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            초록
          
        

        
          Amphibians are key biological components of ecosystems, playing vital roles in maintaining ecological balance. Despite their ecological significance, conservation efforts remain insufficient. We investigated heavy metal bioaccumulation in amphibians to provide fundamental data for habitat conservation and environmental assessment. Soil and water samples from Gangneung, Yeongwol, Wonju, and Jeju were analyzed for their heavy metal contents. Pelophylax nigromaculatus specimens from these regions were collected, and heavy metal concentrations in their liver and kidney tissues were determined. Zinc was the most abundant metal in all soils, and cadmium was the least abundant. Except for zinc, heavy metals were undetectable in the water, indicating minimal water pollution. Zinc showed the highest accumulation in the kidneys of P. nigromaculatus across all regions, whereas their livers predominantly accumulated zinc or copper. Correlation analysis revealed a strong positive relationship between snout-vent length (SVL) and body weight. Liver nickel levels positively correlated with zinc levels, whereas kidney nickel levels negatively correlated with SVL and body weight. ANOVA indicated significant regional differences, with Yeongwol showing notably higher arsenic levels in the kidneys. In a random forest analysis conducted by region, with SVL, body weight, and sex as independent variables, SVL showed relatively high importance, and sex and region emerged as significant factors for some heavy metals. The highest bioaccumulation levels observed in Gangneung and Wonju suggest that these regions have been exposed to highest contamination. This study contributes to amphibian conservation and pollution management by providing insights into heavy metal accumulation patterns in P. nigromaculatus.
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      1. 서 론
      생태계 먹이사슬에서 양서류는 육상과 수상에서 양분 순환의 중요한 역할을 담당하며, 무척추동물을 주요 먹이원으로 하고, 포유류, 조류 및 파충류 등의 먹이원이 된다(Kim and Song, 2010). 이처럼 생태계 먹이사슬에서 양서류는 중요한 연결 역할을 하고 있어, 서식지가 단편화되어 개체 수가 감소하면 생태계의 안정성에 큰 위험이 될 수 있다. 따라서 효과적인 보호 및 보전 전략을 위해 양서류의 분포현황 및 질 높은 보호 서식지를 확보하는 것이 중요하다(Knutson et al., 1999; Moilanen and Nieminen, 2002; Ray et al., 2002).

      또한, 양서류의 개체군의 안정성은 생태계의 건강과 균형 유지에 매우 중요한 역할을 하고 있으나(Gardner, 2001; Whiles et al., 2006), 최근 서식지 파괴와 기후의 급격한 변화 등으로 인하여 양서류의 개체 수 감소에 따라 전 세계적으로 멸종 위기에 처해 있는 중요한 분류군으로 간주되고 있다(Wake and Vredenbrurg, 2008).

      이러한 양서류의 군집 감소는 최근에 전 세계적으로 매우 큰 문제가 되고 있으며(Williams, 2007), 군집 감소의 원인으로 서식지 단절화, 자연변동, 기후변화, 기생충, 자외선, 산성비, 화학물질 오염, 중금속 오염 등이 있다(Lefcort et al., 1998; Mendelson et al., 2004). 이 중에서도 중금속은 낮은 농도에서도 생물에 유해한 영향을 미치는 것으로 알려져 있다(DeForest et al., 2007).

      연구지역인 농경지의 경우, 농약 사용이 토양과 수질의 화학적 특성에 영향을 미쳐 중금속의 이동성과 생물축적에 간접적인 영향을 미칠 수 있다. 일부 농약은 토양의 pH를 변화시키거나 중금속의 용해도를 증가시켜 개구리의 노출 가능성을 높일수 있으며, 특히 구리(Cu) 기반 살균제와 같은 특정 농약은 장기간 사용될 경우 토양과 수생 환경에서 중금속 축적을 촉진할 수 있다.

      다른 척추동물에 비하여 양서류는 서식 환경의 미세한 변화에 민감한 반응을 보이며(Stebbins and Cohen, 1995; Beebee, 1997; Alford and Richards, 1999), 이러한 이유로 양서류의 경우 농약 오염 지표종(Harri et al., 1979; Anguiano, 1994), 중금속 오염 지표종(Browne and Dumont, 1979; Henle, 1981; Nebeker et al., 1995)으로 알려져 있다.

      본 연구는 전국에 서식하고 있는 야생 참개구리(Pelophylax nigromaculatus)를 연구 대상으로 선정하였다. 참개구리는 광범위한 서식지에 분포하며, 인위적 교란이 많은 지역에서도 관찰되는 종으로, 중금속 오염 평가에 적합하다. 이에 본 연구는 토양과 수질에 농축된 중금속이 생물축적을 통해 참개구리의 간과 신장에 축적되는 농도 및 생물축적계수(Bioaccumulation factor, BAF)에 미치는 영향을 규명하고자 수행하였다.

      연구지역은 교란이 발생하는 일반 농경지, 탄광 및 석산 주변의 농경지, 그리고 인위적 교란이 없는 습지를 선정하였고, 분석 대상 중금속은 환경부가 지정한 토양환경보전법의 토양오염물질 중 구리(Cu), 납(Pb), 니켈(Ni), 비소(As), 아연(Zn), 카드뮴(Cd) 총 6종이다.

      본 연구의 결과는 환경 질 평가 및 양서류의 건강한 서식지 조성에 기여할 수 있으며, 양서류의 효과적인 보전과 관리를 위한 기초자료로 활용될 것으로 기대된다.

