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Ⅰ. 연구목적

  최근 양서류 개체 수는 현저히 감소하고 발생학적 기형이 증가하고 있는 추세이

며 이러한 원인으로 서식지 파괴, 수질오염, 중금속, 농약 등을 들 수 있다. 중금속 

중 Pb
2+
은 대기 중 미세분진에 흡착되어 호흡기로 노출되거나 제련소 근처의 공기, 

토양, 수질의 오염으로 양서류의 배발생 이상 및 아가미기형, 척추기형, 꼬리기형, 

신경관 이상 등 을 유발하는 것으로 보고 되고 있으며 농약 중 Carbofuran은 미국 

FMC사에 의해 1967년에 개발되어 1975년부터 벼멸구(Brown plant hoppers)와 이

화명나방(Rice stemborers)등의 방제용 및 각종야채와 토양해충 방제 목적으로 사

용되어지고 있다. 

 본 연구에서는 국내에 서식중인 개구리류 중 서식 및 분포 지역이 가장 넓고 채집

이 용이한 청개구리의 배아를 배양하면서 Pb
2+
과 Carbofuran의 일정농도를 노출시

켜 일정시간에 따른 사망률, 기형률, 기형양상, 가역성농도 등을 파악하여 Pb
2+
과 

Carbofuran의 독성파악에 필요한 기초자료를 제공하고자 한다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

 1. 실험동물 

  청개구리는 전라남도 장성군 장성읍 단광리 일대에서 2006년 3월부터 2007년 6

월까지 생활주기를 조사하면서 포접중인 암ㆍ수를 직접 채집하여 실험실에서 자

연배란 및 수정과정이 유도된 배아들 중 세포질들이 균일한 할구들을 가진 배아들

을 선택하여 젤리층을 제거하고 포배기 및 낭배기까지 배양하여 각각 실험에 사용

하였다.
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2. 배양액 및 중금속, 농약

  배아의 세척 및 배양시에는 Amphibian Ringer용액(AR; 6.6g NaCl/ℓ, 0.15g 

KCl/ℓ, 0.15g CaCl2/ℓ, 0.2g NaHCO3/ℓ, 0.05g Streptomycin/ℓ, 0.03g Penicillin 

G/ℓ)을 제조한 후 pH 7.4로 맞추어 사용하였다. 시험물질로 사용했던 Pb
2+
은 

1000ppm Stock solution(Junsei Chem.)을 AR용액으로 희석하여 사용하였으며 

Carbofuran(75.6％; 2,3-Dihydro-2,2-dimethyl-7-benzofuranol N-methylCarbamate, Sigma)

을 DMSO(dimethyl sulfoxide)에 녹여 Stock solution으로 제조한 다음 AR용액에 희석하

여 사용하였다.

3. 정상발생과정 조사  

  유리 배양접시에 시험물질들이 첨가되지 않는 배양액을 15㎖를 넣고 30개의 배아

들을 2세포기로부터 올챙이의 아가미 뚜껑 완성시기까지 25℃의 일정한 온도에서 

진행되는 정상발생과정과 각 발생단계에 소요되는 시간을 조사하였다.

 4. 시험물질 처리

  직경이 60㎜의 유리 배양접시에 시험물질이 농도별로 포함된 실험군과 시험물질

이 포함되지 않는 대조군으로 나누어 24℃～25℃에서 농도구간을 5개 이상으로 정

하여 96시간 노출시켜 시험물질의 효과를 조사하였고 아울러 시험물질에 12시간, 

24시간, 48시간, 72시간 각각 노출시킨 후 AR용액으로 세척하여 시험물질이 포함되

지 않는 배양액에 96시간 까지 배양하여 시험물질의 가역성여부를 조사하였으며 모

든 시험은 3회 이상 반복 조사하였다. 

 5. 결과처리 및 분석

  채취된 배아를 배양하면서 시험물질들의 각 농도별로 사망률을 조사하고 96시간 

이후 3％ Formalin에 고정하여 기형 개체 수 및 양상을 조사하고 그 결과들을 ％로 

환산하여 Probit analysis Program으로 분석하여 LC50, EC50을 구하였으며 LC50 값

을 EC50값으로 나누어 Teratogenic Index(TI)를 구하여 TI 값이 1.5 이상이 되면 

유해성이 있는 물질로 판정하였다. 기형의 종류는 정상발생 올챙이를 기준으로 수

포형성기형(Edema), 척추기형, 꼬리기형, 복부기형 등으로 판정하였다.
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Ⅲ. 결 과 

 1. 청개구리 외부특징과 배란된 난자 수 및 크기 조사

  청개구리 성체 수컷의 체중은 2.5±0.6g, 체장은 3.2±0.2㎝, 체폭은 1.3±0.1㎝, 뒷다

리길이는 4.2±0.5㎝정도이며 암컷의 체중은 4.0±0.8g, 체장은 3.4±0.3㎝, 체폭은 

1.3±0.2㎝, 뒷다리길이는 4.2±0.5㎝정도였다. 개체당 배란된 난자 수는 584.5±170.0

개 정도이며 배란된 난자 직경은 1.2±0.2㎜였다.

