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제주흑우 동결정액 제조에 있어

Ethylene glycol과 항산화제의 조합이 동결

융해 후 정자의 성상에 미치는 영향

지도교수 : 강 태 영

고 민 희

제주대학교 수의학과

초 록

본 연구에서는 제주흑우의 동결정액 성상을 개선하기 위하여 ethylene glycol과

항산화제로서 taruine, hypotaurine, trehalose의 조합이 동결 융해 후 정자의 운

동성, 생존율, 정자막 integrity, 첨체막 integrity 및 정자의 난자 내 침투 능력에

미치는 영향에 대하여 연구하고자 수행하였다. 제주흑우의 동결정액 제조 시 동

결보호제로서 5% ethylene glycol을 포함한 희석제를 사용하여 각각 20mM의

taurin, hypotaurin, trehalose를 첨가하여 실험에 공시한 결과 동결 융해한 후 정

자의 운동성은 실험군 간의 유의적 차이는 없었다. 정자의 생존성에 있어

taurine, hypotaurine, trehalose의 첨가가 68.10% ± 4.39, 69.20% ± 6.65, 67.95%

± 4.44로서 대조구 63.35% ± 5.58에 비하여 유의적으로 높은 생존성을 나타냈다

(p<0.05). 정자막 integrity에 있어서는 taurine, hypotaurine, trehalose 모두

64.10% ± 5.42, 61.50% ± 3.66, 59.00% ± 3.95로 swelled sperm의 비율이 대조군

53.65% ± 9.72에 비하여 유의적으로 높았다(p<0.05). 정자의 첨체막 양상 변화는

동결 융해 후 taurine과 hypotaurine의 첨가군이 대조군에 비하여 F pattern이 유
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중심어; Ethylene glycol, 항산화제, 동결 정액, 제주흑우

의적으로 높았으며(p<0.05), taurine과 hypotaurine 첨가군은 대조군에 비해 B

pattern이은 유의적으로 낮았다(p<0.05). 특히 AR pattern은 taurine과

hypotaurine의 첨가군이 대조군에 비하여 유의적으로 낮았으며(p<0.05),

trehalose 역시 대조군보다 AR pattern 수준이 낮은 비율을 보였으나 유의적 차

이는 없었다. 정자의 난자 내 침투능력에 있어 웅성전핵 형성율은 taurine,

hypotaurine, trehalose의 첨가 (1.60 ± 0.55, 1.80 ± 0.45, 1.20 ± 0.45)가 대조군

(0.60 ± 0.55) 보다 유의적으로 높게 나타났으며 SFI 점수 역시 taurine,

hypotaurine, trehalose의 첨가 (0.70 ± 0.17, 0.80 ± 0.14, 0.58 ± 0.04)가 대조군

(0.40 ± 0.10)에 비하여 유의적으로 높은 결과를 보였다.

