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(Da) of 2 × 10-7 M, Dopamine (Da) of 2 × 10-8 M and Dopamine (Da) of 2 × 10-9 M. 

Values are expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant 

difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s multiple 

range test). 

Figure 3. Expression of Gth mRNA level in the pituitary cell of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2

× 10-7 M, Estrogen (E2) + Dopamine (Da) of 2 × 10-7 M each, Dopamine (Da) of 2 ×

10-7 M, Dopamine (Da) of 2 × 10-8 M and Dopamine (Da) of 2 × 10-9 M. Values are 

expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean 

values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test).

Figure 4. Expression of ER mRNA level in the hypothalamus cell of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2

× 10-7M, Estrogen (E2) + Dopamine (Da) of 2 × 10-7 M each, Dopamine (Da) of 2 ×

10-7 M, Dopamine (Da) of 2 × 10-8 M and Dopamine (Da) of 2 × 10-9 M. Values are 

expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean 

values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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10-9 M. Values are expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant 

difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s 

multiple range test). 
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multiple range test).
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10-9 M. Values are expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant 

difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s 

multiple range test).

Figure 8. Expression of VTG mRNA level in the hepatocyte of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 

2 × 10-7 M, Estrogen (E2) + Exemestane (Exe) of 2 × 10-7 M each, Exemestane

(Exe) of 2 × 10-7 M, Exemestane (Exe) of 2 × 10-8 M and Exemestane (Exe) of 2 ×
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10-9 M. Values are expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant 

difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s 

multiple range test).

Figure 9. Expression of VTG mRNA level in the hepatocyte of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 

2 × 10-7 M, Estrogen (E2) + Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-7 M each, Tamoxifen (Tam) 

of 2 × 10-7 M, Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-8 M and Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-9 M. 

Values are expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant 

difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s 

multiple range test).

Figure 10. Expression of ER mRNA level in the hepatocyte of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 

2 × 10-7 M, Estrogen (E2) + Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-7 M each, Tamoxifen (Tam) 

of 2 × 10-7 M, Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-8 M and Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-9 M. 

Values are expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant 

difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s 

multiple range test).

Figure 11. Expression of GnRH mRNA in the hypothalamus of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), 

Dopamine (Da) add to Estrogen (E2) and Dopamine (Da) alone. Values are 

expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean 

values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test). 

Figure 12. Expression of Gth mRNA in the hypothalamus of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), 
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Dopamine (Da) add to Estrogen (E2) and Dopamine (Da) alone. Values are 

expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean 

values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test).

Figure 13. Expression of ER mRNA in the hypothalamus of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), 

Dopamine (Da) add to Estrogen (E2) and Dopamine (Da) alone. Values are 

expressed as the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean 

values (P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test).
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Figure 15. Histological observations of the olive flounder (Paralichthys olivaceus) ovary 

treated E2 (Estrogen) and Da (Dopamine). Op : Ooplasm, No : Nucleolus, N : 

Nucleus, Yv : Yolk vesicle, Zr :Zona radiata. 

Figure 16. Expression of ER mRNA in the gonad of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Anastrozole

(Ana) add to Estrogen (E2) and Anastrozole (Ana) alone. Values are expressed as 

the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values

(P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test).

Figure 17. Expression of ER mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Anastrozole

(Ana) add to Estrogen (E2) and Anastrozole (Ana) alone. Values are expressed as 

the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values

(P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test).

Figure 18. Expression of VTG mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 
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olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Anastrozole

(Ana) add to Estrogen (E2) and Anastrozole (Ana) alone. Values are expressed as

the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values

(P<0.05 by two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test).

Figure 19. Effect of Estrogen (E2) and Anastrozole (Ana) treatment on Gonadosomatic index 

in female olive flounder (Paralichthys olivaceus).

Figure 20. Histological observations of the olive flounder (Paralichthys olivaceus) ovary 
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Figure 21. Expression of ER mRNA in the gonad of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Exemestane (Exe) 

add to Estrogen (E2) and Exemestane (Exe) alone. Values are expressed as the mean 

SE. Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-

way ANOVA following Duncan’s multiple range test).

Figure 22. Expression of ER mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Exemestane (Exe) 

add to Estrogen (E2) and Exemestane (Exe) alone. Values are expressed as the mean 

SE. Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-

way ANOVA following Duncan’s multiple range test).

Figure 23. Expression of VTG mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 
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ABSTRACT

Sex determination in some reptiles, amphibians, and fishes is known to be influenced 

greatly by environmental factors. Successful reproduction of vertebrates necessitates 

complex interactions along the brain-pituitary-gonad axis, it is determined by gonadotropin 

releasing hormone produced in the hypothalamus of the brain, gonadotropin synthesized in 

the pituitary gland, and sex hormone secreted by the gonads. The activity of the Estrogen (E2)

is regulated through the Estrogen receptor (ER), which is divided into two subtypes, alpha 

and beta. In fish, the ER has been reported to be expressed in the brain, gonads, and liver. 

Vitellogenin (VTG) is a sex-specific protein that appears in the blood of mature females of 

oviparous vertebrates. The E2 secreted from eggs binds to the ER in hepatocytes to 

synthesize VTG proteins. It is known that VTG receptors are produced in eggs, and that 

ligands are produced in the liver. It is known that if a large amount of aromatase is secreted, 

the sex is changed to female, and if a small amount is secreted by an exogenous treatments 

of Fadrozole, it is changed to male.

Dopamine (Da) is a neurotransmitter that plays an important role in reproductive function, 

and plays a decisive role in inducing the breeding cycle in seasonal breeding animals, 

especially by regulating changes in gonadotropin. The sex hormones in fish include 

Gonadotropin releasing hormone (GnRH), Gonadotropic hormone (Gth), E2, etc. 

Aromatase inhibitor (AI) blocks P450arom activity to inhibit aromatase enzyme activity 

and inactivates E2 production from androgen. In humans, ovarian aromatase in 

premenopausal women is responsible for a significant amount of circulating E2 and is 

extremely sensitive to changes in luteinizing hormone (LH) ; AI is also used to treat cancer 

in women. Drugs that function as AIs include Anastrozole (Ana), Exemestane (Exe), 

Fadrozole, Letrozole and Vorozole, all of which inhibit the production of E2 from androgen 
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by inhibiting aromatase activity. Researchers have investigated AI in various gonochoristic 

fish species and sex changing protogynous species, including fish, to induce female 

virilization. 

Tamoxifen (Tam), an anti-estrogen (AE), is a selective estrogen receptor modulator that 

competes with the estradiol binding to the ER and is used to treat sex hormone-dependent 

breast cancer. Tam can be controlled by numerous variables, including growth factors. The 

ER/Tam complex, bound to the ER, brings in another protein known as a co-repressor, and 

this complex then binds to DNA and regulates gene expression. Researchers have also found 

that Tam acts as an agonist of E2 in some tissues, but as an antagonist in others. Tam has 

been studied in several fish, including Japanese medaka, tilapia, and zebrafish, with studies 

primarily on female virilization. 

The main objective of modern aquaculture is to intentionally produce seedlings to 

preserve species, and create advanced fish species. Therefore, the research has focused on 

artificially inducing sexual maturation and ovulation. Studies have typically been conducted 

on methods such as; changing the concentrations of sex steroid hormones in rock fish

(Sebastes inermis) by controlling the water temperature and photoperiod, the effects of water 

temperature and photoperiod on the development of Korean bullhead (Tachysurus fulvidraco) 

gonads, and inducing early sexual maturation in scallops by stimulating the water 

temperature. However, female fish generally exhibit problems with reduced immunity and 

slowed growth due to stress caused by the physiological changes required to produce eggs at 

the beginning of sexual maturation. Though studies have been reported on the induction and 

control of sexual maturity, no definite effects have been verified. Furthermore, though many 

experiments have been performed to determine the expression level of hormones by simply 

administering chemical factors into the fish body, no studies have reported sex control 

applicable to aquaculture farms.
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The goal of this study was to secure and test technology for controlling (inhibiting) sexual 

maturation hormones such as maturation hormones through hormone regulation. To achieve 

this, first, we measured what is the difference Da, AI (Ana and Exe) and AE (Tam) affects 

inside a olive flounder (Paralichthys olivaceus), at several concentrations (in vitro). Second, 

we intraperitoneally injected Da, AI and AE into the bodies of female olive flounder (in vivo). 

This study confirmed the GnRH, Gth, VTG and ER mRNA expression in the hypothalamus, 

pituitary, liver and gonad due to the Da, AE and AI, as well as gonad weight index and 

histological changes. 

Furthermore, it is necessary to compare these results and examine signaling pathways 

through chemical and genetic comparative analyses of the effects of Da, AI and AE treatment. 

This could be used as basic data for investigating the hormone secretion rate when injecting 

chemical substances into the body, and in terms of direct application to aquaculture farms, it 

is expected to be highly utilized in the industry. 
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종합서론

어류를 포함한 척추동물의 성 성숙은 내분비 시스템에 의해 조절되며, 시상하부

(Hypothalamus), 뇌하수체 Pituitary), 갑상선(Thyroid gland), 췌장섬(Pancreatic islet) 및

크로마핀 조직(Chromaffin tissue)등이 관여하는 것으로 알려져 있다(Jonsson and

Hansson, 1984; Muir and Richard, 1999; Tovo-Neto et al., 2018 ). 성 호르몬의 일반적인

경로를 살펴보면, 시상하부 뇌하수체 생식선 축(Hypothalamus-Pituitary-Gonadal axis,

HPG)을 따라 차례로 생식선 자극호르몬 방출호르몬인 Gonadotropin-releasing 

hormone(GnRH)를 분비하고 이는 뇌하수체 전엽(Anterior pituitary)에 위치한 GnRH 수

용체를 활성화시키고, 두 종류의 다른 Gonadotropin(Gth)인 Follicle Stimulating 

Hormone(FSH)와 Luteinizing Hormone(LH)의 분비를 각각 조절함으로써 생식소 발달

및 성숙에 관여하게 되며, FSH에 의해 분비된 Estrogen(E2)에 의해 간세포에서

Vitellogenin(VTG)가 분비되어 여포세포로 이동 후 난의 성장 및 성숙을 유도하게 된다

(Bhattacharya, 1992; Mateos et al., 2002; Park et al., 2016). E2의 자극에 의해 간에서 합

성되는 VTG는 지질, 당 및 인을 포함하는 암컷 혈중 고분자 단백질로 VTG는 혈류를

통해 성숙중인 난모세포에 흡수되어 난황을 형성하며, 수정 후 배발달의 영양물질로

서 중요한역할을한다(Sadasivam and Ding, 2003).

암컷의 성 성숙에 있어 중요한 인자로 알려진 E2는 뇌, 간 및 생식소에 작용하는 것

으로 알려져 있으며, 주로 난소에서 합성되지만, 부신 및 지방 조직에서도 합성되며,

혈류를 타고 세포 안으로 침투 후 Estrogen receptor(ER)과 결합 후 활성화를 나타내게

된다(Fuentes and Silveyra, 2019). ER은 유전자 프로모터 영역에서 E2 반응 요소를 통해

ER mRNA의 전사를 증가시켜 발현되며, ER은 세포 표면에 있는 수용체와는 달리 세

포 내부에 위치하며 ER alpha와 beta 두 개의 subunit으로 구성되어 존재하며 이는 각각
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번식과 신경에 관여하는것으로알려져있다(Kitano et al., 2007). 

한편, 넙치(Paralichthys olivaceus)는 우리나라의 대표적 양식어종이면서 가장 경쟁

력이 있는 주요 어종이라고 할 수 있으며, 해수 어류 양식 생산량에서 가장 큰 비중을

차지하는 어류로 매년 꾸준히 증가를 하고 있으며, 제주도를 기준으로 여전히 그 생산

량이 증가되는 추세이다. 이러한 넙치의 암컷은 수컷에 비해 성장이 빠르기 때문에 일

반적인 양식현장에서는 암컷의 비율이 수컷에 비하여 높게 유지하여 사육하고 있다. 

그러나 암컷 넙치는 산란 전 스트레스로 면역력의 저하와 성장이 둔화되며 양식장의

환경으로 인한 세균, 바이러스 및 기생충 감염에 노출이 높아져 이는 산란 후 폐사의

위험률이 높아지기 때문에 경제적 손실이 유발될 수 있는 것으로 보고되고 있다(Park 

et al., 2016). 따라서, 성 성숙 억제는 넙치의 지속적인 성장이 가능하고 성 성숙 단계에

서 난황으로 이동하는 에너지가 성장 에너지로 갈 수 있으며, 면역기능의 능력을 높여

줄 수 있을 것으로 기대되고 있다. 이에 다양한 어종에서의 성 성숙 제어 및 산란 유도

에 관한 연구가 활발히 진행되고 있다(Jang et al., 1998; Kim et al., 2006; Hwang et al., 

2010). 또한, 성 성숙제어 연구의 일환으로 암컷 어류의 성전환에 대한 연구도 다수 진

행되고 있으며, 이러한 어류 생식 기관의 성전환은 자치어기의 성 전환 분화 과정에서

성 스테로이드 처리에 의해 유도할 수 있는 것으로 보고되고 있다(Yoon  et al., 1998).

이러한 인위적인 성 전환은 Medaka(Oryzias latipes)에서 처음으로 보고되어졌다

(Yamamoto, 1954). 암컷에서 수컷으로의 성 전환은 E2 수치의 감소와 androgen 수치의

증가에 의해 유도되는 것으로 보고되고 있다(Whihehead, Bromage and Breton, 1983; 

Norberg et al., 1989; Bhandari et al., 2003). 

우리나라를 포함하여 전 세계적으로 양식을 주 목적으로 다양한 종 보존 및 고급 어

종 생산을 계획적으로 종료생산하기 위하여 인위적인 성 성숙 제어로 수온, 광주기조
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절 및 호르몬 투여를 통한 성 성숙 제어 및 산란을 유도하는 연구가 진행되어 왔다. 또

한, 큰가리비(Patinopecten yessoensis) 성패는 수온조절로써 성 성숙을 유도하여 산란

을 유도 시켰으며(Kim et al., 2014), 유럽 농어(Dicentrarchus labrax)를 서로 다른 온도

15 ℃, 18℃및 21℃로 사육 후, 성장 및 성 성숙에 대한 성의 변화에 관하여 보고되고

있다(Navarro et al., 2009). 수온 및 광주기 조절에 따른 성 성숙의 방법으로 환경조절을

통한 참조기(Larimichthys polyactis) 수정란생산기술 확립을 위해 암컷및 수컷참조기

의 수온(17 , 21℃ ℃ 및 25 )℃ 과 광주기(장일 및 단일주기)에 따른 정소 발달 및 혈중

성호르몬의 변화를 조사하였다(Kim et al., 2021). 이처럼 수온 및 광주기에 따른 성 성

숙 제어 연구가 활발히 진행되고 있다. 우리나라에도 최근에는 돌돔(Oplegnathus 

fasciatus)의 인위적인 성 성숙 및 산란 유도를 위해역시 수온 및 광주기 조절로 생식소

발달을 조직학적으로 조사하였다(Kim et al., 2000). 호르몬 투여에 따른 성 성숙의 방

법으로는 능성어(Epinephelus septemfasciatus)를 이용하여 Gth, human chorionic 

gonadotropin(HCG), luteinizing hormone releasing hormone analogue(LHRHa)등의 복강주

사로 성숙 및 배란을 유도하여 수정란을 생산하는연구가 보고되고 있다(Tamaru et al., 

1996; Hassin et al., 1997; Marino et al., 2003). 또한, 최근에는 생명공학 기술의 발달로

어류 뇌하수체 기원 Gth 유전자의 cloning(Choi et al., 2005) 및 이들 유전자를 효모세포

(Kamei et al., 2003)와같은 bioreactor를 이용하여 유전자 재조합단백질생산기술이 확

립되어 유전적인 접근성을 활용하여 성 성숙에 관련한 다양한 연구들이 진행되고 있

다. 하지만, 수온 및 광주기 연구는 인위적인 요소들 및 외부적인 요인들로 인하여 실

험 조건이 바뀔 수 있는 문제점들이 있다. 따라서, 이런 문제점들을 보완하기 위하여

성 성숙 억제 및 산란을 유도할 수 있는 화학 물질을 주사하여 인위적 및 외부적인 요

인들의 위험을 차단하여 성 성숙 억제 및 산란에 큰 도움을 줄 수 있을 것으로 기대할

수 있다.
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따라서, 본 연구는 우리나라의 주요 양식대상 어류인 암컷 넙치를 이용하여 성 성숙

전 성호르몬 관련 억제물질로 알려져 있는 Dopamine(Da), Aromatase inhibitor(AI)의 두

종류 Anastrozole(Ana) 및 Exemestane(Exe) 그리고 Anti-estrogen(AE)인 Tamoxifen(Tam)

4가지 화학물질을 이용하여 시상하부, 뇌하수체 및 간 세포를 배양한 후 각각의 화학

물질을 농도별로 배지에 첨가하여 성 성숙 관련 호르몬 및 이와 관련된 물질의 관여하

는 mRNA 변화를 분석하기 위하여 in vitro 실험을수행하였다. 또한, in vivo 실험으로 4

가지 화학적 물질을 넙치에 복강주사 후 시상하부, 뇌하수체 및 생식소로 이동하는 성

성숙 관련호르몬 mRNA 발현량 분석및 생식소의조직변화에대해서도조사하였다. 
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시상하부, 뇌하수체및 간장배양세포에서 Dopamine, Anastrozole, Exemestane 및

Tamoxifen에의한성성숙 관련호르몬물질의억제
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1. 서론

어류의 번식활동은 시상하부(Hypothalamus) 뇌하수체(Pituitary) 생식소(Gonad) 축

(HPG axis)으로 이어지는 내분비기관이 주로 담당하고 있으며, 그 중에서 뇌의 시상하

부에서 생성되는 생식선자극호르몬 방출호르몬(Gonadotropin-releasing hormone, 

GnRH), 뇌하수체에서 합성되는 생식선자극호르몬(Gonadotropin, Gth) 및 생식선에서

분비되는 성호르몬은 생식선 발달에 매우 중요한 역할을 하고 있다(Yaron et al., 2003). 

