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ABSTRACT

Oxygen consumption is a useful parameter for evaluating mammalian embryo quality, since individual bovine 
embryos was noninvasively quantified by scanning electrochemical microscopy (SECM). Recently, several approaches 
have been used to measure the oxygen consumption rates of individual embryos, but relationship between oxygen 
consumption and pregnancy rates of Hanwoo following embryo transfer has not yet been reported. In this study, we 
measured to investigate the correlation between oxygen consumption rate and pregnancy rates of Hanwoo embryo using 
a SECM. In addition to, the expression of pluripotent gene and anti-oxidant enzyme was determined using real-time 
PCR by extracting RNA according to the oxygen consumption of in vivo embryo. First, we found that the oxygen 
consumption significantly increased in blastocyst-stage embryos (blastocyst) compared to early blastocyst stage embryos, 
indicating that oxygen consumption reflects the embryo quality (Grade I). Oxygen consumption of blastocyst was 
measured using a SECM and total cell number of in vitro blastocyst was enumerated by counting cells stained by 
propidium iodide. The oxygen consumption or GI blastocysts were significantly higher than those of GII blastocysts 
(10.2 × 1015/mols—1 versus 6.4 × 1015/mols—1, p<0.05). Total cell numbers of in vitro blastocysts were 74.8, 90.7 and 110.2 
in the oxygen consumption of below 10.0, 10.0∼12.0 and over 12.0∼1015/mols—1, respectively. Pregnant rate in 
recipient cow was 0, 60 and 80% in the transplantation of embryo with the oxygen consumption of below 10.0, 10.0∼
12.0 and over 12.0 × 1015/mols—1, respectively. GPX1 and SOD1 were significantly increased in over —10.0 group 
than below 10.0 groups but in catalase gene, there was no significant difference. On the other hand, In OCT-4 and 
Sox2, pluripotent gene, there was a significant difference (p<0.05) between the below-10.0 (0.98 ± 0.1) and over 10.0 
(1.79 ± 0.2). In conclusion, these results suggest that measurement of oxygen consumption maybe help increase the 
pregnant rate of Hanwoo embryos.
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서  론

가축 인공 수정은 수컷의 우수 형질을 이어 받을 수 있는

제한된 기술인데 비해, 수정란 이식 기술은 우수 종축생산의

기반 구축과 동시에 우수한 종축의 유전 능력을 신속히 확대

보급할 수 있고, 한우의 개량과 번식 효율 증진 및 최근에는
멸실 위험이 있는 유전자원의 보존을 위한 매우 적합한 방법

으로 인식되고 있다. 이와 같은 수정란 이식이 산업적으로 성
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공하기 위해 해결할 당면 과제 중 하나가 우수한 수정란의 대

량 생산과 산자 생산을 위한 수태율의 향상인데, 우리나라의
수정란 이식 수태율이 40% 내외로 미국, 일본 등의 축산 선진
국에 비해 상대적으로 수태율이 낮고, 현재까지 수태율을 높
일 수 있는 최적의 조건은 명확하게 확립되어 있지 않다.
수정란 이식 수태율에 영향을 미치는 요인으로 수정란의

품질, 수정란 이식 시술자의 숙련도, 수란우의 상태 등 크게
3 가지로 정리될 수 있는데, 이들 중 가장 중요한 요인을 차지
하는 것 중의 하나가 이식할 수정란의 품질이라고 할 수 있다. 
아무리 기술이 좋은 시술자가 건강 상태가 좋은 수란우에 이

식하더라도 이식될 수정란의 품질이 좋지 않다면, 성공적인
수정란 이식 결과를 가져올 수 없으므로, 품질 좋은 수정란을
선택하는 것이 무엇보다 선행되어야 한다. 수태율을 높이기
위해서는 품질 좋은 수정란을 선택하여 이식하는 기술이 선행

되어야 하는데, 지금까지 일반적으로 사용하고 있는 수정란의
등급 판정 기준은 국제수정란 이식학회(International Embryo 
Transfer Society, IETS)에서 규정하고 있는 수정란의 현미경
관찰에 의한 형태학적 등급 판정 기준에 따라 실시하고 있다. 
그러나 이와 같은 형태학적인 등급 판정은 그 결과가 검사자

의 주관적으로 이루어질 수 있으므로, 수정란의 생리학적 근
거에 기반을 둔 객관적인 등급 판정 기준이 필요하다. 수정란
의 생리학적인 대사 활성에 기반을 두면서 수정란 자체에 손상

