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ABSTRACT

  

   The purpose of this study was to examine the effects of endogenous and 

exogenous hormones for the induction of sex reversal in juvenile longtooth grouper 

Epinephelus bruneus. This study was investigated endocrine mechanism during sex 

change by radioimmuno -assay, real-time RT-PCR and histological observation.

 Experimental fish were juvenile longtooth groupers (body weight, 113 ± 17 g, 

body length 16.2 ± 1.2 cm). The fish were injected with a non-steroidal aromatase 

inhibitor (AI, Fadrozole) in a dose of 3 and 5 mg/kg·BW and 17α-methyltestosterone 

(MT) in a dose of 5 mg/kg·BW. The fish were sampled at 7th and 21st week after 

the injection. 

1. Changes of gonad by endogenous hormone treatment during masculinization

 Immature ovaries with oogonia and a few perinucleolus oocytes were observed in 

the gonad of the control groups at the beginning of the experiment. The control 

groups 7 weeks after the injection exhibited a similar trend as the initial control. A 

few atretic oocytes and oogonia were found in the gonad of MT 5 mg treatment 

group. Gonad of AI 3 mg treatment group mostly contained oogonia, and a few 

perinucleolus oocytes. Gonad of AI 5 mg treatment group were observed to induce 

sex change. The gonad was observed to have various stages of spermatogenic germ 

cell and mostly spermatozoa with no ovarian germ cells. Gonad of control group 21 

weeks after the injection contained mostly perinucleolus oocytes. Gonad of MT 5mg 

treatment group contained oogonia, atretic oocytes and was observed to have 

spermatogenesis from spermatogonia to spermatocyte. Gonad of AI 3 mg treatment 

group were observed to contain a few perinucleolus oocytes, atretic oocytes and 

observed spermatogenesis from spermatogonia to spermatocyte. Goand of AI 5 mg 
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treatment group were observed to contain a few perinucleolus oocytes and atretic 

oocytes, and it was observed that spermatogenesis was occurring from spermatogonia 

to spermatocytes more than that in the other treatment groups. In conclusion, the 

findings in this study support the hypothesis that the induction of sex change from 

female to male in juvenile longtooth grouper could be controlled by aromatase 

inhibitor. 

2. Changes of endocrine mechanism during masculinization 

  Serum levels of E2 showed no significant differences from initial to the end of the 

experiment except for the control group (P>0.05). In contrast, 11-KT was 

significantly increased in AI 5 mg treatment groups at 7th and 21st weeks after the 

injection (P<0.05). 

  Real-time RT-PCR analysis showed that FSHβ mRNA in initial group and whole 

group after 7 weeks were not significantly different (P>0.05). In contrast, only AI 5 

mg injected groups after 21 weeks significantly increased expression of FSHβ mRNA 

(P<0.05). mRNA levels of LHβ were not significantly different in this experimental 

period (P>0.05). These results suggest that FSHβ mRNA and 11-KT may trigger 

masculinization in juvenile longtooth grouper. 
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총 론

  어류는 자웅이체형(gonochorism)과 자웅동체형(hermaphrodism)으로 나뉜다. 자웅

이체형은 초기 성분화시기에 따라 분화형과 미분화형으로, 자웅동체형은 성전환

방향 양상에 따라, 암컷으로 먼저 성분화 되어 기능적으로 성숙 후 일부 개체가

수컷으로 성전환 되는 자성선숙형(protogynous), 반대로 수컷으로 먼저 성분화 되

어 수컷으로의 기능을 하다가 일부 개체가 암컷으로 성이 전환되는 웅성선숙형

(protandrous) 그리고 암수의 성이 같이 분화하여 기능하는 동시자웅선숙형

(synchronous)으로 나뉜다(Yamamoto, 1969). 이와 같이 다양한 어류 성특성에 대해

어류 번식특성 및 성전환을 중심으로 한 연구가 진행되고 있다(Yamazaki, 1983). 

어류의 성전환 연구는 광범위한 성다양성으로 인해 다른 척추동물군의 성 특성

을 이해하는데 기초자료가 되며, 산업적으로는 성장이 빠르거나 기호성이 높은

체색등과 같이 이용가치가 높은 한 쪽 성만을 생산하여 양식어종의 생산성 향상

에 이용하고 있다. 

  자바리, Epinephelus bruneus는 바리과(Serranidae)에 속하는 종으로서 제주도를

포함한 우리나라 남해, 일본 중부이남, 중국, 필리핀등 온대 및 아열대권 해역의

암초지역에 서식한다(Kim et al., 2005). 자바리를 포함한 바리과 어류들은 한국뿐

만 아니라 일본, 중국 그리고 동남아시아 지역에서도 기호성이 높은 고급어종으

로 수요가 급증하고 있다. 최근 국제식량농업기구(FAO)는 남획 등으로 인하여

자원량이 급격하게 감소하는 어종으로 자바리를 비롯한 다수의 바리과 어류를

포함시키고 있다. 바리과 어류의 자원회복을 위한 연구는 일본, 중국, 대만, 필리

핀, 한국 등을 중심으로 친어관리와 성성숙 및 성전환 유도를 통해 인위적인 종

묘생산이 이루어지고 있다(Chen et al., 1977; Sugama and Ikenoue, 1999; Song et 

al., 2005).  

  바리과에 속하는 어류들의 성특성은 모든 개체가 먼저 암컷으로 성분화하여

암컷으로의 기능을 한 후 연령이나 성장에 따라 일부 개체가 수컷으로 성전환을
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하는 자성선숙형 자웅동체어이다. 자연에서 바리과 어류의 성전환은 붉바리, E. 

akaara의 경우 전장 24 cm 이상(Kayano, 1996), Honeycomb grouper, E. merra는

전장 20 cm 이상(Bhandari et al., 2003), Dusky grouper, E. marginatus는 전장 79∼

90 cm에서 일어난다(Chauvet, 1988). 바리과 어류의 웅성화 유도에 관한 연구는

자웅동체어의 번식특성을 이해하고 산업적으로는 정자확보를 위해 일부 진행되

고 있다. 하지만 암컷에서 수컷으로 성전환이 일어나는 정확한 기작은 아직까지

알려지지 않았다. 이전까지 바리과 어류의 인위적인 웅성화 유도는 외인성 andro 

-gen인 17α-methyltestosterone (MT)를 이용되었지만(Kuo et al., 1988; Yeung et al., 

1993; Lee et al., 1995; Yeh et al., 2003), 외인성 androgen인 MT 처리에 의한 웅

성화 유도는 어체의 생리적 부작용을 야기한다고 지적하고 있어(Fishelson, 1975; 

