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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effectiveness of cryopreservation methods for the effect of various 
vitrification containers, such as EM-grid, OPS, or cryo-loop on the survival and developmental rate of vitrified mouse 
pronuclear embryos, and mouse cleavage embryo, at 21, 24, 27 and 30 hr after hCG injection. Post-thaw cleavage 
was similar among treatments, while the developmental rates of mouse blastocyst and hatched blastocyst were higher 
(p<0.05) in 27 hr and 30 hr than 21 hr. The developmental rate of hatched blastocyst at vitrified cleavage mouse 
embryos in cryo-loop was significantly higher than vitrified pronuclear embryos of control group as well as EM-grid 
and OPS (p<0.05). The developmental rate using cryo-loop was higher than EM-grid, but in case of OPS at vitrified 
cleavage and mouse pronuclear embryos, no significant difference was noticed. These results of our study show that 
the developmental rates of mouse embryos were unaffected by various vitrification containers, but in case of mouse 
embryos and hatched blastocysts at late vitrified pronuclear embryos the developmental rates were higher than early 
vitrified pronuclear embryos. Moreover, the developmental rate of hatched blastocyst at vitrified cleavage mouse 
embryos was significantly higher than vitrified pronuclear embryos. For better execution of this study, it will be 
mandatory to include improvement of vitrification containers, cryopreservation methods and conditions, higher survival 
rate, safe preservation, contamination and embryo loss.
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서  론

생쥐에서 동결배아를 이용한 산자의 생산을 처음으로 성공

한 이후 초기 배아의 동결 보존 기술은 가축을 포함한 대동물

과 인간에게도 적용되어 그 가치가 증가되고 있으며, 이러한
배아의 동결 보존은 세포의 체외배양 연구에 없어서는 안 되

는 중요한 과정으로 인식되고 있다. 근래에는 여러 동물에서
상업적 이용이 가능하게 되었으며, 인간의 체외수정 프로그램
분야에 접목되어 그 중요성이 점점 커지고 있다(Whittngham 
등, 1972; Hamberger와 Hazekamp, 2002).
유리화 동결법의 도입은 배아의 동결 보존에 의미있는 발

전으로 평가되고, 난자와 초기 배아의 동결 보존 시 동결에 의
한 손상을 막기 위해 첨가하는 동결 보호제는 세포가 동결하

는 과정에서 생기는 세포 내 전해질의 농축이나 상승 및 세포

내외의빙결정형성등생존에불리한상태를완화하거나조절

하는 작용을 하며, 동결 보호제는 완만 동결은 1∼2 mol/ll의
저농도로상대적으로 독성이낮으나, 유리화동결은 7∼8 mol/ 
ll정도의 고농도로 독성이 낮은 물질을 선택하는 것이 중요하며, 
작은 당류와 고분자 물질이 침투성 물질로 용액에 많이 첨가

된다(Rall과 Fahy, 1985). 모든 세포에서 성공적인 동결 보존
을 위한 중요한 요인은 세포 내 빙결정, 동결 보호제의 독성
과 삼투압 팽창이다. 동결 보호제에 대한 배아의 세포막 침투
성은 이 세가지 형태의 손상과 밀접하게 연관되어 있는 특징

이 있으며, 침투성은 동결 보호제 용액 내에서 부피의 변화로
측정할수있다. 용액내에서배아는세포외부의삼투압에 의해
빨리 수축되고, 수분은 손실된 다음 동결 보호제가 침투되고, 
세포 내의 삼투압 평형을 유지하기 위해 수분이 세포 속으로

다시 유입되고 천천히 크기가 회복되며, 이러한 침투성은 발
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달 단계와 종에 따라서 다르게 나타난다(Jackowski 등, 1980). 
난자와 배아같이 세포의 크기가 크고 수분 함량이 높은 세

