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요 약

 곤충 혈림프에서 존재하는 리포포린은 선택적으로 지질을 지질 사용및 저장기관으로 운반한다. 본 연

구는 유충지방체, 성충난소 및 정소로 지질의 운반과 유충지방체 및 성충난소로 리포포린 자체가 흡수

되는 과정을 조사하였다. 이들의 기능을 조사하기 위해 FITC-labeled 리포포린과 DiI-labeled 리포포

린을 사용하였다. 유충지방체, 성충난소 및 정소를 DiI-labeled 리포포린과 배양한 결과 리포포린으로

부터 각 기관으로 지질을 운반함을 알 수 있었고, 또한 receptor-mediated endocytosis 억제제인

suramin, unlabeled 리포포린과 배양한 결과는 리포포린에서 각 기관으로 운반되는 지질의 양이 현

저하게 감소함을 알 수 있었다. 또한, 유충지방체와 성충난소를 FITC-labeled 리포포린과 배양한 결과

위에서 언급한 지질 뿐만 아니라 리포포린 자체도 각 기관의 에너지원으로 사용하기 위해 흡수된다는

사실을 알 수 있었으며, suramin과 unlabeled 리포포린과 배양한 결과 리포포린 자체가 흡수되는 양이

현저하게 감소함을 알 수 있었다. 위 실험결과로부터 리포포린에 의한 지질의 운반과정과 리포포린 자

체의 흡수과정이 receptor-mediated endocytosis로 이루어짐을 알 수 있었다.

1. 서론

리포포린은 지질을 fat body에서 ovary, testis 그

리고 flight muscle과 같은 이용기관으로 운반한다

[1-3]. 리포포린은 주요 지질인 DAG 뿐만 아니라

hydrocarbon, phospholipid 그리고 cholesterol도 운

반한다[4,5]. 리포포린은 apolipophorin-Ⅰ(240Kd)과

apolipophorin-Ⅱ (70Kd)으로 구성 되어 있다[6,7].

본 연구에서는 유충지방체, 성충난소 및 정소와

FITC-labeled 리포포린, DiI-labeled리포포린을

incubation하여 형광 현미경으로 지질의 운반과정과

리포포린의 흡수과정을 조사하였다.

2. 실험재료 및 방법

2.1 Insect

꿀벌부채명나방(Galleria mellonella)유충은 인공사

료를 사용하여[8], 온도 30℃±2, 습도 60±5%에서 12

시간 dark/light 하여 사육하였다.

2.2 Fat Body, Ovary, Testis 분리

혈림프는 larval에서 얻어 HEPES buffer(10mM

HEPES, 150mM NaCl, 10mM KCl, 2mM MgCl2,

pH7.0)에 melanization을 막기 위해 phenylthiourea

(PTU)을 포함하여 -70℃에 보관하고, 지방체는 유

충으로부터 해부하여 조직배양에 사용하였고, 난소

와 정소는 성충으로부터 해부하여 조직배양에 사용

하였다.

2.3 리포포린 정제

리포포린은 44.5% KBr 밀도구배로 하여 SW41-Ti

rotor(Beackman)로 39,000rpm, 4℃, 16시간동안 초

원심분리 한 다음, 노란색띠를 pastur pippet으로

collect 한다. 0.01M HEPES buffer를 사용하여
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dialysis하고 Sephadex G-200(Phamacia, LKB,

Uppsala, Sweden)column으로 리포포린을 fraction

collect한다.

2.4 FITC-labeled 리포포린과 DiI-labeled 리포포

린의 제조

리포포린 1㎖을 100mM sodium bicarbonate 1ℓ에

dialysis를 하고, DMSO(Dimethyl sulfoxide) 1㎖에

FITC 10mg을 넣어 FITC를 만든다. Dialysis한 리

포포린 1㎖에 FITC 10mg/㎖의 100㎕을 넣고 호일

로 싸서 상온에서 4시간 incubation 하고

Ethanolamine 100㎕을 넣고 2시간 incubation해서

FITC-labeled Lp를 제조한다.

