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국국국문문문요요요약약약

급격한 경제발전과 산업화는 대기오염을 야기 시켰고,부유분진은 이러한 대
기 오염의 주된 원인이다.대기 중 입자상으로 존재하는 분진은 수백 종의 서로
다른 유기 및 무기물질로 구성되어 있고 발암성 물질이 입자상으로 존재한다.
탄소입자가 잠재적 유해요소를 가진 분진의 주성분이 라는 사실은 탄소가 변이
원성과 발암성의 영향에 중요한 비중을 차지 한다는 것을 유추할 수 있다.그리
고 탄소를 포함한 모든 분진 속에는 여러 가지의 입자들과 그에 맞는 크기가
존재하는데,여기서 입자는 입경에 따라 다른 독성을 반응을 나타낸다.즉 탄소
가 입경에 따라 다른 부위에 침착이 일어나고,미세입자의 여부에 따라 폐포까
지 침착된다는 것과,작은 크기의 입자가 더 높은 흡착성과 세포독성을 일으키
며 변이원성이 높게 나타난다는 여러 병리학적 선행 연구를 살펴보면 이를 알
수 있다.
따라서 본 논문은 대기오염원인 분진에 있어서 탄소성분과 나노입자를 기본으
로 구성하고 있는 다양한 입자들을 선별하였고 그 크기를 나노 단위로 통일하
였다.또한 유기추출물의 강한 변이원성을 예상하고 전처리를 거치지 않는 입자
의 독성 결과와 비교하기 위해 전체성분과 유기성분을 나눠서 변이원성 시험을
실시하였다.실험물질로는 탄소입자(Carbon Black;CB),디젤연소분진(Diesel
Exhaust Particle; DEP), 탄소나노튜브(Thin-Multiwall Carbon Nano-tube;
T-MWCNT)이며,실험균주로는 살모넬라균속의 TA98,AT100,TA1535,TA1537
을 선정 하였다.실험의 투여용량은 1,2.5,5,10mg/ml이며,대사체의 활성을
보기 위해 간 대사효소(liverS9mixture)를 사용하였다.
무기탄소 성분으로 구성된 탄소 입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)는 TA100균주
를 제외하고는 양성 변이원성이 관찰되지 않았으며,TA100도 150revertant/mg
의 미미한 수준이었다.또한 모든 균주에서 용량-반응 관계가 관찰되지 않았다.
이에 비해 디젤연소분진(DEP)은 +S9mix조건의 TA1535를 제외한 모든 균주에
서 뚜렷한 용량-반응 관계가 관찰되었으며,TA98과 TA100 균주에서 500



revertant/mg수준의 강한 변이원성을 보였다.그리고 TA1535와 TA1537균주
는 대사활성체에 의해 다소 증가되었다.유기추출성분의 변이원성에서는 탄소입
자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)가 낮은 추출률에 의한 농도 설정과 낮은 변이원
성을 나타내어 결과 값에 대해 의미가 없었다.반면 디젤엔진연소분진(DEP)만
이 높은 결과가 관찰되었으며,총 입자에 의한 변이원성 보다 더 높은 집락수치
를 나타내었다.디젤엔진연소분진(DEP)의 유기추출물에 의한 용량-반응 관계는
TA1535(+S9mix-S9mix)와 -S9mix의 TA1537을 제외한 나머지 균주에서만 관찰
되었다.
이상의 연구결과를 통해 유기성분의 디젤엔젠연소분진(DEP)이 무기성분의 탄
소입자(CB)나 탄소나노튜브(CNT)보다 높은 발암성을 가지고 있으며,특히 유기
성분의 변이원성도가 더 높음을 확인했다.중금속,다환방향족 탄화수소(PAHs)
등 오염물질이 혼합되어 있는 것으로 알려진 디젤엔진연소분진(DEP)에서는 총
입자 및 유기추출물 모두 뚜렷한 용량-반응 관계가 높은 변이원성이 관찰되었
다.본 연구가 앞으로 발암성 물질을 함유하고 있는 탄소성분과 나노입자에 대
한 유전독성평가에 활용될 기초자료가 되며,변이원성 시험에 의한 탄소입자의
인체 위해성을 평가하는데 있어서 기초 자료로 이용되기를 기대한다.

Keyword:변이원성 평가,변이원성,탄소성분,나노입자
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ⅠⅠⅠ...서서서론론론

111...연연연구구구의의의 필필필요요요성성성

우리나라의 급격한 경제발전과 산업화는 도시의 인구집중화와 자동차 증가를 야
기 시켰고,이러한 인구집중과 그에 따른 산업시설은 부유분진과 각종 산업공해를
만들어 대기오염을 증가시켰다 (신동천,1989).
이렇게 증가된 대기의 분진은 여러 연구들에 의해 인체에 대한 영향이나,사망
률들과 높은 관련성이 있음이 보고되었다(정장표,1993;Tomatis,1990).대기오염
에 가장 큰 영향을 미치는 요인이 부유분진이라는(정용,1986)지적과 더불어 부
유분진에 대한 인체 위해성 인식 필요성이 요구되고 있다.오늘날 이러한 부유분
진이 관심을 받게 된 이유는 바로 발암성 물질이 분진상태로 존재하기 때문이고,
발암물질을 함유하고 있는 분진 속에는 탄소 입자(carbonaceousparticulates)가
대부분을 구성하고 있기 때문이다(신동천 등,1990).탄소는 직경이 0.1um~0.3um
의 극미세 입자로 폐포에 도달할 수 있는 크기이며(Schenker,1980),여기서 탄소
입자는 호흡기계 자체 정화기전을 방해하고 독성이 강한 물질을 제거하는 작용을
방해하거나 지연시킨다.특히 이 입자들은 호흡기계를 통해 인체로 들어와 급성,
만성 독성을 일으킨다(박성은 등,1995).이 같은 유해물질을 포함하는 부유분진이
잘 노출되어 있는 지역이 주로 도시 지역인데,이는 자동차에서 발생되는 입자들 때문
이라고 알려져 있다(FaizAetal.,1993).대표적인 성분으로는 분진의 주된 오염원에
해당되는 자동차 배기가스 중 하나인 디젤엔진연소분진(DieselExhaustParticle;
DEP)이다.디젤분진(DieselExhaustParticle;DEP)은 디젤 연료가 불완전하게 연소
되어 생성되는 대기오염물질로 산업화에 따른 교통량 및 산업시설의 증가로 인하여
발생되는 양이 해마다 증가하고 있는 추세이다(Bunnetal.,2002;Petersonandsexon,
1996).디젤분진(DieselExhaustParticle;DEP)은 입자의 크기가 미세하기때문에 탄
소입자(carbonaceousparticulates)와같이기관지나폐포에침전될 수있다.여러병리
학적 보고를 살펴보면 디젤분진의 대부분이 직경이 2.5um이하로 폐저부(peripheral
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lung)에 쉽게 흡입되어(Heyder,1993)새로운 호흡기계 질환을 유발하거나 기존의 염
증성 호흡기계 질환을 악화 시킨다는 보고가 있다(Ichinoseetal,1995;Popeetal,
1995).게다가 디젤연소분진은 난알부민 천식동물모델에서 기도과민성과 기도개형을
증가시켜천식의악화에영향을준다는보고도있다(송현미등,2006).
디젤분진(DieselExhaustParticle;DEP)주요 성분 중 하나인 benzo(a)pyren은
환경잔류성 물질(persistentorganicpollutants;Pops)중 하나인 다환방향족 탄화
수소류(polycyclicaromatichydrocarbon;PAH)로 발암성 및 독성,난분해성,생
물축적성의 특성을 가지고 있으며,대기,수질,토양 등 다양한 환경 매체에서 검
출되고 있다(Lioyetal.,1998).변이원성 또는 발암성에 관련해서는 디젤 분진
(DieselExhaustParticle)중에 함유된 다환방향족 탄화수소류(polycyclicaromatic
Hydrocarbins)가 그 원인 물질로써 알려져 있다.또한 연소과정 중 이들 물질로
부터 산화성 및 질산성 PAH 등 다양한 물질이 생성됨으로써 보다 복잡한 독성을
발현한다는 결과도 있다(Scheepers,1992).이렇듯 강한 독성을 내재한 디젤분진은 디
젤자동차의 배기가스에 다량 함유된 중금속류와 발암성의 탄화수소류가 공기 중에
부유하여 생성되고,물리적인 입자상 물질과 결합되어 인체에 장기적으로 노출될 경우
폐암,천식,알레르기성 비염,기관지염,만성 폐쇄성 기도질환 등의 호흡기질환들을 유
발한다는많은연구결과가있다(Ichinoseetal.,1995;Mauderlyetal.,1987;McClellan,
1987;Al-Humadietal,2002).또한 심혈관계 및 심근에도 영향을 미쳐 말초혈관에서
의 혈전생성을 증가시키거나 심장 근육세포에 손상을 미친다(Nemmar,2003).특
히 디젤분진(DieselExhaustParticle)의 유기 추출물에는 다양한 변이원성 혹은
발암성 물질들이 포함되어 있으며(Cantelland Watts,1997:Leberchertand
Czerczak,1997:IARC,1989),IARC (InternationalAgency for Reserch on
Cancer)에서는 디젤분진 (whole dieselexhaust)을 발암 의심 물질 (probable
humancarcinogen;classification2A)로 분류하였다(IARC,1989).
부유분진과 디젤분진의 주요 성분인 탄소는 많은 잠재적 위해성을 가지고 있지
만,성분 외에 주목해야 될 부분이 바로 입자의 입경이다.대기 중 입자상으로 존
재하는 물질의 크기는 주로 0.001~1000um의 범위 이다.다시 말해 입자 내에 수
백 종의 구성 성분들이 다양하게 존재하는 만큼,입자 크기에 있어서도 넓은 범위
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가 존재하며 입경에 따라 위해성의 차이 또한 지대하다(Popeetal.,1995).미세입
자들은 큰 입자에 비해 비교적 넓은 표면적을 가지고 있어 발암성,돌연변이원성
을 가진 물질이 쉽게 흡착되고,PAH가 조대입자 보다는 미세 입자에 더욱 높은
흡착특성을 가지고 있으며 더 강한 세포독성을 일으키는 것으로 알려져 있다(임
용 등,2004).또한 미세입자의 대사활성 돌연변이도 유의하게 높은 것으로 조사
되었다(신동천 등,1990).또한 PM2.5가 PM10보다 호흡기 관련 증상의 발생에
대해 상대적으로 더 큰 영향을 미친다는 연구가(홍종호 등,2003)있는데,DEP10
보다는 DEP2.5가 세포독성과 함께 DNA손상을 야기 시키며,산화적 DNA손상과
대사활성화에 의한 DNA손상의 증가를 나타내었다(허찬 등,2004).다양한 연구결
과를 통해 입자의 크기가 미세할수록 위해성이 높음을 알 수 있었다.따라서 크기
에 대한 위해도를 주목할 필요가 있다.
탄소나노튜브(CNT)는 일반 대기에는 큰 영향을 주지는 않지만,입자상으로 존
재하는 공학적 작업의 밀폐된 공간에서는 인체에 많은 영향을 줄 수 있다.탄소나
노튜브를 다루는 밀폐된 공간에서도 폐에 도달하는 양은 미량이지만,어떤 조건에
서는 작은 상태로 물질이 공기 중에서 흡입되어 폐에 도달할 수 있다,(Maynard
etal.,2004).탄소나노튜브(CNT)를 흡입 시 염증반응 육아종(granuloma)과 생체
기관내의 섬유조직 발생 및 증식(fibrogenic)영향을 보여 주었다(Lam etal.,
2004).탄소나노튜브(CNT)는 세포증식을 억제하여 사멸을 유도하고,인간의 신장
배아세포가 배아에 부착하는 것을 감소시킨다는 보고를(Cui,2005)볼 때 탄소나
노튜브의 인체 독성을 예상할 수 있다.또한 탄소나노튜브(CNT)를 실험동물의 복
강에 주사한 결과 탄소나노튜브(CNT)가 뇌를 제외한 체내에 분포하고,뼈에 축적
되는 것을 관찰하였다.즉 중금속과 마찬가지로 체내에 축적이 되고 배출과 분해
가 어려운 물질(Wang,2004)이라는 사실이 제조나노튜브에 대한 위해성의 정도를
가늠할 수 있다.
여러 연구사례들을 종합해 봤을 때 다음과 같은 유추를 할 수 있었다.대기 중
에 존재하는 분진성분 중에는 수많은 종류의 무기 및 유기성분과 함께 분진상태
로 존재하는데 그중 탄소성분이 80%이상을 차지하고 있으며,발암성 물질이 분진
과 함께 대기상태로 존재하고 있다.따라서 탄소입자(carbonaceousparticulates)에
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의한 발암성과 변이원성에 대해서도 높은 것이라고 그에 대한 위해성을 인식하게
되었다.인체 영향평가에서는 디젤분진(DieselExhaustParticle)이 가장 많은 연구
와 보고가 되어져 있다.그리고 탄소입자(CarbonBlack;CB)에는 관찰되지 않았으
나 탄소나노튜브(CNT)의 세포독성과 폐의 염증 반응의 보고가 있다.
대기 입자 중 입경 2.5um이하의 미세입자의 유기추출성분이 돌연변이원성의
90%이상 차지한다는(장재연,1988)결과가 있으며,디젤분진의 유기 추출물에 다양
한 변이원성,혹은 발암성 의심 물질들이 포함 되었다(IARC,1989).앞의 연구 결
과들을 보면 분진이 미세입자이지만,분진과 같은 복합물질(Complexmixture)보
다 유기추출성분이 인체에 대한 유전독성과 변이원성이 높고 이에 따라 발암성
또한 높을 것이라는 가설을 세우게 되었다.
지금까지 살펴본 돌연변이원성에 대한 연구 자료들은 대체적으로 한 가지 성분
에 대한 인체 위해성에 대한보고나 혹은 동물실험에 대한 결과이다.디젤에 관한
연구사례는 주로 도시지역 중 주거환경과 교통 혼잡,환경의 대기 질에 대한 비교
가 많았다(Ohasawa,1983).혹은 자동차 배기가스 다발지역인 도시지역의 분진에
대한 변이도 측정과 그로 인한 입자상의 물질로 함유된 유기물과 이들이 여러 분
획의 농도에 의한 변이원성 결과들도 주를 이루었다(장재연,1988).디젤엔진연소
분진(DEP)에 대한 임상적 결과와 유기성분에 대한 발암물질의 제시 연구 사례도 다수
있었지만 시험물질 전부를 극미세인 나노입자로 선정하여 탄소를 기초로 한 가지
이상의 물질을 시험하여 각각의 유해성을 비교한 사례는 아직 알려지지 않고 있
다.사례가 부족하며, 나노입자와 유기추출성분의 변이원성에 대한 비교를 동시에
분석한연구또한미비한실정이다.