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1. 연구 범위 및 재료
        본 연구는 강원도의 강릉시 난곡동, 영월군 김삿갓면 와석리, 원주시 귀래면 귀래리의 농경지 및 제주도 제주시 구좌읍 덕천리 북오름 인근 습지 등 총 4개 지역에서 번식 및 서식하고 있는 참개구리를 대상으로 수행되었다(Table 1). 참개구리 포획은 2023년 5월 4일부터 시작하여 2024년 3월 31일까지 각 연구지역에서 활동시기와 번식기를 고려하여 포획을 종료하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Study sites and locations of Pelophylax nigromaculatus 
          
          

        

        
          
            
              	Site
              	Location
              	Latitude
              	Longitude
            

          
          
            	Gangneung
            		Nangok-dong, Gangneung-si, Gangwon-do
            	37°47'22"N
            	127°52'59"E
          

          
            	Yeongwol
            		Waseok-ri, Gimsatgat-myeon, Yeongwol-gun, Gangwon-do
            	37°07'23"N
            	127°35'42"E
          

          
            	Wonju
            		Gwirae-ri, Gwirae-myeon, Wonju-si, Gangwon-do
            	37°13'34"N
            	127°51'05"E
          

          
            	Jeju
            		Deokcheon-ri, Gujwa-eup, Jeju-si, Jeju-do
            	33°29'28"N
            	126°44'30"E
          

        

        

        각 연구지역에서 토양과 내부 물을 채집하여 분석하였다. 토양은 지표면 3-5 cm를 제거한 후 채집하여 지퍼백에 밀봉하였으며, 물은 멸균된 채수병에 담아 냉장 보관한 후 연구실로 운반하여 분석하였다.

        각 연구지역에서 크기, 무게, 성별에 상관없이 무작위로 참개구리 5마리를 포획하였다. 개체는 에탄올(Ethanol absolute, Merck, 95-100%)로 안락사시킨 후, 디지털 캘리퍼스(H500-20 DIGIMATIC CALIPER, 200 mm, Mitutoyo)와 휴대용 전자저울(W-500, WellDot, China)을 이용하여 주둥이로부터 항문까지의 신장인 SVL(Snout-vent length)과 체중(Weight)을 측정한 뒤 냉동 보관하였다. 성별(Sex)은 생식혹(Nuptial pad) 유무 또는 해부 후 난소(Ovary)와 정소(Testis)의 존재 여부로 확인하여 기록하였다(Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Morphological variation of Pelophylax nigromaculatus by region 
          
          

        

        
          
            
              	Site
              	Number of frogs
              	SVL (mm)
              	Weight (g)
              	Sex
            

          
          
            	Gangneung
            	n=5
            	52.17 ± 10.22
            	13.85 ± 9.06
            	Female = 2, Male = 3
          

          
            	Yeongwol
            	n=5
            	48.56 ± 7.74 
            	11.41 ± 4.14
            	Female = 3, Male = 2
          

          
            	Wonju
            	n=5
            	53.07 ± 13.16
            	16.73 ± 12.82
            	Female = 2, Male = 3
          

          
            	Jeju
            	n=5
            	33.88 ± 2.19 
            	3.95 ± 0.46
            	Female = 3, Male = 2
          

        

        

      

      
        2.2. 토양 분석
        각 연구지역에서 토양을 채취한 다음 실험실로 운반 후 우리환경연구소에 의뢰하여 토양오염공정시험기준으로 분석을 진행하였다.

        토양 시료 3 g을 250 mL 반응용기에 넣고 0.5 mL-1 mL의 정제수로 시료를 적신 후, 염산 21 mL를 첨가하면서 혼합한 다음 질산 7 mL를 가하여 다시 혼합하였다. 흡수 용기에 0.5 M 질산 15 mL를 넣고 흡수 용기와 환류냉각관을 반응용기에 연결시킨 후 상온에서 2시간 이상 정치시켜 토양 내의 유기물이 천천히 산화되도록 하였다. 이후 반응혼합물의 온도를 서서히 상승시켜 환류 조건에 도달하도록 하고, 2시간 동안 유지하며 분해하였다. 분해가 끝난 후 반응용기를 냉각시키고, 0.5 M 질산 10 mL로 씻어 반응용기에 넣은 뒤, Whatman No. 40 또는 이에 동등한 여과지로 100 mL 부피 플라스크에 여과하고, 0.5 M 질산으로 표선까지 채워 시료 용액으로 사용하였다. 이러한 전처리 과정 후 얻은 시험 용액을 89.042-324.754 nm의 범위에서 유도결합플라스마 원자발광분광계(iCAP-7400 Duo, ASX-560, Thermo Fisher)로 중금속을 분석하였다.

      

      
        2.3. 수질 분석
        각 연구지역에서 채수 된 물을 멸균 채수병에 담아 냉장 보관 후 산업공해연구소에 의뢰하여 분석하였다. 시험법은 수질오염공정시험기준 ES 04400.3c 금속류-유도결합플라스마-원자발광분광법(Metals-Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry)으로 시행하였다. 각 지역의 물을 100 mL 이상 채취하여 질산 5 mL와 끓임쪽을 2-5개 넣고 서서히 가열하여 액량이 10-20 mL 될 때까지 증발 농축하였다. 시료를 방치하여 냉각된 후, 시료 색이 맑아질 때까지 질산을 추가하여 증발 농축하는 과정을 반복하였다. 농축이 완료된 후 거름종이를 정제수로 2-3회 씻은 후 여과액과 씻은 액을 100 mL 플라스크에 담아 정확히 100 mL로 맞추었다. 이러한 전처리 과정 후 ICP-OES (Inductively Coupled Plasma-Optcal Emission Spectroscopy, ICP-OES, PerkinElmer Inc, USA) 장비를 안정시킨 후 시료를 플라즈마에 주입하여 분석하였다.

