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Abstract 
The purpose of this study is to examined the electrofusion and activation conditions for 

the production of porcine somatic cell nuclear transfer (SCNT) embryos. In this study, 
immature oocytes were cultured in TCM-199 with and without hormones for 22 hours. Skin 
fibroblasts cells of porcine were transferred into the perivitelline space of enucleated in vitro 
matured oocytes. Cell fusion was performed with two different pulses that each one pulse 
(DC) of 1.1 kV/cm or 1.5 kV/cm for 30 μsec. After fusion subsequent activation were 
divided into three groups; non-treatment (control) and treatment with 2 mM 6-DMAP or 7.5 
μg/ml cytochalasin B for 4 hours. Transferred embryos were cultured in PZM-3 (Porcine 
Zygote Medium-3) in 5% CO₂ and 95% air at 39℃ for 7 day. Apoptosis-related genes 
(Caspase-3, BCL-2, mTOR, and MMP-2) were analyzed by immunofluorescence staining. 
There was no significant difference between two different electrofusion stimuli in the 
cleavage rate; 64.9±4.8% in 1.1 kV/cm and 62.7±4.0% in 1.5 kV/cm. However, blastocyst 
formation rate (%) was significantly different among three different activation groups (no 
treatment, 2 mM 6-DMAP or 7.5 μg/ml cytochalasin B) combined with electrofusion of 1.1 
kV/cm. The blastocyst formation rate was 12.6±2.5, 20.0±5.0, and 34.9±4.3% in control, 2 
mM 6-DMAP, and 7.5 μg/ml cytochalasin B, respectively. Immunofluorescence data showed 
that expression levels of caspase-3 in SCNT embryos undeveloped to blastocyst stage were 
higher than those in the blastocyst stage embryos. Expression levels of Bcl-2 in blastocyst 
stage embryos were higher than those in the arrested SCNT embryos. These results showed 
that the combination of an electric pulse (1.1 kV/cm for 30 μsec) and 7.5 μg/ml cytochalasin 
B treatment was effective for production of the porcine SCNT embryos.  
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서 론

체세포 핵이식(SCNT: Somatic cell nuclear transfer)은 형질 전환 동물의 생산과 치료용 복제 동물을 생산하는데 유용한 기술이다. 
특히, SCNT에 의한 복제 돼지 생산은 면역이 억제된 조직과 장기를 생산하는 이종이식연구에 활용할 수 있기 때문에 특별한 중요성을 

가지고 있다(Prather, 2000; Lai와 Prather, 2003). 그러나 돼지 복제 효율은 1-5%로 다른 가축에 비해 매우 낮다(Walker 등, 2002; 
Lai와 Prather, 2003). 이는 탈핵, 융합, 활성화 등과 같은 기술적인 요인들(Yang 등, 2003)과 비정상적 메틸화(Park 등, 2001; Jeong 
등, 2009), 유전자 발현의 문제(Park 등, 2010; Ko 등, 2011; Park 등, 2011)로 인한 것으로 알려져 있다.

자연적으로 배란된 난자는 제2감수분열 중기에서 멈춰져 있다가 정자침입을 통하여 수정이 이루어지면 난세포질 내로 유리칼슘 유입

되고 난자는 감수분열을 재개하여 초기 수정란으로 발생하게 되는데, 복제 수정란은 정자에 의한 활성화 자극이 배제되므로 인위적인 

자극이 필요하다(Cha 등, 1997; Park 등, 2015). 핵이식 과정에서 전기융합은 난자와 공여세포의 융합 및 난자의 활성화에 이용되고 

있고, simultaneous fusion and activation method (SFA)와 delayed activation after fusion(DA) 방법이 이용된다(Jolliff와 Prather, 
1997). 두 방법 모두 성공적으로 복제 동물을 생산했으며(Kubota 등, 2000; Bondioli 등, 2001; Hyun 등, 2003; Yin 등, 2003; Lee 
등, 2005), 또한 복제 배아의 발달 능력 향상을 위해 ionomycin, cycloheximide, 6-dimethylaminopurine(6-DMAP) and Cytochalasin 
B 등을 전기 자극 후 활성화 방법으로 사용한다(Boquest 등, 2002; Beebe 등, 2009).

