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ABSTRACT

The objective of this study was to examine the effect of thymidine treatment during in vitro maturation (IVM) of 
porcine follicular oocytes on blastocyst development. Porcine oocytes were treated with thymidine (10 mM, 20 mM 
and 30 mM) for 2 or 6 hr in the preiods of IVM I and/or II. The survival rates of the blastocysts in the 6 hr treatment 
groups of 10 mM and 20 mM during IVM I period were significantly higher than those of control group (p<0.05). 
However, the survival rate of the blastocysts in the 2 hr treatment group of 20 mM during IVM II period was 
significantly higher than control group (p<0.05). Furthermore, the survival rate of the blastocysts in the 6 hr treatment 
group of 30 mM during IVM II period was significantly lower than control group (p<0.05). Consistent with the 
previous result, blastocyst development of both IVM I and II treatment group was also showed as similar pattern. 
Total and apoptotic cell numbers of blastocysts derived from thymidine treated porcine oocytes were examined by 
using Tunel assay. The results showed that there was no significant differences in total cell number of blastocysts 
between thymidine treated and untreated groups. However, apoptosis-positive cells in the thymidine treated group 
(6 hr IVM I) were significantly lower than those of other groups (p<0.05). Taken together, these results indicate that 
high quality oocytes were selected by DNA synthesis mechanism according to high concentration thymidine treatment 
during porcine oocyte maturation. Therefore, we concluded that presumptive selected oocytes by thymidine treatment 
during maturation periods improved the further embryo development and embryonic quality of IVF embryos by 
decreasing the incidence of apoptosis in preimplantation porcine embryos. 
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서 론        

돼지  경우,  개량 술과 생산 , 식  
향상,   생산 등  연 하  해 는 미 숙 
난포란   필수 가결하다. 들   향
상시키  해 는 생 학  술   미 숙 난포
란   양에 한 연 는 매우 하다. 그러
나 다  동 과 달리 돼지 미 숙 난포란  체 에  숙
하는 동안 핵 숙  하게 진행 지만, 포질 숙
 하다는 것  체 숙 후 낮  수 (Kishida 

등, 2004), 체  수 란  포  생 도 체내 수
란과 비 하여  낮다(Alm 등, 2005)는 것  

었다. 라  미 숙 난포란  체  포

 생   해  질  난포란  별해
야 하 , 것  해  난  태, 난포  크 , 미
숙 난포란 태, 난 포  착과 , 포질  균
도 등 난포란  태  별 (Byun 등, 1992; Hulin-
ska 등, 2011)  하 지만, 게 별  난  체

달능 (De 등, 1992; Gordon, 2003)도 하다는 
것   에, 돼지 난  체 생산에 어  
난포란  태  별  많   가지고 다.

한편, 체 포에 어  단 질 합  de novo 경  
slavage 경 에 해 루어지고 다. 단 항체  생산
에 고 는 HAT(Hypoxanthine-Aminopterin-Thy-
midine) 지는 de novo 경  차단하는 역할  가지고 

,  질  하여 B 림프  myeloma 포
가 합  hybrdoma 양과 에  de novo 경 만  가
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지고 는 myeloma 포  택  거할 수 다
(Toyama 등, 1987).  같  질  하여 Han 등
(2000)   수 란  양하는 동안 HAT 지  첨가하
여 포 생 에는 과가 없었지만, 포  
진시켰다고 보고하 다. 또한, Snow(1973)는 지 에 

과  thymidine 첨가는 체 에  생산  mouse 
포  생산과 질에 나쁜 향  주지만, 낮  도에
 포 생 에는 향  미 지 않았다고 보고하

다. 러한 과  thymidine  역할  포 식 해  
포주   maturation promoting factor  maturation 

activated protein   억 (Opitz 등, 1975; Evans 
등, 1976; Ebeling 등, 2011)하 , 　 달 과  동안 de 
novo 경 에  차단  DNA 합  과  salvage 경  
thymidine kinase  시켜 상 포에 만 택

 DNA 합  해  포  별(Kwong 
등, 2010)할 수 다.  같  난  체 생산에 어
 태  별  아니라, 고 질  난  별하  

하여 생 학  도 고 다.
라  본 연 에 는 체 숙 지에 thymidine  

첨가하여 돼지 미 숙 난포란  체 숙 과  동안 고
질  미 숙 난포란  별하고, 포   달
, 포  생   체 생산  포  질  

포사 지수  검 하 다.    

