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ABSTRACT

The objective of this study is to estimate the effect of adding TES to LEY and FGE freezing extender for the sperm 
viability, acrosomal morphology and DNA fragmentation from miniature pig sperm, we evaluated sperm characteristics 
in TFGE, TLE and LEY with various thawing condition (37℃ for 20 sec, 45 sec and 75℃ for 5 sec, respectively), 
and in different concentration of glycerol at 1%, 1.5%, 3%. The sperm viability and normal acrosome intact(NAI) 
in TFGE (Viability : 60.3±2.4, NAI : 58.6±2.2%), TLE (61.3±2.4, 62.2±2.2%) extender significantly(p<0.05) increased 
than that in LEY (50.2±2.4, 54.5±2.2%) extender thawed at 75℃ for 5 sec. According to the results from glycerol 
concentration, the viability and NAI of miniature pig sperm in 1.5% glycerol TLE (66.1±3.2, 66.2±1.0%) was highest 
among the experimental groups. In accordance with this, DNA fragmentation rates was the lowest in TLE (43.3±0.5%) 
while that in LEY (63.5±2.3%) is the highest. Therefore, these results suggest that TLE extender method for free-
zing-thawing of miniature pig sperm increased the viability after thawing.
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서  론

실험동물과 장기 이식 동물로 주목 받고 있는 미니돼지

(miniature pig)는 각종 바이오산업에 있어 그 수요가 증가되
고 있으나, 현재 자연 교배에 의하여 생산되어 개량 효과가
크지 못하고, 우수한 유전 형질의 고정과 대량 생산에 문제점
이 있다. 유전자원의 보존 및 유전 형질 우수 개체의 대량 생
산을 위하여 가축의 정액 동결에 관한 연구가 진행 중에 있으

나, 돼지정자의 동결과 융해 과정에서 돼지 정자는 내동성에
민감하고, 정자 세포막의 지질 과산화와(Cerolini 등, 2001), 첨
체에 심각한 손상을 받는 것으로 알려져(Potter, 1979), 동결보
존에 어려움이 있다. 동결보존액으로Lactose Egg-Yolk (LEY) 
동결보존액(Westendorf 등, 1973; Roca 등, 2004; Fraser 등, 
2007; Sancho 등 2007)이 많이 사용되고 있으며, 정액의 동결

효율성을 높이기 위하여 냉각속도(Shim 등, 2005)와 동결용기
(Dai 등, 2009)등에 대한 연구가 진행 중에 있다. 하지만 돼지
정자의 경우, 동결 보존 후 융해과정에서 세포내 빙결 재형성
을 만들어 미토콘드리아 손상이 나타나며(Courtens와 Paquig-
non, 1985), 동결시 glycerol과당류에도영향을받는것으로알
려져 있다(Pursel 등, 1972; Wilmut와 Polge, 1977). 
특히 미니돼지는 일반돼지와 생리학적 특성이 다르고(Ha-

ley과 Lee, 1993; Jin 등, 2001), 정자의 성숙에 미치는 정소 내
호르몬 기전과 정자 생성에 따른 생합성 경로(Biosynthetic pa-
thway)(Carreau, 2001)와 스테로이드 합성(Steroidogensis)의 역
할에 차이가 있다(Jin 등, 2001). 또한 동결 융해시킬 때 일반
돼지와 다르게 고온에서 단시간 융해하는 것이 높은 생존율

을 보이며(최 등, 2007), 정자 원형질막의 콜레스테롤에 관련한
지질 과산화에 대한 연구에서도 차이가 있다(Cerolini 등, 2001; 
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김 등, 2011). 정자 동결에 다양한 당류의 첨가가 정자의 원형
질막 손상을 줄여 생존율 향상시키며(Pursel 등, 1972), TES 
(N-Tris[Hydrixymethyl]methyl-2-aminoethane-sulfonic acid)의
첨가가 동결-융해 후 정자의 생존율을 향상시켜(Hanada, 1980; 
Watson, 1990), 정자의원형질막의보호 및대사작용에영향을
주어 세포막을 보호한다(Garde 등, 2003)다고 알려져 있다.
따라서 본 연구는 미니돼지 정자의 생존성 향상과 우수 종

