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 마비성 패류 독소(Paralytic shellfish poisoning, PSP)는 유해 조류에 의해 생성되며, 독소에 노
출된 수산물을 섭취하였을 때 중독이 발생한다. 수산물 중 PSP를 검출하는 표준 시험법인 
Mouse bioassay (MBA)는 낮은 검출한계와 동물 윤리 문제로 대체 시험법의 개발 필요성이 대
두되고 있다. 이러한 대체 시험법 중, PSP가 신경 세포막의 Na+ 채널을 차단하는 기전을 이
용한 마우스 뇌신경 모세포종 세포 기반 시험법(Neuro-2a assay)의 표준화를 위한 노력이 대두
되고 있다. Neuro-2a assay의 원리는 Neuro-2a 세포주에 Na+/K+ ATPase 억제제인 Ouabain 
(O)과 Na+ 채널 활성화제인 Veratridine (V)을 처리하여 과도한 Na+ 유입으로 인한 세포사멸을 
유도한 상태에서, Na+ 채널 억제제인 PSP를 처리하게 되면 Na+ 유입이 차단되어 세포가 생존
하는 것을 측정하는 것이다. 본 연구에서는 PSP 검출을 위한 Neuro-2a assay를 국내 연구 환
경에 맞게 다양한 매개변수를 개선하여 최적 시험법을 확립하고자 하였다. 고려한 매개변수
들은 세포밀도, 배양 조건 및 PSP 처리 조건 등으로, 그 결과는 아래와 같다. 초기 세포밀도
는 40,000 cells/well로, 세포 배양시간 및 처리시간은 각각 24시간으로 설정하였다. 또한 최적 
O/V 농도는 500/50 μM로 설정하였다. 본 연구에서 PSP 중 Saxitoxin (STX)에 대해서 O/V 처
리가 된 상태에서 S자형 용량-반응 그래프가 도출되는 8가지 농도(368~47,056 fg/μl)를 확인
하였고, Neuro-2a assay의 실험실 간 변동성 비교를 통해, 실험의 적정성 확인을 위한 5가지 
Quality Control Criteria와 실험 데이터의 신뢰가능 범위(Data Criteria) 6가지를 설정하였다. 확
립된 조건으로 Neuro-2a assay를 진행한 결과 반수영향농도(EC50) 값은 약 1,800~3,500 fg/μl
로 나타났다. 실험실 간 변동성 비교 결과, Quality Control Criteria 값 및 Data criteria 값의 변
동계수(coefficients of variation (CVs))가 1.98~29.15% 범위로 산출되어 실험의 적정성 및 재현
성이 확인되었다. 본 연구를 통해 우리나라에서 활용할 수 있는 PSP 검출용 Neuro-2a assay 
시험법의 최적 조건 및 5가지 Quality control 기준을 제시하였고, PSP 중 대표적인 독소인 STX
을 대상으로 Neuro-2a assay를 실시한 결과 유의한 EC50 값을 산출할 수 있었으며, 향후 국
내 수산물을 대상으로 MBA를 대체할 수 있는 PSP 검출법으로 활용될 것으로 기대된다. 
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서 론 

최근 지구 온난화로 인하여 전 세계적으로 유해성 플랑크톤 및 
해양생물독소 발생 사례가 보고되고 있다(Nam and Oh, 2021). 우
리나라 역시 지구 온난화에 기인하여 마비성 패류 독소(Paralytic 
Shellfish Poison; PSP)의 원인 플랑크톤의 발생이 우려되고 있으며, 
실제로 우리나라는 대규모 PSP 발생으로 어민들의 피해가 크고, 
10년 동안의 발생 시기를 비교해 본 결과, 2018년도에 독소 허용 
기준치 초과 시기가 가장 빠르게 나타났다. 우리나라 PSP 검출의 
최초 공식 보고는 1986년 4월 부산 지역에서 발생된 집단 중독 
사례로 원인 패류는 진주담치(blue mussel, Mytilus edulis)였다. 이 
후 지속적으로 국립수산과학원에 의해 모니터링이 진행되어 매년 
진해만 해역에 마비성 패독 독화가 일어나는 것으로 보고되고 있
으며, 매년 4~5월에 집중적으로 기준치 한계를 초과하여 검출되
는 지역이 나타나고 있다(Jang et al., 2005). 

우리나라 연안의 PSP는 Alexandrium tamarense가 주로 관여하
며, A. tamarense 밀도와 패류의 독성은 상당히 밀접한 관계가 있
어 대체로 원인 플랑크톤의 밀도가 높아지면 패류의 독성도 높
아진다(Han et al., 1992). 생산 해역 및 수산물 내 PSP 기준치는 
0.8 mg/kg으로 해외의 기준치와 동일하다(Wekell et al., 2004). 국
내에서는 PSP 검출법으로 Mouse Bioassay (MBA)를 기준으로 하 

 
고 있지만, 유통 수산물 대상의 경우 정확하고 정밀한 분석을 위
해서 LC-MS/MS를 이용한다(Jang et al., 2005). 분석 대상 독소는 
Saxitoxin (STX), gonyautoxin (GTX) 1, GTX 2, GTX 3, GTX 4이며 국
내의 경우 GTX가 주로 검출되고 STX의 경우 미량 검출되는 것으
로 보고된다(Song et al., 2013). PSP에는 STX 그룹(STX, neoSTX), 
gonyautoxin 그룹(GTX 1, 2, 3, 4), N-sulfocarbamoyl toxin 그룹
(GTX 5, 6, C1, 2, 3, 4), dicarbamoyl toxin 그룹(dcSTX, dcneoSTX, 
dcGTX1, 2, 3, 4), deoxydecarbamoyl toxin 그룹(doSTX, doGTX2, 3) 
등 20종류 이상의 유사체가 있는 것으로 알려져 있다(Song et al., 
2013). 

