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ABSTRACT

 

    In order to establish bio-marker systems for the screening of 

endocrine-disrupting chemicals contaminated in various environment, 

ELISA and Immunochromatography(ICG) kit have been developed to 

detect Scorpion fish's(Sebastiscus marmoratus) Vitellogenin(Vtg). Vtg 

has been induced by administration of estradiol into Scorpion fish and 

purified by gel filtration and ion-exchange chromatography from fish's 

serum. After immunization of the purified Vtg into BALB/c mouse, 

hybridomas secreting anti-Vtg antibodies have been produced.

  The size of induced Vtg in fish's serum was about 440 kDa by gel 

filtration using Sepharose CL-6B. By SDS-PAGE analysis, the main 

band of Vtg, however, was at 175 kDa, and several minor bands have 

been detected with the main band.

  Eight different monoclonal antibodies have been produced from 

established hybridomas and the antibodies did not cross-react with sera 

from different species of fishes tested in this study except with that of 

Sebastes hubbsi . Monoclonal antibody of S28 and S15 have been used as 

capture and tracer antibodies for ELISA and ICG assays. The minimal 

amount of Vtg detected by ELISA and ICG assays were 0.1 ㎍/㎖ and 1.0  

 ㎍/㎖, respectively.

  The condition of cell preservation has been tested to set up in vitro 

detection system using liver cell of Scorpion fish. The optimal 

concentration of DMSO in freezing medium was 15% and the viability 

of liver cells was 51.3% after preservation in liquid nitrogen.
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  The detection systems developed in this study can be used as 

Bio-marker assays to check endocrine disrupting activity of various 

chemicals as well as to detect known endocrine disrupting chemicals 

contaminated in environment.
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                    Ⅰ . 서     론    

산업혁명 이후 수많은 종류의 화학물질이 개발되어 인류의 복지증진에 

기여해 왔으나, 이러한 물질 중 내분비계 장애물질(endocrine disrupting 

chemicals; EDs)이라 불리는 것들은 내분비계에 영향을 미쳐 인간이나 동

물의 번식장애 등의 건강에 위해를 주는 것으로 큰 문제가 되고 있다(최, 

등 1985; Laughlin 1993; John et al., 1995; Batley, 1996; 안, 1998; 이, 1998). 

EDs란 내분비 호르몬계의 정상적인 기능을 방해하는 물질로서 환경에 

배출된 물질이 체내에 유입되어 마치 호르몬처럼 작용하는 화학물질을 지

칭한다(국립환경연구원, 1998; 강 등, 1999). 이러한 물질들은 정상적인 호르

몬의 수용체에 작용하여 비정상적인 여러가지 생리작용을 야기 시키는데

(Lazier et al., 1993; Lovell et al., 1995), EDs는 내인성 호르몬의 활성과 

유사하거나, 정반대 작용을 하여 체내조절기능의 이상을 초래하게 되며 이 

물질로 인하여 항상성, 번식, 발생과정에 관여하는 내인성 호르몬의 합성, 

분비, 수송, 결합, 활성, 제거단계를 방해한다(Wastson, 1995; Yadetie et 

al., 1999). 

오늘날 널리 사용되고 있는 합성물질 또는 식물에서 만들어지는 천연물

질 중 상당수가 체내 내분비계에 대한 장애물질로 밝혀져 있으며, 이들 물

질들은 파충류, 어류, 조류 및 포유류 등의 야생동물에 심각한 영향을 주어 

개체 수 감소 및 성(性)의 혼란 등을 야기하는 것으로 알려져 있다(국립환경연

구원, 2005). 야생동물에서의 상황을 미루어 볼 때, 정자수 감소 등을 포함

한 현재와 미래의 인간의 건강에 대해서도 심각한 영향을 끼칠 것으로 염

려되고 있다.

환경오염에 의한 어류에 미치는 내분비계 장애물질에 관한 보고로는 



- 2 -

1980년대 후반, 영국 각지에서 암수 구분이 어려운 물고기가 대량 발견된 

예가 있으며, 그 원인을 조사해 본 결과, 합성세제와 유화제의 성분인 비이

온성 계면활성제의 분해물인 알킬페놀이 다량 검출되었고, 그 후 학자들은 

무지개송어를 키우는 수조에 알킬페놀을 투여하여 본 결과, 수컷의 정소발

달이 방해받는다는 사실을 실험적으로 밝혔다(Folmar et al., 1996; 

Nornerte et al., 1999).

한편, 일본에서는 1996년부터 1997년에 걸쳐 도쿄의 다마강에서 수십 

ppt, 쓰미다강에서는 수백 ppt 농도로 알킬페놀이 검출되었다 하며(Shioda 

et al., 2000), 이와 동시에 수컷 잉어의 비율이 현저히 낮아진 것이 발견되었다.  

  그 밖에 펄프공장 하류에 서식하는 농어류(Perca fluviatilis)에서 성숙지

연, 생식기의 퇴축, 성징결여 등이 관찰되었고(Routledge et al., 1998; 

Schwaiger et al., 1998; ), 오염지역의 강이나 호수 등에 서식하는 물고기

들의 수컷 생식 능 저하, 혈장 중의 성선자극호르몬 또는 스테로이드의 저

하, 2차 성징의 미숙 등 지금까지 다양한 사례가 보고되었다(Theo et al., 

1993; Knudsen et al., 1997; 최 등, 1998; Shilling et al., 2000). 

국내에서는 붕어 및 황소개구리에서 이성생식세포 출현빈도, 체내 내분비

계 교란물질의 축적도, 수컷의 난황단백질 농도 및 내분비계 교란물질의 환

경중농도 등을 종합적으로 고려할 때 아직까지 내분비계 교란물질에 의한 

영향은 없는 것으로 판단되나, 이상생식세포 출현빈도, 난황단백질 농도가 

상대적으로 높은 지점이 다수 나타나는 것으로 보고되고 있으며, 이러한 지

점에서는 보다 상세한 검사가 요구된다고 하였다(Rodger et al., 2000; 국립

환경연구원, 2004). 

이러한 내분비계 장애를 일으킬 수 있다고 추정되는 물질로는 각종 산업

용 화학물질(원료물질), 살충제 및 제초제 등의 농약류, 유기 중금속류, 다

이옥신류, 식물에 존재하는 식물성 에스트로젠(phytoestrogen) 등의 호르몬 

유사물질과 Diethylstilbestrol(DES)과 같은 의약품으로 사용되는 합성 에스트
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로젠류 및 기타 식품, 식품 첨가물 등이 있으며(강 등, 1998), 과거 세계생태보

전기금(WWF) 목록에는 67종(다이옥신류 등 유기염소계 물질 6종, DDT 

등 농약류 44종, 펜타～노닐 페놀, 비스페놀 A, 디에틸헥실프탈레이트 등, 

프탈레이트 8종, 스티렌 이합체, 삼합체, 벤조피렌, 2, 4-디클로로페놀 등 기

타물질 4종)의 화학물질이 등재되어 있다.

일본 후생성에서도 산업용 화학물질, 의약품, 식품첨가물 등의 142종(디에

틸 프탈레이트 등, 가소제 9종, 플라스틱에 존재하는 물질 17종, 다이옥신 등 

산업장 및 환경오염물질 21종, 농약류 75종, 수은 등 중금속 3종, DES 등 

합성 에스트로젠 8종, 식품 및 식품 첨가물 3종, 식물에 존재하는 에스트로

젠 유사호르몬 6종)의 물질을 내분비계장애물질로 분류하고 있다(최 등, 

1998). 일반적으로 다양한 화학물질 각각을 대상으로 내분비교란성을 검사

하거나, 그러한 물질에 노출여부를 일일이 개별적으로 검출하는 것은 매우 

어렵고 비현실적이다. 

그러므로 이러한 목적의 생체지표(Bio-marker)를 이용한 실험시도가 진행

되고 있으며(Jean et al., 1995; Scott et al., 1995; Ryu et al., 1999), 이를 위한 시

험방법으로는 에스트로젠성 화합물 검출을 위한 표지자로서의 Calbindin 

-D9k성질을 이용한 외인성 호르몬 영향을 분석하거나, 마우스의 자궁 중량

법 및 에스트로젠의 수용체 결합력을 측정하는 효모법 등 내분비장애물질

의 Bio-marker로서의 가능성이 밝혀지고 있다(정, 2000). 

그러나 이러한 방법은 자연생태계에서의 오염정도를 파악하기에는 많은

어려움이 있으며(Kain et al., 2000), 현장에서 활용되는 방법으로는 어류의 

Vitellogenin(Vtg)측정에 의한 ELISA분석법이 가장 일반적으로 활용되고 

있다(Takahio et al., 1994; Nilsen et al., 1998; Louise et al., 1999; Robert et 

al., 2004; Li et al., 2005). 또한 Vtg은 EDs에 대한 생체지표로서 비교적 민

감하며 국제적으로 시험 검증화에 대한 다량의 자료가 확보되어 있으므로, 

향후 OECD에서도 채택될 가능성이 높은 것으로 알려져 있다(Farmer 1999). 
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Vtg합성은 어류를 포함한 난생 척추동물에서는 에스트로젠성에 의하여 

암컷의 특이 난황전구 단백질로 유도되는데(Shilling et al., 2000; 국립환경

연구원, 2005), 그 생성과정은 간에서 합성되어 성숙된 난포에 의해 선택적

으로 흡수된 후, 다양한 종류의 저분자로 분해되는 담체분자(carrier 

molecule)로 구성되어 있으며, 분자의 기본 골격을 보면 단백질의 구조체로

서 분자량은 250～600 kDa이며, lipid material, carbohydrate components, 

phosphate groups 및 mineral salts로 구성되는 단백질이다 (Pan et al., 1969). 

어류에 있어서 각종 환경 오염물질에서 유래되는 각종 미량의 성분(산업

용 화학물질의 원료, 살충제, 제초제, 농약류, 유기 중금속류, 다이옥신류, 

기타식품 및 식품 첨가물)들에 의해 에스트로젠성 효과(Seligman et 

al.,1988; Patricia et al., 2000)를 나타내어 산란기 암컷만 나타내는 Vtg이 

수컷에서 검출된다는 보고가 다수 존재한다(Copeland et al., 1985; 

Sumpter et al., 1995). 또한 최근 몇몇 선진국에서 이미 해양성 어류에 대

한 Vtg의 항체를 개발하여 in vitro system에서 여러 가지 내분비계 장애

물질에 대한 효과를 조사하는 연구가 진행되고 있으나, 아직 국내에서는 이

에 대한 연구가 일천하며 특히 이들 연구의 대상도 담수어에 국한되어 해

양환경 등에서의 다양한 환경오염 분석에는 미흡한 점이 많다고 할 수 있다. 

한편, 연안은 해양으로 유입되는 오염물질들이 축적되는 곳으로 이러한 

장소의 조사 연구는 해양환경오염(Ketil et al., 1997)을 추정함에 도움이 될 

것으로 판단된다. 그러므로, 해양어류 중에서 전 세계적인 분포를 보이며, 

연안 정착성인 쏨뱅이(Sebastiscus marmoratus)를 대상으로 해양오염의 여

부를 조사한다면 이상적인 Bio-marker로서 유용한 자료가 될 것으로 사료

된다. 이를 위하여, 본 연구는 내분비계 교란물질의 검출을 위한 진단법을 

개발하기 위하여 수행 되었으며, 쏨뱅이의 Vtg에 대한 항체를 개발하고 이

를 이용하여 Vtg의 정량 및 정성용 면역분석법을 개발하였다(Smeers et 

al., 1999). 
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한편, EDs에 의한 Vtg 합성유도의 여부를 확인하기 위한 in vitro 검출계

를 확립하기 위하여, 쏨뱅이의 간세포를 배양하고 이의 동결 및 해동법의 

최적 조건을 조사하였다.
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                   Ⅱ . 재 료  및  방 법

1. 실 험  동 물

Vtg유도 및 항체 생산을 위해서 제주대학교 해양 연구소에서 인공 부화

된 5주령의 쏨뱅이(체중 94～144 g) 암컷 8 마리, 수컷 2 마리를 공시하였

다. 단클론 항체를 생산하는 Hybridoma의 개발을 위하여 (주)바이오링크에

서 구매한 4 주령의 SPF, BALB/c 마우스를 공시하였다.

2. Vtg  induction

실험실 양식수조의 쏨뱅이에 MS222 (Sigma, USA)를 처리하여 마취시키

고 각각의 무게를 체크한 후, 2～3마리의 혈액 1 ㎖를 채취하여 pre serum 

으로 보관하였다. Vtg 합성을 유도하기 위하여 Estradiol benzoate(E2; 삼양

화학주식회사)를 어체 kg당 1 ㎎씩 복강 내에 주사하였다. 다음 5일 후 동

량의 E2를 재 주사하였다. 첫 번째 주사 10일 후에 쏨뱅이들을 얼음에 채워 

마취시킨 후 물고기 꼬리 부분을 절단하여 혈액을 채취하였다.     