      

      
        2.4. 참개구리 분석
        각 연구지역에서 포획된 참개구리를 실험실에서 해부한 다음 간과 신장을 적출 후 막자와 사발을 이용하여 초순수에 균질화시켰다. 균질화시킨 간과 신장을 왕수[HNO₃(70%) : HCl(35%)=1:3]과 1:1 비율로 섞은 후, 1시간 동안 상온에서 예비 반응을 시킨 후, 80도에서 1시간 동안 가열하여 장기를 완전히 용해하고 초순수 4.9 mL과 장기 샘플 용액 0.1 mL을 섞어 최종 산 농도 0.35%(v/v)로 유도결합 플라즈마 질량분석기(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS, iCAP Q, Thermo Scientific, USA)를 이용하여 측정하였다.

      

      
        2.5. 생물축적계수(Bioaccumulation factor, BAF)
        BAF는 환경에 존재하는 유기 오염물질(Organic pollutants), 영양염(Nutrient pollutants), 방사성 물질(Radiological contaminants), 중금속(Heavy metals) 등의 오염물질들이 생물에 축적 정도를 나타내는 지표이다. 이는 특정 물질이 환경에서 생물체로 이동하면서 얼마나 축적되는지를 평가하는 데 활용되며, 생물체가 외부 환경으로부터 오염물질을 흡수하는 정도를 정량화하는 데 사용된다.

        BAF의 공식은 다음과 같다.

        
          
            
              	
                
                  
                    B
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        BAF > 1보다 크면 환경에서 검출된 오염물질보다 높은 농도로 축적되었다고 할 수 있으며, BAF = 1이면 축적된 오염물질이 환경과 같은 농도, BAF < 1의 경우는 축적된 오염물질이 환경보다 낮은 농도로 축적되었음을 나타낸다.

        BAF 공식과 본 실험에서 측정된 중금속 농도를 활용하여 BAF 값을 계산한 후, 그래프를 작성하고 평균 및 표준편차를 분석하였다.

      

      
        2.6. 자료 분석
        본 연구의 실험 결과는 통계 프로그램 R(ver. 4.4.2)을 사용하여 상관분석(Correlation analysis), Levene’s의 등분산 검정(Homogeneity of variances), 분산분석(One-way ANOVA), 사후검정(Tukey's HSD), 결정 트리 분석(Decision tree analysis), 랜덤 포레스트(Random forest) 등을 이용하여 데이터를 산출하였다.

        또한, 본 연구에서는 참개구리의 중금속 함량 데이터를 분석하기 위해 불검출(N.D) 값을 처리하는 두 가지 방법을 고려하였으며, 첫 번째 방법은 검출한계(LOD)/2 방식이며, 두 번째 방법은 최대우도추정법(Maximum Likelihood Estimation, MLE)방식으로, 이는 데이터의 분포를 기반으로 N.D 값을 추정하여 대체하는 방식이다.

        불검출 값 처리는 불검출 비율을 기준으로 차등 적용하였다. 불검출 비율이 50% 이상인 경우, LOD/2 방식은 과대 추정의 위험이 있어 데이터의 중앙값으로 대체하였다. 불검출 비율이 50% 미만인 경우, 보다 신뢰할 수 있는 예측값을 제공하기 위해 최대우도추정법을 적용하여 회귀 모델을 기반으로 불검출 값을 추정하였다. 다만, 회귀 모델을 적용할 수 없을 정도로 데이터가 부족한 경우에는 LOD/2 값을 대체 값으로 사용하였다. 본 연구에서는 이러한 방식을 적용하여 불검출 값의 영향을 최소화하고 데이터의 신뢰성을 유지하고자 하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결 과
      
        3.1. 토양 분석 결과
        토양 분석 결과 전 지역에서 아연이 가장 높게 검출되었으며, 카드뮴이 전 지역에서 가장 낮게 검출된 것으로 확인되었다. 아연의 경우 영월(250.30 ㎎/㎏)이 강릉(80.20 ㎎/㎏) 약 3배, 니켈의 경우 제주(57.90 ㎎/㎏)가 강릉(3.70 ㎎/㎏)보다 약 15.6배, 구리는 제주(42.40 ㎎/㎏)가 강릉(4.98 ㎎/㎏)보다 약 8.7배, 납은 제주(14.10 ㎎/㎏)가 강릉(5.60 ㎎/㎏)보다 약 2.5배, 비소는 영월(10.40 ㎎/㎏)이 강릉(3.17 ㎎/㎏)보다 약 3.3배, 카드뮴은 제주(0.60 ㎎/㎏)가 강릉(0.23 ㎎/㎏)보다 약 2.6배 정도로 높게 검출되었다(Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Heavy metal concentrations in soil and contamination thresholds 
            (㎎/㎏) 

          
          

        

        
          
            
              	Site
              	Heavy metal
            

            
              	Ni
              	Cu
              	Zn
              	As
              	Cd
              	Pb
            

          
          
            	Gangneung
            	3.70
            	4.90
            	80.20
            	3.17
            	0.23
            	5.60
          

          
            	Yeongwol
            	19.60
            	19.10
            	250.30
            	10.40
            	0.53
            	10.70
          

          
            	Wonju
            	4.00
            	5.70
            	102.30
            	4.27
            	0.47
            	14.40
          

          
            	Jeju
            	57.90
            	42.40
            	130.20
            	5.47
            	0.60
            	14.10
          

          
            	Mean±SD
            	21.3 ± 25.5
            	18.02 ± 17.51
            	140.75 ± 75.84
            	5.83 ± 3.19
            	0.46 ± 0.16
            	11.2 ± 4.09
          

          
            	Worrisome levels of 
soil contamination (1 area)
            	100
            	150
            	300
            	25
            	4
            	200
          

        

        

        토양환경보전법(Ministry of Environment, 1995) 중 토양오염우려기준으로 23개의 오염물질 기준을 지정하고, 지목에 따라 3가지 등급으로 분류하였다. 본 연구지역은 전·답으로 구성되어 있어 오염 기준 1 지역에 포함되며, 연구지역에서 검출된 중금속 평균을 토양오염기준과 비교한 결과, 니켈 1/4, 구리 1/8, 아연 1/2, 비소 1/4, 카드뮴 1/8, 납 1/17 등으로 검출되어 본 연구지역의 토양이 토양오염우려기준 이하로 안전한 수준인 것으로 확인되었다.