국내 관리독소 독성 평가 방법은 Association of Official Agri- 
cultural Chemists (AOAC 959.08, 2000) 동물 시험법 MBA를 표준 
분석법으로 규정하고 있으며, 균질화한 수산물 검체를 0.1 N HCl
을 용매로 추출한 뒤 상층액을 마우스 복강 내 주사하고 치사하
는 시간을 측정하여 Mouse Unit (MU)를 산출한다. 1 MU는 독력 
단위로 20 g의 mouse를 15분만에 사망하게 하는 독력을 의미하
고 STX 0.18 mg을 주사한 독력과 동일하며(Egmond, 2004), 대부
분의 국가에서 기준치 초과 수준은 400 MU/패류 100 g 해당한다
(Schantz et al., 1958). MBA의 검출한계는 약 40 μg STX 등가물
(STXeq) /패류 100 g이다. 우리나라를 비롯하여 해외 많은 국가에
서 해양생물독소를 검출하기 위해 MBA를 표준 분석법으로 사용

  
 
Paralytic shellfish poisoning (PSP) including Saxitoxin (STX) is caused by harmful algae, 
and poisoning occurs when the contaminated seafood is consumed. The mouse bioassay 
(MBA), a standard test method for detecting PSP, is being sanctioned in many countries 
due to its low detection limit and the animal concerns. An alternative to the MBA is the 
Neuro-2a cell-based assay. This study aimed to establish various test conditions for 
Neuro-2a assay, including cell density, culture conditions, and STX treatment conditions, 
to suit the domestic laboratory environment. As a result, the initial cell density was set 
to 40,000 cells/well and the incubation time to 24 hours. Additionally, the concentration 
of Ouabain and Veratridine (O/V) was set to 500/50 μM, at which most cells died. In 
this study, we identified eight concentrations of STX, ranging from 368 to 47,056 fg/μl, 
which produced an S-shaped dose-response curve when treated with O/V. Through 
inter-laboratory variability comparison of the Neuro-2a assay, we established five Quality 
Control Criteria to verify the appropriateness of the experiments and six Data Criteria 
(Top and Bottom OD, EC50, EC20, Hill slop, and R2 of graph) to determine the reliability of 
the experimental data. The Neuro-2a assay conducted under the established conditions 
showed an EC50 value of approximately 1,800~3,500 fg/μl. The intra- & inter-lab variability 
comparison results showed that the coefficients of variation (CVs) for the Quality Control 
and Data values ranged from 1.98% to 29.15%, confirming the reproducibility of the 
experiments. This study presented Quality Control Criteria and Data Criteria to assess 
the appropriateness of the experiments and confirmed the excellent repeatability and 
reproducibility of the Neuro-2a assay. To apply the Neuro-2a assay as an alternative 
method for detecting PSP in domestic seafood, it is essential to establish a toxin extraction 
method from seafood and toxin quantification methods, and perform correlation analysis 
with MBA and instrumental analysis methods. 
 
Keywords: Saxitoxin(삭시톡신), Neuro-2a assay(Neuro-2a 시험법), Paralytic shellfish 
poisoning(마비성 패류 독소), Cell-based assay(세포-기반 시험법), Interlaboratory 
comparison(실험실 간 비교) 
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하여 모니터링과 규제를 시행하고 있으나, 정확도 및 재현성이 
떨어진다는 단점과 동물윤리에 대한 사회적 이슈가 잇따라 MBA 
대체 시험법 개발 연구가 많이 시도되고 있다(Jellett et al., 2002; 
Louzao et al., 2003; David and Nicholson 2004). 

화학적 분석 방법을 이용한 대체 시험법으로 각광받고 있는 연
구분야는 액체 크로마토그래피(LC) 기반 기술로, PSP 측정에 가장 
널리 사용되고 있으며, 자동화된 LC 방법의 개발이 꾸준히 연구
되고 있다(Sullivan 1988; European Commission, 2011; Turner et al., 
2019, 2020). 또 다른 대체 분석법은 LC-MS/MS 기법이 주로 사용
되며, 최근에는 장비 도입이 상대적으로 용이하고 분석 당 비용
이 상당히 감소되어 보급이 확대되고 있는 추세이다(Jaim et al., 
2001; Quilliam et al., 2001). 하지만 여전히 표준독소가 있어야만 
분석이 가능하다는 한계점을 가진다(Humpage et al., 2007). 

PSP가 신경 세포의 기능에 영향을 주는 기전이 MBA 대체 시험
법으로 제안되었다. PSP는 세포의 정상적인 탈분극을 방해하는 
신경 세포막의 Voltage gated Na+ 채널(VGSC; NaV)에 결합하여 
작용을 억제하는데, PSP의 결합량은 독성에 비례한다. 이러한 기
전을 이용해 Kogure et al. (1988)에 의해 마우스 신경모세포종 세
포(Neuro-2a cell line, N2a)를 이용한 접근법이 개발되었다. N2a 세
포는 Ouabain (O)과 Veratridine (V)이 함께 처리될 경우, Ouabain
은 Na+/K+ ATPase를 억제하여 세포 내 Na+이 빠져나가지 못하게 
만들고, Veratridine은 Na+ 채널을 활성화하여 세포 내로 Na+이 유
입되게 하여 결국 세포 내 Na+ 농도가 너무 높아져 세포가 사멸
하게 만든다. 이 때 Na+ 채널을 차단하는 PSP (Saxitoxin)가 처리되
면 O/V의 작용이 억제되고 세포는 생존하게 된다(Fig. 1). 

이 시험법은 O/V의 작용으로부터 세포가 보호되는 농도와 PSP
의 농도가 정비례하는 것을 원리로 진행된다. Jellet et al. (1992)이 
개선한 Neuro-2a assay는 검출 하한이 추출물 ml 당 약 10 ng 
STXeq인 것으로 나타났으며 표준 시험법인 MBA와 비교되었을 

