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A b s trac t

T he present stu dy w as perform ed t o inv est ig ate the efficacy and safety of laser assist ed

hat chin g (AH ) on m ou se embry os . N on - contact 1.48 ㎛ diode laser sy st em u sed t o create a

precise h ole on zon a pellu cida . 2- cell em bry os w ere collected from the m ice (ICR ) that had the

coitu s v aginal plug confirm ed at 48 h our s aft er hCG inject ion . Collect ed 2- cell embry os w ere

cultured in the HT F m edium supplem ent ed w ith 0.4% BSA . F or ex perim ent s , embry os at 8- cell

st ag e w ere u sed aft er 18- 22 hour s in culture. Aft er assist ed hat ching , the em bry os w ere further

cultured in HT F m edium cont aining 0.1% P VP (anti - hat ching sy st em ) for 3 day s . F or ev aluat e

efficiency of laser on m ou se embry o h at ching , the effect of AH m eth ods (acidic tyrode , pronase

an d la ser ), the num ber of art ificial holes (1, 2 and 3 hole ) an d the irr adiat ion t im e of la ser (2, 4,

6, 8 and 10 m s ) w ere ex am ined. H at ching rates of laser AH group (95.2% ) w as significantly

high er than that of control group (50.8% ), but there w as no differ ences am ong the laser (95.2% ),

acidic tyrode (100% ) and pron ase (98.5% ) groups . H at ching rates of th e numb er of zona pellucida

opening by laser , there w a s n o differ en ces am on g th e 1 h ole (87.5% ), 2 hole (92.1% ) an d 3 hole

(85.9% ) groups . Dev elopm ent al an d hatchin g rat es of em bry os accordin g to laser irradiat ion tim e

w ere similar in th e tr eatm ent group s . T herefore, these result s sug gest that laser A H u sin g

non - cont act 1.48 ㎛ diode laser is a sim ple an d accurat e an d effectiv e procedure for AH . Based

on th ese result s , laser AH could be u se safely for hum an ART program .

K ey w ord s : la ser as sisted hatchin g , 1.48 ㎛ diode laser , anti - hat ching sy st em .



서 론

투명대로 부터 배반포의 부화는 인간을 포함한 포유동물의 발생에 있어서 하나의 중요한 과정이

다. 만약 배반포가 자궁의 im plant at ion w in dow 시간 내에 부화를 하지 못한다면 임신이 성립될 수

없기 때문이다. 수정란의 부화율이 저하되는 원인으로서는 비정상적인 투명대의 경화현상 (Cohen et

al., 1990; Cohen , 1991; T uck er et al., 1991), 증가된 투명대의 두께 (Cohen et al., 1992) 그리고 투

명대를 용해시키기 위해 수정란 자체에서 분비되는 en zym atic ly sin의 부족 (Coh en , 1991; Cohen et

al., 1992a ; Khalafa et al., 1993; S chiew e et al., 1995)에 기인한다고 보고하고 있다. 이러한 투명대

로 부터 야기된 수정란의 부화의 문제점을 해결하기 위하여 수정란의 투명대를 인위적으로 조작하는

보조부화술이 방법이 이용되고 있다. 보조부화술의 방법으로는 투명대의 일부를 절개하는 part ial

zon a dis section (Cohen et al., 1990; Coh en & F eldberg , 1991; T u cker et al., 1991), acidic tyrode용

액을 이용하여 투명대의 일부에 구멍을 내는 zon a drilling (Coh en et al., 1992a ), 그리고 en zym e용

액에 수정란을 침지하여 투명대를 용해시키는 zon a th inning (Gorden & Dapunt , 1993a ,b ; Lee et

al., 1997)과 같은 방법이 이용되어져 왔다. 그러나 m icrom anipulat or를 이용하는 part ial zona

dis sect ion이나 zona drilling 방법의 경우, 숙달된 기술이 필요하며, 또한 동일하고 규격화된 크기로

투명대를 뚫는데 어려움이 있다 (Germ ond et al., 1995).

