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= A b s tra c t =

Cry opreserv at ion is able t o st ore the surplu s pre- em bry os for fr eezing an d furtherm ore

thaw in g an d tr an sfer in a sub sequent cy cle. Cry opreserving cells w hich are m aintaining their

v iability are the v ery com plex proces s .

T his stu dy ha s been carr ied out in order t o find th e effect s of cry opreserv at ion step s ,

fr eezing m edia an d em bry onic st ag es on the rat es of viability and dev elopm ent of

cry opreserv ed m ou se em bry os . F em ale ICR m ice (6∼8 w eek s old) w ere induced t o superovulat e

by sequ ent ial int r aperitoneal inj ect ion of 5 IU PM S G an d 5 IU hCG 48h apart . M ou se em bry os

w ere collect ed according t o it s dev elopm ent al st ag e aft er the inject ion of hCG. Em bry os w ere

cry opreserv ed n ot only by cry oprot ect ant st ep (1 step∼4 st ep ) but also in a v ariety of

m edia (HT F , IVF m edium , D - PBS ) an d cell stage.

T h e result s w ere a s follow s : T here is n o clear adv ant ag e in these fr eezing m edia of r apid

m ethod, but 4 cell an d 8 cell of slow m ethod (2, 3, 4 st ep ) h av e adv ant age in D - PBS . T he

dev elopm ent of em bry os accordin g to cell st age becom e great er in 8 cell st ag e. In th e

tr eatm ent step s of cry opreserv at ion , the dev elopm ent of em bry o t o bla st ocy st w a s sim ilar

am ong rapid m ethod, but the dev elopm ent of 4 cell an d 8 cell embry os to blast ocy st according

t o slow m eth od w as bet t er than rapid m ethod.

K ey w ord s : Cry opreserv ation , Slow an d rapid m eth ods .
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서 론

세포의 활성에 있어서 냉동 (coolin g )의 영향은 200여년 전부터 알려져 왔다. 즉 1776년 이탈리

아의 생리학자이며 수사인 Spallanzani는 말 정자가 겨울 추위로 인하여 무활동 상태에 있다가

따뜻하여졌을 때 운동성을 회복하는 것에 주목하였다. 1866년 M ant eg azza는 냉동보존된 인간정

액의 보존(bankin g )을 제안하였다. 그러나 이 생각에 대한 실제적인 가치의 인식은 훨씬 후에

이루어져 금세기초에 들어와 상업적인 관심이 가축의 정액 냉동보존을 위한 과정의 발달로 관

심의 대상이 되어졌다. 인간에 대한 시도는 냉동- 해빙 정액으로 임신되어진 아이가 1963년 출생

함으로써 비로서 성공하였다. 그러나 난자에 있어서는 1972년 처음 생쥐배아의 동결보존 및 이

의 융해에 성공한 이후 m ou se , r at , ham ster와 m ong olian g erbil로 부터 배란된 난자들의 냉동

이 이루어졌으며, 마침내 T roun son과 M ohr는 인간의 동결보존된 8세포기 배아를 해빙시켜 자

궁내 이식하여 최초로 임신에 성공하였다.

체외수정을 위한 과배란 유도제는 많은 수의 난자채취를 가능하게 하였으며 그러므로서 많은

전배아의 이식으로 임신가능성을 증가시켰다. 그러나 많은 전배아 이식은 다태임신을 야기하며 또

한 이식하고 남는 잉여분의 전배아 보존에 대한 문제가 제기되었는데, 냉동보존의 발달에 의하여

잉여난자 및 잉여배아의 처리문제가 해결되었으며 모든 IVF 과정에 중요한 가치를 가지게 되었다.

또한 냉동보존은 이식전에 발생될 수 있는 모체측의 불리한 조건을 극복하는데 진전을 이룰 수

있도록 IVF 과정의 유연성을 증가시켰으며, 냉동보존의 사용에 의해 각 과배란유도 방법들이 난

자회수를 위한 난소의 최적자극의 발달로 또한 이식과 착상을 위한 자궁의 준비로 발달되어질 수

있게 하였다.

