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Effects of nonylphenol and bisphenol A on sex steroid hormones activity 

in ovarian development of Hexagrammos otakii

In-Joon Hwang

Department of Marine Biology, Graduate School, 

Pukyong National University, Busan 608-737, Korea

Abstract

 In this study, vitellogenic (oocyte diameter of 0.70-0.74, 0.82-0.86 and 1.08-1.12 mm) 

and mature oocytes (oocyte diameter of 1.95-1.97 mm) from the greenling (Hexagrammos 

otakii) were exposed to in vitro xenoestrogens such as nonylphenol (NP) and bisphenol A 

(BPA). To investigate the effect of NP on steroid metabolism, vitellogenic oocytes were 

incubated with 10 ng/ml of NP in the presence of [3H]17α-hydroxyprogesterone as 

precursor. The major metabolites produced in vitro are androgens [androstenedione (A4) 

and testosterone (T)] and estrogens [estrone (E1) and estradiol-17β (E2)]. NP showed no 

clear effects on steroid metabolism at vitellogenic oocytes. In the effect of NP on steroid 

production at vitellogenic stage, NP increased E2/T ratio at 0.1, 1 and 10 ng/mL in the 

oocytes of 0.80-0.82 and 0.92-0.96 mm. In the oocytes of 1.08-1.12 mm, NP increased 

E2/T ratio only at 100 ng/mL. Oocytes of 1.95-1.97 mm were exposed to NP and BPA 

with or without 50 IU HCG (human chorionic gonadotropin). NP increased E2/T ratio at 

0.1, 10 and 100 ng/mL without HCG and increased E2/T ratio only at 100 ng/mL with 

HCG. Moreover, NP inhibited 17α20βOHP production at every concentration without 

HCG. In BPA treatment, BPA increased E2/T ratio at 0.1, 1 and 100 ng/mL regardless 

HCG.  BPA inhibited 17α20βOHP production only at 100 ng/mL without HCG although 

BPA stimulated 17α20βOHP production at 1 ng/mL with HCG. Taken toghther, these 

results suggest that NP exhibited clearly estrogenic activity regardless ovarian development 

and BPA has weak estrogenic potency at final oocyte maturation stage of H. otakii.
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Ⅰ . 서 론

 어류의 난 성숙 과정은 여포층에서 생성 ․분비되는 성 스테로이드 호르몬에
의해 조절되고 있으며 , 뇌하수체의 생식선자극호르몬 (gonadotropin)이 그 매개
체 역할을 하고 있다 . 난소에 난황이 축적되기 시작하는 난황형성기
(vitellogenesis)에는 estradiol-17β (E2)가 주요 스테로이드로 작용하며 , 난황축적
이 종료된 직후부터 배란시기까지는 progesterone의 유도체인 17α, 20β

-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17α20βOHP)나 17,20β,21-trihydroxy-4-pregnen-3-one 

(17α20β21P)등이 주요 성 스테로이드 호르몬으로 알려져 있다 (Nagahama et 

al., 1994; Nagahama et al., 1985; Goetz et al., 1987). 특히 배란 전에 난핵포붕
괴 (germinal vesicle breakdown, GVBD)를 포함하는 일련의 최종성숙 과정은 20

β-hydroxy group을 가지고 있는 스테로이드에 의해 유도된다고 알려져 있다 . 

 최근에는 환경변화 및 오염이 어류에 미치는 영향에 대해 보고되고 있으며
특히 내분비계 장애물질에 의한 생식교란에 대한 연구도 많아지고 있다
(Mazzoldi and Rasotto, 2001; Baek et al., 2004; Mochida et al., 2004). 보고된 내
분비계 장애물질 중 NP는 플라스틱 , 살충제와 공업용 세정제의 원료로 쓰이는
nonylphenol ethoxylates의 분해산물로서 (Talmage, 1994), 많은 연구에서 어류에
있어 에스트로젠 효과를 나타낸다고 보고되고 있다 . 어류에 대한 NP의 영향을
살펴보면 , 혈장 스테로이드 호르몬 , 난황전구단백질 (vitellogenin)과 난막 단백
질 (zona radiata protein) 농도의 증가 , 수컷 어류에서의 난정소 (ovotestis) 유도
와 같은 생식소 이상 현상과 배우자생성과정 저해 등이 있다 (Jobling et al., 

1996; Gray and Metcalfe, 1997; Ashfield et al., 1998; Arukwe et al., 1998; 

Kinnberg et al., 2000; Van Den Belt et al., 2002; Weber et al., 2003). 이러한 연
구들은 NP가 에스트로젠과 유사한 작용을 하며 에스트로젠 수용체 (estrogen 

receptor; ER)에 직접 결합하여 어류의 생식내분비계에 장애를 일으킬 수 있다
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고 보고하고 있다 . BPA는 플라스틱의 원료 , 금속 코팅 재료로 사용되는 물질
이며 치과용 의료도구에도 함유된 것으로 보고되고 있다 (Krishinan et al., 

1993; Brotons et al., 1995; Olea et al., 1996). BPA가 어류의 생식에 미치는 영
향으로는 미성숙 무지개송어에서 vitellogenin 합성 유도 (Christiansen et al., 

1998), 수컷 잉어의 간세포에서 vitellogenin 분비 유도 (Smeets et al., 1999) 등
이 있다 . 

