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마우스에서 배반포 형성, 세포 수 및 ICM의 비율에 
미치는 배양액의 효과 
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Objective : The aim of this study was to evaluate the influence of different media on blastulation, 
mean cell number, percentage of inner cell mass (ICM) of total cells and ICM : trophectoderm (TE) 
ratio in mice. 

Materials and methods: A total 552 two cell embryos were retrieved from ICR female mice (4 
weeks old) at 48 hr after hCG injection (mated just after hCG injection) and cultured in MEM (n=276) 
or TCM (n=276) supplemented with 20% hFF. The grading of blastocysts from zona-intact (ZiB) to 
-escape (hatching and hatched, ZeB) was performed at 72 hours after culture. Total, TE and ICM cell 
numbers were analyzed by differential staining of blastocyst. Statistical analysis was performed using 
t-test with SigmaPlot-2001. P-values < 0.05 were accepted as statistically significant. 

Results: The blastulation rate in MEM (64.9±4.95%) was significantly higher (p=0.0031) than that 
in TCM (57.2±5.22%). No differences were found in the number of ZiB and ZeB between MEM (31.9
±2.62, 33.0±4.58%), and TCM (27.2±4.28, 30.1±4.58%). A total 314 blastocysts (MEM=166; TCM= 
148) were stained differentially. Mean cell number of blastocysts was significantly higher (p=0.0002) in 
TCM (73.1±3.3) than in MEM (61.7±2.5). Differential staining was successfully performed in 155 
blastocysts (MEM=77; TCM=78). The percentage of ICM was significantly higher in MEM than in 
TCM (20.9±1.3 vs. 17.1±1.2%, p=0.0281). The ICM : TE ratio was higher in TCM than in MEM (1 : 
4.85±0.68 vs. 1 : 3.78±0.78, NS). 

Conclusion: These results show that MEM increase the blastocyst formation and percentage of ICM 
of total cells comparing with TCM in mice. 
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배반포 배는 다능성 세포인 내세포괴 (ICM)와 상

피성 세포인 영양배엽 (TE)으로 이루어져 있다.1,2 

ICM은 태아로 발달하는 모든 세포로 분화되고, TE

는 배반포의 발달 과정에서 태아와 모체간의 체액

을 수송하고 자궁내막에 착상되어 태아측 태반을 

형성하게 된다. 이들 두 종류로 분화된 세포의 외형

은 여러 동물 종에서 체외 배양 체계를 측정하는데

에 유용하게 이용되고 있다.3~6 배 발생 능력의 지표

로는 배반포기까지의 발달 속도,7 배반포 배아에서 

ICM의 크기 및 모양3 또는 세포 수와 ICM의 비율
4~6,8 등이 사용되고 있으나, 일반적으로 배반포 형성

률, 배반포기까지의 발달 속도, 세포 수 및 ICM의 

비율 등이 주로 인용된다. 이런 발생 능력 지표를 

이용하여 착상률과 임신율에 직접적으로 영향을 미

칠 수 있는 최적의 배반포 생산을 위한 배양 체계에 

대해서는 오랜 동안 연구가 이루어지고 있으나 연

구자마다 많은 이견을 보이고 있다. 

본 실험은 각기 다른 배양액에서 마우스 2 세포

기 배를 배양하여 배반포 형성률과 세포 수 및 ICM

의 비율 등 배 발생 능력에 미치는 효과를 조사함으

로써, 인간 IVF에 응용할 수 있는 기초 자료를 마련

하고자 실시하였다. 

 

연구 대상 및 방법 

1. 공시 동물 

본 연구에 사용된 마우스는 국내에서 사육 중인 

ICR 계통 마우스로, 암컷은 생후 4주령, 수컷은 10~ 

15주령인 것을 사용하였다. 마우스는 온도와 명암

이 조절되는 곳에서 실험에 사용될 때까지 사육하

였으며, 명암의 주기는 10시간 : 14시간으로 조절하

였고, 사료와 물은 무제한으로 급여하였다. 

