


최 종 보 고 서

1998년도 농림기술개발사업에 의하여 완료한 임신공란우로부터 난자의 직접채

취법에 의한 고능력우의 대량생산에 관한 연구에 관한 연구의 최종보고서를 별

첨과 같이 제출합니다.

첨부 : 1. 최종보고서 10부

2. 최종보고서 디스켓 1매

1999. 12. 15.

주관연구기관 : 서울우유협동조합

총괄연구책임자 : 이 우 근 (인)

주관연구기관장 : 서울우유협동조합장

직 인

농 림 부 장 관 귀 하



제 출 문

농림부 장관 귀하

본 보고서를 임신공란우로부터 난자의 직접채취법에 의한 고능력우의 대량생산

에 관한 연구 과제의 최종보고서로 제출합니다.

1999. 12. 15.

주관연구기관명 : 서울우유협동조합

총괄연구책임자 : 이 우 근



요 약 문

Ⅰ . 제 목

임신공란우로부터 난자의 직접채취법에 의한 고능력우의 대량생산에 관한 연구

Ⅱ . 연 구개 발의 목적 및 중 요성

소의 수정란이식은 유전형질 개선 및 생산성향상을 위한 방법으로 이용되어 왔으며 체외

성숙·체외수정·체외배양 유래 수정란의 이용 및 수정란의 비외과적 채란, 이식 등의 연구

발전으로 그 효율성이 증대되어 왔을 뿐만 아니라 새로운 응용가능성을 시사하고 있는 분야

이다.

수정란의 비외과적 채란 및 이식은 현재까지 발전을 거듭하여 현장에서 산업화 수준의 기

술축적을 향해 진전되고 있다. 또한 난소에서 미성숙난자를 채취하여 체외성숙 및 체외수

정을 실시하고 이를 체외 배양하여 수란우에 이식하는 것이 수정란을 대량으로 생산할 수

있는 획기적인 방법으로 인정되어 주 연구대상 분야가 되어 왔다.

특히 난소에서 체외성숙 및 체외수정에 이용할 미성숙난자를 채취하는 방법으로는 ⅰ) 도

축후 난소의 난포 절개 (d issection), ⅱ) 도축후 난소의 난포에서 주사침으로 흡인 (n eedle

asp ir ation) ⅲ) 면도날을 사용한 난소의 이해 (離解, m aceration ) ⅳ) 복강수술 및 복강경에

의한 살아 있는 소 난소의 배란 직전 난포 및 자란 폐쇄난포내 난자의 직접채취법 등이 있

으나, 대량의 난자를 얻기 위해서는 도축후 난소에서 난포란을 얻는 것이 가장 일반적인 방

법으로 여겨지고 있다.

도축장에서 회수한 소 난소로부터 미성숙 원시난자를 채취하여 이를 체외에서 성숙, 수정,

발육시켜 수란우에 이식하거나 동결보존후 필요한 시기에 융해하여 이식할 수 있는 기술은

최근 세계적으로 많은 연구자들에 의해 그 기술수준이 나날이 향상되고 있다. 이는 비교적

염가로 획득가능한 다량의 난소에서 이식가능한 다수의 수정란을 생산할 수 있다는 측면에

서 다양한 기초 실험에의 응용이 가능하며, 체외수정 및 체외배양이 순조롭게 진행된다면

이를 바탕으로 고능력 수정란생산에 적용될 경우 축산분야의 경이적인 진보가 이루어질 수

있을 것이다. 이러한 도축장유래의 미성숙 난자를 이용한 체외수정 송아지가 일본 축산시



험장에서 최초로 생산된 이래 세계각국에서 이 분야의 연구가 활발히 이루어지고 있으며,

국내에서도 서울대 연구팀에 의해 1993년 11월 첫 송아지생산에 성공한 이래 1994년 KIST

및 경상대학교 등에서 많은 성과를 이루며 진전되고 있다.

그러나 이 방법 자체만으로는 우수형질의 선별문제 및 난포의 반복이용이 불가능하다는

단점이 있으며, 살아있는 소의 난소에서 복강수술 및 복강경을 이용하여 난자를 채취할 경

우 이에 따르는 수술로 인한 창상, 수술후 난소와 장기간의 유착, 반흔의 생성 및 후유증 등

의 문제점이 야기되며, 난소표면의 큰 난포는 용이하게 관찰되어 채취가 가능하나 난소실질

내의 소난포는 외관상으로 관찰할 수 없어 채취가 어려운 단점이 있다.

이러한 기존 방법의 문제점들을 보완해 줄 수 있는 기법으로 반복적이고 안전한 난포란의

대량채취가 가능하며, 공란우에 영향을 최소화하여 실제 임상적용이 가능한 방법으로 초음

파유도에 의한 소 난포란의 직접채취법이 Pieterse 등 (1989) 에 의해 소개되었다. 이에 관

련된 연구로는 반복되는 발정주기 동안 매주 1회씩의 초음파유도에 의한 채란이 발정주기의

기간에 미치는 영향, 난포자극호르몬 투여시 회수된 난자의 질 및 발육능의 평가, 난포흡인

을 위한 일회용 주사침의 개발, 임신우에서 난포란의 채취, 다양한 Tran sd u cer의 사용, 번식

장애우에 있어 상업적 이용 및 PMSG의 사용가능성 등이 시도되어 왔으나, 대부분의 연구

수준이 방법 개선 및 채취기구의 변형 등 개발단계에 머물러 있으며 연구자에 따라 상이한

결과를 보여 적용 가능한 정립된 방법이 부재한 실정이다.

이 분야는 체외수정 및 수정란이식과의 연계를 통하여 번식기술을 혁신할 수 있는 방법으

로 규정되어 축산선진국의 최근 중점 연구분야가 되고 있으나, 국내에서는 이에 대한 연구

결과가 매우 미비하다.

또한 초음파유도에 의한 소 난포란의 채취기법은 일주일에 1∼2회 채란할 수 있어 짧은

채취주기로 반복적인 난 채취가 가능하여 이를 체외성숙, 체외수정 및 체외발육과 연계시켜

이식가능한 수정란의 대량생산에 안정적인 기반을 제공할 수 있다는 효과가 기대되며, 국내

의 현 목장조건 하에서 우량형질의 소 뿐 만 아니라 번식장애나 기타 생식기 이상으로 더

이상 송아지를 생산할 수 없는 우량형질의 소 그리고 한우와 같은 육질이 우수한 특정 품종

에 적용이 가능하게 된다.

한편 생체 내에서 반복적으로 (주 1∼2회) 신선한 난포란을 채취함으로 난질 개선 및 공

란우 이용의 극대화를 이룰 수 있는 효과도 거둘 수 있다. 본 기법은 체내에서 난포란을

채취하여 성숙배지에 옮기는 시간을 30분 이내로 단축시킬 수 있어 이에 따르는 난질의 저

하를 경감시켜 체외성숙, 체외수정 및 체외발육의 결과를 높일 수 있으며, 고부가가치를 지

니고 응용가능성이 무한한 핵이식 및 형질전환동물 생산에 양질의 난자를 공급할 수 있다.

더욱이 본 연구과제의 주 내용인 임신우에서의 난자 직접채취법은 기존의 수정란 채취술

의 한계를 극복 할 수 있어, 임신중에는 단지 임신의 유지를 위해서만 보존되던 공란우를



난포란의 채취에 이용함으로써 생산성 향상이 배가될 수 있다. 또한 초음파유도에 의한 난

포란의 직접채취시 조기임신진단, 공란우 생식기도의 검사 및 생식기 질환의 예방 등으로

부가적인 효과가 기대된다.

특히 국내의 현행 검정체계는 수소 (牡)를 중심으로 당대와 후대검정을 통하여 우량종모

우를 선발하는 매우 고전적 방법을 답습함으로써 종모우 선발지수의 정확성결여에 의해 개

량과정이 미흡하며, 이로 인해 젖소의 산유능력은 매우 낮아 연간 6∼7000 ㎏에 불과하여

선진국에 비하면 매우 저조한 실정이다. 만약 수정란이식기법을 우량 젖소 육종체계에 도

입한다면 유전능력 개량속도가 종래의 방법에 의할 때보다 수배 빨라질 것이다.

여기에 수정란 이식술과 체외배양법을 최대로 활용하고 극히 우수한 형질을 지닌 소수의

수정란을 모체로 하여 고능력 젖소의 대량생산체계를 수립할 수 있다면 현실적으로 가장 합

리적일 것이다.

정상적인 방법으로는 아무리 우수한 유전능력을 지닌 암소라 하더라도 일생을 통틀어 극

히 한정된 수의 송아지만을 생산할 수 있다. 이러한 번식생리적 한계를 극복하기 위해 성

선자극호르몬 등을 이용한 과배란 유기법이 고안되어 수정란이식을 함으로써 생산성이 어느

정도 증대될 수 있게 되었으나 그 창출효과에 비해 매우 고가의 비용이 소요되어 국내 축산

여건상 실용화에 상당한 제약을 지니고 있는 실정이다. 현재 국내에서는 탁월한 유전형질

을 지닌 고능력우는 국가 및 연구기관보다는 선각적 위치에 있는 개별 농가에서 보유 사육

중이다. 이러한 고능력우의 개량 및 보급을 위한 수단으로서 수행되는 수정란이식의 주요

내용은 다음과 같다. 생리용량 이상의 호르몬제를 주사하여 과배란처치후 자궁의 취약기인

황체기(발정 7일)에 폐쇄된 자궁경관을 관통하여 자궁을 관류함으로써 채란하여 고능력수정

란을 공급하게 되는데, 이때 공란우(Don or)로 제공된 고능력우는 차후 여러 후유증에 직면

하여 농가에서 공란우로 제공을 기피하고 있는 실정이다. 바로 이와 같은 측면이 국내 수

정란이식의 산업화를 어렵게 하고 있는 난점이며, 이 문제를 해결하기 위해서는 고능력우를

예정대로 수태시키면서 임신우의 난소로부터 직접채취법을 개발한다면 공란우의 번식에 지

장을 초래하지 않고 대량의 고능력수정란 생산이 가능케 된다.

고능력 유전자원이 빈약한 국내 축산여건상 첨단기술을 실용화하여 산업현장에 접목시켜

생산성을 제고시키는 과제가 무엇보다 중요하게 대두되고 있다. 특히 WTO체제에서 열악

한 사양환경에 놓인 낙농·한우 축산업을 보호육성하기 위해서는 고능력우의 대량생산, 보

급 및 고품질 송아지생산 등이 현실화될 때 값싼 외국축산물의 수입자유화에 대응할 수 있

게 될 것이다.

본 연구의 목적은 위에 설명한 바와 같이 고능력우의 이용효율을 높이고 생리적 리듬을

유지한 채 짧은 반복주기를 근간으로 반복적 난포란의 채취법을 연구개발하여 이를 체외성

숙, 체외수정 및 체외발육과 연계하여 다량의 고능력 수정란을 안정적으로 공급할 수 있는



체계를 구축하여 소 수정란이식의 효율을 증진시키고자 하는 데 있으며, 이러한 결과물의

현장적용을 통한 일관된 연구 수행 체계를 수립하여 고능력 송아지를 생산하고 매우 저렴한

가격으로 수정란의 대량생산체계를 확립함으로써 WTO체제하의 국제경쟁력을 확보할 수 있

는 축산기틀을 마련하기 위하여 본 연구를 수행하였다.

Ⅲ . 연 구개 발 내 용 및 범위

1. 초 음 파 유 도에 의 한 난포 란 의 직 접채 취

임신우 난소 및 수태산물의 초음파 상 확립을 위하여는 Real-tim e B m ode 초음파진단기

(Pie m ed ical, N etherlan d) 에 linear p robe (5 MH z, 직장검사용) 를 장착하여 사용하였다.

Probe의 면과 직장벽이 가능한 밀착되게 하고 임신 일령에 따라 먼저 양측난소의 초음파

상을 조사하였다. 이때 황체가 존재하는 임신각측 및 반대측 각의 난소활성 유무를 검사하

였다. 또한 p robe를 조사하고자 하는 자궁각과 평행 또는 약간 사각으로 각 자궁각의 배측

에 위치시키고 자궁각의 선단부로 전진하여 태아낭, 태아, 양막낭 및 궁부 등의 수태산물을

검사하고 열전사 프린터를 이용하여 기록하였다.

난포란의 흡인을 위한 초음파 진단기는 sector scanner로 준비된 tr an sdu cer gu id e내에

7.5 MH z u ltrasonic tran sd u cer (Axial array sector p robe)를 장착시키고, gu id e는 질내로

삽입하여 난소를 관찰할 수 있게 고안되었다. 직장을 통해 자궁을 tran sd u cer면에 끌어당기

어 자궁각을 검사함으로서 임신을 확인하였으며, 난소를 견인하여 tr an sd u cer에 최대로 밀착

시킨 후 미성숙난자를 채취하였다. 난자의 흡인은 regu lated v acu u m p u m p를 작동시켜 일

정한 압력(–50∼-160 ㎜H G)을 이용하였으며, 미성숙난자의 채취를 위해서는 19∼20 gau ge

일회용 n eedle을 사용하였다. 초음파 상에서 난포를 확인한 후 n eedle을 삽입하여 m onitor

상의 biop sy line이 난포를 횡절단할 수 있도록 위치시켰다. 난소천자는 주사침으로 질벽을

관통하여 복강내로 들어가 난소에서 확인된 난포내에 주사침을 삽입한 후 regu lated

v acu u m p u m p의 foot sw itch를 작동시켜 미성숙난자가 포함된 난포액을 흡입, 수정란 필터

에 정치시켰다.

본 실험에서는 공란우가 임신우이기 때문에 임신황체가 존재하는 난소에서는 황체를 관통

한 OPU는 실시하지 않았다. 채취시에 연결된 수정란 필터는 술자의 작업복 속에 넣어 급

격한 온도변화를 최소로 하였으며, 1두 채취 후 필터를 최단시간 내에 실험실로 옮겨 검란

하였다.

초음파를 통한 임신공란우에서의 GTH 처치후 난자의 흡인은 주 1회, 3주간을 연속



적으로 실시하였다 . GTH 처치효과를 확인하기 위해 대조군을 설정하여 동일한 기간

동안 O PU 를 진행하여 성적을 비교하였다 . 한편 투여하는 GTH 종류에 따라 3군 (FSH ,

FSH -P 및 P M SG )으로 나누어 각각 처리하였다 . 또한 호르몬 처치와 병용한 b ov in e

som at otr op in (bST; BO O STIN -S, LG Ch em ) 투여로 난포발육 향상 여부를 확인하였다 .

임신우의 경우 임신 전반 1/ 3 시기에는 난포의 생성주기가 보이므로 OPU를 진행하였으

며, 그 이후는 자궁과 함께 복강내로 저류하므로 제한적인 기간만 실험을 적용하였다.

호르몬을 처치하지 않고 초음파를 통하여 난자를 흡인하는 기법은 주 1회 또는 주 2회 채

취법의 두가지로 구분하는데, 주 1회 처치법은 발정주기에 3번 채란하는 방법으로 발정주기

(발정일=0) 3 또는 4일, 9 또는 10일 및 15 또는 16일에 행하였다. 이 때 초음파상에서 보

이는 3 ㎜ 이상의 난포는 양측 난소에서 모두 흡인하였다. 주 2회 채취법은 발정주기 5∼6

일 사이에 시작하여 주 2회씩 반복적으로 실험을 지속하였다.

2. O PU 및 도 축 장 유래 난 자 의 체 외 성 숙 , 체 외 수정 및 수 정란 의 체 외 배양

OPU 유래의 난자는 제 1절에서 설명한 방법으로 준비하였으며, 도축장유래 난소의 채취 및

난자의 체외성숙은 다음과 같이 실시하였다. 공시된 난자는 도축된 젖소 유래로 연령, 발정주

기 및 산차를 고려하지 않고 육안적으로 정상소견을 지닌 것을 선별하였다.

미성숙난자는 18 gau ge 주사침을 장착한 10 ㎖ 주사기에 주사침과 주사기의 내강을

W-TCM199으로 2회 세정한 후 난소의 소난포(직경 2-8 ㎜)로부터 난포액과 함께 흡인, 채취하

였다. 미성숙난자의 채취 및 세정은 3 ㎎/ ㎖ BSA, 2 mM sodium bicarbonate 및 10 m M

N -[2-hydroxyethyl]p iperazine-N '-[2-eth anesulfonic acid](이하 H EPES)를 첨가한 w ashing용

Tissue Culture Medium 199(이하 W-TCM199)을, 체외성숙배양에는 10%의 FBS, 25 mM

sodium bicarbon ate, 1 m M glutam ine, 2.5 ㎍/ ㎖, Denka Pharm ., Jap an) 및 1 ㎍/ ㎖ estradiol

을 첨가한 TCM199을 이용하였다. 체외 성숙 배양율 향상을 위한 배지내 성분변화 내용을 검

토하기 위해 10 ng/ ㎖의 epiderm al growth factor (이하 EGF) 및 cysteamine(0∼100μM)을 첨

가하였다. 선발한 미성숙난자는 W-TCM199으로 3회, 성숙배양용 TCM199으로 1회 세정하여

각 well 당 30-50개를 넣어 39℃, 5% CO 2, 95% 공기 및 포화습도 상태의 incubator (이하 5%

CO 2 incubator)내에서 24시간 성숙 배양하였다.

정자의 swim-up과 원심세정, 난자의 세정 및 체외수정에 이용된 배양액은 m odified

Tyrode' s를 준비하였다. 성숙난자의 체외수정 및 이후의 발육률 증진을 위해 glutath ione

(redu ced form; 이하 GSH )를 0∼2.0 m M의 농도로 체외수정배지에 첨가하였다.

정자의 처리 및 체외수정은 체외성숙 22시간에 다음과 같이 실시하였다. 동결정액(0.5 ㎖

/ straw) 각 straw는 37℃의 온수에 30초간 융해한 후 5 ㎖의 플라스틱 시험관에 모아 혼합하였



다. 융해한 정자는 미리 작성한 0.8 ㎖의 정자 처리용 Tyrode s 배양액(pH 7.4)이 들어있는

8-10개의 플라스틱 시험관 저부에 Pasteur pipette으로 0.2 ㎖의 정액을 분주하여 5% CO 2

incu bator내에 50분간 정치시켜 sw im -u p 처리하였다. 상층액 중 0.6-0.7 ㎖를 흡입하여 15 ㎖

의 원심관에 모은 후 2회 원심, 세정하였다(500×g, 5분). 정자는 hem ocytom eter를 사용하여 50

×106개/ ㎖의 농도로 희석하고 동량의 200 ㎍/ ㎖ hep arin 용액(Sigm a Co., USA)을 첨가하였

다. 정자와 hep arin을 혼합한 후 5% CO 2 incubator내에 15분간 정치함으로써 수정능획득을

유도하였다.

정자의 swim -up처리 중 체외성숙난자는 세정용 Tyrode 배양액(pH 7.4)으로 3회 세정한 후

4-6개의 난자를 3 ㎕의 배양액과 함께 흡입, 수정용 미소적에 주입하여 5% CO 2 incubator내에

정치시켰다. 정자희석액은 Hep arin 처리를 완료 후 각각의 미소적 내에 4 ㎕씩 주입하여 2.0×

106개/ ㎖가 되도록 하였으며, 5% CO 2 incubator내에서 30시간 체외수정 하였다.

Percoll을 이용한 정자선별 및 이후 BO 및 Tyrode 배양액에서의 체외수정은 다음과 같이

실시하였다. 미리 0.3% BSA, 0.003 % sod iu m p yru v ate 및 0.37% sodiu m lactate가 첨가된

p ercoll액을 작성하였다. 체외성숙 22시간에 90% p ercoll 2㎖, 45 % p ercoll 2㎖가 분주된 15

㎖ cen tr ifu ge tu be에 동결정액 1-2 str aw 를 융해한 후 상층에 조심스럽게 분주한 후, 고활력

능을 지닌 정자 선별(d iscontinu ou s p ercoll m eth od )은 2회 원심과정을 거친후 cou ntin g하여

최종농도의 2배인 10×106개/ ㎖가 되도록 조정한후 BO 및 Tyrode 배양액를 이용한 체외수

정에 공여하였다. 정자의 수정능 획득을 위한 hep arin 농도조정 및 이후의 과정은

Tyrod e' s에서와 동일하게 실시하였다.