을 주지 않는 객관적인 등급 판정이 요구되는데, Overstrom 등
(Overstrom et al., 1989; 1992)은 수정란의 호흡율(산소 소비량)
이 생존성과 밀접한 상관관계가 있다고 하였다. 따라서 살아
있는 수정란과 죽은 수정란, 품질이 좋은 수정란과 좋지 않은
수정란은 대사 활성에 따른 세포의 산소 소비량도 차이가있는 
것이 확인되었다. 수정란의 산소 소비량 측정은 Spectrophoto- 
meter(Magnusson et al., 1986), Flurescence(Houghton et al., 
1996), Electrochemical(Takahashi et al., 1993) 등 여러 가지
기술을 이용하다가 Shiku 등(Shiku et al., 2001)이 Scanning 
electrochemical microscopy(SECM)를 이용하여 수정란의 산소 
소비량을 측정하는데 활용하기 시작하여, Abe 등(Abe et al., 
2004; 2006), Agung 등(Agung et al., 2005), Lopez 등(Lopez 
et al., 2005; 2007a; 2007b), Choe 등(Cho et al., 2010), Saka- 
gami 등(Sakagami et al., 2007)이 수정란에 응용하고 있다. 국
내에서도 SECM를 이용하여 한우 체내외 수정란의 발달 단계
별 산소 소비량을 확인하였다(Cho et al., 1998). 이상과 같이
수정란의 품질을 산소 소비량을 측정하여 등급 판정한 것이

우수하다고만은 볼 수 없기 때문에, 수정란의 세포질 내 특정
유전자의 발현량을 판단해야 할 필요성이 있다.

Oct-4는 POU family의 일원으로 전능성과 다능성(Pluripo- 
tency)을 갖고 있는 난자, 착상 전 수정란들 그리고 배반포의
내부 세포괴(Inner cell mass, ICM)에서 특이적으로 발현하는

중요 전사인자이다(Okamoto et al., 1990). 마우스에서 Oct-4
를 Knock-out시켰을 때, ICM은 전능성과 다능성을 잃고, 발달
증식이 멈추게 된다(Niwa, 2001). Nordhoff 등은 소 orthologue
에 있어서 Oct-4 단백질 수준의 homology는 사람에서 90.6%
이고, 마우스에서 81.7%라고 보고했다(Nordhoff et al., 2001). 
게다가 소 Oct-4 단백질은 13일령 배반포 out growth의 모든
세포뿐만 아니라, 배반포의 ICM과 영양막 세포에서 존재한다
(Kirchhof et al., 2000).
일반적인 체외 배양 환경에서는 산소 농도 포화도가 매우

높아(20%), 배아의 세포질 내에 활성 산소종(reactive oxygen 
species; ROS)이 체내 환경보다 많이 축적됨으로써 배발달 저
해의 원인이 된다. 활성 산소종은 세포질 내의 단백질, 지질과
DNA와 같은 거대 분자와 반응하여 효소 활성 저해, 미토콘드
리아 기능 이상과 같은 중요한 기능 이상을 일으키고, DNA 파
편화를 야기한다. 살아있는 유기체는 이러한 ROS를 청소하는
항산화 물질이 세포질 내에 존재하나, 체외 배양 환경에 노출
된 난자나 배아는 과도한 산소 농도를 막아낼 방법이 없으므

로 항산화제를 배양액에 첨가하여 사용하게 되면 배발달능을

개선시킬 수있다는연구가 보고된 바 있다. 그 예로 superoxide 
dismutases나 catalase는 생쥐와 소 배아에서, cysteine이나 β
-mercaptoethanol은 소 배아 배양에서 glutathione 합성을 증가
시켜 환원 환경을 조절하여 배발달을 개선시키는 것으로 알려

져 있다(Caamano et al., 1998; Lim and Hansel, 1998; Renard 
et al., 1980). 결과적으로 체외 배양 환경에서 배양액 내에 항
산화제의 첨가는 매우 중요하다.
본 연구에서는 한우 수정란의 발달 단계별로 수정란이 소

비하는 산소 소비량을 측정하여 수정란의 품질을 객관적으로

판정하는 방법을 확립하고, 수정란 이식을 통해 그 수태율을
확인하였다. 그리고 각각의 산소 소비량 농도에 따라 발생한
수정란의 특성을 검토하기 pluriporent 유전자인 Oct-4, Nanog, 
Sox2 유전자 그리고 항산화효소인 Catalase, GPX1, SOD1의
발현량을 각각 조사하여, 한우의 수정란 이식율을 높이기 위
해 객관적인 수정란 품질 판정 방법의 체계를 제시하고자 실

시하였다.

