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동결보존액에 울금에서 추출한 Curcumin의 첨가가 정자의 운동성과

활성산소 생성에 미치는 영향
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ABSTRACT

In this experiment, we determined the effect of curcumin supplementation in freezing buffer for miniature pig sperm 

cryopreservation. Each ejaculate was diluted with modified Modena B extender and mixed with lactose-egg yolk (LEY 

extender, 80% v/v lactose solution [310 mM], 20% v/v egg yolk, and100 μg/mL kanamycin sulfate) and LEY-glycerol 

Orvus ES Paste (LEYGO, 89.5% v/v LEY, 5% v/v glycerol, 1.5% v/v Orvus ES Paste), 100 mM trehalose 

supplemented with 0, 10, 50, 100, and 500 μM of curcumin from turmeric, respectively. Following equilibration, the 

0.5 mL French straws were frozen and plunged into LN2 tank for 7 days at least. Sperm parameter and oxidative 

byproducts were determined by the computer assisted sperm motility analysis (CASA) and fluorescence-activated cell 

sorting (FACS) as compared with each groups.Supplementation of curcumin had no effect on sperm motility, progressive 
motility and curvilinear velocity. However, average-path velocity and straight-line velocity were significantly higher in 10 
μM curcumin group (100.9±8.8 μm/s, 61.7±2.9 μm/s, respectively) than control group (77.8±3.9 μm/s, 46.4±3.0 μm/s, 
respectively) (p < 0.05). In addition, the level of the O2 radical and H2O2 were comparatively decreased in curcumin 
groups by evaluation of ethidium and DCF fluorescence. According to the results, curcumin can improve sperm kinetic 
variables and alleviate ROS induced cryoinjury to pig sperm.
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서 론

돼지 정자의 동결보존법은 우수혈통의 보급과 유전자원의 

확보란 측면에서 매우 유용한 방법으로 알려져 있다. 생명공

학 산업 중 이종장기 이식용 미니돼지의 대량생산을 위한 인

공수정 방법은 성공적 동결정액의 생산, 자궁 심부 내 수정기

법 (DIUI, deep intr-uterine insemination) 등 여러 가지 방법으

로 시도되고 있는 실정이다. 하지만, 대부분의 미니돼지는 자

연교미를 통해 생산되어 종모축의 확보와 산자 생산에 어려

움을 겪고 있으며, 우량 종모축을 이용하여 생산성 증가하기

위해 액상정액을 이용한 인공수정이 이용되고 있으나 단기간 

보존되는 한계가 있다. 

돼지정액은 다른 축종에 비하여 정자의 세포막에 불포화 

지방산이 높은 비율로 포함되어 정자 세포막의 지질 산화가 

일어나기 쉬우며, 정자의 운동성과 생존성을 급격히 감소시키

는 것으로 보고되어 있다 (Alvarez 와 Storey, 1992). 동결보존

방법이 채취한 정액의 체외보존 한계성을 보완하지만 급격한 

온도변화 시 저온충격으로 세포막의 손상, DNA 손상 그리고

효소 활성의 이상을 초래한다 (Kaneko 등, 2006; Fraser 와

Strzezek, 2007; Rosato와 Iaffaldano, 2013). 또한, 급격한 온도

변화에 의해 발생되는 활성산소 (reactive oxygen species, 

ROS)의 증가로 동결 융해 후 정자의 운동성, 생존성, 수정능

력 및 정자의 기능을 저하 시킨다 (Aitken 등, 2012).

최근에는 다양한 항산화제를 첨가한 동결보존액을 이용하
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는 동결방법이 개발되고 있다 (Amidi 등, 2016). 항산화제는 

정자의 산화 물질을 제거하고, 정자의 세포막에 지질 산화를 

억제하여 정자의 형태와 기능을 유지할 수 있도록 한다 

(Mortazavi 등, 2014). 이 중 Curcumin (C21H20O6, MW368.38)

은 생강과 식물인 강황이나 울금에서 추출한 성분으로 항산

화 물질, 항염증. 항암제, 항바이러스제로 많이 이용된다 

(Duvoix 등, 2005). 또한 산화에 의한 DNA 손상을 억제하며, 

free-radical소거능력이 뛰어나다 (Joe 등, 2004). 그리고 산화 

스트레스에 노출된 소 정자도 curcumin의 항산화 효과로 정

자손상을 막을 수 있다는 연구도 보고된 바 있다 (Tvrda 등, 

2016).

