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ABSTRACT    Morphology of cumulus-oocyte-complexes (COCs) at germinal vesicle (GV) 
stage as one of the evaluation criteria for oocyte maturation quality after in vitro maturation 
(IVM) plays important roles on the meiotic maturation, fertilization and early embryonic 
development in pigs. When cumulus cells of COCs are insufficient, which is induced the low 
oocyte maturation rate by the increasing of reactive oxygen species (ROS) in porcine oocyte 
during IVM. The ROS are known to generate including superoxide and hydrogen peroxide 
from electron transport system of mitochondria during oocyte maturation in pigs. To regulate 
the ROS production, the cumulus cells is secreted the various antioxidant enzymes during 
IVM of porcine oocyte. Our previous study showed that Mito-TEMPO, superoxide specific 
scavenger, improves the embryonic developmental competence and blastocyst formation 
rate by regulating of mitochondria functions in pigs. However, the effects of Mito-TEMPO as 
a superoxide scavenger to help the anti-oxidant functions from cumulus cells of COCs on 
meiotic maturation during porcine oocyte IVM has not been reported. Here, we categorized 
experimental groups into two groups (Grade 1: G1; high cumulus cells and Grade 2: G2; low 
cumulus cells) by using hemocytometer. The meiotic maturation rate from G2 was significantly 
(p < 0.05) decreased (G1: 79.9 ± 3.8% vs G2: 57.5 ± 4.6%) compared to G1. To investigate 
the production of mitochondria derived superoxide, we used the mitochondrial superoxide 
dye, Mito-SOX. Red fluorescence of Mito-SOX detected superoxide was significantly (p < 0.05) 
increased in COCs of G2 compared with G1. And, we examined expression levels of genes 
associated with mitochondrial antioxidant such as SOD1, SOD2 and PRDX3 using a RT-PCR 
in porcine COCs at 44 h of IVM. The mRNA levels of three antioxidant enzymes expression in 
COCs from G2 were significantly (p < 0.05) lower than COCs of G1. In addition, we investigated 
the anti-oxidative effects of Mito-TEMPO on meiotic maturation of porcine oocyte from G1 and 
G2. Meiotic maturation and mRNA levels of antioxidant enzymes were significantly (p < 0.05) 
recovered in G2 by Mito-TEMPO (0.1 μM, MT) treatment (G2: 68.4 ± 3.2% vs G2 + MT: 
73.9 ± 1.4%). Therefore, our results suggest that reduction of mitochondria derived superoxide 
by Mito-TEMPO may improves the meiotic maturation in IVM of porcine oocyte.
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서  론

포유동물의 난포란은 난모세포(oocyte)와 그 주변을 둘러싸고 

있는 난구세포(cumulus cells)로 함께 구성된 난구-난모세포 복

합체(Cumulus oocyte complexes: COCs)를 의미하며 서로의 

물질교환을 통해 체외 성숙을 진행한다. 이 때. 난구세포는 과립

막 세포로부터 유래되어 난모세포 주위를 둘러싸 난모 세포 성숙

에 영향을 미치며, 이 후 초기배 발달에도 관여된다고 알려져 있

다(Zhou 등, 2016). 돼지 미성숙 난포란의 체외 성숙에 있어서 

난구세포의 형태학적 모습과 수는 체외 성숙 효율을 검증할 수 있

는 평가 또는 표지 기준의 하나로써 적용되기 때문에 중요하다

(Appeltant 등, 2017). 또한, 난구세포는 돼지 난포란의 성숙 과

정 동안 영양분 공급, 성숙 관련 인자, 분자적 신호 그리고 항산화

적 물질 분비 등과 같은 역할로써 핵과 세포질 성숙에 관여한다고 

알려져 있다(Beyer와 Berthoud 등, 2018). 또한, 난구세포 성숙

이 진행됨에 따라 난구세포는 확장을 하게 되는데, 이러한 과정은 

수정 시 정자 침입과 관련된 히알루론산 합성 때문이라고 알려져 

있다(Mlynarcikova 등, 2009). 난구세포의 역할과 확장 여부는 

돼지 난구세포 내 세포질의 성숙에 밀접한 관련성을 가지며 향상

시키는 요인 중 하나로 보고되었다(Ikeda와 Yamada, 2014).

돼지 난포란의 성숙 과정에는 미토콘드리아로부터 생성되는 

생체 에너지인 adenosine triphosphate (ATP)를 필요로 한다

(Sturmey와 Leese, 2003). ATP의 생성과정 중에서 미토콘드리

아의 전자 전달계로부터 다양한 활성산소(reactive oxygen spe-

cies: ROS)들이 생성된다(Babayev 등, 2016). 이러한 활성산소

종에는 초과산화물, 음이온 라디칼(O2
•), 수산기 라디칼(•OH) 및 

과산화 수소(H2O2) 등이 포함된다(Zorov 등, 2014). 활성산소종

은 산화 환원 신호와 같은 세포내 분자적 매커니즘 조절과 sec-

ond messenger로써 역할 하는 것으로 알려져 있다(Schieber

와 Chandel, 2014; Okon 등, 2015). 하지만 세포 내에서 과도

한 활성산소의 생성으로 인해 세포 내 축적되거나 지속적이고 반

복적인 활성산소가 발생되면 산화적 스트레스를 유발한다. 이러

한 산화적 스트레스의 발생은 다낭성 난소 증후군, 자궁내막증, 

기형 정자 형성 등과 같은 남성과 여성의 생식기 관련 여러 가지 

질병을 유발하는 원인으로 알려져 있다(Agarwal 등, 2012). 뿐만 

아니라, 난모세포의 성숙 및 배 발달을 억제하고 DNA에 손상을 

주어 세포사멸과 지질의 산화에도 영향을 미친다고 알려져 있다

(Wang 등, 2015; Wang 등, 2017).

