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ABSTRACT

  The purpose of this study was to investigate the effect of Matrigel on the development of bovine 
embryos after in vitro fertilization. Bovine embryos were cultured in ) SOF + 0.8% BSA(SOF-B), ) 
SOF + 0.8% BSA plus 0.8% Matrigel(SOF-M) and III) SOF + 0.8% BSA and 10% FBS(SOF-BF). The 
addition of Matrigel appeared not to increase the proportion of blastocysts (SOF-B, 26.6%; SOF-M, 28.2%; 
SOF-BF, 26.2%). However, the proportion of hatched blastocysts were significantly increased (P<0.05) by 
Matrigel(SOF-B, 23.7%; SOF-M, 48.7%; SOF-BF, 18.5%). The means of cell number blastocyst was not 
significantly different among the treatment groups(SOF-B, 172.7 ± 35.5 ; SOF-M, 175.1 ± 37.4 ; SOF-BF, 
172.8 ± 38.1). The proportion of apoptotic cells in blastocyst was also found to be not significant among 
the treatment groups(SOF-B, 3.6 ± 3.2%; SOF-M, 4.3 ± 2.6%; SOF-BF, 4.9 ± 4.3%). In this experiment, 
Matrigel appeared to support embryonic hatching of bovine embryos. Results suggest that Matrigel, as 
extracellular matrix components, may be another avenue for formulating more physiological culture system 
in serum-free culture.
(Key words : Matrigel, Bovine, In vitro fertilization, Hatched blastocyst)

. 서    론

  포유동물 수정란의 체외발달은 체외수정에서 
가장 중요한 과정 중의 하나이다. 불충분한 체
외발달 조건은 생존력이 저하된 수정란을 생산
함으로서, 이러한 수정란을 이식했을 때 낮은 
착상 및 임신율을 나타내기 때문이다. 따라서 
체외에서 생산되는 수정란의 질적 향상을 위해
서는 체내 조건과 유사한 발생환경을 조성하는 
것이 매우 중요하다.

일반적으로 수정란의 체외배양을 위해서 수
정란 배양액에는 혈청을 첨가하며, 이것은 수
정란의 배반포 발달을 증진시킨다. 그러나 수
정란 배양에 혈청의 이용은 높은 유산율, 임신 
합병증, 임신기간의 연장 그리고 비정상적 거
대산자에 의한 높은 신생자 사망 등과 연관된 
것으로 알려지고 있다(Hasler 등, 1995; Farin 
등, 2001). 배양액 내에 혈청의 첨가는 대사작
용의 이상, 미토콘드리아 미세구조의 손상 그
리고 세포질 내 다량의 지질형성을 초래해서 



Kim et al. ; Effect of Matrigel on the Development of Bovine Embryos

－    －806

수정란 자체에 직접적인 악영향을 주는 것으
로 보고되고 있다(Farin 등, 2001; Gardner 등, 
1994; Dorland 등, 1994; Crosier 등, 2000). 따
라서 이러한 문제점을 극복하기 위해서는 높
은 배반포 발달과 정상적인 임신을 유지할 수 
있는 무혈청 배양체계를 확립하는 것이 요구
된다. 
  최근에는 포유동물 수정란의 체외발달을 위
한 배양액은 많은 발전이 있어왔다. 비타민, 호
르몬, 아미노산 그리고 항산화제와 같은 물질
은 초기 수정란 발달에 필요한 대사과정에 유
효한 것으로 알려져 있다. 따라서 이러한 물질
들은 수정란 배양액의 구성성분으로 첨가되었
으며, 무혈청 배양조건에서 수정란의 발달에 
효과적임을 보고하였다(Gardner와 Lane, 1996; 
Dunglison 등, 1996). 연구자들은 보다 효과적인 
무혈청 배양체계로서 난관과 자궁에서 분비되
는 glycoprotein과 같은 특이적인 물질들을 배
양액에 첨가하는 것을 고려하였다(Turpeenniemi- 
Hujanen 등, 1995; Harvey 등, 1995).
  세포외 기질(extracellular matrix: ECM) 단백질
은 자성 생식기관에 풍부하게 존재하며, collagen 
matrix과 부착단백질인 laminin, fibronectin 등으
로 구성되어 있다(Figueiredo 등, 2002; Desai 등, 
1999). ECM 단백질은 다양한 조직에서 세포의 
성장, 분열과 분화, 사멸에 조절적 역할 뿐만 
아니라 착상시 수정란과 자궁의 상호작용에 직
접적인 역할을 수행하는 것으로 알려져 있다
(Turpeenniemi-Hujanen 등, 1995). 그러나, ECM 
단백질에 대한 연구는 주로 수정란의 초기 착
상 및 착상단계에서의 역할에 대해서 진행되어 
왔을 뿐 착상전 수정란의 발달에 대한 연구는 
많이 이루어져 있지 않다.
  Matrigel은 상업적으로 판매되고 있는 ECM 
복합체로서, 세포배양시 Matrigel의 이용은 세
포성장에 유용한 것으로 보고되고 있다(Kubota 
등, 1988). 또한, 몇몇 연구들은 체외배양시 저
농도 Matrigel의 첨가가 생쥐 수정란의 배반
포 형성과 부화를 증진시킨다고 보고하고 있다
(Lazzaroni 등, 1999, 정 등, 2000). 그러나 현재
까지 소 수정란 체외배양에 있어서 Matrigel의 

