 5. Cytotoxicity effect of shellfish samples on Vero cell 
line. Hot Water extract (a), 50% MeOH extract(b).

Figure 6. Cytotoxicity effect of shellfish samples on Vero cell 
line. Aqueous (a) and DCM (b) fraction from 50% MeOH 
extract.

palytoxin의 경우, 여러 암세포에서 독성이 관찰되었

는데, 폐암세포인 A549 세포에서는 0.56 pM, 신경교

종세포인 U373n 세포에서는 0.56 pM, 마우스 흑색

종 세포인 B16F10 세포에서는 0.44 pM의 IC50 값을 

가지는 것으로 보고되었다 (24). cyclic imine류 독소

로 알려진 pinnatoxin G를 함유하고 있는 와편모조

류인 Vulcanodinium rugosum의 Methanol 추출물의 

독성은 신경세포인 Neuro2A 세포에서 0.38 μg/ml의 

농도에서 세포 50%가 사멸하였고, 그 분획물인 DC
M 분획에서 0.15 μg/ml에서 50%의 세포독성을 나타

내었다 (25). 본 연구에서 사용한 패류의 열수 추출

물, Methanol 추출물과 그 분획물의 세포독성과 비

교하였을 때, 시중에 판매 중인 패류의 추출물과 분

획물의 독성은 상대적으로 낮은 것으로 확인되었으

나, DCM 분획물에서 독성이 나타난 것으로 보아 

다른 독소 물질이 함유되어 있을 가능성이 있을 것

으로 사료된다.

결 론

본 연구에서는 조개에 축적될 가능성이 있는 독

소 물질의 유무를 확인하기 위하여 세포독성을 scre
ening test를 진행한 것이며, 우리가 흔히 섭취하는 

조개에 상대적으로 독성이 낮은 독소 물질이 포함되

어 있을 가능성이 있다는 것을 확인하였다. 향후 실

험에서는 MEE-DF 분획물의 세포독성 결과를 바탕

으로 solid phase extract 방법으로 독소 함유 가능성

이 있는 분획을 더 정제하고 표준품을 이용하여 HP
LC, LC/MS로 독소 물질의 종류를 비교분석 할 예정

이다. 
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