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Objectives: This study was to investigate the fertilization rate after

intracytoplasmic sperm injection (ICSI) or partial zona dissection (PZD) of human and

hamster sperm into hamster oocyte in in vitro fertilization (IVF). In addition, the

possibility of clinical application was evaluated by the comparison of usefulness and

difference of these method.

Materials and Methods: Hamster immature oocytes were obtained from oviducts

superovulated by PMSG and hCG, and hamster sperms were obtained from epididymis.

The freezed human sperms were thawed before use. Fertilization were confirmed by two

pronuclei, one pronucleus, swollen sperm head or/and two polar bodies at 7-8 hour after

ICSI or PZD.

Results: The fertilization rates after ICSI and PZD of human sperm to hamster

oocyte were 3.6%, 64.2%, 73.6%, and 55.6% for negative control, positive control, ICSI,

and PZD respectively, suggesting that ICSI only showed improved fertilization rate

(p<0.01). The fertilization rates after ICSI and PZD of hamster sperm to hamster oocyte

were 11.1%, 51.2%, 39.6%, and 72.7% for negative control, positive control, ICSI, and

PZD respectively, suggesting that PZD only showed improved fertilization rate (p<0.01).

PZD showed significantly higher fertilization rate than ICSI (p<0.05).

Conclusions: As for the fertilization rate by ICSI and PZD using hamster oocyte

in IVF, ICSI technique was considered to be more useful for human sperm and PZD

technique for hamster sperm. Therefore, ICSI technique was considered more

appropriate for experimental application using human sperm and hamster oocyte.

K e y w o r d s : ICSI, PZD, Fertilization rate, Human sperm, Hamster sperm.
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남성요인에 의한 불임증 및 반복적인 체외수정 실패 환자의 치료는 최근까지도 고식적

인 체외수정시술로는 임신 성공이 매우 어려운 분야였다. 그렇지만 동물실험을 통해 축적된 미

세보조수정술
1
(microassisted fertilization)을 바탕으로 Uehara 와 Yanagimachi등

2
이 인간정자

를 미수정 햄스터 난자 내에 직접 주입하여 수정에 성공한 이래 연구가 시작되었다. 미세보조수

정술의 방법에는 첫째, 난자의 투명대를 인공적으로 찢어 열려 있는 상태를 만들어 수정시키는

partial zona dissection (PZD)
3
둘째, 투명대 밑에 정자를 넣어주는 subzonal sperm insertion

(SUZI)4-6 셋째, 정자를 난자의 세포질내에 직접 주입하는 intracytoplasmic sperm injection

(ICSI)이 있는데
7
그동안 동물실험으로 소

8
, 토끼

9
에서 ICSI를 흰쥐

10
에서 PZD와 ICSI를 시행하

여 수정을 확인하였고, 생쥐
11
와 양
12
에서는 ICSI를 통해 수정 및 배발달 그리고 번식하는데 성

공하였다. 영장류에서도 Lanzendorf등13이 고릴라 난자에서 PZD에 의한 수정을 보고하였고,

Hewitson
14
과 Sutovsky

15
등은 원숭이에서 ICSI를, 그리고 Ongnuki등

16
은 cynomolgus 원숭이

에 ICSI와 PZD를 시행하여 수정됨을 관찰하였다. 인간에서는 SUZI로 Ng등
4
에 의해, PZD로

Malter와 Cohen3에 의해 그리고 최근 ICSI로는 Palermo등17 에 의해 임신 성공 예가 보고되고

있어 이들 미세보조수정술이 동물에서 뿐만 아니라 불임증 환자에 있어서도 좋은 결과를 보여,

현재 미세보조수정술은 보조 생식술의 하나로써 남성요인에 의한 불임증 및 반복적인 체외수정

실패 환자에 각광을 받고 있다.

