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배 란유 도제 가 생 쥐 미성 숙난 자의 성 숙에 미치 는 영향 및 여러 배 양액 내에 서

생 쥐 2세포 기의 배아 발달 에 관 한 연 구 .

( Influence of ov ulation induction m edicine on the nuclear m aturation of

m ou s e imm ature oocy te s and dev elopm ent of m ou s e 2 - cell embry o in

v ariou s culture m edia . )

= A b s tra c t =
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Purpose of th e present study w as t o find the opt im al ovulat ion in du ct ion m edicin e for th e

m aturation and dev elopm ent of im m ature oocytes and culture m edia for 2- cell em bry os in the

m ou se m odel. ICR fem ale m ou se ag ed 6 t o 8 w eek s , w ere stim ulat ed w ith 5 IU PM S G

inj ect ion . A t 47 t o 50 h our post - P M S G inject ion , ov aries w ere dis sected out an d

oocytes - cum ulu s com plex es w ere punctured . T h e oocyte - cum ulu s com plex es w ere cultured in

m edia contain in g v ariou s ovulation in du ct ion m edicine, CC, HM G an d M etrodin for 18 hour s .

F em ale ICR m ice w ere stim ulated w ith 5 IU PM S G an d 48 hour s lat er w ere inject ed 5 IU

of h CG, then fem ale an d m ale m ice w ere m at ed . At 48 hour post - hCG inject ion , ov iduct s w ere

dis sected out and 2- cell embry os w ere flu shed. T he 2- cell em bry os w ere cultured in v ariou s

m edia , Ham ' s F - 10 m edia of m illi - Q w at er (3o ), H am ' s F - 10 m edia of HPLC (high perform an ce

liquid chrom at ography , Baxt er ) w at er , M edicult m edia , HT F (hum an tubal flu id ) m edia for 96

h our s .

T h e result s w ere as follow s .

1. W hen th e oocyt es - cum ulu s com plex es w ere cultured in 10 - 9㎍/ ㎖∼10- 8㎍/ ㎖ of CC, those

w ere suppressed in m eiot ic m aturat ion (28.2∼33.7% ). W herea s the oocyt es - cum ulu s

com plex es w ere cultured in 10 - 7
㎍/ ㎖∼10 - 4

㎍/ ㎖, th ese w ere n ot effect ed in m eiot ic

m aturat ion (54.5∼72.7% ).

2. W hen th e oocyt es - cumulu s com plex es w ere cultured in 10 - 4
㎍/ ㎖∼10- 1

㎍/ ㎖ of M etrodin ,

those w ere suppressed in m eiotic m aturation (35.7∼41.5% ). M ean w hile th e oocytes - cum ulu s

com plex es w ere cultured in 10 - 7
㎍/ ㎖∼10 - 5

㎍/ ㎖, those w ere n ot effect ed in

m eiot ic m aturation (54.2∼70.3% ).

3. W hen the oocyt es - cumulu s com plex es w ere cultured in 10- 5
㎍/ ㎖∼10 - 4

㎍/ ㎖ of HM G, those

w ere suppressed in m eiot ic m aturation (48.2∼50.4% ). A s being cultured in 10 - 7
㎍/ ㎖∼10 - 6

㎍
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/ ㎖, increased in m eiotic m aturat ion (75.8∼80.7% ).

4. W hen the 2- cell embry os w ere cultured in H am ' s F - 10 m edia of m illi- Q w ater (3o ), H am ' s

F - 10 m edia of HPLC (high perform ance liquid chrom at ograpy , Baxt er ) w at er , M edicult

m edia , HT F (hum an tubal flu id ) m edia , dev elopm ent al r at es t o blast ocy st and h at ching for

96 hour w ere 50.0% , 45.2% , 71.5% an d 95.6% , respect iv ely .

K ey w ord s : Ovulat ion in duct ion , M aturat ion of im m ature oocyt es , Culture m edia .
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서 론

1978년 Steptoe와 Edw ards에 의해 인류 최초의 시험관 아기가 탄생한 이래 체외수정시술 (IVF )

은 불임증 치료의 한 방법으로 전 세계적으로 널리 시술되고 있다. 최초의 시험관 아기를 비롯하

여 초기의 체외수정시술에는 자연주기에서 채취된 한개의 난자에서 수정난이 이루어졌다. 그러나

이후 임신율은 과배란유도제의 사용과 더불어 주로 여러개의 배아를 이식한 결과로 증진 되어졌

다.

