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요  약  본 연구는 소 2, 4, 8세포 단계 초기 수정란의 할구를 분리하여, 할구 일부는 성판별 등 유전자 검사에 활용하고, 
일부는 배양하여 배반포를 생산하고 이식하기 위한 연구의 기초자료를 확보하기 위해 수행되었다. 도축 난소에서 난자를
회수하여 체외수정란을 생산한 뒤, 체외수정 26시간, 50시간 후 2~8세포기의 초기 수정란을 선별하여 공시하였다. 수정
란에 0.1% pronase를 처리하여 투명대를 제거 후 pipetting하여 할구를 분리하였고, 할구는 7~8일간(IVF=day 0) 배
양하여 수정란 분리시기 및 발달 단계별로 할구의 분할율, 배반포 발달율, 배반포의 총 세포수를 조사하였다. 할구의
분할율은 체외수정 26시간 후에 분리한 2, 4세포기 유래 할구가 각각 83.3%, 69.1%로, 50시간 후의 2, 4세포기의 할구 
28.5%, 18.1%에 비해 높았고(p<.01), 배반포 발달율은 26시간 후에 분리한 2세포기의 할구가 36.1%로 가장 높았다
(p<.01). 발달된 배반포를 3.7% paraformaldehyde에 고정 후 DAPI(4', 6-diamino-2-phenylindole)시약으로 핵 
염색하여 총 세포수를 조사한 결과, 할구에서 유래한 배반포 모두 분리시기에 관계없이 대조구 99개에 비해 적은 세포수
를 보였다(p<.01). 본 연구를 통해 할구분리는 체외수정 26시간 후의 2 세포기의 수정란을 활용했을때, 배반포 발달율이
36.1%로 가장 유리한 것으로 확인되었다. 따라서, 착상 전 수정란의 성판별이나 유전자 검사시, 2 세포기 수정란을 분할
하여 각각 배반포생산, PCR 등 으로 이용하는것이 효율적인 것 보인다. 또한 향후 할구분리 기술을 활용해 배반포를
생산하고 이식하여 성(性) 선택적 산자를 생산하기 위해서, 할구 유래 배반포의 총 세포수 증가를 위한 지속적인 추가 
연구가 필요한 것으로 사료된다.
 
Abstract  This study was conducted as basic research into producing blastocysts using embryo splitting 
technology and subsequently subjecting BTMs (blastomeres) to genetic testing, including sex 
determinations. In vitro fertilized (IVF) embryos were produced from the ovaries of slaughtered cows. 26
and 50 hours after IVF, 2-8 cell stage embryos were selected, treated with 0.1% pronase to remove the
zona pellucida, and split by pipetting. BTMs were cultured for 7 to 8 days (IVF=day 0). Blastomere 
cleavage and development rates and total cell numbers were investigated with respect to the time of 
embryo splitting and embryonic developmental stage. BTM cleavage rate was significantly higher in BTMs
(SB) from 2-cell (83.3%) and 4C-SB (69.1%) splits at 26 hours after IVF than in 2C-SB (28.5%) and 4C-SB
(18.1%) splits at 50 hours (p<.01). The blastocyst developmental rate was significantly higher from 2C-SB
(36.1%) splits after 26 hours (p<.01). After fixation in 3.7% paraformaldehyde, total cell numbers were
counted by DAPI staining. Significantly fewer blastocysts were derived from BTMs than untreated 
blastocysts (control). This study confirms that the 2-cell stage 26 hours after IVF is the most efficient
stage for the production of sex-specific embryos. Additional research is needed to increase the total cell
number of blastocysts derived from BTMs.
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1. 서론

각국의 품종과 멸종위기종을 유지하고, 유전적으로 우
수한 가축의 생산을 최대화하기 위해 체외수정란 생산, 
수정란이식 등 동물 번식기술은 수십년동안 과학적, 기
술적으로 발전되어왔다. 전 세계적으로 소의 체외생산 
후 이식되는 배아는 연평균 12%의 성장율로 계속 증가
하고 있으며, 국제수정란이식학회(IETS : International 
Embryo Transfer Society)는 2016년도에 역사상 처음
으로 체외생산 배아의 수가 체내생산 배아의 수를 넘어
섰다고 보고하였다[1]. 