포의 유리화 동결은 유리화 동결-융해 후 효율을 증진시키기
위해 일반적인 체세포에 비해 고농도의 동결 보호제에 의한

노출시간을 줄이거나 냉각속도를 올리는 것이 필수적이며, 투
과율이 높고 독성이 적은 동결 보호제를 도입하거나 단일 용

액의 사용보다는 투과성과 비 투과성 동결 보호제를 조합하여

상대적 농도의 변화 없이 절대적인 농도를 낮추는 방법을 통

해 세포에 미치는 독성을 감소시키고, ficoll, polyvinyl pyrroli-
done(PVP), polyethylene glycol(PEG) 등과 같은 거대 분자는
동결 시 초 급속 냉각속도로부터 세포 내 환경의 안정화와 세

포막의 손상을 최소화 시켜 주는 물질로서 첨가하기도 한다

(Andre와 Reuben, 1996; Hotamisligil 등, 1996).  
유리화동결에이용되는 동결 보호제는 ethylene glycol(EG)+ 

DMSO+1,3-butanediol을혼합한 VS 용액(Valdez 등, 1992), EG+ 
ficoll+sucrose를 혼합한 EFS 용액(Tachikawa 등, 1993), EG+ 
DMSO+sucrose를 혼합한 EDS 용액(Vajta 등, 1998), glycerol+ 
1,2-propanediol(PROH)을 혼합한 용액(Kuwayama 등, 1992), 
glycerol+EG를 혼합한 GE 용액(Yang 등, 1992), EG+PVP를
혼합한 용액(Leibo와 Oda, 1993) 등이 있으며, 이러한 용액은
배아의 유리화 동결 시 고농도의 동결 보호제 처리로 빙 결정

형성을 막을 수 있고 높은 생존율을 보고하였다(Mahmoudadeh 
등, 1995). Damario 등(1999)과 Veeck 등(1993)은 배아의 동
결 보존에는 전핵 시기가 적합하다고 보고하였으며, 미세소관
의 변화가 큰 전핵 시기에서 전핵의 이동이 완료된 후기 전핵

시기의 동결이 안정적인 것으로 알려졌으며, 초기 배아는 할
구 수가 증가할수록 배아의 생존율이 높은 것으로 보고되었

다(Dobrinsky 등, 2000). 또한 유리화 동결은 동결 보존 용기
를 곧바로 액체질소에 침지하였을 경우, 용기에 따라 냉각 속
도에서 많은 차이를 나타내기 때문에 배아의 회수율과 생존

율이 달라질 수 있으며(Vajta 등, 1998; Yokota 등, 2000), 용
기의 선택은 세포의 크기와 동결 보호제의 양, 동결-융해 속도, 
세포의 손실 가능성, 오염의 위험성 등이 고려되어야 한다

(Kuleshova와 Shaw, 2000).
이러한 유리화 동결은 세포 손상의 방지를 위해 빠른 처리

가 필요하며, 유실되는 난자와 배아를 최소화시켜야 하고, 동
결 보존에 알맞은 발달 단계와 그에 따른 동결 보호제의 종류, 
첨가 농도와 첨가 방법, 평형 시간 등 영향을 미치는 요인이
많아 보고자의 결과에 차이가 있을 수 있으므로 동결 기술에

유용한 동결 시기, 동결 보호제와 동결 보존 방법이 중요하다. 
이에 본 연구는 생쥐의 전핵기 배아의 효과적인 동결 시기와

방법을 확립하기 위해서 생쥐 전핵기 배아는 hCG 주사 후 21, 
24, 27 및 30 시간째에 회수하여 전핵기 배아를 여러 가지 동
결 보존 방법(EM-grid, OPS및Cryo-loop)에 따라 유리화 동결-
융해 후 생존율과 발달률을 비교하였다.