      

      
        3.2. 수질 분석 결과
        수질 분석 결과 전 지역에서 아연을 제외하고 불검출되었다. 강릉은 중금속이 불검출되었으며, 원주의 경우 0.005 ㎎/L로 가장 높게 검출되었고, 제주 0.004 ㎎/L, 영월 0.003 ㎎/L로 각각 검출되었다(Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Heavy metal content in the water quality 
            (㎎/L) 

          
          

        

        
          
            
              	Site
              	Heavy metal
            

            
              	Ni
              	Cu
              	Zn
              	As
              	Cd
              	Pb
            

          
          
            	Gangneung
            	N.D
            	N.D
            	N.D
            	N.D
            	N.D
            	N.D
          

          
            	Yeongwol
            	N.D
            	N.D
            	0.003
            	N.D
            	N.D
            	N.D
          

          
            	Wonju
            	N.D
            	N.D
            	0.005
            	N.D
            	N.D
            	N.D
          

          
            	Jeju
            	N.D
            	N.D
            	0.004
            	N.D
            	N.D
            	N.D
          

        

        

      

      
        3.3. 참개구리 중금속 분석 결과
        참개구리의 중금속 분석 결과는 각 지역에서 채집한 개체의 간과 신장으로 구분하여 중금속 함량을 측정하였다. 특히 제주도의 경우 간과 신장의 니켈 10개와 납 6개 시료에서 검출되지 않아, 이를 통계적으로 처리하여 대체 값을 적용한 후 분석을 수행하였다. 평균적으로 총 4개 지역에서 간에서는 구리와 아연이 가장 높은 경향을 보였으며, 비소는 가장 낮은 경향을 나타냈다. 신장의 경우 아연이 가장 높고 그 다음으로 구리가 높은 것으로 나타났으며, 비소와 카드뮴이 낮은 경향을 나타냈다(Fig. 1, Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Comparison of heavy metal content distribution in liver. 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Comparison of heavy metal content distribution in kidney. 
          
          

          

        

        또한, 인위적 교란이 발생하는 강릉(일반 농경지)과 영월(탄광)의 경우 간의 중금속 함량 순위는 구리 > 아연 > 납 > 니켈 > 카드뮴 > 비소 등의 동일하게 나타났다. 반면, 신장의 경우 4개 지역 모두에서 아연과 구리의 함량이 가장 높았으며, 다른 원소들의 순위는 지역에 따라 차이를 보였다. 일반 농경지인 강릉과 인위적 교란이 없는 제주(습지)의 경우 간에서는 구리와 아연, 및 납, 비소만 같은 순위를 나타내고, 신장의 경우 아연, 구리, 비소만이 같은 순위를 보였다. 전체적으로 간에서는 구리, 신장에서는 아연이 가장 높고, 비소의 경우 간과 신장에서 모두 가장 낮은 축적을 보였다.

        그리고 강릉과 영월지역에서 중금속 농도가 높게 나왔으며, 제주 지역에서는 상대적으로 낮게 검출되었다. 신장에서는 니켈, 아연, 카드뮴, 납이 간보다 더 많이 축적되었고, 영월에서는 비소와 납 농도가 높아 지역의 환경적 오염원이 존재 가능성이 있다고 판단된다(Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Heavy metal accumulation(mean ± S.D, min, max, ㎍/wet.g) in the tissues of Pelophylax nigromaculatus 
          
          

        

        
          
            
              	
              	Gangneung(n=5)
              	Yeongwol(n=5)
              	Wonju(n=5)
              	Jeju(n=5)
            

            
              	Liver
              	Kidney
              	Liver
              	Kidney
              	Liver
              	Kidney
              	Liver
              	Kidney
            

          
          
            	Ni
            	0.14 ± 0.13 
(0.06, 0.37)
            	0.26 ± 0.18 
(0.07, 0.50)
            	0.12 ± 0.07 
(0.04, 0.23)
            	0.58 ± 0.23 
(0.40, 0.97)
            	0.20 ± 0.19 
(0.02, 0.53)
            	0.42 ± 0.15 
(0.23, 0.61)
            	0.18 ± 0.00 
(0.17, 0.18)
            	0.54 ± 0.02 
(0.52, 0.57)
          

          
            	Cu
            	32.61 ± 22.79 
(14.99, 70.07)
            	6.92 ± 3.52 
(2.14, 11.87)
            	21.20 ± 12.11 
(5.30, 34.67)
            	5.61 ± 2.37 
(3.27, 8.49)
            	11.57 ± 11.97 
(2.34, 29.47)
            	2.85 ± 1.18 
(1.75, 4.58)
            	8.45 ± 2.09 
(5.92, 11.65)
            	3.01 ± 1.81 
(1.81, 6.20)
          

          
            	Zn
            	25.26 ± 13.62 
(13.00, 46.49)
            	47.44 ± 27.87 
(15.90, 81.96)
            	15.36 ± 3.53 
(10.69, 20.12)
            	24.87 ± 17.18 
(10.75, 51.65)
            	23.22 ± 11.02 
(9.02, 36.06)
            	22.60 ± 11.13 
(11.14, 40.60)
            	15.85 ± 4.90 
(10.09, 23.65)
            	24.06 ± 9.24 
(13.57, 34.30)
          

