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ABSTRACT

The oocyte undergoes various events during in vitro maturation (IVM) and subsequence development. One of the 
events is production of reactive oxygen species (ROS) that is a normal process of cell metabolism. But imbalances 
between ROS production and antioxidant systems induce oxidative stress that negatively affect to mammalian 
reproductive process. In vitro environments, in vitro matured oocytes have many problems, such as excessive produc-
tion of ROS and imperfect cytoplasmic maturation. Therefore, in vitro matured oocytes still have lower maturation 
rates and developmental competence than in vivo matured oocytes. In order to improve the IVM and in vitro culture 
(IVC) system, antioxidants, vitamins were added to the IVM, IVC medium. Antioxidant supplementation was effective 
in controlling the production of ROS and it continues to be explored as a potential strategy to overcome mammalian 
reproductive disorders. Based on these studies, we expect that the use of antioxidants in porcine oocytes could im-
proved maturation and development rates.
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서 론         

가축산업에 있어 배아의 체외 생산 기술은 중요한 기
술 중 하나로 여겨지고 있으며, 특히 유전물질의 분배와 
종의 보존, 가축의 대량생산, biomedical animal 등 다양
한 분야에 이용되고 있다(Appeltant 등, 2015). 특히 돼지
는 인간과 장기의 성질과 크기가 비슷하기 때문에(Kwak 
등, 2012), 이종 장기 이식 동물 또는 인간의 질병 모델 
개발을 위한 형질전환동물 분야에서 많이 연구되고 있다
(Jeon 등, 2014). 다양한 분야에서 사용되는 배아를 성공
적으로 체외 생산하기 위해 체외성숙, 수정 및 배양 과 
정을 거치게 되지만, 체내보다 높은 산소의 농도, 빛의 노
출, 시약 또는 배양액의 오염, 연구자의 미숙한 기량 등

체외 환경에 의해 세포내에서 생성된 활성산소종(reac-
tive oxygen species, ROS)으로 인해 손상 받게 된다. Hy-
drogen peroxide(H2O2), superoxide(O2

—), hydroxyl radi-
cal( OH) 등을 포함하고 있는 ROS는 세포 내 산화스트
레스를 유발한다고 알려져 있으며, 난자의 성숙과 발달을 
저해한다(Kitagawa 등, 2004). 체외환경에서 생산된 세포
내 ROS로 인하여 체외 생산된 배아는 체내 유래 수정란 
보다 그 품질이 저하된다고 알려져 있으며, 난자의 체외
성숙과 배아발달 동안 산화스트레스를 감소시키기 위  
해 세포내에서 배양액에 항산화제(Spinaci 등, 2008) 및 
비타민(Tareq 등, 2012) 등을 첨가한 연구가 많이 진행되
고 있다. 따라서 본 논문은 배아의 체외 생산에 미치는 
ROS와 항산화제의 영향에 대해 초점을 맞추어 작성되었
다. 
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ROS

ROS는 세포에 손상을 입히는 모든 종류의 변형된 산
소를 뜻하며, O2

—, OH, RO2, HO2
—, H2O2 등이 ROS에 

포함된다(Bayr, 2005). 체내에서 ROS는 세포의 대사작용
이 일어나는 동안 생산되는데, 이때 생산된 ROS는 미토
콘드리아의 전자전달, 효소적 반응, 핵 내 전사 인자의 활
성, 신호적 전달, 호중구와 대식세포의 항균작용에 관여
를 한다(Bayr, 2005). 하지만 많은 양의 ROS는 세포의 
apoptosis, 세포 손상, 지질 과산화, 효소의 불활성화 등 
세포에 부정적 영향을 미치며(Tatetomo 등, 2000), 정자의 
운동성 감소, 수정억제 및 배아 발달의 저하 등 체외배양 
효율을 감소시킨다(Awda 등, 2009).  

