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미치는 영향
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요  약  본 연구는 염소 난자의 체외배양 시 혈청과 호르몬 첨가의 효과를 알아보기 위하여 체외성숙 효율, 유전자발현
및 체외수정 후 배발달율을 조사하였다. 본 실험에서는 기본 체외성숙 배양액에 10% gBS, 10% gFF를 첨가하여 혈청 
유무에 따른 효과와 FSH를 조합하여 체외성숙 효율을 조사한 결과, 처리구 모두 대조구보다 유의적으로 높은 성숙률을 
보였다. 특히 gBS와 FSH를 조합하였을 때 처리구 중에서도 77.8%로 유의적으로 가장 높은 체외성숙 결과를 보였다. 
또한, 각 처리구로부터 얻은 성숙 난자를 이용하여 체외수정 배발달  효율을 조사한 결과 모두 유의적으로 향상되었으며
특히 gBS와 gFF에 FSH를 혼합 처리한 두 그룹이 우수한 결과를 보였다. 난자의 성숙과 관련된 BMP15와 GDF9의 
mRNA 발현량을 비교한 결과, 처리구간 특이점이나 유의적 차이가 나타나지 않았다. 본 연구의 결과 염소 난자의 체외
성숙에 관한 추가적인 실험이 필요할 것으로 생각되나, gBS, gFF 및 FSH 첨가가 성숙 효율 향상에 도움이 됨을 알 수
있었다.

Abstract  This study investigated the effects of goat blood serum (gBS), goat follicular fluid (gFF) and 
gonadotropin (FSH) on the in vitro maturation, fertilization and development of Korean native black goat
oocytes. Our results indicate that the gBS combined with FSH treated group  showed significantly higher
maturation rate than the other groups. Furthermore, blastocyst formation rate was significantly increased
in all treated groups, and gBS and gFF combined with FSH treated groups were higher than other groups.
However, gene expression levels of BMP15 and GDF9 in COC, both oocyte maturation related genes, 
remained unaffected after 24 h maturation. The results of the present study indicate that 
supplementation of the maturation medium with gBS, gFF and FSH is efficacious in improving the in 
vitro maturation, fertilization and development of Korea native black goat oocytes.
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1. 서론

최근 고령화와 건강에 대한 관심이 커지면서 과거 약
재용 또는 일부 식용으로 공급되었던 염소 고기가 한우, 
돼지, 닭과 더불어 일반인들에게 인기를 얻고 있다. 이에 
따라, 국내에서도 염소의 번식, 사양, 영양 및 유전적 특
성과 개량을 위한 연구가 진행되고 있다 [1~6]. 가축의 
번식을 위한 기술로는 정액동결, 인공수정, 과배란처리, 
발정동기화, 체외수정란 생산 및 수정란이식 등 다양한 
분야의 연구가 있으며, 이와 같은 번식관련 기술을 이용
한다면 염소의 개체증식을 통해 개량을 가속화할 수 있
을 것이다. 그 중에서 염소의 수정란 이식에 관한 연구는 
1980년 말부터 시작되었으나 발정주기나 동기화, 수정
란 이식에 관한 단편적인 연구가 일부 수행되었으며, 체
외수정란 생산이나 배발달 향상에 관한 기초적인 연구가 
절대적으로 부족하여 소의 방법을 기본으로 삼아, 응용하
고 적용하고 있는 실정이다.

포유동물 난자의 체외성숙은 도축장에서 난소를 운반
하는 시간 및 온도와 같은 조건, 배지의 구성성분, 성장인
자 및 공배양 등 다양한 요인에 의해 영향을 받는다. 하
지만 도축장에서 채취한 난소의 경우 각 개체마다 발정
주기나 영양상태 등의 영향으로 난소의 상태가 서로 다
른 문제점이 있다. 따라서 체외성숙에 이용되는 난자들이 
동일한 조건에서 성숙을 유도하는 것은 적합하지 않을 
수 있어, 핵 성숙과 더불어 세포질 성숙이 충분이 이뤄질 
수 있는 체외성숙 조건을 탐색해야할 것이다 [7].