재료 및 방법

1. 수정란의 산소 소비량 측정 및 수정란 이식

1) 공시 동물

(1) 공란우

본 실험에 공시된 공란우는 국립축산과학원 가축유전자원

시험장(전라북도, 남원시소재)에서 사육되고 있는 암컷 한우
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중 난소 및 자궁질환이 없는 건강한 한우 공란우를 선발하여

실시하였다.

(2) 수란우

발정동기화와 수정란 이식에 이용된 수란우는 한우 미경산

우를 대상으로 선발하여 실험에 공시하였다.

(3) 공시 정액

공란우의 인공수정에 이용된 정액은 농협중앙회 한우개량

사업소에서 생산하여 판매하고 있는 후대 검정을 필한 종모우 
정액을 사용하였다.

2) 체내 수정란의 생산

한우 체내 수정란의 생산은 day 0에 CIDRⓇ(InterAg, New 
Zealand)를 삽입하고, estradiol benzoate(EB) 1 mg(SY Esrone, 
Samyang, Seoul, Korea) 및 progesterone(SY Ovaron, Samyang) 
50 mg을 근육주사한 후, day 4부터 FSH 제제인 AntorinⓇR 
·10(Kawasaki Pharm, Japan) 28 mg을 4 일간 12 시간 간격으
로 감량 분할(5, 5, 4, 4, 3, 3, 2, 2) 주사하였고, day 6 오전과
오후에 dinoprost(LutalyseTM, Pharmacia & Upjohn)를 각각 25 
mg과 15 mg 주사하고, day 6 오후에 CIDRⓇ 제거하여 과배란
을 유기하였다. Dinoprost 2차 투여 후 36 시간에 gonadorelin 
100 µg을 주사하였고, gonadorelin 주사 후 8시간과 24시간 후
에 각각 동결 정액 2 straws 씩을 융해하여, 2회 인공수정을 실
시하였다(Scheme 1). 수정란 회수는 1차 인공수정 7∼8 일 후
3 way Foley catheter를 이용하여, 수정란 회수컵에서 수정란의 
회수는 실체 현미경(Olympus, Japan)을 이용하여 실시하였다.

3) 체외 수정란의 생산

한우 체외 수정란의 생산은 도축장의 도축 난소를 이용하여 
난자를 채취하였다. 채취한 난포란은 체외 성숙을 위하여 TCM 
199(Sigma, U.S.A) 배양액에 FSH(10 µg/ml), LH(10 µg/ml)와
5% FBS(GIBCO)를 첨가하여 5% CO2조건에서 22시간 체외
성숙 후 체외 수정에 공시하였고, 체외 수정은 BO 배양액에서
6시간 동안 체외 수정을 실시하였으며, 체외 배양은 serum free 
배양액에서 배양하여 7, 8일째까지 수정란을 발달시켰다.

Scheme. 1. Procedures and time schedules for superovulation, 
A.I and embryo collection in Hanwoo.

4) 수정란의 산소 소비량 측정

생산된 수정란의 산소 소비량 측정은 수정란 호흡 장치

(FHK, HV-405. Japan)를 이용하였다. 수정란 호흡 장치는 주
사형 전기 화학 현미경(Scanning Electrochemical Microscopy, 
SECM)을 이용하여 전극 표면에 용존 산소의 환원 반응을 조
사하고, 수정란 부근의 산소 농도 분포를 측정하였다. 측정 순
서는 먼저 산소 소비량을 측정하기 위한 배양액(ERAM-2, IFP, 
Japan)을 6개의 역원추형 plate(RAP-1, IFP, Japan)에 5 ml를 넣
고, 수정란을 well에 한 개씩 주입한 후 주사 속도 10 µm/s의
속도로 미세 전극이 160 µm 범위로 수정란 주변을 3회 반복
하여 수정란 주변의 산소 소비량을 측정하였다. 측정된 산소
소비량은 구면 확산 방법으로 자동해석 프로그램에 의해 자

동으로 산출되었다.

5) 수정란의 총 세포 수 조사

체외 배양 7일째 생산된 배반포 수정란은 Propidium iodide 
(PI)로 염색을 하여 총 세포수를 조사하였다. 염색법은 PI 염
색을 실시하기 전, 배반포를 4% paraformaldehyde에 30분간
정치시켜 고정시킨 후, 고정된 배반포를 유리 슬라이드에 올
려놓고, PBS로 배반포를 세정한 후 PI와 RNase를 함께 처리
하여 30분간 배양하였다. PBS로 수정란을 세정한 후, 커버를
덮어 배반포가 움직이지 않도록 눌러서 공초점 현미경(Olym- 
pus, Tokyo, Japan)으로 총 세포수를 계산하였다.

