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망둑(Chasmichthys dolichognathus)의 성숙기 난모세포에서의 
C21-스테로이드 생성 

백  혜  자
†

부경 학교 자원생물학과
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during Oocyte Maturation 
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ABSTRACT : To investigate the C21-steroids produced from maturating oocytes in the longchin goby, Chasmichthys 
dolichognathus, the oocytes (0.74～0.97 mm) were incubated with radiolabeled 17α-hydroxyprogesterone (3H-17αOHP) for 
24 hours. The resulting metabolites were analyzed by thin layer chromatography and identified by gas chromatography-mass 
spectrometry. Two C21-steroids, 17α-hydroxy,20α-dihydroprogesterone (17α20αP) and 17α-hydroxy,20β-dihydropro-
gesterone (17α20βP), were converted from 3H-17αOHP in the maturing oocytes. These two main metabolites were 
detected at 0.80 mm diameter oocytes or greater. In addition, the effects of these metabolites on in vitro germinal vesicle 
breakdown (GVBD) were tested. The sensitivity of oocytes to the induction of GVBD was greater at 17α20βP than 17α

20αP. This result showed that 17α20βP is a major maturation inducing steroid (MIS) in longchin goby, suggesting 17α20α

P may play a role in regulating the oocyte maturation process. 
Key words : Chasmichthys dolichognathus, Goby, Maturation inducing steroid, C21-steroids, Oocytes, GVBD.

요  약 : 망둑의 난모세포 성숙과정에서 생성되는 주요 성 스테로이드 호르몬, C21-스테로이드를 분석하고자 구물질 
3H-17αhydroxyprogesterone (3H-17αOHP)를 성숙기 난모세포(난경 0.74～0.97 mm) 배양 기에 첨가하여 24시간 배양하

다. 스테로이드 사물질 분석과 동정은 thin layer chromatography와 gaschromatography-mass spectrometry로 이루어졌

다. 3H-17αOHP로부터 생성된 주요 성 스테로이드 사물질은 17α-hydroxy,20α-dihydroprogesterone (17α20αP)와 17
α-hydroxy,20β-dihydroprogesterone (17α20βP)로 확인되었다. 이들 사물질은 난경 0.80 mm 이상에서 찰되었으며, 
GVBD (germinal vesicle breakdown) 유도 효능 테스트에서 망둑의 난모세포는 17α20βP에 더 민감하게 반응하 다. 
이러한 결과는 망둑의 난소성숙 과정에 17α20αP와 17α20βP이 모두 여하나, MIS (maturation inducing steroid)로
서의 가능성은 17α20βP이 더 큰 것으로 찰되었다.

†
교신 자: 부산 역시 남구 연3동 599-1, 부경 학교 자원생물학

과 (우) 608-737, ( ) +82-51-629-5924, (팩) +82-51-629-5931, E-mail:
hjbaek@pknu.ac.kr

서  론
경골어류의 난모세포 성숙 과정은 여포층에서 생성․분비

되는 성 스테로이드 호르몬에 의해 조 되며, 뇌하수체의 생

식선자극호르몬(gonadotropin; GtH)이 그 매개체 역할을 하

고 있다(Fostier et al., 1983; Goetz, 1983; Nagahama, 1983). 

성 스테로이드 호르몬 에서도 C21-스테로이드가 난모세포 

성숙 과정에 요한 역할을 하는 것으로 알려져 있으며, 특
히 progesterone의 유도체인 20α-와 20β-hydroxy group을 

가지고 있는 스테로이드, 17α-hydroxy,20α-dihydroproge-
sterone (17α20αP), 17α-hydroxy,20β-dihydroprogeste-
rone (17α20βP) 그리고 17α,20β,21-trihydroxy-4- preg-
nen-3-one (17α20β21P)가 성숙유도 과정에 효과 인 것

