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Zebrafish (Danio rerio) has been more widely used to study pharmacology. Oxytectracycline (OTC) is 
a broad-spectrum antibiotic and works by interfering with the ability to produce essential proteins of 
bacteria. The aim of this study was to identify the effects of exposure to OTC on behavioral changes 
or endocrine response in zebrafish. The behavioral effects of exposure to OTC (50, 100 or 200 mg/l) 
were characterized in several novelty-based paradigms such as the novel tank or open field test in 
zebrafish. Moreover, to investigate effects of exposure to OTC on endocrine response, we measured 
whole-body cortisol level using cortisol ELISA kit. As results of novel tank test, duration in top and 
immobile duration were significantly increased by the exposure to OTC in a concentration-dependent 
manner (p<0.05). In addition, moving distance, highly mobile, velocity and zone transition were sig-
nificantly decreased by the exposure to OTC in a concentration-dependent manner (p<0.05). As results 
of open field test, the exposure to OTC increased immobile duration significantly (p<0.05). However, 
moving distance, mobile duration and velocity were significantly decreased by the exposure to OTC 
in a concentration-dependent manner (p<0.05). Besides, the exposure to OTC elevated whole-body cor-
tisol levels in zebrafish. These results suggest that the exposure to OTC may induce chemical stress 
in zebrafish.
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서   론

Oxytetracycline (OTC)는 tetracycline계 항생제로서 항균 

스펙트럼이 넓어서 다양한 세균에 사용되며, 특히 그람 양성

균, 렙토스피라, 리켓치아, 클라미다아, 마이코프라즈마 및 원

충 등에 의한 감염증을 치료에 사용되는 항생제이고[2], 세균

의 30S ribosome에 작용하여 단백질 합성을 억제하여 정균 

작용을 나타낸다. OTC의 투여량은 일반적으로 75 mg/kg/ 

day이며, 종에 따라 2~10일 동안 투여할 수 있다[16]. OTC의 

대표적인 부작용은 위장 장애, 감광 알레르기 반응과 치아와 

뼈를 손상 시킬 수 있으며[8], 어류에서는 면역 억제, 신장 독

성, 성장저하, 내성 균주 발생 등과 같은 부작용이 보고된 바 

있다[4]. 또한 OTC는 특히 한국과 영국에서 많은 양을 사용하

는 것으로 알려져 있으며, 이러한 남용으로 인하여 내성균주

의 출현이나 오염과 같은 환경 문제를 야기하는 것으로 밝혀

졌다[2]. 