2. 배양액 및 염색 용액의 준비 

1) 배양액 

마우스 2 세포기 배의 난관 관류는 Ham's F-10 (F- 

10, 11550-043, Gibco, USA)을 사용하였다. 2 세포기 

배의 배양에는 MEM (119660-025, Gibco, USA) 또는 

TCM-199 (TCM, 11150-059, Gibco, USA)를 이용하였

다. 모든 배양액은 0.0125 g/l의 Streptomycine sulfate 

(S-9137, Sigma, USA)와 0.01375 g/l의 Penicillin-G (P- 

3032, Sigma, USA)를 첨가한 다음 삼투압 측정기를 

이용하여 삼투압을 280 mOsmol/kg으로 보정하고 나

서, 0.2 ? m 여과기 (Millex-GV, Millipore, USA)로 제

균하면서 14 ml tube (2001, Falcon, USA)에 분주한 

다음 4℃ 냉장고 (3682, Forma, USA)에서 보관하였

다. 2 세포기 배를 배양할 때에는 20% hFF를 첨가한 

다음 37℃를 유지하고 있는 5% CO2 배양기에서 6

시간 이상 평형시킨 다음 사용하였다. 

2) 형광 염색 용액 

배반포기에 도달한 배의 형광 염색은 염색액 1과 

2에서 실시하였다. 

(1) 염색액 1 

Ham's F-10 (BSA free) + 1% Triton X-100 (T-9254, 

Sigma, USA) + 100 ? g/ml propidium iodide (PI, P-4170, 

Sigma, USA) 

(2) 염색액 2 

EtOH (Absolute Ethanol, Duksan, Kore) + 25 ? g/ml 

bisbenzimide (B-2883, Sigma, USA) 

3. 난포액 (hFF, human follicular fluid)의 준비 

hFF는 체외수정 시술을 하고 있는 환자 중에서 

성숙난자를 갖고 있는 난포에서 회수한 난포액에 

혈액이 거의 섞이지 않은 것을 5명 이상의 환자로부

터 회수한 다음 희석하여 이용하였다. 회수한 hFF는 

원심분리 (3,500 rpm)를 30분간 실시하여 상층액만을 

회수한 후 0.2 ? m 여과기로 제균하고 나서 56℃의 

질탕기에서 35분간 불활성화시킨 다음 -20℃에 보

관하다가 융해하여 사용하였다. 융해 후 2일이 경과

한 것은 실험에서 제외하였다. 

4. 난자의 준비 

과배란을 유도하기 위하여 암 마우스에게 7.5 IU

의 pregnant mare's serum gonadotropin (PMSG, G-4877, 

Sigma, USA)과 5 IU의 human chorionic gonadotropin 

(hCG, CG-10, Sigma, USA)을 48시간 간격으로 복강

주사하고 나서 수컷과 동숙시켰다. hCG 주사 후 48

시간째에 경추탈골법으로 암 마우스를 희생시킨 다

음 난관을 적출하여 실체 현미경 (MZ 12.5, Leica, 

Switzerland)으로 보면서 2-well 배양접시 (3037, Fal-

con, USA)에서 난관을 관류하고 나서 정상적으로 보

이는 2 세포기 배만을 회수하여 배양에 이용하였다. 



- 239 - 

5. 2-세포기 배의 배양 및 관찰 

회수된 552개의 2 세포기 배는 MEM (n=276) 또

는 TCM (n=276) 50 ?l 소적에 mineral oil (M-8410, 

Sigma, USA)을 덮은 배양접시 (3002, Falcon, USA)에

서 72시간 동안 배양하였다. 배반포기 배는 zona-in-

tact (ZiB)와 escape (hatching-hatched, ZeB)로 나누어 

관찰·기록한 다음, 형광 염색법을 이용하여 총 세

포 수 및 ICM/TE 세포 수를 조사하였다. 

6. 배반포 배의 형광 염색  

각각의 배양액에서 각기 형성된 배반포기 배는 

Thouas 등6의 differential staining법을 변형한 방법으

로 ICM과 TE를 염색하여 관찰하였다. 

