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Objective : The purpose of the current series of experiments were to assess the effect of GM-CSF, as a 
medium supplement, on the development of mouse embryos and the expression of LIF and IL-1? mRNA. 

Materials and Methods: Mouse 2-cell embryos were collected from the oviducts of 6 weeks old 
ICR mice at 48 hours after hCG injection. Embryos were cultured in P-1 medium supplemented with 
mouse GM-CSF (0, 1, 5, 10 ng/ml). The embryo development to blastocysts and hatching blastocysts 
was assessed and the cell number in blastocyst was also examined. Using RT-PCR, the expressions of 
LIF and IL-1?  mRNA in blastocyst were evaluated in the GM -CSF supplemented group and control 
group. 

Results: In mouse, the addition of GM -CSF increased the percentage of blastocysts (65.5%, 68.6%, 
73.0% and 76.1% for control and 1, 5 and 10 ng/ml, respectively), and increased the proportion of 
hatching blastocysts (35.2%, 36.4%, 43.2% and 53.0% for control and 1, 5 and 10 ng/ml, respectively). 
The mean cell numbers in blastocyst were significantly increased in GM -CSF supplemented groups 
compared to control group. LIF and IL-1?  expression in blastocyst were significantly higher in GM - 
CSF supplemented group than in control group. 

Conclusion: The results of experiment by mouse embryos showed beneficial effects of GM -CSF as 
a medium supplement. Furthermore, the addition of GM -CSF significantly increased the expression of 
LIF and IL-1?  in mouse embryos. These results suggest that GM -CSF might be a important molecule in 
embryo implantation. 
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포유동물 수정란의 체외배양에 관한 연구에 있어

서, 주요 초점은 자성생식기관의 환경에 보다 가까

운 체외배양체계를 개발함으로서 수정란의 질을 향

상시키는 것이다. 설치류와 가축에 대한 연구에 의

하면 수정란의 성장과 발달은 난관이나 자궁에서 

분비되는 cytokine과 성장인자 (growth factor)들에 의

하여 조절된다고 보고하고 있다.1 사람을 포함한 대

부분 동물들의 수정란은 생식기관에서 분비되는 성

장인자들에 대한 수용체를 가지고 있으며,2,3 따라서 

배양액에 이러한 cytokine과 성장인자의 첨가는 수

정란의 발달을 증진시키는 것으로 알려져 있다. 일

례로 EGF는 배발달과 trophoblast의 outgrowth를 증

가시켜서 착상율을 향상시키며,4~6 insulin-like growth 

factor-I (IGF-I)과 insulin-like growth factor-II (IGF-II)는 

배반포의 형성과 세포수를 증가시키며, 특히 내부

세포괴의 세포수를 증가시키는 것으로 알려져 있으

며,7,8 leukemia inhibitory factor (LIF)는 배반포의 부화

율과 trophoblast의 outgrowth를 증가시키며,9 그리고 

platelet -derived growth factor (PDGF)도 배반포의 발

달을 촉진한다고 보고하고 있다.10 

Granulocyte-macrophage colony -stimulating factor 

(GM-CSF)는 활성화된 T-lymphocyte에서 생산되는 

cytokine의 일종인 것으로 처음에 알려졌으며, 이것

은 조혈세포의 증식과 분화를 조절하는 작용을 하는 

것으로 보고되고 있다.11 또한 GM-CSF는 생쥐, 면양 

그리고 사람의 자궁과 난관의 상피세포에서 분비되

는 것으로도 보고되고 있다.12~14 지금까지 보고된 동

물 실험의 결과는 GM-CSF가 수정란의 발달을 촉진

시키는 것으로 알려져 있다. 생쥐에 있어서 GM- 

CSF는 배반포 발달율과 세포수를 증가시키며,15 소

에 있어서도 체외성숙 및 발달된 수정란에서 배반

포까지의 발달율을 증가시킨다고 보고하고 있다.16 

그리고 면양의 경우에는 GM-CSF가 배반포의 troph-

ectoderm에서 interferon (IFN)-?의 발현을 증가시킴으

로서 배반포의 착상능력을 증진시키는 것으로 알려

져 있다.13 

이러한 보고들을 살펴볼 때, GM-CSF는 수정란의 

발달과 착상에 영향을 주는 것으로 사료된다. 따라

서 본 연구의 목적은 생쥐 수정란을 이용하여 배양

액 내 GM-CSF의 첨가가 수정란의 체외발달에 효

과적인가를 알아보고 또한 수정란의 발달과 착상에 

관여하는 것으로 알려진 LIF 그리고 IL-1? 유전자

의 발현에 미치는 영향을 살펴보는데 있었다. 

