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ABSTRACT    In this study, we investigated the possibility of using mouse embryonic 
stem cell conditioned medium (ESCM) and embryonic stem cell medium (ESM) for in 
vitro maturation in the efficient in vitro production of blastocysts from porcine follicular 
oocyte. Depending on the concentration of supplement of ESCM added to the NCSU-23 
solution did not affect 2-cell development rates and blastocysts development. However, 
in particular, the survival rate (10 days of culture) of blastocyst was significantly higher 
than that of the control group as the additive concentration (30%) increased (p < 0.05). 
The survival rate of blastocysts showed a similar tendency even with addition of ESM 
(30%) alone. On the other hand, the duration of the addition of these additives during 
IVM (0-44 h) was that the IVM I period (0-22 h) were more effective than the IVM II 
period (22-44 h). Thus, the effect of these additives is probably due to the combination 
of the various physiologically active substances of ESCM or the appropriate amino 
acids and vitamins of ESM. In particular, these additives were more effective during 
the first half (IVM I) of in vitro maturation. In summary, optimization of ESCM or 
ESM supplementation may improve in vitro maturation of porcine oocyte and affect 
developmental competency. Therefore, if more efficient methods of adding ESCM or 
ESM to basal culture medium can be developed during in vitro maturation of porcine 
follicle oocytes, high quality blastocysts will be developed from low porcine follicular 
oocyte compared to other domestic animals.
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서  론

최근 돼지 난포란을 이용한 배반포의 체외생산기술은 품종개량

과 특히 이종장기 생산을 위한 형질전환동물 생산에 관한 연구들

로 활발히 수행되고 있다. 이러한 연구의 효율성과 산업화를 위해

서는 양질의 미성숙 난포란의 체외성숙 환경이 중요하다. 이것은 

체외성숙 후의 난포란 품질이 체외수정이나 핵 이식 후의 생존성, 

체내 이식 후의 발육능 및 태아 생존성에 영향을 미치는 것으로 

알려져 있기 때문이다(Kim 등, 2010).

 포유동물 미성숙 난자의 체외성숙은 핵 성숙과 세포질 성숙으

로 구분한다. 핵 성숙은 멈춰있던 감수분열이 재개되어 meta-

phase II 단계로 진행되지만, 핵 성숙이 일어난 난자라도 체외발

달능이 완전한 것은 아니다. 한편 세포질 성숙은 수정과 초기 배

의 발달을 위한 세포질내 소기관의 수의 증가 및 재배치 등을 의

미한다(Larsen 등, 1987). 핵 성숙이 완전히 일어났다 할지라도 

세포질 성숙이 제대로 이루어지지 않을 경우 수정 이후의 배 발달

이 정상적으로 진행되지 않는다고 알려져 있어 난포란의 체외성

숙은 대단히 중요하다(Khurana 등, 2000). 난자는 성숙하는 동

안 배 발달에 필수적인 물질의 축적과 세포질 환경을 구축하며

(Sirard 등, 2006), 대개는 체외에서 24시간 배양하면 성숙이 완

료되지만, 돼지의 경우는 다른 동물과 달리 체내에서 LH surge와 

germinal vesicle break down (GVBD) 사이의 시간이 20-24시

간으로 길기 때문에 성숙시간이 44시간이상이 소요된다(Mattioli

등, 1988). 만약 체외성숙이 불충분하면 낮은 수정율(Kishida 등, 

2004), 다정자 침입(Yoshida, 1989), 웅성 전핵 형성 감소(Mot-

lik 등, 1984), 난자 노화에 따른 체외발생능 정지 현상(Hunter 

와 Greve, 1997) 등이 일어난다.

