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ABSTRACT    We observed MMPs expression in all sperm groups, with pro-MMP 
showing lower expression than active MMPs. According to the results from each 
freezing extender, the sperm membrane integrity (HOST: Hypoosmotic Swelling 
Test) analysis in TCGGD (Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, Glycerol 
3%, Dimethylsulpoxide 3.5 M) is 59.8 ± 0.7, TCGSD (Tris 250 mM, Citric acid 88 
mM, Glucose 47 mM, Sucrose 0.1 M, Dimethylsulpoxide 3.5 M) is 59.3 ± 0.5 were 
significantly higher (p < 0.05) among the experimental groups. And MMPs analysis 
result, we observed MMPs expression in all sperm groups, with pro-MMP showing 
lower expression than active MMPs. The expression of active MMP-2 was the highest in 
sperms frozen in TCGSD and TCGD (Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, 
Dimethylsulpoxide 3.5 M), Meanwhile, sperms from the TCGGD and TCGED (Tris 250  
mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, Ethylene glycol 3%, Dimethylsulpoxide 3.5 M) 
group showed lower level of active MMP-2 expression. Together, these results indicate 
that adding glycerol or sucrose to the sperm freezing buffer would not only suppress 
MMPs expression but also minimize DNA fragmentation, providing a mean to improve 
the success rate in the in vitro manipulation of rabbit sperms. Therefore, these results 
suggest that TCGGD or TCGSD extender method for freezing-thawing of rabbit sperm 
increased the viability after thawing.
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서  론

정자의 physiological processes는 여러 proteinase와 in-

hibitor의 상호관계에 따라 세포막의 재형성을 통하여 이루어지

며(Barrett 등, 1998), MMPs (metrix metallo proteinase)와 

MMPs의 억제인자인 TIMPs (tissued inhibitor metallopro-

teinses)의 적절한 발현이 정자형성에 관련하여 중요한 역할을 하

고 있는 것으로 알려져 있고, 정상적인 정자의 형성을 도모한다는 

연구 결과가 있다(Mruk 등, 1997; Wong 등, 2000; Chung 등, 

2001; Mruk 등, 2003). 이 중 MMP-2는 gelatinase A로 col-

lagen type IV, V, elastin, fibronectin, laminin, gelatin을 분

해하며, MMP-9은 gelatinase B로 collagen type IV, V, VII, X, 

casein, gelatin 등의 분배를 하는 역할을 하고 있다(Ashisa 등, 

1996). MMP-9은 gelatinase B 분해에 영향을 미치는 효소로 세

포외에 분포하며 효소 활성도에 따라 수정란의 배발달률에 영향

을 미치고 있고, gelatinase 계열의 MMP-2, MMP-9이 세포외

기질(extracellular matrix, ECM)를 비롯하여 기저막(basement 

membrane)의 주성분인 type IV collagen 성분을 분해시켜 배 

발달률에 영향을 주고 있다(Visse 등, 2003). 즉 MMPs는 세포

기질의 활성화에 따른 단백질가수분해 활동을 촉진하며, 정자의 

형성과정에서 세포의 형태적 재구성 및 수정에 있어 중요한 역할

을 하고 있다(Longin 등, 2001; 2002; Slongo 등, 2002; Orit 

등, 2002). 특히 정자의 수정능 획득 이후 수정 과정에서 물리적

으로 난구세포 및 투명대의 붕괴에 MMPs의 도움을 받는 것으로 

알려져 있으며(Huarte 등, 1987), 수정 전 정상 정자의 수정능력

에 대한 이상 유무를 판별할 수 있는 것으로 알려져 있다(Orit 등, 

2002). 

따라서 본 연구는 TCG 기본 동결보존액에 저온 충격 저하를 

위한 egg yolk의 농도 변화가 토끼정자에 미치는 영향을 분석

하고 2차 동결보존액에 첨가되는 glycerol, ethylene glycerol, 

DMSO 및 sucrose의 최종 농도가 토끼 정자의 동결성 및 생존율

에 미치는 영향을 분석하고 MMPs의 발현양상을 통하여 원활한 

토끼 정자의 동결 보존 시스템을 확립하고자 한다.

재료 및 방법

정액 채취
정액 채취는 자체 제작한 정액 채취기를 사용하여 인공질법으로 

1주일에 한번 30분 간격으로 채취하여 1차 동결 보호제로 4 × 

107 정자/mL로 희석 한 후 37oC로 가온한 보온병에 담아 2시간 

이내로 실험실로 운반하여 실험에 사용하였다.