Programmed Cell Death(PCD) 과정 중 하나인 apoptosis는 손상된 세포나 불필요한 세포의 제거를 위한 생리과정으로(Ranganathan
와 Rangnekar, 2005; Ji 등, 2013), 자연적으로 발생하는 apoptosis는 배아 분할과 관련하여, 배아의 발달과 성숙에 있어서 중요한 요소

이다(Jeon 등, 2009). 그러나 체내에서 생성된 배아보다 체외수정란이나 복제 배아에서 apoptosis의 발현 비율이 높고 발달 정지의 비율

이 높은 것으로 보고되고 있으며(Feugang 등, 2002; Gjorret 등, 2002; Hardy, 1999), 체외에서 미세 조작되는 과정 중 활성산소나 

전기자극 같은 인위적인 외부 작업에 의해 생성된 Apoptosis는(Pang 등, 2013) 배아의 발달 정지에 영향을 미쳐 체외 생산된 배아의 

점진적인 손실에 기여할 수 있다.
본 연구는 돼지 체세포 복제 수정란의 효율 향상을 위해 적정한 전기자극과 활성화 방법을 찾고, 체세포 복제 수정란의 apoptosis를 

분석하여 체세포 복제 수정란의 낮은 효율의 원인에 대한 자료를 제공하고자 시행되었다.

재료 및 방법

1. 난포란의 채란 및 성숙배양

본 실험에 공시된 난소는 도축장에서 도축된 돼지의 난소를 채취하여 항생제(Penicillin G 100IU/ml, Streptomycin 100µg/ml)를 

첨가한 생리식염수 용액에 37℃의 온도를 유지하여, 2시간 이내에 실험실로 운반하였다. 운반된 난소는 생리식염수로 3회 세척하고 

18gauge 주사침이 부착된 10ml 주사기로 3-5mm의 난포에서 난포액과 미성숙 난자를 채취하였다. 수집된 미성숙 난자는 

Hepes-buffered tissue culture medium 199(TCM199; Gibco, Rockville, MD, USA)에 10µl/ml antibiotic antibiotic(Gibco, Rockville, 
MD, USA), 0.3%(w:v) bovine serum albumin(BSA; Sigma, St. Louis, MO, USA)이 첨가된 배지로 3회 세척한 후 2.5µg/ml 
gonadotrophic hormone(GTH; Sigma, St. Louis, MO, USA), 15ng/ml epidermal growth factor(EGF; Sigma, St. Louis, MO, USA) 
및 30µg/ml kanamycin(Sigma, St. Louis, MO, USA)에 10% fetal bovine serum(FBS; Sigma, St. Louis, MO, USA)을 첨가한 

TCM199 성숙배양액에 미성숙 난자를 옮겨, 5% CO2, 95%공기 그리고 39℃ 조건의 배양기 내에서 22시간 동안 1차 체외성숙을 유도

하였다. 그 후 동일한 체외성숙배지에서 GTH를 제거한 배지를 사용하여 22시간을 배양하여 2차 체외성숙을 유도하였다. 

2. 공여세포준비

피부 유래 공여세포(skin cell)는 Landrace 종 돼지의 코를 절제하여 채취하였으며, 조직을 미세하게 세절하여 0.05% trypsin과 

EDTA가 첨가된 D-PBS로 3분간 vertexing을 실시하였다. 10% FBS가 첨가된 Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential 
medium(DMEM : Gibco, Rockville, MD, USA) 배양액으로 원심분리를 실시하여 trypsin과 EDTA를 제거한 다음 신선한 DMEM배양

액에 재부유시켜 25cm2flask에 분주하여 5% CO2, 95% 공기 그리고 39℃ 조건의 배양기내에서 배양을 실시하여, 배양 12시간 후 바닥

