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Pyrethroid계 살충제는 국화 (Chrysanthemum cinerariae-

folium)에서 추출한 천연살충제 성분의 합성화합물로 신경

계에 작용하며, 광분해 (photolysis)가 쉽게 일어나고 조류와

포유류에 대한 독성이 적어 폭넓게 사용되고 있지만 어류에

는 강한 독성을 나타낸다. 일반적으로 α-cyano가 없는 type I

과 α-cyano를 포함하고 있는 type II로 구분되며 type별로

독성에 대한 증상이 다르게 나타난다(Anadón et al., 2009). 

어류에 대한 pyrethroid계 살충제의 독성 연구는 주로 급

성독성에 대한 연구가 이루어졌으며, 흔히 사용되고 있는
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ABSTRACT

We evaluated the level of toxicity by LC50 and investigated the mechanism of brain impairment and GFAP expression

by light and fluorescence microscopes in the pale chub, Zacco platypus, treated with fenvalerate. Survival rate was

decreased according to the rise of fenvalerate concentration, and LC50 concentration was 27.79 μg/L. Apoptosis was

increased according to the rise of fenvalerate concentration by TUNEL assay which determine apoptotic cell death popu-

lation. Also, GFAP expression was increased in the periventricular zone. These results suggest that apoptosis might be a

major mechanism to brain impairment of the pale chub by fenvalrerate. Increased GFAP expression in the periventricular

zone would be an index of brain impairment. Taken together, this study might contribute to reveal the pathological

mechanism of fish brain impairment by insecticide of pyrethroid, and to be an useful basic data for preservation of aquatic

ecosystem.
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pyrethroid계 살충제를 사용하여 여러 다른 종에서 연구되

었다. Pyrethroid계 살충제는 어류에의 뇌 (brain), 간 (liver),

신장(kidney), 장(intestine), 근육(muscle) 및 아가미(gill) 등

의 조직에서 유전자의 전사 (Geist et al., 2007)와 사이토카

인(cytokine)의 생성을 변화시키며(Eder et al., 2008) 효소의

억제에도 관여한다(Eder et al., 2004; Wheelock et al., 2005).

또한 어류의 수정과 부화 (Werner et al., 2002)에도 영향을

미치며 조직병리학적 변화를 유발하는 등 여러 조직에 다

양한 기작으로 영향을 미친다(Velmurugan et al., 2007). 

Pyrethroid계 살충제는 나트륨 통로에 특이적으로 작용하

며, 어류는 포유류와 나트륨 통로의 구조적 차이 때문에 강

한 독성을 나타낸다 (Eells et al., 1993). 또한 세포의 물질대

사에 영향을 미치고(Kamalaveni et al., 2001), lipid peroxida-

tion에 의한 산화스트레스로 어류의 뇌 손상을 유발하며

(Sepici-Dincel et al., 2009), 포유류에서 apoptosis 유발단백

질의 증가로 인한 apoptosis가 뇌 손상의 주요 기작 중 하

나로 알려져 있다 (Wu et al., 2000). 어류에서 pyrethroid계

살충제에 의한 뇌 손상기작으로 apoptosis에 관한 연구는

zebrafish의 발생과정 등에 대한 연구로 (DeMicco et al.,

2010; Gu et al., 2010) 제한적이고 성체에서는 잘 알려져 있

지 않다. 

신경아교원섬유성산성단백질(glial fibrillary acidic protein,

GFAP)은 중추신경계에 분포하는 별아교세포 (astrocyte)의

marker로 사용되며, 별아교세포의 운동성 조절과 형태유지

에 중요한 역할을 한다. 또한 포유류는 물리적 및 화학적으

로 다양한 원인에 의해 손상된 뇌의 별아교세포에서 GFAP

의 발현이 증가하는 것으로 알려져 있다 (Eng et al., 2000).