이러한 돼지 난포란의 체외성숙에 관한 문제점을 해결하기 위하

여 많은 연구자들은 체외성숙용 배양액에 난포액(Funahashi 와 

Day, 1993), 혈청(Kumar 등, 2015), 항산화제(Yoshida, 1993), 

성장인자(Ding과 Foxcroft, 1994; Illera, 1998), 성선 자극 호

르몬(Mattioli 등, 1991), BSA (Natio 등, 1988) 등 각종 첨가물

질에 대하여 연구 하였으며, 그 결과 단순 무기염류에 포도당, 글

루타민, 타우린 등을 첨가한 비교적 조성이 간단한 돼지 난포란

의 체외성숙용 기초배양액으로서 North Carolina State Uni-

versity (NCSU)-23 용액(Petters와 Wells, 1993)이 개발되었

으며, 오늘날에도 많은 연구자들은 이 용액을 이용하고 있다. 그

러나 일부의 연구자들은 아직도 기존의 배양액인 TCM 199 용액

(Marques 등, 2007), modified Whitten’s medium (Beckmann

과 Day, 1993), Waymouth MB 752/1 medium (Abeydeera 

등, 1998), modified synthetic oviduct fluid supplemented 

with amino acids (Mtango 등, 2002) 등을 이용하고 있는 실정

이다. 다른 동물도 비슷하겠지만, 이와 같이 돼지 난포란의 체외

성숙용 기초배양액의 종류가 다양한 것은 아직도 명확하게 확립

된 배양액이 없기 때문에 아마도 연구자의 경험적 연구 결과에 의

존하여 사용하고 있는 것으로 생각된다.

한편 최근 각종 동물의 embryonic stem cell (ES세포)가 개

발되고 있다. 그런데 이들 ES세포 개발용 기초배양액들도 한정

되어 있는 것이 아니라 연구자들마다 TeSR1, X-vivo 10, E-8, 

DMEM-CTS 등 조금씩 다른 용액(Dakhore 등, 2018)들을 이

용하고 있지만, 종합적으로는 현재 시판되고 있는 많은 종류의 

DMEM, alph-MEM, RPMI, IMDM 같은 synthetic culture 용

액을 단독(Cheng 등, 2003) 또는 DMEM/F-12, IMDM/F-12, 

DMEM/M-199 같이 두 가지 이상 용액 조합(Chen 등, 2011)

으로 이용하고 있다. 특히 조합으로 이용하는 것은 용액들에 함

유되어 있는 각종 물질들을 서로 상호의존적으로 보완하고자 하

는 목적이다. 그리고 이들 용액에서 ES세포를 배양했던 condi-

tioned medium (ESCM용액)에는 다양한 생리활성물질들이 함

유(Ivanova-Todorova 등, 2012)되어져 있으며, 특히 자궁 및 초

기 배에서 발현되는 EGF, TGF-α, TGF-β, IGF-I, VEGF 등 다양

한 성장인자와 과립막 세포에서 발견되는 많은 성장 인자들 중 특

히 IGF-I (Xia 등, 1994)와 EGF (Ding과 Foxcroft, 1994), 그리

고 IL-1b, IL-6 GM-CSF, LIF 등의 cytokine류도 함유(Lee 등, 

2011)되어져 있다. 이들 물질들은 난자의 핵 성숙과 세포질 성

숙 및 세포기능에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다(Neira 등, 

2010). 특히 이러한 ESCM을 돼지 수정난자의 체외배양액에 첨가

했을 경우 배반포로의 배 발생율이 향상되었다(Kwon 등, 2015). 

따라서 본 연구는 돼지 미성숙 난포란으로부터 배반포로의 배 

발생과, 특히 배반포의 생존율(배양 10일)에 있어서 체외성숙 시 

mouse ES세포 기초배양액의 첨가효과를 검토하였다. 

재료 및 방법

체외 성숙
도축장에서 난소를 회수하여 25-30oC의 멸균생리 식염수에 넣

어 2시간 이내 실험실로 운반하였다. 난포란은 멸균생리식염수로 

난소를 3회 세정 후 18G 주사침이 연결된 주사기를 이용하여 직

경 3-6 mm의 난포로부터 회수하여 현미경하에서 난구 세포의 부

착이 조밀하고 세포질이 균일한 것만을 선별하여 체외성숙에 사

용하였다. 체외성숙용 기초 배양액인 NCSU-23 용액에 10% 돼지 

난포액(porcine follicular fluid, pFF), 10 IU/mL hCG, 10 IU/

mL PMSG 호르몬을 각각 첨가하여 사용하였다. NCSU-23 용액 

0.5 mL가 들어있는 4-well dish의 각 well에 50-60개의 미성숙 

난모 세포를 넣어 39oC, 5% CO2 배양기에서 배양하였으며, 배양 

시작 후 22시간(IVM I)에 호르몬이 첨가되지 않은 새로운 배양액

으로 교체하여 22시간 추가 배양(IVM II) 하였다. 

