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Abstract

This study was conducted to investigate relation toxical to a organism 

stress in endocrine disrupting chemical (EDCs), establishment of the basis 

physiological biomarker and indirectly Bio assessment in environmental 

pollution. Results of acute toxicity of LC50 decreased in TBT>BPA>BaP>NP 

order. When exposed olive flounder to EDCs such as TBT, BaP, NP and 

BPA, body weight was significantly low compared to the control counter part. 

The growth rate and cell binding rate of hepatocytes were low when treated 

with  high concentration of 2,4-D and BPA  (10
-5

M). During testing for 

chronic toxicity, both catalase(CAT) and superoxide dismutase (SOD) 

activities were low in the samples exposed to EDCs compared to the control 

liver tissue. However, CAT and SOD activities were high in primary 

hepatocyte samples compared to the control. High values were observed for 

GOT and GPT during chronic toxicity and hepatocyte testing. ELISA results 

indicated high Vtg synthesis in the serum of olive flounder when treated with 

low concentration of BaP, NP and combination of TBT+NP+BPA. Estrogen 

concentration at 10-6M, BPA at 10-5M and 2,4-D at 10-8M were able to 

express the highest amount of Vtg in primary hepatocyte culture. HSP70 

mRNA expression was high both in vivo and vitro when exposed to EDCs. 

In this result, it can be disrupting operation in endocrine, disrupting of 

defence faculty with a stress also destroy physiological defence ability by 

EDCs.
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Ⅰ.  서 론

   내분비계는 생체의 항상성 유지, 생식, 발생, 행동 등에 관여하는 각종 호르몬을 생산, 분비

하는 기관으로서 내분비선에서 분비된 호르몬은 혈액을 통해 체내를 순환하며 표적이 되는 

각 세포, 조직에 정보 및 명령을 전달하여 성장 및 발육, 생식 조절 등에 관여한다. 어류를 포

함한 모든 척추동물은 내분비계를 가지고 있으며, 각기 유사한 호르몬을 분비하고 

있다(EPA, 1997). 

 그러나 최근 이러한 내분비계 물질 이외에 환경으로부터 유입되어 유사한 작용을 

나타내는 여러 화학물질이 알려지면서 이러한 물질의 유해성에 대한 연구가 진행되

고 있다(McLachlan, 1985; Colborn et al., 1993; Stone, 1994; Sumpter, 1995; Arukwe 

and Goksoyr, 1998; Bjerregaard et al., 1998; Jobling et al., 1998; Andersen et al., 

1999; Heemken et al., 2001; Ackermann et al., 2002; Hutchinson and Pickford, 

2002). 이러한 화학물질들은  생체내의 내분비계를 교란함으로서 생물의 정상적인 기

능을 방해하는 물질로 작용하며 내분비 교란물질(Endocrine disrupting chemicals; 

EDCs)이라고 알려져 있다(Crisp et al., 1998 Preziosi, 1998). 이러한 EDCs는 주로 

에스트로겐의 수용체와 결합하여 Estradiol-17β (E2)와 유사한 작용을 하여 인간의 생

식기능 저하, 기형, 성장장애, 암 등을 유발하는 물질로, 생태계 및 생물의 호르몬계에 

악영향을 끼치는 것으로 알려져 있다(Korach, 1993; Stone, 1994). 

  대부분의 EDCs는 불포화 벤젠고리를 가지며 분자 크기는 매우 작아 분자량 300 

Da 정도로 E2를 비롯한 성호르몬과 유사한 점이 많고 그 분자구조 또한 매우 흡사한 

물질이다. 또한, 생물학적, 화학적 분해가 느리고 안정하여 환경 혹은 인체 등 수

생생물의 체내 지방 및 조직에 농축되는 성질이 있는 것으로 알려져 있다

(Colborn et al., 1993; Von westernhagen et al., 1981, 1987). 

  제초제 및 살충제 등의 농약류, 그리고 dioxins, polychlorinated biphenyl 및 

bisphenol A 등을 포함하여 100여종이 넘는 물질들이 EDCs로 알려져 있다.. 

Nonylphenol (NP) 과 bisphenol A (BPA) 등은 알킬-페놀계 독성화합물로서 생
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물의 생식과 성장을 저해하고, 이들 성분에 노출된 잉어의 신장, 간 및 비장에서

는 조직병리학적 병변에 기인한 조혈 기작의 이상 및 혈액학적 성상의 변화로 

심각한 빈혈증이 유발한다는 알려져 있다(Schwaiger, 2000). 저농도에서는 미토

콘드리아 산화적 인산화반응의 공역을 방해하는 작용을 나타내며(Bostrom and 

Johansson, 1972), 고농도에서는 전자수송 연쇄를 완전히 저해하는 것으로 알려

져 있다(Desaiah, 1978). 이러한 화학물질에 노출된 대부분의 어류에서는 아가미 

상피세포의 손상과 다양한 형태로 어류의 생리기능에 영향을 미치는 것으로 알려

져 있다(Jobling, 1994). 특히, BPA는 일상 생활에서 음식용기나 병원 및 실험실용 

플라스틱 용기로 널리 사용되고 있는 플라스틱인 polycarbonate와 에폭시 수지의 합

성원료로서 E2 유사작용의 발견은 Krishnan et al. (1993)에 의해서 알려지기 시작하

였다. 제초제에 포함되어 있는 2,4-dichlorophenoxy acetic acid(2,4-D)는 1950년에 농

약으로 등록되어 1995년까지 폭넓게 사용되어진 합성 auxin(식물호르몬의 일종)으로, 

벼농사 및 밭농사는 물론 과실농사에 사용되어진 물질이다(Short and Colborn, 1999). 

Tributyltin (TBT)은 유기주석화합물로서 선박의 방오도료의 성분물질로 널리 

이용되고, 수생생물에 대해서는 치사독성이 매우 높고 강력한 내분비장애물질로  

알려져 있다(Demitriou et al., 2003). 다환방향족 탄화수소(polycyclic aromatic 

hydrocarbons, PAHs)는 이미 200여 개의 이들 유도체 화합물들이 발암성이 있

다고 밝혀졌으며(Andelman er al., 1970; Tilgner et al., 1969; Gunther et al., 

1969) 그 중에서도 Benzo(a)pyrene[B(a)P]은 특히 발암성이 강한 것으로 알려져 

있다(Cook et al., 1932; Mei-teim et al., 1977; Shubik et al., 1957). PAHs는 석

유, 석탄 tar중에 존재하는 성분이지만 식품 중에서도 존재하지만 보통의 일상식

을 통하여 상당량 섭취될 수 있다(Yoko et al., 1988; Kolarovic et al., 1982). 

PHAs가 식품에 존재할 수 있는 원인으로는 대기․바다․하천 및 토양으로부터 

농작물에 오염되는 경우(Tilgner, D.J., 1970), 고온 가열을 수반하는 식품가공 및 

조리과정에서 생성되는 경우 특히, 유지 또는 유지를 다량 함유한 식품을 굽거나 

튀길 때 유기물의 불완전 연소와 열분해 등에 의해 식품내에 생성되어 존재하는 

것으로 알려져 있다(Jose, 1988). 

 EDCs는 일반적으로 에스트로겐성 효과를 가지는 종류들이 많으며, 이러한 효과
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에 의해 어류를 포함한 척추동물의 암컷 특이 단백질인 Vitellogenin(Vtg)를 합

성시키는 것으로 알려져 있다(Lindholst et al., 2000; Shioda and Wakabayashi, 

2000). Vtg는 난생동물의 난황전구체로, 여포세포로부터 분비된 E2의 자극에 의

해 간장에서 합성된 지질, 당, 인을 포함하는 고분자 단백질로서 혈액을 통하여 

분비된다(Ng and Ider, 1983; Mommsen and Walsh, 1988).  미성숙 및 수컷의 

어류에서는 체내에 Vtg가 발현될 정도의 에스트로겐은 존재하지 않기 때문에 

Vtg는 난생동물의 암컷의 성성숙기에만 발견되는 암컷 특이단백질로 알려져 있

다(Bon et al., 1997). EDCs는 정상적인 성호르몬에 의해 유발되는 암컷특이단백

질인 Vtg의 합성을 수컷에서도 일으킬 수가 있는 것으로 알려져 있다(Korach, 

1993; Stone, 1994). 그 예로, Allen et al. (1999)은 영국의  각 지역에 서식하는 

넙치를 대상으로 조사를 벌인 결과 수컷 넙치에서 고농도의 (>100,000 ng/ml) 

Vtg가 검출되었음을 보고하였다. 이러한 원인으로 Vtg가 난황 단백질로서 정상

적인 수컷에서는 만들어지지 않는 특성을 이용하여 EDCs의 에스트로겐성 작용

을 평가하는데 매우 유용한 biomarker로 이용되고 있으며(Hansen et al., 1998), 

이와 관련된 연구가 다수 보고되었다(Cope et al., 1985; Goodwin et al., 1991; 

Sumpter et al., 1995; Heppell et al., 1995; Hwang 2002). 

