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=Abstract= 
  

The follicular fluid(FF) of ovary contains various biological active products which affected on the growth 

of follicles and the fertilization of oocyte in physiological reproductive process of mammals. 

This study was designed to determine the effects of human FF on fertilization of oocyte and embryonal 

development in in vitro culture. The FF was prepared as clear without blood contamination by needle 

aspiration from mature follicles of human at the time of oocytes retrieval for in vitro fertilization(IVF). As 

the medium for culture in vitro of embryonal cells, human tubal fluid(HTF) supplemented with follicular 

fluids at concentrations of 10%, 40% and pure FF were used. These effects were compared to control 

group of cultured embryos in HTF supplemented with 0.4% BSA(bovine serum albumin). For IVF, 64 

eggs in control group, 67 eggs in 10% FF, 57 eggs in 40% FF and 64 eggs in pure FF were respectively 

allocated. And the rates of fertilization were almost similar in all groups as resulting 82.81% in control, 

85.07% in 10% FF, 87.71% in 40% FF and 81.25% in pure FF. On the examination for embryonal 

cleavage from fertilized eggs, the rates of developing to 4 cell stage was similar in all groups, as results 

98.11% in control, 98.27% in 10% FF and 98% in 40% FF but 78.84% in pure FF. And the rates of 

developing to 8-16 cell stage were significantly reduced as 44% in 40% FF and 44.23% in pure FF(p < 

0.05) compare to 71.69% in control media. As likewise, the rates of developing to morular stage were 

also significantly reduced to 36%(p<0.05) and 21.15%(p<0.01) respectively in 40% FF and pure FF. And 

the rates to blastocystic stage of embryo was lowest as 7.69% in pure FF(Table 1). 

The quality of embryonal cells on cleavage to the 8-16 cell stage was poorer, higher concentrations of FF. 

The rates of grade 1 in pure FF, as 23.07%, was lowest compare to those of other groups, in which the 

rates of grade 1 in control, 10% FF and 40% FF were 58.49%, 47.36% and 34% respectively. And on the 

contrary, the rate of grade 4 in pure FF was highest as 23.07%, while those were 5.66% in control, 8.77% 

in 10% FF and 20% in 40% FF(Table 2). 

On the viability of embryos, the rate of embryonal cell death was more rise, at the higher concentrations 

as well as longer exposure in the follicular fluid. At 48 hours after in vitro culture of embryos, the rate of 

survival embryos in pure FF was markedly lowered as 44.23%, compare to that of control(p<0.05). But 

there was not significant difference between the rates of survival embryos in each group beside the pure 

FF, which the rates were 77.35% in control, 70.17% in 10% FF and 60% in 40% FF respectively. And at 

72 hours after in vitro culture, the rates of survival embryos were also significantly dropped to 21.15% in 

pure and 36% in 40% at concentration of FF compare to 62.26% in control(P<0.05, P< 0.01). Finally, the 

rate of embryonal death at 96 hours after in vitro culture was highest as 82.69% in pure FF among all 

groups which those were 35.84 in control, 56.14% in 10% FF and 64% in 40% FF respectively(Fig. 1, 2, 

3). 

In conclusion, this study suggests that the FF has no effects, in particular, to the in vitro fertilization of 

oocytes but exerted a bad effect to the cleavage, quality and viability of the embryonal cells during in 
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vitro culture. However, the FF is harmful on embryonal development at conditions in higher 

concentration and especially on the embryos after 8-16 cell stage.  

