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서 론         

돼지 난포란의 체외성숙, 수정 및 배양기술은 유전적으
로 우수한 개체의 증식 및 형질전환 돼지나 장기이식용 
복제돼지의 생산에 효과적으로 이용할 수 있다. 하지만 
체외에서 생산된 난자의 질적 수준은 체내에서 생산된 난
자에 비해 현저히 낮은 것으로 알려져 있으며(Abeydeera 
등, 1998; Kim 등, 2006), 이러한 질적 차이는 불완전한 
체외배양체계로부터 기인될 수 있다. 난자는 성숙과정 동
안 핵의 성숙뿐만 아니라 세포질의 성숙을 통해 배발달
에 필수적인 물질의 축적 및 세포질 환경을 구축하게 된
다(Gandolfi와 Gandolfi, 2001; Sirard 등, 2006). 하지만 불

완전한 체외배양체계는 비정상적인 유전자 발현 및 세포
질의 미성숙을 야기하여 이후 저조한 배발달 및 배반포
의 질적 저하의 원인이 될 수 있다(Carrell 등, 2005; Lonergan 
등, 2006; Zheng과 Dean, 2007).

수정된 난자는 난관 및 자궁 내에서 다양한 성장인자
(epidermal growth factor, EGF; transforming growth 
factors alpha/beta, TGF-α/β; platelet-derived growth 
factor A, PDGF-A; insulin-like growth factors I/II, IGF-I/ 
II 등) 및 사이토카인(interleukin 1b, IL-1b; interleukin-6, 
IL-6; granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, 
GM-CSF; leukemia inhibitory factor, LIF; interferon-tau, 
IFN-t) 등 많은 물질들에 의해 정상적인 초기 배발달이 
이루어지며, 실제로 이러한 물질들을 체외배양액에 첨가 
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ABSTRACT

The addition of growth factors and cytokines to in vitro culture (IVC) media could affect embryo development and 
the quality of the resulting blastocysts. The present study was performed to investigate the effect of porcine induced 
pluripotent stem cell (piPSC)-culture conditioned medium (CM) on the in vitro maturation (IVM) and development 
of parthenogentic embryos (parthenotes) in pigs. Cumulus-oocyte complexes (COCs) or activated oocytes were cultured 
in IVM or IVC medium supplemented with 0 (control), 25, or 50% of stem cell medium (SM) or CM, respectively. 
The maturation rate of CM-25% group was significantly improved when compared with control group (p<0.05), but 
that was not different among SM or CM groups. Blastocyst formation rate was significantly higher in CM-25% group 
(29.2%) than that of control (20.7%), SM-50% (19.6%) and CM-50% (23.66%, p<0.05). Cell number and the apoptotic 
cell index in blastocysts was significantly lower in SM-25% than in CM-25% group (p<0.05). The embryo quality related 
genes, OCT4, KLF4, TERT and ZFP42, were significantly increased in CM-25% group compared with control (p<0.05). 
In conclusion, the addition of 25% of CM to IVM and IVC medium positively influences not only the developmental 
potential also quality of parthenotes in pig. 
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시 배반포 발육율이 향상되는 것으로 알려져 있다(Watson 
등, 1992; Martal 등, 1998; Spanos 등, 2000; Constant 등, 
2006; Neira 등, 2010). 

줄기세포는 배양과정에서 다양한 성장인자 및 사이토
카인들을 분비하며, 단백질 분석을 통해 줄기세포의 조정
배지(conditioned medium, CM) 내에 다양한 성장인자 
및 사이토카인이 함유되어 있음을 확인하였다(Spanos 등, 
2000; Parekkadan 등, 2007; Ivanova-Todorova 등, 2012; 
Kim 등, 2013). 이러한 줄기세포 유래 CM의 경우 손상된 
조직 및 장기의 치료 등 다양한 분야에 활용이 가능하기 
때문에 재생의학 분야에서 연구가 활발히 진행되고 있다. 
특히 줄기세포 유래 CM의 경우 자궁 및 초기배에서 발
현되는 다양한 성장인자와 사이토카인들이 포함되어 있
는 것으로 보고되고 있다(Park 등, 2010; Lee 등, 2011; 
Ho 등, 2012). 