축의 유전자 보존을 위하여 TES가 첨가된 TLE (TES+LEY), 
TFGE (TES+Fructose+Glucose+Egg Yolk)와 LEY를 사용하여
정자의 생존성 및 DNA 손상도를 분석하여 미니돼지에 최적
화된 동결보존액을 개발하고자 수행하였다.

재료 및 방법

1. 공시 정액

본 실험에 사용된 정액은 경기도 평택시에 위치한 메디키

네틱스(주)의 Midget miniature pig에서 의빈대를 이용한 음경
수압법으로 정액을 채취하여 전체 정자의 70% 이상의 정상
움직임과 80% 이상의 생존율을 현미경하에서 확인한 후 미리
제조된 1차 동결보존액(TLE, LEY, TFGE)으로 4×107정자/ml
이 되도록 희석한 후 37℃로 가온한 보온병에 담아 2시간 이
내로 실험실로 운반하여 실험에 공시하였다.

2. 동결보존액 준비

실험에사용된 1차동결보존액인 LEY는Westendorf 등(1975)
의 방법을보완하여 제조하였고, TES 첨가는 Garde 등(2003)의
방법을 참조하였다. TLE의 제조는 9% α-lactose에 TES 100 
mM과 Tris 50mM 및 Streptomycin과 Gentamycin 25 ug/ml를
첨가하였으며, TFGE는 3% D-fructose와 5% D+glucose에 TLE
와 같이 TES와 Tris를 첨가하여 제조하였고, 제조된 1차 동결
보존액에 각각 egg yolk 20%를 혼합하고 원심분리(4,000 rpm, 
30min, 4℃)하여 상층액 만을 사용하였다. 2차 동결보존액은
동결시 Sodium Dodecyl Sulfate(SDS)와 glycerol의 최종농도
를 0.5%와 각 1%, 1.5%, 3%로 하였다. 특별하게 언급 또는
기술하지 않는 한 본 실험에 사용된 시약은 Sigma 제품을 사
용하였다.

3. 정액 동결 및 동결 정액 융해

1차 동결보존액으로 희석되어 운반된 정액은 37℃에서 4℃
까지 2시간 동안 냉각하였다. 그 후 2차 동결보존액을 총 용
량의 1/2로 첨가하여 0.5 ml straw에 넣어, 액체 질소가 담겨
있는 용기에서 액체질소 표면위로부터 5 cm 위 180℃에서
10분간 정치한 후 액체 질소에 침지하여 동결 보관하였다. 동
결 융해는 항온 수조를 이용하여 각각 37℃에서 20초, 45초
및 70℃에서 5초 동안 융해하였다.

4. 생존율 평가 및 활력도 분석

정자의생존율은 computer assisted sperm analysis system (Sperm 
Class Analyzer, Microptic, Barcelona, Spain)을 이용하여 평가
하였다. 

5. 첨체 정상성 평가

정자의첨체 정상성은 Larson과 Miller (1999)의방법을 보완
하여 수행하였다. 3×106 정자/ml의 최종 농도의 정자를 800×g
로 원심분리 후 상층액을 제거하고, 1 ml의 1×PBS를 섞어 2
회 500×g에서 5분간 원심분리하여 상층액을 제거한 후 3.7% 
formalin 2 ml를 첨가하여 40분간 고정하고, 500×g에서 5분간
원심분리하여 상층액을 제거하였다. 상층액이 제거된 sperm 
pellet에 1 ml의 1×PBS를 첨가하여 희석한 다음, 그 중 100 ul
를 slide glass에 도말하여 실온에서 건조시킨 후, 0.25% CBB 
(Coomassie Brilliant Blue) 용액으로 5분간 염색시켜 위상차
현미경으로 400배하에서 정자의 첨체 정상성을 판단하였다. 
판단 기준은 두부 전체에 푸르게 염색된 정자는 첨체 정상 정

자로 판단하였고, 두부의 주변 및 염색되지 않은 정자는 이상
정자로 판단하였다. 400마리의 정자를 세어 백분율로 환산하
여 분석하였다.

