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체외배양 생쥐정소세포에서 합성에스트로젠이 P450동위효소의

발현에 미치는 영향
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Objective : To know the effects of xenoestrogen on spermatogenesis, we

investigated the expression of cytochrome P450s enzymes (CYPscc, CYP17α, CYP19)

and 3β-HSD genes involved in steroidogenesis.

Methods : Mouse testicular cells were prepared from 15-day-old ICR mice which

had only pre-meiotic germ cells by enzyme digestion using collagenase and trypsin.

Testicular cells were cultured in DMEM supplemented with FSH (0.1 IU/ml) and

10% FBS or medium with estrogen (E2), bisphenol-A (BPA), octylphenol (OP; 10
-9

,

10
-7

, 10
-6

, 10
-5

, 10
-4

M, respectively) and aroclor 1254 (A1254) known as PCBs for

48 hours. The gene expression of cytochrome P450 enzymes were examined by

semi-quantitive RT-PCR. The production of estrogen and testosterone was

examined by RIA.

Results : As a results, expression of CYPscc mRNA was not significantly decreased,

but 3β-HSD and CYP17α mRNA were significantly dose-dependent decreased. And

production of testosterone and estrogen were not different except BPA and OP

group (10-5 M).

Conclusion : BPA, OP and A1254 might inhibit steroidogenesis by decreasing the

CYPscc, 3β-HDS and CYP17α mRNA expression in the mouse testis. These results

suggest that BPA, OP and PCBs like as an endocrine disruptors inhibit the

productions of steroidogenic enzymes and decrease the production of T and E by

negative feedback mechanism. Therefore, these might disrupt steroidogenesis in

Leydig cells of testis and would disturb testicular function and subsequently impair

spermatogenesis.

------------------
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인간을 포함한 포유동물의 생식계통은 시상하부-뇌하수체 전엽-생식소로 이어지는 기관에

서 분비되는 호르몬들에 의하여 조절되고 있으며, 특히 생식소 호르몬인 estrogen과

androgen은 난자형성과정, 여포형성과정과 정자형성과정을 조절할 뿐만 아니라 생식과 관

련된 여러가지 내분비 기능을 지니고 있다. 최근 급격한 산업화와 공업화에 따른 환경변화

는 여러가지 합성호르몬(xenoestrogen)들을 창출하여 식물뿐 아니라 인간을 비롯한 포유동

물에 내분비장애와 성분화억제 등 심각한 현상을 나타내고 있다.3 대부분 알려진 내분비계

장애물질들은 여성호르몬 또는 반여성호르몬적 작용능력을 가지고 있어 생식 호르몬의 표적

기관이나 표적세포에 작용하여 단계별로 발현되는 특정유전자들의 발현에 영향을 미치며,

소량으로도 생체내 생식기관의 기능을 교란시키는 것으로 보고되고 있다.20, 24 또한 생체 내

에서 쉽게 분해되지 않고 축적되는 특징이 있어 다음 세대까지 생식기관을 비롯한 신경계

및 면역계에 영향을 미치므로 그 심각성이 더욱 문제시되고 있다. 그 예로 1950년도에서

1970년 사이에 여성호르몬인 에스트로겐 기능을 가진 유산방지제 diethylstilbestrol (DES)

