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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate effect of α-linolenic acid (ALA) on viability, acrosome reaction and 
mitochondrial intact in frozen-thawed boar sperm. The boar semen was collected by gloved-hand method and 
cryopreserved in 20% egg yolk freezing extender containing ALA (0, 3, 5, and 10 ng/mL) with 0.05% ethanol. The 
frozen-boar spermatozoa were thawed at 37.5℃ for 45 sec in water-bath. The spermatozoa samples were evaluated 
the plasma membrane integrity, acrosome reaction, and mitochondrial integrity using flow cytometry. In results, 
population of live sperm with intact plasma membrane was significantly higher in control and 3 ng/mL ALA treatment 
group than ethanol group (p<0.05). In contract, dying sperms were higher in ethanol group than 3 ng/mL ALA 
treatment (p<0.05). Acrosomal membrane damage in all sperm population was reduced in 3 ng/mL ALA groups 
compared with ethanol treatment (p<0.05). However, acrosome damage in live sperm population was no significant 
difference among the all treatment groups. Mitochondrial integrity was not influenced by ALA treatments in both of 
live and all sperm population. In conclusion, this results show that supplement of ALA during the cryopreservation 
process could reduce the membrane damages including plasma and acrosomal membrane, whereas ALA did not 
influence to mitochondria in boar spermatozoa. Therefore, these results suggest that ALA can protect against the 
membrane damage derived cryo-stress, and cryopreservation efficiency of boar semen would be improved by use of 
ALA.
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서 론         

가축산업에서 정자는 인공수정 및 체외수정을 포함한 
다양한 보조생식술(assisted reproductive technology; 
ART)에 사용되고 있다. 그러나 정자는 체내 성숙과정 동
안 복구능력을 상실하게 되며, 이러한 특징으로 인해 in 
vitro 환경에서 사정된 정자의 액상보존 동안 정자의 생존
율 및 수정능력이 감소하므로 장기간 보존이 어렵다(Silva

와 Gadella, 2006). 그렇기 때문에 장기간 보존을 위해 정
자를 동결보존하며, 동결보존된 정자는 대사활동이 감소
하거나 멈추기 때문에 수명이 연장된다(Yoshida, 2000). 
그러나 정자의 동결과 융해과정 중 발생하는 빙정은 세
포막에 부착된 인지질과 단백질의 재분배, 막투과성과 같
은 원형질막의 구조 및 기능을 변화시키며(Lessard 등, 
2000), 이러한 변화들에 의한 활성산소(Reactive oxygen 
species; ROS) 발생 및 대사활동의 교란(Grobfeld 등, 
2008)으로 인해 결과적으로 정자의 운동성, 생존율 및 수
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정능력이 감소하게 된다(Bailey 등, 2003). 
세포의 원형질막을 구성하는 인지질은 다가불포화지방

산(polyunsaturated fatty acids; PUFAs)을 포함하고 있으
며, 정자의 원형질막에 존재하는 PUFAs의 구성은 식이, 
종 및 품종에 따라 차이를 보인다(Maldjiam 등, 2005; 
Waterhouse 등, 2006). 이러한 PUFAs는 정자와 난자 간
의 막 결합을 위해 필요한 정자 원형질막의 유동성을 조
절하는 등 세포막의 기능 조절에 중요한 역할을 하기 때
문에 정자 원형질막의 온전성, 운동성 및 생존을 위해 중
요하다(Aksoy 등, 2006). 사람과 소에서 docosahexanoic 
acid(DHA)의 섭취는 정자의 운동성을 증가시키며(Con-
quer 등, 1999; Gholami 등, 2010), 오메가-3(n-3) 지방산
을 포함하는 fish oil의 섭취는 돼지, 소 및 양에서 정자의 
운동성 및 생존율을 향상시켰다는 보고가 있다(Rooke 등, 
2001; Samadian 등, 2010; Khoshvaght 등, 2016). 또한 in 
vitro 환경에서 PUFAs의 처리 역시 정자의 성상에 영향
을 미치는 것으로 알려져 있다(Kaka 등, 2015a). 특히 Shev-
chenko와 Simons의 보고(2010)에서 세포의 원형질막에 
존재하는 α-linolenic acid(ALA)는 원형질막에 에너지를 
공급하고, 원형질막 단백질을 조절하는 것으로 알려졌다. 
또한 ALA는 원형질막의 기능을 정상화시키고 유지함으
로써 정자의 생존을 지속시키지만, 동결-융해 과정 동안 
감소하는 것으로 알려져 있다(Parks와 Lynch, 1992). 본 
연구진은 동결-융해 과정 중 감소하는 지방산으로 인해 
정자의 손상이 증가하고, ALA의 보충이 동결-융해된 정
액의 품질을 향상시킬 수 있을 것으로 추측되었다. 따라
서 본 연구는 정자의 동결과정 동안 ALA의 첨가가 동결-
융해 후 정자의 성상에 미치는 영향을 확인하기 위하여 
수행되었다.