인간의 미세보조수정술에서 SUZI는 PZD에 비해 투명대의 절개 부위가 작기때문에 위

란강의 오염 및 조기 부화에 대한 위험도가 낮은 편이고 넣어 주는 정자수도 조절할 수 있는

반면 첨체반응이 유발되어야 만이 수정에 성공할 수 있는 단점이 있다18,19. 그렇지만 PZD는

SUZI에 비해 임신율은 낮지만 경미한 남성불임에 더 효과적이며 수정시 정자 농도를 재평가해

볼 수도 있고 수정후 배아의 분절율이 낮기 때문에 계속 사용되고 있으며 최근에는 미세보조수

정술 보다는 보조부화술로써 더 널리 사용되고 있다19-23. 또한, PZD와 SUZI 공히 시술 자체의

특성 때문에 다정자증이 자주 유발되고, ICSI는 난자의 세포질에 손상을 주거나 정자 자체의 염

색체 이상 때문에 수정에 실패하기도 하지만 심한 희소�무력 정자증, 기형정자증 그리고 폐쇄

성 무정자증등에도 사용할 수 있기 때문에 흔히 이용된다24. 따라서 이러한 시술방법의 문제점

을 보완하고 체계화하기 위해서는 동물실험을 통한 실험모델의 정립이 필요하다.

본 연구는 생쥐난자에 비해 실험 후 퇴행율이 낮고 인간정자의 침투능력을 실험하는데

가장 널리 사용되고 있는 햄스터난자를 실험 재료로 하여 인간정자와 햄스터정자를 이종간, 동

종간에서 ICSI와 PZD를 시행한 후 수정율을 비교 조사함으로써 이들 방법들이 실제로 유용한

지의 여부와 이 두 방법간의 차이를 비교 분석하여 임상적인 적용 가능성을 타진하고자 시도하

였다.
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재료 및 방법

(1) 실험군의 분류

난자에 0.1% trysin-EDTA (GibcoBRL, USA)를 처리하여 투명대층을 제거하고 수정하

거나 난자 배양용액에 정자를 일정량 점적하여 수정한 군을 양성 대조군, 난자에 정자를 직접

주입하지 않고 미세바늘로 찔러서 물리적 자극만 준 군을 음성대조군으로 하고, ICSI 나 PZD를

수행한 군을 실험군으로 분류하였다

(2) 햄스터 난자의 준비

생후 6-8주된 암컷 햄스터에 25 IU PMSG를 주사한지 55-56 시간째 25 IU hCG를 복

강 주사하여 과배란 유도를 시행하였다. hCG 투여 15-16시간 후 경추탈골법으로 햄스터를 희

생시키고 난관만을 절제한 다음 칼슘이 제거되고 10% SSS가 첨가된 Dulbecco's phosphate

buffered saline (DPBS) 기본용액이 담긴 배양접시로 옮겼다. 해부현미경하에서 난관의 팽대부

를 주사바늘로 찢고 난자-난구 복합체 (oocyte-cumulus cell complex)를 회수하였다. 회수한

난자-난구 복합체는 0.1% hyaluronidase가 포함된 기본용액에서 난구세포 (cumulus cell)를

제거하고, 정상적인 형태의 난자만을 선별하여 난자의 자발적 활성을 억제하기위해 기본용액에

서 ICSI 시행 전까지 배양하였다.

(3) 인간정자의 준비

수음으로 채취된 정액을 상온에서 30분간 액화시키고 WHO 기준(1992)에 따라 정액검

사를 시행하여 정상정자로 판정된 것만을 냉동보관해 두었다가 실험 당일날 해동하여 실험에

사용하였다. 해동된 정자는 Ham's F-10에 0.4% 소혈청이 첨가된 배양액으로 2회 원심분리 한

후 상층액을 제거하고 정자괴에 배양액 0.3 ㎖를 첨가하여 5% CO2 배양기에 30분-1시간 동안

배양한 후 부유액을 실험에 사용하였다.

(4) 햄스터 정자의 준비

생후 8-10주된 수컷 햄스터의 정소 상체미부만을 적출하여 정자 부유용 배양액 (Ham's

F-10) 소량 (0.4ml)이 들어있는 배양접시 내의 mineral oil (Sigma, USA)에 정소 상체 미부를

넣은 다음 해부현미경하에서 19게이지 바늘로 정소상체 미부를 절개하여 누출된 정자를 소량의

배양액으로 유도하여 정자 부유액을 준비하여 실험에 사용하였다.

