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염화니켈 (NiCl2) 노출에 따른 북방전복 Haliotis discus 
hannai의 생존율, 탈락률 및 조직학적 지표 변화
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ABSTRACT

This study was conducted to find out concentration of trace metal, survival rate, falling rate and structural changes 
of the abalone Haliotis discus hannai exposed to nickel chloride. Experimental groups were composed of one 
control condition and four nickel chloride exposure conditions (7.0, 12.0, 17.0 and 22.0 NiCl2 mg/L). The 
concentration of nickel in abalone was significantly increased all exposure groups. Though the exposure groups 
had lower survival rate than the control group, falling rate higher than the control group. Histopathological changes 
in the foot, gill and hepatopancreas of abalone was revealed prominently with exposure group than control group.
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서  론

미량금속은 수서생태계에서 생물에게 영향을 미치는 스트레

스 요인 중 하나로 오랜 기간 분해되지 않는 지속성과 그에 따

른 독성 및 생체축적으로 인해 수계생물에게 급성 및 만성독성

을 유발한다 (Atchison et al., 1987). 또한 필요 이상의 농도

에 노출될 경우, 세포 내부의 구조적 이상을 유발하며, 생체기

능 장애를 일으켜 생리적활동에 악영향을 유발한다 

(Sutherland and Major, 1981; Agnieszka et al., 2010).

니켈 (Ni) 은 미량금속 중 필수원소에 속하는 금속으로 인지

질 합성, 비오틴 및 엽산 등의 활성에 관여하며, 지질대사와 간

에서의 triacylglycerol의 축적을 방해하는 것으로 알려져 있

다 (Stangl and Kirchgessner, 1996; Donald and Donald, 

1999). 또한 USEPA (2013) 에서 priority pollutant로 규정

되어 생물의 발암성 물질로 알려져 있으며, 기형과 

DNA-protein 교차결합, 생리대사의 영향을 미친다 (Coogan 

et al., 1989; Sunderman et al., 1989).

복족류인 Helix aspersa를 니켈에 노출시켰을 경우, 장에서 

글루코오스의 흡수가 억제되고, 장 상피세포 파괴 등의 영향을 

나타내며 (Agnieszka et al., 2010), Lammellidens 

marginalis의 경우, 소화선세관의 상피층 파괴와 탈락 현상을 

유발한다 (Andhale et al., 2011).

최근 북방전복 Haliotis discus hannai은 한국, 중국, 일본 

등에서 고부가가치 양식대상종으로 생산량이 점차 증가하고 

있는 추세지만, 전복 양식장의 유기물 오염 및 미량금속 등의 

화학물질 증가로 인한 성장과 폐사 등의 문제점을 가지고 있다 

(Kang et al., 2015). 북방전복을 비롯한 이동성이 제한적인 

많은 생물들은 해양환경 변화에 많은 영향을 받을 것으로 판단

된다. 따라서 본 연구는 북방전복을 대상으로 미량금속의 한 

종류인 염화니켈 (NiCl2) 의 만성노출에 따른 생존율, 탈락률 

및 조직학적 지표 변화를 통하여 위해성을 평가하고자 하였다.
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재료 및 방법

1. 재료

본 실험에 사용된 북방전복 Haliotis discus hannai의 크

기는 각장 36.05 ± 4.67 mm 인 300 개체를 사용하였다. 북

방전복은 수온 18℃, 염분도 32.5 psu 조건에서 2주간 순치시

킨 후 실험에 사용하였다.