유기인계 살충제(organophosphates insecticides)에 노출되었

을 때 mouse의 뇌에서 GFAP의 발현이 증가한다는 보고가

있으나(Lim et al., 2011) pyrethroid계 살충제에 의한 척추동

물의 뇌에서 GFAP의 발현 증가는 잘 알려져 있지 않다. 

따라서 본 연구에서는 국내 대부분의 지역에 분포하는

피라미 (Zacco platypus) 성체를 이용하여 흔히 사용되고 있

는 type II pyrethroid계 살충제인 fenvalerate의 독성수준을

평가하고 fenvalerate에 의한 뇌 손상 기작 및 GFAP의 발

현 정도를 알아보고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 실험재료

2010년 10월 10일과 17일에 금강 유역에 위치한 충청북

도 청원군 낭성면 일대의 하천에서 채집한 피라미 (Zacco

platypus)를 7일에서 14일 동안 양어수에서 적응시킨 후

7~9 cm 크기의 성체 50마리를 실험에 사용하였다.

2. 실험방법

1) 독성수준평가

Fenvalerate (Sigma, USA)는 99.9% ethanol에 녹여서 양어

수 10 L에 25 μg/L, 30 μg/L 및 35 μg/L의 농도로 희석하여

사용하였고, 용매에 대한 대조군으로 ethanol 70 μg/L를 양

어수에 희석하여 사용하였다. 각 실험군의 농도는 예비실험

을 통해 실험의 결과가 가장 뚜렷하게 비교될 수 있도록 반

수치사량 (lethal concentration, LC50) 전∙후의 농도로 설정

하였다. 실험수조 (40 cm×25 cm×30 cm)에 농도별로 실험

수를 채우고 10마리의 피라미를 96시간 동안 양어하였다.

Fenvalerate의 농도를 일정하게 유지하기 위해 실험수는 24

시간마다 환수하였으며 환수 시 일정량 (0.02 g)의 먹이를

공급하였다. 실험 종료 후 살아있는 개체의 뇌를 적출하여

실험에 사용하였다. Fenvalerate에 의한 생존율을 확인하기

위해 개체가 사망한 시간을 기록하고, 독성수준은 probit

analysis program (Version 1.5)을 이용하여 반수 치사량을

구하여 평가하였다. 

2) 뇌의적출및조직처리

독성수준 평가 후 살아남은 피라미의 뇌를 적출하여 0.1

M phosphate buffer (pH 7.4)로 조정된 10% formalin으로

4�C에서 24시간 고정한 후 흐르는 물로 12시간 세척하고,

ethanol 농도 상승순으로 탈수한 다음 xylene으로 치환시킨

후 paraffin으로 포매하여 5 μm 두께로 잘라 일부는 H&E으

로 염색하여 광학현미경으로 관찰하였고 일부는 아래의 실

험에 사용하였다. 

3) Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end

labeling (TUNEL) assay 

피라미의 뇌 조직에서 세포고사를 확인하기 위해 TUNEL

assay를 실시하였다. 5 μm로 박절된 조직을 xylene을 이용

하여 탈 파라핀 후 70%, 80%, 90% 그리고 100% ethanol로

탈수하였다. Proteinase K를 처리하여 37�C에서 30분 동안

반응시키고 TUNEL assay kit (In situ cell death detection kit-

Fluorescein, Roche, Switzerland)의 enzyme solution (vial I)

과 labeling solution (vial II)을 각각 1 : 9의 비율로 섞어서

TUNEL reaction mixture를 준비하고 각 시료 당 50 μL씩

처리하여 37�C에서 1시간 동안 반응시켰다. PBS (phosphate

buffered saline, pH 7.4)를 이용하여 5분씩 3번 세척한 후 봉

입하여 형광현미경(Olympus BX51, Japan)으로 관찰하였다. 

