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서   론

1990년부터 양식이 시작되어 현재는 우리나라 

대표 양식어종 중 하나인 넙치는 빠른 성장 속도와 

함께 소비자들 사이 선호도가 높아 국내 양식 업계

에서 중요한 품종으로 인식되고 있다(Jee et al., 
2013). 또한 넙치의 생산량은 1990년과 비교하여 

2023년 약 40배 증가한 39,931톤을 기록하였다

(KOSIS, 2023). 하지만 양식 산업의 가파른 성장과 

함께 제한된 양식 현장의 고밀도 사육을 비롯한 

다양한 환경적 요인들이 복합적으로 작용하면서 
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병원체에 의한 질병 발생이 양식업의 생산성에 심

각한 영향을 미친다(Cho et al., 2009; Krkošek, 
2010). 이러한 문제를 해결하기 위한 체계적인 관

리와 예방이 필수적인 과제로 대두되고 있으며, 일
부 양식장에서는 양식 장비와 사육 시설의 소독, 
약물 및 화학 물질을 이용한 병원체의 제거 등의 

방법이 사용되고 있다(Rasowo et al., 2007; Opiyo 
et al., 2018).   

쿠도아속(Genus Kudoa)은 주로 근육에 기생하

며, 감염 시 근육, 신경계, 소화계, 신장에 낭종을 

형성한다(Kim et al., 2018). 전 세계적으로 다양한 

어류들이 이 기생충에 감염되며, 특히 상업적으로 

중요한 어종인 대서양연어(Salmo salar), 유럽바다

농어(Dicentrarchus labrax), 넙치(P.olivaceus) 등에 

경제적인 피해를 끼친다(Whipps et al., 2003). 대부

분의 쿠도아속 종은 인간에게 병원성이 없다고 알

려졌으나, 2010년 한국에서 일본으로 수출된 넙치

에서 K. septempunctata 감염이 최초로 보고되었고, 
이후 일본에서 새로운 식중독의 원인으로 확인되

었다(Matsukane et al., 2010; Song et al., 2013). K. 
septempunctata는 다른 쿠도아속 기생충과 달리 숙

주의 근육 융해를 유발하지 않지만, 근육에 낭종을 

형성한다(Kim et al., 2018). 이후 낭종 내에서 성숙

한 기생충은 낭종이 터지면서 외부로 배출된다. 
콕시듐증(Coccidiosis)은 주로 장, 담관 및 신세

뇨관에 기생하는 점액포자충에 의하여 발생한다

(Noack et al., 2019). 이 질병은 주로 가축과 가금류

에서 흔한 기생충 질병 중 하나로, 80~100 %의 높

은 폐사율로 인하여 축산산업에 경제적 손실을 유

발한다(Lopez-Osorio et al., 2020). Toltrazuril은 동

물의 장에서 중간 대사산물인 toltrazuril 설폭사이

드(toltrazuril sulfoxide) 형태를 거쳐 최종 대사산물

인 toltrazuril 설폰(toltrazuril sulfone, ponazuril)으로 

대사가 이루어진다(Pietruk et al., 2021). 이러한 tol-
trazuril은 구포자충(Genus Eimeria)의 분열생식

(schizogony) 및 유성생식(gametogony)을 포함한 모

든 세포 내 발달 단계에서 기생충의 증식을 억제하

거나 사멸을 유도하는 효과를 나타내며, 가금류의 

콕시듐증에 대한 면역 반응을 증강시킨다(Mehl-
horn et al., 1984; Grief, 2000). 또한 toltrazuril은 점

액포자충의 발달 단계 중 일부에서 기생충 세포질

에서의 공극화(vacuolization) 및 미토콘드리아의 

구조적 손상과 같은 증상으로 독성을 나타낸다

(Bermúdez et al., 2006). 따라서 toltrazuril은 치료 

효과가 입증되어 있음에도 불구하고, 높은 독성을 

가진 화합물이기 때문에 EU에서는 가축을 대상으

로 한 최대 허용 잔류기준(maximum residue limits, 
MRLs)을 설정하여 관리하고 있다. 그러나 수산물

에 대한 toltrazuril의 잔류 허용 기준은 설정되어 

있지 않으며, 독성과 잔류의 문제는 여전히 고려해

야 하는 중요한 사항이다. 특히 무독성량(no ob-
served adverse effect level; NOAEL)을 결정하는 것

은 비임상 안전성 연구에서 약물의 유해한 영향을 

확인하고, 임상 시험에서의 안전 용량을 추정하는 

데 중요한 지표로 활용될 수 있기 때문에 toltrazuril
의 안전성 평가에서 중요하다(Baird et al., 2019). 
NOAEL은 유해한 변화의 발생 여부를 포함하는 

개념으로, 실험에서 약물이 생물학적, 조직병리학

적, 생화학적 및 기능적 변화를 일으키지 않는 최

대 농도 또는 용량을 나타내며, “유해한 변화”는 

유해한 조직병리학적, 생화학적 및 기능적 변화로 

정의된다(Kerlin et al., 2016). 넙치의 체내에서 나

타날 수 있는 toltrazuril의 독성과 관련된 연구가 

부족하기 때문에 이 약물이 넙치에 미칠 수 있는 

정확한 독성 영향을 파악하는 데 한계가 있다. 특
히, toltrazuril의 안전 용량과 잔류 기준을 설정하기 

위한 연구가 선행되어야 하며, 이를 통하여 넙치 

양식에서의 안전성을 확보하는 것이 중요하다.
본 연구에서는 넙치의 점액포자충을 치료할 수 

있는 치료제로 주목받고 있는 toltrazuril을 이용하

여 급성독성 시험을 통한 반수치사량(lethal dose 
50; LD50)을 측정하였다. 또한 toltrazuril의 독성 여

부를 보다 정밀하게 평가하기 위하여 혈액생화학

적 분석을 진행하고, 간과 신장 조직에서의 약물대

사 유전자(cytochrome P450 family 1 subfamily A; 
CYP1A, UDP-glucuronosyltransferase; UGT, Gluta-
thione S-transferase; GST) 및 염증성 사이토카인 유

전자(interleukin 1 beta; IL-1β)의 발현 수준을 조사

하였다. 이를 바탕으로, 본 연구는 toltrazuril의 급

성 독성을 평가하고, 대사 및 염증 반응에 대한 기

초 데이터를 제공함으로써, 수산 양식업에서 tol-
trazuril의 안전한 사용 가능성을 제시하는 것을 목
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표로 연구를 진행하였다.

