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=A b s trac t =

T he beneficial effect of glucose and phosph ate ion s in culture m edium on the
dev elopm ent of hum an em bry os in vitro ha s n ot been fully elu cidat ed . T he purpose of
this study w as t o ev alu at e the influence of fert ilizat ion and culture of embry os in
glu cose/ phosph ate - fr ee m - T ALP m edium on pregn ancy rat es in IVF - ET program .
T he pat ient s in 244 IVF - ET cy cles receiv ed GnRH ag onist + HM G regim en s . A does of
10,000 IU HCG w as adm inist er ed w hen tw o or m ore dominent follicles reached 18m m in
diam eter . T hir ty - six h our s aft er H CG, oocytes w ere recov ered tr an sv aginally u sing
ult r asoun d guidan ce. A spirated oocyt es w ere m atured for 4 t o 6 h in T CM - 199
supplem ent ed w ith 10% follicular fluid (F F ). In sem in ation w as carr ied out w ith 50,000
m otile sperm atozoa in T CM - 199 + 10% F F or m - T ALP + 5% F F + 5% fet al cord
serum (F CS ) accordin g t o experim ental design . After 6 h , oocytes w ere w ash ed 3 t o 4
t im es an d cultured in each fr esh m edium . Aft er 20 h , oocytes w ere freed from
cum ulu s/ coron a cells and ex am in ed for th e presen ce of pronuclei. F ert ilized oocytes w ere
tr an sferred int o each co- culture drop s an d cultured for furth er in cubation . On day 3,
embry o tr an sfer w as perform ed w ith grade 1 an d 2 em bry os . M on olay er s for co- culture
of em bry os w ere prepared by plating 1 x 105 cumulu s cells/ m l in 10 ul drop of
T CM - 199 + 10% F F or m - T ALP + 5% F F + 5% F CS m edia 24 h prior to the on set of
co- culture. Dev elopm ent t o 4 t o 16 cell st age w as ob serv ed at 70x m agnificat ion
follow ing tw o day s of incubat ion . P regn ancy w a s confirm ed by detecting in creasin g
serum β- hCG con centr at ion s for 11 day s follow ing em bry o tr an sfer . Dat a w ere an aly zed
by Χ2 - t est .
Oocyt es from 244 IVF - ET cy cles w ere ran dom ized. T he num ber of cy cles and m ean
age of pat ient s w ere 97 an d 147, 31.3 yr s and 31.2 yr s for T CM - 199 (control) an d
m - T A LP groups , r espectiv ely . T h e m ean num ber of r et r iev ed oocyt es/ cy cle, fer t ilizat ion
rat es , num ber of em bry os tr an sferr ed/ ET and pregn ancy rat es w ere 11.1 an d 10.3, 65.1%
and 67.3% , 4.1 and 4.7, 28.9% and 43.8% for T CM - 199 an d m - T ALP groups ,
r espect iv ely . Differ en ces in the pregnan cy rates w ere found bet w een control and
m - T A LP group s (p< 0.05). T he pregnancy rate of pat ient s div ided accordin g t o m atern al
age groups of ≤30, 31- 35, 36≤ w ere 44.4% an d 49.0% , 26.1% an d 41.3% , 29.2% and
41.2% for control and m - T ALP groups , r espect iv ely .
T hese dat a indicate th at cultur e of hum an em bry os in glu cose/ phosphate - fr ee m - T A LP
m edium im prov es pregn ancy rat es .

- 1 -



K ey W ords : Glu cose, Culture m edium , Em bry o co- culture, IVF - ET , Pregnancy rat e

- 2 -



서 론

1978년 St ept oe와 Edw ards에 의한 첫 시험관아기의 탄생이래 in vit ro fertilization - em bry o
tr an sfer (IVF - ET )의 성공률을 높이고자 많은 연구와 이에따른 발전이 이루어졌다. 체외수

