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ABSTRACT

Cryopreservation induces sublethal damage to the spermatozoa, which leads to their reduced fertile life. This study 
was designed to determine effect of glycerol and ethylene glycol as cryoprotectant in extender on improve the free-
zability of Jeju horse semen. The semen was cryopreserved with glucose-EDTA extender containing each 5% glycerol, 
5% ethylene glycol, 8% glycerol or 8% ethylene glycol, respectively. Post-thawed sperm were evaluated motility, 
viability, Membrane integrity and acrosome integrity. Post-thawed sperm motility were not significantly differences 
among treatments. However, sperm viability were significantly higher (p<0.05) in 8% glycerol (39.85% ±11.41) than in 
5% glycerol treatment (18.08%±1.61). In membrane integrity, swelling sperm ratio was significantly higher (p<0.05) in 
8% glycerol (34.12%±11.02) than other treatments. In the percentage of capacitated sperm assessed by CTC staining, 
F pattern was significantly higher in 8% ethylene glycol than 5% glycerol and 5% ethylene glycol (p<0.05). B pattern 
ratio was significantly increased in 5% ethylene glycol compared with 8% glcerol and 8% ethylene glycol (p<0.05). 
Moreover, 8% ethylene glycol treatment was significantly decreased AR pattern ratio compared with other treatments 
(p<0.05). It is concluded that treatment of 8% glycerol was improved the sperm viability and 8% ethylene glycol was 
improved the sperm ascrosome integrity after thawing. However, they were not significantly difference between 8% 
glycerol and 8% ethylene glycol on post-thawed sperm viability. Therefore, 8% ethylene glycol was more effective 
sperm cryoprotectant than 8% glycerol in Jeju Horse. 
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서 론        

 살펴보 , 말 식 는 지난 10여  사
에 동결 액  하는 것  허 하여 다. Arabian, 
Quarter 그리고 American Paint  말에 한 말 식

 등  주 한 에  러한 동결  
 허 함에 라 말 동결 액 에 한 연 가 

,   개 하거나 새 운  색
하게 었다 (Alvarenga 등, 2005). 그러나, 재 마가 

생산하는 액  30～40%만   변  가지는 등
 동결에 합하다고 보고   다 (Alvarenga 등, 

2003). 뿐만 아니라. 말 액  액에 어 도 액
 에 라 EDTA (Martin 등, 1979), 우  (Kenny 

등, 1975), skim-milk (Backman 등, 2004), 단  (Pierre 
등, 1992) 그리고 casein (Masuda 등, 2004)  첨가에 
라 동결 도 많  차  보 고 다. 또한, 말 액  
동결 과  동  개체  사  액 사 에 도 결과 변
가 크다는 에  여  연 가 필 한 상 다 (Al-

varenga 등, 2003). 동결 과 에 향  주는 는 동
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결보  , 냉각 도,  , 삼 압 
트 에 한  항 과  들 간  상  
향  들  다 (Squires 등, 1999). 러한 사실  말 

산업에 어 동결 액  사 하는 것  지 않  뜻
하지만, 에 동결 액  능  개  보다 거 한 
규  동결 액  사  가능  시사한다. 

내에  말  사  주  주도가  말  
고 었 나 경산업  쇠퇴  해 말  사 가 
감 하다가 내 경 과 함께  문  달  
승마가 본격  각 게 었 ,  해 산 
러브  주  루었 나, 한  체 에 다  큰 

편 므  한  승 마  개량   시 하게 
어 내에 도 러브  과 어 주마  

 말 산업  할만한  보 고 다. 에 라 
말  공 에 한 연 도  진행 어 재 동
결 액에 한 태  평균 약 50%에 달하고 나, 
1   당 태  0～70%  그 변 가 크 , 아직
지   없는 실 다 (Squires 등, 1999; 
Leopold 등, 2000). 또한, 내에  말  공 에 한 
연 는 주 재래마 액   특 에 한 사 (  
등, 1994), 주 재래마 액  동결보 에 한 연  (  
등, 1995) 그리고 말 액 동결시 glycerol  도  동결 
도가 동결 해 후 생 에 미 는 향에 한 연  

(  등, 2010), 말  액 태에  운동 과 공  
신 에 향  미 는  (  등, 2011) 등  하

고는 미비한 실 다. 
라  본 연 에 는 주마  동결 액 에 어 

동결보  glycerol과 ethylene glycol  사  동
결- 해 후  운동 , 생 , 막  그리고 

 첨체막  등에 미 는 향  알아보고  
실시하 다. 

