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= A b s trac t =

T his stu dy w as design ed to ev aluat e the influen ce of pronu clear age on th e

surviv al an d post - thaw ing dev elopm ent aft er cry opreserv at ion of m ou se em bry os .

F reezing an d thaw in g w ere perform ed in the differ ent pronu clear st ag es of m ou se

em bry os aft er IVF . Em bry os w ere obt ained from F 1 hybrid m ice and classified

int o 4 group s accordin g to the pronuclear stage ( 6hr , 9hr , 12hr an d 15hr after

in sem in ation ). Pronu clear ov a w ere slow ly cooled in a biological fr eezer u sing

1.5M 1,2- propanediol an d 0.1M su crose as cry oprot ect ant . T h aw in g w as done at

room temperature an d 1,2- propanediol w as rem ov ed by m ulti - st ep dilut ion s . Both

frozen - th aw ed em bry os and control fr esh em bry os w ere cultured in vit ro in H am ' s

F - 10 m edium supplem ent ed w ith 4m g/ m l BSA .



In control group, th e dev elopm ent r at e aft er 48hr w as 99.3% , an d the com plet e

h atchin g rat e aft er 144hr w as 61.3% . In ex perim ent al group s , th e surviv al r at e

aft er thaw ing w as 95.4% in 6hr , 88.7% in 9hr , 75.2% in 12hr and 62.4% in 15hr

aft er in sem in ation , the dev elopm ent r at e aft er 48hr w as 61.1, 77.0, 67.0 an d 79.6% ,

respect iv ely , an d the com plet e hat chin g rat e after 144hr w as 25.7, 43.7, 42.2 an d

60.0% , respect iv ely . T he surviv al r at e in 15hr w as significant ly low er ( p < 0.05)

com pared w ith other groups . In vit ro dev elopm ent r at es aft er 48hr w ere sim ilar in

all groups , but com plem ent hat ching rate w as significant ly low er ( p< 0.05 ) in 6hr

group.

In con clu sion , cry opreserv at ion of m ou se pronuclear ov a w ith 2 dist in ct pronu clei

( 9hr and 12hr group s ) sh ow ed bet ter r esult s aft er th aw in g com pared w ith early

(6hr group ) or late pronu clear ov a ju st prior to cleav age (15hr group ).

서 론

체외수정 및 배아이식에 있어서 과배란 유도 방법의 발달로 많은 수의 난자 및 배

아를 얻게됨에 따라 이식에 필요한 적정수의 배아를 제외한 잉여 배아에 대한 동결보

존방법이 활발하게 연구개발되어져 왔다 ( F ehilly et al., 1985; A l- H asani et al., 1987;

Siebzehnruebl, 1989 ).

포유동물의 배아는 발생 단계에 따라 여러종류의 동결보존액이 사용되고 있으며,

다양한 동결 및 해빙방법이 보고되고 있다 ( M an delbaum et al., 1988; T roun son et

al., 1988; W ilson et al., 1989; M acas et al., 1991 ). 4세포기에서 8세포기 배아의 동

결보존액으로는 dim ethyl sulfox ide ( DM S O )를 이용하고 ( F ehilly et al., 1985 ) 전



핵시기의 배아와 4세포기 이전의 초기 배아는 1,2- propanediol ( PROH )를 이용하는

것이 ( Lassalle et al., 1985 ) 적합한 것으로 보고되고 있다. Van der Auw era등 (

1990 )은 PROH를 이용하여 전핵시기의 배아를 동결할 경우 급속동결보다는 저속에

의한 동결방법이 초기배아의 생존율을 보다 높일 수 있는 것으로 보고하고 있다.

최근 인간의 체외수정 및 배아이식에 있어서 잉여배아의 동결보존은 분열시기의 배

아보다는 전핵시기의 배아를 동결보존하는 것이 보다 안정적이고, 임신율도 높은것으

로 보고하고 있다 ( T estar t et al., 1986; F ug ger et al., 1988; Cohen et al., 1988 ).

