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소 난소 온 보존이 난자의 체외 발달에 미치는 향
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ABSTRACT

During the ovary preservation in low temperature, the cumulus oocyte complexes(COCs) lose their developmental 
competences after in vitro fertilization. We used phosphate-buffered saline (PBS) as a basic solutions of  at various 
temperatures (25, 15 or 5 ℃) and supplemented them with 1mM glucose and 0.5mM glutamine as a source of 
carbohydrate metabolites. After recovery of COCs and in vitro fertilization, a significantly higher number of oocytes 
developed into blastocysts. The developmental competence of embryos that were originated from ovaries preserved 
at 15 ℃ was increased compared to those of 25 or 5 ℃. The maturation rate of oocytes was not differed between 
24 and 36 h at 15 ℃ but showed lower than control group (71% versus 78%).  In vitro-fertilized oocytes from ovaries 
stored at 25 ℃ for 24 h or at 5 ℃ for 24 h had a significantly decreased developmental potentials, but at 15 ℃ 

did not (27% versus 29% of blastocysts to develop into day 8). With these results, bovine ovaries can be preserved 
at 15 ℃ for 36 h without decreasing developmental capacity of in vitro-fertilized oocyte at least to the blastocyst 
stage. This information provides valuable information of preserving ovaries for embryo transfer or in vitro embryo 
production. 
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서 론

소의 체외 수정란 생산기법은 일반 으로 도축장 유래 난

소로 부터 난자-난구세포괴(COCs, cumulus oocyte complex)
를 회수하고 난자의 체외 성숙, 체외성숙  수정란 발생  

수정란 이식기법을 활용하여 건강한 송아지를 생산하는데 이

용되고 있다. 이 때 사용되는 난소는 일반 으로 0.85% NaCl 
용액을 침지되어 30~34℃에 보존되어 6~8시간 이내에 실험실

로 이송되어 난자를 회수하는데 이용된다(Iwata 등, 2003). 그
러나 난소는 하나의 장기로서 산소의 공 과 양 성분이 요

구되는 것으로 추정되나, 이송 과정 동안 액의 유실을 통하

여  산소 상태가 6~8시간 이상 유지되면 난자의 질이 하

되는 것으로 알려져 있다(Yang 등, 1990; Abe 와 Shioya, 
1996). 한, 난소 이송과정 에서 보존 온도를 높게 유지하

게 되면 난소 내 에 지의 사가 진되어 난자의 질  하

를 야기 할 수 있는 것으로 알려져 있다. 장기 이식을 하여 

심장, 신장  안구 등의 냉장 보존액에 한 연구는 50여 년 

부터 실시되어 많은 자료가 축 되었으나(Collins 등, 1972; 
Jablonski 등, 1980; Guibert 등, 2011), 난소의 이송에 한 

한 조건에 한 연구는 도축장에서 난소를 채취한 후 가

 짧은 시간(3~6시간)에 사용하는 것이 유리하다는 연구결

과가 보고되어 있다(Ball 등, 1983: Yang 등, 1990). 그러나 난

소 보존에 한 다양한 연구나 온상태에서의 양소 요구

량 등에 한 연구는 많지 않으며, 특히 장에서 이식에 활

용되는 배반포는 그 수량보다는 꾸 하게 생산되는 수정란의 

갯수와 질이 더 요하다고 단되는데 그 이유는 수란우를 

선정하고 이송하는데 필요한 시간  여유를 확보하는데 더욱 

유리하기 때문이다(Reis 등 2002). 그러므로 난소를 보존하여 

건강한 수정란을 주간에 걸쳐 꾸 하게 생산하는 연구는 산

업 으로 요한 문제인데, 아직까지 난소 온 장에 한 

연구는 다른 장기의 온 보존 방법과 비교해 볼 때 많은 자

료를 찾아보기 어렵다. 
온 장에 한 연구는 아직 기 연구단계로서 생체 유래 

배반포(in vivo blastocyst)를 신선한 상태로 냉장 보존을 실시하
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여 장기간 온 장하는 방법에 하여 성공 인 연구 결과가 

