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요  약  말 정자의 첨체 손상도를 간단하게 분석하는 기술을 개발하기 위하여 Coomassie brilliant blue G 또는 R
염색 시약을 이용하여 정자 도말 슬라이드에 대한 염색도를 조사하였고, 3.7% paraformaldehyde (PF)과 35% 
methanol (MT) 고정제가 첨체 염색에 미치는 영향을 연구하였다. PF로 고정한 후 말 정자 도말 슬라이드를 0.05, 0.1
및 0.2 % 농도 CBB에 각 2분간 염색을 실시하여 첨체를 관찰하면 0.05%의 경우 완전한 첨체 염색도가 G형에서 
62.6%, R형은 61.5%로 관찰되었으나, 0.1 및 0.2%의 경우, 80.2 및 79.7%로 (G 형), 78.1 및 76.0%로 (R 형) 관찰되어
유의적 차이가 나타났다. 그러나 MT 고정제를 이용할 경우, 첨체 외막이 느슨해진 정자의 비율은 3.5%로 관찰되어 PF
고정제를 사용하면 9.0%로 관찰되어 유의적으로 낮게 관찰되었다. 이러한 결과는 말정자첨체손상도를 관찰하기 위하여 
CBB G 또는 R형 염색시약을 0.1~0.2% 농도로 이용될 수 있음을 증명한다. 또한, 말 정자 슬라이드 도말을 고정하는데
있어 고정제의 선택이 중요하며 MT보다 PF를 활용하는 것이 첨체 변화 과정 중인 정자를 관찰하는데 중요하다는 보여
준다. 이러한 방법은 말의 인공수정을 위한 정액의 저온저장 또는 동결보존과정 중에서 정자첨체손상율을 정확하게 판별
하는데 이용될 수 있음을 증명한다.

Abstract  To develop simple acrosome staining of horse spermatozoa, this study tested the binding 
properties of Coomassie brilliant blue G or R on the sperm smears after 3.7% paraformaldehyde (PF) or
35% methanol (MT) fixation. After being fixed with PF and stained with 0.05, 0.1, or 0.2 % of CBB G or
R for 2 min, horse spermatozoa were examined for their intact acrosome status. The intact acrosome 
of fresh horse spermatozoa were 62.6% and 61.5% with 0.05% of the G and R CBB solution, but 80.2 and
79.7% with G type and 78.1 and 76.0% with R type. On the other hand, when MT was used for fixation,
the acrosome reacting sperm ratio was 3.5%, but was 9.0% in the case of PF. These results show that
the intact acrosome of horse sperm could be judged using a 0.1~0.2% CBB G or R staining technique.
PF would be an essential fixative for examining acrosome reacting horse spermatozoa. This method 
could be used to identify sperm with a damaged acrosome during low-temperature storage or 
cryopreservation for artificial insemination of horses.
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1. 서론

말 정액의 품질을 판정하는 방법은 여러 가지가 있을 
수 있으나 가장 흔히 사용하는 방법은 첨체의 완전성에 
의한 판정 기법으로 알려져 있다[1-4]. 정자의 첨체는 수
정과정에서 난관세포와 점막을 제거하는 효소를 함유하
고 있으며 난자와 결합 시 투명대를 녹여 난자의 세포막
과 정자두부의 막이 융합하여 새로운 생명체를 만드는 
중요한 기능을 담당하고 있다[4, 5].

