
서     론

어류의 정자를 동결보존하는 기술은 어미의 산란·방정 시

기가 일치하지 않거나 (Rideout et al., 2003), 정액을 확보하

기 어렵거나 정액양이 적을 때 발생하는 문제를 해결할 수 있

다 (Suquet et al., 1994; Clearwater and Crim, 1995; Ohta and 
Izawa, 1996). 또한 정액을 확보하기 위한 친어관리나 산란주

기 조절 등에 소요되는 비용을 절약할 수 있고 수송이 간편

하며, 유전적 자원을 보존할 수 있다는 장점이 있다 (Suquet et 
al., 2000). 

어류 정자의 성공적인 동결보존을 위해서는 먼저 적합한 희

석액 및 동해방지제 (Cryoprotectant)를 선택하여 동결에 의한 

피해를 최소화해야 한다. 희석액은 동결보존 과정에서 희석 

후에도 정자가 운동하지 않도록 하여 운동에 필요한 에너지의 

소비를 효과적으로 억제시켜야 한다 (Ohta and Izawa, 1996). 
동해방지제는 세포막을 통과할 수 있는 능력에 따라 침투성과 

비침투성으로 분류될 수 있으며, 침투성 동해방지제로는 주

로 dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene glycol (EG), glycerol, 
methanol 및 propylene glycol (PG) 등이 해산어류 정자의 동

결보존에 사용되고 있다 (Suquet et al., 2000). 동결보존에 사용

되는 동해방지제는 친수성이어야 하고 원형질막에 대한 투과

성이 높아야 하며, 독성은 낮아야 한다 (Leung and Jamieson, 
1991). 이러한 동해방지제는 동결보존하려는 대상종에 따라 

각기 다른 동결효과를 나타내기 때문에 동결보존하려는 종

에 알맞은 동해방지제를 선택해야 하며, 성공적인 동결보존은 

동해방지제와 정자 세포막의 인지질과의 상호작용에 의한 빠

른 침투에 의해 이루어 질 수 있다고 보고된 바 있다 (Ogier de 
Baulny et al., 1996).

대구 (Gadus macrocephalus)는 대구목 (Gadiformes) 대구과 

(Gadidae)에 속하는 어류로 우리나라 서해 북부와 동해, 북쪽

으로는 오호츠크해, 베링해, 북동 태평양쪽으로는 알라스카만

을 따라 남쪽으로 북미 캘리포니아 연안까지 광범위한 해역에 

분포하는 냉수성어종이다 (Westrheim, 1996). 우리나라 대구 

어업생산량은 7,511톤, 수입량은 21,522톤 (2018년 기준)으로 

(KOSIS, 2019), 국내에서 다양한 형태로 소비되고 있으며 상

업적으로 중요한 어종이다 (Lee et al., 2005; Kim et al., 2007). 
그러나 대구의 생물학적 연구는 성숙, 산란, 부화 및 자어 성
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ABSTRACT	 An experiment was performed to obtain cryopreservation techniques of Pacific cod 
Gadus macrocephalus sperm. Milt were cryopreservation using five cryoprotectant demethyl sulfoxide 

(DMSO), ethylene glycol (EG), glycerol, methanol and propylene glycol (PG) with marine fish ringer’s 
solution (MFRS) as diluent. Milt were cryopreserved each experimental methods like cryoprotectants 

(10% and 20%), equilibration time (3, 5 and 10 min) and freezing protocols (liquid nitrogen vapor above 
3, 8 and 12 cm). Post-thaw sperm survival rate revealed the highest in 10% PG with optimum methods 
of equilibration time (3 min) and freezing protocol (liquid nitrogen vapor above 8 cm) about 21.3±1.8%. 
Hatching rate of fertilization eggs using fresh and cryopreserved sperm were no significantly different.

Key words: Pacific cod, sperm, cryopreservation, cryoprotectant
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장 등에 한정되어 있으며 (Cha et al., 2007; Lee et al., 2007), 
자원량 및 개체이동 등 자원관리를 위한 연구들만이 수행되어

져 왔다 (Hwang et al., 2012; Lee et al., 2015).
따라서 본 연구에서는 대구 정자의 동결보존 기술을 개발

하기 위해 적정 희석액 및 동해방지제의 종류와 농도, 그리고 

동결방법을 탐색하고, 이에 따른 동결보존 효과를 조사하고자 

한다. 

