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서        론

우울 장애는 우울한 기분, 흥미 감소, 인지 저하, 정신 운동 

증상 등 다양한 증상으로 나타나며 여러 영역에서 개인의 기

능 저하를 유발한다. 매년 3억 명 이상이 우울증으로 고통받

고 있고 그 수는 점점 증가하고 있다. 우울은 전세계적으로 

장애 발생의 요인으로 여겨지고 자살의 위험 인자로 여겨지며 

이러한 상병과 사망을 하나로 포함한 양적 지표는 장애로 인

한 건강년수의 상실로 계산할 수 있다.1) 2015년 세계보건기

구에서 시행한 세계의 질병부담 연구에서 우울 장애로 인해 

총 5000만 이상의 건강년수 상실이 발생하였고, 이는 단일 요

인 중에서는 비치명적 건강 손실에 가장 큰 영향을 미치는 것

이었다.2)

세로토닌, 노르아드레날린, 도파민과 같은 단가아민 신경

전달물질은 우울증의 발병에 관련이 있는 것으로 알려져 있

고, 여러 연구에서 우울 장애에서 단가아민 기전을 지지하는 

결과를 도출해 왔다. 대부분의 항우울제는 신경원의 연접부

위에서 이들 신경전달물질을 증가시키고 신경원의 발화율, 

신경전달을 촉진하게 된다. 하지만 여전히 질병의 병태생리가 

레서핀 반복 투여를 통한 제브라피쉬 우울증 모델
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밝혀지지 않은 부분이 남아있고 새로운 항우울제의 개발을 

위해서도 병의 기전에 대한 추가 연구가 필수적인 것으로 생

각된다.3)

연구 목적에 따라 다양한 동물 모델이 필요하기 때문에 우

울증에 대한 새로운 동물 모델 개발 필요성이 대두되었다.4)5) 

우울증 연구에서 통상적으로 설치류 동물 모델을 통해 병리 

기전에 대한 연구가 진행되어 왔지만, 제브라피쉬(zebrafish, 

Danio rerio)는 신경 해부학, 신경 내분비학, 신경 화학과 같

은 생리학적 특성과 유전적 특성에서 인간과 유사하여 의생

명연구에서 점차 일반적인 실험 동물로 사용되고 있다.6) 또한 

제브라피쉬는 다른 in vitro 모델처럼 저렴하고 사용하기 편리

할 뿐 아니라 이미 검증된 in vivo 설치류 모델에 존재하는 뇌 

기능에 있어 필수적인 해부 생리학적 특수성을 지니고 있다.6)7)

Reserpine은 알칼로이드 추출물로 수 백 년 전부터 다양

한 질병 특히 고혈압 치료제로 사용되어왔다. Reserpine은 

고혈압의 일차 치료제로 채택되었으나 정신과적 부작용 등으

로 인해 더 이상 고혈압 치료제로서 임상적으로 활발하게 사

용되지 않고 있다.8) 투약한 환자 중 일부가 슬픔, 자살 사고를 

보고했고, 이는 reserpine이 단가아민 수용체의 비가역적 억

제제로 작용함으로써 카테콜아민을 고갈시키는 기전 때문인 

것으로 추정되었다. 사람에서 reserpine 복용이 우울증 발생

을 유발하는지에 대해서는 무작위 대조 연구가 충분하지 않

지만,9) reserpine은 강력한 카테콜아민 고갈 능력으로 인해 

우울증의 새로운 동물 모델에서 증상 유발 약물로 각광 받고 

있다.9) 일전 연구 결과에서 쥐에 반복적으로 reserpine을 주

사하여 우울증의 동물 모델로 사용할 수 있음을 시사하였

다.10) 이에 따라 reserpine 투여로 유도한 설치류 우울증 동물 

모델은 수 십년 전부터 구축되었다. 대체로 reserpine을 설치

류 동물 개체에 경구 투약하는 경우 반복 투여를 통해 우울

증상을 유도하였다.10)11) 제브라피쉬에서도 reserpine 경구 단 

회 투여 후 우울 증상을 모델링한 것이 보고되기도 했지만12) 

반복적 경구 투여로 우울증을 유도하는 모델의 자세한 프로

토콜은 거의 보고된 바가 없다. 따라서 본 연구는 제브라피쉬

에서 reserpine 반복 투여 후 행동 패턴을 관찰하고 생물학

적 지표를 분석하여 새로운 우울증 동물 모델을 구축하고자 

하는 목적으로 설계하였다. 