Superoxide(O2
—)

활성 산소의 1종으로 O2
—는 전자 하나가 O2 분자로 이

동함에 따라 발생이 되며, 전자 전달계로부터 전자가 새
어나와 superoxide radical이 형성이 된다. 일반적으로 생
체 내에서의 여러 가지 산화환원효소에 의한 반응결과로 
생산되며, 반응성이 아주 높고, 많은 화합물을 산화시킨
다. O2

—은 매우 반응성이 높은 홀수 전자 상태이며, 이 반
응에 의해 세포 내외로 ROS의 형성과 확산이 시작되고, 
또한 대부분의 O2

—는 ROS의 시작점 및 산화연쇄반응의 
매개체로 작용한다. 백혈구가 세균과 접하였을 때 O2

—은 
살균작용에 중요한 역할을 하는데, 과잉으로 존재하면 세
포 자체에 장애작용을 일으키게 된다. 또한 O2

—의 불균등
화는 H2O2를 생산하게 되며(McCord 등, 1969), 호기성 
생물에서는 superoxide dismutase(SOD)라는 효소에 의해 
O2와 H2O2로 분해된다.

Hydrogen Peroxide(H2O2) 
O2

—와 달리 H2O2는 안정되어 있고, 세포막 사이를 이
동할 수 있으며, 생체 내에서는 O2

—의 불균등화 반응 및 
다양한 산화효소에 의해 생성된다. 하지만 아주 적은 농
도의 철(Iron)이 존재할 때는 Haber–Weiss 반응에 의해 O2
—와 H2O2로 부터 산화적 손상을 일으키는 hydroxyl radi-
cal ( OH)을 생성하게 된다(Halliwell 등, 1988; Kehrer 
등, 2000). 이 ROS는 거의 모든 세포와 반응하며, 독성 영
향은 매우 짧은 반감기를 가지고 있다. 일부 산화효소들
은 즉시 hydroxyl peroxide radical을 형성할 수 있으며,  
catalase와 peroxidase 등에 의해 O2와 H2O로 분해된다.

Fe3+ + O2
— → Fe2 + O2

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH− + OH (Fenton reaction)
O2

— + H2O2 → OH + OH− + O2 (Haber–Weiss reaction)

Hydroxyl Radical(․OH) (Haber–Weiss)
Hydroxyl radical은 superoxide(O2

—) 음이온과 H2O2 반
응에 의해 OH이 생성되는데, 반응성이 높고 매우 독성
이 강한 하이드록실 라디칼을 형성한다. OH은 핵내 퓨
린과 피리미딘을 변형시켜 결국 DNA에 손상을 주게 된
다(Agarwal 등, 2004). 또한 OH은 탄수화물, 핵산, 지
질 그리고 아미노산을 포함한 고분자에 손상을 줄 수 있

는데, 매우 짧은 반감기와 강한 독성으로 인해 생체 내에
서 매우 위험하다.  

항산화 물질

항산화 작용이란 인체에서 산화스트레스 등으로 인해 
생긴 free radical의 형성을 억제하고, free radical로 인한 
손상을 제거하는 작용이다. 항산화제는 산화를 방지하는 
물질의 총칭으로 free radical 제거, 활성산소를 발생시키
는 원인을 억제, 세포의 손상 방지, apoptosis 등으로부터 
세포를 보호하며, 종류로는 비타민(Tareq 등, 2012), Res-
veratrol(Lee 등, 2015), Epigallocatechin gallate(EGCG) 
(Lee 등, 2004), anthocyanin(Moyer 등, 2002) 등과 같은 
천연물질(Lee 등, 2015), 효소 등이 존재한다. 항산화 효
소는 효소계 항산화제와 비효소계 항산화제로 나눌 수 
있다. 

효소계 항산화제는 금속 중심을 가지고 있는데, 이것은 
해독과정을 위해 분자의 균형을 맞추는 전자를 전달하는 
능력을 가지고 있다. 또한 과도한 ROS를 중화시키고, 세
포에 대한 손상을 예방하는 기능을 가지고 있으며, 항산
화 효소는 SOD, GPx, CAT 등이 있다(Agarwal 등, 2012). 

Superoxide Dismutase(SOD)
SOD는 O2

—를 안정화된 H2O2와 O2로 변환시키며, 세포
내와 세포외의 과산화 라디칼을 제거하고, 원형질막의 지
질과산화를 막아주는 역할을 한다. SOD는 세 가지 iso-
enzyme이 존재하는데, SOD1(CuZuSOD)은 Cu와 Zinc를 
함유하고 있으며, 금속보조인자로서 세포질에 위치한다. 
SOD2(MnSOD)는 mitochondrial isoform으로 manganese 
(Mn)을 함유하고 있다. SOD3(ECSOD)는 세포 외 형태로 
encode되어 있으며, 구조적으로 Cu, Zn-SOD와 유사하다 
(Fujii 등, 2005). 이들 중에서 Cu/Zn-SOD와 Mn-SOD가 
주된 형태이다.  

