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Studies on residual amounts and toxicity in the eel(Anguilla japonica) 

 following exposure to trichlorfon 
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Abstract 

 

In this study, pharmacokinetic analysis was performed according to 

trichlorfon (TCF) exposure to obtain the data necessary for the 

establishment of maximum residue level (MRL) for eels, and the effect of 

TCF on drug metabolism and physiological function of eels was also 

investigated. 

First, pharmacokinetic parameters of TCF were obtained in muscle, liver, 

and blood using the PK Solver program based on the results of measuring 

the drug residual concentration in the body according to the bath 
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administration of TCF. In blood, muscle and liver, Cmax is 25.8698-

357.421, 129.905-1043.73, 40.4662-375.198, Tmax is 0.1278-1.31581h, 

1.18943-3.338h, 0.1361-5.39822h, and half-life(t1/2) is 2.12919-

3.92153h, 5.29793-10.3544h, and 0.65284-13.8079h, respectively. 

Second, the expression of the drug metabolism enzyme CYP450 gene was 

analyzed. TCF mainly expressed CYP 1 family genes in each tissue. 

AjCYP1A gene was mainly expressed in the heart and liver, AjCYP1B 

gene was mainly expressed in the brain, eye, and heart. On the other hand, 

AjCYP1C1 gene was expressed without differences between tissues. 

Third, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione-S-

transferase (GST), acetylcholinesterase (AChE) and Cortisol activities 

were measured. The activities of antioxidant enzymes (GST, SOD and 

CAT) were maintained at a steady state without significant change, and 

AChE activity in the brain was significantly inhibited and recovered again. 

plasma cortisol levels, a stress index, increased as time elapsed after TCF 

administration, showing the highest levels between 30 minutes and 1 hour. 

After that, it began to decrease and returned to its original state. 

Taken together, the results of this study indicate that TCF not only affects 

the drug metabolism process in eel, but also inhibits AChE activity, 
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resulting in neurotoxicity. 
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1장. Trichlorfon 노출에 따른 뱀장어의 체내 

잔류량 및 약물동태학 연구 

 

1. 서론 

 

 

항생제의 정의는 미생물에 의해 생성된 물질로 다른 미생물의 

성장을 억제시켜서 체내에 침입한 미생물의 성장을 억제시켜서 

감염을 치료하는 물질입니다(Choe and Lee, 2004). 

해양생물들을 대상으로 하는 수산용 항생제는 위의 정의에 

따르면 해양생물의 체내 또는 체외에 침투하여 기생하는 

생물들의 발육을 저지해 기생생물에 의해 발생하는 질병을 

치료한다. 항생제는 대상 기생생물에 대해 특이적으로 반응하는 

효과를 가지는데 기생생물에 대해 어떻게 반응하는가에 대해 

분류할 수 있다(Chung et al., 2007). 

기생생물의 성장과 번식을 억제하며 숙주의 면역 반응과 함께 

작용하는 정균성 항생제가 있으며 직접적으로 기생생물을 
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죽이지만 활동하지 않으면 죽이지 못하는 살균성 항생제로 

분류 할 수 있다. 항생제를 사용하면 감염성 질병을 치료 할 수 

있는 장점이 있지만 항생제를 오남용 하면 기생 생물이 

항생제에 대해 적응해 내성을 가지게 될 수도 있다. 뿐만 

아니라 수산용 항생제는 우리의 밥상에 올라오는 해양생물을 

대상으로 사용하게 되는 경우가 대부분이라서 전문적인 처방을 

받지 않고 사용하게 된다면 수산물에 잔류하는 항생제가 

우리의 밥상에 올라와서 안 좋은 영향을 끼칠 수 있으므로 

수산용 항생제는 반드시 전문가에 의한 처방을 받고 

사용해야한다(Lee et al., 2008). 

현재 우리나라 수산용 동물용 의약품 중 잔류허용기준이 설정

되어 있지 않은 의약품은 항생 및 항균 제제 중 

Trichlorfon(TCF)이 있다(Kim et al., 2014). TCF은 흡충, 조

충, 선충, 구두충 등 기생충성 질병치료에 가장 빈번하게 사용

되고 있는 유기인계 구충제이다. TCF은 주로 골격근의 시냅스 

및 신경 근육 접합에서 아세틸콜린에스테라제 활동을 억제하여 

유기체의 항산화 방어 시스템을 변화 시킨다(Guimarães et al., 

2007). 현재까지 양식 어류를 대상으로 하여 사육환경 및 투약 



３ 

 

방법에 따른 TCF의 효과는 잉어, 틸라피아, 베스, 연어, 유럽산 

뱀장어의 다양한 어류 질병 치료에 효과가 있는 것으로 보고되

었다(Yonar et al., 2015; Ferrando et al., 1991). 하지만 일부 

양식장에서 다량의 트리클로폰을 사용하여 치료를 하고 있기 

때문에 TCF는 고농도로 잔류할 수 있으며 이는 다시 인간의 

건강에 손상을 일으킬 수 있다.  

인간에 대한 위험 때문에 국제연합식량농업기구(FAO)나 세계

보건기구(WHO)에 의해 위해 관리를 위한 위해 평가를 수행한

다. 이는 식품첨가물의 일일 섭취허용량(ADI)을 권고하면서 식

품에 함유된 식품첨가물의 섭취로 인한 인체내 위해 평가를 담

당하고 있으며 육 가공품 및 육류에 잔류하는 수의 약품의 최

대잔류한계(MRL)와 산업 및 환경오염물질에 대한 허용한계

(Tolerable limit)을 설정한다. 2017년 식품의 동물용의약품 잔

류허용기준에서 소의 근육, 간 지방 및 신장의 트리클로폰의 최

대 잔류량 한계(MRL)은 0.05mg/kg이어야 한다고 권고 하였

으며 돼지 및 양에서도 근육, 간 지방 및 신장의 트리클로폰의 

최대 잔류량 한계(MRL)은 0.1mg/kg으로 권고하였다. 하지만 

TCF는 수산용 의약품 중 잔류허용기준이 아직 미 설정 되어있
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으며 현재 국내 제조 및 수입사에서 제조 판매되고 있는 상황

이다. 그렇기 때문에 검사 시 불검출이 될 수 있고, 섭취 시 인

간에게 안 좋은 영향을 미칠 수 있다. 

뱀장어는 우리나라를 포함해 중국, 일본 및 대만에 주로 분포하

는 강하성 어류(Tsukamoto et al., 2003)로 2005년도의 우리

나라 뱀장어 생산량은 5,775톤이며, 2006년도에는 7,966톤이

고, 2007년도에는 10,557톤으로 2007년의 생산량은 2005년 

생산량에 비해 1.8배가 넘는 것으로 나타났다. 이는 전체 담수 

양식 생산량의 약 26.5%를 차지하는 중요한 양식 대상 품종이

다(Kim et al., 2010). 

