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ABSTRACT

Efficient oocyte activation is a key step for the success of nuclear transfer in cloning. Ionomycin sequentially 
combined with 6-DMAP is now widely used to activate normal oocytes for analytical studies of oocyte activation and 
to activate reconstructed oocytes after nuclear transfer. The present study investigated  sources of oocytes, duration 
of ionomycin and 6-DMAP, laser and electric stimulation in goat oocyte activation in order to optimize the protocols. 
Goat ovaries were collected in individual abattoirs during the breeding season and were delivered to the laboratory 
within 6 h in saline with 100 IU/ml streptomycin and 0.05 mg/ml penicillin. The oocytes were denuded from the 
cumulus cell by pipetting with 0.2% hyaluronidase in PBS at 20～22 hr post maturation. Oocytes with the polar body 
were selected and assigned to four groups for parthenogenetic activation. To examine the effect of duration of 
ionomycin treatment, oocytes after 20～22 hr of maturation were treated with 2.5 uM ionomycin for 1 or 5 min times 
and then cultured in 2 mM 6-DMAP for 2 or 4 hr. The activated oocytes were cultured in mSOF at 38.5℃ in CO2 
5%, O2 5% and N2 90% multi incubator. Cleavage and blastocyst development was observed at 48 hr and day 8 of 
culture in vitro, respectively. Activation rates of oocytes exposed to ionomycin for 1 min(86.4%) were significantly 
higher than those treated for 5 min(74.3%) duration. This indicated that 1 min ionomycin treatment was most suitable 
for activation of goat oocytes. The duration of 6-DMAP treat duration was in 2 mM 6-DMAP for 2 hr after 1 min 
exposure to 2.5 uM ionomycin. The activation rate of oocytes incubated in 6-DMAP for 2 hour(82.5%) was signifi-
cantly higher than those in oocytes treated with 4 hr(75.5%).
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서  론

재래산양은 우리나라 고유의 유전자원으로서 형질전환 복

제와 같은 첨단생명공학 연구에 매우 적합한 동물이다. 근년
에 와서 산양을 이용한 연구의 필요성이 점차 확대되고 있는

실정이며, 이를 위해서는 무엇보다도 도축장 유래 난포란의
이용과 같은 난자의 대량 확보 방안이 시급히 마련되어야 할

것이다. 재래산양은 계절번식을 하는 특성을 갖고 있으면서
사육두수가 적고 소나 돼지처럼 도축체계가 확립되어 있지

못하여 일시에 난자의 다량 확보가 불가능한 실정이다(박 등, 
2004). 

난자의 활성화는 동물 복제를 위한 핵이식기술에 있어서 가

장 중요한과정이다. 또한난자의활성화처리에의한단위발생
과 단위 발생란의 체외배양 기술은 수정과 초기수정란의 체

외발달을이해하는데많은기여를해왔으며, 세포의 signaling의
일반적인 원리를 이해하는 데도 매우 유용하다(Lan 등, 2005). 
세포질의 활성화를 유도하는 방법으로는 에탄올(Cuthbertson, 
1981), strontium(Wakayama, 1998), calcium ionophore(Ware 등, 
1989), ionomycin(Loi 등, 1998), cycloheximide(Presicce과 Yang, 
1994) 등 화학적인 방법과 저온처리(Moor와 Crosby, 1985), 전
기자극법(Tarkowski 등, 1970), 최근에는 초음파 자극(Sato 등, 
2005) 방법이 시도되고 있다. 그러나 이들 방법들 중 단일 방
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법만으로 활성화를 유도하였을 때는 대부분의 활성화처리 난

자는 활성화 처리 후 1개의 전핵형성과 제 2극체가 방출되기
때문에배반포기로의발달이이루어지지않는다(Wang 등, 1998). 
그러나 제 2극체의 방출을 억제하는 6-dimethylaminopurine(6- 
DMAP), cycloheximide(CHX) 및 cytochalasin B(CB) 등과 병
행해서 사용하면 포유동물 난자의 활성화를 향상시킬 수 있

