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Effect of Organic UV filters, Benzophenone-3 and Octinoxate, and 

Water Temperature Combination on the Final maturation

of longchin goby (Chaenogobius annularis)

Jin Sung Choi

Department of Marine Biology, The graduate School,

Pukyong National University

Abstract

2-hydroxy-4-methoxybenzophenone (benzophenone-3, BP-3) 

and 2-ethyl-hexyl-4-methoxycinnamate (octinoxate, EHMC) are 

one of the major compounds of sunscreens for protect skin or 

products from UV radiation. BP-3 and EHMC are known endocrine 

disrupting chemical (EDC) and have been shown to cause endocrine 

disorders in a variety of organisms. In previous study, the effect of 

BP-3 (0.5, 5, 50 and 500 ng mL-1) and/or EHMC (0.5, 5, 50 and 500 

ng mL-1) were examined in the maturing oocytes of longchin goby 

(Chaenogobius annularis); showed a significant increase of estradiol 

(E2) level in the BP-3, 5 ng mL-1. Therefore, in this study, we 

investigated the effects of mixture (BP-3 and EHMC) on estrogens 

(estrone, E1; E2) levels and GVBD using maturing oocytes of longchin 

goby. We performed two separate similar experiments. The oocytes 

with average diameters of 730, 770 and 800 ㎛ were incubated with 

different concentrations (BP-3, 5 ng mL-1 with EHMC, 0, 5, 50, and 

500 ng mL-1) for 24 hours under 15 ℃ and 20 ℃ water temperature
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(WT). GVBD was observed under a microscope, E1 and E2 levels 

were measured by radioimmunoassay (RIA). GVBD induction was 

significantly increased in 15 ℃, 770 ㎛, BP-3, 5 ng + EHMC, 50 ng 

mL-1 compared to the control. E1 level was significantly increased in 

20 ℃, 770 ㎛, BP-3, 5 ng mL-1 and E2 level was increased in 15 ℃,

770 ㎛, BP-3, 5 ng mL-1 compared to the control.
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Ⅰ. 서 론

자외선 (ultraviolet radiation, UVR)에 의하여 생성되는 활성산소종

(산화 스트레스)은 피부에 해로운 영향을 줄 수 있다 (Pozo et al., 

2021). 이를 방지하기 위하여 자외선 차단물질을 사용하는데, 벤조페논

계 (benzophenone, BP) 자외선 차단제 (UV filter)는 로션, 샴푸, 헤어

스프레이와 같은 개인 미용 및 위생용품과 섬유, 플라스틱, 페인트, 식품

포장재와 같이 다양한 제품에 사용되고 있다 (Kang et al., 2016). BPs

중 벤조페논-3 (benzophenone-3, BP-3)과 옥티노세이트

(octinoxate, EHMC)는 일반적으로 폴리머의 광화학적 분해를 방지하고

포장재의 빛에 대한 안정성을 높이기 위해 가정 및 산업 제품에 널리 사

용된다 (Vione et al., 2013). BP-3와 EHMC는 전세계적으로 널리 이용

되지만, 환경오염 문제 또한 시사되고 있다 (Mao et al., 2022). 이들은

잠재적으로 생체내에 농축이 가능하며 이들은 환경수 및 인간을 포함한

생물군 모두에서 자주 검출되고 있다 (Table 1.; Table 2.). 어류의 경우

일반적으로 체내에 여러 BPs가 축적되어 있다 (Balmer et al., 2005).

또한 BPs는 약 25 %의 해양 생물 서식지인 산호초에게도 영향을 준다.

BPs가 바다로 유입되어 산호의 내분비계를 교란시켜 성장과 번식에 영

향을 미친다는 연구 보고가 있으며 (Spalding et al., 1997; Moeller et 

al., 2021; Bongiorni et al., 2008), 최근에는 하와이에서 BP-3와

EHMC를 함유한 자외선 차단제의 판매가 처방전이 있는 경우를 제외하

고 대부분의 경우 금지되었다 (Dos, 2018; Hawaii State Legislature, 
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2021).

생물체내로 유입된 BPs의 일부는 안드로겐, 에스트로겐 및 갑상선 호

르몬 수용체에 작용하여, 성장 및 성숙에 관여하는 내분비 기작에 부정

적인 영향을 미치는 내분비교란물질 (endocrine disrupting chemicals, 

EDCs) 로 여겨진다 (Wang et al., 2016; Arya et al., 2020). 이전 연구

에서 인간이 BPs 계열의 자외선 차단제에 높은 수준으로 노출될 경우

에스트로겐 관련 질병이 생길 수 있음을 시사하였다 (Gago-Ferrero et 

al., 2013; Zhang et al., 2013). 이매패류 (Mytilus galloprovinciallis)에

서 BP-3가 체내 농축되었고 (Regalado et al., 2021), 이를 섭취한 붉

은바다거북 (Caretta caretta)의 내분비 교란 및 발달에 부정적인 영향

을 미칠 가능성이 제기되기도 하였다 (Cocci et al., 2020). BP-3와

EHMC를 비롯한 여러 자외선 차단제는 산호에게 노출되었을 경우 유전

독성, 내분비 교란 및 백화현상 등의 영향을 미치는 것으로 알려졌다

(Downs et al., 2022).

