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요 약

전 지구적으로 개체수가 감소하고 있는 양서류는 멸종 위기에 직면하고 있다. 서식지 파괴와 질병, 기후변화 및 환경 
오염으로부터 위험에 처한 양서류의 생물다양성과 지속 가능한 관리를 위해, 각 국에서는 생태정보 파악 및 번식 생태학
에 대한 활발한 연구를 진행하고 있다. 정자 동결보존은 양서류의 유전자 다양성 유지를 돕는 중요한 보조 생식 기술로 
알려져 있으며, 여러 연구를 통해 기술 개발의 상당한 진전이 보고되었다. 그러나, 크기가 큰 양서류 정자 세포의 경우 
삼투압 스트레스에 대한 높은 민감도로 인해, 종마다 최적의 동결보호제와 냉각 및 해동 속도가 다르다는 한계가 있다. 
또한, 동결보호제의 농도에 따른 독성 유발과 동결보존 후 해동된 정자 세포의 수정 성공률 및 자손의 생존율의 장기적인 
영향을 평가하는데 어려움이 있다. 본 문헌 고찰은 양서류 보존에 있어서 동결보존 기술 개발 중요성의 개요를 제공하며, 
기존 동결 보존제의 한계점에 대한 최적 보존제의 조합 탐색의 필요성을 강조한다. 해동 후 수정과 번식 성공뿐만 아니라, 
자손의 생존 및 생식 성공까지 장기적인 모니터링 평가 도입을 통해 양서류 보전 방법에 대한 기초 연구 자료로 활용될 
수 있을 것이다. 

핵심용어 :  개구리, 보조 생식 기술, 번식 생태, 양서류, 정자 동결보존

Abstract

Amphibian populations are declining globally, pushing many species to the brink of extinction. To promote 
biodiversity and sustainable management, countries are actively researching amphibian reproductive ecology. Sperm 
cryopreservation is a crucial assisted reproductive technology that aids in preserving the genetic diversity of 
amphibians. However, because amphibian sperm cells are sensitive to osmotic stress, the optimal cryopreservation 
method therefore differs from species to species. This literature review offers an overview of the significance of 
developing cryopreservation techniques for amphibian conservation and highlights the need to create optimal 
cryopreservation methods and the introduction of long-term monitoring (e.g., fertilization success and offspring 
reproduction) to advance cryopreservation technology development. This review can be used as basic research data 
for amphibian conservation methods.

Key words : anuran, amphibian, assisted reproductive technology, cryopreservation reproductive ecology 
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1. 서 론

양서류는 그들이 서식하는 생태계에서 필수적인 역할을 

하며 생물다양성 유지를 위해 그들의 생존이 중요하다 

(Beebee, 1996).  그러나 서식지 파괴, 오염, 기후 변화 및 

질병으로 많은 양서류 종들이 현재 개체 수의 감소와 멸종 

위협을 받고 있다 (Beebee et al., 2005). 전 지구적인 양서

류의 개체 수 감소는 보전 번식 프로그램 (Conservation 

Breeding Program, CBP)과 보조 생식 기술 (Assisted 

Reproductive Technology, ART)과 같이, 이들 종을 대상

으로 지속가능한 보전 전략과 노력을 증가시켰다. 대표적인 

보존 노력 중 하나는 정자 세포를 포함한 유전 물질을 보존

하는 보조 생식 기술이다 (Strand et al., 2020). 매우 낮은 

온도에서 세포를 보존하는 동결보존 (cryopreservation)은 

오랜 기간 동안 유전 물질을 보존하는 데 유용한 도구로 알

려져 있다 (Clulow et al., 2019). 특히 동결보존 기술은 유

전적 다양성을 유지하고 유전 정보의 손실을 막는 데 도움

이 되며, 유전 물질을 저장하고 운반할 수 있다는 장점이 

있어, 다양한 종의 보조 생식 기술에 사용되고 있다

그러나 양서류 정자 세포의 동결보존에는 어려움이 있다. 

