
- 181 - 

대한생식의학회지 : 제 35 권 제 3 호 2008 

생쥐 정소에서 비스페놀 에이 (Bisphenol A)가 Leydig Cell의 

유전자 발현과 세포자멸사에 주는 영향 

건국대학교 의생명과학과 

어 진 원·임 현 정
*
 

Effects of Bisphenol A on Gene Expression and Apoptosis of 
Leydig Cells in the Mouse Testis 

Jinwon Eo, Hyunjung Lim* 

Department of Biomedical Science & Technology, Konkuk University 

Objective: Environmental chemicals alter reproduction, growth, and survival by changing the normal function of the endocrine 
system. Bisphenol A (BPA), one of the endocrine disruptors, is known to be an estrogen receptor agonist. Therefore, we hypothesized 
that BPA may affect male reproduction including spermatogenesis in the mouse testis. 
Methods: We used 7-week-old ICR mice. The first experiment group received BPA in sesame oil (vehicle, 1 mg/kg, 10 mg/kg, 
and 100 mg/kg) by i.p. injection and mice were sacrificed 24 hr later. The second experiment group received BPA (vehicle, 10 
μg/kg, 1 mg/kg, and 100 mg/kg) daily for 14 days by subcutaneous injection. Expression of cell type-specific marker genes in the 
testis was evaluated by RT-PCR. Histological analysis, immunofluorescence staining, and TUNEL staining were also performed. 
Results: RT-PCR analyses showed that expression of luteinizing hormone receptor (LHR), a marker gene for the Leydig cell, was 
notably decreased in the testes of high dose-exposed mice. No obvious difference in the histology of testes was noted among 
treatment groups. Immunostaining of LHR in the first experiment group did not show noticeable difference in LHR protein 
expression in Leydig cells. Immunohistochemistry also revealed heightened expression of the immunoreactive Bax in the treatment 
group, and this was accompanied by positive TUNEL staining in the interstitial area within testis where Leydig cells reside. 
Conclusions: Our result suggests that BPA affects Leydig cell functions by altering gene expression and by increasing apoptosis 
in the mouse testis. [Korean. J. Reprod. Med. 2008; 35(3): 181-191.] 
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최근 들어 불임 부부의 증가가 계속적으로 보고
되고 있다. 불임의 원인은 정자의 양적 · 질적 결함
으로 인한 남성불임이 40%, 난소 · 자궁 등 여성에
게 문제가 있는 여성불임이 40%, 부부 모두의 복
합적 원인이 10%, 원인을 알 수 없는 불임이 10%