과도한 활성산소종에 대한 산화적 스트레스를 줄이기 위하여 항

산화 물질이 존재하는데 이러한 항산화물질에는 크게 효소 항산

화 물질과 비효소 항산화 물질로 구분된다(Agarwal 등, 2012). 

효소 항산화 물질에는 초과산화물 불균등화효소(SOD), 글루타티

온 과산화효소(GPx), 카탈라아제(CAT)와 퍼옥시레독신(PRDX) 

등이 있으며 비효소 항산화 물질에는 비타민 C, 비타민 E, 타우린, 

멜라토닌과 같은 물질들이 포함된다. 특히, 효소 항산화물질은 난

포란의 난구세포에 많이 분포하는데, 생쥐의 경우 난포란에서 난

구세포는 활성산소종(H2O2, 
•OH, HOCl)으로부터 방어적인 역

할을 하는데 도움을 준다고 알려진 바 있다(Shaeib 등, 2016). 비

효소 항산화 물질의 경우, 많은 연구에서 돼지 수정란의 체외발

달 과정 동안 멜라토닌 첨가에 의한 항산화적 효과가 수정란의 발

달능력을 향상시킨다는 것이 보고되었다(Chen 등, 2017; Wnag 

등, 2017).

최근 미토콘드리아 내 특이적 활성산소종 생성 여부는 미토콘드

리아의 기능 유지, 미토콘드리아 칼슘 항상성 그리고 세포 사멸을 

포함하는 다양한 세포적 메커니즘에 관여된다고 알려졌다(Red-

za-Dutordoir와 Averill-Bates, 2016). 또한, 항산화 효소들 중 

SOD의 한 종류인, 그리고 superoxide dismutase 1 (SOD1)

은 주로 세포질에 분포하며 superoxide dismutase 2 (SOD2)

의 경우 미토콘드리아에 많이 분포한다고 알려져 있다(Kim 등, 

2015). PRDX 또한 여러 가지 종류가 있는데, 특히 peroxire-

doxin 3 (PRDX3)의 경우 미토콘드리아에 특이적으로 존재한다

(Covarrubias 등, 2008). 이러한 미토콘드리아와 관련된 항산화 

효소들의 발현 증가는 산화적 스트레스를 감소시키며, 사람의 인

공수정 및 수정란 이식에 긍정적인 영향을 미친다고 알려져 있다

(Lu 등, 2018). 

최근, 세포 내 ROS 및 초과산화물인 superoxide에 대한 제거

능이 포함되는 물질로 알려진 Mito-TEMPO를 이용하여 여성 생

식 세포 및 기관에 관련된 미토콘드리아의 기능 변화 및 미토콘드

리아 매개성 세포 사멸경로에 미치는 영향에 관련된 연구들이 보

고되었다(Park 등, 2018; Vaka 등, 2018). 우리의 이전 연구 결

과에 따르면, 돼지 초기배 발달과정에서 체외 배양액에 Mito-

TEMPO의 첨가는 배반포 단계로의 발달능과 수정란의 난할율을 

향상시키는데 도움이 된다는 사실을 입증하였다(Yang 등, 2018). 

하지만 돼지의 난포란의 성숙과정 동안 난구세포의 항산화적 효

과와 Mito-TEMPO에 의한 미토콘드리아 초과산화물 생성 억제

제가 핵 성숙 효율에 미치는 영향에 대한 연구는 보고되지 않았

다. 

따라서 본 연구에서는 돼지 난포란에서 난구세포의 분포 정도에 

따라 차이를 보이는 두 그룹을 이용하여 난포란에서 미토콘드리

아 유래 초과산화물 생성 차이 여부를 확인하고, 핵 성숙율 그리

고 항산화 관련 인자들의 발현 양상을 조사하고자 한다. 뿐만 아

니라, 두 그룹의 난포란에서 미토콘드리아 유래 초과산화물 특이

적 제거제인 Mito-TEMPO를 이용하여 난포란의 성숙 능력 향상 

여부를 확인하고자 한다.

재료 및 방법

시약
본 연구에서 특별히 명시하지 않은 화학물질들은 Sigma-

Aldrich Korea (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.
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난소 채취 및 난포란 체외성숙
본 연구에서 사용된 돼지 난소는 지역의 도축장(대구축산물도매

시장 신흥산업(주))에서 채취하여 30-35oC 온도 조건의 75 μg/

mL Penicillin G가 첨가된 0.9% 생리식염수가 담겨진 보온병

에 넣어 실험실로 운반하였다. 생리식염수로 2-3회 세척한 난소

는 18 게이지 바늘이 장착된 10 mL 주사기를 이용하여 3-6 mm 

지름의 난포로부터 난포액을 채취하였다. 채취한 난포액은 15분

가량 침전 후 petridish에 옮긴 뒤 실체현미경 아래에서 마우스

피펫을 이용하여 난포란 선별을 진행하였다. 이러한 과정 중 난

포란 주변의 난구세포의 수가 많고 두꺼운 층을 가지는 난포란

을 Grade 1 (G1)으로 나누고 상대적으로 난구세포의 수가 적

고 얇은 층을 가지는 난포란을 Grade 2 (G2)로 나누어 선별하

였다. 선별된 난포란은 tyrode’s lactate-4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazine-ethanesulfonic acid (TL-HEPES) 용액과 체외

