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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the effect of tributyltin (TBT) on histopathological and ultrastructural 
changes in the digestive gland structure of the equilateral venus, Gomphina veneriformis. Experimental period was 
36 weeks. Experimental groups consist of control condition and 3 TBTCl exposure conditions (0.4, 0.6, 0.8 TBTCl 
μg L-1). Outer envelop of the visceral mass of G. veneriformis exposed to TBTCl was observed disappearance of 
microvilli and cilia, decrease of mucous cell and partially destruction of epithelium. In the digestive gland showed 
an increase of number of hemocyte and mucopolysaccaride near the digestive tubule at early time of the 
exposure. Especially, in 0.8 μg TBTCl L-1 group, collapse of digestive tubule with modification of epithelium was 
observed. TEM observation revealed the numerous glycogen granules in epithelium of the outer envelop and 
connective tissue. In the ciliated cell of the primary duct formed the cilia in cytoplasm. Basophilic cell was observed 
destruction of the rough endoplasmic reticulum and mitochondria. Also, nucleus in the epithelium of the digestive 
tubule was disappeared heterochromatin and nucleolus, and condense. As the concentration of TBTCl increased, 
the accumulation of lipofucin increased in the digestive gland, but the collapse of digestive tubule induced a 
decrease of accumulation of  lipofuscin.
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서  론

  미환경부 (EPA)는 내분비계장애물질 (EDCs; endocrine 

disrupting chemicals) 을 생물의 항상성 유지, 생식활동, 발

달 및 행동을 유지시키는 체내 호르몬의 기능 (합성, 분비, 특

정 기관계로 이동, 세포 결합, 작용 및 특정물질 제거) 장애를 

유발하는 외인성 물질이라고 정의하였다 (EPA, 1997). 

유기주석화합물 (organotin compounds) 중 하나인 TBT 

(tributyltin) 는 1850년대 처음 발견된 이후 1960년대부터 

선박방호용 페인트로 많이 이용되어왔다 (Yamada et al., 

1992). 하지만 1970년대 프랑스의 아카숑만의 굴의 패각기형 

현상이 처음 보고된 이후 오염지역의 조사 및 독성실험 통해서 

굴의 성장억제 및 패각기형을 유발하는 것으로 보고되었다 

(Waldock and Thain, 1983). 이후 1971년 Smith는 복족

류의 암컷에서 수컷의 생식기가 발달되는 현상을 imposex라

고 명명한 후 전세계 많은 지역에 서식하는 복족류에서 

imposex가 보고되었다 (Gibbs and Bryan, 1986; 

Horiguchi, et al., 1994; 2000; Chiavarini et al., 2003). 

더욱이 TBT는 생식 뿐만 아니라 기관계의 구조적 변화를 유

도하여 기능적인 장애를 초래한다는 사실이 여러 연구자들에 
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의해서 보고 되어왔다 (Rasmussen et al., 1983; Regoli 

and Orlando, 1994; Quinn et al., 2004). 

이러한 유기주석 화합물의 유해성 때문에 국제해사기구 

(International Maritime Organization; IMO) 에서는 "선

박의 유해 방오시스템 사용 규제 국제협약"을 통해 2003년 1

월 1일부터 TBT를 주성분으로 하는 선박용 페인트 등의 새로

운 도포를 금지하기로 하였고, 2008년 1월 1일 이후 기 도포

되어 있는 TBT를 주성분으로 하는 선박용 페인트 등을 선체

로부터 완전 제거 또는 동 페인트가 해수로 용출되지 않도록 

도막을 도포하도록 하고 있다 (Anonymous, 2001). 하지만 

해수에서 TBT의 반감기는 수일에서 수주 정도인 반면, 해양

퇴적물에서는 수개월에서 수십년 이상이기 때문에 해수에서 

TBT의 공급원이 차단된다 하더라도 TBT를 함유한 해양퇴적

물이 오염원의 제공지로 작용하여 주변에 서식하는 수서생물

들에게 지속적으로 영향을 줄 수 있다 (Adelman et al., 

1990. de Mora et al., 1989). 

  이매패류의 소화선 (digestive gland)은 다수의 관 

(tubule)들이 위와 연결된 구조를 하고 있으며, 이들의 주 기

능은 세포내 소화이다. 여러 연구자들은 이매패류의 기관계 중

에서 TBT가 가장 많이 축적되는 기관계는 소화선이라고 보고

하였으며 (Morrison, 1993; Gomez-Ariza et al., 2000), 이

매패류들은 주로 저질 내에 서식하면서 여과섭식에 의해 먹이

를 섭취하므로 오염물질은 체내에 쉽게 축적되지만 체내에서

의 해독 (detoxification)과 체외방출은 낮기 때문에 해양저질

과 수질의 오염상태를 알아보기 위한 지표종으로 많이 사용되

고 있다 (Siah et al., 2003). 

  지방갈색소 (lipofuscin)란 노화색소세포로서 외부에서 유

입된 물질들을 용해시킨 이차용해소체 (secondary 

lysosome) 는 분해되어 용해소체 막을 통과하여 세포질 안으

로 들어가게 되는데, 이때 더 이상 분해되지 않는 물질이 용해

소체 내에 남아있으면서 다양한 지방과립과 전자밀도가 높은 

과립을 가지고 있는 물질을 일컫는다 (Bubel, 1989). 따라서 

EDCs에 의한 해양 연체동물의 영향에 관한 기존의 연구들에

서 오염원에 의한 생물지표로써 지방갈색소의 축적이 사용되

어져 왔다 (Viarengo et al., 1990; Mathew and 

Damodaran, 1997)

  본 연구의 목적은 광학현미경과 전자현미경을 이용하여 

TBTCl에 만성노출 시킨 대복, Gomphina veneriformis 소

화선의 미세구조적인 변화를 관찰하고, 조직화학적인 방법을 

이용하여 지방갈색소의 축적을 증명하여 향후 이매패류를 이

용한 TBT의 모니터링 연구에 있어서 지방갈색소의 

biomarker 이용 가능성을 확인하고자 한다. 