재료 및 방법

대구의 정액 채취를 위하여 2015년 1~2월에 창원시 연근

해에서 어획된 대구 수컷 (평균전장 66.5±0.5 cm, 평균체중 

3,112.8±92.7 g) 12마리를 구입하여 국립수산과학원 내 실험

실로 옮겼다. 정액 채취 시 복부를 부드럽게 압박하여 채정하

였으며, 배설물 등 이물질이 포함되지 않도록 하였다.

1. 희석액

대구 정자의 동결보존을 위해 희석액으로 marine fish 
Ringer’s solution (MFRS)을 제조하여 사용하였으며 그 조성

은 다음과 같다; 0.6 g/L KCl, 13.5 g/L NaCl, 0.35 g/L CaCl2, 
0.02 g/L MgCl2, 0.03 g/L NaHCO3; pH 7.7, Osmolality 444 

mmol/kg.

2. 동해방지제 및 냉동방법

동해방지제는 DMSO, EG, glycerol, methanol 및 PG를 사용

하였으며, 각 동해방지제에서 10% 및 20%의 농도를 실험구로 

설정하였다. 희석비율은 3 : 1 (희석액+동해방지제 : 정액)으로 

하였으며, 각 동해방지제 농도별로 혼합 후에 평형시간은 각

각 3, 5 및 10분으로 설정하였다. 혼합액을 0.5 mL 용량의 정액 

동결보존용 스트로 (straw)에 넣고 봉입 후, 액체질소 표면으로

부터 각각 3, 8 및 12 cm 위에서 1차 동결한 후, -196℃ 액체

질소에 보관하였다. 각 동해방지제 종류, 농도, 평형시간, 1차 

동결 방법에 따라 총 90개 실험구를 설정하였으며, 각 실험구

별 냉동방법에 따라 스트로는 5개씩 동결하였다 (Fig. 1). 동결

보존한 정액이 담긴 스트로를 36℃ 증류수에 넣어 빠르게 해

동시킨 후 정자의 활성을 조사하였다.

3. 정자 운동성 평가

정자의 운동성을 평가하기 위하여 보존 정액을 인공해수 

(0.7 g/L KCl, 27.0 g/L NaCl, 1.2 g/L CaCl2, 4.6 g/L MgCl2, 0.5 

g/L NaHCO3, 1 L DW; pH 7.42, Osmolality 940 mmol/kg)에서 

100배 희석하여 정자운동성 관찰용 slide glass (Teflon Printed 
Glass Slide; 21 wells; diameter of each well, 4 mm; Funakoshi 
Co., Japan) 위에 4 μL씩 분주하여 cover slide 없이 광학현미

경 (Axioskop 2 plus: Carl Zeiss, Jena, Germany)으로 운동성

을 관찰하였다. 정자의 운동성은 Table 1의 운동지수에 따라 

점수를 부여하고, 각각의 운동점수와 운동정자의 비율에 따

라 Strüssmann et al. (1994)의 방법을 변형하여 정자활성지수 

(sperm activity index, SAI)로 나타내었다.

4. 동결정자의 수정능력

동결보존이 정자의 수정 능력에 영향을 미치는지 조사하기 

위해 경상남도 진해시 연근해에서 어획된 대구 암컷으로부터 

복부압박법으로 미수정란을 얻었다. 수컷으로부터 채정한 신

Fig. 1. Various freezing methods of sperm cryopreservation of Pacific Cod Gadus macrocephalus in this experiment (90 experimental groups). 
DMSO: demethyl sulfoxide, EG: ethylene glycol, PG: propylene glycol, LN: liquid nitrogen.

Table 1. Numerical index for the evaluation of sperm activity index 

(SAI)

Index Score Motility Characteristics

I 3 Sperm display forward movement rapidly
II 2 Sperm display forward movement slowly
III 1 Sperm display forward movement moderately
IV 0 Immobile sperm
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선한 정액와 생존율이 가장 높았던 실험방법으로 동결보존되

어 있던 정액을 해동하여 각각 건식법으로 인공수정시켰으며, 
여과해수로 세란 후에 1 L 비이커에 수정란을 수용 후 부화율

을 조사하였다. 수온은 8℃로 유지하였으며, 하루에 30%씩 

8℃ 여과해수로 환수하였다.
모든 실험은 3반복으로 실시하였으며, 실험결과의 자료값은 

평균±표준오차로 나타내었다. 유의차는 SPSS 통계프로그램 

(ver. 18.0)을 사용하여 Independent samples t-test와 one-way 
ANOVA 및 Duncan’s multiple range test로 유의성을 검정하였

다 (P<0.05).

