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Abstract
In this study, degradation of estrone (E1) and 17α-ethynylestradiol (EE2) by gamma-irradiation and subsequent reduction of 
estrogenic activity as a function of absorbed dose were conducted using the yeast two-hybrid assay. Relative potency of E1 
and EE2 compared to estrogenic activity of 17β-estradiol (E2) was found to be 0.0144 and 0.1605, respectively. More than 
90% of E1 and EE2 (both 5.0 × 10-6 M) was removed at an absorbed dose of 5 kGy, but more than 40% of estrogenic activity 
still remained. The addition of TiO2 catalyst appeared to improve the removal efficiency of E1 and decrease estrogenic activity 
while there was no significant effect for EE2. Additionally, the calculated estrogenic activity of E1 and EE2 based on a 
regression model was well correlated with the observed activity.
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1. 서 론1)

내분비계 장애물질(Endocrine Disrupting Chemicals, EDCs)
은 생체의 항상성, 생식, 발생 또는 행동에 관여하는 여러 

가지 생체 호르몬의 합성, 분비, 체내수송, 결합, 배설 또는 

호르몬 작용 그 자체를 저해하는 성질을 갖는 외인성 물질

로서, 생태계 및 인간의 생식기능 저하, 기형, 생장장애, 암 

등을 유발할 수 있는 것으로 알려져 있다(이철우 등, 2009; 
Ankley et al., 1997). 환경부의 2008년도 화학물질 배출량 

조사에 따르면, 에스트로겐 활성물질을 포함한 내분비계 장

애물질의 주요 배출업종은 고무 및 플라스틱, 화학물질 제

조업 등으로 밝혀졌다(환경부, 2010). 그리고 국내 하수종

말처리장 5곳의 에스트로겐 활성을 측정한 결과, 주요 기

여물질은 estrone(E1)과 17β-estradiol(E2)인 것으로 나타났

다(이병천 등, 2007a, 2007b). 그러나 기존의 하/폐수 처리

공정은 내분비계 장애물질을 효과적으로 제거할 수 없어 

이에 대한 보완책이 요구되고 있다(이지호 등, 2006).
최근 EDCs를 비롯한 다양한 난분해성 물질의 제거에 효

과적인 방법으로서 O3, O3/H2O2, H2O2/UV, H2O2/Fe2+(Fenton), 
TiO2/UV, 방사선 처리 등의 고급산화공정(Advanced Oxi-
dation Processes, AOPs)이 각광받고 있다(Andreozzi et al., 
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1999; Arslan-Alaton and Alaton, 2007; Kimura et al., 2004). 
특히, 전자빔과 감마선 등을 이용한 방사선 처리법은 물의 

방사선 분해를 통해 산화 및 환원력이 뛰어난 수산화라디

칼(･OH)이나 수화전자(eaq
-) 등을 생성하여 난분해성 물질

을 무해한 화학종으로 분해제거 하는 것으로 알려져 있다

(조훈제 등, 2004; Getoff, 1996). 또한 방사선 처리법의 효

율 개선을 위하여 금속산화물인 TiO2 및 Al2O3 등의 촉매

를 병용하여 난분해성 물질의 분해제거 효율을 개선하는 

연구도 진행되고 있는데(Gonzalez-Juarez and Jimenez-Becerril, 
2006; Jung and Lee, 2002; Krapfenbauer and Getoff, 1999), 
방사선을 촉매에 조사하면 촉매 표면에서 전자-정공쌍이 

생성되어 유해물질 제거에 효과적인 수화전자와 수산화라

디칼을 발생하는 것으로 알려져 있다.
한편 EDCs 처리에 대한 일부 연구가 분해산물에 의한 

위해성을 지적한 바 있지만(Kimura et al., 2006; Lee et 
al., 2004; Nomiyama et al., 2007), 대부분의 연구는 대상