재료 및 방법

1. 실험 동물의 준비

생쥐 제 1세대 잡종 B6CBAF1(C57BL/CBA)의 5주령의 암
컷과 10∼12주령의생식 능력이확인된 동종의 수컷생쥐를 명
10시간과 암 14시간으로 광주기를 조절하고 40∼60%의 습도
와 22∼25℃의 온도를 유지하며, 물과 먹이가 충분히 공급되는
상태에서 사육하였다. 전핵기 배아의 채취는 5 IU의 pregnant 
mare’s serum gonadotropin(PMSG, Sigma, USA)과 human cho-
rionic gonadotropin(hCG, Sigma, USA)을 각각 48시간 간격으
로 주사하여 과배란을 유도하고, hCG주사 후 수컷과 합사시
켜 자연 교미를 유도하였으며, 다음 날 질전이 확인된 개체만
을 이용하였다. 전핵기 배아는 hCG주사 후 21, 24, 27, 30시
간째에, 난할기 배아는 48시간째에 경추탈골로 생쥐를 도살
하고 난관 팽대부에서 19G 주사침이 부착된 일회용 주사기를
이용하여 4 mg/ml의 BSA가 첨가된 PBS로 난관을 관류시켜
서 각 시간대 별로 회수하였다. 회수된 전핵기와 난할기 배아
는 배아 발달 배양액인 G1(G1-5, Vitrolife, Sweden) 배양액에
3회 세척 후 배양하였으며, 배양 후 48시간째에 G2 (G2-5, 
Vitrolife, Sweden)배양액으로 교체하여 배양하였다. 난자와
배아는 10μl당 5개씩 배아를 mineral oil(Sage, USA)을 덮은
배양접시에서 배양하는 drop culture를 실시하였으며, 대조구
의 전핵기와 난할기 배아는 유리화 동결하지 않고 체외 배양

하여 발달률을 관찰하였다.

2. 유리화동결과 융해

동결액은 20% serum substitude supplement(SSS: Irvine Scien-
tific, USA)를첨가한 PBS 기본용액에 7.5% EG(E-9129, Sigma, 
USA)+7.5% DMSO(D-2650, Sigma, USA)와 15.0% EG+15.0% 
DMSO+0.5 M sucrose이며, 융해액은기본용액에 0.5 M sucrose
와 1.0 M sucrose를 각각 첨가하여 이용하였다. 배아는 7.5% 
EG+7.5% DMSO이 첨가된 용액에 옮겨서 10분간 전 처리하
였고, 15.0% EG+15.0% DMSO+0.5 M sucrose에 옮긴 후 바
로 동결 보존 용기에 적재하고 가능한 빨리 액체질소에 침지

하였다. 2주 이상 액체질소에 보관되어 있던 배아는 꺼낸 뒤
바로 37℃, 1.0 M sucrose 용액에 1분간 옮기고, 실온에서 0.5 
M sucrose 용액에 3분간 침지하고, 기본 용액에 5분간, 37℃
의기본용액에 5분간침지한 후에 융해가완료된배아는 37℃, 
5% CO2 배양기에서 16∼18시간 평형시킨 G1 배양액에서 세
척한 후 배양하였다.

3. EM-grid를 이용한 유리화 동결

동결할 배아는 마지막 단계의 동결 용액에 옮긴 후 바로 1∼
3개씩 electron microscope grid(EM-grid: Gilder Co., West Che-
ster, PA)에 유리 pipette을 이용하여 올려놓고, 여분의 동결 보
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호제는 EM-grid 밑에 사전에 멸균한 filter paper를 깔아서 제
거하였다. 배아가 놓인 EM-grid는 액체질소에 침지하기 전까
지의 모든 과정을 37℃에서 시행하였고, 15.0% EG+15.0% 
DMSO+ 0.5 M sucrose에 노출시켰을 때부터 30초 이내에

EM-grid를 액체질소에 침지하여 보관하였다.

