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1. 서  론

후쿠시마 원전사고 등으로 인한 방사능물질의 환경오

염으로 인해 사회적으로 문제가 되고 있는 가운데 세슘의 

핵분열로 인해 생성되는 핵종은 134Cs, 135Cs 및 13Cs으로 

각각 반감기가 2.1년, 230만년, 30년으로 길다 [1,2]. 또한, 

세슘은 높은 용해도와 1가 세슘 이온 (monovalent cesium 

ion)의 생물학적 이용도 때문에 중요한 핵 분열 폐기물로 

취급되고 있다. 무엇보다, 세슘은 생체 필수 원소인 칼륨

과 유사한 화학적 거동특성으로 인해 생체 내로 쉽게 흡

수, 축적되어 토양과 해수 등에 치명적인 환경 오염 및 파

괴를 일으키며 사람에게 흡수될 경우 장시간의 피폭으로 

인해 심각한 질병을 초래하게 된다 [3].

환경으로부터 독성물질의 제거를 위한 기술로는 화학

적 침전, 산화환원 및 전기화학적 처리 등의 방법이 있

으나, 이러한 방법들은 대부분 비용이 비싼 이화학적 공

정일뿐만 아니라 이차적인 오염을 야기할 수 있다. 이러

한 기존 방법의 단점들을 극복하기 위해 바이오기술 기

반의 생물정화 (Bioremediation) 방법에 대한 관심이 증

대되고 있다. 미생물을 이용한 생물정화 공정은 이화학
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적 공정과는 달리 부작용이 적고 경제성이 있으며 생흡

착 (biosorption), 생축적 (bioaccumulation), 생전환 (bio­

transformation), 생광물화 (biomineralization)와 같은 자연

적인 과정에 의한 오염물질 분해를 통해 오염된 물과 토

양의 정화에 이용되고 있다 [4-8]. 

미생물의 세포벽은 화학적으로 음전하인 인산기 (PO4
3-), 

카르복실기 (COOH-) 및 수산기 (OH-)로 구성되어 있으

며, 양이온의 방사성 핵종은 음이온과 상호작용을 통해 흡

착 또는 침전 반응을 일으킬 수 있다. 이와 같이 미생물의 

대사작용을 통하여 방사성 핵종의 화학적 형태와 물리적 

거동에 영향을 주어 방사성 핵종의 이동을 지연하거나 차

단시킬 수 있는 매개체로 활용이 가능하다 [3,9-13]. 미생

물을 이용한 방사능 물질의 제거로 기대할 수 있는 긍정

적 영향으로는 환경에서 일시적 또는 영구적으로 방사성

핵종을 제거할 수 있는 생체막 (biofilm)의 형성, 방사능 환

경에서 미생물에 의한 지화학적 환경 즉, pH와 Eh 변화로 

인한 방사성 핵종의 침전 및 미생물의 왕성한 성장에 의

한 다공성 물질의 기공 막힘 (clogging)과 이로인한 다공

성 물질의 수력학적 전도도 감소 등이 있다 [14].

한편, 생물정화 공정은 기존의 중금속 고정화 (immo­

bilization) 방식과 같은 물리화학적 기술에 비해 친환경적

이며 비용이 적게 소요되기 때문에 방사능물질과 중금속

에 오염된 환경에서 매우 효과적으로 사용되어 질 수 있

다. 그러나, 금속에 저항성이 있는 대부분의 미생물은 방

사선에 민감하기 때문에 방사선 환경에서의 생물정화를 

위해서는 방사선 저항성을 필요로 한다 [15]. 따라서, 본 

연구는 세슘의 생물정화를 위해 한국원자력연구원 첨단

방사선연구소 인근 토양에서 분리된 균주의 세슘 (CsCl) 

및 방사선 저항성을 평가할 목적으로 수행되었다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시약 및 샘플채취

CsCl (Sigma-Aldrich, NY, USA) 저항성 균주를 분리하기 

위해 R2A 액체 배지 (medium)를 이용하였으며 구성 성분

은 다음과 같다. Proteose Peptone No.3 (Merck, Germany), 

Casamino Acids (BactoTM, NJ, USA), Dextrose (Yakuri, 

Kyoto, Japan), Yeast Extract (BactoTM, NJ, USA), Soluble 

Starch ( Junsei, Tokyo, Japan), CH3COCOONa (Sigma-

Aldrich, NY, USA), KH2PO4
 ( Junsei, Tokyo, Japan), MgSO4

 