6) 수정란 이식

발정이 발현된 수란우는 발정 발현 후 6∼7 일령에 직장 검
사와 초음파 진단기를 이용하여, 황체와 자궁각의 크기를 측정
하고, 황체 발육이 양호한 개체 만을 선발하여 수정란 이식에
이용하였다. 체내에서 생산된 상실배기 또는 배반포기 단계의
수정란을 20% FBS가 첨가된 D-PBS 배양액과 함께 0.25 ml 
french straw에 흡입하여 수정란 이식기(FHK, Japan)에 삽입
하고, sheath(Agtech, Inc U.S.A)와 cover sleeve를 장착하여 수
란우의 질 내로 삽입하였다. 수정란 이식기 끝이 자궁경관 입
구에 도달하면 cover sleeve을 당겨서 파열시킨 후, 이식기의
선단부가 질 점막에 접촉되지 않은 상태로 자궁경관에 삽입, 
통과하여 황체가 존재하는 자궁각 선단부에 수정란을 주입하

였다.

7) 수란우 임신 진단

수정란 이식 수란우의 임신 진단은 이식 후 2 개월째에 직
장 검사법에 의한 태막 및 양막낭 촉진과 초음파 진단기를 통

하여 임신 여부를 판정하였다.

2. 수정란의 산소 소비량 측정 및 유전자 발현
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Table. 1. Bovine-specific primer sequence used for real-time PCR

Gene Primer sequence Annealing temp (℃) GenBank accession number

Catalase
5'-ccacagccagaagagaaacc-3' 

60 BC103066.1 
5'-ggaatccctcgatcactgaa-3' 

GPX1
5'-gattttgcccatgaaggtgt-3' 

60 NM174076.3 
5'-tcatgaggagctgtggtctg-3' 

SOD1
5'-agaggcatgttggagacctg-3' 

60 NM174615.2 
5'-cagcgttgccagtctttgta-3' 

OCT-4
5'-acactcggaccacgtctttc-3' 

60 NM174580 
5'-agtgagaggcaacctggaga-3' 

Nanog
5'-gtcccggtcaagaaacaaaa-3' 

60 NM174582 
5'-tctggaaccaggtcttcacc-3' 

Sox2 
5'-cacaactcggagatcagcaa-3' 

60 NM174586 
5'-cggggccggtatttataatc-3' 

β-actin 
5'-atgaggctcagagcaagaga-3' 

60 AY141970 
5'-atctgggtcatcttctcacg-3' 

1) 공시 재료

산소 소비량을 측정한 배반포 체내 수정란을 1개씩 각각
1.5 ml tube에 옮겨 Dynabead mRNA DIRECTTM Kit(DY- 
NALBIOTECH, #61012) 내 Lysis/Binding buffer 80 µl를 첨
가하여 실온에서 5분간 흔들어 준 후 RNA 추출 및 cDNA 합
성 전까지 —80℃에 보관하였다.

2) Totall RNA 추출 및 cDNA 합성

Total RNA 추출은 Dynabead mRNA DIRECTTM Kit(DY- 
NALBIOTECH, #61012)를 사용하였다. —80℃ 보관된 샘플
을 녹여 4℃ 얼음 위에 두고, Dynabead + Lysis/binding buffer 
20 µl씩 첨가하여 실온에서 5분간 섞어준 후 Dynabead를 결
합시킨다. 실온에서 magnet rack에 꼽아 결합된 mRNA와 Dy- 
nabead만 남기고 상층액 제거 후, Washing buffer A 300 µl 첨
가 후 magnet rack에서 tube를 꺼내 손으로 tapping mixing하
고, 가볍게 원심분리 후 5분 가량 magnet rack에 꼽아둔다. 10 
mM Tris-HCl(elution buffer) 10 µl 첨가하여 pipetting 후 준비
된 65℃ Heating Block에서 3분간 두어 mRNA와 Dynabead를
분리시킨 후 차가운 얼음에 즉시 옮긴다. Magnet rack으로 옮
겨 상층 10 µl PCR tube로 옮긴 후 cDNA 합성에 이용하였다. 
합성된 cDNA는 소에 특징적으로 작용하는 프라이머를 이용
하여 증폭되었다(Table 1). cDNA 합성은 First strands cDNA 
Synthesis kit(Roche, Mannheim, Germany)를 이용하며, oligo 
(dT) primer를 이용하여 제공된 방법에 준하여 분석하였다.