재료 및 방법 

1. 재료

  본 연구에 사용된 대복, Gomphina veneriformis은 2005

년 10월에 강원도 주문진읍 연안 (37°54′27.23″N, 

128°49′38.95″) 에서 채집한 각장 30.00-35.00 mm의 성

체로서 개체수는 125개체였다.

2. 방법

  1) 사육조건

  채집한 개체들은 실험실로 운반하여 실험 수조에 약 2주 동

안 순치시켰다. 순치기간 동안 수온, pH 등과 같은 환경상태

를 측정하고, 사망개체는 사육수조 안에서 즉시 제거하였다. 

본 실험에서 사용한 수조는 30 L의 지수형 순환 여과식 사각 

유리 수조로써 사육수의 양은 실험 25 L로 일정하게 유지하였

으며, 수조의 내부는 실험종의 서식환경과 비슷한 저질 환경을 

제공하고자 채집지역의 모래를 두께 10 cm 정도 깔아 주어 

실험개체들의 저질잠입이 가능하도록 하였다. 실험기간은 

2005년 10월 25일부터 2006년 7월 3일까지 36주 동안 시행

하였다. 실험기간 동안 광주기와 온도는 인위적인 조절 없이 

자연조건으로 설정하였으며, 먹이는 Isochrysis galbana 3-4 

× 105 cell mL-1를 2일에 1회씩 공급하였다. 실험기간 동안 

실험 개체들의 배설물에 의한 pH의 변화 및 배설물 처리 그리

고 수중의 TBTCl 농도를 일정하게 조절해 주기 위하여 먹이 

공급시 사육수의 2/3를 교환하였고, 각 노출구의 설정 농도에 

따라 교환 해수의 양에 맞춰서 TBTCl을 재 투여하였다. 

  2) 오염원

  사용된 오염원은 tributyltin chloride (TBTCl; 

[CH3(CH2)3]3SnCl, Sigma) 를 acetone (CH3COCH3, 

Junsei) 으로 10,000 mg L-1 농도인 stock solution을 만든 

다음 dimethyl sulfoxide (DMSO; (CH3)2SO, Junsei) 를 

이용하여 100 mg L-1 농도인 substock solution을 만들었

다. TBTCl substock solution은 각각의 TBTCl 노출 실험

수조에 희석하여 사용하였다.

  3) 실험구

  TBTCl 노출실험에 노출구의 농도를 정하기 위해 TBTCl

을 인위적으로 노출시키지 않은 수조를 대조구로 하였으며, 두 

차례에 걸친 예비실험을 통하여 LC9 (20.0 μg TBTCl L-1) 

의 1/25 농도인 0.8 μg L-1을 가장 높은 농도구로 정하고, 그 

보다 낮은 0.6과 0.4 μg L-1를 농도구로 설정하였다.

  4) 결과분석

  (1) 광학현미경 관찰

  광학현미경 표본을 위해 절취한 시료들은 Drury and 

Wallington (1980)의 방법에 따라 aqueous Bouin`s fluid
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에 24시간 동안 고정하고, 24-48시간 동안 흐르는 물에 수세

하였다. 그 후 70%부터 100%까지 각각 40분 동안 에탈올을 

이용한 단계별 탈수과정 후 xylene에 의한 치환 과정을 거쳐

서 paraplast (McCormick, USA) 에 포매하였다. 포매된 시

료는 microtome (RM2235, Leica, Germany) 을 이용하여 

4-5 μm 두께로 연속 절편하여 슬라이드 글라스에 부착하였

다.

  광학현미경 표본제작에 사용된 염색과 반응은 Mayer's 

hematoxylin-eosin (H-E) 염색과 alcian blue-periodic 

acid and Schiff's solution (AB-PAS, pH 2.5) 반응 및 

Masson's trichrome으로 확인하였다. 또한 lipofuscin을 관

찰하기 위해 Long Ziehl-Neelsen 염색을 시행하였다. 이후 

완성된 조직표본들은 광학현미경 (BX50F4, Olympus, 

Japan) 으로 관찰하였다. 

  (2) 전자현미경 관찰

  전자현미경 조직표본 제작은 Cormack (2001)의 방법에 따

라 0.1 M phosphate buffer (pH 7.5) 로 완충시킨 2.5% 

glutaraldehyde 용액으로 2-3시간 동안 전 고정하였으며, 

0.1 M phosphate buffer (pH 7.5) 로 20분 동안 2-3회 수

세 하였다. 그 후 1% osmium tetroxide (OSO4) (Sigama) 

로 1-2시간 후 고정한 후, 0.1 M phosphate buffer로 20분 

동안 2-3회 세척하고, ethanol을 이용하여 70%부터 100%까

지 각각 30분 동안 단계별로 탈수하였다. TEM을 이용하여 

관찰하기 위한 표본들은 propylene oxide로 30분씩 2회 치

환하고, 에폭시 수지로 포매 (60℃ dry oven에서 36-48시간 

동안 중합) 한 1-0.5 μm 두께의 semithin section을 

toluidine blue로 염색하여 광학현미경으로 관찰하였다. 