(Sigma-Aldrich, NY, USA), Agar (BMA, ME, USA)를 이용하

여 성장배지 및 R2A 평판 배지 (R2A agar plate)를 준비하

였다. 한국원자력연구원 첨단방사선연구소 인근지역 (전

라북도 정읍시)의 토양 표면으로부터 10~15 cm의 깊이

에서 시료를 채취하였으며, 채취한 토양시료 100 g에 500 

mL의 1차 증류수를 가하여 현탁처리 하였으며 37°C에서 

1시간 동안 반응시킨 후 멸균한 500 mL 유리병에 담아서 

-70°C에서 보관 후 시료로 사용하였다.

2.2. 균주 분리 및 생육곡선

세슘 저항성 균주의 분리는 Kim 등의 방법에 따라 실

험을 진행하였다 [3]. 보다 상세하게는 한국원자력연구원 

첨단방사선연구소 인근지역 10~15 cm 깊이의 토양에 멸

균증류수를 넣은 현탁액 제조한 후 100 mM CsCl (Sigma-

Aldrich, NY, USA)이 함유된 R2A 액체배지에 주입하여 

30°C, 150 rpm으로 1주간 농화배양 (enrichment culture)

하였다. 세슘 저항성이 있는 우점종을 분리하기 위해 상

기 농화배양액을 다시 1주일간 농화배양을 실시한 후 

R2A 평판배지에 백금이로 쿼드런트 획선법 (quadrant 

streak method)으로 생존한 균주 (M1)를 분리하였다. 분

리된 세슘 저항성 균주 (M1)를 R2A 액체 배지에 계대배

양 (subculture)한 후, CsCl 농도에 따른 생존곡선을 확인

하기 위해서 Nutrient liquid medium (Difco)에 각각 CsCl 

10, 20, 40, 60, 80, 100 mM 농도로 첨가한 배양액을 준비

하였다. 그 다음, M1 균주를 배양액에 100 μL씩 접종한 후 

24시간 (30°C, 150 rpm) 동안 배양하면서 시간별로 샘플

링을 하여 Optical Density (OD) 600 nm에서 흡광도를 측

정한 후 CsCl 농도 및 배양 시간에 따른 생육곡선 (growth 

curve)를 분석하였다 [16-18]. 한편, 세슘 외에 주요 방사성

물질인 스트론튬과 코발트에 대한 저항성을 확인하기 위

해 SrCl2과 CoCl2
 (Sigma-Aldrich, NY, USA)를 각각 10, 20, 

40, 60, 80, 100 mM의 농도로 배양액을 준비한 후 M1균주

를 세슘 생육곡선 분석과 동일한 방법으로 생육곡선을 확

인하였다.

2.3. 생균수 분석 및 방사선 저항성 비교

방사성 동위원소인 세슘의 생물정화를 위해서는 방사

선 환경에서의 생존이 중요하기 때문에 방사선 저항성이 

가장 높은 것으로 알려진 Deinococcus radiodurans (ATCC 
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13939)를 이용하여 세슘 및 방사선 저항성을 비교 평가