Josefa et al., 1994; Monica et al., 2005), 최근 생체내 estrogen 생성을 억제하는 내

인성 호르몬인 Fadrozole과 같은 aromatase inhibitor (AI)를 이용한 웅성화유도가

연구되고 있다(Afonso et al., 1999; Bhandari et al., 2004a, b; Li et al., 2006). AI 

처리를 통한 웅성화 유도는 어체내의 성 스테로이드 호르몬 생성을 조절하여 자

연상태와 유사하게 웅성화를 유도하는 방법이다. 하지만 자웅동체어 치어에서 성

스테로이드 호르몬처리가 기능적인 성전환 유도는 기능적 자웅동체현상을 보이

는 어종의 성변화에도 성 스테로이드 호르몬이 작용하고 있을 가능성이 있으나

인접성(자성선숙, 웅성선숙) 자웅동체 어류에서 성 스테로이드 호르몬처리에 의

한 성전환 유도가 성공한 예는 그리 많지 않다.

  어류의 번식활성은 뇌-뇌하수체-생식선축(Brain-Pituitary-Goand axis, B-P-G)의 상

호작용에 의해 조절된다(Pankhurst, 1998). 성전환과 관련된 내분비기작은 정소와

난소의 형태적 분화와 기능화를 유도하는 발달인자로서 성 스테로이드가 중요하

고, 그 원인 제공은 GtH의 변화에 있다. 최근 성전환이 일어나는 시기에 B-P-G계

역할의 중요성에 대해 많은 관심이 모여지고 있으나, 구체적인 연구는 아직까지

매우 미흡한 실정이고 성전환과정중의 생식내분비축(B-P-G) 활성이 미숙한 치어

시기의 번식내분비 활성에 대한 연구 또한 매우 미흡하다.

  이 연구는 자바리 치어에서 웅성화 유도를 위해 내인성 호르몬인 AI와 외인성

호르몬인 MT를 투여하여 자바리 치어에서 웅성화 유도과정을 조직학적으로 관

찰하였으며, 성전환 과정중의 혈중 성 스테로이드 호르몬의 변화와 뇌하수체에서
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GtH subunits mRNA의 발현양상을 조사하였다.
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제 1장 내인성 호르몬 투여를 통한 자바리 치어 웅성화 유도

과정의 생식선 변화

1. 서 론

  자웅이체어는 한번 결정된 성은 전환되지 않지만 자웅동체어는 한번 결정된

성이 연령, 성장, 사회적 구조, 성 스테로이드 호르몬, 환경교란물질등과 같은 외

적인 자극에 의해서도 성전환이 일어난다(Yamamoto, 1969). 일반적으로 자성선숙

형 자웅동체어의 웅성화 유도는 외인성 androgen인 17α-methyltestosterone (MT) 처

리가 이용되어져 왔다(Yamazaki, 1983; Kitano et al., 2000; Song et al., 2005). 

최근 MT처리에 의한 웅성화 유도는 자연적인 성전환에 비해 생식선의 크기

가 작고 또한 대량, 장시간 처리는 방정을 억제하거나 어체의 기형이나 사망

률 상승등이 지적되고 있어(Fishelson, 1975; Josefa et al., 1994; Monica et al., 

2005), 내인성 호르몬인 aromatase inhibitor 투여를 통한 웅성화 유도가 시도되고

있다(Bhandari et al., 2004a, b; Li et al., 2006).

  다른 척추동물과 같이 어류에서 estradiol-17β (E2)는 testosterone에 결합한

cytochrome P450 aromatase (P450arom)에 의해서 합성되고, 성분화 시기에 난소

분화와 난소발달에 중요한 역할을 한다(Young et al., 1983; Desvages and Pieau, 

1992; Nagahama et al., 1993). P450arom 효소 저해방법에는 Fadrozole과 같은 non 

-steroidal aromatase inhibitor나 ATD와 같은 steroidal aromatase inhibitor를 이용하여

E2 합성을 억제하여 웅성화를 유도하는 경우가 있다. 

  이전 포유류(Steel et al., 1987; Schieweck et al., 1988)와 파충류(Lance and 

Bogart, 1992)에서 in vivo와 in vitro 실험들은 fadrozole 투여로 estrogen 합성 억제

가 되었다. 또한 어류에서는 fadrozole 투여를 통해 Coho salmon, Oncorhynchus 

kisutch, 넙치, Paralichthys olivaceus와 틸라피아, Oreochromis niloticus로 웅성화가
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유도되었고(Piferrer et al., 1994; Kitano et al., 2000; Kwon et al., 2000), 자성선숙

형 자웅동체어는 소형 바리과 어류인 honeycomb grouper, E. merra와 붉바리, E. 

akkara에서 웅성화를 유도할 수 있었다(Bhandari et al., 2004b; Li et al., 2006). 하

지만 이러한 바리과 어류의 웅성화 유도는 체성장이 어느 정도 이루어진 개체에

서만 성공적으로 이루어졌을 뿐 치어상태의 개체를 이용한 실험은 이루어지지

않았다.

  이 연구는 자바리 치어를 대상으로 웅성화를 유도하기 위해 내인성 호르몬인

aromatase inhibitor와 외인성 호르몬인 MT를 이용하여 자바리 치어로 웅성화 과

정중의 생식선의 변화를 조직학적으로 조사하였다.   
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2. 재료 및 방법

가. 실험어

  실험어(체중 113 ± 17 g, 체장 16.2 ± 1.2 cm)는 2007년 1월 30일부터 5월 28일

까지 총 21주간 실험구별로 20미씩 사육하였다. 실험어 사육관리는 270 L 원형수

조를 이용하여 완전순환여과식으로 사육하였으며, 수온의 범위는 21 ± 1℃를 유

지하였고 사료공급은 1일 2회 실시하였다. 

나. 호르몬 처리

  사용한 호르몬은 내인성 호르몬인 aromatase inhibitor (AI, Fadrozole, Novatis 

Co., SWI)와 외인성 호르몬인 17α-methyltestosterone (MT, Sigma Co., USA)를 사

용하였으며 처리농도는 각 각 MT 5 mg/kg·BW와 AI 3, 5 mg/kg·BW로 실험 시작

시와 7주 후 총 2회 주사하였다(Fig. 1). 호르몬 처리는 AI와 MT를 에틸알코올에

용해시켜 coconut oil과 1:5 비율로 혼합 후 어체 등 근육에 주사하였고, 대조구는

coconut oil만을 주사하였다. Sampling은 실험시작시와 7주 그리고 21주에 실험구

별 3미씩 무작위로 채집하여 사용하였다(Table 1).

