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ABSTRACT

Muscle fat content including intramuscular fat content (IMF) is the most important parameter in meat 
quality of cattle. Triacylglycerol is the major component of fat and is found in adipocyte and skeletal 
muscle. In present study, we carried out the determined of triacylglycerol contents and mRNA expression 
patterns of genes related with triacylglycerol biosynthesis such as ACSS2, GPAT, MGAT and DGAT in 
Hanwoo longissimus muscle using the real-time PCR. The triacylglycerol contents were continuously 
increased during the fattening stages. Interestingly, the contents of triacylglycerol were 7.4 fold higher (0.34 
vs. 2.51, P<0.01) in 27 months old group than 12 months old group. The mRNA levels of ACSS2, GPAT 
and DGAT genes were also increased during fattening stages, whereas that of MGAT gene did not show 
difference among the stages. Thus, these results suggested that increasing of the triacylglycerol contents in 
longissimus muscle during fattening stages may be related with increased expressions of triacylglycerol 
biosynthesis genes (ACSS2, GPAT and DGAT). These results will be helpful to understand the mechanism 
of muscle fat deposition in skeletal muscle.
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. 서    론

육질을 좌우하는 요인으로는 육색, 지방색, 
연도 및 근내지방도 등이 있으며 (Hocquette 등, 
2005; Geay 등, 2001), 이중 근내지방(intra- 
muscular fat)은 육의 풍미와 연도를 증가시켜 
등급결정에 있어 가장 중요한 요인으로 작용하
고 있다(Hovenier 등, 1993; Tatum 등, 1982). 

중성지방(triacylglycerol, TG)은 근육 내 근내
지방을 구성하는 주요한 성분으로, 주로 근섬

유 사이 (intramuscular) 지방세포에 축적 되어진
다 (Moody와 Cassens,  1968). 이러한 근내지방
은 중성지방의 생합성과 분해 사이의 균형에 
의해 조절되어지며, 많은 대사 시스템에 의해 
지방 축적도의 능력 차이를 보인다. 근육 내 
지방축적과 관련되어 후보 유전자로서 지방대
사 관련 유전자에 대한 관심이 늘어나고 있다
(Kazala 등, 2003; Mercade 등, 2006; 이 등, 
2006). 특히, 최근 연구에서는 유리 지방산을 
근육 및 지방세포로 이동시키는 adipose fatty 
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acid binding protein (FABP4)가 지방축적과 관련
되어 있음이 보고되었고 (Jurie 등, 2007), 이러
한 결과는 지방축적에 있어 지방산이 중요한 
역할을 담당하고 있음을 보여주는 좋은 예라고 
할 수 있다. 

중성지방 생합성은 2가지 주요 경로를 통해 
진행되어 진다 (Coleman과 Lee, 2004; Kiens, 
2006). MAG (monoacylglycerol) 경로는 영양분의 
흡수 및 흡수된 영양분을 이용한 중성지방 합
성 경로로서, acyl-CoA를 이용하여 DAG (diacyl- 
glycerol)를 형성하고 TG (triacylglycerol) 생합성
에 이용된다. 또 다른 glycerol-3-phosphate (G3P) 
경로는 주로 지방세포와 간 조직에서의 중성지
방 생합성 경로로 이용되며, G3P를 LPA (lyso- 
phosphatidic acid)로 전환하고, PA (phosphatidic 
acid)를 거쳐 DAG를 형성한다. 이러한 MAG 
및 G3P 경로는 모두 공통된 형태의 DAG를 형
성하고 이를 최종적으로 TG로 전환하여 축적
하게 된다. 이러한 중성지방 생합성 과정에 있
어 각 단계에 반응하는 효소인 GPAT (glycerol 
phosphate acyltransferase), MGAT (monoacyl- 
glycerol acyltransferase), DGAT (diacylglycerol 
acyltransferase) 및 ACS (acyl-CoA synthetase) 유
전자는 중성지방 생합성에 있어 주요한 역할을 
담당하고 있다.