하였다. 흡광도를 측정하여 얻은 생육곡선 결과는 균주

의 생존유무를 구분하기 어렵기 때문에 보다 정확한 생균

수 (viable colony)를 분석하기 위해 각각 CsCl 20, 40, 60, 

80, 100 mM 농도로 Nutrient Agar 평판배지를 제조하였

다. 이후 M1 균주 및 D. radiodurans 균주배양액을 도말하

여 30°C에서 48시간 동안 배양한 후 생성된 집락수를 계

수하여 CFU (Colony Forming Unit)로 나타내었으며, 최종

적으로 Log 값으로 환산하여 산출하였다. 한편, 방사선 저

항성 분석의 경우 Nutrient liquid medium에 배양한 M1 및 

D. radiodurans 균주배양액을 실온에서 감마선 (0~10 kGy)

을 조사한 후 다시 Nutrient agar 배지에 도말접종하여 30

도에서 48시간 배양한 뒤 생성된 집락수를 Log CFU mL-1

로 나타내었으며, 이후 X축 (감마선 조사선량) 및 Y축 (Log 

CFU mL-1)으로부터 회귀분석을 통해 최종적으로 방사선 

저항성을 D10 value (미생물수를 1/10로 감소시키는데 필

요한 방사선 에너지 값)으로 산출하였다. 이때 감마선 조

사는 한국원자력연구원 첨단방사선연구소에 위치한 감

마선 조사시설 (IR-221 gamma irradiator, MDS Nordion, 

Canada)을 이용하여 실온에서 시간당 10 kGy의 선량률로 

흡수선량이 0.5~10 kGy가 되도록 감마선을 조사하였다. 

2.4. 16S rRNA 염기서열 분석

M1 균주의 유전적 유사도 분석을 위해 16S rRNA 염기

서열과 NCBI’s BlastN database염기서열을 비교분석하여 

상동성을 평가하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 세슘 저항성 평가

분리 균주 M1의 세슘 저항성 확인을 위해 CsCl이 함유

된 배지에서 생육곡선을 분석한 결과를 Fig. 1에 나타내었

다. CsCl 첨가 직후 (0 hr) M1 균주의 흡광도는 변화가 없

어 단시간에 걸친 세슘의 영향은 없는 것으로 나타났다. 

CsCl 10 및 20 mM 첨가구의 경우 배양 3시간부터 24시간

까지 대조구 (CsCl 0 mM)와 거의 유사한 생육곡선을 나

타내고 있어 CsCl 20 mM 이하의 농도에서는 M1 균주의 

생육에 영향이 없는 것으로 확인되었다. 그러나, CsCl 40 

mM 이상 첨가구의 경우 배양 3시간부터 생육이 지연되

면서 24시간까지 CsCl 농도에 의존적으로 생육이 억제

되는 것으로 나타났다. 배양 24시간 후의 흡광도 (OD600 

nm)를 기준으로 CsCl 10 및 20 mM 농도에서는 무첨가 대

조구 이상의 생장율을 보였으며, CsCl 40, 60, 80 및 100 

mM 처리시의 생장율은 무첨가 대조구 (100%) 대비 각각 

50%, 35%, 25% 및 25% 정도로 확인되었다. 

Kang 등 [19]은 Psuedomonas aeruginosa PAO1을 대상

으로 24시간 (30°C, 180 rpm) 배양기간 동안의 생육곡선 

(OD 600 nm) 분석을 통해 CsCl 저항성을 확인한 결과 

CsCl 20, 40, 60, 80 및 100 mM 농도에서의 생장률은 각각 

85%, 80%, 60%, 30% 및 20% 정도로 M1 균주의 생장률과 

유사한 결과를 보였으며, Psuedomonas aeruginosa PAO1은 

세슘을 약 76% 제거할 수 있는 우수한 균주로서 매우 효

과적인 생물정화 능력이 있는 것으로 보고하여 M1 균주 

Fig. 1. Growth curve of isolated strain (M1) incubated in nutrient liquid medium with CsCl 0, 10, 20, 40, 60, 80, and 100 mM.
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또한 세슘제거에 효과가 있을 것으로 기대된다. 

또한, Kim 등 [3]의 연구에 따르면 Bacillus 속으로 동정

된 분리균주의 세슘 저항성은 CsCl 10 mM 이하의 농도에

서 세슘 저항성을 보이는 것으로 나타났으며, 50 및 100 

mM CsCl의 농도를 처리하였을 때 30°C에서 30시간 (180 

rpm) 동안 무첨가 대조군에 비하여 각각 59% 및 56% 생장

하였다고 보고하였다. 비록 완전히 동일한 실험조건은 아

니지만 본 연구결과에서 M1 균주의 경우 24시간 (30°C, 

150 rpm) 기준 Cscl 20 mM 이하의 농도에서는 생육에 전

혀 영향이 없었으며, 40 mM에서는 무첨가 대조구 대비 생

육정도가 약 50% 정도로 Bacillus 속 균주와 유사한 결과를 

나타내었다. 그러나, 100 mM CsCl의 농도에서는 M1 균주 

생장율이 약 25% 정도로 M1 균주는 Bacillus 속 균주의 생

장률 (56%)에 비해 낮은 수치를 나타내었다. 

