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체외성숙 과정 중 생쥐와 돼지 난자의 Malate Dehydrogenase(Mor2)의 
기능에 대한 비교 분석
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ABSTRACT : Contrast to mouse where its in vitro maturation rates are high without specific supplements or presence 
of the cumulus cells, there are some species, such as porcine, where its in vitro oocyte maturation rates are still very 
low. This comparative study was conducted to investigate the role of malate dehydrogenase(Mor2) during oocyte 
maturation by RNAi in the mouse and porcine. The Mor2 double-stranded RNA(dsRNA) was prepared species- 
specifically and microinjected into the cytoplasm of denuded germinal vesicle(GV) oocytes. Oocytes were cultured for 
48 h(porcine) and 16 h(mouse) in M199 with 10% porcine follicular fluid, pyruvate, p-FSH, EGF, cystein, and 
estradiol-17β. We measured changes in oocyte morphology, maturation rates and mRNA levels after Mor2 RNAi. We 
confirmed gene sequence-specific knock down of Mor2 mRNA in both species after Mor2 RNAi. In contrast to our 
previous finding that mMor2 RNAi resulted in GV arrest in the mouse, we found that pMor2 RNAi resulted in MⅠ 
arrest in denuded porcine oocytes(58%), but developed to MⅡ(84.4%) in COCs. To determine whether this difference 
between mouse and porcine RNAi is due to differences in culture media, we cultured mouse oocytes in the M199 media 
for 16 h after mMor2 RNAi. Mouse oocytes were developed to MⅡ stage(62%) and there was no statistical difference 
compared to that of non-injected(76.8%) and buffer-injected(73.3%) control groups. Therefore, we concluded that the 
mouse and porcine oocytes are having different metabolic systems in relation to malate dehydrogenase for oocyte 
maturation. This could be a basis for differences in maturation rates in vitro in two species. Further scrutinized studies 
on the metabolic pathways would led us in finding better culture system to improve oocyte maturation rates in vitro, 
especially in more challenging species like the porcine. 

Key words : Malate dehydrogenase(Mor2), RNA interference(RNAi), Oocytes, Cumulus cells, Metabolic pathways.

요  약 : 생쥐의 난자는 특별한 첨가물이나 난구세포 없이 체외 배양해도 성숙율이 높은 반면 돼지 난자의 체외성숙율은 

매우 낮다. 본 연구는 이러한 차이의 원인을 연구하기 위하여 생쥐와 돼지 난자의 에너지 생성에 관여하는 유전자인 

malate dehydrogenase(Mor2)의 기능을 RNAi를 이용하여 비교 분석하였다. 생쥐와 돼지 각각의 Mor2 double-stranded 
RNA(dsRNA)를 제작하고, 생쥐는 난구세포를 제거한 미성숙(GV) 난자의 세포질에 mMor2 dsRNA를 미세 주입한 후
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16시간 동안 배양하였고, 돼지는 난구세포를 제거하거나 

(DO) 혹은 그대로인 상태(COCs)로 pMor2 dsRNA를 미

세 주입한 후 48시간 동안 배양하였다. 사용한 배양액은 

M199에 10%의 porcine follicular fluid, pyruvate, p-FSH, 
EGF, cystein, estradiol-17β 등이 첨가된 배양액을 사용
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하였고, 배양 후 난자의 형태학적 변화를 관찰하고, Mor2 mRNA양의 변화를 RT-PCR로 확인하여 RNAi 결과, 염기서열 특

이적으로 Mor2 발현이 억제됨을 확인하였다. 돼지 난자의 pMor2 RNAi 결과, DO 난자에서는 약 58%의 난자가 MⅠ에서 

성숙이 억제되었으나, COCs에선 84.4%가 MⅡ로 성숙하는 것을 볼 수 있었다. 이는 돼지의 난구세포가 난자 성숙에 매우 

중요하며, 특히 malate 공급에 관여할 것임을 시사한다. 선행 연구 Mor2 RNAi 결과, 생쥐는 GV에서, 본 연구에서 돼지는 

MⅠ에서 성숙이 정지되었기 때문에 이러한 차이가 배양액의 차이인지 다시 mMor2 RNAi 후 생쥐 난자를 M199 배양액

에 16시간 동안 배양한 후 성숙율을 관찰하였더니 MⅡ로의 성숙율은 62%로 대조군과 비교하여 큰 차이가 없었다

(non-injected: 76.8%, buffer-injected: 73.3%). 이는 mMor2 RNAi 결과가 배양액의 조성에 의해 극복될 수 있음을 보여준 

결과다. 생쥐와 돼지에서 서로 다른 대사과정을 갖고 있음은 바로 이 두 종에서의 체외성숙율 차이의 원인이 될 수 있을 

것이며, 앞으로 두 종에서의 난자와 난구세포간의 상호작용 및 대사 경로 등에 관한 심도 깊은 비교 분석 연구를 통하여 

돼지의 체외성숙율을 증가시킬 수 있는 배양 시스템의 개발이 가능할 것으로 기대된다.