최근 근내지방 축적과 관련되어 유전자 발현
연구는 특이발현 유전자 탐색 (Sasaki 등, 2005; 
Lee 등, 2007) 및 microarray 기법 등을 활용한 
근내지방 축적관련 표지인자 탐색 및 생화학적 
메카니즘 연구가 진행되고 있다 (Wang 등, 
2005). 이러한 연구는 지방축적 관련 후보 유전
자군 선발 및 메카니즘의 규명뿐만 아니라 유
전자내 존재하는 SNP (single nucleotide poly- 
morphism) 탐색 연구의 후보유전자로써 DNA 
marker 개발에 중요한 자료로 활용되고 있다. 
그러나 중성지방 생합성 관련 유전자의 발현과 
근내지방 축적에 대한 연구는 미흡한 실정이
다.

본 연구는 비육기간 중 근육 내 중성지방 함
량의 변화를 관찰하고, 중성지방 생합성에 관
련된 유전자의 발현분석을 통해 중성지방 축적 
및 유전자발현 양상의 변화를 확인하고자 수행

하였다. 

. 재료 및 방법

1. 

비육기간 동안 근육 내 변화되는 총 지방, 
중성지방 함량 및 유전자 발현양상 분석을 위
하여 축산과학원 한우시험장에서 사양한 12, 
20, 27 및 30개월령 거세우 각 3두를 공시하였
다. 시료는 도축 후 30분 이내에 채취하여 액
체질소를 이용 즉시 동결하고, 사용 전 까지 

70 에 보관하면서 실험에 이용하였다. 

2. 

  한우 등심조직 내 지방함량 측정은 시료 1g
을 이용 Folch 등 (1957)의 방법에 기초하여 수
행하였고, 중성지방 함량은 추출된 총 지방을 
이용하여 Wako TG 측정용 kit (TG IE kit, 
Wako, Japan)를 활용하여 측정하였다. 등심 육 
1g에서 추출된 총 지방 (1 ml)에 발색시약 3 ml
를 첨가한 후 37 에서 5분간 반응시켜 발색반
응을 유도하고 600 nm에서 흡광도를 측정하였
다. 측정된 흡광도는 기준액 (triglyceride)을 이
용한 표준곡선을 통하여  중성지방 함량을 계
산하였다.

3. RNA cDNA 

등심 육으로부터 총 RNA는 TRIzol을 이용하
여 다음과 같이 진행하였다. 액체질소를 이용
하여 곱게 마쇄한 시료 0.1g에 TRIzol reagent 1
ml를 첨가하여 잘 혼합한 후 10분간 13,000 
rpm에서 원심분리한 후 상등액을 취하였다. 얻
어진 상등액에 chloroform 0.2 를 첨가하고 혼
합한 후 13,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 
다시 상등액을 취하고, 상등액에 동량의 iso- 
propanol 첨가 후 원심분리하여 RNA pellet를 
획득하였다. 획득된 RNA pellet은 70% 에탄올
을 이용하여 세척한 후 건조하고, DEPC를 처
리한 멸균증류수에 녹여 사용하였다. 유전자 
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Table 1. Primer sequences for real-time PCR of the specific genes

Gene Primer sequences (5 -3 ) Size
(bp)

GenBank 
Accession No.