6. 정자 DNA 손상도 분석

동결보존액에 따른 정자 chromosome DNA의 손상도 분석
은 McConkey 등(1989)의 방법을 수정·보완하여 검사하였다. 
각 동결보존액으로 동결된 정액을 융해한 후 70% percoll에서
원심분리(2,000 rpm 10 min, RT)하여 가온된 BTS 희석액으
로 1×106 정자/ml로 희석하여 4 ml의 DNA fragment lysis 
buffer(50 mM Tris (pH 8.0), 10 mM EDTA(pH 8.0), 1% SDS, 
500 mg/ml proteinase K)를 첨가하여 37℃에서 16시간 동안 반
응시켰다. 반응시킨 DNA는 PCI solution(phenol : chloroform : 
isoamylalcohol (25:24:1)) 추출방법을이용하여추출하고, 100% 
ethanol로 침전시켜 DNA 완충액인 TE buffer(10 mM Tris, 1 
mM EDTA, pH 8.0)로 녹인 후 1.5% agarose gel에서 100V로
전기영동 하였다. 전기영동 후 agarose gel을 Etbr staining solu-
tion(1 mg/ml of ethidium bromide)에 넣어 발색하여 UV tran-
silluminator에서확인하였고, DNA 밴드의 fragmentation를 alpha 
ease FC(version 4.0)으로 분석하였다. 실험결과, 분석은 DNA 
fragmentation된 band의 수를 세어 percentage로 표시하였으며, 
4반복하여 평균±S.D로 분석하였다.

7. 통계처리 

실험 결과는 SAS pakage(version 9.1)를 이용하여 ANOVA
와 GLM(Generalized linear model)를 적용하여 Duncan의 mul-
tiple range test에 의하여 통계적 유의성(p<0.05)을 분석하였
다.
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결  과 

1. 동결보존액과 융해 방법에 따른 생존성과 정상성

미니돼지의 정액를 TFGE, TLE, LEY 동결 보존액으로 동
결한 후 37℃에서 20초, 45초와 75℃에서 5초 동안 융해하였
을 때 생존성 및 정자의 첨체 정상성은 Table 1과 같다.  37℃
에서 20초간 동결 융해하였을 때 TLE 동결보존액은 동결 융
해 후 정자의 생존율이 57.4±1.8%이었고, 정자의 첨체의 정상
성은 58.5±1.8%이었다. TFGE 보존액은 정자의 생존율이 42.4± 
1.8%, 첨체 정상은 50.5±1.6%이었고, LEY 보존액은 정자의생
존율이 38.6±1.8%, 첨체 정상성은 44.2±2.6%이었다. 37℃에서
45초간 동결 융해하였을 때 TLE 동결보존액은 동결 융해 후
정자의생존율이 58.3±2.1%이었고, 정자의첨체정상성은 57.3± 
1.4%이었다. TFGE 보존액은 정자의 생존율이 43.2±2.1%, 첨
체 정상은 48.3±1.4%이었고, LEY 보존액은 정자의 생존율이
38.4±2.1%, 첨체 정상성은 41.5±1.4%이었다. 75℃에서 5초간
동결 융해하였을 때 TLE 동결보존액은 동결 융해 후 정자의
생존율이 61.3±2.4%이었고, 정자의 첨체의정상성은 62.2±2.2%
이었다. TFGE 보존액은 정자의 생존율이 60.3±2.4%, 첨체 정
상은 58.6±2.2%이었고, LEY 보존액은 정자의 생존율이 50.2± 
2.4%, 첨체 정상성은 54.5±2.2%이다. 동결 보존액이나 융해
방법간에 있어서 TLE 동결보존액이 다른 동결보존액에 비하
여 동결 융해 후 생존성이나 정자의 첨체 정상성이 유의적으

로(p<0.05)을 높은 결과를 나타내었다.

