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착상전 생쥐 배아 발달에 대한 Apoptotic Gene의 발현 
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Objective : The aim of this study was to evaluate the influence of three different media on 
preimplatation embryo development and the expression of Bcl-2, Mcl-1, Bax, and Bok  in mouse. 

Materials and Methods: Two-cell embryos were retrieved from ICR female mice (4 weeks old) at 
48 hr after hCG injection and cultured in Ham's F-10, HTF, and G1.2 media. The developmental rate of 
2-cell embryos was evaluated from 24 hr to 72 hr after culture. RT-PCR was performed for the 
detection of Bcl-2, Mcl-1, Bax, and Bok  gene expression. 

Results: The rates of morula and blastocyst in HTF and G1.2 media (88%, 98.1%) were significantly 
higher than those in Ham's F-10 media (39.6%) at 48 hr. Likewise, the rates of hatching and hatched 
blastocyst in HTF and G1.2 media (21.9%, 52.9%) were higher than those in Ham's F-10 media (3.5%) 
at 72 hr. Bcl-2 and Bax mRNAs were highly detected in embryos cultured in Ham's F-10 when 
compared in embryos cultured in HTF and G1.2. In contrast, the expression of Mcl-1 and Bok was not 
significantly different. 

Conclusion: These results show that HTF and G1.2 culture media increase the rate of blastocyst 
formation and stimulate Bcl-2 and Bax gene expression in mouse preimplantation embryos. 
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포유류 발생 초기에 배아는 수정 후 최소한 96~ 

120시간 동안 나팔관을 따라 내려오면서 일련의 난

할이 진행되어 포배 초기에 이른 배아가 자궁벽에 

착상을 하게 된다. 이러한 착상전 배아 발달 과정은 

임신의 성공에 있어 결정적으로 중요한 시기이다.1 

왜냐하면 수정 후 많은 수의 배아들은 분절화 (frag-

mentation), 정지 (arrest) 및 죽음 (dying) 등으로 인하

여 배아 발달을 계속적으로 진행할 수 없기 때문이

다. Janny와 Menezo는2 생쥐와 인간 배아에서, 수정 

후 15~50% 배아들이 착상전 배아 발달시 죽게 되

며 체외 배양에서 인간 배아의 단지 30~50%만이 

포배기까지 성장한다고 보고하였다. 

보조생식술에서 체외 수정 후 체외 배양된 배아

를 자궁내로 이식시 착상률은 자연적인 착상률과 

비교할 때 매우 낮으며 출산 성공률은 15% 정도로 

보고되고 있다.3,4 이는 체외 수정과 배아 이식 과정 

중에 물리적 또는 화학적 배양조건이 모체와 동일

하지 않고, 배양액 자체의 부적합한 조성으로 인해 
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일어나며 배아 발달의 정지와 퇴화가 빈번히 발생

하여 임신율을 높이는데 많은 어려움이 따르고 있

다.5~7 최근에 수정란의 체외 발달률 및 임신율을 보

다 높이기 위한 노력 중 모체의 난관과 유사한 새

로운 배양액의 개발 및 배양액의 조성 성분을 바

꿔 보완시키거나 공배양을 첨가하는 등의 배양조건 

개선을 위한 연구들이 활발히 진행되고 있으며,8 최

근에도 Gardner 등9,10은 체외에서 초기 배아의 배양

시 대사적 요구가 단계적으로 변화할 수 있으므로 

둘 이상의 연속 배양액을 사용하여 더 많은 수의 

양질의 포배기 배아를 얻을 수 있고 이를 이식하여 

45.5%로의 개선된 착상률을 얻었다고 보고하였다. 

