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Objective: Evaluation of embryos using early cleavage to 2-cell stage has been proposed, but a 
critical time-point for selecting embryos is unclear. The aim of the present study is to provide a 
guideline including critical time-point in the selection of early cleaving embryo for the reduction of 
multiple pregnancies as well as the increase of pregnancy rate in human IVF. 

Methods: This prospective study was performed in 116 cycles from 85 patients who underwent 
conventional IVF or ICSI at the infertility clinic of Good Moonhwa Hospital from January 2002 to 
December 2003. Early cleavage (EC) of embryos to 2-cell stage was assessed at 25 h and 27 h 
postinsemination/microinjection. Embryos that had early cleaved at each time point were designated as 
EC-1 and EC-2, respectively, while others were designated as non-early cleavage (NEC). 

Results: At least one early cleavage embryo was observed in 54 (46.6%) for the EC-1 and 84 
(72.4%) for the EC-2 of the 116 cycles assessed. Clinical pregnancy rates (PR) were significantly 
higher in the EC-1 group (66.7%) compared to the EC-2 group (53.6%) or the NEC group (31.2%) 
(p<0.05). Significant improvement of the pregnancy rate was found when at least two or more embryos 
were early cleaved at 25 h postinsemination or when the proportion of early cleavage embryo at 25 h 
postinsemination was higher than 20% (p<0.05). 

Conclusions: The critical time-point for the selection of early cleavage embryos with high implantation 
potential is more effective in 25 h postinsemination/microinjection compared to 27 h. The proportion as 
well as number of early cleavage embryos is also an important factor for the prediction of pregnancy 
outcome and the chance of multiple pregnancies. These results demonstrated that the evaluation of 
early cleavage embryos to 2-cell stage is an easy, simple, and objective method for the selection of 
good quality embryos suitable for embryo transfer. 
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지난 20여 년에 걸쳐 체외수정술의 임신율은 많
은 증가를 보였으나 여전히 이식한 배아 수에 비해 
착상율은 낮은 편이다. 임신율을 증가시키기 위해 
다수의 배아를 이식하게 되었고 그 결과 다태임신

의 증가가 체외수정술의 문제점으로 대두되고 있다. 
이런 점에서 착상력이 우수한 배아를 선발하고 이
식되는 배아의 수를 최소화함으로써 다태임신의 가
능성을 감소시킬 필요성이 제기되고 있다.1~3 

최근, 전핵단계에서부터4~7 포배아단계까지8,9 착

상력이 우수한 배아를 평가하고 선발하려는 많은 
연구들이 보고되고 있다. 그러나 포배아단계에서의 
선발은 장기 체외배양에 따른 배아의 유전적 불안

정성 뿐 아니라 포배아 형성이전에 배발생 정지 등
의 우려가 있어 상용적으로 이용되지 못하고 있다. 
10~12 또한 인 (nucleolus)의 수와 위치, 전핵과 인의 
배열, 세포질의 모양 및 극체의 방향 등을 기준으

로 한 전핵단계에서의 배아 선발은 시간이 소요되

고 복잡하며 다소 주관적이라는 문제점을 내포하고 
있다.13 따라서 보다 간단하고 비침습적이며 효율적

인 배아의 선발 방법이 요구되고 있다.14 
1997년 Shoukir 등15이 2세포기로의 배아 발생 

속도에 따른 배아 생존력과 임신 결과를 예측하는 
방법을 제시한 이후, 많은 연구들이 조기난할 배아

의 관찰이 전핵단계에서의 배아 관찰이나 포배아

이식에 비해 배아의 질과 체외수정의 성공을 예측

하는데 보다 빠르고 간단하며 객관적인 방법이 될 
수 있음을 보고하고 있다.16~19 

그러나 이러한 연구들은 배아 선발을 위한 조기

난할의 관찰시간으로 서로 다른 시간대 (time-point)
를 이용하였다. 사람에 있어서 첫 번째 세포분열의 
시기는 배아마다 차이가 있으며, 어느 특정 시간대

에서의 배아의 난할 판정은 2세포기 배아간 차이를 
확인할 수 없다. 따라서 본 연구는 체외수정의 임신

율을 증가시키기 위한 조기난할 배아 선발의 정확한 
시간대 설정 등을 포함한 기준을 제시하고자 한다. 

