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Objective : This study was conducted to examine the effect of vitrification on the survival and in 
vitro development of mice 1-cell zygotes. 

Method: Effects of exposure to vitrification solution and vitrification, with different concentrations 
of the cryoprotectant solution, were examined. The 1-cell zygotes were also subjected to a slow freezing- 
thawing method to compare with vitrification method. Solution composed of ethylene glycol (6.0 M, 
5.0 M, 4.0 M) and sucrose (1.0 M) were used as cryopropectant. The experiments employed the method 

loading the embryos on electron microscope grids. 
Results: 
I. The effects of exposure in vitrification solution 
1-cell zygotes were non-toxic at all concentrations of the vitrification solution showing the survival 

rate between 88.1% and 97.5%. Development into 2-cell was more successful in the higher concentrations 
of the vitrification solution. Therefore, higher concentrations of the vitirification solution do not seem to 
cause any problems in vitrification procedure. 

II. The effects of vitrification method 
1-cell zygotes showed the survival rate between 78.8% and 92.4%. The lowest and the highest 

survival rate was observed in the 6.0 M and 4.0 M vitrification solution, respectively. 2-cell development 
rates varied from 77.6% to 91.3%. Blastocyst development rate was shown highest in 5.0 M and the 

lowest in 4.0 M solution. Therefore, the highest 2-cell and blastocyst development rate was observed in 
5.0 M solution. 

III. Comparison of vitrification and slow freezing-thawing method on 1-cell zygotes 
This experiment showed that 1-cell zygotes had the highest survival and development rates in 5.0 

M vitrification solution. Vitrified group of 1-cell zygotes, in the 5.0 M vitrification solution, were 
compared with the group processed in slow freezing-thawing method. The development rate into 2-cell 
and blastocyst as well as the survival rate were higher in the vitrified group than in the slowly freezed 
group. 

Conclusion: 1. The results demonstrate that the best cryoprotectant is a 5.0 M vitrification solution 
for 1-cell zygotes. 2. Vitrification method significantly increases the survival rate of the 1-cell zygote 
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and its development into 2-cell and blastocyst. Equilibration and exposure time during the vitrification 
was remarkerbly short in this experiment. Total time, from the exposure to vitirification solution to 
storage in the liquid nitrogen, was taken only 90 seconds. In contrast, the slow freezing-thawing method 
have taken more than four hours. Taken together, we presume that the overall time used for the 
procedure contributes to the results as an important parameter. 3. The loading of 1-cell zygotes on the 
EM grid is technically more simple and takes less time than the straw or cryo vial method. 

Key Words: Cryoprotectant, Vitrification, Ethylene glycol, Electron microscope grid  

배아의 냉동에 관한 연구는 1972년 Whittingham이 

DMSO (dimethyl sulfoxide)를 사용하여 완만동결과 

완만융해로 생쥐 배아를 빙결점 이하의 온도에서 장

기간 동결보존에 성공하여 산자를 탄생시킨 이후 

급속히 가속화 되었다.7,21 냉동보존 실험에서는 일

반적으로 동해를 막기 위해 항동해제 (cryoprotective 

agents : CPAs)를 사용하고 있으며, 그 동안 항동해제

로는 대개 투과성 항동해제인 DMSO, PROH, glyce-

rol을 사용하였으나, 최근에 이르러 ethylene glycol을 

사용하는 경우가 늘고 있으며, 비투과성 보호제로는 

glucose 또는 sucrose를 사용하고 있다.1,6,10,17~20,22,23 

동결보존 후 배아의 생존율은 동결, 융해과정 중

에 사용되는 항동해제의 종류와 농도, 동결방법과 

융해속도 등에 많은 영향을 받는다고 알려져 있으며
5,7,12,15 또한 동결되는 배아의 세포주기, 발생시기,11,12 

배아의 종 (species)의 차이7도 동결보존 후의 생존율

과 깊은 관계를 갖는다고 한다. 