방        법

제브라피쉬

Wild-type 성체 제브라피쉬(산란 후 4-5개월) 암수 총 32

마리(대략 50:50 비율)를 상업 유통업체(Fishzzang, Korea)에

서 구매하였고 고려대학교 제브라피쉬 중개의학 연구센터의 

순환 양식 시스템에서 3주간 적응 기간을 거쳤다. 25°C-27°C 

온도의 system water로 채워진 3 L 수조에 10-15마리씩 나누

어졌다. 실내는 28.5°C 온도와 명암 주기(14시간 명/10시간 암, 

오전 8시 30분부터 오후 10시 30분까지)를 일정하게 유지하였

고 절반의 물이 매일 교체되었다. 하루 2번 신선한 브라인슈림

프를 먹이로 제공하였다. 동물 보호와 실험은 국가 지침에 따

라 수행하였고 고려대학교 의과대학 동물실험 윤리 위원회의 

승인 및 감독하에 진행되었다(과제번호: KOREA-2018-0152). 

모든 제브라피쉬는 실험에 앞서 육안 검사를 통해 건강 상태를 

확인하였다. 행동 시험 이후 제브라피쉬는 500 mg/L 트리케인 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)을 투여하여 안락사

하였고 즉시 추가 분석을 위해 얼음 위에서 해부 되었다.  

약물 투여

Reserpine (purity ≥ 99.0%; Sigma-Aldrich)는 40 g/L 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 용액에 용해되어 사용 전 -20°

C 탱크에서 저장하였다. 40 g/L reserpine 표준 용액은 E3 

용액 (0.25 M NaCl, 0.0085 M KCl, 0.0165 M CaCl2·H2O, 

0.0165 M MgSO4·7H2O)에서 노출 농도(20 mg/L)로 희석하

였다. DMSO는 탱크 당 0.05%로 정상화되었다.

제브라피쉬는 행동 분석을 위해 탱크 당 16마리로 나뉘어 

reserpine (20 mg/L)을 포함한 E3 용액 혹은 대조군 (0.05% 

DMSO)에 20분간 담긴 상태로 노출되었다. 화학 노출은 연

속적으로 7일간 시행하였다. 

행동 실험

모든 행동 실험에는 EthoVision XT (Noldus, Wagenin-

gen, the Netherlands)를 사용하였다. 제브라피쉬의 우울 행

동을 평가하기 위해 사용된 novel tank는 투명 아크릴 유리 

소재의 직사각형 탱크(길이 × 폭 × 깊이: 14 cm × 9 cm × 

8 cm)였고 25°C-27°C의 계수가 최대치로 채워진다. 실험 전 

제브라피쉬는 1시간 동안 해당 환경에 적응하였다. 모든 행동 

실험은 오전 11시에 시작하였다. 모든 장치는 수평으로 안정

된 표면에 놓여있었고 실험 시 소음의 영향을 최소화 하기 위

해 비교적 방음이 잘 되는 방에서 수행하였다. Novel tank는 

발광다이오드(light-emitting diode) 광원 앞에 배치되었다. 

Novel tank에 제브라피쉬를 넣은 후 15분 동안 유영 행동을 

측정하였다. 소프트웨어로 가상의 중간선을 표시하여 탱크를 

수평으로 동등하게 두 영역으로 나누어 중간선 위는 “top”, 

아래는 “bottom”으로 지칭했다. Novel tank에서 행동 측정 

지표로 측정된 값은 다음과 같다:7) 상층부 진입까지 걸리는 

시간(sec), 상층부에서 머무는 시간(sec), 상층부에서 이동 거

리(cm), 하단부에서 이동 거리(cm), 총 이동 거리(cm), 평균 
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속도(cm/s), 및 부동 시간(sec). 

Ribonucleic acid 추출 및 상보적 DNA 

(complementary deoxyribonucleic acid, cDNA) 합성

7일간 약물 투여 후 제조사의 프로토콜(Sigma-Aldrich)에 

따라 Trizol을 사용하여 뇌 조직에서 total ribonucleic acid 

(RNA)가 추출되었다. 추출된 RNA는 PrimeScript™ RT re-

agent Kit (Takara, Tokyo, Japan)를 사용하여 역전사 되었다.

