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ABSTRACT

This study was conducted to determine the relationship between elapsed time after semen preservation on the 
changes of bacteria and semen quality. Semen was diluted with BTS(Beltsville Thawing Solution) extender without 
antibiotic for 7 days and sperm parameter and fertility were measured. Sperm motility was measured by CASA and 
total bacteria number was counted after 22～24 hr incubation from counting agar plate in which sperm dilute to 10 
～106 in 0.9% saline solution and inoculate to agar. Acrosomal integrity was measured by Chlortetracycline (CTC) stai-
ning. CTC patterns were uniform fluorescence over the whole head (pattern F), characteristic of incapacitated acroso-
me-intact spermatozoa; fluorescence-free band in the post-acrosomal region (pattern B), characteristic of capacitated 
acrosome-intact spermatozoa; and almost no fluorescence over the whole head except for a thin band in the equatorial 
segment (pattern AR), characteristic of acrosome reacted spermatozoa. Total number of bacteria was significantly in-
creased (p<0.0001) 3 days after preservation. Sperm motility, viability, and morphological abnormality on elapsed time 
after preservation were lower from 5 (77.24±6.47, p<0.001) and 7 days (77.24±6.47, p<0.001) after preservation compared 
to 1 (15.71±7.18) and 3 days(18.39±7.22) after preservation, respectively. Sperm viability was significantly lower (53.25± 
35.03, p<0.0001) at 7 days after preservation. Morphological abnormality of sperm was lower (p<0.001) at 1 (15.71±7.18) 
and 3 (18.39±7.22) days compared to 5 (21.84±7.91) and 7 (22.59±9.93) days after preservation. Acrosomal integrity and 
capacitation rate (pattern F) were significantly lower (p<0.001) from 5 days after preservation. Based on the data we 
obtained from this study suggested that semen preserved more than 5 days without antibiotic would not recommend 
use for artificial insemination. 
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서 론     

돼지 번식에서 인공수정이 차지하는 비율은 세계적으
로 매년 증가하고 있으며, 국내의 경우 약 90%의 보급률
로서 매년 180만여 팩의 정액이 소요되는 데(Kim 등, 
2011) 대부분을 액상정액에 의존하고 있다. 액상정액이 
세균에 오염되면 품질 저하는 물론 희석정액의 보존성을 
저하시키고, 감염된 병원성 세균은 암컷의 질병을 유발하
는 원인이 된다고 알려져 있다(Maes 등, 2008). 돼지 번식
에 있어서 정자의 수정능력은 생산성에 영향을 미치는 

중요한 요인 중의 하나인데, 수정능력은 정자의 활력, 기
형률, 기능적인 형태, 세균오염 정도 및 주입정자의 농도 
등과 같은 정액의 질과 양에 의하여 영향을 받는다.

미국의 경우, 돼지정액에서 분리한 세균의 종류는 약 
13종 이상으로 장내 세균이 주축을 이루고 있고, 장내 세
균은 정자 기능을 저해하는 것으로 보고되었다(Sone, 1982). 
국내의 조사에 의하면 인공수정센터에서 제공받은 희석
직전의 원정액 중 94.8%가, 희석정액은 19.0%가 세균에 
오염되었으며, 이들 세균을 분리한 결과, 10종의 그람음
성균과 5종의 그람양성균이 분리되었다고 하였다(Jung 
등, 2011). 저자 연구실의 선행 연구에서 액상정액의 보존
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일수가 3일까지는 차이가 없었으나, 5일 이상일 경우 유
의적인 세균의 증식을 확인하였다(이, 2007).

돼지 정액의 오염은 생식기 내부보다 외부의 요인이 
주된 오염원으로 보고되었다(Althouse 등, 2000). 돼지 액
상정액에 순수 배양된 여러 종류의 세균을 넣었을 때 정
자 서로 간에 두부 응집이 일어나고, 전체적인 운동성이 
감소되었다(Althouse, 1999)고 하며, 사람의 정액에서 항
생제에 오랫동안 노출된 정자는 운동성과 형태에 영향을 
받는다(Dahlberg, 1990)고 하였다. 세균에 오염된 정액은 
세균 농도에 따라 유해성의 정도가 차이가 나는데, 보존
기간이나 주변의 청결도 및 희석액에 따라서 세균의 농
도가 변하며, 오염된 정액을 이용하여 인공수정을 할 경
우 축군 전체의 번식효율이 저하된다고 하였다(Althouse 
등, 1998, 2000). 