4. OPS를 이용한 유리화 동결

Open pulled straw(OPS)의 제작 방법은 0.25 ml plastic straw 
양쪽을 잡고 알코올 램프 5∼7 cm 위에서 2∼5초간 있다가
위로 올리면서 부드럽게 하여 내경과 가운데 부분의 벽 두께

가 각각 0.8∼1.7 mm와 0.07∼0.15 mm까지 감소되도록양끝을
당겨 straw가 가늘게 되도록 한다. 가늘게 뽑아진 중간부분은
날카로운 mass로 비스듬히 자른다. 이렇게 잘린 부분은 배아
와 동결 용액이 포함된 1μl의 drop에 넣으면, 모세현상에 의
해 2∼3 cm 길이의 원주 모양의 용액과 함께 배아가 흡입되
면 바로 액체질소에 침지시킨다. 융해는 융해액에 OPS를 담
그고 반대편 끝부분을 손가락으로 막아 OPS 내 용적의 팽창
에 의해 배아를 회수하였다.

5. Cryo-loop를 이용한 유리화 동결

Cryo-loop(HR4-963, Hampton research, USA)의 구조는 미

Table 1. The effects of various vitrification methods on survival and subsequent development of vitrified mouse pronuclear embryos 
at different recovery times

Time Method
No. of 
zygotes

No. of zygotes
survived (%)

No. (%) of embryo developed to

≥2-cell BL H-BL

Control 60 59 (98.3)a 58 (96.7)a 48 (80.0)a 36 (60.0)a

21 hr

Grid 58 52 (89.7)b 49 (84.5)b 30 (51.7)b,c 21 (36.2)b

OPS 56 53 (94.6)a,b 51 (91.1)a,b 31 (55.4)b,c 19 (33.9)b

CL 60 55 (91.7)b 54 (90.0)a,b 35 (58.3)b,c 21 (35.0)b

24 hr

Grid 61 53 (86.9)b 50 (82.0)b 28 (45.9)c 22 (36.1)b

OPS 57 52 (91.2)b 49 (86.0)b 26 (45.6)c 20 (35.1)b

CL 57 54 (94.7)a,b 50 (87.7)b 31 (54.4)bc 24 (42.1)a,b

27 hr

Grid 60 55 (91.7)b 52 (86.7)b 36 (60.0)b,c 26 (43.3)a,b

OPS 58 54 (93.1)a,b 52 (89.7)a,b 35 (60.3)b,c 26 (44.8)a,b

CL 56 52 (92.9)a,b 51 (91.1)a,b 34 (60.7)b,c 28 (50.0)a,b

30 hr

Grid 48 43 (89.6)b 40 (83.3)b 30 (62.5)b,c 25 (52.1)a,b

OPS 54 49 (90.7)b 47 (87.0)b 35 (64.8)a,b 29 (53.7)a

CL 60 57 (95.0)a,b 54 (90.0)a,b 40 (66.7)a,b 33 (55.0)a

a∼c With the same columns, values with different superscripts differ significantly (p<0.05).
BL, blastocyst; H-BL, hatched blastocyst; Control, at 30hr post hCG; Grid, EM-grid; CL, Cryo-loop.

세한 nylon loop(넓이: 20μm, 지름: 0.5∼0.7 mm)에 스테인
리스 파이프(stainless steel pipe)를 cryovial 뚜껑 속에 설치된
구조이며, 배아는 1μl 미만의 동결 용액의 얇은 막에 loading
되어 cryovial의 loop에 올린 후, cryovial을 액체질소에 침지
시켜 봉합하는 방법으로 이러한 단계를 거쳐 액체질소 내로 침

지하기까지 걸리는 시간은 30초를 넘기지 않아야 한다. 

6. 통계 처리

실험결과에 대한 통계학적 유의성 검정은 SPSS program을
이용한 Chi-square test에 의해 분석하였고, p<0.05일 때 유의
하다고 판정하였다. 

