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ABSTRACT : The seminiferous epithelium, with its division into 12 spermatogenic stages in the mouse, is a very complex 
tissue. Glutathione peroxidase (GPx) is a representative antioxidant enzyme that is capable of reducing organic hydrope-
roxides to their corresponding hydroxyl compounds utilizing glutathione and is related to the mammalian spermatogenesis. 
In this study, a real-time PCR was performed in the stage-specific seminiferous tubules of mouse testes excised by a laser 
capture microdissection (LCM) in order to quantitate the expression levels of a series of GPx genes including cytosolic 
GPx (cGPx), gastrointestinal GPx (GI-GPx), plasma GPx (pGPx), and phospholipid hydroperoxide GPx (PHGPx). Frozen 
sections (10 ㎛) were obtained from normal adult mouse testes. LCM was used to capture all the cells that were grouped 
into stages Ⅰ-Ⅴ, Ⅶ-Ⅷ, and Ⅸ-ⅩI in cross-sections of seminiferous tubules. The expression level of PHGPx mRNA was 
remarkably higher than those of other GPx mRNAs in mouse testes. During spermatogenesis, the expressions of GI-GPx, 
pGPx, and PHGPx mRNAs were highest on stages Ⅶ-Ⅷ, began to decrease after stage ⅩI, and showed a lowest level 
on stage Ⅰ-Ⅴ. However, the expressions of cGPx mRNA were highest on stages Ⅶ-Ⅷ, and showed a lowest level on 
stage ⅩI-ⅩI. These findings indicate that GPx genes are expressed differentially on mouse spermatogenesis and also LCM 
can be an useful tool in cellular quantitative analysis of testes.  
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요  약 : 정세관은 매우 복잡한 조직으로 마우스의 정자 발생 과정은 12단계로 구성되어 있다. Glutathione peroxidase 
(GPx)는 glutathione을 이용하여 과산화물(hydroperoxide)을 환원시키는 대표적인 항산화효소로서 포유류 정자 발생 과정

에 관여하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 laser capture microdissection(LCM)을 이용하여 마우스 정소에서 발생

단계별로 정세관을 채취하여 real-time PCR로 cytosolic GPx(cGPx), gastrointestinal GPx(GI-GPx), plasma GPx(pGPx) 및
phospholipid hydroperoxide GPx(PHGPx)와 같은 GPx family 유전자의 발현 정도를 비교분석하였다. 동결절편(10 ㎛)은
정상 성숙 마우스의 정소를 사용하였다. LCM 방법으로 정세관의 단면을 Ⅰ～Ⅴ, Ⅶ～Ⅷ, Ⅸ～ⅩI 단계로 구별하여 채취하

였다. PHGPx mRNA의 발현은 다른 GPx mRNA보다 정소에서 현저하게 높게 발현되었다. 정자 발생 단계에서 GI-GPx, 
pGPx 및 PHGPx의 mRNA는 Ⅶ～Ⅷ 단계에서 가장 높았고 ⅩI 단계 이후에 감소되었으며, Ⅰ～Ⅴ 단계에서 가장 낮은 발현

을 보였다. 그러나, cGPx mRNA는 Ⅶ～Ⅷ 단계에서 가장 높았고, Ⅺ～Ⅺ 단계에서 가장 낮은 발현을 보였다. 본 연구
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결과, GPx family 유전자는 정자 발생 단계에서 서로 다르

게 조절되며, LCM 방법은 정소세포의 정량 분석에서 유

용하게 사용될 것으로 사료된다. 
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서  론  

포유동물의 정상적인 에너지 대사과정에서 대사산물로 형

성되는 superoxide anions, hydroxyl radicals, hydrogen 
peroxide(H2O2)와 같은 활성산소(reactive oxygen species; 
ROS)는 세포성장, 분화, apoptosis와 같은 중요한 세포내 조

절인자이지만, 과도한 양의 ROS는 세포막의 손상을 일으킨

다. 따라서, ROS에 대한 세포내 방어 작용으로서 supero-
xide dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GPx), catalase 
등 다양한 항산화효소가 알려져 있다(Valko et al., 2007).

GPx는 활성부위에 셀레노시스테인을 가지고 있으며, 적은

양의 H2O2에도 반응을 하며(Ursini & Bindoli, 1978), 반응

특성이나 위치에 따라서 크게 4가지의 subtype을 가지고 있

다. 대부분의 장기에서 존재하고 있고, 세포질 내에 분포하는

cytosolic GPx(cGPx; Flohe et al., 1973), 장내에 주로 분포

하고 있는 gestrointestinal GPx(GI-GPx; Chu & Esworthy, 
1995), 세포외액에 존재하고 있는 plasma GPx(pGPx; Avi-
ssar et al., 1994), 세포막을 보호하며 정소에서 높게 분포하

는 phospholipid hydroperoxide GPx(PHGPx; Imai et al., 
1995)가 알려져 있다. 

