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서 론         

체외수정은 체내에서 생산하기 힘든 수정란을 체외에서 
생산하는 기술을 말하며, 체내수정란 생산에 비하여 시간
과 장소에 대한 제약을 받지 않는 장점 때문에 불임 치료
(Cobo 등, 2012)와 같은 치료의 목적으로도 이용할 수 있
으며, 생명공학 기법을 이용하여 형질전환 동물을 생산하

기 위해 이용된다. 체외수정은 이미 쥐(Tsunoda 등, 2012), 양
(Fidanza 등, 2014), 돼지(Tanihara 등, 2013) 및 소(Sugimura 
등, 2012) 등 다양한 동물에서 연구가 이루어지고 있지만, 
pH, 온도, 불안정한 대기 조성, 활성산소의 생성 및 체내 
환경과는 다른 다양한 물리 화학적 작용에 의해 체내에
서 생산되는 수정란에 비해 생산 효율이 낮은 단점이 있
다(Van Loendersloot 등, 2010). 이러한 단점을 보완하기 
위하여 체외 수정란 배양에 이용되는 배양액에 항산화제 
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ABSTRACT

In order to achieve successful in vitro production of embryo, it is necessary to establish intrauterine environment 
during in vitro culture. Thus, this study was investigated to establish embryo culture system using co-incubated 
collagen matrix gel (CM) with endometrial epithelial cells (EC). Endometrial epithelial cells were isolated from porcine 
endometrium at follicular phase, the cells seeded in insert dish for co-incubation with CM-coated culture dish. Then, 
culture media treated with/without 2.0 IU/ml hCG or 10 ng/ml IL-1β. After incubation for 24 h, the co-incubated 
insert dishes were removed from CM-coated culture dish before embryo culture. Embryos at 48 h after in vitro 
fertilization (IVF) were cultured on the dish for 120 h with porcine zygote medium. We determined PTGS-2 expression 
in the ECs, VEGF protein in co-incubated CM with EC and observed cleavage rate and blastocyst development of 
embryos at 168 h after IVF. In result, expression of PTGS-2 was higher at co-incubated EC with hCG and IL-1β 
groups than EC without hCG and IL-1β. The VEGF protein was detected at co-incubated CM with EC, EC treated 
with hCG and IL-1β groups higher than CM group. Also, cleavage rate was no significantly difference among all 
group, however, blastocyst development was significantly higher in co-incubated CM with EC treated with hCG group 
than un-treated groups (p<0.05). Therefore, we suggest that novel embryo culture system using co-incubated collagen 
matrix gel with endometrial epithelial cells treated with IL-1β is beneficial and useful for enhancing the production 
of porcine blastocysts in vitro. 
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및 비타민을 첨가(Gupta 등, 2010; Tareq 등, 2012)하거나, 
수정란이 발달하는 체내 환경을 구현하기 위해 난관상피
세포와 함께 공동배양하여 수정란 생산 효율을 증진시키
는 연구(Bui 등, 2012)가 진행되고 있다. 하지만, 이 역시 
체내에서 생산되는 수정란에 비해 효율이 많이 떨어지는 
실정이다. 

일반적으로 성숙되어 배란된 난자와 정자는 난관 팽대
부에서 수정이 이뤄진 다음 24~96시간 후에 자궁으로 이동
하며, 이 때의 수정란은 8~16세포기의 형태를 띤다(Hancock, 
1961). 배란된 난포에서는 황체가 형성되어 자궁내막 증식
(Baker 등, 1998; McNeill 등, 2006) 및 혈관신생작용(Demir 
등, 2010)과 같은 자궁의 생리학적 변화에 영향을 미치며, 
자궁내막에서는 수정란의 발달, 착상 및 초기 태아의 성
장에 필수적인 물질들을 분비한다(Tarraf와 Knight, 1995).  

Interleukin-1 beta(IL-1β)는 발정 주기에 따른 자궁 변
화에 영향을 미치는 물질 중 하나로, 자궁내막에 존재하
는 수용체인 interleukin-1 receptor(IL-1R)와 결합하여 자
궁환경을 조절하며, Lutealizing hormone receptor(LHR)
와 결합하는 LH는 황체의 형성 및 prostaglandins(PGs) 
합성에 관여한다(Burton 등, 2007; Herrler 등, 2003). 또
한 LHR를 공유하는 human chorionic gonadotropin(hCG)
은 생체 내에서 LH와 같은 역할을 하기 때문에, 발정 및 
배란 조절에 이용된다(Ziecik 등, 2007). 이러한 물질들은 
돼지의 발정주기 중 황체가 자라나는 시기에 많이 발현
되어 자궁의 구조를 변화시키기 때문에, 수정란의 착상과 
임신에 있어 필수적인 물질로 알려져 있다(Fadhillah 등, 
2014; Sugino, 2014).