체외배양은 실험설계에 따라 합성 난관배양액의 미소적내에서 실시하였다. 체외에서 30시간

수정과정을 거친 수정란을 세정용 SOFM으로 옮겨 가볍게 pipettin g하여 수정란에 부착되어 있

는 정자 및 난구세포를 제거하였다. 선별된 2세포기 수정란을 배양용 SOFM에서 1회 세정 후

각각의 배양배지로 작성된 미소적당 5-6개씩 첨가하여 incubator내에서 체외배양하였다. 수정

후 8일째에 배반포로의 발육률을 조사하였고 10일째에 탈출배반포로의 발육률을 조사하였다.

배양배지에 첨가된 단백질원의 종류에 따른 체외발육능을 검토하기 위하여 체외수정 30시간

후 2세포기 수정란을 BSA-V(bovine serum album in-fraction Ⅴ), BSA-FAF (bovine serum

albu min-fatty acid free) 및 10% FBS(fetal bovine serum )가 첨가된 배양용 m SOF에서 배지교

환 없이 수정 후 10일까지 체외배양 하여 체외발육능을 조사하였으며, OPU 및 도축장 유래 수

정란의 체외배양시 수정란의 치밀화 및 배반포강 형성시기인 발육후기단계에 첨가되는 단백질

원의 종류에 따른 체외발육능을 검토하기 위하여 수정후 5일까지 혈청이 첨가되지 않은 배지

에서 체외배양 후 동일배지 또는 10% FBS 첨가배지로 교환하여서 추가 배양을 실시하였다.

초기 세포분할단계에 합성 난관배양액내에 포함된 1.5m M glucose와 1.2m M ph osph ate가 수

정란의 체외 발육에 미치는 영향을 알아보기 위하여 동시첨가군, 단독첨가군 및 무첨가군으로



구분하여 2세포기 수정란을 5일간 체외배양후 10% FBS 첨가배지로 교환하여 추가 배양을 실

시하였고, 세포분열이 왕성한 수정란 초기 분할단계에 0.5mM sodium citrate가 첨가된 SOFM

에서 glucose와 ph osphate가 체외발육에 미치는 영향을 알아보기 위하여 동시첨가군, 단독첨가

군 및 무첨가군으로 구분하여 2세포기 수정란을 5일간 체외배양 후 10% FBS 첨가배지로 교환

하여 체외발육능을 조사하였다.

Vitam in s 및 성장인자가 수정란의 체외발육에 미치는 영향을 알아보기 위해 SOF 배지에

P an tothen ate 3μM, Ch oline 5μM 첨가군 및 대조군으로 구분하여 실험하였다. 한편, 성장

인자첨가에 따른 효과를 알아보기 위하여는 PVA함유 SOF 배지에 대조군, 10 n g/ ㎖ EGF

첨가군, 1 n g/ ㎖ FGF 및 동시첨가군으로 설정하여 실험하였다.

SOF 배양액 내 단백질원으로 PVA를 사용할 경우 m yo-in ositol을 2.7 m M 첨가함으로 배

반포 및 탈출배반포로의 발육률을 확인하였다. 이 때 대조군으로 BSA를 단백질원으로 사

용한 군 및 혈청을 사용한 M199 배지군을 설정하여 m yo-in ositol의 수정란 발육 촉진 효과

를 검토하였다.

3. O PU 유 래 수 정 란의 동 결 및 이 식

Slow freezin g법은 1.8 M EG 용액에서 10분간 실온하에 평형을 실시한 후 －7℃ 동결기

에 옮기고 2분 뒤에 식빙을 실시하였다. 온도를 8분간 －7℃로 유지한후 분당 －0.3℃씩 －

30℃까지 하강한 후 질소탱크에 보관하였다. Vitrification법은 Eth ylene glycol＋glycerol을

사용하였으며 평형을 위하여 10% glycerol에서 5분, 10% glycerol＋20% Ethylen e glycol에서

5분간 처리후 25 %EG＋25 % Gly에서 30초간 유지 후 초자화동결을 실시하였다. 동결용 완

충배지로는 PBS에 10% FBS, 1% AA를 첨가하여 사용하였다.

동결보호제 종류에 따른 융해후 생존성 여부를 판단하기 위해서는 Prop ylene glycol＋

glycerol 법, Ethylen e glycol＋Ficoll＋su crose(EFS) 법 및 Ethylen e glycol＋glycerol 법을

비교실험 하였다. 또한 동결수정란의 융해후 생존성을 높이기 위해 Lin oleic acid albu m in

(이하 LAA) 농도를 각각 0, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3 %로 IVC 배지에 첨가하여서 배양한 후 생산

한 배반포를 동결, 융해하였다.

동결 수정란의 융해는 5초간 공기중에 노출 후 35℃ 물에서 15초간 실시하였다. 스트로

에서 수정란을 DPBS에 BSA가 첨가된 배지로 곧바로 옮기고 m SOF에 10% FBS가 첨가된

배지에서 2,3회의 세정후, 50㎕ drop lets m SOF에서 39℃, 5 % CO 2, 7% O 2 , 90% N 2하의 배

양기에서 추가배양하였다.

OPU 유래 수정란의 이식은 다음과 같다. 수란우는 발정주기에 또는 관계없이 25 ㎎의

PGF2α를 11일 간격으로 2회 근육주사하는 방법으로 발정동기화를 유도하며, 1일 3회, 1회



30분 이상 관찰하여 승가허용 발정 (stan din g estru s; 발정 0일) 을 보이는 개체를 발정우로

규정하였다. OPU 유래 수정란은 수란우의 황체 등급별로 나누어 수정란이식에 공여하였다.

수란우로의 이식이 가능한 상실배 및 배반포기의 수정란을 선별하여 20%의 FBS가 첨가된

PBS 배양액과 함께 0.25 ㎖의 French straw 당 1개씩 흡인하고 봉한 후 Cassou gu n (수정

란 이식기)을 사용하여 비 외과적 자궁경관 경유 법에 의해 수란우에 이식하였다.

한편 체외배양 중에 수란우와의 발정동기화가 유도된 경우의 OPU 유래 수정란은 배양

기에서 꺼낸 직후 곧바로 str aw에 load in g하여 이식에 공여 하였으며, 수란우와의 발정동기

화가 유도되지 않은 경우에는 동결란을 융해하여 이식함으로서, 신선란과 동결란의 이식 후

수태율을 비교검토 하였다.

수란우에의 수정란이식시 자궁각 선단부까지 이식기를 주입한 후 자궁난관 접합부 5 ㎝

부위에 수정란을 이식하였으며 선단부로의 주입이 제한되었을 경우 각간인대 부위에 이식하

여 수태율에 미치는 영향을 검토하였다. 수정란이식을 마친 후 이식기의 선단부에의 출혈

여부를 판단하였으며, straw 는 곧바로 회수하여 수정란의 잔존여부를 검사하였다. 이식 후

음핵을 맛사지함으로 수정란의 자궁외 배출을 방지하며 수태율 향상을 도모하였다.

또한 수정란 이식시의 수태율 향상을 위하여 발정일(Day 0)로부터 제 6일째, 수란우에

h CG (hu m an ch orion ic gon ad otrop in) 1,500 IU를 근육 주사하고 수정란이식 후 수태율 성적

을 대조군과 비교하였다. 또한 h CG 투여시기를 0일, 6일 및 10일로 구분하여 투여 일령에

따른 수태율을 비교하였다.

수태율 판정은 수정란을 이식 후 45∼60일에 직장검사법에 의한 태막활 및 양막낭 촉진과

초음파진단을 이용하였다. 수정란을 이식시킨 후 280여일간 수란우의 산전관리 및 분만처

치를 통해 산자를 생산함으로 고능력 송아지 대량생산체제를 구축하였다.

Ⅳ . 연 구개 발결 과 및 활용 에 대 한 건 의

1. 연 구 개 발 결 과

가. 초음파 유도에 의한 난포란의 직접채취

임신초기 태아의 초음파상을 확인하여 조기임신진단의 지표를 제시하였다. 태낭은 임신

18.5일(범위 18∼22), 태아배는 19.5일(19∼21), 태아심박동은 22.6일(22∼24), 요막과 양막은

25.1일(22∼27), 태아운동성은 50.7일(50∼57), 골격 및 척추는 60.9일(60∼64)에 각각 관찰할

수 있었다. 임신우에서 초음파 유도에 의한 난포채취는 임신 3개월 까지 가능하였으며, 이

이후에는 난소가 복강내로 하강하여 질벽유도가 불가능하였다.



초음파 유도 난포란의 직접채취법의 기본기술을 확립하기 위해, 처녀우와 비임 경산우에

서 OPU를 실시한 결과, 처녀우에서 각 실험당 채취가능한 난포의 수는 두당 평균 11.2개로

경산우의 8.5개에 비해 조금 높은 경향을 나타내었으며, 난자 회수율도 두당 평균 3.1개로

경산우의 2.2개에 비해 높았다.

다양한 난포직경에 따른 난자 회수율은 난포직경이 5∼10 ㎜ 일 경우 30.1%로 직경 15

㎜ 이상 경우의 회수율(20.0%)에 비해 유의적으로 높았다. 압력의 변화에 따른 난자 회수율

은 유의적인 차가 존재하지 않았으나, 압력이 너무 높거나 낮은 경우에 비하여 중간 정도의

압력(약 22㎖/ m in)을 유지하는 것이 난자 회수율을 높일 수 있는 것으로 사료된다. 난자

회수율을 결정짓는 인자로는 흡입압력 이외에도 주사침의 직경이나, needle gu id ance 내의

튜브 길이 등도 영향을 미치므로 기타 인자들에 대한 동시 추가적인 연구가 지속적으로 이

루어져야 할 것이다.

OPU 유래 회수 난자의 등급에 따른 체외발육률을 조사한 결과, A , B 등급 난자가 D 등

급 난자에 비해 후기배로의 발육률이 유의적으로 높게 나타났으며, 이는 일반적인 도축장

유래 난자의 등급에 따른 체외발육률과 유사한 경향을 띤다.

기 확립된 임신우에서의 OPU 기법을 바탕으로 GTH 처치 후 난포발육상의 변화, 회수된

난자의 등급 및 이후의 발육상태를 검토한 결과, GTH 투여군과 비 투여군에서의 난포란 회

수율은 각각 41.0과 35.9 %로 투여군에서 다소 증가하기는 하였으나 유의적인 차이는 없었

다. 한편 Su p er-OV, FSH 및 PMSG 처치후의 난포 발육률은 각 군간의 유의적 차이를 보

이지는 않았으나, FSH 및 PMSG 처치군에서 다소 증가하는 경향을 나타내었다.

GTH 와 som atotrop in 병용처치에 따른 난자회수율에 대한 결과, FSH 단독 처치군(35.6%)

에 비하여 PMSG와 bST를 병용 처치한 군(53.2%)에서 유의적으로 높은 난자 회수율을 나타

내었다. 또한 FSH나 PMSG 단독처치군에 비하여 병용처치군에서 회수율이 다소 높은 경향

을 보였다.

인공수정 후 35일에 임신을 확진하여 임신 40일부터 10일 간격으로 OPU를 실시한 결과

채취 가능한 난포수는 다음과 같았다. 임신 40일에서 90일 사이에는 OPU가 가능하였으며,

임신기간은 OPU 채취 가능한 난포수에 현저한(P＜0.04) 영향을 미치는 사실을 밝혀내었다.

처리구간의 난포수 증감은 임신 80일을 제외한 임신 70일 이후의 군에서 이전의 군에 비해

유의적으로 낮은 수치(P＜0.05)를 나타내었다. 임신 40일에서 임신 90일까지 채취한 미성숙

난자를 체외배양 하였을 때 모든 실험군에서 상실배 및 배반포로의 발육률이 관찰되었으나,

발육률의 차이는 인정되지 않았다. 채취된 미성숙난자의 2-세포기로의 발육률은 임신일령

에 따라 27∼38 %를 보였으며, 8-세포기 및 상실배/ 배반포로의 발육률은 14∼29 및 13∼21%

이었다. 또한 임신우에서 OPU에 의해 생산할 수 있는 이식 가능한 수정란의 수는 임신 4

0∼90일 사이에서 각 두당 평균 0.4∼1.0개였다.



각각의 공란우에서 임신 40일째부터 90일째까지 10일 간격으로 OPU를 실시하고 5일 후

최종 임신을 확인하여, OPU 처치에 의한 임신유지에 영향을 알아본 결과, 대조군에서 임신

40∼90일 사이에 10일 간격으로 직장검사와 질을 통한 초음파 검사로 임신진단, 난소의 촉

진 및 난소를 검사한 결과 10두 중 1두에서 태아의 손실이 관찰되어 90%의 소에서 임신이

유지되었으며, OPU를 실시한 군에서도 6두 중 1두에서 태아손실을 보여 83 %의 임신이 유

지되어 두 군간에 유의적인 차이는 발견할 수 없었다.

본 연구에서도 OPU 처치 횟수를 증가시킴에 따라 회수난자 및 이식가능한 수정란의 수

를 증대시킬 수 있었다. 실험의 결과, OPU 처치 횟수에 따른 회수난자 수는 주 1회 실험

군(평균 4.8개)에 비해 주 2회 실험군(평균 13.9개)에서 유의적으로 높았다. 또한 주 2회

OPU 처치군이 주 1회군에 비해 분할율(72.2 vs. 66.8 %)과 배반포로의 발육률(26.6 vs.

20.5 %)이 유의적으로 높았다.

나. OPU 및 도축장 유래 난자의 체외성숙, 체외수정과 및 수정란의 체외배양

성장인자 및 호르몬 첨가에 따른 소 수정란의 체외성숙률은 다음과 같다. 호르몬 첨가군

에서는 체외 성숙율과 분할률이 각각 87.9와 67.1%로 대조군의 60.3과 43.0%에 비하여 유의

적으로 높게 나타났다. 그러나 성장인자 첨가군에서는 대조군과 유의적인 차이가 없었다.

성숙배지에 첨가된 Cysteam in e에 따른 분할률에는 유의적인 차이가 없었으나 100μM

Cysteam ine 첨가군이 무첨가군에 비하여 높은 배반포로의 발육률(26.8 v s 16.8)을 나타내었

다.

체외수정시 일반적으로 이용되는 TALP와 BO배지에서 각 군간에 수정율과 분할율은 유의

적인 차이를 보이지 않았다. 체외수정배지에 첨가된 GSH 에 따른 후기배로의 발육률은,

GSH 를 0∼2.0 m M의 농도로 첨가하였을 때, 분할율에서는 차이를 보이지 않았으나 후기배

로의 발육률에 있어 0.5와 1.0 m M 첨가군이 0과 2.0 m M 첨가군에 비해 유의적으로 높은

수정란 생산율을 나타내었다(29.6과 31.9 % vs 19.2와 21.6%).

단순배양배지인 m SOF(0.8 % BSA)첨가군에서의 후기배로의 발육률은 공배양군에서의 성적

과 유의적인 차이를 보이지 않았다. 한편, 최근 수정란 생산효율 향상 기법의 일환으로 수

정란의 대사기전을 기초로 하여 수정란의 발육단계에 따른 적정 배양배지를 이용하는

Tw o-step cu ltu re sy stem 을 본 연구에 적용한 바, 초기분할 단계에는 BSA 첨가 단순배지를,

후기발육 단계에는 FBS 첨가 복합배지를 체외배양에 이용하여 대조군에 비해 유의적으로

높은 후기배로의 발육률을 얻었다. 배양체계와 첨가된 단백질원에 따른 후기배로의 발육률

은 Tw o-step 배양체계 FBS 첨가군(39.5 %)이 다른 군들(25.7∼29.4 %)에 비해 유의적으로 높

은 후기배로의 발육률을 나타내었다.

BSA (3 및 8㎎/ ㎖)와 PVA (0.5㎎/ ㎖)를 단백질원으로 하는 배양액내에 1% ITS를 첨가하여



실험한 결과, 단백질원으로 BSA를 함유한 군이 PVA군에 비해 유의적으로 높은 상실배 및

배반포 형성율을 나타내었다(26.7∼34.7% v s 10.8∼15.1%). 또한 전체적으로 유의적인 발육

률의 차이를 나타내지는 않았으나 ITS 첨가군이 무첨가군에 비해 다소 높은 경향을 보였다.

체외배양 배지에 첨가된 grow th factor에 따른 후기배로의 발육률은 대조군과 비교할 때

성장인자 첨가군이 전체적으로 증가된 후기배 형성율을 보였으나 유의적인 차이는 없었다.

또한 각 성장인자의 단독 혹은 동시 첨가군에서도 발육률에 있어 비슷한 경향을 나타내었

다.

이단계 배양체계하에서 에너지원으로 이용되는 glucose와 이의 대사를 촉진하는 p hoph ate

동시첨가, 단독첨가 및 무첨가군으로 나누어 실험한 결과, 동시 첨가군을 기준으로 볼 때

glu cose 단독 첨가군의 배반포율이 43.7%로 유의적으로 높은 체외발육률을 나타내었으며,

p hosph ate 단독 첨가군과 무첨가군의 배반포 발육률은 37.8과 38.9%로 유의적인 차이는 없었

다. 탈출배반포로의 발육률은 각 군간에 유의적인 차이가 없었다.

합성 난관배양액에 0.5 m M sodium citrate를 첨가한 상태에서 glu cose와 phosph ate가 수정

란 발육에 미치는 영향을 조사한 결과, 동시첨가군을 기준으로 볼 때 glucose 단독 첨가군,

p hosph ate 단독 첨가군 및 무첨가군의 배반포 발생율이 39.4, 40.8 및 41.9%로 더 높았지만 유

의적인 차이는 없었다. 탈출배반포로의 발육률은 glucose 단독 첨가군, ph osph ate 단독 첨가

군 및 무첨가군이 각각 27.9, 25.2 및 25.7%로 동시첨가군의 14.4 %에 비해 유의적으로 높았다.

Vitam in s가 수정란 체외발육에 미치는 영향을 알아보기 위해 SOF 배양배지에

p an toth en ate 3 μM 첨가군, ch olin e 5μM 첨가군 및 대조군으로 구분하여 실험한 결과

p an toth en ate 첨가군(36.4 %)이 대조군(26.9)에 비하여 유의적으로 배반포로의 발육률을 증가

시켰다.

체외배양 배지에 첨가된 아미노산과 citrate에 따른 분할율은 citr ate와 n on-essen tial

am in o acid s(N EA)가 첨가된 군(84 .6%)에서 기타군(66.4∼78.9 %)에 비해 유의적으로 높았으

며, 배반포로의 발육률 또한 citr ate 첨가군이 무첨가군에 비해 유의적으로 높게 나타났다.

특히 citrate 단독 첨가군(19.0%)에 비해 아미노산 동시 첨가군(31.9∼41.9 %)이 유의적으로 높

은 배반포 발육률을 보였으며, 아미노산 첨가군 중에서도 N EA 단독 첨가군(41.9%)이

m in im u m essential m ediu m am in o acid s(MEM) 첨가군(31.9 %)이나 M +N 군(35.0%)에 비하

여 유의적으로 높은 발육률을 나타내었다.

체외배양 배지에 첨가된 GSH 의 배발육 효과를 검토한 결과, 체외배양 6∼10일 사이 첨가

군의 분할율과 배반포로의 발육률(77.3과 35.5 %)이 각각 기타군(65.4∼69.9 %와 13.1∼19.2 %)

에 비하여 유의적으로 높았다. 고분자물질원과 m yo-in ositol 첨가에 따른 체외발육률의 결

과, PVA 함유 배지내 m yo-in ositol 첨가군의 배반포율(38.6%)이 무첨가군(19.4 %)에 비해 유

의적으로 높았으나, BSA 함유 배지는 m yo-in ositol 첨가에 따른 체외발육률의 유의적인 차



이가 나타나지 않았다.