정자의 수정능 획득을 위하여 정자 부유액을 37℃, 5% CO2 배양기에서 1.5-2시간 동안 전배



- 4 -

양 하였다.

(5) ICSI

도립현미경 (Diaphot 300, Nikon, Japan)에 장착된 1쌍의 미세난자조작기 (NT-88,

Narishige, Japan)를 이용하였으며, holding pipette은 외경과 내경이 각각 100-120 ㎛,

15-20 ㎛가 되게 만들고, injection pipette은 외경과 내경이 각각 8-9 ㎛, 4-5 ㎛ 인 것을 사

용하였다. 준비된 운동성 정자를 oil이 덮인 배양접시 내의 10% polyvinylpyrolidone (PVP,

Sigma)용액 소적에 넣어 운동성을 감소시키고, injection pipette을 이용하여 정자의 중편부

(midpiece)에 물리적인 힘을 가하여 비동화 (immobilization) 시켰다. 비동화된 정자를 꼬리 부

위부터 injection pipette내로 흡입하고 준비된 햄스터 난자를 holding pipette을 이용하여 제 1

극체가 6시 또는 12시 방향이 되도록 고정한 후 injection pipette을 난자의 정 중앙인 3시에서

9시 방향으로 통과시켜 정자를 주입하였다. 정자주입시 injection pipette으로 난자의 세포질을

흡입하여 난황막 (oolemma)이 정확히 뚫렸음을 확인하고, 이 후 PVP용액이 난자 내로 들어가

지 않도록 조심스럽게 정자와 흡입된 난자의 세포질을 주입하였다. 정자주입이 완료된 후 oil이

피복된 20 ㎕ human tubal fluid (HTF)용액 소적 마다 한 개씩의 난자를 넣어 5% CO2 배양

기내에서 배양하였다.

(6) PZD

Malter와 Cohen(1989)이 고안한 방법을 약간 수정하여 난자 고정 pipette으로 난자를

고정한 후 끝이 섬세한 dissection용 미세바늘을 난자의 극체로부터 멀리하여 투명대에 집어넣

어 통과시킨 후 고정 pipette에서 난자를 유리시켜 고정 pipette 아래에 위치하게 한 다음

dissection용 바늘과의 사이에서 마찰을 시켜 부분적으로 투명대를 절개시켰다.

(7) Insemination

양성대조군과 PZD한 난자를 HTF 배양액 소적 (0.4 ㎖)에 15-20개씩 넣은 다음 정자

농도를 각각 10
5
/㎖가 되도록 조정하고 5% CO2 배양기내에서 6-7시간 동안 배양하여 수정을

유도한 후 수정여부를 판정하였다 (Figure 1-4).

(8) 수정확인

실험군과 대조군에서 실험 시행 1시간, 3시간, 그리고 7시간 후 난자를 관찰하여 퇴행

여부를 조사하였고, 온전한 난자만을 회수하여 슬라이드 위에 옮겨 cover glass를 덮었다. 슬라

이드를 고정액 (methanol:acetic acid=3:1)에 넣어 24시간 이상 고정시킨 후 0.25% acetic
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lacmoid로 염색하여 도립현미경 ×40, ×200 배율하에서 주입된 정자의 상태를 관찰하였다. 이

때 정자의 두부가 부풀었거나(head decondensation) 남성전핵 (male pronucleus)이 보일 경우

또는 2개의 전핵과 2개의 극체가 확인된 경우를 수정된 것으로 간주하였다 (Figure 1-4).