체외수정란 생산과 수정란 이식의 효율이 증대됨에 따
라, 원하는 성(性)의 자손을 선택적으로 이식하기 위한 
성판별 기술이 각광받고 있다[2]. 특히 소에서 성판별은 
농가소득과 직접적으로 연결되어있을 뿐 아니라, 가축의 
검정사업에도 효과적으로 이용될 수 있어, 성판별 기술
은 농가 소득 증진과 특정 유전자원 유지 등 산업적인 효
과를 향상시키는 방법으로 매우 중요한 의미를 가지고 
있다[3]. 

배아의 성판별을 위해 X, Y 정자를 분리한 뒤, 선택적
으로 인공수정하는 연구가 진행되었으나[4], 성감별 정액
의 수정능획득 및 수정란 발달능력이 현저히 낮은 문제
점이 보고되었다[5]. 정자를 이용한 성판별은 변이가 심
한 반면, 수정란을 활용한 성판별 방법은 체외수정 기술
과 micromanipulator 사용 등 미세조작기술의 발달로 
크게 개선되어 많은 연구가 이뤄지고 있다[3,6]. 

수정란 성판별을 위해 수정란에서 ICM(inner cell 
mass)은 피하고, TE(trophectoderm)의 일부 할구만을 
생검(biopsy)하는 기술은, 착상 전 수정란에서 1개 또는 
수 개의 세포를 분리해 내는 방법이다. Biopsy는 
morula 단계에서 투명대에 acid tyroid’s를 처리하여 
구멍을 생성하고 이를 통해 흡인 피펫에 의해 할구를 분
리하는 방법과[7], 상실배기 수정란의 투명대에 slit을 낸 
후 배양하여 배반포단계로 진행하면서 삐져나오는 할구
를 자르는 press-out 방법이 있다[8]. 이때, 많은 양의 
할구를 분리하게 되면 수정란의 생존율에 영향을 줄 수 
있어, 분리하는 할구의 양이 수정란의 생존성에 중요한 
요인이 된다[9]. 이렇게 분리한 할구로 중합효소 연쇄 반
응(polymerase chain reaction, PCR)을 통해 웅성 특
이적 DNA 서열을 증폭하고 검출한다. 이는 성별 결정에 
비교적 정확하다고 알려져 있으나 정확도는 90%로, 
biopsy단계에서 cell demage를 최소화 하기 위한 적은 
양의 샘플채취로 인해 배아 DNA가 불충분할 수 있으며

[10], 분리과정에서 세포손상이 우려되는 단점이 보고되
고있다[7]. 또한, 수정란의 성판별 방법은 micromanipulator
와 같은 고가의 장비와 숙련된 전문가의 기술을 필요로 
하기 때문에[10], 경제적 활용성 등의 이유로 수요가 감
소하여 산업화된 기술로 발전시키기 어렵다고 보고되고 
있다[10,11]. 

복제 가축생산을 위한 비핵이식법의 일종인 수정란 할
구분리법은, 초기 수정란 단계에서 배아를 2, 4 심지어 
8개의 세포로 분리한 후, 개별적으로 배양하여 유전적으
로 동일한 개체를 생산하는 생식 복제의 접근법으로서, 
질병조사 등 유전자진단의 가능성을 높이고, 불임치료, 
유전자 치료 등 생식 의학연구에 활용할 수 있는 기술이
지만 연구가 미진한 수준이다[7]. 

