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acetamide 근육 주사에 따른 넙치의 자연살해세포

(Natural killer cell) 활성 검사
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This study assessed the impact of the toltrazuril derivative N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) 
acetamide on natural cytotoxic cell (NCC) activity of olive flounder, Paralichthys olivaceus spleen. 
Five groups of fifteen olive flounder, comprising non-treatment and vehicle control groups, were ran-
domly assigned. N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide was injected intramuscularly at 
doses of 120, 150 and 200 mg/kg body weight; a total of ten injections were given over the course 
of 30 days. The NK activity of flounder splenic cells was evaluated against YAC-1, mouse lymphoma 
cells or HINAE cells with a choice of co-cultivation times of 4 or 18 hrs. In case of YAC-1 co-culture 
we observed a significant increase in cytotoxicity at a dose of 200 mg/kg, up to 3.06 times more 
than that of the control group. Only the trial with the 4 hrs co-culture produced a significant difference 
in the HINAE cell experiment; the experimental group at the 200 mg/kg dose exhibited the maximum 
cytotoxicity, demonstrating 2.3 times more cytotoxicity than the control group. Furthermore, the ex-
pression level of IL-12b was markedly induced in the group with 200 mg/kg, which was 6.62 times 
greater than that of the control group. In terms of the altered NK cell activity, the repeated high 
doses of N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide can cause changes in the normal perform-
ance of immune function. 
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서   론

넙치(Paralichthys olivaceus)는 중국, 일본 및 한

국과 같은 국가에 널리 서식하며, 높은 경제적 가

치와 빠른 성장으로 인하여 동아시아 국가의 양식 

산업에서 가장 인기 있고, 상업적으로 중요한 어종

이다(Alam et al., 2000; Kang et al., 2008; Li et al., 
2019). 국내에서는 1990년대부터 본격적인 넙치의 

양식 산업이 활성화되어 왔으며, 국내 넙치의 연간 

양식 생산량은 1990년에 1,037 ton에서 2023년 약 

40,000 ton으로 가파르게 증가하였다(KOSIS, 2023). 
넙치 수요의 증가로 넙치 양식업이 빠르게 활성화

되면서, 이전보다 더욱 높은 밀도의 양식장 환경이 

조성되어 다양한 병원체의 발생이 증가하였으며, 
이는 질병 발생의 결과로 이어졌다(Kim and Seung, 
2020; Persson et al., 2022; Oh and Lee, 2024; Singh 
et al., 2024). 결과적으로 국내 양식 넙치는 질병으

로 인한 폐사가 발생하며, 그 수치는 매년 총 양식 

넙치 생산량의 25~30 %를 차지한다(Cho and Baik, 
2023).    

현재까지 쿠도아속(Genus Kudoa) 점액포자충은 

95종이 보고되었고, 어류의 골격근, 뇌를 포함하여 

거의 모든 조직에 기생한다(Sandeep et al., 1986; 
Mansour et al., 2013; Eiras et al., 2014). 이러한 점액

포자충은 'jelly fish’, ‘근육 용해’ 상태로 알려진 숙

주의 근육 점액화를 일으키고, 막대한 경제적 손실

을 초래한다(Giulietti et al., 2022). 점액포자충 중에

서도 Kudoa septempunctata에 의해 감염된 국내 양

식 넙치가 일본으로 수출된 후 일본에서 식중독을 

일으키는 원인으로 확인되었으며, 인체에 직접적

인 병원성을 나타내는 것으로 보고되었다(Matsu-
kane et al., 2010; Kawai et al., 2012).

톨트라주릴은 쥐, 닭, 토끼 등과 같은 대부분의 

동물에서 효과적인 콕시디움증 치료제로 사용되

어 왔으며, 현재도 가축들의 콕시디움증의 치료 및 

예방에 널리 사용되고 있다(Haberkorn et al., 1983; 
Balicka-Ramisz, 1999; Maes et al., 2007; Mundt et 
al., 2007). 톨트라주릴은 점액포자충이 세포 내에 

기생하는 생활사 단계에 작용하여 치료 효과를 보

이며, 이 화학물질은 K. septempunctata를 포함한 

다양한 점액포자충에 효과를 보이는 것으로 보고

되고 있다(Mehlhorn et al., 1984; Haberkorn, 1987; 
Mehlhorn et al., 1988; Athanassopoulou et al., 2004). 
체내에 흡수된 톨트라주릴은 빠른 속도로 중간 대