222...연연연구구구의의의 목목목적적적

본 실험에서는 탄소성분을 포함한 물질들 중 세 가지 시료를 선택하여 변이원성
시험을 실사 하려고 한다.대기 입자 중 입경 2.5um이하의 미세입자의 유기추출
성분이 돌연변이원성의 90%이상 차지한다는(장재연,1988)보고를 근거로 유기추



- 5 -

출성분의 유해성을 보기위해 전체 성분인 나노입자와 그 나노입자에 대한 유기물
추출성분을 동일한 조건과 방법으로 진행 하였고,그 결과를 내어 물질에 대한 독
성과 변이원성을 비교하였다.그래서 높은 발암성을 보유하고 있는 물질과 조건들
을 관찰해 보기로 하였다.발암물질의 85%이상이 돌연변이원이라는 결과(Ames,
1975)가 변이원성 시험법에서 발암성 물질의 검증에 중요한 토대가 된다는 사실
을 입증하며,본 연구가 위해성 평가에 대해서도 기초 자료로 활용할 수 있음에
의미를 두었다.따라서 본 연구의 목적은 다양한 탄소 입자의 인체 유해 영향에
대한 잠재적 유발 가능성을 평가하기 위한 방법으로서,나노 크기의 다양한 탄소
구성 입자들에 대한 변이원성 시험을 실시하였으며,이를 위해 시행한 연구방법은
다음과 같다

첫째,다양한 탄소성분 나노입자의 변이원성 시험을 위해 탄소입자(CB),디젤엔
진연소분진(DEP),탄소나노튜브(T-MWCNT)를 시험 대상 물질로 선정하였으며,

둘째,탄소입자(CB),디젤엔진연소분진(DEP)및 탄소나노튜브(T-MWCNT)의 입
경 크기를 측정하고,나노 입자 크기로 인한 영향 평가를 위해 전체 입자 성분에
대한 변이원성 시험을 실시하고,

셋째,대상 물질들의 유기성분에 의한 영향을 평가하기 위해 유기추출성분
(ExtractableOrganicMatter;EOM)에 대한 변이원성 시험을 실시하여,

넷째,탄소입자(CB),디젤엔진연소분진(DEP)및 탄소나노튜브(T-MWCNT)의 전
체성분 및 유기추출성분에 의한 변이원성 시험 결과를 비교,분석함으로서 다양한
탄소성분 나노입자의 잠재적인 인체 영향을 평가하였다.
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ⅡⅡⅡ...연연연구구구내내내용용용및및및방방방법법법

111...연연연구구구내내내용용용

본 논문에서는 탄소성분의 인체 유해 영향과 잠재적 유발 가능성을 평가하기 위해서
나노크기의다양한탄소구성입자들에대한변이원성시험을실시하였다.
실험물질로는 탄소성분을 기본으로 하는 탄소입자(CB),디젤엔진연소분진(DEP),

탄소나노튜브(CNT)를 나노 크기로 선택하여 영향평가를 위해 전체성분(나노입자)와
유기추출성분의두가지성분으로변이원성시험을실시하여결과를비교하였다.
실험의 선택 균주로는 살모넬라균 속중에 TA98,TA100,TA1535,TA1537을 선택 사

용하였고,대사활성체는 liverS9mixture,대조군에 사용된 시약은 음성반응물질
DMSO(dimethylsulfoxide)와 양성반응물질 Benzo(a)pyrene,NF(Nitro fluorenne),
ICR-191,SodiumAzide사용하였다.시험대상물질은 4가지농도(1,2.5,5,10mg/ml)
로 나누었는데,이는 농도에 따른 변이원성의 유의성을 보기 위함이다.실험의 오차를
줄이기 위해서 한 실험 당 동일한 조건하에서 3번을 반복하였다.세 가지 실험 대상 물
질의 전체성분(나노입자)및 유기추출성분(extractableorganicmatter;EOM)에 의한
변이원성 시험결과를 비교 분석함으로서 다양한 탄소성분 나노입자의 잠재적인 인체
영향평가를실시하였다.그에대한연구의틀은다음과같다.
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[그림.1]연구의틀
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222...연연연구구구방방방법법법

가.대상물질선정

변이원성 시험에 사용된 실험물질로는 탄소성분을 기본으로 하는 물질인 나노
크기의 탄소입자(Carbon Black;CB),디젤엔진연소분진(DieselExhaustParticle;
DEP),탄소나노튜브(CarbonNano-tube;CNT)를 대상으로 하였다.CB는 시그마
알드리치사 (USA),DEP는 NIST사 (USA)그리고 CNT중 Thin-MultiwallCarbon
Nano-tube(T-MWCNT)는 일진 나노텍사 (Korea)에서 각각 구입하여 평가하였다.

나.변이원성 시험 방법

1)시약 및 재료

본 논문에서는 대상 시료에 대한 변이원성을 평가하기 위하여 Ames가 제시한
방법으로 균주확인 예비실험을 실시하였고(Amesetal,1983),본 실험에서는
Amestest(Amesetal,1983)가 제시한 방법을 변형한 Yahigi방법(Yahagietal,
1997)으로 변이원성 시험에 이용하였다.Amestest에서 사용한 대표적인 시약은
S9mixture(S9fraction,NADPH Regensys"A",NADPH Regensys"B")이며 MG
plate에서는 Topagar(Nacl,한천,증류수)를 가장 많이 사용하였다.그리고 EOM
추출에는 dichloromethan,methanol,그리고 3차 증류수가 사용되었으며,대조군
으로는 DMSO(dimethylsulfoxide), Benzo(a)pyrene, 2-NF(nitro fluorenne),
Sodium azide,ICR-191를 사용하였다.그리고 균주확인 실험에서는 L-Histidine,
ampicillin3H2O,D-biotin등을 사용하였다.
일반적으로 실험에 사용될 S9fraction은 연구자가 직접 제조하여 사용하지만,
본 실험에서는 S9fraction을 NADPH와 함께 우정 BSC사 (한국)에서 구입했고,
시약인 음성대조군물질의 DMSO는 시그마 알드리치사 에서 구입하였고 양성대조
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군물질의 NF(nitro fluorenne)와 Benzo(a)pyrene은(시그마사),ICR-191(Fluka사),
Sodium azied(Fluka사)에서 각각 구입하였다.