따라서, 본 연구에서는 돼지 유도만능줄기세포(porcine 
induced pluripotent stem cell, piPSC)의 CM을 생산하
고, 돼지 체외성숙 및 체외배양 배양액에 첨가하여 단위
발생 난자의 질적․양적 생산 효율에 미치는 영향을 검
토하였다.  

재료 및 방법

줄기세포 배양액(Stem Cell Medium; SM) 및 Conditioned 
Medium(CM) 생산

줄기세포 배양액은 DMEM/F12를 기본 배양액으로 하
여 20% FBS(Invitrogen), 50 units/ml penicillin(GIBCO), 
50 μg/ml streptomycin(GIBCO), 2 mM L-glutamine(GIBCO), 
0.1 mM NEAA(GIBCO), 1 uM β-mercaptoethanol, 20 
ng/ml bFGF(R&D Systems) 및 20 ng/ml LIF(Sigma)를 첨
가하여 사용하였다. CM의 경우 돼지 유도만능 줄기세포
(porcine induced pluripotent stem cell, piPSC)를 이용하
여 생산하였다(Kwon 등, 2013). 신선한 SM으로 교체 후 
24시간 동안 배양하였으며, 회수 후 필터하여 실험에 사
용하였다. 

난포란의 채취 및 성숙배양

도축장(농협목우촌 김제육가공공장)에서 도살된 암퇘
지의 난소를 실험실로 운반하여 난소 내 난포로부터 채
란 한 후, 채취된 난자를 0.1%(w/v) polyvinyl alcohol(PVA)
이 첨가된 Tyrode's lactate(TL)-Hepes액으로 3번 세척한 
뒤 실체 현미경하에서 난구세포가 균일하고 세포질이 균
질한 것만을 선별하여 난자성숙에 공시하였다. 난포란의 
성숙배양을 위해 0.6 mM cysteine, 10 ng/ml EGF, 10 IU/ml 
PMSG, 10 IU/ml hCG, 10%(v/v) porcine follicular fluid 
(PFF)가 첨가된 TCM-199 배양액 500 μl의 drop을 만들
어 mineral oil로 피복하고 성숙배양 2~3시간 전에 5% 
CO2, 39℃ 온도조건하에서 평형 시킨 후, 각 drop당 100
개의 난포란을 넣어 22시간 배양하였으며, 이후 호르몬이 
첨가되지 않은 배양액으로 옮겨 20시간 동안 배양하였다. 

일부 난자는 성숙배양 전 기간에 걸쳐 각각 25, 50%의 SM 
또는 CM을 첨가하였다.

 
단위발생 난자의 생산 및 체외배양 

체외성숙시킨 난포란을 0.1% hyaluronidase가 들어 있
는 원심관에 옮겨 vortex mixer로 4분간 처리하여 난구세
포를 제거한 후, 세포질의 색조가 균일하고 제1극체가 확
인된 난자만을 성숙된 난자로 판단하여 실험에 공시하였
다. 난자의 활성화를 유도하기 위하여 Electro-Cell fusion 
(Fujihira Industry, Japan)을 이용하여 성숙된 난자를 0.1 
mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 0.5 mM Hepes가 첨가된 0.3 
M mannitol 용액을 넣은 1.0 mm 폭의 wire chamber의 
양 전극 사이로 옮긴 후, 1.5 kV/cm의 직류(DC)전류를 30 
μsec간 1회 통전하였다. 활성화 처리한 난자를 체외 배
양액 50 μl의 소적에 10~15개씩 넣어 39℃, 5% CO2 조
건하에서 7일간 배양하였다. 체외 배양액으로는 PZM-3를 
이용하였으며, 일부는 전 기간에 걸쳐 각각 25, 50%의 SM 
또는 CM을 첨가하였다. 

