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돼지 난자용 유리화동결 기구의 고안 및 생존율 분석
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요  약  본 연구에서는 돼지 난자용 유리화동결 기구를 고안하고 그 생존율을 분석하고자 하였다. 일반적인 실험실에 
구비되어 있는 연구 기자재인 nylon mesh와 inoculation loop를 활용하여 유리화동결용 기구를 제작하였고, 체외성
숙 돼지 난자를 이용하여 유리화동결 과정을 진행하였다. 그 결과, 40과 50㎛의 nylon mesh를 사용하여 유리화동결 
과정을 진행하였을 때 각각 71.7과 75.5%의 생존율을 보였으며, 이미 상용화된 동결기구인 Cryotop의 생존율 71.7%
와 유사한 결과를 획득하였다. 하지만, 30, 60, 70㎛의 nylon mesh를 사용한 경우, 각각 58.3, 65.0, 56.7%의 생존율
로 Cryotop과 비교하여 유의하게 (p<0.05) 감소되는 결과를 보였으며, 유리화동결과정 중 발생하는 동결상해로 인한
것으로 사료되었다. 또한 본 연구에서 제작된 nylon mesh 동결기구를 사용할 경우, 유리화동결과정 중 동결액 부피의 
최소화를 용이하게 할 수 있었다. 결론적으로, 본 연구에서 고안된 간이 동결기구를 사용할 시 기존의 상용 기구인 
Cryotop과 비교하여 유리화동결의 과정이 간소화됨은 물론 다량의 난자를 일시에 처리할 수 있었다. 특히 40과 50㎛의
nylon mesh 동결기구를 사용할 경우 높은 생존율을 확보할 수 있고, 이를 활용하여 다량의 난자를 처리해야하는 가축
이나 동물의 유전자원보존에 있어 활용성이 매우 높을 것으로 사료된다.

Abstract  This study endeavored to develop a vitrification device and examine the survival rates of pig 
oocytes following vitrification and warming. General lab equipment, such as nylon mesh and inoculation
loop, were used to develop the vitrification device. The survival rate was examined using in vitro 
matured pig oocytes. Our results reveal that 40 and 50 μm nylon mesh showed significantly (P<0.05) 
higher survival rates (71.7 and 75.5%, respectively) compared to other mesh sizes of 30, 60, and 70 μm 
(58.3, 65.0, and 56.7%, respectively), and were comparable to survival obtained with Cryotop (71.7%). 
Cryoinjuries by dislocation of oocytes (with 60 and 70 μm mesh) and higher volume of vitrification 
solution (30 μm) resulted in reduced survival rates. However, the oocytes could be safely located and 
excessive vitrification solution could be removed easily in the 40 and 50 μm groups. In conclusion, we
confirm that 40 and 50 μm of nylon mesh is very useful for preserving a high amount of pig oocytes
with survival rates comparable to a commercialized vitrification device. 
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1. 서론

생식세포의 동결보존은 농업, 생물 및 의학 관련연구
의 중요 분야로, 유전자원의 영구보존 및 활용을 가능하
게 하는 기술 분야이다. 특히 난자의 동결보존은 유전자
원의 보존뿐만 아니라 의학적으로 활용 가능한 보조생식
기술의 한 분야이다. 난자의 동결보존을 위해서는 완만 
동결[1] 방법과 초고속 동결[2] 방법이 활용 가능하며 초
고속 동결방법은 유리화동결 방법으로 불리고 있다. 최
근, 동결상해를 최소화 할 수 있는 유리화동결 방법이 많
이 적용되고 있으며, 돼지[3], 소[4], 쥐[5] 그리고 사람
[6] 등에서 많은 보고가 되고 있다. 하지만, 체외성숙 돼
지 난자의 경우, 사람, 소, 설치류 등의 난자에 비해 동결
상해에 대한 민감도가 높기 때문에 냉동 보존이 매우 어
렵다고 알려져 있다[7,8]. 