 실험어류인 쥐노래미는 양볼락목 쥐노래미과에 속하는 연안정착성 어류로서
우리나라 전 연안 및 중국 북부 연안 그리고 일본 연안의 암초지대에 분포하
는 동계산란종이다 (Choi et al., 2002). Kang et al., (2003)은 쥐노래미의 난소
는 비동시발달형으로서 , 난소 내에 여러 단계의 난모세포들이 무리를 이루고
있으며 , 한 개체가 산란기에 2회 이상 산란하는 것으로 보고하였다 . 

 본 연구에서는 해산어류인 쥐노래미를 대상으로 난소발달에 따른 성 스테로
이드 호르몬의 활성에 미치는 내분비 장애물질의 영향을 알아보기 위해 , 난경
별로 분리한 난모세포를 이용하여 난황형성기에 해당하는 난모세포는 in vitro 

상에서 NP에 노출시켜 주요 스테로이드 호르몬인 A4, T, E2 그리고 E1으로의
대사율과 E2와 T의 생성농도의 변화를 조사하였다 . 또한 최종성숙과정에 해당
하는 난모세포는 in vitro 상에서 NP와 함께 BPA에 각각 노출시켜 E2, T 그리
고 성숙유도호르몬인 17α20βOHP의 생성농도의 변화를 조사하였다 .
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재재재료료료 및및및 방방방법법법

1. 1. 1. 1. 실실실험험험어어어
 실험어인 쥐노래미는 산란기로 추정되는 11월~12월에 부산 오륙도 근해에서
채집한 성숙한 암컷을 대상으로 하였다 . 실험어의 전장과 체장은 0.1 ㎝, 체중
은 0.1 g까지 측정하였다 . 실험어의 외부형태 측정치는 table 1과 같다 .

2. 난난난소소소의의의 조조조직직직학학학적적적 관관관찰찰찰
 난소발달의 조직학적 관찰을 위해 적출한 난소를 Bouin's 용액에 고정하여 파
라핀으로 포매한 후 5-6 ㎛ 두께의 절편을 만들어 Mayer's hematoxylin과 eosin

으로 비교 염색하여 광학현미경하에서 조사하였다 .

3. 난난난모모모세세세포포포 배배배양양양
 실험어는 0.5 mL/L의 2-phenoxyethanol로 마취시켜 전 채혈한 후 무균상태에
서 난소를 절취하여 ice-cold balanced salt solution (132.96 mM NaCl, 3.09 mM 

KCl, 0.28 mM MgSO4·7H2O, 0.98 mM MgCl2·6H2O, 3.40 mM CaCl2·6H2O, 3.65 

mM HEPES)으로 세척하였다 . 절취된 난소는 가는 핀셋을 이용하여 난경별로
각각의 난모세포로 분리하였다 . 각 실험어의 난소에서 난경별로 분리한 난모
세포의 난경은 Table 1과 같다 . 분리된 난모세포는 난경별로 24-well plate에
well당 Leibovitz L-15 (L-15) 배양액 (Gibco) 1mL에 20개의 난모세포를 각각
분주한 후 12℃에서 36시간 또는 48시간 배양하였다 . balanced salt solution과
L-15 배양액의 pH는 7.9, 삼투농도는 360 milliosmol로 조절하였다 .

 난소발달에 따른 난소에서 생성되는 스테로이드 호르몬을 조사하기 위해 방
사표지된 전구물질인 [3H]17α-hydroxyprogesterone (Amersham Life 

Science, England)을 난경 약 0.70 - 1.12 mm의 난모세포 배양초기에 10 ng/mL
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Total length 

(cm)

Total weight 

(g)

Oocyte diameter 

(mm)

 Fish 1  32.5  433.25  0.70-0.74

 Fish 2  35.5  533.02  0.80-0.82

 Fish 3  34.1  531.03  0.92-0.96

 Fish 4  37.0  646.24  1.08-1.12

 Fish 5  25.4  196.20  1.95-1.97

Table 1. Characteristics of five greenling females used in this study. Oocyte 

diameter was presented as the major diameter among values  
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의 NP와 함께 첨가하였다 . 또한 NP가 난소의 스테로이드 호르몬 생성에 미치
는 영향을 조사하기 위해 , NP (Aldrich Chemical, Milwaukee, WI, USA)를 각 실
험 농도구별로 첨가하였다 . 난경 약 1.95-1.97 mm의 난모세포 배양에서는 NP

와 BPA 외에 내분비 장애물질에 대한 난모세포의 반응효과를 높이기 위해
human chorionic gonadotropin (HCG, Sigma Chemicals, USA) 50 IU를 첨가한 실
험구도 설정하였다 .

4. 스스스테테테로로로이이이드드드 호호호르르르몬몬몬 농농농도도도 측측측정정정
 배양 후 배양액은 혼합용매 (ethylacetate : cyclohexane = 50 : 50)로 2회 추출
후 E2, T 또는 17α20βOHP의 농도를 Aida et al. (1984)의 방법에 따라 방사면
역측정법 (radioimmunoassay)으로 분석하였다 . 난경이 약 0.70-1.12 mm인 난모
세포 배양액에서는 E2와 T의 농도를 측정하였고 , 난경이 약 1.95-1.97 mm인
난모세포 배양액에서는 E2, T 그리고 17α20βOHP의 농도를 측정하였다 . 