재료 및 방법

실험물질

본 연구에서 toltrazuril (C18H14F3N3O4S, Purity ≥ 
98%; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)은 시판되

는 시약을 구매하여 사용하였다. Toltrazuril은 필요

량을 측량한 후 dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma 
Aldrich)에 용해시킨 후 각 용량에 맞춰 희석한 후 

사용하였다.  
 
실험동물 및 시험환경

실험에 사용한 넙치는 충청남도 태안의 한 양식

장에서 구매하였으며, 평균 체중은 107.75 ± 8.48 g, 
평균 체장은 21.01 ± 1.13 cm였다. 강릉원주대학교 

해양과학교육원으로 옮긴 후 실험어를 800 L 크기

의 수조에 무작위로 배치하고, 2주일 동안 수조에 

적응시킨 뒤 실험을 진행하였다. 실험을 시작하기 

전 무작위로 선별한 넙치에서 세균검사 및 바이러

스 검사를 통하여 감염여부를 확인한 후 건강한 

넙치를 사용하여 실험을 진행하였다. 시판되는 넙

치용 사료(Suhyup, Korea)를 하루에 1번 공급(체중

의 약 2%)하였고, 샘플링 및 주사투여 24시간 전에

는 사료 공급을 중단하였다. 실험 환경은 수온 18
- 21℃, 광 조건은 자연 광주기 조건으로 유지되었

다. 용존 산소, 수온 등 실험수조의 환경은 실험을 

진행하는 동안 매일 확인하였다. 본 실험은 강릉원

주대학교 동물실험윤리위원회(Institutional Animal 
Care and Use Committee)의 승인 하에 표준작업 지침

서에 따라 수행하였다(Approval No. GWNU-2023-10).

급성독성 시험

본 연구에서는 OECD 급성독성 시험 가이드라

인에 따라 넙치를 대조군과 약물 투여군으로 나누

어 실험을 진행하였다. 급성독성 시험에서는 각 군

당 최소 10마리 이상의 동물이 요구되며, 이는 통계

적 신뢰성을 확보하기 위한 것으로 최소한의 샘플 

수를 권장하는 것이다(OECD Guideline 203, 2019). 
또한 본 연구는 약물 투여 후 96시간 동안 지속적

으로 관찰하였으며, 이는 OECD 가이드라인에서 

약물의 독성 반응을 충분히 평가할 수 있는 표준 

관찰 기간으로 권장하고 있다(OECD Guideline 203, 
2019). 본 연구에서는 toltrazuril (Sigma Aldrich)의 

독성을 평가하기 위하여 사육환경에 적응시킨 넙

치를 각 10마리씩 대조군과 약물 투여군으로 나누

었다. 급성독성 시험에서 사용한 toltrazuril의 용량

은 5, 10, 20, 50, 100 및 200 mg/kg이었으며, 대조군

에는 동일한 용량의 DMSO만 투여하였다. 이 용량 

범위는 급성 독성 시험을 위한 OECD 가이드라인

에 따라 설정된 3단계 용량 설정 절차를 기준으로 

하여 결정되었으며, 초기 용량인 5 mg/kg부터 시작

하여 점진적으로 200 mg/kg까지 증가시켰다(OECD 
Guideline 423, 2001). 또한 투여를 진행하는 데 있

어 넙치가 받을 수 있는 스트레스를 최소화하기 

위하여 2-phenoxyehtanol (JUNSEI, Tokyo, Japan)로 

마취한 후 넙치의 복강 주변 근육 2곳에 주사 투여

하였다. Toltrazuril은 각 용량에 맞춰 100 μl DMSO
에 용해시킨 후 근육 내 주사를 통해 넙치에 처리

하였고, 96시간 동안 지속적으로 관찰하였다. 관찰

하는 중 물리적인 자극에 대한 반응이 없거나 아가

미의 움직임이 없는 경우를 폐사한 것으로 판단하

여 수조의 오염을 방지하기 위하여 즉시 제거하였

다. 96시간 이후 toltrazuril에 의한 최종 폐사 개체

를 바탕으로 하여 통계프로그램(probit analysis; 
SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하여 LD50 값
을 산출하였다(p<0.05).

용량설정 시험

1) 시험 디자인

넙치에서 toltrzuril의 NOAEL을 결정하기 위해, 
총 2회의 용량 설정 시험을 진행하였다. 용량설정 

시험을 위한 투여용량은 넙치의 급성독성실험 결

과인 LD10=55.474 mg/kg, LD50=108.904 mg/kg 및 

Park et al. (2023)의 실험방법을 근거하여 [1] 20, 
40, 60, 80 mg/kg; [2] 100, 120, 150 mg/kg으로 설정

하고, 각 투여군에 대하여 6마리씩 주사투여하였

다(Prieto et al., 2013; Cook et al., 2015; Park et al., 
2023). Toltrazuril은 DMSO에 용해시켰고, 약물 투

여는 1ml 주사기를 이용하여 각 용량 시험군에 100
μl 용량으로 복강 주변 근육 2곳에 나누어 투여하

였다. 이때 용매대조군의 경우 같은 용량의 DMSO
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를 근육 내 투여하였다. 약물 투여는 3일 연속 1일 

1회 투여하였고, 약물 투여 후 매일 관찰하였으며, 
체중은 약물 투여하기 전과 약물 투여 완료 후 각 

1회씩 측정하였다. 급성독성 시험과 마찬가지로 

폐사한 것으로 판단되는 개체는 수조에서 즉시 제

거하였다.