자연주기에서의 난포성장과정은 난소내에는 많은 원시난포들이 있어, 매 주기마다 난포 자극 호

르몬이 상승하면서 과립막 세포의 arom atase em zym e sy st em을 자극하여 난포들이 4m m이상 성

장하며 이 중 하나의 난포가 생리주기 제 5일∼제 7일에 다른 난포들에 비해 우월하여 우성난포

가 되며 성장을 지속하게 된다. 성장 난포에 의해 지속적으로 분비되는 estr adiol (E2), inhibin , 기

타 여러 인자들에 의해 뇌하수체의 성선자극호르몬 분비의 억제가 오고 이로인해 2차난포의 성숙

이 억제되는 난포퇴행으로 인해 다른 난포들은 소멸하게된다. 우성난포내에서는 많은 과립세포가

분열 증식하여 estr adiol을 생성하게 되며 그양이 증가하여 일정 기간 이상 지속되면 양성되먹임에

의하여 황체 형성자극호르몬 폭발이 유발되어 난자성숙의 마지막 마무리를 하게 되며 LH surge

24시간 후 estrog en peak가 오고, estrogen peak 24시간 후 LH peak가 일어나 10∼12시간만에 배

란이 일어나게 된다. 과배란유도를 위해 clom iphen e cit rate (CC)나, hum an m en opau sal

g on adotropin (HM G), 난포형성자극호르몬을 투여하면 난포발달 초기에 여러개의 난포성장에 필요

한 성선자극호르몬의 " threshold requir em ent "를 초과하게 되고 여러개의 우성난포의 지속적인

성장이 가능하게 되어 난포퇴행의 초기단계에 접어드는 큰 난포들을 얻을 수 있다. 그러나 생리주

기 제 3일에는 난소를 자극한다해도 이미 발달을 시작한 난포들이 서로 다른 성장과정에 와 있으

므로 모든 난포들에서 성장의 일치를 기대할 수는 없다. 이렇게 하여 성숙한 난자들은 초음파를

이용하여 채취 하게되며 채취된 난자는 배양액에서 배양한 후 체외수정을 시키고 40∼44 시간후

난할이 확인된 배아를 자궁내 이식하게 된다. 난자의 체외성숙과 수정 및 배양에 필요한 체외배양
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조건은 생체의 환경과 유사하게 만들어 주고 있으나, 체내에서 일어나는 수정 및 배아발생과정을

인위적으로 체외에서 성공시키고 더 높은 임신율을 얻기위한 조건들을 찾기 위해서 지속적으로

많은 연구들이 이루어지고 있다. 체외수정 및 배아이식에 이용하는 배양액은 다양하며(HT 6, T 6,

E arle ' s , Ham ' s F - 10, H oppe & Pit t s ) 최근에는 배양액 제조의 복잡성을 줄이기 위해 상업용 배

양액이 이용되기도 한다. (M edicult , HT F ·H am an T ubal F luid, GP M ·Gam at e Preparat ion

M edium , S eron o). 일반적으로 배양액에서 생쥐 2세포기 배아를 72시간 체외 배양한 후 70∼90%

가 배포에 도달하는 배양액이면 인간 난자의 배양에 이용할 수 있다.

따라서 체외수정 시술에 사용하는 여러 배란 유도제가 미성숙 난자성숙에 미치는 영향을 비교

하고 체외수정시술에 사용되는 여러 배양액 중 배아 발달에 필요한 최적 배양액을 얻기 위해 본

실험을 실시하였다.
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재 료 및 방 법

1. 실험재료

실험동물은 물과 먹이를 자유롭게 섭식시켜 사육한 ICR계 흰 생쥐를 사용하였다.

2. 난자채취

생쥐 암컷의 난포성장을 촉진시키기 위해 6∼8주 된 흰 생쥐에 PM S G (pregnant m are ' s serum

g on adotropin , Sigm a Co.) 5 IU를 복강주사 한 이틀 후에 난자를 채취하였다. 먼저 생쥐의 복부를

절개하여 가는 핀셑과 해부용 미세 수술 가위를 사용하여 무균적으로 양쪽 난소를 절취하여 배양

액이 든 배양접시에 옮긴 후 해부현미경 (zoom stereo- m icroscope, Olym pu s , m odel SZH - 131)하

에서 예리한 바늘로 난소 표면의 난포를 터트려 난자를 추출해 내었다. 난자들 중 난구세포가 붙

어있는 난자- 난구 복합체는 복합체의 크기보다 약간 큰 직경을 갖게 뽑아낸 미세피펱을 이용하여

분리했다.

3. 배아채취

생쥐 암컷의 난포성장을 촉진시키기 위해 PM S G 5 IU를 복강 주사하고 (제 1일), 48시간 후에

h CG (hum an chorionic gonadotropin , Sigm a Co.) 5 IU를 다시 복강 주사하여 암수를 합사시켰으

며 (제 3일), 제 4일에 암컷의 질점액전 (v aginal plug )을 관찰하여 질 점액전이 확인되면 교미가 이

루어진 것으로 간주하였다. 제 5일에 교미가 일어난 암컷으로부터 난관을 무균적으로 절취하여 배

양액이 든 배양접시에 옮긴 후 해부현미경하에서 30 gaug e n eedle을 이용하여 양 난관을 씻어냄

으로써 배아를 채취하였다. 난할이 일어난 정상적이고, 건강한 2세포기 배아만을 각 실험에 이용
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하였다.

4. 배양 및 관찰

난자배양 : 3m M hypox anthin e 배양액내에서 난자 난구복합체를 분리하였으며 분리해낸 난자-

난구복합체의 배양은 Brin ster의 paraffin drop m ethod에 준하였다. 즉 60×15m m의 1회용 배양접

시 (F alcon Co.)에 멸균한 paraffin oil (Sigm a Co.)을 7㎖씩 넣고 이 속에 50㎕씩의 배양액을 정착

시켜 1일간 37℃의 5% CO2가 공급되는 습기찬 배양기(F orm a S cientific Co. M odel 3037)에 넣어

충분히 평형을 시켰다. 난자- 난구복합체의 자연성숙을 막기위해 3mM hypox anthine을 기본배양액

에 첨가하여 난자- 난구복합체의 분리시 사용하였으며 3mM hypox anthine배양액에 0.4% b ovine

serum album in (BSA , Sigm a Co.)를 첨가한 배양액에서 1시간동안 배양하면서 난자의 성숙을 억

제하였다. 다시 30분간 기본 배양액으로 옮겨 배양한 후 각 배란유도제의 각각의 농도에서 18시간

배양하였다. 배양기간이 지난 난자- 난구 복합체를 난자의 크기보다 약간 큰 직경을 갖게 뽑아낸

미세피펱을 이용하여 난자- 난구복합체의 난구세포들을 제거한 후 난자만을 도립 현미경하에서 관

찰하였다.