정량적 중합효소연쇄반응(quantitative PCR, qPCR)

반응 샘플로 20 ng의 cDNA를 사용하였다. 모든 qPCR 분

석은 ExcelTaq™ 2X Fast Q-PCR Master Mix (SMOBIO, 

Taiwan)로 수행하였다. Reaction mix는 제조사의 프로토콜

에 따라 준비되었다. 모노아민 시스템 기능 관련 유전자가 분

석되었다: CRF (corticotropin-releasing factor), GR (glu-

cocorticoid receptor), MAO (monoamine oxidase), NET 

(norepinephrine transporter), SERTA (serotonin transport-

er), VMAT2 (vesicular monoamine transporter). β-actin 

유전자가 data normalization에 사용되었다. Primer sequence

는 표 1에 나열되어 있다. 데이터 분석은 Applied Biosystems

사의 소프트웨어로 시행하였다. 정량화는 2-ΔΔCt method를 

통해 수행하였다. 

통계 분석

모든 quantitative real time-PCR 데이터는 독립적으로 최

소 3회 반복하였다. 통계 분석과 그래프는 GraphPad Prism 9 

(Graph Pad Software, San Diego, CA, USA)를 통해 시행

하였다. 모든 군들을 대상으로 일원배치분산분석(one-way 

analysis of variance)을 한 후 Dunnett’s test로 사후 검정을 

시행하였다. 데이터는 평균 ± 표준오차(mean ± standard 

error of the mean)로 표현하였다. 분석 결과 p-value가 0.05 

미만일 때 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다. 

결        과

행동 실험

앞서 설명된 방법으로 상층부 진입까지 걸리는 시간(sec), 

상층부에서 머무는 시간(sec), 상층부에서 이동 거리(cm), 하

단부에서 이동 거리(cm), 총 이동 거리(cm), 평균 속도(cm/s), 

및 부동 시간(sec)을 측정하였고 결과는 평균 ± 표준오차로 

표기하였다. 

Novel tank test에서 reserpine을 투여한 군(164.10 ± 

20.75 cm)은 대조군(215.30 ± 20.60 cm)에 비해 통계적으로 

유의하게 총 이동 거리의 감소(p = 0.0065)가 확인되었다. 실

험 중 평균 속도가 reserpine 투여군(5.34 ± 0.76 cm/s)에서 

대조군(6.81 ± 0.86 cm/s)에 비해 느렸고 통계적으로 유의했

다(p = 0.007). 

Reserpine 투여군에서 최초 상층부 진입(5.34 ± 1.10 sec)

까지 걸리는 시간이 대조군(6.88 ± 0.71 sec)보다 짧았다. 상

층부에서 머무는 시간과 부동 시간은 약물 투여군(상층부에

서 머무는 시간: 20.93 ± 6.76 sec/부동 시간: 16.29 ± 4.98 

sec)이 대조군(상층부에서 머무는 시간: 12.76 ± 3.87 sec/

부동 시간: 9.46 ± 2.09 sec)보다 더 길었지만 통계적으로 유

의한 결과는 아니었다(그림 1).

유전자 발현

Reserpine 처치군에서 대조군에 비해 통계적으로 유의하

게 낮은 MAO 유전자 발현을 관찰할 수 있었다(t = 9.609, 

p ＜ 0.001). CRF 유전자는 약물 처치군이 대조군보다 통계

적으로 유의한 수준에서 낮게 확인되었다(t = 7.682, p ＜ 

0.001). 노르에피네프린 수용체(NET) 유전자는 reserpine 투

여한 군에서 대조군에 비해 낮은 유전자 발현이 관찰되었고

(t = 7.519, p ＜ 0.001), SERTA 유전자의 발현은 reserpine 투

여 군에서 높았다(t = 2.43, p ＜ 0.05). GR, VMAT2 유전자 

Table 1. Primer sequences used in this study 

Genes Forward primer sequence Reverse primer sequence

β-actin GTGATGGACTCTGGTGATGGTG GCTGTGGTGGTGAAGCTGT
CRF GATACTGGGATGTCTCGGGG TCTGCTCGTTGCCTTTCCAC
GR ACACTTGCAGTCGCACAAAT TGTGTTTCGCTCCAGACCT
SERTA CCCAGCCCAGTTGATGAAGA CCTGTCCTCTTTTCGAGCCA
NET GAACGCTGGACTGACAAACT TTGGTTCTATGGCGTGGACAG
VMAT2 CATTTGTGCCAGCCAGCATC GGCGAATCCAACACCAAAGT
MAO CGAACAGAGTGGCAAAGCG AGAGCCCCACATGCTGAAGA

CRF, corticotropin-releasing factor; GR, glucocorticoid receptor; SERTA, serotonin transporter; NET, norepinephrine transporter; 
VMAT2, vesicular monoamine transporter; MAO, monoamine oxidase
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발현 정도는 약물 처치군에서 대조군보다 다소 높았으나 통

계적으로 유의한 차이는 없었다(그림 2). 

