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흰쥐 부정소 내의 스테로이드 호르몬 수용체, 5α-reductase 
그리고 Aromatase 발현에 미치는 EDS의 영향
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ABSTRACT : Ethane 1,2-dimethane sulfonate(EDS), a Leydig cell specific toxicant, has been widely used to create the 
reversible testosterone withdrawal rat model. Though the maintenance of epididymal structure and function is highly 
dependent on the testosterone secreted from testis, its derivatives, dihydroxytestosterone(DHT) and estrogen, might have 
crucial roles. The aim of present study was to monitor the expression patterns of sex steroid receptors, cytochrome P450 
aromatase(P450arom) and 5α-reductase in the rat epididymis up to 7 weeks after EDS injection. Adult male rats(350～400 
g) were injected with a single does of EDS(75 mg/kg i.p.) and sacrificed on weeks 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7. The 
transcriptional activities of the target genes were evaluated by semi-quantitative RT-PCRs. The transcript level of estrogen 
receptor alpha(ERα) in EDS group was significantly higher than control level on week 1(P<0.01). After week 2, there 
was no significant difference in ERα levels between EDS group and control. The transcript level of estrogen receptor 
beta(ERβ) in  EDS group was significantly higher than control level on week 1(P<0.05), lowered on weeks 2 and 3(P<0.05 
and P<0.01, respectively), fluctuated during weeks 4 and 6, and elevated on week 7(P<0.05). The androgen receptor 
(AR) message levels increased significantly week 2(P<0.01), then returned to control level on week 3. In contrast, 
expression of cytochrome P450 aromatase(P450arom) decreased sharply during weeks 1～3(P<0.01 on weeks 1 and 2; 
P<0.05 on week 3), then went back to control level on week 4. The mRNA level of 5α-reductase type 2(5α-RT2) 
increased significantly on week 4(P<0.01), then returned to control level. The present study indicated that EDS admini-
stration could induce reversible alterations in the transcriptional activities of sex steroid hormone receptors and androgen- 
converting enzymes in rat epididymis. EDS injection model will be useful to clarify the regulation mechanism of 
mammalian epididymal physiology.
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요  약 : Ethane 1,2-dimethane sulfonate(EDS)는 Leydig 세포의 선별적 사멸을 유도하는 약물로서 가역적인 테스토스테론 

결핍 흰쥐를 만드는데 널리 사용된다. 부정소의 구조와 기능 유지는 크게 보아 정소에서 분비되는 테스토스테론에 의존적

이지만, 테스토스테론으로부터 유도되는 dihydroxytestosterone(DHT)와 에스트로겐도 중요한 역할을 한다. 본 연구에서는 

EDS 주사 후 7주까지 부정소에서의 스테로이드 호르몬 수용체, cyctochrome P450aromatase(P450arom)와 5α-reductase의 

유전자 발현 양상을 조사하였다. 성숙한 수컷 흰쥐(350～400 g)에 EDS를 1회 복강 주사하고(75 mg/kg i.p.) 주사 후 0, 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7주가 경과한 날에 희생하였다. 표적 유전자들의 전사 활성은 반 정량적 역전사 중합효소 반응법(semi- 
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quantitative RT-PCRs)으로 측정하였다. Estrogen receptor 
alpha(ERα) 전사 수준은 EDS 실험군에서 대조군에 비해 

주사 1주후에 유의하게 상승했으나(P<0.01) 2주 후부터

는 대조군과 유의적인 차이를 보이지 않았다. Estrogen 
receptor beta(ERβ)의 전사 수준은 주사 1주후 EDS 실험



손혁준․이성호 발생과 생식188

군에서 대조군에 비해 유의하게 증가했다가(P<0.05), 2주와 3주에는 감소하였고(P<0.05와 P<0.01), 4주와 6주까지는 변동

폭을 보이다가 7주 후에는 대조군에 비해 증가하였다(P<0.05). Androgen receptor(AR) 전사 수준은 주사 2주 후에 유의하

게 증가하다가(P<0.01) 3주 후부터는 대조군 수준으로 회복하였다. 반면, P450arom는 주사 1주 후부터 3주까지 급격하게 

감소했다가(P<0.01 1주와 2주; P<0.05 3주), 4주에 대조군 수준으로 회복하였다. 5α-reductase type 2(5α-RT2)의 mRNA 
수준은 4주 후 유의하게 증가했다가(P<0.01), 이후 대조군 수준으로 회복하였다. 본 연구는 EDS 주사가 성 스테로이드 

