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ABSTRACT

Antioxidants have been added to cryoprotectant or in vitro culture medium for sperm to reduce the detrimental 

damage, such as reactive oxygen species. However, curcumin, an antioxidant, shows dual effect on the viability and 

progressive motility of bovine sperm exposed to hydrogen peroxide. Low concentration of curcumin increases sperm 

viability and progressive motility, whereas high concentration of curcumin reduces them. This study was performed 

to identify whether TREK-1 channel is related to low sperm viability and motility induced by high concentration of 

curcumin. Curcumin reduced TREK-1 channel activity in a dose-dependent manner. TREK-1 channel was expressed 

in sperm obtained from Korean native bull. Treatment with TREK-1 channel blockers, such as curcumin, fluoxetine, 

GdCl3, and spadin, significantly reduced sperm viability and motility (p < 0.05). However, TREK-1 channel activators 

showed different effect; linoleic acid showed an increase in sperm viability and motility, and wogonin did not affect 

them. These results show that TREK-1 channel is involved in the regulation of sperm viability and motility. In 

particular, high concentration of curcumin might reduce sperm viability and progressive motility of Korean native bull 

through blockage of TREK-1 channel. 
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서 론

동물번식 분야에서 동결정액의 사용은 가축의 유전적 다양

성 보존 및 인공수정/체외수정 시술의 편리성과 효율성에 기

여하여 왔으나 정자 생존율의 경우 동결정액이 신선정액에 비

해 여전히 낮은 편이다. 이러한 정자의 낮은 생존율은 정자 동

결 시 발생되는 활성산소에 의해 나타나는 것으로 알려져 왔

는데(Sapanidou 등, 2015; Amidi 등, 2016), 동결정자의 생존

성과 운동성을 높이기 위해 다양한 종류의 항산화물질을 정자 

보존액에 넣거나 체외수정 시 항산화물질을 첨가하여 정자의 

운동성을 높이려는 연구가 활발히 수행되고 있다(Sapanidou 

등, 2015; Amidi 등, 2016; Tvrdá 등, 2016; Almeida 등, 2017; 

Banday 등, 2017). 

항산화물질의 하나인 커큐민(curcumin)은 돼지정자와 소정

자를 산화스트레스로부터 보호하는 것으로 알려져 있는데(전

과 김, 2013; Tvrdá 등, 2016), 한우 정자에서 커큐민은 농도 

의존적으로 과산화수소에 의해 생성된 활성산소를 감소시킨

다(화 등, 2016). 항산화효과가 높은 고농도의 커큐민은 한우 

정자의 생존성과 운동성을 감소시키고, 저농도의 커큐민은 과

산화수소에 노출된 정자의 생존성과 운동성을 증가시킨다(화 

등, 2016). 고농도 커큐민에 의한 정자의 생존성 및 운동성의 

저하는 커큐민의 항산화효과 이외의 다른 효과에 의해 나타

났을 것으로 추정된다. 

정자는 다양한 종류의 이온통로를 발현하는데 세포의 안정

막전위를 일정하게 유지하는데 관여하는 two-pore domain 칼

륨통로의 하나인 TWIK-related two-pore domain K+ (TREK)-1 

통로가 한우 정자에서 발현한다(Hur 등., 2009). TREK-1 통로

의 활성은 커큐민에 의해 억제된다(Enyeart 등, 2008; 김과 김, 

2011). TREK 통로는 체외배양 시 발생되는 다양한 인자(온도, 

pH, 신전, 활성산소)에 의해 그 활성이 조절되어(Kim, 2003), 
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여러 분자신호의 타겟이 되고 있다. TREK-1 통로의 차단은 

세포의 막전위를 탈분극시키고 세포의 용적을 증가시키므로 

세포의 사멸과도 연관이 있는 것으로 알려져 있다(Lu 등, 

2017). 

본 연구에서는 고농도 커큐민에 의한 정자의 생존성과 운

동성 감소가 TREK 통로의 차단에 의해 나타나는지를 확인하

고자 TREK 통로 조절제를 한우정자에 처리하여 생존성 및 

운동성의 변화를 조사하였다. 