3) Real-Time PCR에 의한 정량적인 유전자 분석

Real-time PCR 반응은 Rotor-Gene6500(Corbett, Australia)
의 manual에 준하여 수행되었다. Target 유전자들은 cDNA가
Table 1과 같이 각각의 유전자 특이적인 primer와 annealing 
온도 조건에 따라 분석되었다. 각각의 유전자에 대하여 β-actin
은 inter standard로 이용되었다. Rotor-GeneTM SYBRⓇ Green 
(QIAGEN, Netherlands)은 Taq DNA polymrease와 reaction 
mixture(optimized PCR buffer, 5 mM MgCl2 and a dNTP mix 
that included dUTP)로 구성되었다.
각각의 실험에서 reaction mixture와 온도의 준비는 Robotics 

CAS1200(Corbett, Australia) 자동분주 장비를 이용하였다. PCR
은 증폭 조건은 95℃에서 5분간 pre-denaturation 반응 후, 95℃
에서 15초, 각각의 유전자의 annealing 온도에 맞춰 60∼62℃
45초, 60℃ 20 초 45 cycle에서 분석하였다. 형광 data의 검출
은 장비 내에서 자동 검출되었고, β-actin에 대한 각 유전자의
정량적인 분석은 장비 내 보유 프로그램을 이용 Rotor Gene 
Q series software(QIAGEN, Netherlands)를 이용하여 분석하
였다.

3. 통계 분석

본 시험의 성적은 SAS package program(2000)를 이용하여
분산 분석을 실시하였으며, 처리 간의 유의성 검정은 Duncan’s 
multiple range test를 이용하여 실시하였다.

결  과

1. 수정란의 산소 소비량 측정 및 수정란 이식 
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1) 체내 수정란의 등급별 산소 소비량 비교

체내 수정란의 형태학적 등급별 산소 소비량을 비교한 결

과, Table 2와 같이 조사되었다. 초기 배반포 수정란의 경우, 
1등급 수정란에서 8.2 × 1015/mols—1을 나타낸 반면, 2등급 수
정란에서 7.2 × 1015/mols—1을 나타내어 유의적인 차이는 없었

으나, 1등급 수정란에서 높은 경향을 보였으며, 배반포 단계
에서는 1등급 수정란 10.2 × 1015/mols—1, 2등급 수정란 6.4 × 
1015/mols—1로 1등급 수정란의 산소 소비량이 2등급 수정란에
비해 유의적으로 높게 나타났다.

2) 체외 수정란의 산소 소비량과 총 세포 수 비교

Fig. 1은 총 세포 수를 조사하기 위하여, 체외 배양 7일째
생산된 배반포 수정란은 Propidium iodide(PI)로 염색한 결과
이다. 체외 수정란의 배반포 산소 소비량(1015/mols—1)에 따른
총 세포 수를 조사한 결과는 Table 3에서 보는 바와 같다. 산
소 소비량이 10.0 미만, 10.0∼12.0 미만 및 12.0 이상에서 총
세포 수는 각각 74.8개, 90.7개 및 110.2개를 나타내어 산소
소비량이 높을수록 총 세포 수도 증가하는 것이 확인되었다.

Table. 2. Oxygen consumption rates of in vitro derived bovine 
embryos according to the morphological quality

Quality of embryos No. of embryos 
examined 

Oxygen 
consumption rate

(F × 1014 mol s−1)

Early 
blastocyst 

Grade I 15  8.2 ± 2.8a

Grade II 4  7.2 ± 2.5a

Blastocyst 
Grade I 24 10.2 ± 1.6b

Grade II 3  6.4 ± 0.6a

Fig. 1. Analysis of total cell number using propidium iodide (PI) 
staining. Scale bars = 400 µm.

Table. 3. Relationship of oxygen consumption and total cell number 
of in vitro produced bovine embryos. Data are repre- 
sented as mean ± S.D(n=3-4)

Embryo
stage 

No. of
embryos 

Oxygen 
consumption
(1015/mols—1) 

Total cell 
number

Blastocyst 

9 Below 10.0  74.8 ± 9.5a

3 10.0∼12.0  90.7 ± 31.6a,b

5 Over 12.0 110.2 ± 15.2b 

* Different super scripts indicate significant difference (p< 
0.05).