난자의 핵 성숙과 세포질 성숙에 있어 transforming 
growth factor-beta (TGF-b) superfamily는 난자와 
난구세포간의 양방향 로컬 커뮤니케이션에 주요한 역할
을 하며, 스테로이드 합성, gonadotropin 수용체 발현, 
난포발달, 난자의 성숙, 배란 및 황체 형성 등에 관여한다
고 보고된 바 있다 [8-10]. Growth differentiation 
factor 9 (GDF9)과 bone morphogenic protein 15 
(BMP15)는 난자에서 분비되는 TGF-b superfamily로 
포유류 난자 성숙을 조절하는 중요한 요소들이다 [11].

포유동물의 미성숙 난자는 일반적으로 혈청과 호르몬
이 첨가된 tissue culture medium-199 (TCM-199) 
배지에서 성숙시키며 [12-14], 현재 소의 경우엔 90% 
이상이 성숙되고 이중 약 75%가 정상적인 수정란이 된
다고 알려져 있다 [15]. 소와 돼지와 같은 산업동물에서
는 현재까지도 체외성숙이나 체외수정 등 수정란 생산 
효율 향상을 위한 연구가 많이 진행되어 있다 [16-19], 
하지만, 염소의 수정란 생산과 관련된 연구가 많이 부족

한 상황이며, 체외배양 시스템 역시 소의 방법을 적용한 
것이기 때문에 적절한 체외성숙 배양방법의 확립이 필요
한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 염소의 체외성숙 효율 향상을 
위해 체외성숙용 배지에 혈청과 호르몬의 첨가에 대한 
효과를 확인하기 위하여 체외 성숙률, mRNA 발현량 및 
체외수정 후 배발달율을 조사하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 시약
본 연구에서 특별히 명시하지 않은 화학물질들은 

Sigma-Aldrich Korea (St. Louis, MO, USA)에서 구
입하여 사용하였다.

2.2 난소 채취 및 난자 회수
체외수정란 생산을 위해 도축장에서 도축된 염소의 난

소를 적출하여 50 ㎍/ml Gentamicin 0.9%가 함유된 
32℃ 내외의 생리식염수에 담아 1~2시간 내에 실험실로 
운반하였다. 운반된 난소는 항생제가 첨가된 새로운 
32~35℃ 생리식염수로 3~4회 세척하였다. 세척된 난소
는 21게이지 바늘이 장착된 10 ml 멸균주사기를 이용하
여 난포액을 회수하여 15 ml 튜브에 모아 32~35℃ 항
온수조에 정치하였다. 정치된 난포액의 상층액을 제거하
고, 침전물은 10mM HEPES, 0.013mM kanamycin이 
포함된 TCM-199 으로 2회 세정하고 현미경을 통해 난
자를 회수하여 체외성숙 실험에 이용하였다.

2.3 체외성숙
난자의 체외성숙은 기본적으로 3층 이상 난구세포로 

둘러싸인 Cumulus oocyte complex (COC)를 골라 
10mM HEPES, 0.013mM kanamycin, 0.2mM 
sodium pyruvate, 1㎍/ml Epidermal Growth 
Factor (EGF)이 포함된 TCM-199 (IVM medium)으로 
3회 세정하고, 500㎕의 IVM medium이 채워진 4-well 
dish에 옮겨 38.5℃의 5% CO2 배양기에서 24시간 배양
하였다. 이때 사용된 IVM medium은 배양기에서 20시
간 전후로 전배양하여 사용하였다. 체외성숙 효율 비교실
험을 위해 염소의 난포액 (gFF, goat follicular fluid)과 
발정주기에 있는 염소의 혈액에서 혈청 (gBS, goat 
blood serum)을 분리하여 IVM medium에 10% 첨가
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Gene Primer sequence (5’-3’)

b-Actin
F: TGCCCTGAGGCTCTCTTCCA
R: TGCGGATGTCGACGTCACA

BMP15
F: AAGTGGACACCCTAGGGAAA

R: TTGGTATGCTACCCGGTTTGGT

GDF9
F: TCTACAACACTGTTCGGCTCTTCA
R: CACAACAGTAACACGATCCAGGT

DNMT1
F: GGTGAAAAGGCTCTTCTTGGC

R: AATAGTGGTGCGTACTCTGGGC

Table 1. Primers used for real-time PCR

Treatments No. of examined oocytes No. of matured oocytes Maturation rate
(% ± SE)

Control (Non serum) 146 66 44.65 ± 3.12 a

gBS 149 95 62.02 ± 3.58 b

gBS+FSH 146 115 77.80 ± 2.42 c

gFF 143 88 60.73 ± 1.77 b

gFF+FSH 145 104 70.58 ± 2.31 d

a-d Different letters with in a column are significantly different (P＜0.05).

