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융해 온도가 유전자원 활용을 위한 희소한우(칡소, 흑우 및 백우) 동결 정액의 
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ABSTRACT

Cryopreservation of germ cells from genetically proven animals could be a source of restoration tools from the risk 
of extinction or disappearance of wanted characteristics. Using frozen semen, the genetic gains of Korean native cattle 
have been increased greatly for 70 years. The preservation of genetic resources as a form of frozen semen straw has 
limited availability due to the numbers. To circumvent this weakness of frozen semen, we tested two re-freezing 
methods with different initial thawing temperatures using frozen Korean proven semen and rare breed semen from 
albino, black and chikso breeders. It has been known that human sperm could resist to cryo-damages by repeated 
freeze-thaw cycles, but not for Korean proven bulls number (KPN) or for rare breeds. Total 7 frozen semem from 
brindled(2), black(1), Korean Albino(2) and KPN(1) bulls were used for our research. After thawing straws under 
5°C/2min or 37°C/40sec with low temperature water bath and thermo jug, spermatozoa were re-diluted with triladyl 
diluents after first thawing and re-frozen. Sperm motilities were compared between animals and treated groups after 
re-thawing. Mean values of motility and viability of refrozen/thawed sperm for expansion of the number of straws 
were significantly higher in 5°C than in 37°C (P < 0.05). However, the activity of viable sperm thawed at 5°C was 
significantly decreased before refreezing. It is estimated that re-freezing of frozen semen from rare Korean native cattle 
is possible with resistant properties of survived spermatozoa. 
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서 론

동결학(cryobiology)에서는 살아있는 생명을 영구보존하기 

위해 생명활동을 정지(suspended animation, SA)시키는 수 많

은 방법이 연구되어왔다. 이를 위하여 동면하는 동물의 개체

와 조직 및 세포를 연구하기 시작하였으며 세포를 저온 저장

하는 방법(hypothermal preservation, HP)을 먼저 연구하였다. 
그러나, Polge 등(1949)에 의하여 세포는 동결 상태에서 보존

할 수 있음이 밝혀졌으며, glycerol에 대한 특성을 동결보호제

로 기술하며 연구를 진행하였다. 눈 속에 저온 저장된 닭 정

자에서 생명 연장이 유지되고 있음이 우연히 알려지게 되면

서 이를 이용한 SA연구 영역은 드라이 아이스(dry ice, DI)위
에서 동결된 상태로 초저온냉동고에 보존하는 방법(-70℃)을 

개발하게 되었으며, 최종적으로 액체질소에 침지하여 세포를 

영구 보존하는 방법이 강구되었다(Evans and Maxwell, 1987). 
정자는 SA를 유지하기 위한 여러 조건을 밝히는데 많이 이용

되었으며, 동결학에서 가장 많은 성과를 얻었으며 소의 경우 

산업화에 성공하였다. 특히 젖소의 육종과 육우의 형질 개량

에 공헌한 바가 매우 커서 종축이 소실되어도 보존된 정액은 

후대생산과 개량에 계속 사용되는 것이 일반화 되었다. 정자

의 동결 기술은 점차 생쥐와 같은 실험동물로 확대되었고, 토
끼, 염소, 양 등의 중소가축과 닭, 거위 등 야생조류의 정자로 

그 적용대상이 점차 넓어지고 있다. 형질전환 동물과 같이 증

식 및 유지가 어렵거나 정자의 생산성이 낮아 번식효율이 낮

은 동물에서 계통보존이 가능하게 되었으며 멸종위기에 처한 

야생동물의 보존에도 지대한 공헌을 하고 있다(Johnson and 
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Lacy, 1995; Wildet 등 1997). 더욱이, 사람에 있어서도 정자