최근 보고되었다(Ideta 등 2013, Ideta 등, 2015). 이런 연구는 

이식 가능한 배반포를 계속 으로 공 한다는 에서 동일한 

목 을 가진 기술이라고 단할 수 있는데(Ideta 등, 2015), 이
식 가능한 수정란을 지속 으로 생산하는 것은 생체 유래 배반

포를 지속 으로 보존하는 것과 차이가 있으며 난자를 회수하

는 시 을 조 함으로서 건강한 배반포를 균일하게 생산하면 

더욱 이용성이 높을 것으로 단된다. 따라서 본 연구에서는 

도축장으로부터 난소를 이송하고 보존하는 연구를 통하여 난

소 보존 방법에 한 효율 인 방법을 강구하고자 실험을 실시

하 다. 도축장에서 채취된 난소를 온 장할 때 glucose와 

glutamine을 첨가하여 온보존성을 조사하 으며 한 난

소 보존 조건을 확보하여 난자 이용성을 증진시킴과 동시에 

수정란 생산에 한 시간  장 을 확보하기 하여 다양한 

조건에서 난자의 성숙율, 체외 수정  발생율을 조사하 다.  

재료 및 방법

1. 난소의 보존

도축장에서 난소를 채취하고 0.85% 생리식염수에 세척하

으며 100U/ml penicillin과 100㎍/ml streptomycin이 첨가된 인

산완충용액(PBS, phosphate buffered saline, calcium megnesium 
free, Gibco, USA)을 각각 5, 15  25 ℃로 맞추어 보온병에 

2시간동안 보존하 다. 실험실로 이송된 난소는 다시 각각의 

온도로 조정된 온배양기(MyClone, MCL-20A, Science & 
Technology, Korea)로 보존하 으며, 이때 1mM glucose와 

0.5mM glutamine을 첨가된 PBS에 난소를 침지하여 24, 36 
는 48시간 동안 보존하 다.

2. 난자의 회수율 및 성숙율 조사

온 보존된 난소의 난포에서 난자-난구세포 복합체(COCs)
를 18G 주사침으로 흡입하여 회수하 으며 TCM-199배양액으

로 약 22시간동안 성숙배양을 실시하 다. 성숙배양액은 

25mM HEPES(Sigma Chemical Co.), 10% FBS(Gibco, Korea), 
100μM cysteamine (Sigma Chemical Co.)과 0.1U/ml FSH를 첨

가하 고(Ball 등, 1985) 5% CO2로 조정된 배양기에서 성숙된 

난자는 hyarulonidase(Sigma Chemical Co.) 300U/ml을 처리하

여 micromanipulator가 장착된 10배 역상 형 미경으로 

hoechst 33342로 염색된 극체의 핵을 찰하여 성숙율을 단

하 다.

3. 체외 수정

성숙배양이 끝난 난자는 한우 후보씨 수소(KPN 999)를 이용

하여 수정을 실시하 으며 기본 배양액으로 BO배지를 활용하

다(Brackett과 Oliphant, 1975). 융해된 동결정액을 calcium과 

magnesium이 없는 PBS 6ml로 800g에서 7분간 원심 분리하여 

세정하 으며 thiophillin 0.45㎍/ml이 첨가된 BO배양액으로 

4~6×106/ml 농도로 희석하 다. 체외 성숙된 난자 당 5~10×103

개가 함유되도록 정자 부유액을 최종 부피가 40~50㎕ 소 이 

되도록 첨가하 다. 체외 수정시간은 8시간으로 조정하 으며 

수정된 난자를 체외 배양하기 하여 COCs를 난자와 동일한 

크기의 미세 유리 으로 흡입  배출을 반복하여 난구세포를 

제거하 다. 