Table 2. Effects of different serum and FSH on the nuclear maturation of goat.

하였고, 1㎍/ml의 Follicular Stimulating Hormone 
(FSH, Folltropin-V, Bioniche Co., Canada) 첨가도 
비교하였다. 체외성숙 배양 24시간 후에 COC는 qPCR
을 위해 일부 –80℃ 동결하여 보관하였고, 체외수정을 
위해 0.1% hyaluronidase에서 난구세포를 제거하고 제
1극체의 유무로 난자의 성숙을 판단하였다.

2.4 체외수정 및 체외배양
체외수정을 위해 국립축산과학원 가축유전자원센터에

서 생산된 염소 동결정액과 114mM Nacl, 3.1mM KCl, 
25mM NaHCO3, 0.4mM NaH2PO4·2H2O, 15mM sodium 
lactate, 2mM CaCl2·2H2O, 0.5mM MgCl2·6H2O, 
0.5mM sodium pyruvate, 8㎎/ml bovine serum 
albumin (BSA), 0.75㎍/ml kanamycin으로 구성된 체
외수정 배지를 이용하였다. 성숙된 난자는 2x106의 정자
와 38.5℃의 5% CO2 배양기에서 6시간 동안 공배양 하
였다. 이후 0.1% hyaluronidase를 이용하여 투명대에 
붙어있는 정자를 제거하고 103mM Nacl, 7.2mM KCl, 
1.2mM KH2PO4, 5.6㎖/L Na-lactate, 0.13mM 
kanamycin, 25mM NaHCO3, 0.3mM Na-pyruvate, 
0.5mM MgCl2·6H2O, 1.7mM CaCl2·2H2O, 1.5mM 
D-glucose, 2% essential amino acids, 1% non-essential 
amino acids, 1mM L-glutamin, 10ng/ml EGF, 1% 

BSA로 구성된 mSOF 배지로 옮겨 6일간 배양하여 배발
달을 확인하였다.

2.5 Quantitative Polymerase Chain Reaction 
    (qPCR)

RNA는 RNeasy Micro Kit (Qiagen, USA)을 이용
하여 제조사의 매뉴얼에 따라 추출을 진행하였다. RNA
의 농도와 순도는 OPTIZEN NanoQ (Mecasys, South 
Korea)로 측정하였고, gDNA Eraser (Takara, Japan)
와 PrimeScript™ RT reagent Kit (Takara)을 이용하
여 제조사의 매뉴얼에 따라 cDNA를 합성하였다. 프라이
머 시퀀스 (Table 1)는 NCBI 데이터베이스를 이용하여 
디자인하였고, 2X SYBR Premix Ex Taq Ⅱ(Takara)을 
이용하였다. Real-time PCR은 CFX-96™ Real-Time 
System (BIO-RAD, USA)을 통해 95℃에서 30초동안 
반응 후 95℃에서 5분, 60℃에서 30초를 40회 반복하여 
진행하였고, 이를 통해 얻은 결과값(Ct, Cycle of 
thresholds)을 이용하여 b-actin에 대한 ΔΔCt으로 표
준화하였다.

2.6 통계분석
본 연구에서 얻은 모든 백분율 데이터는 평균±평균의 

표준오차 (SEM)로 나타내었다. 실험 결과의 통계학적 분



한국산학기술학회논문지 제20권 제9호, 2019

336

Fig. 1. Quantitative real-time PCR analysis about oocyte maturation related genes in COC at 24 h after IVM.

Treatments No. of examined oocytes
No. of embryos developed to (% ± SE)

2-cell Blastocyst
Control

(Non serum) 66 37
(55.65 ± 2.58 a)

8
(11.56 ± 2.63 a)

gBS 95 83
(87.73 ± 1.64 b)

23
(25.01 ± 1.98 b)

gBS+FSH 115 109
(94.66 ± 1.33 c)

37
(32.70 ± 1.46 c)

gFF 88 78
(88.89 ± 1.65 b)

23
(26.60 ± 1.41 b)

gFF+FSH 104 95
(91.30 ± 1.68 bc)

30
(29.75 ± 2.01 bc)

a-c Different letters with in a column are significantly different (P＜0.05).