정시술에서 임신율에 영향을 미치는 요인들은 과배란의 유도, 난자의 성숙, 수정, 배양 및

이식 등 여러 관점에서 볼수있다. 이 중 수정란의 체외배양에 대해서는 많은 연구가 이루어

졌음에도 불구하고 그에 따른 임신율은 크게 향상되지 않았다. 일반적으로 수정란의 체외배

양은 배양시스템과 배양액을 개선하고자 연구되어 왔으며 배양시스템은 난관, 자궁과 같은

생식도관내의 환경을 모방하여, 수정란의 배양액은 포유동물 생식도관액의 조성분을 모방하

고자 그 성분을 개선하여왔다. 생쥐 수정란은 2세포기 이후부터 glu cose를 흡수하며

(Gardner & Leese, 1988) 분열단계에서는 상당량의 glucose가 이용된다고 보고됨으로서

(O 'F allon & W right , 1986) glucose는 en ergy source의 역할로 수정란 배양액의 한 성분으

로서 당연시되어 왔다. 그러나 난관액에 포함되어있는 glu cose와 ph osphat e를 체외배양액에

서는 제거함으로서 오히려 수정란의 체외발달에 있어서 2 cell block이 극복되고 발생이 정

상적으로 진행된다는 보고이래 (S chini & Bav ist er , 1988) glu cose에 의한 체외에서의 r at
(Reed et al., 1992), h am st er (S chini & Bavist er , 1988; S eshagir i & Bavister , 1989), sheep
(T h om pson et al., 1991) 초기배 발생억제에 관한 많은 보고가 있었다. 더우기 인간 수정란

의 체외배양에 있어서 배양액내의 glu cose제거는 배반포의 t r oph ect oderm cell수를 증가시키

며 (Con aghan et al., 1993) glu cose와 ph osphat e의 제거는 수정란의 체외발달율 및 착상율

을 향상시킨다고 보고되었다 (Quinn , 1995). 한편 체외에서 수정란과 각종 세포들과의 공배

양은 수정란의 체외발달과 그에 따른 이식후 임신율을 향상시키는데 (Bong so et al., 1989,
1992, 1994) 이들 공배양용 세포중 난구세포는 환자 자신에게서 유래된 세포를 이용하기 때

문에 타세포로부터 오는 감염의 위험을 예방할 뿐만아니라 세포의 획득이 용이하기 때문에

효과적인 공배양 방법으로 이용되고 있다 (Quinn , 1994, 1995).
이에 본 연구는 인간 수정란과 난구세포와의 공배양 시스템에 있어서 glucose와 ph osphat e

가 제거된 m - T ALP 배양액의 이용이 임신율에 미치는 영향을 조사하고자 실시하였다.
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재 료 및 방법

1 . 연구 대 상

1996년 1월부터 1997년 12월 말까지 불임클리닉에 등록한 환자중 IVF - ET 를 실시한 244 주

기를 대상으로 하였다.

2 . 난포 액 , 제 대혈 청 및 배양 액

난자의 흡입채취시 함께 흡입된 난포액 (F ollicular flu id , F F )은 1000 g에서 30분간 원심분

리후 56℃에서 30분간 inactiv at ion 하였으며, 1 m l씩 분주하여 - 30o C에서 냉동보관후 임신

이 확인된 환자의 난포액만을 연구에 이용하였다. 제대혈청 (F etal cord serum , F CS )은
A IDS , VDRL 및 hepatitis B , C에 양성반응을 나타내지 않는 정상분만 환자의 fetal cord로

부터 채취하여 난포액과 동일한 방법으로 처리후 이용하였다. 난자의 체외성숙용 배양액은

T CM - 199 + 10% F F 를 이용하였다. 난자의 체외수정 및 수정후 체외배양액은 대조구에서

T CM - 199 + 10% F F를, 처리구에서는 glu cose와 ph osphat e가 제거된 m - T ALP + 5%F F +
5%F CS를 이용하였으며 m - T ALP배양액의 조성은 T able 1과 같다.

T able 1 . Com posit ion of m - T ALP m edium

Compon ent Concentration

NaCl

KCl

CaCl2·2H 2O

M gCl2·6H 2O

NaH CO3

Na - pyruv at e

L - Glut am ine

Na - lact ate

EDT A *

106.10(m M )

3.19

2.00

0.50

25.00

0.50

0.20

10.00

0.1

str ept om y cine

penicillin e- G

MEM (×100) (non - essent ial am ine acid )

BME (×50) (es sest ial am ine acid )

BME (×100) (vitam ine solut ion )

0.04m g/ m l

0.06m g/ m l

0.01m l/ m l

0.02m l/ m l

0.01m l/ m l

* EDT A (ethylen ediam in et et raacet ic acid )
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3 . 과 배 란 유 도 , 난 자 채 취 및 체 외 성숙

IVF - ET 프로그램에 들어간 환자는 황체기 중간부터 GnRH ag onist 투여로 내인성

g on adotropin의 영향을 배제한후 HM G를 사용하여 과배란을 유도하였다 (long prot ocol). 우

성난포 (dom in ant follicle )의 크기와 갯수 (> 18㎜, > 2- 3)가 만족할때 h CG 10,000 IU를 근육

주사하고 36시간후에 질식 초음파하에서 흡입하여 난포액과 난자를 회수하였다. 그후 실

체현미경하에서 past eur pipett e을 이용하여 회수된 난자는 신선한 배양액으로 3- 4회 세척한

후 성숙도를 확인하였다. 난자는 20- 24시간동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 미리 평형이 이

루어진 2 m l의 체외성숙용 배양액에 넣고 난자의 성숙도에 따라 4- 6시간 배양 하였다.

