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3개의 배양액내에서 생쥐배아의 발달과 Pronase로 
처리한 생쥐배아 부화율의 비교 연구 
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Comparative Study on Development of Mouse Embryos in Three Commercial Media 
and Hatching Rates of Mouse Embryos with/without Pronase 
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Objectives: The purpose of this present study was to compare mouse embryo development in 3 
commercial media and hatching competence of mouse embryo with or without enzymatic treatment. 

Methods: Collected 375 mouse embryos were divided into three groups, and then cultured in IVF-20 
(G2), Medicult IVF (M3), P-1 (blastocyst M), respectively. Three day mouse morulae were cultured 
in G2 media treated with pronase. The results were analyzed using Chi-square test, and considered 
statistically significant when p<0.01. 

Results: The developmental rate of 2 cell mouse embryo after 72 hours was highest in IVF-20 (G2) 
among conventional 3 media. The hatching rate of mouse morulae was low when clultured in G2 media 
without pronase during 48 hours. However, it was higher when cultured in media treated with l µg/ml, 
2.5 µg/ml, 5 µg/ml pronase, respectively. 

Conclusions: Using good media and digestion of zona pellucida with enzymatic treatment improve 
development and hatching rate of embryo. Therefore, implantation and pregnancy rate could be improved. 
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인간 체외수정과 배아이식 후 전체 출생률은 배

란유도법의 진전과 난포 발달을 탐지하는 방법의 

증진에도 불구하고 아직도 낮다. 그리고 배아를 배

양하기 위한 일반적인 기술에 약간의 변형이 있다 

할지라도 배아이식의 방법에는 중요한 변화가 없다. 

일반적으로 배아는 수정 후 제 2일 혹은 제 3일인 

4~8세포기 사이에 자궁에 이식되어진다. 

이 결과로 난할시기 배아의 착상률은 5~30% 사

이가 되며 만삭 분만율은 아직까지 10~20%로 매

우 낮다. 이러한 성공률은 이식된 배아의 감소된 생

존능력과 자극된 자궁내막의 착상의 문제 때문에 

아직까지도 과거 20년 동안 비교적 그대로 지속되

고 있다. 

배아생존능력은 이식된 배아의 착상능력과 출산

까지 착상을 유지하는 것에 관련하여 정의된다. 세

계적으로 제 2일과 제 3일이라는 특별한 시기에 배

아를 이식하는데는 2가지 중요한 이유가 있다.1 첫

째 2일 동안의 배양으로 수정과 또한 확인되어질 수 

있는 분명한 초기 난할이 일어나며, 둘째로 더 오래 

배양을 하면 배아가 퇴화하거나 난할정지로 인하여 

이식하기에 적절한 배아의 수를 감소시키거나 이

식할 배아가 없을 수도 있기 때문이다. 이것은 염

색체 비정상과 같은 유전적인 비정상이 감소의 원

인이 될 수도 있지만 또한 최적이지 못한 배양조건 
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(sub-optima l culture condition)을 반영하는 것일지도 

모른다. 그러므로 배아는 4~6세포기인 제 2일에 가

장 많이, 혹은 4~8세포기인 제 3일에 자궁내로 이

식되어지며 배아는 착상하기 전 90~99시간 동안 

자궁에 남아 있게 된다. 대조적으로 체내수정 후

에 인간 배아는 난관에서 난할을 일으키며 상실기 

(morula e stage) 혹은 초기 배반포기 (early blastocyst 

stage)에만 자궁강내로 들어온다. 결과적으로 4~6세

포기 혹은 8세포기 배아는 난관환경 (oviductal envi-

ronment)에 70~75시간 동안 남아 있고, 그 후에 자

궁강으로 들어와서 착상하기 전 20~24시간만을 그

곳에서 보낸다. 

난할시기 배아의 낮은 착상률 때문에 임신율을 

높이기 위해 1개의 배아 보다 더 많은 배아를 넣어

주는 것이 널리 시행되고 있으며, 미국에서는 모든 

연령의 환자에게 평균 4개의 배아를 넣어주고 있는 

실정이다 (Society for Assisted Reproductive Technology 

and the American Society for Reproductive Medicine, 

1998). 그로 인하여 임신율은 넣어준 배아의 수와 

더불어 증가하였으나 또한 그 때문에 다태임신이 

초래되었다. 