사산물인 톨트라주릴 설폭사이드(toltrazuril sulf-
oxide)로 산화된 후, 톨트라주릴 설폰(toltrazuril 
sulfone)으로 전환된다(Furr and Kennedy, 2000). 포
나주릴(ponazuril)이라고도 불리는 이 톨트라주릴 

설폰은 기생충에서 미토콘드리아의 확장 및 소포

체의 증가를 유도한다(Mehlhorn et al., 1984).
가축에서 효율적인 콕시디움증 치료제인 톨트라

주릴은 큰가시고기(Gasterosteus aculeatus)와 같은 

어류에서도 기생충 치료제로써 효과적인 것으로 

보고되고 있다(Schmahl and Mehlhorn, 1989). 하지

만 귀족 도미(Sparus aurata)를 대상으로 톨트라주

릴을 경구 투여한 경우 간 조직의 괴사, 세뇨관 상피 
세포 퇴화 및 사구체 확장 등의 조직병리학적 변화

가 관찰되었고, 톨트라주릴이 기생충뿐 아니라 숙

주인 어류에도 강한 독성을 나타내었다(Athanas-
sopoulou et al., 2004). 이전 연구에서는 수생 생물

인 넙치를 대상으로 하여 톨트라주릴의 독성을 감

소시키고 점액포자충 치료제로 사용할 수 있는 효

과적인 신규 합성 유도체를 개발하는 것이 필요하

다고 판단하였고, 톨트라주릴 합성 유도체인 N-(4- 
(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide를 합

성하게 되었다(Korea. Patent No. 10-2234530, 2021). 
이후 이 신규 화합물을 K. septempunctata에 처리하

여 점액포자충 치료제로써의 효과를 검토하였고, 
그 결과 포자의 생존율은 대조군과 비교하였을 때 

31.2~46.9%의 수치를 보여 점액포자충 치료제로

서의 가능성을 보여주었다(Korea. Patent No. 10-22 
34530, 2021). 

종양 세포 및 바이러스에 감염된 세포를 죽일 

수 있는 자연살해세포(Natural killer cell; NK cell)
는 포유류 및 어류 세포주에 대하여 그 활성이 보

고되었다(Meazza et al., 2011; Wang et al., 2015; 
Fang et al., 2017). NK cell은 항원 비특이적 반응을 

일으켜 면역 체계의 중요한 역할을 하며, 질병으로

부터 보호하기 위하여 직･간접적으로 여러 방어 

메커니즘을 유도한다(Wendel et al., 2021). 일반적

으로 NK cell은 major histocompatibility complex 
(MHC) 분자와 상관없이 표적 세포에 독성을 나타
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낼 수 있는 과립 림프구로 알려져 있다(Thielens et 
al., 2012; Uzhachenko and Shanker, 2019). 또한 NK 
cell은 종양 괴사 인자(tumor necrosis factor; TNF) 
및 first apoptosis signal (FAS) pathway 등을 통하여 

CD56 및 CD16 단백질의 발현을 유도함으로써 표

적 세포를 제거한다(Cretney et al., 2002; Screpanti 
et al., 2005; Grudzien and Rapak, 2018). 이러한 작용 

외에도 NK cell은 수지상 세포 및 T cell과 상호작

용하여 면역반응을 나타내기도 한다(Moretta, 2002; 
Brandstadter and Yang, 2011; Waggoner et al., 2012; 
Jost and Altfeld, 2013; Cerwenka and Lanier, 2016). 
뿐만 아니라 다양한 면역계 반응을 조절하는 인터

페론 감마(interferon γ; IFN - γ)를 분비한다(Schroder 
et al., 2004). IFN - γ는 NK cell에 의해 분비되는 사

이토카인으로, 분비된 이후 IFN - γ는 다시 NK cell
의 활성화 및 세포 독성을 촉진시키는 역할을 하며 

feedback loop를 형성한다(Lehmann et al., 2001; 
Konjević et al., 2019; Lin et al., 2021).