그러나 전핵시기는 전핵의 이동 및 융합등 세포학적으로 불안정한 시기이며 이 시기에

는 세포질 내 세포골격의 재배열이 왕성하게 일어나는 것으로 보고되고 있다 (

S ch at ten et al., 1985; W right et al., 1990 ).

본 연구는 생쥐를 이용하여 전핵이 처음 형성되어 2세포기로 분열하기 직전까지의

세포질 내 세포골격의 상태가 다른 전핵시기를 동결 및 해빙하여 그 생존율과 발생율

을 비교하여 동결에 가장 적합한 전핵배아의 시기를 알아보고자 실행하였다.

재료 및 방법

1 . 실 험 동 물

본 실험에서는 생쥐 제 1세대 잡종 ( C57BL ♀× CBA ♂ )으로 생후 6- 8주된 암

컷과 12주된 생식력이 확인된 수컷을 사용하였다. 이들을 명기와 암기가 조절되는 (

12시간 : 12시간 ) 사육실에서 사육하였다. 과배란 유도를 위해 7.5 I.U .의 pregn ant

m are ' s serum gonadotropin ( PM S G, Sigm a )을 생쥐암컷에 복강 주사하고 48시간

후 5 I.U .의 hum an chorionic g on adotropin ( hCG, Sigm a )을 복강주사하였다.

2 . 전 핵 배 아 의 획 득



전핵배아는 체외수정과정을 통해 획득하였다. 수정능력이 확인된 12주령의 수컷생

쥐를 경추 탈구법으로 희생시키고 부정소 미부와 정관 부위를 분리하여 Ham ' s F - 10

배양액에 넣었다. 26G 주사침으로 정자괴를 유리시켜 이를 5% CO2가 공급되고 37℃

가 유지되는 배양기에서 10분간 배양하였다. 상층액 부분 0.5m l을 0.4% BSA (

bovine serum album in )가 첨가된 H am ' s F - 10배양액에 옮긴 후에 10분이상 수정을

시키는 시간까지 배양하였다.

HCG 주사 후 14시간에 암컷생쥐를 경추탈구법으로 희생시키고 양쪽 난관을 분리

하여 H am ' s F - 10에 0.4% BSA가 첨가된 배양액이 담긴 배양접시로 옮겼다. 해부현

미경하에서 난관의 팽대부를 26G 주사침으로 찢어 난자- 난구세포를 얻었다. 이들을

세번의 세척과정을 거친 후에 H am ' s F - 10에 0.4% BSA가 2m l들어있는 수정용 배양

접시 ( F alcon #3037 )에 모았다.

준비된 수정능력을 획득한 정자의 부유액을 수정용 배양접시에 105 - 106 / m l의

농도씩 넣어 수정을 시켰다.

수정 후 6시간에 전핵이 확인되는 전핵배아를 골라 이들을 계속 배양하면서 수정

후 전핵이 처음보이기 시작하는 6시간 ( F ig . 1 ), 두개의 전핵이 뚜렷하면서 세포질의

양끝에 멀리 떨어져있는 9시간 ( F ig . 2 ), 두개의 전핵이 뚜렷하면서 근접한 12시간 (

F ig . 3 ) 그리고 두개의 전핵이 융합되는 15시간 ( F ig . 4 )에 각각 동결을 시행하였다.

수정 후 16시간 부터는 2 세포기로 진행되는 배아가 관찰되었다 ( T able 1 ).

3 . 배 아 의 동 결 및 해 빙

배아의 동결보존액으로는 20% F BS ( fetal b ovine serum )가 포함된 D - P BS에

1.5M PROH와 0.1M sucrose를 첨가하여 사용하였다.

배아를 동결보존액에 10분간 노출시켜 탈수화를 유도한 후 0.25ml plast ic st r aw에



7개에서 10개씩의 배아를 넣어 자동 세포동결기 ( Kry o - 10, Plan er )에서 동결하였

다.