물질의 분해제거에만 국한되어 있었으며 처리된 시료의 에

스트로겐 활성도 변화나 분해산물에 대한 연구는 미비한 

실정이다. 따라서 본 연구에서는 국내 수계 모니터링에서 

검출빈도가 높으며 에스트로겐 활성도가 높은 물질로 알려

진 estrone(E1)과 17α-ethynylestradiol(EE2)을 대상으로 감

마선 단독처리와 감마선/촉매 병용처리에 의한 분해제거와 

에스트로겐 활성 저감에 대한 비교 연구를 수행하였다.
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Table 1. Characteristics and quantitative analysis of 17β-estradiol (E2), estrone (E1) and 17α-ethynylestradiol (EE2)
E2 EE2 E1

Chemical structure

Molecular weight (g/mol) 272.4 296.4 270.4
Solubility (mg/L) 3.9 - 13.3 4.8 0.8 - 12.4

log Kow 3.94 4.15 3.43
Retention time (min) 15.665 14.448 13.022

Ionization channel (m/z) 272, 213, 172 213, 160, 296 270, 146, 185

2. 연구방법

2.1. 감마선 처리와 화학물질 분석

에스트로겐 활성 물질인 E2(98%), E1(>99%)과 EE2(98%)
는 Sigma-Aldrich Co.(St Louis, MO, USA)사에서 구입하였

으며, 화학적 구조, 분자량, 용해도, 옥탄올/물 분배계수(log 
Kow)는 Table 1에 나타내었다(이지호 등, 2006). 감마선 조

사는 한국원자력연구원 정읍 방사선과학연구소에 있는 고

준위 60Co 선원(AECL IR79, Canada)을 이용하여 실시하였

다. 조사용기는 산기관이 설치된 500 mL 갈색병을 이용하

였으며, 100 mL/min의 유속으로 일정하게 공기를 주입하

면서 감마선 처리를 실시하였다. 감마선/촉매 병용처리는 

TiO2 P25를 Degussa(Evonik, Germany)사에서 구입하여 사

용하였다. 촉매는 0.05 g/L를 사용하였으며, 감마선 조사 

하루 전에 첨가하여 안정화시켰다(Fukahori et al., 2003; 
Ohko et al., 2001).
감마선 처리 시료의 농축을 위하여 DSC-18(Supelco, USA) 

카트리지를 이용한 고상추출법을 사용하였다. 시료 400 mL
를 3 ~ 4.5 mL/min의 유속으로 통과시킨 후, 메탄올을 이용

하여 용출시켜 분석에 이용하였다. 화학물질의 농도는 가스

크로마토그래피(GC-MSD 7890, Agilent, USA)를 이용하여 

분석하였다. 컬럼은 DB-5ms(Agilent, USA)를 이용하였고, 
운반가스는 He(99.99%), 컬럼 유속은 1.0 mL/min, samp-
ling time은 2분, 시료 주입량은 3 μL, 시료 주입부 온도는 

280°C, mass 및 interface 온도는 290°C로 유지하여 split-
less mode로 분석하였다. 컬럼 온도는 2분 동안 100°C를 

유지하고, 분당 10°C 비율로 300°C까지 올린 후, 10분 동

안 300°C를 유지하여 총 32분을 운영하여 분석하였다. 시
료는 70 eV에서 이온화되었으며, 검출에너지는 1.6 kV로 

설정하였다. 각 에스트로겐 활성 물질의 GC-MSD 분석 조

건은 Table 1에 제시하였다.

2.2. 에스트로겐 활성도 측정

에스트로겐 활성을 측정하기 위하여 yeast two-hybrid assay
를 이용하였다(Shiraishi et al., 2003). 실험에 사용된 효모는 

human estrogen receptor(hERα)가 도입된 형질변환 효모

(Saccharomyces cerevisiae Y190)로서 일본 국립환경연구원

의 Shiraishi 박사로부터 분양받았다. 이 방법은 coactivator와 

human estrogen receptor 단백질 발현유전자를 효모에 도입하

여 포유동물의 호르몬 작용 메카니즘을 모방한 것이며, 
reporter 유전자로서 galactosidase계를 이용하고 있다(이병천 

등, 2007a). 메탄올에 농축시킨 감마선 조사 시료는 NM-504CIR 
(n-Biotek, Korea) 농축기를 이용하여 건고한 후에 dimethyl-
sulfoxide(DMSO) 용매로 재용해 시켰다. 본 연구에서는 에스

