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쏨뱅이, Sebastiscus marmoratus의 vitellogenin 단클론 항체생산 및 
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In order to establish bio-marker systems for the screening of endocrine-disrupting chemicals contaminated in various 
environment, Vitellogenin(Vtg) bio-marker have been developed to detect Scorpion fish’s(Sebastiscus marmoratus) 
Vtg. Vtg has been induced by administration of estradiol into S. marmoratus, and purified by gel filtration and 
ion-exchange chromatography from serum of the fish. After immunization of the purified Vtg into BALB/c mouse, 
hybridomas secreting anti-Vtg antibodies have been produced. The size of induced Vtg in the serum was about 440 
kDa by gel filtration using Sepharose CL-6B. By SDS-PAGE analysis, the main band of Vtg, however, was at 175 
kDa, and several minor bands have been detected with the main band. Eight different monoclonal antibodies have 
been produced from established hybridomas and the antibodies did not cross-react with sera from different species 
of fishes tested in this study except with that of Sebastes hubbsi. These results suggested that the monoclonal antibody 
of S28 and S15 can used as capture and tracer antibodies for ELISA and ICG assays. The detection systems developed 
in this study can be used as Bio-marker assays to check endocrine disrupting activity of various chemicals as well 
as to detect known endocrine disrupting chemicals contaminated in environment.
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산업혁명 이후 수많은 종류의 화학물질이 개발되

어 인류의 복지증진에 기여해 왔으나, 이러한 물질 

중 내분비계 장애물질(endocrine disrupting chemicals; 
EDs)이라 불리는 것들은 내분비계에 영향을 미쳐 
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인간이나 동물의 번식장애 등의 건강에 위해를 주는 

것으로 큰 문제가 되고 있다(최, 등 1985; Laughlin 
1986; John et al., 1995; Batley, 1996; 안, 1998; 이, 1998). 

EDs란 내분비 호르몬계의 정상적인 기능을 방해

하는 물질로서 환경에 배출된 물질이 체내에 유입되

어 마치 호르몬처럼 작용하는 화학물질을 지칭한다

(국립환경연구원, 2004; 강 등, 1999), 이러한 물질들



김영주⋅임윤규⋅여인규242

은 정상적인 호르몬의 수용체에 작용하여 비정상적

인 여러가지 생리작용을 야기시키는데(Lazier et al., 
1993; Lovell et al., 1995), EDs는 내인성 호르몬의 

활성과 유사하거나, 정반대 작용을 하여 체내조절기

능의 이상을 초래하게 되며 이 물질로 인하여 항상성, 
번식, 발생과정에 관여하는 내인성 호르몬의 합성, 
분비, 수송, 결합, 활성, 제거단계를 방해한다

(Wastson, 1995; Yadetie et al., 1999). 
환경오염에 의한 어류에 미치는 내분비계 장애물

질에 관한 보고로는 1980년대 후반, 영국 각지에서 

암수 구분이 어려운 물고기가 대량 발견된 예가 있으

며, 그 원인을 조사해 본 결과, 합성세제와 유화제의 

성분인 비이온성 계면활성제의 분해물인 알킬페놀

이 다량 검출되었고, 그 후 학자들은 무지개송어를 

키우는 수조에 알킬페놀을 투여하여 본 결과, 수컷의 

정소발달이 방해받는다는 사실을 실험적으로 밝혔

다(Norberte et al., 1999).
이와같은 EDS에 속하는 다양한 화학물질 각각을 

대상으로 내분비교란성을 검사하거나, 그러한 물질

에 노출여부를 일일이 개별적으로 검출하는 것은 매

우 어렵고 비현실적이다. 그러므로 이러한 목적의 

생체지표(bio-marker)를 이용한 실험시도가 진행되

고 있으며(Ryu et al., 1999; Scott et al., 1995), 이를 

위한 시험방법으로는 에스트로젠성 화합물 검출을 

위한 표지자로서의 Calbindin 성질을 이용한 외인성 

호르몬 영향을 분석하거나, 마우스의 자궁 중량법 

및 에스트로젠의 수용체 결합력을 측정하는 효모법 

등 내분비장애물질의 bio-marker로서의 가능성이 밝

혀지고 있다(정, 2000). 
그러나 이러한 방법은 자연생태계에서의 오염정

도를 파악하기에는 어려움이 있으며(Kain et al., 
2000), 현장에서 활용되는 방법으로는 어류의 

Vitellogenin(Vtg)측정에 의한 ELISA분석법이 가장 

일반적으로 활용되고 있다(Takahio et al., 1994; 
Nilsen et al., 1998; Robert et al., 2004; Li et al., 2005). 