한편 체외성숙시 NCSU-23 용액에 마우스 ES세포 배양용 용액

(DMEM 용액: F-12 용액 = 1:1) (ESM)과 마우스 ES세포를 배양

했던 용액(ES conditioned medium: ESCM)을 각각 10-30%를 

첨가하였다. 그리고 ESCM은 한국 KAIST 발생분화 연구실로부터 

구입하여 0.22 mm의 millipore filter로 여과 분주하여 소량으로 

냉동 보관하여 사용하였다.
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체외 수정 및 체외 배양
체외수정용 정자는 액상 정액을 dPBS 용액과 1:1로 혼합하여 

원심분리를 통하여 3회 세척하고, swim-up 방법으로 고 활력 정

자를 회수하여 mTBM 용액으로 정자 농도는 2-3×106 sperm/

mL이 되도록 희석하여 준비하였다. 

체외성숙이 완료된 난포란은 0.1% hyaluronidase으로 난구세

포를 제거하고, mTBM 용액으로 3회 세척한 다음 체외수정용 배

양액 50 mL 소적에 난자를 15개씩 넣은 후 사전 처리된 정자를 주

입하여 38.5oC, 5% CO2 배양기에서 6시간 동안 체외수정 하였

다.

체외수정 6시간 후 수정란은 PZM-3 용액으로 3회 세척하여 

50 mL의 PZM-3 용액에 30개씩 넣어 38.5oC, 5% CO2 배양기에

서 배양하였다(day 1). 수정란의 관찰은 체외 배양 2일째(day 2)

에 수정란의 분할율, 체외 배양 6일째(day 6)에 배반포로의 배발

달율, 체외 배양 10일째(day 10)에 배반포의 생존율(부화 후 팽대 

또는 부화되지는 않았지만 팽대한 배반포)을 관찰하였다.

실험 설계
1) 돼지 난포란으로부터 배반포의 체외생산에 있어서 체외성숙

시 NCSU-23용액에 ESCM용액을 10%, 20%, 30% 그리고 ESM

용액을 10%, 20%, 30%를 각각 첨가하였다. 

2) 돼지 난포란으로부터 배반포의 체외생산에 있어서 체외성

숙 시기(IVM I과 IVM II)에 따라 NCSU-23용액에 각각 30%의 

ESCM용액과 ESM용액을 첨가하였다.

통계 처리 
본 연구에서 각 처리 구는 최소한 4회 이상 반복 실시하였다. 실

험 결과에 대한 통계학적 분석은 ANOVA와 c2-test를 이용하여 

실시하였으며, 5% 수준에서 유의차를 검정하였다. 

결  과

돼지 미성숙 난포란의 체외성숙용 배양액에 ESCM과 ESM의 

첨가효과
돼지 미성숙 난포란으로부터 배반포의 체외생산에 있어서 

NCSU-23 용액에 각각 ESCM과 ESM의 첨가효과를 검토하였다. 

각각의 첨가물의 첨가농도는 각각 10%, 20%, 30%이었으며, 그 

결과는 Table 1과 2와 같다.

ESCM의 경우(Table 1), 첨가농도에 따른 2세포기(각각 66.7%, 

69.3%, 73.6%) 및 배반포로의 발달율(각각 19.8%, 19.3%, 

22.1%)은 대조군과 유의차가 없었다. 그러나 배반포의 생존율은 

첨가 농도가 증가함에 따라 대조군 보다 높았으며, 특히 30% 첨

가군(81.7%)은 대조군(48.8%)보다 유의하게 높았다(p < 0.05).

한편 ESM의 경우(Table 2), ESCM첨가와 비슷한 경향으로서, 

Table 1. Effect of addition of ESCM solution during in vitro maturation on in vitro development of porcine follicular oocytes

Conc. of ESCM1)  

sol. (%, v/v)

No. of  

oocytes matured

No. (%) of  

fertilized embryos

No. (%) of embryos developed to No. (%) of  

survived blastocyst 

embryos to 10 days
≥2-cell

(2 days)

blastocyst

(6 days)

Control2) 420 364 (86.7) 257 (61.2) 86 (20.5) 42 (48.8)a

10 420 363 (86.4) 280 (66.7) 83 (19.8) 47 (56.6)a

20 420 360 (85.7) 291 (69.3) 81 (19.3) 53 (65.4)a

30 420 359 (85.5) 309 (73.6) 93 (22.1) 76 (81.7)b

1)ESCM: Embryonic stem cell conditioned medium.
2)Control: NCSU-23 solution only.
a,bValues with different superscripts within same column are significantly different (p < 0.05).