결     과

동해방지제 종류 (DMSO, EG, glycerol, methanol, PG) 및 농

도별 (10%, 20%)로 90가지 조합에 따라 대구 정자를 동결하

였을 때, 생존율 및 운동성을 조사한 결과를 Table 2에 나타내

었다. 동해방지제로 DMSO, EG, glycerol을 사용하였을 때, 정
자의 생존율은 0%로 나타났다. Methanol의 경우 10%에서 3
분간 침지시킨 후 액체질소 표면 8 cm 위에서 1차 동결한 결

과, 정자 생존율은 9.7±1.2%, 정자활성지수 1.2±0.2를 나타

내었다. 하지만 Methanol을 동해방지제로 사용하여 평형시

간 및 동결방법을 다르게 한 실험구에서는 생존율이 0%로 나

타났다. PG 10%를 동해방지제로 적용하여 3분간 침지시킨 

후 액체질소 표면 8 cm 위에서 1차 동결한 결과, 정자 생존율 

21.3±1.8%, 정자활성지수 1.8±0.2로 다른 실험구와 비교하

여 가장 높은 생존율 및 활성을 나타내었다. 하지만 동해방지

제로 PG를 사용하고 평형시간 및 동결방법을 다르게 한 실험

구에서는 생존율이 0%로 나타났다. 해동 후 정자가 생존율을 

보인 동결방법 (평형시간 3분, 액체질소 표면 8 cm 위 1차 동

결)에서 각 동해방지제별 정자 생존율 및 정자활성지수는 Fig. 
2에 나타내었다.

신선한 정자와 동결보존되어 있던 정자의 수정률은 각각 

6.55±1.57%, 4.17±0.30%로 나타나 유의한 차이는 아니지만 

신선한 정자의 수정률이 높게 나타났다. 8℃에서 부화까지 소

요된 시간은 약 12일이었다.

고     찰

동해방지제는 정자의 동결보존 시 가장 중요한 요소로 세

포 내 삼투질농도를 조절하고 빙결정 형성을 완화하는 역할을 

한다 (Jamieson and Leung, 1991). 동해방지제의 이러한 역할

이 중요한 이유는 정자가 동결과 해동과정 중 많은 손상을 입

을 수 있기 때문에 이를 방지하기 위해서이다 (Lim et al., 2007). 
동해방지제는 중성으로 친수성이어야 하며, 정자의 세포막

Table 2. Effects of various freezing methods on survival rate (%) and sperm activity index (SAI) of post-thawed sperm of Pacific Cod, Gadus 
macrocephalus

Treatment Freezing method Survival rate (%) SAI

1~54

- Extender: MFRS
- Cryoprotectant: DMSO, EG and Glycerol (10 and 20%)
- Equilibration time: 3, 5 and 10 min
- Exposure 3, 8 and 12 cm above LN surface for 3 min 

0 0

55

- Extender: MFRS
- Cryoprotectant: Methanol 10%
- Equilibration time: 3 min
- Exposure 8 cm above LN surface for 3 min 

9.7±1.2 1.2±0.2

56~72

- Extender: MFRS
- Cryoprotectant: Methanol (10 and 20%)
- Equilibration time: 3, 5 and 10 min
- Exposure 3, 8 and 12 cm above LN surface for 3 min 
- Except treatment 61

0 0

73

- Extender: MFRS
- Cryoprotectant: PG 10%
- Equilibration time: 3 min
- Exposure 8 cm above LN surface for 3 min 

21.3±1.8 1.8±0.2

74~90

- Extender: MFRS
- Cryoprotectant: PG (10 and 20%)
- Equilibration time: 3, 5 and 10 min
- Exposure 3, 8 and 12 cm above LN surface for 3 min 
- Except treatment 73