재료 방법

배양액

난  미 숙 난포란 수  척  지는 25 
mM N-2-hydroxyenthylpiperazine-N'-2-ethanesulfoic acid 
(Hepes)에 3 mg/ml BSA  첨가한 Tyrode's lactate(TL)- 
Hepes 액(Prather 등, 1995)  사 하 다. 돼지 미 숙 
난포란 체 숙 지는 North Carolina State University 
(NCSU) 23 액(Petters  Wells, 1993)에 0.6 mM cys-
teine, 10 ng/ml EGF, 10 IU/ml PMSG, 10 IU/ml hCG  
10% 난포액(Funahashi 등, 1993; Niwa, 1993)  첨가하여 
사 하 다. 돼지 난포액  난 에  직경  3～6 mm 
도  난포  채취하여 4℃에  30 간 1,600×g  
심 리 후 0.45 μm filters  여과하여 —20℃에 보  

후 사 하 다. 체 수  지는 1 mg/ml BSA  2.5 
mM caffeine  첨가한 modified Tris-buffered medium 
(mTBM) 액(Abeydeera  Day, 1997)  사 하 고, 
 처리  지는 1 mg/ml BSA, 75 mg/ml penicillin G, 

25 mg/ml gentamycin  첨가  Dulbecco's phosphate 
buffered saline(dPBS) 액  사 하 다. 체 양  
지는 0.3% BSA  첨가한 porcine zygotes medium(PZM) 
3 액(Yoshioka, 2002)  사 하 다.

체외 숙, 수  및 배양

도 에  난  수하여 75 μg/ml penicillin G  
50 μg/ml streptomycin  첨가  생리식염수 액에 
겨 25～30℃  도  지하여 실험실  운 하 다. 난
포란  직경 3～6 mm  난포  18 g 주사 늘  
착  주사  한 후 실체 미경 하에  수하

다. 수한 난포란  TL-Hepes 액  3  척한  
NCSU-23에  3  척하 다. 난포란  체 숙  
지에  39℃, 5% CO2 양 에  22시간 동안 양(IVM 
I)한 후, 다시 PMSG  hCG가 첨가 지 않  지에  
가  22시간 양(IVM II)하여 체 숙  도하
다. 체 수  액  다비 사  돼지 액상 
액  하 , 체 수  는 dPBS 액과 

1:1  합한 후 300×g에  3 간 원심 리  통하여 3  
척하고, swim-up  고   수하여 

비하 다. 체 숙  료  난포란  0.1% hyaluroni-
dase가 첨가  TL-Hepes 액에 5 간 지하여 pipet-
ting  통해 난 포  거하고, mTBM 액  3  
척한 다  체 수  지 50 μl 에 난  15개

씩  후   도가 1.5×105 spermatozoa/ml
 도   주 하여 39℃, 5% CO2 양 에  6

시간 동안 양함  체 수  도하 다. 체 수
 6시간 후 수 란  PZM-3 액  3  척하여 50 

μl  PZM-3 액에 30개씩 어 39℃, 5% CO2 양
에  양하 다. 수 란  찰  양 2.5 째에 난할

 하 , 양 6 째 포  찰하
다. 한편, 포  질  양 7.5 째에 포 생

 하 다. 그리고 실험  에 라 체 생산  
포   포수  포사  수  TUNEL  

에 해 사하 다.

TUNEL Assay

TUNEL kit는 In Situ Cell Death Detection Kit, Fluo-
rescent(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) 
1 과 2  사 하 , 합  1:9  비  하
다. 체 수  후 양 7.5 째 생산  포  0.1% 

polyvinylpyrrolidone(PVA)  첨가  dPBS 액  3  
척한 후 4% paraformaldehyde가 첨가  dPBS 액에 
지시켜 4℃에  1시간 고 시켰다. 고  포  

PVA-dPBS 액  3  척하여 0.1% Triton X-100  
첨가  dPBS 액에 다시 지시켜 4℃에  30 간 냉  
보 한다. 그리고 PVA-dPBS 액  3  척하여 TU-
NEL kit  합한 액에 지시켜 39℃, 5% CO2 양
에  1시간 양 후 PVA-dPBS 액  3  척한 

후 DAPI가 첨가  10 μl mounting medium  고  
포  겨 미경(Olympus, Japan)  포

 체 포수  포사  수  사하 다. 