이들 혈액시료에 sodium azide를 0.01%, Phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF)를 1 mM농도가 되도록 첨가하여 응고시킨 다음 원심분리 (×1,500 

g, 10분, 4℃)하여 혈청을 얻었다. 분리된 혈청과 개복하여 취한 쏨뱅이  난

소는 -70℃냉동실에 보관하며 실험에 사용하였다. 
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3. SDS-PAGE 

E2를 접종한 쏨뱅이 혈청과 난소 단백질을 전기영동하기 위한 SDS-PAGE는  

Biorad (USA)의 Mini protein Ⅱ system을 이용하여 SDS-PAGE (7.5 % 

polyacrylamide Separating gel)를 실시하였고, stacking gel은 3.5%의 gel

을 사용하였다.

1) SDS-PAGE gel 준비

Separating gel을 만들기 위한 시약은 다음과 같이 준비하였다. 즉, 30% 

acrylamide (29 g acrylamide + 1 g N, N'-methylene bis acrylamide), 

1.5M Tris- HCl(pH8.8), 0.5M Tris-HCl,(pH6.8)을 조제한 후, 50 ㎖ 

conical tube에 30% acrylamide solution 2.5 ㎖, 10% SDS 100 ㎕, 1.5 M 

Tris-HCl 2.5 ㎖, 증류수 4.85 ㎖를 가하였다. Plate에 분주하기 직전에 

10% ammonium per sulfate(APS) 100 ㎕와 TEMED 10 ㎕를 섞어 

alumina plate와 glass plate 사이에 액 중에 기포가 없이 분주하였다.      

  Comb의 끝에서 1 ㎝정도의 stacking gel 용 공간을 남겨 두고, 산소를 

접촉하는 경계면이 중화반응이 잘 일어나지 않기 때문에 water-saturated 

n-butanol을 가득 채워  산소와 접촉을 막고 gel이 수평이 되어지도록 하였

다. 30여분 지난 후에 gel이 굳어지면 water-saturated n-butanol을 버리고 

3 MM paper를 이용하여 protein band의 resolution을 막기 위해 

water-saturated n-butanol을 완전히 제거하였다.

Stacking gel제조를 위하여 30% acrylamide solution 850 ㎕, 10% SDS 

50 ㎕, 1.0M Tris-HCl(pH6.8) 625 ㎕, 증류수 3.4 ㎖를 혼합하였다. Plate에 

분주하기 직전에 10% APS 50 ㎕와 TEMED 5 ㎕를 섞고 plate 상단까지 

분주한 후 comb을 꽂았다. 30분 정도 경과하여 gel이 굳어진 것이 확인되

면 comb을 조용히 뽑아내고 DDW로 몇 차례 씻어 내었다. Gel caster를 떼
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어낸 후에 gel 밖에 묻어 있는 acrylamide를 완전히 제거하고 gel running tank

에 장착한 후 upper tank와 lower tank에 running buffer를 채워 전기영동준비

를 완료하였다.

2) 전기영동시료 준비

혈청 및 난소단백 2 ㎕와 증류수 98 ㎕를 혼합한 용액 5 ㎕와 SDS sample 

buffer (4% SDS-10% stock 400 ㎕ + Mercaptanethanol 100 ㎕ + 0.2% 

BpB-10% stock 20 ㎕ + 0.125 M Tris-HCl: 1M stock125 ㎕ + 30% Glycerin 

: 87% stock 345 ㎕ + DW 10 ㎕)5 ㎕를 섞고, size maker는 10 ㎕에 sample 

buffer 5 ㎕를 가하고 3분간 100℃에서 끓인 후 급속히 식혔다. 

간단한 원심분리를 통하여 뚜껑에 맺힌 수증기를 모으고 sample를 준비하여, 

준비된 gel에 첫 번째 comb에는 standard marker를 5 ㎕, 각 sample은 각각 3 

㎕씩 loading하고 나머지 comb에는 순차적으로 sample를 loading 했다.

3) SDS-PAGE 

전기영동 할 시료를 loading한 후 50 V, 10 mA/gel로 bromo phenol blue 

dye가 stacking gel을 벗어날 때까지 영동한 후, 100 V로 전압을 올려 전기

영동 시켰다. Bromo phenol blue dye가 바닥에 올 때 전기영동을 종료하고, 

50% methanol과 10% glacial acetic acid가 함유된 고정액에 1 시간 고정한 

뒤 Commassie Brilliant Blue Reagent-250 (0.1%) 0.05 g + Acteic acid (10%) 

5 ㎖ + Methanol (50%) 25 ㎖ + DDW 20 ㎖을 섞은 액으로 2시간 염색하였다.  

  탈색은 Acetic acid (10%) 5 ㎖ + Methanol (50%) 25 ㎖ + DDW 20 ㎖가 

섞인 용액으로 탈색하였다.
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4 . Vtg 정 제

1) Gel filtration

Vtg을 함유하는 쏨뱅이 혈청 2 ㎖를 Sepharose CL-6B가 충진된 pyrex 

glass column (850×16 mm)을 통과시켜 Vtg분획을 회수하였다. Column은 

GradiFrac
TM 

system (Pharmacia Biotech, Sweden)에 적용시켜 chromato

-graphy의 전 과정을 실시하였다. Elution buffer는 100 mM Tris-buffer, 

pH7.8 (containing 0.02% NaN3, 1.0 mM PMSF)를 사용하였으며 용출속도

는 0.6 ml/min 의 조건으로 5 ml씩의 분획을 취하였고, 이 전 과정을 4℃

의 cold chamber 내에서 실시하였다. Vtg를 함유하는 분획은 따로 합하여, 

추가적인 순수분리를 위하여 ion exchange chromatography에 제공하였다.

2) Vtg의 분자량 확인

Gel filtration을 통하여 확인한 Vtg의 주 band에 해당하는 용출양상을 

gel filtration calibration kit (Pharmacia Biotech, Sweden)을 이용하여 쏨

뱅이 Vtg의 분자량을 알아보려 하였다. 참고로 molecular weight marker로

는 blue dextran 2000 (void volume 측정용), ferritin (440 kDa, from horse 

spleen), catalase (232 kDa, from bovine liver), aldolase (158 kDa, from 

rabbit muscle) 등을 사용하였다.

Elution volume parameter Kav 값은 kit 내의 설명서의 공식대로 아래와 

같이 계산하였다. 즉, Ve = elution volume for the protein, Vo = column 

void volum, Vt = total bed volume 일 때,

  Ve - Vo
Kav = ---------- 로 계산하였다.

  Vt - Vo

이후, Kav 값과 표준분자의 logarithm 값의 함수 그래프를 그린 후 분자

량을 추정하였다.
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3)  Ion exchange chromatography

Gel filtration 법으로 정제한 Vtg가 함유된 분획은 모두 합하여, 추가적인 

ion exchange chromatography를 위하여 DEAE Sepharose가 충진 된 관

(350×16 mm)에 가하여 정제작업을 실시하였다. 용출을 위한 NaCl의 농도는 

0.0 M～0.5 M까지의 경사를 주었다. 용출속도는 분당 0.6 ml로 정하였으며, 

분획은 각각 5 ml씩 취하였다. SDS-PAGE를 통하여 Vtg가 확인된 분획은 

따로 취하여 실험동물의 면역과 항체확인을 위한 ELISA용 항원으로 사용하였다. 

5. Monoclonal anti-Vtg antibody 분비 Hybridoma 개발

1) 마우스 면역

정제된 항원단백을(1.4 ㎎/㎖) Freund's complete adjuvant(FCA)를 동량

으로 혼합하여 충분히 emulsion상태로 만든 다음 건강한 4주령의 BALB/c 

마우스의 복강 내에 접종하고 매 2주 후 같은 요령으로 접종하였다.

 제 2차, 3차, 4차 면역 시에는 Freund's incomplete adjuvant (FIA)와 항

원을 동량으로 혼합하여 면역시켰다. 마지막 접종 2주 후에는 항원 50 ㎕를 

마우스의 꼬리 동맥에 24시간 간격으로 3회 정맥 접종하고, 24시간 경과 

후, Fig. 1과 같은 일정에 따라 세포융합에 들어갔다.

한편 SP/2 myeloma 세포는 약 2～3주 전부터 DMEM (10% FBS)에 배양

하여 세포융합을 준비하였다. 

2) 세포융합 

Fig.2와 같이 면역된 BALB/c 마우스를 안락사 시킨 후, clean bench 내

에서 무균적으로 비장을 취하여 50 ㎖ conical tube에 화염멸균 시킨 mesh
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Fig. 1. Mouse immunization schedule for Hybridoma preparation. 

 1st: Vtg and FCA Emulsion 2nd,3rd: Vtg and FIA Emulsion

 F : Fusion of myeloma cell line with mouse spleen cells 

 in 42days.

(400목)를 이용하여 비장의 세포를 단일세포로 분리하고 DMEM에 부유시

켰다. 결합조직제거 및 세척은 15 ㎖ conical tube에 FBS를 2.5 ㎖씩 부어 

놓고 부유된 비장 세포를 각 시험관 당 약 10 ㎖씩 gradient가 깨어지지 아

니하도록 서서히 가하고 상층을 형성하도록 하고 15분 정도 방치하여 무거

운 조직을 갈아 앉힌 후, 상층의 spleen cell을 그대로 회수하여 washing 
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Fig. 2. Immunization and purification procedure for monoclonal           
            antibody production.

media로 3회 원심(1,600 rpm, 4분)세척하였다. 

SP/2 세포는 두 번째 세척할 때 배양된 세포와 함께 원심분리 하였으며, 

침전된 세포의 pellet이 비장세포의 그것과 같도록 조정하였다. 이 후, 비장

세포와 myeloma cell을 혼합하고 washing medium으로 2회 더 원심분리 

세척하고 마지막 세척 후에 medium을 완전히 제거하였다. 

세포의 융합을 위하여 침전된 세포들을 부드럽게 tapping하여 cell이 tube

바닥에 골고루 퍼지게 한 후에 PEG 1500을 1분에 걸쳐 점적하고, 단계적으

로 washing medium를 가하여 주었다. 융합된 세포들은 96well plate에 분

주하여 37℃의 배양기에 배양시켰다.
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3) MAb 분비 clone 선택 

세포 융합을 실시한 후 매일 현미경하에서 융합여부와 세포의 증식정도

를 매일 관찰한 바 fusion 후 8일째부터 한 두 개의 클론이 생산되기 시작

하여 15일 후에는 많은 량의 클론이 관찰되었다.

처음 2주 동안에는 주당 3회 정도의 배지(Dulbecco's modified eagle's 

medium에 hypoxanthine 50 mM, aminopterin 0.2 mM, thymidine 8 mM과 

10% fetal calf serum을 함유한 선택배지)를 갈아 주었고 그 후 96 well이 

1/3정도의 세포 량이 증식된 후에는 매일 배지를 교환 하여 주었다. 

항체의 생산 확인은 96 well 속에 cell량이 2/3 정도 채워졌을 때 배양에 

사용되었던 배지를 뽑아내고 이것을 검액으로 마우스에 면역용으로 사용되

었던 항원을 coating buffer (100 mM Na2CO; pH 9.6)로 28배(5 ㎍/㎖) 희

석하여 이를 96 well plate에 100 ㎕씩 각각 분주하고 4℃에서 overnight 

시키고 다음 날 PBS로 4회 세척했다.

비 특이적인 항원의 결합을 억제하기 위하여 0.2% BSA PBS(100 mM, 

pH8.4)를 200 ㎕를 분주하고 4℃에서 30분간 정치했다가 PBS로 4회 세척

하고 각 well에 0.2% BSA PBST〔100 mM, pH8.4, containing 0.05%(v/v) 

Tween-20〕50 ㎕와 배양에 사용되었던 배지 50 ㎕를 분주하고 한편 양성

과 음성 control은 양성인 경우는 cell fusion 전에 채혈 보관 중인 혈청 10  

㎕를 PBS 100 ㎕에 희석하여 이것은 양성 control로, 음성은 PBS 200 ㎕

를 사용했다.

이를 실온에서 30분 간 방치 했다가 PBS로 4회 세척하고 rabbit-anti 

mouse horseradish IgM peroxidase conjugate를 0.2% BSA PBST 〔100   

mM, pH8.4, Containing 0.05%(v/v) Tween-20〕에 1,000배 희석하고 각 

well에 100 ㎕씩 분주하고 실온에서 30분간 방치 한 후에 PBS로 4회 세척

하고 alkaline phosphate substrate solution으로 citrate B(pH4.0)에 

2,2‘-azino-bis(3-ethybenzthiazoline-6 sulfonic acid) 0.1%와 0.02%의 과산
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화수소를 함유한 액을 각 well에 100 ㎕씩 분주하고 실온에 30분간 방치했다가 

이를 405 nm와 reference 492 nm에서 reading하였다. 그 OD 값을 측정한 

결과, 양성의 OD 값은 3.646, 음성의 OD 값은 0.049로 측정되어 fusion cell

에서 항체가 생성 확인되는 1.0이상의 OD 값을 보이는 well을 2차 clone 

선택하기 위하여 24 well로 옮겨 배양 했다.