로 밝혀지고 있다. 남성의 경우, 정소 내에서 정자
가 만들어지는 정자형성과정, 남성 생식기 내부에
서의 정자수송과정, 여성 생식기로의 사정과정, 난
자와 수정하는 과정 중 한 단계에라도 문제가 생기
면 불임이 초래되는데 이 중 60~70%를 차지하는 
정자형성장애에는 정자가 아예 만들어지지 않는 
무정자증, 정자수가 적게 만들어지는 감정자증, 정
자의 활동성이 약한 약정자증 등이 있다. 남성은 
1회 사정 시 보통 1억~2억개 정도의 정자가 배출
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된다고 알려져 있으나, 최근에는 정자의 수가 거의 
반 정도로 줄어들어 정자수 감소가 불임의 원인이 
되는 경우가 증가하고 있다. 정자를 만드는 정소와 
성염색체에 선천적 장애가 있거나 다른 병 때문에 
염증이 생길 경우, 정계정맥류로 고환의 온도가 올
라갈 경우 등에 정자가 잘 만들어지지 않으며 흡
연, 음주, 방사선 노출 등도 불임의 원인이 된다. 
최근에는 합성 화학물질에 노출된 야생동물들의 
발생과 생식장애가 보고되면서 내분비계 교란물질 
(Endocrine Disruptors, EDs)에 의한 남성불임연구가 
활발히 진행되고 있다.1 
내분비계 장애물질은 생체 외부에서 들어와 내
분비 기관 안에서 호르몬의 생리 작용을 교란시키
는 화합물을 말하며, diethysilbesterol (DES)과 같은 
약제성 인공 호르몬과 다이옥신 (dioxin), polychlori- 
nated biphenyls (PCBs), polycyclic aromatic hydrocarbon 
(PAH), furan, phenol, 그리고 disambiguation (DDT)와 
같은 일부 살충제 등이 잘 알려져 있다. 살충제와 
여러 환경성 내분비계 교란물질들 (Environmental 
Endocrine Disruptors)은 많은 척추동물에서 estrogen 
유사 효과를 갖는다.2~8 DDT와 PCBs 등과 같은 
물질에 대한 노출은 어류, 양서류 등에서는 vitello- 
genin을 증가시키고,9,10 부화하는 거북이의 성비를 
불균형하게 만든다.11 또한 DDT는 포유류에서 정
소성숙과 남성 2차 성징의 발달을 저해하며,12 다
이옥신은 gonadotropin을 증가시키고 testosterone을 
감소시킨다.13 비스페놀 에이 (Bisphenol A, BPA)도 
잘 알려진 내분비계 교란물질 중 하나로 1891년 
A. P. Dianin에 의해 최초로 합성되었고, 1930년대에 
합성 에스트로젠 (synthetic estrogens)에 관한 연구를 
하면서 함께 연구되기 시작하였다. 그러나 다른 합
성 화합물인 diethylstilbestrol이 estrogen보다 더 강
한 효과를 가진다는 보고로 인해 BPA는 합성 에
스트로젠으로 사용되지 않고 플라스틱 제조에서 
antioxidant과 PVC에서 polymerization inhibitor로 사
용되어 플라스틱 제품은 물론, 선글라스, 컴팩트 
디스크, 캔용기 내부 코팅제, 젖병, 식탁용 식기류, 
치과치료용 봉합제 등 일상에서 많이 사용되고 있

다.14 에스트로젠 수용체에 결합하여 생체 내 에스
트로젠과 유사한 생리학적 효과를 일으키는 에스
트로젠 수용체 작용제로 알려져 있으며,15 프로제
스테론 수용체의 발현을 유도한다.16 실험동물에 대
한 BPA의 영향에 대해서는 많은 이견들이 있다. 
일부는 BPA가 수컷 생식계에 아무런 문제가 되지 
않는다고 보고하고 있다.17~21 그러나, BPA가 낮은 
농도에서 개구리의 성비에 영향을 주며,22 불임에 
의한 달팽이 멸종의 원인이 된다는 보고가 있다.23 
또한, 생쥐에서 태아기 때 저농도 BPA에 노출된 
수컷은 전립선의 무게가 증가하며, 매일 만들어지
는 정자수도 감소된다는 보고도 있다.24 또 다른 연
구팀들은 BPA가 fisher 344 rat에서 프로락틴의 분
비를 자극하고25 생쥐 Leydig tumor cells에서 human 
chorionic gonadotropin 자극에 의한 steroidogenesis를 
저해한다고 보고하고 있다.26 
이 같은 보고들을 통해 BPA가 수컷 정소에서 
정자형성과정을 비롯한 생식과정에 영향을 주는 
것으로 생각될 수 있으며, 본 연구에서는 BPA의 
단일 주사로 인한 급성 영향과 2주간 주사로 인한 
만성 영향을 보는 두 가지 실험 scheme을 통해 생
식세포와 정소 내 체세포들의 표지유전자 발현 및 
세포자멸자 표지의 발현을 살펴보고 BPA가 정소 
내에서 어떤 세포에 영향을 주며 정자형성과정에 
영향을 주는지의 여부를 알아보았다. 

