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서 론

난자의 핵 이식을 위해서는 난자의 활성화가 필요하

며, 핵 이식 배를 이식할 수 있는 단계의 배로 발달시킬

수 있어야 한다.

성숙이 완료된 난자는 외부의 자극없이는 감수분열을

재개할 수 없어 난자의 활성화가 필요하다. 포유류 난자

의 활성화에 대한 연구는 Pincus와 Enzmann이 처음으로

보고된 이래 극체형성
2, 3

, 활성화물질
4, 5

, 배양조건
6, 7, 8, 9

,

발생단계
10, 11, 12, 13

등이 활성화에 미치는 연구가 이루어

져 왔다. 소의 난자는 Ca
2+

Ionophore, ionomycin, ethanol,

cyclohexamide 및 6-methylaminopurine 등을 이용한 여러

핵 이식을 위한 돼지난자의 활성화 및 핵 이식 배와
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ABSTRACT : This study was carried out to investigate the optimal activation condition for
parthenogenetic development. In order to activate oocytes at 24 hrs post onset of maturation, the oocytes
were cultured 3∼13 μM Ca

2+
for 5 min., 5-8 ㎍/ml cytoclacin for 6 hrs, 0.5∼2.0 mM

6-dimethylaminopurine(DMAP) for 3 hrs alone or combination. The activated oocytes were cultured in
TCM-199 media at 5% CO2, 95% air, 38℃.

The cleavage rate after 48 hrs culture of oocytes treated with 3-13 μM Ca
2+
, 5-8 ㎍/ml cytoclacin and 0.

5∼2.0 mM DMAP for 5 min., 6 hrs and 3 hrs were 9.6%∼20.0%, 0.0%∼7.3% and 9.4%∼21.8%, 0.
0%∼7.3% and 9.1%∼21.8% and 0.0%∼7.3%, respectively. When oocyte were treated with 10 μM
Ca

2+
, 10 ㎍/ml cytoclacin and 2.0 mM DMAP the blastocyst formation rate was significantly higher than

other group. The cleavage rate after 48 hrs culture of oocytes treated with Ca
2+

+ cytoclacin, Ca
2+

+
DMAP, cytoclacin + DMAP were 75.9%∼93.5% and 9.7%∼19.0%, respectively. When oocytes were
treated with Ca

2+
followed by DMAP, the blastocyst formation rate was significantly higher than other

group(p<0.05). When necleus transferred embryos co-cultured with bovine serum albumin(BSA), epithemal
growth factor(EGF) and calf serum(CS), the developmental rate to blastocyst were higher than control
group.
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가지 요인에 의해 활성화된다고 보고되었다
14, 15

.

Ca
2+
제재를 이용하여 난자를 활성화시키면 histone

H1 kinase가 불활성화되어 감수분열이 재개되지만 일정

시간이 경과하면 kinase가 재활성화된다고 하였으며
16
,

Ca
2+
농도의 증가는 감수분열의 재개를 유도하지만 전

핵형성을 억제한다는 보고
16
도 있다. 특히, Ca

2+
수준 증

가제 및 단백질합성억제제와인산화억제제를병행처리하

면 감수분열재개와 난자활성화를 증가시킬수 있다고 보

고되었다
17
. 그러나, 체외수정율과 배 발달율이 낮은 돼지

난자를 이용한 핵 이식 난자에 대해 여러 agent들이 활성

화에 미치는 영향과 핵 이식을 완료한 난자는 배양액에

albumin, 성장인자및혈청등을첨가하여공배양시 배 발

달에 미치는 영향에 관한 보문은 접한 바 없었다.

이에 본 연구는 Ca
2+
, cytoclacin, 6-dimethylaminopurine

(DMAP) 등의 처리가 난자의 활성화에 미치는 영향과

핵이식 배의 공배양에 따른 발달율을 구명하고자 실시

하였다.

재료 및 방법

난포란의 회수

도살 돼지의 난소를 적출하여, 100 IU/ml의 penicillin

G(Sigma, U.S.A.)와, 100 ㎍/ml의 streptomycin sulfate

(Sigma, U.S.A.)를 첨가한 38℃의 생리식염수에 침지하

여 실험실로 옮긴 다음 난포로부터 배양액이 들어있는

18 G 주사기로 난포액을 흡입하여 실체현미경(20∼40

× ) 하에서 난포란을 회수하였다.

난포란의 체외성숙 배양

회수한 난포란은 10%(v/v)의 fetal calf serum(FCS,

Sigma, U.S.A.)와 1 ㎍/ml의 FSH(Sigma, U.S.A.), 2 IU/ml

의 hCG(Sigma, U.S.A.), 1 ㎍/ml의 β-estradiol (Sigma,

U.S.A.), 100 IU/ml의 penicillin G 및 100 ㎍/ml의

streptomycin sulfate가첨가된 TCM-199(Whittaker, U.S.A.)