 2. 청개구리의 발생과정 조사

  수정후 낭배기(gastruation)의 배아는 그 직경이 대략 1.2㎜～1.3㎜정도의 크기를 

나타내었고 수정란에서 낭배기까지 약 13.5시간이 필요하였으며 미아시기에는 약 

2.1㎜～2.2㎜정도의 크기를 나타내었고 대략 36시간이 필요하였다. 아가미구멍에 의

해 열려있는 점막의 주름을 갖는 아가미 뚜껑주름시기의 전장길이는 6.0㎜～6.4㎜정

도이며 수정 후 대략 110시간 정도가 필요하였다.

 3. Pb2+의 효과

 (1) Pb2+의 효과 중 LC50은 0.005ppm, EC50은 0.003ppm, TI값은 1.6을 나타내어 

Pb2+은 청개구리 배아 발달에 최기형성 물질로 작용함을 알 수 있었다.

 (2) 치사율은 0.001ppm에서부터 30％의 배아가 치사되었으며 0.05ppm에서는 90％

이상이 치사되었고 0.5ppm에서는 100％ 치사율을 나타내었다. 또한 기형율은 

0.001ppm에서 43％, 0.005ppm에서 72％, 0.01ppm에서 38％, 0.05ppm에서 50％

를 나타내었다. 기형양상은 수포형성기형은 26.3％, 척추기형이 15.8％, 꼬리기

형이 15.8％, 복부기형이 42.1％의 비율을 나타내었다.

 (3) Pb2+ 효과의 가역성 조사 

 Pb2+의 효과에 대한 가역성을 조사하기 위해 각 농도별로 12시간, 24시간, 48

시간, 72시간씩 Pb2+에 노출시킨 후 Pb2+이 포함되지 않는 보통 배양액으로 옮

겨 96시간까지 배양하여 배아들의 생존율을 조사한 결과 0.005ppm에서는 대부

분의 배아들이 회복현상을 나타내었으나(회복율 80％이상) 0.01ppm, 0.05ppm, 

0.1ppm의 경우 12시간, 24시간의 노출에서는 70％이상의 회복율을 나타내었으

나 48시간, 72시간 노출 시에는 50％미만의 회복율을 나타내었고 0.5ppm 이상

의 농도에서는 24시간의 비교적 단시간 노출에도 회복율이 20％미만을 나타내
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어 거의 회복이 불가능한 비가역적인 효과를 나타내었다.

 4. Carbofuran의 효과

 ⑴ Carbofuran의 효과 중 LC50은 23.9ppm, EC50은 13.8ppm, TI값은 1.7을 나타

내어 Carbofuran은 청개구리 배아 발달에 최기형성 물질로 작용함을 알 수 있

었다.

 ⑵ 치사율은 1ppm에서부터 3％의 배아가 치사되었고 25ppm에서는 23％이상이 치

사되었으며 50ppm이상에서는 100％ 치사율을 나타내었다. 또한 기형율은 

0.01ppm에서 10％, 0.1ppm에서 7％, 1ppm에서 7％, 5ppm에서 36％, 10ppm에

서 44％, 25ppm에서 39％의 기형율을 나타내었다. 기형양상은 수포형성기형이 

4.7％, 척추기형이 37.2％, 꼬리기형이 44.2％, 복부기형이 14.0％ 비율을 나타내

었다.

 ⑶ Carbofuran 효과의 가역성 조사

Carbofuran의 효과에 대한 가역성을 조사하기위해 각 농도별로 12시간, 24시

간, 48시간, 72h시간 Carbofuran에 노출시킨 후 Carbofuran이 포함되어지지 않

는 보통 배양액으로 옮겨 96시간까지 배양하여 배아들의 생존율을 조사하였다. 

그 결과 25ppm에서는 75％의 생존율을 나타내었던 배아들이 90％이상의 회복

율을 나타내었고 50ppm 이상의 농도에서는 96시간 노출 시 100％의 사망률을 

나타내었던 배아들이 90％이상의 회복율을 나타내었다. 

Ⅳ. 고 찰

  청개구리의 전국적 분포양상, 채집의 용이성, 배란된 난자 수, 배아들의 배양을 

통하여 청개구리 배아는 환경오염물질의 독성효과를 파악하는데 좋은 모델로 활용

되어질 수 있음을 확인 할 수 있었다. 본 시험에 사용했던 시험물질 모두가 청개구

리 배아의 발생과정에 매우 민감하게 반응하여 Pb
2+
의 경우 배아들을 짧은 시간내

에 급성 치사시키거나 매우 낮은 농도에서 발생을 저해하고 기형을 유발하였고 일

정농도에서 회복이 불가능한 비가역적인 효과를 나타내었으며 Carbofuran의 경우 

Pb
2+
에 비해 높은 농도에서 긴 시간 노출 이후 발생을 저해하고 기형을 유발하는 

만성적인 독성현상을 나타내었다. 본 결과들은 청개구리의 배아를 활용한 화학물질 

독성평가의 기초자료로 활용되어질 수 있을 것으로 여겨지며 이들의 작용기작을 파
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악하기 위해서는 더 많은 연구가 필요할 것으로 판단된다.
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