첨가효과를 실험한 결과는 보고되고 있지 않
다. 따라서, 본 연구의 목적은 무혈청 배양조
건에서 소 체외수정란의 체외발달에 있어서 
배양액 내에 ECM 복합체인 Matrigel 첨가효과
를 검토하였다.

. 재료 및 방법

1. 

  도축장에서 도살 직후 채취된 한우 난소를 
37 의 멸균 생리식염수가 충만된 보온병에 담
아 실험실로 운반하였다. 난소 표면의 혈액과 
이물질을 제거한 후, 18 gauge 주사침이 부착된 
주사기를 이용하여 2 7 mm 가시난포로부터 난
포액을 흡입하였다. 흡입된 난포액은 조직배양
용 petri dish에 옮겨, 실체현미경 하에서 난구세
포가 치밀하게 부착되고 세포질이 균일한 난자만
을 선별하여 난자세척용 배양액(HEPES-TCM199 
+ 10% FBS)으로 3회 세척 후, 체외성숙에 이용
하였다.

2. 

  회수된 한우 난포난의 체외성숙에는 TCM-199 
(Gibco-BRL, U.S.A.)을 기본배양액으로 10% FBS 
(Gibco-BRL, U.S.A.), 0.2 mM sodium pyruvate, 
1μg/ml FSH(Folltropin-V, Vetrepharm, U.K.), 1μg/ml
estradiol-17β(Sigma, U.S.A.) 그리고 10 ng/ml 
EGF (Sigma, U.S.A.)가 첨가된 배양액을 사용하
였으며, 체외성숙 배양액 0.5ml의 소적을 만들
어 멸균된 mineral oil로 피복하여 배양 2 3시
간 전에 5% CO2, 95% 공기 그리고 39 조건
에서 평형시키고, 각 소적에 30 50개의 난포
난을 옮겨서 22 24시간 배양함으로서 체외성
숙을 유도하였다.

3. 

  체외성숙이 유도된 난포난의 체외수정을 위
해서, 먼저 성숙난포난을 Fert-TALP 배양액으
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로 2회 세척을 하였다. 체외수정 배양액은 Fert- 
TALP 배양액에 6 mg/ml fatty acid free BSA 
(Sigma, U.S.A.), 10 μg/ml heparin(Sigma, U.S.A.) 
그리고 PHE stock(20 μM penicillamine, 10 μM 
hypotaurine 그리고 1 μM epinephrine)을 첨가하
여 이용하였으며, 2시간 이상 전배양을 실시한 
mineral oil이 피복된 50 μl의 체외수정용 Fert- 
TALP 배양액 소적에 10개의 성숙난포난을 침
적하였다. 정자처리는 15 ml cornical tube에 각 
2 ml로 만든 90%, 45% percoll 이중층의 상층부
에 동결 융해된 한우정액을 분주한 후, 1,500 
rpm에서 20분간 원심분리를 실시하였다. 원심
분리 후 tube 하단의 정자층 만을 회수하여 6 
mg/ml Fraction-V BSA(Sigma, U.S.A.)가 첨가된 
Sp-TALP 배양액을 이용하여 세척을 2회 실시
하였다. 체외수정은 성숙난포난을 함유하고 있
는 Fert-TALP 배양액 소적에 정자부유액을 주
입하여 실시하였으며, 이때 최종정자농도는 2 
× 106/ml로 조정하였다.