2)실험균주 선택

본 연구에서 채택한 세 가지 물질들과 같이 대기상의 입자로 존재하는 물질은
포집을 해도,그 시료의 양이 극소량이기 때문에 발암성에 대한 위해성을 동물 실
험 보다는 주로 미생물을 이용한 Sallmonellatyphimurium 를 변이 시킨 균주채택
에 대한 실험 제시가 보고 되어있다(Tokiwa등,1977;Teranish등,1978).실제
많은 실험실에서 변이원성 시험에 이용되는 Salmonellatyphimurium균주는 시험물
질에 대한 돌연변이 유발 감수성을 높일 수가 있으며 이 같은 목적으로 다양한 변이가
도입되어 있다.이 같은 사실이 본 연구에서 Salmonellatyphimurium균주를 선정하게
된 근거가 되었으며 그 중 TA98,TA100,TA1535,TA1537균주를 선택하여 변이원성
을진행하였다.TA98과TA100균주는메드빌사(Korea)에서공급받았으며TA1535와
TA1537균주는 경상대학교 의과대학 미생물학교실에서 공급받아 -80℃ 로 냉동 보관
하여사용하였다.
실험실 에서 공급받은 균주는 정확한 결과를 위하여 각 균주들의 고유한 특성에 대
한 균주 품질 관리확인 실험이 수행되어져야 한다.따라서 암피실린 최소 포도당 배지
(AmpicillinMGplate),히스티딘/비오틴 최소 포도당 배지 (Histidine/BiotinMG
plate),비오틴 최소 포도당 배지 (BiotinMGplate)에서 각각 균주에 대한 확인 실험을
수행하였다.
균주확인 시험결과에 의하면 균주 TA98,TA1537은 돌연변이 발생 형태(mutation
type)가 염기서열이 통째로 이동되는 구조이동형 돌연변이(frame-shiftmutation)이고
TA100,TA1535균주는 염기서열이 소실되는 DNA소실 돌연변이(missensemutation)
를 나타내었다.4종의 균주 모두 히스티딘 오페론에 변이를 가지고 있어서 히스티딘 요
구성을 보이고 있으며,암피실린에 내성을 나타내고 R-factor를 보유하는 균주는
TA98과 TA100뿐이다.따라서 37℃ 조건하에 12～24시간 배양 후,히스티딘/
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비오틴 최소 포도당 배지 (Histidine/BiotinMG plate)에서는 모든 균주가 자라야 하
고 비오틴 최소 포도당 배지 (BiotinMGplate)에서는 모든 균주의 생육저해가 나타나
야하지만 암피실린최소 포도당 배지 (AmpicillinMGplate)에서는 TA98과 TA100은
생육저해를 나타내지 않아야 하며,TA1535와 TA1537은 생육저해를 나타내야 한
다(Amesetal,1983).

� � � �

� � � � �

� � � � � �

� � � � � 	


 � �  � �

� � � �

� � � � �

� � � � � �

� � � � � 	


 � �  � �

� � � �

� � � � �

� � � � � �

� � � � � 	

� � �  � � � � � 
 � �  � �

� � � �

� � � � �

� � � � � �

� � � � � 	

� � �  � � � � � 
 � �  � �

� � � �

� � � � �

� � � � � �

� � � � � 	

� � � � � � � � � �

� � � �

� � � � �

� � � � � �

� � � � � 	

� � � � � � � � � �

[그림.2]균주확인테스트
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TA98 TA1537 TA100 TA1535

Mutation type Frame-shift mutation Missense mutation

Histidine 요구성 + + + +

R-factor + - + -

Positive control

 (-S9)

2-nitro

fluorene(NF)
ICR 191

Sodium 

azide

Sodium 

azide

Positive control

 (+S9)
Benzo(a)pyrene

Negative control DMSO (Dimethylsulfoxide)

[표.1]Salmonellatyphimurium균주의특성

3)대사활성체(S9fraction)

대사활성체는 수컷 쥐(rat)를 이용하며 포유류에 약물 대사 효소계의 유도체를 적절
하게 선정하여 투여한 후 간장에서 S9fraction을 조제하고,이용 전까지 -80℃ 이하에
서 보관한다.이용 시에는 보효소 등을 첨가하여 S9mixture을 만들고 혼합물 중의 S9
농도는 10%이내로 하도록 한다.본 실험에서는 시판된 것을 직접 구입하여 사용하였
다.

4)대조군 선정

음성대조군물질에 사용한 DMSO(dimethylsulfoxide)물질과 양성대조군물질로
사용한 2-Nitrofluorenne(20ug/ml),sodium azide(20ug/ml),ICR-191(20ug/ml),
benzo(a)pyrene(20ug/ml)의 물질에 대한 TA98,TA100,TA1535,TA1537은 liver
S9fraction첨가 유무 값과 함께 전체 결과는 다음 [표.2]와 같다.직접 유발 돌
연변이 물질(directmutagen)인 2-Nitrofluorenne은 TA98의 경우 -S9에서,간접
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유발 돌연변이 물질인 Benzo(a)pyrene은 +S9에서 많이 나온다.
DMSO(dimethylsulfoxide)에 의한 자연 돌연변이는 전체 균주 중 TA100에서 더
민감하게 반응한다.

균주
대조군

TA98 TA100 TA1535 TA1537
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9

음성
반응
물질

DMSO 20±3 60±7 139±8 134±19 19±9 11±5 8±1 11±1

양성
반응
물질

2-Nitro
fluorenne 275±19 * * * * * * *

sodium
azide * * 1003±14 * 127±366 * * *

ICR191 * * * * * * 3537±365 *
B(a)P * 248±6 * 262±35 * 13±4 * 77±6

 [표.2]알려진 반응성 시약을 이용한 균주별 변이원성 반응의 적합성 평가

*;공식적인 반응성 시약이 알려진 바 없어,반응성 평가를 수행하지 않았음

5)변이원성 시험방법

Amestest와 같은 복귀돌연변이 시험법은 유전자돌연변이의 지표가 되는 시험
으로서 살모넬라균(Salmonellatyphimurium)또는 대장균(Escherichiacoli)을 이용한
복귀돌연변이시험이 제시되어 있다.이 시험법은 발암성 물질에 대해 높은 감수성
을 나타내는데 발암물질의 85%이상이 돌연변이원이라는 결론이 나온 이후 돌연
변이 유발물질에 대한 연구는 발암물질의 규명을 위한 1차적 검증으로서 상당한
영향력을 지니게 되었다(Ames,1975).돌연변이원성이 항상 발암성을 예상하는 기
준일 수는 없지만,단기 돌연변이의 검사로는 저렴한 비용으로 간편하게 대상물질
에 대한 유전독성(genetoxicity)평가를 할 수 있다는 장점을 가지고 있다(Krewski
andThomas,1992;Lewtas,1989).따라서 본 실험에서는 Amestest(Amesetal,
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1983)가 제시한 방법을 변형한 Yahigi방법(Yahagietal,1997)으로 실험을 진행
하였다.
Vogel-Bonnermedium E(50X)제조를 위해 3차 증류수 약 200㎖를 hotplate를

이용하여 45℃로 유지하고 50㎖ 용량플라스크에서 계속 유지하며 MgSO4․7H2O
0.5g,Citricacidmonohydrate5g,K2HPO425g,,NaHNH4PO4-4H2O 8.75g을
하나씩 녹인다.모두 녹인 후 3차 증류수로 용량 50㎖ mess-up한다.40% 글루코
스 용액(glucosesolution)은 100㎖용량의 용량플라스크에 소량의 증류수를 넣고.
glucose40g을 녹인 후 증류수로 100㎖로 mess-up한다.Agarsolution조제는 2
ℓ의 용량플라스크에 agar30g을 넣고 증류수 1860㎖를 넣은 후 녹인다.MG
Plate를 만들기 위해서는 앞에서 제조한 Vogel-Bonnermedium E(50X)와 40%
글루코스 용액(glucosesolution)그리고 한천 용액(Agarsolution)을 121℃로 20분
간 멸균하고,각각 40ml,100ml,1860ml씩 혼합하여,멸균된 초자 기구를 이용해
30㎖씩 petriplate에 고르게 퍼트리면서 기포가 생기지 않게 넣는다.뚜껑을 0.5
㎜가량 열어 식힌 후 굳혀진 MG plate는 랩으로 충분히 밀봉 후,호일로 싸서 보
관한다.돌연변이원성 시험을 위해서는 시험 전에 48시간 동안 사전 배양을 시켜
오염 여부를 확인 후 사용한다.
탄소입자(Carbon Black;CB)와 디젤엔진연소분진(DieselExhaustParticle;

DEP),탄소나노튜브(Thin-MultiwallCarbonNano-tube;T-MWCNT)는 물질의 특
성상 뭉침 현상이 심하여 DMSO(dimethylsulfoxide)에 혼합 시킨 후 1시간 동안 초음
파를 이용하여 고주파 용해시켰다.실험에 사용되는 각각의 시험 시료 용액을 만든 후
함께 사용되는 양성 대조군 물질(positivecontrol)과 음성 대조군 물질(negative
control)을 준비한다.양성 대조군 물질(positivecontrol)은 대사활성체 (liverS9
mixture)의 유무와 균주에 따라 달라지는데 대사활성체가 없는 조건(-S9)에서 TA98균
주는 2-nitrofluorene,TA100과 TA1535균주는 sodiumazide,TA1537균주는 ICR191
을 사용하였다.대사활성체가 있는 조건(+S9mix)에서는 모든 균주가 동일하게
benzo(a)pyrene을 양성 대조군 물질(positivecontrol)로 사용하였다.음성 대조군 물질
(negativecontrol)로는 대사활성체와 균주에 상관없이 DMSO(dimethylsulfoxide)를
사용하였다.멸균한 시험관에 S9buffer500㎕,시료 100㎕,salmonella균주 100㎕ 씩을
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넣어 섞은 후 37℃ 배양기(incubator)에서 120rpm,20분 동안 사전 배양을 실시한다.
사전 배양 시킨 시험관에 45℃ 정도의 Topagar2㎖을 추가하여 섞은 후 미리 준비한
MGplate에 고르게 분주한다.이때 Topagar의 온도가 너무 높을 시 균주의 생존율이
감소하므로 주의하도록 한다.분주 후 실온에서 굳혀 48시간 동안 37℃로 배양기에서
배양한다.48시간 후 plate에서 발현된 균의 집락(colony)개수를 측정한다.Ames시
험법에 관한 모식도는 [그림.3]과 같다.