Table 3. Effects of different serum and FSH on in vitro development of in vitro fertilized goat embryos.

석을 위하여 SAS (Statistical Analysis System) package를 
이용하였으며, GLM (General Linear Models) 
procedure를 적용하여 각 요인별 least square means
를 구하여 처리구간 유의성을 검정하였다. 본 연구에서 
나타난 결과들에 대한 통계적 유의차는 p<0.05 이하인 
것만 표기하였다.

3. 결과

3.1 혈청과 호르몬이 체외성숙에 미치는 효과
염소 난자의 체외성숙 배지에 10% 발정주기 혈청 

(gBS)과 10% 난포액 (gFF)을 첨가하고, 추가로 FSH의 
조합 효과를 조사하였다. 그 결과, 대조구(Non serum)
과 비교하였을 때 gBS, gFF 모두 난자의 성숙률이 유의
적으로 증가한 결과를 보였다 (Table 2). 또한 gBS, gFF
와 함께 FSH를 조합하여 첨가하였을 때, gBS, gFF만 첨
가한 것 보다 유의적으로 성숙률이 향상되는 것을 확인

하였고 gBS와 FSH를 같이 처리한 그룹이 모든 처리구보
다 유의적으로 높은 성숙률을 보였다 (Table 2).

3.2 혈청과 호르몬 첨가와 COC에서 성숙관련 유전
자 발현

각 처리군별 COC를 real-time PCR 분석을 통해 난
자의 성숙과 관련된 BMP15와 GDF9의 mRNA 발현량
을 비교하였다. 그 결과는 Figure 1과 같으며, 처리군간 
특이점이나 유의적 차이가 나타나지 않았다.

3.3 혈청과 호르몬 첨가로 성숙된 염소 난자의 체외
수정 및 배발달

각 처리구를 통해 얻은 성숙 난자를 이용하여 체외수
정을 통해 배발달을 확인한 결과, 성숙률이 가장 낮았던 
대조구에서 난할률 (2-cell)과 배반포 (Blastocyst) 형성
률 역시 낮게 나타났다. 처리구의 결과에서는 gBS, gFF 
첨가로 성숙된 난자들이 난할률과 배반포 형성률이 유의
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차 있게 향상됨을 확인할 수 있었다. FSH 조합된 처리구
에서는 체외성숙 결과와 비슷하게 gBS와 FSH 처리구에
서 가장 좋은 결과를 보였으며, gFF와 FSH 처리구에서
는 gBS, gFF 보다 조금 향상된 경향은 보였으나 유의차
는 나타나지 않았다.

4. 고찰

본 연구는 염소 난자의 체외배양에 있어 gBS, gFF와 
같은 혈청과 호르몬의 첨가의 효과를 알아보기 위하여 
체외성숙효율, 유전자발현 및 체외수정 후 배발달율을 조
사하였다. 난자의 체외성숙 또는 체외배양에 이용되는 
gBS, gFF와 같은 혈청에는 호르몬, 성장인자, 영양소, 
cytokine 및 각종 확인되지 않은 여러 물질이 포함되어 
있어 난자의 성숙 및 배발달에 중요한 역할을 한다고 알
려져 있다 [20]. 또한 난포액은 난모세포가 성숙되며 수
정 및 발생 능력을 획득하는 환경을 제공하며 [21], 대부
분의 성분이 혈장에서 유래하고 난포막에서 유래된 스테
로이드 호르몬이 존재하고 있다 [22]. 과거 소와 돼지 등
의 미성숙 난자 체외성숙 시 배양액에 Fetal bovine 
serum (FBS)이나 난포액을 첨가하여 효율을 향상시키는 
연구가 많았다 [23-28]. 그간 연구 결과를 바탕으로 많은 
곳에서 체외성숙 배양액에 10% FBS나 10% 난포액을 첨
가하는 방법을 적용하고 있다. 본 실험에서는 기본 체외
성숙 배양액에 10% gBS, 10% gFF를 첨가하여 혈청 유
무에 따른 효과와 이와 더불어 FSH를 조합하여 체외성
숙 효율을 알아보았는데, 처리군 모두 대조구 보다 유의
적으로 높은 성숙률을 보였다. 그 중에서도 gBS와 FSH
를 조합하였을 때 처리구 중에서도 77.8%로 유의적으로 
가장 높은 체외성숙 결과를 보였다 (Table 2). 또한, 각 
처리구를 통해 얻은 성숙 난자를 이용하여 체외수정 배
발달 효율을 알아보았을 때도 모두 유의적으로 향상된 
결과를 보였다 (Table 3). 이는 gBS나 gFF 또는 FSH를 
조합하여 체외성숙 배지에 첨가하는 방법 모두 염소 난
자의 체외성숙에 있어 핵 성숙과 세포질 성숙 모두 도움
을 주는 결과로 보이며, 특히 gBS과 FSH를 조합하여 첨
가하는 것이 가장 효율이 좋게 나타났다. 이는 체외성숙
용 배지에 성선자극호르몬인 FSH의 첨가는 난구세포 팽
창 [29], 핵 성숙률 향상 [30] 및 웅성전핵형성 촉진 [31] 
등의 효과가 과거 연구를 통해 확인되었는데, 본 연구의 
결과인 Table 2과 Table 3에서 체외성숙 배지에 gBS나 
gFF를 단독으로 처리하는 것보다 FSH를 조합하여 첨가