2. Glycerol 농도에 따른 생존성과 정상성

Glycerol 농도가 미니 돼지정자의 동결-융해 후 생존성에
미치는 영향을 알아보기 위하여 각각의 동결보존액에 glyce-
rol 농도를 1%, 1.5%, 3%하여 동결한후 75℃에서 5초 동안 융
해하여 생존성을 분석한 결과는 Table 2와 같다. 1.5% glyce-
rol 첨가된 TLE 보존액에서 동결-융해 후 66.1±3.2%의 생존
율과 66.2±1%의 첨체 정상성을 나타내었다. TFGE 보존액에
서 동결-융해 후 63.2±3.2%의 생존율과 61.2±1%의 첨체 정상

Table 1. Effect of freezing extender and thawing method on the survival ability of frozen miniature pig spermatozoa

Type of 
extender

Survival ability

37℃ for 20sec 37℃ for 45sec 75℃ for 5sec

Viability (%) NAI (%) Viability (%) NAI (%) Viability (%) NAI (%)

TFGE 42.4±1.8 50.5±1.6* 43.2±2.1* 48.3±1.4* 60.3±2.4* 58.6±2.2*

TLE 57.4±1.8* 58.5±1.8** 58.3±2.1** 57.3±1.4** 61.3±2.4**a 62.2±2.2**a

LEY 38.6±1.8 44.2±2.6 38.4±2.1 41.5±1.4 50.2±2.4 54.5±2.2

NAI : Normal Acrosome Intact.
*,**,a Different letters within the same column represent a significant difference(p<0.05).

성을 나타내었다. LEY 보존액에서 동결-융해 후 60±3.2%의
생존율과 58.6±1%의 첨체 정상성을 나타내었다. 동결보존액
에 따른 결과에서 TLE 동결보존액이 다른 동결보존액보다 정
자의 생존성과 첨체 정상성이 유의적(p<0.05) 높았으며, glyce-
rol 첨가 농도에서는 모든 결과가 유의적인 차이를 보이지는
않았으나, 1.5% 첨가 농도가 1%와 3% 첨가 농도에 비하여
높았다.

3. 동결보존액에 따른 DNA 손상도

동결보호제가 정자 두부에 미치는 영향을 알아보기 위하여

DNA fragmentation을분석한 결과는 Fig. 1과같다. 동결보존액
에 따라 미니돼지 정자의 chromosome DNA상의 손상을 분석
한 결과, TLE의 경우 43.3±0.5%의 유의적(p<0.05)으로 가장
낮은 손상을 보였고, LEY에서 약 63.5±2.3%의 높은 손상을

Table 2. Effect of glycerol concentration on the survival ability 
of frozen thawed miniature pig spermatozoa

Type of 
extender

Glycerol 
concentration

Viability
(%)

NAI
(%)

TFGE

3%  58±4.5 57.5±1.8

1.5% 63.2±3.2* 61.2±1.0*

1% 43.2±2.1 47.1±2.1

TLE

3% 61.3±4.5* 61.3±1.8*

1.5% 66.1±3.2**b 66.2±1.0**a

1% 53.3±2.1 54.2±2.1

LEY

3% 56.2±4.5 52.2±1.8

1.5%  60±3.2* 58.6±1.0*

1% 51.2±2.1 50.1±2.1

NAI : Normal Acrosome Intact.
*,**,a,b Different letters within same treaments represent signifi-

cantly difference (p<0.05).
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Fig. 1. Effects of chromosome DNA fragment on various frozen 
extenders (TFGE, TLE and LEY) in miniature pig sperm. 
A: photography of electrophoresis , B: percentage of DNA 
fragmentation. a~c Different letters within the same column 
represent a significant difference(p<0.05).