또한 냉동보존은 난소자극이나 난자회수의 반복되는 필요성을 제거하게하여 보존된 전배아의

이식으로 비용의 경감과 함께 성공이 예견되는 주기에서 선택적인 시술이 가능할 수 있게 되었으

며, 난소과자극증후군의 위험이 있는 환자에게 난소과자극의 억제를 유도할 필요없이 배아이식의

지연을 고려할 수 있게 하였다.
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하나 혹은 여러세포로 이루어진 조직들의 냉동보존에는 투과성이 있거나 또는 투과성이 없는

냉동보호제가 사용되어져야하며, 이들 냉동보호제를 첨가한 후 냉동보호제와 세포내부 및 외부사

이에 평형이 요구되어진다. 이러한 평형이 이루어짐과 동시에 느리고 빠른 온도하강이 요구되며

일정기간동안 냉동보존된 배아들은 정상적인 생리학적 환경으로 되기 위해 역순의 냉동보호과정

을 거쳐야만 한다. 냉동과 해빙의 가장 어려운 기간은 낮은 온도로 진입하기 위하여 식빙

(seeding )을 통한 초기 저온단계와 그후 정상적인 생리적 환경으로 전환하는 부분이다. 대부분의

세포계와 단독세포들은 - 196℃의 액체질소에서 저장되어질 수 있으며, 빙점이하의 상태에서 세포

는 저온처리과정과 냉동보호제사이에 상호작용이 이루어지는 동안 얼려지고 건조되는데 투과성이

있는 냉동보호제가 사용되면 냉동보호제가 세포막을 투과하여 세포내부의 물을 제거하게 되며 제

거된 양 만큼 냉동보호제가 세포질 내로 유입되게 된다. 저온처리가 시작되므로써 세포는 탈수가

일어나게 되고 빙결정(ice cry st al) 형성의 시기에 세포외부의 환경들은 세포의 전체적인 탈수와

더불어 결정화 되어지나 세포내부에서는 얼음형성이 이루어지지 않아 세포내부의 물질들을 보호

할 수 있게 된다. 배아의 해빙은 해빙액에 배아를 노출시켜 (재수화, r ehy drat ion ) 세포내의 냉동보

호제가 세포밖으로 빠져 나가면서 물이 세포내로 침투하여 응축되었던 할구가 정상적인 형태로

복귀하게 된다.

냉동보호제는 2개의 범주로 분류되어져 투과성의 냉동보호제와 비투과성의 냉동보호제로 되어

있다. 투과성 보호제는 dim ethyl sulfoxide (DM S O ) 와 1·2- propan ediol(PROH )와 gly cerol이며 비

투과성보호제는 glu cose와 sucrose같은 m onosaccharides disaccharides가 사용된다. 그러나 냉동보

존으로 세포 및 조직이 냉동 및 해빙의 과정을 거치는 동안에 손상을 받게된다. 즉 세포막의 투과

성, 표면적과 부피등 세포에 물리적인 손상을 주게되며 또한 동결과 해빙의 방법과 처리액에 따라

그리고 배아의 발생시기와 배아의 질에 따라 생존율이 영향을 받게된다. 그러므로 여러 동물모형

을 이용하여 인간난자와 배아를 냉동보존하는 기초지식과 기술을 얻고 있는 바 저자는 생쥐배아

를 각 배양액 별로, 배아의 각 발달단계 별로, 또한 냉동보호제인 PROH를 단계별로 처리하여 냉

동보호액으로는 어느 기본배양액이 적절한지 그리고 어느 단계의 배아가 냉동보호에 가장 적절한
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지 더 나아가 어느 단계의 냉동보호제로 냉동할 때에 가장 효과가 있는지를 확인하여 이를 인간

배아의 냉동보존에 이용하고자 본 연구를 수행하였다.