정자 발생(spermatogenesis)은 미성숙 생식세포가 세포분

열, 분화, 감수분열을 거쳐 원형정자세포(round spermatid)
를 생성하고, 길쭉정자세포(elongated spermatid)로 분화되는

과정으로 정소의 정세관(seminiferous tubules) 안에서 일어

나며, 정세관 단면은 분화가 서로 다른 단계(stage)의 세포

로 구성되어 있으며, 마우스는 12단계로 구성이 되어 있다

(Lonnie et al., 1990). 
미성숙 정자세포의 산화적 손상은 유전적 질환의 원인이

될 수 있으며, 성숙 정자세포의 산화적 손상은 불임의 원인

(Fraga et al., 1991; Richburg, 2000)이 되므로 정자 발생 과

정에서 SOD, GPx, catalase 등의 항산화효소는 다양한 산화

적 손상으로부터 정자를 보호하는 중요한 역할을 한다고 알

려져 있다(Gu et al., 1996). 특히 GPx는 포유류의 정자와 남

성 생식기에서 ROS로 인한 산화적 손상에 중요한 방어효소

로서 역할을 하고 있다고 알려져 있다(Brigelius-Flohé, 1999; 
Moreno et al., 2003; Drevet, 2006). PHGPx 유전자의 변이

는 정자의 운동성과 정자수의 유의적인 감소를 보였으며, 불
임남성에서 PHGPx 활성의 감소를 보였다(Foresta et al., 
2002; Drevet, 2006). Acrylamide를 투여 후 정자 생성과

GPx의 활성이 감소되었으며, aroclor 1254 투여 후에도 정

소의 독성이 관찰되어 정소 무게, 정자수, 정자의 운동성의

감소와 GPx의 활성이 감소되었다(Aly et al., 2009; Zhang 
et al., 2010). 그러나, 정자 발생 과정 동안 각 단계 특이적으

로 각각의 GPx 유전자 발현에 대한 연구는 거의 이루어지지

않았다.  
최근 개발된 방법 중 laser capture microdissection(LCM)

은 복잡한 구조의 조직으로부터 현미경을 이용하여 세포를

관찰하면서 원하는 세포만을 레이저로 절개하여 얻는 기술

로서 정상 조직의 세포 종류에 따른 유전자 발현 차이와 함

께 종양 조직이나 병변이 있는 조직으로부터 특이적인 세포

만을 추출하여 유전자 발현 변화를 비교 관찰할 수 있는 방

법이다(Sluka et al., 2008; Agarwal et al., 2010; Wang et 
al., 2010).    

본 연구에서는 LCM 기술을 이용하여 정상 마우스의 정세

관상피에서 발생 단계별로 정자 발생세포를 분리하여 total 
RNA를 추출한 후, real-time polymerase chain reaction 
(PCR) 방법을 이용하여 항산화효소인 GPx의 4가지 isoforms
에 대하여 유전자 발현 정도를 비교 분석하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

7주령의 성숙한 수컷 ICR 마우스를 ㈜샘타코로부터 구입

하여 충북대학교 실험동물연구지원센터 내에서 1주일간 사

육실 및 실험실 환경에 적응시켜 일반 증상에 이상이 없음을

확인하고 실험에 사용하였다. 5마리를 polycarbonate cage에
수용하고, 실험동물용 고형사료(Purina® pellet 사료)와 음료

수를 자유롭게 공급하였다. 사육 실험실 환경으로는 온도

23±2℃, 상대 습도 50±10%, 환기 횟수 10～12회/hr, 조명시

간 12 hrs, 조도 150～300 lux로 조절하였다. 모든 실험은 충

북대학교 동물실험윤리위원회 규정에 입각하여 실시하였다

(Chungbuk National University Animal Care Committee, 
according to NIH #86-23).

2. 조직 채취 및 처리

에테르로 마취시킨 후 부검을 하여 정소를 적출하고 바로

액체질소에 동결시킨 다음 RNA 추출에 이용하였다. LCM
을 위해서 OCT compound에 포매하여 10 ㎛ 두께로 PEN 
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membrane slides(MDS Analytical Technologies, Germany)
를 이용하여 슬라이드를 제작하였고, 사용 전까지 —80℃에

보관하였다. 동결된 정소 조직이 부착된 슬라이드는 0℃에서

acetone에 1분간 고정을 하였으며, 95%와 75% 알코올과

RNase free인 증류수에 처리하였으며, hematoxylin(Sigma, 
USA) 용액으로 핵을 염색한 후 증류수에 수세한 다음 75%, 
95%, 100% 알코올에 30초씩 탈수 과정을 거친 후 후드에서

20분간 공기 중 건조하여 LCM을 시행하였다.