유리화동결[2] 방법은 기존의 완만 동결[1] 방법을 대
체하기 위해 개발 되었으며, 고농도 동결보호제의 첨가
로 얼음결정의 생성을 억제하여 난자나 배아의 동결효율
을 극대화 한 방법이다. 또한, 유리화동결 중 액체질소에 
침지되기 직전 동결액의 부피를 최소화함으로 하강 온도
를 극대화하고 얼음결정의 형성을 최소화 할 수 있다[9]. 
난자나 배아 유리화동결의 효율을 극대화하기 위해 
Cryotop, Cryoloop, EM-Grid, Cryoleaf 등 여러 종
류의 기구가 개발되어 활용되고 있지만 상용화된 기구의 
경우 고가에 판매되고 있어, 가축의 연구에는 경제적으
로 부적합한 실정이다[10,11]. 또한, 이러한 동결 기구들
은 다량의 난자를 일시에 처리하기에는 많은 무리가 따
르며, 원활하고 효율적인 사용을 위해서는 고도로 숙련
된 기술을 필요로 한다[9].   

따라서, 본 연구에서는 실험실에 존재하는 기본적인 
연구 기자재를 활용하여 간단하고 경제적으로 제작할 수 
있는 유리화동결용 기구를 고안하고 그 효과를 분석하고
자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 체외성숙 난자 생산
2.1.1 미성숙 난자의 채취
특별히 명시하지 않을 경우 모든 화학물질은 

Sigma-Aldrich Chemicals(Louis, MO, USA)에서 구
입하여 실험에 사용하였다. 돼지 난소의 수급은 인근(김
제, 목우촌) 도축장을 통해 이루어 졌으며, 당일 채취 난

소를 30∼35°C의 0.9% 생리식염수에 넣어 실험실로 반
입하여 사용하였다. 미성숙 난자의 채취를 위해 3회 세
척한 난소의 직경 3-6mm의 난포로부터 18호 주사바늘
이 부착된 일회용 주사기를 이용해 난포액 및 함유물을 
흡입 채취하였다. 채취한 난포액 및 함유물은 실체 현미경 
하에서 난구세포 및 세포질이 균질한 cumulus-oocyte 
complex (COC)를 선별하였으며, 0.1% polyvinyl 
alcohol(PVA, w/v)이 첨가된 TL-Hepes buffer에 3회 
세척 후 체외성숙 배양을 실시하였다. 

2.1.2 미성숙 난자의 체외성숙
체외성숙에 사용된 배양액의 조성은 0.1% PVA, 

3.05mM D-glucose, 0.91mM sodium pyruvate, 
0.57mM cysteine, 0.5μg/ml Leuteinizing hormone 
(LH), 0.5μg/ml Follicle stimulating hormone (FSH), 
75μg/ml penicillin G 및 50μg/ml streptomycin이 
첨가된 tissue culture medium-199 (TCM-199)을 사
용하였다. 체외성숙 배양은 4-well dish를 이용하여 
well당 50-70개의 난자를 40-42시간 동안 38.5°C , 
5% CO2 조건의 배양기에서 실시하였다. 제1 극체의 확
인을 위해 체외성숙이 완료된 COC를 0.1% PVA 및 
0.1% hyaluronidase가 포함된 Phosphate buffered 
saline (PBS)에 5분간 처리하고 부드럽게 pipetting 하
여 난구세포를 제거하였고, 실체현미경 하에서 제1 극체
가 방출된 것을 확인하고 방출이 완료된 성숙난자를 시
험에 공시하였다.

2.2 유리화동결 및 융해 
2.2.1 동결액의 제조 및 조성 
유리화동결에 사용되는 용액의 제조는 황[8,12] 등의 

방법을 사용하였으며 1회 제작 후 최대 1개월간 냉동 보
관하여 사용하였다. Equilibration solution(ES)의 준비
는 TCM-199에 각 7.5%의 ethylene glycol (EG)과 
dimethyl sulfoxide (DMSO)를 혼합하여 준비하였고, 
vitrification solution(VS)의 준비는 1.25M 농도의 
sucrose를 녹인 TCM-199에 각 15%의 EG와 DMSO를 
혼합하여 준비하였다. 융해에 사용되는 용액의 준비는 
1M 농도의 sucrose + TCM-199 용액을 이용하여 0.5, 
0.25, 0M 농도의 융해액을 준비하였고, 유리화동결 과
정에서 난자의 전평형을 위해 사용되는 pre-equilibration 
solution (PES)은 TCM-199에 5%의 fetal bovine 
serum (FBS)을 첨가하여 준비하였다. 융해 후 난자의 
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회복배양을 위한 recovery medium의 준비는 TCM-199에 
5% FBS, sodium pyruvate, gentamycin을 첨가하여 
사용하였다. 