 
연구대상 및 방법 

1. 실험동물 및 BPA treatment 

실험동물은 ICR strain의 6주령 수컷 생쥐를 (주) 
오리엔트바이오 (경기도, 한국)에서 구입하여 건국
대학교 수의과대학 동물사육실에서 명 12시간, 암 
12시간으로 광주기가 조절되고 물과 먹이가 충분
히 공급되는 표준 사육 환경에서 사육하였다. 생쥐
들을 아래의 두 군으로 나누어 실험을 진행하였다. 
Group I에서는 일주일간의 안정화 기간이 지난 7주
령 생쥐들에게 각 농도별 (1 mg/kg, 10 mg/kg, 100 
mg/kg)로 sesame oil에 희석된 BPA를 복강주사하고 
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24시간 후에 정소를 적출하였고, Group II에서는 각 
농도별 (10 μg/kg, 1 mg/kg, 100 mg/kg)로 희석된 BPA
를 목 뒤쪽 피하에 2주간 하루에 한 번씩 매일 같
은 시간대에 주사하였다. 두 실험에서 대조군으로 
sesame oil을 같은 양 주사하였다. 대조군과 각 농
도별 실험군은 각 5마리씩 사용되었다. 

2. RNA 분리 

모든 대조군과 실험군 생쥐의 정소 2개 중 하나
는 TRIzol Reagent (Molecular Research center, Inc)을 
사용하여 균질화시킨 후 상온에서 5분간 두었다가 
클로로포름을 처리하여 vortex 후 상온에서 20분간 
두고 4℃에서 12,000 prm으로 15분간 원심분리한 
뒤, RNA를 포함한 무색의 상층액을 새로운 튜브로 
옮겼다. 여기에 동일한 양의 isopropanol을 첨가하
여 -20℃에서 1시간 둔 후 4℃에서 12,000 rpm으
로 10분간 원심분리하여 RNA를 침전시켰다. 상층
액을 버린 후 70% ethanol을 넣고 4℃에서 10분간 
12,000 rpm으로 원심분리하여 RNA 침전물을 공기 
중에서 건조시킨 후 완전 건조되기 전에 20 μl 
Ultra Pure Water (바이오세상)에 녹여 RNA를 분리
하였다. 

3. RT-PCR 

추출한 RNA에 ribonuclease (RNase)-free deoxyri- 
bonuclease (DNase I, Takara) 2 μl를 처리하여 37℃에
서 1시간 둔 후 95℃에서 5분간 두어 DNase I을 
불활성화하였다. Spectrophotometer (ND-1000)으로 
농도 및 순도를 측정하고 2 μg의 total RNA를 주
형으로 SuperSript III (Invitrogen, Califonia, USA)와 
Oligo (dT)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 역전사
반응 후 Prime Taq Polymerase Premix (Genet Bio, 대
전)에 cDNA와 각각의 유전자에 대한 primer를 혼
합하여 PCR을 수행하였다. 정자형성과정에 대한 
영향을 살펴보기 위해서 정원세포의 특이 유전자인 
Stra8, Dazla의 발현과 primary spermatocyte의 특이 
유전자인 Rbm의 발현을 보았으며, 생식세포 외에 
정소 내 체세포인 Leydig cell의 표지유전자인 mRlf, 

LHR와 Sertoli cell의 표지유전자인 ERM의 발현
도 함께 확인하였다. 정량을 위한 대조군 PCR로는 
GAPDH를 사용하였다. 각 조건의 PCR 산물들은 
1.5% agarose gel (Bio-rad)로 전기영동하여 분리하였
으며, 0.5 μg/ml의 ethidium bromide (Et-Br)로 염색하
였다. 각 실험군 당 3개의 샘플이 사용되었으며 사
용한 primer의 염기서열은 Table 1에 명시되어 있다. 

4. 조직학적 분석 시료 준비 

면역염색을 위한 시료는 샘플링 후 4% parafor- 
madehyde에 넣고 4℃에서 하루 동안 고정시킨 뒤 
30% sucrose in PBS에 넣어 가라앉은 후에 O.C.T 
용액에 embedding하여 액체공기로 동결하였다. 냉
동절편기로 조직을 12 μm로 절편하여 slide에 붙여 
사용 시까지 -20℃에서 보관하였다. 조직학적 분석
을 위한 시료는 샘플링 후 4% paraformadehyde에 
넣고 4℃에서 하루 동안 고정한 뒤 후 Leica tissue 
processor로 탈수 및 paraffin embedding 과정을 거쳐 
준비하였다. 

