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ABSTRACT

An uterus is female reproductive tract organ that affected estrus cycle. During a various changes occur at uterus 
in estrus cycle, one of them is body fluids secretion be called uterine fluid. Therefore, the objective of this study was 
to investigate the changes of protein patterns using two-dimensional gel electrophoresis in uterus fluids during the 
follicular and luteal phases in estrus cycle of pigs. In changes of protein spots were confirmed during the follicular 
and luteal phases. The 136 spots were expressed in follicular phase, the 57 spots of them showed reproducibility. On 
the other hand, the 140 spots were expressed in luteal phase, the 73 spots of them showed reproducibility. Also, spots 
expressed in follicular phase were number 69 and 94 spots and spots expressed in luteal phase only were number 
156, 157, 184～187, 190 and 191 spots. The spots which of higher expression levels in the luteal phase than in follicular 
phase were number 76 and 79 spots. In conclusion, the spots expressed in follicular and luteal phases were confirmed 
with difference levels and these differences are function of RNA resolving, protein synthesis and cytoskeletal archi-
tecture. 
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서 론         

포유동물의 자궁은 정자 수송, 수정란 착상, 태아의 발
달과 성숙 및 출산에 관여하는 기관으로 자궁 내막과 자
궁 근층으로 나눌 수 있다. 자궁내막은 상피세포, 기질, 
정맥과 자궁선으로 이루어져 있으며, 수정란의 착상이 일
어나고, 자궁 근층은 혈관조직과 기질로 이루어져 자궁 
벽을 지지하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 이와 같
은 자궁은 성호르몬의 영향을 받게 되는데, estrogen에 
의해 난자가 성숙하고, progesterone에 의해 황체 형성을 
하는 발정주기에 따라 형태학적, 생리학적 변화가 발생한
다. 생리학적 변화로는 수정체 분비물을 균형있게 해주는 
AQP1(Skowronski 등, 2011)과 지질대사에 관여하는 ore-
xin(Tadeusz Kaminski 등, 2013)등 단백질에 많은 변화가 
일어나고, 형태학적 변화로는 내막의 두께와 혈관의 분포
에 따라 붉은 빛을 띄는 정도의 차이가 발생한다. 자궁 

내막 내 자궁선의 분포에서도 변화가 일어나는데, 난포기
에서 황체기로 갈수록 자궁내막 두께의 증가에 따라 자
궁선의 크기와 수의 증가와 함께 분비선을 구성하는 상
피세포와 기질이 유사분열을 하며 함께 증가한다. 

이런 자궁선은 수정란이나 태아의 발달 및 생존에 필
수적인 물질의 이동 및 합성에 관여하며, 이에 따라 많은 
종에서 자궁액에 대한 연구가 이루어졌다. 소에서 자궁액 
단백질이 발정주기에 따라 변화하며, 혈청을 통해 이동된 
후 자궁에서 합성 가능한 단백질을 발견하였으며(Alavi- 
Shoushtari 등, 2006), 돼지에서 발정주기에 따라 자궁 내
막 내의 림프구, 호중구, 산호성 백혈구, 대식세포 등에서 
침윤과 유통에 차이를 발견하였다(Kaeoket 등, 2001). 또
한 양에서는 자궁 분비물이 착상 전의 배아에게 영양분
을 공급한다는 것을 확인하였고(Ashworth 등, 1989), 사
람의 생리주기에서 중간 분비기의 자궁액으로부터 다양
한 단백질의 발현을 확인했다(Parmar 등, 2008). 이와 같
은 연구 결과로부터 발정 주기에 따른 자궁액 내의 단백
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질 변화가 추측된다. 따라서 본 연구는 돼지에서 발정주
기동안 자궁으로부터 분비되는 단백질과, 그 변화를 확인
하기 위해 프로테오믹스 기법을 이용하여 자궁액 내에 
존재하는 단백질을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

자궁액 단백질 수집

돼지의 발정 주기 별 자궁액이 많은 자궁을 도축장에
서 회수한 후 4℃ 환경을 유지하면서 2시간 이내에 실험
실로 운반하였다. 운반된 자궁은 0.85% 생리 식염수로 세
척하여 자궁 광인대를 제거하고, 자궁각의 한쪽을 절단하
여 자궁액을 회수하였다. 주기 별로 모인 자궁액은 동결
건조로 sampling하여 —80℃에 보관하였다. 고체화된 자
궁액은 Mammalian Protein Extraction Reagent(M-per®, 
Thermo scientific, USA) 300 μl를 첨가하고, Ultrasonic 
processor와 4℃ Rotation을 3회 이상 반복하면서 단백질
을 추출하였다. 추출된 단백질은 4℃에서 12,000 rpm으로 
5분간 원심분리하여 상층액을 회수하여 —80℃에서 보관
하였다.