2. 방법

1) 실험조건

 본 실험은 OECD test guideline No. 203 (OECD, 

1992) 을 수정하여 실시하였으며, 반지수식 독성시험 방법을 

이용하여 4주 동안 진행하였다. 시험용액은 염화니켈 (NiCl2, 

Sigma, U.S.A) 을 표준용액 (1,000 mg/L) 으로 만든 다음, 

실험 농도별로 희석하여 조제하였다. 염화니켈 실험구 설정은 

급성독성시험을 통하여 0, 7.0, 12.0, 17.0, 22.0 NiCl2 mg/L 

로 설정하였다. 사육수는 염화니켈의 반감기에 따라 2일 1회 

실험수의 1/3씩 교환하였으며, 교환 시 사이펀을 이용하여 수

조 바닥면의 배설물을 제거하였다. 실험기간 동안 북방전복의 

사육환경과 유사하도록 각 수조마다 암막장치를 설치하였으며, 

수온, 염분도 그리고 pH 를 매일 오전 9시에 측정하였다. 

2) 생존율 및 탈락률

실험개체들의 생존 및 탈락은 실험기간 동안 각 실험구별 

24시간 간격으로 관찰하였다. 개체의 생존은 자극을 주었을 

때, 발과 촉수의 수축반응 여부로 사망개체를 판단한 후, 누적

사망률을 구하여 생존율로 환산하여 나타냈다. 탈락개체는 기

질로부터 떨어진 개체의 발과 촉수의 수축반응 여부로 판단하

였다.

3) 조직학적 지표 분석

광학현미경 조직표본제작은 각 기관계를 적출하여 Bouin’s 

solution에 24시간 고정한 후, 흐르는 물로 36-48시간 동안 

수세하였다. 그 후, 알코올의 농도 순 탈수과정을 거쳐 파라핀

에 포매하였다. 파라핀에 포매된 조직은 마이크로톰을 이용하

여 두께 4-6 μm 로 연속절편을 제작하였다. 제작된 조직절편

은 H-E 염색, Masson 삼중염색, AB-PAS (pH 2.5) 반응, 

AF-AB (pH 2.5) 반응 및 Long Ziehl-Neelsen 염색을 실시

하였다. 점액세포의 염색친화도 판정은 Pantone® Formula 

Guide/solid coated, 2006 (Pantone Inc., U.S.A) 을 기준

으로 고유번호를 괄호 안에 표시하였다. 조직화학적인 변화양

상 (호염기성세포 분포비율, 리포푸신 분포비율) 은 화상분석

장치 (IMT, Visus, U.S.A) 를 사용하여 아래의 식을 이용하

여 정량화하였다. 

Distribution of 
lipofuscin (%)

=
Lipofuscin area (μm2)

x 100
Epithelial layer area
of digestive tubule (μm2)

Distribution of 
basophilic cell (%)

=
Basophilic cell area (μm2)

x 100
Epithelial layer area
of digestive tubule (μm2)

4) 체내 염화니켈 농도 분석

분석개체는 해부하여 패각을 제거한 뒤, 염과 이물질을 제거

하기 위해 증류수로 세척 후, 분석 전까지 - 80℃ 초저온 냉동

고에서 보관하였다. - 80℃ 동결건조기를 이용하여 시료를 동

결건조 시킨 후 건조된 시료를 마쇄하여 0.1-0.5 g을 취하였

다. 마쇄된 시료에 HNO3 (Nitric Acid 65%, Merck, 

Germany) 10 mL 를 넣고 80℃에서 서서히 분해시켰다. 완

전히 분해된 시료는 60-80℃를 유지한 상태로 2% HNO3로 2

회 이상 전 처리 하였다. 전 처리된 시료는 2% HNO3로 100 

mL 정량한 후 일부를 분취하여 ICP-MS (Perkin Elmer, 

NexION®300X) 로 측정하였다.

5) 유의성 검증

대조구에 대한 노출구들의 유의적 차이 (P < 0.05) 를 알아

보기 위하여 SPSS 통계 프로그램 (SPSS 20.0, SPSS Inc., 

U.S.A) 을 이용하여 paired sample t-test를 실시하였다.