5. 조직학적 분석 

Paraffin embedding된 정소조직은 microtome으로 
절편하여 slide에 붙인 후 56℃ incubator에 10분 동
안 넣어 둔 후 xylene에 30초씩 두 번 처리하여 파
라핀을 제거하고 100%, 95%, 85%, 70%, 50%, 30% 
ethanol을 30초씩 순차적으로 처리하여 rehydration
하였다. Meyer's Hematoxylin으로 핵을 염색하고 
eosin으로 세포질을 염색하였다. 탈수과정을 거치고 
Xylene으로 알코올을 제거한 뒤 Permount solution 
(Fisher Scientific, St. Louis, MO, USA)으로 mounting
하였다. 

6. 면역형광염색 

동결절편한 정소조직은 4% paraformaldehyde에서 
20분간 고정한 후 PBS로 5분씩 세 번 수세하였다. 
0.1% Tween-20에 20분간 넣어 permeabilization한 후 
PBS로 5분씩 세 번 수세하였다. Blocking을 위해 
2% BSA in PBS에 1시간 넣어둔 후 4 μg/ml의 rabbit 
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polyclonal anti-Bax (Santa Cruz Technologies, Santa 
Cruz, CA, USA)와 0.5 μg/ml rabbit polyclonal anti-LHR 
(Santa Cruz Technologies)에 1시간 동안 반응시켰다. 
2% BSA in PBS에 5분씩 세 번 수세한 후 1:250으
로 희석된 goat anti-rabbit Alexa 488 secondary anti- 
body (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)에 1시간 반응
시켰다. 반응 후에 2% BSA in PBS에 5분간 두 번 
수세하고 PBS에 5분간 한 번 수세한 후 TO-PRO-
3-Iodide (1:500)으로 15분간 counterstaining을 하고 
PBS로 5분간 세 번 수세하였다. Antifade (Invitrogen)
로 mounting을 하고 coverslip을 덮고 confocal Laser 
Microscope (Olympus, Tokyo, Japan)으로 관찰하였다. 

7. TUNEL ASSAY 

세포자멸사를 관찰하기 위해 DeadEnd Fluoro- 
metric TUNEL system (Promega, Madison, WI, USA) 
키트를 사용하였다. Paraffin embedding된 정소조직
을 절편하여 슬라이드에 붙인 후 56℃ incubator
에 10분 동안 넣어 둔 후 xylene에 2분씩 두 번 
incubation 하고 100%, 95%, 85%, 70%, 50%, 30% 
ethanol에 30초씩 순차적으로 넣어 deparaffinization
하였다. PBS에 5분간 수세 후 4% paraformaldehyde
에서 15분간 고정한 후 PBS로 5분씩 두 번 수세하
였다. 20 μg/ml의 Proteinase K를 20분 처리하고 PBS
로 5분 동안 수세한 후 4% paraformadehyde에 10

Table 1. Sequences of oligonucleotide primers and reaction conditions for RT-PCR 

Name Sequences Annealing Temp. (℃) Size(bp) 