이차원 전기영동

Bradford 법을 이용하여 총 단백질량이 750μg/μl가 
되도록 정량하여 Clean-up kit(Amersham Biosciences, 
USA)를 이용해 단백질을 정제하고, Rehydration buffer 
(GE Healthcare, Sweden) 300 μl에 녹였다. 이것을 18 
cm인 NL3∼11 IPG strip(GE Healthcare Bio-Sciences 
AB, USA)를 사용하여 20℃에서 16시간 동안 rehydration
을 하였다. Isoelectric Focusing(IEF)는 Protean IEF cell 
(Bio-Rad)을 이용하여 500 V와 1,000 V에서 1시간, 8,000 
V에서 4.5시간, 10,000 V에서 4시간으로 총 10.5시간을 채
웠다. IEF를 마친 IPG strip을 equilibration buffer[1.5M 
Tris(pH 8.8), urea, glycerol, SDS, DDW] 2.5ml에 DTT 
(DL-Dithiothreitol, Sigma, Canada) 0.04g을 녹인 용액에 
실온에서 15분간 침지 후, equilibration buffer 2.5 ml에 
IAA(Iodoacetamide, Sigma, USA) 0.5 g을 녹인 용액에 
실온에서 15분간 침지하였다. SDS-PAGE는 10% acryla-
mide gel [H2O, 30% acrylamide mix, 1.5M Tris, SDS, 
10% ammonium persulfate, TEMED]에 IPG strip을 sam-
ple로 이용하여 300 V에서 50 mA로 6시간 동안 전기영
동하였다. 전기영동이 끝난 gel은 CBB(Coomassie Brilli-
ant Blue R, Sigma, China)를 이용하여 염색한 후, spot의 
위치를 육안으로 검토하였다.

단백질 동정

특정한 spot에 위치한 gel 조각을 destaining 하기 위해 
25 mM NH4 bicarbonate(50% ACN)를 400 μl씩 분주해 
15분간 정치 후, 상층액을 제거하는 과정을 4회 반복한 
뒤 10 mM NH4 bicarbonate(50% ACN)를 40 μl씩 분주
하여 15분간 정치한 뒤 상층액을 제거하였다. Gel은 100 

% CAN에 5분간 정치한 후, CAN을 제거하고 3~4시간 
동안 speed-vac을 하여 건조시켰다.

Gel에 cold trypsin solution[NH4 bicarbonate(pH 8.8), 
promega equencing grade modified trypsin 20μg/ml] 
20μl를 30분간 완전히 흡수시킨 후, 37℃에서 16∼24시
간 동안 배양하였다. 배양된 gel 조각은 0.1 % trifluroa-
cetic acid(TFA) 35μl에 넣고 60분간 혼합하여 상층액을 
회수하는 작업을 2회 반복하여 회수된 두 상층액을 혼합
하여 speed-vac으로 완전히 건조 후, peptides를 추출하
였다. 그 후, 0.1% TFA를 첨가하여 추출된 peptides를 용
해하였다. 

0.1% TFA, acetonitrile 혼합액과 0.1% TFA, acetoni-
trile, 물 혼합액으로 Zip-Tip을 통과시켜 resin으로 시료
가 붙게 하였다. 그 후, 0.1% TFA, 물의 혼합액으로 Zip- 
Tip을 세척하였고, Zip-Tip으로부터 시료를 α-cyano-4-hy-
droxycinnamic acid(0.3% TFA, 50% acetonitrile) 1.8μl에 
용해하여 MALDI-TOF-TOF에 이용하였다.

MALDI-TOF-TOF는 applied biosystems voyager sys-
tem 4372를 이용하였으며, 모든 결과는 matrix로 α-cya-
no-4-hydroxycinnamic acid를 이용해 reflector-positive mo-
de로 얻었다. MALDI-TOF-TOF를 통해 얻어진 스펙트럼
은 MASCOT program으로 NCBInr에서 database 검색을 
실시하였다.