양서류 정자 세포는 다른 종에 비해 민감하며, 성공적인 동

결보존 방법을 개발하는 것은 어려운 과제이다 (Poo et al., 

2019). 양서류 정자 세포는 크기가 크고 삼투압 스트레스

에 민감해 동결보존 방법 개발을 더 어렵게 만든다. 그럼에

도 불구하고, 연구자들은 양서류 정자 세포의 동결보존 방

법 개발에 상당한 진전을 이루었다 (Kouba et al., 2009). 

과정을 최적화하기 위해 동결보호제와 냉각 속도를 시험하

고, 일부 연구는 양서류 정자 세포의 성공적인 동결보존을 

보고하고 있다. 그러나 선행연구에 따르면, 각 종마다 최적

의 동결보호제 종류와 농도 조건이 다른 것으로 나타난다 

(Shishova et al., 2011; Pearl et al., 2017). 이러한 종별 

특이성을 갖는 동결보존의 한계를 극복하고, 양서류 보존을 

위한 잠재적인 응용 분야를 완전히 이해하기 위해 추가 연

구가 필요하다 (Strand et al., 2020).

이 문헌고찰에서는 양서류 종 보존을 위한 동결보존의 중

요성 개요를 제공하며, 국내외 개구리류 연구 상황, 양서류 

정자 세포의 동결보존과 관련된 문제점 및 동결보존이 양

서류 보존에 미치는 잠재적인 영향을 다뤘다. 또한 대한민

국의 다양한 개구리류 보존을 위한 동결보존 기술의 개선

과 완화에 중점을 둔 이 분야의 미래 연구 방향을 논의할 

것이다.

2. 연구 결과

2.1. 국내 양서류 연구

국내 양서류는 2021 국가생물종목록 기준 남북한 총합 2

목 7과 27종이 서식하고 있다 (Table 1). 국내에서 양서류 

연구는 분류학, 생태학, 행동, 보존, 인간활동이 그들의 개

체군에 미치는 영향 등 다양한 분야에서 진행되었다.

첫 번째로, 국내에 서식하는 양서류 종의 분포와 신종발

굴 등 여러 연구가 진행되고 있다. 대표적인 사례는, 수원

청개구리 (Dryophytes suweonensis)와 양산꼬리치레도롱

뇽 (Onychodactylus silanus)을 발견하고 이에 대한 분류 

및 생태 정보를 확보한 것이다 (Borzée et al., 2015; 

Borzée et al., 2022). 양서류의 생태학적 요구사항과 행동

을 이해하는 것은 그들의 보존에 필수적이다. 국내 서식하

는 양서류의 번식 습성, 먹이원, 서식지 선호도, 울음소리 

등에 대한 연구가 진행되었고, 이러한 연구를 통해 양서파

충류를 보호하고 보존하기 위한 전략을 개발하고 있다 

(Shannon, 1956; Borzée et al., 2020). 대표적으로, 금개

구리 (Pelophylax chosenicus)의 번식 생태학에 대한 연구

는 멸종위기야생동물의 번식 성공과 개체군 동태에 대한 

중요한 통찰력을 제공하였다 (Borzée et al., 2018, Oh et 

al., 2021). 

두 번째로는 다양한 오염물질에 노출되는 양서류를 관리

하기 위한 연구가 진행되었다. 양서류는 환경 오염물질과 

오염에 민감해 생태계 건강의 중요한 생물학적 지표가 된

Table 1. The list of anuran species in South Korea

Scientific name Common name Legal protection status
Bombina orientalis Oriental fire-bellied toad -
Bufo gargarizans Asiatic toad Prohibited from capture

Bufo raddei Mongolian toad -
Bufo stejnegeri Water toad Prohibited from capture

Dryophytes flaviventris Yellow-bellied treefrog -
Dryophytes japonica Japanese treefrog -

Dryophytes suweonensis Suwon treefrog Endangered Wild Fauna and Flora Class I
Kaloula borealis Boreal digging frog Endangered Wild Fauna and Plants Class II

Glandirana rugosa Japanese wrinkled frog -
Lithobates catesbeianus American bullfrog -
Pelophylax chosenicus Gold–spotted pond frog Endangered Wild Fauna and Flora Class II

Pelophylax nigromaculatus Black–spotted pond frog -
Rana amurensis Amur brown frog -
Rana coreana Korean brown frog Prohibited from capture

Rana dybowskii Dybowski's brown frog Prohibited from capture
Rana huanrenensis Huanren brown frog Prohibited from capture

Rana uenoi Korean large brown frog -
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다. 국내에서는 중금속, 살충제, 내분비계교란물질 등 다양

한 오염물질이 양서류 개체군에 미치는 영향을 조사했다 

(Oh et al., 2002; Park et al., 2014). 이러한 연구는 양서

류 개체군에 대한 잠재적인 위협을 파악하고, 오염 영향을 

완화하기 위한 관리 전략을 수립에 기여할 수 있을 것이다 

(Do et al., 2022). 