본 연구에서는 소 초기수정란 할구분리 기술을 활용하
여 이식가능한 수정란을 생산하고, 나머지 할구는 성판
별 등 유전자 검사에 활용하기 위한 기초 연구로서, 수정
란 분리시기와 발달단계에 따른 할구의 분할율, 배반포 
발달율, 배반포의 총 세포수를 조사하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 난자의 체외성숙
난자회수를 위해 도축장에서 회수한 난소를 100 U/ml 

penicillin과 100 ug/ml streptomycin이 첨가된 생리
식염수(35~37℃)가 담긴 보온병에 담아 5시간 이내 실
험실로 운반하였다. 직경 2.0~6.0 mm 난포로 부터 18 
G 주사침이 부착된 10 ml 주사기를 이용하여 난자를 흡
입, 회수하였다. 회수된 난포내용물 중 균일하게 부착되어 
있는 난자-난구세포 복합체(COCs : cumulus-oocyte 
complexes)만을 골라 배양하였다. TCM-199(Gibco)
을 기본배양액으로하여 10% FBS(Gibco), 7 μg/ml 
FSH(Vetoquinol USA Inc), 500 IU/ml hCG (Intervet 
International BV), 0.2 mM sodium pyruvate 
(Sigma), 0.785 ml L-cysteine(Sigma)를 첨가한 후 3
8℃, 5% CO2 조건으로 22시간 동안 체외성숙 배양하였
다[12]. 

2.2 정자준비 및 체외수정 
체외수정을 위해 난구세포가 잘 확장된 성숙난자를 선

별하였다. 정액은 KPN 동결정액을 사용하였다. 37℃에서 
1분간 동결정액을 융해하고 TALP(tyrode’s albumin–
lactate pyruvate, Sigma) 용액에 10 ug/ml heparin 
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(Sigma), 5 mM caffeine(Sigma), 1.387 mM 
D-glucose(Sigma), 6  mg/mL BSA(Sigma)이 첨가된
으로 시약으로 세정한 뒤, 307G에서 6분간 원심분리 후 
같은 방법으로 1회 추가 washing하였다. 정자는 같은 
용액에 1 × 106개/ml 농도로 조정하여 준비하였고, 3
8℃, 5% CO2 조건에서 약 6시간동안 체외수정을 실시
하였다. 수정란은 CR1 배양액에 아미노산을 첨가하여 
변형시킨 mCR1aa 배양액(MK biotech, Korea) 100 
ul droplet에 옮겨, 38℃, 5% CO2, 5% O2 조건에서 할
구분리 전까지 체외 발생을 유도하였다[12,13].

2.3 초기배 할구 분리 및 배양
체외수정 26시간, 50시간 후에 적정크기의 2, 4, 8세

포기의 초기 수정란을 선별하여 공시하였다. 할구분리는 
다음과 같이 실시하였다. 먼저, Gwatkin[14]가 제시한 
방법에 따라 pronase(Roche)를 활용하여 0.1% pronase 
용액을 제조하고, 공시된 수정란을 0.1% pronase 50 ul 
droplet에서 1분~1분 30초간 정치하였다. 그리고 투명
대의 형태가 변형되었을 때 빠르게 50 ul droplet의 
Ca2+ Mg2+-free PBS로 옮겨 조심스럽게 pipetting하여 
투명대를 분리하고, 2차례 washing하였다. 투명대가 제
거된 할구세포를 37℃ hot plate에서 CR2 배양액 50 
ul droplet에 5분간 정치하여 서로 붙어있는 할구세포들
을 이완한 후, 직경 135um의 denuding micropipette 
(denupet, Germany)을 이용하여 조심스럽게 pipetting 
하여 할구를 분리하였다(Fig. 1a). 이때, 4~8-cell의 세
포들은 여러 개의 할구가 붙어있는 Fig. 2b와 같이 multi 
blastomere형태로 분리하였고, 1개의 blastomere로 
count하였다. 분리된 할구는 CR2 배양액(MK biotech, 
Korea) 100 ul에서 38℃, 5% CO2, 5% O2조건에서 
7~8일간 배양하였고, Tagawa[15]가 제시한 방법에 따
라 하나의 수정란에서 유래된 자매 할구들은 함께 배양
하였다(Fig. 1).

2.4 배반포 발달율 분석 및 총 세포수 조사
분리된 할구의 체외발생을 유도하기 위해 체외수정 후 

7~8일째까지 배양을 실시하고, 배반포 발달율 및 총 세
포수를 조사하였다. 배반포는 3.7% paraformaldehyde
에 1시간동안 정치하여 고정한 다음, PBS에 washing 
후 DAPI(4', 6-diamino-2-phenylindole, Sigma)시
약을 이용하여 핵염색을 실시하였다. 형광현미경(Nikon 
Ti-U, Japan)하에 총 세포수를 직접 count 하였다.

