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ABSTRACT

The present study evaluated whether pentoxifylline added to the freezing extender could improve the

sperm characteristics and function in canine frozen semen. Also the conception rate following AI with

frozen-thawed semen was investigated. The beneficial effects of pentoxifylline supplementation were visible

in motility, viability, acrosome reaction, and tail swelling patterns. Especially, highest sperm viability and

function were obtained in the forzen semen supplemented with 1mM pentoxifylline. The follicle size

measured by ultrasonography was 6.48 mm, 11.52 mm and 8.9 mm on 11, 13 and 15 days after the onset

of natural estrus, respectively and ovulation occurred on 13 and 15 days. The pregnancy rates in bitches

inseminated with frozen semen on natural and induced estrus were 71.4% and 75.0%, respectively. There

was no significant difference between the pregnancy rates in bitches inseminated with frozen semen

following natural and induced estrus, but the litter size was slightly increased in natural cycle.
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서 론.Ⅰ

최근 애완견의 사육은 기하급수적으로 증가
하고 있으나 인공수정의 번식기술에 대한 연,

구는 다른 가축에 비하여 활발하게 진행되지
못하였다 우수한 종견의 유전자원 보존 및 이.

용에 관한 수요가 급속히 증가되고 있으며 이,
러한 수요의 증가에 따라 생식세포를 영구적으
로 보존하기 위한 정액의 동결과 이를 이용한

인공수정기술의 개발 필요성이 더욱 강조되고
있다 인공수정은 우수한 유전자원을 효율적으.

로 이용할 수 있는 방법으로 인식되어 왔으며,
동결정액의 이용은 시간과 장소의 구속 없이
번식이 가능하며 애견산업 발전에 크게 기여할
것으로 기대되고 있다.
개의 인공수정은 여러 연구자들에 의하여 신
선정액(Farstad, 2000 등 저온보존; Pinto , 1998),

정액 와 동결정액 등(Seager Fletcher, 1973), (Gill ,
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으로 연구되어 왔으며 동결정액을 이용한1970)

인공수정은 현재까지 수태율이 낮음에도 불구
하고 장기간 보존할 수 있고 우수 종견의 활용
도를 높일 수 있다는 장점 때문에 더욱 많은
연구가 필요하다 그러나 다양한 연구에도 불.

구하고 애완견의 동결정액은 융해 후 활력 생,
존율 정자 원형질막 기능 첨체막 온전성 등의, ,

동결융해로 인한 정액품질의 저하와 인공수정
수태율의 저하 등이 개선하여야 할 문제점으로
대두되고 있다.

은 로부터 형성된 산Pentoxifylline free radicals

화물을 제거하는 항산화제제의 작용이 있다고
보고되었다 등 등(Gavella , 1991). Brennan (1995)

은 동결정액에 의 첨가로 운동성이pentoxifylline

향상된다고 보고하였다 에서 유. Methylxanthine 래
된 은pentoxifylline cyclic adenosine monophosphate

인산에테르가수분해효소(cAMP) (phosphodiesterase)

의 억제인자이다 의 작용이 세포. Pentoxifylline

내 를 높게 유지 시켜준다는 근거 하에cAMP

정자의 운동에 미치는 영향에 관하여 연구의
초점이 되어 왔다 는(Stefanovich, 1973). cAMP

정자의 운동을 촉진시키며 인자, hyperactivation

로서 의 억제인자 그리고 첨체 반응을 활, ROS ,

발히 하는 것으로 알려졌다.
인공수정은 자연 발정상태의 암컷을 사용할
수도 있지만 시간적 공간적 제약을 해결하고
보다 많은 번식기회를 갖고 번식효율을 더욱
개선하기 위해서 암컷을 원하는 시기에 발정
및 배란을 유도할 필요가 있다 발정유기 방법.

에서 등 은 암캐에 일간Arnold (1989) 5 10 PMSG～

와 를 처리하여(20 IU/kg/day) hCG(500 IU) 50%

로의 임신율을 보고하였고 등 은 발, Shille (1989)

정유기실험 처리 일전에 을 주사하4 testosterone

고 가diethlstilboestrol 5 함유된 을 자mg tablet 궁
경관 입구에 장착 후 일째 제거하고 발정전7 기
에 LH(5 또는mg, i.m.) FSH 10 를 투여mg, i.m.)