PPARγ Forward CGATATCGACCAACTGAACC 142 BC116098

Reverse ACCGGTGATTTGTCTGTCGT

C/EBPα Forward TGGACAAGAACAGCAACGAG 130 NM_176784

Reverse TTGTCACTGGTCAGCTCCAG

ACSS2 Forward ACTGCTTTGTCACCTTGTGCGATG 114 DQ489534

Reverse TCTGGATGTAATCCGGTGTGGCAA

GPAT Forward TGGTTAAAGCTGCGACTGAGACGA 129 NM_001012282

Reverse CTGAAGCAATGTACGGCGCTTTGA

MGAT Forward TGGGCCAGTCTCAGTTTCCAAGAA 129 NM_001001153

Reverse AGAGTGAACTTTCCAGGATGGGCA

DGAT Forward AGCCCTTCAAGGACATGGACTACT  87 NM_174693

Reverse AGAAGATGAGCCAGATGAGGTGGT

GAPDH Forward GGGTCATCATCTCTGCACCT 176 BC102589

Reverse GGTCATAAGTCCCTCCACGA

PPARγ, peroxisome proliferator-activated receptor γ; C/EBPα, CCAAT/enhancer binding protein α; ACSS2, 
acyl-CoA synthetase short-chain family member 2; GPAT, glycerol phosphate acyltransferase; MGAT, 
monoacylglycerol acyltransferase; DGAT, diacylglycerol acyltransferase; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase.

발현분석을 위하여 추출된 총 RNA는 RNeasy 
MiniElute cleanup kit (Qiagen, USA)을 이용하여 
정제 후 cDNA 합성에 이용하였다. 

조직으로부터 추출된 총 RNA는 유전자 발현
분석을 위한 cDNA 합성에 이용하였다. 총 
RNA 2 μg에 random primer (Promega, USA) 1

, 2.5 mM dNTP 1 를 첨가하고, DEPC를 처
리한 증류수로 총 12 가 되도록 하였다. 65
에서 5분간 변성 후 즉시 얼음 위에서 냉각한 
후 5X buffer 4 , 0.1M DTT 2 , RNase 
inhibitor (Promega) 0.5U 및 reverse transcriptase
(SuperScript Reverse Transcriptase, Invitrogen, 
USA) 1 를 첨가하여 42 에서 60분간 반응시
킨 후, 70 에서 15분간 반응시켜 reverse 
transcriptase를 불활성화 시킨 후 real-time PCR
의 주형으로 사용하였다. 

4. Real-time PCR

중성지방 생합성 관련 유전자의 발현양상을 
분석하기 위하여 real-time RT-PCR법을 이용하
였다. 시료로부터 추출된 총 RNA를 이용하여 
cDNA를 합성하고, 합성된 cDNA 0.2 μg을 주형
으로 2X Power SYBR Green PCR Master mix
(Applied Biosystems, UK)와 각각의 primer set
(Table 1)을 이용하여 7500 Real time PCR 
system (Applied Biosystems)을 통하여 분석하였
다. 각 PCR 반응은 95 에서 10분간 예비 변성
한 후 95 에서 15초, 60 에서 1분간 40회 반
복하여 수행하였다. PCR 반응 종결 후 melting 
curve 작성을 통하여 유전자 증폭의 정확성을 
재확인하였다. 유전자 발현량의 내부 보정을 
위하여 house keeping 유전자인 GAPDH (gly- 
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Table 2. Total fat and triacylglycerol(TG) contents in Hanwoo longissimus muscle 

Age (months) Fat content (%) TG content (mg/ml)

12 1.87 ± 0.004a 0.34 ± 0.070a

20 3.26 ± 0.015a 0.41 ± 0.015a

27 14.86 ± 0.030b 2.51 ± 0.024b

30 15.86 ± 0.040b 2.77 ± 0.330b

a, b Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
(Mean ± S.D.)

ceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)를 이용하
였고, 상대적 유전자 발현량은 Ct 방법을 
통하여 분석하였다. 위 실험은 3회 반복 수행
하였다.

5. 

비육기간 중 변화되는 지방 및 중성지방 함
량, 유전자발현량은 SAS package (SAS Institute 
Inc., USA)의 일반선형모형 (General linear model)
을 통해 통계적 유의성을 검증하였다. 

. 결과 및 고찰
  
1.

