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ABSTRACT - Tetrodotoxin (TTX) is a potent marine-derived neurotoxin. Existing detection methods for TTX,

such as mouse bioassay (MBA) and LC-MS/MS, are limited by ethical concerns, and low detection thresholds, particularly in

the absence of reference standards. Alternative testing methods are thus critically needed. The Neuro-2a assay is a well-estab-

lished cell-based assay that uses mouse-derived Neuro-2a cells treated with ouabain (O) and veratridine (V), to induce cell death

via excessive Na+ influx. This assay quantitates TTX based on its ability to inhibit Na+ influx, thereby allowing the cells to sur-

vive. In this study, we optimized parameters including TTX treatment conditions and O/V concentrations, to adapt the Neuro-2a

assay for domestic laboratory conditions. The optimal O/V concentrations were determined to be 600/60 µM. We also identified

eight concentration points (50-0.195 ng/mL) that generated a sigmoidal dose-response curve. By conducting 24 replicate exper-

iments, we established six key data criteria to ensure reliability, with EC50 values ranging from 3.824 to 1.268 ng/mL. A com-

parison of inter-laboratory variability revealed that all quality control and data criteria values, except for COV+ and Bottom OD,

showed coefficients of variation (CVs) ranging from 1.31 to 14.92%, confirming the assay's accuracy and reproducibility. In this

study, we also elucidate optimal assay conditions, validated quality control and data criteria for TTX detection using the Neuro-

2a assay in local laboratories. Additionally, we conducted an assay with 4,9-anhydroTTX, a TTX analog, and determined a TEF

value of 0.2098, demonstrating the applicability of this method for detecting TTX and its analogs. This optimized Neuro-2a assay

is expected to serve as an effective alternative to MBA for detecting TTX in domestic seafood products.
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지구 온난화로 인한 해양 환경 변화로 인해 전 세계적

으로 다양한 유해 플랑크톤과 해양 생물 독소의 발생 사

례가 증가하고 있으며1), 테트로도톡신(tetrodotoxin, TTX)

또한 주요 해양 독소로 주목받고 있다. 우리나라에서도 기

후 변화로 인한 해양 환경 변화에 따라 TTX를 함유한 해

양 생물의 출현 가능성이 증가하고 있으며, 이에 따른 인체

피해가 우려되고 있다. 특히, 파란고리문어(Hapalochlaena

spp.)와 같은 고위험 생물의 출현 가능성이 증가하고 있으

며, 최근 국내 일부 해역에서는 TTX를 함유한 복족류 및

두족류에서 독소가 검출된 사례가 보고되었다2,3,4,5). 국내

연구에 따르면, 복족류인 성게고둥(naticidae)과 두족류인

문어류에서 TTX가 검출된 바 있으며, 이는 전 세계적으

로 TTX 함유 해양 생물의 서식지 확장 경향과 일치한다.

이러한 독성 생물의 서식 확장은 인체 건강과 해양 생태

계에 잠재적인 위협을 초래하고 있으며, 체계적인 관리와

모니터링의 필요성이 강조된다.

TTX는 강력한 신경독으로, 지금까지 약 30여 종의 유

사체(analogues)가 보고되고 있다6). 주요 유사체로는 4-epi-

TTX, 11-deoxyTTX, 5,6,11-trideoxyTTX, 6,11-dideoxyTTX,

4,9-anhydro-TTX 등이 있으며, 이들 유사체는 화학 구조

에서 TTX와 유사한 변형을 보이면서도, 독성 강도와 작

용 기전에서는 전압 의존성 나트륨 채널(voltage gated

sodium channel, VGSC)을 차단하는 공통된 메커니즘을 공

유한다7). TTX와 그 유사체는 다양한 해양 및 육상 생물

에서 복합적으로 존재하며, 이는 독성 평가와 검출에서 혼

동을 초래할 수 있다. 따라서 유사체의 분석과 관리를 위

해 정확한 이해와 표준 검출법의 정립이 요구된다8).

국내에서 TTX가 처음으로 공식 보고된 사례는 1996년

부산 인근 해역에서 발생한 대규모 식중독 사건으로, 원

인 생물은 복어(Takifugu spp.)로 확인되었다9). 이후, 국립

수산과학원의 모니터링 결과, 특정 해역에서 복어류 및 일

부 무척추동물에서 TTX의 지속적인 검출이 확인되었으며,

이는 주로 수온 상승 등 해양 환경 요인과 밀접한 관련이

있는 것으로 나타났다4). 국내에서 설정된 TTX의 검출 기

준치는 2.0 mg/kg으로, 이는 일본의 기준치와 동일하다10,11).

