
 
서 론 

동물을 대상으로 한 정자보존에 관한 연구는 20세기 중반부터 
시작되어, 수십 년이 경과한 현재에는 동물뿐만 아니라 시험관 아
기 시술 등과 같이 인간의 불임을 해소하기 위한 방법으로도 발
전하였다. 

축산 분야에서의 정자보존 기술은 경제적 산업적 중요성 때문 

 
에 일찍부터 개발되어 세계적으로 널리 이용되고 있다. 그것은 선
택교배를 가능하게 하여 우수한 품종을 개발할 수 있다는 점, 필
요 시 인공수정에 의해 언제든 필요한 개체를 확보할 수 있다는 
점과, 순종의 보급을 확대할 수 있다는 점, 정자은행 운영으로 많
은 종들의 정자를 보존할 수 있다는 점 등이다. 최근에는 정자보
존 기술이 멸종 위기에 처해 있는 동물의 종 보존에도 중요한 역
할을 하고 있다. 
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 본 연구의 목적은 능성어와 자바리의 정자동결을 위한 간편한 실험법개발이다. 희석제와 동해
방지제가 정자동결에 미치는 효과를 파악하고자 운동성성과 생존율을 조사하였다. 동결실험에
서 300 mM glucose와 15% dimethylsulfoxide (DMSO)를 희석제와 동해방지제로 각각 사용하였
다. 동결실험결과, 능성어 정자는 동결 5개월 후 60% 이상의 운동성을 보였고, 자바리 정자는 
동결 5개월후 90% 이상의 운동성을 보였다. 
 
The purpose of this research is to develop the simple freezing method for sperm 
cryopreservation in the Sevenband grouper and Kelp grouper. The motility and survival 
rate were checked to investigate the effects of diluent and cryoprotectant on sperm 
cryopreservation.In cryopreservation experiments, 300 mM glucose and 15% dimethyl 
sulfoxide (DMSO) were used as a diluent and a cryoprotectant, respectively. As a results 
of cryopreservation, the motility rate of Sevenband grouper was found to be more than 
90%, and that of Kelp grouper was found to be more that 60% in sperm 5 months after 
cryopreservation. 
 
Keywords: Sevenband grouper(능성어), Kelp grouper(자바리), Sperm(정자), Cryopreservation 
(동결보존), Motiliy(운동성) 
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한국해양생명과학회지 

해양수산생물 분야에서도 어류정자의 액상보존에 관해서 Barrett 
(1950)이 연어류의 정자를 0℃에서 보존하였을 때 며칠동안 생존
했다는 결과를 얻은 이후, 최근까지 꾸준히 연구되고 있다(Jang, 
1997). 어류는 암컷과 수컷이 성성숙 시기가 다르기 때문에 정자
와 난자가 서로 다른 시기에 방출되어 수정률이 감소하게 된다
(Lim et al., 1997). 이러한 측면에서 정자동결보존 기술의 개발 · 확
립은 그 효율을 높여 주는 역할을 한다. 게다가 난의 양에 맞게 
조절을 할 수가 있으며 한 해 보관으로 끝나는 게 아니라 장기간 
보관도 가능하기 때문에 이를 이용하여 안정적인 종묘 생산을 개
발할 수 있을 것이다. 또한, 종묘 생산 시 문제가 되는 정자의 공
급 부족에 따른 어려움을 해결하고 수컷의 사육 관리에 필요한 
경비 및 노력의 절감, 우량형질을 가진 어류의 선택적 교배 가능, 
마지막으로 정자은행 확립에 따른 우량종의 유전형질 보존 등에 
대한 기대효과가 있다. 

그러나 이러한 동결보존 방법에 관한 연구는 국내 수산생물이
1,000여종이 넘음에도 불구하고 극히 일부 어종에 대해서만 진행
되어왔다. 이렇게 일부 어종에 대해서만 연구가 이루어진 이유는 
육상 생물에 비하여 기초 자료 및 생활사의 인위 관리가 어렵다
는 점과 계통 보존의 방법 개발이 어렵다는 점에서 그 이유를 찾
을 수 있다. 이러한 점에서 해양 생물의 정자동결보존 연구가 시
급하다고 볼 수 있다. 

최근 바리과 어류는 세계적으로 20여 종이 양식, 연간 4만4,000t
가량 생산되고 있을 뿐만 아니라 중국 소비시장 규모가 3조 5000
억 원으로 추정될 만큼 그 시장가치가 높아 지난 2011년 농림축
산식품부에서도 바리과의 대표 어류인 능성어를 10대 수출 전략 
품목의 하나로 선정하기도 하였다. 이러한 이유로 전남 및 경남, 
제주도 등의 지자체 뿐만 아니라 민간 배양 업체에서도 수정란의 
생산과 보급, 그리고 종묘 생산과 방류를 통한 능성어의 생산량 
확대에 총력을 기울이고 있다. 