따라서 본 연구에서는 미니돼지 정자의 동결보존액 제조 시 

항산화제로서 curcumin 의 첨가가 융해 후 정자의 생존성과 

산화물질의 생성에 미치는 영향에 대하여 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

1. 사용 시약

Equex STM (Nova Chemical Sales, Inc. Scituate, MA, 

USA)을 제외하고, Sigma-Aldrich Chemical company (St. 

Louis, MO, USA)에서 구매하였다.

2. 정액의 채취

본 실험에 이용한 정액은 10세 PWG미니돼지를 음경 수압

하여 주 1회 채취하였다. 정장액을 걸러낸 정액은 기본 희석

제로 1:1 비율로 희석한 뒤, 17℃로 보관 운반하였다. 실험실

로 운반된 정액은 정자분석장비 (CASA, Hamilton Thorne, 

Inc., HTM-HELOS, Beverly, MA, USA)를 이용하여 정자의 

운동성은 80% 이상과 전진성 운동 70% 이상의 정액만을 선

별하여 본 실험에 사용하였다.

3. 희석제와 동결보존액

기본 희석제인 modified Modena B (mMB: 6 g glucose, 0.45 g 

EDTA, 1.38 g sodium citrate, 0.2 g sodium bicarbonate, 1 g 

Tris base, 0.5 g citric acid, 0.01 g cysteine, 0.8 g BSA and 

0.06 g kanamycin sulfate; pH 7) 를 사용하였으며, 1차 동결액 

lactose-egg yolk (LEY extender: 80% v/v lactose solution [310 

mM] and 20% v/v egg yolk, 100 μg/mL kanamycin sulfate)와 

2차 동결액 LEY-glyserol-Orvus-ES-Paste (LEYGO: 89.5% v/v 

LEY; 5% v/v glycerol; 1.5% v/v OrvusESPate [OEP]; 100 mM 

trehalose; and 0, 10, 50, 100, 500 μM of curcumin)을 사용하였

다. Curcumin은 분리, 정제 및 추출은 기존의 논문 방식을 따랐

다 (Lee 등, 2014).

4. 돼지 정자 동결보존

우선 1차 희석된 미니돼지 정액은 다시 mMB 용액에 1:3비

율로 희석하여 하였고, 24℃로 준비된 원심분리기를 이용하여 

400 × g로 10분간 원심분리 하였다. 부유물의 양에 따라  mMB

희석액으로 많게는4~5회까지 세정하였으며, 세정 후 정자 수가 

1×109/mL이 되도록 정자를 LEY용액에 희석하였다. 정자-LEY

용액은 얼음물에서 점차적으로 온도를 낮추어 4℃가 되도록 

냉각시켰다. 그리고 curcumin 을 0, 10, 50, 100, 500 μM의 농도

로 각각 첨가한 LEYGO와 1:1 비율로 혼합하였다. 정자

-LEYGO혼합용액을 0.5 mL 정자 straw (FHK, Fujihira Industry 

Co., Japan)에 넣어, 액체질소로부터 약 5 cm 위에서 액체질소

의 냉기로 5분간 식빙한 후, 1시간 뒤 LN2탱크에 넣어 장기보관 

하였다. 이후 정자운동성 검사는 최소 일주일이 지난 뒤 시행하

였다.

5. 동결 돼지 정액의 융해와 정자의 운동성 검사

정자의 운동성 검사는 CASA로 측정하였다. 해동을 위해 동

결보존된 정자straw는 50℃ 항온수조에 담가 10초동안 급속 융

해 후, 15 mL Falcon튜브로 옮겼다. 37℃로 미리 데워진 10 

mL mMB에 희석하여 13,000 rpm에서 5분간 원심분리하였다. 

이후 정자는 mMB를 첨가하여 최종 정자농도가 5×107/mL이 

되도록 희석하였다. 37℃로 예열한 Leja슬라이드(Leja Products 

BV., Nieuw Vennep, Netherlands)에 정자 희석액 2 μL를 떨어

뜨린 후 1분간 정치 후, CASA분석기를 이용해 운동성

(motility), 정자두부의 이동속도(VAP, average path velocity), 

전진성 운동 정자의 비율(progressive motility), 정자 두부의 직

선거리 이동속도(VSL, straight-line velocity), 정자 두부의 이동

에 따른 좌우 진폭 평균거리(ALH, lateral amplitude), 정자두부

의 이동경로의 이동속도(VCL, curvilinear velocity), 그리고 직

진성(LIN, linearity)를 관찰하였다. 