다른 어종에서 TCF의 약물동태학적 비교는 있지만, 뱀장어에

서의 TCF의 약물동태학적 연구는 빈약하다. 따라서 본 연구에

서는 뱀장어를 대상으로 하여 TCF 노출에 따른 체내 잔류량 

및 약물동태학적 분석으로 잔류허용기준 설정을 위한 기초 데

이터를 확보하였다. 
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2. 재료 및 방법 

 

2.1. 실험 어류 및 대상 물질 

 

본 연구에서 사용된 전장 약 50cm(약 180g)의 건강한 

뱀장어(그룹별 66 마리)를 고창의 한 양식장에서 구입하여 

300L 수조에 7 일간 순치 시켰다. 대상 물질은 

Trichlorfon(metrifon, (DAESUNG MICROBIOLOGICAL 

LABS.CO.,LTD, korea)를 사용하였다. 

 

2.2. 시약 및 기기 

 

Trichlorfon 표준물질은 Trichlorfon 99%, (Sigma chemical co)

을 구입하여 사용하였다. HPLC grade의 메탄올(Methanol), n-

헥산(N-Hexane), 아세토니트릴(Acetonitrile), 물(Water)을 

사용하였고 Merck(Darmstadt, Germany)에서 구입하여 분석

하였다. 

 



６ 

 

2.3. TCF 표준 용액 및 시약 조제  

 

TCF을 메탄올에 녹여 100ug/㎖의 농도로 표준 원액을 만들었

다. 이 후 표준 원액을 메탄올로 정밀히 희석하여 각각 2.5, 5, 

10, 20 그리고 50μg/㎖  농도로 만들어 분석하였다. 

 

2.4. 항생제 투여 및 시료 채취 

 

시험구는 적정 수온(30℃)과 비교 수온(20℃)을 설정하여 

진행하였으며, 농도는 30℃, 20℃ 둘 다 어체중 kg 당 30 및 

150 mg 이 되도록 하여 수조에 각 10 마리씩 30 분 간 침지 

투여한 뒤 각각 깨끗한 여과 해수 수조에 수용하였다. 약욕이 

종료된 직후를 기준으로 0, 0.5, 1, 3, 6, 12, 24, 48, 168, 

336 시간마다 MS-222 로 마취시켜 각 실험구에서 10 마리씩 

혈액, 근육, 간을 채취하였다. 혈액을 채취해 원심분리(4℃, 

6000rpm, 15 분)하여 혈장 분리한 후 -80℃에서 

보관하였으며, 실험 기간 동안 폐사한 실험 어는 없었다. 

 

2.5. 시료 전처리  
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    (1)혈장 

먼저 혈액 내 TCF 를 추출하기 위해 TCF 을 침지 투여한 

샘플의 혈장 200ul 을 Effendorf tube 에 취하여 1 ㎖의 

Acetonitrile 를 첨가한다. 이 후 5 분동안 Sonication 을 한 

후, 원심분리(6000rpm, 10 분)하고 상등액을 취하여 

Syringe filter( 0.2 ㎛)로 여과한 다음 기기에 주입하여 

분석하였다.  

 

(2)근육 시료 

TCF 을 침지 투여한 근육 시료 2g 을 50 ㎖ 원심분리관에 

취하여 Acetonitrile 20 ㎖을 첨가 후 10 분간 진탕 

혼합하고, 4℃, 13000rpm 에서 10 분동안 원심분리하여 

상층 액을 취한다. 상층 액을 농축플라스크로 옮겨 

40℃이하에서 감압 농축을 실시했으며 잔류물을 

아세토니트릴 포화 핵산 10 ㎖로 재 용해하여 새로운 

튜브에 옮긴다. 다시 농축플라스크에 포화 핵산 ACN 

10 ㎖로 재 용해하고 앞의 용액과 합쳐서 10 분간 진탕 

혼합한다.  
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분리가 될 때까지 정치하고, 핵산 층을 제거하고 

40℃이하의 수욕 상에서 감압농축한다. 이후 잔류물은 50% 

메탄올 1 ㎖로 재 해하고 4℃, 13000rpm 에서 10 분동안 

원심분리 후 0.2 ㎛ membrane filter 로 여과하여 

시험용액으로 한다. 

 

(3)간 시료 

TCF 를 침지 투여한 샘플의 간 시료 1g 을 50 ㎖ 

원심분리관에 취하여 ACN 10 ㎖을 가한 뒤 10 분간 진탕 

혼합 후, 4℃, 13000rpm 에서 10 분동안 원심분리하여 상층 

액을 취한다. 상층 액을 추출 액으로 하고, 메탄올 5 ㎖과 

물 5 ㎖로 활성화 시킨 HLB cartridge 에 총 시료추출액을 

흡착시켜 용출 액을 만들어 15 ㎖ Corning tube 에 담아 

40℃이하의 수욕 상에서 질소 가스로 감압농축하고, 

잔류물을 아세토니트릴 포화 핵산 10 ㎖로 재 용해한 후 

10 분간 진탕 혼합한다. 분리가 될 때까지 정치시킨 후, 

핵산 층을 제거하고 40℃ 이하의 수욕 상에서 질소 가스로 

감압 농축 한다. 잔류물은 50% 메탄올 0.5 ㎖로 재 
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용해하고 4℃, 13000rpm에서 10분동안 원심분리 후0.2㎛ 

멤브레인 필터로 여과하여 시험용액으로 한다. 

 

2.6. 기기 분석 

 

TCF을 분석을 확인하기 위해 액체크로마토그래피/ 질량 분석

기(LC-MS/MS)를 사용하였다. 분석용 칼럼은 Eclipse Plus 

C18 column(2.1 x 100mm, 1.8㎛. Agilent Technologies), 컬

럼 온도는 40℃, 이동상으로는 용매 A는 Water with 0.1% 

Formic Acid, 용매 B는 ACN with 0.1% Formic Acid을 이용

해 Table. 1의 기울기 용매 조건으로 분석하였으며, 유속은 0.3

㎖/min 속도로 유지시켰고, 주입량은 10uL로 하였다. 질량 분

석기 조건을 설정하기 위해 각각의 분석 물질은 표준 물질을 

사용하여 column을 통과시키지 않고 직접 텐덤 질량분석기로 

분석하였다. 전기 분무 이온화 (ESI)방법으로 양이온(+, positive) 

mode에서 모 분자 (precursor ion)를 선택하고 최적화된 충돌 에너

지(Collision energy)를 알아내어 딸 분자(product ion)를 생성 후 정

성 및 정량 이온을 결정하는 MRM mode로 조건을 설정하여 분석하

였다.  
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Table 1. LC-MS/MS parameters for the analysis of TCF 
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2.7. 분석법 검증 

 

TCF 분석법 검증은 CODEX 에서 제안하는“식품 중 동물용 

의약품 잔류시험법에 대한 Variation 가이드 라인”에 준하여 

특이성, 직선성, 회수율, 정량 한계(LOQ, limit of quantification) 

등으로 시험법의 신뢰성 및 적합성 여부를 검토하였다(Codex 

aliment Arius commission, 2000). CODEX 에서 검량 곡선을 

위해 0 을 포함하여 6 개의 농도, 상관계수 0.95% 이상을 

요구하며, 각 농도에 대해 회수율 및 분석 오차(coefficient of 

variation)에 대한 범위를 정하여 정확도 및 정밀도에 대해 

적정여부를 판단한다(Table. 2). 분석 오차는 표준편차를 

평균으로 나눈 값을 백분율로 나타내는 값이다. 
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Concentration(mg/kg) Acceptable recovery(%) Relative standard deviation (CV,%) 

≤0.001 50-120  ≤35 

0.001-0.01 60-120  ≤30 

0.0-0.01  70-110 ≤20 

>0.1  80-110 ≤15 

Table 1. Accuracy and precision ranges as required in CODEX 
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2.8. 약동학적 해석 

 

TCF를 투여한 뱀장어 장기 조직 별 약물 농도 측정결과를 바

탕으로 비 구획 (Non-Compartmental) model에 따라 

PKSolver (Zhang et al., 2010)을 적용하여 최고 농도 (Cmax), 

최고농도도달시간 (Tmax), 배설 반감기 (T1/2)등의 중요한 

pharmacokinetic parameter를 계산하였다. 