          
            	As
            	0.07 ± 0.03
(0.04, 0.11)
            	0.06 ± 0.02
(0.04, 0.10)
            	0.06 ± 0.02
(0.02, 0.08)
            	0.20 ± 0.12
(0.10, 0.36)
            	0.10 ± 0.09
(0.02, 0.22)
            	0.06 ± 0.03
(0.04, 0.10)
            	0.00 ± 0.00
(0.00, 0.01)
            	0.01 ± 0.01
(0.01, 0.02)
          

          
            	Cd
            	0.12 ± 0.10
(0.05, 0.29)
            	0.07 ± 0.04
(0.03, 0.12)
            	0.10 ± 0.05
(0.06, 0.18)
            	0.11 ± 0.04
(0.05, 0.16)
            	0.13 ± 0.09
(0.04, 0.25)
            	0.11 ± 0.08
(0.02, 0.22)
            	0.02 ± 0.01
(0.01, 0.03)
            	0.10 ± 0.05
(0.06, 0.18)
          

          
            	Pb
            	0.31 ± 0.29
(0.11, 0.80)
            	0.44 ± 0.32
(0.18, 0.99)
            	0.16 ± 0.22
(0.05, 0.54)
            	0.54 ± 0.36
(0.22, 0.98)
            	0.24 ± 0.22
(0.04, 0.61)
            	0.19 ± 0.15
(0.07, 0.42)
            	0.04 ± 0.02
(0.02, 0.07)
            	0.09 ± 0.04
(0.03, 0.14)
          

        

        

        참개구리의 생리적 특성과 간과 신장 내 중금속 농도 간의 관계를 분석하였다(Fig. 3). 분석결과, SVL과 체중 간에는 매우 강한 양의 상관관계(r = 0.9593, p < 2.51×10⁻¹¹)가 나타났으며, 간에서는 니켈과 아연 농도 간에도 유의미한 양의 상관관계(r = 0.6447, p = 0.0021)가 나타났다. 반면, 신장에서는 니켈 농도가 SVL 및 체중과 각각 음의 상관관계(r = -0.5895, p = 0.0062; r = -0.5002, p = 0.0247)를 보였다. 한편, 간과 신장에서 검출된 중금속의 경우 다른 금속 간의 상관관계는 유의미하지 않거나, 상관계수가 낮아 강한 연관성을 나타내지 않았다(Table 6).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Correlation analysis between metal concentrations and morphological variables (liver and kidney).
          
          

          

        

        
          Table 6. 
				
          

          
            Liver and kidney correlation analysis results 
          
          

        

        
          
            
              	Variable pair
              	Liver 
              	Kidney
            

            
              	Correlation
              	p-value
              	Correlation
              	p-value
            

          
          
            	SVL - Weight
            	0.9593
            	2.5093 × 10⁻¹¹
            	0.9593
            	2.5093 × 10⁻¹¹
          

          
            	Ni
            	SVL
            	-0.4415
            	0.0513
            	-0.5895
            	0.0062
          

          
            	Weight
            	-0.4111
            	0.0717
            	-0.5002
            	0.0247
          

          
            	Cu
            	SVL
            	-0.0359
            	0.8807
            	0.0829
            	0.7282
          

          
            	Weight
            	-0.1697
            	0.4746
            	-0.0245
            	0.9183
          

          
            	Zn
            	SVL
            	-0.2089
            	0.3767
            	0.088
            	0.7123
          

          
            	Weight
            	-0.2452
            	0.2975
            	0.0624
            	0.7938
          

          
            	As
            	SVL
            	0.0015
            	0.9949
            	0.0481
            	0.8405
          

          
            	Weight
            	-0.0976
            	0.6824
            	0.0096
            	0.9681
          

          
            	Cd
            	SVL
            	0.2537
            	0.2805
            	0.1247
            	0.6003
          

          
            	Weight
            	0.1913
            	0.4192
            	0.2739
            	0.2427
          

          
            	Pb
            	SVL
            	-0.1233
            	0.6046
            	-0.0541
            	0.8206
          

          
            	Weight
            	-0.1619
            	0.4952
            	-0.1293
            	0.5869
          

        

        

        각 지역에서 축적된 중금속 원소들을 분산분석(One-way ANOVA)과 사후검정(Tukey's HSD test)을 한 결과, 간에서 니켈(F(3,16) = 3.906, p = 0.0287)은 영월과 강릉(p = 0.0316) 간에 유의한 차이를 보였으며, 비소(F(3,16) = 3.393, p = 0.0438)는 원주와 제주(p = 0.0298) 간의 유의미한 차이를 나타냈다. 다른 중금속 원소들은 유의미한 차이가 확인되지 않았다.

        신장의 경우 비소(F(3,16) = 8.28, p = 0.0015)의 경우 영월이 강릉(p = 0.0137), 제주(p = 0.0012), 원주(p = 0.0151) 간의 유의미한 차이를 나타냈다. 아연과 카드뮴의 경우 간과 신장에서 모두 유의미한 차이가 없었으며, 구리는 간에서는 차이가 없었으나, 신장에서 유의한 차이를 보였다(F(3,16) = 3.53, p = 0.0391). 납의 경우 간에서는 차이가 없지만, 신장에서 지역 간 유의한 차이를 나타냈다(F(3,16) = 3.42, p = 0.0428).

        각 중금속 원소에 대해 지역, SVL, 체중, 성별을 독립 변수로 설정하여 회귀분석(Regression analysis), 결정 트리 분석(Decision tree analysis), 랜덤 포레스트(Random forest) 분석을 한 결과, 상대적으로 SVL이 높은 중요도를 보였으나, 일부 중금속에서는 성별 및 지역도 중요한 요인으로 나타나, 중금속 종류 및 조직별 차이가 존재함을 시사하였다(Table 7).

        
          Table 7. 
				
