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Objective: Human infertility clinics have been faced the demand for improving clinical results. The 
purpose of this study was to evaluate the effect of microsurgical removal of damaged blastomeres (DB) 
in frozen-thawed embryos on the clinical outcomes. 

Methods: From January 2003 to May 2004, out of 258 thawing ET cycles were divided into three 
groups: Group-1 (n=46): Intact cleavaged embryos after thawing. Remained cycles with embryos 
containing DB were randomly divided into two groups. Group-2 (n=102): Drilling zona pellucida (ZP) 
of frozen-thawed embryos by acidified Tyrode's solution. Group-3 (n=110): Drilling ZP and removal of 
DB. Embryos after microsurgical manipulation were transferred into the uterus of patients. 

Results: Clinical profiles and the mean number of transferred embryos among three groups were not 
different. Pregnancy and implantation rates were similar in three groups. It were 30.4% and 9.3% in 
Group-1, 29.4% and 7.8% in Group-2, and 26.4% and 7.6% in group-3, respectively. Miscarriage rate 
in Group-3 (37.9%) was slightly higher than those in Group-1 and Group-2 (14.3% and 23.3%), but it 
was not statistically significant. 

Conclusion: Intact cleaving embryos after DB removal showed higher potent of pregnancy and 
implantation. We could not find any improvement of clinical outcome by removal of DB in frozen-thawed 
embryos. 
Key Words: Damaged blastomeres (DB), Microsurgical removed, Frozen-Thawed embryo, Pregnancy 
rate 
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1972년 쥐에서 동결 배아를 이용한 산자의 생산

이 성공한1 이후 초기 배아의 동결보존 기술은 가

축을 포함한 대동물과 인간에게도 적용이 확대되었

다.2,3 그 결과로 1984년 호주에서 최초로 인간의 동
결 배아 이식 후에 성공적인 분만이 보고되었고,4 
그 후 계속되는 연구를 통해 많은 발전이 이루어 
졌다. 한편 지난 20년 동안 괄목할만한 과배란 유도

방법의 발전으로 채취된 난자의 수와 배아의 수가 
증가하였다.5 또한, 배양 기술의 발전과 다태아 임
신의 방지책으로 소수의 배아만이 이식되어 발생 능
력을 가진 잉여 배아가 증가하였고, 이들의 보관을 
위한 배아의 동결보존 방법은 시험관 아기 시술 과
정에서 가장 중요한 업무 중 하나가 되었다.6 그 외
에도 난소 과자극 증후군 (ovarian hyperstimulation 
syndrome)이 심할 경우,7 난자채취 후 체외수정이 
불가능한 경우, 그리고 난자 공여자와 수여자간의 
착상시기가 일치하지 않을 경우, 암과 같은 병의 치
료를 위해서 방사선 치료를 받아 그 이후의 생식 기
능의 유지에 문제가 발생할 것으로 사료되는 환자

에서도 동결보존이 생식 능력을 유지할 수 있는 대
안으로 제시되고 있다. 

배아의 동결과 융해 그리고 그 배아의 이식은 시
험관 아기 시술 프로그램에서 많이 연구되고 있음

에도 불구하고 동결과 융해 이후 배아의 생존율과 
안전성, 이식 이후의 착상율과 임신율은 동결과 융
해의 과정을 거치지 않은 배아의 착상율과 임신율

에 비해 저조하게 나타나고 있다.8 이러한 차이를 
극복하고 임상적인 착상율과 임신율의 상승과 안정

을 위하여 연구자들은 보다 안정한 동결보호제와 
동결 방법을 개발하고자 노력하고 있다. Trounson과 
Mohr4는 1983년에 완만동결 방법으로 동결보호제인 
1.5 M dimethylsulphoxide (DMSO)을 사용하여 인간

의 4~8세포기 배아를 -80℃까지 동결시킨 뒤 액체

질소에 보관하였고, 융해 후 이식하여 최초의 임신

성공을 보고한 바 있다. 그 후 Zeilmaker 등9은 1.45 
M DMSO를 사용하여 -40℃까지 완만동결한 배아를 
이용하여 일란성 쌍생아의 탄생을 보고하였다. La- 
ssalle 등10은 배아를 1.5 M 1,2-propanediol (PROH)
와 0.1 M sucrose을 사용하여 평형을 시킨 후 -30℃
까지 완만동결을 시도하였다. 최근에는 ethylene gly- 
col (EG)이 세포 내 투과성이 높고 독성이 낮은 장