동결 희석액 
실험에 사용될 정액의 희석액의 조성은 Tris 250 mM (T-

6791, Sigma, USA), Citric acid 88 mM (C-2404, Sigma, 

USA), Glucose 47 mM (G-7021, Sigma, USA)을 증류수에 융

해하여 1차 희석액(이하 TCG)을 만들었다. 1차 희석액의 삼투압

은 303 osmol로, pH는 7.0으로 맞추었으며, 1차 희석액에 egg 

yolk 10%를 첨가하였다. 동결보존액으로 사용할 2차 희석액은 

1차희석액에 3.5 M의 dimethylsulpoxide (DMSO; D-2650, 

SIGMA, USA)을 첨가한 보존액(이하 TCGD), 3%의 ethylene 

glycol과 3.5 M의 DMSO를 첨가한 보존액(이하 TCGED), 3%의 

glycerol과 3.5 M의 DMSO가 첨가된 보존액(이하 TCGGD), 0.1 

M의 sucrose와 3.5 M의 DMSO가 첨가된 보존액(이하 TCGSD)

를 제조하였다.

정액 동결 및 동결 정액 융해
1차 동결 보호제로 희석되어 운반된 정액을 37oC에서 4oC까지 

중탕하여 2시간 동안 냉각하였다. 그 후 2차 동결보호제를 V/V으

로 4oC에서 순차첨가법을 사용하여 10분 간격으로 3회 희석한 후 

4oC에서 30분동안 glycerol평형을 유도한다(Theau와 Roustan, 

1982). 0.5 mL straw에 담아 액체 질소 표면 위 10 cm위에서 

10분간 예비 동결 시킨 후 액체 질소 안에서 보관 한다. 38oC에서 

20초간 융해하여 실험을 하였다(Moce 등, 2003a).

원형질막 기능 검사
융해된 토끼의 정자는 100 uL sperm을 1,500 rpm, 37oC, 5

분간 원심분리하여 상층액 제거 후 hypoosmic solution (5% 

Fructose, 2.6% Sodium citrate) 1 mL 첨가 후 37oC에서 30분

관 보관한다. 50 uL를 슬라이드에 올려 현미경 ×400에서 꼬리의 

휜 정도와 중편부의 부운정도를 관찰하여 300마리의 정자를 세어 

백분율로 환산하여 분석하였다(Fig. 1).

동결 정자의 해동 이후 DNA 절편분석
동결보호제로 동결 이후 해동하여, 1,500 rpm, 37oC, 5분간 원

심분리하여 상층액 제거 후 Kim 등(2012)에서 제시한 방법에 따

라 페놀 추출 방법으로 DNA를 회수하였다. 이후 1.2% agarose 

gel에 넣어 100 v에서 약 1시간동안 전기영동하여 DNA 절편을 

분리하였고, 1 mg/mL ethidium bromide 시약에서 DNA 절편 

염색을 유도한 후 UV상에서 관찰하였다. 

Fig. 1. Patten of hypoosmotic-swelling (HOST).
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MMP-2, MMP-9의 효소활성화 분석
MMPs의 효소반응을 분석하기 위하여 20 mg의 total 정자 단백

질과 배양배지를 zymography 반응액인 2 mL/10 mL FOZ load-

ing buffer (5% Bromo phenol blue, 10% SDS, 2% Glycerol)

를 섞어 얼음 위에서 5분간 반응시킨 후 100 mg/mL의 gelatin

이 포함된 gelatin SDS-PAGE gel에서 150 V로 1시간 30분 동

안 전기 영동 하였다. 전기영동 한 후 gel은 renaturation buffer  

(2.5% Triton X-100, 1×PBS)로 20분간 2회 단백질 재 형성화

를 유도 한 후, 멸균수로 20분간 세척하였다. 단백질을 재 형성화 

한 이후 zymography reaction buffer (1 M Tris-HCL pH 7.5, 

5 M NaCl, 1 M CaCl2, 0.2 mM ZnCl2, 0.2% Triton X-100, 

0.02% NaN3)에 넣어 37oC에서 18시간 동안 효소 반응 시켰다. 

반응이 끝난 zymography gel은 coomassie blue R250 (Bio-

rad, USA)로 단백질 염색을 1시간 동안 유도 하였으며, 이후 탈색

하여 탈색된 부분을 분석 하였다. 