경골어류는 매우 낮은 농도의 호르몬 노출만으로 발생 초기 단계에서

민감성을 나타낸다 (Leet et al., 2011). 경골어류의 난모세포 성숙 과정

은 시상하부에서 분비되는 성선 자극 호르몬 방출 호르몬

(gonadotropin-releasing hormone, GnRH)에 의해 뇌하수체 전엽에서

난포자극호르몬 (follicle stimulating hormone, FSH)과 황체 형성 호르

몬 (luteinizing hormone, LH)의 방출을 촉진한다. 난황형성기에는 난모

세포에서 분비된 estradiol-17β (E2)가 간의 에스트로겐 수용체

(estrogen receptor, ER)에 작용하여 비텔로제닌 (vitellogenin, VTG)
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의 합성을 유도한다 (Zhou et al., 2021; Hwang, 2012). 난황형성기가

끝난 후 난모세포의 최종성숙이 일어나는 과정에는 maturation-

inducing hormone (MIH)에 의해 조절되며, maturation promoting 

factor (MPF)를 활성 시켜 핵막 붕괴 (germinal vesicle break down,

GVBD) 및 배란을 유도한다 (Young et al., 1982; Hwang, 2012). 즉, 

성 스테로이드는 ER 및 안드로겐 수용체 (androgen receptor, AR)를

포함한 특정 핵 수용체에 결합하여 작용하며, 외인성 성 스테로이드에

노출될 경우 ER 및 AR의 발현이 변경될 수 있다 (Sandra and Norma, 

2010). ER 및 AR은 어류의 초기 단계에서도 발견되어 내인성 또는 외

인성 스테로이드 호르몬이 작용하는 경로를 제공한다 (Devlin and 

Nagahama, 2002). 어류의 초기생활사에 에스트로겐 활성을 나타내는

오염 물질에 노출될 경우 생식선 발달 감소, 정자 형성, 번식력 감소, 수

컷의 2차 성징 감소, 및 편향된 성비 등의 효과가 나타났다 (Filby et al., 

2007). BP-3는 수컷 어류에서의 VTG 생성을 유도하였는데, 이는 체내

에서 BP-3가 에스트로겐과 같은 효과를 나타낼 가능성이 있음을 나타

낸다 (Coronado et al., 2008). 보고에 따르면 저농도 BP-3에 노출된

제브라피쉬 (Danio rerio, zebra fish)의 스테로이드 생성 및 호르몬 경

로와 관련된 유전자에 변화가 있었다 (Blüthgen et al., 2012). 또한

BP-3 및 EHMC를 포함한 여러 종류의 자외선 차단제를 복합적으로 제

브라피쉬의 수정란에게 노출시킨 결과 심박수 및 부화율이 농도 의존적

으로 감소하였다 (Li et al., 2018). 제브라피쉬의 자어 및 성체 수컷에게

BP-3를 노출시킨 결과 부화율, 성장률 및 생존율에는 차이가 없었으나
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자어는 성장 과정에서 성숙기에 난소를 가지는 개체가 유의하게 증가하

였고 수컷 성어는 고농도 실험구에서 난소가 생성되었으며, 수컷 성어에

게서 VTG 농도의 유의한 증가가 있었다 (Kinnberg et al., 2015). 

EHMC는 항에스트로겐, 항안드로겐 및 안드로겐 활성을 나타내며, 

Pimephales promelas의 생식선 조직과 메다카 (Oryzias latipes) 및 제

브라피쉬에서 vtg1의 mRNA 발현을 변경하는 것으로 보고 되었다

(Kunz and Fent, 2006; Inui et al., 2003; Christen et al., 2011; Zucchi 

et al., 2011). 또한 EHMC에 노출된 P. promelas 암컷의 난자는 스테로

이드 호르몬 생성과 관련 있는 유전자인 3β-HSD의 하향 조절 경향이

나타났다 (Christen et al., 2011).

어류의 생식에 있어서 자외선 차단제의 영향과 함께 고수온 또한 큰

영향을 주기도 한다 (Wood, 1997). 수온 상승은 춘계 및 하계 산란 어

류의 생식소 발달과 밀접한 관련이 있으며 난모세포의 최종성숙 및 배란

을 제한할 수 있다 (Shein et al., 2004). Arantes et al. (2011)의 연구

에서 수온 변화가 Prochilodus argenteus 암컷의 배란 및 산란에 부정

적인 영향이 있음을 확인하였고, Dou et al. (2008)의 실험에서 Anguilla 

japonica의 배란 및 산란이 수온 변화에 의해 교란되었다. 또한

Epinephelus septemfasciatus 암컷의 혈장 E2 농도는 수온에 대하여

유의한 차이는 없었으나 수온에 따라 증가하는 경향을 보였다 (Shein et 

al., 2004).