성숙 배양액에서 세척한 다음, 1개의 well당 40-50개의 미성숙한 

난포란을 배양액 500 μL씩 분주된 4-well multi dish (NUNC, 

Roskilde, Denmark)에서 38.5oC, 5% CO2 배양기에서 성숙

을 진행하였다. 미성숙한 난포란의 체외성숙에 사용된 배양액은 

North Carolina State University-23 (NCSU-23) 배지이며, 여

기에 10% porcine follicular fluid, 10 IU/mL pregnant mare 

serum gonadotropin (PMSG), 10 IU/mL human chorionic 

gonadotropin (hCG), 10 ng/mL epidermal growth factor 

(EGF), 25 μM β-mercaptoethanol 및 0.57 mM cysteine을 첨

가하여 사용하였다. 총 44시간 체외성숙 중 미성숙 난포란들을 

22시간 동안 배양시킨 후, PMSG와 hCG가 첨가되지 않은 배양

액에서 22시간 동안 추가 배양하였다. Mito-TEMPO 첨가의 경

우 G1, G2와 동일한 배양 과정에서 이전 연구인 Park 등, 2018

에서 사용한 Mito-TEMPO의 농도와 같이 최종 농도가 0.1 μM이 

되도록 첨가하여 배양하였다.

난구세포 정량
44시간 동안 성숙된 난포란을 0.1% hyaluronidase를 이용하

여 조심스럽게 난구세포를 벗겨준 뒤 0.1% polyvinyl alcohol 

(PVA)가 포함된 phosphate buffer saline (PBS)에서 3회 세척

하였다. 벗겨진 난구세포들은 microcentrifuge tube에 넣은 후 

13,500 rpm에서 5분간 원심분리를 실시하였다. 원심분리 후 상

층액을 조심스럽게 제거한 뒤 침전된 난구세포를 0.1% PVA가 포

함된 PBS에서 재현탁하였다. 이후, 난구세포의 수를 측정하기 위

하여 hemocytometer를 이용하였다. 난구세포의 수는 hemo-

cytometer의 제조 회사의 지침에 따라 (전체 세포 수 × 희석 계

수)/(큰 사각형의 개수) × 104으로 계산하였다.

난포란의 핵 성숙 확인
44시간 동안 성숙된 난포란을 0.1% hyaluronidase를 이용하

여 난구세포를 조심스럽게 벗겨준 뒤 0.1% PVA가 포함된 PBS에

서 3회 세척하였다. 난구세포가 벗겨진 난모세포는 슬라이드 글라

스에 올려 둔 뒤 커버 글라스를 덮어 압착한 뒤 아세트산:에탄올

(1:3) 용액에 하루 동안 고정시켰다. 하루 동안 고정된 난모세포는 
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Fig. 1. Isolation of COCs according 
to the number of cumulus cells at 
GV stage. (A) G1 and G2 COCs were 
visualized through an optical micros-
copy. Top panel scale bar is 500 mm 
and bottom panel scale bar is 100 
mm. (B) The number of cumulus cells 
were counted by a hemocytometer. (C) 
Representative photographs indicate 
different stages of nuclear matura-
tion in COCs. Meiotic maturation 
rates were examined by using orcein 
staining. Scale bar is 200 mm. Differ-
ent superscript letters a and b denote 
significant differences (p < 0.05). The 
data are representative of at least 
three independent experiments and 
shown as means ± SD. ***p < 0.001. T-
test was used.
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1% 오르세인 용액에서 10분 동안 염색하였다. 이후 글리세롤:아

세트산:물(1:1:3) 용액으로 탈 염색 반응을 실시하고 광학 현미경

(Leica, Solms, Germany) 아래에서 핵상을 확인하여 성숙 정도

를 판별하였다. 핵상 판별 기준은 Fig. 1C의 대표사진에 따라 구

분하였다.

Mito-SOX 염색
44시간 동안 성숙된 난포란을 0.1% PVA가 포함된 PBS에서 3

회 세척하였다. 이후 최종 농도가 4 μg/mL이 되도록 Mito-SOX 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 시약을 체외성숙에 사용된 배

양액에 희석 후 38.5oC, 5% CO2 배양기에서 30분 동안 염색을 

진행하였다. 염색이 끝난 난포란은 2.5% glutaraldehyde 고정액

에 4oC에서 하루 동안 고정을 진행하였다. 고정된 난포란은 슬라

이드 글라스에 올려준 뒤 커버 글라스로 덮어서 형광현미경(iRiS 

Digital Cell Imaging System, Logos Biosystems, Gyeonggi-

do, South Korea)을 통하여 초과산화물 발현 양상을 관찰하였

다. 

RNA 추출 및 역전사 PCR (RT-PCR)
RNA는 Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 시약을 이