수산용 동물용의약품등의 독성시험지침에는 수

산용 동물용의약품 등의 제조 및 품목허가신청 등

의 목적으로 실시되는 안전성 평가를 위한 독성 

시험에 대하여 표준적인 실시방법이 제시되어 있

다. 수산용 동물용의약품 등의 아급성 혹은 만성독

성시험 결과 면역반응 이상이 의심되거나 수산용 

동물용의약품이 생체 내에서 항원으로 작용할 수 

있는 경우 면역계에 미치는 영향을 검사해야 하며, 
이 중 하나가 면역독성시험이다(수산용 동물용의

약품등 독성시험지침, 2021). 이전 마우스를 대상

으로 새롭게 개발된 톨트라주릴 합성유도체 N-(4- 
(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide의 독

성시험을 실시한 결과 독성을 나타내는 것으로 보

고되었다(unpublished data). 본 연구는 N-(4-(4- 
Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide의 넙치

에 대한 독성을 평가하고, 안전성의 근거를 마련하

기 위한 목적으로 진행되었다. 톨트라주릴 합성유

도체에 대한 넙치의 면역독성시험의 9번째 항목인 

면역독성검사 중 비특이적 세포매개성 면역시험

을 진행하기 위해 30일간 넙치에 10회의 주사 투여

한 후 NK cell의 활성도 검사를 실시하였다. 또한 

수산용 동물용 의약품 독성시험 지침서에 의하면 

표적세포를 chromium-51 (51Cr)로 표지 후 세포 용

해 시 방출되는 방사선량을 측정하여 NK cell의 

활성을 검사하는 51Cr - release assay를 실시한다고 

명시되어 있지만, 현재는 방사선 동위원소를 이용

한 실험방법은 여러 제약이 따른다(수산용 동물용

의약품등 독성시험지침, 2021). 이를 대체할 수 있

는 방법으로 세포질 내에서 세포가 죽거나 세포막

이 손상된 경우 세포 밖으로 유출되는 젖산탈수소

효소(lactate dehydrogenase; LDH)를 측정하는 방법

을 선택하였다. LDH - release assay는 민감도가 높

은 실험방법이기에 충분히 51Cr - release assay를 

대체할 수 있는 방법으로 통용되고 있으며, 어류를 

대상으로 하는 세포독성 연구에서도 사용되는 실

험방법이다(Broussas et al., 2013; Figueiredo et al., 
2021; Małaczewska et al., 2021). 

본 연구는 N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphe- 
nyl) acetamide을 반복투여한 넙치의 비장으로부터 

분리한 세포와 쥐의 임파종 cell인 YAC-1 cell 혹은 

넙치 HINAE cell과 공배양하여, 서로 다른 유래의 

표적세포에 대한 NK cell의 독성 및 차이를 분석하

였고, 수생동물의 면역독성시험 분석방법을 제안

하고자 하였다.

재료 및 방법

실험동물

충청남도 태안군의 개인 양식장에서 구매한 넙

치(78.53 ± 4.6 g, 21.63 ± 0.5 cm)는 강릉원주대학교 

해양과학교육원으로 옮겨져 유수식 수조(7.5 ton)
에 약 2주간 적응시켰다. 적응이 끝난 넙치는 총 

20개의 수조(40 L)에 각각 7마리씩 옮겨졌으며 실

험에는 총 140마리의 넙치가 사용되었다. 실험이 

진행되는 동안 수온은 20.6 ± 1.2℃, 용존 산소는 

8.1 ± 0.3 mg/L였고 사료는 시판되는 넙치용 사료

(Suhyup, Korea)를 하루에 1번 어체중의 1%로 공급

하였다. 본 실험은 강릉원주대학교 동물실험윤리

위원회(Institutional Animal Care and Use Commit-
tee)의 승인 하에 실시하였다(Approval No. GWNU- 
2023-10).

시험용량 설정 및 처치

실험에 사용한 N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methyl-
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phenyl) acetamide 투여 용량은 N-(4-(4-Fluorophen-
oxy)-3-methylphenyl) acetamide의 급성독성시험(un-
published data; 넙치를 대상으로 N-(4-(4-Fluorophe-
noxy)-3- methylphenyl) acetamide를 근육주사한 결

과, lethal dose LD10 = 112.565 mg/kg, LD50 = 216.114 
mg/kg) 및 Park et al. (2023)의 실험방법을 근거하