 결  과

1. 체내 염화니켈 축적 농도

염화니켈에 노출된 북방전복의 체내 축적농도는 Fig. 1에 

나타냈다. 노출 1주 경과 후 대조구에서는 3.29 mg/kg 였으

며, 7.0, 12.0, 17.0, 22.0 mg/L 노출구에서는 각각 23.98, 

37.68, 37.41, 49.58 mg/kg 이었다. 실험종료기인 노출 4주 

경과 후에는 대조구에서 3.64 mg/kg 였으며, 각 노출구에서는 

각각 28.68, 37.70, 42.42, 38.69 mg/kg 으로 농도의존적으

로 증가하는 결과를 보였다. 하지만 22.0 mg/L 노출구에서는 

3주 경과 후 감소하는 결과를 나타냈다. 염화니켈에 4주 동안 

노출된 북방전복의 체내 축적농도는 노출조건에 농도의존적인 

결과를 보였으며, 모든 노출구에서 유의적인 차이를 나타냈다 

(P < 0.05).

2. 생존율 및 탈락률

염화니켈에 4주 동안 노출된 북방전복의 생존율은 농도의존
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적으로 감소하는 경향을 나타냈다. 대조구에서는 100%의 생

존율을 보였다. 노출구에서는 1주 동안 93.3% 이상의 생존율

을 보였으나 이후 특히, 4주 동안 17.0과 22.0 mg/L 노출구에

서 생존율은 70.0%와 60.0%로 대조구에 비해 상대적으로 낮

은 결과를 보였다 (Fig. 2).

탈락률은 농도의존적으로 증가하는 경향을 보였다. 대조구에

서 탈락현상은 나타나지 않았지만, 노출 1주 후 7.0, 12.0, 

17.0, 22.0 mg/L 노출구에서 각각 3.3%, 13.3%, 30.0%, 

36.6%로 22.0 mg/L 노출구에서 가장 높은 탈락률을 보였다. 

실험종료기인 노출 4주 후에는 17.0 mg/L 와 22.0 mg/L 노출

구에서 각각 56.6%, 80.0%로 시간이 경과함에 따라 대조구에 

비해 높은 탈락률을 보였다 (Fig. 3).

3. 조직학적 지표 

1) 발

염화니켈에 노출 1주 경과 후 북방전복의 발 상피층에서는 

AB-PAS (pH 2.5) 반응 시 푸른색 (2935C) 으로 반응하는 점

액세포의 수가 증가하였으며, 일부 섬모의 소실이 관찰되었다 

(Fig. 4A와 C). 17.0 mg/L 와 22.0 mg/L 노출구에서는 

AF-AB (pH 2.5) 반응 시 푸른색 (3115C) 으로 반응하는 점

액세포의 수가 증가하였으나 노출 4주 경과 후에는 점액세포 

수의 감소와 혈림프동의 폐쇄가 관찰되었다 (Fig. 4D). 또한 근

육층에서는 일부 근섬유 다발들의 소실이 관찰되었으며, 12.0 

mg/L, 17.0 mg/L, 22.0 mg/L 노출구에서는 근섬유 다발들의 

분절화와 갈라짐, 혈림프동의 폐쇄가 관찰되었다 (Fig. 4B).

2) 아가미

염화니켈에 노출된 북방전복의 아가미에서는 노출 1주 후 

모든 노출구에서 새엽 상피층 섬모의 탈락, 상피세포의 세포질 

혼탁과 세포질의 변성이 관찰되었다 (Fig. 5A). 노출 시간이 

경과함에 따라 새엽 상피층에서는 AB-PAS (pH 2.5) 반응 시 

보라색 (2735C) 으로 반응하는 점액세포 수의 증가와 일부 상

피세포의 파괴가 관찰되었다 (Fig. 5B). 노출 4주 경과 후에는 

새엽 상피층 섬모의 부분적 탈락과 점액세포의 공포화가 관찰

되었으며, 17.0 mg/L 와 22.0 mg/L 노출구에서 일부 상피층

의 탈락 및 상피세포의 파괴, 혈림프동의 변성이 관찰되었다 

(Fig. 5C와 D).