한편으로, 수정란의 생존은 난자의 성장과 성숙

시에 축적된 모체의 mRNA와 단백질에 의존하며, 

이 물질들은 착상전 배아의 genome activation이 이

루어지기 전 초기 난할단계에서 이용될 것으로 여

겨지고, 난할 초기에 일어나는 genome activation은 

programmed cell death를 방해하는 것으로 보고되었

다.11 최근에 조류와 포유류의 착상전 배아에서 여

러 개의 세포고사를 조절하는 유전자들이 일시적으

로 발현되는 양상이 발표되었으며11 초기 배아 발달

시 일어나는 세포고사는 Bcl-2계 유전자에 의해 영

향을 받는다고 보고되었다.12,13 

본 실험에서는 수정 후 배아 발달 과정에서 자연

스럽게 일어나는 것으로 알려진 배아의 세포고사 

현상이 배양액에 따라 어떠한 영향을 받게 되는지

를 생쥐 배아를 이용하여 그 발달률로 살펴보고, 

이때 배아의 세포고사 현상에 관여하는 것으로 알

려진 Bcl-2계 유전자의 발현양상을 살펴봄으로서 간

접적이나마 배양액이 배아의 생존에 미치는 영향을 

알아보고자 하였다. 

 

연구 대상 및 방법 

1. 배양액의 준비 

생쥐의 2세포기 배아를 체외 배양하기 위하여 사

용한 배양액은 F-10 Nutrient Mixture Medium (Ham's 

F-10, Gibco, USA), Human Tubal Fluid (HTF) 및 G1.2 

(IVF Science, Sweden) 배양액이었다. Ham's F-10 배

양액은 1 mM Ca-lactate (Calbiochem, Germany), 20 

mM NaHCO3 (Sigma, USA) 및 각각 0.075 g의 anti-

biotics (Streptomycin sulfate; Penicillin-G, Sigma, USA)

를 첨가하여 제조하였다. HTF 배양액은 101 mM 

NaCl, 4.7 mM KCl, 0.37 mM KH2PO4, 0.2 mM MgSO4

·7H2O, 25 mM NaHCO3, 2 mM CaCl2·2H2O으로 이

루어졌으며 여기에 21.4 mM Sodium lactate, 0.33 mM 

Sodium pyruvate, 2.8 mM Glucose, 1 mM Glutamine, 

0.1 mM EDTA, 0.025 g Streptomycin sulfate 및 0.025 g 

Penicillin-G를 첨가하여 사용하였다. 또한 상품화된 

G1.2 배양액을 사용하였으며, Dulbecco's phosphat e 

buffered saline (DPBS, Gibco, USA)은 0.1 g CaCl2 (Gi-

bco, USA)를 첨가하였다. 본 실험에 사용된 배양액

은 모두 하루 전 37℃, 5% CO2 배양기에서 안정화

시켰다. 

2. 실험 동물 및 배아의 준비 

본 실험에서는 명 14시간, 암 10시간으로 광주기

를 조절하고 물과 먹이가 충분히 공급되는 상태에

서 사육한 ICR계 생쥐로 암컷은 생후 4~6주된 것, 

수컷은 생후 8주 이상된 것을 사용하였다. 

배아를 얻기 위하여 5 IU의 pregnant mare's serum 

gonadotropin (PMSG, Sigma, USA)을 암컷에 복강 주

사하고 48시간 후 5 IU의 human chorionic gonadotro-

pin (hCG, Sigma, USA)을 주사하여 과배란을 유도한 

후 수컷과 교배시켰다. hCG를 주사한 후 48시간째

에 경추탈골법으로 도살한 후 난관관류법을 이용하

여 2세포기의 배아를 회수하였으며, 형태학적으로 

정상적인 것만을 선별하여 실험에 이용하였다. 

3. 수정란의 배양 및 관찰 

회수된 2세포기 배아를 DPBS 용액으로 2회 이상 

세척한 후에 세 군으로 나누어 혈청이 첨가되지 않

은 Ham's F-10, HTF 및 G1.2에서 배양하였다. 배아

는 24시간 배양한 후 난할 정도에 따라서 2~3세포

기 배아군과 4~8세포기 배아군으로 나누어 72시간

까지 추가로 배양하고 관찰하였다. 이때 세 군의 배

아들을 37℃ 온도에서 공기 중 5% CO2, 100% 습도

로 유지하였다. 

4. Total RNA 추출 및 RT-PCR 

2세포기 배아를 24시간 배양한 후 각 발달단계별

로 나누어 72시간까지 추가 배양하여 얻은 배아를 
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2 ml eppendorf tube에 넣어 -70℃에 보관하였다. 