 실험에 사용된 항체는 모두 Cosmo-Bio Co. Ltd. (Tokyo, Japan)으로부터 얻었
다 . standard 호르몬들은 Steraloids Inc. (Wilton, NH, USA)와 Sigma Chemical 

(St. Lousi, USA)로부터 구입하였다 . 또한 방사표지된 [2,4,6,7-3H]-E2와
[2,4,6,7-3H]-T은 Amersham Life Science (England)로부터 구입하였고 , 방사표지
된 17α20βOHP는 Scott et al. (1983)의 방법에 의해서 [1,2,6,7-3H]-17α

-hydroxyprogesterone로부터 효소적 전환으로 얻은 후 TLC에 의해 분리 한 것
을 사용하였다 .

 E2, T 그리고 17α20βOHP RIA계에 있어서 최소 검출량은 각각 12.5 pg/mL, 

10 pg/mL, 10 pg/mL이었고 , assay 내 (intra-assay)와 assay 간 (inter-assay) 변동
계수를 50% 상대결합율에서 조사한 결과 , E2 RIA계에서는 3.4 (n=3)와 11.5% 

(n=6), T RIA계에서는 2.3 (n=3)와 12.5% (n=6), 17α20βOHP RIA계에서는 3.2 

(n=4)와 9.5% (n=8)였다 . 
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5. 스스스테테테로로로이이이드드드 호호호르르르몬몬몬 대대대사사사물물물질질질 분분분석석석 및및및 동동동정정정
 배양 후 난모세포와 배양액은 함께 80% ethanol로 균질화하여 원심분리한 후
상등액만을 모아 건조시킨 뒤 증류수 500 ㎕에 용해시켜 dichloromethane으로
2번 추출하여 유리 스테로이드만을 얻었다 .

 스테로이드 추출물은 스테로이드 표준물질과 동시에 실리카겔을 입힌 얇은
막 지지체 (60F254, Merck)에 점적시킨 후 밀폐된 혼합용매 (benzene : acetone = 

80 : 20 와 Benzene : ethylacetate = 80 : 20)속에서 전개시켰다 . 전개 후 얇은
막을 건조시킨 뒤 대사물질들의 반점 중 E1과 E2는 요오드 증기로 , 나머지 반
점들은 254 nm의 자외선 하에서 확인하였다 . 얇은 막에 나타난 대사물질들은
방사선 사진법 (autoradiography, Fuji Bas 3000)으로 재확인하였으며 , 재확인된
반점에 해당되는 실리카겔 밴드를 잘라 5 mL의 혼합용매 (dichloromethane : 

methanol = 9:1)로 용리하였다 . 용리된 대사물질은 HPLC (high performance 

liquid chromatography, Waters)를 이용하여 표준물질의 retention time과 일치하
는 fraction만을 분리하였다 . 분리된 fraction은 Liquid Scintillation Counter 

(PACKARD TR-CARB-2100T, USA)를 이용하여 radioactivity 측정 후 대사물질
별로 대사율을 계산하였으며 , 분리된 대사물질은 HPLC-radiodetector로 확인하
였다 . HPLC 기기분석 조건은 Table 2와 같다 . HPLC-radiodetector로 확인된 대
사물질은 gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS)로 동정하였고 , GC/MS 

(GCMS-QP5050A, Shimadzu, Japan) 작동조건은 table 3과 같다 .
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 HPLC  Waters Alliance

 Column  SunFire C18, 4.6×150 mm

 Mobile phase  20% methanol : acetonitrile = 60 : 40

 Flow rate  1 mL/min

 UV detector

 Radio detector

 Waters 2487 Multiwavelength Absorbance Detector

 ß-RAM Model 4-Radio-HPLC Detector 

 (IN/US system, USA)

 Injection volume  20 ㎕

 Ending time  15 min

Table 2. HPLC instruments and analysis conditions for separation of steroid 

metabolites
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 Instrument  GC/MS (Shimadzu 5050A)

 Column  DB-5MS (30 m × 0.25 mm × 0.2㎛)

 Flow rate (gas)  1 ㎖/min (He, 99.999 %)

 Injection mode  Splitless mode

 Injector temperature  275.00 ℃

 Detector temperature  280.00 ℃

 Oven temperature

80.00 ℃ (1.00 min) →

 10.00 ℃/min, 250.00 ℃ (0 min) →

 3.00 ℃/min, 280.00 ℃ (0 min) →

 5.00 ℃/min, 295.00 ℃ (4 min) 

Table 3. Analytical conditions of GC/MS for identification of steroid metabolites
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6. 통통통계계계분분분석석석
 주요 스테로이드 호르몬 대사물질의 대사율 측정치와 RIA에 의한 배양액 내
의 스테로이드 호르몬 농도의 측정치는 모두 평균±표준편차로 나타냈으며 ,   

one-way ANOVA test를 실시하여 Tuckey test를 통해 95% 신뢰수준에서 대조
구와 실험구간의 성 스테로이드 호르몬 농도의 유의차 검정을 실시하였다 . 
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ⅢⅢⅢⅢ. 결결결 과과과