점 때문에 동물과 인간 난자와 배아의 동결에 널리 
이용되고 있다.11 

이러한 동결보존제의 선택 외에도 동결 방법에 
대한 연구가 많이 진행되고 있다. 기존의 완만동결

법과 달리 고농도의 동결보호제를 사용하여 초급속

으로 동결하여 세포내에 얼음 결정 (Ice Crystal)이 
생기지 않게 하는 초급속동결법 (vitrification)이 도
입되어 좋은 임상 결과를 얻고 있다.12~14 이러한 동
결 방법의 발전은 동결 배아의 생존율을 증진시키

고 있으나 아직도 배아의 상태에 따라 동결 해동 
후 일부 할구에 상해가 나타나곤 한다. Etiene15와 
El-Toukhy16 등은 일반적으로 발생기 배아의 상해는 
포배 내 할구수의 감소를 유도하고 배아에서 기인

되는 성장인자의 생산 감소에 의해 저조한 부화율

과 임신율의 원인이 될 수 있다고 하였다. 또한, 이
러한 손상 할구는 주변 할구에 좋지 않은 영향을 
주어 배아의 발생과 착상 과정을 저해할 수 있다. 

따라서 본 연구에서는 미세조작술을 이용하여 동
결-융해 후 손상된 할구를 제거하고 이러한 과정이 
착상율과 임신율 그리고 유산율에 미치는 영향을 
비교하여 임상적 효용성을 확인하고자 하였다. 

 
연구 대상 및 방법 

1. 연구 대상 

본 연구에서는 2003년 1월부터 2004년 5월까지 
본원에 내원하여 동결 배아의 융해 후 이식을 시
행한 258 주기를 대상으로 하였다. 융해된 배아는 
다음과 같은 3개의 군으로 무작위로 나누어졌다. 
Group-1 (n=46)은 해동 시 손상된 할구가 없는 군으

로 산성화된 Tyrode용액 (pH=2.3)을 사용하여 보조

부화술을 시행하였다. 해동 후 손상된 할구를 가진 
배아는 무작위로 두 개의 실험 군으로 나누었다. 
Group-2 (n=102)는 산성화된 Tyrode용액을 사용하

여 보조부화술만을 시행하였고, Group-3 (n=110)은 
산성화된 Tyrode용액을 이용하여 투명대의 일부를 
녹여내고 미세조작술로 손상 받은 할구를 제거하

였다 (Figure 1). 
 



- 57 - 

2. 연구 방법 

1) 배아의 동결-융해 및 배양 

동결보존을 위한 기본 용액은 10% Serum Sub- 

stitute Supplement (SSS, Irvine Scientific)가 첨가된 
Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS, GIBCO 
BRL)을 사용하였고, 투과성 동결보호제로는 1.5 M 
ethylene glycol (EG, Sigma Chemical Co.), 그리고 비

Figure 1. Schematic flow chart for this study. 
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Incubation 
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Embryo Transfer 
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투과성 동결보호제로는 0. 2 M sucrose (Sigma)를 이
용하였다. 시험관 아기 시술 과정에서 잉여 배아로 
남겨진 4~8세포기 배아를 10% SSS - DPBS, 0.5 M 
EG, 1.0 M EG, 1.5 M EG, 그리고 1.5 M EG + 0.2 M 
sucrose에 각각 5, 5, 5, 10, 그리고 5분씩 처리하여 
탈수하였다. 이 후 0.25 ml plastic-straw에 loading한 
뒤 24℃로 준비된 세포 동결기 (Kryo 10 serise III, 
Planer; Cryomagic I& II, Miraebiotec)를 이용하여 완
만동결 하였다. 24℃에서 -7℃까지는 -2℃/min의 비
율로 온도를 내린 뒤, 5분간 유지 뒤에 식빙 (see- 
ding)을 시행하였다. 그리고 -39℃까지는 -0.3℃/min
의 비율로 온도를 내린 뒤 액체질소에 침지 보관하