세포 외 기질(Extracellular matrix; ECM) 물질 중 하나
인 collagen type I matrix gel(CM)은 돼지 힘줄로부터 
유래되었으며, 높은 강도를 가지고 있다. 또한 높은 생체
적합성 및 생물분해성에 의해 조직공학 분야에서 많이 
이용되고 있다(Jugdutt, 2003; Koláčná 등, 2007). 실제로 
CM은 세포의 3차원 배양 연구에도 많이 이용되며(Khan 
등, 2013), 이러한 특징을 이용하여 자궁세포 단일배양 및 
자궁세포 공동배양으로 인한 세포 분비물질 연구(Tanaka 
등, 2003), ECM과 자궁세포 사이의 세포 기작에 대한 연
구(차혜진 등, 2013) 및 다른 종류의 세포를 공동배양하여 
분화를 조절하는 물질로써 이용(Watt와 Huck, 2013)되지
만, 수정란 배양에 적용한 연구는 미미한 실정이다. 

ECM은 성장인자를 함유할 수 있는 물질(Park 등, 1993)
로 잘 알려져 있다. 성장인자 중 하나인 vascular endothelial 
growth factor(VEGF)는 혈관신생이 활발히 일어나는 황
체기 시기의 자궁에서 많이 분비(Ferrara와 Davis-Smyth, 
1997; Risau, 1997)되며, 초기 수정란 발달에 좋은 영향을 
미친다는 보고가 있다(Biswas 등, 2011). 또한 ECM 종류 
중 하나인 collagen type I은 VEGF와 결합할 수 있다는 
특징을 갖고 있다(Gao 등, 2011). 

우리의 이전 연구에서는 CM안에 돼지 자궁내막 간질
세포를 3차원으로 배양한 후, 그 위에 자궁내막 상피세포
를 배양하여 자궁내막의 환경을 구현하여 수정란을 배양
하였지만, 자궁내막 세포들의 성장을 위해 CM 안에 첨가
된 fetal bovine serum(FBS)과 Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium/Ham’s F-12(D/F12)가 자궁내막세포들을 성장시
키기에는 적합한 요소들이었지만, 수정란 발달에는 좋지 

않은 영향을 미쳤다(이상희 등, 2014).
이전 연구에서 3차원 공동배양된 자궁내막 상피 및 간

질세포들의 배양액 조건이 돼지 수정란 배양환경과 다르
다는 문제점을 해결하기 위하여, ECM 중 하나인 CM을 
자궁내막 상피세포와 공동 배양하여 세포 배양액을 회수
한 후, 돼지 자궁내막에서 분비되는 성장물질들과 결합된 
CM만을 이용하여 체외 수정란이 발달할 수 있는 환경에
서 공동배양을 통해 앞선 연구에서의 문제점을 해결할 
수 있을 것이라 생각된다. 따라서 본 연구의 목적은 자궁
내막 상피세포와 공동배양된 CM을 이용하여 돼지 체외
수정란 생산 시스템을 확립하는데 있다. 

재료 및 방법

자궁내막세포의 분리 및 배양

돼지자궁은 인근 도축장에서 채취하여 2시간 이내에 실
험실로 운반하였고, Hank's Balanced Salt Solution(HBSS)
를 이용하여 자궁 외부와 내부를 세척하였다. 그 후 자궁
각 부분을 절개하여 상피층을 긁어 Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium(DMEM; Invitrogen, Eugene, OR, USA)
에 회수하였다. 회수된 샘플에서 세포를 분리하기 위하
여 collagenase Ⅳ(Worthington, USA)를 66U/ml의 농도로 
첨가하여 1시간 동안 진탕 배양 후 70 μm cell strainer 
(SPL, Korea)를 이용하여 세포를 걸러낸 뒤 1,200 rpm에
서 4분동안 원심분리하여 상층액을 제거하였다. 혈액성분
을 제거하기 위하여 Tris-NH4를 첨가 후, HBSS로 세척하
고 DMEM과 Ham’s F-12가 1:1로 섞인 D/F12(Invitrogen) 
배양액에 10% fetal bovine serum(FBS; Invitrogen), 0.2% 
amphotericin B(Sigma, St. Luois, MO, USA) 및 0.5% 
Antibiotic-Antimycotic(ABAM; Invitrogen)을 첨가하여 39℃, 
5% CO2 조건에서 세포를 배양하였다.