배양액으로 배양하였다. 난포란의 체외성숙은 배양액

50 ㎕의 drop을 mineral oil (Squibb Co., U.S.A.)로 피복하

여 배양 2-3시간 전에 CO2 배양기내(5% CO2, 95% air,

38oC)에서 5-6시간 평형시킨 후 drop내에 5개의 난포란

을 주입하여 32∼40시간 성숙배양하였다.

핵이식을 위한 미세조작

공핵란은 0.5 ㎍/ml의 colcemid(Gibco., U.S.A.) + 10%

FCS + TCM-199 배양액에서 10시간 체외배양을 통해

cell stage를 G1기로 조절하였으며, 수핵과 탈핵의 미세

조작은 수핵란과 공핵란으로부터 분리된 할구세포를 각

농도의 cytoclacin (Sigma, U.S.A.)과 DMAP 및 Ca
2+

Ionophore + 10% FCS + TCM-199 배양액으로 전처리를

한 후 미세조작을 위하여 micromanipulator(Narishige Co.,

Japan) 부착 도립현미경에 장착하여 성숙된 MII 난자를

micropipett으로 고정시키고핵을제거하기 위하여 30 ㎛

의 micropipett을 투명대내로 진입시켜 제 1 극체와 염색

체를 원형질막에 싸여진 채로 흡입하여 제거하고, 공핵

란으로부터 분리된 할구세포 하나를 탈핵에 사용한

micropipett에 흡입하고 이를 미세조작으로 탈핵된 수핵

란의 원형질 외측 위란강에 주입하였다.

활성화 처리

40시간동안 성숙배양후 난구세포를 제거하기 위하여

0.1% hyaluronidase(Sigma, U.S.A.)가 첨가된 10% FCS +

TCM-199 배지에서 난구세포를 제거하였다. 난구세포가

제거된 난자들중에 제 1극체가 방출된 난자만을 선별하

여 시험에 이용하였다. 난자의 활성화 처리를 위해 3, 5,

10, 13 μM Ca
2+

Ionophore에 5분, 5, 8, 10, 13 ㎍/ml의

cytoclacin에 6시간, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM의 DMAP에 3시

간동안 단독 또는 병행처리 하였다.

배양

활성화 처리가 완료된 난자들을 배양액으로 세척한

후 10% FCS + TCM-199 배양액에서 배양을 하였으며

배양조건은 5% CO2, 95% air, 38℃였다.

전핵관찰

전핵형성 여부를 관찰하기 위하여 활성화 처리된 난

자를 처리 6시간후에 고정 염색하여 200 배율의 현미경

하에서 전핵형성 여부를 관찰하였다. 고정은 acetic acid

: etanol(3 : 1)(Sigma, U.S.A.)의 고정액내에 24시간이상

침지시킨 후 1% aceto orcein(Sigma, U.S.A.) 액으로 염색

을 실시하였다.

공배양

핵 이식을 완료한 난자는 5% bovine serum albumin

(BSA, Sigma, U.S.A.), 5 mM epithermal growth factor

(EGF, Sigma, U.S.A.), calf serum(CS, Sigma, U.S.A.)를 첨

가한 TCM-199 배양액내에서 공배양하면서 배 발달을

관찰하였다.

통계분석

시험결과는 SAS package를이용하여 분산분석을 하였

으며, 처리간의 유의성은 Duncan's multiple range test를
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이용하여 검정하였다.

결 과

난자의 활성화 단용처리

Ca
2+
의 처리

핵 이식을 위한 난자의 활성화 물질로서 Ca
2+
이온을

5분간 처리후 배양했을 때 단위발생율은 Table 1과 같

다. 난자의 활성화제로서 3, 5, 10, 13 μM의 Ca
2+
이온

을 처리후배양했을때 2 cell 및 배반포로의단위발생율

은 각각 9.6%∼20.0% 및 0.0%∼7.3%로서 10 μM Ca
2+

농도에서 가장 높은 발생율을 나타냈다.

Table 1. Developmental rate of oocytes activated with a

various Ca
2+

concentration

Concent. of
Ca

2+

(μM )

No. of oocytes
treated

No. of oocytes developed to

2 cell Blastocyst

3 50 7(14.0) 1(2.0)

5 52 6(11.5) 2(3.8)

10 55 11(20.0) 4(7.3)

13 52 5( 9.6) 0(0.0)

* Oocytes activated a various Ca
2+

concentration for 5 min.

Cytoclacin의 처리

핵이식을위한난자의활성화물질로서 cytoclacin를처

리후배양했을때단위발생율은 Table 2와같다. 난자의활

성화제로서 5, 8, 10, 13 ㎍/ml cytoclacin를 6시간 처리후

배양했을 때 2 cell 및 배반포로의 단위발생율은 각각 9.