배반포 배를 염색액 1에서 10초 이내로 노출하고 

나서 즉시 염색액 2로 옮긴 다음 4℃에서 1.5시간 

이상 방치하여 염색을 유도하였다. 염색이 완료된 

배반포 배는 glycerol (G-2025, Sigma, USA)에서 과다

한 양의 염색액을 제거하고 나서 slide glass에 올려

놓은 다음 cover glass를 덮었다. 형광 현미경 (BX 50, 

Olympus, Japan)에 부착된 형광 여과기에 UV를 통과

시켜 염색이 완료된 배반포기 배를 관찰하였다. 염

색액 1에 포함된 PI는 적색 (Figure 1A)으로, 염색액 

2에 포함된 bisbenzimide는 청색 (Figure 1B)으로 발

광한다. TE는 적색 (PI)과 청색 (bisbenzimide)이 혼합

되어 분홍색으로 나타내고 ICM은 여전히 청색으로 

나타나서 각각의 색으로 TE와 ICM을 구분할 수 있

었다 (Figure 1C). 

7. 관찰 및 분석 

배반포기 배를 염색하여 총 세포 수는 PI와 bis-

benzimide가 특이 또는 비특이적으로 염색된 모든 

것을 대상으로 하였고, %ICM과 ICM : TE ratio는 

ICM/TE가 특이적으로 반응한 것만을 대상으로 하

였다. %ICM은 총 세포 수에서 차지하는 ICM의 비

율로, ICM : TE ratio는 ICM을 1로 보았을 때 나타나

는 TE의 비율로 하였다. 결과 (배반포 형성률, 세포 

수)에 대한 불연속 변수에 대해서는 표준오차율 (± 

SEM)로 나타내었다. 처리군간 결과에 대한 유의성

은 t-test를 실시하여 5% 유의 수준에서 검정하였다. 

Table 1. Influence of medium on blastocyst formation and their cell number in mice 

Variables MEM  TCM p-value 

No. of 2-cell embryos used 276 276 - 

No. of blastocysts    

Total 179 (64.9±5.0) 158 (57.2±5.2) 0.0031 

Zona-intact 88 (31.9±2.6) 75 (27.2±4.4) NS 

Early 16 (5.8) 24 (8.7) NS 

Middle 15 (5.4) 19 (6.9) NS 

Late 57 (20.7) 32 (11.6) NS 

Zona-escape 91 (33.0±4.6) 83 (30.1±4.1) NS 

Hatching 86 (31.2) 77 (27.9) NS 

Hatched 5 (1.8) 6 (2.2) NS 

No. of blastocysts stained 166 148 - 

Cell number    

Total 10,243 10,814 - 

Mean 61.7±2.5 73.1±3.3 0.0002 

Range 8~162 5~168 - 

NS=not significant. Values are mean±SEM. 
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통계 처리는 SigmaPlot-2001 (v7.0)을 이용하였다. 

  

결  과 
  

배양액의 종류에 따른 마우스 2 세포기 배 (n= 

552)의 발생 능력을 조사하기 위하여 MEM (n=276) 

또는 TCM (n=276)에서 72시간 동안 배양한 다음 

배반포 형성률과 세포 수에 미치는 영향을 조사한 

결과는 Table 1과 2에 나타내었다. 

총 배반포 형성률은 MEM (64.9±5.0%, 179/276)이 

TCM (57.2±5.2%, 158/276) 보다 현저하게 (p=0.0031) 

높았다. ZiB (31,9±2.6 vs. 27.2±4.4%; p=0.8334, NS)

와 ZeB (33.0±4.6 vs. 30.1±4.1%; p=0.3765, NS)로 세

분하여 살펴보면 MEM 과 TCM 사이에 차이가 없었

다. ZiB와 ZeB를 세분화한 early, middle, late, hatching 

및 hatched blastocyst로 나누어 보았을 때에도 MEM 

(5.8, 5.4, 20.7%)과 TCM (8.7, 6.9, 11.6%)에서 차이가 

없었다. 

