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 어류의 번식은 뇌에서 분비되는 다양한 신경호르몬과 뇌하수체에서 분비되는 생식소 자극 호
르몬에 의해 조절된다. 극동산 뱀장어(Anguilla japonica)의 번식도 이 호르몬들의 작용에 의해 
조절되지만 성 성숙 시 신경호르몬이 뇌하수체 호르몬을 조절하는 방법은 완전히 밝혀지지 않
았다. 이전 연구에 의하면 progesterone (P4), melatonin 및 serotonin (5-HT) 등과 같은 신경호
르몬이 일부 어류의 번식 과정 조절에 관여하는 것으로 밝혀졌다. 본 연구에서는 뱀장어의 뇌
하수체를 초대 배양하였고, 안정화된 뇌하수체 세포에 P4, 17β-estradiol (E2), melatonin 및 5-
HT를 처리하였다. 이후 처리된 호르몬의 작용이 뇌하수체 세포에서 번식 관련 호르몬인 FSHβ, 
LHβ, GH 및 SL mRNA 발현에 어떤 영향을 미치는지 조사하였다. 본 연구를 수행한 결과, P4는 
뇌하수체 세포에서 FSHβ와 LHβ 발현을 증가시켰고, melatonin은 FSHβ와 LHβ 뿐만 아니라 GH
와 SL의 발현을 증가시켰다. 하지만 5-HT는 이 유전자의 mRNA 발현에 유의한 영향을 미치지 
않았다. 이상의 결과는 P4 또는 melatonin이 뱀장어의 초기 성 성숙에 중요한 역할을 할 수 
있음을 의미한다. 
 
Fish reproduction is regulated by various neurohormones secreted from the brain and 
gonadotropic hormones secreted from the pituitary. Reproduction of eel (Anguilla japonica) 
is also regulated by these hormones. However, how the neurohormones regulate the 
secretion of pituitary hormones during sexual maturation is not completely understood. 
Previous studies have shown that neurohormones such as progesterone (P4), melatonin 
and serotonin (5-HT) are involved in the regulation of reproductive processes in some fish. 
In this study, the eel pituitary was primary cultured, and stabilized pituitary cells were 
treated with P4, 17β-estradiol (E2), melatonin, or 5-HT. The effect of these treatments on 
the expression of FSHβ, LHβ, GH and SL mRNA was, then, investigated. P4 increased the 
expression of FSHβ and LHβ in pituitary cells, and melatonin increased the expression 
of GH and SL as well as FSHβ and LHβ. However, 5-HT did not significantly affect the 
expression of these mRNA. These results suggest that P4 and melatonin may play some 
important roles in the early sexual maturation of eels. 
 
Keywords: Progesterone(프로게스테론), Melatonin(멜라토닌), Serotonin(세로토닌), 
Reproduction-related genes(번식 관련 유전자), Anguilla japonica(극동산 뱀장어) 
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서 론 

극동산 뱀장어(eel, Anguilla japonica)는 복잡한 생활사로 인
해 실뱀장어를 잡아서 기르는 불완전한 양식으로 생산되고 있다. 
완전양식의 중요성이 증가함에 따라 호르몬 처리(SPE, salmon 
pituitary extract)에 의한 뱀장어 성 성숙 유도 연구가 진행되어 수
정란 생산, 자어 생산 및 실뱀장어로 변태 유도 등에 성공하였다
(Tanaka et al., 2003; Kim et al., 2013). 하지만 이 방법으로 생산한 
수정란들은 부화율이 낮고 배아 및 유생의 생존율이 낮아서 산업
적인 규모의 종자 생산이라는 목표를 달성하지 못하였다(Ohkubo 
et al., 2008; Kagawa et al., 2001). 따라서 이러한 문제를 해결하기 
위해서는 뱀장어 성 성숙 과정에 대한 이해 증진을 통해 현재 사
용되는 성숙 유도 기술을 개선해야 한다. 