  한편, 화학물질의 생체내 반응은 내분비계로 작용하기 이전에 화학적 스트레스

로서의 작용을 가질 가능성이 크다고 할 수 있다. 일반적으로 스트레스를 받게되

면 생체 내에 활성산소(superoxide, hydrogen peroxide, peroxyl radical, hydroxy 

radical 등)가 발생하는 것으로 알려져 있다. 활성산소는 생체 내에서 다른 물질

과 결합하려는 화학적 친화력이 강해서 세포나 기관의 막을 공격하여 세포의 기

능을 손상시킨다(Ferraris et al., 2002). 이러한 활성산소에 대하여 체내에서는 항

산화 효소인 superoxide dismutase(SOD) 및 catalase(CAT)등을 생성하여 세포

기능손상을 막는 것으로 알려져 있다(Chance et al., 1979; Wendel and 

Feuerstein, 1981). 또한, 중금속 이온의 노출에 의해서도 항산화 효소 활성이 변

화한다고 알려져 있다(Livingstone et al., 1992; Chen et al., 2000; Zikic et al., 

2001). 이처럼 항산화 효소 활성은 생체내의 스트레스 반응과 밀접한 관계가 있

는 것으로 알려져 있다.  
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또한, 열충격단백질(Heat shock protein; HSP)은 생명체들이 정상적인 범위 이

상의 온도상승에 반응하여 주로 세포질에서 광범위하게 발현하는 일군의 단백질

(Bienz와 Pelham, 1987 ; Bond와 Schlesinger, 1987 ; Lindquist, 1986 ; 

Ashburner and Bonner, 1979)이며 환경적 스트레스와 병리적 스트레스 상황에서

도 발현되며 환경적 스트레스에는 고온 이외에도 중금속, 독소, 산화물에 세포가 

노출되었을 경우 등이고, 병리적 스트레스에는 바이러스나 박테리아가 세포에 침

입하여 노화나 염증을 유발하는 경우이다 (Morimoto et al., 1992). HSP는 스트

레스에 의한 비가역적적인 손상으로부터 세포 내 중요 요소들을 보호하고, 스트

레스 동안 세포들의 생존이 가능하게 하며, 회복기의 세포의 정상적인 기능 회복

을 유도하는 것으로 알려졌다(Hector 등, 1997). 여러 가지의 스트레스에 대해 발

현하는 HSP들 중 HSP70이 가장 많은 반응을 보이는 HSP로 세포에 스트레스가 

주어졌을 때 수 분 이내에 세포내에서 합성되며(Marx, 1983), 또한 세포를 보호

하고(Laudry 등, 1982), 과도한 외부 자극 등의 부적절한 조건하에서 세포의 생

존력을 증가 시켜주는 물질로도 알려져 있으며(Li et al., 1982), 수생환경내의 다

양한 스트레스 요인으로의 노출에 의해 생체 내 방어기작의 일환으로 유도된다

고도 알려져 있다(Sanders, 1990; Sanders. 1993; Ryan and Hightower, 1994; 

Ryan and Hightower, 1996; Williams et al., 1996). 한편, 간장은 

glutamate-oxaloacetate transaminase(GOT)와 glutamate-pryuvate transaminase(GPT)

의 두 아미노기 전이효소를 많이 포함하는 조직으로 특히 GOT를 많이 포함하고 

있다. 간장 내 이들 효소가 정상적인 경우에는 혈청중에 포함된 농도가 낮으나 

조직이 붕괴되면 혈청 중에 누출되어 그 농도가 높아지게 된다. GOT는 간장이

나 심장질환을 임상적으로 진단하는데 유용한 지표로 이용되는 효소이며, 

Aspartate 전이효소는 세포성 효소로 조직이 손상 입었을 때 순환계로 누출되며, 

혈장내의 GOT와 GPT는 간세포의 손상정도의 지표가 되는 중요한 효소이다 

(Racicot et al., 1975; Vedel et al., 1998).

따라서, 본 연구에서는 다양한 내분비 교란 화학물질 중 B(a)P, BPA, 2,4-D, 

NP 및 유기주석화합물을 사용하여 그 위해성을 평가하고자 수행하였고, 내분비 

교란 작용을 하는 EDCs가 생체내 스트레스 작용을 유발하는가를 확인하기 위하
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여 실험을 수행하였다. 또한, 나아가서는 이러한 작용평가들이 환경오염 및 환경

파괴의 Biomarker로서의 기능을 확립하는데 의미가 있다고 사료되어 in vivo와  

in vitro 실험을 병행하여 혈청중의 Vtg 발현정도를 조사하였으며 스트레스 발현

의 지표가 되는 HSP 70 합성정도와 스트레스의 지표가 되는 SOD 및 CAT의 

농도, 간 손상지수인 GOT 및 GPT의 변화를 조사하였다.  
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Ⅱ.  재료 및 방법

1. In Vivo의 급성 및 만성독성 실험

1-1. 급성독성실험

  

  실험어는 여수수산대학 수산생명의학과 환경생리학연구실에서 사육된 넙치 

(Paralichthys olivaceus)로서 암수 52마리를 공시하였으며, 시험시작시 평균전장  

16.1±1.5 cm, 생체중량 42.3±7.3 g인 것을 사용 하였다. 급성독성실험은 수온

이 20℃ 전후로 유지되는 항온실에 설치된 총 순환수량 7.5톤의 순환여과식 사육 

시스템에서 3주간 적응 개체를 사용하였다. EDCs로 알려져 있는 tributyltin 

(TBT), benzo(a)pyrene (BaP), nonylphenol (NP) 및 bisphenol A (BPA)가 넙

치에 미치는 반수치사농도 (median lethal concentration, LC50)측정은 Rand 

(1995)의 방법에 따라 측정하였다. 각 실험군당 각각 20마리를 수용하여 급성독

성발현여부를 관찰하였으며, 시간경과에 따른 치사 개체를 확인하였다. 전시험기

간 동안 수온은 21.1±0.3℃, 염분 31.1~31.8‰, pH는 7.87~7.94 및 용존산소

는 5.89~6.14 mg/L 범위를 유지하였다.
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Table 1. Cocentration of EDCs

Groups

Control
NP-low conc.
NP-high conc.
TBT-low conc.
TBT-high conc.
Bap-low conc.
Bap-high conc.
NP + TBT-low conc.
NP + TBT-high conc.
NP + BPA + TBT-low conc.
NP + BPA + TBT-high conc.

Concentrations

NP 7ppb
NP 14ppb
TBT 0.8ppb
TBT 1.6ppb
BaP 1.25ppb
BaP 2.5ppb
NP 7ppb +  TBT 0.8ppb
NP 14ppb + TBT 1.6ppb
NP 7ppb + BPA 55ppb + TBT 0.8ppb
NP 14ppb + BPA 110ppb + TBT 1.6ppb

Table 1. Cocentration of EDCs
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Control
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TBT-high conc.
Bap-low conc.
Bap-high conc.
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NP + TBT-high conc.
NP + BPA + TBT-low conc.
NP + BPA + TBT-high conc.

Concentrations

NP 7ppb
NP 14ppb
TBT 0.8ppb
TBT 1.6ppb
BaP 1.25ppb
BaP 2.5ppb
NP 7ppb +  TBT 0.8ppb
NP 14ppb + TBT 1.6ppb
NP 7ppb + BPA 55ppb + TBT 0.8ppb
NP 14ppb + BPA 110ppb + TBT 1.6ppb

1-2. 만성독성실험

EDCs로 알려진 TBT, NP, BaP 및 BPA에 단독 또는 복합 물질에 급성독성시

험에서 나타난 96시간 반수치사농도 (96 hr-LC50)의 10%(high con.)와 5%(low 

con.)가 되도록 Table 1과 같이 설정하여 장기간(62일) 폭로 실험을 실시하고 그 

후 16일간 각 실험구에 자연해수 (EDCs-free sea water)만이 주입되게 하여 회

복 실험을 실시하고 넙치의 간을 취하여 분석시료로 사용하였다. 실험어의 크기

는 전장 17.5±2.3 cm 및 생체중량 71.2±6.9 g (n=37)이었다. 전기간 동안 수온은 

21.1±0.3℃, 염분 31.1～31.8‰, pH는 7.87～7.94 및 용존산소는 5.89～6.14 mg/L 

로 맞추어 주었다. 
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2. 초대간세포 배양

 

  제주도 남제주군 표선읍에 위치한 육상 수조식 양식장에서 사육중인 전장의 

29.0±1.5 ㎝, 평균체중 640±25.0 g인 넙치(Paralichthys olivaceus)를 사용하였다. 

수온조절이 가능한 순환 여과식 사육시스템에서 실험 전 1주 동안 예비 사육하여 

안정시킨 다음 실험에 사용하였으며, 이때 염분농도는 30.0±0.5‰, 수온은 

20.0±1.0℃이었다. 

간세포의 분리는 Kwon and Mugyia(1994)의 방법을 수정하여 행하였다. 넙치

를 0.01% 2-phenoxyethanol을 가하여 실험어를 마취 시킨 후, 담낭과 간장을 분

리하였다. 간문맥에 Ca2+이 포함되지 않은 관류용 buffer(Table 2중 Solution Ⅱ)

를 약 10분간 관류하였다(5～8 ml/min). 이 후 Collagenase(0.3 mg/ml; Sigma) 

및 소혈청 알부민(0.98 mg/ml; Sigma)을 포함한 관류용 buffer에 약 20분간(5～8 

ml/min), 2 mM EDTA를 첨가하여 Ca2+ 및 Mg2+을 제거한 관류용 buffer에 약 

10분간 각각 관류하였다. 관류 후 간장은 100 ml 비이커에 넣어 Ca2+-free 관류

용 buffer(Table. 2의 Solution Ⅲ)로 3회 세척한 후, 50 ml의 관류용 buffer내에

서 해부가위로 잘게 분산시켰다. 분산된 간세포는 pipet으로 더욱 분리 여과시킨 

후에 원심분리(700 rpm, 3분)를 3회 반복하여 간실질세포 이외의 성분(비실질세

포, 파열세포, 세포의 파편 및 적혈구 등)을 제거하였다.