실험설계

실험 1
hCG 및 IL-1β가 함유된 세포 배양액으로 돼지 자궁내

막 상피세포와 Collagen type I matrix gel(CM; Cell- 
matrix Type I-A, Nitta Gelatin Inc., Japan)를 48시간 동
안 공동 배양한 후, hCG와 IL-1β의 첨가에 따른 자궁내
막 상피세포에서의 PTGS-2 mRNA의 발현양상과 CM에 
존재하는 VEGF 단백질을 분석하여, hCG와 IL-1β의 영
향을 받은 돼지 자궁내막 상피세포와 공동배양 된 CM의 
특성을 분석하였다. 

실험 2
실험 1에서 hCG 및 IL-1β가 함유된 세포 배양액으로 

공동 배양된 돼지 자궁내막 상피세포와 CM에서 자궁내
막 상피세포만을 제거한 뒤, 체외 수정 후 48시간이 지난 
수정란을 CM 위에서 수정란 전용 배양액을 이용하여 
144시간 동안 배양하여, 수정란의 체외 발달률 및 배반포 
형성률을 관찰하였다. 
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체외수정란 생산

도축장으로부터 채취한 난소에서 2~6mm 직경의 난포
로부터 18-gauge 주사기를 이용하여 미성숙 난자를 채취
하였다. 미성숙 난자는 Tissue Culture Medium-199(TCM- 
199, Invitrogen)에 10% porcine follicle fluid(pFF), 5 μg/ 
ml LH, 0.5 μg/ml FSH, 10 IU/ml hCG 및 0.01 μg/ml 
EGF를 포함한 배양액을 이용하여 22시간 동안 성숙 배양
하였다. TCM-199에 10% pFF와 0.01 μg/ml EGF를 첨가
한 배양액을 이용해 22시간 동안 배양하였으며, 모든 배
양은 39℃, 5% CO2 환경에서 진행되었다. 

44시간 동안 성숙배양 마친 후 modified tris buffer 
medium(mTBM; NaCl 113.1 mM, KCl 3 mM, CaCl2 · 
2H2O 7.5 mM, Glucose 11 mM, Pyruvic acid 5 mM, 
L-cysteine 0.57 mM, Tris 20 mM, Penicillin G 20 mM, 
Streptomycin sulfate 3.4 mM)에 0.1% hyaluronidase가 
첨가된 배양액을 이용하여 확장된 난구세포를 제거하여, 
2 mg/ml BSA(Sigma, USA)가 포함된 mTBM 배양액 성
숙된 난자를 옮겼다. 체외 수정에 사용된 정액은 음경 수
압법을 이용하여 채취하여 실험실로 운반 후 1,500 rpm
에서 5분간 원심분리 후 정장액을 제거하고 Modena B 
(glucose 30.0 g/l, EDTA 2.25 g/l, sodium citrate 2.50 g/l, 
sodium bicarbonate 1.00 g/l, tris 5.00 g/l, citric acid 
2.50 g/l, cysteine 0.05 g/l, gentamicin sulfate 0.30 g/l)를 
이용하여 1,500rpm, 5분 조건으로 2회 세척하였다. 세척된 
정자는 4 mg/ml caffeine와 4 mg/ml BSA(Sigma)가 첨가
된 mTBM 배양액에 정자를 희석하였으며, 최종적으로 3.0× 
105개/ml의 정자를 난자와 체외 수정에 이용하였다. 체
외수정 6시간 후 수정된 난자의 난구세포와 정자를 제거
한 후 3 mg/ml BSA가 첨가된 Porcine Zygote Medium-3 
(PZM-3; NaCl 108 mM, KCl 10.00 mM, KH2PO4 0.35 
mM, MgSO4 · 7H2O 0.40 mM, NaHCO3 25.07 mM, 
Glutamine 1 mM, Ca-(lactate)2 · 5H2O 2 mM, Hypotaurine 
5 mM, Gentamicin sulfate 0.05 mg/ml, Basal Medium 
Eagle Amino Acid, MEM)에 3 mg/ml BSA(Sigma) 첨가
된 배양액으로 48시간 동안 배양한 수정란 만을 실험에 
이용하였다.