 순수변이 콜로니 수(변이 콜로니 수 보정값)
= 총 변이 콜로니 수 – 음성대조군 콜로니 수

[그림.3]변이원성 시험 과정



- 15 -

다.대상물질의 시험 용량 결정

1)나노 입자

본 실험에서 사용된 나노입자는 탄소입자(CB),디젤엔진연소분진(DEP),탄소나
노튜브(CNT)이며 이 세 가지 물질에 대한 변이원성 시험을 실시하여 변이원성
에 대해 각각의 물질이 미치는 영향을 관찰하였다.나노 입자 처리 시에는 별다른
전처리 과정 없이 직접 물질을 처리하여 실험을 진행하였다.

2)유기추출성분

변이원성 실험에 이용할 나노입자와 같은 동일물질(CB,DEP,CNT)과 균주
(TA98,TA100,TA1535,TA1537)를 동일한 조건하에서 유기추출성분에 대한 변이
원성 시험을 시행하였다.세 가지 나노입자를 유기추출과정을 통해 유기성분을 추
출한 후에 질소농축과정으로 용매를 증발시키고 그 추출액을 정량해서 이용 하였
고,유기추출과정은 다음과 같다.
나노입자와 동일한 세 가지 시료인 탄소입자(CarbonBlack;CB),디젤엔진연소

분진(Diesel Exhaust Particle; DEP), 탄소나노튜브(Thin-Multiwall Carbon
Nano-tube;T-MWCNT)를 변이원성 평가를 위한 시료로 사용하기 위해 선별한
유기용매를 이용하여 추출한 후 정량하였다.유기용매 선별은 메탄올,에탄올,헥
산,디클로로메탄 등을 사용하여 예비 추출을 시행해 본 결과 디클로로메탄과 메
탄올을 1:1(v/v)로 섞은 용액에서 가장 높은 추출 비율을 보였기에 본 용액을 선
정하였다.
각각의 실험물질을 50mltube에 유기용매와 일정량씩 넣어 섞은 후 초음파 용

해(sonicator)를 시켜 추출을 시행하였다.1시간동안 초음파 용해(sonication)시킨
후 실험물질을 11um paperfilter(Adventec,USA)를 이용해 11um 이하로 걸렀고
이들 입자의 유기 추출물만 남겨진 플라스크에 용매 제거 과정인 Evaporation을
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실시하였다.
Evaporation후 농축된 추출액을 micro spoide로 e-tube에 각각 넣어서

8000rpm 으로 5분간 원심분리(centrifuge)를 돌린다.여기서 깨끗한 상등액
(surpernatant)만 유리 vial에 담고 남은 입자는 다시 용매와 suspension하여 앞
의 과정을 2~3번 반복한다.(상등액이 맑아질 정도까지 반복)모아진 추출액은 질
소가스 농축기를 이용하여 농축시킨다.농축 후 반복 무게 정량 시 무게 변화가
없으면 추출이 완료된다.추출에 대한 과정의 모식도는 [그림.4]와 같다.

 [그림.5]유기성분 추출과정
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라.통계분석

변이원성 정도는 실험결과의 집락 수에 기인했으며 대상물질과 그 농도에 대한
평균과 표준편차 값으로 비교하였다.실험물질의 농도가 집락 수에 미치는 영향을
분석하기 위하여 비모수적인 방법의 하나로 Kruskal-Wallistest를 시행하였다.여
기서 Chisq값과,p-value는 Krusal-Wallistest분석결과 값이며,사후검정을 위하
여 Student-Newman-Keulsmethod를 시행하였는데,이는 Kruskal-Wallistest결
과 값 에서 유의한 경우에만 분석한 것이다.
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ⅢⅢⅢ...연연연구구구결결결과과과

111...탄탄탄소소소성성성분분분 나나나노노노입입입자자자의의의 물물물리리리적적적 특특특성성성

가.탄소성분(ToralCarbon)

대기 중에 입자상으로 존재하는 탄소성분(totalcarbon)은 대체로 유기탄소
(organiccarbon;TC),원소탄소(elemental;EC)그리고 탄산염(carbonates)으로 구
성되어 있다.이 중 탄산염의 경우는 대부분이 2um이상 거대입자에 포함되며 전
체 입자 무게농도의 1%이하로 존재하기 때문에 일반적으로는 입자상 탄소성분
(totalcarbon)으로 고려하지 않는다(이종훈 등,1997)반면에 원소탄소(elemental
carbon;EC)와 유기탄소(organiccarbon;TC)는 대기환경 및 인체에 미치는 영향
이 크다는 공통점을 가지고 있다.이들 중 많은 영향을 미치고 있는 유기탄소
(organiccarbon;TC)는 미세입자 군에 포함되며 가스 상의 입자로 배출되어 대기
중에 확산 되어 있는데 인위적 발생원에서 직접 배출되거나,대기 중에서 기체상
유기화합물이 광화학 반응 등에 의해 입자로 변환 되어 생성된다(Chow etal.,
1994)원소탄소(elementalcarbon;EC)는 화석연료의 불완전 연소에 의해 배출되
는 0,1um크기 이하의 1차 오염 물질로서 물리 화학적 변환에 위해서는 생성되지
않는다.이 같은 입자들을 구성하고 있는 탄소성분(totalcarbon)은 2um이하의 미
세입자 군에 속하며 대체적으로 인위적 활동을 수반하여 대기중 입자로 직접 배
출되거나,Gas상태로 배출되어 대기 중으로 확산 된 것이 대부분이다.도심 지역
과 같은 오염지역의 경우 탄소성분(totalcarbon)이 미세입자(PM2.5)무게농도의
40%를 차지한다(백준남 등,1996)탄소성분은 대기 중에 있어서 화학반응의 촉매
제로 작용하고,대기의 가열 및 냉각에 관여함과 동시에 benzo(a)pyrene과 같은
높은 변이원성 물질을 장거리 수송하고 인체 내로 운반하는 흡착제의 역할을 한
다.
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나.나노입자

나노입자는 10억분의 1m에 해당하는 길이로서 사람의 머리카락 굵기의 약 5만
분의 1에 해당한다.형태로는 넓은 표면적을 가진 콜로이드 상의 불균일한 분산
입자이며,원하는 목적에 맞는 적절한 입도의 크기 및 분포에 맞게 입자의 크기를
수 nm에서 수백 nm로 가질 수 있으며,1~100nm를 나노 영역으로 구분한다(홍
재민,2005).
나노입자는 인체 내에서 주로 폐와 간에 분포를 하지만,장기간 흡입 시 후각신
경을 따라 뇌로 이동하고 폐에서 혈관을 따라 인체 내 장기로 분포 되며,피부에
도 흡수율이 높은 성질을 가지고 있다.나노 입자에 대한 위해성의 보고들은 꾸준
히 발표되어지고 있다.
그리고 입자의 입경이 작아질수록 표면에 분포한 원자의 비율이 증가하는 양자
크기 효과(quantum sizeeffect)를 보유하는 부분도 나노의 특징 중 하나이다.나
노물질을 가공할 때 유용성,촉매로써의 활성 및 광학 성질을 발현 할 수 있는 부
분도 바로 양자크기 효과 때문인 것으로 알려져 있다.

다.탄소나노튜브(CNT)

탄소나노튜브(CNT)는 아크방전법으로 플러린 합성법을 연구하는 과정에서 발견
된 철보다 훨씬 강하고 가벼운 탄소 소재의 물질로 현재 나노 소재로서 가장 많
이 부각되고 있는 물질 중 하나이다.물질의 형태에 있어서는 벌집 모양의 육원환
위에 이루어진 그라펜 시트를 둥근 원통 모양으로 만든 것이다.탄소나노튜브
(CNT)의 벽의 구성에 따라 단층과 다층으로 나누어 있다.단층탄소나노튜브
(Single-wallCarbon Nano-tube;SWCNT)는 외벽이 단일층으로 구성되어 있고,
다층탄소나노튜브(Multi-walledCarbonNanotube;MWCNT)의 형태에 있어서 외
벽은 복수의 원통이 크기대로 차례로 안쪽에 들어 있고,대나무통 모양이며 양 끝
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은 대부분 닫혀 있다.다층탄소나노튜브의 내벽의 지름은 1~2nm 이고 바깥지름
은 5~50nm이며 길이는 10um를 넘어 나노물질에 있어서는 상당한 가로세로비
(aspectratio)를 갖고 있다.탄소나노튜브(CNT)는 철보다 강하면서 훨씬 가볍다는
것을 가장 큰 특징으로 들 수 있고 그 외에도 전기를 구리보다 더 잘 전달하며
열전달에 있어서는 다이아몬드를 능가한다는 보고도 있다(임상우,2007).
이렇듯 탄소성분과 나노입자는 여러 가지 성질이 있는데,본 연구에서 사용된
나노크기의 탄소성분을 가진 세 가지 물질의 크기(size)는 탄소입자(CarbonBlack;
CB)가 30nm이며,디젤연소분진(DieselExhaustParticle;DEP)이 40~80nm,탄소나
노튜브(Thin-Multiwall Carbon Nano-tube;T-MWCNT)는 직경 4~6nm에 길이
10~20um 이다.DEP와 CNT의 SEM상의 사진은 다음과 같다.

iiinnnmmmeeettthhhaaannnooolll(((XXX111000000,,,000000000))) iiinnnccchhhlllooorrrooofffrrrooommm(((XXX555000,,,000000000)))

[그림 6]DEP/SEM 사진 [그림 7]Thin-MWCNT/SEM사진



- 21 -

222...나나나노노노 입입입자자자의의의 변변변이이이원원원성성성 시시시험험험 결결결과과과

순수하게 시험 시료에 의하여 변이가 일어난 균의 수를 알아내기 위하여 Net
revertant집락(colony)개수를 산출하도록 한다.Netrevertant의 집락(colony)개
수는 시험 시료에서 성장한 균의 수에서 DMSO(dimethylsulfoxide)의 음성 반응
물질에 의해 자연적으로 성장한 균의 개수를 제외하여 산출한다. OECD
guideline에서는 plate당 성장균수가 50개 이하일 경우는 변이원성이 없다고 판
단하고,이상일 경우 약한 변이원성이 있다고 판단하며,100개를 상회할 경우에는
강한 변이원성 유발 물질로 평가한다.