2 (O2
—). + 2H+ → H2O2 + O2

Glutathione Peroxidase (GPx)
GPx는 Glutathoine(GSH)로부터 유도된 형태로서 과산

화물을 해독하는 역할을 하며, 5가지 isoform 형태로 존
재한다(Fujii 등, 2005). GPx1은 세포질의 isoform으로써 
조직 내에 넓게 분포되어 있다. 반면에, GPx2는 위와 장
의 형태를 encode하지만 특이한 기능을 갖고 있지 않다 
GPx3는 원형질과 정소상체 유체에 존재한다. GPx4는 특
히 생물막내의 과산화된 인지질을 해독하는 작용을 하며, 
GPx5는 정소상체에서 발견되었다(Perkins, 2006). 

2GSH + H2O2 → GSSG + H2O

Catalase(Cat)
CAT는 잘 알려진 항산화 효소로서 H2O2를 H2O와 O2

로 변환시키며(Alvarez 등, 2015), 산소에 노출된 거의 모
든 생물체에서 발견되는 일반적인 효소이다. ROS에 의한 
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산화스트레스로부터 세포를 보호하는데 매우 중요한 효
소이며, 효소 회전수가 매우 높아, 하나의 CAT 분자는 
초당 100만 H2O2를 분해할 수 있다(Goodsell, 2004). 또한 
과산화수소에 대한 보호에 연루되어 있지만, 그 위치는 
peroxisome으로 제한이 된다. CAT은 간과 같은 기관에
서 역할을 하지만, 남성 생식 기관에서의 특정 역할은 잘 
알려져 있지 않다(Fujii 등, 2003). 

H2O2 → H2O + ½O2

비효소계 항산화제는 합성 항산화제 또는 식이보조제
로서 알려져 있다. 이것은 즉각적으로 ROS를 제거하고, 
ROS에 의한 손상으로부터 세포를 보호하는 작용을 한다. 
(Sies 등, 1995). 비효소계 항산화제는 vitamins, glutathio-
ne(GSH), cysteine, cysteamine, taurine, hypotaurine 등
이 존재한다 (Sharma 등, 2004).

Vitamins

1) Vitamin C (Ascorbic Acid)
Vitamin C는 과산화과정을 중단시키는 chain-breaking 

항산화제로서 세포 내와 세포 외에서 찾아볼 수 있으며, 
산화 환원 촉매제로서 ROS를 줄이고 중화할 수 있다. 또
한 산화과정이 확산되는 것을 막아주고, 산화된 vitamine 
E와 GSH의 재사용을 돕는다(Chan, 1993). Vitamin C의 
감소된 형태는 GSH와의 반응을 통해 유지되며, 단백질 
이황화 이성질화 효소와 glutaredoxins에 의해 촉매작용
을 할 수 있다. 또한 과산화 라디칼로부터 유도된 지질이 
과산화 되는 것을 막아주며, H2O2로 인한 DNA 손상을 
막아주는 역할을 한다. 

2) Vitamin E (α-Tocopherol)
Vitamin E는 주요 chain-breaking 항산화제이며 지용

성 비타민이다. 이것은 8가지 tocopherols과 tocotrienols
로 구성되어 있으며, 지질과산화 과정을 방해하여 지질 
과산화동안 형성되는 과산화 라디칼에 항산화 작용을 하
는 역할을 한다(Behrman 등, 2001). 또한 조직에서 free 
radical이 생성되는 것과 산화과정이 유지되는 것을 막는
다. Vitamin E는 세포막에도 존재하는데, 산화적 손상으
로부터 세포막을 보호하며, 방사선 치료 중에 세포와 조
직의 손상을 예방하고 치료하는데 사용이 되고 있다. 

