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서 론

수정란의 장기간 보관 및 취급이 용이한 동결보존은

1972년 Whittingham et al
1
이 동결·보존된 생쥐 수정란

을 이식하여 첫 산자를 생산한 이래 활발히 수행되어왔

으며, 배란난자의 동결은 Whittingham
2
이 처음으로 성공

하였다.

종전의 동결방법은 완만동결을 이용하여 실시한 것

으로써, 세포를 동결시키기 위해서는 많은 시간과 비싼

세포동결기가 필요할 뿐 아니라 세포내 빙정형성과 같

은 문제점을 가지고 있었다. 그러나 유리화동결방법은

완만동결보다 간편하고 빠른 시간에 난자를 동결시킬
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Abstract : Cryopreservation is commonly used for an efficient utilization of semen, oocytes and embryos
but has disadvantage in the survival, development of the post-thawed eggs. The high risk in the survival,
development of eggs after thawing is thought to be caused by inappropriate internal regulation of Ca

2+

and/or formation of intracellular ice crystals. In this experiment, we tested whether the Ca
2+

current (iCa),
a decisive factor to Ca

2+
entry, was altered in post-thawed oocytes by using whole cell voltage clamp

technique.
The quality and survival rates of the oocytes derived from both fresh and frozen groups were examined

by morphology and FDA-test. Vitrified oocytes (VOs) were incubated for 4 hr after thawing and then
donated to this experiment. Ethyleneglycol-ficoll-galactose (EFG) was used as a cryoprotectant for
vitrification. The membrane potential was held at -80 mV and step depolarizations of 250 ms were applied
from -50 mV to 50 mV in 10 mV increments.

The survival rates showed a higher in VOs vitrified with EFG containing Ca
2+

than in VOs vitrified with
EFG under the Ca

2+
-free condition (82.0% vs 14%). In group with/without Ca

2+
, the survival rates were

significantly (P<0.01) difference. In the fresh metaphase II oocytes (FOs), current-voltage (I-V) relationship
showed that iCa began to activate at -40 mV and reached its maximum at -10 mV. With same voltage
pulses, inward currents were elicited in VOs. I-V relationships observed in VOs were similar to those in
FOs. Time constants of activation and inactivation of the inward current shown in VOs were not different
to those in FOs. This accordance in I-V relations and time constants in FOs with those in VOs indicates
that the inward currents in FOs are unaltered by vitrification and thawing. Therefore, vitrification with EFG
does not play as a factor to deteriorate Ca

2+
entry across the membrane of the oocytes.

Key words : mouse oocytes, EFG, whole-cell current, vitrification.
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수 있는 장점을 가지고 있다. Rall과 Fahy
3
에 의해 확립

된 유리화동결은 고농도의 동결보호제를 이용하여 단시

간에 세포를 동결시키는 방법이다. 생쥐난자의 유리화

동결은 Nakagata
4
에 의해 성공된 이래 기술적 발전이 이

루어졌으나 아직도 성숙난자의 동결은 수정란에 비해

생존율이 매우 낮고 이후의 수정과 배아 발생이 극히

저조한 것으로 알려져 있다
5,6
. 난자는 수정란과는 달리

냉각속도에 따라 투명대 경화 (zona pellucida hardening),

이배체 난자 (digyny), 방추사분열 (spindle disruption) 등
7,8,9
과 같은 변화를 유발할 수 있기 때문에 저조한 생존

율을 나타내었다. Pickering et al
10
도 동결·융해 난자의

저조한 생존율과 발생의 원인이 염색체에 부착되어 있

는 방추사가 온도의 변화에 매우 민감하여 동결·융해

과정 중 분리되지 않아 나타나는 현상으로 설명하였다.

이와같은 문제점은 동결·융해시 일어나는 난자 표면의

물리·화학적 손상에 기인하는 것으로 추정된다. 물

리·화학적 세포막 손상은 곧 세포막을 통한 물질교환

및 이온의 이동장애를 초래하여 세포기능을 저하시키는

것으로 생각된다. 대부분의 물질교환이나 이동은 세포

막 운반체나 이온통로를 경유하므로 동결·융해시 관찰

되는 이러한 난자의 생존 및 발생률의 저하가 물질이동

을 담당하는 세포표면 구조의 손상에 기인할 가능성은

배제할 수 없다.