1985년 Rall과 Fahy16가 초자화동결 (vitrification)을 

보고한 이후 초자화동결방법에 대한 항동해제의 종

류, 농도, 평형시간, 융해방법 등에 대한 많은 연구

가 보고되어 왔다.1,2,17,22,23 초자화동결은 고농도의 항

동해제를 사용하여 초급속으로 냉각시켜 높은 냉각

률과 응집력을 가지게 하는 방법으로서 완만동결과

는 달리 동결과정 중에 발생하여 세포 손상의 주원

인이 되는 빙결정 (ice crystallization) 형성을 막으며, 

동결에 소요되는 시간을 감소시키고, 기존의 automa-

tic freezer가 필요 없이 액화질소에 곧바로 침지함으

로써 매우 경제적이면서 간편하다는 장점이 있다. 

본 실험은 생쥐 1-세포기 수정란을 이용하여 경

제적이고 간편한 초자화동결방법을 사용하여 가장 

적절한 항동해제의 농도를 검토하고, 종전에 주로 

사용해왔던 완만동결방법과 비교하여 수정란의 생

존율 및 포배기로의 발달률을 비교하였다. 

 

연구 대상 및 방법 

1. 실험동물 

실험동물로는 생쥐 제1대 잡종 BDF1 (C57BL/DBA)

의 생후 6~8주령의 암컷과 생식능력이 확인된 생후 

10~12주령의 DBA 수컷을 선택하였으며, 10시간/14

시간 light cycle을 유지시켰다. 과배란 유도는 preg-

nant mare's serum gonadotropin (PMSG; G-4877, Sigma, 

USA) 7.5 IU를 복강 내 주사하고 48시간 후 human 

chorionic gonadotropin (HCG; C-8554, Sigma, USA) 7.5 

IU를 다시 복강 내 주사하였다. HCG 주사 후 수컷 

생쥐와 1:1로 합사시켜 자연교미를 유도하였으며 다

음날 질전이 확인된 개체만을 실험에 사용하였다. 

2. 1-세포기 수정란의 회수 

HCG 주사 후 18~22시간에 난관 팽대부로부터 난

구세포에 싸여있는 1-세포기 수정란을 회수하였다. 

회수된 수정란을 67 IU/ml 농도의 hyaluronidase (Si-

gma, H-3506)로 처리하여 난구세포를 제거하고 두 

번 D-PBS에서 세척하였다. 그 후 50 mg/ml bovine 

serum albumin (BSA; A-9647, Sigma, USA)이 첨가된 

Dulbecco's phosphate buffered saline (D-PBS; 21300-017, 

GibcoBL, USA)이 담긴 배양접시에서 세척 후 37℃, 

5.0% CO2, 100% 습도로 조절된 배양기 (Forma Sci-

entific, 1058)에서 10% 태아제대혈청이 첨가된 mo-

dified HTF (Basal XI) 배양액에 넣어 약 1시간 동안 

배양한 후 정상적인 형태의 것만 실험에 사용하였

고, 대조군, 독성검사를 위한 동결보존액 노출군, 초

자화동결군 및 완만동결군으로 나누어 사용하였다. 

3. 대조군의 배양 

회수된 수정란을 10% 태아제대혈청이 첨가된 mo-
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dified HTF (Basal XI) 배양액에 넣어 배양기에서 배

양하여 체외발달률을 구하였다. 

4. 독성검사를 위한 초자화 동결보존액 노출군 

초자화 동결보존액은 ethylene glycol (Sigma, E- 

9129)을 기본 용액으로 하여 6.0 M, 5.0 M, 4.0 M의 

농도를 사용하였으며, 각 농도의 ethylene glycol에 

1.0 M sucrose (Sigma, S-1888)를 첨가하였다. Ethylene 

glycol과 sucrose는 기본액 10% fetal bovine serum 

(FBS)이 첨가된 D-PBS (GibcoBRL. 11500-022)로 희

석하였으며, 제조된 용액은 0.2 µm filter (Gelman Sci-

ence, 4192)로 여과하고 냉장보관 후 다음날 사용하

였다. 또한 초자화 융해액은 sucrose 0.5 M을 사용하

였으며, 10% FBS가 첨가된 D-PBS로 희석하여 0.25 

M과 0.125 M을 만들었다. 

