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ABSTRACT

The present study was performed to identify the relationship between plasminogen activator (PA) and Heat Shock 
Protein-90 (HSP-90) in porcine uterus tissues during the estrous cycle. Porcine uterus tissues were obtained from pre- 
ovulatory (Pre-Ov), post-ovulatory (Post-Ov) and early to mid-luteal (Early-mid L) stages. The protein was extracted 
from uterus tissue by using M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent. Proteins were refined by RIPA Buffer and 
quantified by BCA methods. As results, t-PA expression was significantly (p<0.05) higher from pre-ovulatory(Epithe-
lium tissue: 29,067 μg/μl, Myometrium tissue: 30,797 μg/μl) compared to the post-ovulatory stage(Epithelium tissue: 
54,357 μg/μl, Myometrium tissue: 53,270 μg/μl) and early to mid-luteal stage(Epithelium tissue: 42,380 μg/μl, 
Myometrium tissue: 43,139 μg/μl). On the other hand, the uPA expression indicated higher from early to mid-luteal 
stage (Epithelium tissue: 0.02198 μg/μl, Myometrium tissue: 0.02412 μg/μl) than pre-ovulatory stage (Epithelium 
tissue: 0.01577 μg/μl, Myometrium tissue: 0.01531 μg/μl) and post-ovulatory stage(Epithelium tissue: 0.01414 μg/μl, 
Myometrium tissue: 0.01429 μg/μl). However, expression of u-PA did not differ from each estrous cycle in the epithe-
lium tissue and myometrium tissue(p<0.05). Expression of HSP-90 was differ t-PA and u-PA from pre-ovulatory in 
Epithelium tissue(25,423 μg/μl) and early to mid-luteal stage in epithelium tissue(177,922 μg/μl) and myometrium 
tissue(26,664 μg/μl). These results suggest that HSP-90 and u-PA were related with change of uterus cycle according 
to the reformation of the tissues in porcine uterus.

(Key words : Porcine estrous cycle, Heat shock protein-90, Tissue-plsminogen activator (t-PA), Urokinase-plsmino-
gen activator (u-PA), Uterus tissue)

서 론        

Plasminogen은 섬유소를 분해하는 효소인 plasmin의 
전구 물질로서 plasminogen 상태로 존재하며, 세포외액
과 plasma에 많이 존재하는 비활성 단백질이다. 한편, 세포 
내에 존재하는 plasminogen Activator(PA)가 plasmino-
gen을 활성화 시키며, plasminogen을 plasmin으로 전환
시키고 섬유소 분해를 촉진한다. 이러한 PA는 분자량의 
의해 70 kDa은 Tissue-Plasminogen Activator(t-PA)로, 31 
～54 kDa의 Urokinase-Plsminogen Activator(u-PA)로 나
눌 수 있으며, 체내에서 생성되는 몇몇의 inhibitors에 의

해 억제된다(Kruithof, 1988). 이밖에 PA는 햄스터의 경
우, 난관 조직의 일부 세포막과 난관체액에서의 활성이 
보고되었으며(Jimenez Diaz 등, 2000), 사람의 경우 자궁
내막을 포함하여 여성 생식 조직에서 t-PA와 u-PA의 발
현과 활성이 나타났다(Casslen와 Astedt, 1983). 또한, 여
러 연구 결과를 통해 PA는 세포 이동, 조직 재구성 등의 
역할을 하는 것으로 밝혀졌다(Roldan-Olarte 등, 2005). 
특히, 동물의 수정 시 정자의 첨체막 반응과 수정능력 획
득에 관여하며, 그 밖에 정자의 성숙에도 영향을 보이지
만, 자궁 내에서 PA의 명확한 메카니즘은 아직 밝혀지지 
않았다(Zervos 등, 2005). 일반적으로 세포가 스트레스에 
노출될 경우, 세포는 DNA, RNA 등의 수송에 문제가 생
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기고, 단백질의 합성도 원활하지 못하게 되며, 본래의 역
할을 상실하게 된다. 이러한 환경에 노출된 단백질을 스
트레스 단백질(stress proteins)이라 부르며, 특히 스트레
스에 노출될 때 대량 발현된다. 스트레스는 전형적으로 
외부의 온도를 상승시키게 되며, 이를 열충격(heat sh-
ock)이라 한다. 열충격에 대한 반응은 1962년 Feruccio 
Ritoss에 의해서 최초로 발견되었으며, 이후에 열충격과 
관련된 단백질을 열충격 단백질(Heat Shock protein)이라 
명명하였다. 그러나 열충격 단백질은 살아있는 세포의 항
상성을 유지하는 데 필요하며, 특히 스트레스에 의한 질
병에 대응하는 중요한 역할을 하여, 분자량에 의해서 여
러 가지로 분류할 수 있고 각각 역할이 다르다. 그 가운
데 Heat Shock protein-90(HSP-90)은 진핵세포 내에 가장 
많이 존재하며, 세포 성장 및 분화, 생존과 관련된 여러 
가지 단백질을 안정화 시키고 활성을 조절한다(Csermely 
등, 1998). 그 밖에 유전체 정도에서의 HSP-90을 조사한 
결과에서 HSP-90과 198개 단백질 사이의 물리적 상호작
용이 규명됨으로써, HSP-90이 다양한 세포 내 기능을 조
절하고 있음이 밝혀졌다(Prince와 Neckers, 2011).

