
J Vet Clin 27(1) : 46-49 (2010)

46

제주말에서 난포 크기에 따른 난포란의 체외성숙

류재규*·강태영1

*농촌진흥청 국립축산과학원 동물바이오공학과, 제주대학교 수의과대학

(게재승인 : 2009년 12월 09일)

Effect of Follicle Size in Jeju Mare on Oocytes Matured in vitro

Jae-Gyu Yoo* and Tae-Young Kang1

*Division of Animal Biotechnology, National Institute of Animal Science, RDA, Suwon, 441-706, Korea

College of Veterinary Medicine, Jeju National University, Jeju Special Self-Governing Province, 690-756, Korea

Abstract : In this study, we investigated the number of follicles, oocyte recovery rate and oocyte competence after
in vitro maturation according to the size of follicle. And equine oocyte competence after in vitro maturation was
investigated in terms of the diameter of follicle with criteria of maturation: nuclear stage after Hoechst staining. The
average number of follicles per ovary with middle size (11-20 mm, 2.68) was higher than those of small (5-10 mm,
0.74) and large size follicle (> 21 mm, 1.63), therefore medium follicle (53.1%) had higher proportion than other size
of follicles. The average numbers of follicle per ovary was 5.05. The rate of oocyte recovery in small (54.5%) and
middle follicle (50%) was higher than that in large follicle (40.9%). After culture for 48 h in Medium 199, 50%,
45.5%, and 44.4% of oocytes from the follicles with diameters of 5-10, 11-20, > 21 mm, respectively reached the
metaphase II stage. This is the first report showing number of follicle, oocyte recovery rate according to follicular
size, and in vitro oocyte maturation in Jeju mare in Korea. To fulfill in vitro equine embryo production, further studies
such as the seasonal effect, in vitro fertilization etc is need.

Key words : oocyte recovery, in vitro oocyte maturation, Jeju Mare.

서  론

Fulka와 Okolski에 의해 말 난포란의 체외성숙을 처음으로

보고한 후, 1989년에 도축장유래 난소로부터 채취한 난자를

체외성숙 시켜 정자가 주입된 수란암말의 난관내 난자를 이

식 후 7일째 되는 날 수정란을 채취하여 배반포기까지 발달

시키는데 처음으로 성공하였다(21). 말의 경우, 소에 비해서

난소의 확보가 어려워 미국에서도 많은 경비와 인원을 투입

하고 있다. 국내에서도 제주도와 같은 극히 제한된 지역에서

만 말 난소를 사용할 수 있기 때문에 그 연구가 미비한 상

황이다.

죽은 말의 난소에서의 난자 수송 및 채취는 새로운 생명

체를 생산할 수 있다. 말 난자의 체외성숙 성공 여부는 보통

난자의 핵 성숙 정도와 세포질 내 정자이식 방법(Intracyto-

plasmic sperm injection, ICSI) 이후 분할율로 확인할 수

있다. 전세계적으로도 불과 몇몇 실험실(3,11,16)에서만 말 체

외성숙 난자를 이용한 성공적인 임신을 보고 하였을 정도로

아직 말의 난자 체외성숙에 관한 많은 연구가 필요하다. Li

등은 체외 성숙된 난자를 이용하여 ICSI후 산자를 보고하였

다(11). 

물론 아직까지도 말난자의 체외 성숙율은 높지 않는 실정

이지만, 체외 배아 생산율을 개선하고자 미성숙난자를 정자

가 주입된 배란직전의 말의 난포에 주입하거나, 외과적 방법

으로 성숙난자를 정자가 주입된 말의 난관에 이식하는 방법

등을 사용하여 높은 성공율 뿐만 아니라, 불임말에서도 배아

를 생산하게 되었다(9). 