다. OPU 유래 수정란의 동결 및 이식

동결보호제에 따른 동결수정란의 융해후 생존율은 EFS법이 PG＋Gly법 보다 배반포로의

발육률(56.5 v s. 331.%)과 탈출율(49.4와 13.2 %)이 유의적으로 높았으며, 동결방법에 따른 수

정란의 융해후 생존율 변화는 slow -freezin g과 vitrification 사이에 유의적인 차이를 보이지

않았다.

수란우 선정시 요구되는 난소의 준비상태 및 수정란이식시 공여가능한 수정란의 지표를

마련하고자 수란우 황체등급 및 수정란 질에 따른 수태율을 비교한 결과, 황체 1등급 군이

2등급 군에 비해 전반적으로 높은 이식후 수태율을 보였으며, 임신 90일에 황체 1등급 군

(28.1과 32.6%)이 황체 2등급 수정란 good 군에 비해 유의적으로 높은 수태율을 나타내었다.

이식가능한 OPU 유래 체외수정란의 이식 공여시 수태율 증진을 위해 수란우에 h CG

1,500 IU를 처치한 결과(Table 37), sm all size (＜ 15 ㎜)의 황체를 가진 수란우에서의 처치군

(41.2 %) 수태율이 무처치 군(28.6%)에 비해 유의적으로 높았다. 또한 h CG 투여시기에 따른

수태율은, 발정 후 6일째 h CG 1500 IU를 주사한 군에서 수태율이 35.5 %로 0, 10일에 주사

한 군(26.1와 22.2 %)에 비하여 유의적으로 높게 나타났다.

수정란이식시에 수란우 자궁각내 수정란 이식위치에 따른 수태율을 검토한 결과, 자궁각

깊숙히 이식한 군(48.8%)이 각간인대 부근에 이식한 군(28.1%)에 비하여 유의적으로 높은 수

태율을 나타내었다(13.9).

신선란 및 동결란 이식에 따른 신선란 이식시 수태율(39.1%)은 동결란(28.9 %) 이식시 수태

율에 비하여 유의적으로 높게 나타났다.

본 과제의 최종 목표에 해당하는 OPU 유래 고능력우 생산과 관련된 결과는 다음과 같

다. 연구 제 4 차년도 부터는 기존의 연구실적을 바탕으로 OPU 유래 고능력 수정란 대량

생산 체계 설정을 위해 새로운 OPU system 을 적용한 바, 이전의 임신 공란우에서의 OPU

가 지니는 수정란 대량생산에의 제한성을 극복할 수 있었다.

본 table 결과는 실험에 공여한 고능력우 11두를 기준으로 한 연구실적으로 수정란 이식

과 관련된 실험 d ata를 종합한 것이다. 생산된 OPU 유래 고능력 수정란의 총 수인 674개

는 공란우당 평균 45회의 실험에서 생산된 것이다. 이중 151개의 수정란을 동결하여 이후

의 생존성을 검토하고, 이중 일부를 수정란이식에 공여하였다. 총 294개의 수정란을 수란

우에 이식하여 37.1%에 해당하는 109두의 수란우에서 임신을 확인할 수 있었다. 또한 현

재까지 생산된 산자는 42두 이며 다수의 수란우에서 임신이 진행중에 있다.



라. 고능력우 선발기준 설정

본 과제의 결과물들을 바탕으로 하여 고능력우의 대량생산 체계가 설정됨에 따라 뛰어난

유전능력을 보유한 외국산 젖소 보증 종빈우의 국내 도입으로 국내 젖소의 유전형질 개량에

기여하고자 유전형질 능력 및 외모점수 등을 바탕으로 고능력우의 선발기준을 설정하였다.

2. 활 용 에 대 한 건 의

본 과제의 결과물들을 바탕으로 하여, 제 1∼3절에서 언급했던 OPU–IVP–ET 기술 발전

및 이로 인한 고능력우의 대량생산 체계가 설정됨에 따라 뛰어난 유전능력을 보유한 외국산

젖소 보증 종빈우의 국내 도입으로 국내 젖소의 유전형질 개량에 기여하고자 고능력우의 선

발기준을 설정하였다.

특히 국내 젖소 개량에 적합한 능력(체형개량 및 산유능력)의 특장점을 보유한 최고 수준

의 강건한 종빈우를 확보하고자 하였으며, 이를 통해 고능력 수정란을 대량으로 생산하고,

현 조합 육성우목장 내 수란우(2000년; 약 200두 규모) 및 조합원 보유 수란우에 공급하여

농가의 이익을 증대하고자 하였다.

– 젖소 종빈우 도입 규격

구 분 내 역 형 질 도 입 규 격 임 계 능 력 신 뢰 도

미국

부

유량(PTAM)
–상위 10%이상

선택 2

–TPI 10%이내

상위 30%이상 80%이상
지방량(PTAF)

단백질량(PTAP)

체형(PTAT)

모

유량(PTAM)
–상위 10%이상

선택 2

–CTPI 10%이내

상위 30%이상 45 %이상
지방량(PTAF)

단백질량(PTAP)

체형(PTAT)

캐나다

부

유량(EBVM)
–상위 5 %이상

선택 2

–LPI 5 %이내

상위 20%이상 80%이상
지방량(EBVF)

단백질량(EBVP)

체형(F,C)

모

유량(EBVM)
–상위 5 %이상

선택 2

–CLPI 5 %이내

상위 20%이상 45 %이상
지방량(EBVF)

단백질량(EBVP)

체형(F,C)



–Pred icted Tr an sm ittin g Ability (PTA) m ilk / fat / p r otein / typ e; Estim ated Breed in g Valu e (EBV) ;

LPI(Lifetim e Pr ofit In d ex), TPI(Typ e Pr od u ction In d ex)

–유방형질 (U D C; u d der com p osition , M S; m am m ary sy stem )의 능력기준도 상위 30% 이상이어야 함

–외모점수 : 90점이상 (모), 85점이상 (외조모)

위에서 언급한 종빈우의 도입규격은 농림부 고시(제1996-97호)를 바탕으로 그 규격을 준수

하였으며, 고능력우의 수준을 더욱 향상시켜 첨단기법을 이용한 단기간 내 유전형질 개량을

도모하고자 능력기준을 한 층 고수준으로 제한하였다.

도입 종빈우의 능력기준은 설명한 바와 같으나, 그 연령기준은 다소 논의의 차가 있었다.

도입우의 연령기준을 15개월령 이하의 H eifer로 설정하는 경우는 반복적인 OPU 진행 (주2

회/ 연 100여회)시의 난소 활성도에서 경산우에 비해 높은 난포발육능을 유지하며, OPU 유

래 회수 난자수가 많다는 장점을 지니고 있는 반면, 고능력 수정란 생산 및 보급에 있어

부·모의 유전형질은 객관화된 자료가 존재하되, 도입 종빈우 자체의 검증된 능력자료가 없

다는 단점이 존재한다.

이와는 달리 경산우를 도입할 경우에는 검증된 능력자료는 존재하지만 앞에서 설명한

h eifer에 비해 난소발육능 및 회수 난자수가 저하되는 경향이 있고, 현실적으로 도입가격이

2∼3배 이상을 호가한다는 문제점이 존재한다. 따라서 그 절충방안으로 heifer를 도입 종빈

우 대상으로 선정하되 도입 종빈우 유래 산자가 현장에서 능력을 발휘하기까지의 시간 (약

3년 이상)내에 도입 종빈우 자체의 임신 및 착유를 통하여 국내 검증기관에 의해 객관적 검

증자료를 확보할 계획이다.

본 서울우유 협동조합은 현 연구과제 종료시점인 2000년도부터 개발된 연구기술의 현장적

용을 위하여 우선적으로 우수 공란우의 확보 및 연구시설·인원 확충에 대한 투자를 결정하

였으며, 그 첫 번째 진행과정으로 종빈우의 확보 (2000년; 약 20여두)를 위해 선발기준을 설

정하였고, 현재 보충·수정 작업을 추진 중에 있다.

또한 각계의 축산관련 전문인 (한국종축개량협회, 축협중앙회 젖소개량부, 서울우유 지정

수의사회, 젖소검정사업 연합회 및 서울우유 지도부) 8인으로 구성된 종빈우 선정 심의위원

회를 구성하였으며 최종 적격우 선발과정 및 결과를 주관하게 하였다. 한편 이와는 별도로

예상 도입 종빈우의 현지 심사를 위하여 심사단을 구성, 현지에서 직접 종빈우의 외모상태

(혈통서, 체형이상유무, 발육상태 등), 생식기상태 (생식기 기능·구조, 난소이상유무) 및 정

상기립상태 (정상자세, 발굽이상유무) 등을 심사하여 심의위원회가 도입우 선정에 대한 최종

결정을 내리는데 있어 중요한 자료를 보고하도록 하였다.

한편 연구시설 및 인원확충에 대한 세부내역은 다음과 같다. 현재 서울우유협동조합 소

속 양평 육성우 목장내에 수정란이식을 위한 연구 관련 투자를 확정지었다. 약 120평 정도

의 연구동을 2000년 초에 건립할 계획이며, 이 곳에 실험실, 공란우 처치실 및 회의실 등을



포함시킬 예정이다. 또한 OPU 유래 고능력우 대량생산 및 이를 통한 현장적용을 위해 현

연구인원 체제를 배가시켜 실험 횟수의 증가를 도모할 것이다. 이에 따른 초음파, 수정란배

양기 등의 관련기기에 대한 예산도 편성해 둔 상태이다.

결론적으로, 초음파유도 OPU 체제는 살아있는 우수한 공란우에서 난자를 반복적으로 채

취할 수 있는 방법이며 IVF와 연계시킬 경우 세대간격을 줄일 수 있고 유전적 계량 속도를

가속화하며 난자의 발육능을 연구할 수 있는 체계이다. OPU는 이제 여러 발전단계를 거쳤

으며 상업적인 적용이 준비되어 있는 상태이다. 추가적인 연구의 지속으로 난포발육을 촉

진하는 방법을 확립하고 체외생산 수정란의 동결기법을 개선한다면 기존의 고전적 수정란

이식 기술을 훌륭히 대체할 것이다.
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제 1 장 서 론

현재까지 소 수정란이식 체계에 필요한 수정란을 대량 생산하기 위한 방법으로는 주로 과

배란처리기법이 이용되어 왔다. 과배란 처치법에 의한 소 수정란의 생산은 성선자극호르몬

인 난포자극호르몬 (FSH ) 또는 임마혈청성 성선자극호르몬 (PMSG)을 사용하여 일시에 다

수의 난포발육 및 배란을 유도한 후 인공수정에 의하여 발생된 수정란을 수술적 또는 비수

술적 방법에 의하여 회수하는 방법이다(N ich olas 와 Sm ith , 1983). 이러한 과배란 처리법은

20 여년간 지속적으로 연구 발전되어 왔으나 기존의 결과를 획기적으로 개선시키지 못하고

한정된 수의 수정란만을 생산할 수 있다는 한계성을 가지고 있다. 즉 과배란 법은 고가의

호르몬제 사용 및 사용 후에 일정한 휴약기를 두어야 하는 등 경제성 및 간편성에서 개선되

어야 할 문제점이 남아 있다(John, 1992).

최근 연구가 집중되고 있는 OPU 기법은 동물 생식주기의 인위적 이용, 공란우에서 발생

할 수 있는 경제성 감소의 방지 및 우량형질을 가진 개체에서 임신 여부에 관계없이 연속적

으로 난자의 채취가 가능한 이점이 있으며, 이를 통하여 새로운 개념의 번식체계를 확립할

수 있을 것이다. 이에 대해 송아지(Fry, 1995; 이 등, 1996), 성우(Pieters 등, 1992; Scott등,

1994), 임신우(Meintjes 등, 1995; Gu yad er 등, 1997), 저수태우(Looney 등, 1994) 및 말(Brck

과 Greve, 1994)에서 연구된 바 있으며, 소에서도 OPU기법이 개발되어(Pieter s 등, 1988) 실

용화를 위한 연구들이 수행되고 있다(Scott 등, 1994; Meintjes 등, 1995). 국내에서도 OPU

에 의한 수정란의 생산 기법이 소개되었으며(이 등, 1996), 효율을 증진시키기 위한 연구로

채취 시기 및 bST 처치 영향(이병천 등, 1997), 과배란처치 후 미성숙난자의 채취(이효종 등,

1997) 및 OPU 기본기술의 개발(최 등, 1997)에 관한 연구가 있었다. 그러나 이러한 이점에

도 불구하고, 임신우에서 OPU의 응용발전을 위한 체계적인 연구는 아직까지 이루어지지 않

고 있다.

수정란생산의 기초가 되는 난자의 성숙과정은 체외 수정이 가능한 감수 제2분열 중기에

도달하는 것도 중요하지만 난자성숙 등급에 따라서 후기배로의 발육률에 까지 영향을 미치

므로 매우 중요한 부분이다. 체내란과 같은 발육능을 지니기 위해서는 효과적인 성숙이 이

루어져야 하므로 성숙과정을 돕기 위한 성장인자 첨가와 난포액내의 호르몬 변화를 고려한

호르몬 사용 및 산화 독성을 줄이기 위한 th iol 화합물 첨가 등에 관한 연구가 시도되고 있

다.

체외수정 및 배양에 의한 소수정란의 생산기술은 그리 역사가 오래되지 않았으나 매우 급속

한 발전과정중에 있으며, 미성숙 난자로부터의 이식가능한 수정란 생산도 일반화 되었다(Lee와

Fuku i, 1996). 그러나 대부분의 체외배양체계에서 비외과적 이식이 가능한 상실배 및 배반포 단



계까지 발육되는 수정란의 생산율은 실험실마다 보유한 다양한 기술수준과 독특한 방법에도

불구하고 절반이하의 수준으로 배양조건의 개선을 통한 발육률의 향상은 소 수정란의 체외생

산 분야에서 중요한 과제로 남아 있다.

이러한 소 수정란의 체외생산효율을 증가 시키기 위한 가장 일반적인 배양체계로서 난관상

피세포(Xu 등, 1992), 자궁섬유아세포(Voelkel 등, 1985), 영양막세포(H eym an 등, 1987) 등 체세

포와의 공배양체계가 최근까지도 널리 이용되고 있다. 그러나 체세포를 수정란과 공배양할 경

우 이러한 세포들이 배양배지내의 물질을 대사함으로써 수정란의 발육을 촉진시키거나 혹은

오염기회를 증가시켜서 수정란의 발육을 억제하는 등의 불규칙한 영향을 미치므로 실험기대치

에 대한 반복성이 부족되며, 수정란 발육에 미치는 영향인자 분석을 어렵게 한다고 지적하였다

(Sham su d din 등, 1994). 이와 같은 변이를 최소화 하고 일정수준의 발육률을 유지하기 위하여

체세포를 배제한 단순배양체계를 도입하여 높은 체외발육률을 보고 하였으며(Pinyopum m intr

와 Bavister, 1991), 이와같은 체세포를 배제한 체외배양기법은 수정란 생산과정을 단순화하며

감염인자에 의한 오염을 감소시킬 수 있는 장점을 가진다고 하였다(Yoshioka 등, 1997).

포유동물 수정란의 체외배양에서 수정란의 대사과정에 대한 정확한 기전은 아직 밝혀지지

않았으나 체세포의 대사과정과는 명백한 차이가 있으며 수정란 발육단계에 따라서 선호하는

대사방법도 다르다고 하였다(Sesh agiri와 Bavister, 1991). 단순배양체계에 관한 다양한 연구들이

시도된 바, 단순배양배지내에서 glu cose, phosph ate 및 am ino acid 농도 조절(Kim 등, 1993),

p olyvinylalcohol(이하 PVA), sodium bicarbon ate 농도 조절(Keskintepe 와 Brackett, 1996) 및

산소분압 조절(Bernardi 등, 1996) 등에 의한 수정란 체외발육률 증대를 보고 하였다.

체외성숙, 체외수정 유래 소 수정란의 체외배양시 단순배지에서도 초기 발육이 가능하나 이

식가능한 배반포 단계까지의 발육과 배반포강 형성 및 투명대 탈출을 위해서 혈청은 여전히

요구되며, 최근에는 수정란 발육단계에 따라서 초기 분할단계에는 혈청이 없는 단순배지를, 후

기 발육단계에는 혈청이 첨가된 복합배지를 이용하는 이단계배양체계(tw o-step culture system )

가 수정란 체외생산 효율을 높일 수 있는 적절한 배양체계로 주목받고 있다(Pinyopum mintr와

Bavister, 1994).

혈청과 BSA는 포유동물수정란의 체외배양을 위하여 배지에 첨가되는 가장 일반적인 구성

물로서 혈청에는 각종 아미노산, 비타민 및 성장인자 등이 포함되어 있어서 에너지원으로 이용

되고 세포내 삼투압조절 및 p H를 안정화시키는 역할을 한다. BSA에도 다양한 외래성 펩티드,

에너지원 및 성장인자 등이 혼입되어 있으며, 제조형태에 따라서도 수정란 발육에 억제 혹은

촉진적인 영향을 미치는 것으로 보고 되었다(Dobrinsky 등, 1996).

수정란의 체외배양시 첨가되는 탄수화물 중 glu cose는 매우 오래전부터 흔히 에너지원으로

이용되어진 물질이었으나 최근에 에너지 대사에 관한 다양한 연구들이 시도되면서 glucose가

활발한 에너지 대사가 요구되는 초기분할단계에 수정란의 발육억제현상 유발함을 보고하였다



(Barnett와 Bavister, 1996). 이와 관련하여 Chatot 등(1989)은 CZB 배양액내의 glu cose를 제거하

였을 때 마우스수정란의 2-cell block 현상의 극복을 보고 하였고, Schini와 Bavister (1988)는 햄

스터에서, Kim 등(1993)은 소에서, Conaghan 등(1993)은 사람에서 유사한 결과를 얻었다.

한편 수정란의 초기분할 단계에 필요한 왕성한 에너지 요구량을 충족시킬 수 있는 고에너

지 생산이 가능한 TCA cycle에서 에너지원으로 이용되는 citrate에 대하여 Gray 등(1992)은

BSA의 정제과정에서 혼입되며 수정란의 세포분열을 촉진하고 배반포의 확장을 돕는 작은 분자

량의 물질로 보고하였다.

체내에서 포유동물 수정란은 대략 8-세포단계 이후에 난관에서 자궁으로 이행하며, 수정란

이 접하는 난관과 자궁의 액체성분은 조성이 매우 다르고 중요한 구성분의 농도에도 뚜렷한

차이가 있다. 그러나 대부분의 연구자들은 이러한 차이를 수정란 체외배양 방법에 응용하지 않

았으며 수정란 발육 전단계에 걸쳐서 한가지 배양배지만을 적용하였다. 이러한 발육단계에 따

른 환경변화를 체외배양체계에 적용함으로써 Pinyopum mintr와 Bavister (1996)는 높은 체외발육

률을 보고 하였다. 국내에서도 소수정란의 체외배양에 관한 연구가 활발히 진행되고 있으나 에

너지대사와 관련된 배양체계에 관한 연구가 부족한 실정이므로, 수정란의 대사기전을 이해하고

발육단계에 따른 적정배양체계를 사용함으로써 수정란의 체외생산효율을 향상시키는 방향으로

의 접근방식이 요구되고 있다.

소 수정란은 혈청이 없는 단순배양배지에서도 배반포로의 발육이 가능하며 체외발육률은

실험조건에 따라서 다양하게 변한다고 보고되고 있다. 또한 배지내에 첨가하는 citrate,

p an toth en ate, GSH 및 m y o-in ositol 등에 따라서 후기배로의 발육률은 유의적으로 달라진다

고 하였다. 이를 기초로 하여 OPU 유래 수정란을 생물학적인 영향을 받지 않고 안정적으로

생산하기 위하여 단순배양체계에서의 체외발육률을 검토하고자 한다.

수정란의 체외 생산기술은 매우 급속하게 발전 되었으며 장기간의 보존을 위한 다양한

동결방법이 보고되고 있다. 특히 고능력우로부터 생산한 수정란에 있어서는 동결·융해후의

생존율을 높이는 방법의 적용은 산업화의 측면에서도 반드시 적용되어야 할 것이다.