Table 1. Composition of the glucose-EDTA solution and of the lactose-EDTA extender from Martin et al (1979)

Chemicals Amount

Glucose-EDTA solution

Glucose monohydrate (g) (Sigma, USA) 59.985

Sodiume citrate dihydrate (g) (Sigma, USA) 3.700

Disodium ethylene diaminetetraacetic acid (EDTA) (g) (Sigma, USA) 3.699

Sodium Bicarbonate (g) (Sigma, USA) 1.200

Polymyxin B sulfate (units) (Sigma, USA) 1×10
4

Glass distilled water to make (ml) (Sigma, USA) 1,000

Lactose-EDTA extender (ml)

11% (v/v) lactose solution 50

Glucose-EDTA solution (see above) 23

Egg yolk 20

Equex STM past (Minitube, German) 0.5

Glycerol/ethylene glycol (Sigma, USA) 8.0

Final pH 7.2

 

재료 방법

공시 동물  액의 채취

본 연 에 사  공시동물  립 산과학원 난지
산시험에  사   컷 1  (6 )  주 삼미 
에  사   컷 1  (10 )  하 고, 연 미
 한  나 공  액 채취  경험   없

는 개체  하 다. 각각 단독  사    
한 운동, 1  1  사료 여  무 한 물  여하

여 사 하 다.
액  채취는 주 1  간격  돔  실시하여 

채취하 ,  암컷 개체에 승가하도  하여 사  
 도하 다. 청결한 채취  해 생식  주  척

하고 경에 돔  씌워 사  도하 다. 사  
액   액량과   등   상  검사하
다. 

액의 처리  조

본 실험에  보 액   Table 1과 같  
Martin 등 (1979)   하 , 5%  glycerol
 처리한 실험   사 하 다. 채취  액  
시 실험실  운 다. 원 액  Tris-Egg yolk exten-

der  1:1  하여 냉각  시 하여 도  2 가 
도  extender  양  하여 4℃에  15  간격  

4  extender  합하여  extender  합한 후 4℃ 
1시간 동안 냉각  지하 다.  냉각 료 후, 동결보
가 첨가  액  합하여 4℃에  2시간 동안 평
 도하 , 평  료  는 14×107 cell/ml

 도  하여 0.5 ml straw에  합하 다. 
 straw는 액체질   5 cm 에  10 간 
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시  비동결  실시한 후에 액체질 에 지하여 동결
 료하 다. 동결  액  LN2 tank에  보 하
, 필 시 해하여 사 하 다. 동결 액  공  에
 약 10 간 하여 37℃ 에 20 간 지시  

해한 후  생    상  사하 다. 동결 
해 후 시간에   생 과 막  

변 는 동결 해 후 37℃, 5% CO2 양 에  보 하
 사하 다. 

자의 운동  평가

액  운동  평가는 MicroLux 미경 (× 70, Olym-
pus, Japan) 하에    평가하 다. 계산
에 5 μl  액  고 cover glass   후 100

에   운동  평가하 다. 계산  격  2
 복  찰하여 거  든 들  돌

  하게 움직 는 것  90% 상 , 생  
들  격  별  100개 가량  찰하여 하게 움직
는 들  80개 상   80% , 70개 상   

70%  단하고 움직 는 도가 진 운동 또는 느리게 
진 운동하는   50%, 느리게 진운동 하거나 

진  운동  미동하는   30%  평가하 다 
(  등, 2009).

