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난소 내 황체조직에서 발정주기별 H-Ras, RLIP76, Angiogenic 
Receptors mRNA와 Protein의 발현
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Corpus luteum (CL) is a transient endocrinal tissue that undergoes repeated formation and 
regression during the estrous cycle. In this study, we hypothesized that the functional and 
structural mechanism of angiogenesis is similar between CL and tumor formation. First, we 
measured mRNA and protein expression of angiogenic receptors (vascular endothelial growth 
factor receptor-2, VEGFR2; Tie 2) in the early, middle, and late phase CL tissues during the estrous 
cycle. Ral-interacting protein of 76 kDa (RLIP76) and H-ras mRNA and protein were also expressed 
in the CL tissues. VEGFR2 and Tie 2 mRNA and protein were expressed in the early and middle 
phase CLs and decreased in the late phase. H-ras mRNA and protein were expressed in the early 
and middle phase CLs, but not in the late phase. RLIP76 mRNA was expressed in all phase CLs, and 
the protein expression was highest in early phase CLs. We suggest that RLIP76 and H-ras, an 
oncogenic gene, regulate the function of the CL during the estrous cycle, and the proteins will play 
an important role in the angiogenic mechanism of the CL.
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서  론

황체는 배란 후 난소 내 발생되는 내분비 기관으로 발정주기

에 따라 형성과 퇴행을 반복한다. 주된 역할은 임신의 유지와 확

립에 필요한 프로게스테론 (P4)을 합성하는 것이다[1, 2]. P4를 

합성하는 황체 스테로이드제닉 세포(LSCs)과 혈관을 구성하는 

황체혈관세포(LECs)를 중심으로 섬유아세포와 평활근세포, 면

역세포 등으로 구성되어 있다[3, 4]. 뇌하수체에서 분비되는 여

포자극호르몬(FSH)와 황체형성호르(LH)에 의해 배란된 난포 

내의 과립막 세포와 난포막 세포가 각각 자극을 받아 LSCs의 종

류인 큰 황체세포(LLCs)과 작은 황체세포(SLCs)로 분화 되는 것

으로 알려져 있다[5]. 황체는 혈관내피성장인자 A (VEGFA), 종

양괴사인자- (TNF-) 등 여러 인자와 LH, P4 등 호르몬에 의

해 형성과 퇴행이 조절된다[6, 7]. 성장인자와 호르몬의 영향으

로 세포의 증식이 일어나고, 혈관이 확장되면서 조직이 성장한

다. 여러 인자와 호르몬의 상호작용으로 조절되기 때문에, 세포
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의 증식부터 황체조직의 아포토시스에 이르기까지 일련의 과정

에 대한 연구가 필요하다. 

조직의 성장을 위해 기존의 혈관에서 새로운 혈관이 형성되

는데 이를 혈관신생이라 한다[8]. 혈관신생은 혈관의 기저막을 

불안정하게 만들고, 혈관세포(ECs)의 이동과 증식을 유도한다

[7, 9]. 혈관신생인자들은 EC를 포함하여 종양세포 등에서도 분

비되며, VEGF, 섬유아세포성장인자(FGF), 피브리노겐 등이 있

다[4]. 대표적인 혈관신생인자로는 VEGFA와 angiopoietin-1, 

-2 (Ang 1, 2)등이 알려져 있다. VEGFA는 vascular endothelial 

growth factor receptor-1, -2 (VEGFR1, 2)에 binding 하며, 

특히 VEGFR2와 결합하여 불안정화한 기저막의 EC의 migration

에 관여한다[7]. Ang 1, 2는 수용체인 Tie 2에 경쟁적으로 결합

하는데, Ang 1-Tie 2 결합체는 혈관의 안정화와 유지의 역할을 

한다[9]. Ang 2-Tie 2 결합체는 Ang 1에 antagonist로, 혈관의 

불안정화와 재구조화에 영향을 미친다. Ang 2/Ang 1의 값은 혈

관의 안정도를 확인하는 지표로 알려져 있다[9].

세포의 증식은 혈관신생의 중요한 과정이다. 종양세포의 경

우 작은 oncoprotein인 ras 단백질이 그 수용체인 ral-interacting 

protein 76 kDa (RLIP76)에 binding하여 일어나는 G-protein 

신호기전에 의해 증식과 조직의 성장이 일어나는 것으로 알려

져 있다[10]. RLIP76는 대부분의 인간 조직에서 발현되며, 특히 

다수의 암에서 과발현이 일어나는 것으로 알려져 있다[11-13]. 