실험 계

실험 1 

체 숙 시 IVM I 시 에 thymidine  처리 시간  2
시간과 6시간 었 , 처리 도는 10 mM, 20 mM 그리
고 30 mM 었다. 그리고 IVM II 시 에는 thymidine  
첨가하지 않  지에 겨  22시간 양하여 체 숙
 도하 다.

실험 2

체 숙 시 IVM I 시 에는 thymidine  처리하지 
않고 본 지에 양하여 IVM II 시 에 thymidine  
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처리하여 체 숙  도하 다. 처리 시간과 도는 실
험 1과 같다.

실험 3

체 숙 시 IVM I과 IVM II 시 에 thymidine  처
리하여 체 숙  도하 , 처리 시간과 도는 실
험 1과 실험 2  결과   하 다.

통계처리 

본 실험에  각 처리 는 한 4  상 복 실
시하 다. 실험결과에 한 통계학   χ2-test  
하여 실시하 , SigmaPlot 2001 program  하

여 차  검 하 다. 

결 과

체외 숙 기간 동안 Thymidine 처리 효과

돼지 미 숙 난포란  체 숙 시 IVM I 시 에 thy-
midine 처리 과는 Table 1과 같다. 처리 시간 2시간  
경우, 10 mM, 20 mM 그리고 30 mM 처리 에  난 
할 , 포  생   포 생  각각  

과 비슷하 다. 한편, 처리 시간 6시간  경우, 10 
mM과 20 mM 처리 에  포 생  각각 85.3 
%  85.0%   46.6%보다 하게 았다(p< 
0.05).

돼지 미 숙 난포란  체 숙 시 IVM II 시 에 thy-
midine 처리 과는 Table 2  같다. 처리 시간 2시간  
경우, 10 mM과 30 mM 처리 에  난 할 , 포

 생  과 비슷하 지만, 포 생  
보다 약간 았다. 그러나 20 mM 처리 에  

각각  생   특  포 생  90.5%는  
60.7%보다 하게 았다(p<0.05). 한편, 처리 시간 6시
간  경우, 10 mM과 20 mM 처리 에  난할 , 
포  생   포 생  과 사하
나, 30 mM 처리 에 는 포  생  33.3%  

보다 하게 낮았다(p<0.05).
그리고 Table 1과 Table 2  합하여, 돼지 미 숙 난

포란  체 숙 시 IVM I과 IVM II 각각  시 에 thy-
midine 처리 과는 Table 3과 같다. 처리 시간 2시간  
경우, 10 mM과 30 mM 처리 에  난 할 과 
포  생  과 비슷하 고, 그리고 각각  
포  생  약간  경향 었지만, 차는 없었

다. 그러나 20 mM 처리 에  난 할 과 포
 생  과 비슷하 지만, 특  포 생
 80.8%   58.3%보다 하게 았다(p< 

0.05). 한편, 처리 시간 6시간 경우, 10 mM, 20 mM 그리
고 30 mM 처리 에  난 할 과 포  생

 과 비슷하 다. 그러나 특  포 생  
10 mM과 20 mM 처리 에  91.3%  82.1%는 
 58.3%보다 하게 았다(p<0.05).

Thymidine 처리에 의해 체외생산  배반포의 질  분

Table 1에  thymidine 6시간, 처리 도는 각각 10 mM

과 20 mM에  생산  포  질  평가한 결과는 
Table 4  같다. 각각  처리 에  생산  포   
포수는 에  생산  포  그것과 비슷하

다. 그러나 포  사  포수는 각각  처리 에  
2.4±1.2개  3.4±1.7개   5.1±1.3개보다 하게 
낮았다(p<0.05).

그리고 Table 2에  thymidine 2시간, 처리 도 20 
mM에  생산  포  질  평가한 결과는 Table 4
 같다. 처리 에  포   포수  포사  수

는 과 비슷하 다.
한편, Table 3에  thymidine 2시간, 처리 도 20 mM 

(A 처리 )  6시간, 처리 도 10 mM(B 처리 )에  각
각 생산  포  질  평가한 결과는 Fig. 1과 
Table 4에 나타난  같다. 각각  처리 에  생산  

포   포수는 과 비슷하 다. 그러나 생산
 포  포사  수는 A 처리 에 는 과 비

슷하 지만, B 처리 에  3.6±1.4는  5.1±1.3
보다 하게 낮았다(p<0.05).