(9) 통계학적 검정

통계학적 분석방법으로는 X
2
-test를 사용하였고, p 값이 0.05미만인 것을 유의한 것으로

판정하였다.
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결과

1) 햄스터 난자와 인간정자를 이용한 ICSI와 PZD 후 수정율의 비교

ICSI와 PZD 방법으로 햄스터난자와 인간 정자의 수정을 유도한 결과는 Table 1.에서

처럼 2PN 형성율에 있어서는 ICSI와 PZD에서 각각 26.4%(24/91), 16.7%(9/54)으로 ICSI가

PZD에 비해 의의있게 높았으며(p<0.001), 남성 전핵 만의 1PN 형성율에 있어서는 양성대조

군, ICSI, PZD에서 각각 40%(48/120), 25.3%(23/91), 20.4%(11/54)로 양성대조군이 ICSI와

PZD에 비해 유의하게 높았고(p<0.001). 정자의 두부 팽대 현상은 ICSI와 PZD를 수행한 실험

군에서만 각각 20.9%(19/91), 13%(7/54) 두부 팽대율을 나타냈다. 전체적으로 양성대조군에서

는 총 120개 난자 중에 77개(64.2%)가, ICSI에서는 총 91개중 67개(73.6%)가, PZD에서는 54

개중 30개(55.6%)가 활성화 되어 이중에서 ICSI가 가장 유의하게 높은 수정율을 보였다

(p<0.001).

2) 햄스터 난자와 햄스터정자를 이용한 ICSI와 PZD 후 수정율의 비교

ICSI와 PZD 방법으로 햄스터난자와 햄스터정자의 수정을 유도한 결과는 Table 2.에서

처럼 2PN 형성율에 있어서는 양성대조군, ICSI, PZD에서 각각 21.3%(17/80), 7.5%(4/53),

40.9%(27/66)로 PZD군이 의의있게 높았으며(p<0.001), 1PN 형성율에 있어서는 양성대조군,

ICSI , PZD에서 각각 22.5%(18/80), 9.4%(5/53), 18.2%(12/66)로 양성대조군이 다소 높았다.

정자 두부 팽대율은 양성대조군, ICSI , PZD에서 각각 5.0%(4/80), 18.9%(10/53),

13.6%(9/66)로 ICSI를 수행한 실험군에서 다소 높았다. 전체적으로 양성대조군에서는 총 80개

난자 중에 41개(51.2%)가, ICSI에서는 총 53개중 21개(39.6%)가, PZD에서는 66개중 48개

(72.7%)가 활성화 되어 이중에서 PZD가 가장 유의하게 높은 수정율을 보였다(p<0.001,

p<0.05).
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고찰

1988년 이후 그동안 치유가 어려웠던 정자의 결함에 의한 남성요인의 불임환자에 대한

치료적 접근으로 난자와 정자의 미세조작을 이용한 다양한 미세보조수정술이 이용되기 시작하였

고 이에 따라 보조생식술은 점차 발전을 거듭하게 되었다.
25,26
맨 처음 미세보조수정술로서 PZD

가 개발되었고,
20,23,27
뒤이어 난자의 난황막 주위 공간 (perivetelline space)에 정자를 넣어주는

SUZI가 사용되었으며,4,6,17,26,28 마침내 정자를 난자의 세포질내에 직접 주입하는 ICSI 시술이 도

입되어 임신성공 예가 점차 증가됨에 따라 최근 남성 불임의 치료에 대한 획기적인 방법으로 대

두되고 있다.
17,29

인간 이외의 다른 동물에서도 소8와 토끼9에서 ICSI를, 흰쥐10에서 PZD와 ICSI를 시행하

여 수정을 확인하였고, 생쥐
11
와 양
12
에서는 ICSI를 통해 체외수정 및 번식에 성공하였다. 영장류

에서는 Lanzendorf등
13
이 고릴라 난자에서 PZD에 의해 수정됨을 보고하였고, Hewitson

14
과

Sutovsky등15은 원숭이에서 ICSI를, 그리고 Ongnuki등16은 cynomolgus 원숭이에 ICSI와 PZD를

시행하여 수정됨을 관찰하였다.