또한 Vtg은 EDs에 대한 생체지표로서 비교적 민감하

며 국제적으로 시험 검증화에 대한 다량의 자료가 

확보되어 있으므로, 향후 OECD에서도 채택될 가능

성이 높은 것으로 알려져 있다(Farmer 1999). 
Vtg합성은 어류를 포함한 난생 척추동물에서는 

에스트로젠성에 의하여 암컷의 특이 난황전구 단백

질로 유도되는데(Shilling et al., 2000; 국립환경연구

원, 2005), 그 생성과정은 간에서 합성되어 성숙된 

난포에 의해 선택적으로 흡수된 후, 다양한 종류의 

저분자로 분해되는 담체분자(carrier molecule)로 구

성되어 있으며, 분자의 기본 골격을 보면 단백질의 구

조체로서 분자량은 250∼600 kDa이며, lipid material, 
carbohydrate components, phosphate groups 및 mineral 
salts로 구성되는 단백질이다 (Pan et al., 1969). 

어류에 있어서 각종 환경 오염물질에서 유래되는 

각종 미량의 성분(산업용 화학물질의 원료, 살충제, 
제초제, 농약류, 유기 중금속류, 다이옥신류, 기타식

품 및 식품 첨가물)들에 의해 에스트로젠성 효과

(Seligman et al.,1988; Patricia et al., 2000)를 나타내어 

수컷에서 산란기 암컷만 나타내는 Vtg이 검출된다는 

보고가 다수 존재한다(Copeland et al., 1985; Sumpter 
et al., 1981). 또한 최근 몇몇 선진국에서 이미 해양성 

어류에 대한 Vtg의 항체를 개발하여 in vitro system에

서 여러 가지 내분비계 장애물질에 대한 효과를 조사

하는 연구가 진행되고 있으나, 아직 국내에서는 이에 

대한 연구가 일천하며 특히 이들 연구의 대상도 담수

어에 국한되어 해양환경 등에서의 다양한 환경오염 

분석에는 미흡한 점이 많다고 할 수 있다. 
한편, 연안은 해양으로 유입되는 오염물질들이 축

적되는 곳으로 이러한 장소의 조사 연구는 해양환경

오염(Ketil et al., 1997)을 추정함에 도움이 될 것으로 

판단된다. 그러므로, 해양어류 중에서 전 세계적인 

분포를 보이며, 연안 정착성인 쏨뱅이(Sebastiscus 
marmoratus)를 대상으로 해양오염의 여부를 조사한

다면 이상적인 Bio-Marker로서 유용한 자료가 될 것
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으로 사료된다.
이를 위하여 본 연구는 내분비계 교란물질의 검출

을 위한 진단법을 개발하기 위한 실험의 일환으로 

해양의 연안에서 손쉽게 획득이 가능한 쏨뱅이

(Sebastiscus marmoratus)를 활용하여 Vtg항체를 개발

하고자 실시하였다.

재료 및 방법

실험 동물

Vtg유도 및 항체 생산을 위해서 제주대학교 해양

과환경연구소에서 인공 부화된 5주령의 쏨뱅이(체
중 94∼144 g) 암컷 8 마리, 수컷 2 마리를 공시하였다. 
단클론 항체를 생산하는 Hybridoma의 개발을 위하여 

(주)바이오링크에서 구매한 4 주령의 SPF, BALB/c 
마우스를 공시하였다.

Vtg 합성유도

실험실 양식수조의 쏨뱅이에 MS222 (Sigma, USA)
를 처리하여 마취시키고 각각의 무게를 체크한 후, 
2∼3마리의 혈액 1 ㎖를 채취하여 pre serum 으로 

보관하였다. Vtg 합성을 유도하기 위하여 Estradiol 
benzoate(E2; 삼양화학주식회사)를 어체 kg당 1 ㎎씩 

복강 내에 주사하였다. 다음 5일 후 동량의 E2를 재 

주사하였다. 첫 번째 주사 10일 후에 쏨뱅이들을 얼음

에 채워 마취시킨 후 물고기 꼬리 부분을 절단하여 

혈액을 채취하였다. 
이들 혈액시료에 sodium azide를 0.01%, Phenylmethylsulfonyl 

fluoride (PMSF)를 1 mM농도가 되도록 첨가하여 응

고시킨 다음 원심분리 (×1,500 g, 10min, 4℃)하여 

혈청을 얻었다. 분리된 혈청과 쏨뱅이 난소는-70℃냉

동실에 보관하며 실험에 사용하였다. 