TEM 관찰 절편은 ultramicrotome (MT-X, RMC, 

Germany)을 이용한 두께 70 nm로 section 한 다음 grid에 

올려서 uranyl acetate-lead citrate으로 염색하고, TEM 

(H-7500, Hitachi, Japan) 으로 관찰하였다. SEM을 이용하

여 관찰하기 위한 표본들은 amyl acetate로 30분씩 2회 치환

하고, CO2 가스로 임계건조 (critical point drying) 한 다음 

1분 동안 금이온 증착 (gold ion particle coating)하여 

SEM (S-3000N, Hitachi, Japan) 으로 관찰하였다. 

  (3) 염색 친화도 판정

  조직화학적 반응 후 점액세포의 염색 친화도 판정은 

PantoneⓇ Formula  Guide coated first edition 2002 

(Pantone Inc., USA) 를 기준으로 고유번호를 ( ) 안에 표시

하였다.

  (4) 조직화학적 변화양상의 정량화

  조직학적인 변화양상들 (상피층 두께, 지방 갈색소 분포 비

율)을 정량화하기 위해 매 채집시기 마다 농도별로 5개체씩 

화상 분석장치 (IMT, Visus, U.S.A)를 사용하여 분석하였다. 

실험구들의 소화선세관 상피층 두께 (μm)를 조사하기 위해 

개체 당 40-50회 측정하여 평균 두께를 계산하였다.

Distribution 
of mucous cell  =

mucous cell area (μm2)
 × 100

epidermal layer area (μm2)

소화선 조직의 Long Ziehl-Neelsen 염색 시 적갈색으로 나

타나는 지방갈색소의 분포 비율은 아래의 식으로 계산하여 백

분율 (%)로 나타냈다.

Distribution 
of lipofuscin  =

lipofuscin area (μm2)
 × 100

digestive gland area (μm2)
 

  (5) 유의성 검증

  대조구에 대한 농도구들의 유의적인 차이 (P < 0.05) 를 

알아보기 위한 통계처리는 SPSS 통계 프로그램을 이용하여 

one way ANOVA 처리 후 사후분석으로 Dunnett 방법을 

시행하였다.

결  과

1. 대조구

  대복의 내장낭 외막은 단층의 상피층이 근육층과 생식소 그

리고 소화기관과 소화선과 같은 다양한 내장구조를 둘러싸고 

있는 구조이다 (Fig. 1A). 단층의 상피층은 섬모세포와 상피

세포 그리고 소수 점액세포로 구성되어 있으며, 섬모세포와 상

피세포는 세포의 기저부에 핵이 존재하는 원주형이다 (Figs. 

1B; 2A). 이들 상피층의 자유면에는 선조연과 섬모들이 잘 발

달되어 있었다 (Figs. 1B; 2A and B). 또한 상피층의 안쪽에 

존재하는 근육층은 다수의 근섬유다발들이 조밀하게 엮어있는 

단단한 구조로서 부위에 따라 두께는 다양하였다 (Fig. 1B). 

  TEM 관찰 결과, 내장낭을 둘러싸고 있는 외막의 상피층을 

구성하는 세포들은 상피세포와 섬모세포 그리고 분비세포들이

며, 이들 세포들은 단층으로 구성되어 있었다 (Fig. 3). 외막의 

상피세포들은 길이 10 μm 내외로 폭이 좁고 길이가 긴 전형

적인 원주형으로서 세포의 자유면에는 길이 약 1 μm의 미세

융모대가 형성되어 있었다. 세포의 기저부에는 장방형의 핵이 

존재하고 있었으며, 이들 핵은 잘 발달된 핵막과 핵의 내부에

는 이형염색질과 진정염색질이 관찰되었다. 핵의 상부에는 전

자밀도가 높은 다수의 용해소체들이 존재하였으며, 세포질의 

상부에는 다수의 미토콘드리아들이 관찰되었다. 이들 섬모세

포들은 인접한 세포들과 부착반 그리고 부착띠로 연결되어 있
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Fig. 1. Histological feature of the outer envelop of the visceral mass in the equilateral venus, Gomphina 
veneriformis. A: Cross section, note visceral mass constructed simple epithelium (El), muscle layer (Ml), 
gonad (Go) and mid-gut gland. H-E stain. B: Epidermal layer, showing the cilia (C) and striated border (Sb) 
on the free surface. Masson's trichrome stain. C: Ducts in mid-gut gland, note primary duct (Pd) seems like 
stomach and secondary duct (Sd) lead pretubular duct (Ptd). Masson's trichrome stain. D: Digestive tubule, 
note showing the basophilic cell (Bpc) and digestive cell (Dc) in the epidermal layer. H-E stain. E: Digestive 
tubule, note thin connective tissue (Ct) surrounded digestive tubules. Masson's trichrome stain. F: Primary 
duct, showing the alcian blue negative mucosubstance (Ms). AB-PAS (pH2.5). Dt, digestive tubule; El, 
epidermal layer; Ve, vesicle. 

었다 (Fig. 3A). 분비세포들은 상피층과 결합 조직층에 분포

하고 있으며, 분비과립들은 전자밀도가 낮은 섬유성 과립으로 

분비과립 사이에는 전자밀도가 높고, 크기가 다양한 과립들이 

존재하고 있었다 (Fig. 3B). 상피층의 하단에 존재하는 근육

층에는 직경 약 9 ㎚의 근섬유들이 가로와 세로로 존재하고 

있었다 (Fig. 3C). 

  대복의 소화선은 키가 큰 원주형 상피세포와 원주형의 거짓

중층상피세포들로 구성되어 있는 primary duct, primary 
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Fig. 2. Scanning electron micrographs of the digestive gland of the equilateral venus, Gomphina 
veneriformis. A: Outer envelope, showing the epidermal layer (El) having ciliated simple epithelium. B: 
Frontal view, note numerous cilia (C) on the free surface of the epidermal layer. C: Mid-gut gland, 
showing numerous digestive tubule (Dt). D: Mid-gut gland, showing a stomach (Sto) and numerous 
digestive tubule. Ctl, connective tissue layer. 