가.탄소입자(Carbonblack;CB)

탄소입자(CB)에 대한 나노입자의 변이원성결과 실험균주인 TA98,TA100,
TA1535,TA1537의 변이 집락 수를 보면 대사체(S9mixture)의 유무와 관계없이
비슷한 집락 수를 보였다.TA98은 20~40개미만이였고,TA100은 120~160개 정도
의 수치를 보였으며,TA1535,TA1537은 10~20개미만으로 가장 낮았다.결과를 보
면 TA100에서만 다른 균주들에 비해 비교적 높은 집락 수를 보였는데,균주 확인
시험에 의한 TA100의 특성을 보았을 때,탄소입자(CB)는 missensemutation을 일
으키며 염기서열 치환에 의하여 야생형으로 복귀시키는 경향을 확인 할 수 있었
다.
모든 균주들은 공통적으로 용량-반응 결과는 나타나지 않았다.특히 Net

revertant값을 관찰시 용량-반응이 유의하지 않다는 부분이 잘 드러났다.결과에
대한 그래프는 S9mixture의 여부와 함께 Netrevertant를 동시에 구분하였으며
결과는 아래 [그림.7]과 같다.
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[그림.8]탄소나노입자(CB)균주 및 용량별 변이원성 평가
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나.탄소나노튜브(Thin-MultiwallCarbonNano-tube;T-MWCNT)

탄소나노튜브(Thin-MultiwallCarbonNano-tube;T-MWCNT)의 실험 결과 낮
은 변이도가 관찰되었다.TA98의 경우는 최고 50개미만이였고,TA100은 170개미
만 이였으며,TA1535와 TA1537은 각각 10개미만으로 미미한 집락의 관찰을 보였
다.또한 전반적인 결과를 살펴보면 CB와 유사한 점을 몇 가지 관찰 할 수 있는
데 전체적인 균주의 집락 수에 비례하면 주로 TA100균주에서만 높은 수치를 얻
을 수 있었고,TA1535와 TA1537은 거의 미미 했다는 점이다.그리고 높은 수치
는 아니지만,TA1535와 TA1537에 비했을 경우 TA98에서 약간 높은 수치의 집락
수가 관찰 되었다는 것을 알 수 있었다.TA100이 가장 높은 것으로 보았을 때,
이 역시 탄소입자(CB)와 같이 Missensemutation으로 전환을 하게 만드는 성질이
있다고 판단 할 수 있었다.그리고 TA100에 활성체(S9mixture)가 첨가된 상태에
서 약간의 용량-반응 결과가 관찰되었음을 확인은 되었다.이에 대해 +S9에서
TA100의 미세 반응에 대한 정확성을 위해 사용되어진 검증 결과를 보면 +S9인
경우 TA100의 농도(1,2.5,5,10mg/ml)별 평균값이 162,172,175,185인데
p-value가 0.338로 유의수준 0.05보다 크므로 시료의 농도차이는 유의하지 않았다.
TA100에 대사체를 넣었을 경우 미세한 용량-반응이 관찰되었지만 결과적으로

봤을 때에는 유의한 해석에 영향을 주지 못했다.탄소나노튜브(CNT)에 대한 실
험 결과 그래프는 아래 [그림.8]과 같다.
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[그림.9]탄소나노튜브(CNT)의 균주 및 용량별 변이원성 평가
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다.디젤엔진연소분진(DieselExhaustParticle;DEP)

결과 상 집락 수를 산정했을 때,기존에 실험된 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브
(CNT)의 결과와 비교해 상대적으로 높은 수치를 보였다.디젤엔진연소분진(DEP)
의 실험 결과 모든 균주에 대한 집락 수는 TA98과 TA100의 수치가 가장 높았으
며,처리 농도별 1,2.5,5,10mg/ml에 대해서도 점증적으로 높아짐에 따라 변이
된 집락(colony)수 역시 점차적으로 상승하는 것을 보였다.그에 비해 TA1535,
TA1537역시 농도대별 집락의 수치도 같이 높아졌지만,TA98과 TA100에 비해서
는 낮은 집락을 보였다.균주에 있어서 특징적인 양상을 보면 TA1535와 TA1537
이 낮은 집락 수를 보였다는 부분은 탄소입자(CB),탄소나노튜브(CNT)와 비슷한
결과가 나왔다.그러나 TA98과 TA100은 월등히 높았으며,이 실험의 결과가 기
존에 연구가 되어진,여러 선행논문의 디젤분진(DEP)변이원성에 있어서 인체 유
해성에 대한 연구 결과 보고들을 근거로,세 실험물질 중 디젤분진(DEP)의 독성
이 가장 강할 것이라는 부분을 확인하게 되었다.그래프에 대한 전체적인 결과를
보면,+S9의 TA1535를 제외한 모든 균주에 대한 용량-반응 결과가 확연히 관찰되
었다.그리고 TA98,TA100의 높은 수치를 근거로 디젤분진(DEP)은 DNA소실 돌
연변이(missensmutation)와 구조이동형 돌연변이(frameshiftmutation)을 일으키
는 경향이 있다는 것을 알 수 있었다.이는 디젤분진(DEP)에 대한 돌연변이원성
실험에서 frameshiftmutation이 일어난다는 보고를(huisingh,1978)뒷받침 해준
비슷한 결과를 나타내었다.디젤분진(DEP)의 실험결과에 대한 재검증을 위해
Kruskal-Wallistest를 실시해본 결과 -S9인 경우 모든 균주가 농도에 대한 유의수
준이 0.05보다 작았으므로 농도별 유의한 차이가 있다는 것으로 나왔다.그리고
+S9 역시 TA1535를 제외한 나머지 균주 역시 유의한 결과가 검증 되었다.
+S9Mix의 TA1535는 각각의 농도에 대한 평균값이 26,21,32,31로 p-value가
0.241이며 유의수준 0.05보다 크므로 농도별 유의한 차이가 없었다.디젤분진
(DEP)실험결과에 대한 그래프는 [그림.9]이다.
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[그림.9]디젤엔진연소분진(DEP)의 균주 및 용량별 변이원성 평가
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333...유유유기기기추추추출출출성성성분분분(((EEEOOOMMM)))의의의 변변변이이이원원원성성성 시시시험험험 결결결과과과

가.대상 시료에서의 유기추출성분의 추출율 비교

유기성분 추출 과정에서 제한점이 되었던 사항은 시료의 추출률이었는데,특히
탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)는 그 추출률이 매우 낮았다.세 가지 대상물
질 모두 각각 동일한 용량을 맞추어 추출을 진행하였고,동일하게 유기추출법
(EOM method)을 실행 하였다. 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)각각 비슷한
%의 용량으로 미량이 추출되었고,디젤엔진연소분진(DEP)역시 낮은 추출률을 보
였지만,탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)에 비해 상대적으로 높았다.따라서
추출률이 매우 낮은 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)는 한 번에 실험을 진행
하였고,디젤분진(DEP)는 독립적으로 시행을 하였다.실험물질에 대한 유기추출물
의 양은 다음과 같다.
탄소입자(CB)추출은 전체 무게 250mg중에서 2.605mg이 추출되었고(추출률

1%)탄소나노튜브(CNT)는 250mg중에서 2.98mg이 추출되었으며(추출률 1.2%),
디젤분진(DEP)은 150mg중에서 26.36mg이 추출 되었다.(추출률 17.7%)
탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)는 극소량으로 추출 되었으므로 두 물질에

대한 농도의 설정에 있어서 어려움이 있었으며 때문에 각각 2.5mg/ml의 단일
농도를 설정하여 돌연변이원성 시험(Amestest)를 진행 하였다.
한 가지 농도로 설정을 했기에 농도별에 대한 집락 비교는 불가능하여,농도에

대한 용량-반응의 결과는 판별할 수 없었다.그리고 농도 2.5mg/ml에 대한 변이
원성은 낮게 나와,실험의 가설에 대한 두 물질의 유기성분의 결과는 없었다.반
면 두 물질에 비해 추출률이 높았던 디젤엔진연소분진(DEP)은 앞서 진행한 나노
입자의 변이원성 시험법 형태로 진행을 하였고,그에 대한 결과는 나노입자보다는
유기물 입자의 변이원성이 월등히 높은 것으로 관찰되어,디젤엔진연소분진(DEP)
의 유기성분 결과는 예상했던 가설과 동일한 형태로 나왔다.
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나노입자 사용 입자량(mg) 추출 입자량(mg) 추출률(%)

탄소입자(CB) 250 2.605 1

탄소나노튜브(CNT) 250 2.98 1.2

디젤엔진

연소분진(DEP)
150 26.36 17.7

[표 3] 대상 나노입자별 유기추출률 비교

*추출률=추출입자량/사용입자량 X 100

나.탄소입자(CB)및 탄소나노튜브(CNT)의 유기추출성분 변이원성

유기추출과정을 이용해 각각 탄소입자(CB),디젤엔진연소분진(DEP),탄소나노튜
브(CNT)를 추출하였다.추출과정에서 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)는 유기
용매에 녹이고 filtering과정 등을 거치면서 입자의 사용 용량에 비해 추출률이
매우 낮게 나왔다.진행 과정에서의 제한점 등으로 인해 두 시료에 대한 유기추출
성분의 변이원성 시험(Amestest)처리 농도는 2.5mg/ml만을 가지고 진행하였다.
탄소입자(CB)과 탄소나노튜브(CNT)의 결과는 처리 농도를 한가지 밖에 하지