자의 생존  평가

 생  eosin-Y 염색  하여 평가하
다. 염색액  0.9% NaCl 액에 0.5% eosin-Y  해하
여 하 , 10 μl  액  slide glass 에 린 
다  동량  염색액  어 도말하여 cover glass  고 
MicroLux 미경 (× 70, Olympus, Japan)하에  찰하 
다. 개체 당 2개  본  만들어 본 1개당 200개씩 
 400개   100  미경에  찰하여, 게 

염색  는 죽   단하여 생  평가하
다.

자막  평가

막  하  하여 Jeyendran 등 (1984)
  변 하여 150 mOsm/kg NaCl  삼 압 

액  하여  미  창 태  하 다 (Hy-
po-Osmetic Swelling Test: HOST). 37℃  액 1 ml
에  샘플 100 μl  합하여 37℃에  5 간 시
킨 후 slide glass에 도말하 다. 도말한 본 1개당 200
개씩  400개   100  미경에  찰하여 

 미  창여  하여 막   평
가하 다.

첨체막 변  양상의 

첨체막  변  양상  하  하여 Chlortetracy-
clin (CTC) 염색  사 하 다. 액  400 ×g 액 (750 
μM CTC (Sigma, USA) 130 mM NaCl (Sigma, USA), 5 
mM cystein (Sigma, USA), 20 mM Tris (Sigma, USA) 
buffer; pH 7.8)  합하여 20 간 암실에  상 양하
다. CTC  고 시키  하여 10μl  12.5% glu-

taradehyde  합하여 4℃에  보 하 다. 염색후 24시
간 내에 독하 ,  첨체막 양상  독 

 Fraser (1995)   라  가 체  
  할 경우 능 득  어나지 않  F pa-

ttern , 도  에 띠가 어 첨체 아랫 에
   할 경우 능 득  어난 B pattern
 하 , 마지막   가   

하지 않거나, 얼룩 룩한  할 경우 첨체  
어난 AR pattern  하 다.

통계 분

통계　  통계 프 그램 (SPSS version 18.0)  
하 , 동결 해 후 glycerol   상에 미

는 향에 한 결과는 ANOVA  하여 처리 간
  검 하 다.

결 과

동결보 에 따른 동결 해 후 자의 운동   생존 의 

변

Table 2는 5%  8%  glycerol과 ethylene glycol  동
결보  사 하여 주마  액  동결 해하  
 변  운동 과 생  나타낸 결과 다. 본 실험
 결과, 동결 해 후  운동  처리  간  
 차 는 없었다. 그러나 생 에 어 8%  glycerol

 처리하   가   생  보 , 5% gl-
ycerol 처리 에 비해   생  나타내
었다 (p<0.05). 그러나 5% glycerol 처리  한 다  
처리   차 는 나타나지 않았다.

동결보 가 동결 해 후 자막 에 미치는 향

동결보 에  동결 액  해 후 막 
 변 에 한 결과는 Table 3과 같다. Swollen sperm  

비 에 어 8%  glycerol  처리하   다  처리
에 비하여   swollen sperm  비  나
타냈  (p<0.05), 8% ethylene glycol, 5% ethylene gly-
col   swollen sperm  비  나타냈 나, 들 
사   차 는 나타나지 않았다. 마지막  5% 
glycerol  처리 는  낮  비  swollen spe-
rm  비  나타냈다 (p<0.05). 

Table 2. Effect of glycerol and ethylene glycol as cryoprotectant on 

motility and viability of frozen-thawed spermatozoa

Motility (%) Viability (%)

Fresh semen 47.50 ± 12.58 59.69 ± 12.33 

5% Glycerol 31.67 ± 2.89 18.08 ± 1.61b 

5% Ethylene glycol 35.00 ± 5.00 26.92 ± 6.05
ab

 

8% Glycerol 37.50 ± 9.57 39.85 ± 11.41
a
 

8% Ethylene glycol 37.50 ± 9.57 33.81 ± 11.15ab 

a,b
 Values with different superscripts within same column except 

ejaculated semen are significantly different by ANOVA 
(p<0.05). Data are presented as mean±SD.
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Table 3. Effect of cryoprotectants on sperm membrane integrity of 

post-thawed spermatozoa

Swollen sperm (%)

Fresh semen 44.50 ± 9.17 

5% Glycerol 13.17 ± 1.66c 

5% Ethylene glycol 22.33 ± 8.79
b
 

8% Glycerol 34.13 ± 11.02
a
 

8% Ethylene glycol 26.94 ± 2.61b 

a～c
 Values with different superscripts within column except eja-

culated sperm are significantly different by ANOVA (p<0.05).
Data are presented as mean±SD.