 
연구 대상 및 방법 

1. 연구 대상 

본 연구는 2002년 1월부터 2003년 12월까지 좋은 
문화병원 불임클리닉에서 체외수정술을 받은 105명 

불임환자로부터의 116주기를 대상으로 하였으며, 
수정이 되지 않았거나 휴일 등의 이유로 2세포기로

의 조기난할을 관찰하지 않았던 주기는 제외하였다. 

2. 연구 방법 

1) 과배란 유도 

과배란 유도는 GnRH analogue (GnRHa, Lucrin®, 
Abott, France)를 이용한 장기요법 또는 단기요법을 
사용하였으며 hMG (IVF-M®, LG Inc., Korea)와 
highly purified FSH (Follimon®, LG Inc., Korea)를 생
리 3일째부터 투여하여 직경 18 mm 이상인 우성 
난포가 2개 이상이면 hCG (IVF-C®, LG Inc., Korea) 
10,000 IU를 근육주사하여 난자성숙 및 배란을 유
도하였다. 

난자의 채취는 hCG 투여 약 36시간 후 질식초

음파 유도 하에 질벽을 통하여 난포의 천자 및 흡
입을 시행하였다. 

2) 체외수정과 조기난할 관찰 

일반적인 체외수정 또는 미세수정 (ICSI)은 난자

의 성숙도에 따라 난자채취 5~9시간 후에 시행하

였고, 미세수정은 극체가 확인된 성숙 난자만을 대

상으로 하였다. 수정 후 16~20시간에 2개의 전핵을 
관찰하여 수정여부를 확인했다. 

2세포기로의 조기난할은 수정 또는 미세수정 후 
25시간과 27시간 2번에 걸쳐 관찰하였고, 이때 관

찰된 조기난할 배아는 다른 배양접시로 옮겨 배양

했다. 25시간과 27시간에 관찰된 조기난할 배아를 
EC (early cleavage)-1, EC-2로, 조기난할이 없는 배
아들을 NEC (non-early cleavage)로 정의하였으며, 
EC-2의 배아 수는 EC-1의 배아 수를 포함한다. 

모든 배아는 2일째부터 자가 난구세포를 이용하

여 배아이식까지 공배양 하였고 배아이식은 3일째 
조기난할된 배아를 우선적으로 선발하여 시행하였

다. 배아의 등급은 이식직전에 할구의 크기와 세포

질의 단편화의 정도에 따라 결정하였다. 
임신의 확인은 배아이식 후 제 12일에 혈중 β-

hCG 농도로 확인하였으며, 임신 제 6~7주에 질식

초음파에서 태낭 및 태아의 심장박동이 관찰되는 
경우를 임상적 임신으로 판정하였다. 착상율은 이식

한 배아 수에 대한 태낭의 수로 나타냈다. 
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3) 연구 결과 분석 

연구 결과에 대한 통계학적 분석은 unpaired stu- 
dent t-test와 chi-square test로 시행하였고, p<0.05인 
경우를 통계학적 유의성이 있는 것으로 판정하였다. 

 
결  과 

 
총 116주기 중 최소 하나 이상의 조기난할 배아

는 EC-1의 경우 54주기 (48.6%), EC-2의 경우는 84
주기 (72.4%)에서 관찰되었으며, 조기난할이 없었던 
경우는 32주기 (27.6%)였다. 임상적 임신율은 EC-1
군에서 66.7% (36/54), EC-2에서 53.6% (45/84), NEC
에서 31.2% (10/32)였다. 착상율은 각각 27.6%, 17.2%, 
9.3%로, EC-1군에서 임신율과 착상율이 EC-2나 
NEC보다 유의하게 높았다 (p<0.05). 각 환자군간 
연령, 채취된 난자 수, 수정된 배아 수, 이식한 배아 
수 등에서는 유의한 차이가 없었다 (Table 1). 

