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다양한 혈청 물질의 첨가가 염소 수정란의 체외배양에 미치는 영향
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요  약  본 연구는 염소 수정란의 체외배양용 배지에 FBS, gBS 및 PVA 첨가시 배발달 및 apoptosis 발생률을 분석하여
체외배양시 각 첨가물의 효과를 조사하였다. 체외성숙 후 체외수정을 실시하여 체외배양 배지에 10% FBS, 10% gBS
및 10% PVA를 첨가하고 배발달 효율과 배반포의 품질을 확인하기 위해 TUNEL assay를 통해 apoptosis 발생 비율을
조사한 결과, 난할률 및 배반포 형성률에서 처리군 모두 대조군(무혈청) 보다 유의적으로 높은 결과를 보였다. 특히 gBS
와 PVA 처리군에서 각각 31.95, 35.29%로 유의적으로 가장 높은 배반포 형성률을 보였다. 또한 TUNEL assay의 결과
에서도 배발달 비교실험에서와 같이 대조군에서 가장 적은 총세포수와 가장 높은 apoptosis 비율을 보였으며, gBS와
PVA 처리군에서 가장 많은 총세포수 및 가장 적은 apoptosis 비율을 보였다. 염소의 체외배양 효율 향상을 위한 본
연구의 결과, 무혈청 배지나 FBS첨가 보다는 gBS나 PVA의 첨가가 배발달 효율뿐만 아니라 배반포 품질에도 긍정적임
을 알 수 있었으나, gBS내 확인되지 않는 물질들의 위험성을 감안했을 때 PVA가 보다 안전하고 효율적일 것으로 생각된
다.

Abstract  This study examined the effects of fetal bovine serum (FBS), goat blood serum (gBS), and 
poly-vinyl alcohol (PVA) on the in vitro development and embryo quality of goats for an improvement 
of embryo production. For the experiment, an in vitro fertilized embryo culture medium was 
supplemented with 10% FBS, 10% gBS, and 10% PVA to determine their effects on the embryo 
development efficiency and blastocyst quality. The results showed that the non-serum supplementation
group showed significantly lower cleavage rate and blastocyst formation. On the other hand, the gBS and
PVA supplementation groups showed a significant increase in the cleavage rate and better blastocyst 
formation than the control and FBS supplementation group. Furthermore, a TUNEL assay performed to 
confirm the blastocyst quality showed the same pattern as the embryo development experiment. These
results showed that the supplemented gBS or PVA was more efficient in enhancing the in vitro 
development efficiency of goats than the supplementation of FBS or non-serum. On the other hand, 
considering the risk of an unidentified factor in gBS, PVA appears to be safer and more efficient in the 
in vitro development of goat embryos.
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1. 서론

도축 난소에서 채취한 미성숙 난자의 이용은  과거 체
외성숙 및 체외배양을 통한 수정란을 생산하여 생축에 
이식하는데 주로 이용하였다. 하지만 복제양 “Dolly”가 
태어나고 [1], 포유류 난자의 체외성숙 및 체외배양 효율 
향상을 위한 연구가 다양하게 진행되어 왔다 [2-5]. 초기
에는 림프액이나 혈장과 같은 biological fluid를 [6], 이
후에는 항산화제나, 성장인자, vitamin, hormone과 같
은 화학적 조성이 확실한 물질을 이용하여 연구하였다
[7-8].

국내에서 염소의 난자 및 수정란에 관한 연구는 1980
년 말 수정란 이식에 관해서만 일부 연구되었으며, 수정
란 배양에 관한 연구는 절대적으로 부족하여 소의 방법
을 적용하고 있는 실정이다. 현재 소의 체외성숙 효율은 
90% 이상으로, 이중 약 75%가 정상적인 수정란으로 발
달된다[9]. 소와 돼지에서는 현재까지도 체외성숙이나 체
외수정 등 수정란 생산 효율 향상을 위한 연구가 많이 진
행되어 있으나 [2-5], 염소의 수정란 생산과 관련된 연구
가 많이 부족한 상황으로 적절한 배양방법의 확립이 필
요한 실정이다.