세 번째로, 기후변화로부터 지속가능한 양서류의 보존을 

위한 연구가 진행되었다. 기후변화는 양서류 개체군에게 중

요한 큰 영향을 끼칠 수 있다. 기후변화로 인해 양서류의 

서식지, 번식양상, 분포가 변할 수 있다. 국내에서 양서류에 

대한 기후 변화 영향에 대한 연구는 취약한 종을 식별하고 

기후변화로 인한 위협으로부터 그들을 보호하기 위한 보전 

조치를 수립하는 데 이용되고 있다 (Kim et al., 2021). 

네 번째로, 도시화 및 농업 활동에 의한 양서류의 서식지 

보전에 관한 연구가 진행되었다. 인간 활동으로 인한 서식

지 손실과 파편화는 대한민국 양서류 개체군에게 중요한 

위협요인이다. 서식지 손실과 파편화가 양서류 종에 미치는 

영향에 대한 연구는 보전이 필요한 핵심 지역을 식별하고 

서식지 복원 노력을 수립하는데 활용되고 있다 (Roh et 

al., 2014; Kim et al., 2021). 국내 양서류의 보전 및 관리

에 대한 연구는 이들 양서파충류와 그들의 서식지를 보호

하기 위한 효과적인 전략을 개발하는 것을 목표로 한다. 이

는 보호구역의 효과성, 환경규제의 역할, 포획 번식 및 재

보급 프로그램과 같은 보전 노력의 성공을 연구하는 것이 

포함되어 있다 (Lee et al., 2014).

2.2. 개구리 정자의 동결보존 국외 연구동향

1999년부터 2022년까지 개구리 동결보존에 대한 연구를 

Web of Sciences에서 검색한 결과 총 45개의 문헌자료를 

확인할 수 있었다 (Fig. 1a). 문헌 정보를 기반으로 텍스트 

마이닝 기법을 이용해 문헌자료에서 빈번히 사용된 단어를 

추출한 결과 동결보존 (cryopreservation)과 관련된 용어들

과 생식기술 (reproductive technologies)에 대한 용어가 자

주 사용되었다 (Fig. 1b). 동결보존 (cryopreservation)과 관

련된 용어로는 cryopreservation, cryoprotectant synthesis 

(동결보호제 합성), cryoprotectants, freeze tolerance (동결 

내성), intracellular ice formation (세포 내 얼음 결정 형

성) 등이 있으며, 생식기술 (reproductive technologies)과 

관련된 용어로는 artificial fertilization (인공수정), assisted 

reproductive technologies (보조 생식 기술), hormone- 

releasing hormone (방출호르몬), hormonally induced 

sperm (호르몬 유도 정자), in-vitro fertilization (시험관 

아기), oocytes (난모 세포), spermatozoa (정자) 등이 있

다. 개구리 정자의 동결보존 관련 연구에 참여한 저자들의 

국가를 분석한 결과 가장 많은 저자들이 미국 (USA, 74명) 

국적의 연구자이다. 이어 호주 (AUSTRALIA)가 44명으로 

두번째로 많으며, 러시아 (RUSSIA)는 20명, 캐나다 

(CANADA)는 15명, 영국 (UK)은 11명으로 그 뒤를 잇는

다 (Fig. 1c).

Fig. 1. The results of a text mining analysis of 45 research papers 
related to frog cryopreservation. The analysis included the 
following: (a) Number of Annual Publications: This 
indicates the number of research papers published each 
year on the topic of frog cryopreservation. (b) Wordcloud: 
This is a visual representation of the most frequently used 
words in the analyzed papers. The larger the word, the more 
frequently it appeared in the papers. (c) Authors' 
Countries: This shows the countries of the authors who 
published the papers related to frog cryopreservation. (d) 
Thematic Analysis: This is an analysis of the main themes 
and topics covered in the analyzed papers. The thematic 
analysis helps to identify the key research areas and trends 
in the field of frog cryopreservation.