다. 생식선의 광학현미경 관찰

  호르몬 처리전에 따른, 생식선의 변화는 생식선을 적출하여 Bouin's solution에

24시간 고정하였다. 고정된 조직은 paraffin 절편법에 의해 5∼6 μm의 조직절편을

제작한 후 Hansen's haematoxylin과 eosin으로 비교염색 하여 광학현미경하에서 검

경하였다.
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Fig. 1. Serial view image of hormone injection. A: Anesthetized and measured Body 

weight & Body length. B: Preparation of hormone, C: Injected intramuscularly, 

D: Disinfect.
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Table 1. Experimental design for the hormone treatment and sampling of juvenile 

longtooth grouper E. bruneus

Week

Body Weight (g) Body Length (g) 1 7 21

Treatment

(kg·BW)
Mean ± S.D.1) Mean ± S.D.1) Injection Injection

Control 114.3±19.0 16.1±1.5 3 3 3

MT 5 115.5±16.5 16.6±1.0 - 3 3

AI  3 113.8±18.0 15.8±0.9 - 3 3

AI  5 111.9±18.9 16.2±1.1 - 3 3

*Numerical figures indicate Sampling number of fish. 
1)

S.D.: Standard deviation of 

means.
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3. 결 과

가. 호르몬 처리에 의한 생식선 변화

실험 시작시 생식선은 대부분 난원세포와 일부 주변인기 난모세포(27.5∼37.5 

μm)들로 구성되었다(Fig. 2A).

7주 후 대조구 생식선은 대부분 실험시작시보다 발달된 주변인기의 난모세포

(50.0∼75.0 μm)들로 구성되었다(Fig. 2B). MT 3 mg 처리구 생식선은 대부분 난

원세포(12.5∼15.0 μm)들로 구성되었으며 일부 세포질과 핵이 붕괴된 퇴행 난모

세포도 관찰되었다(Fig. 2C). AI 3 mg 처리구 생식선은 난원세포가 분포하였으며

일부 퇴행 난모세포와 대조구 보다 작은 주변인기(25.0∼42.5 μm) 난모세포가 분

포하였다(Fig. 2D). AI 5 mg 처리구 생식선은 난모세포가 관찰되지 않고 대부분

난원세포가 차지하였으나 한 개체에서는 정원세포부터 정자까지의 정자형성이

이루어졌고, 생식선 기부에는 수정관이 형성되어 수정관내에 정자들이 분포하였

다(Fig. 2E, Table 2).

21주 후 대조구 생식선은 일부 난원세포와 주변인기 난모세포(55.0∼75.0 μm)

들로 구성되었다(Fig. 3A). MT 처리구 생식선은 난원세포와 퇴행 난모세포들로

구성되었으며 일부 정원세포부터 정모세포(7.5∼10.0 μm)까지의 정자형성과정이

관찰되었다(Fig. 3B). AI 3 mg 처리구 생식선은 대부분 난원세포와 일부 퇴행 난

모세포들로 구성 되었으며, 일부 정원세포부터 정모세포(5.0∼7.5 μm)까지의 정자

형성이 관찰되었다(Fig. 3C). AI 5 mg 처리구 생식선은 난원세포와 주변인기 난

모세포(35.0∼60.0 μm), 퇴행 난모세포로 구성되었으며 정모세포(5.0∼7.5 μm)까지

의 정자형성과정이 관찰되었다(Fig. 3D, Table 3).
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Fig. 2. Changes of gonadal development in juvenile longtooth grouper, E. bruneus 7 

weeks after treatment with aromatase inhibitor (AI, fadrozole) and 17α

-methyltestosterone (MT). A: Initial control, B: Control, C: 5 mg MT/BW·kg, 

D: 3 mg AI/BW·kg, E and F 5 mg AI/BW·kg. AO, atretic oocyte; ED, 

efferent duct; OG, oogonia; PO, perinucleolus oocyte; ST, spermatid; SZ, 

spermatozoa. Scale bar= A∼E, 50 μm; F, 100 μm.
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Fig. 3. Changes of gonadal development in juvenile longtooth grouper, E. bruneus 21 

weeks after treatment with aromatase inhibitor (AI, fadrozole) and 17α

-methyltestosterone (MT). A: Control, B: 5 mg MT/BW·kg, C: 3 mg 

AI/BW·kg and  D: 5 mg AI/BW·kg. AO, atretic oocyte; OG, oogonia; PO, 

perinucleolus oocyte; SC, spermatocyte. Scale bar=50 μm.
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Table 2. Distribution of germ cell in juvenile longtooth grouper E. bruneus after 7 weeks treatment of aromatase inhibitor (AI, 

fadrozole) and 17α-methyltestosterone (MT)  

Treatment

(mg/kgㆍBW)

BW
(g)

BL
(cm)

Germ cell phases
Remarks

OG PO AO SG SC ST SZ

Control 137 17.3 ++ +++ - - - - - Oogenesis

138 17.7 ++ +++ - - - - - Oogenesis
143 16.8 ++ +++ - - - - - Oogenesis

MT 5 163 18.5 +++ - - - - - -
154 17.7 +++ - - - - - -
144 18.2 +++ + - - - - -

AI 3 126 17.3 +++ + - - - - -

163 18.7 +++ - - - - - -
143 17.6 ++ ++ - - - - -

AI 5 116 16.9 ++ ++ + - - - - Degenerated oocytes
191 18.9 - - - + + + +++ Induced complete sex reversal.
154 18.0 ++ ++ + - - - - Degenerated oocytes

Abbreviations: BW, body weight; BL, body length; OG, oogonia; PO, peri-nucleolus oocyte; AO, atretic oocyte; SG, spermatogonia; SC, 

spermatocyte; ST, spermatid; SZ, Spermatozoa; -, none; +, a few; ++, intermediate; +++, abundant
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Table 3. Distribution of germ cell in juvenile longtooth grouper E. bruneus gonad after 21 weeks treatment of aromatase inhibitor (AI, 

fadrozole) and 17α-methyltestosterone (MT)  

Treatment

(mg/kgㆍBW)

BW 
(g)

BL 
(cm)