용하여 제조 회사의 지침에 따라 추출을 진행하였다. 44시간 동

안 배양된 난포란 50개를 0.1% PVA가 포함된 PBS에서 3회 세

척한 후 난포란은 microcentrifuge tube에 담아 Trizol 용액 

500 μL를 처리하였다. 용액 처리 후, vortex하여 5분간 반응 후 

chloroform을 100 μL 첨가하여 15초간 vortex한 뒤 13,500  

rpm, 4oC에서 15분간 원심분리 하였다. 그 후, 상층액 200 μL

를 새로운 microcentrifuge tube로 옮겨 담고 isopropanol을 

같은 부피만큼 넣은 후 inverting하여 상온에서 2시간 동안 반응

시켜 RNA를 침전시켰다. 13,500 rpm, 4oC에서 15분간 원심분

리한 뒤 상층액을 제거하고 침전물을 70% 에탄올로 세척 후 다시 

같은 조건으로 10분 동안 원심분리하여 에탄올을 제거하였다. 그 

후, 30분 동안 건조하여 에탄올을 완전히 제거한 뒤 RNase free-

water에 녹여주었다. RNA의 농도와 순도는 OPTIZEN NanoQ 

(Mecasys, Daejeon, South Korea)를 이용하여 측정하였다. 이

후, 1 μg/μL의 RNA와 AccuPower® RT-PCR Premix (Bioneer 

Inc., Daejeon, South Korea)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 

프라이머 시퀀스(Table 1)는 NCBI 데이터베이스를 이용하여 디

자인하였다. PCR은 95oC에서 5분동안 반응 후 95oC에서 30초, 

55oC에서 30초 그리고 72oC에서 30초를 30-35회 반복 후 마지

막으로 72oC에서 5분 동안 진행하였다. 전기 영동은 2% 아가로

즈 겔을 이용하여 진행하고 ethidium bromide 염색 후 UV 아

래에서 DNA 밴드를 확인하였다. DNA 밴드는 ImageJ software 

(http://imagej.nih.gov/ij, version 1.46, National Institutes 

of Health, MD, USA)를 이용하여 정량화하였다.

통계 분석
본 연구에서 얻은 모든 백분율 데이터는 평균 ± 표준 편차(S.D)

로 나타내었다. 모든 실험의 결과 값은 Bonferroni’s Multiple 

Comparison Test를 따르는 one-way ANOVA 또는 t-test를 

수행하여 분석하였다. 이미지 분석은 Image J (http://imagej.

nih.gov/ij, version 1.46, National Institutes of Health, MD, 

USA) software를 사용하였다. 모든 데이터는 GraphPad Prism 

5.0 소프트웨어 패키지(GraphPad software, Inc., San Diego, 

CA, USA)를 사용하여 수행하였다. 본 연구에서 나타난 결과들에 

대한 통계적 유의차는 p < 0.05 이하인 것만 표기하였다.

결  과

난구세포의 수에 따른 돼지 난포란의 핵 성숙율 확인
돼지 미성숙 난구세포 난자 복합체(COCs)를 육안으로 관찰하

여 난모세포 주변의 난구세포가 많고 두꺼운 층이 관찰되는 그룹

을 G1으로 상대적으로 G1과 비교하여 난구세포 수가 적은 그룹

을 G2으로 나누었다(Fig. 1A). 44시간동안 체외 성숙시킨 두 그

룹의 COCs에서 난구세포 수를 정확하게 측정하기 위해서 he-

mocytometer 를 이용하여 분석한 결과, 난구세포의 수는 G2가 

G1 보다 유의적으로 적은 것을 확인하였다(Fig. 1B; p < 0.001, 

G1: 4.48 ± 0.2 × 103 cells/mL vs G2: 0.96 ± 0.2 × 103 

cells/mL). 예상대로, 44시간 동안 체외 성숙 후 G1과 G2의 핵 

성숙율을 Orcein 염색을 이용하여 측정한 결과(Fig. 1C), meta-

phase II(M II) 단계로 성숙된 난자들의 핵 성숙율은 G2가 G1에 

Table 1. Primer sequences of anti-oxidant genes for RT-PCR in matured COCs

Genes Primer sequences Tm oC Gene bank Accession no. Base Pairs

SOD1 F (5’- 3’): GCCAAAGGATCAAGAGAGGC

R (5’- 3’): GTCGTTTGGCCTGTGGTGTA

55 (NM_001190422.1) 226

SOD2 F (5’- 3’): GCAGCTCGAGCAGGAATCTGG

R (5’- 3’): ACGCGGCCTACGTGAACAA

55 (NM_214127.2) 162

PRDX3 F (5’- 3’): AGTGGATTCCCACTTCAGCC

R (5’- 3’): AACCCATGGAGAAGTCTGCC

55 (NM_001244531.1) 290

GAPDH F (5’- 3’): GAAGGTCGGAGTGAACGGAT

R (5’- 3’): ACTCATGACCACGGTCCATG

55 (NM_001206359.1) 527

SOD1: Superoxide dismutase 1, SOD2: Superoxide dismutase 2, PRDX3: Peroxiredoxin 3, GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase.
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비하여 유의적으로 감소하였다(p < 0.05, G1: 79.9 ± 3.8% vs 

G2: 57.5 ± 4.6%). 위 결과를 통해서 난구세포의 수가 상대적으

로 적은 G2가 G1에 비하여 핵 성숙 효율이 유의적으로 감소하는 

것을 확인하였다. 이 결과를 기반으로 난구세포의 수 차이에 따라 

핵 성숙율에 차이를 보이는 두 그룹 G1과 G2를 이용하여 후속 실

험을 진행하였다. 

성숙된 난포란에서 초과산화물 생성과 항산화 효소의 발현 조사
두 그룹의 성숙된 난포란에서 초과산화물 생성 여부를 확인하

기 위해서 미토콘드리아 유래 초과산화물을 직접 염색하는 시약

인 Mito-SOX 염색을 사용하였다(Fig. 2A). Mito-SOX 염색에 

의한 붉은 형광 발현은 G2가 G1에 비하여 유의적으로 높았다(p < 

0.05). 이 후, 항산화효소의 발현을 통한 초과산화물 생성 여부를 

확인하기 위해서 미토콘드리아 관련 항산화 효소인 SOD1, SOD2 

그리고 PRDX3의 mRNA 발현을 RT-PCR을 통하여 조사하였다

(Fig. 2B). 3가지 항산화 효소들의 mRNA 수준에서의 발현은 G2

가 G1보다 유의적으로 낮았다(p < 0.05). 

