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ABSTRACT

This study was carried out to investigate synthetic extender for semen cryopreservation of Jeju Native Black Bull. 
The semen was collected using an artificial vagina and transported to the laboratory. The semen was diluted 1:1 by 
Tris-Egg yolk extender and contrifuged in 1,500  rpm for 15 minutes. The supernatant was removed. The pellect was 
diluted to final sperm concentration of 2×108/ml by doubling in every 30 minutes at 4℃ cold chamber. The semen was 
equilibrated for 4 hours at cold chamber and packed to 0.5 ml straw. The semen straws were located above 5 cm for 
10 minutes. The height and duration affect the freezing speed by temperature. The frozen straw was plunged to LN2. 
The presented straws were examined the viability and motility after thawed at 37℃ water bath. Frozen-thawed sperm 
were evaluated sperm viability, membrane integrity and acrosome integrity. Post-thawed sperm viability has been 
significantly higher (p<0.05) in fresh sperm (93.27±1.62%) than frozen-thawed sperm (73.34±3.27%). However, there we-
re no significant differences between fresh and frozen-thawed dead cell rate (7.35±2.63 vs, 13.71±2.85). In sperm motili-
ty, between Triladyl and AndroMed Extender, there was no significant different (72.86±2.83 vs, 81.47±2.48), similarly, 
the dead cell rates was similar (18.41±3.42% and 17.26±4.25). The results of our study suggest that AndroMed to the 
freezing extender showed more positive effect on the frozen-thawed spermatozoa in Jeju Native Black bull semen.
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서 론         

제주흑우는 한우의 품종 중 멸실 위험에 직면한 희소 
한우로 분류되어 있다. 최근에는 천연기념물 제546호로 
지정되어 국가의 보호를 받게 되었으며, 주로 제주에서만 
사육되고 있다. 사육규모는 순수 제주흑우를 포함한 사육
두수는 약 1,300두 정도가 사육되고 있다. 그 중 종모축으
로 사용되는 개체 수는 약 7두 정도에 불과하다. 현재 제
주흑우의 산업적인 활용성을 증대시키기 위하여 인공수
정과 수정란이식 방법으로 개체 수 증식을 위해서 연구
를 진행하고 있으나, 활발한 산업적 이용은 미미한 실정

이다. 이런 희소 한우를 보존하고 이용하는 방안으로서는 
정액을 이용한 번식과 그리고 수정란을 이용한 방법을 
사용한다. 일반적으로 인공수정은 우수한 유전적 특징을 
지닌 소, 돼지, 양 등과 같은 다양한 개체의 증식을 위해
서 중요한 수단으로 이용되고 있다(Sukhato et al, 2001). 
채취한 정액의 동결보존은 —196℃ 액체질소에 침지하여 
주로 보존하게 된다. 이러한 방법은 반영구적으로 보관이 
가능하나(Bolten 등, 2005), 액상 정액 상태로 인공수정에 
이용할 수 있는 기간은 축종과 품종에 따라 다양하며, 길
어도 1주일 정도는 가능하다는 보고가 있다(소, Verber-
ckmoes 등, 2005; 돼지, Johnosn 등, 2000; 염소, Peterson 
등, 2006; 양, Salamon과 Maxwell, 2000). 한편, 돼지에서
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는 액상 정액이 동결 정액에 비해 높은 수태율을 기대할 
수 있고, 정액 생산이 용이해 국내에서는 약 50여 군데의 
민간 인공수정센터에서 액상 정액으로 주변 농가에 공급
해 농가에서 활용되고 있는 실정인 반면, 한우에서는 국
가 단위로 검정을 통해 우수한 개체를 선발하여 농협에
서 동결 정액을 생산 공급하는 방식으로 인공수정용으로 
활용되고 있다. 또한 수컷의 공유에 따른 자연번식 방법
은 질병 전파를 일으킬 수 있기 때문에, 이를 억제하고 
차단하기 위하여 인공수정 방법을 통한 번식을 유도하고 
있으며, 지역 민간 인공수정센터를 활성화시켜 액상 정액 
상태로 이용하고 있다(Paulenz 등, 2005). 미국이나 호주 
등에서는 우수한 유산양을 선발하여 이들로부터 채취한 
정액을 동결보존 후 판매와 인공수정에 활용하고 있어, 
다양한 축종에서 광범위한 방법으로 인공수정에 동결정
액을 활용하고 있다.