4%∼21.8% 및 0.0%∼7.3%로서 10 ㎍/ml 농도에서 가장

높은 발생율을 나타냈다.

Table 2. Developmental rate of oocytes activated with a

various cytoclacin concentration

Concent. of
cytoclacin(㎍/ml)

No. of oocytes
treated

No. of oocytes developed to

2 cell Blastocyst

5 52 7(13.5) 0(0.0)

8 50 5(10.0) 1(2.0)

10 55 12(21.8) 4(7.3)

13 53 5( 9.4) 0(0.0)

*Oocytes activated a various cytoclacin concentration for 6 hrs

DMAP의 처리

핵 이식을 위한 난자의 활성화 물질로서 DMAP를 처

리한 후 배양했을 때 단위발생율은 Table 3과 같다.

Table 3. Developmental rate of oocytes activated with a

various DMAP concentration

Concent. of
DMAP (mM)

No. of oocytes
treated

No. of oocytes developed to

2 cell Blastocyst

0.5 55 5( 9.1) 0(0.0)

1.0 52 8(15.4) 1(1.9)

1.5 53 7(13.2) 2(3.8)

2.0 55 12(21.8) 4(7.3)

* Oocytes activated a various DMAP concentration for 3 hrs

난자의 활성화제로서 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM의 DMAP를

3시간 처리후 배양했을 때 2 cell 및 배반포로의 단위발

생율은 각각 9.1%∼21.8% 및 0.0%∼7.3%로서 2.0 mM

농도에서 가장 높은 발생율을 나타냈다.

난자의 활성화 병용처리

핵 이식용 난자의 활성화를 위해 Ca
2+

+ cytoclacin,

Ca
2+

+ DMAP, cytoclacin + DMAP를 각각 병용 처리후

배양했을 때 단위발생율은 Table 4와 같다. 난자의 활

성화를 위해 Ca
2+

+ cytoclacin, Ca
2+

+ DMAP, cytoclain +

DMAP를 각각 처리후 배양했을 때 2 cell 및 배반포로의

단위발생율은 각각 75.9%∼93.5% 및 9.7%∼19.0%로서

단일처리군에 비해 높게 나타났다.

Table 4. Developmental rate of oocytes activated with a

various activation agents

Activation agents
No. of oocytes

treated

No. of oocytes developed to

2 cell Blastocyst

Ca
2+

+ cytoclacin 60 54(90.0) 8(13.3)

Ca
2+

+ DMAP 58 44(75.9) 11(19.0)

cytoclacin +
DMAP

62 58(93.5) 6( 9.7)

*Oocytes activated with a various agents(10 μM Ca
2+
, 10 ㎍

/ml cytoclacin, 2.0 mM DMAP) for 3 hrs

핵이식 배의 공배양

활성화 처리를 한 난자에 핵을 이식한 핵이식 배와

BSA, EGF 및 CS와 공배양했을때 배반포로의 체외발생

율은 Table 5와 같다. 핵 이식 배와 BSA, EGF 및 CS와

공배양했을 때 배반포로의 체외발생율은 각각 7.5%,

9.1% 및 5.8%로서 대조군의 3.6%에 비해 높은 체외발생
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율을 나타냈다.

Table 5. Developmental rates of nucleus transferred

oocytes by co-culture of BSA, EGF and CS

Co-cultured with
oocytes

No. of nucleus
transferred oocytes

No. of cultured
embryos(%)

No. of developed
to blastocyst(%)

Control 55 25(45.5) 2(3.6)

BSA 53 23(43.4) 4(7.5)

EGF 55 24(43.6) 5(9.1)

CS 52 22(42.3) 3(5.8)

* nucleus transferred oocytes cocultured with BSA, EGF and CS

** BSA : Bovine serum albumin, EGF ; epithermal growth

factor, CS ; calf serum

고 찰

난자의 핵 이식을 위해서는 난자의 활성화와 이식할

수 있는 단계의 배로 발달시킬 수 있어야 하며, 아울러

성숙이 완료된 난자는 외부의 자극 없이는 감수분열을

재개할 수 없어 난자의 활성화가 필요하다. 포유류 난자

의 활성화에 대한 연구는 Pincus와 Enzmann
6
이 처음으

로 보고된 이래 많은 연구가 이루어져 왔다
4, 5, 18, 19, 20

.

그러나 돼지 난자의 활성화와 이식할 수 있는 단계로

발달시킨 핵 이식에 관한 연구보고는 거의 찾아 볼 수

없었다.