때 AOAC 절차에 따라 제조된 47개의 패류 추출물에 대해 상관
계수(r) > 0.96로 유사한 결과를 나타냈으며, MBA의 검출한계인 
40 μg/100 g 보다 더 민감한 수치(1.2~31.5 μg/100 g)를 나타내는 
것으로 보고되었다(Jellet et al., 1992). Neuro-2a assay와 같은 Cell-
based assay (CBA) 대체 시험법은 유럽을 중심으로 활발하게 연구
되고 있으며, 최근에는 STX 뿐만 아니라 시구아톡신(Ciguatoxin) 
및 지용성 독소의 수산물 중 검출에도 Neuro-2a assay를 사용한 
논문들이 지속적으로 보고되고 있다(Catterall and Nirenberg, 1973; 
Nicolas et al., 2014a, 2014b, 2015). 이들 문헌 중 Viallon et al. (2020)
은 Neuro-2a assay의 표준화된 프로토콜의 부재를 강조하며 전반
적인 실험법의 매개변수들을 재검토하여 참조가능한 프로토콜을 
제시하였다. 또한 2021년 5월 유럽식품안정청(Europe food safety 
authority, EFSA)은 시구아톡신 검출을 위한 Neuro-2a assay 시험
법의 가이드라인을 제시한 바 있다(Diogène et al., 2021). 이와 같
이 Neuro-2a assay의 해양생물독소 검출을 위한 MBA 대체 시험
법으로서의 가능성은 지속적으로 확인되고 있어 국내 도입이 필
요한 실정이다(Pawlowiez et al., 2013; Aballay-Gonzalez et al., 2016). 

이에 본 연구에서는 세포주를 이용한 대체 시험법인 Neuro-2a 
assay를 PSP 중 STX 검출이 가능하도록 배양 조건 및 처리 조건
과 같은 많은 매개변수들을 국내 실험 환경에 맞게 시험법을 최
적화하고, 실험실 간 변동성 비교 분석을 통해 시험의 적정성을 
확인할 수 있는 Criteria를 설정함으로써 세포를 이용한 시험법의 
제한점을 극복할 수 있는 방법을 제시하였다. 

재료 및 방법 

1. 세포 및 시료 준비 

마우스 유래 Neuro-2a 세포는 American Type Culture Collection 
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(ATCC; USA)에서 구입하여 사용하였다. 세포주의 배양은 RPMI 
1640 (Gibco, USA)에 10% Fetal Bovine Serum (FBS; Gibco, USA), 1% 
Pen Strep (Gibco, USA), 2 mM GlutaMAX (Gibco, USA), 1% Sodium 
pyruvate (Gibco, USA), 2.5 g/ml Amphotericin B (Gibco, USA)를 첨
가한 배지를 사용하였다. 세포주는 5% CO2, 37℃ 조건의 인큐베
이터에서 배양하였다. 세포를 유지하거나 계대배양 시 사용되는 
배양 배지로 RPMI 1640 배양 배지(FBS 10%)를 제조하였다. 또한 
RPMI 실험 배지(FBS 2%, FBS 5%)를 제조하여 FBS 5% 배지는 
Seeding 과정에 FBS 2% 배지는 독소 처리과정과 MTT 처리과정
에서 사용하였다. Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (PBS; Gibco, 
USA)는 세포 세척 시 사용하였다. 

Saxitoxin dihydrochloride (STX) 표준물질(Sigma Aldrich, USA)를 
구매한 후, 500 μl의 STX (20.3 μg/ml)를 25 μl씩 소분하여 냉동보
관(-20℃) 하였다. Ouabain octahydrate (O; Sigma Aldrich, USA)는 
멸균된 3차 증류수로 용해시켜 20 mM의 농도로 제조하여 차광
튜브에 600 μl씩 소분하여 빛이 차단된 곳에 실온상태로 보관하
였다. Veratridine (V; Sigma Aldrich, USA)은 pH를 2로 조정한 멸
균된 3차 증류수로 용해시키고, 이를 230 μl씩 소분하여 냉동보
관(-20℃) 하였다. Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT; Sigma 
Aldrich, USA) 100 mg을 20 ml의 PBS에 녹이고 0.22 μm Millex 
syringe filter unit (Sigma Aldrich, USA)를 이용하여 필터 후 냉장보
관(4℃) 하였다. 

2. Neuro-2a assay 시험법 최적 조건 확립 

2.1. 실험과정 개요 

Neuro-2a assay는 Viallon et al. (2020)의 시험법 표준화 연구를 

참고하여, 총 3일(Day 3) 과정으로 설계하였다(Fig. 2). 첫 번째 날
은 96 well-plate에 세포를 동일한 농도로 분주하여 배양하는 세포
접종 과정이다. 두 번째 날은 최대밀도에 도달한 세포에 마비성 
패류 독소 혹은 STX를 처리하는 독소 처리과정이다. 세 번째 날
은 MTT 시약을 통해 흡광도를 측정하여 용량-반응 그래프를 나
타내어 반수영향농도(50% Effective concentration; EC50) 값을 산
출하는 MTT 처리과정으로 구성된다. 본 연구에서는 실험과정에
서 배지 밀도와 배양시간, O/V 처리 농도, STX 처리 농도, 독소 처
리시간 등 여러 매개변수들을 국내 환경에 맞춰 최적화하고자 하
였다. 

2.2. Neuro-2a 세포주 배양 

Neuro-2a 세포가 배양접시(100 mm cell culture dish, Corning, 
USA)의 90% 이상 성장하였을 때 계대배양 하였다. 먼저 배양접시
의 배지를 제거하고 5 ml PBS를 분주하여 세척한다. 세척한 PBS
를 제거하고 0.25% Trypsin/EDTA (Gibco, USA)를 5분간 처리하여 
세포를 떼어낸다. 이 후 125 g, 5 min, 24℃ 조건으로 원심분리하
여 세포를 모아주고 1:6 비율로 희석하여 37℃ 5% CO2 조건의 세
포배양기에서 배양하며, 2일마다 계대배양 하였다. 세포는 계대주
기에 따라 구분하여 배양하였다. 