0 0

MFRS: marine fish Ringer’s solution, DMSO: demethyl sulfoxide, EG: ethylene glycol, PG: propylene glycol, LN: liquid nitrogen.
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에 대한 투과성이 높아야 하며, 정자에 대한 독성도 적어야 한

다 (Kuwano and Saga, 2000). 일반적으로 많이 이용되고 있는 

DMSO, EG, glycerol, methanol 및 PG 등의 동해방지제들은 다

양한 어종들의 정자 동결보존에서 동일한 효과를 보이지 않으

며, 가장 높은 생존율을 나타내는 동해방지제가 다르게 나타나

고 있다 (Suquet et al., 2000; Jeong et al., 2014). 이러한 이유

는 동해방지제가 어종별로 종 특이성을 나타내기 때문에, 모든 

어류에 적용될 수 있는 단일한 동해방지제가 없기 때문인 것으

로 판단된다 (Lim et al., 2007). 본 연구에서는 평형시간을 3분

으로 설정하고 액체질소 표면 8 cm 위에서 1차 동결하였을 때, 
PG 10%와 methanol 10%에서는 생존율을 보였으나, 이를 제외

한 다른 동해방지제 및 농도로 동결한 결과에서는 생존율을 보

인 실험구가 없었다. 강도다리 (Platichthys stellatus) (Lim et al., 
2007), 감성돔 (Acanthopagrus schlegeli) (Jeong et al., 2012), 
문치가자미 (Pleuronectes yokohamae), 찰가자미 (Microstomus 
achne), 참가자미 (Pleuronectes herzensteini) (Saitoh, 1996) 
등 많은 어류 정자 동결보존에서 DMSO가 적정 동해방지제

로서 보고된 바 있지만, 본 연구결과는 DMSO를 비롯한 EG, 
glycerol이 동결보존 과정에 있어서 대구 정자에 동해방지제로

서의 역할보다 독성물질로서 작용한 것으로 판단된다. 본 연구

에서 PG가 해동 후에 가장 높은 정자 생존율과 운동성을 보여 

대구의 적정 동해방지제로 판단할 수 있었다. 또한 같은 대구과 

(Gadidae)에 속하는 Atlantic cod Gadus morhua의 정자 동결

보존에서도 PG가 가장 높은 정자 생존율을 보여 적정 동해방지

제로 보고된 바 있다 (Butts et al., 2010). Lim et al. (2008)은 어

종별 적정 동해방지제는 동일한 종이라 할지라도 동해방지제와 

희석액의 조합에 따라 달라질 수 있다고 하였다. 본 연구에서도 

동해방지제로 PG를 사용하여 10%와 20%로 농도를 달리하였

을 때, PG 10%에서만 생존율을 나타내었다. 따라서 대구의 종 

특이적인 동해방지제가 PG 10%인 것으로 판단할 수 있었다. 
성공적인 정자 동결보존을 위해서는 적정 희석액이나 동해방

지제를 탐색하는 것도 중요하지만, 최적 동결방법을 구명하는 

것도 중요하다 (Butts et al., 2010). Atlantic cod의 경우 액체질

소를 스티로폼 박스에 넣고 액체질소 표면 위에서 1차 동결한 

후에 액체질소에 보관하는 방법이 알려져 있다 (Rideout et al., 
2004; Marschhäuser, 2007). 또한 프로그램동결기를 이용하여 

-5℃/min의 속도로 -150℃까지 1차 동결한 후 액체질소에 

보관한 결과도 보고된 바 있다 (Degraaf and Berlinsky, 2004). 
하지만 -5℃/min보다 더 느리게 -1℃/min으로 동결하게 되

면 해동 후 정자 생존율이 낮아진다고 보고된 바 있다 (Mounib 
et al., 1968). 본 연구에서는 액체질소 표면 3 cm와 12 cm 위에

서는 생존한 정자가 관찰되지 않았지만, 8 cm에서 1차 동결한 

결과에서 정자가 생존율을 나타내었다. -196℃인 액체질소 표

면 위에서 높이 차이는 동결의 속도를 결정하게 된다. 이러한 액

체질소 표면 위에서의 냉각은 분당 냉각속도를 설정할 수 있는 

프로그램동결기를 사용하는 것보다 동결방법이 항상 정확하지 

않을 수 있다 (Babiak et al., 1999). 하지만 동결보존을 하는 장

소가 프로그램동결기를 이용할 수 없는 장소에서 정자 동결보

존을 해야 할 경우가 있기 때문에 액체질소 증기를 이용한 동

결방법이 규명될 필요성이 있다. 양태 (Platycephalus indicus)
의 경우 액체질소 표면 2 cm 위에서 동결하였을 때 정자의 운

동성 및 생존율이 가장 높게 나타난다고 보고된 바 있다 (Kim 
et al., 2011). 본 연구에서는 액체질소 표면 8 cm 위에서 1차 냉

