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=A b s tra c t =

T his study w as performed to investigate the stimulating effect on oocyte

maturation and cumulus cell expansion in T C199 media by human cord serum (HCS )

supplementation . Immature mouse oocyte cumulus complexes (OCCs ) w ere cultured in

T C199 media supplemented with bovine serum albumin (BSA ), HCS and human

chorionic gonadotropin (hCG) instead of luteinizing hormone (LH ) respectively , and

the expression of cumulus expansion and oocyte maturation w ere observed. After 4hr

and 24hr culture with or without OCCs, media containing 0.4% BSA, 10% HCS and

10 IU hCG respectively were collected and analyzed for changing concentrations of

estradiol (E2 ), progesterone (P4 ), t estosterone (T ) and PGF 2α . T here were no elevation

of E2 , T and PGF 2α by OCCs culture, but minute elevation of P4 level by 24hr OCCs

culture in hCG supplementation (p=0.048). T he stimulating pattern of cumulus

expansion of OCCs by HCS and hCG supplementation w as similar to our previously

report using Ham ' s F - 10 media, how ever oocyte maturation rates after 24hr OCCs

culture in all media w ere increased by 20∼30% compared to Ham ' s F - 10 media.

T hese result s suggest that LH in HCS induce cumulus expansion probably by P4

secretion of OCCs, and T C199 is efficient media for immature mouse oocyte

maturation .

K ey W ords : Oocyte maturation , Cumulus expansion, Human cord serum,

Oocyte- cumulus complex .
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서 론

최근까지 생식보조시술시 난자 및 수정란의 체외배양을 위해 다양한 배양액 및

배양액 첨가제들이 사용되어 왔다. 그리고 이들 배양액 및 배양액 첨가제로 사용되고 있

는 혈청 (Fukui & Ono, 1989), 난포액 (Das et al., 1992; Bar - Ami et al., 1993), 혈청단

백 (Ashwood et al., 1989 ; Benadiva et al., 1989; Khan et al., 1991) 들을 생식보조시

술에 사용하기 위하여 정도관리라는 복잡한 과정을 실시해야만 했다. 그렇지만 이들 배

양액 첨가제들은 배양액이나 배양 용기에서 유래된 유해 중금속 이온을 착화시키고 투명

대 경화를 방지하며 부화 및 착상 이후의 배발달에 도움이 된다고 하여 (Bavister , 1981)

지금까지 보편적으로 사용되고 있다. 특히 최근까지 일반적으로 많이 사용되고 있는 신

생아제대혈청은 초기 배아에서 배반포 까지의 발달에 있어서 RNA를 포함한 protein합성

을 증가시키고 (T anikaw a, 1994) 또한 배아착상에 불리한 투명대 경화를 예방하며

(George & Johnson, 1993) 배아 착상에 도움이 되는 융모성성선자극 호르몬을 배아로부

터 분비하게 한다고 (Lopata & Oliva, 1993) 알려져 있다.

본교실의 박현정등(1995)과 이여일등(1997)은 신생아제대혈청을 인간 생식보조시

술시 흔히 사용되는 복합배양액인 Ham ' s F - 10에 첨가하여 생쥐 미성숙 난자-난구 복

합체를 배양한 결과 대조군에 비해 현저한 난구세포 분산촉진현상을 관찰하였고, 유의하

지는 않지만 대조군에 비해 미량의 성호르몬들이 생성되는 경향도 조사한 바 있다.

따라서 본 연구는 인간 생식보조시술에 사용할 배양액 및 첨가제에 대한 정도관리를 위

해 생쥐 난자-난구 복합체의 체외 배양에 적합한 새로운 배양체계를 정립하기 위한 기

초적 실험의 일환으로, 생쥐 미성숙 난자-난구 복합체 배양에 보다 민감하다고 알려진

T C199을 기본배양액으로 사용하고 신생아제대혈청 첨가에 의한 난자성숙과 난구세포 분

산정도 및 난자-난구 복합체의 estradiol (E2 ), progesterone (P4 ), testosterone (T ),

prostaglandin (PGF 2α ) 생성에 대한 영향을 조사하기 위해 본연구를 시도하였다.
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재료 및 방법