 

재료 및 방법 

1. 생쥐 수정란의 준비 

본 실험에 사용된 생쥐는 암컷은 생후 6주령, 수

컷은 생후 12주령 이상된 ICR종이었다. 수정란을 획

득하기 위하여 암컷 생쥐의 복강에 5 IU PMSG를 

주사하고, 48시간 후에 5 IU hCG를 주사하여 과배

란을 유도하였으며, 수컷 생쥐와 1 : 1의 비율로 합

사시켜서 교미를 유도하였다. hCG 주사 후 48시간

째에 경추탈골법을 이용하여 생쥐를 희생시킨 후, 

적출된 난관을 관류하여 2-세포기의 수정란을 회수

하였다. 

2. 수정란의 배양 

회수된 2-세포기 수정란은 0.4% BSA가 첨가된 

P-1 배양액 소적 (30 ?l)에 mineral oil을 피복시켜서 

배양을 하였으며, recombinant mouse GM-CSF (Sigma, 

USA)는 0, 1, 5, 10 ng/ml 농도로 각각 배양액에 첨

Table 1. Oligonucleotide primers and cycling condition for PCR 

Gene Primer sequence Product size Condition 

? -actin 5'GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA 539 bp 94℃ 45 s, 54℃ 45 s, 72℃ 1 m 

 3'CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC   

LIF 5'CATTTCCTATTACACAGCTCA 293 bp 94℃ 30 s, 58℃ 45 s, 72℃ 45 s 

 3'ACACGGTACTTGTTGCACAGA   

IL-1?  5'CTTTGAAGAAGAGCCCATCCT 323 bp 94℃ 45 s, 54℃ 45 s, 72℃ 1 m 

 3'GGATCCACACTCTCCAGCTGC   



- 85 - 

가하여 실험에 이용하였다. 배반포의 관찰은 배양 

3일째, 완전 부화된 배반포의 관찰은 배양 5일째 실

시하였다. 

3. 세포수의 조사  

각 처리군에서 발달된 배반포의 세포수를 비교하

여 위하여, 배양 3일째에 배반포로 발달한 수정란 

염색을 실시하였다. 배반포는 0.2% formaldehyde로 

10분간 고정을 실시한 후, 슬라이드에 올린 후, 2.5 

? g/ml hoechst 33342로 염색을 하였다. 그리고 염색된 

배반포의 세포수는 형광현미경 하에서 조사하였다. 

4. 역전사 중합효소 연쇄반응 (RT-PCR)  

배양 3일째 각 처리군에서 발달된 배반포를 50개

씩 회수하여 0.1% PVP가 첨가된 PBS로 2회 세척을 

실시한 후, TRIzol (Gibco BRL, USA)을 이용하여 to-

tal RNA를 추출하였으며, 추출된 Total RNA로부터 

oligo d (T) primer를 이용하여 cDNA를 합성한 후 

PCR을 수행하였다. 

중합효소 연쇄반응은 fidelity가 검증된 primer를 

사용하였으며 (Table 1), 반응이 끝난 생성물은 2% 

agarose gel로 전기영동을 실시한 후, ethidium bromi-

de로 염색하여 확인하였다. 동량의 RNA로부터의 상

대적인 발현 양을 비교하기 위하여 ? -actin을 control

로 사용하였다. LIF 그리고 IL-1?의 발현 정도는 de-

nsitometer (Vilber Lourmat, France)를 이용하여 측정

하였다. 