6. 돼지 정자 내 산화물질과 유세포 분석

동결 시 농도 별로 처리한 curcumin은 2가지 형광염색방법을 

이용하여 유세포 분석기(FACS, 500 series, Beckman, Coulter, 

Inc., FL, USA)로 사멸한 정자의 수와 정자 내 산화 물질의 양을 

측정하였다. 농도별로 Yo-Pro-1 iodide (Yo-Pro-1; Molecular 

Probes Inc.) 0.05 μM와 Hydroethidine (HE; Molrcular Probes Inc., 

Eugene, OR, USA)는 4 μM 첨가하여 25℃에서 40분 동안 반응을 

시켜 정자 내 O2 radical의 양을 측정하는데 사용하였고, Propidium 

Iodide (PI; Sigma-Aldrich) 0.75 μM와 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate (H2DCFDA;MolecularProbesInc.)은 200 μM 첨가해 3

7℃에서 10분 동안 반응시켜 정자 내 H2O2의 양을 측정하는데 

사용하였다.
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Fig. 1. Effects of curcumin supplementation in freezing buffer on miniature pig sperm motility and kinetic variables (means ± S.E.).
a,bMeans within a same group with no superscript letter in common differ (p < 0.05).
VAP (Average-path velocity), VSL (Straight-line velocity) and VCL (Curvilinear velocity).

Table 1. Mean (± S.E.) sperm motility and kinetic variables of miniature pig sperm supplemented with different concentration of curcumin 
for cryopreservation at -196℃.

Sperm

Treatment

Motility

(%)

Progressive 

motility

(%)

VAP

(μm/s)

VSL

(μm/s)

VCL

(μm/s)

Control 40.0 ± 4.2 22.0 ± 2.8 77.8 ± 3.9ab 46.4 ± 3.0a 153.3 ±  8.8

Curcumin 10μM 50.4 ± 3.5 31.7 ± 4.9 100.9 ± 8.8a 61.7 ± 2.9b 185.7 ± 12.5

Curcumin 50μM 40.0 ± 2.8 24.5 ± 3.5 95.6 ± 4.2ab 56.5 ± 4.5ab 184.2 ±  4.7

Curcumin 100μM 47.0 ± 4.2 30.5 ± 4.9 83.6 ± 4.2ab 50.4 ± 1.5a 162.1 ±  2.5

Curcumin 500μM 39.5 ± 6.4 20.5 ± 3.5 77.8 ± 4.2b 45.1 ± 3.4a 155.2 ±  2.6

p Value - - 0.0257 0.00197 -
ab Different superscripts within the same column demonstrate significant differences (p < 0.05)
- : No significant difference.

VAP (Average-path velocity), VSL (Straight-line velocity) and VCL (Curvilinear velocity).

7. 통계처리

본 실험에서 사용된 모든 자료의 통계는 R 통계 프로그램

(R Development Core Team)을 이용해 분산 분석을 실시하여 

얻었으며, 통계를 통해 얻은 자료 값의 유의차는 P<0.05이다.

결 과

1. CASA를 이용한 미니돼지 정자의 운동성 검사

돼지 정액의 동결보존액 제조 시 curcumin의 첨가가 정자

의 운동성에 미치는 영향은 Table 1과 Fig. 1에서 정자의 운동

성 (Motility)은 대조군 40.0±4.2%보다 curcumin 10 μM (50.4 

±3.5%), curcumin 100 μM (47.0±4.2%)에서 높은 운동성을 보

였다. 전진성 운동 정자의 비율 (progressive motility)은 대조

군 (22.0±2.8%)보다 curcumin 10 μM (31.7±4.9%)과 curcumin 

100 μM (30.5±4.9%)에서 높은 운동성을 보였다. 또한 정자두

부의 이동속도 (VAP, average-path velocity), 정자 두부의 직

선거리 이동속도 (VSL, straight-line velocity), 정자두부의 이

동경로의 이동속도 (VCL, curvilinear velocity)의 경우, 대조군 

(77.8±3.9 μm/s, 46.4±3.0 μm/s, 153.3±8.8 μm/s)보다 curcumin 

10 μM (100.9±8.8 μm/s, 61.7±2.9 μm/s, 185.7±12.5 μm/s)에서 

유의적으로 빠른 것으로 조사되었다 (p < 0.05).
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Sperm Treatment

Viable sperm 

with a high O2
·- 

(%)

MFI of 

ethidium/total 

sperm

MFI of

ethidium/viable 

sperm

Viable sperm

with a high 

H2O2(%)