배아배양 : 배양은 Brin st er의 paraffin drop m ethod에 준하였다. 즉 60×15m m의 1회용 배양접

시에 멸균한 paraffin oil을 넣고 이 속에 배양액을 정착시켰으며 1일간 배양기에 넣어 충분히 평

형을 시켰다. 이 배양액에 정상적인 2세포기 배아를 넣어 배양기에서 96시간 배양하였다. 배양 24

시간, 48시간, 72시간, 96시간에 각 배아의 난할단계를 도립현미경(Olym pu s , m odel IMT - 2)하에서

관찰하였다.

5. 배양액
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난자 : 기본 배양액으로는 Ham ' s F - 10 배양액(H am ' s F - 10 pow der , ca + +·lact at e·2H 2 O

0.2452g/ ℓ, NaH CO3 2.106g/ ℓ, penicillin 0.075g/ ℓ, s tr eptom y cin 0.075g/ ℓ)을 사용하였고, 난자-

난구 복합체의 배양에는 BSA (Sigm a Co.)를 0.4% 첨가하였다.

배양액의 osm olarity는 280∼300milliosm ol/ k g으로, pH는 7.2∼7.4 (F isher , A ccum et 15)로 조절

하였다. 모든 배양액은 사용하기 전 m em bran e filt er paper (Millipore Co. 0.22㎛)를 통과시켜 멸균

하였다. CC (Sigm a Co. U .S .A .), HM G (IBSA ,S w iss ), M etrodin (Laborat ories S eron o S .A . S w is s )은

기본 배양액에 각 실험농도 범위로 첨가하여 사용하였다.

배아 : H am ' s F - 10 배양액은 m illi Q (3차) 물과 HPLC용(Bax t er )물을 사용하여 만들었으며 여

기에 0.4% BSA를 첨가하여 2세포기 배아를 배양하였다. 또한 상업용으로 나오는 M edicult 배양

액 (M edicult , Denm ark )과 HT F (Irv ine scient ific, U .S .A .) 배양액에 2세포기 배아를 배양하였다.
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결 과

1. 배란유도제

각 배란유도제가 생쥐 미성숙 난자의 성숙율에 미치는 영향을 알아보기 위해 난자성숙을 억제

하는 농도인 3m M hypox anthin e (노, 1994)에서 1시간 동안 난자의 성숙을 억제시킨 후 기본배양

액을 거쳐 (30분) 각 배란유도제가 첨가된 배양액에서 18시간 배양하였다.

1) CC : CC(10 - 9㎍/ ㎖∼10 - 4㎍/ ㎖)가 첨가된 배양액에서 미성숙 난자- 난구 복합체를 배양하여

난자의 성숙율을 조사하였다. 전기 I까지 성숙한 것은 대조군이 3.7%였고, 10 - 9㎍/ ㎖∼10- 4㎍/ ㎖

농도에서는 각각 17.0% , 17.5% , 5.3% , 3.1% , 5.9% , 2.3%였으며, 난자가 중기 I까지 성숙한 것은

대조군에서 33.7% , 10 - 9㎍/ ㎖∼10- 4㎍/ ㎖ 농도에서 각각 53.4% , 53.2% , 40.2% , 24.3% , 28.2% ,

35.1%였다. 중기 II까지 성숙한 난자의 성숙율은 대조군에서 62.6%였으며 10 - 9㎍/ ㎖에서는

33.7% , 10 - 8㎍/ ㎖에서는 28.2% , 10 - 7㎍/ ㎖에서는 54.5%였고, 10 - 6㎍/ ㎖∼10- 4㎍/ ㎖에서는 62.9∼

72.7%로 나타났다. 이로보아 배양액내의 CC는 낮은 농도(10 - 8∼10 - 9㎍/ ㎖)의 CC를 포함한 실험

군에서는 중기 II까지 도달하는 난자의 성숙율이 유의하게 떨어졌으나 (28.2∼33.7% ) 비교적 높

은 농도인 10 - 7
㎍/ ㎖∼10 - 4

㎍/ ㎖의 실험군에서는 난자의 성숙율에 유의한 영향을 미치지 않은

것으로 나타났다(54.5∼72.7% ) (T able 1, F ig . 1).