본 연구에서는 세포내 빙정형성과 세포내 부적절한

Ca
2+
조절을 동결난자의 생존율 저하 원인으로 생각하

였다. 세포내 빙정형성에 대해서는 고농도의 동결보호

제를 사용하는 유리화동결 방법으로 난자를 동결함으로

써 배제하고자 하였다. 세포내 Ca
2+
조절에 대해서는 세

포바깥의 Ca
2+
이 세포내로 이동할 수 있는 Ca

2+
통로를

조사하였다.

포유동물인 햄스터 난자 및 생쥐난자에서 potassium

(K
+
), chloride (Cl

-
) 그리고 calcium (Ca

2+
) 이온통로 등을

이미 확인하였다
11∼14

. 수정란의 배발달과정에 있어서는

여러이온 중 Ca
2+
이 수정장애나 2세포기 정지현상, 배발

달과 밀접한 관련이 있다는 실험관찰
15,16
에 비추어 볼

때 Ca
2+
통로가 난자의 성숙 및 발생에 중요한 역할을

수행할 것으로 보이며, 동결·융해에 의하여 Ca
2+
통로

단백질이 손상된다면 이는 수정장애나 발생률의 저하로

이어질 수 있을 것이다. 그러나현재까지 생쥐의 신선난

자와 동결·융해 후 난자에서 Ca
2+
통로의 존재나 그 성

상을 직접 기록하여 비교한 결과가 없어 아직 확인되지

않고 있다.

본 실험에서는 생쥐난자를 대상으로 whole cell voltage

clamp방법
17
을 이용하여 동결·융해 후 난자의 Ca

2+
전

류를 대조군과 비교함으로써 동결이 Ca
2+
통로를 통한

Ca
2+
전류의변화에 어떠한 영향을 미치는지를 조사하고

자하였다.

재료 및 방법

실험동물 및 사양관리 : 본 실험에 사용된 실험동물

은 유한양행으로부터 분양 받은 4주령의 암컷 생쥐

(ICR)를 경상대학교 의과대학 실험동물 사육장에서 점

등 시간 14시간, 온도 20∼24℃, 습도 60∼65% 및 환풍

조절 하에서 2주 정도 적응시킨 후 본 실험에 사용하였

다. 실험 전에 각 cage에 분리하여 사육하였으며 사료와

물은 자유로이 급식하였다. 명암주기조절은 오전 7:00에

서 오후 9:00까지 14 시간은 명주기로, 오후 9:00부터 다

음날 오전 7:00까지 10 시간은 암주기로 조절하였다.

과배란유도 및 난자의 채란 : 과배란을 유도하기 위

하여 암컷 생쥐 (6주령)에 5 IU의 PMSG (Serarumon
○R
,

Japan)를 복강내 주사한 후 48시간째에 5 IU의 hCG

(Yuhan Co., Korea)를 역시 복강내 주사하여 과배란을

유도하였다. 난자는 hCG 주사 후 14 시간째에 채란하였

다. 회수된 난자는 0.01% hyaluronidase (Type I-S, Sigma,

USA) 용액에 30초간노출시킨후 실온에서반복 pipetting

하여 난구세포를 제거한 후, 제 1 극체가 명확하고 세포

질이 균일하고 충실한 것만을 선택하여 사용하였다.

Ca
2+
전류를 기록하기 위해서는 난자의 투명대 (zona

pellucida)를 0.5% protease (Type XXIV, Sigma, USA)에

30초 동안 노출시킨 후 pipette으로 부드럽게 세척하여

투명대를 제거하였으며, protease에 의한 추가적인 세포

막 손상을 줄이기 위하여 투명대가 소실되는 즉시

HEPES-buffered cultured medium (M2)으로 3번 이상 세

척하여 실험에 이용하였다. 투명대가 제거되지 않은 난

자의 일부는 동결보존 실험에 이용하였으며, 동결된 난

자의 Ca
2+
전류 기록은 대조군과 동일한 방법으로 처리

하였다.

동결 보존액 및 희석액의 제조 : EFS 유리화용액은

10% FBS를 포함한 PBS에 40% (v/v) ethyleneglycol, 18%

(w/v) ficoll 70 (MW 70,000; Sigma, U.S.A.) 및 0.3 M

sucrose가 최종 농도로 되도록 혼합 제조하였다. EFG 용

액은 40% ethyleneglycol, 18% ficoll, 0.3 M galactose가

최종 농도로, EFT 용액은 40% ethyleneglycol, 18% ficoll

및 0.3 M trehalose가 최종 농도가 되도록 혼합 제조하였

다. 완만동결용액은 EPG를 사용하였으며 10% FBS를

포함한 PBS에 1.8 M ethyleneglycol, 5.0%(w/v) PVP 및

0.05 M galactose를 혼합하여 제조하였다.
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동결·융해 후 동결보호제의 제거를 위하여 사용한

희석액은 기본액 (PBS + 10% FBS)에 0.5 M sucrose, 0.5

M trehalose 및 0.5 M galactose를 첨가하여 제조하였다.