- 6 -



재 료 및 방 법

1. 실험재료

실험동물은 물과 먹이를 자유롭게 섭식시켜 사육한 ICR계 흰 생쥐를 사용하였다. 암컷은 생후

6∼8주령을 사용하였고 수컷은 12주령의 생식능력이 확인된 것을 사용하였다.

2. 난자채취

난포성장을 촉진시키기위해 6∼8주된 흰생쥐 암컷에 PM S G (pregn ant m are ' s serum

g on adotropin , Sigm a Co.) 5 IU를 복강주사하고 (제 1일), 48시간후에 h CG (hum an chorionic

g on adotropin , Sigm a Co.) 5 IU를 복강주사 하였다 (제 3일). 후기 2세포기 배아를 얻기 위하여는

h CG 주사 후 48∼50시간후에, 4세포기 배아를 얻기 위하여는 60시간후에, 8세포기 배아를 얻기

위하여는 70∼72시간 후에 난관을 무균적으로 절취하여 기본 배양액(Ham ' s F - 10)이 든 배양접시

에 옮긴 후 해부현미경하에서 30 gaug e 주사바늘을 이용하여 양난관을 씻어냄으로써 배아를 채취

하였다.

3. 배아의 냉동

채취한 배아들은 0.4% BSA ( bovin e serum album in )를 포함한 기본배양액에서 씻은 후

HT F (hum an tubal flu id , Irv ine S cient ific Co.), D - PBS (m odified Dulbecco ' s phosphate - buffer ed

saline ), IVF m edium (M edicult Co.)에 각각 옮겼다. 또한 이들 배양액에 냉동보호제인

1.2- propan ediol(PROH )을 처리하였다.
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급 속 처 리 방법

1단계 방법으로, 기본배양액 (Ham ' s F - 10)에 담겨있는 배아들을 각 실험군의 배양액 (HT F ,

D - P BS , IVF m edium )에 옮겨 평형을 시켰으며 (5분) 1.5M의 PROH에 옮겨 8분 정체한 후 0.1M

sucrose가 첨가된 1.5M PROH에 다시 8분 정체하였다.

저 속 처 리 방법

단계적으로 서서히 냉동보호제인 P ROH를 첨가하는 방법으로 점진적인 몰(m ol)의 증가가 있으

며 각 단계별로는 5분씩 두었고 1.5M의 용액에서만 10분 정체하였다.

2단계는 기본배양액으로부터 각 실험군의 배양액에 옮겨 평형을 시킨 후 0.75M과 1.5M의

P ROH에 각기 넣었다.

3단계는 0.5M , 1.0M , 1.5M PROH를, 4단계는 0.25M , 0.5M , 1.0M , 1.5M PROH를 거쳐 탈수화를

유도하였다.

위와 같은 단계를 거친 후 1개의 plast ic st r aw에 약 5∼20개 배아들을 넣어 자동세포냉동기

(Kry o 10- Ⅲ programm able fr eezer , Planer Biom ed )에서 동결하였다. - 7℃까지 분 (m inutes )당

2℃씩 냉각시키고 - 7℃에서 10분간 정체하였다. 정체 1분후 과냉각을 방지하기 위하여 냉각된 핀

셋으로 식빙 (seedin g )하였다. - 7℃에서 - 30℃까지는 분당 0.3℃씩 냉각하였으며 냉각된 st raw는

str aw 보관용기에 넣어 - 196℃의 액체질소 통에 넣어 보관하였다.