4. 

  체외수정 20 24시간 후, 수정된 난자는 난
구세포를 제거하였다. 수정란은 8 mg/ml fatty 
acid free BSA가 첨가된 SOF 배양액으로 2회 
세척을 한 후, 2시간 이상 전배양을 실시한 
mineral oil이 피복된 20 μl의 SOF 배양액 소적
에 5 10씩 넣어서 20시간 동안 배양을 실시
한 다음, 2 4세포기 까지 발달된 수정란 만을 
선별하여 실험에 이용하였다. 선별된 2 4세포
기 체외수정란은 1) 8 mg/ml fatty acid free BSA
가 첨가된 SOF 배양액(SOF-B), 2) 0.8%(v/v) 
Matrigel (BD, U.S.A.)과 8 mg/ml fatty acid free 
BSA가 첨가된 SOF 배양액(SOF-M), 그리고 3) 
8 mg/ml fatty acid free가 첨가된 SOF 배양액
에서 2일간 배양 후, 10% FBS가 첨가된 SOF 
배양액에서 5일간 배양하였으며(SOF-BF), 체
외수정 후 8일 째에 배반포 발달율 및 부화율
을 조사하였다. 배양은 5% CO2, 5% O2, 90% 
N2 그리고 39 의 배양기 조건에서 실시하였
다.

5. 

  체외에서 생산된 배반포의 세포자연사 및 세
포수를 조사하기 위하여 김 등 (2006)의 방법에 
준하여 TUNEL 분석을 실시하였다. 8일간 배양
된 배반포는 0.3% PVP가 함유된 PBS(PVP-PBS)
로 3회 세척한 후, 4% paraformaldehyde에 침
적하여 4 에서 24시간 동안 고정을 실시하였
다. 고정된 배반포는 permeability를 위하여 0.5% 
Triton X 100에서 30분간 처리한 후, PVP-PBS
에서 2번 세척하였다. 그리고 TUNEL reagent 
(Roche, Germany)에 배반포를 침적하여 39
배양기에서 1시간 동안 배양한 후, 0.5% Triton
X 100와 PVP-PBS에서 각각 1번 세척하였다. 
배반포의 핵을 염색하기 위하여 Hoechst 33342 
(10 μg/ml)에 침적하여 상온에서 30분간 처리
하였다. 염색된 배반포는 PVP-PBS에서 3회 세
척을 실시한 후, slide glass 위에 mount하여 형
광현미경 하에서 배반포의 전체 세포수와 세
포자연사가 유발된 세포수를 각각 조사하였다.

6. 

  본 실험에서 얻어진 실험결과에 대한 통계
학적 분석은 χ2-test와 Student's T-test를 사용
하였으며, P<0.05일 때 유의한 것으로 정의하
였다.

. 결     과

1. Matrigel 

  배양액 내에 Matrigel 첨가에 따른 소 체외수
정란의 배반포 발달율을 조사한 결과는 Table 
1에서 보는 바와 같다. 체외수정 후 40시간 째 
2 4세포기로 발달된 수정란 만을 선별하여 체
외배양을 실시한 결과, 체외수정 8일 째 배반
포까지의 발달율은 SOF-B군이 26.6%, SOF-M
군이 28.2% 그리고 SOF-BF군이 26.2%로서 실
험군 간에 차이가 없는 것으로 나타났다.
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Table 1. The effect of Matrigel on the development of bovine embryos

Group No. of embryos cultured
No. of blastocysts(%)

Day-6 Day-7 Day-8

SOF-B

SOF-M

SOF-BF

128

131

130

2 (1.6)

3 (2.3)

6 (4.6)

16 (12.5)

22 (16.8)

24 (18.5)

34 (26.6)

37 (28.2)

34 (26.2)
No significant differences were found among groups.