24 well에 옮겨진  24시간 후 500 ㎕의 DMEM의 배지를 추가하고 48시

간 후에 동 배양액을 추출하여 0.2% BSA PBST〔100 mM, pH8.4, 

containing 0.05%(v/v) Tween-20〕로 4배 희석하고 E2처리 수컷 쏨뱅이의 

혈청과 자연산 수컷의 혈청을 buffer(100 mM Na2CO, pH 9.6)로 각각 ×10, 

×10
2

, ×10
3

,  ×10
4

, ×10
5

, ×10
6

 희석하였다. 각 well에 100 ㎕씩 분주하여 37℃에

서 4시간 coating 후에 이를 털어내고 비 특이적인 항원의 결합을 억제하기 

위하여 0.2% BSA PBS(100 mM, pH8.4)를 200 ㎕를 분주하였다. 

4℃에서 30분간 정치했다가 PBS로 4회 세척하고 각 well에 0.2% BSA 

PBST〔100 mM, pH8.4, Containing 0.05%(v/v) Tween-20〕액으로 1차 

OD측정에서 가장 높은 OD 값을 보인 검체를 ×4, ×8, ×16, ×32, ×64 희석

하고 이를 각 well에 분주하고 실온에서 30분 간 방치 했다가 PBS로 4회 세척

했다. Rabbit anti-mouse horseradish IgM peroxidase conjugate를 0.2% 

BSA PBST〔100 mM, pH8.4, Containing 0.05%(v/v) Tween-20〕에 

×1,000배 희석해서 각 well에 100 ㎕씩 분주하고 실온에서 30분간 방치 한 

후에 PBS로 4회 세척하고 alkaline phosphate substrate solution으로 

citrate B(pH4.0)에 22‘-azino-bis(3-ethybenzthiazoline-6 sulfonic acid) 

0.1%와 0.02%의 과산화수소를 함유한 액을 각 well에 100 ㎕씩 분주하고 

실온에 30분간 방치하였다가 이를 405 nm와 reference 492 nm에서 

reading하여 가장 적절한 OD 값을 보인 희석 검체는 항원은 ×1,000배, 항체

는 4배의 희석배수를 찾아냈다.
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4) 융합세포의 동결보관

상기 2차 clone 선택에서 적정 항원 희석배수를 선택해서(×10
3

) E2처리 

쏨뱅이 혈청과 비 처리 혈청을 ELISA 실험 후 이를 405 nm와 reference  

492 nm에서 reading하여 OD값이 1.5이상 되는 검체를 최종적으로 선발 하

여 일단 원하는 항체가 분비한다고 판단되는 융합 세포 주는 limiting 

dilution방법으로 1,2차 클론닝을 수행하여 융합세포 집단이 하나의 세포로

부터 유래되는 클론이 되게 했다.

융합세포의 장기배양에 따른 변성을 방지하고 융합세포의 대량 확보차원

에서 일차적으로 배양된 세포를 검사방법 개발 이전까지 보관하려는 절차 

중 하나이다. 우선 bottle에 배양된 세포를 현미경하에서 세포가 bottle 표

면에 골고루 전량 자람을 관찰한 후 배양배지 전량을 추출하고 새로운 배

지로 교체하고 24시간 후에 이를 적당한 충격을 가하여 표면에 부착된 세

포를 떨어내고 배양용기를 세로로 세워 30분간 37℃에서 방치 후 이를 멸

균된 cornical tube에 분리 해 냈다. 

그리고 1,600 rpm에서 10분간 원심하고 상층은 제거해 버리고 침전물을 

냉동보관용 배지(10% DMSO: Dimethyl sulfoxide 8 ㎖+DMEM 80 ㎖)를 5 

㎖을 추가하고 이를 살살 흔들어서 충분히 부유시킨 다음, 이를 각각 1.8 

㎖의 냉동 보관용 ampule에 1.5 ㎖씩 나누어 분주하고 ampule 표면은 완충

제로 쌓아서 우선은 -70℃에서 충격을 줄이기 위하여 보관하였다가 다음날 

-170℃로 동결 보전하였다.
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6 . MAb 특 성  조 사

1) Western blot

본 시험법은 구조를 알고 있는 항원결정기와 반응하는 항체를 이용하여 

단백질 물질 중에서 원하는 단백질(antigen)만을 찾아내는 방법으로, 분석

하고자 하는 단백질 sample을 SDS-PAGE를 걸어 크기별로 분리한 다음, 

nitrocellulose 같은 filter에 transfer하고 transfer가 제대로 되었는지 여부를 

물로 씻으면 지워지는 염색방법으로 SDS-PAGE를 실시한 gel을 blotting 

buffer(20 mM Tris-HCl, 160 mM glycine, 20% methanol pH8.3)내에서 

100 V 350 mA에서 2시간 nitrocellulose membrane에 전사하였다. SDS- 

PAGE가 완료된 gel을 blotting buffer (20 mM Tris-HCl, 160 mM 

glycine, 20% methanol pH8.3)내에서 2시간 nitrocellulose paper에 흡착시

켰고(100 V, 350 mA), blotting이 끝난 NC paper를 gel에서 분리하여 3% 

BSA와 0.1 M Tris buffered saline (TBS with 0.05% Tween 20, pH7.4)으

로 4℃에서 하룻밤 blocking한 후 배양상층액과 4시간동안 반응시켰다. 이

후 TBS-T(0.05% Tween 20 in TBS)로 5분간 3회 세척하고 goat 

anti-mouse IgG-HRP conjugate 1시간 반응시킨 후 1% DAB와 0.03% 

H2O2가 함유된 PBS(pH7.2)로 5분간 발색하였다.

2) 이종 어류의 Vtg과 교차반응

Smeet 등(1999)은 잉어에서 유도된 Vtg가 금붕어와 교차반응을 일으킨다

고 주장하고 있어, 해수 어류에서도 민물고기와 같은 현상을 점검하기 위하

여 이미 개발되어 제주대학교 수의학과 공중 보건학 교실에 보유하고 있는 

다른 어류Vtg의 MAb들과 항원적인 교차반응을 ELISA를 통하여 확인하였다. 

즉, 각종 어류 serum (E2 처리된 쏨뱅이 수컷, 처리하지 않는 수컷, 넙치 
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암.수,  송어 암.수, 우럭, 잉어)을 적절히 희석하여 흡착시킨 micro ELISA 

plate에 각 MAb를 희석하여 분주하고 실온에서 1시간동안 반응시켰다. 이

후 HRP labeled goat anti-mouse IgG를 가하고 실온에서 40분간 반응시켜 

ABTS로 발색시켜 항체가를 조사 했다. 

3) Secondary antibodies 및 IgG Fc receptor와의 반응성

     ELISA plate에 E2 처리한 쏨뱅이 혈청을 coating하고 적당히 희석된 

MAb를 가하여 반응시킨 후, HRP labeled goat anti-mouse IgG, IgM, 

Protein A 및 Protein G와의 반응여부를 각각 관찰하였다. 

7. MAb 생 산

1) 마우스 복수를 통한 대량 생산

개발된 hybridoma들은 1주일 전에 미리 pristane (2, 6, 10, 14-tetra - 

methyl-pentadecane, Sigma USA)을 복강 내로 0.2 ml 접종하여 감작시킨 BALB/c 

mouse (약 12 주령 이상)에 각각 5×10
6

～10
7 

cell씩 복강 내에 접종하여 7일～10일

간 관찰하며 복수를 채취하였다.

복수에 함유된 MAb의 역가는 ELISA 실험을 통하여 확인하였으며, 역가가 높고 

western blot에서 Vtg와 반응하는 4개의 clone (S10, S15, S16, S28)을 택하여 정제

한 후, Vtg 검출용 ELISA 및 Immunochromatographic assay에 capture 및 tracer 

antibody로 사용하였다.

2) MAb의 정제 (Affinity chromatography)

Affinity gel 제조는 agarose(Sigma, USA) 2 g을 1 mM HCl 7 ㎖에 용
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해시킨 후 gel packing을 하여 1 mM HCl을 400㎖ 가량 흘려 세척하였다.

그 다음 이 gel을 0.1 M NaHCO3 (pH8.3 with 0.5 M NaCl)에 5 ㎖에 희석하고 

goat anti mouse IgG(10 ㎎/㎖) 5 ㎖를 첨가하여 실온에서 2 시간 동안 rotation

시킨 후 blocking agent로 0.2 M glycine을 첨가하고 4℃의 냉실에서 하룻밤 정

치했다. 

제조한 gel을 packing한 후 0.1 M NaHCO₃와 0.1 M acetate buffer를 

50㎖ 정도씩 순차를 바꿔가며 5회 가량 실시한 다음 준비된 gel에 20 mM 

phosphate buffer를 100 ㎖ 가량 흘려주었다. 이 때 protein A gel, protein 

G gel은 상품화된 것을 사용하였다.

Affinity chromatography에 사용될 gel packing을 실시하되 gel 내에 기

포가 생기지 않도록 사용되는 buffer들은 멸균하여 미리 가스를 제거한 후 

사용하였다. Gel을 20 mM phosphate buffer(pH7.2)를 사용하여 100 ㎖이상 

충분히 washing 후 elution buffer(3 M NaSCN)를 50 ㎖가량 넣어 준 후 

다시 20 mM phosphate buffer(pH7.2)로 충분히 씻어내었다.

그리고 단백이 측정되지 않을 때 BALB/c mouse복수를 gel과 충분히 반

응을 일으킬 수 있도록 흘린 후 다시 20 mM phosphate buffer(pH7.2)로 

단백이 측정되지 않을 때까지 washing하였다. 

그 다음 3 M NaSCN을 흘려주면서 1 ㎖씩 분획을 받아 단백이 관찰될 

때 5분간 입구를 막아 충분히 반응 시킨 후 단백질을 받았으며 단백이 측

정된 분획은 20 mM phosphate buffer(pH 7.2)에서 4℃ overnight 시켜 투

석 액은 4시간 간격으로 3회 바꿔 주었다.

분획을 취한 후 20 mM phosphate buffer(pH7.2 with 0.01% sodium 

azide)에서 보관하였으며 IgM type의 경우 2 mM phosphate buffer(pH 

6.0)에서 투석하면서 투석이 끝난 분획은 원심분리(4℃ ×6,000g 10분 

KONTRON Centrikon T-324)하고 IgG type의 경우는 상층 액을 회수하여 

같은 방식으로 3회 정도 더 원심분리 하였다.
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이 상층 액을 회수하여 추후의 실험에 적용하였고 Affinity chromatography 후에 

정제된 MAb는 OD 280 nm 의 흡광도로 단백량을 대략적으로 측정하였으

며, ELISA를 통하여 역가를 확인하였다

8 . 실 험 실 적  Screening system (ELISA kit) 개발 

1) ELISA plate 준비

정제된 MAb는 확인된 단백농도에 따라 10 ㎍/㎖되게 각각 희석배수를 

정하고 coating buffer로 희석하여 ELISA plate에 100 ㎕씩 분주하여 4℃에

서 16시간 흡착시켰다. 흡착이 완료된 plate는 blocking buffer를 well당 200

㎕씩 분주하여 4℃에서 2시간동안 정치한 후 PBS로 3회 세척하고 건조시

켜 냉장보관하며 Vtg분석에 사용하였다.

2) HRP-MAb conjugate 제작

Two-step glutaraldehyde법으로 접합체를 제작하였다 (Wilson et al., 1978). 

즉 Horseradish Peroxidase (Sigma, USA) 10mg을 0.1M phosphate buffer 

(containing 1.25% glutaraldehyde) 0.2 ml에 용해한 후 실온에서 18시간 정

치하였다. 이를 PD10 column (Pharmasia, Sweden)에 여과하여 잔여분의 

glutaraldehyde를 제거하고, 5 mg/㎖의 항체 1 ㎖과 섞은 후 1 M sodium 

carbonate-bicarbonate 100 ㎕를 가하여 pH를 9.5까지 올려주었다. 냉장온

도에서 24시간 정치시키고 접합이 완료된 반응액에 0.2 M lysine 0.1 ml를 

가하여 잔여 반응기를 masking을 한 후 PBS에 투석하였다.
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3) Antibodies pair 결정

Lamnissou 등(1996)이 실시한 단클론 항체의 pair 결정은 정제된  단클

론 항체의 coating 농도와 접합체 농도를 일정하게 주고, Vtg계단 희석하여 

linearity를 확인하고자 하였다. 이때 항원으로 MAb(S10, S15. S16, S28)를 

coating buffer로 희석하여 100 ㎕씩 분주하고 coating후 , 4℃에서 overnight 

시킨 후에 PBS (0.2% BSA, 0.05% NaN3)를 200 ㎕씩 각 well에 첨가하여 

4℃에서 1시간 후에 E2 처리한 쏨뱅이 serum을 dilution buffer로 500배 희

석하여 분주하고 실온에서 30분간 반응시키고 HRP conjugate(S10, S15, 

S28)를 100～12,500배 희석하여 실온에서 30분간 반응 시킨 후에 ABTS로 

실온에서 30분 반응시켜 405 nm (reference 492 nm) OD값을 측정하였다. 

9 . ICG(Immunochromatographic assay) kit 개발

Colloid gold는 음전하를 가진 비 친수성 액체로 단백질과는 비공유적으

로 결합하기 때문에 면역 글로브린과 같은 거대분자들은 적색의 colloid 

gold와 결합하므로 Vtg와 같은 면역글로브린과 결합한 colloid gold입자로 

항원분자를 직접 검출하는데 응용하고자 하였다 (Haasnoot et al., 1996).