그러나 능성어류는 자성선숙형 자웅동체 어류로서 생후 7년 내
지 9년 이상이 되어야 비로소 암컷에서 수컷으로 성전환을 한다. 
그렇기 때문에 능성어류의 수컷을 확보하기 위해서는 장기간의
시간이 필요할뿐더러 경제적으로도 많은 비용이 발생하게 된다. 
이러한 한계를 극복하기 위해서는 수컷을 확보하여 정자를 보존
하는 것이 무엇보다 절실한 실정이다(Kim et al., 1997). 

국내에서 해양어류 바리과의 정자동결보존과 관련된 선행 연구
를 살펴보면 자바리, Epinephelus bruneus에 관한 연구(Oh, 2006)
와 홍바리, Epinephelus fasciatus에 관한 연구(Joo, 2012) 등이 있지
만, 여전히 바리과 어류에 관한 연구는 턱없이 부족한 실정이다. 

이러한 능성어류의 정자동결보존에 관한 연구는 인공 종묘 생
산 시의 정자 부족 현상 해소, 수컷의 사육 관리에 필요한 경비
와 노력 절감, 선발육종의 활용 등, 경제적·산업적 측면에서 큰 기
여를 할 수 있다. 

본 연구는 바리과의 대표어종인 능성어와 자바리의 정자동결보
존 실험으로 정자동결 전 · 후의 운동성과 생존율을 확인하고, 그 

결과를 근거로 양식현장에서 비교적 간단히 적용할 수 있는 안정
적인 기술을 제공하고자 한다. 

재료 및 방법 

1. 정액의 채집 

전라남도 여수시 삼산면 거문도 동도리 인근 가두리 양식장에서 
양성중인 능성어와 자바리의 정액을 채취하였다. 생후 7년 이상 
8 kg 이상 무게의 수컷 능성어, 7년 이상 7 kg 이상 무게의 수컷 
자바리를 마취제(2-phenolxyethanol)를 넣은 수조에서 약욕법으로 
마취 후 HCG(human chorionic gonadotropin, 어류산란유도제)를 
주사하여 48시간 경과 후 생식공 주변을 손으로 압박하여 정액이 
흘러나오면 주사기를 이용하여 정액을 채취하였다. 채취한 정액
을 1.5 ml 에펜도르프 튜브에 넣어 아이스박스에 보관하고, 채집 
후 선박과 차량을 이용하여 전남대학교 여수캠퍼스 생리학 실험
실로 운반한 후 인공해수(artificial seawater, ASW: 423.00 mM NaCl, 
9.00 mM KCl, 22.94 mM MgCl2, 9.27 mM CaCl2, 2.114 mM NaHCO3)
를 정자활성액으로 사용하여 정자의 운동성을 평가하였다. 

2. 희석액과 동해방지제 

희석액에 따른 능성어와 자바리 정자의 동결보존 효과를 관찰하
기 위해, 희석액은 300 mM glucose, 동해방지제는 15% dimethyl 
sulfoxide (DMSO)를 사용하였고, 정액과의 희석액의 혼합 비율은 
3:1로 하였다. 혼합된 각 정액을 straw에 주입한 후 평형시간 10분
을 가진 다음 액체질소 표면으로부터 5 cm 높이에서 20분간 액체
질소증기(-70~-80℃)를 이용하여 1차동결하였다. 1차동결 후 즉시
straw를 액체질소(-196℃)에 침지시켜 2차 동결한 후 액체질소통
에 보관하였다. 동결 1시간 후, 5개월 후 액체질소에 동결보존했
던 정액을 20℃의 온열기에 넣어 해동시켜 각각의 정자 운동성과 
생존율을 확인하였다. 이 실험에 대한 간략한 과정을 Fig. 1에 나
타내었다. 

1차, 2차 동결 처리를 하는 2단계 동결법은 동결 과정에서 정자
안의 수분이 얼게 되어 결정 현상을 나타내고, 그로 인해 정자세
포가 얼음 결정에 의해 손상을 입게 되는 동결손상이 일어난다. 
이러한 동결손상을 방지해 주는 것이 동해방지제인데 세포 내에 
들어가 수분과 치환하게 되고 그로 인해 안정적인 정자동결이 이
루어지게 된다. 