난할시기 배아 (cleavage stage embryo)와는 대조적

으로 체내에서 발달한 인간 체내 배반포 (human in 

vivo blastocyst)의 착상률은 50% 이상이다.2 만일 중

기 II 난자 (metaphase II ooccytes)를 배양하여 체외

에서 생존 가능한 배반포까지 키울 수 있다면 그로 

인해 생기는 높은 착상률은 다배아이식에 대한 필

요를 감소시킬 것이고, 그러므로 높은 다태임신의 

가능성을 감소시킬 수 있을 것이다.3 

또한 Jones 등4은 배반포시기에 배아를 자궁에 이

식하면 다음과 같은 잇점이 있다고 하였다. 첫째 자

궁내막과 배아 발달의 동시성에 기인하여 착상 성

공률을 증진시킬 수 있으며, 둘째 인간 배아 genome

은 4~8세포기에 활성화 되어지기 때문에5 배양기간

의 확대는 배아이식을 위한 배아의 선택을 폭 넓은 

범위에서 할 수 있게 할지도 모른다. 셋째로 보다 

건강한 생존능력이 강한 배아만이 체외에서 배반포

시기에 도달하므로 착상 가능성이 증가할 것이다. 

다른 한편 포유류 배아 생리학 지식의 증가와 인

간 배아 배양액의 계속적인 발달은6,7 체외배양시에 

착상률과 임신율의 증진을 위해 배아이식을 지연시

켜서 해야 할 가치가 있는지를 조사하도록 허용하

였으며, 특별히 발달하고 분화하는 배아의 변화하

는 요구들에 응하여 고안된 연속 배양액의 발달과 

사용은 높은 생존율의 배반포를 산출하는 것으로 

나타났다. 

최근 이들 연속된 배양액으로 이루어진 혈청이 

없는 배양체계 (seru m free culture systems)와, 체세포 

조력세포 (somatic helper cells)의 결여 속에서 배양하

여 실시한 배양 제 5~6일에 1~3개의 배반포이식은 

IVF programs에서 배반포 발달률과 착상률의 증진

을 보이고 있으나,8~10 이들 연구에서조차 분만과 출

생률은 낮거나 혹은 기록되어지지 않고 있다. 그러

한 이유는 인간 배반포가 체외에서 확산된 배반포가 

된다고 할지라도, 대다수의 배반포는 부화에 문제를 

가져 배아의 투명대로부터 완전히 부화하지 않을 수

도 있고 또한 계속적으로 제 6일 혹은 7일까지 퇴화

하기 때문인 것 같다.11 

이러한 것은 최근 몇 년 동안 많은 중요한 발견

들 중 어떤 인간 체외배아는 부화를 시작하고 완성

하기 위한 zona lysin을 산출할 능력이 부족하거나 

그 양이 불충분하고, 혹은 그들의 투명대는 정상적

으로 붕괴하기에는 강한 탄력이 있다는 가설을 뒷

받침한다. 

De Felice12는 체외배양 환경은 투명대를 단단하

게 이끌어 그로 인해 부화가 일어나지 못하고 그 

결과로 착상실패를 초래하게 된다고 하였다. 

이로 인해 여러 방법이 투명대가 두꺼워지는 것 

(zona hardening)을 연구하기 위해 이용되어 왔으며, 

이들의 하나가 보조부화 (assisted-hatching)라는 것으

로 투명대에 구멍 (hole)을 뚫음으로써 혹은 투명대

를 얇게 하거나 투명대를 변경하여 투명대로부터 

빠져 나올 수 없는 배아의 부화를 촉진하게 하는 

방법이다.11 

이에 저자는 인간 배아의 성장에 최적인 배양액

을 발견하기 위해 전 세계적으로 시판되고 있는 세 

개의 배양액을 선택하여 조사하였으며, 배아부화 

(embryo hatching)의 기회를 증진하기 위하여 효소의 

일종인 pronase를 이용하여 배아의 투명대를 삭이므

로써 (digestion) 효소처리 (enzymatic treatment)가 배

아의 부화율에 어떠한 차이를 가져오는지를 조사하

고자 한다. 
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재료 및 방법 

1. 실험재료  

실험동물은 물과 먹이를 자유롭게 섭식시켜 사육

한 ICR계 흰 생쥐를 사용하였다. 

2. 배아채취  

생쥐 암컷의 난포성장을 촉진시키기 위해 6~8주

된 흰 생쥐에 PMSG (pregnant mare's seru m gonado-

tropin, Sigma Co.) 5 IU를 복강주사한 후 (제 1일), 48

시간 후에 hCG (human chorionic gonadotropin, Sigma 

Co.) 5 IU를 다시 복강주사 하여 암수를 합사시켰으

며 (제 3일), 제 4일에 암컷의 질점액전을 관찰하여 

질점액전이 확인되면 교미가 이루어진 것으로 간주

하였다. 제 5일에 교미가 일어난 암컷으로부터 난관

을 무균적으로 절취하여 기본 배양액인 Ham's F-10 

배양액이 들어 있는 배양접시에 옮긴 후 해부현미

경하에서 30-G 주사바늘을 이용하여 배양액을 주입

하여 난관을 씻어냄으로써 배아를 채취하였다. 난할

이 일어난 정상적이고, 건강한 2세포기 배아만을 각 

실험에 사용하였다. 

