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ABSTRACT

For evaluating the boar semen quality, sperm motility (MOT) is an important parameter because the movement of 
spermatozoa indicates active metabolism, membrane integrity and fertilizing capacity. Estrogen receptors 2(ESR2) is 
involved in estrogen related apoptosis in cell cycle spermatogenesis, but their functions have not been confirmed in 
pig until now. Therefore, this study was conducted to analyze their association with sperm motility and kinematic 
characteristics. DNA samples from 105 Duroc pigs with records of semen motility and kinematic characteristics [Total 
motile spermatozoa (MOT), Curvilinear velocity(VCL), Straight-line velocity(VSL), the ratio between VSL and 
VCL(LIN), Amplitude of Lateral Head displacement(ALH)]  were analyzed. A SNP in coding region of ESR2 
g.35547A > G in exon 5 was associated with MOT (p < 0.05) in Duroc population. Therefore, we suggest that the 
porcine ESR2 gene may be used as a molecular marker for Duroc boar semen quality, although its functional effects 
were not defined yet. These results might shed new light on the roles of ESR2 in spermatogenesis as candidate gene 
for boar fertility, but still the lack of association across populations should be considered.
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서   론

양돈산업에서 돼지 인공수정은 중요한 기술 중 하나이다. 
인공수정은 자연교배에 비해 질병을 유발하는 외부감염원 차

단에 용이하며 수퇘지의 우수한 능력을 후대에 안전하게 전

달 할 수 있다(Maes et al., 2008). 국내의 인공수정 보급률은 

90%가 넘으며 주로 액상정액을 활용하고 있다. 우수한 품질

의 액상정액은 수태율을 향상시킬 수 있어 인공수정의 장점

을 극대화 할 수 있다. 하지만, 액상정액의 품질은 개체 및 품

종간 변이가 크므로 고품질의 정액을 생산하는 개체의 선발

은 품질에 주요한 영향을 미친다. 그리고, 정자의 운동성은 액

상정액의 품질을 결정하는 지표로서 사용되고 있다. 최근 선

진국에서는 액상정액의 품질이 좋은 개체를 선발 하려는 많

은 연구가 진행되고 있으며, 그 중에서 돼지의 유전적 다형성

과 정액의 품질은 상호간 연관성이 있음이 보고 되고 있다

(Gunawan et al., 2012; Kaewmala et al.,2011; Chen et al., 
2014; Zeng et al., 2014; Diniz et al., 2014). 

에스트로겐 수용체(estrogen receptor, ESR)는 여성 또는 암
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컷에게 중요한 역할을 하며, 또한 남성 또는 수컷에서도 생식

기능의 조절에 관여한다고 알려져 있다(Zhou et al. 2002). 특
히 ESR 유전자를 knockout 시킨 쥐는 비정상적 정자형성과정

이 유도됨을 보고되어 웅성개체의 번식생리에서 역할의 중요

성을 나타내었고(Eddy et al., 1996), 최근에는 인간 뿐만 아니

라 쥐, 개, 고양이, 원숭이 등의 정자의 농도 및 불임 등 생식

능력과도 연관성이 있다고 보고되었다(Selva et al. 2004; Hess 
et al. 1997; Saunders et al. 1997; Nie et al. 2002; Zhou et al. 
2002; Rago et al. 2007 and Saunder et al.2001). 한편, ESR 
beta(ESR2)  유전자의 35547번째 염기가 A에서 G로 변이는 

정자의 운동성에서 영향을 미쳤다고 보고되었다(Gunawan et 
al., 2012). 돼지에서 ESR2 유전자는 1번 염색체 p22-27에 존

재하고(Munoz et al. 2004), 이 좌위는 후보돈의 유두수와 정

자의 농도 및 정자의 운동성에 관한 QTL(quantitative trait 
loci) 이라고 보고되었다(Cassady et al. 2001: Xing et al., 
2008). 하지만, 돼지 정액의 운동성과 ESR2 유전자에 관련된 

연구는 상대적으로 제한적이다.
따라서 본 연구에서는 돼지의 액상정액 운동성과 관련성이 

높을 것이라고 판단되어지는 ESR2 유전자의 유전자형을 분

석하여 유전적 다형성을 확인하였고, 유전자형에 따른 액상정

액의 운동학적 특성을 비교분석하고자 수행하였다.