제브라피쉬(Danio rerio)는 유전학, 생물학 등에서 널리 사용

되고 있는 실험 동물 중 하나로, 최근 많은 행동약리학적 연구

에서도 다양하게 사용되고 있다. 이는 제브라피쉬가 포유류와 

유사한 생리학적 반응을 가지고 있기 때문이며, 포유류의 cor-

tisol 분비과정의 경우 시상하부-뇌하수체-부신 축의 순이며, 

제브라피쉬는 시상하부-뇌하수체-간신샘 축의 신호에 따라 

cortisol을 분비한다[12, 15]. 즉, 제브라피쉬의 내분비계는 말

초 신경계에서 보낸 신호가 시상하부를 자극하고, 이렇게 받

은 신호는 corticotropin-releasing hormone (CRH)의 분비를 

유도하게 된다. CRH의 작용에 의해 뇌하수체에서 혈류로 

adrenocorticotropic hormone (ACTH)를 분비하고, 분비된 

ACTH는 제브라피쉬의 간신샘에 도달하여 cortisol을 분비시

킨다. 분비된 Cortisol은 생리적으로 간의 gluconeogenesis의 

수용력을 증가시키고, 말초 저장부분에서 gluconeogensis의 

선도체 역할을 하는 것으로 포유류 연구를 통하여 밝혀졌다

[7]. Cortisol의 증가는 어체의 지방분해를 활성화 하며, 간에서 

글리세롤 kinase와 glyceraldehydes-3-phospate dehydroge-

naesis의 활성을 증가시킨다[1]. 그리고 급성 스트레스는 초기

에는 선천면역을 활성화시키고, 백혈구 운동성 증가 및 Th1 

세포의 반응성 증가를 유도하는 것으로 밝혀 졌다[5, 17]. 그러

나 만성 스트레스에 노출되면 선천 면역을 억제하고 백혈구의 

분포 및 분화를 억제하고 Th2의 반응성 증가를 유도하여 장기

적인 면역 억제를 일으키는 것으로 알려져 있다[6, 18]. 
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제브라피쉬를 이용하여 OTC에 대한 노출이 어체의 스트레

스 반응이 미치는 영향에 대해서는 아직 보고 된 바가 없다. 

따라서 본 연구에서는 OTC에 노출을 시켰을 때 나타나는 행

동약리학적 변화와 cortisol 농도를 측정하여 수산양식에 사용

되고 있는 대표적인 항생제인 OTC가 화학적 스트레스 요인으

로써 미치는 영향에 대한 기초 자료를 얻고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료

본 연구에서 사용된 OTC HCl는 Sigma-aldrich사(St. Louis, 

MO, USA)로부터 구입하여 하였으며, whole-body cortisol 정

량을 위하여 cortisol assay kit (R&D system, USA)를 사용하

였다. 그 외의 시약은 시중에 유통되는 최고 등급의 것을 구입

하여 사용하였다.

실험동물 

본 연구에 사용된 제브라피쉬는 총 116마리의 ‘wild-type’

의 성체 제브라피쉬를 사용하였으며, 제주시에 위치한 관상어 

매장(월드피쉬, Korea)에서 분양을 받았다. 실험 어체를 2주 

동안 실험실 환경에 적응시켰다. 실험 어체는 60 l 탱크에 

30-40마리, 여과 시스템을 통하여 사육되었다. Zebrafish care 

standard에 따라 사육수의 온도는 26-28℃로 하였고, 명암주

기는 16-8시간 주기(on:09:00-off:18:00)로 하였다[20]. 제브라

피쉬는 사료로 TetraMin (Tetra, Germany)를 하루에 두 번 

투여하였으며 1달간 실험실 환경에 적응한 후 사용되었다. 

약물 투여 

실험에 사용된 OTC의 농도와 시간은 pilot study를 통하여 

결정되었다. Novel tank test 및 open field test, whole-body 

cortisol 측정 실험 진행할 때, 500 ml의 증류수에 50-200 mg/l

의 농도로 각각 제조한 뒤 6분간 약욕시켰다.

Novel tank test

OTC 노출이 불안행동에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 

Robinson 등의 실험방법에 따라 novel tank test (NTT)를 실시 

하였다[10]. 행동실험은 10시부터 17시 사이에, 실험 환경의 

온도를 일정하게 유지한 뒤에 진행되었다. 실험에 사용된 제

브라피쉬는 총 48마리(group당 n=12)로, OTC가 녹아 있는 1 

l 비커에 6분간 약욕시켰다. Tank (15 cm height × 28 cm top 

× 23 cm bottom × 7 cm width)는 1.5 l의 사다리꼴 모양의 

tank를 top half과 bottom half으로 나누어 물을 가득 채운 

뒤 사용 하였다. Tank 정면에 camera를 설치하여 6분간 관찰

을 하였으며, Ethovision XT 8.5 (Noldus, Wageningen, The 

Netherlands) 프로그램을 사용하여 분석하였다.

Open field test 

OTC 노출이 행동 변화 및 자발 운동량에 미치는 영향을 

관찰하기 위하여 Cachat 등의 방법을 이용하여 open field 

test(OFT)를 실시하였다[3]. 원통형 모양의 백색 plastic cylin-

der (24 cm Height × 21 cm diameter)에 12 cm의 물을 채워 

진행하였으며, 원통형 상단에 camera를 설치하여 Ethovision 

XT 8.5(Noldus, Wageningen, The Netherlands)을 이용하여 

6분간 행동변화를 측정하였다.