현재 정액 동결보존 방법 중 액상으로 보존하는 방법
으로는 탈지유, Laiciphos®, BTS, Biociphos Plus® 희석액
들이 보고되고 있으며(Paulenz 등, 2005), 정장에 포함된 
egg yolk coagulating enzyme (EYCE)은 구요도선에서 
분비되는 정장 물질의 하나로 phospholipase인데, 이 효
소가 난황의 레시틴을 분해하여 독성 물질을 만들어 반
드시 정장을 제거하는 것이 필요하다는 보고가 있으며
(Lebo와 Bradley, 1999), 정장 물질이 정액의 활력을 떨어
뜨려 정액을 사출할 때 BSA가 첨가된 다량의 희석액에 
바로 받아 정장 물질을 희석하고, 정자막을 코팅하는 것
이 정자의 활력 유지에 도움이 된다는 보고도 있다(Ya-
mashiro 등, 2006). 따라서 본 연구에서는 정장을 제거하
고 난황이 첨가되지 않은 Triladyl® 희석액과 Soybean 
lecithin이 함유된 AndroMed®를 사용하여 제주흑우 정액
의 동결성 연구를 비교하였다.

재료 및 방법

흑우 정액 채취

정액 채취로 사용된 흑우는 7∼10살된 수컷 5두를 선
별하여 별도 공간에서 자유 급식하여 사육하였으며, 월 8
회 정액을 채취하였다. 정액 채취는 인공질(Model 66000- 
D, Nasco, FHK, 일본)을 사용하여 채정하였다. 정액 채취
를 위해서 암컷을 시험장내 안전정액 채취 보정틀에 고
정시킨 후, 흑우 수컷을 2∼3회 암컷을 주위를 맴돌게 하
여 흥분을 유도하였다. 승가가 이루어지면 수컷의 penis
를 인공질에 삽입하여 정액 채취를 하였다. 인공질의 유
지온도는 38℃를 유지하였으며, 인공질에는 penis의 삽입
을 유도하기 위하여 젤을 도포하였다. 사출된 정액은 인
공질 끝부분에 15 ml 튜브를 채취 전에 위치시켜 정액을 
회수하였다. 회수된 정액은 37℃ 온장고에 넣어 신속하게 
실험실로 이동하였다. 

정액의 처리 및 제조 

정액의 품질은 현미경으로 운동성과 정자 형태에 의해 
평가하였다. 정자들이 소용돌이 치며 움직이고, 꼬리나 두

Table 1. Composition of Tris-Egg yolk extender

Component Concentration

Tris 121.1 mM

Fructose 180.2 mM

Citric acid 294.1 mM

Egg yolk 10%

Glycerol 7%

Gentamycin 10 mg/ml

부에 이상이 없음을 확인하여 개체별 활력을 90% 이상일 
때 실험에 공시하였다. 본 연구에 사용된 정액 1차 희석
제 조성은 Table 1과 같다.

희석액 AndroMed®, Triladyl®은 Minitub(독일)에서 구
입하여 사용하였으며, 희석액은 사용 설명서에 따라 제조
하였으며, 단, Triladyl® 희석액은 설명서와 달리 난황을 첨
가하지 않았다. 간단히 설명하면 Triladyl®과 AndroMed® 

희석액은 액상 상태로 구입하여 2차 증류수 30 ml에 
Triladyl® 10 ml를 부어 섞은 후 사용하였다. 원정액을 희
석제와 1:1로 희석하여 1,500 rpm 15분간 원심분리 후 상
층액을 제거하고, Andromed와 Triladyl 1 ml로 희석한 
후, 4℃ 콜드챔버에서 30분 간격으로 두 배로 희석하여 
최종 정자농도 2×108개/ ml 농도로 희석한 후 4시간 동안 
평형하였다. 평형 후 0.5  ml 스트로우에 밀봉하고 액체
질소 상단 5 cm 10분 동안 유지한 후 액체질소에 직접 
침지하여 동결 보존을 실시하였다. 

