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A B S T RA CT : In the studies on the hatching mechanism s in mammals , many investigator s

focused on the embryonic intrinsic factor (s ) in in vitro culture, but the uterine environment as an

extrinsic factor (s ) is thought to play an important role in hatching mechanism . T herefore to

evaluate the effect of uterine environment on the hatching event in v ivo, the immature(GV ) and

ovulated (MⅡ) oocytes , and the late 2- cell embryos of mouse were tran sferred to pseudopregnant

foster mother ' s uterus during peri- implantation period. So it w as verified whether there would

happen hatching by only uterine environment independently on embryonic stage. T he ultrastructural

changes of the zona surface of transferred group were compared with those of in vivo and v itro

group by SEM. 36hr s after tran sfer , the immature and ovulated oocytes almost degenerated, and

the late 2- cell embryos developed to various embryonic stages . However , the embryos which didn 't

develop to blastula stage did not hatch . T he ultrastructural netw ork of ZP in transferred group

seemed to be smoothed uniformly , which was different from in vitro group. In conclusion , it is

suggested that the uterine environment during peri- implantation period enhances the embryo

hatching by provoking the structural change of ZP .

K e y w o r d s : H a t ch in g , M ou s e em b ry os , Zon a p e llu cid a (ZP ), U t er u s , S E M

서 론

수정 후 포유류의 초기 배아는 밀집화 (com pact ion ), 포배형성 (blast ocy st form at ion ), 부화

(hat chin g ), 착상 (im plant at ion ) 등 역동적인 여러 사건을 통해 하나의 개체로 발생한다. 특히 배아

가 투명대(zon a pellu cida , ZP )로부터 이탈하는 부화현상은 배아가 모체의 자궁내막에 착상하기 위

해서 선행되어야만 하는 중요한 사건이다.

투명대는 포유류의 난자가 분비하여 형성되는 당단백질 (g ly coprot ein )의 두꺼운 막으로서 성

장 시기 중 2차 난포 (secondary follicle ) 시기에 형성되어 난자가 성숙하면서 복잡한 구조로 변화

한다. 또한 종에 따라 당단백질의 종류와 구조는 다양하며 생쥐의 경우 ZP 1 (200 kD ), ZP 2 (120

kD )와 ZP3 (83 kD ) 등 3 종류의 당단백질로 구성되어있다 (W as sarm an , 1988). 투명대는 수정 직

후 피질반응 (cort ical r eaction )과 투명대반응 (zona react ion )을 통해서 생화학적 구조가 변화하여

다수정(poly sperm y )을 방지하고, 배아를 외부 환경으로부터 보호하며, 배아의 형상을 유지시켜 준

다.

부화는 포배강의 확장에 의한 팽압의 증가와 특정 단백질 분해효소에 의한 투명대 용해에

의해 일어나는 것으로 알려져 있다 (Pin sker e t al., 1974; P eron a an d W assarm an , 1986). 그러나,

일부 보고에 의하면 팽압은 부화와는 무관하며 주로 단백질 분해효소 등에 의해 투명대가 용해

되는 것이 부화의 주된 기작이라고 알려져 있다 (Gordon an d Dapunt , 1993: ch eon e t al., 1997).

부화에 관련된 여러 가지 단백질 분해효소들은 이미 극피동물 (Yasum asu , 1961; Edw ards

e t al., 1977), 양서류 (Caroll an d H edrick , 1974; Kat agir i, 1976), 파충류 (Yam agam i, 1972) 등에
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서 잘 알려져 있다. 생쥐의 경우, 모체의 자궁액에는 단백질 분해효소가 존재하며 (Pin sker e t al.,

1974), 포배의 영양외배엽 (t rophoect oderm )에서 분비하는 trypsin과 유사한 단백질 분해효소

(t ryp sin - like protein ase)인 stryp sin이 부화를 유도하는 것으로 보고되었다 (P erona and

W assarm an , 1986; S aw ada e t al., 1990). 그리고 착상 시기에 포배의 영양외배엽이 분비하는 효소

의 일종인 t is su e type plasm in og en act iv ator (t - P A )는 착상시에는 tryp sin 유사 효소의 기능을

가지고 있다 (Strickland e t al ., 1976).