재료 및 방법

정액 채취

동물실험은 강원대학교 동물실험윤리위원회의 승인
(No:KIACUC-09-0139)을 얻어 지침에 따라 수행하였으며, 
본 연구에 이용된 돼지정액은 음경수압법을 이용하여 돼
지에서 채취하였다. 38℃로 가온된 Modified Modena B 
(30.0 g/L glucose, 2.25 g/L EDTA, 2.50 g/L sodium 
citrate, 1.00 g/L sodium bicarbonate, 5.00g/L tris, 2.50 g/ 
L citric acid, 0.05 g/L cysteine 및 0.30 g/L gentamicin 
sulfate)와 정액을 1:1 (v/v)로 희석하여 1시간 이내로 실
험실로 운반 후 18℃ 냉장고에서 24시간 동안 보관하였
다. 본 연구에는 80 % 이상의 생존율과 20% 미만의 첨체
반응을 나타내는 정액을 선별하여 이용하였다.

정액 동결 및 융해

1차 동결보존액은 11% α-lactose 용액(Sigma, St. Lo-
uis, MO, USA)에 20% egg-yolk를 첨가한 후 원심분리
(3,000 rpm, 30 min, 4℃)하여 상층액을 회수한 뒤, 다른 
농도의 ALA(0, 3, 5 및 10 ng/mL)를 첨가하여 1시간 동
안 교반하였다. ALA의 희석은 매뉴얼에 따라 ethanol을 
이용하였고, 대조군은 1차 동결보존액에 ethanol 및 ALA

를 모두 첨가하지 않았으며, 대조군을 제외한 ALA 첨가
군 내 ethanol의 농도는 0.05%가 되도록 하였다. 2차 동
결보존액은 ALA가 첨가되지 않은 1차 동결보존액에 9% 
Glycerol(Sigma)와 1.5% Orvus Es Paste(OEP; Nova 
Chem, USA)를 첨가하여 4℃ 냉장고에 보관하였다. Mo-
dena B로 희석된 돼지 정액을 원심분리(1,500 rpm, 10 
min, 25℃)하여 상층액을 제거한 후, 정자의 농도가 1×109 

개/mL가 되도록 1차 동결보존액과 혼합하여 2시간 동안 
4℃로 냉각하였다. 그 후 2차 동결보존액과 혼합한 뒤 0.5 
mL 스트로우에 주입하였고, 10분 동안 —120℃까지 예비
동결한 후 액체질소에 동결 보존하였다. 정자의 성상 분
석을 위하여 동결보존된 정액은 37.5℃ 항온수조에서 45
초 동안 융해하여 실험에 이용하였다.

Flow Cytometry
정액의 성상을 검사하기 위해 이용된 돼지 정자는 Mo-

dena B를 사용해 1×106-개/mL의 농도로 희석한 후, 염색
을 실시하였다. 정자의 생존율 검사를 위해 40 nM의 
SYBR-14 (Live/Dead sperm viability kit, Molecular pro-
bes, USA), 첨체 반응률 검사를 위해 2 μM의 Lectin from 
Arachis hypogagea(FITC-PNA; Sigma, USA), 미토콘드리
아 온전성 측정을 위해 2 μM의 Rhodamine123 (Sigma, 
USA)을 희석된 정자에 첨가하여 암실에서 38℃ 조건 하
에서 5분 동안 배양하였고, 2 μM의 Propidium iodide(PI; 
Sigma, USA)를 사용하여 이중염색한 후 암실에서 38℃ 
조건 하에 5분 동안 배양하였다. 염색이 완료된 정액은 
원심분리(1,500 rpm, 5분)를 하고 상층액을 제거한 뒤, 
PBS(—)를 분주하여 Flow cyto-metry(BD FACSCantoTMⅡ, 
Becton Dickinson, San Diego, USA)로 정자 10,000개의 
형광 값을 측정하였다. 동결-융해된 정자의 생존율, 첨체
반응 및 미토콘드리아 온전성은 CELLQuest version 6.0 
(Becton Dickinson)을 이용하여 분석하였다.

                                             
통계분석

실험 결과는 Statistical Analysis System(SAS®, version 
9.3) 프로그램을 이용하여 분석하였다. 일반선형모형(Ge-
neral Linear Model; GLM)을 적용하였고, Ducan의 다중
범위검정(Multiple Range test)에 의하여 유의차를 검정하
였다(p<0.05).