본 연구에 사용된 점망둑 (Chaenogobius annularis)은 농어목

(Perciformes) 망둑어과 (Gobiidae)에 속하며 한국 남부 및 일본 북해
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도 이북의 연안 조간대 암초 사이에서 흔히 볼 수 있는 연안정착성 어류

이다 (Chung, 1977). 점망둑은 화학물질에 노출되기 쉬운 연안에 서식

하여 독성노출 실험을 하기에 적합한 어종이다 (Baek, 2003; Baek, 

2008). 현재까지 수온, BP-3 및 EHMC의 복합적인 효과가 해산어류에

게 미치는 영향은 거의 조사되지 않았다. 이러한 조건은 난모세포의 생

존율, GVBD 유도 및 에스트로겐 (estrone, E1 및 E2) 수치를 변화시킬

수 있다 (Woo, 2021). Woo (2021)의 실험에서 점망둑의 성숙한 난모

세포를 5 ng mL-1의 BP-3 농도에 24 시간 노출시킨 결과, 난모세포의

스테로이드 대사가 대조구에 비하여 통계적으로 유의한 차이를 나타내었

으며 (p<0.05), 통계적으로 유의한 차이는 없었으나 BP-3 농도 의존적

으로 E2 대사율이 대조구에 비하여 증가하는 경향을 보였다. 이를 토대

로 본 실험에서는 5 ng mL-1의 BP-3 농도에 환경에 존재하는 EHMC

농도 (Table 2.)를 기준으로 설정한 농도 (5, 50, 그리고 500 ng mL-1)

를 첨가하여 점망둑의 성숙기 난모세포에 노출시켰고, 두 가지 자외선차

단제에 복합적으로 노출되었을 때의 난모세포의 생존율, GVBD, 에스트

로겐 농도 변화를 조사하였다. 또한 이와 병행하여 15 ℃ 및 20 ℃ 수

온에 따른 변화도 조사하였다.
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Table 1. Summary of environmental concentrations of BP-3 in reported studies.

Environmental 

sample
Location

Concentration of 

compound

(ng L-1)

Reference

Surface water Norway 670-6,700
Langford et 

al., 2015

Lakes and rivers Switzerland 3
Fagervold 

et al., 2019

Switzerland 125
Poiger et 

al., 2004

Switzerland 35
Balmer et 

al., 2005

Sea water U.S. 2.6-7.3
Bargar et 

al., 2015

Wastewater Antarctic 16.7-195
Emnet et 

al., 2020

Sediments China 0.8-1.6
He et al., 

2016

Fish Switzerland 123 (ng g-1)
Balmer et 

al., 2005

Norway 20-1,037 (ng g-1)
Langford et 

al., 2015
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Table 2. Summary of environmental concentrations of EHMC in reported studies.

Environmental 

sample
Location

Concentration of 

compound

(ng L-1)

Reference

Surface water Japan 21-260
Kameda et al., 

2011

Lakes and 

rivers
Japan 18

Kameda et al., 

2011

Sea water Japan 12-1,040
Kameda et al., 

2011

Ionian Sea nd
Giokas et al., 

2004

Polynesia 13-92
Goksoyr et al., 

2009

Wastewater Greece 4.1
Giokas et al., 

2004

Sediments Germany nd-4
Ricking et al., 

2003

Japan 2.2-30.0
Kameda et al., 

2011

Swimming pool 

water
Greece 4.5

Lambropoulou 

et al., 2002

Fish Switzerland 56.5-61.3 (ng g-1)
Fent et al., 

2010

Invertebrate Switzerland 22-150 (ng g-1)
Fent et al., 

2010

France 79-99 (ng g-1)
Bachelot et al., 

2012
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Ⅱ. 재료 및 방법

2.1 화학물질

본 실험에서 노출에 사용한 화학물질은 벤조페논-3 (2-Hydroxy-

4-methoxybenzophenone, BP-3, CAS number: 131-57-7) 및 옥티

노세이트 (2-Ethylhexyl 4-methoxycinnamate, EHMC, CAS number: 

5466-77-3)은 Sigma-Aldrich (Saint Louise, MO, USA)로부터 구매

하였으며, 각각 1 mg mL-1 농도로 에탄올 (ethanol, EtOH, CAS 

number: 64-17-5)에 용해시켜 – 20 ℃에 보관하였다.