 

Key words: Follicular fluid/ Human tubal fluid/ In vitro culture of embryo/  

          Embryonal development/ Embryonal cell quality/ Embryo viability. 
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  포유동물의  난을  체외수정과 체외배양하는 과정에서 배양의  조건을  개선시키기  위해  조직

세포와  공동배양하거나  배양액에  성장요소 , 단백성분, 혈청  등을 첨가할때 배세포에 대해  신

진대사를  촉진시킬뿐 만 아니라 영양을  공급하여  난의 고형화  현상을  완화시켜  정자의 침투

력이 용이하여 수정을 촉진시키고, 배세포의 분할 , 발달을 향상시킨다. 포유동물에서 난소의  

난포속에  들어있는  난포액은  체액의  일종으로  여러 성장요소, 호르몬, 단백성분, 등을  함유

하며 이러한 성분들은 난포기에서  난세포의  감수분열을  재개시키고  난세포의 핵, 세포형질

들을 성숙시켜서 수정, 배세포 분할, 발달에 주요한 영향을 미친다 . 성숙 난포액내에 함유된  

단백성분들은 농도에서 약간 차이가  있지만 세포의 성장에  필요한 알부민이  주성분으로 조

성되어  있으므로 혈청내의 단백과  조성성분이 유사하며  또한 β–carotene 이 함유되어  있어

서 mucopolysaccharide 의 생합성에 관여하여 성장물질을 생성하고 항산성 역할로 세포의 보

호작용이  있다 1 고  한다 . Blumenfeld 등 2 과 Lambert 등 3 은 난포액을 첨가한  배양액으로  정자

를 처리하여 체외에서 난세포와 수정시켰을때 일반 배양액에 비해 수정율을  증가시켜서 임

신성공율을 향상시킨다고 하였다. 

  생체 생식과정에서 배란이  일어날때 약간의 난포액은 난세포와 함께 난관으로 유입되어  

정자의  선단체 반응(acrosome reaction)을  자극하여  수정을 활성화한다고 4~6 하였으며  또한  생

식자 난관내 이식과정에서 난포액을 배양액으로 사용했을때  배세포의 발달과 세포의  양질  

정도가  양호하여 자궁내  착상율이  높고  자연유산률이 현저히  감소한다 7 고 보고하였으며  

Laroca 등 8 과 Kim 등 9 은 소의  난을  난포액에서 체외배양한  후  체외수정율과 수정난의  세포  

분할이  양호하였다고 하였으며 Hemmings 등 10 은 배양액에  10% 성숙난포액을  첨가하여  배세

포를 체외에서 배양하였을때  10% 제대혈청을 첨가한  일반  배양액과  비교하여  배세포  분할

이 현저하게 향상되어 상실배와 배포기에  도달하는 비율이  상승하였는데 이러한 결과는 성

숙난포액에는  혈청과  달리  배세포  독성물질이 존재하지  않기  때문이라고  보고하였다 . 그러

나 Dell’Aquila 등 11 은 말의  난을  난포액에서 체외수정하여  배양한  결과  배의  세포분할과  질

적 정도가 불량하여 세포정지와 할구의 분절이 심하였다고 보고하였다. 본 연구에서는 난포

액이 배양액으로서 유용성이  있는지 판정하기 위해 조성 인간난관액과 10%, 40%, 순수농도  

등 각각의  인간난포액을 첨가한 배양액에서  생쥐의 난을  체외수정과  체외배양으로  실험하여  

수정율, 배세포의 분할, 질적 정도 및 배의 생존 등을 비교 관찰하였다.    
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   연구재료 및 방법 

 

1. 인간 난포액의 처리 

  체외수정 과정에서 난소의  과배란을  자극하여  hCG 를  투여한 후 34 시간에서  난세포  회수

과정에서  직경이  18mm 이상  크기의  인간 난포로  부터 혈액이 혼탁되지 않은  상태로 난포

액을 흡입하였다. 흡입한  난포액을  원추형 시험관에 넣고  1000xg 에서 10 분동안  원심분리한  

후 상층부를 취하여 56℃ 수조에서 30 분간 열 비동화시겼다. 그리고 열 비동화된 난포액을  

0.2 ㎛ microfilter로 여과하여 체외 배양액으로 사용하기 위해 영하 20℃에 보관하였다. 

 

2. 난자 회수와 체외수정 

  10 주령의 B6C3F1 종의  암컷 생쥐에게 PMSG(pregnant mare serum gonadotrophin)의 5 IU 를  

복강내  주사하고  48 시간이  경과한  후  HCG(human chorionic gonadotrophin) 5 IU 를 복강내  주

사하여 과배란을 유도하였다. HCG 를 투여한 후 15 시간이 경과하여 생쥐의 경추를 탈골하

여 희생시킨후  미세  수술기구로 개복하고  비대해진 난관 팽대부를 절개하여  난자들을  회수

하였다.  