고        찰

본 연구에서는 reserpine의 반복 투여를 통해 제브라피쉬

에서 우울증 발병 기전을 모델링 하고자 하였다. 위와 같은 

Fig. 1. Behavioral profiles of repeated reserpine exposure in adult zebrafish. Data are expressed as mean ± SEM. **p < 0.01 vs. con-
trol. CT, control group; RES, reserpine group; SEM, standard error of the mean.
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Fig. 2. Effects of repeated reserpine administration on gene expression. Data are expressed as mean ± SEM. *p < 0.05 vs. control; 
***p < 0.0001 vs. control. CT, control group; RES, reserpine group; CRF, corticotropin-releasing factor; GR, glucocorticoid receptor; 
MAO, monoamine oxidase; NET, norepinephrine transporter; SERTA, serotonin transporter; VMAT2, vesicular monoamine transport-
er-2; SEM, standard error of the mean.
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처치를 통해 제브라피쉬가 행동적 측면에서 우울 상태로의 

행동 패턴 변화를 관찰하였다. 유전적인 측면에서도 reser-

pine 투약을 시행한 제브라피쉬에서 우울증과 관련된 유전

자 발현을 확인하였다. 

신경전달물질이 신경연접부로 방출되기 이전에 소포 내로 

능동수송 과정이 필요하고 이 과정이 소포성 단가아민 수송

체에 의해 매개된다. Reserpine의 경우 해당 수송체의 비가

역적인 억제제로 작용하여 세로토닌, 노르에피네프린, 도파

민 등의 단가아민이 정상적으로 방출되지 못하고 이로 인한 

우울, 무력과 같은 증상이 발생한다.13) 

기존 연구에서는 reserpine을 한 차례 20분간 단기 투여 

후 우울 유사 행동을 유도하였다고 보고하였다.12) Reserpine 

반복 투여로 인한 증상 발생에 대한 결과가 보고되기도 했으

나 세부 과정이 기술되어 있지 않아 유도 프로토콜을 구축하

는 데 제한이 있었다.14) 약물학 연구에서 우울증 동물 모델로 

설치류를 사용하는 경우 reserpine 단회 투여보다 반복 투여 

시 확실한 행동 변화를 보여 일반적으로 반복 투여 방법을 

사용하고 있다.10)15) 

제브라피쉬는 novel tank test에서 스트레스에 대한 행동 

변화로 총이동 거리의 감소, 부동 시간의 증가, 상층부 최초 

진입 시간의 지연이 있고 초반에 하층부에서 머무르려 하며 

상층부에 머무르는 시간이 감소한다.16)17) 선행 연구에서 re-

serpine 반복 투여 후 구축한 우울증 모델에서 상층부 진입 

시간의 지연, 상층부 유영시간 감소, 부동 시간 증가를 보였

던 바 있다.12)18) 본 연구 결과에서도 이전 연구와 유사하게 총

이동 거리 측면에서 통계적으로 유의한 행동 변화를 보였고 

앞선 reserpine 우울증 동물 모델에서는 보고되지 않았던 평

균 속도의 유의미한 저하도 새롭게 확인되었다. 또한 이전 만

성 미예측성 스트레스를 가한 설치류 우울증 동물 모델에서

의 행동 패턴 변화와 유사한 것도 확인 가능하였다.19) 이번 

연구를 통해 reserpine을 반복 투여한 제브라피쉬에서 우울 

행동으로의 변화가 생성되는 타당한 모델임을 확인하였다.

포유류의 우울증 모델에서 해마는 대조군과 비교했을 때 

위축이 확인되는 등 질병에 영향을 받는 부위로 알려져 있다. 

이와 같이 경골 어류에서 측면 종뇌의 창백 형성은 포유류에

서 해마와 상응하는 해부학적 구조로 여겨진다. 이번 연구에

서 reserpine 투여에 의한 단가아민 고갈은 제브라피쉬의 종

뇌에서 두드러졌고 유전자 분석 결과에서도 CRF, MAO, 

NET, SERTA 유전자에서 약물 투여군의 유전자 발현량의 

유의미한 차이가 확인되었다. 