이들 보존액과 희석액은 모두 0.2 ㎛ filter로 여과한 후

사용하였다.

난자의 동결·융해 : 유리화동결방법은 실온(20℃)

에서 동결보호제(EFS, EFG, EFT, EPG용액)에 1분간 평

형을실시한 후 0.25 ㎖ plastic straw 내에 10개의 수정란

을 주입하여 즉시 -196℃의 액체질소에 침지하였다. 침

지 후 융해시까지 -196℃ 액체 질소통에서 보관하였다.

완만동결의 경우는 10개의 난자를 실온에서 EPG 용

액에 30분간 평형시킨 후 0.25 ㎖ straw에 동결보존액 50

㎕와 함께 주입한 후 전기접착기를 이용하여 straw의 양

단을 봉합하였다. 동결방법은 세포동결기 (CL 863,

Biogenics Co., U.S.A)를 이용하여 동결시켰다. 즉 -2℃

/min 속도로 -7℃까지 냉각한 후, 미리 액체질소에 담가

두었던 forcep을 straw내 동결액의 표면에 접촉하여 식빙

을 시행한 후, -7℃에서 10분간 정치시켰다. 그 후 -7℃

에서부터 -35℃까지는 -0.3℃/min 속도로, -35℃에서 -8

5℃까지는 -1℃/min 속도로 냉각한 후 -196℃ 액체질소

통에 침지 보관하였다.

동결보존 1∼10일 후 액체질소에서 꺼낸 straw는 공

기 중에 10초 동안 노출시킨 후 30∼37℃의 온수에서

끝을 잡고 흔들면서 급속융해를 실시하였다. 융해한

straw는 sealing powder와 cotton plug의 양쪽부분을 절단

한 후 ethyleneglycol의 독성을 방지하기 위하여 희석용

액 0.5 M sucrose, 0.5 M galactose 및 0.5 M trehalose로

옮겼다. 희석은 0.5 M sucrose, galactose 및 0.5 M

trehalose 용액에 각각 5분간 정치한 후 20% FBS가 첨가

된 PBS 용액으로 3∼4회 세척한 다음 5분간 정치시켜

동결보호제를 완전히 제거 후에 M2 배양액으로 3∼4회

세척한 다음 M16 배양액에서 난자를 배양하였다. 배양

과정에서 증발로 인한 삼투압의 변화를 막아주기 위하

여 oil (Junsei Chemical, Japan)로 drop을 피복하는 것이

적합하나이온통로 관찰시 giga seal 형성을 용이하게 하

기 위해 4 well dish에서 배양하였다. 융해 후 배아의 형

태학적판정은 모양이 둥글고 세포질이 맑고 온전한 투

명대를 가진 배아를 정상적인 것으로 판정하였다.

동결 난자의 생존성 : Fluorescence diacetate (FDA)액

은 fluorescence diacetate (Sigma, U.S.A) 5 mg/ml acetone

을 stock solution으로 제조하여 -20℃에 보관하였다. 사

용전에 0.5 ㎕ stock/ml PBS (final concentration: 2.5 ㎍

/ml)를 만들어 사용하였다. 난자는 실온에서 1분동안

FDA에 노출시킨 후 FDA-free PBS에서 1분간 처리 후

형광현미경에서 생존여부를 판정하였다. 동결·융해된

난자를 M16 배양액에서 4시간 정도 배양한 후 대조군

과 동일한 방법으로 처리한 후 FDA-test 결과 전체가 녹

색형광을 강하게 발산하는 것을 생존한 것으로 하였다.