Mito-TEMPO 첨가에 따른 돼지 난포란의 핵 성숙율 변화 확인
미토콘드리아 초과산화물 및 활성산소 제거제로 알려진 Mito-

TEMPO MT, 0.1 μM)를 체외성숙 배양액에 첨가하여 G1과 G2

의 핵 성숙율의 변화를 확인하였다(Fig. 3A). 그 결과 G1에 MT

를 첨가하였을 때 핵 성숙의 변화는 다소 증가하였지만 유의적인 

차이는 없었다(G1: 80.5 ± 9.8% vs G1 + MT: 86.1 ± 10.0%). 

그러나 G2군과 G2에 MT를 첨가한 돼지 난포란의 핵 성숙율

은 MT가 첨가되었을 때 G1만큼 회복되는 것을 확인하였다(G2: 

75.9 ± 12.6% vs G2 + MT: 80.0 ± 12.6%). Mito-SOX 염색

을 통하여 초과산화물 생성 여부를 성숙된 돼지 난포란에서 확인

한 결과(Fig. 3B), G1과 G2 모두 Mito-TEMPO를 첨가하지 않

은 그룹에 비하여 첨가한 그룹에서 초과산화물의 생성이 감소하

였다. 또한, 미토콘드리아 유래 항산화 효소들(SOD1, SOD2 그

리고 PRDX3)의 mRNA 발현 수준을 RT-PCR 분석으로 확인해

본 결과(Fig. 3C), Mito-TEMPO를 첨가하지 않은 G1과 G2 보다 

Mito-TEMPO를 첨가한 G1과 G2에서 세 유전자 모두 증가하는 

패턴으로 나타났다. 이러한 결과는 Mito-TEMPO를 이용한 미토

Fig. 2. Measurement of Mito-SOX staining and antioxidant enzymes on COCs after 44 h maturation. (A) Red fluorescence indicated 
mitochondria derived superoxide on 44 h matured COCs. Scale bar is 100 mm. (B) Antioxidant enzyme genes (SOD1, SOD2, PRDX3) 
expressions were measured by RT-PCR analysis. Histogram values of densitometry analysis were obtained using Image J software. The 
data are representative of at least three independent experiments and shown as means ± SEM. *p < 0.05. T-test was used.
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콘드리아 유래 초과산화물의 제거는 체외성숙 능력을 향상시키고 

항산화 효소의 발현을 증가시켰다.

고  찰

본 연구에서는 germinal vesicle (GV)에서 돼지 난모세포 및 

난구세포 난자 복합체(COCs)의 품질을 평가하는 하나의 기준인 

형태학적 모습과 난구세포의 수를 기준으로 나눈 두 그룹 G1과 

G2로부터 44시간 동안 체외 성숙한 다음 핵 성숙 비율을 조사하

였다. 알려진 바와 같이, 난구세포의 수가 많고 형태학적으로 좋

은 G1에서 G2보다 M II 단계까지의 핵 성숙율이 높았으며, 동시

에 미토콘드리아 유래 초과산화물 생성은 난구세포의 수가 적은 

G2에서 높게 나타났다. 이러한 결과는 GV시기의 난구세포의 수

의 여부에 따른 차이가 난포란의 핵 성숙에 영향을 미치며, 체외 

Fig. 3. Investigation of meiotic maturation rate, superoxide production and expression of antioxidant enzymes on COCs after 44 h 
maturation treated with Mito-TEMPO. (A) Meiotic maturation rates were examined on 44 h matured COCs treated with Mito-TEMPO 
using orcein staining. Different superscript letters a and b denote significant differences (p < 0.05) and t-test was applied with com-
pared to G1 (as a control). (B) Red fluorescence showed mitochondria derived superoxide on 44 h matured COCs treated with Mito-
TEMPO. Scale bar is 100 mm. (C) Antioxidant enzyme genes (SOD1, SOD2, PRDX3) expressions were measured in 44 h matured COCs 
treated with Mito-TEMPO by RT-PCR analysis. Data in the bar graph represents the means ± SD and SEM of three independent ex-
periments. *p < 0.05. T-test was used.

Groups

G1

G2

Mito-
TEMPO

(0.1 M)�

+

+

% of oocytes (n)No. of
oocytes

examined

152

119

129

113

GV

0.9 + 1.6 (1)

0.0 + 0.0 (0)

+ 4.9 (6)

+ 3.4 (4)

4.3

2.8

GVBD

0.9 + 1.6 (1)

0.7 + 1.4 (1)

+ 3.0 (8)

+ 3.3 (2)

6.0

1.7

M I

15.0 + 4.6 (23)

+ 9.9 (12)

+ 4.8 (27)

+ 5.6 (24)

11.2

21.3

21.6

M II

100

O
rc

e
in

s
ta

in
in

g
(%

)

0

80

60

40

20

GV GVBD M I M II

1.5

1.0

0.5

R
e
la

ti
v
e

fl
u
o
re

s
c
e
n
c
e

in
te

n
s
it
y

(M
it
o
S

O
X

)

0.0

G1 G1 + MT G2 G2 + MT

M
it
o
-S

O
X

(r
e
d
)

G1 G1 + MT G2 G2 + MT

1.5

1.0

0.5

R
e
la

ti
v
e

m
R

N
A

e
x
p
re

s
s
io

n
le

v
e
ls

(S
O

D
1
/G

A
P

D
H

)

0.0

G
1

G
2

SOD1

G
1

+
M

T

G
2

+
M

T

1.5

1.0

0.5

R
e
la

ti
v
e

m
R

N
A

e
x
p
re

s
s
io

n
le

v
e
ls

(S
O

D
2
/G

A
P

D
H

)