문헌 정보를 이용해 주제분석 (Thematic analysis)를 실

시한 결과 특화주제 (niche themes)는 호르몬주입과 관련

된 연구이고, 등장/감소 주제 (emerging or declining 

themes)는 ice nucleation (얼음 핵), fragmentation (단편

화), oocytes (난모 세포) 등이 포함된다. 주도적 주제 

(motor themes)는 양서류 보존 기술과 동결보호제와 관련

된 연구이다. 기본 주제 (basic themes)는 동결보존과 관련

된 기초적인 방법을 다루는 연구이다 (Fig. 1d).
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Table 2. Researched species in amphibian cryopreservation

Scientific name Common name Reference

Anaxyrus boreas boreas Western toad Clulow et al., 2019
Atelopus spumarius Pebas stubfoot toad Naranjo et al., 2022

Bufotes viridis European green toad Derakhshan et al., 2017
Epidalea calamita Natterjack toad Arregui et al., 2020

Limnodynastes peronii Striped marsh frog Lawson et al., 2013
Lithobates sylvaticus Wood frog Al-attar et al., 2022

Litoria aurea Green and golden bell frog
Gertrudes et al., 2017; 

Upton et al., 2021
Litoria fallax Eastern dwarf tree frog Upton et al., 2018

Pelophylax lessonae Pool frog Uteshev et al., 2013

Rana temporaria European common frog
Uteshev et al., 2018; 
Kaurova et al., 2021b

Rhinella marina Marine toad Proano et al., 2017
Rhaebo guttatus Smooth-sided toad Hinkson et al., 2019
Xenopus laevis African clawed frog Pearl et al., 2017

Table 3. Frog sperm collection methods

Method Invasiveness Applicability Steps involved References

Massaging 
the Cloaca

Non-invasive Common Place frog in a container with water, massage cloaca 
gently until sperm are expelled. Rhodes et al., 2022

Electro-ejacu
lation

Invasive Rare Stimulate the frog's reproductive tract with a small 
electrical current to induce ejaculation. This method 
is typically used when other methods have failed, or 
when a large number of sperm are needed quickly.

Willson et al., 1998

Hormonal 
Stimulation

Non-invasive Rare Inject the frog with hormones to stimulate the 
production of sperm. Place the frog in a container 

with water, collect sperm as they are released.
Della-Togna et al., 

2018
Gentle 

Pressure
Non-invasive Common Place frog in a container with water, apply gentle 

pressure to the abdomen using a sterile instrument 
until sperm are released.

Kouba et al., 2009

Sperm 
Extraction

Invasive Rare Surgically extract sperm from the testes of a frog 
under anesthesia. Make a small incision in the body 
of frog to access the testes, which are then gently 

squeezed to extract the sperm.

Upton et al., 2021

Urine 
Collection

Non-invasive Rare Place frog in a container with water, massage 
abdomen gently until urine is released. Collect urine 

and examine for sperm.
Uteshev et al., 2013

Table 4. The Semen extender solution for frog cryopreservation

Semen extender solution Representative composition Characteristics References

Modified Tyrode's 
solution

80 mM NaCl
13.5 mM NaHCO₃
11 mM Glucose
2.4 mM 
1.8 mM 
1.05 mM 
20 mM Tris-HCl (pH 7.2)

This is a commonly used semen extender in 
cryopreservation studies. It typically contains 

salts, such as NaCl and , as well as buffering 
agents such as Tris and HEPES, and usually 
also includes bovine serum albumin (BSA) as 

a protein source.

Millar and 
Watson., 2001

DMSO (dimethyl 
sulfoxide)

150 mM NaCl
3 mM KCl
1 mM 
1 mM 
20 mM Tris-HCl (pH 8.0)
10% (v/v) DMSO

DMSO is not an extender per se, but rather a 
cryoprotectant that is added to extenders to 

prevent damage to sperm cells during freezing 
and thawing. DMSO is commonly used in 
amphibian cryopreservation studies, often in 

combination with other cryoprotectants.