이와 같은 연구의 결과는 제주흑우의 동결정액 제조에 있어 ethylene glycol과

항산화제로서 taurine, hypotaurine, trehalose의 조합이 정자를 동결 융해 한

후 운동성, 생존율, 정자막 integrity, 첨체막 integrity 및 정자의 난자 내 침투능

력을 개선시킴을 알 수 있으며, 제주흑우 정자의 동결정액 생산에 본 연구의 결과

를 활용함으로써 동결 융해 후 정자의 수정능력을 향상시킬 수 있을 것으로 판단

된다.
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Ⅰ. 서론

Glycerol은 오랫동안 소의 동결정액 제조 시 동결보호제로서 사용되어왔다. 동

결보호제로서 glycerol을 사용한 이후 (Polge 등, 1949), 포유류를 포함한 다양한

세포의 동해방지제로서도 glycerol을 사용하게 되었다 (McGonagle 등, 2002). 그

러나 glycerol은 동결된 세포의 세포막 대사 작용에 삼투압 stress와 toxic한 영

향을 주는데 (Hammerstedt 등, 1990), 이러한 영향은 정자 세포막의 탈락

(Hammerstedt과 Graham, 1992; Buhr 등 2001), 정자의 활력과 수정 능력을 감

소시킨다(Jeyendran 등, 1984). 이에 따라 glycerol을 대신할 수 있는 다양한 세

포막 침윤성 동결보호제의 검사가 이루어져 왔다. 그 중 ethylene glycol은 독성

이 적으며 glycerol과 비교하였을 때 비슷한 수준의 동결보존 효과를 나타내고,

동결정액 제조 시 동결보호제로 사용하였을 때 융해 후 정자의 운동성이나

membrane integrity를 개선하는 효과가 있다 (Chenier 등, 1998; Vidament 등,

2002; Squires 등, 2004; Alvarenga 등, 2005). 또한 ethylene glycol은 사람

(Gilmore 등, 2000)과 소 (Guthrie 등, 2002)의 정자에서 세포막의 침투 속도가

glycerol보다 빠르고 효과적인 동결보호제로 알려져 있다. Gilmore 등 (1995)은

ethylene glycol이 낮은 수리전도도를 가지기 때문에 정자 세포가 냉각, 동결되는

동안 삼투압 stress를 감소시킬 수 있다고 하였다. 정자의 생존율과 활력에 있어

ethylene glycol은 glycerol에 비하여 해로운 영향이 적기 때문에 (Ball 등, 2001),

정자의 첨체 보존에 있어 보다 효과적인 보호능력을 제공할 수 있다. 현재

ethylene glycol은 glycerol을 대체하는 동결보호제로 개 (Pereira 등, 2002)와 말

(Mantovani 등, 2002)의 동결정액 제조에 사용되고 있다. 특히 ethylene glycol을

이용하여 제주흑우의 정액을 동결하였을 때 glycerol에 비교하여 좋은 결과를 나

타내는 것이 최 등 (2011)에 의해 보고되었다.

정액을 동결하였다 융해하는 과정은 활성산소 (reactive oxygen species; ROS)

의 발생을 증가시키며, 동결 과정동안 발생한 ROS는 동결 융해 후 정자의 운동

성, 생존성, 정자막 integrity, 수정능력 및 정자의 기능을 감소시킨다 (Aitken 등,

1998; Bilodeau 등, 2000). 정자의 세포막은 농축 불포화지방산을 함유하고 있으
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며, O2
- 또는 OH-에 의하여 과산화지방으로 변할 수 있다 (Alverez와 Storey,

1989; Storey, 1997). 정자의 동결과정에서 발생하는 O2
- 와 OH-는 활성산소

(reactive oxygen species, ROS)로서, 정자막을 과산화지방화 시켜 손상을 주게

된다. ROS에 의해 손상된 정자는 융해 후 운동성 및 생존율이 감소하게 된다

(Maxwell과 Watson, 1996). 최근 소 (Uysal 등, 2007; Sariozkan 등, 2009), 돼지

(Funahashi와 Sano, 2005; Hu 등, 2009), 양 (Bucak 등, 2007), 개

(Martins-Bessa 등, 2009; Michael 등, 2007)의 동결정액 제조에 있어 taurine,

hypotaurine, trehalose와 같은 항산화물질을 동결보호제와 함께 첨가하여 동결

융해 후 정자의 성상이 개선되었다고 보고하였다.

따라서, 본 연구에서는 제주흑우의 동결정액 성상을 개선하기 위하여 ethylene

glycol과 항산화제로서 taruine, hypotaurine, trehalose의 조합이 정자 동결 융해

후 정자의 생존율, 운동성, 정자막 integrity, 첨체막 integrity 및 정자의 난자 내

침투 능력에 대하여 조사하고자 수행하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 제주흑우 정액 채취

정액을 채취하기 위해 3세 이상의 제주흑우 수컷 6두를 선별하여 종모사에서

별도로 사육하였으며, 월 평균 4～5회 정액을 채취하였다. 정액 채취는 제주흑우

암컷을 안정적으로 고정시키고 제주흑우 수컷을 데리고 흥분을 유도하여 승가를

하면 인공질(Model 66000-D, Nasco, FHK, Japan)을 이용하여 채취하였다. 인공

질은 두꺼운 고무로 이루어진 외피에 원통형 얇은 고무재질의 내피를 넣어 고정

시킨 후 고깔형 정액 채취 비닐을 장착하였다. 인공질을 조립한 후 내부에 40℃

의 온수를 부어 성기가 닿는 인공질 부위의 온도가 36～38℃를 유지하도록 하였

으며, 비닐의 끝 부분에 15 ㎖ 튜브를 장착하여 사출된 정액이 인공질에서 튜브

로 흘러 들어가게 하였다. 이렇게 얻어진 정액은 온장고에 넣어 온도의 변화가

일어나지 않도록 하여 실험실로 이동하였다.