Conditioned collagen matrix 제작

모든 실험은 24 well dish(SPL, Koera)에서 진행되었으
며, ECM 중 하나인 collagen type I matrix gel(Nitta 
Gelatin Inc.)를 이용하여 자궁내막 상피세포에서 분비되
는 물질들을 결합하기 위한 도구로 사용하였다. 액체상태
의 CM을 0.05 N NaOH, 2.2% NaHCO3, 200 mM HEPES
를 혼합한 buffer와 4:1로 혼합하여 배양 용기 바닥에 200 

Table 1. Primer conditions of PCR

Gene Primer sequence Product size (bp) Tem.(℃) Cycles

PTGS-2
F: TCGACCAGAGCAGAGAGATGAGAT

134 60 40
R: ACCATAGAGCGCTTCTAACTCTGC

β-actin
F: AAATGGGCACGTTGTGGGTG

159 60 40
R: AGGCCAACCGGGAGAAGATG

μl 분주하였으며, 39℃ 환경에서 20분간 배양하여 굳혔다.

체외수정란 배양

자궁내막 상피세포를 Membrane pore size 0.4 μm이
며, diameter가 6.5 mm인 insert dish(SPL)에 5.0×105개/ml
로 분주하여 D/F12에 10%의 FBS를 첨가한 배양액으로 
39℃, 5% CO2 환경에서 24시간 동안 배양하였다. 배양액
을 제거하고, 위의 배양액으로 2회 세척한 뒤 CM에 자궁
내막 상피세포가 들어있는 insert dish를 옮긴 뒤 배양액
에 2.0 IU/ml hCG 및 10 ng/ml IL-1β를 첨가하여 39℃, 
5% CO2 환경에서 48시간 공동 배양하였다. 이후 돼지 자
궁내막 상피세포와 공동배양된 CM만을 체외수정 배양에 
사용하기 위하여 insert dish와 배양액을 제거한 후, 수정
란 전용 배양액인 PZM-3로 3회 이상 세척하였다. 그 후 
paraffin oil을 덮어주어 39℃, 5% CO2 환경에서 3시간 
동안 평형한 후, 체외 수정 후 48시간 때의 수정란을 옮
겨주었다. 이 후 144시간 동안 배양하였으며, 수정 후 192
시간 때의 수정란의 분할률과 배반포 형성률을 현미경하
에서 관찰하였다.

Quantitative RT-PCR
Insert dish 안에서 2.0 IU/ml hCG 및 10 ng/ml IL-1β

의 첨가된 배양액을 이용하여 배양된 돼지 자궁내막 상
피세포를 회수하여 trizol법을 이용하여 RNA를 추출하였
다. 회수된 세포에 RNAiso plus(TAKARA, Japan)를 첨
가하여 50분 동안 교반한 뒤, chloroform을 첨가하여 5분 
동안 교반한 후 4℃, 12,000 rpm 조건 하에 5분 동안 원
심분리 후 RNA 층만을 분리하였다. Isopropyl alcohol을 
첨가 후 교반한 뒤 4℃, 12,000 rpm에서 10분 동안 원심
분리 후 상층액을 제거한 후 건조하였다. RNA의 농도를 
측정하기 위해 DEPC-DW와 혼합한 뒤 Nano drop 200 
(Thermo, USA)을 이용하여 농도를 측정하였다. Reverse 
transcription kit를 이용하여, mRNA는 cDNA로 합성하
였으며, Table 1에 제시한 PTGS-2와 β-actin의 primer의 
조건을 참고하여 유전자를 증폭한 후 Ethidium bromide 
(EtBr; Bioneer, Korea)을 포함한 2% Agarose gel을 사용
하여 전기영동한 뒤, UV로 발현되는 유전자를 측정하였
다. 유전자 band는 imageJ 프로그램을 이용하여 수치화 
한 후 β-actin를 이용하여 일반화 시킨 뒤 처리구간 변화
되는 양을 비교하였다. 