Mansour et al., 
2009

Sucrose solutions

300 mM sucrose
150 mM NaCl
3 mM KCl
1 mM 
1 mM  

These solutions are sometimes used as 
extenders for amphibian sperm. They typically 
contain a combination of sucrose and salts, 
and may also include BSA or other protein 

sources.

Mansour et al., 
2010
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2.3. 개구리 정자의 동결보존 방법론

다양한 개구리 종의 정자를 동결보존하기 위해 시간이 지

나면서 방법론이 개발되고 개선되어 왔다. 이러한 방법론들

은 종마다 고유한 동결보호제의 농도, 냉각 속도 및 해동 

속도에 대한 서로 다른 민감도를 가질 수 있기 때문에 각 

종에 따라 다르게 적용될 수밖에 없다. 여기에서는 개구리 

정자 동결보존 방법론의 핵심 구성 요소 중 일부를 설명했

다 (Clulow et al., 2019).

2.4. 시료 준비 (Semen sample preparation)

동결보존 전에 개구리 정자 시료를 수집하고 냉동을 위해 

준비한다. 이는 동결보호제, 항산화제 및 에너지원이 포함

된 버퍼 (buffer)나 정액 증량제 (semen extender)로 정자

를 희석하는 것이 포함된다 (Table 4). 정액 증량제는 냉동 

및 해동 과정에서 정자 세포의 무결성 (sperm cell 

integrity)과 운동성 (motility)을 유지하는 데 도움이 된다 

(Moradi et al., 2020).

이전까지, 정자 시료를 채취하기 위해 성숙한 수컷 양서

류의 고환을 분쇄하여 정자 현탁액을 얻는 침습적인 방법

을 사용해왔다 (Upton et al., 2018). 반면, 최근 가장 많이 

사용되는 방법은 비침습적이며, 개구리의 복부에 부드러운 

압력을 가하여 방출된 소변으로부터 정자를 얻는 방법 

(Urine Collection)이 실험실에서 일반적으로 사용된다. 

(Uteshev et al., 2015; Rhodes et al., 2022). 그러나 다른 

방법이 실패하거나 특정 유전 변종이 필요한 경우 외과적 

적출 또는 체외 수정과 같은 보다 침습적인 방법을 사용할 

수 있다 (Browne et al., 1998; Guy et al., 2020). 이러한 

모든 방법은 신중한 취급이 필요하며 개구리의 안전과 복

지를 보장하기 위해 훈련된 전문가만 수행해야 한다 

(Table 3).

개구리의 정자 생산을 자극하기 위해 황체형성자극호르

몬 (Luteinizing hormone-releasing hormone, LHRH) 및 

인간융모성생식선자극호르몬 (Human chorionic gonadotropin, 

hCG)과 같은 호르몬을 수컷 개구리에 주입할 수도 있다 

(Goncharov et al., 1989; Kouba et al., 2009). LHRH는 

뇌하수체를 자극하여 황체 형성 호르몬 (Luteinizing 

hormone, LH)을 방출하고, 이는 차례로 고환을 자극하여 

정자를 생산하고 방출하는 반면, hCG는 LH처럼 작용하며 

고환을 자극하여 정자를 생성한다. 대상 개체의 무게를 고

려해 호르몬의 양을 결정하여 복강 또는 피하조직에 주입

한다. 

2.5. 동결보호제 (Cryoprotectants)

동결보호제는 냉동 과정에서 얼음 결정 형성 (crystal 

formation)으로 인한 손상을 최소화하기 위해 필수적이다. 

세포 막을 안정화시키고 삼투압 스트레스를 감소시키며 세

포 내부 얼음 형성을 방지함으로써 작용한다 (Storey, 

1990). 