4) Glial fibrillary acidic protein (GFAP) 발현관찰

피라미의 뇌 조직에서 GFAP의 발현을 관찰하기 위해 면

역조직화학적 염색을 실시하였다. 5 μm로 박절된 조직을

xylene을 이용하여 탈 파라핀 후 70%, 80%, 90% 그리고

100% ethanol을 이용하여 탈수하였다. Proteinase K를 처리

하여 37�C에서 15분 동안 반응시키고 PBS로 5분씩 3번 세
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척하였다. Blocking solution (10% normal goat serum, 0.1%

bovine serum albumin)으로 30분 동안 처리한 후 PBS로 5

분씩 3번 세척하고 anti-GFAP (Poly-clonal rabbit anti-glial

fibrillary acidic protein, Dako, Denmark)를 1 : 500의 농도로

처리하여 4�C에서 하루 동안 반응시키고 PBS로 5분씩 3번

세척한 후 2차 항체인 goat anti-rabbit alexa fluor 488 (Mole-

cular Probes, Eugene, USA)을 1 : 500의 농도로 처리하여 상

온에서 1시간 동안 반응시켰다. PBS를 이용하여 5분씩 세

번 세척한 후 봉입하여 형광현미경 (Olympus BX51, Japan)

으로 관찰하였다.

결 과

1. LC50

96시간 동안 피라미의 생존율은 fenvalerate의 농도가 높

아질수록 낮아졌으며 (Fig. 1), LC50은 27.79 μg/L이었다

(Table 1).

2. 피라미 뇌의 조직학적 구조

피라미의 뇌는 크게 전뇌, 중뇌 및 후뇌로 구분되었다. 중

뇌에는 비교적 잘 발달된 시엽 (optic tectum) 및 periventri-

cular zone을 관찰할 수 있었다. 후뇌는 소뇌 (cerebellum)와

연수 (medulla oblongata)로 구분되었으며, 시엽의 등 쪽에

위치하였다(Fig. 2). 

3. TUNEL assay

뇌 조직에서 세포고사의 정도를 TUNEL assay를 이용하

여 확인하였다. Fenvalerate를 처리한 모든 군에서 세포고사

가 대조군에 비해서 증가하였다. 대조군과 ethanol 대조군

사이에서는 차이를 보이지 않았으며, fenvalerate를 처리한

군에서는 농도가 높아질수록 세포고사가 증가하였다(Fig. 3).

4. GFAP의 발현

Fenvalerate를 처리한 모든 군에서 대조군에 비해 peri-

ventricular zone에서 GFAP 발현이 증가하였다. 대조군과

ethanol 대조군 사이에서는 차이를 보이지 않았으며, fenva-

Table 1. Calculated LC50 values for fenvalerate in pale chubs

Point
Exposure conc. 95% confidence limits (μg/L)

(μg/L) Lower Upper

LC50 27.793 26.022 30.149

Fig. 1. A time and concentration dependent decrease in the survival
rate of the pale chubs treated with fenvalerate. The pale chubs were
exposed to solutions of different concentrations in a experimental
aquarium with 10 pale chubs for 96 hours. Three replicates were set
up for each treatment. Ethanol con. is overlapped with 0 μg/L. Values
were expressed as mean±SD.
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Fig. 2. A light micrograph is sagittal section brain of the pale chub stained with hematoxylin and eosin (Bar==200 μm). CE, cerebrum; CB,
cerebellum; OT, optic tectum; PZ, periventricular zone; VC, valula cerebelli; V, ventricle; IN, inferior of interbrain; MO, medulla oblongata.



lerate를 처리한 군에서는 농도가 높아질수록 GFAP 발현이

증가하였다(Fig. 4).

고 찰

피라미 성체에서 fenvalerate에 의한 독성수준을 평가하고

뇌 손상 기작 및 GFAP 발현 증가가 어류의 뇌 손상에 대

한 지표로 이용될 수 있는지를 조사하였다. Fenvalerate에

의한 생존율은 농도가 높아질수록 낮아졌으며 뇌 조직에서

세포고사가 증가하였고, periventricular zone에서 GFAP 발

현이 증가하였다.