2. 정액 동결

채취한 정액은 정액의 양을 확인하고 SpermaCue (Fotometro SpermaCue,,

Minitüb, Germany)를 이용하여 정자의 농도를 측정한 후 미리 제조된 희석액을

이용하여 점진적으로 희석하였다.
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Table 1. Components of extender used for freezing of Jeju Black Bull

semen

Component Concentration

Tris 121.1 mM

Citric acid 294.1 mM

Fructose 180.2 mM

Ethylene glycol 5%

Egg yolk 10%

Streptomycin sulfate 10 mg/ml

Table 1의 조성으로 희석제를 만들었으며, 5%의 ethylene glycol이 포함된 희석

제를 대조군으로 사용하였다. 5%의 ethylene glycol이 포함된 희석제에 taurine,

hypotaurine, trehalose을 각각 20 mM 씩 첨가하여 실험군으로 사용하였다. 실험

실로 가져온 사출 정액을 Tris-Egg yolk extender와 같은 비율로 희석하여 4℃

까지 두 시간 동안에 걸쳐 온도를 낮추었다. 동결보호제와 항산화제가 첨가된 희

석액으로 최종 농도 50 x 106/ml으로 만들고 0.5 ㎖ 동결정액 스트로우에 채워

밀봉하고 2시간 동안 온도 평형을 이루게 하였다. 동결은 액체질소가 채워진 스

티로폼 박스에서 액체질소 표면 위의 5 cm 높이에 동결정액 스트로우를 10분간

정치시켰다. 동결된 정액 스트로우는 액체질소에 충분히 담아 동결을 마무리하였

다. 동결된 정액은 질소탱크에 보관하였고, 실험 전에 융해하여 사용하였다. 동결

정액의 융해는 먼저 상온에 약 10초간 노출하고 37℃ 온수에 약 20초간 두어 융

해하고 정자의 성상을 조사하였다.

3. 정자의 운동성 평가

정자의 운동성 평가는 MicroLux 현미경 (X 70, Olympus, Japan)을 이용하였다.

혈구계산판에 커버 글라스를 덮고 5 ㎕의 정액을 주입 한 후 100배율에서 정자

의 운동성을 관찰하였다. 혈구계산판 두 개의 구획 내 정자 100개를 여러 번 세
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어 활발하게 움직이는 정자가 90개 이상 일 때 90%, 80개 이상 일 때 80%, 70개

이상 일 때 70%로 평가하였고, 전체적인 움직임이 느리거나 전진운동만 하는 수

준일 때 50%, 미동 수준일 때 30%로 평가하였다.

4. 정자의 생존율

정자의 생존율 평가는 0.5% Eosin-Y 염색을 사용하였다. 10 ㎕의 정액과 동량

의 염색액을 섞어 슬라이드 글라스에 도말한 다음 커버를 덮고 MicroLux 현미

경 (X 70, Olympus, Japan)하에서 염색된 정자를 관찰하였다. 100 배율에서 정자

의 염색 상태를 관찰하여 샘플 당 200개의 정자를 세어 붉게 염색되어 죽은 정

자의 비율을 계산하였다. 개체 당 2개의 샘플을 만들어 생존율을 반복 평가 하였

다.

5. 정자막 integrity 평가

정자막 interity는 Jeyendran 등 (1984)의 방법을 변형한 Hypo-Osmetic

Swelling Test (HOST : 저장액을 이용한 정자 미부 팽창형태 분석)을 이용하였

다. 37℃의 0.45% NaCl 저장액 1 ㎖에 정자 100 ㎕를 혼합하여 37℃의 수조에서

5분간 배양한 후 슬라이드 글라스에 도말하였다. 결과 분석을 위하여 샘플 당 최

소 200개의 정자를 세어 정자막 integrity를 평가하였다. 개체 당 2개의 샘플을

만들어 정자막 integrity를 반복 평가하였다.