Western blotting
자궁내막 상피세포와 공동배양된 CM에 결합된 VEGF 

단백질을 측정하기 위해 western blotting 기법을 이용하
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였다. 자궁내막 상피세포와 공동배양된 CM을 회수하기 
위하여, 배양 용기 내에 붙어있는 CM은 PBS로 3회 이상 
세척한 후 CM만을 피펫을 이용하여 수집하였다. 배양 용기 
밑에 붙어 있는 200 μl의 CM에 M-PER buffer(Thermo, 
USA)를 첨가하고 초음파 분쇄법을 이용해 파쇄한 뒤 12,000 
rpm에서 10분 동안 원심분리 후 상층액만을 이용하였다. 
이후 12% SDS-PAGE를 이용하여 80V 15분, 140V에서 50분 
동안 전기영동한 뒤, Polyvinylidene fluoride membrane 
(PVDF)을 이용하여 150V에서 60분 동안 transfer 과정을 
거쳤다. 이후 5% skim milk가 함유된 Tris-buffered saline/ 
Tween-20(TBST)로 1시간 동안 blocking 과정을 실시한 
뒤 TBST로 15분간 3회 세척한 후 5% skim milk가 함유
된 TBST에 1:500으로 희석된 rabbit-anti-vascular endothelial 
growth factor D IgG(VEGF-D; sc-25784, Santa cruz bio-
technology, USA)를 이용하여 4℃에서 overnight 한 후 
15분간 3회 세척하였다. 이 후 1:2,000으로 희석된 Goat- 
anti-Rabbit IgG-HRP(sc-2030)을 이용하여 2시간 동안 반
응시킨 다음 TBST로 15분간 3회 세척하였다. 이후 WEST 
SAVE Kit를 이용하여 발광시킨 뒤 chemidoc을 이용하여 
단백질 발현을 관찰한 후 imageJ를 이용하여 수치화 하
였으며, 처리구간 발현되는 양을 비교하기 위해 rabbit-anti

Fig. 1. Experimental design.

Fig. 2. Expression of PTGS-2 mRNA in endometrial epithelial cells treated with hCG and IL-1β (A) and relative expression (B), Endometrial 
cells (Control) were exposed 2.0 IU/ml hCG (EC+hCG) and 10 ng/ml IL-1β (EC+IL-1β) for 24 hours. n=3, a,b Values in the same column 
with different superscripts are significantly different (p<0.05).

-β-actin IgG(NB600-503, Novus Biologicals, 1:500)와 Goat- 
anti-Rabbit IgG-HRP(1:2,000)를 이용하여 β-actin 측정한 
뒤 일반화 시킨 뒤 처리구간 변화되는 단백질 양을 비교
하였다. CM 내 정상적으로 VEGF가 결합되는 것을 확인
하기 위해, 돼지 자궁내막 상피세포와 조직에서 VEGF의 
발현 유무를 측정하였다. 

통계처리

실험에서 얻어진 결과는 SAS 9.3을 이용하여 최소 유의
차 검정과 General linear model(GLM)을 적용하여 Duncan
의 multiple range test에 의하여 p<0.05 수준에서 유의차
를 검정하였다.

결 과

자궁내막 상피세포에서 황체기 시기 발현되는 유전물질 발

현 확인

Fig. 2는 hCG와 IL-1β가 돼지 자궁내막 상피세포 PTGS- 
2의 mRNA 발현에 미치는 영향을 분석한 결과이다. 대조
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구에 비하여 처리구에서 PTGS-2 발현량이 증가한 것을 
확인하였으며(Fig. 1A), 수치화한 결과, hCG 처리구에서 
다른 처리구에 비하여 유의적으로 증가하였다. 따라서 
hCG와 IL-1β는 자궁내막 상피세포의 PTGS-2 mRNA를 
증가시키는 것을 확인하였다. 

자궁내막 상피세포와 공동배양된 CM에 결합된 VEGF 단백

질 확인

돼지 자궁내막 상피세포(EC)와 공동배양된 CM에 결합
된 VEGF 단백질을 western blotting 기법을 이용하여 측
정한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 그 결과, 자궁내막 상
피세포와 공동배양되지 않은 처리구(CM)에서는 VEGF가

Fig. 3. Expression of VEGF in co-incubated cell-matrix collagen 
type I (CM) with porcine endometrial epithelial cells (EC), CMs 
were co-incubated with or without EC treated with hCG and IL-1
β; positive controls were used porcine endometrial epithelial cells 
(Cells) and endometrium tissue (ET).