서  론  
난자의 성숙과정은 크게 핵 성숙(nuclear maturation)과 

세포질 성숙(cytoplasmic maturation)으로 나누어진다. 핵 성

숙은 제1 감수분열 전기에 멈춰 있던 감수분열이 재개되어 

metaphase Ⅱ(MⅡ) 단계로 진행되는 과정을 말하는 것이

며, 세포질 성숙은 감수분열을 위한 핵의 변화를 제외한 모

든 변화를 통칭한다(Eppig et al., 1994; Eppig & O’Brien, 
1996). 핵 성숙이 일어난 난자라고 하여도 세포질 성숙이 제

대로 완성되지 못할 경우, 수정은 된다고 해도 그 이후의 배

아 발달이 정상적으로 이루어지지 못한다. 따라서 정상적인 

발달을 위해서는 핵 성숙과 세포질 성숙이 병행하며 함께 일

어나야 한다. 즉, 두 과정은 매우 긴밀하게 연결되어 있다

(Barnes & Sirad, 2000; Sirad, 2001). 
여러 포유동물의 난자를 체외배양하는 시스템은 많은 연

구를 통해 높은 성숙율을 얻는 일이 그리 어렵지 않은데, 특
히 가장 많이 사용되고 있는 생쥐 난자의 체외배양은 배양액

에 특별한 첨가나 난구세포 없이도 체외 성숙율이 95～100%
로 대부분 MⅡ로 성숙한다. 그러나 돼지의 난자는 지금까지

도 체외배양에 있어서 높은 성숙율을 얻지 못해 충분한 수의 

성숙란을 얻는데 어려움을 겪고 있다. 이를 극복하기 위해 

배양액에 성장인자나 호르몬, 다양한 첨가물들을 넣어 배양

하거나 난구세포가 붙어 있는 난자-난구세포 복합체 형태로 

배양을 하기도 하지만, 충분히 높은 체외 성숙율을 얻지 못

하는 종으로서 돼지의 난자 성숙 시스템의 개발은 많은 연구

를 필요로 하는 분야이다. 
난자의 세포질은 난자의 성숙, 수정, 그리고 초기 배아 발

달 과정 동안 세포 내 기능에 필요로 하는 에너지를 생산하

기 위한 최적의 대사적 기능을 제공한다. 난자 성숙은 난자

를 둘러싼 난구 세포에 크게 의존하고 있는데, 이는 난자가 

성숙하는 동안 영양적 측면과 조절적 기능을 모두 수행하는 

세포로 매우 중요하다. 따라서 난자가 성숙하기 전 난구세포

를 제거하게 되면 IVF 후 제거되었을 때와 비교하여 난자 성

숙뿐 아니라, 수정, 배아 발달 과정이 제대로 수행되지 못할 

것이다. 그러나, 설치류에서는 난구세포가 없어도 피루브산

이나 oxaloacetate가 배양액에 있으면 일련의 성숙과정이 지

속되지만 포도당, 젖산염(lactate) 혹은 phosphoenolpyruvate 
등과 함께 배양했을 때는 성숙되지 않는다. 이는 난자 성숙

이 TCA cycle에 의해 지속됨을 암시한다. 
Malate dehydrogenase(Mor2)는 Malate와 oxaloacetate의 

상호변환을 촉매하는 이량체 효소로서 포유동물의 모든 호

기성 조직에서 malate-aspartate shuttle과 TCA cycle 둘 다

에서 결정적인 역할을 한다. Malate와 oxaloacetate는 TCA 
cycle, malate‐aspartate shuttle, lipogenesis와 gluconeogenesis
를 포함하는 여러 대사 경로에 관련되어 있다. Malate-aspar-
tate shuttle은 다음 산화를 위해 NAD(nicotinamide adenine 
dinucleotide)를 수송하며, 최근 연구에서는 malate-aspartate 
shuttle이 생존에 관련되는 배아 내 대사의 주요 조절자로 알

려져 있다(Lane & Gardner, 2005). 
본 연구실에서는 선행 연구에서 Mor2가 난자에서 높게 

발현하고 있으며, 난자 성숙 동안 차이 나게 발현하는 유전

자임을 알아내고(Yoon et al., 2004), Mor2 dsRNA를 생쥐

의 난자에 미세 주입 후 M16 배양액에서 16시간 배양한 후

의 MⅡ 성숙율이 대조군(73.4%)에 비해 약 34% 정도로 낮

은 성숙율을 보이고 46.6%의 난자가 GV 상태에 정지하는 

결과를 확인하였고, 이는 생쥐 Mor2가 난자 성숙에 매우 중

요한 역할을 하고 있음을 시사하는 결과였다(Yoon et al., 
2006). 따라서 본 연구는 생쥐와 돼지 사이에서 Mor2의 상동
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성이 94.6%로 매우 높기 때문에 돼지 난자에서의 Mor2의 발

현과 기능을 생쥐에서와 마찬가지로 RNAi 기법을 이용하여 

알아보고, 돼지와 생쥐 난자의 유사점 및 차이점을 비교 연

구하기 위하여 수행하였다. 

