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The leukemia inhibitory factor(LIF) is a sort of cytokine with immunoreactive 
biologic proprties, which it effect in physiologic reproduction of mammals. This 
study was designed to determine the effect of LIF on embryonal development in 
in vitro culture. And the embryos were cultured in media supplemented with LIF 
in different concentrations. 
The eggs from in vitro fertilization were assigned 29 in control group, 53 in 
LIF−20, 88 in LIF−40, 68 in LIF−80 respectively. And the eggs were cultured in 
media supplemented with LIF in different concentrations, whereas the eggs in 
control group were cultured in media without supplement of LIF. 
And 26 eggs at 2cell stage from in vivo were also cultured in media 
supplemented with LIF in different concentrations.  
At 72 hours culture of eggs from in vitro fertilization, there was a slight increase 
in rate of embryonal development to morula in both LIF−20 and LIF−40 as 
results of 64.15% and 75.0% respectively, compared with 51.72% in control 
group but the morular development in LIF−80 was inferior, 42.65% in rate. And 
the difference between these each groups were not significant in statistically 
(P<0.05). 
And after 96 hours culture of eggs, the rate of blastocyst formation and 
expansion was significantly higher in both LIF−20 and LIF−40 as 56.60% and 
63.63% than in control and LIF−80 as 44.83% and 35.29% respectively. 
On culturing eggs from in vivo fertilization, the rates of blastocyst formation was 
significantly not only higher as 85.0% and 81.81% respectively in media 
supplemented LIF−40 and LIF−80 than 42.30% in LIF −20 but also embryonal 
cells viability were remakedly improved at 96 hours after culture.   
Conclusively, the effect of LIF in low dose is embryotrophic but LIF in high dose 
is embryotoxic on eggs from in vitro fertilization.  
Whereas, on culturing eggs from in vivo fertilization, LIF is more beneficial with 
dose dependent in high concentratrtion. 
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체외수정과 배이식을 시술하는 과정에서 배세포를 배포기까지 배양하여 자
궁내로 이식하는 경우에 자궁내막에서 착상을 증진시킬수 있어서 적은 수의 
배아를 이식하여 다태임신을 피하는데 유리하다. 따라서 배세포를 장기간 배
양하여 질적으로 양호한 배포를 발달시키는것은 자궁내 착상을 향상시킬수 
있는 중요한 여건이 된다.   
포유동물에서 cytokine 은 다양한 세포들로부터 생성되어 생식 생리적 기능에 
관여하며 IL−1(interleukin)은 난세포와 난구세포에서 생성되어 수정후에도 배
세포에서 분비된다(Zolti 등, 1991; Kojima 등, 1994.). 또한 배세포의 분할이 
4−8 세포기에 도달해서 게놈(genome)의 전사가 일어날때(Braude 등, 1988.) 
IL−1 이 관여하며 배의 성장 발달과정에서 cytokine 이 분비되는것을 관찰할
수 있다(Sheth등, 1991; De los Santos 등, 1995.).  
LIF 는 면역반응성, 생물학적 활성물질로 세포형에 따라 세포의 증식을 촉진
하거나 또는 억제하여 세포분화와 증식을 조절하며 세포형에 따라 서로 다
르게 작용하는 다양성을 나타나는 cytokine 으로서 배발달에 중요한 역할을 
한다고(Bhatt등. 1991; Fry등. 1992; Estrov등. 1995.) 하여 최근에 이에 관한 
연구가 활발하다.   
인간의 생식과정에서 LIF 의 역할은 아직 확실히 밝혀지지 않았는데 LIF 가 
첨가된 배양액에서 배를 배양할때 간세포(stem cell)의 분화가 억제되고 세포 
증식이 일어나서 배포의 형성을 현저히 향상시킨다고 하며(Fry 등, 1992) 생
쥐에서 배포기에 LIF 수용체가 출현하는 것을 관찰할수 있다고 한다(Murray 
등, 1990; Stewart 등, 1992).  
초기 배아에서 세포와 세포 사이에 교환되는 성장물질, cytokine, 생물학적, 
생화학적 활성물질들은 배세포의 성장과 발달, 형태학적 변화, 세포의 분화
를 조절한다(Gurdon 등, 1992; Jessell 등, 1992.). 그러나 분자 생물학적으로 
cytokine 의 LIF 가 배세포에 대해 작용하는 기전은 아직 확실하지 않으며 단
지 조직 세포형에 따라 protein 합성을 촉진하고 lipoprotein lipase 의 작용을 
억제하여 배세포 분화의 억제를 유도하며 자궁내막의 분비기 후기에 선세포
에서 LIF 의 합성이 증가하고 배세포내의 LIF 수용체가 자궁 내막에 대해 고
감도의 친화력을 나타내어 배세포의 배포 형성과 내막에서 배아의 착상이 
이루어진다(Charnock-Jones 등, 1994.). 
본 연구는 생식과 관련하여 LIF 가 배세포의 발달에 미치는 영향을 알아보기 
위해 배양액에 여러 농도의 LIF 를 첨가하여 생쥐의 체외수정난과 체내수정
난을 배양하여 배의 분할, 배포 형성과 세포의 퇴화를 관찰하였다. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
     연구재료 및 방법 
 