유럽연합에서는 아직 구체적인 기준치를 명시하지 않았으

나, 유럽식품안전청(European Food Safety Authority,

EFSA)은 2017년에 TTX의 모니터링 필요성을 강조하며

0.044 mg/kg 이하를 안전한 한계로 제안한 바 있다12).

TTX의 검출을 위한 기존 방법으로는 주로 mouse bioassay

(MBA)가 사용되어 왔다. 그러나, 정밀도와 재현성의 한계

및 동물 윤리 문제로 인해 Liquid chromatography - mass

spectrometry (LC-MS/MS)나 Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay (ELISA)와 같은 화학적 분석법이 각광받고 있다13).

LC-MS/MS는 분석 정밀도와 효율성이 크게 향상되었으나,

모든 유사체에 대한 표준 독소 물질이 확보되지 않은 한

계가 여전히 존재한다14). 따라서 유사체를 포함한 다양한

독소에 대한 검출이 가능한 대체 시험법의 정립이 필요하다.

TTX는 VGSC에 선택적으로 결합하여 신경 세포막의 탈

분극을 차단하고, 이를 통해 신경과 근육 기능을 억제하

는 메커니즘을 가진다7). 이러한 기전을 바탕으로, Kogure

등15)은 마우스 신경모세포종 세포주인 Neuro-2a 세포주를

이용한 접근법을 개발하였다. 이 방법은 ouabain (O)과

veratridine (V)을 함께 처리하여 세포 내 나트륨 농도를

조절하고, TTX에 의해 O/V 효과가 억제됨에 따라 세포

의 생존율을 측정하는 방식이다. Jellett 등16)에 따르면,

Neuro-2a assay를 통한 TTX 검출은 MBA에 비해 더 높

은 민감도를 나타내었으며, 약 10 ng TTX eq./mL의 검출

한계를 보였다. 이는 MBA의 검출 한계인 40 g/100 g보다

민감도가 높다.

Neuro-2a assay는 기존의 MBA를 대체할 수 있는 세포

기반 분석법으로 연구되고 있으며, 최근 유럽을 중심으로

시구아톡신(ciguatoxin)과 지용성 독소의 검출에도 활용 가

능성이 높아지고 있다17,18). Viallon 등19)은 Neuro-2a assay

의 표준화된 프로토콜의 중요성을 강조하며, 다양한 실험

조건에 대한 검토를 통해 참조 가능한 프로토콜을 제시하

였다. 이와 같은 연구 동향을 바탕으로 Neuro-2a assay는

해양 생물 독소 검출을 위한 표준 시험법으로서의 가능성

을 확인하고 있으며, 국내에서도 이를 도입하여 활용할 필

요성이 대두되고 있다20,21). 이에 본 연구진은 마비성 패류독

소(paralytic shellfish poison, PSP)인 삭시톡신(saxitoxin,STX)

검출을 위한 Neuro-2a assay의 최적 조건을 확립하고, 실

험실간 비교 연구를 통해 STX 검출 방법으로서의 가능성

을 확인한 바 있다22).

본 연구에서는 기 확립한 STX 검출용 세포 기반 분석

법인 Neuro-2a assay를 활용하여 TTX 검출을 위한 배양

조건과 처리 조건을 국내 실험 환경에 맞게 최적화하고,

실험실 간 변동성을 분석하여 시험법의 적정성을 검증하

였다. 또한 TTX 유사체인 4,9-anhydroTTX를 Neuro-2a

assay에 적용하여 TTX 대비 독성등가지수(toxic equivalency

factor, TEF) 값을 산출하였다. 이를 통해 기존 분석법의

한계를 극복하고, 보다 신뢰성 높은 TTX 검출법을 구축

할 수 있는 조건을 제시하고자 하였다.

Materials and Methods

시약 조제

TTX 표준물질(6.74µg/mL)은 National Research Council

Canada (NRC, Halifax, NS, Canada)에서 구매한 후, 70 µL

씩 소분한 뒤, -20oC에서 냉동보관하였다. 4,9-AnhydroTTX

는 Alomone lab 사(Jerusalem, Israel)의 CRM을 구입하여

사용하였다. Ouabain octahydrate(O; Sigma Aldrich, St.