과거 소와 돼지 등의 미성숙 난자 체외성숙에서 배양
액에 혈청을 첨가하여 효율을 향상시키는 연구가 많았다
[10-15]. 난자의 체외성숙 또는 체외배양에 이용되는 혈
청에는 호르몬, 성장인자, 영양소, cytokine 및 각종 확
인되지 않은 여러 물질이 포함되어 있어 세포배양이나 
난자의 성숙 및 배발달에 중요한 역할을 한다고 알려져 
있다[16-18]. Estrus goat blood serum (gBS), fetal 
bovine serum (FBS), fetal calf serum (FCS) 및 
bovine serum albumin (BSA) 등 다양한 혈청물질들
이 연구되어 난자의 핵 성숙, 세포질 성숙 및 수정란의 
배발달에 효과가 있음을 증명하였다 [19-20]. 하지만 이 
혈청들의 정확한 작용기전이 밝혀지지 않았으며, 체외배
양 배지에 혈청의 첨가가 large offspring syndrome 
(LOS)와 같은 부작용이 있어 [21] 최근에 들어서는 무혈
청 배지를 이용하는 경우도 있다. 몇몇 연구에서는 
poly-vinyl alcohol을 혈청을 대체하는 물질로 체외배양 
배지에 첨가하여 체외수정란 생산효율을 향상시킨 결과
도 있었다[19]. 또한, 발정주기에 있는 동물은 난소의 발
달에 필요한 호르몬과 난포액의 성분이 되는 여러 물질
들이 혈액을 통해 공급을 받는다. 이와 같은 원리로 체내
에서 배발달이 이뤄지는 곳인 난관의 난관액 역시 혈액
을 통해 공급받은 물질들로 이뤄졌다 볼 수 있어, 발정주

기에 있는 염소의 blood serum (gBS)을 수정란 체외배
양 배지에 첨가하는 시도가 필요할 것으로 생각된다. 이 
모든 연구가 소와 돼지의 난자를 이용한 것으로 국내에
서 염소에 적용한 연구는 현재까진 없었다. 

따라서 본 연구에서는 염소 수정란의 체외배양 효율 
향상을 위해 체외배양용 배지에 FBS, gBS 및 PVA 첨가
에 대한 배발달 및 apoptosis 발생률 분석을 실시하여 
각 첨가물의 효과를 조사하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 시약
본 연구에서 특별히 명시하지 않은 화학물질들은 

Sigma-Aldrich Korea (St. Louis, MO, USA)에서 구
입하여 사용하였다.

2.2 난소 채취 및 난자 회수
체외수정란 생산을 위해 도축장에서 도축된 염소의 난

소를 적출하여 50 ㎍/ml Gentamicin 0.9%가 함유된 
32℃내외의 생리식염수에 담아 1-2시간 내에 실험실로 
운반하였다. 운반된 난소는 항생제가 첨가된 새로운 
32~35℃ 생리식염수로 3-4회 세척하였다. 세척된 난소
는 21게이지 바늘이 장착된 10 ml 멸균주사기를 이용하
여 난포액을 회수하여 15 ml 튜브에 모아 32~35℃ 항
온수조에 정치하였다. 정치된 난포액의 상층액을 제거하
고, 침전물은 10 mM HEPES, 0.013 mM kanamycin
이 포함된 TCM-199로 2회 세정하여 현미경을 통해 난
자를 회수하여 체외성숙 실험에 이용하였다.

2.3 체외성숙
난자의 체외성숙은 기본적으로 3층 이상 난구세포로 

둘러싸인 Cumulus oocyte complex (COC)를 골라 
10 mM HEPES, 0.013 mM kanamycin, 0.2 mM 
sodium pyruvate, 1 ㎍/ml Epidermal Growth 
Factor (EGF), 1 ㎍/ml, Follicular Stimulating 
Hormone (FSH, Folltropin-V, Bioniche Co., 
Canada) 그리고 발정주기에 있는 염소의 혈액에서 혈청 
(gBS, goat blood serum)을 분리하여 10% 첨가된 
TCM-199 (IVM medium)을 준비하여 3회 세정하고, 
500 ㎕의 IVM medium이 채워진 4-well dish에 옮겨 
38.5℃의 5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 이때 
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사용된 IVM medium은 배양기에서 20시간 전후로 전
배양하여 사용하였다. 체외성숙 배양 24시간 후에 COC
는 0.1% hyaluronidase에서 난구세포를 제거하고 체외
수정을 위해 제1극체의 유무로 난자의 성숙을 판단하였다.