결 과

돼지정자의 동결 시 ALA 첨가에 의한 정자의 생존율
을 Fig. 1에 나타낸 바와 같이, 온전한 원형질막이 부착된 
생존 정자는 control과 3 ng/mL ALA 처리군에 비하여 0 
ng/mL ALA 처리군에서 유의적으로 감소한 것을 확인하
였다(p<0.05). 그러나 5 및 10 ng/mL ALA 처리군은 con-
trol 및 3 ng/mL ALA 처리군과 유의적인 차이를 보이지 
않았지만 다소 감소하였다. 반면, 온전한 원형질막을 가진 
죽은 정자의 비율은 0 ng/mL ALA 처리군에서 가장 높
았으며, 3 ng/mL 처리군보다 유의적으로 높은 것을 확인
하였다(p<0.05). Fig. 2는 정자에서 첨체반응이 유도된 정
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Fig. 1. Effect of α-linolenic acid (0, 3, 5 and 10 ng/mL) with 0.05% 
ethanol on plasma membrane integrity of frozen-thawed   
spermatozoa in pigs (Control: without ethanol and α-lino-
lenic acid). a,b Values with different superscripts indicate 
significant difference within a live column (p<0.05),  A,B Va-
lues with different superscripts indicate significant differen-
ce within dying column (p<0.05).

Fig. 2. Effect of α-linolenic acid (0, 3, 5 and 10 ng/mL) with 0.05% 
ethanol on acrosome reaction of frozen-thawed spermatozoa 
in pigs (Control: without ethanol and α-linolenic acid). a,b 
Values with different superscripts indicate significant diffe-
rence within all group column (p<0.05).

자의 비율을 나타내었다. 그 결과, 살아 있는 정자 집단에
서 첨체반응은 모든 처리군 사이에서 유의적인 차이를 
보이지 않았지만, 모든 정자 집단에서 비교하였을 때 3 
ng/mL ALA 처리군에서 가장 낮은 것을 확인하였고, 0 
ng/mL 처리군에 비하여 유의적으로 감소하였다(p<0.05). 
반면, 5 및 10 ng/mL ALA 처리군은 3 ng/mL ALA 처리
군과 유의적 차이는 없었지만, 다소 증가한 것을 확인하
였다. Fig. 3에서 미토콘드리아 온전성은 살아있는 정자와 
모든 정자 집단에서 유의적인 차이를 보이지 않았으나, 0 
ng/mL ALA 처리군에서 가장 낮은 수치를 보였다. 

고 찰

본 연구는 돼지 정액의 동결과정에서 ALA의 처리에 

Fig. 3. Effect of α-linolenic acid (0, 3, 5 and 10 ng/mL) with 0.05% 
ethanol on mitochondrial intact of frozen-thawed spermato-
zoa in pigs (Control: without ethanol and α-linolenic acid).

의한 동결-융해 후 정자의 원형질막 온전성, 첨체반응 및 
미토콘드리아 온전성의 변화를 확인하였다. 동결보존 과
정 동안 정자는 물리적, 화학적 충격에 노출되어 원형질
막의 지질 구성의 변화, 생존율 및 운동성의 감소 등 부
정적인 영향을 받는다(Martinez-Soto 등, 2013). 특히 정
자 원형질막에 존재하는 PUFAs는 막 유동성을 유지하기 
때문에 정자의 기능적 성상에 매우 중요하다(Lenzi 등, 
2002). 그러나 사람, 돼지 및 소를 포함한 포유류의 정자
는 원형질막에 많은 PUFAs를 포함하고 있기 때문에 ROS
에 의한 충격에 민감하며, ROS로 인한 지질과산화가 쉽
게 발생한다고 알려져 있다(Alvarez와 Storey, 1995).