한편, 자궁은 수정된 난자가 착상하고 성장하는 생식기
관으로 다태 동물인 돼지는 쌍각 자궁의 구조를 가지고 
있으면서 발정 주기에 따라서 자궁의 형태가 변하게 되
며, 이를 난포기, 배란기 및 황체기로 나눌 수 있다. 특히 
배란기에서 황체기가 될 때 자궁벽이 허물어지게 되며, 
이는 조직의 재구성 및 혈관 신생이 일어나는 특징을 보
이게 되며, 이때 PA의 작용이 있을 것으로 추측되며, 동
시에 HSP-90의 영향이 있을 것으로 추측된다. 최근 PA는 
자궁 조직의 면역화학법을 통하여 혈관에서 많이 발현되
는 것으로 보고되었고(Kim 등, 2011), 조직의 재구성은 
조직의 파괴와 새로운 세포의 성장이 일어나기 때문에 
가능하다. 이때 조직이 파괴되는 환경에 의해서 열충격 
단백질이 발현될 것으로 생각되며, 특히 세포의 성장과 
관련된 HSP-90이 연관성이 있을 것으로 추측된다. 따라
서 본 연구에서는 돼지의 발정 주기에 따라 자궁조직에
서 특정 단백질인 PA와 HSP-90의 연관성을 규명하고자 
수행하였다. 

재료 및 방법

자궁조직의 회수와 배양

돼지의 생식 주기별 자궁을 도축장에서 회수한 후 2시
간 이내 실험실로 옮겨 HBSS(x1)를 이용해 2회 세척했다. 
세척된 돼지의 자궁은 동일한 무게 1 g으로 맞춰 6-well 
dish에 넣고 D/F(10% FBS, 0.1% Amp 및 1% ABAM) 배
양액 5 ml를 넣어서 38℃, 5% CO2에 12시간 동안 체외
에서 배양시켰다(Park 등, 2009). 배양을 마친 조직은 상
피 조직과 근육 조직으로 분리하여 —80℃에서 보존되었
으며, western blot에 사용되었다.

단백질 정량 

실험에 사용된 돼지의 발정 주기 자궁 조직인 난포기, 
배란기 및 황체기는 12시간 배양시킨 후 조직을 균질기
(Homogenizer)를 이용하여 균질화 하고, M-PER(Mamma-

lian Protein Extraction Reagent) Buffer를 넣고 상온에서 
30분 동안 교반시켜 단백질을 추출하였다. 추출된 단백질
은 4℃, 12,000 rpm에서 20분 동안 원심분리 후 상층액을 
회수하였다. 회수한 상층액은 RIPA Buffer(50 mM Tris- 
HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% NP, 0.1% SDS)에 20배 
희석 후 BCA(Bicinchoninic Acid) Solution A(980 μl, Ther-
mo #23228)와 B(20 μl, Thermo #1859078)를 각 well에 
200 μl 분주했다. 그 후 37℃에서 1시간 동안 인큐베이
터에서 배양 후 흡광기를 이용하여 단백질을 정량하였다. 