Table 2. The effect of Matrigel on the hatching of bovine blastocysts

Group No. of blastocysts examined
No. of developmental stage(%)

Blastocyst Hatching-BL Hatched-BL

SOF-B

SOF-M

SOF-BF

39

39

27

24 (63.2)

13 (33.3)

21 (77.8)

5 (13.2)

5 (12.8)

1  (3.7)

 9 (23.7)a

19 (48.7)b

 5 (18.5)a

a,b : Value within column with different superscript differ (P<0.05).

Table 3. The effect of Matrigel on the cell number and apoptosis of bovine blastocysts

Group No. of blastocysts examined Cell number Apoptotic cell number Apoptotic cell (%)

SOF-B

SOF-M

SOF-BF

17

23

20

172.7 ± 35.5

175.1 ± 37.4

172.8 ± 38.1

6.2 ± 5.6

7.4 ± 4.1

7.7 ± 5.3

3.6 ± 3.2

4.3 ± 2.6

4.9 ± 4.3
Data are mean ± SD.
No significant differences were found among groups.

2. Matrigel 

  배양액 내에 Matrigel 첨가에 따른 소 배반포 
부화율을 조사한 결과는 Table 2에서 보는 바
와 같다. 체외수정 후 8일 째 배반포의 부화를 
조사한 결과, 부화중인 배반포에 있어서는 각 
실험군 간에 차이가 없었지만, 완전히 부화된 
배반포의 비율은 SOF-M군이 48.7%로서 SOF-B
군의 23.7% 그리고 SOF-BF군의 18.5% 보다 유
의하게 높은 것으로 나타났다(P<0.05).

3. Matrigel 

  배양액 내에 Matrigel 첨가에 따른 소 배반

포의 세포수 및 세포자연사를 조사한 결과는 
Table 3에서 보는 바와 같다. 체외수정 후 8일 
째 배반포의 세포수를 조사한 결과, SOF-M군
이 175.1 ± 37.4개, SOF-B군이 172.7 ± 35.5개 그
리고 SOF-BF군이 172.8 ± 38.1 개로서 실험군 간
에 차이가 없는 것으로 나타났다. 배반포에서 
세포자연사가 유발된 세포수의 비율을 분석한 
결과도 SOF-M군이 4.3 ± 2.6%, SOF-B군이 3.6 ±
3.2% 그리고 SOF-BF군이 4.9 ± 4.3%로서 실험
군 간에 차이가 없는 것으로 분석되었다.

. 고     찰

  세포외 기질(extracellular matrix, ECM)은 포유
동물의 자성 생식기관에 풍부하게 존재하며, 체
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외에서 세포의 분화에 관여하는 것으로 알려져 
있다(Martin과 Kleinman, 1981). 따라서 수정란 
체외배양시 ECM 단백질의 이용은 체내배양
과 유사한 환경조건을 모방할 수도 있다. 수
정란의 체외발달에 있어서 ECM의 구성성분인 
fibronectin이 코팅된 배양용기에서의 배양은 배
반포의 발달을 유의하게 증가시키며(Piekos 등, 
1995), 또한 ECM이 코팅된 배양용기에서 배양
은 배반포 발달 뿐만 아니라 부화율도 유의하게 
향상시킨다고 보고하고 있다(Desai 등, 1999). 이
러한 결과들은 수정란의 체외배양에 있어 ECM 
단백질이 첨가물질로서 충분한 가치가 있음을 
보여주고 있다. 
  Matrigel은 Engelbreth-Holm-Swarm(EHS) mouse 
sarcoma로 부터 추출한 용액상태의 ECM 복합
체로서 주성분은 laminin, collagen IV, heparan 
sulfate proteoglycans, entactin, nidogen 등의 ECM 
단백질이며, transforming growth factor-beta(TGF-
β), fibroblast growth factor(FGF), tissue plasminogen 
activator (tPA) 등의 성장인자가 소량 존재한다
(Kleinman 등, 1982; McGuire와 Seeds, 1989). 
Matrigel의 특징은 0 4 온도에서는 액체상태
로 존재하지만, 실온 이상의 온도가 되면 중합
체를 형성하여 겔 상태를 유지하게 된다. 따라
서 일반적인 Matrigel 이용방법은 세포배양 용
기 표면에 코팅하여 세포배양에 이용하는 것이
다. 이러한 방법으로 Matrigel을 이용하면 세포
배양시 세포의 성장을 촉진하는 것으로 보고
되고 있으며(Kubota 등, 1988), 또한 수정란 배
양에서도 배양액을 단독 사용했을 때 보다 수
정란의 성장을 촉진해서 배반포 발달 및 부화
율을 증가시키는 것으로 나타났다(Carnegie 등, 
1995). 그러나 Matrigel을 세포배양 용기 표면에 
코팅하는 방법은 처리과정의 번거로움이 있다. 
이러한 처리과정의 번거로움을 해결하고자 배
양액에 직접 첨가하여 수정란 배양에 이용하는 
방법을 모색한 결과, Matrigel을 0.5 0.8%의 저
농도로 배양액에 첨가하면 세포배양 온도에서
도 중합체를 형성하지 않고 용액상태를 유지함
을 확인하였다. 또한, 이러한 방법으로 생쥐수
정란을 배양하여 배반포 발달 및 부화율이 유
의하게 증진되는 것을 확인하였다(Lazzaroni 등, 