트로겐 활성 측정에 약 8.3%의 DMSO를 사용하였으며, 용매

만을 사용한 음성대조실험으로 에스트로겐 활성에 영향을 미

치지 않는다는 것을 확인하였다(Li et al., 2008).
대상물질에 의해 활성화된 에스트로겐 유전자의 산물인 β

-galactosidase의 발색정량은 Pierce(Thermo, USA)사의 yeast 
β-galactosidase kit를 이용하여 다음과 같이 실시하였다. 동
결 보존한 형질변환 효모를 MSD 배지에 식균하여 30°C에
서 24시간 이상 배양한 다음, 여기에 측정시료를 첨가하여 

30°C에서 4시간 노출시켰다. 효모의 균체량 산정을 위하여 

660 nm에서 흡광도(OD660)를 측정하였다. 여기에 측정시료

를 첨가하여 30°C에서 4시간 노출시킨 후, buffer가 포함된 

yeast extraction reagent을 첨가하여 37°C에서 발색시켰다. 
시료의 발색이 일어나면 정치시약을 이용해 발색을 정지시

키고 420 nm에서 발색량(A420)을 측정하여, assay kit에 명

시된 식 (1)을 이용해 에스트로겐 활성도를 산출하였다.

  × × 

×   (1)

t = time of incubation (min)
v = volume of cells (mL)

에스트로겐 활성도를 비교 평가하기 위해서 양성대조로

서 17β-estradiol(E2)을 사용하였으며, 적정농도인 10-4 ~
10-11 M의 범위에서 측정하였다. E2의 최대 활성도를 100%
로 식 (2)를 이용하여 상대 에스트로겐 활성도(REA)를 산

출하였다.

   


× 

(2)

화학물질 농도에 따른 에스트로겐 활성도를 나타내는 농

도-반응 곡선은 SigmaPlot 프로그램(ver. 10.0, Systat Soft-
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ware Inc. CA, USA)을 이용하여 나타내었다. 화학물질의 

농도는 1.0 × 10-10에서 1.0 M의 범위에서 각각 7개의 농도

로 수행하였으며, 세 번의 반복 실험을 통하여 평균값 ± 
표준편차로 나타내었고, SAS 프로그램(ver. 8.2, SAS Insti-
tute Inc. NC, USA)을 이용하여 통계분석을 실시하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 에스트로겐 활성도

E1, E2, EE2 농도에 따른 에스트로겐 활성도를 yeast 
two-hybrid assay로 측정한 결과는 Fig. 1에 나타내었다. 이
것을 식 (3)의 회귀식을 이용하여 분석한 결과, 농도-반응 

곡선은 높은 상관성(R2)의 시그모이드(sigmoid)형을 나타내

었다.

Fig. 1. Concentration-response curve of 17β-estradiol (E2), 
estrone (E1) and 17α-ethynylestradiol (EE2). The 
curves were determined using Eq. (2) in text.

 


 



 (3)

a = maximum relative estrogenic activity
b = minimum relative estrogenic activity
xo = EC50 (50% effective concentration of estrogenic 

chemicals)

양성대조로 사용된 E2의 EC50값을 각 화학물질의 EC50값

으로 나누어 상대강도(relative potency)를 산출한 결과

(Table 2), EE2와 E1의 각각 에스트로겐 활성도는 E2보다 

각각 6배와 70배 정도 낮게 나타났다. 한편, 이병천 등(2007a)
은 yeast two-hybrid assay로 측정한 E1과 EE2의 상대강도

가 각각 0.882와 0.951로 큰 차이를 보이지 않았다고 보고

하였다. 반면, E-screening assay(MCF-7 BUS cell)로 측정

한 E1과 EE2의 상대강도는 각각 0.105와 0.893로 차이를 

보였다(이지호 등, 2006). 또한 본 연구에서 사용한 효모와 

동일한 종을 이용한 최근 연구결과에 따르면, E1과 EE2의 

상대강도가 각각 0.03과 0.7로 본 연구결과 같이 큰 차이를

Table 2. Regression parameters for concentration-response 
curve of 17β-estradiol (E2), estrone (E1) and 17
α-ethynylestradiol (EE2). The curves were deter-
mined using Eq. (2) in text