동결보호제는 침투성 동결보호제 (Permeating cryoprotectants), 

Table 5. Cryoprotectants for frog cryopreservation

Types Examples
Molecular Weight 

(g/mol)
Penetration 

Ability References

Penetrating cryoprotectants

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 78.13 High Upton et al., 2021

Glycerol 92.09 High
Mansour et al., 

2010
Ethylene glycol 62.07 High Beesley et al., 1998

Non-penetrating
 cryoprotectants (1)

Polyethylene glycol (PEG) >1000 Low
Amokrane et al., 

2020
Hydroxyethyl starch (HES) >6000 Low Najafi et al., 2021 

Antifreeze proteins (2)

Type I AFP ~2,800 -

Tri et al., 2019
Type II AFP ~6,500 -

Type III AFP ~34,000 -

(1) Non-invasive cryoprotectants listed in the table above are more commonly used in other species than in amphibians.
(2) Anti-freeze proteins listed in the table above are mainly used for other species than amphibians in cryopreservation technology.

Table 6. Representative composition of cryoprotectants

Cryoprotectants Representative composition References

DMSO (dimethyl sulfoxide)
1.4 M DMSO, 80 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.8 mM , 0.8 mM , 

25 mM, 0.5 mM , 20 mM Tris-HCl (pH 7.2), 0.1% BSA
Upton et al., 2021

Glycerol
1.4 M glycerol, 178 mM NaCl, 10 mM KCl, 1.2 mM , 1.2 

mM , 22 mM glucose, 50 mM Tris, 20 mM citric acid, 0.5% 
BSA Mansour et al., 2010

Ethylene glycol
1.4 M ethylene glycol, 80 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.8 mM ,0.8 
mM , 25 mM , 0.5 mM , 20 mM Tris-HCl (pH 7.2), 0.1% 

BSA Beesley et al., 1998
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비침투성 동결보호제 (Non-permeating cryoprotectants), 

결빙방지단백질 (Antifreeze proteins)로 구분되고 다양한 

동결보호제가 개구리 정자 보존에 사용되어 왔다 (Table 

5). 가장 빈번히 사용되는 동결보호제는 디메틸설폭사이드, 

글리세롤, 에틸렌글리콜, 메탄올이 있다 (Table 6).

디메틸설폭사이드 (Dimethyl sulfoxide, DMSO)는 세포 

막을 효과적으로 관통하고 세포 내부 얼음 형성을 방지하

는 효과 때문에 개구리 정자의 동결보호제로 널리 사용된

다 (Kaurova et al., 2021a). 일반적으로 농도는 종에 따라 

5-15% (부피/부피)로 사용된다. 농도가 높을수록 세포에 

유독할 수 있으며 정자 움직임과 생존력을 감소시킬 수 있

다. 따라서, DMSO 농도의 최적화는 동결보존 효과를 유

지하면서 독성을 최소화하기 위해 중요하다.

글리세롤 (Glycerol)은 개구리 정자 보존에 사용되는 일

반적인 동결보호제다. 일반적으로 농도는 5-10% (부피/부

피)로 사용된다 (Tessier et al., 2022). 글리세롤은 투과성 

동결보호제로서, 세포 막을 관통해 세포 냉동에 대한 안정

성을 유지시킨다. 정자 세포를 냉각에 의한 손상으로부터 

보호하는 데 효과적이지만, 고농도에서 독성을 가질 수 있

어 해동 후 움직임과 생존력을 감소시킬 수 있다. DMSO

와 마찬가지로 각 종마다 적절한 농도를 최적화하는 것이 

중요하다.

에틸렌글리콜 (Ethylene glycol)는 개구리 정자 동결보존

을 위해 10-20% (부피/부피) 농도로 사용되는 동결보호제

다 (Beesley et al., 1998). 세포막을 통해 침투하여 얼음 결

정 형성으로 인한 세포 손상을 방지할 수 있다. 에틸렌 글

리콜은 일부 개구리 종에서 효과적이라는 것이 밝혀졌지만, 

고농도에서의 잠재적 독성이 발생할 수 있다. 각 종마다 최

적 농도를 결정하는 것이 중요하다.

2.6. 양서류 정자 동결보존에서 냉각 및 해동 속도

냉각 및 해동 속도는 개구리 정자 동결보존에서 정자 세

포 생존과 운동성에 직접적인 영향을 미치므로, 매우 중요

한 역할을 한다. 개구리 동결보존에서 시도된 다양한 냉각 

및 해동 속도에 대해 논의하고, 정자 세포 결과에 미치는 

영향을 살펴보면 다음과 같다.