2) 약물대사 및 염증성 사이토카인 유전자 발현 

분석

Toltrazuril (Sigma Aldrich)이 넙치의 간 및 신장 

조직에서 약물 대사 유전자 및 염증성 사이토카인 

유전자 발현에 미치는 영향을 평가하기 위하여 마

지막 주사투여일로부터 6일 후 넙치의 간 및 신장 

조직을 샘플링 하였다. 이후 각 조직은 RNAiso 
Plus reagent (TaKaRa, Shiga, Japan)을 사용하여 균

질화 하였고, total RNA를 추출한 후 Nanodrop ND- 
2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, 
USA)를 사용하여 total RNA의 농도 및 품질을 확

인하였다. cDNA는 PrimeScript RT Reagent Kit with 
gDNA Eraser (TaKaRa)를 사용하여 합성하였고, 분
석하기 전까지 -80°C에서 보관하였다.

지표로 선정된 유전자(CYP1A, GST, UGT, IL-1β)
의 발현량을 분석하기 위하여 Thermal Cycler DiceTM 
real-time PCR system (TaKaRa) 및 TB Green® Pre-
mix Ex TaqTM Ⅱ (TaKaRa)를 사용하였다. Real-time 
PCR 조건은 초기 변성으로 95°C에서 30초간 1 cy-
cle을 진행한 후 95°C에서 5초, 60°C에서 30초를 하

나의 cycle로 하여 40 cycles 진행하였다. 각 유전자

들의 mRNA 분석은 elongation factor 1alpha (EF1α)
로 각 시료를 normalization한 후 대조군과 2-△△Ct 
method를 이용한 fold change 값을 측정하였다

(Schmittgen and Livak, 2008). 실험에 사용한 primer
는 Table 1에 나타내었다.

3) 혈액생화학적 분석

마지막 투여일로부터 6일 후 혈장 분석을 위하

여 넙치의 꼬리 정맥에서 헤파린 처리되어 있는 

주사기를 사용하여 혈액을 채취하여 혈장을 분리

한 뒤 -80℃에서 분석을 실시할 때까지 보관하였

다. Fuji-Dri Chem 4500 분석기기(Fujifilm, Tokyo, 
Japan)를 사용하였다. 분석은 alanine aminotrans-
ferase (ALT), total protein (TP), albumin (ALB), glu-
cose (GLU), Blood urea nitrogen (BUN) 및 creatine 
(CRE) 총 6가지 항목에 대해 실시하였다. 

통계분석

데이터는 평균 ± SEM으로 표시하였으며, 통계

분석은 SPSS 25.0 software (SAS Inc.)를 사용하였

다. 그룹 간의 유의미한 차이는 사후분석을 위한 

One-way ANOVA test와 Tukey's HSD post hoc test
의 다중 비교 검정을 사용해 결정되었고, p<0.05일 

때 통계적으로 유의미한 것으로 판단하였다.

결   과

급성독성 시험

Table 1. Primer used in this study

Gene Sequence (5' - 3') Reference
Cytochrome P450, family 1, 

subfamily A (CYP1A)
FW
RV

GACTTCATCCCTATCCTCCAGT
CCTCTCCTGTATCTCTGGGTAAG Jung et al., 2017

Glutathione S-transferase (GST) FW
RV

TCTGTCTGGACCTGTGTACCTG
GTTGGGAAAGTCTGAGAGGATGC Jung et al., 2017

UDP-glucuronosyltransferase (UGT) FW
RV

CTCTAATGAGTCGAGTGAAGGG
CATGAGTAGGACTCCACAACAG Cui et al., 2020

Interleukin 1 beta (IL-1β) FW
RV

GACAGTGAGATGGTGCGATTTC
ACCATCACTGGCCTGTTGTCT Hur et al., 2013

Elongation factor 1alpha (EF1α) FW
RV

CGTGAGCGTGGTATCACCAT
AGCCGATCTTCTTGATGTAG XM_020104638.1
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실험 대상인 넙치를 toltrazuril에 96시간 동안 노

출시킨 후 24, 48, 72, 96시간 동안 관찰하여 약물 

투여 개체의 50%를 폐사시키는 용량인 LD50 값을 

확인하였다. 실험기간동안 0, 5, 10 및 20 mg/kg 용
량 실험군 넙치는 폐사하는 개체가 나타나지 않았

고, 50, 100 및 200 mg/kg 용량 실험군 넙치가 농도 

및 시간별 순차적으로 폐사하였다. 50 mg/kg의 용

량구간에서는 48시간에 1마리, 96시간에 1마리 총 

2마리 폐사하였다. 100 mg/kg의 용량구간에서는 

48시간에 3마리, 72시간에 3마리, 96시간에 1마리 

총 7마리가 폐사하였다. 200 mg/kg의 용량구간에

서는 주사투여한지 48시간에 7마리, 72시간에 3마
리가 폐사하여 72시간만에 모든 개체가 폐사하였

다(Fig. 1). Probit analysis를 이용하여 산출된 넙치

의 toltrazuril에 대한 LD50 값은 108.904 mg/kg이었

다(Fig. 2). 

용량설정 시험

1) 유전자 발현 분석

Toltrazuril을 용량에 따라 근육 내 주사투여한 

후 유전자 발현 분석을 통하여 toltrazuril이 넙치에 

어떠한 독성 영향도 미치지 않는 용량인 NOAEL
을 결정하였다.

Toltrazuril의 넙치 내 독성을 평가하기 위하여 

1차 용량설정 시험에서는 [20, 40, 60 및 80 mg/kg] 
용량으로 하루 1회, 3일간 연속적으로 근육내 투여

하였다. 마지막 약물 투여일로부터 6일 후 간 및 

신장을 채취하여 각 조직의 약물대사 유전자 발현 

변화를 분석하였다. 그 결과 간 및 신장 조직 모두

에서 모든 약물대사 유전자(CYP1A, GST, UGT)는 

DMSO만을 투여한 대조군과 비교하였을 때 유의

적인 차이를 나타내지 않았다(Fig. 3. A, B).
Toltrazuril의 용량을 100, 120, 150 mg/kg으로 조

정하여 두 번째 실험을 진행하였다. 가장 높은 용

량인 150 mg/kg 투여군에서 6마리의 넙치 중 3마리

가 폐사하였으며, 첫 번째 실험에서의 결과와 다르

게 간 조직에서의 유전자 발현은 대조군과 비교하

였을 때 모든 약물대사 유전자 및 사이토카인 유전

자에서 유의적인 차이를 나타내었다(Fig. 3 C, E). 
Toltrazuril 투여 후 약물대사 유전자 발현량은 농도

의존적으로 증가하였다. CYP1A는 대조군과 비교

하였을 때 100 mg/kg 약물 투여군은 6.1배, 150 mg/ 
kg 약물 투여군은 6.8배 유의적인 증가를 나타내었

다. 또한 phase 2 약물대사 유전자인 GST는 대조군

과 비교하였을 때 150 mg/kg 약물 투여군에서만 

5.1배 유의적인 증가를 확인할 수 있었고, UGT는 

120 mg/ kg 약물 투여군에서는 6.4배, 150 mg/kg 
용량 투여군에서는 6.6배 유의적으로 증가하였다.