1) Colloidal 골드 제작

Beesly 등(1989)의 colloidal gold 기술방법을 응용하여 Table 1. 2와 같은 

처방으로 20 nm gold colloidal의 제조는 철저히 세척, 건조된 초자 비이커

에 주사용 증류수(중외제약) 89 ml를　 가하고 hot plate에 60℃로 가열하며 

교반하였다. 가열되는 동안 1% tri-sodium citrate 4 ml에 증류수 6 ml를 

가하여 10 ml가 되도록 준비 해 두고 수온 60℃가 확인되면, 1% gold 
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Sol. Vol.(ml) Accumulated volume

20nm gold solution 25 25

DDDW 153 178

1% sodium citrate 2 180

1% gold chloride (2 ml)
20 200

DDDW (18 ml)

chloride〔Tetrachloroauric (Ⅲ) acid trihydrate, Sigma G-4022, USA〕1 

ml 를 넣어 교반과 동시에, 준비해 둔 sodium citrate액 10 ㎖을 한번에 가하

였다. 온도를 유지하며 1시간 정도 교반하면서 반응액의 색상변화를 관찰하

여 포도주 빛과 같은 암적색을 보이면 100℃로 15분간 끓이며 교반하였다.  

  또한 40 nm gold colloidal의 제조는 추가적으로 입자 size를 확대하여 40 

nm 규격의 colloidal gold를 제조하기 위하여, 기 제조된 20 nm colloidal 

gold 25 ml에 증류수 153 ml를 가하고, 끓는 상태에서 1% tri-sodium 

citrate 2 ml를 추가하였다. 이후, 1% gold chloride 2 ml를 증류수 18 ml와 

섞어 희석한 액을 1 ml/min의 속도로 점적하며 점차적인 입자성장을 유도

하였다. 그 후 약 20분간 추가적으로 끓여낸 후 실온에 정치하여 gold-Ab 

conjugates의 접합에 사용하였다. 40 nm colloidal gold(5.0 O.D)의 제조는 

입자 size가 40 nm인 colloidal gold를 OD가 5.0 되게 제조하고자 40 nm 

colloidal gold제조에 사용되는 용액들의 농도를 5배로 증가시킨 후 60℃의 

조건에서 30분간 반응시키고, 60분간 끓여낸 후 접합에 사용하였다.

Table 1. Component of 20 nm plain colloidal gold. 

Sol. Vol.(ml) Accumulated volume

DDDW 89 89

1% gold chloride 1 90

1% sodium citrate (4 ml)
10 100

DDDW (6 ml)

Table 2. Component of 40nm plain colloidal gold.   
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2) MAb-Gold 접합체 제조

Gold 접합체를 만들기 위한 시작 조건은 전형적으로 plain gold의 OD 

514 값이 1.0이 되게 하고 단백농도는 0.1 ㎎/㎖이 되도록 하였다. Plain 

gold의 산도는 0.1% NaOH로 맞추다가 미세한 조정 시에는 0.01% NaOH

를 사용하였고 접합체 제조를 위하여 pH7.5로 조정한 plain gold 10 ㎖에 

antibody를 점적한 후 30분간 정치하였다. NaOH로 pH를 9까지 올린 후 

BSA(10㎕ of 10%/㎖ gold)를 가하고 10분간 정치 후 이를 원심분리

(×10,000 g, 30 min, 4℃)시켜 맑은 상층 액을 걷어내고 gold 접합체 희석

액으로 재 부유하였다. Gold 전용 희석액은 적당히(1% T-20, 1% BSA, 

2～3% Score in 100 mM PB) 희석하여 사용하였다.

3) Membrane 선정

Nitrocellulose transfer membrane(Whatman, SP 003, USA)을 3mm 폭으

로 절단한 후, 정제된 항체(S16)를 1 ㎎/㎖를 1.0 ㎕씩 넣고 dotting하여 실

온에서 건조한 후 Immunochromatographyassay에 사용하였다. 

1 0. I n  v itro 검출계 확 립

Lee 등(2003)에 의하면 국내에서 자연산 어종에 대한 내분비계 장애물질 

의 환경 위해성 평가를 위한 대상 어종으로 송사리 등 몇 종에 불과한 것

은 현재까지 시험어종으로서 실험실내에서의 사육표준화 정립이 미흡하여 

실험실 내에서의 시험어종으로 적용치 못하고 있는 실정이라고 한다. 

또한 쏨뱅이와 같이 상대적으로 size가 큰 어류는 제한된 공간에 사육하

며 실험물질을 투여하는 pilot system을 운영함은 불합리한 방법이 될 것이
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S. marmoratus 

Isolation liver cell 

Primary liver cell culture 

Liver

(Negative )

(Positive)

Specimen
+

Diluent

C  T 

C  T 

C  T 

The upper liquid 

Thawing culture 

Freezing preservation 

Unknow
sample

다. 그래서 연안에서 자연적으로 서식하는 물고기 중에서 채집된 쏨뱅이의 

각 개체별 혈중 Vtg의 검사 이외에, 인공적인 사육을 통하여 실시하는 

pilot system은 비현실적인 방법으로 생각되어 금번 연구에서 제외하였다.  

  따라서 본 연구는 Fig.3.과 같이 쏨뱅이에서 간을 분리해 내고 적정한 처

리를 통하여 간세포를 분리한 다음 초대 간세포배양을 통하여 적당히 배양

된 세포를 동결보전 했다가 Vtg 유발물질을 투여하여 일정기간 배양 후 상

층 액을 SDS-PAGE를 통해 Vtg 합성여부를 검사할 수 있는 In vitro 검출

계를 구축하기 위한 방법을 확립하고자 하였다. 

Fig. 3. Scheme of in vitro detection system for EDs in unknown sample.

1) 간세포 1차 배양법 확립

쏨뱅이를 0.01% 2-phenoxyethanol로 마취를 시킨 후, 담낭과 함께 간장

을 분리하고 간 문맥에 Ca2+을 첨가하지 않은 관류용 buffer를 약 10분간 

관류한(5～8 ㎖/min) 다음, 3 mg/㎖ collagenase(Sigma, USA) 및 0.98 mg/㎖ 소 
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혈청 알부민(Sigma)을 포함한 관류용 buffer에 약 20분간(5～8 ㎖/min), 그

리고 2 mM EDTA를 첨가하여 Ca
2+ 

및 Mg
2+

을 제거한 관류용 buffer에 약 

10분간 각각 관류하였다. 관류 후 간장은 100 ㎖ 비이커에 넣어 Ca
2+

-free 

관류용 buffer로 3회 세척한 후, 50 ml의 관류용 buffer내에서 해부 가위로 

잘게 분산시켰다. 분산된 간세포는 피펫으로 더욱 분리하여 가제로 여과시

킨 후에 원심분리(×700 rpm, 2 min)를 3회 반복하여 간 실질 세포 이외의 

성분(비 실질세포, 파열세포, 세포의 파편 및 적혈구 등)을 제거하였다. 

간세포는 양전하를 처리한 250 ml T/C 플라스크당 2×106개의 세포 밀도

로 배양하였고 배양에는 0.2 ㎛ bovine insulin(Sigma), streptomycin, 

penicillin, 및 NaHCO3 을 첨가한 L-15 medium을 이용하였다. 간세포는 배

양액 20 ml를 첨가하여 배양하였으며 사전 배양은 3일간 행하고, 배양액은 

3일 간격으로 교환하면서 계속 관찰 하였다. 

 

2)동결 속도의 비교

 간세포는 계대배양이 이루어지지 않기 때문에 동일한 개체로부터 결과

를 얻기에 많은 어려움이 있다. 또한 간세포의 분리는 전문성을 요구하므로 

내분비교란물질의 검출 실험을 위한 간세포의 사용은 매우 어려운 점이 많다.      

  이에 따라 간세포를 동결하여 실험자에게 제시할 경우 손쉽게 내분비교

란 검정을 할 수 있을 것으로 판단되어, 세포의 동결보존법의 개발을 실시하였다.  

  우선, 간세포의 동결은 렛트의 비장세포 동결법을 응용하여 다음과 같은 

4가지 실험구를 통하여 조사하였다. 먼저, 완속 동결구는 4℃에서 2시간을 

보존한 후 -20℃에서 2시간 그리고 -80℃에서 최종보존을 하는 방법(실험

구 1)과 -80℃ 2시간을 거쳐 액체질소(-196℃)에 보존하는 방법(실험구 3)

을 설정하였다. 급속 동결 구는 4℃에서 2시간 보존한 후 -80℃로 바로 보관하

는 구(실험구 2)와 -80℃를 거쳐 -196℃로 보존하는 구(실험구 4)를 설정하였다.  
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3) 동결 보전제의 비교

세포동결 보존액으로는 10% dimethyl sulfoxide (DMSO)를 이용하였고 

DMSO의 농도에 따른 세포의 생존율에 대한 변화는 5%, 10%, 15%에 대

하여 조사하였다. 4가지 실험구의 실험결과를 바탕으로 생존율이 높게 나타

난 실험구 3과 실험구 4를 이용하여 각 실험구의 동결보존의 시간 경과에 

따른 생존율의 변화를 관찰하기 위하여 보존 후의 2일, 5일, 7일, 10일 및 

15일째의 동결보존 세포를 상기 방법을 이용하였으며 이를 해동한 후 생존

율을 조사하였다. 세포는 collagenase 관류법으로 분리하여 800 rpm으로 분

리한 후 상층액을 제거하여 실험재료로 이용하였고 50 ㎖의 플라스틱 튜브

에 DMSO가 10%첨가된 배양액을 첨가하여 3분간 DMSO를 침투시켰다.   

 그 후 800 rpm, 2분간 원심분리를 하여 상층액을 제거하고 DMSO가 침투

된 세포를 멸균된 1.5 ㎖ 튜브에 넣고 동결보존을 하였다. 해동은 20～24℃

의 항온수조에서 약 1분간 신속하게 해동하여 새로운 배양액을 첨가하여 3

회 원심분리를 하고 세포내에 침투된 DMSO를 제거하였다. 그 후 세포의 

생존율을  trypan blue로 염색하여 조사하였다.  

4) In vitro system의 결정

Fig.3과 같이 쏨뱅이 full sheet 형성이 확인된 liver cell 배양 well에 내

분비장애물질로 예측되는 2,4-D 농약을 ×10
-8

,×10
-7

,×10
-6

,×10
-5

 희석한 물질

들을 각각 배양액에 첨가하고 0, 3, 6 및 9일째를 회수하여 3,000 rpm에서 

20분간 원심분리 하여 Vtg형성 여부는 현재의 표준방법인 단백질 분석 즉, 

Laemmli(1970)의 방법에 의하여 7.5% SDS-PAGE로 분리하여, Coomassie 

brillant blue R-250으로 40분간 염색하였다. 
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                   Ⅲ. 결 과 

 

1. Vtg의 induction

 

  자연 상태에서 환경오염물질에 의해 유발을 증명하기가 쉽지 않기 때문

에 인위적으로 유도하였으며 이 확인실험은 E2처리 10일 후에 채취한 혈청

과 투여 전 채취한 암.수컷 혈청을 Maitre 등(1979)과 Anthoy 등(2003)이 

실시한 것과 같이 전기영동 처리하여  Vtg의 특이한 밴드 분자를 확인하고

자 하였다.    

 이를 위해 Biorad(USA)의 Mini protean Ⅱ system을 이용한 실험으로 E2

처리 10일 후에 채취한 혈청과 투여 전 채취한 암.수컷의 혈청을 전기영동 

처리하여 Vtg의 특이한 밴드 분자를 확인하기 위해 SDS-PAGE를 실시 한 결

과는 Fig. 4와 같이 대조군으로 Sigma High Maker와 E2 처리되지 않는 암.숫

컷을 사용하였고  실험군으로는 E2 처리된 암.숫컷의 혈청을 사용하여 앞서 제

시된 시험 방법에 의거 실험하였다. 

 그 결과 E2를 처리하지 않은 암. 숫컷 쏨뱅이의 혈청에서는 Vtg밴드가 형성

되지 않았으나 E2를 처리한 암.수컷 혈청에서는 미처리 대조군에서 보이지 않

았던 밴드가 175 kDa 부근에서 나타나 합성유도가 확인 되었다. 

  그 외에도 다른 sub unite가 molecular marker protein과 같은 위치에 존재하

고 있는 것으로 보아 E2에 의해 유도된 물질이 존재가 확연히 나타났고 이를 

확인하기 위한 방법으로 이들 물질을 정제 후 SDS-PAGE 및 western blot

으로 재 확인 하고자 하였다.
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Fig. 4. SDS-PAGE analysis of vitellogenin in serum of  Scorpion fish   

          treated or non-treated with E2 (SHM: high molecular marker,     

          Male: normal male serum,  I Male: E2 treated male serum, 

        Female: normal female serum,  Female: E2 treated female serum )  

2. Vtg의 purification

1) Gel permeable chromatography 

  Fig. 4와 같이 유도를 확인하고 유도된 Vtg의 정재를 위하여 gel permeable  

chromatography 한 결과 Fig. 5에 나타냄 바와 같은 gel filtration profile를 

나타내었다 (Bodil et al., 1998). 