1. 난난난소소소의의의 조조조직직직학학학적적적 관관관찰찰찰
 산란시기인 11월 -12월에 채집된 쥐노래미의 난소 내 난모세포의 발달단계에
따른 조직학적 관찰은 Fig. 1과 같다 . 평균 난경크기별 즉 , 0.70-1.97 mm에 속
하는 개체들의 난소내 난모세포들의 조직상을 보면 난경 약 0.70-0.74 mm의
난모세포에서는 난황포들이 세포질의 대부분을 차지하였다 (Fig. 1-A). 난경 약
0.80-0.82 mm와 0.92-0.96 mm의 난모세포에서는 핵 주변부로 난황과립이 축적
되기 시작하였다 (Fig. 1-B, C). 난경 약 1.08-1.12 mm의 난모세포들로 구성된
난소 내에는 배란흔적이 관찰되었으며 , 난황과립이 세포질 내에 충만하였다
(Fig. 1-D). 난경 약 1.95 mm의 난소 조직상에는 배란흔적과 함께 미방출된 성
숙란들의 퇴화흡수도 관찰되었다 (Fig. 1-E). 

2. 난난난모모모세세세포포포의의의 스스스테테테로로로이이이드드드 대대대사사사물물물질질질 분분분석석석
 난경이 약 0.70-0.74 mm, 0.92-0.96 mm 그리고 1.08-1.12 mm인 난모세포에서
[3H]17α-hydroxyprogesterone으로부터 생성된 스테로이드 대사물질들의 TLC상의
반점은 A4, T, E2 그리고 E1 등의 표준물질과 일치하였다 (Fig. 2). 전구물질로
부터 생성된 주요 대사물질들 즉 , A4, T, E2 그리고 E1은 HPLC-radiodetector를
거쳐 GC-MS에 의해 동정되었다 . (Fig. 3-5.)
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Fig. 1. Histological observation of ovary in greenling, Hexagrammos otakii. A; 

Ovary with oocytes of 0.70-0.74 mm diameter. Yolk vesicles were shown in 

ooplasm. B; Ovary with oocytes of 0.80-0.82 mm diameter. Yolk granules were 

shown near the nucleus. C; Ovary with oocytes of 0.92-0.96 mm diameter. Yolk 

granules were accumulated into ooplasm. D; Ovary with oocytes of 1.08-1.12 mm 

diameter. Fully vitellogenic oocytes and residual follicles were shown in the ovary. 

E; Ovary with oocytes of 1.95-1.97 mm diameter. Ripe oocytes which has 

well-developed zona radiata were shown in the ovary. Scale bars indicate 500 ㎛. 

N, nucleus; RF, residual follicle; YG, yolk granule; YV, yolk vesicle; ZR, zona 

radiata. 
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Fig. 2. Autoradiograms of steroid metabolites incubated with [3H]17α

-hydroxyprogesterone from greenling ovarian follicles at three different oocyte 

diameter. Four metabolites were separated by thin layer chromatography developed 

with a benzene:acetone (4:1) and benzene:ethyl acetate (4:1) solvent system. A; 

Oocytes of 0.70-0.74 mm diameter. B; Oocytes of 0.92-0.96 mm diameter. C; 

Oocytes of 1.08-1.12 mm diameter. A4, androstenedione; E1, estrone; E2, estradiol-17

β; T, testosterone.  
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Fig. 3. HPLC elution profile of the radioactive standard steroid and metabolites. A, 

authentic A4; B, metabolized A4; C, authentic T; D, metabolized T.
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Fig. 4. HPLC elution profile of the radioactive standard steroid and metabolites. A, 

authentic E2; B, metabolized E2; C, authentic E1; D, metabolized E1.
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Fig. 5. Mass spectra of steroid metabolized by greenling oocytes identified as 

androstenedione (A4), testosterone (T), estradiol-17β (E2) and estrone (E1). A, 

authentic A4; B, metabolized A4; C, authentic T; D, metabolized T; E, 

authentic E2; F, metabolized E2; G, authentic E1; H, metabolized E1. 

Analytical conditions are summarized in table 3.
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3. NP가가가 난난난황황황형형형성성성기기기 난난난소소소발발발달달달에에에 따따따른른른 스스스테테테로로로이이이드드드 호호호르르르몬몬몬 대대대사사사율율율에에에 미미미치치치는는는
영영영향향향
 NP가 난황형성기의 난모세포 스테로이드 호르몬 대사율에 미치는 영향은
Fig. 6과 같다 . 난경 약 0.70-0.74, 0.80-0.82 그리고 1.08-1.12 mm인 3그룹의 난
모세포에서 NP는 T로의 대사율을 대조구에 비해 증가시켰으나 , 유의한 차이
는 나타나지 않았다 . 또한 NP가 E2로의 대사율을 대조구에 비해 저해시켰으나
유의한 차이는 나타나지 않았다 . A4와 E1으로의 대사율에 미치는 NP의 영향도
뚜렷하게 나타나지 않았다 . 
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Fig. 6. Effects of NP (10 ng/mL) on steroid metabolism from [3H]17α

-hydroxyprogesterone of isolated greenling oocytes. The percentage of radioactivity 

associated with each isolated steroid was calculated to the percentage of total steroid 

recovered from initial TLC. Values are mean±SE of each metabolism rate. Data 

were analyzed using one-way ANOVA and the Tuckey test. There were not any 

significant differences compared to controls. A, androstenedione (A4); B, testosterone 