3. LCM과 RNA 추출

정자 발생시기의 구별은 hematoxylin에 의해 염색된 핵에

의해서 구별을 하였다. Ⅰ～Ⅴ 단계는 버팀세포(Sertoli cell) 
깊숙이 정세관내에서 길쭉정자세포를 볼 수 있으며, Ⅶ～Ⅷ 
단계는 정자방출을 위해서 길쭉정자세포가 정세관 상피내강

표면에 배열되었다. Ⅸ～ⅩI 단계의 정세관에는 길쭉정자세

포가 존재하지 않으며, 정자세포의 핵 모양은 납작하며 뚜렷

한 응축이 나타나지 않았다. 제Ⅵ 단계와 ⅩII 단계 정자세포

는 발달의 진행이 다양하므로 세포들의 모양을 근거로 시기

를 결정할 수가 없었다(Sluka et al., 2008). 각 단계별 정자

발생 과정 시료는 real-time PCR을 위하여 각 단계별로 32개
의 정세관이 포함되도록 LCM을 하였으며, 시료는 각기 다

른 5개의 정소에 대하여 각각 3번반복하여 채취하였다. LCM
은 Arcturus XT laser capture microdissection microscope 
(Molecular Devices, California, USA)를 이용하였고, 각
slide는 Prepstrip tissue preparation strip(Arcturus, USA)을
이용하여 잔존물을 제거한 후 사용하였다. 조직절편은 20배
검경렌즈를 사용하여 관찰하였으며, 30 ㎛ 깊이의 laser를 사

용하였고, power는 5 msec 간격으로 20～30 mW 범위에서

사용하였다. 세포는 CapSure LCM macro caps(Arcturus, 
USA)에 포획한 직후 PicoPure RNA Isolation Kit(Arcturus, 
USA)을 이용하여 시약설명서에 따라 total RNA를 추출하

였다.

4. Real-time PCR 분석

위의 방법으로부터 얻어진 total RNA 약 1 ㎍을 cDNA 
synthesis kit(BIO-RAD, USA)을 이용하여 총 반응용액 20 
㎕의 cDNA 용액을 합성하여 real-time PCR을 실시하였다. 
TaqMan Universal PCR Master Mix Kit(Applied Bio-
systems, USA)으로 총 25 ㎕를 맞춘 후 7500 Real-Time 

PCR System(Applied Biosystems, USA) 기계를 이용하여

실시하였다. cGPx primers와 probe는 mouse 유전자 특이적

으로 cGPx forward primer가 5’-CCC CAC TGC GCT 
CAT GA-3’, cGPx reverse primer가 5’-GGC ACA CCG 
GAG ACC AAA-3’, cGPx TaqMan probe로서 FAM이 표

지된 5’-CGA CCC CAA GTA CAT C-3’염기서열을 사용

하였다. GI-GPx primers는 GI-GPx forward primer가 5’- 
TGA CCC GTT CTC CCT CAT G-3’, GI-GPx reverse 
primer가 5’-GCG CAC GGG ACT CCA TAT-3’ 및 FAM
이 표지된 probe의배열은 5’-CGA TCC CAA GCT C-3’였다. 
Mouse pGPx에 대한 primers와 probe는 Applied Biosystems 
(USA)에서 판매되는 Assay on demand # Mm00492427를
사용하였다. 또한, Mouse PHGPx에 대한 primers와 probe
는 Applied Biosystems(USA)에서판매되는 Assay on demand 
# Mm00515041를 사용하였다.

Beta-actin(Assay on demand #4352933E, Applied Bio-
systems, USA)은 내부표지인자로 사용하였다. 각 데이터

(n=5)는 3회 반복 실시를 하여 실험하였으며, comparative Ct 
method로 mRNA 함량을 측정하였다.  

5. 통계처리

결과의 통계분석은 유의수준 p<0.05에서 비모수적 평균

분석법인 Kruskal-Wallis법을 이용하였다. 또한, 각 유전자

의 발현 정도가 서로 상관관계가 있는지를 편상관분석을 통

해 검정하였다. 

