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요    약    문

 I. 제  목

돼지 인공수정 효율향상을 위한 정액품질 평가, 동결정액 생산 및 발정동기화 기술 

개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

국내에서 액상정액을 공급하는 인공수정센타는 영세성과 지역성을 벗어나지 못한 실

정이며, 또한 보유 종모돈의 활용도가 낮고 정액수요와 공급의 불일치에 따른 정액낭비

가 심한 실정이다. 이러한 낭비정액을 최소화하고 수송비용을 절감하기 위해서 동결정

액의 생산 공급 기술의 개발이 시급히 요구되고 있다. 한편 정액의 품질 고급화로 수태

율을 높이고 인공수정 효율을 극대화 할 수 있는 기술개발도 매우 절실한 현실이다.

액상정액 생산에서 공급자는 품질을 높이고 생산 원가를 줄여야 하며 수요자인 농가

단위에서는 정액의 이용효율을 높이고 정액의 품질을 판별할 수 있는 기술의 향상이 

요구되고 있다. 

양돈장에서는 자연종부를 인공수정으로 전환하여 종모돈의 능력개량 촉진과 종모돈 

유지시설과 사육비 절감으로 생산성 효율을 높여야 한다.

돼지 인공수정의 기반조성은 국내 종돈개량과 번식효율의 향상을 위해서 조속히 이

뤄져야 한다. 인공수정기술은 자연종부에서 기인되는 양돈장의 만성질병 발생율을 줄일 

수 있다. 국내 인공수정기술과 동결정액 활용이 산업화되고 국제경쟁력을 확보할 경우 

돼지 액상 및 동결정액의 수출과 함께 관련산업의 해외 진출도 유리하게 촉진 될 것으

로 전망된다.

현재 국내 번식 가능한 암퇘지 보유두수는 약 95만두(02년 하반기)이며 인공수정 보

급율은 60%로 추정되고 있다. 또한 양돈산업의 경영형태가 전업화 되고있다. 인공수정

의 보급률이 가속적으로 증가되지 못하는 이유를 여러 가지로 생각할 수 있겠으나 전

업규모에 알맞도록 인공수정업무가 효율화되지 못한 이유도 있다. 인공수정의 번식성적

을 향상시키고 업무수행의 효율성을 극대화 할 수 있는 전업양돈규모에서 실시 가능한 
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발정 및 배란동기화법의 개발과 실용화가 시급한 과제가 되고 있다. 국내 양돈산업의 

발전을 위해서 돼지 인공수정기술의 선진화와 인공수정 보급율의 확대 방안이 시급히 

요구되고 있다. 따라서 본 연구는 고품질의 정액생산기술과 동액의 동결화 및 발정동기

화 기술을 개발하는데 목적을 두고 수행하였다.

Ⅲ. 연구개발의내용 및 범위

본 연구의 목적을 달성하기 위하여 2개의 세부과제와 1개의 위탁과제로 나누어 연구

를 수행하였으며 세부연구과제별 연구내용 및 범위는 다음과 같다.

1. 정액 품질평가 및 향상기술 개발 (제 1 세부과제, 주관연구기관)

1) 간편, 정확한 정액성상 평가법 개발 

2) 세균부재(위생적) 정액생산 기술 개발

3) 고품질 동결정액생산 기술 개발

4) 체외수정에 의한 종모돈의 수정능 및 수태율 예측평가(간접)법 개발 

2. 전업 양돈장 중심의 최적 인공수정 및 발정동기화기술 개발 

   (제 2 세부과제, 협동연구기관) 

1) 최적 발정동기화기술 개발 

2) 최적 인공수정(종부) 형태 및 주입정액 형태 결정

3) 발정동기화 후 최적 인공수정시기(특정요일, 시각) 결정

4) 색도에 의한 액상정액의 간편 품질식별기술 개발

3. 종모돈 정자의 염색질구조 특성과 번식성적과의 상관 연구

   (위탁과제, 위탁연구기관)

1) 품종, 개체간 정자염색질구조 특성의 차이 비교

2) 정자염색질구조검사(sperm chromatin structure assay, SCSA) 특성과 종모돈의 

정액생산능력 및 정액성상과의 관계

3) SCSA 특성과 수태성적과의 관계
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IV. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

   

1. 연구개발 결과

  ○ 정액품질 평가와 향상기술개발 및 정자 염색질구조 특성과 번식성적과의 상관 

연구

본 연구는 경기와 충남지역에 소재한 5개 AI 센터에서 보유하고 있는 Landrace, 

Yorkshire 및 Duroc 종모돈으로부터 생산된 원정액과 액상정액을 공시하여(세부 1과제와 

위탁과제) 정액의 품질평가와 동결정액 제조 및 체외수정 시험을 수행하였으며 종모돈의 

정액생산기록과 수태기록을 근거로 하여 정액성상, 체외수정 및 수태성적간의 상관관계

를 조사하였다.  또한 세부 2과제에서는 협동기관(축산기술연구소)의 AI센터 보유 종모

돈으로부터 생산된 정액을 이용하여 발정동기화와 수태실험이 수행되었다.  

조사된 정액성상 평가법으로는 CASA 측정치, 정자생존율(SYBR-14와 PI, FITC-PSA

법), 정상첨체율(Spermac staining, FITC-PSA) HOST, 미토콘드리아 기능(rhodamine 

염색법), 정자 acrosin 수준, 정자염색질구조 검사법(SCSA)이 조사되었으며 돼지 난포란

과의 체외수정 실험이 이뤄졌다.

발정동기화 실험에서는 미경산돈과 경산돈에서 4가지 발정과 배란 유도법의 발정동기

화 효율 및 주입 정액의 형태와 주입정자수, 정액주입시기 등의 실험이 정액보급 양돈장

을 중심으로 이뤄졌다.

국내 시판용 액상정액의 질적 평가에서 액상정액의 CASA-운동성은 보존 2일부터 크

게 저하되었으며 그 외의 CASA 측정치는 정액 보존기간에 따라 AI 센터간에 차이가 많

았다.  정자생존율은 제조 당일 80-90%에서 보존 4일 이후 70%로 크게 감소되었으며 

정상첨체율은 제조 당일 60%에서 4일과 6일에 각각 32%와 21%로 크게 감소하였다.  

HOST 결과는 보존 2∼3일에 제조 당일의 60∼70%로 현저히 저하하였다.  미토콘드리

아 기능도 보존 4일에 현저히 낮았다.  보존기간 중 정자생존율은 정자활력, HOST 결과 

및 미토콘드리아 기능 변화와 매우 높은 (+)상관이었다.

정액내 세균오염도에 관한 조사에서 원정액 중에 검출빈도가 50% 이상인 세균은 

Bacillus sp.(75.0%), Pseudomonas sp.(67.9%), Proteus sp.(53.8%) 및 Staphylococcus 
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sp.(53.6%)였고 검출세균 중 가장 검출빈도가 높은 세균은 Bacillus sp.(30.0%)였다.  희

석정액(1:1)의 세균오염도도 원정액과 유사하나 E. coli, Klebsiella sp. 와 Enterobacter 

sp.가 원정액보다 많았다.

원정액과 희석정액(1:1)내 세균수는 24.4±29.5cfu×10
2
㎖와 10.4±18.2cfu×10

2
㎖였으며 희

석정액 보존 6일에는 3∼104cfu×102㎖로 크게 증가되었다.  8종의 항생제에 대한 감수성 

조사에서 Staphylococcus sp.는 모든 항생제에 대해 저항성을 가졌고 Pseudomonas sp.

는 일부 AI 센터에서 Penicillin, streptomycin 및 erythromycin에 저항성이 있었다.  

Corynebacterium sp.는 spectionmycin, polymyxin B 및 erythromycin에 저항성을 가졌

다.  Linco-spectinomycin, gentamycin 또는 amikacin 단독 투여에서는 보존 6일에서 정

자활력과 생존율의 저하없이 세균 증식을 억제할 수 있었으며 이들 항생제의 복합처리에

서는 일부 개체에서 정자활력의 저하가 있었으며 적절한 첨가농도가 필요함을 알 수 있

었다.

동결정액 제조시 1차 희석액에 항산화제로서 taurine(40mM)과 α-tocopherol(500㎛)의 

단독 또는 복합투여에서 정자활력, 생존율 및 정상첨체율에서는 처리간에 차이가 없었으

나 복합처리에서 활성산소계(ROS)의 발생과 지방과산화(lipid peroxidation)가 유의적으

로 감소하였다.  정액동결전 12시간의 방치시간 동안에 sialic acid(0.04mM)의 첨가로 융

해 후 정자활력의 개선이 있었다.  정액 1차 희석액에 1과 3M pentoxifylline의 첨가에서

는 3M 첨가에서 융해 후 정자생존율과 HOST 결과의 상승이 있었으며 또한 융해 후 

3M 첨가에서도 정자활력의 증가가 있었다.  1차 희석액에 이당류인 0.05∼0.2M 

trehalose 첨가에서는 0.05와 0.1M에서 냉각후에서는 영향이 없었으나 융해 후 정자활력

이 현저히 상승되었고 특히 정상첨체율의 상승도 있었다.  Trehalose 단독처리보다 

EDTA(2와 5mM)와의 병행처리에서 효과의 상승이 있었다.  Trehalose 0.025∼0.2M 처

리에서 정자내 ROS가 현저히 감소하였다.

정액품질 개선을 위한 정액평가법 중에서 HOST시 150mOsm/kg, 30분 검사가 최적조

건이었으며 HOST 결과는 액상보존 3일부터 크게 감소되었다.  종모돈간의 HOST 결과

의 변이는 원정액보다 희석정액(1:1)과 액상정액에서 더 컸으며 HOST 결과가 낮은 개체

에서 그 변이는 더 컸다.  정자 acrosin 수준의 측정은 25℃에서 60분간이 최적조건이었
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다.  원정액과 희석정액에서 종모돈 개체변이가 높았으며 acrosin 수준은 원정액이 액상

정액보다 1.2배 높았으며 동결정액의 수준은 원정액과 희석정액의 각각 63와 84%로 크

게 저하되었다.

종모돈 개체의 정액보존 중 acrosin수준의 저하율에 개체 차이가 크게 나타났다.  원정

액의 정자 acrosin 수준은 HOST 결과 및 동결융해정자의 acrosin 수준과 높은 (+)상관, 

융해 후 정상첨체율과는 (-)상관이었다.  원정액과 동결융해정액의 정자 acrosin 간에는 

높은 (+)상관이었다.

액상정액 정자의 체외수정율은 정자 acrosin 수준, 정자활력과 높은 상관(r=0.88, 0.97)

이었고 HOST와는 유의성은 없으나 (+)상관이었다.  정자 acrosin 5.6mU이상인 정자에

서 체외수정율과 배반포 발달율이 높았다.

SCSA에서 COMPαt, SDαt가 높은 경우가 유의성은 없으나 체외수정율과 (-)상관이 있

었다.  종모돈의 수태율은 acrosin 수준 및 HOST 결과와 유의적 상관(r=0.80, 0.87)이 있

었다.  체외수정율이 배반포 발달율과 유의적 상관이 있었고 1차 실험에서는 특히 배반

포 발달율과 산자수간에 (+)상관(r=0.77)이 있었다.

SCSA 결과는 15∼17개월령 종모돈이 다소 높았고 측정치들의 변이 계수는 14개월에

서 높았다.  개체내 변이계수는 13개월령 이하보다 17개월령 이상에서 더 컸다.  4∼5의 

COMPαt 값과 50이하 %PeakR에서 정액량과 액상정액 생산(병)이 많았으며 SDαt 20이

하에서 정자농도와 액상정액 생산량이 많았다.  COMPαt, SDαt 및 %Redrks에 상관은 

유의적으로 높았으며 SCSA가 불량할 경우 정액성상도 불량한 경향이 있었다.

종모돈의 수태율과 산자수는 COMαt 3∼4, SDαt 21∼40 그리고 %Red 5∼6에서 다소 

많은 경향이었으며 %PeakR 50이하에서는 수태율이 다소 높았다.  그러나 SCSA 측정치

가 수태율과 산자수와 유의적 상관은 없었다. 

  ○ 전업양돈 농가중심의 최적 인공수정 및 발정동기화기술 개발

가. 돼지의 발정동기화 및 인공수정기술 개발

1) 동일 종모돈의 액상 및 동결정액의 분만율은 각각 81.5∼87.3% 및 76.6∼80.5%

로서 액상정액이 동결정액보다 분만율이 다소 높았다. 
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2) 종부형태에 따른 수태율은 미경산돈의 경우 AI 2회가 85.4%, 자연종부(NS) 2회

가 72.9% 및 1차 자연종부 + 2차 인공수정(NS + AI) 형태가 83.4%였으며, 경산돈의 

수태율은 2회 AI에서 86.2%로 다소 높았다. 

3) 후보돈에서 Regumate(progesterone제제)을 14일간 사료에 첨가하거나 또는 

Ring-CIDR를 질내 14일동안 장치 종료후 24시간에 hCG(300∼500IU)를 주사하고 

108시간후에 GnRH(300ug/두)를 주사하여 발정 및 배란동기화(GnRH 주사) 후 26시

간때에 1차 인공수정하고 1차수정 후 12시간때에 2차인공수정을 실시한 결과

 이유 모돈에서는 이유 후 24시간후에 hCG를 주사하고 80시간후에 GnRH를 주사

하여 발정 및 배란을 유도하고 GnRH주사 후 24시간때에 1차 인공수정하고 1차수정 

후 18시간때에 2차인공수정을 실시한 결과 Regumate(처리 1구)와 Ring-CIDR(처리 

2구)처리시 수태율은 각각 89.1%와 88.0%였다. Regumate(처리 3구) 처리구 90.9%, 

Ring-CIDR(처리 4구) 처리구가 93.3%의 수태율을 나타내었다. 분만율은 처리 1, 2, 

3 및 4구가 각각 86.7%, 82.6%, 88.6% 및 91.1%였다.

나. 돼지인공수정의 수태율 향상기술

1) 인공수정시 1회 주입 정자농도(활력이 70%이상 정자수 기준) 30.0, 25.0, 20.0, 

17.5, 15.0, 12.5, 10.0 및 7.5×108/80㎖로 각각 조절하여 2회 인공수정시 분만율은 

72.3% ∼ 89.3% 범위였고 정자농도간에 통계적인 유의차는 인정되지 않았다. 총산자수는 

30.0∼20×108/80㎖ 농도시 11.29 ∼ 11.02두로 유의적인 차이가 없었다.

2) 액상정액의 보관온도 및 보관기간에 따른 메칠렌블루 환원시간 및 pH 변화에서 

보존기간이 길어질 수록 pH가 알카리성으로 변하였으며 메칠렌블루 환원시간은 길

어지는 경향이 뚜렸하였다. 제조당일 정액의 메칠렌블루환원시간은 17℃ 및 5℃에서 

각각 2.4±0.9분 및 2.6±1.2분으로 차이가 없었으나 7일째에는 17℃에 보관정액의 pH

가 평균 0.2정도가 높았다. 보관온도에 따른 pH 변화는 17℃보다 5℃에서 적게 나타

나 정액보관에 다소 유리함을 보여주었다.

3) 액상정액을 17℃에서 1, 3 및 5일 동안 각각 보관하였을 때 정자 활력은 71.9%, 

59.8% 및 53.9%였으며, 이 때 pH는 각각 6.89, 6.84 및 7.06으로 페놀레드용액에 의

한 표준칼라코드의 적정 범위내 색상을 나타내었다. 
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4) 정액의 pH가 낮을 때(6.84) 수태율이 약간 높앗다(93.7%)

2. 결과 활용에 대한 건의

  ○ 정액품질 평가와 향상기술 개발 및 정자염색질 구조특성과 번식성적과의 상관 

연구

본 연구결과에서 시판용 액상정액에서 품질의 개선이 더욱 요망됨을 알 수 있었으며 

AI센터간 품질의 차이가 많았기 때문에 우리나라 돼지 인공수정 산업의 안정적 발전과 

양돈산업의 국제경쟁력을 높이기 위해서 우수 종모돈의 활용과 관리의 체계적 운용이 

요망되었다.  그리고 정액내 세균 오염도로 보아 AI센터 시설 전반의 위생관리 특히 

종모돈 시설과 종돈의 관리가 보다 위생적이고 선진화 할 수 있도록 정부적 차원의 지

원과 협조가 요망되었다.

국내 종모돈의 정액 생산능력과 수태성적을 높이기 위하여 종모돈 선발 계획과 방법

이 더욱 기술적 근거하에 운영되도록 기초적 연구가 필요하며 이 분야 연구의 촉진을 

위해서 각 연구비 지원기관의 지원과 협조가 있어야 할 것이다. 

AI 센터에서 조사 얻어지는 각종 연구자료는 산학협력 체제하에서 서로 공유하면서 

문제점 해결에 노력해야 할 것이며 새로운 정보와 연구결과는 여러 매체 또는 협회, 교

육기관을 통해서 적극 활용될 수 있도록 정책개발이 요구된다.

  ○ 전업양돈농가 중심의 최적 인공수정 및 발정동기화개술 개발

  가. 돼지 인공수정기술의 농가 및 가축인공수정사 등에 기술 전수 필요

  나. 돼지 인공수정에 의한 농가단위 개량 및 능력검정 수행 필요

  다. 인공수정산 자돈의 친자확인을 위한 연구 수행 필요
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SUMMARY

CASA-sperm motility of liquid semen produced in commercial pig AI centers 

sharply droped after 2 days of storage. Changes in other CASA-parameters during 

17℃ storage varied among the AI centers. Sperm viability(80∼90%) at the first 

day of storage decreased under 70% at the 4 days of storage. A sharp drop in 

percentage of acrosome-intact sperm occurred with the time of storage, with only 

32% and 21% left by 4 and 6 days from 60% at the first day of storage. HOST 

result and mitochondria function in liquid semen also greatly decreased from the 4 

days of storage.

Various species of nonpathogenic bacteria were isolated in raw and diluted(1:1) 

semen and the most frequently isolated contaminant bacteria in the raw semen 

were Bacillus sp.(75.0%),  Pseudomonas sp.(67.9%) and Staphylococcus sp.(53.6%). 

Bacillus sp. in these bacteria counted for 30% of all contaminant bacteria. Bacteria 

contaminated in the diluted semen was similar to the raw semen, but E. coli, 

Klebsiella sp. and Enterobacter sp. was much more than in the raw semen. The 

degree of contamination in the raw and diluted semen varied among the AI 

Centers.

The number of bacteria isolated in the raw and diluted semen averaged 

24.4±29.5cfu×102/㎖ and 10.4±18.2cfu×102/㎖. Bacterial counts in the diluted semen 

ranged from 3 to 104cfu×102/㎖ after the 6 days of storage. Staphylococcus sp. 

were found to be resistant to all 8 antibiotics and Pseudomonas sp. in some AI 

conters showed resistance against penicillin, streptomycin and erythromycin, a 

common preservative antibiotics used in commercial pig semen extender. 

Corynebacterium sp. in semen samples was found to be resistant to polymyxin B, 

erythromysin and spectinomycin. Treatment of linco/spectinomycin, gentamycin or 

amikacin alone into the semen samples were quite effective against predominant 
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contaminant bacteria. From the combined treatments with several antibiotics 

including the above antibiotics, no bacterial colonies yielded in semen and no 

decrease in sperm motility and sperm viability were appeared during the 6 days of 

storage.

Sperm freezing by using the extender supplemented with taurine(40mM) or α

-tocopherol(500μM) alone and combined with these two antioxidants was not found 

to improve sperm viability, sperm motility and acrosome integrity. However, the 

combined supplementation greatly decreased generation of oxygen reactive 

species(ROS) and lipid peroxidation in frozed-thawed spermatozoa. Addition of sialic 

acid as an antioxidant into freezing extender during holding time of 12h before 

semen freezing slightly improved sperm motility after thawing. Pentoxifylline 

treatment before freezing showed improved sperm viability and HOST value after 

thawing and the treatment both before freezing and after thawing was found to 

improve the percent of acrosome-intact sperm as well as the sperm motility. 

Addition of 0.025∼0.2M trehalose as a cryoprotectant substance into freezing 

extender increased sperm the viability after thawing, although there was not 

improved after cooling. The treatment of trehalose combined with 2∼5mM EDTA 

significantly increased the viability and acrosome integrity of frozen sperm. In 

addition, trehalose treatment alone into extender greatly decreased in the generation 

of ROS in sperm.

HOST of boar semen was more relieable method to measure at 150mOsm/kg for 

60min than at other hyoosmotic solutions and incubation times. HOST result in the 

liquid semen stored at 17℃ was greatly decreased after the 4 days of storage. 

Individual variation in the HOST data among boars was more greater in the diluted 

semen(1:1) than in the raw semen and a great variation of HOST data occurred in 

the boars showing low HOST result than in the boars with high HOST result. 

The most optimal time and temperature for measuring sperm acrosin activity was 
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found to be 60min at 25℃. A great variation in sperm acrosin activity was 

observed among the boars in raw and diluted(1:1) semen and the acrosin activity of 

sperm in raw semen was high 1.2 times that in diluted semen. Changes in sperm 

acrosin activity during semen storage was more smaller at 17∼25℃ than at 5℃ 

and was greatly decreased in the semen collected in Aug than in that collected in 

May. The sperm acrosin activity of frozen semen greatly decreased to 63∼84% of 

the raw and diluted semen. Decreasing rate of acrosin activity during semen 

storage varied among the individual boars. Sperm acrosin activity of raw semen 

was significantly positive correlations with HOST data of raw semen and acrosin 

activity of fozen semen and negative correlation with acrosome integrity after 

thawing. While the HOST result of raw semen showed positive correlation with the 

acrosin activity after thawing.

Sperm-IVF rates of liquid semen was significantly correlated with their acrosin 

activites and sperm motilites(r=0.88, 0.97). In addition, sperm having ≥5.6mU 

acrosin activity resulted in high IVF rate and blastocyst development . The sperm 

with COMPαt and SDαt tended to yield low IVF rate, although there was not 

significant. Boar fertility was significantly correlated with their acrosin 

activity(r=0.80) and HOST data(r=0.87). In the first experiment, IVF rate of sperm 

was highly correlated with blastocyst development rate and  the blastocyst 

development was correlated with litter size.

Variation in SCSA parameters was found to be related to boar age. Boars of 1

5∼17 months of age showed high SCSA values and Larger variation in SCSA 

parameters were abtained for boars of <14 months of age and also in ejaculates 

from same individual boars was appeared from boars ≥17 months of age than 

those from <13 months of age.

In general, the boars having COMPαt value of 4∼5 and %peakR value ≤50 

tended to be yield much more semen volume and semen dose per ejaculates than 
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the other boars group, respectively. Boars with ≤20 SDαt value showed high sperm 

concentration and semen dose per ejaculate. As a result, these SCSA was therefore 

found to be valuable method for evaluating semen quality and production, since the 

boar group showing poor SCSA parameters seemed to be poor semen quality.

In addition, relatively high fertility and large litter size were obtained in boars 

group with COMPαt value of 3∼4, SDαt value of 21∼40, and %Red value of 5∼6, 

respectively. However, these relationships were not significant. 

  Farrowing rate of liquid boar semen (81.5∼87.3%) was higher than those of 

frozen-thawed boar semen (76.6∼80.5%).

  The non-return rates of mating types in gilt were 85.4% in artificial insemination 

treatment that was performed twice at 24 hours and 36 hours after injection of 

hormone, 72.9% in natural service treatment performed twice and 83.4% in natural 

firstly and artificial insemination secondly. Sows were showed 86.2% of non-return 

rate that was somewhat high reproductive result.

  The gilts of three farms were taken Regumate (a kind of progesterone 

analogue) with feed stuff for 14 days or inserted Ring-CIDR into virgina for 14 

days, and injected with hCG (300∼500IU) at 24 hours after final treatment of 

Regumate or Ring-CIDR for estrus synchronization and injected with GnRH (300㎍) 

at 108 hours after removal of Regumate or Ring-CIDR for synchronized ovulation. 

They were inseminated twice at 26 hours and 38 hours after injection of GnRH. 

The sows weaned were injected with hCG at 24 hours and then injected with 

GnRH at 80 hours after weaning. They were inseminated twice at 24 hours and 42 

hours after injection of GnRH. The non-return rates in gilts were 89.1 and 88.0% 

in Regumate and Ring-CIDR and in sows were 90.9 and 93.3%, respectively. The 

farrowing rates in gilt with Regumate and Ring-CIDR and in sows with Regumate 

and Ring-CIDR were 86.7, 82.6, 88.6, and 91.1%, respectively.