(A)

(B)

Fig. 1. Effect of various cryoprotectants on changes over time in 
sperm viability (A) and sperm membrane integrity (B) at 37℃. 
(5% G; 5% glycerol, 5% EG; 5% ethylene glycol, 8% G; 8% gly-
cerol and 8% EG; 8% ethylene glycol)

동결 해 후 시간에 따른 자의 생존 과 자막  

변

주마 액  동결 해 후 시간에 라  생

Fig. 2. Change of acrosome status post-thawed sperm in Jeju 
horse. (5% G; 5% glycerol, 5% EG; 5% ethylene glycol, 8% G; 8% 
glycerol and 8% EG; 8% ethylene glycol). 

a～c 
F pattern values for va-

rious cryoprotectants except ejaculated sperm with different su-
perscripts were significantly different by ANOVA (p<0.05). 

d,e 
B pa-

ttern values for various cryoprotectants except ejaculated sperm 
with different superscripts were significantly different by ANOVA 
(p<0.05). 

f～h 
AR pattern values for various cryoprotectants except eja-

culated sperm with different superscripts were significantly di-
fferent by ANOVA (p<0.05).

과 막  찰한 결과는 Fig. 1과 같다. 시간
 지남에 라 ethylene glycol 처리가 glycerol 처리보

다 빠  도  생 과 막   감 는 
것  나타났다. 그러나 들 처리  사   차
는 볼  없었다. 뿐만 아니라, 본 실험  결과, 해 

후 1시간 사 에 생   막  격  감
는 것  볼  었다. 

동결보 가 동결 해 후 첨체막 변 에 미치는 향

Fig. 2는 주마  동결 해 후  첨체막 변 에 
한 결과 다. F pattern  비 에 어 8% ethylene 

glycol  처리하   5% glycerol과 5% ethylene gly-
col  처리한 경우에 비하여   F pattern 
비  나타냈  (p<0.05), 8% glycerol  처리하  
경우 다   비  F pattern 비  나타냈 나, 실
험 간   차 는 나타나지 않았다. B pattern  
비  5% ethylene glycol, 5% glycerol, 8% ethylene 
glycol 그리고 8% glycerol 처리  B pattern  비
 낮았 , 5% ethylene glycol과 8% glycerol 처리  

간만   차  나타냈다 (p<0.05). AR pattern  
비 에 어 8% ethylene glycol 처리 에  다  실험
에 비하여  가  낮   AR pattern 비

 나타냈 , 그 다  8% glycerol, 5% ethylene 
glycol  5% glycerol에 비하여  낮  
 나타났다 (p<0.05). 

고 찰

공  뿐만 아니라 다  가 에 어  
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개 과 원  보에 크게 공헌하고 다. , 공
  한 보 과 가   질  향

상시키  한 가  주 한 다 (Vishwanath  
Shannon, 2000). 공  한 액   에는 
액상 액  과 동결 액  보 하는  는

, 채취한 액  동결하여 —196℃에  보 하  
 보  가능하다 (Bolten 등, 2005). 는 다양

한 동결 건에 라 약 50% 도  포 상  게 
다 (Watson, 2000). 러한 포 상  동결과  동안

에 포질내  ice crystal에 해 하는 것  (Ma-
zur, 1984), 러한 상  지하  한  
과 동결보 는 공  동결 액 에 어 가  

한 라고 할  다 (Hammerstedt 등, 1990; 
Curry 등, 1994). Polge 등 (1949)  동결보  glycrol
 사 하는 것  고안한 후, glycerol  포  포함