Germ cell phases
Remarks

OG PO AO SG SC ST SZ

Control 299 24.5 + +++ - - - - - Oogenesis

227 23.0 + +++ - - - - - Oogenesis
274 27.5 + +++ - - - - - Oogenesis

MT 5 312 28.0 +++ ++ + + + - - Spermatogenesis 
265 22.5 - - - - - - - no germ cell
277 28.0 + ++ + + + - - Spermatogenesis

AI 3 232 22.5 + ++ + + + - - Spermatogenesis 

242 22.0 + ++ + + - - - Spermatogenesis 
216 22.5 + + + + + - - Spermatogenesis 

AI 5 242 24.0 + + + + + - - Spermatogenesis 
194 22.0 ++ + + + ++ - - Spermatogenesis 
210 23.0 + + + + + - - Spermatogenesis 

Abbreviations: BW, body weight; BL, body length; OG, oogonia; PO, peri-nucleolus oocyte, AO, atretic oocytes; SG, spermatogonia; SC, 

spermatocyte; ST, spermatid; SZ, Spermatozoa; -, none; +, a few; ++, intermediate; +++, abundant.



- 14 -

제 2 장 내인성 호르몬 투여를 통한 자바리 치어 웅성화

유도과정의 내분비 활성 변화

1. 서 론

어류의 생식은 다른 척추동물과 마찬가지로 뇌-뇌하수체-생식선축(B-P-G axis)

으로 이루어진 생식내분비계에 의해 지배된다. 생식선 자극호르몬 방출호르몬

(gonadotropin releasing hormone; GnRH)은 뇌하수체 전엽에 작용하여 여포자극호

르몬(follicle-stimulating hormone; FSH)과 황체형성호르몬(luteinizing hormone; LH)

으로 불리는 생식선자극호르몬(gonadotropin hormone; GtH)의 합성‧분비를 조절한

다. 뇌하수체에서 분비된 두 종류의 GtH는 내분비계를 통해 생식선에 작용하여

성 스테로이드 호르몬의 분비를 조절하며 배우자 형성과정에 관여한다(Pankhurst, 

1998).  

  GtH의 구조는 척추동물에서 처음으로 보고되었으며(Pierce and Parsons, 1981), 

어류에서 GtH는 Kawauchi et al.(1989)에 의해 연어에서 처음으로 보고된 후 다른

많은 어류에서 GtH에 구조와 기능에 대한 연구가 많이 보고되었다(Querat et al., 

1990; Swanson et al., 1991; Weil et al., 1995; Gomez et al., 1999; Gen et al., 2000; 

Dickey and Swanson, 2000).  

  두 종류의 GtH는 역할과 기능에 있어서 어종, 성숙시기와 정도에 따라 차이가

있는 것으로 알려져 있다. 일반적으로 FSH는 puberty와 배우자형성과정을 조절하

고, LH는 주로 생식선의 성숙과 산란을 조절하며(Swanson et al., 1991; Schulz et 

al., 2001), 최근 FSH와 LH에 대한 보다 상세한 생리적 기작 연구가 활발히 진행

되고 있다 (Yoshiura et al., 1999; Kajimura et al., 2001; Degani et al., 2003; 

Hellqvist et al., 2004). 

  어류를 포함한 모든 척추동물에서 estradiol-17β (E2)는 암컷에 있어 특이적인
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성스테로이드 호르몬으로 난소 발달 및 난형성에 관여하며, 암컷의 성장 상태를

유지하기도 한다(Fostier et al., 1983). 어류에 있어 성스테로이드 호르몬에 대한

생식선의 반응은 종과 실험조건에 따라 다양하지만, 대표적인 천연 androgen인

11-ketotestosterone (11-KT)은 수컷에서 정소발달 및 정자형성에 관여한다고 알려

졌다(Fostier et al., 1987; Borg, 1994). 

  최근 자웅동체 어류의 성전환 과정중의 성 스테로이드 호르몬 변화에 대한 연

구가 일부 진행되어지고 있지만 (Nakamura, 1989; Johnson et al., 1998; Bhandari 

et al., 2003, 2004a,b), 아직 정확한 기작에 대해서는 밝혀지지 않았다. 특히 자성

선숙형 자웅동체어류의 성전환에 대한 연구들은 대부분 생식세포의 발달양상

(Johnson et al., 1998; Lee et al., 2002)을 중심으로 이루어져 왔으며 최근에 들어

내분비 활성변화에 대한 연구가 일부 진행되고 있다(Bhandari et al., 2003; Alam 

et al., 2006; Li et al., 2006). 이와 같이 생식내분비 조절에 있어서 중추적인 역할

을 하는 B-P-G축은 어종에 따라 종류와 기능에 있어서 차이가 있을 뿐만 아니라

성전환 과정중의 활성변화, 특히 바리과 어류와 같이 자성선숙형 자웅동체어의

성전환 과정중의 활성변화는 정확하게 밝혀져 있지 않은 상태이다.  

  이 연구는 자바리 치어의 웅성화 과정중 생식내분비 활성 변화를 살펴보기 위

해 내인성 호르몬과 외인성 호르몬을 이용하여 성전환을 유도하였을 때의 GtH 

subunits (FSHβ, LHβ) mRNA와 성 스테로이드 호르몬의 변화를 분자생물학적 방

법을 이용하여 조사하였다.
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2. 재료 및 방법

가. 혈중 스테로이드 호르몬의 변화

    혈중 성 스테로이드 호르몬의 변화(11-KT, E2)는 미부 동맥에서 혈액을 채혈

하여 12000 rpm에서 10분간 원심분리하여 혈장만을 분리한 후 분석할 때까지

-20℃에서 냉동 보관하였다. 스테로이드 호르몬 추출은 각 분석 대상 호르몬 당

혈장 200 μl를 채취한 다음 2 ml의 deathlyether를 첨가하여 혼합한 후 5∼10분간

정체시킨 뒤 -70℃의 냉동고에서 15분간 결빙 시킨 후 상층의 유기 용매층(free 

steroids)만을 시험관에 옮겼다. 이 과정을 2회 반복하여 유기용매층은 진공원심분

리기(VC-96N, TAITEC, Japan)를 이용하여 증발시켰다. 건조된 스테로이드 추출물

은 800 μl의 0.1% gel-PBS (pH 7.5)에 다시 용해하였다. 