Ca
2+
전류의 기록 : 투명대를 제거한 신선난자(대조

군) 및동결난자를 도립현미경위에설치된 용기로옮긴

후 미세조정기 (WR-88, Narishige, Japan)를 이용하여 tip

저항이 2∼3 ㏁인 유리전극을 난자의 세포막에 접근시

키고 10∼20 cmH2O 정도의 음압을 가하여 giga seal

(seal resistance > 1GΩ)을 형성시킨 후 순간적으로 음압

을 높여 세포막을 파열시켜 whole cell patch를 형성하였

다. 실험용액은 1 ml/min의 속도로 관류시키며, 실온에

서 실험을 진행하였다. Patch clamp 증폭기 (CEZ-2100,

Nihon Kohden, Japan)와 pClamp (V6.01, Axon, USA) 및

A/D & D/A converter (TL-1-125, Axon, USA)를 사용하여

막전압 고정과 test pulse를 적용하였다. 막전압은 -80

mV로 유지하고 -50 mV부터 10 mV 간격으로 50 mV까

지 250 ms의 저분극 자극을 15초 마다 한번씩 가하여

전류를 기록하였다. Patch clamp 증폭기를 통해서 나온

전류와전압신호는 digital oscilloscope (CS-8010, Kenwood)

와 pen recorder로 관찰하고, 결과의 기록은 personal

computer hard disc에 저장하였으며, 컴퓨터 모니터와

Sigma plot 4.0 프로그램을 이용하여 결과를 재생·분석

하였다. Ca
2+
전류를 기록하기 위해 사용된 HEPES

buffered Tyrode 용액 (125 mM NaCl, 6 mM KCl, 0.3 mM

Na-pyruvate, 10 mM Lactate, 2 mM MgCl2, 10 mM

HEPES, 5 mM CaCl2)은 NaOH를 이용하여 20℃에서 pH

7.4로 적정하였다. 세포내 (또는 pipette) 용액은 외향전

류를 억제하기 위하여 Cs
+
을 주성분으로 하여 130 mM

CsCl, 15 mM TEA-Cl, 1 mM Mg-ATP, 2 mM MgCl2, 10

mM EGTA, 10 mM HEPES, 5 mM di-Tris creatine

phosphate로 조성하였고, pH는 1 N CsOH를 이용하여

7.2로 적정하였다. 본 실험에 이용한 whole cell recording

기법상 세포막의 안정과 giga seal 형성을 촉진하기위하

여 Ca
2+
농도는생리적 수준보다높여 5 mM로사용하였

다. 실험목적에 따라 0.4% bovine serum albumin (BSA)

의 첨가유무를 결정하였다.

통계학적 분석 및 실험성적의 처리 : Ca
2+
전류의증

가나 감소가 seal 저항의 증감 및 patch pipette과 연결된

세포막이 다시 막히는 것과 밀접한 관계가 있으므로

Ca
2+
전류가 동일한 막전압에서 peak에 도달하는 데 걸

리는 시간이 일정하게 유지되는 난자에서 기록된 것만
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을 student t-test로 통계처리하여 처리구간의 유의성을

검정하였다.

결 과

생쥐 난자의 동결·융해 후 생존성 : 생쥐 난자의

유리화 및 완만 동결·융해 후 생존성을 조사한 결과는

Table 1과 같다. 유리화동결시 동결보호제로는 EFS 용

액을, 희석제로는 0.5 M sucrose를 사용하였으며, 완만동

결시는 동결보호제로 EPG와희석제로 0.5 M galactose를

사용하였다. 유리화동결시 평형시간은 1분, 완만동결시

는 30분 동안 동결보호제에 노출시킨 후 동결을 실시하

였다. 동결·융해 후 형태학적 정상율, 생존율을 대조군

과 비교해보면 유리화동결 후 49개중 40개가 형태학적

으로 정상을 유지하였으며 49개중 38개가 100% 녹색형

광을 발함으로써 77.6%의 생존율을 나타내었다. 완만동

결 후 결과도 유리화 동결과 마찬가지로 81.6%의 형태

학적 정상과 73.5%의 생존율을 나타냄으로써 동결방법

간에 있어서는 유의한 (P<0.05) 차이는 보이지 않았다.

대조군과 동결·융해 난자를 비교해보면 동결·융해난

자는 대조군에 비해 생존성에 있어서 유의한 (P<0.05)

감소를 보였다.

동결보호제의 종류에 따른 난자의 생존율 : Table 1

에서 살펴본 결과에서 동결과정은 난자의 생존율에 영

향을 미치는 것으로 생각되었다. 그러나 유리화동결과

완만동결 방법간의 결과에서 유의한 (P<0.05) 차이는 보

이지 않았다. 따라서 본 실험에서는 완만동결보다는 간

편한 유리화동결방법을 택하여 실험을 진행하였다. Fig

1에서는 유리화동결 과정시 동결보호제의 종류에 따른

난자의 생존율을 살펴보았다.