비육기간 중 한우 등심 내 지방축적 정도를 
확인하기 위하여 총 지방 및 중성지방 함량을 
측정하였다. 채취된 시료 각 1 g을 기준으로 근
육 내 함유된 총 지방량을 측정한 결과 Table 
2에서 보는바와 같이 12, 20개월령에서 평균 
1.8과 3.26%로 낮은 함량이 관찰되었으며, 27 
및 30개월령에서는 평균 15% 정도의 함량을 
보였다. 이는 일본 흑모화우를 대상으로 한 
Nishimura 등 (1999)의 연구와 유사한 결과로, 
등심 육 (longissimus doris) 내 총 지방 함량이 
20개월 이후 급속히 증가되어 27, 30개월에서 
최고를 보인 결과와 동일한 양상임을 확인할 
수 있었다. 또한, 총 지방 함량의 증가와 함께 
지방의 저장형태인 중성지방 (TG) 함량 또한 
27, 30개월령에서 12, 20개월령 보다 약 6배 이

상 증가된 것을 확인하였다. 이러한 결과는 한
우에 있어 등심 내 지방의 축적은 20개월령 이
후 급속히 진행됨을 나타내는 결과로 한우 비
육에 있어 중요한 기초 자료로 활용될 수 있을 
것으로 판단된다. 

2.

C/EBPα (CCAAT/enhancer binding protein α) 
및 PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor 
γ) 유전자는 전사조절인자로서 지방생합성과 
관련되어 중요한 indicator로 사용되고 있다
(Rosen, 2005). 본 연구에서도 비육기간 중 중성
지방 생합성 관련 유전자 발현분석에 앞서 중
요 indicator로 활용되고 있는 2가지 유전자의 
발현량을 분석하였다. Real-time PCR법을 통해 
분석한 두 유전자 (C/EBPα, PPARγ)의 발현양상
은 12개월령을 기준으로 하여 20개월령의 경우 
큰 차이가 관찰되지 않았으나, 이후 27개월령
에서 증가됨이 관찰되었으며 (3.2, 2.9배) 30개월
령에서는 9.6배 및 5.3배 높은 발현을 보였다
(Fig. 1). 이러한 결과는 총 지방 함량 및 중성
지방 함량 측정 결과와도 유사한 형태를 보임
을 확인 할 수 있으며, 유전자의 발현 증가는 
27, 30개월령에 있어 지방 생합성 반응이 증가
되었음을 나타낸다고 할 수 있다.

지방세포와 근육 내 중성지방 생합성에 관여
하는 ACSS2, GPAT, MGAT 및 DGAT 유전자
에 대하여, 비육기간 중 유전자 발현양상을 분
석한 결과 모든 유전자에서 12개월과 20개월령 
사이에는 큰 변화가 관찰되지 않았으나, MGAT
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Fig. 1. Relative mRNA level of C/EBPα, 
PPARγ and triacylglycerol biosynthesis 
genes using real-time PCR in Hanwoo
longissimus muscle among the 
fattening stages. Data are shown as 
mean ± standard error of three replicate
runs. The data represent the relative 
fold change in mRNA expression 
relative to the control (12 months), 
which is arbitrarily defined as 1. 
PPARγ, peroxisome proliferator-activated
receptor γ; C/EBPα, CCAAT/ enhancer
binding protein α; ACSS2, acyl-CoA 
synthetase short-chain family member 
2; GPAT, glycerol phosphate acyl- 
transferase; MGAT, monoacylglycerol 
acyltransferase; DGAT, diacylglycerol 
acyltransferase; GAPDH, glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase. 

        a,b,c,d Means with different superscripts are 
significantly different (P<0.05).

을 제외한 유전자에서 27개월 및 30개월령에서 
발현이 증가됨을 확인하였다 (Fig. 1).

지방의 축적은 주로 adipocyte의 부피성장으
로 초래되며, 이는 저장형 지방의 증가를 의미
한다. ACS (acyl-CoA synthetase)는 지방산을 acyl- 
CoA로 전환하는 효소로 중성지방 합성 시 
acyl-group을 제공하는 역할을 담당하고 있다
(Coleman 등, 2002). ACS는 short-, medium-, 
long-, very long-chain 등 그 특성 및 조직 내 
분포에 따라 다양하게 구별되어지며, 현재까지 
인간의 경우 26종이 존재하는 것으로 보고되었
다 (Watkins 등, 2007). 특히, Sone 등 (2001)은 
ACS family 중 ACSS2 (acyl-CoA synthetase 
short-chain family member 2)가 지방생합성 관
련 조절유전자인 SREBP (sterol regulatory element- 