배반포의 Apoptotic cell 검사

배반포의 정상성을 알아보기 위하여 DNA fragmentation
을 검사하였다. 배양 6일째에 생산된 배반포를 실온에
서 3.7%(w/v) paraformaldehyde가 첨가된 PBS로 40분
간 처리하여 고정하였다. 이후 0.5% Triton X-100과 3% 
(w/v) BSA가 첨가된 PBS로 37℃에서 30분간 처리하였다. 
Apoptotic cell를 검사하기 위해 TUNEL(In Situ Cell Death 
Detection Kit; Roche, Germany) 반응을 유도한 후, DAPI
로 전체 세포의 핵을 염색하였다. TUNEL 반응이 유도
된 배반포를 slide glass로 옮겨 antifluorescence-fade 
액으로 피복하고 cover glass로 덮어 표본을 제작하였
다. 제작된 표본은 Leica 형광현미경(Leica Microsystems, 
Germany)을 이용하여 전체 세포수와 apoptotic cell 수를 
판단하였다. 

Real-Time RT-PCR 분석

배반포의 cDNA는 FastLane Cell cDNA Kit(Qiagen, 
Valencia, USA)을 이용하여 제공된 방법에 따라 준비하
였다. Real-Time RT-PCR은 Rotor-Gene SYBR Green PCR 
Kit(Qiagen, USA) 및 7500 Fast Real-Time PCR System 
(Life Technologies, USA)를 이용하여 분석하였다. 분석
에 사용된 primer는 Table 1에 제시하였다. Real-Time RT- 
PCR의 증폭조건은 95℃에서 1분간 pre-incubation 과정
을 거친 후 95℃에서 15초 동한 denaturation 후 60℃
에서 1분간 annealing의 과정을 40 사이클 반복하도록 
조작하였다.

통계 처리

모든 처리에 대한 실험은 3회 이상 반복 실시하였으며, 
모든 결과에 대해 Statistical Analysis System(SAS Institute, 
Inc., USA)의 General Linear Models 절차를 이용한 Duncan's 
multiple range test로 유의성을 검토하였다. 유의차는 p<0.05
일 때 통계적 차이가 있는 것으로 판단하였다.
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Gene Primer sequences (5’ to 3’) Product size (bps) References

OCT4
F- AGCGCTTCAGAAAGATCTCG

157 NM_001113060.1
R- GAGCTGCAAAGCCTCAAAAC

KLF4
F- GCCCTTAGAGGCCCACTT

158 DQ000310.1
R- GCAGGGCAGGATGACAGT

ZFP42
F- ACTTTTGAAGGATGCGGAAA

179 AM410991.1
R- CACTGATTTGTATTGGCCTTTG

TERT
F- CGCTCCTGAAAGCCAGAAAC

182 AY785158.1
R- CTGGCACAATCGCTCTCTG

BAX
F- CCTTTTGCTTCAGGGTTTCA

165 XM_003127290.2
R- ATCCTCTGCAGCTCCATGTT

BCL-XL
F- CTGAATCAGAAGCGGAAACC

188 AF216205.1
R- CCTCCGGTACCTCAGTTCAA

GAPDH
F- CTGCGCTCTCTGCTCCTC

161 NM_001206359.1
R- ACAATGTCCACTTTGCCAGA

Table 1. Primer sets for Real Time RT-PCR

결 과

SM 및 CM 첨가에 따른 돼지 난포란의 체외성숙

SM 또는 CM 등의 첨가가 돼지 난포란의 체외 성숙에 
미치는 영향을 확인한 결과는 Fig. 1과 같다. SM 및 CM 
첨가 농도에 따른 체외 성숙율에서는 차이가 없었으나
(75.4~88.7%), CM-25%(88.7%) 처리구에서는 대조구(74.1%)
보다 유의적으로 높은 성숙율을 보였다(p<0.05).  