MMP-2, MMP-9 및 inhibitor의 단백질 발현양상
배양배지와 정자 단백질에서 특정 단백질의 발현양을 분석하

기 위하여 96 well ELISA plate에 primary antibody로 도포하

여 4oC에서 하루 동안 coating한 후 washing buffer (1×PBS 

with 2.5% Triton X-100)로 2회 세척하였다. Blocking을 위

해 1% skim milk blocking solution으로 4oC에서 24시간 동안 

blocking 하였다. Washing buffer로 세척한 후 secondary an-

tibody로 2시간 동안 detection하고, substrate solution (R&D 

Systems, USA)으로 반응시킨 후 1 M NH2SO4로 반응을 중지시

키고 450 nm로 흡광도를 측정하였다.

통계 분석 
실험 결과는 SAS package (version 9.1)를 이용하여 ANOVA

와 GLM (Generalized linear model)를 적용하여 Duncan의 

multiple range test에 의하여 통계적 유의성(p < 0.05)을 분석

하였다.

결  과

동결보호제에 따른 토끼 정자의 원형질막 정상성 분석
동결보호제가 동결 융해 후 원형질막 기능에 미치는 영향을 분

석하기 위하여 토끼 저온 보존 희석액에 3.5 M의 dimethylsul-

poxide (DMSO; D-2650, SIGMA, USA)을 첨가한 보존액(이하 

TCGD), 3%의 ethylene glycol과 3.5 M의 DMSO를 첨가한 보

존액(이하 TCGED), 3%의 glycerol과 3.5 M의 DMSO가 첨가된 

보존액(이하 TCGGD), 0.1 M의 sucrose와 3.5 M의 DMSO가 

첨가된 보존액(이하 TCGSD)에 따른 토끼 정액의 동결 융해 후 원

형질막 기능 검사 결과는 Table 1에서 보는 바와 같이 TCGGD와 

TCGSD에서 각각 59.8 ± 0.7%와 59.3 ± 0.5%가 나와 TCGD

의 46.7 ± 0.9%와 TCGED의 39.7 ± 0.5% 보다 유의적으로 높

게 나타났다(p < 0.05). 이러한 결과는 생존율과 첨체정상성과 같

은 경향의 결과로 비추어 볼 때 토끼 정액의 동결에서 DMSO에 

glycerol이나 sucrose의 혼합첨가가 DMSO 단독이나 DMSO와 

ethylene glycol 혼합 첨가보다 효과적인 것으로 사료된다(p < 

0.05). 

동결보호제에 따른 DNA 손상도 분석
동결보호제가 정자 두부에 미치는 영향을 분석하기 위하여 토끼

정자를 동결-융해하여 phenol-down 추출방법으로 DNA를 추

출한 후 DNA fragment 분석을 실시한 결과 Fig. 2와 같다. 

동결 융해시킨 토끼 정자의 genomic DNA 추출에 따른 분석에

Table 1. Effect of freezing extender on the percentage of the 
hypoosmotic-swelling (HOST)

Type of extender Tail changes (%)

TCGD 46.7 ± 0.9*

TCGED 39.7 ± 0.5

TCGGD 59.8 ± 0.7**

TCGSD 59.3 ± 0.5**

*,**: Different letters within same column represent a significant 

difference (p < 0.05). TCGD: Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 

mM, Dimethylsulpoxide 3.5 M, TCGGD: Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, 

Glucose 47 mM, Glycerol 3%, Dimethylsulpoxide 3.5 M, TCGSD: Tris 250 

mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, Sucrose 0.1 M, Dimethylsulpoxide 

3.5 M, TCGED: Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, Ethylene 

glycol 3%, Dimethylsulpoxide 3.5 M.

Fig. 2. Analysis of chromosome DNA fragmentation. M: marker, 
SD: TCGSD (Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, 
Sucrose 0.1 M, Dimethylsulpoxide 3.5 M), GD: TCGGD (Tris 250 
mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, Glycerol 3%, Dimethyl-
sulpoxide 3.5 M), ED: TCGED (Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, 
Glucose 47 mM, Ethylene glycol 3%, Dimethylsulpoxide 3.5 M), 
D: TCGD (Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, Di-
methylsulpoxide 3.5 M).
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서 TCGSD, TCGGD 그리고 TCGD의 경우 전기영동 상에서 가

장 높은 추출률을 보였으나, TCGED의 경우 낮은 DNA의 추출률

을 보였다. 또한 DNA band의 끌림의 현상을 통하여 genomic 

DNA의 손상을 분석한 결과 TCGSD의 경우 DNA marker 100 

bp구간까지 끌리는 현상이 나타나 가장 많은 손상을 보였으며, 

TCGD의 경우도 같은 양상을 확인 할 수 있었다. 그러나 TCGGD

의 경우 타 그룹에 비하여 가장 적은 손상을 보였다. TCGED의 경

우 genomic DNA의 손상률이 가장 적은 것을 확인 할 수 있었는

데, 이는 ethylene glycol의 영향으로 낮은 DNA 추출 및 적은 손

상을 보이는 것으로 사료된다. 

