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Valine 아미노산 첨가가 닭 정액 동결, 첨체 손상도, 수정률 및 
부화율에 미치는 영향
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요  약  가금 산업은 매년 악성 전염병으로부터 위협받고 있어 유전자원의 손실이 일어나고 있다. 우리나라 고유 재
래종의 유전적 다양성을 보존하기 위하여, 가금 계통의 유전자원을 영구 보존하기 위한 기술을 개발할 필요가 있다. 
본 연구에서는 재래종 오계 정액 동결과정에서 필수아미노산인 valine을 첨가할 때, 동결과정에서 나타나는 첨체 
손상도와 융해한 동결정액으로 인공수정을 실시할 때 후대 수정란의 수정률 및 부화율에 미치는 영향을 조사하였다. 
닭 동결정액의 운동성은 CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)로 분석하였고, 첨체온전성, 수정률 및 부화
율에 미치는 영향을 분석하였다. 그 결과, 동결융해 정자의 운동성은 대조구에 비해 vailne 10 mM 처리구에서 더 
높은 결과를 나타내었고(57.9 ± 1.0 vs. 69.9 ± 0.8%; p < 0.0001), 첨체 온전성은 대조구에 비해 처리구에서 
정상 첨체의 비율이 유의적으로 높았다(78.7 ± 4.8, 92.8 ± 1.0%; p = 0.0156). 그러나, 대조구와 valine 10 
mM 처리구의 수정률 및 부화율에서는 유의적인 차이가 확인되지 않았다. 종합해보면, 오계 정액 동결 시 valine 
10 mM 첨가는 닭 정액의 동결 후 생존성에 유리한 것으로 판단되나, 동결정액이 sperm storage tubules (SSTs)
에 안착되어 수정에 활용되는 정자의 비율에는 큰 영향을 미치지 않을 것으로 추정된다.

Abstract  Every year, the poultry industry is threatened by infectious diseases, resulting in genetic 
resource loss. Thus, a technology is required to preserve poultry genetic resources permanently and 
maintain the genetic diversity of native Korean species. We investigated the effects of adding valine, an 
essential amino acid, on the acrosome integrity, fertility, and hatchability of frozen-thawed semen. The 
vitality of freeze-thawed semen from Ogye, a native Korean chicken, was analyzed by Computer-Assisted
Sperm Analysis (CASA). Acrosome integrity, fertility, and hatchability were analyzed separately. The 
motility of freeze-thawed sperm was higher in the 10 mM valine-treated group than in the non-treated 
control group (57.9 ± 1.0 vs. 69.9 ± 0.8%; p < 0.0001), and the sperm percentage that retained intact
acrosome was significantly higher in the 10 mM valine group (92.8 ± 1.0% vs. 78.7 ± 4.8; p = 0.0156).
Fertility and hatchability were non-significantly different in these two groups. The study shows that 
supplementation with 10 mM valine in diluent can protect Ogye semen from cryodamage and does not
increase the total number of nested spermatozoa in sperm storage tubules (SSTs) for fertilization.
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1. 서론

최근 가금 산업에 있어서 매년 동절기 조류 인플루엔
자(avian influenza, AI)의 전국적 확산으로 가금류 사
육 농가뿐만 아니라 인근 지역 농가를 대상으로 이어지
는 살처분은 심각한 경제적 손실을 야기한다. 이에 따라 
가금 유전자원은 종축으로서 안전하게 보존되어야 하며, 
국가자산의 보호를 위하여 생축뿐만 아니라 동결유전자
원으로서도 보존할 필요가 있다. 특히, 동결정액을 영구 
보존하여 유사시 복원을 위한 유전자원으로서 활용할 수 
있기 때문에 보존‧복원 기술의 중요성이 점차 증가되고 
있는 실정이다. 이러한 동결보존 기술은 종축의 미래 잠
재적 가치를 확보하고 더불어 경제적 효용 가치를 높여 
가축의 다양성을 확보하는데 의미가 있으며, 축산업이 
지속적으로 발전하기 위해 반드시 필요한 자산으로서 평
가되고 있다.

가금 종축산업은 소수의 다국적 기업에 품종이 독점되
어 있으며 실용계 생산을 위한 계통별 상업용 종계를 판
매하고 있다. 이에 따라 개량품종 또는 합성종 개발 등을 
통해 소규모 재래품종의 경쟁력 확보가 필요한 실정이
다. 재래종의 경우 소규모 집단으로 계통을 유지할 수 있
는 특성을 가지고 있기 때문에, 근친 등의 문제가 발생하
여 재래품종의 다양성 감소가 가속화되어지는 상황에 처
해있다. 이러한 상황을 고려 할 때 가축의 육종과 능력 
개량을 위하여 동결정액의 생산과 이를 위한 가금 유전
자원의 보존 기술을 개발할 필요성이 존재한다. 