소, 돼지, 양의 난자는 난포의 성숙기 동안에 그 성숙능을

가지게 되며, 그 성숙능은 난포의 직경과 밀접한 관계를 갖

는다(8). 하지만 말 난포의 크기와 난성숙능의 관계에 대한

정보는 극히 제한되어 있다. 배란 직전의 말난포의 직경은

대략 40 mm까지 도달한다(13,14). 직경이 10 mm 보다 작은

난포에서 채취된 난자가 10 mm 보다 더 큰 난포에서 채취

된 난자보다 체외 성숙율이 낮다고 보고하였다(2,5,7). 하지

만 국내 말에서 난포의 크기와 난자의 성숙능에 대한 정보

가 부족하며 보다 많은 연구가 필요함을 보여준다. 

이에 본 실험에서는 도축장 유래 제주말의 난소를 이용하

여 난소의 난포수를 크기 별로 조사하였고, 난자의 채취율
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및 난포의 크기에 따라 채취된 난자의 체외성숙율을 조사하

고자 하였다.

재료 및 방법

난포란의 준비 및 체외성숙

도축장에서 회수한 제주암말의 난소를 penicillin G

(100 IU/ml)와 streptomycin (100 µg/ml)이 첨가된 식염수에

담근 상태로 30~33oC의 보온병에 넣어 실험실로 옮겼다. 실험

실에서 난소를 세척한 후 물기를 제거하고 외과용 가위과 포

셉을 이용하여 외피를 깔끔하게 제거한 후, 외관상 5-10 mm,

11-20 mm, > 21 mm 직경인 난포의 수를 각 난소마다 조사

하였다. 

각 크기 군별로 18 G 주사침이 꽂힌 50 ml 주사기로 난포

에서 난포액을 흡입하여 배양 접시에 옮겼다. 실체현미경 아래

에서 여러 겹의 난구 세포층이 탄탄하게 잘 부착된 균일한 색

깔의 난구 세포-난모 세포 복합체를 선별하여 Bovine Serum

Albumin (BSA, Fatty acid-free)와 gentamycine (5µL/mL)이

포함되어있는 HEPES Medium 199 (Invitrogen GIBCO)에

세척하였다. 실체현미경에서 찾은 난자는 바로 체외 난자성

숙배양액으로 세척한 후 50 µL 미세소적에 5% CO2, 95%

공기, 38.5oC 조건에서 48시간 배양하였다. 실험에서 사용된 성

숙배양액은 Medium 199 (Invitrogen-Gibco)에 Fetal Bovine

Serum (10%, Invitrogen-Gibco), Gentamycine (5µL/mL, Sigma),

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1, 100 ng/ml, Invitrogen-

Gibco), Epidermal growth factor (EGF, 50 ng/ml, Sigma),

LH (5 µg/ml), FSH (10 µg/ml)을 첨가하였다.

난포란의 극체 확인 및 형태 선별

48시간 성숙 배양한 난모 세포-난구 세포 복합체를

hyaluronidase (Sigma) 300 IU가 든 PBS에서 난구 세포를

제거한 난자를 신선한 PBS로 세척 후, 실체 현미경 아래에

서 극체의 방출 유무를 검사하였다. 퇴행하는 난자들은 세포

질이 파손되거나 세포질이 검게 응축된 퇴행으로 추정되는

난자들을 분리하였다.

핵상 염색

체외 성숙시킨 난자를 10% formalin solution에 1시간 고

정 후, 0.5% triton X-100에 24 시간 동안 처리 후, 난자를

Hoechst 33342 (5 µg/ml, Sigma)에 10분간 염색 후 관찰하

였다(X400, Zeiss).

결  과

난소에서 난자의 직경에 따른 분류

도축장 유래 난소를 외과용 가위로 잘 벗겨내어서 난포가

잘 보이게 한 후 직경에 따라 작은 난포 (5-10 mm), 중간난

포 (11-20 mm), 그리고 큰 난포 (21 mm 이상)로 구분한 결

과는 Table 1에 나타난 바와 같다. 총 19개의 난소에서 96

개의 난포를 관찰하였으며, 난소 한 개당 평균 5.05개의 난

포를 가지고 있었다. 큰 크기 난포는 총 31개로 난소 당 평

균 1.63개로 나타났으며, 전체 난포의 비율에서 32.3%를 차

지하였다. 작은 크기 난포는 총 14개로 난소 당 평균 0.74개

로 나타났다. 중간크기 난포가 51개로 난소 당 평균 2.68개

로 나타났으며, 전체 난포 중 53.1%로 높은 비율을 보였다.