  방사면역측정법(RIA, radioimmunoassay) 분석은 Aida et al, (1984)의 방법에 따

라 분석하였다. 실험에 사용된 항체는 모두 Alexis Fostier 박사 (Research Unit for 

Fish Physiology, France)로부터 구입하였다. 또한 방사표지된 [2,4,6,7-3H]-E2와

[2,4,6,7-3H]-T은 Amersham Life Science (UK)로부터 구입하였다. 각 100 μl의

standard (0.015∼3.84 ng/ml), 100 μl의 방사표지된 스테로이드를 첨가 후 희석 항

체를 200 μl씩 넣고 교반시켜 4 ℃에서 12시간 동안 반응시켰다. 항원 항체의 결

합형과 유리형을 분리하기 위하여 DCC (dextran coated charcoal) 250 μl씩 첨가하

여 4℃에서 15분간 방치한 후 원심분리 (4℃, 2000 g, 15분) 한 뒤, 결합형 상등

액을 취하여 여기에 3 ml의 scintillation cocktail (optiphase, WALLAC)을 넣고 액

체섬광계측기(TR-CARB-2100TR, PACKARD, USA)로 측정하였다. E2와 11-KT의

최소 검출량은 각 각 12.73 pg/ml와 7.66 pg/ml이다. E2와 11-KT 측정내 계수는

각 각 6.02%와 6.5%이고 측정간 계수는 9.20%와 9.66%였다.
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나. Total RNA 분리

  뇌하수체는 머리 부분을 절개하여 꺼낸 후, 바로 액화질소로 동결하여 분석할

때 까지 -70℃에서 보관하였다.

  각각의 조직에서 total RNA추출은 RNAiso (Takara, Japan)을 이용하였다. 뇌하

수체를 1 ml의 RNAiso를 이용하여 균질화 시킨 후 0.5 ml의 chloroform을 첨가하

여 상온에서 5분간 반응하고 4℃에서 12,000 g로 15분간 원심분리하였다. 최상층

의 RNA층만을 추출하여 isopropanol과 4 μl의 Ethachinmate (Nippon gene, Jap)를

첨가하여 RNA를 침전시킨 후 DEPC DW 처리된 ethanol을 이용하여 건조시켜

DEPC DW에 용해하였다. 분리된 RNA는 260 nm과 280 nm에서 흡광도를 측정하

여 정량하였다.

다. cDNA 합성   

  cDNA 합성은 각 조직에서 추출한 total RNA 1.2 μg을 주형으로 역전사 하였

다. 역전사에는 Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads (GE Healthcare, UK)를

이용하였다. Primer는 mRNA만 cDNA로 역전사 시키기 위하여 oligo (dT) primer 

(15 mer; Promega, USA)를 0.5 μg 첨가한 후 혼합하였고 DEPC DW 첨가하여 최

종부피를 33 μg로 만든 후 37 ℃에서 60분간 역전사 하였다. 

 

라. Real time RT-PCR를 이용한 GtH sbunits(FSHβ, LHβ) 발현량 측정

  Qualitative Real-time RT-PCR를 위한 primer는 genome DNA의 증폭을 방지하기

위하여 exon과 intron의 경계를 포함하여 설계하였다.

  Real-time RT-PCR은 Taqman probe 방법을 이용하였으며, 자바리의 GtH subunits 

cDNA의 염기배열에 특이적인 Primer와 Taqman probe를 설계하였다(Table 4). 절

대 정량을 위해 합성된 cDNA는 pGEM-T easy vector (Promega, Medison, WI, 

USA)에 삽입하여 JM109 competent cell에 형질전환 시킨 후, 양성 colony로부터

plasmid DNA (pDNA)를 추출하였고, 추출된 pDNA는 spectrometer를 이용하여 정

량화 한 후 copy 수를 측정하였다. pDNA는 5배씩 같은 비율로 희석하여 8 단계

의 standard로 sample을 정량화 하였다. 정량분석 반응은 희석된 cDNA 1 μl를 주

형으로 IQ supermix (Bio-Rad, USA) 12.5 μl 와 Forward, Reverse primer 그리고
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Taqman probe를 각 각 1 μl, DEPC DW를 최종부피가 25 μl로 만든 후 실험에 사

용하였다. 실시간 정량분석은 Chromo 4
TM

 Four-Color Real Time System (Bio-Rad, 

USA)을 이용하였다. 이때 열순환 반응은 50℃와 90℃ 각각 2분간 최초 변성 반

응 후에 95℃에서 15초, 60℃에서 1분의 순환 반응을 45회 반복하였다. 각 sample 

별로 2반복 실험의 평균값을 이용하였다. 

마. 통계처리

각 실험의 측정 값의 유의차 유무는 SPSS-통계패키지(version 12.0)에 의한 one 

way ANOVA를 실시하여 Duncan's multiple range test (Duncan, 1955)로 평균 간의

유의성을 검정하였다.



- 19 -

         

 Table 4. Oligonucleotide primers used in real time RT-PCR

Gene Oligonucleotide primers 
Product 

length

FSH-β Forward primer 5'-CTGCCACTCCGACTGTCATC-3'

101Taqman probe  5'-ACCAGCATCAGCATCCCTGTGGAGA-3'

Reverse primer 5'-GGTAACACTGTCCTTCACATATGG-3'

LH-β

 

Forward primer 5'-TTTGAGCTTCCTGACTGTCCTC-3'

115Taqman probe  5'-ACCCGACTGTCACCTACCCTGTGGC-3'

Reverse primer 5'-GGCTCTCGAAGGTGCAGTC-3'
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3. 결 과

가. 혈중 스테로이드 호르몬의 변화 

  실험 시작시 혈중 E2 농도는 453.7 ± 113 pg/ml 였다. 7주후 혈중 E2 농도는 대

조구(380.3 ± 77.5 pg/ml), MT 5 mg 처리구(309.7 ± 56.0 pg/ml), AI 3 mg 처리구

(424. 3 ± 43.0 pg/ml)와 AI 5 mg 처리구(371.0 ± 19.0 pg/ml)였으며 모든 처리구

간의 차이는 없었다(P>0.05). 21주후 혈중 E2 농도는 AI 5 mg 처리구(376.2 ± 

36.8 pg/ml)에서 대조구(214.2 ± 25.5 pg/ml), MT 5 mg 처리구(280.4 ±33.6 pg/ml), 

AI 3 mg 처리구(288.3 ± 24.0 pg/ml)에 비해 높았다(Fig. 4, P<0.05). 