경골어류의 성 성숙은 시상하부-뇌하수체-생식소(hypothalamus-
pituitary-gonad, HPG) 축을 중심으로 조절된다. 뇌에서 분비되는 
다양한 신경호르몬은 뇌하수체에 작용하여 번식과 관련된 뇌하수
체 호르몬들의 분비를 조절한다. 예를 들어 뇌의 시상하부에서 
분비되는 GnRH (gonadotropin releasing hormone)는 뇌하수체에 
작용하여 대표적인 생식소 자극 호르몬인 FSH (follicle-stimulating 
hormone) 및 LH (luteinizing hormone)의 분비를 자극하여 생식
소 발달을 유도한다. 또한 GnRH는 뇌하수체에서 GH (growth 
hormone) 및 SL (somatolactin)의 분비를 자극하기도 하는데(Le 
Gac et al., 1993; Bhandari et al., 2003), GH는 IGF-1 (insulin-like 
growth factor I)의 생산을 유도하여 생식소 자극 호르몬의 분비를 
자극하고(Huang et al., 1999; Hashizume et al., 2002), SL도 연어과 
어류의 성숙시기에 뇌하수체에서 발현이 증가한다(Benedet et al., 
2008). 뇌에서는 GnRH 뿐만 아니라 다양한 신경호르몬이 분비되
는데 이 중 일부가 본 연구실에서 실시한 선행연구에서 뱀장어
의 성 성숙과 관련이 있을 가능성이 있는 것으로 나타났다(Mun, 
2022). 

이 선행연구에서는 SPE 자극으로 성 성숙을 유도한 뱀장어 뇌
하수체의 전사체를 분석하여 성숙 유도에 의해 상향 또는 하향 
조절된 차별 발현 유전자(Differentially Expressed Genes, DEGs)를 
조사하였다. 차별 발현 유전자 중 progesterone receptor type 1 
(pgr1), growth regulating estrogen receptor binding 1 (greb1), solute 
carrier family 39 member 4 (slc39a4), tryptophan 5-hydroxylase 1 
(T5H1), 1,25-dihydroxyvitamin D(3) 24-hydroxylase (CYP24A1), mito- 
chondrial, alpha-2 adrenergic receptor-like (α 2A-AR)는 생식소 발
달이 시작된 뱀장어에서 미성숙 뱀장어보다 30배 이상 상향 조절
된 유전자였으며 이 6가지의 유전자 중 pgr1이 특히 높게 발현되
었다. 이러한 결과는 SPE에 자극을 받은 뇌하수체가 progesterone 
(P4)에 반응할 가능성이 높다는 것을 의미한다. 

P4는 경골어류에서 FSH와 LH 발현에 영향을 미쳐(Atteke et al., 
2003; Wang et al., 2016) 암컷의 최종 성숙 및 배란을 자극하며 수
컷에서는 정자의 성숙 및 운동성을 자극한다(Paulos et al., 2010). 

합성 progesterone인 progestin 중 17α, 20β-dihydroxy-4-pregnen-
3-one (DHP)는 대표적인 성숙 유도 스테로이드(MIS)로 알려져 있
으며 극동산 뱀장어의 최종 성숙 및 배란을 유도하는데 사용된다
(Ohta et al., 1996; Morini et al., 2017). 이 외에도 P4는 여러 생물
의 번식 과정에 영향을 미치는 것으로 밝혀졌다(Miura et al., 2006; 
Murack et al., 2011; Fang et al., 2018). 포유류에서는 P4 작용의 
상승효과와 관련하여 P4 처리 전 17β-estradiol (E2) priming의 중
요성에 대한 연구가 많이 진행되었다(Lagacé et al., 1980; Lesoon 
and Mahesh., 1992). 또한 P4가 melatonin에 의해 영향을 받아 
조절될 것으로 제기되었으며(Abecia et al., 2002; Nakamura et al., 
2003), P4가 5-HT에 의해서도 영향을 받는(Bódis et al., 1992) 등 
melatonin 및 5-HT가 P4와 상관관계가 있을 것으로 관찰되었다. 
이와 같이 P4의 작용에 대한 연구가 많이 진행되었지만 뱀장어의 
초기 성 성숙 및 번식에 관련하여 P4 처리에 대한 연구는 찾아보
기 힘들다. 

Melatonin은 주로 송과체에서 합성 및 분비되며, 계절 및 광주
기 등의 영향을 받아 체내에서 다양한 기능을 한다. 그 중 제브
라피쉬(Danio rerio), Atlantic croaker (Micropogonias undulatus), 무
지개송어(Oncorhynchus mykiss) 등을 포함한 다양한 경골어류에
서 melatonin의 처리가 생식소 자극 호르몬의 발현과 번식시스템
에 영향을 미치는 것으로 나타났다(Khan and Thomas, 1996; Díaz 
Rodríguez et al., 2001; Falcón et al., 2003; Carnevali et al., 2011). 유
럽뱀장어 및 극동산 뱀장어에서는 성 성숙 과정에 melatonin이 
부정적(Sébert et al., 2008) 또는 긍정적(Hyeon et al., 2021) 역할을 
할 것으로 보고되었다. 하지만 아직까지는 melatonin이 뱀장어 성 
성숙 및 번식에 어떤 역할을 하는지 불분명하다. 