의 동결기술은 불임환자의 치료뿐 아니라, 방사능처리를 포함

하는 항암제 처방이나 생식독성이 있다고 알려진 약물이 처

방된 환자의 권익을 보호하기 위한 보조생식술(assisted 
reproductive technology, ART)의 한 방편으로 응용되고 있다

(Ghasemian 등, 2012). 건강한 사람일지라도, 정관절제술을 

실시하거나 피임 후 원하는 아기를 원할 경우, 정관복원술이 

실시되는데, 이 경우 ART 시술에 필요한 정액을 공급할 때 

정자동결기술은 필수적인 것으로 판단된다(Tomlinson과 Barret, 
1999). 특히 불임환자는 ART시술에도 불구하고 빈번하게 임

신에 실패할 경우가 많으며 보존된 정자를 융해하여 시술에 

이용된 후, 다시 동결하여 사용하는 기술이 활용하기도 한다

(Rofeim 등, 2001; Verza 등, 2009). 
정자 동결학에 관한 역사를 되돌아 보면 50년대와 60년대

에 주로 많은 연구성과가 발표되었다. 초기 Polge의 연구에서 

닭 정액에서 glycerol의 동결보존에 관한 연구를 처음 발표되

었고 많은 연구자들의 추후 연구를 통하여 체계적인 동결 방

법이 알려지기 시작되었다. 소에 있어서 성공적인 정자동결방

법은 Bratton 등(1955, 1957)에 의하여 개발되었는데 dry ice 
위에서 펠렛(pellet)형태로 동결정액을 제조하여 인공수정에 

활용 함으로서 후대 생산이 가능함이 보고되었다. 보통 정자

동결에서 성공적이라고 표현하는 것은 융해 후 생존율이 동

결직전보다 최소 50%이상이 되어야 한다는 것을 의미하는데 

아직까지도 이러한 성적을 얻을 수 있는 품종은 실험동물과 

몇몇의 포유동물에 몇 종에 불과하다. 더욱이 닭의 경우, 
glycerol 기반 희석액에서 동결 후 생존율이 90%이상을 얻더

라도 부화율이 매우 낮음은 아직까지 정확한 원인이 보고되

어 있지 않다(Sexton 1973). 동물에 있어서 주요 품종 별 정자

의 동결은 토끼, 생쥐, 쥐, 말, 돼지에서 성공적인 정자 동결이 

가능함이 보고되었으나, 품종뿐만 아니라 계통에 따라 동결정

자의 효율성은 상이하다고 알려져 있으며 심지어 돼지의 경

우, 같은 계통의 정액이더라도 개체에 따라 융해 후 생존성에 

차이가 있음이 보고되어있다. 
가축에 있어서 정자를 재 동결하는 방법에 관한 연구는 아

직까지 많이 보고된 바가 없으며 주로 성판별에 관한 재동결 

연구에 집중되고 있는데, 이는 인공수정에 관한 충분한 수의 

정자 공급이 동결정액으로 가능하기 때문에 주요 연구가 수정

란 자체에 집중되어 있음이 그 이유라고 판단된다(Hollingshead 
등, 2004a; Hollingshead 등, 2004b; de Graaf 등 2007). 그러나, 
우수한 종축에 관한 동결정액의 수요는 점차 많아지고 있으며 