552개의 2 세포기 배 중에서 337개 (MEM=179; 

TCM=158)가 배반포기에 도달하였는데, 이 중에서 

314개를 성공적으로 형광 염색하여 (MEM=166; TCM 

=148) 세포 수를 확인하였다. 평균 세포 수는 TCM 

(Mean: 73.1±3.3; Range: 5~168)이 MEM (Mean: 61.7

±2.5; Range: 8~162) 보다 현저히 많았다 (p=0.0002) 

(Table 1). 

형광 염색된 314개의 배반포 배 중에서 ICM과 

TE가 또렷하게 구분되는 155개 (MEM=77; TCM= 

78)를 대상으로 ICM과 TE 세포 수를 조사하였다. 

%ICM은 총 세포 수에서 ICM이 차지하는 ICM의 

비율로, ICM : TE ratio는 ICM을 1로 하여 나타난 TE

의 비율로 하였다. ICM (13.1 vs. 14.5)과 TE의 평균 

세포 수 (49.6 vs. 70.5)는 TCM이 MEM 보다 많았다. 

그러나 %ICM은 MEM (20.9±1.3%)이 TCM (17.1±

1.2%) 보다 현저하게 (p=0.0281) 높았고, ICM : TE 

ratio는 TCM (1 : 4.85±0.68)이 MEM (1 : 3.78±0.78) 

보다 높게 나타났다 (NS) (Table 2). 

Table 2. Inner cell mass (ICM), trophectoderm (TE) and total cell number of mouse blastocysts differentially stained 
after 2-cell embryos cultured in two different medium 

Cell number 
Variables 

No. of blastocysts 
differentially 

stained Total ICM TE 

%ICM 
of total cells ICM : TE ratio 

MEM  77 4,829 1,011 3,818 20.9±1.31 1 : 3.78±0.78 

TCM 78 6,628 1,132 5,496 17.1±1.19 1 : 4.85±0.68 

p-value - - - - 0.0281 NS 

NS=not significant. Values are mean±SEM. 

Figure 1. Differential staining of mouse blastocysts (×400): (A) propidium iodide (PI), (B) bisbenzimide and (C)
differentially stained. Note that the intense pink color represents the chromatin in nuclei of lysed trophectoderm (TE) 
cells that had been both red (PI) and blue (bisbenzimide). ICM nuclei remain blue, because these cells were not per-
meabilized. 
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따라서 마우스 2 세포기 배를 배반포기까지 배양

할 때 MEM에서 실시하면 배반포 형성률과 ICM의 

비율이 높은 배반포 배를 생산할 수 있을 것이다. 

 

고  찰 
 

본 실험에서 마우스 2 세포기 배를 배양할 때 

MEM은 배의 발달을 촉진시킨 반면 TCM은 배의 

발달을 지연시켰는데, 배양액에 포함되어 있는 에

너지원의 구성성분이 그 원인일 것으로 생각된다. 

Hamster 2 세포기 배를 배양할 때 glucose를 첨가

하여 과도한 glycolysis가 일어나면 cytosolic metabo-

lism과 mitochondrial metabolism 사이의 균형을 잡기 

위해서 oxidative phosphorylation이 일어나게 되어 배

의 발달에 유해한 역할을 하는데,9 Seshagiri와 Bavi-

ster10는 hamster 8 세포기 배는 energy를 생산하는데 

있어서 glycolysis를 이용하지 못하는 "Crabtree effect" 
11,12가 있기 때문이라고 하였다. 이와 같은 원인으로 

에너지원이나 단백질원의 oxidative potential이 줄게 

되어 결과적으로 Krebs cycle을 통한 지속적인 cata-

bolism이 억제되므로 배의 발달이 저하되어9,10 glu-

cose가 배 발달에 유해하다는 보고가 나오고 있다. 