시상하부에서 분비된 GnRH는 뇌하수체 전엽에 위치한 GnRH receptor와 결합하여, 두

종류의 Gth인 여포세포 자극 호르몬(Follicle stimulating hormone, FSH)과 황체형성호르

몬(Luteinizing hormone, LH)의 분비를 유도하여 생식소 발달 및 성 성숙에 관여한다

(Karigo et al., 2014). 

생체 내 호르몬의 영향에 대한 많은 연구는 세포 배양을 통한 in vitro 실험을 통하여

많은 연구가 진행되어져 왔다. 어류의 세포 배양은조직에 따라 그배양 방식이다양하

며 차이를 나타낸다. 어류 간세포 배양은 포유류의 간세포 배양 방법을 기준으로 실험

하고 있으나, 어종에 따른세포의 부착상태 등은서로 다르며, 뱀장어에 있어서 간세포

배양은 배양 수일 후, 세포 배양 dish의 표면 전체에 단층으로 확산되어 성장하는 것으

로 알려져 있다(Kwon and Mugiya, 2004). 최근, 무지개 송어(Oncorhynchus mykiss)의 간

세포 배양에서 보다 높은 포도당 생산, 알부민 합성, Vitellogenin(VTG), cytochrome 

P450의 활성 및 ATP-binding cassette(ABC) transporter 발현을 포함하여 다양한 기능을

나타낸다는 보고되고 있다(Lammel et al., 2019). 또한, 어류의 두신(Head kidney)은 전

신 스트레스 반응 조직 및 림프구의 조직으로서 면역 반응에 중요 역할로 많은 세포배

양에 이용되고 있다(Khansari et al., 2017). 무지개 송어를 이용하여 activin의 처리를 통

한 뇌하수체 세포 배양에서 Gth I 및 II의 분비를 확인하였으며(Kim et al., 1999),
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Sprague-dawley의 뇌와 뇌하수체를 분리하여 배지에 염화칼륨을 농도별로 처리하여

GnRH 및 Gth mRNA level을 측정하여 Tyrosine hydroxylase(TH) activity를 확인하였다

(Arbogast and Voogt, 1997).

뇌하수체는 내분비계의 중요한 구성 요소 중 하나로 시상하부와 함께 다른 내분비계

의 기능에 큰 영향을 나타내며, 성장과 발달, 신진 대사, 생식 및 신경계 기능에 중요한

호르몬을 분비하는 기관으로 뇌하수체의 세포를 배양하여 다양한 연구가진행되고 있

다(Ooi and Escalona, 2004). 

이와 같이 생체 내의 호르몬 변화에 관한 연구는 시상하부, 뇌하수체 및 간장세포의

초대배양을 통하여 in vitro 실험이 이루어졌으며, 본 연구에서도 미성숙 넙치

(Paralichthys olivaceus)를 이용하여 in vitro에서 시상하부, 뇌하수체 및 간 세포를 배양

하여 각 조직에성 성숙호르몬 차단물질로 알려진 Dopamine(Da), steroid 및 non-steroid

Aromatase inhibitor(AI)의 Anastrozole(Ana), Exemestane(Exe) 그리고 항에스트로겐의

기능을 가진 Tamoxifen(Tam) 4가지 화학물질을 농도별로 배양액에 섞은 후 호르몬 관

련 유전자인 GnRH, Gth, ER 및 VTG mRNA level의 변화를 조사하고자하였다. 
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2. 재료및 방법

2.1. 세포배양

시상하부 및 뇌하수체 세포배양은 평균중량 400±12 g의 미성숙 암컷 넙치 6 마리를

2 phenoxyethanol(Sigma, USA) 50 ppm으로 마취 후 시상하부, 뇌하수체 조직을 분리하

였다. 분리된 시상하부 및 뇌하수체 조직은 50 ml corning tube에 옮겨 HBSS(Hank’s 

Balanced Salt Solution)로 3회 세척 후 1 mg/ml trypsin에서 25 ℃에서 10분간 반응 후, 1

mg/ml trypsin inhibitor로 trypsin의 분해능을 억제시켰다. 억제시킨 조직에 25 mg/ml 

DNase I 을 첨가 후 1 mM EDTA(Ethylenediaminetetraacetic acid)가 첨가된 HBSS로 세척

후, nylon mesh로 세포를 분리하여 1000 rpm에서 10분간 원심분리 후 3 ml의 RPMI 

1640(Sigma, USA) 배지를 첨가하여 현탁시켰다. 현탁시킨 세포들은 trypan-blue 

exclusion method로 cell test를 거쳐 농도를 3 × 10-4개의 농도로 맞춰 RPMI 1640 배지에

100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin 및 10 % FBS(Fetal Bovine Serum, Sigma, 

USA)를 첨가 후 petri dish에 넣어 25 ℃에서 3일간 free culture 하였다. 3일간  free 

culture 후 대조구, E2(Abcam, USA) 2 × 10-7 M, E2와 Da를 각각 2 × 10-7 M 첨가한 혼합

구, Da 단독 Da 2 × 10-7 M, Da 2 × 10-8 M 및 Da 2 × 10-9 M 첨가실험구의 총 6개의실험구

를 설정하였다. 대조구에는 RPMI 1640에 Da(Abcam, USA)을 녹인 Dimethyl 

sulfoxide(DMSO)를 첨가하였다. 세포는 6일간 매일배양액을 갈아주었다. 

간장세포 배양은 중량 380 ±16 g의 미성숙 암컷 넙치를 2 phenoxyethanol(Sigma, 

USA) 50 ppm으로 마취 후 복부를 절개하여 간을 적출 후 lingel 용액으로 세척 후 Ca ++

free 용액을 이용하여 간문맥을 통해 혈액 등 불순물을 제거하였다. 이후

collagenase(Sigma, USA)가 포함된 BSA(Bovine Serum Albumin, Sigma, USA) 용액으로

간을 소화시킨 후 Ca++Mg++ free 용액으로 효소의 활성을 억제하여 간을잘게 저미었다. 
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간장 세포(Hepatocyte) 분리는 50 ml의 Ca ++ free 용액을 첨가 후 cell을 nylon mesh를 통

과시켜 분리하여 1,000 rpm에서 10분간 원심분리 후 상층액을 제거하였다. 모인 pellet

의 세포는 3 ml의 RPMI 1640(Sigma, USA) 배지를 첨가하여 현탁시켰다. 현탁시킨 세

포들은 trypan-blue exclusion method로 cell test를 거쳐 농도를 3×10-6개의 농도로 맞춰

RPMI 1640 배지에 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin 및 10 % FBS(Fetal 

Bovine Serum, Sigma, USA)를 첨가 후 petri dish에 넣어 25℃에서 3일간 free culture 하

였다. 3일간  free culture 후 대조구, E2(Abcam, USA) 2 × 10-7 M, E2 및 Ana(Sigma, USA), 

Exe(Sigma, USA) 및 Tam(Sigma, USA)을 각각 2×10-7 M 첨가한 혼합구, Ana, Exe 및

Tam 단독 2 × 10-7 M, 2 × 10-8 M 및 2 × 10-9 M 총 6개의 실험구를 설정하였다. 대조구에

는 RPMI 1640에 AI 및 Tam을 녹인 Dimethyl sulfoxide(DMSO)를 첨가하였다. 세포는 6

일간 매일배양액을갈아주었다. 
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2.2. 시료로부터의 RNA 추출 및 cDNA 합성

시상하부, 뇌하수체 및 간장세포에서 total RNA 추출은 실험 시작 후 3일 째 및 6일

째 ReliaPrepTM RNA Cell Miniprep System kit(Promega, USA)를 사용하여 제조사의 프로

토콜에 따라 total RNA를 추출하였다. Total RNA concentration은 Thermo Scientific 

uDrop Plate(Thermo Scientific, Germany)로 측정하였고, cDNA는 A260/280 ratio가 1.8 –

2.0이 되는 500 ng의 total RNA를 PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit(TaKaRa, 

Japan)로 제조사의 프로토콜에 따라 합성하였으며, 합성된 cDNA는 Quantitative 

PCR(qPCR) 분석에사용하였다. 
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2.3. Quantitative PCR 분석

시상하부 및 뇌하수체 세포의 Quantitative PCR(qPCR) 분석에 사용된 primer는 in 

vitro의 시상하부및 뇌하수체 GnRH, Gth 및 ER mRNA level의 변화를 확인하기 위하여

GnRH, Gth 및 ER 각각의 forward 및 reverse primer를  National Center for Biotechnology 

Information(NCBI)를 사용하여 디자인하였으며, Table 1에 나타내었다. qPCR 분석은

TOPrealTM qPCR 2 × PreMIX (SYBR Green with low ROX) (Enzynomics, Daejeon, Korea)

을 이용하여 Thermal Cycler DiceR® Real Time System Single(TaKaRa, Japan)로 분석하

였다. PCR cycling은 initial denaturation 95  10 ℃ min, denaturation 95  10 sec, annealing ℃

58  30 sec 40 cycles, elongation 72℃  20 sec, melting curve 1 min℃ 의 조건으로 수행하였

다. 

간장세포의 Quantitative PCR(qPCR) 분석에 사용된 primer는 in vitro 생식소 및 간에

서의 ER 및 VTG mRNA level의 변화를 확인하기 위하여 ER 및 VTG 각각의 forward 및

reverse primer를 National Center for Biotechnology Information(NCBI)를 사용하여 디자

인하였으며, Table 2에 나타내었다. qPCR 분석은 TOPrealTM qPCR 2 × PreMIX(SYBR 

Green with low ROX) (Enzynomics, Daejeon, Korea)을 이용하여 Thermal Cycler DiceR® 

Real Time System Single(TaKaRa, Japan)로 분석하였다. PCR cycling은 initial 

denaturation 95  10 min, denaturation 95℃  10 sec, annealing 58℃  30 sec 40 cycles, ℃

elongation 72  20 sec, melting curve 1 min℃ 의 조건으로 수행하였다.



13

Table 1. Oligonucleotide primers used for Quantitative PCR (qPCR) in vitro, in vivo cell and 

tissue of hypothalamus, pituitary
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Table 2. Oligonucleotide primers used for Quantitative PCR (qPCR) in vitro, in vivo gonad 

and liver 
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2.4. 통계학적분석

본 실험의 데이터 결과는 IBM SPSS Statistics 21.0(SPSS Inc., USA)을 활용하여 one-

way ANOVA-test로 통계 분석을 실시하였다. 데이터 값의 유의차는 Duncan’s multiple 

test 사후분석을 실시하여측정하였으며, P<0.05에서 유의성을판단하였다. 
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3. 결과  

3.1. 시상하부, 뇌하수체및 간장 배양세포현미경관찰

미성숙 암컷넙치의 시상하부, 뇌하수체 및간장의세포배양 과정 중현미경을 사용하

여 세포를 관찰하였다. 그 결과, 시상하부 및 간장 세포는 배양 시작할 때 보다 배양 24

시간이 지난 후부터 plate에 점차적으로 부착하였으며, 세포는 배양 과정 중 응집하는

경향이 있는 것을 확인하였다(Fig. 1 A, C). 반면, 뇌하수체 세포는 배양 과정 중 24시간

이 지나도 plate에 부착하지 못하였으나 30시간이지난 후점차 응집 및 세포분열을 관

찰할 수 있었다(Fig. 1 B). Free culture 3일 째, 세포들의 응집 및 분열을 통하여 plate에

안정적으로 부착한 것을 현미경으로 검경 후, 다음 날부터 각 호르몬이 첨가된 배지를

plate에 투여하여 세포들을 자극하였으며, 이후의 세포의 형태 및 수량에는 free culture

의 세포들과큰차이를나타내지않았다.
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Figure 1. Photographs of olive flounder (Paralichthys olivaceus) hypothalamus, pituitary and 

liver cell culture  microscopic observation. (A) The hypothalamus cell of olive flounder was 

cultured. (B) The pituitary cell of olive flounder was cultured. (C) The liver cell of olive 

flounder was cultured.
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3.2. 시상하부 및 뇌하수체 세포에 Dopamine 투여 후 GnRH, Gth 및 ER mRNA level 

변화

배양 시상하부 세포에 Da 투여 후, GnRH mRNA level 변화량은 E2를 투여한 실험구

에서 실험 3일 및 6일째 모두 대조구에 비해 GnRH mRNA level이 증가하였다. E2 및

Da 혼합 투여 실험구에서의 GnRH mRNA level은 실험 3일 째 1.209 ug/ml로 E2 투여 실

험구 1.311 ug/ml 보다 증가하지 않았지만, 대조구 1.093 ug/ml 보다는 증가하였으며, 6

일 째 E2 투여 실험구 1.537 ug/ml 보다 감소하였다. Da 단독 투여한 실험구에서의

GnRH mRNA는 2 × 10-8 M에서 가장 낮은 수치인 0.214 ug/ml를 나타났지만, 2 × 10-8 M 

보다 농도가 높은  2 × 10-7 M에서 GnRH mRNA는 높게 나타났으며, 2 × 10-9 M 농도에

서의 GnRH mRNA level은 대조구와 비교하였을 때 유의성(P<0.05)은 없었지만, GnRH 

mRNA level에 영향을 나타내지는 못하였다(Fig. 2). 따라서, 시상하부 GnRH mRNA 

level은 Da의 영향으로 DMSO를 투여한 대조구와 비교하였을 때, 전체적인 감소를 나

타내었다.

배양 뇌하수체 세포에 Da 투여 후, Gth mRNA level은 대조구와 비교하였을 때 증가하

였으며, Da를 투여한 모든 실험구에서는 감소하였다. Da의 농도에 따른 Gth mRNA 

level의 변화에서 GnRH mRNA level과 유사하게 2 × 10-8 M 농도에서 가장 낮게 발현하

였다(Fig. 3). 뇌하수체에서 Da의 영향은시상하부의 GnRH mRNA level 보다 큰 변화는

나타내지 않았지만, Gth mRNA level이 DMSO를 투여한 대조구와 비교하였을 때, 전체

적인 감소를나타내어 뇌하수체에도직접적인영향을 나타낼수있음을확인하였다.

한편, Da 투여 후 시상하부에서의 ER mRNA level 변화량은 GnRH 및 Gth mRNA level

과 유사하게 전반적인 감소를 나타내었다. E2를 투여하였을 때, 시상하부에서의 ER 

mRNA level은 1.591 ug/ml로 GnRH 및 Gth mRNA level 동일하게 증가하였으며, Da와
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E2 혼합 및 Da 단독 투여 실험구에서는 3일째 1.138 ug/ml 및 6일째 0,824 ug/ml로 대조

구 3일째 1.316 ug/ml 및 6일째 1.470 ug/ml과 비교하였을 때, 유의적인 감소를 나타내

었다(Fig. 4). 이와 같이 시상하부에서 ER mRNA level은 GnRH 및 Gth mRNA level과는

다르게 2 × 10-8 M 농도가 아닌 고농도의 2 × 10-7 M 농도에서 0.460 ug/ml으로 가장 낮

은 ER mRNA level을 나타내었다(Fig. 4). 따라서, 시상하부 ER mRNA level은 Da의 영

향으로 DMSO를투여한대조구와비교하였을 때, 감소를 나타내었다.

이와 같은 결과들로 Da는 시상하부 GnRH 및 ER mRNA level, 뇌하수체 Gth mRNA 

level의 감소를 유도할수있음을확인하였다.
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Figure 2. Expression of GnRH mRNA level in the hypothalamus cell of female olive

flounder (Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2

× 10-7 M, Estrogen (E2) + Dopamine (Da) of 2 × 10-7 M each, Dopamine (Da) of 2 × 10-7 M, 

Dopamine (Da) of 2 × 10-8 M and Dopamine (Da) of 2 × 10-9 M. Values are expressed as the 

mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-

way ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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Figure 3. Expression of Gth mRNA level in the pituitary cell of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2 × 10-7 M, 

Estrogen (E2) + Dopamine (Da) of 2 × 10-7 M each, Dopamine (Da) of 2 × 10-7 M, Dopamine

(Da) of 2 × 10-8 M and Dopamine (Da) of 2 × 10-9 M. Values are expressed as the mean SE. 

Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way 

ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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Figure 4. Expression of ER mRNA level in the hypothalamus cell of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2 × 10-7 M, 

Estrogen (E2) + Dopamine (Da) of 2 × 10-7 M each, Dopamine (Da) of 2 × 10-7 M, Dopamine

(Da) of 2 × 10-8 M and Dopamine (Da) of 2 × 10-9 M. Values are expressed as the mean SE. 

Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way 

ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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3.3.간장 세포에 Aromatase inhibitors 투여 후 ER 및 VTG mRNA level의 변화

3.3.1. Anastrozole에 의한 변화

배양간장 세포에  Ana의 E2 혼합및단독투여후, ER 및 VTG mRNA level은 대조구에

비해 전체적으로 감소하였다. E2를 투여한 실험구에서의 ER mRNA level은 3일 2.509 

ug/ml 및 6일째 3.305 ug/ml로 유의적인 증가로 vitellogenesis의 형성을 확인하였으며, 

E2 및 Ana의 혼합 투여 실험구에서의 ER mRNA level은 대조구와 비교하였을 때, 투여

후 3일째 유의적인 증가를 나타내었지만, 6일째 ER mRNA level은 대조구 1.643 ug/ml

과 비교하였을 때, 1.589 ug/ml로 유사한 발현량을 나타내었다. Ana의 세 단계 농도별

투여 실험구에서의 ER mRNA level은 대조구와 비교하였을 때, ER mRNA level이 유의

적인 감소를 나타내었다. 세 단계의 농도별 처리 Ana의 단독 실험구에서의 ER mRNA 

level은 2 × 10-7 M에서 0.717 ug/ml 및 2 × 10-8 M에서 0.691 ug/ml로 낮았으며, 두 실험구

간의 유의차는 없었다(Fig. 5).  Ana의 E2 혼합 및 단독 투여 실험구에서의 VTG mRNA 

level은 ER mRNA level과 유사한 변화량을 나타내었다. E2와 Ana의 혼합 투여 실험구

에서의 VTG mRNA level은 1.272 ug/ml 및 1.009 ug/ml로 대조구 및 E2로 vitellogenesis

로 형성시킨 실험구보다 유의성 있는 감소를 나타내었으며, 시간이 지남에 따라 지속

적인 감소를 나타내었다. 세 단계의 농도별 Ana의 투여 실험구에서 모두 시간이 지남

에 따라 VTG mRNA level이 유의적인 감소를 나타내었으며, 2 × 10-7 M 농도에서 0.744

ug/ml로 가장 큰 감소를 나타내었다. E2 및 Ana 혼합 투여 실험구와 Ana 단독 투여 실

험구의 2 × 10-9 M 농도의 VTG mRNA level은 각각 1.272 ug/ml과 1.241 ug/ml로 유사한

변화량을 나타내었다(Fig. 6). 따라서, 대조구 DMSO를 투여한 간장세포 대조구와 비

교하였을 때, Ana의 투여는 ER 및 VTG mRNA level이 전체적으로 감소를 나타내어 간

장세포에 직접적인영향을나타낼수 있음을확인하였다.
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Figure 5.  Expression of ER mRNA level in the hepatocyte of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2 × 10-7 M,

Estrogen (E2) + Anastrozole (Ana) of 2 × 10-7 M each, Anastrozole (Ana) of 2 × 10-7 M, 

Anastrozole (Ana) of 2 × 10-8 M and Anastrozole (Ana) of 2 × 10-9 M. Values are expressed 

as the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by 

two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test). 



25

Figure 6. Expression of VTG mRNA level in the hepatocyte of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2 × 10-7 M,

Estrogen (E2) + Anastrozole (Ana) of 2 × 10-7 M each, Anastrozole (Ana) of 2 × 10-7 M, 

Anastrozole (Ana) of 2 × 10-8 M and Anastrozole (Ana) of 2 × 10-9 M. Values are expressed 

as the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by 

two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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3.3.2. Exemestane에 의한 변화

배양 간장세포에  Exe의 E2 혼합 및 단독 투여 후, ER  mRNA level은 대조구에 비해

전체적으로 감소하였다. E2를 투여한 실험구의 ER mRNA level 3일째 및 6일째 유의적

인 증가로 vitellogenesis의 형성을 확인하였으며, E2 및 Exe의 혼합 투여 실험구에서의

ER mRNA level은 대조구와 비교하였을 때, 모두 유의적인 감소를 나타내었다. E2와

Exe 혼합 투여 실험구에서의 ER mRNA level 변화량은 대조구인 DMSO를 투여한 실험

구와 유의적인 감소를 나타냈을 뿐 아니라, 시간이 지남에 따라 1.011 ug/ml에서 0.916

ug/ml으로 지속적으로 감소하였다. 세 단계의 농도별 Exe의 단독 실험 처리구인 2 ×

10-7 M 농도에서 0.421 ug/ml로 가장 낮은 ER mRNA level을 확인하였으나, Exe의 투여

시간에 따라 3일째 ER mRNA level은 0.421 ug/ml에서 0.492 ug/ml로 6일 째 유의성 있

는 증가를 나타내었으며, 저농도인 2 × 10-7 M 실험구에 비해 높은 ER mRNA level을 나

타내었다(Fig. 7). 

배양 간장 세포에  Exe의 E2 혼합 및 단독 투여 후, VTG mRNA level은 대조구 및 E2를

이용하여 vitellogenesis로 형성 시킨 실험구와비교하였을 때, 유의성 있는 감소를 나타

내었다. Exe의 E2와 혼합 투여 실험구에서의 VTG mRNA level 변화량은 Ana와 유사한

변화량을 나타내었다. 농도별 Exe 단독 투여 실험구에서의 VTG mRNA level의 변화량

은 2 × 10-7 M 및 2 × 10-8 M 농도에서 0.477 ug/ml 및 0.763 ug/ml으로 가장 낮은 발현을

나타내었다. 2 × 10-9M 농도에서 VTG mRNA level의 변화량은 대조구 1.565 ug/ml 및

1.624 ug/ml에 비해 1.401 ug/ml 및 1.383 ug/ml의 유의성 있는 감소를 나타내었지만, 시

간이 지남에 따라 유의성 있는 변화량은 나타나지 않았다(Fig. 8). 따라서, DMSO를 투

여한 간장세포 대조구와 비교하였을 때, Exe의 투여는 ER 및 VTG mRNA level이 전체

적인 감소를나타내어 간장세포에직접적인영향을나타낼수 있음을확인하였다.
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Figure 7. Expression of ER mRNA level in the hepatocyte of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2 × 10-7 M, 

Estrogen (E2) + Exemestane (Exe) of 2 × 10-7 M each, Exemestane (Exe) of 2 × 10-7 M, 

Exemestane (Exe) of 2 × 10-8 M and Exemestane (Exe) of 2 × 10-9 M. Values are expressed 

as the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by 

two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test).
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Figure 8. Expression of VTG mRNA level in the hepatocyte of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2 × 10-7 M, 

Estrogen (E2) + Exemestane (Exe) of 2 × 10-7 M each, Exemestane (Exe) of 2 × 10-7 M, 

Exemestane (Exe) of 2 × 10-8 M and Exemestane (Exe) of 2 × 10-9 M. Values are expressed 

as the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by 

two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test).
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3.3.3. Tamoxifen에 의한 변화

배양 간장 세포에 항에스트로겐 기능을 가진 Tam 투여 후, VTG  mRNA level의 변화

량은 Tam과 E2 혼합 및 Tam 단독 투여 실험구 모두 유의성 있는 감소를 나타내었다. 

E2를 투여한 실험구에서의 VTG mRNA level은 3일 2.080 ug/ml 및 6일째 2.623 ug/ml으

로 유의적인증가로 vitellogenesis 형성을 확인하였으며, E2 및 Tam의 혼합 투여실험구

에서의 VTG mRNA level은 대조구 1.269 ug/ml 및 1.804 ug/ml와 비교하였을 때, 1.192

ug/ml 및 1.058 ug/ml의 유의적인 감소를 나타내었다. E2 및 Tam 혼합 투여 실험구에서

의 VTG mRNA level 변화량은 유의적인 감소를 나타냈을 뿐 아니라, 시간이 지남에 따

라 1.192 ug/ml에서 1.058 ug/ml로 지속적인 감소를 나타내었다. 세 단계의 농도별 Tam

단독 실험 처리구의 2 × 10-7 M 농도에서 0.671 ug/ml로 6일째 가장 낮은 VTG mRNA 

level을 확인하였으며, 저농도의 2 × 10-9 M의 투여 실험구에서 시간이 지남에 따라

0.945 ug/ml에서 1.106 ug/ml으로 유의적인 증가를나타내었다(Fig. 9). 

배양 간장 세포에 Tam을 투여 후, ER mRNA level의 변화량은 E2 및 Tam의 혼합 투여

및 Tam 단독 실험구에서의 대조구와 비교하였을 때, 유의적으로 감소하였으며, 시간

이 지남에 따라 유의적인 감소를 나타내었다. 세 단계의 농도별 Tam을 배양 간장 세포

에 투여 후, ER mRNA level은 모두 시간이 지남에 따라 유의적으로 감소하였으며, 

2 10ⅹ -7 M 농도에서 0.662 ug/ml로 가장 낮은 발현량을 나타내어 농도에 의존적인 감소

를 나타내었다(Fig. 10). 따라서, 대조구 DMSO를 투여한 간장세포 대조구와 비교하였

을 때, Tam의 투여는 ER 및 VTG mRNA level이 전체적인 감소를 나타내었으며, 저농도

인 2 10ⅹ -9 M 농도에서도감소를나타내농도에의존적임을 확인하였다.
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Figure 9. Expression of VTG mRNA level in the hepatocyte of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2 × 10-7 M, 

Estrogen (E2) + Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-7 M each, Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-7 M, 

Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-8 M and Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-9 M. Values are expressed as 

the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by 

two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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Figure 10. Expression of ER mRNA level in the hepatocyte of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were treated with DMSO (control), Estrogen (E2) of 2 × 10-7 M, 

Estrogen (E2) + Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-7 M each, Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-7 M, 

Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-8 M and Tamoxifen (Tam) of 2 × 10-9 M. Values are expressed as 

the mean SE. Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by 

two-way ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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4. 고찰

이번 연구는 미성숙 암컷 넙치 시상하부, 뇌하수체 및 간 조직을 분리하여 각각의

세포를 배양후, 미성숙 시기와성숙시기를구분하기 위하여 E2를처리하였다.

GnRH에서 Gth로 분비를 억제시키는 화학물질인 Da를 처리하여 시상하부에서 생

성되는 GnRH 및 ER mRNA level, 뇌하수체에서 분비되는 Gth mRNA level의 변화를 확

인하였다. 또한, 생식소 및 간에서 작용하는 화학물질인 AI 두 종류 Ana, Exe 및 Tam을

배양 간장 세포에 처리하여 ER mRNA 및 VTG mRNA level의 변화량을 확인하였다. 그

결과, 각 화학물질들은 시상하부, 뇌하수체 및 간에서 발현되는 유전자의 변화량을 확

인할 수 있었다. 중국 미꾸라지(Paramisgurnus dabryanus)에 Da를 근육 주사 후, 1시간

이내에 GnRH 및 Gth가 억제되었으며, Da를 Da 수용체의 길항제인 domperidone과 동

시 근육 주사후 역시혈청의 Gth를 감소시켜 Da가 GnRH 자극 및 Gth 방출을 차단함으

로써 Gth의 방출 억제 인자로 기능을 한다고 보고되었다(Lin et al., 1989). 이번 연구에

서 미성숙 암컷 넙치 시상하부 및 뇌하수체 세포에 Da를 처리한 결과 3일 및 6일째모

두 GnRH, ER 및 Gth mRNA level은 전체적인 감소를 나타내었으며, 이러한 결과는 중

국 미꾸라지의 연구결과와 유사하게 나타내었다. 따라서, Da는 단시간 내, 시상하부

및 뇌하수체에 직접적인영향을나타낼수 있다는것을 확인하였다.

E2는 다양한 신경 전달 물질 시스템에 있어 신호 전달을 변경하여 다양한 인지 과정

에 영향을 미친다(Almey and Brake, 2015). E2는 Da 방출, 재흡수 및 Da 수용체 활성화

에 영향을 미치는기능적 활동에 급성 및만성적 효과를 모두 가지며, 외인성으로 투여

된 E2는 D2 수용체 결합에 큰 효과를 갖는다고 보고되었다(Becker and Rudick, 1999). 

반면, E2의 또 다른 기능으로 Da 뉴런에 대하여 down-stream의 효과를 나타내며, 마우

스의 뇌하수체 세포에 E2를 전 처리 하였을 때, adenylate cyclase 활성으로 인하여 D2 
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수용체 억제가 감소되고 adenylate cyclase의 D1 수용체 활성화가 증가하며(Maus et al., 

1989),  E2에 의해 D2 수용체 신호 전달과 관련된 GTPase 활성화 단백질(GAP)인 G-

protein Signaling 9-2(RGS 9-2)의 발현을 감소시키는 기능을 가진다고 보고되었다

(Sliverman  and Koenig, 2007). 이번 시상하부 및 뇌하수체 세포 배양 연구에서 E2 및

Da 혼합 실험구에서의 GnRH mRNA level은 감소하였지만, Da 단독 투여 실험구 보다

감소하지 않았다. Gth mRNA level 역시 E2 및 Da의혼합 실험구에서 감소하였지만, Da 

단독 투여 실험구 보다 감소하지 않았다. 또한, 시상하부 및 뇌하수체 세포에 E2 및 Da 

혼합 투여 배지를 처리 후, 3일쩨 및 6일째 GnRH mRNA level은 시간이 지남에 따라 감

소한 반면, Gth mRNA level은 증가를 나타내었다. 따라서, 이 결과는 E2가 시간이 지남

에 따라 Da가 시상하부에서 E2의 plus적인 요인으로 작용하여 GnRH mRNA level을 감

소시키는 기능을 나타낼 것으로 생각되었으며, 뇌하수체에서는 마우스의 선행 연구

결과에 따라 E2에 의해 D2 수용체 신호 전달에 RGS 9-2의 발현을 감소시켜 Gth mRNA 

level이 증가된 것으로 추정할 수 있었다. 이처럼, E2의 기능은 plus 및 minus 작용으로

Da의 기능을조절 할수있음을확인할수있었다.

Da를 3단계의 농도로 시상하부 및 뇌하수체 세포를 자극한 결과 2 × 10-8M 농도에서

가장 낮은 GnRH mRNA level이 발현되었으며, 이것은 Da의농도가  GnRH mRNA의 발

현에 영향을 미치는 것으로 생각되었다. 하지만, 선행 연구에서 Da의 농도에 따른 연

구 결과들은 아직 보고되지 않았다. 이번 세포배양 연구에서 Da의 농도 별 자극 결과

를 바탕으로 선행 연구들의 시상하부 및 뇌하수체 세포의 GnRH neuron 및 Da 수송체

의 변화를 살펴 구체적인 Da의 농도에 따른 기작에 관한 연구가 필요하다 생각된다.

이번 시상하부 및뇌하수체 세포배양 연구에서 Da는 시상하부세포의 GnRH mRNA 합

성에 직접적으로 작용하여 Gth를 억제시키며, 뇌하수체 세포의 Gth mRNA 합성에도
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작용하여 넙치의 성성숙억제가가능한것을알수있었다. 

AI는 생식소 여포세포에서 aromatase와 결합하여 testosterone에서 E2로 전환을 차단

하는 화학물질로 알려져 있지만, ER의 활성을 억제시키는 기능 또한 가지고 있어 ER

이 활성화 되는 부위 중 하나인 간세포에서 작용을 알아보았다. 그 결과, 생식소가 아

닌 간에서 ER 및 VTG mRNA level이 감소를 나타내었으며, 이와 같은결과들은 Ana 및

Exe 모두 여포세포에서 aromatase와 결합하는 AI 기능이 아닌 ER 및 VTG mRNA의 합

성을 억제할수있는또 다른 기능을 가지고 있다는것을 알수 있었다. 

항에스트로겐 기능을 가진 Tam은 많은 in vivo 및 in vitro에서 ER 길항제로 알려져 있

다(Custodio et al., 1994; Obata and Kubota, 2000). 더욱이 E2 이외의 steroid는 무지개 송

어(Oncorhynchus mykiss)의 간장 세포 배양 연구에서 E2 투여 시, ER을 통해 VTG gene 

발현을 증가시킬 수 있으며, 이러한 VTG gene의 증가는 Tam에 의해 완전히 억제될 수

있다고 보고되었다(Mori, Sumiya and Yokota, 2000). 이번 연구에서 VTG mRNA level은

E2 및 Tam의 혼합, Tam 단독 투여 실험구 모두 VTG mRNA 합성이 억제되었다. 이 결

과 Tam은 ER과 결합으로 E2 작용을 억제하여 ER mRNA level이 감소됨을 알 수 있었

다. 또한, E2 및 Tam 혼합 투여 실험구에서의 VTG 및 ER mRNA level은 감소를 나타냈

다. 이러한 결과는 Tam은 ER과 결합 후, Tam/ER 결합체가 ER mRNA 발현도 억제시키

는 작용으로 E2의작용을강하게억제시킬수있다는 것을알 수있었다.