하여 효과적으로 발정이 유기됨을 보고하였다.
등 은 또는 의 병용 투여Olson (1984) FSH PMSG

와 등 은 투여방Cain (1988, 1989) GnRH 법을 보
고하였다 이 등 은. (2003) Clomofene, dromocriptine

단독 투여 그리고 GnRH + bromocriptine /GnRH

혼합투여에 따른 발정유도방법은 임신율과 산

자 수에 영향을 미치지 않는 것으로 보고하였
으며 신선정액을 이용한 인공수정방법은 자연,

교미방법과 유사한 임신율과 산자수를 보였으
나 동결정액을 이용한 인공수정 시에는 비교,

적 낮게 나타났다고 보고하였다.
본 연구는 개에서 품종과 정액채취 방법에
따른 정액성상의 차이를 조사하고 동결정액,

제조시 의 첨가가 융해 후 정액성pentoxifylline

상에 미치는 영향을 조사하여 동결정액의 품질
을 향상시키고자 하였으며 무발정기의 암캐를,

발정 및 배란을 유도하여 효율적인 인공수정
방법과 수태율 향상방안을 찾음과 동시에 초음
파를 이용한 조기 임신진단방법을 제시코자 실
시하였다.

재료 및 방법.Ⅱ

공시동물1.

본 실험의 공시동물은 좋은 유전자 부속농장
에서 사육되고 있는 세의2 3 Beagle, English～

품종cockers spanie, Collie, Greyhound, Shihtzu

의 수컷 각각 두를 공시하였으며 암컷으로는1 ,

Beagle, English cockers spanie, Greyhound, Shihtzu

및 잡견을 각각 및 두씩 공시하였2, 4, 1, 2 1

다 공시동물의 사육은 충분히 운동을 할 수.

있는 쾌적한 환경의 사육장에서 사료는 제한급
여 하였으며 물은 자유급수 하였다.

정액채취2.

정액채취는 주일에 씩 수압법 및 인공1 1 2～

질법으로 채취하였고 개의 심리적으로 안정을,

취할 수 있는 정액채취실내에서 실시하였다.
정액 채취 전에 음경 포피 부위의 털을 제거하
여 정액 채취 시 이 물질의 혼입을 방지하였으
며 음경포피 부위에 잔존되어 있는 이 물질은,

에틸알콜 솜으로 제거 소독하였다 음경은70% .

생리식염수로 세척 후 발기와 돌출을 유도하여
돌출된 음경의 구선부위 를 잡고(bulbus glandis)

압력을 가하면서 수압으로 인한 혈관의 파열을
피하면서 종견의 성적 자극을 유도한 조건에서
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정액채취를 실시하였다 인공질법은 음경을 마.

사지하여 발기와 돌출된 음경을 인공질에 삽입
한 후 음압을 걸어 정액을 채취하였다.

정액성상 검사3.

수압법 또는 인공질법으로 채취된 개의 정액
은 육안적 검사와 현미경적 검사로 정액 성상을
조사하였다 정액량 색깔 투명도 점조 등을 육. , , ,

안적 검사로 실시하였고, hemocytometer(Hausser
를 이용한 정자의 농도 정자의Scientific, USA) ,

형태 등을 현미경적 검사로 실시하였다.

동결정액의 제조 및 융해4.

동결희석액의 조성(1)

동결보존액인 는EYT(Egg-yolk tris extender)

방법에 따라Rota(1997) tris(hydroxymethyl) ami-

nomethane 2.4 g, citric acid 1.4g , glucose 0.8 g,

Na-benylpenicillin 0.06 g, streptomycin sulphate

0.1 로 제조하였고 난황은 당일 생산된 신선g ,

난에서 난황을 분리하여 동결희석액에 20%(v/v)

농도로 첨가하였다 교반이 끝난. EYT 동결희석
액은 1200 × 에서 분간 원심 분리하여 표면g 30

의 지질층을 제거하고 난황괴를 제외한 상층액
을 취하여 사용하였다.

의 첨가(2) Pentoxifylline

차 동결희석액은 에2 EYT glycerol 5%, OEP

를 첨(Equex STM, NOVA Chemical, USA) 0.5%

가하여 교반 후 사용하였고, pentoxifylline(Sigma,
은 최종농도가 각각USA) 0 mM, 1 mM, 3 이mM

되도록 첨가하였다.