1. 난자 회수와  체외수정 
8 주령의 ICR 계 암컷 생쥐에게 PMSG(pregnant mare serum gonadotropin) 5 
IU 를 복강내 주사하고 48 시간이 경과한 후에 hCG(human chorionic 
gonadotropin) 5 IU 를 복강내 주사하여 과배란을 유도하였다. hCG를 투여한 
후 15 시간이 경과하여 생쥐의 경추를 탈골하여 희생시킨 다음 미세수술 기
구로 개복하여 비대해진 난관 팽대부를 절개하고 난자를 회수하였다. 
회수한 난자들은 LIF(leukemia inhibitory factor: Sigma 제조)를 각각의 20 
ng/ml, 40 ng/ml, 80 ng/ml 의 농도로 첨가한 0.4% BSA(bovine serum albumin)
가 함유된 TYH(Toyoda Yokoyama Hosi) 배양액으로 300 µl 씩 소적한 
30x30x10 mm 조직 배양접시(Falcon)로 옮겨 파라핀 oil 로 씌운다음 37°C, 
5% CO2 배양기에서 30 분동안 배양하였다. 
한편 10 주령의 ICR 계 수컷 생쥐를 희생시킨후 개복하여 정소 미부를 절제

하고 정소를 압착하여 정액을 채취하였다. 채취한 정액은 난자들이 들어있는 
배양접시의 300 µl 씩 소적한 배양액내로 주입하여 체외수정을 시도하여 
37°C, 5% CO2 배양기 내로 옮겨 5 시간 동안 배양한 후 MWM(Modified 
Whitten Medium)에서 수정난을 세척하고 300µl 소적한 MWM 배양액에 옮긴

후 파라핀 oil 로 덮었다. 
2. 체내 수정난의  회수 
암컷 생쥐에서 과배란을 유도하여 hCG 를 투여한후 수컷 생쥐와 교미하도록 
야간동안 합방시켜 24 시간이 경과하여 암컷 생쥐에서 질점액 형성을 관찰하

여 임신을 확인하였다. 생쥐의 경추를 탈골하여 희생시켜서 미세수술 기구로 
개복하고 팽대한 난관을 절제한후 배양액으로 난관을 여러번 세척하여 2 세

포기의 수정난을 회수하였다. 회수한 수정난들은 300 µl 씩 소적한 MWM 배
양액에서 세척하고 다시 300 µl 소적한 MWM 배양액내로 옮겨 파라핀 oil 로 
덮었다.  
3. 실험계획 
체외 수정난들은 대조군과 실험군으로 분류하여 대조군은 29 개의 난을 배양

접시 위에 LIF 를 첨가하지 않은 MWM 으로 300 µl 소적한 배양액에서 배양
하였고 실험군에서는 체외 수정난들과 체내 수정난들을 각각 20 ng/ml, 40 
ng/ml, 80 ng/ml의 LIF 가 첨가된 300 µl 소적한 MWM 배양액에서 배양하였는

데 체외수정난들은 각각 60, 88 개로 할당하였고 체내 수정난들은 각각 26, 
20, 22 개로 할당하여 실험하였다. 
수정난들은 37°C, 5% CO2 배양기에서 96 시간 이상 배양하였으며 매 24 시
간마다 배의 세포분할과 세포정지를 관찰하였고 실험결과의 신뢰성을 위해 
두번에 걸쳐 반복 실험하였다. 
4. 통계처리  
실험결과에 대한 통계적 신빙도를 알아내기 위해 student t-test 를 이용하여 
p>0.05 일때 유의성이 있는것으로 판정하였다. 
 