 

3. 결과 

 

3.1. 직선성  

TCF의 표준 곡선 작성을 하기 위해 메탄올로 희석하여 각각 

2.5, 5, 10, 20 그리고 50μg/㎖ 농도로 만들어 LC-MS/MS로 

분석하여 각 농도에 대한 peak 면적을 이용해 표준 곡선을 

작성하였다. TCF의 회귀계수(𝑹𝟐)는 0.999로 우수한 직선성을 

보였다. 이는 CODEX guideline 에서 제시하는 기준을 

충족하였다(Fig. 1). 
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Fig. 1 Calibration curve for the assay of TCF 
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3.2. 검출 한계(Limit of detection, LOD) 및 정량 한계 

(Limit of quantification) 및 회수율 

(가) 검출 한계 및 정량 한계 

TCF의 검출 한계(LOD)는 크로마토그램에서 각각 신호 대 

잡음비(S/L ratio)를 3.3 이상을 하였으며, 정량 

한계는(LOQ)는 각각 신호 대 잡음비 10 이상으로 계산하였다. 

그 결과 TCF의 각 물질의 검출 한계는 Anguilla japonica의 

혈청에서 0.15μg/kg, 근육에서 0.18 μg/kg 그리고 간에서 

0.11 μg/kg으로 분석되었다(Table 3). 

 

(나) 회수율  

Anguilla japonica 의 시료 별 TCF 평균 회수율은 혈청 86 ~ 

102%, 근육 108 ~ 111%, 간장 56 ~ 67% 였으며 변이 

계수는 각 시료 별 모두 15% 이내로 국제기준을 

충족하였다(Table 4). 
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(unit: μg/kg) 

Compound 

Serum Muscle Liver 

LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ 

Trichlorfon 0.15 0.46 0.18 0.55 0.11 0.07 

Table 3. LOD and LOQ of TCF in spiked Anguilla japonica samples, LOD (Limit of detection) = 3.3 * σ/S, 

LOD(Limit of quantification) = 10 * σ/S (σ : SD of the response, S : slope of the calibration curve) 
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Substance Species Matrix 
Matrix 

curve(𝒓𝟐) 

Spiked 

Conc(μg/kg) 

Recovery 

rate(%) 
CV(%) 

Trichlorfon 
Anguilla 

japonica 

Serum >0.999 

5 86±4.8 5.2 

10 93±2.4 4.1 

100 102±3.6 3.8 

Muscle >0.999 

5 110±1.2 1.3 

10 108±2.3 2.3 

100 111±1.9 1.9 

Liver >0.999 

5 56±4.2 4.3 

10 67±3.4 3.5 

100 58±2.6 2.7 

Table 4. Recovery rate and coefficient of TCF in spiked Anguilla japonica samples 
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질량분석법은 대상 물질의 분자에서 생성한 이온의 질량전하비 

(m/z ratio)로 나타낸다. 분석 모두 (+)mode에서 ESI를 

선택했으며, full scan mode 내에서 질량스팩트럼을 확인한 후 

precursor ion 과 product ion을 생성한 다음 특정 이온을 

선택해 MRM조건을 확립하였다. TCF은 precursor ion인 m/z 

259에 collision energy 11eV를 가해서 정량 이온 m/z 109를 

얻었고 collision energy 9eV, 5eV를 가해서 확인 이온 m/z 79, 

m/z 221를 얻었다. 분자구조로 살펴보면 TCF은 McLafferty 

rearrangement 또는 m/z 127에서 물분자가 소실되어 m/z 

109에서 최적의 감도를 확인할 수 있었다 (KFDA,2014). 

따라서 MRM mode에서 최적화 된 각각의 fragment ion을 

분석하였다. 

 

3.3. Tricholorfon 약물에 대한 잔류 양상 

뱀장어에 적정 수온(30℃) 하에 30mg/kg의 TCF을 침지 

투여한 후 뱀장어 혈장, 근육, 간 내 TCF을 분석한 결과, 

혈청에는 침지 투여 후 48시간 이후 검출 한계 이하로 
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나타났다. 근육과 간은 약물투여 336시간 이후 검출 한계 

이하로 나타났다. 

뱀장어에 비교 수온(20℃) 하에 30mg/kg의 Tricholorfon을 

침지 투여 한 후 뱀장어 혈청, 근육, 간 내 TCF을 분석한 결과, 

혈청에는 약물투여 96시간 이후 검출 한계 이하로 나타났다. 

근육은 336시간 이후 검출 한계 이하로 나타났고 간은 약물투

여 96시간 이후 검출 한계 이하로 나타났다( Fig. 2).
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Fig. 2 Tissue concentration of TCF in Anguilla japonica after dipping treatment with different temperature 
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 뱀장어에 적정 수온(30℃) 하에 150mg/kg의 TCF을 침지 투

여한 후 뱀장어 혈청, 근육, 간 내 TCF을 분석한 결과, 혈청에

는 약물 침지 후 48시간 이후 검출 한계 이하로 나타났다. 근

육은 약물투여 336시간 이후 검출 한계 이하로 나타났고 간은 

약물투여 후 168시간 이후 검출 한계 이하로 나타났다. 이후 

검출 한계 이하로 나타났다. 뱀장어에 비교 수온(20℃) 하에 

150mg/kg의 TCF을 침지 투여 한 후 뱀장어 혈청,근육, 간 내 

TCF을 분석한 결과, 혈청에는 약물투여 168시간 이후 검출 한

계 이하로 나타났다. 근육은 약물투여 후 672시간 이후 검출한

계이하로 나타났고 간은 약물투여 168시간 이후 검출 한계 이

하로 나타났다(Fig. 3).
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Fig. 3 Tissue concentration of TCF in Anguilla japonica after dipping treatment with different temperature
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3.4. 약동학적 해석 

TCF를 침지 투여한 후 뱀장어의 조직 별 잔류 약물 농도 결과

를 바탕으로 약물 동태의 수학적 분석을 noncompartmental 

model에 따라 pharmacokinetic parameters를 계산한 결과를 

온도와 용량에 따라 각각 Table 5, 6, 7 and 8에 나타내었다. 적

수온인 30℃에서 30, 150 mg/kg으로 약욕한 뱀장어 근육 내 

TCF의 농도-시간곡선하 면적 (AUC0-∞)은각각 2405.929, 

9320.75 ㎍/kg·h로 나타났다. 근육 내 최고 농도 도달시간 

(Tmax) 및 최고 농도 (Cmax)는 각각 1.167749, 1.18943시간에

서 237.5085, 1043.725 ㎍/kg으로 나타났다. 배설 반감기 

(t1/2)는 각각 6.90, 5.29시간으로 나타났고 평균체류시간 

(MRT0-∞)은 각각 9.98, 8.0시간으로 나타났다. 비교 수온인 

20℃에서는 30, 150 mg/kg으로 약욕한 뱀장어 근육 내 TCF의 

농도-시간곡선하 면적 (AUC0-∞)은 각각 1702.306, 

9432.503 ㎍/kg·h로 나타났다. 근육 내 최고 농도 도달시간 

(Tmax) 및 최고 농도 (Cmax)는 2.45, 3.33시간에서 각각 

129.9052, 504.9886 ㎍/kg으로 나타났다. 그 외 배설 반감기 

(t1/2)는 각각 7.16, 10.3시간으로 나타났고 평균체류시간 
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(MRT0-∞)은 각각 11.26, 16.16시간으로 나타났다. 