EFS, EFG, EFT 동결보호제를 이용하여 난자를 동결

시킨 후 융해한 다음 FDA-test 결과 100% 형광을 발하

는 동결난자를 생존한 것으로 하였다. Fig 1에서는 단당

류의 galactose와 이당류의 trehalose, sucrose가 포함된

EFG, EFS, EFT 동결보호제로 난자를 동결시킨 후 융해

하여 생존율을 조사하였다. 이러한 동결보호제는 비침

투성 동결보호제로 이용되는 sucrose, trehalose, galactose

의 차이로 각 처리구간의 생존율을 비교하였다. EFG,

EFS, EFT 처리구에 있어 난자의 생존율을 살펴보면 각

각 88.0% (44/50), 77.6% (38/50), 78.0% (39/50)로써 처리

구간에 유의한 (P<0.05) 차이는 없었다. 그러나 이당류

로 조성된 동결보호제보다는 단당류로 만들어진 EFG를

사용한 난자에서 생존율이 10% 정도 높게 나타났다.

Fig 1. Effect of cryoprotectants on survival in vitro of
frozen mouse oocytes

Data were collected from five replicate
EFG : 10% FBS + PBS + 40% ethyleneglycol +

18% ficoll + 0.3 M galactose
EFS : 10% FBS + PBS + 40% ethyleneglycol +

18% ficoll + 0.3 M sucrose
EFT : 10% FBS + PBS + 40% ethyleneglycol +

18% ficoll + 0.3 M trehalose

동결에 있어서 Ca
2+
의 영향 : Ca

2+
은 난자나 수정란

의 배양에 있어서는 반드시 필요한 이온으로 알려져 있

으나 동결시에는 Ca
2+
이 어떠한 변화를 유발하는지를

조사하였다. 유리화동결과정에서 사용하는 동결 보호제

를 EFG로 하였으며 EFG를 만들 때 사용하는 PBS 용액

Table 1. Comparison of survival rates of frozen mouse oocytes by using FDA-test

Treatment No. of oocytes
No(%). of

oocytes recovered
No(%). of oocytes
morpholog. intact

No(%). of
oocytes survived

Control 50 49(98.0)
a

Vitrification 49 49(100)
a

40(81.6)
a

38(77.6)
b

Slow-freezing 50 49( 98)
a

40(81.6)
a

36(73.5)
b

a, b
There was significant (P<0.05) difference between the different superscripts in the column.

Data were collected from five replicate
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동결 생쥐 난자에서의 calcium 전류

을 Ca
2+
이 들어있는 것과 들어있지 않은 것으로 나누어

본 실험에 적용하였다. Ca
2+
이 들어있는 용액을 사용할

경우 82%의 생존율을 나타내는 반면 Ca
2+
이 들어있지

않은 용액을 이용하여 동결을 실시한 군에서는 14%의

저조한 생존율을 보임으로써 두 처리구간에 유의한

(P<0.01) 차이를 보였다. 이 결과로 보아 Ca
2+
은 배양 및

동결과정에 있어서도 난자의 생존율에 큰 영향을 미치

는 것으로 생각되었다.

Table 2. Effect of Ca
2+

on post-thaw survival of mouse
oocytes following vitrification

Treatment
Ca

2+
in

medium
No. of
oocytes

No(%). of
oocytes survived

Vitrification
+ 50 41(82.0)

a

- 50 7(14.0)
b

a, b
There was significant (P<0.01) difference between the

different superscripts in the column.
Data were collected from five replicate
+ : 10% FBS + PBS + 40% ethyleneglycol + 18% ficoll +
0.3 M galactose
- : 10% FBS + Ca

2+
, Mg

2+
free-PBS + 40% ethyleneglycol

+ 18% ficoll + 0.3 M galactose

생쥐난자의 동결·융해 후 Ca
2+
전류 : 세포내 Ca

2+

농도를 변화시킬 수 있는 기전중의 하나인 Ca
2+
통로를

통한 Ca
2+
이동을 Fig 2에서 살펴보았다. 세포바깥의

Ca
2+
이 세포내로 이동하는 것을 whole cell voltage clamp

기법을 이용하여 대조군과 동결난자에서 Ca
2+
전류의

크기를 비교하였다.

