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The corpus luteum (CL) is composed to various cells, such as luteal steroidogenic cells (LSCs), luteal thecal steroidogenic 

cells (LTCs), luteal endothelial cells (LECs), fibroblast, immune cells and blood cells. The life span of CL is controlled 

by proliferation and apoptosis of luteal cells. Therefore, this study investigated apoptotic factors in luteal cells derived from 

bovine CL. The CL tissues were collected from bovine ovaries and luteal cells were isolated from middle phase CL. Then, 

LTCs and LECs were separated according to cellular morphology from LSCs. The expression of Bax, Bcl-2, Fas and 
tumor necrosis factor 1 receptor (TNF1R) mRNA and protein were analyzed using quantitative RT-PCR and western blot. 

Results show that, Bax and TNFR1 mRNA expression were significantly increased at late group than early and middle 

groups, otherwise Bcl-2 were significantly decreased at late group than early group (P<0.05). Fas mRNA expression were 

significantly decreased in middle group compared to early and late groups (P<0.05). In addition, Bax and Bcl-2 mRNA 

in LTCs was lower than LSCs, Fas mRNA was higher than LSCs. The Bcl-2 protein expression was lower at LTCs than 

LSCs, especially Fas protein in LTCs was significantly lower than LSCs and LECs (P<0.05). Otherwise, TNFR1 
protein of LTCs were similar with LSCs but higher compared with LECs. In conclusion, we suggest that the results may 

help understanding of apoptosis ability in luteal cells according to cell type during CL regression of estrous cycle. 
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배란 후 형성되는 황체의 주된 기능은 임신의 유지

와 확립에 필수적인 progesterone (P4)를 분비하는 것이다

(Tomac et al., 2011; Chouhan et al., 2014). 황체는 형성과 퇴

행은 대표적으로 vascular endothelial growth factor (VEGF), 

tumor necrosis factor α (TNFα)에 의해 조절되며 이러한 현

상은 발정주기에 따라 선별적인 성장인자와 호르몬 작용 

등의 결과로 이루어진다(Benyo and Pate, 1992; Tamanini and 

De Ambrogi, 2004). 일반적으로 황체조직은 P4를 합성하는 

luteal steroidogenic cells (LSCs)로 구성되어 있으며 LSCs는 

난포 내 granulosa cells (GCs)와 theca cells (TCs)가 배란 후 

luteinizing hormone (LH)에 의해 황체화 된 세포인 large 

luteal cells (LLCs)와 small luteal cells (SLCs)로 구분된다

(Abulafia and Sherer, 2000). 이외에 황체를 구성하는 세포로 

혈관을 형성하는 luteal endothelial cells (LECs)와 fibroblasts, 

immune cells 등이 있으며 이들 세포는 황체의 생리학적 

작용을 유지하는데 이용된다(Schams and Berisha, 2004; 

Berisha et al., 2016). 

황체 내 존재하는 세포는 발정주기에 따라 그들의 형태
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학적 및 생리학적 특성이 변화된다(Lei et al., 1991). 일반적

으로 LLCs는 배란 후 10일까지 증식이 일어난 후 멈추게 

되며 이후 황체의 성장이 완료되며 그 기능만을 유지하

게 된다(Zheng et al., 1994; Yoshioka et al., 2013). 하지만 

임신이 확립되지 않으며 자궁에서 분비되는 prostaglandin 

F2 alpha (PGF2α)에 의하여 황체조직의 퇴행이 일어나는 

luteolysis가 발생하며 조직의 형태와 구조가 퇴행하는 구

조적 퇴행(structural regression)과 황체 내에서 분비되는 P4 

합성이 줄어드는 기능적 퇴행(functional regression)이 일어

난다(Devoto et al., 2009; Tomac et al., 2011). 실제로 PGF2α

에 의해 VEGF 및 fibroblast growth factor (FGF) 등과 같은 

성장인자의 감소는 황체의 구조적 퇴행을 유도한다고 보

고되었다(Neuvians et al., 2004). 이렇듯 황체 퇴행을 유발

하는 PGF2α를 소에 주입하였을 때 12시간 후 황체조직 

VEGF와 FGF, VEGF receptor의 mRNA와 protein의 발현이 

급감하는 것을 확인하였으며, 황체를 구성하는 혈관세포

의 tumor necrosis factor-α (TNF-α) 및 interferon γ (IFN-γ)와 

같은 세포사멸과 관련된 cytokine을 증가시켜 luteolysis를 

유도한다는 보고가 있다(Davis and Rueda, 2002). 따라서 본 

연구에서는 소 황체조직과 이를 구성하는 황체세포에서 

apoptosis와 관련된 인자들을 분석하기 위해 발정주기 별 

황체조직과 이로부터 분리된 steroidogenic 기능과 theca 

cell의 특성을 지니고 있는 luteal thecal steroidogenic cell 

(LTCs), LSCs 및 LECs를 이용하여 apoptosis 관련 인자들

을 분석하였다. 