따라서 앞선 연구에서 RLIP76 발현을 차단하여 종양 조직의 퇴

행을 유도하는 다수의 실험이 실시되었다[13, 14]. 또한 RLIP76 

발현의 조절은 대표적인 혈관신생인자인 VEGF의 발현과 연관

성이 있는 것으로 알려져 있다[10]. 따라서, 대표적인 혈관신생

관련 인자와 ras 계열의 oncoprotein을 연관 지어, 황체 내 밝혀

지지 않고 있는 생리기전을 명확하기 위한 연구의 수행이 필요

하다. 

본 연구는 황체와 종양의 형성과정에 중요한 역할을 하는 혈

관신생의 유사성을 확인하고자, 인간과 유사한 생리구조 현상

을 지닌 소 황체조직에서 혈관신생관련 receptor인 VEGFR2, 

Tie 2와 oncoprotein인 H-ras와 RLIP76의 mRNA와 단백질

의 발현을 알아보고자 실시하였다.

재료 및 방법

1. 소 황체 시료의 채취 및 구분

본 실험은 강원대학교 동물실험윤리위원회의 승인(No. 

KIACUC-17-109)을 받아 수행하였다. 소 황체 시료는 미경산

우 한우로부터 난소를 분리하여 4°C, 0.85% 생리식염수에 보관

하여 2시간 이내에 실험실로 운반하여 실험에 사용하였다. 운반

된 난소는 형태학적 방법으로 초기(황체의 크기 0.3∼0.5 mm, 

붉은색), 중기(1.0∼1.5 mm, 황색), 후기(0.5∼0.7 mm, 옅은 

살색) 등 주기로 구분하여 각각 3개씩의 난소조직을 샘플로 하

여. mRNA와 단백질을 측정하기 위해서 각각의 난소조직을 사

용하였다. 실험에 사용한 난소는 4°C, 0.90% 생리식염수로 2회 

세척하고, 실험에 사용하기 전까지 4°C가 유지되도록 ice에 담

아 보관하였다.

2. RT-PCR (Reverse transcription-polymerase chain 

reaction)

혈액을 제거하고 황체조직은 RNAiso Plus (Takara, Japan)

를 처리 후 RNA를 추출하였다. RNA의 농도를 측정한 뒤, cDNA 

synthesis KIT (Takara, Japan)를 처리하여 cDNA를 합성하였

다. RT-PCR에 필요한 primer는 National center for bio-

technology information (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/)에서 디자인하여 제작하였다. 합성된 cDNA와 primer, 

PCR kit (PCR premix, Accupower, Bioneer, Cat No. 

K-2012, 2016)를 혼합하여 기존 연구[15]를 바탕으로 각각의 

primer에 맞는 annealing temperature와 cycle 수를 설정하

여 실시하였다. PCR 산물은 1.5% agarose gel에 분주하여 100 

V, 20 min간 전기영동을 실시하였다(Mupid-2plus, OPTIMA, 

Japan). 발현된 mRNA은 UV에 노출하여 Image J software 프

로그램(NCBI, USA)을 사용하여 발현의 차이를 분석하였다.

3. Western blotting

황체조직 시료는 25 g/ 20 L의 농도로 정량하여, 단백질의 

크기에 맞는 8∼12%의 acrylamide gel에 100 V, 0.5 A, 90분간 

전기영동을 실시하였다. 단백질을 polyvinylidene difluoride 

membrane (PVDF membrane)으로 transfer 후, 항체의 비특

이적 결합을 방지하기 위해 membrane을 5% blocking 

solution에 담가 1시간 동안 blocking을 실시하였다(5% skim 

milk in Tris-buffered saline/0.5% Tween-20; TBS-T). 각 인

자에 맞는 일차 항체는 0.5% bovine serum albumin (BSA, 

Bovogen, Cat. No. BSAS 0.1, Australia)/TBS-T에 1:1,000으

로 희석하여, 4°C에서 overnight 반응하고, 실온에서 1시간 추

가로 반응시켰다. Secondary antibody는 1:10,000으로 희석

하여 암실에서 1시간 동안 실온에서 반응시켰다. Membrane을 

ECL kit (PiereceTM ECL Western Blotting Substrate, Thermo, 

Cat. No. 32106)와 반응 후 EZ-capture II chemidoc (ATTO, 

Tokyo, Japan)을 사용하여 밴드를 확인하였다. Image J 
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Figure 1. Angiogenic gene receptors and oncogenic factors mRNA 
were detected in corpus luteum tissues. (A) VEGFR2, Tie 2, H-ras, 
RLIP76 mRNA in luteal tissues during early-, middle-, late-luteal 
phase were expressed by quantitative PCR. (B) showed relative 
mRNA levels at different corpus luteum phases. Bars represent the 
means±SEM. Letters indicate that there was a statistical deference 
at P＜0.05.