이번 in vitro 연구 결과 Da는 시상하부 및 뇌하수체에 직접적인 작용을 나타내 성 호

르몬 관련 유전자 GnRH, Gth 및 ER mRNA level을 감소시켜 성 성숙 억제에 효능이 있

을 것으로생각된다. 또한, 여포세포에서 E2로의전환을 차단하는 기능을 가진 AI는 간

장 세포에 직접적으로 ER 및 VTG mRNA level을 감소시켜 생식소가 아닌 간에서도 작

용할 수 있음을알 수있었으며, Tam 역시 기존의 항에스트로겐의 역할을 나타낼뿐 아
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니라 ER/Tam 복합체가 ER mRNA 자체를 억제하여 성 성숙 억제에 효능이 있을 것이

라 판단하였다. 이러한결과들을바탕으로 in vivo 실험을 수행하였다.  
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제 3 장

미성숙암컷넙치를이용한 Dopamine에 의한성성숙억제
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1. 서론

포유류와 어류의 성분화는 거의 비슷하지만, 포유류는 어미의 뱃속에서 성별이 구

분되어 태어나며, 어류는 알에서 나온 뒤 환경적인 요인 즉, 수온, 광주기 및 유전적 조

절과 같은 요인들로 인하여 성 분화가 나타나는 차이점을 나타낸다. 척추동물의 생식

은 계층적으로 조직된 내분비 시스템에 의해 조절된다. 척추동물의 성공적인 생식은

brain-pituitary-gonad axis(BPG axis)에 따른 내분비기관이 담당하고 있으며, 뇌의 시상

하부에서 생성되는 생식선자극호르몬 방출호르몬 인 Gonadotropin-releasing hormone

(GnRH), 뇌하수체에서 합성되는 생식선자극호르몬 Gonadotropin(Gth) 및 생식선에서

분비되는 성호르몬에 의해 결정된다(Baum, 1979; Tobet and Fox, 1992). GnRH는 뇌하

수체로부터 Gth의 분비를 자극하고 Gth는 난소로부터 성숙유도 스테로이드의 합성과

최종성숙 및 배란을 자극한다(Nagahama et al., 1985). 척추동물에서 GnRH는 뇌하수체

생식선으로부터 황체형성호르몬인 luteinizing hormone(LH)와 여포자극호르몬인

follicle stimulating hormone(FSH)의 합성 및 방출을 조절하며, 스테로이드 생성 및

gametogenesis를 조절한다(Sover et al., 2009). 하지만, 어류는 황체를 형성하지 않으므

로 FSH 및 LH는 Gth1 및 Gth2로 표시한다. 

Dopamine(Da)은 아드레날린 신경으로부터 신경 전달물질인 norepinephrine을 유리 시

키고 alpha, beta1 수용체 효능제로 사용되며, GnRH의 Gth 방출효과를 억제하여 그 이

후의 과정, 즉 생식선의 발달과 성스테로이드의 분비를 억제하게 된다(Dufour et al., 

2005). 또한 번식기능에 있어 중요한 역할을 하는 신경전달물질로, 특히 성선자극호르

몬의 변화를 조절함으로써 계절번식 동물에서의 번식 주기를 유기하는데결정적인 역

할을 한다(Han et al., 2005). 또한 혈류를 따라 뇌하수체 전엽(Anterior pituitary)으로 이

동되어 성선자극호르몬분비세포인 gonadotropes에 작용하여 Gth인 LH 및 FSH의 분비
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를 촉진하고, 이들 Gth는 성선으로부터 Estrogen(E2), progesterone, testosterone 등과 같

은 성호르몬 분비를 촉진하며, 이들 성호르몬은 시상하부에 존재하는 GnRH 신경세포

의 활성을 조절한다. Da는 십각류, crayfish(Cambaroides similis) 및 담수 새우의 생식선

성숙 억제에 효과가 있다고 보고되었으며(Sarojini et al., 1995a; Tinikul et al., 2009a), Da

의 길항제인 pimozide를 이용한 쏘가리(Siniperca scherzeri)의 배란을 유도하는 연구와

같은 성 성숙을 위한 연구는 이루어 졌지만(Zang et al., 1998), 성 성숙 억제를 위한 Da

의 투여에관한연구는아직활성화되지않았다. 

이번 연구는 미성숙 암컷 넙치(Paralichthys olivaceus)에 성호르몬 억제물질로 알려진

Da를 체내 복강주사 하여 호르몬 조절로 인한 성 성숙 호르몬을 억제하는 기술을 확보

하고자 실험하였다. 
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2. 재료 및방법

2.2. 실험동물및 Dopamine 처리

평균 350 ± 8 g의 미성숙 암컷 넙치를 제주 양식장에서 구매하여 연구실 수조에 광

주기 light : dark = 12 : 12, 수온 18 ± 1 ℃로 3일간 순치 적응시켰다. 실험기간 동안 사

료는 공급하지 않았다. 

실험에 사용한 호르몬은 대조구로 사용한 Dimethyl sulfoxide(DMSO)를 용매제로 사

용하였으며, vitellogenesis 단계를 유도하기 위해 E2 및 Da 2가지 화학물질을 사용하였

다. 실험 1일차 순치 적응시킨 넙치 30마리를 2 phenoxyethanol으로 마취 후 E2 및 Da를

DMSO에 녹여 각 5개의 수조별로 대조구, vitellogenesis, vitellogenesis로 유도 후 Da 주

사, E2 및 Da의 혼합 주사, Da 단독 실험구로 나눠 어체중 5 ㎍/g의 농도로 준비하여 복

강주사 하였다. 
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2.3. Dopamine 처리 후 샘플

실험어에 복강주사 후 3일 째 각각의 실험구에서 3마리 넙치를 전장 및 중량을 측정

하여 해부 후 시상하부 및 뇌하수체를 적출하였으며, 생식소는 중량 측정후 유전자분

석용과 조직학 분석용으로 보관하였다. Vitellogenesis 유도 후, Da의 작용을 알아보기

위하여 Da를 2차 주사하였으며, E2 및 Da 혼합 실험구, Da 단독 실험구 역시 Da를 2차

주사하였다. 실험 마지막 날인 6일째 모든 실험구에서의 실험어를 3일 째와 같은 방법

으로 해부후샘플을보관하였다. 
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2.4. 시상하부및뇌하수체에서의 Total RNA 추출 및 cDNA 합성

시상하부 및 뇌하수체 조직 샘플에 RNAiso plus(TaKaRa, Japan)을 1ml 첨가 후

homogenizer를 이용하여 분쇄하였다. 이후 chloroform(Sigma, USA)200 ul를 첨가한 뒤

충분하게 inverting하여 실온에서 5 min 간 반응 후, 13,000 rpm에서 10 min 간 원심분리

하였다. 원심분리 후 상층액을 분리하여 동량의 iso-propanol을 첨가하고 inverting 후

실온에서 5 min 반응 시킨 다음 13,000 rpm에서 10 min 원심분리 하였다. 그 후 상층액

을 제거하고 DEPC(Diethylpyrocarbonate) water로 제조된 75 % ethanol 1 ml을 첨가하고

13,000 rpm에서 10 min 원심분리 하였으며, 3회 반복하였다. 이후 상층액을 제거하고

pellet을 완전히 건조시킨 뒤 RNase free water에 녹여 시상하부 및 뇌하수체 조직으로

부터 total RNA를 추출하였다. Total RNA concentration은 Thermo Scientific uDrop 

Plate(Thermo Scientific, Germany)로 측정하였고, cDNA는 A260/280 ratio가 1.8 – 2.0이

되는 500 ng의 total RNA를 PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit(TaKaRa, Japan)로

제조사의 프로토콜에 따라 합성하였으며, 합성된 cDNA는 Quantitative PCR(qPCR) 분

석에 사용하였다. 
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2.5. Quantitative PCR 분석

Quantitative PCR(qPCR) 분석에 사용된 primer는 in vitro에 사용한 primer를 동일하게

사용하였으며, Table 1에 나타내었다. qPCR 분석은 TOPrealTM qPCR 2 × PreMIX(SYBR 

Green with low ROX)(Enzynomics, Daejeon, Korea)을 이용하여 Thermal Cycler DiceR® 

Real Time System Single(TaKaRa, Japan)로 분석하였다. PCR cycling은 initial 

denaturation 95  10 min, denaturation 95℃  10 sec, annealing 58℃  30 sec 40 cycles, ℃

elongation 72  20 sec, melting curve 1 min℃ 의 조건으로 수행하였다. 

2.6. 생식소중량지수관찰

실험기간에 생식소 발달 상태를 조사하기 위해 해부 후 생식소 조직을 전자저울을 이

용하여 0.01 g까지 습중량으로 측정하였다. 생식소중량지수(Gonadosomatic index, GSI)

는 [생식소중량  100 / ⅹ 어체중]의식에의하여계산하였다.
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2.7. 생식소조직관찰

각 실험어의 생식소 조직은 Bouin’s solution에 고정 후 ethanol에 단계별로 dehydrate 

시켜 paraffin에 고정시켜 5 um의 두께로 section하였다. 조직학적 관찰을 위해, slide는

hematoxylin과 0.5 % eosin에 염색시켰다. 

2.8. 통계학적분석

본 실험의 데이터 결과는 IBM SPSS Statistics 21.0(SPSS Inc., USA)을 활용하여 two-

way ANOVA-test로 통계 분석을 실시하였다. 데이터 값의 유의차는 Duncan’s multiple 

test 사후분석을 실시하여측정하였으며, P<0.05에서 유의성을판단하였다. 



44

3. 결과

3.1. Dopamine 복강주사 후 시상하부 및 뇌하수체 GnRH, Gth 및 ER mRNA level

변화

미성숙 암컷 넙치에 E2 및 Da를 복강주사 후, 시상하부에서의 GnRH mRNA level의

변화량은 E2를주사하여 vitellogenesis를 형성시킨실험구에서주사 2일째 대조구와비

교하였을 때, 증가하지 않고 감소하였으나, 주사 5일 째 대조구 보다 증가하여

vitellogenesis가 형성되었다. E2 주사 후 Da를 주사한 실험구에서의 GnRH mRNA level

은 대조구와 비교하였을 때, 0.618 ug/ml에서 0.430 ug/ml으로 유의적인 감소를 나타내

었으며, 5일째 GnRH mRNA level은 2일째 0.43 ug/ml 보다 0.482 ug/ml로 증가하였지만, 

대조구 0.625 ug/ml와 비교하였을 때 낮게 발현하였다. E2 및 Da의 혼합 주사 실험구에

서의 GnRH mRNA level 변화량은 2일 및 5일째 모두 각각 0.386 ug/ml 및 0.192 ug/ml로

대조구 보다 낮게 발현하였으며, 5일째 지속적인 감소 뿐 아니라 급격한 감소를 나타

내었다. Da 단독 주사 실험구에서의 GnRH mRNA level 변화량은 E2 및 Da 혼합 주사

실험구와 유사하게 발현하였으나, 주사 5일째 0.405 ug/ml에서 0.331 ug/ml로 유의적인

감소를 나타내었으며, 혼합 주사 실험구에서의 5일째 GnRH mRNA level 보다 높은 발

현량을 나타내었다(Fig. 11). 따라서, Da는 대조구 DMSO를 주사한실험구와 비교하였

을 때, 성 성숙 시기 및 미성숙 시기에 GnRH mRNA level 감소를 유도할 수 있음을 확

인하였다.

미성숙 암컷넙치에 E2 및 Da 복강주사후시상하부에서의 ER mRNA level 변화량은

E2 를 주사하여 vitellogenesis를 형성시킨 실험구에서의 ER mRNA level과 비교하였을

때, 0.422 ug/ml로 대조구 0.649 ug/ml에 비해 증가하였다. E2 주사 후 Da를 주사한실험

구에서의 ER mRNA level은 5일째 0.649 ug/ml에서 0.443 ug/ml으로 유의적인 감소를
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나타내었으며, 대조구 0.422 ug/ml와 비교하였을 때, 증가를 나타내었다. E2 및 Da 혼합,

Da 단독 주사 실험구에서의 ER mRNA level은 대조구와 비교하였을 때 2일째 각각

0.343 ug/ml 및 0.348 ug/ml로 감소를 나타내었으나, 5일째 혼합주사 실험구에서는

0.343 ug/ml에서 0.330 ug/ml로 유의성이 없는 감소를 나타내었다. Da 단독 주사 실험구

에서의 ER mRNA level은 수치의 변화는 크지 않았지만 0.348 ug/ml에서 0.333 ug/ml으

로 유의성 있는 감소를 나타내었다(Fig. 12). 따라서, 시상하부에서 ER mRNA level은

성숙시기에 시간이 지남에 따라 감소를 나타내었으나, 대조구와 비교하였을 때, 감소

하지 않았으며, 미성숙시기에감소를나타내었으나 큰차이를나타내지않았다.

미성숙 암컷 넙치에 E2 및 Da를 복강주사 후 뇌하수체 Gth mRNA level의 변화량은

E2 주사 후, vitellogenesis를 형성시킨 실험구에서의 Gth mRNA level은 대조구에 비해

0.341 ug/ml에서 0.743 ug/ml으로 급격히 증가하였으며, 주사 후 2일째 비하여 5일째

0.957 ug/ml로 지속적인 증가를 나타내었다. E2 주사 후, Da 주사한 실험구에서의 Gth 

mRNA level은 대조구에 비해 0.360 ug/ml에서 0.482 ug/ml로 증가하였으나, 주사 후 2

일 0.743 ug/ml에서 5일째 0.482 ug/ml로 Da에 의해 감소하였다. 하지만, 대조구와 비교

하였을 때, 여전히 증가를 나타내었다. E2 및 Da 혼합 주사 실험구에서의 Gth mRNA 

level은 대조구와 비교하였을 때, 주사 후 2일째 0.341 ug/ml에서 0.134 ug/ml 감소하였

지만 5일째 0.192 ug/ml로 유의하게 증가하였다. Da 단독 주사 실험구에서의 Gth 

mRNA level은 대조구와 비교하였을 때, 주사 2일 후 0.341 ug/ml로 변화량은 없었으나

5일째 유의하게 0.130 ug/ml으로 감소하였다(Fig. 13). 따라서, Da는 성숙시기에 Gth 

mRNA level은 시간이 지남에 따라 감소하였으나, 대조구 DMSO를 주사한 실험구와

비교하였을 때, 증가를 나타내었다. 하지만, 미성숙 시기에서 Da는 뇌하수체의 Gth 

mRNA level 감소를 유도할 수있음을 확인하였다.
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Figure 11. Expression of GnRH mRNA in the hypothalamus of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Dopamine

(Da) add to Estrogen (E2) and Dopamine (Da) alone. Values are expressed as the mean SE. 

Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way 

ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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Figure 12. Expression of Gth mRNA in the hypothalamus of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Dopamine

(Da) add to Estrogen (E2) and Dopamine (Da) alone. Values are expressed as the mean SE. 

Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way 

ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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Figure 13. Expression of ER mRNA in the hypothalamus of female olive flounder

(Paralichthys olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2),  Dopamine

(Da) add to Estrogen (E2) and Dopamine (Da) alone. Values are expressed as the mean SE. 

Different letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way 

ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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3.2. Da 복강주사후생식소중량지수(GSI) 변화및조직학적 변화관찰

미성숙 암컷 넙치에 E2 및 Da 복강주사 후, 생식소 중량 지수인 Gonadosomatic index

(GSI)는 E2를 주사한실험구에서증가하였으며, Da 단독 주사실험구에서는 모두감소

하였다. 하지만, 대조구와 비교하였을 때, GSI는 증가하였다. 또한, 성숙 지수 기준인

1.2 보다 낮은 수치를 나타내었으며, 수치 변화에 따른 의미는 작용하지 않는다고생각

하였다(Fig. 14). 

조직학적 변화 관찰 결과 대조구 DMSO를 복강주사한 넙치의 생식소에서 난세포

질, 핵 및 인이 관찰되었다(Fig. 15. A). E2를 주사한 생식소는 난황포 및 여포세포층이

관찰되어 vitellogenesis의 전기 단계임을 나타내었다(Fig. 15. B). 그리고 E2 및 Da 혼합

주사 실험구에서의 2일째조직학적변화는대조구와 비교하였을 때, 난세포크기가 E2

를 주사한 실험구와 비슷하였으나, 난황포 및 여포세포층은 관찰되지 않았다(Fig. 15. 