신장 조직 내 phase 2 약물대사 유전자인 GST와 

사이토카인 유전자인 IL-1β는 유의적인 차이를 나

타내지 않았다(Fig. 3 D, E). 하지만 phase 1 약물대

사 유전자인 CYP1A 및 UGT는 toltrazuril 용량이 

높아짐에 따라 발현량도 함께 증가하는 것을 확인

할 수 있었다(Fig. 3 D). CYP1A는 대조군과 비교하

였을 때 150 mg/kg 용량 투여군에서 4.8배 유의적

인 증가를 나타내었다. 또한 UGT 유전자는 대조군

과 비교하였을 때 100 mg/kg 용량 투여군은 5.1배, 

Fig. 1. Survival rate of olive flounder, Paralichthys oli-
vaceus exposed to toltrazuril.

Fig. 2. Probit analysis for acute LD50 determination of 
toltrazuril in olive flounder, Paralichthys olivaceus after 
96 hours.



B
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Fig. 3. Effect of toltrazuril on drug metabolism genes (CYP1A, GST, UGT) and cytokine gene (IL-1β) expression 
in the kidney and liver of olive flounder, Paralichthys olivaceus, at varying toltrazuril doses for three days. Figures 
A and B show the effects at 20, 40, 60, and 80 mg/kg, while Figures (C, D) represent the effects at 100, 120, 
and 150 mg/kg. Figure E represents the expression of IL-1β in the liver and kidney. Data represent the mean ± 
standard deviation. The mean values with different letters are statistically significant (p < 0.05).
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120 mg/kg 용량 투여군은 4.9배 그리고 150 mg/kg 
용량 투여군은 5배 유의적인 증가를 나타내었다.

2) 혈액생화학적 분석

혈액생화학적 조사는 어류의 생리적인 상태 및 

건강을 평가하는데 주로 사용되는 방법 중 하나이

다(Grant, 2015; Fazio, 2019). 혈액생화학적 조사에

서는 ALT, TP, ALB, GLU, BUN 및 CRE를 측정하

였다(Fig. 4). ALT, GLU, BUN 및 CRE 수치는 tol-
trazuril의 용량이 증가함에 따라 함께 증가하는 경

향을 보였고, 반면 TP 및 ALB 수치는 toltrazuril의 

용량이 증가함에 따라 감소하는 경향을 보였다. 
ALT, GLU, BUN 및 CRE 수치는 무처치군 및 대조

군과 비교하였을 때 150 mg/kg 용량 투여군에서만 

유의하게 증가하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 4 
A, C, E, F). 이때 150 mg/kg 용량 투여군은 대조군

과 비교하였을 때, ALT는 1.5배, GLU는 1.4배, BUN
은 2.6배 그리고 CRE는 1.3배 높은 수치였다. TP 
및 ALB 수치의 경우 무처치군 및 대조군과 비교하

였을 때 150 mg/kg 약물 투여군에서 유의한 감소를 

나타내었다(Fig. 4 B, D). 이는 150 mg/kg 용량 투여

군과 대조군을 비교하였을 때, TP는 1.5배, ALB는 

1.8배 낮은 수치를 보였다.

고   찰

넙치에 대한 toltrazuril의 급성독성 및 약물대사 

유전자 발현 분석 실험을 진행하기 위해서 toltra-
zuril의 용매로써 DMSO를 사용하였다. DMSO는 

일반적으로 적혈구와 같은 혈구(hemocyte), 섬유아

세포(fibroblast) 등에서 세포 독성을 나타내는 것으

로 알려져 있으나, 동물에 대한 전체적인 독성이 

낮은 편이다(Yi er al., 2017; Gallardo-Villagrán et 
al., 2022). 어류의 배아를 이용하는 시험에서는 시

험 동물에 대한 낮은 독성과 배아의 chorion을 손상

시키지 않으면서 투과할 수 있어 일반적으로 사용

하는 용매이다(Kais et al., 2013). 동물 시험에서도 

DMSO는 통상적인 용매로써 사용되고 있다(Pelzel 

A B C

D E F

Fig. 4. Effect of toltrazuril on hematological parameters (A; ALT, B; TP, C; GLU, D; ALB, E; BUN, F; CRE) 
in olive flounder, Paralichthys olivaceus. Data represent mean ± standard diviation; The mean values with different 
letters are statistically significant (p < 0.05). ALT; alanine aminotransferase, TP; total protein, GLU; glucose, ALB; 
albumin, BUN; blood urea nitrogen, CRE; creatine.
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et al., 2012; Sun et al., 2012; Galvao et al., 2014; 
Cevallos et al., 2017). 본 연구를 진행하는 동안 용

매 대조군에서 폐사하는 개체가 발생하지 않았으

며, 이는 DMSO가 넙치에 미치는 영향이 매우 미

미함을 시사한다. 따라서 DMSO의 독성이 실험에 

실질적인 영향을 미치지 않는다고 판단하였고, 
toltrazuril을 독성시험의 용매로 사용하기에 적합

하다고 판단하였다.
본 연구에서 진행한 넙치의 급성독성시험 결과 

LD50 값은 108.904 mg/kg으로 측정되었다. 이 값은 

기존에 쥐와 닭에서 보고된 LD50 값인 1600~5000 
mg/kg 범위에 비해 현저히 낮은 수치로, toltrazuril
이 넙치에서 높은 독성을 나타낸다는 것을 시사한