1 . 배양액의 제조

기본배양액은 초순수정제수 (Burdick & Jackson ) 1 에 T C199 (Gibco

#31100- 035) 분말 9.9g 을 넣고 Penicilline G 0.075g (Sigma), Streptomycin 0.075g

(Sigma), Calcium lactate 0.2452g (Calbiochem ), NaHCO3 2.2g (Sigma)를 첨가하여 제조

한 T C199 배양액을 사용하였다. 삼투압은 280mOsm/ kg으로 조절하였고 이를 가압멸균

한 후 4℃ 냉장고에 보관하고 2주 이내에 사용하였다. 실험에 사용된 4종의 배양액으로

는 기본배양액에 단지 에너지원으로 0.4% 소혈청단백 (bovine serum albumine; BSA )

을 첨가한 배양액, 10% 신생아제대혈청 (human cord serum ; HCS ) 을 첨가한 배양액,

10 IU 융모성성선자극호르몬 (human chorionic gonadotropin ; hCG) 를 첨가한 배양액,

기본배양액에 HCS 와 10 IU hCG를 함께 첨가한 배양액으로 하고 사용하기 전날 만들

어 37℃, 5% 조건의 이산화탄소 부란기에서 15시간 동안 평형시켜 사용하였다.

2 . H CS의 준비

HCS는 정상 분만 산모의 태아제대로부터 혈액을 채취하여 1000rpm에서 30분

동안 원심분리한 후 0.22 m 여과기로 가압멸균하고 56℃ 항온수조에서 1시간 동안 불활

성화 시킨 후 1ml 씩 취하여 사용 전까지 - 70℃에 보관하였다.

3 . 생쥐 난자 -난구 복합체의 획득

생후 3∼4주 된 ICR계 암컷생쥐를 매회 실험마다 5∼6 마리를 사용하였고, 난포

성장을 위하여 5 IU pregnant mare serum gonadotropin (Sigma)를 복강 주사한 45∼48

시간 후 경추골 파열 방법으로 희생시켜 난소를 제거한 후 양쪽 난소를 기본배양액에 넣

어 난소 주위의 지방조직과 혈액응고 성분을 제거한 후 다시 2∼3회 세척하고 해부현미

경 (Nikon, 200X) 하에서 성숙난포 만을 미세바늘로 터트려 난포속의 난자-난구 복합체

를 취합하였다.
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4 . 난자 -난구 복합체의 배양

난자-난구 복합체는 입으로 조절하는 미세피펫으로 골라낸 후 기본배양액에서 3

∼4회 세척한 다음 난구세포가 밀착된 미성숙한 복합체를 25개씩 골라, 4 구멍 배양접시

(Nunclon , Denmark) 내에 0.4% BSA를 첨가한 배양액, 10% HCS를 첨가한 배양액

그리고 10 IU hCG를 첨가한 배양액을 각각 1ml 씩 2개 준비한 후, 각 배양액을 난자-

난구 복합체를 넣은 군과 넣지 않은 군으로 구분하고 4시간, 24시간 동안 배양하였다.

LH의 난구세포 분산 촉진효과를 검증하기 위한 난자-난구 복합체의 배양을 위

해서는 기본배양액에 0.4% BSA을 첨가한 배양액을 대조군으로 하고 실험군은 10%

HCS을 첨가한 배양액과 LH 대신 10 IU hCG를 첨가한 배양액, 그리고 10% HCS과 10

IU hCG를 함께 첨가한 배양액을 사용하였다. 각각의 배양액은 배양접시에 25μl drop을

만들고 1ml 의 mineral oil 로 덮어서 실험전 15시간동안 37℃, 5% CO2 로 평형 시킨 후

각각의 배양액에 20개씩의 난자-난구 복합체를 넣고 4시간, 8시간, 24시간 동안 배양하

면서 난구세포 분산정도와 난자 성숙정도를 관찰하였다.