1시간 동안 배양기에 두었던 수정란을 각각 10~ 

15개씩 mouth pipet으로 pipetting하여 10% FBS가 첨

가된 D-PBS에서 씻은 후 즉시 초자화 동결보존액 

6.0 M, 5.0 M, 4.0 M에 각각 넣어서 20초 동안 실온 

(25℃)에서 평형시켰다. Pipetting으로 수정란을 채집

하여 여과지 위에 놓인 electron microscope grids (EM 

grids; Gilder 400 M, Cu, v/100, Ted Pella, Inc, Redding, 

CA) 위로 뿜었다. EM grid 상에서 동결보존액이 여

과되는 것을 확인한 후 0.5 M, 0.25 M, 0.125 M의 초

자화 융해액 및 10% FBS가 포함된 D-PBS의 순서

로 각 1분씩 노출시킨 후 다시 10% FBS가 포함된 

D-PBS에서 5분간 정치하고 배양기에서 배양하는 

방법으로 독성 실험을 하였다. 

5. 동결보존액의 초자화동결군 

초자화 동결보존액에 대한 노출군과 같은 방법으

로 EM grid 상에서 동결보존액이 여과되는 것을 확

인한 후 곧바로 -196℃의 액화질소에 넣었다. 동결

보존액에 평형시키는 시간부터 액화질소에 넣기까

지 걸린 시간은 1분 30초를 초과하지 않았다. 

24시간에서 약 4주 가량까지 액화질소에 냉동보

존되었던 EM grid를 액화질소에서 다시 꺼내 공기 

중에서 약 10초간 유지하였다. 37℃의 warmmer plate 

위에서 준비해 놓은 융해액 0.5 M, 0.25 M, 0.125 M, 

10% FBS가 첨가된 D-PBS 순서로 각각 1분씩 정치

하고, 다시 한번 10% FBS가 첨가된 D-PBS의 융해

액에서 5분 동안 유지하였다. 37℃, 5.0% CO2, 100% 

습도의 배양기에 보관한, 10% 태아제대혈청이 첨가

된 modified HTF (Basal XI) 배양액으로 1회 세척한 

다음 정상적인 형태의 것만 실험에 사용하였다. 

6. 완만동결군 

완만동결액으로는 3 mg/ml의 BSA가 첨가된 D- 

PBS에 1.5 M PROH를 첨가하여 사용하였으며, 융해

액은 1.5 M PROH를 3 mg/ml의 BSA가 첨가된 D- 

PBS로 희석하여 1.0 M, 0.5 M을 만들어 사용하였다. 

동결을 위해 1-세포기 수정란을 0.3 ml의 1.5 M 

PROH를 넣은 cryo via l (Nunc, 375299)로 이송하여 

실온에서 30분 동안 평형시킨 후, 냉각기 내에서 

cryo vial을 상온에서부터 -6℃까지 -1℃/min의 속도

로 냉각하고 다시 5분간 평형시킨 다음 빙정형성을 

위해 식빙 (seeding)을 시행하였다. 다시 5분 동안 평

형시킨 후 -0.5℃/min의 속도로 -80℃까지 냉각시켜

서 -196℃의 액화질소 탱크에 넣어 냉동보존하였다. 

동결보존액에 평형시키기 시작한 시간부터 액화질

소에 넣기까지 약 4시간이 소요되었다. 융해과정에

서는 냉동보존되었던 cryo vial을 꺼내어 -100℃의 

냉각기로 이송하여 5분간 평형시키고 8.0℃/min의 

융해속도로 상온 (20℃)까지 융해시킨 뒤 5분간 평

형시켜서 융해를 완료하였다. 항동해제를 제거하기 

위해 1.0 M PROH를 첨가한 용액에서 5분, 0.5 M 

용액에서 5분, 기본액인 3 mg/ml의 BSA가 첨가된 

D-PBS 용액에서 5분간 평형시켰으며 항동해제를 

제거한 1-세포기 수정란은 현미경으로 관찰하여 형

태학적 특징이 잘 보존되어 있는 배아를 선택하여 

배양하였다. 