GSH (Glutathoine)
GSH는 sulphydryl계열의 비효소적 항산화제로 cys-

teine을 저장하는 역할을 하고(De Matos 등, 2000), 특히 
세포 내에서 산화 환원 상태를 유지하고 있으며, 아미노
산 수송, DNA와 단백질의 합성에도 관여한다고 보고되
었다. 또한 대부분의 포유동물의 세포에 존재하며, O2

— 형
성으로부터 산소독성을 막아주는 역할을 한다. GSH는 세
포에서 free radical, 과산화물, 지질 과산화물 및 중금속
과 같은 반응성 산소 종에 의해 야기되는 손상을 예방할 
수 있으며, 세포 내의 산화된 GSH와 GSH의 비율은 종종 
세포 산화 스트레스의 척도로 사용된다. 

Cysteine and Cysteamine (CSH)
Cysteine과 cysteamine(CSH)은 GSH 함량을 증가시키

며, 방사선으로부터 보호하는 작용으로 잘 알려진 Cys-
teamine은 scavenger로서 높은 GSH 수준을 유지하기 위
해 필수적인 항산화제이다. 또한 OH을 제거하며, H2O2

와도 반응한다. Cysteine은 세포막을 쉽게 통과할 수 있
으며, 막의 지질과 단백질을 보호하는 작용을 한다. 또한 
CSH는 hypotaurine과 같은 다른 항산화제로 변환될 수 
있다(Guerin등, 2001; Orsi 등, 2005). 

Taurine
Taurine은 포유동물의 조직에 높은 농도로 분포하며, 

특히 신경조직과 망막 및 호중구에 존재한다. Taurine을 
포함한 많은 아미노산들의 농도는 folliculogenesis 동안 
많은 변동을 거듭하게 되는데, taurine과 hypotaurine은 
scavengers로서 생식세포에서 산화 환원 항상성을 유지하
는데 도움을 주며, 지질 과산화 물질을 중화하는 작용을 
한다. 또한 catalase 수준을 증가시킴으로써 항산화 역할
을 한다. Hypotaurine은 O2

— 또는 H2O2와 반응을 하지 
않지만 OH을 중화하는 작용을 한다(Orsi 등, 2005).

난자의 체외성숙과 배아발달동안

ROS의 영향

난자에서 가장 많이 생산되는 ROS의 종류로는 O2
—, 

H2O2, OH(Manes 등, 1995)이며, 난자 내에 ROS는 체
내보다 체외환경에서 더 많이 생산이 된다(Hu 등, 2012). 
그 이유는 체외성숙 과정에서는 체내의 산소농도보다 더 
높은 농도에 난자가 노출이 되기 때문에, 산소에 의한 산
화 스트레스로 인해 ROS가 많이 생산된다. 포유동물의 
암컷 번식기관의 내강 산소농도는 체외 산소농도(20%)보
다 1/3인 3∼9%이며, 햄스터, 토끼, 돼지의 생식기관의 산
소농도는 대기에 존재하는 산소농도의 절반 미만이라고 
보고되었다(Combelles 등, 2009). 또한 ROS를 일으키는 
산소 농도보다 5∼7%의 낮은 산소 농도에서 배아 발달 
시 더 긍적적인 결과를 쥐(Auerbach 등, 1968), 햄스터
(Bavister, 1988), 돼지(Wright, 1977), 양(Thompson 등, 
1990), 염소(Batt 등, 1991), 소(Thompson 등, 1990), 인간 
등에서 나타내었다(Noda 등, 1994). ROS에 의해 지질 과
산화가 되면 세포 분할율과 대사활동 그리고 미토콘드리
아 기능에 영향을 미치는데, 쥐에서 지질의 과산화가 증
가함에 따라 2세포기에서 분할이 중단이 되었으며(Nasr- 
Esfahani 등, 1990), 쥐의 배아 발달 과정에도 부정적인 
영향을 미쳤다(Blondin 등, 1997). 또한 쥐에서 체외성숙 
동안 ROS 처리에 의해 배반포의 총 세포 수가 감소하였
고(Banwell 등, 2007), 햄스터에서 배아발달 동안 ROS에 
의해 DNA 손상율이 증가하였다(Takahashi, 2012). 배반
포에서 세포질의 손상은 세포사멸로 이어지는데, H2O2의 
농도가 증가함에 따라 인간의 배아가 손상되었다(Yang 
등, 1998). ROS에 의해 DNA 또한 손상이 가는데, 체외 
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배아발달 동안 DNA의 손상은 배아발달을 중단시켰다
(Munnѐ 등, 1991). 소에서 ROS는 난자의 감수분열을 중
단시켰으며, 배아발달과 염색체 손상, 세포사멸에도 영향
을 미쳤다(Tarίn 등, 1996). 또한 체외 환경에서 ROS는 
발달 중인 배아의 유전자 발현에 많은 영향을 미쳤다고 
쥐(Rinaudo 등, 2006), 토끼(Koerber 등, 1998), 소(Balasu-
bramanian 등, 2007)에서 보고되었다. 돼지에서는 산화스
트레스로 인해 IVM 동안 metaphaseⅡ단계로 도달하는 
난자의 비율이 감소하였고, 세포질 성숙과 발달능력에 영
향을 주었다. 또한 apoptosis로 세포가 죽거나 DNA에 손
상을 입었다고 보고되었다(Tatemoto 등, 2000, 2004). IVC 
동안 높은 산소 농도는 세포내에 ROS를 축적시켰고, 
DNA에 손상을 주어 배아 발달에 영향을 미쳤다(Kitaga-
wa 등, 2004). 또한 초기 배아 발달동안 높은 ROS 수준
은 세포막의 지질과산화를 유발했고(Nasr-Esfahani 등, 
1990), DNA 손상, 단백질 합성과 RNA 전사에 장애를 일
으켰다(Tatemoto 등, 2000) 이러한 원인은 완벽하게 성숙
되지 않은 세포질의 항산화 효소(SOD, GPx, CAT) 때문
이라고 돼지에서 보고되었다. 