상업적인 수정란 이식의 시도는 비외과적 이식기술의 적용부터 가능하게 되었다. 수태율

을 향상시키기 위하여 수정란과 수란우와의 동기화, 부황체 형성을 위한 배란 촉진제 사용,

외래성 임신호르몬 투여 및 영양막세포 추가 이식 등의 다양한 기술들이 시도되었으나 외과

적 이식기법에 비하여 수태율은 낮은 실정이다.

이에 본 연구에서는 임신우에서 OPU를 이용한 효과적인 번식 체계를 개발하기 위하여

임신일령에 따른 난소내 미성숙난포의 증감을 조사하였으며, OPU 시술이 임신 유지에 미치

는 영향 및 회수난자의 체외발육능을 평가하였다. 또한 OPU 후 체외수정에 의하여 생산된

수정란을 수란우에 이식하여 산자의 가능성을 검토하고자 하였다.

체외성숙 과정에서는 성장인자, cysteam ine 첨가의 효과를 검토하였으며, 단백질원의 종류



와 발육단계에 따른 혈청첨가가 수정란의 체외발육에 미치는 영향을 살펴보고, 에너지 대사와

관련된 이단계배양체계하에서 배양액내의 glucose, ph osph ate, p antothen ate, GSH 및 citrate가

수정란의 체외발육에 미치는 영향을 검토하였다.

생산된 수정란은 신선란이나 동결란 상태로 수란우에 이식하여 황체등급, 이식위치에 따른

수태율의 변화를 조사하고 h CG 투여에 따른 호르몬 변화를 검토하였다. 이상과 같은 과정

을 통하여 최종 목표인 고능력산자의 대량생산 체계 확립을 목적으로 본 연구를 수행하였다.





















제 2 절 O PU 및 도축장 유래 난자 의 체외 성숙 , 체외수 정 및

수 정란의 체외 배양

1. 체 외성숙 (In Vitro M aturatio n)

가 . 도 축 장 유래 난 소 채 취

난소의 채취 및 체외성숙은 Lee와 Fuku i(1996)의 방법에 준하여 다음과 같이 실시하였다.

공시된 난자는 도축된 젖소 유래로 연령, 발정주기 및 산차를 고려하지 않고 육안적으로 정상

소견을 지닌 것을 선별하였다. 도체로부터 난소를 적출하여 난소표면에 부착되어 있는 혈액

및 결재조직을 제거한 후 100 IU/ ㎖ penicillin 및 100㎍/ ㎖ streptomycin을 함유한 25℃∼3

0℃의 생리식염수(0.9% N aCl)의 보온상태에서 3시간이내에 실험실로 운반하였다.

나 . 배 양 액

미성숙난자의 채취 및 세정은 3 ㎎/ ㎖ BSA, 2 m M sodium bicarbonate 및 10 m M

N-[2-hydroxyethyl]p ip erazine-N '-[2-ethanesulfonic acid ](이하 HEPES)를 첨가한 w ashing용

Tissue Culture Mediu m 199(이하 W-TCM199)을, 체외성숙배양에는 10%의 FBS, 25 m M

sodium bicarbon ate, 1 mM glutam ine, 2.5 ㎍/ ㎖, Denka Pharm ., Jap an) 및 1 ㎍/ ㎖

estradiol을 첨가한 TCM199을 이용하였다. 체외 성숙 배양율 향상을 위한 배지내 성분변화

내용을 검토하기 위해 10 ng/ ㎖의 epiderm al grow th factor (이하 EGF) 및 cysteamine(0∼100

μM)을 첨가하였다.

다 . 미 성 숙 난 자의 채 취

미성숙난자는 18 gau ge 주사침을 장착한 10 ㎖ 주사기에 주사침과 주사기의 내강을

W-TCM199으로 2회 세정한 후 난소의 소난포(직경 2-8 ㎜)로부터 난포액과 함께 흡인, 채취하

였다. 난자를 포함한 난포액을 플라스틱 petridish (100×20 ㎜)에 5분간 정치시킨 후 상층액

을 제거하였다. 미성숙난자는 Kastrop 등(1990)의 분류기준에 준하여 난구세포가 치밀하며 2

층 이상 부착되어 있고 세포질이 균일한 난자를 선발하였다.

라 . 성 숙 배 양

성숙배양에는 4-w ell d ish를 사용하였으며 배양전 각 well에 500㎕의 성숙배양용 TCM199을

넣어 2시간 이상 incubator내에 정치시켰다. 선발한 미성숙난자는 W-TCM199으로 3회, 성숙배

양용 TCM199으로 1회 세정하여 각 well 당 30-50개를 넣어 39℃, 5% CO2, 95% 공기 및 포



화습도 상태의 incubator(이하 5% CO 2 incubator)내에서 24시간 성숙 배양하였다.

2. 체외 수정 (In Vitro Fertilization)

가 . 배 양 액

정자의 swim-up과 원심세정, 난자의 세정 및 체외수정에 이용된 배양액은 m odified

Tyrode' s로 Fu kui(1990)의 방법에 준하여 준비하였다. 정자처리 및 체외수정용 배양액은 실

험전날 5 % CO 2 incubator에서 평형 시켰고 난자 세정용 배양액은 항온수조에 정치 시켰다.

성숙난자의 체외수정 및 이후의 발육률 증진을 위해 glutath ione(redu ced form; 이하 GSH )를

0∼2.0 m M의 농도로 체외수정배지에 첨가하였다.

Table 4 . Com p osition of Tyrod e' s m ediu m u sed for the treatm ent of sp erm atozoa an d in

vitro fertilization

Com p onent Un its
Cap acitation

(p H 7.4)

Washin g

(p H 7.4)

Fertilization

(p H 7.8)

N aCl m M 114.0 114.0 114.0

KCl m M 3.2 3.2 3.2

N aH CO3 m M 25.0 2.0 25.0

N aH 2PO4 m M 0.4 0.4 0.4

N a-lactate

(60% syru p )
m M 10.0 10.0 10.0

N a-p yru vate m M 1.0 0.5 0.5

CaCl2 m M – 2.0 2.0

MgCl2 m M 5.0 5.0 5.0

H ep es m M 5.0 10.0 –

Glu cose m M – 5.0 –

Phen ol red ㎍/ ㎖ 10.0 10.0 10.0

BSA a
㎎/ ㎖ 6.0 3.0 8.0

GSH b m M – – 0∼2.0

a Bovin e seru m albu m in fr act ion Ⅴ
b Glu tath ion e (red u ced form )



나 . 정자 의 sw im -up 및 수 정 능획 득

정자의 처리 및 체외수정은 Fu kui(1990)의 방법에 준하여 체외성숙 22시간에 다음과 같이

실시하였다. 동결정액(0.5 ㎖/ straw) 각 straw는 37℃의 온수에 30초간 융해한 후 5 ㎖의 플

라스틱 시험관에 모아 혼합하였다. 융해한 정자는 미리 작성한 0.8 ㎖의 정자 처리용 Tyrode

배양액(pH 7.4)이 들어있는 8-10개의 플라스틱 시험관 저부에 Pasteur p ipette으로 0.2 ㎖의 정

액을 분주하여 5% CO 2 incu bator내에 50분간 정치시켜 sw im -u p 처리하였다. 상층액 중

0.6-0.7 ㎖를 흡입하여 15 ㎖의 원심관에 모은 후 2회 원심, 세정하였다(500×g, 5분). 정자는

hem ocytom eter를 사용하여 50×106개/ ㎖의 농도로 희석하고 동량의 200 ㎍/ ㎖ hep arin 용액

(Sigm a Co., USA)을 첨가하였다. 정자와 hep arin을 혼합한 후 5% CO 2 incu bator내에 15분간

정치함으로써 수정능획득을 유도하였다.

다 . 체 외 수 정

정자처리 개시전 플라스틱 petridish (60×15 ㎜, Cornin g Costar Co., USA)에 수정용

Tyrode 배양액(pH 7.8)으로 43 ㎕의 미소적을 만든 후 m ineral oil(Sigm a Co., USA)을 도포

하여 5% CO 2 incubator내에 정치시켰다. 정자의 sw im -u p처리 중 체외성숙난자는 세정용

Tyrode 배양액(pH 7.4)으로 3회 세정한 후 4-6개의 난자를 3 ㎕의 배양액과 함께 흡입, 수정

용 미소적에 주입하여 5% CO 2 incubator내에 정치시켰다. 정자희석액은 H ep arin 처리를 완료

후 각각의 미소적 내에 4 ㎕씩 주입하여 2.0×106개/ ㎖가 되도록 하였으며, 5% CO2 incu bator

내에서 30시간 체외수정 하였다.

라 . Percoll을 이용 한 정 자 선별 및 이 후 BO 및 Ty ro de 배양 액 에 서 의 체 외 수 정

미리 0.3 % BSA, 0.003 % sodiu m p yru v ate 및 0.37% sodiu m lactate가 첨가된 p ercoll액

을 작성하였다. 체외성숙 22시간에 90% p ercoll 2㎖, 45 % p ercoll 2㎖가 분주된 15㎖

centrifu ge tu be에 동결정액 1-2 str aw를 융해한 후 상층에 조심스럽게 분주하였다. 고활

력능을 지닌 정자 선별(d iscontinu ou s p ercoll m eth od)은 2회 원심과정을 거친후 cou ntin g

하여 최종농도의 2배인 10×106개/ ㎖가 되도록 조정한후 BO 및 Tyrod e 배양액를 이용한

체외수정에 공여하였다. 정자의 수정능 획득을 위한 h ep arin 농도조정 및 이후의 과정은

Tyrod e' s에서와 동일하게 실시하였다.

3. 체 외배양 (In Vitro Cu lture)

가 . 배 양 액

체외배양은 실험설계에 따라 합성 난관배양액(Table 5)의 미소적내에서 배양을 실시하였다.



배양액은 플라스틱 petridish (35×10 ㎜, Corning Costar Co., USA)에 30 ㎕의 미소적을 작성

하고 m ineral oil을 도포 하여 4시간 이상 39℃, 5% CO 2, 7% O 2 및 90% N 2의 가스조건과 포

화습도 상태의 incubator내에서 가스 평형한 후 실험에 공여하였다.

나 . 체 외 배 양

체외에서 30시간 수정과정을 거친 수정란을 세정용 SOFM으로 옮겨 가볍게 pipettin g하여

수정란에 부착되어 있는 정자 및 난구세포를 제거하였다. 선별된 2세포기 수정란을 배양용

SOFM에서 1회 세정 후 각각의 배양배지로 작성된 미소적당 5-6개씩 첨가하여 incubator내에

서 체외배양을 실시하였다. 수정 후 8일째에 배반포로의 발육률을 조사하였고 10일째에 탈출

배반포로의 발육률을 조사하였다.

다 . 배 양 액 내 고 분 자 물 질 원에 따 른 체외 발 육 률 평가

배양배지에 첨가된 단백질원의 종류에 따른 체외발육능을 검토하기 위하여 체외수정 30시

간 후 2세포기 수정란을 BSA-V(bovine serum album in-fraction Ⅴ), BSA-FAF (bovine serum

album in-fatty acid free) 및 10% FBS(fetal bovine serum )가 첨가된 배양용 m SOF에서 배지교

환 없이 수정 후 10일까지 체외배양 하여 체외발육능을 조사하였다.

라 . 이 단 계 배양 체 계 하 에 서 혈 청 첨 가 가 수 정 란 체외 발 육 에 미치 는 영 향

OPU 및 도축장 유래 수정란의 체외배양시 수정란의 치밀화 및 배반포강 형성시기인 발육

후기단계에 첨가되는 단백질원의 종류에 따른 체외발육능을 검토하기 위하여 수정후 5일까지

혈청이 첨가되지 않은 배지에서 체외배양 후 동일배지 또는 10% FBS 첨가배지로 교환하여서

추가 배양을 실시하였다.

마 . G lucose와 Ph o sph ate가 수 정 란 발 육 에 미치 는 영 향

초기 세포분할단계에 합성 난관배양액내에 포함된 1.5m M glucose와 1.2m M ph osphate가

수정란의 체외 발육에 미치는 영향을 알아보기 위하여 동시첨가군, 단독첨가군 및 무첨가군으

로 구분하여 2세포기 수정란을 5일간 체외배양후 10% FBS 첨가배지로 교환하여 추가 배양을

실시하였다.



Table 5. Com p osition of m odified synthetic oviduct flu id m ediu m u sed for the in vitro

culture of bovine em bryos

Component Units
Early stage

development

Later stage

development
Washing

N aCl

KCl

N aH CO 3

KH 2PO 4

N a-lactate (60%syru p )

N a-p yru vate

CaCl2

MgCl2

H EPESa

Glu cose

EAA b

N EAA c

Pantothen ate

GSH d

Citrate

Myo-in ositol

LAA e

PVA f

BSA g

FBSh

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

%

%

μM

m M

m M

m M

㎎/ ㎖

㎎/ ㎖

㎎/ ㎖

%

107.70

7.16

25.07

1.19＊

3.30

0.33

1.71

0.49

-

1.50＊

2

1

3.0

1.0

0.34

2.77

1

3

8

-

107.70

7.16

25.07

1.19

3.30

0.33

1.71

0.49

-

1.50

2

1

3.0

1.0

0.34

2.77

1

3

-

10

107.70

7.16

4.01

1.19＊

3.30

0.33

1.71

0.49

10.50

1.50＊

2

1

3.0

1.0

0.34

2.77

1

3

6

-

＊ Su p plem en tation w as depen d u p on experim ental design .
a N -[2-hydroxyethyl]p ip erazine-N -́[2-ethanesulfonic acid ].
b Essential am in o acid s.
c N on-essential am in o acid s.
d Glu tath ion e (redu ced form )
e Lin oleic acid albu m in
f Polyv in yl alcoh ol
g Bovine seru m albu m in (fatty acid free, fraction V).
h Fetal bovine seru m .



바 . Citrate 존 재 하 에 서 Glucose와 Ph osp h ate가 수 정 란 발육 에 미 치 는 영 향

세포분열이 왕성한 수정란 초기 분할단계에 0.5m M sodium citrate가 첨가된 SOFM에서

glucose와 p hosph ate가 체외발육에 미치는 영향을 알아보기 위하여 동시첨가군, 단독첨가군

및 무첨가군으로 구분하여 2세포기 수정란을 5일간 체외배양 후 10% FBS 첨가배지로 교환하

여 체외발육능을 조사하였다.

사 . 아 미 노 산 , 성 장인 자 및 Pantoth en ate 첨 가가 수 정 란 의 발 육 에 미치 는 영 향

Vitam in s 및 성장인자가 수정란의 체외발육에 미치는 영향을 알아보기 위해 SOF 배지에

Pan toth en ate 3μM, Ch olin e 5μM 첨가군 및 대조군으로 구분하여 실험하였다. 한편, 성

장인자첨가에 따른 효과를 알아보기 위하여는 PVA함유 SOF 배지에 대조군, 10 n g/ ㎖

EGF 첨가군, 1 n g/ ㎖ FGF 및 동시첨가군으로 설정하여 실험하였다.

아 . PV A 및 m y o-in os ito l 첨 가 가 수정 란 의 발 육에 미 치 는 영 향

SOF 배양액 내 단백질원으로 PVA를 사용할 경우 m yo-in ositol을 2.7 m M 첨가함으로

배반포 및 탈출배반포로의 발육률을 확인하였다. 이 때 대조군으로 BSA를 단백질원으로

사용한 군 및 혈청을 사용한 M199 배지군을 설정하여 m yo-in ositol의 수정란 발육 촉진

효과를 검토하였다.

제 3 절 O PU 유 래 수정 란의 동결 및 이식

1. 동 결방법에 따른 수정 란의 융해후 생존율

Slow freezin g법은 1.8 M EG 용액에서 10분간 실온하에 평형을 실시한 후 －7℃ 동결기

에 옮기고 2분 뒤에 식빙을 실시하였다. 온도를 8분간 －7℃로 유지한후 분당 －0.3℃씩 －

30℃까지 하강한 후 질소탱크에 보관하였다.

Vitrification법은 Eth ylene glycol＋glycerol을 사용하였으며 평형을 위하여 10% glycerol에

서 5분, 10% glycerol＋20% Eth ylene glycol에서 5분간 처리후 25%EG＋25 % Gly에서 30초

간 유지 후 초자화동결을 실시하였다.

















제 3 장 결과 및 고찰

제 1 절 초음파 유도 에 의한 난포 란의 직 접채취

1. 임 신우 난소 및 수태산물 의 초음파사진

임신 전기간을 전반기, 중반기 및 후반기의 각 분기별로 나누어 난포의 성장주기를 관찰

하였으며, 임신초기 태아의 초음파상을 확인하여 조기임신진단의 지표를 제시하였다. 임신

우에서 초음파 유도에 의한 난포채취는 임신 3개월 까지 가능하였으며, 이 이후에는 난소가

복강내로 하강하여 질벽 유도가 불가능하였다. 또한 임신 3개월까지는 적절한 진정과 자궁

근육의 이완을 유도한 후 임신측과의 반대편 난소(임신황체가 없는 난소)에서 임신유지에

영향을 미치지 않고 안전하게 난포를 채취할 수 있었다.

Figu re 6은 임신 전반기 기간인 임신 31일, 44일, 65일, 90일 및 190일의 자궁내 수태산물

그리고 난소의 초음파 소견이다. 각각의 일령에 관찰 가능한 결과를 초음파 사진으로 나타

내었다.

일반적으로 야외(필드) 상황에서 자궁각내에 국소성의 원형 또는 타원형의 anech onic한

태낭을 임신 22일 전후에 관찰하 수 있지만 임신 27일 이후에 실시하는 것이 좋다고 생각하

며, 그 이유는 임신 27일 이후에 비임각 에서도 태수를 볼 수 있기 때문이다. 임신 30일 전

후부터는 태수가 자궁각 안에서 an ech on ic하게 관찰되며 태아배는 하얀 돌기형으로 관찰되

었다. 이 태아배를 자세히 관찰하면 불빛이 반짝거리는 듯한 심장박동을 확인할 수 있었다.

한편 각 임신구조물의 최초 관찰시기는 Table 6에서 보는 봐와 같이 태낭은 임신 18.5일

(범위 18∼22), 태아배는 19.5일(19∼21), 태아심박동은 22.6일(22∼24), 요막과 양막은 25.1일

(22∼27), 태아운동성은 50.7일(50∼57), 골격 및 척추는 60.9일(60∼64)에 각각 관찰할 수 있

었다.

Figu re 7은 임신우의 난포 내 난자채취 초음파 상을 나타내었다. 정상적인 난포의 초음파

상은 난포액으로 가득 찬 원형 또는 타원형으로 까맣게(anech onic)하게 나타나며 발정주기

에 따라 여러 가지 형태 및 크기가 존재한다. 생검선(by op sy line)을 따라 주사침이 삽입되

는 모습(Figu re 7의 B)을 볼 수 있으며, 음압을 형성시켜 난포액을 흡인하면 난포액과 함께

난자가 회수되고 난포의 ench onic한 소견은 초음파 화상에서 사라지는 것을 확인할 수 있

다.











2. O PU 유래 난자 의 직접채취술에 영 향을 미치는 인자

가 . 처 녀 우 및 경 산 우 에 서의 난 포 발 육 소 견 및 회 수 율 비 교

초음파 유도 난포란의 직접채취법의 기본기술을 확립하기 위해, 처녀우와 비임 경산우에

서 OPU를 실시한 성적은 다음과 같다(Table 7). 처녀우에서 각 실험당 채취가능한 난포

의 수는 두당 평균 11.2개로 경산우의 8.5개에 비해 조금 높은 경향을 나타내었으며, 난자

회수율도 두당 평균 3.1개로 경산우의 2.2개에 비해 높았다. 각 군간의 난자 회수율에 있

어 유의적인 차이는 존재하지 않았다. 이러한 결과는 처녀우에 비해 경산우가 에너지 소

비가 많으며, 난소활성도가 저하되기 때문으로 생각된다.