C). E2 및 Da 혼합 주사 실험구에서의 5일째 조직학적 변화는 3일째와 비교하였을 때,

난세포의 핵이 관찰되지 않았으며 더 이상의 성숙단계로 진행되지 않았다(Fig. 15. G).

E2를 주사하여 vitellogenesis로 형성시킨 후, Da를 2차 주사한 실험구에서의 조직학적

변화는 5일째 E2를 주사한 실험구에서의 6일째와 비교하였을 때, 난황포 형성은 관찰

되었으나 여포세포층은 관찰되지 않았다(Fig. 15. F). Da 단독 주사 실험구에서의 조직

학적 변화는 2일째 대조구와 비교하였을 때, 난세포 크기가 비슷하였으나 핵 및 인의

관찰이 어려웠으며, 5일째 조직학적 변화에서 2일째와 비교하였을 때, 난세포 크기가

발달하였지만, E2 주사 실험구에 비해 난황포 및 여포세포층은 관찰되지 않았다(Fig. 

15. D. E). 따라서, Da 주사 실험구에서 모두 vitellogenesis의 초기 단계에서 멈춰 성 성

숙이 다소지연됨을확인하였다. 
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Figure 14. Effect of Estrogen (E2) and Dopamine (Da) treatment on Gonadosomatic index in 

female olive flounder (Paralichthys olivaceus).
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Figure 15. Histological observations of the olive flounder (Paralichthys olivaceus) ovary treated Estrogen (E2) and Dopamine (Da). Op : Ooplasm, 

No : Nucleolus, N : Nucleus, Yv : Yolk vesicle, Zr :Zona radiata. 
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4. 고찰

조류 및 포유류를 이용한 뇌하수체이식 및 뇌병변을 통한 초기 연구에서는 뇌하수체

호르몬 분비 조절을 통한 주요 생리 기능 조절에서뇌 신경 내분비인자의 핵심역할을

한다고 밝혔다(Charlton, 2008). 경골어류에서 번식에 대한 Da의신경 내분비 조절기능

은 1978년 금붕어(Carrassius auratus)를 이용한 억제 능력이 처음 알려졌다(Peter et al., 

1978). 뱀장어(Anguilla anguilla)의 연구에서는 난소 발달에 있어 Gth의 방출을 유발하

기 위해 pimozide를 이용하여 Da를 억제하였을 때, LH 합성 및 방출, VTG 및 난소의

vitellogenesis 자극에 있어 Gth를 증가시킨다고 보고되었다(Dufour et al., 2003). 또한,

금붕어(Carassius auratus)의 in vitro 연구에서 Da는 Gth II 방출을 억제 시키며, 이는

GnRH 감소로 인한 Gth II 방출이 억제된다고 보고하였다(Murthy et al., 1994). 이처럼

Da의 성성숙억제에관한연구들은 다양한 어종에있어 연구가진행중이다. 

어류의 Gth I 및 Gth II 분비는 여러 시상하부 작용제에 의해 자극되며, GnRH는 중심

자극제로 작용하며, Da는중심 억제제로 작용한다(Yaron and Levavi-Sivan, 2006). 본 연

구에서 미성숙 암컷 넙치에 Da 복강 주사 후, in vivo에서 시상하부 및 뇌하수체에서 발

현되는 성 성숙 관련 호르몬 물질인 GnRH, Gth 및 ER mRNA level은 전체적인 감소를

나타내었다. 하지만, Da 단독 주사 실험구에서의 GnRH mRNA level은 감소하였지만, 

E2 및 Da 혼합 주사 실험구 보다 감소하는 경향을 나타내지 않았다. 뇌하수체 Gth 

mRNA level은 E2 및 Da 혼합 주사 실험구에서 역시 낮은 level이 관찰되었지만, 

vitellogenesis 유도 후, Da의복강 주사에 의한 자극은 Gth mRNA level이 감소함에도 불

구하고 미성숙 시기보다 높게 발현하였다. 이러한 결과는 미성숙 단계에서 넙치에 Da

를 단독으로 투여하여도 이미분비되어 있는 E2로인하여 GnRH mRNA level은 감소하

였지만, in vitro의결과와는다르게급격한감소를나타내지 않는 것으로 생각되었다.



53

연어과(Salmonids) 어류의 연구에서 Da는 vitellogenesis 단계에서 E2가 Da의억제 기능

에 대한 도움을 준다고 보고하였다(Linard et al., 1995). 하지만, E2가 Da의 억제 기능에

어떠한 기능으로 작용하는지에 관한 뚜렷한 연구 결과는 아직까지 보고 되지 않았다. 

또한, 마우스(Sprague-Dawley rat)에서 E2는 Da의 수용체 발현에 영향을 미치지 않는다

고 보고하였다(Lammers et al., 1999). 인간에서는 E2가 Da 의존성 질환에 관여한다는

연구 결과 및 다양한 생물종들에 있어의존적 인지과정에 영향을미친다는 연구 결과

들이 늘어나고 있다(Almey, TA and Brake, 2015). 이와 같이 E2는 생식소 뿐 아니라 뇌

및 간에서도 작용하는 호르몬으로 그 기능의 다양성을 알 수 있다. 최근, 연구에서 E2

는 뇌의 신경세포에서도 생성된다는 연구 결과가 있어(Lu et al., 2019), 생식소에서 생

성되는 E2와 시상하부에서 생성되는 E2의 기능이 다를 것이라 생각된다. 이전 미성숙

암컷 넙치의 시상하부 및 뇌하수체 세포 배양 연구인 in vitro 연구 결과에서 E2 및 Da

혼합 투여 실험구에서의 GnRH 및 Gth mRNA level은 E2에 의해 감소 및 증가를 나타내

었다. 하지만, in vivo 연구 결과에서 시상하부 Gth mRNA level의 변화량은 in vitro와는

다른 감소를나타냈으며, 유의성은 나타내지않았다.

Da는 GnRH에 의한 Gth 방출효과를 억제하여 그 이후의 과정, 즉 생식선의 발달과 성

스테로이드의 분비를 억제하게 된다(Dufour et al., 2005). 일반적으로 Da는 GnRH에서

Gth로의 경로에 관여하여 합성을 억제 시킬 것으로 생각되었는데, 이번 연구에서 Da

가 시상하부에 직접적인 영향을 나타내 GnRH mRNA 합성을 억제하여 Gth의 분비를

억제할 뿐 아니라, 시상하부 내 ER mRNA 합성도 억제하는 것을 알 수 있었다. 이러한

결과들로 Da는 넙치의 성 성숙 억제에 제한적으로 작용하지만, 시기에 따라 성 성숙

억제가 가능하다고판단되며, 미성숙 시기에 Da 처리가 유효할것으로생각되었다. 
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제 4 장

미성숙암컷넙치를이용한 Aromatase inhibitors(AIs)에의한

성성숙 억제



55

1. 서론

Aromatase는 CYP19A1(cytochrome P450 superfamily)의 member로 Estrogen(E2) 합성

을 하는 enzyme이다. 일반적으로 aromatase는 난소의 분화 과정에 작용하며, 온도에 의

존적으로 성 결정을 나타내는데, aromatase가 많이 분비되면 암컷으로 변화하고 반대

로 적은 양이 분비되면 수컷으로 변화 된다고 알려져 있다(Babjak et al., 2012). 그리고

뇌, 간및생식소조직과같은여러조직에널리분포되어 있다. 

Aromatase inhibitor(AI)는 P450arom activity를 차단하여 androgen으로부터 E2의 생성

을 억제하여 E2 수치를 낮추고 Estrogen receptor(ER) 자극을 감소시키는 역할을 한다

(Kitano et al., 2000). 이러한 AI는 nonsteroidal inhibitor와 steroidal inhibitor로 분류된다.

지용성인 steroidal inhibitor Exemestane(Exe)은 세포막을 통과하여 수용체와 결합 후 활

성화하여 세포 내에서 target에 대한 효소를 생성하고 항 에스트로겐의 역할을 하며

aromatase 활성 부위에 비가역적으로 결합하여 불활성화를 일으켜 androgen이 E2로 전

환하는 것을차단한다(Brueggemeier, 2002).

수용성인 nonsteroidal inhibitor Anastrozole(Ana)은 세포막을 통과하지 못하여 세포

막의 수용체와 결합 후 활성화하여 세포 내에서 target에 대한 효소를 생성한다(Miller 

et al., 2008). 이는 aromatase의 활성을 제거하는 역할을 하며, aromatase 활성 부위에 가

역적으로 결합하여 경쟁적 억제를 통해 androgen이 E2로 전환하는것을차단하는기능

과 ER의 비율을 감소시키는 기능으로 작용한다(Simpson, 2003). 이와 같이 AI는 anti-

estrogen의 기능 및 aromatase의 활성을 제거하여성성숙 억제에큰영향을미친다. 

이번 연구에서는 androgen에서 E2로 전환시 작용하는 aromatase와 결합하여 E2로의

전환을 억제시키는 물질로 알려진 Ana와 Exe를 미성숙 넙치를 대상으로 복강주사 및
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E2를 이용하여 인위적으로 vitellogenesis 단계를 유도 후, 성숙 시기 및 미성숙 시기의

생식소 ER mRNA, 간에서 ER mRNA 및 VTG(Vitellogenin) mRNA level의 변화량 및 조

직학적 변화를 비교분석하였다. 
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2. 재료 및방법

2.1. 실험동물및 Aromatase inhibitors 처리

평균 330 ± 17 g의 미성숙 넙치를 제주 양식장에서 구매하여 연구실 수조에 광주기

light : dark = 12 : 12, 수온 18 ± 1 ℃ 로 3일간 순치 적응시켰다. 실험기간 동안 사료는

공급하지 않았다. 

실험에 사용한 Ana 호르몬은 대조구로 사용한 Dimethyl sulfoxide(DMSO, Sigma)를

용매제로 사용하였으며, Exe 호르몬은 ethanol을 용매재로 사용하였다. Vitellogenesis 

단계를 유도하기 위해 E2를 사용하였다. 실험 1일차 순치 적응시킨 넙치 30마리를 2 

phenoxyethanol(SIGMA, USA)으로 마취 후 E2 및 AI를 각각의 용매제에 녹여 각 5개의

수조별로 대조구, vitellogenesis, vitellogenesis로 유도 후 AI를 주사, E2 및 AI의 혼합 주

사 및 AI 단독 주사실험구로 나눠 5 ㎍/g의 농도로준비하여 복강주사하였다. 
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2.2. Aromatase inhibitors 처리 후샘플

실험어에 복강 주사 후 3일 째 각각의 실험구에서 3마리의 넙치를 전장 중량을 측정

하여 해부 후 생식소 및 간을 적출하였으며, 생식소는 중량 측정 후 유전자 분석용과

조직학 분석용으로 보관하였다. Vitellogenesis를 유도 후, AI 의 작용을 알아보기 위하

여 3번 수조의실험어에각각의 AI를 2차 주사하였으며, E2 및 AI 혼합 실험구, AI 단독

실험구에도 AI를 2차 주사하였다. 실험 마지막 날인 6일 째 모든 실험구의 실험어를 3

일 째와같은방법으로해부후샘플을보관하였다. 
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2.3. 간 및생식소에서의 Total RNA 추출 및 cDNA 합성

간 및 생식소 조직 샘플에 RNAiso plus(TaKaRa, Japan)을 1 ml 첨가 후 homogenizer를

이용하여 분쇄하였다. 이후 chloroform(Sigma, USA) 200 ul를 첨가한 뒤 충분하게

inverting하여 실온에서 5 min간 반응 후, 13,000 rpm에서 10 min 간 원심분리 하였다. 원

심분리 후 상층액을 분리하여 동량의 iso-propanol을 첨가하고 inverting 후 실온에서 5 

min 반응 시킨 다음 13,000 rpm에서 10 min 원심분리 하였다. 그 후 상층액을 제거하고

DEPC water로 제조된 75 % ethanol 1 ml을 첨가하고 13,000 rpm에서 10 min 원심분리

하였으며, 3회 반복하였다. 이후 상층액을 제거하고 pellet을 완전히 건조 시킨 뒤

RNase free water에 녹여 간 및 생식소에서의 total RNA를 추출하였다. Total RNA 

concentration은 Thermo Scientific uDrop Plate(Thermo Scientific, Germany)로 측정하였고, 

cDNA는 A260/280 ratio가 1.8 – 2.0이 되는 500 ng의 total RNA를 PrimeScript 1st strand 

cDNA Synthesis Kit(TaKaRa, Japan)로 제조사의 프로토콜에 따라 합성하였으며, 합성

된 cDNA는 Quantitative PCR(qPCR) 분석에사용하였다. 
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2.4. Quantitative PCR 분석

Quantitative PCR(qPCR) 분석에 사용된 primer는 in vitro에 사용한 primer와 동일하게

사용하였으며, Table 2에 나타내었다. qPCR 분석은 TOPrealTM qPCR 2X PreMIX(SYBR 

Green with low ROX)(Enzynomics, Daejeon, Korea)을 이용하여 Thermal Cycler DiceR® 

Real Time System Single(TaKaRa, Japan)로 분석하였다. PCR cycling은 initial 

denaturation 95  10 min, denaturation 95℃  10 sec, annealing 58℃  30 sec 40 cycles, ℃

elongation 72  20 sec, melting curve 1 min℃ 의 조건으로 수행하였다. 

2.5. 생식소중량지수관찰

실험기간에 생식소 발달 상태를 조사하기 위해 해부 후 생식소 조직을 전자저울을 이

용하여 0.01 g까지 습중량으로 측정하였다. 생식소중량지수(Gonadosomatic index, GSI)

는 [생식소중량  100 / ⅹ 어체중]의식에의하여계산하였다. 
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2.6. 생식소조직관찰

각 실험어의 생식소 조직은 Bouin’s solution에 고정 후 ethanol에 단계별로 dehydrate 시

켜 paraffin에 고정시켜 5 um의 두께로 section하였다. 조직학적 관찰을 위해, slide는

hematoxylin과 0.5 % eosin에 염색시켰다. 

2.7. 통계분석

모든 측정값은 평균±표준오차로 나타냈으며, 유의차는 IBM SPSS Statistics 

Subscription을 이용하여 ANOVA를 이용한 다중 검정으로 Duncan’s multiple range test

에 의해검정하였다(P<0.05). 
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3. 결과

3.1. Anastrozole 복강 주사 후 ER 및 VTG mRNA level 변화

미성숙 암컷넙치에 Ana를 복강 주사후, 생식소에서의 ER mRNA level은 전체적인 감

소를 나타냈다. Vitellogenesis를 유도하기 위하여 E2를 주사한 실험구에서의 ER 

mRNA level은 대조구에 비해 증가하였다. Vitellogenesis를 형성 후 Ana를 주사한 실험

구에서의 ER mRNA level은 대조구에 비해 주사 후 2일째 vitellogenesis가 형성되어 증

가 후, Ana의 2차 주사후 실험 5일째 0.738 ug/ml에서 0.577 ug/ml로 감소를 나타내었다. 

하지만, 대조구와 비교하였을 때, 대조구 0.422 ug/ml 보다 0.557 ug/ml로 높게 발현하

였다. E2 및 Ana의 혼합 주사 실험구에서의 ER mRNA level은 대조구에 2일째 0.427

ug/ml에서 5일째 0.300 ug/ml로 감소하였지만, 주사 2일째 감소 후 5일째 유의적으로

증가하였다. Ana의 단독 주사 실험구에서의 ER mRNA level은 0.261 ug/ml에서 0.250

ug/ml로 감소를 나타냈지만 2일째와 5일째유의성은 없었다(Fig. 16). 

E2 및 Ana를 복강 주사 후, 간에서 ER mRNA level의 변화는 vitellogenesis를 유도하기

위하여 E2를 주사한 실험구에서의 ER mRNA level은 대조구에 비해 2일째 0.627 ug/ml

에서 0.978 ug/ml, 5일째 0.672 ug/ml에서 1.090 ug/ml로 증가하였다. Vitellogenesis를 형

성 후, Ana를 주사한 실험구에서의 ER mRNA level은 대조구에 비해 주사 후 2일째

vitellogenesis가 형성되어 0.918 ug/ml로 증가 후 Ana의 2차 주사 후 실험 5일째 0.776

ug/ml으로 감소를 나타내었다. E2 및 Ana의 혼합 주사 실험구에서의 ER mRNA level은

대조구에 비해 0.501 ug/ml로 감소하였으며, 시간이 지남에 따라 0.39 ug/ml로 지속적

인 감소를 나타내었다. Ana 단독 주사 실험구에서의 ER mRNA level은 대조구에 비해

2일째 및 5일째 각각 0.388 ug/ml 및 0.320 ug/ml로 낮게 발현하였으며, E2와 혼합 주사

실험구 0.390 ug/ml 보다도 낮게 발현하였으나, 2일및 5일째유의성은없었다(Fig. 17). 
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E2 및 Ana를 복강 주사 후, 간에서 VTG mRNA level의 변화에서 vitellogenesis를 유도

하기 위하여 E2를 주사한실험구에서의 VTG mRNA level은 대조구에 비해 0.868 ug/ml

에서 1.391 ug/ml로 증가하였다. Vitellogenesis를 형성 후 Ana를 주사한 실험구에서의

VTG mRNA level은 대조구에 비해 주사 후 2일째 vitellogenesis가 형성되어 1.378 ug/ml

로 증가 후 Exe의 2차 주사 후 실험 5일째 0.802 ug/ml로 감소를 나타내었다. E2 및 Exe

의 혼합 주사 실험구의 ER mRNA level은 대조구에 비해 0.453 ug/ml으로 감소하였으

며, 시간이 지남에 따라 0.401 ug/ml로 지속적인 감소를 나타내었다. Exe 단독 주사 실

험구에서의 ER mRNA level은 대조구에 비해 2일째 및 5일째 각각 0.388 ug/ml 및 0.220

ug/ml로 낮게 발현하였으며, E2와 혼합 주사 실험구 보다도 낮게 발현하였으며, 시간

이 지남에따라지속적인감소를나타내었다(Fig. 18). 