난자의 체외성숙과 배아발달에 미치는

항산화제의 효과

IVC 배양액에 SOD의 첨가는 체내와 체외에서 수정된 
배아발달과정에서 생기는 산화스트레스로부터 보호작용
을 한다고 쥐에서 보고되었으며(Nonogaki 등, 1992), 토
끼에서 protein-free culture 배양액에 SOD의 첨가는 배
반포단계로 발달하는 배아의 비율이 증가되었다(Lim 등, 
1996). 또한 쥐와 소에서 SOD와 catalase 첨가 시 GSH 
합성을 상향조절시킴으로써 배아발달을 향상시켰다(Goto 
등, 1992; LIU 등, 1995). 쥐, 소, 돼지에서 SOD, catalase 
및 thioredoxin의 첨가는 ROS를 제거함으로써 배아발달
을 향상시켰고, 배아에 미치는 산화스트레스의 영향을 감
소시켰다(Takahashi, 2012). 또한 난자의 체외성숙 동안 
ROS 생성 시 GPx와 CAT와 같은 항산화 물질을 생성하
는데, 이 효소들은 성숙 동안 ROS를 제어할 수 있는 능
력을 갖고 있다고 보고되었다(Cetica 등, 2001). 

적정 수준의 ROS의 유지와 산화스트레스로부터 세포
를 보호한다고 알려진 Vitamin C를 IVM 배양액에 첨가하
였을 때, ROS 수준을 감소시키면서 난자 내 GSH 수준을 
증가시켰다. 또한 세포질 성숙율, 배반포 형성율, 총 세포
수, 배아 발달율 등을 증가시켰다. IVC 배양액에 Vita-
min C를 첨가하였을 때는 ROS 수준을 감소시키면서 배
아 발달율을 향상시켰다. 또한 배아의 성숙율과 배반포 
형성율 그리고 배반포의 총 세포수를 증가시킴으로 인해 
배아의 질을 향상시켰다고 돼지에서 보고되었다(Hu 등, 
2012). Vitamin E는 ROS로 유발된 세포막의 손상을 감소
시켜주며, 체외에서 배아의 발달을 향상시킨다고 소에서 
보고되었으며(Olson 등, 2000), 쥐에서 산화스트레스로 부
터의 손상을 감소시켰다. 하지만 돼지에서 IVM 동안 Vi-
tamin E 처리시 성숙율, 수정율, 배반포 형성율, 총 세포 