Louis, MO, USA)는 멸균 3차 증류수에 용해하여 20 mM

농도로 제조한 뒤, 빛 차단을 위해 차광튜브에 600 µL씩
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나누어 실온에서 보관하였다. Veratridine (V; Sigma

Aldrich)은 pH 2로 조정된 멸균 3차 증류수로 용해하여

230 µL씩 소분 후, 냉동보관(-20oC) 하였다. MTT 시약은

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma Aldrich)를

5 mg/mL로 PBS에 녹인 후, 0.22 µm filter를 사용하여 여

과한 뒤 4oC에서 냉장보관하였다. 모든 시약은 실험의 재

현성과 정확성을 높이기 위해 철저히 관리되었다.

Neuro-2a assay 시험법 최적 조건 확립

Neuro-2a assay의 최적화 과정은 Kim 등22)의 연구에서

확립된 STX 검출용 방법을 참조하여 진행되었다. 본 연

구의 Neuro-2a assay는 3일에 걸쳐 세포 접종, 독소 처리, 흡

광도 측정의 단계로 구성되었다(Fig. 1). 본 연구에서는 기

존 배양 조건과 처리 조건을 바탕으로 TTX 검출을 위한

O/V 및 TTX 농도를 최적화하였다. 

Neuro-2a 세포주 배양 및 흡광도 측정

사용된 Neuro-2a 세포주는 American Type Culture

Collection (ATCC; Manassas, VA, USA)에서 구입한 마우스

유래 신경모세포종 세포이다. 배양 배지는 RPMI 1640 (Gibco,

Waltham, MA, USA)에 10% Fetal Bovine Serum (FBS;

Gibco), 1% Pen Strep (Gibco), 2mM GlutaMAX (Gibco), 1%

Sodium pyruvate (Gibco), 2.5 g/mL Amphotericin B (Gibco)

를 첨가한 배지를 사용하였다. 세포는 일정 주기로 계대배

양되었으며, 세포 밀도가 일정 기준 이상에 도달할 때마다

배양접시를 이용해 1:6 비율로 희석하여 37oC, 5% CO2 조

건에서 배양하였다. 또한 5% FBS 배지는 Seeding과정에 2%

FBS 배지는 독소처리과정과 MTT 처리과정에서 사용하였다.

Neuro-2a assay를 위해서 70,000 cells/mL 농도의 세포를

96 well-plate에 접종을 하고 24시간 후 흡광도를 측정하

여 초기 세포 생존율(reference cell viability, RCV) 값을

산출하였다. 흡광도 측정은 5 mg/mL농도의 MTT 시약을

45분간 37oC, 5% CO2 조건으로 처리 후 형성된 formazan

을 100 µL dimethyl sulfoxide (DMSO) 용해시킨 후 흡광

도를 측정하였다.

TTX 처리 농도 조건 확립

TTX 처리 농도 설정 실험에서는 기존 연구23) 자료를 기

반으로 농도 범위를 설정하였다. 먼저 200-0.781 ng/mL 농

도로 TTX 만 처리한 후 세포독성을 확인하였다. 이후 200-

0.781 ng/mL, 100-0.0.391 ng/mL, 50-0.195 ng/mL 세가지

농도 범위를 각각 8개 단계로 설정하여 Neuro-2a assay를

실시하였다. Kim 등22)이 제시한 방법을 따라, 모든 실험

은 O/V를 세포 사멸 농도(600/60 µM)로 설정하여 수행되었

다. 각 농도에서의 세포 생존율은 O/V 처리가 포함된 그룹

(COV+)과 독소가 없는 그룹(COV−)으로 구분하여 비교되었

다. 흡광도 값은 MTT 시약을 이용하여 측정하였으며, 이를

바탕으로 용량-반응 곡선을 생성하고 EC50 값을 도출하였다.

Ouabain/Veratridine(O/V) 처리 조건 확립

Neuro-2a assay에서 TTX의 나트륨 채널 억제 효과를 평

가하기 위해, Na+/K+ 펌프 억제제인 ouabain과 Na+ 채널

Fig. 1. Principle & process of Neuro-2a assay for tetrodotoxin (TTX) detection.
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활성제 veratridine의 처리 농도를 조정하였다. 50 ng/mL의

TTX와 함께 O/V 농도를 600/60, 400/40, 200/100, 125/

200 µM 4가지 경우로 처리하여 24시간 이후의 흡광도를

측정해 80% 이상의 세포사멸과 TTX 농도에 따른 세포

생존을 확인하여 최적 O/V 처리 농도를 확립하였다. 