2) M etrodin : M etrodin (10 - 7
㎍/ ㎖∼10 - 1

㎍/ ㎖)이 첨가된 배양액에서 미성숙 난자- 난구 복합체를

배양하여 난자의 성숙율을 조사하였다. 난자가 전기 I까지 성숙한 것은 대조군은 3.7%였고, 10- 7
㎍

/ ㎖∼10 - 1
㎍/ ㎖ 농도에서 각각 7.8% , 12.7% , 0% , 0% , 5% , 0% , 0%였으며, 난자가 중기 I에까지 성

숙한 것은 대조군에서 33.7% , 10 - 7
㎍/ ㎖∼10 - 1

㎍/ ㎖ 농도에서 각각 21.9% , 29.9% , 45.8% , 58.5% ,

45.5% , 62.6% , 65.5%였다. 난자가 중기 II까지 성숙한 난자의 성숙율은 대조군에서 62.6%였으며,
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10 - 7㎍/ ㎖에서는 70.3% , 10 - 6㎍/ ㎖에서는 57.4% , 10 - 5㎍/ ㎖에서는 54.2% , 10 - 4㎍/ ㎖에서는 41.5% ,

10 - 3㎍/ ㎖에서는 49.4% , 10 - 2㎍/ ㎖에서는 37.4% , 10 - 1㎍/ ㎖에서는 34.5%로 나타났다. 이로보아 배양

액내의 M etrodin은 중기 II까지 도달하는 난자의 성숙율이 10- 4㎍/ ㎖ 이상의 높은 농도에서는 유의

하게 억제되어 나타났으나(34.5%∼41.5% ) 10 - 7㎍/ ㎖∼10 - 5㎍/ ㎖의 실험군에서는 난자의 성숙에 유

의한 영향을 미치지 않은 것으로 보였다(T able 2, F ig 2).

3) HM G : HM G (10 - 7㎍/ ㎖∼10 - 4㎍/ ㎖)에서 미성숙 난자- 난구 복합체를 배양하여 난자의 성숙율

을 조사하였다. 난자가 전기 I에까지 성숙한 것은 대조군이 3.7% , 10 - 7㎍/ ㎖∼10 - 4㎍/ ㎖ 농도 범위

에서 1.5% , 0% , 2.8% , 0%였으며, 난자가 중기 I에까지 성숙한 것은 대조군에서 33.7% , 10 - 7㎍/ ㎖

∼10 - 4㎍/ ㎖ 농도에서 각각 22.7% , 19.3% , 46.8% , 51.8%였다. 난자가 중기 II에까지 성숙한 난자의

성숙율은 대조군에서 62.6%였으며, 10 - 7㎍/ ㎖와 10 - 6㎍/ ㎖ 농도범위에서는 난자의 성숙율이 상승하

여 75.8% , 80.7%의 성숙율을 보였으나, 10 - 4㎍/ ㎖∼10 - 5㎍/ ㎖에서는 억제되어 48.2% , 50.4%로 나타

났다 (T able 3, F ig 3). 이로보아 배양액내의 HM G는 중기 II에까지 도달하는 난자의 성숙율이 10 - 5

㎍/ ㎖∼10- 4㎍/ ㎖의 실험군에서는 난자의 성숙에 유의한 저해를 보였으나 10 - 7㎍/ ㎖∼10- 6㎍/ ㎖에서

는 난자의 성숙율을 유의하게 증가시켰다.

이상의 결과로 보아 CC는 낮은 농도에서는 난자의 성숙을 억제하고 높은 농도(10 - 7
㎍/ ㎖∼10 - 4

㎍/ ㎖)에서는 난자의 성숙에 유의한 영향을 미칠 수 없으며, M etrodin은 높은 농도에서는 난자의

성숙을 억제하고 낮은 농도 (10 - 7
㎍/ ㎖∼10 - 5

㎍/ ㎖)에서는 난자의 성숙에 유의한 영향이 없는 것으

로 보인다. HM G는 높은 농도에서는 난자의 성숙을 억제하나 낮은 농도(10- 7
㎍/ ㎖∼10 - 6

㎍/ ㎖)에

서는 난자의 성숙을 유의하게 증가 시키므로 HM G가 포함된 배양액에서 난자를 배양할 때 난자

의 성숙율이 가장 좋은 것으로 나타났다(F ig . 4).

2. 배양액

배아의 발달율을 높일 수 있는 간편하고 좋은 배양액을 구하고자 다음 몇가지 배양액을 비교
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조사 하였다.

Milli Q (3차) 물로 제조한 H am ' s F - 10 배양액 : 배아의 발달 정도를 알기 위해 m illi Q (3차) 물

로 제조한 Ham ' s F - 10 배양액에 BSA를 0.4% 첨가하여 2세포기 배아를 배양하였다(T able 4). 24

시간 후 66.7%가 3∼4세포기에, 16.7%가 5∼8세포기로 난할되었다. 48시간 후 16.7%가 5∼8세포

기에, 23.3%가 상실배에, 16.7%가 배포까지 난할되었다. 72시간 후에는 30%가 배포에, 16.7%가

확산된 배포까지 난할되었다. 96시간 후에는 46.7%가 확산된 배포에, 3.3%가 부화 하였다.

이 결과 Milli Q (3차) 물로 제조한 Ham ' s F - 10 배양액에서 2세포기 배아를 배양하면 96시간후

에는 50.0%가 배포이상까지 발달하는것을 알 수 있었다.

HPLC용(Bax t er ) 물로 제조한 H am ' s F - 10 배양액 : HPLC용 (Baxt er )물로 제조한 H am ' s F - 10

배양액에서 2세포기 배아의 발달정도를 알아보기 위해 BSA를 0.4% 첨가하여 2세포기 배아를 배

양하였다 (T able 5). 24시간 후 57.1%가 3∼4세포기에 14.3%가 5∼8세포기로 난할되었다. 48시간

후 11.9%가 5∼8세포기에, 40.5%가 상실배로 난할되었다. 72시간 후 16.7%가 상실배에, 21.4%가

배포로 발달되었다. 96시간 후에는 9.5%가 배포로, 28.6%가 확산된 배포로, 7.1%가 부화하였다.