Table 2. In vitro development of porcine oocyte at 168 h after in vitro fertilization (IVF) using co-incubated collagen matrix gel with 
endometrial epithelial cells

Treatment No. of oocytes in IVF Cleavage (%)
No. of embryo development to (%)

≧2 cell Blastocytes1

CM 190 171
(90.3±3.5)

157
(82.6±2.9)

14
(8.2±0.6)b

Co-incubated 
CM with

EC 199 164
(82.4±3.6)

149
(74.9±2.9)

13
(7.9±0.4)b

EC+hCG 193 158
(83.3±3.5)

144
(74.6±2.1)

14
(9.0±0.6)ab

EC+IL-1β 207 177
(84.6±1.6)

157
(75.8±1.7)

18
(11.2±1.6)a

1 Percentage of total number of oocytes used for IVF, a,b Values in the same column with different superscripts are significantly different 
(p<0.05), in vitro fertilized oocytes were cultured on collagen type I matrix gel (CM), co-incubated CM with endometrial cells (EC) exposed 
2.0 IU/ml hCG (EC+hCG) and 10 ng/ml IL-1β (EC+IL-1β). n=4. 

결합되지 않아 발현되지 않는 것을 확인하였으며, 자궁
내막 상피세포와 함께 공동배양된 CM에서는 VEGF가 
정상적으로 결합하여 단백질이 발현되는 것을 확인하였
다. 또한 CM에 결합된 VEGF 단백질은 자궁내막 상피세
포(cells)와 조직(ET)에서 발현되는 VEGF와 같은 단백질
로 확인되었기 때문에, 자궁내막 상피세포 및 조직의 VEGF
는 CM과 결합되는 것을 확인하였다. hCG와 IL-1β 처리
된 자궁내막 상피세포와 공동배양된 CM에서의 VEGF 단
백질이 결합되는 양을 비교해 본 결과, hCG와 IL-1β를 
처리한 그룹에서 증가하는 경향을 보였지만, 유의적인 차
이는 나타나지 않았다. 

체외수정 능력 검증

hCG와 IL-1β가 처리한 자궁내막 상피세포와 공동배
양된 CM을 이용하여 수정 후 48시간 때의 체외 수정란 
발달을 검증한 결과를 Table 2에 나타내었다. 또한 자궁
내막 상피세포와 공동 배양되지 않은 CM 위에서 배양된 
수정란의 발달률에 대한 결과를 CM으로 나타내어 대조
구로 이용하였으며, hCG와 IL-1β를 처리하지 않은 자궁
내막 상피세포와 공동배양된 CM을 이용하여 처리구의 
결과는 EC로 나타내어 처리구에 대한 능력을 검증하였
다. 그 결과, 수정 후 196시간 후의 체외 수정란 분할률의 
차이는 처리구간 유의적인 차이가 없었으나, CM과 EC처
리구에 비하여, hCG와 IL-1β를 첨가한 처리구(EC+hCG 
및 EC+IL-1β) 배반포 형성률이 증가하는 경향을 보였으
며, 특히 CM처리구에 비해, EC+IL-1β 처리구에서 배반
포 형성률이 유의적으로 증가하였다(p<0.05).

고 찰

생체내의 변화를 알아보기 위해(세포의 활발한 증식으
로 인한-제거) 세포의 확보가 용이한 2차원 세포 배양 시
스템을 구현하여 세포 기작을 연구하는 방법을 많이 사
용한다. 하지만 이러한 방법은 in vivo 상태에서의 세포의 
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기능과 구조적인 형태를 잃어버린다는 단점이 있기 때문
에 3차원 배양시스템을 이용하는 방법을 사용하고 있다
(Ip와 Darcy, 1996). 이러한 3차원 배양을 구현하기 위해 
많이 사용되는 CM은 자궁내막 상피세포의 형태학적인 특
성(Ghosh와 Sengupta, 1995)과 재구성에 관한 연구(Wang 
등, 2010), 돼지에서 자궁세포 단일배양 및 자궁세포 공동
배양으로 인한 세포 분비물질을 이용한 세포외 기질과 
자궁세포 사이의 기작에 대한 연구(Cha 등, 2013) 및 3차
원 배양된 자궁세포들을 이용한 체외수정 효율 개선방법 
및 자궁과 수정란과의 세포신호 상호규명(Lee 등, 2014)
의 연구에서 이용되었다. 이전 연구에서 CM 내부에 자궁
내막세포들을 배양한 후 그 위에서 체외 수정란 발달에 
관련된 실험을 실시하였을 때, 돼지의 자궁내막세포 및 
체외 수정란이 성장하는 배양액 조성이 다르기 때문에 수
정란 발달 효율이 저조한 것을 확인하였다(Lee 등, 2014). 
이러한 문제점을 해결하기 위해 본 실험에서는 돼지 자
궁내막 상피세포에서 분비되는 물질만을 함유한 CM을 
제조하기 위하여 insert dish에 자궁내막 상피세포를 부착
시킨 뒤 CM과 공동 배양하는 방식으로 실험을 진행하였
다. 따라서 본 연구에서는 hCG와 IL-1β를 inset dish안
에서 배양되는 자궁내막 상피세포에 처리함으로써 발정
주기 중 수정란의 성장, 발달 및 착상이 이루어지는 황체
기 자궁내막에서 분비되는 물질이 CM에 결합되도록 자
궁내막 상피세포와 CM의 공동배양 시스템을 확립하였고, 
CM을 자궁내막 상피세포에서 분비되는 물질들을 결합하
는 도구로써 체외 수정에 이용한 결과 자궁내막 상피세포
에서는 PTGS-2 mRNA 발현이 변화하였으며, 자궁내막 
상피세포와 공동배양된 CM에서는 자궁내막 상피세포와 
조직에서 발현되는 VEGF 단백질 발현을 확인하였다. 이
는 호르몬과 cytokine 첨가에 따른 자궁내막 상피세포에
서 조절되는 분비 인자들이 CM에 정상적으로 결합되었
다고 판단되고, 이러한 결과가 체외 수정란 배반포 발달
률에 영향을 미쳤다고 판단된다. 