통계처리

실험에서 얻어진 결과는 SAS 9.2를 이용하여 General 
linear model(GLM)을 적용하여 Duncan의 multiple ran-
ge test에 의하여 유의차(p<0.05)를 검정하였다.

결 과

돼지 자궁액 내의 단백질 변화를 확인하기 위한 2차원 
전기영동을 실시한 후 CBB로 염색한 gel을 육안 검토를 
통해 분석한 이미지를 Fig. 1에 나타냈다. 돼지에서 난포
기와 황체기의 자궁액 내에서 발현된 단백질 spot의 차이
가 보였는데, 난포기에서는 총 136개의 spot을 확인하였
으며 이중 57개의 spot이 재현성이 나타났으며, 황체기에
서는 140개의 spot 중 73개의 spot이 재현성이 나타난 것
을 확인하였다. 그 중 Fig. 2에서는 난포기와 황체기에서 
서로 다른 spot이 나타났는데, 그 중 난포기에서는 68번, 
69번 및 94번, 황체기에서는 156번, 157번, 184번, 185번, 
186번, 187번, 190번 및 191번에서 확인되었다. 단백질은 
MALDI-TOF-TOF와 NCBInr database 검색을 이용하여 Ri-
bonuclease HII, Exoribonuclease 2, Alpha-enolase, Ala-
nine- tRNA ligase, Tropomyosin alpha-3 chain, Riboso-
me-recycling factor, Polyribonucleotide nucleotidyltrans-
ferase, Probable profoldin subunit 4에 해당하는 단백질
임을 확인하였다(Table 1). 또한, Fig. 3과 4에서는 난포기
보다 황체기에서 77번과 79번 spot의 발현이 유의적으로 
높게 나타난 것을 확인할 수 있었으며(p<0.05), Table 2에
서 해당 단백질의 이름과 정보를 나타냈다. 
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         Fig. 1. 2-DE images of protein isolated from uterine fluid of follicular (A) and luteal (B) phases in pigs.

     Fig. 2. Differentially expressed spot of protein isolated from uterine fluid of follicular (A) and luteal (B) phases in pigs.

고 찰

본 연구는 돼지에서 자궁에서 분비되는 자궁액을 난포
기와 황체기로 나누어 각 주기별 단백질 발현을 차이를 
이차원 전기영동과 MALDI-TOF-TOF를 실시하였다. 이차
원 전기영동 후 주기별 전기영동 결과에서 재현성을 나
타내는 spot 중 난포기와 황체기에서 각각 따로 나타나는 
spot과 유의적으로 발현량의 차이가 나타나는 spot 만을 
선발하여 분석 및 동정하였다.  난포기  자궁액의  단백질

분석에서는 재현성을 나타낸 57개의 spot 중 황체기에서
는 나타나지 않은 69번과 94번 spot에 대한 동정을 실시
하였으며(Table 1), 검색 결과는 69번 spot은 Ribonuc-
lease HII로, 94번 spot은 Exoribonuclease Ⅱ로 나타났다. 
Ribonuclease HII는 핵산 내부 가수분해 효소로 DNA를 손
상시키는 ribonucleotide를 제거한다는 결과가 있었으며
(Ochiai 등, 2005), Exoribonuclease Ⅱ는 mRNA의 분해
와 polyribonucleotide를 단일가닥으로 가수분해하는 기
능을 확인하여 단백질 생합성 증가에 영향을 미칠 것으
로 추측된다. 또한, 황체기에서 높은 발현량을 보였지만,
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Fig. 3. Up and down-regulated protein expression isolated from uterine fluid of follicular (A) and luteal (B) phases in pigs.