서냉 (Slow cooling)은 개구리 정자 동결보존에서 일반적

으로 사용되는 방법이다 (Lawson et al., 2013). 일반적으

로 프로그램으로 온도를 자동 조절할 수 있는 냉각기 또는 

수동 냉각 장치를 사용하여 정자 샘플을 -0.5에서 -1°C/

분의 속도로 냉각한다. 서냉은 세포가 평형을 유지할 수 있

도록 하며, 세포의 무결성을 보존하고 냉동과정에서의 손상

을 최소화한다. 서냉은 여러 개구리 종에서 해동 후 정자의 

운동성과 생존성을 유지하는 데 성공했지만, 최적의 냉각속

도는 종 및 사용된 동결보호제에 따라 다를 수 있다.

급속냉각 (Rapid cooling) 또는 유리화 (vitrification)은 

개구리 정자 동결보존에 대해 시험된 또 다른 방법이다 

(Fahy et al., 1984; Arav, 2014). 이 방법은 정자 샘플을 

직접 액체 질소 (-196°C)에 담그거나, 샘플을 매우 낮은 

온도로 빠르게 냉각하는 전용 장치를 사용하는 것을 말한

다. 빠른 냉각은 세포 손상을 유발할 수 있는 얼음 결정 형

성을 방지하는 이점이 있다. 일부 개구리 종에서 해동 후 

운동성과 생존성을 유지하는 데 효과적으로 사용되었다. 그

러나, 모든 종에 적합하지 않을 수 있으며, 최적의 냉각 속

도는 각각의 경우에 따라 결정되어야 한다.

2.7. 양서류 정자 동결보존 후 평가 (Evaluation after 

cryopreservation of amphibian sperm)

개구리 정자 동결보존의 성공은 결국 해동된 정자 세포가 

수정 및 생존 가능한 자손을 생산할 수 있는 능력으로 결정

된다. 해동된 정자 세포가 수정에 성공한 비율과 DNA 손

상 또는 기타 이상 징후에 대한 증거를 논의하면 다음과 같

다.

수정 성공률 (Fertilization success rates)은 해동된 정자

의 수정 성공률은 개구리 종에 따라 다르며, 동결보존 방

법, 정자 시료의 품질 및 저장 조건 등 여러 가지 요소에 

따라 결정된다 (Upton et al., 2018). 일부 경우 수정 성공

률이 70% 이상으로 보고된 반면, 다른 경우에는 상당히 낮

을 수 있다. 동결보존 방법을 최적화하고, 동결보호제, 냉각 

및 해동 속도 및 저장 조건 등을 선택하는 것이 수정 성공

률을 극대화하기 위해서 필수적이다.

정자 운동성은 동결 보존 후 양서류 정자의 품질과 생존 

능력을 평가하기 위해 일반적으로 사용되는 방법이다 

(Browne et al., 2019) (Table 7). 냉동-해동된 정자의 운

동성은 컴퓨터 보조 정자 분석 (computer-assisted sperm 

analysis, CASA) 또는 광학 현미경과 같은 수동 방법을 사

Table 7. Sperm motility parameters

Motility parameter Definition Normal values(1) References

Progressive motility
Sperm are swimming forward in a straight line, or in 

large circles
>30%

Janick and 
MacLeod, 1970

Non-progressive motility
Sperm are moving, but not in a straight line or in large 

circles
0-40%

Immotile Sperm are not moving at all <20%

Total motility
The percentage of sperm that are either progressively or 

non-progressively motile
>40%

(1)  It cannot be considered an absolute reference range because it varies between species and shows differences for each species.
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용하여 평가할 수 있다.