0.0

G
1

G
2

SOD2

G
1

+
M

T

G
2

+
M

T

1.5

1.0

0.5
R

e
la

ti
v
e

m
R

N
A

e
x
p
re

s
s
io

n
le

v
e
ls

(P
R

D
X

3
/G

A
P

D
H

)

0.0

G
1

G
2

PRDX3

G
1

+
M

T

G
2

+
M

T

SOD1

SOD2

PRDX3

GAPDH

G1 G1 + MT G2 G2 + MT

G1
G1 + MT
G2
G2 + MT

*

*

*

*

a
a

ab

A

B

C



J Anim Reprod Biotechnol    Vol. 34, No. 1, March 2019

16

성숙 능력이 낮은 G2의 난포란은 상대적으로 G1에 비해 높은 수

준의 초과산화물이 생성된다는 것 확인하였다. 또한, 44시간 동안 

체외성숙된 돼지 G2 난포란에서 미토콘드리아와 관련되는 항산

화 효소로 알려진 SOD1, SOD2 그리고 PRDX3의 mRNA 발현 

수준이 G1보다 낮았다. 결과적으로 돼지 난포란의 체외 성숙과정 

동안 핵 성숙 효율에 있어서 초과산화물의 생성 여부가 밀접한 관

련이 있음을 본 연구의 G1과 G2를 이용한 비교 분석을 통해서 입

증하였다. 

본 연구에서는 Mito-TEMPO가 미토콘드리아 유래 초과산화물 

제거제로써 돼지 체외 성숙에 미치는 영향을 확인하였다. Mito-

TEMPO (0.1 μM)을 체외 성숙 배양액에 첨가하였을 때 G2의 낮

은 핵 성숙 효율이 회복되고 초과산화물의 생성이 감소될 뿐만 아

니라 항산화 효소들의 mRNA 발현 수준도 증가하는 것을 확인하

였다. 이러한 연구 결과를 기반으로 G2의 난구세포의 역할이 부

족함에도 불구하고 Mito-TEMPO는 돼지 체외성숙 과정 동안 미

토콘드리아 유래 초과산화물의 생성을 억제하여 난포란의 핵 성

숙에 관련됨을 처음으로 확인하였다. 

난구세포는 난모세포를 둘러싸고 있는 세포이며, 체내·외 성숙

과정에 있어서 확장 여부와 관련 인자들을 분비하는 역할로써 성

숙 능력에 중요한 요인 중 하나이다. 이전 연구결과에 따르면, 난

구세포의 수와 확장 여부는 난포란 성숙에 대한 지표로 사용이 가

능하며(Prochazka 등, 2011), 세포질의 성숙과 관련된 난모세포

의 지름과 핵 성숙 효율 향상에 기여하는 것으로 보고된 바 있다

(Matsunaga와 Funahashi, 2017). 돼지 미성숙 난포란의 체외 

성숙과정에서도 품질을 평가하는 기준으로 난구세포의 형태학적 

모습, 수 그리고 확장여부가 적용된다고 보고되었다(Ozawa 등, 

2008). 따라서 본 연구에서는 이러한 이전 연구를 바탕으로 난구

세포 난자 복합체(Cumulus oocyte complexes; COCs)의 형태

학적 모습을 현미경을 이용하여 육안으로 분리하였다. 뿐만 아니

라 hemocytometer를 이용하여 난구세포의 수를 측정하여 유의

적인 차이를 제시함으로써 분리한 두 그룹에 대한 기준을 뒷받침

하였다. 예상한 바와 같이 난구세포의 수의 차이를 보이는 G1과 

G2의 난포란은 44 시간 체외 성숙 이후, 확연한 핵 성숙율의 차이

를 보였다(Fig. 1). 난구세포의 수와 형태학적 모습을 기준으로 나

눈 G1과 G2는 핵 성숙에서 차이를 가지며, 이를 이용하여 본 연

구의 목적인 초과산화물 제거능이 포함하는 Mito-TEMPO처리가 

돼지 체외 성숙에 미치는 영향에 대해서 구체적으로 조사하였다. 

이전 연구 결과에서 미토콘드리아 초과산화물을 붉은 형광으로 

염색시키는 시약인 Mito-SOX를 이용하여 미토콘드리아 유래 초

과산화물의 검출이 가능하다고 알려져 있다. 특히, 우리의 이전 

연구 결과에서 Mito-SOX를 이용하여 돼지 초기배의 발달동안 

미토콘드리아 유래 초과산화물의 생성 여부를 조사하였다(Yang 

등, 2018). 또한, 초과산화물은 미토콘드리아가 ATP를 생성하

는 과정에서 전자전달계로부터 발생된다고 알려져 있다(Fogg 등, 

2011). 성숙된 난포란에서는 수정을 위해 다량의 ATP생성이 요

구된다고 알려져 있다 (Dalton 등, 2014). Fig. 2의 결과를 보면, 

상대적으로 난구세포 수가 많아 높은 핵 성숙율을 보이는 G1의 

성숙된 COCs에서도 Mito-SOX 염색에 의한 붉은색 형광 발현

을 확인하였다. 이러한 결과는 초과산화물의 생성이 일반적인 체

외 성숙과정 동안에서 성숙되는 난포란에서 생성된다는 것을 본 

연구의 결과로 확인하였다. 또한, 상대적으로 난구세포 수가 적은 

G2의 성숙된 COCs에서는 G1 보다 더 높은 수준의 미토콘드리

아 초과산화물이 생성되는 것을 확인하였다(Fig. 2A). 흥미롭게도 

G1은 상대적으로 높은 핵 성숙율을 보이는 좋은 품질의 체외 성

숙 난포란 임에도 불구하고, 초과산화물 생성이 확인되었다. 이러

한 결과는 높은 수준의 ATP 생산이 핵 성숙과정에 필요하기 때문

에 초과산화물의 생성이 일어나는 것으로 판단된다. 