5 . 배양액내 호르몬의 측정

배양 후 4시간과 24시간째 각각의 배양액내 E2 , P4 , T , PGF 2α의 농도는 통상의

RIA 방법으로 측정하였다.

6 . 난자성숙과 난구세포분산의 판정

난구세포의 분산정도는 Ball등 (1984) 의 방법에 따라 역상현미경으로 관찰하였

으며, 분산이 전혀 일어나지 않은 것은 (- ), 부분적으로 일어난 것은 (+), 전반적으로 일

어난 것은 (++)로 분류하였다. 난자 성숙 판정은 난자-난구 복합체를 배양한 후 난구세

포를 미세피펫을 사용하여 제거하고 핵막이 붕괴되었으면 metaphase Ⅰ(MⅠ)으로 하고

제 1 극체가 나타난 것은 metaphase Ⅱ (MⅡ)로 하였다.

7 . 통계처리

실험결과는 one- way analy sis of variance(ANOVA )의 multiple- range test를 사

용하여 p< 0.05 에서 유의성을 검증하였다.
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결 과

1 . H CS 와 h CG가 난자 -난구복합체의 성호르몬 및 P GF 2 α 생성에 미치는 영향

(T able 1, 2 )

HCS 내의 LH가 난자-난구 복합체의 성호르몬 및 PGF 2α 생성에 영향을 미치는

지 알아보기 위해 난자-난구 복합체를 HCS가 첨가된 배양액, 그리고 LH 효과만을 알아

보기 위하여 LH 대신 hCG가 첨가된 배양액에서 4시간, 24시간 배양해 본 결과, 대조군

으로 사용한 BSA가 첨가된 배양액에서 E2 , P4 , T , PGF 2α 모두를 전혀 측정할 수 없었

고, HCS가 첨가된 배양액에서 E2 , P4 , T , PGF 2α 가 모두 상당량 측정되었지만 난자-난

구 복합체 부가 여부에 따라 유의한 차이는 없었다 (p> 0.05). 그러나 hCG를 첨가한 배양

액에서 난자-난구 복합체를 넣어 24시간 배양하였을 때에 난자-난구 복합체 없이 배양

했을 경우 보다 P4 만의 유의한 증가를 관찰할 수 있었다 (p=0.048).

2 . 난자 -난구 복합체의 난자성숙과 난구세포분산에 대한 H CS 및 h CG의 효과

(T able 3 )

난자-난구 복합체는 단지 에너지원(energy source)으로 BSA을 첨가한 대조군

배양액에서는 배양 전 (Fig . 1) 과 유사하게 배양 기간 전 예에서 난구세포 분산이 전혀

일어나지 않았다 (Fig . 2). 그러나 10 IU hCG를 첨가한 배양액으로 부터는 8시간 배양

하였을 때 100% 전 예에서 유의하게 부분적인 난구세포 분산이 일어났고 (Fig 3), 24시

간 후에도 100%의 전반적인 난구세포 분산를 나타냈다 (Fig . 4). 또한 HCS를 첨가한

배양액에서는 난자-난구 복합체를 8시간 배양시 대조군에 비하여 유의하게 53.9%가 난

구세포 분산이 부분적으로 일어나기 시작하여 (Fig . 5), 24시간 배양하였을 때는 hCG 첨

가군의 경우만 못하지만 61.1%로 비교적 현저한 전반적인 분산현상을 나타냄 (Fig . 6)

으로써 (p< 0.05), hCG 첨가군 만은 못하지만 난구세포에 대한 분산 촉진 양상을 나타냈

다. 그리고 기본배양액에 HCS와 hCG를 동시에 첨가한 배양액에서는 8시간째부터 92.0%

가 부분적인 난구세포 분산효과를 나타냈으며 (Fig . 7), 24시간째에는 95.7%가 전반적인

난구세포 분산현상을 보여서 경시적인 변화 양상이 hCG 및 HCS 단독 첨가군과 유사한

촉진 양상을 나타냈다 (Fig . 8). 그러나 난자성숙 진행정도는 상술한 4종의 모든 배양액
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에서 유의한 차이 없이 배양 후 4시간째 부터 핵막 붕괴가 일어나 24시간 배양했을 때는

75- 85.7% 범위로 제 1 극체까지 출현하였다.

