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ABSTRACT

The endometrium undergoes a cyclic growth and tissue remodeling as changes of epithelial cells, and plasminogen 
activators (PAs) are related to endometrium tissue remodeling. This study was to evulate expression of urokinase-type 
plasminogen activator (uPA) and tissue-type plasminogen activator (tPA) in porcine uterine epithelial cells. In results, 
the uPA and tPA were expressed in uterine tissue, epithelium and secretory glands in porcine endometrial cell. In 
addition, the uPA and tPA were expressed in cultured epithelial cells, and it were mainly expressed in cytoplasm. 
In porcine uterine tissue and epithelial cells, uPA activity was higher than activity in tPA. In PAs mRNA expression 
levels, uPA mRNA level was significantly higher than tPA mRNA level (P<0.05). The fluorescence intensity of uPA 
protein was also higher than fluorescence intensity of tPA protein, and uPA protein expression was significantly higher 
than in tPA protein expression (P<0.05). Therefore, we suggest that a physiological function in porcine uterine 
epithelial cells should be more influenced by uPA than in tPA during pre-ovulatory phase.
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서  론

돼지의 자궁은 암컷의 생식기관으로 쌍각자궁의 형태이며, 
두 개의 긴 자궁각을 가지고 있는 것이 특징이다. 자궁은 자
궁내막층, 자궁근층 및 자궁외막층으로 나누어진다. 그 중 자
궁내막층은 복합적인 조직으로 발정 주기와 착상이 이루어지

는 동안 다양한 생리적 변화를 겪게 되며, 이러한 변화는 주
기적으로 조직의 성장과 재구성에 관여하고 있다. 자궁내막의
변화에 대한 연구로 쥐의 자궁에 estrogen 처리 시 자궁내막
상피층의 두께가 증가한 연구 결과가 보고(Lai 등, 2000)되었
으며, 돼지에서 발정 주기 동안 자궁내막 내의 선상피가 증가
한다는 보고가 있다(Stroband 등, 1986).

Plasminogen activation system은 혈관 섬유소 용해 작용(Car- 
meliet 등, 1994; Bugge 등, 1995; Ploplis 등, 1995; Carmeliet
과 Collen, 1996), 혈관 신생 작용(Mignatti와 Rifkin, 1993), 종
양 침입과 전이(Andreasen 등, 1997), 수정란 착상(Sappino 등, 

1989; Teesalu 등, 1996), 태반 형성(Liu 등, 1998), 배란(Liu 등, 
1991), 황체 퇴행(Feng 등, 1993; Liu 등, 1996) 및 분만(Hu 
등,1999) 등 다양한 생리적 기능과 생식 기능에 역할을 하고 
있다. Plasminogen activators (PAs)는 비활성 plasminogen을
활성 plasmin으로 전환시키는 serine계 단백질 분해 효소로서, 
urokinase-type PA (uPA)와 tissue-type PA (tPA)로 나누어진다
(Stepanova 등, 1999). uPA는 53k-Da의 분자량을 가지고 있으
며(Gunzler 등, 1982), 주로 세포 이동과 세포외기질(Extra- 
cellular Matrix, ECM) 분해에 작용하는 것으로 보고(Stepanova 
등, 1999)되었다. 또한 tPA의 분자량은 70k-Da이며(Pennica 
등, 1983), 섬유소에 높은 친화력을 가지고 있어 섬유소 용해
에 관련된다는 보고가 있다(Lijnen과 Collen, 1982). PAs에 의
해 활성화된 plasmin은 matrix matalloproteinases (MMPs)를
활성화(Reich, 1978) 시켜 직․간접적으로 세포외기질을 분해
하고, 이를 통해 세포외기질에 있는 성장 인자의 활성화(Men- 
shikov 등, 2006), 혈관 신생 작용(Olofsson 등, 1998), 세포 이



258 황보용, 이상희, 차혜진, 송은지, 이승태, 이은송, 정희태, 양부근, 박춘근

동 등에 관여한다는 보고가 있으며, 이를 통해 조직 재구성에
관여한다(Martin과 Arias, 1982). 이러한 PAs에 대한 연구는
사람의 자궁(Koh 등, 1992; EstelleÂ 등, 2003), 쥐의 자궁

(Sappino 등, 1989), 소의 자궁(Tanikawa 등, 2009) 등에서 다
양한 연구가 이루어지고 있지만, 돼지 자궁에 있어 PAs의 발
현에 대한 연구는 미흡한 실정이다.
따라서 본 연구는 돼지 자궁의 재구성에 관여하는 인자로서, 

자궁내막 상피세포에서 PAs의 발현을 확인하고, uPA와 tPA의
발현량을 비교하기 위하여 RT-PCR과 면역형광 염색법과 flow 
cytometry를이용하여 mRNA와단백질수준에서확인하고, uPA
와 tPA의 발현 정도를 비교하기 위하여 수행되었다.