SDS-PAGE 
E2를 접종한 쏨뱅이 혈청과 난소 단백질을 전기영

동하기 위한 SDS-PAGE는 Biorad (USA)의 Mini 
protein Ⅱ system을 이용하여 SDS-PAGE (7.5 % 
polyacrylamide Separating gel)를 실시하였고, stacking 
gel은 3.5%의 gel을 사용하였다. 혈청 및 난소단백 

2 ㎕와 증류수 98 ㎕를 혼합한 용액 5 ㎕와 SDS sample 
buffer 5 ㎕를 섞고, size maker는 10 ㎕에 sample buffer 
5 ㎕를 가하고 3분간 100℃에서 끓인 후 급속히 식혔

다. 전기영동 할 시료를 loading한 후 50 V, 10 mA/gel
로 bromo phenol blue dye가 stacking gel을 벗어날 

때까지 영동한 후, 100 V로 전압을 올려 전기영동 

시켰다. Bromo phenol blue dye가 바닥에 올 때 전기영

동을 종료하고, 50% methanol과 10% glacial acetic 
acid가 함유된 고정액에 1 시간 고정한 뒤 Commassie 
Brilliant Blue Reagent-250 (0.1%) 0.05 g + Acteic acid 
(10%) 5 ㎖ + Methanol (50%) 25 ㎖ + DDW 20 ㎖을 

섞은 액으로 2시간 염색하였다. 탈색은 Acetic acid 
(10%) 5 ㎖ + Methanol (50%) 25 ㎖ + DDW 20 ㎖가 

섞인 용액으로 탈색하였다.

Vtg 정제

1) Gel filtration
Vtg을 함유하는 쏨뱅이 혈청 2 ㎖를 Sepharose 

CL-6B가 충진된 pyrex glass column (850×16 mm)을 

통과시켜 Vtg분획을 회수하였다. Elution buffer는 100 
mM Tris-buffer, pH7.8 (containing 0.02% NaN3, 1.0 
mM PMSF)를 사용하였으며 용출속도는 0.6 ml/min 
의 조건으로 5 ml씩의 분획을 취하였고, 이 전 과정을 

4℃의 cold chamber 내에서 실시하였다. 

2) Vtg의 분자량 확인

Gel filtration을 통하여 확인한 Vtg의 주 band에 

해당하는 용출양상을 gel filtration calibration kit 
(Pharmacia Biotech, Sweden)을 이용하여 쏨뱅이 Vtg
의 분자량을 알아보려 하였다. Elution volume 
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parameter Kav 값은 kit 내의 설명서의 공식대로 아래

와 같이 계산하였다. 즉, Ve = elution volume for the protein, 
Vo = column void volum, Vt = total bed volume 일 때,

Ve-Vo
Kav = 로 계산하였다.

Vt-Vo
이후, Kav 값과 표준분자의 logarithm 값의 함수 

그래프를 그린 후 분자량을 추정하였다.

3) Ion exchange chromatography
Gel filtration 법으로 정제한 Vtg가 함유된 분획은 

모두 합하여, 추가적인 ion exchange chromatography
를 위하여 DEAE Sepharose가 충진 된 관(350×16 mm)
에 가하여 정제작업을 실시하였다. 용출을 위한 NaCl
의 농도는 0.0 M∼0.5 M까지의 경사를 주었다. 용출

속도는 분당 0.6 ml로 정하였으며, 분획은 각각 5 
ml씩 취하였다. SDS-PAGE를 통하여 Vtg가 확인된 

분획은 따로 취하여 실험동물의 면역과 항체확인을 

위한 ELISA용 항원으로 사용하였다. 

Monoclonal anti-Vtg antibody 분비 Hybridoma 개발

1) 마우스 면역

정제된 항원단백을(1.4 ㎎/㎖) Freund’s complete 
adjuvant(FCA)를 동량으로 혼합하여 충분히 emulsion상
태로 만든 다음 건강한 4주령의 BALB/c 마우스의 복강 

내에 접종하고 매 2주 후 같은 요령으로 접종하였다.
제 2차, 3차, 4차 면역 시에는 Freund’s incomplete 

adjuvant (FIA)와 항원을 동량으로 혼합하여 면역시

켰다. 마지막 접종 2주 후에는 항원 50 ㎕를 마우스의 

꼬리 동맥에 24시간 간격으로 3회 정맥 접종하고, 
24시간 경과 후, 세포융합에 들어갔다. 한편 SP/2 
myeloma 세포는 약 2∼3주 전부터 DMEM (10% FBS)
에 배양하여 세포융합을 준비하였다. 