결  과

1. 각 시간대별 전핵기 배아의 유리화 동결에서 동결 보존 

방법이 배아의 생존과 발달에 미치는 영향

생쥐전핵기배아는 hCG를주사한후 21, 24, 27, 30시간째에
회수하여 각각 EM-grid, OPS, cryo-loop에 유리화 동결-융해
한 후 생존율과 발달률 및 부화율을 조사한 결과는 Table 1과
같다. 유리화 동결한 후 각 시간대별 전핵기 배아의 생존율은
대조구에서 98.3%로 가장 높게 나타났으며, EM-grid를 이용한
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시간대별 처리구는 대조구 89.7%, 21시간 처리구 86.9%, 24시
간 처리구 91.7%와 27시간 처리구 89.6%, OPS의 24시간 처
리구 91.2%, 30시간 처리구 90.7%와 cryo-loop의 21시간 처리
구 91.7%가 대조구와 유의적인 차이가 있었다(p<0.05). 2-세
포기 배아의 발달률은 대조구 96.7%가 EM-grid를 이용한 21, 
24, 27, 30시간대별 모든 처리구 84.5, 82.0, 86.7와 83.3%, 
OPS의 24시간 처리구 86.0%, 30시간 처리구 87.0%와 cryo- 
loop의 24시간 처리구 87.7%보다 유의하게 높았다(p<0.05). 포
배기 배아의 발달률은 대조구가 80.0%로 가장 높게 나타났으
며, OPS와 cryo-loop의 30시간 처리구 64.8%와 66.7%를 제외
한 모든 처리구 45.6∼62.5%에서 유의하게 높았다(p<0.05). 그
리고 OPS와 cryo-loop의 30시간 처리구 64.8%와 66.7%가 EM- 
grid와 OPS의 24시간 처리구 45.9%와 45.6%보다 유의하게
높았으나(p<0.05), 다른 처리구간에는 유의 차가 없었다. 배아
의 부화율은 대조구, OPS와 cryo-loop의 30시간 처리구 60.0% 
및 53.7%와 55.0%가 EM-grid와 OPS의 21시간 처리구 36.2% 
및 33.9%와 24시간 처리구 36.1% 및 35.1%와 cryo-loop의 21
시간 처리구 35.0%보다 유의하게 높았고(p<0.05), OPS와 cryo- 
loop의 30시간 처리구를 제외한 모든 처리구 33.9∼52.1%에
서 유의적인 차이는 없었다. 

Table 2. The effects of various vitrification methods on survival and subsequent development of vitrified mouse pronuclear embryos

Method
No. of 
zygotes

No. of zygotes
survived (%)

No. (%) of embryo developed to

≥2-cell BL Hatched BL

Control 260 259 (99.6)a 251 (96.5)a 197 (75.8)a 147 (56.5)a

EM-grid 227 203 (89.4)b 191 (84.1)b 124 (54.6)b  94 (41.4)b

OPS 225 208 (92.4)b 197 (87.6)b 127 (56.4)b  94 (41.8)b

Cryo-loop 233 218 (93.6)b 209 (89.7)b 140 (60.1)b 106 (45.5)b

a,b With the same columns, values with different superscripts differ significantly (p<0.05).
BL, blastocyst; Control, at 30hr post hCG.

Table 3. The effects of various vitrification methods on subsequent development of vitrified mouse pronuclear embryos and cleaved 
embryos

Stage

Control EM-Grid OPS Cryo-loop

No. of
BL

No. (%) of 
BL/HBL

No. of
BL

No. (%) of 
BL/HBL

No. of
BL

No. (%) of 
BL/HBL

No. of
BL

No. (%) of 
BL/HBL

Embryo 121 116 (95.9)a  98 85 (86.7)a  97 85 (87.6)a 111 100 (90.1)a

Pronuclear 197 147 (74.6)b 131 94 (71.8)b 135 97 (71.9)b 151 111 (73.5)b

a,b With the same columns, values with different superscripts differ significantly (p<0.05).
BL, blastocyst; HBL, hatched blastocyst; Control, at 30hr post hCG; Embryo, 2～8 cells stage-embryos.