(T); C, estradiol-17β (E2); D, estrone (E1). 
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4. NP가가가 난난난황황황형형형성성성기기기에에에서서서의의의 스스스테테테로로로이이이드드드 호호호르르르몬몬몬 생생생성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
 난황형성기에 해당하는 난경 약 0.80-0.82 mm, 0.92-0.96 mm 그리고 1.08-1.12 

mm 인 난모세포를 대상으로 NP를 각각 0.1, 1, 10, 100 ng/mL의 농도에 노출
시킨 성 스테로이드 호르몬 생성결과는 Fig. 7과 같다 . 난경이 약 0.80-0.82 

mm인 난모세포에서는 NP 0.1, 1 그리고 10 ng/mL에서 T 생성을 대조구에 비
해 유의하게 저해시켰으나 (P<0.05), E2 생성에는 유의한 차이가 나타나지 않
았다 . 난경이 약 0.92-0.96 mm인 난모세포에서는 NP 0.1, 1 그리고 10 ng/mL

에서 T 생성을 대조구에 비해 유의하게 저해하였으며 (P<0.05), NP 처리 농도
에 비례하여 T 생성이 감소되는 경향을 보였다 . NP 0.1 ng/mL에서는 E2 생성
을 유의하게 증가시켰다 (P<0.05). 난경이 약 1.08-1.12 mm인 난모세포에서는
NP가 T와 E2 생성에 뚜렷한 영향을 미치지 않았다 . 특히 , T 농도는 NP 처리
농도에 비례하여 감소하는 경향을 보였으나 대조구와 유의한 차이는 나타나지
않았다 .

 측정된 T와 E2의 농도는 E2/T의 비율로 환산하였다 (Fig. 8). E2/T 비율은 성
스테로이드 호르몬 농도 변화에 따른 내분비 교란의 지표로 이용되고 있다
(Bevans et al., 1996; Folmar et al., 1996). NP 0.1, 1 그리고 10 ng/mL는 난경이
약 0.80-0.82와 0.92-0.96 mm인 난모세포에서 E2/T 비율을 대조구에 비해 유의
하게 증가시켰다 (P<0.05). 난경 약 1.08-1.12 mm인 난모세포에서는 NP 100 

ng/mL에서만 E2/T 비율을 유의하게 증가시켰다 (P<0.05).
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Fig. 7. Effects of different NP concentrations on in vitro testosterone and estradiol-17β

production in greenling oocytes after a 36-h incubation. (A) oocyte of 0.80-0.82 mm (B) 

oocyte of 0.90-0.94 mm (C) oocyte of 1.08-1.12 mm. Values are mean ± SE of the 

concentrations of each steroid in three replicate wells with 20 oocytes/well. Data were 

analyzed using one-way ANOVA and the Tuckey test. Asterisk shows significant 

differences from controls (P < 0.05).
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Fig. 8. Effects of different NP concentrations on in vitro E2/T ratio in greenling 

oocytes (oocyte diameters = 0.80-0.82, 0.92-0.96 and 1.08-1.12 mm) after a 36-h 

incubation. Values are mean ± SE of the ratios of each steroid inthree replicate 

wells with 20 oocytes/well. Data were analyzed using one-way ANOVA and the 

Tuckey test. Asterisk shows significant differences from controls (P < 0.05). 
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5. NP와와와 BPA가가가 최최최종종종성성성숙숙숙과과과정정정에에에서서서의의의 스스스테테테로로로이이이드드드 생생생성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
 최종성숙기에 해당하는 난경 약 1.95-1.97 mm인 난모세포를 대상으로 NP와
BPA를 각각 0.1, 1, 10 그리고 100 ng/mL의 농도로 첨가한 후 성 스테로이드
호르몬 생성결과를 비교해 보면 Fig. 9, 10과 같다 . 

 NP 실험구에서는 -HCG 하에서 T의 생성농도는 NP 1 ng/mL에서 , E2의 생성
농도는 NP 10과 100 ng/mL에서 유의하게 증가하였다 (P<0.05). 17α20βOHP의
생성농도는 모든 NP 처리 농도구에서 유의하게 감소하였다 (P<0.05). +HCG 

하에서 T의 생성농도는 NP 0.1 ng/mL에서 가장 높았으나 대조구에 비해 유의
한 차이는 나타나지 않았다 . E2의 생성농도는 NP 100 ng/mL에서만 유의하게
증가하였으며 , 17α20βOHP의 생성농도는 NP 1 ng/mL에서만 유의하게 증가하
였다 (P<0.05). E2/T 비율을 살펴보면 (Fig. 11), -HCG 하에서 NP 0.1, 10, 100 

ng/mL에서 E2/T 비율을 대조구에 비해 유의하게 증가시켰으며 , +HCG 하에서
NP 100 ng/mL에서만 E2/T 비율을 유의하게 증가시켰다 (P<0.05).