4 . 난구 세 포 의 준비 , 수 정 및 수 정 란 의 체 외 배 양

채취된 난자에 부착된 난구세포괴는 30G n eedle을 이용하여 약 ⅓을 떼내었으며, 이를 0.1%
hy aluronidase로 처리하여 단일세포로 분리하였다. 난구세포는 100,000 cells / m l의 농도로

m ineral oil이 피복된 10㎕ drop의 T CM - 199 + 10% F F 또는 m - T ALP + 5% F F + 5%
F CS 배양액에 넣고 24시간 배양하였으며, m onolay er를 형성후 수정란의 공배양에 이용였

다. 체외성숙된 난자는 T CM - 199 및 m - T ALP 수정배양액에 옮긴후 각각 50,000 sperm
cells / oocyt e 로 수정하였다. 난자는 수정후 6시간에 각각의 신선한 배양액으로 옮겨 3- 4
회 세척후 추가배양 하였으며, 수정후 20시간에 주위의 난구세포를 제거한후 수정여부를 확

인하였고, 정상수정된 난자는 미리 준비된 각각의 공배양 drop에 넣고 2일간 배양하였다.

5 . 배아 이 식 및 임 신 판 정

4- 16세포기까지 발달한 1- 2등급 수정란은 T CM - 199 + 75% F CS 배양액으로 옮겨 T om
cat cathet er에 loading후 자궁내 이식을 실시하였다. 임신여부는 배아이식후 11일째에 환자

의 혈액을 채취하여 β- HCG결과로 확인 하였으며, 20이상의 수치를 나타낼 경우 임신으로

판정하였다.

6 . 실 험 설 계 및 결 과 분 석

체외성숙된 난자는 T CM - 199 및 m - T ALP 배양액에서 각각 수정 및 수정란의 체외배양을

시행 하였으며, 수정후 20시간에 웅성 및 자성전핵의 형성여부를, ET 후 11일째에 β- H CG
결과를 각각 조사함으로서 배양액에 따른 수정율, 임신율 및 연령과의 관계를 비교분석 하

였다. 결과분석은 Χ
2 - test로 하였으며 p＜0.05인 경우 유의한 것으로 판정하였다.
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결 과

연구대상 환자의 평균연령 및 시술당 회수된 평균 난자수는 T CM - 199 과 m - T ALP군간에

차이가 없었으나 시술횟수는 m - T ALP군이 많았다 (T able 2). T CM - 199 배양액에서 체외

성숙배양이 이루어진 난자를 기본적으로 glu cose와 phosphat e가 첨가된 T CM - 199 (대조군)
또는 glucose와 ph osphat e가 첨가되지 않은 m - T ALP 배양액에서 수정, 배양시 그 수정율은

각각 65.1%와 67.3% , 자궁내 이식된 grade 1, 2 수정란의 평균수는 각각 4.1개와 4.7개로서

차이가 없었으나, 이식후 임신율은 각각 28.9% 및 43.8%로서 m - T ALP 배양액에서 수정 및

배양된 수정란의 임신율이 높았다 (p< 0.05, T able 2).
연령에 따른 임신율은 T CM - 199 및 m - T ALP군에 있어서 30세 이하에서는 각각 44.4%와

49.0% , 31- 35세 에서는 각각 26.1%와 41.3% , 36세 이상에서는 각각 29.2%와 41.2%로서 연

령이 많아짐에 따라 m - T ALP 배양액에서 수정 및 배양된 수정란의 임신율이 대조군에 비

해 높은 경향을 나타내었다 (F igure 1).