2. 전핵기 배아의 유리화 동결에서 동결 보존 방법이 배아

의 생존과 발달에 미치는 영향

생쥐 전핵기 배아는 EM-grid구, OPS구, cryo-loop구에 각각
유리화 동결-융해한 후 생존율과 발달률 및 부화율을 조사한
결과는 Table 2와 같다. 배아의 생존율은 대조구 99.6%가 EM- 
grid, OPS, cryo-loop 처리구 89.4% 및 92.4%와 93.6%에 비해
서 유의하게 높았으며(p<0.05), 포배기 배아의 발달률은 대조
구 75.8%가 각각의 처리구 발달률 54.6% 및 56.4%와 60.1%, 
부화율은 대조구 56.5%가 각각의 처리구 부화율 41.4% 및
41.8%와 45.5%보다 유의하게 높았다(p<0.05). 그리고 배아의
생존율, 2-세포기, 포배기 배아의 발달률 및 부화율은 cryo-loop
구 93.6, 89.7, 60.1 및 45.5%가 EM-grid구 89.4, 84.1, 54.6 및
41.4%와 OPS구 92.4, 87.6, 56.4 및 41.8%보다 높은 결과를
나타내었지만 유의적인 차이는 없었다. 

3. 배아의 유리화 동결에서 동결 보존 방법이 전핵기와 난

할기 배아의 부화에 미치는 영향

생쥐 전핵기와 난할기 배아는 각각 EM-grid, OPS, cryo-loop
로 유리화 동결-융해한 후 체외 발달된 포배기 배아의 부화율
을 조사한 결과는 Table 3과 같다. 포배기 배아의 부화율은 대
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조구, EM-grid구, OPS구와 cryo-loop구에서 전핵기 배아구

74.6, 71.8, 71.9와 73.5%보다 난할기 배아구 95.9, 86.7, 87.6
와 90.1%가 유의하게 높았으며(p<0.05), 전핵기와 난할기 배아
에서 cryo-loop구 73.5%와 90.1%가 EM-grid구 71.8와 86.7%, 
OPS구 71.9와 87.6%보다 높았지만 유의적인 차이는 없었다.

고  찰

Damario 등(1999)과 Veeck 등(1993)은 전핵시기의 배아가 동
결 보존에 적합하다고 보고했는 데, 이는 단일세포인 전핵 시
기는 방추사의 결여로 동결 및 융해 후 보다 높은 배아의 생

존율과 착상률을 얻을 수 있고, 융해 후 생존 시 배아의 분열
이 진행되므로 융해 후 배아의 생존 여부를 보다 정확히 확인

할 수 있다. 그리고 미세소관(microtubule)의 변화가 심한 전
핵시기에서도 전핵의 이동이 완료된 후기 전핵시기의 동결이

안정적이라고 보고하였다. 이는 본 연구에서도 같은 결과를
나타내었는데, 전핵기 배아의 생존율과 2-세포기인 초기 배아
의 발달률에서는 동결에 대한 처리구간에 거의 차이를 보이지

않았지만 포배기 배아의 발달률에서 21시간 처리구에서 30시
간 처리구로 시간이 경과되는 후기 전핵기에서 배아의 발달

률이 점점 높게 나타났고, 배아의 부화율도 21시간과 24시간
처리구보다 30시간 처리구가 유의하게 높았으며, 대조구와
비교해도 유의적인 차이는 나타나지 않았다. 
유리화 동결은 보관 방법과 용기 선택에 의해 배아의 회수

율과생존율이달라질수있으며, plastic straws(Yokota 등, 2000), 
OPS(Vajta 등, 1998), closed pulled straw(CPS)(Chen 등, 2001), 
cryo-loop(Lane 등, 1999), EM-grid(Park 등, 1999), hemi-straw 
(Vanderzwalmen 등, 2003), cryo-top(Kuwayama 등, 2005) 등
의 다양한 용기가 개발되어 왔다. 그러나 동결 보존 용기를 곧
바로 액체질소에 침지하였을 경우 용기의 열전도율에 따라 동