Ana의 복강 주사 후, 생식소  ER 및 VTG mRNA level 및 간 VTG mRNA level은 복강

주사 실험구와 비교하였을 때, 미성숙 시기에 E2 및 Ana 혼합, 단독 주사 실험구에서

모두 감소를 나타내었다. 하지만, E2를복강 주사하여 vitellogenesis를 형성 후, Ana의 2

차 주사 실험구에서 ER 및 VTG mRNA는 2일째 및 5일째 비교에서 시간이 지남에 따

라 감소하였으나, 대조구와 비교하였을 때, 증가를 나타내었다. 따라서, Ana는 미성숙

시기에서 ER 및 VTG mRNA level의 감소를 유도할수 있음을확인하였다.
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3.2. Anastrozole 주사 후 생식소중량지수(GSI) 변화 및조직학적 변화 관찰

미성숙 암컷 넙치에 E2 및 Ana를 주사 후 생식소 중량 지수인 GSI는 E2 단독 주사

실험구에서 증가하였으며, Ana 단독 주사 실험구에서는 모두 감소하였다. 하지만, 대

조구와 비교하였을 때, GSI는 증가하였다. 또한, 성숙 지수 기준인 1.2 보다 낮은 수치

를 나타냈으며, 수치변화에따른의미는작용하지않는다고 생각하였다(Fig. 19). 

조직학적 변화 관찰 결과 대조구 DMSO를 주사 후 미성숙 암컷 넙치의 생식소에서

난세포 질, 핵 및 인이 관찰되었으며(Fig 20. A), E2 주사 후 생식소에서는 다량의 난황

포 및 여포세포층이 관찰되어 vitellogenesis의 전기 단계임을 알 수 있었다(Fig 20. B).

E2 및 Ana 혼합 주사 실험구에서의 2일째 조직학적 변화에서 난세포 크기는 대조구의

난세포와 비슷하였으며, 간성화 초기 단계에서 관찰할 수 있는 정모세포가 관찰되었

다(Fig. 20. C). 또한, 5일째 난세포에서 정모세포 및 정원세포가 관찰되어 웅성화가 진

행됨을 관찰하였다(Fig. 20. G). E2 주사 후, vitellogenesis로 형성시킨 후 Ana를 2차 주

사한 실험구에서의 조직학적 변화는 2일째 대조구의 난세포와 비교하였을 때, 크기는

비슷하였으며, 핵 안의 인이 다수 관찰되었으나 5일째 난세포에서는 크기가 감소하며

더 이상의 성숙단계로 진행되지 않았다(Fig. 20. F). Ana 단독 주사 실험구에서의 조직

학적 변화는 2일째난세포의크기는증가하였으나 E2 단독주사실험구에서의난황포

및 여포세포층은 관찰되지 않았으며, 5일째 난세포 크기는 대조구보다 작아지며 정원

세포가 관찰되어 웅성화가진행됨을관찰하였다(Fig. 20. D. E). 
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Figure 16. Expression of ER mRNA in the gonad of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Anastrozole (Ana) add to 

Estrogen (E2) and Anastrozole (Ana) alone. Values are expressed as the mean SE. Different

letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA 

following Duncan’s multiple range test). 
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Figure 17. Expression of ER mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Anastrozole (Ana) add to 

Estrogen (E2) and Anastrozole (Ana) alone. Values are expressed as the mean SE. Different 

letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA 

following Duncan’s multiple range test). 
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Figure 18. Expression of VTG mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Anastrozole (Ana) add to 

Estrogen (E2) and Anastrozole (Ana) alone. Values are expressed as the mean SE. Different 

letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA 

following Duncan’s multiple range test). 
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Figure 19. Effect of E2 (Estrogen) and Anastrozole (Ana) treatment on Gonadosomatic index 

in female olive flounder (Paralichthys olivaceus).
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Figure 20. Histological observations of the olive flounder (Paralichthys olivaceus) ovary treated Anastrozole (Ana). Op : Ooplasm, No : Nucleolus, 

N : Nucleus, Yv : Yolk vesicle, Zr :Zona radiata, SC : Spermatocyte, SG : Spermatogonia
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3.3. Exemestane 복강 주사후 ER 및 VTG mRNA level 변화

미성숙 암컷 넙치에 E2 및 Exe를 복강 주사 후, 생식소에서의 ER mRNA level 변화에

서 vitellogenesis를 유도하기 위하여 E2를 주사한 실험구에서의 ER mRNA level은 대조

구에 비해 증가하였다. Vitellogenesis를 형성 후 Exe를 주사한 실험구에서의 ER mRNA 

level은 대조구에 비해 주사 후 2일째 vitellogenesis가 형성되어 증가후, Exe의 2차 주사

후 0.791 ug/ml에서 5일째 0.316 ug/ml로 감소를 나타내었으며, 대조구와 비교하였을

때 역시 0.442 ug/ml에서 0.316 ug/ml로 유의적인 감소를 나타내었다. E2 및 Exe의 혼합

실험구에서의 ER mRNA level은 대조구에 비해 0.422 ug/ml에서 0.305 ug/ml로 감소하

였으며, 2일째 0.310 ug/ml에서 5일째 0.305 ug/ml로 역시 감소하였고 유의성은 나타내

지 않았다. Exe 단독주사실험구에서의 ER mRNA level은 대조구에 비해유의적으로 2

일째 0.427 ug/ml에서 0.227 ug/ml로 감소를 나타내었으며, 5일째 0.148 ug/ml로 지속적

인 감소를나타내었다(Fig. 21). 

E2 및 Exe를 복강 주사 후, ER mRNA level 변화에서 vitellogenesis 유도를 위하여 E2를

주사한 실험구에서의 ER mRNA level은 대조구에비해 증가하였다. Vitellogenesis를 형

성 후 Exe를 주사한 실험구에서의 ER mRNA level은 대조구에 비해 주사 후 2일째

vitellogenesis가 형성되어 증가 후, Exe 2차 주사 후 1.071 ug/ml에서 실험 5일째 0.516 

ug/ml로 감소를 나타내었으며, 대조구와 비교하였을 때, 역시 0.552 ug/ml에서 0.516 

ug/ml로 유의적인 감소를 나타내었다. E2 및 Exe의 혼합 실험구에서의 ER mRNA level

은 대조구에 비해 0.552 ug/ml에서 0.353 ug/ml로 감소를 나타내었고, 2일째 0.360 ug/ml

에서 5일째 0.353 ug/ml로 감소하였으나, 유의성은 나타나지 않았다. Exe 단독 주사 실

험구에서의 ER mRNA level은 대조구에 비해 유의적인 2일 0.527 ug/ml에서 0.297 

ug/ml로 감소를 나타내었으며, 5일 0.178 ug/ml로 지속적인 감소를 나타내었다(Fig. 22).
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E2 및 Exe를 복강 주사 후, 간에서 VTG mRNA level의 변화에서 vitellogenesis를 유도

하기 위하여 E2를 주사한실험구에서의 VTG mRNA level은 대조구 0.602 ug/ml에 비해

0.291 ug/ml로 증가하였다. Vitellogenesis를 형성 후 Exe를 주사한 실험구에서의 VTG

mRNA level은 대조구에 0.602 ug/ml 비해 주사 후, 2일째 1.081 ug/ml로 vitellogenesis가

형성되어 증가하였으며, Exe의 2차 주사 후, 실험 5일째 0.616 ug/ml로 감소를 나타내

었다. 하지만, 대조구 0.602 ug/ml과 비교하였을 때, 유의성은 없었다. E2 및 Exe의 혼합

실험구에서의 VTG mRNA level은 대조구와 비교하였을 때, 2일째 0.542 ug/ml에서

0.626 ug/ml로 증가하였으며, 5일째 0.602 ug/ml에서 0.553 ug/ml로 유의적인 감소를 나

타내었다. Exe 단독 주사 실험구에서의 VTG mRNA level은 대조구, E2 및 Exe 혼합 주

사구와 비교하였을 때, 0.373 ug/ml에서 0.184 ug/ml로 유의적인 감소 및 지속적인 감소

를 나타내었다(Fig. 23). 

Exe의 복강 주사 후, 생식소  ER 및 VTG mRNA level 및 간 VTG mRNA level은 대조구

DMSO를 복강 주사 실험구와 비교하였을 때, 미성숙 시기에 E2 및 Exe 단독 주사 실험

구에서 모두 감소를 나타내었다. 하지만, Ana와는 다르게 E2를 복강 주사하여

vitellogenesis를 형성 후, Exe의 2차 주사 실험구에서 ER 및 VTG mRNA는 2일째 및 5일

째 비교에서 시간이 지남에 따라 감소하였을뿐 아니라, 대조구와 비교하였을 때, 역시

감소를 나타내었다. 따라서, Exe는 미성숙 및 성숙 시기에 생식소 및 간에서의 ER 및

VTG mRNA level의 감소를 유도할수있음을확인하였다.
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3.4. Exemestane 주사 후 생식소중량 지수 (GSI) 변화및 조직학적변화관찰

미성숙 암컷 넙치에 E2 및 Exe를 주사 후, 생식소 중량 지수인 GSI는 E2 주사 실험구

에서 증가하였으며, Exe 단독 주사 실험구에서는 모두 감소하였다. 하지만, 대조구와

비교하였을 때, GSI는 증가하였다. 또한, 성숙 지수 기준인 1.2 보다 낮은 수치를 나타

냈으며, 수치변화에따른의미는작용하지않는다고 생각하였다(Fig. 24).

조직학적 변화 관찰 결과 대조구 DMSO를 주사한 넙치의 생식소에서 난세포 질, 핵

및 인이관찰되었다(Fig. 25. A). E2를 주사한 생식소에서는 난황포 및여포세포층이 관

찰되어 vitellogenesis의 전기 단계임을 알 수 있었다(Fig. 25. B). E2로 vitellogenesis를 형

성 후 Exe의 2차 주사실험구의조직학적변화 관찰에서 5일째정모세포가관찰되었으

며(Fig. 25. F), E2 및 Exe의 혼합 주사 실험구에서의 조직학적 변화는 주사 2일째 정원

세포가 관찰되어 웅성화의 빠른 시작을 알 수 있었으며, 5일째에 정모세포가 커지며

뚜렷하게 관찰할 수 있었다(Fig. 25. C. G). Exe 단독 주사 실험구에서의 조직학적 변화

관찰은 2일째 정원세포 및 정모세포가 동시에 관찰되었으며, 5일째 정모세포가 뭉쳐

져 간성화의 진행이 빠르게 진행되어 웅성화가 진행되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 

25.D. E).



73

Figure 21. Expression of ER mRNA in the gonad of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Exemestane (Exe) add to 

Estrogen (E2) and Exemestane (Exe) alone. Values are expressed as the mean SE. Different 

letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA 

following Duncan’s multiple range test).
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Figure 22. Expression of ER mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Exemestane (Exe) add to 

Estrogen (E2) and Exemestane (Exe) alone. Values are expressed as the mean SE. Different 

letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA 

following Duncan’s multiple range test).
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Figure 23. Expression of VTG mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Exemestane (Exe) add to 

Estrogen (E2) and Exemestane (Exe) alone. Values are expressed as the mean SE. Different 

letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA 

following Duncan’s multiple range test).
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Figure 24. Effect of Estrogen (E2) and Exemestane (Exe) treatment on Gonadosomatic index 

in female olive flounder (Paralichthys olivaceus).
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Figure 25. Histological observations of the olive flounder (Paralichthys olivaceus) ovary treated Exemestane (Exe). Op : Ooplasm, No : Nucleolus, 

N : Nucleus, Yv : Yolk vesicle, Zr :Zona radiata, SC : Spermatocyte, SG : Spermatogonia  
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4. 고찰

최근 어류의 성 전환에 있어 폐경기 여성의 유방암치료에 있어 사용되는 3세대의 비

가역적 AI를 사용하여 어류의 웅성화를 유도하는시도가 이루어지고 있다(Gisler et al., 

1998 ; Miller et al., 2008). 그중 Ana와 Exe는 다른 AI 보다 부작용이적어 치료제로 많이

사용되고 있으며, 어류및다른종들의연구에도많이 사용되어왔다. 

본 연구에서 미성숙 암컷 넙치에 Ana의 복강주사후, 생식소 및 간에서의 ER 및 VTG 

mRNA level 변화량은 전체적으로 감소를 나타내었다. Ana를 사료에 첨가시켜 급이 시

킨 잉어(Cyprinus carpio)에서 testosterone의 혈장 농도가 증가하였으며, 이는

testosterone이 E2로의 전환을 차단하였다고 보고되었다(Singh and Singh., 2013). 또한, 

fadrozole과 Ana는 지질, 콜레스테롤 및 트리글리세이드 농도의 감소를 나타낼 뿐 아니

라, 웅성화를위해 성 분화 되는 기간에 특이적인지질 및 콜레스테롤의 생성을 억제시

켰다고 보고되었다(Ranie and Maclatchy., 2017). 하지만, 본 연구에서 E2 주사 후

vitellogenesis를 형성시켜 Ana를 2차 주사하였을 때, ER 및 VTG mRNA level은 감소하

였으나, 대조구와 비교하였을 때, 감소하지 않았다. 이러한 결과에서 Ana는 미성숙 시

기에 생식소 여포세포에서 testosterone이 E2로의 전환에 작용하는 aromatase와 강하게

결합하였지만, 성숙 시기로 접어들수록 aromatase와의 결합력이 약할 수 있다 생각하

였다. Ana는 인간의폐경기유방암여성의호르몬인 E2 및 LH의혈청수준을감소시켰

으며, testosterone의 혈청 수준이 크게 증가되었다고 보고되었다(Kyvernitakis et al., 

2015). Ana 이외에도 non steroid 계열인 fadrozole은 다양한 어종에서 광범위하게 성 성

숙 억제 작용이 있는 것으로 보고되고 있다(Hinfray et al., 2013). Fadrozole의 연구에서

coho salmon(Oncorhynchus kisutch)의 난모세포에서 E2를 감소시켰지만, testosterone의

분비에 대한 영향은 관찰되지 않았으며(Afonso et al., 1997), 대서양 넙치(Hippoglossus 
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hippoglossus) 생식소에서의 조직관찰 변화 결과간성화를 나타내는정모세포 및정원

세포는 관찰되지 않았다(Babiak et al., 2012). 이번 Ana의 복강주사 실험에서 Ana는 기

존의 연구 결과들과 유사한 결과를 나타내었으나, 미성숙 시기 및 성숙시기의 차이에

대하여 명확히 연구되지는 않았으며, 이번 연구 결과에서 미성숙 암컷 넙치를

vitellogenesis로 형성 후 생식소 및 간에서의 ER 및 VTG mRNA level이 감소하는 것으

로 보아성숙이시작되는단계에서 Ana의 효능은약할 것이라판단되었다. 