보였다. TFGE의 경우 약 51.5±1.3%의 손상을 보이고 있어, 
LEY보다는 적은 손상을 나타냈다.

고  찰 

돼지의 정액은 다른 가축에 비하여 정자의 농도가 낮고, 내
동성과 온도 저하에 대한 내성이 약하다(Maxwell과 Johnson, 
1997). 이로 인해 정자는 저온 충격에 약하며, 삼투압에 의한
전해질 대사의 변화, 정자 세포내의 원형질 및 DNA 손상을
가져오게 된다(Salisbury 등, 1978). 돼지 정액은 다른 포유류
에 비해 정자의 동결 융해 후 생존율이 낮아 Glucose Egg-Yolk 
(Baier, 1962; Polge 등, 1970), Lactose Egg-Yolk(Westendorf 
등, 1975), Beltsville F3(BF3; Pursel과 Johnson, 1973) 등이 많
이 쓰이며, 그 중 간편하고 효율성이 높은 LEY보존액이 많이
이용되고 있다. 미니돼지 정자의 동결에 있어 이 등(2011)은
LEY를 이용한 정액 동결이 미니돼지 정자의 생존 및 활력이
상승되고 수정률이 높다고 하였다. 본 실험에서 미니돼지 동
결 정자의 생존성과 정자의 첨체 정상성을 개선하고자 첨체

와 핵막을 보호하는 것으로 알려진 TES(Garde 등, 2003)를 첨
가한 TLE 그리고 TFGE를 사용하여 미니돼지 정액을 동결-융
해한 후 정자의 생존성과 첨체 정상성을 분석한 결과, TLE 동
결보존액이 TFGE와 LEY에 비하여 유의적(p<0.05)으로 높은
결과를 나타내어 LEY가 미니돼지 정자의 동결에 높은 영향
을 미친다는 연구 결과(이 등, 2011)보다 TES의 첨가된 동결
보존액이 동결 융해 후 좋은 결과를 나타냈다. 또한 미니돼지
동결정자의 융해 온도와 관련한 실험에서 37℃로 20초, 45초
동안 융해한 결과보다 75℃로 5초 동안 융해한 결과가 Almlid
와 Johnson(1988) 및 최 등(2007)의 결과와 같이 활력 및 첨체
정상성이 향상되는 것을 확인할 수 있었으며, 높은 온도에서
의 융해가 정자의 생존율 및 정자의 활력과 첨체 정상성을 개

선시키며(Eriksson과 Rodrigues-Martinez, 2000), 빠른 융해 속

도가 세포내 빙결 재결정을 줄여 미토콘드리아의 손상을 최

소화 하는 것으로 사료된다(Fiser 등 1986). 본 연구에서 미니
돼지 정액을 TLE로 동결한 후 75℃에서 5초 동안 융해한 결
과가 LEY와 TFGE에 비하여 유의적(p<0.05)으로 높은 활력
및 첨체 정상성의 향상을 나타냈다. 따라서 TES의 사용이 정
자의 원형질막의 손상을 줄이고 생존율에 영향을 미쳐(Rasul 
등, 2000) 미니돼지 정자 동결에 있어 중요한 역할을 할 것이
라 사료될 수 있다. Glycerol의 농도에 따른 동결성 및 생존율
분석에서 3% glycerol 첨가 군보다 1.5% 첨가 군에서 약간 높
은 활력 및 첨체 정상성을 보이는 것으로 확인할 수 있었는데, 
이는 Almlid와 Johnson(1988)에서 밝힌 3% glycerol 첨가가
높은 첨체 정상성을 보인다는 결과와 차이가 있었으며, Wil-
mut와 Polge(1977)에서 밝힌 정자의 생존율은 glycerol의 농도
에 따라 정상첨체율에 영향을 미친다는 보고에서처럼 낮은