T able 2 . Com parison of clin ical ch aract er ist ics bet w een T CM - 199 an d m - T ALP group

T CM - 199 m - T A LP

M ean ag e of pat ient s (yr s ) 31.3 31.2

N o. of cy cles 97 147

M ean No. of r et riev ed oocyt es/ cy cle 11.1 10.3

F ertilizat ion rat es (2PN , % ) 65.1 67.3

M ean No. of em bry os tr an sferr ed/ ET 4.1 4.7

P regn ancy rat es/ ET (% ) 26.8a 44.2a

a p< 0.05

F ig u re 1 . Pregn an cy rates bet w een T CM - 199 and m - T ALP according to age
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고 찰

시험관아기 시술에 있어서 난자 및 수정란의 체외배양에 이용되는 다양한 배양액들의 조성

분중 glucose, phosphate 성분이 수정란의 체외발달 및 이식후 임신율에 미치는 영향에 대

해서는 현재 많은 연구가 진행중이다 (Quinn , 1995; Gardn er , 1998).
생리적인 측면에서 난관내의 환경을 볼 때 난구세포가 부착된 수정후 초기분할 단계의 난자

는 glucose 성분을 함유하는 난관액내에 노출되나, 실제로는 난자 주위를 둘러싸는 대사활

동이 매우 활발한 난구세포들에 의해 glu cose가 소비됨으로서 초기배 난자는 glucose- fr ee
환경에 노출되어 있다고 볼 수 있다. 그러나 초기배의 발생진행 및 난관에서 자궁방향으로

의 난자이동과 함께 난구세포가 떨어져 나감에 따라 수정란은 소량일지라도 난관액내의

glu cose에 노출된다 (Gardner & Lan e, 1997). Glu cose는 체외에서 생쥐난자의 수정에 관여

할 뿐만아니라 (H oppe, 1976) 2세포기 이후에서 수정란이 glu cose tr an sporter를 가진다고

알려져 있기 때문에 (Gardner & Leese, 1988) 난관내의 환경을 모방한 수정란의 체외발생

용 배양액에 일반적으로 함유되어 있다. 그러나 시험관아기 시술에 이용되는 각종 배양액의

조성분들은 생식도관액에 비해 그 조성비 및 농도의 불균형으로 인해 수정란 발달을 저해

할 수 있다 (Con aghan et al., 1993). 이들 성분중 특히 생체내 난관액에 존재하는 glucose와
phosph ate를 체외배양액에서는 제거함으로서 오히려 수정란의 체외발달에 있어서 2 cell
b lock이 극복되고 발생이 정상적으로 진행된다는 보고 이래 (S chini & Bavister , 1988)
glu cose에 의한 포유동물 초기배의 발생억제에 관한 많은 연구가 진행되었다 (S chini &
Bavist er , 1988; S eshagiri & Bavist er , 1989; Reed et al., 1992; T homp son et al., 1991).
Quinn (1995)은 glu cose, phosph at e가 제거된 hum an tubal fluid (HT F ) 배양액에서 인간의

난자를 체외수정시 정자의 초기 운동속도와 수정율이 glu cose, phosphate가 함유된 대조구

에 비해 낮아졌으나, 정자농도를 높였을때에는 수정율의 차이가 없었으며 난구세포와 공배

양시 배반포기로의 발달율 및 이식후 착상율은 각각 47%와 38%로서 대조구에서 배양된 수

정란의 29% 및 18%에 비해 현저히 높아진다고 보고하였다. 또한 배양액내 glu cose의 제거

는 4- 8 세포기의 block st ag e 극복에 도움을 주고, 초기 분할율을 높임으로서 발달한 배반

포의 tr ophectoderm cell 수를 증가시킨다고 알려져있다 (Con agh an et al., 1993).
본연구에서는 T CM - 199와 m - T ALP 배양액에서의 정자 운동속도와 배반포기로의 체외 발

달율을 비교하지는 않았으나 수정율은 각각 65.1% 및 67.3%로서 차이가 없었다. 그러나 이

식후 임신율은 각각 28.9% 및 43.8%로서 glucose, ph osphat e가 제거된 m - T ALP 배양액에

서 수정, 발달된 수정란의 임신율이 현저히 높아 Quinn (1995)의 보고와 유사한 결과를 얻

었다. 배양방법으로 이용한 난구세포 공배양은 세포의 획득 및 환자자신 유래의 세포이용

이라는 측면에서 이용성 및 안전성이 높으며, 배지내에서 항독소작용과 배양환경을 개선시

킬 뿐만아니라 grow th factor를 공급함으로 배아의 발달을 향상시켜 (Bavist er BD , 1988)
배아의 생존율, 발달율 및 임신율을 증가시킨다고 알려져있다 (M en ezo et al., 1990, 1992;
F reem an et al., 1993).
그러나 Gardner (1998)는 난관액 및 자궁액내에도 glu cose가 함유되어 있기 때문에 in vitro
에서 나타나는 glu cose의 수정란발달 저해작용은 인위적인 것이며, Gardner와 Lan e (1997)
은 배양액내에 아미노산을 첨가할 경우 이들이 에너지 대사, 삼투압 및 산도에 관여함으로