체외 (in v itro )에서 배양한 배아의 부화기작과 체내(in v iv o)에서의 부화기작은 상당히 다른

것으로 알려져 있다. 배양 상태에서 투명대는 배아에 의해 찢겨진 후 빈 투명대 (ghost ZP , shed

ZP )가 그대로 남아있게 되지만 체내에서 부화가 진행된 경우에는 빈 투명대는 사라지게 된다

(M cLaren , 1970). 이는 자궁에서 분비한 ly sin과 같은 단백질 분해효소에 의해 용해되는 것이라고

추정된다. 특히 ham ster의 경우 자궁에서 분비하는 prot eoly sin이 능동적으로 부화에 관여하는 것

으로 보고되었다 (Gonzales and Bavister , 1995). 그러나 생쥐의 경우 자궁의 환경보다는 산소유리

기 (ox yradical) (T h om as e t al., 1997)나 여러 단백질 분해효소 등과 같은 배아 자체의 요인에 의

해서 투명대를 직접 용해하는 것으로 보고되고 있고 (P eron a an d W as sarm an , 1986; Confin o e t

al ., 1997), 배아와 자궁의 상호 조절에 의한 기작이라는 중론적인 의견이 제시되고 있다

(M cLaren , 1970; Gon zales and Bavist er , 1995).

많은 종 (species )에서 배아의 부화에 대한 연구가 진행되었지만 생체 내에서의 연구는 부진

한 상태이다. 그 이유는 생쥐의 경우처럼 비교적 짧은 몇 시간동안에 부화가 일어나고 부화와 투

명대의 용해 (ly sis ) 현상이 매우 근접하여 일어나기 때문이다 (M cLaren , 1970).

본 연구에서는 자궁내 환경이 투명대 미세구조의 변화에 미치는 영향을 조사하기 위해 자궁

과 시기적으로 일치하지 않는 난자와 초기 배아를 착상기간의 자궁내로 이식하여 배아의 발생시

기와 부화의 관계와 그리고, 자궁에서 분비하는 ly sin같은 효소들이 부화를 어떻게 일으키는 지를

알아보고자 하였다. 또한 주사전자현미경 (scanning electron m icroscope)을 이용하여 이들 이식군

의 투명대 외면 (surface)의 미세구조 변화를 정상군 및 체외배양군과 비교 관찰하였다.

재 료 및 방 법

1 . 난자 및 배 아의 획 득

실험동물은 광주기를 명(light ) 14시간, 암(dark ) 10 시간으로 조절하고, 물과 먹이를 충분히

공급하여 사육된 생쥐 (S w iss Albin o, ICR )로서 생후 8∼10 주 된 암컷과 10주 이상된 수컷을 사

용하였다. 난자와 배아의 획득을 위한 모든 생쥐들은 경추파괴로 도살하였다. 난자와 배아의 수집

을 위한 기본배양액으로는 0.4 %의 bovin e serum album in (BSA )이 함유된 Hepes - buffer ed

M edium 2 (M 2+BSA ; F ult on an d W hit tingham , 1978)를 사용하였다.

미성숙 난자(GV st age oocyt e ) 획득은 암컷의 복강에 pregnant m are ' s serum gonadotropin

- 3 -



(PM S G, Sigm a ) 5 IU를 복강 주사한 후 45∼46 시간에 난소를 적출하고 M 2 배양액으로 세척하

여 혈액을 제거한 다음 해부현미경 (W ild, M5) 시야에서 예리한 바늘로 난포 (follicle )를 터뜨려 핵

막 (germ in al v esicle, GV )이 보이는 난자만을 수획하였다.