본 연구는 정액의 보존 일수에 따른 세균의 증식 정도
를 조사하고, 정자의 기능에 미치는 영향을 구명하여 돼
지 액상정액의 적정 보존일수를 제시하고자 실시하였다.  

재료 및 방법

공시 정액 및 시약

실험에 공시한 액상정액은 돼지인공수정센터에서 사육
중인 두록종으로부터 채취한 정액으로 제조하였다. 항생
제가 첨가되지 않은 BTS를 보존액으로 사용하였으며, 액
상정액 제조 후 17℃의 정액 보관고에 담아 실험실로 운
반한 후 공시하였다. 실험실에 운반된 액상정액은 17℃에
서 7일간 보관하면서 세균과 정자의 기능을 조사하였다. 
본 시험에 공시된 시약은 특별한 언급을 하지 않은 경우 
Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)로부터 구입한 
제품을 사용하였다.

총 세균수 측정

인공수정센터에서 제공받은 정액 50 ml를 무균적으로 
cornical tube에 옮겨 3,000 rpm에서 15분간 원심분리하
였다. 침전물을 10단계 희석법으로 희석한 뒤 희석된 시
료를 plate counting agar에 접종하고 37℃ 호기성 조건
으로 24시간 배양하여 총균수를 측정하였다.

정자의 운동성 측정

정액의 운동성은 정자자동분석기(CASA, computer- as-
sisted semen analysis, Medical Supply, Korea)를 이용하
여 측정하였다. 정액 1.5 ml를 취하여 30분간 37℃ 수조
에 가온시키고, 37℃로 예열된 Makler counting chamber 
(Sefi-Medical Instruments, Israel) 위에 정액 10 μl를 떨
어뜨린 후 CCD 카메라(Veltek Korea)가 부착된 광학현미
경(Olympus, Japan)에 연결된 SAIS system을 이용하여 
분석하였다. 보관일수 1일, 3일, 5일, 7일에 정자의 운동
성, 정자의 생존율, 정자의 기형율 그리고 정자 두부의 첨
체 검사를 실시하였다. 

정자의 생존율과 기형율 조사

생존율과 기형률 조사를 위하여 Fast Green FCF 2.0 g
과 Eosin B 0.8 g을 phosphate buffer 100 ml에 용해 후 
끓인 다음 filter하여 염색액으로 사용하였다. 염색액 10 

μl를 slide glass에 떨어뜨린 후 정액 10 μl를 염색액 위
에 떨어뜨려 혼합한 후 cover glass를 이용하여 도말하였
다. 도말된 slide glass는 신속히 말려 생존정자가 사멸 
염색되는 것을 방지하고, 두부 염색 여부에 따라 생사를 
판별하였다. 4개의 구획 중 25개씩 100개를 세어 그중 염
색된 정자 수는 사멸정자로 판별하였고, 정자의 기형율도 
4개의 구획 중 25개씩 100개를 세어 기형 정자 수를 판별
하였다.

정자의 첨체반응 조사

정자부유액 100 μl에 2 μl의 Hoechst 33258을 첨가하
고 어두운 실온에서 3분간 정치시킨 후 1 μl의 3% poly-
vinyl-pyrolidone(PVP-40)를 첨가하여 실온에서 원심분리
(400×g, 5분)하였다. 상층액을 제거하고 PBS로 재부유시
킨 정액과 chlortetracycline(CTC) 용액을 1:1로 혼합하여 
30초 동안 염색하였다. 12.5%의 paraformaldehyde 8 μl
를 첨가하여 정자를 고정시킨 후 슬라이드글라스에 10 
μl를 떨어뜨려 DABCO와 혼합한 후 형광 현미경에서 정
자의 두부 관찰하였다. 정자의 판별은 두부 전체와 미부 
중편부에 밝은 형광염색이 된 것을 수정능 획득 및 첨체
반응이 일어나지 않은 정자(F), 뚜렷한 적도 부위와 미부 
중편부 밝은 형광을 나타내고, 첨체 후부는 어두운 것을 
수정능력 획득은 일어났으나 첨체반응이 일어나지 않은 
정자(B), 두부 전체가 거의 염색되지 않은 정자를 첨체반
응이 일어난 정자(AR)로 판단하였다.