호르몬 수용체들과 안드로겐 전환 효소들의 전사 활성에 가역적인 변화를 유도함을 보여준 것이다. EDS 주사 모델은 

부정소의 생리 조절 기작을 이해하는데 유용할 것으로 사료된다. 

서  론 
다기능적인 수컷 부속 생식기관인 부정소는 정소의 유출

도관 계통(excurrent duct system)으로써 해부학 및 생리학

적으로 initial segment, 두부(caput), 체부(corpus) 그리고 미

부(cauda) 4개 부위로 나뉘어져 있다(Orgebin-Crist, 1969; 
Jervis & Robaire, 2001). 부정소의 주된 기능은 독특한 내강

(lumen) 미세환경(microenvironment)을 제공하여 미성숙 정

자의 저장과 수송이 일어나게 하고, 수정 능력을 갖도록 성

숙시킨다(Jones, 2004). 내강의 미세환경은 안드로겐, fibro-
blast growth factor(FGF), androgen binding protein(ABP), 
retinoic acid(RAs), 기타 각종 성장인자 등과 같은 정소 요

인들에 의해 조절된다(Cornwall & Hann, 1995; Ezer & 
Robaire, 2003). 안드로겐은 부정소의 상피세포 증식과 분비

성 세포 증식을 자극하고 성체 시기에 상피세포를 유지시키

는 역할을 하며, 안드로겐의 감소는 부정소의 상피세포 자연

사(apoptosis)를 유발한다(Fan & Robaire, 1998).
부정소의 생리 기능 조절에 있어서 안드로겐은 그 자체의 

역할 말고도 androgen-converting enzyme들에 의해 생긴 산

물들에 의해 intracrine 조절 기작에 참여하기도 한다. 부정소 

내 정자 성숙과정에서 중요한 역할을 하는 에스트로겐(Nitta 
et al., 1993)은 수출소관과 부정소에서 발현되는 cytochrome 
P450 aromatase(P450arom)에 의해 테스토스테론이 전환되

어 만들어진다(Carpino et al., 2004; Pereyra-Martinez et al., 
2001; Wiszniewska, 2002). 또한, 부정소에서 가장 풍부한 

활성화 형태의 안드로겐인 dihydrotestosterone(DHT)은 5α
-reductase(5α-RT)에 의해 테스토스테론으로부터 전환되는

데(Hinton et al., 1998), DHT는 정자의 운동성과 수정능 획

득, 정자와 난자의 상호작용, 정자와 zona pellucida(ZP) 또는 
난황과의 융합과 침투에 필수적이다(Holland et al., 1992; 
Lakoski et al., 1988; Boue et al., 1994; Saling, 1982).

Leydig 세포에 알킬화 반응을 유도하는 약물인 ethane 1,2- 

dimethane sulfonate(EDS)는 1회 주사를 통하여 선택적으로 

Leydig 세포의 자연사가 유도되어 주사 후 24시간 이내에 

75%, 3일 이내에 100%의 세포 사멸이 일어나며(Jackson & 
Jackson, 1984; Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001), 2
주부터 4주까지 일시적인 불임을 유발한다(Jackson, 1973). 
본 연구자들은 EDS 처리에 의한 Leydig cell 사멸에 의해 유

도되는 부정소 기능 부전과 회복 과정에서의 스테로이드 호

르몬 수용체, androgen-converting enzyme인 5α-RT과 P450 
arom의 발현 양상을 조사하였다.