으로 보고하 다(Canario & Scott, 1989, 1990; Nagahama, 
1997; Rocha & Reis-Henrique, 1998, 2000; Pankhurst & 
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Riple, 2000). 몇몇 어종에서는 11-oxygenated corticoste-
roids도 난소성숙 유도에 효과 이라고 보고된 바 있다

(Goetz, 1983).   
이러한 연구 결과들을 근거로 최근에는 경골어류의 난모

세포 성숙과정에 두 종류의 C21-스테로이드, 17α20βP와 

17α20β21P의 존재를 부각시키고 있다. 특히, 자는 연어

류외 기타 경골어류(Nagahama & Adachi, 1985; Scott & 
Canario, 1987; Baek, 1990; Nagahama, 1997)에서, 후자는 

민어류(Thomas & Trant, 1989; Patino & Thomas, 1990)와 

농어류(King et al., 1997; Rocha & Reis-Henriques, 1999)
에서 성숙유도 스테로이드(maturation inducing steroid, MIS)
로 알려져 있다. 민어류와 농어류에서는 두 종류 모두 MIS
일 가능성을 제시하 다(Trant & Thomas, 1988; Berlinsky 
& Specker, 1991; King et al., 1994a,b; Sorbera et al., 
1999). 한, 17α20βP와 17α20β21P는 경골어류의 최종

성숙에 연이어 나타나는 과정인 배란유도에도 요한 역할

을 한다(Pinter & Thomas, 1999). 그러나 MIS의 종류와 생

리  역할은 여 히 불분명하다.
어류의 난모세포 성숙과정에 여하는 progestins의 종류

와 MIS의 정확한 동정은 난모세포의 성숙을 인 으로 제

어하고자 하는 양식 장이나 어류 난자를 얻고자 하는 연구

분야에 요한 자료로 활용되며, 한 유해환경오염 물질에 

노출된 어류의 번식력 평가에 과학  근거자료로도 활용된

다.
본 연구에서는 우리나라 연안의 오염 지표종으로 생각되

는 망둑, Chasmichthys dolichognathus를 상으로 난모

세포의 성숙과정에서 생성․분비되는 C21-스테로이드의 종

류와 그 외 다른 성숙 련 스테로이드 물질의 존재 가능성

을 밝히고자 한다.   

재료 및 방법
1. 실험어 및 난모세포 배양
실험어는 4～5월에 부산 동백섬에서 채집한 장 5.4～

7.2 cm, 체  1.4～3.9 g을 상으로 하 다. 실험어는 2-phe-
noxy-ethanol로 마취 후 무균상태에서 난소를 취하 다. 

취된 난소는 ice-cold BSS (balanced salt solution, 132.96 
mM NaCl, 3.09 mM KCl, 0.28 mM MgSO4·7H2O, 0.98 
mM MgCl2·6H2O, 3.40 mM CaCl2·6H2O, 3.65 mM 

HEPES)로 세척한 뒤 상분석장치(Image-Pro, Media Cyber-
netics, USA)를 이용하여 난경을 측정한 후 난모세포들을 하

나씩 분리하 다. 핵이 거의 앙에 치 는 앙에서 이

동 인 난모세포들을 선택하여 24 well plates에 well당 

Leibovitz's L-15 (L-15) 배양액(Gibco) 1 mL에 20개의 난

모세포를 분주한 뒤 방사선으로 표지된 스테로이드 구물

질인 [3H]-17αhydroxyprogesterone ([3H]-17αOHP, Amersham)
을 첨가하여(1.5～2.0 μCi) 24시간 배양하 다.

BSS와 L-15 배양액의 pH는 7.7, 삼투농도는 300 millio-
smol로 조 하 다.