간세포는 양전하를 처리한 250 ml T/C 플라스크(Falcon)에 2×106개를 넣어 배

양하였다. 배양에는 Table 2의 Solution Ⅰ인 0.2 μM bovine insulin(Sigma, 

USA), streptomycin(100 ㎍/ml), penicillin (70 ㎍/ml) 및 NaHCO3 (23 mM)를 첨가

한 Leibovitz's L-15 medium (GIBCO. Inc)을 이용하였다. E2 (Sigma, USA), BPA (Aldrich 

Chem. Com. Inc) 및 2,4-D (Dr. Ethrenstofer GmbH)는 95% 에탄올로 용해한 후, 하

루간의 사전배양 후에 10
-5

M～10
-8

M의 농도를 첨가하여 실험을 행하였다.
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Table  2. Chemical composition of medium related to cell culture

Solution Ⅰ

Leibovitz's L-15 medium
Penicillin
Streptomycin
Insulin
Hepes
Distilled water

10.1g
69.9mg
99.96mg
1.66ml
2.38g
Adjust to 1000ml

43.75ml
8.75 ml
5.0ml
2.5ml
28.8ml
1.19g
Adjust to 500ml

Solution Ⅱ Solution Ⅲ

NaCl
KCl
MgSO47H2O
KH2PO4

NaHCO3

Hepes
Distilled water

NaCl
KCl
KH2PO4

NaHCO3

EDTA
Hepes
Distilled water

8.75ml
1.75 ml
0.5ml
5.75ml
1ml
0.238g
Adjust to 100ml
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MgSO47H2O
KH2PO4

NaHCO3

Hepes
Distilled water

NaCl
KCl
KH2PO4

NaHCO3

EDTA
Hepes
Distilled water

8.75ml
1.75 ml
0.5ml
5.75ml
1ml
0.238g
Adjust to 100ml
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3. 항산화 효소 분석

In vivo의 실험에서의 항산화 효소는 실험어로부터 간장을 적출하여 

superoxide dismutase (SOD) 및 catalase (CAT)효소 활성을 분석하였다. 간장은 

적출 후 약 1 g을 0.9% Nacl에 3회 세척 한 다음 KCl을 1.17% 되게 첨가한 100 

mM phosphate buffer (pH 7.4)를 첨가하여 균질화 시켰다. 균질화된 시료는 원

심분리 (1,000 rpm, 15 min, 4℃)에 의해 지방 및 침전물을 제거하였다. 한편, in 

vitro 실험에서의 항산화 효소는 배양간세포에서 trypsin-EDTA로 처리하여 배

양플라스크 바닥으로부터 세포를 떼어 낸 후 원심분리용 튜브에 모아 4℃, 1000 

rpm에서 5분간 원심분리 후 PBS로 3회 세척한 다음 KCl (1.17%)을 함유한 100 

mM phosphate buffer (pH 7.4)를 첨가하여 균질화 하였다. 균질화된 간장의 균

질액 및 세포 혼합액은 원심분리(13,000 rpm, 20 min, 4℃)한 후 상층액을 취해 

효소액으로 사용하였다(Fig. 1 ; Taso et al., 1985). 단백질 함량은 Lowery et al. 

(1951)의 방법에 따라 측정하였다(Fig. 2). 
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Liver or cultured hepatocytes

Homogenizing

Centrifugal seperation(4℃, 1,000 rpm, 5min) 

Upper phase

Upper phase

Centrifugal seperation(4℃, 13,000 rpm, 20min) 

Sample for protein assay

Adding 100mM
Phosphate buffer(pH7.4) 4ml

vortexing

Fig. 1.  Extraction of protein.

Liver or cultured hepatocytes

Homogenizing

Centrifugal seperation(4℃, 1,000 rpm, 5min) 

Upper phase

Upper phase

Centrifugal seperation(4℃, 13,000 rpm, 20min) 

Sample for protein assay

Adding 100mM
Phosphate buffer(pH7.4) 4ml

vortexing

Fig. 1.  Extraction of protein.
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Adding 5ml of diluted dye reagent

Sample for protein assay
(100ul )

Fig. 2.  Procedures for protein assay by Lowery method.

BSA standard soln.
(100ul )

Incubation at room temperature
(5min)

Measuring O.D. λ=540 of sample

Adding 5ml of diluted dye reagent

Sample for protein assay
(100ul )

Fig. 2.  Procedures for protein assay by Lowery method.

BSA standard soln.
(100ul )

Incubation at room temperature
(5min)

Measuring O.D. λ=540 of sample
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Zero Base

Fig. 3.  Procedures for measurment of SOD activity.

Standard 
Adding 2.61ml (50mM phosphate buffer pH8.24)

Adding 90ul of 3mM Pyrogallol

Measuring O.D. λ=550 of sample

Zero Base

Fig. 3.  Procedures for measurment of SOD activity.

Standard 
Adding 2.61ml (50mM phosphate buffer pH8.24)

Adding 90ul of 3mM Pyrogallol

Measuring O.D. λ=550 of sample

SOD는 Marklund and Marklund(1974)의 방법에 따라 측정하였다(Fig. 3). 즉, 

50 mM phosphate buffer (pH 8.24) 8.7 ml에 세포 균질액을 넣은 후 0.3 ml의 3 mM 

pyrogallol 용액을 첨가하여 spectrophotometer를 이용 550 nm에서 측정하였다. 

그리고 효소활성의 1단위는 1분간 반응액 중의 pyrogallol의 산화를 50% 억제하

는 효소의 양으로 정하였다. 측정한 결과로부터 다음 공식에 의해 활성도를 산출

하였다.

                                  Activity units/mL    

   Activity of SOD     =   

 (unit/min ․ mg protein)   mg protein/mL of reaction mixture
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Fig. 4.  Procedures for measurment of catalase activity.

Adjusting total volume to 2 ml

Measuring O.D. λ=240 of sample

Adding 1 ml 
(6 mM phosphate buffer pH7.0)

Adding desired volume of sample(20 ul of PMS)

Adding 2 ul of H2O2(30%)

Fig. 4.  Procedures for measurment of catalase activity.

Adjusting total volume to 2 ml

Measuring O.D. λ=240 of sample

Adding 1 ml 
(6 mM phosphate buffer pH7.0)

Adding desired volume of sample(20 ul of PMS)

Adding 2 ul of H2O2(30%)

CAT활성도의 측정은 Nelson and Kiesow(1972)의 방법에 의하여 측정하였다

(Fig. 4). 즉, H2O2를 기질로 사용하여 spectrophotometer에 의해 240 nm 파장에

서 H2O2가 환원되어 감소하는 흡광도로서 효소 활성도를 측정하였으며, 효소 활

성도의 단위는 1분간에 1 mg의 단백질이 반응하여 환원시킨 H2O2를 nmol로 나

타내었다. 측정한 결과로부터 다음 공식에 의해 활성도를 산출하였다.

                                    △λ240/min × dilution factor

   Activity of catalase  =

 (unit/min ․ mg protein)     43.6*×mg protein/mL of reaction mixture

                                        (*: ελ240 of H2O2)
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4. Glutamic pyruvic transminase(GPT) 및 Glutamic oxalacetic   transminase(GOT) 분석

Reitman-Frankel법(1957)에 의해 조제된 진단용 Kit(아산제약, 한국)를 사용하

였다. 즉, 넙치에서 채혈 된 혈청 및 배양 상층액은 간기능을 평가하기 위하여 

GPT 및 GOT분석에 사용하였다. GPT 및 GOT 효소활성측정은 GPT의 경우 

L-alanine과 α-ketoglutaric acid, GOT의 경우 L-aspartic acid와 α-ketoglutaric 

acid를 기질로 사용하여 37℃에서 30분간 반응시킬 때 생성되는 pyruvic acid가 

알칼리성 하에서 2,4-dinitrophenyl hydrizine과 작용하여 발색되는 hydrazine의 

비색을 정량하여 파장 505 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay(ELISA)를 이용한 VTG 분석

 In vivo 실험에서의 실험구별 혈청을 채혈한 후 coating buffer로 1000배 희석

하여 이를 96well ELISA plate(Nunc, polysorb, USA)에 100 ul씩 분주하고 4℃

에서 16시간 흡착시켰다. 비특이적인 반응을 억제하기 위하여 0.2% BSA가 포함

되어 있는 blocking buffer 200 ul를 각 well에 분주하여 4℃에서 2시간 정치하였

다. 상층액을 제거하고 PBS로 3회 세척 후 넙치 Vtg의 monoclonal anti body

(정., 2003)는 sample dilution buffer(PBS containing 0.05% Tween 20, 0.2% 

BSA)로 10
-1

～10
-7

으로 희석하여 각 well에 100 ul씩 분주하고 실온에서 40분동

안 반응시켰다. 반응 후 상층액을 제거하고 PBS로 3회 세척하고 Goat 

anti-mouse horseradish peroxidase conjugate Ig G를 conjugate buffer에 1000배

로 희석시키고 100 ul씩 분주하여 실온에서 40분동안 반응시킨 다음 PBS로 3회 

세척하였다. 