또한, 난포란의 난구세포는 성숙 과정 동안 활성산소(reactive 

oxygene species: ROS)의 생성에 따른 산화 스트레스로부터 보

호하기 위해서 난구세포 내에는 여러 종류의 효소 및 비효소 항

산화물질을 가지며 이를 통해 ROS의 독성으로부터 난모세포를 

보호한다고 알려져 있다(Shaeib 등, 2016). 이러한 항산화 효소

들 중에서 미토콘드리아와 관련된다고 알려진 효소들은 SOD1, 

SOD2 그리고 PRDX3을 포함하는 것으로 보고되었다(Covarru-

bias 등, 2008; Kim 등, 2015). 특히, PRDX3는 peroxiredoxin 

1-6 중에 미토콘드리아에 특이적으로 존재하며(Slominski 등, 

2017), 세포의 증식이나 포유동물 초기배 발달과정 동안 세포와 

난자 내의 산화적 스트레스를 감소 및 ROS생성 조절에 관여되는 

것으로 알려져 있다(Covarrubias 등, 2008). 또한, 본 연구진의 

이전 연구 결과에서 돼지 체외 성숙란에서 미토콘드리아 관련 항

산화 효소들로 SOD1, SOD2 그리고 PRDX3의 mRNA 수준에서

의 발현 양상을 확인하였다(Park 등, 2018). Fig. 2의 결과에 따

르면, 3가지 미토콘드리아 관련 항산화효소들의 mRNA수준에서

의 발현이 G2에서 G1 유의적으로 감소하였다. 이러한 결과는 난

구세포가 상대적으로 적은 G2에서 ROS 생성으로 유도되는 산화

적 스트레스가 발생되는 것을 보호해 줄 항산화 효소의 발현이 감

소하였기 때문에 G1 보다 더 많은 초과산화물이 생성된 것으로 

생각된다. 

2010년 이후의 연구에 따르면 Mito-TEMPO는 쥐의 상피세포

(Ni 등, 2016) 및 심근세포(Zhamg 등, 2017)를 포함하는 다양

한 포유동물 세포에서 세포내 활성산소 및 미토콘드리아 유래 초

과산화물에 대한 특이적 제거제로써 보고되었다. 이전 연구결과

들에 따르면 소의 난포란에서 멜라토닌과 EGCG (Epigallocat-

echin Gallate)와 같은 항산화물질들을 첨가하였을 때, 난포란의 

성숙이나 배발달 능력이 증가하였다(Yang 등, 2017; Huang 등, 

2018). 뿐만 아니라, 우리의 최근 연구에 따르면, 돼지 초기배의 

체외 생산과정에서 미토콘드리아 유래 초과산화물의 특이적 제거

능으로 배반포 발발 효율 및 생산에 긍정적인 효과를 보이는 것으

로 보고되었다(Yang 등, 2018), 또한, 돼지 난포란이 체외 성숙 

동안 환경호르몬으로 알려진bisphenol A (BPA) 노출에 의해 유

도되는 활성산소 및 초과산화물 생성에 따른 손상을 극복하고 보

호하는 기작으로 Mito-TEMPO의 역할을 규명하였다(Park 등, 
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2018). 그러나 구체적으로 돼지 난포란의 체외 성숙과정에서 핵 

성숙율에 미치는 영향 및 항산화적 효과에 대한 보고된 바는 없

다. 본 연구에서 Mito-TEMPO (0.1 μM)를 체외 배양액에 첨가

하여 비록 유의적인 차이는 나타나지 않았지만 G1과 G2의 핵 성

숙율이 증가하였다. 본 연구에서 사용한 Mito-TEMPO의 농도

는 우리의 이전 연구를 참고하여 적용하였다(Park 등, 2018). 또

한, Mito-TEMPO가 첨가된 배양액에서 체외 성숙된 돼지 난포

란에서 유의적으로 초과산화물의 생성 여부가 G1과 G2 모두 감

소하였으며, 난구세포로부터 발현되는 것으로 추정되는 미토콘드

리아 관련 3가지 항산화 효소들의 감소된 mRNA 수준에서의 발

현 역시 회복되었다(Fig. 3). G2에서 증가된 초과산화물을 생성

이 Mito-TEMPO 처리에 의해 감소되고, 이를 돕기 위해 난구세

포로부터 항산화 효소들의 발현 증가가 유도된 것으로 판단된다. 

따라서, 미토콘드리아 유래의 초과산화물 특이적 제거제인 Mito-

TEMPO는 난모세포와 난구세포 내에 발생한 초과산화물 생성에 

대한 제거능을 포함하고 미토콘드리아 관련 항산화 효소들의 발

현을 증가시킴으로써 체외성숙 과정 동안 난포란의 핵 성숙 효율

을 향상시킨다는 사실을 본 연구를 통해서 입증하였다.