난포크기에 따른 난포에서의 난자 회수율

난포 크기 군을 직경에 따라 각각 작은 난포 (5-10 mm),

중간난포 (11-20 mm), 그리고 큰 난포 (21 mm 이상)로 나

눈 후 50 ml 주사위를 이용하여 난포액을 회수한 후 실체현

미경에서 난자 수 조사하였다. 전체적으로 12개 난소의 55개

난포에서 26개 난자를 회수하여 47.3%의 회수율을 보였다

(Table 2). 난포의 크기 별 회수율은 작은 크기 난포, 중간크

기 난포에서 각각 54.5%, 50%로, 21 mm 이상크기의 큰 난

Table 1. Number of follicles according to different the size of follicles

No. of Follicles Average Number of follicles per ovary Proportion of follicle (%)

Small follicle 5-10 mm 14 0.74 14.6

Medium follicle 11-20 mm 51 2.68 53.1

Large follicle > 21 mm 31 1.63 32.3

No. of Total follicles 96 5.05 100

*Number of follicles in 19 ovaries was investigated

Table 2. Recovery rate of oocytes in terms of the size of follicles

No. of follicles No. of oocytes recovered Rate of oocyte recovery (%)

Small follicle (5-10 mm) 11 6 54.5

Medium follicle (11-20 mm) 22 11 50

Large follicle (> 21 mm) 22 9 40.9

Total 55 26 47.3

12 ovaries were used for oocyte collection
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포(40.9%)보다 높은 회수율을 나타냈다.

난포크기에 따른 회수된 난자의 체외성숙

총 12개의 난소에서 난포의 크기에 따른 회수된 난자를

48시간 체외성숙 시킨 후 실체현미경에서 제1극체의 유무로

성숙을 확인하였으며, 고정처리 후 Hoechst로 핵 염색하여

핵 성숙상태를 관찰하였다. 작은 난포유래 난자의 체외 성숙

율은 50%, 중간크기, 큰 난포유래 난자의 체외 성숙율은 각

각 45.5, 44.4%로 나타났다. 

고  찰

말은 계절 번식을 하는 동물로서 봄, 여름 그리고 초가을

에만 배란이 가능하다. 본 실험은 난포의 크기와 수를 확인

하기 위해서, 5월과 6월 중에 제주도 도축장유래 난소를 관

찰하였다. 결과에서 본 것과 같이 총 19개의 난소를 관찰하

였고, 난소 당 평균 난포수는 5.05개였으며, 중간크기의 난포

가 난소 당 평균 2.68개로 가장 많이 차지했다. 이는 다른

보고에서의 난소 당 평균 7.7개(8)와 15개(19)보다 적은 난

자회수를 보였지만, Vogelsang 등의 보고와는 비슷한 난자회

수율을 보였다(18). 하지만 그 수의 차이는 많은 요소 중에

서 계절적인 요소, 말 품종, 북미 그리고 유럽과 제주도와의

기후 차이 그리고 북미 유럽말와 제주말 간의 차이에 따른

수치라고 생각된다. 

해부학적으로 말의 난자는 난포벽에 붙어있기 때문에 이것

이 난소에서 난자를 채취할 때 장해요소로 작용하게 된다.

소, 돼지에서와 같이 주사기 바늘을 이용한 흡입(aspiration)

방법은 말에서는 상대적으로 낮은 채취율을 보인다. 이에 외

과용 메스(scalpel) 또는 퀴래트(curette)로 긁어 냈을 때가

71%의 회수율로 주사기바늘 흡입방법(31%) 보다 높은 채취

율을 보였다고 보고 하였다(1). 하지만, 많은 수의 난자에서

난구세포가 탈락 된 것을 확인하였다고 보고 하였다(1). 물

론 외과용 메스를 이용하여 난자의 피질부위를 제거하고 퀴

래트를 이용하여 분리시킨 후 난자를 채취할 경우에 높은 확

률의 조밀한 난구세포를 가지고 있는 난자 회수율을 보이지

만, 채취하는 시간 면에서 비효율적이라 할 수 있다(1,8).