Spermatogonia 

5'-GCC AGA ATG TAT TCC GAG AA-3' 
Stra8 

5'-CTC ACT CTT GTC CAG GAA AC-3' 
54 649 

5'-CCT CCA ACC ATG ATG AAT CC-3' 
Dazla 

5'-TCT GTA TGC TTC GGT CCA CA-3' 
62 301 

Primary spermatocyte 

5'-TGG AAG AGG AGG AAG AAG CA-3' 
mRbm 

5'-TTT TAG AAG GGG GAC CAT CC-3' 
62 158 

Sertoli cell 

5'-AAG AGG TTG CTC GCC GTT G-3' 
ERM 

5'-CCT TCT GCA TGA TGC CCT TTT-3' 
62 250 

Leydig cell 

5'-TTT GGA AGA ATT GCC TGA TGA T-3' 
LHR 

5'-CAT GAC AAA CTT GTC TAG ACT A-3' 
59 313 

5'-CGC GCC GCT GCT ACT GAT GC-3' 
mRlf 

5'-GGG CCT GTG GTC CTT GCT TAC TGC-3'
62 495 

Housekeeping 

5'-TGC CCC CAT GTT TGT GAT G-3' 
GAPDH 

5'-TGT GGT CAT GAG CCC TTC C-3' 
62 150 
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분간 고정하였다. PBS로 5분간 수세한 후에 equili- 
bration buffer에 10분간 반응시키고 rTdT incubation 
buffer를 더한 후 Plastic coverslip을 덮고 37℃에서 
반응시켰다. Plastic coverslip을 제거하고 탈이온수
에 희석된 2X SSC에 15분간 반응 후에 PBS에 5
분씩 세 번 수세하였다. TO-PRO-3-iodide (1:500)로 
counterstain을 하고 탈이온수에 5분씩 세 번 수세하
고 Antifade solution으로 mounting을 한 후 coverslip
을 덮고 Confocal Laser Microscope (Leica, Japan)으로 
관찰하였다. 

 
결  과 

1. BPA가 정소 내 세포 특이적 표지유전자들의 

발현에 미치는 영향 

BPA가 정소에 미치는 급성 영향과 만성 영향을 
비교하기 위해 Group I은 1회의 복강주사를 맞았
고 Group II는 총 14회의 피하주사를 맞은 뒤 정소
를 추출하였다. 생쥐 정소의 다양한 세포 종류에
서 특이적으로 발현되는 마커유전자들을 Figure 1
에서 보여진 바와 같이 선별하여 그들의 발현양상
을 대조군과 실험군에서 비교하였다. 정원세포의 
특이 유전자인 Stra8, Dazla27~29의 발현과 primary 
spermatocyte의 특이 유전자인 Rbm의 발현을 보았
으며,30 생식세포 외에 정소 내 체세포인 Sertoli cell
의 표지유전자인 ERM,31 Leydig cell의 표지유전자
인 LHR와 mRlf의32 발현도 함께 확인하였다. 농도 
별 각 3개의 샘플을 검증하였고 Figure 1의 Group I
은 이 중 2세트의 결과를 보여준다. Figure 1에서 
본 바, Group I에서는 대부분의 유전자들의 변화가 
관찰되지 않았는데 이 중 고농도의 BPA를 처리한 
생쥐들에서 Leydig cell의 마커유전자인 LHR의 경
우 현저하게 감소되어 있었다. Group II의 경우, 1 
mg/kg와 100 mg/kg군에서 정원세포의 마커인 ERM
의 감소가 관찰되었다. Leydig cell의 마커유전자인 
LHR와 mRlf는 100 mg/kg group에서 감소가 관찰
되었다. 한 가지 특이한 결과는 LHR의 발현이 저
농도, 즉 10 μg/kg로 2주간 투여받은 생쥐들에서 

일시적 증가현상을 보이는 것이다. BPA는 여러 동
물 실험을 통해 적은 농도로 오랜 기간 노출되었
을 때의 "저농도 효과"가 잘 연구되어 있으며, 본 
실험시스템에서 관찰된 LHR의 한시적 증가는 BPA
가 적은 농도에서 LH의 분비를 저해한다는 결과와 
연관 있을 가능성이 있다.33 

Stra8

Dazla

mRbm

ERM

LHR

mRlf

GAPDH

Control 1 mg/kg 10 mg/kg 100 mg/kg 

Group I 

Stra8

Dazla

mRbm

ERM

LHR

mRlf

GAPDH

Control 10 μg/kg 1 mg/kg 100 mg/kg

Group II 

Figure 1. Effects of BPA on expression of cell type-
specific marker genes in the mouse testis. Expression of 
cell type-specific markers was confirmed in the mouse 
testis treated with BPA by using RT-PCR. Group I 
received a single intraperitoneal injection, while Group 
II received 14 daily subcutaneous injections. Stra8 and 
Dazla, spermatogonia markers; Rbm, a primary sper-
matocyte marker; ERM, a Sertoli cell marker; LHR and 
mRlf, Leydig cell markers. LHR, luteinizing hormone 
receptor. Primer sequences are shown in Table 1. 
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이번 RT-PCR 결과는 BPA가 Leydig cell과 정원
세포의 유전자 발현을 변화시킬 수 있음을 보여 
준다. 