2.3. Neuro-2a assay를 위한 세포밀도 및 배양시간 
확립 

세포밀도 및 배양시간 확립 실험은 96 well-plate에서 Neuro-2a 
세포의 최대밀도에 도달하기 위한 세포의 농도와 배양시간을 확
립하기 위한 실험이다. 먼저 Neuro-2a 세포를 330,000 cells/ml로 
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하여 세포 현탁액을 제조한다. 이를 총 12개의 T25 플라스크(cell 
culture flask, SPL, Korea)에 플라스크당 RPMI 1640 배지(FBS 10%) 
10 ml에 세포 현탁액 1 ml를 넣고 혼합한 후, 37℃, 5% CO2 조건
에서 배양을 진행하였다. 배양 후 22시간이 지난 뒤부터 6시간 
마다 플라스크 1개씩 꺼내어 KOVA Glasstic slides (KOVA, USA)를 
이용하며 하나의 플라스크 당 10번의 세포계수를 진행하여 평균
값을 기록했다. 이 때 22시간부터 76시간까지 6시간마다 측정하
며, 추가로 배양 후 85시간, 100시간을 측정하여 기록하고 기록한 
세포밀도를 그래프로 나타내어 최대밀도와 밀도가 2배로 증가하
는 시간을 산출하였다. 또한 세포접종 시 세포밀도와 배양시간
을 설정해 확립한 배양 조건으로 96 well-plate에 세포접종을 하
고 흡광도를 측정하여 초기 세포 생존율을 나타내는 기준인 RCV 
(reference cell viability) 값을 산출하였다. 세포접종은 내부 60개 
well에 진행하고 외부 36개 well의 경우 멸균된 3차 증류수를 동
일 부피로 채워 온도에 의한 영향을 최소화하였다. 

2.4. 배지의 조성 확립 및 STX에 의한 세포독성 
확인 

Neuro-2a assay에서 배양 조건과 처리 조건에서 사용할 배지의 
FBS의 함량을 확립하는 실험으로 보다 경제적인 실험법으로 최
적화하고 STX에 의한 세포독성 확인을 위한 단계이다. 실험 조건
은 3가지 조건으로 설정하였다. 조건 1(배양 배지 FBS 10%, 처리 
배지 FBS 10%), 조건 2(배양 배지 FBS 5%, 처리 배지 FBS 5%), 조
건 3(배양 배지 FBS 5%, 처리 배지 FBS 2%)으로 24시간 배양한 
후 배양한 배지는 제거하고, 각 농도별 STX 10 μl와 각 조건에 부
합하는 배지 200 μl를 24시간 처리하고 흡광도를 측정했다. 흡광
도 측정은 처리했던 용액을 제거하고 5 mg/ml 농도의 MTT 시
약을 FBS 2% 배지와 1:6으로 희석하여 well 당 60 μl씩 45분간 
37℃, 5% CO2 조건으로 처리 후 용액을 최대한 제거하여 형성된 
Formazan을 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 100 μl로 용해시킨 후 흡
광도를 비교하였다. 

2.5. Ouabain/Veratridine 처리 조건 확립 

Neuro-2a assay는 나트륨-칼륨 펌프 억제제인 Ouabain (O)과 나
트륨 채널 활성제 Veratridine (V)을 처리하여 나트륨 채널 관여 독
소를 농도별로 처리하여 세포의 생존율을 확인하여 독성을 나타
내는 원리를 이용한다. 우리가 사용할 STX의 경우 나트륨 채널 
억제제로 독성을 확인하기 위해 O/V 농도를 세포가 80% 이상 사
멸하는 농도로 처리해야 한다. 따라서 O/V 농도를 0/0~360/36 
μM 사이의 1가지 농도와 추가로 500/50 μM 농도를 설정하고, 
40,000 cells/ml 농도의 세포를 24시간 배양 후 최대밀도에 도달하
였을 때 O/V를 24시간, 37℃, 5% CO2 조건에서 처리하고 MTT를 
45분 처리한 후, 형성된 포르마잔을 DMSO 100 μl로 용해시켜 플

레이트 리더로 흡광도를 측정해 세포 생존율 그래프를 확인하여 
80% 이상의 세포가 사멸하는 O/V 처리 농도를 확립하였다. 

2.6. STX 처리 농도 조건 확립 

나트륨 채널 억제제인 STX의 처리 농도를 설정하는 실험이다. 
앞서 설정한 O/V를 세포가 사멸하는 농도(500/50 μM)로 처리하
고 STX 농도는 기존 표준화 진행 연구(Viallon et al., 2020)를 참고
하여 3~188,222 fg/μl 사이의 17가지 농도로 설정하였다. 이 때 
처리는 총 부피 210 μl를 처리하고 그 중 10 μl를 독소를 처리하
기 때문에 독소는 21배로 농축하여 제조되었다. 각 농도 제작은 
최고 농도인 188,222 fg/μl는 먼저 STX 표준독소와 처리 배지(FBS 
2%)를 혼합하여 21배 농축하여 제조 후 이를 반수 희석하여 17개
의 농도로 제작되었다. 이를 O/V가 처리 배지와 처리하지 않은 
배지와 각각 혼합하여 최종 처리 용액으로 제조하고 96 well-plate
에 210 μl씩 분주하여 24시간 동안 37℃, 5% CO2 조건에서 처리
하였다. O/V 유무에 적절한 대조군을 설정하여(COV- 및 COV+) 독
소가 없는 상태에서의 세포 생존율과 O/V 처리 효과를 각각 확
인하였다. 처리 조건이나 흡광도를 측정하는 과정은 전 실험과 
동일하게 진행되었으며, 총 17가지 농도의 흡광도를 측정하여 용
량-반응 그래프로 나타내고 EC50을 산출할 수 있는 S자형 모델이 
나오는 8가지 농도를 실험농도로 설정했다. EC50 값 산출의 경우 
GraphPad Software 5 (PRISM, San Diego, CA, USA)를 통해 분석하
며 계산식은 다음과 같다. 

 
Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-X) × Hillslope)) 

3. Neuro-2a assay의 실험실 간 변동성 비교 실험 

3.1. 실험실 선정 

STX 검출을 위한 Neuro-2a assay의 실험실 내 및 실험실 간 
교차 검증을 위해 3개의 각기 다른 기관의 실험실이 선택되었다. 
이 실험실들은 세포배양 및 MTT 흡광도 분석 등을 포함하여 연
구의 기술적 요구사항을 수행할 수 있는 곳으로 제안요청서를 보
내 응답을 한 연구실험실을 선택했다. 3개의 실험실은 Lab-1, 2, 
3로 지정되었다. 