  회수한  난자들은  0.4% BSA(bovine serum albumin)를  첨가한  인간난관액과 10%, 40%의  농도

로 난포액을  첨가한  인간난관액과 순수난포액등  각각 할당된  배양액에서 세척한  후  

30x30x10 mm 조직  배양접시(Falcon) 위에 10%, 40% 농도의 난포액을 첨가  배양액, 순수난포

액과 0.4% BSA 난관액으로  300 ㎕씩  소적한 각각의 할당된 배양액으로 옮겨  파라핀 oil 로  

씌운 다음 37℃, 5% CO2 배양기에서 30 분간 배양하였다.  

  한편  10 주령의  B6C3F1 종  수컷  생쥐를 희생시킨후  개복하여  정소  미부를 절제하고 정소

를 압착하면서  정액을 채취하였다 . 채취한  정액을 10%, 40%농도의  난포액  첨가배양액 , 순수

난포액과  0.4% BSA 난관액의  각각의  할당  배양액으로  300 ㎕씩 소적한  배양접시로  옮겨  파

라핀 oil 로 덮은다음 37℃, 5% CO2 배양기에서 1 시간동안 보육한  후  난자가  있는 각각의  배

양접시의 소적 배양액내로 주입하여 체외수정을 시도하였다. 체외수정 15 시간이 경과한 후  

수정을 확인하고 수정난들은 배포기에 이르는 과정까지 96 시간  동안  계속적으로  배양하였

다. 

 

3. 실험계획 

  회수한 생쥐 난들을 실험군과 비교군으로 나누어 비교군의 0.4% BSA 난관액에 64 개, 실

험군으로 10% 난포액 첨가  난관액에  67 개 , 40% 난포액  첨가 난관액에 57 개 , 순수난포액은  

64 개를  각각 할당하여 2 차에 걸쳐  실험하였다 . 실험과정은  각각  할당된  배양액에서 체외수

정을 시도한 후  96 시간 동안 체외배양하면서  배세포의 분할, 세포의  양질 정도, 배의  생존  

등을 관찰하여 비교 분석하였다 . 배의 양질을 분석하기 위해 역상현미경으로 200 배 확대하

여 할구세포의 형태를  관찰하였고 Salha 등 12 이 발표한  등급을  이용하여  grade 1: 세포  크기
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가 균등, 세포막  분절이 10% 이하, grade 2: 세포  크기가 불균등 , 세포막  분절이 20% 이상, 

grade 3: 세포  크기의 불균등 , 현저한 세포막  분절, grade 4: 고도의  세포막 분절  또는  세포질  

과립의 출현등으로 분류하여 판정하였다. 

  세포정지는  세포분할이  12 시간 경과후에 더 이상  진행되지  않는  경우, 세포사는  세포정지  

후 12 시간이 경과한  경우  또는  고도의 세포막 분절이 나타나거나 세포질에 흑색 과립현상

이 나타난 경우로 간주하였다. 

 

4. 통계분석 

  실험  결과들의  통계적 신빙도를 판정하기 위해  Student t-test 를 이용하여  P>0.01, P>0.05일

때 유의성이 있는것으로 간주하였다.  
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    결과 

 