못하였기 때문에 용량-반응 결과를 관찰할 수 없었다.각 균주별로는 나노입자 결
과와 마찬가지로 TA100에서 높은 수치를 볼 수 있었지만,Netrevertant값에 의
한 그래프는 모두 음수 값이 나와 해석에는 큰 의미가 없다.하지만 상대적인 수
치이기 때문에 S9이 첨가되어 있을 경우 다른 균주에 비해 TA100에서 많은 변이
원성을 가진다고 판단할 수 있다.결과 값에 대한 그래프는 [그림.10]과 같다.
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[그림.11]탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)유기추출물의 균주별
변이원성 평가
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다.디젤엔진연소분진(DEP)의 유기추출성분 변이원성

디젤엔진연소분진(DEP)은 추출률이 다른 선행 논문들의 비교치보다 많은 용량
은 아니지만 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)에 비해서 상대적으로 높았기 때
문에 실험진행에 있어서 전체입자 때와 같이 n수를 3으로 진행할 수 있었다.
전체적인 변이원성 결과를 봤을 때 다음과 같은 관찰을 할 수 있었다.나노입자

의 결과와 같이 농도별 집락의 개수가 점증적으로 증가하는 것을 볼 수 있으며,
대사체 S9mixture를 첨가하지 않았을 경우 TA98은 가장 높은 농도인 10mg/ml
에서 1020까지의 집락수를 보유하였고,TA100의 경우도 10mg/ml에서 1420개
/plate까지 보유한 것도 있었다.농도가 가장 낮은 1mg/ml에서도 두 균주 다
400개가 넘는 집락수를 보였는데,그에 비해 TA1535와 TA1537은 전반적인 집락
수가 50개 미만 이였다.대사체 S9을 넣었을 경우에는 TA98의 집락수가 월등히
높아졌는데,10mg/ml의 농도를 기준으로 봤을 때 한배지 당 1400개의 집락 수를
보유하고 있었고,TA100의 경우는 같은 농도에서 400개의 집락 수를 나타내었다.
특이한 결과는 대사체인 S9mixture가 첨가되지 않았을 경우 TA98과 TA100의
집락 보유수와 정반대로 나타낸 것인데,예상하건데 TA100의 경우 디젤엔진연소
분진(DEP)유기성분의 독성이 강하며 대사체를 넣은 경우 더 심하게 강한 독성 작
용이 일어났기 때문에 균주들이 죽어버리는 역작용이 일어나는 것으로 생각이 된
다.그리고 TA98에서는 대사체가 오히려 균주 성장에 도움이 된 것으로 판단된
다.다른 균주인 TA1535,TA1537은 -S9mixture때와 같이 전체적으로 낮은 수치
를 나타냈지만,TA1537의 경우는 대사체를 첨가를 했을 경우 최고 200개 이상의
집락수의 변동을 관찰 할 수 있었다.모든 실험의 결과를 봤을 때 대사체의 여부
에 따라 집락 수에 대한 변동은 디젤엔진연소분진(DEP)의 유기추출물에서 처음
관찰이 되며,이는 유기물에 의한 강한 독성작용 때문으로 판단되어 진다.디젤엔
진연소분진(DEP)의 결과는 다른 성분들과 비교해 용량-반응이 뚜렷하게 나타났으
며,변이원성의 정도를 비교를 했을 때 나노입자 보다는 유기추출물에 대한 값이
훨씬 높았다.특히 TA98과 TA100의 경우는 2배정도 높은 집락값이 나왔다.결과
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를 보면 대사체(S9mixture)를 첨가했을 경우 TA98과 TA100,TA1537에서 집락의
변화를 관찰 할 수 있다.-S9mixture인 경우 TA100이 그리고 +S9mixture인 경
우 TA98이 높은 수치를 보였다.다음 그래프는 실험에 대한 3배수의 결과를 평균
으로 계산해서 나온 값이지만,실제 결과 counting시 한 배지에 1600개 이상의 집
락을 보유한 경우도 있었다.결과 그래프를 보면 Netrevertant의 값에서 TA1535
와 TA1537는 대사체 +S9mixture일 경우 -S9때보다 용량-반응의 결과를 잘 관찰
할 수 있다.위의 결과를 재확인하기 위해서 실시한 Kruskal-Wallis검증결과 -S9
mixture인 경우 TA98은 p-value값이 0.022이므로 유의수준 보다 작기 때문에 농
도별 차이는 유의하게 나왔으며,TA100은 p-value값이 0.016으로 역시 유의수준보
다 작기 때문에 농도별 차이가 유의하는 해석을 할 수 있다.그리고 TA1535과
TA1537은 유의하지 않게 나왔는데,TA1535의 경우 농도(1,2.5,5,10mg/ml)에
대한 평균값이 22,28,19,22으로 p-value가 유의수준보다 큰 0.580으로 나왔으
며,TA1537의 경우 49,55,68,6으로 p-value값이 0.082이므로 역시 유의수준보다
크다. 따라서 TA1535와 TA1537은 농도대별 revertant값이 유의하지 않다는 것을
확인할 수 있었다.+S9Mix인 경우 TA98과 TA100그리고 TA1537은 유의한 결
과가 나왔지만,TA1535의 경우는 p-value값이 0.078이였다.따라서 유의수준인
0.05보다 크게 나왔으므로 농도별 revertant수치가 유의하지 않다는 부분을 확인
할 수 있었다.즉,농도별 유의한 결과가 나온 것은 +S9 Mix(TA98,TA100
TA1357)/-S9Mix(TA98,TA100)이다.변이원성도 의 정도로만 봤을 때 나노입자
의 DEP에 대한 변이원성 결과보다, 유기추출물의 DEP에 대한 변이원성이 훨씬
높았다.Revertant수치상으로는 유기성분이 높은 것이 사실이나,농도의 차이에
대한 유의한 반응에 대해서는 나노입자에 대한 변이원성 시험 결과가 높았고,그
균주 종류도 많았다.결과에 대한 그래프는 [그림.11]과 같다.
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[그림.11]디젤엔진연소분진(DEP)유기추출성분의 균주 및 용량별 변이원성 평가
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444...탄탄탄소소소성성성분분분 나나나노노노입입입자자자의의의 변변변이이이원원원성성성 비비비교교교

유기추출 진행시 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)의 추출률이 낮아 실험 농
도를 2.5mg/ml로만 진행을 하였고,나머지는 각각 농도별로 진행을 하였다.따라
서 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)의 유기추출 성분의 변이원성 비교 단위는
1mg과 250ug으로 각각 나눠서 비교 분석하였고,그 외 나머지는 1mg으로 분석
하였다.물질의 돌연변이원성 비교는 아래와 같다.

가.대상 나노 입자별 변이원성 비교

결과 비교를 보면 나노입자의 변이원성은 대사활성인자의 여부에 따라 대상물
질에 대한 집락 수가 큰 차이는 없었다.다만 비교적 TA100에서 높은 집락수가
발생함을 알 수 있다.

Sample 대사 활성화계
유무

Colony수 (revertant/mg)
TA98 TA100 TA1535 TA1537

CB -S9 19±3 126±14 13±5 5±2
+S9 33±11 127±6 9±3 9±4

DEP -S9 504±16 414±18 55±8 105±20
+S9 499±46 513±27 31±14 128±13

T-MWCNT -S9 21±6 156±10 9±3 6±3
+S9 29±3 185±31 13±3 9±2

[표.4]대상 나노입자의 단위용량 당 변이원성 비교 (1mg당)
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나.나노 입자의 실험물질 별 변이원성 결과

TA98과 TA100균주 모두에서 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)에 비해 디젤
엔진연소분진(DEP)이 높은 집락수를 보임을 관찰할 수 있다.또한 디젤엔진연소
분진(DEP)에서만 용량-반응 결과를 나타내고 있다.[그림.12]와 [그림.13] 그래
프는 TA98과 TA100 균주에 대한 변이원성만을 따로 나타낸 것이다.

[그림.13]TA98균주에 대한 나노입자별 변이원성 비교
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[그림.14]TA100균주에 대한 나노입자별 변이원성 비교
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다.대상 나노입자의 유기추출성분별 변이원성 비교

1)대상 나노입자의 유기추출성분별 변이원성 비교

탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)에서의 유기추출물은 약 1%내외의 매우 적
은 양으로 추출되기 때문에 단위용량 1mg으로의 투여에 의한 변이원성 시험이
불가능하였다.따라서 EOM이하 단위용량 당 물질별 변이원성 비교를 plate당
250ug을 투여하여 평가한 결과를 서로 비교하였다.
250ug을 기준으로 환산했을 경우 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)는 +S9일

경우 상대적으로 높아졌음을 알 수 있다.그러나 한 가지 농도로만 실험을 하였으
므로 그 외의 부분은 확인이 불가하였다.그리고 디젤엔진연소분진(DEP)의 집락
수가 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)에 비해 높다.

Sample 대사 활성화계
유무

Colony수

TA98 TA100 TA1535 TA1537

CB
-S9 15±10 132±13 12±5 6±2

+S9 33±5 141±12 10±3 10±2

DEP
-S9 703±17 692±9 28±6 55±25

+S9 893±46 397±21 62±11 205±37

T-MWCNT
-S9 15±3 122±10 10±4 7±2

+S9 32±8 141±1 10±1 7±2

[표.5]유기추출성분의 동일 투여용량에 대한 나노입자별 변이원성 비교(250ug)
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2)EOM 추출율을 고려한 나노 입자 중 EOM 성분 함량에 대한 변이원성

탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)는 거의 0의 수치에 가까운 값으로 독성이
거의 없는 것으로 여겨진다.하지만 디젤엔진연소분진(DEP)만이 상대적으로는 높
은 독성이 예상되는 수치였다.