DAPI TUNEL Merge

Control

IVM I
(6 hr, 
10 mM)

IVM I
(6 hr, 
20 mM)

IVM II
(2 hr, 
20 mM)

IVM 
I & II
(6 hr, 
10 mM)

IVM 
I & II
(2 hr, 
20 mM)

Fig. 1. Apoptosis scanning image of pig blastocyst in vitro. A1～
A6) The chromatin content is stained by DAPI (blue), B1～B6) 
Fragmented DNA is labeled by the TUNEL reaction (green), and 
C1～C6) Colocalization with DAPI is indicated as blue-green, 
scale bar=100 μm.



민 훈․74

Table 1. Effects of various time and concentration of thymidine during IVM I period on development to blastocysts of porcine oocytes

Treated-time 
(hr)

Concentration 
(mM)

No. of embryos 
cultured 

No.(%) of 
embryos cleaved

No.(%) of 
blastocysts on Day-6

No.(%) of
blastocysts 
on Day-7.5

Control 0 160 115 (71.9) 37 (32.2) 18 (48.6)a

2 

10 158 104 (65.8) 43 (41.3) 29 (67.4)a

20 162 110 (67.9) 49 (44.5) 28 (57.1)
a

30 150 106 (70.7) 33 (31.1) 22 (66.7)
a

6 

10 158 109 (69.0) 34 (31.2) 29 (85.3)
b

20 153 103 (67.3) 40 (38.8) 34 (85.0)
b

30 138  96 (69.6) 32 (33.3) 14 (43.8)
a

 
Values with different superscripts letters within a column differ significantly (p<0.05). 

Table 2. Effects of various time and concentration of thymidine during IVM Ⅱ period on development to blastocysts of porcine oocytes

Treated-time 
(hr)

Concentration 
(mM)

No. of embryos 
cultured 

No.(%) of 
embryos cleaved

No.(%) of 
blastocysts on Day-6

No.(%) of
blastocysts 
on Day-7.5

Control 0 127 90 (70.9) 28 (31.1) 17 (60.7)a

2 

10 125 66 (52.8) 28 (42.4)  18 (64.3)ab

20 110 68 (61.8) 21 (30.9) 19 (90.5)
a

30 103 52 (50.5) 26 (50.0)  19 (73.1)
ab

6 

10 121 56 (46.3) 24 (42.9) 13 (54.2)
a
 

20 101 55 (54.5) 21 (38.2) 13 (61.9)
a

30  97 59 (60.8) 18 (30.5)  6 (33.3)
b

Values with different superscripts letters within a column differ significantly (p<0.05). 

Table 3. Effects of various time and concentration of thymidine during IVM Ⅰ & Ⅱ periods on development to blastocysts of porcine oocytes

Treated-time 
(hr)

Concentration 
(mM)

No. of embryos 
cultured 

No.(%) of 
embryos cleaved

No.(%) of 
blastocysts on Day-6

No.(%) of
blastocysts 
on Day-7.5

Control 0 173 131 (75.7) 46 (35.1) 27 (58.7)a

2 

10 167 108 (64.7) 33 (30.6)  20 (60.6)ab

20 154  99 (64.3) 26 (26.3) 21 (80.8)
b

30 144  93 (64.6) 30 (32.3)  23 (76.7)
ab

6 

10 148 100 (67.6) 23 (23.0) 21 (91.3)
b

20 151 101 (66.9) 39 (38.6) 32 (82.1)
b

30 137  76 (55.5) 24 (31.6)  14 (58.3)
ab

Values with different superscripts letters within a column differ significantly (p<0.05). 