생쥐 배란난자에서 Ca
2+
전류를 기록하기 위해 -80

mV의 막전압을 유지한 채 15초 간격으로 250 ms 동안

-50 mV부터 50 mV까지 10 mV 간격으로 저분극 자극을

주었다. 배란난자에서 관찰되는 내향 전류는 주어진 저

분극 자극에 따라 leak 전류를 동반하기 때문에 leak

subtraction을 한 후 전류를 기록하였다 (Fig 2). Fig 2에

의하면 막전압의 변화에 따라 이온전류의 크기가 변화

는 것을 볼 수 있다. 이와 같은 막전압에 따른 전도도의

변화는 막전압의존성 전류의 가장 큰 특징으로 들 수

있으며, 막전압이 저분극될수록 내향전류가 빠르게 활

성화되었다가 곧 이어 감소함으로써 적어도 150 ms 이

후에는 거의 원래상태로 회복하는 것을 볼 수 있다. Fig

2A에서 보는 바와 같이 내향전류는 -40 mV부터 활성화

되어 -10 mV에서 최대값 (Imax, -1.72±0.07 nA, n=15)을

나타내고, 더욱 저분극 될수록 전류의 크기가 감소하였

으며 +40 mV와 +50 mV 사이에서 역전전압 (reversal

potential, Erev)을 보이는 종모양의 전류-전압곡선 (I-V

curve)을 나타내었다. Fig 2B는 전류크기의 최고치를 나

타내는 -10 mV에서 기록한 전류곡선이다. 동결난자에

있어서도 동일한 방법으로 Ca
2+
전류를 기록하였다. 동

결난자에서 Ca
2+
전류는 대조군과 유사한 반응을 보였다

(Fig 2A와 2B). 동결과정을 거친 난자의 Ca
2+
내향전류

는 -1.69±0.08 nA (n=15)를 나타내었다. Fig 2A에서 살

펴본 바와 같이 내향전류의 최고치를 나타내는 전압과

Fig 2. Ca
2+

current following vitrification of mouse oocytes
A : The current-voltage (I-V) relationship for the peak inward currents measured in ovulated oocytes. These inward

currents were measured in the presence of 5 mM Ca
2+
.

Current traces recorded in response to step depolarization shown in the upper inset.
Each data versus voltage was plotted as mean±S.D.

B : Superimposed traces of Ca
2+

current elicited by -10 mV voltage pulse in the fresh and post-thawed oocytes.

A B
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역전전압 등은 동결과 무관하게 유지되는 것으로 보아

동결과정 자체가 난자의 Ca
2+
통로를 손상시키지 않는

것으로 생각된다.

고 찰

동결보존은 포유동물의 수정란을 저장하는 효율적인

방법으로 활용되어왔다. 그러나 난자의 동결은 수정란

의 동결에 비해 생존율과 수정이후 발달률이 낮다.

Table 1에서는 동결방법에 따른 난자의 생존율을 조사

하였다. 생쥐 난자의 생존율에 있어서 유리화동결과 완

만동결의 동결방법간에는 유의한 (P<0.05) 차이를 보이

지 않았다. 그리하여 본 실험에서는 간편한 유리화동결

방법을 택하여 실험을 진행하였다. 유리화동결은 Rall과

Fahy
3
가 8세포기의 생쥐수정란을 성공적으로 동결함으

로써 더욱 확립되었다. 난자의 동결·융해동안 세포손

상의 주원인 중의 하나로 세포내 빙정형성을 들 수 있

다. 유리화동결방법은 세포내 빙정형성을 최소화하고

동결보호제의 독성을 감소시키기 위하여 open pulled

straw
18,19
또는 nylon loop

20∼22
를 이용하여 동결방법을 개

선하여왔다.

유리화동결과 완만동결 후 생존율 및 배발달에 있어

서는 여러 가지 의견이 대립되고 있다. 그러나 본 실험

에서는 유리화동결과 완만동결 후 생존율을 비교해 본

결과 유의한 (P<0.05) 차이를 보이지 않았다 (Table 1).

강 등
23,24
의 연구결과에 의하면 토끼의 전핵배 및 토끼

상실배와 핵이식배에서 유리화동결과 완만동결을 실시

한 결과 동결방법간에는 유의한 (P<0.05) 차이를 보이지

않았으며, 본 실험의 결과와도 동일하였다.