배란 난자 (MⅡst age oocyt e )는 복강에 PM S G 5 IU를 주사한 후 48 시간만에 hum an

chorionic g on adotropin (hCG, Sigm a ) 5 IU를 주사하여 과배란을 유도하고, h CG 주사 후 19∼20

시간에 수란관의 팽대부에서 난자- 난구복합체(oocyt e - cum ulu s com plex )를 적출한 다음, 0.3

m g/ m l의 hy aluronidase (Sigm a )로 난구세포 (cum ulu s m ass )를 녹여내어 수획하였다.

후기 2- 세포기 배아의 획득은 암컷에 PM S G와 h CG를 48 시간 간격으로 5 IU 씩 복강주사

하여 과배란을 유도한 뒤 수컷과 합사시켰고, 다음날 질전 (v agina plug )이 확인된 암컷들에서

h CG 주사 후 (post h CG inject ion ) 47∼48 시간만에 수란관을 적출하여 M 2+BSA 배양액으로 관

류시켜 2- 세포기의 배아만을 수획하였다.

획득한 난자 및 배아는 3%의 BSA를 함유한 KS OM 배양액 (Law it t s and Bigg er s , 1993)이

담긴 조직배양접시(T is su e culture dish , 60×15 m m , Cornin g 25010)로 옮긴 다음, 대리모의 자궁

으로 이식하거나 배양하였다.

2 . 대 리 모 의 가임 신 유 도

대리모 (foster m oth er )를 얻기 위하여 암컷 생쥐를 2주 전에 미리 수란관 (ovidu ct )을 결찰

(ligation )하였고, 가임신 (pseudopregn an cy )을 유도하기 위해서 PM S G 5 IU와 hCG 5 IU를 48 시

간 간격으로 복강 주사하여 배란을 유도시킨 다음 수컷과 합사시켰다. 다음 날 오전에 질전이 발

견된 암컷만을 선별하여 대리모 (foster m other )로 사용하였다.

3 . 난 자 및 배아 의 이 식 (o oc y te/ em bry o tran s fe r )

대리모로 사용할 암컷 생쥐가 h CG 주사후 75∼76 시간이 되었을 때 2.5 % Av ert in을 체중

1 g 당 0.014 m l의 기준으로 복강 주사하여 마취시키고 등쪽으로 절개하여 자궁을 꺼냈다. 바늘

(26 gau ge )로 좌우 자궁의 상단부에 구멍을 낸 후 미리 준비된 공여 난자나 배아를 glass pipet t e

를 이용하여 각각의 자궁각(ut er in e horn )에 10 개씩 이식하였다.

4 . 정 상 군 및 이 식 군 의 수획

정상군 (in v iv o group )은 배란을 유도하여 수컷과 합사시킨 후 질전이 확인된 암컷에서 획득

하였다. hCG 주사후 96∼112 시간 사이에서 자궁을 적출한 후 자궁경부로부터 1 m l의 phosphat e

buffered saline (PBS , pH 7.2)을 3회 이상 관류시켜 배아를 수획하였다

이식군 (t r an sferr ed group )은 난자 및 배아를 이식받은 대리모가 이식 후 36 시간(hCG 주사

후 111∼112 시간)이 되었을 때 자궁을 적출한 후 자궁경부로부터 1 ml의 phosph ate buffered

saline (PBS , pH 7.2)을 3회 이상 관류시켜 이식시킨 난자와 배아를 수획하였다.

5 . 체외 배 양 (I n v i t r o culture )

체외배양군 (in v itro cultured group )은 이식군을 위한 동일한 집단에서 획득한 공여난자나

배아로서 3m g/ m l의 bovine serum albumin을 함유한 KS OM 배양액이 담긴 조직배양접시 (T is sue
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culture dish , 60×15m m , Corning 25010)에서 37℃, 5 %의 이산화탄소(CO2 )와 95 %의 공기가 혼

합공급되고 100 % 습도가 유지되는 배양기 (Cellst ar , QW J500)에서 이식군이 자궁내 환경에 노출

되는 기간과 동일하게 36 시간동안 배양하였다.