농도에서는 활력 및 생존율이 저하되었지만, 적정 수준의 농
도에서는 오히려 정자에 첨체 정상성 및 생존율에 영향을 주

는 것으로 사료된다(Shim 등, 2005). 또한 본 연구에서 사용된
정액은 percoll에 의한 분리방법(Sakkas 등, 2000)을 사용하지
않고 정장이 포함된 원정액을 사용하여 동결함으로 인해, 삼
투압 및 glycerol의 영향에 안정적인 효과를 미치는 것으로사
료될수있다. 정자의원정액에는 galactose를비롯한 citric acid와
fructose, glucose 등 과당이 일정량 함유(Grizard 등, 2000)되
어 있어 원정액 사용에서 따로 당류를 첨가하지 않아도 동결

에 대한 효과를 얻을 수 있을 것이라 사료된다. 이러한 결과
는 Pursel 등(1972)의 연구 결과에서처럼 일정량의 당류가 돼
지정자 동결성에 영향을 준다는 결과와 같았다. 또한 동결보
존액에 따른 미니돼지 정자의 DNA 손상을 분석한 결과에서
1.5% glycerol의 첨가로 동결한 후 75℃로 5초 동안 융해한
후 정자의 chromosome DNA 손상을 분석한 결과, TLE가 LEY
나 TFGE보다 낮은 chromosome DNA 손상을 보여, 동결-융해
방법(Kalludi 등, 2011) 및 첨가 물질에 따라 정자의 DNA 손상
정도가 달라지는 것으로 볼 수 있었다. 따라서 TES의 첨가가
미니돼지 정자의 보존에 있어서 두부의 손상률을 줄일 수 있

을 것이라 사료된다. 본 연구를 종합한 결과, 미니돼지 동결보
존액에 있어서 LEY의 단독 사용보다 TES의 첨가가 동결성에
긍정적인 효과를 줄 수 있을 것이라 사료되며, glycerol 첨가
의 농도의 조절 및 고온 융해 방법이 미니돼지 정자 성상에

좋은 영향을 줄 것으로 사료된다.

결  론

본 연구의 목적은 미니돼지 정액을 동결하기 위하여 동결

보호제인 LEY와 FGE에 TES를 첨가하여 동결 융해 후 미니
돼지 정자의 생존성, 첨체의 정상성 및 DNA 손상에 미치는
영향을 분석하기 위하여 실시하였다. 각 동결보존액에 따른
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적정 융해온도와 glycerol의 농도를 측정하기 위하여 37℃, 20
초간 37℃ 45초와 75℃ 5초에서 각각 융해하여 생존율 및 첨
체 정상성을 분석하였고, glycerol의 농도 평가는 1%, 1.5% 그
리고 3%에서 측정하였다. 동결보존액에 따른 동결 융해 후
정자의 생존율과첨체정상성분석 결과, 75℃에서 5초동안융
해한 TLE(생존율 : 61.3±2.4, 첨체정상성 : 62.2±2.2%)가 TFGE 
(60.3±2.4, 58.6±2.2%) 및 LEY(50.2±2.4, 54.5±2.2%)보다 높은
생존율과첨체정상성을나타내었다. Glycerol 농도에서는 1.5% 
glycerol의 농도의 TLE(66.1±3.2, 66.2±1.0%)에서 3%와 1% 
glycerol 농도보다 유의적(p<0.05)으로 높은 정자 생존율과 첨
체 정상성을 보였다. 동결정액의 DNA 손상도를 평가한 결과, 
LEY(63.5±2.3%)가 가장 높았으며, TLE(43.3±0.5%)를 이용한
동결보존액에서 가장 낮은 fragment를 보였다. 따라서 본 연
구결과 TLE 동결보존액을 사용한 정자 동결 보존 방법이 미
니돼지 정자 동결에 보다 효과적인 것으로 사료된다.
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