Whole-body cortisol 측정 

Whole-body cortisol 측정은 Grossman 등의 실험방법에 따

라 진행하였다[9]. 제브라피쉬를 6분간 50-200 mg/l 농도의 

OTC 용액에 약욕 시킨 후 150 mg/l 농도의 tricaine (Sigma- 

Aldrich, Mo)로 안락사시켰다. 안락사 후 제브라피쉬는 물기

를 제거한 뒤 액체 질소에 급속 냉동 시키고 준비해 놓은 cryo 

tube에 2 ml 1× Phosphate buffer saline (PBS)넣고 물고기를 

분쇄하였다. 분쇄한 혼합물에 5 ml diethyl ether (Sigma- 

Aldrich, MO)를 넣은 후 1분간 vortexing을 하였다. 이후 

3,000g에 10분 동안 원심 분리(Hanil, Korea) 후 액체 질소에 

30초간 급속냉동 시킨 뒤 상층액을 test tube에 옮겨 담았다. 

이 후 진공 원심 농축기(CVE-2000, Eyela, Japan)를 이용하여 

ether을 증발시켰다. Ether를 증발시킨 test tube에 1 ml 1× 

PBS을 넣고 1.7 ml tube에 옮긴 후 cortisol 측정 시까지 -20℃

에서 보관하였다. Cortisol 농도는 cortisol assay kit (R&D sys-

tem, USA)를 이용하여 측정하였다. ELISA plate를 분석하기 

위해서 versa max microplate reader (molecular devices, 

USA)기를 사용하였고, 이렇게 얻은 흡광도 값은 4-parameter 

sigmoid minus curve를 기초하여 cortisol 농도값으로 환산되

었다. Whole-body cortsiol level은 각 어체 무게에 대한 농도

의 비로 표현되었다.

통계처리

본 연구에서 데이터를 mean ± S.E.M.으로 표현하였으며, 

일원배치분산분석(one-way ANOVA)을 한 후 p<0.05 수준에

서 student-Newman-Keuls test를 이용하여 각 실험군 평균치 

간의 유의성을 검정하였다. 

결   과 

OTC가 novel tank test에 미치는 영향

NTT는 제브라피쉬의 불안 또는 스트레스를 측정하는 실험 

방법으로 zebrafish의 tank의 상층부에 머무는 시간, 총 이동

거리, 유영속도 등을 통하여 불안 정도를 확인하는 실험 방법

이다.  OTC를 50, 100 그리고 200 mg/l의 농도로 6분 동안 

약욕 후 NTT를 실시한 결과, control 그룹의 총 이동거리는 

2124.5±191.6 cm였으며, OTC를 투여한 그룹에서는 50 mg/l 
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농도에서 1543.5±82.5 cm, 100 mg/l 농도에서 1168.5±136.1 