를 복용한 여성에 있어 자녀들의 생식기관에서 이상율의 증가가 보고 되었으며,
14, 15

성인

남성들에 있어서도 요도하열, 잠복정소 정소외소증, 정자의 기형 증가 및 수 감소 등의 보

고가 있었다 .8, 21 내분비계 장애물질로 잘 알려진 bisphenol-A (BPA)와 octylphenol

(OP)은 에스트로겐적인 활동성을 가진 화학물질들로 체내, 외에서 prolactin의 분비를 증가

시키고,
1

뇌하수체에서 LH와 FSH의 분비를 억제시키는 것으로 알려져 있다 (Nikula 등,

1999).17 또한, 웅성 성체 흰쥐에 투여하였을 때, 혈청내 testosterone 양이 줄어드는 것을

확인하였으며,
4, 5

임신한 흰쥐에 OP를 투여하게 되면 cytochrome P45017α

-hydroxylase/C17-20 lyase와 steroidogenic factor-1(SF-1)의 mRNA와 단백질 발현이

새끼 흰쥐의 정소에서 줄어드는 것을 확인하였다.14 이와 같이 내분비계 장애물질의 접촉

에 따른 생체 내 또는 체외에서 특히 생식기관에서 일어나는 변화에 관한 연구가 활발히

이루어지고 있으며, 그 작용기전을 밝히기 위한 많은 연구가 진행중이다. 따라서 본 연구

는 정자형성과정에 미치는 합성에스트로젠의 기작과 유해 효과를 확인하기 위해서 생쥐정자

세포의 체외배양법을 이용하여 페놀계 내분비계 장애물질로 알려진 bisphenol (BPA),

octlyphenol (OP)와 polychlorinated biphenyl (PCBs)의 일종인 aroclor 1254 (A1254)를

체외배양 된 생쥐정자세포에 처리하여, 스테로이드 호르몬의 변화양상을 조사하고, 체내에

작용하는 정상적인 호르몬 기작에 어떤 영향을 미치는지를 알아보기 위해 steroidogenesis

를 조절하는 효소인 P450 동위효소군의 유전자발현양상을 조사함으로써 내분비계 장애물질

이 정자형성과정에 작용하는 기작을 규명하고자 실행하였다.
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재 료 및 방법

1. 미분화 정자세포 (감수분열이전의 정자세포)의 회수와 체외배양

1) 미분화 정자세포의 분리

본 연구에 사용된 실험동물은 ICR 계 (Charles's Rivers Korea Co.)의 생쥐를 사용하였

다. 미분화 정자세포의 분리는 Tres 등
23

(1983)이 사용한 방법을 응용하여, 생후 14-15일

령의 ICR 웅성생쥐로 부터 정소를 회수하여 정소막을 제거한 후 erythrocyte-lysing

buffer (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM, EDTA 2 mM, pH 7.2)를 처리하여 적혈구를 제

거하였다. 이들 정소조직을 PBS (Phosphate buffer saline) 용액에서 곡세정관을 아주 작

게 세절한 다음, 피펫으로 부드럽게 pipetting하여 세정관을 흐트러 주었다. 다시 세정관을

0.1% collagenase 와 20 ㎍/ml DNase가 함유된 PBS용액과 0.25% trypsin과 20 ㎍/ml

DNase가 함유된 PBS용액에 각각 30 분, 15 분 동안 37℃ 에서 배양하여 세포 부유액을

만들어 70 ㎛ nylon mesh를 사용하여 여과한 후 1,200 rpm에서 5분간 원심분리를 실시하

였다. 원심분리 후, 상층액은 제거하고 제조된 배양액 (DMEM + 10% FBS)으로 2회 원심

분리하여 정자세포부유액을 준비하였다.

2) 공배양을 위한 생쥐 정소내 체세포 준비

생후 15일령 된 ICR 웅성생쥐로 부터 위의 정자생식세포 분리와 같은 방법으로 정자세

포부유액을 얻는다. 세포부유액 속의 Sertoli 세포는 32℃ 배양기에 이틀간 배양시켜 배양

접시 바닥에 부착할 수 있도록 유도한 후, 20 mM Tris (pH 7.3) 를 약 1 분간 처리하여

부유하고 있는 생식세포를 제거한 다음,
13

새 배양액으로 교체하여 위에 준비한 정자세포와

공배양을 실시하였다.

3) 배양조건

기본배양액으로는 DMEM (Dulbecco's modified eagle's medium) 에 10% FBS, 1%

nonessential amino acid, 0.5% essential amino acid와 10 ㎍/ml gentamycin이 첨가된

배양액을 사용하였다. 첨가물질로 human FSH 0.1 IU/ml (Metrodin, Serono)을 기본배양

액에 첨가하였다. 배양조건은 35 mm dish에 세포농도는 5 × 10
5
/cm 으로 조정하여 32℃

배양기에서 6일 동안 배양하였다. 배양전후, 정자세포의 생존율은 0.4% trypan blue로 염

색하여 hemocytometer를 이용하여 판정하였다.