TTX 검출용 Neuro-2a assay의 실험실 간 변동성 비교 실험

Neuro-2a assay의 TTX 검출 재현성을 검증하기 위해,

총 3개의 독립적인 실험실(Lab-1, 2, 3)을 선정하였다. 각

실험실은 연구의 모든 기술적 요구 사항을 수행할 수 있

는 곳으로 선정되었다. 실험실 내 및 실험실 간 변동성 연

구는 Neuro-2a 시험법의 숙련도 및 신뢰도 확보를 위한

quality control criteria 및 data criteria 확립을 목표로 수행

하였다.

모든 실험실은 제공된 시료와 템플릿을 사용하여 동일

한 실험 조건 하에 데이터를 수집하였다. 각 실험실에서

한 명의 실험자가 Neuro-2a assay를 3회 반복하여 실험을

수행하였으며, 실험 중 기록된 모든 데이터를 바탕으로

quality control 기준을 설정하였다. 실험실 내의 변동성을

평가하기 위해, 각 실험에서 24개의 microplate로부터 얻

은 데이터(n=24)를 비교 분석하였고, 실험실 간의 변동성

은 각 실험실에서 산출된 데이터(n=3)를 바탕으로 분석하

였다.

Neuro-2a assay를 이용한 4,9-anhydroTTX의 TEF 확인

TTX 및 4,9-anhydroTTX를 50-0.195 ng/mL의 농도로 설

정하여 Neuro-2a assay를 실시하였다. 각 독소들과 600/

60 µM의 O/V를 처리한 후 세포 생존율을 나타내는 흡광

도 값을 측정하였으며, 이를 바탕으로 용량-반응 곡선을

생성하고 EC50 값을 도출하였다. TEF 값은 기준 독소인

TTX의 EC50에 대한 유사체인 4,9-anhydroTTX의 EC50의

비율로 계산하였다.

데이터 분석

각 실험실에서 수집된 데이터를 바탕으로, 용량-반응 곡

선을 생성하고 평균값(mean)과 표준편차(standard deviation,

SD)를 계산하였다. 이러한 데이터는 quality control criteria

를 설정하는 데 활용되었으며, 변동계수(coefficient of

variation, CV%)를 통해 실험의 반복성(repeatability) 및 재

현성(reproducibility)을 평가하였다. 데이터 분석은 GraphPad

Software 5 (PRISM, San Diego, CA, USA)를 사용하여 수

행되었다.

Results and Discussion

TTX의 세포독성 결과

TTX의 세포독성의 경우 200-0.781 ng/mL 농도로 처리

한 결과, TTX를 처리하지 않은 대조군과 유의미한 차이

를 나타나지 않았다(Fig. 2).

TTX 처리 농도 조건 확립

Neuro-2a 시험법에 적용할 TTX의 최적 처리 농도 구간

을 설정하였다. O/V를 세포가 80% 이상 사멸하는 농도

(600/60 µM)로 처리하고 TTX 농도는 문헌을 참고하여 200-

0.781 ng/mL, 100-0.0.391 ng/mL, 50-0.195 ng/mL 사이의 8

개 단계로 24시간동안 처리하여 확보된 흡광도 값을 이용

하여 용량-반응 곡선을 도출하고, EC50값을 확인하였다. 또

한 데이터 값이 고농도와 저농도 구간에 적절히 분포하는

S자형 곡선이 도출되는 농도구간을 확인하였다. 각 실험

을 통해 도출된 EC50 값은 각각 6.444 ng/mL, 2.368 ng/mL,

2.594 ng/mL으로 산출되었으며, 50-0.195 ng/mL 구간이 다

른 농도 구간보다 S자에 가까운 곡선이 도출되어, 이 농

도 구간을 처리 농도 조건으로 선정하였다(Fig. 3(A)).