정자의 원형질막 기능은 생존율, 세포 죽음 및 운동성
과 직접적으로 관련 있는 중요한 요소이며, 동결-융해 과
정 동안 온도 변화, 빙정 형성 및 삼투압 변화 등 다양한 
물리적, 화학적 충격에 의해 손상된다(Watson, 2000). 이
러한 손상을 완화하기 위하여 동결과정에서 당류, 항산화
제 및 지방산과 같은 첨가제를 사용하는 연구가 진행되
었다(Bucak 등, 2007; Memon 등, 2011; Kaka 등, 2015a). 
특히 ALA, DHA 등을 포함한 PUFAs는 원형질막의 구성 
요소로써 막 투과성 및 막단백질 조절에 중요한 역할을 
하기 때문에, 막 기능 유지에 있어 필수적인 요소이다. 소 
정액의 동결과정 동안 ALA를 첨가했을때 정자 내 ALA 
함량이 증가하였으며(Kaka 등, 2015b), 이는 정자가 동결
과정 중 외부의 ALA를 흡수할 수 있다는 것을 의미한다. 
본 연구에서 원형질막 온전성은 에탄올의 처리에 의해 
감소하였으나, 3 ng/mL ALA 처리에 의해 증가하는 것을 
확인하였고, 5 및 10 ng/mL ALA를 처리하였을 때 다소 
감소하였다. Piper 등(1994)의 연구에 따르면 ethanol은 
세포 원형질막의 단백질 함량과 ATPase 단백질의 수준을 
감소시킴으로써 세포막에 손상을 준다고 알려져 있다. 본 
실험에서 돼지 정자의 동결과정 중 첨가된 ethanol에 의
해 정자 원형질막의 온전성이 유의적으로 감소하였고, 3 
ng/mL ALA를 처리하였을 때 ethanol에 의한 원형질막
의 손상을 감소시켜 대조군과 유의적인 차이를 보이지 
않은 것으로 생각된다. 5 ng/mL 이상의 ALA를 처리하였
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을 때 원형질막 온전성은 다소 감소하였고, 이러한 결과
는 과도한 양의 지방산은 정자에서 지질과산화를 유도할 
수 있기 때문인 것으로 생각된다. 또한 본 연구의 결과는 
소 정액의 동결보존 동안 5 ng/mL ALA를 처리하였을 
때, 원형질막의 기능적 온전성과 생존율이 다른 처리군 
보다 높았다는 보고(Kaka 등, 2015a)와 유사하지만, 최적
의 농도는 차이를 보였으며, 이는 종에 따른 정자의 생리
적 차이 때문이라고 생각된다. 

정자의 첨체는 acrosin 및 hyaluronidase 등의 효소를 
포함하고 있으며, 첨체반응은 정자가 난자에 침투하기 위
한 필수적인 현상이다. 정자의 동결보존 동안 발생하는 
다양한 충격과 ROS 발생에 의해 첨체반응이 유도되며
(Watson, 2000; O’Flaherty 등, 2005), 수정 이전에 첨체반
응이 유도된 정자는 수정능력이 감소하게 된다. 또한 첨
체반응은 정자의 생존율과 직접적으로 연관되어 있다. 본 
연구에서 첨체반응은 3 ng/mL ALA 처리군에서 다른 처
리군보다 적게 유도되었음을 확인하였고, 5 ng/mL 이상
의 ALA는 첨체반응을 증가시켰다. 이는 정자의 원형질막
이 3 ng/mL ALA 처리군에서 가장 온전하게 나타난 결
과와 일치한다. 하지만 live 정자와 모든 정자 집단에서 
첨체 반응의 수치가 차이를 보이는 것을 확인하였으며, 
이는 첨체 반응이 일어난 정자의 집단이 live 그룹보다 
all 그룹의 정자에 더 많이 포함되어 있기 때문에 수치적
인 차이가 발생한 것으로 생각된다. Kaka 등의 연구(2015b)
에서 5 ng/mL ALA를 첨가하여 동결-융해한 소 정자의 
첨체막 온전성이 가장 높았으나, 10 ng/mL 이상의 ALA 
처리는 첨체막 손상을 증가시켰다고 보고되었다. 이러한 
결과로 보았을 때, 적정 농도의 ALA는 원형질막의 기능 
유지를 통하여 첨체막을 보호하지만, 고농도의 ALA는 동
결과정에서 발생하는 ROS에 의한 지질과산화를 증가시
켜 원형질막 및 첨체막에 손상을 주는 것으로 생각된다. 

동결-융해 후 정자의 원형질막 및 첨체막이 ALA에 의
해 영향을 받은 것과 다르게 미토콘드리아 온전성은 모
든 처리군에서 유의적인 차이를 확인할 수 없었다. 사람 
정자에서 arachidonic acid를 포함한 free unsaturated 
fatty acid의 처리는 미토콘드리아에서 ROS의 발생을 증
가시키는 것으로 보고되었다(Koppers 등, 2010). 그러나 
정자에서 PUFAs의 처리가 미토콘드리아의 기능에 미치
는 영향은 지속적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 본 
연구의 결과는 돼지 정액의 동결과정 동안 ALA 첨가는 
동결로 인해 발생하는 원형질막 및 첨체막의 손상을 감
소시킬 수 있으며, 최적의 ALA 수준은 3 ng/mL임을 확
인하였다. 결론적으로, 돼지 정자의 동결보존 시 ALA의 
사용은 동결보존된 정액의 품질과 동결효율을 향상시킬 
수 있을 것이라고 생각된다.
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