재료 및 방법
1. 미세 주입을 위한 난자 준비
생후 4주령된 C57BL/6 생쥐에 PMSG(pregnant mare’s 

serum gonadotropin; Folligon, Intervet) 5 IU/mL를 주사하

여 44～48시간째에 생쥐를 도살하고 난소만을 떼어내었다. 
GVBD(germinal vesicle breakdown)를 억제하기 위하여 0.2 
mM IBMX(3-isobutyl-1-methylxanthine; Sigma, USA)가 

첨가된 M2(Sigma, USA) 배양액에서 GV 난자-난구세포 복

합체(cumulus-oocytes-complexes, COCs)를 모았다. 난자 

크기에 맞는 미세 유리관 파이펫을 통해 난자 주위에 둘러 

싸여있는 난구세포를 물리적으로 제거하여 denuded GV 난
자를 얻었다. 

돼지의 난자를 채취하기 위해서는 도축 직후의 난소를 

32～35℃의 생리식염수(0.9% NaCl)에 넣어 2시간 내에 실

험실로 운반하여 사용하였다. 실험실에서 약 39℃의 생리식

염수로 난소를 3회 이상 세척한 뒤 직경 2～6 mm 내외의 

난포에서 18 gauge 주사침이 부착된 10 mL 주사기로 흡인

한 후 흡입된 난자를 TL-HEPES로 3회 세척하여 현미경하

에서 난구세포가 2～3층 이상 치밀하게 붙고 세포질이 균질

한 COCs를 선별하여 실험에 공시하였다. DOs(denuded oo-
cytes, 난구세포를 제거한 난자)에서 미세 주입 그룹은 COCs
를 난자 크기에 맞는 미세유리관 파이펫을 통해 난자 주위에 

둘러 쌓여있는 난구세포를 물리적으로 제거한 후 1.5 mL 
tube에 넣어 10,000 g에서 10분간 원심 분리하여 핵이 보이

도록 한 후 핵을 피해 세포질 안으로 dsRNA를 미세 주입하

였다. COCs에서 미세 주입 그룹은 현미경을 통해 선별한 

COCs 그대로를 가지고 dsRNA를 미세 주입하였는데, DOs 
그룹에서와 같은 물리적 손상을 주지 않고 미세 주입하였으

나, 난구세포와 세포질내의 지질 등으로 인해 핵이 분명하게 

보이지 않기 때문에 핵에 찌를 수 있는 손상을 염두하고 충

분한 개수의 난자에 미세 주입하였다. 

2. 정량적 Real-time RT-PCR과 RT-PCR

한 개의 난자에서 Mor2의 mRNA량을 real-time PCR 분
석을 통해 측정하였다. Messenger RNA(mRNA)는 Dynal-
beads mRNA Direct Kit(Dynal, Oslo, Norway)에 따라 추

출하였다. cDNA 합성은 mRNA에 0.5 mg oligo(dT)12‐18 
primer를 넣고 70℃에서 10분간 가열한 후 10 mM Tris- 
HCl(pH 8.4), 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 0.5 mM dNTP 
mix를 포함하는 10 mM DTT를 최종양이 20 μL가 되게 첨

가한 후 42℃에서 5분간 데웠다. 그 후 200 U의 역전사효소 

(MMLV reverse transcriptase, Promega, USA)를 넣고 42℃
에서 60분, 94℃에서 2분간 반응시켜 cDNA를 준비하였다. 

정량적 real-time PCR 분석은 iCycler(Bio-Rad, Califor-
nia, USA) 장치를 사용하여 수행하였다. iQTM SYBR Green 
supermix PCR Reagents(Bio-Rad)는 real-time시 유전자 증

폭을 직접적으로 관찰하는데 사용되었으며, iCycler iQ real‐
time detection system software에 의해 평가되었다. 난자로

부터 얻은 cDNA에 각 유전자의 20 pmol forward/reverse 
primer, 2X iQ SYBR green supermix 10 μL(100 mM 
KCl, 40 mM Tris-HCl, pH 8.4, 0.4 mM dNTP, 50 U/mL 
iTaq DNA polymerase, 6 mM MgCl2, SYBR Green I, 20 
nM fluorescein stabilizers), 그리고 멸균된 3차 증류수로 전

체 반응용액을 20 μL로 맞추어 수행하였다. PCR 조건은 

95℃에서 3분을 수행한 뒤, 95℃에서 40초, 60℃에서 40초, 
72℃에서 40초 40번 반복하고 95℃에서 1분을 수행한 뒤, 
PCR 생성물의 melting curve를 분석하고자 55℃부터 95℃
까지 0.5℃씩 10초간 온도를 높여가면서 형광 발현을 관찰 