정액 동결과 융해(3)

채취된 정액의 성상을 조사한 후 700 × 에서g

분간 원심분리를 실시하여 상층액을 제거하고3

미리 준비한 차 희석액으로 희석하여 까지1 5℃

냉각시킨 후 동일온도의 차 희석액으로 분2 30

동안 회로 분할 참가하였고 차 희석 후3 , 2 20

분간 평형을 유도 후 당 총 정자glycerol straw

수가 50 × 10
6되게 포장하여 액체질소 표면 7

위에서 분간 예비동결 후 액체질cm (-80 ) 10℃

소에 침지하여 동결정액 제조를 완료하였다.
동결정액의 융해는 의 온수에서 초간 동37 20℃

안 실시하였다.

동결융해 정자의 검사5.

정액의 전처리(1)

동결정액을 의 온수에서 초간 융해 후37 20℃

로washing media 600 × 에서 분간 원심분리g 5

하였다 상층액. 을 제거하고 정자 펠렛을 각 검
사방법에 적합한 농도로 재부유하여 사용하였다.

정자의 운동양상 검사(2)

정자의 운동양상 분석은 CASA(Computer assisted

sperm 로 실시하였다 원정액은 동결 전analysis) .

일부를 이용하여 동결전의 운동성을 검사하고,
동결 후 융해한 정자는 로 처리washing media

후 정액 를 미리 로 가온 된10 37 Markler㎕ ℃

counting chamber (Sefi medical instrument, Israel)

위에 떨어뜨린 후 카메라CCD (Toshiba, Japan)

가 장착된 광학현미경 에 연결(Olympus, Japan)

된 CASA(SAIS system, Sais plus version 10.1,

를 이용하여 검사하였다Medical Supply, Korea) .

측정 방법은 등 의 방법에 준하여Takagi (2001)

실시하였고 정자 운동양상의 항목으로서 운동,

성 직선운동속도(motility), (staight line velocity:

곡선운동속도VLS), (curve linear velocity : VCL),

곡선경로 선형도(linearity 측두이동거리: LIN),

(amplitude of lateral head displacement : ALH),

평균경로속도(average-path velocity 을 검: VAP)

사하였다.

정자의 원형질막 검사(3)

는HOST(hypoosmotic swelling test) Kumi-Diaka

의 방법에 준하여 실시하였(1993) 다. Fructose
13.50 g, sodium citrate 7.35 을 증류수g 1000 ml

에 녹여 최종삼투압이 60 되게 제조mOsm/Kg

하여 실험에 이용하였다 각 처리 구의 정액을.

와 혼합한 후washing media 500 × 에서 분간g 5

원심분리 한 다음 농도를 20 × 10
6 으로 조절/ml

한 후 정액 를100 1.5㎕ 에 넣ml eppendorf tube
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고 미리 준비한 저삼투압 용액 를 첨가하900㎕

여 교반 후 에서 분간 배양하였다 배양37 30 .℃

후 정도를 취하여 을 위상차 현미10 swelling㎕

경하에서 조사하였다.

정자의 생존율(4)

생존율 조사를 위한 염색방법은 등Garner

의 방법에 준하여 실시하였다(1994) . SYBR-14

sperm live/dead Ki t(FertilightTM Kit, Molucular

는 는Probes, USA) SYBR-14 anhydrous dimethyl

에sulfoxide(DMSO, Sigma, USA) 1 을 함mg/ml

량 함유한 이었고stock solution PI(propidium

는 에iodide) Tyrodes salt solution 2 가 함유mg/ml

되었다 생사염색은 을. SYBR-14 stock solution

를 배 희석하여 만든DMSO 100 working solution

미리 제조한 의 를2.7 , PI 2 washing media㎕ ㎕

전 처리된 정액에 넣고 의 에37 heating-block℃

서 분간 배양 후 형광현미경30 (Hund Wetzlar

에서 관찰하였다 광선은H600, Germany) . 405

를nm-dand filter 통과하고 형광의 발광SYBR-14

을 455 n 반사경과m-dicrmic 475 nm barrier filter

현미경위에서 개의 정자를 회 반복 관찰하200 3

였다.

정자의 첨체막 온전성(5)

정자의 염색은 Spermac kit(Stain Enterprises,

를 이용하여 수행하Onderstepoort, South Africa)

였으며 로 전 처리된 각 처리 구, washing media

의 정액을 슬라이드에 도말하여 공기 중에서
건조한 후 로 고정하고 슬라이드를fixative Ⅰ

증류수로 세척 후 분stain solution A 5 , stain

에 분 에 분씩 단solution B 1 , stain solution C 1 3

계로 염색하였다 각 염색 단계마다 증류수로.