  7주후 혈중 11-KT의 농도는 AI 5 mg 처리구(556.2 ± 157.1 pg/ml)에서 7주후

대조구 352.0 pg/ml에 비해 높았으며(P<0.05), MT 5 mg 처리구와 AI 3 mg 처리

구에서 검출되지 않았다. 21주후 11-KT의 농도는 AI 5 mg 처리구(308.4 ± 184.7 

pg/ml)를 제외한 나머지 처리구에서 검출되지 않았다(Fig. 5).
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Fig. 4. Changes in plasma levels of estradiol-17β (E2) in the longtooth grouper E. 

bruneus after 7 & 21 weeks treatment of aromatase inhibitor (AI, fadrozole) 

and 17α-methyltestosterone (MT). Asterisk on colums indicate significant 

differences comparison with control, *P<0.05. Vertical bars denote standard 

errors of means.
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Fig. 5. Changes in plasma levels of 11-ketotestosterone (11-KT) in the longtooth 

grouper E. bruneus after 7 & 21 weeks treatment of aromatase inhibitor (AI, 

fadrozole) and 17α-methyltestosterone (MT). N. D., not detect. Asterisk on 

colums indicate significant differences comparison with control, *P<0.05. 

Vertical bars denote standard errors of means.
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나. GtH subunits (FSHβ, LHβ)의 mRNA 발현량 변화 

  FSHβ mRNA 발현량은 7주 후 대조구에서 MT 5 mg 처리구, AI 3 mg 처리구, 

AI 5 mg처리구보다 높은 경향을 보였지만 유의적인 차이는 없었다(P<0.05). 21주

후 FSHβ mRNA 발현량은 대조구, MT 5 mg 처리구와 AI 3 mg 처리구간의 차이

는 없었지만(P>0.05), AI 5 mg 처리구에서는 대조구와 나머지 처리구에 비해 높

았다(Fig. 6, P<0.05). 

  LHβ mRNA 발현량은 7주 후 대조구에서 MT 5 mg 처리구, AI 3 mg 처리구와 

AI 5 mg 처리구에 비해 높았다(P<0.05). 21주후 LHβ mRNA 발현량은 대조구와

처리구간의 차이가 없었다(Fig. 7, P>0.05).
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Fig. 6. Expression of FSHβ mRNA in the longtooth grouper E. bruneus after 7 & 

21 weeks treatment of aromatase inhibitor (AI, fadrozole) and 17α

-methyltestosterone (MT). Asterisk on colums indicate significant differences 

comparison with control, *P<0.05. Vertical bars denote standard errors of 

means.
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Fig. 7. Expression of LHβ mRNA in the longtooth grouper E. bruneus after 7 & 

21 weeks treatment of aromatase inhibitor (AI, fadrozole) and 17α

-methyltestosterone (MT). Asterisk on colums indicate significant differences 

comparison with control, *P<0.05. Vertical bars denote standard errors of 

means.
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종 합 고 찰  

   자바리 치어의 조기 웅성화 유도 실험은 MT 처리구와 AI 3 mg 처리구 생식

선의 변화가 7주후 먼저 난모세포 발달이 억제되기 시작하고 21주후 난모세포가

퇴화하면서 정원세포와 정모세포가 분열 증식하였다. AI 5 mg 처리구에서는 7주

째 한 개체에서 완전한 웅성화 유도가 이루어졌으며, 다른 개체에서도 난모세포

가 퇴화되고 21주후 다른 처리구의 생식선에 비해 상대적으로 정모세포의 비율

이 많이 관찰되었다. 

   P450arom은 E2를 합성하는 중요한 효소이고 E2는 난소 분화와 난소발달에 중

요한 역할을 한다(Desvages and Pieau, 1992; Nakamura et al., 1989, 1998; Naga- 

hama et al., 1993). 이러한 결과들은 모두 AI 처리에 의해 다양한 어류에서 성전

환이 가능하다는 것을 의미한다. 내인성 호르몬인 AI처리에 의한 웅성화 유도는

자웅이체 어류인 넙치, Paralichthys olivaceus (Kitano et al., 2000), 틸라피아, O. 

niloticus (Kwon et al., 2000, 2006; Afonso et al., 1999, 2001)등에서 성분화 시기에 

처리하여 웅성화를 유도할 수 있었다. 자성선숙형 자웅동체 어류인 바리과 어류

에서 AI처리를 통한 웅성화 유도는 honeycomb grouper, E. merra에서 6주 만에

웅성화를 유도하였으며(Bhandari et al., 2004a), 붉바리, E. akkara는 4주 만에 일부

개체에서 웅성화를 유도하였다(Li et al., 2006). 자웅동체어의 생식선내 생식원세

포들은 외적인 자극에 의해 암수 어느 쪽이든 분화할 수 있는 능력을 가진다

(Devlin and Nagahama, 2002). AI 처리에 의한 웅성화 과정중 생식선의 변화는

honeycomb grouper, E. merra (Bhandari et al., 2004a, b)와 붉바리, E. akkara (Li et 

al., 2006)에서 웅성화 초기에 난모세포들이 퇴화하기 시작하면서 정원세포들이

증식하고 웅성화 후기에는 정원세포들이 정자형성을 개시하였다. 이상의 내용들

을 종합해 보면 자바리 치어에서도 내인성 호르몬인 AI 처리에 의해 난모세포들

이 먼저 퇴화하고 그 후 정자 형성이 개시되는 것으로 사료되며, 고농도의 AI 처

리에 의해 자바리 치어에서도 완전한 수컷으로의 성전환 유도가 가능한 것으로
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사료된다. 

  이 연구에서 대조구의 E2 농도는 실험 개시 시부터 7주후까지 낮은 경향을 보

였으나 21주후 AI 5 mg 처리구에서는 나머지 처리구에 비해 유의적으로 높은 값

을 보였다(P<0.05). 반면에 AI 5 mg 처리구에서의 11-KT의 농도는 다른 처리구에

비해 유의적으로 높았으며(P<0.05) 나머지 처리구에서는 검출되지 않았다. 

  일반적으로 E2는 난소분화와 난소발달에 관여하는 암컷 특이적인 성 스테로이

드 호르몬이다(Forstier et al., 1983). 자성선숙형 자웅동체어의 웅성화 과정중의

E2의 농도는 honeycomb grouper, E. merra의 경우 AI 처리에 의한 웅성화 과정중

에 혈중 E2 농도는 낮아지면서 주변인기의 난모세포들은 퇴화하고, 정원세포들이

증식을 시작하였다(Bhandari et al., 2003). Saddleback warasse, Thalassoma duperrey

는 수컷으로 성전환을 시작하면서 E2의 농도가 떨어진다고 보고하였다. 이 결과

들을 종합해 보면 자성선숙형 자웅동체어의 성전환 과정중에 E2의 농도가 낮아

지면서 정원세포들이 분열 증식을 시작하고 난모세포들이 퇴화하였다. 이와 같이

E2는 암컷에서 난소분화와 발달에 관여하는 암컷 특이적인 성 스테로이드 호르

몬이다. 하지만 뱀장어, Anguilla japonica의 초기 생식선발달에서 E2가 정원세포

의 분열 증식을 유도하는데 결정적인 역할을 하는 것으로 보고되고 있어(Miura 

et al., 1999, 2003), 자성호르몬으로서 E2의 정확한 생리적 역할에 대해서 많은 연

구가 요구된다. 