에 붙지 않은 세포는 제거하고, 10% FBS가 첨가된 DMEM배양액으로 48시간마다 교체하면서 6~8일간 배양을 실시하였다. 계대배양

은 공여세포가 flask에서 90%이상 confluence 상태가 되었을 때, 0.05% trypsin과 EDTA를 처리하여 부유시킨 다음 1/2정도씩 나누어 
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15회 이상 반복해서 배양을 실시하였다. 계대배양한 공여세포는 10% DMSO가 첨가된 DMEM 배양액으로 동결 보존해 두고 핵이식에 

사용할 때는 39℃ 온수에 융해하여 동결보호제를 제거한 다음, 10% FBS가 첨가된 DMEM배양액을 첨가하여 4 well dish에 분주하여 

배양을 실시하였다. 10% FBS가 첨가된 DMEM 배양액으로 배양한 세포가 dish 바닥에 monolayer 형성이 충분히 되었을 때, 0.5% 
FBS가 첨가된 DMEM 배양액으로 3일 이상 기아배양을 실시하여 세포주기를 G0 또는 G1기로 유도한 다음 공여세포로 사용하였다.

3. 제핵 및 핵이식

핵이식에 사용된 Pipette은 직경이 100mm인 Capillary tube를 사용하여 탈핵용 및 주입용 Pipette을 제작하였다. 탈핵용과 주입용 

Pipette의 외경은 20~30µm가 되도록 하였다. 보정용 Pipette은 외경이 120~150µm, 각도는 15°인 Pipette(RIGIO Inc, USA)을 사용하

였다. 제작이 완료된 Pipette은 H2SO4와 증류수로 세척한 다음 멸균시켜 사용하였다. 체외성숙이 유도된 난자는 0.1% hyaluronidase가 

첨가된 TCM199에 침적하여 4분간 vortex를 실시하여 난구세포를 제거하고, 신선한 미세조작 배지로 세정한 후 7.5µg/ml Cytochalasin 
B가 첨가된 미세조작용 미소적으로 옮겨 형광현미경 하에서 Metaphase II(MII) 염색체와 Polar body(PB)를 흡입하여 탈핵하였다. 탈
핵난자의 위란강에 공여세포를 주입하여 체세포 핵이식을 완료하였다.

4. 융합 및 활성화 처리

핵이식이 완료된 난자의 전기 융합은 0.1mM CaCl2, 0.1mM MgCl2, 0.5mM HEPES가 포함된 280mM mannitol에서 1.1kv/cm나 

1.5kv/cm의 직류를 30µsec 동안 1회 통전하여 세포융합을 유도하였다(Table 1). 융합된 핵이식란의 활성화를 유도하기 위하여 2mM 
6-dimethylaminopurine(6-DMAP; Sigma, St. Louis, MO, USA), 및 7.5µg/ml Cytochalasin B가 각각 첨가된 체외 배양액에서 4시간 

동안 배양하였다.

Electro fusion Activation No. of embryo cultured
No. of oocytes developed to (%)
≥2 cell Blastocyst

1.1kV/cm
Non 91 64.9 ± 4.8 12.6 ± 2.5

2mM 6-DMAP 92 75.1 ± 9.0 20.0 ± 5.0
7.5µg/ml Cytochalasin B 92 71.7 ± 7.3 34.9 ± 4.3*

1.5kV/cm
Non 99 62.7 ± 4.0 6.7 ± 1.3

2mM 6-DMAP 100 64.5 ± 8.7 12.8 ± 4.9
7.5µg/ml Cytochalasin B 102 67.0 ± 2.7 22.4 ± 3.1*

Table 1. Developmental competence of porcine SCNT embryos in vitro following different electrofusion and activation method

* Values with different letter superscripts are significant difference (p<0.05).

5. 체외 배양

활성화 처리된 핵이식란을 PZM-3 배양액으로 3-4회 세척한 다음 PZM-3 배양액을 4 well dish에 분주하여 배양을 실시하였다. 각 

well에 500µl의 배양액과 핵이식란을 20~30개씩 넣어 5% CO2, 95% 공기 그리고 39℃의 배양조건에서 7일간 배양을 실시하였다.

