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서   론

어류의 성전환은 미성숙 개체(juvenile)에 성 스테로이드를 처
리함으로써 인위적으로 유도될 수 있다는 것이 medaka Oryzias 
latipes에서 최초로 밝혀졌으며(Yamamoto, 1958), 이후 연구가 
활발히 진행되어왔다. 암컷에서 수컷으로의 성 전환은 estrogen
의 감소 및 androgen의 증가와 관련이 있다(Nakamura et al., 
2003). Estrogen은 cytochrome P450 aromatase (P450arom)
에 의한 방향성 androgen의 전환에 의해 생성되며, P450arom
의 작용은 어류 및 기타 척추동물의 성분화 및 난소 발달에 필
수적인 역할을 담당하고(Desvages and Pieau, 1992), 이 작용
은 oogenesis와 vitellogenesis를 포함하는 척추동물의 생리적 
작용에 중요한 역할을 한다. 예를 들면, estrogen의 투여는 유대
류, 조류, 파충류 및 어류 등 다양한 종들에 있어 표현형 수컷을 
암컷으로 성 전환시킨다는 결과가 보고되었다(Guiguen et al., 
2010). 이러한 estrogen의 활성은 estrogen receptor (ER)을 통

해 조절되며, alpha와 beta 두 개의 subtype으로 분류되고, 어류
에서 ER은 뇌, 생식소 및 간에서 발현되는 것으로 알려져 있다
(Kitano et al., 2007). Vitellogenin (VTG)은 난생 척추동물의 
성숙한 암컷 혈중에 나타나는 성 특이성 단백질로써 난에서 분
비된 estrogen은 간세포 내 ER과 결합하여 VTG 단백질을 합
성하며, VTG는 난모세포 표면에 존재하는 VTG receptor와 결
합하여 receptor-mediated endocytosis에 의해 세포내로 유입
된다(Li et al., 2003). 성 성숙 억제 물질은 시상하부, 뇌하수체 
및 생식소와 같은 성호르몬이 분비되는 기관에 작용하여 성 성
숙을 지연 및 억제시키는 것으로 알려져 있다. 성 성숙 억제 물
질로 알려진 anti-estrogen (AE)인 tamoxifen (Tam)은 estrogen
과 경쟁하는 ER로 알려져 있으며, growth factor 인자를 포함한 
다양한 변수들에 의해 조절될 수 있는데, ER/tamoxifen 복합
체는 co-repressors로 알려진 다른 단백질을 불러들여 DNA에 
결합하여 유전자 발현을 조절하는 기능을 가진다(Shang et al., 
2000). 또한, Tam은 일부 조직에서 estrogen의 작용제로 작용
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할 뿐 아니라 다른 일부 조직에서는 길항제로 작용한다고 보고
되었다(Cosman and Lindsay, 1999). 어류에서 Tam은 medaka 
Oryzias latipes, tilapia Oreochromis niloticus 그리고 zebraf-
ish Danio rerio 등 몇몇의 어류에 연구되어 왔다(Lazier et al., 
1996; Chikae et al., 2004; Ven et al., 2007). 