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT)은 신경전달물질 및 신경호
르몬으로 작용하여 다양한 생리학적 기능을 수행한다(Seyedabadi 
et al., 2014). 그 중 금붕어(Carassius auratus), Atlantic croaker, 
Prussian carp (Carassius gibelio Bloch) 등 다양한 경골어류에서 
GnRH 분비, 생식소 자극 호르몬 분비, 생식소 성숙 등과 같이 광
범위한 번식 조절에 관여하는 것으로 나타났다(Khan and Thomas, 
1992; Wong et al., 1998; Sokolowska-Mikolajczyk et al., 2015). 그
러나 아직 뱀장어의 성숙에 미치는 5-HT의 영향에 대해서는 알려
진 바가 없다. 

본 연구에서는 미성숙 뱀장어 뇌하수체 세포를 초대 배양하여 
P4 처리에 의한 번식 관련 유전자의 mRNA 발현 변화와 P4 처리 
전 E2 priming이 P4의 작용을 증가시키는지 조사하였고(Exp. 1), 
melatonin 및 5-HT의 처리가 미성숙 뱀장어 뇌하수체 세포에서 
번식 관련 유전자의 mRNA 발현에 미치는 영향을 조사하였다
(Exp. 2). 이 후 번식 관련 유전자의 mRNA 발현을 유도한 P4 및 
melatonin이 수용체 발현에도 영향을 미치는지 확인하였다. 따라
서 본 연구의 목적은 호르몬 처리에 따른 미성숙 뱀장어 뇌하수
체의 mRNA 변화를 확인함으로써 초기 뱀장어 성숙에 있어서 각 
호르몬의 효과를 제안하는 데 있다. 
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재료 및 방법 

1. 실험어 

실험어는 양식산 뱀장어를 사용하였으며, 뇌하수체를 최적의 
상태로 유지하기 위해 실험 1(Exp. 1), 실험 2(Exp. 2)로 나누어 실
험을 진행하였다. Exp. 1에서는 gonadsomatic index (GSI) 0.23 ± 
0.25, hepatosomatic index (HSI) 1.6 ± 0.34인 뱀장어 35마리(체장 
63.1 ± 2.8 cm, 체고 4.5 ± 0.3 cm, 체중 516.5 ± 50.5 g)를 사용하였
고, Exp. 2에서는 GSI 0.77 ± 0.52, HSI 1.4 ± 0.26인 뱀장어 43마리(체
장 63.6 ± 4.2 cm, 체고 4.2 ± 0.3 cm, 체중 470.8 ± 56.7 g)를 사용하
였다. 모든 실험어는 미성숙한 상태였기 때문에 암수 구분 없이 
실험에 사용되었다. 

2. 뇌하수체 세포 배양 

적출한 뱀장어 뇌하수체는 Hank's Balanced Salt Solution (HBSS, 
Gibco)으로 개체 구분 없이 세척 후 칼로 자르고 trypsin-EDTA 
solution (Gibco)으로 세포를 분리한 후 27℃ incubator (JEIO TECH)
에서 1시간 동안 배양하였다. 배양 후 fetal bovine serum (FBS, 
Gibco)을 처리하여 trypsin-EDTA 반응을 정지시켰고 원심분리
(200 ×g, 4℃, 10 min) 후 상층액을 제거하였다. 펠렛은 L-15 
medium (Gibco) 89%, FBS 10%, Pen-Strep (Penicillin-Streptomycin, 
Gibco) 1%가 포함된 배양액에 현탁하였다. 충분히 세포를 분리한 
후 haemocytometer로 세포 수를 측정하고 trypan blue로 세포 생
존율을 확인하였다. 각각 1.1 × 106 cell/ml (Exp. 1), 6.4 × 105 cell/ml 
(Exp. 2)의 세포를 poly-L-lysin solution (Sigma)으로 코팅된 24-well 
plate에 seeding하여 27℃ incubator에서 4일간 세포를 안정화하였
다. 안정화기간에는 48시간 간격으로 배양액을 교체했다. 