6. Annexin V 염색과 Immunofluorescence

Annexin V 염색은 PE Annexin V Apoptosis Detection Kit Ⅰ(BD Biosciences, San Jose, CA)을 이용하였다. 체세포 복제 수정란

의 발육 단계별 Apoptosis 비율을 측정하기 위해 체외배양 24시간 마다 복제 수정란을 회수하여 염색을 실시하였다. 회수한 복제 수정

란은 1×PBS에 3회 세정 후, 1X binding Buffer 100µl에 Annexin V와 7-AAD를 각각 5µl씩 주입하여 실온에서 1시간 30분 염색을 

실시하여 분석하였다.
Immunofluorescence는 체세포 복제 수정란을 1×PBS로 3분씩 2회 세척 후 10% normal horse serum으로 20분간 상온에서 blocking

을 실시하였다. Primary antibody(Caspase-3, Bcl-2, MMP-2, mTOR: Santa Cruz. CA. USA)를 사용하였다. Primary antibody를 

blocking solution에 1:100으로 희석하여 4℃에서 18시간동안 항원항체 반응을 유도하였다. 이후 1×PBS로 5분씩 3회 세척하고 

secondary antibody는 (anti-rabbit 또는 anti-mouse: Santa Cruz. CA. USA) 1:500으로 희석하여 상온에서 3시간동안 반응하고 다시 

1×PBS로 5분씩 3회 세척한 후 DAPI가 포함된 H-1200으로 mount 하였다.
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7. 통계처리

본 연구를 통하여 획득된 결과에 대한 통계 분석은 GraphPad Instat을 이용하여 Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test를 사용

하였다. 통계적 유의성은 p<0.05일 때 유의적 차이를 보이는 것으로 분석하였다.

결 과

1. 전기융합과 활성화 조건에 따라 핵이식란의 발달율

체세포 복제 수정란의 배발달율 향상을 위해 전기융합(1.1kV/cm, 1.5kV/cm)과 활성화(6-DMAP, cytochlasin B) 조건을 각각 진행

하여 체세포 복제 수정란의 배발달율을 분석하였다(Table 1). 전기융합 조건인 1.1kV/cm와 1.5kV/cm를 비교하였을 때 1.1kV/cm의 

난할율(64.9 ± 4.8%)과 배반포율(12.6 ± 2.5%)이 1.5kV/cm의 난할율(62.7 ± 4.0%)과 배반포율(6.7 ± 1.3%)보다 높았고, 활성화 방법

에 관계없이 1.1kV/cm의 융합조건의 난할율과 배반포율이 1.5kV/cm의 융합조건보다 높았다. 활성화 조건에 따른 난할율과 배반포율은 

1.1kV/cm의 전기융합 조건 일 때, 무처리군(64.9 ± 4.8%, 12.6 ± 2.5%)보다 6-DMAP처리군(75.1 ± 9.0%, 20.0 ± 5.0%)과 cytochlasin 
B처리군(71.7 ± 7.3%, 34.9 ± 4.3%)에서 난할율과 배반포율이 높았다. 또한 1.5kV/cm의 전기융합 조건일 때도 무처리군(62.7 ± 4.0%, 
6.7 ± 1.3%)보다 6-DMAP처리군(64.5 ± 8.7%, 12.8 ± 4.9%)과 cytochlasin B처리군(67.0 ± 2.7%, 22.4 ± 3.1%)에서 난할율과 배반포

율이 높았다. 전기융합 조건과 상관없이 무처리군보다 처리군에서 난할율과 배반포율이 높은 것을 확인 할 수 있었다. 1.1kV/cm와 

1.5kV/cm의 전기융합 조건 모두 무처리군(12.6 ± 2.5%, 6.7 ± 1.3%)보다 Cytochalasin B처리군(34.9 ± 4.3%, 22.4 ± 3.1%)이 유의적

으로 높은 배반포율을 보였다. 실험 결과를 종합하였을 때, 1.1kV/cm의 전기융합 후 Cytochalasin B의 활성화 처리가 높은 배반포율을 

보였다.