6. 첨체막 변화 측정

Chlortetracyclin (CTC)염색법은 첨체막 변화를 알아보는 방법으로 먼저 정액을

400 g에서 2분간 원심분리하고 동결보호제를 제거한 후 PBS로 세척하였다. 세척

한 정액은 CTC 용액(5 mM cystein, 130 mM NaCl, 750 μM CTC, in 20 mM

Tris buffer; pH 7.8) 500 ㎕와 섞어 20초간 호일로 감싸 암실 상온에서 배양하

였다. CTC 반응을 고정하기 위해 10 ㎕의 12.5% glutaradehyde를 넣어 4℃에
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Table 2. Definition of sperm memebrane pattern by CTC staining by

Fraser (1995)

Pattern Description

F
Full fluorescence characteristic of ejaculated spermatozoa:

Characteristic of uncapacitated sperm

B

Banded-indicative on capacitated spermatozoa and fluorescence

only in the post acrosomal region: Characteristic of capacitated

sperm

AR

Sperm showing a mottled green fluorescence over head or no

fluorescence on the head: Characteristic of typical acrosome

related spermatozoa

보관하였다. 염색 후 24시간 내에 평가를 실시하였으며, Fraser (1995)의 분류를

이용하여 정자 첨체막 변화의 판독 기준으로 이용하였다.

7. 정자의 난자 내 침투 능력 평가

정자의 난자 내 침투 능력 평가는 햄스터 난자를 이용하였다. 먼저 난자 배란

유도를 위하여 약 15주령의 햄스터 복강에 PMSG 30 IU와 48시간 후 hCG 30

IU를 주사하였다. 난자회수는 hCG 주사 15시간 후 개복하여 난관으로부터 회수

하였다. 난자의 난구세포 제거는 0.1% hyaluronidase를 이용하였고, 투명대는

trypsin으로 제거하였다.

동결된 정자를 융해하고 400 g에서 2회 원심분리하여 동결보호제를 제거한 후,

heparin (10 ㎍/㎖)이 포함된 TALP 배양액에서 39℃, 5% CO2 배양기에서 10분

간 정자의 수정능획득을 유도하였다. 수정능이 획득된 정자를 2 × 105 live

sperm/ml 농도로 조절하여 햄스터 난자와 4시간 배양하였다. 정자의 침투능을

알아보기 위해 배양 후 난자를 PBS로 2-3회 세척하고 슬라이드에 고정하기 위

하여 methanol : acetic acid 용액을 사용하였다. 슬라이드에 고정된 난자는

lacmoid (1%)로 염색하고 현미경으로 난자내 정자의 변화를 관찰하였다. 난자내

정자의 변화는 Oh 등 (2010)의 방법으로 평가하였다.
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8. 통계 분석

제주흑우 정자동결에서 항산화제의 첨가 여부가 정자의 운동성, 생사율, 정자막

및 첨체막의 변화와 난자 침투능의 유의성을 통계분석프로그램 (SPSS version

18.0)의 ANOVA를 이용하여 분석하였다.
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Table 3. Effect of taurine, hypotaurine and trehalose with ethylene glycol

on motility and viability of frozen-thawed sperm

Treatment Motility (%) Viability (%)

Control 67.00 ± 8.37 63.35 ± 5.58b

Taurine 68.00 ± 5.70 68.10 ± 4.39a

Hypotaurine 69.00 ± 8.22 69.20 ± 6.65a

Trehalose 64.00 ± 4.18 67.95 ± 4.44a

a,b Values with different superscripts within the column are significantly different
(p<0.05). Data are shown as mean ± SD.

Ⅲ. 결 과

1. 동결 융해 후 정자의 생존율과 운동성

Ethylene glycol과 taurine, hypotaurine 그리고 trehalose를 첨가하여 제주흑우

정액의 동결 융해 후 이들이 정자의 운동성과 생존율은 Table 3에 나타난 바와

같다.