Table 7. Asp ir ated follicles, oocytes collected an d recovery rates of cu m u lu s oocyte

com p lexes (CO Cs) via u ltr asou n d-gu id ed follicu lar asp ir ation in cow s an d

heifers

H eifers Cow s

N o. of asp iration session s 60 48

N o. of asp irated follicles 672 408

N o. of asp ir ated follicles/
anim al/ session

11.2±3.5 8.5±2.1

N o. of recovered CO Cs 185 104

N o. of COCs recovered /
anim al/ session

3.1±1.8 2.2±1.2

CO Cs recovery rate (%) 27.5 25.5

N 0.(%) of Viable CO Cs 100(54.1) 53(51.0)

나 . 난 포 직 경 , 흡 입압 력 및 난질 에 따 른 회 수 율

다양한 난포직경에 따른 난자 회수율은 Table 8에서 보는 바와 같다. 난포직경이 5∼10

㎜ 일 경우의 난자 회수율이 30.1%로 직경 15 ㎜ 이상 경우의 회수율(20.0%)에 비해 유의

적으로 높았다. 이는 아마도 난포의 직경이 15 ㎜ 이상일 때에는 주사침 선단부가 난포내

에서 난자가 있는 부위로의 위치선정이 잘못될 경우가 많기 때문에 난자가 난포내에 잔류

되면서 난포액만 회수되는 경우로 추정된다.

흡입 압력에 따른 난자 회수 결과는 Table 9에 나타나 있다. 압력의 변화에 따른 난자



회수율은 유의적인 차가 존재하지 않았으나, 압력이 너무 높거나 낮은 경우에 비하여 중간

정도의 압력(약 22㎖/ m in)을 유지하는 것이 난자 회수율을 높일 수 있는 것으로 사료된다.

그러나 난자 회수율을 결정짓는 인자로는 흡입압력 이외에도 주사침의 직경이나, need le

gu id ance 내의 튜브 길이 등도 영향을 미치므로 기타 인자들에 대한 동시 추가적인 연구

가 지속적으로 이루어져야 할 것이다.

Table 8. Recovery rates of bovin e oocytes in follicles of different d iam eters

Estim ated
follicle size (m m )

N o. of follicles
p u n ctu red

N o. of oocytes
asp irated

Recovery rates
(%)

≤ 5 111 27 24.3a b

5 - 10 136 41 30.1a

10 - 15 93 24 25.8a b

≥15 20 4 20.0b

a ,b Differen t su p erscrip ts w ere significantly different (p <0.05).

Table 9. COCs classification , recovery rates an d vaccu m p ressu re in tr an svagin al

u ltr asou n d-gu id ed ovu m p ick-u p

Vacu u m
p ressu re
(m m H g)

N o. of
follicles

asp irated

Grade of CO Cs* N o. of
oocytes

recovered

Recovery
rates(%)

A B C D

50 51 3 6 2 1 12 23.5

80 102 7 8 9 5 29 28.4

100 141 12 16 10 7 45 31.9

120 33 2 2 2 3 9 27.3

140 49 1 4 4 4 13 26.5

160 41 2 3 3 1 9 22.0



다 . 회 수 난 자 의 등 급 에 따른 체 외 발 육률

OPU 유래 회수 난자의 등급에 따른 체외발육률을 Table 10에 나타내었다. A , B 등급

난자가 D 등급 난자에 비해 후기배로의 발육률이 유의적으로 높게 나타났으며, 이는 일반

적인 도축장 유래 난자의 등급에 따른 체외발육률과 유사한 경향을 띤다. 그러나 OPU 유

래 난자는 도축장 유래 난자에 비해 회수 가능한 난자수가 제한되고, 고능력우에서 채취한

난자의 경우에는 유전자원으로서의 가치가 높기 때문에 비록 D 등급의 난자라 하더라도

배반포로의 발육을 위한 기회는 제한하지 말아야 할 것이다. 본 실험에서도 육안적으로

체외발육능이 없는 것으로 판단되는 난자의 경우에도 배반포로 발육한 경우가 많이 있었

으므로, 실험군을 분리하더라도 체외배양에 모든 난자를 공여해야 할 것으로 사료된다.

Table 10. In vitro develop m ent of bovin e recovered oocytes in relation to qu ality of

CO Cs*

Grade of
CO Cs

N o. of
oocytes

recovered

N o. of
em bryos
cleaved

N o.(%) of em bryos d evelop ed to**

≤16-cell Mo-Bl

A 53 25 13 12(22.6)a

B 77 35 9 16(20.8)a

C 61 15 8 7(11.5)a b

D 42 6 4 2( 4.8)b

*COCs : cu m u lu s-oocyte com p lexes

**M o : m oru la, Bl : blastocyst

a ,b Differen t su p erscrip ts w ere significantly different (p <0.05).

3. G TH 사용 이 O PU 유래 수 정란의 생산에 미치 는 영향

가 . G TH 처 치 및 무 처 치 에 따른 난 자 회 수율

기 확립된 임신우에서의 OPU 기법을 바탕으로 GTH 처치 후 난포발육상의 변화, 회수된

난자의 등급 및 이후의 발육상태를 검토한 결과는 다음과 같다(Table 11). GTH 투여군과

비 투여군에서의 난포란 회수율은 각각 41.0과 35.9%로 투여군에서 다소 증가하기는 하였으

나 유의적인 차이는 없었다.



Table 11. A sp ir ated follicles, oocytes collected an d recovery rates of cu m u lu s oocyte

com p lexes(CO C) via u ltrasou n d -gu ided follicu lar asp ir ation in p regn an t cow s

GTH (-)

(n =28)

GTH (+)

(n =32)

N o. of asp iration session s 84 96

N o. of asp irated follicles 596 912

N o. of asp ir ated follicles/
anim al/ session

7.1±1.8 9.5±2.1

N o. of CO C recovered 214 374

N o. of CO C recovered /
anim al/ session

2.5±0.9 3.9±2.2

COC recovery rate (%) 35.9 41.0

Viable oocyte (%) 99 (46.3) 184 (49.2)

나 . G TH 종 류 에 따른 난 자 회 수율

호르몬제의 종류, 투여 용량에 따른 난포의 발육률 및 회수율은 Table 12에 나타나 있다.

Su p er-OV, FSH 및 PMSG 처치후의 난포 발육률은 각 군간의 유의적 차이를 보이지는 않았

으나, FSH 및 PMSG 처치군에서 다소 증가하는 경향을 나타내었다. GTH 종류에 따른 난

포 발육률에 대한 신뢰성 있는 d ata를 얻기 위해서는 실험우군이 증가된 상태에서 집중적인

연구가 요구되며, 호르몬제의 가격 및 투여 편의성 등이 함께 고려되어야 한다.



Table 12. O ocytes recovery from p regn ant cow s in Grou pⅠ(Su p er-OV 75u n it), Grou pⅡ

(FSH -P 40㎎) an d Grou p Ⅲ(PMSG 1000IU)

GⅠ GⅡ GⅢ

N O . of Asp ir ation session (cow s) 54 (n =18) 45 (n =15) 63 (n =21)

Mean d ay of gestation 82 81 79

Follicles asp ir ated / cow 8.6±2.4 10.4±3.1 9.9±2.8

% Recovered COCs 39.2 46.7 42.9

N o. CO Cs recovered / cow 3.3±1.2 4.9±2.6 4.3±2.1

% Viable oocyte 48.1 52.6 51.2

다 . som atotrop in 병 용 처 치 에 따 른 난 자회 수 율

GTH 와 som atotrop in 병용처치에 따른 난자회수율에 대한 결과는 Table 13에서 보는 바

와 같다. FSH 단독 처치군(35.6%)에 비하여 PMSG와 bST를 병용 처치한 군(53.2%)에서

유의적으로 높은 난자 회수율을 나타내었다. 또한 FSH 나 PMSG 단독처치군에 비하여 병

용 처치군에서 회수율이 다소 높은 경향을 보였다. 일반적으로 bST 투여시 일시적인 고지

방혈증이 유발되는데, 이에 의해 난포발육이 촉진되는 것으로 사료된다. 이러한 고지방

혈증은 난포액내 in su lin like grow th factor-1(IGF 1)를 증가시켜 난포의 발육에 유익한 작

용을 나타내는 것으로 알려져 있다.

Table 13. Effect of som atotrop in treatm ent on nu m ber of follicle, follicle asp ir ated an d

oocyte collected in p regn ant cow

Treated Grou p
N o. of follicle

N o. of

asp ir ated (%)

N o. of

collected (%)

N o. of viable

oocyte (%)Total (cow s)

FSH 110 (n＝4) 87 (79.1) 31 (35.6)a 14 (45.1)

FSH ＋bST* 149 (n＝4) 112 (75.2) 54 (48.2) 23 (42.6)

PMSG 122 (n＝4) 94 (77.0) 40 (42.5) 19 (47.5)

PMSG＋bST 165 (n＝4) 124 (75.2) 66 (53.2)b 27 (40.9)



* Bovin e som atotr op in
a ,b d ifferen t su p erscr ip ts d en ote sign ificant d ifferen ces (p ＜0.05).

4. 임 신일령에 따른 채취 가능 난포수 및 O PU 유래 수정란 발육 률

인공수정 후 35일에 임신을 확진하여 임신 40일부터 10일 간격으로 OPU를 실시한 결과

채취 가능한 난포수는 다음과 같았다(Table 14). 임신 40일에 총 6두를 대상으로 OPU를 실

시하였으나 이중 1두의 공란우에서 임신 50일에 태막의 촉진과 초음파 상에서 자궁각내 태

수 및 태아의 존재가 인정되지 않아 태아사가 발생한 것으로 판정하였으며 이후의 실험에서

제외하였다.

본 실험의 결과 임신 40일에서 90일 사이에는 OPU가 가능하였으며, 임신기간은 OPU 채

취 가능한 난포수에 현저한(P＜0.04) 영향을 미치는 사실을 밝혀내었다. 처리구간의 난포수

증감은 임신 80일을 제외한 임신 70일 이후의 군에서 이전의 군에 비해 유의적으로 낮은 수

치(P＜0.05)를 나타내었다.

임신 일령에 따라 채취된 미성숙 난자의 체외 발육률을 Table 15에 나타내었다. 임신 40

일에서 임신 90일까지 채취한 미성숙 난자를 체외배양 하였을 때 모든 실험군에서 상실배

및 배반포로의 발육률이 관찰되었으나, 발육률의 차이는 인정되지 않았다. 채취된 미성숙난

자의 2-세포기로의 발육률은 임신일령에 따라 27∼38 %를 보였으며, 8-세포기 및 상실배/ 배

반포로의 발육률은 14∼29 및 13∼21% 이었다. 또한 임신우에서 OPU에 의해 생산할 수

있는 이식 가능한 수정란의 수는 임신 40∼90일 사이에서 각 두당 평균 0.4∼1.0개였다.

Table 14. N u m ber of antral follicles in ovaries of p regn an t cow s* at variou s tim es after

ar tificial in sem in ation

Days after AI**
N o. of p regn ant***

cow s exam ined

N o. of follicles asp irated

(n o./ d on or)

40 6 49 (8.2)a b

50 5 44 (8.8)a b

60 5 46 (9.2)a

70 5 34 (6.8)b d

80 5 40 (8.0)a b

90 5 27 (5.4)c d

* Th e p regn an cy d iagn osis w as confirm ed by rectal p alp at ion an d u ltr ason ogr ap h y at 35 d ay s

ar tificial in sem in ation

** Artificial In sem in ation



*** On e d on or cow ab orted betw een d ay 40 an d 50 of gestation

M od el effect = P<0.04, a-d ; P <0.05

Table 15. Develop m ent of oocytes retr ieved from p regn ant cow s at variou s tim es after

ar tificial in sem in ation follow in g in vitro-m atu ration an d in vitro fertilization

Days after

AI*

N o. of collected

oocytes (n o. of

d on or cow )

N o(%). of oocytes develop ed to Tran sferable

em bryos

(em bryos/ d on or)2-cell 8-cell M o/ Bl**

40 26 (6) 8 (31) 6 (23) 5 (19) 5 (0.8)

50 24 (5) 6 (25) 6 (25) 3 (13) 3 (0.6)

60 24 (5) 9 (38) 7 (29) 5 (21) 5 (1.0)

70 15 (5) 4 (27) 2 (13) 2 (13) 2 (0.4)

80 21 (5) 6 (29) 5 (24) 4 (19) 3 (0.6)

90 14 (5) 4 (29) 2 (14) 2 (14) 2 (0.4)

* Artificial In sem in ation

** M o : m oru lae; Bl: b lastocy st

5. 임 신우에서의 O PU 처치가 임신 유지에 미치는 영향

각각의 공란우에서 임신 40일째부터 90일째까지 10일 간격으로 OPU를 실시하고 5일 후

최종 임신을 확인하여, OPU 처치에 의한 임신유지에 영향을 알아본 결과는 Table 16과 같

다. 대조군에서 임신 40∼90일 사이에 10일 간격으로 직장검사와 질을 통한 초음파 검사로

임신진단, 난소의 촉진 및 난소를 검사한 결과 10두 중 1두에서 태아의 손실이 관찰되어

90%의 소에서 임신이 유지되었으며, OPU를 실시한 군에서도 6두 중 1두에서 태아손실을

보여 83 %의 임신이 유지되어 두 군간에 유의적인 차이는 발견할 수 없었다. 이러한 결과

는 OPU 실시 후 이어지는 생식에 영향이나, 생식기에 유해한 영향을 미치지 않았다는 다른

연구자들의 보고와 일치하는 결과였다. 또한 본 실험에서는 실험방법에서 제시한 진정 및

경막외마취를 위한 약제 이외에 임신자궁의 조작 후 영향을 최소화하기 위한 약제는 사용하

지 않았다. 그러므로 적절한 기기와 자궁 및 난소의 조작을 통한 OPU는 임신유지에 큰 영

향을 미치지는 않는 것으로 판단된다.



Table 16. Effect of OPU treatm ent in p regn ant cow s on the m ainten ance of p regn ancy

Treatm ent
N o. of p regn ant cow s Rate of

m ainten anced ay 35 d ay 95

Control 10 9 90.0

OPU 6 5 83.3

– Pregn an cy d iagn osis w as p erform ed in th e recip ien t cow s by rectal p alp ation an d

u ltr ason ogr ap h y every 10 d ays

6. 고 능력 수정란 대량생 산체계 설정을 위한 O PU sy stem 확대 적용

앞선 결과들에서 볼 수 있듯이, 임신공란우에서의 OPU는 임신유지 및 착유중에도 경제성

을 지니는 효율적인 고능력 산자 생산 기술로 판명되었으며, 자연상태나 과배란 처리 후 채

란에 의한 고능력 산자 생산 기법보다 더 우수한 기술로 여겨진다. 이를 기초로 하여 산업

체에서의 고능력우 대량생산 체계 확립을 위해 임신공란우에 국한시키던 공란우의 기준을

비임우에 까지 확대적용하여, 반복적이고도 지속적인 OPU system의 적정성 여부를 판단하

였다. 이 체계는 임신우에서의 OPU가 지니는 난자회수 기간의 제한성(임신전반 1/ 3기)을

극복 할 수 있으며, 임신이나 착유에 관계없이 반복적으로 실험에 공여 할 경우 공란우의

이용효율을 극대화시킬 수 있는 방법으로 최근 많은 연구자들의 관심이 집중되고 있다.

본 연구에서도 OPU 처치 횟수를 증가시킴에 따라 회수난자 및 이식가능한 수정란의 수

를 증대시킬 수 있었다(Table 17,18). 실험의 결과, OPU 처치 횟수에 따른 회수난자 수는

주 1회 실험군(평균 4.8개)에 비해 주 2회 실험군(평균 13.9개)에서 유의적으로 높았다(Table

17). 일반적으로 OPU 실시 후 3∼4일 경에 다수의 난포가 관찰되는 점과, 주 2회 실험시

각각의 실험에서 관찰되는 난포의 수와 주 1회 실험시 관찰되는 난포수가 비슷하다는 점으

로 미루어 보아, 주 2회 OPU system 이 회수난자를 증가시키기 위한 효과적인 방법이라 판

단된다.(26) 또한 호르몬을 처치하지 않으므로 주 2회 반복 실험을 진행하였을 때도 장기간

동안 공란우에 유해한 작용 없이 지속적으로 난자를 회수할 수 있었다.

또한 주 2회 OPU 처치군이 주 1회군에 비해 분할율(72.2 v s. 66.8 %)과 배반포로의 발육률

(26.6 vs. 20.5 %)이 유의적으로 높았다. 그러나 Bu n gartz 등 (13)이 보고한 소난포의 균일한

증가현상은 나타나지 않았으며, 이는 아마도 6∼10 ㎜의 중형난포의 불규칙적인 성장 때문

으로 판단된다. 결론적으로 주 2회 OPU 처치법은 주 1회법에 비하여 2배 가량의 이식가능

수정란을 생산할 수 있는 방법임을 확인하였으며, 정해진 기간동안에 제한된 공란우로부터

기존의 과배란처치법 보다 더 많은 수정란을 확보할 수 있는 방법으로 사료된다.



Table 17. Total n u m ber an d m ean (±SD) ch aracteristics of CO C recovery an d qu ality

from follicu lar asp ir ation s p erform ed on ce or tw ice a w eek

Ch aracteristic

Frequ ency of asp iration

Once-w eekly (n〓6) Tw ice w eekly (n〓3)

N o. of asp iration session s 54 54

N o. of asp irated follicles 524 744

Total nu m ber of CO C recovered 231 336

Recovery rate (%) 44.1 45.2

Mean n u m ber of CO C recovered /

heifer / session
4.8±3.7 6.9±4.5

Mean n u m ber of CO C recovered /

heifer / w eek
4.8±3.7 13.9±6.9

Viable COCs(%) 151 (65.4)a 269 (80.0)b

a ,b Valu es w ith d ifferen t su p er scr ip ts d iffer betw een colu m n s(P〈0.05)

Table 18. Effect of treatm ent on in vitro p rodu ction by d ay 7 after in sem in ation

Asp ir ation

frequ en ce/ w eek
O ocytes u sed Oocytes cleaved

Tran sferable

em bryos

em bryo

p rodu ction rate

Once 190 127 39 20.5a

Tw ice 285 206 76 26.6b

a ,b Differen t su p erscrip ts w ere significantly different (p <0.05).

제 2 절 O PU 및 도축장 유래 난자 의 체외 성숙 , 체외수 정 및

수정란 의 체 외배양

1. 체 외성숙 배양율 향상 인자



성장인자 및 호르몬 첨가에 따른 소 수정란의 체외성숙률은 Table 19에서 보는 바와 같

다. 호르몬 첨가군에서는 체외 성숙율과 분할률이 각각 87.9와 67.1%로 대조군의 60.3과

43.0%에 비하여 유의적으로 높게 나타났다. 그러나 성장인자 첨가군에서는 대조군과 유의

적인 차이가 없었다. 체외성숙과정에서 첨가되는 물질에 따른 결과를 판단하기 위하여는

성숙률만 비교할 것이 아니라 이후의 체외발육률도 함께 검토하여야한다. 성숙배지에 첨가

된 Cysteam in e는 세포내로 흡수된 후 대사과정을 거치면서 세포내 Glu tath ion e(GSH ) 합성

을 증가시킨다. 이로 인한 결과, 분할률에는 유의적인 차이가 없었으나 100μM

Cysteam ine 첨가군이 무첨가군에 비하여 높은 배반포로의 발육률(26.8 v s 16.8)을 나타내었

다(Table 20).

본 연구에 의하면 체외성숙과정 중에 첨가된 th iol 화합물에 의해서 세포내의 GSH 농도

가 증가하며 체외수정과정과 이후의 배양과정에서 발육능이 우수한 상태가 됨을 확인할 수

있었다. 난자 수준에서 Cystin e의 흡수는 수정란의 배양과정에 있어 세포내 GSH 농도를

유지하는 주요인자이다. 본 실험의 결과는 저분자량의 th iol 화합물 중 Cysteam in e의 경우

Cystin e이 Cystein으로 바뀌는 것을 감소시킴으로 성숙배지에 존재할 경우에 GSH 합성을

증가시킬 것이라는 가설과도 일치하였다. GSH 는 다양한 종류의 독성물질에 대한 세포 방

어 차원에서 매우 중요한 물질이다.