Table 1. Information of protein isolated in uterine fluid during follicular and luteal phases in pigs

Phase Spot No. Protein name Cov. (%) Accession No. Mass pI

Follicular
69 Ribonuclease HII 53 Q2P4B9 26,705 6.71

94 Exoribonuclease 2 31 A4WAX5 72,928 5.56

Luteal

156, 157 Alpha-enolase 42 P04764 47,440 6.16

184 Alanine—tRNA ligase 19 P61707 97,750 5.56

185 Tropomyosin alpha-3 chain 41 Q63610 20,217 4.75

186, 187 Ribosome-recycling factor 63 B8FGE3 20,859 5.49

190 Polyribonucleotide 
nucleotidyltransferase 26 Q5L5B4 76,460 5.41

191 Probable prefoldin subunit 4 47 Z9M9C4 14,717 4.46

Table 2. Information of up-regulated protein of uterine fluid during luteal phases in pigs 

Phase Spot No. Protein name Cov. (%) Accession No. Mass pI

Luteal
77 Actin-1 32 P35432 42143 5.31

79 Actin, cytoplasmic 1 43 Q6QAQ1 42052 5.29

난포기에서 발현된 77번, 79번 spot 모두 세포골격 섬유
중의 하나인 actin계열의 단백질로 세포 형태구성과 세포
질 분열에 관여하며, 세포간 혹은 세포와 세포 외 기질간
의 결합이나 신호 전달하는 기능을 가지기 때문에, 자궁
내벽의 두께가 증가하는 황체기에서 높게 나타나는 것으
로 추측된다(Table 2).

황체기에서 발현된 단백질은 난포기에서 발현된 단백
질보다 많은 spot이 나타났으며, 이에 대한 분석 및 동정 
은 재현성을 나타낸 73개의 spot 중 황체기에서만 나타난 

spot을 선발하여 실시하였다(Table 1). 황체기에서 확인한 
단백질들은 α-enolase, Alanine-tRNA ligase, Tropomyo-
sin alpha-3 chain, Ribosome-recycling factor, Polyribo-
nucleotide nucleotidyltransferase 그리고 Probable prefol-
din subunit 4로 확인되었다. 이들 단백질들의 기능은 황
체기의 자궁이 임신을 유지하기 위해 필수적인 탈락막화 
변화와 관련 지어볼 수 있었다(Ivanna Ihnatovych 등, 2009). 
정상적인 탈락막화가 일어나기 위해선 황체형성호르몬의 
분비가 필수적이다. 이는 황체기의 시작으로 황체형성호
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Fig. 4. Image analysis of up-regulated protein in follicular and lu-
teal phases in porcine uterine fluid (p<0.05).

르몬과 함께 Actin으로 세포 골격의 재구성이 일어나게 
되는데, 이 과정에서 Polyribonucleotide nucleotidyltrans-
ferase가 polyribonucleotide를 단일가닥으로 가수분해하
면서 이를 돕는 polynucleotide 가수분해 효소의 작용으
로 세포 골격 생성시 필요한 핵산 성분의 공급을 돕고(Tho-
mson 등, 2005), α-enolase가 당분해 효소로 작용하여 필
요한 에너지를 공급한다(Wistow 등, 1988). 또한 세포 골
격 재구성에서 단백질 형성 과정에서 tRNA에 alanine의 
부착을 돕는 Alanine—tRNA ligase(Hanne 등, 2004)와 초
기 polypeptide의 사슬에 결합하고 단백질 구조를 접어 
입체적인 구조를 갖게 하는 Probable prefoldin subunit 
4(Jones 등, 1999)의 작용이 예상된다. Actin의 세포골격 
재구성에서 영향을 미치는 단백질이 더 있는데, 이는 Tro-
pomyosin alpha-3 chain으로 세포 골격의 얇은 필라멘트
인 actin filament에 붙으며, 골격구조의 안정화와 관련이 
있다고 발표하였다(Miyado 등, 1997). 또한 myosin은 ac-
tin filament system을 보호 및 기능을 도우며, actin fila-
ment의 허용 및 억제작용을 한다. 이런 과정을 거쳐 세포 
골격 재구성을 포함한 단백질 생합성의 종료 시에는 Ri-
bosome-recycling factor가 리보솜 방출을 조절하고, 번역
시 번역효율 증가의 가능성을 제기하였다(Lucas, 2008).

이와 같이, 주난포기에서 발현된 단백질들의 기능을 미
루어 보아 다음 단계로의 발달을 도울 수 있는 단백질을 
포함하는 것으로 추측된다. 또한 황체기에서 발현된 단백
질들은 황체기 단계에서 발생하는 탈락막화 현상의 진행
에 필요한 기능을 지닌 단백질인 것으로 확인되었다.
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