다(Fukui 등, 1992). 에탄올+CHX(Presicce와 Yang, 1994), 에
탄올+6-DMAP(Ledda 등, 1996), ionophore+6-DMAP(Susko- 
Parrish 등, 1994), ionophore+ CHX(Jones 등, 1995) 및 Iono-
mycin+DMAP(Susko-Parrish 등, 1994) 등과 같이 병행사용 방
법은 단위 발생과 배반포기로의 발달을 유도하는 매우 효과

적인 방법이다. 
Ionomycin과 6-DMAP는산양난자활성화연구(Loi 등, 1998)

와 핵이식 난자의 활성화( Keefer 등, 2001; Reggio 등, 2001)
에 가장 널리 사용되고 있는데, 대부분의 반추동물 난자의 활
성화는 5∼10 uM 농도에서 4～5분 처리 후 1.9∼2 mM 농도의
6-DMAP에서 3∼6시간처리 한다. 체세포 핵이식에 의한 최초
의 복제산양은 전기자극+CB(Baguisi 등, 1999) 처리 방법을
사용하였으나, 산양난자의 활성화 효율은 소 난자에 비하여 낮
은 실정이다. 산양의 활성화 처리 방법은 다양하지 못하며 주
로 ionomycin과 6-DMAP 처리 방법이 산양의 복제 수정란 활
성화 방법으로 주로 사용되어 왔다(Keefer 등, 2001; Park 등, 
2007). 최근에 새로운 방법들이 시도되고 있으며, 초음파를
이용한 물리적 자극에 의한 활성화 방법으로도 양호한 결과

를 얻고 있다(Sato 등, 2005).     
본 연구는 동물 복제 및 형질 전환 동물 생산 등의 연구에

기초자료를 제공하고자 재래산양의 체내 및 도축장 유래 체

외성숙 난자에 단위 발생을 유도하여 회수난자의 조건과 활

성화방법이 단위 발생란의 체외발달율에 미치는 영향을 조사

하여 최적의 활성화 방법을 확립하고자 실시하였다.

재료 및 방법

1. 난포란의 회수

본 연구에서 언급하지 않은 모든 시약은 Sigma Aldrich Ko-
rea에서 구입하여 사용하였다. 도축장 유래 미성숙 난포란의
회수는 난소를 적출하여 penicillin G(100μg/ml)와 streptomy-
cin(100μg/ml)이 함유된 생리식염수(28～30℃)가 들어 있는
보온병에 담아 5시간 이내에 실험실로 운반하여 난소 표면의
이물질과 조직을 제거한 후 생리식염수로 2∼3회 세척하였다. 
18∼21 gauge 주사침이 부착된 10 ml 주사기로 2∼6 mm 가
시난포로부터 난포액과 난포란을 동시에 흡입하여 회수하였다. 
채집한 난포란은 10% FBS(Gibco, U.S.A.)가 첨가된 TCM-199 
(Gibco, U.S.A.)배양액으로 4∼5회 세척한 다음 난구세포의

부착정도와 세포질이 충실한 것만 선별하여 사용하였다. 

2. 체내성숙 난자의 회수 

체내성숙 난자 회수를 위한 산양은 생후 10～15개월령의
체중이 15～25 kg 전후의 성숙한 미경산 재래산양으로서 본
대학교 종합농장(위도, 35°10')에서 사육하면서 본 연구에 사
용하였다. 사양 관리는 일반 관행법에 따라 사육하되, 농후 사
료는 추가 급여하고 물은 자유섭취토록 하였다. 
난자의 회수를 위한 과배란 유기는 먼저 발정동기화를 위하

여 progesterone 제제인 CIDR(Progesterone 0.3 g, Eazi Breed, 
InterAg, New Zealand)를 10일간 질 내에 삽입하고, 과배란 처
리는 FSH(Folltropin-V, Vetrepharm, Canada)를 CIDR 삽입 8, 
9, 10일째에 12시간 간격으로 70 mg을 감량법으로 투여하였다. 
PGF2α(Lutalyse, Upjohn, USA)는 8일째에 FSH와 함께 10 mg 
투여하고 CIDR 제거는 10일째에 제거와 동시에 hCG(Choru-
lon, Intervet, Netherland) 400∼600 IU를 투여하여 과배란을
유도하였다. 본연구는산양의번식기인 10～2월사이에실시하
였으며 PGF2a를 투여한 다음날부터 발정관찰을 실시하였다.
체내 성숙난자의 회수는 hCG 투여 후 35∼40시간에 외과