Taurine과 hypotaurine을 처리한 실험군은 대조군보다 비교적 높은 운동성을

보였으나, 이들 사이의 유의적 차이는 없었다. 그러나 생존율은 taurine,

hypotaurine, trehalose를 처리한 실험군이 대조군에 비해 유의적으로 높은 생존

율을 보였다 (p<0.05).
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Table 4. Changes of sperm membrane integrity for frozen-thawed sperm

with extenders added taurine, hypotaurine and trehalose

Treatment Swelled sperm(%)

Control 53.65 ± 9.72c

Taurine 64.10 ± 5.42a

Hypotaurine 61.50 ± 3.66a

Trehalose 59.00 ± 3.95b

a,b,c Values with different superscripts within the column are significantly
different(p<0.05). Data are shown as mean ± SD.

2. 동결 융해 후 정자막 integrity의 변화

제주흑우의 동결 융해후 HOST를 통해 정자 막 integrity을 검사한 결과는

Table 4와 같다.

본 연구의 결과 taurine, hypotaurine, trehalose를 처리한 실험구는 전부 대조구

에 비하여 유의적으로 보다 높은 정자막 integrity을 나타냈다 (p<0.05).
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3. 동결 융해 후 정자 첨체막의 변화

Figure 1은 ethylene glycol과 taurine, hypotaurine 그리고 trehalose가 제주흑우

의 동결 융해 정자에 있어 첨체막 변화에 미치는 영향에 대한 결과이다.

 F pattern 비율의 변화에 있어 taurine 과 hypotaurine 처리 시 모든 실험구에

있어서 유의적으로 높은 결과를 나타냈다 (p<0.05). B pattern의 비율 변화 역시

taurine, hypotaurine 처리구에서 유의적으로 낮은 수준의 결과를 나타냈다

(p<0.05). 이에 비해 AR pattern의 비율 변화는 hypotaurine 처리가 모든 실험구

가운데 유의적으로 가장 낮은 비율을 보였으며 (p<0.05), taurine 처리구 또한

hypotaurine 처리구 다음으로 낮은 수준을 나타내며 대조구와 유의적 차이를 보

였다 (p<0.05). 그러나 trehalose 처리구는 대조구에 비하여 다소 낮은 수준을 나

타냈으나 유의적 차이를 나타내지 않았다.
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Figure 1. Changes of acrosomal membrane integrity for frozen-thawed sperm

with extenders added taurine, hypotaurine and trehalose.

a,bF pattern values were significantly different(p<0.05). c,dB pattern values were

significantly different(p<0.05). e,f,gAR pattern values were significantly

different(p<0.05).
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Table 5. Evaluation of sperm penetration ability for frozen-thawed sperm

with extenders added taurine, hypotaurine and trehalose

Treatment PN DC EN SFI

Control 0.60 ± 0.55b 1.40 ± 0.55c 1.40 ± 0.55b 0.40 ± 0.10c

Taurine 1.60 ± 0.55a 2.00 ± 0.71b 1.80 ± 0.45a 0.70 ± 0.17ab

Hypotaurine 1.80 ± 0.45a 2.60 ± 0.55a 2.20 ± 0.45a 0.80 ± 0.14a

Trehalose 1.20 ± 0.45a 1.80 ± 0.45bc 1.60 ± 0.55a 0.58 ± 0.04b

PN: Pronucleus , DC: Decondenced sperm, EN: Enlarged sperm and SFI: Sperm

fertility index. SFI= (PN × 2 + DC + EN)/No. of oocytes.

a,b,cValues with different superscripts within the column are significantly

different(p<0.05). Data are shown as mean ± SD.

4. 동결 융해 후 정자의 난자 내 침투 능력

제주흑우 정액의 동결에 있어 taurine, hypotaurine 그리고 trehalose의 처리가

동결 융해 후 정자의 난자 내 침투능력은 Table 5에 나타난 바와 같다. 항산화제

처리군 중 hypotaurine과 taurine 첨가에서 웅성전핵 형성율, decondensed

sperm, enlarged sperm 그리고 SFI index가 대조군에 비하여 난자 내 침투능이

유의적으로 높게 나타났다(p<0.05). Trehalose 첨가군은 대조군에 비해 웅성전핵

형성율, SFI index 그리고 enlarged sperm의 비율은 유의적으로 높게 나타났으

나(p<0.05), decondenced sperm의 비율은 대조군과 유의적 차이는 없었다.
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Ⅳ. 고 찰

침투성 동결보호제인 glycerol은 소와 개 등 다양한 포유동물의 정자 동결과정

에서 많이 이용되고 있다 (Baren 등, 2004; Li 등, 2006; Silva 등, 2002).