다(Healthcare, 2003; Mitchell, 2008). 본 연구의 결

과와 다르게 경구 투여 경로를 사용한 실험의 결과

이지만, 수생 환경에 서식하는 넙치는 쥐 및 닭과 

비교하였을 때 최소 14.7배, 최대 45.9배 더 높은 

독성을 나타내었다. 이는 수생 환경에서 살아가는 

넙치가 다른 육상 동물들과 비교하여 약물의 흡수 

및 대사 과정에서 차이를 보이기 때문이다(Owen 
et al., 2007). 예를 들어, 넙치와 같은 수생동물은 

수중 환경에서 독성 물질에 지속적으로 노출되며, 
물속에서 용해된 물질을 더 많이 흡수할 수 있어 

독성이 더 강하게 나타날 수 있다. 추가로 이전 넙

치를 대상으로 하여 점액포자충 치료제로써 toltra-
zuril과 함께 널리 사용되고 있는 약품 중 하나인 

amprolium hydrochloride 약물을 이용하여 넙치의 

급성독성을 진행한 결과 LD50 값을 141.18 mg/kg으
로 확인하였다(Park et al., 2023). 이 값을 toltrazuril
의 LD50 값인 108.904 mg/kg과 비교하였을 때, tol-
trazuril이 amprolium hydrochloride보다 약 0.7배 더 

높은 독성을 가지는 것으로 판단된다. 이전 연구에

서는 K. septempunctata 포자(spore)에 대하여 항기

생충 약물인 amprolium과 toltrazuril의 효과를 비교 

및 분석하였다(Ahn et al., 2017). 그 결과 amprolium
은 toltrazuril에 비하여 더 강력한 항기생충 효과를 

보였으며, 포자의 크기 감소 및 구조적 변화를 유

도하였다. 또한 최소저지농도(Minimum Inhibitory 
Concentration, MIC) 값도 amprolium이 낮아 더 효

과적인 약물로 평가되었다. 하지만 이 연구는 in 
vitro 실험에 초점을 맞추었기에, in vivo 연구에서 

두 약물에 대한 어류 숙주에 미치는 영향은 상이할 

수 있다. 본 연구결과와 비교한 결과 미성숙 포자

나 다른 발달 단계에서의 약물 효과가 다를 수 있

기 때문에 추가적인 연구가 필요한 것으로 보인다. 
따라서 K.septempunctata의 치료를 위한 약물을 선

택할 경우, toltrazuril의 독성에 대한 통찰이 필요하

며, 이에 대한 추가적인 독성 연구가 반드시 이루

어져야 한다.
Toltrazuril과 같은 트리아진(triazine) 계열 약물

은 친유성 특성을 가지고 있어 경구 투여 시 위장

관에서 빠르게 흡수되고, 이후 전신 순환계로 분포

되는 것으로 알려져 있다(Dirikolu et al., 2009). 그
러나 K. septempunctata는 넙치의 근육 조직에 기생

하는 점액포자충이며, 넙치 근육에는 많은 혈관이 

분포하고 있어 약물이 빠르게 흡수될 수 있다(Yin 
et al., 2015). 경구투여는 약물이 위장을 거쳐 흡수

되고, 이후 혈류로 유입되기까지 시간이 걸리기 때

문에 약리 효과가 늦게 나타날 수 있는 반면, 근육 

내 직접적인 주사투여는 약물이 위장관을 통과하

지 않고, 직접 혈류로 빠르게 흡수되는 특성을 가

진다(Hodge et al., 2021). 이러한 특성 덕분에 근육 

내 주사투여는 약물이 신속하게 전신 순환계로 유

입되며, 약리학적 효과가 더 빠르고 강력하게 나타

날 수 있다. 따라서 본 연구에서는 toltrazuril의 빠

른 흡수와 효과적인 전달을 위하여 넙치의 근육에 

주사투여하여 실험을 진행하였다.
용량설정 시험은 실험을 통하여 어떠한 약물 또

는 화합물의 적정 농도 범위를 파악하기 위한 실험

이다(Woodward et al., 2020). 주로 화학물질이나 독

성 물질이 식물 또는 동물에 미치는 영향을 평가할 

때 사용하며, 이 시험의 목적은 물질이 일정 농도에

서 독성 효과를 나타내는지 확인하고, 이를 바탕으

로 추가 실험에 사용할 적정 용량 또는 농도를 설

정하는 것이다(Woodward et al., 2020). Toltrazuril
의 투여 용량을 설정하기 위하여 독성시험을 실시

할 때는 필요한 실험적 방법 및 기준이 필요하다. 
이를 위하여 문헌 조사 및 기존 연구를 바탕으로 

real-time PCR을 활용한 약물 대사 유전자 발현 분

석 결과를 용량설정의 지표로 하여 실험을 진행하

였다. 본 연구에서는 독성시험을 바탕으로 설정한 

용량의 toltrazuril을 근육 내 주사투여한 후 약물 
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대사 유전자의 조직별 발현량을 분석하였다. 그 결

과 약물대사 유전자의 조직별 발현은 저용량 투여

군(20, 40, 60, 80 mg/kg)은 유의한 차이를 보이지 

않았지만, 고용량 투여군(100, 120, 150 mg/kg)은 

용량에 의존하여 약물대사 유전자 및 사이토카인 

유전자의 발현량이 증가하는 것을 확인하였다. 신
장 조직 내에서 대조군과 비교하였을 때 phase 1 
약물대사 유전자인 CYP1A의 mRNA 발현은 150 
mg/kg 용량 투여군에서 높았으며, phase 2 약물대

사 유전자인 UGT는 대조군과 비교하였을 때 모든 

toltrazuril 투여군에서 높은 발현량을 보였다.
CYP1A는 약물 대사에 중요한 역할을 하는 효소

로, 다양한 독성 물질이나 약물이 체내에서 대사될 

때 활성화된다(Klomp et al., 2020). 따라서 toltra-
zuril이 간 및 신장에서 대사되는 메커니즘을 이해

하기 위하여 CYP1A의 조직별 발현량을 확인하였

으며, 이는 toltrazuril의 대사 경로를 파악하고 독성 

반응을 평가하는 데 필수적이다. 또한 UGT 및 

GST는 phase 2 약물대사 효소로써, 약물이 체내에

서 독성 물질로 전환되는 것을 막고, 쉽게 배설될 

수 있도록 전환하는 역할을 한다(Jancova et al., 
2010). 즉 toltrazuril이 체내에서 독성을 유발할 가

능성이 있기 때문에, UGT 및 GST 유전자의 발현

을 통하여 약물의 대사 과정과 해독 과정을 확인하

였다. 마지막으로 염증 반응을 유도하는 IL-1β를 

확인함으로써 toltrazuril이 넙치의 간 및 신장 조직

에서 염증 반응이 일어나는지 확인하였다(Arlov et 
al., 2017). 