Table 19. Effects of EGF an d h orm on e on in vitro m atu ration of bovine recovered oocyte

cu ltu red in TCM 199 su p p lem ented w ith 10% FBS*

Su p p lem ent**
N o. of oocyte

exam ined

N o.(%) of oocytes

m atu red

N o.(%) of em bry os

cleaved

Control 151 91 (60.3)a 65 (43.0)c

EGF 154 111 s(72.1)a 81 (52.6)c

FSH ＋LH ＋estradiol-17β 149 131 (87.9)b 100 (67.1)d

* TCM 199: Tissu e cu ltru e m ed iu m 199; FBS: fet al bovin e ser su m

** EGF: ep id erm al gr ow th factor ; FSH : follicu lar stim u latin g h orm on e; LH : lu tein iz in g h orm on e
a b cd Differen t su p er scr ip ts w ere sign ifican tly d ifferent (p <0.05)



Table 20. Effect of Cysteam in e ad ded to th e IVM m ediu m on the d evelop m ental cap acity

of fer tilized oocytes

Cysteam in e(μM) O ocyte n o. cleavage M oru la Blastocyst

0 244 195 (79.9) 57 (23.4) 41 (16.8)a

25 249 206 (82.7) 68 (27.3) 54 (21.6)a b

50 262 217 (82.8) 66 (25.2) 53 (20.2)a b

100 291 247 (84.9) 89 (30.5) 78 (26.8)b

a ,b Differen t su p erscrip ts w ere significantly different (p <0.05).

2. 체 외 수정 배양율 향상인 자

체외수정배지에 따른 수정율과 분할율의 결과는 Table 21에 나타나 있다. 체외수정시 일

반적으로 이용되는 TALP와 BO배지에서 각 군간에 수정율과 분할율은 유의적인 차이를 보

이지 않았다. 그러므로 실험의 상황에 따라 적절한 배지를 이용하는 것이 좋을 것으로 판

단된다.

체외수정배지에 첨가된 GSH 에 따른 후기배로의 발육률은 Table 22에 나타나있다. GSH

를 0∼2.0 m M의 농도로 첨가하였을 때, 분할율에서는 차이를 보이지 않았으나 후기배로의

발육률에 있어 0.5와 1.0 m M 첨가군이 0과 2.0 m M 첨가군에 비해 유의적으로 높은 수정란

생산율을 나타내었다(29.6과 31.9 % v s 19.2와 21.6%).

Glu tath ion e은 정자 두부의 팽대를 자극하여 웅성 전핵 형성을 촉진하는 것으로 알려져

있다. 또한 항산화제의 역할을 하여 정자막의 지방 산화를 막아준다. GSH첨가에 따른 수

정율에는 별 차이가 없었으나, 배반포로의 발육률에는 뚜렷한 촉진적 효과가 있었다. 특히

수정단계에서 정자와 난자의 상호작용에 관여하여 체내에서와 같은 완전한 수정을 유도하였

을 것으로 사료된다.



Table 21. In vitro fertilization rates an d cleavage of bovin e oocytes derived from OPU

Typ e of m ed ia* N o. of oocytes
N o.(%) of em bryos

fertilized

N o.(%) of em bry os

cleaved

m -TALP 191 137(71.7) 126(66.0)

BO 173 120(69.4) 108(62.4)

Table 22. Effect of GSH du rin g IVF on the d evelop m ent of bovine oocytes

GSH (m M) Oocytes cleaved (%) Blastocyst (%)

0 120 95 (79.1) 23 (19.2)a

0.5 118 96 (81.4) 35 (29.6)b

1.0 122 102 (83.6) 39 (31.9)b

2.0 125 99 (79.2) 27 (21.6)a

a ,b Differen t su p erscrip ts w ere significantly different (p <0.05).

3. 체 외배양 체계에 따른 수 정란의 체외발육 률

체세포와의 공배양시 체세포 상태에 따른 실험 결과의 변이성을 예측하기 어려우므로 단

순배양배지를 이용한 실험체계의 설정이 요구되어 왔다. Table 23에서 나타난 바와 같이,

단순배양배지인 m SOF(0.8 % BSA) 첨가군에서의 후기배로의 발육률은 공배양군에서의 성적

과 유의적인 차이를 보이지 않았으며 이는 단순배양체계로의 체외배양체계 변화 가능성을

시사하였다.

한편, 최근 수정란 생산효율 향상 기법의 일환으로 수정란의 대사기전을 기초로 하여 수

정란의 발육단계에 따른 적정 배양배지를 이용하는 Tw o-step cu ltu re system 을 본 연구에

적용한 바, 초기분할 단계에는 BSA 첨가 단순배지를, 후기발육 단계에는 FBS 첨가 복합배

지를 체외배양에 이용하여 대조군에 비해 유의적으로 높은 후기배로의 발육률을 얻었다

(Table 24). 배양체계와 첨가된 단백질원에 따른 후기배로의 발육률은 Tw o-step 배양체계

FBS 첨가군(39.5 %)이 다른 군들(25.7∼29.4 %)에 비해 유의적으로 높은 후기배로의 발육률을

나타내었다.

배지내에 첨가된 BSA는 수정란에 흡수된 후 아미노산으로 분해되어서 에너지원으로 대사



과정에 사용되며 중금속 이온과 기타 독성물질 등을 킬레이트화 한다고 보고되었다(Pem ble

과 Kaye). 혈청에는 각종 아미노산, 비타민 및 성장인자 등이 포함되어 있어서 에너지원으

로 이용되고 세포내 삼투압조절 및 p H를 안정화시키는 역할을 한다고 하였다(Dobrin sky

등). 발육단계에 따른 혈청의 영향은 수정란의 초기발육을 억제하며(Pinyop u m m intr와

Bavister), 상실배단계 까지는 유해하나 그 이후 탈출배반포단계 까지의 발육을 촉진하였다

는 D obrin sky 등의 보고에서와 같이 초기 분할단계에는 억제작용을 하고 후기 발육단계에

는 배반포강 형성 촉진작용을하여, 배양 전기간 동안 배지내 혈청의 존재는 혈청첨가에 의

한 발육촉진 효과를 나타내지 못한 것으로 판단된다.

Table 23. In vitro d evelop m ent of bovin e recovered oocytes in relation to in vitro cu ltu re

sy stem

Cu ltu re system a

N o. of

oocytes

recovered

N o. of

em bryos

cleaved

N o.(%) of em bryos d evelop ed to

≤16-cell M o-Blb

M 199+BOEC

(10%FBS)

GTH (＋) 87 47 37 10(21.3)

GTH (－) 43 25 21 4(16.0)

SOF

(0.3 %BSA)

GTH (＋) 74 38 30 8(21.1)

GTH (－) 40 19 16 3(15.8)

a BO EC: b ovin e ovid u ct ep ith elial cell m on olayer
b M o-Bl: m oru lae-b lastocy sts

Table 24. Effects of m acrom olecu le an d cu ltu re system on the in vitro d evelop m ent of

2-cell bovine em bry os.

Macrom olecu le*
Cu ltu re

system **

N o. of em bryos

cu ltu red***

N o.(%) of em bry os

(blastocyst)

BSA One-step 34 10 (29.4)a

FBS One-step 35 9 (25.7)a

BSA-BSA Tw o-step 39 11 (28.2)a

BSA-FBS Tw o-step 38 15 (39.5)b

* BSA : bovin e seru m albu m in e; FBS: fetal b ov in e seru m



** Em bryos w ere rep laced w ith the sam e m ed iu m or 10 % FBS con tain in g m ed iu m after d ay 5

p ost IVF.

*** At 30-32 h r s later the on set of IVF, on ly th e 2-cell em bry os w ere cu ltu red in m -SOFM

su p p lem en ted w ith 0.5 ㎎ / ㎖ PVA at the atm osp h ere of 5 % O2, 5 % CO 2, 90 % N 2.
a b Differen t su p er scr ip s w ere sign ifican tly differen t (p <0.05)

4. 배 양액내 고분자 물질 원 및 IT S 첨가에 따른 수 정란의 체외발육 률

BSA (3 및 8㎎/ ㎖)와 PVA (0.5㎎/ ㎖)를 단백질원으로 하는 배양액내에 1% ITS를 첨가하여

실험한 결과(Table 25), 단백질원으로 BSA를 함유한 군이 PVA군에 비해 유의적으로 높은

상실배 및 배반포 형성율을 나타내었다(26.7∼34.7% vs 10.8∼15.1%). 또한 전체적으로 유

의적인 발육률의 차이를 나타내지는 않았으나 ITS 첨가군이 무첨가군에 비해 다소 높은 경

향을 보였다.

Table 25. Effects of Macrom olecu le & ITS on in vitro develop m ent of 2-cell bovine

em bryos d erived from OPU

Macrom olecu les* ITS**
N o. of em bryos

cu ltu red***

N o.(%) of em bryos develop ed to

m oru lae & blastocyst

BSA (3 ㎎/ ㎖) ＋ 60 20 (33.3)a

－ 60 16 (26.7)a

BSA (8 ㎎/ ㎖) ＋ 75 26 (34.7)a

－ 74 21 (28.4)a

PVA (0.5 ㎎/ ㎖) ＋ 86 13 (15.1)b

－ 74 8 (10.8)b

`* BSA (fatty acid free, fr action Ⅴ), P olyvin yl alcoh ol

** In su lin (10 ㎍ / ㎖), tr an sferrin (5.5 ㎍ / ㎖) an d selen iu m (5 ng/ ㎖)

*** At 30-32 h r s later th e on set of IVF, on ly the 2-cell em bry os w ere cu ltu red in m -SO FM at the

atm osp h ere of 5 % O2, 5 % CO 2, 90 % N 2.
a ,b Differen t su p erscrip ts w ere significantly different (p <0.05).

5. 배 양액내 성분 변화에 따 른 수정란의 체외발 육률

가 . 성 장 인 자 의 첨 가 효 과

체외배양 배지에 첨가된 grow th factor에 따른 후기배로의 발육률은 Table 26에 나타나



있다. 대조군과 비교할 때 성장인자 첨가군이 전체적으로 증가된 후기배 형성율을 보였으

나 유의적인 차이는 없었다. 또한 각 성장인자의 단독 혹은 동시 첨가군에서도 발육률에

있어 비슷한 경향을 나타내었다. 본 실험은 성장인자의 배발육 효과를 객관적으로 판단하

기 위해 체외배양 배지의 고분자 물질원으로 성장인자 함유가능성이 존재하는 BSA 및

FBS를 제외시키고 PVA를 사용하였으며, 이에 따라 전체적으로 낮은 배발육률(15.4∼

21.3 %)을 보였다.

Table 26. Effects of EGF & FGF on in vitro d evelop m ent of 2-cell bovine em bryos

derived from OPU*

Grou p
N o. of em bryos

cu ltu red **

N o(%). of em bryos develop ed to***

Mo+eBL exBL

Con trol 52 8 (15.4) 3 (5.8)

EGF(10 ng/ ml) 54 10 (18.5) 4 (7.4)

FGF( 1 ng/ ml) 49 8 (16.3) 3 (6.1)

EGF + FGF 47 10 (21.3) 5 (10.6)

* Ep id erm al Gr ow th Factor ; Fibr oblast Gr ow th Fact or

** At 30-32 hr s later th e on set of IVF, on ly th e 2-cell em bryos w ere cu ltu red in m -SO FM

su p p lem en ted w ith 0.5 ㎎ / ㎖ PVA at th e atm osp h ere of 5 % O2, 5 % CO 2, 90 % N 2.

*** M o(m oru lae), eBL(ear ly blastocy st), exBL(exp an d in g blast ocy st)

나 . 배 양 액 내 G lucose/ Ph osph ate의 상관 성 검 토

이단계 배양체계하에서 에너지원으로 이용되는 glucose와 이의 대사를 촉진하는 p hosph ate

동시첨가, 단독첨가 및 무첨가군으로 나누어 실험한 결과(Table 27), 동시 첨가군을 기준으로

볼 때 glu cose 단독 첨가군의 배반포율이 43.7%로 유의적으로 높은 체외발육률을 나타내었으

며, phosp hate 단독 첨가군과 무첨가군의 배반포 발육률은 37.8과 38.9%로 유의적인 차이는

없었다. 탈출배반포로의 발육률은 각 군간에 유의적인 차이가 없었다.

본 실험에서 2세포기 수정란을 1.5 m M glucose와 1.2 mM p hosph ate 존재하에서 배양한

결과 glucose 단독존재시에는 분할 억제현상이 없는 것으로 나타났으며, p hosph ate와 동시 존

재시에 억제현상이 있는 것으로 나타났다. 이러한 이유는 포유동물 수정란의 체외배양에서

glucose와 phosph ate는 단독사용시 수정란의 체외발육에 영향을 미치지 않으나 동시에 첨가

되었을 때 phosph ate가 세가지 해당과정 효소인 hexokinase, ph osphofructokinase 및

glyceraldehyde-3-phosp hate dehydrogen ase를 활성화시킴으로 인해서 해당과정을 촉진시키며,



증가된 해당과정으로 인하여 m itoch ondria의 호흡이 억제되므로 수정란의 초기발육이 저하되

었다는 Shsh agiri와 Bavister의 보고에 의해 설명되어질 것으로 사료된다. 초기 분할단계에

해당과정 활성화를 통한 에너지 획득은 세포분열에 필요한 에너지 요구량에 비해서 생산효율

이 매우 낮으며 다량의 에너지 생산이 가능한 산화적 인산화과정을 억제하여 수정란의 체외

발육률을 떨어뜨리므로, 해당과정을 통한 에너지 생산보다 Kreb' s cycle을 통한 에너지 생산이

초기 수정란 발육에 효과적인 것으로 사료된다.

Table 27. Effect of glu cose an d / or p h osp h ate in m SOF m ediu m on develop m ent of

2-cell bovin e em bryos

Treatment No. of

embryos

cultured＊

Blastocyst development(%)

1.5 mM

glucose

1.2 mM

Phosphate
Total Hatched

＋ ＋ 131 42(32.1)a 22(16.7)

＋ － 135 59(43.7)b 33(24.4)

－ ＋ 135 51(37.8) 34(25.2)

－ － 131 51(38.9) 32(24.4)

＊ Tw o-cell em bry os w ere selected at 30 h ou rs after IVF(7 rep licates).
a ,b Different su perscr ip ts in the sam e colu m n differ significantly (p＜0.05).

다 . Citrate 존재 하 의 glucose/ p h osph ate 상 관성 검 토

합성 난관배양액에 0.5 mM sodium citrate를 첨가한 상태에서 glucose와 phosp hate가 수정

란 발육에 미치는 영향을 조사한 결과(Table 28), 동시첨가군을 기준으로 볼 때 glucose 단독

첨가군, ph osphate 단독 첨가군 및 무첨가군의 배반포 발생율이 39.4, 40.8 및 41.9%로 더 높

았지만 유의적인 차이는 없었다. 탈출배반포로의 발육률은 glu cose 단독 첨가군, ph osphate

단독 첨가군 및 무첨가군이 각각 27.9, 25.2 및 25.7%로 동시첨가군의 14.4 %에 비해 유의적으

로 높았다(P＜0.05).

BSA에 혼입된 저분자물질인 citrate는 acetyl-CoA carboxylase의 활성화 인자로서 지방산 합

성을 조절하는 것으로 알려져 있고, 최근 소 수정란 체외배양에 있어서 수정란의 발육에 미치



는 영향에 대한 연구가 시도되고 있다. 본 실험에서 citrate 첨가에 따른 수정란의 체외발육

률의 차이는 관찰되지 않았으나 citrate 존재 하에서도 glu cose와 phosp hate 동시 첨가는 탈출

배반포로의 발육을 억제하였다. 수정란 발육에 미치는 아미노산의 영향을 조사한 결과에서

Liu와 Foote는 단순배양체계 하에서 소 수정란 배양시 비필수 아미노산은 수정란 발육 전단

계에 걸쳐서 촉진적 영향을 미치지만, 필수 아미노산은 후기 발육단계에는 배반포강 형성에

도움이 되나 초기분할 단계에서는 발육억제 작용을 하였다고 보고하였는데, 본 실험에서도 비

필수 아미노산이 첨가되어 있었으나 배지내에 필수 아미노산도 함께 첨가되었으므로 citrate에

의한 수정란 발육촉진 효과는 나타나지 않은 것으로 추정된다.

Table 28. In vitro develop m en tal r ates of 2-cell em bryos cu ltu red in citrate contain in g

m SOF m ediu m w ith or w ith ou t glu cose an d / or p h osp h ate

Treatm en t N o. of

em bryos

cu ltu red ＊

Blastocyst develop m ent(%)

1.5 m M

glu cose

1.2 m M

p h osp h ate
Total H atched

＋ ＋ 104 32(30.8) 15(14.4)a

＋ － 104 41(39.4) 29(27.9)b

－ ＋ 103 42(40.8) 26(25.2)

－ － 105 44(41.9) 27(25.7)b

＊ Tw o-cell em bry os w ere selected at 30 h ou rs after IVF(7 rep licates).
a ,b Different su perscr ip ts in the sam e colu m n differ significantly (p＜0.05).

라 . Pan toth en ate 첨 가 효 과

본 실험은 vitam in s가 수정란 체외발육에 미치는 영향을 알아보기 위해 실시하였다

(Table 29). Pantothen ate는 p yru v ate가 acetyl-CoA로 변하는 과정중의 조효소로서

Co-en zym e A의 구성성분이며 소량만이 요구되나 수정란의 대사과정에 매우 중요한 역할

을 하는 것으로 알려져 있다. SOF 배양배지에 p an tothen ate 3 μM 첨가군, ch oline 5μM

첨가군 및 대조군으로 구분하여 실험한 결과 p antoth en ate 첨가군(36.4 %)이 대조군(26.9)에

비하여 유의적으로 배반포로의 발육률을 증가시켰다. 이는 배지에 첨가되는 p antothen ate



가 acety l-CoA의 생산을 증가시킴으로 Kreb' s cycle을 통한 에너지 생산이 풍부하게 되어

배반포로의 수정란 발육이 촉진된 것으로 판단된다.

Table 29. Effect of su p p lem en tin g SOF w ith vitam in s on bovine em bryos d evelep m ent in

vitro

Tream ent n cleaved (%) Blastocyst (%)

control 67 51 (76.1) 18 (26.9)a

Pantothen ate 66 54 (81.8) 24 (36.4)a

ch oline 67 53 (79.1) 20 (29.8)a, b

a ,b Differen t su p erscrip ts w ere significantly different (p <0.05).

마 . 아 미 노 산 (EA A 및 N EA A )의 첨 가 효과

체외배양 배지에 첨가된 아미노산과 citrate에 따른 후기배로의 발육률은 Table 30에 나

타나 있다. 분할율은 citr ate와 n on -essential am in o acid s(N EA)가 첨가된 군(84 .6%)에서

기타군(66.4∼78.9%)에 비해 유의적으로 높았으며, 배반포로의 발육률 또한 citr ate 첨가군

이 무첨가군에 비해 유의적으로 높게 나타났다. 특히 citr ate 단독 첨가군(19.0%)에 비해

아미노산 동시 첨가군(31.9∼41.9%)이 유의적으로 높은 배반포 발육률을 보였으며, 아미노

산 첨가군 중에서도 N EA 단독 첨가군(41.9 %)이 m in im u m essential m ed iu m am in o

acid s(MEM) 첨가군(31.9 %)이나 M+N 군(35.0%)에 비하여 유의적으로 높은 발육률을 나타

내었다.

본 실험의 결과 비필수 아미노산이 citr ate와 함께 배양배지내에 첨가되었을 때 수정란

발육촉진 효과가 있었다.

바 . G lutath ion e 첨 가 효 과

체외배양 배지에 첨가된 GSH 의 배발육 효과를 검토한 결과(Table 31), 체외배양 6∼10일

사이 첨가군의 분할율과 배반포로의 발육률(77.3과 35.5 %)이 각각 기타군(65.4∼69.9 %와

13.1∼19.2 %)에 비하여 유의적으로 높았다.