Glycerol은 동결 융해 과정에서 세포의 손상을 경감하는 역할을 하지만 정자 동

결에 있어 사용 농도와 화학적 독성, 삼투압 스트레스와 관련하여 glycerol이 정

자의 세포막과 대사작용에 영향을 주어 정자의 운동성 및 수정능력을 감소시킨

다고 한다 (Hammerstedt 등, 1990). 고농도의 glycerol은 세포의 사멸을 일으키

며(Wundrich 등, 2006), 세포막을 통과하여 세포내로 침투할 때 glycerol의 속도

가 물의 속도보다 느리게 되고 동결보호제를 제거할 때 역시 물이 제거되는 속

도보다 glycerol이 제거되는 속도가 느리므로 세포의 용적이 급격하게 팽창됨으

로 인해 정자의 막이 손상을 입게 되어 glycerol을 포함한 동결보호제의 삼투압

손상이 발생한다고 밝혀졌다 (Gao 등, 1995). 동결보호제가 세포막을 통하여 세

포내로 침투하여 세포의 내외가 평형이 이루어지면 그대화된 효과를 나타낸다

(Gilmore 등, 1995). 최적의 동결보호제는 낮은 온도에서 세포 내로 빠르게 침투

하면서도 독성이 되도록 낮아야 한다 (Harrison 등, 1996). 동결보호제에 따라 세

포내 침투 능력이 다른데, ethylene glycol은 사람 (Gilmore 등, 2000)과 소

(Guthrie 등, 2002)의 정자에서 세포막의 침투 속도가 glycerol 보다 빠르고 효과

적이라고 알려져 있다. 또한 ethylene glycol은 낮은 수리전도도를 가지고 있어

정자가 냉각 및 동결 되는 동안 삼투압 스트레스를 감소시킬 수 있다고 보고되

었다 (Gilmore 등, 1995). 정자의 생존율과 활력에 있어 glycerol 보다 해로운 부

분이 비교적 낮기 때문에 (Ball 등, 2001), ethylene glycol은 정자의 첨체 보존

면에 있어 효과적인 보호능력을 나타낼 수 있다. 더불어 최 등 (2011)은 제주흑

우 정자의 동결정액 제조에 있어 동결보호제로서 ethylene glycol을 이용하여

glycerol에 비하여 좋은 동결효과를 얻어내었다.

동결 융해 과정은 활성산소 즉 ROS (reactive oxygen species)를 증가시킨다.

동결과정 동안 발생하는 ROS는 정자의 동결 융해 후 기능을 저하시켜 정자의

운동성, 생존성, 정자막 integrity 및 수정능력에 영향을 미친다 (Aitken 등, 1998;
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Bilodeau 등, 2000). Hypotaurine과 taurine은 정자의 형질막세포에 항산화 작용

을 하여 정자의 과산화지질화를 억제함으로써 정자세포를 보호한다 (Foote 등,

2002). 그리고 trehalose는 비감소성 이당류(non reduction disaccaharide)이며,

세포막의 인지질 내의 상호작용으로 인하여 고장액의 배출과 빙상결정화로 세포

손상 감소와 삼투압 조절로 세포를 보호한다 (Molinia 등, 1994; Storey 등,

1998). 그러나 본 실험의 결과 정자의 운동성에 있어 대조구를 포함한 모든 실험

구 사이의 차이는 나타나지 않았으며, taurine, hypotaurine의 처리구가 대조구와

trehalose의 처리구에 비하여 유의적으로 보다 높은 생존율을 나타냈다 (p＜0.05).

이러한 결과는 ethylene glycol을 동결보호제로 사용하여 동결된 정액에 있어 항

산화제는 동결융해 후 정자의 운동성 보다는 생존율에 영향을 미치는 것으로 보

인다.