4. 체외 배양

난구세포가 제거된 난자는 mSOF 발생용 배양액으로 옮겼

으며 3mg/ml BSA(Sigma Chemical Co.)가 첨가된 소 에서 2
일 동안 5% CO2, 5% O2 와 90% N2로 조정된 배양기에서 

기 발생을 유도하 으며 배양 3일째에 FBS 10%를 첨가하

다. 배양 3일과 7일에 수정란의 발생단계를 찰하 으며 난

할율과 배반포 형성율을 찰하 다.

5. 자료 분석

난자의 성숙율, 난할율  발생율은 Student’s t-test로 분석

을 실시하 다. P-값이 0.05보다 낮은 실험군은 통계 으로 

유의성이 있는 것으로 간주 되었다.

결 과

1. 난소 저장 온도가 난자의 성숙에 미치는 영향

상온에서 6시간 노출된 난소를 조군으로 이용하여 서로 

다른 온도(5, 15 는 25 ℃)에서 각각 장된 난소에서 난자

를 채취하여 성숙배양을 실시하 다(Table 1). 처리군당 10의 

난자를 무작 로 배치하고 24시간동안 보존한 후, 난자를 채

취하여 22시간 체외 배양을 실시하 다. 난자 성숙율을 MII
기 난자의 출 율로 조사하 을 때 조군은 72.7%, 5 ℃ 처

리군은 37.5%, 15 ℃ 처리군은 67.6%를 찰하 으며 25℃에

서 보존된 난자의 경우 27.3%로 성숙율이 낮아졌다. 조군

과 15 ℃ 처리군 사이에는 유의  차이가 존재하지 않았으며 

5 ℃처리군과 25 ℃처리군 사이에 유의  차이가 존재하지 

않았다 (P > 0.05). 

2. 난소 저온 저장 시간이 난자의 성숙에 미치는 영향

Table 2에서는 15 ℃에서 난소를 장할 때 장 시간이 난

자의 성숙율에 미치는 향을 조사하 다. 난소에서 성숙배양

을 실시하 을 때, 난소 당 난자는 수는 온도가 낮아질수록 
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Table 1. Effects of preservation temperature of ovaries on the maturation rate of COCs

Treatment (℃/h) No. of COCs / Ovaries No. of matured oocyte (%±SD)
25 / 6 44 / 10 32 (72.7±3.6) a

5 / 24 32 / 10 12 (37.5±7.8) b

15 / 24 37 / 10 25 (67.6±6.8) a

25 / 24 33 / 10 9 (27.3±7.6) b

a, b Values with different superscripts in column differ significantly (P < 0.05).

Table 2. Effects of preservation time of ovaries on the maturation rate of COCs

Treatment (℃/h) No. of COCs / Ovaries No. of matured oocyte (%±SD)
25 / 6 56 / 10 44 (78.6±7.2) a

15 / 24 50 / 10 36 (72.0±8.4) a

15 / 36 45 / 10 28 (62.2±3.8) b

15 / 48 34 / 10 13 (38.2±6.3) d

a, b Values with different superscripts in column differ significantly (P < 0.05).

Table 3. Effects of storage temperature of ovaries for 24 h on the development of in vitro fertilized oocytes

Storage temperature (℃/h) No. of oocytes used 
No. of oocytes developed to (%)

8 cells Morula Blastocyst
25 / 6 45 27 (60.0±6.7) a 19 (42.2±7.7) a 15 (33.3±11.5) a

5 / 24 46 14 (30.4±3.4) b 8 (17.4±10.1) b 6 (13.0±6.7) b

15 / 24 44 25 (56.8±8.8) a 19 (43.2±3.3) a 13 (29.5±3.4) a

25 / 24 46 11 (23.9±12.5) b 4 (8.7±2.8) b 0 (0.0±0.0) c

a, b, c Values with different superscripts in column differ significantly (P < 0.05).