7. 생존판정 

동결-융해된 수정란은 배율 200의 역반사 현미경 

(Leitz Labovert FS)에서 형태적인 생존을 판정하였

다. 세포질에 응집된 현상이 나타나지 않고 깨끗하

며 위란강 (perivitelline space)이 넓지 않고, 투명대가 

손상되지 않은 것을 생존한 것으로 판정하였다. 

8. 사진촬영 

역반사 현미경에 부착되어 있는 CCD-colo r TV 

carmera system (Polaroid video recorder)을 사용하여 
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200배의 배율에서 촬영하였다. 

9. 통계처리 

전체 수에 대한 생존율, 2-세포기로의 발달률 및 

포배기로의 발달률을 백분율로 표시하였으며, 통계 

검증은 SPSS pc version 7.5를 이용하여 one way AN-

OVA를 시행하였으며, p<0.05 수준에서 노출군, 초

자화동결군, 완만동결군 간에 통계학적 유의성이 있

는 것으로 판정하였다. 

 

결  과 

1. 대조군과 노출군에서 생쥐 1-세포기 수정란

의 생존율과 배아발달률 

대조군의 실험에서 1-세포기 수정란의 2-세포기

로의 발달률은 93.9±4.9%와 포배기로의 발달률은 

90.4±3.7%를 나타냈다 (Table 1). 

1-세포기 수정란을 초자화 동결보존액에 노출시

켰을 때의 독성 여부에 대한 것은 모든 농도에서 

생존율이 88.1~97.5%로 대조군과 생존율의 차이를 

보이지 않았고 6.0 M에서만 대조군에 비하여 낮게 

나타났다. 2-세포기로의 발달률은 4.0 M에서 59.4±

14.6%의 발달률을 보여 대조군 및 6.0 M과 5.0 M에 

비해 유의하게 낮은 발달률을 보였다 (p<0.05). 생존

율에 대한 포배기로의 발달률에서는 4.0 M의 33.8±

12.5%에 비하여 5.0 M과 6.0 M에서 56.6±22.3%와 

55.7±23.4%로 다소 높게 나타났으나 각 농도 사이

에 큰 유의성은 없었다. 하지만 대조군에 비하여 현

저하게 낮은 발달률을 보였다 (p<0.05) (Table 1, Fig-

ure  1). 

Table 1. In vitro development of 1-cell zygotes exposed to vitrification solutions (VS) 

Conc. of VS Total No. Survival rate (%)a 2-cell embryos (%)b Blastocyst / Survival (%)c 

Control 87 100±0.0 93.9±4.9 90.4±3.7 

6.0 M 86 88.1±9.5 92.9±16.0 55.7±23.4** 

5.0 M 76 93.5±6.1 88.7±15.9 56.6±22.3** 

4.0 M 88 97.5±3.5 59.4±14.6* 33.8±12.5** 

* Development rate into 2-cell embryos; p<0.05, ** Development rate into blastocyst; p<0.05 
a Mean±SD of survival rate (%); No. of survived 1-cell zygotes/No. of total zygotes  
b Mean±SD of 2-cell development rate (%); No. of 2-cell embryos/No. of survived 1-cell zygotes  
c Mean±SD of development rate into blastocyst (%); No. of blastocyst embryos/No. of survived 2-cell zygotes 

Table 2. In vitro development of 1-cell zygotes stored at -196℃ by vitrification 

Conc. of VS Total No. Survival rate (%) 2-cell embryos (%) Blastocyst / Survival (%) 