3) 간췌장

염화니켈에 노출된 북방전복 간췌장의 소화선세관은 노출 1

주 경과 후 상피세포의 공포화와 상피세포의 탈락 현상을 나타

냈으며 (Fig. 6A와 B), 노출 시간이 경과함에 따라 소화선세관 

일부 상피세포의 파괴가 증가되었다. 노출 4주 경과 후에는 모

든 노출구에서 상피세포의 공포화를 비롯한 일부 상피세포의 

파괴와 탈락이 뚜렷하게 관찰되었으며, 17.0 mg/L 와 22.0 

mg/L 노출구에서 상피세포의 파괴가 진행됨에 따라 파괴된 

세포 잔여물들이 내강 안으로 축적되는 것이 관찰되었다 (Fig. 

6C와 D, arrow head).

  Fig. 1. Nickel concentration in the abalone Haliotis discus 
hannai exposed to nickel chloride for 4 weeks. Vertical 
bar: SD. *: Statistically significant difference from the 
control (ANOVA, P < 0.05).

Fig. 2. Survival rate of the abalone Haliotis discus hannai 
exposed to nickel chloride for 4 weeks.

Fig. 3. Falling rate of the abalone Haliotis discus hannai
exposed to nickel chloride for 4 weeks. 
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Fig. 4. Histological changes of foot in the abalone Haliotis discus hannai exposed to nickel 
chloride for 4 weeks. A: 12.0 NiCl2 mg/L, B and C: 17.0 NiCl2 mg/L, D: 22.0 NiCl2 mg/L. 
Cf, collagen fiber; Ec, epithelial cell; Hs, hemolymph sinus; Mc, mucous cell; Mfb, muscle 
fiber bundle.

Fig. 5. Histological changes of gill in the abalone Haliotis discus hannai exposed to nickel 
chloride for 4 weeks. A: 12.0 NiCl2 mg/L, B and C: 17.0 NiCl2 mg/L, D: 22.0 NiCl2 mg/L. 
El, epitheial layer; Hs, hemolymph sinus; Mc, mucous cell. 
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소화선세관의 호염기성세포 분포비율을 비교한 결과, 모든 

실험구에서 대조구보다 낮게 관찰되었다. 실험 종료기인 4주에 

대조구에서 13.3%로 나타났으며, 17.0 mg/L 와 22.0 mg/L 

노출구에서는 각각 7.7%와 9.1%로 유의적으로 감소하는 결과

를 보였다 (P < 0.05) (Fig. 7).

리포푸신 분포비율은 3주 동안 모든 실험구에서 대조구에 

비해 높게 나타났다. 하지만 실험종료기인 4주 후에 12.0 

mg/L 와 17.0 mg/L 노출구에서는 0.03%로 대조구보다 낮게 

나타났으며, 유의적인 차이는 나타나지 않았다 (P > 0.05) 

(Fig. 8).

고  찰

생물체내에서 필요 이상의 미량금속은 스트레스와 감염에 

대한 감수성을 증가시키고 면역에 부정적인 영향을 미쳐 질병

Fig. 6. Histological changes of digestive tubule of hepatopancreas in the abalone Haliotis 
discus hannai exposed to nickel chloride for 4 weeks. A: 7.0 NiCl2 mg/L, B: 12.0 NiCl2 
mg/L, C: 17.0 NiCl2 mg/L, D: 22.0 NiCl2 mg/L. Bpc, basophilic cell; Dg, digestive tubule; 
El, epithelial layer; L, lumen. 

Fig. 8. Lipofuscin distribution on the hepatopancreas in the 
abalone Haliotis discus hannai exposed to nickel 
chloride for 4 weeks. Vertical bar: SD.