재료 및 방법
1. 실험동물
상명대학교 실험동물 사육장에서 일정한 온도와 광주기

(18～22℃; 12시간 조명, 12시간 소등)와 먹이와 물의 접근

을 자유롭게 한 상태(ad libitum)에서 사육한 흰쥐(Sprague- 
Dawley strain)를 사용하였다. 성숙한 수컷 흰쥐(300～350 g 
B.W.; 생후 120～150일)에 vehicle(DMSO:DW=1:3 volume)
에 녹아 있는 EDS(75 mg/kg B.W.)를 1회 복강 주사하였으

며, 대조군은 vehicle(2 mL/kg B.W.)만 주사하였다. EDS는 

이전에 보고된 방법(Jackson & Jackson, 1984)을 따라 합성

하였다. 각각 1주 단위로 7주까지 희생시킨 후 부정소를 적

출하여 total RNA를 추출하였다.

2. RNA 추출과 Semi-quantitative RT-PCR
조직의 total RNA는 guanidium thiocyanate-phenol-chloro-

form extraction 방법(Chomczynski & Sacchi, 1987)에 따라 

추출하였다. 1 μg의 total RNA를 주형으로 0.5 μg의 dT20 
primer와 AccuPowerTM RT PreMix(Bioneer)를 사용하여 

최종 반응 volume 20 μL로 역전사하였다. PCR 반응은 1 
μL의 역전사 산물을 주형으로 하여 각각의 전사물에 해당

하는 primer들과 Taq DNA polymerase(Takara)를 사용하였
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Table 1. Primer sets for semi-quantitative RT-PCR analysis

Name of 
the gene

Sequence of primers
Size of 

fragment

ERα
5'-GTC GAT TCC GCA TGA TGA AC

378 bp
3'-AAT GTG CTG AAG TGG AGC TG

ERβ
5'-ACC ACC GAA TGC CAA GTT CT

270 bp
3'-GCA GGC TCT AAG GAT GTA AC

AR
5‘-AGA GTT TGG ATG GCT CCA GA

350 bp
3‘-TGC CAG AGA AGT AGT GCA GA

P450arom
5'-GAG AGA TCC GTC AAG GAC TT

494 bp
3'-ACT CGA GCC TGT GCA TTC TT

5α-RT2
5'-ATC CTG TGC TTA GGG AAA C

299 bp
3'-CAT ACG TAA ACA AGC CAC C

GAPDH
5'-CCA TCA CCA TCT TCC AGG AG

570 bp
3'-CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG

다. Table 1은 본 실험에서 사용된 primer들의 염기 서열과 

예상 산물 크기(bp)를 표시하였다. PCR 산물은 전기영동으

로 분리하였고, ethidium bromide로 염색 후 ImagerⅢ-1D 
main software(Bioneer)로 정량하였다. 정량을 위한 internal 
control PCR에서는 GAPDH primer를 사용하였다.

3. 통계 처리
실험 결과의 통계적 처리는 one-way ANOVA에 의해 P- 

value 0.05 이하를 통계적으로 유의하다고 판정하였다.

결  과
RT-PCR 실험 결과, 흰쥐 부정소의 ERα 유전자는 주사 

1주 후 유의하게 증가하여 최고치에 도달하였고(control vs 
W1=1.00 vs 1.53±0.17, P<0.01), 2주부터 감소하여 5주에

는 대조군 수준으로 회복하였다(Fig. 1). ERβ의 경우, 주사 

1주후에 최고치로 증가했다가(control vs W1= 1.00 vs 1.47± 
0.13, P<0.05) 급격히 감소하여 주사 2주 후(control vs W2= 
1.00 vs 0.31±0.18, P<0.05)와 3주 후(control vs W3=1.00 
vs 0.47±0.15, P<0.01)에 대조군보다 낮은 수준을 보이다가 

회복하여 주사 7주 후에는 대조군보다 유의하게 높은 수준

(control vs W7=1.00 vs 1.49±0.46, P<0.05)을 보였다(Fig. 
2). P450arom 발현은 EDS 주사 후 급격하게 감소하여 1주

후에 최소치에 이르며(control vs W1=1.00 vs 0.24±0.27,

Fig. 1. Semi-quantitative RT-PCR of the transcripts for ERα in
the epididymis from rats treated with EDS(75 mg/kg BW).
Each bar is the mean±SEM of repeated experiments(n=
4～7). The asterisks indicate significant differences from 
control value(**P<0.01) by ANOVA.