하는 것이 효율 향상에 더욱 도움 되는 이유로 생각된다.
난자의 핵 성숙과 세포질 성숙에 있어 transforming 

growth factor-beta (TGF-b) superfamily는 난자와 
난구세포간의 양방향 로컬 커뮤니케이션에 주요한 역할
을 하며, 스테로이드 합성, gonadotropin 수용체 발현, 
난포발달, 난자의 성숙, 배란 및 황체형성 등에 관여 한다
고 알려져 있다 [8-10]. GDF9과 BMP15는 난자에서 분
비되는 TGF-b superfamily로 포유류 난자 성숙을 조절
하는 중요한 요소들이다 [11]. 본 연구에서 24시간 체외
성숙 배양이 완료된 각 처리구별 COC에서 GDF9과 
BMP15의 발현양을 비교하였지만, 유의적 차이를 나타
내진 않았다. 이는 처리군별 난자들의 핵성숙이 거의 완
료되어 mRNA 발현이 비슷한 수준을 보인 것으로 생각
되나, 성숙과정에 있어서는 처리군별 발현이 달랐을 것으
로 추측된다.

결론적으로 gFF 처리구에서 gBS와 비교하여 핵 성숙
률과 배발달은 차이가 없었으나 (Table 2, 3), FSH와 혼
합하여 처리하였을 때 핵 성숙률이 가장 우수했던 
gBS+FSH 처리구와 비교하여 gFF+FSH 처리구가 배발
달 효율이 유의하게 유사한 수준을 보였다 (Table 3). 이
는 gFF와 FSH의 혼합처리에서 난포액이 난자의 핵 성숙
을 억제한다는 연구 결과를 토대로 [32] gFF가 난자의 
핵성숙을 억제하여 FSH를 통해 충분한 세포질 성숙을 
유도하는 것으로 생각된다. 본 연구의 결과가 염소 난자
의 체외성숙 조건으로 충분하다고 할 수는 없으나, gBS
나 gFF 및 FSH 첨가만으로도 성숙효율을 상당히 향상시
킴을 알 수 있었다.
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<관심분야>
유전육종, 유전자원 관리

김 찬 란(Chan-Lan Kim)                   [정회원]

• 1999년 2월 : 서울대학교 수의과
대학 수의학과 (수의학학사)

• 2005년 3월 : 일본 기후연합대학
원 수의학과 (수의학박사)

• 2006년 7월 ~ 2014년 10월 : 농
림축산검역본부 수의연구사

• 2014년 10월 ~ 현재 : 국립축산과
학원 수의연구사

<관심분야>
수의학, 예방의학, 친환경

김 관 우(Kwan-Woo Kim)                 [정회원]

• 2015년 2월 : 충남대학교 대학원 
축산학과 (농학석사)

• 2018년 8월 : 충남대학교 대학원 
축산학과 (농학박사)

• 2018년 8월 ~ 현재 : 농촌진흥청
국립축산과학원 전문연구원

<관심분야>
가축번식, 가축육종 