3. 배양액 

1) 배아채취 배양액 

기본 배양액인 Ham's F-10 배양액은 HPLC용 

(Baxter Co.) 물을 사용하여 만들었으며, 여기에 0.4% 

BSA를 첨가하여 배아채취에 필요한 배양액으로 사

용하였다. 

2) 배아 배양 배양액 

1군은 제 1, 2일은 IVF-20 (Vitrolife, IVF Science 

Scandinavia)에서, 제 3일 상실배 시기 이후에는 같

은 회사의 G2 배양액에서 배양하였다. 2군은 제 1, 

2일은 P-1 Medium (Irvine Scientific Company, USA)에

서, 제 3일 이후에는 같은 회사 제품인 Blastocyst 

Medium에서 배양하였다. 

3군은 제 1, 2일은 IVF Mediu m (Medicult company, 

Denmark)에서, 제 3일 이후에는 같은 회사의 M3 

Medium에서 배양하였다. 

3) 효소처리 

각 배양액에 pronase를 농도별 (1~100 µg/ml)로 섞

어서 배양 제 3일에 상실배 배아만을 배양하여 부화

Table 1. Development of mouse embryos in conventional 3 media during 24 hours  

Media  
No. of 
embryo 2 cell 4 cell Morula Blastocyst

Exp. 
blastoyst Hatching Deg. 

IVF-20 
 

122 
 

48 
(39.3%) 

74 
(60.7%) 

 0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

Medicult  IVF (M3) 
 

123 
 

52 
(42.3%) 

70 
(56.9%) 

 0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

1 
(0.8%) 

P-1 (Blastrocy-st M.)
 

130 
 

37 
(28.5%) 

55 
(42.3%) 

38 
(29.2%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

Exp.: expanded, Deg.: degeneration 

Table 2. Development of mouse embryo in conventional 3 media during 48 hours  

Media  
No. of 
embryo 2 cell 4 cell Morula  Blasocyst 

Exp. 
blastocyst Hatching Deg. 

IVF-20 (G2) 
 

122 
 

31 
(25.4%) 

23 
(27.0%) 

68 
(55.7%) 

 0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

Medicult  IVF (M3) 
 

123 
 

37 
(30.1%) 

35 
(28.5%) 

45 
(36.6%) 

 2 
(1.6%) 

0 
(0%) 

0 
(0%) 

4 
(3.3%) 

P-1 (blastocyst M) 
 

130 
 

31 
(23.8%) 

 8 
(6%) 

52 
(40.0%) 

32 
(24.6) 

1 
(0.8%) 

0 
(0%) 

6 
(4.6%) 
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되는 율을 조사하였다. 

모든 실험은 3번 이상 반복하여 시행하였으며 얻

은 자료는 모비율 비교로 통계적 유의성을 검정하

였다. 

  

결  과  

1. 시판되는 3 배양액에서 배아의 발달 

배아 발달에 가장 좋은 최적 배양액을 알아보기 

위하여 세계적으로 널리 시판되어 사용되는 3 배양

액 IVF-20 (상실배 이후에는 G2로 바꿈), Medicult 

IVF (상실배 이후에는 M3로 바꿈), P-1 (상실배 이

후에는 blastocyst medium로 바꿈)에서 생쥐 2세포기 

배아를 체외배양 하여 보았다. 

24시간 동안 배양한 후 배아의 발달상태를 조사

한 결과 (Table 1, Figure 1) IVF-20 배양액에서는 

60.7%가 4세포기로 난할되었고, Medicult IVF 배양

액에서는 56.9%가 4세포기로 난할되었으며 P-1 배

양액에서는 42.3%가 4세포기로, 29.2%가 상실배로 

난할되었다. 

48시간 동안 배양한 후 배아의 발달상태를 조사

한 결과 (Table 2) IVF-20 배양액에서는 55.7%가 

상실배로 난할되었고, Medicult IVF 배양액에서는 

36.6%가 상실배, 1.6%가 배반포로 난할하여, Medi-

cult IVF 배양액에서 상실배 이상의 단계까지 난할

한 배아는 38.2%였다. P-1 배양액에서는 40.0%가 상

실배, 24.6%가 배반포, 0.8%가 확산된 배반포로 난

할하여, P-1 배양액에서 상실배 이상의 단계까지 난

할한 배아는 65.4%였다. 