  회수한 생쥐난들을 각각의 할당된 배양액에서 체외수정을 시도하였으며 수정율은 0.4% 

BSA 난관액에서  82.81%, 10%, 40% 난포액  첨가  배양액과 순수난포액은  각각 85.07%, 87.71%, 

81.25%로서 모든군에서 거의 비슷한 비율을 나타냈다 . 한편 각각의 배양군에서 수정란을 배

양하여 배세포의 분할을 관찰하였는데 4 세포기에 도달하는 비율은 0.4% BSA 난관액 , 10%, 

40% 난포액  첨가  배양액에서  각각  98.11%, 98. 27%, 98%로서 거의  동일하였으나  순수난포액

에서는 78.84%로 다른군에 비해 저하되었다. 8-16 세포기의 분할율은 0.4% BSA 난관액과  

10% 난포액에서는 71.69%, 63.15%로서 별다른 차이를 나타내지 않았는데 40% 난포액에서

44%로 0.4% BSA 난관액과  비교하여  현저한  감소를 나타내어 유의한  차이를  보였고(P<0.05), 

순수난포액에서도 44.23%로 저하되었다. 상실배에 도달한 비율은 0.4% BSA 난관액과 10% 

난포액에서 62.26%, 56.14%인데  40% 난포액과 순수난포액에서 36%와  21.15%로서 역시  현저

히 감소하여 유의한 차이를  나타냈으며(P<0.05, P<0.01) 배포기까지 발달하는 비율은 난포액

의 농도가 높을수록 저조하여 순수난포액에서  7.69%로 다른 배양군에 비해 가장 낮았다(도

표.1). 

  난포액이 배세포의 질적  정도에  미치는 영향을  알아내기  위해 배발달의 16 세포기까지  분

할과정에서 세포의  형태를  관찰하였는데 0.4% BSA 난관액의  비교군에서 grade 1 과  grade 4의  

세포 비율은  각각  58.49%, 5.68%이였는데 배양액  내에  난포액의  농도가 높을수록  배세포의  

양질 정도가 불량하여  순수난포액에서 grade 1 의 비율은  23.07%로 가장 낮은 반면 grade 4

의 비율은 23.07%로 다른 배양군과 비교하여 가장 높았다(도표.2).  

  배세포에 대한  난포액의  독성 여부를  규명하기  위해 각각의  배양액에서 수정란을 체외  배

양하는 과정에서 배세포 생존 , 세포정지, 세포사를 관찰하였는데 배세포 배양의 48 시간이  

경과한  후  생존세포의  비율은  0.4% BSA 난관액, 10%, 40% 난포액의 첨가난관액에서  각각  

77.35%, 70.17%, 60%로서 각 배양군  사이에  유의한 차이가  없었으나  순수난포액에서  44.23%

로 0.4% BSA 난관액에  비해  현저히  감소하였으며(P <0.05) 반대로  세포사의  비율은  다른군에  

비해 훨씬 증가하였다(그림.1). 또한 체외배양의 72 시간에서 배세포의 생존율은  비교군에서  

62.26%이였고 40% 난포액에서는 36%로 현저한 감소를 나타냈으며(P<0.05) 순수난포액에서

는 21.15%로 배세포의 생존율이 현저하게 저하되었다(P<0.01). 배의 세포사는 통계적으로 유

의한 차이는  보이지  않았으나  난포액의  농도가  높을수록  점차  증가하였으며  배세포를  96 시

간 이상 배양하는 경우  순수난포액에서의 배의  생존율은  더욱  낮았고  반대로 배의  세포사는  

다른 여러군에 비해 매우 낮았다(그림.2, 3). 
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    고찰 

  

  난포액에는  여러  성장요소 , hormone, 단백  성분들을  함유하므로  체외배양에서  배양액에  난

포액을  첨가할때  난세포의  감수분열과  수정난의  분할을  자극한다 13,14 고 한다. Hemmings 등 10

에 의하면  난포액내에  insulin like growth factor(IGF), transforming growth factor, platelet derived 

growth factor등  성장요소들을 함유하고 있으며  IGF-1 은  성장요소의 작용을  조절하는 역할이  

있어서 15 IGF-1 의 결합  단백능을  증가시켜서 성장요소의  생성을  증가시키므로  배세포를  체

외배양하는 과정에서  난포액을  첨가할때  배  발달을  현저하게  향상시킨다고  보고했다 . 또한  

난포액은 정자의 운동성을 활성화시키고 선단체 반응을 촉진한다 4~6 고 하였으나 반대로  

Funahashi 등 16 은 25% 성숙난포액을  첨가한  배양액에서  정자를  처리했을때  난세포의 투명대  

결합력을  억제하여 수정율이 감소되었다고 보고하였다. 그러나  본  연구에서 각각 10%, 40%, 

순수난포액으로  정자를 처리하였을때 운동성과  체외수정율에  특별한 영향를  미치지 않았으

며 통계학적으로 유의한 차이를 나타내지 않았다. 