획득한 배아는 RNeasy mini kit  (Qiagen, USA)를 

사용하여 total RNA를 분리하였다. Reverse transcrip-

tion은 DEPC-DW로 최종 부피를 20 ? l로 맞춘 total 

RNA에 10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 1 mM 

dNTP, 1 unit의 RNase inhibitor, 2.5 ?M Random Ha-

xamers 그리고 2.5 unit MuLV reverse transcriptase를 

넣어 총 60 ? l의 부피로 맞춘 혼합 용액에서 수행하

였다. 

RT 반응은 65℃에서 10분 동안 RNA를 denatura-

tion 하고, 42℃ 온도에서 60분 동안 RNA를 역전사

하여 cDNA를 합성하고, 99℃에서 5분 동안 MuLV 

reverse transcriptase를 불활성화시키는 과정으로 진

행되었다. PCR 반응은 10 mM Tris -HCl, pH 8.3, 50 

mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM의 dNTP, 1 unit Taq 

polymerase (Takara, Japan), 10 pmol 5'과 3' primer 그

리고 RT product를 첨가하고 Roche PCR machine을 

사용하여 PCR를 수행하였다. 

PCR 반응은 첫번째 cycle에서 95℃, 10분 동안 de-

naturation을 행하였고, primer에 따라 annealing 하기 

알맞은 온도를 택하여 Bcl-2는 55℃, Mcl-1은 50℃, 

Bax는 61℃, 그리고 Bok는 50℃에서 5초 동안 anne-

aling을 수행한 후 72℃로 extension 과정을 수행하였

다. 이렇게 얻어진 PCR product를 0.5 ? g/ml의 ethi-

dium bromide를 첨가한 1.8% agarose gel에 전기영동

하여 UV하에서 관찰하였다. Band density는 Gel-Doc 

2000 (Bio-Rad, Italy)를 이용하여 측정하였다. 

5. Primer Pairs  

본 실험에서 RT-PCR에 이용한 Bcl-2, Mcl-1, Bax 

및 Bok cDNA의 primer pairs는 Table 1에 제시하였다. 

6. 통계 처리  

실험 결과 비교에 대한 통계 처리는 Pearson's Chi- 

Table 1. Primers designed for amplification of the target mRNA in RT-PCR reaction 

Name of the 
gene product Forward (F) and reverse (R) primer sequences RT-PCR 

product size 
Gene Bank 

accession No. Reference 

Anti-apoptotic     

F 5'-ACTTTGCAGAGATGTCCAGT-3' 
Bcl-2 

R 5'-CGGTTCAGGTACTCAGTCAT-3' 
217 bp U34964 (14) 

F 5'-TTAAAAACGAGGACGATGTT-3' 
Mcl-1 

R 5'-CCTTCTAGGTCCTGTACGTG-3' 
268 bp AF115380 (15) 

Pro-apoptotic     

F 5'-CGGCGAATTGGAGATGAACTG-3'
Bax 

R 5'-GCAAAGTAGAAGAGGGCAACC-3'
160 bp L22473 (16) 

F 5'-TCTTCTCAGCAGGTATCACA-3' 
Bok 

R 5'-CTGTGCTGACCACACACTT-3' 
207 bp AF027954 (17) 

Table 2. In vitro development of mouse 2-cell embryos cultured in different media for 24 hr 

Developmental stage (%) 
Media Total No. of 2-cell embryos 

2~3-cell 2~3-cell 

Ham's F-10 366 254 (68.2) 112 (31.2) 

HTF 760  83 (10.1)* 677 (89.9)* 

G1.2 504  65 (15.2)* 439 (84.8)* 
* p<0.01, when compared to embryos in Ham's F-10 
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square test로 시행하였으며, p값이 0.01 보다 작은 경

우를 유의성이 있다고 판정하였다. 

 

결  과 

1. Ham's F-10, HTF 및 G1.2 배양액에서 2세

포기 배아의 발달률 비교  

과배란을 유도와 교배로 얻은 ICR계 생쥐 2세포

기 배아를 각각의 배양액에 24시간 배양한 후 난할 

정도에 따라 2~3세포기와 4~8세포기로 나누어 72

시간까지 추가로 배양하였다. 24시간 배양한 후 발

달률을 비교하였을 때 HTF 및 G1.2에서는 4~8세

포기로의 발달률이 각각 89.9% (677/760)과 84.8% 

(439/504)로 나타난 반면, Ham's F-10에서는 31.2% 

(112/366)로 나타나 배양액의 종류에 따라 2세포기 

배아의 발달률에 차이를 보였다 (Table 2). 