보다 정확한 M1 균주의 세슘 저항성 평가를 위해 각각 

CsCl 20, 40, 60, 80, 100 mM 농도로 첨가한 Nutrient Agar 

평판배지에 M1 균주 및 D. radiodurans 균주배양액을 도

말한 후 30°C에서 24시간 동안 배양하여 생성된 집락수 

(CFU)를 계수하여 Table 1에 나타냈다. 그 결과 M1 균주

의 경우 CsCl 80 mM 이하의 농도에서는 생존한 집락수

가 CsCl 무첨가 대조구와 유사한 9 log CFU를 유지하는 

것으로 나타나 생균수에 영향이 없는 것으로 나타났으나, 

CsCl 100 mM 농도에서는 생존이 불가능한 것으로 확인되

었다 (Table 1). 이는 액체배양을 통한 생육곡선 분석결과 

(Fig. 1)에서 CsCl 40 mM 이상의 농도에서는 M1 균주의 

생육이 저해되는 결과와 차이가 있는 것으로 Fig. 2(A)에

서와 같이 생존한 콜로니를 육안으로 확인하였을 때 CsCl 

농도가 증가함에 따라 콜로니의 크기는 점차 작아지는 것

으로 확인되었다. 따라서, M1 균주는 CsCl 20 mM까지는 

생육에 영향이 없으며 40~80 mM 사이에서는 농도의존적

으로 생육이 저해되고, 100 mM 이상의 농도에서는 생존

이 불가능한 것으로 확인할 수 있었다. 

한편, D. radiodurans는 생물정화 공정에서 사용되는 방

사선 저항성이 가장 높은 균주로서 높은 방사선 환경에서 

환원 (reduction), 광물화 (mineralization), 흡착 (asorption)

과 같은 기전을 통해 중금속 물질을 효과적으로 제거할 

수 있는 균주이다 [20]. 이에 방사성물질의 생물학적 제염

에 폭넓게 연구되고 있는 D. radiodurans (ATCC 13939)의 

세슘저항성을 분석한 결과 CsCl 20 mM 첨가구는 무첨가 

대조구와 동일한 집락수를 나타냈다 (Table 1). 또한, M1 

균주와 마찬가지로 육안으로 확인된 콜로니의 크기는 대

조구에 비해 상대적으로 작게 나타났으며 (Fig. 2(B)), 40 

mM 이상의 농도에서는 생존이 불가한 것으로 확인되어 

세슘 저항성은 D. radiodurans에 비해 M1 균주가 높은 것

으로 판단되었다. 

이상의 결과를 종합하여 볼 때 본 연구에서 분리한 M1 

균주는 CsCl 100 mM의 고농도에서는 생존이 불가능한 

Table 1. Viable cell counts of M1 (A) and D. radiodurans (B) 
incubated in nutrient agar medium with CsCl 0, 10, 20, 40, 60, 
80, and 100 mM after incubation at 30°C for 48 hr

CsCl
(mM)

Colony forming unit (Log CFU)

M1 D. radiodurans

0 9.36±0.25 9.26±0.07
20 9.47±0.13 9.24±0.12
40 9.36±0.17 ND
60 9.25±0.19 ND
80 9.13±0.27 ND

100 ND1) ND

1)Not Detected

Fig. 2. Comparison of cesium resistance between M1 (A) and 
D. radiodurans (B) incubated in nutrient agar medium with CsCl 
0, 10, 20, 40, 60, 80, and 100 mM.

(A) Isolated strain (M1)

(B) Deinococcus radiodurans (ATCC 13939)
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것으로 나타났으나, 방사선 저항성이 높은 D. radiodurans 

에 비해 세슘 저항성이 높았으며, 세슘에 저항성이 있는 

것으로 보고 되어진 Bacillus 및 Psuedomonas [19]와 거의 

유사한 저항성을 가진 것으로 확인되어 세슘의 생물학적 

제염을 위한 미생물로 활용 가능할 것으로 사료되었다.