  난포액  내에  함유된 대부분의 단백성분은 혈청에서  유래되며 난포의  주위에 혈관 분포가  

양호할수록 난포액의 단백은  혈청 단백과  비슷한  농도에 도달할수  있다 17 고 한다. 배세포의  

배양에서  영양을  공급하는데  필요한 단백성분은  주로  albumin 이며 미성숙  난포에  비해  성

숙난포에는 albumin 의 농도가 높아서 성숙난포액을 배양액에 첨가할때 배세포에 대해 유익

하다 10 고 하였다. 그러나  Bayer 등 1 과 Hemmings 등 10 은 성숙한  난포들로부터  흡입한  난포

액에서  분광  흡광도가  450nm 이상인 난포액들을  분석하여  단백성분의 농도가  각기 현저한  

차이가 있었으며 단백성분의 분자량에서도 각각 차이를 나타내어 17,000Da.이하의 저분자량

을 포함하는 난포액은 배세포  독성을 나타내어  배세포의 분할을  억제하고 할구세포 분절을  

일으켜 배세포가 상실배 또는  배포기에 도달하지 못하였으며 난포액이  함유하는 여러  단백

성분은  배세포의  발달에 대해 albumin 보다 유용하지 못하다고 하였다 . 또한  Romero 등 18 은 

난포액내에는  purine, adenosine, hypoxanthine 등 단백성분들이  배세포의  성장에 억제요소로  작

용하여  배의  세포분할을 저해한다고  하였으며  Serta 등 14 은 10% 난포액을  첨가한  배양액에

서 배세포를 배양하여 양호한 결과를 얻지 못했다고 보고하였다. 

  본 연구에서는 10%의 난포액을  첨가한 배양액에서 배세포를 배양했을때 배세포  분할 , 세

포의 양질  정도 생존세포 등이  0.4% 조성  인간  난관액에서  배양결과와  비교하여  배발달에  

별다른  영향을  주지  않았으며  배세포  독성은  나타내지  않았다. 그러나  40%를  첨가한 배양

액과 순수  난포액에서  48 시간 이상  배양한 배들은  세포의  질적  불량, 세포정지  또는 세포괴

사 등을 현저하게 일으켜  난포액이 배세포에 대해 독성작용을 하는것으로 나타났다. 일반적

으로 배양액의 조성성분이  부적합할때 일차적으로  세포정지가  일어나고  시간이  경과하여  세

포사가 일어난다 . 그러나 배양액에 독성 성분이 함유되어 있을때 세포정지, 세포 질적도의  

불량, 세포사가 거의 동시에 일어난다. 본 연구에서  배세포 배양에서  난포액을 첨가한  경우  

난포액의  농도가  높을수록 , 배양기간이  경과할수록 세포의  질적정도가  불량하고  세포사가  
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현저하게 일어나는것을 관찰하였다.  

  난포액이 배세포에 미치는 영향에 대해 배세포 보호작용이 있다는 주장 8~10 이 있는 반면  

Dell’Aquila 등  11 은 세포독성이  있을지도  모른다고  보고하였고 Serta 14 은 배세포의 분할에  아

무런 영향이 없다고  보고하였다. 따라서  아직까지 배발달에 있어서 난포액의 작용에  관한  

견해가  확립되지  않아  논란이 맣다 . 본  연구에서는 난포액을 여러  농도로 배양액에 첨가하

여 실험였으며 그 결과 난포액이 배 발달을 저해하는것을 관찰하였다. 