에스트론 (estrone, E1) 및 에스트라디올 (estradiol-17β, E2) 분석

에 필요한 항체는 각각 anti Estrone-6-CMO-BSA serum 및 anti

Estradiol-3-carboxymethylether-BSA를 Cosmo-bio co. Ltd 

(Tokyo, Japan)으로부터 구매하여 사용하였다. 방사표지된 호르몬은

Estrone [2,4,6,7-3H(N)] 및 Estradiol [2, 4, 6, 7-3H(N)]을

Amersham Biosciences (London, England)로부터 구매하여 사용하였

다.

실험어 마취에 이용한 2-페녹시에탄올 (2-Phenoxyethanol, CAS 

number: 122-99-6)은 Sigma-Aldrich에서 구매하였다.
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2.2 실험어 채집 및 난모세포 배양

실험에 사용된 점망둑 (Chaenogobius annularis)은 2022년 2월부터

2022년 4월까지 부산 청사포의 갯바위에서 간조시간에 뜰채를 이용하

여 채집한 후 실험실로 옮겨와 인공해수가 담긴 20 L 수조로 옮겼다

(Fig. 1).

하루 동안 안정시킨 점망둑의 전장 (평균 5.90 ± 0.34 cm), 체장 (평

균 5.10 ±, 0.14 cm) 및 체중 (평균 2.23 ± 0.56 g)을 측정한 뒤 2-

페녹시에탄올 (0.5 mL L-1)로 마취시키고 70 % EtOH로 소독한 해부가

위를 이용하여 복부를 절개하여 난소를 절취하였다. 절취한 난소는

ice-cold balanced salt solution (pH 7.7, 삼투농도 300 milliosmol)에

넣어 혈병, 혈관 및 막을 제거한 후 난모세포를 분리하여 얻어진 난모세

포 중 약 10 개를 취하여 실체현미경 (GmbH 37081, Zeiss, Berlin, 

Germany)과 현미경 카메라 (AxioCam ICc1, Zeiss, Berlin, Germany)

를 15 배율로 하여 Zen 2.3 lite 프로그램으로 난경을 1 ㎛까지 측정하

여 평균을 구하였다. 측정된 난모세포의 평균 난경은 각각 734 ± 23

㎛ (730 ㎛), 772 ± 34 ㎛ (770 ㎛), 그리고 803 ± 41 ㎛ (800 ㎛)

였다 (Table 3.).

24-well plate에 각 웰 당 Leibovitz L-15 (Leibovitz ’ s L-15 

Medium, Gibco, Massachusetts, USA) 배양액 (pH 7.7, 삼투농도 300 

milliosmole) 1 mL에 분리된 난모세포를 약 20 개씩 넣은 후 BP-3 및

EHMC를 농도별로 (BP-3, 5 ng mL-1; BP-3, 5 ng + EHMC, 5 ng mL-1;
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BP-3, 5 ng + EHMC, 50 ng mL-1; BP-3, 5 ng + EHMC, 500 ng mL-1) 

넣은 뒤 배양기 (Multi-Room Incubator VS-1203P4S, VISION 

scientific co., LTD, Seoul, Korea)에서 배양 온도 15.0 ± 0.5 ℃ 및

20 ± 0.5 ℃로 24 시간 동안 배양하였다. 배양실험은 3 반복으로 실행

하였다.
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Fig. 1. Location of the sampling area; Cheongsapo, Busan, Korea.
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Table 3. Measurements of longchin goby, Chaenogobius annularis used in this study.

Total length
(cm)

Body length
(cm)

Total weight
(g)

Oocyte 
diameter

(㎛)

Fish 1 6.1 5.2 2.38 734 ± 23

Fish 2 5.4 4.9 1.45 773 ± 34

Fish 3 6.1 5.2 2.32 803 ± 42
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2.3 난모세포의 현미경적 관찰

점망둑의 난모세포에 BP-3 단독 또는 BP-3 + EHMC 혼합 노출

실험구에 수온을 결합시킨 후의 생존율과 GVBD 유도 효과를 관찰하였

다. 난경크기별 (730 ㎛; 770 ㎛; 800 ㎛)로 배양한 후, clearing

solution (ethanol: formalin: glacial acetic acid = 6:3:1)을 배양액을

취하고 남은 각 웰에 1 mL씩 첨가한 뒤 실체현미경을 이용하여 난모세

포의 GVBD 여부를 조사하였다 (Stoeckel, 2000). 실험구별 GVBD 유

도는 각 웰의 난모세포 수에서 사망한 난모세포 수를 제외한 생존 난모

세포 중 GVBD가 유도된 난모세포의 수를 백분율로 나타냈다.
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2.4 에스트로겐 분석 (방사면역측정법)

BP-3 단독 및 BP-3 + EHMC 혼합 실험구에 24 시간 노출된 난모

세포의 배양액으로 분비한 E1 및 E2의 농도를 방사면역측정법

(radioimmunoassay, RIA)으로 분석하였다 (Kobayashi et al., 1987). 