2 체외배양된 웅성생식세포에 합성에스트로젠(xenoestrogens)의 처리

1) 내분비계 장애물질의 처리

앞서 언급한 공배양을 통하여 정자세포를 체외배양하는 동안 합성에스트로젠인

bisphenol-A (BPA) (4,4'-isopropyl-idenediphenol; I-0635, Sigma), octylphenol (OP)

(4-tert-octylphenol; Fluka), aroclor 1254와 생체내 호르몬인 estrogen (E2)을 각 군별로

농도별 (10
-9

, 10
-7

, 10
-6

, 10
-5

, 10
-4

M)로 처리하여 이틀동안 배양하였다. 배양 후 얻은 정

소내 세포들의 생존율과 전체 세포수를 확인하였다.

3. Cytochrome P450 동위효소와 3β-HSD 유전자의 발현

1) 정자세포로부터 RNA 분리

체외배양된 미성숙 정자세포의 전체 RNA는 acid guanidinium phenol chloroform 방법

을6 응용하여 다음과 같이 분리하였다. Homogenizer를 이용하여 채취한 정소를 간 다음,
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TRIZOL (Gibco BRL, USA)를 첨가하여 조직을 녹인 후, chloroform을 첨가하여 phenol층

과 분리한 다음 원심분리하였다. 상층액만을 분리하여 isopropyl alcohol을 동량 첨가하여

다시 원심분리하여 pellet으로 형성된 RNA를 얻었다.

2) 역전사중합효소 연쇄반응

(Reverse transcription-polymerase chian reaction, RT-PCR)

cDNA 합성을 위한 역전사 반응은 500 ng의 RNA에 10 mM Tris (pH 8.3), 50 mM

KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM dNTP mix, 2.5 uM Random primer p(dN)6, 2.5 U RNase

inhibitor, 1 U 중합효소 연쇄반응AMV reverse transcripase (Boehringer Mannheim,

Germany)를 혼합한 다음 42℃ 에서 1 시간 동안 수행하였다. 각 실험군들은 역전사에 의

해 만들어진 cDNA를 이용하여 cytochrome P450 (cholesterol side-chain cleavage

enzyme: CYPscc, 17α-hydorxylase/C17-20 lyase: CYP17α, aromatase: CYP19) 동위효

소와 3β-hydroxysterodi dehydrogenase/Δ
5
,Δ

4
isomerase: 3β-HSD 유전자의 발현양상을

조사하였는데, PCR에 사용된 primer들은 한국 Bioneer에서 제조하여 사용하였다25(Table

1). 각 반응은 최종 반응 부피 20 ㎕에 10 mM Tris (pH 8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM

MgCl2, 0.2 mM dNTP mix, 20 pmol primer쌍, 0.5 unit 의 Taq DNA polymerase

(Boehringer Mannheim, Germany)을 혼합하여 DNA thermal cycler에서 94℃에서 45초;

54℃ 에서 45초; 72℃ 에서 1분 30초의 cycle을 40 회 수행하였다. 반응이 끝난 증폭 산

물은 2% agarose gel 전기영동법으로 분석하였다.

4. estrogen과 testosterone의 양 분석

체외배양동안 정소세포로부터 분비된 스테로이드 호르몬의 분석을 위해서 배양된 배양액

으로부터 estrogen과 testosterone 양을 RIA 방법으로 조사하였다.

5. 통 계

각 군간의 유의성은 χ2- test로 검정하였으며, P 값이 0.05 이하일 경우에 통계적으로 유

의하다고 보았다.
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결 과

1. 웅성생식세포에 합성에스트로젠의 처리

실험군으로 합성에스트로젠 중 phenol계인 bisphenol-A (BPA), octylphenol (OP)를

10-9, 10-7, 10-6, 10-5, 10-4 M 농도별로 aroclor 1254(A1254)를 0.02, 0.2, 1 ㎍/ml로 처

리한 후 2일간 정자세포를 배양한 후 세포를 회수하여 trypan blue (0.4%) 로 생존율을 확

인하였다. BPA와 OP를 1 mM 첨가하였을때는 첨가시 바로 모든 세포가 죽는 것을 관찰하

였으며, 10-4 M 처리하였을 때 대조군이나 다른군에 비해 유의하게 세포의 생존율이 감소

하였다 (Figure 1).