특히 난소 내 난자 생검기법(Ovum Pick-Up, OPU)이 개발되어 

적용됨에 따라 소에 있어서 융해 후 잉여정액의 동결은 중요한 

문제임이 틀림없다. 체외수정기법(in vitro fertilization, IVF)을 

통하여 이식 가능한 배반포를 체외에서 생산하는 효율은 점차 

높아지고 있음에 따라, 우수한 정액의 요구도는 높아지고 있

다. OPU를 통하여 1두당 채란이 가능한 난자의 수는 5~20개
로 개체와 시술시기에 따라 그 차이가 존재하는데 보통 1개의 

동결정액에 포함된 유효 정자수는 약 20~10×106개가 되지만 

IVF에는 난자 1개에 필요한 유효 정자 수는 약 0.5~2×104 개 

정도가 필요하므로 대부분의 정자가 잉여 형태로 버려질 수 

있다(Polcz 등, 1998; Bandularatne와 Bongso, 2002). 특히 가축

의 개량이 심화될수록 종축 간 근친도는 높아질 수 밖에 없으

며, 이것을 해결하기 위하여 바람직하지 못한 인자를 조기에 

발견하고 개량의 방향성을 바꾸어야 하는 것이 반드시 필요하

다. 이 때에 영구보존된 유전자원은 그 가치를 발휘할 수 있으

나 제한된 수량의 동결 정자는 사용 횟수가 제한되어 있을 수 

밖에 없고 이용성이 자유롭지 못하기 때문에 정자의 재 동결기

술을 적용하여 사용기회를 증대시킬 필요성이 존재한다. 소 정

자의 재 동결 기법이 확립되면 우수 종축의 정자를 재활용하여 

후대 생산을 위한 수정란생산 효율을 제고할 수 있으므로 본 

연구에서는 소의 정자를 재 동결에 필요한 기초자료로서 2가
지의 융해방법에 관한 연구를 실시하였으며 재 동결 및 융해 

후 정자의 생존성 및 운동성을 비교하였다. 

재료 및 방법

1. 공시축

국립축산과학원 가축유전자원센터에서 유전자원으로 보존

하고 있는 칡소 2두(C006, C12044), 흑우 1두(B013) 및 백한

우 2두(W001, W003)의 유전자원축을 동결 보존한 정액와 한

우개량사업소의 KPN 757의 총 6두의 동결정액을 본 실험에 

사용하였다.

2. 정액채취, 희석 및 동결

가축유전자원센터에서 보유하고 있는 유전 자원축에서 인

공질을 사용하여 정액을 채취하였다. 신선 정액은 32~34℃로 

유지하여 15분 안에 실험실로 이동하였으며 상온에서 triladyl 
난황희석액으로 1:1 희석방법을 반복하여 원하는 농도로 희

석하였다. 스트로 당 정자의 농도를 80~40×106이 되도록 희석

하고 2~3시간에 걸쳐 22~27℃에서 5℃로 저온 중탕법으로 냉

각시켰다. 스티로폼을 활용한 간이동결 방법으로 정자를 동결

하였으며 액체질소(liquid nitrogen, LN2) 표면 위 5cm에서 10
분간 노출시켜 예비동결을 실시하고 LN2에 침지시켰다. 1차
동결을 실시하고 2~3개월 후 정자를 5℃에서 2분간 융해하거

나 37℃에서 40초간 융해하여 2~3ml의 triladyl 난황희석액으

로 바로 희석을 실시하였으며 1차 동결과 동일한 방법으로 2
시간 동안 5℃로 냉각하였다. 냉각 후 첫번째 동결과 동일한 
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Name of line
(ID number)

Volume of ejaculated semen 
(ml)

n
Concentration

(×106/ml)
Viability

(%)
Abnormality

(%)
Brindle (C006) 5.5 ± 0.8 5 602.0 ± 46.0 90.2 ± 3.7 a 17.6 ± 2.9 ab

Brindle (C12044) 5.0 ± 0.5 5 871.8 ± 62.1 91.2 ± 5.4 a 16.4 ± 3.8 ab

Black (B013) 7.6 ± 1.1 5 672.0 ± 30.3 90.0 ± 4.2 a 17.0 ± 3.7 ab

White (W001) 2.4 ± 1.0 3 420.3 ± 28.2 95.7 ± 2.5 a 13.7 ± 2.5 a

White (W004) 5.1 ± 0.7 5 548.0 ± 43.8 89.6 ± 6.1 a 26.0 ± 7.0 b

With different superscript letters are significantly different (P<0.05).

Table 1. The properties of semen from the rare-breed Korean bulls (Hanwoo).