발색제로는 ABTS(2-2'-azino-bis[3-ethylbenthiazoline-6-sulfonic acid])용액을 

사용하였으며 40분간 발색시킨 후 405 nm와 reference 492 nm에서 optical 

density를 측정하였다.
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6. Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electro-phoresis(SDS-PAGE)를   

 이용한 VTG 분석

  SDS-PAGE는 VTG의 발현 확인을 위해 Laemmli (1970)의 방법을 이용하였

다. 배양된 세포를 Collagenase-trypsin로 처리하여 배양플라스크 바닥으로부터 

세포를 떼어 낸 후 원심분리용 튜브에 모아 4℃, 1000 rpm에서 5분간 원심분리 

후 Tri-Reagent (Sigma)을 첨가한 후 homogenizer를 사용하여 4℃에서 균질화 

시켜 시료로 사용하였다. 처리된 시료는 7.5% 농도의 polyacrylamide gel에 

Bio-Rad 사의　 Mini Protein 과 Power PAC 300(protein electrophoresis 

system)을 사용하여 250V 55 mA로 4시간 동안의 전류조건으로 전기영동을 실

시하였다. 전기영동을 한 후 Coomassie gel staining solution(0.136% coomassie 

brilliant blue R-250, 45% methanol 및 10% acetic acid)에 염색할 gel을 넣어 

40분 동안 염색하고, gel destaining solution(7.5% methanol, 7.5% acetic acid)에 

염색한 gel을 넣고 band와 background가 적정할 정도로 탈염색 될 때까지 

shacking하였다. 탈염색 된 gel은 사진을 찍은 후 gel dryer를 사용하여 건조 시킨 

후 보관하였다. 실험에 사용된 시약들은 Sigma Chemical Co. (USA)와 Bio Rad 

사의 제품을 사용하였으며, 제조 시약 및 그 밖의 전기영동 관련시약은 Table 3, 

4와 5에 나타내었다(Sambrook et al., 1988). 
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Table  3. Compositions of reagents related to SDS-polyacrylamide gel

Solution Component

30% acrylamide
Stock solution

Bisacrylamide
Acrylamide
Distilled water
Whatman paper No.1. Filtration
Store in a dark bottle at 4℃

1.0M Tris/HCl
(pH 6.8)

Trizma base
Distilled water

1.5M Tris/HCl
(pH 8.8)

Trizma base
Distilled water

10% SDS SDS(sodium dodecyl sulfate)
Distilled water

10% APS Ammonium persulfate(APS)
Distilled water

1 g
20 g
Adjust to 100 ml

12.1 g
Adjust to 100 ml

36.3 g
200 ml

10 g
Adjust to 100 ml

0.1 g
1 ml

Table  3. Compositions of reagents related to SDS-polyacrylamide gel
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Distilled water
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Store in a dark bottle at 4℃
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(pH 6.8)

Trizma base
Distilled water
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(pH 8.8)
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Distilled water

10% SDS SDS(sodium dodecyl sulfate)
Distilled water

10% APS Ammonium persulfate(APS)
Distilled water

1 g
20 g
Adjust to 100 ml

12.1 g
Adjust to 100 ml

36.3 g
200 ml

10 g
Adjust to 100 ml

0.1 g
1 ml
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Table  4. Compositions of buffers related to SDS-PAGE

Solution Component

5X TGS
pH 8.3

Trizma base
Glycine
10%SDS
Distilled water

5×Sample
buffer 

1M Tris/HCl, pH6.8(60mM)
50% glycerol(25%)
10%SDS(2%)
β-mercaptoethanol (14.4mM)
1% bromophenol blue(0.1%)
Distilled water

Coomassie
Gel staining
solution

Coomassie Brilliant Blue R-250
Methanol
Glacial acetic acid(CH3COOH)
Distilled water

Methanol
Glacial acetic acid
Distilled water

15.1g
94g
50ml
Adjust to 1000ml

0.6ml
5 ml
2ml
0.5ml
1ml
0.9ml

1g
450ml
100ml
450ml

300ml
100ml
600ml

Coomassie gel
destaining
solution
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10%SDS
Distilled water

5×Sample
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Coomassie
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Table  5. Regents for preparaing gel for SDS-PAGE

Seperating Gel

2,500ul 
2,500ul 
100ul 
100ul 
10ul 
4,790ul 

30% Acrylamide
1.5M Tris/HCl(pH 8.8)
10% SDS
10% APS
TEMED
Distilled water

Stacking Gel

30% Acrylamide
1.5M Tris/HCl(pH 8.8)
10% SDS
10% APS
TEMED
Distilled water

7.5% 5%

Total volume Total volume10ml 6ml

1,000ul 
750ul 
60ul 
60ul 
10ul 
4,120ul 

Table  5. Regents for preparaing gel for SDS-PAGE
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2,500ul 
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100ul 
100ul 
10ul 
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10% SDS
10% APS
TEMED
Distilled water
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1.5M Tris/HCl(pH 8.8)
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10% APS
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Distilled water
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Total volume Total volume10ml 6ml
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750ul 
60ul 
60ul 
10ul 
4,120ul 
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 7. RT-PCR을 이용한 HSP70 mRNA 분석 

 넙치의 간조직은 분쇄 완충용액 100 mM phosphate buffer에서 호모지나이저

로 분쇄하여 12,000 rpm에서 원심분리하였다. 또한, 배양된 세포는 

Collagenase-trypsin로 처리하여 배양플라스크 바닥으로부터 세포를 떼어 낸 후 

원심분리용 튜브에 모아 4℃, 1000 rpm에서 5분간 원심분리 후 Tri-Reagent 

(Sigma)을 첨가한 후 homogenizer를 사용하여 4℃에서 균질화 하였다. 균질화 

된 시료에 chloroform을 가하고 얼음위에서 5분간 정치한 뒤 4℃에서 14,000 

rpm으로 5분간 원심분리 후 상층액을 새로운 tube에 옮겨 담고 isopropanol을 넣

어 RNA를 침전시켰다. 침전된 RNA에서 total RNA는 tissue RNA Prep Mate 

Kit(주, Bioneer)를 사용하여 추출하였다. 추출된 total RNA는 -70℃에서 보관하

여 실험에 사용하였으며, cDNA합성 Kit인 ImProm-Ⅱ
TM 

Reverse Transcriptase 

Kit A3800(주, PROMEGA)을 이용하여 cDNA를 합성하였다. 합성된 cDNA는 

Taq DNA Polymerase in Storage buffer B kit(주, PROMEGA)을 사용하여 증

폭하였다. cDNA를 증폭시키기 위하여 cDNA 2 ul, 10×PCR buffer 5 ul, 

MgCl2(25mM) 3 ul, dNTP(10mM) 1ul, primer (sense) 1 ul(50 pmol), antisense 

1 ul(50 pmol), Taq DNA polymerase 0.5 ul 및 Nuclease-Free Water 36.5 ul를 

혼합하여 94℃에서 5분간 predenaturation 시켜준 후 94℃에서 1분간 

denaturation, 55℃에서 1분간 annealing, 72℃에서 2분간 extension 조건으로 30

회 증폭하고, 이 후 72℃에서 5분간 더 반응시켰다. VTG 및 HSP-70 mRNA에 

대한 oligonucleotide primer를 제작하여 합성주문하였고, 양성대조로 사용하기 위

해 β-actin mRNA를 제작하였다(Table.  3). PCR로 증폭된 산물은 100 bp DNA 

ladder를 size marker로 사용하여 1% agarose가 첨가된 gel에 loding하여 1x 

TAE buffer하에서 100V로 20～25분간 전기영동한 후 0.002% ethidium bromide

에 10분간 담가두었다가 UV transilluminator하에서 사진을 촬영하였고, 이미지 

분석 프로그램(Labworks 4.5)을 이용하여 mRNA의 발현양을 정량하였다.
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Table  6. oligonucleotide of primers for heat shock protein-70 mRNA , β-actin mRNA. 

RNA species Expected size Primer sequence

β -actin mRNA

HSP-70 mRNA

520bp

627bp

5-GCCAACAGGGAGAAGATGAC-3
5-ACGTCGCACTTCATGATGC-3

5-GVACATTCTCAGACTTGTCWCC-3
5-CATCAATGAACCAACTGCTGC-3

bp: base pairs
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8. 통계처리

 각 실험에서 얻어진 자료에 대해 값의 유의차 유무는 SPSS-통계 패키지에 

의한 ANOVA로 분석하여 Duncan's multiple range test로 검정하였다. 
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Fig. 5. Effect of  median lethal concentration(96 hr-LC50) of  
TBT, BaP, NP and BPA  in olive  flounder.  

Ⅲ . 결  과  

1. In vivo의 급성 및 만성독성실험 

  1-1.급성독성실험에서의 반수치사농도

TBT, BaP, NP 및 BPA에 96시간 노출된 넙치의 반수치사농도(LC50)는 Fig. 5

에 나타내었다. 평균수온 21.1℃에서 TBT, BaP, NP 및 BPA에 대한 넙치 치어

의 LC50은 는 각각 16, 250, 1,100 및 140 ppb로 나타났다.