Sample 대사 활성화계
유무

Colony수(revertant/mg)

TA98 TA100 TA1535 TA1537

CB
-S9 0.019±0.03 1.26±0.14 0.13±0.05 0.05±0.02

+S9 0.33±0.11 1.27±0.06 0.09±0.03 0.09±0.04

DEP
-S9 89±3 73±3 10±1 18±4

+S9 88±8 90±5 5±2 23±2

T-MWCNT
-S9 0.25±0.07 1.87±0.12 0.11±0.04 0.07±0.04

+S9 0.35±0.04 2.22±0.37 0.16±0.04 0.11±0.02

[표.6]유기추출율을 고려한 나노입자의 변이원성 비교 (1mg당)
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라.디젤엔진연소분진(DEP)의 성분별 변이원성 비교

본 연구에서 가장 뚜렷하게 변이원성을 보였던 물질은 디젤엔진연소분진(DEP)
이다.나노입자와 유기추출성분에 대한 모든 시험에 있어서 다른 물질보다 뚜렷이
높은 집락 수(colony)를 관찰할 수 있었는데,더욱 정확한 비교를 위해 1mg당 발
생되는 colony수를 정리해보면 다음 표와 같다.디젤엔진연소분진(DEP)1mg에
대한 각 균주별 발생정도는 나노입자는 TA98과 TA100에서 상대적으로 높은 값
이 나왔고,유기추출성분에서도 마찬가지였는데,유기추출성분이 상대적으로 차이
가 더 뚜렷하였다.세 번째는 전체 디젤엔진연소분진(DEP)에 대해 추출률을 고려
해서 1mg당 추출된 EOM 성분량에 대한 발생 집락수를 계산한 값이다.유기추출
성분의 추출률 값은 실제 추출과정에서디젤엔진연소분진(DEP)150mg를 사용하였
을 때,26.36mg이 추출되었으므로 (26.36/150)X100으로 계산하여 나온 값이다.

Sample 대사 활성화계
유무

Colony수 (revertant/mg)

TA98 TA100 TA1535 TA1537

DEP
(Total)

-S9 504±16 414±18 55±8 105±20

+S9 499±46 513±27 31±14 128±13

DEP
(EOM)

-S9 1047±85 1455±136 22 6±6

+S9 1390±91 815±50 90±12 242±7

DEP
(Total중
EOM)

-S9 89±3 73±3 10±1 18±4

+S9 88±8 90±5 5±2 23±2

[표.7] 디젤엔진연소분진(DEP)의 투여성분별 변이원성 비교 (1mg당)
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ⅥⅥⅥ...고고고 찰찰찰

본 연구는 나노크기의 다양한 탄소로 구성된 세 가지 물질인 탄소입자(CB),디
젤엔진연소분진(DEP),탄소나노튜브(CNT)에 대한 변이원성 실험을 실시하였고,
세 물질의 변이원성을 각각 비교함으로서 유해 영향에 대한 잠재적인 유발가능성
을 평가 하였다.그리고 대상물질들의 유기성분에 의한 영향을 평가하기 위해 전
체입자 및 유기추출물(EOM)에 의한 변이원성 시험을 실시하고 비교 분석하여,탄
소성분 나노입자의 잠재적인 발암성 평가에 목적을 두고 있다.
기존의 연구 자료에 의하면 부유분진 중 유기추출물은 동물실험 결과에서 폐암

을 유발한다고 한다(Asahinaetal.,1972).정확한 기전은 밝혀지지 않았지만 국내
에서 폐암으로 인한 사망률이 해마다 증가하고 있어(통계청,1991)그 위해성에
대한 관심을 가질 필요가 있다.자료를 보면 우리나라의 분진의 농도와 인체의 위
해성에 관련하여 주목을 해야 한다.대기 중 입자상으로 존재하는 물질은 분진 시
료에 대한 양이 적기 때문에 동물실험에 적용하기에는 어려움이 있으며 많은 비
용이 든다는 점에서도 문제가 있다.그 외에 인체위해성을 알아보기 위해서는 현
실적으로 여러 가지 제한점들이 있는데,이 제한점들을 간편하면서도 예민한 시험
법으로 검사할 수 있는 방법이 바로 변이원성 시험이다(Teranishi,1975).변이원
성을 갖고 있는 물질이 동물실험에서 발암성을 나타낼 가능성이 약 40%이며,반
면 발암성 물질이 돌연변이를 일으킬 확률은 90%정도이다(Rinkusetal.,1979).이
점을 미루어 봤을 때 변이원성 시험은 단기 돌연변이의 검사로는 여러 가지 장점
을 가지고 있다(KrewskiandThomas,1992;Lewtas,1989).그리고 대기분진으로
부터 유기 용매로 추출된 유기추출물이 균주에 의해 돌연변이원성이 검출되며 돌
연변이 활성도가 대기 분진에 의한 돌연변이 위해를 증명하는데 이용된다
(Teranish,1978).이러한 자료를 살펴보면,대기상 존재하는 입자들은 전처리를
거치지 않는 변이원성에 대한 결과보다는 유기추출고정을 거친 변이원성 결과가
더 많은 변이도 와 유전독성을 갖을 것으로 판단이 된다.이는 본 실험에서 유기
추출물에 대한 독성을 알아보기 위한 전체성분과 유기성분에 대한 변이원성도를
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비교 하게 된 근거가 되었다.따라서 본 실험에서도 탄소를 포함한 물질에 대한
유기추출을 진행하였는데 그 중 디젤엔진연소분진(DEP)이 세 가지 물질 중 변이
원성과 독성작용 가장 높다는 것을 알 수 있었고,유기추출물에서도 가장 높은
revertant/plate수치를 나타냈다.즉,본 실험을 시행하기 전에 전체입자 보다 유
기추출성분의 변이원성이 높을 것이라는 가설을 만족시킨 것은 바로 디젤엔진연
소분진(DEP)뿐 이였다. 그리고 전체성분 보다는 유기추출물에서 확연한
revertant/plate수치를 나타내었기 때문에 디젤엔진연소분진(DEP)의 유해성 영향
을 입증할 수 있었다.따라서 디젤엔진연소분진(DEP)의 발암성에 관한 선행 연구
들의 결과가 동일하게 발견되었지만(IARC,1989)돌연변이 형태(mutationtype)에
있어서는 다른 결과가 나왔다.Jari의 (1988)연구에 의하면 음성대조군인 DMSO에
대한 자연돌연변이 수는 TA100균주 +S9에서 85±12.5,-S9에서 119±5.1이고,TA98
균주 +S9에서 28±4,-S9에서 19±4로 TA100이 더 높은 수준이라고 하였다.본 연
구에서는 TA100과 TA98에서 대사체 S9mixture유무별로 각각의 차이는 있었다.
TA100균주는 +S9에서 134±10,-S9에서는 139±8,그리고 TA98균주에서는 +S9에
서 60±7,-S9에서는 20±3의 값이 나왔다.즉 TA100에서는 -S9이 높고,TA98에는
+S9이 높게 관찰되었다.그리고 TA100가 TA98보다는 높은 집락(colony)수치를
나타내었다.본 실험결과를 비추어 보면 세 가지 물질의 변이원성에 있어서 다른
균주에 비해 공통적으로 높게 나타난 균주가 바로 TA100였으며,그 다음으로는
TA98이였는데 비교적 높은 수치는 아닌 것으로 판명 되었다.
Ames에 의해 개발된 여러 Salmonella균주 중에서 TA98은 구조이동형 돌연변

이(frameshiftmutation)이며 염기대결실형 균주이다.TA100은 DNA소실 돌연
변이(missensemutation)이며 염기대치환형(base-pairsubstituent)균주이다.기존의
연구 자료를 살펴보면 우리나라의 디젤 차량에서 배출되는 배출성분에서 이를 추
출 시에 구조이동형 돌연변이(frameshiftmutation)를 일으키는 물질들이 다수
함유되어 있다는 보고가 있다(Yoo,1994).앞서 기술을 했지만 구조이동형 돌연변
이(frameshiftmutation)는 TA98의 특징적 사항인데,이는 TA98이 변이원성 시
험에 있어서 감수성이 높다는 것이고,디젤분진(DEP)은 TA98에 대해 높은 발현
력을 보인다고 할 수 있다.또 다른 보고에 의하면 여러 종류의 Salmonella균주를
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이용한 디젤배기가스의 돌연변이원성 실험에서 구조이동형 돌연변이(frameshift
mutation)가 일어나며 directactingmutagenicity를 관찰할 수 있었다(Huisingh,
1978).그리고 변이원성 시험에 있어서 TA98 균주는 1-nitropyrene과 다른
nireoarenes의 돌연변이물질의 돌연변이에 반응력이 가장 뛰어나다(Rosenkranz,
1982).이는 독성이 강한 물질로 인한 변이원성에 대한 결과는 대체적으로 TA98
과 구조이동형 돌연변이(frameshiftmutation)형태의 결과가 나왔지만,본 실험에
서의 결과는 TA100에서 높게 나타났다.다시 말해 TA98보다 TA100이 높은 결
과적 경향이 나왔으며,가장 높은 변이원성을 나타낸 디젤엔진연소분진(DEP)의
경우에는 TA98 과 TA100이 동시에 높은 수치를 나타내었지만 정확한
revertant/plate수치를 나타내면 역시 TA100의 결과 값이 더 높았다.다른 연구와
본 실험의 결과를 비교해 보면,salmonella균주를 이용한 변이원성 시험은 대체적
으로 구조이동형 돌연변이(frameshiftmutation)를 보이는 경향이 있다.주로
TA98이 높은 변이원성을 나타낸다는 결과들이 있었으나,본 실험 결과에서는
TA98보다는 TA100에서 높은 집락수를 나타낸 관계로 DNA소실 돌연변이
(missense mutation)의 관찰이 더 높았다. 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브
(T-MWCNT)의 경우는 DNA소실 돌연변이(missensemutation)의 경향을 보였고,
디젤엔진연소분진(DEP)는 구조이동성(frameshiftmutation)과 DNA소실 돌연변
이(missensemutation)를 같이 보였다는 점에서 기존의 연구 자료와 차이가 있었
다.다른 연구 자료에 의하면 디젤엔진연소분진(DEP)은 크기가 작아 세기관지와
폐포에 침착될 수 있고,이로 인해 호흡기 질환을 유발시키거나 기존의 염증성 호
흡기 질환을 악화시킨다고 한다(Inhinaseetal,1995).이렇게 유해성분이 많이 함
유하는 디젤엔진연소분진(DEP)은 디젤 연료는 오늘날 교통량과 여러 산업시설들
의 증가로 인해 해마다 올라가고 있는 추세이다(Bunnetal,2002).그리고 본 실
험에서 디젤엔진연소분진(DEP)가 가장 높은 수치의 변이원성을 나타냈고 그 유기
추출물에 대한 독성이 강하다는 결과가 나온것을 미루어 볼 때 그 독성을 주목하
며 점차적으로 증가하는 디젤배기가스에 대해 더욱 관심을 기울여야할 것이다.따
라서 본 연구에서 세 가지 물질 중에 가장 높은 변이원성을 가진 DEP는 발암성
또한 매우 높은 것을 것으로 판명된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