간이 동결 방법으로 2차 동결을 실시하였으며 이 때 0.25ml 
스트로를 이용하여 정액을 포장하였고 LN2 표면 위 6cm에서 

7분간 노출하고 LN2에 침지시켰다. 

3. 정액의 성상 검사

정자의 운동성을 관찰하기 위하여 SAIS (MediSupply, Seoul, 
Korea) 정자자동분석프로그램 (computer assisted sperm analysis, 
CASA)을 이용하였으며 소 정자의 운동성을 판별하기 위하여 

조정된 변수를 사용하였다. 초당 30장의 프레임을 얻었으며 1
초간 동영상에서 움직이는 정자의 이동거리와 방향을 계측하

였으며 Farell 등(1988)에 의하여 발표된 논문의 조정치와 동일

하게 분석하였다. CASA에 의하여 검사된 정자 운동성에 대한 

각 항목은 정자의 농도(total concentration, TC), 운동성 정자의 

비율(total motility, TM), 전진성 운동 정자의 비율(progressive 
motility, PM), 정자두부 운동 경로(호)의 이동속도(curvilinear 
velocity, VCL), 정자 두부의 직선거리 이동속도(straight-line 
velocity, VSL), 정자두부의 이동속도 (path velocity, VAP), 정
자 두부의 이동에 따른 좌우 진폭 평균 거리 (amplitude of 
lateral head displacement, ALH), 직진성(linearity, LIN), 정자

가 각 방향에 따라 정자이동곡선을 가로지르는 진동수(beat 
cross frequency, BCF) 및 VCL에 대한 VAP의 비율(Wobble, 
WOB) 등을 조사하였다.  

4. 정자의 형태학적 검사

37℃로 45초간 융해한 정자를 동일한 온도의 PBS(-) 7ml로 

800G에서 10분간 원심분리하여 glycerol과 난황을 제거하였

다. 융해된 정액을 20~40×106/ml 농도 범위를 조정하고 약 

4~6 µl 용량을 가온된 슬라이드 글라스 끝부분에 점적하였다. 
이 때, 다른 슬라이드를 경사면에 접촉시켜 천천히 밀어 전체 

슬라이드에 도말하였고, Diff Quik 염색 시약(Dade Behring 
Inc. USA)을 활용하여 염색하였다. 도말된 슬라이드는 37℃
로 가온된 슬라이드 건조대에서 공기 중에 노출시켜 건조시

켰으며 완전히 건조 후, Diff Quik 고정제에 10~20초 노출하

여 고정 후 Eosin 염색 용액과 Thiazin 염색용액에 연속적으

로 동일한 시간으로 노출시킨 후 증류수에 3~5초 동안 노출

하여 과도한 염색 시약을 제거하였다. 염색된 시료는 상온에 

보관하였으며 X100 오일 렌즈에서 관찰하였고 형태적 이상

을 가진 정자와 정상적인 형태를 가진 정자를 한 시료 당 전

체 정자가 200개 이상이 되도록 최소 4군데 이상에서 측정하

였다. 균일한 결과가 얻을 수 있도록 훈련된 2명 이상의 연구

자가 동일한 시료를 관찰 및 비교하여 균일하고 반복성 있는 

실험을 유지하였다.  

5. 통계처리

난자의 성숙율, 난할율 및 발생율은 Student’s t-test로 분석

을 실시하였다. P값이 0.05보다 낮은 실험군은 대조군에 비하

여 통계적으로 유의성이 있는 것으로 간주하였다. 