포유류의 첨체를 염색하는 방법은 크게 2가지로 살펴 
볼 수 있으며 염색시약으로 조직의 구조적 차이를 차별
적으로 염색하는 조직염색법(histochemical staining)
과 첨체 반응에 의하여 노출된 당단백질과 잘 결합물질
을 이용하는데 여기에 형광물질을 결합시켜 정량적으로 
분석하는 방법, 즉 형광분석법 (fluorescence staining)
으로 구별된다[6-9]. 첨체의 구조는 2중 막 구조로 내부
에 당화된 단백질 효소가 농축되어 있는 것으로 알려져 
있는데[2, 5, 10], 두부의 막손상은 정자의 기능을 잃어
버리며 생존성과 운동성이 떨어지는 주요 원인으로 추정
된다[3, 5]. 그러므로 정자의 운동성과 함께 정자의 구조
적 이상을 파악하는 것은 수컷의 정자의 가임 능력을 추
정하는 근거로 알려져 있다[2, 5]. 조직 염색은 비교적 간
단히 실시할 수 있고 일반 현미경으로 쉽게 관찰할 수 있
는 장점이 있어 널리 사용되는 방법이다. 또한 조직 염색
한 슬라이드는 고정되어 있으며 광학현미경에 의한 빛 
노출로 조직이 손상되지 않아 검사를 한 후에 다른 연구
자에 의하여 다시 검사할 수 있는 장점이 존재한다[7-9]. 
그러나 면역형광분석기법은 고가의 형광현미경이 요구되
며 외부의 광원에 의하여 형광 물질이 그 성격을 읽어버
리는 특성을 가지고 있기 때문에 형광 염색 직후에 정자 
슬라이드를 관찰하고 자료를 얻어야 한다. 또다른 방법으로 
형광염색된 정자를 유세포분석기(fluorescence assisted 
cell sorter, FACS)로 판단하는 방법도 있다. 단시간에 
많은 정자를 분석할 수 있으므로 자료의 신뢰성을 높일 
수 있는 장점이 있어 널리 사용되고 있다[9-11]. 그러나 
이 또한 형광물질의 특성을 이용하는 문제가 있고 FACS 
자체가 고가의 장비이므로 현장에서 정자를 분석하고 빨
리 판단하기에는 적합하지 않다[10, 11].

Coomassie brilliant blue 염색시약은 분자생물학연
구에 단백질 염색을 위하여 1960년대 부터 사용하여 왔
다[12]. 값싸며 손쉬운 방법으로 소, 말, 토끼 및 실험동
물을 포함하여 사람과 같은 정자의 첨체 염색에 사용되
었다[8, 11]. 그러나, 말의 정자는 독성물질에 민감하게 

반응하며 정장액의 점액성분으로 그 염색도가 낮은 것으
로 보고되었으며 CBB에 대한 정확한 농도와 노출시간에 
대한 자료는 찾아보기 힘들다[13]. 또한 CBB시약은 
G-250 type과 R-250 type으로 구조가 약간 다르며 G
형이 2개의 methyl 기를 더 가지고 있다. 그러므로 물에 
대한 용해도 차이가 존재하나[14, 15],  두 시약에 대한 
첨체 염색 방법에 대한 비교 자료는 찾아보기 어렵다. 

본 연구에서는 말 정자 첨체의 신속한 판단을 위하여 
조직염색기법으로서 CBB염색기법을 개선하기 위하여 
실험을 수행하였으며 한라마 정자를 이용하여 첨체염색
에 대한 자료를 확보하기 위하여 연구를 수행하였다.  

2. 재료 및 방법

2.1 말 정액의 채취, 희석 및 동결
한라마(제주마와 더브렛의 교배종) 3두의 정액을 인공

질법으로 발정기의 암컷을 이용하여 정액을 채정하였다. 
필터컵으로 점액질을 제거된 정액을 INRA 96희석액으
로 1:2에서 1:3의 부피로 희석하여 650 g에서 15 분간 
원심분리를 실시하여 정장액을 제거하였다. 동결정액은 
INRA freeze(IMV, france)를 이용하여 200~300×106 

/ml 농도를 맞추어 희석하였으며 중탕기법으로 상온에
서 4~5℃로 2시간에 걸쳐 서서히 냉각시켰다. 5℃로 조
절된 정액처리장치(FHK, Japan)에서 냉각된 정액을 0.5 
ml 스트로에 봉입하였다. 1~2mm 크기의 공기가 1~2 
개 포함되도록 조절하였으며 초음파스트로실링장치
(Ultra seal 21, Minitube, Germany)로 밀봉하였다. 
포장된 정액은 액체질소(LN2)위 5 cm에서 10 분간 노출
시켜 동결을 실시하고 LN2에 침지시켜 동결정액을 제조
하였다.