이러한 문제점을 극복하기 위한 대안으로 la ser를 이용한 보조부화술이 제시되었다 (T adir et al.,

1991). 지금까지 다양한 종류의 la ser가 생쥐 (Blan chet et al., 1992; Neev et al., 1993; S chiew e et

al., 1995), 소 (S chutze et al., 1994) 그리고 인간 (Strohm er & F eichting er , 1992; A ntin ori et al.,

1996a ; A ntin ori et al., 1996b )의 수정란 투명대에 hole을 만들기 위하여 이용되어져 왔다. 몇몇 보고

자들은 gla ss pipet te이나 opt ical fiber와 같은 la ser를 유도하는 관이 필요한 cont act type sy st em을

이용하였는데 (Strohm er & F eicht in ger , 1992; Obruca et al., 1994), 이 sy st em은 숙련된 기술이 필

요하며, pipet t e이나 fiber를 소독해야 하는 단점으로 인하여 그 효용가치가 크게 인정되지 않았다.

그러나 최근에 la ser 유도관이 필요없이 현미경의 대물렌즈에서 직접 la ser가 방출되어 수정란의 조

작시간이 단축되고, 조작이 간편한 non - cont act type sy st em이 이용되고 있으며, 유용한 것으로 보

고되고 있다 (N eev et al., 1993; Germ ond et al., 1995; S chiew e et al., 1995).

이에 본 연구는 생쥐 수정란을 이용하여 n on - contact type인 diode laser를 이용한 보조부화술이

배반포의 부화에 효과적인가를 조사하고, 또한 이상의 결과를 바탕으로 인간의 생식보조술에 응용을

위한 기초자료로 이용하는데 그 목적이 있다.

재료 및 방법

1 . 수 정란의 준비

본 실험에는 5- 6주령된 ICR계통의 자성 생쥐를 이용하였다. 생쥐의 복강 내에 5 IU의 PM S G를

주사한 다음, 48시간 후에 5 IU의 hCG를 주사하여 과배란 유도를 하였으며, 수정란을 획득하기 위

하여 웅성 생쥐와 1:1의 비율로 합사시켜 교미를 유도하였다. h CG 주사 후 48시간째 경추탈골법을

이용하여 생쥐를 도살한 후, 적출된 난관에서 난관관류법을 통하여 2세포기의 수정란을 회수하였다.

회수된 2세포기 수정란은 0.4% BSA가 첨가된 HT F배양액에서 배양을 실시하였으며, 인간의 보조생

식술에 있어서 보조부화술 시술과정과 동일하게 하기 위하여, 배양 18- 20시간째 8세포기로 발달된

수정란 만을 선별하여 실험에 이용하였다.



2 . 수 정란의 보조부화 (A s s i s t e d h at ch in g )

1 ) L a s er

본 실험에서는 n on - contact type의 diode laser sy stem (F ert ilase, MT M M edical T echn ology ,

S w it zerland )을 이용하였다. la ser sy stem에 대하여 간단히 설명하면, 670 nm diode laser aim ing

beam과 collim ated 1.48 ㎛ cw laser beam이 반사경을 통하여 도립현미경으로 운반되고, 다시 la ser

beam은 현미경 대물렌즈 (x45)를 통하여 빛을 방출하게 됨으로서, 배양접시를 투과하여 수정란의 투

명대에 hole을 형성하게 된다. 그리고 hole의 크기는 조사시간 (irrdiat ion t im e)을 조정함으로써 조절

이 가능하다. a s sist ed hatchin g (AH )를 실행하기 위하여, 8세포기의 수정란 (5- 10개)을 m in eral oil

이 피복된 20 ㎕의 HT F - Hepes배양액 소적에 옮긴 후, 배양접시를 현미경의 stag e에 위치시켰다. 그

리고 현미경의 stag e를 이동시켜 수정란의 투명대에 la ser의 촛점을 맞춘 후, la ser를 조사해서 AH

를 실시하였다 (F ig . 1).

2 ) A c idi c ty rode

8세포기의 수정란 (3- 5개)을 m ineral oil이 피복된 20 ㎕의 HT F - Hepes배양액 소적으로 옮긴 후,

배양접시를 m icrom anipulator에 위치시켰다. 한 개의 수정란을 h olding pipet t e으로 고정시킨 후, 3시

방향에서 acidic tyrode용액이 함유된 pipett e을 이용하여 acidic tyrode용액 (pH 2.3)을 수정란의 투

명대에 천천히 방출함으로서 A H를 실시하였다.