2. BPA가 생쥐 정소의 조직 및 세포 형태에 미

치는 영향 

Group I의 생쥐들에서 정소를 채취하여 조직학적 
형태 변화를 관찰하였다. 파라핀 절편을 hemato- 
xylin과 eosin으로 염색하여 관찰한 결과, Figure 2
에서 보여진 것처럼 BPA를 1회 저농도 또는 고농
도를 주사 받은 생쥐의 정소에서는 별다른 조직학
적 형태 변화가 관찰되지 않았다. 이 결과는 1회의 
BPA 처리로 LHR 등의 유전자 발현을 변화시킬 수 
있으나 조직학적 변화를 가져오지는 않음을 시사
해준다. 

3. BPA가 Leydig cell의 마커인 LHR 발현에 미

치는 영향 

RT-PCR 결과, Leydig cell의 표지유전자인 LHR의 

감소가 관찰되었으므로 이 변화가 단백질 레벨에
도 영향을 주는지 조사하기 위해 면역형광염색을 
실시하였다. Figure 3에서 보여진 바, immunoreactive 
LHR는 Leydig cell들의 세포질 부분에서 특이적으
로 관찰되는데, vehicle을 처리한 대조군과 BPA 100 
mg/kg group 간 눈에 띠는 큰 차이는 없는 것으로 
관찰되었다. 

4. BPA가 정소 내 세포자멸사에 미치는 영향 

BPA가 정소 내 Leydig cell의 유전자 발현 변화와 
더불어 세포자멸사를 초래할 수 있는지 조사하기 
위해 세포자멸사를 직접 확인할 수 있는 TUNEL 
염색을 실시하였다. 또한 pro-apoptotic factor인 Bax
의 발현도 면역형광염색법으로 조사하였다 (Figure 
4). 이 실험은 1회의 BPA를 복강주사 받은 group I
의 조직에서 수행되었다. 세포자멸사 과정 중 잘려
지는 DNA를 직접 labeling하는 TUNEL assay 결과, 
100 mg/kg의 고농도 BPA 처리군의 정소에서 다수
의 Leydig cell들에서 시그널이 관찰되었다. 또한 

10X 
 

60X 

Control 1 mg/kg 10 mg/kg 100 mg/kg 

Group I

Figure 2. Acute effects of BPA on the histological features of the mouse testis. Testes of Group I mice were paraffin-
embedded, sectioned at 6 μm, and stained with hematoxylin and eosin. Photomicrographs are shown at 10× or 60×, 
as indicated. 
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위치상으로 정원세포 또는 Sertoli cell에 해당하는 
Seminiferous tubule의 basal side에서도 몇몇 세포가 
TUNEL staining을 나타내었다 (Figure 4A). Immuno- 
reactive Bax의 존재는 세포자멸사가 일어나고 있음
을 시사하는데, Figure 4B에서처럼 100 mg/kg BPA 
group의 정소에서 Bax protein이 Leydig cell들이 존
재하는 interstitial space의 많은 세포들에서 관찰되
었다. 이 같은 결과는 내분비계 교란물질인 BPA가 
생쥐 정소의 내분비 세포인 Leydig cell을 표적으로 
하며 세포자멸사를 유발하여 정소 내 생식학적 기
능에 영향을 줄 가능성을 시사한다. 

 

 
고  찰 

 
포유동물에서 정자형성과정은 생식세포의 분열

과 분화가 매우 활발하게 일어나는 과정으로 생식
세포의 특정 유전자 발현과 체세포인 Leydig cell 

Control 
 
 
 
 
 
 
 
 

10 mg/kg 

 
 
 
 
 
 
 

100 mg/kg 

10X 20X 

Group 1 
LHR 

Figure 3. Immunofluorescence staining of LHR. Expres-
sion of immunoreactive LHR protein is examined by 
using rabbit polyclonal anti-LHR antibody and visualized
by anti-rabbit Alexa 488 secondary antibody. Nuclei are
counterstained with TO-PRO-3-Iodide. Immunoreactive
LHR is shown in green and nucleus in red. Photo-
micrographs are shown at 10× or 20×, as indicated. 