결 과

1. 희소 한우 정액의 성상

희소한우에서 인공질을 이용하여 채취한 정액은 Table 1에
서와 보는 바와 같이 약 5~7ml 부피의 사출정액을 얻을 수 있

었다. 총 3~5회의 반복 실험을 관찰할 때 실험실로 이송된 정

액은 10분후 바로 희석하였으며 동결 전 생존율을 조사할 때 

모두 90%이상의 정자가 생존하였으며 기형율은 백한우

(albino line) 1두에서만 26.0%의 기형율을 관찰할 수 있었고 

칡소와 흑우 정자기형율은 양호한 수준임을 알 수 있었다. 정
액의 부피는 약 5ml에서 7ml 수준으로 큰 변화가 없는 편이

었으며 백우 1두는 전기자극으로 채정된 정액을 활용하여 동

결정액을 제조하였다. 전기자극으로 정장액이 많이 포함된 부

분은 폐기하고 농후한 정액을 1차 동결 실험에 사용하였으며 

황소들 간의 동결 직전 정자의 생존성에 있어서 차이는 존재

하지 않았다(P>0.05). 

2. 희소한우 동결정액의 융해 후 생존율

희소한우 동결 정액을 융해하고 생존성을 조사하였을 때, 
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Fig. 1. The viability of spermatozoa from a rare breed hanwoo after thawing 37℃ for 40 sec.

Fig. 1에서와 같이 칡소 C006은 73.4±5.5%, C12044는 73.0± 
4.5%로 관찰되었으며, 흑우 B013은 79.6±3.2%, 백우 W001은 

76.7±4.7%, W004는 82.8±9.0%로 양호한 생존율을 관찰할 수 

있었다. 동결정액에 관한 법적 기준은 60%이상의 생존율을 

보장되어야 하기 때문에 희소한우의 정액은 비교적 우수한 

동결정액임을 확인할 수 있었으며 생존율 간 유의적 차이가 

관찰되지 않았다(P>0.05).  

3. 37℃에서 40초간 융해 후 재 동결한 희소 한우 정액의 생존성

희소한우의 정액과 보증씨수소의 정액을 37℃에서 40초간 

융해 후 낮은 농도로 다시 희석하여 첫번째 동결방법과 동일하

게 재 동결하고, 다시 융해하여 생존율을 검사하였다. Fig. 2에
서 보는 바와 같이 칡소 C006의 정자는 75.1±4.6%에서 

35.7±1.8%로 낮아졌으며, C12044 개체는 79.5±2.2%에서 

7.9±5.1%로, 흑우 B013은 79.1±3.2%에서 50.2±4.9%, 백우 

W001은 73.7±4.5%에서 34.3±0.9%, W004는 77.8±3.0%에서 

37.9±4.0%로 낮아졌으며 이러한 경향은 한우 보증씨 수소 

KPN 757에서도 동일한 경향치로 관찰되었고(72.9%±4.0%에

서 39.3±6.6%), 동결정액 후 40초간 융해 하여 다시 동결한 정액

의 생존성은 모두 유의적으로 낮아짐을 관찰하였다(P<0.05).

4. 5℃에서 2분간 융해 후 재 동결한 희소 한우 정액의 생존성

상기 실험방법과 동일하게 희소한우의 정액과 보증씨수소

의 정액을 5℃에서 2분간 융해 후 낮은 농도로 다시 희석하여 

첫번째 동결방법과 동일하게 재 동결하고, 다시 융해하여 생

존율을 검사하였다. Fig. 3에서 보는 바와 같이 칡소 C006의 

정자는 33.3±5.8%에서 29.9±6.1%로 낮아졌으며, C12044 개
체는 32.5±1.8%에서 29.7±3.6%로, 흑우 B013은 54.5±11.0%
에서 44.9±4.4%, 백우 W001은 58.0±5.3%에서 42.4±6.1%, 
W004는 66.6±11.7%에서 45.4±4.7%로 낮아졌다. 또한 한우 

보증씨 수소 KPN 757에서도 60.4±8.4%에서 46.6±8.1%로 낮

아 졌는데 이는 5℃에서 2분간 융해 후 재동결한 정액에서 그 

생존성은 백우와 보증씨수소에서 유의적으로 낮아짐을 확인

하였다(P<0.05). 