3. 배아의 해빙

해빙은 st raw를 대기 중으로 옮겨 실온에서 2분 노출시킨 후 30∼37℃ w at er bath에서 3분간 방

치하였다. 공기방울이 맺히면 알코올 거즈로 st raw를 소독한 후 st r aw내의 배아와 냉동보호제를

배양접시에 담아 현미경하에서 배아를 회수하였다. 급속처리 방법을 택한 배아의 재수화과정은

1.0M의 P ROH 용액과 0.2M의 su crose 용액에서 5분, 0.5M PROH에서 5분, 0.2M의 su crose용액
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에서 5분 둔 후 각 배양액에서 5분 재수화하여 배아용 배양액 (0.4% BSA가 첨가된 HT F )에서 배

양하였다. 저속 처리방법을 택한 배아의 재수화 과정은 단계적으로 몰 (m ol)이 감소하는 재수화용

액으로 옮겼다. 재수화용액에서 5분씩 지난 후 배아용 배양액에 넣어 배양기 내에서 배양하였다.

4. 배아의 배양

냉동 후 해빙된 배아들은 Brin st er의 pataffin oil drop m eth od 즉 60×15㎜의 1회용 배양접시에

멸균한 paraffin oil을 넣고 이 속에 배아용 배양액을 정착시켜 1일간 배양기에서 충분히 평형을

시킨 다음 이 속에 배아들을 넣어 5% CO2 , 100% 습도를 유지하는 배양기 (F orm a S cient ific Co.

m odel 3037)에서 배양하였다. 48∼72시간 후 배포까지 난할된 정도를 도립현미경(Olym pu s , m odel

IMT - 2)하에서 관찰하였다.
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결 과

1. 냉동보호제 처리 배양액에 따른 배아의 냉동보존 후 발생율

1) HT F를 이용한 냉동보호제의 처리

표 1, 그림 1과 같이 HT F 배양액에 냉동보호제로 PROH를 사용하여 2세포기 배아를 냉동해빙

한 후 포배기까지의 발생율은 1단계 (r apid m eth od )에서 33.3% , 2단계 (slow m ethod)에서 28.0% , 3

단계 (slow m ethod )에서 30.0% , 4단계(slow m ethod )에서 33.3%를 보여 비슷한 양상을 보였다.

4세포기 배아는 1단계에서 40.0% , 2단계에서 35.0% , 3단계에서 32.0% , 4단계에서 38.0%를 보여

역시 비슷한 발생율을 보였다.

그러나 8세포기 배아는 4단계 (58.1% )가 1단계(40.0% )와 2단계 (38.1% )에 비해 유의하게 높은 발

생율을 보였다.

2) D - PBS를 이용한 냉동보호제의 처리

표 2, 그림 1과 같이 D - PBS내에 냉동보호제로 P ROH를 사용하여 2세포기 배아를 냉동해빙

한 후 포배기까지의 발생율은 1단계에서 23.8% , 2단계에서 30.0% , 3단계에서 31.6% , 4단계에서

33.3%를 보여 유의한 차이는 없으나 1단계에서 발생율이 약간 낮았다. 4세포기 배아를 냉동한 후

에는 1단계에서 40.9% , 2단계에서 58.8% , 3단계에서 47.6% , 4단계에서 66.7%를 보여 2단계와 4단

계에서 유의하게 높은 발생율을 보였다.

8세포기 배아를 냉동한 후 포배기까지의 발생율은 1단계에서 40.0% , 2단계에서 60.0% , 3단계에

서 69.2% , 4단계에서 86.2%로 2, 3, 4단계에서 발생율이 유의하게 높았다.

3 ) IVF m edium을 이용한 냉동보호제의 처리

표 3, 그림 1과 같이 IVF m edium에 냉동보호제로 P ROH를 사용하여 2세포기 배아를 냉동 보
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존한 후 포배기까지의 발생율은 유의한 차이는 없으나 1단계(29.4% )가 가장 낮은 발생율을 보였

다. 4세포기 배아는 유의한 차이는 없으나 4단계 (47.6% )에서 발생율이 높았으며, 8세포기 배아는

4단계 (56.5% )가 가장 유의하게 높았다.