재료 및 방법

1. 자궁 상피세포의 수집

도축장으로부터 난포에 황체가 전혀 형성되지 않은 난포기

의돼지자궁을 1∼1.5시간이내에실험실로운반하였고, Hank's 
balanced salt solution(HBSS)를 이용하여 자궁 외부를 세척한
후 난소와 자궁간막을 제거하고, 자궁각 부분만을 때어내었다. 
그 후 자궁강 내에 HBSS를 관류시켜 세척하고, 자궁각을 세
로축으로 절개한 뒤 메스를 이용하여 자궁내막에서 상피층을

긁어내어 Dulbecco's modified eagle's medium(DMEM, Invit- 
rogen, USA)에 회수한 후 collagenase Ⅳ(Worthington, USA)
를 66 U/ml의 농도로 처리하여 진탕 배양기에서 배양하였다
(1 h, 38℃, 120 rpm). 배양 후 cell strainer(SPL, Korea)를 이용
하여 걸러낸 후 원심 분리(5 min, 1,200 rpm)하여 상층액을 제
거한 뒤 Tris-NH4를 이용하여 혈액 성분을 제거하였고, HBSS
로 세척하고 10% FBS(Invitrogen, USA), 0.2% amphotericin B
와 0.5% Antibiotic-Antimycotic(ABAM, Invitrogen, USA)을
포함한 DMEM과 Ham’s F-12가 1:1로 섞인 D/F12(Invitrogen, 
USA) 배양을 이용해 38℃, 5% CO2 조건에서 배양하였으며, 
48시간마다 배양액을 교체하였다.

2. 면역형광 염색법

돼지 자궁내막 조직을 1 × 1 cm의 크기로 자르고 10%, 20% 
및 30% sucrose에 순차적으로 처리 후 4% paraformaldehyde
을 이용하여 4℃에서 24시간 동안 처리하였다. 그 후 조직을
Frozen section compound(Leica, USA)로 포매하여 3∼5분 정
도 －196℃에 침지시키고 Microtome(Leica, USA)을 이용하여
동결 절편하였다. Slide에 붙인 시료를 24시간 동안 건조시킨
뒤 3% BSA(Sigma, USA)가 첨가된 PBS를 시료 위에 분주하
여 1시간 정도 실온에서 두었다. 그 후 Tris-Buffered saline 
and Tween 20(TBST)용액에 10분간 담가 세척한 후 1차 항체
로 goat anti-uPA(Santa Cruz Biotechnology, USA)와 goat anti- 
tPA(Santa Cruz Biotechnology, USA)를 TBST에 1:500로 희석

한 후 처리하여 1시간 동안 배양하였고, 2차 항체는 1:10,000
으로 희석한 Alexa fluor 488 donkey anti goat IgG(Invitrogen, 
USA)와 Propidium iodide(PI, Sigma, USA)를 이중 염색 후 건
조 과정을 거쳐 Clearmount mounting solution(Invitrogen, USA)
을 이용하여 봉입하였다. 세포는 5×104 cells/ml의 농도로 cell 
culture slide(SPL, Korea)에서 7일 동안 배양하였으며, 배양액
은 24시간마다 교체하였다. 배양 7일 후 배양액을 제거한 뒤
4% paraformaldehyde를 이용하여 4℃에서 30분 동안 고정해
주었으며, PBS-PVA를 이용하여 2회 세척해 주었다. 핵 염색을 
위하여 Bisbenzimide(Hoechst33342, Sigma, USA)를 4 µg/ml
의 농도로 30분 동안 처리하였고 5% skim milk(DIFCO, USA)
로 blocking하였으며 goat anti-uPA(Santa Cruz Biotechno- logy, 
USA)와 goat anti-tPA(Santa Cruz Biotechnology, USA)를 1:100
로 희석하여 4℃에서 1시간 동안 처리하였다. 1차 항체 처리
후 Alexa fluor 488 donkey anti goat IgG(Invitrogen, USA)를
1:200로 희석하여 1시간 동안 반응시키고 항체 용액을 제거한
뒤, Clearmount mounting solution(Invitrogen, USA) 이용하여
봉입하였다.

