
체세포의 공배양체계에서 단일 에너지원이 인간 배반포기 배의

형성에 미치는 영향
한미산부인과의원 불임센터1, 대구대학교 축산학과2

박기상1,2 , 최인경1,2 , 이진식1 , 송해범2

The Effects of Gluta mine o n Blas tulat io n of Huma n

Embryos o n Ve ro Ce lls In Vitro
Ke e - S a n g Pa rk 1,2 , In- Ky u ng Cho i1,2 , J in- S h ik Le e 1, a nd Ha i- Bu m S o ng 2

1Infe rtility Medica l Ce nte r, Ha n- Mee Wome n's Clinic a nd 2 De pa rtme nt of Amina l Scie nce , Taegu

Unive rs ity, Kore a .

=Abs t ra c t=

This study was conducted to investiga te the effects of Tis s ue Culture Medium 199 (TCM) a nd

Dulecco's Modified Eagle Medium (DMEM) on the blastula tion a nd grade of huma n oocytes on

Ve ro ce lls in vitro .

A coho rt of 79 a nd 93 oocytes in meta phase II stage we re use d in TCM 199 a nd DMEM

res pective ly. No diffe re nces we re found in the nume r of oocytes s howing two- pronucle i betwee n

TC M (82.3%) a nd DMEM (86.0%). The numbe r of fe rtilized oocytes reaching the blastocyst was not

s ignifica nt in TCM (60.0%) a nd DMEM (63.1%). A tota l of 89 blastocysts we re categorized into the

four grade s (BG 1, BG2, BG3 a nd ea rly) de pe nding on the ir mo rphology. The numbe r of e mbryos

achieving the blastocyst grade 1 (BG 1) wa s s ignifica ntly highe r (P<0.05) in DMEM tha n TCM, at

50.8% (33 out of 65) a nd 15.0% (12 out of 80) re s pective ly.

It is conclude d that cultured oocytes in DMEM with gluta mine on Ve ro ce lls s hould be

s ignifica ntly increa sed BG 1.

Ke y wo rd s : Tis s ue Culture Medium 199 (TCM), Dulbe cco's Modified Eagle Medium (DMEM),

Two- pronucle i, Blastulation, Bla stocyst, Blastocyst gra de 1 (BG 1)
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서론

인간의 자궁은 배란후 5- 7일 경에 착상을 위한 최상의 생리적 상태로 되기 때문에 포배강이

형성된 (cavitated) 배반포기 배 (blastocyst)가 fa llopia n tube에서 자궁내로 들어가 착상이 성공적으

로 이루어지게 된다 (Schillaci 등, 1994; Ga rdne r와 La ne , 1997). 그러나 체외수정시술 (IVF cycle )에

서 자궁에 수정란을 이식하는 시기는 일반적으로 난자 채취 2 또는 3일 후에 실시하고 있는데

(Dokras 등, 1993; Turne r a nd Le nton, 1996), 그 이유는 배양기간이 길어지면 수정란의 발달이 중

지되거나 dege ne ration이 증가되어 이식할 수 있는 배아의 수가 줄어 들기 때문이다 (Dokras 등,

1993; Huis ma n 등, 1994). 이와 같은 현상은 부적절한 배양조건 (Schillaci 등 1994) 중에서 에너지

원의 조절이 부적절하기 때문인데, 인간에서 수정란은 난관을 통하여 자궁으로 들어가는 동안 이

용할 수 있는 에너지원이 다르다. 자궁이 난관 보다 상대적으로 glucose의 농도는 높고 pyruvate

와 lactate의 농도는 낮게 나타나는데, 이는 초기 배발달에 에너지원으로 glucose가 상대적으로 많

이 사용되지 않기 때문일 것이다 (Ga rdne r와 La ne , 1997). Ha mste r의 수정란은 에너지를 생산하는

데 있어서 glycolys is를 이용하지 못하는 "Cra btre e effect" (Cra btree , 1929; Koobs , 1972) 때문에 배

양액에 에너지원으로 첨가된 glucose는 배반포기까지의 배발달에 유해한 영향을 미친다 (Ses ha giri

와 Baviste r, 1989; Ba rnett과 Baviste r, 1996). Gluta mine은 mouse의 수정란에서 meta blic source로서