결  과

마우스 정소의 정세관 내에서 12단계의 정자 발생 단계

중 길쭉정자세포의 모양과 위치를 중심으로 Ⅵ과 ⅩII 단계

이외에 10단계에 대하여 Ⅰ～Ⅴ, Ⅶ～Ⅷ와 Ⅸ～ⅩI의 3분
류로 나누어 구별하였으며(Fig. 1), LCM을 이용하여 성공적

으로 정세관을 채취하여(Fig. 2) cGPx, GI-GPX, pGPx 및
PHGPx에 대한 mRNA 발현 양상을 비교하였다.

GPx mRNA는 모든 정자 발생 단계에서 발현되었으며, 
GPx 유전자 중에서 PHGPx mRNA는 1331～1401-fold로
정자발생단계동안가장많은양이발현되었으며, cGPx mRNA
는 50.4～79.4-fold, GI-GPx mRNA는 3.3～5.0-fold, pGPx 
mRNA는 0.86～1.05-fold 순으로 발현되었다(Figs. 3～6). 
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Fig. 1. Seminiferous tubules at the following stages of spermatogenesis were grouped. Arrows indicate the heads of compact elongated 
spermatids embedded within the seminiferous epithelium on stages Ⅰ～Ⅴ (A). Arrowheads indicate the elongated spermatids 
adjacent to the tubule lumen prior to spermiation on stages Ⅶ～Ⅷ (B). Asterisks indicate absence of elongated spermatids on stages 
Ⅸ～ⅩI (C). Magnification: ×200.

     

Fig. 2. Isolation of a stage-specific seminiferous tubule using a laser capture microdissection (LCM). Micrograph of intact testis section 
viewed by light microscopy prior to LCM (A), an isolated tubule on the LCM cap following LCM (B), and the remaining tissue 
section (C). Magnification: ×100.

cGPx mRNA는 Ⅰ～Ⅴ 단계에서 51.7-fold, Ⅶ～Ⅷ 단계

에서는 79.4-fold, Ⅸ～ⅩI 단계에서는 50.4-fold로 정자방출

(spermiation)이 있기 전에 가장 높게 발현하였다(Fig. 3). 
GI-GPx mRNA는 정자 발생 Ⅰ～Ⅴ 단계에서는 3.38-fold로
가장 낮은 발현을, Ⅶ～Ⅷ 시기에서는 5.0-fold로 가장 높

게 발현되었고, Ⅸ～ⅩI 단계에서는 3.69-fold를 보였다(Fig. 
4). pGPx mRNA는 다소 낮은 발현량으로서 GI-GPx와
유사한 발현 양상을 보여 정자 발생 Ⅶ～Ⅷ 시기에 1.05-fold
로 가장 높게 발현되었고, Ⅸ～ⅩI 단계에서는 1.0-fold, Ⅰ～

Ⅴ 단계에는 0.86-fold로 가장 낮은 발현을 보였다(Fig. 5). 
PHGPx mRNA는 정자가 방출되기 전단계인 Ⅶ～Ⅷ 단계에

서 1672- fold로 가장 높았으며, Ⅸ～ⅩI 단계에서는 1401- 
fold, Ⅰ～Ⅴ 단계에서는 1331-fold로 감소하는 경향을 보였

다(Fig. 6). 

Fig. 3. Stage-specific expressions of cytosolic glutathione pero-
xidase (cGPx) mRNA during spermatogenesis. Gene ex-
pression for cGPx in the cross-sectioned seminiferous 
tubules defining the spermatogenic stages (I-V, Ⅶ-Ⅷ, 
and Ⅸ-XI) excised by a laser capture microdissection 
was assessed by real-time PCR. * Significantly different 
from stage I-V at p<0.05.
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Fig. 4. Stage-specific expressions of gastrointestinal glutathione 
peroxidase (GI-GPx) mRNA during spermatogenesis. 
Gene expression for GI-GPx in the cross-sectioned semini-
ferous tubules defining the spermatogenic stages (Ⅰ-Ⅴ, 
Ⅶ-Ⅷ, and Ⅸ-ⅩI) excised by a laser capture micro-
dissection was assessed by real-time PCR. * Significantly 
different from stage I-V at p<0.05.

Fig. 5. Stage-specific expression of plasma glutathione peroxidase 
(pGPx) mRNA during spermatogenesis. Gene expression 
for pGPx in the cross-sectioned seminiferous tubules 
defining the spermatogenic stages (Ⅰ-Ⅴ, Ⅶ-Ⅷ, and Ⅸ-
ⅩI) excised by a laser capture microdissection was assessed 
by real-time PCR. * Significantly different from stage 
Ⅰ-Ⅴ at p<0.05.