2. 배아의 발생시기에 따른 냉동보존 후의 발생률

1) HT F를 이용한 냉동보호제의 처리

급속단계인 1단계에서 2세포기(33.3% ), 4세포기 (40.0% )와 8세포기(40.0% )에서 비슷한 발생율을

보였다. 2단계에서는 2세포기 (28.0% )가 유의한 차이는 없으나 4세포기(35.0% )와 8세포(38.1% )보

다 발생율이 낮았다. 3단계에서는 유의한 차이는 없으나 8세포기 (43.5% )가 2세포기 (30.5% ), 4세포

기 (32.0% )보다 발생율이 높았고 4단계에서는 8세포기 (58.1% )가 2세포기 (33.3% ), 4세포기 (38.0% )보

다 발생율이 유의하게 높았다 (그림 2).

2) D - PBS를 이용한 냉동보호제의 처리

급속단계인 1단계에서는 2세포기 (23.8% )가 4세포기(40.9% ), 8세포기 (40.5% )에 비해 발생율이

유의하게 낮았다. 2단계에서는 2세포기 (30.0% )가 4세포기 (58.8% )와 8세포기 (60.0% )에 비해 발생율

이 낮았으며, 3단계에서는 8세포기 (69.2% )에서 유의하게 높은 발생율을 보였다. 4단계에서는 4세

포기 (66.7% ), 8세포기(86.2% )가 유의하게 발생율이 높았다 (그림 3).

3) IVF m edium을 이용한 냉동보호제의 처리

급속단계인 1단계에서는 유의한 차이는 없으나 8세포기 (41.2% )가 발생율이 높았고 2단계에서

는 2세포기, 4세포기, 8세포기에서 비슷한 발생율을 보였다. 3단계에서는 8세포기(50.0% )가 2세포

기 (30.4% )에 비해 발생율이 유의하게 높았고 4단계에서도 8세포기 (56.6% )가 유의하게 발생율이

높았다(그림 4).
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3. 냉동보호제의 급속단계 (1단계)와 저속단계(2, 3, 4단계)에 따른 배아의 발생률

1) HT F를 이용한 냉동보호제의 처리

그림 5와 같이 2세포기에서는 급속단계 (1단계)와 저속단계(2, 3, 4단계) 사이에 큰 차이가 없었

다. 4세포기에서도 급속단계 (1단계)와 저속단계 (2, 3, 4단계) 사이에 차이를 보이지 않았다. 그러나

8세포기에서는 4단계(58.1% )가 1, 2단계 (40.0% , 38.1% )보다 유의하게 발생률이 높았다 (그림 5).

2) D - PBS를 이용한 냉동보호제의 처리

2세포기에서는 급속단계(1단계)와 저속단계 처리에서 발생률이 비슷하였다. 4세포기에서는 급속

단계 (40.9% )에 비해 2단계(58.8% ), 4단계 (66.7% )에서 발생율이 유의하게 높았다. 8세포기에서는 저

속단계(60.0∼86.6% )에서 급속단계에 비해 발생률이 유의하게 높았다(그림 6).

3) IVF m edium을 이용한 냉동보호제의 처리

2세포기와 4세포기 모두에서 1, 2, 3, 4단계의 발생률이 비슷하였다. 그러나 8세포기에서는 유의

성은 없으나 4단계 (56.5% )가 급속 1단계 (41.2% )보다 발생율이 증가하는 경향을 보였다 (그림 7).
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고 찰