이용되는데, gluta mine tra ns minase를 통하여 에너지가 생산된다. 체외에서 배양하여 얻은 배반포

기 배 중에서 발생능력은 grade에 따라 다르게 나타나고 있다. 포배기 배의 gra de는 BG 1, BG2

및 BG3로 나눌 수 있는데, hatching과 attachme nt율이 다르게 나타났으며, a ttachme nt 후 hCG 생

성율에 있어서도 grade에 따라 다르게 나타나서, 포배기 배아의 grade에 따라 착상율과 임신율에

직접적으로 관련이 있는 발생능력이 다르게 나타날 수 있다 (Dokras 등, 1993; Turne r와 Le nton,

1996).

본 실험은 체세포 공배양체계에서 에너지원이 각기 다르게 함유된 TCM과 DMEM이 인간 배반

포기 배의 형성과 배반포기 배의 grade에 미치는 영향을 조사함으로써 체외수정시술에서 배아의

착상율과 임신율을 향상시킬 수 있는 방법을 모색하기 위하여 실시하였다.
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재료 및 방법

1 . 배양액의 준비

정자의 처리에 사용한 F- 10 Nutrie nt Mixture Medium (F- 10, 11550- 043, Gibco, USA)은 0.8 mM

Ca - la ctate (276044X, BDH, UK), 5.1 mM KHCO3 (P- 9 144, S igma , USA) 및 20 mM Na HCO3

(S- 576 1, S igma , USA)를 첨가하여 제조하였다. 난자의 수정과 배양에는 TCM (11150- 059, Gibco,

USA) 또는 DMEM (11966- 025, Gibco, USA)을 사용하였고, Ve ro ce ll의 준비에는 TCM을 이용하였

다. 모든 배양액은 0.5% a ntibiotics (Stre ptomycine s ulfa te , S- 9 137; Pe nicillin- G, P- 3032, Sigma ,

USA)를 첨가한 다음 삼투압 측정기 (Os momat 030, Gonatec, Ge rma ny)를 이용하여 삼투압을 280

mOs mol/kg으로 보정하였다. 삼투압을 보정하고 나서 0.2 m의 여과기 (Minisa rt 17597, Sa rtorius ,

Ge rma ny)로 제균하면서 14 ml tube (2001, Fa lcon, USA)에 분주한 다음 4℃에서 보관하였다. 배양

액은 95% 이상의 습도, 37℃ 및 5% CO2를 유지하고 있는 배양기 (3 154, Forma , USA)에서 6시간

이상 평형시킨 다음 이용하였다.

2 . 난자의 준비

과배란은 gonadotrophin re lea s ing hormone agonist (GnRHa)를 이용한 장기요법을 실시하여 유

도하였다. Mid- lutea l pha se의 환자에게 하루 300 g의 Buse re lin (Suprefa ct, Hoechst, Ge rma ny)을

두번씩 투여하고, follicula r phase 3일째에 225 IU의 huma n me notrophins [huma n me nopa usa l

gonadotropin (hMG, Pe rgona l, Se rono, Ita ly)] 와/또는 fo llicle stimula tion hormones (FS H,

Urofollotropin, Metrodin, Se rono, Ita ly)을 GnRHa와 병용하여 4일간 투여했다. 매일의 oestra dio l의

농도, 난포수 및 난소의 크기를 기초로 한 난소 반응에 따라 me notrophins의 투여량을 결정하였

다. 난소는 과배란유도를 시작한지 6- 8일째에 초음파 검사와 oestradiol의 농도를 측정하여 과배란

유도의 정도를 측정하였다. 난포의 직경이 18 mm 이상인 것이 1개 이상이고 oestra dio l의 농도가

900 pg/ml 이상일 때 10,000 IU의 huma n chorionic gonadotrophin (hCG, P rofas i, Se rono,Ita ly)을 투

여하여 배란을 유도하였다. hCG를 주사한 후 36- 38시간 째에 질식 초음파를 이용하여 난포에서

난자를 채취하였다.