재료 및 방법

정액 채취

수퇘지들은 농촌진흥청 국립축산과학원에서 동일한 품종, 
동일한 환경조건 하에서 사육되었다. 공시축은 2012년에서 

2015년까지 1.5~2년생의 성숙한 두록 수태지 105두를 사용하

였으며, 정액 채취는 의빈대를 이용한 수압법을 이용하였다. 
본 연구에 사용된 정액은 정자 운동성과 형태학적으로 정상

인 정자의 비율이 80% 이상인 사출정액만을 이용했다. 채취

한 정액은 정액필터를 통해 1차적으로 걸러진 정액을 37℃ 

BTS (Beltsville thawing solution)와 1 : 1 비율로 희석하여 신

속히 실험실로 운반하였다.

정자 운동학적 특성 분석

정자 운동성(MOT, Motility)은 computer-assisted semen 
analysis system (SAIS SI-100, Medical Supply, Korea)를 사용

하여 평가하었다. 정자샘플은 BTS로 희석하여 30×106 cells/ml 
농도로 준비하였다. 5㎕의 정자샘플을 38℃로 가온된 pre- 
wormed markler counting chamber(Sefi-Medical Instruments, 
Israel)에 올려놓고 샘플 당 최소 100마리의 정자를 평가하였으며, 
분석은 4회 이상 실시하였다. 각 정자 샘플의 전체 운동성(MOT, 

total motile spermatozoa, %), 곡선속도(VCL, Curvilinear 
velocity, um/s), 직선속(VSL, Straight-line velocity, um/s), 평균

이동속도(VAP, Average path velocity), 직진성(LIN, e.g., the 
ratio between VSL and VCL), ALH(Amplitude of Lateral Head 
displacement)를 포함하는 운동학적 특성들을 측정했다. 

Direct sequencing 및 유전자형 분석

Genomic DNA 분리는 공시동물의 혈액에서 Wizard 
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA)를 
사용하였고 제조사에서 제공하는 분리방법을 일부 변형하여 

다음과 같이 실시하였다. 300 ul 전혈과 900 ul cell lysis solution
를 inverting을 통해 혼합시키 뒤, 상온에서 10분동안 incubation
하였으며 14,000rpm에서 5분간 원심분리하였다. 상층액 제거 

후, 300 ul nuclei lysis solution을 첨가하고 resuspension 한 뒤에 

37℃에서 1시간동안 incubation하였다. 그리고 100 ul protein 
precipitation solution을 넣고 혼합하고 14,000 rpm에서 5분간 

원심분리하였다. 분리된 상층액은 1.5 ml 튜브에 수집 후, 
isopropanol은 첨가 뒤 inversion하고 14,000 rpm에서 3분간 원

심분리 처리하였다. 흰펠렛을 제외한 상층액을 부드럽게 흡입 

후 70% 에탄올를 이용해 washing하였고 14,000 rpm에서 1분간 

원심분리한 뒤 상층액을 제거했다. 100 ul DNA rehydration 
solution 첨가하고 4℃에서 overnight한 뒤 DNA 시료로 사용하

였다.
direct sequencing을 위하여 두록 수퇘지 105두의 DNA를 이

용하여 PCR(Polymerase chain reaction)을 수행하였다. PCR은 

10pml의 primer, 0.25mM dNTP, 10X PCR buffer, 1.25u DNA 
polymerase(Genet Bio, Chungnam, Korea)와 100ng의 DNA를 

포함하여 20ul의 부피에서 수행하였다. PCR 조건은 94°C에서 

30초, 64°C에서 30초 그리고 72°C에서 45초를 수행하였고 

DNA Engine Tetrad® 2 Thermal Cycler(Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA)를 이용하여 총 35 cycle로 PCR을 수행하였다. PCR 수행 