재료 및 방법

1. 실험 재료 

본 실험에 사용된 정액은 농협중앙회 한우개량사업소에서 

판매하는 KPN 동결정액을 사용하였다. 스트로에 들어있는 

동결정액은 37℃ 항온수조에서 30초간 융해 후 Ham’s F-10 

배양액으로 희석하여 실험에 사용하였고, 커큐민과 우고닌

(wogonin)은 DMSO와 NaOH(0.2 N)를 1:1로 혼합한 용매에 

용해시켜 사용하였으며, 플루옥세틴(fluoxetine)과 리놀레산

(linoleic acid)은 DMSO와 EtOH에, 스파딘(spadin)과 가돌리

늄(GdCl3)은 물에 용해시켰다. 배양액을 이용하여 최종 농도

로 희석하였으며, 대조군은 여러 농도의 약물이 처리된 그룹

과 비교하기 위하여 각각의 처리군과 동일한 농도의 용매를 

처리하였다. 본 연구에 사용된 시약 및 배양액은 별도의 표시

가 없는 경우 Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA) 제품

을 사용하였다. 

2. 이온전류의 기록

TREK-1 및 GFP (green fluorescence protein) 플라스미드

(plasmid) DNA가 핵산전달감염(transfection)된 HEK-293 세

포를 유리커버슬립 위에 배양하였다. 실험에 사용한 유리전극 

(pipette) 용액은 150 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 

5 mM EGTA로 조성되었고, 세포외(bath) 용액은 135 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM glucose, 

10 mM HEPES로 조성하였다. 유리전극과 세포외 용액의 pH

는 각각 7.3, 7.4로 적정하였다. 전류는 도립 형광현미경

(Axiovert 135, Zeiss, Germany)을 이용하여 GFP 녹색을 발광

하는 세포에서 기록하였다. 세포가 부착된 유리커버슬립을 도

립 형광현미경 위에 설치된 용기로 옮긴 후 미세조정기

(MP-225, Sutter Instrument, Novota, CA, USA)를 이용하여 

tip 저항이 4∼8 MΩ인 유리전극을 세포의 세포막에 접근시키

고 10∼20 cmH2O 정도의 음압을 가하여 giga seal(seal 

resistance > 1GΩ)을 형성시킨 후 순간적으로 음압을 높여 세

포막을 파열시켜 whole-cell patch를 형성하였다. 실험용액은 

1 mL/min의 속도로 관류시키며, 실온에서 실험을 수행하였

다. Patch clamp 증폭기(Axopatch 200B, Axon Instruments, 

Union City, CA, USA), pCLAMP(version 10.0, Axon) 및 

Digidata 1322(Axon)를 사용하여 막 전압 고정과 램프 자극을 

적용하였는데, 막 전압은 -80 mV로 고정하고 -120 mV부터 

60 mV까지 865 ms의 자극을 가한 후 전류를 기록하였으며, 

Patch clamp 증폭기를 통해서 나온 전류 신호는 컴퓨터의 하

드디스크에 저장하였다. 

3. 역전사중합효소중합반응 (RT-PCR) 

Total RNA는 TRIzol (invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 사

용하여 정자로부터 추출하였는데, 추출된 total RNA는 Supers

cript preamplification system(Invitrogen, USA)과 oligo(dT)를 

이용하여 cDNA로 합성되었다. 합성된 cDNA는 소(bovine)에 

특이적으로 작용하는 primer (TREK-1, NM_174686, sense : 

CTGATTTGCTGGATCCTAAG, antisense: CTGATTTGATT

GGAGGTGTT / glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase(G

APDH), NM_001034034, sense: CAGCGACACTCACTCTTC

TAC, antisense: GGAAGTCAGGAGATTCTCAGT)를 이용하여 

증폭시켰다. 증폭산물은 염기서열 분석을 통하여 확인하였다. 

4. 면역세포화학염색 

한우의 정자에서 TREK-1 통로의 존재를 확인하기 위하여 

면역세포 화학염색을 실시하였다. 유리 슬라이드에 도말된 정

자는 4% paraformaldehyde가 들어 있는 완충용액(phosphate 

buffer saline, PBS, pH 7.3)을 이용하여 실온에서 30분간 고정

하였으며, 고정된 정자는 PBS로 5분간 3번 수세하였다. 비특이

적 반응을 억제하기 위하여 1시간 30분 동안 실온에서 Triton 

X-100을 포함한 normal goat serum을 정자에 전처리하였다. 정

자는 수세 없이 4℃에서 16시간 동안 TREK-1 일차항체

(primary antibody, Alomone labs, Jerusalem, Israel)에 노출되었

으며, 음성 대조군(negative control)은 일차항체 대신 일차항체 

희석용액에 노출되었다. 일차항체 배양 16시간 후 PBS로 정자

를 수세하고 이차항체(secondary antibody, FITC-conjugated 

anti-rabbit IgG)를 실온에서 1시간 30분 동안 처리하였다. 이차

항체의 반응 후 정자를 PBS로 3번 이상 수세한 후 공초점 현미

경(Olympus, Tokyo, Japan)으로 TREK-1의 발현을 조사하였다.