 BPA 실험구에서는 -HCG 하에서 BPA 1 ng/mL에서만 T의 생성농도를 증가
시켰다 (P<0.05). E2의 생성농도는 BPA 0.1, 1 그리고 100 ng/mL에서 유의하게
증가하였다 (P<0.05). 17α20βOHP의 생성농도는 BPA 100 ng/mL에서 유의한
저해효과를 보였다 (P<0.05). +HCG 하에서 BPA는 T의 생성농도에 뚜렷한 효
과를 보이지 않았다 . E2의 생성농도는 BPA 0.1, 1 그리고 100 ng/mL에서 유의
하게 증가하였으며 , 17α20βOHP의 생성농도는 BPA 1 ng/mL에서만 유의하게
증가하였다 (P<0.05). E2/T 비율을 살펴보면 (Fig. 12), -HCG 하에서 BPA 0.1, 1 

그리고 100 ng/mL에서 E2/T 비율을 대조구에 비해 유의하게 증가시켰으며 , 

+HCG 하에서 BPA 0.1, 1 그리고 100 ng/mL에서 유의하게 증가시켰다
(P<0.05).
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Fig. 9. Effects of different NP concentrations on in vitro testosterone, estradiol-17β and 17

α20ßOHP production in greenling oocytes in the presence or absence of 50 IU hCG after 

a 48-h incubation. Values are mean ± SE of the concentrations of each steroid in three 

replicate wells with 20 oocytes/well. Data were analyzed using one-way ANOVA and the 

Tuckey test. Asterisk shows significant differences from controls (P < 0.05). 



- 23 -

-HCG group

T
es

to
st

er
on

e 
(n

g/
m

L)

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

E
st

ra
di

ol
-1

7β
 (

ng
/m

L)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

BPA (ng/mL)

Cont. 0.1 1 10 100

17
α2

0β
O

H
P

 (
ng

/m
L)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

+HCG group

T
es

to
st

er
on

e 
(n

g/
m

L)

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

E
st

ra
di

ol
-1

7β
 (

ng
/m

L)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

BPA (ng/mL)

HCG cont. 0.1 1 10 100

17
α 2

0β
O

H
P

 (
ng

/m
L)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

* *

*

*

*

*

Fig. 10. Effects of different BPA concentrations on in vitro testosterone, estradiol-17β and 

17α20ßOHP production in greenling oocytes in the presence or absence of 50 IU hCG 

after a 48-h incubation. Values are mean ± SE of the concentrations of each steroid in 

three replicate wells with 20 oocytes/well. Data were analyzed using one-way ANOVA and 

the Tuckey test. Asterisk shows significant differences from controls (P < 0.05).
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Fig. 11. Effects of different NP concentrations on in vitro E2/T ratio in greenling oocytes 

(oocyte diameter = 1.95-1.97 mm) in the presence or absence of 50 IU hCG after a 48-h 

incubation. Values are mean ± SE of the ratios of each steroidin three replicate wells with 

20 oocytes/well. Data were analyzed using one-way ANOVA and the Tuckey test. Asterisk 

shows significant differences from controls (P < 0.05).
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Fig. 12. Effects of different BPA concentrations on in vitro E2/T ratio in greenling oocytes 

(oocyte diameter = 1.95-1.97 mm) in the presence or absence of 50 IU hCG after a 48-h 

incubation. Values are mean ± SE of the ratios of each steroidin three replicate wells with 

20 oocytes/well. Data were analyzed using one-way ANOVA and the Tuckey test. Asterisk 

shows significant differences from controls (P < 0.05).
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ⅣⅣⅣⅣ. 고고고 찰찰찰

 쥐노래미는 주산란기가 11-12월인 동계산란어종으로 난소는 비동시발달형으
로서 난소 내에 발달단계가 다른 난모세포들이 혼재해 있으며 한 산란기에 2

회 이상 산란하는 어종이다 (Sekigawa et al., 2003; Kang et al., 2004). 본 연구
에 사용된 난모세포는 난경별로 분리하여 난경 약 0.70-0.74 mm, 0.80-0.82 

mm, 0.92-0.96 mm, 1.08-1.12 mm 그리고 1.95-1.97 mm에 해당하는 난모세포들
을 대상으로 하였다 . Kang et al., (2004)에 의하면 쥐노래미의 난소 내 난경 약
450-800 ㎛의 난모세포는 난황과립을 함유하고 있으며 , 난경 약 950-1050 ㎛의
난모세포는 세포질 내에 다량의 난황이 축적된 난모세포들과 배포이동기에 속
하는 성숙난모세포라고 보고하였다 . 또한 난경 약 1,100-1,400 ㎛ 전후의 난모
세포는 완숙란으로 난황과립은 균질화되었다고 보고하였다 . 본 연구에서도 산
란시기의 쥐노래미 난소 내 난모세포의 조직학적 관찰결과 , 난경이 약
1.08-1.12 mm에 이르면 세포질 내에 난황과립이 충만하였으며 , 이 시기의 난
소 내에 잔존하는 여포세포가 관찰되는 것을 미루어 보아 난경이 약 1.08-1.12 

mm 이상으로 성장하면 배란에 참여하는 것으로 생각된다 . 또한 TLC에 의한
스테로이드 대사물질 분리 결과 (Fig. 2), 이 시기에는 progestogens이 대사되지
않는 점을 미루어 보아 , 난경이 약 1.08-1.12 mm인 난모세포는 fully 

vitellogenic stage로 사료된다 . 난경이 약 1.95-1.97 mm인 난모세포를 포함하는
산란시기에 이른 쥐노래미의 난소 내에는 초기성장기의 난모세포를 제외한 다
양한 발달단계를 가진 난모세포들로 구성되어 있었다 . 따라서 , 쥐노래미는 한
산란기에 적어도 2～3회 이상의 산란을 하는 것을 확인하였다 . 