동결보존액에 따른 세포외 기저질 분해효소의 활성 및 비활성

도 분석
각 동결보존액에서 동결-융해한 토끼정자의 단백질 그리고 동

결보존액과 정장이 혼합된 단백질에서 MMP-2와 MMP-9의 활성

도를 분석한 결과 Fig. 3A와 같다. 

먼저 정자 단백질에서 MMP-9의 활성도를 분석한 결과 활성이 

완료된 active-MMP-9의 경우 모든 그룹에서 확인 할 수 없었으

나, 세포외질로 나와 존재하며 활성을 이루지 못해 비활성화로 존

재하는 pro-MMP-9의 경우 TCGSD, TCGGD 그리고 TCGD에

서 발현되는 것을 확인 할 수 있었으며, 특히 TCGE의 경우 pro-

MMP-9을 관찰 할 수 없었다. MMP-2의 경우 비활성화 된 pro-

MMP-2의 경우 TCGSD, TCGGD 그리고 TCGD에서 관찰 되었

으나, TCGE에서는 관찰할 수 없었다. 활성화된 active MMP-2

의 경우 모든 그룹에서 관찰 할 수 있었으며, TCGE에서는 가장 

낮은 활성도를 보였으며, TCGSD와 TCGGD 그리고 TCGD에서

의 활성도 분석에서는 TCDGD에서 가장 낮은 활성을 보였다. 

동결보존액과 정장이 혼합된 단백질에서의 MMP-2, 9의 활성 

및 비활성도를 분석한 결과 모든 그룹에서 active MMPs를 관찰

할 수 없었으며, 비활성상태로 존재하는 pro-MMPs만 관찰 할 수 

있었는데, 특히 TCGGD의 경우 다른 그룹에 비하여 가장 높은 비

활성 MMPs를 관찰 할 수 있었으며, TCGE에서 가장 낮은 비활성 

pro-MMPs를 관찰 할 수 있었다.

동결보존액에 따른 MMPs와 TIMPs의 발현양상
각 동결보존액에서 동결-융해한 토끼정자의 단백질에서 세

Fig. 3. Expression and active analysis of MMPs in frozen sperm of rabbit. (A) MMPs detected of cultured medium and rabbit sperma-
tozoa protein. (B) ELISA analysis of MMP-2, 9 and TIMP-2, 3 proteins in spermatozoa of rabbit. SD: TCGGD (Tris 250 mM, Citric acid 
88 mM, Glucose 47 mM, Glycerol 3%, Dimethylsulpoxide 3.5 M), GD: TCGGD (Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, Glyc-
erol 3%, Dimethylsulpoxide 3.5 M), ED: TCGED (Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, Ethylene glycol 3%, Dimethylsulpox-
ide 3.5 M), D: TCGD (Tris 250 mM, Citric acid 88 mM, Glucose 47 mM, Dimethylsulpoxide 3.5 M), SDs: Semen + TCGSD extender, GDs: 
Semen + TCGGD extender, EDs: Semen + TCGED extender, Ds: Semen + TCGD extender. a,b,c,dDifferent letters within same column rep-
resent a significant difference (p < 0.05).
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포외 기저질 분해효소인 MMP-2, 9과 억제인자인 TIMP-2, 3