적인 방법으로 산양의 복정중선을 절개하여 난관을 관류하여

회수하였다. 먼저 과배란 처리한 산양을 약 24시간 절식시킨
다음 2% xylazine(Rompun, 바이엘, 한국)을 체중 kg당 0.2 mg
씩 근육주사하여 진정마취시키고, Zoletil 50(VIRBAC Lab. 
France)을 정맥주사하여 마취를 유도하였다. 마취가 도입된 산
양은 복정중선을 절개하여 catheter(Tom Cat, Kendall Co., 
USA)를 난관누두부로 삽입하여 5～10 ml의 PBS 배양액을 난
관 자궁접합부 쪽에서 주입하여 회수하였다. 

3. 난포란의 체외성숙

체외성숙 배양액은 TCM-199 배양액에 10% FBS, sodium 
pyruvate(0.2 mM/ml), streptomycin(100μg/ml), penicillin G 
(100μg/ml)와 LH(10μg/ml), FSH(10μg/ml), estradiol-17β(1
μg/ml), cysteamine(0.1 mM/ml) 및 cystine(0.2 mM/ml) 를 첨
가하여 사용하였으며, 체외성숙 배양액을 4-well dish에 0.5 
ml씩 분주하여 38.5℃ CO2 배양기(5% CO2, 95% air, 96～
98% 습도)에서 20시간 전 배양을 실시하여 평형을 유도한 후
well 당 10∼15개씩의 난포란을 옮겨 배양기내에서 20∼22시
간 동안 배양을 실시함으로써 체외성숙을 유도하였다. 

4. 단위 발생 유기 및 체외배양

회수한체내성숙난자는 0.3% hyaluronidase가첨가된 TCM- 
199 배양액으로 3∼5분간 처리하여 난구세포를 제거한 다음
사용하였다. 단위 발생유기는 먼저 화학적 방법으로 ionomy-
cin(2.5μM) 용액에서 5분간 처리한 후 30 mg/ml 농도의 FAF- 
BSA 용액에서 3분간 세척한 다음 2 mM의 6-DMAP 용액에
서 4시간 동안 처리하는 관행적인 방법을 기본으로 하여 iono-
mycin 5분 6-DMAP 2시간처리, ionomycin 1분, 6-DMAP 2시
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간 및 4시간 동안 처리하였다. 또한 물리적인 방법으로 전기
자극, 전기 자극 및 6-DMAP 2시간, laser자극 및 6-DMAP를
2시간 처리하여 단위 발생을 유도하였다. 전기 자극은 전기 세
포융합장치(BTX, USA)로 실시하였으며, 이때 배지는 0.05 
mM CaCl2, 0.1 mM MgSO4 및 0.5 mM Hepes가 첨가된 0.3M 
mannitol 용액을 사용하였다. 전기의 세기는 직류전류(DC)로
2.30 kv/cm, 20μsec, 1회 통전하여 활성화를 유도하였다. La-
ser system(MTM, Switzerland)을이용한 단위발생유기는 Park 
등(2001)의 zona drilling 방법을 응용하여 실시하였다. 즉, laser 
system 이 부착된 도립현미경하에서 laser 전용 렌즈(×400)로
난자의 투명대와 가까운 세포질 또는 투명대에 맞춘 다음 40∼
60μsec의 강도로 laser를 2∼3회 투과시켰다. 단위 발생란의
체외배양은 0.8% BSA가 첨가된 mSOF 배양액(5% CO2, , , 5% 
O2, 90% N2, 96～88% humidity, 38.5℃)에서 7∼8일간 배양
을 실시하였다.   

5. 통계학적 분석

실험결과의 통계학적 분석은 SAS package를 이용하여 실
시하였으며, GLM(General Linear Model) procedure를 적용하
여 각 요인의 least square mean을 구하여 요인간의 유의차를
검정하였다.