- 24 -

B
od

y 
w

ei
gh

t  
(g

) 

50

100

150

200

TBTControl BaP NP TBT+NP TBT+NP+BPA

B
od

y 
w

ei
gh

t  
(g

) 

50

100

150

200

TBTControl BaP NP TBT+NP TBT+NP+BPA

Fig. 6. Effect of TBT, BaP, NP and BPA  treatment  of  body weight of 
measured 62 days after 96 hr-LC50 5% concentration  administration to 
olive  flounder.  
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 1-2. 만성독성실험에서의 체중변화

96 hr-LC50 값의 5%에 대응하는  TBT, BaP, NP 및 BPA에 노출되어진 넙치

는 대조구에 비하여 TBT와 NP 단독구에서는 의미있게 낮은 체중성장을 보였다

(Fig. 6). BaP 단독구에서는 대조구과 차이가 없었으며, TBT+NP 복합구와 

TBT+NP+BPA 복합구에서는 낮은 성장을 나타내었으나 유의한 차이는 없는 것

으로 나타났다(P>0.05). Fig. 7에서는 TBT, BaP, NP 및 BPA에 있어 96 

hr-LC50의 10% 농도에 각각 노출되어진 넙치는 대조구에 비하여 TBT, BaP, NP

의 단독 농도구와 TBT+NP 및 TBT+ NP+BPA 복합 농도구에서는 모두 유의한 

낮은 체중성장을 나타냈다(P<0.05). 
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Fig. 8. Morphology of oliver flounder hepatocyte cultured for 1 hours (A), 24 hours 
(B), 48 hours (C) and  treated with E2 after 48 hours (D)(microscope, ×200). 
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DC

Fig. 8. Morphology of oliver flounder hepatocyte cultured for 1 hours (A), 24 hours 
(B), 48 hours (C) and  treated with E2 after 48 hours (D)(microscope, ×200). 

2. EDCs의 첨가에  따른 배양 간세포의 변화

   초대배양 간세포의 배양시간 경과에 따른 세포상태는 Fig. 8, 9 및 10에 나타

내었다. 배양직후는 세포가 구형을 나타내었으며, 24시간 후에는 세포의 덩어리

를 형성하여 안정적으로 배양용기면에 부착되었다. 그러나, EDCs를 투여 한 후 

48시간 이후에는 BPA와 2,4-D의 고농도 처리구인 BPA 10
-5

M, 2,4-D 10
-5

M에서 

대조구와 비교 하였을 때 단층의 균일함과 세포의 부착이 현저히 감소하였다. 
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Fig. 9. Morphology of oliver flounder hepatocyte cultured for treated with 2,4-D  
10-5 M(A) , 10-6 M (B) , 10-7 M(C) and 10-8 M (D) after 48 hours(microscope, ×200).   

BA
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Fig. 10. Morphology of oliver flounder hepatocyte cultured for treated with BPA 
10-5 M (A) , 10-6 M (B) , 10-7 M (C) and 10-8 M(D) after 48 hours(microscope, ×200).
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Fig. 11. Effect of various concentration of TBT, BaP, NP and BPA  on the  
activity SOD  in Liver tissue  of  olive  flounder(L;Low con., H:High con.).

3. 만성독성 실험 및 간세포 초대배양에 있어서의 EDCs의 효과

  3-1.항산화 효소 변화

  EDCs의 투여에 따른 넙치의 간조직 중 SOD 활성을 측정해 본 결과는 Fig. 

11과 같다. 간조직의 활성은 모든 EDCs의 투여 그룹에서 모두 감소하였는데, 농도

가 높은 그룹에서 SOD 활성이 더욱 감소하였다. 특히 NP+TBT 고농도 및 

NP+BPA+TBT 고농도에서 가장 큰 SOD 활성 저해를 볼 수 있었는데, 각각 

2.43±0.15 unit/mg protein, 2.87±0.20 unit/mg protein으로 대조그룹(4.01±0.19 

unit/mg protein)에 비하여 매우 유의차가 큰 활성 감소를 나타내었다. 
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Fig. 12. Effect of  various concentration of TBT, BaP, NP and BPA on the 
activity CAT  in Liver tissue  of  olive  flounder(L:Low con., H:High con.).  
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EDCs의 투여에 따른 넙치의 간조직 중 CAT 활성을 비교하여 결과는 Fig. 12와 

같다. SOD의 경우와 마찬가지로 모든 시험구에서 CAT활성이 저해되었으며, 단

독 고농도구 및  복합투여구의 경우 그 활성이 크게 저하 되었다. 그 중에서도 

가장 낮은 활성을 나타내고 있는 복합투여군의 저농도구 및 고농도구의 경우 각각 

22.92±1.38 μmol/min/mg protein, 18.20±2.09 μmol/min/mg protein로 대조구의 CAT 

활성 (46.92±2.10 μmol/min/ml protein)에 비해 매우 높은 CAT 활성 저해를 나타내었 

다(P<0.05). 
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Fig. 13. Effect of various concentration of  BPA, 2,4-D on the 
activity SOD  in hepatocyte  cultures  of  olive  flounder .  

간세포 배양액에서의  SOD의 활성 변화를 관찰한 결과는 Fig. 13에 나타내었다. 효

소활성의 1 unit은 1분간의 반응액 중의 pyrogallol의 산화를 50% 억제하는 효소

의 양으로 정하였다. BPA의 경우, SOD의 활성은 대조구에 비하여,  10-6～10-8M까지 

증가하는 경향을 나타내었으나 E2와 2,4-D 투여구에서는 유의한 차이가 없는 것으로 나

타났다(P<0.05). 
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F ig. 14. E ffect of  various concentration of  B PA , 2,4-D  on the 
activity  C AT   in hepatocyte  cultures  of  olive  flounder .  
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 간세포 배양액에서의 CAT의 활성 변화를 관찰한 결과는 Fig. 14과 같다. 효소 활

성도의 단위는 1분간에 1 mg의 단백질이 반응하여 환원시킨 H2O2를 nmol로 나

타내었다. CAT의 활성은 E2 와 BPA 전구간 및 2,4-D 10-5M 투여구에서 대조구에 비

하여 높은 활성을 나타내었다(P<0.05). 
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  3-2. Glutamic pyruvic transminase(GPT) 및 Glutamic oxalacetic  transminase(GOT)변화

  시험물질을 단독 또는 복합 투여시킨 넙치의 간에서 GPT 및 GOT를 비교한 

결과는 Fig. 15, 16과 같다. GPT는 대조구에 비하여 모든 구에서 높게 나타났고 

EDCs 단독 투여구의 고농도 구에서 높게 나타났다. 또한 복합 투여구에서는 고

농도 보다 저농도에서 높게 나타났다. GOT 역시 GPT와 유사한 결과를 나타내

었으나, NP의 고농도에서 특이적으로 높게 나타났다(P<0.05).   

 한편, 배양 간세포를 이용하여 BPA 및  2,4-D의 첨가에 따른 간독성에 대한 결

과는  Fig. 17, 18와 같다. 그 결과, GPT의 활성도는 대조구에 비하여 BPA 10
-6

, 

2,4-D 10-5 및 2,4-D-8M은 유의성을 나타내었으나 위의 세구간을 제외한 전구간

에서는 대조구와 비교하였을 때 별다른 유의성이 없는 것으로 나타냈다. GOT는 

대조구에 비하여 E2 10
-6

M, BPA 10
-5

M, BPA 10
-7

M, 2,4-D 10
-5

M, 2,4-D 10
-6

M 

및 2,4-D-8M에서 높게 나타났다(P<0.05). 
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Fig. 15. Effect of various concentration of TBT, BaP, NP and BPA on the 
induction GPT in Liver tissue  of  olive  flounder(L;Low con., H:High con.) .
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Fig. 16. Effect of various concentration of TBT, BaP, NP and BPA on the 
induction GOT in Liver tissue  of  olive  flounder(L;Low con., H:High con.).
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Fig. 19. Result  of antibody level in serum during the immunization. 
Level of VTG  antibody in serum is expressed as ELISA value at 1:1,000 dilution  
using the VTG antigen(L:LOW con., H:HIGH con.).
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 3-3. 만성독성에서의 ELISA를 이용한 VTG 발현

 

 EDCs의 만성독성처리에 따른 Vtg 합성량을 확인한 결과는 Fig. 19와 같다.  

Vtg 발현량은 양은 BaP의 저농도에서 가장 높은 값을 나타냈고 NP의 저농도, 

TBT＋NP 복합구의 저농도에서도 높은 값을 나타내었다. 반면, TBT의 저․고농

도, BaP, NP의 고농도 및 복합구의 저․고농도에서는 매우 낮은 값이 나타났다. 

그러나 수컷혈청인 대조군(-)에 비하여 모든 구에서 Vtg 합성이 유의하게 높게 

나타났다. 
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Fig . 20. Effect of various concentration of E2 in the oliver flounder 
hepatocyte culture on the induction of VTG (arrow). 
M: molecular weight(MW) maker. CBB stain.
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Fig . 20. Effect of various concentration of E2 in the oliver flounder 
hepatocyte culture on the induction of VTG (arrow). 
M: molecular weight(MW) maker. CBB stain.