정액의 융해 
정자의 생존율과 활력 검사를 위해서 정액의 융해는 

액체질소 탱크로부터 스트로우를 꺼내어 공기 중에 약 10
초간 융해한 후 37℃ 온수에서 약 20초간 스트로우를 침
지하여 융해하였다. 정액의 활력과 생존성의 평가는 IX 
70 현미경(Olyimpus, Japan)하에서 정자의 활력을 평가
하였으며, 정자의 생존율확인을 위해서 융해 정액을 MAR-
KER CHAMBER에 넣은 후 MicroLux 현미경(× 70)하에
서 정자를 평가하였다. 

정자의 운동성 평가

37℃ 가온 판에서 5분간 가온 후, 광학현미경상에서 정
자 운동성을 평가하였다. 혈구계산판에 5 μl의 정액을 
놓고 커버글라스를 덮은 후, 100배율에서 정자의 운동성
을 평가하고, 200배율에서 삼투압 충격이나 저온 충격으
로 발생할 수 있는 정자 꼬리 꺾임 등의 기형 변화가 발
생되었는지 확인하였다. 정자의 성상 평가를 위해서 CA-
SA 시스템과 혈구 계산판을 사용하였으며, 혈구계산판을 
이용한 평가는 격자 2군데를 반복적으로 관찰하여 생존 
정자 비율을 퍼센트로 나타내었다. 관찰되는 거의 모든 
정자들이 소용돌이 치며 활발하게 움직이는 것을 90% 이
상으로, 생존 정자들이 격자별로 100개 가량을 관찰하여 
활발하게 움직이는 정자들이 80% 이상일 때 80%로, 70% 
이상일 때 70% 등으로 보고, 50% 이하는 움직이는 정도
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가 전진 운동 혹은 느리게 전진 운동하는 수준이며, 20% 
이하는 느리게 전진 운동하거나 진자 운동 혹은 미동하
는 수준으로 평가하였다. 

첨체막 변화 측정

첨체막의 변화 양상을 측정하기 위하여 chlortetracy-
clin(CTC) 염색법을 사용하였으며, 이 방법으로 정자의 첨
체막 변화 양상을 조사하였다. 정액을 400 ×g에서 2분간 
원심 분리하여 세척한 다음 500 μl의 CTC 용액(750 μM 
CTC, 130 mM NaCl, 5 mM cysteine, 20 mM Tris bu-
ffer; pH 7.8)을 혼합하여 20초간 암실에서 배양하였다. 
CTC 반응을 고정시키기 위하여 10 μl의 12.5% glutar- 
adehyde를 혼합하여 4℃에서 보관하였다. 염색 후 24시
간 이내에 형광현미경 하에 판독하였다(IX 71, Olympus, 
Japan) 정자 첨체막 양상의 판독기준은 Fraser (1995)의 
분류를 따라 정자 두부가 전체적으로 형광 발광을 할 경
우, 수정능 획득이 일어나지 않은 것으로, 적도면 부분에 
띠가 형성되어 첨체 아랫부분에서 형광발광을 할 경우, 
수정능획득이 일어난 것으로 각각 구분하였으며, 마지막
으로 정자 두부가 형광 발광을 하지 않거나, 얼룩덜룩한 
발광을 할 경우 첨체반응이 일어난 것으로 구분하였다. 

통계분석

실험결과의 통계학적 분석은 SAS pakage(version 6,12)
이용과 GLM producer를 사용하여 각 처리구간 유의성을 
검증 하였다.