10℃에서 - 7℃까지는 분당 - 2℃씩 냉각시키고 - 7℃에서 5분간 정지시키고 정지 1

분 후 과냉각을 방지하기 위하여 액체질소에서 냉각된 핀셋으로 식빙 ( seeding )을

시행하였다. - 7℃에서 - 30℃까지는 분당 - 0.3℃씩 냉각하였으며 - 30℃에서 10분간 정

지 후 액체 질소통에 넣어 보존하였다.

배아의 융해는 동결된 str aw를 액체질소통에서 대기중으로 옮겨 20초간 노출시킨

후 st r aw표면의 물기를 제거한 다음 알코올을 묻힌 거즈로 닦아 소독하였다. St r aw내

의 배아와 동결보존액을 배양접시에 부어 해부현미경하에서 배아의 수를 확인한 후 융

해액으로 옮겼다.

기본 융해액은 20% F BS가 포함된 D - PBS로 하여 첫 단계에서는 1.0M PROH와

0.2M su crose용액에서 5분간, 두번째 단계에서는 0.5M PROH와 0.2M sucrose용액에서

5분간, 세번째 단계에서는 0.2M su crose용액에서 5분간 노출시키고 마지막 단계에서는

기본 융해액에서 5분간 두었다. 해부 현미경하에서 세포질과 투명대가 밝고 온전한

배아를 생존한 것으로 판정하였고, 생존한 배아는 0.4% BSA가 첨가된 H am ' s F - 10배

양액에서 배양하였으며 24시간마다 발생을 관찰하였다.

4 . 통 계 처 리

본 실험의 통계적인 유의성 검정은 student ' s t - test 방법으로 실시하였으며, p값이

0.05보다 작은경우 유의성이 있는것으로 판단하였다.

결 과



수정 후 6시간, 9시간, 12시간, 15시간에 동결을 시행하여 융해하였을 때 회수율은

모두 100%를 나타냈고 생존율은 각각 95.36% , 88.73% , 75.17% , 62.42%를 나타냈다

(T able 2). 생존율에 있어서 15시간군이 다른군에 비하여 유의하게 낮았다 (p< 0.05).

생존된 배아를 24시간동안 배양하였을 때 2세포기까지의 발생율은 대조군이 100% ,

6시간은 93.75% , 9시간은 97.62% , 12시간은 88.07%이고 15시간은 98.98%로 나타나 대

조군과 비교하였을 때 실험군에서 유의한 차가 없었다. 그러나 생존된 배아를 48시간

동안 배양하였을 때 4세포기까지의 발생율은 대조군이 99.30% , 6시간은 61.11% , 9시간

은 76.98% , 12시간은 66.97%이고 15시간은 79.59%를 보여 대조군에 비해 실험군에서

유의하게 낮았다 (T able 3, p< 0.05 ).

생존된 배아 중 배양 96시간에 포배기로 발생한 비율은 대조군이 95.77% , 6시간은

49.30% , 9시간은 73.01% , 12시간은 70.04%이고 15시간은 90.82%였으며 48시간 더 배양

했을 때 완전히 탈각한 부화율은 각각 61.27% , 25.69% , 43.05% , 42.20% , 60.20%로 나

타났다 (T able 4). 발생율과 부화율에 있어서 수정 후 6시간에 동결한 군이 가장낮은

비율을 보였다.

고 찰

체외수정 및 배아이식에 있어서 잉여 난자 및 배아의 동결보존 방법이 활발하게 연

구되어져 왔다. 포유동물의 배아는 발생단계에 따라 여러 동결보존액이 사용되고 있

으며 다양한 동결 및 해빙방법이 보고되고 있다. 인간의 체외수정 및 배아이식에 있

어서 잉여 배아의 동결보존은 전핵시기에 시행하는 것이 분열시기보다 안정적이고 임

신율도 높은것으로 보고하고 있다 ( T est ar t et al., 1986 ; F ug ger et al., 1988 ;

Cohen et al., 1988 ). 그러나 전핵시기는 전핵의 이동 및 융합 등 세포학적으로 불안



정한 시기이며 이 시기에는 세포질 내 세포골격의 재배열이 일어나는 것으로 보고되고

있다 ( S chat t en et al., 1985; W right et al., 1990 ).