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 1. In vitro development BTMs derived from of 
2 cell bovine embryo (a) Split BTMs from 2 
cell (2C-SB) after 26h of IVF (day 1), (b) 
2C-SBs cultured for 2 days, (c) 2C-SBs 
cultured for 6 days, (d) 2C-SBs cultured for 8
days (IVF = day 0)

         *(a),(b) magnification is 4×, (c),(d) is 10×

(a) (b)

Fig. 2. Split BTMs from 8 cell (a) Individually split 
BTMs, (b) Multiple split BTMs 

         *Magnification is 4×

2.5 통계 분석
실험에서 수행된 통계분석은 SAS GLM을 이용한 분

산분석을 실시하였다. 할구의 분할율, 배반포 발달율 및 
총 세포수의 평균간 유의성 검증은 Duncan의 다중검증
법(Duncan’s multiple range test)으로 분석을 실시하
였다. p-값이 0.01보다 낮은 실험군은 통계적으로 유의
성이 있는 것으로 간주하였다. 

3. 결과 

3.1 수정란 할구 분리시기, 발달단계에 따른 할구의 
   분할율 분석

체외수정 26시간, 50시간 후에 분할된 할구의  분할
율(cleavage rate)을 수정란 발달단계에 따라조사하였다
(Table 1). 체외수정 26시간 후 분리된 할구(그룹  1)의 
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Table 1. In vitro cleavage rate and developmental rate of split BTM in relation to embryo cell stage and split time 

Group* Stage of BTMs** No. of embryos 
used

No. of
BTMs used

No. of BTMs
cleavaged(%)

No. of blastocysts 
developed(%)

1
2C-SB 38 72 60(83.3%)a 26(36.1%)a

4C-SB 44 136 94(69.1%)a 22(16.1%)b

8C-SB 20 78 46(58.9%)ab 5(6.4%)b

2

2C-SB 7 14 4(28.5%)cd 0

4C-SB 8 22 4(18.1%)d 0
8C-SB 43 168 70(41.6%)bc 14(8.3%)b

*Group 1 : split after 26 hours of IVF, Group 2 : split after 50 hours of IVF
* BTM, blastomere; 2C-SB, split BTM from 2-cell; 4C-SB, split BTM from 3~4-cell; 8C-SB, split BTM from 5~8-cell;
a-cMeans in the same columns with different superscrips differ(p<.01)

발달율 조사를 위해 사용된 수정란은 102개, 체외수정 
50시간 후 분리된 할구(그룹 2)의 발달율 조사를 위해 
58개의 수정란을 사용하여, 총 160개의 수정란을 사용
하였다.

그룹 1에서 2-cell 수정란에서 분리한 할구(2C-SB) 
72개를 배양했을때, 정상적인 분할을 보인 할구는 60개
로서 할구의 분할율은 83.3%로 나타났고, 3~4-cell 수
정란에서 분리한 할구(4C-SB) 136개 중 정상적인 분할
을 보인 할구는 94개로 69.1%, 그리고 5~8-cell 수정란
에서 분리한 할구(8C-SB) 78개 중 46개가 정상분할하여 
58.9%의 분할율을 보였다. 그룹 2에서는 2C-SB 14개 
중 4개가 분할하여 28.5%, 4C-SB 중 4개가 분할하여 
18.1%, 그리고 8C-SB 168개중 70개가 정상 분할하여 
41.6 %의 분할율을 보였다. 할구의 분할율은 그룹 1의 
2C-SB, 4C-SB가 유의적으로 높게 나타났다(p<.01).

3.2 수정란 할구 분리시기와 발달단계에 따른 배반포 
   발달율 분석

체외수정 26시간, 50시간 후에 분할된 할구의 배반포
까지의 발달율을 조사한 결과는 다음과 같다(Table 1).