이 결과 HP LC용 (Bax ter ) 물로 제조한 Ham ' s F - 10 배양액에 2세포기 배아를 96시간 배양하면

45.2%가 배포이상부터 부화까지 난할되는 것을 알 수 있었다.

M edicult 배양액 : M edicult 배양액에서 배아의 발달 정도를 알아보기 위해 2세포기 배아를 배

양하여 보았다(T able 6). 24시간 후 57.1%가 3∼4세포기로, 4.8%가 5∼8세포기로, 2.4%가 상실배

로 난할되었다. 48시간 후 14.3%가 5∼8세포기로, 42.9%가 상실배로, 23.8%가 배포로 발달하였다.

72시간 후 19.0%가 상실배, 14.3%가 배포로 42.9%가 확산된 배포로 발달하였다. 96시간 후 14.3%

가 배포로, 16.7%가 확산된 배포로, 40.5%가 부화되었다.

이 결과로 M edicult 배양액에서 2세포기 배아를 96시간 배양하였을 때 71.5%가 배포이상 부화
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까지의 단계로 발달하는것을 알 수 있었다.

HT F 배양액 : HT F 배양액에서 배아의 발달정도를 알아보기 위해 1% hum an serum

album in (H SA )을 첨가하여 배양하여 보았다 (T able7). 24시간 후 69.6%가 3∼4세포기로, 21.7%가

5∼8세포기로 8.7%가 상실배로 발달하였다. 48시간 후 65.2%가 상실배로, 17.4%가 배포로, 13.0%

가 확산된 배포로 발달하였다. 72시간 후 13.0%가 배포로, 69.6%가 확산된 배포로 발달하였다. 96

시간 후 4.3%가 배포로, 17.4%가 확산된 배포로, 73.9%가 부화하였다. 이 결과 HT F 배양액에 2

세포기 배아를 96시간 배양하였을 때 95.6%가 배포이상 부화까지의 단계로 발달하는것을 알 수

있었다.

이상의 성적으로 체외에서 2세포기 배아를 96시간 배양하였을 때 M edicult 배양액과 HT F배양

액에서 높은 배아발달을 보였으며, 특히 HT F 배양액에서 2세포기 배아를 배양하였을 때 가장 높

은 배아발달을 보이는것으로 나타났다 (F ig . 5).
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고 찰

T roun son이 CC를 이용한 주기에서 배아를 여러개 이식하여 임신에 성공한 이후로 여러개의 난

자를 얻기위해 다양한 과배란 유도제들이 사용되어지고 있다. 체외수정시술에서 과배란유도의 목

적은 많은 수정란을 얻는데 있다. 배란 유도제에 대한 반응은 개인차를 보이며 약제의 종류나 용

량 및 hCG 투여 기준에 따라 난자의 질이 달라지므로 이에 따른 수정률 및 임신률의 차이가 있

을 수 있다.

CC는 E 2 결합 수용체 (E2- bindin g recept or s )의 경쟁적인 저해제로써 작용하고 자궁내막 수용체

를 변형시키는 antiest rog en으로 알려져 있으며 다낭성 난소 증후군과 만성적 무배란의 여러 다른

상황을 가진 여성의 배란을 유도하는데 고도로 효과적인 estrog en agonist - ant agonist이다. 과거

30년동안 CC의 많은 사용에도 불구하고 CC에대한 작용기전은 대부분이 알려져 있지 않고 있다.

정상 생리주기의 초기 난포기와 황체기에서는 CC를 위한 시상하부의 위치가 확인되었으며 이들

연구에서 CC는 LH pulse 폭에 변화없이 LH pulse 빈도에 증가를 유도하는 것으로 증명되었다.

CC는 효능있는 non steroidal est rog en인 diethylst ilbestrol(DES )과 구조적으로 유사한 n on st eroidal

agent로, 이 구조적인 유사성 때문에 표적세포의 estrog en 수용체와 상호작용을 하며 약한

estrogen의 그리고 강한 ant iest rogen의 활성을 발휘한다. CC에 노출되어질 때에 아마도

catecholam inergic n euron sy stem인 시상하부는 CC가 시상하부의 수용체부위로 부터 내인성

est og en과 대체되기 때문에 내인성 estrogen의 수준을 인식할 수는 없으며 이 상황에서 시상하부

는 성선자극호르몬 분비호르몬 (GnRH )의 분비를 위해 활성되어진다. 증가된 GnRH 자극은 뇌하수

체로부터 성선자극호르몬 분비를 자극하며 그 결과로 난포성장과정이 난소내에서 증진되어진다.

그러므로 증가된 난포 호르몬산출과 많은 난포의 발달은 임신의 기회를 증가시키는데 유리한 영

향을 갖는다. 그러나 이들은 가끔 메스꺼움, 구토, 난소과자극, 다태임신과 같은 문제를 유발할 수

도 있다. 이러한 부작용 외에 배란유도의 높은 효능에도 불구하고 CC는 기대되어지는 만큼 빈번

하게 임신이 일어나지는 않는다는 점이다. CC가 경우에 따라 정상주기 여성에서 사용된다 할지라
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도 1차적인 임상적 이용은 무배란 여성에 쓰인다. 다낭성 난소 증후군을 가진 여성에서 초기연구

는 CC에 반응하는 난소의 스테로이드 호르몬 생성과 성선자극 호른몬의 배란양상을 비교 조사한

것이었으나 그 작용에 대한 시상하부- 뇌하수체 부위의 평가가 이루어진 것은 아니었다. 또한 CC

는 무배란 이외의 불임증에도 많이 이용되어지고 있으며 황체기 기능부전의 발생과 관련되어서도

사용되고 있다.