24시간 배양한 후 4~8세포기에 이른 배아는 Ham's 

F-10, HTF 및 G1.2에서 48시간 배양하였을 때에도 

상실배 이상으로의 발달률이 각각 39.6%, 88%와 

98.1%로 나타났으며, 2~3세포기에 이른 배아의 발

달률도 각각 2.2%, 11.5%와 10.6%로 현저한 차이를 

보였다 (Table 3).  

이러한 현상은 Ham's F-10, HTF 및 G1.2에서 72시

간 배양한 후 발달률을 비교하였을 때 역시 hatch-

ing과 hatched blastocyst로의 발달률이 Ham's F-10의 

경우에 3.5% (4/112)으로 매우 낮았으나 HTF과 G1.2 

경우에는 21.9% (135/677), 52.9% (249/439)로 Ham's 

F-10과 비교하여 유의하게 높았다 (Table 4). 

2. 착상전 배아에서 Bcl-2 계 유전자의 발현 

Ham's F-10, HTF 및 G1.2에서 각각 2세포기 배아

를 24시간 배양 후 얻은 4세포기의 배아를 72시간

까지 추가 배양한 후 total RNA를 추출하고 Bcl-2, 

Mcl-1, Bax 및 Bok  cDNA primer들을 이용하여 RT- 

PCR을 수행하였다. 

초기 배아에서 배양액의 차이에 따른 Bcl-2계 유

전자 발현양상을 살펴보면, Table 2에서 보여진 발달

률과 유사하게 세포고사를 유발하는 유전자인 Bax

의 발현은 72시간 배양 후 hatching과 hatched blasto-

cyst로의 발달률이 3.5%로 저조하게 나타난 Ham's 

F-10에서 HTF 및 G1.2 보다 약 2.5배 높게 발현되었

다 (Figure 1). 한편 Bax와 이종이합체를 형성하는 것

으로 알려진 Bcl-2도 Ham's F-10에서 HTF 및 G1.2에

서 보다 약 2배 높게 발현되었다. 또한, 최근에 알려

진 세포고사를 유발하는 유전자인 Bok 역시 이종이

합체 형성 유전자인 Mcl-1과 함께 Bax와 Bcl-2에서

Table 3. In vitro development of 2~3-cell and 4~8-cell embryos cultured in different media for 48 hr 

Morula (%)  Blastocyst (%) 
Media 

2~3-cell 4~8-cell  2~3-cell 4~8-cell 

Ham's F-10  5 (2.2)  32 (35.5)  0 4 (4.1) 

HTF 10 (11.5) 480 (67.7)*  0 114 (20.3)* 

G1.2 11 (9.9) 210 (46.7)*  1 (0.7) 222 (51.4)* 
* p<0.01, when compared to embryos in Ham's F-10 

Table 4. In vitro development of 2~3-cell and 4~8-cell embryos cultured in different media for 72 hr 

Blastocyst (%)  Hatching & Hatched Blasto. (%) 
Media 

2~3-cell 4~8-cell  2~3-cell 4~8-cell 

Ham's F-10 8 (3.8)  30 (31.5)  0 4 (3.5) 

HTF 2 (0.7) 404 (60.4)*  0 135 (21.9)* 

G1.2 7 (12.5) 172 (43.5)*  3 (2) 249 (52.9)* 
* p<0.01, when compared to embryos in Ham's F-10 
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만 못하지만 Ham's F-10에서 HTF와 G1.2 보다 높은 

발현양상을 보였다. 