동결보존은 얼음 결정 형성, 삼투압 스트레스 및 활성 산

소 종의 생성과 같은 다양한 요인으로 인해 정자 세포의 

DNA 손상을 유발할 수 있다. DNA 손상은 수정 성공률 

감소, 올챙이 발달 이상 징후 또는 생존력 저하 등을 유발

할 수 있다. 해동된 정자 세포에서 DNA 손상 및 이상 징

후를 평가하기 위해 여러 가지 방법이 사용될 수 있습니다 

(Table 8). 유전자 혜성 분석법 (comet assay)은 개별 정자 

세포의 DNA 염기단절을 감지하는 민감한 방법이다 

(Pollock et al., 2015). 해동된 정자 세포에서 증가한 DNA 

조각화는 동결보존 유발 손상을 나타낼 수 있다. 아크리딘 

오렌지 염색법 (Acridine orange staining)은 정자 세포의 

염색체 무결성을 평가하는 데 사용될 수 있다 (Morrow et 
al., 2017). 염색체 구조의 변화는 DNA 손상을 나타낼 수 

있으며 수정 성공률과 자손의 생존력에 영향을 미칠 수 있

다. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick 

end labeling (TUNEL)은 정자 세포에서 DNA 조각화를 

감지하는 데 사용되는 방법이다 (Sharma et al., 2016). 해

동된 시료에서 TUNEL 양성 정자 세포의 비율이 신선한 

시료보다 높은 경우 동결보존 유발 DNA 손상을 나타낼 

수 있다. 또한 특정 프로브 (probes)를 사용한 형광 현미경

은 손상된 첨체 (acrosome) 또는 파괴된 세포막과 같은 정

자 세포 형태의 이상을 시각화 하는 데 도움을 줄 수 있다 

(Hopkins et al., 2008).

3. 고찰 및 결론

개구리 정자 동결보존 분야에서 상당한 진전이 이루어졌

지만, 여전히 극복해야 할 한계와 해결해야 할 사안이 많

다. 첫번째로, 종마다 다른 정자 세포의 크기와 동결보호제

에 대한 민감도의 차이로 인해, 각 개구리 종마다 최적의 

동결보존 방법이 크게 다를 수 있다 (Sargent et al., 2005). 

이는 모든 종에 적용 가능한 표준화된 방법 개발을 어렵게 

만든다. 두번째로는, 동결 과정에서 정자 세포를 보존하는 

데 필수적인 동결보호제는 농도가 높아질수록 독성이 발생

하여 해동 후 운동성 및 생존율 감소를 유발할 수 있다. 세 

번째 사안은 동결보존의 성공이 주로 정자 시료의 품질 및 

특정 동결보존 방법에 따라 결정되며, 수정 후 결과의 변동

성 (예: 수정 성공률 및 자손의 생존력)을 유발할 수 있다

는 것이다 (Kouba et al., 2009). 마지막으로, 동결보존 기

술이 자손의 건강과 생식 성공에 미치는 장기적인 영향에 

대한 지식이 부족하여, 동결보존의 진정한 성공을 평가하는 

것이 어렵다 (Strand et al., 2020). 개구리의 지속가능한 

관리를 위해 동결보존기술을 확대하기 위해서는 다양한 개

구리 종에 대한 표준화된 방법을 개발하는 것이 중요하다. 

이를 위해서는 종마다 최적의 동결보호제 유형과 농도, 냉

각 및 해동 속도, 그리고 보관 조건 등을 조사할 필요가 있

다. 또한 연구자들은 독성을 최소화하면서 효과적인 보존을 

유지하는 신규 동결보호제 또는 동결보호제 조합의 사용을 

탐색해야 한다. 또한, 개구리 정자 보존을 위한 새로운 동

결보존 방법, 예를 들어 유리화 (vitrification)을 더욱 최적

화해야 한다 (Silla et al., 2022).

앞으로의 연구는 해동 이후 정자 매개 변수 (예: 운동성, 

생존율, DNA 무결성 등)와 수정 성공률, 그리고 산란 및 

번식 성공률, 그리고 자손의 건강과 생식 성공률 사이의 관

계를 이해하는 데 중점을 두어야 한다 (Sterrett et al., 

2019). 자손의 생식 성공률을 모니터링하면 정밀한 동결보

존 방법의 최적화와 장기적인 결과 개선에 도움이 되며, 동

결보존 노력의 효과를 평가할 수 있는 중요한 정보를 제공

할 수 있다. 따라서, 개구리 정자 보존에 대한 장기적인 효

과와 해동 정자를 통해 생산된 자손의 건강에 대한 연구가 

수행되어야 한다. 자동화 및 고처리 기술을 개발하고 과정

을 간소화한다면 결과의 일관성을 향상시킬 수 있어, 보전 

및 연구 노력에 이바지하여 비용과 시간을 절감할 수 있다.
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