  When a dose of the sperm number was minimized down to 30.0, 25.0, 20.0, 17.5, 

15.0, 12.5, 10.0 and 7.5×108 sperm/80㎖ that were above 70% motility, the of 

twice-AI were not significantly different as 72.3∼89.3% of farrowing rates and 
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11.29∼11.02 in litter size. There were not significantly different among the sperm 

doses.

  The diluted semen were added with 0.1㎖ methylene blue solution and overlayed 

with liquid paraffin upto 1㎝ for isolation of oxygen permeation. The mixed solution 

was incubated in 45℃ water bath and the durations of decoloration were examined. 

The bleaching time and the bleaching degree were evaluated as color index(-5∼+5). 

The semen of good quality reduced methylene blue for 3-6 minutes, but those of 

poor quality didn't change the blue color for 9 minutes.

  When liquid semen were storged for 1, 3 and 5 days at 17℃, sperm motility 

were 71.9%, 59.8% and 53.9%, respectively. At that time average pH of each group 

were 6.89, 6.84 and 7.06, respectively color indicator by methylene blue solution was 

vary useful to evaluate quality of liquid boar semen.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

    제 1 절 연구개발의 필요성

1. 돼지 인공수정기술 보급확대와 산업화

국내에서 액상정액을 공급하는 돼지 인공수정센타는 영세성과 지역성을 벗어나지 못

한 실정이며 현재 공급되고 있는 액상정액은 수송비가 정액 값의 약 30%정도를 차지

하고 있다. 또한 보유 종모돈의 활용도가 낮고 정액수요와 공급의 불일치에 따른 정액

낭비가 심한 실정이다. 이러한 정액 낭비를 최소화하고 수송비용을 절감하기 위해서 동

결정액의 생산 공급 기술의 개발이 시급히 요구되고 있다. 한편 정액의 품질 고급화로 

수태율을 높이고 인공수정 효율을 극대화 할 수 있는 기술개발도 매우 절실한 현실이

다.

종돈개량을 위하여 핵군돈에 고능력 종모돈의 동결정액 보급과 이용이 확대되어야 

하며 차후 민간부분에서 주도할 수 있는 동결정액 제조가 가능하도록 최적 동결정액 

생산기술의 개발이 시급하다. 동결정액은 액상정액이 공급되지 않는 지역이나 요일에도 

이용이 가능한 체제로 전환할 수 있다. 

액상 및 동결정액 활용의 산업화가 더욱 촉진되기 위해서는 공급자는 생산 원가절감

을 위한 물류비용 부담을 줄여야 하고 수요자인 농가단위에서는 정액이용도를 높이고 

정액의 품질을 손쉽게 판별할 수 있도록 하고 능동적인 인공수정기술을 적용토록 유도

하여 계획교배에 의한 생산성 증대와 개량 속도를 가속화시켜야 한다. 

국내의 돼지 인공수정 사업이 지역 간 격차가 매우 심하고 인공수정 비용은 농가에 

큰 부담이 되고 있다. 앞으로 인공수정의 이익이 농가에 직접 전달되고 정액 생산비가 

절감되어야 하며 농가 보유 종모돈을 국가적 차원에서 계속 줄여나가야 한다. 자연종부

를 인공수정으로 전환시 국가 전체에 필요한 종모돈 수를 크게 감소시킬 수 있으며 자

연종부를 인공수정으로 전환시 년간 막대한 비용절감 효과를 기대할 수 있다. 

돼지 인공수정의 기반이 조성될 경우 국내 종돈개량 및 번식효율이 크게 증진될 뿐

만 아니라 규격돈 생산에 따른 돈육수출이 크게 증대될 것이다. 특히 국내 인공수정기

술과 동결정액 활용이 산업화되고 국제경쟁력을 확보할 경우 돼지 액상 및 동결정액의 

수출과 함께 관련산업의 해외 진출도 유리하게 촉진 될 것으로 전망된다.



- 2 -

돼지 인공수정의 확대보급에 따른 종모돈의 감축효과는 축산폐기물량도 크게 감소시

킬 수 있다. 또한 자연종부에서 기인되는 양돈장의 만성질병 발생율을 줄일 수 있다.

따라서 소비자에게 보다 위생적이고 저렴한 돈육의 공급과 소비촉진으로 사회경제와 

국민보건 향상에도 크게 이바지하게 될 것이다.

2. 인공수정기술의 향상과 적용

극히 일부의 대형 AI 센터에서는 정액성상 검사와 품질관리를 위한 시설을 다소 구

비하고 있으나 많은 영세 AI 센터에서는 광학현미경에 의한 일반성상 평가의 범위를 

벗어나지 못하고 있다. 최근에 개발되고 있는 자동정액분석기의 경우 정자농도와 정자

활력의 측정 정확도가 높고 간편하기 때문에 구입 활용이 요구되나 가격이 비싼 단점

을 갖고 있다. 특히 정자의 기능과 구조를 평가할 수 있는 새로운 방법들이 최근 많이 

개발되고 있는데 이 방법을 이용할 수 있는 형광현미경 또는 flow cytometry 설치도 

고품질 정액 생산과 번식성적 향상을 위해서 필요하다.

정액의 세균오염 방지 또는 질병차단을 위한 수단으로 정액내 항생제 첨가가 적절히 

행해지고 있는지에 대한 보고가 국내에는 거의 없다. 또한 항생제가 경제적이면서 내성

을 줄일 수 있도록 이용되고 있지 못하다. 최근 발생되고 있는 전염병들이 정액을 통한 

발생의 가능성도 배제할 수 없는 실정이다. 

앞으로 보다 간편하고 정확한 정액품질 관리방법의 개발이 요구되고 있으며 세균억

제범위가 넓고 내성을 최소하고 경제성을 갖는 항생제 투여법도 인공수정의 번식능력

을 높이고 질병예방을 위해서 필요한 실정이다.

현재 액상정액용 보존액으로서 국산 및 수입제품이 통용되고 있으나 실제 보존성이 

선전만큼 양호하지 못한 실정이다. 국내에서 사용되는 희석액은 1∼7일간 보존과 17℃ 

보존온도가 주축을 이루고 있다. 그러나 수입제품은 그 조성분에 따라 제조 후 사용시 

결과에 많은 차이가 나타나고 있다. 국내 AI 센터의 영세성, 지역한계성 등으로 정액수

송상에 어려움과 더불어 보존기간도 1∼2일로 짧아 AI 경비부담이 크다. 한편 정액 수

요공급의 불일치는 정액의 낭비는 물론 보존상 문제, 수송문제 등의 어려움 때문에 자

가생산 정액의 인공수정이 많이 행해지고 있으며 따라서 종돈 개량에도 큰 장해요인이 

되고 있다. 

최근 돼지에서 체외수정기술에 관한 연구가 많이 행해져 왔다. 그러나 이들 체외수정 

결과가 실제 종모돈 정액의 수태율과의 상관관계에 대한보고는 아직 일치된 결과들이 
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아니다. 그러나 앞으로 많은 연구 수행을 통해서 수태율이 향상이 크게 향상될 것으로 

기대되고 있다. 이와 관련된 연구의 하나인 정자염색질구조 검사(sperm chromatin 

structure assay, SCSA)에 대한 결과가 정액품질평가와 수태율이 우수한 종모돈 선발

에 응용될 것으로 기대되고 있다. 

국내에서 돼지 발정동기화기술에 대한 연구와 응용은 그렇게 많지 않다. 현재 

regumate, PMSG, HCG, altrenoget 등을 병용하여 75-85%의 발정 유기율이 보고 되었

고 인공수정 후 수태율은 70-80% 정도이다. 

돼지 인공수정의 형태는 자연교배와 인공수정의 복합이용 또는 혼합정액에 의한 인

공수정이 행해지고 있으나 인공수정결과를 평가할 수 있는 체계가 확립되어 있지 못한 

실정이다. 
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    제 2 절 연구개발 내용과 범위  

연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

 ○ 제 1 세부과제

    정액품질의 평가 및 향상

    기술 개발 

    (주관기관 : 중앙대학교) 

 

 ◦ 정액품질(정액성상과 정자기능) 평가법과 

    간편화기술 개발

 ◦ 세균부재(위생적) 정액 생산기술 개발, 세균 종류별 

    오염도 및 특성, 항생제와 정액성상 관계

 ◦ 동결정액 기술개발, 첨가물 개발과 정자 동결손상의

    최소화

 ◦ 종모돈 정액의 수정능 및 수태율 체외 간접평가

   기술개발, 수태성적 조사

 ○ 제 2 세부과제

    전업 양돈농가 중심의 최적

    인공수정 및 발정동기화

    기술개발

    (협동기관 : 축산기술연구소) 

 ◦ 최적 발정동기화기술 개발, 방법간의 발정발현,

   수태 및 분만성적, 주간 번식관리 유도기술 개발

 ◦ 최적 인공수정기술 개발, 종부형태와 분만성적, 

   1회 주입정자수 최소화 , 정액 주입형태와 번식성

   적, 특정요일과 예정일공수정기술

 ◦ 색도에 의한 액상정액의 간편 품질식별

   기술 개발, 보존시간중 정액의 색상 및 pH,

   색상지시도와 수태율 비교

 ○ 위탁과제

    종모돈 정자의 염색질구조  

 특성과 번식성적과의 상관 

    연구(협동기관 :  다비인티)

 ◦ 품종, 개체간 정자염색질구조검사

   (sperm chromatin structure assay, SCSA)특성 

   비교, 종모돈 정액생산능력 비교, SCSA와 수태성적 

   비교
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

    제 1 절 국내 기술의 현황

1. 정액의 품질관리 수준

  극히 일부의 대형 AI 센터에서는 정액성상 검사와 품질관리를 위한 시설을 다소 구

비하고 있으나 많은 영세 AI 센터에서는 광학현미경에 의한 일반성상 평가의 범위를 

벗어나지 못하고 있다.  최근에 개발되고 있는 자동정액분석기의 경우 정자농도와 정자

활력의 측정 정확도가 높고 간편하기 때문에 구입 활용이 요구되나 고가의 기기인 단

점을 갖고 있다. 특히 정자의 기능과 구조를 평가할 수 있는 새로운 방법들이 최근 많

이 개발되고 있는데 AI 센터에서는 이 방법을 이용할 수 있는 형광현미경 또는 flow 

cytometry 설치도 고품질 정액 생산과 번식성적 향상을 위해서 필요하나 아직 대부분 

AI 센터에는 구비되어 있지 않다.

  정액의 세균오염방지 또는 질병차단을 위한 수단으로 정액내 항생제 첨가가 적절히 

행해지고 있는지에 대한 보고가 국내에는 거의 없다. 또한 항생제가 내성을 줄일 수 있

도록 이용되고 있지 못하다. 최근 발생되고 있는 여러 질병들이 정액을 통한 발생의 가

능성도 배제할 수 없는 실정이다. 앞으로 보다 간편하고 정확한 정액품질 관리방법의 

개발이 요구되고 있으며 세균억제범위가 넓고 내성을 최소하고 경제성을 갖는 항생제 

투여법도 정액의 품질개선, 인공수정 비용의 절감 및 질병예방을 위해서 필요한 실정이

다.

2. 액상 및 동결정액 보급 

  현재 액상정액용 보존액으로서 국산 및 수입제품이 통용되고 있으나 실제 보존성은 

만족할 수준에 이르지 못하고 있는 실정이다. 국내 AI 센터의 영세성과 지역한계성 등

은 정액생산과 보급에 어려움을 가중시키고 있다. 한편 정액 수요공급의 불일치는 정액

의 낭비는 물론 정액보존과 정액수송 유통의 어려움 때문에 자가생산 정액의 인공수정

이 많이 행해지고 있으며 종돈개량의 효율도 낮은 실정이다. 

  정액 보존액의 개선을 위하여 윤 등(1986)은 소 혈청 알부민과 당류, 정 등(1986)은 

혈장단백질의 첨가에서 신선정액 및 동결정액의 품질을 크게 향상시킨 바 있다.
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  이와 김 등(1999)은 heparin의 첨가로 동결 융해후 활력이 높게 유지되었고 glycerol

이 다른 동해보호제보다 활력에 유리하다고 보고하였다. 이 등(1998)은 percoll gradients

로 포장된 돼지 동결정자의 이용으로 체외수정율을 높일 수 있었다. Kim 등(1998)은 BTS

보존액으로 1∼3일 보존된 액상정액의 수태율 및 산자수는 각각 86.5% 및 10.2두 이었

다고 보고하였으며, 액상정액의 1회주입 정자농도가 1.5∼5.0×10
9 
범위 내에서는 농도간에 

수태율과 산자수에 차이가 없다고 보고하였다. 정 등(1999)은 돼지 인공수정용 희석액 

KpA에서 17℃에서 각각 5일간 보존할 수 있었다.

3. 돼지정자의 체외수정 능력과 수태율과의 관계

  최근 돼지에서 체외수정기술에 관한 연구가 많이 행해져 왔으나 이들 정자의 체외수

정결과가 실제 종모돈 수태율과의 상관관계를 조사한 보고는 많지 않다. 현재 돼지 인

공수정의 수태율과 체외수정율에 대한 기초자료가 축적되고 있으며 수태율 향상에 기

여할 것으로 기대되고 있다. 이와 관련된 연구로 정자염색질구조 검사(sperm chromatin 

structure assay, SCSA)에 대한 연구결과가 국내 가축에서 아직 보고된 바 없다. 

4. 돼지 발정동기화기술 연구

  국내에서는 이 등(1992)이 regumate와 PMSG, HCG를 병용하여 86%의 발정 유기율

을 보고하였으며 장 등(1995)은 altrenogest 투여 중지후 4-12일 사이에 87%의 발정을 

보고하였다. 또한 조 등(1999)은 altrenogest의 마지막 투여후 24시간에 PMSG(1000IU) 

투여로 84%의 발정과 2회 인공수정에서 84%의 수태율을 보고한 바 있다.

5. 인공수정 형태별 번식성적

  자연교배와 인공수정의 복합이용 또는 혼합정액에 의한 인공수정이 행해지고 있으나 

아직 국내에서는 인공수정 형태별 장단점 및 효과적인 운영형태 등을 객관성 있게 비

교 분석할 수 있는 실증적 보고가 거의 없는 실정이다.
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    제 2 절 국외 기술의 현황 

1. 정액의 품질관리 

  AI 센터를 중심으로 사용될 수 있는 자동정액분석기(CASA와 flow cytometry)가 개

발 활용되면서부터 정액처리 과정과 정액품질 관리가 보다 신속 간편하고 정확하게 수

행되고 있다(Farrell 등, 1998). 특히 최근 정자의 구조와 기능을 보다 정확히 평가할 

수 있는 방법들이 개발되고 있다. 그 중의 일부는 이미 상품화된 kit들도 있다. 정자의 

두부와 세포막 손상 또는 생존성 검사 방법으로서 종전의 염색방법이 아닌 형광염색방

법이 많이 연구되고 있다(Malmgren, 1997; Maxwell과 Johnson, 1997, Thomas 등, 

1997) 특히 최근 돼지정자의 경우 acrosin 활성(Glogowski 등, 1998), HOST, 

hypoosmotic swelling test(Vazguez 등, 1997)도 매우 유용한 방법으로 제시되고 있다.

  또한 미토콘드리아 기능검사가 최근 정액품질 평가법으로 검토되고 있다(Windsor와 

White, 1995; Cummins 등, 1994; Bourgeron, 2000). 정자염색질구조의 이질성 검사는 

종모축의 번식력 저하 원인, 수태율 예측, 정액 품질관리의 지표로서 이용될 수 있는 

것으로 보고되었다(Ballachey 등, 1988; Andreetta 등, 1995; Evenson과 Jost, 1994). 돼

지정액에 오염될 수 있는 세균은 약 13종이상으로 보고되어 있고 그중 E. coli를 포함

한 약 5종류의 장내세균은 액상보존시 정자생존성 저하와 첨체이상율을 높이는 원인으

로 나타나 있다(Sone, 1982). 항생제 첨가도 최근에는 항생제의 새로운 조합에 관한 연

구가 진행중이다(Althouse 등, 2000; Glossop, 1991). 

2. 돼지 액상 및 동결정액 연구

  시판되는 액상정액 희석액은 여러 종류가 있으며 15∼20℃의 보존이 주축을 이루고 

있다. 돼지 인공수정의 번식성적을 보면 일본의 경우 동결정액이 액상정액에 비해 10% 

정도 수태율이 낮으며 산자수도 복당 1∼2두 낮기 때문에 동결정액 보급이 저조한 실

정이다. 

  액상정액에 관한 연구로 Waberski 등(1994)은 액상정액으로 수정한 결과 보존시간에 

따라 평균 임신율이 40∼90%로 차이가 많은 것으로 보고하였으며, Korniewicz 등

(1996)은 Androhep 희석액에서 3일과 5일간 보관된 정액의 수태율이 각각 64% 및 

50%이었고 산자수도 각각 10 및 9로 보고하였다. 1980년 19개국에서 동결정액의 인공

수정에서 조사된 평균 수태율은 53%(30∼65%) 수준이었다. 
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  동결정액의 산업화와 수태율 향상을 위해서 동결과정에서 동해방지제 농도, 희석제 

조성분, 동결속도 및 융해조건, 포장방법 등에 대하여 더욱 많은 연구가 요구되고 있다

(Bwanga 등, 1991). 희석액의 첨가성분으로는 당류와 단백질이 이용되나 특히 인지질 

단백질의 보호기전은 더 규명되어야 한다. 융해온도와 시간도 매우 중요한 요인이 되고 

있으며 융해액의 최적조건도 중요한 부분이다(Bwanga, 1991). 또한 동결융해후의 운동

성 저하 정도가 종모돈의 계통간에 차이도 보고되었다(Woelders 등, 1996).

3. 종모돈의 번식능력 평가방법의 연구

  우수 종모돈의 선발시 정액생산능력이 조기에 판정될 경우 종돈 생산비용을 크게 절

감시킬 수 있다. 최근 많이 연구되고 있는 정자 염색질구조 검사법(SCSA, sperm 

chromatin structure assay)이 이런 목적에 이용될 수 있는 유용한 방법으로 제시 되고 

있다. 

  종모우에서도 염색질 이질성(chromatin heterogeneity)에 대한 감수성이 개체간에 차

이가 있으며 수태율과도 상관이 높다고 Evenson과 Ballachey(1986)이 보고하였으며 

Ballachey 등(1988)은 이질성이 높은 개체에서 정액의 질과 수태율이 저하됨을 보고하

였다. 한편 Sailer 등(1996)은 정액성상 검사시 염색질검사를 추가하여 정액질을 크게 

향상시킬 수 있었다. 또한 Andreetta 등(1995)은 저수태율의 종모우 검색에 매우 유용

한 방법이 됨을 보고하였다. 체외수정(IVF)에 의해 종모돈의 수태율을 예측할 수 있다

(Ivanova와 Mollova, 1993). Martinez 등(1993)은 정자침입율에서 종모돈간에 개체 차

이가 현저하며, Gadea 등(1998)은 수태율에 차이를 보이는 종모돈 군 간에 난자내 정

자침입율에 현저한 차이가 있음을 보고하였다. 

4. 돼지 발정동기화 기술 연구

  현재 외국에서 발정동기화에 이용되고 있거나 실험중인 약제로는 altrenogest, 

Ru2267 (trenbolone, regumate), norgestomet, prostaglandin 등이 있으며, 단독 또는 

PMSG와 HCG등의 호르몬제와 복합이용 방법들이 사용되고 있다. 그러나 이들의 장단

점 및 이용 효율에 대해서 더욱 연구가 진행중이다.

  Itoh 등(1992)은 altrenogest 이용으로 94%의 발정을 보고하였다. Wood 등(1992)은 

altrenogest 제거후 5.5일(미경산돈), 7.4일(경산동)에 발정이 오며 10일 이내에 85-92%

가 발정되었는데 투여용량과 투여기간이 발정동기화에 주요 요인임을 보고하였다. 한편 
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Martinat-Botte 등(1995)은 altrenogest 투여후 발정에서 fixed-time 인공수정으로 효과

적인 번식성적을 얻을 수 있었다. Martinat-Botte 등(1990)은 발정동기화와 주간 관리

체계하에서 예정시각 인공수정기법을 도입하여 altrenogest을 18일 동안 1일 20mg씩 

투여하여 발정유기를 시킨 후 인공수정하였을 때 더 높은 분만율과 산자수를 얻을 수 

있었다.

5. 인공수정 형태에 따른 번식성적

  Glossop(1991)은 AI/AI(2회)보다는 NS/AI 또는 2두 종모돈의 AI/AI에서 분만율 및 

산자수가 현저히 증가된다고 하였으며 Flowers와 Alhusen(1992)은 1회 NS보다는 

NS/AI, AI/AI, NS/NS에서 미경산돈의 경우 분만율과 산자수가 크게 증가되며 경산돈

에서도 AI/AI에서 분만율, NS/NS와 NS/AI에서 산자수가 각각 크게 증가됨을 보고하

였다. 비육돈생산에서는 AI 노력과 과정의 편의상 혼합정액의 이용도 권장되고 있다.
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제 3장 연구개발수행 내용 및 결과

    제 1 절 시판용 돼지 액상정액의 질적 평가에 관한 연구

1. 서  론

지난 10년간 돼지의 액상정액을 이용한 인공수정의 보급률이 각 국가별로 급증되어 

왔다. 국내의 양돈장에서도 전염병예방, 우수종돈의 유전자원이용 및 종돈사육의 경제

성에 대한 중요성이 강조되면서 인공수정 보급률이 50%를 넘고 있으며 상업용 AI센터

도 50여 개소에 이르고 있다. 그러나 국내에서 유통되고 있는 액상정액의 질적 수준이 

어느 정도인지에 대한 신빙성 있는 자료가 보고되어 있지 않다. 뿐만 아니라 액상정액

의 질적 향상을 위한 연구노력도 극히 미약한 상태이며 현재 사용되고 있는 희석액도 

거의 수입에 의존하고 있는 실정이다. 앞으로 국내 인공수정기술의 정착과 기술향상을 

위해서 정액품질에 대한 정확한 정보가 요구되며 또한 질적 향상을 위한 노력이 반드

시 필요하다. 본 연구에서는 이러한 현실과 문제점을 해결하기 위한 목적으로 시도되었

다.

2. 재료 및 방법

가. 공시정액과 보관

 공시된 액상정액은 인공수정 센터 5곳에서 사육중인 요크셔, 듀룩, 랜드레이스 3개 

품종으로부터 당일 채취하여 제조된 시판용 액상정액을 공시하였다. 각각의 AI센터

에서 생산된 시판정액을 실험실로 운반한 다음 17℃ 저장고에서 수일간 보존하면서 

정액성상을 조사하였다.

나. 정액 성상 및 정자기능 검사 방법

  1) 기본 buffer

  본 연구에서 사용된 기본 buffer액은 calcium chloride와 magnesium chloride가 첨

가되지 않은 Dulbecco's phosphate buffered saline(D-PBS)을 사용하였다.

  2) CASA(computer-assisted sperm analysis)에 의한 운동성 조사
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  정액 1.5ml을 취하여 30분간 37℃수조에서 배양시키고 37℃로 예열된 Makler 

counting chamber(Sefi-Medical, Israel) 위에 정액 10μl을 떨어뜨린 후 CCD 카메라

(Toshiba, Japan)가 부착된 광학현미경(Olympus, Japan)에 연결된 SAIS 

system(Sais puls version 10.1)을 이용하여 분석하였다. 정자의 활력(MOT, %), 곡선

운동속도(VCL, ㎛/s), 직선운동속도(VSL, ㎛/s), 평균경로속도(VAP, ㎛/s), linearity 

(LIN, VSL/VCL, %), 두부측방 이동거리(ALH, ㎛/s)와 straightness(STR, 

VSL/VAP, %)를 측정하였다. 본 실험에서 사용된 CASA system의 초기 설정은 표 

1과 같았다(Zeng 등, 2001) .

표 1. CASA설정 parameters

기       준 기준치

  온도 : 37℃

  Capture field 수 : 10

  Frame 수 : 30

  Edege filter 0.08 threshold : 7

  최고 세포크기 (Pixels) : 80

  최저 세포크기 (Pixels) : 15

  Frames tracks 최저 수치 : Motility : 5

: Velocity : 10

: ALH : 12

  항진운동 정자 threshold : VCL (㎛/s) : 80

: LIN(%) : 65

: ALH(㎛) : 5.5

  VAP 속도 threshold : Medium(㎛/s) : 50

: Slow(㎛/s)   : 20

  최고 velocity(um/s) : 250

  Threshold 속도(um/s) : 10
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  3) 정자의 생존율 측정

  Garner 와 Johnson (1994, 1995)의 방법을 이용하였다. 형광 염색시약 SYBR-14와 

PI(propidium iodide)는 미국 Molecular Probes사의 LIVE/DEAD Sperm Viability 

Kit를 사용하였으며 stock 및 working solution과 염색방법은 아래와 같다.