MFI of 

DCF/total sperm

MFI of 

DCF/viable sperm

Control 45.8 ± 0.6 139.7 ± 15.2 162.5 ± 19.2 4.1 ± 0.6 74.1 ±  5.9  91.4 ±  6.0
Curcumin 10μM 43.5 ± 0.5 151.3 ± 23.4 169.0 ± 27.4 2.7 ± 0.3 66.3 ±  2.0  82.5 ±  2.1
Curcumin 50μM 43.7 ± 1.2 106.3 ±  9.2 115.9 ± 13.1 3.0 ± 0.3 69.2 ±  3.8  84.8 ±  4.2
Curcumin 100μM 45.0 ± 0.6 144.3 ± 12.5 159.6 ± 16.6 3.2 ± 0.6 87.8 ± 11.5 104.6 ± 11.1
Curcumin 500μM 45.7 ± 0.4 152.0 ±  3.5 172.4 ±  9.7 3.3 ± 0.1 68.5 ±  0.8  85.0 ±  1.4

p Value - - - - - -
 - : No significant difference.
MFI: mean fluorescence intensity.
DCF: 2’, 7’–dichlorofluorescein.

Table 2. ROS evaluation of ethidium and DCF fluorescence in frozen-thawed boar sperm of control and curcumin.

2. 유세포 분석기를 이용한 미니돼지 정자 내 산화물질 분석

Curcumin을 첨가한 돼지 정액을 Yo-Pro-1과 HE으로 염색

하여 유세포 분석기로 O2
·- 양을 확인하였다 (Table 2, Fig. 2). 

세포 내의 O2
·- 수치는 V2영역에 위치한 세포 비율로 알 수 있

다. V2영역에 있는 세포의 비율은 대조군 (45.8±1.0%), 

curcumin 10 μM (43.5±0.9%), curcumin 50 μM (43.7±2.1%), 

curcumin 100 μM (45.0±1.1%), curcumin 500 μM (45.7±0.7%)

로 curcumin을 첨가한 실험군이 전체적으로 대조군보다 낮은 

수치를 보였다.

또한 curcumin을 첨가한 돼지 정액을 PI와 H2DCFDA로 염

색하여 유세포분석기로 세포 내의 H2O2양을 확인하였다 (Fig. 

3, Table 2). H2O2가 많이 포함된 세포들은 주로 V3 영역에 위

치해 있다. V3 영역의 세포 비율은 대조군 (4.1±1.01%), 

curcumin 10 μM (2.7±0.5%), curcumin 50 μM (3.0±0.6%), 

curcumin 100 μM (3.2±1.02%), curcumin 500 μM (3.2±0.2%)

로 curcumin을 첨가한 실험군이 대조군보다 낮은 수치를 나

타냈으며, 특히 curcumin을 10 μM 첨가한 실험군이 2.7±0.5%

로 제일 낮은 수치를 보였다.

고 찰

본 연구에서는 울금에서 추출한 curcumin의 첨가가 미니돼

지 정자 동결보존에 미치는 효과를 실험하였다. 

정자는 동결 융해 과정 동안에 큰 손상을 입게 되며 정자의 

운동성을 감소시키게 된다 (Liu 등, 2004; Aisen 등, 2005). 동

결 융해 과정 동안 생성되는 활성산소에 의해 정자가 손상된

다는 것은 잘 알려져 있다 (Gadea 등, 2004; Amidi 등, 2016). 

항산화물질은 정자 세포막에 지질 산화가 발생하는 것을 막

아 정자의 대사 활성과 기능을 유지한다 (Bucak 등, 2007). 이

는 동결 융해 후 정자의 생존율을 높이고, 정자의 운동성 또

한 유지시켜 동결정액의 효용성을 높인다 (Chatterjee 와

Gagnon, 2001; Fraser 와Strzezek, 2007).

최근에는 정자의 동결 융해 후 기능을 개선시키고자 동결 

정액 제조 시 항산화제를 첨가하는 연구가 진행되고 있다 (Joe 

등, 2004; Duvoix 등, 2005; Mortazavi 등, 2014). 정자 세포막에 

산화작용을 일으키는 ROS를 완화시켜주는 항산화제로는 α

-tocopherol, taurine, hypotaurine 및 trehalose 등이 알려져 있다 

(Bucak 등, 2007). 그리고 천연 항산화물질인 curcumin이 바이

오산업 전반에서 큰 주목을 받고 있다. Curcumin 은 항암작용, 

항균작용, 및 항산화작용 등 다양한 효능을 가지고 있으며 (Leu 

와Maa, 2002), 산화에 의한 세포막 손상, DNA 손상을 억제하며 

free-radical의 생성을 억제하는 작용이 확인되었다 (Joe 등, 

2004; Duvoix 등, 2005). 