3. RT-PCR
배양된 자궁 상피세포로부터 RNA를 추출하기 위해 RNAiso 

plus(TAKARA, japan)을 사용하였으며, 추출된 RNA는 Maxime 
RT Premix(Intronbio, Korea)을 이용하여 cDNA로 합성하였

다. 합성된 cDNA는 uPA 및 tPA와 GAPDH에 대한 primer 
(Table 1)를 이용하여 증폭시켰으며, 증폭된 산물은 Ethidium 
bromide(EtBr, Bioneer, Korea)을 포함한 2% Agarose gel을 사
용하여 전기영동으로 확인하였다.

4. 단백질 분석

배양된 상피세포에 Trypsin-EDTA(Invitrogen, USA)를 처

리하여 단일 세포를 채취하여 원심 분리(5 min, 1,200 rpm)한
후 상층액을 제거한 뒤 PBS-PVA로 세척하고, 1.5 ml Micro 
tube에 옮겨 동일한 조건에서 원심 분리를 실시하였다. 상층
액 제거 후 uPA에 대한 1차 항체로 Goat anti-uPA(Santa Cruz

Table 1. Primer conditions of PCR

Gene Primer sequence Product
size(bp)

Tem.
(℃) Cycles

uPA F : CCTACAAGTACTTCTC
R : GCAAACCAAGGCTGGTTTCTC 460 55 45

tPA F : AGGAGGCCTCTATGCTGACA
R : GGCACACAGCATATTGTTGG 544 60 30

GAPDH F : TCGGAGTGAACGGATTTG
R : CCTGGAAGAGATGGTGATGG 200 59 30
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Biotechnology, USA)를 이용하였고, tPA는 Goat anti-tPA(Santa 
Cruz Biotechnology, USA)를 이용하여 TBST에 1:100으로 희
석한 후 4℃에서 1시간 동안 배양하였고, 2차 항체로 Alexa 
fluor 488 donkey anti goat IgG(Invitrogen, USA)를 1:200으로
희석하여 상온에서 1시간 동안 배양하였다. 배양 완료 후 원
심 분리하였고 상층액을 제거한 뒤 PBS를 분주하였으며, Flow 
cytometry(FACs caliber, Bacton Dickinson, USA)를 이용하여
총 10,000개의 세포를 분석하였다.

5. 통계처리

실험에서 얻어진 결과는 SAS 9.2를 이용하여 최소 유의차 
검정(Least Significant Different test : LSD test)과 General linear 
model(GLM)을 적용하여 Duncan의 multiple range test에 의하
여 유의차(P<0.05)를 검정하였다.

결  과

1. 면역형광 염색법

돼지의 자궁조직과 세포에서의 uPA와 tPA의 발현과 발현
위치를 가시적으로 확인하기 위하여 각 PAs에 대한 1차 항체
를 사용하여 면역형광 염색법을 실시하였다. 그 결과, 자궁조
직에서 uPA와 tPA 모두 발현이 되는 것을 확인하였고, 자궁
내막의 상피층과 분비샘에서도 PAs가 발현되는 것을 확인하
였다(Fig. 1). 이차원적으로 배양된 돼지 자궁 상피세포에서도
역시 PAs가 정상적으로 발현되는 것을 확인하였으며, uPA의
녹색 형광이 tPA보다 밝은 것을 가시적으로 확인하였다(Fig. 
2). 한편, uPA와 tPA의 발현 위치를 확인하기 위하여 세포의
핵을 Hoechst 33342로 염색한 결과, uPA와 tPA 모두 세포질
에서 발현되는 것을 확인하였다(Fig. 3과 4).

2. RT-PCR
이차원 배양된 상피세포에서의 uPA와 tPA의 mRNA 발현을

비교하기 위하여 RT-PCR을 실시하였으며(Fig. 5), GAPDH를

Fig. 1. Immunofluorescence staining for uPA (a) and tPA (b) de- 
tection in porcine uterine tissue(Green : uPA (a), tPA (b) : 
Red: Nuclear).