Aromatase inhibitor (AI)는 P450arom activity를 block하여 
aromatase enzyme 활성을 억제로 androgen으로부터 estrogen
의 생성 능력을 불활성화 시키는 작용을 하며, 인간에게는 폐
경 전 여성의 ovarian aromatase가 상당량의 circulating estro-
gen을 담당하고 luteinizing hormone (LH)의 변화에 굉장히 민
감성을 나타낸다(Fabian, 2007). AI의 기능을 하는 약품으로
는 anastrozole (Ana), exemestane (Exe), fadrozole, letrozole 
및 vorozole이 알려져 있으며, 이들은 aromatase enzyme의 활
성 억제를 통하여 androgen으로부터 estrogen의 생성을 억제
한다. 또한, AI는 steroid 및 non-steroid 두 계열로 나뉘어지며, 
대표적인 steroid 물질은 Exe, non-steroid 물질은 Ana로 알려
져 있다. Dopamine (Da)은 gonadotropin-releasing hormone 
(GnRH)의 gonadotropin (Gth) 방출효과를 억제하여 그 이후
의 과정, 즉 생식선의 발달과 성스테로이드의 분비를 억제하게 
된다(Dufour et al., 2005). 또한, 번식기능에 있어서 중요한 역
할을 하는 신경전달물질로, 특히 성선자극호르몬의 변화를 조
절함으로써 계절번식 동물에서의 번식 주기를 유기하는 데 결
정적 역할을 한다(Han, 2005). 또한, 혈류를 따라 뇌하수체전엽
으로 이동되어 성선자극호르몬분비세포(gonadotropes)에 작
용하여 Gth인 luteinizing hormone (LH) 및 follicle stimulating 
hormone (FSH)의 분비를 촉진하고, 이들 성선자극호르몬은 성
선으로부터 estrogen, progesterone 및 testosterone 등과 같은 
성호르몬 분비를 촉진하고, 이들 성호르몬은 시상하부에 존재
하는 GnRH 신경세포의 활성을 조절한다. 
오늘날 양식의 주 목적으로 종 보존 및 고급 어종을 계획적으
로 종묘를 생산하기 위해 인위적으로 성 성숙 및 배란을 유도하
는 연구가 주를 이뤘으며, 인위적으로 성 성숙 및 배란을 유도하
는 방법에는 대표적으로 수온 조절과 광주기 조절에 의한 조피
볼락 Sebastes inermis의 성 스테로이드 호르몬 농도 변화 및 가
리비 Pectinidae의 수온 자극에 의한 조기 성 성숙 유도 연구되
었다(Jang et al., 2001; Lim and Han, 2012; Kim et al., 2014). 
이와 같이 성 성숙 유도 및 제어에 관한 연구가 보고되었지만 확
실한 효과는 검증되지 않았다. 일반적으로 어류의 암컷은 성 성
숙이 시작되는 시기가 되면 알을 생산하기 위한 생리학적 변화
로 인한 스트레스로 면역력의 감소 및 성장의 둔화 문제를 유발
시키며(Lim and Han, 2012), 화학적 요인들을 어류 체내에 투
여하여 단순히 호르몬 발현량을 알아본 연구들은 많지만, 성 제
어에 관한 보고는 이루어지지 않았다. 본 연구는 앞서 언급한 4
가지 화학적 성 성숙 억제물질을 사료에 첨가하여 zebrafish에 
투여 후 성 성숙 호르몬 관련 유전자 mRNA level 변화를 관찰
하여 어류의 성호르몬 억제에 관한 기초자료로 사용하고자 연

구하였다. 

재료 및 방법

실험어 및 사육관리 

실험에 사용된 어류는 연구실에서 사육하던 zebrafish를 사용
하여 각 수조마다 각 암컷및 수컷 각각 15마리 총 30마리를 4개
의 수조에 120마리를 사용하여 실험환경에 적응시키기 위해 시
판용 사료를 공급하였으며, 암수 구분은 지느러미의 모양으로 
구분하여 해부에 사용하였다. 실험 시작 전과 후 수온 27-28°C, 
광주기 light (L):dark (D)=14:10로 유지하였다. 

실험사료 제작 및 투여 

화학물질은 17 beta estradiol (Abcam, Boston, MA, USA), 
tamoxifen (Sigma, St. Louis, MA, USA), anastrozole (Sigma), 
exemestane (Tocris, Seongnam, Korea), dopamine (Abcam)
를 dimethyl sulfoxide (DMSO)로 녹여 시판되는 zebrafish 사
료에 100 μg/g의 농도로 분사하였으며, 대조구로는 DMSO를 
분사하여 건열기에 건조하여 화학물질 사료를 준비하였다. 준
비된 사료를 하루 두 번, 총 15일간 공급하였다. 