3. 호르몬 준비 및 처리 

각 호르몬의 처리 농도 및 시간은 Lagacé et al. (1980); Somoza 
and Peter (1991); Sébert et al. (2008) 등의 연구결과를 참고해서 
결정하였고, melatonin 및 5-HT의 경우 이 연구에서 melatonin 및 
5-HT 처리 후 뇌하수체에서 생식소 자극 호르몬의 발현에 유의한 
차이가 나기 시작하는 농도를 저농도 처리구(L)의 농도로 정하였
고, 이 농도의 100배에 해당하는 농도를 고농도 처리구(H)의 농도
로 설정했다. 

P4 (Sigma) 및 E2 (Sigma)는 99.9% ethanol을 이용해 녹인 후 
처리하려는 농도까지 단계 희석하여 최종 ethanol 함량 0.001% 
이하, P4 50 nM, E2 20 nM이 함유되어 있는 배양액을 준비했다. 
Melatonin (Sigma) 및 5-HT (Sigma)는 99.9% ethanol을 이용해 
녹인 후 처리하려는 농도까지 단계 희석하여 최종 ethanol 함량 
0.01% 이하로, melatonin 0.2 μM, 20 μM, 5-HT 1 μM, 100 μM이 함

유되어 있는 배양액을 준비했다. 또한 본 연구에서 유도하려는 
호르몬인 FSH 및 LH는 기본적으로 GnRH의 자극에 의해 유도되
기 때문에 GnRH (Sigma)를 동일한 방법으로 단계희석 후 모든 배
지에 GnRH 500 nM이 함유된 배양액을 처리했다. 

준비된 호르몬은 뇌하수체 세포 배양 후 4일 뒤 안정화 된 뇌하
수체 세포에 처리해주었다. Exp. 1의 경우 E2 및 P4 처리 후 GnRH
를 처리하였고 Exp. 2의 경우에는 melatonin 및 5-HT를 저농도, 
고농도로 처리 후 GnRH를 처리했다(Table 1). 호르몬 처리 후에
는 27℃ incubator에 배양하여 호르몬에 대한 반응을 시켰으며 
호르몬을 처리하지 않는 경우에는 배양액만 교체해주고 동일하게 
27℃ incubator에 배양했다. 

4. RNA 추출 및 cDNA 합성 

세포로부터 TrizolTMReagent (Ambion)를 이용하여 제조사에서 제
시되어있는 방법에 따라 total RNA를 추출하였다. Trizol 처리 및 
균질화 후 chloroform (Sigma)을 추가하여 RNA 분리 후 원심분

Table 1. Hormones, concentrations and durations of each treat-
ment in the experiments 

 Experimental 
group 

Hormones, concentrations 
and durations of each 

treatment 

Experiment 1 

Control GnRH (500 nM, 2 h) 

P4 P4 (50 nM, 3 h), 
GnRH (500 nM, 2 h) 

E2 E2 (20 nM, 24 h), 
GnRH (500 nM, 2 h) 

E2+P4 
E2 (20 nM, 24 h), 
P4 (50 nM, 3 h), 
GnRH (500 nM, 2 h) 

Experiment 2 

Control GnRH (500 nM, 2 h) 

Melatonin L Melatonin (0.2 μM, 1 h), 
GnRH (500 nM, 2 h) 

Melatonin H Melatonin (20 μM, 1 h), 
GnRH (500 nM, 2 h) 

Control GnRH (500 nM, 2 h) 

5-HT L 5-HT (1 μM, 1 h), 
GnRH (500 nM, 2 h) 

5-HT H 5-HT (100 μM, 1 h), 
GnRH (500 nM, 2 h) 

P4: Progesterone, E2: 17β-estradiol, 5-HT: Serotonin, L: Low 
concentration, H: High concentration 
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리(4℃, 12,000 ×g, 20 min)하였다. Isopropanol (Sigma)로 RNA 
침전 후 원심분리(4℃, 12,000 ×g, 10 min)하였고 75% ethanol을 
사용하여 세척 후 다시 원심분리(4℃, 7,600 ×g, 5 min)하여 total 
RNA를 얻었다. Total RNA는 spectrophotometer (Nanodrop 2000, 
ThermoScientific)로 정량 후 TOPscripTMRT DryMIX (Enzynomics)를 
사용하여 cDNA를 합성하였고 남은 total RNA는 -80℃에 보관하
였다. 