Gardner와 Lane13은 사람의 난관이 자궁 보다 상대

적으로 glucose 농도는 낮고 pyruvate와 lactate의 농

도는 높기 때문에 배반포기가 되기 전의 초기배 발

달에는 에너지원으로서 glucose를 상대적으로 필요

로 하지 않는다고 하였다. 그러나 인간 배아에서 

glucose uptake와 glycolytic activity (glucose가 lactate로 

전환되는)는 이식을 위한 배반포기 배의 선발기준

이 되지 못하고,14 마우스 수정란을 배양할 때 첨가

되는 glucose (0.2, 0.6, 1.8, 5.4 mmol/l)가 배반포 형성, 

hatching 율 및 총 세포 수 형성에 저해작용을 하지 

않는다는 상반된 보고도 있다.15 Glutamine은 gluta-

mine transminase를 통하여 2-oxoglutarate로 변하여 

에너지를 생산하는데, 마우스 배는 metabolic source

로 glutamine을 이용한다.16 본 연구 (Table 1, 2)와 

이전에 실시한 실험17에 사용된 배양액인 MEM과 

TCM에는 각기 다른 에너지원이 포함되어 있는데, 

TCM에 포함된 특정 에너지원, 그 조합 또는 배 발

달 단계에 부합되지 않는 에너지원에 의해 인간과 

마우스 배의 발생 능력이 억제된 것으로 생각되며 

여기에 대해서는 저자들이 계속 연구 중이다. 이와 

같이 배 발생 능력에 미치는 영향은 배양액의 종류, 

에너지원의 종류, 배 발달 단계와 에너지원간의 상

호작용, 연구자 및 실험에 이용한 동물 종에 따라서 

많은 차이점을 보이고 있다. 

Differential staining에서, Thouas 등8은 마우스와 소 

blastocyst의 약 20%에서 uneven comparison이나 non- 

specific staining이 나타나서 염색 성공률은 80% 정

도이고, 마우스 배반포 배에서 총 세포 수는 75.3±

3, %ICM (/total cell number)은 27.8%, ICM : TE ratio는 

1 : 2.63이라고 하였지만, 본 연구에서 염색 성공률은 

49.4% (155/314), total cell number는 61.7±2.5 (MEM) 

또는 73.1±3.3 (TCM), %ICM은 1 : 3.78 (MEM) 또는 

1 : 4.85 (TCM)로 염색 성공률, %ICM과 ICM : TE ra-

tio에서 많은 차이를 보였다. 이 같은 차이는, Thouas 

등8은 hybrid F1에서 획득한 expanded/expanding/par-

tially hatched blastocyst만을 대상으로 한 반면 본 연

구에서는 ICR 마우스에서 획득한 early-hatched 단계

의 배반포 배에서 ICM과 TE가 명확하게 구분되는 

것만을 조사하였기 때문일 것으로 생각된다. Mishra

와 Seshagiri4는 hamster 8 세포기 배를 체외에서 배

양하여 배반포 배를 유도하였을 때 %ICM은 26.6~ 

28.4%, ICM : TE ratio는 1 : 2.6~2.7이었고, 체내 배양

하여 나타난 hatched blastocyst에서 %ICM은 36.4%, 

ICM : TE ratio는 1 : 1.9로 나타난다고 하였고, Iwasaki 

등7은 소 난자를 rabbit oviduct에서 배양할 경우에 배

반포기 배의 총 세포 수와 ICM proportion이 증가하

므로 난자의 배양 조건이 배 발생 능력에 많은 영

향을 준다고 하여, 생식도관과 같은 조건의 배양 환

경은 아직 더 많은 연구를 필요로 하고 있다고 하였

다.4,7,18 

배반포기까지의 발달 속도가 빠른 수정란이 발생 

능력의 기준으로 삼을 수 있다는 보고도 있다. 배반

포기까지의 발육이 빠르면 영양배엽에 대한 ICM의 

비율이 높아, 체외수정란 유래 배반포 배의 질을 

결정하는 기준이 될 수도 있고,7,18 동결 과정에서 

생존율을 높이는 기준이 되기도 한다 (Iwasaki 등7: 