결과 및 고찰

Fig. 1은 제주흑우 정자의 수정능 획득과 첨체반응의 
비율을 조사하기 위해서 서로 다른 4개체에서 동결된 정
액을 융해하였을 때 일어난 정자의 성상 변화를 조사한 
결과이다. 정자는 사출 직후부터 첨체반응이 일어나기 시
작하며, 동결과정 동안 정자 첨체의 손상으로 인해 정자가 
난자의 투명대와 결합하지 못하여 수정 능력이 소실될 
수 있다(Yanagimachi, 1994). 정자의 동결 융해 후 성상 
평가에 있어 운동성, 생존율 및 정자막 상태의 온전성 뿐 
만 아니라, 수정능획득 또는 첨체반응 역시 매우 중요하
다. 정자의 수정능획득과 첨체반응은 난자의 수정율과 밀
접한 관련이 있는 것으로 보고하였다(Kommisrud, 2002). 
또한 Oh 등(2010)은 돼지 정자에서도 CTC 염색법을 이
용한 정자의 수정능획득 및 첨체 반응의 평가는 번식 성
적이 불량한 개체를 예측하는데 매우 유용하다고 하였으
며, 수정능획득이 완료된 정자는 투명대에 의해 첨체반응
이 일어나지만(Yanagimachi, 1994), 투명대와 결합 전 첨
체반응이 일어난 정자는 투명대와의 결합에 필요한 요소
를 손실하게 되므로 정상적인 수정에 참여할 수 없다
(Adeoya-Oshiguwa et al., 2004). 본 연구에서 1번부터 4
번까지 개체의 정자에서 일어난 수정능 획득과 첨체반응
의 비율은 36.8%, 26.8%, 37.8% 그리고 38%의 결과를 나
타내었다. 2번 개체 정자에서 수정능 획득과 첨체반응의 

Fig. 1. Analysis of capacitation and acrosome reaction of frozen- 
thawed spermatozoa in four different individual. 

비율이 유의적으로(p<0.05) 낮은 결과를 보였다. 이와 비
슷하게 한우에 있어서 첨체반응의 비율은 개체간의 차이
가 있으나, 첨체막의 손상비율은 대체적으로 약 21.37∼
28.38 수준으로 나타난 결과를 보고하였다(Park et al, 2012). 
이러한 결과를 볼 때 본 연구와 유사한 결과로서 정액의 
일반적인 성상 평가에서 품종 간의 특이성은 존재하지 
않은 것으로 사료된다. 그러나 수태율의 직접적인 원인이 
되는 수정능 획득 반응과 첨체의 손상의 반응이 높을수
록 수태율 저하의 직접적인 원인이 되기 때문에 정자의 
손상을 줄이는 다양한 연구가 수행되어져야 할 것이다.

Table 2에서는 신선정액과 동결정액의 정자의 생존율
을 평가한 결과이다. 본 실험에서는 제주흑우로 부터의 
정액 채취는 5회 반복하여 실시하였다. 정액을 채취한 후, 
실험실로 운반한 다음, 정액의 평가를 실시한 결과로서 
신선정액의 생존율과 활력은 90% 이상의 수준으로서, 정
액이 우수한 것으로 평가되었다. 제주흑우 정액을 동결하
기 전 정자의 생존율은 약 93.27±1.62% 동결 ․융해 후 생
존율은 73.34±3.27%로 나타나, 동결 전 정액의 생존율이 
유의적으로(p<0.05) 높은 결과를 나타내었으나, 사멸 정자
의 비율은 약 7.35±2.63%와 13.71±2.85%의 결과를 나타내
었다. 사멸 정자의 비율에서는 유의적인 차이를 보이지 
않았다. 이러한 결과는 적정 희석제의 선정과 동결을 위
한 냉각 및 융해 조건의 적절한 과정이 정자의 손상을 줄
여 생존 효율을 향상시킨 결과로 보인다.  