Table 1. Development of goat oocytes activated by different oocytes source 

Oocytes* No. of oocytes activation No. of oocytes cleaved (%) No. of blastocyst (%)

In vivo (ovulated) 56 46 (82.1)a 19 (41.3)a

In vitro (follicle) 55 40 (72.7)a  8 (20.0)b

* Ionomycin 5 min - 6-DMAP 4 hrs treatment. 
** Values with different superscripts in the same column are significantly different(p<0.05).

Table 2. Development of goat oocytes activated by 5min ionomycin combined with 6-DMAP treatment time derived from in vitro follicular 
oocytes

Activation No. of oocytes activation No. of oocytes cleaved (%) No. of blastocyst (%)

Iono 5 min-DMAP 4 h 52 38 (73.1) 8 (21.0)

Iono 5 min-DMAP 2 h 50 36 (72.0) 8 (22.2)

* Values in the same column are not significantly different(p>0.05). 

Table 3. Development of goat oocytes activated by 1min ionomycin combined with 6-DMAP treatment time derived from in vitro follicular 
oocytes 

Activation No. of oocytes activation No. of oocytes cleaved (%) No. of blastocyst (%)

Iono 1min-DMAP 4h 52  37 (71.1)  8 (21.6)

Iono 1min-DMAP 2h 53 40 (75.5) 10 (25.0)

* Values in the same column are not significantly different (p>0.05)

결  과 

1. 활성화 처리시간에 따른 체외발달

도축장유래 체외성숙 난자(72.7%)와 체내성숙 난자(82.1%)
를 ionomycin과 6-DMAP처리를 하였을 때 분할은 차이가 없
었으며, 배반포기로의 발달율은 체외 성숙난자(20.0%)보다 체
내성숙 난자(41.3%)가 유의적(p<0.05)으로 높았다(Table 1). 
Ionomycin과 6-DMAP의 적정 처리 시간을 검토하고자 iono-
mycin 5분+6-DMAP 4시간(73.1%) 및 ionomycin 5분+6-DMAP 
2시간(72.0%) 처리하였을 때 분할율은 차이가 없었으며, 배반
포기로의 발달율도 각각 22.2 및 21.0%로서 차이가 없었다
(Table 2). Ionomycin 1분+6-DMAP 4시간 및 ionomycin 1분
+6-DMAP 2시간 처라하였을 때도 분할율은 차이가 없었으며, 
배반포기로의 발달율도 25.0 및 21.6%로서 차이가 없었다

(Table 3). 

2. 활성화 처리 방법에 따른 체외발달 

활성화 처리 방법에 있어서 전기자극 및 전기자극+DMAP 
2시간 처리하였을 때 분할율은 62.0 및 64.0%로서 차이가 없
었으나, laser+6-DMAP 2시간 처리하였을 때 10.0%보다는 유
의적(p<0.05)으로 높았다. 배반포기로의 발달율은 전기자극+6- 
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Table 4. Development of goat oocytes activated by electric pulses and laser stimulation derived from in vitro follicular oocytes

Activation No. of oocytes activation No. of oocytes cleaved (%) No. of blastocyst (%)

Electric alone 50 31 (62.0)a 0 ( 0.0)b

Electric-DMAP 2 h 50 32 (64.0)a 4 (12.5)a

Laser-DMAP 2 h 50  5 (10.0)b 0 ( 0.0)b

* Values with different superscripts in the same column are significantly different(p<0.05).

DMAP 2시간 처리가 12.5%였으나, 전기자극 및 laser+6- 
DMAP 2시간 처리구에서는 배반포기로의 발달이 전혀 이루
어지지 않았다(Table 4).    

 

고  찰 

난자의 활성화는 동물 복제에 있어서 핵이식 후 발달에 반

드시 필요한 과정으로서 동물의 종에 따라서 활성화처리 방

법을 달리 하여야 한다. 산양 난자의 활성화를 위하여 저온처
리, 전기자극, 에탄올 처리, ionomycine 및 strontium 처리 등
다양한 방법들이 시도되어 왔다. 세포질 활성화를 위하여 io-
nomycin과 strontium 같은 물질을 처리하면 세포질에 축적되
어 있는 칼슘의 방출로 인하여 intracellular free Ca2+의 증가

를 조장한다. 또한 전기자극 및 에탄올 처리를 하면 세포내
배양액으로 인하여 칼슘의 유입이 촉진된다(Loi 등, 1998). 