Table 4. Effect of thymidine treatment during IVM Ⅰ, Ⅱ and I & Ⅱ periods on apoptotic patterns of porcine blastocysts

Treated period 
(hr)

Concentration 
(mM)

No. of 
blastocysts 

Apoptosis(nuclei) 

DAPI TUNEL

 Control 0 18 38.9±5.8 5.1±1.3
a

IVM I (6)
10 18 45.7±7.7 2.4±1.2b

20 18 42.3±7.0 3.4±1.7b

IVM II (2) 20 19 39.8±7.1 5.9±3.7a

IVM I & II (2) 20 21 35.9±2.9 5.2±1.9
a

IVM I & II (6) 10 20 37.9±3.7 3.6±1.4
b

 
Values with different superscripts letters within a column differ significantly (p<0.05). 
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고 찰

 체 에  포 동  난포란  생산  
식 가능한 포는 태아  달  체내에  생산  

것보다 생  낮다(Khurana 등, 2000). 그  생
각 는 것   포  체 생산 경  체내보다 
미 (Kitagawa 등, 2004)하다고 알  , 또한 도
 동  난  수 어 체 숙에 공 는 난

포란  거  태  별(Ebner 등, 2003; Gordon 등, 
2003)에 하고 , 러한 난포란  태  별
 많  연  주 과 경험에 하고 는 등 많  

 가지고 다. 라   포  체 생
산  하여 양 경  개 하는 것  시 하지만, 여
에는 많  건들  해결하지 않  안 다. 또한, 양
에 공 는 난포란  별에 어   태  

는 한계가  에, 생 학   하여 
보다 객  별  필 하다.  같  것   
Han 등(2000)   난포란  별에 어  HAT 지  

하 도 하 다.
한편, 돼지 미 숙 난포란  체 숙  는 동안 핵

과 포질 숙  하 ,   핵 숙  지 에 첨가
는  몬  (Ebeling 등, 2007), 난
포  mitogen activated protein kinase(MAPK) 

에 해 어날 것 다(Shimada 등, 2001; Fan 등, 2003; 
Liang 등, 2005). 그러나 핵 숙  어나는 시간(～24시
간)  (～8시간)  양(～8시간)보다 랜 시간  필  
한다(Fan 등, 2004). 또한, 포질 숙  난 포에  
생산  숙 진 질  gap junction  통해 난  동
하여 어나 (Mori 등, 2000), 핵 숙과 마찬가지  
포질 숙  어나는 시간(24～32시간)도 다  보다 2
 도  시간  필  한다(Mori 등, 2000). 라  돼

지 미 숙 난포란  한 체 숙 술  고 질  
포 생산  한 가   한 과 , 

특  한 포  생  나타내는 돼지  경우 
 술  향상  다  동 에 비해 욱 필 하다.
본 연 에 는 돼지 미 숙 난포란  IVM I과 IVM II 
간 동안 thymidine  지에 처리하여 난 할 , 

포  생   포 생  검 하 다(Table 1～
3). IVM I 시 에 thymidine  처리한 결과, 처리 시간  
짧  경우(2시간)에는 thymidine 처리 도   생 능
과는 계가 없었다. 그러나 처리 시간(6시간)  어지
, 포 생  아진다는 것  하 다(Table 

1). 것  도  난  수한 돼지 미 숙 난포란
 생단계는 여러 가  에, 양 에는 
양 경   후 한 시간  경과해야 핵 숙  

시 다는 것  미한다. 한편, 과  thymidine 처리
는 포 양 과   thymidine  mM 단  첨가 시 
포내 항 식  과가 나타나  에 포 식  
해시키고(Opitz 등, 1975; Evans  Booth, 1976), 또한 

과  thymidine  포주   S 에  DNA 합  
지시키는 것  하여 Blumenreich 등(1984)  

병과 림프 에 걸린  골수에 과  thymidine  
지  주 한 결과, 항상 S  상태  지  포가 
가한다는 것  보고하 다. 한편, 돼지 미 숙 난포란  

GVBD 상  지에 첨가하는 몬  향(Ebeling 

등, 2007)  어나고, 난 포  MAPK 는 시
간  경과( 양 ～13시간)  어 어난다는 것  본 
연 에 도 thymidine  처리 시간  어질수  과
(Table 1) 었다는 것과 한다. 것  과  thymi-
dine 처리는 체 포에  나타나는 항 식  과(Opitz 
등, 1995) 는 달리 생식 포  난포란에 는   
질 수  시  억 시켜 질 하 돼지 미

숙 난포란  별할 수 는 한  할 수 다는 
것  시하 다. 