Ouabain/Veratridine 처리 조건 확립

Neuro-2a assay의 원리는 나트륨-칼륨 펌프 억제제인

ouabain (O)과 나트륨 채널 활성제 veratridine (V)을 처리

하여 과도한 Na+의 유입으로 세포가 사멸하도록 유도한 후,

나트륨 채널 억제제로 작용하는 독소인 TTX를 처리하였

을 때 세포가 생존하는 것을 확인하여 독소의 함유 여부

를 평가하는 원리이다. 따라서 세포가 사멸하는 O/V의 농

도를 찾기 위한 실험을 수행하였다. 문헌조사23) 내용을 바

탕으로 O/V 처리농도 비율을 600/60 µM, 400/40 µM, 200/

20 µM, 120/200 µM 4가지 그룹으로 다양하게 처리하였으

며, 위에서 설정한 TTX의 농도인 50-0.195 ng/mL로 Neuro-

2a 시험을 실시하였다. 120/200 µM에서 가장 높은 TTX

민감도를 나타낸 Alkassar 등23)의 결과와 달리, 본 연구에

서는 600/60 µM 비율에서 적정한 S자 곡선을 형성했으며,

Fig. 2. Cytotoxicity of TTX. Neuro-2a cells were seeded in 96-

well plate at 70,000 cells/well with culture medium for 24 h and

treated with TTX in the treatment medium for 24 h under 5% CO2

at 37°C, and absorbance was measured by MTT assay at 570 nm.
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다른 농도에서는 충분한 세포사멸이 유도되지 않아 Neuro-

2a 시험에 적합하지 않음을 확인하였다(Fig. 3(B)). 또한

각각의 O/V 비율에 따른 용량 반응 곡선으로부터 도출된

EC50값을 기존 문헌에서 보고된24-26) O/V 농도 비율과 EC50

값과 비교했을 때(Table 1), 600/60 µM로 처리시 2.1690 ng/

mL로 기존에 보고된 EC50값과 가장 유사하게 도출되어,

600/60 µM을 최적 O/V 처리 농도 조건으로 설정하였다.

TTX 검출용 Neuro-2a assay의 기준값 확립 연구

최근 Neuro-2a assay의 연구 동향에서는 실험 신뢰도를

평가하기 위한 다양한 기준들이 설정되며, 세포 실험의 변

동성을 줄이기 위한 표준화 노력이 지속되고 있다19,22,27,28).

본 연구에서는 TTX 검출을 위한 Neuro-2a assay의 신뢰

도 확보를 위한 기준들을 제시하고자 하였다.

TTX 검출용 Neuro-2a assay의 적정성 판단 근거로 활

용될 data criteria 신뢰구간 확립을 위해, TTX 표준독소를

사용하여 동일 실험실 내 2명의 실험자가 총 24번의 Neuro-

2a assay를 반복 수행하였고, 각 실험의 결과를 바탕으로

용량-반응 그래프를 작성하였다. 각 매개변수들의 평균값

(mean)과 표준편차(SD)값을 계산한 결과(Fig. 4(A)-(E))를

통해 신뢰 구간을 설정하였다. 24번의 수행한 실험 결과

의 mean±2SD 값을 Neuro-2a assay의 적정한 신뢰 구간에

해당하는 data criteria로 설정하였다. 그 결과, Bottom OD

는 최대 mean±2SD 값인 0.244 이하로, Top OD값은 최소

mean±2SD 값인 0.707 이상으로, EC50값은 mean±2SD에

해당하는 1.268-3.824 ng/mL 범위로, EC20값은 마찬가지

로 mean±2SD에 해당하는 0.555-2.035 ng/mL 범위로, Hill

slope은 1.287 이상으로 설정하였다(Fig. 4(F)). 이와 같은

신뢰구간 설정은 세포 실험 시 실험 조건 및 환경의 변동

성으로 인해 발생할 수 있는 불확실성을 최소화하는 데

목적이 있다29). 따라서 본 연구에서는 mean±2SD를 기준

으로 신뢰 구간을 설정하여, Neuro-2a assay의 적정성을

평가할 수 있는 기준을 제시하였다.

Fig. 3. Establishment of the TTX concentration range and O/V concentration range applying to Neuro-2a assay. (A) Results by treatment

of 200-0.781, 100-0.391, 50-0.195 ng/mL of TTX at an O/V concentration of 600/60 μM. Eight concentrations (50-0.195 ng/mL) were

selected for which the concentration-response graph exhibited a sigmoidal shape for the calculation of EC50 values. Each experimental

data set was conducted in triplicate. (B) The result of Neuro-2a assay of TTX (50 to 0.195 ng/mL), with O/V treatments applied at 600/

60, 400/40, 200/100, and 125/200 μM, respectively. The 600/60 μM group induced 80% cell death and formed a characteristic S-shaped

dose-response. 