Lan 등(2005)은 27시간 동안 체외성숙을 유도한 산양난자에
5 uM 농도의 ionomycin을 1분간처리하고, 6시간후에 6-DMAP
를 처리하였을 때 95%의 분할율을 보여 3∼9분 처리(57∼
80%)보다 높다고 하였다. 뿐만 아니라 체외성숙란을 2.5 uM 
농도의 ionomycin 1분 처리 후 6-DMAP를 2, 4 및 6시간 처리
하였을 때 처리구(88∼94%)간에 차이가 없었으며, 6-DMAP 
농도는 2 및 4 mM에 처리하였을 때가 90% 이상으로서 0.5 
및 1 mM보다 유의적으로 높았다고 하였다. 따라서 산양의 난
자는 넓은 범위의 ionomycin 농도에서도 활성화가 일어나는
것을 볼 수 있다. 본 연구 결과보다는 다소 높은 성적이나 체
외 성숙시간과 ionomycin과 6-DMAP간의 처리간격 등이 본
연구와는 차이가 있고, 본 연구의 체내 성숙난자의 경우는 분
할율뿐만 아니라 배반포기로의 발달율도 매우 높게 나타났다. 
또한 Liu 등(2011)도 산양 복제란을 융합 후 활성화처리를 2 
및 3시간 후에 처리하였을 때는 배반포기로의 발달율이 17 
및 20%로서 차이가 없다고 하였다. 따라서 2 mM 이하의 적
은 양과 지나치게 긴 처리시간은 오히려 분할율이나 발달율

에 나쁜 영향을 미치는 것으로 생각된다. 
6-DMAP 처리에 의하여 대부분의 난자가 제 2극체의 방출

없이 1개의 전핵이 형성되며, 염색체는 anaphase Ⅱ(A-Ⅱ)에
서 telophase Ⅱ(T-Ⅱ) 상태로 된다. 산양 난자는 ionomycin 처

리 후 3시간부터 전핵 형성이 시작되어 5시간째에 대부분 완
료된다 2시간째에 A-II에서 T-II로 되며, 제 2극체는 2시간째
에 방출되기 시작하여 4시간째에 완료된다(Lan 등, 2005). 따
라서 Ionomycin과 6-DMAP처리는 처리시간, 농도, 처리시점
등이 산양난자의 활성화에 영향을 미친다. Guo 등(2009)은 산
양 체외성숙란에 전기자극만 주었을 때 분할(64%)은 일어나
지만, 배반포기로의 발달은 이루어지지 않았으나, 전기자극 후
6-DMAP 처리를 하였을 때 11%의 배반포기로 발달율을 보였
다고 하였다. 본 연구에서도 전기세기, 전기 자극방법, 체외성
숙 시간 조절 등 다양한 방법을 시도하여 보았으나, 배반포기
로의 발달은 이루어지지 않았다.  
산양 핵이식란의 융합 및 활성화를 위한 전기자극은 일반

적으로 2.2∼3.2 kv/cm 세기로 가하지만 1.2 kv/cm에서부터
cytolysis가 일어난다. 일반적으로 산양의 난자는 다른 동물에
비하여 전기의 세기가 높은 편이다. 본 연구에서 일정수준 이
상으로 전기 세기를 높이면 분할율은 높아지지만, 배반포기로
의 발달율은 오히려 낮은 경향을 보였다. 