Fig. 3. Ultrastructure of the visceral mass of the equilateral venus, Gomphina veneriformis. A: Long columnar 
epithelium in the epidermal layer, showing the numerous lysosome (Ly) and oval shape nucelus (N) in 
cytoplasm and microvilli on free surface of the cell. B: Secretory cell, note the containing secretory granules 
(Sg) with fibrous materials. C: Connective tissue layer, note cross and longitudinal sectioned muscular fiber 
(Mf). Cf, collagen fiber; De, desmosome; Gg, glycogen granules; Mv, microvilli; Za, zonula adhaerens. 
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Fig. 4. Ultrastructure of the epithelium in the digestive tubule of the equilateral venus, Gomphina veneriformis. 
A: epithelium, note that have numerous secretory granules (Sg). B: Lipofusin in epithelium, note the 
containing numerous lipid droplet (Ld) and glycogen granules (Gg). C: Free surface of the deigestive cell, 
showing the microcilli (Mv) and zonula adherens (Za) and desmosome (De) in cell membrane. D: 
Basophilic cell, note possessing a well developed rough endoplasmic reticulum (rER). E: Cytoplasm of 
basophilic cell, showing the numerous rough endoplasmic reticulum and granule (G). F: Cytoplasm of 
basophilic cell, showing the Golgi complex with some vesicles (Vs). Cf, collagen fiber; Dc, digestive cell; 
Gc, Golgi complex; Ggc, Golgi cisternae; N, nucleus.  

duct의 옆에서 분지형태로 뻗어 있으며, 원주형의 거짓중층상

피를 가지고 있는 secondary duct, secondary duct에서 분

화되며, H 혹은 Y형태의 내강을 가지는 pretubular duct로 

구성되었다. Pretubular duct는 3-4개의 소화선세관과 연결

되어 있으며, 이들 소화선세관들은 교원섬유로 이루어진 결합

조직들에 의해서 지탱되고 있다 (Fig. 1C). 근육층과 생식소
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Fig. 5. Histopathological changes of the digestive gland of the equilateral venus, Gomphina 
veneriformis exposed to TBTCl. A: Interstitial tissue exposed to 0.4 μg TBTCl L-1 at 12 weeks, 
showing increase of hemocytes (Hc). AB-PAS (pH 2.5) reaction. B: Digestive tubule exposed 
to 0.8 μg TBTCl L-1 at 12 weeks, showing partially destruction of epidermal layer. H-E stain. 
C: 0.4 μg TBTCl L-1 at 20 weeks, increase of mucosubstance (Ms) in surrounding primary 
duct (pd). AB-PAS (pH 2.5) reaction. D: Epidermal layer of outer envelope exposed to 0.6 μg 
TBTCl L-1 at 28 weeks, note cutting of the muscle fiber bundle (Mfb) (circle) and change of 
the epithelium. AB-PAS (pH 2.5) reaction. E: Digestive tubule exposed to 0.8 μg TBTCl L-1 at 
36 weeks, note filled digestive substance (asterisk). AB-PAS (pH 2.5) reaction. F: Digestive 
tubule exposed to 0.8 μg TBTCl L-1 at 36 weeks, showing change of the cells of the digestive 
tubule and destruction of epidermal layer (El). AB-PAS (pH 2.5) reaction. Dt, digestive tubule; 
Dc, digestive cell. 

의 하부에 존재하는 소화선세관은 다수의 관 (tubule) 구조로 

되어있으며, 크기가 다양하였다 (Figs. 1D; 2C). 소화선세관

과 세관 사이는 간질조직과 교원섬유로 구성된 결합조직이 존

재하였으며, (Fig. 1E), 소화선세관의 주변에는 위와 장 같은 

소화관들이 존재하였다 (Fig. 2D). 소화선세관은 두 종류의 

상피세포로 구성되어 있는데, 하나는 소화세포이고, 다른 하나

는 호염기성세포이다 (Fig. 1D). 이들 상피세포들은 키가 큰 

원주형 세포와 키가 작은 입방형 세포로서 단층의 원을 이루고 

있으며, 소화선세관의 주변에는 얇은 결합 조직층이 관찰되었

다 (Fig. 1E). 이들 결합 조직층에는 AB-PAS (pH 2.5) 반응 

시 보라색 (2645c)으로 반응하는 물질들이 존재하였다 (Fig. 

1F). 
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Fig. 6. Scanning electron microscope for histopathological changes of the epidermal layer of the visceral 
mass of the equilateral venus, Gomphina veneriformis exposed to TBTCl. A and B: Free surface of outer 
envelope exposed to 0.8 μg TBTCl L-1 at 28 weeks, showing partially disappearance of cilia (C). Ce, 
ciliated epithelium.

  소화선세관의 소화세포들은 소화선세관의 형태에 따라 길이 

약 25 μm의 원주형에서부터 길이 약 15 μm, 너비 약 25 

μm의 입방형세포까지 크기가 다양하였으며, 이들의 핵은 세

포의 기저부에 존재하였으며, 세포질에는 잘 발달되고, 전자밀

도가 낮은 다수의 액포와 미토콘드리아 그리고 다수의 분비과

립들이 존재하고 있었다. 핵의 내부에는 진정염색질과 이형염

색질이 관찰되었으며, 주변에는 조면소포체가 존재하였다 

(Fig. 4A). 또한 상피세포의 세포질에는 전자밀도가 높은 지

질과립과 글리코겐 과립들이 뭉쳐있는 지방갈색소가 관찰되었

다 (Fig. 4B).이들 세포의 자유면에는 길이 약 400 nm의 미

세융모가 존재하고 있었다 (Fig. 4C). 