한 다양한 type  포  동결보  사 어  
(McGonagle 등, 2002),  동안  동결 액  시 
동결보  사 어 다. Glycerol  동결시 포내 
ice crystal  지하  해, 포내 물  탈 하도  하

, 신  포질내 하여 물 신 포  지함
 동해  지한다. 그러나 glycerol  상 에  포

내에 독  나타내므  에  평  지해야 하는 
단  가지고 나 (Hammerstedt 등, 1990), 보편
 glycerol보다 간편하게 는 물질  아직 하

지 않다. Ethylene glycol  사람 (Gilmore 등, 2000)과  
(Guthrie 등, 2002)  에  포막   도가 
glycerol보다 빠 고 과  동결보  보고   
다. 또한, ethylene glycol  낮  리 도도  가지  
문에  포가 냉각, 동결 는 동안 삼 압 stress  

감 시킬  다고 하 다 (Gilmore 등, 1995). Ethylene 
glycol   생 과 에 어 그 해 움  
glycerol에 비하여  문에 (Ball 등, 2001),  첨
체 보 에 어 보다 과  보 능  공할  
다. 재 ethylene glycol  glycerol  체하는 동결보

 개 (Pereira 등, 2002)  말 (Mantovani 등, 2002)  
동결 액 에 사 고 다. 본 실험에  5% ethy-
lene glycol  하   5% glycerol에 비하여  
생  나타냈 나  차 는 없었다. 또한, 8%
 glycerol  하   가   생  나타냈

, 8% ethylene glycol 처리   차 는 없었
다. 러한 결과는 5%  ethylene glycol  처리가 5%  
glycerol보다  운동 과 생  나타냄  보고한 
Rota 등 (2006)  결과  합하나, ethylene glycol과 gly-
crol  과  도에 어 본 연  결과 는 다  차
가 나타났다. 는 사 시  상  변 가 심한 말
 특 에  한 것  단 다. Squires 등 (2004)
 보고에  glycerol  사  ethylene glycol  
보다 운동   생 에  결과  가 , 

Hoffmann 등 (2011)  말  동결 액 에 어 다양
한 glycerol, ethylene glycol, amides 등  동결보 가 
동결 해 후  운동 과 생 에 미 는 향  

 차 가 없다고 보고하 다. 
HOST  한 막    사뿐만 

아니라, 난     능 득과 첨체
과도 한 계가 어  능  평가하는  

한 지  사 고 다 (Jeyendran 등, 1984). 본 

연  결과, 8%  glycerol  든 실험  사 에  
  swollen sperm 비  나타냈다. 러한 

검사는 직  공  시행하거나, 체
 통한 검사  행하는 것보다 시간과 비  에
 약할  , 게 능  할  다. 

특  사람에 는 능   가 능  평가하  
하여 막   검사하는 액에   미
 창  평가하여 그 능  하고 다 

(  등, 1993). Vidament 등 (1989)  말에 어 사  직
후 액  HOST 결과, swollen sperm  비 과 능
과 한   보고하 , Neild 등(2000)
 동결 해 후 HOST 결과, swollen sperm  비 과 

  다고 보고하 다. 
동결 해 후 보  시간에   생 과 

막  변 에 어 해 후 1시간 내에 생 과 
막  격하게 감 하 다. 러한 결과는 

재 말  공 시 란시 에  맞 어 공
 루어지지 않  신  격  감 하는 원
 단 다. 런 다양한 결과들  말 액  동결에 

어 그  아직 지 안  지 않았 ,  
하여 보다 많  연 가 필 한 것  시사한다. 