3.2. 실험실 내(Intra-laboratory; Intra-lab) 및 실험
실 간(Inter-laboratory; Inter-lab) 연구 

실험실 내 및 실험실 간 변동성 연구는 일반적인 실험실 성능
(예; 기술 문제, 테스트 및 보고시간 등)을 평가하고, 시험법의 숙련
도 및 신뢰도 확보를 위한 Quality Control Criteria 및 Data Criteria
를 개선함으로써 향후 수산물 추출물을 대상으로 정량 분석 연구
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를 수행하기 전에 각 실험실이 능숙하게 Neuro-2a assay를 수행
하도록 하는데 있다. 

이를 위해 모든 실험실은 제공된 시료 및 템플릿을 통해 연구 
조건 및 실험 데이터를 기록했다. 각 실험실은 방법 2.6에 제시된 
Neuro-2a assay 방법에 따라 동일하게 3명의 다른 실험자가 3번 
반복 실험을 수행하였다. 각 실험에서 기록된 순 흡광도 값을 획
득하여 용량-반응 그래프로 나타내고 5가지의 Quality Control 및 
EC50 값을 비롯한 6가지 데이터 등을 산출한 후, 실험실 내(intra-
lab) 변동성 비교를 위해서는 한 실험에서 3개의 microplate에서 
얻어진 결과값을 비교 분석(n=3)하였고, 실험실 간(inter-lab) 변동
성 비교를 위해서는 실험실별 1개의 데이터를 비교 분석하여(n=3) 
적절한 Criteria를 확립하였다. 

3.3. 데이터 분석 

각 실험실에서 수행된 Neuro-2a assay의 용량-반응 곡선의 
Quality Control 및 데이터 값들의 평균값(mean)과 표준편차
(standard deviation; SD)를 이용하여 변동계수(Coefficients of vari- 
ation; CV=표준편차/평균값)(%)를 계산하고 시험의 반복성 및 재
현성을 평가하였다. 

결 과 

1. Neuro-2a assay 실험 조건 확립 

1.1. 세포밀도 및 배양시간 확립 

Neuro-2a assay의 첫 번째 단계인 세포접종과정에서 96 well-

plate에 접종할 N2a 세포의 밀도를 설정하고 접종 후 최적 배
양시간을 확립하였다. 22시간에서 100시간까지의 세포계수 결과, 
세포의 최대밀도는 70시간 배양하였을 때 T25 플라스크 기준 
7,628,500 cells/flask로 이를 세포접종 할 96 well-plate 기준으로 
단위면적으로 보정하여 나타냈을 때, 97,644.8 cells/well로 확인
되었다(Fig. 3(A)). 또한 시간대비 세포밀도를 세포 성장그래프를 
나타내고 세포밀도인 Y 값을 Ln (Y) 단위로 치환하여 그래프를 나
타내 추세선을 표시하고 이를 통해 세포가 2배로 증가하는 시간
을 15.36시간으로 산출하였다(Fig. 3(B)). 이러한 결과를 바탕으로, 
Neuro-2a assay에 적용할 접종 세포 농도를 40,000 cells/well로 정
하고 배양시간을 24시간으로 확립하였다. 96 well-plate에 40,000 
cells/well로 200 μl씩 접종하고 24시간 동안 배양하여 Neuro-2a 
assay의 초기 세포 생존율을 나타내는 기준인 RCV (reference cell 
viability) 대조군 값을 산출하였다. 60개 well의 흡광도 값의 평균은 
0.970, 표준편차는 0.047으로 측정되어 RCV 대조군의 흡광도 기준
을 0.9 이상으로 설정하였다. 

1.2 배지의 조성 최적화 및 STX의 세포독성 결과 

N2a assay에서 배양 조건과 STX 처리 조건에서 사용할 배지의 
FBS의 함량을 최적화하기 위해, 3가지 조건(조건 1; 배양 배지 FBS 
10%, 처리 배지 FBS 10%, 조건 2; 배양 배지 FBS 5%, 처리 배지 
FBS 5%, 조건 3; 배양 배지 FBS 5%, 처리 배지 FBS 2%)으로 
Neuro-2a 세포를 접종하고 STX를 처리하였다. 3가지 배양 조건의 
결과를 비교하였을 때, 유의미한 차이를 나타내지 않아 경제적
인 조건을 선택하였으며 배양 배지의 FBS 함량은 5%, 처리 배지
의 FBS는 2%로 최적화하였다(Fig. 4). 또한 STX의 세포독성의 경우 
367~94,095 fg/μl 농도로 처리한 결과 STX를 처리하지 않은 대조
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군과 유의미한 차이를 나타나지 않았다(Fig. 4). 

1.3. Ouabain/Veratridine 처리 조건 확립 

Neuro-2a assay의 원리는 나트륨-칼륨 펌프 억제제인 Ouabain 

(O)과 나트륨 채널 활성제 Veratridine (V)을 처리하여 과도한 Na+

의 유입으로 세포가 사멸하도록 유도한 후, 나트륨 채널 억제제
로 작용하는 독소(예; STX)를 처리하였을 때 세포가 생존하는 것
을 확인하여 독소의 함유 여부를 평가하는 원리이다. 따라서 세
포가 사멸하는 O/V의 농도를 찾기 위한 실험을 수행하였다. O/V 
농도 실험은 세포의 계대배양 횟수(cell passage #)가 높은 세포
와 비교적 낮은 세포를 비교하였다. 먼저 높은 계대배양 횟수
(passage # 236)의 세포는 O/V 농도 200/20 μM에서부터 대부분
의 세포사멸이 관찰된 반면, 낮은 계대배양 횟수(passage # 195)의 
세포에서는 O/V 농도를 500/50 μM 이상 처리해야 실험 조건에 
부합하는 세포사멸이 관찰되었다(Fig. 5(A)). 실제로 낮은 계대배
양 횟수(195)를 지닌 N2a 세포주를 이용해서 STX와 O/V 농도를 
각각 260/26 μM, 500/50 μM을 처리하였을 때 낮은 O/V 농도에
서는 세포사멸 효과가 거의 일어나지 않았다(Fig. 5(B)). 이를 통해 
세포의 계대배양 횟수가 실험에 영향을 주는 것으로 판단되어 
O/V 농도를 두 조건 모두에서 세포사멸을 유발하는 500/50 μM
로 설정하고, 계대배양한 횟수가 195~235에 해당하는 세포를 사
용하는 것으로 확립하였다. 