2.2 CBB염색시약의 제조
CBB-R과 CBB-G (Sigma, USA)를 0.3g을 45 ml 메

탄올에 녹여 농축용액을 제조하였고, Fig 1에서 관찰되
는 바와 같이 CBB-R은 보라색에 가깝게 관찰되며 
CBB-G는 파란색에 가깝게 관찰되었다. 10 ml acetic 
acid를 45 ml 증류수에 혼합하여 CBB 희석액을 제조하
였다. CBB 농축액 4.5 ml을 희석액 5.5 ml에 넣어 
0.3% CBB용액을 제조하였고, 증류수를 이용하여 0.05, 
0.1 및 0.2%로 다시 희석하여 사용하였다.
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Fig. 1. The image of methanol stock of CBB-R (a) and 
CBB-G (b)

2.3 말 정액의 첨체 염색
희석된 신선 정액을 calcium과 magnesium이 없는 

PBS로 1:9의 부피비율로 혼합하여 650 g 에서 10 분간 
원심 분리하여 희석액 성분을 제거하였으며 10~20 µl의 
정자를 슬라이드위에 올리고 다른 슬라이드를 이용하여 
천천히 도말을 실시하였다. 3.7% paraformaldehyde가 
포함된 PBS (PF-PBS) 또는 35% methanol에 슬라이드
를 1, 2 및 3분간 침지하여 고정을 실시하였다. 고정된 
슬라이드는 PBS에 2회, 10초간 연이어 침지하여 잔여 
PF-PBS를 제거하고 CBB 염색 시약에 각각  2분간 침지
하여 염색하였다. 염색 후 공기 중에서 도말된 슬라이드
를 건조시켜 정자 염색슬라이드를 준비하였다. 동결정액
은 37℃에서 45 초간 융해하여 사용하였으며,  염색이 
끝난 도말 슬라이드는 모두 증류수에 1 회 5 초간 침치
하여 여백에 존재하는 여분의 염색시약을 제거하고 37℃ 
슬라이드 가온판 위에서 2-3 분 동안 건조시키고 현미경
으로 관찰하였다.

2.4 말 정액의 첨체 반응도 분석
염색슬라이드는 100 배 오일 렌즈가 장착된 현미경 

(IX71, Olympus, Japan)으로 관찰하였으며, 그림 2에
서 관찰되는 바와 같이 첨체가 온전한 정자, 첨체 반응으
로 첨체의 외막이 늘어진 형태를 보이는 첨체 반응된 정
자 및 첨체 반응이 일어난 정자로 판단하였으며 최소 
200 개 이상의 정자를 판정하여 정액의 첨체 변화도를 

판정하였다.

Fig. 2. The image of horse spermatozoa stained with 
0.2 Coomassie blue stain R. Spermatozoa with 
intact acrosome (a) have bright blue staining 
pattern over the entire acrosome, but 
damaged spermatozoa with swollen outer 
membrane (b) or with no staining pattern over 
the acrosome (c). The white bar is 10 ㎛

2.5 통계 분석
융해된 세포의 생존율을 One-way ANOVA test를 

실시하여 분석하였으며 분석된 자료의 평균간 유의성은 
Duncan의 다중검증법(Duncan’s multiple range 
test)로 분석을 실시하였다.

3. 결과

3.1 CBB-G/R 염색 시약 농도 효과 
2가지 형태의 CBB시약의 농도가 말 정액 첨체 염색

에 미치는 영향을 조사하기 위하여 신선 정액을 이용하
여 0.05, 0.1 및 0.2% 농도로 각각 2분간 염색한 결과는 
Fig 3 및 Fig 4에 서 관찰할 수 있다. Fig 3은 CBB-G로 
신선 정액을 염색한 결과로, 0.05% 농도에서는 완전한 
첨체의 염색도가 62.6±6.6%로 관찰되었고 0.1% 및 
0.2% 농도에서는 80.2±5.8% 및 79.7±3.9%로 관찰되
었고 유의적 차이가 존재하였다. 반면, 첨체 반응이 진행 
중인 형태는 각각 0.8±0.4%, 10.0±3.7% 및 9.7±2.6%
로 관찰되어 0.05%는 유의적으로 낮게 관찰되었다. 첨체
반응이 완전히 일어나 첨체가 염색되지 않는 비율 또한 
36.6±6.6%, 9.7±2.6 및 10.5±2.8%로 관찰되었고 
0.05%는 유의적으로 높게 관찰되었다.
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Fig. 3. The effects of CBB-G concentration on acrosome 
status of fresh horse spermatozoa. Data are 
expressed as the mean±SD for three 
independent experiments. Different superscripts 
mean statistically different values (p<0.05). 