분석하였다. 사용한 시료간의 유전자 발현 증폭에 관한 정량 

분석은 semi‐log amplification plot의 기하적 범위 내에서 검

출된 형광을 바탕으로 하여 형광이 두드러지게 증가하는 시

점의 cycle 수인 threshold cycle(Ct)로 분석하였다. 상대적인 

유전자 발현의 차이는 β-actin 발현으로 보정한 후 다시 대

조군과 비교하여 분석하였다. 결과는 mean±SEM으로 나타

내었고, 실험은 3번 반복 수행하였다.
RT‐PCR은 위의 Dynalbeads로 뽑아 만든 cDNA를 가지

고 확인하고자 하는 유전자의 primer(25 pmol forward/reverse 
primer)를 넣고 Tris-HCl(pH 8.4), 50 mM KCl, 1.5 mM 
MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 2.5 U Taq DNA polymerase (Pro-
mega)를 이용해 총 20 μL로 수행하였다. PCR 조건은 95℃
에서 40초, 60℃에서 40초, 72℃에서 40초로 35번 반복한 

후 1.5% agarose gel에서 전기영동하여 Image Analyzer 
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(Vilber Lourmat, France)로 확인하였다.
 
3. dsRNA의 제작, 미세 주입 
생쥐 6주령 난소와 돼지 난소로부터 Trizol(Invitrogen, USA)

을 이용해 total RNA를 추출하고, 역전사효소로 역전사 반응

을 수행하였다. 합성된 cDNA를 가지고 mMor2와 pMor2 
primer를 이용해 PCR을 수행하였다. PCR 반응조건은 95℃
에서 40초, 60℃에서 40초, 72℃에서 40초로 35 cycle을 수

행하여 최종산물은 각각 569 bp, 483 bp이었다. mMor2와 

pMor2의 증폭산물을 pGEM T-easy vector(Promega)에 삽

입하고 JM109 competent cell에 형질 전환시켜 다량의 재조

합된 clone을 얻었다. 그런 후 삽입된 유전자가 antisense 또
는 sense로 삽입되었는지를 PCR을 통해 확인하고 in vitro 
transcription을 위해 T7 또는 SP6를 promoter로 반응할 수 

있게 SalI으로 linearization 시키고, MEGAscript RNAi Kit 
(Ambion, Texas, USA)의 T7 RNA polymerase를 이용하여 

single stranded RNA를 합성하였다. 이렇게 합성된 각 com-
plementary RNA(cRNA)는 75℃에서 5분간 반응한 후 실온

에서 3시간 식혔다. dsRNA sample 내에 single-strand cRNA
의 오염을 피하기 위해 1 μg/mL RNase A(Ambion)를 첨

가해 37℃에서 30분 처리하였다. Phenol-chloroform 추출법

Table 1. Sequences of oligonucleotide primers used in this study and their annealing temperature(AT) and expected RT-PCR product 
sizes

Genes
GenBank

accession No.
Oligonucleotide sequences AT(℃) Size(bp)

mMor21) NM_008618
F 5'-AGGAAGGACCTACTGAAAGC-3'
R 5'-GAGTAGAGCAGGTCATCAGG-3'

55 569

mMor22) NM_008618
F 5'-GACGGTGTCCTGATGGAACT-3'
R 5'-GGGTTTCCCACAACAATGAC-3'

55 245

pMor21) NM_213878
F 5'-AGCTAAAGCACAGATTGCTC-3'
R 5'-TCTTCTGCTAGTTCCTTTGC-3'

60 483

pMor22) NM_213878
F 5'-GATGGCATGGAGAGGAAAGA-3'
R 5'-CTTCCTTTGCCTGCAGTTTC-3'

60 340

Plat NM_008872
F 5'-CATGGGCAAGAGTTACACAG-3'
R 5'-CAGAGAAGAATGGAGACGAT-3'

60 650

pβ-actin X03672
F 5'-GACCCAGATCATGTTTGAGACC-3'
R 5'-ATCTCCTTCTGCATCCTGTCAG-3'

60 593

F and R in the primer sequences indicate forward and reverse.
1) Primer used for preparation of dsRNA.
2) Primer used for confirming knock down of mRNA expression after RNAi.