Preis 등은 6월과 7월에 난소 하나당 평균 3.6에서 4.2개를

채취하였다고 보고 하였다(15). 본 연구에서는 총 55개의 난

포에서 26개의 난자를 채취하여 47.3%의 채취율을 보였고,

큰 난포에서의 난자 채취율이 다른 작은 크기와 중간크기의

난포에서의 난자 채취율에 비해 낮게 나타났다. 이것은 난포

가 클수록 그 난포벽에 붙어있는 난자를 주사기로 회수하는

데 어려움이 있는 것을 보여준다. 이에 보다 더 심세한 반복

적인 채취를 시도하여야 할 것으로 생각된다.

일반적으로 말의 난자의 성숙은 24-48시간 동안 체외배양

하고 있다(3,12). 본 연구에서의 난자의 핵성숙은 기본적으로

48시간 체외배양 후 제 1극체의 존재 및 핵상의 상태를 관

찰하여 그 성숙 정도를 결정하였다. 말의 경우는 아직까지도

실험실마다 각기 다른 난포 선택 및 구분방법을 택하고 있

어서 표준화가 되지 않았으며, 체외성숙율 또한 많은 차이를

보이고 있다(2,4,6,17,20). 말에서 10 mm 보다 작은 난포에

서 채취된 난자의 배 발달율이 낮게 나타났다고 보고하였다

(5,7). 본 연구에서는 물론 그 수가 작아 통계적인 처리를 할

수 없었지만, 난포의 크기에 따른 난자 체외 성숙율의 차이

Table 3. Effect of Follicle Size on Equine Oocyte In Vitro Maturation

No. of oocytes
Nuclear status of in vitro Matured oocytes (%)

UK MI MII

Small follicle (5-10 mm) 6 1(16.7) 2 (33.3) 3 (50)

Medium follicle (11-20 mm) 11 2(18.2) 4 (36.4) 5 (45.5)

Large follicle (> 21 mm) 9 1(11.2) 4 (44.4) 4 (44.4)

MI: Metaphase I, MII: Metaphase II, UK:unknown

Fig 1. Equine COCs and chromatin configurations of equine oocyte. The arrow on B and C points to Metaphase II plate. A) An
oocyte with expanded cumulus after in vitro maturation B) In vitro matured oocyte after denudation C) Metaphase II stage oocyte
after Hoechst staining.
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를 확인 할 수 없었고, 소, 돼지 양과 같은 종에 비해 난자

체외 성숙율도 미비하다 할 수 있다. 이에 보다 높은 배 발

달율을 위해서 난자의 체외성숙, 정자의 첨체반응 등과 같은

많은 요소들이 더 연구되어야 할 것으로 본다. 

결  론

본 실험에서는 제주말의 난소 내 난포의 크기에 따른 난

자 회수율을 조사하였고, 각기 다른 크기의 난포에서 회수된

난자의 체외 성숙능을 조사하였다. 중간 크기(11-20 mm)난포

의 수는 평균 2.68개 (53.1%)로 작은 크기(5-10 mm, 0.74)

난포와 큰 크기(> 21 mm, 1.63)난포에 비해 높게 나타났으며,

난소 한 개 당 평균 5.05개의 난포를 가지고 있었다. 

난자의 회수율은 작은 크기와 중간 크기 난포에서 각각

54.5%와 50%로 큰 난포에서의 40.9%보다 높게 나타났다.

각기 다른 크기의 난포에서 회수한 난자의 체외 성숙율을 조

사한 결과, 큰 난포에서 44,4%, 중간 크기 난포는 45.5%,

그리고 작은 크기 난포에서는 50%를 나타내었다. 본 연구는

국내 최초로 제주마의 난자 회수 및 체외성숙 연구로서 성

공적인 산자 생산을 위해서 보다 많은 연구가 필요할 것으

로 본다.
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