SM 및 CM 첨가에 따른 돼지 단위발생 난자의 체외발달율 
활성화 자극 후 배양 7일째 배반포로 발달한 단위발생 

난자의 비율은 CM-25% 구에서 29.2%로 나타났으며, 대
조구의 20.7%, SM-50%의 19.6%보다 유의적으로 높았다
(Table 2, p<0.05). Fragment 비율은 SM-50% 구에서 17.6%
로 가장 높게 나타났으나, 다른 처리구간에는 차이가 없
었다. 배반포의 세포수는 SM-25% 구에서 가장 적게 나타
났으며, CM-25% 구와 비교 시 유의적인 차이를 보였다

Treatments No. of oocytes
cultured

No. (%) of embryos Cell No. in blastocysts
(Mean ± SD)Cleaved Fragment Blastocyst

Control 150  93 (62.0) 12 (8.0)a 31 (20.7)b 40.4 ± 12.9ab

SM
25% 116  67 (57.8) 14 (12.1) ab 29 (25.0)ab 26.0 ± 7.6b

50% 102  58 (56.9) 18 (17.6)b 20 (19.6)b 41.0 ± 16.3ab

CM
25% 154  90 (58.4) 13 (8.4)a 45 (29.2)a 45.6 ± 8.00a

50% 110 110 (60.0) 14 (12.7)ab 26 (23.6)ab 33.7 ± 12.2b

SM; stem cell medium, CM; conditioned medium, Parthenotes were cultured in IVC medium supplemented with 0, 25 or 50% of SM or 
CM, respectively. 
a,b Values with different superscripts are significantly different (p<0.05). 

Table 2. Effect of conditioned medium on embryonic development of parthenotes

Fig. 1. Effect of conditioned medium on maturation of porcine 
oocytes in vitro. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were cultured 
in a 500μl drop of maturation medium supplemented with 0, 25 
or 50% of SM or CM, respectively. Metaphase II oocytes were 
referred to as matured one. Error bars indicate ± SD. a,b Different 
letters indicate significant differences (p<0.05).
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Fig. 2. Apoptotic cell index in blastocysts derived from parthenotes. 
The apoptotic cell index (TUNEL-positive cells/total cells in blastocysts) 
at Day 7 of IVC. Error bars indicate ± SD. a,b Different letters indicate 
significant differences (p<0.05).

(26.0±7.6 vs. 45.6±8.0, p<0.05). Apoptotic cell index의 경
우 SM-25% 구에서 7.2±0.8로 가장 높게 나타났으며(Fig. 
2), 다른 처리구 간에는 차이가 없었다(1.0±0.6~5.6±1.4).

SM 및 CM 첨가에 따른 돼지 단위발생 난자 유래 배반포에

서의 유전자 발현양상

돼지 배반포의 질적인 비교를 위해 Oct4, Klf4, Tert 및 
Zfp24 유전자의 발현을 검토하였으며, apoptosis와 연관
되어있는 Bax(pro-apoptotic gene) 및 Bcl-XL(anti-apoptotic 
gene) 발현을 검토하였다(Fig. 3). Oct4와 Zfp24의 경우 
CM-25% 구에서 가장 높게 발현되었으며, 타 처리구 간

Fig. 3. Relative gene expression in porcine blastocysts derived from parthenotes. Activated oocytes were cultured in IVC medium 
supplemented with 0, 25 or 50% of SM or CM for 7 days, respectively. Error bars indicate ± SD. a~c Within each gene, bars with different 
letters differ (p<0.05).

에는 유의적 차이가 없었다(p<0.05). Klf4의 경우에는 SM-50% 
구에서 가장 높게 나타났으며, 다음으로 CM-25%, 대조
구, SM-25%, CM-50% 순으로 낮게 나타났다. Tert의 경
우는 SM-50%와 CM-25%에서 타 처리구에서 보다 유의
적으로 높게 발현되었다(p<0.05). 세포사멸 관련 유전자인 
Bax 및 Bcl-XL mRNA 발현수준을 분석한 결과, Bax의 
경우 대조구와 비교 시 모든 처리구에서 차이가 없었으나, 
Bcl-XL의 경우 CM-25%를 제외한 모든 처리구에서 대조
구보다 유의적으로 낮게 발현되었다(p<0.05).    