GSH 는 수정란 발육에 장애가 되는 H 2O 2 등을 환원화 시키는 항산화제 역할을 함으로

수정란 발육에 촉진적이라 알려져 있다. 특히 산화반응에 민감한 시기인 수정 후 6일 이

후에 뚜렷한 효과를 보인다 하였다. 일반적으로 GSH 는 수정란의 세포내에 충분한 농도로

존재하며, 외부 유래 GSH 의 세포내 유입은 어렵다고 보고된 바 있다. 그러나 본 실험에서



는 외부에서 첨가된 GSH 의 효과가 뚜렷하였으므로 세포외에서의 산화로 인한 스트레스를

줄이는 GSH 의 역할이 중요하다고 판단되며, 항산화제의 사용은 고려할 만한 가치가 있다

고 생각한다.

Table 30. Resu lts of bovin e IVMFC w ith cu ltu re in BSA free SOF w ith an d w ith ou t

citrate an d am in o-acid s

A d dition s to SOF Fertilized cleaved Blastocysts h atch ed BL.

w ith citr ate 121 83(68.6)a 23(19.0)c 8(6.6)f

+ MEM 119 87(73.1)a 38(31.9)d 17(14.3)g

+ N EA 124 105(84.6)b 52(41.9)e 20(16.1)g

+ M+N 120 86(71.7)a 42(35.0)d 14(11.7)f

w ith ou t citr ate 116 77(66.4)a 13(11.2)c , d 4(3.5)f,h

+ MEM 118 87(73.7)a 33(27.9)d 11(9.3)f

+ N EA 118 89(75.4)a 33(27.9)d 14(11.8)f

+ M+N 119 94(78.9)a 34(28.6)d 10(8.4)f

a ∼ h Different su p erscrip ts w ere significantly differen t (p <0.05).

Table 31. Effect of ad d in g GSH (1 m M) d u rin g cu ltu re on the develop m en t of in vitro

fertilized bovine oocyte

Treatm ent

GSH (1 m M)

N o. of oocytes / em bryo

fertilized cleaved (%) blastocysts

control 125 87 (69.6)a 24 (19.2)c

IVC (d2∼10) 130 85 (65.4)a 17 (13.1)c

IVC (d2∼5) 124 84 (67.7)a 21 (16.9)c

IVC (d 6∼10) 110 85 (77.3)b 39 (35.5)d

a b c d Different su p er scrip ts w ere significan tly d ifferent (p <0.05).

사 . PV A 체 계 하의 m y o-in o sitol 첨가 효 과



고분자물질원과 m yo-in ositol 첨가에 따른 체외발육률의 결과는 Table 32에 나타나 있다.

PVA 함유 배지내 m yo-in ositol 첨가군의 배반포율(38.6%)이 무첨가군(19.4 %)에 비해 유의

적으로 높았으나, BSA 함유 배지는 m y o-in ositol 첨가에 따른 체외발육률의 유의적인 차이

가 나타나지 않았다. 또한 PVA 함유 배지에 m yo- in ositol을 첨가 할 경우, 혈청이 함유

된 배지에서 공배양을 실시한 군의 체외발육률과 유의적인 차이가 없었으므로 단순배지에

서의 배양체계 확립 가능성을 보여주었다.

본 실험에서 특히 PVA 함유 배지에 m y o-in ositol이 첨가된 군에서는 배반포로의 발육률

이 2배 가량 증가되었으며, BSA가 함유된 배지에서는 유의적인 차이가 없었다.

Myo-in ositol은 일반적으로 vitam in s의 일종으로 구분되어지며 BSA 정제과정중에 소량이

혼합되어 있는 것으로 알려져 있다. 그러나 소량으로도 충분한 생리활성이 있으므로 BSA

가 함유된 배지에서는 m yo-in ositol의 효과를 확인할 수 없었던 것으로 생각된다.

Myo-in ositol이나 그 대사산물은 세포 신호전달 과정에서 중요한 역할을 하며,

in ositol-1,4,5 tr ip h osp h ate는 이차전령으로의 역할과 직접적인 세포분열 촉진작용을 한다고

하였다.(10) 또한 수정단계에 세포내 칼슘분리 작용을 하며(31) glycine 등과 같이 내삼투

압 인자로서의 역할도 한다고 하였다.(33)

Table 32. Effect of BSA, PVA an d m yo-in ositol on bovine em bryo d evelop m ent in SOFaa

Med iu m
M acro

m olecu le
Myo-in ositol O ocytes cleaved blastocysts h atched

SOFaa BSA - 135 105(77.7) 52(38.5)a 29(21.5)d

SOFaa BSA + 135 104(77.0) 50(37.0)a 25(18.5)d

SOFaa PVA - 134 106(79.1) 26(19.4)b 7(5.2)e

SOFaa PVA + 132 103(78.0) 51(38.6)a 19(14.4)d ,e

M 199co-cu ltu re CS - 130 105(80.7) 37(28.4)c 19(14.6)d ,e

a b cd Dissim ilar su p er scr ip ts w ith in colu m n s d en ote stat istical d ifferences

(a b p <0.001, b cp <0.01, d e p <0.05)

제 3 절 O PU 유 래 수정 란의 동결 및 이식



1. 동 결보호제에 따른 수 정란의 동결융해 후 생존율

본 실험에서 EFS법이 PG＋Gly법 보다 배반포로의 발육률(56.5 vs. 331.%)과 탈출율(49.4와

13.2 %)이 유의적으로 높았다(Table 33). Eth ylene glycol은 PG와 glycerol 보다 세포막 투과

성이 높기 때문에 동결에 대한 세포내부의 손상을 줄일 수 있었으며,(34) Ficoll은 거대분자

량 물질로 세포외부의 결정화를 감소시켜서 동결과 융해시의 충격을 완화시켰고,(14) 또한

su crose는 비투과성 동결보호제로 수정란의 탈수를 유도하고 세포내의 얼음결정 생성을 감

소시킨 것으로 판단된다.(36)

EFSm 법과 Eg＋Gly법은 초자화 동결을 실시하기 이전 단계인 평형방법에서 단계를 2∼3

회 거치므로 세포의 삼투압 스트레스와 동결보호제 독성을 완화하여 융해후의 체외 발육률

을 향상시켰다. 그러므로 다양한 동결보호제의 선택도 중요하나 동결이전의 평형단계와 동

결보호제의 농도가 더 중요한 인자라고 생각한다.

Table 33. In vitro develop m en t an d h atchin g rates of in vitro p rod u ced bovine em bryos

vitrified w ith EFS, EFSm , or EG＋Gly

Treatm ents Em bryos d evelop m ent (%) h atch in g (%)

Pg+Gly 151 50 (33.1)a 20 (13.2)c

EFS 154 87 (56.5)b 76 (49.4)d

EFSm 147 91 (61.9)b 79 (53.7)d

Eg+Ely 160 93 (58.1)b 82 (51.2)d

a b c d Valu es w ith differen t su p er scr ip ts w ith colv lm n s d iffer sign ifican tly (a b p <0.05,
c p <0.01)

2. 동 결기법에 따른 수정 란의 동결융해후 생 존율

동결방법에 따른 수정란의 융해후 생존율 변화는 Table 34에서 보는바와 같이

slow -freezin g과 vitr ification 사이에 유의적인 차이를 보이지 않았다. slow -freezin g은 정밀

한 온도조절을 위하여 고가의 장비와 시간이 소요되므로 이러한 장비 없이 짧은 시간동안

동결처리할 수 있는 vitrification 은 기존의 slow -freezin g법을 대체할 수 있는 간편한 동결

법이라 생각된다.



Table 34. Re-exp an ded blastocysts du rin g IVC follow in g cryop reserv ation an d th aw in g

cryop reservation N o. of cryop reserved Re-exB 24hr s. Re-exB 48hr s.

slow -freezin g 67 51 (76.2) 47 (70.1)

vitr ification 69 49 (71.0) 43 (62.3)

3. LAA 첨가 효과

배양배지에 첨가된 LAA가 융해 후 생존율에 미치는 영향을 살펴본 결과 무첨가군(19.1%)

에 비하여 첨가군 (37.2∼58.8 %)의 생존율이 유의적으로 높았다(Table 35).

최근 수정란의 체외생산율은 급속하게 증가하였으나 체내란에 비해서 세포수가 적은편이

며 동결 후 생존율이 낮은 실정이다. 비록 형태학적으로 체내란과 유사한 정도의 좋은 등급

수정란이라 하더라도 동결에 대한 안정성은 극복되지 못하였다. LAA의 배지내 첨가는 동

결에 대한 저항성을 높여주었다. 이는 아마도 lin oleic acid가 이중 인지질 구조와 결합하여

막의 유동성을 증가시켰기 때문일 것이다.

Table 35. Effect of different tim in g of LAA exp osu re on the p ost-th aw su viv al of in vitro

p rodu ced bovine em bryos

Exp osu re to LAA
em bryos su rvived

20∼90h p i 90∼138hp i

- - 141 27 (19.1)a

- + 145 61 (42.1)b

+ - 140 54 (37.2)b

+ + 141 83 (58.8)c

sign ifican tly differen t betw een a an d b (p <0.02), b an d c (p <0.001)

4. 수 정란이식 후 수태율 평 가

가 . 황 체 등 급 및 수 정 란의 질 에 따른 수 태 율

수란우 선정시 요구되는 난소의 준비상태 및 수정란이식시 공여가능한 수정란의 지표를



마련하고자 수란우 황체등급 및 수정란 질에 따른 수태율을 비교한 결과(Table 36), 황체

1등급 군이 2등급 군에 비해 전반적으로 높은 이식후 수태율을 보였으며, 임신 90일에 황

체 1등급 군(28.1과 32.6%)이 황체 2등급 수정란 good 군에 비해 유의적으로 높은 수태율

을 나타내었다. 이로 미루어 보아 수란우 선발기준에 있어 황체직경 15 ㎜ 이상과 크라운

의 존재여부는 필수적이라 판단되며 동시에 공급가능한 최상급의 수정란을 준비하는 것

이 바람직하다고 생각된다.

Table 36. Effects of corp u s lu teu m (CL) & blastocyst qu ality on p regn an cy rates after

tran sfer of bovine em bryos derived from OPU

CL grade* BL qu ality**
N o. of em bryos

tran sferred

N o(%). of p regn an t at***

Day 45 Day 90

Ⅰ

Excellent 32 12 (37.5) 9 (28.1)

Good 43 16 (37.2) 14 (32.6)

Ⅱ

Excellent 36 11 (30.6) 8 (22.2)

Good 34 7 (20.6) 5 (14.7)

* Ⅰ : n orm al size (15-25 m m ) w ith good cr ow n , Ⅱ : sm all size (<15 m m ) w ith p alp able cr ow n .

** Gr ad in g b ovine em bry os by m orp h ological featu res w as follow ed by Ken ned y et al .(1983)

*** Th e p regn an cy d iagn osis w as confirm ed by u ltr ason ogr ap h y an d rectal p alp at ion

나 . h CG 투 여 효 과 및 투 여 시기 에 따 른 수 태 율

이식가능한 OPU 유래 체외수정란의 이식 공여시 수태율 증진을 위해 수란우에 h CG

1,500 IU를 처치한 결과(Table 37), sm all size (＜ 15 ㎜)의 황체를 가진 수란우에서의 처치

군(41.2 %) 수태율이 무처치 군(28.6%)에 비해 유의적으로 높았다.

또한 h CG 투여시기에 따른 수태율은 Table 38과 같은데, 발정 후 6일째 h CG 1500 IU를

주사한 군에서 수태율이 35.5 %로 0, 10일에 주사한 군(26.1와 22.2 %)에 비하여 유의적으로

높게 나타났다.

수정란 이식 이후에 착상 및 수태율을 향상시키기 위하여는 혈중 p rogesteron 농도와

estrogen 농도비율이 중요하다. 정상적인 수태가 이루어지기 위해서는 estrogen 농도가 낮

아야하며 p rogesteron 농도는 일정수준 이상을 유지하여야 한다. 발정 6일째(수정란 이식

1일 전) h CG 투여는 우세난포의 조기배란을 유도하여 혈중 estrogen 농도를 현저하게 줄

이고 배란 후에 형성되는 부황체는 p rogesteron 농도를 약간 상승시킨다. 그러나 전반적



인 호르몬의 비율(E/ P)은 뚜렷하게 감소하게 되므로 수태율 향상에 중요한 역할을 하게

된다. 본 실험의 결과에서도 h CG를 발정 6일째 투여한 군에서 유의적인 수태율 증가를

관찰할 수 있었다. 발정 0일째 투여군과 10일째 투여군에서는 혈중 estrogen 농도의 변화

가 거의 없었으므로 수태율에 영향을 주지 못하였던 것으로 사료된다.

Table 37. Effects of hu m an ch orion ic gon ad otrop hin (h CG) on p regn an cy rates after

tran sfer of bovine em bryos derived from OPU

CL grade* h CG treatm en t**
N o. of em bryos

tran sferred

N o(%). of p regn ant

at d ay 45***

Ⅰ

＋ 20 7 (35.0)a b

6 (35.3)a b
－ 17

Ⅱ

＋ 17 7 (41.2)a

－ 14 4 (28.6)b

* Ⅰ : n orm al size (15-25 m m ) w ith good cr ow n , Ⅱ : sm all size (<15 m m ) w ith p alp able cr ow n .

** h CG (1500 IU ) w as injected at d ay 6

*** Th e p regn an cy d iagn osis w as confirm ed by u ltr ason ogr ap h y an d rectal p alp at ion
a ,b Different su p er scrip ts w ere sign ifican tly d ifferent (p <0.05).

Table 38. Effect of h CG injection tim e on p regn ancy rates after tran sfer of bovine

em bryos derived from OPU

d ay of injection N o. of em bry os tr an sfered
N o(%). of p regn am t at

d ay 45 Day 90

0 23 7(30.4) 6(26.1)a

6 31 13(41.9) 11(35.5)b

10 27 8(29.6) 6(22.2)a

a ,b Differen t su p erscrip ts w ere significantly different (p <0.05).

다 . 자 궁 각 내 이 식 위 치에 따 른 수태 율

본 실험(Table 39)에서는 수정란이식시에 수란우 자궁각내 수정란 이식위치에 따른 수태

율을 검토하였으며, 자궁각 깊숙히 이식한 군(48.8 %)이 각간인대 부근에 이식한 군(28.1%)



에 비하여 유의적으로 높은 수태율을 나타내었다(13.9). 이는 수정란이식의 현장적용에 요

구되는 기술적인 면에 있어서의 향상이 필요하다는 점을 의미하는 것으로서, 수정란이식

기법이 보편화되기 위해서는 자궁내막에 손상을 주지 않으면서 자궁각 깊숙히 이식할 수

있는 충분한 기술을 갖추어야 할 것이다.

Table 39. Pregn ancy rate follow in g tr an sfer of bovine em bryos at tw o location s in the

u teru s

Em bryo Placem en t
Em bryo qu ality

Grade 1 Grade 2 Total

Deep 58.3% (14/ 24) 36.8 % (7/ 19) 48.8% (21/ 43)a

Sh allow 29.4 % (5/ 17) 26.7% (4/ 15) 28.1% (9/ 32)b

a .b m ean s in sam e colu m n w ith d ifferen t su p er scr ip ts are d ifferen t, p <0.01

라 . 신 선/ 동 결 수 정란 의 이 식 후 수 태 율 비교

신선란 및 동결란 이식에 따른 수태율은 Table 40 에서 보는 바와 같다. 신선란 이식시

수태율(39.1%)은 동결란(28.9 %) 이식시 수태율에 비하여 유의적으로 높게 나타났으므로 체

외생산된 수정란의 동결에 대한 저항성을 체내란과 유사한 수준으로 높이기 위하여 지속

적인 연구가 수행되어야 할 것이다.

Table 40. Com p arison of Pregn ancy rate betw een fresh an d cryop reserved bovin e

em bryos derived from OPU-IVP

Treatm ent
N o. of em bry os

tran sferred
N o.(%) of p regn ant

Fresh 64 25(39.1)a

Slow freezin g 38 11(28.9)b

a ,b Different su p er scrip ts w ere sign ifican tly d ifferent (p <0.05).

마 . O PU 유 래 산 자 생 산 결 과

본 과제의 최종 목표에 해당하는 OPU 유래 고능력우 생산과 관련된 결과는 다음과 같

다(Table 41). 연구 제 4 차년도 부터는 기존의 연구실적을 바탕으로 OPU 유래 고능력

수정란 대량생산 체계 설정을 위해 새로운 OPU system 을 적용한 바, 이전의 임신 공란우



에서의 OPU가 지니는 수정란 대량생산에의 제한성을 극복할 수 있었다.

본 table에서의 결과는 실험에 공여한 고능력우 11두를 기준으로 한 연구실적으로 수정

란 이식과 관련된 실험 d ata를 종합한 것이다. 생산된 OPU 유래 고능력 수정란의 총 수

인 674개는 공란우당 평균 45회의 실험에서 생산된 것이다. 이중 151개의 수정란을 동결

하여 이후의 생존성을 검토하고, 이중 일부를 수정란이식에 공여하였다. 총 294개의 수정

란을 수란우에 이식하여 37.1%에 해당하는 109두의 수란우에서 임신을 확인할 수 있었다.

또한 현재까지 생산된 산자는 42두 이며 다수의 수란우에서 임신이 진행중에 있다.

이로써 OPU 유래 고능력 산자의 대량생산체계가 확립되었다고 생각하며, 각 요인별 수

준을 향상시키기 위한 지속적 연구 수행 및 상업화 체계로의 변환을 위한 연구투자가 수

행되어야 할 것으로 판단된다.

Table 41. Pregn ancies after OPU-IVP treatm ent

N am e of
d on or cow

N o. of
em bryos

p rodu ced

N o. of
em bryos

frozen

N o. of
em bry os

tr an sferred

N o. of
p regn an cies

N o. of
calves born

스터피 73 47 8 2 1 1

리갈 오디세이 24 108 29 61 19 4

인그레이버 26 39 - 6 - -

카스퍼 에어로스타 195 41 11 7 2 1

프로제니터 41 47 17 12 4 1

리코 일루시브 152 29 - 5 3 2

제이드 벤자민 118 132 33 86 39 17

알린다 10 23 - 3 - -

인그레이버 니트로 46 6 11 2 -

프릴루드 블로썸 84 21 52 23 11

싸이먼 팬시폴 105 18 26 49 16 5

Totals 674 151 294 109 42







Table 42. 젖소 종빈우 도입 규격

구 분 내 역 형 질 도 입 규 격 임 계 능 력 신 뢰 도

미국

부

유량(PTAM)
–상위 10%이상

선택 2

–TPI 10%이내

상위 30%이상 80%이상
지방량(PTAF)

단백질량(PTAP)

체형(PTAT)

모

유량(PTAM)
–상위 10%이상

선택 2

–CTPI 10%이내

상위 30%이상 45 %이상
지방량(PTAF)

단백질량(PTAP)

체형(PTAT)

캐나다

부

유량(EBVM)
–상위 5 %이상

선택 2

–LPI 5 %이내

상위 20%이상 80%이상
지방량(EBVF)

단백질량(EBVP)

체형(F,C)

모

유량(EBVM)
–상위 5 %이상

선택 2

–CLPI 5 %이내

상위 20%이상 45 %이상
지방량(EBVF)

단백질량(EBVP)

체형(F,C)

–Pred icted Tr an sm ittin g Ability (PTA) m ilk / fat / p r otein / typ e; Estim ated Breed in g Valu e (EBV) ;

LPI(Lifetim e Pr ofit In d ex), TPI(Typ e Pr od u ction In d ex)

–유방형질 (U D C; u d der com p osition , M S; m am m ary sy stem )의 능력기준도 상위 30% 이상이어야 함

–외모점수 : 90점이상 (모), 85점이상 (외조모)

도입 종빈우의 능력기준은 설명한 바와 같으나, 그 연령기준은 다소 논의의 차가 있었다.

도입우의 연령기준을 15개월령 이하의 H eifer로 설정하는 경우는 반복적인 OPU 진행 (주2

회/ 연 100여회)시의 난소 활성도에서 경산우에 비해 높은 난포발육능을 유지하며, OPU 유

래 회수 난자수가 많다는 장점을 지니고 있는 반면, 고능력 수정란 생산 및 보급에 있어

부·모의 유전형질은 객관화된 자료가 존재하되, 도입 종빈우 자체의 검증된 능력자료가 없

다는 단점이 존재한다.