탄소(carbon)성분을 기초로 하는 물질의 발암 위해성을 알아보고자 나노입자의
세 가지 물질로 변이원성 시험을 실시하였다.탄소입자(CB),디젤엔진연소분진
(DEP),탄소나노튜브(CNT)입자 모두 10~80nm 정도의 입자(size)를 사용하여 크
기에 동일성을 주었으며 용량에 대한 1mg당 발생결과에 대한 비교 값도 도출하
였다.또한 전체 나노입자와 유기추출성분 두 가지로 구분하여 변이원성 실험을
시행하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.나노입자의 독성을 알기 위해 나노입자 변이원성 실험 시행한 결과 탄소입자
(CB)와 탄소나노튜브(CNT)는 낮은 변이원성의 수치를 보였고,용량-반응 결과에
해당되는 균주는 나타나지 않았다.그에 비해 디젤엔진연소분진(DEP)의 평균과
표준편차 값에 의한 막대그래프로는 모든 균주가 유의한 결과를 보인 것 같았으
나 통계상으로는 +S9mix조건의 TA1535균주는 농도대별 용량-반응 결과가 나오
지 않았다.(p-value값 0.245>0.05)그 외에 나머지 균주에서는 용량-반응 결과가
관찰되었는데 그 중에 TA98과 TA100의 집락수치가 뚜렷했다

2.유기성분에 의한 영향평가를 위해 유기추출물 변이원성 시험을 시행한 결과
탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)의 경우는 추출률과 농도에 대한 제한점으로
인해 한가지 농도로만 설정을 하여 용량-반응에는 해석할 값이 없었으며 변이도
는 나노입자 때 보다 더 낮은 값이 나왔기 때문에 두 물질에 대한 유기성분의 위
해도값으로는 의미가 없었다.반면 디젤엔진연소분진(DEP)의 경우에는 변이원성
도가 뚜렷했다.나노입자(전체성분)때 보다는 수치상으로 거의 2배 이상으로 월등
히 높았기 때문에 디젤엔진연소분진(DEP)은 유기추출성분이 전체성분인 나노입자
에 비해 변이원성이 높다는 결과 판정이 나왔다.

3.디젤엔진연소분진(DEP)의 유기추출 성분에 대한 변이원성 정도는 높았지만,
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반면 용량-반응 결과에 있어서는 나노입자(전체성분)의 변이원성 시험에서 더 많
은 조건의 균주들이 해당되었다.나노입자에 대한 변이원성 결과에는 +S9mix의
TA1535만이 해당되지 않았었다.그런데 의외로 나노입자(전체성분)보다 독성이
강하여 높은 revertant/plate 수치를 보였던 유기추출성분의 경우 +S9 mix
TA1535와 -S9mixTA1535그리고 -S9mixTA1537의 세 가지 조건에서 두 가지
균주들이 용량-반응결과가 나타나지 않았다.따라서 나노입자 의 변이원성 결과가
유기성분 변이원성 결과보다 더 많은 조건의 균주들에 대한 농도별 유의한 값이
나왔다는 것을 알 수 있었다.

4.나노입자의 변이원성 실험에는 탄소입자(CB)와 탄소나노튜브(CNT)에서는
TA100균주에 높은 변이원성 수치가 나타났고,디젤엔진연소분진(DEP)의 경우는
전체성분과 유기성분인 둘 다 높은 변이원성이 나타났으며 TA98과 TA100균주
에서 높은 변이원성을 나타났다.

본 연구의 결과에 의하면 대상물질 중 가장 유해한 물질은 자동차 배기가스에
서 기인하며 변이원성 정도와 발암성은 비례하므로 발암성의 잠재적인 인체 영향
을 유추할 수 있었다.또한 자동차 배기가스의 유기 성분이 더 유해한 영향을 미
친다는 사실을 확인할 수 있었다.
유기성분의 변이원성 시험에서 유의한 결과가 나오지 않는 경우는 두가지가 잇

는데 첫째는 실험물질의 독성이 지나치게 강하면,실험균주들이 생존하지 못한고
사멸한다는 보고가 있다.둘째는 유기추출물이 모든 균주에게 독성작용의 효력을
발휘하지 않고 부분적으로 적용된다는 것이다.즉,이번 실험에서 TA100에서만
높은 수치를 나타낸것과 유사한 방식이라 볼수 있고,이 부분은 다음 실험에서 고
려할 필요가 있겠다.
변이원성 시험이 독성평가나 발암성 등에 가장 기초가 되는 시험이기 때문에

본 실험의 결과에 대한 대표성은 가질 수 있으나,더 자세한 대상물질에 대한 결
과를 도출하기에는 한계가 있었다.시험을 진행하는데 있어서 추출율과 관련해서
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도 제한점이 있었는데 물질별로 추출률이 차이가 있어 진행에 있어서 어려움이
있었다.디젤엔진연소분진(DEP)의 유기성분 추출률이 17.6% 였는데,다른 실험에
서 포집된 PM 2.5와 PM10의 타 시험 진행시 추출비율과 비교해 보면 각각 84%
와 15%로 입자크기 별 차이가 있었으나 이를 바탕으로 봤을 때 디젤엔진연소분
진(DEP)유기성분 추출률이 높은 편은 아니다.그러나 이에 비해 탄소입자(CB)과
탄소나노튜브(CNT)는 더 현저하게 낮은 비율로 유기성분이 추출되어 시험 농도
설정에 어려움이 있었다.탄소성분을 기초로 하는 물질 중 대표로 세 가지 물질
탄소입자(CB),디젤엔진연소분진(DEP),탄소나노튜브(CNT)를 선정하여 진행하였
지만 차후 발암성에 관련된 좀 더 정확한 원인을 유추하기 위해선 본 연구를 토
대로 좀 더 전문적인 연구가 진행되어야 할 것이다.
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Abstract

TheEvaluationofMutagenicityofCarbonaceous
NanoParticulates

YoonJi-Yea
GraduateSchoolof
PublicHealthYonseiUniversity

(DirectedbyprofessorShin,DongChun,M.D.,Ph.D)

Rapid economicdevelopmentand industralization resulted in airpollution,
suspendedparticulateisamajorcausefortheairpollution.Particleexistingas
particulates is composed ofhundreds ofdifferentorganic and inorganic
materials,carcinogenicsubstanceisspreadedinparticulates,andcarbonaceous
particulatesareamajoringredientofparticle.Sowemustkeepaneyeonthe
fact that carbon consumes important weight in mutagenicity and
carcinogenesis.Andallofparticlesincludingcarbonhaveseveralparticulates
andtheirappropriatesizes,andtheyhavedifferentpoisonousreactionbysize
ofparticulates.Thatistosay,wecanknow thatcarbonisdepositionedon
otherpartbysize,depositionedeventoalveolusowingtominuteparticles,
smaller particulates raise higher adsorptive feature, cell toxicity, and
mutagenicityfrom somepreliminarystudies.
Accordingly, in this study, it selected various particulates composing
carbonaceousingredientsandnanoparticulatesinparticlethatisacauseof
airpollution,nanoparticulatessizewassameinthisstudy.Alsoitconducted
Amsetestto comparestrong mutagenicity ofextracted organicingredients
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withtheresultoftoxicityofparticulates,whichdidn'thavetoxicitytreatment
process,by dividing into totalingredientsand organic ingredient.Carbon
Black(CB), Diesel Exhaust Particle(DEP), and Thin-Multiwall Carbon
Nano-tube(T-MWCNT)wereused in experiment,and TA98,AT100,TA1535,
and TA1537 in salmonella typhiwere selected as organism.Amountof
injectioninthisexperimentwas1,2.5,5,and10mg/ml,andliverS9mixture
wasusedtoexaminetheactivationofmetabolites.Positivemutagenicitywas
notobservedinCBandCNTwhichwerecomposedofinorganiccarbonaceous
ingredients, except TA100 organism, and in case of TA100 also had
insignificantmeasurementby 150 revertant/mg.Also the relation between
capacityandreactionwasnotobservedinallorganisms.Onthecontrary,DEP
had distinctrelation between capacityand reaction in allorganisms,except
TA1535(+S9mix basis),and had strong mutagenicity in TA98 and TA100
organism byaround500revertant/mg.AndTA1535andTA1537organism was
alittleincreasedbyactivationofmetabolites.Formutagenicityoforganic,CB
andCNTpresentedlowerrateofextractionandmutagenicity,sotherewasno
meaningontheresult,andDEPonlyhadhigherresult,speciallyitindicated
much more numericalvalue ofcolony than thatin Amse testfornano
particulates.Therelationbetweencapacityand reactionbyextracted organic
matterofDEPwasobservedinTA98andTA100,exceptTA1535(+S9,-S9mix)
andTA1537(-S9mix)
Astheresultofthisstudy,organicDEP had highercarcinogenesisthan
inorganicCBorCNT,andinparticularorganicingredienthadhigherdegree
of mutagenicity.Specifically the total particulates and extracted organic
ingredienthad highermutagenicity with apparentrelation between capacity
andreactioninDEPknownasithadcombinationofpollutionmaterialssuch
asheavymetal,PAHs,andsoon.Thisstudyisexpectedtobeafundamental
dataforapplying in genetictoxicity evaluation ofcarbonaceousingredients
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and nano particulates involving carcinogenesis material,and be used as
importantdatain evaluatingtheriskofcarbonaceousparticulatesbyAmse
test.

Keyword:mutagenicity,carbonaceous,nanoparticle
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