한편, IVM II 시 에 thymidine  처리한 결과, 처리 
시간과 도에   달 능  비  2시간, 20 mM 
처리 도 에  포  생  다고 할지라도 

 IVM I 시 에 처리하는 만큼  과는 없었다
(Table 2). 것  핵 숙 시 에는 주  gap junction  
통해 몬과 각  들  난  달 지만, 
포질 숙시 에는 몬  필  차 감 하게 
고, 난 포가 하게  난 포간  gap junc-
tion  통한 질 달 애가 진행 어  몬  
첨가  지에  26시간 상 양하  체 숙  감
한다고 보고(Ebeling 등, 2007)  하는 경향 었다. 
라  돼지 미 숙 난포란  체 숙 시 DNA 합  시
는 핵 숙과 포질 숙 시  간에 차 가 , 
포질 숙 간 동안  IVM II 시 에 thymidine 처리

는  달 능 에는 큰 과가 없는 것  사료 다. 
러한 결과는 Table 1과 Table 2  결과  합하여 검
한 Table 3에 도 같  상  었다. 돼지 난포

란  체 숙하는 동안 핵 숙과 포질 숙 간 각
각  시 에 thymidine  처리한 결과, 2시간보다 6시간 
처리 에   포 생  았다. 러한 
결과  합하  thymidine  비  태   
알 수 없지만, 고 질 라고 생각 는 난포란에 착 어
 는 난 포에도 향  미쳐, gap junction  통한 
질 달(Suzuki 등, 2000)과 그 후 몬  향  
양 ～10시간 사 에 미 숙 난포란  GVBD  단 질 

합 (Fulka 등, 1986)  욱 하  것 라고 사
료 다.

그리고 체 생산  돼지 수 란  식 가능한 
고 질  수 란  별하는 것  필수 다. 재 지
는 연  경험에 해 태 (Byun 등, 1992; Hulin-
ska 등, 2011; Ishizaki 등, 2009)  단했   개

 차 에 라 지 못하다는 단   
에, 보다 객  평가할 수 는  연

어  다. 그  포  포수(Kidson 등, 2004; Lee 
등, 2007), 포  포사  수(Kidson 등, 2004; Ock 
등, 2007)가  그것 다. 특  포사  수는 포사  
과  동안 endogenous DNase 에 해 생  DNA 
fragmentation  시하여  질  하 다(Mat-
wee 등, 2000). 본 실험에 는 IVM I 시 에 6시간 동안 
10 mM과 20 mM  thymidine 처리 , IVM II 시  2시
간 동안 20 mM 처리 , IVM Ⅰ과 IVM Ⅱ 시 에 2시간 
20 mM  6시간 10 mM 처리 에  포   포
수  포사  수  비 하 다(Table 4, Fig. 1). 포
  포수는 차가 없었지만, 포사  수는 IVM 

I 시 에 thymidine  처리한 에  한 과가 나타
났다(p<0.05). 러한 결과는 돼지 미 숙 난포란  IVM I 
시  IVM II 시  거 는 동안 핵 숙과 포질 
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숙 과 에  몬  ․ 에 라 포 내 또는 포 
에   주고 는 달 질  생합  차 (Beers 

등, 1978)라고 생각할 수 도 다. 그리고 미 숙 난포란
 IVM I 시 에 몬  향  감수 열 재개가 시

 purine계  생합  도 (Downs, 1997), 
thymidine  생식 포   감수 열 재개  
어 pyrimidine계  생합  도하 지도 다. 
라  핵 숙(IVM I) 시 에 thymidine  처리하는 것  
포질 숙(IVM II) 시 에 처리하는 것보다 과  

것  사료 다. 그리고 thymidine  과는 체 포 는 
달리 고 질 라고 생각 는 난포란과 난 포에 향
 미쳐 한 체 경에 그 생   것
 생각한다. 
본 연 는 돼지 난포란  고 질  포  생

산하  하여 체 숙 시 thymidine  첨가가 난포란
 별과 그 후  달에 미 는 과  검 하 다.  

그 결과, 고 도  thymidine  난포란  태  별과
는 계없  특  IVM I 시 에 한 처리 시간과 
도에  생한 난포란  생산  포  질  
상승하 다. 것  아마도 고 질 라고 생각 는 난포
란  생  하여 고 도  thymidine  체 포에 
하는 것과 달리 생식 포에 는   

DNA 합  도하  것  사료 다. 라  포 동
 난  별에 어  태  에 하 보다

는 지에 첨가하는 여러 가지 생 학 질  하여 
별할 수 다는 것  암시하  에, 앞  난  

보다 객  별과 어 난  생 도 상승시킬 
수 는 양  개  필 하다고 생각한다.
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