 본 연구에 사용된 내분비 장애물질인 NP와 BPA는 에스트로젠 활성을 지닌
물질로서 이전의 많은 연구에서 담수어류를 대상으로 연구되었다 . 그러나 해
수 중 NP와 BPA는 담수에 비해 희석률이 높아 저농도로 존재할 것으로 생각
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된다 . 보고에 의하면 해수 중 감지되는 NP의 농도는 영국의 Tees estuary에서
0.09-5.2 ug/L, 북해에서 0.3-63 ng/L (Bester et al., 2001; Heemken et al., 2001) 

그리고 독일의 Rhine estuary에서 31-147 ng/L (Jonkers et al., 2003)의 범위로
보고되었다 . BPA의 농도는 북해에서 6.0 ng/L 이하 , 싱가포르 연안에서
0.01-2.47 ng/mL 등으로 보고되어 있다 (Heekman et al., 2001; Basheer et al., 

2004). 따라서 본 연구에서 설정한 농도인 0.1-100 ng/mL은 in vitro 상에서 내
분비 교란 효과를 알아보기 위한 적정 농도라고 생각된다 .

 난황형성기의 쥐노래미 난소에서 합성되는 주요 성 스테로이드 호르몬은 A4, 

T, E2 그리고 E1으로 확인되었다 (Fig. 5). Baek et al. (2003)에 의하면 , NP는
100 ng/mL의 농도에서 점망둑의 난황형성 완료 직후의 난모세포에서 E1과 E2

로의 대사율을 촉진시킨다고 보고하였다 . 또한 난황형성이 한창 진행 중인 점
망둑의 난모세포가 100 ng/mL의 BPA에 노출되었을 때 , E1과 E2로의 대사율이
저해되었고 , 난황형성 말기의 난모세포에서도 E1과 E2로의 대사율이 저해됨이
보고되었다 (Baek et al., 2004). 그러나 본 연구에서는 NP는 10 ng/mL의 농도
에서 난황형성기에 주요 스테로이드 호르몬인 A4, T, E2 그리고 E1으로의 대
사율에 뚜렷한 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다 . 

 본 연구에서 NP는 쥐노래미의 난황형성기의 난모세포에서 E2/T 비율을 증가
시키는 estrogenic effect를 나타냈다 . E2/T 비율은 스테로이드 호르몬 농도 변화
에 따른 내분비 교란의 지표로 이용되고 있다 (Bevans et al., 1996; Folmar et 

al., 1996). 문절망둑의 난황형성후기의 난모세포에서 NP는 T와 E2의 생성에
있어 뚜렷한 영향을 미치지 않는다고 알려져있다 (Park, 2004). NP 이외의 다
른 내분비교란 물질인 PCB153 (2,2'4,4'5,5'-hexachlorobiphenyl)은 androgens을
estrogens로 전환시키는 aromatase의 활성을 변화시켜 조피볼락의 혈중 E2 농도
를 증가시킨다고 보고되었다 (Jung et al., 2005). 한편 , NP와 함께 estrogenic 

effect를 가지는 다른 내분비 장애물질 , PAHs (polycyclic aromatic hydrocarbons)
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는 가자미류인 Platichthys flesus의 난황형성후기에 해당하는 난모세포에서 스
테로이드 효소에 직접적인 저해제로 작용하여 T와 E2의 생성을 저해한다고 알
려져있다 (Monterio et al., 1997). 쥐노래미의 경우에도 난경이 증가함에 따라
T로의 대사율이 감소하고 E2로의 대사율이 증가하는 점을 미루어 볼 때 (Fig. 

6), aromatase에 의한 대사작용으로 생각되며 , NP는 aromatase와 같은 스테로이
드 효소에 직접적인 영향을 미치는 것으로 생각된다 .

 NP와 BPA는 쥐노래미의 최종성숙과정의 난모세포에서 HCG 첨가에 상관없
이 E2 생성을 촉진하는 경향을 보였다 . 그러나 17α20βOHP의 생성에서는 NP

와 BPA 모두 -HCG 하에서는 억제효과를 보였으나 +HCG 하에서는 촉진효과
를 보였다 . 일반적으로 17α20βOHP와 같은 progestogens의 농도는 최종성숙 과
정에 있어 E2 농도가 감소하면서 증가한다고 알려져 있다 (Aida, 1988; 

Nagahama, 1994). 또한 Lin and Schuetz (1983)의 연구에 의하면 in vitro 상에서
estrogen이 gonadotropin에 의해 유도된 성숙을 억제한다고 보고하였고 , Pickford 

and Morris (2003)에 의하면 살충제의 일종인 methoxychlor가 양서류인 Xenopus 

laevis의 성숙한 난모세포 스테로이드 생성에 있어 E2/T 비율을 증가시켰으며
progesterone의 생성농도를 저해시킨다고 보고하였다 . 본 연구에서도 NP와
BPA는 estrogen agonist로 작용하여 17α20βOHP의 생성  농도를 감소시켜 최종
성숙 과정을 억제하는 것으로 생각된다 . 이외에도 Villeneuve et al. (1998)에 의
하면 NP는 direct-acting mechanism을 통해 ER (estrogen receptor)에 결합하여
vitellogenin 발현을 촉진한다고 보고하였다 . 다른 연구에서도 NP 노출은 ER의
농도를 증가시킨다고 보고하였다 (White et al., 1994; Nimrod and Benson, 