3 ) P ron a s e

수정란의 투명대를 thinnin g시키기 위하여, 1μg/ m l pronase (P - 8811, Sigm a )가 첨가된 HT F배양

액에서 8세포기 수정란을 3일간 배양을 실시하였다.

3 . 수 정란의 배양

각기 다른 방법으로 보조부화술을 실시한 수정란은 보조부화술의 효과를 보다 확실하게 살펴보기

위하여, A likani와 Cohen (1992)의 방법에 준하여 ant i- hatchin g cultur e sy stem , 즉 protein - fr ee배양

액에서 수정란을 3일간 배양을 실시하였다. 한편 수정란이 배양접시에 부착되는 것을 방지하기 위하

여 protein 대신에 0.1% PVP를 첨가하였다. 수정란의 발달상태는 12시간 간격으로 관찰하여 조사하

였다 (F ig . 2).

4 . 실 험

생쥐 수정란에 있어서 la ser 보조부화술의 효과를 알아보기 위하여 1) 보조부화술 방법에 따른

부화율을 비교하였고, 2) laser 보조부화시 투명대의 h ole수에 따른 부화율을 비교하였고, 3 ) laser 조

사시간 (irradiat ion t im e)에 따른 발달율과 부화율을 조사하였고, 4 ) 보조부화술 방법에 따른 배반포

의 부화시간을 비교 관찰하였다.

5 . 통 계처리

본 연구에서 얻어진 모든 실험자료의 통계처리는 χ
2

검정을 실시하여, P < 0.05 이하의 유의성 만

을 대조구와 처리구간의 통계학적 차이로 인정하였다.



결 과

1 . 보 조부화술 방법에 따 른 부화율

보조부화술 방법에 따른 생쥐 수정란의 발달율과 부화율을 조사한 결과는 T able 1에 제시한 바

와 같다. 배반포까지의 발달율에 있어서는 대조군과 보조부화술군 간에 차이가 나타나지 않았지만,

부화율에 있어서는 acidic tyrode군 (100% ), Pron ase군 (98.5% ), laser군 (95.2% )이 BSA대조군

(73.3% )과 PVP대조군 (50.8% )보다 유의하게 높은 부화율을 나타냈다. 그러나 보조부화술 방법 간에

는 유의한 차이가 나타나지 않았다. 이 결과를 통하여, an t i- hat chin g sy st em에서 보조부화술이 배반

포의 부화에 유효함을 알 수 있었으며, 또한 la ser 보조부화술도 효과적임을 확인할 수 있었다.

T able 1. H at ching rates according to assist ed hat ching m eth ods .

No.of N o.(% ) of em bry os dev eloped to

M eth od em bry os

cultured M orular Blast ocy st H atchin g - BL*

Control (BSA )* * 60 60(100) 59 (98.3) 44 (73.3)a ,

Control (P VP )* * * 61 61(100) 60(98.4) 31(50.8)a

A cidic tyrode* * * 66 66 (100) 66 (100) 66 (100)b

Pron ase* * * 65 65 (100) 65 (100) 64 (98.5)b

La ser * * * 63 63 (100) 63(100) 60(95.2)b

* Hatchin g blast ocy st
* * Em bry os w ere cultured in HT F supplem ent ed w ith 0.4% BSA .
* * *

Em bry os w ere cultured in HT F cont aining 0.1% PVP .
a ,b

: P < 0.05

2 . L a s e r 보 조부화술시 투명 대의 h ole수에 따른 부화 율

Laser 보조부화술을 시행하는데 있어서 투명대 상의 h ole수에 따른 생쥐 수정란의 발달율과 부화

율을 조사한 결과는 T able 2에 제시한 바와 같다. 배반포까지의 발달율은 hole수에 따른 차이가 나

타나지 않았으며, 부화율에 있어서도 차이가 인정되지 않았다. 따라서 la ser를 이용한 보조부화술에

있어서는 투명대 상에 1개 이상의 h ole은 배반포의 부화에 큰 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.



T able 2. H atchin g rat es accordin g t o num ber of zon a pellu cida openin g by la ser .