2) 세포융합 

면역된 BALB/c 마우스를 안락사 시킨 후, clean 
bench 내에서 무균적으로 비장의 세포를 단일세포로 

분리하여 준비하였다. SP/2 세포는 두 번째 세척할 

때 배양된 세포와 함께 원심분리 하였으며, 침전된 

세포의 pellet이 비장세포의 그것과 같도록 조정하였

다. 이 후, 비장세포와 myeloma cell을 혼합하여 융합

세포를 형성시켜 배양하였다.

3) clone 선택 

항체생산의 확인은 마우스에 면역용으로 사용되

었던 항원을 coating buffer (100 mM Na2CO; pH 9.6)로 

28배(5 ㎍/㎖) 희석하여 실시하였다(김 등., 1995).

Vtg의 MAb 생산

1) 마우스 복수를 통한 대량 생산

개발된 hybridoma들은 1주일 전에 미리 pristane 
(2, 6, 10, 14-tetra-methyl-pentadecane, Sigma USA)을 

복강 내로 0.2 ml 접종하여 감작시킨 BALB/c mouse 
(약 12 주령 이상)에 각각 5×106∼107 cell씩 복강 내에 

접종하여 7일∼10일간 관찰하며 복수를 채취하였다. 
복수에 함유된 MAb의 역가는 ELISA 실험을 통하여 

확인하였으며, 역가가 높고 western blot에서 Vtg와 

반응하는 4개의 clone (S10, S15, S16, S28)을 택하여 

정제한 후, Vtg 검출용 ELISA 및 Immunochromatographic 
assay에 capture 및 tracer antibody로 사용하였다.

2) MAb의 정제 (Affinity chromatography)
Affinity gel 제조는 agarose(Sigma, USA) 2 g을 1 

mM HCl 7 ㎖에 용해시킨 후 gel packing을 하여 1 
mM HCl을 400㎖ 가량 흘려 세척하였다.

그 다음 이 gel을 0.1 M NaHCO3 (pH8.3 with 0.5 
M NaCl)에 5 ㎖에 희석하고 goat anti mouse IgG (10 
㎎/㎖) 5 ㎖를 첨가하여 실온에서 2 시간 동안 rotation
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시킨 후 blocking agent로 0.2 M glycine을 첨가하고 

4℃의 냉실에서 하룻밤 정치했다. 
제조한 gel을 packing한 후 0.1 M NaHCO와 0.1 

M acetate buffer를 50㎖ 정도씩 순차를 바꿔가며 5회 

가량 실시한 다음 준비된 gel에 20 mM phosphate 
buffer를 100 ㎖ 가량 흘려주었다. 이 때 protein A 
gel, protein G gel은 상품화된 것을 사용하였다.

Affinity chromatography에 사용될 gel packing을 실

시하되 gel 내에 기포가 생기지 않도록 사용되는 

buffer들은 멸균하여 미리 가스를 제거한 후 사용하

였다. Gel을 20 mM phosphate buffer(pH7.2)를 사용하

여 100 ㎖이상 충분히 washing 후 elution buffer(3 M 
NaSCN)를 50 ㎖가량 넣어 준 후 다시 20 mM 
phosphate buffer(pH7.2)로 충분히 씻어내었다.

그리고 단백이 측정되지 않을 때 BALB/c mouse복
수를 gel과 충분히 반응을 일으킬 수 있도록 흘린 

후 다시 20 mM phosphate buffer(pH7.2)로 단백이 측

정되지 않을 때까지 washing하였다. 
그 다음 3 M NaSCN을 흘려주면서 1 ㎖씩 분획을 

받아 단백이 관찰될 때 5분간 입구를 막아 충분히 

반응 시킨 후 단백질을 받았으며 단백이 측정된 분획

은 20 mM phosphate buffer(pH 7.2)에서 4℃ overnight 
시켜 투석 액은 4시간 간격으로 3회 바꿔 주었다.