5. CASA에 의한 2차 융해 후 한우 정액의 활력도 판정

Table 2에서는 융해온도에 의하여 2차 융해 후 생존한 정

자에서 활성도가 우수한 정액의 비율을 관찰하였다. 칡소 

C006 개체의 재동결에서 37℃ 융해군이 활성화 정자가 더 많

은 것(26.8% 대 17.5%)으로 관찰되었으나, 칡소 C12044 개체

에서는 오히려 5℃ 융해군이 활성도가 비교적 높았다(1.3% 
대 14.3%). 흑우 B013과 백우 W001 및 W004의 경우에는 유

의적 차이가 존재하지 않았으며, 보증씨 수소의 경우 37℃ 융

해군에서 활성화 정자의 비율이 높게 관찰되었다. Table 3에
서는 재동결 실험에 대한 결과가 우수한 B013개체에서 각 실

험단계별 CASA자료를 관찰하였다. 여기에서 보는 바와 정자

의 성상이 1차 융해 후 생존성이 우수할수록 재동결에 관한 

동결정액의 재생산이 가능함을 보여주고 있다. 
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Fig. 3. The effects of 1st thawing at 5℃ on the viability of rare breed and Korean Proven Bull spermatozoa from hanwoo after 2nd thawing 

Fig. 2. The effects of 1st thawing at 37℃ on the viability of rare breed and Korean Proven Bull spermatozoa from hanwoo after 2nd thawing. 
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Treatment MT PM VCL VSL VAP ALH LIN STR BCF WOB
1st T at 37℃ 85.5 57.7 82.3 32.2 57.0 4.4 42.4 56.4 5.7 69.4
Freezing/2nd T 50.8 26.2 51.7 21.4 37.2 2.9 48.4 57.2 3.3 72.1
1st T at 5℃ 54.3 38.1 55.7 21.1 39.9 3.3 44.8 52.4 4.1 72.4

Freezing/2nd T 45.9 29.1 46.7 20.3 34.5 2.8 50.6 58.8 3.4 74.0
Abbreviation definitions are followed as MT, motile spermatozoa (%); PM, progressive motility (%, ≥ 80 µm/sec and ≥ 60% STR); VCL, 
curvilinear velocity (µm/sec); VSL, straight-line velocity (µm/sec); VAP, average path velocity (µm/sec); ALH, amplitude of lateral head 
displacement (µm), LIN, linearity (%, VSL/VAP); STR, straightness (VSL/VAP); BCF, beat cross frequency (Hz); WOB, wobble (%, 
VAP/VCL).

Table 3. The CASA results of refreezing treatment on semen of black B013 bulls

Name of line
(ID number)

First thawing temperature
(℃)

% of hyperactive sperm

Brindle (C006)
37 26.8 ± 6.3 b

5 17.5 ± 4.5 a

Brindle (C12044)
37  1.3 ± 1.5 a

5 14.3 ± 0.9 b

Black (B013)
37 26.3 ± 2.5 a

5 28.5 ± 6.0 b

White (W001)
37 20.1 ± 4.3 a

5 25.9 ± 4.0 a

White (W004)
37 20.0 ± 3.1 a

5 19.8 ± 1.4 a

KPN 757
37 31.7 ± 3.5 a

5 19.5 ± 3.8 b

With different superscript letters are significantly different (P<0.05).

Table 2. The effects of 1st thawing temperature on the rates of hyperactive spermatozoa after 2nd thawing