  

고  찰 
 

최근 보조생식술의 발달 및 배양조건의 개선으로 

불임 치료의 성공률이 많이 향상되어 왔다. 그러나 

이러한 발전에도 불구하고 일부의 배아만이 좋은 

상태로 발생하며 나머지는 비정상적인 형태와 느린 

발달률을 나타내는 것으로 보고되고 있다.18 체외 

수정 및 배양시 세포질의 분절화는 난할 초기에서

부터 시작되며 대부분의 경우에 배아가 분열을 거

듭하여도 분절화 현상은 지속되어 전체 배아 중 세

포질의 분절화를 보이는 예는 약 50% 정도를 차지

한다.2,19 현재 배아의 분절화 현상과 가장 밀접한 관

련이 있는 것으로는 세포고사를 들 수 있으며, 이는 

세포내에서 능동적인 세포죽음의 형태로 진행되고 

Bcl-2, Bax 등의 유전자 발현이 세포고사의 개시를 

위해 반드시 필요하다.20 본 실험은 생쥐 착상전 초

기 배아를 이용하여 체외 배양시 배아의 분절화와 

관련된 세포고사를 개시하는 유전자의 발현양상을 

조사하여 배양액이 배아의 질에 미치는 영향을 알

아보고자 실시하였다. 혈청이 첨가되지 않은 Ham's 

F-10, HTF 및 G1.2 각각의 배양액에 2세포기 배아를 

48시간 배양했을 때, 초기 배아의 발달에 유익한 영

향을 주는 것으로 알려진 비필수 아미노산류를 함

유한 G1.2 및 HTF에서 상실배 이상으로의 발달률

이 97.2%, 88%로 비필수 아미노산 뿐만 아니라 각

종 필수 아미노산까지 포함된 Ham's F-10 (39.6%)에

서의 배아보다 더 좋은 발달률을 보였다. 또한, 각

각의 배양액에서 72시간 배양한 배아로부터 분리한 

RNA를 이용하여 세포고사를 개시하는데 관여하는 

유전자인 Bcl-2, Mcl-1, Bax 및 Bok의 발현양상을 살

펴본 결과, Ham's F-10에서 회수한 배아는 HTF와 

G1.2에서 회수한 배아보다 Bax 유전자를 약 2.5배 

높게 발현시키는 양상을 보였다. 

Figure 1. Expression of Bcl-2 family members in 
mouse preimplantation embryos. (A) Total RNA extrac-
ted from 4-cell embryos curtured in Ham's F-10 (lane 
1), HTF (lane 2), and G1.2 (lane 3) for 72 hr were used 
for RT-PCR. The expression of GAPDH was used as an 
internal standard. M, MW marker. Densitometric analy-
sis of relative mRNA levels of Bcl-2/Bax (B) and Mcl-1/ 
Bok (C). Data represent mean value from two indepen-
dent experiments. 
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보조생식술에서 채취한 대부분의 난자를 수정시