이와는 달리 경산우를 도입할 경우에는 검증된 능력자료는 존재하지만 앞에서 설명한

h eifer에 비해 난소발육능 및 회수 난자수가 저하되는 경향이 있고, 현실적으로 도입가격이

2∼3배 이상을 호가한다는 문제점이 존재한다.

따라서 그 절충방안으로 h eifer를 도입 종빈우 대상으로 선정하되 도입 종빈우 유래 산자

가 현장에서 능력을 발휘하기까지의 시간 (약 3년 이상)내에 도입 종빈우 자체의 임신 및

착유를 통하여 국내 검증기관에 의해 객관적 검증자료를 확보할 계획이다.



본 서울우유 협동조합은 현 연구과제 종료시점인 2000년도부터 개발된 연구기술의 현장적

용을 위하여 우선적으로 우수 공란우의 확보 및 연구시설·인원 확충에 대한 투자를 결정하

였으며, 그 첫 번째 진행과정으로 종빈우의 확보 (2000년; 약 20여두)를 위해 선발기준을 설

정하였고, 현재 보충·수정 작업을 추진 중에 있다.

또한 각계의 축산관련 전문인 (한국종축개량협회, 축협중앙회 젖소개량부, 서울우유 지정

수의사회, 젖소검정사업 연합회 및 서울우유 지도부) 8인으로 구성된 종빈우 선정 심의위원

회를 구성하였으며 최종 적격우 선발과정 및 결과를 주관하게 하였다. 한편 이와는 별도로

예상 도입 종빈우의 현지 심사를 위하여 심사단을 구성, 현지에서 직접 종빈우의 외모상태

(혈통서, 체형이상유무, 발육상태 등), 생식기상태 (생식기 기능·구조, 난소이상유무) 및 정

상기립상태 (정상자세, 발굽이상유무) 등을 심사하여 심의위원회가 도입우 선정에 대한 최종

결정을 내리는데 있어 중요한 자료를 보고하도록 하였다.



제 4 장 결 론

사람에 적용되었던 난자회수기법이 소에 적용된 이후로 소에서 초음파를 이용한 난자회수

기법은 본격화되었다. OPU 기술은 살아있는 공란우로부터 안정적으로 난자를 회수할 수

있는 방법으로 확인되었으며 전세계적으로 널리 이용되고 있다. 몇몇 연구들은 좀더 세분

화된 회수기법에 관하여 조사중이며 회수 난자의 수와 질을 높이기 위하여 시도되고 있다.

최근에도 Becker 등(1996)에 의하여 내시경에 의한 방법이 초음파 이용기법과 비교되었으

며, 끊임없는 신기술이 개발되고 있다. 그들은 15두의 처녀우에서 주1회씩 초음파 이용법과

내시경 이용법을 비교하였으며, 초음파 이용법은 질을 이용하여 비수술적으로 접근하였으나

내시경은 수술적기법인 복부절개술을 적용하였다. 두가지 방법에 따른 회수난자수에는 큰

차이가 없었으나 회수된 COC의 등급에는 뚜렷한 차이가 있었다. 난구세포가 벗겨진 난자

의 수가 초음파이용법에 비하여 내시경 이용법에서 유의적으로 높게 나타났다(62 % v s

66%). 이는 아마도 내시경과 연결된 회수시스템에서 회수될 때 발생하는 소용돌이 현상 때

문일 것이다. 초음파 이용법은 공란우의 질, 전정, 내부장기 등에 대한 손상이 비교적 적고,

내시경법은 난소에 대한 손상이 작은 방법으로 사료된다.

소에서 적용할 수 있는 보조번식술로 가장 중요한 인자는 경비이다. 반복성과 안정성이

있는 IVF 기술은 비용면에서 매우 매력적이다 라고 Ian Gord on은 설명하였다. 이러한 착안

점에서 새로운 OPU 시스템은 기존의 고가의 lon g n on-disp osable 시스템의 단점을 값싼 1

회용 주사침을 이용할 수 있는 방법으로의 전환이라는 점에서 효과적인 방법이다. 이 일회

용 주사침은 stain less steel con nector에 의해서 silicone tu be와 연결된다. 이 장비는

stain less steel tu be속으로 삽입하여서 사용하며 주사침의 전진 및 후진을 용이하게 할 수

있는 단단히 결합된 구조이다. 무뎌진 주사침은 초음파 장비가 질 속에 고정되어 있는 상

태에서도 간단하게 새것으로 교환하기만 하면 된다. 이러한 n eedle giu d an ce system 은 초

음파 장치의 tran sdu cer와 함께 일측성으로 조합되어 있으므로 주사침의 길이를 무효공간

없이 최대로 이용할 수 있게 해주며, 날카로움을 유지하면서 저렴하고 또한 위생적인 차원

에서의 실험 진행 등 많은 장점을 지닌다.

새로운 OPU 시스템은 상업적으로 구입이 가능하다. 새로운 장비를 사용하기 위하여 첫

번째는 고려하여야 할 사항은 주사침의 형태이다. 일회용 주사침은 다수의 서로 다른 길이

와 직경을 가진다. 살아있는 소에서의 적용은 우선 18-g 주사침을 사용하였다. 초창기의

회수율은 46∼55 %로 다른 연구실과 비슷한 수준이었다. 실험의 결과로 확인된 명백한 사

실은 난자 회수율을 결정하는 중요한 인자가 개체차라는 점이다. 난자의 회수율은 매우 다

양하게 변화하며 개체간의 차이도 있으나 동일우에서도 기간에 따라 다르게 나타났다.



실험 초기 단계인 3∼4회 정도의 회수 결과 우수한 개체는 이후에도 회수율이 좋을 수는

있지만 난자 회수율은 여전히 예측하기 어렵다. 추가적으로 OPU 실시 이전에 난소의 활력

을 초음파로 확인하여야 어느 정도 실험에 도움이 될 수 있다. d e Roover 등(1997) 은 OPU

실시이전에 최소 5회 정도 난포발육 변화상을 확인하여야 흡인 가능한 난포수를 예측할 수

있다고 하였으며 여전히 회수 난자수는 예측하기 어렵다고 하였다.

난자의 회수방법은 난구난자복합체(Cu m u lu s Oocyte Com p lex)의 형태에 많은 영향을 주

며, 특히 회수된 난자의 질에 따라서 추후 배양에 의한 배반포로의 발육이 좌우된다. COC

를 회수할 때 주어지는 기계적인 힘은 주사침의 직경과 회수압력에 의해서 결정된다. 이 두

가지 인자는 각 회수 시스템에서 발생할 수 있는 회수난자의 손상정도를 결정한다. 단순히

주사침의 직경만 변화시키더라도 흡인되는 액체의 양은 3배정도로 변화하며 난구세포의 형

태에 많은 영향을 미치게 된다. 이러한 주사침의 직경과 흡입압력에 따른 변화를 측정하는

원칙을 개발하여 많은 수의 난포를 서로 다른 조합 하에서 회수 및 비교하였다. 새로운 장

비를 이용하여 도축장에서 회수한 난소를 기타조건 변화 없이 살아있는 소에서 적용하는 것

과 동일한 방법으로 난포를 흡인하였다.

이러한 조건하에서 많은 수의 난포를 흡인하고 회수한 난자를 군별로 나누어서 회수율,

손상정도 및 배반포로의 발육률을 조사하였다. 가장 좋은 결과는 작은 직경의 주사침(19-g)

에서 낮은 압력(50∼70 m m H g)하에서 얻어졌다. 직경이 큰 주사침은 많은 양의 액체를 흡

인할 수 있으나 주사침의 내부에서 소용돌이 현상이 발생할 가능성이 커진다. 이러한 와류

에 의해서 난구세포의 탈락 현상이 발생한다고 Becker 등(1996)은 보고하였다.

높은 압력을 사용할 경우에는 주사침의 직경과 관계없이 난구세포가 제거된 난자의 비율

이 높아졌다. 결과적으로 높은 압력하에서 회수된 난자의 배반포율은 낮았다. 그러므로 적정

압력을 사용하는 것이 CO C의 형태 및 이후의 발육률에도 영향을 미친다.

만약 다수의 난구세포 탈락 난자를 회수하였다면, CO C가 원래 불량한 상태이거나 OPU

자체에 의한 회수단계에서의 손상을 추정할 수 있다. 이러한 문제를 해소하기 위해서는 서

로 다른 주사침의 직경과 압력에 맞는 방법을 예비 실험을 통하여서 확인하여야 한다. 도

축장에서 회수한 난소를 흡인채취하기 이전에 미리 확인한 난구난자복합체를 정해진 직경과

압력하에서 회수 및 판별하여야 한다. 종합적으로 판단하였을 때 새로운 장비에 의한 회수

방법은 CO C에 손상을 적게 주는 방법으로 사료되며, 기존의 장비를 대체할 수 있는 좋은

장치로 생각된다.

추가로 연구되어야 할 부분은 회수난자의 수이다. 회수율은 100개의 난포로부터 회수한

난자의 수를 표현한 것이다. 회수율은 매우 다양하게 나타날 수 있으며 OPU 장비의 성공

적인 적용을 판별하는 기준이 된다. 초음파유도에 의한 OPU는 화상에 나타난 난포를 흡인

하여 난포액과 함께 채취하는 기술이다. 이러한 시각적인 판단은 난포의 직경이 2m m 이하



에서는 불가능하다. 2m m 이하에서는 난자회수는 우연히 발생한다. 이 경우에서는 난포수에

는 포함되지 않으면서 난자수에는 포함이 된다. 경우에 따라서 흡인한 난포수보다 회수한

난자수가 더 많을 수도 있었다. 그러므로 난자회수는 개체별로 난자의 총수를 표현하는 것

이 적절하며 초음파를 이용하지 않고도 난자회수가 가능하다고 한 보고도 접할 수 있었다.

비록 수년 전부터 전세계적으로 OPU 기술이 확대되었으나 개체별 체외배양에서 발육능

을 발표한 문헌은 거의 없는 실정이다. 한가지 원인으로 OPU기술을 수태능을 상실한 공란

우에 적용하는 경우가 많기 때문이다. 일반적으로 OPU 기술은 난자를 회수할 수 있는 안

전한 방법으로 알려져 있다. Pieterse 등(1996)은 초음파 유도 OPU 기술이 내시경법에 비

해 손상이 적으며 공란우의 수태능에 지장 없이 반복적으로 적용할 수 있는 방법이라 하였

다. 이 기술은 송아지에 적용 시에도 미래의 수태능에 지장을 주지 않았다고 Brow n et

al.(1996)이 보고하였다. 또한 직장 내에서 난소와 자궁을 다루는 OPU 기술은 임신우에서

도 손상을 주지 않고 반복적으로 적용할 수 있는 방법이라고 하였다. 한가지 부작용으로는

라마에서의 OPU에서 난포내 혈종생성이다. 소에서도 흡인 후 2∼3일 경에 초음파 상에서

난포와 유사하면서 증가된 음영으로 관찰되었다. 그러나 난소의 기능에 혈종이 영향을 미

치지는 않으며 장기간의 OPU에 따른 생식능의 변화에 관한 추가적인 연구가 필요하다.

반복적인 OPU 처치에 따른 단점으로는 경막외마취에 대한 스트레스이며 이는 수주 뒤부

터 나타난다. 가능성 있는 대체방안으로 lid ocain이 함유된 윤활물질을 사용하는 것이다. 이

물질의 난자 독성에 관한 사항은 추가로 연구되어야 한다.

결론적으로 적절한 수와 질을 가진 난자를 최대로 회수하기 위해서는 주사침의 직경과 흡

입압력의 선택을 정확하게 하여야 한다. 기술적인 측면에서의 접근은 생물학적인 접근방법

에 비하여 많은 수의 치밀한 CO C를 얻을 수 있는 방안을 찾을 수 있는 간편한 방법이다.

난자회수방법의 변화는 많은 수의 높은 등급 난자를 얻기 위하여 끊임없이 진행되었다.

많은 연구소에서 1주에 2회 OPU를 실시하는 방법을 이용하고 있다. 최근 연구에서는 3일

간격 OPU 방법이 4일이나 7일 간격 OPU에 비하여 더 많은 수의 높은 등급 난자를 얻을

수 있다고 하였다. 아마도 OPU 처치 후 3일 뒤에 우세난포의 발육이 시작되는 것에서 이

유를 찾을 수 있다. 본 실험에서도 1주에 2회 OPU를 실시하면서 우세난포는 거의 찾아볼

수 없었다.

생물학적 접근법에서 외부호르몬 투여는 일반적인 수정란 이식 프로그램에서 적용하는 방

법과는 차이가 있고 훨씬 더 복잡한 반응을 나타내었다. 수정란이식을 위한 과배란 처치

기술은 많은 연구보고 결과가 있지만 OPU를 실시하기 이전에 호르몬 처치법에 관하여는

거의 연구된바가 없는 실정이다. OPU 프로그램에서 호르몬을 처치하는 것은 난포발육을

촉진하여서 직경 3∼10m m 정도의 난포수를 증가시켜서 흡인을 용이하게 하기 위해서이다.



OPU 처치에서 가장 큰 장점은 반복적인 처치가 가능하다는 것이므로 호르몬 처치시에도

장기간 동안 지속적인 난포발육촉진 효과가 있어야만 한다.

일반적인 과배란 처치기법을 변형하여 적용하여서 다양한 결과를 확인하였다. 몇 가지 처

치법에서는 회수율에 영향이 전혀 없었다. 예를 들어 FSH 처치법에 의하여 흡인처치는 약

2배로 증가하였으나 회수한 난자와 배반포로의 발육률은 무처치군과 비슷하였다. 한편 호

르몬 처치를 반복적으로 할 수 없고 1회 처치후 장기간의 휴식시간이 요구되는 단점이 있

다. 이런 단점을 극복하기 위하여 난포발육에 촉진적 효과가 있는 som atotrop in을 사용하

여 지속적인 난포발육을 기대할 수 있다.

소의 som atotrop in은 명백한 난포발육 촉진효과가 있으며 흡인가능한 난포의 수를 증가시

킨다. 이유로는 소의 영양 상태에 따라서 조직의 IGF-1농도를 증가시키기 때문이다. 성장호

르몬은 동물의 영양 상태에 따라서 영향을 많이 받는다. 장기지속형 γBST처치는 대조군에

비해서 난포의 총 수를 유의적으로 증가 시켰다. 그러나 이러한 증가에 불구하고 회수한

난자의 수는 증가되지 않았다. 가능한 설명으로는 FSH 투여와 마찬가지로 CO C의 형태학

적인 변화로 인하여 난포벽으로부터 난자의 탈락이 이루어지지 않았기 때문일 것이다.

Blon din 등(1995)은 난자의 비정상적인 빠른 성장이 FSH 처치 후 관찰되었다고 하였다. 각

각의 호르몬 처치방법에 따라서 난포발육의 효과가 어느정도 있을 수 있지만 OPU-IVP 연

계 상황에서 비용에 관한 내용을 배제할 수는 없다. 그러므로 장기지속성 γBST의 OPU

천 처치방법은 적합하지 않다.

유전적으로 우수한 공란우에의 OPU-IVP 적용은 경제적으로 적절한 방법과 함께 이루어

져야 한다. 일반적으로 사용하는 성선자극 호르몬은 추가비용으로 사료되며 기본적인 호르

몬 지식과 함께 실질적인 확인 작업이 많이 필요할 것이다. 다른 종류의 호르몬들에의한

사용방법이 가까운 미래에 연구되어야 할 것이다. 아마도 서로 다른 종류의 호르몬 처치법

이 한가지 해결 방안이 될 수 있을 것이다. Rieger 등(1991)은 기본적인 수정란 이식 프로

그램에서 FSH 와 함께 BST를 적용하여 난소 반응을 향상 시켰다. 그러나 호르몬 공용 사용

에서도 이식 가능한 수정란으로의 발육률에는 변화가 없었다. 이 결과는 Gray 등(1993)의

결과와 유사한 것으로 이식 가능한 수정란의 수에는 변화가 없다는 것이다. 그러나

Ku ehn er 등(1993)은 FSH와 함께 γBST를 처치하여 처녀우에서 황체의 수를 유의적으로 증

가 시켰으며 전반적인 이식 가능한 수정란의 수로 증가 시켰다. 결론적으로 FSH 나 PMSG

와 함께 BST를 사용시 촉진적 효과를 얻을 수 있으나 다양한 용량의 투여 계획이 적용될

수 있다. 이외에도 호르몬에 대한 복합적인 반응으로 인하여 난포내의 미세환경이 변하고

CO C의 형태학적 변화가 관찰되는 점을 고려해야 한다.

OPU-IVP 체계를 적용하기 위한 상업적 방법이나 불임공란우 사용에 대하여는 몇 가지

고려 사항이 있다. Looney 등(1994)과 H asler 등(1995)은 OPU-IVP 체계의 상업적 적용에



관한 많은 결과를 보고하였으며, D on n ay 등(1997)은 다양한 종의 처녀우에서 실험적 OPU

의 가능성을 시사하였다. 이들은 평균 두당 20개의 배반포를 2개월간 생산 하였다. 동결란

의 이식으로 평균 26%의 수태율을 얻었으며 2개월간 주2회 실시로 두당 평균의 5두의 산자

를 생산하였다.

동결란의 생산은 상업적으로 매우 흥미있는 작업이지만 동결란의 안정성을 위하여 많은

연구가 수행되어야만 한다. 체외에서 생산한 수정란의 동결에 대한 안정성은 낮은편이며

체내에서 생산된 수정란과 기본적인 형태학적 차이 때문으로 사료된다. 지속적인 연구로

인하여 체외생산된 동결란의 수태율이 세계적인 수준을 기준으로 할 때 45 % 정도로 향상되

었으나 체내에서 생산된 동결란의 55 % 수태율에 비해 낮은 실정이다. 평균적으로 신선란

에 비해 동결란의 수태율은 10%정도 낮은 편이다.

결론적으로 체외 생산된 수정란의 수태율을 좋게 유지하기 위해서는 신선란을 이식하여야

한다는 것이다. 이용할 수 있는 수란우의 규모가 작을 경우에는 발정동기화를 실시하여 공

여 수정란과 수란우와의 동기화가 정확하도록 하여서 수태율을 증가 시켜야 한다. 발정이

관리되는 수란우의 규모가 클 경우에는 선별하여서 발정 후 7일 되는 수란우 만을 지속적으

로 이용할 수 있다. 이 경우에는 발정관찰을 정확하게 하여야 이식 적기를 결정할 수 있다.

Kru ip 등(1997)은 방대한 분량의 체외 수정란 생산, 수태, 분만 및 산자에 관한 결과를 요

약하였다. OPU-IVP의 적용단계에서 주의해야 할 몇 가지 문제점으로는 IVP 수정란이 AI

에 비해서 임신감정후의 태아사멸이 많다는 것이다. 추가적으로 임신기간의 장기화와 IVF

유래산자의 체중 증가가 보고되었다. 또한 난산, 분만시 사망, 소뇌형성부전등의 기형이 보

고되기도 하였다. 이들 보고에서는 총 12두의 OPU-IVF 유래 생산 산자들 중, 모두 형태학

적으로 건강하였으나 1두가 1주령에 시각장애가 있었다. 기타 장애현상은 나타나지 않았으

며 IVF 수정란의 발육에서의 문제점을 연구하는 자극제로 작용할 것이다.

초음파유도 OPU 체제는 살아있는 우수한 공란우에서 난자를 반복적으로 채취할 수 있는

방법이며 IVF와 연계시킬 경우 세대간격을 줄일 수 있고 유전적 계량 속도를 가속화하며

난자의 발육능을 연구할 수 있는 체계이므로 전세계적으로 널리 이용되어 질 것이다. 난포

발육을 촉진하는 방법을 확립하고 체외생산 수정란의 동결기법을 개선한다면 기존의 고전적

수정란 이식 기술을 훌륭히 대체할 것이다.
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