여, FDA 가이드라인에 준하여 임상 반응의 시작 

용량인 LD10 값에 준한 5개의 대조군 및 실험군을 

설정하였다[무처치군, 용매 대조군, 투여 실험군

(120, 150, 200 mg/kg)]. N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3- 
methylphenyl) acetamide는 dimethyl sulfoxide (DMSO) 
(Sigma-Aldrich, USA)에 녹여 사용하였으며, 용매 

대조군은 실험군과 동량의 DMSO를 주사투여하

였다. 용매 대조군 및 실험군은 각각 DMSO 및 

N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide 100 
μl를 1 ml 주사기(Kovax, Korea)로 복강 주변 근육 

2곳에 나누어 근육주사 투여하였다. 주사 투여 시 

어류가 받을 수 있는 스트레스를 최소화하기 위하

여 100 μl/L 농도의 2-phenoxyethanol (JUNSEI, 
Japan)을 이용하여 마취시킨 후 진행하였다.

N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide 
투여 후 넙치의 NK cell 활성에 미치는 영향을 평

가하기 위하여 40 L 수조 20개에 무작위로 7마리

씩 나누어 실험을 진행하였고, 3일에 1회, 30일 동

안 총 10회의 주사를 투여하였다. 투여 종료 24시
간 후 넙치는 100 μl/L 농도의 2-phenoxyethanol을 

이용하여 마취시켰고 무균적으로 비장을 적출하

였다. 적출한 비장은 Roswell Park Memorial Insti-
tute 1640 (RPMI 1640) (Gibco, USA), 0.1% Fetal 
Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA), 0.1% antibiotic- 
antimycotic (Gibco, USA)를 혼합한 배지에 넣어 분

석 전까지 4℃에 보관하였다.
Real-time PCR 분석을 위하여 비장을 적출한 동

일 개체로부터 두신 조직을 적출하였고, 분석 전까

지 -80℃에서 보관하였다.

표적 세포 배양

1) 표적세포

본 연구에서 표적세포로 YAC-1 cell 및 HINAE 
cell 2가지를 사용하였고, 각 cell은 한국세포주은

행(Korea Cell line Bank, Korea)과 국립수산과학원

에서 분양받았다. 

2) 배지 

YAC-1 cell은 액체질소 탱크에 보관 후 실험을 

진행하기 5일 전에 배양을 시작하였다. 배지는 

RPMI 1640에 1% FBS와 0.1% Penicillin-Streptomy-
cin (Gibco, USA)를 혼합하여 사용하였으며 CO2 배
양기(Panasonic Healthcare Co., Japan)에서 5%의 

CO2를 공급하여 37℃에 배양하였다. 배양된 YAC- 
1 cell은 멸균된 phosphate buffer saline (PBS) (Gibco, 
USA)로 세척한 후 계대 배양을 진행하였다. HINAE 
cell은 Leibovitz’s L-15 (Gibco, USA)와 10% FBS 
그리고 1% antibiotic-antimycotic (Gibco)를 혼합한 

배지를 사용하여 저온 배양기(Sanyo, Osaka, Japan)
에서 20℃에 배양하였다. 배양된 세포들은 Myco 
Alert Mycoplasma Detection kit (Takara, Japan)를 사

용하여 cell의 오염 여부를 확인하였다.

비장세포의 분리 및 배양

N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide 
주사 투여 종료 후 24시간 되는 시점에서 구간당 

무작위로 3마리를 선별하여 비장을 적출하였다. 
비장은 Cell Strainer 40 μm (SPL, Korea)을 이용하

여 균질화하였다. 이어서 적혈구를 제거하기 위해 

1 × RBC Lysis buffer (Invitrogen, USA)를 첨가하여 

상온에 5분 동안 반응한 후 멸균된 PBS로 세척하

였다. 비장 세포는 phenol red-free RPMI 1640에 0.1 
% FBS와 0.1% antibiotic-antimycotic이 포함된 배지

에 현탁하고 0.4% Trypan blue solution (Gibco, 
USA)로 세포의 생존 정도를 확인한 후 2×106 cell/ 
ml로 희석되었다. 희석된 비장 세포들은 96 well 
cell culture plate (SPL, Korea)에 100 μl씩 분주한 

후 1시간 동안 CO2 배양기(Panasonic)에서 5%의 

CO2를 공급하며 22 ℃에 배양되었다. HINAE cell
과 배양할 비장 세포는 상기와 동일 조건에서 균질

화되어 Leibovitz’s L-15에 2% FBS와 1% antibiotic- 
antimycotic를 혼합한 배지에 희석하고 저온 배양기

(Sanyo, Japan)에 20℃에서 1시간 동안 배양되었다.