샘플 수집 및 real time PCR 

화학물질 사료 투입 후, 7일 및 15일 째 각 그룹 암컷 및 수컷 
각각 5마리의 총 10마리 실험어를 얼음 위에서 마취하여 대조
구 및 Da 투여 실험어는 GnRH 및 Gth mRNA level 분석을 위
하여 두개골을 절단하여 뇌를 분리 후, 뇌의 하단 부위로부터 
뇌하수체를 분리하였으며, 시상하부는 뇌와 연결되어 뇌를 그
대로 사용하였다. 또한, AE 및 AI 투여 실험어는 ER 및 VTG 
mRNA level 분석을 위하여 생식소 및 간을 추출하였다. 추출
한 장기들은 Trizol을 이용하여 total RNA를 추출 후, TaKaRa
사의 1st synthesis cDNA kit를 이용하여 cDNA로 합성하여 
quantitative PCR(qPCR)의 template로 사용하였다. Quantita-
tive PCR (qPCR)은 TOPrealTM qPCR 2ⅹPreMIX (SYBR 

Table 1. Oligonucleotide primers used for quantitative PCR (qPCR)

Gene Nucleotide sequence (5’→3’)
GADPH F CTGGTGACCCGTGCTGCTT
GADPH R TTTGCCGCCTTCTGCCTTA
VTG F AACGAACAGCGAGAAAGAGATTG
VTG R GATGGGAACAGCGACAGGA
ER F AGTCAGAGATACATCAGTGAGAG
ER R GCGCTGTGCTCCTCCTTAG
GnRH F ATGGTGCTGGTCTGCAGGCTG
GnRH R GTAGGAACTGCTGCAAATGGGT
Gth 1F CGAGCTGTCTTCCCATCCA
Gth 1R TCACCAACGTAGCTGTCTTTCTG
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Green with low ROX; Enzynomics Inc., Daejeon, Korea)를 
이용하여 수행하였으며, 사용된 primer는 reference gene으로 
GADPH를 사용 및 호르몬 관련 유전자 primer는 기존 연구
에 사용된 primer로 Table 1에 나타내었다. qPCR 조건은 95°C
에서 3분간 pre denaturation 후 총 40 cycle로 95°C에서 10초, 
58°C에서 30초 반응 후, 95°C에서 10초 반응하였으며, melting 
curve를 수행하였다. 각 mRNA level의 발현 결과는 Livar (2 
-∆∆CT) 방법(Livak and Schmittgen, 2001)을 통해 나타내었으
며, Themal cycle DICE Real Time System (TP800; TaKaRa, 
Tokyo, Japan)을 사용하여 분석하였다. 

통계 처리

본 실험의 모든 결과는 결과는 SPSS version 21 (SPSS Inc., 
Chicago, IL USA)을 활용하여 One-way ANOVA-test 로 통계 
분석을 실시하였다. 데이터 값의 유의차는 Duncan’s multiple 
test 사후분석을 실시하여 측정하였으며, P<0.05에서 유의성을 
판단하였다.