11-KT는 정자형성과 정소발달에 관여는 수컷 특유의 성 스테로이드 호르몬이다

(Nagahama et al., 1993; Miura and Miura, 2001). 또한 바리과어류의 웅성화 과정

에 있어서도 정원세포 증식등 정자형성과정에 중요한 역할을 한다(Hunter and 

Donaldson, 1983; 1993; Bahndari et al., 2003, 2004a; Li et al., 2006). 하지만 일부

연구들에서는 웅성화 과정중에 혈중 11-KT의 농도가 아주 낮거나 또는 검출 되

지 않았다(Yeung et al., 1987; Kroon et al., 2003). 자웅동체어뿐만 아니라 어류의

치어시기에 성 스테로이드의 활성 등에 대해서는 많은 연구가 요구된다.

  이 연구에서 웅성화 유도가 제일 많이 이루어진 AI 5 mg 처리구에서 FSHβ 

mRNA의 발현은 성전환 초기에는 낮게 발현되다가 정자형성과정이 이루어지는

성전환 후기에는 높게 발현되는 경향을 보였다. 반면 LHβ mRNA는 실험 시작

시부터 종료 시까지 대조구와 모든 처리구에서 낮게 발현되어 성전환 과정중에
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생리적 영향은 없는 것으로 생각되어진다.

   어류의 정자형성과정중 두 종류의 GtH subunits (FSHβ, LHβ) 작용은 정소에

서 androgen 생성에 부분적으로 작용하지만 어류마다 작용하는 생리적 영향과 시

기가 다양하다(Schulz & Miura, 2002). 연어과 어류의 경우 혈중 FSH 농도는 정

모세포발달과정에서 높은 값을 가지는 반면 LH는 초기 정모세포발달과정에서 검

출되지 않다가 최종 방정시기에만 증가한다(Weil et al., 1995; Breton et al., 1998; 

Gomez et al., 1999). 수컷 무지개 송어 뇌하수체의 FSH, LH함량과 혈중 LH농도

는 방정시기에 높아지는 반면 혈중 FSH농도는 후기 정자형성과정부터 방정직전

까지 가장 높은 값을 가진다(Gomez et al., 1999). 또한 성숙한 수컷 striped bass의

FSH-β는 초기 정자형성과정에서 발현되었지만 LH-β는 후기 정자형성에 발현된

다(Hassin et al., 1998). 성숙한 수컷 Atlantic halibut, Hippoglossus hippoglossus 뇌

하수체에서 GtH subunits를 northern blot 분석 방법으로 실험한 결과 common α와

FSHβ, LHβ는 모두 높게 발현되었으나 치어에서 common α와 LHβ는 낮게 발현

되었고 FSHβ는 전혀 발현되지 않았다(Weltzien et al., 2003). 바리과 어류 greasy 

grouper, E. coioides의 혈중 GtHs subunit 농도는 ELISA 방법을 통해 확인한 결과

혈중 FSHβ와 LHβ가 난소 발달 초기에는 높았지만 난모세포가 발달하기 시작하

면서 두 종류의 GtH (FSHβ, LHβ)가 모두 감소하엿다(Li et al., 2005). 이러한 결

과들은 모두 성성숙에 미치는 GtHs에 관한 연구들이고 아직까지 바리과 어류의

성전환과정과 어린 치어를 대상으로 호르몬처리에 의한 성전환 과정중 GtHs 변

화나 그 생리적 작용들에 대한 연구는 거의 드물다. 이번 실험에서 자바리 치어

에서 FSHβ mRNA는 난모세포가 퇴화하기 시작하고 정원세포가 출현하는 성전

환 초기에는 낮았다가 정원세포들이 정모세포로 분열 증식이 활발해 지는 성전

환 후기에 증가하는 것으로 보아 정자형성과정의 개시에 중요한 역할을 하는 것

으로 사료된다.

  결론적으로, 자바리 치어에서 외인성 androgen 호르몬인 MT 5 mg과 내인성 호

르몬인 AI 3, 5 mg 처리를 통해 난소의 퇴화와 정소로의 분화를 유도하였고 AI 

5 mg 처리구 중 한 개체에서는 완전한 수컷으로의 성전환을 유도하였다. 자바리

치어에서 웅성화 과정중 내분비 활성 변화는 먼저 11-KT의 증가가 생식선내 난

모세포의 퇴화를 유도하고 정자형성개시와 분열증식에는 FSHβ와 11-KT가 작용
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하여 웅성화 유도가 이루어진 것으로 생각되어진다. 하지만 치어시기의 초기 생

식선발달에 영향을 미치는 성스테로이드 호르몬과 GtH의 작용 등 치어를 대상으

로 한 번식내분비 기작연구에 관해서는 많은 연구가 진행되어야 한다.
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요 약

  이 연구는 자바리 치어에서 웅성화 유도를 위해 내인성 호르몬을 투여하여 자

바리 치어에서 웅성화 유도과정을 조직학적으로 연구하였으며, 성전환 과정중의

혈중 성스테로이드 호르몬의 변화와 뇌하수체에서 GtH subunits mRNA의 발현양

상을 조사하였다. 

 실험어는 자바리 치어(체중 113 ± 17 g, 체장 16.2 ± 1.2 cm)를 이용하였고, 호

르몬처리는 AI 3, 5 mg/kg·BW과 MT 5 mg/kg·BW을 실험 시작시와 7주째 어체

등근육에 주사하였다. Sampling은 실험시작시와 7주 그리고 21주에 실험구별 3미

씩 무작위로 채집하여 사용하였다.