Fig. 2. Immunofluorescence staining for uPA (a) and tPA (b) de- 
tection in porcine uterine epithelial cells(Green : uPA, tPA).

Fig. 3. Fluorescent imaging of uPA expression by confocal laser 
scanning microscope in porcine uterine epithelial cells(Image 
: a,b,c : by general microscope, d,e,f,g,h,i : by bright mic- 
roscope, j,k,l; merge)(Green: uPA; Blue: nuclear).

Fig. 4. Fluorescent imaging of tPA expression by confocal laser 
scanning microscope in porcine uterine epithelial cells(Image 
: a,b,c : by general microscope, d,e,f,g,h,i : by bright mic- 
roscope, j,k,l : merge)(Green: tPA; Blue: nuclear).
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Fig. 5. uPA and tPA mRNA levels in porcine uterine epithelial 
cells(P<0.05).

이용하여 전체적인 유전자 발현량을 동일시하였다. Gel에 나
타난 밴드를 수치화하여 분석한 결과, uPA mRNA의 발현이
tPA mRNA 발현보다 유의적으로 높게 나타났다(P<0.05).

3. 단백질 분석

상피세포에서의 단백질 발현량을 분석하기 위하여 형광이

표시된 항체를 사용해 flow cytometry를 실시하였다. Fig. 6은
uPA와 tPA에 대한 형광의 세기를 히스토그램으로 표현한 그
림으로 uPA의 형광 세기가 tPA보다 높게 나타났다. 한편, 
Fig. 7은 히스토그램을 수치화하여 분석한 결과로 mRNA에서
의 결과와 마찬가지로 uPA 단백질이 tPA 단백질보다 유의적
으로 높게 나타났다(P<0.05).

고  찰

PAs는 수정란의 착상과 세포외기질의 재구성에 관련된 요소
이며(Irigoyen 등, 1999), 이러한 PAs의 활성은 여성의 경우 월
경의 개시와 자궁 생리학에 중요한 역할을 한다(Littlefield, 
1991; Tabibzadeh, 1996). 또한 다른 연구에서는 자궁내막 상피
세포(Ueyama 등, 2002, Tanikawa 등, 2009)와 기질세포(Xia 등, 
1995) 내에서 uPA의 생산이 탈락막화 동안 혈관 신생 작용, 영
양막 침입, 조직 재구성과 연관되어 있다는 것(Finn, 1986)이
보고되었다.

PAs에 영향을 주는 인자로는 배양된 소 자궁내막 세포에서
interleukin-1α가 PA 활성에 조절자로서 작용한다는 보고가 있
었다(Tanikawa 등, 2009). 사람 자궁내막세포에서 PAs와 Pla- 
sminogen Activator Inhibitor-type 1 (PAI-1)의 발현은 스테로
이드 호르몬에 의해 조절되며, estradiol (E2)는 기질세포에서
tPA 발현을 증가시키고, progesterone (P4)은 상피세포에서

uPA를 억제시킨다는 보고가 있었다(Mullins 등, 1980; Casslen 
등, 1995; Ueyama 등, 2002). 또한 E2는 배아의 성장과 착상을

돕기 위해 자궁 내에 FGF7(Ka 등, 2001)과 같은 다양한 유전
자를 발현시킴(Johnson 등, 2009)으로써 자궁내막의 재구성에

Fig. 6. uPA and tPA protein levels by flow cytometric histogram in 
porcine uterine epithelial cells(Red bar: control; Black bar: uPA; 
Green bar: tPA).

Fig. 7. uPA and tPA protein levels in porcine uterine epithelial 
cells(P<0.05).