넙치의 NK cell 세포독성

NK cell의 세포독성 여부를 확인하기 위하여 NK 
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cell이 암세포의 일종인 YAC-1 cell을 공격하여 파

괴된 YAC-1 cell로부터 유리된 LDH를 측정하는 

방법(modified lactate dehydrogenase [LDH] release 
assay)를 이용하였다. 표적세포로 사용할 YAC-1 
cell과 HINAE cell은 세포 수가 4×104 cell/ml 되도

록 조정하고 준비한 비장세포와 같이 배양하였다. 
최종적으로 effector-to-target 세포 비율이 50:1이 

되도록 하였다. 배양 시간과 배양 온도는 수산용 

동물용의약품 독성시험 방법 및 문헌(Sandra et al.,  
2000; Heichler and Wolf, 2022)를 근거하여 각각 4
시간 및 18시간, 20~22℃에서 진행하였다. 비장세

포와 YAC- 1 cell 공배양은 22℃, 5%의 CO2가 포함

된 CO2 배양기(Thermo Scientific, USA)에, HINAE 
cell을 사용한 공배양은 저온 배양기에서 20℃에서 

배양하였다. 배양이 완료된 후 LDH release assay는 

Cyto Tox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay 
(Promega, USA)를 사용하여 진행하였으며 Epoch 
Microplate Spectrophotometer (BioTek, USA)사용하

여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광

도는 다음과 같은 공식을 사용하여 세포독성의 백

분율로 나타내었다.

Real-time PCR analysis

본 연구에서는 N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methyl-
phenyl) acetamide를 투여한 후 넙치의 두신 조직에

서 NK cell 활성을 증가시키는 사이토카인, Inter-
leukin-12b (IL-12b) 발현을 평가하기 위하여 real - 
time PCR을 실시하였다. 넙치의 두신에서 total 
RNA을 추출하기 위해 RNAiso Plus (Takara, Japan)
을 사용하였고, Nanodrop ND-2000 (Thermo Scien-
tific, USA)으로 total RNA를 정량하여, 모든 샘플의 

2 μg total RNA로부터 PrimeScriptTM RT reagent Kit 
with gDNA Eraser (Takara, Japan)을 사용하여 cDNA
로 역전사하였다. 

Real-time PCR은 TB Green qPCR Premix (Takara, 
Japan)과 Thermal Cycler Dice real-time System II 
(Takara, Japan)를 사용하여 두신에서의 유전자 발

현량을 확인하였고, 다음과 같은 프라이머를 사용

하였다: IL-12b FW, 5'-CCATTTCACAGACGTTTG 
CC-3'; IL-12b RV, 5'-GTCAAATGTTTGGATCCT 
CG-3'; EF1α FW, 5'-CGTGAGCGTGGTATCACCAT- 
3'; EF1α RV, 5'-AGCCGATCTTCTTGATGTAG-3’. 
Real-time PCR 조건은 초기 변성으로 95℃ 30초간 

1cycle, 95℃ 5초, 60℃ 30초로 40 cycles로 진행하

였다. 각 유전자의 Ct 값은 Livak and Schmittgen 
(2001)이 사용한 2-△△Ct 방법으로 분석하였다. 이
때 reference gene은 elongation factor 1α (EF1α)를 

사용하였다.

통계분석

본 연구에서 통계분석은 SPSS 25.0 software (SPSS 
Inc., USA)를 사용하여 분석하였다. 모든 실험의 

데이터는 mean ± standard error로 나타내었고, 대조

군 및 실험군 사이의 유의미한 차이는 사후 분석을 

위한 one-way ANOVA test 및 Tukey's HSD을 사용

하여 결정하였다(p<0.05).