Table 4. Effects of storage time of ovaries at 15℃ on the development of in vitro fertilized oocytes

Storage temperature (℃/h) No. of oocytes used 
No. of oocytes developed to (%)

8 cells Morula Blastocyst
Control 75 41 (54.7±8.4) a 27 (36.0±6.1) a 22 (29.3±9.1) a

15 / 24 74 33 (44.6±8.8) a 25 (33.8±8.6) a 19 (25.7±5.7) a

15 / 36 75 28 (37.3±8.7) b 24 (30.7±7.5) a 20 (26.7±7.2) a

15 / 48 75 27 (36.0±5.3) b 13 (17.3±2.5) b 9 (12.0±3.1) b

a, b, c Values with different superscripts in column differ significantly (P < 0.05).

회수율은 낮아지는 경향을 찰하 으나 이는 처리군당 난소 

내 난포의 수가 서로 다른 이유에 의하여 나타나는 것으로 추

정되었다. 15 ℃로 온 장된 난소에서 유래된 난자를 22시
간 체외 배양하 을 때, MII기 난자의 출 율은 조군에서는 

78.6%, 24시간 보존된 처리군은 72.0%, 36시간 보존될 경우 

62.2%로 찰되었으며 48시간 배양시 38.2%로 찰되어 보

존기간이 증가 할수록 성숙율은 낮아지는 경향을 찰하 다. 
15 ℃에서 24시간 는 36시간 보존된 난소군은 조군과 유

의  차이가 찰되지 않았으며 48시간 보존된 난소의 경우 

조군과 유의  차이를 찰되었다 (P < 0.05). 

3. 난소 저장 온도가 난자의 발생에 미치는 영향

Table 3에서는 5, 15  25 ℃에서 난소를 24시간 장할 

때 장 온도가 난자의 발생율에 미치는 향을 조사하 다. 
조군과 비교하 을 때, 5 ℃ 처리군의 8세포기, 상실기  

배반포 발생율은 유의  차이가 찰되지 않았으며 (60.0 % 
 56.8%, 42.2%  43.2%  33.3%  29.5%), 25℃에서 24

시간 보존된 경우 배반포는 생산되지 않았다(P < 0.05). 5 ℃ 

처리군의 경우,  8세포기, 상실기  배반포 발생율 모두 조

군과 15 ℃ 처리군에 비하여 유의 으로 낮은 결과를 찰할 

수 있었고 낮은 효율로 배반포를 생산할 수 있었다(P < 0.05).  
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4. 15℃에서 보존시간이 발생에 미치는 영향

Table 4에서는 15 ℃에서 난소를 24, 36  48시간 동안 

장할 때 장 시간이 난자의 발생율에 미치는 향을 조사하

다. 조군과 비교하 을 때, 24시간 처리군에서 8세포기는 

각각 44.6%  54.7%, 33.8%  36.0%  25.7%  29.3%로 

유의성이 찰할 수 없었다(P > 0.05). 그러나 36시간과 48시
간 처리군에서 8세포기 발생율은 37.3%  36.0%로 조군

과 유의  차이가 존재하 으며, 48시간 처리군에서 상실기

와 배반포기의 발생율(13.7%  36.0%  12.0%  29.3%)은 

모두 유의 인 차이가 존재하 다 (P < 0.05). 