세척하였고 공기 중에서 건조시켰다 염색된.

슬라이드는 광학현미경에서 배의 배율로1000

슬라이드당 개 이상 정자의 첨체를 판독하200

였다.

발정유기 및 인공수정6.

은 기존 등 의 대Ring-CIDR Shille (1989) tablet

신 링모양의 약물방출링으로 를Diethylstilbestrol

방출하는 기구이다 이 를 이용하기. Ring-CIDR

위해 개월 이전에 발정한 경험이 없는 암캐에4

게 Ring-CIDR/DES(Controled intravaginal drug

좋은 유전자 한국를release/Diethylstilbestrol, , )

질 내에 일간 장치하는 동안에 외음부가7 10～

종창되고 출혈이 확인되면 이 날을 Day 0(pro-

으로 정하고 일째에estrus) Day 3 Ring-CIDR/DES

를 제거하였다 일째에 또. Day 5 hCG 1000 IU

는 FSH 50 을 회 근육주사하고 필요시mg 1 Day

일째에 를 주사하였다 교배적8 GnRH(30 50 ) .～ ㎍

기는 외음부 종창이 작아지고 출혈분비액이 암
갈색으로 바뀌는 시기에 질점막상피세포 도말
검사와 초음파진단기를 이용한 난포크기의 변
화로 인공수정 적기로 판단하였다 자연발정군.

과 처리군의 인공수정 적기를 규명Ring-CIDR

하기 위하여 초음파진단기를 이용하여 난소내
난포발달 상태를 측정하였다 자연적으로 발정.

이 개시된 두 두Beagle 2 , Shihzu 1 , Grey hound

두 두 및 잡견 두와1 , English cockers spanie 1 2

처리한 두 및Ring-CIDR Beagle 1 English cockers

두에 대해서 초음파진단기spanie 3 (3.5MHz probe,

를 이용하여 발정개시SA 600S, Medison, Korea)

후 일째부터 일까지 초음파 화상으로 난소11 15

내 난포크기 변화를 조사하였고 난포 상태를,

확인한 다음 융해한 정액으로 인공수정을 실시
하였다 인공수정방법 암컷을 보정 후 양쪽 음.

순사이로 질경을 밀어 넣고 수직방향으로 자궁
경관 입구까지 유도 후 주입기를 이용하여 자
궁경관 심부에 주입하였다.

조기 임신진단7.

발정유기한 개체에 대하여 첫 교배 후 일20
전후에 임신진단은 3.5 가 장착된 초MHz probe

음파기를 이용하여 실시하였으며 태낭의 크기,

변화를 일 간격으로 회 측정하였다5 3 .

통계 분석8.

정자의 동결융해 후 정자의 기능검사 결과․
에 대한 유의성 검정은 의SAS Duncan's multiple

에 의해 실시하였다range test .
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결과 및 고찰.Ⅲ

품종 및 정액 채취방법간의 정액 성상1.

품종별 정액성상을 조사한 결과는 과Table 1

같다 및. Beagle, English cockers spanie, Collie

의 정액량과 정자 수에서 차이가 없Grey hound

었으나 에서 정액량과 정자수가 다소, Shihtzu

적었다 그러나 품종별 정액성상간에 차이를.

알기 위해서는 동일개체의 반복도 필요하고 품
종내 개체수가 많아야 하겠다 개의 체중에 따.

라 정액량이 차이가 있는 것으로 Gunzel(1986)

는 보고한 바 있다.
정액채취방법간의 정액성상은 에 보Table 2

는 바와 같다 수압법과 인공질법을 이용하여.

채취된 정액량은 3.9 ± 1.9 와ml 3.6 ± 1.3 로ml 차
이가 없었다 이 결과는 이 인공질. Harrop(1954)

법이 우수하다고 한 것과 등 이Boucher (1958)

수압법이 우수하다고 한 보고와는 다른 결과였
다 한편 정자농도는 수압법이 인공질법 보다.

높았고 그 결과 총 정자수도 수압법에서 높았
다 그러나 정자 운동성과 생존성은 두 방법간.

에 차이가 없었다.

동결희석액 조성에 따른 동결융해 정자의2.

운동성

에서와 같이 동결 전 검사 시에Table 3 5℃

는 첨가로 운동성의 변화 향상이 없었으OEP

나 동결 융해 후에는 첨가한 희석액에서OEP

활발한 운동성 향상이 나타났다 개 동결정자.