상실배 이상의 단계까지 난할한 배아의 발달에 

대해 유의성 검정을 한 결과 Medicult IVF 배양액

이 (38.2%), IVF -20 배양액이나 (55.7%) P-1 배양액 

(65.4%) 보다 현저하게 발달률이 저조하였다 (p< 

0.01, Figure 2). 

72시간 동안 배양한 후 배아의 발달상태를 조사

한 결과 (Table 3), (IVF-20) G2 배양액에서는 51.6%

가 배반포로 난할되었고 0.8%가 부화하였다. (Medi-

Table 3. Development of mouse embryo in conventional 3 media during 72 hours  

Media  
No. of 
embryo 2 cell 4 cell Morula  Blastocyst

Exp. 
blastocyst Hatching Deg. 

(IVF-20) G2 
 

122 
 

27 
(22.1%) 

 9 
(7.4%) 

14 
(11.5%) 

63 
(51.6%) 

 0 
(0%) 

1 
(0.8%) 

 8 
(6.6%) 

(Medicult  IVF) M3 
 

123 
 

34 
(27.6%) 

28 
(22.8%) 

27 
(22.0%) 

20 
(16.3%) 

 7 
(5.7%) 

0 
(0%) 

 7 
(5.7%) 

(P-1) blastocyst M 
 

130 
 

23 
(17.7%) 

 4 
(3.1%) 

 6 
(4.6%) 

18 
(13.8%) 

42 
(32.3%) 

8 
(6.2%) 

29 
(22.3%) 

Figure 1. Development of mouse embryos conven-
tional 3 media during 24 hours. Figure 2. Development over morula in conventional 

3 media during 48 hours. ** p<0.01 
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cult IVF) M3 배양액에서는 16.3%가 배반포로 5.7%

가 확장된 배반포로 난할하였다. (P-1) blastocyst me-

dium 배양액에서는 13.8%가 배반포로, 32.3%가 확

장된 배반포로 난할하였으며 6.2%가 부화하였다. 

배반포 이상의 단계까지 난할한 배아의 발달에 

대해 유의성 검정을 한 결과 (IVF-20) G2 배양액에

서는 52.4%가 배반포 이상으로 난할하였고, (P-1) 

blastocyst medium에서는 52.3%가 배반포 이상으로 

난할하였으나 (Medicult IVF) M3 배양액에서는 22%

만이 난할하여 발달률이 저조하였다 (p<0.01).  

96시간 동안 배양한 후 배아의 발달상태를 조사

한 결과 (Table 4) (IVF-20) G2 배양액에서는 23.8%

가 배반포로, 22.2%가 확장된 배반포로, 15.6%가 

부화하였다. (Medicult IVF) M3 배양액에서는 4.9%

가 배반포로, 27.6%가 확장된 배반포로, 13.0%가 

부화하였다. (P-1) blastrocyst 배양액에서는 1.5%가 

배반포로, 23.1%가 확장된 배반포로, 21.5%가 부화

하였다. 

배반포 이상의 단계까지 난할한 배아의 발달에 

대해 유의성 검정을 한 결과 (Medicult IVF) M3에

서는 45.5%가 배반포 이상의 단계까지 난할하였고 

(P-1) blastocyst medium에서는 46.1%가 배반포 이

상의 단계까지 난할한 반면에 (IVF-20) G2에서는 

61.5%가 배반포 이상의 단계까지 난할하여 (IVF-20) 

G2에서의 발달률이 훨씬 좋은 것으로 나타났다 (p< 

0.01, Figure 3). 

120시간 동안 배양한 후 배아의 발달상태를 조사

한 결과 (Figure 4) (IVF-20) G2 배양액에서는 11.5%

가 배반포로, 14.8%가 확장된 배반포로, 22.1%가 부

화하였다.  (Medicult IVF) M3 배양액에서는 4.1%가 

배반포로, 3.3%가 확장된 배반포로, 11.4%가 부화하

였다. (P-1) balstocyst medium 배양액에서는 19.2%가 

부화하였다. 

확장된 배반포 이상의 단계까지 난할한 배아의 

발달에 대해 유의 검정을 한 결과 (IVF-20) G2 배양

액에서는 36.9%가 확장된 배반포 이상의 단계까지 

난할하였으며, (Medicult IVF) M3에서는 14.7%가 확

장된 배반포 이상까지 난할하였고, (P-1) blastocyst 

medium 배양액에서는 19.2%가 확장된 배반포 이상

으로까지 난할하여 (IVF-20) G2 배양액에서 발달률

이 훨씬 좋은 것으로 나타났다 (p<0.01). 