3.2. 방사선 저항성 평가

방사선 저항성 확인을 위해 M1 균주 및 D. radiodurans 

배양액에 감마선을 조사한 후 평판배지에 접종하여 생존

한 집락수 분석 결과를 Table 2에 나타냈다. M1 균주의 경

우 감마선 2 kGy까지 조사선량이 증가함에 따라 생균수

가 감소하였으며, 회귀분석을 통한 D10 값은 0.307 kGy로 

나타났다. 한편, 방사선 저항성이 높은 것으로 알려진 D. 

radiodurans의 D10 값은 3.42 kGy로 확인되었다. 

D. radiodurans는 독특한 DNA repair system과 강력한 항

산화 작용으로 인해 생물체에 매우 치사적인 10~20 kGy 

이상의 급성 방사선 노출 환경에서도 생존 가능한 미생물

로 D10 값이 15.0 kGy 이상인 것들도 있다 [21,22]. 본 연구

에서는 D. radiodurans의 값은 약 3.4 kGy이었으며, M1 균

주의 경우 D10 값이 0.3 kGy로 D. radiodurans에 비해 약 

1/10 수준으로 상대적으로 방사선 저항성이 약한 것으로 

나타났다. 그러나, 일반적인 방사성 폐기물의 방사선 선량

율은 1.0 Gy h-1 이하이기 때문에 [14] M1 균주의 방사선 

저항성은 방사성오염 환경에서의 생물정화에서 충분히 

생육이 가능할 것으로 사료된다. 

3.3. 16S rRNA 염기서열 분석

M1 균주의 유전적 유사도 분석을 위해 16S rRNA 염기

Table 2. Comparison of radiation resistance between M1 and 
D. radiodurans after gamma-irradiation

Strain Irradiation dose
(kGy)

Viable cells
(Log CFU)

D10 value
(kGy)

M1

0 10.12±0.21

0.307
0.5 6.80±0.13
1.0 5.29±0.29
1.5 4.53±0.22
2.0 3.13±0.14

D. radiodurans
0 6.11±0.27

3.420
10 3.10±0.20

Fig. 3. Neighbor-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of M1 strain.
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서열과 NCBI’s BlastN database염기서열을 비교분석하여 

상동성을 분석한 결과를 Fig. 3에 나타냈다. 그 결과 M1 균

주는 Acinetobacter calcoaceticus와 상동성이 가장 높은 것으

로 확인되었다. Acinetobacter 속 균주는 끈적끈적한 집락

형성능이 있어 biofilm을 형성하는 gram (-) coccobacilli 세

균으로 주로 토양에서 발견되며, 항생제 및 소독액 등에도 

저항성이 강해 척박한 환경에서 생육이 가능한 것으로 알

려져 있다 [23]. 또한, Acinetobacter 속 균주는 광범위하게 

유기물과 무기물을 분해하고 제거할 수 있는 미생물로서

heavy metal뿐만 아니라 biphenyl, phenol, benzoate, crude 

oil, acetonitrile등 다양한 오염원의 생물정화가 가능하

며, 방사능핵종이 오염된 환경에서 자주 분리되는 균주이 

다 [24-26]. 

Saha와 Chopade [27]는 육류에서 분리된 Acinetobacter 

속 균주를 대상으로 방사선 저항성을 분석한 결과 Acine­

tobacter calcoaceticus는 D10 값이 약 0.1~0.2 kGy로 본 연구

에서 분리한 M1 균주와 유사한 결과를 보였으며, 방사선 

저항성이 높은 것으로 알려진 Acinetobacter radioresitens는 

D10 값이 1.2~2.2 kGy로 비교적 높게 나타났다고 보고하

였다. 비록 Acinetobacter 속 균주를 이용한 세슘의 생물정

화와 관련된 연구는 현재까지 보고된 바 없으나, 상기의 

연구결과에서와 같이 Acinetobacter와 유전적 상동성이 높

은 M1 균주는 세슘 및 방사선에 대한 저항성이 있는 것으

로 확인되어 향후 방사선 환경에서의 방사능물질 및 중금

속 등의 생물정화에 활용 가능할 것으로 기대된다. 