의 인공수정 효과에 있어서 가장 중요한 요인
중의 하나가 희석액이다 그러나 아직 최적 희석.

액의 조성은 보고되어 있지 않다 등(Olar , 1989).

가장 많이 이용되고 있는 기본 희석액으로서
Tris-glucose-citric acid(Foote, 1964), Tris-fructose-

등 및 이citric acid(Gill , 1970) 3 4% glycerol～

함유된 이다 최egg yolk tris buffer (Olar, 1989) .

근 개발된 동결희석액 중 을 함유2% glycerol

한 는 개 정자에서 융해 후0.1M/Tris buffer

양호한 운동성을 보여주었다 와(England Allen,

1992). 본 실험의 결과에서 fructose, 5% glucose

및 첨가보다도 추가로 를 첨가8% glycerol OEP

한 군에서 융해 후 운동성이 높았던 것이 이들
보고를 뒷받침해주는 결과라고 볼 수 있겠다.
특히 등 은 및 난황을Rota (1997) Tris, glucose

첨가한 동결희석액에 추가 첨가에서 융해OEP

Table 2. Semen characteristics between semen collection method

Method
Volume

(ml)

Concentration

(×10
6
/ )㎖

Total sperm

(×10
6
)

Progressive

motility(%)

Viability

(%)

Digital manipulation 3.9 ± 1.9* 206.7 ± 18.5 441.6 ± 157.5 79.7 ± 7.0 89.1 ± 2.7

Artificial vagina 3.6 ± 1.3 157.2 ± 32.7 387.3 ± 139.3 81.2 ± 5.7 80.7 ± 3.0

* Mean±SD.

Table 1. Semen characteristics sperm among dog breeds

Breeds*
Volume

(ml)

Concentration

(×10
6
/ml)

Total sperm

(×10
6
)

Progressive

motility(%)

Viability

(%)

A 4.6 ± 3.1 130.0 ± 27.3 598.0 ± 140.5 78.8 ± 7.4 88.1 ± 3.2

B 3.7 ± 1.3 108.2 ± 51.7 399.3 ± 142.3 79.9 ± 6.7 85.8 ± 2.4

C 4.6 ± 3.2 215.4 ± 37.4 349.7 ± 246.7 82.3 ± 3.3 87.2 ± 3.1

D 3.4 ± 0.5 173.7 ± 46.6 384.2 ± 270.8 88.3 ± 4.5 90.4 ± 6.3

E 3.0 ± 1.2 73.0 ± 32.2 216.0 ± 140.5 80.4 ± 4.3 85.6 ± 4.6

Mean ± SD.

* A : Beagle, B : English cockers spanie, C : Collie, D : Grey hound, E : Shihtzu.
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후 정자 활력의 향상은 없었으나 융해 후 시간
경과에 따라 활력이 높게 유지되었고 융해 후
첨체 온전성을 갖는 정자비율이 높다고 하였
다.

Table 3. Sperm motility in frozen semen

diluted in 3 different extenders

Mean ± SD.
a,b
Means with different superscripts differ significantly

(P<0.05).
1)
Tris 2.422g, citric acid 1.152g, glucose 0.901g, egg

yolk 20%, 8% glycerol in 100 ml
2)
Tris 3.025g, citric acid 1.700g, fructose 1.250g, egg

yolk 20%, 5% glycerol in 100 ml
3)
Tris 3.025g, citric acid 1.700g, fructose 1.250g, egg

yolk 20%, 5% glycerol, 0.5% OEP in 100 ml

첨가와 정액성상3. Pentoxifylline

정자활력과 운동양상(1)

동결희석액에 을 첨가전의 액상pentoxifylline

정액과 동결융해 후의 정자의 운동양상을 조사
한 결과는 와 같다 채취 직후Table 4 . , 0 mM, 1

과mM 3 이 첨가된 동결정액의 융해 후 정mM

자활력은 각각 로70.2, 46.4, 56.4, 47.2% 1 mM

의 처리구가 다른 첨가구에 비해 유의적으로

높았다 또한. 1 첨가에서mM VCL, VAP, LIN

및 가 대조구에 비해 다소 높아 졌으며 한ALH

편 3 에서는 과 이 대조구 보mM VCL, VSL LIN 다
크게 낮아졌다 은. Pentoxifylline phosphodiesterase

로서 알려져 있다 정자inhibitor (Yovich, 1993).