이상의 성적으로 체외에서 2세포기 배아를 세계

적으로 시판되고 있는 IVF-20 (G2), Medicult IVF 

(M3), P-1 (blastocyst medium)에서 배양하였을 때 

IVF-20 (G2) 배양액에서 배아의 발달이 가장 좋은 

것으로 나타나 현재 시판되고 있는 배양액들 중 인

간 배아의 성장에 가장 좋은 배양액으로 사료되며, 

배아 발달을 가장 높일 수 있는 것으로 나타났다. 

Table 4. Development of mouse embryo in conventional 3 media during 96 hours  

Media  
No. of 
embryo 2 cell 4 cell Morula  Blastocyst

Exp. 
blastocyst Hatching Deg. 

(IVF-20) G2 
 

122 
 

14 
(11.5%) 

 3 
(2.5%) 

1 
(0.8%) 

29 
(23.8%) 

27 
(22.2%) 

19 
(15.6%) 

28 
(23.4%) 

(Medicult  IVF) M3 
 

123 
 

20 
(16.3%) 

14 
(11.4%) 

4 
(3.3%) 

 6 
(4.9%) 

34 
(27.6%) 

16 
(13.0%) 

36 
(29.3%) 

(P-1) blastocyst M 
 

130 
 

12 
(9.2%) 

 0 
(0%) 

0 
(0%) 

 2 
(1.5%) 

30 
(23.1%) 

28 
(21.6%) 

58 
(44.6%) 

Figure 3. Development of blastocyst in conventional 
3 media during 96 hours. ** p<0.01 
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2. 투명대 (zona pellucida)를 pronase로 효소

처리 할 때 미치는 영향 

투명대는 단백질과 탄수화물로 구성되었고 당단

백단위 (glycoprotein units)의 이황화물결합 (dissulfide 

bonds)에 의해 안정화 되어 있다. 투명대를 손대지 

않고 본래 그대로 자궁내로 이식한 배아군에서는 

높은 율의 초기 임신실패 (high rate of early pregnancy 

wastage)를 발견하였으며 이것은 투명대가 부화와 

착상에 밀접하게 관련되어질지도 모른다는 추측을 

가능케 하였다. 그러므로 미세조정기 (micromanipu-

lator)와 같은 특별한 기구 없이 할 수 있는 간편하

고 효율적인 방법으로 상실배 시기의 배아에 (IVF- 

20) G2 배양액에 pronase를 농도별로 처리하여 배양

하여 부화까지 가는 율을 비교 조사하였다. 즉 생쥐 

2세포기 배아를 배양하여 48시간 후에 상실배에 이

른 배아를 각 농도의 pronase로 옮겨 계속 배양하여 

투명대를 약화시키는 것이 부화율을 높일 수 있는

지를 조사한 결과 (Table 5) 배아들은 배반포에서 확

장된 배반포와 부화까지 잘 발달하였으며, 배반포의 

부화율은 상실배 단계에서부터 pronase를 처리한 후 

48시간 동안 배양 (2세포기 배아 배양 후 96시간) 

하였을 때 대조군에서는 29.2%가 부화하였으나, 

pronase 1 µg/ml 처리군에서는 60.8%가, 2.5 µg/ml 처

리군에서는 77.5%가, 5 µg/ml 처리군에서는 41.4%

가 부화하여 1 µg/ml, 2.5 µg/ml에서 높은 부화율을 

보였으며 (p<0.01), 5 µg/ml에서는 41.4%가 10 µg/ml

에서는 16%가 부화하였고 100 µg/ml에서는 부화에 

이르지를 못하였다. 

이로써 pronase는 높은 농도 (10~100 µg)에서는 

부화를 억제하나 낮은 농도 (1~2.5 µg)에서는 부화

율을 유의하게 증가시키므로 pronase를 처리하여 투

명대를 약화시키는 것은 부화율을 높일 수 있는 것

으로 나타났다. 

Table 5. Hatching of mouse morula treated with/without pronase in G2 medium during 48 hours (96 hours after 2 cell 
culture biginning) 

Con. of pronase 
(µg/ml) 

No. of 
embryo Morula  Blastocyst 

Exp. 
blastocyst Hatching Deg. 