였다. 보관의 시기는 최소 1개월에서 최대 약 5년까

지 다양하였다. 
해동을 위하여 보관된 Straw를 액체질소에서 꺼

내 대기 중에서 40초 동안 방치 후 항온수조 내 
37℃의 물에서 40초 동안 융해했다. 재수화는 4단

계의 평형 (equilibration)용액을 사용하였다. 즉, 1 M 

EG + 0.2 M sucrose, 0.5 M EG + 0.2 M sucrose, 0.2 M 
sucrose, 그리고 10% SSS-DPBS에 각각 5, 5, 5, 그
리고 5분씩 처리하였으며, 2002년 이전에 동결된 배
아는 투과성 동결보호제로 1,2-Propanediol (PROH, 
Sigma)를 그리고 비투과성 동결보호제로 sucrose를 
사용하였으며 기본용액으로 20% fetal bovine serum 
(FBS, Sigma) - DPBS를 사용하여 해동하였다. 동결

과 융해 과정은 실온에서 각 단계별로 해당 과정을 
처리하였다. 

융해된 배아는 BL배양액 (Irvine Scientific or 
SAGE) 또는 G2배양액 (Vitrolife)에 침지하여 5% 
CO2와 37℃가 유지되는 배양기 내에서 배양했다. 

2) 융해된 배아에서의 손상된 할구의 제거 

융해된 배아의 투명대를 산성화된 Tyrode를 이용

하여 부분적으로 녹여낸 후에 미세조작기를 이용

해서 DB를 제거하여 배양액으로 옮겨 놓았다 (Fi- 
gure 2). 

A B C

D E F 

Figure 2. Assisted hatching (AH) and microsurgical removal of damaged blastomere (DB) in thawed embryos. AH in 
a thawed embryo (A, B); Damaged blastomere arrow in thawed embryo (C); Microsurgical removal of DB in a thawed
embryos (D, E); Removed DB (F). 
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3) 배아의 이식 

해동된 배아는 각 군별로 배아 이식용 catheter 
(COOK)에 loading하여 배면초음파 혹은 질식초음

파를 이용하여 자궁의 위치를 확인하며 이식하였다. 
4) 임신과 착상의 확인 

이식 후 약 2주 (14일) 후에 혈액내의 β-hCG를 
측정하여 임신의 유무를 확인하고 초음파로 태낭의 
수를 관찰하여 착상된 배아의 수를 확인하였다. 또
한 환자를 추적 관찰하여 임신 지속여부를 확인하

였다. 

3. 통계분석 

통계적인 분석은 Student's t-test와 Chi-square test
를 이용하였고, p 값이 0.05이하인 경우를 통계적

으로 유의한 차이가 있는 것으로 판정하였다. 
 

결  과 

 
전체 258주기 중 46주기 (18%)는 동결 해동 과정

에서 할구가 전혀 손상 받지 않아 Group-1로 분류

되었고, 나머지 212주기 (82%)는 배아 중 일부 혹
은 전부가 손상을 받았으며 무작위로 Group-2와 
Group-3으로 나뉘어 졌다. Group-1과 Group-2는 산
성화된 Tyrode용액을 사용하여 보조부화술만을 시
행하였다. Group-3의 배아는 산성화된 Tyrode용액

을 이용하여 투명대의 일부를 녹여내고 미세조작술

로 손상된 할구를 제거하였다. 

세 환자군 간의 기본 정보는 불임 기간, 나이, 난
자의 평균 채취 개수, 동결된 배아의 수는 Table 1
에서와 같이 유의적인 차이는 없으나 이식된 배아

의 수에서 Group-1과 Group-2군 간에는 유의한 차
이 (p<0.006)를 보였다. 