 3-4. 간세포 초대 배양에서의 SDS-PAGE를 이용한 VTG 합성 변화

 E2를 10
-5

M～10
-8

M의 농도가 되게 투여하여 합성된 VTG의 SDS-PAGE 결

과는 Fig. 20과 같다. 배양액에 E2를 투여한 후 3일 간격으로 2회 교환 하였으며, 

분석은 6일째의 배양액을 회수하여 실시하였다. 그 결과, VTG의 밴드는 E2 농도

의 증가에 따라 증가하여 10
-6

M에서 최고치를 나타났다. 반면, 10
-5

M의 농도에서

는 오히려 염색강도가 다소 약해지는 결과를 나타냈다. 이때의 흡광도를 비교해 

보면, 10-8M, 10-7M 및 10-6M에서 각각 0.08, 0.14 및 0.26의 수치를 나타내었다

(Fig. 21). 
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Fig. 21. Effect of various concentration of E2 on VTG  production
in primary cultures of oliver flounder hepatocyte (p<0.05).
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Fig. 21. Effect of various concentration of E2 on VTG  production
in primary cultures of oliver flounder hepatocyte (p<0.05).
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 BPA의 SDS-PAGE의 결과, BPA의 첨가에 있어서는 10
-8

M 및 10
-7

M의 농도

에서 Vtg의 밴드가 나타나지 않았으나, 10-6M에서 약하게 Vtg의 밴드가 나타났

으며 10-5M에서 강한 염색성을 띈 Vtg밴드가 나타났다(Fig. 22). 또한 E2와 BPA 

10
-6

M을 동시에 투여한 경우에는 Vtg 합성의 상승 및 억제작용을 나타내지 않고 

E2 투여구와 동일한 수치를 나타내었다. 또한,  2,4-D의 SDS-PAGE의 결과, 

2,4-D의 첨가에 있어서는 10-8M의 저농도의 첨가에 있어서는 Vtg의 합성이 나

타났으나, 그보다 높은 10
-7

, 10
-6

 및 10
-5

M의 농도에서는 오히려 Vtg의 합성은 

전혀 나타나지 않았다(Fig. 23). 그리고 E2 10-6M과 2,4-D 10-6M을 동시에 첨가

한 실험구에서는 Vtg 합성이 강하게 나타났다.
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Fig. 22. Effects of  BPA concentration on the induction  VTG(arrow)  
in the oliver flounder hepatocyte cultures.
M: molecular weight(MW) maker. CBB stain.
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Fig. 22. Effects of  BPA concentration on the induction  VTG(arrow)  
in the oliver flounder hepatocyte cultures.
M: molecular weight(MW) maker. CBB stain.
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Fig. 23. Effect of 2,4-D concentration on the induction VTG(arrow)   
in the oliver flounder hepatocyte cultures.
M: molecular weight(MW) maker. CBB stain.
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Fig. 23. Effect of 2,4-D concentration on the induction VTG(arrow)   
in the oliver flounder hepatocyte cultures.
M: molecular weight(MW) maker. CBB stain.
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Fig. 24. Effect of various concentration of TBT, BaP, NP and BPA on the expression 
of HSP70 in the oliver flounder Liver tissue (L;Low con., H:High con.). 
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 3-5. RT-PCR을 이용한 HSP 70 mRNA 발현 

 TBT, NP, BaP 및 BPA의 단독 또는 복합 투여 후 간조직에서 HSP 70 

mRNA 발현을 조사한 결과는 Fig. 24와 같다. 양성대조구인 β-actin mRNA(520 

bp)과 HSP 70 mRNA(627 bp)의 발현양을 확인하였다. β-actin mRNA가 발현되

었을 때 대조구인 정상암컷에 비하여 BaP 저․고농도 구간에서는 HSP 70 

mRNA의 발현에 있어 유의한 차이를 나타내지 않았으나, TBT+NP 복합구의 

저․고농도, TBT+NP+BPA의 저농도 구간에서 HSP 70 mRNA의 유의한 증가를 

보였다. 이러한 HSP 70의 mRNA의 발현량의 증가는 BaP를 제외한 나머지 실험

구에서 Vtg의 합성 증가와 유사한 경향을 나타내었다(Fig. 19, Fig. 24).
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Fig. 25. Effect of various concentration of on the expression of HSP 70       

in the oliver flounder hepatocyte cultures. 
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배양 간세포에 EDCs를 노출 후 48시간이 경과한 후의 HSP 70 mRNA의 발현

량은 Fig. 25에 나타내었다. HSP 70 mRNA의 영동상은 대조구를 제외하고 모든 

실험구에서 밴드가 출현하였다. HSP 70 mRNA/β-actin mRNA의 비를 분석한 

결과, BPA의 모든구에서 농도가 감소함에 따라 증가되는 양상을 나타내었으며, 

2,4-D는 반대로 농도 의존적으로 감소하였다. 이러한 결과는 Vtg의 합성정도와 

반비례하는 결과로, Vtg가 합성되지 않은 BPA에서 가장 높게 나타났다(Fig. 22, 

Fig. 25). 2,4-D에 있어서도 Vtg의 합성농도인 10
-7

M에서는 비례적으로 낮은 

HSP 70 mRNA의 발현이 나타났으며, 10-5M인 Vtg 비합성 농도에서는 높게 나

타나, Vtg와 HSP 70의 발현이 상반되는 결과를 나타내었다(Fig. 23, Fig. 25).   
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Ⅵ. 고  찰

  우리 주변 환경에 존재하는 천연 또는 합성 화학 물질들 중에는 생체 내에서 

만들어지는 호르몬과 유사한 작용을 나타내면서, 쉽게 분해되지 않고 지방친화성

이 있어 체내에 축적되어 정상적인 내분비계의 기능을 저해하는 물질들이 다수 

존재한다(Gaido et al, 1997; Collins et al, 1997; Breithofer et al, 1998). 이러한 

화학 물질들을 일명, 환경호르몬 또는 내분비계 교란물질(EDCs)이라 하는데, 정

상적인 생태계의 순환뿐만 아니라 인간에게도 큰 악영향을 미치고 있다(Korach, 

1993; Stone, 1994). 그러나 이러한 유해물질의 작용에 대한 연구는 대부분 포유류

를 비롯한 인체에 대한 연구가 주를 이루고 있어 상대적으로 유해물질이 직접적

으로 유입되어 큰 영향을 미치게 되는 해양 생태계에 대한 연구는 상대적으로 

낮은 실정이며, 해양 생태계의 파괴와 내분비 교란 물질에 의한 상관성의 유무를 

파악하는 것은 매우 중요한 과제라 할 수 있을 것이다. 이러한 점에서 환경오염

이 최종적인 정화작용이 되는 곳으로 알려진 해양의 서식 동물을 대상으로 

EDCs의 유해성에 대한 기초 생리학적 연구를 하는 것은, 생태계의 보존 및 관

리를 위한 Biomarker의 확립이 절실한 시점이라고 여겨진다. 본 연구에서는 실

제적인 EDCs의 생체 내 작용농도 및 작용기전을 파악하는 기준으로 설정하기에

는 어려운 점이 많기 때문에 생물의 내분비계를 교란하여 종의 번식에 악영향을 

미치는 것으로 알려진 EDCs의 in vitro 및 in vivo 독성시험의 한 일환으로 몇 

가지의 스트레스 및 내분비교란의 biomarker를 측정 하여 생체 내 스트레스와 

내분비교란 상관성의 파악에 주안점을 두고 연구를 시행하였다. 

우선, 초대간세포 배양에서 나타난 세포의 육안적 관찰소견에 있어서는 고농도

의 BPA와  2,4-D를 처리한 군에서 대조군과 E2의 군에 비하여 간세포의 융합, 

세포의 부착 및 성장 저해를 비롯하여 세포절편과 같은 세포퇴행성 변화를 나타

냈다. 2,4-D는 세포막에 손상을 가하여 세포로부터 아미노산의 대사산물을 방출 

시키는 것으로 보고(Cheney and Swinehart, 1984)되고 있다. 따라서 본 연구에서 
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나타난 세포 부착 및 성장의 저해는 고농도의 BPA와 2,4-D가 정상호르몬 수용

체의 작용억제를 비롯하여 단백질합성 및 DNA의 합성억제 등을 유발함으로서 

세포에 손상을 준 복합적인 결과라고 생각된다. 그러나 단순한 육안관찰보다는 

세포의 직접적인 생존율과 세포막의 손상과 같은 조직학적인 연구가 보충되어져

야 할 것으로 여겨진다. 

EDCs에 노출된 넙치의 96시간 반수치사농도를 평가한 급성독성결과를 바탕으

로 독성실험을 한 결과, EDCs의 농도가 높을수록 대조구에 비하여 체중성장이 

현저하게 낮아지는 결과를 나타내었다. 이와 같은 현상은 EDCs의 장기적인 노출

에 의한 독성작용으로 인하여 생체내에서 복합적인 생리적 대사의 이상이 이러

어날 가능성이 큰 것으로 여겨진다. 

 GOT는 심근, 간, 골격근 등 체내의 모든 조직에 함유되어있고, GPT는 주로 

간에 존재하여 주로 간염, 간기능 장애, 황달, 용혈성질환, 근질환 등에 유의한 

지표로 사용된다. 지속적인 스트레스시 lipid peroxidation으로 인해 간세포 손상

을 유발하여 GOT, GPT가 혈중으로 방출되어 상승된다(大韓病理學會 編., 1990). 