  Fig. 5와 같이 gel filtration profile를 통하여 Vtg 단백농도일 것으로 예측

되는 fraction No.12～28번에 대하여 Fig. 4와 같이 SDS-PAGE 통하여 Vtg 

유도여부를 확인한 바 Fig. 6과 같이 Vtg이 분리 시작은 17번에서 시작하여 

25, 26번까지 함유되고 있음을 볼 수가 있다. 

  본 연구에서는 가장 많은 량이 함유되었다고 생각되는 No.20번에서 23번 까

지 pool 시킨 다음 이를 최종 5 ㎖가 되도록 4℃에서 PBS에 overnight동안 
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2～3회 가량 투석액을 교체하면서 투석을 실시하였고 Vtg이라고 예상되는 

분획(175 kDa)을 ion-exchange을 실시하여 Vtg를 확정하고자 하였다.

  그리고 Marcelo 등(1995)과 Mananos 등(1994)이 주장한 바와 같이 그 외

에도 다른 sub unite가 molecular marker protein과 같은 위치에 존재하고 있는 

것으로 보아 E2에 의해 유도된 물질이 존재를 확인 할 수 있었으며 이를 재 확

인하기 위한 방법으로 이들 물질을 Ion exchange chromatography로 정제 후 

SDS-PAGE를 통하여 Vtg를 확인 하고자 했다. 
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      Fig. 5. Gel filtration profile of Vtg-induced  Scorpion fish' serum.  
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Fig.6. SDS-PAGE profile of  vitellogenin fractions from gel filtration of  

       Scorpion fish' serum(Fraction No12～28).

 ※SHM : Sigma High Marker, IM: E2 Induction Male fish of plasma  

              Scorpion fish'

  

  2) Ion exchange chromatography

  Ion exchange  chromatography는 Fig. 7에서와 같이 용출된 각 peak에 

No. 1～5번까지 fraction을 SDS-PAGE를 통하여 Vtg가 함유정도를 확인하

고자 한바 fraction No. 4, 5번에 주로 함유되어 있음이 Fig. 8번과 같이 확

인되어 NaCl 0.4M 이후에 나타나는 2개의 peak를 이루는 분획들을 취하여 

정재된 Vtg를  마우스의 면역과 Hybridoma screening을 위한 ELISA 항원

으로 사용하였다. 
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Fig. 7. Ion-exchange chromatography profile of fractions from the gel filtration      

           of  the estradiol-treated male Scorpion fish' serum

         (Fraction No.12～28 pool  serum).

  

Fig. 8. Comparison of Vtg concentration among the Ion exchange      

           chromatography fractions.
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3 . Vtg의 분자 량  

Gel filtration을 통하여 확인한 Vtg의 주 band에 해당하는 용출양상을 

gel filtration calibration kit (Pharmacia Biotech, Sweden)를 이용, 분자량

에 대한 각 분자의 Kav 값을 구하기 위한 요소들의 값은 아래와 같았다.

Vo = 142 ml , Ve of ferritin = 309 ml, Ve of Vtg = 312 ml

Ve of catalase = 337 ml, Vt = 1.3 x 1.3 x 3.14 x 85 = 451 ml

이 때, ferritin, catalase 및 쏨벵이 Vtg의 Kav 값은 각각 0.540, 0.631 및 

0.550으로 계산되었다. 그러므로 각 분자의 Kav 값을 환산하여 graphy를 

그렸을 때, 쏨벵이 Vtg의 분자량은 Fig. 9와 같이 약 440 kDa로 환산되었다.  

  그리고 쏨뱅이 혈청에서의 Vtg의 분자량 확인은  본 연구에서 처음으로 시도

하여 이루어진 것으로 사료된다. 
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Fig. 9. Calibration curve using the high molecular weight  gel         

          filtration calibration kit on Sepharose CL-4B (open circle:      

          catalase, open triangle: ferritin, solid circle: Vtg of  Scorpion   

          fish).
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4 . Monoclonal anti-Vtg antibody 

1) 항체정제 (Affinity chromatography)

  ELISA와 western blot을 통하여 역가가 높은 항체, S10, S15, S16, S28

번을 James 등(1997)이 사용한 protein G sepharose gel을 사용하여, 

packing 할 때 기포가 생기지 않도록 사용되는 buffer들은 미리 가스를 제

거한 후 20 mM phosphate buffer(pH7.2)로 평형화 시킨 gel에 복수 액을 

적용시켜 sephrose에 고정된 protein G와 결합한 IgG 분자는 3M NaSCN

으로 용출하였다. 용출된 분획은 20mM phosphate (pH7.2)에서 24시간을 

투석하되 4시간 간격으로 3회 이상 투석 외액을 교체하고 투석이 끝난 분

획은 원심분리 (4℃ ×6,000 G, 10분, KONTRON Centrikon T-324)하여 상

층액을 회수하였다. 정제된 MAb의 항체가 확인을 Table. 3과 같이 OD 

280 nm의 흡광도로 대략의 단백량의 흡광도 1.3일 때 1.0 mg/㎖l로 환산한 

결과, 각 항체의 단백 함량은 S10은 5.0 mg/㎖, S15는 12 mg/㎖, S16은 1.0 

mg/㎖, S28은 6.0 mg/㎖으로 확인되었고 이를 추후의 실험에 적용하였다(Andrew 

et al., 1992). 

 Table 3. Antibody titers of monoclones after affinity chromatography     
          purification of anti- Scorpion fish' Vtg.   

sample

OD Vol. Protein Con..      titer

     (×100) volume(ml)
×5 ×10 mg/ml

S10 1.113 0.555 5.0 6 5

S15 2.746 1.203 12.0 5 6

S16 0.256 0.107 1.0 4.5 3

S28 1.027 0.730 6.0 5 6



- 33 -

2) MAb 의 역가

  세포융합 중 의의 있는 항체가를 보인 clone S10, S15, S16, S28번을  각

각 5×106-107 cell 씩 복강 내에 접종하여 7일～10일간 관찰하며 복수를 채

취하여 정제 후 항체 역가를 ELISA를 통하여 조사한 결과, Fig. 10과 같이 

동 복수 액 S10, S15, S16, S28번에서 각각의 항체는 500배 이상의 희석역

가의 항체가를 나타냈다. 이를 western blot에서 Vtg과 반응하는 항체를 정

제한 후, Vtg검출용 ELISA 및 Immunochromatographicassay에 ture 및 

tracer antibody로 사용하였으며 각 단백농도와 역가를 기준으로 tracer 및 

capture로서의 조건을 조사하였다.  

3) Western blot 

Fig, 11은 Michae 등(1996)이 실험한 바와 같이 E2에 의해서 유도된 Vtg 

함유 혈청, 음성혈청과 알 단백에 대하여  SDS-PAGE를 걸어 크기별로 분

리하였다. 그 다음 nitrocellulose 같은 filter에 transfer하고 transfer가      
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Fig.10. Antibody titer of ascites fluids 7-10days after injection of      

          hybridoma producing anti- Scorpion fish' Vtg..    
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 Fig. 11. Western blot of Vtg induced  Scorpion fish' serum, egg and   

        negative control.

제대로 분리되었는지 여부를 물로 씻으면 지워지는 염색방법을 사용하여 

SDS-PAGE가 완료된 gel을 TBS-T (0.05% Tween 20 in TBS)로 5분간 

3회 세척하고 goat anti-mouse IgG-HRP conjugate 1시간 반응시킨 후 1% 

DAB와 0.03% H2O2가 함유된 PBS(pH7.2) 5분간 발색한 결과이다. 

  Fig. 12에서는 항체정제를 통하여 얻어진 단클론 항체에 대하여 SDS 

-PAGE와 western blot을 통하여 175 kDa의 Vtg밴드를 확인 한 결과로 

S09번에서 S35번까지 모두가 Vtg 밴드로 확인되었고 단클론 항체의 clone

들은 Vtg 함유 혈청의 Vtg band와 특이적인 반응을 보여 난황과 반응한 

경우에도 공히 Vtg에 해당하는 약 175 kDa의 단백질과의 반응이 확인되었다.  

  분획을 보면 유도된 혈청과 알 단백이 비교되는 양상인데(Akihiko et al., 

1997) 이것은 Reader 등(1992)과 Hartiling 등(1999)이 주장한 바와 같이 

Vtg이 난황내로 선택적으로 흡수된 후 바로 저분자의 난황성분으로 분해되

어 기전 초기단계 난황임을 기인한 것으로 사료 된다(Mouchel et al., 1999).
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Fig. 12. Western blot of profile of various monoclonal antibodies on Vtg  

         induced  Scorpion fish' serum.          

         

Fig. 13. Western blot profile of various monoclonal antibodies on         

           Scorpion fish' egg.
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clone SME2 SM male PO male PO female O M O M female SH C C 

S 09 ++ － － － － － ++ －

S 10 ++ － － － － ++ －

S 11 ++ － － － － － ++ －

S 12 ++ － － － － － ＋ －

S 15 ++ － － － － － ++ －

S 16 ++ － － － － － ++ －

S 28 ++ － － － － － ++ －

S 35 ++ － － － － － ++ －

4) 이종 어류의 Vtg과 교차반응

  기 개발되어 공중 보건학 교실에 보유하고 있는 다른 어류의 MAb (E2처

리된 쏨뱅이 수컷, 처리하지 않는 수컷, 넙치 암,수,  송어 암.수, 우럭, 잉

어)들에서 유래한 Vtg들과의 항원적인 교차반응을 ELISA를 통하여 확인하

였다. 즉, 각종 어류의 serum을 적절히 희석하여 흡착시킨 micro ELISA 

plate에 각 MAb를 희석하여 분주하고 실온에서 1시간동안 반응시켰다. 이

후 HRP labeled goat anti-mouse IgG를 가하고 실온에서 40분간 반응시키

고 ABTS로 발색시켰다. ELISA를 통해 다른 어류 혈청과의 교차반응을 측

정한 결과, Table. 4와 같이 쏨뱅이의 Vtg에 대한 MAb clone은 E2를 처리

한 쏨뱅이 혈액과 산란기 암컷 우럭의 혈액은 교차반응을 보였으며, 여타의 

이종 어류의 혈액과는 반응하지 않았다.

Table 4. Patterns of monoclonal(S 10 et al 7 ea) antibody cross 

reaction with E2-treated and not treated Scorpion fish' and other Spp. 

fish's serum.

*SME2: Sebasticus marnortus   *SM: Sebasticus marnortuse       

*PO : Paralichthys olivaccus    *SH : Sebastes hubbsi 

*OM : Oncorhynchus masou    *CC : Cyprinus carpio
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 5) Secondary antibodies 및 IgG Fc receptor와의 반응성

  ELISA plate에 E2 처리한 쏨뱅이 혈청을 coating하고 적당히 희석된 단

클론 항체를 가하여 반응시킨 후, HRP labeled goat anti-mouse IgG, IgM 

protein A 및 protein G와의, 반응여부를 각각 관찰하였다. Table 5와 같이 

4개의 clone이 모두 IgG 타입인 것으로 확인되었다. 

Table. 5. Patterns of monoclonal(S09, et al 7ea) antibody reaction with   

          protein A, B, IgG and IgM of  Scorpion fish. 

   

MAb IgG IgM Protein A Protein G

S09 +++ - + +

S10 +++ - ++ +++

S11 +++ - +++ +++

S12 +++ - + +++

S15 +++ - ++ +++

S16 +++ _ + +++

S28 +++ _ + +++

S35 +++ + + +
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5. ELISA kit 개발 

  1) Antibodies pair 결정

  Antibodies pair 결정은 정제된 MAb를 10 ㎍/㎖ 정도를 ELISA plate에 

흡착시키고 E2혈청은 sample buffer로 2,000배 희석, well당 100 ㎕씩 분주

하고 실온에서 30분간 반응시켰다. 그 다음 HRP labed MAb를 각각 ×100, 

×200,× 400, × 800, ×1,600, ×3,200배로 희석하여 실온에서 30분간 반응시켰

으며 발색제로는 ABTS 용액을 사용하고 30분간 발색시킨 후 405 nm 

(reference 492 nm) OD값을 측정 한 결과를  Fig. 14에 A, B, C와 같이 그

래프로 나타내었다.
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Fig. 14. The optimal dilution condition of HRP labeled MAb for sandwich      

        ELISA to detect  Scorpion fish' Vtg.

A: The combination of HRP labeled MAb S10 conjugate and MAb S10  

    coated on microplate wells. 

B: The combination of HRP labeled S15 and MAb S15 coated on        

    microplate wells. 

C: The combination of HRP labeled S28 and MAb S28 coated on        

    microplate wells.
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  각 효소 접합체들은 동 그림과 같이, ×1,000배 희석한 용액에서 직선상의 

용량 대 반응곡선이 형성되었으며 이 때의 흡광도의 값이 1.0 정도로 나타

났으므로, 흡착항체의 희석조건은 각 항체별 접합체에서 공히 ×1,000배의 

희석배수로 조건을 결정하여 흡착 capture의 희석조건을 조사하였다. 