Table 2. Effect of addition of ESM solution during in vitro maturation on in vitro development of porcine follicular oocytes

Conc. of ESM1)  

sol. (%, v/v)

No. of  

oocytes matured

No. (%) of  

fertilized embryos

No. (%) of embryos developed to No. (%) of  

survived blastocyst 

embryos to 10 days
≥2-cell

(2 days)

blastocyst

(6 days)

Control2) 120 103 (85.8) 63 (52.5) 28 (23.3)  5 (17.9)a 

10% 120  98 (81.7) 61 (50.8) 27 (22.5)  6 (22.2)a,b

20% 120  95 (79.2) 58 (48.3) 23 (19.2) 11 (47.8)b,c

30% 120  94 (78.3) 62 (51.7) 19 (15.8) 12 (63.2)c

1)ESM: Embryonic stem cell medium.
2) Control: NCSU-23 solution only.
a,b,cValues with different superscripts within same column are significantly different (p < 0.05).
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2세포기(각각 50.8%, 48.3%, 51.7%) 및 배반포로의 발달율(각

각 22.5%, 19.1%, 15.8%)은 대조군과 유의차가 없었다. 그러나 

배반포의 생존율은 첨가농도가 증가함에 따라 대조군보다 높았으

며, 특히 20%, 30% 첨가군(47.8%, 63.2%)에서 대조군(17.9%)보

다 유의하게 높았다(p < 0.05).

돼지 미성숙 난포란의 체외성숙용 배양액에 ESCM과 ESM의 

첨가의 비교 검토
Table 1과 2를 토대로 하여 돼지 미성숙 난포란으로부터 배반

포의 체외생산에 있어서 NCSU-23용액에 ESCM과 ESM의 첨가

효과를 비교 검토하였다. 각각의 첨가물의 첨가농도는 30%이었

으며, 그 결과는 Table 3과 같다. 

Table 4. Effect of addition period of 30% ESCM1) solution during in vitro maturation on in vitro development of porcine follicular oocytes

Addition period

during IVM2) No. of  

oocytes matured

No. (%) of  

fertilized embryos

No. (%) of embryos developed to No. (%) of  

survived blastocyst 

embryos to 10 days
≥2-cell

(2 days)

blastocyst

(6 days)IVM I IVM II

-3) - 220 185 (84.1) 113 (51.4) 49 (22.3)  7 (14.3)a

+4) - 220 183 (83.2) 109 (49.5) 42 (19.1) 27 (64.3)b

- + 220 184 (83.6) 106 (48.2) 46 (20.9)  2 (  4.3)a

+ + 220 179 (81.4)  88 (40.0) 41 (18.6) 19 (46.3)b

1)ESCM: Embryonic stem cell conditioned medium.
2)IVM: In vitro maturation.
3)-: without (30% ESCM solution).
4) +: with (30% ESCM solution).
a,bValues with different superscripts within same column are significantly different (p < 0.05).

Table 3. Comparison of the addition of ESCM and ESM during in vitro maturation on in vitro development of porcine follicular oocytes

Kind of  

additives

No. of  

oocytes matured

No. (%) of  

fertilized embryos

No. (%) of embryos developed to No. (%) of  

survived blastocyst 

embryos to 10 days
≥2-cell

(2 days)

blastocyst

(6 days)

Control1) 199 172 (86.4) 112 (56.3) 23 (20.5)  4 (17.4)a

30% ESCM2) 199 166 (83.4)  96 (48.2) 16 (16.7) 11 (68.8)b

30% ESM3) 199 168 (84.4) 100 (50.3) 13 (13.0)  7 (53.8)b

1)Control: NCSU-23 solution only.
2)ESCM: Embryonic stem cell conditioned medium.
3)ESM: Embryonic stem cell medium.
a,bValues with different superscripts within same column are significantly different (p < 0.05).