배양이 끝난 후 배양액 800 µL를 피펫을 이용하여 2 mL micro tube에

각각 분주한 후 － 80 ℃에 냉동 보관하였다. 배양액은 해동 후

ethylacetate : cyclohexane (1 : 1, v : v) 용액으로 2 회 추출하여 유리

스테로이드만을 얻었다. E1 및 E2의 측정 농도 범위는 15 pg mL-1 ~ 

3840 pg mL-1 이다.
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2.5 통계처리

두 가지 온도 조건 (15 ℃ 및 20 ℃)에서 BP-3, BP-3 + EHMC 혼

합 실험구 노출에 따른 점망둑 난모세포의 생존율, GVBD 유도, 배양액

에서의 E1 및 E2 농도는 모두 평균 ± 표준편차로 나타냈다. IBM SPSS 

Statistic (version 27)을 이용하여 같은 온도구에서 일원분산분석

(one-way analysis of variance, ANOVA)을 실시하였고, 다른 온도구

와의 유의차를 확인하기 위해 이원분산분석 (two-way analysis of 

variance, two-way ANOVA)을 실시하였으며, 사후 분석으로 Turkey 

test를 실시하여 95 % 신뢰수준에서 다른 온도 및 자외선 차단제 혼합

물 노출에 따른 대조구와 실험구간의 유의차 검정을 실시하였다.
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Ⅲ. 결 과

3.1 BP-3 + EHMC 혼합구에 미치는 수온의 영향; GVBD 유

도효과

배양 직전 점망둑의 난모세포의 난경은 각각 734 ± 23 ㎛ (730 ㎛), 

772 ± 34 ㎛ (770 ㎛), 그리고 803 ± 41 ㎛ (800 ㎛) 였다 (Fig. 

2.). 이들 난모세포를 수온조건과 BP-3 및 EHMC 혼합구에 24 시간

노출시킨 후 실체현미경으로 관찰하여, 난모세포의 핵 (germinal 

vesicle, GV)의 위치, GVBD 및 사망 (백탁 또는 난막이 파괴된 난모세

포)을 구분하였다. 모든 실험구에서 생존율은 대조구를 포함하여 평균

99.1 ± 1.1 %였다.

15 ℃의 조건에서 GVBD는 730 ㎛와 800 ㎛의 모든 실험구는 대조

구에 비하여 유의한 차이가 없었으나, 770 ㎛의 BP-3, 5 ng + EHMC, 

50 ng mL-1 실험구에서 GVBD 유도 (41.4 ± 7.2 %) 효과가 관찰되었

으며, 이는 대조구 (13.1 ± 9.2 %)에 비하여 통계적으로 유의하게 증

가하였다 (Fig. 6B, p < 0.05).

20 ℃ 배양조건의 모든 실험구에서는 GVBD의 유도효과가 관찰되지

않았다.
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Fig. 2. Morphological observations of oocytes (A, 730 ㎛; B, 770 ㎛; C, 800 ㎛) in longchin goby, Chaenogobius 

annularis before incubation. (GV, germinal vesicle)
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Fig. 3. Morphological observation of 730 ㎛ oocytes group in longchin goby, Chaenogobius annularis after 24 h

incubation. Oocytes exposed in BP-3 with EHMC mixture treatment (B5, 5 ng of BP-3 mL-1; B5E5, 5 ng of BP-3 + 

5 ng of EHMC mL-1; B5E50, 5 ng of BP-3 + 50 ng of EHMC mL-1; B5E500, 5 ng of BP-3 + 500 ng of EHMC mL-

1) and water temperature conditions. (GV, germinal vesicle; GVBD, germinal vesichle breakdown) 
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Fig. 4. Morphological observation of 770 ㎛ oocytes group in longchin goby, Chaenogobius annularis after 24 h 

incubation. Oocytes exposed in BP-3 with EHMC mixture treatment (B5, 5 ng of BP-3 mL-1; B5E5, 5 ng of BP-3 + 

5 ng of EHMC mL-1; B5E50, 5 ng of BP-3 + 50 ng of EHMC mL-1; B5E500, 5 ng of BP-3 + 500 ng of EHMC mL-

1) and water temperature conditions. Asterisk indicate significant difference from control. (GV, germinal vesicle; 

GVBD, germinal vesichle breakdown) 
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Fig. 5. Morphological observation of 800 ㎛ oocytes group in longchin goby, Chaenogobius annularis after 24 h 

incubation. Oocytes exposed in BP-3 with EHMC mixture treatment (B5, 5 ng of BP-3 mL-1; B5E5, 5 ng of BP-3 + 

5 ng of EHMC mL-1; B5E50, 5 ng of BP-3 + 50 ng of EHMC mL-1; B5E500, 5 ng of BP-3 + 500 ng of EHMC mL-