E2 EE2 E1

a 115.9501 95.4480 108.2533

b -0.4814 -1.0454 -0.5717

xo (EC50, M) 1.4387 × 10-6 8.9655 × 10-6 1.0000 × 10-4

R2 0.9666 0.9821 0.9666

Relative
potency 1.0000 0.1605 0.0144

보였다(국립환경과학원, 2009). 이상의 결과에서 보면, 에스

트로겐 활성은 사용하는 시험종과 측정방법에 따라 차이를 

보인다는 것을 알 수 있다.
한편, 감마선 조사에 사용한 E1과 E2 초기농도(5.0 × 10-6 

M)의 에스트로겐 활성(각각 15와 33)이 양성대조 물질인 

E2(391)에 비해 10% 이하의 매우 낮은 값을 보였다. 따라

서 방사선 처리에 의한 에스트로겐 활성 저감을 보다 명확

히 규명하기 위해 감마선 처리된 시료를 80배 농축한 다음 

yeast two-hybrid assay에 이용하였다.

3.2. 에스트로겐 활성 저감

감마선 처리에 의한 E1의 분해제거 결과(Fig. 2(a)), 0.5 
kGy의 흡수선량에서 E1이 80% 이상 제거되었지만, 흡수선

량 증가에 따른 처리효율의 증가가 분명하게 나타나지 않

았다. 이것은 E1의 초기 농도(5.0 × 10-6 M)가 매우 낮아 감

마선 처리에 따른 제거 반응 속도가 매우 빠르기 때문이라

고 판단된다(Getoff, 2002; Trumbore et al., 1998). 한편, 0.5 
kGy의 낮은 흡수선량에서 감마선/촉매 병용처리(89.97%)가 

감마선 단독처리(80.68%)보다 더 높은 제거율을 나타냈다

(Fig. 2(a)). 촉매를 병용 처리함에 따른 개선은 TiO2 촉매 

표면에서 생성된 전자-정공쌍에 의한 수산화라디칼의 생성

으로 인한 분해제거의 촉진 및 나노 촉매의 높은 비표면적

으로 인한 흡착효과로 추정할 수 있으나(Chitose et al., 
2003; Gonzalez-Juarez et al., 2006), 이에 대한 규명을 위

해서는 추가적인 연구가 필요하다.
감마선 처리에 의한 E1의 에스트로겐 활성 측정 결과

(Fig. 2(b)), 0.5 kGy의 흡수선량에서 약 50%의 활성도 저

감을 보였으며, 감마선/촉매 병용처리(60.96%)가 감마선 단

독처리(45.24%)보다 더 높은 활성도 저감을 나타냈다. 그러

나 높은 흡수선량인 5.0 kGy의 감마선 처리에 의해 E1의 

농도가 90% 이상 제거됨에도 불구하고, 처리수의 에스트로

겐 활성은 약 60% 정도만 저감되었다. 이는 5.0 kGy의 감

마선 처리 이후에도 E1이 1.3 × 10-7 M 이상으로 존재함으

로 인하여 여전히 에스트로겐 활성을 나타내는 것으로 판

단된다(Fig. 1). Huber 등(2004)의 연구결과에서도 오존 처

리에 따라 10 μM의 EE2 초기농도가 90% 이상 효과적으

로 제거됨에도 불구하고, 처리 후 시료 내 잔존농도에 따

라 여전히 에스트로겐 활성을 나타내는 것으로 보고되었다.
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Fig. 2. Chemical degradation (a) and estrogenic activity 
reduction (b) of estron (E1, 5.0 × 10-6 M) by gamma- 
ray treatment. Significant difference (*) was deter-
mined using Dunnett’s test with a p < 0.05.