본 실험은 이러한 불안정한 시기인 전핵시기 중에서 동결 및 해빙에 적합한 시기를

알아보고자 생쥐를 이용하여 전핵시기를 수정 후 6시간, 9시간, 12시간 그리고 15시간

으로 나누어 각 시기에 따른 동결 및 해빙 후의 그 생존율과 발생율을 비교하였다.

각 시기에 따른 회수율은 모두 100%를 나타내었고 생존율은 분열직전인 15시간군

에서 다른군에 비해 유의하게 낮은 생존율을 보였다 ( 62.42% , p < 0.05 ). 이것은

Chedid 등 (1992)이 두개의 전핵이 보이는 휴지기 1세포기에 동결하는 것이 세포분열

시기의 1 세포기를 동결하는 것보다 생존율이 높다는 보고와 일치한다.

생존된 배아의 해빙 후 24시간이 지난 후 2 세포기로의 발생율을 보았을 때 대조군

과 실험군간에 유의한 차이가 없었다. 그러나 해빙 후 48시간이 지난 후 4세포기로의

발생율은 대조군에 비해 실험군의 발생율이 유의하게 낮은 경향을 보였다 ( p < 0.05

). 이것은 1 세포기에서 2 세포기로의 첫번째 세포분열은 동결에 의해 영향을 받지 않

는 것으로 보이나 정자에 있는 중심립에 의해 영향받는 ( Rugh , 1990 ) 4세포기로의

두번째 분열은 전핵시기의 동결에 의해 영향을 받는 것으로 사료된다.

융해 후 생존된 배아의 포배기로의 발생율과 부화율을 비교하여 보았을 때 수정 후

15시간에 동결한 군은 대조군과 유의한 차가 없었으나 6시간, 9시간 그리고 12시간군

에서 유의하게 낮았다. 특히 전핵 내 DNA합성이 왕성하게 일어나기 시작하는 6시간

군에서 가장낮은 발생율과 부화율을 보였다. 이것은 전핵내 DNA합성시기를 피하여

동결하는 것이 보다 좋은 결과를 얻을 수 있다는 Balakier등 ( 1993 )의 보고와 같은

결과를 보여준다. 2개의 전핵이 뚜렷이 보이고 전핵이 이동하는 단계인 9시간과 12시

간군의 경우 비슷한 발생율 ( 73.01% / 70.64% )과 부화율 ( 43.65% / 42.20% )을 보

여주는 것으로 보아 두개의 전핵이 세포질내 양끝에서 형성되어 중앙으로 이동을 하는



전핵시기가 동결에 비교적 안정적인 것으로 사료된다.

위의 결과 생쥐 전핵시기 배아의 동결은 그 시기에 따라 생존율, 발생율 그리고 부

화율에 다른 결과를 나타내었다. 전체적인 배아의 발생을 종합하여 볼때 전핵이 처음

보이기 시작하는 시기와 전핵이 소실된 분열직전의 시기보다는 뚜렷한 두개의 전핵이

보이면서 이동하는 시기가 좀 더 유용할 것으로 판단된다. 따라서 인간의 전핵시기

배아를 PROH를 사용하여 동결할 때도 또한 동결의 시기가 그 생존율과 발생에 중요

한 요인이 될 수 있음을 알 수 있다.

결 론

본 연구는 생쥐를 이용하여 전핵이 처음 형성되어 2세포기로 분열하기 직전까지 상

태가 다른 전핵시기를 동결 및 해빙하여 그 생존율과 발생율을 비교함으로써 동결에

가장 적합한 전핵배아의 시기를 알아보고자 시행하였다.