으로 dsRNA를 준비하였고, Gel 전기영동으로 확인하였다. 
본 연구에서는 dsRNA를 용해한 buffer 만을 미세 주입하

여 대조군으로 사용하였다. 생쥐 난자에 넣은 buffer는 MEGA-
script RNAi Kit에 포함되어 있는 elution buffer(10 mM Tris- 
Cl, 0.5 M EDTA)를 미세 주입하였고, 돼지 난자의 경우에

는 Kit에 포함되어 있는 elution buffer를 미세 주입하면 난

자의 lysis가 많이 일어나 pMor2 dsRNA는 DEPC(Diethyl 
pyrocarbonate, Sigma, USA)가 처리된 3차 증류수로 바꾸

어서 미세 주입하였다. 반대로 DEPC가 처리된 3차 증류수

를 생쥐 난자에 미세 주입할 경우에는 주입하자마자 모든 난

자가 lysis되어 사용하지 못하였다. 각각의 유전자에 대한 

primer를 두 set 작성하여 한 set는 dsRNA를 제작하는데 사

용하였으며, 또 다른 set는 RNAi 후, mRNA 발현 차이를 확

인하기 위해 RT-PCR에 이용하였다(Table 1, Fig. 1). 

4. 체외배양
돼지 난소로부터 미성숙 난자 회수용 배지는 1 mg/mL bo-

vine serum albumin(BSA)이 첨가된 TL-HEPES 배지이다. TL- 
HEPES에는 114 mM NaCl, 3.2 mM KCl, 2.0 mM NaHCO3, 
0.4 mM NaHPO4․H2O, 10.0 mM Na-lactate(60%), 2.0 mM 
CaCl․2H2O, 0.5 mM MgCl2․6H2O, 10.0 mM Hepes, 100 
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Fig. 1. Comparison of designing Mor2 primers and expression of Mor2 mRNA in the mouse and porcine oocytes. Transcripts isolated
from oocytes were reverse-transcribed. For amplification, one oocyte equivalent cDNA was used as the template. (A, D) Sites 
for Mor2 primer design. (B, E) Expression of Mor2 mRNA was determined by real-time PCR. (C, F) After real-time PCR 
analysis, the PCR products were electrophoresed on 1.5% agarose gels. Experiments were repeated at least three times and data
were expressed as mean±SEM. GV, germinal vesicle oocytes; MⅡ, metaphase Ⅱ oocytes.
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IU/mL penicillin G, 0.005 g Phenol Red로 구성되어 있으며, 
pH 7.4±0.5로 맞추고 0.22 μm filter(Millipore, USA)로 여과

하여 사용하였다. 
본 실험에서 사용된 체외 성숙용 배양액은 M199(WG, Ko-

rea)을 기본 배양액으로 하여 10%의 PFF(porcine follicular 
fluid), 0.22 μg/mL sodium pyruvate, 25 μg/mL gentamy-
cin sulfate salt, 0.5 μg/mL p-FSH(Follitropin V, BIONICHE, 
Canada), 10 ng/mL EGF, 0.57 mM cystein, 1 μg/mL es-
tradiol-17β가 첨가된 배양액으로 이후 M199으로 표기한

다. 배양액은 사용 전에 0.22 μm filter(Millipore)로 여과하

여 39℃, 5% CO2 배양기에서 10시간 이상 전배양을 실시하

였다. 특별히 표기하지 않은 대부분의 시약은 Sigma에서 구

입하여 사용하였다. 
미세 주입이 끝난 난자는 M199 배양액에 3회 세척한 후 

well당 1 mL의 배양액이 들어있는 4-well dish(Nunc, Den-
mark)에 난자를 넣어 돼지는 39℃, 5% CO2 배양기에서 48
시간 동안 배양하고 생쥐는 37℃, 5% CO2 배양기에서 16시

간 동안 배양하였다. GV와 polar body가 없는 난자는 Meta-
phase Ⅰ(MⅠ)으로 판단하였다. 

5. 통계분석
본 연구에서는 3회 이상의 반복실험을 실시하였으며, 얻

어진 실험결과의 통계처리는 Chi-square 분석을 이용하여 검

증하였고, 유의차에 대한 수준은 p값이 0.05보다 작은 경우

에 유의성이 있다고 분석하였다.

결  과
1. 난자 내에서의 Mor2의 발현 양상
생쥐와 돼지의 미성숙한 GV 난자와 성숙한 MⅡ 난자에

서 발현하는 Mor2 mRNA를 측정하기 위하여 real-time PCR 
결과, 생쥐는 미성숙한 GV 난자에서 보다 성숙한 MⅡ 난자

에서 더 높게 발현하였으나, 반대로 돼지는 미성숙한 GV 난
자에서만 발현하고, 성숙한 MⅡ 난자에선 거의 발현하지 않

았다(Fig. 1).

2. 돼지의 DO GV 난자에서 pMor2 RNAi 결과 
GV 난자에 대조군으로 dsRNA를 용해시킨 0.1% DEPC

가 처리된 3차 증류수를 주입하고, 실험군으로 pMor2를 미

Fig. 2. Maturation rates after pMor2 RNAi in porcine denuded 
oocytes. Maturation rates were scored at 48 h in vitro
culture of oocytes in three groups; no injection(control), 
DEPC-treated DDW into porcine GV oocytes(injection 
control), and microinjection of pMor2 dsRNA. 