Table 2. Analysis of viability and dead rate on before and after 
cryopreservation of Jeju Native Black Bull semen

Semen source
Evaluation to semen (%)

Viability Dead

Fresh 93.27±1.62a 7.35±2.63

Frozen 73.34±3.27b 13.71±2.85
a.b Percentage with different superscripts within columns indi-

cate significant different(p<0.05). 
Replicates 5.
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Table 3. A comparison of motility and dead cell between two 
different extender sources for freezing of Jeju Native Black Bull 

Extender 
Post-thawed(%)

Motility Dead

Triladyl 72.86±2.83 18.41±3.42

AndroMed 81.47±2.48 17.26±4.25

Replicates 7. 

Table 3에서는 서로 다른 정액 동결보호제를 사용하여 
제주흑우 정액을 동결 보존 후 운동성 평가를 위해 CA-
SA 분석 시스템을 이용하여 성상 평가를 실시한 결과이
다. 일반적으로 소의 정액 동결 보존을 위해서 사용하는 
동결 보존액으로는 Triladyl®과 AndorMed®를 상업적으
로 판매되는 합성 동결 보존액을 개발하여 소 정액의 동
결보존을 위해 사용하고 있다. 최근에는 양(Kasimanic-
kam 등, 2006; Perez-Garnelo 등, 2005), 가젤(Garde 등, 2003), 
유럽들소(Perez-Garnelo 등, 2006), 사슴(Esteso 등, 2003) 
등 다른 축종이나 멸종 동물의 정액 동결 보존 등과 같은 
다양한 목적에 맞게 활발히 연구가 진행되어 오고 있다. 
상업적으로 판매되는 제품의 특성상 조성 성분은 명확하
게 알려져 있지 않으나, 동해 방지제는 두 가지 종류를 
사용하고 있다. 우선 비침투성 동해 방지제로서는 주로 
lactose가 들어 있으며, 침투성 동해 방지제로 glycerol이 
첨가되어 있고, pH buffer로 Tris와 citric acid와 tylosin, 
spectinomycin, gentamycin, lincomycin의 네 가지 항생
제가 포함된 것으로 알려져 있다(Garde 등, 2003). 그리고 
De Pauw 등(2003)은 소의 정액을 Triladyl® 희석액에 
20% 난황과 6.7%의 글리세롤을 첨가하여 6일간 상온과 
4℃에서 보존하였을 때 정자 운동성이 그대로 유지된 반
면, Hepes-TALP에서는 급격하게 운동성이 저하되었다는 
결과를 보고하기도 하였다. 이러한 원인은 축종 간의 변
이 때문으로 추정된다. 본 연구에서는 Triladyl® 동해 방
지제를 사용하였을 때 정자의 운동성은 72.86±2.83%, Andor-
Med®를 사용하였을 때 운동성은 81.47±2.48%로 Andor-
Med® 동해방지제를 사용하였을 때 운동성이 다소 높은 
경향을 보였으나, 유의적인 차이는 나타나지 않았다. 마
찬가지로 정자의 사멸율에서도 Triladyl® 동해 방지제는 
18.41±3.42%, AndorMed® 동해방지제는 17.26±4.25%의 결
과를 보여 AndroMed를 사용한 동해방지제가 정자의 생
존율을 향상시키는 것으로 나타났다. 일반적으로 소의 정
액을 채취할 때 Triladyl®에 20% 난황과 6.7%의 글리세롤
이 첨가된 튜브로 채취한 후, 바로 원심 분리하여 보관하
여도 세포막과 첨체막에 코팅 효과가 발생하여 정자의 
보존성이 월등히 향상된다고 하였다(De Pauw 등, 2003). 
현재 BTS와 Modena 등은 돼지 액상 정액의 보존에 가장 
많이 사용되는 희석액으로 glucose, sodium citrate, sodi-
um bicarbonate, EDTA, potassium chloride로 구성되어 
있다. 이 희석액은 단순한 구성물들로 이루어져 있으나, 
돼지 정액을 보존하는데 우수한 희석액으로 알려져 있으
므로, 한우보다 제주 흑우의 정액이 저온 충격에 본 실험
의 결과, 다소 약한 것으로 파악되어 돼지 정액 동결 보
호제와 유사한 조성을 가진 희석제를 개발하여 사용이