  접합체 희석조건은 Fig. 14에서와 같이 반응에 필요한 접합체의 충분한 

양을 결정하기 위한 실험으로 희석단계에 따른 표준반응곡선이 이루어지는 

범위 내에서 적당하게 희석하였다. 이 때  각 접합체는 ×400부터 ×1,600배 

희석 값 사이에서 용량에 비례하는 표준 곡선의 값을 보였으므로 편의상 

×500배를 희석배수로 결정하고 이후의 실험에 적용하였다. 

  한편, plate의 흡착을 위한 MAb의 선정 시 S10, S15, S28의 경우는 

×1,000 및 ×2,000배의 희석 시에도 충분한 capturing capacity를 보여주었으

며, 이는 특이항체의 정제도가 높음을 시사한다. 그러므로 이후의 조건은 

상기 3가지의 MAb를 이용하여 흡착 및 효소접합체로 조건을 조사하였다.  

  또한 Fig.15와 같은 그래프는 MAb S10, S15 및 S28의 HRP 접합체들을 

×1,000배 희석하고, S10, S15, 및 S28 MAb 중에서 해동을 반복하였던 혈

청과 신선한 혈청, 음성 혈청을 실험 하였다. 그 결과 Fig.15에서와 같이 해

동을 반복했던 혈청에서는 S15-HRP의 접합체에서 S10번과 S28번에서 높

은 항체가를 보였으나 Fig.16에 나타낸 것과 같이 신선한 혈청에서는 

S15-HRP의 접합체에서 S28번에만 공통적으로 높은 항체가를 보이고 있다.  

  따라서 동결과 해동을 반복했던 혈청에서는 단백이 분해되거나 또는 Vtg 

구조의 결함으로 항원항체반응에 저해를 일으킨 것으로 보이며 추후 연구

할 가치가 있다고 생각한다. 

  S15-HRP의 접합체에 공통적으로 높은 항체가를 보인 S28번을 각각 

×20, ×1,000, ×2,000배로 희석하여 capture로 사용하였을 때, E2처리 혈청의 

용량별 반응곡선을 분석하여 detection limit를 평가하고자 하였다.         
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  S15-HRP를 tracer로 사용하고 S28은 1,000배 희석한 capture의 조건에서 

10,000배 이상의 희석농도까지도 검출이 가능하였으며, 상기의 조건을 

ELISA의 antibodies pair로 설정하였다. 

  한편, plate의 흡착을 위한 MAb의 선정 시 S15 및 S28의 경우는 ×1,000 

및 ×2,000배의 희석 시에도 충분한 capturing capacity를 보여주었다. 이는 

특이항체의 정제도가 높음을 시사한다. 그러므로 이후의 조건은 상기 2가지

의 MAb를 이용하여 흡착 및 효소접합체로 조건을 조사하였다. Fig. 17은 
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Fig. 15. Conditioning of  ELISA for the decision of MAb pair using Vtg in      

         Scorpion fish' serum partially denatured by repeated            

        freezing and thawing.
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Fig. 16. Conditioning of  ELISA for the decision of MAb pair using freshly      

         prepaired Vtg from Scorpion fish' serum.   
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Fig.. 17. Conditioning of  ELISA for the decision of MAb pair using             

          negative serum of  Scorpion fish.       

Fig.15, 16에 대한 음성 control로 어느 항원, 항체의 반응조건에서 항체가

가 미약함을 보여 주고 있다. 
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  2) Vtg 검출 한계

  본 실험에서는 검출한계를 산출하기 위해서 지정된 ELISA system을 이용

하였다. Vtg의 검출한계를 측정하기 위하여 S28 MAb를 ×1,000배 희석하여 

(약 1 ㎍/㎖) ELISA plate에 coating하고, 쏨뱅이 Vtg 농도는 1 ㎎/㎖이 포

함되어 있는 혈청을 계단 희석하여 반응시켰다. 

  Tracer로는 S15-HRP를 conjugate buffer를 ×1,500배 희석하여 실온에서 

30분간 반응시켰으며, ABTS로 발색시켜 흡광도는 OD 405/492 nm에서 측

정하였다. 본 과제에서 개발한 ELISA 법으로는 Fig. 18과 같이 적어도 1.0  

 ng/ml의 Vtg까지 검출이 가능하였음을 보여주는 결과라 할 수 있다.
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Fig. 18. ELISA profile using different concentration of vitellogenin of     

          Scorpion fish 
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  3) 민감도 및 특이도

  현재 Vtg의 정성 및 정량 공인검사법은 제시되어있지 않으나, 문헌상의 

연구결과는 SDS-PAGE를 통한 Vtg형성을 확인하고 있기 때문에 

reference method로서 SDS-PAGE의 결과와 비교 할 수 있다. SDS- 

PAGE결과를 보면 E2를 투여하여 Vtg가 합성된 양성 혈청 5건과 청정지역

제주도의 사계 근해에서 비 산란기에 포획한 쏨뱅이 Vtg 음성혈청 9건을 

검사하여 민감도와 특이도를 각각 조사한 바 Table. 6과 같이 특이도에서

는 이론에 여지가 없었고  ELISA의 실험 조건들을 결정하고 앞서 민감도

   Table. 6. A comparison of SDS PAGE & ELISA test.

  

ELISA kit
     SDS PAGE(Ref. method)

Subtotal

Positive Negative

Positive 5 0 5

Negative 0 9 9

Subtotal 5 9 14

   Sensitivity: 5/(5+0)*100= 100%  Specificity: 9/(9+0)*100= 100%
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   Fig.. 19. Detection of  Scorpion fish' Vtg by using developed ELISA.        

         -NC: Negative control, 

        -PC1: Positive control 1 E2 treatment serum, 

        -PC2: Positive control 2(Scorpion fish' egg), 

        -1～9: Scorpion fish' serum. 

 

와 특이도를 조사한 혈청을 실제 쏨뱅이 음성혈청, E2 처리 쏨뱅이 혈청, 

알을 가진 쏨뱅이 혈청과 청정지역 사계에서 포획한 쏨뱅이 9마리를 시험한 

바 Fig. 19와 같이 음성에서는 항체가가 미량으로 검출되지 않음을 보여주어 

앞서 제시된 조건이 실험조건으로 만족한 결과라고 사료된다. 
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   6 . ICG kit 개발

  1) Colloidal 골드

  구경 20 nm 및 40 nm 로 제조된 Colloidal gold를 spectrophotometer로 

파장별 흡광도를 측정한 결과 Fig. 20, 21.에서와 같이 20nm 입자의 경우는 

523 nm의 파장에서 최대 흡광을 보였으며, 40 nm 입자의 경우는 536 nm

의 파장에서 최대 흡광을 보였다.

Fig. 20.  Absorbance spectrum  of 20 nm colloidal gold.

   Fig.. 21.  Absorbance spectrum  of 40nm colloidal gold. 
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 전자현미경으로 검경하였을 때 Fig.22에서와 같이 각각 40 nm 및 20 nm 

구경의 입자가 확인되었다. 제조된 colloidal gold 부유액은 현장적용 측정

방법으로서 Immunochromatographic assay kit의 Gold-Ab 접합체로 사용

이 적합한 것으로 사료되었다.

        

           

Fig.. 22. Transmission Electron Micrograph of 40 nm& 20 nm Gold Colloid. 

 

 2) MAb-Gold 접합체의 검출한계

  Gold-Ab 접합체를 위한 antibodies pair는 ELISA에서 결정한 S15 와 

S28을 적용하였다. S28 MAb를 약 3 mm 폭으로 오려 낸 NC paper에 1 

㎕ 점적하여 건조시킨 후,  S15-gold 접합체와 쏨뱅이 혈청을 적당한 비율

로 혼합한 액에 담그어 막상으로 전개시켰을 때 Fig. 23과 같이 Vtg 양성

혈청  ×1,000배 희석 액까지 검출반응이 나타났다.
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 3) 민감도 및 특이도

  SDS-PAGE로 검사하였을 때 Vtg이 양성인 혈청 5건과 제주도 사계 근

해에서 포획한 비 산란기의 쏨벵이 혈청 9건을 검사하여 조사한 민감도와 

특이도는 각각 100%였다. 그 결과에 따른 비교표를 Table 7에 나타내었다.    

ELISA의 민감도 및 특이도의 비교 시와 마찬가지로, 아직까지 Vtg를 정성 

및 정량의 공인검사법이 제시되어 있지 않고 있으나, 문헌상의 연구결과는 

SDS-PAGE를 통하여 Vtg형성을 확인하고 있기 때문에 reference method

로서 SDS-PAGE의 결과와 비교하였다. 특히, 민감도 특이도가 공히 100%

를 보이는 이유는, E2에 의하여 합성이 유도된 실험동물의 혈중에는 상대적

으로 고농도의 Vtg가 존재하기 때문이며, E2에 의한 합성유도가 없을 경우

에는 전혀 Vtg가 존재하지 않기 때문인 것으로 사료된다.

또한 Fig. 24.와 같이 ELISA와 ICG법으로 검사한 결과에서 그 검출 한계

를 비교한 결과, ELISA인 경우는 0.1 ㎍/㎖까지 검사가 가능함을 보였으나 

ICG법에서는 1 ㎍/㎖까지 검사가 가능함을 보여 예민도에서는 ICG법에서 

떨어지나 현장에서 특별한 기기를 이용하지 않아도 screening test가 가능

한 이점들이 있어 이를 활용한다면 효과적인 역학조사가 될 수 있을 것으

로 본다.  
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 Fig, 23. Immunochromatographic assay for the detection of  Scorpion    

         fish' Vtg.                           
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 Fig.  24. Comparison of detection limit between ELISA and ICG.
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 Table 7. A comparison of SDS-PAGE & ELISA test

ICG kit

SDS- PAGE(Ref. method)

Subtotal

Positive Negative

Positive 5 0 5

Negative 0 9 9

Subtotal 5 9 14

가. Sensitivity: 5/(5+0)*100= 100%  나. Specificity: 9/(9+0)*100= 100%

 

7. I n  v itro 검출계 

  1) 간세포 1차 배양

  쏨뱅이의 간세포는 collagenase에 의해 분리되어 배양 1일에는 대부분이 

단일세포로 되어있고 배양 bottle바닥에 부착되어 있지 못한 세포도 관찰되

나 배양 2일부터는 살아있는 세포 대부분이 바닥에 부착되어 2～3개의 세

포로 증식되는 것이 관찰되었다. 그리고 배양 3일에는 배양 2일보다 세포증

식이 많이 일어나 세포가 덩어리진 것이 관찰되며 배양 5일에는 증식되었

다가 죽은 세포덩어리도 관찰되었다(Fig. 25). 
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2 day after

 

3 day after

 

5 day after

 

         Fig.  25.  Liver cells cultured in L-15 medium. 

  2) 동결조건의 비교

  동결보관하며 필요시 적시에 검사 kit의 형태로 사용자에게 제시하기 위

하여, 쏨뱅이 간세포의 동결보존 조건을 조사하였다. 간세포의 동결실험은 실

험 4구를 설정하여 실시하였다. 동결보존 전 세포는 2×10
6

개를 사용하였다. 

실험구 1은 완속동결구로 4℃에서 2시간을 보존한 후 -20℃에서 2시간 그

리고 -80℃에서 최종보존을 하는 구로서 보존 후 세포의 수는 9×10
5

개로 

약 75%의 감소를 나타냈다. 실험구 2는 급속동결구로 4℃에서 2시간 보존

한 후 -80℃로 바로 보관하는 구이다.

  실험구 2에서는 그 생존율이 더욱 감소하여 80%의 감소를 나타내었다. 

즉 -80℃에서의 간세포의 보존은 그 생존율이 극히 낮아지는 것으로 여겨

진다. 그러나 액체질소에 최종 보존한 완속동결구인 실험구 3과 급속동결구

인 실험구 4에서는 각각 생존율이 약 32.5% 및 30%의 감소를 나타내어 

-80℃ 보존 실험구보다 -80℃를 걸쳐 -196℃보존하는 방법이 더 높은 생존

율을 나타내었다. 이러한 결과로 계대배양이 이루어지지 않는 간세포를 보

존하여 다양한 실험에 이용할 수 있을 것이라고 여겨진다.
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Fig. 26. A survival rate of liver cells after culture in freezing preservation. 

  

 3) 동결보존제 농도의 비교

 동결보존액에 따른 간세포의 생존율은 Fig, 25와 같다. 간세포의 생존율은 

동결보존제의 사용 전에는 82.3%를 나타내었다. DMSO의 15%가 가장 높

은 51.3%를 나타내었으나, 10% 첨가구와 유의한 차이를 나타내지 않았고 

5%의 첨가 구에서는 가장 낮은 생존율을 나타내었다.

  안정적인 동결보존제로 알려진 1차 실험의 결과에서 액체질소에 최종 보

존한 완속동결구인 실험구 3과 급속동결구인 실험구 4에서는 Fig. 26과 같

이 각각 생존율이 약 32.5% 및 30%의 감소를 나타내어 -80℃ 보존 실험구

보다 높은 생존율을 나타내었다. 

  이러한 결과로 토대로 동결보존의 경시적 경과에 따른 생존율의 변화를 

조사하였다. 그 결과 완속동결법(Fig.26)을 이용한 방법 및 급속동결법(Fig. 