세 주입하여 M199 배양액에 배양한 후 48시간째에 난자의 

성숙율을 확인하였다. 돼지 난자의 성숙율은 63.7%였으며, 
RNAi 결과, DEPC가 처리된 3차 증류수를 주입한 경우, 
64.4%의 난자가 MⅡ로 난자 성숙이 일어난 반면, pMor2 
dsRNA를 주입한 경우는 36.2%만이 MⅡ로 성숙하였고, 반
면 58.4%가 MⅠ시기에 정지하였다(Fig. 2). 

3. 돼지의 COCs GV 난자에서 pMor2 RNAi 결과
DOs 경우, MⅡ 성숙율이 36.2%이고 58.4%의 난자가 M

Ⅰ에서 정지한 반면 COCs에 pMor2를 미세 주입하여 

M199 배양액에 배양하며 48시간 후에 난자의 성숙율을 확

인한 경우, 84.4%의 난자가 MⅡ로 성숙하는 것을 관찰할 수 

있었다(Fig. 3). 이때 COCs의 체외 성숙율은 78.9%, DEPC
가 처리된 3차 증류수를 미세 주입한 난자의 MⅡ 성숙율은 

78.1%였다.

4. 생쥐의 Denuded GV 난자에서 mMor2 RNAi한 후 
M199에 배양한 결과

GV 난자에 대조군으로 dsRNA를 용해시킨 elution buffer
를 주입하고, 실험군으로 mMor2를 미세 주입하여, 돼지 난

자의 배양에 사용한 것과 같은 M199 배양액에 16시간 배양
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Fig. 3. Maturation rates after pMor2 RNAi in porcine cumulus-
oocyte complexs. Maturation rates were scored at 48 h
in vitro culture of oocytes in three groups; no injec-
tion(control), DEPC-treated DDW into porcine GV oocytes
(injection control), and microinjection of pMor2 dsRNA.

Fig. 4. Maturation rates after mMor2 RNAi in mouse denuded
oocytes and cultured in M199. Maturation rates were 
scored 16 h after microinjection of mMor2 dsRNA or 
elution buffer(injection control) or No injection(control)
into mouse GV oocytes. Maturation rates were scored at
16 h in vitro culture of oocytes in three groups; no 
injection(control), buffer-injection into mouse GV oocytes
(injection control), and microinjection of mMor2 dsRNA.

한 후 난자의 성숙율을 확인하였다. 생쥐 난자에서 RNAi 결
과, control에서 76.8%, elution buffer를 주입하였을 때 73.3% 

난자가 MⅡ로 성숙하였고, mMor2를 주입한 경우는 61.9%
가 MⅡ로 성숙하였다(Fig. 4). 

5. Mor2 RNAi한 후 mRNA의 양적 발현 차이
체외배양 후 COCs는 난구세포를 제거하고, 모든 난자는 

현미경으로 형태학적인 변화를 관찰하여 성숙율을 측정하고 

난 후, mRNA의 발현의 양적인 차이를 알아보기 위해 RT‐
PCR에 공시되었다. RNAi 후, DOs와 COCs의 성숙이 정지

된 MⅠ 난자와 성숙이 진행된 MⅡ 난자 모두에서 pMor2
의 mRNA 발현양의 변화를 관찰한 결과, pMor2의 mRNA
양이 줄어든 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 

또한, 생쥐난자의 경우도 돼지 난자와 마찬가지로 RNAi 
후, 대조군으로 배양한 난자나 elution buffer 미세 주입한 난

자와 대조적으로 mMor2 dsRNA를 미세 주입한 난자에서 

mMor2의 mRNA 발현양이 감소한 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 6). 즉, 돼지나 생쥐의 난자 모두 RNAi 군에서 난자 성

숙이 정지하는 결과는 미세 주입한 Mor2 dsRNA에 의해 유

도된 loss-of-function의 결과로 일어난 현상이라는 것을 입

증할 수 있었다. 

고  찰
본 연구 결과로부터 생쥐와 돼지의 난자에서 Mor2의 발

현 양상이 서로 달라서 생쥐에서는 성숙 난자에서 높게 발현

하고 있는데 반하여, 돼지에서는 미성숙 난자에서 높게 발현

Fig. 5. Sequence-specific suppression of pMor2 mRNA expre-
ssion by pMor2 RNAi. Injection of pMor2 dsRNA into 
GV oocytes markedly inhibited pMor2 RNA expression. 
The mRNA levels in a single oocyte were determined by
RT-PCR analysis. The expression of β-actin is shown as
an internal control. Con., control, No-Injection; Buf., 
DEPC-treated DDW injection; dsMor2, pMor2 dsRNA 
injection.
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Fig. 6. Sequence-specific suppression of mMor2 mRNA expre-
ssion by mMor2 RNAi. Injection of mMor2 dsRNA into
GV oocytes markedly inhibited mMor2 RNA expression.
The mRNA levels in a single oocyte were determined by
RT-PCR analysis. The expression of plat, which has a 
sequence or function in no relation with Mor2 is shown
as an internal control. Con., control, No-Injection; Buf.,
elution buffer injection; dsMor2, mMor2 dsRNA injection.