각하였을 때 가장 높은 생존율을 보였다. 이 결과는 대구 정자

를 two-step으로 동결보존 하는 데 있어서 양태와 비교하여 완

만한 동결속도를 요구하는 것으로 판단할 수 있으며, 이러한 동

결방법의 차이는 종 특이적인 특성으로 판단된다. 이러한 종 특

이적인 동결속도의 차이는 바라문디 Late calcarifer -31℃/
min (Leung, 1987), 넙치 (Paralichthys olivaceus) -8℃/min 

(Tabata and Mizuta, 1997), 농어 (Dicentrarchus labrax) -10℃/
min (Villani and Catena, 1991), 터봇 (Scophthalmus maximus) 
-99℃/min (Dreanno et al., 1997) 등 많은 어종에서도 보고된 

바 있다.
대구 수정란은 수온 8℃에서 부화에 도달하기까지 약 12

일이 소요되었다. 이 결과는 Buslov et al. (2010)의 결과와도 

일치하였다. 또한 대구 수정란의 부화가 가능한 수온 범위는 

Fig. 2. Effects of cryoprotectant (10%) on survival rate (%) and 
sperm activity index (SAI) of post-thawed sperm of Pacific cod 
Gadus macrocephalus. DMSO: demethyl sulfoxide, EG: ethylene 
glycol, PG: propylene glycol. Different letters indicate significantly 
difference (P<0.05).
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2~12℃로, 12℃ 이상의 수온에서는 수정란이 발생과정 동안 

폐사하고, 2℃ 이하의 수온에서는 발생이 진행되지 않는다고 

알려져 있다 (Buslov et al., 2010). 또한 Lee et al. (2007)에 의

하면 7℃에서 65%로 가장 높은 부화율을 보였다고 보고된 바 

있어, 실험수온이 대구의 부화에 부정적인 영향을 주지는 않

은 것으로 판단된다. 하지만 본 실험에서 대구 수정란의 부화

율은 신선한 정자와 동결보존한 정자를 사용한 결과 모두 낮

게 나타났다. 이것은 수정란을 수집하는 데 있어서 어획되면

서 폐사한 대구를 사용하여 미수정란의 난질에 부정적인 영향

을 준 것으로 판단된다. 신선한 정자와 동결보존한 정자로 수

정시킨 수정란의 부화 소요시간은 차이를 보이지 않았다. 또
한 부화율도 신선한 정자와 동결보존한 정자 간에 유의한 차

이를 나타내지 않았다. 이것은 동결보존하여 액체질소에 보관

한 대구 정자가 수정란의 부화율에는 영향을 미치지 않는 것

으로 판단할 수 있다.

요     약

본 연구는 대구 (Gadus macrocephalus) 정자의 동결보존 기

술을 개발하기 위해 적정 동해방지제 및 동결보존 방법을 탐

색하고, 동결보존된 정자를 해동하여 효과를 조사하고자 한다. 
동결보존에 사용된 동해방지제는 demethyl sulfoxide (DMSO), 
ethylene glycol (EG), glycerol, methanol 및 propylene glycol 

(PG)였으며, marine fish ringer’s solution (MFRS)를 희석액으

로 사용하였다. 적정 동결보존 방법을 탐색하기 위하여 동해

방지제 농도별 (10%, 20%), 평형시간 (3분, 5분, 10분), 1차 동

결 (액체 질소 표면 위 3, 8, 12 cm)별로 총 90개 실험구를 설정

하였다. 해동 후 가장 높은 정자 생존율을 보인 실험구는 PG 
10%, 평형시간 3분, 1차동결 8 cm 방법으로 21.3±1.8%의 생

존율을 보였다. 신선한 정자와 해동한 정자를 사용하여 인공

수정시킨 수정란의 부화율에서 유의한 차이는 없었다.
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