고 찰

본 실험에서는 생쥐 미성숙 난자-난구 복합체 배양에 보다 민감하다고 알려진

T C199 배양액을 기본 배양액으로 사용하고 경시적인 난구세포 분산현상을 관찰하였는데

HCS나 hCG 또는 HCS 와 hCG을 함께 처리하였을 때 Ham ' s F - 10을 기본배양액으로

사용했던 저자들의 (이여일등, 1997) 전번 실험 결과와 유사함을 확인하였다. 그러나 난

자 성숙에 있어서는 T C199를 사용하였을 때 24시간 배양 후 각 실험군에서 제 1 극체가

75∼85.7% 범위로 출현하여 Ham ' s F - 10을 기본배양액으로 사용했던 때의 45∼54.6%

보다 난자성숙 정도가 훨씬 증가하여 생쥐 난자성숙을 위한 체외배양에는 T C199이 더

적합함을 시사하였다.

포유류의 성숙 난포속의 난자-난구 복합체는 gap junction에 의해 난자와 난구세

포가 조밀하게 연결된 상태로 제 1 감수분열 전기에 정지해 있다가 (Wassarman &

Albertini, 1994) 배란이 되기 직전에 LH의 분비가 급격히 증가하여 최고치에 도달하게

되면 성숙 난포내 난구세포는 LH의 자극을 받아 cAMP가 증가하여 PKA가 활성화되고

(Dekel & Galiani, 1989) 난구세포내의 microfilament가 재배열되면서 (Allworth &

Albertini, 1993) hyaluronic acid를 분비하여 난구세포 분산이 일어난다 (Dekel & Beer s,

1980 ; Sutovsky et al., 1995). 이와 동시에 난자와 난구세포 사이를 연결하는 gap

junction은 끊어지면서 난자성숙 억제물질의 전달이 차단되면 난자내 PKC가 활성화되어

난자내 P34c d c 2와 같은 특정 단백질들이 탈인산화되면서 (Aberdam & Dekel, 1985 ;

Wassarman & Albertini, 1994) 난자성숙이 재개된다 (Lar sen et al., 1986 ; Larsen et

al., 1987 ; Racow sky & Satterlie, 1987; Racow sky & Baldwin , 1989 ; Racow sky et al.,

1989).

Allw orth등 (1993)은 소 난자-난구복합체를 제 2 감수분열 중기까지 진행시키고

충분한 난구세포 분산을 유도하기 위해서는 FSH, LH, E2 등을 첨가한 성숙배양액이 요

구된다고 하였으며, Amstrong등 (1996)은 난구세포 분산에 있어 매우 낮은 농도의 FSH

(0.04㎍/㎖)로 난구세포 분산을 촉진할 수 있지만 LH는 상당히 높은 농도를 사용해야 만

이 난구세포 분산을 유도 할 수 있다고 보고 하고 있다. 본 실험에서도 LH 대용으로 첨
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가한 hCG에 의한 생쥐 난자-난구 복합체의 난구세포 분산 양상이 HCS 첨가 배양액에

서의 결과와 유사하므로 HCS 내의 LH가 난구세포 분산에 주요한 작용 요인임을 시사

하였다. 그러나 난구세포의 분산에 있어서 생식소자극호르몬의 요구는 체내와 체외에서

분명히 달라서 FSH는 체외에서 난구세포 분산을 효과적으로 촉진할 수 있으며 LH는 체

내에서 난구세포 분산을 개시되게하는 것으로도 알려져 있다 (Chen et al., 1994).