Fig. 2. Semi-quantitative RT-PCR of the transcripts for ERβ in
the epididymis from rats treated with EDS(75 mg/kg BW).
Each bar is the mean±SEM of repeated experiments(n=
4～7). The asterisks indicate significant differences from 
control value(*P<0.05, **P<0.01) by ANOVA.

P<0.01) 이러한 경향은 3주까지 계속되다가(control vs W3= 
1.00 vs 0.49±0.15, P<0.05) 4주 후부터 증가하여 대조군 수

준으로 회복하였다(Fig. 3). AR 유전자는 주사 후 증가하여 

2주 후에 최고치에 이르며(control vs W2=1.00 vs 2.04± 
0.85, P<0.01), 후에 다시 정상 수준으로 감소하였다(Fig. 4). 
5α-RT2는 주사 후 차츰 증가하는 경향을 보이다가 주사 4
주 후에 유의하게 상승한 후(control vs W4=1.00 vs 1.59± 
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Fig. 3. Semi-quantitative RT-PCR of the transcripts for P450arom
in the epididymis from rats treated with EDS(75 mg/kg
BW). Each bar is the mean±SEM of repeated experiments
(n=4～7). The asterisks indicate significant differences from
control value(*P<0.05, **P<0.01) by ANOVA.

Fig. 4. Semi-quantitative RT-PCR of the transcripts for AR in
the epididymis from rats treated with EDS(75 mg/kg BW).
Each bar is the mean±SEM of repeated experiments(n=
4～7). The asterisks indicate significant differences from
control value(**P<0.01) by ANOVA.

0.33, P<0.05) 대조군 수준으로 감소하였다(Fig. 5).

고  찰
EDS 모델은 1회 주사로 Leydig 세포를 선별적으로 사멸

시키고, 이후 전구세포들이 이를 보충하는 기작을 통해 정소 

Fig. 5. Semi-quantitative RT-PCR of the transcripts for 5α-RT2
in the epididymis from rats treated with EDS(75 mg/kg 
BW). Each bar is the mean±SEM of repeated experiments
(n=4～7). The asterisks indicate significant differences 
from control value(*P<0.05) by ANOVA. 

내 안드로겐 생합성 능력의 가역적인 손상과 회복을 유도할 

수 있기 때문에 정소절제모델(orchidectomized model, ORX)
보다 유용할 수 있다(Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001). 
본 연구자들은 이전 연구를 통하여 EDS 주사 후 부정소에서 

세포 자연사 관련 유전자 발현의 가역적인 변화가 유발되고

(Son & Lee, 2006), 뇌하수체에서도 생식소 자극 호르몬 유

전자들의 발현 역시 가역적으로 변화함을 관찰하였다(Son et 
al., 2007). 따라서 EDS 주사 모델은 생식호르몬들에 의한 

부속 생식기관들의 기능 조절에 관한 연구에도 유용할 것으

로 사료된다.  
부정소에서 에스트로겐 수용체(ER)는 α와 β 두 가지 유

형이 존재하는데, ERα는 부정소와 정소를 이어주는 수출소

관(efferent duct)의 섬모세포(ciliated cell)와 무섬모세포(non-
ciliated cell)의 핵에서 가장 많이 존재하며(Fisher et al., 1997), 
initial segment에도 존재하는 것으로 밝혀졌다(Hess et al., 
2002). ERβ는 initial segment에는 거의 존재하지 않지만, 
체부와 미부 그리고 수출소관에 풍부하게 존재함이 알려져 

있다(Hess et al., 2002). ERα 녹아웃 생쥐 실험 결과, 수출

소관에서 재흡수가 일어나지 않아 불임이 유발됨이 관찰되

었으나(Eddy et al., 1996; Dupont et al., 2000), ERβ 녹아

웃 생쥐는 수정 능력에 아무런 변화가 없었다(Krege et al., 
1998). 흰쥐에 에스트라다이올(estradiol)을 주사하면 ERα 
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유전자 발현은 감소하나 ERβ 발현은 변화가 없으며, 테스