5. 정자생존성 및 전진성 운동 평가

융해된 정액을 SpermFilter® 40%, 80% 층이 만들어진 튜브

의 40% 층 위에 얹어, 200 g에서 20분 동안 원심분리 시킨 

후 80% 층 아래로 이동된 정자를 회수하여 1 mL의 80% 

SpermFilter®와 혼합하고 4 mL의 배양액이 들어있는 새로운 

튜브로 옮겨 200 g에서 10분간 다시 원심분리하였다. 원심분
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Fig. 1. Inhibition of TREK-1 channel by curcumin. Whole-cell currents were recorded in 5mM KCl, and the current levels at +60 mV
were analyzed. (A) Inhibition of TREK-1 current by 10 μM curcumin. (B) Summary of the effect of curcumin on TREK-1 current. (C)
Inhibition curves of curcumin on TREK-1 current. Data represent the mean ± SD of five repeated experiments. *p < 0.05 compared to
the control.

리 후 정장과 불순물이 제거된 운동성이 있는 정자만을 회수하

여 생존성과 전진성 운동 평가에 사용하였다. 정자(15300/µL)

는 10배 희석하여 1시간 또는 4시간 동안 TREK 통로 조절제

에 노출시키면서 튜브를 45도 기울여 37℃, 5% 이산화탄소가 

공급되는 배양기에서 배양하였다. Swim-up 처치된 정자가 들

어있는 배양액 10 µL를 회수하여 혈구계산판위에 올려놓고 

400배율의 현미경에서 운동성을 평가하였다. 4개의 영역을 계

산하여 운동성 있는 정자와 움직이지 않는 정자로 분류하였는

데, 지속적으로 움직이면서 전진하는 정자를 전진성 운동성이 

있는 정자로 판단하였다. 연속적인 세 번의 계산으로 평균값을 

구하였다.

생존성 검사는 Calcein AM (AAT Bioquest®, Sunnyvale, 

CA, USA)과 propidium iodide (PI)를 이용하여 실시하였다. 

Calcein AM은 살아있는 세포의 세포막을 투과하고 PI는 살아

있는 세포의 세포막을 통과할 수 없다. 따라서 녹색을 보이는 

세포는 살아있는 세포로, 빨간색으로 염색된 세포는 죽은 세

포로 구분한다. 운동성 평가에 사용된 10 µL를 제외한 나머지 

배양액 100 µL를 새로운 튜브로 옮겨 Calcein AM(5 µM)과 

PI(2 mg/mL)를 넣어 37℃에서 20분간 빛을 차단한 상태로 배

양하였다. 배양 후 PBS로 세 번 수세하였다. 수세 후 정자에 

FBS가 들어있지 않는 배양액을 넣고 이미지 접시로 옮긴 후 

공초점현미경(Olympus, Tokyo, Japan)을 이용하여 생존성을 

형광이미지로 분석하고, 시야(x40)에 분포하는 녹색과 빨간색

을 보이는 정자의 수를 헤아려 그 비율을 계산하였다. 

 

6. 통계학적 분석 및 실험 성적의 처리

실험 결과의 통계처리는 Kruskal-Wallis test를 이용하여 처

리구간의 유의성을 검정하였고(p < 0.05), 결과들은 평균±표

준편차로 표시하였다. 

결 과 

1. 커큐민에 의한 TREK 통로 활성 감소

커큐민이 TREK 통로의 활성을 조절하는지를 확인하고자 

TREK-1 통로가 과발현된 HEK-293 세포에서 whole-cell 전

류를 기록하였다. TREK-1 통로에 커큐민(10 µM)을 처리하

였을 때 TREK-1 전류는 대조군(커큐민을 처리하지 않은 상

태에서 HEK-293 세포에서 발현되는 TREK-1 통로의 전류)

에 비해 55±8.6% 감소하였는데(Fig. 1A and Fig. 1C), 커큐민

에 의한 전류의 감소는 커큐민 제거에 의해 다시 회복되었다

(Fig. 1B). 그리고 커큐민의 농도가 증가함(1, 10, 100 µM)에 

따라 TREK-1 통로의 활성이 농도-의존적으로 감소하였다

(Fig. 1C). 