결과 및 고찰 

본 연구에서는 tamoxifen (Tam), anastrozole (Ana), exemes-
tane (Exe) 및 dopamine (Da) 총 4개의 다른 화학 물질을 사료
에 섞어 zebrafish에 15일 간 투여 후, 성 성숙 호르몬의 변화
를 관찰하였다. Tam은 어류에서 ER의 길항제로 효과를 나타
내며, E2가 존재하는 곳에서 VTG 생성 억제를 나타낸다고 보
고되었다(Leaños-Castañeda and Kraak, 2007). Zebrafish의 사
료에 Tam을 섞어 투여 후, 생식소 ER mRNA level 및 간 VTG 
mRNA level은 대조구에 비해 전반적으로 감소를 나타내었다
(Fig. 1). 하지만, 간에서 ER mRNA level은 Tam의 투여 시간
이 지남에 따라 감소를 나타낸 반면, 대조구와 비교하였을 때, 
오히려 증가를 나타내었다(Fig. 1B). Tam은 estrogen과 ER의 
binding을 차단하는 물질로 estrogen의 기능 차단 및 ER과 결
합하여 성 성숙을 억제시키는 역할을 한다고 보고되었다(Mas-
sarweh et al., 2008). 따라서, Tam이 간에서 estrogen과의 경쟁
적 결합에 크게 작용하여 간에서 ER mRNA level의 증가를 나
타낸 것으로 알 수 있었으며, 생식소에서의 ER mRNA level 감
소로 인하여 간에서 VTG mRNA level이 억제되는 것을 확인
하였다(Fig. 1A, 1C). 또한, Tam/ER 복합체는 E2/ER 복합체
와는 다르게 여성호르몬 반응 부위(estrogen response element, 
ERE)의 N 말단에 위치한 activating function-1 (AF-1) 및 li-
gand binding domain (LBD)의 activating function-2 (AF-2)에 
변화를 유발시킨다(Ring and Dowsett, 2004). E2/ER 복합체는 
LBD 내에서 결합하여 나선형으로 밀봉시켜 AF-2를 활성화시
키는 반면, Tam/ER 복합체는 LBD와 비결합으로 인해 밀봉을 
방지시켜 AF-2의 활성화를 억제하여 AF-2 영역에 길항제로서
의 역할을 한다(Shiau et al., 1998). 이와 같이 Tam은 ER과의 
결합으로 인한 유전적인 요인에 있어 형태적 및 기능적으로 변

화를 유발하여 estrogen과의 결합을 방해 및 ER의 감소를 유발
시켜 성 성숙의 억제를 유도하는 것으로 판단된다.
생식소에서 aromatase의 estrogen 전환을 억제시키는 Exe 및 

Ana 두 화학물질을 사료에 섞어 투여 후, zebrafish 생식소 및 간
에서 ER mRNA level은 모두 대조구에 비해 낮은 발현을 나타
내었다(Fig. 2, Fig. 3). 두 화학물질이 첨가된 사료를 투여한 실
험구에서 7일 및 15일 차이를 비교한 결과에서는 지속적인 투
여로 인한 감소를 나타내었다. 또한, Exe와 Ana는 같은 AI에 작
용하는 물질인 반면, steroid 및 non-steroid의 차이를 나타내 비
교하고자 하였으나, 차이를 나타내지 않았으며, 유사한 mRNA 
level의 수치를 나타내었다. 잉어(Cyprinus carpio)의 연구에서
는 Ana를 사료에 첨가시켜 급이 시킨 후, testosterone의 혈장 

Fig. 1. Expression of ER and VTG mRNA level in the liver and 
gonad of zebrafish Danio rerio treated tamoxifen. A, Gonad ER 
mRNA level; B, Liver ER mRNA level; C, Liver VTG mRNA 
level. Values are expressed as the mean SE. Different letters indi-
cate a significant difference in mean values (P<0.05 by one-way 
ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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농도가 증가하였으며, 이는 testosterone이 estrogen으로 전환
을 차단하였다고 보고되었다(Singh and Singh, 2013). 틸라피
아에 Exe를 급이 시켰을 때 연구 결과에서 estrogen의 수치를 
비교한 결과 Exe가 생식선에서 testosterone이 estrogen으로 전
환을 차단하여 미분화된 생식선을 정소로 변형시켰다고 보고
되었다(Ruksana et al., 2010). 또한, black sea bass Centropris-
tis striata를 Exe에 노출 후, 초기 sex change와 gonadal gene 
expression의 연구에서는 생식소의 female gonad development 
function을 가지는 cyp19a1a gene은 암컷에서 감소하였으나 대
조구와 유의적인 차이는 나타내지 않았으며, estrogen response
의 기능을 가지는 esr2b gene 그리고 egg envelope component
의 function을 가지는 zpc2 gene 역시 대조구와 큰 차이는 나타
내지 않았으나 감소하였다고 보고되었다(Breton et al., 2019). 