2. Xenoestrogens 처리를 통한 유전자 발현

1) Cytochrome P450 동위효소 (CYPscc, 3β-HSD, CYP17α, CYP19)

의 유전자 발현

BPA, OP (10-9, 10-7, 10-6, 10-5, 10-4 M)와 PCB (0.02, 0.2, 1 ㎍/ml)를 처리한 세포

군에서 2일간 배양 후 각 군의 모든 세포를 회수하여 RNA를 분리하여 RT-PCR방법으로

Leydig 세포에서 조절되는 호르몬의 작용을 확인하기 위해서 cholesterol에서 androgen

그리고 estrogen을 형성하기 위해 작용하는 전이효소인 P450 동위효소군의 작용을 조사하

기 위해 이들 효소의 유전자 발현변위를 semi-quantitative PCR방법으로 조사하였다. 합성

에스트로젠이 첨가된 군에서 CYPscc의 유전자 발현이 대조군에 비해 낮은 경향을 나타내

었고 (Figure 2), 3β-HSD의 유전자 발현은 BPA 처리군에서는 농도 의존적으로 그 발현양

이 감소하였으며 (Figure 3), OP와 PCB처리군에서는 저농도에서는 대조군보다 다소 높은

발현을 보였지만 10
-5

M의 처리군에서는 대조군에 비해 낮은 발현양상을 보였다. 그러나,

CYP17α의 유전자 발현은 모든 합성에스트로젠 처리군에서 농도가 증가할 수록 낮게 나타났

다 (Figure 4). 특히 OP와 PCB의 모든 처리군에서 유의하게 낮은 발현율을 나타내었다.

CYP19 유전자의 발현은 발현양이 적어서 인지 관찰되지 않았다.

3. estrogen 과 testosterone 양 분석

체외에서 2일간 배양된 정자세포로부터 분비된 호르몬의 분석을 위해서 배양된 배양액

으로부터 estrogen (E) 과 teststerone (T)을 검사하였다. 배양액내 E와 T의 양은 대조군

과 비교하여 처리군에서 유의한 차이가 없었으나, 고농도인 BPA와 OP (10
-4

M) 처리군에

서 대조군보다 낮은 수치가 측정되었다 (Figure 5, 6).
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Table 1. Primers used for RT-PCR

���������������������������������������������������������������������������������

Primer Sequence Size (bp)

���������������������������������������������������������������������������������

5' β-actin 5'-GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3'

3‘β-actin 5'-CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3' 540

5' CYPscc 5'-AGTGGCAGTCGTGGGGACAGT-3'

3' CYPscc 5'-TAATACTGGTGATAGGCCACC-3' 411

5' CYP17α 5'-CCCATCTATTCTCTTCGCCTGGGTA-3'

3' CYP17α 5'-GCCCCAAAGATGTCTCCCACCGTG-3' 743

5' CYP19 5'-ATAATGTCACCATCATGGTCCCGG-3'

3' CYP19 5'-GCATGATGTGTCTCATGAGGGTCA-3' 579

5' 3β-HSD 5'-TGGTGACAGGAGCAGGA-3'

3' 3β-HSD 5'-AGGAAGCTCACAGTTTCCA-3' 890

�������������������������������������������������������������������������

Figure 1. The viability of mouse testicular cells treated E2 , BPA, OP and

A1254 (10
- 9

, 10
- 7

, 10
- 6

, 10
- 5

, 10
-4

M) and A1254 (0.02, 0.2, 1

ug/ml) for 48 hr. (* P<0.05).



- 8 -

CYPscc

β−actin

M        1        2        3       4       5       6       7        8       9       10     11      12     13     14     15     16 

411 bp

540 bp

0

20

40
60

80

100

120
140

160

180

C
o
n
tro

l

E
-
9
 M

E
-
7
 M

E
-
6
 M

E
-
5
 M

B
P
-
9
 M

B
P
-
7
 M

B
P
-
6
 M

B
P
-
5
 M

O
P

-
9
 M

O
P

-
7
 M

O
P

-
6
 M

O
P

-
5
 M

A
1
2
5
4
 0

.0
2
 u

g
/m

l

A
1
2
5
4
 0

.2
 u

g
/m

l

A
1
2
5
4
 1

 u
g
/m

l

Treatment

R
e
la

ti
ve

 v
a
lu

e
(C

Y
P

s
c
c
/

-
a
c
tin

 m
R
N

A
)

A

B

Figure 2. The relative mRNA levels of CYPscc in E2, BPA, OP and A1254

treated pre-pubertal mouse testicular cells for 48 hr.