적수온인 30℃에서 30, 150 mg/kg으로 약욕한 뱀장어 혈청 내 

TCF의 농도-시간곡선하 면적 (AUC0-∞)은 각각 372.5024, 

1144.55 ㎍/kg·h로 나타났다. 근육 내 최고 농도 도달시간 

(Tmax) 및 최고 농도 (Cmax)는 각각 1.02, 0.127시간에서 

131.4142, 357.4207 ㎍/kg으로 나타났다. 배설 반감기 (t1/2)

는 각각 2.739, 2.12시간으로 나타났고 평균체류시간 (MRT0-∞)

은 각각 2.085, 3.098시간으로 나타났다. 비교 수온인 20℃에

서는 30, 150 mg/kg으로 약욕한 뱀장어 근육 내 TCF의 농도

-시간곡선하 면적 (AUC0-∞)은 각각 120.6328, 788.559 ㎍

/kg·h로 나타났다. 근육 내 최고 농도 도달시간 (Tmax) 및 최

고 농도 (Cmax)는 1.315, 1.146시간에서 각각 25.86978, 

113.8059 ㎍/kg으로 나타났다. 그 외 배설 반감기 (t1/2)는 각

각 2.414691, 3.921533시간으로 나타났고 평균체류시간 

(MRT0-∞)은 각각 3.907, 6.06시간으로 나타났다. 

적수온인 30℃에서 30, 150 mg/kg으로 약욕한 뱀장어 간 내 

TCF의 농도-시간곡선하 면적 (AUC0-∞)은 각각 897.693, 
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1387.75 ㎍/kg·h로 나타났다. 근육 내 최고 농도 도달시간 

(Tmax) 및 최고 농도 (Cmax)는 각각 0.855, 0.13시간에서 

112.9852, 375.198 ㎍/kg으로 나타났다. 배설 반감기 (t1/2)는 

각각 4.876, 0.65시간으로 나타났고 평균체류시간 (MRT0-∞)은 

각각 7.281, 0.983시간으로 나타났다. 비교 수온인 20℃에서는 

30, 150 mg/kg으로 약욕한 뱀장어 간 내 TCF의 농도-시간곡

선하 면적 (AUC0-∞)은 각각 260.5681, 1747.146 ㎍/kg·h로 

나타났다. 근육 내 최고 농도 도달시간 (Tmax) 및 최고 농도 

(Cmax)는 2.295, 5.398시간에서 각각 40.466, 66.8866 ㎍/kg

으로 나타났다. 그 외 배설 반감기 (t1/2)는 각각 8.067, 

13.807시간으로 나타났고 평균체류시간 (MRT0-∞)은 각각 

4.7867, 22.09시간으로 나타났다. 
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Parameter Unit Serum Muscle Liver 

Cmax μg/ml 25.8698 129.905 40.4662 

Tmax                                                                                                                                                                                          h 1.31581 2.45422 2.29536 

t1/2 h 2.41469 7.16303 8.06754 

AUC0-t μg/ml*h 120.633 1702.31 260.568 

AUC0-∞ μg/ml*h 120.633 1702.31 260.568 

MRT0-∞ h 3.90708 11.2604 4.78672 

Table 2. Pharmacokinetic parameters of TCF in serum, muscle liver from Anguilla japonica after dipping 

concentration of 30 mg/kg bw at 20℃ 
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Parameter Unit Serum Muscle Liver 

Cmax μg/ml 131.414 237.509 112.985 

Tmax h 1.0225 1.16775 0.85555 

t1/2 h 2.73945 6.90423 4.87662 

AUC0-t μg/ml*h 372.502 2405.93 897.693 

AUC0-∞ μg/ml*h 372.502 2405.93 897.693 

MRT0-∞ h 2.08574 9.98927 7.28176 

Table 3.  Pharmacokinetic parameters of TCF in serum, muscle liver from Anguilla japonica after dipping 

concentration of 30 mg/kg bw at 30℃ 
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Parameter Unit Serum Muscle  Liver 

Cmax μg/ml 113.806 504.989  66.8867 

Tmax h 1.14689 3.338  5.39822 

t1/2 h 3.92153 10.3544  13.8079 

AUC0-t μg/ml*h 788.559 9432.5  1747.15 

AUC0-∞ μg/ml*h 788.559 9432.5  1747.15 

MRT0-∞ h 6.06087 16.1636  22.09 

Table 4. Pharmacokinetic parameters of TCF in serum, muscle liver from Anguilla japonica after dipping 

concentration of 150 mg/kg bw at 20℃ 
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Parameter Unit Serum Muscle Liver 

Cmax μg/ml 357.421 1043.73 375.198 

Tmax h 0.1278 1.18943 0.1361 

t1/2 h 2.12919 5.29793 0.65284 

AUC0-t μg/ml*h 1144.56 9320.75 1387.76 

AUC0-∞ μg/ml*h 1144.56 9320.75 1387.76 

MRT0-∞ h 3.09846 8.01857 0.98358 

Table 5. Pharmacokinetic parameters of TCF in serum, muscle liver from Anguilla japonica after dipping 

concentration of 150 mg/kg bw at 30℃ 
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4. 고찰  

 

본 연구는 뱀장어에서 TCF의 약동학적 잔류 시험을 통해 혈액, 

근육, 간을 LC-MS/MS로 분석하였다. 체내 약물동태연구를 

위해 PK Solver program (Zhang et al., 2010)을 적용하여 비 

구획 (non-compartmental) model로서 최고 농도 (Cmax), 

최고농도도달시간 (Tmax), 배설 반감기 (t1/2)등의 중요한 

pharmacokinetic parameter를 계산하였다. (woo et al., 

2016)에서는 넙치에서의 TCF 노출에 따른 약물동태학적 

연구는 넙치에 1mg/kg과 5mg/kg의 농도에서 약욕한 결과 

혈장에서 최고 농도(Cmax)는 각각 3.1 ± 0.5ng/mL과 31.8 ± 

3.7ng/mL, 최고농도도달시간 (Tmax)은 6시간 그리고 배설 

반감기 (t1/2)는 19.6 ± 4.1시간과 14.4 ± 2.8시간으로 다소 

긴 반감기를 가졌다. 이 뿐만 아니라 (Woo and Chung, 

2019)에서 조피볼락에서의 TCF 약욕시 혈장에서 

약물동태학적 결과 15°C의 30ppm과 150ppm에서 최고 

농도(Cmax)는 98.76㎍/㎖, 253.42㎍/㎖, 최고농도도달시간 

(Tmax)은 둘다 1시간, 배설 반감기 (t1/2)는 각각 6.10h, 
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7.34h이며 25°C의 30ppm과 150ppm에서 최고 농도(Cmax)는 