결과 및 고찰

공배양 4시간 후 표적세포인 YAC-1 cell에서 유

리된 LDH로 분석한 비장 세포의 NK cell 세포독성 

능력은 무처치군에서 11.1%, 용매대조군에서 27.8 
%, 120 mg/kg 실험구에서는 14.6%, 150 mg/kg에서 

6.3%의 세포독성을 보였다(Fig. 1-A). 그리고 가장 

높은 용량 실험군인 200 mg/kg 용량 실험군에서는 

29.9%로 무처치군과 비교하였을 때 약 2.7배 높은 

세포 독성을 나타내었다. 비장세포와 YAC-1 cell
을 18시간 동안 공배양한 경우 4시간 배양 결과와 

유사한 경향을 나타내었다. 가장 높은 용량인 200 
mg/kg 실험군에서 75.4%로 무처치군과 비교하여 

3.06배 높은 세포독성을 나타내었다(Fig. 1-B). HINAE 
cell을 target cell로 사용하여 4시간 동안 공배양 후 

무처치군은 27.1%, 용매대조군과 2개의 실험군은 

37.5% 및 39.6% 수치를 나타내었으며 200 mg/kg 
실험군에서는 62.5%으로 무처치군과 비교하여 

2.3배 높은 세포독성을 보였다(Fig. 1-C). HINAE 
cell을 사용하여 18시간 공배양한 경우는 모든 대

조군 및 실험군에서 유의적인 차이를 보이지 않았

다(Fig. 1-D).
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본 연구에서는 마지막 주사 투여 후 24시간 시점

에서 N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acet-
amide의 LD50 유사 값인 200 mg/kg 용량 실험군이 

배양 시간과 관계 없이 가장 높은 세포 독성을 나

타내었다. 틸라피아(Orechromis niloticus)에 레바

미졸이 첨가된 사료(50, 100, 300 mg/kg)를 12일간 

급이하고, 그 이후에는 일반 사료를 급이한 결과 

100 및 300 mg/kg 투여군에서 쥐의 임파종 세포인 

L-1210에 대한 NK cell의 활성이 12일간의 급이 

종료 후 즉시 증가하였고, 이는 8주차까지도 유지

되었다(Park et al., 2012). 잉어(Cyprinus carpio)에 

중금속인 MnCl2를 40, 80, 120 μg/g의 용량으로 복

강 내 단회 투여하였을 때, 80 및 120 μg/g 투여군에

서 YAC-1 cell에 대한 NK cell의 활성이 유의하게 

증가하였다(Ghanmi et al., 1990). 귀족 도미(S. aur-
ata)를 대상으로 하여 108 TCID50/ml의 viral hemor-
rhagic septicemia virus (VHSV)를 복강 내 주입한 

후 NK cell의 활성을 평가하였고, 그 결과 대조군

과 비교하여 바이러스가 주입된 48시간이 경과된 

시점에서 쥐의 임파종 세포인 L-1210에 대한 높은 

NK cell 활성이 보고되었다(Esteban et al., 2008). 
마우스를 대상으로 카드뮴에 대한 NK cell의 활성

을 평가하기 위하여 식수에 카드뮴을 10 ppm 농도

로 희석하여 3개월간 섭취시켰고, 표적세포로는 

Fig. 1. The percentage of splenic NK cells with cytotoxic activity in flounder showed that the values are dependent 
on the N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide injection dose. Olive flounder was treated with N-(4-(4- 
Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide or DMSO once every three days for 30 days. Spleens were isolated after 
24 h from the last injection and cocultured with YAC-1 or HINAE target cells to assess NK cell cytotoxicity using 
LDH release assay. A bar graph was used to demonstrate the differences in cytotoxicity level when splenic NK 
cells were cocultured with YAC-1 or HINAE target cells in a ratio of 50:1. Data represent mean ± standard error 
(n = 3); means with the same or different letter are not significantly (p > 0.05) or are significantly (p < 0.05) different, 
respectively.
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YAC-1 cell, 쥐의 폐암종 세포인 3LL cell, 쥐의 흑

색종 세포인 B16-F10 cell, 쥐의 대장암 세포인 

CT26 cell을 사용하였다. 결과 카드뮴을 섭취한 실

험군에서 YAC-1 cell을 포함하여 실험에 사용된 

모든 표적 세포에 대한 NK cell의 활성이 유의하게 

증가하는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 카드뮴

이 JAK3/STAT5 신호 전달을 증가시켜 NK cell 활
성을 자극했다고 보고하였다(Zhang et al., 2023). 