          

          
            Relative importance of factors influencing metal concentrations in liver and kidney 
          
          

        

        
          
            
              	
              	Liver
              	Kidney
            

            
              	Regions
              	SVL
              	Weight
              	Sex
              	Regions
              	SVL
              	Weight
              	Sex
            

          
          
            	Ni
            	17.1%
            	17.8%
            	16.1%
            	14.8%
            	17.5%
            	19.1%
            	17.1%
            	14.2%
          

          
            	Cu
            	22.9%
            	14.0%
            	12.9%
            	12.2%
            	16.4%
            	12.0%
            	15.4%
            	21.9%
          

          
            	Zn
            	13.8%
            	21.0%
            	18.8%
            	14.2%
            	13.1%
            	19.8%
            	17.8%
            	16.2%
          

          
            	As
            	10.9%
            	16.0%
            	14.3%
            	32.7%
            	19.1%
            	16.8%
            	13.5%
            	16.9%
          

          
            	Cd
            	19.5%
            	16.5%
            	19.9%
            	7.4%
            	15.8%
            	18.8%
            	19.6%
            	13.5%
          

          
            	Pb
            	15.8%
            	14.7%
            	18.0%
            	18.7%
            	18.0%
            	13.4%
            	16.7%
            	17.3%
          

        

        

      

      
        3.3. 생물축적계수(Bioaccumulation factor, BAF)
        각 지역에서 검출된 중금속의 값을 BAF 공식에 대입하여 BAF 값을 도출한 다음 그래프로 출력하였고(Fig. 4, Fig. 5), 그다음 각 지역의 중금속에 대한 평균 및 표준편차 등의 값을 이용하여 분석하였다(Table 8). 총 6개의 중금속 원소 중에서 강릉의 간과 신장에서 구리가 약 6.6배로 축적 정도가 가장 높게 나왔으며, 제주의 간과 신장의 비소가 가장 낮은 약 0.009배로 축적된 것으로 나왔다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Biological accumulation factor (BAF) of metals in liver by region. 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            BBiological accumulation factor (BAF) of metals in kidney by region. n liver by region. 
          
          

          

        

        
          Table 8. 
				
          

          
            BAF analysis of heavy metals (mean ± S.D, min, max) in liver, kidney, and soil 
          
          

        

        
          
            
              	
              	Gangneung(n=5)
              	Yeongwol(n=5)
              	Wonju(n=5)
              	Jeju(n=5)
            

            
              	Liver
              	Kidney
              	Liver
              	Kidney
              	Liver
              	Kidney
              	Liver
              	Kidney
            

          
          
            	Ni
            	0.04 ± 0.03
(0.02, 0.1)
            	0.07 ± 0.05
(0.02, 0.13)
            	0.01 ± 0 
(0, 0.01)
            	0.03 ± 0.01
(0.02, 0.05)
            	0.05 ± 0.05
(0.01, 0.13)
            	0.1 ± 0.04
(0.06, 0.15)
            	0 ± 0 
(0, 0)
            	0.01 ± 0 
(0.01, 0.01)
          

          
            	Cu
            	6.65 ± 4.65
(3.06, 14.3)
            	1.41 ± 0.72
(0.44, 2.42)
            	1.11 ± 0.63
(0.28, 1.82)
            	0.29 ± 0.12
(0.17, 0.44)
            	2.03 ± 2.1
(0.41, 5.17)
            	0.5 ± 0.21
(0.31, 0.8)
            	0.2 ± 0.05
(0.14, 0.27)
            	0.07 ± 0.04
(0.04, 0.15)
          

          
            	Zn
            	0.31 ± 0.17
(0.16, 0.58)
            	0.59 ± 0.35
(0.2, 1.02)
            	0.06 ± 0.01
(0.04, 0.08)
            	0.1 ± 0.07
(0.04, 0.21)
            	0.23 ± 0.11
(0.09, 0.35)
            	0.22 ± 0.11
(0.11, 0.4)
            	0.12 ± 0.04
(0.08, 0.18)
            	0.18 ± 0.07
(0.1, 0.26)
          

          
            	As
            	0.02 ± 0.01
(0.01, 0.04)
            	0.02 ± 0.01
(0.01, 0.03)
            	0.01 ± 0 
(0, 0.01)
            	0.02 ± 0.01
(0.01, 0.03)
            	0.02 ± 0.02
(0.01, 0.05)
            	0.01 ± 0.01
(0.01, 0.02)
            	0 ± 0 
(0, 0)
            	0 ± 0 
(0, 0)
          

          
            	Cd
            	0.53 ± 0.42
(0.2, 1.27)
            	0.29 ± 0.15
(0.13, 0.51)
            	0.19 ± 0.09
(0.11, 0.34)
            	0.22 ± 0.08
(0.09, 0.3)
            	0.27 ± 0.19
(0.08, 0.53)
            	0.24 ± 0.17
(0.05, 0.47)
            	0.03 ± 0.01
(0.02, 0.04)
            	0.17 ± 0.09
(0.1, 0.3)
          

          
            	Pb
            	0.06 ± 0.05
(0.02, 0.14)
            	0.08 ± 0.06
(0.03, 0.18)
            	0.01 ± 0.02
(0, 0.05)
            	0.05 ± 0.03
 (0.02, 0.09)
            	0.02 ± 0.02 
(0, 0.04)
            	0.01 ± 0.01 
(0, 0.03)
            	0 ± 0 
(0, 0)
            	0.01 ± 0 
(0, 0.01)
          

        

        

        BAF 결과로 지역을 변수로 일원 분산분석(One-way ANOVA)과 사후검정(Tukey's HSD test)을 한 결과, 강릉에서는 간과 신장에서 대부분 중금속 BAF 값이 가장 높게 나왔고, 원주의 경우 간의 니켈, 신장의 비소가 상대적으로 높게 나왔다. 영월에서는 대체로 중간 수준을 보였고, 제주의 경우 모든 중금속에서 BAF 값이 가장 낮게 나왔다(Table 9).