Fig. 7. Basophilic cell distribution on the hepatopancreas of 
the abalone Haliotis discus hannai exposed to nickel 
chloride for 4 weeks. Vertical bar: SD. *: Statistically
significant difference from the control (ANOVA, P < 0.05).
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의 발생을 증가시킨다 (Gagne et al., 2008; Vijayavel et 

al., 2009). 또한 금속이온 혹은 혈장단백질과 결합된 상태로 

신경계, 간장 및 신장 등 장기에 흡수, 축적되어 생리적, 기능

적 장애 및 형태적, 유전적, 생화학적 변화를 초래하여 생존을 

위협한다 (WHO, 1970). 전복의 경우, 미량금속으로 인한 극

심한 스트레스로 인해 기질로부터 탈락 및 이동성의 저하 등 

구조의 변성과 기능의 저하가 나타나며 (Donovan and 

Taylor, 2008; Shin et al., 2012), 생체 내 대사와 혈액성상

의 변화를 일으킨다 (Barton and Iwama, 1991). 미량금속의 

축적은 노출기간, 노출농도, 생물의 대사능력이나 활동 등 여

러 가지 요소에 따라 축적량이 변한다 (Pagenkopf, 1983; 

Jacqueline et al., 2010).

북방전복 Haliotis discus hannai를 염화아연에 노출시켜 

체내 축적 농도를 관찰한 결과, 모든 노출구에서 농도의존적으

로 증가하는 결과를 보였으며, 실험종료기에는 모든 노출구에

서 대조구에 비해 높은 체내 축적농도를 나타냈다 (Son et al., 

2015). 본 연구에서도 염화니켈 만성노출에 따른 체내 축적농

도를 비교한 결과, 1주 경과 후 모든 노출구에서 농도가 높아

짐에 따라 농도의존적으로 증가하는 결과를 보였다. 마찬가지

로 실험종료기에도 모든 노출구에서 농도의존적으로 증가하는 

결과를 보였으나 22.0 mg/L 노출구에서는 3주 경과 후 감소

하는 결과를 나타냈다.

Kim et al. (2015) 은 북방전복을 염화니켈 (NiCl2) 에 96

시간 동안 노출시킨 결과, 생존율은 대조구에 비해 모든 농도

구에서 농도의존적으로 감소하였으며, 탈락률은 농도의존적으

로 증가하였다. 또한 북방전복을 구리 (Cu) 에 노출시켰을 경

우, 1.08 mg/kg 을 제외한 모든 농도구에서 생존율이 감소하

는 결과를 나타냈다 (Wang et al., 2009). 본 연구에서도 노

출기간이 길어짐에 따라 생존율은 농도의존적으로 감소하였으

며, 탈락률은 증가하는 결과를 보여 기존 연구들과 유사한 결

과를 나타냈다.

전복의 발은 운동계에 해당하는 기관으로 이동과 부착을 비

롯한 다양한 기능을 수행한다 (Voltzow, 1990). 삿갓조개류나 

전복류의 경우에는 발의 기저근육이 폐각근 또는 각축근과 밀

접하게 연관되어 있어 기질에 단단히 붙어 기어다니는 역할을 

담당한다 (Trueman and Brown, 1985; Voltzow, 1990). 수

온 변화에 따른 북방전복 발에서는 점액물질의 증가, 근육층 

혈림프동의 확장 및 근섬유 다발의 간격 확대 등의 변화가 나

타났다 (Park et al., 2013). 또한 아연에 노출된 경우, 노출농

도가 높아짐에 따라 발 상피층에 분포하는 점액세포의 증가 및 

공포화, 혈림프동의 폐쇄 및 근섬유 다발들의 분절화 등이 관

찰되었다 (Son et al., 2015). 본 연구에서도 점액세포의 증가 

및 공포화, 혈림프동의 폐쇄, 근섬유 다발들의 분절화와 갈라

짐 등이 관찰되어 기존 연구와 유사한 결과를 보였다. 이러한 

결과는 외부물질에 대한 방어기작 중 하나로 혈림프동의 폐쇄 

및 근육층의 변성은 발 근육의 수축작용을 저하시키고 기질 부

착력을 약화시켜 탈락률과도 관련이 있을 것으로 판단된다.