3) 체외 수정란의 산소 소비량에 따른 수정란 이식 수태율

한우 체내 수정란의 산소 소비량(1015/mols—1)을 측정하고, 
이를 수란우에 이식한 후 수태율을 조사하여 Table 4와 같은
결과를 나타내었다. 산소 소비량이 10.0 미만에서 임신된 두수
가 없는 반면, 10.0∼12.0 미만에서 60.0%의 수태율을 나타내
었고, 산소 소비량이 가장 높은 12.0 이상에서는 80.0 %의 높
은 수태율을 나타내었다.

2. 수정란의 산소 소비량 측정 및 유전자 발현

1) Pluripotent Gene
한우 체내 수정란의 산소 소비량(1015/mols—1)을 측정하고, 

이를 각각 mRNA를 추출하여 Real time PCR로 분석하며, 
pluripotent 유전자인 Oct-4, Nanog, Sox2가 발현되는지를 Fig. 
2(A)에 결과를 나타내었다. Oct-4에서는 산소 소비량이 10.0 
미만에서 0.98 ± 0.1, 10.0 이상에서 1.79 ± 0.21로 유의적인
차이가 나타났다(p<0.05). 또한, Sox2도 10.0 미만에서 0.43 ± 
0.15, 10.0 이상에서 1.29 ± 0.1로 유의적인 차이가 나타났다

Table. 4. Pregnant rates according to oxygen consumption (high 
versus medium versus low) of bovine in vivo-produced 
embryos.

Oxygen consumption category
(F × 1014/mols—1)

No. of

Recipient Pregnant (%) 

Low (Below 10.0) 5 0( 0.0)

Medium (10.0∼12.0) 10 6(60.0)

High (Over 12.0) 10 8(80.0)

* Values for oxygen consumption rate are presented as mean 
± S.D (n=3∼4). Values with different superscripts within the 
same column are significantly different (p<0.05).
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                               (A)                                                       (B)

Fig. 2. Relationship between oxygen consumption rate (F x 1014/mols—1) and mRNA expression of (A) pluripotent and (B) anti-oxidant tran- 
script in vivo-produced bovine embryos. Data are represented as mean ± S.D (n=3∼4). a,b Different superscripts indicate significant 
difference (p<0.05).

(p<0.05).

2) Anti-Oxidant Enzyme
한우 체내 수정란의 산소 소비량(1015/mols—1)을 측정하고, 

이를 각각 RNA로 추출하여, Real-time PCR로 유전자 분석하
였다. Anti-oxidant enzyme인 Catalase, GPX1 그리고 SOD1이
발현하는지를 분석하여, Fig. 2(B)와 같은 결과를 나타내었다. 
GPX1에서는 산소 소비량이 10.0 미만 그룹에서 1.39 ± 0.1, 
10.0 이상 그룹에서 2.21 ± 0.21로 유의적인 차이가 나타났다
(p<0.05). 또한, SOD1도 10.0 미만에서 1.25 ± 0.13, 10.0 이상
에서 1.79 ± 0.1로 유의적인 발현의 차이가 나타났다(p<0.05).

고  찰

고능력 한우 증식을 위한 수정란 이식 기술의 접목이 요구

되고 있으며, 한우의 능력 개량 및 브랜드 추진을 위한 우수
한우 수정란의 수요가 급증하고 있다. 그러나 이식 가능 체내
수정란 회수율, 수정란 이식 수태율 등과 같은 국내 소 수정
란 이식 기술 성적이 선진국에 비하여 저조한 실정이다. 수정
란의 질을 판단하는 등급 판정의 기준은 국제수정란이식학회

(IETS)의 형태학적인 등급 판정에 의하여 이루어지고 있으나, 
그 판정이 검사자의 따라 주관적으로 이루어질 수 있다. 수정
란이 배반포까지 발달하면서 세포 수가 증가함에 따라 수정란

의 산소 소비량도 증가하게 되므로 수정란의 산소 소비량을

측정할 수 있다면 객관적인 수정란의 질을 판정할 수 있을 것

이다.
수정란을 검사하는 방법으로 수정란을 직접 염색(Kardymo- 

wicz, 1972)하거나, 효소 활성도 측정(Schilling et al., 1979) 

glucose 소비량을 측정(Renard et al., 1980)하는 방법을 이용
하여 왔으나, 위의 방법들은 대부분 수정란에 직접 손상을 줄
수 있으며, 단일 수정란에 대한 평가가 어려운 편이다. 수정란
의 생리학적인 대사 활성에 기반을 두면서 수정란 자체에 손