cm, 200 mg/l 농도에서 1098.9±109.9 cm로 control 그룹과 비

교하여 통계적으로 유의성이 있는 농도의존적 감소가 확인되

었다(p<0.05, Fig. 1A). 부동 시간 측정 결과, control 그룹에서 

203.1±13.5초로 나왔으며, 약물을 처리하였을 때 50 mg/l 농도

에서는 279.6±9.0초, 100 mg/l 농도에서는 306.5±7.6초 그리고 

200 mg/l 농도에서는 327.9±5.9초의 결과값으로 농도의존적

으로 통계적인 유의성 있는 증가 현상이 확인되었다(p<0.05, 

Fig. 1D). 과행동 운동시간의 경우 control 은 5.6±1.1 초 결과 

값이 관찰되었고 약물을 처리한 그룹에서 50 mg/l 농도에서

는 3.0±0.4 초, 100 mg/l 농도에서는 1.7±0.4초, 200 mg/l 농도

에서는 1.9±0.4 초의 값을 얻었다. 이는 control 그룹과 비교하

였을 때 통계적 유의성이 있는 감소 현상이 확인되었다(p< 

0.05, Fig. 1E). 평균속도는 control 값이 6.4±0.3 cm/s 였으며 

50 mg/l, 100 mg/l 그리고 200 mg/l를 처리하였을 때 4.1±0.2 

cm/s, 3.4±0.3 cm/s그리고 2.9±0.3 cm/s로 농도의존적으로 

유의성 있는 감소 현상이 확인되었다(p<0.05, Fig. 1F). 또한 

상하 변위 결과, control의 경우 13.5±2.7회로 확인이 되었다. 

50 mg/l 농도에서는 14.1±2.0회, 100 mg/l 농도에서는 9.1±1.8

회 200 mg/l 농도에서는 5.6±1.4회로 확인되었다. Control과 

비교하였을 때 200 mg/l에서 통계적으로 유의성이 있는 감소 

현상이 관찰 되었다(p<0.05, Fig. 1G). 제브라피쉬는 NTT에서 

불안이나 스트레스 상태에서 최초로 상층부에 들어간 시간이 

지연되거나 상층부의 머무는 시간이 감소하게 되는데[21], 본 

연구에서 최초로 상층부에 들어간 시간과 상층부의 머무는 

시간의 경우, 농도 의존적으로 증가하는 경향이 관찰되었으

나, 통계적인 유의성은 확인되지 않았다(Fig. 1B 및 1C).

OTC가 open field test에 미치는 영향

OFT에서는 제브라피쉬의 유영 pattern과 유영 속도를 통하

여 실험 모델이 불안 정도를 측정하는 실험 방법이며, 이는 

설치류의 실험 방법과 동일한 원리로 데이터를 분석할 있다. 

OFT에서의 총 이동 거리는 control그룹에서 3,050.2±466.2 cm

였고, 100 mg/l 농도의 OTC처리그룹에서 1,510±251.6 cm, 

200 mg/l농도의 OTC 처리그룹에서는 1,362.4±137.6 cm로 

control 그룹과 비교하여 통계적으로 유의성이 있는 감소현상

이 확인되었다(p<0.05, Fig. 2A.). 그러나 가운데 구간과 바깥구

간에서 머무른 시간은 통계적인 유의성이 확인되지 않았다. 

부동 시간에서는 control group의 결과 값은 167.9±36.5초로 

확인되었다. 200 mg/l 농도에서는 270.1±15.4초로 통계적으로 

유의성 있는 증가 현상이 확인되었다(p<0.05, Fig. 2D). 동적 

시간에서는 control그룹에서는 197.3±32.6초로 확인되었다. 

OTC약물 투여 그룹에서는 50 mg/l농도에서는 156.5±17.5초, 

100 mg/l 112.4±22.3초 그리고 200 mg/l 87.5±15.1초로 100 

mg/l와 200 mg/l에서 통계적으로 유의성 있는 감소현상이 

확인되었다(p<0.05, Fig. 2E).  평균속도에서는 control 그룹에

서는 8.5±1.2 cm/s과 비교하였을 때 50 mg/l 농도에서는 

5.6±0.7 cm/s, 100 mg/l 농도에서는 4.1±0.6 cm/s그리고 200 

mg/l 농도에서는 3.7±0.3 cm/s로 농도 의존적으로 통계적으

로 유의성 있는 감소 현상이 확인되었다(p<0.05, Fig. 2F). 그러

나 나선 유영과 회전각에서는 유의성 있는 차이가 관찰되지 

않았다(Fig. 2G 및 2H).

OTC가 whole-body cortisol level에 미치는 영향

Whole-body cortisol test 결과 control-152.6±70.8 ng/g, 50 

mg/l-178.6±42.5 ng/g, 100 mg/l-230.6±100 ng/g, 200 mg/l- 

526.4±105.2 ng/g 수치가 확인이 되었다. Control group과 

OTC 투여 그룹을 비교하였을 때, 200 mg/l 농도에서는 526.4 

±105.2 ng/g로 통계적으로 유의성 있는 증가 현상이 확인되었

다(p<0.05, Fig. 3).