통계분석

실험결과의 통계학적 분석은 SAS package를 이용하여 
실시하였으며, GLM(General Linear Model) Procedure를 
적용하여 각 요인의 Least square means와 Standard er-
ror(SE)를 구한 후 요인간의 유의성을 검정하였다.

결과 및 고찰

정액의 보존일수에 따른 정액 내 세균 오염도 변화

Fig. 1. Change of total bacteria numbers on preservation day in 
boar liquid semen without antibiotics. a~cBar with different super-
scripts within treatments are significantly different(p<0.01).
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Table1. Boar sperm parameters on increasing liquid semen pre-

servation days without antibiotics 

Preservation
day

Sperm motility
(%)

Viability
(%)

Abnormality
(%)

1 83.4±4.7
a

93.1±7.3
a

15.7±7.2
b

3 80.2±5.1ab 85.7±22.3a 18.4±7.2ab

5 77.2±6.5
b

83.5±9.1
a

21.8±7.9
a

7 66.1±12.7
c

53.3±35.0
b

22.6±9.9
a

a～c Values within columns with different superscripts are signi-
ficantly different(p<0.01).

정액의 보존일수의 증가가 정액 내 세균 변화에 미치
는 영향을 구명하기 위하여 액상정액 제조 후 정액보관
고에 보관하면서 보존일수별로 총세균 수를 조사한 결과
는 Fig. 1에서 나타난 바와 같다. 정액은 세균이나 곰팡이
가 잘 자랄 수 있는 최적의 환경요건을 갖추고 있다. 따
라서 정액 제조시 세균이 조금이라도 있다면 보존 시간
이 경과할수록 세균은 증식된다. 본 연구에서는 보존 3일
째 유의적으로 증가하였고(p<0.01), 7일째 또 한 번 유의
적인(p<0.01) 증가를 나타내었다. 

정액의 오염원은 채취하는 수퇘지와 외부 환경으로 나
눌 수 있는데, 수퇘지로부터는 음경포피액, 호흡분비물, 
피부나 털로부터, 환경적인 요인으로는 물, 초자기구, 장
비, 제조실 환경 및 제조하는 사람 등이 해당된다(Alth-
ouse 등, 1998; Althouse와 Lu, 2005). 정액이 오염될 경
우, 정자의 구조와 기능의 변화하여 수태율 저하는 물론 
산자수가 감소한다고 하였는데, Maroto Martin 등(2010)
에 의하면 세균(E. coli)과 산자수 간에는 —0.81(p<0.01)의 
상관관계를 나타낸다고 하였다.  

따라서 정액의 채취시부터 제조 후 사용시까지 오염원
을 차단하는 노력을 통하여 위생적인 정액으로 수정을 
할 수 있어야 번식효율을 높일 수 있을 것으로 사료된다. 

정액의 보존일수에 따른 정자의 성상 변화

정액의 보존일수의 변화가 정자의 기능에 미치는 영향
을 구명하기 위하여 정자의 성상을 측정하고, 염색을 통
하여 생존율과 기형율을 조사하였다. 정자의 운동성은 보
존 5일차부터 77.24±6.47로 1일에 비하여 유의적 (p<0.01)
으로 감소하였으며, 7일은 66.07±12.65로 5일에 비하여 유
의적(p<0.01)으로 감소하였다. 생존율은 5일까지 83.50± 
9.04로 유의적 변화를 나타내지 않았으나, 7일째에는 53.25 
±35.03으로 유의적(p<0.01)으로 낮은 결과를 나타내었다. 
기형율은 5일째부터 21.84±7.91% 이상으로 1일에 비하여 
유의적(p<0.01)으로 높은 결과를 나타내었다. 결과적으로 
보존기간이 5일 이상일 경우 정자의 운동성과 기형율에 
있어서 유의적(p<0.01)으로 부정적인 결과를 나타내었다.

Sa 등(2011)은 국내 시판 중인 정액보존액 5개를 대상
으로 한 실험에서 모든 보존액에서 보존 5일째에 유의적
(p<0.05)으로 정자의 활력이 저하하였다고 하여 본 실험과 
동일한 결과를 보고하였다. 그러나 flow-cytometery를 이
용한 정자의 생존율과 체외수정 후 배반포까지의 발달율
을 조사한 결과에서는 보존 10일째까지 유의적인 변화가 

Fig. 2. Acrosomal integrity of boar spermatozoa on increasing pre-
servation days without antibiotics. (F) uncapacitated, acrosome in-
tact; (B) capacitated, acrosome intact; (AR) acrosome reacted. 

a～c, 

x～z
 Bar with different superscripts within treatments are signifi-

cantly different(p<0.001).