고 찰

본 연구에서는 도축장에서 채취된 소 난소는 2~3시간 안에 

실험실로 이송을 실시하고, 온 배양기를 활용하여 보존할 

경우 15 ℃에서 36시간까지는 안정 으로 보존할 수 있음을 

증명하 다. 난소의 온 장성은 난자의 성숙율과 수정란 

발생율을 비교하여 검토하 으며 온 장된 난소유래 수정

란을 리모에게 이식을 실시하지 않았으나, 실험실에서 PBS
를 기본 보존액으로 사용하고 glucose와 glutamine을 첨가하

면 난소를 보존을 할 수 있음을 증명하 다. 소의 경우 인공

수정으로 증식하게 되면 많은 개체를 쉽게 확보 할 수 있으나, 
암컷에 한 유 자원은 상 으로 낮게 후손에게 달되는 

단 이 존재한다. 이를 극복할 수 있는 방법으로 체외  체

내 수정란 이식을 실시하게 되는데, 수정란 이식의 효율성을 

증진시키기 하여 체외 수정란은 agarose에 포매하여 체내 

수정란  OPU유래 수정란과 함께 이식하는 방법이 보고되

었다(Senatore 등, 2010). 이와 같이 수정란 착상 효율을 증진

시키기 하여 체외 수정란을 실험실에서 지속 으로 생산하

는 것은 이식 성 을 증진시키는 실험 재료로서 활용성이 기

되고 있다.  
소의 난소 장에 하여 Matsushita 등(2004)은 10 ℃와 

20 ℃에서 24시간 보존할 때, 난자의 성숙율은 차이를 찰 

할 수 없다고 하 으나, 본 실험을 실시하 을 때 10 ℃에서 

보존된 난자에서는 우수한 난자의 회수율에 문제가 있는 것

으로 단되었기에(미발표 자료) 본 연구에서는 15℃의 조건

을 설정하 다. 특히, 20℃ 보존의 경우, 도축장에서  유래하

는 오염균에 의한 감염이 약 5~15%의 출 율로 발견되어 더 

낮은 온도에 의한 실험 자료가 필요하다고 단되었다. 본 연

구 결과에 따르면 36시간 동안 보존하여도 배반포가 생산되

는 것을 확인하 기에 세포의 생명유지 상에 반드시 필요

한 glucose는 장기의 온 보존 뿐 아니라 난소의 온 장

에도 향을 주는 것으로 단된다. 장기가 온에서 산소가 

압상태를 유지할 때, glucose와 glutamine은 양성분으로 

공 됨이 보고되었으나, 난소의 경우 오염균의 양성분으로

서 이용될 가능성이 높은 것으로 단된다. 그러나 온도를 1
5℃로 낮추게 되면 조직 내 세포의 사도 억제됨과 동시에 

오염균의 증식 한 낮출 수 있는 것으로 단된다. 반면, 
COCs의 경우, 온에 하여 더욱 민감한 것으로 보고되었는

데, 채취된 난자를 0℃에서 30분 노출 할 경우 약 1%의 배반

포만 발생할 수 있는 것으로 보고되었다(Martino 등, 2004). 
그러므로 장기 이식에 이용되는 온 장 방법을 응용하여 

난소를 보존하는 방법은 균일한 수정란 생산에 요하며 이

에 한 연구가 더욱 필요하다고 보여진다. 
난소를 온 장할 때, 성숙율과 수정 후 난할율  발생

율이 낮아지는 원인은 세포 내 미세소 (MT, microtubule)의 

안정성에 의하여 나타나는 상임을 추론해 볼 수 있다. 세포

의 골격을 이루고 있는 미세소 은 온에서 불안정하다는 

것이 식물에서도 밝 져 있으며(Bokros 등 1996), 부분의 

포유류 세포의  미세소 은 4℃의 온상태에서 분해되는 것

으로 알려져 있다(Wallin과 Strömberg, 1995; Lodish 등 2000). 
그러므로 소 난소의 냉장처리과정에서 난자의 세포 골격을 