Table 1. O/V concentrations and the calculated EC50 values of TTX in the Neuro-2a assay from this study and previous literatures

O/V Concentration (μM) EC
50 

(ng/mL) References

600/60 2.1690

This study
400/40 0.7247

200/100 0.8845

120/200 -7.437

100/55 1.4993 Saruhashi S et al.24)

500/44 1.4674 Yotsu-Yamashita, M. et al.25)

1000/50 2.1054 Hamasaki K et al.26)



Optimization & Validation of Neuro-2a Assay for TTX 417

TTX 검출용 Neuro-2a assay의 실험실 내(Intra-lab) 변동성

비교 연구

본 연구에서는 동일한 실험실 내 3명의 실험자가 TTX

검출용 Neuro-2a assay를 수행한 결과를 분석하여 실험의

반복성과 신뢰성을 평가하였다(Fig. 5(A), Table 2). 실험

결과를 바탕으로 Neuro-2a assay의 두 가지 기준(criteria)

충족 여부를 확인하였으며, 각 기준의 정의는 Kim 등22)에

서 설명된 바 있다. 첫 번째 quality control criteria는 RCV,

COV− 및 COV+, **QCOV− 및 QCOV+**로 정의되며, RCV

의 경우 0.8 이상의 값을 기준으로 설정하였다. COV+는

0.3 이하, COV−는 0.8 이상의 값을 충족해야 하며, QCOV+

는 값이 (0.2×RCV 흡광도 값+0.8×COV+흡광도 값)과

(0.8×RCV 흡광도 값+0.2×COV+흡광도 값) 사이에 위치해

야 기준치를 만족한다고 정의되었다. 마지막으로 QCOV−

는 0.8 이상의 값을 기준으로 하였다. 실험자 간 변동성을

분석한 결과, CV%는 각 기준에서 2.79%에서 26.15% 사

이로, 반복성이 우수함을 확인할 수 있었다(Table 2).

또한 TTX 대상 Neuro-2a assay의 적정성 판단 기준치

인 6개의 data criteria 충족 여부를 확인하였다. 각 data

(EC50값, EC20값, Bottom OD값, Top OD값, 그래프의 기

울기 및 R2 값)의 시험자간 CV% 값을 비교한 결과, 0.90-

20.85%로 도출되었고, 특히 EC50값의 CV%가 9.61%로

시험의 반복성이 높음을 확인할 수 있었다. 이들 결과값

들은 모두 24번의 실험에서 도출된 mean±2SD 값의 범

위를 충족하였으며, 이를 통해 설정된 data criteria 값의

적정성을 검증할 수 있었다(Table 2). 이와 같은 결과를

Fig. 4. Data plots per plate numbers for (A) Bottom OD, (B) Top OD, (C) Hill Slope, (D) EC50, and (E) EC20. The dashed red lines

represent respective means and the shaded areas signify 1SD and 2SD. (F) represents the experimental acceptable ranges of each data

criteria parameters calculated based on the mean ± 2SD. 
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통해 TTX 검출을 위한 Neuro-2a assay의 실험실 내 변

동성이 낮고, 시험법의 신뢰성과 반복성이 우수함을 확인

하였다.

Neuro-2a assay의 실험실 간(Inter-lab) 변동성 비교 연구

TTX 표준독소를 사용하여 3개의 다른 기관의 실험실에

서 동일한 조건으로 실험을 수행하여 실험실 간(inter-lab)

변동성을 분석하였다(Fig. 5(B), Table 3). 각 Quality

control에 대한 변동성을 분석한 결과, 실험실 간 CV% 값

은 6.94-58.57%로 도출되었고, 각 data criterial 값들의

CV%는 1.31-55.17%로 나타났다(Table 3). 일반적으로

CV%가 30% 이내일 때 변동성이 허용되지만30-32), 다소 높

은 CV값이 관찰된 항목은 COV+값과 Bottom OD 값으로,

이는 수치가 낮아 작은 값의 차이로도 높은 변동성을 보

인 것으로 판단된다. 다만, 이들 값들은 모두 기준치 아래

로 측정되어 결과의 신뢰도 평가 시 중요하게 고려하지

않았다. EC50값의 경우, CV%가 12.77%로 실험실이 다른

조건에서 수행했음에도 불구하고 Neuro-2a assay 시험의

재현성이 높음을 확인하였다(Table 3). 또한, inter-lab 실험

의 결과값들이 설정된 기준 범위 내에 있어 기준치의 적

절성도 검증되었다(Table 3).