분획을 취한 후 20 mM phosphate buffer(pH7.2 with 
0.01% sodium azide)에서 보관하였으며 IgM type의 

경우 2 mM phosphate buffer(pH 6.0)에서 투석하면서 

투석이 끝난 분획은 원심분리(4℃ ×6,000g 10분 

KONTRON Centrikon T-324)하고 IgG type의 경우는 

상층 액을 회수하여 같은 방식으로 3회 정도 더 원심

분리 하였다.
이 상층 액을 회수하여 추후의 실험에 적용하였고 

Affinity chromatography 후에 정제된 MAb는 OD 280 
nm 의 흡광도로 단백량을 대략적으로 측정하였으며, 
ELISA를 통하여 역가를 확인하였다

MAb 특성 조사

1) 이종 어류의 Vtg과 교차반응

Smeets 등(1999)은 잉어에서 유도된 Vtg가 금붕어

와 교차반응을 일으킨다고 주장하고 있어, 해수 어류

에서도 민물고기와 같은 현상을 점검하기 위하여 이

미 개발되어 제주대학교 수의학과 공중 보건학 교실

에 보유하고 있는 다른 어류Vtg의 MAb들과 항원적

인 교차반응을 ELISA를 통하여 확인하였다. 
즉, 각종 어류 serum [E2 처리된 쏨뱅이 수컷, 처리

하지 않는 수컷, 넙치(Paralichthys olivaceus) 암.수, 
산천어(Oncorhynchus masou) 암.수, 우럭볼락(Sebastes 
schlegeli), 잉어(Cyprinus carpio)]을 적절히 희석하여 

흡착시킨 micro ELISA plate에 각 MAb를 희석하여 

분주하고 실온에서 1시간동안 반응시켰다. 이후 

HRP labeled goat anti-mouse IgG를 가하고 실온에서 

40분간 반응시켜 ABTS로 발색시켜 항체가를 조사 

하였다. 

2) Secondary antibodies 및 IgG Fc receptor와의 반응성 E
ELISA plate에 E2 처리한 쏨뱅이 혈청을 coating하

고 적당히 희석된 MAb를 가하여 반응시킨 후, HRP 
labeled goat anti-mouse IgG, IgM, Protein A 및 Protein 
G와의 반응여부를 각각 관찰하였다. 

결과 및 고찰

Vtg의 induction
자연 상태에서 환경오염물질에 의해 유발을 증명

하기가 쉽지 않기 때문에 인위적으로 유도하였으며 

이 확인실험은 E2처리 10일 후에 채취한 혈청과 투여 

전 채취한 암, 수컷 혈청을 Maitre 등(1979)과 Anthoy 
등(2003)이 실시한 것과 같이 전기영동 처리하여 Vtg
의 특이한 밴드 분자를 확인하고자 하였다. 

그 결과 E2를 처리하지 않은 암, 수컷 쏨뱅이의 
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혈청에서는 Vtg밴드가 형성되지 않았으나 E2를 처리

한 암, 수컷 혈청에서는 미처리 대조군에서 보이지 

않았던 밴드가 175 kDa 부근에서 나타나 합성유도가 

확인 되었다. 

Fig. 1. SDS-PAGE analysis of Vtg (arrowhead) in serum
of Scorpion fish treated or non-treated with E2 (SHM:
high molecular marker, Male: normal male serum, I Male:
E2 treated male serum, Female: normal female serum, 
Female: E2 treated female serum) 

Vtg의 purification

1) Gel permeable chromatography 
유도된 Vtg를 정제하기 위하여 gel permeable 

chromatography 한 결과를 Bodil et al. (1998)의 방법으

로 gel filtration profile로 나타내었다 (Fig. 2). 
Gel filtration profile를 통하여 Vtg 단백농도일 것으

로 예측되는 fraction No.12∼28번에 대하여 SDS- 
PAGE 통하여 Vtg 유도여부를 확인한 결과, Vtg의 

분리 시작은 17번에서 시작하여 25, 26번까지 함유되

고 있음을 확인할 수 있었다 (Fig. 3). 
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Fig. 2. Gel filtration profile of Vtg-induced Scorpion fish’ serum.

※SHM : Sigma High Marker, IM: E2 Induction Male fish
of plasma Scorpion fish.

Fig. 3. SDS-PAGE profile of Vtg fractions from gel filtration
of serum of Scorpion fish (Fraction No12∼28). 

2) Ion exchange chromatography
본 연구에서는 가장 많은 Vtg 함유량을 가진 것으

로 추정되는 No.20번에서 23번까지 pool 시킨 다음 

이를 최종 5 ㎖가 되도록 4℃에서 PBS에 overnight 
동안 2∼3회 가량 투석액을 교체하면서 투석을 실시

하였고 Vtg이라고 예상되는 분획(175 kDa)을 

Ion-exchange을 실시하여 Vtg를 확정하고자 하였다.
또한 Marcelo 등(1995)과 Mananos 등(1994)이 주장

한 바와 같이 그 외에도 다른 sub unite가 molecular 
marker protein과 같은 위치에 존재하고 있는 것으로 

보아 E2에 의해 유도된 물질이 존재를 확인 할 수 

있었으며 이를 재확인하기 위한 방법으로 이들 물질

을 Ion exchange chromatography로 정제 후 SDS-PAGE
를 통하여 Vtg를 확인 하였다.