실험에 사용한 동물실험은 강원대학교 동물실험윤리위

원회의 승인(KTACUC-17-109)을 받아 윤리적으로 수행하

였으며, 소 황체를 수집하기 위하여 인근 도축장에서 도

축된 한우에서 난소를 4℃, 0.85% 생리식염수 보관 하에 

2시간 이내 실험실로 운반되었다. 이 후 난소는 이전의 거

시적인 형태학적인 방법으로 각각 초기, 중기 및 후기를 

구분하였으며 난소에서 황체만을 분리하여 실험에 이용하

였다(Miyamoto et al., 2000; Kim et al., 2018). 황체세포는 중

기 황체로부터 분리하였으며 세포 분리를 위하여 세절된 

황체조직을 0.65 mg/mL collagenase A (Roche, Switzerland) 

및 50 U/mL DNase I (MGmed, Korea)가 첨가된 Dulbecco 

Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma, USA)에서 30℃

에서 90분간 교반한 후 DMEM/Nutrient Mixture F-12 (D/ 

F12; Sigma)에 10% Fetal bovine serum (FBS; Cellgro)가 함유

된 배양액을 첨가한 뒤 필터로 거른 현탁액을 원심분리

(1,800 rpm, 10분)하여 상층액을 제거하였다. 이 후 세포배

양액(D/F12 + 10% FBS)을 첨가한 후 100 mm culture dish 

Fig. 1. Morphological characteristics of LSCs (A), growing LTCs
(B, upper area) and LECs (B, lower area), isolated LTCs (C), and
LECs (D), White scale bar, 200 μm. 
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(NUNC, USA)에 분주한 뒤 38.5℃, 5% CO2에서 16~24시

간 때 부착된 세포만을 LSCs (Fig. 1A)로 판단하였다. 이후 

증식하는 세포의 morphology (Fig. 1B)를 기준으로 LTCs 

(Fig. 1C) 및 LECs (Fig. 1D)를 구별한 후 cylinder를 이용하

여 분리 배양 후 실험에 이용하였다(Fig. 1). 

황체조직과 세포의 mRNA는 RNAiso Plus (Takara, Japan)

를 이용하여 추출한 후 cDNA synthesis kit (Takara)를 이용

하여 cDNA를 합성하였다. 합성된 cDNA는 TNFR1 (5' 

ACT GGT GCT TCC AGC TCT GT 3' 및 5' CTC CAC CTG 

GAA CAT TTC GT 3'), Fas (5' CAG GAG GGC CCA TAA 

ACT GTT TGC 3' 및 5' ATG GGC TAG AAG TGG AAC 

AAA AC 3'), Bax (5' TTT GCT TCA GGG TTT CAT C 3' 및 

5' CAG CTG CGA TCA TCC TCT 3') 및 Bcl-2 (5' CTG CAC 

CTG ACG CCC TTC AC 3' 및 5' GCG TCC CAG CCT CCG 

TTG T 3')와 함께 PCR premix kit (Bioneer, South Korea)를 

이용하여 PCR을 수행하였으며 산물은 1.5% agarose gel을 

이용하여 100 V에서 20분 동안 전기영동 후 UV에 노출

시켜 이미지를 수집한 후 Image J software 프로그램(NCBI, 

USA)을 이용하여 발현양을 분석하였다. 

황체세포의 단백질 분석은 기존 방법을 응용하여 분석

하였다(Han et al., 2017). 25 μg의 단백질을 acrylamide gel을 

이용하여 전기영동을 실시한 후 polyvinylidene difluoride 

(PVDF) membrane으로 transfer를 실시한 뒤 1시간 동안 

blocking을 실시하였다. 실험에 사용된 항체는 Santa Cruz 

Biotechnology의 제품을 이용하였으며 1차 항체는 mouse 

monoclonal anti-Bax (sc-23959), mouse monoclonal anti-Bcl-2 

(sc-7382), mouse monoclonal anti-Fas (sc-74540), mouse mono- 

clonal anti-TNFR1 (sc-8436) 및 mouse monoclonal β-actin 

(sc-47778)을 1:500으로 희석하여 4℃에서 O/N 시켰으며 

2차 항체는 1:10,000으로 희석된 goat-anti-mouse IgG-HRP 

(sc-2005)를 이용하여 암실에서 1시간 동안 실온에서 반응

시켰다. 단백질 가시화를 위하여 ECL kit (Thermo Scientific, 

USA)를 사용하였으며 EZ-capture II Chemidoc (ATTO, Japan)

을 사용하여 시각화한 후 ImageJ를 이용하여 발현양을 

수치화 하였다. 