0 65 0 (0%)  5 (7.7%) 18 (27.7%) 19 (29.2%) 23 (35.4%) 

1 51 0 (0%)  4 (7.8%)  6 (11.8%) 31 (60.8%)** 10 (19.6%) 

2.5 40 0 (0%)  5 (12.5%)  4 (10%) 31 (77.5%)**  0 (0%) 

5 58 0 (0%)  5 (8.6%) 19 (32.8%) 24 (41.4%) 10 (17.2%) 

10 60 7 (11.7%) 10 (16.7%) 21 (35%) 11 (18.3%) 11 (18.3%) 

100 32 0 (0%)  3 (9.4%)  4 (12.5%)  0 (0%)  5 (78.1%) 

Figure 4. Development of mouse embryo in conventional 3 media during 120 hours. 
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여러 다른 배양액이 인간 난자의 수정과 배양을 

위해 사용되었으며 Krebs-Ringer's bicarbonate 혹은 

Tyrode's solution의 수정된 배양액들이 가장 널리 알

려진 일반적인 2가지 배양액이다. 또한 Ham's F-10

처럼 조성이 더 복잡한 복합배양액도 사용되어져 왔

다. 4개의 서로 다른 배양액 (Hoppe and pitts, Tyrode's, 

Ham's F-10 and Earle's) 대한 비교 연구는 중요하게 

뛰어난 1가지 배양액을 보이지 못하였다.13 

생쥐 난자와 배아의 수정 및 배양에 대한 실험은 

pH, 삼투압과 수질이 성공에 중요한 영향을 가짐을 

보여준다. 삼투압과 pH에 대한 특별한 관심을 가진 

배양액의 엄격한 품질관리가 권장된다. Jones 등14은 

더 엄중한 품질관리를 그들의 실험실과정에 적용한 

후에, 그들은 인간 체외수정과 자궁내이식과정에 임

신율이 증진되었음을 밝힌 바 있다. 이들은 배양액

에 사용되는 물의 질을 증진하였고 사용하는 배양

액의 pH를 조정하였다. 대부분의 연구기간에서 임

신율의 차이는 자가공급으로부터 얻어지는 물의 질

의 변화에 기인한다. 인간 체외수정과 자궁내이식 

(IVF/ET)을 위해 사용되는 비교적 간단한 배양액의 

조성을 조사해 볼 때 공식 (formulation)의 대부분이 

유사하다 할지라도 어떤 변화가 그리고 특히 여러 

ions의 비율에 있어서 변화가 있는 것은 분명하다. 

이것은 특히 T6와 HTF 배양액의 조성을 비교할 때 

분명하다. 특히 Na+ 대 K+의 비가 T6와 HTF 배양

액에서 106.0 대 29.3이다. 인간 난관액 (human ovi-

duct fluid)은 Na+/K+ ions의 비가 대략 18이다. Quinn 

등13은 Na+/K+ ions의 비율과 아마도 Ca2+/MG2+ 비율 

등이 체외과정에서 생기는 배아의 질을 결정하는데 

중요할지도 모른다고 하였다. 

다른 한편 포유류 배아 생리학 지식의 증가와 인

간 배아 배양액의 계속적인 발달은 배아이식의 날

짜를 늦추는 것이 인간 IVF의 착상과 임신율의 증

진에 기여하는지를 연구자들이 연구할 수 있도록 

고려하게 하였다. 이들 연구의 결과로써 최근에는 

혈청이 없는 배양체계 (serum free culture system)를 

사용하여 제 5일과 제 6일에 배반포를 이식하는 체

외수정과 자궁내이식과정에서 착상률의 증진을 보

이고 있다.15 

그 동안 왜 인간 배아는 인간 체외수정과 자궁내

이식에서 배반포 시기에 이식되어지지 않았을까? 

Gardner와 Lane16,17 또한 Jones 등18에 따르면 인간 

배아의 생존능력을 유지하기가 무력한 이유는 두 

가지의 이유가 있다고 한다. 첫째 사용되는 대부분

의 배양액은 너무 간단하고, 난관액과 유사한 HTF 

(human tubal fluid) 배양액이나 Earle's와 같은 배양

액은 배반포까지 배아 발달을 유지할 수 없으며, 많

은 배양액내에는 아미노산처럼 포유류 배아 발달에 

가장 중요한 조절장치의 어떤 것이 인간 배아 발달

에서는 밝혀지지 않아서 부족하기 때문이다. 둘째는 

배양상태를 최적화 하기 위한 시도가 전체 착상전 

기간 동안 단독배양액의 공식화 (formulation) 상에 

초점이 맞추어져 있다. 그러한 접근은 배아를 배반

포까지 발달할 때 배아의 에너지대사와 세포시기에 

따라 변화하는 생리적 기능을 설명할 수 없으며 각 

시기의 요구는 서로가 현저하게 다르다. 그러므로 

인간 배아를 배반포까지 배양하기 위해 공식화된 

배양액의 발달은 배아 선택의 폭을 넓히고, 배아를 

생존율이 높은 배반포 단계까지 키울 수 있게 하므

로써 인간 체외수정과 자궁내이식의 증진을 위해 

현저한 기여를 하였다. 