각 결과에 대해 살펴보면 MAO 유전자는 단가아민산화효

소 생성에 관여하는 유전자로 신경전연접부 말단에서 생성되

는 도파민, 세로토닌, 노르에피네프린과 같은 단가아민은 

MAO와 카테콜-O-메틸전달효소(catechol ortho-methyl-

transferase)에 의해 분해된다.20) MAO는 여러 정신과적 질환

에 관여하고 만성 스트레스로 인해 뇌에서 장기적으로 높게 

유지될 경우 활성산소종(reactive oxygen species)을 생성하

여 세포를 손상을 초래한다.21) 선행 연구 결과22)에서는 MAO 

유전자 발현이 스트레스에 반응하여 높게 확인되기도 했지만 

이번 연구에서는 유전자 발현이 약물 처치 군에서 대조군보

다 통계적으로 유의한 수준에서 낮게 나타났다. 이전 reser-

pine 투여를 통해 유도된 설치류 모델에서도 투여 후 MAO 

활성의 저하를 보였다.23) 약제의 기전이 소포성 단가아민 수

송체(vesicular monoamine transporter)가 억제되어 세포질 

내 단가아민이 증가하고 MAO에 의해 산화되면 신경 손상을 

유발할 수 있다.24) MAO 또한 산화 스트레스에 민감한 효소

이기 때문에 reserpine 반복 투여로 인해 초기 대사가 증가함

에 따라 MAO 유전자의 발현도 낮게 나타난 것으로 추측해

볼 수 있었다. 

CRF 유전자는 41개의 아미노산으로 이루어진 펩타이드로

서 뇌하수체에서 분비되는 부신피질자극호르몬을 조절하는 

주요 인자이다. 이 유전자의 발현은 스트레스에 반응하여 증

가하고 불안을 매개하는 것으로 알려져 있다.25) 이번 연구에

서 약물 조작을 가한 제브라피쉬군에서 CRF 유전자의 발현

이 증가할 것으로 예측했으나 종뇌에서 대조군보다 통계적으

로 유의한 정도로 낮게 확인되었다. 이 또한 앞선 결과와 마

찬가지로 약물 투여 일수에 의해 시간 경과에 따른 변화를 

고려해볼 수 있겠다.26) 

SERTA, NET은 각 신경전달물질의 재흡수를 통해 비활

성화 시키고 스트레스 과정에 관련된 것으로 알려져 있다.27)28) 

선행 동물 모델 연구에서는 스트레스 유발 시 SERTA 유전

자 발현 증가를 보였다.29)30) 이번 연구에서도 reserpine 투약

한 군에서 SERTA 유전자 발현이 통계적으로 유의하게 증가

한 것을 확인할 수 있었다. 이전 연구와 같은 결과가 확인되

어 새로운 사실은 아니었지만 제브라피쉬 모델에서 우울증의 

신경생화학 반응을 약물학적 조작을 통해 확인했다는 점에

서 의의가 있다. NET의 경우 이전 우울증 동물 모델에서 유

의미한 변화를 보이지 않았는데,22)31) 이는 NET이 우울증뿐

만 아니라 통증 등 다른 증상에도 관여를 하고 다른 신경전

달물질이 동시에 작용할 가능성이 추측되기도 하였다.32) 본 

연구에서는 약물 투여군에서 NET 유전자 발현이 통계적으

로 유의하게 낮게 확인되었다. 

본 연구의 제한점으로는 단가아민가설 외에 시상하부-뇌

하수체-부신 축,33) 염증 반응 관련 물질 등 다른 우울증 가

설의 표지자를 포괄적으로 확인하지 못한 점이다. 또한 제브

라피쉬 우울증 모델에서도 novel tank test 외에도 명암 상자 
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시험, 인지 모델, 사회 모델7) 등 다양한 시험을 진행하지 못

한 것도 제한점으로 생각된다. 이번 연구를 기반으로 추후 제

브라피쉬에서 다양한 연구 방법을 적용한 후속 연구가 필요

할 것으로 여겨진다. 

결론적으로, reserpine 반복 투여로 유도된 제브라피쉬 모

델은 기존 동물 모델에서 확인되어 온 우울증의 특징적인 행

동 패턴 변화와 내적 표현형을 나타내는 것을 알 수 있다. 제

브라피쉬는 단기간에 상대적으로 간단한 프로토콜로 우울증 

모델링이 가능하여 중개 연구에 활용이 유용할 것으로 생각

된다. 

중심 단어: 레서핀; 우울; 제브라피쉬; 동물 모델; 실험 모델.
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