HM G는 Gem ezell 등이 인간의 뇌하수체로부터 추출한 성선자극호르몬으로 Garcia등이 처음으

로 정상주기를 갖는 여성에서 과배란유도를 위해 사용하기 시작한 이후 폐경기여성의 소변에서

F SH와 LH가 다량 존재함을 발견하고 이를 분리하여 추출한 성선자극호르몬으로 F SH와 LH를

1:1의 비율 즉 각각 75 IU씩 포함하고 있다 (M enotropin ). HM G는 난소의 기능은 있으며 성선자극

호르몬의 분비가 적은 시상하부 무월경, 무배란, 황체기 결함이 있는 경우, 원인 불명의 불임인 경

우, 기타 CC로 배란유도가 실패한 경우등에 사용되고 있다.

Hum an Urin ary F SH (M etrodin )는 LH를 제거한 순수한 F SH로, 75 IU F SH와 1 IU미만의 LH

를 포함하고 있으며 내인성 성선자극호르몬의 분비가 있는 시상하부 무월경의 여성에게 많이 사

용하고 있다. F SH와 HM G 사이에 편견이 대두되고 있는데 이는 성선자극호르몬의 분비가 각기

다른 날에 시작되어지기 때문에 생기는 것으로 HM G군에서 투여는 M CD 3에 시작하며 F SH군에

서는 M CD 2에 시작한다. Prot ocol의 작은 차이에 의해 산출되어지는 편견으로 알려지고 있으며

HM G를 더 선호하기도 하는데 이는 외인성 LH에 노출되는 총량이 제 2일에 출발하는 것보다 약

간 더 낮기 때문이다. 결론적으로 LH의 반대영향이 더 낮은 것이 F SH와 HM G사이에 임신율의

작은 차이를 초래할 수 있다는 견해도 있다.

본 실험에서는 각 배란 유도제는 배란유도제의 농도가 높아도 (M etrodin과 HM G에서는 10 - 4
㎍/

㎖이상) 난자의 성숙이 저해되며, 배란 유도제의 농도가 낮아도(CC에서 10- 8
㎍/ ㎖이하) 난자의 성

숙을 유발할 수 없는 것으로 나타났으며, CC는 낮은 농도에서는 난자의 성숙을 억제하고, 높은

농도인 10 - 7
㎍/ ㎖∼10- 4

㎍/ ㎖에서는 난자의 성숙율에 유의한 영향을 미칠 수 없는 것으로 나타났

다. M etrodin은 높은 농도에서는 난자의 성숙을 억제하며, 낮은 농도인 10 - 7
㎍/ ㎖∼10 - 5

㎍/ ㎖에서도
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난자의 성숙에 유의한 영향을 미칠 수 없는 것으로 나타났다. 또한 HM G는 높은 농도에서는 난자

의 성숙을 저해하나, 낮은 농도인 10 - 7㎍/ ㎖∼10 - 6㎍/ ㎖에서는 난자의 성숙에 유의한 영향을 발휘

하는 가장 좋은 배란 유도제로 나타났다. 이것은 난자의 성숙을 유도하기 위해서는 적정량의 호르

몬이 필요한 것을 의미하며 그 이상 많거나 적을 때에는 난자의 성숙을 유발하지 못하거나 오히

려 저해할 수 있는 요인으로 작용함을 시사하므로 각 배란 유도제의 투여용량은 난소에서 난포성

장의 정도를 보아가며 또한 전 주기의 반응정도에 따라 다음 주기의 용량을 결정해야 될 것으로

보였으며 배란유도제와 이것의 농도 선택이 난자의 성숙율에 중요한 영향을 미치며 과다한 용량

은 난자의 발생 및 난자 성숙 즉 난자의 질에 오히려 해로운 영향을 미칠 수 있는 큰 요인으로

작용될 수 있음을 나타내고 있다. 또한 본 실험은 체외수정 및 배아 이식에 사용되는 몇가지 배양

액에서 배아발달 정도를 비교 조사하였다. 즉 배양액으로 서로 다른 물을 사용하여 만든 H am ' s

F - 10 배양액과 상업용으로 제조되어 시간과 복잡성을 줄이고 간편하게 공급받아 쓸 수 있는 최근

시판되고 있는 M edicult 배양액, HT F 배양액을 본 실험의 대상으로 사용하였다. Milli Q (3차)로

만든 Ham ' s F - 10 배양액에서 생쥐 2세포기 배아를 배양할 때 96시간 후 배포이상의 발달이

50.0%인 것은 많은 불순물이 함유된 물이기 때문일 것으로 추측되었다. HPLC용 (Baxt er ) 물로 제

조한 H am ' s F - 10 배양액에서는 96시간 후 배포 이상의 발달이 45.2% 인 것은 이 물이 수입되

어 유통되는 과정에서 시간이 경과하면서 그 질이 떨어지기 때문에 배아 발달율이 저조한것으로

추측되었으나 향후 확인 되어야 될 것으로 사료되었다. M edicult 배양액에서 96시간 배양 후 배포

이상의 발달은 71.5%로 나타났으며, HT F 배양액에서는 95.6%로 나타났다. 이것은 상업용 배양액

이 빠른 유통경로를 거쳐 바로 사용될 수 있다면 좋은 배양액으로 간편하게 이용될 수 있는 배양

액으로 사료되었다.
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결 론

각 배란 유도제에 따른 난자의 성숙율을 조사하였으며, 또한 각 배양액에 따른 배아 발달의 정

도를 조사하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. CC를 포함한 배양액에서 미성숙 난자- 난구 복합체를 배양하였을 때 낮은 농도(10- 9㎍/ ㎖∼10 - 8