    가) Stock solution

SYBR-14의 stock solution은 dimethyl sulfoxide(DMSO)에 1mg/ml되게 만들었으

며 PI는 sodium bicarbonete가 첨가된 Tyrodes salt solution에 2mg/ml로 만들었다. 

각각 빛이 차단된 eppendorf tube에 20μl씩 분주하여 -20℃에 보관하여 사용하였다.

Working Solution은 SYBR-14 stock solution을 1:100으로 DMSO에 희석하여 

최종 농도가 0.01mg/ml되게 만들었으며 빛이 차단된 eppendorf tube에 20μl씩 분주

하여 -20℃ 보관하고 사용직전 암실에서 녹여 사용하였다. 

    나) 염색방법

  액상정액 500μl를 취하여 eppendorf tube에 넣은 다음 SYBR-14 working 

solution 2.7μl와 PI 2μl를 넣어 혼합하였다. 37℃의 heating block에 15분간 배양시킨 

후 미리 36℃로 배양된 D-PBS(Gibco, BRL USA)로 2번 세척을 한 다음 10μl를 

slide에 취하여 slide당 최소 200개 이상의 정자를 형광현미경 H600 AFL 

50/100(Hund Wetzlar, Germany)에서 관찰하였다. 살아있는 정자는 SYBR-14 염색에

서 녹색으로 보이는 것, 죽은 정자는 PI 염색에서 붉은 색으로 염색되는 것으로 구분

하였다. 정자 생존율은 총 관찰된 정자중 SYBR-14로 염색된 정자의 비율로 계산하

였다.

  4) 정자의 첨체온전성(acrosome integrity) 검사

  PI(Propidium iodide)는 Garner(1986)등의 방법을 일부 수정하여 만들었다. D-PBS

에 0.04mM(0.27㎎/ml) 농도로 PI를 녹인 후 -20℃에서 보관하였다. FITC-PAS는 

Cross 등(1986)의 방법에 준하였다. 

  액상정액 0.3-0.5ml를 취한 후 PI로 10∼15분간 실온에서 염색한 다음 D-PBS를 

넣고 300×g에서 10분간 원심분리하여 2회 세척하였다. FITC-PSA의 염색을 위해 

95% ethanol을 0.5-1.0ml 넣고 혼합 후 30분간 4℃에 보관하였다. 그 후 ethanol의 

제거를 위해 2회 원심분리를 하고 pellet에 D-PBS를 첨가한 후 40μl의 FITC-PSA를 
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첨가하고 잘 혼합하였다. 깨끗한 slide에 40-60μl을 취한 다음 형광현미경(H600 AFL 

50/100m, Hund Wetzlar, Germany)으로 관찰하였다. 염색된 색과 모양에 따라 

Sukardi(1997)의 방법에 따라 염색결과를 4형태로 분류하였으며, 그림 1과 같이 AIL

(첨체정상 생존정자), AID(첨체정상 죽은 정자), ARL(첨체반응 생존정자) 그리고 

ARD(첨체반응 죽은 정자)로 구분하여 관찰하였다. 

       : Pisum sativum agglutinin(PSA, 초록색)

      �� : Propidium iodide (PI, 적색),

       : 무형광 

그림 1. PSA와 PI로 염색 후 첨체상태와 생존성의 구분형태(Sukard, 1997).

        AIL(acrosome intact, live sperm)   : 첨체정상 생존정자 

        AID(acrosome intact, dead sperm)  : 첨체정상 죽은 정자

        ARL(acrosome reacted live sperm)  : 첨체반응 생존정자

        ARD(acrosome reacted dead sperm) : 첨체반응 죽은 정자
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  5) 저삼투성 팽창화 검사 (HOST, hypoosmotic swelling test)

  Jeyendran 등(1984)의 방법에 준하여 HOST를 실시하였다.  정액을 1.5-ml 

eppendroup tube에 담아 500×g에서 5분간 원심분리하여 상층액을 버리고 삼투압 

150mOsm/kg으로 제조된 저삼투압액 (증류수 1ℓ에 fructose 13.51g, sodium citrate 

7.35g)와 혼합한 후 37℃의 수조 내에서 30분간 배양시켰다. 10μl를 slide에 놓고 위

상차 현미경하에서 200개 이상의 정자를 관찰하였다. 정자의 미부팽창의 유형은 그림 

2와 같이 분류하였다. 

그림 2. 정자미부의 저삼투압액에서 팽창형태 분류(Jeyendran 등, 1984).

  

  전혀 팽창 되지 않은 정자(a), 미부 말단만 팽창되어 굴곡된 정자(b), 말단 팽창과 

굴곡된 정자(c), 미부 중간부위와 말단이 동시에 팽창된 정자(d), 미부 중간 부위만 

팽창된 정자(e), 미부가 전반적으로 팽창되어 막대모양을 한 정자(f), 미부가 전반적

으로 팽창되어 눈사람 형태로 된 정자(g)로 각각 구분하였다. HOST결과(%)는 판독

된 정자의 총수에 미부가 팽화된 b-g유형의 비율로 계산하였다. 

  6) Mitochondria기능 분석

  Windsor 와 White (1993)의 방법에 따라 Rhodamine 123(R123)를 사용하여 정자 

중편부의 미토콘드리아를 염색하였다. 액상정액을 1-1.5×106/ml되게 희석한 후 500μl
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를 취하여 R123이 5㎍/ml이 들어있는 BO배양액을 0.5ml 넣은 후 37℃에서 30분간 

배양하였다. 염색후 BO 배양액을 10ml이 되게 부유하여 500×g에 5분간 원심분리 세

척한 후 같은 방법으로 한번 더 세척하였으며 세척 후 10μl취하여 slide위에 놓고 

cover glass로 덮은 후 형광현미경(H600 AFL 50/100, Hund Wetzlar, Germany)하에

서 관찰하였다. 200개의 정자를 관찰하여 총 정자 중에서 R123을 발현하는 정자의 

비율을 계산하였다.

다. 통계분석

  얻어진 결과에 대한 통계학적 분석은 SAS의 GLM(General Linear Model)을 이용

하여 분석하였고 각 결과에 대한 유의성 검정은 Duncan's Multiple Range Test를 

실시하였다. 

3. 결과 및 고찰

가. CASA의 정자 운동양상 

국내 시판용 돼지 액상정액의 품질평가와 개선방향을 찾기 위하여 시도된 연구결

과에서 액상정액의 보존기간(일)에 따른 정자의 운동양상 CASA 결과는 표 1과 같

다. 정자활력이 보존 2일부터 크게 저하되었고 보존 6일에는 제조당일(68%)보다 현

저히 낮은 38%였다. 정자활력 이외의 운동양상은 대체로 4일 이후에 현저히 낮았다. 

CASA 결과를 5개 AI센터별로 구분하여 AI센터간의 특성을 보면 그림 1-3과 같다.  

C센터가 CASA 전체 항목에서 우수하였고 D센터가 가장 낮았으며 나머지 3센터는 

중간위치를 나타냄으로서 센터간의 정자 운동양상의 많은 차이가 확인되었다.
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표 1. 돼지 액상정액의 보존기간에 따른 정자 운동양상의 변화

운동양상
보존기간(일)

0 2 4 6

MOT1) 68.0±8.8*a 53.3±14.9b 46.3±15.7b 36.0±17.8c

VCL2) 49.3±10.7a 56.6±12.6a 49.2±13.7a 38.1±19.1b

VSL3) 28.2±8.2a 27.5±9.1a 21.8±8.9b 13.8±9.0b

VAP4) 39.9±8.7a 36.4±9.6a 30.4±10.4b 21.2±11.9b

LIN5) 56.2±8.1
a

46.7±10.4
b

43.2±10.9
b

33.8±9.5
c

ALH6) 4.0±0.4
b

4.4±0.6
a

4.3±0.7
a

3.7±1.1
b

STR7) 75.4±5.3a 72.8±6.6ab 69.9±6.8b 61.0±11.1c

 

* 평균±표준편차, a,b,c, P<0.05.

1) MOT : motility(%)

2) VCL : curvilinear velocity(㎛/s),
3) VSL : straight line velocity (㎛/s)
4) VAP : average path velocity (㎛/s)
5) LIN : linearity(%)
6) ALH : amplitude of lateral head displacement(㎛)
7) STR : straightness(%)

     



- 17 -

(a)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 2 4 6

보존일

M
O

T
 (

%
)

A

B

C

D

E

 

(b)

0

20

40

60

80

0 2 4 6

보존일

V
C

L
(㎛

/s
) A

B

C

D

E

그림 1(a, b). 5개 AI센터(A-E)별 정액 보존기간에 따른 MOT(a)와 VCL(b)의 변화
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그림 2(c, d). 5개 AI센터(A-E)별 정액 보존기간에 따른 VSL(c)과 VAP(d)의 변화
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그림 3(e, f). 5개 AI센터(A-E)별 정액 보존기간에 따른 LIN(e)와 STR(f)의 변화

나. 정자 생존율과 정상첨체율

액상정액의 보존기간에 따른 정자 생존율을 SYBR-14와 PI로 조사한 결과는 표 2, 

FITC-PSA(첨체염색법)로 조사한 결과는 그림 4와 같다. 표 1에서 B와 E센터 생존

율은 보존 4일까지 제조당일(83%∼89%)와 같은 수준인 82∼84%로 유지되었으나 A

와 D센터는 보존 4일에서부터 73% 수준으로 저하되었다. 한편 첨체염색법으로 계산

된 생존율(그림 4)은 5개 센터가 제조당일 60∼80%였는데 4일 이후의 저하경향은 앞

의 조사법과 유사하였으며 6일 때의 생존율은 38∼58%로서 제조당일의 60∼70% 보

다 저하되었다.
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표 2. 액상정액의 보존기간에 따른 정자 생존율의 변화

AI

센터

보존기간(일)

0 2 4 6

A 83.0±7.1
*a

75.2±10.1
a

72.9±13.4
ab

68.0±12.1
b

B 89.7±4.1a 82.8±3.2b 82.0±5.0a 81.4± 2.4a

C 87.3±5.9a 82.5±2.9ab 83.9±5.4a 76.4±4.0b

D 86.4±3.9a 81.8±6.6a 73.1±10.1ab 71.2±12.7b

E 84.7± 10.9a    87.8±6.2a 84.2±4.9a 74.1±8.6b

 

* 평균±표준편차, a,b P<0.05.

보존기간에 따른 FITC-PSA 정상첨체율의 변화는 그림 4 및 5와 같다. 정상첨체

의 생존정자는 액상정액 제조당일에 60%, 4일과 6일에는 32%와 21%로 감소되었으

며 한편 정상첨체의 죽은 정자는 제조당일 16.2%에서 4일과 6일에 23.6%와 28.6%로 

증가되었다. 이러한 변화를 5개 AI센터로 구분한 결과는 그림 5와 같이 정상첨체의 

생존정자 비율의 감소와 정상첨체의 죽은 정자 비율의 증가경향은 AI 센터 모두 유

사하였으나 첨체가 손상되고 죽은 정자의 비율은 AI 센터간에 차이가 많았다.
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그림 4. 액상정액 보존기간별 FITC-PAS/PI에 의한 정자 생존율 및 

첨체상태 변화.

        AIL : 첨체정상 생존정자   ARL : 첨체반응 생존정자

        AID : 첨체정상 죽은 정자  ARD : 첨체반응 죽은 정자
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그림 5. 5개 AI센터(A-E)별 보존기간에 따른 정자 생존성과 첨체상태 변화.

        (AIL : 첨체정상 생존정자   AID : 첨체정상 죽은 정자 

        ARL : 첨체반응 생존정자   ARD : 첨체손상 죽은 정자)
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다. HOST(저삼투성 팽창화 검사)

표 3에 나타난 바와 같이 B와 E 센터의 경우 보존 2일까지 변화가 없었으나 기타 

3개 센터에서는 보존 2일부터 정액의 질이 크게 저하되었다.  전체적으로 HOST결과

는 보존 4일과 6일의 수준이 제조당일 수준의 60∼70%로 낮아졌음을 알 수 있었다.

표 3. 돼지 액상정액의 보존기간에 따른 HOST결과의 변화

AI

센터

보존기간(일)

0 2 4 6

A 48.7±10.9 
*aAB

37.0±6.4 
bAB

32.8±5.9 
bAB

33.2±5.1 
bA

B 44.9±3.6 aB 39.5±5.0 abAB 28.5±6.5 cB 33.4±3.1 bcA

C 42.4±3.4 aB 29.9±3.6 bB 29.2±8.5 bB 25.8±10.1 bA

D 59.9±16.1 aA 46.2±8.5 bA 40.9±8.1 bA 31.0±9.1 cA

E 51.4±10.4 aAB 45.7±11.5 abA 38.6±9.6 bcA 31.7±8.8 cA

* 평균±표준편차, a,b,c;A,B P<0.05.
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라. 정자의 미토콘드리아 기능

표 4와 같이 A와 C 센터는 보존 4일까지 미토콘드리아 기능의 저하가 없었으나 

나머지 센터에서는 보존 4일에 크게 저하되었다.  또한 미토콘드리아 기능에 대한 센

터간의 차이가 제조당일부터 보존기간에 걸쳐 나타나고 있음을 알 수 있다.

표 4. 돼지 액상정액의 보존기간에 따른 미토콘드리아기능 변화

AI

센터

보존기간(일)

0 2 4 6

A 81.4±5.4 
*aB

73.3±8.7 
abB

69.5±10.0 
abAB

66.8±9.9 
bA

B 90.0±4.2 aA 82.4±5.8 abA 67.3±10.2 cB 72.7±8.1 cA

C 81.4±3.0 aB 82.8±4.4 aB 80.1±6.4 abA 72.9±7.3 bA

D 79.9±8.2 aB 71.2±7.0 bB 61.6±11.5 cBC 53.0±14.5 dB

E 71.1±7.2 aC 59.9±6.1 bB 54.9±6.2 bC 36.7±12.0 cC

* 평균±표준편차, a,b,c;A,B,C P<0.05.
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마. 액상정액 성상간의 상관

액상정액의 보존기간별로 정액 성상간의 상관관계는 표 5 및 6과 같다.  보존당일

에 정자생존율(FITC 기준)과 미토콘드리아기능 간의 유의적 상관이 있었고(r=0.44), 

보존 2일에는 정자생존율(FITC 기준)이 미토콘드리아기능과 0.78, HOST와 -0.45의 

유의적 상관이 있었으며, HOST는 생존율(SYBR-PI 기준)과 0.41이었다.  보존 4일

과 6일에서는 정자생존율(SYBR-PI 기준)이 FITC 생존율, HOST, CASA 활력과 모

두 유의적인 r=0.40을 가졌으며 또한 미토콘드리아 기능도 정자생존율, HOST 및 

CASA 활력과 모두 유의적인 상관을 나타내었다.

표 5. 액상정액의 보존당일과 2일에서 정액성상간의 상관

성    상 1 2 3 4 5

1. SYBR-PI 생존율(%) 0.35 -0.20 0.20 0.26

2. FITC 생존율(%) -0.11 0.44
*

-0.12 0.25

3. 미토콘드리아기능(%) -0.21 0.78
**

-0.11 0.02

4. HOST(%) 0.41* -0.45* -0.43* 0.36

5. CASA 활력(%) 0.23 0.16 0.17 -0.12

보존1일 상관계수＼보존당일 상관계수

* P<0.05, ** P<0.01.

표 6. 액상정액의 보존 4일과 6일에서 정액성상간의 상관

성    상 1 2 3 4 5

1. SYBR-PI 생존율(%) 0.27 0.13 0.44* 0.40*

2. FITC 생존율(%) 0.44* 0.30 0.11 0.39*

3. 미토콘드리아기능(%) 0.17 0.46
*

0.40
*

0.41
*

4. HOST(%) -0.01 -0.01 0.19 0.13

5. CASA 활력(%) 0.16 0.08 -0.14 0.16

보존 6일 상관계수＼보존 4일 상관계수
* P<0.05
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    제 2 절 돼지 정액내 세균오염과 항생제 첨가효과에 관한 

연구

1. 서  론

정액내 세균오염은 정자 자체에 영향을 줄 뿐만 아니라 희석액내 영양분의 소모를 

가져와 정액보존성을 저하시키는 주 원인이 될 수 있다. 또한 병원성 세균의 감염은 질

병전파의 원인이 되기도 한다. 돼지 정액내에 오염되는 세균은 약 13여종이고 그 중 E. 

coli를 포함한 5종의 장내세균이 주축을 이루고 있으며 오염 정도가 심할 경우 정자 생

존성 저하와 첨체이상율 상승 및 수태율 저하을 초래할 수 있다.

정액내 세균오염 정도는 종모돈의 위생관리와 정액의 위생적 처리여부에 따라 매우 

변이가 크며 또한 AI센터마다 큰 차이가 있다. 항생제의 선택과 투여수준의 잘못으로 

항생제에 대한 내성의 위험성이 증가될 수 있다. 현재 관행 항생제보다 더 효과적인 항

생제 조합법에 대한 연구가 진행되고 있다.

본 연구에서는 국내 AI 센터의 조건과 정액제조 과정에서 세균오염의 특성을 조사하

고 오염세균에 대한 항생제의 첨가 효과를 알기 위하여 시도되었다.

2. 재료 및 방법

가. 정액 채취 및 시료 수집

경기와 충남지역에 소재한 5개 돼지 AI센터에서 인공수정용 액상정액을 생산하고 

있는 종모돈으로부터 수압법을 이용하여 농후정액 부분을 채취하였다. 정액채취시 채

취전에 먼저 생리식염수로 채취자의 손과 종모돈의 포피와 음경을 세척하였다. 본 실

험에서 공시된 정액은 각 AI센터에서 실시되고 있는 과정에 별도 변경사항 없이 채

취한 정액으로부터 시료를 채취하여 실험실로 운반되었다.

나. 정액내 세균수 측정

0.85% 생리식염수로 정액시료를 10
1∼
10
4
로 희석 후 시료 0.1㎖를 20㎖ 5% blood- 

trypticase soy agar plate에 접종하고 호기성 조건과 37℃에서 48시간 배양한 다음 

세균수를 측정하였다.
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다. 분리세균의 동정

세균동정을 위해서 먼저 gram 염색, 아포(spore)검사, oxidase검사를 실시한 후 그 

다음 단계를 실시하였다. 세균 선별배지로서 cetrimide agar(Pseudomonas sp. 배양

용), dextrose casein peptone agar(Bacillus sp. 배양용) Staph-No.110 

agar(Staphylococcus sp. 배양용) 및 oxoid streptoc COBA medium(Streptococcs sp. 

배양용)을 사용하였으며 장내세균 동정(Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella, 

Proteus sp. 등)을 위하여는 (주)코메드의 Easy 24E Plus kit를 사용하였으며 24개 

well에 들어있는 배지에 균액을 접종후 24시간 배양에서 나타난 색의 변화를 결과지

(report sheet)에 기입하고 판독결과를 Easy view software에 입력하여 세균을 동정

하였다.

라. 항생제 감수정 조사

3∼5개의 유사 colony로부터 세균을 trypticase soy borth에 옮기고 35℃에서 2∼6

시간 배양하여 접종재료(inoculum)를 만들고 Muller Hinton agar의 표면에 충분히 

접종시킨 다음 8종의 항생제 discs(BBL Sensi-Disc Antimicrobial Susceptibility 

Test Discs, Becton Dickinson France)를 놓고 18∼24시간 배양 후 zone diameter 

interpretive chart의 기준에 따라 감수성, 저항성 또는 중간 단계로 구분 정리하였다.

마. 정액내 항생제 첨가효과 조사

조사된 항생제는 penicillin, streptomycin, gentamycin, amikacin 및 

lico-spectinomycin이었으며 희석액에 첨가에 따른 정자의 운동성(CASA 이용) 및 

생존성(SYBR-14와 PI 이용) 조사와 더불어 증식된 세균 colony수의 변화를 조사하

였다.

3. 결과 및 고찰

가. 정액내의 세균오염도

5개 AI센터로부터 조사된 AI종모돈의 채취 원정액내에서 검출된 세균종류와 세균

의 검출빈도를 보면 표 1과 같으며 이중 3개 AI센터를 비교한 결과는 표 2와 같다.

검출빈도가 가장 높고 검출세균중 가장 검출비율이 높은 세균은 Bacillus sp.(75%

와 30.0%)였으며 또한 검출빈도가 50% 이상인 세균은 Pseudomonas sp.(67.9%), 
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Proteus sp.(53.8%), Staphylococcus sp.(53.6%)였다.

국내 AI센터에서 검출되는 대부분의 세균은 이들 4종의 세균이 주종을 이루고 있

음을 알 수 있었다. 그리고 Escherichia coli와 Klebsiella sp.도 시료의 15%에서 확

인되었다.

한편 AI센터 간에 검출되는 세균에서는 Bacillus sp. 와 Psudomonas sp. 는 AI센

터 간에 차이 없이 모두 높은 빈도로 확인되었으나 그 외 세균에서는 센터간에 차이

가 많았다.

표 1. 원정액내 검출세균의 종류와 빈도

세균종류 조사시료수
세균검출시료

세균비율(%)
시료수 비율(%)

Bacillus sp. 28 21 75.0 30.0

Pseudomonas sp. 28 19 67.9 27.1

Proteus sp. 13 7 53.8 10.0

Staphylococcus sp. 28 15 53.6 21.4

Escherichia coli 13 2 15.4 2.8

Klebsiella sp. 13 2 15.4 2.9

Enterobacter sp. 13 1 7.7 1.4

기타 13 3 23.1 4.3
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표 2. AI 센터별 원정액내 검출세균 종류와 빈도

세균종류

AI센터

A

n=15

B

n=5

C

n=8

+ - + - + -

Bacillus sp. 9 6 4 1 8 0

Pseudomas sp. 7 8 4 1 8 0

Proteus sp. 3 9 2 0 2 0

Staphylococcus sp. 7 8 2 3 6 2

Escherichia coli 2 7 0 2 0 2

Klehsiella sp. 1 8 0 2 1 1

Enterohacter sp. 1 8 0 2 0 2

Corynebacterium sp. 0 9 0 2 1 7

Morganella spp 1 8 0 2 0 2

기타 1 8 0 2 1 2
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표 3에서는 정액채취 후 정액의 1차 희석(1:1)된 정액내에서 검출된 세균의 종류

이며 원정액과 유사한 세균 검출빈도와 세균의 검출비율을 나타내었다. 그러나 

Escherichia coli, Klebsiella sp. 및 Enterbacter sp. 가 각각 33.3%, 16.7%와 

33.3%로서 원정액보다는 검출빈도가 현저히 증가됨을 알 수 있었다.

이러한 결과로 보아 AI센터 간에 정액채취를 위한 종모돈의 위생관리 상태 및 정

액처리과정의 위생관리에 다소 차이가 있음을 알 수 있었다.

표 3. 희석정액(1:1)내 검출세균의 종류와 비율

세균종류 조사시료수
세균검출시료 세균비율

(%)시료수 비율(%)

Bacillus sp. 6 4 66.7 20.0

Pseudomonas sp. 6 4 66.7 20.0

Proteus sp. 6 3 50.0 15.0

Staphylococcus sp. 6 4 66.7 20.0

Escherichia coli 6 2 33.3 10.0

Klebsiella sp. 6 1 16.7 5.0

Corynebacterium sp. 6 1 1.0 1.0

Enterobacter sp. 6 2 33.3 10.0

기타 6 0 0 0

표 4와 5는 정액내 오염 세균수와 보존기간에 따른 세균의 증식정도를 보여주고 

있다. 원정액의 경우 세균수(cfu×102/㎖)가 평균 24.4±29.5였으며 AI센터 간에 차

이가 많았다. 희석정액에서는 10.4±18.2였고 역시 센터 간에 차이가 많았다. 또한 

희석정액은 보존 6일에 3~104로서 세균수의 상당한 증가도 확인되었다.
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표 4. 정액내 오염 세균수(cfu×10
2
/㎖)

AI센터 조사시료수 원정액 조사시료수 희석정액

A 19 14.6±21.4 5 3.5±4.1

(1∼100) (0∼10)

B 15 18.2±11.3 4 21.9±32.4

(5∼48) (0∼70)

C 16 37.0±39.5 5 8.2±8.8

(4∼173) (0∼20)

계 50 24.4±29.4 14 10.4±18.2

표 5. 희석정액의 보존기간별 세균수

보존기간(일) 조사시료수
세균수

(cfu×10
2
/㎖)

범위

0 10 0.3±0.7 (0∼1.2)

2 11 2.4±2.3 (0∼6.5)

6 10 37.9±38.0 (3∼104)
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나. 정액내 세균의 항생제 감수성

현재 정액에 주로 첨가되고 있는 8종의 항생제에 대하여 오염빈도가 높았던 세균

인 Pseudomonas sp. 와 Staphylococcus sp. 에 대한 항생제 감수성 조사 결과는 

표 6, 그리고 생식기 질병에서 주로 검출되는 Corynebacterium에 대한 항생제 감수

성 결과는 표 7과 같다.