이러한 결과는 간 조직에서 더 뚜렷하게 나타났

는데, 간 조직 내에서 phase 1 약물대사 유전자로, 
약물이나 외인성 물질(xenobiotics)을 전환하여 물

에 더 잘 용해되는 형태로 바꾸어 배출을 용이하게 

하는 CYP1A 효소의 유전자 발현은 대조군과 비교

하였을 때 100 mg/kg 및 150 mg/kg 용량 투여군에

서 증가하였다. 이전 streaked prochilod (Prochilodus 
lineatus)를 대상으로 하여 발암물질인 벤조(a)피렌

(Benzo[a]pyrene)을 처리하였을 때 간과 신장에서 

CYP1A의 발현이 증가하였고, 이를 해독 반응의 

결과로 보고하였다(Santos and dos Reis Martinez, 
2020). 본 연구의 결과 또한 toltrazuril을 처리한 후 

간 및 신장에서 CYP1A의 발현이 증가하는 것을 

확인할 수 있었으며 toltrazuril의 해독 반응 결과로 

판단하였다. 일반적으로 CYP1 계열 효소의 활성

화는 다환 방향족 탄화수소와 같은 독성 및 환경 

오염 물질이 발암성 대사 산물로 변환되는 생체 

활성화와 관련이 있다(Korashy et al., 2016). 간은 

어류에서 CYP1A 발현의 주요 조직으로, 화학 물

질의 대사 경로에서 중요한 역할을 하기 때문에 

수많은 연구에서 수생환경 오염의 생물학적 지표

(biomarker)로 사용되고 있다(Moore et al., 2003; Oh 
et al., 2008; Uno et al., 2012). 하지만 CYP1 효소의 

활성은 항상 외부 물질의 해독을 촉진하는 것은 

아니므로, CYP1만을 독성의 바이오마커로 사용하

는 데에는 한계가 있다고 판단하였고, 이에 따라 

보다 포괄적인 바이오마커로 사용되는 Phase 2 약
물대사 효소인 GST와 UGT의 유전자 발현량을 분

석하였다(Daeari et al., 2018; Santos and dos Reis 
Martinez, 2020).

Phase 2 약물대사는 외부 화학 물질, 특히 독성 

물질을 변형하여 체내에서 수용성을 증가시키고, 
배출을 촉진하는 과정이다. 이 과정에서 중요한 역

할을 하는 효소는 GST, UGT를 포함하여, sulfo-
transferase (SULT), N-acetyltransferase (NAT) 등이 

있다(Jancova et al., 2010). GST와 UGT는 주로 약물

의 해독 및 배설 촉진에 중요한 역할을 하며, SULT
와 NAT는 화합물의 활성을 조절하고 호르몬 대사

에서 중요한 기능을 한다(Jancova et al., 2010). 특
히 SULT 및 NAT는 선택적 독성 및 호르몬 조절에 

중요한 역할을 하는 반면, GST 및 UGT는 화합물

의 수용성을 증가시켜 배설을 촉진하게 된다. 따라

서 본 연구에서는 toltrazuril 약물의 해독과 배설에 

중요한 역할을 할 것이라 예상되는 GST와 UGT를 

phase 2 약물대사 표적 유전자로 설정하였다. GST 
및 UGT는 공통적으로 150 mg/kg 용량 투여군에서 

증가하는 것을 확인하였다. 피렌(Pyrene)은 유기화

합물의 불완전 연소 시 생성되는 다환 방향족 탄화

수소(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH)로, 국
제 암 연구소(International Agency for Research on 
Cancer)에서는 이를 3군 발암물질로 분류한다(Bar-
ron et al., 2004). 이전 Chinese rare minnow (Gobio-
cypris rarus)을 100 mg/L의 피렌에 노출시킨 경우 

간 조직에서 GST 및 UGT의 발현이 증가하였다
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(Yuan et al., 2014). 이 외에도, 다양한 환경 오염물

질에 의한 효소의 발현 유도 및 조절 메커니즘은 

killifish, red mullet 및 nile tilapia에서도 보고되었

다. 예를 들어 killifish에서는 PAH에 의한 GST의 유

도가 관찰되었고, red mullet에서는 독성 반응을 유

도할 수 있는 β-naphthoflavone이 GST 유전자의 발

현을 증가시킨 것으로 보고되었다(Olinga et al., 
2008; Christine Paetzold et al., 2009). 또한 nile tila-
pia에서는 벤조(a)피렌이 GST의 유도 효과를 나타

내었고, 본 연구의 결과는 이러한 이전 연구들과 

일치하는 결과를 나타낸다(Costa et al., 2012). GST 
및 UGT와 같은 phase 2 약물대사 효소는 생체이물

(xenobiotics)의 생체 내 변환과 돌연변이 및 발암에 

대한 세포 보호에서 중요한 역할을 한다(Refat et 
al., 2008). 이와 관련하여 GST 및 UGT는 각각 전자 

친화적 화합물을 glutathione 또는 glucuronic acid와 

결합시켜 물에 더 잘 용해되도록 하여, 화합물이 

담즙이나 신장을 통하여 배설될 수 있게 돕는다

(Townsend and Tew, 2003; Iyanagi, 2007). 본 연구

의 GST 및 UGT 유전자 발현의 증가는 간이 외부 

화학물질에 대한 해독 반응을 활성화하려는 생리

적 적응 반응으로 해석할 수 있으며, 이를 통하여 

간이 유해 물질을 변형하고 배출하는 해독 경로를 

활성화시킨 것으로 판단하였다.
추가적으로 고용량 투여 실험에서는 IL-1β의 조

직 특이적 발현을 분석한 결과, 간 조직 내에서 tol-
trazuril을 투여한 모든 실험군이 통계적으로 유의

미하게 높은 발현량을 보였다. 이전 제브라피쉬

(Danio rerio)를 살균제로 사용하는 카르벤다짐(car-
bendazim)을 0, 4, 20, 100 및 500 μg/L 농도로 침지

시켰을 때100 및 500 μg/L 농도에 노출된 경우 IL-1β
의 발현이 증가하는 것을 확인하였다(Jiang et al., 
2015). 어류에서 IL-1β는 대식세포의 활성화를 유