결 효율이 많은 차이를 나타내기 때문에, 용기의 선택은 세포
의 크기와 동결 보호제의 양, 동결-융해 속도, 세포의 손실 가
능성, 오염의 위험성, 사용과 표기의 편리성, 저장과 살균의
용이성, 가격과 유효성의 관계 등이 고려되어야 한다. Martino 
등(1996)은 소의 성숙난자를 EM-grid를 이용하여 유리화 동결- 
융해 후 포배기 배아의 형성이 높았다고 보고하였으며, Park 
등(1999)은 plastic straw보다 EM-grid의 효율성을 증명하였고, 
Vajta 등(1998)은 OPS의 이용이 임신율이 증가되었다고 보고
하였다. 또한 EM-grid를 이용한 생쥐의 유리화 동결에서도 배
아의생존율이높았다고보고하였다(Park 등, 2001). Liebermann 
과 Tucker(2002)는 인간 난자와 배아에서 hemi-straw와 cryo- 
loop를 비교한 결과, 배아의 생존율은 각각 85.4와 80.6%로
차이가 없었으나, 배아의 발달률은 hemi-straw가 cryo-loop보
다 성적이 좋았다고 보고하였다. 이와 같이 여러 보고자에 의
한 동결 보존 용기에 따른 결과는 서로 다르게 보고되고 있는

데, 이러한 결과는 동결 기술의 숙련도에 따라서 동결 보존
용기에 대한 결과가 다르다는 것을 알 수 있다. 본 연구에서도
EM- grid, OPS, cryo-loop를 이용한 유리화 동결에서 각 시간
대별 전핵기 배아의 발달률은 동결 보존 방법에 따른 차이가

나타나지 않았다. 이는 현재 이용되고 있는 동결 보존 방법은
발달단계와 동결 보존 용기에 차이가 없이 널리 이용되고 있

다는 것을 알 수 있다(Lee 등, 2001). 
Bagis 등(2005)과 Isachenko 등(2005)은 OPS 방법이 기존

straw 방법과 비교할 때 배아의 생존율이 개선되었다고 보고
하였으며, CPS방법은 액체 질소에 직접 접촉하지 않는 폐쇄
적 처리 방법으로 액체 질소나 주변 오염물로부터 안전하며, 
OPS와 같이 소량의 동결액으로 빠른 온도 변화를 주는 특징
이 있으므로, Seok(2006)은 이러한 동결 보존 방법을 이용한
생쥐 전핵기 배아의 유리화 동결에서 배아의 발달률은 CPS구
가 straws구와 OPS구보다 유의하게 높았으며, 포배기 배아의
발달률은 CPS구와 straws구가 OPS구보다 높은 유의적인 차이
가 있었는데, 이는 본 연구에서 EM-grid, OPS와 Cryo-loop구
에서 2-세포기, 포배기 배아의 발달률과 부화율 구간의 유의적
인 차이가 없는 결과와는 상반된 결과를 나타내었다. 그리고
유의적인차이는없지만배아의발달률과부화율에서 cryo-loop
가 EM-grid와 OPS구보다는약간높은결과를나타내었다. Chen 
등(2001)은 동결된 생쥐 난자의생존율은 CPS, OPS와 EM-grid
에서 각각 79, 63와 39%로 EM-grid구에서 가장 낮았고, Choi 
등(2004)은 cryo-loop구 67.7%가 EM-grid구 53.5%보다 배아의
생존율이 유의하게 높았다. 그리고, Lane과 Gardner(2001)는
Cryo- loop를 이용한 ED동결액으로 99.3%의 높은 배아의 생
존율을 보고하였고, Park 등(2001)은 EM-grid를이용하여 73.8%
의 배아의 생존율을 보고하였다. 동결 보존 방법에 따른 배아
의 생존율과 발달률은 동결 보호제의 종류, 농도와 노출 시간, 
동결방법과 연구자의 숙련도에 따라 다양하게 보고되고 있으

나, 본 연구에서는 동결 보존 방법에 따른 배아의 생존율, 발
달률과 부화율에서 차이가 나타나지 않았다는 Lee 등(2001)
의 보고와 일치한다.