479.63㎍/㎖, 301.49㎍/㎖, 최고농도도달시간 (Tmax)은 0.5, 

1시간, 배설 반감기 (t1/2)는 각각 6.86h, 4.54h의 결과를 

얻었다. 이는 본 연구 결과와 다소 비슷하게 최고 농도까지 

도달하는 시간은 적수온인 30도가 비교 수온인 20도 보다 더 

빠르게 흡수가 되며 반감기 또한 빠르게 나타나는 것을 볼 수 

있다. 즉 투여 농도가 동일 시 고수온이 약물의 잔류 시간이 

짧아지는 것으로 약물이 체내에 머무르는 시간은 투여 농도 

보다는 수온에서 영향을 더 크게 받는 것으로 나타났다. 어체 

내에서 약물 동태는 약물 투여 농도, 배설, 배사, 분포 등과 

같은 여리 인자에 의해 달라진다고 알려져 있다(Treves-

Brown, 2000). 뿐만 아니라 어류에서 수온은 생리적 

대사과정에 직접적인 영향을 주는 조절인자로서 항생제와 같은 

약물이 체내 분포 및 배설에 수온이 큰 영향을 준다고 

하였으며(Son et al., 2011), 잔류 기간은 낮은 수온 보다 

고수온에서 더 짧다고 보고되었다(Zhang and Li, 2007). 

또한 양식 어류의 TCF 휴약 기간에 대한 첫번째 연구는 

(Brandal and Egidius., 1979)에 의해 보고 되어있다. 이는 
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연어류 근육에서 TCF가 소실된 것을 연구했지만 약물투여 

12일 후 조직에서는 잔류물이 분석되지 않았다. TCF를 

투여하는 동안 21일의 휴약기간을 권고하였다. 본 연구에서는 

적수온인 30도와 비교 수온 20도로 나누었고, 각 온도에는 

트리클로폰을 30, 150mg/kg bw이 되도록 하여 투여했다. 투여 

21일 후 혈장, 근육, 간에서 TCF는 검출 되지 않았다. 

뱀장어에서 TCF 소실에 대한 연구는 수행되지 않았다. TCF의 

분포, 배설, 대사와 같은 생리적 과정은 어종, 크기, 실험 조건, 

약물 농도 그리고 기간에 따라 달라지므로 연구 데이터를 

비교하기 어렵다. 

TCF은 국내외에서 각 식품에 대하여 잔류허용기준(MRL)이 

설정되어져 있다. 국내에서는 Table 9 에서 보는 바와 같이 소, 

돼지 및 양 등에 대하여 세부적으로 설정되어져 있으며 대개 

0.05~0.1 mg/kg이다. 일본은 수산 생물에 대하여 8가지 분류 

체계에 따라 MRL을 설정하고 있으며, 0.004~0.01 mg/Kg이다. 

일본에서 TCF의 수산용의약품 허가는 한국과 같게 뱀장어, 

잉어에 사용이 가능하도록 허가가 나 있는 실정이다(Table 10). 

유럽에서는 0.01 mg/Kg으로 나타나지만, 어류에서의 개별적 
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MRL 수치는 나오지 않고 있다. 

이상의 결과들을 종합하여 보면 본 연구의 결과들은 

trichlorfon을 어류 양식에서 보다 안전하게 사용하기 위해 

잔류 허용기준을 설정하는데 필요한 기초자료로 활용 될 

것으로 기대한다. 
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식품명 
MRL 

(ppm) 
식품명 

MRL 

(ppm) 
식품명 

MRL 

(ppm) 

돼지 간 

(Pig Liver) 
0.1 

소간 

(Cattle Liver) 
0.05 

양간 

(Sheep Liver) 
0.1 

돼지 근육 

(Pig Muscle) 
0.1 

소 근육 

(Cattle Muscle) 
0.05 

양 근육 

(Sheep Muscle) 
0.1 

돼지 신장 

(Pig Kidney) 
0.1 

소 신장 

(Cattle Kidney) 
0.05 

양 신장 

(Sheep Kidney) 
0.1 

돼지 지방 

(Pig Fat) 
0.1 

소 지방 

(Cattle Fat) 
0.05 

양 지방 

(Sheep Fat) 
0.1 

유 (Milk)  0.0  

Table 9. maximum residue limit for TCF in Korea 
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Table 10. maximum residue limit for TCF in Japanese food
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제 2 장 Trichlorfon이 뱀장어의 약물 대사 및 

생리적기능에 미치는 영향 

 

 

1. 서론 

현재 양식 산업과 수산물 소비증가와 함께 수산물 안전성 문제

도 커지고 있다. 현재 우리나라 양식 산업은 밀식, 수질악화, 과

식과 같은 여러 요인들로 인해 질병 발생이 증가 하고 있다. 이

런 질병 발생을 예방하거나 치료하기 위한 방법 중 하나로 수

산용의약품을 사용한다. 그러나 약물을 정확한 용법, 용량에 맞

추어 사용 하지 않으면 저항성 균주 발생, 약효 감소, 사람이 

섭취 시 인체에 부작용으로 이어질 수 있다. 따라서 어류로 흡

수된 약물의 독성, 축적성, 약물배출시간과 같은 자료를 검토해 

약물을 모니터링하고 잔류허용기준(MRL)을 설정하는 것이 중

요하다.  

Trichlorofon(TCF)은 수산용의약품으로써 기생충인 

Dactylogyrus sp. Gyrodactylus sp. 와 기생성 갑각류인 
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Lernaea cyirinacea, Argulus joponicus, Caligus spinosus 등

의 구제를 위해 사용되고 있다. 그러나, 과도한 TCF사용은 생

물체에 스트레스를 유발하며 이로 인하여 생물체는 병원체의 

감염에 대하여 면역기능이 저하되어 쉽게 질병에 감염되게는 

원인이 되기도 한다. TCF는 생물체내에서 DNA손상, 지질 과산

화(LPO), 산화 스트레스를 유발하는 과산화수소(H2O2)와 같

은 ROS의 생성을 유도한다고 알려져 있고 (Xu et al., 2012),  

또한 TCF는 내인성 화합물, 환경 오염 물질, 약물 등의 생체 

내 변환에 관여하며, 잠재적인 독소로부터 유기체를 보호하는 

데 중요한 역할을 하는 cytochrome P450(CYP)효소에 대하여

서도 영향을 미친다고 알려져 있다(Kim et al., 2013). 또한, 

TCF의 사용은 수중 환경을 오염시켜 많은 문제를 야기시킨다

고 알려져 있다. TCF는 짧은 반감기(약 57시간)를 나타내지만, 

반복적이고 과도한 사용은 종종 대상 어류에 대한 독성 및 비 

표적 어종(생선, 게, 새우 등)에 대한 환경오염 등의 심각한 문

제를 나타낸다고 알려져 있다(Baldissera., 2019). 또한 TCF는 

유영 능력의 장애(Yonar et al., 2015), 혈액학적 파라미터

(Venturini et al., 2015;Yonar et al., 2015), 면역 체계 및 대
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사물(2015) 등에 부정적 영향을 미친다고 보고되었다. 또한 

silver catfish(Rhamdia quelen)와 nile tilapia (Orychromis 

niloticus)에서도 TCF가 산화적 스트레스를 유발한다고 보고되

었다(Thomaz et al., 2009; Baldissera et al., 2019.) 이와 같은 

많은 보고서들은 TCF가 어류에 대하여 다양한 생리적 부작용

을 야기한다는 것을 보여주고 있다. 