동결보존시 생존성에 관여하는 중요한 요인으로는

세포내 빙정형성, 부적절한 세포내 Ca
2+
조절, 동결보호

제의 종류, 화학적독성, 농도, 평형시간 및 온도 등으로

써 동결·융해수정란의 생존력은 동결과정 자체보다는

유리화용액 노출, 희석과정과 같은 연속적인 과정등에

따라 감소된다
25
. 그러나 Shaw 등

26
은 동결보호제만으로

는 배아의 생존 및 발달률에 영향을 끼치지 않는다고

하였다. 본 실험에서 동결시 EFG, EFT, EFS 동결보호제

를 이용하여 생쥐난자의 생존율을 조사한 결과 유의한

(P<0.05) 차이를 보이지 않았다 (Fig 1). Kasai et al
27,28
은

생쥐와 토끼수정란의 동결보존시 ethyleneglycol을 기본

으로 하는 비교적 독성이 적은 동결보호제 EFS용액을

이용하여 성공적으로 유리화동결을 실시하였다. Leibo

와 Oda
29
는 생쥐전핵배와수정란에 효과적인 동결보호

제로서 EPG 동결보호제 (8 M Ethyleneglycol + 7.5%

Polyvinylpyrrodin + 0.25 M galactose)를 제시하였다. Fig

1에서 사용한 동결보호제 EFG, EFT, EFS는 Kasai et

al
27,28
과 Leibo와 Oda

29
의 동결보호제를 변형시켜 사용한

것이다. EFG, EFT, EFS 동결보호제는 단당류의 galactose

와 이당류의 trehalose, sucrose가 포함된 것으로써 생쥐

난자를 동결·융해시킨 후 난자의 생존율을 (88.0, 77.6,

78.0%) 비교해본 결과 처리구간에 유의한 (P<0.05) 차이

를 보이지 않았다 (Fig 1). 당에 있어서는 같은 삼투압의

이당류 점성이 단당류의 점성보다 강하고 단당류는 이

당류보다 짧은 시간에 다른 동결보호제와 잘 섞이어 침

투할 수 있으므로 시간의 단축으로 동결·융해 및 희석

과정에서 세포의 손상을 막을 수 있다고 보고한 바 있

다
30
. 삼투압변화에 의해 나타나는 동결·융해 수정란의

손상은 osmotic buffer에 비침투성 동결보호제를 혼합하

여 사용함으로써 세포내·외 삼투압 차이를 감소시켜

최소화할 수 있다
31
고 하였다. Ishida et al

32
은 Kasai et

al
28
의 EFS 동결보호제를 변형한 것으로 sucrose 대신에

trehalose를 사용하여 평형시간을 달리하여 동결·융해

후 배반포의 형성률을 보았을 때, 40분까지 노출시켰을

때에도 대조군과 유의한 차이를 나타내지 않았다고 보

고하였다. 그러나 Smorag et al
33
에 의하면 평형시

sucrose보다 trehalose가 세포막 안정성 증진에 더욱 효과

적임을 보고하였다. Rayos et al
34
은 난자의 동결시

trehalose와 sucrose의 차이가 없음을 보고하였다. 본 실

험의 결과에서는 당의 변화에 있어 유의한 (P<0.05) 차

이는 보이지 않았지만, 단당류를 사용한 EFG 동결보호

제로 동결·융해한 난자의 생존율이 다소 높았다.

동결에 있어서 Ca
2+
의 영향을 살펴보면 지금까지의

보고는 동결과정이 정자의 세포막을 변화시키는 것으로

알려졌다
35∼38

. 세포내 Ca
2+
은 동결·융해동안 나타날 수

있는 세포 손상의 주원인중의 하나이다. 포유동물 난자

및 수정란에 있어서, Ca
2+
은 다양한 세포내 현상을 조절

하는 인자로 알려져있으며, 특히 미성숙난자 및 배란난

자에서 Ca
2+
은 필수적임을 보고하였다

39,40,15
. 난자를 Ca

2+

free 배양액에서는 4시간정도 배양하면 이 난자는 퇴화

되게 된다
3
. 따라서 Ca

2+
은 난자의 배양과정에 필수적인

인자로 생각되었다. 또한 2세포기 발생정지현상이 나타

난 생쥐배의 배양에 Ca
2+
이 없을 경우 바로 퇴화된다.