본 연구 실험에서CASA를 통한 돼지정자의 운동성 검사에 

있어서는 curcumin을 첨가한 실험군에서 대조군과 비교하여 

운동성 및 전진성이 유의적으로 (p < 0.05) 높게 나타났다 

(Table 1). 유세포 분석기를 이용해 돼지정자 내 산화물질 분

석 결과는 curcumin을 첨가한 실험군에서는 대조군과 비교하

여 O2
·- 와 H2O2 (Table 2) 수치가 낮게 나타나 curcumin이 

free-radical을 제거하는데 효과가 있다는 것을 보여준다. 

Curcumin을 첨가한 실험군에서 활성산소의 발생양상에 있

어서 H2O2의 발생이 완화되었던 결과를 보면, 돼지 정자의 동

결시 미치는 유해성에 있어서 O2
·-보다는 H2O2의 영향이 더 

주요한 것으로 보여진다. 사람의 정자에서H2O2는 정자의 운

동성과 첨체반응 그리고 세포기능을 억제한다고 하였다 

(Aitken 등, 1993; Griveau 등, 1995). 

본 실험 결과 미니돼지정자의 동결 정액 제조에 있어 항산화

제로서 curcumin을 동결보존액에 첨가하여 손상되는 정자를 

동결 융해 과정에서 보호하고 정자의 운동성, 지질산화를 방지

하여 정자의 대사 활성과 기능을 개선시켰음을 확인하였다.
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Fig. 2. Effect of ROS on O2
·- content of miniature pig sperm. Flow

cytometric 2-D dot plots of sperm labeled with Yo-Pro-1/HE
fluorescence in control and curcumin treated groups. 
V1 region represents viable sperm with a low intracellular O2 radical,
V2 region represents viable sperm with a high intracellular O2 radical
and the upper quadrants Dead and Moribund region represent dead
sperm, in the process of programmed cell death of sperm.
Yo-Pro-1/HE fluorescence – measure O2 radical of sperm, Yo-Pro-1:
FL1Log, HE: FL3 Log

Fig. 3. Effect of ROS on intracellular H2O2 radical content of miniature
pig sperm. Flow cytometric 2-D dot plots of sperm labeled with
PI/H2DCFDA fluorescence in control and curcumin treated groups.
V1 and V2 region represent viable sperm with a low intracellular 
H2O2 radical, V3 region represents viable sperm with a high 
intracellular H2O2 radical and the upper quadrants Dead region 
represents dead sperm.
PI/H2DCFDA fluorescence – measure H2O2 of sperm, PI: FL1Log,
H2DCFDA: FL3 Log
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결 론

동결보존 방법이 효율성이 높지만 급격한 온도변화와 활성

산소의 생성을 초래한다. 동결 융해과정 동안 정자는 손상을 

입게 되며 정자의 운동성을 감소시키게 된다. 최근에는 정자

의 손상을 억제하기 위해 동결보존액에 다양한 항산화제를 

첨가하는 방법이 개발되고 있다

미니돼지의 동결정액 제조 시 동결보존액에 첨가한 curcumin은 

정자의 운동성과 항산화 효과를 개선시키는 것을 알 수 있었다. 

Curcumin를 첨가한 실험군에서는 대조군에 비하여 유의적으

로 높은 운동성을 보였다. 특히, curcumin을 10 μM의 농도로 

첨가한 실험군은 정자두부의 이동속도 (VAP, average-path 

velocity)가 100.9 ± 8.8 μm/s, 정자 두부의 직선거리 이동속도 

(VSL, straight-line velocity)가 61.7±2.9 μm/s로 유의적인 차이

를 나타냈다 (p < 0.05). 또한 free-radical 소거 능력은 curcumin

을 10 μM의 농도로 첨가한 실험군에서 비교적 효율이 높게 

나타났다. 

본 연구결과는 이종장기 이식용 미니돼지의 대량생산에 이

용될 수 있는 동결정액 제조에 중요하게 이용될 것이며, 정자

의 동결 융해 후 기능 개선에 다양한 첨가제 및 항산화제를 

활용한 연구에 기초 자료를 제공할 것으로 생각된다.
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