없었다고 하여 본 실험과는 상이한 결과를 나타내었다. 
Britt 등(1999)은 정자의 운동성이 60% 이하일 경우 인

공수정 후 수태율과 분만율이 저하한다고 하였으며, Jo-
hnson 등(2000)도 정자의 운동성이 60% 이상일 경우, 정
상적인 수태율을 기대할 수 있다고 하였다. 본 시험에서
는 7일 보존 이후에도 정자의 운동성이 60% 이상을 유지
하고 있었으므로 수태율에는 변화가 없었을 것으로 사료
된다.

기형 정자는 돼지 수태율과는 부의 상관 관계를 갖기 
때문에(Gadea and Matas, 2000), 기형 정자의 비율이 
20% 이상일 경우 번식률 저하를 나타낸다고 하여 인공수
정용으로 이용하지 않는다. 본 시험에서는 보존일수 5일 
이후에는 정자의 기형율이 20% 이상으로 나타나므로 5일 
이상된 정자의 질이 저하된다고 사료된다. 

정액의 보존일수에 따른 두부의 첨체변화

정액의 보존일수에 따른 두부의 변화를 조사한 결과, 
수정능 획득 및 첨체반응이 일어나지 않은 정자(pattern 
F)의 비율이 1일차 89.7±3.3%에서 3일 79.5±6.7%, 5일 
52.5±13.3%, 7일 41.8±16.8로 유의적인(p<0.001) 감소를 나
타내었다. 동시에 첨체반응이 일어난 정자(pattern B)는 1
일차 10.0±3.4%에서 3일차 19.1±6.7%, 5일차 45.1±13.7%로 
유의적으로 증가하였다. 

Dubea 등(2004)은 첨체반응이 일어나지 않은 정자(pa-
ttern F)는 보존 12일 동안 90%에서 55%로 계속적으로 
감소하였으며, 첨체반응이 일어난 정자(pattern B)는 6%
에서 40%로 계속적으로 증가하였다고 하여, 본 연구의 
결과와 비슷한 경향을 보고하였다.

정자의 수정능력을 평가하는 방법은 정자의 운동성과 
생존율은 물론 정자의 기능적인 형태 조사, DNA 측정, 
난자의 투명대 투과반응, 난자침투율 및 체외수정 등 다
양한 방법들이 이용되어지고 있다(Foxcroft 등, 2008). 정
자의 기능에서 두부의 첨체 변화는 정자의 수정능력을 
평가하는 중요한 지표로서 활용되어지는 데, 포유동물에
서 수정이 정상적으로 이루어지기 위하여 정자는 수정능
을 획득하여야 하며 첨체반응이 정상적으로 일어나야 한
다(Austin, 1951). 그러나 수정능획득은 자연종부의 경우, 
대부분 암컷의 생식기 내에서 정자가 이동하는 과정에서 
일어나지만, 인공수정을 하기 이전에 반응을 하거나, 첨
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체 반응의 경우 난자를 만나기 이전에 반응을 나타낼 경
우 수정이 정상적으로 이루어지지 않는다. 따라서 수정능
획득과 첨체반응이 일어난 정자는 정상적인 수정을 할 
수 없기 때문에 이들의 증가는 정액의 질적인 저하를 나
타낸다고 볼 수 있다.

이상의 결과를 종합하면, 정액내 세균수는 3일차부터 
유의적(p<0.01)으로 증가하였으며, pattern F(수정능 획득 
및 첨체반응이 일어나지 않은 정자)의 비율도 3일차부터 
유의적(p<0.001)으로 증가하였다. 다만, 정자의 생존율은 
보존 5일째부터 유의적인(p<0.01) 저하를 나타내어 세균
에 대한 정자의 반응은 우선적으로 첨체에 나타나고, 차
후 생존율에 반응을 나타나는 것으로 사료된다. 따라서 
항생제를 첨가하지 않은 정액은 보존 3일째부터 세균의 
영향을 받기 때문에 세균에 오염되지 않은 정액을 채취
하거나 세균이 오염되었다고 판단되는 정액은 최대한 빠
른 기간 이내에 정액을 사용하여야 한다고 사료된다.
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