2. 핵이식란의 발육 단계별 Apoptosis 분석

핵이식란의 체외 발육 단계별로 apoptosis가 일어나는 비율을 PE Annexin V Apoptosis Detection Kit Ⅰ(BD Biosciences, USA)를 

이용하여 분석하였다. 체세포 복제수정란을 체외배양 후 24시간마다 회수하여 분석을 시행하고, 결과는 발달 초기인 2cell과 4cell 단계

부터 이미 전체 배아의 54.2%와 47.6%에서 Apoptosis가 진행 중이거나 사멸한 것으로 나타났다. 8cell과 morula단계에서도 80%와 

87.5%가 apoptosis가 진행 중이거나 사멸한 것으로 나타났다. 배반포까지 성장하였더라도 33.3%의 배아에서 apoptosis가 진행되는 중

이라는 것을 알 수 있었다(Table 2).

Table 2. Analysis of apoptosis of porcine SCNT embryo development stages

Number of apoptotic cells (%)

2cell (24h) 4cell (48h) 8cell (72h) Morula (96h) Blastocyst (120h)

Alive
9/24

(37.5%)
8/21

(38.1%)
1/25

(4.0%)
1/8

(12.5%)
3/6

(50.0%)

Early Apoptosis
3/24

(12.5%)
2/21

(9.5%)
3/25

(12.0%)
3/8

(37.5%)
2/6

(33.3%)

Late Apoptosis or Dead
12/24

(50.0%)
11/21

(52.4%)
21/25

(84.0%)
4/8

(50.0%)
1/6

(16.7%)

3. 면역학적 분석방법을 통한 Apoptosis 분석

체외배양 7일차에 핵이식란을 회수하여 각 단계별 apoptosis관련 단백질를 Immunofluorescence로 분석하였다. Apoptosis marker인 

Caspase-3의 발현은 발달이 정지한 2cell, 4cell, 8cell 단계에서 배반포 단계보다 높은 발현을 보였다. 2cell 단계에서 가장 높은 발현을 

보였고, 배반포로 진행되면서 점차 감소하는 발현 양상을 보였다(Fig 1). Anti-apoptotic 유전자인 Bcl-2의 경우 발달이 정지한 2cell, 
4cell, 8cell 단계보다 배반포 단계에서 점차 증가하는 발현 양상을 보였고, 배반포 단계에서 가장 높은 발현을 보였지만 유의적인 차이
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는 보이지 않았다(Fig 2). MMP-2의 발현 양상은 배반포 단계보다 발달이 정지한 다른 단계에서 발현이 낮게 나타났지만 모든 단계에서 

비슷한 발현을 보였고, 배반포 단계와의 유의적인 차이는 없었다(Fig 3). mTOR의 발현 양상은 배반포 단계에서 발달이 정지한 다른 

단계보다 발현이 높게 나타났지만 유의적인 차이를 보이지 않았고, 모든 단계에서 비슷한 발현을 보였다(Fig 4).

Figure 1. Expression of Caspase-3 protein in different development stage of porcine SCNT embryo. (A~C) 2cell stage, (D~F) 4cell stage, 
(G~I) 8cell stage, (J~L) blastocyst. Red. Casp-3, blue. Nuclei.

Figure 2. Expression Bcl-2 in the development stage of porcine SCNT embryo. (A~C) 2cell stage, (D~F) 4cell stage, (G~I) 8cell stage, 
(J~L) blastocyst. Red. Bcl-2, blue. Nuclei. 
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Figure 3. Expression MMP-2 in the development stage of porcine SCNT embryo. (A~C) 2cell stage, (D~F) 4cell stage, (G~I) 8cell stage, 
(J~L) blastocyst. Green. MMP-2, blue. Nuclei.