2. 스테로이드 호르몬 대사물질 분석
배양 후 난모세포와 배양액은 함께 80% ethanol로 균질화

하여 원심분리한 후 상등액만을 모아 건조시킨 뒤 증류수 

500 uL에 용해시켜 dichloromethane으로 2번 추출하여 유

리 스테로이드(free steroids)만을 얻어 TLC에 사용하 다.
스테로이드 추출물은 스테로이드 표 물질과 동시에 실리

카겔을 입힌 얇은막 지지체(60F254, Merck)에 시킨 후 

폐된 혼합용매(benzene:acetone=80 : 20와 Benzene : ethyl- 
acetate=80 : 20) 속에서 개시켰다. 일정시간 후 얇은 막을 

건조시킨 뒤 자외등(254 nm)이나 발색시약을 뿌려 사물질

의 반 을 확인하 다. 얇은 막에 나타난 사물질들은 방사

선 사진법(autoradiography, Fuji Bas 3000)으로 재확인하

으며, 재확인된 반 에 해당되는 실리카겔 밴드를 잘라 5 
mL의 혼합용매(dichloromethane : methanol=9 : 1)로 용리

하 다. 이후 gaschromatography-mass spectrometry (Shimadzu 
GC-MS QP2010)을 이용하여 각 사물질을 동정하 다. 사
용한 column은 DB-5MS (60 m×0.25 mm×0.25 μm), 온도 

로그램은 injector 온도는 280℃, oven 온도는 80℃에서 2
분간 유지하 고, 증온 온도를 5℃/min으로 하여 최종온도가 

300℃가 되도록 한 후 5분간 300℃를 유지하도록 하 다. 

결  과 
망둑의 산란시기에 난소 성숙이 진행 인 것으로 추정

되는 개체들을 상으로(평균 난경 0.74∼0.97 mm) 구물

질 3H-17αhydroxyprogesterone (3H-17αOHP)를 첨가하여 

24시간 배양한 뒤 생성된 주요 성 스테로이드 사물질들은 

Fig. 1과 같다. 
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Fig. 1. Autoradiograms of steroid metabolites produced by long-
chin goby maturational oocytes (0.74, 0.80 and 0.97 mm)
incubated with 3H-17αhydroxyprogesterone for 24 hrs. 
T, testosterone; E2, estradiol-17β; Δ4, androstenedione;
E1, estrone; 17α20αP, 17α-hydroxy,20α-dihydroprogeste-
rone; 17α20βP, 17α-hydroxy,20β-dihydroprogesterone.

평균 난경이 0.74 mm인 난모세포에서는 3H-17αOHP로

부터 생성된 TLC 상의 반 은 testosterone (T)+estradiol-17
β (E2)와 androstenedione (Δ4)+estrone (E1) 등의 표 물

질 치와 일치하 다. 평균난경 0.80과 0.97 mm의 경우에

는 17α20αP, 17α20βP, T+E2 그리고 Δ4+E1 등의 표

물질 치와 일치하 다. 이후 C21-스테로이드인 17α20αP
와 17α20βP에 해당되는 TLC 상의 실리카겔 밴드를 잘라 

용리하여 GC-MS로 재분석한 결과, 이들 반 은 3H-17α

OHP의 사물질로 확인되었다(Fig. 2). 
C21-스테로이드, 17α20αP와 17α20βP이 망둑의 난

모세포성숙 과정에 어떠한 향을 미치는지 알아보기 하

여 난경 0.82 mm인 난모세포들을 상으로 in vitro GVBD 
(germinal vesicle breakdown) 효과를 측정하 다(Fig. 3). 

조구에 비해 17α20βP로 처리한 모든 농도의 실험구(5, 
50, 500 ng/mL)에서 GVBD 유도 효과를 보 으며, 배란 

상도 찰되었다. 17α20αP는 50과 500 ng/mL에서 GVBD 
유도 효과가 찰되었으나 배란 상은 찰되지 않았다.