따라서, 유해한 화학물질이나 EDCs와 같은 물질에 노출되었을 때 여러 독소를 

받아들여 해독하는 간에 손상을 미치리라 생각된다. EDCs를 단독 또는 복합 노

출한  in vivo 시험의 결과에서는 대조구에 비하여 GPT, GOT가 EDCs의 단독

투여구인 고농도 NP, BaP구에서 가장 큰 손상을 가지는 것으로 나타났다. 또한 

복합 노출구의 저농도에서도 고농도로 노출하였을 때 보다는 강한 손상이 일어

났음을 확인하였다. 배양 간세포의 EDCs 처리(BPA 및 2,4-D)에 따른 간 손상에 

대해 확인한 결과 EDCs의 단독 및 복합 노출에서 확인된 결과와 유사하게 

EDCs의 고농도에서 강한 간 손상 지수를 확인 할 수 있었다. 이러한 결과로 볼 

때 EDCs의 노출에 따라 간 조직내의 심각한 손상이 초래되는 것으로 판단된다. 

한편, 스트레스에 의해 발생하는 활성산소는 어떤 유해물질이나 약물 등에 폭

로되었을 때 superoxide radical, hydroxyl radical 및 hydrogen peroxide와 같은 

oxygen free radicals이 과다하게 생성되어 지질 과산화반응, 단백질 파괴, 염색

체 이상 및 적혈구 파괴등 조직에 손상을 입힐 수 있다(Goldberg and Stern, 

1977; Simon et al., 1981; Moody and Hassan, 1982; Junqueira et al, 1986). 그
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러나 정상적인 조직이나 세포는 내인성 제거제(endogenous scavengers)를 함유

하고 있어 oxygen free radicals 손상으로부터 조직 및 세포를 보호하는 작용을 

하는데, 내인성 제거제인 SOD 및 CAT가 활성산소를 형성하기 전에 생체에 무

해한 분자들로 전환시킨다(Forman and Fridovich, 1973; Wendel and Feuerstein, 

1981). 또한, 중금속 이온의 노출에 의해서도 항산화 효소 활성이 변화한다고 알

려져 있다(Livingstone et al., 1992; Chen et al., 2000; Zikic et al., 2001). 이처럼 

항산화 효소 활성은 생체내의 스트레스 반응과 밀접한 관계가 있는 것으로 알려

져 있다. 본 연구에서 여러 가지 EDCs를 단독 또는 복합노출한  in vivo적 시험

의 결과에서도 위의 연구보고와 유사하게 간조직의 방어시스템으로서 제거효소

(scvemger enzymes)의 활성이 대조구에 비하여 복합 투여구의 고농도에서 가장 

높은 SOD 활성 저해를 볼 수 있었다. 또한, CAT의 활성은 복합 투여구의 저농도

및 고농도에서 매우 높은 CAT 활성 저해를 나타내고 있다. 특히 간조직 중의 SOD 

활성은 환경호르몬의 노출에 따라 크게 감소하였는데 이러한 결과는 활성 산소를 

제거하는 SOD의 활성이 환경호르몬 노출에  상당한 영향을 받는 것으로 추정된

다. 초대 간세포 배양세포에 EDCs를 농도별로 투여한 in vitro 시험의 결과에서

도 대조구에 비하여 고농도의 화학물질의 투여에 따라 SOD 및 CAT양의 증가된 

현상을 관찰할 수 있었다. 이러한 결과는 EDCs와 같은 화학물질의 노출 스트레

스에 기인하여 발생하는 활성산소에 대한 어체의 생리학적 방어 기작으로 인해 

SOD 및 CAT가 증가한 결과로 생각되어진다. 이처럼 단기의 세포 생물학적 실

험에서와 장기적 만성독성 실험에서는 상반된 결과를 나타내었다. 이러한 SOD 

및 CAT의 증가와 감소의 이유는 외부적인 화학물질에 의하여 단기적으로는 즉,  

in vitro에서는 항산화효소의 일시적인 증가를 통하여 방어기작이 작동하게 되지

만 in vivo의 장기적인 만성독성은 오히려 항산화효소의 활성저해를 초래해 더 

이상 생체 내 방어기작으로 작용하지 못하여 생리적인 큰 저해를 초래할 것으로 

판단된다.

 생물의 내분비계를 교란하여 종의 번식에 악영향을 미치는 것으로 알려진 

EDCs의 연구에 Vtg를 사용하였다. Vtg는 E2와 유사행동을 하는 EDCs에 의해 

미성숙어 및 수컷 어류에서도 합성되어 EDCs 노출에 대한 생물학적 지표로서 
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사용되고 있다(Sumpter and Jobling, 1995; Toppari et al., 1995). 또한, 외인성 

노출에 의한 인위적인 Vtg 유발은 성 성숙 시기뿐만 아니라 연중 Vtg 합성을 

조절할 수 있어 난황전구단백질과 관련된 내분비적 기능과 EDCs의 영향을 판단

하기 위한 생물학 지표로 사용되어 왔다(Flouriot et al., 1996; Pakdel et al., 

1997; Kramer et al., 1998). 넙치의 간세포를 배양하여 각각의 농도별로 투여된 

E2와 BPA 및 2,4-D에 의한 Vtg의 합성 및 분비에 대한 영향을 관찰하고 이를 

토대로 유해농도를 간접적으로 판단하여 생체 내의 스트레스 작용기전에 어떠한 

영향을 미치는지에 대해서도 관찰하였다. 본 실험에서 사용한 가장 고농도인 E2 

10-5M에서는 Vtg합성이 급격히 감소하여 0.10의 수치를 나타내었다. 그리고 E2를 

첨가하지 않은 대조군에 비해 E2를 첨가한 모든 실험군에 있어 Vtg의 양이 유의

하게 높은 수치를 나다태었다(P<0.05). 이러한 결과로 보아, 넙치의 간세포 배양

을 이용한 Vtg의 합성에는 E2 10-6M전후가 가장 적합한 것으로 여겨진다. 플라

스틱의 원재료로 이용되는 BPA가 Vtg합성에 미치는 영향을 조사한 결과 BPA 

10-6 M의 농도에서 Vtg의 합성이 나타났고 10-5 M에서는 E2 10-6 M의 첨가군과 

거의 유사한 수치를 나타내어, BPA의 농도 의존적으로 Vtg합성이 증가된 것으

로 나타났다. 따라서 넙치에서의 BPA는 농도 의존적으로 Vtg를 합성하고 난황

형성기에 Vtg합성을 유도할 가능성이 있다고 판단된다. 제초제에 포함되어 있는 

2,4-D의 Vtg합성에 미치는 영향을 조사한 결과 2,4-D의 내분비계 작용은 저농도 

또는 단기간의 노출에는 E2와 유사한 작용을 나타내지만, 고농도에서는 오히려 

그 작용이 억제되는 것으로 보고(Cheney et al., 1997)되고 있는데 본 연구에서는 

Vtg는 10-6 M농도의 E2를 첨가한 실험군에 비해 유의하게 낮은 수치이긴 하였으

나, 10
-8 

M의 2,4-D를 단독으로 첨가한 실험군에서 합성이 이루어 졌다. 그러나 

고농도에서는 Vtg의 합성은 거의 이루어지지 않았으며, 이것은 E2를 첨가하지 

않은 대조군과 유의한 차이를 나타내지 않았다. 따라서 2,4-D의 작용은  E2와 유

사한 작용을 갖지만 Vtg합성에 있어서는 E2의 수용체와의 작용과 서로 다른 것

으로 판단된다. 이상의 결과들은 내분비교란물질의 종류와 농도에 따라 양상이 

달라지는데 이러한 차이는 호르몬 수용체나 세포내에서의 또 다른 생리학적 차

이를 동반한 결과라 생각되며, 모든 내분비 교란물질이 동일한 메커니즘을 통하
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여 작용하지는 않는다는 것을 확인한 결과라 판단된다. 한편, in vivo실험에서의  

ELISA의 분석에 의한 Vtg의 정량분석 결과에서는 정상숫컷 혈청인 negative의 

대조구에 비해 모든구에서 Vtg의 발현양을 확인할 수 있었는데 난황형성기의 개

체로 판단되는 양성대조구과 BaP, NP 및 TBT+NP가 높은 값을 나타내었다. 모

든실험구에서의 Vtg 발현은 EDCs 처리에 의해 여성호르몬인 E2 처리와 같은 

Vtg 합성이 유도되는 것으로 판단되며, TBT의 경우에는 E2 유사작용이 없는 것

으로 보고되어져 있어 본 연구에서 나타난 TBT의 투여구는 수컷에서도 나타날 

수 있는 기준치에 해당 할 가능성도 시사된다. 