No.of N o.(% ) of em bry os dev eloped to

Hole num ber em bry os

cultur ed M orular Blast ocy st H atchin g - BL*

Control (BSA )
* *

57 57 (100) 54 (94.7) 41(71.9)a ,b

Control (P VP )* * * 56 55 (98.5) 47 (83.9) 29 (51.8)a

1 h ole* * * 64 64 (100) 63 (98.4) 56(87.5)b

2 h ole* * * 64 63 (98.4) 62(96.9) 59 (92.1)b

3 h ole* * * 64 64 (100) 61(95.3) 55(85.9)b

* Hatchin g blast ocy st
* * Em bry os w ere cultured in HT F supplem ent ed w ith 0.4% BSA .
* * *

Em bry os w ere cultured in HT F cont aining 0.1% PVP .
a ,b : P < 0.05

3 . L a s e r조사시간 (irra diation tim e )에 따른 발달율과 부 화율

Laser 보조부화술을 시행하는데 있어서 la ser 조사시간에 따른 생쥐 수정란의 발달율과 부화율을

조사한 결과는 T able 3에 제시한 바와 같다. la ser 조사시간을 2∼10 m s로 조절을 하여 보조부화술

을 시행한 결과, 조사시간이 증가되어도 수정란의 배반포까지의 발달율에 유해한 영향을 미치지 않

는 것으로 나타났으며, 부화율에 있어서도 la ser 조사시간이 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.

이러한 결과를 고려해 볼 때, 2∼10 m s 시간은 수정란에 무해한 것으로 판단되며, 특히 4 m s의 조

사시간이 결과상으로 볼 때 가장 적합한 것으로 생각된다.

T able 3. H atchin g rat es accordin g t o irr adiation tim e of laser .

No.of No.(% ) of embry os dev eloped t o

Irr adiation em bry os

tim e (m s ) cultured M orular Blast ocy st Hatchin g - BL *

Control (BSA )* * 61 61(100) 59 (96.7) 46 (75.4)a ,b

Control (P VP )* * * 62 62(100) 62(100) 26 (41.9)a

2 m s * * * 61 61(100) 60(98.4) 57 (93.4)b

4 m s * * * 66 66(100) 65 (98.5) 64 (97.0)b

6 m s * * * 62 62(100) 62(100) 60(96.8)b

8 m s * * * 63 62(98.4) 59 (93.7 ) 57(90.5)
b

10 m s
* * *

63 63(100) 61(96.8) 60(95.2)b

* Hatchin g blast ocy st
* * Em bry os w ere cultur ed in HT F supplem ent ed w ith 0.4% BSA .
* * * Em bry os w ere cultured in HT F supplem ent ed w ith 0.1% PVP .
a ,b : P < 0.05



4 . 보 조부화술 방법에 따 른 배반포의 부화시 간

보조부화술 방법에 따른 생쥐 배반포의 부화시간을 조사한 결과는 F igure 3에 제시된 바와 같다.

acidic tyrode군과 la ser군은 hCG 투여 후 102시간째에 배반포의 약 40%가 부화를 시작하였으며,

126시간째 대부분이 부화를 완료하였다. 이에 반하여 pronase군과 대조군은 102시간째에는 부화를

시작한 배반포가 전혀 없었으며, 114시간째에 pronase군이 약 40% , 대조군은 약 15% 정도가 부화를

시작했으며, 부화의 완료는 pronase군이 138시간째, 대조군은 150시간째에 이루어졌다. 이 결과를 살

펴볼 때, 투명대 상에 hole을 만들어주는 보조부화술이 보다 빠른 부화를 유도한다는 것을 알 수 있

었으며, la ser를 이용한 방법이 빠른 부화를 유도하는데 효과적임을 알 수 있었다.