㎍/ ㎖)에서는 난자의 성숙율이 억제되었으며 (28.2∼33.7% ) 그 이상의 높은 농도 (10 - 7㎍/ ㎖∼10- 4

㎍/ ㎖)에서도 난자의 성숙율에 유의한 영향이 없었다 (54.5∼72.7% ).

2. M etrodin을 포함한 배양액에서 미성숙 난자를 배양하였을 때 높은 농도(10 - 4㎍/ ㎖∼10 - 1㎍/ ㎖)에

서 난자의 성숙이 억제되었으며 (34.5%∼41.5% ) 낮은 농도에서도 (10 - 7㎍/ ㎖∼10 - 5㎍/ ㎖) 난자의

성숙율에 유의한 영향이 없었다 (54.2%∼70.3% ).

3. HM G를 포함한 배양액에서 미성숙 난자를 배양하였을 때 높은 농도에서는 (10 - 4㎍/ ㎖∼10 - 5㎍/

㎖) 난자의 성숙율에 억제를 보였으며 (48.2%∼50.4% ), 낮은 농도 (10 - 7㎍/ ㎖∼10 - 6㎍/ ㎖)에서는

난자의 성숙율을 유의하게 증가시켰다 (75.8%∼80.7% ).

4. 각 배양액에서 2세포기 배아를 96시간 배양하였을 때 m illi Q (3차) 물로 만든 H am ' s F - 10 배

양액에서 50.0% , HPLC용(Bax t er ) 물로 만든 H am ' s F - 10 배양액에서 45.2% , m edicult 배양액

에서 71.5% , HT F 배양액에서 95.6%의 배아 발달을 보였다.

이상과 같이 각 배란유도제에서 미성숙 난자- 난구 복합체를 배양할 때 HM G를 포함한 배양액

에서만 유의한 난자 성숙율의 증가를 보였다. 또한 2세포기 배아를 체외배양 할 때 상업용

M edicult나 HT F 배양액이 배아 발달을 위해 사용될 수 있는 좋은 배양액으로 사료되었다.
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Table 1. Effect of CC on the rate of maturation of cumulus-cell enclosed oocytesa .

Group

(㎍/㎖)
Total

No. of oocytes(percent)

Prophase I Metaphase I Metaphase II

Control 91 4( 3.7±2.2)b 30(33.7±3.8) 57(62.6±4.0)

10-9 45 6(17.0±8.8) 24(53.4±1.7) 15(33.7±1.5)* *

10-8 39 7(17.5±6.4) 2 1(53.2±1.6) 11(28.2±0.7)* *

10-7 33 2( 5.3±3.1) 13(40.2±3.5) 18(54.5±2.9)

10-6 57 2( 3.1±3.1) 14(24.3±7.3) 4 1(72.7±6.1)

10-5 52 3( 5.9±2.4) 15(28.2±4.9) 34(65.9±4.5)

10-4 46 1( 2.3±2.0) 16(35.1±1.3) 29(62.9±2.7)

a The oocyte - cumulus complexes(occ) were preincubated for 1 hour in the medium containing 3mM

hypoxanthine and cultured for 30 minutes in plain medium, and then transferred to the CC

medium (10-9㎍/㎖∼10-4㎍/㎖), cultured further for 18 hours.
b Values are means ± SE.

** P < 0.01
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Fig. 1. Effect of

CC on the rate of maturation of cumulus cell-enclosed oocytes.

** P < 0.0 1
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Table 2. Effect of Metrodin on the rate of maturation of cumulus cell-enclosed oocytesa .

Group

(㎍/㎖)
Total

No. of oocytes(percent)

Prophase I Metaphase I Metaphase II

control 91 4(3.7±2.2)b 30(33.7±3.8) 57(62.6±4.0)

10-7 28 2(7.8±4.2) 6(2 1.9±5.9) 20(70.3±3.0)

10-6 25 3(12.7±6.4) 8(29.9±5.0) 14(57.4±6.3)

10-5 24 0(0) 11(45.8±4.2) 13(54.2±4.2)

10-4 26 0(0) 15(58.5±5.2) 11(4 1.5±5.2)* *

10-3 28 2(5.0±5.0) 12(45.6±8.5) 14(49.4±6.8)

10-2 32 0(0) 20(62.6±1.4) 12(37.4±1.4)* *

10- 1 23 0(0) 15(65.5±2.7) 8(34.5±6.0)* *

a The oocyte-cumulus complexes(occ) were preincubated for 1 hour in the medium containing 3mM
hypoxanthine and cultured for 30 minutes in plain medium, and then transferred to the HMG
medium (10-7㎍∼10- 1㎍/㎖), cultured further for 18 hours.

b Values are means ± SE.
** P < 0.01
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Fig. 2. Effect of Metrodin on the rate of maturation of cumulus cell-enclosed oocytes.