1) and water temperature conditions. (GV, germinal vesicle; GVBD, germinal vesichle breakdown)
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Fig. 6. GVBD rate of longchin goby, Chaenogobius annularis oocytes (A, 

730 ㎛; B, 770 ㎛; C, 800 ㎛) after 24 h exposed in BP-3 with EHMC 

mixture treatment and water temperature conditions. Asterisk indicate 

significant difference from control (p < 0.05).
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3.2 BP-3 + EHMC 혼합구에 미치는 수온의 영향; 에

스트로겐의 농도 변화

15 ℃와 20 ℃의 배양 조건에서 BP-3 및 EHMC 혼합구에

24 시간 노출된 점망둑의 난모세포 (730 ㎛; 770 ㎛; 800 ㎛)

의 배양액으로부터 에스트로겐 농도를 분석하였다. Estrone (E1)

의 경우, 난경 770 ㎛, 수온 20 ℃ 조건의 BP-3, 5 ng mL-1

농도구 (931.60 ± 102.09 pg mL-1)는 같은 온도의 대조구

(405.58 ± 124.86 pg mL-1)에 비하여 유의한 차이를 나타냈

다 (Fig. 7B, p < 0.05). 난경 770 ㎛와 800 ㎛의 모든 실험구

에서는 뚜렷한 차이를 보이지 않았다 (Fig. 7A and C). 반면

estradiol-17β (E2) 농도는 난경 770 ㎛, 수온 15 ℃, BP-3, 

5 ng mL-1에서 가장 높은 농도 (5,916.25 ± 2,350.31 pg 

mL-1)를 나타냈으며, 이는 같은 온도의 대조구 (1,081.77 ±

749.77 pg mL-1)에 비하여 유의한 차이가 있다 (Fig. 8B, p < 

0.05). 난경 730 ㎛와 800 ㎛의 모든 실험구에서는 뚜렷한 차

이를 보이지 않았다 (Fig. 8A and C).
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Fig. 7. Estrone (E1) concentration of longchin goby, Chaenogobius annularis

oocytes (A, 730 ㎛; B, 770 ㎛; C, 800 ㎛) secrete to culture media after 24 hours 

exposed in BP-3 with EHMC mixture treatment and water temperature conditions. 

Asterisk indicate of significant difference from controls (p < 0.05). 
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Fig. 8. Estradiol-17β (E2) concentration of longchin goby, Chaenogobius annularis

oocytes (A, 730 ㎛; B, 770 ㎛; C, 800 ㎛) secrete to culture media after 24 hours 

exposed in BP-3 with EHMC mixture treatment and water temperature conditions. 

Asterisk indicate of significant difference from controls (p < 0.05).
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Ⅳ. 고 찰

본 연구는 번식기 점망둑 (Chaenogobius annularis)의

난소로부터 난모세포를 분리하여 각각 평균 난경 734 ± 23

㎛ (730 ㎛), 772 ± 34 ㎛ (770 ㎛), 그리고 803 ± 41 ㎛

(800 ㎛)의 난모세포를 얻어, 자외선차단제 benzophenone-3 

(BP-3) 및 octinoxate (EHMC) 농도별 (BP-3, 5 ng mL-1; 

BP-3, 5 ng + EHMC, 5 ng mL-1; BP-3, 5 ng + EHMC, 50 

ng mL-1; BP-3, 5 ng + EHMC, 500 ng mL-1) 그리고 수온

조건(15 ℃ 및 20 ℃)이 GVBD 유도, 생존율 및 에스트로겐

농도 (estrone, E1 및 estradiol-17β, E2)에 미치는 영향에

대해 조사하였다.

본 연구의 결과로 난모세포의 생존율에 BP-3 및 EHMC 

혼합물과 수온 조건은 대조구에 비하여 유의한 차이를

나타내지 않았다. Wood(1997)는 어류의 생식소 발달 과정에서

난모세포의 성숙기에 온도가 영향을 미칠 수 있으며 그 정도는

종에 따라 다를 수 있다고 주장하였다. 본 실험에서 설정된

20 ℃는 점망둑 채집을 진행한 기간 중 채집지의 최고

수온이었던 14.5 ℃ 보다 약 5.5 ℃가 높은 수온임에도

난모세포의 생존율에는 영향을 미치지 않았으며, 이는 열대성

해수어종인 damselfish (Pomacentrus amboinesis)의

수정란이 2 ℃의 수온 차이로 극적인 사망률 증가를 나타낸

것과 대조적이다 (Gagliano et al., 2007; NIFS, 2022).