6 . 주사 전 자 현 미 경 관 찰

투명대의 외면 (out er surface)을 주사전자현미경으로 관찰하여 미세구조를 분석하였다. 모든

시료는 0.5 % glutar aldehy de (Sigm a )가 함유된 PBS로 4℃에서 하루동안 고정한 후, PBS로 3회

이상 세척하여 0.1 %의 poly - L - ly sin 용액(Sigm a )으로 얇게 덮인 유리 slide (8 m m×8 m m )에

시료가 건조되지 않도록 주의하여 부착하였다. 시료가 부착된 slide는 0.1 % osm ium t etrox ide

(OsO4 )로 1 시간동안 후고정 (post fix at ion )하였다. 이렇게 준비된 시료는 일련 농도 (50∼100% )

의 eth anol(M erk )로 탈수과정 (dehy drat ion )을 거친 후 이산화탄소와 친화력이 좋은 isoam ylacetate

로 치환한 다음 액화 이산화탄소 임계건조기 (Critical P oint Dry er ; HIT A CHI, H CP - 2)를 사용하여

건조시켰다. 건조된 시료는 알루미늄 시료 고정대(specim en h older , stub )에 휘발성 접착제를 이용

하여 부착시키고 접착제가 완전히 마르면, 고진공상태에서 이온분사기 (HIT A CHI, E - 1010)를 이

용하여 금이온 (Au 2 + )을 20nm의 두께로 시료의 표면에 증착시킨 후 주사전자현미경 (HIT A CHI,

S - 2380)으로 15∼25kV의 전압 상에서 관찰하였다.

결 과

1 . 정상 군 (I n v iv o g roup )에 서 의 부 화기 간

본 실험에서 정상군의 경우, h CG 주사시간을 기준으로 하였을 때, 96 시간 이전에는 부화가

전혀 진행되지 않았으며 (0% ), 96 시간에서부터 104 시간사이에서 부분적으로 투명대를 찢고 나오

거나 (10% ) 완전히 부화한 포배 (12% )가 관찰되었고 104 시간에서부터 112 시간사이에서 주로 부

화가 완전히 진행되어 투명대가 남아 있지 않는 포배 (50% )가 관찰되었다. 112 시간에서는 대부분

의 배아가 부화하였고 (55% ) 부화과정에 있는 배아는 전혀 관찰되지 않았으며 부화하지 않은 포배

는 주로 수축된 포배였다 (32% ) (F ig . 1).

2 . 정상 군 의 투 명대 미 세 구 조 변 화

정상군의 투명대 외면의 미세구조를 살펴보면, 미성숙 난자(GV oocyte ; 46 hr s post P M S G

inj ect ion )는 완만한 굴곡을 보이는 구멍이 적은 형상 (F ig . 2A )이고 배란 난자(20 hr s post h CG

inj ect ion )는 방사관 세포 (corona radiat a cells )의 세포질 돌기가 자리했던 구멍이 많이 보이는 해

면체 구조이었다 (F ig . 2B ). 2- 세포기 배아 (48 hr s post hCG inject ion )는 굴곡이 심한 망상구조가

더 선명하고 (F ig . 3A ), 말기 포배 (96 hr s post hCG inject ion )에서는 비교적 표면이 평평해지고

구멍이 매우 작아져 있었다 (F ig . 3B ). 수축된 포배 (shrunk blast ocy st ; 112 hr s post hCG

inj ect ion )에서는 망상구조는 보이지 않고 매끈한 모양이었다 (F ig . 3C).