 
     결과  
 
각각의 농도로 LIF 가 첨가된 배양액에서 체외 수정한 난들을 72 시간 배양

하여 세포분할과 세포정지가 일어난 배들의 비율을 각각 대조군과 비교하였

는데 80 ng/ml LIF 를 첨가한 배양액에서 세포정지는 36.76%이고 상실배로 
분할은 42.65%로 다른군들에 비해 배의 상태가 가장 불량하였고 반면 40 
ng/ml LIF 를 첨가한 배양액에서 배양한 배세포들은 9.09%, 75%로 가장 우수

하였으며 이러한 결과는 대조군과 비교하여 통계적 유의성을 나타냈다(Table 
1.). 
 
Table 1. The effect of LIF in various concentrations on the embryonal development 
        at 72 hours of culture for in vitro fertilized ova. 
medium         control           LIF−20          LIF−40          LIF−80 
cell cleavage  no. of em/oc(%)  no. of em/oc(%)  no. of em /oc(%)  no. of em/oc(%) 
cell block    8/29(27.59)       11/53(20.75)       8/88(9.09)*        25/68(36.76) 
≤morula    6/29(20.69)       8/53(15.09)      14/88(15.90)        14/68(20.58) 
>morula    15/29(51.72)      34/53(64.15)      66/88(75.00)*       29/68(42.65) 
§ no. of em/oc: number of embryo / oocyte. 
* p>0.05 compaired with control 
 

또한 체외 수정한 배들을 96 시간 이상 배양하여 세포정지와 배포 형성을 관
찰하였는데 80 ng/ml LIF 배양액에서 각각의 비율은 36.76%, 42.65%로 역시 
다른군의 배양액보다 불량한 결과를 나타냈으며 40 ng/ml LIF 배양액에서는 
20.45%, 63.63%로 다른 배양군에 비해 가장 우수하였으나 대조군과 비교하

여 통계적 유의성은 없었다(Table 2.) 
 
Table 2. The effect of LIF in various concentrations on the embryonal development  
       to blastocyst at 96 hours of culture for in vitro fertilized ova. 
medium       control          LIF−20          LIF−40           LIF−80 
cell cleavage    em./oc.(%)      em./oc.(%)       em./oc.(%)        em./oc.(%) 
cell block      11/29(37.93)     14/53(26.41)     18/88(20.45)       31/68(45.59) 
>morula        5/29(17.24)      9/53(16.98)     14/88(15.91)       13/68(14.23) 
blastocyst      13/29(44.83)     30/53(56.60)     56/88(63.63)       24/68(35.29) 
em./oc: embryo/oocyte 
 
체내에서 수정한 난들을 채취하여 각각의 농도로 LIF 를 첨가한 배양액에서 
96 시간 동안 배양하여 세포 정지와 배포 형성을 관찰하였는데 80 ng/ml LIF
를 첨가한 배양액에서 세포정지율은 4.55%, 배포형성율은 81.81%이었다. 
40ng/ml LIF 를 첨가한 배양액에서는 각각 5.0%, 85.5%의 결과를 나타내어  
고농도의 LIF 첨가 배양액이 20 ng/ml LIF 첨가 배양액과 비교하여 매우 우
수하였으며 통계적으로 유의성이 있었다.(table. 3.) 
 
 
 
 



 
Table 3. The effect of LIF in various concentrations on the embryonal development  
       to blastocyst at 96 hours of culture for 2 cell from in vivo fertilization. 
medium               LIF−20             LIF−40             LIF−80 
cell cleavage           em./ fe.(%)          em./ fe.(%)         em./fe.(%) 
cell block             9/26(34.61)          1/20(5.0)*          1/22(4.55)* 
>morular              6/26(23.07)         2/20(10.0)          3/22(13.64) 
blastocyst            11/26(42.30)         17/20(85.0)*        18/22((81.81)* 
em./ fe.: embryo / fertilization 
*: p<0.05 LIF−20 vs LIF−40 and LIF−80 

 
한편 체외에서 수정한 배세포를 배양하는 과정에서 96 시간 후에 세포정지를 
관찰하였는바 80 ng/ml 농도의 LIF 는 45.59%로 가장 불량하였고 20 ng/ml 
에서는 26.42%, 40 ng/ml에서는 18.08%로 40 ng/ml 농도의 LIF 에서 세포생

존율이 가장 우수하였으나 통계적 유의성은 없었다.(fig.1)  
  