본 실험에서 GVBD 유도 효과는 평균 난경 770 ㎛

난모세포의 수온 15 ℃, BP-3, 5 ng mL-1 + EHMC, 50 ng 

mL-1 실험구에서 대조구에 비하여 유의하게 증가하였는데,

동일 그룹의 다른 실험구 (BP-3, 5 ng mL-1; BP-3, 5 ng + 

EHMC, 5 ng mL-1; BP-3, 5 ng + EHMC, 500 ng mL-1)는
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대조구와 비교하여 유의한 차이가 없었다. 이전에 보고된

연구에서 여러 종류의 자외선 차단제 물질을 혼합하여

제브라피쉬의 수정란에 노출시킨 결과, 자외선 차단제를 혼합할

경우 (EHMC 및 octocrylene) 두 물질이 서로 상호 작용하여

단일 화합물에 의한 효과에 비하여 배아 발달에 대한 독성

영향이 감소할 수 있다고 보고하였다 (Li et al., 2018). 자연

환경에서 유기체는 두 가지 이상의 화학물질 혼합물에 노출될

경우 여러 종류의 상호 작용을 하는 것으로 나타났다

(Gomez-Eyles et al., 2009). 예를 들어, 살충제인

imidacloprid 및 thiacloprid 의 저농도 혼합물에 노출된

Caenorhabditis elegans 의 번식율이 대조구에 비하여

증가하였고 고농도 혼합물에 노출된 실험구에서는 길항작용이

일어나 대조구에 비하여 번식율의 유의한 차이가 없었다

(Gomez-Eyles et al., 2009). 본 실험의 BP-3 단독 노출

실험구 (BP-3, 5 ng mL-1) 및 저농도 혼합 실험구 (BP-3, 5 

ng + EHMC, 5 ng mL-1)에서는 점망둑의 GVBD 유도에

영향을 주기 않았으나, 중간 농도의 혼합 실험구 (BP-3, 5 ng

+ EHMC, 50 ng mL-1)에서 GVBD 유도가 유의하게

증가하였고, 고농도의 혼합 실험구 (BP-3, 5 ng + EHMC, 500 

ng mL-1)에서는 유의한 차이가 없었다. 이는 Gomez-Eyles et 

al. (2009)의 실험에서처럼 본 실험의 고농도 실험구에서 두

화학물질 간의 상호작용에 의하여 GVBD 유도를 촉진하는

효과가 감소한 것으로 추정된다. 또한 모든 난경 그룹에서

BP-3, 5 ng mL-1 단독 실험구는 대조구와 비교하여

GVBD 유도에 유의한 차이를 나타내지 않았는데, 이는

제브라피쉬 암컷 성어에게 BP-3 를 노출시킨 결과, 191 ng 

mL-1 농도에서는 난모세포의 성숙이 유도되지 않아 본 실험의

5 ng mL-1 농도의 BP-3 는 GVBD 유도에 영향을 주지 않는

농도로 생각된다 (Kinnberg et al., 2015). 또한 메다카 성어를
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BP-3 (10 ng mL-1; 100 ng mL-1; 1,000 ng mL-1)에 노출시킨

결과, 고농도 (1,000 ng mL-1) 실험구에서 난모세포 수 및

부화율의 유의한 감소가 나타났으며, 저농도 (10 ng mL-1)

에서는 변화가 없는 것이 본 실험의 결과와 유사하였다

(Coronado et al., 2008). 또한 벤조페논 계열의 다른 자외선

차단제인 benzophenone-2 를 Pimephales promelas 의

성어에게 노출시킨 결과, 2 μg mL-1 및 100 μg mL-1 농도에서

난모세포의 모든 발달 단계 (전기, 초기 및 후기)에서 정상

빈도를 나타낸 것과 유사하였으나, 그보다 높은 농도에선

배란에 이르지 못하고 퇴화한 폐쇄난포 (atretic follicle)가

관찰되었으며 1,200 μg mL-1 및 그 이상의 농도에선 후기

난모세포가 유의하게 감소하여 난모세포의 성숙에 부정적인

영향을 보였다 (Weisbrod et al., 2007).

본 실험에서는 난경 770 ㎛의 난모세포의 15 ℃, BP-3, 5 ng 

mL-1 실험구의 E2 농도와 20 ℃, BP-3, 5 ng mL-1 실험구의

E1 농도가 증가하였다. E2 는 다양한 어종에서 후기

난황형성기의 난모세포의 출현에 따라 증가하기 시작하여 후기

난황형성기 이후 급격한 감소를 나타낸다 (Lee and Yang, 

2002). Woo (2021)의 연구에서 점망둑의 난모세포 (평균

난경 770 ㎛; 870 ㎛)를 BP-3, 5 ng mL-1 에 노출시키고

스테로이드 물질대사율을 확인한 결과, 770 ㎛ 그룹에서는

유의한 차이가 없었으나 870 ㎛ 난모세포에서는 물질대사율이

증가하였다. Coronado et al. (2008)의 연구에서 메다카의

내분비 기능이나 생식 기능을 손상시키기 위해선 16-620 ㎍

L-1 의 BP-3 농도가 필요했으나 본 실험에서는 5 ng mL-1 의

더 낮은 농도에서도 에스트로겐 농도의 변화를 나타내어

어종간의 민감도에 차이가 있는 것으로 생각된다. 또한 메다카

성어를 BP-3 에 노출시킨 다른 실험에서 수컷 및 암컷

모두에서 E2/T (testosterone, T) 비율이 현저히 감소하였으며
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이는 BP-3 의 성 스테로이드 호르몬 변경 가능성을 나타낸다.