5. qRT-PCR 

qRT-PCR은 ToprealTM qPCR 2X PreMIX SYBR Green (Enzynomics), 
DEPC (Intron), cDNA를 혼합하였다. β-actin을 대조유전자로 상대적
으로 정량하였고 본 실험에 사용된 각 유전자의 primer sequence
는 Table 2와 같다. qRT-PCR 조건은 initial denaturation (95℃, 
15 min), denaturation (95℃, 10 sec), annealing (60℃, 15 sec), 
elongation (72℃, 20 sec)으로 CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detec- 
tion System (Bio-Rad)을 이용하여 진행하였다. 

6. 통계 분석 

실험결과는 평균값과 표준오차(SEM)로 나타냈으며 one-way 

ANOVA를 이용하여 호르몬 처리에 따라 번식 관련 호르몬의 유
전자의 mRNA 발현이 달라지는지 조사하였고 Duncan test로 어
떤 호르몬 처리구 사이에 유의한 차이가 있는지 분석하였다(SPSS 
Statistics 20, p<0.05). 

결 과 

세포 배양 후 4일 동안 안정화된 뇌하수체 세포는 plate 바닥에 
부착되어 시간이 지날수록 넓게 퍼졌고, 모든 실험구의 세포 배양 
상태는 서로 차이가 없었다(Fig. 1). 이후 배양된 뇌하수체 세포에 
각각 다른 호르몬(Exp. 1은 Control, P4, E2, E2+P4, Exp. 2는 Control, 
Melatonin L, Melatonin H, 5-HT L, 5-HT H)을 처리 후 GnRH로 
FSHβ, LHβ, GH 및 SL의 유전자의 mRNA 발현을 유도하였다. Exp. 
1을 수행한 결과, 뇌하수체 세포에서 FSHβ와 LHβ 발현이 P4 단
독 처리구에서 유의하게 높았고(p<0.05), GH와 SL의 발현은 실험
구 사이에 유의한 차이가 관찰되지 않았다(p>0.05). 또한 pgr의 
발현은 E2 처리구에서 유의하게 증가하였으며(p<0.05), P4 처리에 
의해 mtr의 발현은 유의한 차이를 보이지 않았다(p>0.05) (Fig. 2). 

Table 2. Primer sequences for quantitative real-time PCR 

Gene  Primer sequence Product 
size 

β-actin 
F GAGACCTTCAACACCCCAG 

95 
R CCAGAGTCCATCACAATACCAG 

LHβ 
F GATCCCCATGTGACTTTCCC 

72 
R GCAGTCAGACGTGTCCATG 

FSHβ 
F CTCGCCAACATCTCCATCTC 

99 
R AGAATCCTGGGTGAAGCAC 

GH 
F TTACTCCGACTCCATCCCTAC 

117 
R GTCTTCAGAGGATACACCCATG 

SL 
F AAGCTGCTGGACCGAATCAT 

110 
R AGCTGGGCTCGTATCGAAGA 

pgr 
F GGGTAGTGACAGTGAGATTTGG 

116 
R CAGCCCAAGACAAATTTTCGG 

mtr 
F CGACAAGAACTCCCTGTGCTA 

175 
R CAGGATGAAGTGGAAGAAGACC 

pgr: P4 receptor, mtr: melatonin receptor 
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Exp. 2를 수행한 결과, melatonin 처리구의 경우 뇌하수체 세포
에서 FSHβ와 LHβ의 발현이 저농도 처리구에서 유의하게 증가하
였고(p<0.05), 함께 조사한 GH, SL의 발현도 저농도 처리구에서 
유의하게 증가하였다(p<0.05). 또한 melatonin 처리에 의한 mtr과 
pgr의 발현은 유의한 차이가 없었다(p>0.05) (Fig. 3). 5-HT 처리구
의 경우 뇌하수체 세포에서 대조구와 비교했을 때 유의한 차이가 
없었다(p>0.05). 하지만 처리구 사이에는 FSHβ와 LHβ의 발현이 
저농도 처리구에서 가장 높았고, GH와 SL의 발현은 고농도 처리
구에서 가장 높았다(p<0.05) (Fig. 4). 