상을 주지 않는 객관적인 등급 판정이 요구되는데, Overstrom 
등(Overstrom et al., 1989; 1992)은 수정란의 호흡율(산소 소
비량)이 생존성과 밀접한 상관관계가 있다고 하였다. 따라서
살아 있는 수정란과 죽은 수정란, 품질이 좋은 수정란과 좋지
않은 수정란은 대사 활성에 따른 세포의 산소 소비량도 차이

가 있는 것이 확인되었다. 수정란의 산소 소비량 측정은 Spec- 
torphotometer(Magnuson et al., 1986), Fluorescence(Houghton 
et al, 1986), Electrochemical(Trimarchi et al., 2000) 등 여러
가지 기술을 이용하다가 Shiku et al(Shiku et al., 2001; 2004) 
이 Scanning electrochemical microscopy(SECM)를 이용하여

수정란의 산소 소비량을 측정하는데 활용하기 시작하여 Abe et 
al.(2004, 2006), Agung et al.(2005), Lopez et al.(2005, 2007a, 
b)이 수정란에 응용하고 있다.

Cho et al.(2010)은 수정란의 산소 소비량이 높을수록 배반
포 수정란의 발달률이 증가한다고 하였으며, Abe et al.(2006)
과 Lopez et al.(2007)은 수정란의 산소 소비량이 높을수록 수
태율이 높아진다고 보고하였다. 또한 수정란이 발달하면서 할
구의 수도 많아지고, 대사 활성도 증가함에 따라 산소 소비량
도 증가하는 것이 여러 연구자들(Abe et al., 2006; Lopez et 
al., 2007b)에 의해 보고되고 있는데, 최근에 Cho 등(Cho et al., 
2010)은 배반포 이후의 후기배 수정란으로 발달될수록 수정란
의 산소 소비량이 월등히 높아진다고 보고하였다. 최근의 연
구 결과에 의하면, 수정란의 형태학적 등급이 국제수정란 이식
학회의 등급 판정 기준 3등급(fair), 4등급(poor)의 경우, 1등급
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(excellent)과 2등급(good)에 비해 산소 소비량이 낮다고 하였
다(Abe et al., 2006; Cho et al., 1998; Cho et al., 2010).
수정 후 7일째 생산된 초기 배반포 수정란은 산소 소비량

이 형태학적 1등급 수정란이 약간 높은 경향을 나타내었으나, 
유의적인 차이는 보이지 않은 반면, 배반포 수정란은 1등급 수
정란이 2등급 수정란에 비해 산소 소비량이 유의적으로 높게
나타났는데, 이는 Agung 등(Agung et al., 2005)이 수정 후 7일
째의 소 체외 수정란에서 1등급 수정란이 2등급 수정란에 비
해 산소 소비량이 유의적으로 차이가 없고, 3등급 수정란은 낮
은 수치를 나타내었다는 보고와 Overstrom 등(Overstrom et al., 
1992)이 형태학적 등급이 다른 수정란에서 산소 소비량이 달
리 나타나지 않았다는 보고와는 배반포 수정란에서 상이한 결

과를 나타내었다. 그러나 Cho 등(Cho et al., 1998; Houghton 
et al., 1996)의 보고와 일치한다. Abe 등(Abe et al., 2006)은
수정란의 할구 수가 많아질수록 산소 소비량도 증가한다고 하

였고, Cho 등(Cho et al., 1998; Houghton et al., 1996)은 수정
란이 체외에서 발달함에 따라 산소 소비량도 높아지며, 체외
수정란의 형태학적 등급이 좋을수록 산소 소비량도 높다고

보고하였다. 즉, 산소 소비량이 높다는 것은 그만큼 세포의 수
도 많은 것으로 추측된다. 수정란의 산소 소비량이 높을수록
수정란 이식 수태율이 높아진다(Cho et al., 1998; Houghton et 
al., 1996; Sakagami et al., 2007)고 하였는데, 본 실험에서도
산소 소비량이 높은 수정란을 이식할수록 수정란 이식 수태

율이 높은 것으로 확인되었다. 이상의 결과들로부터, 수정란의 
세포 수가 많다면 산소 소비량도 증가할 것이라는 추측을 객

관적인 수치로 확인하였고, 수정란 이식 시술자의 기술과 수
란우의 상태가 일정한 상태에서 산소 소비량이 높은 수정란

을 이식할 경우, 수태율을 향상시킬 수 있을 것으로 기대된다.
Takahashi와 First(Takahashi et al., 1992)은 Anti-oxidant 

enzyme은 활성산소가 만들어지는 과정에서 어떤 화학 작용을
하여 활성산소를 제거하는 효소로 free radical과 반응 산소화
합물에 대한 세포의 보호 작용 등 많은 생물학적 기작에 있어