5. 통계 처리 

본 연구에서 얻어진 실험 결과의 통계 처리는 ?2 

Table 2. Cell number of blastocyst cultured in medium 
alone and in the presence of GM-CSF 

Treatment No. of 
blastocysts 

No. of cells 
(mean±SEM) Range 

Control 16 67.9±17.1a 32~86 

1 ng/ml 15 95.1±20.8b  56~131 

5 ng/ml 15 91.6±12.4b  63~116 

10 ng/ml 15 92.0±12.4b  69~124 
a,b p<0.001 

Figure 1. The effect of GM-CSF concentrations on 
the development of mouse embryos. *Asterisks above 
columns donate significant differences (p<0.05). 

Figure 2. The effect of GM-CSF on the velocity of 
blastocyst development. 

Figure 3. The effect of GM -CSF on the hatching of 
blastocysts. The concentration of GM-CSF was 10 ng/ml.
*Asterisks above columns donate significant differences
(p<0.05). 
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test와 student's t-test를 이용하였으며, p값이 0.05 보

다 작은 경우만 통계학적 차이로 인정하였다. 

 

결  과 

1. 생쥐 수정란의 발달율과 부화율에 미치는 

GM-CSF의 영향 

GM-CSF 농도에 따른 배반포까지의 발달율은 첨

가 농도가 증가됨에 따라 발달율이 증가되는 양상

을 보여주었으나 대조군과 GM-CSF 첨가군들 간에 

유의한 차이를 나타내지 않았으며, 또한 GM-CSF 

첨가군들 간에도 유의한 차이를 보여주지 않았다 

(Figure 1). 배반포의 부화율에 있어서도 GM-CSF의 

첨가 농도가 증가됨에 따라 증가되는 양상을 보여주

었지만 10 ng/ml GM-CSF 첨가군만이 대조군에 비

하여 유의하게 높은 부화율을 보여주었다 (p<0.05). 

배반포의 발달 속도를 살펴보기 위하여 50%의 배반

포가 형성되는 시간을 비교한 결과는 10 ng/ml GM- 

CSF 첨가군이 hCG 투여 후 103시간, 대조군은 108

시간으로서, GM-CSF 첨가군에서 배발달이 보다 빨

리 진행되는 것으로 관찰되었다 (Figure 2). 이러한 

결과들을 종합해 볼 때, 본 연구에서는 10 ng/ml의 

농도로 GM-CSF를 첨가하는 것이 가장 좋은 결과를 

나타냈으며 이후 실험부터는 10 ng/ml의 농도로 GM- 

CSF를 첨가하였다. 

2. 배반포 세포수의 비교 

배양 3일째에 배반포의 발생능력을 나타내는 중

요한 지표인 배반포의 세포수를 조사한 결과 (Table 

2)는 1 ng/ml이 95.1±20.8, 5 ng/ml이 91.6±12.4 그리

Figure 5. The effect of GM -CSF on the expression of IL-1?. 1: Control, 2: GM-CSF. *Asterisks above columns 
donate significant differences (p<0.05). 

Figure 4. The effect of GM-CSF on the expression of LIF. 1: Control, 2: GM-CSF. *Asterisks above columns donate 
significant differences (p<0.05). 

? -actin 

LIF 

1  2

539 bp

293 bp

1  2

? -actin 

IL-1?  

1  2

539 bp

323 bp

1  2



- 87 - 

고 10 ng/ml이 92.0±12.4로서 대조군의 67.9±17.1 보

다 유의하게 많은 세포수를 나타냈다 (p<0.001). 

3. 배반포의 완전부화에 미치는 GM-CSF의 

영향 

배반포로 발달된 수정란의 완전부화에 미치는 영

향을 조사하기 위하여 배양 5일째에 배반포 중에서 

완전히 부화된 배반포의 비율을 조사한 결과 (Fig-

ure 3)는 GM-CSF 첨가군 (10 ng/ml)이 73.6%로서 대

조군의 13.0% 보다 유의하게 높은 결과를 나타냈다 

(p<0.05). 

4. LIF, IL-1?  mRNA의 발현에 미치는 GM- 
CSF의 영향 

수정란의 발달과 착상에 관여하는 것으로 알려진 

LIF와 IL-1?  mRNA 발현에 GM-CSF의 영향을 조사

하였다. LIF와 IL-1? mRNA의 발현은 GM-CSF 첨가

군이 대조군에 비하여 유의하게 높은 발현 양상을 

나타냈다 (Figure 4, 5). 