  호염기성세포는 세포질 내에 잘 발달된 조면소포체가 관찰되

었고, 핵은 세포의 중앙 또는 상부에 존재하며, 핵의 상부에는 

말발굽 모양의 골지체가 관찰되었다. 이들 핵의 하단에는 전자

밀도가 높은 분비과립들이 존재하고 있었다 (Figs. 4D-F).

2. 노출구

  TBTCl 노출 4주 0.4 μg TBTCl L-1 농도구에서는 혈림프

동 내의 혈구와 소화선세관 주변에서 AB-PAS (pH 2.5) 반

응 시 보라색 (7442c)으로 나타나는 점액물질들이 증가하였

다. 0.6와 0.8 μg TBTCl L-1 농도구들에서는 외막 상피층의 

점액세포가 감소하였으며, 소화선세관 상피세포의 변형과 내

장낭의 결합조직 내에서 다수의 혈구가 관찰되었다.

  노출 12주 0.4 μg TBTCl L-1 농도구에서는 혈림프동의 확

장 및 혈구의 증가가 관찰되었고 (Fig. 5A), 외막 상피층의 점

액세포가 다소 감소하였다. 0.6 μg TBTCl L-1 농도구에서는 

외막 상피층의 섬모가 탈락하고 선조연이 부분적으로 소실되

었으며, 소화선세관들을 둘러싸고 있는 결합 조직층의 파괴가 

나타났다. 같은 시기 가장 높은 노출구인 0.8 μg TBTCl L-1

에서는 소화선세관과 secondary duct의 상피층이 부분적으

로 파괴되었으며 (Fig. 5B), 소화선세관의 내강에서 다량의 

소화물질들이 관찰되었다. 

  노출 20주에 0.4 μg TBTCl L-1 농도구에서는 외막 상피

층의 섬모가 부분적으로 탈락하였으며, primary duct를 둘러

싸고 있는 결합 조직층에서 AB-PAS (pH 2.5) 반응시 보라

색 (7442c) 으로 나타나는 점액물질들이 증가하였다 (Fig. 

5C). 0.6 μg TBTCl L-1 농도구에서는 교원섬유 다발과 근섬

유 다발의 파괴로 인하여 결합 조직층이 붕괴되었고, 0.8 μg 

TBTCl L-1 농도구에서는 소화선세관 내강에서 관찰되는 소화

효소의 양이 점차 증가하였으며, primary duct의 내강에 존

재하는 액포가 감소하였다. 

  노출 28주에는 0.6 μg TBTCl L-1 농도구에서 근육층이 

파괴되었고 (Fig. 5D), 0.8 μg TBTCl L-1 농도구에서는 내

장낭 외막 상피층의 섬모 (Fig. 6) 및 primary, secondary 

duct의 내강에 존재하는 섬모대가 부분적으로 소실되었다. 

  노출 36주에 0.6 μg TBTCl L-1 농도구에서는 

pretubular duct의 상피층이 파괴되었으며, 이들을 둘러싸고 

있는 결합 조직층이 소실되었다. 가장 높은 노출구인 0.8 μg 

TBTCl L-1에서는 소화선세관의 내강에 소화물질 (2635c, 

529c)들로 가득 채워져 있었으며 (Fig. 5E), 내강이 비워진 

소화선세관 세포가 입방형 또는 편평형으로 변하여 상피층의 

두께가 얇아지며, 세포층이 부분적으로 파괴되었다 (Fig. 5F).  

  전자현미경으로 관찰한 결과 내장낭 상피층 하단의 교원섬

유와 근섬유가 파괴되었고, 소화선세관사이의 결체조직에서 

큰 공포들이 관찰되었다 (Fig. 7A). 또한 근육층의 근섬유들

이 퇴화되면서 전자밀도가 낮아지고, 근섬유사이에는 다수의 

글리코겐 과립들이 관찰되었다 (Fig. 7B). 내장낭 외막 상피

세포들은 세포질내에 글리코겐 과립들이 증가하였으며, 세포
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Fig. 7. Histopathological ultrastructure of the epidermal layer and digestive gland of the 
equilateral venus, Gomphina veneriformis exposed to TBTCl. A: Connective tissue, 
showing a enlarged lysosomal vecule (Lv). B: Connective tissue, showing the numerous 
glycogen granules in the sarcolemma. C: Epidermal layer of visceral mass, showing the 
cytoplasm filled glycogen granules (Gg) in epithelium. D: Muscular fiber bundle, note 
necrotic muscular fiber (Mf) in the sarcolemma. C, cilia; Mt, mitochondria; Mv, microvilli. 

의 정단부에는 거대한 미토콘드리아들이 관찰되었고 (Fig. 

7C), 상피층을 지지해주는 결합 조직층에서는 교원섬유와 일

부 근섬유들이 퇴화되어 섬유사들의 분절이 관찰되었다 (Fig. 