NK cell은 면역 방어기전에 중요한 부분을 차지

하며 특별한 항원에 의한 면역기전에 관여하는 T
림프구와 B 림프구와 달리 병원체에 감염된 세포

들을 자발적으로 공격하는 세포독성을 나타내 표

적세포를 살해하여 개체를 보호하는 역할을 한다. 
포유류 NK cell은 급성 스트레스에 의하여 그 활성

이 증가하고, 만성 스트레스에 의해서는 그 활성이 

반대로 감소한다(Kiecolt-Glaser et al., 1992; White-
side and Friberg, 1998; Sato et al., 2002). 본 연구와 

이전 연구 결과에서는 어류에서 급성 및 만성 스트

레스에 대해 NK cell의 활성이 증가하는 것을 확인

할 수 있었다(Ghanmi et al., 1990; Esteban et al., 
2008; Park et al., 2012). 톨트라주릴 합성유도체인 

N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide
의 투여로 인해서 어류 NK cell을 포함한 초기 선

천성 면역체계가 이에 반응하였다는 것을 보여주

는 것으로 판단된다. 
IL-12는 α 사슬과 β사슬로 구성되어 있는 이종

이량체(heterodimer) 사이토카인으로, 주로 항원제

시세포(antigen presenting cell)에 의해 생성된다

(Wang et al., 2014). IL-12b는 일반적으로 T 세포와 

NK cell을 자극하여 IFN-γ를 생산하는 단백질로 알

려져 있어, NK cell활성을 뒷받침하는 지표 중 하

나로 사용된다(Kim et al., 2013; Parihar et al., 2002; 
Norouzinia et al., 2018; Shemesh et al., 2022). 또한 

IL-12는 어류 선천 면역계의 중요한 구성요소이며, 
면역 반응의 많은 부분을 조절하는 중요한 역할을 

한다(Vignali and Kuchroo, 2012). 
본 연구에서 넙치 두신 조직 내의 IL-12b 유전자 

발현량을 비교·분석하였다. 150 mg/kg 및 200 mg/ 
kg 실험군에서 대조군 및 실험군과 비교하여 유의

적인 증가를 나타내었으며 (Fig. 2). 특히, 200 mg/ 
kg 실험군의 경우 대조군과 비교하였을 때 6.62배 

높은 발현량을 나타내었다. 귀족 도미(S. aurata)를 

대상으로 하여 장내에 인위적으로 기생충(Enter-
omyxum leei)을 감염시킨 경우 IL-12b mRNA의 발

현량이 대조군과 비교하여 유의하게 증가하는 것

을 확인하였고, IL-12b의 상향 조절은 비특이적 세

포 독성 세포(NK cell)의 활성화를 통하여 외부 항

원에 대한 초기 세포 반응을 나타낸 것이라고 보고

하였다(Pérez-Cordón et al., 2014). 또한 Vibrio har-
veyi에 감염시킨 점농어(Lateolabrax maculatus)의 

두신에서 IL-12b의 발현량이 증가하였고, 이는 IL- 
12b에 의하여 박테리아 감염에 대한 보호 작용이 

일어난 것이라고 보고하였다(Chen et al., 2018). 본 

실험의 real-time PCR 결과는 이전 연구 보고와 일

치하며, 넙치 내에서 N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-meth-
ylphenyl) acetamide에 대한 면역반응으로 IL-12b에 

의하여 NK cell의 활성화가 유도된 것이라고 판단

하였다.
수산용 동물용의약품 등의 제조 및 품목허가신

청 등의 목적으로 실시되는 안전성 평가에서 아급

성 혹은 만성독성시험 결과 면역반응 이상이 의심

되거나 생체 내에서 항원으로 작용할 수 있는 경우 

면역계에 미치는 영향을 검토해야한다고 게재되

Fig. 2. Real-time PCR analysis of cytokine (IL-12b) mRNA 
expression in the head kidney of control and N-(4-(4- 
Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide-treated (120, 
150, 200 mg/kg) olive flounder (Paralichthys oliva-
ceus). Gene expression levels are presented relative to 
EF1α mRNA expression. Data represent mean ± stand-
ard error (n = 3); means with the same or different letter 
are not significantly (p > 0.05) or are significantly (p < 
0.05) different, respectively.
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어 있다(수산용 동물용의약품등 독성시험지침, 
2021). 본 연구에서는 톨트라주릴 합성유도체인 

N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide
에 대한 넙치의 면역독성시험 중 비특이적 세포매