결론적으로, 본 연구결과는 난구세포의 수를 기준으로 분리한 

두 그룹의 난포란으로부터 핵 성숙율 변화, 초과산화물 생성 여부 

및 미토콘드리아 관련 항산화 효소의 mRNA 발현 수준 여부를 조

사하였다. 이를 통해 난구세포 수에 따라 돼지 난포란의 핵 성숙

과 미토콘드리아 초과산화물의 생성이 밀접한 관련성을 가지는 

사실을 확인하였다. 이후, 미토콘드리아 유래 초과산화물 특이적 

제거제인 Mito-TEMPO를 돼지 난포란의 체외성숙 동안 배양액

에 첨가하였을 때, 난포란으로부터 생성되는 초과산화물은 감소

하였으며, 미토콘드리아 관련 항산화효소들의 mRNA 발현 수준

이 증가함에 따라 핵 성숙 효율이 향상되는 것을 확인하였다(Fig. 

4). 본 연구는 미토콘드리아 유래 초과산화물 생성과 돼지 난포란

의 체외성숙과의 관련성을 확인함으로써 궁극적으로 체외성숙란

의 품질 향상에 도움이 되는 기초 연구로써 의미가 있다고 판단된

다. 

Fig. 4. Recovery of meiotic matura-
tion by Mito-TEMPO as a superoxide 
scavenger during porcine COCs matu-
ration. Top panel; COCs with high 
cumulus cells had increasing meiotic 
maturation. Middle panel; COCs with 
low cumulus cells had increasing mito-
chondrial superoxide. In addition, high 
superoxide production in G2 COCs in-
duced decreasing antioxidant enzymes 
expressions. Bottom panel; COCs of 
low cumulus cells cultured with Mito-
TEMPO for meiotic maturation. Re-
duction of mitochondrial superoxide 
induced increasing meiotic maturation 
rate and antioxidant enzymes expres-
sions in porcine oocyte.
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결  론

돼지 난포란의 체외성숙 동안 난구세포의 수, 확장 여부 및 형태

학적 모습은 성숙된 난포란의 품질을 평가할 수 있는 중요한 기준

으로 적용된다고 알려져 있다. 또한, 난포란의 체외성숙 동안 미

토콘드리아내 ATP 생산에 따라 산화적 인산화로부터 초과산화

물과 같은 활성산소종 (ROS)이 발생된다. 이러한 ROS의 과도한 

생성 및 축적은 산화적 스트레스를 유도하여 새포 내 손상을 일

으키는 것으로 보고되었다. 특히, 돼지 난포란의 체외 성숙과정

에서 산화적 스트레스의 조절은 핵 성숙에 있어서 중요한 요인으

로 적용되며, 난모세포를 둘러싼 난구세포로부터 항산화 효소들

을 합성하여 보호하는 것으로 알려져 있다. 그러나 돼지 난포란

의 체외성숙에서 미토콘드리아 유래 초과산화물 생성 여부 및 미

토콘드리아 특이적 초과산화물 제거제로 알려진 Mito-TEMPO

에 의한 항산화 효과가 난포란의 핵 성숙에 미치는 영향에 대한 

연구는 보고된 바 없다. 우선, GV단계에서 난구세포 수가 많은 난

포란을 G1 군과 난구세포의 수가 상대적으로 적은 난포란을 G2

로 분리하였다. 체외성숙 44시간 후 orcein 염색을 통한 핵형 분

석을 통해서 핵 성숙율을 조사한 결과, 난구세포의 수가 많은 G1

이 상대적으로 G2보다 유의적으로 높았다 (p < 0.05, G1: 79.9 ± 

3.8% vs G2: 57.5 ± 4.6%). 이를 기반으로 난구세포 수를 평가 기

준으로 분리한 G1과 G2 돼지 난포란을 이용하여 초과산화물 제

거능을 포함하는 Mito-TEMPO가 핵 성숙효율에 미치는 영향을 

조사하였다. 두 그룹의 난포란으로부터 초과산화물생성 여부를 

조사하기 위해서 미토콘드리아 특이적 초과산화물 염색 시약으

로 Mito-SOX을 사용하였다. 그 결과 G2가 G1보다 초과산화물

을 검출한 Mito-SOX의 붉은색 형광발현이 유의적으로 높았다 (p 

< 0.05). 또한, 난포란 내의 미토콘드리아와 관련되는 항산화 효

소들 (SOD1, SOD2 그리고 PRDX3)의 mRNA 수준에서의 발현 

변화를 reverse transcription (RT)-PCR 방법으로 분석하였다. 

체외 성숙 44시간 후 G2의 난구세포 난모세포 복합체 (cumulus 

oocyte complexes: COCs)에서 세 가지 미토콘드리아 관련 항

산화 효소들의 발현이 G1보다 상대적으로 낮았다. 미토콘드리

아 유래의 초과산화물 특이적 제거제인 Mito-TEMPO를 체외성

숙 배양액인 NCSU23에 44시간 동안 첨가한 후 핵 성숙율에 미

치는 영향을 조사하였다. 그 결과, Mito-TEMPO를 첨가해 준 G1

과 G2 난포란에서 모두 핵 성숙율이 증가하는 경향을 보여주었

다. 또한, 체외성숙된 난포란 내의 초과산화물의 생성이 G1과 G2 

난포란 모두 감소하는 것을 확인하였으며, 항산화 효소들(SOD1, 

SOD2 그리고 PRDX3)의 mRNA 발현 수준이 증가하였다. 결과

적으로 난구세포의 수에 따른 돼지 난포란의 체외 성숙과정에서 

Mito-TEMPO의 첨가는 초과산화물 제거능을 포함하는 항산화적 

효과로 적용되어 체외 성숙 능력 향상에 긍정적인 효과를 보였다. 

따라서 이러한 결과들을 기반으로 Mito-TEMPO에 의한 미토콘

드리아 유래 초과산화물의 생성 조절은 돼지 난포란의 체외성숙

과 밀접한 관련성이 있다는 것을 확인하였다. 
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