Figure 4. Acute effects of BPA on apoptosis of the 
mouse testis. (A) TUNEL staining was performed on 
paraffin sections of the testes of mice treated with 
vehicle or 100 mg/kg. Photomicrographs are shown at 
20×. For the 100 mg/kg-treated group, two separate 
regions showing positive TUNEL staining are shown. 
Fluorescein TUNEL staining is in green and nuclear
counterstain is in red. (B) Immunofluorescence staining 
of pro-apoptotic protein Bax in the testes of mice treated
with vehicle or 100 mg/kg. Mice received one i.p. injec-
tion and were sacrified 24 hr later. Control mice received
sesame oil injection. Anti-Bax rabbit polyclonal antibody
at 0.5 μg/ml was used and visualized by anti-rabbit Alexa
488 secondary antibody. Expression of immunoreactive 
Bax protein is shown in green and nucleus is counter-
stained in red with TO-PRO-3-iodide. Arrows indicate 
positive Bax staining in the cytoplasm of Leydig cells 
within the interstitial regions of the testis. Photomicro-
graphs are shown at 20×. 

Control

10 mg/kg

100 mg/kg

Group 1 
TUNEL 

Group 1 
Bax 

A B 
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및 Sertoli cell과의 상호작용, 그리고 이들로부터 분
비되는 호르몬들의 영향을 받아 진행된다. 이러한 
호르몬들의 기능을 방해하는 내분비계 교란물질의 
하나인 BPA가 유전자 발현 및 세포자멸사에 어떠
한 영향을 주는가 조사하였다. 
본 연구에서는 내분비계 교란물질인 BPA가 다
양한 농도에서 정소 내 어떠한 세포 종류의 유전
자 발현에 영향을 주는지 관찰하기 위해 정자형성
과정의 각 단계별 특정 세포들에서 발현되는 표지
유전자들과 정소 내 체세포들의 표지유전자들의 
발현을 조사하였는데, 특히 Leydig cell의 표지유전
자인 LHR의 mRNA 양이 감소되는 경향을 보였다. 
정소의 조직학적 관찰 결과 1회의 BPA 처리가 세
포들의 형태나 LHR 단백질 발현에는 영향을 주지 
않는 것으로 보였고, pro-apoptotic Bax의 면역형광
염색은 대조군보다 고농도의 BPA를 주사한 정소의 
Leydig cell에서 높게 발현되는 것이 관찰되었다. 마
우스를 포함한 여러 종에서 정소의 다양한 세포
들이 ERα 또는 ERβ를 발현한다는 보고들이 있다. 
특히 정소 내 유일한 내분비 세포인 Leydig cell은 
ERα, ERβ, 그리고 testosterone을 estrogen으로 바꾸
는 aromatase를 모두 발현한다.34 즉 이 결과는 ER 
작용제로 알려진 BPA가 Leydig cell의 ER에 직접 
작용하여 세포자멸사 및 유전자 발현에 영향을 줄 
가능성을 시사한다. 생쥐의 Leydig tumor cell line에
서는 BPA가 Nur77과 같은 고아핵수용체의 발현을 
조절하고 스테로이드 합성의 변화를 가져온다는 
결과가 보고된 바 있다.35 따라서 BPA는 내분비 기
능을 갖는 Leydig cell의 기능을 변화시킴으로서 호
르몬 밸런스를 교란시키는 것으로 사료된다. 
정소 내 세포에서 비정상적으로 세포자멸사가 
일어날 경우에는 정상적인 정자형성과정에 이상이 
생길 뿐 아니라 정소의 발달에도 문제가 생길 수 
있다. 세포자멸사의 유발은 세포 손상과 관련된 중
요한 현상 중 하나로 보고되고 있으며, 내분비계 
교란물질에 의한 세포 손상 시에도 세포자멸사 관
련 분자들이 관련될 것으로 보고되었다.36,37 세포
의 자멸사는 크게 extrinsic pathway와 intrinsic path- 