개성 면역시험을 진행하기 위해 주사 투여한 후 

NK cell의 활성도 검사를 실시하였다. 실험을 진행

하는 기간 동안 무처치군, 용매대조군 및 모든 실

험구간에서 폐사하는 개체는 발생하지 않았다. 실
험에 사용한 YAC-1 cell 및 HINAE cell 모두 고용

량의 N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acet-
amide에 의하여 NK cell의 활성이 증가하는 것을 

확인하였다. 추가적으로 넙치의 두신 조직 내에서 

T 세포와 NK cell을 자극해 IFN-γ를 생성하는 단백

질로, NK cell 활성의 biomarker 중 하나인 IL-12b 
도 고용량인 200 mg/kg 실험군에서 높은 발현량을 

보였다. NK cell는 선천면역을 담당하는 주요세포

로서 표적세포(종양세포)를 인지하여 결합을 유도

하고 독성과립들을 표적세포에 전달하여 종양세포

의 세포 사멸을 유도하거나 다른 면역세포의 활성

화에 기여한다(Biron et al., 1999). 또한, NK cell의 

활성은 생체이물(xenobiotics)뿐 아니라 스트레스, 
신경 전달 물질 등에 영향을 받아 체내 면역 반응을 
조절하게 된다(Cederbrant et al., 2003; Capellino et 
al., 2020). 결론적으로 LD50 값인 200 mg/kg 용량의 

N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide
의 연속적인 투여로 인하여 넙치의 NK cell이 활성

화되어 종양세포인 YAC-cell 혹은 HINAE cell을 

사멸시킨 것으로 판단되었다.
본 연구에서는 수산용 동물용의약품 등의 독성

시험 지침에 면역독성시험, 비특이적 면역반응시

험을 수행할 결과 넙치의 비장 세포를 YAC-1 cell
과 18시간 공배양한 실험과 HINAE cell과 4시간 

공배양 한 실험에서 동일한 결과를 얻을 수 있었

다. 수산용 동물용의약품에 대한 면역독성시험을 

시행할 경우는 NK cell의 활성을 측정하기 위한 

target cell 로서 YAC-1 cell 뿐 만 아니라 실험에 

사용되는 동물과 동일 종 유래 세포를 사용하는 

것을 제안하고자 하며, 연구자들은 수산동물 실험 

모델의 특성에 맞춰 최적의 조건을 설정할 수 있

고, 이는 연구 결과의 신뢰성과 일관성을 향상시킬 

것으로 기대된다.

요   약

본 연구에서는 넙치(Paralichthys olivaceus)에서 

N-(4-(4-Fluorophenoxy)-3-methylphenyl) acetamide 
주사 투여에 따른 넙치 비장의 NK cell 활성을 평

가하기 위하여 120, 150, 200 mg/kg 용량으로 설정

하고 3일에 1회, 30일 동안 총 10회의 주사를 투여

하였다. 표적세포(Target cell)로는 쥐의 임파종 세

포인 YAC-1 cell과 넙치의 HINAE cell을 사용하였

고, 넙치 비장의 NK cell과의 공배양 시간은 4시간

과 18시간을 선정하여 실험을 실시하였다. YAC-1 
cell을 사용하여 실험의 경우 4시간과 18시간 공배

양 실험 모두 200 mg/kg 용량 구간의 실험군에서 

가장 높은 세포독성을 대조군 대비 최대 3.06배 높

은 세포독성을 보였다. HINAE cell을 사용한 실험

의 경우 4시간 공배양한 실험에서만 유의적인 차

이를 보였으며, YAC-1 cell과 마찬가지로 200 mg/ 
kg 용량 구간의 실험군에서 가장 높은 세포 독성을 

보여 대조군 대비 2.3배 높은 세포독성을 보였다. 
추가적으로 넙치의 두신 조직에서 IL-12b의 발현

량을 확인하였고, 세포독성 실험과 일치하는 결과

를 보였고, 200 mg/kg 용량 구간의 실험군에서 가

장 높은 발현량을 보여 대조군과 비교하여 6.62배 

높은 수치를 보였다. 이러한 결과는 N-(4-(4-Fluoro-
phenoxy)-3-methylphenyl) acetamide가 넙치의 NK 
cell 활성에 영향을 줄 수 있다는 것을 보여준다.
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