그룹 1에서 2C-SB 72개 중, 배반포로 발달된 할구는 
26개로 36.1%의 배반포 발달율을 보였다. 4C-SB는 
136개 중 22개로 16.1%, 8C-SB는 78개 중 5개가 배반
포로 발달하여 6.4%로 나타났다. 그룹 2에서는 2S-CB, 
4S-CB 각각 4개가 분할과정을 거쳤으나, 배반포까지 발
달하지 못하였다. 8S-CB는 168개 중 14개가 배반포로 
발달하여 8.3%의 발달율을 보였다. 

배반포 발달율은 그룹 1의 2C-SB가 다른 단계의 할
구보다 유의적으로 높게 나타났으며(p<.01), 그룹 2에서는 
8C-SB만 배반포단계까지 발달하였고, 2C-SB, 4C-SB 
중 배반포까지 발달한 할구는 없었다.

3.3 수정란 할구 분리시기, 발달단계에 따른 할구 
    유래 배반포 총 세포수 분석

할구 유래 배반포의 총 세포수 분석을 위해, 체외수정 후 
7~8일간 체외배양한 배반포를 3.7% paraformaldehyde로 
고정시킨 후 DAPI 시약으로 핵염색하여 총 세포수를 직
접 count하였다. 대조구의 배반포는 0.1% pronase로 
처리하여 투명대를 제거한 후, 같은 방법으로 조사하였
다. Table 2에서 보는 바와 같이, 총 세포수는 대조구 배
반포에서 99±13개, 그룹 1의 2C-SB 47±15개, 4C-SB 
38±10개, 8C-SB 43±25개였고, 그룹 2의 8C-SB 
22±4개로, 대조구 배반포에 비해 할구 유래 배반포는 
분리시기 및 발달단계에 관계없이 총 세포수가 모두 유
의적으로 낮았다(p<.01). 그룹 1 내 수정란 발달단계별 
세포수의 유의적인 차이는 없었고 8C-SB 유래 배반포의 
세포수는 그룹 1이 그룹 2보다 더 높았다(p<.01).

Group* Stage of 
BTMs**

No. of used 
blastocysts Total cell number

Control 3 99 ± 13a

1

2C-SB 13 47 ± 15b

4C-SB 9 38 ± 10bc

8C-SB 2 43 ± 25b

2

2C-SB - -

4C-SB - -

8C-SB 9 22 ± 4c

*Group 1 : split after 26 hours of IVF, Group 2 : split after 50 
hours of IVF; ** BTM, blastomere; 2C-SB, split BTM from 2-cell; 
4C-SB, split BTM from 3~4-cell; 8C-SB, split BTM from 5~8-cell; 
a-cMeans±SD in the same columns with different superscrips 
differ(p<.01)

Table 2. Mean(±SD) total cell number of blastocyst 
derived split bovine embryo
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4. 고찰

초기 수정란 할구세포 분리를 활용한 연구는 실용적 
측면보다는 발생생물학적인 분야로 여겨져왔고, 경제적 
활용성 등의 이유로 연구가 미진한 수준이다. 할구 분리 
기술은 할구를 개별로 나누고 배양하여, 유전적으로 동
일한 개체를 생산하는 생식복제의 접근법으로, 성판별, 
유전자검사, 복제 가축생산 등 산업적으로 활용할 수 있
다. 특히, 초기 단계의 수정란의 할구를 분리하여 배양할 
경우, 수정란 이식을 위한 배반포로의 단계로 발달하기 
전인 약 5~6일을 유전자 분석에 등에 사용할 수 있다는 
이점이 있다. 

본 연구에서는 성판별 수정란을 생산하고자,  체외수
정 26시간, 50시간 후에 2~8 세포기의 정상 균등 분할
된 수정란을 선별하여 0.1% pronase 처리로 투명대를 
제거 후, pipetting하여 수정란의 할구를 분리, 배양하였
다. 체외수정 후 7~8일째까지 배양을 실시하고, 수정란 
발달단계와 분리시기에 따른 할구의 분할율, 배반포 발
달율, 배반포의 총 세포수를 조사하였다.  