채취한 난자는 37℃와 5% CO2로 조절된 조작기 (IVF cha mbe r, Illjin, Korea )내에서 해부현미경

을 이용하여 난구세포의 특징을 기준으로 난자의 성숙 정도를 확인 (Veeck, 199 1)한 다음, 10%
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huma n follicula r fluid (hFF)를 첨가한 TCM 또는 DMEM이 들어 있는 배양접시(3260, Costa r, USA)

로 옮겨 수정시기까지 배양기에서 배양하였다. 수정에 이용하는 난자는 배양접시 당 5개 이하가

되도록 조절하였다.

3 . 난포액 (h FF, h u m a n fo llic u la r flu id )의 준비

hFF는 체외수정 시술을 하고 있는 환자 중에서 성숙 난자를 갖고 있는 난포에서 회수한 난포

액에 혈액이 거의 섞이지 않은 것을 회수하여 이용하였다. 회수한 hFF는 원심분리 (3,500 rpm)를

2회 (30분, 10분) 실시하여 상층액 만을 회수한 후 56℃에서 35분간 불활성화시켜 0.2 m의 여과

기로 여과하여 제균하고 나서 - 20℃에 보존하다가 융해하여 사용하였다. 융해 후 2일이 경과한

것은 실험에서 제외하였다.

4 . 체외수정

정자는 난자를 채취하기 전에 수음(masturbation)을 이용하여 정액을 회수하였고, 정자의 농도

와 운동성은 World Hea lth Orga nization Crite ria (WHO, 1993)에 따라 측정하였으며, 정액이 액상화

되고 나서, 10% hFF가 첨가된 F- 10 배양액으로 1,500 rpm에서 2회 (5분, 3분) 원심분리하여 세척

하였다. 세척 후 pe llet이 흩어지지 않게 1 ml 의 F- 10 배양액을 조심스럽게 첨가하여 1시간 동안

배양기 내에서 정자를 부유시켰다. 부유된 정자는 5 ml tube (2003, Fa lcon, USA)에 보관하면서 수

정에 이용하였다..

수정에 이용하는 정자는 200,000마리가 되게 수정 시기의 난자가 있는 2 ml 의 배양액 내로 주

입하였다. 다음날 아침, 37℃와 5% CO2로 조절된 조작기 내에 있는 해부현미경 하에서 syringe

needle (3203 10, Becton Dickinson, USA)을 이용하여 난구세포를 제거하고 수정여부를 조사하였다.

자성전핵과 웅성전핵이 형성되어 있고 두개의 극체가 있는 것을 수정이 된 것으로 확인하였다.

5 . Ve ro c e ll의 준비

Ve ro ce ll은 Ouhibi 등 (1989)의 방법에 따라 동결되어 있는 ce ll을 융해하여 2- 3X106 ce ll을 세척

한 후 flas k에서 4일 동안 (6- 8X106 ce ll) 배양하고, tryps in을 처리하여 ce ll s us pe ns ion을 시켜서 3

개 정도로 나누어 준비하였다. 이 중에서 한개는 새로운 fla s k에서 배양을 하고, 하나는 동결하고,

나머지 한개는 배양접시에 monolaye r를 형성하도록 2 ml 의 배양액에 200,000 ce ll의 농도로 조절하
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여 약 3일간 배양하였다. 배양액은 10% feta l bovine se rum (FBS , 26 140- 079, Gibco, USA)이 첨가

된 TCM 배양액을 이용하였다. Ve ro ce ll의 동결과 융해도 Ouhibi 등 (1989)의 방법을 이용하였다.

6 . Ve ro c e ll m o n o laye r 상에서의 수정란 공배양

수정이 확인된 난자는 Ve ro ce ll과 공배양을 실시하였다. 공배양 접시의 준비는 공배양을 실시

하기 하루 전날 20% hFF가 첨가된 TCM 또는 DMEM으로 교체하였으며, 2- 3일 후에 이와같은 방

법으로 준비된 새로운 배양접시로 옮겨주는 방법으로 신선한 배양액을 교체하면서 배반포기 배가

될 때까지 배양하였다.