에 처리시 전진운동 과 를 증진시키며VCL ALH

등 항산화작용으로서 를 감소(Rees , 1990), ROS

시키는 것으로 보고되어 있다 또한 정액동결.

전 처리 시에 융해 후 정자운동성 회복율이 개
선됨이 보고되어 있으며 등 사람(Wang , 1993),

에선 1 에서 전진운동의 증가가 보고되었다mM

과 한편 등(Brennan Holden, 1995). Esteves (1998)

은 사람정자에서 5 첨가 시 융해 후 활력mM

의 개선이 있었으나 그 외 다른 운동양상에는
영향이 없었으며 ARIC(Acrosome Reaction to

검사에 대한 첨체반응 개Ionophore Challenge)

선을 보고하였다 등 은 사람에서. Nassar (1999) 1

처리에서 가 크게 개선되고mM VCL, ALH LIN

은 감소됨을 보고하였다 등 은. Mckinney (1996)

7.2 처리에서 의 현저한 감소와 더불어mM ROS

지질과 산화가 감소됨을 보고하였다. Maxwell
등 은 면양에서 동결전(1995) 15 처리에서mM

운동성개선, 1 2～ mM 처리에서 첨체 온전성의
향상이 있었으며 15 처리 정액의 자궁내 주mM

입의 임신율은 대조구와 차이가 없다고 하였다.
본 연구에서 1 처리에서 양호한 결과를mM

얻은 것은 이들과 일부 유사하였다 그러나.

의 최적수준은 보고자간 다소 차pen- toxifylline

이가 있음을 알 수 있다.

Extenders
Motility(%)

Before freezing After thawing

EYTGG
1)

82.0 ± 3.3 37.0 ± 7.1
b

EYTFG
2)

84.0 ± 4.1 45.0 ± 5.4
b

EYTFGO
3)

86.0 ± 3.5 58.0 ± 4.4
a

Table 4. Effect of pentoxifylline concentration on sperm motion parameters after thawing

Parameters*
Fresh
semen

Pentoxifylline(mM)

0 1 3

MOT(%) 70.2 ± 3.7 46.4 ± 5.9
b

56.4 ± 7.6
a

47.2 ± 9.3
b

VCL( /sec)㎛ 34.1 ± 5.2 22.8 ± 9.9 25.3 ± 8.0 20.4 ± 3.8

VSL( /sec)㎛ 37.3 ± 4.5 11.1 ± 9.0 12.4 ± 4.6 9.6 ± 3.0

VAP( )㎛ 36.1 ± 4.0 14.6 ± 8.9 16.1 ± 5.2 13.2 ± 3.5

LIN(%) 49.3 ± 5.7 42.5 ± 11.8 43.7 ± 12.0 40.1 ± 6.4

ALH( )㎛ 3.6 ± 0.9 3.4 ± 0.4 3.7 ± 0.3 3.5 ± 0.6

Mean ± SD.
a,b
Means with different superscripts differ significantly(P<0.05).

* MOT : motility, VCL : curve linear velocity, VSL : straight line velocity, VAP : average path velocity, LIN :

linearity, ALH : amplitude of lateral head displacement.
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정자의(2) HOST

첨가된 동결정액의 정자Pentoxifylline HOST

에서 나타난 미부팽창정자의 비율은 와Table 5

같다 동결융해후의 결과는. HOST 1 의 처mM

리구가 로 다른 첨가수준59.47% 0 mM, 3 처mM

리구의 보다 높게 나타났다 동53.67, 53.87% .

결융해후 결과는 동결정액의 로HOST 67.6%

감소되었다 최근 개에서 정자세포막기. HOST

능 검사의 유효한 수단이 되고 있으나 최적
의 조건과 정자의 반응정도는 동물종에 따HOST

라 차이가 있는 것으로 보고되어 있다 개에서는.

의 초적 조건이HOST 100 150～ 에서mOsm 45～

분60 배양이며 가 개 정액 분석에 매우 유HOST

효한 것으로 보고되었다 등(Rodriguez-Gil , 1994).

등 은 생쥐에서Ponce (1999) 5 의mM pentoxifylline

처리의 결과에서 운동성과 첨체막 온전HOST

성 유지가 크게 개선됨을 보고하였다.
Table 5. Effect of pentoxifylline concentration

on HOST of sperm after thawing

Mean ± SD.
a,b
Means with different superscripts differ significantly

(P<0.05).