그러나 대부분의 인간 배반포는 체외에서 확장한

다 할지라도 부화 문제를 가지거나, 투명대로부터 

완전히 부화하지 않을 수도 있으며, 다시 퇴화과정

으로 들어갈 수도 있다.19 체외에서 수정된 완전히 

확장된 배반포 (fully expanded blastocysts) 4개 중에 

1개만이 부화되어졌는데,20,21 이것은 인간 배반포는 

자궁내의 리신 (lysins, 세포용해수)이 없어도 부화할 

수 있다는 증거를 보여주는 것이다. 그러나 투명대

는 붕괴에 대해 아주 탄력적 이어서 투명대를 뚫고 

나오는 것은 힘든 과정이라는 것을 또한 증명하고 

있다. 

포유류 난자와 배아를 둘러싸고 있는 바깥쪽 당

단백 (glycoprotein) 층인 투명대는 수정과 착상전 

동안 구조적으로, 기능적으로 중요하다. 어떤 종 

(species)에서는 수정 동안 투명대는 정자를 제한하

는 첨체반응을 유도하기 위한 원인이 된다.22 그리

고 여러 개의 정자가 침투하는 것을 막고 조절한다. 

배아난할 동안 투명대의 기능은 거의 물리적인 성
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질을 가져 할구의 분산을 막고, 난관의 내피내층과 

같은 다른 세포들과 백혈구 혹은 다른 배아와 배아 

사이에 직접적인 접촉을 피하게 한다.23 또한 투명

대는 난관을 통한 배아의 통과를 쉽게 한다. 그러나 

투명대는 배아의 치밀화가 일어나자마자 (상실배 시

기에 일어나는 현상) 체외에서 계속되는 정상 발달

을 위해 더 이상 중요한 것은 아니다.23,24 

보조부화 (assist hatching)라는 용어는 투명대에 인

위적으로 구멍을 내어 부화를 돕게 하기 위해 배아

의 능력을 증진시키는 것으로 체외에서 수정된 인

간의 배아는 25~30%만이 부화된다고 보고되었다. 

나머지 부화에 실패한 70~75%의 배아는 1가지 요

인 이상의 원인에 기인하는 것으로 보며, 그 중 한 

가지 원인으로는 최적이지 못한 배양조건 (subopti-

mal culture condition)으로 인해 투명대가 자연적으

로 두꺼워지기 때문이 아닌가 한다. 보조부화는 미

세조종 (micromanipulation)으로 투명대내로 작은 구

멍을 뚫음으로서 즉 화학적인 방법인 타이로이드 

용액 (acid Tyroide's solution)으로 인간 배아의 일부

를 녹이거나,25,26 기계적인 방법으로 미세조정장치 

(micromanipulator)를 이용하여 부분적인 투명대 절

개 (mechanical partial zona dissection, PZD)27,28를 하며 

혹은 laser를 사용하여 투명대를 뚫기도 한다.29 이

것은 그 동안에 주로 수정을 증진하기 위하여 포유

류와 인간 난자에서 사용되었으며, 그리고 최근에

는 포유류와 인간의 배반포부화를 쉽게 하기 위해 

사용되고 있다.30 

부분적인 투명대 절개 (PZD)를 하거나 미세조정

장치를 이용하여 투명대를 일부 절개하거나 투명대

에 작은 구멍을 뚫는 것은 배아조직의 소실일 뿐으

로 수정능력의 증진 및 부화의 증진과 함께 높은 착

상률이라는 결과를 가져왔다. 

그러나 이 보조부화가 유망하다 할지라도 일상

적인 적용은 아직 다음의 문제로 수행하지 않고 있

다. 첫째, 연장된 기간 동안 관찰된 빈약한 배아의 

어떤 것은 부화 동안에 미세조정장치를 이용하여 

뚫린 작은 구멍 속에 그래도 갖혀 있다.31 둘째 할구 

(blastomeres) 사이에 구조적인 접합을 형성하기 전

에 배아를 자궁내로 넣어주는 동안 어쩌면 손상될 

수도 있다.32 그러므로 최근에는 초기 치밀화 (initial 

compaction)를 입는 인간 난자의 투명대에 더 큰 구

멍을 만들어 주자는 것이 제안되고 있다. 이러한 보

고로 제 3일의 배아에 타이로이드 용액 (acidic Ty-

roide's solution)으로 투명대 천공 (zona drilling)을 하

여 보조부화를 하자는 의견도 있다.33 

Cohen34,35은 보조부화를 함께 하도록 이끄는 중요

한 견해로 어떤 난할된 인간 배아는 균일한 투명대

층을 가지며, 반면에 다른 배아는 얇은 조각들을 가

진다고 하였으며 그들의 투명대에 얇은 부위를 갖

는 배반포가 균일한 투명대를 갖는 배반포 보다 더 

쉽게 착상되어 나타났으며, 이것은 배아의 착상을 

예견할 수 있는 중요한 요인을 주는 확실하고 일치

되는 발견이 된다. 