 따라서 본 연구에서는 뱀장어에 대한 TCF의 약물 안전성을 

평가하기 위하여 뱀장어의 약물 대사 및 생리적기능에 미치는 

TCF의 영향을 조사하였다. 

 

2. 재료 및 방법 

 

2.1. 실험 어류  

본 연구에서 사용된 총 50 미의 건강한 뱀장어 (70±5ｇ)를 

고창의 한 양식장에서 구입하여 300L 수조(수온 15℃, pH 

6.5~7.0) 에 5마리 씩 7일 동안 순치 시켰다. 
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2.2.  RNA isolation and first-strand cDNA synthesis 

뇌(Brain), 눈(Eye), 아가미(Gill). 심장(Heart). 위(Stomach), 

간(Liver), 비장(Spleen), 신장(Kidney), 장(Intestin), 근육

(Muscle), 생식소(Testis)는 무작위로 선택된 건강한 물고기 

한 마리에서 해부 되었다. Total mRNA는 Trizol™(Invitrogen, 

USA)을 사용하여 매뉴얼에 따라 추출하였다. 추출된 RNA는 

Nanodrop(Thermo Scientific™, NanoDrop™ Lite 

Spectrophotometer)를 사용하여 260/280 nm의 OD를 기준으

로 정량화되었다. 모든 검체의 흡광도 비율은 1.8부터 2.1까지

로 RNA 검체의 만족스러운 순도를 나타낸다. cDNA는 

cDNAsynthesis kit(EnzoLife Science Inc, USA)를 사용하여 

총 RNA의 1μg에서 합성되었다. 합성된 cDNA는 사용할 때까

지 -80℃에서 저장되었다. 

 

 

2.3. Cloning of Anguilla japonica CYP1A, CYP1B, 

CYP1C1 
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뱀장어로부터 CYP1 gene의 클로닝을 하기 위해 유전체

(genomic), 전사체(transcriptomic) 자료로써 차세대 염기서열

분석(NGS) 기술을 이용하여 간 조직을 분석하였다. 본 실험에

서 사용된 primer는 Table 11에 나타내었다. Anguilla japonica 

CYP1A, CYP1B, CYP1C1 cDNA는 ExTaq™ DNA 

polymerase (Takara, Japan를 이용하여 (Table 12) PCR을 실

시하였다(Table 13). 증폭된 PCR product는 1.2% agarose gel을 

사용하여 PCR 여부를 확인하였고, FaverPrep™ GEL/PCR 

Purification Mini kit (FAVORGEN, Seoul, South Korea)를 이용해 

추출하고 pGEM®-T Easy Vector(Promega)를 이용하여 ligation

을 진행하였고, E. coli DH5α competent cells을 이용하여 형질전환 

하여 37℃에서 overnight하여 배양하였다. White colony를 선별하

여 colony PCR을 진행하였고 Gel Doc image analysis system(Bio 

Rad, USA)를 통해 확인하였다. Target sample을 선별해 ALB 배지

에 배양액 100㎕를 넣어 37℃에서 160 rpm으로 overnight하였다. 

이후 DNA 염기서열을 추출하여 MACROGEN Co, Ltd.,(DNA 

Sequencing Service, Seoul, Korea)에서 분석하였다. 
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Primer name 5’-3’ sequence Product size (bp) 

AjCYP1A-F ATGGCACTGATGATTCTACCCTTGG 
1,603 

AjCYP1A-R CTTAAACTGAATGTGCGCGCACAAC 

AjCYP1B-F ATGGACATTCAGGAGGTGATGGA 
1,619 

AjCYP1B-R TTAGTTCTGTTCTGAGGATGTGCTTT 

AjCYP1C1-F ATGGCACTGTGGGACTCAGAGTTT 
1,580 

AjCYP1C1-R TCATGCTGGTGAAACCAAGCCTAGA 

Table 11. Primers sequence sets used to amplify CYP gene for PCR 
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Components of PCR Volume 

10X reaction buffer 5㎕ 

dNTP mixture 5㎕ 

GC solution 2.5㎕ 

F(10pmole/㎕) 1㎕ 

R(10pmole/㎕) 1㎕ 

DNA Polymerase 0.5㎕ 

Template DNA 0.5㎕ 

DEPC water 34.5㎕ 

Table 12. Condition of working solution for PCR
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Step Temp (℃) Time Cycle 

Initial denaturation 94 2 min  

Denaturation 95 30sec 

30 Annealing 55 30sec 

Extension 72 30sec 

Final elongation 72 5 min  

Table 13. Condition of CYP gene for PCR 
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2.4. AjCYP1 isoform 의 염기서열 분석 

염기서열 비교는 National Center for Biotechnology 

Information(NCBI)에 등록된 염기서열을 이용하였다. 염기서열 

정렬은 Bio Edit Sequence Alignment Editor 와 Basic Local 

Alignment Search Tool(BLAST)을 이용하였으며, ClustalW 

multiple alignment(Bioedit)를 이용하여 확인하였다. ClustalW 

multiple alignment 를 사용하여 유전자 서열을 분석하였다(Hall, 

1999). 

 

 

2.5. Exposures, sampling and 전처리 과정 

본 연구에서 사용된 총 50 마리의 건강한 뱀장어(약 150g)를 

고창의 한 양식장에서 구입하여 300L 수조(20℃, pH 

6.5~7.0)에 7 일 동안 순치 시켰다. 대상 물질은 

Trichlorfon(metrifon, (DAESUNG MICROBIOLOGICAL 

LABS.CO.,LTD, korea)를 사용하였다. 

서로 다른 온도(20℃, 30℃)를 만들기 위해 30℃ 그룹 탱크는 

쿨러를 사용하여 온도를 유지시켜주었고 다른 그룹의 탱크는 
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하루에 1℃씩 온도를 올려주었다. 그리고 TCF 와 온도 사이의 

포커스를 맞추기 위해 실험 기간 약 3 주동안 먹이를 

먹이지않았다. 그리고 매일 환수를 해주었다. 

두개의 그룹으로 나누었고, 각 그룹은 또 2 개의 노출에 대해서 

서브그룹으로 나누었다. 첫번째 두번째 서브 그룹은 30 mg kg 

bw at 20℃ and 30℃으로 30분간 침지 하였다. 3,4번째 그룹은 

TCF concentration of 150 mg kg bw at 20℃ and 30℃으로 

30 분간 침지 하였다. 이 후 투여한 뒤 깨끗한 수조에 

수용하였다. 약욕 종료 후 0시간을 기준으로 0, 0.5, 1, 3, 6, 12, 

24, 48, 168, 336 시간마다 각 실험구에서 10마리씩 혈액, 근육, 

간, 아가미, 뇌 등을 채취하였다. 혈액은 6,000rpm 에 4℃에서 

15 분동안 원심 후 혈장을 채취하여 실험하였고, 나머지 각 

시료 0.1g 을 PBS 1 ㎖을 첨가한 뒤 얼음 위에서 마쇄하였다. 