3 . 이식 군 (T ran s f erre d o oc y te/ em bry o g roup )의 투 명 대 미 세 구 조 변 화
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F ig . 1의 결과에 근거하여 h CG 주사후 96 시간까지는 부화는 일어나지 않았으며 112 시간

(post h CG inject ion )에는 충분히 부화가 진행되었다고 판단하고 이를 기준으로 하여 가임신된

(pseudopregn ant ) 대리모가 hCG 주사 후 76 시간이 되었을 때 난자나 배아를 이식하였고, 96 시

간이나 112 시간이 되었을 때 이식군을 관류법으로 수거하였다. 이식된 후 대다수 미성숙 난자

(82% )와 배란 난자 (84% )는 퇴화되었고, 이식된 2- 세포기 배아는 대리모의 자궁으로 이식된 후 대

리모가 hCG 주사 후 96 시간이 되었을 때 (이는 20 시간동안 자궁 환경에 노출된 때) 초기 포배

기까지 발생이 진행되었으나 부화가 진행된 것은 없었고 (dat a w ere n ot show n ), 112 시간 (36 시

간동안 자궁 환경에 노출된 때)에서도 거의 전부가 부화되지 않았으며 체외배양군과 비교하였을

때 대부분이 발생을 진행하지 못하였다 (T able 1).

이들 이식군의 투명대 미세구조를 살펴보면 2- 세포기의 배아의 경우, 정상군이 부화가 진행

되기 전인 hCG 주사후 96 시간에 수획된 배아의 투명대는 평평한 해면체 구조로서 구멍이 보이

지만 (F ig . 4C) 112 시간에 수획한 배아는 구멍이 거의 사라지거나 매우 매끈한 모양이다 (F ig .

4A ). 112시간에 수획한 이식군의 미성숙 난자와 배란 난자의 투명대도 전체적으로 매끈한 모양이

지만 미성숙 난자의 것이 조금 더 거칠은 형상을 나타내었다 (F ig . 5A and 6A ).

4 . 체외 배 양 군 (I n v i t r o g roup )의 투 명 대 미 세 구 조 변화

체외배양군은 이식군이 자궁 환경내에 노출되는 시간과 동일하게 36 시간동안 체외배양하였

다. 이때 체외배양군의 난자 및 배아는 이식군과 동일한 암컷에서 획득한 것들이었다. 말기 2- 세

포기의 배아는 포배강이 형성되기 시작하는 초기 포배 (26.7% )와 상실배 (73.3% )로 발생하였고

(T able 1), 미성숙 난자와 배란 난자는 대부분이 퇴화하였다.

이들 체외배양군의 투명대 외면의 미세구조는 이식군의 것과는 다른 양상을 나타내었다. 2-

세포기에서부터 36 시간동안 배양되어 상실기 (m orula )에 도달한 배아의 투명대 외면은 해면체 모

양으로 구멍이 크고 망상구조의 연결이 부드럽게 보였다 (F ig . 4B ). 배양된 미성숙 난자는 망상구

조가 굵고 굴곡이 있는 모양으로 변하였고 (F ig . 5B ), 배란 난자는 망상구조의 구멍이 없어지는

양상을 나타내었다 (F ig . 6B ).

고 찰

포유류 배아에서 부화 기작으로는 포배강의 확장에 의한 팽압설과 단백질 분해요인에 의한

용해설 두 가지가 있는데 팽압은 부화와는 무관한 것으로 보고되고 있으나 (Gordon an d Dapunt ,

1993) 부화에 관련된 여러 가지 단백질 분해효소들은 계속 발견되고 있다.