어류에서 pyrethroid계 살충제의 LC50은 살충제의 다양

한 구조적 차이와 어류 종간에 살충제에 대한 저항력에 따

라 서로 다르다. 본 연구에서 피라미의 LC50은 27.79 μg/L
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Fig. 3. Apoptosis induced by fenvalerate in the brain of the pale chubs. The pale chubs were exposed to 25 μg/L, 30 μg/L, 35 μg/L fenvalerate
and stained by TUNEL (green) and DAPI (blue). More apoptotic cells (TUNEL positive cell) were accumulated in the brains of the fenvalerate
exposed group than there were in the control group. A~O: Images of sagittal section stained with TUNEL. A′~O′: Images of sagittal section
stained with DAPI (Bar==100 μm). 
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이었다. Zebrafish (Danio rerio)에 fenvalerate를 처리한 후

96시간 동안 관찰한 연구에서 LC50은 6.25 μg/L이고(Gu et

al., 2010) catfish (Clarias gariepinus)는 4.76 μg/L (Bhat-

tacharya & Kavirai, 2009)이다. 양어 환경 등의 다른 조건이

있겠지만 피라미에서 fenvalerate에 의한 독성수준은 다른

종에 비해 낮았다. 이는 피라미가 환경오염에 강한 종이므

로 널리 분포하는 이유 중 하나일 것으로 생각된다. 

Pyrethroid계 살충제에 의한 뇌 손상의 주요 기작은 나트

륨 통로를 방해하여 신경독성을 일으키는 것이다. Pyre-

throid계 살충제는 여러 개의 α subunit과 β subunit으로 구

성되는 나트륨 통로에 특이적으로 결합하며, 포유류와 어류

는 나트륨 통로의 구조가 달라 어류에서 강한 독성을 나타

낸다 (Eells et al., 1993). 또한 세포고사는 pyrethroid계 살충

제에 의한 뇌 손상의 기작 중 하나로 알려져 있다. 세포고사

에서 칼륨 이온이 중요한 역할을 하는데 세포고사가 일어난

세포내에서 칼륨 이온과 나트륨 이온이 감소하며 칼륨 이온

의 감소가 세포고사를 일어나게 하지는 않지만 칼륨 이온

의 감소는 세포고사를 증가시킨다는 보고가 있으며(Bortner

et al., 1997), 칼륨이온은 세포고사 유발 단백질의 발현을 억

제한다고 알려져 있다 (Hughes et al., 1997; Montague et al.,

1997). 본 연구에서 뇌 조직의 세포고사는 fenvalerate 농도

가 높아질수록 증가하였다. 이는 fenvalerate가 나트륨 이온

통로를 방해하여 세포내 칼륨이온이 감소하였기 때문일 것

으로 생각된다. 또한 fenvalerate에 의해 유도된 산화스트레

스가 세포고사를 유발한다는 보고가 있다(Shafer et al., 2005).

따라서 산화스트레스가 피라미의 뇌 조직에서 세포고사를

증가시켰을 것으로 사료된다.

별아교세포는 중추신경에 분포하는 별모양의 신경아교세

포이다. 이 세포는 모세 혈관과 신경세포 사이를 가득 채우

고, 물질 대사에 관여하며, 손상된 조직에 반응한다. 물리적

인 손상과 화학적 손상을 포함한 모든 신경손상에 대한 신

경아교세포의 반응은 그 원인에 관계없이 별아교세포의 과

다형성 (hyperplasia)과 비대 (hypertrophy)로 나타나게 되고,

과다 형성된 별아교세포가 치밀한 그물구조를 형성하면서

손상부위를 채움으로써 별아교세포성 반흔 (astrocyte scar)