-196℃에서 동결할 때 expanded 단계에 있는 것 보

다는 hatched blastocyst의 ICM damage가 낮아서 hat-

ched blastocyst의 생존율을 더 높일 수 있다고 하여 

발달 단계가 높을수록 동결에 대한 저항도를 높일 
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수 있다). 그러나 Richter 등3은 인간 배반포 배아의 

이식에서, 사용한 배양액 (IVC-1/IVC-3 또는 P-1/ 

Blastocyst medium)이나 난자의 source (Donor 또는 

Patient)에 따라 착상률에 차이가 없는 반면, 배반포 

배아에서 최적의 ICM 크기 (>4,500 ? m2, 55%; <4,500 

? m2, 31%)나 구형에 가까운 모양 (완전한 구형, 7%; 

구형에 가까운 모양, 58%; 다소 긴 모양, 33%)일 때 

착상률이 좋았고, 이들이 조합된 경우에는 (ICM 크

기, >4,500 ? m2 + 구형에 가까운 모양) 착상률 (71%)

이 가장 높게 나타나므로 배아의 발생 능력이 ICM

의 모양이나 크기에 좌우된다고 하여 세포 수와는 

상관관계에 있지 않음을 시사하기도 하였다. 

Table 1에서 337개의 배반포 배 중에서 314개에 

대한 결과만을 제시한 것은 23개 중 일부는 염색 중

에 유실되었고 일부는 세포의 압착 등으로 관찰이 

불가능하여 제외하였기 때문이고, Table 2에서 155개

의 배반포 배에서 나온 결과를 제시한 것은 염색된 

314개의 배반포 배 중에서 TE와 ICM이 명확하게 

구분되는 것만을 대상으로 하였기 때문이다. 

본 연구에서 마우스 배를 이용한 각각의 배양액에 

따른 배 발생에서 배반포 형성률과 (MEM: 64.9% 

vs. TCM: 57.2%) ICM의 비율 (MEM: 22.3% vs. TCM: 

18.4%)은 MEM에서 높게 나타났고, 총 세포 수 (T-

CM: 73.1 vs. MEM: 61.7)와 ICM의 평균 세포 수 

(TCM: 14.5 vs. MEM: 13.1)는 TCM에서 많았다 (Ta-

ble 1, 2). 따라서 배반포 형성률, 총 세포 수, ICM의 

평균 세포 수 및 ICM의 비율 중 어떤 것이 배 발생 

능력과 절대적인 상관관계에 있는지는 더 많은 연

구가 이루어져야 어떤 배양액이 발생 능력에 더 효

과적인지 명확하게 거론할 수 있겠으나, 저자들이 

이전에 인간 배아를 MEM이나 TCM에서 배양할 때 

수정률 (82.3 vs. 86.0%)과 배반포 형성률 (63.1 vs. 

60.0%)에서는 차이가 없는 반면, 발생 능력이 가장 

우수한 것으로 알려진 BG1을 갖고 있는 배반포 배

아의 출현율은 MEM (50.8%)이 TCM (15.0%) 보다 

더 우수하였고,17 5일째 배반포 배아를 이식하였을 

때 MEM에서 배양한 것 (57.9%)이 TCM에서 한 것 

(27.3%) 보다 임신율이 높게 나타나서 (data not sh-

own), 배반포 형성률과 ICM의 비율이 배아의 발생 

능력을 결정짓는 요인이 되는 것으로 생각되며, 여

기에 사용된 MEM 이 인간과 마우스 배의 발생 능력

을 증가시킨 것으로 보인다. 

결론적으로, 마우스 2 세포기 배를 배양할 때 M-

EM을 사용하면 배반포 배의 형성률과 ICM의 비율

을 높이고 상대적으로 TE의 비율을 낮출 수 있어서 

발생 능력이 우수한 배를 얻을 수 있을 것이다. 이

상의 연구 결과는 인간 IVF에서 임신율 향상을 위

한 기초 자료로 활용할 수 있을 것이다. 
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