27)을 이용한 방법에서 경시적인 변화에 따른 생존율의 유의한 차이는 없

는 것으로 나타났다. 
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Fig. 27. A survival rate of liver cells using different DMSO       

concentration.
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Fig. 28. A survival rate of liver cells using slow freezing preservation 
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Fig. 29. A survival rate of liver cells using quick freezing     

preservation   
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 Fig.28과 29는 각각 완속동결 보전과 급속동결 보전에서의 생존일수를 비

교한 그림으로 완속동결 보전에서는 15일까지 보전하더라도 그 생존율이 

50%를 상회함을 보였고 급속동결 보전에서는 7일과 10일에서 제일 높은 

생존율을 보이면서 그 유의성은 없는 것으로 나타났다.

 

4) In vitro 분석계의 확립

  Full sheet 형성이 확인된 Liver cell 배양 well에 내분비교란물질로 의심

되는 E2를 ×10
-6

를 희석하여 투여하고, 2,4-D농약을 각각 ×10
-8

,×10
-7

,×10
-6

,×10
-5

배

로 희석한 농약을 첨가하고 배양액을 0, 3, 6 및 9일째 회수하여 

SDS-PAGE분석한 예를 아래 Fig. 29에 나타내었다. 이 Diethylstilbestrol은 

Estrogenic EDs로서 잘 알려진 물질로 170 kDa 부근에 Vtg 형성이 확인되

었고 2,4-D 농약에서는 가장 농도가 낮은 ×10
-8

에서 170 kDa 부근에서 

Vtg가 형성됨을 확인하였다. 이로써 간세포배양을 통한 In vitro system은 
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미지 물질의 내분비 교란 여부를 확인함에 있어서 적합하고, 유용한 방법으

로 사료되며, 배양 상층액을 취하여 개발된 ELISA 및 Immunochromato- 

graphy에 적용함이 더욱 편리할 것으로 사료된다.

   

Fig. 30. SDS PAGE profile of culture supernatant after 

treatment of E2 and 2,4-D.
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Ⅳ. 고 찰     

  많은 화학물질 중 내분비장애를 유발할 수 있는 물질을 구별해 내기 위

하여, 현재도 규제를 받고 있는 유해화합물질, 농약, 천연 에스트로겐, 영양

보조식품, 화장품 등을 포함한 86,000개 이상의 화학물질의 검색과 시험대

상의 우선순위 물질로 연구를 진행하기 위한 선행연구는 먼저, 어떤 화학물

질이 내분비계 장애 물질로 작용하는지를 알아내기 위한 선별 시험방법의 

결정 및 이 화학물질에 피폭된 정도를 알아내기 위한 시험방법의 고안과, 

결정된 선별 시험방법을 인증하기 위한 방안 및 선별시험방법을 적용 시험

한 후에 어떠한 추가적인 확인시험이 필요한가에 대한 연구이므로 (황 등,  

2001), EDs 검색에 요구되는 시험방법의 개발은 1차적인 필요사항이 아닐 

수 없다.

  그러나, EDs 검색방법은 특정전문연구기관에서만 가능한 전문적인 기자

제와 기술에 의존하고 있는 것이 국내외적으로 공통적인 현황이며, 현재 일

반 산업현장이나 연구기관에서 손쉽게 적용할 수 있는 측정 kit의 개발은 

이루어져 있지 않은 것이 현실정이다. 

  한편, EDs의 작용에 반응하여 일반적인 반응을 나타내는 소위 

Bio-marker system이 있다면 대상물질이 가질 수 있는 미지의 내분비 교

란성을 확인하는데 유용한 방법이 될 수 있을 것이며, 본 연구에서 다루고 

있는 ‘어류의 Vtg 합성유도계’와 ‘Vtg정량 및 정성 kit’은 이러한 목적에 적

용시키기에 적당한 도구가 될 수 있다(Brion et al., 2000; Pait et al.,2003).

난황성분의 전구물질인 Vtg은 원래 산란기 암컷의 간세포에서 합성되는 

물질인데(Pan et al., 1969), 이는 여성호르몬인 Estradiol의 작용에 의한 것

으로 알려져 있다. 어류의 간세포에서 합성된 Vtg은 난모세포에 흡수되어 

Cathapsin D효소계의 작용에 의하여 Phosvitin, Lipovitellin 및 β-component로 
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분해된다고 하였으며(Wiley, 1979; Qallace, 1980; Hara, 2001), 본 연구에서도  

E2를 투여한 쏨뱅이의 암컷에서 뿐 아니라 동시에 투여한 수컷의 혈중에도 

Vtg가 형성되었음을 알 수 있었고 SDS-PAGE 상은 lipovitellin으로 여겨

지는 약 175 kDa의 부근에 혈청단백의 대부분에 해당하는 밴드를 확인하

였다(Takahio et al., 1999). 

이는 E2 유도에 의하여 발현된 Vtg의 양상을 보고한 이전의 보고들과 같

은 맥락의 결과였다(Joseph et al.,1996; Xutong et al., 2001; Watts et al., 

2003). 

또한 본 연구에서 얻어낸 monoclonal antibody들이 이들 각각의 어느 구성성

분들과 반응하는 지를 확인하기 위하여 혈청과 알 단백을 reduction 조건에 따

라 SDS-PAGE로 영동한 후, western blot 분석을 실시한 바 E2처리한 혈청과 

산란기에 채취한 난황에서, 175 kDa의 위치를 비롯하여 작은 분자량의 구

성성분으로 여겨지는 기타의 밴드와 반응하여, 뚜렷한 차이를 확인하지 못하였다.  

  이러한 결과로 미루어볼 때, 혈청내의 Vtg 단백은 환원조건에도 불구하

고 명확하게 구성성분의 분리가 이루어지지 않았던 것으로 판단되며, 알단

백의 경우는, 쏨뱅이 알의 채취시기가 산란 초기였던 12월 초순으로 판단되었다.  

ELISA 및 ICG kit에 적용할 쏨뱅이의 Vtg 특이항체를 유도할 면역원을 

순수분리하기 위하여, 이전의 연구자들이 (Winter, 1992; Venugopal et al., 

1999; Brion et al., 2000; Thybauaud et al., 2000) 적용한 gel filtration 및 

Ion exchange chromatography방법을 사용하여 실험 한 결과, 만족할 만한 

정도의 정제된 쏨뱅이의 Vtg를 얻을 수 있었으며, gel filtration법을 이용하

여 표준 molecular marker와 비교한 쏨뱅이 Vtg 의 분자량은 약 440 kDa

로 측정되었다. 

이는 Johnsen 등 (1999)이 경골류에서 Vtg의 분자량은 대략 300～600 kDa

범위라고 밝힌 것과 같은 범위의 값이다. 

한편, 8종의 쏨뱅이 Vtg에 대한 단 클론 항체들은 공시한 어류 중 우럭
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의 혈청과만 교차반응을 보였는데, 이는 쏨뱅이와 우럭이 같은 과에 속하는 

어종인 것으로 사료된다. 접합체 희석조건은 Fig. 14에서와 같이 충분한 반

응에 필요한 접합체의 양을 결정하기 위한 실험으로 희석단계에 따른 표준

반응곡선이 이루어지는 범위 내에서의 적당한 희석배수를 취할 때, 각 접합

체는 ×400부터 ×1,600배 희석 값 사이에서 용량에 비례하는 표준 곡선의 

값을 보였으므로 편의상 ×500배를 희석배수로 결정하고 이후의 실험에 적용하였다. 

또한 plate의 흡착을 위한 MAb의 선정 시 S10, S15, S28의 경우는 

×1,000 및 ×2,000배의 희석 시에도 충분한 capturing capacity를 보여주었으

며, 이는 특이항체의 정제도가 높았음을 시사한다. 

최적의 Antibody pair를 선정하기 위한 조건의 조사는 그림 15과 16에 나타

낸 바와 같이 불안정한 subunit로 구성된 Vtg 분자의 특성을 고려하여 실

시하였다. 즉, 동결과 해동을 반복하여 비교적 subunit가 분리된 혈청과, 혈

청분리 후 즉시 -70℃에 보관하여 상대적으로 간에서 합성되어 혈중에 분

비된 원형의 상태를 유지하고 있는 혈청을 동시에 공시하여 비교하였다. 

검사혈청, 즉 어떠한 상태의 Vtg을 측정 할 때도, OD 1.0 이상의 반응을 

보이는 조합은 S28을 capture로 사용하고 S15를 tracer로 사용할 경우로 나

타났다. 그리고 Vtg분자의 구성특성으로 미루어 볼 때, 원형상태뿐 아니라 

분리된 상태의 Vtg도 sandwich 형태의 결합이 같은 정도로 일어나는 S15 

및 S28의 epitope라면 동일 subunit 분자의 서로 다른 부위와 결합하는 것

으로 생각된다. 

또한 동일 subunit 간의 결합 및 해리에도 관련이 없는 부위일 것이므로, 

이에 합당하는 분자는 약 175 kDa의 분자량을 갖는 lipovitelline이 가장 적

합할 것으로 추론할 수 있겠다.

결정된 MAb-pair에 의한 ELISA를 실시하였을 때, 적어도 1.0 ng/ml의 

Vtg까지 검출이 가능하였음을 보여주었다. 

이러한 결과를 이전에 보고한 연구자들의 결과들과 비교하여 볼 때  
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ELISA에서 Vtg의 검출한계는 Sherry 등(1999)이 10.5 ng/㎖, Steven 등(1996)

은 송어의 혈장에서 working range는 10～100 ng/㎖이며 예민도는 0.1 ㎍/㎖를 

나타내었고, Lomax, 등(1998)은 혀 가자미에서 working range는 10～450 ng/

㎖를, Sherry 등(1999)은 송어의 working range는 25～500 ng/㎖이며 예민도는 

10.5 ng/㎖를 보인다고 했다.      

한편 Steven 등(1996)이 주장한 검출 한계의 범위는 유사하였으나 예민도는 

Steven 등(1996)이 0.1 ㎍/㎖을, Sherry 등(1999)은 10 ng/㎖을 주장하고 있고 

Johnsen, (1999)도 검출 한계를 2 ng/㎖룰 선임연구에서와 비슷한 결과를 보이

고 있다.

그러나 Vtg 발현의 특성상 다량의 발현 혹은 전무한 발현의 양상을 띠므

로 실용적인 측면에서의 비교는 의미가 없을 것으로 사료된다. 또한 예민도

는 Sherry 등(1999)이 주장한 예민도 10.5 ng/㎖보다 더 작은 검출 범위를 보

이고 있어 기기분석 이상의 검출할 수 있는 능력을 보여 준다고 할 수 있

다(Suxanne et al., 1999). 

Lee 등(2002)은 어류의 Vtg의 측정은 가능한 어류의 혈액에서 측정하는 

것이 바람직하며 간 조직이나 기타조직에서는 타 단백을 함유하고 있어 오

차범위를 더 크게 할 수 있을 여지가 있다고 한다고 주장하고 있어 예민도

에서는 매우 낮은 농도에서도 검출이 가능하나 조직 중에 타 단백에 의한 

방해 또는 오차를 일으킬 수 있기 때문에 순수한 혈청에서 검사함이 타당 

할 것이며 이에 대한 심도 있는 연구가 필요 할 것으로 사료된다. 

이러한 양상은 민감도와 특이도 확인을 위하여 비교한 표준 시험법으로

서 감도가 낮은 SDS-PAGE를 채택한 점에서부터 불충분한 공시 시료를 

대상으로 검사하여 공히 100%를 보인 것과도 같은 의미의 결과이다. 또한 

이러한 상황은 ICG의 경우에도 동일하게 적용될 수 있을 것으로 사료되다.

한편 효율적인 역학조사를 위해서는 일반적으로 현장에서의 질병진단 및 

생리적인 변화를 진단하기 위한 방법으로 면역학적인 방법을 이용한 신속
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진단법이 이용되고 있다(Paek 등, 2000). 

이는 음전하를 가진 비 친수성 액체인 Colloid gold는 단백질과는 비 공

유적으로 결합하므로써 면역 글로브린과 같은 거대분자들은 적색의 colloid 

gold와 결합되는 원리로 Vtg와 같은 면역글로브린과 결합한 colloid gold입

자가 점점 커짐에 따라 항원분자와 결합되는 것을 직접 관찰 할 수 있는 

응용한 (Haasnoot et al., 1996) ICG법으로 검출한계는 ELISA법과는 각각 

1.0 ㎍/㎖과 0.1 ㎍/㎖로 차이가 있지만 전자는 편리성과 신속성에서 유용함

을 보여 주므로 현장에서 신속히 검사 할 수 있는 방법으로 이를 상품화 

연구를 통한다면 역학조사에 용이하게 사용이 가능 할 것으로 사료된다.

한편, 합성수지를 이용한 생활용품들의 원료물질인 Bisphenol, phthalate 등

은 특수한 환경이나 상황에서 용출되어 EDs로 역할하고 있음이 이미 밝혀져 

있으나(이 등, 2002) 조건이 일률적이지 않을 것이므로, 이러한 합성수지를 기

반으로 상품을 제조하는 사업체에서는 품질관리를 위한 EDs 용출시험을 수

행하여야 할 것이다. 

또한, 미지의 물질이 EDs의 여부를 확인함에도 사용될 수 있는 이 분석법

을 응용하기 위해서는 검사 system이 필수적이다. 