7D). 소화선세관 상피세포들은 미세융모의 소실과 함께 세포

질의 물질들이 세포의 정단부로 방출되었다 (Figs. 8A and 

B). 특히 호염기성 세포들의 세포질에 존재하는 조면소포체들

은 일부 파괴된 조직상이 관찰되었다 (Fig. 8C). Primary 

duct의 섬모세포들은 세포질 내에 섬모가 관찰되었으며, 핵막

은 일부 파괴되었다 (Fig. 8D). 0.8 μg TBTCl L-1 농도구에

서는 상피세포의 괴사와 함께 원형의 세포핵은 응축되어 비정

형화 되고 (Fig. 9A), 세포질에는 글리코겐 과립의 증가와 함

께 핵막이 파괴되는 조직상이 관찰되었다 (Fig. 9B). 또한 소
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Fig. 8. Histopathological ultrastructure of the digestive gland of the equilateral venus, 
Gomphina veneriformis exposed to TBTCl. A and B: digestive cell, showing the release 
of cytoplasm (pentagram) from the disappearance of microvilli (Mv). C: Basophilic cell, 
note the destruction (arrowhead) of rough endoplasmic reticulum (rER). D: Ciliated cell 
in primary duct, showing the cilia (C) in cytoplasm. L, lumen; Mt, mitochondria. 

화선세관 세포의 괴사가 진행되면 핵 안에 존재하는 이형염색

질이 파괴되어 핵 내부의 균질화가 관찰되었다 (Fig. 9C).

  TBTCl에 노출된 대복 소화선세관 상피층 두께의 변화는 

실험기간 동안 대조구는 평균 23.92 μm였고, 0.4, 0.6, 0.8 

μg TBTCl L-1 농도구의 개체들은 각각 평균 16.21 μm, 

14.36 μm, 11.62 μm로 분석되었다. 대조구의 경우에는 실

험기간 동안 세포층의 두께 변화가 없었지만, 0.4, 0.6, 0.8 μ

g TBTCl L-1 농도구의 개체들은 노출기간이 길어질수록 세포

층의 두께가 감소하여, 노출구 모두 12주 이후부터는 대조구

와 유의적인 차이를 보였다 (P < 0.05) (Fig. 10).

  소화선에서 지방갈색소의 분포비율을 알아보기 위해 Long 

Ziehl Neelsen 염색을 시행한 결과, 소화관의 세포에서 세포
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Fig. 9. Histopathological ultrastructure of cell in the digestive tubule of the equilateral venus, Gomphina 
veneriformis exposed to 0.8 μg TBTCl L-1. A: Degenerative cell, showing the irregulated nucleus. B: 
Necrotic nucleus, note destruction of nucleus membrane (arrowhead) and condensation of the nucleus. 
C: Necrotic nucleus, showing the destruction of nucleus membrane (arrowhead) and disappearance of 
heterochromatin and nucleolus in nucleus. Gg, glycogen granule.
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Fig. 10. Epidermal layer thickness of the digestive tubule of 
the equilateral venus, Gomphina veneriformis exposed 
to TBTCl. Vertical bar: SD. ＊: significantly different from 
control (P< 0.05). 

질 내에 자주색 (249c)의 지방갈색소가 관찰되었다 (Fig. 11). 

각 실험구들의 지방 갈색소 분포비율은 노출 4주째 대조구에

서는 6.41%로 나타난 반면 0.4, 0.6, 0.8 μg TBTCl L-1 농

도구들에서는 각각 28.07%, 34.90%, 37.53%로 증가하여 대

조구와 유의적인 차이를 보였다 (P < 0.05). 하지만 노출 20

주에는 모든 노출구에서 지방갈색소의 분포비율이 급감하였으

며 (P < 0.05), 노출 종료 시점인 36주에는 노출 36주에 0.6

과 0.8 μg TBTCl μg L-1 농도구의 경우 소화선세관 세포의 

변형으로 지방갈색소의 분포비율이 28주 보다 각각 71.65%

와 70.90%가 감소하여 대조구와 유의적인 차이를 보였다 (P 

< 0.05) (Fig. 11D).

고  찰

  원새아강 (Protobranchia) 이미패류들은 섬모가 없는 상피

세포로 이루어진 primary duct와 섬모를 가지는 상피세포로 

이루어진 secondary duct를 가지며, 이들 상피세포들은 불규

칙적으로 정렬되어진 관상구조 이지만, 판새아강 

(Lamellibranchia) 이매패류들은 primary duct와 

secondary duct 모두 섬모를 가지는 규칙적으로 정렬된 상피

세포로 구성되어있다 (Morse and Zardus, 1997).

  소화선세관의 상피세포들은 소화세포와 호산성세포로 나누

어지는데, 소화세포는 세포내 소화로 특별하게 분화되어진 세

포이며, 망상의 잘 발달되어진 세포질내 용해소체 생성기작으

로 생성되고, 호염기성 세포는 분비세포가 소화세포 보다 풍부

하다 (Eble, 2001; Dimitriadis et al., 2004). Mytilus 

galloprovincialis의 소화선세관에 존재하는 호염기성세포는 

잘 발달된 조면소포세와 골지체가 핵의 상부에 존재하고, 서로 

융합된 공포들은 세포의 정단부에 존재하였다. 소화세포들의 

세포질에는 세포내 음식물들의 소화를 담당하는 공포상의 용

해소체와 전자밀도가 낮은 자가용해소체 그리고 덩어리 형태

로 존재하는 잔여소체들이 존재하였다 (Dimitriadis et al., 

2003). 