전기영동

10% acrylamide gel(H2O 7.9 ml, 30% acrylamide mix 
6.7 ml, 1.5 M Tris(pH 8.8) 5.0 ml, 10% SDS 0.2 ml, 10 
% ammonium sulfate 0.2 ml, TEMED 0.008 ml)을 Gel 
틀에 8 ml를 분주하였다. 5% Stacking gel(H2O 2.7 ml, 
30% acrylamide mix 0.67 ml, 1.0 M Tris 0.5 ml, 10% 
SDS 0.04 ml, 10% ammonium sulfate 0.04 ml, TEMED 
0.008 ml)을 10% acrylamide gel에 2 ml씩 분주하고 
Comb를 Gel 위에 놓았다. Stacking gel이 굳으면 comb
를 뽑고 각각의 Gel 홈에 정량한 단백질을 20 μl와 ma-
ker 15 μl를 loading하고 80 V에서 2시간 동안 전기영동
을 실시했다. 

Western Blot

전기영동이 끝나갈 때 Polyvinylidene Fluoride(PVDF) 
membrane을 메탄올에서 교반시켜 주었다. 전기영동을 
마친 gel을 PVDF membrane에 2시간 동안 transfer시켰
고, 단백질의 이동을 확인하기 위해서 발색제(Ponceau S)
에 PVDF membrane을 넣고 밴드의 위치를 확인하였다. 
PVDF membrane을 5% skim milk에 넣어 실온에서 30분 
동안 blocking 과정을 거치고, Tris-Buffered Saline Tw-
een-20(TBST)으로 10분씩 3번 세척을 했다. HSP-90에 pri-
mary antibody로 Monoclonal-Rabbit(Cell Signaling, C-
45G5)를 5% skim milk에 1:500으로 희석하여 4℃에서 12
시간 배양시켰다. 동일한 조건으로 t-PA는 Monoclonal- 
Mouse(CALBIOCHEM, GF53)를 1:500으로 희석하였고, u- 
PA는 Goat polyclonal IgG(Santa Cruz Biotechnology, 
M- 20)를 t-PA와 동일한 조건인 1:500으로 희석하여 사용
하였다. 각각 12시간 배양을 마친 후 TBST에 10분씩 3번
의 세척 단계를 거쳤다. HSP-90, t-PA 및 u-PA에 secon-
dary antibody를 5% skim milk에 희석하여 상온에서 1
시간 동안 배양하였다. Goat anti-Rabbit IgG-HRP(Santa 
Cruz Biotechnology, C0612)를 1:500으로 희석하였고, t- 
PA는 Goat anti-Mouse IgG-HRP(Santa Cruz Biotechno-
logy, L2011), u-PA는 Donkey anti-Goat IgG-HRP(Santa 
Cruz Biotechnology, J0711)를 각각 1:200인 동일한 비율
로 희석하여 사용하였고, TBST에 10분씩 3번 세척하였다. 
Control로 primary antibody인 Monoclonal Anti-β-Ac-
tin Mouse IgG(Sigma, A5441)를 TBST에 1:100,00으로 희
석하여 상온에서 30분 동안 배양하고, 10분씩 3번의 세척 
후 secondary antibody는 Goat anti-Mouse IgG-HRP(San-
ta Cruz Biotechnology, L2011)를 TBST에 1:100,00으로 
희석하여 primary antibody와 같은 조건으로 배양하고 
TBST로 세척하였다. PVDF membrane에 붙어 있는 단백
질의 위치를 확인하기 위해 Enhanced Chemiluminescen-
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ce(ECL) solution인 A와 B를 각각 1:1로 혼합하여 PVDF 
membrane에 분주하여 항체에 대한 반응을 일으킨 후 필
름을 PVDF membrane 위에 올려 놓고 적정 시간 동안 
노출시켜 밴드를 확인하였다. 

통계처리

Western blot를 통해 확인된 밴드의 정량값은 Multi 
Gauge Program(FUJL photo film Co., Ver. 3.0)를 사용
하였고, SAS 9.2를 이용하여 최소 유의차검정(Least sig-
nificant Different test) LSD test는 발정주기별 상피 근육
과 자궁 근육을 비교하고, General linear mode, GLM)을 
적용하여 전체적으로 비교하였으며 Duncan의 Multiple 
range test에 의해 유의차(p<0.05)를 검정하였다. 