2.4 체외수정 및 체외배양
체외수정을 위해 국립축산과학원 가축유전자원센터에

서 생산된 염소 동결정액과 114 mM Nacl, 3.1 mM 
KCl, 25 mM NaHCO3, 0.4 mM NaH2PO4·2H20, 15 
mM sodium lactate, 2 mM CaCl2·2H2O, 0.5 mM 
MgCl2·6H2O, 0.5 mM sodium pyruvate, 8 ㎎/ml 
bovine serum albumin(BSA), 0.75 ㎍/ml kanamycin
으로 구성된 체외수정 배지를 이용하였다. 성숙된 난자는 
2x106의 정자와 38.5℃의 5% CO2 배양기에서 6시간동
안 공배양 하였다. 이후 0.1% hyaluronidase를 이용하
여 투명대에 붙어있는 정자를 제거하고 103 mM Nacl, 
7.2 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 5.6 ㎖/L Na-lactate, 
0.13 mM kanamycin, 25 mM NaHCO3, 0.3 mM 
Na-pyruvate, 0.5 mM MgCl2·6H2O, 1.7 mM 
CaCl2·2H2O, 1.5 mM D-glucose, 2% essential 
amino acids, 1% non-essential amino acids, 1 
mM L-glutamin, 10 ng/ml EGF로 구성된 mSOF를 
기본으로 체외배양 효율 향상 실험을 위해 10% fetal 
bovine serum(FBS), 10% gBS, 0.1 ㎎/ml poly vinyl 
alcohol (PVA) 가 첨가된 배지에서 6일간 배양하여 배
발달을 확인하였다.

2.5 TUNEL 분석
염소의 배반포에서 apoptosis된 세포를 알아보기 위

해 TUNEL assay kit (In Situ Cell death detection 
kit, TMR red)를 이용하여 제조 회사의 지침에 따라 진
행하였다. 체외수정 6일 후 배반포를 회수하여 0.1% 
PVA가 포함된 phosphate buffer saline (PBS)에서 5
분간 3회 세정하고, 4% paraformaldehyde가 포함된 
PBS-PVA에서 1시간동안 실온에서 고정을 진행하였다. 
고정된 배반포는 permeabilization을 위해 1% triton 
X-100, 0.1% sodium citrate solution이 함유된 
PBS-PVA에 30분간 실온 처리하였다. Permeabilization 
후, 배반포는 PBS-PVA에 3회 세정하고 TUNEL 
reaction medium (Enzyme solution : Label 
solution = 1 : 9)에 37℃ 배양기에 1시간 처리하였다. 
1시간 후 PBS-PVA에 세정 후 Hoechst 33342로 배반

포의 핵을 염색하고 mounting medium (Vectashield, 
Vector Laboratories, Inc, CA)을 이용하여 slide 
glass에 배반포를 고정하였다. 준비된 slide glass는 현
미경을 통해 핵 (Blue fluorescence)과 apoptosis가 일
어난 세포 (Red fluorescence)를 확인하여 두 이미지를 
merging하여 겹치는 부분 (Violet color)을 배반포내 
apoptosis로 판정하였다 (Fig. 1).

Fig. 1. Apoptosis analysis in blastocyst by TUNEL. (A) 
bright field image (B) merged image between 
DAPI (blue) and TUNEL (red). The white arrow 
was indicated that apoptosis cell. 

2.6 통계분석
본 연구에서 얻은 모든 백분율 데이터는 평균±평균의 

표준오차(SEM)로 나타내었다. 실험 결과의 통계학적 분
석을 위하여 SAS (Statistical Analysis System) package를 
이용하였으며, GLM (General Linear Models) 
procedure를 적용하여 각 요인별 least square means
를 구하여 처리군간 유의성을 검정하였다. 본 연구에서 
나타난 결과들에 대한 통계적 유의차는 P<0.05 이하인 
것만 표기하였다.

3. 결과

3.1 혈청 및 PVA가 체외배양에 미치는 효과
체외성숙된 난자를 이용하여 체외수정을 통해 얻은 수

정란을 다른 체외배양 배지로 배양한 결과는 Table 1과 
같다. 난할률에서는 아무것도 처리하지 않은 대조군에서 
유의차 있게 낮은 결과를 보였으며 FBS, gBS 및 PVA 처
리군간에는 차이를 보이지 않았다. 하지만 배반포 형성률
에서는 대조군이 가장 낮았고 gBS와 PVA를 처리가 두
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Treatments No. of examined oocytes
No. of embryos developed to (% ± SEM)
2-cell Blastocyst

Control
(Non serum) 106 87

(82.01 ± 2.63 a)
14

(13.44 ± 1.67 a)

FBS 106 105
(96.36 ± 1.59 b)

26
(24.17 ± 1.95 b)

gBS 108 105
(96.88 ± 1.10 b)

35
(31.95 ± 1.43 c)

PVA 109 103
(97.28 ± 0.96 b)

38
(35.29 ± 1.23 c)

a-c Different letters with in a column are significantly different (P＜0.05).

Table 1. Effects of different serum and PVA on the embryo development of goat.

Treatments No. of examined 
blastocyst Total cell No. Apoptosis cell No. Apoptosis of Ratio

Control (Non serum) 10 556 21 3.78

FBS 10 791 16 2.02

gBS 10 846 12 1.42

PVA 10 887 13 1.47

Table 2. Effects of different serum and PVA on the embryo development of goat.