실험에서 얻어진 결과는 통계 프로그램(SPSS, USA)을 

이용하여 최소 유의차 검정(Least Significant Different test; 

LSD test)을 적용한 Duncan의 multiple range test에 의해 유

의차(P<0.05) 검정을 실시하였다. 

발정주기에 따른 황체조직에서 세포사멸 관련 인자 발

현 차이를 확인하기 위해 발정주기 별 조직에서의 TNFR1, 

Fas, Bax 및 Bcl-2 mRNA의 분석한 결과를 Fig. 2에 나타 

내었다. Bax와 TNFR1은 초기(Early) 및 중기(Middle)에 비

하여 후기(Late)에서 유의적으로 증가하였으며 Bcl-2는 초

기에 비하여 중기 및 후기에서 유의적으로 감소하였다

(P<0.05). 또한 Fas mRNA는 중기에서 유의적(P<0.05)으

로 감소하였으나 초기 및 후기에서 유의적인 차이가 나타

나지 않았다(Fig. 2). 일반적으로 황체는 임신이 성립되지 

않으면 자궁에서 분비되는 PGF2α에 의하여 구조적 및 기

능적 퇴행과 함께 apoptosis가 진행된다(Stocco et al., 2007). 

황체가 퇴행하는 luteolysis가 일어나는 동안에는 apoptosis 

세포 신호 중 대표적으로 알려져 있는 TNF receptor 1 

Fig. 2. Change of Bax, Bcl-2, Fas and TNFR1 mRNA expression during estrous cycle in corpus luteum, corpus luteum tissues were classified
to early, middle and late according to morphology and genes expression of middle and late tissues was normalized to early group. *P<0.05. 
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(TNFR1)과 Fas가 활성화 된다(Penny et al., 1999; Taniguchi 

et al., 2002). 본 연구결과에서도 조직의 증식이 활발하게 

일어나는 초기 황체조직에는 TNFR1 mRNA가 감소하였

나 퇴행이 일어나는 후기에는 apoptosis 수용체의 발현양

이 증가한 것을 확인하였다. 실제로 TNFα mRNA는 배란 

후 13~18일 이후 퇴행기의 황체조직에서 증가한다고 보

고(Sakumoto et al., 2000)하였으며, 본 실험에서는 후기 황

체에서 TNFR1의 mRNA가 증가하였는데 이는 TNFα의 

작용이 활발하기 위한 것이라 판단된다. 또한 황체 표면

에 존재하는 Fas는 면역세포에 존재하는 Fas Ligand (FasL)

와 결합하여 황체세포의 apoptosis를 유발한다고 알려져 

있다(Stocco et al., 2007). 실제로 황체 후기에는 면역세포들

의 증가에 의한 황체 퇴행이 증가하며 이에 따라 퇴행기

의 황체에는 Fas와 FasL의 활동이 증가된다고 보고되었다

(Kuranaga et al., 2000). 본 연구결과에서는 조직의 재구성

이 왕성하게 일어나는 초기와 luteolysis가 급격하게 일어

나는 후기에 Fas mRNA의 양이 증가하였는데 이러한 결

과는 기존의 보고된 결과와 일치한 것을 확인하였다. 이 

후 원형질막에 위치하여 apoptosis 세포 신호를 유발하는 

인자들에 의해 증가하는 미토콘드리아 의존적 apoptosis 

인자들인 Bax 및 Bcl-2 중 TNFR1 및 Fas가 증가하는 후

기에 Bax는 증가하였으며 Bcl-2는 감소하였다. 이러한 결

Fig. 4. Change of Bax, Bcl-2, TNFR1 protein expression in LSCs, LECs, and LTCs, luteal cells were isolated from middle phase corpus 
luteum. Protein intensity of LECs and LTCs was normalized to LSCs group. *P<0.05. 

Fig. 3. Change of Bax, Bcl-2, Fas and TNFR1 mRNA expression in LSCs, LECs, and LTCs, luteal cells were isolated from middle phase 
corpus luteum. Genes expression of LECs and LTCs was normalized to LSCs group. *P<0.05. 
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과는 황체조직에서 luteolysis가 일어날 때 미토콘드리아 

의존적 apoptosis도 cytokine apoptosis 수용체들에 의해 활

성화 된다고 판단된다. 