Table 5. Effect of addition period of 30% ESM1) solution during in vitro maturation on in vitro development of porcine follicular oocytes

Addition period

during IVM2) No. of  

oocytes matured

No. (%) of  

fertilized embryos

No. (%) of embryos developed to No. (%) of  

survived blastocyst 

embryos to 10 days
≥2-cell

(2 days)

blastocyst

(6 days)IVM I IVM II

-3) - 150 134 (89.3) 96 (64.0) 28 (18.7)  6 (21.4)a

+4) - 150 131 (87.3) 87 (58.0) 31 (20.7) 17 (54.8)b

- + 150 129 (86.0) 85 (56.7) 15 (10.0)  4 (26.7)a

+ + 150 130 (86.7) 76 (50.7) 18 (12.0) 14 (77.8)c

1)ESM: Embryonic stem cell medium.
2)IVM: In vitro maturation.
3) -: without (30% ESM solution).
4) +: with (30% ESM solution).
a,b,cValues with different superscripts within same column are significantly different (p < 0.05).
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각각의 첨가군에서 2세포기로의 발달율은 대조군과 유사하였

고, 배반포로의 발달율은 대조군 보다 다소 낮았지만 유의차가 없

었다. 그러나 배반포의 생존율은 ESCM 첨가군(68.8%)과 ESM 

첨가군(53.8%)은 대조군(17.4%)보다 각각 유의하게 높았다(p < 

0.05).

돼지 미성숙 난포란의 체외성숙용 배양액에 ESCM과 ESM의 

첨가시기
돼지 미성숙 난포란으로부터 배반포의 체외생산에 있어서 체외

성숙시 NCSU-23용액에 각각 ESCM과 ESM의 첨가시기를 검토

하였다. 각각의 첨가물의 첨가농도는 30%, 첨가시기는 각각 IVM 

I (0-22 hr), IVM II (22-44 hr) 및 IVM I&II (0-44 hr)이었으며, 

그 결과는 Table 4와 5와 같다.

ESCM의 경우(Table 4), 첨가시기에 따른 각 군에서의 2세포

기 및 배반포로의 발달율은 대조군과 비슷한 경향이었다. 그러

나 배반포의 생존율은 IVM I 첨가군(64.3%)과 IVM I&II 첨가군

(46.3%)이 대조군(14.3%)보다 유의하게 높았다(p < 0.05). 그러

나 IVM II 첨가군(4.3%)은 비록 대조군보다 낮았지만 유의차는 

인정되지 않았다(p = 0.192). 

한편 ESM의 경우(Table 5), 첨가시기에 따른 각 군에서의 2세

포기 및 배반포로의 발달율은 대조군과 비슷한 경향이었다. 그

러나 배반포의 생존율은 IVM I 첨가군(54.8%)과 IVM I&II 첨가

군(77.8%)이 대조군(21.4%)보다 유의하게 높았다(p < 0.05). 특

히 IVM I&II 첨가군은 IVM I 첨가군 보다 유의하게 높았다(p < 

0.05).

고  찰

본 연구는 돼지 난포란으로부터 배반포의 효율적인 체외생산

에 있어서 체외성숙용 기초배양액의 개발을 위하여 ESCM 또

는 ESM의 이용 가능성을 검토하였다. 현재 배성줄기세포(em-

bryonic stem cells)가 마우스에서 처음 유도되어 확립(Evans와 

Kaufman, 1981)된 이래로 돼지에서도 많은 연구(Notarianni 

등, 1990; Kim 등, 2013)에도 불구하고 돼지 배성줄기세포가 존

재하지 않아서 mouse의 ESCM을 이용하여 그 가능성을 검토하

였다. 또한 여러 조건하에서 체외 생산된 배반포의 품질평가는 배

반포의 현미경적 관찰, 배반포의 분화, 배반포의 세포수, 배반포

의 대리모에 이식후 수태율 등으로 판정하고 있다. 하지만 가장 

객관적인 방법은 배반포의 세포수(총 세포수와 사멸 세포수)로 확

인한다. 대부분 고품질의 배반포는 세포수가 많고 사멸 세포수가 

적은 배반포로 정의(Papaioannou와 Ebert, 1988)되고 있으나 

세포수의 많고 적음만으로 고품질의 배반포가 결정되는 것은 아

니다(Park 등, 2004). 그래서 우리는 고품질의 배반포의 기준으

로 만약 배반포의 세포수로서 배양 6-8일째에 고품질의 배반포이

라면 배양 10일까지 생존할 것이라고 가정하였다.