Figure 4. Expression mTOR in the development stage of porcine SCNT embryo. (A~C) 2cell stage, (D~F) 4cell stage, (G~I) 8cell stage, 
(J~L) blastocyst. Red. mTOR, blue. Nuclei.
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고 찰

SCNT 과정 중 전기융합과 활성화는 수핵난자와 공여세포간의 재구축에 관여하고, 정자에 의한 자연적인 수정과정 없이 난자가 분열

할 수 있도록 인위적인 자극을 주는 중요한 과정이다(Cha 등, 1997; Yang 등, 2003). 일반적으로 많은 연구진들이 각각 다른 융합 

및 활성화 조건을 사용하고 있으며, 1.1~2.0kV/cm의 강도로 10-60㎲, 1 또는 2 DC pulses를 가장 많이 사용한다. 본 연구에서 전기융

합 조건의 경우 1 DC pulses 30us일 때, 1.1kV/cm 조건이 1.5kV/cm의 조건보다 높은 발달율과 배반포율을 보이며, Cong 등(2008)의 

연구에서 1.2kv/cm 조건일 때 배발달율과 배반포율이 (63.3±3.0%, 18.4±2.3%) 1.6kv/cm 조건의 배발달율과 배반포율(46.7±7.5%, 
10.3±3.9%)보다 높다는 보고와 유사한 결과를 보여, 높은 전기 자극보다 낮은 전기자극이 배반포율이나 난자 활성화 향상에 영향을 

미치는 것으로 사료된다. 본 연구 결과에서 활성화조건의 경우 무처리군보다 6-DMAP처리군과 Cytochalasin B처리군에서 높은 발달율

과 배반포율을 나타냈다. Protein serine/threonin kinase 억제제로 화학 합성물인 6-DMAP는 maturation-promoting factor(MPF) 활성

을 억제하여 수정란을 발달 단계로 넘어갈 수 있도록 하며, 포유동물 난자를 성공적으로 활성화하는 것으로 나타났다(Alexander 등, 
2006). Cytochalasin B는 microfilament 중합 억제제이며, 세포질 분열을 억제하고 SCNT 배아에서 공여세포와 염색체의 손실을 막기 

위해 활성화 직후 사용된다(Beebe 등, 2009). 따라서 SCNT 과정 중 6-DMAP나 Cytochalasin B의 처리는 복제 수정란의 발달에 긍정

적인 영향을 미치는 것으로 사료된다. 또한 본 실험 결과에서 1.1kV/cm 조건과 1.5kV/cm 조건 모두 무처리군에 비해 Cytochalasin 
B의 처리군에서 유의적으로 높은 배반포율을 보여, 1.1kv/cm 전기융합 후 Cytochalasin B 처리가 복제 수정란의 발달율과 배반포율에 

향상에 긍정적인 영향을 미칠 것으로 사료된다.
Apoptosis의 활성은 DNA 손상 등으로 미토콘드리아에서 Cytochrome C가 방출되어 apoptosome이 형성되고 apoptosome에 의해 

Caspase-3가 활성화되어 이루어진다(Chae 등, 2006). Annexin V는 세포에서 apoptosis가 진행되면 phosphatidylserine이 cell 
membrane으로 노출되는데 이 노출된 phosphatidylserine에 결합하여 apoptosis를 표지하는 염색 방법이다(Levy 등, 1998). 본 연구에

서 복제 수정란의 발육 단계별로 apoptosis가 일어나는 비율을 Annexin V염색을 통하여 분석했는데, 발달 초기인 2cell 단계에서 전체 

배아의 54.2%가 apoptosis가 진행 중이거나 사멸하였고, 배반포까지 성장하여도 약 33.3%의 배아에서 apoptosis가 진행되고 있다는 