Table 1에서 보는 바와 같이 분리된 할구의 분할율은 
그룹 1의 2C-SB, 4C-SB에서 유의적으로 높게 나타났다
(p<.01). 소의 경우 수정 후 27시간 이후 분열하는 수정
란보다, 27시간 이전에 분열하는 수정란의 생존력이 높
다고 보고된 바에 따라[16], 체외수정 26시간 후에 분리
된 그룹 1의 2, 4세포기의 수정란이 50시간에 분리된 그
룹 2의 2, 4세포기 수정란에 비해 분열속도가 빠르고, 할
구의 생존력이 높아 그룹간 차이가 나는 것으로 사료된
다. 이는, 수정란의 분열속도가 분리된 할구의 발달율 및 
생존율에 영향을 미치는 것으로 보인다. 

할구의 배반포 발달율은 그룹 1의 2C-SB가 가장 높
았는데(p<.01), 실험동물은 다르지만 생쥐의 수정란 분
할시 cell stage에 있어 초기 배를 이용하는 것이 생존율
과 체외발생율이 높다는 보고[17,18]와 유사한 경향을 
보였고, 이는 할구분리 시 수정란 발달단계가 분리 할구
의 체외발생율에 영향을 미치는 것으로 보인다. 그룹 2
의 2C-SB와 4C-SB 역시 초기 단계의 수정란에서 분리
되었으나, 할구의 분할율과 배반포 발달율이 저조하게 
나타났는데, 이러한 결과는 앞서 언급된 수정란의 분열
속도가 영향을 미치는 것으로 사료된다. 

Table 2에서 보는 바와 같이, 할구 유래 배반포의 총 
세포수는 대조구에 비해 수정란 할구 분리시기, 발달단
계에 관계없이 모두 유의적으로 낮은 결과를 보였다
(p<.01). Loskutoff[19]는 소의 2C-SB 유래 배반포는 

정상 배아에서 발견되는 세포 수의 약 절반이라고 보고
하였고, 본 연구에서도 2C-SB유래 배반포의 세포수는 
평균 47±15개로 유사한 결과를 보였다. 할구 유래 배반
포를 DAPI 염색한 결과, Fig. 3a는 탈출직전의 배반포
로써, 염색을 위해 투명대를 제거하고 염색하는 과정에
서 형태가 일그러진 모습이지만, 아래쪽 ICM 형태를 확
실히 갖추고 있었다. 2, 4C-SB 유래 배반포(Fig. 3b, c)
는 ICM, TE의 분포가 두드러지게 보이지만, 세포수가 
확연히 적었고, 8C-SB 유래 배반포(Fig. 3d)는 ICM 분
포가 두드러져 보이지 않았고, 육안으로도 적은 세포수
를 보였다. Kelly[20]가 4~8세포기의 할구는 다른 할구
와의 충분한 결합을 통해 일반적인 세포수를 구축할 경
우 정상적으로 ICM과 TE를 구성할 있다고 보고한 바에 
따라, 본 연구에서는 4~8세포기의 수정란 할구 분리시 
할구들이 서로 응집할 수 있도록, 여러개의 할구들이 뭉
쳐있는 상태의 multi blastomere형태로 분리, 배양하였
다(Fig. 2b). 다만 본 연구에서 할구 배양시 투명대가 없
는 조건으로 인해 할구의 3차원적인 배열이 어려웠고, 
그로인한 구조적인 불안정으로, 발달과정에서 할구간 적
절한 응집이 어려웠던 것으로 보인다. Loskutoff[19]의 
연구에서는 정상 배반포 총 세포수의 1/4미만인 배반포
에서는 송아지 생산이 어렵다고 보고하였고, Tsunoda[21]
에 따르면 소의 4C-SB, 8C-SB의 경우 배반포의 ICM의 
세포수가 적어 임신말기까지 발생율이 낮다고 보고함에 
따라, 할구분리 기술 확립을 위해 할구 공투명대 삽입, 
체외배양 환경개선 등을 통해 총 세포수 증진에 대한 연
구가 지속적으로 수행되어야 한다고 판단된다.