A. RT-PCR amplification of CYPscc and β-actin mRNA. M : 100

bp ladder, lane 1: control, 2-5: E2, 6-9 : BP, 10-13: OP (10-9,

10-7, 10-6, 10-5 M, repectively) and 14-16 : A1254 (0.02, 0.2, 1

㎍/ml).

B. Relative changes in the amount of CYPscc mRNA

(relevant to β-actin).
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Figure 3. The relative mRNA levels of 3β-HSD in E2, BPA, OP and A1254

treated pre-pubertal mouse testicular cells for 48 hr. (* P<0.05).

A. RT-PCR amplification of 3β-HSD and β-actin mRNA. M : 100

bp ladder, lane 1: control, 2-5: E2, 6-9 : BP, 10-13: OP (10
-9

,

10
-7

, 10
-6

, 10
-5

M, repectively) and 14-16 : A1254 (0.02, 0.2, 1

㎍/ml).

B. Relative changes in the amount of 3β-HSD mRNA

(relevant to β-actin).
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Figure 4. The relative mRNA levels of CYP1 7α in E2, BPA, OP and A1254

treated pre-pubertal mouse testicular cells for 48 hr. (* P<0.05).

A. RT-PCR amplification of CYP17α and β-actin mRNA. M : 100 bp

ladder, lane 1: control, 2-5: E2, 6-9 : BP, 10-13: OP (10-9,

10
-7

, 10
-6

, 10
-5

M, repectively) and 14-16 : A1254 (0.02, 0.2, 1

㎍/ml).

B. Relative changes in the amount of CYP17α mRNA

(relevant to β-actin).
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Figure 5. The effects of E2, BP, OP and A1254 on testosterone production

of in vitro cultured pre-pubertal mouse testicular cells.

Figure 6. The effects of BP, OP and A1254 on estrogen production of

in vitro cultured pre-pubertal mouse testicular cells.
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고 찰

환경호르몬으로 알려진 내분비계 장애물질들은 흔히 일상생활에서 사용하는 캔, 플라스

틱이나 일회용품, 살충제, 농약류등에서 검출될 뿐만 아니라, 공기중이나 물과 토양에 오염

되어 동�식물은 물론 먹이사슬을 통해 축적된 형태로 인간에게 돌아오게 된다.
7

최근 들어

내분비계 장애물질에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있으며, 그 대부분이 스테로이드계 호르

몬과 유사작용이나, 방해, 억제작용을 통해 여러가지 생식기 발달 이상, 신경계 및 면역계에

영향을 일으키는 것으로 알려지고 있다.
12, 22

웅성생식기인 정소에서 이루어지는 주요기능 중의 하나는 Leydig 세포에서 남성호르몬

인 testosterone (T)을 만드는 것으로, 정자세포의 분화와 정자형성과정을 유지하고 남성적

성징을 나타내는 중요한 기능을 하고 있다.
9, 16

이 호르몬의 합성은 cholesterol이 4가지

효소, cholesterol side-chain cleavage enzyme (CYPscc), 3β-hydroxysterodi

dehydrogenase/Δ
5
,Δ

4
isomerase (3βHSD), 17α-hydorxylase/C17-20 lyase (CYP17α) 그

리고, 17-ketosteroid reductase의 작용을 받아 합성된다.
18

또한 이렇게 만들어진 T는

CYP19 에 의해 정소내 E2를 형성하게된다. 정소내 E2의 기능은 아직 완전히 알려져 있지

는 않지만 주로 웅성 생식관의 유류, 재흡수. 정자의 성숙 및 뇌하수체호르몬의 조절에도

관여하는 것으로 알려지고 있다.
10

따라서 내분비계 장애물질이 이러한 일련의 과정을 방해

한다면, 정상적인 steroidogenesis가 이루어지지 않아, 정자형성이나 정소의 다른 세포의

기능에도 영향을 미칠 것으로 보여진다. Johnson 등 (1992)
11

은 Dioxin (2,3,7,8-

tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin)을 성체 흰쥐에 처리하였을 때는 농도 의존적으로 Leydig 세