Staphylococcus sp. 는 8종 항생제 모두에서 저항성의 정도차이는 있었으나 저항

성을 나타내었고 한편 Pseudomonas sp.는 penicillin, spectinomycin, 

erythromycin에서 때로 저항성을 보였고 나머지 항생제에 대해서는 모두 감수성이 

있었다. Corynebacterium의 경우는 spectinomycin, polymyxin B, erythromycin에

서 저항성, streptomycin을 제외한 나머지 항생제에 대해서는 모두 감수성이 있었

다.

표 6. 정액내 분리세균의 항생제 감수성 조사 결과

항생제 Pseudornans sp. Staphylococcus sp. Morganella sp.

Spectinomycin 100㎍ S/R R S

Gentamycin 10㎍ S R S

Streptomycin 10㎍ R R S

Penicillin 10IU S/R R R

Kanamycin 30㎍ S R R

Amikacin 30㎍ S R S

Polymyxin B 300lU S R S/R

Erythromycin 15㎍ S/R R R

* S : 감수성. R : 저항성 S/R : 중간
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표 7. Corynebacterium에 대한 항생제 감수성 조사결과

항생제 Disc 효능
표준 zone 직경(㎜)

결과
저항성 중간 감수성

Spectinomycin 100㎍ ≦14 15∼17 ≧8 0

Gentamycin 10㎍ 12 13∼14 15 25

Streptomycin 10㎍ 11 12∼14 15 12

Penicillin 10lU 19 20 27

Kanamycin 30㎍ 13 14∼17 18 29

Amikacin 30㎍ 14 15∼16 7 26

Polymyxin B 300lU 8 9∼11 12 0.9

Erythromycin 15㎍ 15 16∼20 21 0

다. 정액내 항생제 투여효과

표 8은 단일항생제 처리효과, 표 9는 항생제 복합처리에 따른 정자활력과 정자생

존율에 대한 결과이다.

표 8에서는 현재까지 주로 첨가되어온 penicillin과 streptomycin 첨가법을 기준으

로 하여 그 외에 3종(linco/spectinomycin, gentamycin, amikacin)의 첨가에서 정자

활력은 보존 6일 때에 amikacin이 다소 양호한 결과였으나 처리구간에 큰 차이는 

없었다. 따라서 본 실험에서 첨가된 항생제의 종류와 수준은 정자의 활력과 생존율

에 큰 영향없이 상용될 수 있음을 알 수 있었으며 상당한 수준의 세균증식억제가 가

능하였다.

항생제 복합처리(표 9)에서는 보존 6일 때 정자활력의 경우 3, 4와 7 처리구에서 

1처리구(무첨가)보다 현저히 저하되었다. 한편 보존 6일 때의 정자 생존율에서는 처

리구간에 차이가 없었다. 따라서 항생제의 복합처리에서는 첨가수준에 대한 고려가 

필요함을 알 수 있었다.
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제 3 절 동결정액에서의 항산화제 및 Trehalose 첨가효과에 

관한 연구

1. 서  론

  돼지의 동결정액 보급률이 소의 경우보다 현저히 낮은 이유는 특히 돼지 정자의 동

결성이 낮을 뿐만 아니라 동결성이 종모돈 개체차이가 큰데 기인하고 있다. 그러나 우

수한 종모돈의 최대 활용과 우수 유전자원의 국내 도입 및 액상정액 이용의 지역적 한

계성과 보존성의 한계성을 극복하기 위하여 그리고 양돈산업의 발전을 위하여 동결정

액생산기술의 개발과 이용은 반드시 이뤄져야 할 것이다. 최근 생체내 활성산소계

(reactive oxygen species, ROS)의 증가 또는 자연제거 기능의 저하로 많은 생리적 장

해가 발견되고 있으며 정자의 기능저하도 ROS와 관련이 있는 것으로 보고 되어 있다.

  정자 동결과정에서도 ROS의 발생이 따르기 때문에 이를 막기 위한 항산화제의 첨가

에 대한 연구가 많이 진행되고 있다.

  또한 정자 동결시 비침투성 물질인 당류의 첨가효과도 많이 시도되고 있다. 특히 최

근에는 면양 정자를 중심으로 이당류인 trehalose에 대한 연구에서 동결정자의 세포막 

보호기능을 현저히 개선하는 것으로 입증되고 있다. 본 연구에서는 항산화제로서 α

-tocopherol, taurine, sialic acid, pentoxifylline의 첨가 효과를 조사하였으며, 돼지정액 

동결에서의 trehalose 첨가효과를 알기 위하여 시도되었다.

2. 재료 및 방법

가. 공시정액

  본 실험에 사용된 돼지 정액은 Yorkshire와 Duroc 종모돈으로부터 채취된 것을 공

시하였으며 동결정액은 0.5㎖ straw의 동결정액을 공시하였다.

나. 항산화제 첨가실험을 위한 동결정액의 제조

  1) 1차와 2차 희석액의 제조

1차 희석액인 20%난황 lactose 용액은 난황과 11% lactose 용액을 1 : 4로 혼합한 

후 4,000×g에서 20분간 원심분리 후 상층액을 miracloth filter에 여과시켰다. 

2차 희석액은 7.5% glycerol과 1.3% OEP이 함유된 용액으로서 제조시 실온에서 
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교반을 실시하여 최소 1시간동안 희석 후 플라스틱 용기에 넣어 사용 전까지 냉동 

보관하였다.

Taurine과 α-tocopherol의 첨가는 1차 및 2차 희석액에 taurine, α-tocopherol의 단

일처리 그리고 taurine와 α-tocopherol의 혼합 처리(50mM과 500㎛)를 실시하였다. 

Taurine은 1차 및 2차 희석액에 최종농도가 40mM이 되도록 첨가하였고, α

-tocopherol은 99.9% ethanol에 용해하여 stock solution 100mM을 제조한 후 1차 및 

2차 희석액에 500μM이 되도록 첨가하였다. 이때 희석액에 들어가는 ethanol의 농도

는 1%을 초과하지 않았다. Sialic acid는 0.04㎎/㎖을 첨가하였고 pentoxifylline 첨가

농도는 2와 3mM이었다.

 

  2) 동결정액의 제조

수압법으로 채취된 정액의 성상을 측정한 다음 원정액에 미리 제조된 1차 희석액

을 점진적으로 희석한 후 35℃의 따뜻한 물이 담긴 200ml 비이커 내에 넣고 냉장고

내에서 약 2시간동안 4∼7℃로 냉각하였다. 냉각된 희석정액에 2차 희석액(5℃)을 서

서히 희석하였다. 최종 희석된 정액을 0.5ml straw내에 포장한 후 포장된 straw내의 

정자가 glycerol과 충분히 접촉하도록 1시간동안 평형 시켰다. Straw를 액체질소 표

면 15cm 위에 10분간 정치시켜 예비동결을 시킨 후 액체질소(-196℃)내에 침적하였

다. 

  3) 정액성상 검사를 위한 기본 배양액 

20mM N-(2-hydroxyethyl) piperazine-N' -2-ethane sulphonic acid(HEPES) 

20mM NaHCO3와 0.1 % polyvinyl alcohol(PVA)이 첨가된 BWW 배양액(Biggers 

등, 1971)을 기본 배양액으로 사용하였다.

  5) 정자세포막의 지방과 산화(lipid peroxidation)

 Lipid peroxidation은 최종 산물인 malondialdehyde를 측정하는 thiobabituric 

acid(TBA) 반응법으로 분석하였다.

 전 처리된 정액을 Ca
++
, Mg

++
 이 제거된 Hank's balance salt solution으로 희석

하여 정자농도가 20×10
6
/㎖되게 조정하였다. Lipid peroxide의 malondialdehyde로의 

전환을 증진시키기 위하여 3차 증류수로 희석된 1mM ferrous sulfate와 5mM 
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sodium ascorbate를 각각 10㎕씩 상기 정자 부유액 1㎖에 첨가하고 37℃에서 1시간 

배양하였다. 250㎕의 40% trichloroacetic acid를 첨가하고 0℃에서 10 분간 정치하여 

lipid peroxidation을 중지시킨 후 2500×g에서 10분간 원심분리 하였다. 이후 상층 1 

㎖을 회수하여 250 ㎕의 1% TBA와 혼합하여 끊는 물에서 10분간 중탕하였고 상온에

서 냉각시켰다. Malondialdehyde의 농도는 spectrophotometer(Kontron instruments, 

Switzerland)를 이용하여 532nm 파장에서 반응액의 흡광도(optical density)를 측정하

여 분석하였다. 생성된 malondialdehyde의 Mol농도는 Mol 흡광계수(1.49 × 10
5 
꠾․

mol
-1
․cm

-1
)를 기준으로 환산하였다(Slater와 Sawyer, 1971).

다. Trehalose 첨가실험을 위한 동결정액의 제조 및 융해

  1) 동결보존액의 제조

동결보존액인 Beltsville F5(BF5)는 Pursel(1975)의 방법에 따라 12g Tes-N-tris 

(hydroxyhethyl)-methyl-2-aminonesulfonic acid, 2g Tris(hydroxymethyl)  aminomethane, 

16g D(-)fructose, 16g D(+)glucose, 5㎖ OEP를 최종 1ℓ되도록 증류수를 첨가하여 

제조하였다. 난황은 당일 생산된 신선란에서 난황을 분리하여 동결보존액에 20% 농

도로 첨가하였다. 교반이 끝난 BF5 동결보존액은 1200×g에서 30분간 원심분리하여 

상층액을 취하여 사용하였다. 2차 동결보존액은 glycerol을 6%농도로 첨가하여 교반 

후 사용하였다. 

  2) Trehalose와 EDTA의 첨가

Trehalose의 첨가는 실험 1에서 2차 동결보존액에 trehalose를 최종농도가 각각 

0.025M, 0.05M, 0.1M, 0.2M이 되도록 첨가하였다. 

EDTA의 첨가는 실험 1에서 trehalose의 처리결과가 가장 좋은 처리구를 선정하고 

EDTA의 최종농도가 2mM, 5mM되게 첨가하였다. 

  3) Washing media의 제조

Washing media의 제조는 BTS(Beltsville thawing solution)을 일부 수정하여 

0.2mM glucose, 20.4mM trisodium citrate, 11.8mM Na2CO3, 3.4mM EDTA, 10.1mM 

KCl 의 농도로 제조하였다. 
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  4) 동결정액의 제조 및 융해

정액을 washing media로 25℃에서 500×g에서 15분간 원심분리 하여 상층액을 제

거하고 straw당 총 정자수가 5×10
7
되게 BF5로 재부유 하였다. 그리고 정액의 온도를 

2시간에 걸쳐 4-5℃까지 하강시킨 후 glycerol과 trehalose가 포함된 BF5로 glycerol 

최종농도 2%가 되도록 희석하였다. 2차 희석 후 glycerol평형을 시킨 후 0.5ml straw

에 분주, 봉인하고 -80℃에서 10분간 예비동결 시킨 후 액체질소에 침지하였다.

융해는 37℃의 온수에서 20초 동안 실시하였다. 

라. 정액성상 및 정자기능 검사 방법

  1) 컴퓨터 정자 운동양상 분석(CASA, Computer-Assisted Sperm Analysis)

CASA는 전처리된 정액 10㎕를 미리 37℃로 가열된 Makler counting chamber(Sefi 

medical instrument, Israel) 위에 떨어뜨린 후 TI-23A CCD 카메라(NEC, Japan)가 부착

된 위상차현미경(Olympus, Japan)에 연결된 CTS-60/200 system(Motion Analysis, 

USA)을 이용하여 시행하였다.  

정자의 운동양상을 나타내는 측정항목으로서 활력(motility), 직선운동속도(VSL, 

straight line velocity), 곡선운동속도(VCL, curvilinear velocity), 곡선경로 선형도

(LIN, linearity), 측두이동거리(ALH, amplitude of lateral head displacement)를 분석

하였다. 이때 항진운동 정자(hyperactivated sperm)의 기준은 VCL≥100㎛/s, LIN〈 

60%, ALH≥5㎛로 정하였다. 

  2) 저삼투성 팽창화검사(HOST, Hypo-osmotic swelling test)

저삼투압액은 fructose 13.51gm과 sodium citrate 7.35gm을 3차 증류수 1ℓ에 녹여 

최종 삼투압 150mOsm/Kg로 조정하였으며 정액과 혼합한 후 37℃ 수조 내에서 30분

간 배양하였다. 이 후 500×g에서 5분간 원심분리 하였으며, 상층액을 제거한 후 정자

괴를 잘 풀어준 후 10 ㎕를 취하여 깨끗한 슬라이드에 도말하고 실온에서 건조하였

다.  

위상차현미경하에서 슬라이드당 최소 200개 이상의 정자를 판독하였다. 정자미부의 

팽창의 유형은 제 1절의 내용과 같게 분류하였다.  
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  3) 정자의 생존성 측정

정자의 생존율 조사를 위한 염색방법은 Garner 등(1994)의 방법에 준하여 실시하

였다. SYBR-14 viability kit(FertiLight TM Kit, Molucular Probes, USA)를 사용하

였다. Kit의 stock solution에서 SYBR-14는 무수 DMSO에 1mg/ml 함유, PI는 

Tyrodes salt solution에 2mg/ml가 함유되었다. 

생사염색은 SYBR-14 stock solution을 DMSO로 100배 희석하여 만든 working 

solution 2.7㎕, 미리 제조되어 있는 PI 2㎕, 정액(2×10
7
정자㎖) 500㎕을 혼합하여 3

7℃의 hot-block에서 30분간 배양후 형광현미경(HUND WETZLAR H600 Germany)

에서 관찰하였다. 

  4) 정자의 첨체검사

정자의 염색방법은 Spermac kit manufacturer's guidelines(Stain Enterprises, 

South Africa)에 따라 수행하였다. Washing media로 전처리된 각 처리구의 정액을 

슬라이드에 도말하여 공기중에서 건조 후 Fixative I로 고정하고 슬라이드를 증류수

로 세척 후 stain solution A 5분, stain solution B 1분, stain solution C 1분씩 3단

계로 염색하였다. 각 염색 단계마다 증류수로 세척하여 공기중에서 건조시켰다. 염색

된 슬라이드는 광학현미경에서 1000배의 배율로 슬라이드당 200개 이상 정자의 첨체

를 판독하였다. 

정상첨체는 두부가 전체적으로 녹색으로 염색되고, 그 끝에 진한 녹색띠가 나타나

며 두부의 적도대 아랫부분은 핑크색으로 염색이 되며 미토콘드리아와 미부는 녹색

으로 염색된 경우로 하였고, 첨체가 손상된 정자는 두부끝의 녹색띠가 없으며 끊어져 

있거나 녹색이 탈색되어 있는 것으로 조사하였다(그림 1).
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a b c d

그림 1. 돼지 정자의 첨체형태.(a : 정상첨체 정자; b : 첨체반응 정자; c : d : 첨체결함 정자)

  

  5) ROS의 발생 측정

 ROS의 발생은 chemiluminescence방법으로 측정하였다(Aitken 등, 1992). 

Chemiluminescence signal은 LB950 luminometer(Berthold, German)를 이용하여 3초

간의 integration mode로 기록하였다. ROS 측정을 위한 probe는 luminol(5-amino-2, 

3-dihidro-1, 4-phthalazinedione; Sigma, USA)을 사용하였다. Probe의 stock 

solution은 DMSO로 희석하여 25mM로 제조하였다.

 Luminol을 이용한 H2O2의 측정은 전처리된 400㎕의 정자 부유액(10×10
6 

spermatozoa/㎖)에 luminol stock solution 4㎕(최종농도 250uM)와 세포외에 존재하

는 H2O2 의 분석도를 높이기 위하여 PBS로 희석된 8㎕ 의 horseradish peroxidase

(최종농도 12.4U)를 첨가한 후 luminometer에서 10분간 signal을 측정하였다. Signal

이 안정화되면, ROS의 발생을 증진시키기 위하여 DMSO에 녹아 있는 4㎕(최종농도 

100nM)의 phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)를 첨가하여 10분간 signal을 재 

측정하였다. H2O2의 발생 분석은 PMA 첨가후 10분간 측정된 chemiluminescence 

counts에서 최고(peak) 값과 최고 값을 포함하는 5분간의 합계 값으로 하였다.
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3. 결과 및 고찰

가. 항산화제 첨가효과

정액의 동결전 또는 동결융해 후에 첨가된 항상화제의 첨가결과는 표 1∼4에서 보

는 바와 같다.

표 1에서 동결전 항상화제의 첨가에서 taurine과 α-tocopherol의 단독처리보다는 

두 가지의 혼합첨가에서 정자운동성과 생존율이 다소 향상되었으나 유의적 차이는 

없었다. HOST에서는 항산화제의 첨가에 따른 변화가 없었다. 그러나 활성산소계

(ROS)의 발생이 α-tocopherol과 taurine+α-tocopherol처리에서 현저히 감소되었고 지

방과산화(lipid peroxidation)도 무첨가구보다 유의적으로 현저히 감소됨을 알 수 있었

다.
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표 2는 항상화제 sialic acid의 첨가시기를 정액 동결전 방치시간(holding time)이 

유지되는 동안에 첨가한 경우이다. 정액채취 후 2∼3시간 내에 동결전 처리에 들어가

기전 12시간의 방치시간동안의 항산화제 첨가로 동결융해 후 정자활력이 54.3%로 대

조구(46.5%)보다 향상됨을 알 수 있었다. 한편 정자의 운동속도와 관련된 측정치에서

는 차이가 없었다.
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표 3과 4는 penotoxifylline(PX) 첨가로 정자의 활력과 기능의 증가효과와 또한 PX

의 항상화제로서의 효과를 조사한 실험결과이다.

PX의 동결전 처리에서 동결직전과 융해 후 정자의 CASA결과에서는 무첨가구와 

차이가 없었으나 동결융해 후의 HOST와 생존율에서는 무첨가구보다 현저히 향상되

었고 특히 3mM 첨가수준에서 그 효과가 더 큼을 알 수 있었다(표 3).

PX의 첨가가 동결전과 융해 후에 모두 첨가시에서도 역시 3mM첨가에서 융해 후 

정자활력의 현저한 상승이 있었다. 또한 정자운동속도에서 LIN(VSL/VCL)이 두 첨

가수준(1과 3mM)에서 높게 나타났다.

이상의 결과에서 정액의 동결과정 중에 발생되는 ROS의 증가로 인한 저해요인을 

줄이기 위하여 항산화제의 첨가가 동결정액 제조기술의 개선을 위한 한 방법이 됨을 

알 수 있었다. 앞으로 유효한 항산화제의 첨가시기 및 수준에 대한 연구가 더 필요할 

것으로 본다.
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표 3. 동결전 Pentoxifylline 첨가에 따른 융해 정액의 성상

정액성상

대조구 처리구

냉각후 융해후
1mM 3mM

냉각후 융해후 냉각후 융해후

CASA*, MOT(%) 47.0 16.7 49.0 14.7 40.3 15.4

VSL(㎛/sec) 21.5 5.0 51.1 22.3 21.8 4.5

VCL(㎛/sec) 47.2 23.3 24.5 4.6 47.5 23.1

LIN(%) 45.2 21.2 47.5 21.0 42.7 19.7

VAP(㎛/sec) 30.7 9.7 34.0 8.9 31.7 9.7

HYP(%) 5.6 1.2 6.4 1.1 6.9 0.8

ALH(㎛) 3.9 3.1 3.9 2.9 3.9 3.1

STR(%) 69.8 50.0 71.0 51.3 66.5 46.4

HOST(%) 69.2 29.0a 73.0 35.6b 73.7 39.2b

생존율(%) 79.2 38.3a 81.7 39.7a 83.3 48.9b

* MOT : 활력, VSL : 직선운동속도, VCL : 곡선운동속도, LIN : VSL/VCL, 

 VAP : 경로평균속도, STR : VSL/VAP

 a,b P<0.05.
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표 4. 동결전과 융해 후 Pentoxifylline 첨가에 따른 융해 정액의 활력

CASA* 대조구
처리구

1mM 3mM

MOT(%) 33.5±14.9
a

37.6±12.5
ab

43.1±19.3
b

VSL(㎛/sec) 3.5±0.8 5.9±3.6 11.6±10.0

VCL(㎛/sec) 19.3±3.5 18.4±5.6 24.8±10.8

LIN(VSL/VCL, %) 18.1±2.7 28.9±9.9 37.9±22.4

VAP(㎛) 8.0±1.7 9.7±4.3 15.7±10.8

HYP(%) 0.6±±0.8 0.8±0.4 0.8±0.6

* MOT : 활력, VSL : 직선운동속도, VCL : 곡선운동속도, LIN : VSL/VCL, 

  VAP : 평균경로속도,  HYP : 항진운동

  a,b P<0.05.
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나. 정액 동결전 정액방치시간 효과

표 2는 정액채취 후 동결처리전에 일정시간의 방치시간(holding time)을 줌으로서 

정자의 저온충격(cold shock)를 줄이기 위하여 12시간의 방치시간에 대한 결과이다.

동결융해 후의 정액 CASA에서 정자활력이 대조구보다 10∼12% 향상되었으나 유

의성은 없었다. 그러나 이미 앞에서 언급된 항산화제의 첨가효과를 고려해 볼 때 더

욱 연구가 요구되는 부분이다.

다. Trehalose의 첨가효과

동․식물 체내에서 저온에 노출시 함성되는 물질로 알려진 이당류 trehalose를 동

결 희석액에 첨가하였을 때 나타난 효과는 표 5와 7과 같으며 EDTA와 복합처리의 

효과는 표 7∼9와 같다. 또한 이들 성분의 첨가에 따른 동결융해 정액과 정자내의 

ROS 수준은 표 10과 같다.

표 5에서 0.025∼0.2M 첨가수준에서 첨가 후 동결직전의 정자 운동양상분석

(CASA) 결과는 무첨가구와 차이가 없었으나 동결융해 후 결과는 0.025와 0.05M 첨

가에서 특히 정자활력과 LIN이 무첨가구보다 각각 현저히(40∼60%와 20%) 향상되

었다.

표 6에서 0.05와 0.1M 첨가시 융해 후 정자 생존율이 대조구보다 유의적으로 향상

되었다. 한편 정상첨체율은 0.05∼0.2M 첨가에서 동결직전과 동결융해 후 모두 대조

구보다 현저히 향상됨을 알 수 있었다.

또한 융해후의 HOST도 첨가구에서 모두 대조구보다 20∼40% 더 높았다.
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Trehalose를 항산화제와 착염제(chelating agent)의 기능을 가진 EDTA와 병행 첨

가에서(표 7과 8)는 EDTA 단독첨가보다 복합처리에서 정액의 냉각 후(동결직전)에 

정자활력이 향상되었으며 또한 trehalose 0.05∼0.1M와 EDTA 2∼5mM 복합첨가에

서 전체적으로 동결융해 정자의 활력이 향상됨을 알 수 있었다(표 7). 동결융해후의 

정자활력(표 8)은 trehalose와 EDTA 첨가수준이 0.05M과 5mM 및 0.1M과 2mM에

서 각각 대조구보다 현저히 높았다. 표 9에서는 정자 생존율이 냉각 후에 처리간에 

차이가 없었으나 융해 후 생존율은 trehalose 0.05∼0.1M에 EDTA 첨가에서 모두 

trehalose 단독처리보다 유의적으로 높았다. 정상첨체율은 복합처리에서 냉각 후에 

다소 높았으나 유의적 차이는 없었다. 그러나 동결융해 후에서는 EDTA 5mM의 복

합처리에서 현저히 증가하였다. HOST는 냉각 후에서는 처리간에 차이가 없었으나 

EDTA 5mM 첨가에서 다소 높은 경향이 있었다.
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돼지정액의 동결처리과정에서 발생된 활성산소계(ROS) 수준을 보면 표 10과 같이 

정액 중에서는 융해후(6.4×10
4
cpm)보다 냉각후(5.1×10

4
cpm)에 더 높았고 정자에서도 

각각 64.8과 49.8로 냉각후가 더 높았다. 그러나 Trehalose 0.025∼0.2M 단독 첨가구

에서 냉각후와 동결융해후의 ROS 발생이 전체적으로 무첨가구보다 낮았다.