발하는 면역 조절에 관여하여 염증 반응, 호흡 활

동, 식균 작용 및 산화질소의 생성을 증가시킨다

(Taffalla et al., 1999). 즉 이러한 결과는 toltrazuril과 

같은 외부 독성 물질에 의한 염증 반응으로 IL-1β
와 같은 염증 유도 사이토카인이 증가했을 가능성

을 나타낸다.
간 및 신장 내에서 약물대사 유전자 및 사이토카

인 유전자 발현 분석과 함께 혈액생화학적 분석을 

함께 진행하여 toltrazuril이 넙치에 미치는 독성을 

함께 평가하였다. 혈액생화학적 분석은 어류의 생

리적 상태와 건강 상태를 평가하기 위해 흔히 사용

하는 방법 중 하나로, 생화학적 바이오마커인 glu-
cose, total protein 및 다양한 효소들은 어류의 스트

레스 지표로도 자주 사용된다(Osman et al., 2010; 
Grant, 2015; Docan et al., 2018; Fazio, 2019). 본 연

구에서 toltrazuril을 넙치에 주사 투여 후 혈장 분석

을 진행하였고, 지표들의 수치는 toltrazuril 용량 의

존적으로 변화하였다. ALT는 일반적으로 간, 심
장, 신장 및 근육 등 다양한 조직의 세포 내에 존재

하는 nonplasma-specific에 속한다. 간 손상의 지표

로 널리 사용되는 ALT는 주로 간 조직에 존재하

며, 간 손상의 신뢰성 있는 지표로 활용될 수 있다. 
Gabriel et al. (2009)은 Lepidagathis alopecuroides 
(Teliostachya alopecuroidea) 잎의 추출물에 노출된 

Clarias gariepinus에서 ALT가 증가하는 것을 보고

하였고, 이러한 증가는 시트르산 회로(Citric acid 
cycle)의 장애로 인한 것으로 보고하였다. 특히 ALT
의 증가는 이 식물 추출물이 유발한 간 손상을 나

타낸다고 추가로 설명하였다. 본 연구의 결과 또한 

이전 보고된 연구들과 동일하게 toltrazuril을 투여

하였을 때 100 mg/kg 투여군부터 유의적인 증가가 

관찰되었으며, 150 mg/kg 용량 투여군에서는 가장 

높은 수치를 나타내었다. 이러한 결과로 보았을 때 

toltrazuril을 투여한 후 넙치의 간 조직이 손상되었

다고 판단할 수 있다.
혈장 내 GLU 수치는 다양한 스트레스 요인에 민

감하게 반응하기 때문에, 어류의 건강 상태를 평가

하는 중요한 생화학적 지표로 사용된다(Polakof et 
al., 2011). 이전 메기과 어류인 가이양(Pangasiano-
don hypophthalmus)을 중금속인 크롬(20, 30 및 40 
mg/L)에 노출시킨 경우 혈장 내 GLU 수치가 대조

군과 비교하였을 때 유의하게 증가하였다. 이는 스

트레스에 의하여 카테콜아민 및 글루코코르티코

이드 호르몬의 분리를 촉진하여 혈장 내 GLU 수치

가 증가한 것으로, 스트레스 호르몬 분비를 자극하

여 고혈당을 유발하고, 이를 통하여 어류가 높은 

에너지 수요를 충족시키려 한 반응으로 보고하였

다(Xu et al., 2021). 본 연구에서 넙치의 혈장 내 

GLU 수치가 증가한 것은 toltrazuril 투여에 의한 
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스트레스 반응으로 해석할 수 있다.
어류에서 BUN은 암모니아 다음으로 중요한 질

소 배설물로, 종종 신장 기능 장애의 지표로 활용

되며, 혈장 내 BUN 농도의 증가는 신장 손상에 

의해 발생할 수 있다(Bernet et al., 2001; Burtis and 
Bruns, 2014). 또한 CRE는 크레아틴 인산을 이용하

여 ADP가 인산화되면서 생성되는 노폐물로, 혈장 

내 CRE 농도의 증가는 신장 기능 장애를 반영할 

수 있다(Burtis and Bruns, 2014). Zhang et al. (2007)
은 남세균에 의해 생성되는 독소인 마이크로시스

틴(microcystin)을 붕어(Carassius carassius)에게 각

각 50 및 200 μg/kg의 용량으로 복강내 투여하였으

며, 그 결과 두 용량 군 모두에서 혈장 내 BUN과 

CRE 수치가 유의미하게 증가한 것으로 나타났다. 
이러한 결과는 붕어의 신장 기능 장애를 나타내는 

지표로 해석될 수 있다. 유사하게, 본 연구에서 넙

치에 toltrazuril을 주사 투여한 결과 혈장 내 BUN 
및 CRE 수치의 증가를 확인할 수 있었는데, 이는 

신장 기능 장애를 시사하는 결과로 판단된다.
혈중 TP는 어류에 있어 부정적인 영향의 바이오

마커로 사용되며, 어류 건강 상태를 평가하는 중요

한 수단으로 사용된다(Kovyrshina and Rudneva, 
2012). 혈액에는 다양한 대사 산물과 외인성 화학 

물질을 운반하고 감염으로부터 어류를 보호하며 

다른 신체 기능에 도움을 주는 다양한 유형의 단백

질이 포함되어 있다. 혈중 TP의 대부분을 구성하는 
알부민은 간 건강 상태를 평가하는 데 사용되는 혈

액의 구성 요소이다(Sunmonu and Oloyede, 2007). 
이전 잉어(Cirrhinus mrigala)를 살충제로 사용되는 

다이아지논(diazinon) 두 가지 농도(0.815 및 1.63 
mg/L)에 노출시킨 결과 TP 및 ALB 수치가 유의하

게 증가한 것을 확인하였고, 이러한 변화를 디아지

논에 의하여 잉어의 생리적 변화가 유발되었으며, 
최종적으로는 생존에 잠재적인 영향을 미칠 수 있

다고 보고하였다(Haider and Rauf, 2014). 또한 나일

틸라피아(Oreochromis niloticus)를 1.95 및 3.9 ppm 
농도의 은나노입자(silver nanoparticle)에 노출시킨 