Neuro-2a assay를 이용한 4,9-anhydroTTX의 TEF 확인

본 연구에서는 TTX 검출을 위해 확립된 Neuro-2a assay

를 활용하여 TTX와 4,9-anhydroTTX의 EC50 값을 산출하고,

이를 바탕으로 TEF 값을 확인하였다. 그 결과, TTX의 EC50

Fig. 5. (A) Dose response curve from Intra-lab Neuro-2a assay on TTX for criteria setting experiment. Based on the established parame-

ters, three researchers (1,2, and 3) in a laboratory conducted the Neuro-2a assay under the same conditions. Neuro-2a cells were exposed

to eight concentrations of TTX standard for 24 h, in without OV(OV−) and with OV(OV+) conditions at 600/60 µM. Data represent the

mean ± SD in triplicate. (B) Dose response curve from Inter-lab Neuro-2a assay for criteria setting experiment. Based on the established

parameters, each researcher in three laboratories (1,2, and 3) conducted the Neuro-2a assay under the same conditions. Data represent the

mean ± SD in triplicate.

Table 2. Results of intra-laboratory Neuro-2a assay on TTX for criteria setting experiments

Criteria
researcher

Mean SD CV%
Lab1-1 Lab1-2 Lab1-3

Quality control

criteria

RCV ≥ 0.9 1.139 1.072 1.072 1.094 0.039 3.53

COV-
≥ 0.8 1.209 1.349 1.342 1.300 0.079 6.07

COV+
≤ 0.3 0.089 0.153 0.128 0.123 0.032 26.15

QCOV-
≥ 0.8 0.929 0.888 0.883 0.900 0.025 2.79

QCOV+ - 0.299 0.337 0.317 0.318 0.019 5.96

Data

criteria

Bottom OD ≤ 0.244 0.146 0.219 0.212 0.192 0.040 20.85

Top OD ≥ 0.707 0.813 0.948 0.972 0.911 0.086 9.41

EC
50

 (ng/mL) 1.268-3.824 2.255 2.169 2.594 2.339 0.225 9.61

EC
20

 (ng/mL) 0.555-2.035 1.443 1.446 1.574 1.488 0.075 5.03

HillSlope ≥ 1.287 3.106 3.421 2.774 3.100 0.324 10.44

R2
≥ 0.85 0.989 0.974 0.973 0.979 0.009 0.90
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값은 4.529 ng/mL, 4,9-anhydroTTX는 21.577 ng/mL로 측정

되었으며, TEF 값은 0.2098로 산출되었다(Fig. 6). 기존 연

구33)의 MBA 결과에서는 TTX와 4,9-anhydroTTX의 독성

이 각각 4,500 MU/mg과 92 MU/mg으로 TEF 값은 0.02로

보고되었다. 이를 통해 Neuro-2a assay가 다양한 독소 유

사체들의 상대적 독성 평가에 유효하며, MBA의 대체 방

법으로 활용 가능함을 확인하였다.