 
 
 

고 찰 

1. P4 및 E2 처리에 의한 번식 관련 유전자의 mRNA 
발현 변화 

P4는 경골어류의 번식 과정에서 암컷의 최종 성숙과 배란을 자
극하거나 수컷에서 정자 성숙 및 운동성을 자극한다고 알려져 있
다(Paulos et al., 2010). 일반적으로 뱀장어 성숙 시 FSHβ는 성숙 
초기에 발현되고 LHβ는 성숙 후기에 발현된다(Saito et al., 2003; 
Jeng et al., 2007). 본 연구에서는 P4가 미성숙 뱀장어의 뇌하수체
에서 성숙 초기에 발현되는 FSHβ뿐만 아니라 LHβ의 발현을 증가
시켰다. 이와 동일하게 zebrafish의 배양된 뇌하수체에 progestin
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을 처리한 연구에서도 FSHβ 및 LHβ의 발현이 유의하게 증가하였
다(Wang et al., 2016). 또한 미성숙 무지개송어(O. mykiss)에서도 
P4를 복강 주사 시 뇌하수체에서 LH 수준이 유의하게 증가하였
고(Atteke et al., 2003), 어류에서 P4의 작용은 FSHβ 및 LHβ 유전자
의 mRNA 발현을 증가시키는 것으로 생각된다. 

본 연구에서는 E2 처리 시 FSHβ 및 LHβ의 발현은 유의한 차이
가 없었다. 이전 연구에서 뱀장어 뇌하수체 세포에 E2 처리 후 
FSHβ의 발현이 증가하였다(Aroua et al., 2007). 금붕어 뇌하수체
에서는 E2 처리 시 FSHβ 및 LHβ의 발현이 증가하였고, 그 효과
는 생식소 발달 초기, 후기에 따라 차이를 보였다. 또한 E2의 처
리 효과는 성숙 시기 및 E2 처리 농도에 영향을 받기 때문에
(Huggard-Nelson et al., 2002) 본 연구에서 FSHβ 및 LHβ의 발현

이 차이가 나타나지 않았을 것이다. 
GH의 경우 모든 처리구에서 유의한 차이가 없었다. 동일하게 

유럽뱀장어(Anguilla anguilla)에서도 뇌하수체에 P4 처리 후 GH 
방출에 유의미한 영향을 미치지 않았다(Rousseau et al., 2002). 
암컷 잉어에서는 P4 및 E2의 처리가 농도에 따라 GH의 분비를 
조절했다. 그러나 고농도에서는 오히려 GH의 분비를 유도하지 
못했고 적정 농도의 처리가 GH의 분비를 자극한다고 보고했다
(Degani et al., 1996). GH의 발현은 어종이나 P4 및 E2 처리 농도에 
의해 차이가 나타나는 것으로 보이며, 이로 인해 미성숙 뱀장어의 
뇌하수체 세포에서는 GH의 발현을 유도하지 못했을 것으로 생각
된다. 

SL의 경우에도 모든 처리구에서 유의한 차이가 나타나지 않았
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다. 이전 연구에서는 E2 처리에 의해 SL의 발현이 억제 또는 증가
하였다(Astola et al., 2004; Onuma et al., 2005). E2는 SL 프로모터의 
활성화에 관여하고 유전자 전사를 활성화시키는 POU 계열 전사 
인자인 Pit-1을 자극하여 SL의 발현에 영향을 미친다(Onuma et al., 
2005). 뱀장어에서는 후기 난황형성 단계로 갈수록 SL의 분비가 
증가했다(Ozaki et al., 2007). 본 연구에서 P4 처리는 FSHβ 및 LHβ
을 유도하였지만 GH 및 SL 발현에는 유의한 차이가 없었다. 이 
같은 결과는 P4가 뱀장어에서 FSHβ 및 LHβ의 유전자의 mRNA 
발현은 유도할 수 있지만 GH 및 SL의 mRNA 발현은 유도하지 않
을 가능성이 있다. 하지만 P4 처리 후 SL의 발현 변화와 관련된 
연구가 많이 진행되지 않았기 때문에 P4의 작용은 아직까지 불분
명하다. 

현재까지 P4 처리에 관하여 mtr의 발현에 어떤 영향을 미치는
지에 대해 연구가 진행되지 않아 작용 메커니즘은 알 수 없다. 하
지만 본 연구에서는 P4가 mtr의 발현을 유도하지 않았고, P4 처
리에 의한 pgr의 발현도 유의한 차이가 없었다. Zebrafish에서도 
P4 처리는 FSHβ의 발현을 증가시켰으나 pgr의 발현은 유의한 차
이가 없었다(Liang et al., 2019). 또한 zebrafish의 배양된 뇌하수
체에 progestin 처리한 연구에서는 FSHβ의 경우 progestin이 pgr
에 의해 매개되어 FSHβ의 발현을 증가시킬 것이라고 주장하였다
(Wang et al., 2016). 그렇지만 본 연구에서 P4의 처리가 FSHβ의 발
현 증가는 유도하였지만 pgr의 발현에 유의한 증가를 유도하지는 

않았다. 이는 P4 처리에 의한 FSHβ 발현 유도 시 pgr은 제한요인
으로 작용하지는 않는 것으로 보인다. LHβ의 경우에도 pgr과 무
관하게 P4 처리에 의해 해당 유전자 발현이 증가되었다. 기존 연
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구결과를 보면 LHβ의 경우 pgr 매개 없이도 progestin 처리에 의
해 발현이 증가되었다(Wang et al., 2016). 따라서 P4 처리 후 FSHβ 
및 LHβ 발현에 있어서 pgr이 크게 영향을 미치지 않을 가능성이 
있다. 