중요한 역할을 한다고 보고하였다. Umaoka 등(Umoako et al., 
1992)은체외 배양시수정란에서생산된 과잉의 oxygen radical
은 SOD 첨가에 의해 제거된다고 보고하였고, Catalase는 모든
동물조직에서 발견되고 있으며, H2O2를 H2O로 환원시킴으로
써 과산화지질에 의한 세포 손상을 방어하는 효소로 알려져

(Legge and Sellens, 1991), 본 연구에서도 산소 소비량이 높으
면 anti-oxidant enzyme도 많이 발현될 것이라는 가설과 일치
해, 산소 소비량이 10.0 이상 그룹이 10.0 미만 그룹에 비해 유
의적으로 높았으나, Catalase는 유의적인 차이는 나타나지 않
았다. 이는 수정란의 산소 소비량 농도와 GPX1 그리고 SOD1
의 발현량과는 상관관계가 있을 가능성이 사료된다.

Oct-4는 배의 발달(Boiani et al., 2003)과 더불어 포유동물

의 다분화 능력을 가진 세포의 조절 인자(Kirchhof et al., 2000)
이며, 배반포의 ICM의 정상적인 분화를 조절한다고 알려졌다
(Bortvin et al., 2003). 본 실험에서는 Oct-4와 SOX2에서 10.0 
이상 그룹이 10.0 미만 그룹에 비해 유의적으로 발현량이 높은 
것을 확인할 수 있었다(p<0.05). 이러한 결과로부터 산소 소비
량이 높을수록 다분화 능력을 가진 세포 조절 인자들이 많이

포함되어 있을 가능성이 생각된다. 이를 바탕으로 지속적이고, 
다양한 연구를 수행하여 품질이 좋은 수정란을 선택하고, 이
를 이식하여 수정란 이식 수태율을 향상시킴으로써 축산 농가

의 경제성을 높을 수 있는 좋은 활용 방안이 될 것으로 사료

된다.

결  론

본 연구에서는 한우 수정란의 체내 수정란의 산소 소비량

과 총 세포 수의 상관관계를 확인하고, 산소 소비량이 수태율
에 미치는 영향을 확인하였으며, 이를 바탕으로 체내 수정란
의 산소 소비량 농도에 따른 유전자 발현에 미치는 영향을 규

명하고자 수행되었다. 체내 수정란의 형태학적 등급별 산소 소
비량을 비교한 결과, 배반포 단계의 1등급 수정란 10.2 × 1015 

/mols—1, 2등급 수정란 6.4 × 1015/mols—1을 나타내어 형태학적

등급이 좋을수록 수정란의 산소 소비량도 높아지는 것으로 조

사되었다. 체외 수정란의 산소 소비량에 따른 총 세포 수는 산
소 소비량이 10.0 미만, 10.0∼12.0 미만 및 12.0 이상에서 각
각 74.8개, 90.7개 및 110.2개의 총 세포 수를 나타내어 산소
소비량이 높을수록 총 세포 수도 증가하였다. 체내 수정란의
산소 소비량을 측정하고, 이를 수란우에 이식한 후 수태율을
확인한 결과, 산소 소비량이 10.0 미만에서 임신된 두수가 없
는 반면, 10.0~12.0 미만에서 60.0 %의 수태율을 나타내었고, 
산소 소비량이 가장 높은 12.0 이상에서는 80.0%의 높은 수태
율을 나타내었다. 체내 수정란의 산소 소비량을 측정하여 이
를 각각 RNA를 추출하고, Real time PCR로 분석한결과, Oct-4
에서는 산소 소비량이 10.0 미만에서 0.98 ± 0.1, 10.0 이상에서 
1.79 ± 0.21로 유의적인 차이가 나타났다(p<0.05). 또한, Sox2
도 10.0 미만에서 0.43 ± 0.15, 10.0 이상에서 1.29 ± 0.1로 유
의적인 차이가 나타났다(p<0.05). GPX1에서는 산소 소비량이
10.0 미만 그룹에서 1.39 ± 0.1, 10.0 이상그룹에서 2.21 ± 0.21
로 유의적인 차이가 나타났다(p<0.05). 또한, SOD1도 10.0 미
만에서 1.25 ± 0.13, 10.0 이상에서 1.79 ± 0.1로 유의적인 발
현의 차이가 나타났다(p<0.05).
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