한편 EDTA 단독첨가에서는 대조구의 ROS수준과 같았으며 trehalose와 EDTA 복

합처리구에서는 ROS 수준이 대조구와 유사하였다.

이상의 결과에서 trehalose의 첨가에서 정자활력의 향상은 크게 나타나지 않았으나 

동결융해후의 정자생존성, 첨체손상 방지 및 HOST 결과의 향상을 기대할 수 있었으

며 EDTA와의 복합처리도 돼지정액의 동결성을 높이는데 유효한 방법이 되었다.

표 10. 동결전 Trehalose와 EDTA 첨가에 따른 ROS 발생량(×10
4
cpm)

Trehalose

(M)

EDTA

(mM)

정액 정자

냉각후 융해후 냉각후 융해후

0 0 6.4±2.1 5.1±1.4 64.8±1.7 49.8±9.4

2 6.2±1.5 4.7±1.2 66.1±0.1 51.6±11.4

5 7.5±2.2 5.9±0.9 67.1±1.3 55.4±4.2

0.025 0 5.3±2.0 5.3±2.2 59.2±0.08 33.5±3.3

0.05 0 4.1±0.8 4.2±0.8 65.3±1.5 35.1±3.3

2 5.6±0.8 4.3±1.4 67.4±2.6 42.6±10.8

5 6.9±0.6 5.9±0.4 72.8±0.8 46.5±7.8

0.1 0 4.7±0.5 4.1±0.8 66.2±1.2 38.7±7.8

2 4.3±0.2 4.2±1.1 83.2±0.9 47.8±17.1

5 4.9±0.1 6.2±0.6 75.3±1.1 52.5±11.0

0.2 0 5.2±0.3 4.1±1.4 74.7±1.5 39.3±6.3
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    제 4 절 정액의 품질개선을 위한 정액성상 평가법에 관한 

연구

1. 서  론

관행적으로 사용되고 있는 정자농도, 정자활력, 생존율, 첨체이상, 기형 등의 정액성

상 평가법은 그 결과가 실제 종모돈의 수태성적과 일치되기 않기 때문에 보다 정확한 

정액성상과 정액질에 대한 평가법의 개발이 요구되고 있다. 최근 CASA와 flow 

cytometry(FCM)법이 정자활력과 생존율의 객관적 평가기준을 제공해주고 있다. 그러

나 고가의 기기이기 때문에 대규모 AI센터 이외의 시설규모에서는 설치와 사용에 어려

움이 따르고 있다. 정자의 생존율 검사법으로서 생존정자에 염색되는 SYBR-14와 죽은 

정자에 염색되는 propidium iodide(PI)를 이용한 방법이 많이 이용되고 있으며 기타 다

른 형광 probe의 개발을 위하여 많은 연구가 진행중이다. 정자 첨체상태의 검사법으로 

상품화된 spermac stain kit가 있다. 또한 정자기능 검사법의 하나로 사람에서 개발된 

HOST(hypoosmotic swelling test)가 가축에 도입되고 있으며 미토콘드리아기능 검사

법도 유용한 방법으로 추천되고 있다. 최근에는 Kennedy 등(1989)이 사람에서, 

Glogowski 등(198)이 돼지에서 정자 acrosin activity의 임상적 측정법을 개발함에 따라 

이에 대한 연구가 많이 진행되어왔고 이들 수준이 정액성상, 수정율 및 수태율과 상관

이 높게 나타나 있다.

2. 재료 및 방법

가. 공시 종모돈과 정액

본 실험에 공시된 종모돈은 다비 AI 센타에서 보유하고 있는 Yorkshire, Landrace 

종 종모돈 중 수태율과 분만기록이 있는 종모돈을 선정하여 공시하였다. 공시정액은 

수압법에 의해 3∼7일 간격으로 분리채취된 원정액과 시판용 액상정액을 사용하였다.

나. 정액성상 및 정자기능 검사

  1) 정자처리 방법

본 연구에서 수행된 기본적인 정액 처리 방법은 다음과 같다.

정자 전처리는 17℃ 항온기에서 40시간 이내로 저장한 정액에서 활력이 3(0∼5단
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계)이상, 생존율이 80% 이상인 정액만을 실험에 공시하였다.  

  2) 정자 운동양상 분석(CASA, computer-assisted sperm analysis)

운동성 검사를 위하여 먼저 정액시료를 37℃에서 30분간 배양하였으며 가온된 정

액 5㎕를 37℃로 유지된 분석기의 Makler chamber에 옮겨 검사하였다. CASA의 측

정치는 MOT(%), VCL(㎛/sec), VSL(㎛/sec), LIN(VSL/VCL, %), VAP(㎛/sec), 

ALH(㎛), STR(VSL/VAP, %)등 이었다.

  3) Spermac stain을 이용한 정자첨체 검사

염색방법은 Spermac kit manufaturer's guidelines(Stain Enterprises, South 

Africa)에 따라 수행하였다. 액상정액을 슬라이드에 도말하여 공기중에서 건조후 

formalin이 함유된 Fixative Ⅰ으로 고정하고 슬라이드를 증류수로 세척한 후 stain 

solution A 5분, stain solution B로 1분, stain solution C로 1분 3단계로 염색하였다.  

각 염색 단계마다 증류수로 세척후 실온에서 공기중에 건조시켜 광학현미경에서 

1000배 배율로 슬라이드당 200개 이상 정자에 대한 첨체 상태를 판독하였다.

정상첨체는 정자두부가 전체적으로 녹색으로 염색되고 두부의 끝부분에 얇게 진한 

녹색띠가 나타나고 적도대는 붉은색으로 염색되고 미부는 두부와 같이 녹색으로 염

색되는 경우로 판단하였다. 첨체가 손상된 정자는 두부의 끝부분의 진한 녹색띠가 끊

어져 있거나 첨체막이 벗겨져 있는 경우를 기준으로 하였으며 첨체반응이 일어나 첨

체가 소실된 정자는 두부가 전체적으로 붉은색으로 염색되었다. 정상첨체를 갖는 정

자의 비율은 판독한 정자의 총수에서 정자두부의 끝이 진한 녹색띠를 가지고 전체적

으로 녹색인 정자의 비율로 계산하였다.

  4) HOST(hypoosmotic swelling test)

액상정액을 1.5㎖ eppendroup tube에 담아 500×g에서 5분간 원심분리하여 상층액

을 버리고 밑에 남아 있는 정자괴에 150mOsm/kg의 저삼투압액 1㎖ 넣고 37℃에서 

30분간 배양하였다. 배양후 10㎕의 정액을 취하여 슬라이드위에 옮기고 위상차현미경

하에서 슬라이드당 200개이상의 정자를 조사하였다.

정자미부의 팽창 유형을 6가지로 구분하였으며 그 유형의 구분은 제 1절의 기준과 

같았다.  
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  5) 정자의 acrosin 수준(activity) 측정

    가) Acrosin 측정을 위한 시료준비

Solution A는 0.025M Hepes buffer에 0.12m NaCl과 0.02% sodium azide를 첨가

하여 pH를 7.5로 조정하였고, Solution B는 detergent buffer로 5차 증류수에 0.01% 

Triton X-100, 0.055M Hepes와 0.055M NaCl로 제조후 pH 8.0이되게 조정하였다.  

Solution C는 500mM benzamidine를 5차 증류수에 녹였다. Solution D는 substrate로 

23mM BAPNA를 DMSO에 녹였다. Solution E는 substrate-detergent의 혼합으로 

22.5㎖의 solution B와 2.5㎖ solution D를 혼합하였다.

    나) Acrosin 수준 측정

Kennedy 등(1989)의 방법에 준하여 시행하였다. 정액의 시료를 soultion A로 정자

농도가 15×10
4
/㎖ 되도록 희석을 하였다. 희석된 정액 1㎖을 실온(약 20℃)에서 

1,000×g 20분간 원심분리하고 상층액 0.8㎖을 제거하고 0.8㎖ solution A를 정자 펠

렛에 첨가하고 혼합한 후 위의 방법으로 다시 원심분리를 하였다. 마지막 세척 후 

2.8㎖의 solution A를 첨가하여 voltexing으로 섞은 후 정자농도가 12.5∼75×10
3
/㎖ 

되게 희석하였다. 대조구 시험관에 희석정액 100㎕에 solution C 100㎕, solution E 1

㎖를 넣었으며 수준측정용 시험관에는 희석 정액 100㎕과 1㎖에 solution E를 첨가하

고 천천히 섞은 후 25℃에서 60분간 배양하였으며 대조구를 제외한 모든 시험관에 

100㎕ solution C를 첨가하였다. 그리고 1,000×g에서 30분간 원심분리하고 상층액을 

채취하여 1㎖ cuvette에 담아 410㎚ spectrophotometer에서 흡광도를 측정하였다.

Acrosin 수준의 계산공식은 다음과 같다.

Acrosin(mU)/106정자=[(평균ODtest)-ODcontrol]×106/1,485×측정할 때 정자농도

  6) 정자의 저온충격(cold shock)처리

1㎖의 정액시료를 시험관(10×60㎜)에 넣고 저온(5℃)충격을 가한 다음 37℃의 항온

수조에 옮겨서 정액성상평가를 실시하였다.

다. 통계처리

실험에서 얻어진 결과에 대한 통계학적 분석은 SAS의 GLM(General Linear 

Model)의 procedure를 이용하여 분석을 하였다. 
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3. 결과 및 고찰

가. HOST의 조건

돼지 정자의 HOST 최적조건을 비교한 결과는 표 1과 같다. HOST결과의 

plateau(약 60%)의 시기가 저삼투압 30, 50, 100, 150mOsm/kg에서 각각 10분, 15분, 

15분, 30분이었다. 그리고 30∼150mOsm/kg에서 30분 배양시 정자 생존율과 미부정

자 팽창비율에서는 표 2와 같이 저삼투압 간에 차이가 없었다. 그러나 생존율과 미부

팽창 정자 비율 간에 유의적 상관을 보인 경우는 150mOsm/kg 저삼투압 조건이었다.  

이러한 두 실험결과에서 돼지 정자의 HOST의 최적조건은 150mOsm/kg, 30분으로 

판단되었고 이후 실험에서는 모두 이 조건에서 수행되었다.

표 1. 액상정액에서 저삼투압과 배양시간에 따른 미부 팽창정자의 비율 변화

배양시간

(분)

저삼투압(mOsm/kg)

0 30 50 100 150

5 *51.5±1.1a 40.0±1.0a 43.3±0.4a 50.5±0.9a 40.0±1.2a

10 59.5±1.5
b

45.5±1.4
b

54.0±1.1
ab

53.0±1.2
ab

44.5±1.3
b

15 59.5±0.9
b

58.5±2.0
c

57.5±1.7
b

54.8±1.6
b

50.5±0.8
c

20 60.0±2.1b 58.5±1.8c 60.0±2.2c 55.0±1.5b 56.0±1.7d

25 60.5±1.4b 59.0±2.3c 60.0±2.0c 58.8±2.1b 56.8±2.0d

30 61.5±2.5b 60.0±1.8c 60.0±1.3c 60.5±2.4b 61.5±1.9e

* 평균±표준편차

a,b,c,d,e P<0.05.
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표 2. 액상정액에서 저삼투압처리에 따른 정자의 생존율과 미부 팽창율간의 관계

저삼투압(mOsm/kg)

30 50 100 150

 생존율(%, A)
*
69.0±4.9

a
70.9±2.3

a
70.6±3.9

a
76.3±3.2

a

 팽창정자(%, B) 31.7±15.0
b

30.2±5.5
b

33.1±6.1
b

37.5±15.0
b

 상관(A:B) 0.20 0.20 0.44 0.90*

* 평균±표준편차

a,b P<0.05.

나. HOST 결과에 영향하는 요인

저온(5℃)와 고온(37℃) 처리에서의 HOST 결과는 표 3과 같다. 원정액과 희석정액

(1:1)에서는 고온처리 후 HOST 결과가 무처리와 저온처리에 비해 현저히 낮았으며 

액상정액에서는 처리구간에 차이가 없었다. 액상정액에서 보존온도와 보존기간별 

HOST 결과는 표 4와 같이 17℃이외의 온도에서는 보존 2일부터 HOST 결과가 감

소되었고 4∼5일에 더욱 현저한 감소가 있었다. 17℃에서는 3일부터 낮아졌으나 3∼6

일간에 차이는 없었다. 종모돈과 관련된 요인에서의 결과는 표 5, 6 및 7과 같다. 

표 3. 온도충격에 대한 정액간의 HOST 결과 차이

정액 종모돈 수
HOST 팽창정자의 비율

대조구 저온(5℃) 처리 37℃ 처리

 원정액 4 *94.2±2.3a 87.0±5.1a 55.5±18.6b

 희석정액(1:1) 5 38.0±11.2
a

29.2±11.5
a

21.2±7.8
a

 액상정액 5 51.9±7.9
a

44.4±10.3
a

43.8±13.9
a

* 평균±표준편차

a,b P<0.05.
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표 4. 액상정액에서 보존기간과 온도에 따른 저삼투압팽창검사(HOST)결과 비교

보존기간

(일)

보존온도(℃)

4 17 25 39℃

1
*
74.0±12.3

A
74.0±12.3

A
74.0±12.3

A
74.0±12.3

A

2 68.0±9.5
AB

72.0±10.4
A

70.0±9.4
AB

66.0±9.1
AB

3 59.5±7.3 BC 69.6±9.3 AB 67.5±7.8 AB 57.0±8.2 BC

4 57.0±5.9 C 66.0±6.5 AB 64.7±6.1 AB 56.0±4.7 BC

5 56.5±7.1 C 62.0±7.5 AB 58.0±4.1 BC 53.0±8.0 BC

6 46.0±3.9 Cab 54.0±6.8 Ba 47.0±5.0 Cab 43.0±5.6 Cb

* 평균±표준편차

a,b;A,B P<0.05.

표 5에서 종모돈 8두 개체간 변이계수는 원정액(5.5%)보다 희적정액(24.6%)과 액

상정액(32.5%)에서 현저히 높았다. 이 결과에서 액상정액에서의 HOST는 반복조사가 

필요함을 알 수 있었다.

표 6은 원정액의 HOST 결과를 상, 중, 하로 구분한 종모돈 개체의 4주 연속 조사

된 HOST 결과의 개체변이이며 HOST 결과가 낮은 개체들에서 변이계수가 월등히 

높았다. 표 7에서 17℃ 보존기간 중 종모돈 개체간의 HOST 변화가 차이가 나타나 

있다. 최초 HOST 결과가 낮은 개체들에서 개체간 저하율의 개체변이가 더 컸다.
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표 5. 종모돈 개체간 저삼투압팽창검사(HOST) 결과의 변이

종모돈개체 원정액 희석정액(1:1) 액상정액

1 92.2±13.7 81.6±6.3 78.0±6.1

2 94.2±21.4 63.6±10.9 39.4±11.7

3 92.5±17.3 82.2±11.6 67.5±10.7

4 88.2±10.8 59.9±19.4 50.3±22.8

5 80.5±21.0 45.4±13.0 40.5±6.3

6 85.7±16.3 49.1±16.6 28.0±6.6

7 95.3±16.5 46.8±21.3 41.8±24.4

8 90.0±19.4 52.0±12.3 54.9±15.8

평균±SD(변이계수) 89.8±4.9(5.5)
a

60.1±14.8(24.6)
b

50.1±16.3(32.5)
b

a, b P<0.05.

표 6. 종모돈 개체별 5주간 채취정액의 HOST결과

HOST 기준

(%)
조사두수

정액채취개시후 주

1 2 3 4
평균±SD

(변이계수)

≦45 5 25.1 37.3 45.6 48.9 39.2±13.8(35)

46∼65 7 39.3 49.3 59.2 67.3 53.8±16.4(31)

≧66 4 76.1 77.9 58.9 76.1 72.3±10.1(14)
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표 7. 액상정액의 17℃ 보존기간에 따른 종모돈 개체간 HOST 감소율의 차이

HOST 기준(%)

(0일)
조사두수

보존기간(일)별 HOST 감소율, a-b/a

(변이계수)1(a) 4 7(b)

≦45 4 32.7±7.6 30.2±6.0 27.1±4.1 16±13(83)

46∼65 4 55.8±3.2 51.1±3.9 31.2±18.6 31±9(29)

≧66 7 79.2±7.3 66.7±9.7 54.8±8.4 29±8(27)

다. 정자 Acrosin 수준

정자 acrosin 수준 측정에서 정자배양온도에 따른 acrosin 수준변화를 보면 표 8과 

같다. 원정액과 희석정액(1:1)에서는 25℃이상에서 높은 수준이었고 그 이상 온도 간

에는 차이가 없었다. 액상정액에서는 17℃부터 높았다. 그리고 원정액의 정자 acrosin 

수준은 4.29∼5.17mU로서 액상정액의 3.60∼4.24mU보다 높았다. 따라서 이후 실험에

서는 25℃에서 60분간 배양조건을 택하여 수행되었다.

종모돈 개체별 정자의 acrosin 수준은 표 9와 같이 원정액과 희석정액(1:1)에서는 

각각 4.61∼5.88mU와 3.71∼5.15mU로서 희석정액에서 개체간 변이가 다소 높았다

(9%와 12%). 동결정액에서 종모돈 개체별 acrosin 수준은 표 10과 같다. 액상정액에

서는 3.52∼5.31mU로서 개체간 변이계수는 13%였다.
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표 9. 종모돈의 개체별 정자 Acrosin 수준의 차이

종모돈개체
정자 acrosin 수준(mU/106정자)

원정액 희석정액(1:1) 액상정액

1
*
5.88±0.39

a
5.15±0.59

a
5.31±0.22

a

2 5.60±0.54
ab

4.62±0.85
ab

5.00±0.60
ab

3 5.46±0.23 ab 4.55±0.75 ab 4.68±0.17 abc

4 5.44±0.36 ab 4.51±0.73 ab 4.28±0.32 bdc

5 5.07±0.16 ab 3.94±0.59 b 4.27±0.75 bdc

6 4.75±0.23 b 3.92±0.51 b 4.22±0.77 bdc

7 4.66±0.51
b

3.84±0.16
b

3.95±0.73
dc

8 4.61±0.33
b

3.71±0.23
b

3.52±0.06
d

* 평균±표준편차

a,b,c,d P<0.05.

표 10. 동결융해 정자의 Acrosin 수준

종모돈개체
정자 acrosin 수준(mU/106정자)

원정액 희석정액(1:1) 동결정액

1 *5.60±0.54 4.21±0.27 3.07±0.14

2 4.66±0.51 3.94±0.14 3.04±0.19

3 5.46±0.32 4.20±0.57 2.99±0.14

4 5.07±0.47 4.00±0.19 3.87±0.19

5 5.44±0.36 4.12±0.22 3.77±0.21

6 6.10±0.39 3.89±0.30 3.69±0.77

평균 5.39±0.55 a 4.06±0.28 b 3.41±0.41 c

* 평균±표준편차

a,b,c P<0.05.
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정자 acrosin 수준의 변화요인으로서 조사된 온도충격의 영향은 표 11과 같이 큰 

변화가 없었다. 액상정액에서 보존온도와 보존기간에 따른 수준변화(표 12)는 17∼3

9℃에서 보존 3일에 크게 저하되었으며 보존 3∼4일에서는 4℃와 39℃에서 현저히 

저하되었다. 따라서 액상보존 온도가 17℃∼25℃가 보다 유리함을 알 수 있었다.

계절의 영향을 보면 표 13과 같이 5월 제조 액상정액에서는 보존 5일까지 수준변

화가 없었으나 8월 여름에서는 보존일이 경과됨에 따라 크게 저하되었다.

동결 융해에 따른 정자 acrosin 수준은 표 12와 같이 원정액과 희석정액의 63%와 

84%로 크게 저하됨을 알 수 있다.

15두 종모돈을 정자 acrosin 수준에 따라 3군으로 구분하여 보존기간에 따른 수준

의 저하율을 보면 표 14와 같이 원정액의 정자 acrosin 수준이 낮은 개체에서 저하율

과 변이계수가 28%로 높은 개체보다 현저히 컸다.

표 11. 온도충격에 따른 정자 Acrosin 수준 변화

정액 종모돈수
정자 acrosin 수준(mU/106정자)

대조구 5℃ 저온충격 37℃ 고온충격

  원정액 5
*
5.38±0.54 5.20±0.52 5.16±0.50

  희석정액(1:1) 5 5.43±0.70 4.91±0.75 5.11±0.54

  액상정액 17 4.21±0.60 4.00±0.59 3.98±0.61

*평균±표준편차

표 12. 액상정액의 보존기간과 보존온도에 따른 정자 Acrosin 수준 변화

보존기간

(일)

정자 acrosin 수준(mU/106정자)

4 17 25 39℃

1 *4.36±0.18 A 4.36±0.18 A 4.36±0.18 A 4.36±0.18 A

2 3.54±0.15
Bb

4.32±0.13
Aa

4.25±0.23
Aa

4.23±0.19
Aa

3 3.54±0.17
Bb

3.89±0.14
Ba

3.72±0.13
Bab

3.46±0.14
Bb

4 3.27±0.11 Bb 3.62±0.20 Ba 3.46±0.15 Bab 3.23±0.17 Bb

* 평균±표준편차
a,b;A,B P<0.05.
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표 13. 액상정액의 보존기간별 정자 Acrosin 수준 변화

정  액

체취월

종모

돈수

보존 기간(일)

1 2 3 4 5

5 8
*
4.15±0.48

a
3.77±0.52

a
3.91±0.46

a
4.13±0.43

a
3.98±0.36

a

8 8 5.59±0.26
a

5.17±0.12
b
4.71±0.17

c
4.33±0.17

d
3.71±0.26

e

* 평균±표준편차

a,b,c,d,e P<0.05.

표 14. 액상정액의 17℃ 보존기간에 따른 종모돈 개체별 정자 Acrosin 수준 변

Acrosin 그룹

(mU/106정자)
조사두수

보존기간(일) 감소율, a-b/a 

(변이계수)1(a) 4 7(b)

≦3 4 4.76±0.2 4.09±0.30 3.74±0.28 21.5±3.7(17)

3∼4.4 4 4.10±0.12 3.49±0.33 3.16±0.26 23.3±4.2(18)

≧4.5 7 3.19±0.40 2.76±0.36 2.38±0.33 25.7±7.3(28)
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라. 정액성상, 정자 기능측정치간의 상관

원정액과 동결정액에서 HOST 결과, acrosin 수준, 생존율, 미토콘드리아 기능 및 

정상첨체율 은 표 15와 같으며 이들 간의 상관관계는 표 16과 같다. 원정액의 정자 

acrosin 수준은 원정액의 HOST 결과, 동결 후 acrosin 수준과 유의적 상관(r=0.80과 

0.88)을 가졌고 융해 후 정상첨체율과는 r=-0.61의 유의적 상관이 있었다. 원정액의 

HOST 결과도 동결 후 acrosin 및 정상첨체율과 r=0.80과 -0.61의 유의적 상관이 있

었다.
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    제 5 절 정자 기능평가 및 체외수정에 의한 종모돈의 수

태성적 간접 평가에 관한 연구

1. 서  론

정액을 주입하기전에 정자의 수정능력 또는 수태능력을 미리 예측할 수 있다면 양돈

산업의 경제성을 높이는데 크게 기여할 수 있을 것이다. 관행적 정액성상 또는 정자기

능 평가법의 결과는 실제 수태성적과 일치되지 못하고 있다. 소를 중심으로 체외수정기

술에 의한 수태율 간접평가법의 시도가 많이 행해져왔다. 최근 돼지에서는 체외기술의 

도입이 시작된 이후로 돼지에서도 돼지 난자를 이용한 정자침입율 또는 체외수정율이 

정자의 수정능력을 평가하는데 유용한 수단의 하나로 개발되고 있다. 최근에 Gadea 등

(1998, 2000)에 의하면 정자의 첨체이상율, 생존율, HOST 등은 극히 수태율이 낮은 종

모돈의 수태능력 예측에만 가능하며 정자의 난자침입율은 정자의 수정능력을 체외에서 

평가하는데 정확도가 높은 유용한 방법으로 보고한 바 있다.