 

고  찰 
 

GM-CSF는 활성화된 T-lymphocyte에서 분비되며, 

주로 조혈세포의 증식과 분화를 조절하는 것으로 

처음에 보고되었다.11 그러나 현재 GM-CSF는 단핵

구, 대식세포, 섬유아 세포 그리고 내피세포를 포함

한 다양한 세포에서 분비되는 것으로 알려져 있다.17 

GM-CSF는 표적세포에 존재하는 ?와 ?  subunit로 구

성된 heterodimeric receptor complex에 결합함으로서 

그 기능을 발휘하며,18 ?  subunit는 GM-CSF 특이적

이고, ? subunit은 IL-3와 IL-5 receptor와 공유하는 것

으로 알려져 있다.19 

최근에 GM-CSF는 생식기능에도 중요한 역할을 

하는 것으로 확인되고 있다. 생식기관에 있어서 GM- 

CSF는 estrogen의 영향에 의하여 자궁과 난관의 상

피세포에서 분비된다는 것이 생쥐, 면양 그리고 사

람에서 확인되었다.12~14 생쥐에 있어서 자궁 내에서 

GM-CSF 합성의 증가는 착상전 기간 동안에 일어

나며,20 착상시기에는 progesterone의 영향에 의하여 

감소하지만,21 활성화된 GM-CSF는 임신 기간 동안

에 태반과 탈락막 조직에 존재하는 것으로 알려져 

있다.12 

수정란의 발달에 있어서 GM-CSF는 하나의 중요

한 요소임이 제시되어 왔다. 생쥐 착상전 수정란은 

GM-CSF receptor 중에 ?  subunit을 발현하며, 배양액

에 GM-CSF의 첨가는 수정란의 glucose uptake를 증

가시킴으로서 배반포 발달과 부화에 유효한 효과가 

있는 것으로 나타났다.15 최근에는 GM-CSF 유전자 

결함 생쥐에서 배반포의 발달이 지연되며, 세포수가 

유의하게 감소하며, 임신 후 태아의 크기가 작으며 

그리고 태아의 흡수율이 증가하여 산자수가 감소한

다고 보고하고 있다.22 그리고 체외성숙 및 수정된 

수정란의 발달에 있어서도 GM-CSF의 첨가는 배반

포의 발달을 증가시킨다고 알려져 있다.16 본 연구

에서도 GM-CSF의 첨가는 생쥐 수정란의 배반포까

지의 발달을 증가시키는 경향을 보여주었으며, 농도

가 증가함에 따라 발달이 점진적으로 증가하는 것

으로 나타났으며, 10 ng/ml의 농도에서 가장 좋은 발

달율을 보여주었다. 따라서 이후 실험부터는 10 ng/ 

ml의 농도로 고정하여 실험을 실시하였다. 한편 Ro-

bertson 등15은 2 ng/ml의 농도가 적정한 GM-CSF 첨

가 농도임을 제시하였으며, 본 연구 결과와는 차이

를 나타냈는데, 이러한 차이는 Robertson 그룹은 단

백질 첨가제로서 serum을 사용하였고, 본 실험에서

는 albumin을 사용하였기 때문인 것으로 추정이 된

다. 배반포의 발생능에 있어서 중요한 지표인 세포

수의 경우도 GM-CSF를 첨가하면 유의하게 증가되

는 것으로 본 연구에서 확인되었으며, 이러한 결과

는 Robertson 등15의 보고와 일치하는 결과이다. 일

반적으로 성장인자는 apoptosis를 통한 수정란의 세

포사멸을 억제하는데 중요한 역할을 한다. 생쥐에 

있어서 apoptosis는 배반포의 60~110 세포기에서 일

어나며, 특히 inner cell mass에서 두드러지게 나타나

는데, 이것은 체외배양에 따른 자성생식기관에 존재

하는 paracrine factor들의 부족에 기인한 것으로 알

려져 있다.23 따라서 배반포의 세포수에 있어서 GM- 

CSF의 효과는 apoptosis의 감소와 연관이 있을 것으

로 생각된다. 그리고 배반포로 발달한 수정란의 완

전부화율을 조사한 결과는 GM-CSF를 첨가하게 되

면 유의하게 높은 결과를 보여주었다. 이러한 결과

들을 살펴볼 때, GM-CSF는 세포수를 증가시킴으로

서 배반포의 질을 향상시키고 따라서 착상 가능한 
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완전부화된 배반포로의 진행을 향상시키는 것으로 

사료된다. 