2.2.2 유리화동결 및 융해
유리화동결의 과정은 체외성숙이 완료된 난자를 PES 

용액에 침지한 후 5분간 정치하여 전 평형 처리를 하였
고, ES에서 3분, 그리고 VS에서 1분간 정치하여 최종적
으로 난자 내 수분을 제거하는 작업을 수행하였다. VS에
서 처리되는 1분 동안 난자는 본 연구에서 제작 된 기구 
및 Cryotop에 안착되고 VS의 혼입을 최소화하여 액체
질소에 침지될 수 있도록 실험을 진행하였다. 전체적인 
과정은 25 ± 1°C의 실온에서 진행하였다. 난자의 융해 
과정은 액체질소에 최소 1주일간 보관된 난자가 37°C로 
유지되어있는 1M sucrose + TCM-199 용액에 담겨지
면서 시작되었다. 1분 이내에 모든 난자를 0.5M 용액으
로 옮기고 0.5, 0.25, 0M sucrose 용액으로 옮기면서 
각 3, 5, 5분간 처리하여 난자 내 동결보호제를 제거하고 
수분을 재유입 시키는 과정을 진행하였다. 융해과정이 
완료된 난자는 1-2시간 동안의 회복배양을 실시한 후 분
석시험에 공시하였다.

2.2.3 융해 후 생존율 분석
융해 후 난자의 생존은 이전에 보고된 연구를 기반으

로 평가되었다[8]. 실체현미경 하에서 숙련된 연구자의 
육안을 통해 형태학적 변화를 관찰함으로 융해 후 난자
의 생존을 평가 하였으며, 투명대의 이상 유무, 세포막의 
이상 유무 그리고 세포질의 이상 유무를 평가하여 생과 
사를 구분하였다. 

2.3 동결기구의 제작
2.3.1 동결기구의 고안
Nylon mesh를 이용한 유리화 동결용 기구 

CryoMesh를 고안하였으며, Fig. 1-(a)과 같이 2mm 의 
헤드 크기를 기본으로 하여 Nylon mesh를 장착하여 난
자나 수정란이 잘 안착 되도록 설계하였다. Fig. 1-(b)과 
같이 정자의 동결에 사용되는 스트로우와 유사한 형태를 
커버로 활용하여 난자가 동결 및 융해 과정에서 상온에 
노출되는 위험을 줄이는 형태로 설계하였다. CryoMesh
의 전체적인 형태는 Fig. 1-(c)과 같다. 

(a)

(b)

(c)

Fig. 1. Vitrification device (c) was designed with 
head part (a) and cover straw (b).

2.3.2 간이 동결기구의 제작
본 연구에서 고안된 동결기구의 효율성을 분석하기 위

해 간이 동결기구를 제작하였다. 일반적인 실험실에서 
쉽게 구할 수 있는 Inoculation loop과 cell strainer의 
nylon mesh를 활용하였다. 먼저, Inoculation loop의 
끝부분에 nylon mesh를 무독성 접착제를 사용하여 접
착시킨 후 난자의 유리화 동결 및 융해 에 활용하였다. 
난자에 적합한 nylon mesh pore 크기를 결정하기 위해 
30-70㎛ 사이의 mesh를 사용하여 간이 동결기구를 제
작하였다. 시중에서 구입하여 사용할 수 있는 유리화동
결 기구인 Cryotop을 사용하여 동결 및 융해 후 분석을 
하고자 하였다. 

2.4 통계처리
생존율 결과는 Origin 8 소프트웨어 (OriginLab 

corporation, Northampton, MA, USA)에 의해 분석
되었으며, 일방향 분산분석을 적용하여 분석하였다. 
p<0.05의 값은 유의한 것으로 간주되었다.
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(a)

(b)

Fig. 3. Representative images of mounted oocyte 
on 70 (a) and 40 ㎛ (b) of nylon mesh 
devices.