Figure 2. The protein expression of VEGFR2, Tie 2, H-ras, RLIP76 
in corpus luteum tissues during the estrous cycle. (A) Protein levels 
of angiogenic receptors and oncogenic factors were expressed by 
Western blot. Each protein levels during corpus luteum phases are 
shown on (B) Bars represent the means±SEM. P＜0.05.

software 프로그램을 사용하여 발현 밴드의 차이를 통계 처리

하여 분석하였다.

4. 통계분석

실험에서 얻어진 결과는 통계 프로그램(SPSS version 24, 

SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 최소 유의차 검정

(Least Significant Different test, LSD test)을 적용한 Duncan

의 multiple range test에 의해 유의차(P＜0.05) 검정을 실시하

였다.

결  과

난소의 발정 주기별 황체조직에서 VEGFR2, Tie 2, H-ras, 

RLIP76 mRNA와 단백질 발현 양상

황체조직에서의 발정 주기별 VEGFR2, Tie 2, H-ras, 

RLIP76의 mRNA 발현을 분석한 결과, VEGFR2와 Tie 2는 황

체초기와 중기에서는 강하게 발현하였으나, 후기에서는 발현

이 감소하는 것으로 나타났다(Figure 1, P＜0.05). 또한, H-ras 

mRNA도 황체초기와 중기보다는 후기에서 발현이 감소하였

다. RLIP76은 발정주기에 따른 mRNA 발현에 큰 차이가 확인

되지 않았으나, 모든 황체주기에서 발현되는 것으로 나타났다

(Figure 1, P＜0.05). VEGFR2와 Tie 2의 발현은 황체가 성장하

기 위해서 혈관의 신생에 관여하기 때문에 황체의 후기보다는 

초기와 중기에 과발현 되는 것으로 나타났다. 또한, H-ras가 황

체의 초기와 중기에 강하게 발현되는 것으로 보아 황체의 퇴행

기보다는 황체의 형성에 관여하는 것으로 보여진다.

황제조직에서 단백질 발현의 경우, VEGFR2와 Tie 2의 단백

질 발현은 초기와 중기 황체에서 높은 수준으로 발현하였으나 

후기 황체에서는 발현이 되지 않거나 감소하였다(Figure 2, P＜ 

0.05). H-ras 단백질은 초기와 중기 황체에서 발현되었으나, 후

기에서는 발현되지 않는 것으로 나타났다. 그리고, RLIP76 단

백질은 모든 발정주기에서 발현되는 것으로 나타났다(Figure 

2, P＜0.05). mRNA의 발현 결과와 유사하게 VEGFR2와 Tie 2
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의 단백질 발현은 황체의 초기와 중기에서 강하게 발현되는 것

으로 보아 혈관신생에 주요한 역할을 하는 것을 나타냈고, 

H-ras 단백질 발현은 약하게 발현되었으나 황체의 초기와 중기

에서 발현되는 것으로 나타났다. RLIP76 단백질은 모든 주기에

서 발현이 되었으나 황체 초기에서 강하게 발현되었다. H-ras

와 RLIP76 단백질은 세포의 증식과 혈관신생 작용에 중요한 역

할을 할 것으로 보여진다.

고  찰

황체는 호르몬과 성장인자에 의해서 형성되고 퇴행하는 과

정을 반복하며 다양한 생리현상에 관여하는 것으로 보고하고 

있다[16-18]. 또한, 황체에서 혈관신생작용에 관한 연구가 수

행되고 있으나 그 기전은 아직까지 명확하게 밝혀지지 않고 있

다[19-21]. 본 연구에서는 혈관신생과정에 영향을 미치는 새로

운 인자를 밝혀내고, 유사한 혈관신생과정에서의 새로운 모델

을 구축하고자 실시하였다. 그 결과를 토대로 혈관신생기전의 

새로운 방향을 제시하고, 이를 검증하여 새로운 세포신호기전

의 기반을 마련하는데 있다. 

본 연구의 결과, 초기와 중기의 황체 조직에서 혈관신생관련 

수용체인 VEGFR2와 Tie 2의 mRNA 및 단백질의 발현이 후기

보다 높은 것으로 확인되었다. 이를 통해 황체의 혈관신생작용

이 초기와 중기에서 활발하게 일어나고, 후기로 진행되며 황체

의 퇴행이 이뤄지며 혈관신생작용이 저해되는 것을 확인할 수 

있다. 황체 조직이 성장하기 위해서는 VEGFA, angiopoietin과 

같은 다양한 인자가 작용한다. 이에 따라 EC의 이동, 증식 등 혈

관신생 작용이 일어난다[1, 22, 23]. 이전 연구에서 VEGF와 

VEGR2의 mRNA는 초기 황체에서 가장 높은 수준으로 발현하

였다[24]. Embryo의 혈관연구에서는 angiopoietin family의 경

우 Ang1, Ang2로 구성되어 EC 특이 수용체인 Tie 2에 경쟁적으

로 결합하여, 혈관의 안정과 재구성에 관여하는 보고가 있다[25]. 