보조생식술의 주요한 목표의 하나는 난소의 과배란을 달성하여 많은 수의 난자를 획득하는 것

으로 이들 난자는 체외 상태에서 수정되고 난할 되어져 자궁내에 이식되게 된다. 그러나 너무 심

한 과배란 반응은 OH S S로 인해 병적인 반응을 보이거나 생명에 위험을 줄 수도 있다. 이런 환자

에게 내부적 혹은 외부적인 황체호르몬의 공급(lu t eal support )은 위험을 증가시키게 되며 가장 효

과적인 방법은 그 주기를 취소하는 것이 된다. 그러나 이러한 취소는 불임 환자에게 실망과 희생

을 크게하므로, 감소된 양의 hCG나 GnRH로 배란을 유도하여 모든 난자를 회수하여 보존하였다

가 다른 주기에 이식해 주어 임신을 유도하게 된다. 또한 과배란 주기 동안 자궁내막의 발달이 빈

약할 때도 배아이식을 다른 주기로 고려할 필요성이 있다. 이렇게 과거 10년동안 보조생식술의 발

달과 더불어 획득되어지는 많은 난자와 배아에 대한 냉동보존의 필요성이 더욱 절실하게 요구되

어 왔으며 이제 IVF - ET 주기에서 배란기에 많은 수의 난을 자극하는 능력과 함께 난자와 배아의

안전한 저장에 대한 요구는 또한 아주 중요하게 강조되어야만 하는 부분이 되고 있다. 그러나 생

존능력을 유지한 채로 냉동보존을 해야하는 세포들은 매우 복잡한 과정을 거칠 뿐만아니라 냉동

과 해빙의 과정 동안에 이들 세포들은 쉽게 손상되어질 수 있다. 세포내에 얼음형성 (ice

form at ion ), 용액의 영향 (solut ion effect s )과 삼투성 세포의 응축(osm otic cell shrink )등 냉동 동안

세포들에게 손상을 주는 요소들 이외에 세포들은 얼음 결정체 (ice cry st als )에 의해 물리적으로 손

상되어 질 수 있다. 특히 기계적인 요인에 의한 손상은 포유류의 난자나 배아처럼 세포가 클수록

그 손상도 크다. 세포생존이 냉동보존 방법의 성공에 있어서 유일한 목표가 되지만 실험과정에서

냉동과 해빙과정이 어떻게 손상을 일으키는가를 구별해 낸다는 것은 가능한 일이 아니다. 손상은

현미경하에서 투명대에 분열 혹은 투명대의 완전한 붕괴 및 세포의 퇴화로써 쉽게 인식되어 진다.

인간배아의 냉동보존에서 냉동과 해빙 후 보고된 생존율은 6∼80%의 범위이다. 인간배아는 다양

한 배양액내에서 냉동되어져 왔다. 즉 15% 인간혈청과 Earle ' s 배양액, H epes buffer T 6와 HT F

배양액, 10% 소태아 혈청 (fet al bovine serum )과 D - PBS , 20% 인간제대혈청과
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phosph ate - buffered saline 등에서 냉동되어졌다. 냉동과 해빙의 방법도 급속동결과 해빙, 저속동

결과 해빙등 다양한 방법이 시도되고 있다. 또한 서로 다른 냉동보호제들이 사용되어져 8%∼10%

gly cerol, 1.5M DM S O, 1.5M 1.2 PROH가 사용되었고, 그중에서 확산된 포배기(ex pan ded

blastocy st s )의 생존율은 1.5M DM S O에서 보다 gly cerol의 첨가에서 높게 보고되어졌다. DM S O는

난할단계의 배아를 냉동하기 위한 선택적인 냉동보호제로써 유전적인 손상을 유도하지 않는다고

알려져왔으나 유전인자 분화 (gen e differ ent iation )과정에서 세포융합(cell fu sion )을 유도하는데 있

어서는 DM S O의 사용에 신중을 요구한다. 더우기 1.5M 1.2 PROH는 난할단계 배아에서 높은 생

존율을 발현하는 것으로 보고되어 왔으며, 인간과 동물의 투명대의 붕괴를 최소화하는 것으로 보

고되어 왔다. DM S O가 초기 연구에는 가장 널리 사용된 냉동보호제였으나 P ROH는 독성이 감소

되기 때문에 냉동에 그 이용이 증가되고 있다. 또한 세포냉동기에서는 냉동하는 최저온도가 - 35℃

일 때 다단계에서 더 높게 발달하였고 - 110℃일 때에는 1단계에서 더 높은 난자 발달율을 보였다.