아가미는 호흡 및 질소노폐물 배설의 중추적 역할이 이루어

지는 기관으로 다른 기관에 비해 표면적이 넓어 환경변화에 민

감하게 반응하는 부위로 알려져 있으며, 다양한 변화에 노출되

었을 때 형태 및 생리적 기능에 변화가 나타난다 (Lee et al., 

1997). 니켈에 급성 노출된 북방전복의 아가미는 혈구의 증가

와 섬모의 부분적인 탈락이 관찰되었으며, 시간이 경과함에 따

라 점액세포의 증가 및 상피세포의 파괴와 탈락이 관찰되었다 

(Kim et al., 2015). 본 연구에서도 기존 연구와 유사한 결과

를 보였으며, 새엽 상피층 섬모의 탈락, 세포질 변성, 일부 상

피층의 탈락 및 상피세포의 파괴 등이 관찰되었다. 이러한 조

직학적 병변으로 인하여 아가미 호흡기능의 저하가 나타날 것

으로 생각된다.

간췌장은 소화, 흡수 및 해독기능을 수행 하는 기관으로 소

화효소의 분비, 영양물질의 흡수와 저장 및 소화되지 않은 먹

이의 방출 등을 담당하고 있다. 간췌장의 소화선세관은 먹이의 

세포 내 소화를 담당하는 상피세포와 세포 외 소화를 위한 효

소의 합성, 분비에 관여하는 호염기성세포로 구성되어 있다. 

니켈에 노출된 Lammellidens marginalis의 소화선세관에서

는 상피층의 파괴와 탈락이 관찰되었으며 (Andhale et al., 

2011), 염화니켈에 급성 노출시킨 북방전복에서는 소화선세관 

상피세포의 공포화와 일부 상피세포의 파괴가 관찰되었고 호

염기성세포의 분포비율이 증가하였다 (Kim et al., 2015). 본 

연구에서는 소화선세관 상피세포의 공포화와 탈락이 관찰되었

으며, 시간이 경과함에 따라 상피세포의 공포화와 파괴가 진행

되어 파괴된 세포 잔여물들이 내강 안으로 축적되는 것이 관찰

되었다. 또한 소화선세관 상피층의 파괴로 인해 호염기성세포

의 분포비율이 감소하는 결과를 보였다. 

리포푸신은 미량금속 이온들을 포획가능한 제 3 용해소체로 

미량금속으로 인한 스트레스 영향 지표로 이용된다 (Byrne 

and O’Halloran, 2001). 수은에 노출된 지중해담치 Mytilus 

galloprovincialis의 소화선세관 소화세포 내에서는 리포푸신

이 증가하였으며, 리포푸신의 축적은 노출 60일째보다 30일째

에 더 많이 관찰되었다 (Dimitriadis et al., 2003). 본 연구에

서는 3주 동안 모든 노출구에서 리포푸신이 대조구보다 높게 

나타났으나 실험종료기인 4주 경과 후에는 17.0 mg/L 와 

22.0 mg/L 에서 증가 후 감소하는 결과를 보였다. 이러한 결

과는 소화선세관 상피세포의 파괴로 인한 결과로 생각된다.

요  약

본 연구는 염화니켈 만성노출에 따른 북방전복의 체내 염화
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니켈 축적농도, 생존율, 탈락률 및 조직학적 지표 변화에 대하

여 알아보고자 하였다. 실험구는 1개의 대조구와 4개의 염화니

켈 노출구 (7.0, 12.0, 17.0, 22.0 NiCl2 mg/L) 였다. 염화니

켈에 노출된 북방전복의 체내 축적 농도는 모든 노출구에서 유

의적으로 증가하는 결과를 보였다. 생존률 및 탈락률은 대조구

에 비해 노출구에서 농도의존적으로 나타났다. 북방전복의 발, 

아가미, 간췌장의 조직학적 변화는 시간이 경과함에 따라 대조

구보다 노출구에서 뚜렷하게 나타났다.
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