임신율은 Group-1,-2,-3에서 각각 30.4% (29/110), 
29.4% (31/102) 그리고 26.4% (14/46)로 나타났고, 
이 세 군 사이에 유의적인 차이는 없었다. 하지만 
손상된 할구를 제거한 Group-3에서 나머지 두 군에

서보다 임신율이 약간 저조한 것을 볼 수 있었다. 
또한 이들의 착상율과 유산율을 비교해본 결과 착
상율의 경우 Group-1,-2,-3에서 각각 9.3% (18/193), 
7.8% (37/477), 7.6% (37/488)이었으며, 유산율의 경
우 14.3% (2/14), 23.3% (7/30), 37.9% (11/29)로 나타

났다. 세 군 사이의 유의한 차이는 없으나 Group-3
의 유산율이 다른 두 군에 비하여 약간 높은 경향

을 나타냈다 (Table 2). 
연구 대상을 ICSI와 일반적인 체외수정을 시도한 

경우로 구분하여 그 임상결과를 비교, 분석하였다. 
일반적인 체외수정의 경우 임신율은 Group-1,-2,-3
에서 각각 34.8% (8/23), 31.1% (14/45), 23.8% (15/63)
로 나타났고, 착상율은 11.1% (11/99), 8.5% (18/211), 
5.7% (16/277)이고, 유산율은 25.0% (2/8), 28.5% (4/ 
14), 40.0% (6/15)로 나타났다. 또한 ICSI를 시행한 
경우 임신율은 각각 26.1% (6/23), 28.1% (16/57), 
29.8% (14/47)였고, 착상율은 7.5% (7/94), 7.1% (19/ 
266), 10.0% (21/211)이고, 유산율은 0.0% (0/6), 18.7% 

Table 1. Patient characteristics according to the groups 

 Group-1 (n=46) Group-2 (n=102) Group-3 (n=110) 

Infertility duration  4.91±3.95  4.18±2.43  3.92±2.37 

Age of female 33.43±4.62 32.40±4.32  33.1±4.16 

No. of induction cycles  1.61±1.06  1.67±1.04  1.55±0.91 

No. of follicles 14.72±4.03 15.41±5.89 14.88±4.45 

No. of retrieved oocytes 20.43±9.67  21.76±10.30 19.70±8.83 

No. of frozen embryos 12.24±6.83 13.30±8.78 12.45±6.97 

No. of thawed embryos  7.78±3.03  8.34±2.52  8.24±2.76 

No. of transferred embryos  4.20±1.05*  4.68±0.71*  4.44±0.86* 

Mean ± SD., *The values with different superscripts in the row are significantly different (p<0.05) (a, b) 
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(3/16), 35.7% (5/14)로 나타났다. 각 군 간의 임상결

과는 유의한 차이가 나타나지 않았다 (Table 3). 
 

고  찰 

 
배아 동결 및 융해는 시험관 아기 시술 프로그램

의 많은 발전으로 인해 발생되는 잉여 배아의 보존

을 위하여 그 필요성이 더욱 가중 되고 있으며 보
조생식술의 가장 중요한 부분 중의 하나로 자리 잡
고 있다. 

이에 여러 가지 방법으로 동결보존 방법이 발전

하고 연구되고 있다. 여러 가지 종류의 동결보존제

의 처리 및 동결보존제의 노출 시간 정도를 조절 
하는 일 또한 그러한 방법들 중의 하나이다. 그러나 
물리 화학적인 여러 측면에서 지금까지도 문제가 
되고 있는 것은 동결 배아의 해동 시 생겨나게 되
는 할구의 일부 혹은 전체적인 손상에 관한 것이다. 
전체 손상을 입은 할구를 가진 배아의 경우 이식이 
불가하나 부분 손상을 입은 할구를 가진 배아의 경

우 이식을 하기도 한다. Van den Abbeel15과 El-
Tokukhy16 등도 이와 관련되어 할구의 부분적 손상

이나 손실에 관한 연구를 진행하였다. 하지만 이것

이 배아의 발달 혹은 임신과 착상에 어떠한 영향을 
미칠지에 관해서는 아직까지 연구가 미진하다. 본 
연구는 이점에서 착안하여 해동 시에 손상된 할구

를 미세조작술을 이용하여서 제거한 후에 그 임신

율과 착상율 그리고 그와 수반되어 나타나는 유산

율 등을 비교하여 보았다. 
본 연구에서의 환자군은 총 258주기로서 총 3개

의 군으로 나누어서 진행되었다. 배아의 동결 시기

는 환자의 난자채취 시기에 따라 다르며 동결 보존

제 (PROH/EG)와 기본 용액 (SSS/FBS + DPBS)의 조
성 또한 시기적인 차이가 있지만 이들 동결보존제

와 기본 용액 사이의 차이는 이번 연구에서 크게 
작용하지 않았다. Group-1은 해동 후에 손상된 할구

가 존재하지 않고 보조부화술을 시행한 군으로 총 
46주기 (18% (46/258))에 해당하며 손상된 할구가 
존재하는 나머지 총 212주기 (82% (212/258))를 1군