고 찰

배반포의 부화율을 증진시키기 위한 보조부화술에는 화학적 (Cohen et al., 1992) 혹은 기계적 방

법 (Cohen et al., 1990, T u cker et al., 1991)이 이용되어져 왔다. 그러나 이러한 방법은 숙련된 기술

이 요구되며, 또한 수정란을 장시간 외부에 노출시켜야 하며, 원하는 크기의 정확한 구멍을 낼수 없

다는 문제점이 지적되어왔다. la ser를 이용한 보조부화술은 기존 방법의 대안으로서 제시되었으며

(T adir et al., 1991), 다양한 종류의 la ser가 이용되고 있다. 보조부화술에 이용되는 la ser sy st em은

cont act 와 n on - cont act type으로 대별할 수 있다. cont act type은 gla ss pipet te이나 fiber와 같은

la ser 유도관에 의하여 빛이 방출되는 형태이며, arg on fluoride la ser (Laufer et al., 1993), Er :YA G

la ser (Strohm er & F eicht in ger , 1992; Obruca et al., 1994; Antin ori et al., 1996; Obruca et al.,

1997), Nd :YA G laser (Coddin gt on et al., 1992)가 주로 이용되었다. 그러나 m icrom anipulat or를 이용

한 보조부화술과 마찬가지로 시간적 그리고 기술적 문제로 인한 단점 때문에 큰 효용가치가 인정되

지 않았었다. contact type의 단점을 극복하기 위하여 개발된 non - cont act type은 빛을 유도하는 유

도관이 필요없이 현미경의 대물렌즈를 통하여 빛이 방출되는 형태이며, k rypton fluoride ex cim er

la ser (Blan chet et al., 1992), XeCl ex cim er laser (Neev et al., 1993), Ho:YS GG laser (S chiew e et

al., 1995), diode laser (Germ ond et al., 1995), UV laser (A ntin ori et al., 1996)가 이용되고 있다. 한

편, 수정란에 la ser를 이용할 때 고려되어야 할 사항은 1) 열에 의한 부작용이 완전히 배제되여야 하

며, 2) DNA흡수 범위에서 벗어난 파장을 이용함으로서 유전적 손상을 방지해야 하며, 3 ) 기계적 손

상을 최소화하고 정확도를 기하기 위하여 융제역치 (ablat ion threshold )가 작아야 하며, 4 ) 장치가

간결하고 조작이 손쉬워야 한다는 것이다 (Obruca er al., 1994). 특히 non - cont act type에서는 빛이

목표물체에 도달하기 위하여 배양접시와 배양액에 의하여 흡수되는 것이 최소화되어야 한다

(Germ ond et al., 1995). 몇몇 연구자에 의하면 308 nm ex cim er laser는 염색체상의 이상 뿐만 아니

라 수정란의 비정상적인 발달을 다소 증가시키며 (Vir sick - P euckert et al., 1992; N eev et al., 1993),

248 nm KrF ex cim er laser는 수정란의 발달을 다소 억제시키며 (Blanch et et al., 1992), 또한 UV

범위의 파장은 유해한 m ut ag enic effect를 유발할 수 있는 가능성이 있다고 보고하고 있다

(Kochev ar , 1989). 그러나 본 실험에 이용된 diode laser는 1.48 ㎛ 파장으로서 물의 흡수 스펙트럼

(약 2900 nm ), DNA 흡수 스펙트럼 (약 300 nm ) 그리고 단백질 흡수 스펙트럼 (약 308 nm ) 범위에

서 크게 벗어나 있어서, 수정란의 체외 및 체내 발달에 유해한 영향을 미치지 않는 것으로 보고되고

있다 (Germ ond et al., 1995; Germ ond et al., 1996).

본 실험에서 보조부화술 방법에 따른 부화율을 비교한 결과, 방법들 간에 수정란의 발달 및 부화

에 있어서 유사한 결과를 나타냈다. 보조부화술을 시행한 각 처리군의 수정란들을 부화를 억제시키

기 위하여 protein - fr ee 배양액에서 배양을 했지만, 대조군 뿐만 아니라 prot ein을 첨가한 대조군보다

도 유의하게 높은 부화율을 나타냈다. 그리고 S chiew e 등 (1995)에 의하면 ant i- h atchin g sy st em에

서 배양된 생쥐 수정란에 la ser 보조부화술을 시행하여 이식했을 때, 대조군에 비하여 유의하게 높은

착상율을 나타냈으며, prot ein이 첨가된 배양액에서 배양된 수정란과 유사한 착상율을 나타냈다고 보

고하고 있다. 따라서 la ser 보조부화술은 수정란의 발달에 무해하며, 부화에 있어서도 유효한 것으로

생각된다. 부화시간을 비교한 결과는 la ser군과 acidic tyrode군이 prona se군과 대조군보다 빠르게 부

화가 시작되는 것으로 나타났는데, 이것은 충분한 배반포의 팽창과 투명대의 thinnin g이 없이도 뚫어

진 투명대의 구멍으로 부터 부화가 가능하기 때문이며, 따라서 부화된 배반포의 투명대 형태를 살펴

보면 대조군보다 두꺼운 상태를 유지하고 있음을 알수있다.