포의 부피와 기능이 저하되었다고 보고 하고 있으며, Akinbemi 등 (2000)2은 HPTE를

Leydig 세포에 처리하였을 때, 스테로이드 합성의 주원료인 콜레스테롤을 pregnenolone

으로 전환시키는 효소인 CYPscc의 유전자발현이 감소되고, 특히 Leydig 세포에 대한 민감

성이 출생직직후에서부터 미성숙 그리고 성체순으로 나타난다고 보고하고 있다. Andric 등

(2000)
3
도 polychlorinated biphenyls (PCBs)의 일종인 aroclor 1248을 흰쥐에 투여하였

을 때, 투여 농도에 따른 반응은 조금 차이가 있었으나 3β-HSD, 17α-hydroxylase/lyase

와 17β-hydroxysteroid dehydrogenase의 활성이 저하되어 정소 내 androgenesis가 방해

를 받는다고 확인하였다.

본 연구에서는 정소내 정자세포들의 분화가 완전히 일어나기 전인 생후 15일령의 생쥐 정

자세포를 이용하여 에스트로겐성격을 가지고 있는 것으로 알려진 BPA, OP와 A1254가 정자

형성과정에 미치는 영향을 알아보기 위해 체외배양법을 이용하여 스테로이드 호르몬 합성에

관여하는 효소들의 발현과 성호르몬의 생성량을 확인하였다. 또한 내분비계 장애물질들이 에

스트로겐과 같은 결과를 정소 세포에서 유발시키는 가를 확인하기 위해 E2도 농도별로 처리

하였다. 본 실험결과에서는 합성호르몬인 BPA, OP와 A1254가 10
-5

M 이하의 농도에서는

세포의 생존에는 크게 영향을 미치지 않아 Raychoudhury 등 (1999)
19

의 실험결과와 유사

하게 나타났으며, CYPscc, 3β-HSD와 CYP17α유전자의 발현은 억제되어 생쥐 정소내

steroidogenesis를 방해하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 E2는 이들과 같은 농도에서는 이

와 같은 억제작용은 일어나지 않는 것으로 보아 이들 내분비계 장애물질이 생체내 에스트론

겐과는 다른 대사를 하는 것으로 여겨진다. 이는 이들 합성에스로젠들이 생체내 E2와 유사
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하게 작용함으로써 negative feedback 기작에 의해 뇌하수체 분비호르몬의 분비를 억제하

고 시상하부-뇌하수체 전엽-생식소 축의 호르몬 균형의 교란을 유발, 뇌하수체 분비호르몬

인 FSH나 LH의 분비를 줄임으로써 정상적인 정소의 기능을 방해하여 결과적으로 정소의

분화와 정자형성과정에 이상을 초래할 것으로 사료된다.

이러한 결과는 내분비계장애물질이 포유동물의 성성숙 및 생식세포의 발생을 조절하는

스테로이드 호르몬의 생성 및 발현에 영향을 미치게 된다는 것을 의미하며 따라서, 정자형

성과정 뿐만 아니라 정상적인 생식기관의 분화 및 정소의 발생을 저해할 것으로 사료된다.

그리고, steroidogenesis의 억제가 태아기나 사춘기의 성성숙시기에 일어난다면, 성인보다

더욱 치명적인 해를 입게 될 것으로 예측할 수 있으며 내분비계 장애물질의 규정에 대한

screening방법과 내분비계 장애물질이 미치는 영향에 대하여 체내 및 체외 실험을 통한 정

확한 기전에 관한 연구와 대책이 필요할 것이다. 본 연구는 환경오염물질인 합성에스트로젠

에 대한 동물실험을 통해 이들 물질이 웅성생식계에 작용하는 영향을 연구함으로서 인간에

게도 나타날 여러가지 현상을 규명하고 그 기작을 밝혀내는 기초자료로 이용될 수 있을 것

이다.
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