1.4. STX 처리 농도 조건 확립 

PSP 표준독소로서 STX의 처리 농도를 설정하였다. 앞서 설정한 
O/V를 세포가 80% 이상 사멸하는 농도(500/50 μM)로 처리하고 
STX 농도는 문헌을 참고하여 3~188,222 fg/μl 사이의 17개 농도로 
설정하여 24시간 동안 처리하였다. 처리 조건이나 흡광도를 측정
하는 과정은 전 실험과 동일하게 진행하였다. 두 번의 반복 실험 
결과를 바탕으로, 17개 농도의 흡광도를 측정하여 용량-반응 그래
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프로 나타내고 EC50을 산출할 수 있는 S자형 모델이 나오는 8개
의 농도 구간인 368~47,056 fg/μl를 처리 농도로 설정하였다. 두 
실험을 통해 도출된 EC50 값은 각각 3,445 fg/μl과 3,945 fg/μl이었
다(Fig. 6). 

2. Neuro-2a assay의 변동성 비교 실험 

본 논문에서 적용한 STX 검출용 Neuro-2a assay는 Viallon et al. 
(2020) 등의 시험법 표준화 연구에서 제시된 방법을 참고하여, 앞
서 수행된 조건 확립 실험을 통해 국내 환경에 맞게 최적화된 시
험법을 변동성 비교 실험에 적용하였다. 향후 MBA 시험법의 대
체 시험법으로서 활용성 제고를 위해 실험실 간 결과들의 재현성 
및 반복성을 파악하기 위해서는 변동성 비교 연구가 필수적이다. 
비교를 위한 매개변수들은 Viallon et al. (2020) 등이 사용한 5가지
의 Quality Control 및 EC50 값을 비롯한 6가지 데이터 등을 분석
하였다. 

2.1. Neuro-2a assay의 실험실 내(Intra-lab) 변동성 
비교 연구 

먼저 실험실 내(Intra-lab) 변동성 비교를 위해, STX 표준독소를 
사용하여 동일 실험실의 3명의 실험자가 동일한 날짜에 실험을 
실시하였다. 실험은 앞서 확립한 조건들을 토대로 진행하여 용량
-반응 그래프를 확보하였으며, 추가적인 매개변수들의 값을 도출
하였다(Fig. 7, Table 1). 실험실 내 실험 결과를 토대로 Neuro-2a 
assay의 2가지 기준(Criteria)을 설정하였다(Table 1). 

첫 번째 Quality control criteria는 각각 Reference Cell Viability 
(RCV), viability controls (C) without and under O/V treatment (COV-, 
COV+), quality control (QC) without and under O/V treatment 
(QCOV+, QCOV-)이다. 각 매개변수들에 대한 실험실 내 변동성 비
교를 실시한 결과, 시험자간 결과값들의 CV% 값들이 2.91~11.76%
로 반복성이 높은 것을 확인하였고, 이 값들의 평균값과 참고한 

Table 1. Results of intra-laboratory Neuro-2a assay for criteria setting experiments 

Criteria 
Researcher 

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

Quality 
control 
criteria 

RCV ≥ 0.9 1.150 1.230 1.180 1.187 0.040 3.41 

COV- ≥ 0.9 1.335 1.411 1.352 1.366 0.040 2.91 

COV+ ≤ 0.3 0.253 0.226 0.241 0.240 0.014 5.68 

QCOV- ≥ 0.9 1.242 1.387 1.333 1.321 0.073 5.53 

QCOV+ - 0.472 0.586 0.493 0.517 0.061 11.76 

Data 
criteria 

Bottom OD ≤ 0.3 0.217 0.242 0.223 0.227 0.013 5.56 

Top OD ≥ 0.9 0.969 1.000 0.985 0.985 0.015 1.56 

EC50 (fg/μl) 
Viallon 

et al., 2020 

2982±523 2921.0 2710.0 2954.0 2861.7 132.380 4.63 

EC20 (fg/μl) 1195±123 924.8 1179.0 1137.0 1080.3 136.266 12.61 

HillSlope 1.545±0.127 1.205 1.665 1.452 1.441 0.230 15.98 

R2 ≥ 0.85 0.991 0.996 0.993 0.993 0.003 0.28 
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문헌(Viallon et al. (2020))의 값들을 참고하여 기준치(Criteria)를 설
정하였다(Table 1). RCV는 40,000 cells/well로 세포접종 24시간 뒤 
초기 세포 생존율을 나타내며 흡광도(570 nm) 값이 0.9 이상일 경
우 충족한다. COV+는 STX을 처리하지 않고 O/V의 24시간 처리에 
의한 세포사멸을 의미하므로 분석 결과의 흡광도 최대값의 20% 
보다 작은 경우인 흡광도 0.3 이하의 값을 기준으로 한다. COV-

의 경우 초기 세포 생존율의 보존을 의미하는 기준으로 RCV 값 

의 기준인 0.9 이상인 경우를 기준으로 한다. QCOV+는 Neuro-2a 
assay를 진행하였을 때 EC50 값을 나타내는 독소(STX)의 농도를 처
리하는 기준으로 그 값이(0.2 x RCV 흡광도 값 + 0.8 x COV+ 흡
광도 값)과 (0.8 x RCV 흡광도 값 + 0.2 x COV+ 흡광도 값) 사이로 
나타날 경우 기준치를 충족하는 것으로 한다. 마지막으로 QCOV-