Prostaglandin은 PGE와 PGF 2α 두 가지 isoform을 가지고 있는데 생식소자극호

르몬에 의해 성숙 난포에서 합성되며 (Ainsw orth et al., 1975; Bauminger et al., 1975;

Ainsw orth et al., 1984) 난포 파열에 관여한다고 보고되어 있다 (Holmes et al., 1983;

Murdoch et al., 1986; Sogn et al., 1987). 본 실험에서 T C199에 hCG을 첨가하여 생쥐

난자-난구복합체를 4시간, 24시간 동안 배양하였을 때 PGF 2α 생성을 자극하는 성향을

나타냈으나 대조군에 비해 유의한 증가는 없었으며, HCS를 첨가한 배양액에서도 역시

PGF 2α 생성에 영향을 미치지 못하였다. 이는 들쥐 난자-난구복합체 배양시 물론 PGF 2α

는 아니지만 PGE 생성을 보고한 Schuetz등 (1992) 의 결과와는 상이하였다. 또한 배양

중인 난자-난구복합체의 다른 성호르몬 생성 능력들도 측정하여 보았는데 E2 , T는 모든

실험군에서 유의한 증가를 발견하지 못했다. 그러나 hCG을 첨가한 배양액에서 24시간

동안 난자-난구복합체를 배양했을 때는 미량의 P4 증가 (p=0.048) 를 측정할 수 있었는

데, 이는 난자-난구복합체 배양 후 P4 생성이 오히려 감소했던 Khoury (1994),

Vanderhyden (1993)등의 보고와는 상이하였다.

이러한 연구 결과들을 종합해 보면 생쥐 난자-난구복합체를 T C199 기본배양액

에 배양하였을 때 Ham ' s F - 10을 기본배양액으로 사용했을 때와 비교해 난구 세포분산

정도에 있어서는 비슷한 양상을 나타내었으나 난자 성숙에 있어서 T C199이 보다 더 효

과적인 배양액임을 보여 주었고, T C199에 hCG을 첨가하여 난자-난구복합체를 배양하였

을 때 난자-난구 복합체로부터 미량의 P4 가 생성됨을 추정할 수 있었다. 결론적으로

T C199은 생쥐 난자-난구 복합체 배양의 난자성숙 촉진에 효과적인 배양액임이 시사 되

었고, HCS내의 LH에 의해 난구세포분산이 촉진될 수 있으며 이러한 분산증진은 P4에

의하지 않나 추정할 수 있으나 이에 대해서는 앞으로 더 많은 연구가 필요하리라 사료된

다. 또한, 이러한 생쥐 난자-난구 복합체의 실험 모델은 향후 인간 난자-난구복합체의

수정전 배양 체계 및 배양 조건을 평가하는데 있어서 유용할 것으로 사료된다.
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F IGU RE LE GE N D S

Fig . 1. OCCs (prophase Ⅰ) with a germinal vesicle and compact cumulus cells before

culture (×200).

Fig . 2. OCCs cultured in T C199 supplemented with 0.4% BSA for 24 hrs showing no

cumulus expansion (× 200).

Fig . 3. OCCs cultured in T C199 supplemented with 10 IU hCG for 8 hrs showing

partial cumulus expansion (×200).

Fig . 4. OCCs cultured in T C199 supplemented with 10 IU hCG for 24 hr s showing

marked expansion of cumulus (×200).

Fig . 5. OCCs cultured in T C199 supplemented with 10% HCS for 8 hrs showing

partial cumulus expansion (×200).
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Fig . 6. OCCs cultured in T C199 supplemented with 10% HCS for 24 hrs showing

marked expansion of cumulus (×200).

Fig . 7. OCCs cultured in T C199 supplemented with 10% HCS plus 10 IU hCG for

8 hr s showing partial cumulus expansion (×200).

Fig . 8. OCCs cultured in T C199 supplemented with 10% HCS plus 10 IU hCG for

24 hr s showing complete cumulus expansion (×200).
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Ta b le 1 . C o n c e n t ra t io n s o f s e x s te ro id s a fte r 4 h r a n d 2 4 h r c u lt u re in t h e t h re e

d iffe re n t m e d ia c o nta in in g B S A , HC S , a n d HC G

C u lt u re
t im e

c u lt u re m e d ia ± O C C a No . o f
c u lt u re s

E 2

(pg /㎖ )
P 4

(pg /㎖ )
T

( p g /

4 h r
TC 1 9 9 + 0 .4 % B S A 6 - - -

TC 1 9 9 + 0 .4 % B S A + O C C - - -

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S 6 4 2 9 .3± 1 7 0 .4 b 2 3 1 5 .4± 9 8 .8 4 6 .5 ±