Fig. 6. Stage-specific expression of phospholipid hydroperoxide 
glutathione peroxidase (PHGPx) mRNA during spermato-
genesis. Gene expression for PHGPx in the cross- 
sectioned seminiferous tubules defining the spermatogenic 
stages (Ⅰ-Ⅴ, Ⅶ-Ⅷ, and Ⅸ-ⅩI) excised by a laser 
capture microdissection was assessed by real-time PCR. 

고  찰

본 연구에서는 LCM과 real-time PCR법을 이용하여 마우

스 정자 발생 단계에서 GPx의 mRNA 발현 변화를 관찰하였

다. 정자 발생 단계 중 4가지 GPx 유전자 모두 정자 발생 단

계에서 발현이 되었으며, PHGPx는 1331～1401-fold로 GPx 
유전자 중 가장 많은 양이 발현되었으며, pGPx는 0.8～1.05- 
fold로 아주 적은 양이 발현되었다. 이러한 결과는 4가지

subtype의 GPx가 정소의 정자 발생 단계에서 항산화효소로

서 각각 중요한 역할을 할 수 있다는 것을 시사한다. 이전 연

구 결과에 따르면, PHGPx 활성은 모든 조직에서 나타나지

만 특히 정소에서 가장 높다는 보고(Diaconu et al., 2006; 
Baek et al., 2007)가 있으며, pGPx는 세포외액에서 발현되

는 유전자로 남성생식기 중 정소상체와 정낭샘에서 높은 발

현을 보여 정자의 성숙 과정과 정자환경에 중요한 항산화효

소로 알려졌다(Schwaab et al., 1998). 
ROS에 의해 손상된 정소의 생식세포에서 cGPX와 GI- 

GPx mRNA는 정상 정소보다 발현이 높게 관찰된다는 보고

는 있지만(Suna et al., 2007; Paul et al., 2009), 정자 발생

단계에서의 자세한 연구는 이루어지지 않고 있다. 본 연구

결과, cGPx와 GI-GPx는 정자가 방출되기 전인 Ⅶ～Ⅷ 단계

에서 가장 높았으며, cGPx는 Ⅸ～ⅩI 단계에서, GI-GPx는
Ⅰ～Ⅴ 단계에는 가장 낮은 발현을 보였다. 이것은 cGPx와
GI-GPx가 산화 손상 인자뿐만 아니라 정자의 발생 과정에서

발생할 수 있는 ROS로부터 정자 발생세포를 직접적으로 보

호할 수 있다는 것으로 사료된다.
정소에서 pGPx의 발현에 대한 보고는 거의 알려진 바 없

다. 본 연구 결과, 비록 발현 정도는 낮았지만, pGPx mRNA
는 정자 발생 단계 Ⅶ～Ⅷ 시기에 가장 높게 발현되는 것으

로 보아 정자가 방출되기 이전 시기에 산화스트레스에 대한

방어역할을 할 수 있음을 시사한다. 
PHGPx는정소와정자세포에서높은발현을나타내며, PHGPx

가 감소되거나 결손되었을 때는 정자 활성의 감소나 불임의

원인이 된다고 알려져 있다(Imai, 2010). In situ hybridization 
결과, 정자의 발생 과정에서 PHGPx는 X단계의 pachytene 
spermatocyte에서 발현이 시작되어 원형정자세포에서 점차

증가되었고 steps 10～11의 길쭉정자세포에서 가장 높은 발

현을 보였으며, step 12 이후 점차 감소되어 step 16 정자세

포에서 약하게 발현되었다(Nam et al., 1998). 본 연구 결과, 
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PHGPx mRNA는 정자가 방출되기 전단계인 Ⅶ～Ⅷ 단계에

서 가장 높았으며, Ⅰ～Ⅴ 단계에서는 가장 낮은 발현양을

보였다. 따라서 PHGPx는 정자가 방출되기 이전 시기에서도

중요한 역할을 할 수 있음을 시사한다. 
본 연구 결과로부터 정자 발생 과정에서 GPx의 subtypes

별 유전자 발현이 서로 다르게 조절되고 있음을 알 수 있었

으며, 정자 발생 단계에서 GPx의 역할을 연구하는 기본적인

자료로 사용될 수 있다고 사료된다. 또한, 복잡한 정자 발생

과정에서 분화하는 정자세포별로 LCM을 이용하여 정확하

게 분리할 수 있었으며, 향후 LCM이 정자 발생 과정에서 특

정한 유전자 및 단백질의 정량과 기능 분석에 유용하게 사용

되리라 기대된다. 
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