토스테론 보충에 의해 ERβ 발현이 감소됨이 보고되었다(Oli-
veira et al., 2004). LH 수용체(LH-R) 녹아웃 생쥐의 부정소 

ERα 유전자 발현이 증가하고 ERβ 발현은 감소됨이 보고

되는데, 정소에서는 부정소와 상이한 결과가 나타남이 보고

되었다(Lei et al., 2003). 또한, EDS 모델에서 Leydig 세포

에서의 LH-R 유전자는 감소하는데 비해 ERβ의 발현은 증

가됨이 보고되었다(Sriraman et al., 2003). 이러한 사실들은 

LH-R과 ERα/ERβ 간에 상호 조절 기능이 존재할 가능성

을 의미한다.
안드로겐을 에스트로겐으로 전환시키는 P450arom은 수

출소관과 부정소에서 발현됨이 보고되었고(Carpino et al., 
2004; Pereyra-Martinez et al., 2001; Wiszniewska, 2002), 
부정소 배양을 통해 P450arom에 의해 전환된 에스트로겐이 

분비됨이 보고되었다(Wiszniewska, 2002). 본 연구 결과에

서는 P450arom 전사체가 부정소에 존재하고, 주사 후 3주 

동안 발현이 감소하는 것을 관찰하였다. ORX 모델을 사용

하여 항 안드로겐(flutamide)을 주사한 실험에서 부정소 P450 
arom mRNA 발현이 감소되고 DHT에 의해 회복됨이 보고

되었는데, 이는 부정소 P450arom 발현이 안드로겐과 LH에 

의해 주로 조절될 가능성을 시사한다(Shayu & Rao, 2006). 
한편, AR은 부정소의 두부와 미부의 상피세포와 간질세

포에 존재하며, 몇몇 종의 경우 수출소관의 섬모세포와 무섬

모세포에도 존재하는 것으로 알려져 있다(Yamashita, 2004; 
Zhou et al., 2002). AR은 테스토스테론과 DHT의 수용체로

서 이들의 작용을 매개하며, 테스토스테론보다는 DHT와의 

결합력이 더 좋은 것으로 알려져 있다(Wilson & French, 
1976). 본 연구에서 주사 후 2주까지 AR mRNA가 증가하는 

것을 관찰할 수 있는데, 다른 연구자 역시 EDS 주사 5일 후 

부정소에서 AR 발현이 증가함을 보고한 바 있다(Blok et al., 
1992). 이러한 부정소 AR 발현의 증가는 리간드인 테스토스

테론과 DHT의 감소에 의한 것으로 보인다. 테스토스테론을 

활성 안드로겐인 DHT로 전환시키는 5α-RT는 type1과 2가 

존재하는데(Russell & Wilson, 1994), 부정소와 기타 부속 

생식기관에는 type2가 다량 존재하면서 DHT로의 전환에 관

여하는 것으로 알려져 있다(Jin & Penning, 2001). 부정소와 

정소를 연결시켜주는 수출소관을 절제하여 정소로부터의 직

접적인 영향을 제거한 동물모델에서 부정소의 initial seg-
ment 부위의 5α-RT1 mRNA 수준은 감소하는데 비해 5α

-RT2 mRNA는 증가함이 보고되었다(Viger & Robaire, 1996). 
본 연구에서도 5α-RT2 mRNA는 EDS 주사후 4주까지 증

가하는 경향을 보였다. 이것은 부정소에서의 5α-RT2 뱔현

이 테스토스테론 결핍과 이에 수반되는 부정소의 생리적 변

화에 의해 조절됨을 시사한다.
결론적으로, 본 연구는 EDS 주사가 성 스테로이드 호르몬 

수용체들과 안드로겐 전환 효소들의 전사 활성에 가역적인 

변화를 유도함을 보여준 것이다. 이러한 EDS 주사 모델은 

부정소의 생리 조절 기작을 이해하는데 유용할 것으로 사료

된다.
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