6.0 M 108 78.8±22.6 77.6±23.2 55.3±17.6 

5.0 M  85 87.0±15.3 91.3±11.7 62.0±14.7 

4.0 M  99 92.4±11.2 78.3±20.3 33.8±8.9* 

* Development rate into blastocyst; p<0.05 

Table 3. In vitro development of 1-cell zygotes. They are exposed to or vitrified in vitrification solution or processed in 
slow freezing-thawing method 

Group Total No. Survival rate (%) 2-cell embryo (%) Blastocyst / Survival (%) 

Vitrified (5.0 M) 85 87.0±15.3 91.3±11.7 62.0±14.7 

Slow freezing 64 62.7±4.2 49.5±4.2 19.0±5.1 

Vitrified and slow freezing group show significantly different results  (p<0.001). 
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2. 초자화동결-융해 후 생쥐 1-세포기 수정란

의 생존율 및 배아발달률 

초자화동결-융해 후 생존율은 6.0 M에서 78.8±

22.6%, 5.0 M에서 87.0±15.30%, 4.0 M에서 92.4±

11.2%를 보여 유의한 차이를 보이지 않았으나,  2-

세포기로의 발달률은 6.0 M에서 77.6±23.2%, 5.0 M

에서 91.3±11.7%, 4.0 M에서 78.3±20.3%로 5.0 M에

서 가장 높게 나타났다. 포배기로의 발달률은 4.0 M

에서 33.8±8.9%로 5.0 M에서 62.0±14.7%와 6.0 M

에서 55.3±17.6%에 비하여 현저하게 낮게 나타났다 

(p<0.05) (Table 2, Figure 2). Figure 4는 초자화동결-융

해시킨 1-세포기 수정란이 EM grid  위에 있는 모습

으로서 hyaluronidase를 약하게 처리하여 난구세포가 

붙어있다. Figure 5는 24시간 후 2-세포기로 난할된 

상태를 보여주며, Figure  6은 4일 후 포배기로 발달된 

상태를 보여준다. 

3. 1-세포기 수정란의 초자화동결군과 완만동결

-융해군의 비교 

초자화동결에서 가장 좋은 결과를 나타낸 농도 5.0 

M과 완만동결-융해군을 비교한 실험에서 완만동결

-융해군은 생존율 62.7±4.2%와 2-세포기로의 발달

률 49.5±4.2%를 나타냈으며 포배기로의 발달률은 

19.0±5.1%를 나타냈다. 이는 생존율, 2-세포기로의 

발달률 및 포배기로의 발달률 모두 완만동결-융해

군이 유의하게 낮음을 나타내는 수치이다 (p<0.001) 

(Table 3, Figure 3). 

 

고  찰 

 

1972년 Whittingham에 의해 개발된 완만동결법에 

의한 동결보존 실험 이후 지금까지 동결 융해 후의 

생존율 향상과 다른 종에의 적용 등에 대한 많은 연

구가 진행되어 왔다. 그 결과로 생쥐, 토끼, 양 등의 

배아 냉동보존이 가능하게 되었으며, 냉동보존되었

던 사람의 배아에서 정상출산이 이루어지는 결과까

지 보고되었다.4,20 완만동결법은 배아 및 세포내의 

Figure 1. In vitro development of 1-cell zygotes ex-
posed to vitrification solution. 

Figure 2. In vitro development of 1-cell zygotes sto-
red at -196℃ by vitrification. 

Figure 3. In vitro development of 1-cell zygotes. They 
are exposed to or vitrified in 5.0 M vitrification solution 
or processed in slow freezing-thawing method. 
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탈수를 유도한 다음, 천천히 냉각시켜서 일정온도에 