후 염기서열 분석을 위하여 Big Dye Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit V3.0 (Life Technologies Corp., 
Carlsbad, CA, USA)와 ABI PRISM® 3730 Genetic Analyzer 
(Life Technologies Corp.)를 이용하여 염기서열 분석을 하였고 

SeqMan program (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA)을 이용

하여 SNP(Sngle nucleotide polymorphism)를 비교하여 유전자

형을 결정하였다. 염기서열분석에 이용된 primer는 이전 논문

에 나와있는 5′- GACAGCTTCCCTGCAGATTC -3′ and 5′- 
TTCATCATGCCCACTTCGTA -3′를 사용하였다(Gunawan 
et al., 2012).

통계 분석

연관성분석은 SAS 9.13(SAS Institute Inc., Cary, NC, 
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Table 1. Means, standard deviation (S.D.), sample size, ranges of traits in Semen parameters of Duroc boars

Traits Mean SD Min Max
MOT (%) 81.91 6.20 64.18 92.36

VCL (um s-1) 68.01 15.73 42.13 113.53
VSL (um s-1) 28.69 6.49 16.43 52.29
VAP (um s-1) 46.91 10.99 29.97 79.18

LIN (VSL/VCL) 47.20 8.48 28.61 70.31
ALH (um) 2.88 0.77 1.65 5.59

Abbreviations: SD, standard deviation; MOT, Yielded Sperm motility; VCL, Curve Linear Velocity; VSL, Straight Line Velocity;
VAP, Average Path Velocity; LIN, linearity; ALH, Amplitude of Lateral Head displacement

Table 2. Allele and genotype frequencies of ESR2 polymorphisms in Duroc boars

SNP position Genotype frequency (n=105) Allele frequency

g.35547A>G
AA

(n=79, 0.75)
AG

(n=17, 0.16)
GG

(n=9, 0.09)
A

(0.83)
G

(0.17)
The number of genotyped animals and genotype frequency are shown in parentheses.

Table 3. Associations between SNP of porcine ESR2 and semen parameters

Gene Traits Genotype P-value

ESR2

AA
(n=79)

AG
(n=17)

GG
(n=9)

MOT(%) 82.61±2.81a 78.50±3.99a 71.89±2.28b 0.0482*

VCL(um/s) 69.55±16.65 61.14±9.66 62.11±6.53 0.1170
VSL(um/s) 28.83±6.76 28.93±5.93 26.46±3.75 0.6469
VAP(um/s) 47.95±11.41 43.08±8.95 41.53±5.77 0.1348

LIN(VSL/VCL) 46.54±8.79 51.63±6.42 47.05±5.89 0.1307
ALH(um) 2.94±0.82 2.59±0.51 2.72±0.44 0.2583

Abbreviations: MOT, Yielded Sperm motility; VCL, Curve Linear Velocity; VSL, Straight Line Velocity; VAP, Average Path Velocity; LIN, 
linearity; ALH, Amplitude of Lateral Head displacement.
1 Values are expressed as least squares means and standard errors.
a,b Least square means with different superscripts in the same row differ
* p<0.05

USA)의 generalized linear model(GLM)을 이용하였으며, 유전

자형의 효과와 경제형질들에 대해 최소 유의차 검정으로 평

균간 차이에 대한 유의성을 조사하였다. 통계분석에 이용한 

모형은 다음과 같다.

yijkl = μ + Gi + Sj + Pl + eijkl

yijkl 는 관측치, μ 전체의 평균, G 유전자형 효과, Sj 성별의 

효과, Pl 정액채취기간, eijkl 임의오차를 나타내며 유전자형 효

과, 성별의 효과, 정액채취기간은 고정효과로 사용되었다. 그
리고 유의적 차이는 P<0.01 와 P<0.05로 표시 하였다.