본 연구에서는 정액성상, 정자기능, 체외수정율 및 배반포발달율간 관계를 조사하고 

그 결과에 기초하여 체외수정율에 의한 종모돈의 수태율 예측기술을 개발하고자 시도

되었다.

2. 재료 및 방법

가. 공시 종모돈과 정액

본 실험에 공시된 종모돈은 다비 AI 센타에서 보유하고 있는 Yorkshire, Landrace 

종 종모돈 중 수태율과 분만기록이 있는 종모돈을 선정하여 공시하였다. 공시정액은 

수압법에 의해 7일간격으로 분리채취하여 제조된 후 시판용 액상정액을 사용하였다.

나. 정액성상 및 정자기능 검사

  1) 정자처리

정자 전처리는 17℃ 항온기에서 40시간 이내로 저장한 액상정액에서 활력이 3(0∼

5단계)이상, 생존력이 80% 이상인 정액만 실험에 공시하였다. 체외수정을 위한 정자

처리는 액상정액을 Dulbecco's phosphate-buffered saline(D-PBS)로 희석하여 원심

분리(1,900×g, 3min)에 의해 상층액을 제거하고 정자괴를 잘 풀어준 후 2차 원심분리
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를 실시하였다. 수정배양액 mTBM에서 정자의 수정능획득을 유도시킨 후 체외수정 

실험에 공시하였다.

  2) 정자 운동양상 분석(CASA)

정액시료를 37℃에서 30분간 가온 후 정액 5㎕를 분석기의 Makler chamber에 옮

겨 검사하였다. CASA의 측정치는 제 1절의 기준과 같았다. 

  3) Spermac stain을 이용한 정자첨체 검사

염색방법은 Spermac kit manufaturer's guidelines(Stain Enterprises, South 

Africa)에 따라 수행하였다. 정상첨체와 첨체손상의 구분방법과 계산은 제 4절에서 

언급된 것과 같다. 

  4) HOST(Hypo-osmotic swelling test)

액상정액을 1.5㎖ eppendroup tube에 담아 500×g에서 5분간 원심분리하여 상층액

을 버리고 밑에 남아 있는 정자괴에 150mOsm/kg의 저삼투압액 1㎖ 넣고 37℃에서 

30분간 배양하였다. 

정자미부의 팽창 유형을 6가지(b∼g)로 구분하여 관찰하였으며 구체적 방법은 제 

1절의 내용과 같다. 

  5) 정자의 acrosin activity(수준)측정

    (1) Acrosin 측정을 위한 soultuin

Solution A, B, C, D 및 E의 제조방법은 제 4절의 내용과 같다. 

    (2) Acrosin 수준 측정

Kennedy 등(1989)의 방법에 준하여 시행하였으며 공시된 시료 정액을 soultion A

로 정자농도가 15×10
4
/㎖ 되도록 희석하였으며 희석된 정액 1㎖을 실온(약 20℃)에서 

1,000×g 20분간 원심분리하고 상층액 0.8㎖을 제거하고 0.8㎖ solution A를 정자 펠

렛에 첨가하고 혼합한 후 위의 방법으로 다시 원심분리를 하였다. 마지막 세척 후 

2.8㎖의 solution A를 첨가하여 voltexing한 후 정자농도가 12.5∼75×10
3
/㎖ 되게 희

석하였다. 그 후의 처리방법과 spectrophotometer에서 흡광도의 측정 및 acrosin 수
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준의 계산공식은 제 4절에서 설명된 것과 같다.

  6) 정자의 저온충격(cold shock)처리

1㎖의 정액시료를 시험관(10×60㎜)에 넣고 저온충격을 가한 다음 37℃의 항온수조

에 옮겨서 정액성상평가를 실시하였다.

다. 난자의 체외성숙과 체외수정

  1) 배양액 제조

  가) 미성숙 난포란의 체외성숙 배양액

Bovine serum albumin(BSA)가 첨가되지 않은 North Carolina State 

University(NCSU)23 배양액에 10%(v/v) 돼지난포액(pFF), 0.1㎎/㎖ cystein와 호

르몬 5㎕/㎖ FSH, 10㎕/㎖ hCG, 10㎕/㎖ estradiol-17β를 첨가하고 0.2㎛ pore 

filter를 이용하여 여과한 후 39℃, 100% 습도, 95% 공기, 5% CO2 배양기에서 12

시간 전배양한 후 사용하였다. 돼지난포액(pFF) 제조는 난포란 채란시 회수된 난

포액을 1,500×g, 30분 4℃에서 원심분리한 후 상층액만 취하여 0.2㎛ pore filter를 

이용하여 여과시킨 후 1.5㎖ eppendrof tube에 분주하여 -20℃에서 보관하였다가 

실온에서 융해하여 사용하였다.

  나) 체외수정 배양액

Modified tris-buffered medium(mTBM)용액을 사용하였다. 5차증류수에 113.1mM 

NaCl, 3mM KCl, 7.5mM CaCl2․2H2O, 20mM tris, 11mM glucose, 5mM sodium 

pyruvate, 함유되도록 제조한 다음 0.2㎛ pore filter를 이용하여 여과시킨 후 적당

양 분주하여 39℃, 100% 습도, 95% 공기, 5% CO2 배양기에서 18∼24시간 정도 정

배양한 후 사용하였다.

    다) 수정란의 체외배양액

NCSU 23에 0.4% BSA를 첨가한 후 0.2㎛ pore filter를 이용하여 여과시킨 후 

적당량 분주하여 39℃, 100% 습도, 95% 공기, 5% CO2 배양기에서 12시간정도 전

배양하여 사용하였다.



- 74 -

  2) 난포란의 체외성숙

도살직후 회수한 난소는 8.5g/L의 sodium chloride, pencillin 또는 hostacillin을 첨

가한 생리식염수에 담아 실험실로 운반하였다. 미성숙 난포란은 18-gage 주사기로 

난소의 난포직경이 2∼6㎜인 포상난포를 찔러 난포액과 함께 채취하였고 난구세포의 

부착상태가 양호하고 세포질이 균일한 미성숙 난자만을 공시하였다. 난소로부터 채취

한 난포란은 체외성숙 배양액으로 3∼4회 세척후 30㎜ 배양접시에 체외성숙 배양액

으로 만들어진 25㎕의 미세소적에 10∼15개씩 넣고 mineral oil로 피복하고 39℃, 

100% 습도, 95% 공기, 5% CO2 배양기에서 20∼22시간 배양하고 호르몬이 첨가되지 

않은 배양액으로 다시 2∼3번 세척하여 20∼22시간을 더 배양하여 총 40∼44시간 동

안 체외성숙을 유도 하였다.

  3) 체외수정

체외성숙 배양한 난자는 0.1% hyaluronidase가 함유된 NCSU 23 배양액에서 난구

세포를 제거하고 1mM caffeine과 0.1% BSA가 함유된 mTBM용액으로 3회 세척 후 

미리 준비된 체외성숙용 50㎕ drop에 30∼40개의 난자를 넣었다. 정자의 준비는 액상

정액을 시험관에 담아 0.1% BSA가 함유한 D-PBS를 첨가 후 1,900×g에서 3분간 2

회 원심분리하고 마지막 세척후 수정배양액을 첨가하여 정자를 재 부유시킨 다음 최

종 0.5×10
6
㎖ 정자 농도로 조정하고 39℃, 5% CO2 배양기에서 6시간 난자와 수정시

켰다.

  라. 수정란의 체외배양

체외수정 후 체외배양액으로 3회 세척 후 30㎜ 배양접시에 만들어진 25㎕ 미세소

적의 체외배양에 옮기고 mineral oil로 피복하고, 각 소적마다 수정란을 10∼15개씩 

옮겨 놓은 후 39℃, 100% 습도 95% 공기, 5% CO2 배양기에서 체외배양 하였다. 수

정후 48시간 간격으로 신선한 체외배양액으로 교환하면서 수정 후 7∼9일까지 배반

포로의 발달을 유도하였다.

마. 통계처리

실험에서 얻어진 결과에 대한 통계학적 분석은 SAS의 GLM(General Linear Model)

의 procedure를 이용하여 분석을 하였고, 수정율은 X2-검정, 정자기능검사 결과와 체외

수정율간의 상관은 Spearman's rank correlation에 의해 계산하고 유의성을 검정하였다.
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3. 결과 및 고찰

가. 정액성상과 체외수정율

표 1은 체외수정을 위한 정자처리시 조사된 정액성상과 정자기능의 변화이다. 정상

첨체비율은 처리전 72.7%(64.7∼81.9%)에서 처리후 29.6%(21.8∼41.4%)로 처리전의 

약 40%로 감소되었다. HOST결과는 처리전 35.3%(26.5∼54.5%)에서 처리후 

32.6%(24.0∼50.0%)로 90% 감소되었다. 한편 acrosin은 4.06mU에서 4.67(3.2∼

5.6)mM로 증가되었다. 표 2에서는 액상정액을 이용한 체외수정에서 체외수정율은 정

자의 acrosin 수준 및 정자활력과 높은 상관관계(r=0.88, 0.97)가 있었으며 또한 생존

율과 HOST 결과와는 유의성은 없었으나 (+)상관이 있었다. 한편 정자 acrosin 수준

은 운동성의 LIN과 유의적 상관이 있었다.

표 1. IVF를 위한 정자처리 전후에서 종모돈 개체간 정자성상과 정자기능 변화

개체
정상첨체 비율(%) HOST(%)

Acrosin 수준 

(mU/106정자)

전 후 전 후 전 후

1 78.5±3.0a 32.5±0.8 33.4±4.5a 24.0±8.0a 3.7±0.2a 4.1±1.2a

2 73.6±3.7ab 23.1±3.2 37.0±1.7a 26.2±3.9a 3.8±0.1a 5.5±0.1b

3 78.0±3.1b 22.4±3.9 34.8±1.9a 44.0±1.9b 4.1±0.1a 4.2±0.1a

4 65.4±3.3a 48.1±3.4 38.4±1.4a 50.0±10.1b 4.1±0.4a 4.9±0.6bc

5 67.5±3.9
a

41.4±5.2 47.4±11.4
ab
31.2±0.6

ab
4.2±0.4

ab
5.6±0.4

c

6 81.9±1.6
b

23.4±3.7 26.5±2.5
a
32.0±2.5

ab
3.8±0.2

a
3.2±0.3

a

7 72.1±2.1ab 21.8±3.7 40.1±6.9a 28.1±7.7ab 4.2±0.1ab 5.5±0.1c

8 64.7±2.4a 24.4±4.1 54.5±5.5b 34.4±9.1ab 4.6±0.1b 4.1±0.2a
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표 2. 액상정액의 정액성상과 체외수정율간의 상관관계

체외수정율, 정액성상 평균±SD
상      관

1 2 3 4

1. 체외수정율(%) 56.3±11.8 1 0.71 0.50 0.88
**

2. 생존율(%) 76.3±4.3 0.71 1 0.78 0.93**

3. HOST(%) 47.4±13.5 0.50 0.78 1 0.44

4. Acrosin 수준(mU/106정자) 4.10±0.37 0.88* 0.93** 0.44 1

CASA, 활력(%) 66.4±1.2 0.97** 0.61 0.39 0.78

VCL(㎛/s) 51.5±26.0 -0.57 0.01 0.10 -0.13

VSL(㎛/s) 18.7±6.5 0.40 0.53 0.30 0.78

LIN(VSL/VCL, %) 36.0±11.0 0.68 0.63 0.33 0.93**

ALH(㎛) 4.5±0.5 -0.60 0.05 0.41 -0.56

BCF(Hz) 11.1±0.8 -0.72 -0.30 -0.13 -0.30

*P<0.05, **P<0.01.

표 3에는 체외수정율이 HOST 결과보다는 정자 acrosin 수준에 따라 차이가 많았

다. Acrosin이 5.6mU 이상인 경우에 체외수정율과 배반포발달율이 높았다. 표 4는 

체외수정율과 정자염색질구조와의 관계인데 COMPαt와 SDαt가 높은 경우 체외수정

율이 낮았다.  체외수정율과 COMPαt 및 %PeakR간의 상관은 (-)상관이 있었으나 

유의성은 없었다.
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나. 체외수정율과 수태율

정액성상, 체외수정율 및 수태율과의 관계는 표 5와 같이 수태율은 acrosin 수준 

및 HOST 결과와 유의적 상관을 보였으며(r=0.80, 0.87) 체외수정율 및 배반포발달율

과는 (+)상관이 있었으나 유의성은 없었다. 한편 정상첨체율이 낮을 때 수태율은 높

은 경향이 있었으나 유의성은 없었다.

종모돈의 수태율을 기준으로 정액성상간의 관계를 보면 표 6과 같다. 수태율이 높

은 개체에서 acrosin 수준, HOST 결과가 높아 이들간의 상관이 r=0.77과 0.76으로 

유의적이었다.

표 7은 1, 2차로 나눠 실시된 체외수정 실험결과와 공시된 정액제공 종모돈의 수태

성적을 비교한 결과이다. 표 8은 이들 결과간에 상관관계이다. 1-2차 실험에서 모두 

체외수정율이 배반포발달율과 유의적으로 높은 상관이었고 또한 1차실험에서는 배반

포발달율이 산자수와 높은 상관이었다(r=0.77). 한편 수태율은 체외수정율 및 배반포

율과 다소 높은 (+)상관이었으나 유의성은 없었다.
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표 6. 종모돈 정액의 수태율, 정자 acrosin수준, 정상첨체율 및 HOST 결과간의 관계

수태율(%), A 개체수
Acrosin

(mU/106정자), B
정상첨체율(%), C HOST(%), D

≦95 3 4.37±0.20 74.7±9.7 48.0±5.8

90∼94 6 4.15±0.19 63.0±9.1 46.7±9.1

80-89 4 3.84±0.21 73.1±7.8 38.5±6.1

<80 2 3.53±0.25 62.2±15.2 30.0±5.0

상관 A 0.77** 0.22 0.76*

B - 0.39 0.85
*

C - 0.09

D -
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  표 8. 종모돈의 체외수정율, 배반포발달율 및 수태성적간의 순위 상관

 
 *순위상관계수 : 2차실험(*P<0.05=0.66＼1차실험(*P<0.05=0.71)

1 2 3 4 5

1. 체외수정율 0.72
*

0.33 0.24 0.52

2. 배반포발달율 0.71* 0.52 0.60 0.77*

3. 수태율 0.67 0.37 0.86* 0.60

4. 분만율 0.40 0.43 0.80* 0.57

5. 산자수 0.37 0.20 0.27 -0.02
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    제 6 절 돼지 정자의 정자염색질구조검사(SCSA)에 관한  

연구

1. 서  론

정자염색질구조검사(SCSA, sperm chromatin structure assay)는 DNA 특이 형광색

소인 acridine orage(AO)를 이용하여 DNA의 변성정도를 측정할 수 있는 방법으로 알

려져 있다. Evenson 등(1980, 1985)과 Buttachey 등(1987)에 의해 형광현미경 대신에 

flow cytometer(FCM)의 이용으로 SCSA의 새로운 기법을 제시해 왔다. 염색질 구조

의 이질성(heterogeneity)이 정자형성의 이상 뿐만 아니라 이상정자의 출현율, 불임성

과 관련된 정액성상과 밀접한 관계가 있는 것으로 보고되었으며, 또한 수태성적과도 

상관이 높은 것으로 보고되었다. Evenson 등(1994)은 SCSA가 종모돈의 정액질 평가

와 수태율 예측치로서 이용이 가능함을 제시한 바 있다. FCM-SCSA는 과거 AO 염

색 후 형광현미경법에서 발생되는 측정오차를 최소화 할 수 있는 매우 정확도가 높은 

방법으로 평가되고 있다. 본 연구에서는 SCSA를 이용하여 종모돈의 정액 생산능력과 

더불어 종모돈의 수태성적과의 관계를 조사함으로서 SCSA를 종모돈의 선발과 수태

율 향상기술개발에 응용하고자 시도되었다.

2. 재료 및 방법

가. 공시 종모돈과 공시정액

  공시종모돈은 정액 채취 기록, 인공수정 기록 및 수태성적이 있는 개체를 선택하여 

공시하였으며 공시정액은 3개 AI센터로부터 채취된 원정액과 시판용 액상정액을 공

시하였다. 

나. 정자 염색질 구조검사(SCSA)

1) 정자처리

원정액 또는 액상정액에 PBS액을 넣고 원심분리 후 상층액을 제거하고 정자농도

가 1×10
6
/㎖되게 재부유 한 다음 정자염색질의 분해와 염색을 위해서 Evenson(1990)

에 방법에 따라 2단계의 SCSA protocol을 거쳤다.

정액 0.2㎖에 A용액 0.4㎖를 첨가 후 30초 뒤에 acridine orange(AO)가 함유된 용
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액 B를 1.2㎖ 넣고 3∼5분후에 cytometric analysis를 실시하였다.

Acid-detergent 용액 A(pH 1.4)은 0.1% triton X-100, 0.08N Hcl, 0.15M Nacl로 

구성되었으며 AO 염색 buffer인 용액 B(pH 6.0)는 citric-phosphate buffer 100㎖에 

0.1M citric acid 37㎖와 0.2M Na2HPO4 6㎖이 들어있고 AO는 최종농도가 6㎍/㎖ 되

도록 제조하였다.

  2) Flow cytometer

Sorter sensor unit가 장치된 FACSCalibur Flow cytometer 110VAC(Becton 

Dickinson)를 이용하였으며 AO는 488nm와 35mW laser beam에서 excitation되었으

며 fluorescence는 550DL과 525BP 분석하였고 분석자료는 list mode files로 저장하

였다.

  3) Data분석

Bochenek 등(2001)의 방법에 따라 listmode file를 WinList 5.0 software(Verity 

software House, USA)를 이용하여 분석하였다.

분석전에 debris와 기타 오염세포는 red-green fluorescence cytogram에서 그림1a

와 같이 제거하였고 구조적 이상 chromatin을 갖는 정자수는 각 정자로부터 계산된 

αt값에 기초하였다. 여기서 αt 값은 red(denatured DNA)/green(native DNA)+red 

fluorescence이다. 각 정액시료로부터 그림 1과 같이 COMPαt, SDαt, %R, %PeakR 

값을 구하였고 αt histogram(그림 1b)에서는 COMPαt(αt기준치 값의 주 집단으로부

터 벋어난 high red fluorescence를 갖는 정자비율)과 SDαt(전체 αt 기준치로 계산된 

αt 기준치의 표준편차)를 계산하였고 red fluorescence histogram(그림 1c)에서는 

%Red(red fluorescence 상에서 주 집단으로부터 벋어난 정자의 비율)와 

%PeakR(peak channel로부터 high red fluorescence를 갖는 정자의 비율)을 계산하였

다.
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  a)

  b)

  c)

그림 1. Flow cytometer로 분석된 αt histogram(b)과 red fluorescence histogram(c).
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% Red
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3. 결과 및 고찰

가. FCM-SCSA결과의 변이 요인

종모돈 품종에 따른 SCSA결과는 표 1과 같이 Duroc종에서 %PeakR를 제외하고 

모두가 다른 두 품종보다 높았다. 종모돈의 월령을 4구로 나눠 조사한 결과(표 2)에

서는 15∼17개월령에서 SCSA결과가 다소 높았으며 한편 결과의 변이계수가 14개월

령 이하에서 더 크게 나타났다. 종모돈 동일개체에서 반복 측정된 SCSA결과(표 3)

에서도 14∼16개월령에서 다른 월령보다 높았다. 그러나 개체내 변이계수는 COMPαt

의 경우 13개월 이하보다 17개월령 이상에서 더 높았다. 

표 1. 종모돈 품종별 정자의 FCM-SCSA결과 비교

품종 조사두수 COMPαt SDαt %Red %PeakR

Landrace 20 3.6±3.2 28.1±19.1 4.2±2.9 57.7±10.9

Yorkshire 11 3.9±1.5 35.2±16.9 3.4±1.8 58.9±6.6

Duroc 29 5.3±2.5 32.6±13.7 8.3±3.7 54.5±7.7

표 2. 종모돈 월령별 정자의 FCM-SCSA결과 비교

월령 조사두수 COMPαt SDαt %Red %PeakR

<11 30 4.8±2.8(59)
*

29.5±14.3(49) 7.3±3.3(45) 56.1±8.5(15)

12∼14 16 5.3±2.7(51) 32.9±15.5(47) 7.4±2.9(39) 53.1±7.0(19)

15∼17 13 6.1±2.5(43) 36.0±12.2(34) 9.1±3.6(39) 54.4±9.2(17)

≧18 20 4.3±1.5(35) 26.1±8.6(33) 7.0±2.7(38) 55.1±8.0(14)

*(  ) : 변이계수



- 88 -

표 3. 동일개체 종모돈의 FCM-SCSA결과 변이 정도

월령 조사두수 COMPαt SDαt %Red %PeakR

≦13 5 2.9±0.4(15)* 24.1±6.4(26) 5.5±7.8(15) 59.7±5.7(9)

14∼16 6 5.3±1.2(23) 33.2±6.0(18) 6.9±2.1(29) 53.4±5.3(10)

≧17 6 4.7±2.3(49) 30.9±8.6(28) 6.3±1.3(21) 56.0±5.7(10)

계 17 4.4±0.4(41) 29.9±6.4(26) 6.3±1.7(26) 56.0±5.9(11)

*(  ) : 변이계수

정액의 SCSA를 조사하기 이전 2개월간의 정액채취 빈도에 따른 영향을 보면 표 

4와 같이 COMPαt와 %Red는 6∼7회 채취에서 높았고 %Red는 5회 이하에서 낮았

다. 이러한 변이의 원인에 대해서는 더 조사가 요구되고 있다. 즉, 정액 채취빈도에 

따라 정액성상의 차이가 표 4와 같이 현저하기 때문에 SCSA와 정액성상간의 관계

가 있을 것으로 추측되기 때문이다.
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나. SCSA결과와 정액성상과의 관계

FCM-SCSA와 정액 성상간의 비교결과는 표 5와 같으며 SCSA의 결과를 COMPα

t, SDαt, %Red 및 %PeakR의 일정기준을 정하고 조사한 결과에서 COMPαt는 4∼5

에서 정액량과 액상정액 생산량(병)이 가장 많았으며 SDαt에서는 20이하에서 정자농

도와 액상정액 생산량이 많았다. 한편 %Red에서는 6∼7에서 액상정액 생산량이 많

은 편이었다. %PeakR에서는 50이하에서 정자농도와 액상정액 생산량이 많았다. 

이들간의 상관관계를 보면 표 6과 같다. COMPαt는 SDαt, %Red와 유의적 상관

(r=0.87과 0.62)이 있었고 특히 SDαt는 정자농도 및 액상정액 생산(병)과 부(-)의 상

관(r=-0.20, -0.28)이었다. 또한 %PeakR은 정액성상과 모두 부(-)의 상관을 나타내었

다.

이상결과에서 SCSA결과가 불량할 경우 정액성상이 저하됨을 알 수 있었다.
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표 6. 종모돈 정자의 FCM-SCSA결과와 정액성상간의 상관관계

1 2 3 4 5 6 7 8

1. COMαt - 0.87** 0.62** 0.02 -0.15 -0.04 0.08 -0.15

2. SDαt - 0.48
**

0.05 -0.12 -0.20
*

0.07 -0.28
*

3. %Red - -0.01 -0.16 0.22* 0.04 0.10

4. % PeakR - 0.01 -0.20 -0.16 -0.26*

5. 정액량 - -0.45
**

0.20 0.40
*

6. 정자농도 - -0.07 0.57**

7. 활력 - 0.17

8. 정액생산(병)

* P<0.05, ** P<0.01.

Acridine orange 염색후 형광현미경으로 측정한 SCSA결과와 정액성상과의 관계를 

보면 표 7 및 8과 같다. 표 7에서 %Red가 8∼25인 경우에 정액의 일반성상과 

CASA결과가 좋았고 액상정액 생산량도 많은 경향이 있었다. 표 8에서는 %Red가 

정자농도와 r=0.49, CASA의 VSL과 정액생산(병)과는 r=-0.35, -0.40으로 모두 유의

적 상관이 있었다.