그 결과, Ion exchange chromatography는 Fig. 4에서
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와 같이 용출된 각 peak에 No. 1∼5번까지 fraction 
중 fraction No. 4, 5번에 Vtg가 포함되어 있는 것으로 

나타났다 (Fig. 5). 이에 NaCl 0.4 M 이후에 나타나는 

2개의 peak를 이루는 분획들을 취하여 정재된 Vtg를 

마우스의 면역과 Hybridoma screening을 위한 ELISA 
항원으로 사용하였다. 
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Fig. 4. Ion-exchange chromatography profile of fractions from
the gel filtration of the estradiol-treated male Scorpion fish’
serum(Fraction No.12∼28 pool serum).

 

Fig. 5. Comparison of Vtg(arrowhead) concentration among
the Ion exchange chromatography fractions.

Vtg의 분자량 

Gel filtration을 통하여 확인한 Vtg의 주 band에 

해당하는 용출양상을 gel filtration calibration kit 
(Pharmacia Biotech, Sweden)를 이용, 분자량에 대한 

각 분자의 Kav 값을 구하기 위한 요소들의 값은 아래

와 같았다.

Vo = 142 ml, Ve of ferritin = 309 ml, 
Ve of Vtg = 312 ml
Ve of catalase = 337 ml, Vt = 1.3 x 1.3 x 3.14 x 
85 = 451 ml
이 때 ferritin, catalase 및 쏨뱅이 Vtg의 Kav 값은 

각각 0.540, 0.631 및 0.550으로 계산되었다. 이 수치

에 따라 각 분자의 Kav 값을 환산하여 그래프로 나타

내어 쏨뱅이 Vtg의 분자량을 환산한 결과 약 440 kDa
인 것으로 나타났다 (Fig. 6). 이러한 쏨뱅이 혈청에서

의 Vtg의 분자량 확인은 본 연구에서 처음으로 시도되

어졌으며, 타 연구의 지표로 활용될 것으로 판단된다. 
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Fig. 6. Calibration curve using the high molecular weight 
gel filtration calibration kit on Sepharose CL-4B (open circle: 
catalase, open triangle: ferritin, solid circle: Vtg of Scorpion fish).

Monoclonal anti-Vtg antibody 

1) 항체정제 (Affinity chromatography)
Vtg 특이 항체를 정제하기 위하여 ELISA와 

western blot을 통하여 역가가 높은 항체, S10, S15, 
S16, S28번을 James 등(1997)이 사용한 protein G 
sepharose gel을 사용하여 IgG 분자를 3M NaSCN으로 

용출하여 투석 후 상층액을 얻었다. 정제된 MAb의 

항체가 확인을 Table. 1과 같이 OD 280 nm의 흡광도

로 대략의 단백량의 흡광도 1.3일 때 1.0 mg/㎖l로 

환산한 결과, 각 항체의 단백 함량은 S10은 5.0 mg/㎖, 
S15는 12 mg/㎖, S16은 1.0 mg/㎖, S28은 6.0 mg/㎖으

로 확인되었고 이를 추후의 실험에 적용하였다
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(Andrew et al., 1992). 

sample
OD Vol. Protein Con.. titer

(×100)
volum
e(ml)×5 ×10 mg/ml

S10 1.113 0.555 5.0 6 5
S15 2.746 1.203 12.0 5 6
S16 0.256 0.107 1.0 4.5 3
S28 1.027 0.730 6.0 5 6

Table 1. Antibody titers of monoclones after affinity
chromatography purification of anti-Scorpion fish’ Vtg

2) MAb 의 역가

세포융합 중 의의 있는 항체가를 보인 clone S10, 
S15, S16, S28번을 각각 5×106-107 cell 씩 복강 내에 

접종하여 7일∼10일간 관찰하며 복수를 채취하여 정

제 후 항체 역가를 ELISA를 통하여 조사한 결과, 
동 복수 액 S10, S15, S16, S28번에서 각각의 항체는 

500배 이상의 희석역가의 항체가를 나타내었다(Fig. 7). 
이를 western blot에서 Vtg과 반응하는 항체를 정제한 

후, Vtg검출용 ELISA 및 Immunochromatographicassay
에 ture 및 tracer antibody로 사용하였으며 각 단백농

도와 역가를 기준으로 tracer 및 capture로서의 조건을 

조사하였다.