Dobrinsky 등(2000)은 유리화 동결 시 난할기 배아의 단계에
서 동결한 처리구가 전핵기 단계의 처리구보다 높은 배아의

발달률을보였는데, 이는배아의발달단계가 높을수록발달지
연 또는 정지되는 배아보다는 정상적으로 배아의 발달이 진행

된다고 하였으며, Kasai 등(1990)은 배아의 발달 단계별 유리
화 동결-융해한 후 배아의 발달률은 배아의 발달이 진행될수
록 점차 증가한다고 보고하였다. 본 연구도 대조구와 처리구
에서 난할기 배아 단계의 처리구가 전핵기 배아 단계의 처리구
보다 높은 배아의 부화율을 보였는데, 이는 위의 보고와도 일
치한다.
이러한 결과로 전핵기 배아의 유리화 동결에서는 동결 보존

방법에 의한 배아의 발달률 차이보다는 전기보다 후기 전핵
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기 배아에서, 그리고 전핵기보다는 난할기 배아에서의 유리화
동결이 보다 높은 배아의 발달률과 부화율을 얻을 수 있었다. 
최근 많은 연구에서 여러 가지 동결 보존 방법에 따른 유리화

동결의 결과가 보고되고 있으며, 세포의 발달 단계, 동결 방
법, 동결 보존 용기, 동결 보호제에 따라서 많은 차이가 있지
만, 동결 보존 방법은 연구자와 실험 방법 및 숙련도, 보다 높
은 생존성, 오염, 손실과 같은 안전한 보존성 유지에 더 많은
연구가 필요하다고 생각된다. 

결  론

본 연구는 생쥐 배아의 효과적인 동결 보존 방법을 확립하기

위해서 각 시간대별 전핵기 배아의 동결 보존 방법에 따른 배

아의 발달률과 전핵기와 난할기 배아의 동결 보존 방법에 따

른 유리화 동결-융해 후 배아의 발달률을 조사하였다. 각 시
간대별 생쥐 전핵기 배아를 EM-grid, OPS 및 cryo-loop를 이
용하여 유리화 동결-융해한 후 배아의 생존율과 2-세포기 배아
의발달률은시간대별과동결보존용기에따른차이는거의나

타나지 않았으나, 포배기 배아의 발달률과 부화율은 후기 전
핵기 배아에서 더높게 나타났으며, 대조구, OPS와 cryo-loop의
30시간 처리구의 부화율이 EM-grid와 OPS의 21시간과 24시
간 처리구와 cryo-loop의 21시간 처리구보다 유의하게 높았다
(p<0.05). 생쥐 전핵기 배아를 여러 동결 방법에 각각 유리화
동결-융해한 후 생존율, 포배기 배아의 발달률과 부화율은 대
조구가 처리구보다 유의하게 높았으며(p<0.05), cryo-loop구
가 EM-grid구와 OPS구보다 높은 결과를 나타내었지만 유의적
인 차이는 없었다. 생쥐 전핵기와 난할기 배아를 여러 동결방
법으로 유리화 동결-융해한 후 체외 발달된 포배기 배아의 부
화율은 모든 구에서 전핵기 배아구보다 난할기 배아구가 유의

하게 높았으며(p<0.05), cryo-loop구가 EM-grid구와 OPS구보
다 높았지만, 유의적인 차이는 없었다.
이상의 결과로 생쥐 전핵기 배아의 유리화 동결에서 동결

보존 방법에 따른 배아의 발달률은 차이가 없었으며, 전기보
다 후기 전핵기 배아에서, 그리고 할구가 증가되고 배아의 발
달단계가 진행된 배아일수록 보다 높은 배아의 발달률과 부

화율을 얻을 수 있었다. 이에 전핵기 배아의 유리화 동결에는
동결시기와 동결 보존 방법의 선택에서는 차이가 없으므로, 앞
으로 동결 보호제의 선택과 조합에 대한 연구가 더 필요할 것

으로 생각된다. 
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