난자의 활성화제로서 Ca
2+
이온을 핵 이식난자에 처

리했을 때 단위발생율은 각각 10 μM 농도에서 가장

높은 발생율을 나타냈는데, Ca
2+

Ionophhore의 처리로

Ca
2+
이온이 증가되면 성숙촉진인자는 불활화되어 난자

의 감수분열을 재개를 유도하고 아울러 염색체 응축을

유도하여 난자의 세포주기를 제 2차 성숙분열을 일으키

게 하지만 난자의 발육이 저조해지게 된다
17
. 그러나,

Ca
2+
농도의 증가는 감수분열의 재개를 유도하지만 전

핵형성을 억제한다는 보고
16
와 일치되는 것으로 사료된

다. Ca
2+
처리시 핵 이식배의 단위발생은 난자가 Ca

2+
수

준의 증가제 및 단백질 합성과 인산화 억제제를 병행

처리되었을 때에 한해서만 높게 나타났다. Cytoclacin 처

리군 역시 대조군에 비해 높은 발생율을 나타냈는데

cytoclacin은 단백질합성 및 인산화억제제로서 성숙촉진

인자를 불활성화시키므로 난자의 분할이 Ca
2+
이온에

비해 높게 나타났다는 보고
15
와 일치하는 것으로 사료되

었다. DMAP 역시 cytoclacin과 마찬가지로 단백질합성

및 인산화억제제로서 성숙촉진인자를 불활성화시키므

로 난자의 분할이 Ca
2+
처리군에 비해 다소 높게 나타냈

는데 이러한 결과는 시험동물은 다르지만 대체로 다른

연구자와의 결과
14, 22
와 일치하는 것으로 사료되었다.

핵 이식시 난자의 활성화제를 Ca
2+

+ cytoclacin, Ca
2+

+ DMAP, cytoclacin + DMAP를 각각 병용 처리했을 때

배반포로의 단위발생율은 단일처리군에 비해 높게 나타

냈다. 이러한 결과는 Ca
2+
제제처리후 단백질합성 및 인

산산화 억제제인 cytoclacin과 DMAP에 의해 활성화됨으

로서 난자의 분할율을 높게 나타낸 것으로 사료된다
16,

21
. 역시, Ca

2+
과 DMAP 처리도 다른 처리군에 비해 난자

의 발생율이 유의하게 높았다. Ca
2+
제제와 다른 활성제

처리는 단백질합성 및 인산산화 억제제인 cytoclacin과

DMAP에 의해 활성화됨으로서 난자의 분할율을 높게

나타냈는데 이러한 결과는 소를 대상으로 한 다른 연구

자의 결과
3, 16, 21

와 본 시험의 공시동물인 돼지 난자에서

도 일치하는 것으로 사료되었다.

핵 이식 배와 BSA, EGF 및 CS와 공배양했을 때 배반

포로의 체외발생율은 각각 3.6%∼9.1%%로서 무첨가 대

조군의 3.6%에 비해 높은 체외발생율을 나타냈는데, 이

는 핵 이식 배와 cytoplast와 공배양했을 때 대조군에 비

해 높은 배발달율을 나타냈다는 다른 연구자의 보고와

유사한 결과이었다
9
.

결 론

본 연구는 Ca
2+
, cytoclacin, DMAP 등의 처리가난자의

활성화에 미치는 영향과 핵이식 배와 BSA, EGF, CS와

의 공배양에 따른 체외발생율을 구명하고자 실시하였

다. 활성화 처리된 난자는 TCM-199 배양액에서 배양하

였으며, 배양조건은 5% CO2, 95% air, 38℃이었다.

1. Ca
2+
이온 3, 5, 10, 13 μM을 처리했을 때 배반포로의

단위발생율은 각각 9.6%∼20.0% 및 0.0%∼7.3%로서

10 μM 농도에서 가장 높은 발생율을 나타냈다.

2. Cytoclacin 5, 8, 10, 13 ㎍/ml을 처리했을 때 배반포로

의 단위발생율은 각각 9.4%∼21.8% 및 0.0%∼7.3%

로서 10 ㎍/ml 농도에서 가장 높게 나타났다.

3. DMAP 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM을처리했을때배반포로의

단위발생율은 각각 9.1%∼21.8% 및 0.0%∼7.3%로서

2.0 mM 농도에서 가장 높은 발생율을 나타냈다.

4. Ca
2+

+ cytoclacin, Ca
2+

+ DMAP, cytoclacin + DMAP를

병용처리했을 때 배반포로의 단위발생율은 각각

75.9%∼93.5% 및 9.7%∼19.0%로서 단일처리군에 비

해 높게 나타났다.

5. 핵 이식 배와 BSA, EGF, CS 등이 첨가된 TCM-199 배

양액과 공배양했을 때 배발달율은 각각 7.5%, 9.1%,

5.8%로서 무첨가 대조군에 비해 약간 높게 나타났다.
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