Fig. 7. Antibody titer of ascites fluids 7-10days after injection
of hybridoma producing anti-Scorpion fish’ Vtg.

3) Western blot 
Michae 등(1996)와 동일한 방법으로 E2에 의해서 

유도된 Vtg 함유 혈청, 음성혈청과 알 단백에 대하여 

SDS-PAGE를 걸어 크기별로 분리하였다 (Fig. 8). 그 

후 nitrocellulose filter를 이용하여 transfer한 후 goat 
anti-mouse IgG-HRP conjugate를 이용하여 발색시킨 결

과를 Fig. 8에 나타내었다. 그 결과 E2에 유도된 혈청과 

알에서 Vtg의 밴드가 특이적으로 확인되어졌다. 

Fig. 8. Western blot of Vtg induced serum of Scorpion fish,
egg and negative control.

Fig. 9과 Fig. 10에서는 항체정제를 통하여 얻어진 

단클론 항체에 대하여 SDS-PAGE와 western blot을 

통하여 175 kDa의 Vtg밴드를 확인 한 결과로, S09번
에서 S35번까지 모두가 Vtg 밴드로 확인되었고 단클

론 항체의 clone들은 Vtg 함유 혈청의 Vtg 밴드와 

특이적인 반응을 보여 난황과 반응한 경우에도 모두 

Vtg에 해당하는 약 175 kDa의 단백질과의 반응이 

확인되었다. 분획을 보면 알의 단백에서는 단일 밴드

가 확인된 반면, 유도된 혈청의 단백에서는 주가 되는 

175kDa 이외에도 다수의 밴드가 확인되어졌다. 어류

의 간세포에서 합성된 Vtg은 난모세포에 흡수되어 

Cathapsin D효소계의 작용에 의하여 Phosvitin, 
Lipovitellin 및 β-component로 분해된다고 하였으며

(Wiley, 1979; Hara, 1980), 본 연구에서도 E2를 투여한 

쏨뱅이의 암컷에서 뿐 아니라 동시에 투여한 수컷의 
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혈중에도 Vtg가 형성되었음을 알 수 있었고 

SDS-PAGE 상은 lipovitellin으로 여겨지는 약 175 kDa
의 부근에 혈청단백의 대부분에 해당하는 밴드를 확

인하였다(Takahio et al., 1999). 따라서 이러한 결과는 

Vtg의 경우 일반적으로 3개의 sub-unit으로 형성되어 

있으며, Vtg이 난황내로 선택적으로 흡수된 후 바로 

저분자의 난황성분으로 분해되어 기전 초기단계 난

황임을 기인한 것으로 사료 된다 (Akihiko et al.,1997; 
Hartiling et al., 1999; Mouchel et al., 1996; Reader 
et al.,1992).

본 실험의 접합체 희석조건은 Fig. 10에서와 같이 

충분한 반응에 필요한 접합체의 양을 결정하기 위한 

실험으로 희석단계에 따른 표준반응곡선이 이루어

지는 범위 내에서의 적당한 희석배수를 취할 때, 각 

접합체는 ×400부터 ×1,600배 희석 값 사이에서 용량

에 비례하는 표준 곡선의 값을 보였으므로 편의상 

×500배를 희석배수로 결정하고 이후의 실험에 적용

하였다. 
또한 plate의 흡착을 위한 MAb의 선정 시 S10, 

S15, S28의 경우는 ×1,000 및 ×2,000배의 희석 시에도 

충분한 capturing capacity를 보여주었으며, 이는 특이

항체의 정제도가 높은 것으로 평가되어졌다. 

Fig. 9. Western blot of profile of various monoclonal 
antibodies on Vtg induced serum of Scorpion fish.

Fig. 10. Western blot profile of various monoclonal 
antibodies on egg of Scorpion fish. 