** P < 0.0 1
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Table 3. Effect of HMG on the rate of maturation of cumulus cell-enclosed oocytesa .

Group

(㎍/㎖)
Total

No. of oocytes(percent)

Prophase I Metaphase I Metaphase II

control 91 4(3.7±2.2)b 30(33.7±3.8) 57(62.6±4.0)

10-7 47 1(1.5±1.47) 11(22.7±4.9) 35(75.8±5.3)*

10-6 46 0(0) 10(19.3±1.86) 36(80.7±3.3)* *

10-5 40 1(2.8±2.8) 19(46.8±1.86) 20(50.4±2.6)* *

10-4 48 0(0) 25(51.79±5.0) 23(48.2±5.0)* *

a The oocyte-cumulus complexes(OCC) were preincubated for 1 hour in the medium containing 3mM

hypoxanthine and cultured for 30 minutes in plain medium, and then transferred to the HMG

medium (10-7㎍/㎖∼10-4㎍/㎖), cultured further for 18 hours.
b Values are means ± SE.

* P < 0.05

** P < 0.01
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Fig. 3.

Effect of

HMG on the rate of maturation of cumulus cell-enclosed oocytes.

* P < 0.05

** P < 0.0 1
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Fig. 4. Comparison of various ovulation induction medicine on the metaphase II oocytes.

** P < 0.0 1
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Table 4. Development of embryos from 2-cell stage during culture with Ham's F-10 media of milli

Q(3o) water.

Stage 2 cell 3-4 cell 5-8 cell Morula Blastocyst Expanded B. Hatching Fragment Irregular

Hours No.(%)

24 30 4 20 5 1

(13.3± 8.6) (66.7± 5.6) (16.7± 2.7) (3.3±2.3)

48 30 2 10 5 7 5 1

(6.7±4.8) (30.0± 13.6) (16.7± 10.2) (23.3± 10.2) (16.7± 13.8) (3.3±2.3)

72 30 10 7 3 10 5 3 1

(3.3± 5.1) (23.0± 13.6) (10.0± 5.3) (30.0± 14.4) (16.7± 8.2) (10.0±5.4) (3.3±2.3)

96 30 14 1 15

(46.7± 7.0) (3.3±2.8) (50.0±1.1)

B : blastocyst
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Table 5. Development of embryos from 2-cell stage during culture with Ham's F-10 media of HPLC

water.

Stage 2 cell 3-4 cell 5-8 cell Morula Blastocyst Expanded B. Hatching Fragment Irregular

Hours No.(%)

24 42 12 24 6

(28.6± 10.0) (57.1± 11.3) (14.3± 4.1)

48 42 8 12 5 7 5 2

(19.0±8.1) (28.6± 3.9) (11.9± 4.1) (40.5±6.7) (11.9± 4.3) (4.8±3.9)

72 42 7 7 2 7 9 5 2

(16.7±7.7) (16.7± 6.5) (4.8± 2.3) (16.7± 12.2) (21.4± 5.0) (11.9± 4.3) (4.8±3.9)

96 42 2 2 4 12 3 19

(4.8± 3.9) (4.8± 3.9) (9.5± 4.9) (28.6±4.0) (7.1±5.9) (45.2± 11.4)

HPLC : high performance liquid chromatography

B : blastocyst
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Table 6. Development of embryos from 2-cell stage during culture with media of Medicult.

Stage 2 cell 3- 4 cell 5- 8 cell Morula Blastocyst Expanded B. Hatching Fragment Irregular

Hours No.(%)

24 42 15 24 2 1

(35.7±14.3) (57.1± 23.8) (4.8± 3.9) (2.4±6.7)

48 42 2 5 6 18 10 1

(4.8± 1.7) (11.9± 4.9) (14.3± 18.7) (42.9± 23.8) (23.8±9.5) (2.4± 6.1)

72 42 2 4 2 8 6 18 1 1

(4.8±8.0) (9.5± 5.8) (4.8± 6.2) (19.0± 6.1) (14.3±9.0) (42.9± 28.9) (2.4± 6.1) (2.4±3.9)

96 42 6 7 17 12

(14.3±5.2) (16.7±28.2) (40.5±16.4) (28.6±17.4)

B : blastocyst

- 27 -



Table 7. Development of embryos from 2-cell stage during culture with media of HTF.

Stage 2 cell 3- 4 cell 5- 8 cell Morula Blastocyst Expanded B. Hatching Fragment Irregular

Hours No.(%)

24 23 16 5 2

(69.6± 16.7) (21.7±12.8) (8.7±5.8)

48 23 1 15 4 3

(4.3± 6.6) (65.2± 23.4) (17.4± 14.8) (13.0± 6.7)

72 23 1 2 3 16 1

(4.3± 6.7) (8.7± 5.8) (13.0±7.1) (69.6± 23.2) (4.3± 6.7)

96 23 1 4 17 1

(4.3±6.7) (17.4±11.6) (73.9±23.8) (4.3±6.7)

HTF : human tubal fluid

B : blastocyst
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Fig. 5. Development of embryos in various culture media for 96hr(Blastocyst ~ hatching).

** P < 0.01

A. Ham's F-10 media of mili Q(3°) water

B . Ham's F-10 media of HPLC

C. Medicult media

D . HFT media
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