고  찰
망둑의 성숙기 난모세포를 상으로 구물질 

3H-17α

hydroxyprogesterone를 첨가하여 24시간 배양 뒤 생성된 

C21-스테로이드는 17α20βP, 17α20αP로 확인되었으며, 
이들 스테로이드는 난경 0.80 mm 이상의 개체에서 찰되

었다. In vitro 상태에서 17α20βP와 17α20αP의 GVBD 
유도 효과를 비교 테스트한 결과 17α20βP에 한 반응이 

더 높은 것으로 나타났다.
연어류외 기타 경골어류(Nagahama & Adachi, 1985; Scott 

& Canario, 1987; Baek, 1990; Nagahama, 1997)에서 MIS 
(maturation inducing steroid)로 알려진 17α20βP는 망

둑의 난소 성숙기에 합성․분비되어 최종성숙과 배란 과정

에 요한 역할을 하는 것으로 생각된다. 그러나 yellow 
perch, Perca flavescens 경우 17α20βP의  농도는 난

성숙 시기에 아주 낮거나 거의 측정이 되지 않아  다른 난

성숙 스테로이드, 17α20αP의 존재를 확인하 다(Theofan 
and Goetz, 1983). Canario & Scott (1989, 1990, 1991)는 

marine flatfish, Limanda limanda의 난소조직에서 17α20
αP이 합성되었으며, HCG로 자극을 받은 개체에서는 17α

20αP이 다른 C21-스테로이드보다 고농도로 존재한다고 보

고하여 MIS로서의 요성을 강조하 다. 이와 유사한 결과

는 범가자미, Verasper variegatus에서도 보고되었다(Baek, 
2001). 본 연구에서 17α20αP이 MIS일 가능성 여부는 명

확하지 않으나, 망둑의 난소성숙과 련이 있는 것은 사실

인 것으로 보인다 

C21-스테로이드 에서 난소성숙 유도에 한 progesto-
gens의 역할은 많은 어종에서 언 되었으며, 특히 17α20β

P이 가장 효과 인 스테로이드로 알려져 있지만(Goetz, 1983), 
민어류와 농어류에서는 MIS로서 17α20βP뿐만 아니라 17
α20β21P도 요하며, 이들은 GVBD에 연이어 나타나는 

과정인 배란에도 요한 역할을 한다고 하 다(Trant & Tho-
mas, 1988; Berlinsky & Specker, 1991; King et al., 1994 
a,b; Pinter & Thomas, 1999). Sorbera et al. (1999)은 in 
vitro 실험에서 17α20βP와 17α20β21P 모두 gonado-
tropins에 의해 자극 받은 난모세포의 성숙을 유도할 수 있으

며, 난모세포들은 17α20βP에 더 민감하게 반응한다고 하

다. 
Striped bass (Morone saxatilis)의 경우 17α20βP와 17

α20β21P 모두 난소의 최종성숙과정에 요한 스테로이드

임을 강조하 으나(Berlinsky and Specker, 1991; King et 
al., 1994a,b), 이 시기의 난소막 수용체 실험결과에 의해 17
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Fig. 2. Gas chromatogram (A) and mass spectrum (B and C) of metabolites from 3H-17αhydroxyprogesterone after TLC elution. B:
17α-hydroxy,20α-dihydroxyprogesterone, C: 17α-hydroxy,20β-dihydroprogesterone.
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Fig. 3. The effects of 17α-hydroxy,20β-dihydroprogesterone (17α20βP) and 17α-hydroxy,20α-dihydroxyprogesterone (17α20αP) 
on in vitro GVBD (diameter=0.82 mm) in longchin goby. Asterisks indicate significant differences from controls by ANOVA
analysis (P<0.05).

α20β21P이 Striped bass의 MIS라고 주장하 다(King et 
al., 1997). 

본 실험에서 17α20β21P의 존재는 확인되지 않았다. GBVD 
직 의 난모세포(난경 0.97 mm)에서 미확인된 반 이 찰

되었으므로 다른 C21-스테로이드의 존재 가능성도 있다고 생

각된다. 그러나 이것이 망둑의 난소성숙 과정에 주 역할을 

하는가의 여부는 연구가 더 필요하다. 
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