형광현미경 관찰에 의한 SCSA의 변이가 큰 점을 고려하여 FCM-SCSA의 결과와 

비교한 성적은 표 9와 같다. 형광현미경 결과가 ≤7%와 8∼15%에서는 이들 둘간에 

차이가 FCM-SCSA에 큰 차이가 없었으나 16%이상에서는 FCM-SCSA에서도 높게 

나타났음을 알 수 있었다. 이들 두 방법간의 상관을 보면 표 10과 같이 형광현미경법

은 특히 FCM-SCSA의 %PeakR과 유의적 상관(r=0.45)이 있었다. 따라서 형광현미경

법이 고가의 FCM기기로 대체되기 위해서는 측정치의 오차를 줄일 수 있을 때 유효

성이 기대됨을 알 수 있었다.
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표 8. 형광현미경 SCSA와 정액성상간 상관관계

1 2 3 4 5 6 7 8

1. %Red - 0.01 -0.08 0.49
**

0.10 -0.33 -0.35
*
-0.40

*

2. 정액량 - -0.32 0.08 0.52
*
-0.14 -0.08 0.09

3. 정자농도 - 0.16 0.44* 0.01 -0.01 0.01

4. 정자생존율 - 0.35* -0.06 -0.10 -0.03

5. 정자활력 - 0.02 0.06 0.03

6. VCL - 0.60** 0.67**

7. VSL - 0.83
**

8. 정액생산(병) -

* P<0.05. ** P<0.01.

표 9. 형광현미경 SCSA와 FCM-SCSA결과 비교

현광현미경-SCSA

(%Red)

FCM-SCSA

종모돈수 COMPαt SDαt %Red %PeakR

≦7 6 3.5±0.9 31.7±12.3 3.8±1.9 56.3±6.7

8∼15 7 3.6±1.7 28.5±14.4 3.3±2.1 56.7±9.9

≧16 4 7.2±3.7 35.4±3.8 6.1±5.5 63.3±18.2
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표 10. SCSA방법간 분석결과의 상관관계

1 2 3 4 5

1. 형광현미경(%Red) - 0.03 0.45* 0.29 -0.21

2. FCM, %Red - -0.47 0.69
*

0.30

3. %PeakR - -0.34 -0.44

4. COMPαt - 0.68*

5. SDαt -

다. FCM-SCSA와 종모돈의 번식성적

본 실험에서 수태와 분만기록을 가진 종모돈 42두의 번식성적과 FCM-SCSA결과

는 표 11과 같으며 여기서 SCSA결과는 다른 보고의 결과들과 유사한 것이었다.

표 12에서 COMPαt 3∼4인 개체에서 수태율과 산자수가 다소 높았으며 SDαt와 

%Red에서는 21∼40과 5∼6인 개체에서 각각 수태율과 산자수가 높은 경향을 보였

다. %PeakR에서는 50이하의 개체에서 수태율이 다소 높았다.

표 13에서는 번식성적과 SCSA결과 간에 의미 있는 상관은 나타나지 않았다. 이러

한 결과는 이미 AI 종모돈으로 선발된 개체이기 때문에 SCSA가 불량한 개체의 영

향이 적었던 점과 또한 수태율과 분만율 및 산자수에 영향하는 요인이 매우 복합적

인 것에 기인된 것으로 생각되었다. 또한 더 많은 종모돈의 조사가 필요한 점도 고려

할 필요가 있었다.
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표 12. 정자의 FCM-SCSA결과에 기준한 종모돈의 번식성적 비교

SCSA 기준 조사두수
AI모돈

수
산차 수태율(%) 분만율(%) 산자수

COMPαt <3 21 33 3.0±1.8 82.5±14.1 72.6±15.9 9.9±0.9

3∼4 15 21 3.5±1.4 87.2±10.8 72.1±17.7 10.3±0.8

≧5 7 12 3.3±1.2 82.0±5.8 73.9±4.2 9.5±1.1

SDαt ≦20 22 29 2.7±1.7 82.4±14.0 71.1±16.0 9.8±0.8

21∼40 13 28 3.6±1.2 87.2±7.7 76.4±13.3 10.4±0.8

≧41 8 10 3.9±1.7 83.8±11.7 70.9±16.3 9.6±1.0

%Red ≦4 29 31 3.1±1.6 83.9±13.2 72.0±16.8 9.9±0.8

5∼6 8 13 3.9±1.8 87.0±9.2 78.7±10.1 10.1±0.7

≧7 6 12 3.3±1.2 81.0±9.2 69.7±9.1 10.0±1.4

%PeakR ≦50 10 24 3.1±1.3 86.3±9.4 75.1±14.3 9.9±0.4

51∼60 16 26 3.0±1.5 81.9±14.0 71.4±12.5 9.8±1.0

≧61 17 25 3.4±1.9 84.8±11.6 72.4±18.2 10.1±0.9
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표 13. 정자의 FCM-SCSA 결과와 수태성적과의 상관관계

1 2 3 4 5 6 7 8

1. 산차 - 0.10 0.30* 0.33* 0.18 0.34* 0.07 0.05

2. 수태율(%) - 0.74
**

0.22 0.04 0.16 -0.04 -0.03

3. 분만율(%) - 0.28 0.01 0.14 0.02 -0.10

4. 산자수 - -0.10 0.03 0.07 0.16

5. COMPαt - 0.80
**

0.63
**

0.10

6. SDαt - 0.40** 0.17

7. %Red - -0.10

8. %PeakR -
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    제 7 절 전업 양돈농가 중심의 최적 인공수정 및 발정동

기화기술 개발

1. 서  론

현재 국내 번식가능한 암퇘지 보유두수는 약 95만두(‘02년 하반기)이며 인공수정 보

급율은 50%로 추정되고 있다. ‘02년도 종돈 도입실적은 3,000여두이며 ‘03년 도입예정

두수는 약 9,000두(종돈개량협회 ’96년 추정)에 달하여 종돈개량을 위한 외화낭비와 외

국 의존도가 매우 높은 실정이다.

액상정액의 집단 또는 자가처리 및 자가 인공수정과 종축개량을 위한 우수 종모돈의 

확보에 따른 경비부담과 기술미흡으로 우수 돼지정액 수요는 급증하고 있는 실정이다.

따라서 축산기술연구소에서는 액상정액 이용에 따른 농가부담을 줄이기 위하여 전업

양돈농장 규모의 최소 농가 작목반 단위별 및 지역양돈조합단위별 공동 정액생산 및 

처리기술 이전과 아울러 종돈개량을 위한 고능력 종모돈의 정액을 공급함에 있어 발정 

및 배란동기화에 의한 규모화인공수정기술보급을 통하여 고품질 돈육생산에 의한 출하

시 경락단가를 제고시켜 양돈농가의 소득증대 및 종돈개량을 동시에 종축시키는 연구

가 필요하였다.

2. 재료 및 방법 

가. 최적 발정동기화 및 주간 번식관리 유도기술 개발

1) 재료 및 방법

가) 공시축 : 3개 농장사육의 후보돈 

나) 대상농가와 모돈 : 3개농장에서 사육중인 후보돈 174두, 경산돈 288두.

다) 정액의 희석 및 보존 

채취된 정액은 BTS보존액을 이용하여 정액과 희석액비율을 1:1로 예비희석하고 

정액성상을 조사한 다음 1∼2시간 17℃까지 냉각시킨 후 최종정자수가 

3×10
9
sperm/80㎖ 되도록 최종 희석하였다. 액상으로 제조된 정액은 17℃에서 보관

하였다. 한편 동일 개체에 대한 동결정액을 제조하기 위하여 egg yolk-lactose 용

액으로 1차 희석한 후 glycerol이 4% 첨가된 동결보존액에 2차 희석처리하여 최종 

정자농도를 5×10
9
sperm/5ml(maxi-straw)로 포장하여 축산기술연구소 관행에 따라 

예비동결 후 액체질소내에 침적, 동결보존하였다. 
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또한 1회 주입정자수의 최소화 실험을 위해서 80㎖ 병당 정자수를 7.5 × 10
8
, 

10.0 × 10
8
,
 
12.5 × 10

8
,
 
15.0 × 10

8
,
 
17.5 × 10

8
, 20.0 × 10

8
, 25.0 × 10

8 
및 30.0 × 10

8 

정자농도로 제조하였다. 정액 희석은 필요에 따라 품종내 및 품종간 혼합정액으로 

제조하였다. 

라) 발정동기화 및 AI 방법

3개 농장에서 사육중인 후보돈을 대상으로 Regumate(progesterone제제)을 14일

간 사료에 첨가하거나 Ring-CIDR를 질내 14일동안 장치하여 발정을 동기화시키고 

처치 종료후 24시간후에 hCG(300∼500IU)를 주사하고 108시간후에 GnRH(300ug/

두)를 주사하여 발정 및 배란을 동기화시켰다. 배란동기화(GnRH 주사) 후 26시간

때에 1차 인공수정하고 1차수정 후 12시간때에 2차인공수정을 실시하였다. 이유 모

돈에 대해서는 이유 후 24시간후에 hCG를 주사하고 80시간후에 GnRH를 주사하

여 발정 및 배란을 유도하고 GnRH를 주사 후 24시간때에 1차 인공수정하고 1차

수정 후 18시간때에 2차인공수정을 실시하였다. 이유 모돈의 발정을 집약화시키기 

위하여 월요일 이유시킨 모돈의 경우에는 Ring-CIDR를 3일간 질내에 장치시키고 

제거(목요일 오전)하여 목요일 이유 모돈과 동일한 방법으로 발정 및 배란을 유도

하였다. 발정 및 배란 동기화 후 인공수정 요일을 각각 월요일(오후) 및 화요일(오

전)이 되도록 동기화시켰다(표 1).

표 1. 돼지의 발정동기화처리방법에 예정시각 인공수정 방법

처리별 Hormone제 처리별

후보돈 1
 Ring CIDR(14일) 제거 → 24h 후 PMSG → 56h 후 GnRH

      → 24h 후 1차 AI + 18h 후 2차 AI 

후보돈 2
 Ring CIDR(14일) 제거 → 24h 후 hCG → 56h 후 GnRH

      → 24h 후 1차 AI + 18h 후 2차 AI 

경산돈처리 1
 이유 → 24h 후 hCG → 52h 후 GnRH → 24h 후  1차 AI

      → 15h 후 2차 AI

경산돈처리 2
 이유+Ring CIDR(3일) → 24h 후 hCG → 524h 후 GnRH

      → 24h 후 1차 AI + 15h 후 2차 AI     
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마) 수퇘지 접근방식이 수태율에 미치는 영향

수퇘지 접근방법이 번식성적에 미치는 영향을 조사하기 위하여 후보모돈사 및 

이유모돈사의 복도에 1일 1회(아침만), 1일 2회(아침/저녁관리시간시) 및 수퇘지 냄

새용 스프레이(sex odor aerosol)를 1일 2회 살포하여 발정을 관찰하고 수정을 실

시하였다.

나. 색도에 의한 액상정액의 간편 품질식별기술 개발

1) 재료 및 방법

가) 정액의 희석 및 보존 

채취된 정액은 예비희석하고 정액 성상을 조사한 다음 메틸렌블루(methylene 

blue)가 첨가된 BTS보존액에 정액과 희석액비율을 1:1로 희석하여 1-2시간 17℃까

지 냉각시킨 후 최종정자수가 3 × 10
9
sperm/80㎖ 되도록 최종 추가조정 희석하였

다. 희석된 정액은 5℃ 및 17℃에서 1, 2, 3 및 5일 동안 보관한 정액의 pH와 메칠

렌블루 환원시간 및 페놀레드 색상변화를 조사하였다. 

나) 메틸렌블루의 환원시간 및 페놀레드 색상변화 검사 

희석 및 보관된 정액을 메틸렌블루 용액 또는 phenol red 용액을 첨가하였다.  

메틸렌블루용액은 3.6%구연산나트륨용액 100 ml에 메틸렌블루 50mg을 용해하여 

준 비하였다(methylene blue 50mg, sodium citrate 3.6g/100ml 증류수). 페놀레드 

용액 (0.05% 수준)은 보존액내 용존산소정도를 측정한 결과 같이 pH 6.0∼8.0까지

의 색상을 10등급으로 나누어 pH 7.0수준을 표준색상으로 하였으며, pH 변화 상태

를 칼라코드화 하였다(그림 1).  

그림 1. pH수준에 따른 돼지 액상정액내 페놀레드 용액의 색상표
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정액내의 기본적인 색상처리는 시험관(15 ml)에 정액 0.2ml와 난황구연산희석액 

0.8ml, 메틸렌블루 또는 페놀레드용액 0.1 ml를 넣고 혼합시킨 다음 외부 공기중 

O2를 차단하기 위하여 유동파라핀(또는 미네랄오일)으로 시험관의 상층을 약 1cm 

두께로 피복한 후 시험관을 45℃의 항온수조(water bath)에 정치시켜 청색이 소멸

되는 시간과 색도지시지와 비교하여 환원된 정도를 색도의 index에 따라 점수화하

여 측정하였다. 정액내 청색이 3 ∼ 6분 이내에 소실되면 양호한 정액, 9분이상 청

색이 유지되면 불량한 정액으로 판정하였다. 한편 Chandler 등(2000) 및 Dart 등

(1994)의 방법에 따라 methylene blue와 resazurin염색액으로 정자의 활력 및 수정

능을 함께 비교 조사하였다. 

3. 결과 및 고찰 

가. 최적 발정동기화 및 주간 번식관리 유도기술 개발

1) 보존기간이 정액 성상에 미치는 영향

액상정액 및 동결정액(Maxi straw vs cryogenic vial)을 제조하여 17℃에서 6, 12 

및 24시간 보존하여 활력을 평가한 결과는 표 2 같다. 동결정액의 경우 

Cryogenicvial 포장정액은 융해 후 24시간 이내에 거의 사멸하였으나 액상정액의 활

력은 극히 경미한 수준으로 저하되었다.

 

표 2. 정액형태별 보존기간이(17℃) 정자의 활력에 미치는 영향

구분

보존기간(시간)에 따른 정자 활력(%)

저온 직후

또는 동해직후
6 12 24

  액상정액 82.5 78.4 75.5 68.4

  동결정액

  - Maxi-strw 55.7 48.3 25.5 10.3

  - Cryogenicvial 52.3 45.5 20.4 7.5

2) 동일 종모돈의 액상 및 동결정액이 번식성적에 미치는 영향

동일 종모돈에 대한 액상 및 동결정액의 번식성적을 조사하기 위하여 품종별 종모

돈 3두에 대해서 액상 및 동결정액을 생산하여 액상 30두 및 동결 20두씩의 모돈에 
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인공수정한 결과는 표 2와 같다. 표 2에서 보는 바와 같이 동일 종모돈의 액상 및 동

결정액의 분만율은각각 81.5∼87.3% 및 76.6∼80.5%로 액상정액의 번식성적이 동결

정액의 분만율보다 다소 높게 나타났다. 

   

표 3. 동일 종모돈에 대한 액상 및 동결정액의 번식성적

종모돈명

액상 동결

수정
두수

Non-return
(%)

분만율
(%)

평균
산자수

수정
두수

Non-return
(%)

분만율
(%)

평균
산자수

L 36-4 30 91.5 86.8 10.9 20 82.6 78.8 9.3

Y 10-2 30 91.8 87.3 10.2 20 86.8 80.5 9.6

D 24-4 30 87.2 81.5 9.5 20 87.2 76.6 8.9

3) 종부형태(자연종부, AI)에 따른 수태율

종부형태에 따른 수태율은 표 4와 같이 미경산돈의 경우에는 AI 2회가 85.4%, 자

연종부 2회가 72.9% 및 1차 자연종부 + 2차 인공수정(NS + AI) 형태가 83.4%로 나

타났으며, 경산돈의 경우에는 AI(2회)의 경우에서 86.2%로 다소 높은 수태율을 보였

다. 

 

표 4. 종부형태가 돼지의 수태율에 미치는 영향

구분

종부형태에 따른 수태율(%)

AI(2회) NS(2회) NS + AI

처리

두수

수태

두수
수태율

처리

두수

수태두

수
수태율

처리두

수

수태두

수
수태율

미경산돈

(174두)
89 76 85.4 48 35 72.9 37 31 83.7

경 산 돈

(288두)
138 119 86.2 63 52 82.5 87 73 83.9

 * AI : artificial insemination, NS : natural service.
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4) 농장별 발정동기화처리 후 시간별 발정발현 양상

3개의 농장에서 발정동기화 처리를 위하여 각 20두씩을 이유 후 24h 때에 hCG를 

주사하고 52h 후에 GnRH를 주사하여 발정발현 시간을 조사한 결과는 표 5와 같이 

나타났다.

 표 5. 농장별 발정동기화처리(GnRH 주사) 후 시간별 발정발현 양상

농장명 처리두수
발정개시 시간(h)

12시간 이내  12∼24 24∼36 36시간 이상

A 20 2 8 7 3

B 20 2 9 5 4

C 20 1 5 9 5

계(%) 60 5 22 21 12

5) 액상정액의 정액 형태가 번식성적에 미치는 영향

액상정액을 품종내 동일비율(정자수 기준 1:1 혼합) 혼합정액(순종내 정자 활력을 

90, 80 및 70%으로 구분하여 6등급으로 적용) 및 품종간 혼합정액형태로 제조하여 

처리구에 따라 인공수정하여 번식성적을 조사한 결과는 표 6과 같았다. 
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표 6. 품종내 및 품종간 정액형태가 번식성적에 미치는 영향

  정액형태 등급 수정두수
번식성적

수태율(%) 분만율(%) 산자수(출생직후)

품종내 혼합정액* 1 48 91.2 83.2 10.9

2 48 92.3 87.8 10.5

3 48 89.3 87.2 10.9

4 48 89.6 84.4 11.3

5 48 84.3 89.5 9.4

6     48 86.3 80.3 8.7

품종간 혼합정액* 1 50 92.6 88.4 10.7

2 50 84.3 78.5 8.4

 * 개체간 유효정자수를 동일하게 희석(1:1)

  

활력이 높은 1등급의 동일 품종간 혼합정액의 분만율은 83.2%로 활력이 다소 낮은 

5등급의 품종간 혼합정액의 분만율은 89.5%로 가장 높게 나타났다. 그러나 산자수는 

1등급의 활력이 높은 품종간 혼합정액이 10.9두로 나타났다.

6) 인공수정 요일이 번식성적에 미치는 영향

경산돈의 이유 후 인공수정요일에 따른 번식성적을 조사한 결과는 표 5와 같이 화

요일 인공수정(1차 수정)의 경우 수태율이 95.2%, 분만율이 92.3%로 가장 높은 번식

성적을 나타내었다. 
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표 7. 인공수정 요일이 번식성적에 미치는 영향

요일 공시두수
번식성적

수태율(%) 분만율(%) 산자수

월요일 45 87.4 82.6 9.5

화요일 30 95.2 92.3 11.2

수요일 25 89.8 83.7 10.4

목요일 25 87.6 85.1 9.2

* 인공수정요일 : 발정 확인(등누름) 24시간때에 1차 수정 및 6-12시간 후 2차 인공수정  

  

일반적으로 화요일 인공수정을 위해서는 목요일 이유가 번식생리상 가장 널리 이

용되는 방법이기 때문인 것으로 사료된다. 이는 이유 후 발정개시로 부터 다소 늦게 

수정시키는 것이 수태율과 분만율에 유리한 것으로 나타났다.

7) 성선자극호르몬(hCG, GnRH)투여에 의한 발정 및 배란유기방법에 따른 번식성적

발정동기화처리시 성선자극호르몬으로 hCG 및 PMSG를 각각 투여하였을 때 수태

율은 표 8에서 나타난 바와 같이 후보돈의 경우에는 89.1% 및 88.0%를 나타내었으

며, 경산돈의 경우에는 이유시 황체호르몬(Ring-CIDR)를 투여한 경산돈 처리 1구가 

90.9%, 처리 2구가 93.3%의 수태율을 나타내었다. 분만율은 각각 86.7%, 82.6%, 

88.6% 및 91.1%를 나타내었다. 그러므로 예정시각 인공수정의 경우 후보돈보다 경산

돈이 높은 번식성적을 나타내었으며 경산돈 처리2의 경우가 가장 높은 분만율을 나

타내어 성선자극호르몬으로 PMSG보다 hCG가 다소 유리한 결과를 가져다 주었다. 
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표 8. 성선자극호르몬(hCG, PMSG) 투여간의 번식성적

처리별 수정두수
(A)

임신두수
(B)

분만복수
(C)

수태율
(B/A)

분만율
(C/A)

평균산자수

후보돈 Regumate 46 41 39 89.1 86.7 9.6 

후보돈 Ring-CIDR 25 22 21 88.0 84.0 10.4 

경산돈 Regamate 44 40 39 90.9 88.6 11.2 

경산돈 Ring-CIDR 45 42 41 93.3 91.1 11.3

8) 주입정자 농도가 번식성적에 미치는 영향

돼지 인공수정시 1회 주입하는 정자농도를 활력이 70%이상인 정자수를 기준하여 

30.0, 25.0, 20.0, 17.5, 15.0, 12.5, 10.0 및 7.5×10
8
/80㎖로 각각 조절하여 2회 인공수정

하고 분만율 및 산자수를 조사한 같이 분만율은 72.3% ∼ 89.3%로 농도별로 통계적인 

유의차는 인정되지 않았으며, 총산자수는 30.0×10
8
/80㎖, 25.0, 20.0 농도시 11.29, 11.02 

및 11.27두로 차이가 없다.

표 9. 정액병(dose)당 정자농도가 분만율과 산자수에 미치는 영향

No. of motile sperm  

(×108/80㎖)

 No. of sow,

head

Farrowing rate, 

%
Litter size (total born), head

30.0 47 72.3 11.29±2.84
a

25.0 47 87.2 11.02±2.91
a

20.0 44 84.0 11.27±2.79a

17.5 47 82.9 9.38±2.49c

15.0 44 84.0 10.91±2.89ab

12.5 47 87.2 9.65±2.80bc

10.0 47 89.3 10.57±2.47
abc

7.5 47 76.5 10.83±3.41
ab

a,b,c Values with different superscripts in same column were significantly different(P<0.05)
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나. 색도에 의한 액상정액의 간편 품질식별기술 개발

1) 정액보관온도 및 기간에 따른 메칠렌블루 환원시간 및 pH수준 

액상정액을 17℃ 및 5℃에서 7일까지 보존하였을 때 메칠렌블루 환원시간과 pH변

화는 표 5와 같다. 표 10에 나타난 바와 같이 보존기간이 길어질 수록 pH가 알카리

성으로 변하였으며 메칠렌블루 환원시간은 길어지는 경향이 뚜렸하였다. 제조당일 보

관된 정액의 메칠렌블루 환원시간은 17℃ 및 5℃에서 각각 2.4±0.9분 및 2.6±1.2분으

로 차이가 없었으나 7일째에는 17℃에 보관한 정액의 pH가 평균 0.2수준 높게 나타

났으며, 정액보관온도에 따른 pH 변화는 17℃에서 보다 5℃에서 적게 나타남으로써 

정액보관에 다소 유리함을 보여 주었다. 한편 페놀레드 용액(0.05% 수준)에 대한 pH 

6.2, 6.4, 6.6, 6.8, 7.0, 7.2, 7.4, 및 7.6까지의 색상을 각각 표준코드화(각각 #FCC8AB, 

FBBD9F, #F9A97F, #F7956B, #F58356, #F37043, #15A22 및 #E77E7A)하여 지수화

(2∼8)하였을 때 1일 때 17℃에서 시간은 2.4±0.9과 pH 6.9±0.6, 5℃때 2.6±1.2, 

6.9±0.7였으며, 7일째에는 8.5±1.8, 7.7±0.9과 3.5±1.6, 7.5±0.7으로 나타났다.

표 10. 정액보관 온도 및 기간에 따른 메칠렌블루 환원시간과 pH 

보관온도

보관기간에 따른 메칠렌환원시간 및 pH (мean ±SD)

1일 3일 7일

시간(분) pH 시간(분) pH 시간(분) pH

17℃ 2.4±0.9 6.9±0.6 3.5±1.2 7.4±0.7 8.5±1.8 7.7±0.9

5℃ 2.6±1.2 6.9±0.7 2.8±1.5 7.1±0.8 3.5±1.6 7.5±0.7

2) 정액주입직전 pH 수준에 따른 수태성적 

돼지 액상정액의 품질을 간편하게 육안적으로 식별하기 위한 방법을 개발하기 위

하여 채취된 정액을 페놀레드(0.5%)가 첨가된 BTS보존액에 정액과 희석액비율을 

1:1로 희석하여 1-2시간 17℃까지 냉각시킨 후 최종정자수가 3 × 109sperm/80㎖ 되

도록 최종 추가조정 희석한 후 17℃에서 1, 3 및 5일 동안 보관한 정액의 활력과 페

놀레드용액(0.05% 수준)에 대한 pH 6.2 ∼ 7.6 까지의 색상을 지수화 하였을 때 액상

정액이 5일까지 보관 되었을 경우 수태율은 85.3%, 분만율은 72.8% 였다. 이때 페놀
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레드용액의 색상지수는 적정범위에 수치를 나타내었다. 