정자생존율과 첨체막 온전성(3)

을 및Pentoxifylline 0, 1 3 첨가 후 동결mM

융해한 정자의 생존율은 과 같다 융해Table 6 .

Table 6. Effect of pentoxifylline concentration

on sperm viability after thawing

Mean ± SD.
a, b

Means with different superscripts differ significantly

(P<0.05).

후 정자생존율은 각각 및40.93, 43.33 40.27%

로서 1 처리구가 대조구보다 높았다mM . Table

은 처리수준에 따라 첨체막 온전7 pentoxifylline

성 검사를 실시한 결과이다 신성정액의 첨체.

온전성은 였으며 동결융해 후에는80.0% , pen-

toxifylline 0, 1, 3 첨가구중mM 1 다른 처mM

리구보다 높게 나왔다 정액동결에서 가장 문.

제가 되고 있는 것은 정자 원형질막의 손상
과 첨체 손상 등(Watson, 1990) (McLaughlin ,

의 증가와 생존성 저하 와1992) (Alvarez Storey,

이다 또한 정자동결 후 수정능력의 저1993) .

하원인중에 하나는 동결융해 정자 내에 정자첨
체를 갖는 정자의 비율이다 와(Mock Zaneveld,

늑대에서는 동결융해 후 첨체손상이1987).

아주 심한 편이다 와(Zalewski Andersen, 1983).

사람에서 처리로 첨체소실율이pentoxifylline

감소되었고 등 생쥐정자의 처(Esterves , 1998)

리에서 정자막의 기능 보호됨이 보고된 바 있
다 등 처리농도에(Ponce , 1999). Pentoxifylline

정자 기능에 대한 영향 조사에서 과Brennan

은 사람에서Holden(1995) 5 처리에서 첨mM

체손상율의 증가를 보고하였고 면양에서,

M 등 은axwell (1995) 1 2～ 과mM 5 6～ 처리mM

에서 첨체온전성의 비율이 와 였30 43% 4 6%～ ～

다 특히 등 는 사람에서. Paul (1995) 6 의 처mM

리에 대한 반응이 개체 간에 차이가 큰 것으로
보고하였다 개 정자의 경우 특히 동결과정 중.

냉각율이 정자원형질막 손상의 큰 원인이 되며
냉각율에 대한 반응에 상당한 개체차이가 있

Table 7. Effect of pentoxifylline concentration

on acrosome integrity of sperm

after thawing

Mean ± SD.
a,b
Means with different superscripts in the same row

differ significantly(P<0.05).

Pentoxifylline
(mM)

Fresh semen
(%)

After thawing
(%)

0 67.6 ± 6.1 53.7 ± 4.8
b

1 － 59.5 ± 4.5
a

3 － 53.9 ± 5.4
b

Pentoxifylline
(mM)

Fresh semen
(%)

After thawing
(%)

0 82.3 ± 1.2 40.9 ± 2.7
b

1 － 43.3 ± 4.0
a

3 － 40.3 ± 3.9
b

Pentoxifylline
(mM)

Fresh semen
(%)

After thawing
(%)

0 80.0 ± 2.1 34.2 ± 5.4
b

1 － 39.3 ± 5.8
a

3 － 35.1 ± 5.1
b
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는 것으로 보고되었다 등 뿐만 아니(Yu , 2002).

라 동결감수성에 대해서도 개체차이가 크게 나
타나 있다 와 이러한 개체(Platz Seager, 1977).

차이에 대한 원인은 잘 알려져 있지 않다 본.
연구에서 첨가효과가 품종별에 차pentoxifylline

이가 나타난 결과는 앞으로 개의 동결정액기술
개발을 위한 더 많은 연구가 필요할 부분으로
사료되었다.

발정주기중 난포크기와 인공수정4.

발정후 일간의 난포크기 변화는11 15 Table～

과 같으며 자연발정군과 로 발정유8 Ring-CIDR

기시켜 예정시각에 인공수정한 결과는 Table 9

와 같다 자연발정군에서 수정적기 판단을 위.

하여 난포발달에 대한 초음파 진단결과 발정개
시 후 일 일 및 일에 난포크기는11 , 13 15 Fig. 1

과 같이 각각 6.5 mm, 11.5 및mm 8.0 이었mm

으며 평균 좌우측 난소의 난포수는 각각 3.3․
및 개였다 자연발정개시 후 일과 일째4.2 . 14 15

에 인공수정 하였고 한편 발정유기군에서는,

처리후 일과 일째에 인공수정을 실시하였10 11

다.