미성숙 암컷 넙치에 Exe를 복강주사 후 생식소 및 간에서 ER 및 VTG mRNA level의

변화량에서 생식소 및 간의 ER 및 VTG mRNA level은 전체적으로 감소하였다. 또한, 

E2를 주사 후 vitellogenesis를 형성시켜 Exe를 2차 주사하였을 때, ER 및 VTG mRNA 

level이 감소하여 미성숙 시기가 아닌 성숙 시기에도 성 성숙의 억제를 유도할 수 있는

것을 알 수 있었다. Exe는 E2의 합성을 억제하여 투여 후 단시간 내에 혈중 E2의 농도

를 낮추는 작용을 하며, AI로 steroid 계열의 hormone의 suicide inhibition이라 불리는 과

정을 통하여 효소의 불활성화를 유도하는 aromatase의 기능을 억제하는 역할을 한다

(Tiboni and Ponzano, 2016). ER은 cell membrane에도 존재하지만 주로 cell 내부에 위치

하여 E2와 결합을 하며, Exe는 steroid AI로 cell 내에 위치한 ER과의 연관성을 알 수 있

었다. 2010년 틸라피아에 Exe를 급이 시켰을 때 연구 결과에서 E2와의 비교에서 Exe가

생식선에서 testosterone이 E2로의 전환을 차단하여미분화 된 생식선을 정소로 변형시

켰다고 보고되었다(Ruksana et al., 2010). 또한, 2018년 black sea bass(Centropristis 

striata)를 Exe에 노출 후, 초기 sex change와 gonadal gene expression의 연구에서는 생식

소의 female gonad development function을 가지는 cyp19a1a gene은 암컷에서 감소하였

으나 대조구와 유의적인 차이는 나타내지 않았으며, E2 response의 기능을 가지는

esr2b gene 그리고 egg envelope component의 function을 가지는 zpc2 gene 역시 대조구
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와 큰 차이는 나타내지 않았으나 감소하였다고보고되었다(Breton et al., 2019). 본 연구

에서 E2를 복강주사 후 AI를 주사하였을 때, ER mRNA level의 감소 현상이 AI 단독으

로 주사하였을 때보다 약간 높지만 상당히급격하게 감소되는 것을미루어 보았을 때, 

간에서 직접적으로 ER을 억제하여 암컷의 성 성숙 억제를 유발시킬 수 있다는 것이라

고 생각할 수 있었다. 또한, in vitro 연구 결과에서 Exe는 Ana와 유사하게 간 및 생식소

에서 ER 및 VTG mRNA level의 발현 자체를 직접적으로 억제하는 영향을 나타내는 것

을 확인하였으며, 이것은 AI의 기능이 아닌또 다른기능으로서성 성숙억제의기능을

가진다고 판단하였다.

인간의 유방암 치료에 있어 Ana 및 Exe의 효능 비교 연구에서 비스테로이드의 경쟁적

이고 가역적인 억제와는 대조적으로 비가역적인 Exe가 E2의 억제에 더 효능이 우수하

다고 보고되었는데(Goss et al., 2013), 이번 연구 결과에서 역시 넙치의 생식소 및 간에

서 ER 및 VTG mRNA level의 변화량과 생식소 조직학적 관찰에서 Exe가 Ana 보다 우

수하다는 것을 알 수 있었다. 따라서, AI를 이용한 효과적인 성 성숙 제어 기술을 위해

서는 다양한 AI 물질의활용과추가적인실험이 요구되어져야할 것으로 판단된다. 
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제 5 장

미성숙암컷넙치를이용한 Tamoxifen에 의한성 성숙억제
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1. 서론

Tamoxifen(Tam)은 비스테로이드성 항에스트로겐으로 자궁, 유선, 난관 등의 E2 표적

기관에서는 E2와 경쟁적으로 결합하는 것으로 알려져 있으며, 일부 조직에서 E2 작용

을 나타나게 하지만, 다른 조직에서는 E2 작용을 막는 역할을 하는 선택적 에스트로겐

수용체 작용제(Selective estrogen receptor modulator; SERM)로작용한다(Dix and Jordan,

1980; Horwitz et al., 1981; Sutherland and San, 1979 ). SERM은 이론적으로 시상하부

(Hypothalamus)와 뇌하수체(Pituitary)의 ER(Estrogen receptor)에 길항작용을 하여

negative feedback이 작용하지 못하게 하여 성 성숙을 억제 시키는 역할을 한다

(Mikelman et al., 2017). 또한, 다양한 E2 조절 표적에 대한 대체 효과를 갖는 별도의 항

에스트로겐의능력을 말한다(Howell, Johnston and Howell, 2004). Tam은 인간에게 있어

성 호르몬 의존성 유방암의 치료제로 사용되며, ER에 결합한 ER/Tam 복합체는 co-

repressors로 알려진 다른 단백질들을 불러들이며, 이 복합체는 DNA에 결합하여 유전

자 발현을조절하는기능을 가진다(Shang et al., 2000). 

어류에서 Tam은 Japanese medaka(Oryzias latipes), Nile tilapia(Oreochromis niloticus) 

및 zebra fish(Danio rerio) 등 몇몇의 어류에 연구되어 왔으며, 주로 암컷의 웅성화에 대

한 연구들이 주를 이뤘다(Chikae et al., 2004; Singh et al., 2012; Van der ven et al., 2007). 

Medaka의 연구에서 Tam은 E2, alpha-ethynylestradiol(EE2), flutamide 및

methyltestosterone(MT) 5가지 화학물질을 사료에 섞어 섭이 후, E2의 길항제 역할,

androgen의 길항제 역할의 기능을 비교하여 vitellogenin(VTG) 합성에 미치는 영향을

관찰하였다(Chikae et al., 2004). Nile tilapia의 연구에서 Tam을 처리한 미성숙 tilapia의

성장이 대조구와 비교하였을 때, 월등히 빠른 성장을 나타낸다고 보고하였다(Singh et 

al., 2012). 이처럼 Tam은 ER의 길항제로 효과를 나타내며, 어류에 있어 estradiol이 존재
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하는 곳에서 VTG 생성을 억제를 나타낸다고 보고되었으며(Leanos-Castaneda and Van 

Der Kraak, 2007), 성장의 부분에서도 차이를 나타내었다. 또한, 성장 부분에도 상당한

영향을 미친다는 것을 알수있다.

이번 연구는 항에스트로겐 및 SERM의 작용을 하는 Tam의 성 성숙 억제 효능을 확

인하기 위해 미성숙 넙치(Paralichthys olivaceus)에 복강주사 후 간 및 생식소에서 유전

적 요인인 ER mRNA level과 VTG mRNA level을 확인하였고 생식소 중량 지수(GSI) 및

조직학적 변화를 관찰하였다. 
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2. 재료 및방법

2.1. 실험동물및 Tamoxifen 처리

평균 350 ± 13 g의 미성숙 넙치를 제주 양식장에서 구매하여 연구실 수조에 광주기

light : dark = 12 : 12, 수온 18 ± 1 ℃ 로 3일간 순치 적응시켰다. 실험기간 동안 사료는

공급하지 않았다. 

실험에 사용한 호르몬은 대조구로 사용한 Dimethyl sulfoxide(DMSO, Sigma)를 용매

제로 사용하였으며, vitellogenesis 단계를 유도하기위해 E2 및 Tam을 사용하였다. 실험

1일차 순치 적응시킨 넙치 30마리를 2 phenoxyethanol(SIGMA, USA)으로 마취 후 E2 

및 Tam을 DMSO에 녹여 각 5개의 수조별로 대조구, vitellogenesis, vitellogenesis로 유도

후 Tam을 주사, E2 및 Tam의 혼합 주사 및 Tam 단독 실험구로 나눠 5 ㎍/g의 농도로 준

비하여 복강주사 하였다. 
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2.2. Tamoxifen 처리 후 샘플

실험어에 주사 후 3일 째 각각의 실험구에서 3마리의 넙치를 전장 중량을 측정하여

해부 후 생식소및 간을 적출하였으며, 생식소는 중량 측정 후 유전자 분석용과조직학

분석용으로 보관하였다. Vitellogenesis를 유도 후 Tam의 작용을 알아보기 위하여 3번

수조의 실험어에 Tam을 2차 주사하였으며, 실험 마지막 날인 6일 째 모든 실험구의 실

험어를 3일째와같은방법으로해부후샘플을보관하였다. 

2.3. 생식소중량지수관찰

실험기간에 생식소 발달 상태를 조사하기 위해 해부 후 생식소 조직을 전자저울을 이

용하여 0.01 g까지 습중량으로 측정하였다. 생식소중량지수(Gonadosomatic index, GSI)

는 [생식소중량  100 / ⅹ 어체중]의식에의하여계산하였다.
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2.4. 간 및생식소에서의 Total RNA 추출 및 cDNA 합성

간 및 생식소 조직 샘플에 RNAiso plus(TaKaRa, Japan)을 1 ml 첨가 후 homogenizer를

이용하여 분쇄하였다. 이후 chloroform(Sigma, USA) 200 ul를 첨가한 뒤 충분하게

inverting하여 실온에서 5 min 간 반응 후, 13,000 rpm에서 10 min 간 원심분리 하였다. 

원심분리 후 상층액을 분리하여 동량의 iso-propanol을 첨가하고 inverting 후 실온에서

5 min 반응 시킨 다음 13,000 rpm에서 10 min 원심분리 하였다. 그 후 상층액을 제거하

고 DEPC water로 제조된 75% ethanol 1ml을 첨가하고 13,000 rpm에서 10 min 원심분리

하였으며, 3회 반복하였다. 이후 상층액을 제거하고 pellet을 완전히 건조 시킨 뒤

RNase free water에 녹였다. Total RNA concentration은 Thermo Scientific uDrop 

Plate(Thermo Scientific, Germany)로 측정하였고, cDNA는 A260/280 ratio가 1.8 – 2.0이

되는 500 ng의 total RNA를 PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit(TaKaRa, Japan)로

제조사의 프로토콜에 따라 합성하였으며, 합성된 cDNA는 Quantitative PCR(qPCR) 분

석에 사용하였다. 
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2.5. Quantitative PCR 분석

Quantitative PCR(qPCR) 분석에 사용된 primer는 in vitro에 사용한 primer를 동일하게

사용하였으며, Table 2에 나타내었다. qPCR 분석은 TOPrealTM qPCR 2X PreMIX(SYBR 

Green with low ROX)(Enzynomics, Daejeon, Korea)을 이용하여 Thermal Cycler DiceR® 

Real Time System Single(TaKaRa, Japan)로 분석하였다. PCR cycling은 initial 

denaturation 95  10 min, denaturation 95℃  10 sec, annealing 58℃  30 sec 40 cycles, ℃

elongation 72  20 sec, melting curve 1 min℃ 의 조건으로 수행하였다. 
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2.6. 생식소조직관찰

각 실험어의 생식소 조직은 Bouin’s solution에 고정 후 ethanol에 단계별로 dehydrate 

시켜 paraffin에 고정시켜 5 um의 두께로 section하였다. 조직학적 관찰을 위해, slide는

hematoxylin과 0.5 % eosin에 염색시켰다. 

2.7. 통계학적분석

본 실험의 데이터 결과는 IBM SPSS Statistics 21.0(SPSS Inc., USA)을 활용하여 two-

way ANOVA-test로 통계 분석을 실시하였다. 데이터 값의 유의차는 Duncan’s multiple 

test 사후분석을 실시하여측정하였으며, P<0.05에서 유의성을판단하였다. 
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3. 결과

3.1. Tamoxifen 복강 주사 후 ER 및 VTG mRNA level 변화

미성숙암컷 넙치에 E2 및 Tam을 복강 주사 후, 생식소 및 간에서의 ER 및 VTG mRNA 

level 변화량은 E2를 주사하여 vitellogenesis를 형성시킨 실험구는 대조구에 비해 증가

하였다. 생식소에서의 ER mRNA level은 E2로 vitellogenesis를 형성시킨 후 Tam을 2차

주사하여 5일째, 대조구인 0.422 ug/ml와 E2 주사 실험구의 0.791 ug/ml 보다도 낮은

0.343 ug/ml의 수치를 나타내었다. E2 및 Tam 혼합 주사 실험구에서의 ER mRNA level

은 대조구에 비해 낮게 발현하였으며, 시간이 지남에 따라 0.381 ug/ml에서 0.322 ug/ml

로 유의적인 감소를 나타내었다. Tam 단독 주사 실험구에서의 ER mRNA level은 0.22

ug/ml로 가장 낮은 수치를 나타내었으나, 2일째 및 5일째 유의성은 없었다(Fig. 26). 따

라서, 생식소에서 ER mRNA level은 미성숙 및 성숙 시기 모두 감소를 나타내었으며,

대조구와 비교하였을때, E2 및 Tam 단독 주사실험구 모두유의성있는감소를나타내

었다.

간에서의 ER mRNA level 변화량은 E2 복강 주사 후, vitellogenesis를 형성시킨 실험구

는 대조구에 비해 2일째 및 5일째 모두 2배 이상 증가하였다. Vitellogenesis를 형성시킨

후, Tam을 2차 주사 실험구에서의 ER mRNA level은 1.378 ug/ml에서 0.843 ug/ml으로

급격한 감소를 나타내었으며, E2 및 Tam의 혼합 주사 실험구에서는 2일째 대조구

0.727 ug/ml 보다 감소한 0.449 ug/ml의 발현량을 나타내었으나 2차 주사 이후 ER 

mRNA level은 2일째 발현량과 유의하지 않은 감소를 나타내었다. 하지만, 대조구 5일

째 0.752 ug/ml과 비교하였을 때, 0.343 ug/ml의 유의적인 감소를 나타내었다. Tam 단독

주사 실험구에서의 ER mRNA level은 E2 및 Tam의 혼합 주사 실험구와 유사한 발현량

을 나타내었으나, 5일째 0.419 ug/ml에서 0.420 ug/ml로 수치의 차이는 크지 않았지만
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유의적인 증가를 나타내었다(Fig. 27).

간에서의 VTG mRNA level 변화량은 생식소 ER mRNA level과 유사한 발현 패턴을 나

타내었다. Tam 단독 주사 실험구에서의 ER mRNA level은 유의적인 증가를 나타낸 반

면, VTG mRNA level은 2일 0.361 ug/ml에서 5일째 0.321 ug/ml로 유의적인 감소를 나

타내었다(Fig. 28). 따라서, 간에서의 ER 및 VTG mRNA level은 대조구와 비교하였을

때, 미성숙 시기에서 감소를 나타내었으며, 성숙 시기에서 mRNA level은 2일째 및 5일

째 시간이지남에따라감소하였으나, 대조구와의비교에서 증가를 나타내었다.
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3.2. Tamoxifen 주사 후 생식소중량지수(GSI) 변화 및조직학적 변화 관찰

미성숙 암컷 넙치에 E2 및 Tam을  복강 주사 후, 생식소 중량 지수인 GSI는 E2를 주사

한 실험구에서 증가하였으며, Tam의 단독 주사 실험구에서 모두 감소하였다. 하지만,

대조구와 비교하였을 때, GSI는 증가하였다. 또한, 성숙 지수 기준인 1.2 보다 낮은 수

치를 나타냈으며, 수치변화에따른의미는작용하지 않는다고판단하였다(Fig. 29). 

조직학적 변화 관찰 결과 대조구인 DMSO를 주사한 실험구에서의 생식소 난세포에

서 핵 및 인의 관찰이 어려웠으며(Fig. 30. A), E2 주사 실험구에서의 생식소는 난황포

및 여포세포층이 뚜렷하게 관찰되어 vitellogenesis가 형성되었음을 알 수 있었다(Fig. 

30. B). E2를주사하여 vitellogenesis를 형성 후, Tam을 2차주사한실험구에서생식소는

대조구와 비교하였을 때, 난황포가 부분적으로 관찰되었지만, 난세포 크기는 대조구

보다 작았으며 E2 주사 실험구와 비교에서 역시 난세포가 줄어들었으며, 여포세포층

은 관찰되지 않아 vitellogenesis 단계 중간에서지연됨을 알 수 있었다(Fig. 30. F). E2 및

Tam 혼합 주사 실험구에서 2일째, 난세포 크기가커졌으며 난황포 역시 관찰되었으나,

E2 주사 후 Tam 주사 실험구와동일하게여포세포층은 관찰되지않았다(Fig. 30. C). 또

한, E2 및 Tam 혼합 주사 실험구 5일째 난세포 크기가 작아졌으며, 난황포는 관찰할 수

없어 성숙이 진행되지 않고 퇴행하는 것이 관찰되었다(Fig. 30. F). Tam 단독 주사 실험

구에서의 생식소는 2일째 크기가 대조구와 비교하였을 때, 줄어들었으며(Fig. 30. D), 5

일째 큰변화는나타나지않아성숙이멈췄음을 알수 있었다(Fig. 30. E).
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Figure 26. Expression of ER mRNA in the gonad of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Tamoxifen (Tam) add to 

Estrogen (E2) and Tamoxifen (Tam) alone. Values are expressed as the mean SE. Different 

letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA 

following Duncan’s multiple range test).
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Figure 27. Expression of ER mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Tamoxifen (Tam) add to 

Estrogen (E2) and Tamoxifen (Tam) alone. Values are expressed as the mean SE. Different 

letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA 

following Duncan’s multiple range test).
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Figure 28. Expression of VTG mRNA in the liver of female olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) that were injected with DMSO (control), Estrogen (E2), Tamoxifen (Tam) add to 

Estrogen (E2) and Tamoxifen (Tam) alone. Values are expressed as the mean SE. Different 

letters indicate a significant difference in mean values (P<0.05 by two-way ANOVA 

following Duncan’s multiple range test).
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Figure 29. Effect of Estrogen (E2) and Tamoxifen (Tam) treatment on Gonadosomatic index 

in female olive flounder (Paralichthys olivaceus).
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Figure 30. Histological observations of the olive flounder (Paralichthys olivaceus) ovary treated Tamoxifen (Tam). Op : Ooplasm, No : Nucleolus, 

N : Nucleus, Yv : Yolk vesicle, Zr :Zona radiata
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4. 고찰

E2는생리학에있어중심적인역할을하며, 세포에서의 역할은세포성장조절에관여

하는 유전자의 전사를 활성화시키는 ER에 결합함으로 그 역할이 시작된다(Dhingra

and Kapil, 1999). 이러한 E2는 ER과의 결합으로 ER mRNA 전사를 활성화시켜 E2가 활

성화 된다. Tam은 비스테로이드 항에스트로겐으로 E2와 ER의 binding을 차단하는 물

질로 E2의 기능을 차단하거나 ER과 결합하는 것으로 알려져 있다(Massarweh et al., 

2008). 또한, 어류에 있어 Tam은 ER의 길항제로효과를 나타내며, 어류에 있어 E2가 존

재하는 곳에서 VTG 생성의 억제를 나타낸다고 보고되었다(Leanos-Castaneda and Van 

Der Kraak, 2007). 