특히 체외 배양기술의 발달로 말미암아 배아 자체에서 분비하는 부화인자들에 관하여 많은

것들이 밝혀졌다. 포배의 영양외배엽에서 분비하는 strypsin , t is sue type plasminogen activ at or ,

h epsin , m et alloprot einase 등과 같은 단백질 분해효소와 포배에서 급격히 발생하는 oxyradical은

투명대를 직접 용해하는 것으로 보고되었다 (Caroline e t al., 1996; P erona an d W assarm an , 1986;

T hom a s e t al., 1997; Vu e t al., 1997). 그러나, 체외에서 배양한 배아의 부화현상과 체내에서의
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부화현상은 상당히 다른 것으로 알려져 있으며 (M cLaren , 1970) 생체 모델 (in v iv o m odel)로서

부화에 관한 초창기 연구에서는 자궁의 내분비학적 환경 변화에 따라 투명대가 사라지는 현상

(zon a pellu cida ly sis )은 착상기간을 전후하여 증가된 자궁액의 단백질 분해 능력 (prot eoly tic

activ ity )에 의한 것이며 (P in sker e t al., 1974), 이런 현상은 생쥐의 경우 estrog en에 의존적이고

(Or sini an d M cLaren , 1967; M cLaren ; 1970) 햄스터 및 토끼에서는 progest eron e에 의존적인 것

으로 보고되었다 (Gonzales an d Bavister , 1995).

최근에 다시 체내 (in v iv o) 환경의 중요성이 대두되면서 이 방향으로 연구가 진행되고 있다

(Gon zales an d Bavist er , 1995; Lee e t al., 1997). 특히, 사람의 불임 치료를 위한 IVF - ET (I n

V itro F ert ilizat ion - Em bry o T ran sfer ) 시술과정에서 배아의 체외배양은 불가피한데 이때 일어나는

투명대의 경화현상(zon a hardening )은 부화율 감소의 원인이 되며 이는 임신의 성공 여부와 직접

적으로 관련되어 있다. 따라서 생체내 부화기작을 명확히 밝히는 것은 착상과 임신을 조절하고 개

선하는 데 매우 중요하다 (Gordon and Dapunt , 1993a an d b ).

본 연구에서는 부화에서의 자궁의 영향을 조사하기 위해 부화가 일어나는 착상기간의 자궁

에 발생시기가 일치하지 않는 난자와 초기 배아를 이식하므로써 자궁환경이 배아의 발생시기와

무관하게 부화를 일으킬 수 있는 지를 알아보았다.

부화는 hCG 주사후 102 시간에서부터 개시되어 몇 시간 이내에 완결되는 것으로 관찰되었

으며 이 결과는 이전의 보고와 유사하였다 (T hom as e t al., 1997) (F ig . 1). 실험결과에서 보면

h CG 주사후 96 시간이 되기 이전에는 대리모의 자궁내에서 특별한 부화인자가 발현되지 않고 그

이후에는 발현되어 부화가 충분히 진행되었다고 판단하였다. 그러나 112 시간(post hCG injection )

에도 부화되지 못하고 잔류해 있는 수축된 포배 (shrunk blast ocy st )나 상실배와 같은 배아들이 정

상군에서 관찰되었는데, 이는 배란 유도를 위해서 PM S G나 hCG와 같은 외래 호르몬을 과량 주사

하였을 때 나타나는 배아의 비정상적인 발생과 투명대의 경화현상 (Miller an d Arm strong , 1981a

and b ; Lim e t al., 1997)에 기인한 것으로 추측된다.

자궁내에 이식한 미성숙 난자와 배란 난자는 대다수가 퇴화 (deg enerat ion ) 하거나 절편화

(fragm entat ion ) 되었고, 이식된 2- 세포기 배아는 발생이 지연되거나 정지되는 경향을 보였으며

일부 정상 발생을 진행한 경우에도 부화가 된 것은 극소수였고 이것을 제외하고는 어느 이식군도

투명대가 사라진 것은 없었다 (T able 1). 이상의 결과는 착상기간 자궁내에 조성된 환경만으로는

투명대가 사라지지 않으며 최소한 포배기 (blastu la )에 도달한 배아만이 부화할 수 있는 능력을 가

진다고 추정할 수 있고, 배아에서 기원한 부화에 관련된 여러가지 효소들이 포배기에서부터 발현

된다는 사실이 이를 뒷받침한다 (P erona and W a ssarm an , 1986; S aw ada e t al., 1990; Str ickland

e t al., 1976).