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S + O C C 4 7 9 .8± 1 7 3 .5 2 7 9 8 .5± 3 7 0 .6 5 9 .7 ±

TC 1 9 9 + 1 0 IU HC G 4 4 .0± 8 .0 6 .2± 3 .9 -

TC 1 9 9 + 1 0 IU HC G + O C C 7 .7± 8 .9 1 2 .4± 1 1 .4 -

2 4 h r
TC 1 9 9 + 0 .4 % B S A 6 - - -

TC 1 9 9 + 0 .4 % B S A + O C C - - -

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S 6 4 3 9 .6± 1 7 6 .9 2 4 8 8 .4± 4 7 6 .5 7 1 .2 ±

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S + O C C 4 3 4 ,3± 1 4 7 .0 2 5 3 1 .9± 3 8 5 .3 8 1 .1 ±

TC 1 9 9 + 1 0 IU HC G 4 7 .0± 1 1 .2 1 1 .8± 4 .2 * -

TC 1 9 9 + 1 0 IU HC G + O C C 7 .8± 1 2 .6 3 3 .7± 7 .0 * -

a With or without 25 oocyte cumulus complexes w ere cultured in media.
b Values are means SEM.
* p=0.048

Ta b le 2 . C o n c e n t ra t io n s o f P G F2 α a fte r 4 h r a n d 2 4 h r c u lt u re in t he t h re e

d iffe re n t m e d ia c o nta in in g B S A , HC S , a n d HC G
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C u l t u r e
t im e c u lt u re m e d ia ± O C C a No . o f

c u lt u re s
PG F2 α

(p g /㎖ )

4 h r
TC 1 9 9 + 0 .4 % B S A 4 -

TC 1 9 9 + 0 .4 % B S A + O C C -

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S 6 3 2 2 .3 ± 1 2 5 .0 b

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S + O C C 3 7 6 .4 ± 1 3 9 .5

TC 1 9 9 + 1 0 IU HC G 4 3 6 8 .5 ± 2 6 7 .9

TC 1 9 9 + 1 0 IU HC G + O C C 6 6 1 .0 ± 1 9 .7

2 4 h r
TC 1 9 9 + 0 .4 % B S A 4 -

TC 1 9 9 + 0 .4 % B S A + O C C -

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S 6 1 8 1 .0 ± 1 1 5 .9

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S + O C C 4 4 3 .7 ± 1 4 5 .3

TC 1 9 9 + 1 0 IU HC G 4 5 0 9 .5 ± 6 0 .1

TC 1 9 9 + 1 0 IU HC G + O C C 6 5 3 .7 ± 1 8 2 .3

a With or without 25 oocyte cumulus complexes w ere cultured in media.
b Values are means SEM.

Ta b le 3 . C u m u lu s e x p a n s io n a n d o o c y te m a t u ra t io n o f O C C in 4 d iffe re nt m e d ia

c u lt u re m e d ia

c u lt u re t im e

No .

o f

c u lt u re s

4 h r 8 h r

e x p a n s io n (%) e x p a n s io n (%)

- + ++ %MⅠ b - + ++ %MⅠ

TC 1 9 9 + 0 .4 % B S A 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S 1 0 9 8± 1 .3 a 2 .0± 1 .3 0 1 0 0 4 5 .8± 9 .5 5 3 .9± 9 .6 0 1 0 0

TC 1 9 9 + 1 0 IU HC G 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0

TC 1 9 9 + 1 0 % HC S

+ 1 0 IU HC G
1 0 9 7± 1 .5 3 .0± 1 .5 0 1 0 0 8 .0± 4 .4 9 2 .0± 4 .4 0 1 0 0
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a V alu e s are m e an s ± S E M .
b P erc e nt ag e of m et aph a s e Ⅰ o o cy t e .
c P erc en ta g e of m e taph a s e Ⅱ oo cy t e .
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