을 형성한다 (Eng et al., 2000). 이러한 별아교세포의 과도한

성장 및 GFAP의 발현인 반응성 별아교세포증식증(reactive

astrocytosis)은 신경세포의 파괴에 의해서만 일어나는 것은

아니고 별아교세포 자체의 손상, 또는 수초를 만들어내는

희소돌기아교세포 (oligodendrocyte)의 손상 시에도 일어나

며 (Takada et al., 1990) 중추신경계의 여러 병리적 손상에

대해서도 반응을 보여 신경조직의 재형성 (reconstitution)에

관여한다고 알려져 있다 (Petito & Halaby, 1993). 별아교세

포증식증이 일어났을 때 반응성 별아교세포 (reactive astro-

cyte)는 cytokine 같은 물질을 분비하여 신경세포의 생존율

을 증가시키며, 신경축삭의 성장을 촉진시키는 작용이 있으

며 (McMillian et al., 1994), 반응성 별아교세포는 세포내의

GFAP의 함량이 증가하는 등 형태학적인 변화가 일어나는

것뿐만 아니라 생화학적, 생리적 변화도 일어난다(Ferrara et

al., 1988).

경골어류의 뇌는 크게 전뇌, 중뇌 그리고 후뇌로 나뉜다.

이 중 중뇌에는 시각을 관장하는 시엽이 존재한다. Periven-

tricular zone에서는 뇌실 가장자리부터 그물망처럼 이루어

진 별아교세포의 분화과정이 일어나며 (Nona et al., 1989),

이러한 과정에서 GFAP를 발현하는 별아교세포 집단의 근

원과 기작에 관해서는 잘 알려져 있지 않다 (Zhu and Dahl-

Fig. 4. Glial fibrillary acidic protein expression induced by fenvalerate in periventricular zone of the pale chubs. The pale chubs were exposed to
25 μg/L, 30 μg/L, 35 μg/L fenvalerate and immunostained by anti-GFAP (green) and counterstained with DAPI (blue). More GFAP expression
were observed accumulated in the periventricular zone of the fenvalerate exposed group than there were in the control group. A~E: Images of
sagittal section stained with anti-GFAP. A′~E′: Images of sagittal section stained with DAPI (Bar==100 μm).

0 μg/L E-con. 25 μg/L 30 μg/L 35 μg/L



ström, 2007). 본 실험에 의하면 면역조직화학적인 방법으로

피라미의 뇌 조직에서 GFAP를 발현하는 세포를 확인한 결

과 시엽의 periventricular zone에서 GFAP의 발현이 fenva-

lerate 농도가 높아질수록 증가하였다. 이는 손상된 뇌 조직

의 재형성을 위해 periventricular zone에서 별아교세포의 전

구세포가 분화하기 때문인 것으로 판단된다.

결론적으로 세포고사는 type II pyrethroid계 살충제인

fenvalerate에 의한 피라미 뇌 손상의 주요 기작 중 하나로

생각되며, periventricular zone에서 GFAP 발현 증가는 뇌

손상의 지표로 이용될 수 있을 것이다. 이는 pyrethroid계

살충제에 의한 어류의 뇌 손상기작 연구와 수생 생태계 보

존을 위한 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 
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⁄국문초록¤

Fenvalerate에 대한 피라미(Zacco platypus)의 독성 수준을 반

수 치사량 (LC50)을 이용하여 평가하고, 뇌 손상의 기작과

GFAP의 발현 정도를 광학현미경과 형광현미경을 이용하여 조

사하였다. 피라미의 생존율은 fenvalerate의 농도가 높아질수록

낮아졌고 LC50은 27.79 μg/L이었다. TUNEL assay결과 fen-

valerate의 농도가 높아질수록 뇌 조직에서 세포고사가 증가하였

으며, periventricular zone에서 GFAP 발현이 증가하였다. 따라서

세포고사는 fenvalerate에 의한 피라미 뇌 손상의 주요 기작 중

하나로 생각되며, periventricular zone에서 GFAP의 발현증가는

뇌 손상의 지표로 이용될 수 있을 것이다. 이는 pyrethroid계 살

충제에 의한 어류의 뇌 손상기작 연구와 수생 생태계 보존을 위

한 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 