이후 13,000 G, 4℃에서 30 분간 원심 분리한 뒤 상층 액을 

채취 후 희석하여 분석에 사용하였다. 

 

2.6. 항산화 효소 활성 

먼저 Superoxide dismutase(SOD) 활성은 상업용 kit(SOD 
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Assay Kit-WST, Dojindo Molecular Technologies, Inc)를 사

용하였다. 96 well에 아가미 및 간 시료 20 ㎕, 200 ㎕ WST 

working solution, 20 ㎕ Dilution buffer, 20 ㎕ Enzyme 

working solution을 분주하여 37℃에 20분동안 배양한 후 450 

nm에서 측정하였다. 

Catalase(CAT) 분석은 상업용 kit(Catalase colorimetric 

Activity Kit, ARBOR ASSAYS, USA)를 사용하였다. 96well 

plate에 시료 25㎕, 25㎕ Supplied Hydrogen Peroxide 

Reagent 분주 후 RT에서 30분간 방치 후 25㎕  Supplied 

Substrate, 25㎕  HRP Reagent 분주 후 RT에서 15분간 방치 

후 560nm에서 측정하였다. 

Glutathione S-transferases (GST) 활성은 상업용 

kit(Glutathione S-transferases (GST) Assay Kit, Sigma)를 

사용하였다. 먼저 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 9.8

㎖, 200 mM L-Glutathione reduced 0.1 ㎖, 100 mM CDNB 

0.1 ㎖를 만들어 Substrate solution을 만든 후 2㎕ GST + 18

㎕ Sample Buffer와 Substrate solution 180㎕를 분주 후 

340nm에서 6분동안 매분 측정한다. 
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2.7. AChE activity 

Acetylcholine esterase(AChE)는 Ellman (1961)의 방법을 

변형하여 측정하였다. 50mM TrisHClbuffer (pH 7.5)로 희석한 

후, 1.875 mM DTNB를 혼합하고 기질로 8.25mM 

Acetylcholinesterase iodide을 넣고, 파장 412 nm에서 5분간 

측정하였다. 

 

2.8. Stress indicator(Cortisol) 

혈장 Cortisol 농도는 Cortisol ELISA kit(Enzo Life Sciences, 

USA)의 protocol에 따라 측정하였다. 
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3. 결과 

 

3.1. 약물대사효소 유전자 서열 정보 확보 및 CYP1 

family에서 조직 별 발현 양상 

약물대사효소인 CYP 450을 이용해 수산 동물의 체내 약물 대

사 능력과 생체 이물질 제거 평가하기 위해 CYP 450에 대한 

실험을 진행하였다. 뱀장어의 CYP 450 gene 서열을 확보 하였

다(Fig. 4). 이후 조직(뇌, 아가미, 심장, 위, 유문수, 간, 신장, 

비장, 장, 근 육, 생식소)에서의 약물대사효소 유전자 발현 분포 

양상을 알아보았다. CYP450 gene의 종류에 따라서 간 뿐만 아

니라 다른 조직에서 발현의 차이를 보였다(Fig. 5).
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(a) (b) (c) 

   

Fig. 4 Nucleotide and deduced amino acid sequence of Anguilla japonica CYP1A (AjCYP1A) (a), CYP1B 

(AjCYP1B) (b), and CYP1C1 (AjCYP1C1).  



５０ 

 

(a) (b) (c) 

 

 

 

Fig. 5 RT-PCR and relative expression levels of AjCYP1A(a), AjCYP1B(b), and AjCYP1C1(c) in various 

tissue of Anguilla japonica. The b-actin gene was used as a reference housekeeping gene.  

* 뇌(B; Brain), 눈 (E; eye), 아가미(G; Gill), 심장(H; Heart), 위(St; Stomach), 간(L; Liver), 신장(K; Kidney), 비장(S; Spleen), 장

(I; Intestine), 근육(M; Muscle), 생식소(T; Testis)  
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3.2. 항산화 효소 활성 

TCF를 약욕한 후 뱀장어의 간을 바탕으로 항산화 효소인 SOD, 

CAT, GST를 분석한 결과를 아래의 그림으로 나타내었다. 스트

레스에 의해 발생되는 활성산소 (ROS) 는 체내에서 다른 물질

과 결합하려는 화학적 산화력이 강해서 세포의 기능을 손상시

키고, 조직의 생리적 반응을 저해한다. ROS에 대항하여 체내에

서는 항산화 효소인 SOD 및 CAT를 생성하여 세포기능 손상

을 막는 것으로 알려져 있다. 하지만 Fig. 6, 7 and 8의 그래프

와 같이 온도 및 농도 비교에서도 큰 차이를 보이지 않았다.  
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Fig. 6 SOD activity in liver of Anguilla japonica exposed to TCF (30 and 150 mg/kg bw) at different 

temperatures. Each value represents a mean value ± SD of three replicates (n = 10). 
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Fig. 7 CAT activity in liver of Anguilla japonica exposed to TCF (30 and 150 mg/kg bw) at different 

temperatures. Each value represents a mean value ± SD of three replicates (n = 10). 
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Fig. 8 GST activity in liver of Anguilla japonica exposed to TCF (30 and 150 mg/kg bw) at different 

temperatures. Each value represents a mean value ± SD of three replicates (n = 10). 
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3.3. AChE 활성 

뇌에서 AChE 활성은 트리클로폰을 노출 직후부터 1시간까지 

억제되었다가 다시 회복하는 양상을 보였음을 알 수 있다. 

Acetylcholinesterase 효소 활성이 감소되면 신경말단에서 아

세틸콜린이 많아지게 되며, 이것은 몸의 조직과 기관 내에서 신

경에 과도한 자극을 일으킬 수 있다(Fig. 9). 
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Fig. 9 AChE activity in brain of Anguilla japonica exposed to TCF (30 and 150 mg/kg bw) at different 

temperatures. Each value represents a mean value ± SD of three replicates (n = 10). 
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3.4. Stress indicator(Cortisol) 

혈장 cortisol의 수치는 트리클로폰 투여 후 30분~1시간사이에 

가장 높은 수치를 보이며 이 후 감소하기 시작해 원래 상태로 

회복되었다.  