영향을 미치는 것으로 보인다.
본 연구는 돼지 자궁의 변화와 착상에 대한 PAs의 작용기

전을 규명하기 위한 실험의 일환으로 자궁내막에 존재하는

세포 중 상피세포에서의 uPA와 tPA의 정상적인 발현 여부와
발현량을 mRNA와 단백질 수준에서 비교하기 위하여 수행되
었다. 조직에서의 uPA와 tPA는 모두 발현이 되는 것을 확인
하였고, 특히 상피층, 분비샘 및 혈관에서 세포외기질보다 더
많이 발현되는 것을 확인하였으며, 이는 이전에 수행된 연구
와 같은 결과를 보였다(Kim 등, 2011). 이러한 결과는 자궁내
막 층의 형태적 변화가 혈관 신생 작용(Olofsson 등, 1998), 선
상피의 증가(Lai 등, 2000) 등에 의해 일어나기 때문인 것으로
보인다. Fig. 2, 3 및 4를 통하여 이차원적으로 배양된 돼지 자
궁 상피세포에서 uPA와 tPA가 정상적으로 세포질 부위에 발
현되는 것을 확인할 수 있었으며, uPA의 녹색형광이 tPA보다
밝게 발현되는 것을 가시적으로 확인할 수 있었다. mRNA와
단백질 수준에서의 분석 결과, uPA의 mRNA와 단백질이 tPA
보다 유의적으로 높게 나타났는데(P<0.05), 이러한 결과는 사
람의 자궁내막 세포에서 uPA 분비가 tPA보다 약 37배 높았다
는 결과(Ueyama 등, 2002)와 uPA의 발현이 높다는 면에서 같
은 경향을 나타냈지만, 돼지 자궁 조직을 이용한 PAs 발현은
tPA가 uPA보다 높게 나타나는 차이를 보였다(Kim 등, 2011). 
이러한 차이는 상피세포 외에도 기질 세포 및 근육 세포 등을
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포함하는 조직을 사용한 이전 실험과는 다르게 상피세포만을

분리, 배양 후 분석을 실시했기 때문이라고 생각된다.
본 실험 결과를 요약하면 이차원적으로 배양된 돼지 자궁

상피세포에서 uPA와 tPA가 모두 정상적으로 발현되는 것을
확인하였으며, mRNA와 단백질 수준에서의 발현량을 비교한
결과, 모두 uPA가 유의적으로 높게 나타났음을 확인하였다
(P<0.05). 이는 돼지 자궁의 생리적, 형태적 변화는 혈관 신생
작용(Olofsson 등, 1998), 선상피의 증가(Lai 등, 2000), 자궁내
막 상피층의 두께의 증가 등을 포함하고 있고, 이러한 변화는
세포이동과 세포외기질 분해에 작용하는 uPA에 영향을 더 많
이 받을 것을 제시한다. 본 연구의 결과는 난포기의 돼지 자
궁 세포만을 사용한 실험으로 발정 주기와 착상 동안에 PAs
의 작용기전을 규명하기 위해서는 다른 주기의 자궁 세포와

내막층에 존재하는 기질세포에서의 uPA와 tPA의 발현을 비
교할 필요가 있을 것으로 생각된다.

결  론

자궁내막층은 주기적으로 상피층의 변화와 같은 조직 재구

성과 성장을 겪으며, PAs는 이러한 자궁내막층의 조직 재구
성에 연관되어 있다. 따라서 본 연구에서는 돼지 자궁 상피세
포에서 uPA와 tPA의 발현을 확인하고, 발현량의 차이를 알아
보고자 하였다. uPA와 tPA 모두 자궁 조직과 자궁내막층 내
의 분비샘과 상피 층에서 발현이 되는 것을 확인하였다. 또한, 
배양된 자궁 상피세포에서 역시 uPA와 tPA가 모두 발현되었
고, 주로 세포질에서 발현되는 것을 확인하였으며 자궁 조직
과 상피세포에서 uPA 발현이 tPA보다 높았다. 배양된 돼지
자궁 상피세포에서 PAs mRNA의 발현 수준을 분석한 결과, 
uPA mRNA 발현이 tPA mRNA보다 유의적으로 높게 나타났
다(P<0.05). 단백질 발현 수준에서, uPA 단백질의 형광 세기
가 tPA보다 밝게 나타났으며, uPA 단백질이 tPA 단백질보다
유의적으로 높게 발현되었다(P<0.05). 본 연구 결과, 돼지 자
궁 상피세포에서 일어나는 생리적 기능은 tPA보다 uPA에 의
해 영향을 받을 것으로 생각된다. 하지만 추가적으로 자궁내
막층에 존재하는 기질 세포에서의 PAs 발현과 상피 세포와
기질 세포 간의 상호작용에 대한 연구가 필요하다.
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