정상군의 투명대 미세구조 변화를 관찰한 결과, 생쥐의 투명대는 난자의 성숙과 발생에 따라

변화하였고, 이전의 보고와 유사한 결과를 얻어내었고, 미성숙 난자와 배란 난자에서 보이는 투명

대 구조의 변화는 정자와 수정할 수 있는 수정능력과 관련이 있을 것으로 보고되었다 (F am iliari
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e t al., 1992).

체외배양군의 투명대 미세구조와 이식군은 매우 다른 양상을 보였다. 2- 세포기 배아를 이식

한 군들은 36 시간동안 착상기간 전후의 자궁내 환경에 노출된 후 포배, 상실배, 4 - 세포기 등 다

양한 발생양상을 보였는데 이들의 투명대 미세구조 (F ig . 4A )는 초기의 2- 세포기 모양과는 달리

미세한 망상구조가 보이지 않고 전체적으로 망상구조가 용해되어 구멍이 사라진 것으로 관찰되었

고 이는 정상군에서 post h CG 112시간에 존재하던 수축된 포배의 투명대 구조 (F ig . 3C)와 유사

하였다. 반면에 같은 시간동안 체외배양한 2- 세포기 배아는 초기 포배와 상실배로 발생하였지만

이들의 투명대 구조에서는 망상구조의 구멍이 잘 관찰되었다 (F ig . 4B ). 이식한 미성숙 난자와 배

란 난자는 역시 이식한 2- 세포기 배아처럼 전체적으로 매끈한 모양으로 망상구조와 구멍은 관찰

되지 않았다 (F ig . 5A and 6A ). 반면 체외배양한 배란 난자는 퇴화하면서 미세한 망상구조가 서

로 융합된 듯이 보였고 (F ig . 5B ), 미성숙 난자는 비록 퇴화하는 과정이었지만 망상구조가 나타났

다 (F ig . 6B ). 이는 미성숙난자가 체외에서 성숙(m aturat ion ) 되는 동안 배란 난자와 유사한 투명

대 구조를 갖게 되는 것으로 추정된다 (F am iliar i, 1992).

착상기간의 자궁내 환경은 배아의 발생시기와는 무관하게 배아의 투명대 구조를 평평하게

변화시킨 것으로 관찰되었다 (F ig . 4A , 5A , 6A ). 자궁내의 어떠한 요인의 난자와 배아의 투명대

미세구조를 변화시켰는지 본 연구에서 밝힐 수 없었지만 투명대를 용해시키는 요인으로는 높은

온도, 낮은 pH와 투명대 구조 사이의 공유결합을 파괴하는 prot ease, dith iothreit ol 등이 알려져 있

다 (Rob ert an d Stev en , 1995). 이들 중 자궁에서 분비하는 prot ease가 가장 유력한 요인으로 추정

되는데, 착상기간 중 생쥐 자궁액의 단백질 분해능력이 증가되고 (Pin sker e t al., 1974), 생쥐 배아

의 배양액에 prot ease를 첨가하면 부화율이 증가한다고 하였다 (Lee e t al., 1997). 따라서 자궁에

서 분비되는 단백질 분해효소들은 배아의 발생상태와 무관하게 투명대의 구조를 평평하게 변화시

키며, 이때 배아의 발생 단계가 적절치 않은 경우 부화에는 충분하지 않은 것으로 사료된다.