이러한 성호르몬 균형의 변화는 난 생식의 현저한 감소와

관련이 있을 수 있다. 추가적으로 E2 의 감소 및 T 농도의

증가와 같은 성 호르몬의 변화는 스테로이드 생성 유전자

발현의 변경으로 설명될 수 있다 (Kim et al., 2014).

Cytochrome P450 aromatase 효소는 안드로겐을

에스트로겐으로 전환하는 역할을 하며, 어류의 성숙한 난소에서

E2 는 cytochrome P450 aromatase 효소에 의해 생성된다.

(Young et al., 1983). 따라서 Cytochrome P450 aromatase

유전자 cyp19a 의 하향 조절은 어류 혈장에서 T 의 상대적인

증가 또는 E2 의 감소를 나타낸다 (Kim et al., 2014). 본

실험에서의 E2 농도 증가는 BP-3 가 cytochrome P450 

aromatase 를 활성시키는 에스트로겐성으로 작용했을 가능성이

있다. 다른 연구에서 BP-3 를 성 분화가 일어나지 않은 P. 

promelas 유어에게 노출시킨 결과, 항안드로겐 활성,

항에스트로겐 활성 및 에스트로겐 활성을 나타냈다. BP-3 는

안드로겐 수용체의 길항제인 플루타미드와 동등한 효과를

나타내며, 항안드로겐 특성은 간접적인 피드백 고리의 파괴 및

에스트로겐 활성을 유발할 수 있다. 이 에스트로겐 활성은

BP-3 가 4-하이드록시 페놀 대사로 탈메틸화되어 발생할 수

있으며, 모체화합물 보다 더 강력하게 에스트로겐 수용체에

작용할 수 있다 (Kunz and Fent, 2006). 제브라피쉬의

성어에게 BP-3 및 EHMC 를 혼합하여 노출시킨 결과 그

자손들의 사망률, 심박수 및 부화율이 크게 저하되었는데, 

내분비계를 교란시키는 것으로 알려진 자외선 차단제가 부모

개체의 생식 기관을 손상시켜 정상적이지 않은 자손이

나타났을 가능성이 제기되기도 하였다 (Li et al., 2018). 한편

EHMC 를 메다카 성어에게 노출시킨 결과 5 mg L-1 에서

번식율이 현저히 감소하였으나, 혈장 E2 농도의 변화는
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관찰되지 않았고 갑상선 호르몬이 하향 조절되는 경향을

보였다. 갑상선 호르몬은 성성숙에도 중요한 역할을 하는데,

EHMC 의 갑상선 교란 효과는 생식 능력 감소에 부분적으로

영향을 미쳤을 수 있다 (Lee et al., 2016; Castañeda Cortés et 

al., 2014; Tovo-Neto et al., 2018). 제브라피쉬 성어를

EHMC 에 노출시킨 후 F0 및 F1 자손을 관찰한 결과, 성어의

혈장 E2 농도가 감소하였으며, 치어의 성장 및 발달에 독성

효과가 있었고, EHMC 는 또한 항에스트로겐 및 안드로겐

효과를 나타냈으며 자손은 지속적인 노출 여부에 관계없이

성어 보다 더 강한 생화학적 반응을 나타냈다 (Zhou et al., 

2019).

본 연구는 자외선 차단제 BP-3 및 EHMC 혼합물 및 수온

조건의 조합이 점망둑 난모세포의 GVBD 유도를 촉진할 수

있으며, 에스트로겐 농도를 증가시킬 수 있음을 보여준다. 이는

이전의 연구에서 BP-3 에 노출된 난모세포가 에스트로겐

활성이 증가한 것과 유사하였다 (Woo, 2021). 또한 환경농도

수준의 BP-3 및 EHMC 의 혼합물에 의하여 GVBD 유도가

촉진되기도 한 것으로 보아, 이러한 자외선 차단제가 EDC 로

작용했을 것으로 생각된다. 하지만 본 연구에서는 E2 를

생성하는 T 그리고 그 생성을 유도하는 효소, cytochrome 

P450 aromatase 의 유전자인 cyp19a 의 발현에 관한 분석은

이루어지지 않았으며, GVBD 유도에 직접적인 영향을 주는 17 α,

20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17α,20β-P) 또한

측정하지 않았다 (Kagawa et al., 1995; Trant et al., 2001). 

따라서 생식기능 교란에 대한 메커니즘을 파악하기 위해서는

추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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