2. 한우 정자에서 TREK-1 통로 발현

TREK-1 통로의 발현을 확인하기 위하여 RT-PCR 및 면역

화학 염색을 실시하였다. GAPDH 발현량과 비교하여 분석한 

결과 TREK-1 mRNA 발현량은 난소에 비해 정자에서 낮게 

발현하였다(Fig. 2A). 면역화학 염색은 TREK-1 단백질이 한

우 정자에서 발현함을 확인하였다(Fig. 2B).

3. 정자의 생존성 및 전진성 운동에 있어서 TREK-1 조절제의 

효과

정자의 생존성과 전진성 운동에 있어서 TREK-1 통로의 차

단제 및 활성제의 효과를 확인하기 위하여 TREK-1 통로 차

단제로 알려진 커큐민, 스파딘, 플루옥세틴, 가돌리늄과 활성

제로 알려진 우고닌, 리놀레산을 여러 농도(1, 10, 30 µM)로 

준비하여 1시간 또는 4시간 동안 정자 배양액에 처리하였다. 

수세 후 Calcein과 PI로 염색하여 정자 생존율을 조사하였다. 
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Fig. 2. Expression of TREK-1 channel in bovine sperm. (A) TREK-1
mRNA expression in sperm and ovary. (B) Immunocytochemical
analysis of TREK-1. Fluorescent images labeled with channel-specific
antibodies and FITC (fluorescence isothiocyanate)-conjugated
anti-rabbit IgG. Negative control was produced by omission of primary 
antibody. Scale bar represents 30 μm.

Fig. 3. Effect of TREK-1 modulators on sperm viability and progressive motility. (A) Live and dead staining of bovine sperm with Carcein
and PI. The sperm was cultured in vitro for 1 h and 4 h. Green (Carcein-signal) and red (PI-signal) show live and dead sperm, respectively.
Scale bar represents 60 μm. (B) Summary of sperm viability and progressive motility. The rate was normalized to each corresponding
control. Data represent the mean±SD of three repeated experiments. *p < 0.05 compared o the control. 

Fig. 3A는 약물 처리 없이 시간에 따른 정자의 생존력 감소를 

보여주는데, 녹색(carcein)은 살아있는 정자를 빨간색(PI)은 죽

은 정자를 보여준다. 시간이 경과함에 따라 죽은 정자의 수가 

증가하였다. TREK-1 통로 차단제를 4시간 동안 처리한 후 정

자의 생존력을 분석한 결과, TREK-1 통로 차단제의 농도

(1, 10, 30 µM)가 증가함에 따라 정자의 생존률이 유의적으로 

감소하였다. 커큐민, 스파딘, 플루옥세틴, 가돌리늄 30 µM을 

처리하였을 때, 생존률은 각각 15±13, 55.7±10, 11.3±10, 

66.2±8%를 보였고(Fig. 3B), 전진성 운동을 보이는 정자 역시 

각각의 대조군에 비해 TREK-1 통로 차단제(1, 10, 30 µM)를 

1시간 동안 처리 시 농도 의존적으로 감소하였다. 커큐민, 스

파딘, 플루옥세틴, 가돌리늄 30 µM을 처리 시 전진성 운동을 

보이는 정자의 수는 유의적으로 감소하였는데, 운동성을 보이

는 정자의 비율은 각각의 처리군에서 50±4, 60±10, 49±6, 

10±2%를 보였다(Fig. 3B). 그러나 TREK-1 통로 활성제로 본 

연구에서 사용한 우고닌과 리놀레산은 다른 효과를 보였는데, 

우고닌 30 µM은 대조군에 비해 유의한 차이를 보이지 않았

으나, 리놀레산 30 µM은 유의적으로 정자의 생존성과 전진 

운동성을 각각 18.2±5.6, 24.8±7.1% 증가시켰다. 
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고 찰

정자의 생존성과 전진성 운동에 있어서 TREK-1 통로 조절

제의 효과를 분석하였는데, TREK-1 통로 차단제는 정자의 생

존성과 전진성 운동을 보이는 정자의 수를 감소시켰으나 본 

연구에 사용된 TREK-1 통로 활성제인 우고닌과 리놀레산은 

다른 효과를 보였다. 리놀레산은 생존성 및 운동성을 증가시

켜 연구의 가설을 충족시켰으나, 우고닌은 정자의 생존성과 

운동성에 영향을 주지 않은 것으로 확인되었다. 본 연구의 결

과에서, TREK-1 통로 차단제에 의한 정자의 생존성 및 운동

성 감소는 TREK-1 통로가 정자의 생존성 및 운동성에 관여

함을 주장할 수 있으나 활성제의 일관되지 않은 결과는 추가 

연구가 필요할 것으로 사료된다. 그러나 여러 종류의 TREK-1 

통로 차단제가 일관되게 농도-의존적으로 정자의 생존성 및 

운동성을 감소시키므로 한우 정자의 생존성 및 운동성에 있

어서 TREK-1 통로가 관여함을 보고한다. 