감마선 처리에 의한 EE2의 분해제거 결과(Fig. 3(a)), 0.5 
kGy의 흡수선량에서 90% 이상의 높은 제거 효율을 보였

지만, 흡수선량 증가에 따른 처리효율의 증가는 나타나지 

않았다. 그리고 E1의 결과와는 달리 TiO2 촉매 첨가에 따

른 분해제거 개선효과도 나타나지 않았다. Watanabe 등

(2003)은 유사한 구조의 화합물일지라도 TiO2 촉매와의 흡

착이나 수산화라디칼과의 반응속도 차이로 인하여 광촉매

에 의한 분해제거 효율에 차이가 있다고 보고하였다. 그리

고 감마선 처리에 의한 EE2의 에스트로겐 활성 측정 결과

(Fig. 3(b)), 0.5 kGy의 흡수선량에서 41.46%의 활성도 저

감을 보였으며, 분해제거와 결과와 같이 TiO2 촉매의 병용

처리(40.74%)에 따른 개선효과는 나타나지 않았다. 특히 흡

수선량 5.0 kGy에서 EE2 초기농도의 약 90% 이상이 제거

됨에도 불구하고, 약 3.8 × 10-7 M의 EE2가 잔류함에 따라 

약 50% 정도의 에스트로겐 활성만이 저감되었다.
기존의 연구결과에서 에스트로겐성 화학물질의 방사선 

처리 과정에서 생성되는 다양한 분해산물이 에스트로겐 활

성도에 영향을 미치는 것으로 보고된 바 있다(Kimura et 
al., 2006; Lee et al., 2004; Nishihara et al., 2000). E1, 
EE2의 경우 각종 방사선 처리에 의해 방향족 고리 및 수

산화기가 산화되어 다양한 분해산물이 생성되는 것으로 알

려져 있으나(Huber et al., 2004; Ning et al., 2007), 본 연

구에서 수행된 감마선 단독처리 및 감마선/촉매 병용처리 

모두에서 주요한 분해산물은 관찰되지 않았다. 한편, 감마

선 처리 후 잔류하는 E1과 EE2의 농도를 식 (3)에 적용하

Fig. 3. Chemical degradation (a) and estrogenic activity 
reduction (b) of 17α-ethynylestradiol (EE2, 5.0 ×
10-6 M) by gamma-ray treatment. Significant differ-
ence (*) was determined using Dunnett’s test with 
a p < 0.05.

Fig. 4. Relationship between observed and calculated relative 
estrogenic activity of gamma-ray treated estrone (E1) 
and 17α-ethynylestradiol (EE2).

여 산출한 에스트로겐 활성도는 실측값과 매우 높은 상관

성을 보여주었다(Fig. 4). E1은 실측값과 예측값이 유사하

였지만, EE2의 경우 예측값이 실측값보다 더 높게 나타났

다. 이병천 등(2007a)은 pH가 낮을수록 에스트로겐 활성도

가 저하된다고 보고하였는데, 감마선 조사로 인하여 발생하

는 H+, H2O2 등이 EE2의 에스트로겐 활성을 저해하였다고 

판단된다(Getoff, 2002; Nishihara et al., 2000).

4. 결 론

감마선 처리는 E1과 EE2(5.0 × 10-6 M)의 분해제거(5.0 
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kGy에서 각각 80%와 90% 이상 제거)에 있어서 매우 효과

적이었지만, 이들의 에스트로겐 활성은 각각 40%와 50% 
이상 잔류하였다. 이것은 유해물질의 분해제거와 에스트로

겐 활성 저감이 일치하지 않을 수 있다는 것을 잘 나타내

고 있다. 따라서 에스트로겐 활성 제거 측면에서 감마선 

단독처리를 개선할 수 있는 촉매나 오존을 병용한 공정에 

대한 연구가 추가적으로 이루어져야 할 것이다.
그리고 TiO2 촉매 첨가는 E1의 분해제거와 에스트로겐 

활성 저감을 촉진하였지만, EE2에 대해서는 감마선 단독처

리와 큰 차이를 보여주지 않았다. 또한, E1과는 달리 EE2
는 농도-반응 회귀식을 이용하여 계산한 에스트로겐 활성

값이 감마선 처리 후 측정한 실측값보다 매우 높게 나타났

다. 이것은 유해물질의 물리화학적 특성에 따라 분해 기작

과 효율이 달라질 수 있으며, 방사분해로 발생되는 활성물

질들이 에스트로겐 활성도에 영향을 미친 것으로 판단되는

데, 이에 대한 연구도 추가적으로 진행되어야 할 것이다.
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