포유동물의 발정주기에 따라 난포 및 난자의 성숙과 
자궁내막이 두꺼워지는 난포기와 배란 후 난소에서의 황
체형성과 퇴행, 자궁내막 분비선의 증가 및 배반포가 착
상을 하는 시기인 황체기로 분류한다. 이러한 자궁내막의 
생리학적 및 형태학적 변화는 다양한 호르몬, cytokine, 
단백질 및 다른 여러 가지 요인에 의하여 일어난다(Gray 
등, 2001; Hempstock 등, 2004; Roberts와 Bazer, 1988). 
이 중 hCG와 IL-1β는 수정란의 착상과 임신을 위한 자
궁생리를 조절하는 중요한 인자로 알려져 있다(Fadhillah 
등, 2014; Sugino, 2014). 포유동물에서 LH와 구조적, 기
능적으로 유사한 hCG는 황체기 시기를 유도하기 위한 in 
vitro 연구(Balazi 등, 2012; Bołzan 등, 2013; Zhang 등, 
2011)와 과배란을 유도하기 위한 in vivo 실험에 많이 이
용된다(MISUMI 등, 2014; Tomás 등, 2013; Wongkaweewit 
등, 2012). IL-1β는 면역반응에 관여하는 cytokine 물질 
중 하나로써 포유동물의 영양외배엽의 재구성, 태아와 모
체 사이의 임신 인지 및 성공적인 착상을 위한 자궁내막
의 생리학적 변화에 관여한다(Geisert 등, 2012). 이러한 
인자들은 자궁에 작용해 PGs 합성에 관여하여 자궁생리
를 조절하는 것으로 알려져 있으며(Burton 등, 2007; Herrler 
등, 2003), PG-endoperoxide synthase 2(PTGS-2)는 arachidonic 

acid를 PGs 전환시켜주는 역할을 하고, 착상 및 면역반응
에 관여한다는 보고가 있다(Choi 등, 2014). 본 연구에서
는 돼지 자궁내막 상피세포에 hCG와 IL-1β를 첨가하였
을 때, PTGS-2 mRNA가 증가하는 것을 확인할 수 있었
으며, 이러한 결과는 LH가 자궁내막의 PTGS-2를 증가시
킨다는 연구결과(Rao 등, 2005)와 IL-1β가 PTGS-2를 증
가시켜 PG의 증가시킨다는 연구결과(Choi 등, 2014)와 일
치한다. 따라서 hCG와 IL-1β는 자궁내막 상피세포의 
PTGS-2를 증가시킴으로써 수정란의 발달이 이루어지는 
황체기 시기 자궁내막에서 분비되는 물질을 조절하였다
고 판단된다.