        
          Table 9.  
				
          

          
            BAF analysis of heavy metals: ANOVA and Tukey's HSD test results 
          
          

        

        
          
            
              	Metal
              	Liver BAF
              	Kidney BAF
            

            
              	F-value
              	p-value
              	F-value
              	p-value
            

          
          
            	Ni
            	F(3, 16) = 3.17
            	p = 0.05310
            	F(3, 16) = 9.18
            	p < 0.001
          

          
            	Cu
            	F(3, 16) = 6.23
            	p = 0.00526
            	F(3, 16) = 12.04
            	p < 0.001
          

          
            	Zn
            	F(3, 16) = 6.00
            	p = 0.00611
            	F(3, 16) = 6.66
            	p = 0.00397
          

          
            	As
            	F(3, 16) = 4.82
            	p = 0.01410
            	F(3, 16) = 5.29
            	p = 0.01000
          

          
            	Cd
            	F(3, 16) = 3.95
            	p = 0.02770
            	F(3, 16) = 0.67
            	p = 0.58100
          

          
            	Pb
            	F(3, 16) = 3.09
            	p = 0.05670
            	F(3, 16) = 4.89
            	p = 0.01340
          

        

        

      

    

    

  
    
      4. 고 찰
      생태계에 중간자 역할을 수행하는 양서류는 중요한 생물군임에도 불구하고, 이에 대한 보전 노력은 상대적으로 미미한 실정이다. 본 연구에서는 양서류의 서식 환경에 영향을 미치는 다양한 요인 중 중금속에 초점을 맞추어, 양서류의 중금속 생물축적 특성을 분석하고 이를 바탕으로 보전방안을 모색하였다.

      본 연구에서 강릉, 영월, 원주, 제주 지역의 토양 중금속 함량을 분석하였으며, 지역별 축적 특성과 차이를 분석하였다. 전 지역에서 아연이 가장 높았고, 카드뮴이 가장 낮은 함량으로 검출되었다. 특히, 영월에서는 아연 농도가 가장 높았고, 제주 지역에서는 니켈, 납, 카드뮴이 강릉보다 상대적으로 높게 나타났다.

      이러한 결과는 산업활동, 지질적 특성, 자연적 농도의 차이 등에 영향을 받은 것으로 해석된다. 이를테면, 영월 지역은 과거 탄광이 운영되던 지역으로, 중금속이 바람과 물에 의해 하부 수계로 이동하여 환경에 영향을 미칠 수 있다고 보고되었다(Jung et al., 2004). 반면, 제주 지역은 화산회토양에서 니켈의 평균 함량은 79.2 ㎎/㎏으로 보고 된 바 있으며, 이는 지역의 지질학적 특성이 중금속 농도 형성에 영향을 미칠 수 있는 요인으로 작용할 수 있다(Lim et al., 2008). 또한 국내 토양에서는 산업적 영향이 없는 지역에서도 일정한 수준의 중금속이 존재하는 것으로 확인되었다. 다양한 지역에서 채취한 92개 토양 시료 분석 결과, 지역별 지질 특성에 따라 자연적 중금속 농도의 차이가 나타났으며, 이는 자연적 배경 농도의 범위를 파악하는 데 활용될 수 있다(Yoon et al., 2009).

      수질의 분석결과 아연을 제외한 모든 중금속이 검출되지 않았으며, 강릉의 경우 모든 중금속이 검출되지 않았으며, 영월(0.003 ㎎/L), 원주(0.005 ㎎/L), 제주(0.004 ㎎/L)에서는 미량의 아연이 검출되어 연구지역의 경우 수질이 중금속 오염으로부터 안전한 생태임을 보여준다. 또한, 수질의 경우 참개구리의 중금속 축적이 수질로부터의 직접적인 흡수보다는 외부의 먹이원이나 토양을 통해 이루어질 가능성이 크다. 이는 개체의 섭식 행동과 영양 단계에 따라 중금속 축적 양상이 달라질 수 있음을 의미하며, 양서류가 중금속에 노출되는 주요 경로로 수생 환경에서의 직접 흡수보다 섭식을 통한 생물축적이 더 큰 영향을 미친다고 보고된 바 있다(Smalling et al., 2021).

      연구 대상 종으로는 참개구리를 선정하였으며, 주요 중금속 축적 장기인 간과 신장을 중심으로 중금속 농도 특성을 분석하였다. 분석결과 간에서는 지역에 따라 구리 또는 아연이 주요한 축적 원소로 작용하였으며, 신장에서는 모든 지역에서 아연의 축적량이 가장 높은 축적량을 나타냈다. 또한, 니켈과 납의 상대적 순위는 지역에 따라 차이를 보였다. 특히, 제주 지역에서는 납의 축적이 다른 지역보다 낮은 경향을 보였으며, 이는 해당 지역의 환경적 요인과 관련이 있을 가능성이 있다. 실제로, 우리나라 논 토양 중 중금속 자연 함량 연구(Kim et al., 1995)에서는 지역별 토양의 중금속 함량을 조사하였으며, 해당 연구에서 보고된 중금속의 최대 함량은 니켈 4.14 ㎎/㎏, 구리 60.80 ㎎/㎏, 아연 40.03 ㎎/㎏, 카드뮴 0.90 ㎎/㎏, 납 18.27 ㎎/㎏으로 검출되었다. 아연의 경우 본 연구 지역이 높게 나타났고, 니켈은 영월과 제주 지역만 높게 검출되었다. 구리, 카드뮴, 납의 경우 낮게 검출되었으며, 제주도의 경우 납은 최대 함량보다 낮게 검출되었다.