  노르웨이의 구리 오염지역에서 채집한 진주담치, Mytilus 

edulis는 팽창된 소화선세관의 비율이 66.6%로 나타났다. 또

한 오염의 정도가 심한 지역에서 채집한 개체 일수록 호염기성 

세포의 비율이 높아지고, 소화세포의 비율이 낮아졌다 (Zorita 

et al., 2006). 그리스 Thermaikos만의 지중해담치, Mytilus 

galloprovincialis의 경우에는 소화선세관 상피세포에 존재하

는 자가 용해소체와 잔여소체들은 오염지역으로 갈수록 크기
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Fig. 11. Photomicrographs of lipofuscin in digestive gland of the equilateral venus, Gomphina veneriformis
exposed to TBTCl. Long Ziehl Neelsen stain. A: Control, showing the few lipofuscin (Lp) in the normal 
digestive tubule (Dt). B: 0.4 μg TBTCl L-1 at 12 weeks, note increase of the lipofuscin. C: 0.8 μg TBTCl 
L-1 at 12 weeks, showing the numerous lipofuscin in the digestive tubule. D: 0.8 μg TBTCl L-1 at 36 
weeks, showing the few lipofuscin in the changed digestive tubule. E, epithelium; El, epidermal layer; Dc, 
digestive cell. 
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Fig. 12. Lipofuscin area in the digestive gland of the 
equilateral venus, Gomphina veneriformis exposed to 
TBTCl. Vertical bar: SD. ＊: significantly different from 
control (P < 0.05).

와 분포 정도가 높아졌으며, 중금속을 함유한 용해소체 또한 

더 많이 관찰되었다 (Domouhtsidou and Dimitriadis, 

2001).  

  또한 오염원의 인위노출 실험에서는 0.08 mg L-1 농도의 구

리와 아연 그리고 카드뮴에 41일 동안 노출 시 Mytilus 

galloprovincialis의 digestive duct를 구성하는 상피세포들

은 모두 섬모가 소실되었고 (Soto et al., 1996), 

Nonlyphenol에 112일 동안 노출된 Dreissena polymorpha

의 소화선세관은 내강 확장과 상피세포의 변형 및 호염기성 과

립의 감소가 관찰되었다 (Quinn et al., 2004). Endosulfan

에 노출된 Planorbarius corneus의 경우에도 소화선세관은 

내강과 소화세포의 변형 및 괴사와 소화선세관들 사이에 존재

하는 혈림프동의 면적의 감소와 결합 조직층의 파괴 및 위축 

등이 관찰되었다 (Otludil et al., 2004).

  본 연구에서 TBTCl 노출 20주에 0.8 μg TBTCl L-1 농도

구의 소화선에서는 근섬유사이에 다수의 글리코겐 과립들이 

관찰되었는데 Pavelka and Roth (2005)는 이러한 글리코겐 

과립들의 증가는 근섬유의 영양결핍이 원인으로서, 근형질막

이 파괴되고, 그로 인하여 외부의 단백질들이 침투했기 때문에 

나타나는 증상이라고 하였다. 또한 primary duct에 존재하는 

섬모상피세포들의 세포질 내에서 섬모들이 관찰되었는데 이는 

복제된 중심립이 기저체가 되기 위해 섬모세포의 정단면으로 
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이동되지 못하고 세포질 내에서 신장되어 섬모가 형성된 결과

이다 (Hagiwara et al., 2004).

  이매패류의 조직은 용해소체가 풍부하기 때문에 용해소체의 

병리학적 변화는 환경적 역효과의 지표로써 유용하다 

(Moore, 1990). 용해소체는 세포내 소화의 주요 부위로써 작

용하는 소화기관에서 발견되었는데 Owen (1972)은 소화기관

은 생물체와 환경사이의 주요 접촉면이라고 하였다. 골지체에

서 생성된 용해소체는 다양한 가수분해효소를 가지는 세포소

기관으로서 이들은 해양 오염원과 같은 외부로부터 유입된 외

인성 물질들을 가수분해효소에 의해 용해시켜서 타가용해소체 

(heterophagosome) 로 전환되거나, 세포 내에서 기능이 소

실된 세포소기관이나 불필요한 물질들을 용해시켜서 자가 용

해소체 (autophagosome) 로 전환된다. 이때 용해가 진행되

지 않고, 미분해 상태로 남아있는 고분자의 용해소체를 잔여소

체 (residual body) 혹은 지방갈색소라고 한다. 지방 갈색소

는 생물학적인 폐기물로서 세포내에서 구조의 변화로부터 생

기고 폐물질을 처리하는 변형된 용해소체이다 (Ross et al., 

2003). 일반적으로 지방 갈색소는 세포의 기능에 간섭하지 않

는 노화의 지표이지만, 많은 양의 지방 갈색소 축적은 섬유아

세포처럼 산화 스트레스 (oxidative stress) 에 민감하여 쉽게 

자멸 (apoptosis) 하는 세포를 만들어내고, 노화를 촉진하여 

여러 가지 질병에 쉽게 걸리게 된다 (Brunk and Terman, 

2002). Lomovasky et al. (2002)은 이들 지방 갈색소는 육

상척추동물에서와 마찬가지로 이매패류에서도 일반적으로 노

화되면서 조직 내에서 농도가 증가하였다고 하였다.

이매패류에서 지방 갈색소는 구리, 아연, 철, 망간, 마그네슘과 

같은 중금속 이온들을 포획가능한 제3의 용해소체로 여겨지기 

때문에 중금속나 저산소증에 인한 스트레스의 영향의 지표로 

이용되어 왔다 (Viarengo et al., 1990; Krishnakumar et 

al., 1997; Byrne and O'Halloran, 2001). 