고 찰

본 연구에서는 유전자원으로 보존되고 있는 동결 정자의 

융해조건에 따라 2차 동결에 관한 정자의 생존성과 활력도에 

관한 자료를 분석하였다. 동결된 정액 유전자원은 융해와 재 

동결 과정을 통하여 실험목적에 따라 원하는 정액의 농도와 

부피로 재 조정하여 동결 보존할 수 있음을 보여주고 있다. 
유전자원으로 영구보존하고 있는 소 동결정액은 재동결 방법

으로 유전자원을 재활용할 수 있음을 의미한다. 그러나, Fig. 
2에서 보는 바와 같이 정자의 융해방법에 따라 생존율은 상당

한 변이를 보인다는 것을 알 수 있으며 1차 융해 후 생존율이 

낮은 개체는 재동결 방법으로 정자를 활용할 수 없는 것으로 

판단된다. 그러나 6개체 중에서 5개체는 재동결에 의하여 활

력이 우수한 정자를 얻을 수 있었으며 이는 1차 융해의 생존

율이 우수하더라도 칡소 C12044와 같이 2차 융해 후 생존율

과 활력도는 낮게 나타날 수 있다는 것을 보여주고 있다. 특

히, 37℃에서 융해하고 동일한 희석액으로 희석한 후 재 동결

한 정액에서 비교적 높은 생존성을 얻을 수 있었으며

(23~60%), 이는 5℃에서 융해한 실험군(29.7~ 46.6%) 보다 생

존율의 차이가 넓다는 것을 알 수 있다. 그럼에도 불구하고 

5℃에 융해한 2차 동결 정액의 활력도는 37℃에 비하여 낮게 

관찰되는 경우가 더 많이 관찰되는 것으로 보아 5℃에서 1차 

융해를 실시하는 방법보다 37℃에서 1차 융해를 실시하는 방

법이 더욱 유리하다는 것을 예측할 수 있다. 그러나, 37℃에서 

1차 융해를 실시하는 방법으로 생존정자를 얻지 못하는 경우

에 5℃에서 1차 융해를 실시하고 동결하는 방법은 다른 동결 

방법으로 이용할 수 있음을 관찰하였다.
보증씨 수소(KPN) 동결정액의 경우, 스트로 당 총 정자의 

수는 20~30×106개 수준으로 10×106개 이상의 유효 정자가 보

증되어 있어야 인공수정에 활용될 수 있다. 체외수정에 동결

정액을 이용할 때 1개의 난자에 필요한 총 유효 정자수가 

2×104개로 계산하면, 동결정액 1개를 융해하여 체외 수정에 
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활용될 수 있는 난자는 이론적으로 약 500개라고 계산할 수 

있다. 그러나 동결 및 융해된 정자의 처리과정에서 발생하는 

정자의 회수율과 사망률 증가에 따라 약 100개에서 250개의 

난자를 수정시킬 수 있다고 보여진다. 이는 IVF에서는 사용

될 수 있는 정자는 적절하게 처리될 때, 정자의 양은 작아도 

상관이 없으나 AI에 비하여 높은 농도(75~100×106/ml vs 
15~30×106/ml)의 정액이 필요하다고 알려져 있다(Parish 등, 
2014). 그러므로 1개의 난자를 체외수정시키는데 필요한 정자