Tie 2 mRNA와 단백질은 buffalo의 중기 황체에서 가장 높은 수

준으로 발현되는 것을 알 수 있다[26]. 본 연구에서도 황체가 형

성되기 위해서 새로운 혈관이 생성되기 때문에, 초기의 황체와 

중기에서 혈관 수용체들이 강하게 발현되는 것으로 보인다.

또한, 우리는 종양 생성에 관여하는 인자가 황체조직에서 발

현되는지를 알아보고자, 발정주기별 황체조직에서 H-ras와 

RLIP76의 mRNA 및 단백질 발현을 측정하였다. GTPase 단백

질인 H-ras의 mRNA와 단백질은 초기와 중기에서 발현되었으

나, 후기에서는 발현되지 않았다. Buratta 등의 연구에 의하면, 

H-ras는 G-protein 수용체에 결합하여 종양 조직의 형성에 작

용한다는 보고가 있다[27]. 또한 H-ras는 VEGF의 발현을 향상

시키고, 세포의 증식, 이동과 혈관신생에 관여하는 matrix 

metalloproteinase-2, 9 (MMP-2, 9)의 활성도 증가시킨다는 

보고가 있다[28]. 따라서, H-ras가 황체에서 새로운 기능적 역

할을 수행 할 것으로 보여지기 때문에서 추가적인 세포실험을 

통하여 그 기전을 명확하게 밝혀야 할 것이다. 

RLIP76의 mRNA와 단백질 발현을 검토한 결과, mRNA는 

발정주기에 따른 차이는 확인되지 않았으나 단백질 발현에서는 

초기에서 가장 높은 수준으로 발현되는 것을 확인하였다. 이전

의 연구 결과에서 RLIP76 knock out mouse와 wild-type 

mouse에 B16F10 mouse melanoma 세포와 Lewis lung 

carcinoma 세포를 이식한 결과로 형성된 RLIP76 knock out 

mouse의 종양 조직의 크기, 무게, VEGF 발현 등이 wild-type 

mouse보다 현저히 낮은 것을 보고하였다[12]. 본 실험에서도 

초기와 중기황체에서 높은 수준으로 발현이 되었고, VEGFR2

는 초기황체에서 가장 높은 수준으로 발현하였다. 이러한 결과

를 보면, 황체의 혈관신생과정에서 RLIP76는 중요한 역할을 할 

것으로 생각된다. 

결론적으로 종양의 성장에 관여하는 RLIP76와 H-ras가 황

체의 혈관신생 과정에 관여 할 수 있는 가능성을 암시하고 있다. 

또한 혈관신생에 관여하는 주요 수용체들이 이들의 단백질에 

의해서 조절된다면 황체의 새로운 기능뿐만 아니라 종양과의 

상관관계를 알아보기 위한 중요한 자료가 될 것이다. 따라서, 추

가적인 실험을 토대로 황체에서의 분자생물학적 세포실험을 통

하여 RLIP76와 H-ras가 황체세포에 미치는 영향을 명확하게 

밝힐 필요성이 있다.

요  약

황체는 발정주기에 따라 형성과 퇴행이 반복되는 일시적인 

내분비기관이다. 본 연구에서는 황체와 종양의 혈관신생과정

이 기능적과 구조적 기전이 유사하다는 가정하에 실시하였다. 

먼저, 우리는 혈관신생관련 수용체인 VEGFR2와 Tie 2 mRNA

와 단백질 발현을 검토하였다. 또한, RLIP76와 H-ras의 발현도 

측정하였다. 그 결과, 초기와 중기황체에서 VEGFR2와 Tie 2 

mRNA와 단백질의 발현되었으나, 후기황체에서는 발현이 감

소하였다. H-ras의 경우, mRMA와 단백질 모두 초기와 중기황

체에서 발현되었으나, 후기황체에서는 발현되지 않았다. 

RLIP76 mRNA은 모든 황체주기에서 발현되었고, 단백질은 초

기황체에서 강하게 발현되었다. 이상의 결과를 토대로, RLIP76

와 H-ras는 황체의 기능에 관여하고, 황체의 혈관신생과정 메
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커니즘에 중요한 역할을 할 것이다. 
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