본 연구는 Neuro-2a assay를 활용하여 TTX 검출법을 확

립하는 연구로, 국내 실험 환경에 맞게 다양한 시험 조건

을 정립하였다. 또한, 시험법의 적정성을 평가하기 위해 5

가지의 quality control criteria과 data criteria을 설정하였다

. 실험실 간 변동성 연구 결과, 본 방법이 높은 반복성과

재현성을 갖추고 있음을 확인하였다. 본 연구를 통해 세

포 기반 MBA 대체 시험법인 Neuro-2a assay가 기존의 동

물 기반 시험법과 비교하여 윤리적 문제를 줄이고, 정밀도

와 민감도를 향상시킬 수 있는 장점을 가지는 방법임을

확인할 수 있었다. 앞으로, Neuro-2a assay가 국내 수산물

에서 TTX를 검출하기 위한 대체 시험법으로 활용되기 위

해서는, 수산물에서 독소 추출 및 정량화 방법의 표준화

가 필요하며, 기존의 MBA, ELISA, 기기 분석법과의 상

관성 연구를 통해 시험법의 한계를 확인하고 개선해야 할

것이다.
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국문요약

테트로도톡신(tetrodotoxin, TTX)은 강력한 해양생물 유

래 신경독소로, 수산물 내 TTX를 검출하기 위해 기존에

주로 사용되는 mouse bioassay (MBA)와 LC-MS/MS 기법

은 낮은 검출한계와 동물 윤리 문제 등의 한계가 있어 이

를 대체할 새로운 시험법 개발이 필요합니다. Neuro-2a

assay는 대표적인 세포기반 대체 시험법으로, 이 방법은

마우스 신경모세포인 Neuro-2a 세포주에 ouabain (O)과

veratridine (V)을 처리하여 과도한 Na+ 유입으로 인한 세

포 사멸을 유도한 후, Na+ 채널 억제제인 TTX가 Na+ 유

입을 차단해 세포를 보호하는 원리를 이용해 TTX를 정량

합니다. 본 연구에서는 Neuro-2a assay를 국내 실험실 환

Table 3. Results of inter-laboratory Neuro-2a assay on TTX for criteria setting experiments

Criteria
Lab

Mean SD CV%
Lab 1 Lab 2 Lab 3

Quality control

criteria

RCV ≥ 0.9 1.072 0.979 1.150 1.067 0.086 8.02

COV-
≥ 0.8 1.342 1.162 1.155 1.220 0.106 8.69

COV+
≤ 0.3 0.128 0.117 0.030 0.092 0.054 58.57

QCOV-
≥ 0.8 0.883 0.807 0.926 0.872 0.060 6.94

QCOV+ - 0.317 0.289 0.254 0.287 0.031 10.98

Data

criteria

Bottom OD ≤ 0.244 0.212 0.177 0.056 0.148 0.082 55.17

Top OD ≥ 0.707 0.972 0.822 0.968 0.920 0.085 9.27

EC
50

 (ng/mL) 1.268-3.824 2.594 2.534 3.174 2.767 0.353 12.77

EC
20

 (ng/mL) 0.555-2.035 1.574 1.563 2.012 1.716 0.256 14.92

HillSlope ≥ 1.287 2.774 2.869 3.039 2.894 0.134 4.64

R2
≥ 0.85 0.973 0.996 0.995 0.988 0.013 1.31

Fig. 6. EC50 and TEF of TTX and 4,9-anhydroTTX from Neuro-

2a assay. Neuro-2a cells were exposed to eight concentrations of

TTX and 4,9-anhydroTTX standard for 24 h, in without OV(OV−)

and with OV(OV+) conditions at 600/60 µM. The EC50 values for

each toxin were calculated using a probit analysis. Data represent

the mean ± SD in triplicate. 
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경에 적용하기 위해 TTX 처리 조건과 O/V 농도 등의 매

개변수를 최적화하였습니다. 그 결과, 최적 O/V 농도로

600/60 µM를 설정하였으며, S자형 용량-반응 곡선이 도출

되는 8가지 농도(50-0.195 ng/mL)를 확인하였습니다. 또한,

24번의 반복 실험을 통해 데이터의 신뢰도를 평가할 수

있는 6가지 data criteria를 확립하였으며, 이 중 EC50 값

은 약 3.824-1.268 ng/mL로 나타났습니다. 실험실 간 변동

성 비교 결과, COV+와 Bottom OD값을 제외한 모든 품

질 관리 기준(quality control criteria)과 데이터 기준(data

criteria)의 변동계수(CVs)는 1.31-14.92%로 도출되어, 실험

의 적정성과 재현성이 확인되었습니다. 본 연구는 국내에

서 활용 가능한 TTX 검출용 Neuro-2a assay의 최적 조

건과 신뢰성을 평가할 수 있는 quality control criteria와

data criteria를 제시하였습니다. 아울러, TTX뿐만 아니라

유사체인 4,9-anhydroTTX에 대한 TEF 값을 0.2098로 산

출하여, TTX뿐 아니라 다양한 유사체의 검출이 가능함

을 확인하였습니다. 향후, 본 시험법은 국내 수산물 내

TTX 검출을 위한 MBA 대체법으로 활용될 것으로 기대

됩니다.
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