수에서는 유의적인 차이를 보이지 않았다(Tareq 등, 2012). 
Taurine, hypotaurine 및 transferrin은 주로 나팔관과 

난포액에서 발견되며, ROS로부터 배아를 보호하는 작용
을 한다(Guerin 등, 2001). 또한 taurine, hypotaurine은 
체외 배아발달을 자극한다고 돼지에서 보고되었다(Naga-
shima 등, 1993). 소에서 cysteamine을 IVM 배양액에 첨
가하였을 때 난자 내 GSH량이 증가하였고, 배반포 형성
율이 향상되었다(De Matos 등, 1996). 마찬가지로 돼지에
서도 GSH 함량이 증가하였고, 수정후 전핵 형성율이 증
가하였으며, 배반포 형성율이 증가하였다(Yamauchi 등, 
1999). Cysteine은 산화스트레스로부터 세포를 보호하는
데, 돼지에서 IVC 배양액에 첨가하였을 때 난자 내 GSH 
함량이 증가하였고, 세포질 성숙율이 향상되었으며 (Sa-
wai 등, 1997), 수정 후 전핵 형성율이 향상되었다(Yoshi-
da 등, 1993). 마찬가지로 돼지에서 IVM 배양액에 cys-
teine의 첨가는 난자내 GSH 수준을 증가시켰고, 난자의 
성숙율과 배반포 형성율을 증가시켰다(Abeydeera 등, 1998). 

햄스터, 돼지, 소 그리고 쥐의 난자에서 GSH는 난자가 
성숙하는 동안 합성이 되며(De Matos 등, 2000), 배란에 
가까워질수록 GSH의 수준이 증가하였다(Perreault, 1999). 
또한 체외성숙 동안 GSH의 증가는 난자의 품질을 증가
시키고, 배아와 배반포의 발달을 촉진시켰다(Anchordo-
quy 등, 2014). 배양액내 항산화제의 첨가는 GSH의 농도
를 증진시켜 수정란의 생존율과 발달율을 저해하는 heat 
shock로부터 수정란을 보호하며, oxidatice stress에 의해 
일어나는 체외발달 억제현상을 극복하여 체외발달을 향
상시킨다고 보고되었다(Ealy 등, 1992). 또한 돼지에서 산
화 스트레스로 인한 독성으로부터 난자를 보호하는 역할
을 하며, GSH 수준이 증가함에 따라 수정 후 전핵 형성
율이 증가되었다(Meister 등, 1976). 따라서 돼지 난자의 
체외성숙, 배양 시 배양액내 항산화물질의 첨가는 미성숙
난자의 성숙율을 향상시켜 효과적인 첨가물질로 이용될 
수 있을 것으로 보여진다. 

결 론

난자 성숙 배양액에 항산화제의 첨가는 배아발달 과정
에서 생산된 산화스트레스로부터 보호작용을 하며, 세포
내 GSH 수준을 증가시켜 배아 발달율을 향상시킨다. 많
은 연구자들에 의하면 체외성숙과정에서 다양한 항산화
제를 첨가하며, 햄스터, 돼지, 소 그리고 쥐 등에서 활발
히 연구가 진행이 되고 있다. 산화스트레스는 난자의 지
질과산화, DNA 손상, 대사활동 감소, 미토콘드리아 기능 
저하 등을 비롯해 수정억제 및 배아 발달의 저하 등 체외
배양 효율을 감소시키는데, 특히 돼지에서는 다른 축종과
는 달리 배반포율이 낮고, 체외 배양시 체내보다 많은 
ROS가 생산되어 세포질이 미성숙하게 된다는 단점을 갖
고 있다. 다양한 축종에서 이러한 단점들을 항산화제를 
첨가함으로 인해서 향상시킬 수 있음을 많은 연구자들에 
의해 보고가 되었다. 이러한 연구를 바탕으로 돼지에서도 
항산화제를 이용해 더 나은 성숙율과 발달율을 나타낼 
것으로 생각된다. 더 나아가 체외 배아 생산에 있어 항산
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화제의 적절한 활용은 유전물질의 분배와 종의 보존, 가
축의 대량생산, biomedical animal 등의 발전에 많은 도
움이 될 것으로 보여진다. 
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