way를 통해 일어나는데, 특히 이 중 intrinsic path- 
way에서는 미토콘드리아에 Bax가 증가하면서 Bax 
homodimer를 형성하고 이것이 channel이 되어 cyto- 
chrome C가 미토콘드리아 밖으로 방출된다. 방출된 
cytochrome C는 caspase 9를 활성화시키고 활성화된 
caspase 9이 caspase 3를 활성화시켜 세포자멸사를 
일으킨다.38 본 연구에서는 BPA가 Leydig cell에서 
Bax 단백질의 발현을 증가시켜 세포자멸사를 유발
함으로서 정소 내 생식학적 기능에 영향을 줄 가
능성을 보여주었다. 생쥐 난소의 granulosa cell을 
이용한 연구에서 BPA 처리가 세포자멸사를 초래
하며 이는 Bax의 증가를 수반한다는 보고는 BPA
가 세포자멸사를 유도한다는 본 결과를 뒷받침해 
준다.39 그러나 본 실험 결과 1회의 BPA 주사 후에
는 Leydig cell의 LHR 단백질 발현 감소나 세포자
멸사적인 조직학적 변화가 수반되지 않았고 Bax의 
발현 증가와 TUNEL 염색으로 세포자멸사를 확
인할 수 있었다. BPA에 수 회 노출되는 경우에는 
LHR 단백질 발현이나 조직학적 변화를 수반할 수 
있는지는 장기 효과를 보는 실험군에서 차후 확인
하고자 한다. 
또한 rat의 Sertoli cell을 체외 배양한 모델에서
는 BPA 처리가 이들의 세포자멸사를 유발한다는 
결과가 있다.40 본 연구에서도 TUNEL 염색 결과, 
Seminiferous tubule의 basal side, 즉 Sertoli cell과 정
원세포가 존재하는 부분에서 BPA가 세포자멸사를 
유발하는 것으로 보이나 (Figure 4) 세포특이적 마
커들과의 동시 염색 등으로 이 세포들의 종류를 
확인해야 할 것이다. 
결론적으로 본 연구에서는 BPA가 생쥐 정소에
서 Leydig cell을 주요 타깃으로 하며 이 세포들의 
유전자 발현과 세포자멸사를 조절할 수 있음을 보
여준다. 앞으로 BPA가 어떤 기작으로 Leydig cell
의 유전자 발현과 세포자멸사에 영향을 주는지에 
대해서는 분자적으로 좀 더 깊은 연구가 되어야 
할 것이다. 
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= 국문초록 = 

목  적: 본 연구에서는 에스트로겐 수용체의 agonist로 작용할 수 있는 내분비계 교란물질인 bisphenol A (BPA)가
정소 내 세포들의 유전자 발현 및 세포자멸사에 미치는 영향을 관찰하였다. 
연구방법: 그룹 I의 7주령 수컷 생쥐들에는 sesame oil에 녹인 BPA를 1 mg/kg, 10 mg/kg, 100 mg/kg를 1회 복강주사하여
급성 영향을 조사하였고, 그룹 II의 생쥐들에는 BPA 10 μg/kg, 1 mg/kg, 100 mg/kg를 하루에 1회씩 14일간 피하주사하
여 장기적 효과를 보았다. 생쥐의 정소를 채취하여 정소의 다양한 표지유전자들의 발현을 RT-PCR로 조사하였고, 조
직학적 관찰, 형광면역염색법과 TUNEL 염색을 수행하였다. 
결  과: RT-PCR 결과, 정소의 표지유전자 중 특이적으로 Leydig cell의 표지유전자인 LHR가 고농도의 BPA 처리군
에서 감소되어 있었다. 정원세포 표지유전자인 ERM은 장기간 BPA를 주사 받은 생쥐들의 정소에서 감소되었다. 1회
의 BPA를 주사 받은 그룹에서는 조직학적 영향은 없는 것으로 보였다. 또한 세포자멸사의 표지인 Bax가 Leydig cell
이 존재하는 정소의 interstitial area에서 BPA에 의해 증가된 것을 관찰하였으며 이는 TUNEL 염색이 positive하게 나
타난 부분과 일치하였다. 
결  론: 본 연구는 BPA가 정소에서 주로 Leydig cell에 영향을 주며 이는 Leydig cell이 에스트로겐 수용체와 에스
트로겐 합성효소를 발현하는 내분비 세포라는 사실에 부합되는 것으로, 차후 그 분자적 기작을 밝히는 연구로 이어
져야 할 것이다. 

중심단어: 비스페놀 에이, 생쥐, 정소, 레이딕세포, 세포자멸사 