Table 2. Comparison of pregnancy, implantation and abortion rate among Group-1,-2 and -3 

 Group-1* Group-2** Group-3*** 

Pregnancy rate 26.4 (14/46) 29.4 (31/102) 30.4 (29/110) 

Implantation rate   9.3 (18/193)  7.8 (37/477)  7.6 (37/488) 

Abortion rate (/pregnancies) 14.3 ( 2/14) 23.3 ( 7/30) 37.9 (11/29) 

Ongoing/delivery rate 85.7 (12/14) 76.7 (23/30) 62.1 (18/29) 

  *Group-1: Embryos with intact blastomeres after freezing thawing and then undergone AH 
 **Group-2: Embryos with damaged blastomere (DB) after freezing and thawing and then undergone AH 
***Group-3: Embryos with damaged blastomere (DB) after freezing and thawing and then undergone AH and DB 

removal 

Table 3. Comparison of clinical outcomes between standard IVF (IVF) and ICSI in thawing embryo transfer program

Group-1* Group-2** Group-3*** 
 

IVF ICSI IVF ICSI IVF ICSI 

Implantation rate 11.1 (11/99) 7.5 (7/94) 8.5 (18/211) 7.1 (19/266) 5.7 (16/277) 10 (21/211)

Abortion Rate (/pregnancies) 25.0 (2/8) 0.0 (0/6) 28.5 (4/14) 18.7 (3/16) 40.0 (6/15) 35.7 (5/14)

Ongoing/ Delivery Rate 75.0 (6/8) 100.0 (6/6) 71.5 (10/14) 81.3 (13/16) 60.0 (9/15) 64.3 (9/14)

  *Group-1: Embryos with intact blastomeres after freezing thawing and then undergone AH 
 **Group-2: Embryos with damaged blastomere (DB) after freezing and thawing and then undergone AH 
***Group-3: Embryos with damaged blastomere (DB) after freezing and thawing and then undergone AH and DB 

removal 
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과 마찬가지로 AH만 진행되는 Group-2 (102주기)
와 미세조작술에 의해서 손상된 할구를 제거하는 
Group-3 (110주기)으로 나누었다. 

각 실험 군에서 환자의 나이, 불임기간 그리고 
동결된 배아의 개수와 같은 환자의 기본 정보는 유
의적인 차이를 가지지 않았다 (Table 1). 그러나 이
식된 배아의 개수에서 1군과 2군 간에는 유의적인 
차이가 있었으나 (p<0.006) Group-1과 -3 사이와 
Group-2과 -3 사이에는 차이가 없었다. 

Group-1과 -2 그리고 -3군의 임신율을 비교해 보

면 각각 30.4% (14/46), 29.4% (30/102), 26.4% (29/ 
110)으로 각각의 유의한 차이는 없으나 손상된 할
구를 제거한 Group-3군에 비해서 Group-1과 -2에서 
약간 높은 것으로 나타났다. 착상율을 비교해 보면 
각각 9.3% (18/193), 7.8% (37/477), 7.6% (37/488)로 
Group-1이 나머지 군보다 약간 높은 것을 볼 수 있
으나 통계적으로 유의하지는 않았다. 또한 유산율을 
비교해 보면 각각 14.3% (2/14), 23.3% (7/30), 37.9% 
(11/29)로 Group-1보다 -2과 -3이 높고 이 중에서 
Group-3이 가장 높은 것으로 나타났다. 현재 임신 
중이거나 출산 된 경우는 각각 85.7% (12/14), 76.7% 
(23/30), 62.1% (18/29)로 Group-1에서 가장 높게 나
타났다 (Table 2). 