지금까지 수정란의 발달에 있어서 GM-CSF에 대

한 연구 보고들은 주로 배반포의 형성, 부화 그리고 

부착 (attachment)과 같은 현상에 관한 것들 일 뿐, 

어떤 기전에 의하여 수정란의 발달에 유효한 영향

을 주는가에 대해서는 단 하나의 연구 보고만이 있

다. Imakawa 등13은 면양 수정란을 GM-CSF가 첨가

된 배양액에서 배양하면 배반포의 trophectoderm에

서 anti-luteotrophic signal interferon (INF)-?(oTP-1)의 

발현을 증가시켜서 착상능력을 향상시킨다고 보고

하고 있다. 본 실험에서는 GM-CSF가 어떠한 기전

에 의하여 수정란의 발생능력을 향상시키는가를 살

펴보고자 RT-PCR 방법을 이용하여 LIF 그리고 IL- 

1? mRNA의 발현을 조사하였다. LIF는 착상과정에

서 필수적인 요소인 것으로 알려져 있다. 그것은 생

쥐에 있어서 LIF 유전자가 결함된 자성 생쥐는 배

반포까지 발달하는 수정란을 생산할 수는 있지만 

이러한 배반포는 착상을 할 수 없기 때문이다.24 그

리고 배양시 LIF를 첨가하면 생쥐의 경우에는 배반

포 발달을 증진시키며,24 면양의 경우에는 배반포의 

부화와 임신율을 향상시키며,25 또한 사람에 있어서

도 배반포의 형성을 증진시킨다고 보고하고 있다.26 

본 실험에서 배반포의 LIF mRNA 발현을 조사한 바, 

GM-CSF 첨가군에서 대조군에 비하여 유의하게 높

은 발현 양상을 보여주었다. 따라서 GM-CSF는 수

정란의 발달과 착상에 관여하는 요소 중에 하나인 

LIF를 증진시킴을 확인할 수 있었다. 다른 유전자인 

IL-1?는 IL-1 family (IL-1? , IL-1? , IL-1ra) 중의 하나

로서, 이러한 IL-1 family는 주로 배반포의 초기착상

과정에 관여하는 것으로 알려져 있다.27 그리고 Si-

món 등28은 어떤 알려지지 않은 endometrial factor

에 의하여 배반포에서 IL-1 family의 분비를 촉진하

고, 이렇게 분비된 IL-1 family는 endometrial epithelial 

cells (EEC)에 작용하여 ? 3의 증가를 유도함으로서 

배반포가 ECC에 부착할 수 있도록 유도할 것이라

고 추측하였다. 본 실험에서 GM-CSF를 처리하게 되

면 IL-1?  mRNA의 발현이 현저히 증가되는 것으로 

나타났는데, 따라서 이러한 결과에 의하여 GM-CSF

가 Simón 등이 추정하는 endometrial factor 중의 하

나가 아닌가 사료된다. 그리고 앞으로 배반포의 착

상에 있어서 GM-CSF가 IL-1 family에 미치는 영향

에 대한 보다 심도 있는 연구가 진행되어야 할 것으

로 생각된다. 

결론적으로 생쥐 수정란에 대한 실험 결과는 GM- 

CSF가 배양액의 첨가제로서 유효한 효과가 있음을 

보여주었고, 특히 GM-CSF는 수정란에서 착상관련 

물질의 분비를 증가시키는 역할을 하는 것으로 추정

된다. 따라서 이러한 결과들을 기초로 하여 사람 수

정란의 배양에 GM-CSF의 첨가한다면 수정란의 발

달을 증진시키며 그리고 임신율 향상에도 기여할 수 

있을 것으로 사료된다. 
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