배아들은 발달의 모든 시기에 냉동되어 질수 있으나 냉동저항의 항진과 높은 임신율은 확산된 포

배기를 냉동하므로써 얻어질 수 있다. 그러나 장기간에 걸친 배양시간으로 배아의 소실이 증가되

어 적은수의 포배기만을 냉동할 수 있게 된다. 잠재 가능성이 있는 난할단계의 배아 (1, 2, 4 그리

고 8세포기)는 중간의 난할단계(3, 5, 6세포기) 배아들보다도 생존율이 더 좋다. 이것은 간기 할구

(in t erphase blast om eres )에 냉동저항이 증가하기 때문인지도 모른다. 이식에 있어서는 자궁내막의

age와 냉동- 해빙된 배아의 age에는 약간의 변이가 있다. 즉 자궁내막과 근접한 동시성

(syn chrony ) 이거나 자궁내막보다 1일 더 발달된 배아의 이식이 임신을 초래하였다. 냉동- 해빙된

포배기는 배란 후 자궁내막 4일째에 이식하였을 때에만 임신을 하였다.

어느 시기의 배아를 사용하여, 어느 종류의 동결액과 동결방법으로 냉동할 때에 좋은 생존율을

가질 수 있는지에 대해서는 논란이 많으며 냉동보존에 대한 체계가 아직 확립되어지지 않아 이에

대한 많은 연구들이 진행되어 지고 있다.

본 실험에서는 냉동보호제 처리 배양액에 따른 배아의 냉동보존 후 발생율에서 HT F에 냉동보

호제를 처리한 실험은 2세포기, 4세포기에서는 비슷한 발생율을 보였으며, 8세포기만이 높은 발생
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율을 보였다. D - PBS에서 2세포기 배아는 각 단계에서 비슷한 발생율을 보였고 4세포기 배아는 2

단계와 4단계에서 높은 발생율을 보였으며, 또한 8세포기 배아는 2, 3, 4단계에서 높은 발생율을

보였다. 또한 IVF m edium에서는 2세포기의 각 단계별로 비슷한 발생율을 보였고, 4세포기, 8세포

기는 4단계에서 발생율이 높았다. 이것은 배아를 냉동보호하기 위한 각 배양액 즉 m odified

phophat e buffered saline (D - PBS )과 phosphate (- ), g lu cose (- ), NaHCO3 (+)인 HT F m edium과

phosph ate (+), g lu cose (+), N aHCO3 (+)인 IVF m edium 사이의 buffer sy st em 차이에 기인될 수 있

는 것으로 추측되어진다.