가능할 것으로 사료된다. Paulenz 등(2005)은 정액을 우
유에 난황을 첨가한 희석액, sodium citrate 에 난황을 첨
가한 희석액, Tris, fructose, citric acid에 난황을 첨가한 
희석액에 양의 정자의 활력을 관찰한 결과, Tris를 근거로 
한 희석액에서 다른 희석액들보다 좋은 것으로 보고하였
고, Hollinshead 등(2003)은 유세포 분리기를 이용하여 암
수 정자를 분리한 후 6일간 5℃로 액상 보존했을 때 고온 
열처리된 우유가 Tris에 난황을 첨가한 희석액이나, 
Androhep나 TEST buffer에 난황을 첨가한 희석액보다 
정자 보존 활력이 좋았다고 보고하였다. 우유나 난황에는 
인지질들을 함유되어 있는데, 이 물질은 저온 충격에 정
자 세포막을 보호하는 역할을 한다고 알려져 있다. 정장
에는 난황을 응결시키는 효소가 있어 정액의 동결 보존
을 위해서는 반드시 정장을 제거하여야 염소의 경우는 
난황이 응결되어 정자 생존성의 저하를 막을 수 있다고 
알려져 있고(Roca 등, 1997), 양의 경우에서는 정액을 액
상 보존한 연구들에서는 정장을 제거하지 않고 사용하고 
있으며, 흑우에 있어서도 Andromed를 이용하여 정액 동
결보존을 실시한 결과, 생존율은 기존의 80% 내외보다 
낮아지나, 운동성은 차이를 보이지 않아, 봉입 정자수를 
높인다면 생물제제를 사용하지 않고 장기간 유전자원으
로 보존이 가능함을 확인하였다. 

요 약

본 연구는 제주흑우의 정액의 동결과 보존기술 개발을 
위해 AndroMed와 Trialdyl를 사용하여 보다 우수한 희
석제와 우수 종모우 선정을 위해 실시되었다. 종모우 1번
부터 4번까지 개체 정자의 성상비교에서 수정능 획득과 
첨체반응의 비율은 36.8%, 26.8%, 37.8% 그리고 38%의 
결과를 나타내었다. 2번 개체 정자에서 수정능 획득과 첨
체반응의 비율이 유의적으로(p<0.05) 낮은 결과를 보였다. 
제주흑우 정액을 동결하기 전 정자의 생존율은 약 93.27± 
1.62, 동결 ․융해 후 생존율은 73.34±3.27%로 나타나 동결 
전 정액의 생존율이 유의적으로(p<0.05) 높은 결과를 나타
내었으나, 사멸 정자의 비율은 약 7.35±2.63%와 13.71± 
2.85 %의 결과를 나타내었다. 그리고 Triladyl® 동해 방지
제를 사용하였을 때, 정자의 운동성은 72.86±2.83%, An-
dorMed®를 사용하였을 때 운동성은 81.47±2.48%로 An-
dorMed® 동해방지제를 사용하였을 때 운동성이 다소 높
은 경향을 보였으나, 유의적인 차이는 나타나지 않았다. 
마찬가지로 정자의 사멸율에서도 Triladyl® 동해 방지제는 
18.41±3.42%, AndorMed® 동해방지제는 17.26±4.25%의 결
과를 보여 AndroMed를 사용한 동해방지제가 정자의 생
존율을 향상시키는 것으로 나타났다. 결론적으로 제주흑
우 정액의 동결 보존을 위해 보다 향상된 동결보호제 선
정과 동결보존 기술 개발이 필요할 것으로 사료된다.
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