본 연구를 종합해보면, 최근 번식기술이 향상되고 농
가에서 송아지생산이 가능한 암컷의 수요가 많아짐에 따
라, 원하는 성(性)의 자손의 생산을 위한 성판별 수정란 
생산 기술의 일환으로 본 연구를 수행하였다.  본 연구에
서는 성판별 수정란 생산을 위해, 보다 쉽게 활용할 수 
있는 denuding micropipette을 활용하여 2~8세포기 
수정란의 할구를 분리하고 배양하여 할구분리에 적합한 
시기를 실험하였다. 그 결과 체외수정 26시간 후의 2 세
포기의 수정란을 활용했을때, 배반포 발달율이 36.1%로 
가장 유리한 것으로 나타났다. 따라서, 착상 전 수정란의 
성판별이나 유전자 검사시, 2 세포기 수정란을 분할하여 
각각 배반포생산, PCR 등 으로 이용하는것이 효율적인 
것 보인다. 또한 향후 할구분리 기술을 활용해 배반포를 
생산하고 이식하여 성(性) 선택적 산자를 생산하기 위해
서, 할구 유래 배반포의 총 세포수 증가를 위한 지속적인 
추가 연구가 필요한 것으로 사료된다. 
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(a) (b)

(c) (d)

Fig. 3. Analysis of blastocyst total cell number using
DAPI staining. (a) Intacted blastocyst (b) 
Blastocyst derived from 2C-SB after 26h of 
IVF (c) Blastocyst derived from 4C-SB  after
26h of IVF (d) Blastocyst derived from 8C-SB
after 26h of IVF

        ** BTM, blastomere; 2C-SB, split BTM from 2-cell; 
4C-SB, split BTM from 3~4-cell; 8C-SB, split BTM 
from 5~8-cell;  *Magnification is 10×

5. 결론

본 연구는 소 초기 수정란 할구분리 기술을 활용하여 
분리된 할구 일부는 성판별 등 유전자 검사에 활용하고, 
일부는 배양하여 배반포를 생산하고 이식하기 위한 연구
의 기초자료를 확보하기 위해 수행되었다. 도축난소에서 
난자를 회수하여 체외수정란을 생산한 뒤, 체외수정 26
시간, 50시간 후 2~8세포기의 초기 수정란을 선별한 후, 
0.1% pronase를 처리하여 투명대를 제거하고 pipetting
하여 분리한 할구를 7~8일간(IVF=day 0) 체외배양을 유
도하였다. 수정란 할구 분리시기 및 발달 단계별로 할구
의 분할율, 배반포 발달율, 배반포의 총 세포수를 조사하
였다. 할구의 분할율은 체외수정 26시간 후에 분리한 2, 
4세포기 유래 할구가 각각 83.3, 69.1%로, 50시간후의 
2, 4세포기 28.5, 18.1%에 비해 유의적으로 높았고
(p<.01), 배반포 발달율은 26시간 후에 분리한 2세포기 
할구가 36.1%로 유의적으로 가장 높았다(p<.01). 배반
포를 3.7% paraformaldehyde에 고정 후 DAPI 핵염색
을 통해 총 세포수를 조사한 결과, 할구 유래 배반포 모
두 대조구 배반포에 비해 유의적으로 낮았다(p<.01). 

본 연구에서는 성판별 수정란 생산을 위해, 보다 쉽게 
활용할 수 있는 denuding micropipette을 활용하여 
2~8세포기 수정란의 할구를 분리하고 배양하여 할구분
리에 적합한 시기를 실험하였다. 그 결과 체외수정 26시
간 후의 2 세포기의 수정란을 활용했을때, 배반포 발달
율이 36.1%로 가장 유리한 것으로 나타났다. 따라서, 착
상 전 수정란의 성판별이나 유전자 검사시, 2 세포기 수
정란을 분할하여 각각 배반포생산, PCR 등 으로 이용하
는것이 효율적인 것 보인다. 또한 향후 할구분리 기술을 
활용해 배반포를 생산하고 이식하여 성(性) 선택적 산자
를 생산하기 위해서, 할구 유래 배반포의 총 세포수 증가
를 위한 지속적인 추가 연구가 필요한 것으로 사료된다. 
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