발정주기 별 황체조직에서 apoptosis 수용체들과 미토콘

드리아 의존적 apoptosis 인자들을 확인한 후 황체를 구성

하는 다양한 세포 별로 apoptosis와 관련된 인자들을 분석

하기 위하여 중기 황체로부터 분리한 황체세포에서 세포

사멸 mRNA 및 protein 발현을 Fig. 3 및 4에 나타났다. 

Bax와 Bcl-2의 mRNA 발현은 LSCs에서 LTCs와 LECs보

다 높은 수준으로 발현되었고, Fas mRNA는 LTCs와 LECs

에서 LSCs보다 높게 발현된 것으로 확인되었으며, TNFR1

의 경우 세포 별 mRNA 발현에 있어 유의적인 차이가 확

인되지 않았다(Fig. 3). Bax와 Fas의 protein 발현은 LECs에

서 LSCs와 LTCs보다 높은 수준으로 확인되었다. Bcl-2는 

mRNA와 같은 패턴이 확인되었다. TNFR1 protein은 LECs

에서 적게 발현되었고, LSCs와 LTCs의 발현에는 차이가 

확인되지 않았다(Fig. 4, P<0.05). 황체의 luteolysis는 이를 

구성하는 세포들의 사멸로부터 시작된다(Schams and Berisha, 

2004; Tomac et al., 2011; Shirasuna et al., 2012). 황체는 주로 

LSCs 및 LECs 두 가지 타입의 세포에 의하여 구조와 기

능이 유지된다고 보고되어 있기 때문에 이에 대한 연구

는 활발하게 이루어지고 있다(Skarzynski and Okuda, 1999; 

Davis et al., 2003; Lee et al., 2010). 또한 LSCs 이외에도 

LECs 역시 PGF2α 수용체를 갖고 있기 때문에 황체 퇴행

기에서 분비되는 PGF2α에 의하여 세포사멸이 일어난다

(Gwon et al., 2013). 본 연구에서는 LSCs에서 TCs의 성

격을 띠고 있고 steroidogenic 기능을 갖고 있는 황체 내 

LTCs를 분리하여 실험에 이용하였고 이러한 세포는 황체 

내 존재하며 LSCs 내에 적은 비율로 포함되어 있으나 

LECs처럼 증식을 하기 때문에 본 연구에서는 LSCs와는 

구분되는 세포로 판단한 후 실험에 이용하였다. 실제로 

TNFR1, Fas, Bax 및 Bcl-2 발현에 있어 LTCs는 LSCs와 서

로 다른 양상으로 mRNA 및 protein이 발현되었고 실험

결과를 통해 TNFR1로부터 시작되는 apoptosis는 LECs에 

비하여 LSCs 및 LTCs에서 더욱 활발히 일어날 수 있음

을 알게 되었다. 하지만 Fas의 경우 다른 세포들에 비하

여 LTCs에서 적게 발현되었는데 이는 황체 퇴행 시 면역

세포의 FasL가 LSCs 및 LECs에 비하여 LTCs가 더 적게 

반응할 것이라 판단된다. 실제로 황체로부터 분리한 SLCs

의 경우 LLCs에 비해 Fas mRNA의 양이 적게 발현되었

다는 보고(Kuranaga et al., 2000)가 있었으나 LECs와 비교

하지는 않았기 때문에 본 실험에서 사용된 LTCs의 경우 

Fas 발현에 있어 SLCs와 비슷한 경향을 보이나 LECs와

의 비교가 되지 않았기 때문에 이 후 LTCs에 대한 추가적

인 실험이 필요하다고 판단된다. 

따라서 본 실험을 통하여 LTCs는 황체 내 존재하며 

LSCs 내 적은 비율로 포함된 세포임을 확인하였다. 또한 

LTCs는 LSCs와 다르게 apoptosis에 있어 Fas에 대한 반응

이 적은 반면 TNFR1의 반응은 비슷한 것으로 판단된다. 

반면 apoptosis와 관련된 유전자 발현은 LECs와 비슷한 

양상을 보이나 단백질 발현의 경우 LECs에 비하여 Fas 

발현은 적은 반면 TNFR1는 많은 것을 확인할 수 있었다. 

결론적으로 황체 내 존재하며 steroidogenic 기능을 하며 

증식성을 갖고 있는 LTCs는 황체 퇴행 시 발생하는 apo- 

ptosis에 있어 LSCs 및 LECs와는 다른 세포 신호가 존재

할 것이라 판단된다. 향후 추가적인 실험을 통하여 LTCs

에서 특이적으로 발현되는 세포부착인자 및 small G pro- 

tein 연구결과를 기반으로 황체 퇴행의 메커니즘에 적용

한다면 황체 내 apoptosis에 대한 기초적인 연구에 도움을 

줄 것이라 판단된다. 
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