도달한 후 세포질 내에 빙결정이 이루어지도록 식빙

을 하고 일정온도에 도달하면 보존을 하는 방법으로,  

융해 역시 일정한 온도의 조건에서부터 융해를 시

작한다. 하지만 매우 복잡한 단계를 거치는 냉동과 

융해과정 동안 세포 및 배아가 손상될 가능성이 매

우 높다. 세포내의 빙정형성, 용액 자체의 영향과 

세포의 삼투성 응축 등 냉동 동안 세포에 손상을 주

는 요인들이 많이 있으며, 그 외에 얼음 결정체에 

의해 세포가 물리적으로 손상될 수도 있다.14 

초자화동결은 세포가 동결되는 동안 동결용액의 

점성을 점차 증가시켜 세포내외의 빙정형성을 방지

하는 동결법이다. 그러나 초자화된 동결용액은 낮은 

온도에서 과냉각 (supercooled) 되기 때문에 융해과정 

동안 결정화가 일어나 세포에 손상을 줄 수 있다. 

따라서 융해되는 동안 결정화가 일어나지 않도록 

투과력이 높은 고농도의 항동해제를 사용하여야 한

다.17 일반적으로 완만동결은 저농도의 항동해제 (1.5 

M에서 2 M 정도)를 사용하지만 초자화동결에서는 

3.5 M 이상에서 약 7.5 M 까지의 항동해제를 사용

한다. 항동해제로는 오랫동안 DMSO, 1.2-PROH, gly-

cerol을 주로 사용하였으나, 최근에는 가장 독성이 

약한 것으로 알려진 ethylene glycol을 많이 사용하고 

있다.3 

본 실험에서 사용한 완만동결법은 10년 이상 원

주기독병원에서 불임환자를 대상으로 시행하였던 

동결방법으로서 실온에서부터 시작하여 -80℃까지 

점차 냉각시켜 냉동보존한 후, -100℃부터 시작하여 

실온으로 올리면서 융해시키는 방법이다. 

초자화 동결보존액은 Ali와 Shelton1,2이 독성이 약

하다고 발표한 VS14 (5.5 M ethylene glycol에 1.0 M 

sucrose가 혼합된 용액)를 기초로 하였으며, 항동해제

로 6.0 M에서 4.0 M 까지의 ethylene glycol을 사용하

여 아직까지 생쥐의 초자화동결에서 보고되지 않은, 

직접 액화질소에 EM grid를 노출시키는 Martino13 

방법 (EM grid를 사용하여 소의 성숙난자를 냉동시

키는데 성공함)으로 실험하였다. Ali와 Shelton의 실

험에서는 Swiss outbred 생쥐 2-세포기 배아에서 81%

의 생존율을 보였고 동결-융해 후에는 71%의 생존

율을 보고하였다. 이에 비해 본 실험은 BDF1 쥐를 

사용하여 5.0 M의 ethylene glycol과 1.0 M sucrose가 

혼합된 군에서 독성 실험한 결과 93.5±6.1%의 생존

율 및 초자화동결-융해 후 87.0±15.3%의 생존율을 

보임으로써 Ali와 Shelton의 실험보다 크게 향상된 

결과를 얻었다. 

Figure 4. 1-cell zygotes (arrowhead) on EM grid after
vitrification and thawing (×200). 

Figure 5. 2-cell stage embryos after vitrification and 
thawing (×200). 

Figure 6. Blastocyst after vitrification and thawing 
(×200). 
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1990년 Kasai 등10은 실온에서 40% ethylene glycol, 

30% ficoll, 20% sucrose (EFS40)를 혼합하여 straw에 

장진한 생쥐 상실배에서 동결 융해 후 98%의 생존

율과 51%의 산자 생산을 보고하였다. 그 이후 EFS-

40을 사용하여 생쥐,22~24 소,13 토끼 등에서 초자화동

결법에 대한 많은 연구가 이루어졌다. 또한 1996년 

Martino 등13은 5.5 M과 4.0 M의 ethylene glycol에 1.0 

M과 0.5 M의 sucrose가 혼합된 용액을 동결보존액

으로 사용하여 소의 성숙난자를 35℃에서 20초 동

안 노출 후 동결을 시행하였으며, sample container로 

straw와 EM grid를 사용하였다. 이때 동결-융해 후 

생존율은 straw가 34%, EM grid가 51~72%로 나타나 

EM grid에서 높은 생존율을 얻었으며 이 방법으로 

융해 후 수정되고, 포배기로 발달된 난자는 15%였다. 