결 과

Fig. 1은 돼지의 발정 주기 동안 자궁 상피 조직과 근
육 조직에서 t-PA의 발현을 나타내었다. 발정 주기별 난
포기(상피 조직: 29,067 μg/μl, 근육 조직: 30,797 μg/μl)
와 배란기(상피 조직: 54357 μg/μl, 근육 조직: 53,270 μ
g/μl) 및 황체기(상피 조직: 42,380 μg/μl, 근육 조직: 
43,139 μg/μl)의 상피 조직과 근육 조직에서의 t-PA 발
현의 차이는 보이지 않았다. 그러나 발정 주기별로 상피 
조직과 근육 조직을 각각 비교하였을 때, 배란기의 상피 
조직(54,357 μg/μl)과 근육 조직(53,270 μg/μl)에서 t- 
PA의 발현이 가장 많이 나타나는 것으로 확인되었으며, 
난포기에서는 유의적으로 가장 낮은 t-PA의 발현이 나타
났다(p<0.05). Fig. 2는 돼지의 발정 주기 동안 자궁 상피 
조직과 근육 조직에서 u-PA의 발현을 확인한 것이다. 발
정 주기의 난포기(상피 조직: 0.01577 μg/μl, 근육 조직: 
0.01531 μg/μl)와 배란기(상피 조직: 0.01414 μg/μl, 근
육 조직: 0.01429 μg/μl)보다 황체기(상피 조직: 0.02198 
μg/μl, 근육 조직: 0.02412 μg/μl)에서 u-PA의 발현이 
높게 나타났지만, 각 발정 주기에서 상피 조직과 근육 조
직 사이에서 u-PA 발현의 유의적인 차이는 인정되지 않
았다(p>0.05). Fig. 3은 돼지의 발정 주기 동안 자궁 상피 
조직과 근육 조직에서 HSP-90의 발현을 나타냈다. 그 결
과 t-PA 및 u-PA와는 다르게 HSP-90은 난포기에서는 상 

Fig. 1. t-PA expression by epithelium and myometrium during 
the porcine uterus estrous cycle. 1: Pre-ovulatory stage, epithe-
lium, 2: Pre-ovulatory stage, myometrium, 3: Post-ovulatory stage, 
epithelium, 4: Post-ovulatory stage, myometrium, 5: Early to mid- 
luteal stage, Epithelium, 6: Early to mid-luteal stage, myome-
trium. a,b: Bar with different superscripts differ significantly of 
each other treatment group (p<0.05). 

Fig. 2. u-PA expression by epithelium and myometrium during 
the porcine uterus estrous cycle. 1: Pre-ovulatory stage, epithelium, 
2: Pre-ovulatory stage, myometrium, 3: Post-ovulatory stage, epi-
thelium, 4: Post-ovulatory stage, myometrium, 5: Early to mid- lu-
teal stage, Epithelium, 6: Early to mid-luteal stage, myometrium. 
a～c: Bar with different superscripts differ significantly of each other 
treatment group (p<0.05). 

Fig. 3. HSP-90 expression by epithelium and myometrium during 
the porcine uterus estrous cycle. 1: Pre-ovulatory stage, epithe-
lium, 2: Pre-ovulatory stage, myometrium, 3: Post-ovulatory stage, 
epithelium, 4: Post-ovulatory stage, myometrium, 5: Early to mid- 
luteal stage, Epithelium, 6: Early to mid-luteal stage, myometri-
um. Bar with different superscripts differ no significantly of each 
other treatment group. 

피 조직(25,423 μg/μl)에서만 발현되고, 황체기는 상피조
직(177,922 μg/μl) 및 근육 조직(26,664 μg/μl)에서 발
현되었다.