DiI-Lp는 DMSO 1㎖에 DiI(Molecular Probe) 0.1

㎎을 넣고 0.1㎎/㎖을 만들어 incubation 한다.

FITC-labeled 리포포린과 DiI-labeled 리포포린을

Sephadex G-25 PD-10 column(Amersham

Phamacia Biotech.)으로 정제한다.

2.5 Fat Body, Ovary, Testis와 FITC-Lp, DiI-Lp의

incubation

12-well multidish의 각 well에 FITC-Lp 100㎕,

FITC-Lp 200㎕와 Lp 200㎕의 혼합액, FITC-Lp

200㎕와 suramin 200㎕을 혼합액을 넣은 다음, 각각

의 well에 같은 무게의 Fat Body를 넣어 1시간동안

incubation 한다. 지방체 배양과 마찬가지 방법으로

Ovary와 Testis도 incubation 한다. (DiI 형광물질은

FITC-Lp대신 DiI-Lp를 넣고 같은 방법으로

incubation 한다.)

2.6 Microscopy

Slide glass에 올려놓고 whole mount방법으로

Fluorescence Axioskop microscope(Zeiss)로 관찰하

고. AxioCam HRc digital camera로 촬영하고

AxioVision Release 4.5 software(Zwiss)를 사용하

였다.

3. 결과 및 결론

리포포린은 240Kd의 apoLp-Ⅰ과 70Kd의 apoLp-

Ⅱ으로 구성되어 있다. 리포포린 수용체가 지방체와

난소에 존재하여 HDLp를 흡수한다는 사실이 알려

져 있는데[9-11], 본 연구에서도 FITC-labeled 리포

포린을 유충지방체와 성충난소와 배양한 결과 지방

체(Fig.1 A)와 성충난소(Fig.2 A)에 리포포린이 흡

수되는 것을 알 수 있었고, 흡수되는 과정을 조사하

기 위하여 unlabeled 리포포린과 endocytosis

inhibitor인 suramin을 처리한 결과 상당한 양의 리

포포린 흡수가 감소됨을 알 수 있었다(Fig.1,B,C와

Fig.2 B,C). 또한, 유충지방체, 성충난소 및 성충정소

와 DiI-labeled 리포포린과 배양한 결과 리포포린이

지질을 운반한다는 사실을 알 수 있었으며(Fig.3A,

Fig.4A와 Fig.5A), 또한 유충지방체(Fig.3,B,C), 성충

난소(Fig.4, B,C)와 성충정소(Fig.5, B,C)에 suramin

과 unlabeled 리포포린과 경쟁을 시킨 결과 지질운

반이 현저하게 감소되는 것을 볼 수 있었다. 위의

실험결과로부터 리포포린에 의한 지질의 운반과 리

포포린 자체의 흡수과정이 receptor-mediated

endocytosis 라는 결과를 얻었다. 또한, 본 연구에서

정소로 지질을 운반하는 과정은 처음 얻어낸 결과이다.

Fig.1 Visualization of FITC-Lp in G. mellonella fat 
body tissues. Fat body tissues incubated 
FITC-Lp (A), FITC-Lp with unlabeled Lp (B) 
and FITC-Lp with suramin(C).

Fig. 2 Visualization of FITC-Lp in G. mellonella 
ovary tissues. Ovary tissues incubated 
FITC-Lp (A), FITC-Lp with unlabeled Lp (B), 
and FITC-Lp with suramin(C).

Fig. 3 Visualization of DiI-Lp in G. mellonella fat 
body tissues. Fat body tissues incubated 
DiI-Lp (A), DiI-Lp with unlabeled Lp (B), and 
DiI-Lp with suramin(C).
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Fig.4 Visualization of DiI-Lp in G. mellonella ovary 
tissues. Ovary tissue incubated DiI-Lp (A), 
DiI-Lp with unlabeled Lp (B), and DiI-Lp with 
suramin(C).

Fig.5 Visualization of DiI-Lp in G. mellonella testes 
tissues. Testes tissues incubated DiI-Lp (A), 
DiI-Lp with unlabeled Lp (B), and DiI-Lp with 
suramin(C).
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