본 실험에서는 시판되는 3개의 배양액 IVF-20 

(G2), Medicult IVF (M3), P-1 (blastocyst medium)에 대

해 배아의 발달 정도를 비교 조사하였으며, 또한 투

명대를 pronase로 처리하여 투명대를 약화시키는 것

이 부화에 영향을 미치는지를 조사하였다. 

48시간 동안 2세포기 배아를 체외배양하였을 때, 

상실배 이상이 IVF-20 (G2)에서 55.7%, P-1 (blasto-

cyst medium)에서 65.4%로 발달한 반면 Medicult M3

에서 38.2%의 배아 발달 (p<0.01)을 보였다. 72시간 

동안 배양하였을 때에, 배반포 이상의 단계까지 난

할한 발달률을 조사한 결과 (IVF-20) G2 배양액에

서 52.4%, (P-1) blastocyst medium에서 52.3%였으나 

(Medicult IVF) M3에서는 22%만이 난할하여 낮은 

난할률을 보였다 (p<0.01). 96시간 동안 배양하였을 

때 배반포 이상의 단계까지 난할한 발달률을 조사

한 결과, (Medicult IVF) M3에서는 45.5%, (P-1) bla -

stocyst medium에서는 46.1%가 발달한 반면, (IVF- 

20) G2에서는 61.5%가 발달하여 발달률이 가장 좋

은 것으로 나타났다 (p<0.01). 120시간 동안 배양한 

후 (Medicult IVF) M3에서는 14.7%, (P-1) blastocyst 

medium에서는 19.2%였으나, (IVF-20) G2 배양액에

서는 36.9%가 발달하여 가장 좋은 발달률을 보였다 

(p<0.01). 

이들 배양액의 발달로 특히 배아 발달률을 높이

는 IVF-20 (G2)를 사용하여 배아를 제 3일에서 제 

5~6일까지 배양할 수 있게 되었으며, 오랜 배양으

로 생존 가능성이 없는 배아는 초기에 퇴화되고 생

존 가능성이 있는 배아만이 남아, 이전의 제 3일 

배아이식시 4개 이상의 배아를 넣어 줌으로써 야기
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되는 다태임신의 기회를 줄일 수 있게 되었다. 

그러나 난할기와 형태, 난할률에 대한 평가를 매

일하여서 제 5, 6일까지 기다리지 말고 적절한 시

기에 배아를 이식하여 때로는 조건이 맞지 않는 오

랜 배양으로 난자의 생존능력이 떨어지거나 퇴화 

혹은 난할정지가 일어나 자궁내로 이식하기에 적

절한 상태의 배아시기를 놓치지 말아야 하는 경우

도 있음을 숙지 하여야만 한다. 

한편 투명대를 약화시키기 위해 상실배에서 pro-

nase로 효소처리를 하여 배아의 발달을 조사하였다. 

2세포기 배아를 배양하여 48시간 후에 상실배에 이

른 배아를 골라 pronase의 각 농도에서 다시 48시간 

동안 배양한 결과 대조군의 29.2%에 비해 1 µg/ml, 

2.5 µg/ml, 5 µg/ml pronase 처리군에서 높은 부화율

을 보여 (p<0.01), 투명대에 미세조종을 하여 배아의 

부화기회를 쉽게 하였다는 보고27,36와 lazer를 이용

하여 생쥐배아의 부화율과 인간 배아의 착상률과 

임신율을 증가시켰다는 보고37,38와 유사한 결과를 

보였으며, 그러므로 pronase를 이용한 투명대에 효소

처리가 배아의 부화율을 높일 수 있을 것으로 사료

되었다. 

본 연구의 결과는 발전된 좋은 배양액을 선택하

여 사용하므로 인하여 배아의 질을 높일 수 있으며, 

또한 배아의 발달률도 높일 수 있고, 투명대를 효소

처리로 약화시킨다면 많은 배아들의 부화율까지도 

높일 수 있어 착상과 임신율에 더 나은 증진을 보일 

수 있을 것으로 기대되었다. 
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