따라서, Exe 및 Ana 두 화학물질은 zebrafish의 생식소에서 ER 
mRNA level의 감소를 유발하여 성 성숙 억제 효능을 가질 수 
있다고 판단된다. 
어류의 Gth I (FSH)및 Gth II (LH) 분비는 여러 시상하부 작
용제에 의해 자극되며, GnRH는 중심 자극제로 작용하며, Da는 
중심 억제제로 작용한다(Yaron and Levavi-Sivan, 2006). 본 연
구에서 Da를 사료에 섞어 투여 후, zebrafish의 시상하부 및 뇌
하수체에서 작용하는 GnRH, Gth I 및 ER mRNA level의 변화
를 관찰하였다. 시상하부에서 GnRH mRNA level은 대조구에 
비해 7일째 점차 감소하여 15일째 지속적인 감소를 나타내었
다(Fig. 4A). 뇌하수체에서 Gth I mRNA level은 7일째 대조구
에 비해 증가를 나타낸 후, 지속적인 감소를 나타내었으며(Fig. 
4B), ER mRNA level 역시 Gth I mRNA level과 유사하게 발

Fig. 2. Expression of ER and VTG mRNA level in the liver and 
gonad of zebrafish Danio rerio treated exemestane. A, Gonad ER 
mRNA level; B, Liver ER mRNA level; C, Liver VTG mRNA 
level. Values are expressed as the mean SE. Different letters indi-
cate a significant difference in mean values (P<0.05 by one-way 
ANOVA following Duncan’s multiple range test). 

Fig. 3. Expression of ER and VTG mRNA level in the liver and 
gonad of zebrafish Danio rerio treated anastrozole. A, Gonad ER 
mRNA level; B, Liver ER mRNA level; C, Liver VTG mRNA 
level. Values are expressed as the mean SE. Different letters indi-
cate a significant difference in mean values (P<0.05 by one-way 
ANOVA following Duncan’s multiple range test). 
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현을 나타내었다(Fig. 4C). Da는 GnRH에 의한 Gth 방출효과
를 억제하여 그 이후의 과정, 즉 생식선의 발달과 성스테로이드
의 분비를 억제하게 된다(Dufour et al., 2005). 일반적으로 Da
는 GnRH에서 Gth로의 경로에 관여 후, 합성을 억제시킬 것으
로 생각되었는데, 이번 연구에서 Da 투여 7일 후, zebrafish 뇌
하수체에서 Gth I 및 ER mRNA의 증가는 시상하부에서 Da가 
시상하부에 직접적인 영향을 나타내 GnRH mRNA 합성을 억
제하여 뇌하수체에서 Gth I의 분비를 억제할 뿐 아니라, 시상
하부 내 ER mRNA 합성도 억제하는 것을 알 수 있었다. 이와 
같이 Tam, Exe, Ana 및 Da 4가지 성 성숙 억제 유도물질들을 
zebrafish의 사료에 섞어 투여한 결과 모두 성 성숙에 관련하는 
유전 물질들의 mRNA level 감소로 성 성숙 억제에 효능이 있

을 것으로 판단된다. 
본 실험에 앞서 해양 어류인 넙치(Paralichthys olivaceus)에 4
가지 화학물질을 복강 주사하여 성 성숙 관련 유전자의 변화량
과 유사한 경향을 나타내었으며, 생식소의 변화에서 정모세포 
및 정원세포가 관찰되어 성 전환 초기 단계임을 관찰하여 성 성
숙 억제에 효능이 있음을 역시 확인하였다(Kim et al., 2022). 하
지만, 넙치에서는 성숙 시기 및 미성숙 시기의 차이를 구분하여 
4가지 화학물질의 차이를 알 수 있었던 반면, zebrafish의 성 성
숙 시기 및 미성숙 시기에서의 차이점은 구분하지 못하여 이후, 
성숙 시기 및 미성숙 시기의 차이를 위한 추가적인 연구가 필요
하다고 생각된다. 또한, 본 연구는 화학물질들의 사료 첨가 투여
가 정확히 이뤄졌다는 가정하에 진행되어 보다 명확한 연구를 
위해 역시 추가적인 연구가 필요하다고 판단된다. 
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