수정 후 25시간에 조기난할이 있었던 군 (EC-1)
과 그렇지 않은 군의 임상적인 임신율과 착상율을 
비교했을 때, EC-1군이 EC-1을 제외한 EC-2와 NEC
를 포함한 군보다 유의하게 높게 나왔다 (Table 2). 
또한 EC-1 배아의 수와 전체 채취된 난자 수 가운

데 EC-1 배아의 비율에 따른 체외수정의 결과를 분
석한 결과, EC-1 배아가 적어도 두 개 이상인 경우 
(Table 3)와 EC-1 배아의 비율이 20% 이상일 경우 

임상적인 임신율과 착상율이 유의하게 높게 나타났

다 (Table 4). 그러나 각 군간 연령, 채취된 난자 수, 
수정된 배아 수, 이식된 배아의 수에서는 유의한 차
이가 없었다. 

 
고  찰 

 
다양한 과배란 유도와 배양기술의 발달에도 낮은 

Table 1. Comparison of IVF outcomes among EC-1, EC-2 or NEC groups 

 EC-1 EC-2 NEC 

No. of cycles 54 84 32 

Age (yrs) 32.7±4.8 33.2±4.9 35.5±4.5 

No. of oocytes 10.1±6.6 10.2±7.1  8.9±5.9 

No. of 2PN embryos  9.0±6.5  9.2±6.7  7.7±4.9 

No. of EC-1  3.2±2.7*  0 

No. of EC-2  5.8±3.9  4.0±3.5 0 

No. of embryos transferred  3.6±0.9  3.6±0.8  3.5±1.1 

No. of clinical pregnancy (%) 36 (66.7)* 45 (53.6) 10 (31.2) 

Implantation rate (%) 27.6* 17.2 9.3 

EC-1; 수정 후 25시간째 조기난할된 배아 군, EC-2; 수정 후 27시간째 조기난할된 배아 군 (EC-1 포함), 
NEC; 조기난할이 전혀 없었던 군. *p＜0.05 (EC-1 versus NEC group) 

Table 2. Comparison of IVF outcomes between with 
and without early cleavage at 25 h postinsemination

 EC-1 EC-2a + NEC

No. of cycles 54 62 

Age (yrs) 32.7±4.8 34.2±4.8 

No. of oocytes 10.1±6.6  8.7±6.3 

No. of 2PN embryos  9.0±6.5  7.6±5.9 

No. of EC-1  3.2±2.7b 0 

No. of embryos transferred  3.6±0.9  3.5±1.0 

No. of clinical 
pregnancy (%) 36 (66.7)b 19 (30.6) 

Implantation rate (%) 27.6b 8.9 

EC-1; 수정 후 25시간째 조기난할된 배아 군 
a EC-2; EC-1 배아를 제외한 EC-2 배아 수, 

NEC; 조기난할이 전혀 없었던 군 
b p<0.05 (EC-1 versus EC-2 + NEC group) 
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착상율에 비해 다태임신율 증가는 사람의 체외수정

술에서 해결해야 할 과제로 남아 있다. 다태임신의 
증가 원인은 착상력이 우수한 배아의 정확한 평가

와 선발 방법의 부재에 따른 다수의 배아를 이식하

는데 있다. 따라서 이식에 가장 적합한 생존력 있는 
배아를 선별하는 정확한 방법이 확립된다면 다태임

신의 증가는 극복될 수 있을 것이다. 이런 점에서 
생존력 있고 높은 착상율을 가진 배아를 선별하는 
방법을 모색하려는 많은 연구들이 시도되고 있다. 

최근 2세포기까지의 첫 번째 난할속도를 이용한 

배아의 질과 임신율을 예측하는 방법들이 보고되고 
있다.15~17,20,21 지금까지의 결과들은 배아의 조기난

할이 배아의 질과 임신 결과를 예측하는 매우 유용

한 인자임을 시사하고 있다. 본 연구에서도 2세포기

로의 조기난할과 임신율 증가가 직접적인 연관이 
있음을 확인할 수 있었다. 이러한 결과들은 조기난

할 배아의 관찰이 간단하고 비침습적이며, 생존 배
아의 선별과 체외수정의 임신 결과를 예측하는데 
있어서 중요한 방법임을 의미한다. 