이와같이 Ca
2+
은 난자의 성숙, 수정 및 배발달과정에서

중요한 역할을 한다
41-45

. 다양한 세포내 현상을 조절하

는 중요한 인자인 Ca
2+
이 동결과정과는 어떠한 관련이

있는 지를 본 실험에서 조사하였다. 생쥐난자를 동결시

킬 때 동결보호제에 Ca
2+
이 들어있는 군과 들어있지 않

은 군으로 나누어 난자의 생존율을 조사하였다 (Table

2). Ca
2+
이 들어있는 동결보호제를 이용하여 동결한 군

은 Ca
2+
이 들어있지 않은 동결보호제로 동결시킨 난자
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보다높은 생존율을 보였다. 이러한결과로 보아 동결에

있어서도 Ca
2+
은 난자의 생존율과 밀접한 관련이 있는

것으로 생각된다. 8세포기의 생쥐 수정란을 Ca
2+

free 동

결보호제로 동결한 후 난자의 생존율을 조사하였을 때

각각의 할구가 분리되어 정상적인 형태를 가진 수정란

을 확인할 수 없었다 (data not shown). 난자및 수정란을

배양할 때 Ca
2+
의 필요성은 이미 확인된 바 있다. 그러

나 Ca
2+
을 필요로 하는 시기에는 반드시 Ca

2+
유입현상

이 일어나야 하므로 생쥐난자에서 Ca
2+
통로의 존재를

생각하였다. 생쥐난자에서의 Ca
2+
통로는 이미 확인된

바 있다
46,11,14

. 본 실험에서는 동결과정이 세포막의 Ca
2+

통로에 어떠한 영향을 미치는 지를 whole cell voltage

clamp 기법을 이용하여 조사하였다. 유리화동결은 Fig 2

에서 보는 바와 같이 세포바깥에서 Ca
2+
을 이동시킬 수

있는 기전 중의 하나인 Ca
2+
통로를 통한 Ca

2+
의 이동에

는 별다른 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.

본 실험에서는 생쥐 난자의 유리화동결이 세포막의

Ca
2+
통로를 손상시키지 않은채 난자를 동결시킬 수 있

다는 것을 처음으로 제시하였다. 그리고 생쥐난자의 동

결·융해 후 생존율 및 그 이후의 발달률을 향상시키기

위해서는 난자에 적합한 동결보호제, 동결·융해 방법 및

체외배양체계를 정립하는 것이 필요하다고 생각한다.

결 론

본 실험에서는 동결·융해 후 생쥐 난자에서 동결방

법과 동결보호제를 달리하여 난자의 생존성을 조사한

후 whole cell voltage clamp 기법을 이용하여 동결난자에

서 Ca
2+
전류를 기록하였다. 과배란시킨 생쥐의 난관으

로부터 채란된 난자를 동결에 이용하였으며, 동결보호

제로는 EFS (ethyleneglycol + ficoll + sucrose), EPG

(ethyleneglycol + polyvinylpyrolidone + galactose), EFG

(ethyleneglycol + ficoll + galactose), EFT (ethyleneglycol +

ficoll + trehalose)를 사용하였다. 동결·융해 후 난자는

5%, 39℃ CO2 배양기에서 M16 배양액에 배양하였다.

난자의 생존성 확인은 FDA-test를 이용하였으며, 난자의

생존율은 100%형광을 발하는난자만을택하여 통계 처

리하였다.

유리화동결과 완만동결방법을 이용하여 난자를 동결

시킨 후 융해하여 생존율을 비교한 결과 동결방법간에

는 유의한 (P<0.05) 차이를 보이지 않았다. 그리고 난자

의 생존율을 각각다른 세가지 동결보호제 (EFG, EFS,

EFT)를 이용하여 동결시킨 후 융해하여 생존율을 비교

하였다. 그 결과 세 처리구에 있어서 생존율의 유의한

(P<0.05) 차이는 없었다. 그러나 단당류의 비침투성 보

호제인 galactose를 첨가시킨 EFG로 동결시킨 처리군에

서 10% 정도 높은 생존율을 보였다. 동결과정시 Ca
2+
이

들어있는 동결보호제를 이용한 군과 Ca
2+
이 들어있지

않은 동결보호제를 사용한 군을 비교해 본 결과 Ca
2+
이

들어있는 동결보호제를 사용한 군이 Ca
2+
이 들어있지

않은 군보다는 난자의 생존율이 현저히 상승하였다. 따

라서 Ca
2+
은 동결과정시 중요한 인자로 생각되며, 이러

한 Ca
2+
이 이동할 수 있는 경로인 Ca

2+
통로의 변화를

동결·융해 후 대조군과 비교하였다. 동결·융해 난자

에서 Ca
2+
전류의 변화는 동결과정을 거치지 않은 난자

와 거의 동일한 전류-전압곡선을 나타내었다.

이상의 결과로부터 유리화동결이 생쥐 난자의 Ca
2+

통로를 통한 Ca
2+
의 이동에는 유해한 영향을 미치지 않

는 것으로 생각된다.
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