서 저해작용이 방지된다고 보고하였다. 또한 glu cose가 제거된 배양액에서도 수정란이 배반

포기까지 발달하나 glu cose가 함유된 배양액에서 발달한 배반포에 비해 이식후 발생능이 감

소하며 (Gardn er & Lane, 1996) glu cose tr an sport er 1 (GLUT - 1)의 작용으로 수정후부터

인간수정란에 의한 glucose의 흡수가 일어난다고 보고됨으로서 (Dan - Goor et al., 1997) 논

란의 여지가있다.
한편 m - T ALP 배양액에 첨가된 EDT A는 중금속 이온등 t ox ic ion을 제거하는 ch elat or로서

작용하여 초기배 발달율을 증가시키는 것으로 알려져있다 (Gardner & Lane, 1997). 그러나

수정란의 발달단계에 따라 8세포기 이전에서는 발생촉진, 8세포기 이후에는 발생저해작용을

함으로서 소 수정란의 경우 com pact ion 이후 단계에서 EDT A에 노출시 배반포기로의 발달

율 저하 및 수정란의 세포수를 감소시키고(Gardner , 1997), 생쥐수정란의 경우는 이식후 태
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아발달을 저해한다고 알려져있다 (Gardner & Lan e, 1996). 배양액내의 아미노산 또한 포유

동물 수정란의 발달에 영향하여 cell block을 완화시키는데 비필수 아미노산과 glut am ine은
t r ophect oderm cell의 수와 부화율 (hat chin g )을 증가시키나, 필수아미노산의 경우 8세포기

이전 단계에서는 수정란의 발달저해, 8세포기 이후 에서는 발달촉진 작용을 한다고 알려져

있다 (Lan e & Gardn er , 1997).
수정란의 체외발달능과 더불어 환자의 연령은 시험관아기 시술에서 임신율에 큰 영향을 미

치는 요인으로 작용하며 환자의 연령과 임신율은 반비례한다고 알려져있다 (Ch eck et al.,
1994). T an 등 (1992)은 시술을 받는 환자의 연령을 35세 이하, 35- 39세. 40세 이상으로 분

류하였을 때 연령의 증가에따라 임신율이 급격히 감소하였으며 S erour 등 (1996)도 이와 유

사한 결과를 보고하였다. 본연구에서도 나이가 많아짐에 따라 임신율이 감소하였으나

m - T A LP 배양액을 이용시 대조구에 비해 연령에 따른 임신율의 감소는 현저하지 않는 경

향을 나타내었다.

본 연구결과와 여러 연구자들의 보고를 토대로 미루어 볼 때 glu cose와 phosphat e가 제거되

고 아미노산과 EDT A가 첨가된 m - T ALP 배지에서 수정 및 초기배아를 난구세포와 공배양

할 경우 임신율의 향상에 도움이 되리라 사료된다.

결 론

시험관아기 시술에 이용되는 배양액의 조성분은 초기배의 체외발달 뿐만 아니라 그에 따른

이식후 착상 및 임신에 영향을 미치기 때문에 매우 중요하다. 이 중 배양액내 glucose와

phosph ate 성분의 유용성에 대해서는 현재 많은 연구가 진행중이다. 본 연구는 난구세포와

의 공배양을 통한 IVF - ET 시스템에서 glucose와 ph osphat e가 제거된 m - T A LP 배양액에서

의 수정 및 초기배 배양이 이식후 임신율에 미치는 영향을 조사하고자 시행하였으며 그 결

과는 다음과 같다.

1. 총 244 주기의 IVF - ET 를 난자의 수정 및 수정란의 체외배양액에 따라 T CM - 199 및

m - T A LP군으로 나누었을 때 임신율은 각각 26.8% 및 43.8%로 m - T ALP군이 유의적으로

높았다 (P＜0.05).

2. 연령에 따른 임신율은 T CM - 199 및 m - T ALP군에 있어서 30세 이하에서는 각각 44.4% ,

49.0% , 31∼35세 사이에서는 각각 26.1% , 41.3% , 36세 이상에서는 각각 29.2% , 41.2%로

m - T A LP군이 높은 경향을 나타내었다.

따라서 본 연구의 결과로 보아 난자의 수정 및 체외배양에는 glu cose와 phosphat e를 첨가하

지않은 배양액을 이용하는 것이 이식후 임신율을 향상시키는데 도움이 된다고 사료된다.
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