가 능 득  첨체  시   
하는 ,   특   내에   재  
antibiotic chlortetracycline 물질  하는  
개 고 (Fraser 등, 1995), Kommisrud 등 (2002)   
CTC  하여 능 득  첨체 과  
능 간  계  보고하여 CTC  한 액 질에 
한 평가 가능  시한  다. 또한, Oh 등 (2010)  
돼지  능  해 CTC  사  
능  량한 개체  하는  어 하다고 

보고 한  다.   는 F pattern과 B pattern
 비  아야 하 ,  능 득  도하지 

않  경우 F pattern  비  아야 한다 (Fraser, 1995). 
Suzuki 등 (2003)  B pattern  공 시  
능  간에 직  계가 어 들  비  액  
질  단하는 척도  사   다고 시한   
다. 능  득  는 난  에 해 

 에 첨체  어나지만 (Yanagimach, 1994), 
난   결합하  에 첨체  어난 
는 난   결합에 필 한 한  
어 리  문에 상  에 참여할  없다 (Adeo-
ya-Osiguwa  Fraser, 2004). 본 실험에  동결 후 든 
실험 에  동결 보다 B pattern  비 과 AR pattern
 비  가하고, F pattern  비  감 하 다. 말
 포함한 든 포 동물  는 동결과 동안 포막
 변  겪게 , 막 단 질  가 어나 포막
 지질  탈락하게 어 지질  fluid에  gel 

phase  변 하게 다. 러한 막  변 는 calcium ion 
channel  능  상  래하 , 결과  포 내 
Ca2+ 도  상승  야 하여 능 득 나 첨체 과 
같   보 게 어 capacitation-like change  야
하게 다 (Szasz 등, 2000; Pena 등, 2003). 라  동

결 해 후  25% 상 능 득과 같  B pattern
 비  가하게 다고 보고    (Pena 등, 

2003), Schembri 등 (2002)  말  에 어 capacita-
tion-like change  야 하는  어 원심 리  통한 
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 거뿐만 아니라 동결과 해 과 에  크게 야
어 B pattern과 AR pattern  크게 가함  보고하

다. 미 운 것  glycerol  ethylene glycol  비 하
여 보  5%  glycerol과 ethylene glycol에 어 5% ethy-
lene glycol   B pattern 비  가시킨 , AR 
pattern  5% glycerol에   가하 다. 8% 
glycerol과 8% ethylene glycol  비 하 , 8% glycerol
 처리가 8% ethylene glycol보다 AR pattern  비  

 가시 다. 는 ethylene glycol  capacita-
tion-like change  도  보다 과  첨체막  
보 하는 것  단 다. 

재 지 주마  동결 액 에 한 연 는 매우 
미 하 , 주마뿐만 아니라 말 액 에 어 보다 
많  연 가 필 한 실 다. 라  본 연  결과는 
재 립 지 않  주마  동결 액  과 에 

어 보다 한 보  공할 것  단 다.

요

본 연 에 는 주마   산업 에 어 공
 공  한 안  주마  동결 액 
 립하는  어 주마 동결 액  시 동결보

 glycerol과 ethylene glycol  사  동결- 해 
후  운동 , 생 , 막  그리고  
첨체막  등에 미 는 향  알아보고  실시하
다. 주마 액  동결 시 5% glycerol, 5% ethylene 
glycol, 8% glycerol 그리고 8% ethylene glycol  사 하

, 동결 해 후  운동 , 생 , 막 
 그리고 첨체  변  하 다. 동결 해 후 
 운동 에 어 실험  사   차 는 나타

나지 않았다. 그러나 생 에 어 8% glycerol  처리
하   가   생  (39.85%±11.41)  나타냈
나, 5% glycerol 처리  (18.08%±1.61)  비 에 만 

 차  나타냈다 (p<0.05). 막 에 어
도 8% glycerol 처리 만  34.13%±11.02  든 처리
에 비하여   막  나타냈다 
(p<0.05). 동결 해 후  첨체막 변 에 어 8%  
ethylene glycol  처리시 5% glycerol과 5%  ethylene 
glycol  처리한 실험 보다   F pattern
 비  나타냈다. B pattern  비  5% ethylene 

glycol 처리시 8% glycerol과 8% ethylene glycol 처리
보다  가하 다. 8% ethylene glycol 처리
에   낮   AR pattern 비  나타냈
다 (p<0.05). 본 연  결과는 재 립 지 않  주
마  동결 액  과 에 어 보다 한 보  
공할 것  단 다.
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