킨 후 2~3일 후에 이식하는 것은 난관에 있어야 할 

난할단계의 배아를 자궁으로 이식하는 것이 되므로 

결과적으로 낮은 착상률을 보인다. 따라서 자궁과 

배아의 생리환경을 일치시켜 주고자 난할단계의 배

아를 좀더 배양하기에 적합한 배양액의 개발 및 다

양한 혈청과 단백질 첨가제의 첨가에 관한 연구가 

이루어져 왔다.8,9 Quinn 등8은 인간 난관에서와 생

리적 조성이 비슷한 HTF를 사용하여 더 높은 임신

율을 얻었다고 보고하였다. 한편, 체세포나 혈청 등

을 배양액에 첨가하여 나타날 수 있는 감염 및 생

물학적 변화들을 제거하고 배아의 대사적 변화 요

구에 적합한 둘 이상의 연속 배양액 개발이 제안된
21,22 이후, Gardner 등9은 최근에 배아를 처음 2일간 

G1 배양액에서 배양하고 3일 이후는 G2 배양액으

로 바꿔 배양하여 45.5%의 개선된 착상률을 보고하

였다. 본 실험에서는 기존에 가장 보편적으로 사용

되었던 Ham's F-10과 새롭게 사용되고 있는 HTF 및 

G1.2에서 2세포기 배아를 72시간 배양하여 배양액 

간에 발달률의 차이를 살펴보았다. 24시간 후 배아

의 발달률을 살펴본 결과, 배양액에 비필수 아미노

산이 첨가된 HTF와 G1.2에서 필수 아미노산과 비필

수 아미노산을 모두 포함한 Ham's F-10 보다 유의

하게 빠른 발달률을 보였다. 24시간 배양 후 느린 

배아 발달군 (2~3세포군)과 빠른 배아 발달군 (4~8 

세포군)으로 나누어 72시간까지 배아 발달률을 살

펴본 결과, 빠른 배아 발달군 (4~8세포군)에서 계속

적으로 더 높은 배아 발달률을 보였다. 이 결과는 

생쥐, 소, 인간 배아에서 첫번째 난할의 개시가 빠

른 배아들은 더 높은 포배 형성 및 착상률을 보였

다는 결과와 일치하는 양상이었다.23,24 즉, Fenwick 

등23은 인간 배아에서 수정 후 25시간 내에 2세포기

에 도달한 배아에서는 32.2%가 포배기에 이르렀으

나, 25시간 내에 2세포기에 도달하지 못한 배아에서

는 16.6%만이 포배기에 이르렀다고 보고하였다. 

착상전 배아의 질을 예측할 수 있는 2가지 기준

은 배아 발달률과 분절화 정도이다.25 근자에 와서 

생쥐와 인간의 착상전 배아에서 세포고사를 조절하

는 유전자, Bcl-2와 Bax의 발현이 RT-PCR을 이용하

여 확인되었다.25 또한 흰쥐에서 세포고사를 억제하

는 Bcl-2계 유전자인 Mcl-1이 난소, 정소, 수란관 및 

자궁에서 높게 발현되며15 최근에 밝혀진 세포고사

를 유발하는 유전자인 Bok는 Mcl-l과는 이종이합체

를 형성하지만 Bcl-2와는 이종이합체를 형성하지 않

고 흰쥐의 난소, 정소 및 자궁에서 높게 발현되는 

것으로 보고되었다.17 본 실험에서는 24시간 배양 

후 빠른 배아 발달군의 4세포기 배아를 Ham's  F-10, 

HTF 및 G1.2 배양액에서 72시간까지 배양시 세포

고사에 관여하는 유전자의 발현양상을 조사하여 배

양액이 세포고사를 통해 배아의 질에 미치는 영향

을 살펴보았다. 그 결과 Bcl-2와 Bax의 발현은 Ham's 

F-10에서 배양한 배아에서 각각 약 2배와 2.5배로 

높게 나타났다. 이 결과는 배아의 낮은 발달률과도 

일치하는 양상이었다. 또한 HTF와 G1.2에서는 Ham's 

F-10 보다 낮은 Bcl-2와 Bax의 발현양상을 보였으며, 

이들 배양액에서의 배 발달률은 72시간에 82.3%와 

96.4%의 높은 발달률을 보였다. Mcl-1과 Bok의 이종

이합체도 역시 아직까지 밝혀지지 않은 착상전 배아

에서 발현됨을 이번 실험으로 사상 처음으로 확인

할 수 있었고 그 발현 정도는 Bcl-2와 Bax 이종이합

체에 비해 상대적으로 낮았지만 마찬가지로 Ham's 

F-10군에서 더 높았다. Sano 등26은 생쥐와 인간 배

아에서 세포고사를 억제하는 Bcl-2계 유전자인 EAT/ 

mcl-1 단백질의 발현이 수정 후 2세포기에 최고치에 

도달하며 8세포기까지 지속되고 점차 낮아져 포배

기에 이른다고 보고한 바 있다. Kim 등27은 인간 배

아에서 분절화가 없는 배아군에서는 Bcl-2가 많이 

발현되었지만, 분절화가 있는 배아군에서는 Bax가 

더 많이 발현되어 Bcl-2는 세포고사를 억제하지만 

Bax는 세포고사를 유발하는 작용을 하는 것으로 보

이며 두 단백질이 발현되는 비율이 세포고사를 조

절하는 것으로 보여진다고 하였다. 

이상과 같은 연구 결과를 종합해보면, 체외에서 

배아 배양시 배양액은 배아의 발달률 및 분절화 현

상에 큰 영향을 미치고 있으며 이때 Bax나 Bok의 

발현은 배아 발달의 정지와 세포질의 분절화를 야

기시킬 수 있을 것으로 추정된다. 또한, 향후 보조

생식술에서 높은 임신율을 얻기 위해서는 이러한 

세포고사 유전자 연구 등의 기초적 연구를 토대로 

한 모체의 환경과 유사한 조건의 보다 우수한 배양

액 및 배양조건의 개발이 보다 더 필요할 것으로 

사료된다. 
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