binding protein)-1에 의해 조절되어 지방생합성
(lipogenesis)에 관련함을 확인하였다. 본 연구에
서는 다양한 ACS family 중에서 지방생합성과 
관련되어 있다고 보고된 ACSS2 유전자를 대상
으로, 비육 단계에 따른 유전자 발현양상을 비
교 하여 ACSS2 유전자가 12개월령에 비해 비
육 후기인 27개월령에서 7.3배 증가됨을 확인
할 수 있었다. 비육후기 조사료와 농후사료의 
급여 비율은 반추위의 미생물성상 및 각종 분
해산물에 크게 영향을 미치게 되는데, 농후사
료의 급여는 휘발성 지방산의 증가를 유도하게 
된다 (이 등, 1991). 근육 내 지방산의 증가는 
인슐린 저항성을 유도하여 인슐린에 의한 
glycogen 합성 및 glucose의 산화를 감소시키는
데, 이는 glucose 이용성의 감소를 의미한다
(Griffin 등, 1999). 또한 이 등 (2006)은 비육 
전 후기 등심육 내 지방합성 관련 유전자의 
발현양상 분석을 통하여 비육 후기 지방합성에 
glucose 보다는 지방산을 더 많이 이용할 것으
로 예측하였다. 이러한 결과로 볼 때 농후사료
의 급여로 근육 내 지방산이 증가되고, 이러한 
지방산의 이용성이 증가되어, 이들의 축적형태
인 중성지방 합성에 이용되는 것으로 판단된
다. 이때 지방산을 acyl-CoA로 전환하는 효소인 
ACSS2가 활성화되어 지방축적을 유도하는 것
으로 생각되어진다. 

중성지방 합성에 있어 GPAT (glycerol-3- 
phosphate acyltransferase) 효소는 glycerol-3- 
phosphate를 이용하여 LPA (lysophosphatidic acid)
로 전환 후 중성지방을 합성하는 처음 단계에 
관여하고 있다 (Coleman과 Lee, 2004). GPAT 단
백질 발현과 지방 생합성과의 관련성을 분석한 
Linden 등 (2004)의 연구를 통해 GPAT의 과발
현이 rat hepatocyte에서 중성지방의 생합성을 
증가시킴을 확인하였다. 또한 Hammond 등
(2005)은 GPAT가 acyl-CoA의 β-oxidation과 중
성지방 생합성 경로로의 분배 역할을 담당한다
고 보고하였다. 이러한 결과는 GPAT가 중성지
방 생합성에 있어 중요한 역할을 담당하고 있
음을 시사한다고 할 수 있다. 본 연구에서도 
비육 후기인 27개월 및 30개월령에서 GPAT 유
전자의 발현이 7배 증가되었으며 (Fig. 1), 근육 
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내 중성지방함량 또한 2.51 및 2.77 mg/ml로 12
개월령에 비해 7.3 및 8.1배 증가됨을 확인할 
수 있었다 (Table 2). 이러한 결과는 근육 내 중
성지방 합성에 있어 GPAT를 이용한 glycerol 
phosphate 경로가 주요한 역할을 담당하고 있음
을 보여주는 결과라 할 수 있다. 

MGAT (monoacylglycerol acyltransferase)는 mono- 
acylglycerol과 acyl-CoA를 이용하여 diacylglycerol
을 합성하는데 이용되는 효소로, 주로 intestinal 
mucosa에서 중성지방 합성에 관여한다고 알려
져 있다 (Coleman과 Lee, 2004). 비육기간 중 유
전자 발현양상을 분석한 결과에서 MGAT 유전
자의 발현의 변화는 관찰되지 않았다 (Fig. 1). 
이러한 이유로는 MG (monoacylglycerol)을 이용
한 중성지방 합성경로가 일부 adipocyte에서 유
도되어 지는 것으로 알려져 있으나 (Jamdar와 
Cao, 1992), 근육 내 중성지방 합성에 있어 주
요한 경로로는 이용되지 않기 때문인 것으로 
판단되어 진다. 