대부분의 포유동물 난소에서 회수한 미성숙 난포란은 체외에서

의 배양조건 중 특히 적당한 배양액을 이용한다면 체외성숙 시킬 

수 있다. 그러나 동물 종에 따라 사용하는 배양액은 연구자의 경

험에 의해 다양하다. 돼지의 경우, 체외성숙용 기초배양액의 관

한 많은 연구자의 연구 결과를 토대로 1993년에 Petters와 Wells

에 의해 NCSU-23이라는 용액이 개발되었으며, 오늘날에도 이 

용액을 많이 이용하고 있지만, 아직도 TCM 199 용액(Marques 

등, 2007), modified Whitten’s medium (Beckmann과 Day, 

1993), Waymouth MB 752/1 medium (Abeydeera 등, 1998) 

같은 용액들도 연구의 목적에 따라 이용되고 있는 실정이다. 이것

은 현재까지도 돼지 난포란의 체외성숙용 기초배양액이 확립되지 

않았다는 것을 의미한다.

최근 각종 동물의 ES세포가 개발되고 있으며, 이 세포의 con-

dition 배양액(ESCM)에는 EGF, IGF-I, TGF-α 등과 같은 다

양한 성장인자, 호르몬 그리고 IL-1b, IL-6 GM-CSF, LIF 등과 

같은 사이토카인 등이 포함되어 있다는 것이 밝혀졌다(Ho 등, 

2012). 그리고 이들 물질들은 포유동물 난포란의 체외성숙에 영

향을 미칠 것이라고 기대하여 Kwon 등(2015)은 돼지 체외성숙 

및 체외발생용 기초배양액에 돼지 유도만능줄기세포(piPSC) 배

양액(stem cell medium, SM) 또는 조정배양액(conditioned 

medium, CM)을 0-50% 첨가했을 경우 CM-25% 그룹에서 난포

란의 성숙뿐만 아니라 7일째 고품질의 배반포를 유의적으로 높게 

생산하였다고 보고하였다.

본 연구의 예비 실험에서 ESCM의 첨가농도를 검토했던 결

과 ESCM의 30%이상의 첨가시는 농도 의존적으로 배반포의 생

존율(배양 10일)은 특히 저하하였다. 따라서 ESCM의 적정 농도

를 검토한 결과(Table 1)는 배양 6일의 배반포까지의 발생율은 

각 군 간의 차이는 없었지만, 배반포의 생존율(배양 10일)은 30% 

ESCM 첨가군이 대조군에 비해 유의하게 높았다. 그리고 ESM만 

첨가하더라도 비슷한 경향이었다(Table 2). 이러한 결과를 토대로 

ESCM과 ESM의 효과를 비교 검토하였던 결과(Table 3)는 배반포

의 생존율은 ESCM 첨가군이 ESM 첨가군보다 높았으나 유의차는 

없었다. 이러한 것은 ESCM에는 각종의 생리활성물질이 포함되어 

있지만, 이 물질들이 난포란의 성숙에는 많은 영향을 미치는 것보

다는 오히려 ESM에 함유되어 있는 적당한 아미노산의 종류와 농

도 혹은 비타민들의 효과일 것이라고 생각하기 때문에 난포란의 

체외성숙에는 현재까지도 TCM 199 (Marques 등, 2007) 등과 

같은 종합적인 용액이 이용되고 있는 것은 아닌가라고 사료된다.

한편 체외에서 난포란을 배양하면 체내의 경우보다 난포란과 

난구세포와의 gap junction 수의 감소가 빨라져 물질의 이동에 

장해가 발생되어 난포란의 세포질 성숙에 불완전성(Motlik 등, 

1984)을 가져오게 되어 체외 난포란으로부터 생산되는 배반포가 

체내에서 생산되는 것보다 태아로의 발생율이 낮기(Khurana 등, 

2000) 때문에 난포란의 체외성숙은 대단히 중요하다. 돼지의 경

우 난포란의 체외성숙 시간은 다른 동물종과 비교하면 길다. 특히 

핵 성숙(IVM I) 후 ribosome 수의 증가, 세포 소기관들의 재배치 

등과 세포질 성숙(IVM II)시간이 길다. 따라서 많은 연구자들은 
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돼지 난포란의 체외성숙 동안 어느 시기에 어떤 물질들이 필요한