이처럼 미세보조수정술은 인간 뿐만 아니라 여러종의 포유류에서 시행되고 있으나 그 결

과 또한 다양하게 보고되고 있어 실험모델의 정립이 요구되어지고 있다. 본 연구에서는 실험수행

후 생쥐난자에 비해 퇴행율이 낮고 인간정자의 침투능력을 실험하는데 가장 널리 이용되고 있는

햄스터난자를 실험 재료로 사용하여 이종간 및 동종간에서 ICSI와 PZD를 시행하였다. 본 실험에

서는 이종실험동물을 이용한 미세보조수정술에 있어서 ICSI가 대조군이나 PZD군 보다 유의하게

높은 수정율을 보여 Shibahara등
30
의 보고와 일치하진 않았지만 정상적인 정자를 이용하여 ICSI

한 군의 비교에 있어서는 정자의 질적요인에 따라 수정율에 다소 차이가 있음을 보고하였던 점에

서 결과는 제시하지 않았지만 본 연구 중의 경험과 유사한 경향을 보여 정상 정자 일수록 수정율

이 높음을 간접 확인할 수 있었으며, ICSI 후 수정율이 74.7% 라고 보고한 류등
31
의 결과와도 유

사하였다. 그러나 본 연구의 동종실험동물을 이용한 미세보조수정술에 있어서는 72.7%의 수정율

을 나타냈던 PZD가 39.6% 수정율을 나타냈던 ICSI에 비해 유의하게 우수한 결과를 보였지만, 생

쥐에서 PZD후 88.7%의 수정율을 보고하였던 김등
32
의 결과 보다는 다소 저조하였는데 이는, 종

간 및 배양조건의 차이에서 비롯된 것으로 사료된다. 햄스터정자의 수정율에 있어서 본 연구에서

는 양성 대조군이 51.2% ICSI군이 39.6%로 Goud등33의 대조군과 ICSI군에서 얻은 55.5%,

34.7% 의 수정율과 비슷한 양상을 나타냈고 실험동물로 양을 사용하였던 Gomez 등
12
이 보고하

였던 62%, 30.6% 각각의 수정율 또한 본 실험 결과와 유사하였다. 이때 햄스터 난자에서 양성

대조군에 비해 ICSI군에서의 낮은 수정율은 햄스터정자의 특수한 형태로 인해 난자 퇴행율이 상

대적으로 증가한 것에 기인하지 않나 의심된다.
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인간의 미세보조수정술에서 PZD는 고식적 체외수정술로 수정에 실패하거나 수정율이 낮

은 불임 부부에 대한 대체 방안의 치료로써 적용되 왔으나
34
기대할만한 수정율 및 임신 성적을

내지 못하고 다정자증이 빈번히 발생하여 문제점으로 지적되고 있다. 본 연구에서도 PZD와 ICSI

후 다정자증 발생율이 15:1로 나타나 PZD에서의 발생빈도가 높았다. 또 한편으로 ICSI는 최근

에 부고환 이나 고환에서 직접 채취된 정자로도 수정과 임신에 이르게하여 무정자증등에 의한 남

성 불임환자에 있어 치료대상을 확대해 가고 있다.
35
그렇지만 ICSI는 수정율이 시술후 60-70%

정도로 상당수의 난자 손상에 의해 아직도 고식적인 정자 점적에 의한 체외수정 (insemination)에

비해 낮고 ,
29,36
명확치 않은 원인으로 인해 전핵 수에 있어서 비정상을 보이며, 가끔 수정에 실패

하거나 극히 저조한 수정율을 나타내기도 한다.
37
그래서 이러한 저조한 수정율 및 수정실패의 원

인을 밝혀내기 위해 전자 현미경적인 관찰과 분자생물학적인 규명이 요구되기도 한다. 수정실패의

정자 원인 규명을 위해 가장 바람직한 재료로 ICSI 시행후 수정에 실패한 난자를 분석하는 방법

이 있겠으나, 이는 사용할 수 있는 인간 난자 수의 제한과 주입되는 정자의 특성을 비교하는데 임

상 과 윤리적인 측면에서 많은 제한과 어려움이 뒤따르고 있어 인간난자 대신 햄스터나 생쥐와

같은 실험동물의 난자를 이용한 모델의 정립이 필요할 것으로 보인다.