결론적으로 착상기간의 자궁내 환경은 투명대 구조를 변화시키므로써 부화를 용이하게 하지

만 부화 현상에는 배아 자체요인에 의한 투명대의 변화가 반드시 수반되어야 하는 것으로 사료된

다. 앞으로 착상을 전후하여 자궁에서 분비된 부화요인에 대한 분석과 부화과정에서 배아와 자궁

간의 신호전달기작에 관하여 보다 많은 연구가 진행되어야 할 것이다.
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F ig . 1 . T he st at e of m ou se blast ocy st s r etr eiv ed from the ut eru s (in v iv o group ) accordin g t o

the tim es of post - hCG injection . BL ; blast ocy st , HgBL ; hatchin g blast ocy st , HdBL ; h atched

blastocy st w ithout zon a pellu cida . Deg ; degen erat e em bry o. n = num ber of em bry os retreiv ed

T able 1 . T h e D ev e lopm en t of th e 2 - c e l l em bry o s tran s f erre d t o ut eru s (A ) an d

c ultu re d in v i t r o (B )

Exp . gr oup
No.(%) of e mbryos

2C 3- 4C 5- 8C M BL HdBL Deg

A 29a 7 (24.1) 5 (17.2) 0 (0.0) 4 (13.8) 1 (3.5) 1 (3.5) 11 (37.9)

B 30b 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 22 (73.3) 8 (26.7) 0 (0.0) 0 (0.0)

Embryos we re exposed to uterus for 36hrs , whe n foste r mothe rs we re at 76∼ 112 hrs post hCG injection (A) or e mbryos

we re cultured for 36 hrs (B). a : Numbe r of e mbryos recove red afte r tra nsfe r. b: Number of embryos cultured.

Abbreviations : C; ce ll, M; morula , BL; blastocyst, HdBL; hatched blastocyst, Deg; dege ne rate e mbryo.
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F ig . 2 . S canning electron m icroph ot ograph s of the out er surface of zon a pellu cida of m ou se

im m ature (A ) and ovulat ed oocyt e (B ). Arrow s indicate cumulu s deriv at iv es . S cale

bar is 2μm .

F ig . 3 . S canning electron m icrophotograph s of out er surface of zon a pellucida of m ou se 2- cell

(48 hr s post hCG injection ) (A ), ex panded blastocy st (96 hr s post hCG inject ion )(B )

an d shrunk bla st ocy st (112 hr s post hCG inject ion )(C) in v iv o . S cale b ar is 2μm .

F ig . 4 . S canning electron m icroph ot ograph s of the out er surface of zon a pellu cida of m ou se

em bry o tran sferr ed t o uteru s (A , C) an d cultured in v itro (B ). A , Blast ocy st

dev eloped from the 2- cell em bry o w hich w as exposed t o ut eru s for 36hr s , w h en

fost er m oth er s w as at 76∼112 hr s post h CG inject ion ; B , M orula cultured from

2- cell em bry o for 36 hr s ; C, 4- cell em bry o dev eloped from the 2- cell em bry o w hich

w as exposed to uteru s for 20hr s , w h en fost er m other w as at 76∼96 hr s post hCG

inject ion . S cale bar is 2μm .

F ig . 5 . S canning electron m icrophotograph s of the out er surface of zona pellu cida of ovulat ed

oocyte tr an sferr ed t o ut eru s (A ) and cultured in v itro (B ). A , Oocyt e deg en erated

from th e ovulat ed oocyt es (MⅡ) w hich w as ex posed t o ut eru s for 36hr s , w hen foster

m oth er w as at 76∼112 hr s post h CG inj ect ion ; B , Degen erat e oocyt e cultured from

ovulat ed oocyte for 36 hr s . Arrow s in dicat e cumulu s deriv ativ es . S cale bar is 2μm

F ig . 6 . S canning electron m icrophotograph s of out er surface of zon a pellucida of im m ature

oocyt e tr an sferr ed t o ut eru s (A ) an d cultured in v itro (B ). A , Oocyt e deg enerated

from the im m ature oocytes (GV ) w hich w ere ex posed t o uteru s for 36hr s , w hen

foster m other w as at 76∼112 hr s post hCG inject ion ; B , Deg enerate oocyt e cultured

from GV st ag e for 36 hr s . Arrow s indicate cum ulu s deriv at iv es . S cale bar is 2μm .

Abbreviat ion : GV , g erminal v esicle.
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