1997). 이와는 상반되게 Giesy et al. (2000)에 의하면 NP는 산란기 때 송사리
암수 모두에서 혈중 E2 농도를 증가시켰으며 이는 NP의 직접적인 영향이 아
닌 증가된 혈중 vitellogenin 농도에 따른 것이며 , NP는 direct mechanism을 통
한 estrogen agonist가 아니라고 보고하였다 . 본 연구에서도 최종성숙 과정의 난
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모세포에서 NP가 E2 생성을 촉진하는 경향을 보였으나 정확한 기작 구명을
위해서는 steroid receptor에 관한 앞으로의 연구가 요구된다 . 

 BPA는 GVBD가 시작된 점망둑의 난모세포에서 E2와 17α20βOHP로의 대사율
을 모두 저해하였으며 , 이는 BPA가 estrogen 활성과 antiestrogen 활성을 동시에
가진다고 보고하였다 (Baek et al., 2004). 또한 Tokumoto et al., (2004)에 의하
면 BPA는 DES와 화학구조가 유사하여 어류의 난모세포 성숙을 촉진시킬 것
이라고 보고하였다 . 그러나 본 연구에서 BPA는 E2 생성을 촉진하고 17α20β

OHP 생성을 저해하여 쥐노래미의 최종성숙과정을 저해시키는 estrogen 활성을
지니는 것으로 생각된다 .

 어류는 생식에 있어 생리학적 그리고 행동학적 다양성을 나타낸다 . 또한 성
스테로이드 호르몬은 어류의 생식내분비계에 있어 중요한 역할을 하고 있으며
내분비 장애물질을 포함한 외부의 환경 인자에 다양하게 반응하는 특성을 나
타낸다 (Kime, 1998). 이전까지 보고된 내분비장애물질에 관한 대부분의 연구
들은 난황전구물질인 vitellogenin의 농도 증가 , 난정소 (Ovotestis)의 발달 촉진
그리고 생식소 크기의 변화 등을 조사하였다 (Jobling et al., 1996; Arcand-Hoy 

and Benson, 1998). 또한 Lech et al. (1996)과 Ren et al. (1996)은 NP와 같은 내
분비장애물질이 estrogen 수용체와 결합하여 vitellogenin mRNA의 전사를 촉진
시키며 estrogen agonist로 작용한다고 보고하였다 . 

 본 연구에서도 NP는 쥐노래미의 난소발달 단계에 상관없이 estrogen agonist로
작용하는 것으로 나타났다 . BPA 역시 성숙란을 대상으로 한 이전의 다른 연
구와는 달리 쥐노래미의 최종성숙과정에서 NP와 같이 estrogen agonist로 작용
하는 것으로 생각된다 . 이러한 결과를 기초로 쥐노래미를 포함한 해산어류의
생식기작이 내분비 장애물질에 의해 어떻게 교란되는지 확인하기 위해서는 in 

vivo 실험을 수반한 세부 연구가 요구된다 .
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Ⅴ. 요 약

 쥐노래미의 난황형성기에 해당하는 난경 약 0.70-0.74, 0.92-0.96 그리고
1.08-1.12 mm인 난모세포를 대상으로 전구물질 , [3H]17α-hydroxyprogesterone에
서 생성되는 스테로이드 대사물질은 androgens인 androstenedione (A4)와
testosterone (T)으로 , estrogens인 estrone (E1) 그리고 estradiol-17β (E2)로 확인되
었다 . NP가 스테로이드 대사물질의 대사율에 미치는 영향은 뚜렷한 효과가 나
타나지 않았다 . 0.1, 1 그리고 10 ng/mL의 NP는 난경이 약 0.80-0.82 그리고
0.92-0.96 mm인 난모세포에서 E2/T 비율을 증가시켰다 . 최종성숙기에 해당하는
난경 약 1.95-1.97 mm인 난모세포에서는 , -HCG 하에서 NP가 0.1, 10 and 100 

ng/mL의 농도에서 E2/T 비율을 증가시켰으며 , +HCG 하에서 100 ng/mL의 농도
에서만 E2/T 비율을 증가시켰다 . 또한 , 17α20βOHP 생성은 -HCG 하에서 모든
NP 처리 농도구에서 저해되었다 . BPA는 HCG처리에 관계없이 0.1, 1 그리고
100 ng/mL의 농도에서 E2/T 비율을 증가시켰다 . BPA는 +HCG 하에서 17α20β

OHP 생성 촉진 효과가 있었으나 , -HCG 하에서는 고농도의 BPA가 17α20β

OHP 생성을 억제하였다 . 이상의 결과를 종합해 볼 때 , NP는 쥐노래미의 난소
발달 단계에서 에스트로젠 유사작용을 , BPA는 최종성숙단계에서 약한 에스트
로젠 유사작용을 함을 나타낸다 .
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