 표 11. 정액주입 직전 pH에 따른 수태성적

보존기간

(일)
시험회수

정액성상 번식성적

활력(%) 평균 산도(pH)  수태율 분만율

1 25 71.9 6.89 92.5 84.3

3 20 59.8 6.84 92.7 79.6

5 15 53.9 7.06 85.3 72.8

표 11에서와 같이 돼지 액상정액을 17℃에서 1, 3 및 5일 동안 각각 보관하였을 때 

정자 활력은 71.9%, 59.8% 및 53.9%였으며, 이 때 pH는 각각 6.89, 6.84 및 7.06으로 

페놀레드용액에 의한 표준코드의 적정범위내 색상을 나타내었다. 이와 같은 결과는 

BTS에 희석된 돼지 액상정액이 5일까지 이용 가능함을 제시하여 주었다. 뿐만 아니

라 육안적으로도 적정 수준의 색상을 나타내어 간편하게 정액의 품질을 식별할 수 

있음을 제시하여 주었다.

 

3) 시종종모우 접근방식는 1일 1회(아침), 1일 2회(아침/저녁) 및 Sex odor spray(1

일2회) 각각 실시하였는데 1일 2회(아침/저녁)방법이 발정발현은95%를 나타냈고, 수

태율은 94%로 제일 좋았다.

표 13. 시정종모우 접근방식에 따른 발정발현 및 수태율

시정종모우 접근방식 공시두수 발정발현두수 수정두수(율)

1일 1회(아침) 20 16 13 (81.2%)

1일 2회(아침/저녁) 20 19 18 (94.7%)

Sex odor spray(1일2회) 20 14  9 (64.2%)
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

  ○ 정액품질 평가 및 향상기술, CASA와 번식성적 상관 연구

1. 목표달성도

구 분 평가의 착안점 달성도

1차년도

(2000)

 ○ 현장중심 정액품질 평가법의 정확성 및 간편화 정도

 ○ 세균부재 정액 생산 기술의 합리성과 결과

 ○ 정자염색질구조 특성조사의 조사대상 선정과 결과

100

100

100

2차년도

(2001)

 ○ 세균부재 정액생산, 항생제 첨가에 대한 처리효과

 ○ 고품질 동결정액 생산을 위한 동결방법과 첨가물의 효과

 ○ 정액의 수정능 및 수태율 체외 예측 평가기술의 결과와 타당성

 ○ 정자염색질구조 특성과 정액생산 및 성상과의 관련정도

100

100

90

100

3차년도

(2002)

 ○ 동결정액 제조기술의 성과

 ○ 종모돈 정액의 수태율 간접(예측) 평가와 종모돈 분만성적과의 상관정도

100

100

2. 관련분야 기여도

   1) 정액생산과 관련된 번식능력저하 종모돈의 조기 발견으로 후대검정기간 단

축 및 종모돈 생산과 유지비용의 절감효과에 기여.

   2) 정액생산능력을 저하시키는 요인을 최소화할 수 있는 사양기술의 개발에 

기여.

   3) 양돈농가의 인공수정기술 확대보급으로 수태율 및 산자수 증가에 기여.

   4) 동결정액의 인공수정 보급율 증대에 기여.

   5) 종모돈 개량을 위한 양돈농가의 기술적 접근방법에 기여.

   6) 정액의 검사기술로 농가에서 정액품질 평가 가능성 부여.

   7) 종모돈의 번식장해의 조기예방에 기여.
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   8) 액상정액의 품질향상과 생산비 절감에 기여.

   9) 번식효율 증대로 농가소득 향상에 기여.

  10) 돼지 인공수정의 확대보급으로 종축개량이 촉진되고 돈육생산비 절감 및 

양돈업의 국제 경쟁력이 강화에 기여.

  11) 양돈산업 소득증대로 국내 양돈산업의 안정화에 기여.

  12) AI에서 항생제 남용을 줄이는데 기여. 

  13) 관련 학회 학술대회에서 연구결과 발표(발표 실적 : 별첨)



- 112 -

별첨 : 연구결과의 학술대회 발표 실적

1. 이을순, 김창근, 정영채, 김일, 류재원, 연승은, 홍종훈, 윤희진, 강권, 김인철, 이장희, 

이종완, 정영호. 종모돈의 정자기능과 채외수정율 및 수태율간의 관계에 대한 연구. 한

국가축번식학회 춘계학술발표대회 초록 p. 10(2001. 6. 15).

2. Kim, C.K., I. Kim, J.H. Lee, S.E. Yeon, E.S. Lee and H.J. Hong. Changes in 

acrosin activity and membrone function of boar spermatozoa. 한국가축번식학회 

춘계학술대회 초록 p. 86(2001. 6. 15).

3. 홍종훈, 김창근, 정영채, 김일, 류재원, 손동수, 김인철, 이장희, 윤희진, 강권. AI 종모돈 

정액내 세균감염정도와 항생제 감수성에 관한 연구. 한국가축번식학회 춘계학술발표대

회 초록 p. 32(2002. 6. 4).

4. Kim, I., C.K. Kim, Y.C. Chung, J.W. Ryu, J.H. Hong, D.S. Son, I.C. Kim, J.H. Lee, 

H.J. Yeon, K. Kang, J.W. Lee and Y.H. Chung. Study on hypoosmotic sperm 

swelling test and its relationship with other methods in liquid boar semen. 한국

동물자원과학회 학술대회 초록 p. 185(2002. 6. 26～28).

5. Kim, C.K., Kim, Y.C. Chung, I. Kim, J.W. Ryu, J.H. Hong, D.S. Son, I.C. Kim, J.H. 

Lee, H.J. Yeon and K. Kang. Aerobic bacteria and antibiotic treatment in boar 

semen. 12th Federation of Asian Veterinary Assocation Congress. P207(2002. 8. 

26～28, Malaysia).

6. Kim, C.K., Y.C. Chung, I. Kim, J.W. Lee, H.J. Yeon, K. Kang. I.C. Kim and J.H. 

Lee. Acrosin activity of boar semen in relation to semen quality and in vitro 

fertilization Ⅹth Int'l Congr. AAAP. KOK-036 pp. 45～46(2002. 9. 23～27, 

India).

7. Hong, J.H., J.W. Ryu, I. Kim, Y.M. Chang, S.H. Hwang, J.H. Lee, H.J. Yeon, K. 

Kang. C.K. Kim and Y.C. Chung. A study on freezing of boar semen using 

trehalose and EDTA and level of reactive oxygen speuies in frozen semen. 한국

동물자원과학회 학술발표회 Proc. Vol. Ⅱ. 95(2003. 6. 26～28).

8. Hwang, S.H., J.W. Ryu, I. Kim, J.H. Hong. J.H. Lee, H.J. Jeon, K. Kang, Y.J. 

Mork, C.K. Kim and Y.C. Chung. A study on characteristic and functional 

changes in spermatozoa during storage of liquid boar semen. 한국동물자원과학회 

학술발표회 Proc. Vol Ⅱ. 95(2003. 6. 26～28).
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  ○ 최적 인공수정 및 발정동기화기술 개발

1. 목표의 달성도

구  분 연구개발 내용 및 범위 목표의 달성도

1차년도

(2000)

 ◦ 최적 발정동기화기술 개발

   - 발정동기화 방법간의 발정발현 양상 비교

   - 발정동기화에 따른 번식성적

 ◦ 최적 인공수정기술 개발

   - 종부형태(NS/AI/AI+NS)가 종빈돈의 번식성적에 

     미치는 영향

   - 액상정액 1회 주입정자수의 최소화

 ◦ 색도에 의한 액상정액의 간편 품질식별 기술 

   - 정액의 성상과 보존시간별 정액의 색상 및 pH 변화

연구개발내용

에 

맞게 달성함

2차년도

(2001)

 ◦ 최적 인공수정기술 개발

   - 동일 종모돈에 대한 액상 및 동결정액의 번식성적 조사

   - 정액의 형태(순종, 품종내 혼합 및 품종간 혼합정액)

     에 따른 번식성적 조사 

 ◦ 색도에 의한 액상정액 품질식별 및 지시표 설정

   - 정액의 성상(pH 및 색상지시도)에 따른 수태성적 비교 

연구개발내용

보다 초과하여 

달성함

 3차년도

(2002)

 ◦ 최적 발정동기화 및 주간 번식관리 유도기술 개발

  - 발정동기화 처리후 특정요일 인공수정이 수태율 및 

    분만율에 미치는 영향 

  - 예정시각 인공수정전 teaser 접근 방식이 분만율에 

    미치는 영향

 ◦ 색도에 의한 액상정액 품질 식별기술 개발

  - 정액품질 간편 식별기구 개발(실용화)

  - 육안적 품질 등급에 따른 수태율 비교

연구개발내용

보다 초과하여 

달성함
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  2. 관련분야 기여도

 □ 시책건의 : 4건

년도 제     목 건의부처

2000 돼지 AI센타 사후관리제도 농림부

2001 우수 돼지AI센타 인증제 실시 농림부

2001 가축인공수정사 자격시험 실기과목시험 평가방법 개선 농림부

2002 축산신기술보급사업 교육인원 및 횟수 변경(예정, 요청 함) 농림부

계 4 건

  □ 영농활용 : 2건

년도 제     목 수록
자료명

2000 돼지 번식향상을 위한 발정동기화 방법

2002 돼지 예정시각 인공수정 방법

계 2 건
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 □ 논문 : 6편

년 도 제     목 
게재

학회지

2001

Effect of ferrous sulfate and ascorbic acid on in 

vitro fertility and sperm lipid peroxidation in the 

pig.

한국가축번식학회

지 25 : 317-325.

2002
돼지 액상정액의 보존액, 보존온도 및 기간이 정액성

상과 번식성적에 미치는 영향.

한국가축번식학회

지 26:9-16.

2002

돼지에서 동결정액을 이용한 인공수정시 종모돈의 품

종, 인공수정 횟수, 정자농도, 농장 및 연도가번식성적

에 미치는 영향.

한국가축번식학회

지 26:111-117.

2002
동결정액 포장방법이 돼지정액의 성상 및 번식성적에 
미치는 영향.

한국가축번식학회
지 26:119-124.

2002
Xanthine-xanthine oxidase system하에서 돼지 동결
융해 정자의 lipid peroxidation과 체외수정능력에 대한 
B-mercaptoethanol의 영향

한국가축번식학회
지 26(3):263-274.

2003
Current status and utility of animal genetic 

resources.

Proceedings of
the 
international 
workshop on 
cr-yopreservatiion 
of bio-genetic 
resources

계  6편
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□ 논문발표 : 13편

년월일 제     목 
주관기관

(게재지)

2001
종모돈의 정자기능과 체외수정율 및 수태율간의 관

계에 대한 연구

한국가축번식학회 춘계

학술발표대회. pp. 10.

2001
동결정액의 포장방법이 정액성상과 번식성적에 미

치는 영향 

한국가축번식학회 춘계

학술발표대회. pp. 77.

2001
발정동기화방법이 경산돈의 번식성적에 미치는 영

향 

한국가축번식학회 춘계

학술발표대회. pp. 83.

2001
Changes in acrosin activity and membrane 

function of boar spermatozoa. 2001. 

한국가축번식학회 춘계

학술발표대회. pp. 86.

2001 

The role of fertilitization-promoting peptide on 

acrosome reacrion and glycosidase activity in  

vitro of frozen-thawed spermatozoa in pig

Biology of    

Reproduction 64. 

Supplement 1.  p. 250.

2001 

Effect of catalase on in vitro fertility of 

frozen-thawed sperm in medium with            

 xanthing and/or xanthing oxidase in pig

Biology of    

Reproduction 64. 

Supplement 1.  p. 302.

2002
AI 종모돈 정액내 세균감염 정도와 항생제 감수성

에 관한 연구

한국가축번식학회 춘계

학술발표대회지. P. 32.

2002
색도에 의한 돼지 액상정액의 품질 간편식별 기술 

개발

한국가축번식학회 춘계

학술발표대회지. P. 30.

2002 종부형태가 돼지의 번식성적에 미치는 영향 
한국가축번식학회 춘계

학술발표대회지. P. 28.

2002
돼지 인공수정시 1회 주입 정자농도가 번식성적에 

미치는 영향

한국가축번식학회 춘계

학술발표대회지. P. 27.

2003
돼지 인공수정시 동일 종모돈에 대한 액상 및 동결

정액간의 번식성적 비교.

한국동물자원과학회 학

술발표집 p.92

2003

돼지 정자의 체외수정능 획득시 plasminogen 

activator

의 생산에 관한 연구.

한국동물자원과학회 학

술발표집 p.92

2003
돼지 정자의 체외수정능 획득시 plasminogen 

activator의 생산에 관한 연구.

한국동물자원과학회 학

술발표집 p.100
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□ 단행본 및 영농교본 등 저서 : 9권

년  도 제     목 페이지

2000
돼지인공수정

 - 돼지인공수정의 개발방향과 수태율향상 방안 
P. 125-138.

2000
수정란의 위생적인 처리, 검사 및 특수가축의 수정란

이식 기술
P. 49-63

2001 돼지인공수정 - 돼지정액검사 및 품질개선 P. 125-138.

2001

Training on artifical insemination and embryo 

transfer in livestock

(KOICA, RDA, 외국인 기술교재)

P. 203-246

2002

돼지인공수정

 - 번식생리 및 생식기 해부, 정자의 생리

   보존액 및 정액제조 요령 

P. 21-32.

P. 116-126.

P. 196-210.

2002
Artificial insemination and embryo transfer

in livestock.
P. 131-157

2002
가축인공수정사보수교육교재(농림부)

돼지 체세포복제수정란이식 및 인공수정
P. 235-266

2002 축산연구50년사 편집위원

2003

돼지인공수정

 - 번식생리 및 생식기 해부, 정자의 생리

   보존액 및 정액제조 요령 

P. 21-32.

P. 116-126.

P. 196-210.

계 9 권
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 □ 유관기관 및 대농민 기술지원 등(문서에 근거 함)

년  도 제     목 

2002

2002년도 가축인공수정사자격시험 실기시험위원 - 경기지방산업인력관리공단

(2002.11.2.) 

한국농업전문학교 2002학년도 2학기 외부견학 실습 - 돼지인공수정 실습교육 

지원 : 2002. 11. 1.

경남첨단양돈연구소 돼지인공수정기술 지원(정액채취 및 검사 지원 : 

2002.11.13∼11.16.(4일간) 

경남첨단양돈연구소 돼지인공수정 실습교육 지원 : 2002. 9. 2 ∼9. 11.(10일간) 

새해영농설계교육 - 인공수정을 통한 규격돈 생산 기술(홍천군농업기술센타)

 - 2002. 1. 3.

대구축협 배합사료공장 - 한우번식우 인공수정세미나(2002. 9. 6)

 - 한우 인공수정 및 사양관리(2시간)

돼지 인공수정 교육(돼지인공수정 개요, 번식생리 및 생식기해부, 정자생리, 

 정액제조 요령) - 7회

  2002 양돈분야 새해영농설계교육(2002.1.9):홍천군 농업기술센터 

Artificial insemination and embryo transfer in livestock. Artificial 

insemination of Pig. KOICA, RDA. 외국인기술교육. 2002년 9월 2일∼3일

돼지 AI센타 정액보상을 위한 평가위원(용인시)

 - 용인AI센타 구제역 피해 보상 심의(2002. 8. 19)

돼지 AI센타 정액보상을 위한 평가위원(안성시)

 - 다비AI센타 구제역 피해 보상 심의(2002. 9. 14)

연구용 돼지정액분양(단국대 생명자원과학대 석호봉교수) 

 - 연구용 돼지정액 100straws 공급 지원(2002. 5. 30) 

돼지정액분양(경상대 부속 농업생명과학연구원)

 - 연구용 돼지 동결정액 200straws 공급 지원(2002. 5. 10.)

우수 종모돈 정액공급(제주농업시험장) 

 - 돼지 우수 계통 조성 사업 지원 : 액상정액 107팩 지원(2002. 3. 20.) 

소계 13 건
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년 도 제     목 

2001

돼지 인공수정 교육 : 각 10회

 - 돼지 정액 검사 및 품질 개선, 실험기기조작 및 생식기 해부

ASEAN 가축인공수정과 수정란이식 기술훈련 외국인 강의

 - 2001. 3.22 ∼ 4. 18. (4. 2)

한국농업전문학교 강의 : 돼지 인공수정의 현장 이용(2시간) 

 - 2001. 10. 30

강원대학교 농촌사회교육원 특강 : 돼지 인공수정

 - 농업최고경영자과정 (2001. 4. 21)

2001년도 가축인공수정사자격시험 실기시험위원 

 - 경기도지사(2001.10.24) 

돼지인공수정센타 운영 관련 교육협조(경기도가축위생연구소) 

 - 2001.9.18∼10.19 

2001 새해영농설계교육 - 돼지 인공수정(홍성군농업기술센타) 

 - 2001. 1. 3.

국가기술자격검정시험문제 검토(가축번식생리학)

 - 한국산업인력관리공단(2001. 5. 7) 

돼지인공수정기술지원 - 충남 농업기술원(2001. 3. 6)

돼지인공수정교육 협조(연구원실습지도:2001.2.19∼2.23) 

 - 북부AI센타(2001. 2.8.)

CASA를 이용한 정자분석 실습 협조(연구원실습지도 : 4주간) 

 - 중앙대학교산업대학(2001.2.6.) 

2000

돼지 인공수정 교육 : 각 10회

 - 돼지 정액 검사 및 품질 개선, 실험기기조작 및 생식기 해부

돼지정액분양 : 경상대 축산진흥연구소

 - 연구용 돼지 동결정액 200straws 공급 지원(2000. 9. 2.) 처리

돼지정액분양(충남대수의과대학):연구용 돼지정액 50두분량 공급지원

(2000.11.10) 

금산군농업기술센터(양돈농업인연구회 교육: 돼지인공수정 실무)

 - 2000.3. 31. 

계 15 건
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□ 연도별 돼지정액 공급실적                 (2000～2003. 11월 현재)

년 도 액상정액 동결정액 공급기관

2000 20,380 130 (23개 농가)

2001 10,229 14 (7개 농가)

2002  8,917 1,000 (11개 농가)

2003  9,583 960 (11개 농가)

계 49,109 2,104

□ 연도별 돼지인공수정 교육 인원

년 도
교육 인원

계
공무원 농 민 AI센타 종사자

2000 6 98 - 104

2001 5 87 21 113

2002 5 86 18 109

2002 9 79 15 103

계 25 350 54 429
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<영농활용 - 리후렛>
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제 5장 연구개발결과의 활용계획

  ○ 정액품질의 평가 및 향상기술, SCSA와 번식성적 상관연구

 1. 민간 돼지인공수정센타에서 돼지 액상정액의 보존성이 높은 정액생산이 가능하도록 

기술 지도.

 2. 종돈 수입 억제 및 수입기준 시책 건의.  

 3. 민간 AI 센타에서 고품질 정액 공급 유도에 활용

 4. 국가기관(축산기술연구소 등) 보유 돈군의 핵돈화로 국내 전체의 종돈개 량 촉진 

유도에 활용

 5. 정부 시책건의 등을 통해 농업기술센타, 협동조합, 개량조직 단체에 기술 보급 연구

결과로 검증된 특정 연구 항목은 농가 지도 및 기술자 료로 활용

 6. 정부관련 부처(농림부 등)에 시책 건의.

 7. 정부, 민간 AI센타에 기술지도 및 기술 전수.

 8. 기술 실용화를 위하여 양돈농가 현장 기술지도, 기술 보급.

 9. 교육기관에 교육자료 제공 및 고급 전문인력 양성에 활용.

10. 학술교류와 연구계획지침 제공.

11. 전문잡지에 기고와 기술의 산업화 유도.

  ○ 최적인공수정 및 발정동기화기술 개발

□ 시책건의 : 1건

□ 영농활용 : 2건

□ 학술발표 : 5건
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외 과학기술의 정보

1. 정액의 품질관리 

  AI 센터를 중심으로 사용될 수 있는 자동정액분석기(CASA와 flow cytometry)가 개

발 활용되면서부터 정액처리과정과 정액품질관리가 보다 신속 간편하고 정확하게 수행

되고 있다. 특히 최근 정자의 구조와 기능을 보다 정확히 평가할 수 있는 방법들이 개

발되고 있다. 그 중의 일부는 이미 상품화된 kit들도 있다. 정자의 두부와 세포막 손상 

또는 생존성 검사 방법으로서 종전의 염색방법이 아닌 형광염색방법이 연구되고 있다. 

특히 최근 돼지정자의 경우 acrosin 활성, hypoosmotic swelling test도 매우 유용한 

방법으로 제시되고 있다. 정자염색질구조의 이질성 검사는 종모축의 번식력저하 원인, 

수태율 예측, 정액품질관리의 지표로서 이용될 수 있는 것으로 보고되었다. 돼지정액에 

오염될 수 있는 세균은 약 13종 이상이 되며 그중 E. coli를 포함한 약 5종류의 장내

세균은 액상보존시 정자생존성 저하와 첨체이상율을 높이는 것으로 나타나 있다. 항생

제 첨가도 최근에는 새로운 항생제조합에 관한 연구가 진행중이다

2. 돼지 액상 및 동결정액 연구

  시판되는 액상정액 희석액은 여러 종류가 있으며 15～20℃의 보존이 주축을 이루고 

있다. 돼지 인공수정의 번식성적을 보면 일본의 경우 동결정액이 액상정액에 비해 

10% 정도 수태율이 낮으며 산자수도 복당 1～2두 낮기 때문에 동결정액 보급이 저조

한 실정이다. 

  액상정액에 관한 연구로 Waberski 등(1994)은 액상정액으로 수정한 결과 보존시간

에 따라 평균 임신율이 40.5～89.5%로 차이가 있다고 보고하였으며, Korniewicz 

  동결정액의 산업화가 늦어지는 이유는 액상정액보다 수태율이 낮으며 동결융해과정

중 정액질의 저하 때문이다. 동결과정에서 동해방지제 농도, 희석제 조성분, 동결속도 

및 융해조건, 포장방법 등에 관한 효과는 더욱 많은 연구가 필요한 부분이다. 희석액에 

첨가성분으로는 당류와 단백질이 이용되나 특히 인지질 단백질의 보호기전은 아직 불

명하며, 융해온도와 시간도 매우 중요한 요인이 되고 융해액의 최적조건도 더 구명되

어야 한다.
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3. 종모돈의 번식능력 평가방법의 연구

  우수종모돈의 선발시 정액생산능력의 조기판정은 종돈 생산비용을 크게 절감시킬 수 

있다. 정자염색질 구조검사법(sperm chromatin structure assay, SCSA)이 이런 목적

에 이용될 수 있는 유용한 방법이 되고 있다. 

  종모우에서도 염색질 이질성(chromatin heterogeneity)에 대한 감수성이 개체간에 

차이가 있으며 수태율과도 상관이 높은 것으로 보고되고 있다. 체외수정(IVF)에 의해 

종모돈의 수태율을 예측할 수 있다. 수태율에 차이를 보이는 종모돈 group간에 난자내 

정자침입율에 현저한 차이가 있음이 보고되어 있다.

4. 돼지 발정동기화 기술 연구와 인공수정 형태

  현재 외국에서 발정동기화에 이용되고 있거나 실험중인 약제들이 있다. 단독 또는 

복합이용 방법들이 사용되고 있다. 그러나 이들의 장단점 및 이용 효율에 대해서는 더

욱 연구가 필요하다.

  투여용량과 투여기간이 발정동기화에 주요 요인으로 지적되고 있다. 한편 

altrenogest 투여후 발정에서 fixed-time 인공수정으로 효과적인 번식성적을 얻을 수 

있었다. 

  AI/AI(2회)보다는 NS/AI 또는 2두 종모돈의 AI/AI에서 분만율 및 산자수가 현저히 

증가된다고 보고되었고 비육돈생산에서는 노력과 AI과정의 편의상 혼합정액의 이용도 

권장되고 있다.
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