Fig. 2. Temporal vitrification device was produced 
with nylon mesh and inoculation loop. 

 

3. 결과 및 고찰

간이 동결기구를 이용하여 유리화동결 난자의 생존율
을 분석하기 위해 Fig. 2와 같이 inoculation loop와 
nylon mesh를 이용하여 동결기구를 제작하였다. 
30-70μm의 nylon mesh를 사용하여 10μm 크기별로 
간이 동결기구를 제작하여 유리화동결 및 융해과정을 진
행하였다. Fig. 3과 같이 간이 동결기구를 이용하여 유리
화동결 과정을 진행하였으며, 헤드 부분에 장착된 nylon 
mesh에 전처리가 완료된 난자를 위치하였다. Fig. 3-(a)
에서 보이는 것과 같이 nylon mesh의 pore 크기가 70
μm로 클 경우, 난자가 nylon mesh pore 내부에 위치
함을 알 수 있었다. 반면, Fig. 3-(b)에서 보이는 것과 같
이 nylon mesh의 pore 크기가 작아질 경우, 난자의 위
치는 nylon mesh pore 내부가 아닌 nylon mesh의 위
쪽에 위치함을 알 수 있었다. 일반적으로 난자나 배아를 
유리화동결 시키기 위해서 여러 가지 도구들이 개발되고 
활용되고 있다. Electron microscope grid[13], 동결
용 straw[14], fiber[15] 등 기존의 연구에 사용되고 있
는 도구를 활용하거나 Cryotop[7,8], Cryoloop[16], 
Cryoleaf[17] 등과 갗이 새롭게 개발되어 상용화 된 도
구도 존재한다. 본 연구에서는 비교적 고가에 속하는 상
용화된 도구를 대체하고 비교적 쉽게 구비할 수 있는 도
구를 활용하여 유리화동결 도구를 개발하고 활용가치를 
분석함으로 두 가지 이점을 지녔다고 할 수 있다.

유리화동결 과정 중 VS 용액에서의 짧은 처리시간(1
분 이내) 내에, 난자는 냉각 속도의 최대화를 위해 VS의 
부피가 최소로 동결기구에 위치해야 하며, 이때 최소 부
피에 대한 정확한 기준은 없으나 일반적으로 1μl 미만으
로 간주된다[9,11]. 일반적으로, 유리화동결을 진행할 때 

최종 1분이내의 과정에서 VS용액에 처리되면서 동결기
구에 올려지게 되는데, 이때 VS용액의 혼입을 최소화가 
필요하다. VS용액의 혼입으로 부피가 커질 경우, 냉각 
속도가 낮아지게 되고 낮아진 냉각속도는 난자 내 빙정
의 형성을 촉진할 수 있으며, 결과적으로 융해 후 난자의 
생존율 및 발달율에 치명적인 동결상해를 초래할 수 있
다[8,11,12]. 

Cryotop이나 기타 상용화 된 동결 기구의 경우, 최종 
과정에서 난자를 둘러싸고 있는 VS 용액을 흡입해서 제
거하는 과정이 필요하며, 이로 인해 다수의 난자를 한꺼
번에 처리하기가 매우 어렵고 소수의 난자를 처리하는 
사람이나 특수 동물에서 많이 활용되고 있다[18-21]. 본 
연구에서 사용한 nylon mesh의 경우, 난자가 위치한 
nylon mesh 아래쪽 부분을 통해 VS 용액을 종이 타월
에 흡수시킴으로 VS 부피의 최소화를 쉽고 간편하게 처
리하였다. 따라서, 본 연구에서 제작된 간이 동결기구를 
사용하여 유리화동결 과정을 진행할 경우, VS 부피 최소
화 단계를 간소화함으로 다량의 난자를 일시에 처리할 
수 있는 조건을 확보하였다. 