의 발현양상을 ELISA로 분석한 결과는 Fig. 3B과 같다. MMP-2

와 MMP-9의 단백질 발현양상의 분석 결과 MMP-9의 발현보다 

MMP-2의 발현이 모든 그룹에서 높게 발현되었으며, TCGSD와 

TCGED에서 TCGGD와 TCGD 보다 높은 MMP-2의 발현양상을 

보였고, 그 중 TCGED에서 유의적(p < 0.05)으로 높게 나타나는 

것을 확인 할 수 있었다. MMP-9의 경우 TCGSD와 TCGED에서 

같은 발현양상을 나타냈으며, TCGGD에서 가장 높은 MMP-9의 

발현을 확인 할 수 있었다. TIMPs의 발현양상은 모든 동결보존

액에서 높게 발현되고 있음을 확인 할 수 있었는데, 특히 MMP-2

의 활성을 억제하는 것으로 알려진 TIMP-2의 발현이 가장 높

음을 확인 할 수 있었다. 동결보존액 별로 발현양상의 분석 결과 

TCGED가 가장 높게 발현되고 있었으며, 다른 그룹은 비슷한 발

현을 보였다. MMP-9을 억제하는 TIMP-3의 경우 TCGED와 

TCGD에 비하여 TCGSD와 TCGGD에서 높은 발현을 확인 할 수 

있었다. 즉 TCGED의 경우 MMP-2와 TIMP-2의 발현이 가장 높

았으며, MMP-9과 TIMP-3의 발현이 가장 낮았고, TCGGD의 경

우 MMP-2와 TIMP-2의 발현이 낮았으며, MMP-9과 TIMP-3의 

발현이 가장 높은 것으로 확인 되었다.

고  찰

동결보존액에 따른 토끼 정자의 보존성을 판별하기 위하여 정자 

genomic DNA의 손상률을 분석한 결과에서 glycerol첨가 동결

보존액이 다른 동결보존액에 비하여 가장 낮은 DNA 손상도를 보

이고 있었으며, DNA 추출률이 높아 정자의 핵상보존에 긍정적인 

역할을 하는 것으로 사료되었다.

정자의 수정능 획득 및 첨체 반응에 있어서 단백질 분해 효소의 

반응 유무가 가장 중요한데, 그중 정자의 MMPs는 정소의 sertori 

세포에서 정자가 재형성되는 것을 도우며, 정자가 수정 시 난자

의 난구세포를 파고들어 갈 때 난구세포의 ECM을 분해하는 작

용을 돕는다(Salamonsen, 1996; Hulboy 등 1997; Gunnars-

son  등, 1999; Song, 2010). 정소에서 MMPs 중 MMP-9의 역

할에 주목할 수 있는데 MMP-9의 경우 정소 내에서 정자의 pro-

teinases 활성화를 도모하기 위하여 lamina에 있는 교원질 네트

워크의 분열을 주도하게 된다. 즉 sertoli cell-tight junctions

에 영향을 미치는 ECM의 완전성에 손상을 입혀 정자의 성숙을 유

도한다(Hudson 등, 1993; Sternlicht 등, 2001; Robinson 등, 

2001; Cheng 등, 2002). 또한 정자가 수정을 위해서 정자 자체

에서 MMPs을 발산하여 수정을 원활하게 돕는다는 보고(Orit 등, 

2002)가 있으며, Orit 등(2002)의 보고에 따라 92 kD에 준하

는 MMP-9의 발현이 낮으면 이상정자로 볼 수 있다는 결과를 통

하여 20% egg yolk가 첨가된 TCG 1차 희석액에 dimethylsul-

poxide (DMSO)를 단독 혹은 ethylene glycol, glycerol 및 su-

crose와 같이 첨가한 동결보존액으로 동결-융해 후 정자 MMPs

의 효소의 발현양상 및 활성을 분석한 결과, 2차 동결 보호제인 

TCGGD와 TCGED으로 동결-융해한 정자 단백질에서 active 

MMP-2가 가장 낮게 발현되는 것을 확인하였다. TCGED 희석액

의 경우 pro-MMPs의 함량이 적었으나, active MMP-2는 확인

할 수 있었다. TCGGD의 경우 TCGED를 제외한 다른 그룹에 비

하여 pro 및 active MMPs가 가장 낮았다. 이와 같은 결과는 수

정 전 정자의 MMPs 활성이 높으면 정자의 낮은 생존능력 및 첨

체 정상성을 나타낸다(Orit 등, 2002)는 보고와 같이 TCG 희석

액에 3%의 glycerol과 3.5 M의 DMSO를 첨가한 동결보호제인 

TCGGD가 다른 보호제보다 효과적일 것이라 사료될 수 있다. 또

한 본 연구결과에서 DNA fragment 분석을 통하여 TCGGD에서 

chromosome DNA상의 손상도가 낮았으며, 정자의 단백질 발현

양상 결과에서도 다른 동결보호제보다 TCGGD의 단백질 다형성

이 높게 나오는 것으로 보아 정자 정상성도 다른 동결보호제와 비

교하여 상대적으로 높을 것으로 사료된다.

따라서 본 연구결과를 통하여 동결보존희석액에 DMSO와 

glycerol의 혼합이 토끼 정자 동결 시 정자의 두부 내에 MMPs의 

활성을 줄여주는 역할을 하여 정상적인 동결에 좋은 효과를 줄 수 

있을 것이라 사료된다.
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