결과 및 고찰

본 연구에서는 정액의 운동학적 특성과 연관성이 있다고 

생각되어지는 후보 유전자 ESR2 유전자의 SNP를 확인하고 

두록 105두에 대해 유전자형을 분석하고 액상정액의 운동학

적 특성과 연관성을 알아 보고자 하였다. 정액의 운동학적 특

성은 평균값으로 나타내었다 (Table 1). MOT는 81.91%이며 

VCL, VSL 및 VAP는 각각 68.01, 28.69 그리고 46.91 um s-1

로 측정되었다. 정자의 직진운동성 나타내는 LIN (VSL/VCL)
은 47.2이며 ALH는 2.88 um으로 나타났다. 운동성 관련 조사

항목간 직접적 비교는 할 수 없지만, 표준편차, 최대값 및 최

소값의 큰 범위는 개체간 변이가 존재함을 의미하므로 유전

적 다형성이 정액 운동학적 특성을 설명하기에 적합한 지표
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일지도 모른다. 후보 유전자 ESR2 유전자의 SNP를 확인한 

결과, 이전 논문과 동일하게 g.35547 A > G 위치에서 SNP가 

확인되었다(인용문헌). 두록 105두의 유전자형을 분석한 결과 

table 2와 같이 AA, AG 및 GG 유전자형의 빈도는 각각 0.79, 
0.17 그리고 0.09로 계산되었다. 그리고 A 대립유전자가(0.83) 
G 대립유전자(0.17)보다 빈도가 매우 높은 것으로 나타났다. 
Gunawan 등 (2012)은 피어트레인 교잡종(피어트레인ｘ햄프

셔)내 동일한 좌위상에서 SNP를 확인하였고, 그 유전자형의 

빈도는 AA형 빈도가 가장 높았다고 보고하였으며 이러한 선

행연구결과는 본 연구와 일치하였다. 유전자형이 확인된 두록 

105두의 정액의 운동학적 특성과 유전적 다형성간 연관성 분

석을 한 결과, MOT에서만 유의성을 나타내었다(Table 3, 
p<0.05). 비록 나머지 운동성 지표에서는 통계적인 차이는 나

타내지 않았지만, A 대립유전자를 보유하고 있는 개체에서 

높은 수치를 나타냈다. 이러한 결과는 이전 논문과 일치 하였

다(Gunawan et al., 2012). Aschim 등(2005)은 인간에서 ESR2 
유전자의 1082 G>A 다형성이 남성의 불임과 연관성이 있다

고 보고하였다. 하지만 본 연구에서는 ESR2 유전자의 기능적 

부분이 구명하지 않았을 뿐만 아니라 분석 개체수도 많지 않

아서 ESR2 유전자의 g.35547 A > G 변이가 정자의 운동학적 

특성에 명확하게 영향을 미친다고 할 수 없다. 그러나, 이전 

연구에서 g.35547 A > G 변이가 엑손영역에 존재하면서 아미

노산을 치환(메티오닌→발린)한다는 보고(Munoz et al. 2007)
와 이러한 다형성은 ESR2 mRNA와 이차구조에 직접적인 영

향을 미칠수 있다는 보고(Iida and Akashi 2000)를 바탕으로 

추론하면 ESR2는 정자운동성에 영향을 미치는 것으로 생각

된다. 그리고, 액상정액의 운동성관련 선행연구들은 정장내 

성분특성, 희석제의 조성변화 등 정액의 외부환경요인에 초점

을 맞추어 수행해왔다(Bergeron et al., 2004, 2007; Bergeron 
and Manjunath, 2006; Manjunath et al., 2007 and 2009). 따라

서, 본 연구와 같은 정자내부환경에 대한 연구는 제한적이다. 
그러므로, g.35547 A > G 변이는 두록 액상정액의 운동학적 

특성에 영향을 주는 요인으로서 가능성을 시사하며, 정액의 

운동성을 결정하는 원인구명연구의 기초적 자료로 활용가능

할 것으로 판단된다. 하지만 앞으로 품종 특이적인 효과와 다

른 집단 크기에서도 연구들이 고려되어져야 하며, 국내에서는 

인공수정의 보급화로 많은 수의 수퇘지를 구할 수 없기 때문

에 연구자간의 협업도 꼭 필요할 것으로 사료되어진다.
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