7 . 배반포기 배의 g ra d e

배반포기 배의 gra de (BG)는 Dokra s 등 (1993)의 방법에 따라, BG 1은 ea rly cavitation되고 나서

expa nded cavity (ICM과 trophectode rm laye r로 구분되는)가 있는 것으로 하였다. BG2는 initia l

cavita tion 후 1- 2일 후에 BG 1의 모양이 되는 것 ( late 또는 s low deve loppe r)으로 하였으나,

initia l cavita tion 후 1- 2일 간 배양을 하지 않고 5일 째에 바로 이식을 실시한 경우에는 초기 배반

포기 배 (ea rly blastocyst)로 하였다. 그리고 BG3는 처음에 va cuole이 보이고 나서 de ge ne rative

foci가 보이는 것으로 하였는데, va culoed mo rula는 va cuole에 의해서 cavity로 보일 수 도 있고,

BG3는 ICM과 trophectode rm이 잘 보이지 않아 초기 배반포기 배와 구별하기 힘든 경우도 있다.

8 . 분석

성숙 난자를 에너지원이 다르게 함유된 배양액인 TCM 또는 DMEM으로 옮겨 수정을 시키고

수정율을 비교하였다. 수정이 확인된 수정란은 난자 채취 후 5- 7일간 Ve ro ce ll과 공배양을 지속

하면서 배양액에 따른 배반포기 배의 출현율과 배반포기 배의 grade에 미치는 효과를 조사하였

다.

결과에 대한 분석은 통계프로그램인 SAS (Statistica l Ana lys is Syste m, 1988) pa ckage를 이용하

였다. 평균에 대한 유의성은 t- test를 실시하여, 5% 유의수준에서 검정하였다.
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결과

2 1쌍의 불임 환자로 부터 회수한 총 172개의 성숙난자 (Meta pha se II)를 TCM (n=93, 11 cycle )

과 DMEM (n=79, 10 cycle )으로 나누어 수정과 배양을 실시하였다. 172개의 난자중에서 수정이 이

루어진 145개의 수정란 (TCM: 80; DMEM: 65)을 Ve ro ce ll과 공배양하여 채란 5- 7일까지 배양하여

배반포기까지의 발달능력을 조사하였다.

성숙난자 중에서 수정이 이루어진 난자의 수는 TCM 86.0% (80/93)과 DMEM 82.3% (65/79)사이

에서 차이가 없었다 (Ta ble 1).

수정란 중에서 배반포기까지의 발달율에 있어서도 TCM 60.0% (48/80)과 DMEM 63.1% (4 1/65)

간에 차이가 없었다 (Ta ble 2). 그러나 배반포기 배의 형태에 따라 BG 1, BG2 와 BG3 및 ea rly로

grade를 나누어 살펴보면, 임신율을 높이는데 가장 좋은 형태를 갖고 있는 것으로 알려진 BG 1의

출현율은 DMEM 50.8% (33/65)이 TC M 15.0% (12/80)보다 현저히 (P<0.05) 높게 나타났다 (Ta ble

2). BG2와 BG3의 출현율은 두 배양액간에 차이가 없었다. 그러나 초기 배반포기 배 (ea rly

bla stocyst)의 출현율은 TC M 35.0% (28/80)이 DMEM 7.7% (5/65) 보다 높게 (P<0.05) 나타났다. 따

라서 체세포 공배양체계에서 발달능력이 가장 우수한 BG 1을 갖고 있는 인간 배반포기 배의 출현

율은 DMEM이 TCM 보다 더 우수하였다.
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고찰

Ta ble 1과 2에서 보는 바와 같이 배양액에 따른 수정율 및 전체 배반포기 배의 출현율에는 차

이가 없었다. 그러나 배반포기 배의 grade에 미치는 효과를 보았을 때, 임신율과 가장 밀접한 관

계가 있는 것으로 알려진 BG 1의 출현율은 DMEM (50.8%)이 TC M (15.0%) 보다 유의하게 (P<0.05)

높게 나타났다. 그러나 초기 배반포기 배 (ea rly blastocyst)의 출현율은 TCM (35.0%)이 DMEM

(7.7%) 보다 높았다 (P<0.05). 따라서 DMEM에 에너지원으로 포함되어 있는 gluta mine은 수정란의

발달을 촉진시키는 것에 비하여 TCM에 포함되어 있는 glucose는 배의 발달을 지연시킨 원인이

되는 것으로 생각된다.