      참개구리의 생리적 특성(SVL, 체중)과 간 및 신장 내 중금속 농도의 분석결과, SVL과 체중 간에는 매우 강한 양의 상관관계(r = 0.9593, p < 2.51×10⁻¹¹)가 확인되었으며, 이는 개구리의 성장 과정에서 SVL과 체중이 밀접하게 연관되어 있음을 나타낸다. 간에서는 니켈과 아연 농도 간에 유의미한 양의 상관관계(r = 0.6447, p = 0.0021)가 확인되었으며, 이는 두 금속이 간에서 비슷한 대사 경로나 흡수 및 배출 과정을 공유할 가능성을 나타낸다. 신장에서는 니켈 농도가 생리적 특성과 유의미한 음의 상관관계를 보였으며, SVL과 체중이 증가할수록 신장 내 니켈 축적이 감소하는 경향을 의미하며, 신장이 니켈 배출에 중요한 역할을 할 가능성을 나타낸다. 특히, 황소개구리(Lithobates catesbeianus)의 정상 개체와 기형 개체 간 중금속 축적에 관한 연구에서 기형 개체의 신장에서 납과 카드뮴 농도가 7~8배, 아연 및 구리 농도도 1.5~7배 정도 높은 것으로 나타나 신장의 기능이 중금속 배출뿐만 아니라 기형발생과 연관이 있을 가능성을 나타낸다(Lee and Ko, 2001).

      한편, 간과 신장에서 검출된 다른 중금속 간의 상관관계는 대부분 유의미하지 않거나 상관계수가 낮아 강한 연관성을 보이지 않았으며, 이는 특성 금속들이 생리적 특성보다 환경적 요인에 의해 더 큰 영향을 받을 가능성이 있다. 이러한 경향은 선행 연구에서도 확인된 바 있으며, 참개구리 배아를 대상으로 한 연구에서 중금속 니켈과 농약의 한 종류인 Tebuconazole에 노출된 개체에서 사망률과 기형률이 증가하였다(Ko, 2012). 또한, 질산납(Pb(NO₃)₂)이 개구리 배아의 발달 과정에서 성장률을 저해한다는 연구에서도 특정 중금속이 개구리의 생리적 특성에 영향을 미치는 것으로 나타났다(Lee and Ko, 2017). 본 연구에서는 개체의 생리적 특성이 일부 중금속 축적에 영향을 미치지만, 환경적 요인이 중요한 영향을 미칠 가능성이 있으며, 이는 선행 연구와 유사한 결과이다.

      분산분석과 사후 분석결과 참개구리의 중금속 축적 양상이 간과 신장에서 상이하게 나타났으며, 일부 중금속의 경우 지역 간 오염원과의 연관성이 있을 가능성이 높게 나타났다. 특히 신장에서 비소의 농도가 영월에서 유의미하게 높은 점은 해당 지역의 환경적 요인이 참개구리 개체군의 중금속 축적에 영향을 미칠 수 있음을 보여준다.

      상대 중요도 분석 결과 SVL이 여러 중금속에서 상대적으로 높은 중요도를 보였으며, 주요 예측 변수 중 하나로 작용하는 경향을 나타냈다. 이는 개구리의 생리적 특성이 중금속 축적과 밀접한 연관이 있음을 보여준다. 그러나 일부 중금속에서는 성별과 지역도 중요한 변수로 나타났으며, 특정 중금속에서는 개체의 생리적 요인보다 서식 지역의 환경적 요인이 더 큰 영향을 미칠 가능성이 있었다. 이러한 결과는 개구리의 생리적 특성과 환경적 요인이 중금속 축적에 복합적으로 작용함을 의미한다.

      모든 개체의 중금속 농도를 각 지역의 토양 중금속 농도로 표준화하여 BAF 값을 산출하여 비교하였다. 그 결과 강릉과 원주 지역의 참개구리에서 상대적으로 높은 중금속 축적량이 확인되었으며, 이는 해당 지역이 다른 지역보다 중금속 오염의 영향을 더 크게 받을 가능성이 있음을 보여준다. 반면 제주 지역의 경우 중금속 축적량이 가장 낮아, 상대적으로 청정한 환경을 유지하고 있을 가능성이 높았다. 또한, 간에서는 구리와 아연 등의 필수 금속이 많이 축적된 반면, 신장에서는 니켈, 납 등의 독성 금속이 더 많이 축적되는 경향이 나타났다.

      본 연구는 참개구리를 대상으로 중금속 축적 특성을 분석하여 서식지 환경과 개체의 생리적 특성이 중금속 축적에 미치는 영향을 확인하였으며, 이를 통해 양서류가 중금속 축적의 지표 생물로서 중요한 역할을 수행할 수 있음을 검증하였다. 이러한 결과는 서식지 보전과 환경 관리의 필요성을 강조한다.

      특히, 본 연구 결과는 환경 변화에 따른 양서류의 중금속 축적 양상을 이해하는 데 기여할 수 있으며, 지역별 오염원을 평가하는 중요한 기초자료로 활용될 수 있다. 또한, 참개구리를 이용한 생물지표 연구를 통해 지역 생태계의 건강성을 평가하고, 중금속 오염 관리 전략을 수립하는 데 유용한 자료가 될 것으로 보인다.

      향후 연구에서는 개구리의 생리적 특성과 중금속 축적 간의 상호작용을 보다 정밀하게 분석하고, 장기적인 모니터링을 통해 환경 변화에 따른 중금속 축적의 시간적 변화를 평가하는 것이 필요하다. 이를 통해 양서류를 활용한 생태계 건강성 평가 체계를 구축하고, 보다 효과적인 환경 보전 및 오염 관리 방안을 마련하는 데 기여할 것으로 기대된다.
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