그룹간 유의차는 없었으나 대조군 및 FBS처리보다 유의
차있게 높은 배반포 형성률을 보였다.

3.2 배반포에서 apoptosis 발생률 확인
TUNEL assay kit을 통해 각 그룹별 배반포에서 총세

포수에 따른 apoptosis의 비율을 조사하였다. 그 결과는 
Table 2와 같다. 각 그룹별 10개씩의 배반포를 TUNEL 
assay를 통해 총세포수와 apoptosis 비율을 조사한 결
과 배반포 발달률 결과와 유사한 결과를 보였다. 각 그룹
별 배반포의 총세포수를 조사한 결과 대조군 (무혈청)에
서 가장 적은 수의 총세포수를 보였고 gBS와 PVA 처리
군에서 가장 많은 총세포수를 보였다. 총세포수에 따른 
apoptosis 세포수의 비율을 알아보았을 때도 같은 결과
를 보였다.

4. 고찰

본 연구는 염소 수정란의 체외배양 효율 향상을 위해 
체외배양용 배지에 FBS, gBS 및 PVA 첨가에 대한 배발
달 및 apoptosis 발생률 분석을 통해 각 첨가물의 효과
를 조사하였다. 

난자 체외성숙 또는 수정란 체외배양에 이용되는 혈청
에는 호르몬, 성장인자, 영양소, cytokine  등 난자의 성
숙과 수정란 배발달에 긍정적 효과를 보이나, 아직까지 
확인되지 않은 여러 물질이 다수 포함되어 있다. 그런 이
유로 미성숙 난자 체외성숙 또는 수정란 체외배양 배양
액에 난포액이나 FBS 같은 혈청을 첨가하여 효율을 향상
시키는 연구가 많았다 [10-15]. 

본 실험에서는 기본 체외성숙 배양액에 10% gBS, 
10% gFF를 첨가하여 혈청 유무에 따른 효과와 이와 더
불어 혈청의 대체 물질로서 0.1 ㎎/ml PVA의 효과를 알
아보았는데, 우선 무혈청과 혈청 배지의 난할 및 배반포 
형성률을 비교해 보았을 때, 혈청배지에서 체외 배양된 
수정란이 무혈청 배지보다 난할률과 배반포 형성률 모두 
향상된 결과를 보였다 (Table 1). 혈청배지 중에서도 발
정주기에 있는 염소의 혈액에서 추출한 혈청 gBS의 첨가
가 무혈청과 FBS 처리군과 비교하여 난할률과 배반포 형
성률 모두 유의적으로 향상되는 결과를 보였다. 이는 혈
청에 존재하는 여러 물질들이 난자의 성숙 및 배발달에 
중요한 역할을 한다는 이전 [16] 연구와 같은 결과로 생
각된다. 배반포의 품질을 알아보기 위한 배반포 총세포수
와, TUNEL assay 결과에서도 유사한 결과를 얻을 수 있
었다 (Table 2). 이 역시 혈청내 성장인자와 같은 물질의 
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영향으로 총세포수의 증가를 유도하고, apoptosis를 억
제하는 cytokine에 의해 apoptosis 비율이 감소한 것으
로 추정된다. 체외배양 배지에 혈청의 첨가가 수정란 발
달 효율을 향상시킴을 알 수 있었다. 

혈청에는 아직 다 밝혀내지 못한 미확인 물질들이 다
수 존재하며 LOS와 같은 부작용이 존재한다. 그렇기 때
문에 무혈청 배지를 이용하여 배발달 효율을 향상시킬 
수 있는 성분이 확실한 물질을 첨가한다. 본 연구에서 이
용된 PVA 역시 다른 연구에서 혈청을 대체한 결과도 있
다 [19]. 염소의 수정란에서 PVA의 효과를 조사한 결과 
FBS보다 배발달이나 수정란의 품질이 유의적으로 우수
하다는 결과를 얻을 수 있었고, gBS 첨가와 비교하여 비
슷한 수준의 배발달과 배반포 품질의 결과를 얻을 수 있
었다. 

결론적으로 본 연구의 결과 염소의 체외배양 효율 향
상을 위해서는 무혈청 배지나 FBS첨가 보다는 gBS나 
PVA의 첨가가 배발달률과 배반포 품질에 있어 보다 효
율적임을 알 수 있었다. 하지만 gBS의 성분중 확인되지 
않은 많은 물질들의 알 수 없는 위험성을 감안한다면, 
PVA의 첨가가 보다 안전하고 효율적일 것으로 사료되
며, 이후의 연구에서는 PVA의 효과를 더욱 뒷받침 할 수 
있는 유전적 분석과 같은 추가적인 데이터가 필요할 것
으로 생각된다.
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