  HSP는 스트레스에 의한 비가역적적인 손상으로부터 세포 내 중요 요소들을 

보호하고, 스트레스 동안 세포들의 생존이 가능하게 하며, 회복기의 세포의 정상

적인 기능 회복을 유도하는 것으로 알려졌다(Hector 등, 1997). 이 단백질은 세포

가 열 이외에도 산소 결핍, 에틸알코올, 중금속과 여러 단백질 유도체, 독극물 등 

세포에 스트레스로 작용하는 자극에 의해서도 생산된다고 밝혀짐에 따라 종종 

스트레스 단백질이라 불리기도 한다(Lindquist., 1986; Schlesinger., 1990). 여러 

가지의 스트레스에 대해 발현하는 HSP들 중 HSP70이 가장 많은 반응을 보이는 

HSP로 세포에 스트레스가 주어졌을 때 수 분 이내에 세포내에서 합성되며

(Marx, 1983), 또한 세포를 보호하고(Laudry 등, 1982), 과도한 외부 자극 등의 

부적절한 조건하에서 세포의 생존력을 증가 시켜주는 물질로도 알려져 있으며(Li 

et al., 1982), 수생환경내의 다양한 스트레스 요인으로의 노출에 의해 생체 내 방

어기작의 일환으로 유도된다고도 알려져 있다. 현재까지 밝혀진 바로는 열충격 

단백질은 일시적으로 세포내 단백질과 결합하여 단백질의 생산, 운반, 사멸까지

의 안정화와 구조적 변화를 도와주는 하나의 chaperones으로 받아들여지고 있다

(Maytin., 1995). 이러한 점에서 본 연구에서는 Vtg의 내분비교란 뿐만 아니라 

EDCs의 생체 내 스트레스의 작용정도를 간접적으로 파악하고자 스트레스 단백

질을 측정하였다. 만성적인 EDCs의 단독 또는 복합 투여에 의해서도 일반적인 

대조구과는 달리 실험구에서 HSP 70 mRNA의 발현이 증가됨을 확인할 수 있었

다. 이러한 HSP 70 mRNA 발현량을 Vtg의 ELISA 결과와 비교하여 보았을 때 
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Vtg의 합성이 증가될 경우에는 HSP 70 mRNA 발현량이 감소하는 것으로 나타

났다.

 한편, in vitro 시험에서의 HSP 70 mRNA의 영동상은 대조구를 제외하고 모든 

실험구에서 밴드가 출현하였으며 HSP 70 mRNA/β-actin mRNA의 비는 BPA의 

모든구에서 농도가 감소함에 따라 증가되는 양상을 나타내었으며, 2,4-D는 반대

로 농도의존적으로 감소하였다. 그러나 이러한 결과의 공통점은 Vtg의 합성과 

HSP 70 mRNA의 발현량은 반비례하는 것으로, Vtg가 합성되는 농도에서는 

HSP 70 mRNA의 발현량은 감소하고, Vtg의 합성량이 감소하면 HSP 70 mRNA

의 발현량은 증가하는 것으로 나타났다. 이러한 결과들은 간세포에서의 EDCs 반

응은 hormone으로서의 기능을 할 수 있는 적정한 농도의 EDCs가 존재할 경우

에는 세포내의 기능이 hormone 유사작용으로 기능을 하지만, 이 농도에 미치지 

못하는 저농도 및 고농도에서는 hormone 기능보다는 단순한 독성작용으로만 작

용할 가능성을 시사하는 것으로 추정된다. 그러나 이러한 결과는 단순한 표면적 

결과에 대한 분석에 불과하므로 EDCs의 첨가에 따른 E2 receptor의 발현 및 기

능정도를 파악하여 보다 세부적인 연구가 이루어져야 할 것으로 판단된다.  

이상의 결과들을 종합하여 볼 때  EDCs 노출에 따라  in vivo 및   in vitro 시

험에서 나타나는 결과들은 스트레스를 통한 개체수준에서의 체중감소, 간 조직내

의 강한 손상으로 인한 간 기능 저해와 세포 level에서의 성장 및 합성저해, 단기

적 독성 노출에 의한 항산화 방어기작의 증가와 장기적인 만성독성이 오히려 항

산화효소 활성저해를 초래하여 생체 내 방어기작의 생리적 저해, HSP 70 

mRNA 발현양상과 Vtg Protein 발현양상의 비교 분석을 통한 내분비교란과 스

트레스의 상관성 규명과 같은 이 모든 결과들은 내분비교란화학물질이 내분비간

의 교란작용 뿐만 아니라 이러한 물질들에 의한 스트레스로 인해 생체내 방어기

작의 교란은 물론 생리적인 방어기능을 파괴할 가능성을  본 연구에서 제시하였

다고 판단된다.  
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Ⅴ. 요  약

내분비계 교란물질에 의한 독성 및 내분비 교란작용 평가를 위한 조사와 함께 

내분비계 교란물질에 의한 생물체의 스트레스 작용에 관한 조사를 통한 상관성

을 규명하고 EDCs 유해성 측정에 있어 기초 생리학적인 Biomarker의 확립과 동

시에 환경오염에 대한 간접적인 바이오 평가를 확립 하고자 본 연구를 시행하였다.

1. EDCs에 노출된 넙치의 96시간 반수치사농도 (96 hr-LC50)를 평가한 급성독성

결과는 각각 16, 250, 1,100 및 140 ppb으로 평가되었고, 치사독성은 

TBT>BPA>NP>BaP의 순서를 보여 주었다. TBT, BaP, NP 및 BPA에 노출되

어진 넙치는 EDCs 종류별로 농도가 높을수록 대조군에 비하여 체중성장이 현저

하게 낮은 결과를 나타내었다. 

2. 간세포의 초대배양 과정 중 여러 가지 EDCs의 노출 후 대조구 뿐만 아니라 

24시간 배양된 간세포는 세포의 덩어리를 형성하여 배양용기에 부착되어 자랐지

만 48시간 이후에는 단층의 균일함과 세포의 부착이 BPA와 2,4-D의 고농도 처

리군인 BPA 10
-5

M, 2,4-D 10
-5

M 에서는 현저히 감소함을 확인할 수 있었다. 

 

3. EDCs의 노출에 의한 간조직의 방어시스템으로서 제거효소(scavenger 

enzymes)의 활성에 미치는 영향을 비교하여 보면 NP+TBT 고농도와 

NP+BPA+TBT 고농도에서 가장 높은 SOD 활성 저해를 나타내었고, 

Catalase(CAT)의 활성은 NP+BPA+TBT 저농도와 NP+BPA+TBT 고농도 경우 각각  

높은 CAT 활성 저하를 나타내고 있다. 간세포 배양의 세포에서 분리한 분획에서 SOD

의 활성 변화를 관찰한 결과는 BPA 10
-6

～10
-8

M까지 증가하는 경향이 나타났고, CAT

의 활성변화는 E2 와 BPA 전구간 및 2,4-D 10
-5

M 처리군에서 높은 활성을 나타내었다. 

4.  EDCs의 단독 또는 복합 투여에 따른 넙치의 간에서  GPT, GOT를 비교한 

결과는 GPT, GOT 모두 유사한 결과를 나타내었는데  EDCs 단독 투여구의 고
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농도구에서 높게 나타났고 복합 투여구에서는 고농도 보다 저농도에서 높게 나

타났다. 배양 간세포에 EDCs 처리(BPA, 2,4-D)에 따른 간독성에 대한 결과를 

확인한 결과는 GPT는 BPA 10
-6

, 2,4-D 10
-5

 및 2,4-D
-8

M에서 유의성 있게 나타

났다. GOT는 E2 10
-6

M, BPA 10
-5

M, BPA 10
-7

M, 2,4-D 10
-5

M, 2,4-D 10
-6

M 및 

2,4-D
-8

M에서 높게 나타났다.

5. ELISA를 이용한 EDCs의 처리(TBT, BPA, NP의 저농도와 고농도)에 따른 

Vtg 발현량은 양은 BaP의 저농도에서 가장 높은 값을 나타냈고 NP의 저농도, 

TBT＋NP 복합구의 저농도에서도 높은 값을 나타내었다. 반면, TBT의 저․고농

도, BaP, NP의 고농도 및 복합구의 저․고농도에서는 매우 낮은 값이 나타났다. 

그러나 수컷혈청인 대조군(-)에 비하여 모든 구에서 Vtg 합성이 유의하게 높게 

나타났다. 

6. 넙치의 간세포를 배양하여 각각의 농도별로 투여된 E2와 BPA 및 2,4-D에 의

한 Vtg의 합성 및 분비에 대한 영향을 관찰한 결과 E2 10
-6 

M, BPA 10
-6 

M 및 

2,4-D 10
-8 

M의 첨가구에서 Vtg합성이 일어났다. 

7. 만성독성실험에서  HSP 70 mRNA의 발현을 조사한 결과는 BaP 저․고농도 

구간에서는 HSP 70 mRNA의 발현에 있어 유의한 차이를 나타내지 않았으나, 

TBT+NP 복합구의 저․고농도, TBT+NP+BPA의 저농도 구간에서 유의한 증가

를 보였다. 배양 간세포에 EDCs를 노출 후 HSP 70 mRNA의 발현을 조사한 결

과는 BPA의 전구간에서 농도가 감소함에따라 유의성있게 증가된 경향을 나타내

었으며, 2,4-D 역시 전구간에서 대조구에 비하여 증가된 경향을 나타내었다. 

이상의 결과들을 종합하여 볼 때 EDCs에 의한 in vivo와 in vitro 노출에 의해 

발생하는 개체수준에서의 체중감소, 간기능의 손상, 항산화 효소의 변화, 간조직

의 손상과 세포 level에서의 상해, Vtg의 발현 및  HSP의 발현양상은 모두 내분

비교란화학물질이 내분비간의 교란작용 뿐만 아니라 이러한 물질들에 의한 스트

레스로 인해 생체내 방어기작의 교란은 물론 생리적인 방어기능을 파괴할 가능

성을  본 연구에서 제시하였다고 판단된다.  
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