  담치류인 Mytilus sp.를 중금속에 오염된 저질에 노출 시킨 

결과, 용해소체의 구획에서 지방갈색소의 조성이 과도하게 일

어났는데 이로 인해 지방 갈색소는 지단백질막에서 포식 작용

으로 인한 과산화 반응의 산물임을 알 수 있었다. (Pearse, 

1985). Tapes semidecussatus의 경우에도 고농도의 중금속 

(Cu: 198.0 mg/kg Dw, Zn: 7834.0 mg/kg Dw, Hg: 15.4 

mg/kg Dw, Pb: 2336 mg/kg Dw)에 오염된 저질에 노출시

킨 후 오염되지 않은 대조구와 비교한 결과, 대조구의 소화선

에서는 지방갈색소가 관찰되지 않았지만 중금속에 오염된 노

출구에서는 지방갈색소가 다량으로 축적되었다고 보고하였다 

(Byrne and O'Halloran, 1999). 또한 고농도의 중금속에 노

출된 담치류의 경우에는 해독 기작의 저해로 인하여 지방갈색

소가 증가하였다 (Da Ros et al., 2000). Byrne and 

O'Halloran (2001)은 세포수준에서 독성평가를 하기 위해 지

방갈색소의 침적과 용해소체의 막 보존을 관찰하였는데 오염

된 침전물에 노출된 Tapes semidecussatus의 소화선에서 지

방갈색소가 검출되었고, 용해소체의 막에서 중성 레드 염료의 

정체시간이 감소하였다고 보고하였다. Zorita et al. (2006)은 

노르웨이 4곳의 구리 오염지역에서 진주담치, Mytilus edulis

를 채집하였다. 모든 지역에서 서식하는 개체들의 소화관 내강

에 구리 중금속을 가지는 용해소체와 지방갈색소가 관찰되었

는데, 지역 3에서는 가장 높게 나타났으며, 오염이 가장 심한 

지역 4에서는 가장 낮게 나타났다. 이렇게 오염이 가장 심한 

지역에서 지방갈색소의 비율이 낮게 나타난 이유는 소화선 안

으로 들어온 다량의 외인성 물질들이 해독화 과정의 결과로 용

해소체에 의한 세포외 유출이 활발하게 진행됐기 때문이라고 

하였다.

  진주담치, Mytilus edulis를 15주 동안 0.8, 5, 20 mg L-1 

농도의 구리에 노출 시킨 결과 고농도에서 용해소체의 확장과 

지방갈색소의 축적이 증가하였고, PAHs, PCBs와 중금속에 

오염된 지역에서 채집된 개체들도 소화선에서 지방과립이 증

가하고 지방갈색소의 비율도 증가하였다 (Moore, 1988). 진

주담치, Mytilus edulis를 PAHs에 30일 동안 노출시킨 결과

에서도 노출구의 개체들은 대조구에 비해 지방갈색소의 농도

가 증가하였고, PCBs에 6일 동안 노출시킨 결과도 이와 유사

하였다 (Krishnakumar et al., 1997). 0.1 mg L-1 농도의 

수은에 30일과 60일 동안 노출된 지중해담치, Mytilus 

galloprovincialis의 소화선세관 소화 세포내에는 지방 갈색

소가 증가하였으며, 지방갈색소의 축적은 노출 60일째 보다 

30일째에 더 많이 관찰되었다 (Dimitriadis et al., 2003). 

Lee and Park (2007)은 대복을 nonylphenol에 24주 동안 

노출 시킨 결과 농도 의존적으로 소화선세관에서 지방갈색소

의 분포가 높게 나타난 결과를 보고하였다. 

  본 연구에서도 앞선 연구에서와 마찬가지로 노출 초기 때부

터 지방갈색소의 비율이 높아 대조구와 유의적인  차이를 보였

다 (P < 0.05). 하지만 20주부터 노출구의 지방갈색소 축적

비율이 감소하였다. 노출 마지막 주에는 가장 낮은 노출구인 

0.4 μg TBTCl L-1에서만 유의적인 차이를 보였는데, 이는 지

방갈색소가 주로 분포하게 되는 소화선세관의 상피세포가 변

형 되면서 세포질이 위축되었고, 특히 0.8 μg TBTCl L-1 농

도구의 경우 소화선 상피세포가 파괴되어 상피층의 두께가 얇

아졌기 때문인 것으로 생각된다.

요   약

  TBTCl에 36주 동안 노출된 대복, Gomphina 

veneriformis 소화선의 미세구조적 변화와 지방갈색소의 축

적을 관찰한 결과 외막상피층의 경우 점액세포 감소, 섬모 탈

락 및 선조연의 부분적인 소실이 관찰되었다. 소화선세관에서
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는 저농도의 개체들에서 소화선세관 내강에 소화효소의 양이 

증가하였지만 농도 의존적으로 소화선세관의 세포들이 입방형 

또는 편평형으로 변하여 세포층의 두께가 얇아지며, 부분적으

로 파괴가 관찰되었다. 이러한 광학현미경적 증상들을 자현미

경으로 관찰한 결과 내장낭 외막 상피세포와 소화선세관을 둘

러싸고 있는 근섬유사이에는 다수의 글리코겐 과립들이 관찰

되었고, 호염기성 세포들에서는 조면소포체의 파괴와 세포의 

괴사로 인하여 핵의 응축 및 핵막의 파괴가 관찰되었다. 이러

한 소화선세관 세포들의 변화로 세포층은 고농도로 대조구와 

유의적인 차이를 보이며, 두께가 감소하였다 (P < 0.05). 

Long Ziehl Neelsen 염  결과, 소화선세관의 세포에서 자주

색으로 관찰되는 지방갈색소는 대조구와 유의적인 차이를 보

이며 증가하였지만 (P < 0.05), 노출이 진행될수록 소화선세

관 세포들이 파괴됨에 따라 그 축적도 감소하였다. 따라서 본 

연구 결과 TBT는 대복 소화선세관 세포들의 미세구조를 파괴

함에 따라서 이들 세포들이 가지는 소화기능을 억제하는 것으

로 생각되어지며, 농도 의존적으로 지방갈색소의 축적이 높아

지기 때문에 지방 갈색소는 TBT의 오염정도를 파악하기 위한 

biomarker로서 충분히 이용 가능한 것으로 생각된다. 
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