본 연구에서 E2의 처리는 pgr의 발현 증가를 유도하였고, P4의 
효과를 상승시킬 것이라 기대하였으나 FSHβ 및 LHβ의 발현을 상
승시키지 못했다. 포유동물(Lagacé et al., 1980; Lesoon and Mahesh, 
1992), 미성숙 무지개송어의 연구에서도(Atteke et al., 2003) E2와 
P4를 함께 처리 시 단독 처리구에 비해서 뇌하수체에서 FSHβ 및 
LHβ 발현의 상승효과를 나타내지 않았다. E2의 처리는 pgr의 증
가와 estrogen receptor (esr)의 감소로 인해 단기적으로는 FSHβ 및 
LHβ의 발현 증가를 불러올 수 있지만, 이는 E2 처리 농도 및 시간
의 적절성에 달려있다(Lesoon and Mahesh, 1992). 그러므로 E2는 
pgr의 발현을 증가시키지만 이로 인해 P4의 작용을 극대화시키
지는 않는다. 

2. Melatonin 및 5-HT 처리에 의한 번식 관련 유
전자의 mRNA 발현 변화 

Melatonin 및 5-HT는 중추 및 말초신경에 작용하여 어류의 성
숙 및 번식에 영향을 미친다(Prasad et al., 2015; Maitra and Hasan, 
2016). 본 연구에서 뇌하수체 세포에 대한 melatonin의 처리는 저
농도 처리구에서 FSHβ와 LHβ의 발현을 유의하게 증가시켰으나 
고농도 처리구에서는 대조구와 유의한 차이가 없었다. 이러한 결
과는 melatonin이 뇌하수체 세포의 생식소 자극 호르몬 분비에 
영향을 미칠 수 있음을 의미한다. 다만 유효한 작용을 위해서는 
너무 높은 농도는 적합하지 않을 것으로 판단된다. 선행연구에서
는 melatonin에 의한 독성은 매우 낮았고, 어종마다 melatonin의 
적정 농도가 다를 것으로 나타난 바 있다(Adriaens et al., 2006). 

연어과 어류를 포함한 일부 어종에서 melatonin의 처리는 FSHβ 
및 LHβ 발현에 영향을 미치지 않거나 감소를 유도하였다(Amano 
et al., 2004). 암컷 유럽뱀장어에서도 멜라토닌 implant를 장기간 
복강에 삽입한 후 뇌하수체에서 FSHβ와 LHβ의 발현이 유의하게 
감소하였다. 이 연구에서 장기간의 melatonin 처리가 뇌에서 도파
민의 합성을 조절하는 tyrosine hydroxylase (TH)의 발현을 증가시
켰고 TH에 의해 생성된 도파민이 생식소 자극 호르몬 발현을 억
제하였다고 주장하였다(Sébert et al., 2008). 그러나 본 연구에서는 
오히려 FSHβ와 LHβ의 발현을 증가시켰다. 본 연구는 in vitro로 
진행되어 뇌에서 만들어진 도파민에 의한 억제가 없는 환경이기 
때문에 melatonin과 함께 처리한 GnRH에 의해 FSHβ와 LHβ 유전
자 발현이 유도되었을 가능성이 있다(Fig. 5). 

Melatonin 저농도 처리는 GH와 SL의 발현도 유의하게 증가시
켰다. 암컷 무지개송어의 배양된 뇌하수체에 melatonin을 처리한 
연구에서는 GH의 발현이 농도 의존적으로 유의하게 증가하였고
(Falcón et al., 2003), 대서양연어에서도 멜라토닌 implant를 장기간 

이식 시 혈장 GH가 유의하게 증가하였다(Handeland et al., 2013). 
Falcón et al. (2003)은 melatonin에 영향을 받은 somatotrophs이 
GH 분비를 조절하며, 야간에 cyclic AMP가 증가하였을 때 GH 분
비를 자극한다고 주장하였다(Fig. 5). SL의 경우 melatonin 처리가 
어떤 메커니즘으로 SL의 mRNA 발현을 조절하는지 현재는 알 수 
없지만 뱀장어에서는 melatonin의 처리가 SL의 발현도 조절하는 
것으로 관찰된다. 