가를 검토했던 결과 IVM I 시기와 성장인자들이 효과적이었다고 

보고하고 있다. 또한 많은 연구자들에 의해 실험실내에서 돼지 난

자의 체외성숙에 호르몬의 첨가가 미치는 영향을 연구되었으며, 

특히, PMSG, hCG 및 Estradiol을 첨가하여 2시간 배양하면 이

미 GVBD와 난자의 성숙이 시작된다(Park, 1996). Funashashi 

와 Day (1993)는 배양 초기 20시간 동안 이들 호르몬 첨가하면 

감수분열과 난세포질의 성숙을 촉진하지만 그 후의 첨가는 큰 영

향을 미치지 않는다고 하였고, Ebeling 등(2007)은 오히려 호르

몬이 첨가된 배지에서 26시간이상 배양하면 체외성숙율이 감소

한다고 보고하였다. 본 연구에서도 돼지 난포란의 체외성숙 동안 

ESCM와 ESM의 첨가시기를 검토했던 결과(Table 4와 5), 두 물

질 모두 체외성숙 전반기인 IVM I과 IVM I&II에 첨가했을 때 배

반포의 생존율은 대조군보다 유의하게 높았다는 것은 다른 연구

자들의 보고와 일치하였다. 그러나 첨가하는 물질에 따라 약간의 

차이는 있었다. 즉 ESCM의 경우(Table 4)는 IVM I&II 시기보다 

IVM I이 효과적이었고, ESM의 경우(Table 5)는 반대로 IVM I보

다 IVM I&II가 효과적이었다. 이와 같은 현상은 ESCM내에 함유

되어 있는 여러 종류의 생리활성물질은 돼지 난포란의 체외성숙 

후반기에는 오히려 비효과적이라는 것을 알 수 있다. 이것은 현재 

돼지 난포란의 체외성숙 방법에 있어서 일반적으로 IVM I에는 호

르몬을 첨가하지만, IVM II에는 호르몬을 첨가하지 않는 것을 간

접적으로 증명할 수 있다는 것을 암시한다.

이상의 결과를 종합한다면 돼지 난포란의 체외성숙에 있어서 기

초배양액에 첨가물질로서 ESCM 또는 ESM을 보다 효과적으로 이

용할 수 있는 방법을 더욱 개발한다면 다른 가축에 비해 낮은 돼

지 난포란으로부터 고품질 배반포의 체외생산을 위한 배양체계를 

확립할 수 있을 것이다. 

결  론

본 연구는 돼지 난포란으로부터 배반포의 효율적인 체외생산에 

있어서 체외성숙용 기초배양액의 개발을 위하여 ESCM 또는 ESM

의 이용 가능성을 검토하였다. 현재 돼지 난포란의 체외성숙용 기

초 배양액으로 많이 이용되고 있는 NCSU-23 용액에 ESCM의 경

우 첨가농도에 따라 2세포기 및 배반포로의 발달율은 대조군과 유

의차가 없었지만, 특히 배반포의 생존율(배양 10일)은 첨가농도

(30%)가 증가함에 따라 대조군보다 유의하게 높았다(p < 0.05). 

그리고 ESM (30%)만 첨가하더라도 비슷한 경향이었다. 한편 이

들 첨가물은 체외성숙시 IVM I에 첨가하는 것이 IVM Ⅱ보다 효

과적이었다. 이와 같이 체외성숙 전반기(IVM I)에 이들 첨가물의 

효과(배반포의 생존율)는 아마도 ESCM내의 생리활성물질들 혹은 

ESM의 적당한 아미노산과 비타민의 조합 때문일 것으로 사료된

다. 요약하면, ESCM 또는 ESM의 최적 첨가는 돼지 난포란의 체

외성숙을 개선시키고 배발달 능력에 영향을 미칠수 있다. 따라서 

돼지 난포란의 체외성숙시 기초배양액에 ESCM 또는 ESM을 보다 

효과적으로 첨가하는 방법을 개발한다면 다른 가축에 비해 낮은 

돼지 난포란으로부터 고품질 배반포의 체외생산을 위한 배양체계

를 확립할 수 있을 것이다.
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