의 수는 인공수정에 비하여 훨씬 낮으며, OPU기법이나 동결

된 난자를 융해하여 적은 수의 난자를 활용할 경우, 우수한 

종축이나 유전자원의 동결정액을 재 동결하여 이용하는 것이 

유전자원을 활용하는 방법으로 효율적이라는 것을 추정할 수 

있다. 그러나, 본 연구에서 이용된 한우 정액의 재 동결 연구 

결과는 생존율이 최대 79.5%에서 7.9%로 낮아지는 경우도 관

찰되었으며 79.1에서 50.2%로 저하되는 경우도 관찰되었다. 
이러한 결과는 사람의 재동결 연구에 비하여 성적이 낮다고 

판단되나 2차 동결 정액으로 체외수정에 응용이 가능하다는 

것을 보여주고 있다. 소의 성판별에 관한 재 동결 연구 결과

(Underwood 등, 2009)에 따르면, 소의 성판별 정액 활용성을 

높이기 위하여 재 동결을 실시하였으며 유의적으로 낮은 수

준의 정자생존율, 운동성이 보고되었으며 acrosome의 반응도

는 변화가 없었다고 보고되었다. 여기에서 2차 동결 후 생존

율은 약 80%에서 55%로 감소하였으며 활성화된 정자의 비율

은 약 48%에서 32%로 감소하였다. 이는 본 연구의 성적과 같

이 생존율과 활성화 정자의 비율은 감소하는 결과와 동일하

다고 판단된다. 
희소한우의 경우, 5℃에서 융해한 동결정액은 생존율과 활

력도가 상대적으로 저하되는 것을 알 수 있었으며 생존율은 

최대 66.6%에서 45.4%로 낮아졌으며 최소 32.5%에서 29.7%
로 낮아지는 것을 확인하였다. 그러므로 37℃에서 융해한 정

액을 2차 동결할 때 그 생존율이 급격히 떨어지는 경우에는 

5℃에 융해하는 방법으로 동결하는 것이 유리할 수 있음을 보

여주고 있다. 또한, 37℃에서 1차 융해의 생존성이 우수한 동

결정액에서 2차 동결 생존성이 높아지는 경향을 관찰하였으

나, 5℃ 융해 방법은 그 변이가 오히려 적다는 현상을 관찰하

였다. 또한 활성화 정자의 비율 또한 개체에 따라 서로 다른 

반응도를 보여주었으며, 보증씨 수소 KPN 757의 경우 5℃ 융

해 방법이 불리하다는 증거를 관찰하였다. 백우와 흑우의 경

우, 정액의 재동결 후 활성화 정자의 비율에 관한 차이가 없

었으나, 오히려 생존율의 정자비율이 5℃에서 융해한 동결정

액에서 높게 관찰되었기에 재동결에 있어 5℃ 융해 방법이 유

리할 수 있다는 보여주었다. 이러한 결과는 재동결에 관한 정

액의 반응도가 개체간에 따라 서로 다를 수 있다는 것을 보여

주고 있으나, 생존율에 관한 변이가 계통에 따른 차이라고 판

단할 수 있는 자료를 축적하지는 못하였다. 특히, 재동결에 관

한 개체간 변이가 높게 관찰되는 것으로 보아 아직 사람의 정

액과 같이 연속적인 동결 방법을 적용할 수 없는 것으로 추측

되며 추후 연구를 통하여 변이를 낮출 수 있는 연구가 필요할 

것으로 판단된다.  

적 요

유전자원을 동결 보존하는 것은 유전적인 개량과 우수한 

종축의 재생산 및 멸종 위기종의 유전자 집단을 보존하는데 

있어 중요한 방법으로 알려져 있다. 그러나 동결 유전자원의 

대표적인 정액은 살아 있는 종축에서 채취하여 보존하고 있

는데 동결자원은 그 수가 제한되어 있어 이용에 한계가 존재

하고 있다. 이러한 단점을 극복하기 위하여 본 연구에서는 동

결정액을 2가지 방법으로 융해하고 재 동결을 실시하여 그 정

자의 특성을 CASA로 분석하고 생존성을 비교하였다. 일반적

으로 사람의 정액은 재동결 과정을 극복하여 반복적인 동결 

및 융해가 가능하다고 보고되었으나 한우 정액에 관한 재 동

결 성적에 관한 연구는 자료는 찾아보기 힘들다. 본 연구에서

는 칡소 2두, 흑우 1두, 백한우 2두 및 보증씨수소 1두의 동결

정액을 이용하여 재 동결에 관한 연구를 실시하였으며 개체

에 따라 29.7%에서 46.6%의 생존율을 얻었다. 2차 동결 방법

에 있어서 생존율은 5 ℃에서 융해하는 방법이 37℃ 융해방

법보다 더 높으며 변이가 낮은 것으로 관찰되었다. 그럼에도 

불구하고 2가지 방법에 의한 재동결 기법은 체외 수정이나 

OPU 유래 수정란 생산을 위하여 한우의 증식에 적용할 수 있

을 것으로 보이며 추후 수정란 생산에 관한 연구에 도움이 될 

것으로 판단된다.
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