것을 확인할 수 있었다. 이 결과는 체외 배양된 인간 배아에서 체외 배양 초기에 높은 수준의 apoptosis와 높은 비율의 발달 정지를 

보인다는 연구(Hardy 등, 1999)와 배아의 체외배양 시 생산되는 활성산소족(ROS)은 배아의 발달과 성장을 저해하는 요소로 세포막과 

DNA에 손상을 주며 apoptosis를 유발하고, 이는 착상 능력의 제한과 수정 결과의 저해를 불러온다(Jeon 등, 2009)는 보고와 같이 체세

포 복제 수정란의 경우 생산하는 과정중의 인위적인 외부자극과 체외배양조건에 의해 발달 초기부터 높은 apoptosis가 발생하고 나아가 

복제 수정란의 효율의 낮은 원인이 되는 것으로 사료된다. 체세포 복제수정란을 배양 7일차에 회수하여 apoptosis의 발현양상을 

immunofluorescence로 분석한 결과, apoptosis marker인 Caspase-3의 발현양상은 발달이 정지한 2cell, 4cell, 8cell 단계에서 배반포 

단계보다 높은 발현을 보였고, 2cell 단계에서 배반포 단계로 진행되면서 점차 발현이 감소하는 패턴을 나타났다. 발달이 정지한 2cell, 
4cell, 8cell 단계에서 Caspase-3의 높은 발현으로 볼 때, Apoptosis가 배아의 발달 정지와 세포 사멸에 영향을 미치는 것으로 사료된다. 
Anti-apoptotic 유전자인 Bcl-2의 발현양상은 배반포 단계에서 발달이 정지한 2cell, 4cell, 8cell 단계보다 높은 발현을 보였다. Bcl-2의 

발현이 정상적으로 발달한 배반포 단계에서 높게 발현한다는 보고(Hao 등, 2003)와 같은 결과로 볼 때 이는 Caspase-3의 발현 결과와 

같이 apoptosis가 초기 배아의 발달 정지와 세포 사멸에 영향을 미치는 것으로 사료된다. Matrix Metalloproteinase (MMP)는 세포 

외 기질 성분 분해 효소로 MMP-2는 세포 외 기저질에 분포하며 세포기질의 항상성유지를 위해 세포의 재구성 등에 관여하고(Kim 
등, 2010), apoptosis의 활성이 높고 세포의 발달이 저해될 때 활성도가 높아지는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서 MMP-2의 경우 

배반포 단계보다 정지된 2cell, 4cell, 8cell 단계에서 발현이 높게 나타났지만 모든 단계에서 비슷한 발현을 보였으며 유의적인 차이는 

없었다. 이는 MMP-2가 배아발달 시 세포 재구성에 관여하여 모든 단계에서 발현이 나타나는 것으로 사료된다. Mammalian target 
of rapamycin(mTOR)은 분자량이 289-kDa인 세린-트레오닌 인산화효소(serine-threonine kinase)이며, 성장인자, 에너지 상태 등 세포 

내외의 환경에 따라 세포 분열, 생존 등에 관여한다(Park 등, 2015). 본 연구에서 mTOR의 발현은 배반포 단계에서 정지된 2cell, 4cell, 
8cell 단계보다 발현이 높게 나타났지만 모든 단계에서 비슷한 발현을 나타나고, 유의적인 차이는 보이지 않았다. 이는 mTOR이 Bcl 
family 군과 복합적으로 작용(Castedo 등, 2002; Park 등, 2015)하며 apoptosis가 많이 일어난 단계에서는 Pro-apoptotic유전자들과 관

련되어 apoptosis를 유발하고, 배반포 단계에서는 Anti-apoptotic 유전자들과 관여하는 것으로 사료된다. 따라서 본 연구결과는 SCNT란

의 활성과정에서 전기자극의 방법과 세포활성인자(Cytochalasin B)의 적절한 사용이 초기 발달에 영향을 주는 것으로 사료되며, 미토콘

드리아에서 발생되는 internal-apoptosis 신호체계에 영향을 주어 anti-apoptosis로 작용하는 것으로 사료된다. 즉 본 연구를 활용하여 

SCNT란의 발달율을 증가시킬 수 있을 것이라 본다.
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