정자막의 integrity는 정자의 대사활동뿐만 아니라 수정 및 정자의 수정능력 획

득, 첨체반응과도 밀접한 관계가 있어 정자의 수정능력을 평가하는데 유용한 지

표로 사용된다 (Jeyendran 등, 1984). 따라서 정자막 integrity 검사는 직접적으로

인공수정이나 체외수정 검사 보다 시간과 비용이 절약되며 보다 쉽게 수정능력

을 예측할 수 있다. 특히 사람에서는 수정능력 또는 가임능력을 평가하는데 있어

정자막 integrity 검사 시 정자를 저장액에 넣어 정자 미부가 팽창하는 패턴을 평

가하여 정자의 수정능력을 예측하고 있다 (최 등, 1993). 양 정자의 동결 융해에

있어 Aisen 등 (2000)은 trehalose가 정자막의 손상을 비교적 감소시킨다고 하였

으며, Shiva Shankar Reddy 2010)는 buffalo 정액의 동결 시 taurine의 첨가가

정자막 integrity를 증가시켰다고 하였다. 본 연구에서 항산화제 첨가군 모두가

대조군보다 swelled sperm 비율이 유의적으로 높게 나타났다(p<0.05). 이러한 결

과는 taurine, hypotaurine, trehalose와 같은 항산화제가 동결과정에 발생하는

ROS로부터 정자를 안정적으로 보호하는 것으로 본다.

동결 융해 후 정자의 성상 평가에 있어 정자의 운동성, 정자의 생존율 및 정자

막 integrity 뿐만 아니라 수정능력 획득 또는 첨체반응 또한 매우 중요한 부분이

다. Kommisrud 등 (2002)은 정자의 수정능력 획득 및 첨체반응이 정자의 수정능

력과 매우 밀접한 관련이 있는 것으로 보고하였다. 더불어 Oh 등 (2010)은 CTC

염색법을 이용하여 돼지 정자에서 정자의 수정능력 획득 및 첨체 반응의 평가가
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번식 성적이 불량한 돼지 개체를 예측하는데 유용함을 보고하였다. 일반적으로

사정 직후에는 수정능을 획득을 하지 않은 F pattern의 정자가 많아야 하며, 수

정 직전에는 첨체반응이 일어난 AR pattern 보다는 수정능이 획득된 B pattern

의 정자가 많아야 한다 (Fraser, 1995). Suzuki 등 (2003)은 인공수정 시 정자의

수정능력을 B pattern의 정자비율로 확인할 수 있다고 보고하였다. 수정능력 획

득이 완료된 정자는 투명대에 의하여 첨체반응이 일어나지만 (Yanagimach,

1994), 투명대와 결합하기 이전에 첨체반응이 이미 일어난 정자는 투명대와 결합

하는데 필요한 성분을 잃어버리게 되므로 정상적으로 수정에 참여할 수 없게 된

다 (Adeoya-Oshiguwa 와 Fraser, 2004). 그리고 동결과정 중에 세포막은 단백질

의 파괴로 인지질이 gel 화가 일어나게 되며, 이로 인해 calcium ion chennel의

기능적 손상이 세포내 칼슘의 증가로 수정능력획득과 첨체반응을 일으킨다

(Szasz 등, 2000; Pena 등, 2003). 따라서 동결 융해 후 capacitation-like change

과정을 거친 capacitation-like state 정자의 비율이 사출정자 보다도 약 25% 정

도 높게 나타났다 (Pena 등, 2003). 이처럼 동결로 인한 capacitation-like state

정자의 증가는 정자의 수정능력을 감소시킴을 알 수 있다 (Parker 등, 2000). 본

연구의 결과 F pattern과 B pattern의 비율에 있어 taurine, hypotaurine 모두 대

조구에 비하여 높은 수준을 나타냈지만 trehalose 처리구는 대조구와의 유의적

차이가 나타나지 않았다. 이러한 결과는 동결과정 동안 taurine과 hypotaurine이

ROS로부터 정자를 성공적으로 보호하여 F pattern의 감소를 막아내고,

capacitation-lieked state 정자의 비율을 최소화하는 것으로 볼 수 있다. 뿐만 아

니라, 동결 융해 후 조기 첨체반응으로 인해 실질적 수정이 불가능한 AR

pattern 비율 역시 taurine과 hypotaurine 처리구에서 유의적으로 비교적 낮게 나

타났으며(p<0.05), trehalose 또한 대조구에 비하여 다소 낮은 수준의 AR pattern

을 나타내었다. 이 또한 이들 항산화제가 동결 융해 과정동안 생기는 정자의 손

상을 최소화 시킬 수 있는 것으로 판단된다.