고 찰

줄기세포 유래 CM의 경우 줄기세포에서 분비한 다양
한 성장인자 및 사이토카인들이 함유되어 있으며, 특히 
자궁 및 초기배에서 발현되는 EGF, TGF-α, TGF-β, PDGF-A, 
IGF-I, IGF-II, vascular endothelial growth factor(VEGF), 
hepatocyte growth factor(HGF), fibroblast growth factor 
(FGF) 등 다양한 성장인자와 IL-1b, IL-6 GM-CSF, LIF, 
IFN-t 등의 사이토카인들을 포함하고 있다(Park 등, 2010; 
Lee 등, 2011; Ho 등, 2012). 따라서 줄기세포 유래 CM이 
돼지 미성숙란의 성숙에 미치는 영향을 검토하고, 이후 
배발달에 대한 효과 및 배반포에서의 유전자 발현 양상
을 검토하였다.

돼지 난포란의 체외성숙율은 CM-25% 처리구에서 대조
구보다 유의적으로 높게 나타났으나, 줄기세포유래 CM
에는 다양한 인자들이 포함되어 있어 높은 성숙율의 원
인을 판단하기가 쉽지 않다. 돼지 난자의 성숙은 난구세
포 및 과립막세포에 크게 의존적이므로 일반적으로 체외
성숙배양 시 이들 세포를 함께 배양한다. 돼지 난자에는 
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EGF mRNA 및 EGF 수용체가 존재하며, 난구세포 및 과
립막세포에서는 EGF를 분비하는 것으로 알려져 있어, 체
외성숙 배양액에 첨가 시 난자의 세포질 성숙을 향상 시
킬 수 있다(Abeydeera 등, 1998). LIF는 Kit ligand mRNA
의 발현을 증가시켜 과립막세포의 증식을 유도하며(Nilsson 
등, 2002), tumor necrosis factor-α(TNF-α)는 난구세포
내 Tumor necrosis factor-inducible gene 6(TNFAIP6) mRNA
의 발현을 증가시켜 난구세포의 확장을 유도한다고 보고
되었다(Yuan 등, 2011). 따라서 줄기세포유래 CM에 존재
하는 이러한 인자들에 의해 난구세포의 기능이 향상되어 
난자의 성숙을 유도한 것으로 사료된다. 

다양한 종류의 성장인자 및 사이토카인들을 체외배양
액에 첨가함으로써 체외발육율을 향상 시킬 수 있다(Kim 
등, 2002; Neira 등, 2010). IGF-I의 경우 상실배 형성 시
기에 RNA 및 DNA합성을 증가시켜 배반포 형성율을 향
상시키며(Young 등, 2001), 배반포의 세포수를 증가시킬 
수 있다(Jousan과 Hansen, 2004). 한편 TGF-β의 경우 체
외배양액에 첨가 시 배반포 생산 효율을 증진시킬 수 있
으며, bFGF와 공동 첨가에 의해 그 효과를 향상 시킬 수 
있다(Kurzawa 등, 2004). 줄기세포 배양액 및 줄기세포 
유래 CM의 경우 bFGF와 LIF가 첨가되어 있으며, 20%의 
혈청도 포함되어 있다. 체외배양 시 혈청의 첨가는 배반
포내 Mn-SOD, SOX, Bax, LIF, LIF-R와 같은 유전자의 
발현을 증가시키지만, 발육속도 또한 증가시켜 배반포의 
세포수를 감소 시킬 수 있다(Rizos 등, 2003). SM-25% 구
의 경우 배반포 발육율은 크게 차이가 없었으나 세포수
는 현저히 저하된 반면 CM-25% 처리구의 경우 배반포 
발육율 뿐만 아니라 배반포의 세포수도 증가하였다. 따라
서 SM-25% 구의 경우 배양액 내 혈청에 의한 영향이 큰 
것으로 여겨지며, CM의 경우 다른 다양한 성장인자 및 
사이토카인에 의해 혈청이 가지고 있는 해로운 효과로부
터 보호되는 것으로 사료된다. 