Ba rnett 과 Baviste r (1996)는 1 mM의 gluta mine과 0.1- 0.25mM의 pyruvate가 들어 있는 HECM

배양액에 glucose/inorga nic phos phate (Gu/Pi, 5 mM/0.35 mM)의 첨가 유무에 따라 ha mste r 2 세포

기의 배가 배반포기까지 배양할 때, 무첨가군 (75%)이 첨가군 (36%) 보다 유의하게 (P<0.05) 높아

서 Glu/Pi가 배의 발달에 저해작용을 한다고 하였다. 이와 같은 저해작용은 Glu/Pi action에 의한

glycolys is 때문에 일어나는데, 과도한 glycolys is가 일어나면 cytosolic meta bolis m과 mitochondria l

meta bolis m 사이의 균형을 잡기 위해서 oxida tive phos phorylation이 일어나게 되어 배의 발달에 유

해한 역할을 하게 되는 것으로 알려져 있다 (Cra btree effect; Cra btree , 1929; Koobs , 1972).

Ses hagiri 와 Baviste r (1989)도 ha mste r 8 세포기의 배를 배반포기까지 배양할 때 glucose는 배의

발달에 저해작용을 하는 것으로 보고하였는데, ha mste r 8 세포기의 배는 e ne rgy를 생산하는데 있

어서 glycolys is를 이용하지 못하는 Cra btree effect" (Cra btree , 1929; Koobs , 1972)가 있기 때문이라

고 하였다. 이와 같은 Cra btree effect" 작용으로 여러 가지 에너지원이나 단백질원의 oxida tive

pote ntia l이 줄어 들게 되어 결과적으로 Kre bs cycle을 통한 지속적인 cata bolis m이 억제되어 결과

적으로 배의 발달에 유해한 작용을 하게 된다 (Ses hagiri와 Baviste r, 1989; Ba rnett와 Baviste r,

1996). Gluta mine은 gluta mine tra ns minase를 통하여 2- oxogluta rate로 변하여 에너지를 생산하는데

(Horns by, 1982), mouse e mbryo는 meta bolic source로서 gluta mine을 이용한다 (Na s r- Esfa ha ni 등,

1992). Ga rdne r와 La ne (1997)은 사람에서 pyruva te , lactate , glucose와 같은 에너지원의 농도가

oviduct (0.32, 10.5, 0.50mM)와 ute rus (0.10, 5.87, 3.15)에서 각기 다르게 나타나는데, oviduct가

ute rus 보다 상대적으로 glucose의 농도가 낮기 때문에 배반포기가 되기 전의 초기 배의 발달에는

에너지원으로서 glucose를 상대적으로 필요로 하지 않는다고 하였다.
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Dokras 등 (1993)과 Turne r와 Le nton (1996)은 배반포기 배를 형태적인 차이에 따라 BG 1, BG2

및 BG3 등 3가지로 구분할 수 있으데, 착상능력은 gra de에 따라 다르게 나타난다고 하였다. 발생

능력이 가장 우수한 것은 BG 1인데, BG 1 보다 발달이 1- 2일 늦어 6- 7일째에 BG 1의 형태가 되는

BG2는 BG 1에 비하여 초기 착상능력이 저조하여 배반포기 배를 당일 이식해야 하는 경우에는 착

상율과 임신율이 떨어지게 된다. 그러나 BG2를 동결하고 나서 자궁의 착상단계에 맞추어 융해 한

다음 이식하면 착상율과 임신율이 BG 1에 비하여 차이가 없다고 하였다 BG3는 자궁의 착상단계

와는 무관하게 BG 1이나 BG2에 비하여 임신율이 현저하게 떨어진다. 대부분의 배반포기 배가 방

출하는 hCG는 10- 11일에 최대에 도달하고 그 이후로는 줄어들게 된다 (Dokras 등, 1993). BG 1과

BG2에서 방출하는 hCG는 초기의 방출 patte rn에서 차이가 있는데, BG 1은 8일과 9일에 BG2보다

유의하게 높다고 보고되어 있다 (Dokras 등, 1993). 따라서 배반포기 배의 grade는 잠재적인 발달

능력 (deve lopme nta l pote ntia l)과 직접적으로 연관이 있다고 할 수 있다 (Dokra s 등, 1993, Turne r와

Le nton, 1996).