는 O/V의 처리 없이 STX만 처리한 결과로 처리한 STX 농도로는 
세포사멸이 일어나지 않기 때문에 기준치를 RCV와 동일하게 0.9 

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

Criteria 
Laboratory 

Mean SD CV% 
Lab 1 Lab 2 Lab 3 

Quality 
control 
criteria 

RCV ≥ 0.9 1.180 1.100 1.18 1.153 0.046 4.00 

COV- ≥ 0.9 1.352 1.310 1.209 1.290 0.074 5.70 

COV+ ≤ 0.3 0.241 0.141 0.176 0.186 0.051 27.28 

QCOV- ≥ 0.9 1.333 1.162 1.155 1.217 0.101 8.29 

QCOV+ - 0.493 0.347 0.382 0.407 0.076 18.75 

Data 
criteria 

Bottom OD ≤ 0.3 0.223 0.153 0.227 0.201 0.042 20.84 

Top OD ≥ 0.9 0.985 0.892 0.904 0.894 0.097 10.85 

EC50 (fg/μl) 
Viallon 

et al., 2020 

2982±523 2954.0 3194.0 3162 3103.3 130.312 4.20 

EC20 (fg/μl)) 1195±123 1137.0 1024.0 1262 1141.0 119.050 10.43 

HillSlope 1.545±0.127 1.452 1.218 1.51 1.393 0.155 11.09 

R2 ≥ 0.85 0.993 0.995 0.985 0.991 0.005 0.52 
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이상으로 한다. 
또한 Neuro-2a assay가 제대로 수행된 것인지 판단할 수 있는 

기준치인 6개의 Data 기준치(criteria) 설정을 위해, 표준독소인 
STX를 처리하여 확보된 용량-반응 곡선에서 EC50 값, EC20 값, 가장 
낮은 OD 값, 가장 높은 OD 값, 그래프의 기울기 및 R2 값을 도출
하였다. 각 Data의 시험자간 CV% 값을 비교한 결과, 0.28~15.98%
로 도출되었고, 특히 중요한 Data인 EC50 값의 CV%가 4.63%로 
시험의 반복성이 높음을 확인할 수 있었다. 이들 결과값들의 최
소값, 최대값 등을 이용하여 최적의 Data 기준치를 설정하였다
(Table 1). 

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

다음은 실험실 내(intra-lab) 실험 결과를 토대로 설정한 Quality 
control criteria 및 Data criteria 값들의 적정성을 평가하기 위해, 실
험실 간(inter-lab) 실험 결과들의 변동성을 확인하고자 하였다. 이
를 위해, STX 표준독소를 사용하여 3개의 다른 기관의 실험실에
서 1명의 실험자가 실험을 실시하였다(Fig. 8, Table 2). 

각 Quality control들에 대한 실험실 간 변동성 비교를 실시한 
결과, 실험실 간 결과값들의 CV% 값들이 4.00~27.28%로 도출되
었고, 각 Data 값들의 CV% 역시 0.52~20.84%로 실험실이 다른 
조건에서 수행했음에도 불구하고 Neuro-2a assay 시험의 재현성
이 높음을 확인할 수 있었다(Table 2). 

특히 inter-lab 실험의 결과값들이 intra-lab 변동성 실험에서 설
정한 각 매개변수들의 기준치(Criteria)의 범주에 모두 충족하여, 
설정된 기준치(Criteria) 값들이 적절함이 검증되었다(Table 2). 

고 찰 

수산물 중 PSP의 검출을 위한 방법으로 다양한 생물 기반 평가 
기술이 적용되고 있다(Egmond, 2004). MBA는 분석법이 빠르고, 
간섭이 적으며, 정량적이라는 장점으로 지금까지도 PSP의 검출법
으로 사용되고 있으나(Munday et al., 2013), 낮은 민감도와 많은 
동물을 희생해야 하는 윤리적인 문제로 대체 시험법 개발의 필요
성은 지속적으로 증가하고 있다(Jellett et al., 1992; Ledreux et al., 
2009; Sérandour et al., 2012; Aballay-Gonzalez et al., 2016). 따라서, 
본 연구에서는 Viallon et al. (2020)이 제시한 표준화된 Neuro-2a 
assay 방법을 참고하여 국내에 적용할 수 있도록, 초기 세포밀도, 
배지의 조성, Ouabain/Veratridine 처리 조건, STX 처리 조건 등 독
소 표준품을 통해 시험법을 최적화 후 실험실 간 변동성 비교 분
석을 통해 시험법의 반복성 및 재현성을 평가한 후, 시험법의 적
정성을 검증할 수 있는 5가지 Quality Control 및 6가지 Data 기준
(Criteria)들을 설정함으로써, 향후 수산물 중 PSP 검출 시험법으로
서 활용 가능성을 제고하고자 하였다. 

먼저 Neuro-2a assay의 실험 조건들이 최적화되었다. 첫째, 세포
접종은 96 well-plate 기준 1개의 well의 최대밀도인 100,000 cells 
/well로 배양하기 위해 초기 접종 세포는 40,000 cells/well 농도로 
24시간 배양하는 조건으로 확립되었다(Fig. 3). 이때 MTT 처리 후 
측정된 흡광도 값(570 nm)이 RCV 대조군로 정의되며 이 값이 0.9 
이상의 결과가 나와야 적정성을 얻는다. 이 때 세포계수는 20 × 
104 cells/ml보다 낮은 경우 0.9 이하로 측정되는 경우가 종종 발
생하여, 20~22.5 × 104 cells/ml로 계수하여 접종하는 것으로 확립
하였다. 본 연구와 달리 Viallon et al. (2020)은 50,000 cells/well로 
22시간 배양하는 조건으로 설정하였는데, 이외에도 문헌마다 다
른 세포접종 밀도를 사용하기 때문에(Manger et al., 1993; Lewis 
et al., 2016; Hardison et al., 2016; Pisapia et al., 2017) 실험실 조건
에 따라 세포 성장률 확인 실험이 필요함을 시사한다. 

두 번째로 고려된 조건은 배양 배지 및 처리 배지의 조성이었
다. 실험 결과로부터 FBS 조성(10, 5, 2%)에 따라 RCV, COV- 및 
STX 독성이 크게 달라지지 않음을 확인할 수 있었고, 이에 FBS의 
절약을 위해 5% FBS가 함유된 배양 배지 및 2% FBS가 함유된 처
리 배지를 사용하는 것이 Neuro-2a assay 전체에 걸쳐 세포 생존
율을 안정화하기에 충분하다고 판단되었다(Fig. 4). 