그러나, 연안의 해저에 서식하는 쏨뱅이 등을 수조로 옮겨 사육하며 시험물

질을 투여하여 혈중의 Vtg를 측정하는 방식은 매우 힘들고 비경제적이라 현

실성이 없는 방법으로 생각된다. 

그러므로 Vtg의 합성기관인 간장으로부터 분리한 세포를 이용하는 것이 보

다 손쉬운 방법으로 여겨진다. 이 또한 간세포는 계대배양이 불가능한 기관에

서는 필요할 때마다 개체로부터 간세포를 분리해야 하는 번거로움이 있다. 

따라서 본 연구에서는 세포의 동결보존법을 응용하여 간세포동결보존을 시

도하였다. 그 결과 액체질소에서의 장기보존의 가능성이 제시되었으며, 일반

적인 정자 및 난자 등의 동결보존과 유사한 보존 방법을 통하여 동결 간세포 

kit의 형태로 제공할 수 있을 것으로 판단된다.     
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이러한 동결 간세포 kit는 현장에서의 편리한 적용성을 높여 손쉽게 내분비

교란에 관한 연구 및 검정에 활용이 가능하므로 추후 추가적인 ‘in vitro 동결 

간세포 냉동보존 조건'에 대한 연구가 수행되어져야 할 것으로 판단된다.

이처럼 ELISA법은 OECD의 화학물질 가이드라인에 ELISA kit를 이용한 

Vtg검사방법이 접근하고 있어 머지않은 시기에 공식적인 인정이 예측되고

는 있지만 검사의 결과를 도출하기 위해여서는 시.공간적 제약과 역학의 본

래 목적인 screening test에 만족 할 수 없는 단점을 보완하기 위해서는 보

다 간편하고 신속한 검정 방법 개발이 필요 할 것으로 사료된다. 

본 연구에서도 이러한 점을 보완하기 위해서  ICG kti와 in vitro검출계

를 통하여 그 예민도는 다소 떨어지나 어디에서도 간단한 실험기구를 통하

여 screening test를 실시 할 수 있는 방법을 하나로 추가적인 연구를 통하

여 kit개발, 상품화가 된다면 시.공간적 제약 없이 보다 다양한 방법을 통하

여 동시 다발적으로 지역과 시간의 한계를 극복할 수 있어 역학조사에 기

여 할 수 있을 것으로 사료된다. 

또한 본 연구는 에스트로겐성 효과를 검정하는 Vtg 검정방법을 국내에서 

확립하여 최근 문제가 되고 있는 여러 가지 내분비계 장애물질의 위해 가

능성에 대한 연구기반을 구축하고 향후 국내에서의 Vtg 검정법을 확립하기 

위한 기초연구가 될 것으로 사료된다. 

특히 여러 가지 복잡한 기기 분석방법에만 의존하는 검사방법(Nakada et 

al., 1999)을 면역학적인 방법인 쏨뱅이 Vtg을 Bio-marker로 이용, 보다 간

편하고 효과적인 역학 조사의 방법을 제시 할 수 있을 것이며 환경오염의 

모니터링을 위해서는 다양한 분야에서 Vtg을 쉽게 모니터링 해야 할 필요

성에 따라 현장 신속 측정방법을 개발하고 실용화를 통해 앞으로 환경오염

물질의 역학 조사에도 동 기법들을 이용하므로 국가적으로도 동 물질의 인

체 유입경로를 비롯한 위해 요소를 사전 차단 할 수 있는 계기가 될 것으로 본다.

한편 수계 환경변화의 실태에서 보면 폐기물법의 개정으로 하수처리 오니
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를 공해 상에 처리 할 수밖에 없고 Alkyphenol의 생산과 사용금지를 할 수 

없다면 해양환경은 연.근해를 막론하고 내분비계 장애물질에 노출될 수밖에 

없다 할 것이다.

이외 다른 내분비계 장애물질이 계속적으로 수 환경이 오염되어지는 상

황에서 이를 검출할 수 있는 방법을 개발하고 상품화를 위한 기초적 단계

로 바다환경 증에서도 근해의 일정한 장소에 장기적으로 정착하는 쏨뱅이 

Vtg을 검출 할 수 있는 방법을 개발함으로써 단기적으로는 Alkyphenol과 

같은 물질의 생산과 사용 중단의 요구에서부터 장기적으로는 내분비계장애

물질의 전체적인 제어가 가능한 이론적 논리 개발에 일조를 할 수 있을 것으로 

사료된다.
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Ⅴ. 결     론

환경 중의 내분비교란물질을 검출하기 위한 Bio-marker의 개발을 위하여 

근해 정착성인 어류인 쏨뱅이 (Sebasitiscus marmoratus)에 Estradiol 제제

를 복강 내에 투여하여 Vtg합성을 유도하였으며, 쏨뱅이 혈청 중의 Vtg를 

gel filtration법과 ion-exchange chromatography법으로 순수분리한 후 

BALB/c 마우스에 면역시켜 쏨뱅이 Vtg 특이 단 클론 항체를 분비하는 잡

종세포주를 개발하였다.

쏨뱅이 Vtg에 대한 특이 단 클론 항체 pair를 Horse-radish peroxidase 

혹은 40 nm구경의 colloidal gold에 접합시켜 tracer로 이용하거나, 

micro-ELISA plate 혹은 Nitrocellulose paper에 흡착시키고 ELISA 및 

Immunochromatographic assay system의 최적조건을 조사하였다.

또한, 단층 배양한 쏨뱅이의 간세포에 검사물질의 용출 액을 가하여 Vtg

합성유도 여부를 검사할 수 있는 in vitro 검출계를 구축하기 위한 동결 및 

동결보존재의 조건을 조사하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 쏨뱅이에서 합성된 Vtg는 SDS-PAGE로 분석하였을 때, 175 kDa의 

주된 단백 분획이 확인되었으며, 그보다 다소 작은 분자량을 보이는 

부수적인 단백분획이 확인되었다.

2. Sepharose CL-6B를 이용한 gel filtration 법을 통하여 측정한 쏨뱅이

의 Vtg은 약 440 kDa으로 확인되었다.

3. 개발된 8종의 쏨뱅이 Vtg에 대한 단 클론 항체는 우럭을 제외한 모든 

공시어종의 혈청과 교차반응을 보이지 않았다. 
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4. ELISA를 통한 Vtg의 검출 한계치는 0.1 ㎍/㎖였으며, SDS-PAGE와 비

교한 민감도와 특이도는 100%를 나타내었다.

5. ICG법을 통한 Vtg의 검출 한계치는 1.0 ㎍/㎖였으며, SDS-PAGE와 비

교한 민감도와 특이도는 100%를 나타내었다.

6. In vitro 검출계 개발을 위한 간세포 동결보존제 농도는 DMSO 15%의 

조건일 때 약 51.3%의 생존을 보였으나 10% 농도의 경우와 유의한 

차이를 보이지 않았다

7. 세포동결을 위한 완속동결법과 급속동결법은 세포생존율 각각 32.5%, 

30%를 나타내어 유의한 차이를 보이지 않았다.

8. Liver cell 배양 well에 E2를 ×10
-6

, 2,4-D 농약류를 ×10
-8, 

희석 후 cell  

    배양액에 투여, 일정기간 배양 후 상층액을 SDS-PAGE로 확인 한 결과,   

    170 kDa 인근에서 밴드확인, In vitro 검출계 개발의 가능성이 확인되었다.  

이상의 결과를 통하여 개발된 분석법은 환경중의 내분비교란물질오염과 

각종 생활도구로부터 이입될 가능성이 있는 미지의 내분비교란물질의 검출

과 이의 오염을 예방하기위한  Bio-marker로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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                      Ⅶ . 요   약

 

환경 중의 내분비교란물질 Screening을 위한 Bio-marker의 개발을 위하

여 쏨뱅이 (Sebastiscus marmoratus) Vitellogenin(Vtg) 검출용 ELISA 및 

Immunochromatography법을 개발하였다. 이를 위하여 쏨뱅이에 Estradiol

을 투여하여 Vtg을 발현시켰으며, 혈중의 Vtg을 gel filtration법과 

ion-exchange chromatography법으로 정제하여 BALB/c 마우스에 면역시킨 

후 Vtg 특이 단클론 항체를 분비하는 잡종세포를 얻어내었다. 

Sepharose CL-6B를 이용한 Gel filtration 법으로 측정한 쏨뱅이 혈청중

의 Vtg는 약 440 kDa로 확인되었으며, SDS-PAGE로 분석하였을 때, 175 

kDa의 주된 단백 분획과 그보다 다소 작은 분자량을 보이는 부수적인 단

백분획이 확인되었다. 

개발된 8종의 쏨뱅이 Vtg에 대한 단클론 항체는 우럭을 제외한 모든 공시

어종의 혈청과 교차반응을 보이지 않았다. Capture 항체로는 S28, Tracer 항

체로는 S15 단클론 항체를 선정하여 개발한 ELISA로는 0.1 ㎍/㎖의 Vtg의 

검출 한계치를 보였으며, ICG법은 1.0 ㎍/㎖를 보였다. SDS-PAGE의 결과를 

표준으로 비교한 민감도와 특이도는 ELISA와 ICG법에서 공히 100%를 나타

내었다.

또한, 쏨뱅이의 간세포 배양을 이용한 in vitro 검출계를 구축하기 위한 

세포동결조건은 동결보조제인 DMSO의 농도 15%일 때 액체질소에 보관한 

경우에 세포생존율이 가장 높았다 (51.3%).

이와 같이 개발된 분석법은 환경중의 내분비교란물질오염과 각종 생활도

구로부터 이입될 가능성이 있는 미지의 내분비교란물질의 검출과 이의 오

염을 예방하기위한  Bio-marker로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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사    사

마치 긴 터널을 지나온 듯한 지난 연구의 나날들을 한 줄에 무엇이라 담

을까? 하는 고민에서는 답이 없었습니다. 학문을 하고자 들어선 길에 한점 

후회 없이 마침표를 찍기 위해서 가느다란 끈을 놓아버리지 않고 계속 유

지 할 수 있었던 사실에 모든 분들에게  감사함을 전하고 싶습니다.

 가훈으로 사용된 근자필성이란 문구를 아침저녁으로 마주하며 반성하고 

긴장을 풀지는 않았지만 때로는 자포자기에 빠져 며칠을 전전긍긍 데다가 

결국 하지 않으면 안 될 일이기에 다시금 필을 붙잡은 경우가 몇 번이었는

지 모름니다.

이러한 근원은 제주를 입도조로 자부하고 제주사랑이 남다르신 임 윤규  

 교수님의 애절한 제자 사랑에서 비롯되었음을 알기에 더더욱 감사한 마음

을 올리고 싶습니다. 그리고 석사과정에서 연구의 열정을 가르쳐주신 제주

대학교 명예교수님이신 김 승호 교수님의 지도도 한몫을 했으리라 사료되

며 이 자리를 빌어 감사에 말씀을 드립니다.  

이 논문이 인쇄되기 바로 직전까지 논문 감수를 위해 애써주시고 토씨 

하나하나까지 신경을 써 주신 우 호춘 위원장님, 고 용구 원장님, 여 인규 

교수님, 황 규계 교수님께도 깊은 감사의 말씀을 드리는 바입니다.

한편 논문이 집필되기 까지 실험실에서 묵묵히 실험을 도와주신 수의과

학 검역원 김성희 박사님, 공중 보건학 교실 이기정양에게도 감사한 마음을 

전하고 싶고 더 더욱 아빠의 논문실험을 위해서 기꺼이 한 학기를 휴학해

준 아들 형준이에게도 보람있는 실습이 되었기를 빌면서 고마운 마음을 전

하는 바입니다. 또한 원내 모든 직원들이 관심과 도움도 크게 작용했으나 

특히 수질보전과 김 길성 연구사, 김 세라 연구사, 오 태권 연구사, 김 수미 

연구사와 전 직원들에게도 논문을 제작하데 여러 방면으로 도움을 주심에 

감사한 말을 전하는 바입니다.

늘 걱정만 끼쳐 드리고 부족한점이 많은 아들을 끝까지 지켜 보아주신 부

모님께 이제 마음에 걱정을 조금이나 덜어 드리는 것 같아 다행스럽고 그 동
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안 은혜에 감사를 드립니다. 여동생과 매제, 동생과 제수씨께도 그 동안 협조

에 감사한 마음을 전하는 바입니다.

또한 늘 공부하느라 바쁜 사위를 바라보시는 심정은 답답했겠지만 그저 말

없이 지켜보아 주신 장인, 장모님 그리고 늘 협조를 아끼지 않은 처남들과 처

남댁, 처제들과 동서들에게도 고마운 마음을 전하는 바입니다.

끝으로 남들보다 길어진 학위과정을 염려하고 때로는 질타를 아끼지 않으

면서도 묵묵히 내조해 준 사랑하는 아내, 강 양림님과 보다 넓은 세상에 발을 

디디기 위해 부모 곁을 떠나 멀리 서울에서 기숙사 생활에 잘 견디어주는 딸, 

선리와 이 기쁨을 함께 하고자 하며 마지막으로 아들 형준군이 실속 있었던 

실습으로 앞으로 생명정보공학 공부에 디딤돌이 되어 주었으며 하고 바라는 

바입니다.      
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