하고 있는 것과, 같은 효소를 RNAi로 기능을 마비시킨 결과, 
생쥐에서는 GV 시기에 난자 성숙이 정지하나, 돼지에서는 

MⅠ시기에 정지하는 사실을 미루어, 두 종간의 난자 성숙과

정에는 서로 다른 양상의 물질대사 경로가 사용되고 있을 것

으로 추측할 수 있다. 다른 세포와 유사하게 난자도 해당과

정(glycolysis), PPP(pentose phosphate pathway), TCA cy-
cle을 경유로 하여 포도당 대사가 진행된다(생쥐: Down & 
Utecht, 1999; 고양이: Spindler et al., 2000; 소: Rieger & 
Loskutoff, 1994; Krisher & Bavister, 1999; 양: O’Brien et 
al., 1996; 돼지: Durkin et al., 2001). 해당 과정은 인산화 과

정이 진행되면서 ATP와 피루브산을 생산하며, 이와는 다르

게 PPP는 ATP를 생산하지는 않지만 난자 내 몇 가지 중요

한 기능을 제공한다. TCA cycle과 산화적 인산화(oxidative 
phosphorylation)를 통한 피루브산이나 아미노산의 대사는 

해당과정보다 많은 ATP를 생산해낸다. 성숙 과정 동안 ATP
의 축적은 수정과 배아 발달 동안 중요한 역할을 하기 때문

에 난자 내 낮은 ATP 농도는 몇몇 종에서 손상된 배아 발달

을 야기시킨다(Quinn & Wales, 1973; Van Blerkom et al., 
1995). 즉, 난자 안의 포도당의 농도가 낮아지면 그의 산물인 

피루브산이 적어지게 되고, 이에 따라 TCA cycle의 활성이 

낮아지면서 ATP의 생성도 적어지게 된다. 따라서 두 종의 

난자에서 Mor2의 발현 양상의 차이는 TCA cycle의 활성 및 

대사과정에 사용되는 경로 또한 다를 것으로 추측할 수 있

다.
본 연구진의 선행 연구 결과, 생쥐 난자에서 Mor2 RNAi

후 M16 배양액에서 체외배양하면 난자 성숙이 GV 단계에

서 정지하는 것을 관찰할 수 있었으나(Yoon et al., 2006), 
본 연구에서는 똑같이 처리된 난자를 M199 배양액에서 체

외배양하면 RNAi에 의해 Mor2의 발현이 억제되고 있음에

도 불구하고, 대조군과 차이 없이 난자 성숙이 일어남을 관

찰할 수 있었다. 이것은 난자의 물질대사에 필수적으로 사용

되는 Mor2의 발현을 RNAi를 이용하여 인위적으로 줄였음

에도 불구하고 배양액에 존재하고 있는 기질에 의하여 물질 

대사의 경로가 파괴되지 않고 계속적으로 진행이 가능하여 

난자 성숙이 정상적으로 진행된 것으로 생각할 수 있다. 즉, 
난자를 체외배양할 때에 사용하는 배양액의 구성성분이 난

자 성숙을 정상적으로 진행하도록 해주는 매우 중요한 것임

을 다시 한 번 입증한 결과다. 
선행 연구에서 사용된 생쥐 난자 배양 배지는 M16 배지

로서 M16 안에는 NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, Phenol Red 
등과 같이 삼투압과 pH 조절 등을 맞춰주는 기본적인 요소

들과 포도당으로만 구성되어 있다(Yoon et al., 2006). 반면

에 본 연구에서 돼지 난자의 배양을 위해 기본적으로 사용한 

M199 배지는 M16 배지에 들어있는 것들을 모두 포함하고, 
여기에 다양한 에너지원이 첨가될 뿐 아니라 이에 더하여 

EGF와 같은 성장인자와 난자 성숙에 도움이 되는 호르몬 등

을 포함하고 있으며, 특히 돼지 난자의 체외 배양을 위해서

는 돼지의 난포액을 첨가해야만 되었다(Table 2). 따라서 이

렇게 M199 배양액에 존재하는 에너지원, 첨가된 여러 호르

몬이나 성장인자, 난포액에 존재하는 아직도 다 밝혀지지 않

은 여러 요인들에 의하여 RNAi 효과가 극복된 것으로 사료

된다. 따라서 체외 배양을 통해서 성숙난자를 얻을 때에, 처
음 시작하는 단계의 난자의 상태가 비록 성숙하기에 부적절

한 (incompetent) 상황이더라도 어떤 배양액을 사용하느냐에 

따라 배양을 통해 충분히 성숙한(competent) 난자를 공급할 

수 있다는 사실을 암시한다고 할 수 있겠다.
난자 성숙은 난자 주변을 둘러싸고 있는 과립세포, 난구세

포와 상호 의존적으로 일어나는 과정이다(Eppig, 1991; Yokoo 
& Sato, 2004). 난구세포는 난자 성숙과정 동안 난자의 영양

과 조절적 기능을 수행한다. 따라서 체외배양의 경우, 성숙과

정이 일어나기 전 난구세포를 제거하면 난자 성숙, 수정, 배아 
발달에 부정적인 결과를 초래할 것이다. 설취류와 같이 난구

세포 없이도 난자 성숙 결과가 좋은 종에서는 상관없겠으나, 
돼지와 같이 난구세포의 제거도 매우 어렵고, 제거한다고
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Table 2. M16 and M199 media components