이번 연구는 미성숙 넙치에 Tam을 복강주사한 결과예상된 바와같이 Tam은 생식소

에서의 ER mRNA level 감소로 인하여 간에서의 ER 및 VTG mRNA level이 억제되는

것을 확인하였다. 이러한 생식소 내에서의 ER mRNA level 감소는 Tam이 초기 반응에

민감성을 나타내 E2 보다 강하게 ER과 결합하여 생식소 및 간에서의 ER mRNA level

을 감소시킬 것이라 생각되었다. Tam/ER 복합체는 E2/ER 복합체와는 다른 ERE의 N 

말단에 위치한 Activating Function – 1(AF-1) 및 ligand binding domain(LBD)의

Activating Function – 2(AF-2)에 변화를 유발시킨다(Ring and Dowsett, 2004). E2/ER 복

합체는 LBD 내에서 결합하여 나선형으로 밀봉시켜 AF-2를 활성화시키는 반면,

Tam/ER 복합체는 LBD와 비결합으로 인해 밀봉을 방지시켜 AF-2의 활성화를 억제하

여 AF-2 영역에 길항제로서의 역할을 한다(Shiau et al., 1998). 이와 같이 Tam은 ER과의

결합으로 인한 유전적인 요인에 있어 형태적 및 기능적으로 변화를 유발하여 E2와의

결합을 방해및 ER의감소를유발시켜 성성숙의억제를 유도하는 것으로 판단되었다.

Chicken 연구에서 Tam 처리 후, 암컷 생식소의 퇴행을 나타냈으며, 외관상 testis의
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형태를 나타냈으나, 조직학적 관찰에서 변화를 나타내지 않았다고 보고되었다(Koo et 

al., 1985). 미성숙 넙치에 Tam 단독 및 E2와 혼합 처리한 실험구에서도 유전학적인

mRNA의 변화는 관찰되었지만, 조직학적 관찰에서 변화를 나타내지 않았다. 경골어

류에서는 무지개 송어(Oncorhynchus mykiss)와 틸라피아(Oreochromis mossambicus)에

서 Tam의 효능에 대한 연구가 보고되었는데 생식소 성 분화에 있어 효능을 나타내지

않았다고 보고되었다(Guiguen et al., 1999). 또한, 2007년 넙치에 Tam을 처리하였을 때

ER alpha와 beta의 발현 결과에서는 anti-estrogenic 활성을 가진다고 확인하였다(Kitano 

et al., 2007). 이와 같이 Tam은 종에 따른 차이를 나타낼 뿐 아니라 성 성숙 전 및 성 성

숙 후의 시간적 차이에 따라 ER 및 VTG receptor에 미치는 영향도 차이를 나타내는 것

을 확인 할 수 있었다. 하지만, Tam은 앞서 언급한 바와 같이 ER과 결합을 할 수 있는

기능을 갖고 있으며, 이와 같은 결합으로 ER의 량을 감소시키는 반응을 나타낼 수 있

다. 이번 결과가 Tam에 의한 E2 합성에 있어 시상하부-뇌하수체-생식소 축(BPG axis)

에 걸친 negative feedback 작용에 대한 가능성이 예측되지만, 이러한 기작에 관하여는

아직 완전히보고된바없어 Tam에 직접적인관여가 있는지검토가필요하다.
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종합고찰

이번 연구는시상하부에서분비되는 GnRH 및 뇌하수체에서 분비되는 Gth를 제어할

수 있는 Dopamine(Da), 생식소의 여포세포에서 testosterone의 estrogen(E2)으로 전환을

시키는 효소인 aromatase와 결합하여 E2 생성을 억제시키는 Aromatase inhibitor(AI)의

두 종류인 Anastrozole(Ana) 및 Exemestane(Exe), 마지막으로 생식소에서 항에스트로겐

의 기능을 하는 Tamoxifen(Tam) 총 4가지 화학물질을 이용하여 in vitro 연구로 시상하

부, 뇌하수체 및 간 세포를 배양하여 배지에 각 화학물질을 혼합 투여하여 자극시켰으

며, in vitro 결과를 바탕으로 성 성숙 관련 호르몬인 GnRH(Gonadotropin-releasing 

hormone), Gth(Gonadotropin), Estrogen receptor(ER) 및 Vitellogenin(VTG) mRNA level의

변화와 각 투여 물질에 따른 조직학적 변화를 관찰하기 위해 in vivo 실험으로 미성숙

암컷 넙치에 E2를 주사하여 vitellogenesis로 유도하여 미성숙 시기와 성숙 시기의 화학

물질들의 차이를 확인하였다. 

Da는 번식기능에 중요한 역할을 하는 신경전달물질로, 성선자극호르몬의 변화를

조절함으로써 계절번식 동물에서의 번식 주기를 유기하는데 결정적인 역할을 한다

(Han et al., 2005). 이러한 Da는 주로 GnRH 분비를 억제함으로 번식기능에 관여한다.

GnRH 분비를 억제함에 있어 Da는 GnRH 신경세포 말단에 작용하여 시냅스전 억제에

의해 일어난다고알려져 있는데 이는 Da 시스템이 GnRH 신경세포의 활성을 직접적으

로 조절할 수 있다는 가능성을 시사하였으며(Leranth et al., 1984), 본 실험을 통해서 Da

가 GnRH mRNA 및 Gth mRNA level의 감소를 나타냄으로 Da가 기능적으로 성 성숙의

억제를 가질 수 있다는 것을 확인하였다. Da를 이용한 In vitro 연구 결과 시상하부 및

뇌하수체 세포에서 농도에 따른 GnRH mRNA level의 차이를 나타냈으며, 농도에 따라

GnRH mRNA level에 영향을 나타낼 수 있는 것을 확인하였다. 또한, Da는 GnRH에서
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Gth로의 경로에서 작용하여 Gth의 분비를 억제시킬 것으로 생각되었는데, 실험 결과

시상하부 및 뇌하수체 모두 작용한다는 것을 알 수 있었다. 본 in vitro 연구결과 E2 및

Da 혼합 투여 실험구에서의 GnRH mRNA level 및 ER mRNA level은 대조구에 비해 감

소를 나타내었으며, in vivo 연구 결과 역시 시간이 지남에 따라 급격한 감소를 나타내

었다. 또한, in vivo 결과에서 Da의 단독 주사 실험구보다 낮은 GnRH mRNA 및 ER 

mRNA level을 확인할 수 있었으며, 이러한 결과들은 E2가 Da에 영향을 미치는 것으로

추측할 수 있었다. E2는 신경 전달 물질 시스템에 있어 신호 전달을 변경하여 다양한

인지 과정에 영향을 나타내며, Da의 방출 및 재흡수에 영향을 나타내는 기능적 활동에

관여를 나타낸다(Almey and Brake, 2015; Becker and Rudick, 1999). 또한, 인간에서 E2

의 기능은 Da 의존성 질환에 관여한다는 연구 결과 및 다양한 생물들에 있어 영향을

미친다는 연구 결과들이 보고되고 있다(Almey and Brake, 2015).  E2의 여러가지 기능

중 하나는 Da 뉴런에 대하여 down-stream의 효과를 나타낼 뿐 아니라, adenylate cyclase 

활성을 통한 D2 수용체의 억제가 감소되며, adenylate cyclase의 D1 수용체 활성화를 증

가시켜 D2 수용체의 신호 전달을 감소시키는 기능을 가진다고 보고되었다(Sliverman 

and Koenig, 2007). Da는 시상하부가 아닌 뇌하수체에도 직접적인 영향을 나타내어

Gth mRNA level의 감소를 나타내었으며, 이러한 감소에서 역시 E2는 Da에 영향을 나

타내어 Gth mRNA level 변화를 유도하였으나, 시상하부에서의 GnRH mRNA level 감

소가 아닌 Gth mRNA level의 증가를 나타내었다. 이러한 본 연구의 결과들 및 선행연

구 결과들을 종합하였을 때, Da는 E2의 영향에 민감성을 나타내어 시상하부에서 E2가

plus적인 요인으로 작용하여 GnRH mRNA level을 감소시키는 반면, 뇌하수체에서 E2

는 minus적인 요인으로 작용하여 Gth mRNA level을 증가시킨다는 것을 확인할 수 있

었다. 이러한 E2의 다양한 기능성에 관하여 시상하부 및 뇌하수체에서의 Da 수용체들

에 관한 신호전달 연구가 필요하다고 판단된다. 또한, 성 성숙 시기를 따져 볼 때, 미성
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숙 시기에 Da는 성 성숙 억제에 작용하지만, 성숙이 시작되는 vitellogenesis 단계에서

는 큰 작용을 하지 않았다. In vivo 연구 결과 역시 GnRH, Gth 및 ER mRNA level의 감소

에 영향을 나타내며, 조직학적 관찰결과에서도 성성숙의 지연을 확인할 수 있었으며,

이러한 결과들로 Da는성 성숙 억제에 효과적인화학물질로 판단하였다. 

Aromatase는 난소의 분화 과정에 작용하며, 그분비되는 양에따라 Aromatase가 다량

분비되면 암컷으로 변화하고 반대로 소량 분비되면 수컷으로 변화 된다고 알려져 있

다(Babjak et al., 2012). Aromatase가 발현되는 대표적인 조직으로는 생식소가 있으며,

생식소 뿐 아니라 여러 조직에서 관찰되고 있는데, 고환, 태반 등과 같은 생식 기관 조

직들과 뇌, 피부, 근육 및 간 등의 조직에서도 관찰된다고 보고되고 있다(Bulun et al., 

1994; Shozu et al., 2002). 본 연구에서 사용한 Ana및 Exe는 강력한 AI로 인간에 있어 유

방암 환자에 E2의 생성을 막는 목적으로 사용되고 있다(Winer et al., 2005). Ana 및 Exe 

이외에도 유방암 치료에많이 사용되는 AI 중 fadrozole은 Ana와 같은 스테로이드성 AI

로 다양한 어종에서 성 성숙 억제 작용이 있는 것으로 보고되고 있으며(Hinfray et al., 

2013), coho salmon(Oncorhynchus kisutch)의 난모세포에서 E2를 감소시켰지만, 

testosterone의 분비에 대한 영향은 관찰되지 않았다고 보고하였다(Afonso et al., 1997). 

본 연구에서는 이러한 AI 중 Ana 및 Exe를 이용하여 in vitro 연구에서 aromatase와 결합

하여 E2의 생성을 억제하고 testosterone의 분비를 촉진하는 작용 및 ER의 불활성화 시

키는 작용이 아닌 간에서의 ER mRNA level 및 VTG mRNA level을 억제시키는 기능이

있음을 확인할 수 있었다. 이러한 간장세포 배양에 AI를 처리 후, 생식소가 아닌

aromatase 효소가 발현되는 여러 조직에서의 ER mRNA level 감소가 나타날 수 있음을

추측할 수 있었으며, 본 연구 결과에서확인하였다. In vivo 연구 결과 Ana는 E2와 혼합

주사 실험구에서의 ER mRNA level이 감소하였는데 E2가 ER과 결합에도 불구하고
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Ana의 기능 중 하나인 ER의 활성화를 억제시키는작용 뿐 아니라 ER mRNA level도 억

제시키는 기능을 가진다고 생각되었다. Exe는 Ana와는 다르게 E2를 이용하여

vitellogenesis로 유도 후, Exe의 2차 주사에서 생식소 및 간 모두 ER mRNA 및 VTG 

mRNA level이 감소하여 성숙이 유도 후에도 성 성숙 억제를 유도 시킬 수 있는 차이를

나타냈다. 이러한 Ana 및 Exe의 차이점은 명확히 밝혀지진 않았으나, 수용성인 Ana는

세포막을 쉽게 통과하지 못하여 세포막의 수용체와 결합 후 활성화하여 세포 내 target

에 대한 효소를 생성하는 반면(Miller et al., 2008), 비스테로이드성 Exe는 세포막을 쉽

게 통과하여 수용체와 결합 후 활성화하여 세포 내 target에 대한 효소를 생성하여

aromatase와 결합하여 testosterone이 E2로의 전환을 억제시키는(Brueggemeier., 2002)

차이로 ER 및 VTG mRNA level에 변화를 나타낸 것으로 추정할 수 있었다. 또한, 조직

학적 변화 관찰역시 성숙시기 및 미성숙 시기에서정원세포 및 정모세포의 관찰에 차

이를 나타내었는데 이러한 결과 역시 스테로이드 및 비스테로이드의 차이로 나타낸

결과로 추정할수 있었다. 따라서, 스테로이드 및비스테로이드 AI의 차이를 세포내부

및 외부에서의 signal에 대하여 명확하게밝힐필요가 있다.

Tam은 clomifene과 같은 선택적 에스트로겐 수용체 조절제로 일부 조직에서는 E2의

작용을 나타내지만, 다른 조직에서는 E2의 작용을 하여 이론적으로는 시상하부의 ER

에 길항작용을 하여 negative feedback이 작용하지 못하게 하여 성 성숙을 억제한다. 

Tam은 ER 발현 조직에서 ER에 경쟁적으로 결합하여 스테로이드 호르몬 신호 전달을

차단하며, 유방암 조직의 풍부한 ER과 결합하여 종양의 성장을 억제하는 것으로 보고

되었다(Tate et al., 1984). ER은 ligand인 E2와 결합하여 dimerization이 되고, 핵 내로 이

동하여 Estrogen responsive element(ERE) promoter와 결합하여 특정 유전자들의 발현을

촉진시키는 일종의 전사인자로 작용된다(Liu, Nawaz and Zhang, 2004). Tam/ER 복합체
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는 ERE의 N 말단에위치한 Activating Function – 1(AF-1) 및 ligand binding domain(LBD)

의 Activating Function – 2(AF-2)에 변화를 유발시킨다(Ring and Dowsett, 2004). 이러한

Tam/ER 복합체는 유전적 요인에 있어 형태 및 기능의 변화를 나타내어 E2와의 결합을

방해하여 E2/ER 복합체의 형성을 억제하여 E2의 활성을 차단시켜 선택적 에스트로겐

수용체 작용제(Selective estrogen receptor modulator, SERM)로 작용하여 이번 in vitro 및

in vivo 연구에서성 성숙억제에효능이 있음을 알수 있었다. 

지금까지의 연구 결과들을 요약해 보면, 시상하부에서 생성되는 GnRH 및 ER 

mRNA level은 Da 단독, Da 및 E2 혼합 처리 실험의 in vivo 및 in vitro 연구 결과 모두 감

소를 나타낸 반면, 뇌하수체에서 생성되는 Gth mRNA level은 Da 및 E2 혼합 처리 실험

의 in vivo 및 in vitro 연구 결과증가를 나타내었다. 간에서의 ER 및 VTG mRNA level은

AI인 Ana 및 EXE 그리고 Tam을 처리한 in vivo 및 in vitro 연구 결과 모두 감소를 나타

내었다. 생식소에서의 ER mRNA level 역시 모두 감소를 나타내었으며, 조직학적 관찰

결과 Da 및 Tam을 주사한 넙치의 생식소의 변화는 성숙의 지연을 관찰한 반면, AIs를

주사한 넙치의 생식소의 변화에서 정모세포 및 정원세포가 관찰되어 성 전환 초기 단

계임을 관찰하였다(Fig. 31). 따라서, 이번 연구에 사용된 4가지 화학적 물질 모두 유전

적 및 조직학적관찰에서 성성숙 억제효능이 있음을 확인하였으며, 미성숙과 성숙 시

기 및 억제능력을종합하였을때, AI가 생식소에서작용하는기능이 아닌 간에서도 직

접적인 작용을 나타내어 새로운 기능을 가질 수 있다는 것을 확인하였으며, 미성숙 및

성숙 시기 모두 억제가 가능함을 나타내어 4가지 화학물질 중 가장 효능이 있을 것이

라 생각되었다. 하지만, 본 연구는 단시간 내의 유전적 및 조직학적 변화를 관찰하였

으며, 지속적인 투여를 통하여 보다 구체적인 E2, ER, GnRH, Gth 및 각 화학물질들의

mechanism에 대한 추가적인 연구가 필요하다고생각된다. 
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Figure 31. Sex hormone blocking mechanisms in olive flounder (Paralichthys olivaceus) for 

used Dopamine, Anastrozole, Exemestane and Tamoxifen. Plus (+) means increase in mRNA 

levels. Minus (-) means decrease in mRNA levels.
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