3. 정자의 생존율 측정 

동결 후 온탕기 20℃에서 해동한 정자의 생존율은 5% Eosin과 
10% Nigrosin (Blom, 1950; Fribourgh, 1966)염색액을 이용하였다. 
소량의 해동된 정액과 5% Eosin, 10% Nigrosin을 1:2 비율로 혼합
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하여 잘 섞어준 후, 슬라이드 글라스로 가볍게 표면을 밀어 준 다
음 45℃의 즉시 온열기로 건조시켜서 생존율을 3회 반복 관찰하
여 백분율로 나타내었다. 염색된 슬라이드 글라스는 광학현미경
(Nikon, ECLIPSE E600, Japan)을 이용하여 관찰하였으며, 관찰 시 흰
색으로 나온 점 모양이 생존된 정자이며 붉은 점 모양이 죽은 정
자이다. 이것은 정자가 살아있을 때에는 세포질이 알칼리성을 나
타내고, 죽게 되면 세포질이 산성을 나타내게 되므로 5% Eosin과 
10% Nigrosin이 산성을 염색하므로 죽은 정자가 붉은색으로 염색
된다. 

4. 정자의 운동성 측정 

동결 후 해동된 정자의 운동성을 측정하기 위하여 능성어와 자
바리의 정자에 운동성을 부여하는 역할을 하는 ASW(인공해수)를 
이용하여 정자를 활성화시켰다. 해동정자를 200배 확대 후 슬라이
드상에서 운동성을 평가하였고 3회 반복하였다. 운동성 평가는 생
존율과 마찬가지로 광학현미경(Nikon, ECLIPSE E600, Japan)에 연결
된 카메라로 동영상을 촬영한 후 분석하였다. 

 
 

결 과 

1. 능성어 정자의 운동성 및 생존율 

300 mM glucose와 15% DMSO를 각각 희석액과 동해방지제로
사용하여 능성어의 정자동결보존 실험을 진행한 후 능성어 정자
의 운동성 및 생존율을 관찰한 결과는 Fig. 2와 같았다. 

능성어 정자의 운동성은 300 mM glucose와 15% DMSO에서 동
결전에 평균 80%로 가장 높은 운동성을 보였고 동결 한 시간 후
에는 평균 70%, 그리고 동결 5개월 후에는 60%의 운동성을 보였
다. 생존율은 동결전에 약 94%로 가장 높았고, 동결 한 시간 후에
는 92%, 동결 5개월 후에는 90%로 높은 생존율 값이 지속적으로 
유지되었다. 

2. 자바리 정자의 운동성 및 생존율 

300 mM glucose와 15% DMSO를 각각 희석액과 동해방지제로
사용하여 자바리의 정자동결보존 실험을 진행한 후 자바리 정자
의 운동성 및 생존율을 관찰한 결과는 Fig. 3와 같았다. 

자바리 정자의 운동성은 300 mM glucose와 15% DMSO에서 동
결전에 100%의 운동성을 보였고, 동결 한 시간 후에는 96%, 동
결 5개월 후에는 95%로 높았다. 생존율 측정 결과는 동결전에
99%로 가장 높았고 동결 한 시간 후에는 약 99%, 동결 5개월 후
에는 약 98%로 높은 생존율이 지속적으로 유지되었다. 

고 찰 

정자동결보존 기술은 육상동물의 여러 종에 대해 많은 실험이 
진행되었고, 그것을 통해 인간의 불임해소는 물론 주요 육상동물
의 종 보존 및 산업에 이용되고 있다(Ansah et al., 1980; Donoghue 
and Wishart, 2000; Friedler et al., 2002; Hauser et al., 2005). 최근
에는 수산동물에서도 유용한 양식 종의 산업적 활용뿐만 아니라, 
기후변화로 환경이 변함에 따라 멸종 위기 종에 대한 정자보존에 
관한 연구도 활발히 진행되고 있다(Chao et al., 1975; Hara et al., 
1982; McNiven et al., 1993; Billard et al., 2004; DeGraaf and Berlinsky, 
2004; Lim et al., 2005). 

어류 정자동결보존에는 삼투질 농도, 희석액, 동해방지제, 동결 
속도, 해동 속도 등이 동결보존 후, 해동 후 정자의 운동성 및 생
존율에 영향을 끼친다. 이 중에서 희석액의 종류와 농도는 정자동
결보존 실험에서 첫 번째 과정의 중요한 요인이며, 종에 따라 차
이가 있다(Kho, 2014). 그것은 담수어류와 해수어류의 혈장내 세포
의 삼투질 농도가 다르기 때문으로, 어종에 따라 적정 희석액을 
써야 한다. 그 희석액이 가져야할 중요한 조건은 정자의 운동성을 
억제시키며 운동에너지인 ATP를 최소한으로 줄이는데 있으며(Lim 
et al., 2005), 주로 인공해수, Hanks's solution (Hanks and Wallace, 

Fig. 1. Schematic diagram of sperm cryopreservation process. 
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1949), Ringer's solution (Ringer, 1883), Erdhal and Graham solution 
(Erdhal and Graham, 1984) 등이 이용되고 있다. 