고 찰

최근 세포 외적 인자에 의한 HSP-90과 PA 발현에 관
한 연구는 이루어졌으나(McCready 등, 2010), 세포 내에 
존재하는 HSP-90과 수정 및 착상을 포함한 생리적인 활
동에 영향을 미치는 PA가 자궁의 조직 즉, 상피 조직과 
근육 조직에서의 연관성을 밝히기 위해 본 연구가 수행
되었다. 그 결과, 돼지 발정 주기별 자궁 조직 내에서 
HSP-90은 배란기와 난포기 상피 조직을 제외하고 난포기 
근육 조직과 황체기의 상피 조직과 근육 조직에서 발현
되었고, 특히 황체기 상피 조직에서 그 발현량이 증가되
었다. 이는 황체기 자궁이 외부 자극에 의해서 스트레스
를 받는 환경에 노출되어 HSP-90 단백질의 발현이 증가
된 것으로 추측되었다. 이와 같은 결과는 발정 주기별로 
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자궁에서 황체기는 자궁의 벽이 허물어지고 새로운 형태
의 난포기 자궁을 만들기 위해서 여러 가지 인자가 영향
을 미칠 것으로 생각된다. 이 때 HSP-90은 세포 내에서
의 이동 및 분해를 조절하는 기능이 있어(Edlich 등, 
2007) 형태학적으로 변화하는 자궁 속 세포의 성장 및 분
화에 영향을 미칠 것으로 추측된다. 또한, 상피 조직에서 
보다 많은 HSP-90의 발현을 확인할 수 있었는데, 자궁 
벽이 허물어지는 시점에서 자궁의 가장 안 쪽인 상피 조
직이 변화에 더 민감하게 반응하기 때문에 이와 같은 결
과가 나온 것으로 추측된다. 또한, 본 연구에서 돼지의 발
정 주기별 자궁 조직을 조직면역화학법을 실시한 결과, 
상피 조직에서 많은 PA의 분비가 보고되었다(Kim 등, 
2011). 이와 관련시켜, 상피 조직은 근육 조직에 비해 변
화에 빠르게 반응하는 것을 알 수 있었고, 이는 자궁 내 
상피 조직의 환경에 따라서 자궁의 상태가 변화한다고 
생각해 볼 수 있다. PA와의 연관성에서 u-PA는 혈관의 
항상성, 염증 및 조직을 복구하는 역할을 하는 것으로 알
려져 있고, 이러한 u-PA가 황체기에서 다른 주기보다 많
이 발현되는 것을 보아 HSP-90과 밀접한 연관성이 있을 
것으로 생각된다. 또한, 황체기에서 자궁의 급격한 변화
는 HSP-90과 u-PA의 영향을 받을 것으로 보여진다. 그러
나 본 연구에서 t-PA는 배란기에서 가장 많이 발현되는 
것을 알 수 있었다. 또 다른 연구에 의하면 PA의 영향으
로 난모세포의 운동이 촉진되어 배란기에 영향을 미친다
는 보고가 있다(Ebisch 등, 2008). 또한, 마우스 실험을 통
해서 PA의 증가가 착상에 영향을 미치는 것이 보고되었
고(Finlay 등, 1983), PA의 결핍은 태아의 미성숙을 유도
한다는 보고(Bugge 등, 1995)가 있다. 이와 같은 보고는 
t-PA와 u-PA의 영향이 미치는 시점이 서로 다르다는 것
을 증명하는 결과이며, 더 나아가 배란기에 영향을 미치
는 PA가 t-PA인 것을 알 수 있었고, 자궁의 형태학적인 
변화뿐만 아니라 착상과 같이 중요한 생리적인 현상에도 
관여한다는 것을 알 수 있었다. 일반적으로 t-PA는 세포
의 이동과 조직을 재구성하는 역할을 하며, u-PA와 비슷
한 역할하는 듯 보이지만 자궁의 주기에 따라서 각각의 
영향이 다르게 작용하는 하는 것을 알 수 있다. 본 연구
의 결과를 종합하면 돼지의 발정 주기별 자궁 조직에서 
HSP-90과 u-PA는 황체기에서 다른 주기보다 많이 발현
되는 것으로 보아 밀접한 연관성이 있는 것으로 나타났
으며, t-PA와는 상반되는 결과가 나왔으므로 연관성이 적
을 것으로 추측되었다. 이러한 결과는 돼지의 발정 주기 
동안 자궁의 변화를 유도하는 인자로서 HSP-90과 u-PA
을 들 수 있으며, HSP-90과 u-PA가 서로 자궁 내에서 밀
접한 연관성이 있다는 것을 제시한다. 앞으로 자궁 조직
에서 HSP-90의 발현을 증명하기 위해서 진행되어야 할 
연구로, 황체기 자궁에서 HSP-90의 발현의 유도를 억제 
했을 때 HSP-70 단백질의 발현이 나타난다면, HSP-90이 
황체기에서 영향을 미친다는 것을 증명할 수 있을 것이
다. 즉, HSP-90이 억제되면 HSP-70의 발현이 유도됨으로
써 세포 보호 기작이 일어난다는 보고가 있다(Waza 등, 
2006). 또한, 억제된 HSP-90은 다른 단백질의 발현을 유
도하기 때문에 새로운 인자가 자궁내 환경에 미치는 영
향을 연구할 수 있다(Park 등, 2007). 따라서 HSP-90과 
u-PA의 두 단백질의 상관 관계가 자궁내 미치는 영향의 
메커니즘을 밝힐 필요성이 제기되었다. 
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