또한 본 실험은 배아의 발생시기 별로 냉동보존을 비교 조사 하였으며 HT F에서는 1, 2, 3단계

에서 비슷한 발생율을 보였고 4단계에서는 8세포기가 2세포기와 4세포기 배아에서보다 높은 발생

율을 보였다. D - PBS에서는 1단계의 4세포기와 8세포기 발생율이 높았고, 2단계에서도 4세포기와

8세포기 발생율이 높았으며, 3단계에서는 8세포기가, 4단계에서는 4세포기와 8세포기에서 발생율

이 높았다. 또한 IVF m edium에서는 1단계, 2단계에서 각 세포기 사이에 비슷한 발생율을 보였고

3단계와 4단계에서만 8세포기에서 발생율이 높았다. 이렇게 각 단계에 따라 8세포기가 발생율이

비교적 높은 것은 8세포기가 비교적 안정기에 접어든 세포기임을 나타내는 것이기 때문인 것으로

추측되었다. 또한 본 실험에서 냉동보호제의 급속단계 (1단계)와 저속단계 (2, 3, 4단계)에 따른 배아

의 발생율은 HT F 에서는 2세포기와 4세포기에서 급속단계와 저속단계 사이에 큰 차이가 없었으나

8세포기에서는 4단계가 더 높은 발생율을 보였다. D - PBS에서는 2세포기에서는 급속단계와 저속

단계에서 발생율이 비슷하였고, 4세포기에서는 급속단계에 비해 2단계, 4단계에서 발생율이 높았

으며 8세포기 역시 저속단계 (2, 3, 4단계)에서 발생율이 높았다. IVF m edium에서는 2세포기와 4세

포기의 저속단계가, 8세포기에서는 4단계가 발생율이 높았다. 이로 보아 급속단계가 시간과 냉동

보호제의 절약면에서 우수하지만 저속단계가 비교적 발생율이 좋은 것으로 나타났다.
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결 론

생쥐 2세포기, 4세포기, 8세포기를 각 발생단계에서 채취하여 냉동보호제를 첨가한 서로 다른

배양액에서 배양하고, 배아의 냉동보존과 해빙시 급속처리와 저속처리단계로 비교하여 이들 조건

이 배아의 생존과 발현에 미치는 영향을 조사하여 다음의 결과를 얻었다.

1. 냉동보호제로 처리하여 배양액을 달리한 경우 급속단계에서는 모든 배양액에서 비슷한 발생율

을 보였고, 저속단계의 4세포기와 8세포기는 D - PBS에서 높은 발생율을 보였다 (P < 0.05,

P < 0.01).

2. 배아의 발생시기에 따른 냉동보존 후 발생율은 2, 4, 8세포기로 넘어갈수록 발생율의 증가를 보

여 8세포기에서 발생율이 가장 높았다 (P < 0.01).

3. 냉동보호제의 처리단계에 따른 발생율은 2세포기의 급속단계에서는 유사하였으나 4세포기와 8

세포기는 저속단계에서 높은 발생율을 보였으며 (P < 0.05), 특히 8세포기에서 가장 높았다

(P < 0.01).
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Table 1. The development of frozen-thawed embryos to blastocyst in HTF + PROH

cell stage

treatment step

2 cell 4 cell 8cell

1 step * 9/27(33.3) 6/ 15(40.0) 6/ 15(40.0)

2 step 7/25(28.0) 7/20(35.0) 8/2 1(38.1)

3 step 6/20(30.0) 8/25(32.0) 10/23(43.5)

4 step 9/27(33.3) 11/29(38.0) 18/31(58.1)

* No. of blastocysts/ No. of embryo cultured(%)

HTF : Human tubal fluid

PROH : Propanediol
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Table 2. The development of frozen-thawed embryos to blastocyst in D-PBS + PROH

cell stage

treatment step

2 cell 4 cell 8cell

1 step * 5/2 1(23.8) 9/22(40.9) 8/20(40.0)

2 step 6/20(30.0) 10/ 17(58.8) 12/20(60.0)

3 step 6/ 19(31.6) 10/2 1(47.6) 18/26(69.2)

4 step 7/2 1(33.3) 14/2 1(66.7) 25/29(86.2)

* No. of blastocysts/ No. of embryo cultured(%)

D-PBS : Dulbecco's phosphate-buffered salaine

PROH : Propanediol
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Table 3. The development of frozen-thawed embryos to blastocyst in IVF medium + PROH

cell stage

treatment step

2 cell 4 cell 8cell

1 step * 5/ 17(29.4) 7/ 19(36.8) 7/ 17(4 1.2)

2 step 5/ 15(33.3) 8/20(40.0) 9/20(45.0)

3 step 7/23(30.4) 8/23(34.8) 11/22(50.0)

4 step 11/26(42.3) 10/2 1(47.6) 13/23(56.5)

* No. of blastocysts/ No. of embryo cultured(%)

PROH : Propanediol
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