경우 혈장 내 ALB 및 TP의 수치가 감소하였다

(Ibrahim, 2020). 이러한 결과는 은나노입자 중독으

로 인한 높은 에너지 수요로 인하여 대체 에너지원

으로 사용되기 때문이라고 보고하였으며, 추가적

으로 단백질 합성에 있어 장애를 유발한 것으로 

판단하였다. 본 연구에서 넙치에 toltrazuril을 투여

한 후 ALB 및 TP의 수치가 감소하고 신뢰도 높은 

간손상 지표인 GPT 감소를 종합적으로 검토한 결

과 toltrazuril이 넙치 내에서 간독성을 유발하였다

고 판단하였다. 용량설정 시험을 진행하기 위해서 

통계적 혹은 생물학적으로 유의적인 변화를 평가

하기 위한 방법이 필요하다. 이러한 방법에는 qRT- 
PCR을 이용한 mRNA 정량, 효소 활성 측정 및 

western blot 등이 알려져 있다. 특히 2012년 미국 

FDA 가이던스에서는 CYP 효소 유도평가방법에 

대해 mRNA를 이용한 northern blot과 RT-PCR을 

추천하는 수정안을 제시하였으며, 어류 면역 독성

시험 평가 방법 중에서 RT-PCR을 이용한 mRNA 
정량법이 우위적으로 사용되고 있다(Rehberger et 
al., 2017; Bailey et al., 2019). 이러한 근거로 하여 

본 연구에서는 RT-PCR을 이용한 mRNA 정량법을 

선택하여 실험을 진행하였다. 넙치에 toltrazuril을 

투여한 결과 후 ALB 및 TP 수치의 감소, 신뢰도 

높은 간 손상 지표인 ALT 감소, 약물대사 유전자 

발현 등을 종합적으로 검토하여 toltrazuril이 넙치 

내에서 간독성을 유발하였다고 판단하였다. Gesek 
et al. (2015)은 메추라기(Coturnix japonica)에서 tol-
trazuril이 간과 신장에 독성 병리학적 변화를 유발

했다고 보고하였다. 또한 31.4g의 파쿠(Piaractus 
mesopotamicus)를 실험동물로 사용하여 5일 동안 

3.0 mg/L 농도의 toltrazuril에 침지시켰을 때 간 조

직 내의 모세혈관 울혈 및 간세포 비대가 관찰되기

도 하였다(Carraschi et al., 2017). 
본 연구의 결과 넙치에서 toltrazuril의 LD50 값은 

108.904 mg/kg으로 나타났고, 이를 바탕으로, 용량

설정 시험을 통하여 넙치 체내에서 어떠한 독성 영

향도 나타내지 않는 최대값인 NOAEL을 80 mg/kg
으로 판단하였다. 이는 toltrazuril이 넙치에서 80 
mg/kg 이하의 농도에서 독성 반응을 일으키지 않

음을 의미하며, 안전한 사용 범위에 대한 중요한 

기준을 제공하는 결과이다. 또한 본 실험에서는 넙

치를 대상으로 3일간 반복투여를 진행하였기에, 
단회 투여에 따른 독성 반응에 대한 추가적인 연구

가 필요하다. 단회 투여에 의한 독성 효과와 반복 

투여가 초래할 수 있는 장기적인 독성 반응은 다를 
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수 있기 때문에 단회 투여의 독성 평가도 필요하

다. 반복투여와 단회 투여 간의 차이를 비교하는 

연구를 통해 toltrazuril의 독성 메커니즘에 대한 보

다 명확한 이해를 제공할 수 있을 것이다. 이후 추

가적인 연구에서는 toltrazuril의 독성 메커니즘을 

보다 구체적으로 규명하기 위하여 세포 생리학적 

반응, 생화학적 반응 및 조직 손상 정도 등을 평가

하는 실험이 필요하다. 특히 toltrazuril의 생리적 및 

생화학적 경로를 확인하여, 넙치뿐 아니라 다른 수

생 생물에 미칠 수 있는 영향을 평가해야 한다. 이
와 같은 후속 연구들은 toltrazuril의 안전성 및 생태

학적 위험을 평가하는데 중요한 기초 자료가 될 

것이다.

요   약

본 연구에서는 넙치(Paralichthys olivaceus, aver-
age weight 107.75 ± 8.48 g; average length 21.01 ± 
1.13 cm)를 대상으로 toltrazuril의 급성독성시험을 

실시하였고, 5, 10, 20, 50, 100 및 200 mg/kg으로 

용량을 설정하여 1회 주사투여하였다. 실험을 진

행하는 도중 50 mg/kg 이상의 용량에서 폐사하는 

개체가 발생하였으며, 50 mg/kg에서는 2마리, 100 
mg/kg에서는 7마리, 200 mg/kg에서는 10마리가 모

두 폐사하였고, LD50 값은 108.904 mg/kg이었다. 이
후 급성독성시험의 결과를 참고로 한 용량설정시

험은 하루에 1회, 3일 동안 연속으로 toltrazuril을 

근육 내 주사투여하였으며, 다음과 같은 용량으로 

실시하였다; [1] 20, 40, 60, 80 mg/kg (저용량 시험

군), [2] 100, 120, 150 mg/kg (고용량 시험군). 이후 

유전자 발현 분석 및 혈액생화학적 분석의 결과를 

통하여 무독성량(No observed adverse effect level, 
NOAEL)을 80 mg/kg으로 결정하였다. 결론적으로 

toltrazuril은 넙치의 체내에서 높은 독성을 나타내

며, 추가적인 연구를 통해 toltrazuril의 독성 메커니

즘을 보다 구체적으로 평가할 필요가 있다. 또한 

본 연구는 toltrazuril의 안전성 및 생태학적 위험을 

평가하는데 중요한 기초 자료가 될 것이다.
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