정자 기능을 평가하는 방법 중 최적의 방법은 체외수정으로 정자의 수정능을

확인하는 것이다. 하지만 이 방법은 많은 비용과 시간이 필요하다. 사람의 경우

는 햄스터 난자와 체외수정을 시켜 정자의 침투능력을 확인한다 (Yanagimachi

등, 1976). 본 연구의 결과에서는 taurine, hypotaurine, trehalose와 같은 항산화
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제 처리군 모두 대조군에 비하여 높은 웅성전핵 형성율과 SFI를 보여주었으며,

decondenced sperm과 enlarged sperm의 비율에 있어서도 taurine과 hypotaurine

의 처리군이 대조군에 비해 유의적으로 높게 나타났다 (p<0.05). 이러한 결과는

앞서 설명한 항산화제가 정자의 동결 과정 중 발생하는 ROS의 손상으로부터 정

자를 보호하여 동결 융해 후 정자의 생존성, 운동성, 정자막 integrity, 첨체막

integrity를 향상시키고, 결론적으로 정자의 수정능력을 보호한다는 많은 보고들

과 일치한다. 제주흑우의 동결 정액 제조에 있어 ethylene glycol과 항산화제인

taurine, hypotaurine, trehalose를 첨가함으로써 동결 융해 과정에서 발생하는

ROS로부터 정자를 보호하고 동결 융해 후 정자의 수정능력을 향상시킬 수 있음

을 보여주었다.
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Abstract

This study investigated the effect of antioxidants such as taurine,

hypotaurine and trehalose with cryopreservation medium during

cryopreservation of Korean Jeju Black Bull spermatozoa. The

cryopreservation of freshly collected spermatozoa was conducted with

four different conditions. As a control, spermatozoa were cryopreserved

with Tris egg-yolk extenders added 5% ethylene glycol(EG). Taurine(20

mM), hypotaurine(20 mM) and trehalose(20 mM) were individually added

into tris egg-yolk extenders with 5% EG. After thaqing of frozen

spermatozoa with four different conditions, sperm viability, motility,

acrosomal integrity, membrane integrity and sperm penetration ability to

use zona free hamster oocytes were investigated. The significant(p<0.05)

improvement of sperm viability showed in all antioxidant treated thawed

spermatozoa(taurine; 68.10% ± 4.39, hypotaurine; 69.20% ± 6.65 and

trehalose; 67.95% ± 4.44) when compared to control(63.35% ± 5.58).

Neither positive nor detrimental effects of three antioxidants were shown

sperm motility after thawing. The results of hypo-osmotic swelling test

showed that the membrane integrity of taurine, hypotaurine or trehalose

treated thawed spermatozoa(64.10% ± 5.42, 61.50% ± 3.66 and 59.00% ±
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3.95, repectively) had significantly(p<0.05) higher rate of the swelled

sperm compared to control(53.65% ± 9.72). Hyotaurine treated

frozen-thawed spermatozoa had siginificantly higher(p<0.05) F pattern

ratio than taurine, trehalose and control treated frozen-thawed

spermatozoa. Trehalose added frozen-thawed spermatozoa had

significantly higher(p<0.05) acrosome reaction pattern ratio than taurine

and hypotaurine added frozen-thawd spermatozoa. All taurine,

hypotaurien or trehalose added frozen-thawed spermatozoa had

significantly(p<0.05) higher pronucleus formation ratio(1.60 ± 0.55, 1.80 ±

0.45 and 1.20 ± 0.45 vs 0.60 ± 0.55) and sperm penetration index(0.70 ±

0.17, 0.80 ± 0.14 and 0.58 ± 0.04 vs 0.40 ± 0.10) than control

frozen-thawed spermatozoa. In this study, we found that antioxidants

such taurine, hypotaurine and trehalose treatments during

cryopreservation process could reduce damge of spermatozoa of Korean

Jeju Black Bull and improved sperm capability of fertilization.
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