그러나 사람의 배아가 2세포기로 조기분열하는 정

Table 3. Analysis of IVF cycle parameters according to the number of EC-1 embryos 

 0 1 2 3≤ 

No. of cycles 62 15 13 26 

Age (yrs) 34.2±4.8 33.9±5.5 33.5±5.1 31.7±4.2 

No. of oocytes  8.7±6.3  7.6±7.0  9.2±6.6 12.0±6.1 

No. of 2PN embryos  7.6±5.9  6.5±6.6  8.1±6.3 10.9±6.1 

No. of EC-1 0 1 2.0  5.0±2.8 

No. of EC-2  4.0±3.5  2.2±1.3  5.2±3.0  7.1±4.0 

No. of embryos transferred  3.5±1.0  3.1±1.0  3.5±0.9  3.4±0.7 

No. of clinical pregnancy (%) 30.6a 46.7 61.5b 76.9b 

Implantation rate (%) 8.9a 15.3 24.4b 33.7b 

EC-1; 수정 후 25시간째 조기난할된 배아 군, EC-2; 수정 후 27시간째 조기난할된 배아 군 (EC-1 포함), 
NEC; 조기난할이 전혀 없었던 군. p<0.05 (b versus a) 

Table 4. Analysis of IVF cycle parameters according to the proportion of EC-1 embryos 

 0 ≤20% 20%＜ 

No. of cycles 62 13 41 

Age (yrs) 34.2±4.8 33.2±5.2 32.6±4.8 

No. of oocytes  8.7±6.3 14.1±7.9  8.9±5.7 

No. of 2PN embryos  7.6±5.9 12.6±7.9  7.9±5.6 

No. of EC-1 0  1.5±0.9  3.7±2.8b 

No. of EC-2  4.0±3.5  3.5±0.5  3.6±0.9 

No. of embryos transferred  3.5±1.0  3.3±1.2  3.5±1.1 

No. of clinical pregnancy (%) 30.6a 46.5 68.3b 

Implantation rate (%) 8.9a 17.7b 29.5b 

EC-1; 수정 후 25시간째 조기난할된 배아 군, EC-2; 수정 후 27시간째 조기난할된 배아 군 (EC-1 포함), 
NEC; 조기난할이 전혀 없었던 군. p<0.05 (b versus a) 
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확한 시간은 연구자들마다 20시간에서 29시간으로 
다양하고 임신율과 착상율에 영향을 줄 수 있는 결
정적인 시간대에 대해서는 논란이 되고 있다. Nagy 
등22은 미세수정 20시간 후에 11%의 배아가, Van 
Wissen 등23은 약 30%의 배아가 수정 후 25.5시간

에서 27시간에, Sakkas 등16은 미세수정 후 27시간

에 61%의 배아가 2세포기 배아로 난할됨을 보고하

였다. 또한 Bos-Mikich 등18은 수정 또는 미세수정 
후 25시간에서 29시간 사이에 2세포기 단계에 이른 
배아를 선택하여 이식하는 것이 체외수정술을 시도

하는 환자들에서 예후가 좋다고 제안하였다. Fend- 
wick 등20과 Lundin 등17은 수정 후 25시간과 25~ 

27시간이 배아의 발생능력을 결정할 수 있는 가장 
좋은 지표라고 하였다. 어느 특정 시간대에서의 배
아의 관찰은 비록 조기난할된 배아가 그렇지 못한 
배아보다 먼저 난할을 하였다 할지라도 그 난할속

도의 차이를 관찰할 수 없을 수 있다. 따라서 조기

난할 배아의 선발을 위한 결정적 시간대의 결정은 
배아간 차이를 극대화하는데 무엇보다도 중요한 요
인이 되고 있다. 