착상전 유전진단 (Preimplantation Genetic Diagno- 
sis, PGD)에서 유전자 진단을 위해 발생 중 배아에

서 하나 또는 두 개의 할구 제거는 배반포의 형성 
및 임신율에 큰 영향을 주지 않는다고 보고된 바 
있다.19,20 반대로 발생중의 배아에서 할구 손상이 
어떠한 요인으로든 임신율에 영향을 미친다고 보고

된 바도 있다.15~17 본 연구에서는 손상된 할구를 제
거한 군에서 기대한 바와 달리 임신율이 높지 않았

다. 그 원인으로는 손상된 할구의 제거 시에 발생하

는 화학적 혹은 물리적인 요인을 생각할 수 있다.21 
실제로 본 연구에서도 동결, 해동 중 손상을 받지 
않은 배아를 이식한 경우가 손상을 받은 배아를 이
식하는 경우에 비해 통계적으로 유의하지는 않지만 
착상율이 약간 높은 경향을 보여준다. 이는 손상 받
은 할구와 그렇지 않은 할구 사이의 autocrine 또는 
paracrine기작에 의한 영향을15,17 받기 때문으로 여
겨지며 손상 받은 할구의 제거를 통해 이를 극복하

고자 하였다. 그러나 손상된 할구를 제거한 Group-3

에서 그렇지 않은 Group-2에 비교해 착상율의 증가

는 관찰되지 않고 오히려 유산율이 통계적 유의성

은 없으나 증가하는 것으로 나타났다. 이것은 손상 
할구의 제거를 위해 사용된 미세조작술에 의한 물
리 화학적인 손상 이 더욱 나쁜 영향을 미친 것으

로 생각되며, 그 원인의 분석을 위해서는 다른 미

세조작술의 적용과 이에 따른 세포 고사, 배아 발

생 능력 등의 비교와 같은 추가 연구가 필요하다. 
체외수정 방법에 따른 임상결과 비교에서도 전체

적인 결과와 유사한 경향을 나타냈다. 이들 사이에

서도 유의적인 차이는 관찰되지 않았으나 ICSI를 
시행한 경우와 일반적인 체외수정을 시행한 경우 임
신율에는 큰 차이를 보이지 않았다 (28.3%, 28.2%). 
하지만 본 연구에서 무작위로 나눈 실험 군을 기
준으로 분석한 결과에서 ICSI를 시행한 경우에서 
Group-3의 임신율 및 착상율이 다른 두 군에 비해 
높아지는 결과가 나타났다. 또한 일반적인 체외수정

을 시행한 군에서 보다 유산율이 낮게 나타났다. 이
것은 지금까지 나타난 결과와 다른 양상의 결과로

서 그 이유에 관해서는 보다 많은 추가 연구가 필
요하다고 사료되나 환자군의 불임 요인이 그 원인 
중 하나로 여겨진다. 즉 ICSI를 시행한 환자군의 불
임 요인이 주로 남성에 의한 문제이고, 이는 ICSI
를 이용하여 극복되었고, 여성의 자궁 내에서 불임

을 유발하는 여러 요인이나 난자의 질 등의 여러 
여성 요인에 관한 문제가 일반적인 체외수정 방법

에 비해 그 비율이 높지 않기 때문으로 여겨진다. 
다른 연구자들의 보고와 유사하게 본 연구에서도 

해동 시 할구의 손상이 없는 배아 군에서의 임신율 
및 착상율이 통계적인 유의차는 없으나 높은 것으

로 나타났다.20,21 배아의 동결과 융해에서 손상된 
할구가 생기지 않도록 하는 것이 중요하며 손상된 
할구가 생겼을 경우의 대처방안에 있어서 손상된 
할구를 제거했을 경우 유의한 임신율의 상승은 관
찰되지 않았다. 또한 할구의 제거 시 보조부화술만

을 시행한 group에 비해 유산율이 증가되는 경향을 
볼 수 있었다. 결론적으로 본 연구에서 동결-융해

된 배아의 손상된 할구의 제거가 임상적으로 유의

한 장점을 나타내지 않았으며, 투명대 천공 및 손

상 할구 제거 과정에서 배아의 상해를 최소화 하는 
것뿐만 아니라 동결-융해과정에서 할구 손상을 최
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소화할 수 있는 방법의 개발이 필요한 것으로 사료

된다. 
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