DGAT (diacylglycerol acyltransferase)는 diacyl- 
glycerol를 최종 산물인 중성지방 (TG)으로 합성
하는 마지막 단계에 관여하는 효소이다 (Yu와 
Ginsberg, 2004). DGAT 유전자의 활성은 acyl- 
CoA와 diacylglycerol에 의존적으로 나타나며, 
mRNA의 발현은 adipocyte에서 가장 높게 나타
나고 heart, skeletal muscle 등 다양한 조직에서
도 확인되었다 (Cases 등, 2001). 특히, Chen 등
(2002)은 DGAT 유전자 knockout mice 연구를 
통해 adipocyte와 skeletal muscle에서 지방 축적
이 30~40% 감소됨을 확인하여 DGAT 유전자가 
지방 축적에 있어 주요한 역할을 담당하고 있
음을 보고 하였다. 또한 소를 이용한 연구에서
도 DGAT의 활성 및 유전자 내 SNP가 근내지
방과 관련되어 있음이 보고된 바 있다
(Middleton 등, 1998; Thaller 등, 2003). 이러한 
선행 연구결과와 같이 본 실험에서도 중성지방
량의 증가와 함께 DGAT 유전자의 발현도 증
가됨을 확인하였다 (Table 2, Fig. 1). DGAT의 
증가는 비육 후기에 나타나는 acyl-CoA의 증가
로 중성지방 생합성 경로의 활성화가 촉진되어 
유전자의 발현량에도 영향을 미치는 것으로 판
단되어 진다. 

본 연구를 통해 비육 후기인 20개월령 이후 
근육 내 중성지방의 축적이 급속히 진행되어지
며, 지방의 증가와 함께 중성지방 생합성 관련 
유전자의 (ACSS2, GPAT 및 DGAT) 발현도 증
가됨을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 비육 
후기에 있어 고 에너지 사료의 급여가 혈중 내 
지방산 함량의 증가를 유도하고, 지방산 이용
성의 증가로 인해 축적형태인 중성지방 생합성 
경로의 활성화가 촉진되는 것으로 판단된다. 
이러한 중성지방 생합성 관련 유전자의 발현증
가가 직접적으로 근육 내 지방 축적을 유도하
는지는 아직 명확하지 않다. 그러나 근육 내 
지방 축적과 관련되어 주요한 후보 유전자로써
의 가치는 충분한 것으로 판단되어 진다. 또한 
추후 각 유전자에 대한 구조분석 연구를 통하
여 유전자변이(SNP)와 형질과의 연관성 연구가 
지속되어야 할 것으로 판단된다. 

. 요    약

비육 기간 중 근육 내 지방 축적 및 관련 유
전자 발현 양상을 확인하기 위하여, 등심 내 
지방 및 중성지방 함량을 측정하고 중성지방 
생합성 관련 유전자인 ACSS2, GPAT, MGAT 
및 DGAT의 유전자 발현량을 real-time PCR법
을 통하여 분석하였다. 근육 내 중성지방 함량
은 20개월령 이후 급속히 증가됨을 보였고, 중
성지방 함량의 증가와 함께 ACSS2, GPAT 및 
DGAT 유전자의 발현이 증가됨을 확인하였다. 
특히, 12개월령과 비교하여 ACSS2 유전자의 
발현은 비육후기인 27개월령에서 7.3배, GPAT
는 6.9배 증가되었다. 이러한 중성지방 함량의 
증가와 중성지방 생합성 관련 유전자의 발현량 
증가는 비육후기에 있어 고 에너지 사료 급여
로 인한 지방산의 증가와, 증가된 지방산의 이
용성 증대로 축적 형태인 중성지방 합성이 증
가되는 것으로 판단되어 진다. 또한 중성지방 
생합성 관련 유전자인 ACSS2, GPAT 및 DGAT 
유전자의 발현증가는 근육 내 지방 축적과 밀
접히 관련되어 있으며, 근내지방 축적과 관련
되어 주요한 후보 유전자로 생각되어 진다. 
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