Mouse M16(M7292,Sigma) Porcine M199(LM006-01, Welgene)

NaCl CaCl2(anhydrous) L-Alanine Ascorbic acid

KCl Fe(NO3)3․9H2O L-Arginine․HCl Tocopherol phosphate(sodium salt)

CaCl2․2H2O KCl L-Aspartic acid Biotin

KH2PO4 MgSO4(anhydrous) L-Cysteine․HCl․H2O Calciferol

MgSO4․7H2O NaCl L-Cystine․2HCl D-Ca pantothenate

NaHCO3 NaHCO3 L-Glutamic acid Choline chloride

Phenol red NaH2PO4․H2O L-Glutamine Folic acid

Sodium pyruvate Adenine sulfate Glycine i-Inositol

Sodium lactate Adenosine-5-triphosphate L-Histidine․HCl․H2O Menadione(sodium bisulfite)

Glucose Adenosine-5-phosphate L-Hydroxyproline Niacin

BSA Chloesterol L-Isoleucine Niacinamide

Penicillin G․potassium salt 2-deoxy-D-ribose L-Leucine Para-aminobenzoic acid

Streptomycin sulfate D-Glucose L-Lysine․HCl Pyridoxal․HCl

Glutathione(reduced) L-Methionine Pyridoxine․HCl

Guanine․HCl L-Phenylalanine Riboflavin

Hypoxanthine․Na L-Proline Thiamine․HCl

Phenol red L-Serine Vitamin A(acetate)

Ribose L-Threonine Uracil

Sodium acetate L-Tryptophan Xanthine․Na

Thymine L-Tyrosine․2Na․2H2O Tween 80

L-Valine

해도 denuded 상태로는 난자 성숙 결과가 좋지 않은 경우에

는 난자와 난구세포간의 상호작용이 매우 긴밀하고 중요할 

것임을 미루어 짐작할 수 있다. 본 연구 결과에서도 돼지에

서 이와 같은 난자와 난구세포 간의 상호작용의 중요성을 다

시 한 번 확인할 수 있었는데, 그것은 denuded 난자의 경우, 
Mor2 RNAi 결과 MⅠ 시기에서 난자 성숙이 멈췄으나, 난
구세포가 붙어있는 상태에서 RNAi한 결과 거의 동일한 수

준의 난자 성숙이 재개되고 있는 것을 관찰할 수 있다. 이 결

과는 돼지의 경우, 난자의 Mor2를 제거할 경우, 아무리 에너

지원과 호르몬 등의 요소가 존재하더라도 이러한 배양액의 

상태만으로는 충분히 난자 성숙을 지지해 주지 못하여 MⅠ 

시기까지 밖에는 진행하지 못하고 정지하게 되었다. 그러나 

난자의 Mor2가 부족하더라도, 난자 주변에 난구세포가 존재

할 경우 MⅡ로의 발달을 진행하는 난자가 84.4%로 대조군

과 비교하여 거의 대부분의 난자 성숙이 충분하게 극복되었

음을 알 수 있었고, 이것은 분명히 주변에 존재하는 난구세

포의 영향이라고 단정할 수 있다. 
난자와 난구세포간의 대사경로 및 생화학적인 현상에 대

한 연구는 거의 되어 있지 않다. 2003년 Cetica 등은 난자와 

난구세포간의 아미노산 대사에 관련되어 있는 여러 가지 효

소, 즉 alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, 
그리고 TCA cycle에 관련된 isocitrate dehydrogenase, ma-
late dehydrogenase의 활성을 측정하여 체외배양 중인 난자

와 난구세포간의 효소 활성이 어떻게 분배되어 사용되는지

에 대한 연구 결과를 발표하였다. 저자들은 이 논문에서 난

구세포로부터 난자로 malate를 공급할 것이라고 제안한 바 

있다 (Cetica et al., 2003). 따라서 본 연구 결과, 생쥐의 경우

처럼 배양액으로부터 공급되거나 혹은 돼지의 경우처럼 직

접적으로 접촉하고 있는 난구세포로부터 공급되거나 malate
가 지속적으로 공급될 경우, RNAi에 의한 영향을 극복할 수 
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있는 것으로 사료된다. 
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