P4 처리의 결과와 마찬가지로 melatonin 처리 후에도 mtr 및 
pgr의 발현에는 유의한 변화가 없었다. 본 연구결과와 달리 포유
류에서는 melatonin 주사 후 콜레스테롤이 P4로 합성되는데 중요
한 효소인 P450scc를 감소시켜 황체에서 P4의 분비를 억제했다
(Webley and Hearn, 1987). 이와 반대로 Fang et al. (2019)은 mela- 
tonin 처리가 PI3K/AKT 신호 전달 경로를 활성화해 steroidogenic 
acute regulatory protein (StAR)을 상향 조절하고 StAR은 P4 합성
에 필요한 콜레스테롤 운반하여 P4의 분비를 유도할 수 있다고 
주장하였다. 또한 melatonin의 처리가 P4 합성에 아무런 영향을 
미치지 않은 결과도 있다(Peltier et al., 1998). Melatonin 처리 후 
수용체의 변화는 pgr의 경우 포유류 자궁에서 유의하게 증가하였
다(Abd-Allah et al., 2003). 또 다른 연구에서는 melatonin 주사 후 
P4의 증가를 유도하였지만 mtr와 pgr의 증가를 유도하지 않았고, 
melatonin과 에탄올의 동시 투여가 수용체의 증가를 유도하여 에
탄올과 멜라토닌이 함께 작용할 것이라고 시사하였다(Chuffa et al., 
2013). 이전 연구에 의하면 melatonin이 P4 합성에 미치는 영향은 
실험 조건이나 생물에 따라서 다를 것으로 예상되며, melatonin 
처리에 의한 P4와 pgr 및 mtr의 합성 및 증가는 동일하게 조절하
지는 않을 것으로 생각된다. 

5-HT의 경우 본 연구에서 조사한 모든 유전자의 mRNA 발현이 
대조구와 5-HT를 처리구 사이에 유의한 차이를 나타내지 않았
고, FSHβ 및 LHβ와 GH 및 SL의 발현이 서로 반대로 발현되는 경
향이 나타났다. 금붕어 뇌하수체 세포에 5-HT를 처리한 연구에서
는 GTH 분비가 농도 의존적으로 증가하였고 GH의 분비는 농도 
의존적으로 감소하였다(Somoza and Peter, 1991; Wong et al., 1998). 
이 외에도 다양한 어류에서 5-HT의 처리는 GTH의 분비를 유의하
게 증가시켰다(Khan and Thomas, 1992; Sokolowska-Mikolajczyk 
et al., 2015). Wong et al. (1998)은 5-HT가 gonadotrophs와 somato- 
trophs의 5-HT 수용체와 결합하며, 5-HT2 작용제인 α methyl 5-
HT에 의해서 GTH 분비를 유도하고 GH 분비 억제할 것이라고 제
시하였다. 또한 Sokolowska-Mikolajczyk et al. (2015)는 5-HT와 도
파민과의 상호작용이 LH 분비를 유도할 것이라고 하였다. 이전 
연구에 의하면 5-HT가 대부분의 어류에서 GTH의 분비를 유도하
고 GH의 분비를 억제하는 것으로 보인다. 5-HT 처리에 의한 SL 
발현 조절에 관하여 현재까지 밝혀진 바 없으며, 뱀장어에서는 5-
HT의 처리가 번식 관련 유전자의 mRNA 발현에 영향을 미칠 가
능성이 낮을 것으로 생각된다. 

본 연구에서는 미성숙한 뱀장어의 뇌하수체 세포에 다양한 호
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르몬을 처리하였고, 이 중 P4 또는 melatonin의 처리가 번식 관련 
유전자의 mRNA 발현에 영향을 미친다는 것을 확인하였다. 본 연
구에서는 세포 수준에서 생식소 자극 호르몬 유전자의 발현을 관
찰하였고, 실제 뱀장어 체내에서의 작용은 본 연구결과와 다를 
수도 있을 것이다. 그럼에도 불구하고 이 두 호르몬은 뱀장어의 
번식에 관여할 가능성이 높아 보이며, 뱀장어 번식 유도 기술의 
개선을 위한 추후 연구의 대상으로 주목해볼 필요가 있다. 
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