본 연구의 결과는 다음과 같다.

1. 수정 후 6시간, 9시간, 12시간, 15시간에 동결을 시행하여 융해하였을 때 회수율은

모두 100%를 나타냈고 생존율은 각각 95.36% , 88.73% , 75.17% , 62.42%로 나타났다.

2. 생존된 배아를 24시간동안 배양하였을 때 2세포기까지의 발생율은 대조군이 100% ,

6시간은 93.75% , 9시간은 97.62% , 12시간은 88.07%이고 15시간은 98.98%로 나타났다.

3. 생존된 배아를 48시간동안 배양하였을 때 4세포기까지의 발생율은 대조군이

99.30% , 6시간은 61.11% , 9시간은 76.98% , 12시간은 66.97%이고 15시간은 79.59%이었

다.

4. 생존된 배아 중 배양 96시간에 포배기로 발생한 비율은 대조군이 95.77% , 6시간은

43.75% , 9시간은 73.01% , 12시간은 70.04%이고 15시간은 90.82%였으며 48시간 더 배양



했을 때 완전히 탈각한 배아율은 각각 61.27% , 25.69% , 43.05% , 42.20% , 60.20%로 나

타났다.

이상의 결과 생쥐 전핵배아의 동결보존시기는 생존율과 발생율을 비교하여 볼때 전

핵이 처음 형성되어 보이기 시작하는 시기 (수정 후 6시간)와 전핵이 소실되어 2세포

기로 분열하기 직전의 시기 (수정 후 15시간)보다는 뚜렷한 두개의 전핵이 보이면서

이동하는 시기 (수정 후 9시간, 12시간)가 유용할 것으로 사료된다.
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T able 1. Cell div ision in m ou se zy g ot es aft er in sem in at ion

16hr 16.5hr 17hr 17.5hr 18hr 18.5hr

2PN 71 50 34 11 5 0

2- cell 3 24 40 63 69 74



T able 2. Num ber of m orph ologically int act em bry os aft er fr eezing and thaw ing of 6hr ,

9hr , 12hr an d 15hr after in semination

6hr 9hr 12hr 15hr

No. of frozen 151 142 145 157

em bry os

No. of r ecov ered 151 142 145 157

em bry os (% ) (100) (100) (100) (100)

No. of surviv ed 144 126 109 98*

em bry os (% ) (95.36) (88.73) (75.17) (62.42)

* ; p< 0.05

T able 3. Dev elopm ent r at es of control and ex perim ent al group s after 24hr an d 48hr in - vit ro

culture

control 6hr 9hr 12hr 15hr

No. of 2- cell 142 135 123 96 97

em bry os at 24hr (100) (93.75) (97.62) (88.07) (98.98)

(% )

No. of 4- cell 141 88* 97* 73* 78*

em bry os at 48hr (99.30) (61.11) (76.98) (66.97) (79.59)

(% )

* ; p< 0.05

T able 4. Dev elopm ent r at es of control and ex perim ent al group s after 96hr an d 144hr in - v it ro

culture

control 6hr 9hr 12hr 15hr

No. of 136 71* 92* 77* 89

blast ocy st s (95.77) (49.30) (73.01) (70.64) (90.82)

at 96hr (% )



No. of complet e 87 37* * 55* * 46* * 59

hatch ed embry os (61.27) (25.69) (43.65) (42.20) (60.02)

at 144hr (% )

*, ** ; p< 0.05

F ig 1. 1- cell st ag e em bry os collect ed 6hour s after in sem in ation (X 10)

F ig 2. 1- cell st ag e em bry os collect ed 9hour s after in sem in ation (X 10)

F ig 3. 1- cell st ag e em bry os collect ed 12h our s after in semination (X20)

F ig 4. 1- cell st ag e em bry os collect ed 15h our s after in semination (X20)