셋째, Ouabain/Veratridine (O/V) 처리 조건은 0/0~500/50 μM 
사이의 농도를 처리하여 세포가 80% 이상 사멸하는 농도를 설정
하였다. 이 때 계대배양한 횟수가 높았을 때 진행했던 실험에서 
260/26 μM의 농도를 처리하였을 때 80% 이상 세포가 사멸하였
지만, 계대배양 횟수가 낮은 세포의 경우 효과가 거의 없었고 
500/50 μM로 처리해야 80% 이상 사멸하는 결과가 나타났다(Fig. 
5). 260/26 μM과 500/50 μM 농도로 O/V를 처리 후 Neuro-2a 
assay를 수행한 결과, 낮은 Passage 세포에서 260/26 μM 농도는 
효과가 부족한 것으로 확인되었다. 다른 문헌들에서 사용한 O/V 
농도를 조사한 결과, Viallon et al. (2020)은 270/27~300/30 μM를 
사용했고, Jellett et al. (1992)이 본 연구와 동일하게 500/50 μM을 
사용하였다. 이들 문헌들 중 세포 계대배양 횟수를 고려하여 O/V
의 농도를 설정한 정보는 제공되지 않았다. 따라서, 세포 계대배
양 횟수에 따른 O/V 독소의 효과 차이에 대한 추가적인 연구가 
필요할 것으로 사료된다. 또한 결과는 제시되지 않았지만, Viallon 
et al. (2020)도 고찰에서 언급한 바와 같이 세포접종 24시간 후에 
기존의 배양 배지를 모두 제거하고 OV 및 독소를 포함한 처리 
배지를 새로 추가하는 것이 OV의 처리 효율성에 도움이 된다는 
것을 본 연구에서도 확인할 수 있었다(Manger et al., 1993). 

넷째, STX 처리 조건은 EC50 값을 산출할 수 있도록 STX 독소와 
흡광도의 용량-반응 그래프가 S자 형태를 나타내는 농도 범위를 
설정해야 한다(Viallon et al., 2020; Aballay-González et al., 2020). 
이에 STX 표준독소를 3~188,222 fg/μl 사이 17가지 농도를 처리
하여 3반복씩 총 2회 실험 진행한 결과, 용량-반응 그래프가 S자
형이 나타나는 368~47,056 fg/μl 범위의 8개 농도로 선정하였다
(Fig. 6). 
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Neuro-2a assay의 최근 연구 동향에서는 데이터의 정확성을 평
가할 수 있는 기준 및 조건들을 설정하여 시험법을 표준화하려는 
노력이 지속되고 있다(Dechraoui et al., 2005; Ledreux et al., 2009; 
Caillaud et al., 2012; Viallon et al., 2020). 본 연구에서 역시 확립된 
실험 조건들을 바탕으로 STX 표준물질을 이용하여 N2a assay를 
진행하고 실험의 정확성을 위한 5가지 Quality Control 기준을 제
시하고자 하였다. 배양 후 초기 세포 생존율을 나타내는 RCV 대
조군, O/V 처리가 80% 이상의 세포사멸 효과를 나타내는지 확인
할 수 있는 COV+ 대조군, 배지조성이 달라진 후 초기 세포 생존
율이 유지되는 것을 확인할 수 있는 COV- 대조군, O/V와 STX를 
혼합하여 처리하여 독성을 확인하는 QCOV+ 대조군, O/V 처리 없
이 STX만을 처리하였을 경우 초기 세포 생존율이 유지되는지 확
인하는 QCOV- 대조군을 5가지 기준으로 한다(Table 1). 기존에 보
고된 Neuro-2a assay의 데이터는 세포 생존율을 백분율(%)로 나
타내었으나(Pawlowiez et al., 2013; Nicolas et al., 2015; Aballay-
Gonzalez et al., 2016), Viallon et al. (2020)이 제안한 순 흡광도 값
을 이용하고 이 값의 적정성을 RCV 대조군을 통해 제어함으로써 
실험실 간 오차를 줄이고 시험법을 표준화하기 수월해지는 장점
이 있다. 각 Quality Control 기준치는 실험실 내 및 실험실 간 변
동성 비교 실험을 통해 적절한 범위를 결정하였으며, 값은 Table 
1에 제시되었다. 

Neuro-2a assay의 민감도를 결정하는 값은 EC50 값이다. 이전에 
보고된 STX의 EC50 값은 Viallon et al. (2020)이 2982 ± 523 fg/μl
로 도출하였고, 500/50 μM O/V 처리 조건에서 8.5 nM (Aballay-
González et al., 2020)과 4 nM (Humpage et al., 2007)로 도출한 
바 있다. 이는 본 연구의 실험실 내 결과인 2861.7 ± 132 fg/μl 
(3.42 nM)와 매우 유사하였다(Table 1). 

확립된 시험법으로 수행된 Neuro-2a assay의 용량-반응 곡선의 
주요 결과값들에 대해 반복성이나 재현성을 확인하기 위해 실험
실 내 및 실험실 간 변동성 비교 실험을 수행하였다. 그 결과 
EC50 값의 CV값은 각각 4.63%, 4.20%로 나타났으며 이는 기능 테
스트에 허용되는 값으로 간주된다. 일반적으로 최대 30% 이내의 
변동성이 인정되며(Van Dolah et al., 2009, 2012; Díaz-Asencio et 
al., 2018), 나머지 항목들도 모두 30% 이내의 변동성을 지님을 확
인하였다. 

본 연구는 PSP 중 STX 검출법으로 기존에 진행중인 MBA를 대
체할 시험법 확립 연구로써 Neuro-2a assay를 국내 연구 환경에 
맞게 세포밀도, 배양 조건 및 처리 조건과 같은 다양한 시험 조
건들을 확립하고 시험의 적정성을 판단할 수 있는 5가지 Quality 
control 기준과 Data 기준을 제시하였으며, 실험실 변동성 연구
를 통해 반복성 및 재현성이 우수함을 확인할 수 있었다. 향후 국
내 수산물을 대상으로 PSP를 검출하기 위한 대체 시험법으로 적
용하기 위해서는 Neuro-2a assay에 적용할 수 있는 수산물 중 독
소 추출법을 확립하고, 다양한 종들에 대한 적용을 통해 독소 정
량 방법을 확립하고, MBA와 기기 분석법과의 상관성 분석을 수

행함으로써, 시험법의 한계점을 파악하고 해결하는 연구가 필수
적으로 이루어져야 할 것이다. 
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