수정란의 발달과 착상을 준비하기 위하여 자궁내막은 
다양한 생리학적 및 형태학적인 변화가 일어나며, 이 중 
혈관신생작용과 혈관재구성은 자궁내막의 발달과 증식에 
있어 필수적인 현상이기 때문에, 이를 조절하는 VEGF는 
발정주기 자궁내막 환경과 밀접한 관련이 있다(Ferrara와 
Davis-Smyth, 1997; Risau, 1997). 배란 후 자궁내막은 황
체에서 분비되는 progesterone에 의해 자궁선, 혈관 및 
두께가 증가하며, 자궁 내 환경을 조절하기 때문에 성공
적인 수정란의 발달과 착상을 위해 배란 이후 황체의 조
절을 받는 자궁내막의 혈관 발달은 매우 중요하다(Gaengel
과 Betsholtz, 2013; Lähteenvuo와 Rosenzweig, 2012; Shibuya, 
2013). hCG와 LHR를 함께 공유하는 LH는 자궁내막세포
의 VEGF를 증가(Kaczmarek 등, 2010)시킨다는 보고가 있
으며, 자궁내막에서의 IL-1β와 VEGF는 서로 깊은 관련
이 있다고 알려져 있다(Tayade 등, 2006). VEGF는 혈관
신생 작용뿐만 아니라, 수정란 발달에 영향을 미치기 때
문에 VEGF를 이용한 수정란 생산효율을 증진시키기 위
해 많은 연구가 진행되었다(Biswas 등, 2011; Dumont 등, 
1995; Luo 등, 2002).

실제로 VEGF는 농도 의존적에 따라 ECM과 결합하는 
능력이 달라지며, VEGF와 결합된 ECM은 세포의 성장을 
증진시킨다는 보고가 있다(Poltorak 등, 1997). 또한 VEGF
를 구성하는 아미노산 숫자에 따라 ECM과 결합하는 능
력이 변화(Park 등, 1993)하기 때문에 VEGF가 결합된 ECM
을 이용한 연구가 이루어져 있으며, 이러한 기술을 세포
에 적용하여 성장능력을 조절하는 연구 또한 이루어지고 
있다(Gao 등, 2011). 또한 생체 내에서 혈관 신생작용이 
활발하게 일어나는 조직인 심장의 ECM 중 85%가 collagen 
type I으로 이루어져 있기 때문에, collagen type I에 결
합효율이 높은 재조합 VEGF를 생산(Zhang 등, 2009)하
는 연구도 이루어져 있으며, collagen type I을 주성분으
로 한 patch에 VEGF를 결합시켜 손상된 심장을 치료하
는 조직공학적인 연구 또한 활발하게 진행되고 있는 실
정이다(Gao 등, 2011). 따라서 본 연구에서 이용된 collagen 
type I cell matrix 자궁내막 상피세포에서 분비되는 VEGF
를 결합할 수 있는 도구로 판단되어 실험에 이용하였다. 
실제로 본 연구결과에서 역시 자궁내막 상피세포와 공동
배양된 CM에서 자궁내막 상피세포와 조직에서 분비되는 
VEGF가 결합된 것을 단백질 발현을 통해 확인하였으며, 
이러한 CM을 이용하여 체외수정을 하였을 때 체외수정
의 배반포 형성률이 증가하는 것을 확인하였다. 이는 앞
서 언급한 VEGF가 collagen type I의 결합 성질과 수정
란의 발달을 증가시켰다는 결과와 일치하고, 황체기 시기
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의 자궁내막환경을 조절하기 위해 사용된 인자들에 의해 
자궁내막 상피세포에서 분비된 VEGF가 결합된 CM이 돼
지 체외 수정란 생산 효율을 증진시켰다고 판단된다. 하
지만 돼지 자궁내막 상피세포에서 PTGS-2의 유전자와 
VEGF의 상호작용에 대한 연구는 거의 이루어지지 않았
기 때문에 이해 대한 연구가 필요하다고 생각한다. 또한 
VEGF 이외에 자궁내막 상피세포에서 분비되는 다른 인
자들이 CM에 결합할 수도 있기 때문에, 이에 대한 추가
적인 연구를 진행할 예정이다. 

따라서 자궁생리를 조절하는 인자인 hCG와 IL-1β는 
배양된 돼지 자궁내막 상피세포에 작용하여 분비되는 물
질들을 함유할 수 있는 물질을 체외 수정란의 배양에 이
용한다면, 생산효율을 증진시킬 수 있을 것이라 판단된
다. 또한 이러한 연구는 체외에서 재현해내기 힘든 체내 
환경을 이용하여 수정란 발달과 이에 대한 세포간의 상호
작용을 연구하는데, 큰 도움이 될 것이라 생각된다. 
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