1999; 정 등, 2000). 본 연구에서 소 체외수정란
의 발달에 있어서 배양액 내에 Matrigel의 첨가
효과를 검토한 결과는 배반포 발달은 증진시키
지 않았으나, 배반포 부화율을 유의하게 향상
시키는 것으로 나타났다.
  일반적으로 체외배양된 수정란은 부화율이 
낮은 것으로 보고되고 있으며, 이것은 투명대 
경화현상 혹은 투명대 용해제의 감소가 그 원
인으로 추정된다(Zhang 등, 1991; Schiewe 등, 
1995). 배양액에 혈청의 첨가는 plasminogen을 
공급함으로서 투명대 경화현상을 감소시켜 배
반포의 부화를 증진시키며, 특히 소 수정란은 
투명대를 용해시키고 부화를 용이하게 하는 
plasmin으로 plasminogen을 전환시키는 것으로 
알려져 있다(Kaaekuahiwi와 Menino, 1990). 그러
나 BSA를 이용한 무혈청 배양액은 세포 공배
양 그리고 혈청 배양액 체계에 비하여 수정란
의 부화율이 낮고 그리고 그 시기가 지연되는 것
으로 보고되고 있다(Carnegie 등, 1995; Nedambale 
등, 2004). 
  몇몇 연구보고에 의하면, 수정란 배양시 배
양액 내 ECM 단백질의 첨가는 배반포 부화율
을 증진시키는 것으로 알려져 있다. 초기 수정
란에서 Protease activity는 배양기질과 ECM 단백
질에 의해서 영향을 받을 수 있다(Desai 등, 1999). 
수정란에 의해 분비되는 urokinase plasminogen 
activator(uPA), type IV collagenase와 같은 기저
막 분해효소들은 탈락막을 통해 수정란이 침투
하게 함으로서 착상과정에서 중요한 역할을 수
행한다(Turpeenniemi-Hujanen 등, 1995). 면양의 
배반포에서 ECM 구성 단백질인 fibronectin, 
collagen type IV 그리고 laminin이 trophectoderm
과 inner cell mass 성장에 미치는 효과를 조사
한 결과는 ECM의 종류가 세포 outgrowth와 
uPA 분비에 직접적인 영향을 준다고 보고하고 
있다(Bartlett와 Menino, 1995). 또한 trophoblast
를 lamnin과 배양했을 때, 보다 높은 type IV 
collagenase activity를 나타냈다(Emonard 등, 1990). 
사람 수정란 배양에 있어서, laminin의 첨가는 
type IV collagenase activity를 증진시킴으로서 
체외 부화율을 향상시킨다고 보고하고 있다
(Turpeenniemi-Hujanen 등, 1995). 이러한 결과들
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은 수정란 체외배양체계에 있어서 ECM 단백질
의 첨가는 수정란이 체외환경에서 배양되는 동
안 수정란에 보다 생리적 조건에 가까운 환경
을 제공함으로서 부화 및 착상관련 과정을 촉
진하는 역할을 수행하는 것으로 사료된다. 본 
실험에서도 ECM 복합체인 Matrigel을 배양액에 
첨가한 결과, 소 체외수정란의 부화가 일찍 시
작될 뿐만 아니라 유의하게 증진되는 것을 확
인하였다. 
  배반포의 세포수 및 세포자연사(apoptosis)가 
유발된 세포수는 체외생산된 배반포의 질을 
평가하는데 있어서 중요한 지표이다. 배반포의 
세포수는 착상전 수정란의 생존성에 대한 정
확한 지표가 되며(Papaioannous와 Ebert, 1988), 
이러한 세포수는 성장환경, 체외배양조건 등에 
의하여 영향을 받는 것으로 보고되고 있다
(Stojkovic 등, 1998). 세포자연사는 환경적 스트
레스 그리고 염색체 이상에 의하여 유발되는 
것으로 알려져 있다(Hardy, 1997; Matwee 등, 
2000). 수정란에서의 세포자연사는 체내수정란
에 비해서 체외수정란에서 많이 유발되며, 이
러한 세포자연사의 유발 정도는 배양액과 배양
방법과 같은 체외배양 환경에 의존적인 것으로 
보고되고 있다(Brison과 Schultz, 1997). 배양액 
내에 heparan sulfate proteoglycans, Matrigel의 첨
가는 생쥐 수정란에서 세포수를 증가시키며, 세
포자연사가 유발되는 세포수가 감소한다고 보
고하고 있다(Figueiredo 등, 2002; 정 등, 2000). 
그렇지만 본 연구에서는 Matrigel의 첨가가 소 
체외수정란의 배반포 세포수를 증가시키거나, 
세포자연사가 유발되는 세포수를 감소시키는 경
향을 확인할 수는 없었다.
  전체적인 연구결과들을 살펴보았을 때, 소 체
외수정란 발달을 위한 배양액에 Matrigel의 첨
가가 생쥐실험 결과와 같이 배반포 발달 및 세
포수 증가 그리고 세포자연사 감소를 나타내지 
않았지만, 배반포 부화율은 생쥐실험 결과와 같
이 유의하게 증가되는 것으로 나타났다. 이러
한 결과의 차이는 사용된 Matrigel 원재료의 기
원 그리고 동물종 특이적 차이에 기인한 것으
로 사료된다.
  결론적으로, Matrigel은 소 체외수정란 배양