본 연구에 사용된 TREK-1 통로 조절제는 TREK-1 통로의 

조절뿐만 아니라 세포내 다양한 신호에 의해 조절 받고, 여러 

분자들을 조절한다. 예를 들어, 커큐민은 TREK-1 통로를 차단

하여 활성을 감소시키고, 세포에 항산화효과(Kumar와 Singh, 

2015; Kumar 등, 2016; Tejada 등, 2016)를 나타내어 정상세포 

증식효과 및 암세포 사멸효과(Lim 등, 2016; Park 등, 2016)를 

보이기도 한다. 이와 같이 대부분의 물질은 단 하나의 특정 효

과를 나타내지는 않는다. 리놀레산은 소 TREK-1 통로의 활성

을 촉진시킨다(Danthi 등, 2003). TREK-1 통로와 같은 칼륨통

로의 활성은 세포의 막전위를 재분극 또는 과분극시키고, 세포

의 용적을 일정하게 유지하면서 세포에 보호효과를 나타낼 수 

있다. 그러나 TREK-1 통로를 활성화 시키는 물질로 확인된 우

고닌(Kim 등, 2011)은 정자의 생존성 및 운동성에 영향을 주지 

않았는데, 우고닌은 황금추출물로 항염증, 항암 효과가 있어 

염증 질환 및 암에서 보호 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다

(Chen 등, 2008; Wu 등, 2016). 산화스트레스 또는 염증 반응이 

일어났을 때는 우고닌이 효과를 보이지만, 정상 세포에서는 어

떤 효과도 나타내지 않는다. 본 연구에 사용된 정자는 swim-up

에 의해 운동성이 있는 정자만을 수집하였으므로 정상 정자로 

분류하는 것이 적합하다. 우고닌이 만약 TREK-1 통로를 활성

화시켜 그 효과를 나타낸다면 한우 정자는 TREK-1 통로를 발

현하므로 그 효과는 분명 나타나야할 것으로 생각된다. 그러나 

우고닌이 정자의 생존성과 운동성에 효과를 보이지 않는 것으

로 보아 TREK-1 활성 효과 보다는 우고닌의 다른 효과(활성산

소 및 독성)가 정자에 영향을 미쳤을 것으로 생각된다(Liu 등, 

2016). 

TREK-1 통로의 역할을 정확히 분석하기 위해서는 TREK-1 

유전자 결손 생쥐로부터 정자를 확보하던지 TREK-1 유전자가 

조작된 정자를 이용하여 생존성 및 운동성 분석이 필요하다고 

생각된다. 그리고 TREK-1 통로만을 조절할 수 있는 특정 조절

제의 개발도 TREK-1 통로의 역할 규명에 필요하다고 사료된

다. 이상의 결과를 종합하여, 고농도 커큐민은 TREK-1 통로를 

차단하여 막전위 및 세포용적 변화를 유도하였으며, 그 변화는 

한우 정자의 생존성 및 운동성의 감소를 초래하였을 것으로 

생각된다.

결 론

본 연구는 고농도 커큐민에 의한 정자의 생존성 및 운동성 

감소 기전에 TREK-1 통로가 관여하는지를 확인하고자 하였

는데, 커큐민은 TREK-1 통로 활성을 농도-의존적으로 감소시

켰다. TREK-1 통로는 한우 정자에서 발현하였고, TREK-1 통

로 차단제(커큐민, 플루옥세틴, 가돌리늄, 스파딘)는 정자의 

생존성과 운동성을 감소시켰다. 그러나 TREK-1 통로의 활성

제는 약물에 따라 다른 효과를 나타내었는데, 리놀레산은 정

자의 생존성과 운동성을 증가시켰고, 우고닌은 영향을 주지 

않았다. 이상의 결과는 정자의 생존성과 운동성 조절에 

TREK-1 통로가 관여함을 알 수 있다. 특히, 고농도 커큐민은 

TREK-1 통로를 차단하여 정자의 생존성과 운동성을 저하시

키는 것으로 생각된다. 
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