본 연구에서는 아직까지 많은 논란이 되고 있는 
수정 또는 미세수정 후 25시간 (EC-1)과 27시간

(EC-2)에 첫 번째 난할을 관찰한 결과, 수정 후 25
시간에 조기난할이 있었던 배아군에서 27시간이나 
조기난할이 없었던 군 (NEC)보다 임신율과 착상율

이 높았다. 이러한 결과는 수정 후 25시간에 조기난

할이 있었던 군에서 조기난할이 없던 군보다 임신

율이 유의하게 높다는 Shoukir 등의 결과와 일치하

며, 수정 후 25시간에서 조기난할을 관찰하는 것이 
27시간째보다 효과적임을 시사하고 있다.15 

체외수정시술 한 주기 당 조기난할된 배아의 수 
역시 임신율과 착상율에 영향을 미치는 것으로 보
고되고 있다.15,16 이러한 결과들은 조기난할이 하나 
또는 하나도 없었던 군보다 두 개 또는 세 개의 조
기난할된 배아가 있었던 군에서 임신율이 현저하게 
높았던 본 연구 결과와 일치하였다. 이외도 본 연구

에서는 채취한 난자 수에 대한 조기난할 배아의 비
율과 착상율 및 임신율에 유의한 관계가 있음을 발
견하였는데, 전체 채취된 난자 중에 조기난할된 배
아가 20% 이상인 경우 임신율이 유의하게 증가하

였다. 저자 등의 문헌고찰에 의하면 본 연구가 임

신 결과의 예측을 위한 cut-off value로서 조기난할

된 배아의 비율을 처음으로 제시한 연구인 것으로 
사료된다. 

조기난할 배아의 선발이 임신율을 증가시키는 이
유는 확실하지 않으나 난자의 성숙도 또는 수정 후 
배아의 조기분열을 촉진하거나 도와주는 난자 내의 
인자 등 여러 가지 원인이 추론되고 있다.24 이로 
인해 조기난할이 있는 배아는 조기난할이 없는 배
아에 비해 배아의 형태나17 할구 수,19 포배아 형성 
속도20 등에 있어서 더 좋은 양상을 보여주고 있다. 

일반적으로 미성숙 난자들은 성숙 난자보다 늦게 
수정이 되며 난할 또한 늦어진다고 한다.24 물론 미
세수정이 성숙한 난자에서만 적용되기 때문에 난자

의 성숙도와 배아의 조기난할과 관계가 없다는 가
능성이 제기되기도 한다.18,25 그러나 이러한 연구는 
제 1 극체의 형성과 정자 주입사이의 시간차를 고
려하지 않고 있다. Balakier 등은 미세수정과정 전에 
배양시간을 증가시키면 수정율과 발달율이 증가한

다고 보고하면서 난자의 활성이 제 2 감수분열 중
기 정지기간과 밀접한 연관이 있음을 제안하였다.26 
따라서 미세수정이 동일한 제 2 감수분열 중기 정
지기간을 지닌 성숙 난자에서 시행되었을 때 2세포

기까지의 조기난할율의 비교 연구가 필요할 것으로 
사료된다. 

배아의 조기난할에 관여하는 난자 내 미지의 여
러 인자들 중 첫 번째 후보군으로 human leukocyte 
antigen (HLA-G)의 발현이 난할속도의 증가와 관련

이 있는 것으로 보고되고 있다.27 두 번째 인자로는 
난자내의 ATP 양이다. 난자내 ATP 양은 배아의 발
생 정도에 따라 매우 다양하며28,29 발생속도가 느린 
사람의 배아는 ATP 양과 같은 모계의 mRNA가 결
핍될 수 있음이 제기되고 있다.30 ATP 생성은 미토

콘드리아의 양과 매우 밀접하다. 최근 하나의 배아

에서 유래한 할구들 간 또는 한 사람 유래의 배아

들 간 미토콘드리아 DNA의 수가 다양한 것으로 
보고되고 있다.31 그러므로 앞으로 난자 내 미토콘

드리아 DNA 수와 배아의 조기난할 능력의 관계에 
관한 연구가 수반되어야 할 것이다. 

결론적으로, 본 연구는 수정 또는 미세수정 후 
25시간이 27시간보다 높은 착상능력을 지닌 조기난

할 배아의 선발에서 보다 효과적인 시간대이며, 조
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기난할 배아의 수 뿐 아니라 비율 또한 체외수정술

의 임신 결과를 예측할 수 있는 중요한 인자임을 
보여주고 있다. 이러한 결과들은 2세포기로의 조기

난할 관찰이 높은 생존력과 착상능을 지닌 배아를 
선발하는 쉽고 간단하고 객관적인 방법이 될 수 있
음을 시사하고 있다. 
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