  성숙난포액에는 고농도의 생물학적 활성물질과  albumin, 면역반응  물질인 interleukin, IGF-1

등 단백성분들을 함유하며 19 면역 단백성분들은  난포의 성장 발달을  조절하기  위해  activin

과 inhibin 등을  생성한다. 성숙  난포액에는  고농도의  inhibin 을  함유하고  있는데 20,21 이러한  

억제물질들이  배세포에서  gene 이 형성되는 시기에  작용하여  세포분할을  저해한다 22 고 하는

데 아직 정확한 작용기전은 밝혀지지 않았다 . 따라서 차후에 난포액의 생화학적 , 면역학적  

물질, 호르몬 등을 분석하여 생물학적 유전학적 등 배발달의 관련에 대해 좀더 많은 연구가  

필요할것으로 생각된다.  

. 
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    결론 

 

  본 연구에서 난포액은 농도에  관계없이 난의  체외수정과  4 세포기  이전의  배에  대해  별다

른 영향을  미치지 않았으며 40%와 순수농도의 난포액은 8-16 세포기 이후에 배세포의  분할

을 억제하고  배세포의  질적 정도와  생존율을  현저히  저하시켜  배발달을  저해하였다. 10% 난

포액 첨가  배양액은 배발달에 거의  독성작용을  나타내지  않았으나  40% 난포액  첨가배양액

과 순수난포액등  농도가 높을수록  생존  배의 비율은  감소하였고 반대로  배의 세포사가 현저

히 증가하여 난포액은 배세포에 대해 독성이 있는 것으로 생각된다. 
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Table 1. The effects of follicular fluid in various concentrations on the cell cleavage of          

embryonal development during 96 hours of incubation.  

 
  medium 
embryo cleav. 

 0.4% HTF  
 Em/ O (%) 

10% FF 
 Em/ O (%) 

40% FF 
 Em/ O (%) 

pure FF 
 Em/O (%) 

fertilization 
<4 cells  
<8-16 cells  
morula 
blastocyst 

53/64(82.81) 
52/53(98.11) 
38/53(71.69) 
31/53(62.26) 
13/53(24.52) 

57/67(85.07) 
56/57(98.27) 
36/57(63.15) 
32/57(56.14) 
12/57(21.50) 

50/57(87.71) 
49/50(98.00) 
22/50(44.00)†
18/50(36.00)† 
 6/50(12.00) 

52/64(81.25) 
41/52(78.84) 
33/52(44.23) 
11/52(21.15)‡ 
 4/51( 7.69) 

  

      Em; embryos 

      O; oocytes 

     †; P < 0.05 vs control of 0.4% BSA HTF  

     ‡; P < 0.01 vs control of 0.4% BSA HTF  
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Table 2. The effects of follicular fluids in various concentration and human tubal fluid 

on the cell quality at the 8-16 cell stage of embyonal development  
 

Medium 
cell grade 

0.4% HTF 
Em/Fe. egg (%) 

10% FF 
Em/Fe. egg (%) 

40% FF 
Em/Fe. egg (%) 

pure FF 
Em/ Fe. egg (%) 

 grade 1 
 grade 2 
 grade 3 
 grade 4 

31/53(58.49) 
 7/53(13.20) 
12/53(22.64) 
 3/53(5.66) 

 27/57(47.36) 
 11/57(19.29) 
 14/57(24.56) 
  5/57(8.77) 

17/50(34.00) 
 5/50(10.00) 
 18/50(36.00) 
 10/50(20.00) 

12/52(23.07) 
11/52(21.15) 
17/52(32.69) 
12/52(23.07) 

   Em; Embryos 

   Fe. egg; Fertilized egg 
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Fig.1. The effects of FF in different concentrations on the cell viability at 48 hours 

     after in vitro culture of embryos. * P<0.05 
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Fig.2. The effects of FF in diffferent concentrations on the cell viability  

     at 72 hours after in vitro culture of embryos. *P<0.05, **P<0.01. 

 

 

 

 

 

 

 

**

*

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

Control 10% FF 40% FF Pure FF

Various medium

P
er

ce
nt

ag
e 

of
 c

el
l v

ia
bi

lit
y Cell block

Cell death

Cell survival



  17 

Fig.3. The effects of FF in different concentrations on the cell viability at 96 hours    

after in vitro culture of embryos. 
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