배반포에서의 apoptotic cell은 난자의 질을 판단하는 
지표로 이용 할 수 있으므로 본 연구에서 생산된 배반포
의 질적 양상을 평가하기 위하여 TUNEL 분석을 통한 배
반포의 apoptotic cell 수를 확인하였다. 농도에 상관없이 
CM을 첨가한 구에서 유의적으로 낮은 수치를 보였다. 산
화 스트레스(oxidative stress)는 reactive oxygen species(ROS)
에 의해 주로 유발되며, 세포 내 DNA Fragmentation의 
주 원인으로 알려져 있다(Yang 등, 1998). 특히 돼지 체외 
성숙란 및 배반포에서의 apoptosis를 유발할 수 있으며 
단위발생란의 체외 발육을 저해 할 수 있다(Sa 등, 2011; 
Bae 등, 2013).  이러한 산화 스트레스는 IGF, HGF, IL-6
와 같은 인자들에 의해 억제 될 수 있으며(Shibuki 등, 2002; 
Kida 등, 2005; Baregamian 등, 2006), 줄기세포 유래 CM
내에 포함되어 있는 물질들의 항산화 작용에 의해 배반
포에서의 apoptosis가 억제된 것으로 사료된다. 배반포의 
내부세포괴(inner cell mass, ICM)에서 발현되며(Xu 와 
Yang, 2001), 전능성 인자로 알려져 있는 Oct4 및 Klf4와 
다양한 만능세포주(pluripotent cell line)에서 발현되는 것
으로 알려져 있는 telomerase reverse transcriptase(Tert) 
및 zinc finger protein 42(Zfp42) mRNA 발현 정도를 검
토하여 배반포의 질을 판단하는 지표로 활용하였다(Rogers 
등, 1991). 모든 유전자 발현에 있어서 CM-25% 구에서 

높게 발현되는 것으로 나타나, 줄기세포유래 CM의 첨가
가 배반포에서의 전능성 관련 유전자의 발현을 유도하는 
것으로 사료된다. 

이상의 결과를 종합해 보면, 돼지체외성숙 및 발육 배
양액에 25%의 CM을 첨가할 경우 난자의 성숙뿐 만 아니
라 질적으로 우수한 배반포를 효과적으로 생산할 수 있
어, 체외수정란 및 복제기술을 통한 유용한 산자 생산에 
효과적으로 이용할 수 있을 것으로 사료된다. 

요 약

체외 배양액에 성장호르몬 및 사이토카인의 첨가는 초
기배 발육 및 생산된 배반포의 질에 영향을 미칠 수 있
다. 본 연구는 돼지 유도만능줄기세포(porcine induced pluri-
potent stem cell, piPSC)의 조정배지(conditioned medium, 
CM)가 돼지 난자의 체외성숙 및 단위발생 후 초기배 발
육에 미치는 영향을 검토하기 위하여 수행하였다. 난자-
난구세포 복합체(cumulus-oocyte complex, COC)는 0(control), 
25, or 50%의 줄기세포 배양액(stem cell medium, SM) 
또는 CM이 첨가된 체외성숙 배양액으로 배양하였으며, 
성숙된 난자는 활성화 유도 후 같은 농도의 SM 또는 
CM을 첨가한 체외배양액에서 배양하였다. 체외 성숙율
은 CM-25% 그룹에서 대조구보다 유의적으로 높았으나
(p<0.05), 다른 SM 또는 CM 처리구와는 차이가 없었다. 
배반포 형성율은 CM-25% 그룹(29.2%)에서 대조구(20.7%), 
SM-50%(19.6%) 및 CM-50%(23.66%) 처리구보다 유의적
으로 높았다(p<0.05). 배반포에서의 세포수 및 세포사 비
율은 SM-25% 그룹이 대조구에 비하여 유의적인 차이가 
나타났다(p<0.05). 난자의 질과 연관되어 있는 유전자들
(Oct4, Klf4, Tert 및 Zfp42)의 발현은 CM-25% 그룹에서 
대조구보다 유의적으로 증가되었다(p<0.05). 따라서 본 실
험의 결과 체외성숙(IVM) 및 체외발달(IVC) 배양액에 25% 
수준의 CM의 첨가는 돼지 단위발생 난자의 배발달과 난
자의 질적 향상에 기여하는 것으로 사료된다. 
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