  
   고찰 
 
LIF 는 포유동물의 여러조직 세포에서 생성되고 세포형에 따라서 다양한 작
용을 나타내는 glycoprotein 성분의 생물학적 활성물질이다. LIF 가 M1 
myeloid leukemia cell 에서 유래되며 세포의 분화를 유도하고 세포의 증식을 
억제하며(Gearing 등, 1987 Gough등, 1988) 인간 생식과 관련하여 배의 간세

포의 분화를 억제하여 배포형성과 배의 부화를 촉진하고 배발달을 조정하는 
중요역할을 한다(Stewart, 1994; Mitchel등, 1994).  
LIF 는 estrogen 수용체가 풍부한 유방암에서 암세포를 자극하며 10–200 
ng/ml 의 농도로 용량 의존 성향에 의해 암세포를 현저하게 증식시키는 작용

을 하지만 성장요소, cytokines, estrogen등에 의존하지 않고 직접적으로 세포

에 영향을 주고 세포의 LIF 수용체가 LIF 에 대한 친화력의 고감도로 반응하

여 세포증식이 자극된다. 그리고 내인성 LIF 가 세포 증식을 촉진시키는 반
면 배양액에 LIF 를 첨가하여 세포를 배양할때 세포 성장을 자극하지 않는다
고 한다(Kellokumpu-Lehtinen등. 1996). 
생쥐의 초기 배세포로부터 성장물질, cytokins 등의 수용체를 관찰하는 것은 
매우 곤란하고 또한 발달시기에 따라 필수적으로 필요한 생물학적, 생화학적 
물질에 관해 아직 확실히 알려진바 없으며(Shull 등. 1992; Mann 등. 1993; 
Stewart 등. 1994) 자궁에서 세포내에 LIF 의 수용체 분포는 정확히 밝혀지지 
않았지만 면역학적 혈액학적으로 중요한 작용을 하는 cytokine 은 포유동물에

서 생식기능의 내분비적 변화에 중요한 영향을 미치고 자궁 내막에서 
estrogen과 progesterone 은 LIF 의 생성을 조절하여(Kojima 등. 1994) 분비기

의 후기에 LIF 의 생성은 증식기 내막에 비해 6 배 이상 증가하며(Charnock-
Jones 등, 1994) 배의 섬유 모세포에서도 LIF 를 생성하여 배의 배포형성과 
배의 자궁내 착상에 LIF 가 관여할것이라고 한다(Kurzrock 등. 1991). 그러나 
Jurisicova 등(1995)은 인간의 배를 체외배양하는 과정에서 5−20 ng/ml 농도

의 LIF 를 배양액에 첨가하였을때 배포형성을 촉진시키지 않았으므로 LIF 가 



배포형성에 영향을 주지 않는다고 보고하였는데 본 연구에서는 LIF 를 40–
80 ng/ml 로 첨가하였을때 현저하게 배포형성을 향상시켰으며 이러한 견해의 
차이는 LIF 의 농도와 관계가 있을것으로 생각한다. 또한 본 연구에서는 80 
ng/ml 농도의 LIF 를 첨가한 배양액에서 체내 수정한 배들을 96 시간 이상 
배양하였을때 세포정지와 배포형성율이 각각 4.5%, 81.81%를 나타내어 배양
상태가 매우 우수하였으나 반면 체외 수정한 배에서는 45.59%, 35.29%로 다
른 배양군들에 비해 가장 불량한 배양상태를 나타냈는데 이러한 결과는 체
내수정난이 배양액에 노출된 시기가 체외수정난에 비해 적어도 12−24 시간 
정도 늦을뿐만 아니라 LIF 에 예민하기 시작하는 8 세포기에서 96 시간동안 
배양할때 LIF 의 영향을 받는 기간이 길었기 때문이라고 추정된다.   
 
 
   결론 . 
 
결론적으로 LIF 는 배아가 배포기로 발달하는데 영향을 미치며 20−40ng/ml
의 농도로 첨가한 배양액에서 체외 수정난을 배양하였을때 배포의 형성을 
향상시킨 반면 80ng/ml 의 고농도에서는 배아에 독성으로 작용하여 배포형성

율이 불량할 뿐만 아니라 세포정지, 세포사의 비율이 다른 배양군에 비해 현
저히 높았다. 
한편 40−80ng/ml 농도의 LIF 를 첨가한 배양액에서 체내 수정난을 배양하였

을때 용량 의존 성향으로 배포의 형성과 세포의 생존율이 현저하게 양호하

였다.  
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