본 연구에서 얻어진 결과에서는 배양액 간에 수정율에는 차이가 없었지만, 에너지원으로

gluta mine만 첨가되어 있는 DMEM이 glucose와 gluta mine이 복합적으로 첨가되어 있는 TCM 보다

임신율과 직결되는 BG 1의 생산에 더 효과적인 것으로 나타나서, TC M 배양액에 첨가되어 있는

glucose가 배의 발달을 지연시킨 것으로 보인다.

수정이 이루어진 난자를 5- 7일간 배양하면 부적절한 배양환경으로 인해서 배반포기 배의 형성

이 저조하게 나타나게 되므로 (Ga rdne r와 La ne , 1997), huma n a mpulla ry ce lls (Bongso 등, 1989),

bovine ute rine fibrobla sts (Wie me r 등, 1989) 및 monkey Ve ro ce lls (Schillaci 등, 1994; Turne r와

Le nton, 1996; Ga rdne r와 La ne , 1997)와 같은 fe ede r ce ll을 이용하여 공배양을 실시하고 있다.

본 연구에서 얻어진 결과에서도, 체외에서 인간 난자를 배반포기까지 배양하는데 Ve ro ce lls를

이용한 체세포 공배양체계에서 단일 에너지원으로 gluta mine이 첨가된 DMEM 배양액을 효과적으

로 이용할 수 있었다.
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결론

본 연구는 체외수정시술에서 배아의 착상율과 임신율을 향상시킬 수 있는 방안을 모색하기 위

하여 체세포 공배양체계에서 에너지원이 다르게 함유된 배양액인 TCM과 DMEM이 인간 배반포기

배의 형성과 배반포기 배의 grade에 미치는 영향을 조사하였으며 그 결과는 아래와 같다.

1. 배양액에 따른 수정율에서는 TCM (86.0%)과 DMEM (82.3%)에서 차이가 나지 않았다.

2. 수정이 이루어진 난자를 각각의 배양액이 첨가된 Ve ro ce ll과 공배양하고 나서 전체 배반포

기 배의 출현율을 보았을 때 TCM (60.0%)과 DMEM (63 .1%)에서 차이가 나지 않았다.

3. 배반포기 배를 형태에 따라 grade를 BG 1, BG2, BG3 및 ea rly로 나누어 살펴 보았을 때, 발

생능력이 가장 우수한 것으로 알려진 BG 1의 출현율은 DMEM (50.8%)이 TCM (15.0%) 보다 높게

(P<0.05) 나타났다. 반면, 초기 배반포기 배 (e a rly bla stocyst)의 출현율은 TCM (35.0%)이 DMEM

(7.7%) 보다 높게 (P<0.05) 나타나서, TCM에 첨가되어 있는 glucose가 배의 발달에 유해한 작용을

한 것으로 사료된다.

따라서 Ve ro ce ll을 이용한 공배양체계에서 에너지원으로 glucose와 gluta mine이 혼합된 TCM

보다는 gluta mine이 단독 첨가된 DMEM이 blastocyst- ET를 위한 배양체계에 효과적으로 이용될 수

있을 것이다. 그러나 배반포기 배의 형성에 미칠 수 있는 여러 가지 에너지원 간의 상호적 관계

에 대한 연구가 진행되어야 할 것이다.
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Ta ble 1. Effects of d iffe re nt c u lture med ia o n in vitro fe rt ilizat io n of

huma n oocytes .

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

No of No of

Treatme nt cyc les e mbryos Fe rtilization (%)a

exa mined cultured

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

DMEM 10 79 65 (82.3)

TCM 11 93 80 (86.0)

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

a No s ignifica nt diffe re nce s

Ta ble 2 . Effects of d iffe re nt c u ltu re med ia o n deve lo pme nt of in vitro

fe rt ilized oocytes .

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

No of No of Bla stocyst (%)

Treatme nt cycles e mbryos

exa mined cultured Tota l BG 1 BG2 BG3 Ea rly

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

DMEM 10 65 4 1 (63.1) 33 (50.8)a 4 (6.2) 1 (1.5) 5 ( 7.7)a

TCM 11 80 48 (60.0) 12 (15.0)b 4 (5.0) 4 (5.0) 28 (35.0)b

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

a - bWithin columns tre atme nts with diffe re nt s upe rscripts a re s ignifica ntly diffe re nt (P<0.05).
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