을 위한 무혈청 배양체계에서 배양액 첨가제
로서 유용하게 이용될 수 있는 것으로 사료된
다. 그리고 앞으로의 연구는 Matrigel이 소 수
정란의 부화를 향상시키는 조절기전에 대한 
연구가 신호전달 수준에서 이루어져야 할 것
이다.

. 요      약

  본 연구의 목적은 소 체외수정란의 체외발달
에 있어서 Matrigel의 첨가효과를 조사하는 것
이었다. 소 체외수정란은 ) SOF + 0.8% BSA 
(SOF-B), ) 0.8% Matrigel이 첨가된 SOF + 0.8% 
BSA (SOF-M), 그리고 ) SOF + 0.8% BSA 배
양 후, SOF + 10% FBS(SOF-BF)에서 배양을 실
시하였다. 배양액 내 Matrigel의 첨가는 배반
포 발달율을 증가시키지 않는 것으로 나타났다
(SOF-B, 26.6%; SOF-M, 28.2%; SOF-BF, 26.2%). 
그러나, 부화 배반포의 비율은 Matrigel 첨가
에 의하여 유의하게 증가하는 것으로 나타났다
(SOF-B, 23.7%; SOF-M, 48.7%; SOF-BF, 18.5%) 
(P<0.05). 배반포의 세포수를 조사한 결과는 각 
처리군 간에 차이가 없는 것으로 나타났으며
(SOF-B, 172.7 ± 35.5; SOF-M, 175.1 ± 37.4; SOF-BF, 
172.8 ± 38.1), 또한 세포자연사가 유발된 세포
수의 비율도 각 처리군 간에 차이가 없는 것
으로 조사되었다(SOF-B, 3.6 ± 3.2%; SOF-M, 
4.3 ± 2.6%; SOF-BF, 4.9 ± 4.3%). 본 실험결과는 
Matrigel이 소 체외수정란의 부화과정을 촉진시
키는 것으로 나타났다. 이상의 결과들을 종합
해 볼 때, 세포외 기질 복합체인 Matrigel의 첨
가는 무혈청 수정란 배양체계에서 보다 생리적
인 환경을 조성할 수 있는 방법이 될 수 있을 
것으로 사료된다.
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