고   찰

어류에게 스트레스는 행동변화 및 생존과 밀접한 연관성이 

있다. 적당한 수준의 스트레스는 어류의 생존을 위해서 반드

시 필요하지만, 장기간의 스트레스 노출은 어체에 부정적인 

변화를 일으키는 것으로 알려져 있다. 그 변화 중 하나는 면역

계에서의 변화이며 급성 스트레스의 경우 선천면역을 활성화

시키고, 백혈구 운동성 증가 및 Th1 세포의 반응성 증가를 유

도하지만[5, 17], 만성 스트레스에 노출될 경우 오히려 선천 

면역을 억제하고 백혈구의 분포 및 분화를 억제하고 Th2의 

반응성 증가를 유도하여 면역계 전반에 억제 반응을 일으키는 

것으로 알려져 있다[6, 19]. 또한 lysergic acid diethylamide 

또는 microcystins과 같은 화학물질에 노출될 경우, 이들 물질

이 화학적 스트레스 요인으로 작용하여 이동거리 감소 또는 

유영속도 감소, 부동 시간의 증가 등과 같은 행동 변화 연구결

과가 관찰 되었고 cortisol 수치가 증가하는 현상이 확인 되었

다[9, 11]. 

본 연구에서는 OTC를 제브라피쉬에게 노출시켰을 때 나타

나는 스트레스 반응을 NTT 및 OFT, whole-body cortisol 농도

를 통하여 관찰하였다. NTT와 OFT는 스트레스와 불안 정도

를 측정하기 위해 많이 사용되는 행동 실험의 하나이다[10, 

13, 14]. 

NTT를 실시한 결과, 총 이동거리 및 과행동 지속시간, 평균 

속도, 상하 변위에서 통계적으로 유의성 있는 감소 현상이 관

찰되었고, 부동시간에서 통계적으로 유의성 있는 증가 현상이 

나타났다(Fig. 1). 이러한 현상은 Luiza 등은 제브라피쉬를 100 

μg/l 농도의 microcystins에 노출 시켰을 때, NTT에서 총 이동

거리가 감소하고, 부동시간이 증가하는데, 이는 microcystins

가 제브라피쉬에게 화학적 스트레스 요인으로 작용하여 제브

라피쉬의 행동에 영향을 미친다고 보고한 바 있다[11]. 제브라

피쉬의 불안 행동 중 하나인 부동 시간은 OTC에 6분간 노출시
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Fig. 1. Effects of Oxytetracycline (50, 100 or 200 mg/l) on (A) mov-

ing distance, (B) duration in top, (C)  latency to top, (D) 

immobile duration, (E) highly mobile duration, (F) velocity 

and (G) zone transition in the novel tank test in zebrafish. 

Each bar represents mean ± S.E.M. of 10-12 animals. P val-

ues for the group comparisons were obtained by one way 

ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test (*p<0.05 

vs control).
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Fig. 2. Effects of Oxytetracycline (50, 100 or 200 mg/l) on (A) moving distance,  (B) duration in center zone, (C) duration in out 

zone, (D) immobile duration, (E) mobile duration, (F) velocity, (G) turn angle on the open field test in zebrafish. Each bar 

represents mean ± S.E.M. of 10-12 animals. P values for the group comparisons were obtained by one way ANOVA followed 

by Student-Newman-Keuls test (*p<0.05 vs control).
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Fig. 3. Whole-body cortisol level after exposure to oxytetracy-

cline (50, 100 or 200 mg/l) for 6 min in zebrafish. Each 

bar represents mean ± S.E.M. of 4 animals. P values for 

the group comparisons were obtained by one way 

ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test (*p< 

0.05 vs control).