Fig. 4. The effects of CBB-R concentration on acrosome 
status of fresh horse spermatozoa. Data are 
expressed as the mean±SD for three 
independent experiments. Different superscripts 
mean statistically different values (p<0.05). 

CBB-R의 경우, CBB-G의 말 첨체 염색 경향과 큰 차
이가 없었다. 0.05% 농도에서는 61.5±2.8%로 관찰되었
고 0.1% 및 0.2% 농도에서는 78.1±1.9% 및 
76.0±4.8%로 관찰되었고 유의적 차이가 존재하였다. 반
면, 첨체 반응이 진행 중인 형태는 각각. 1.5±0.6%, 
9.4±1.8% 및 10.3±2.6%로 관찰되어 0.05%는 유의적
으로 낮게 관찰되었다. 첨체반응이완전히 일어나 첨체가 
염색되지 않는 비율 또한 37.0±3.0%, 12.5±3.7 및 
13.6±2.4%로 관찰되었고 0.05%는 유의적으로 높게 관
찰되었다(Fig 4).

Fig. 5. The effects of fixative on acrosome status of 
fresh horse spermatozoa. MT = 35% methanol 
fixative, PF = 3.7% paraformaldehyde fixative. 
Data are expressed as the mean±SD for five 
independent experiments. Different 
superscripts mean statistically different values 
(p<0.05). 

3.2 고정제가 첨체 변화에 미치는 영향 
Fig 5에서 보는 바와 같이, 한라마의 신선정액을 도말 

슬라이드로 제작하고 35% methanol 또는 3.7%의 PF
로 각각 2분간 고정한 후 2% CBB-R로 2분간 염색하였을 
때, 첨체 손상이 없는 정자의 비율은 각각 79.1±4.5%와 
82.0±3.8%로 관찰되어 유의적 차이가 없었다. 그러나 
첨체 반응이 진행 중인 정자로서 외막이 손상된 정자의 
비율은 3.5±1.6% 및 9.0±1.5%로 관찰되었으며, 첨체
반응이 완료되어 첨체가 없는 형태는 17.5±4.7% 및 
9.0±2.6%로 관찰되어 유의적 차이가 존재하였다.

Horse
ID Motility

Acrosome status
Intact Reacting Reacted

A 65.4±3.8 57.1±5.7 15.7±4.5 27.3±2.7
B 67.2±3.0 61.0±3.2 13.2±3.1 25.8±3.4

C 47.9±7.5 35.6±6.8 24.8±2.9 39.6±4.1
Data are expressed as the mean±SD for three independent 
experiments. 

Table 1. The Acrosome status of frozen horse semen 
stained by CBB-R and its motility

3.3 동결 및 융해 정자의 첨체도 분석
표 1에서 보는 바와 같이 한라마 3두의 동결 정액 도

말을 이용하고 CBB-R 0.2% 용액으로 염색하였을 때, 
온전한 첨체를 가진 정자의 비율은 개체마다 서로 달랐
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으며 운동성이 65.4±3.8%을 나타내는 정자에서는 온전한 
첨체를 가진 정자비율은 57.1±5.7%였고, 67.2±3.0%의 
운동성을 보여주는 동결 정액의 경우 61.0±3.2%로, 
47.9±7.5%는 5.6±6.8%로 관찰되어 운동성을 가진 정
자의 비율이 첨체손상이 없는 정자의 비율보다 높게 나
타내었다.

4. 논의

말 정액은 동결 보존에 매우 민감하다고 알려져 있으
며[16-19], 계통 별 및 개체별 변이가 다양하게 관찰되며 
일반적으로 동결정액의 생존성은 비교적 낮은 편으로 알
려져 있다[17, 18]. 그러므로 이러한 정자 특색은 한라마
도 동일한 것으로 판단되며 동결정액의 효율성을 증진하
기 위하여 정확한 정자 첨체 분석은 매우 중요한 기법으
로 알려져 있다[2-4, 10]. 가장 간단한 염색기법으로 
CBB염색기법이 포유류의 정자 판단에 많이 이용되었으
나[11] 염색시약의 특성에 따른 자료와 염색농도에 관한 
자료는 찾아보기 어렵다. 그러므로 CBB에 의한 말 정자 
첨체의 염색성에 대한 세부 연구 자료를 확보함으로서 
동결과정에서 첨체 변화도 분석을 용이하게 할 수 있어 
인공수정과 종축으로서 활용성을 검증하기 위한 기본 자
료로 활용할 수 있을 것으로 판단된다.