3.4. 스트론튬 및 코발트 저항성 평가

세슘 외에 주요 방사성물질인 스트론튬과 코발트에 대

한 M1 균주의 저항성을 확인하기 위해 각각의 농도에 

따른 생육곡선 분석 결과를 Fig. 4에 나타냈다. 스트론튬 

(SrCl2)의 경우 배양 3시간 후부터 처리농도가 증가함에 

따라 M1균주의 생육이 저해되는 경향을 보였으며, 배양 

18시간째 10 mM 처리구만 무처리 대조구와 유사한 생육

정도를 보이면서, 20 mM 농도 이상에서는 생육이 저해되

는 것을 확인할 수 있었다. 코발트 (CoCl2) 처리시에는 배

양 3시간째 무처리구를 제외한 10 mM 농도 이상의 모든 

처리구에서 생육이 거의 불가능한 것을 확인하였다. 다만, 

배양 18시간 이후 오히려 처리농도가 증가할수록 흡광도

가 증가하는 것으로 확인되었는데, 이는 배양시간이 경과

함에 따라 코발트의 자체 발색에 의해 흡광도가 높아지는 

간섭현상에 의한 것으로 판단되었다. 따라서, 보다 정확한 

결과를 얻기 해서는 세슘 저항성 평가에서와 같이 생균

수를 측정하는 방법으로 분석을 해야할 것으로 판단되며, 

M1 균주는 Cs 외에도 Strontium (SrCl2) 및 Cobalt (CoCl2)

에 대한 저항성도 있는 것으로 확인되었으므로 향후에는 

세슘, 스트론튬 및 코발트 등 방사성물질을 사용한 생물학

적 제염 실험을 통해 M1 균주의 활용 가능성을 평가하는 

연구가 필요할 것으로 사료된다.

4. 결  론

세계적으로 방사성 물질의 처리문제가 한계에 직면하

고 있는 가운데 미생물을 활용한 친환경적 생물정화 (Bio­

remediation) 방법이 연구되고 있다. 세슘은 대표적인 핵

분열 생성물로서 본 연구는 세슘에 저항성이 높은 미생

물 균주를 확보할 목적으로 수행되었다. 세슘 저항성 균주

의 스크리닝을 위해 한국원자력연구원 첨단방사선연구소 

Fig. 4. Growth curve of Acinetobacter calcoaceticus (M1) incu­
bated in nutrient liquid medium with SrCl2

 (A) and CoCl2
 (B) 

at concentrations of 0, 10, 20, 40, 60, 80, and 100 mM.

(A) Strontium (SrCl2)

(B) Cobalt (CoCl2)
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인근 토양 (10~15 cm)으로부터 회수한 시료를 100 mM의 

CsCl을 함유한 R2A 배지에 주입한 후 30°C, 150 rpm에서 

7일간 농화배양 하여 생존한 균주 (M1)를 선별하였다. 세

슘 저항성 확인을 위해 CsCl이 함유된 액체배지에서 생육

곡선을 분석한 결과 CsCl 20 mM 이하의 농도에서는 생육

에 아무런 영향이 없었으나, CsCl 40 mM 이상에서는 농도 

의존적으로 생육이 억제되는 것으로 나타났다. 또한, CsCl

을 함유한 고체배지에 M1 균주를 접종하여 배양한 결과 

CsCl 80 mM까지 농도 의존적으로 콜로니 집락 크기가 작

게 나타나 생육속도는 느리지만 세포사멸 없이 생존 가능

한 조건으로 확인되었다. 방사선 저항성 (D10 값)은 0.307 

kGy로 나타났으며, 최종적으로 16S rRNA 염기서열 분석

을 통해 M1 균주를 동정한 결과 Acinetobacter 속 균주인 

것으로 확인되었다. 이상의 결과를 종합하여 볼 때 M1 균

주는 세슘에 대한 저항성이 높으며 저선량 방사선 환경에

서도 생육이 가능한 것으로 확인되어 향후 세슘의 생물학

적 제염 분야에 활용성이 매우 높은 것으로 판단되었다.
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