생쥐의 1-세포기 수정란을 EM grid에 장진하고 

동결보존액으로 ethylene glycol과 1.0 M의 sucrose가 

혼합된 용액을 사용한 본 초자화동결 연구 결과를 

straw에 장진하는 Kasai (1990)의 방법을 변형시킨 

1996년 Kim23의 EFS40 (ethylene glycol 40%가 혼합

됨) 방법으로 초자화동결한 연구 자료와 비교해 보

았다. Kim의 EFS40을 사용하여 체외수정시킨 1-세

포기 수정란을 1단계 동결법으로 초자화동결 하였을 

때 생존율 및 2-세포기로의 발달률 85.5%, 포배기

로의 발달률 53.2%를 나타냈는데, 본 실험에서는 

수정란을 채집하여 초자화동결 하였을 때 생존율 

78.8~92.4%, 2-세포기로의 발달률 77.6~91.3%로 나

타났으며 모든 농도에서 EFS40과 비슷한 결과를 보

이거나 더 높은 결과를 얻었다. 그러나 본 연구의 

적정농도로 생각된 5.0 M에서는 EFS40 보다 높은 

포배기로의 발달을 보였다. 

1-세포기 수정란을 5.0 M의 초자화 동결보존액

을 사용해 초자화동결 했을 때와 완만동결-융해군

을 비교하면 생존율,  2-세포기로의 발달률과 포배

기로의 발달률 모두 초자화동결이 유의하게 높았다 

(p<0.001). 그러나 ethylene glycol에 난자를 오랫동안 

노출시키면 배아의 기포형성 원인이 된다는 보고가 

있으며,9 ethylene glycol이 쥐의 착상 전 발생 중 기

관형성 (organogenesis)에 해로운 영향을 준다는 보고

도 있다.8 그러므로 실온에서 가능한 한 짧은 시간 

동안 동결보존액 내에 평형시켜 액화질소에 냉동시

킬수록 융해 후 높은 생존율과 발달률을 가져오리라

고 판단된다. 본 실험에 따르면 1분 동안 초자화 동

결보존액에 노출시킨 후 6.0 M부터 4.0 M까지 노출

군과 동결군을 비교한 결과, 동결-융해 후 5.0 M 이

상의 고농도를 사용한 실험군에서 포배기로의 발달

률이 가장 높게 관찰되었다. 2-세포기로의 발달률에

서는 완만동결-융해군 49.5±4.2%에 비하여 초자화

동결군이 모든 농도에서 77.6~91.3%의 범위로 나타

나 현저하게 높은 결과를 보였다. 

이상과 같은 연구 결과로 본 실험에서 채택한 

ethylene glycol을 기본 동결보존액으로 사용하여 초

자화동결-융해하는 방법은 완만동결-융해방법 보다 

시간이 단축되고 비싼 장비가 필요 없어 경제적이고 

간단하면서도 동결-융해 후 높은 생존율과 체외발

달률을 가져왔고, 특히 EM grid를 사용하는 방법은 

straw나 cryo vial을 사용하는 방법보다 조작이 간단

하면서도 효과적인 결과를 가져왔다. 앞으로 이와 같

은 결과를 토대로 생쥐 1-세포기 수정란의 초자화

동결방법을 더욱 다양하게 접근해 볼 수 있을 것이

다. 항동해제의 농도, 노출시간, 노출온도와 노출 단

계를 달리 사용하여 평형시키는 방법 등이 함께 연

구된다면 생존율과 체외발달률을 더욱 높일 수 있

는 성공적인 냉동보존법이 개발될 수 있을 뿐 아니

라 이는 인간을 포함한 포유동물 전반에 걸쳐, 그리

고 1-세포기 수정란 뿐 아니라 난자세포 단계에도 

적용될 수 있을 것이다. 
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