Table 8. Change in follicle size after estrus

Table 9. Pregnancy rate and litter size

between estrus methods in bitch

inseminated with frozen-thawed

semen

본 실험에서는 동결 융해 한 정자의 농도는
50 × 10

6으로 0.25 주입기를 이용하여 자연발ml

정군과 발정유기군에 자궁내 회 수정하였다2 ,

그 결과 자연발정구의 수태율과 평균산자수는
와 두였으며 발정유기한 처리구에서71.4% 6.6 ,

와 두였다75% 2.6 .

초음파기를 이용한 임신진단5.

임신일령의 기준일을 첫 교배일로 산정하여
교배 후 일 일 및 일에 초음파로 진단20 , 25 30

한 결과는 및 과 같이 임신진단Table 10 Fig. 2

에 따라 태낭의 크기가 13.7 mm, 28.5 및mm

40.5 로 증가되었다 개에서 초음파기에 의mm .

한 임신진단은 교배 후 일 이전은 어려움이20

있고 또한 정확도가 낮은 것으로 알려져 있다

Day 11

Day 13

Day 15

Fig. 1. Images of follicular development after

estrus.

Follicle
Days after estrus

Day 11 Day 13 Day 15

size(mm in dia) 6.5 11.5 8.0

Estrus
No. of bitch

Inseminated Pregnant(%) Litter size

Natural 7 5 (71.4) 6.6

Synchronized 4 3 (75.0) 2.6
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등 일반적으로 개에서 초음파(Maihac , 1980).

진단기에 의한 난포 직경측정은 난포직경이 작
기 때문에 측정이 어려움이 있는 것으로 나타
나 있다 등 태낭의 인지시기는(Schmidt , 1986).

임신 일령 이후에 인지가 가능함으로 그 이20

후에 임신진단하는 것이 정확도가 높고 위험도
를 줄일 수 있는 것으로 보고되어있다(Yeager
등, 1992).
Table 10. Length of gestational sac in pregnant

in bitch

Sac
Days after AI

20 25 30

length(mm) 13.7 28.5 40.5

Day 20

Day 25

Day 30

Fig. 2. Images of gestational sac in early pre-

gnant period.

요 약.Ⅳ

본 연구는 개 정액 채취방법에 따른 정액성
상과 동결전 의 첨가가 미치는 영pentoxifylline

향을 조사하였고 를 이용하여 정자의 운, CASA

동성 측정 및 생존율 첨체 온전성 저삼투성, ,

팽창화를 조사하였다 그리고 자연발정과 발정.

유기된 암캐에서 동결정액 주입의 임신율을 조
사하였다.
1. 품종별 정액성상을 조사한 결과 Beagle,

및English cockers spanie, Collie Grey

의 정액량과 정자 수에서 큰 차이가hound

없었으나 에서 정액량과 정자수가, Shihtzu

유의적은 아니나 다소 적었다.
2. 동결희석액에 및pentoxifylline 0, 1 3mM

첨가에서 융해 후 정자활력은 각각 46.4,

및 였으며56.4 47.2% 1 처리구가 다른mM

처리구보다 유의적으로 높았다.
3. 동결희석액에 첨가는 융해pentoxifylline

후 정자의 생존성 첨체막 온전성 및 원형,

질막 온전성 모두 유리한 결과를(HOST)

나타냈으며 의 첨가에서 정자의 생존, 1mM

성과 기능성이 향상되었다.
4. 자연발정에서 발정개시 후 일 일 및11 , 13

일째 초음파기로 측정한 난포 크기는15

각각 6.5 mm, 11.5 및mm 8.0 이였다mm .

배란은 일 사이에 일어났다13 15 .～

5. 발정유기한 개체에서 수정후 임신 일째20

부터 일 간격으로 회 측정한 태낭의 크5 3

기는 13.7 mm, 28.5 및mm 40.5 이었mm

다.
6. 자연발정과 발정을 유기한 개체에서 pen-

toxifylline 1 이 첨가된 정액을 동결mM ․
융해하여 인공수정 후 임신율은 71.4 와%
75 로 두 방법간에 차이가 없었으나 자% ,

연발정군에서 평균산자수는 두였고 발6.6 ,

정유군의 평균산자수는 두였다2.6 .
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