Mori 등(2008)은 초음파 자극에 의한 단위 발생 유기의 원
리는 명확하지는 않지만, 초음파 자극은 세포막의 pore를 형성
하여 extracellular Ca2+의 유입에 의하여 난자의 활성화가 유도

되는 것으로 추측하였다. 각종 물질을 내부로의 이송을 보다
쉽게 만들어 세포내의 흡수를 촉진한다고 하였다. 초음파 자
극 후 CHX를 40 ug/ml를 2시간 처리하였을 때 분할율이 69%
였으며, 배반포기로의 발달율도 36%로서 대조구(15%)보다
유의적으로 높았다고하였다. 따라서 본연구의 laser 자극에 의
한 활성화 처리도 이와 유사한 원리라고 생각되어 실시를 하

였으나, 낮은 분할율을 보였다. 초음파 자극 등 물리적 자극에
의한 활성화 처리는 앞으로 좀 더 세밀한 검토가 필요한 것으

로 생각된다. 
재래산양은 유용단백질 생산을 위한 형질전환 복제동물 생

산관련 연구에 있어서 생체반응기로서 적합한 동물이나, 현재
의 복제산양 생산 효율은 다른 종에 비하여 매우 낮은 실정이

다. 이러한 문제점을 해결하기 위해서는 무엇보다도 양질의
난자의 대량 확보 방안, 핵이식기법 개발, 핵이식란의 활성화
효율 개선, 산양 수정란의 배양 체계 확립, 이식기법의 개발
등이 시급한 실정이다 이상의 결과로 볼 때 재래산양의 활성
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화 처리는 기존의 여러 가지 방법에 비하여 ionomycin과 6- 
DMAP 병용 처리가 적합하며, 처리 시간은 각각 1분(ionomy-
cin) 및 2시간(6-DMAP)이 적합한 것으로 생각된다. 

결  론

본 연구는 동물 복제 및 형질 전환 동물 생산 등의 연구에

기초자료를 제공하고자 재래산양의 도축장 유래 체외성숙 난

자에 단위 발생을 유도하여 활성화 방법에 따른 단위 발생란

의 체외 발달율을 조사하여 최적의 활성화 방법의 체계를 확

립하고자 실시하였다.
도축장 유래 난포란의 회수는 난소를 적출하여 생리식염수

가 들어 있는 보온병에 담아 5시간 이내에 실험실로 옮겨, 난
소의 난포로부터 흡입하여 채란을 하였다. 체내 성숙난자의
회수는 체중 15∼25 kg 전․후의 성숙한 미경산 재래산양에과
배란을 유기하여 난자를 외과적 방법으로 회수하였다. 활성화
처리는 전기자극, laser 자극법과 ionomycin + 6-DMAP를 처
리하여 단위 발생을 유도하였으며, 단위 발생란의 배양은

mSOF 배양액으로 6∼8일 동안 체외배양을 실시하였다. 
도축장 유래 체외성숙 난자와 체내성숙 난자를 ionomycin과

6-DMAP처리를 하였을 때 분할은 차이가 없었으며, 배반포기
로의발달율은체외성숙난자(20.0%)보다체내성숙난자(41.3%)
가 유의적(P<0.05)으로 높았다. Ionomycin 5분+6-DMAP 4시
간 및 ionomycin 5분+6-DMAP 2시간 처리하였을 때 분할율
은 차이가 없었으며, 배반포기로의 발달율도 차이가 없었다. 
Ionomycin 1분+6-DMAP 4시간 및 ionomycin 1분+6-DMAP 2
시간 처리하였을때 분할율은 차이가 없었으며, 배반포기로의
발달율도 차이가 없었다. 활성화 처리 방법에 있어서 전기자
극 및 전기자극+DMAP 2시간 처리하였을 때 분할율은 62.0 
및 64.0%로서 차이가 없었으나, laser+6-DMAP 2시간 처리하
였을때의 10.0%보다는 유의적(p<0.05)으로 높았다. 배반포기
로의 발달율은 전기자극+6-DMAP 2시간 처리가 12.5%였으
나 전기자극 및 laser+6-DMAP 2시간 처리구에서는 배반포기
로의 발달이 전혀 이루어지지 않았다.
이상의 결과로 볼 때 재래산양의 활성화 처리는 기존의 여

러 가지 방법에 비하여 ionomycin과 6-DMAP 병용처리가 적
합하며, 처리시간은 각각 1분(ionomycin) 및 2시간(6-DMAP)
이 적합한 것으로 생각된다. 
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