구성하는 MT의 구조는 손상 받은 형태로 남아 있을 수 있고, 
이것이 난자의 성숙과 발생에 미치는 향이 클 것으로 추정

된다. 본 연구 결과에서도 5℃에서 24시간 보존할 경우 난자 

성숙율이 37% (12/32)로 낮아 졌으며 15℃에서는 조군과 

유의  차이가 없는 수 으로 성숙되는 결과를 얻었고 이러

한 결과는 난소를 무 낮은 온도에 장할 때 낮은 난자 성

숙율이 나타난다는 상을 설명해 주고 있다. 난소의 온

장 과정 에 나타날 수 있는 손상은 온상태에서 조직과 세

포의 사에 의한 산소증에 의한 손상(hypoxic injury)을 고

려해 볼 수 있다. 온 보존과정은 난소 조직의 신진 사를 

낮추고 산소 소모를 억제해야 하는데 이것이 충분하지 않을 

수 있어 활성화 산소(ROS, reactive oxygen species)가 세포내

에 축 되게 되며 세포막의 괴를 유도할 수 있다. 한 난

자는 배반포로 발생하기 하여 많은 양소를 필요하게 되

며 아미노산과 비타민이 요한 성분으로 알려져 있으므로 

사물질의 결필을 막기 하여 온 장 과정에서 양성분

을 공 할 필요성이 존재한다(Rosenkraus와  First. 1991). 
본 연구에서 사용된 PBS는 calcium과 Magnesium이 없는 

제품을 선택하 는데 이는 세포 내 산성화(acidosis)와 연 하

여 제품 특성을 고려하여 선택하 다. 난소의 온 장과 

련된 칼슘의 기능은 다른 장기의 온 장 과정 에 나타날 

수 있는 상과 동일하다고 단된다(Guibert 2011). 온 보

존에 의하여 더 이상 공 되지 않는 ATP가 고갈되면 소포체

의 Ca2+ ATPase의 기능이 상실하게 되고 세포질 내 칼슘의 농

도가 증가하게 된다고 알려져 있다(Elimadi와 Haddad. 2001). 
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이런 상이 지속되면 세포내의 미토콘드리아는 막투과성을 

잃어버리게 되며 세포내 calcium, 나트륨  물이 축 되어 

조직이 회복되지 못하는 수 에 도달하게 된다(Rauen과 de 
Groot. 2004). 그러므로 장기의 장 용액으로 사용되는 배양

액의 경우, calcium은 비교  짧은 시간인 24시간 이내에 

온 장하는 경우에도 상용화되어 있는 보존액에서 생략되거

나 첨가되더라도 μM수 에 불과하다(Rauen과 de Groot. 
2004). 세포의 배양에 필수 아미노산으로 가장 많이 사용되는 

glutamine은 0.5~10mM 농도의 범 에서 이용되나, 흔히 사용

되는 TCM-199, DMEM, GMEM, F-12 등의 배양액에서는 주

로 2~4mM을 주로 이용하고 있다(Ozturk와 Palsson. 1990). 
온의 환경에서 glucose가 고갈되었을 때, glutamine은 세포질 

내 에 지 사의 공 원으로서 요한 역할을 담당할 수 있

는데, glutamine은 세포질에서 질고 공 원으로서 작용하여 

미토콘드리아의 TCA cycle의 간물질인 glutamate를 공 함

과 동시에 생체 내 NAD와 NADP를 합성하는데 공 되는 질

소 원자를 공 하기 때문이다(Matello 등, 2013). 그러므로 무

기염류로 이루어진 PBS에 양성분을 공 하여 난소를 보존

하게 되면 보존 능력이 높아지게 되며 조직 내 양성분이 고

갈되더라도 난자의 생존에 필요한 에 지를 공 할 수 있는 

것으로 추정된다.  

결 론

본 연구에서는 도축장 유래 소난소를 15℃에서 36시간 보

존하는 것은 난자의 발생 능력을 해하지 않으며 이때 

glucose와 glutamine을 첨가된 PBS는 도축장 유래 난소의 활

용성과 효율 인 배반포 생산에 유리하게 작용할 수 있음을 

밝혔다. 그러나 난소는 5℃와 25℃ 온도 범 에서는 난자의 

성숙율과 발생율이 낮아 활용도가 떨어지기 때문에 최소한의 

사를 유지하면서 양 성분에 한 첨가하는 방법은 사

련 연구와 함께 다양한 방법으로 증명되어야 할 것으로 생

각되며 앞으로 온 장연구의 주요 상이 될 것으로 단

된다.   
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