본 연구에서 제작된 간이동결기구를 이용하여 Table 
1의 내용과 같이 유리화동결 및 융해에 따른 돼지 난자
의 생존율을 분석하였다. 그 결과, 50㎛의 nylon mesh
를 사용하였을 때 회복 배양 전 76.7% 회복 배양 후 
75.5 %의 생존율을 나타났다. 50㎛의 nylon mesh는 
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Groups 
No. of 
oocytes 

examined

No of oocytes survived (%)* 

before recovery 
culture

after recovery 
culture 

30㎛ 60 37 (61.7 ± 1.2)a 35 (58.3 ± 1.2)a

40㎛ 60 45 (75.0 ± 1.2)b 43 (71.7 ± 1.2)b

50㎛ 60 46 (76.7 ± 1.4)b 45 (75.5 ± 1.4)b

60㎛ 60 40 (66.6 ± 1.8)a 39 (65.0 ± 1.8)c

70㎛ 60 38 (63.3 ± 2.4)a 34 (56.7 ± 2.4)a

Cryotop 60 47 (78.3 ± 1.2)b 43 (71.7 ± 1.2)b

*Data are represented as mean ± SD of three replicates in each 
groups. a-cDifferent superscripts denote significant differences 
within columns (P < 0.05). 

Table 1. Analysis of survival rates after vitrification 
procedures with different size of nylon 
mesh. 

상용화된 Cryotop의 생존율 71.7%와 유의한 차이는 없
었으나, 높아지는 경향을 보였다. 60과 70㎛의 경우, 상
용화된 기구인 Cryotop과 비교하여 유의하게 (p<0.05) 
낮은 수준을 보였으며, 이는 난자가 동결이 되는 과정에
서 nylon mesh에 끼임으로 발생하는 물리적인 상해에
서 기인한 것으로 사료된다. 난자는 유리화동결 과정 중 
동결액의 처리로 인한 탈수과정을 거치면서 난자의 크기
가 줄어들게 되는데, 이때 60-70㎛의 nylon mesh의 틈
에 난자가 끼이는 현상이 발생하는 것으로 나타났다. 반
면, 30㎛의 nylon mesh를 사용했을 경우, 상용화된 기
구인 Cryotop과 비교하여 난자의 생존력이 유의하게 
(p<0.05) 감소하는 것으로 나타났으며, 이는 유리화동결 
과정에서 VS용액의 제거가 원활히 이루어지지 않아 생
기는 동결상해에 따른 것으로 사료된다. 

일반적으로 유리화동결에 있어서 고농도의 동결보호
제의 사용으로 인한 화학적 동결상해가 빈번히 발생한다
고 알려져 있다[11]. 이러한 화학적 동결상해는 투명대의 
경질화, 염색체 배열 불량 그리고 난할의 지연 등을 야기
함으로 배아의 정상적인 발달을 저하시키는 것으로 알려
져 있다[12,22]. 앞서 언급한바와 같이 물리적 동결상해
의 경우, 동결속도의 부적절함, dehydration 과정의 불
충분 등으로 동결과정에서 발생하는 빙정의 형성으로 주
로 발생하는 것으로 알려져 있다[8,11,12]. 

따라서 본 연구에서 고안된 간이 동결기구를 사용할 
시 기존의 상용 기구인 Cryotop과 비교하여 적어도 한 
단계의 유리화동결 과정을 간소화함으로 대량의 난자를 
동결보존 할 수 있는 조건을 확립하였으며, 가축이나 동
물의 난자를 보존하기에 매우 유용할 것으로 사료된다.

4. 결론

본 연구에서는 돼지 난자용 유리화동결 기구를 제작하
여 융해 후 생존율을 분석하였다. 결론적으로, 본 연구에
서 고안된 유리화동결 기구는 이미 상용화되어 활용되고 
있는 동결기구와 유사한 생존율을 보였다. 또한 본 연구
에서 개발된 동결기구를 활용하여 유리화동결을 진행할 
경우, 최종 동결액의 제거에 이점이 있으며, 다량의 난자
를 처리함으로 효율성이 증대됨을 알 수 있었다. 다량의 
난자를 처리해야하는 가축이나 동물의 연구에 있어 활용
성이 매우 높을 것으로 사료된다. 
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