본 연구에서는 CBB-G와 CBB-R의 염색시약 모두 말 
정액에 응용될 수 있음을 밝혔으며 신선정액과 동결 정
액 모두 도말슬라이드를 이용하여 분석할 수 있었다. 신
선하게 제조된 시약일수록 깨끗한 염색성을 관찰할 수 
있었으며, 0.05% 농도에서는 첨체 염색도가 충분하지 않
아 False Negative로 볼 수 있는 염색이 증가하였다. 즉 
첨체반응이 완료된 것과 유사한 형태의 정자로 정상정자
가 판정될 수 있음을 보여주고 있다. 반면, 0.1%와 0.2% 
모두 말 정자 첨체염색에 이용할 수 있는 것으로 판단되
었다. 그러나 CBB-G의 경우, 상온에서 1일 보존된 염색
시약에서 응고된 형태의 염색도가 CBB-R보다 많이 나
타났으며 이는 슬라이드 도말에서 비 특이적 염색도가 
증가하는 현상이 관찰되었다. CBB의 이러한 특성은 연
구자에 따라 염색시약의 선호도를 결정할 수 있을 것으
로 판단된다. 

고정제의 경우 Methanol은 첨체 외막의 지방 막 성
분을 녹여내어 첨체가 일어나고 있는 정자의 비율을 낮
게 관찰하게 되는 결과를 야기하는 것으로 판단된다. 특
히 성숙이 완료된 말 사출 정자의 세포막은 불포화 지방

산은 중요하며 이는 정소상체에서 이루어지는 누적되는 
것으로 밝혀졌다[20]. 그러므로 고정 과정에서 MT를 활
용하는 것은 바람직하지 않은 것으로 추정된다. 이는 첨
체반응 중인 정자의 비율을 낮추어 첨체반응이 완료된 
것으로 판단할 수 있는 것으로 보인다. 이러한 결과에 근
거하며, 정자의 첨체반응 중인 결과가 중요한 자료의 실
험에서는 오류를 나타낼 수 있다. 그러므로 말의 첨체 염
색은 PF에 의한 고정이 필요하며 첨체의 반응도를 조사
할 때 매우 중요한 것으로 판단되었다.

5. 결론

본 연구는 말 정자 첨체 염색을 간편하게 실시하는 방
법에 관한 연구로 CBB시약에 대한 자료를 확보하였다. 
도말 슬라이드는 현장에서 간단하게 준비할 수 있고 추
후 염색을 통하여 분석하는 방법이므로 가장 간단하다고 
판단되었다. 도말 정자의 염색도를 관찰하면 말 정자는 
3.7% PF와 0.2% CBB-R 또는 CBB-G를 이용하여 2분
간 염색하는 것이 말 첨체 분석에 유리한 것으로 판단되
었다. 특히 말 정자는 동결보존에 취약한 특성을 나타나
는 축종으로 정자의 손상도 분석은 다른 축종보다 더 중
요하다고 알려져 있다[8, 21]. 그러므로 수태율의 예측과 
수정율의 진단을 위하여, 또한 정자 보존을 위하여 최적
의 방법을 판단하는데 있어 첨체를 정확하게 분석해야 
한다. 특히 말의 경우, 번식능력보다 승용마나 경주마로
서의 능력이 더 중요하게 간주되고 있으며[21], 이런 가
축 사육의 특성은 정자의 질적 저하가 다른 축종에 비하
여 더 심한 경우가 많다[20-22]. 그러므로 말 정자 첨체 
손상도 분석은 중요한 의미를 가지며 본 연구에서 제안
된 방법에 따르면, 특별한 장비 없이 현미경으로 보다 정
확한 자료를 쉽고 빠르게 획득할 수 있어 말 산업에 응용
될 수 있을 것으로 기대된다.  
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