1. 내인성 호르몬 투여를 통한 자바리 치어 웅성화 유도 과정의 생식선 변화

 실험 시작시 생식선은 대부분 난원세포로 구성되었고 일부 주변인기 난모세포

들이 분포하였다. 7주 후 대조구 생식선은 대부분 실험시작시보다 발달된 주변인

기 난모세포가 분포하였다. MT 3 mg 처리구 생식선은 대부분 난원세포가 분포

하였으며 일부 퇴행 난모세포도 분포하였다. AI 3 mg 처리구 생식선은 난원세포

가 분포하였으며 일부 퇴행 난모세포와 주변인기 난모세포가 분포하였다. AI 5 

mg 처리구의 생식선은 대부분 난원세포가 차지하였고 한 개체에서는 정자형성이

완료된 완전한 수컷으로 성전환이 일어났다. 

  21주 후 대조구 생식선은 일부 난원세포와 주변인기 난모세포로 구성되어있다. 

MT 처리구 생식선은 난원세포와 퇴행 난모세포가 분포하였으며 일부 정원세포

부터 정모세포까지의 정자형성과정이 진행되었다. AI 3 mg 처리구 생식선은 대

부분 난원세포와 일부 퇴행 난모세포들이 분포하였으며 일부 정원세포부터 정모

세포까지의 정자형성과정이 이루어졌다. AI 5 mg 처리구 생식선은 난원세포와

주변인기 난모세포, 퇴행 난모세포로 구성되었으며, 정원세포부터 정모세포까지

의 정자형성과정이 일어났다.
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 이 결과 내인성 호르몬인 AI처리를 통해서 자바리 치어에서도 웅성화가 유도되

었다. 

2. 내인성 호르몬투여를 통한 자바리 치어 웅성화 유도 과정중의 내분비 활성

   변화

  혈중 E2 농도 변화는 실험 시작 시부터 종료 시까지 낮은 경향을 보였지만

(P>0.05), 혈중 11-KT의 농도 변화는 7주와 21주후의 AI 5 mg 처리구에서 다른

실험구에 비해 높게 나타났다(P<0.05).  

  FSHβ mRNA 발현량의 변화는 7주후 대조구에서 높은 경향을 보였고 모든 실

험구간에 차이는 없었으나(P>0.05). 반면에 21주후의 FSHβ mRNA 발현은 AI 5 

mg 처리구에서 높았다(P<0.05). LHβ mRNA발현은 실험시작 시부터 실험종료 시

까지 모든 실험구간의 차이가 없었다(P>0.05). 

  이 결과 11-KT와 FSHβ mRNA가 자바리 치어의 웅성화 과정중에 중요한 작용

을 하는 것으로 판단된다.  
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해양과 환경연구소의 기자재와 시설물들을 아낌없이 지원해 주신 행정실 직원분

들: 강태연 선생님, 고성대 선생님, 김봉길 선생님, 김태웅 선생님, 김선희 선생님

과 강민희에게 진심으로 감사드립니다. 실험실에 들어오면서부터 “우리“라는 말

을 잊지 않게 해주시는 김병호 선배님을 비롯한 해성회 선배님들(김병호, 나오수,

오성립, 김성준, 서종표, 이치훈, 김봉원, 김한준, 박창범, 최정권, 고호진, 고범호,

진영석, 강지웅, 김삼연, 한성민) ”덕분에 졸업하게 되었습니다, 감사합니다“.

해양생명과학과의 든든한 선배님들(최영웅 선배님, 양현성 선배님, 임세진 선배

님, 문동오 선배님)과 실험실에서 열심히 학업에 열중하고 있는 후배님들에게도

감사드리며, 수산생명의학과 선배님들과 후배님들에게도 고마움을 전합니다. 실

험어 사육부터 실험이 진행되는 동안 자기일 처럼 신경써주신 탐라수산에 현구

연 사장님, 차성인 선배님, 김철영 후배님을 비롯한 직원분들께도 감사드립니다.

비록 같은 대학 같은 실험실은 아니지만 항상 많은 관심을 가져주신 김형배 교

수님, 백혜자 교수님 그리고 부경대학교 발생생식내분비실험실의 동기사랑을 외



치던 황인준 실장님, 사랑스런 이수정, 조도형 후배님을 비롯한 나머지 실험실

학우 분들께도 고마움을 전합니다.

실험을 계획하면서부터 이 논문이 나오기까지 2년 동안 퇴근도 안하시고 동고

동락 하면서 수많은 충고와 세심한 배려 그리고 지금 이 감사의 글을 쓰기 바로

전까지 저를 긴장의 끈을 놓을 수 없게 만드시는 임봉수 박사님. 안 보이는 곳에

서 항상 후배들을 챙겨주시고 후배들을 향한 넓디넓은 배려심을 가지고 계시지

만 하늘 쳐다볼 시간 없다고 항상 땅만 쳐다보고 걸어 다니시는 송영보 박사님.

365일중 364일을 연구소에 남아서 후배들의 충고와 잘못을 지적해주시는 해양연

구소의 경비?이자 살아있는 든든한 기둥 이치훈 선배님, 내유외강 문순주 박사

님, 많은 연세에도 불구하고 만학의 진리와 정도를 몸소 실천하시는 김성훈 선배

님, 많은 생각과 고민들을 신사적으로 해결할 수 있게 만들어주신 허상우 선배

님, “정말 수고했다” 이말 한마디로 모든 고민과 노력을 가슴으로 느낄 수 있고

이해할 수 있을 거라 믿어 의심치 않는 류용운 후배님, 열정하나만으로 최선을

다하고 담배의 진한 맛을 아는 강형철 후배님, 엉뚱하지만 가슴속에 따뜻함을 가

지고 있는 이태진 후배님, 적응력과 눈치가 보통이 넘는 항상 밝은 우리 실험실

막내 김수용 후배님, 그리고 비록 지금은 같이 없지만 각 자 자기의 희망을 찾아

열심히 일하고 있는 후배님들(이권우, 김태호, 김재형, 강승민, 김강, 장민우, 고현

주, 김대현, 이희중)에게도 감사의 말을 전합니다. 언제나 젖은 발과 손으로 모든

것을 말하는 발생생물학 실험실 식구들에게 같이 지새웠던 밤들만큼 이나 깊은

애정과 관심 다시 한 번 정말 감사드립니다.

  마지막으로 아낌없는 격려와 희망이라는 빛을 볼 수 있게 해주신 친척분들과 

98학번 동기들 그리고 여러 갑장 친구들 “고맙다” 끝으로 그 동안 너무 많이 소

홀했지만 항상 존경하고 사랑스런 말이 필요 없는 절대적인 존재... 

“아버지, 어머니 고맙습니다! 사랑하는 순자, 성균아 고맙다” ...
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