본 연구에서는 능성어와 자바리의 정자가 동결 전 · 후 운동성
및 생존율을 조사해본 결과, 300 mM glucose에서 높은 운동성 및 
생존율이 나타났다. 이는 삼투질 농도와 관련이 있다(Lim et al., 
2005). 실제 해수와 달리 능성어 혈장내 삼투질 농도 395 mOsm/l
이고(Song, 2004), 희석액의 삼투질 농도의 경우 300~400 mOsm/l 
정도의 수치를 나타내는데 본 실험에서 희석액으로 사용했던 
300 mM glucose로 삼투질 농도는 300 mOsm/l으로 추정되며 능

성어와 자바리의 정장과 희석액이 비슷한 삼투질 농도이기 때문
에 보존효과가 좋았던 것으로 사료된다. 

정자동결보존 실험시 주로 사용되는 동해방지제는 glycerol, 
DMSO와 methanol이 사용되고 있다(Gwo and Arnold, 1992; Lim 
and Chang, 1998; Zhang et al., 2003). 

Black grouper에서 DMSO 20%를 사용했을 때 glycerol이나
methanol을 사용했을 때 보다 동결 후 정자 운동성이 활발했다
(Gwo, 1993). 이처럼 본 실험에서도 DMSO를 사용하였는데, DMSO
의 장점으로 해산어류의 세포내 투과속도가 빠르고, 정자의 활성

Fig. 2. Effect of diluent on motility and survival rate in the sperm cryopreservation of sevenband grouper, Epinephelus septemfasciatus. 

Fig. 3. Effect of diluent on motility and survival rate in the sperm cryopreservation of kelp grouper, Epinephelus bruneus. 
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화에 적은 영향을 미치는 것으로 사료된다(Dreanno et al., 1997; 
Zhang et al., 2003). 

자바리의 경우 DMSO 농도(5%, 7.5%, 10%)에서 정자동결후 해동
된 정자에서의 수정률과 부화율에 있어 각 농도에 따른 유의차는 
없었고, 정상개체의 발생률은 동결보존실험에 사용하지 않은 신선
정자와 동결정자의 각각 정상 개체 발생율은 98.4%와 97.8~95.9%
로 나타났다(Oh, 2006). 한편 홍바리는 동해방지제 DMSO와 희석
액 5.0%와 10.0% glucose를 사용하는 것이 홍바리 정자동결보존
에 적합한 것으로 판단하고 있다(Joo, 2012). 이매패류인 피조개
(Scapharca broughtonii) 정자동결보존 희석액은 150 mM NaCl, 
300 mM glucose 등 보다 Ringer's solution이 적합하였고, 동해방
지제는 DMSO 10%가 적합하였다(Rha et al., 2010). 그리고 연체동
물인 북방전복의 정자동결실험에서 2.5% DMSO에서 운동성이 
40.0±2.9% 전후 내외로 나타났다(Kang, 2016). 본 실험에서 진행한 
능성어와 자바리 정자의 동결보존시 사용한 동해방지제 DMSO의 
15% 농도에서 높은 운동성과 생존율을 보였다. 

본 실험에서 능성어와 자바리 정자의 운동성 및 생존율이 희석
액 300 mM glucose와 동해방지제 15% DMSO에서 5개월 동안
90%이상 지속되는 것을 확인하였다. 동결정자를 이용한 능성어
와 자바리의 종묘생산의 가능성을 알아보기 위하여 수정률, 부화
율 조사 등의 추가 연구가 필요하다. 

요 약 

본 연구는 바리과 어류인 능성어와 자바리의 정자동결보존에 
관한 연구의 일환으로서, 양식현장에서 적용할 수 있는 비교적 간
단한 동결보존방법의 개발을 목적으로 적정한 희석액과 동해방
지제 및 해동방법으로 정자동결후의 운동성과 생존율을 확인하
고, 그 기술의 안정성에 대한 자료를 제공하려는 것이다. 능성어
(Sevenband grouper, E. septemfasciatus)와 자바리(Kelp grouper, E. 
Bruneus) 정자의 동결전, 동결 1시간 후, 동결 5개월 후에 해동정
자의 운동성 및 생존율에 대한 실험을 진행하였다. 희석액 0.3 M 
glucose와 동해방지제로 사용한 15% DMSO에서 동결 후 온탕기 
20℃에서 해동한 정자의 운동성 및 생존율이 동결보존 5개월 동
안 90% 이상 지속됨을 알 수 있었다. 
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