4) 이종 어류의 Vtg과 교차반응

기존의 연구에 의해 본 연구진에서 확보되어 있는 

다른 종의 어류 MAb (E2처리된 쏨뱅이 수컷, 처리하

지 않는 수컷, 넙치 암⋅수, 산천어 암⋅수, 우럭 및 

잉어)들에서 유래한 Vtg들과의 항원적인 교차반응

을 ELISA를 통하여 확인하였다. 그 결과, 쏨뱅이의 

Vtg에 대한 MAb clone은 E2를 처리한 쏨뱅이 혈액과 

산란기 암컷 우럭의 혈액은 교차반응을 보였으며, 
여타의 이종 어류의 혈액과는 반응하지 않는 결과를 

보였다 (Table 2).
8종의 쏨뱅이 Vtg에 대한 단 클론 항체들은 공시한 

어류 중 우럭볼락, Sebastes hubbsi의 혈청과만 교차반

응을 보이는 이유는 쏨뱅이와 우럭이 같은 과에 속하

는 어종으로 유사한 어종에서는 교차반응이 용이하

게 나타나는 것으로 여겨진다. 

5) Secondary antibodies 및 IgG Fc receptor와의 반응성

ELISA plate에 E2 처리한 쏨뱅이 혈청을 coating하
고 적당히 희석된 단클론 항체를 가하여 반응시킨 

후, HRP labeled goat anti-mouse IgG, IgM protein A 
및 protein G와의, 반응여부를 각각 관찰하였다. 그 

결과 Table 3와 같이 4개의 clone이 모두 IgG 타입인 

것으로 확인되었다. 
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clone SM E2 SM male PO male PO female OM OM female SH C C 
S 09 ++ － － － － － ++ －
S 10 ++ － － － － ++ －
S 11 ++ － － － － － ++ －
S 12 ++ － － － － － ＋ －
S 15 ++ － － － － － ++ －
S 16 ++ － － － － － ++ －
S 28 ++ － － － － － ++ －
S 35 ++ － － － － － ++ －

*SM E2:E2-treated Sebasticus marnortus *PO : Paralichthys olivaccus
*SH : Sebastes hubbsi *OM : Oncorhynchus masou *CC : Cyprinus carpio

Table 2. Patterns of monoclonal antibodies cross reaction with E2-treated and not treated the serum of Scorpion fish and 
other species of fish.

MAb IgG IgM Protein A Protein G
S09 +++ - + +
S10 +++ - ++ +++
S11 +++ - +++ +++
S12 +++ - + +++
S15 +++ - ++ +++
S16 +++ _ + +++
S28 +++ _ + +++
S35 +++ + + +

Table 3. Patterns of monoclonal antibodies reaction with
protein A, B, IgG and IgM of Scorpion fish. 

이상의 결과에서 다른 내분비계 장애물질로 인해 

계속적으로 수 환경이 오염되어지는 상황에서 이를 

검출할 수 있는 방법을 개발하고 상품화를 위한 기초

적 단계로 바다환경 증에서도 근해의 일정한 장소에 

장기적으로 정착하는 쏨뱅이 Vtg을 검출 할 수 있는 

방법을 개발함으로써 단기적으로는 Alkyphenol과 같

은 물질의 생산과 사용 중단의 요구에서부터 장기적

으로는 내분비계장애물질의 전체적인 제어가 가능

한 이론적 논리 개발에 일조를 할 수 있을 것으로 

사료된다.

요 약

본 연구는 환경내의 내분비교란화학물질 조사를 

위한 바이오마커 시스템을 개발하기 위하여 쏨뱅이

의 Vitellogenin(Vtg)을 바이오마커로서 활용하기 위

하여 실험을 실시하였다. Vtg는 에스트로겐을 이용

하여 유도하였으며, 어류의 혈청으로부터 겔 여과 

및 이온교환크로마토그래피를 이용하여 정제하였

다. 그 후 BALB/C 마우스를 이용하여 정제된 Vtg의 

하이브리도마를 생산하여 항-Vtg의 항체를 생산하

였다. 쏨뱅이로부터 유되된 Vtg의 크기는 Sepharose 
CL-6B을 이용한 겔 여과를 통하여 약 440 kDa 인 

것으로 나타났으며 main-band는 175 kDa이었으며 몇 

개의 sub-band가 발견되어졌다. 8개의 단클론 항체가 

개발한 하이브리도마로부터 얻을 수 있었으며, 이 

항체는 본 실험에서 조사한 어류 중 우럭볼락 Sebastes 
hubbsi을 제외한 다른 종에서는 교차반응이 이루어

지지 않았다. 그 결과, 클론 S28과 S15의 단클론항체

를 ELISA와 ICG assay의 추적 인자로 사용할 수 있을 

것으로 판단된다. 본 연구에서 배발된 검출시스템은 

다양한 내분비교란 활동의 확인뿐 만이 아니라 내분
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비교란화학물질로 알려진 물질을 검출하는 바이오

마커 분석에 활용될 수 있을 것이다. 
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