Cohen과 F eldberg (1991)에 의하면 acidic tyrode를 이용한 보조부화술에서 투명대에 2개 혹은 3

개의 hole을 만드는 것이 부화에 보다 효과적임을 보고하고 있다. 따라서 la ser 보조부화술에 이 방

법을 도입한 결과, 1, 2, 3hole군 간에 경향성을 찾을 수는 없었지만, 수치적으로 2hole군이 다소 높



은 결과를 나타냈다.

1.48 ㎛ diode la ser는 투명대 gly coprot ein m atr ix를 열에 의하여 국소적으로 파괴함으로서 구멍을

뚫게 되는데 (N eev et al., 1993), 구멍의 크기 조절은 조사시간 (irr adiat ion t im e)을 조절함으로써 가

능하다. 따라서 la ser 보조부화술에 있어서 조사시간과 구멍크기는 수정란의 발달과 부화에 있어서

중요한 부분이라고 볼 수 있다. 본 실험에서 조사시간에 따른 수정란의 발달과 부화율을 비교한 결

과, 2∼10 m s의 조사시간은 수정란의 발달 및 부화에 큰 차이가 없는 것으로 나타났다. 그렇지만,

실험을 수행하면서 느낀 경험으로는 4 m s의 조사시간이 보조부화술에서 가장 적합한 것으로 알려져

있는 할구 절반정도의 크기인 약 10 ㎛ 크기의 hole을 만들므로 생쥐 수정란의 보조부화술에 적합하

다고 생각한다.

본 실험 결과를 종합해 볼 때, 보조부화술에 있어서 non - cont act type인 diode laser의 이용이 수

정란의 발달에 유해한 영향을 미치지 않으며, 부화율을 유의하게 향상시키는 것을 알 수 있었다. 또

한 다른 보조부화술과 비교했을 때, 보다 간편할 뿐만 아니라 작업시간을 크게 단축시킴으로서 수정

란의 외부노출시간을 최소화 시킬수 있었다. 이러한 결과를 기초로 인간의 보조부화술에도 la ser가

유용하게 이용될 수 있을 것으로 생각되며, 또한 착상전 유전진단을 위한 할구 및 극체의 생검에 까

지 그 이용범위를 넓힐 수 있을 것으로 사료된다.

결 론

본 연구는 생쥐 수정란의 보조부화술에 있어서 la ser의 이용이 배반포의 부화에 효과적인가를 조

사하기 위하여 실시하였으며, 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. laser 처리군이 대조군보다 유의하개 높은 부화율을 나타냈다.

2. 보조부화술 방법에 따른 배반포의 부화율은, 방법 간에 차이가 나타나지 않았다.

3. laser처리시 hole수에 따른 배반포의 부화율을, 처리군간에 유의한 차이를 나타내지 않았다.

4. laser 조사시간에 따른 수정란의 발달율과 부화율은, 처리군간에 유의한 차이를 나타내지 않았다.

5. laser처리군과 acidic tyrode처리군이 대조군과 pron ase처리군에 비하여 부화시간이 빠른 경향을

나타냈다.

이상의 결과로 볼 때. la ser를 이용한 보조부화술은 생쥐 수정란의 발달에 무해하며, 부화율을 향

상시키는 것으로 나타났으며, 또한 다른 보조부화술에 비하여 작업시간이 매우 빠르며, 원하는 부위

를 정확하게, 원하는 크기만큼 구멍을 낼수 있다는 장점이 있다. 따라서 사람의 생식보조술에도

la ser보조부화술은 매우 유용한 방법이 될수 있을 것으로 사료된다.
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