켰을 때, 100 및 200 mg/l의 농도에서 통계적으로 유의성 있는 

증가하는 현상이 관찰되었다. 이러한 결과는 microcystins를 

처리 하였을 때 부동시간이 증가 하는 것과 유사 현상이며 

사료되며 OTC 또한 화학적 스트레스로 작용을 하여 불안과 

유사한 행동을 유발한 것으로 사료된다. 제브라피쉬를 OTC에 

6분 간 노출 하였을 때 평균속도에서는 농도 의존적으로 감소

현상이 확인되었고 이는 OTC가 화학적 스트레스로 작용을 

한 것으로 추정된다. 본 연구에서도 OTC를 농도 별로 노출시

켰을 때 이전 연구와 유사하게 제브라피쉬의 총 이동거리가 

농도 의존적으로 감소하는 현상이 관찰되었고 과행동 시간과 

평균속도 그리고 상하 변위에서 통계적으로 유의성 있는 감소 

현상이 확인되었다. 위의 결과로 비추어 볼 때 OTC가 제브라

피쉬에게 화학적 스트레스로 작용하였고 이로 인해 불안과 

유사한 행동을 유발하는 것으로 사료된다.  

OFT 결과 총 이동거리와 움직이는 시간 그리고 유영속도에

서 통계적으로 유의성 있는 감소 현상이 확인 되었고(Fig. 2A, 

2E, 2F) 움직이지 않는 시간에서 통계적으로 유의성 있는 증가

현상이 관찰되었다(Fig. 2D). OFT에서는 총 이동거리 결과와 

유영속도는 이전 lysergic acid diethylamide를 250 μg/l 농도

로 20분간 투여 하였을 때 총 이동거리와 움직이는 시간 그리

고 유영속도가 감소하는 경향이 확인되었고, 본 실험에서는 

총 이동거리는 100과 200 mg/l의 농도에서 통계적으로 유의

성 있는 감소 현상이 확인되었고 움직이는 시간은 100과 200 

mg/l의 농도에서 통계적으로 유의성 있는 감소현상이 관찰되

었고 유영속도는 농도의존적으로 통계적으로 유의성 있는 감

소 현상이 확인되었다[9]. 위의 실험결과로 비추어 볼 때 OTC

는 제브라피쉬에게 화학적 스트레스로 작용을 하여 이동거리 

감소 및 유영속도, 움직이는 시간 등에 영향을 준 것으로 사료

된다.

스트레스를 받게 된 어류는 어체에서 1차적 반응과 2차적 

반응이 나타난다. 1차 반응에서는 corticosteroid와 catechol-

amine hormones이 증가 하게 되고 2차 반응에서는 glucose나 

lactate가 증가하고, 조직에서 glycogen이 감소하는 현상, 삼투

압 장애, lysozyme의 활성, 항체의 생성 등과 같은 면역기능의 

변화 등 대사의 변화가 일어나게 된다[1]. 스트레스의 지표로 

알려져 있는 whole-body cortisol을 측정한 결과, 200 mg/l의 

농도에서 OTC를 약욕하였을 때 cortisol 수치가 증가하는 현

상으로 비추어 볼 때 zebrafish에게 화학적 스트레스로 작용한 

것으로 사료된다. 

항생제 사용은 병원성 질병으로부터 어류를 보호하고 상품

의 가치를 증가시키며 경제적으로 손해를 줄일 수 있는 방법

으로 수산 양식 환경에서 중요한 수단이다. 하지만 항생제의 

과도한 사용은 어체에게 스트레스 인자로 작용할 수 있음을 

본 연구를 통해 확인할 수 있었다. 본 연구는 양식 산업에서 

어류의 복지와 항생제 사용으로 인한 어류의 스트레스 반응에 

대해서 학문적으로 기여할 것으로 사료된다.
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되었다. 이러한 결과를 통하여 OTC가 zebrafish에게 화학적 스트레스로 작용한 것으로 사료된다.
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