햄스터 난자에 인간정자와 햄스터 정자를 각각 ICSI나 PZD한 후 수정율을 조사하고 두

방법간의 차이를 비교한 본 연구의 성적을 요약하면 햄스터난자에 인간정자를 ICSI하거나 PZD

한 결과 수정율이 음성대조군, 양성대조군, ICSI군, PZD군에서 3.6%, 64.2%, 73.6%, 55.6%로

ICSI군 만이 양성대조군에 비해 유의하게 높은 수정율을 나타냈고 (p<0.01), 햄스터난자에 햄스터

정자를 ICSI하거나 PZD한 실험에서는 수정율이 음성대조군, 양성대조군, ICSI군, PZD군에서

11.1%, 51.2%, 39.6%, 72.7%로 PZD군 만이 양성대조군에 비해 유의하게 높은 수정율을 나타냈

으나(p<0.01) ICSI군은 양성대조군과 유의한 차이가 없었으며, PZD군이 ICSI군에 비해 유의하게

우수한 수정율을 보였다 (p<0.05). 결론적으로 햄스터난자를 이용한 ICSI와 PZD방법의 체외수정

에 있어서 인간정자로는 ICSI가, 햄스터정자로는 PZD방법이 더 유용할 것으로 사료되며, 햄스터

난자를 이용한 인간 정자로의 미세보조수정술에 대한 실험 모델로는 ICSI 방법이 타당할 것으로

사료된다.
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Group
No. of

oocytes

No. of

oocyte

survived

(%)

No. of oocyte fertilized (%)

MII DG

2PN 1PN

Swollen

sperm

head

MⅢ
Total

activation

Control

(negative)
56 55(98.2) 0(0) 0(0) 0(0) 2(3.6) 2(3.6) 53(96.4) 3(5.6)

Control

(positive)
120 120(100) 29(24.2)

48(40.0)
* 0(0) 0(0) 77(64.2)

*
43(35.8) 0(0)

ICSI 96 91(94.8)
24(26.4)
*

23(25.3)
* 19(20.9) 1(1.1) 67(73.6)

*
25(27.5) 4(4.2)

PZD 59 54(91.5) 9(16.7)
* 11(20.4)
* 7(13.0) 3(5.6) 30(55.6) 24(44.4) 5(8.5)

Group
No. of

oocytes

No.

of oocyte

survived

(%)

No. of oocyte fertilized (%)

MII DG
2PN 1PN

Swollen

sperm

head

MⅢ
Total

activation

Control

(negative)
30 27(90) 1(3.7) 1(3.7) 0(0) 1(3.7) 3(11.1)

24(88.9

)
3(10)

Control

(positive)
86 80(93.0) 17(21.3)

18(22.5

)
4(5.0) 2(2.5) 41(51.2)a

41(51.3

)
6(7)

ICSI 71 53(74.7) 4(7.5)
*
5(9.4) 10(18.9) 2(3.8) 21(39.6)

b 32(60.4

)

18(25.3

)

PZD 67 66(98.5)
27(40.9)
*

12(18.2

)
9(13.6) 0(0) 48(72.7)c

18(27.3

)
1(1.5)

Table 1. Pronucleus formation rate in hamster oocytes following ICSI and PZD with

human spermatozoa.

2PN; oocytes had two pronuclei and two polar bodies.

1PN; oocytes had one pronuclei and two polar bodies.

MIII; oocytes had two polar bodies without pronucleus formation.

MII; oocytes had one polar body. DG; degeneration
*
p<0.001

Table 2. Pronucleus formation rate in hamster oocytes following ICSI and PZD with

hamster spermatozoa.

*p<0.001, a,c p<0.001, b,c p<0.05
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Fig. 1 . A human sperm nuc leus in early stage of swel l ing, 1 hour after ICSI. X 200

F ig . 2 . Hamster eggs with 1 pronucleus(male pronucleus) , 7 hour after ICS I . X200
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Fig. 3 . A hamster egg with 2 pronucleus, 7 hour after ICSI. X200

Fig. 4 . Hamste r eggs with 1PN, 7 hour af ter ICSI. X200