스트레스 호르몬인 cortisol 또한 신경 독성과 관련되어 있어 

Acetylcholinesterase에 의해 발생하는 자극에 의해 cortisol 

수치가 올라간것으로 생각된다(Fig. 10). 
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Fig. 10 Cortisol in plasma of Anguilla japonica exposed to TCF (30 and 150 mg/kg bw) at different 

temperatures. Each value represents a mean value ± SD of three replicates (n = 10). 
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4. 고찰 

CYP450은 보조 인자로 heme을 갖는 효소로써 여러 종류의 

기질들을 대사 반응 시킨다. monooxygenase 반응은 CYP450

에 의해 촉매 되는 가장 대표적인 반응이며, 내인성 대사 산물

이나 약물같은 잠재적인 독성물질이 이러한 작용에 의해 대사 

된다(Lee and Ahn,. 2020). 본 연구에서 조직 별 유전자 서열 

정보를 분석하였다. 보았다. T7/SP6 Primer를 통하여 분석한 

DNA 염기서열이 AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1임을 확

인하였으며 그리고 AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1의 

Full-length cDNA을 얻었고, 520, 540, 527 크기의 단백질을 

인코딩하는 1,560 bp, 1,620 bp 및 1,581bp ORF가 포함되어 

있다. 그리고 조직 별 약물대사효소 gene family (AjCYP1A, 

AjCYP1B, AjCYP1C1) 발현 양상을 보았다. AjCYP1A에서는 

간에서 발현 량이 가장 높았고, AjCYP1B는 눈에서, AjCYP1C1

은 비장에서 높은 발현 양상을 보였다.  

본 연구에서는 뱀장어에 TCF 30, 150 mg/kg bw를 30분약 약

욕 후 나타나는 독성을 평가하였다. 결과를 종합하여 평가하면 
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30, 150 mg/kg bw 항산화 효소 활성에서는 뚜렷한 변화를 알 

수 없었지만 신경독성 평가인 AChE 활성에서 대조군과 비교해

서 AChE 활성이 현저하게 감소했다. 이는 농도와 온도에는 영

향을 받지 않았지만 기간에 영향을 받았다. 이 결과와 달리 

(Callaghan et al.. 2002)에서 ACHE 억제는 특히 OP에 의해 

발생하며 온도 변화에 상대적으로 둔감하다는 것을 연구하였다. 

그리고 Calichthys calichthys의 AChE 활성은 메틸 파라티온 

500mg/L 투여 후 4일까지 억제되었으며 35일 되는 날에 조금

씩 회복되었다(Silva et al., 1993). 본 연구에서도 AChE의 억

제 양상과 유사하게 초기에 억제된 후 시간이 지남에 따라 다

시 회복하였다. AChE는 아세틸콜린을 분해하여 신경자극을 전

달에 관여하며, 신경 말단을 건너 신호를 전달하는 물질이다. 

AChE의 효소 활성이 감소되면 신경말단에 아세틸콜린이 많아

지게 되고 결과적으로 조직과 기관 내에서 신경에 강한 자극을 

일으킬 수 있다.  

약물 노출 이후 스트레스를 유발하여 1차 반응인 cortisol이 분

비된다. 스트레스는 어류의 catecholamine과 cortisol을 과다 

분비하는 내분비 반응을 유도하여 비축된 에너지원의 빠른 소



６１ 

 

비를 유발하여, 어체의 건강에 영향을 미칠 수 있다 (Pickering, 

1993). 이상적인 어류의 cortisol 농도는 5 ng/mL 이하로 알

려져 있다 (Pickering and Pottinger, 1989). 뿐만 아니라 

(Chang et al., 2014)에서 수온이 높을 수록 cortisol의 수치가 

증가하는 경향을 보였지만 본 연구에서 cortisol을 평가 결과 

수온과 농도에 상관없이 TCF 노출 30분부터 급격히 올라간 

후 시간이 지남에 따라 서서히 회복하는 양상을 보였다. 이는 

강한 cortisol 농도의 상승을 보였지만, 시간이 지나면서 다시 

회복된다고 알려져 있다 (Barton et al., 1980; Park et al., 1999)

에서 수온 변화와 상관없이 넙치의 cortisol 농도는 다른 어종

에 비해 넙치가 수온에 대한 강한 저항력을 가진 것으로 판단

하였으며, 이는 스트레스 조건이나 종 특이성의 차이 및 실험 

시 어류의 상태 등 여러요인이 작용한 것이라고 보고하였다.  

SOD와 CAT는 항산화 효소로서 SOD는 O2－를 H2O2로 치환 

시키고 CAT는 H2O2를 산소와 물로 환원시키는 역할을 한다. 

그리고 GST는 많은 외인성물질을 해독화시키는 효소 중 하나

로 산화스트레스에 대하여 방어 작용을 담당한다(Fournier et 

al.,1992). 어류 세포가 오염물질과 만나게 되면, 오염물질은 
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GSH와 직접적으로 포합 하거나 GST에 의해서 포합 하여 제

거하게 동자개 항산화 효소 활성의 변동 된다(Zhang et al., 

2004). 본 연구에서 SOD 활성은 30, 150 mg/kg bw 농도에서 

유의한 차이를 보이지않았으며 CAT와 GST또한 유의한 차이

를 나타내지 않았다. 이는 TCF 30, 150 mg/kg bw 농도에서는 

SOD 활성을 변화시킬 정도의 영향을 주지 않는다고 생각한다.  
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요약 

본 연구에서는 뱀장어를 대상으로 하여 trichlorfon(TCF) 노출

에 따른 체내 잔류량 및 약물동태학적 분석을 실시하여 잔류허

용기준 설정에 필요한 자료들을 확보하였으며, 또한 TCF가 뱀

장어의 약물 대사 및 생리적 기능에 미치는 영향을 조사하였다.  

첫번째로 TCF 약욕에 따른 뱀장어의 체내 약물 잔류 농도를 

측정 한 결과를 바탕으로 PK Solver 프로그램을 이용하여 근육, 

간 및 혈액에서 20℃와 30℃에서 30mg/kg과 150mg/kg에서 

약동학적 파라미터(parameter)를 얻었다. 혈액, 근육 및 간에

서 각각 Cmax는 25.8698-357.421, 129.905-1043.73, 

40.4662-375.198이며 Tmax는 0.1278-1.31581h, 

1.18943-3.338h, 0.1361-5.39822h 그리고 반감기(t1/2)는 

2.12919-3.92153h, 5.29793-10.3544h, 0.65284-

13.8079h의 값을 얻게 되었다. 

두번째는 약물대사효소인 CYP450 유전자 발현을 분석하였다. 

TCF는 각 조직에서 CYP 1 family 유전자를 주로 발현시켰으며, 

Ajcyp1A 유전자는 심장과 간에서 주로 발현되었으며, 
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Ajcyp1B 유전자는 뇌, 눈, 심장에서 주로 발현되었다. 반면에 

Ajcyp1C1 유전자는 조직간의 차이가 없이 발현되었다. 

세번째는 Superoxide dismutase(SOD), Catalase(CAT), 

Glutathione-S-Transferase(GST), 

acetylcholinesterase(AChE) 및 Cortisol 활성을 측정하였다. 

항산화 효소인 GST, SOD 및 CAT 활성은 큰 변화 없이 정상

상태로 유지 되었으며, AChE 활성은 뇌에서는 유의하게 억제되

었다가 다시 회복하는 양상을 보였다. 또한 혈 스트레스 지표인 

혈장 cortisol의 수치는 TCF 투여 후 시간이 경과함에 따라 컨

트롤에 비해 증가하여 30분에서 1시간 사이에 가장 높은 수치

를 보였으며 그 이후부터는 감소하기 시작해 원래 상태로 회복

되었다.   

본 연구결과들을 결과를 종합하여 보면, 뱀장어에서는 TCF가 

약물대사과정에 영향을 미칠 뿐만 아니라 AChE의 활성을 저해

하여 신경독성을 나타냄을 알 수 있다.  
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