닭 정액의 동결보존을 위해 많은 연구자들이 다양한 
동결 프로토콜을 개발하였으나 동결정자를 이용한 후대 
생산에 대한 성적은 비교적 낮은 편이다. 동일한 방법을 
이용하여도 연구자 마다 연구결과가 달라 효율성이 떨어
지는 문제점을 가지고 있다. 이러한 결과는 조류 정자의 
특성에서 기인할 수 있다. 다른 종과 비교할 때, 조류 정
자는 생리학적으로 세포질의 함량이 매우 낮아 산화 스
트레스에 취약하며 평균적으로 긴 편모를 가지고 있어, 
동결에 대한 손상도가 높기 때문에 수정능을 극적으로 
감소시킨다[1-3]. 또한 동결로 인해 발생하는 문제점 중 
하나인 정자 막의 lipid peroxidation은 ROS 
(reactive oxygen species)에 의해 발생되는 정자 손상
의 주요한 기전으로 알려져 있는데, 정자는 다른 세포들
과는 달리 lipid peroxidation에 민감하게 반응하는 구
조와 기능을 지니고 있기에 동결에 취약한 특성을 가지
고 있다[4]. 

이러한 어려움을 극복하고자 국내외에서 연구가 진행

되어 오고 있다. 수정률을 높이기 위한 연구로 
N-Methylacetamide를 동결보호제를 활용하여 수정률
을 66%로 증진시킬 수 있음이 보고되었으며[5], 정자의 
활력 향상에 관한 연구로 BSA 첨가 시 닭 정자의 생존율 
향상된다는 연구결과가 보고되었다[6]. 닭 동결정액 융해 
방법에 대한 연구 결과 닭 정자 운동성과 생존성에 미치
는 영향이 높은 것으로 알려져 기본적인 융해 프로토콜
이 확립되었다[7]. 

국외에서는 다양한 첨가물질을 활용하여 정자의 활력, 
수정률 및 부화율을 향상시키는 연구가 진행되고 있다. 
Glutamine 또는 glycine과 같은 아미노산 첨가가 정자
의 운동성을 향상시켜준다는 연구결과가 밝혀졌으며
[8,9], 닭 정액희석제에 L-carnitine을  1-2 mM 농도로 
첨가 할 때, 정자의 운동성 등 활력이 증가된다는 것이 
보고되었다[10]. 또한, 닭 정액 희석제에 hyaluronic 
acid 1-2 mM 첨가 시 수정율과 부화율이 증가하는 것
을 밝혔다[11]. 닭 희석제에 serine 및 sucrose 첨가 시 
수정 능력이 향상된다고 보고되었고 amino acid와 
glutathione과 같은 항산화제는 다양한 포유류 정자를 
손상으로부터 보호하는 것이 밝혀졌다[12-14]. 특히 필
수 아미노산인 valine은 단백질 합성, 에너지 생산, 지방 
분해, 미토콘드리아 대사/산화, 포도당 수송, 배아 발달 
등과 같은 다양한 생물학적 과정에 관여한다고 알려져 
있다[15,16]. 닭의 정액에서 생존성 및 DNA integrity와 
관련이 있는 아미노산은 valine, leucine, isoleucine으
로 보고되었으며[17], 그 중 valine은 닭의 일부 계통에
서 특이적으로 DNA fragmentation을 감소시키고 수정
률을 증가시킨다는 것이 보고되었다[14]. 

현재 국내에서 재래종 닭의 생식세포 동결에 관한 연
구는 거의 이루어지지 않고 있다. 그 이유는 소와 돼지 
같은 포유류에 비해 활용도가 현저하게 떨어지며, 동결
정액의 성적이 균일하지 않아 경제성이 낮기 때문이다. 
하지만, 매년 전 세계적으로 발생하고 있는 고병원성인
플루엔자와 같은 질병으로부터 가금 산업을 보호할 필요
가 있다. 우리나라 고유의 재래종을 질병으로부터 보호
하고, 우수 종계의 복원에 필요한 기술을 개발하여 재래
종 닭의 유전적 다양성을 보존할 필요가 있다. 그러므로 
본 연구에서는 우리나라에서 유지되고 있는 재래종 닭의 
다양한 계통 중 오계에 특이적으로 적용될 수 있는지 조
사하고자 오계 정액 동결 시 valine 첨가가 동결정액 융
해 후 정자의 성상과 첨체의 손상도에 미치는 영향을 조
사하고, 이를 이용하여 인공수정을 실시할 때, 수정률 및 
부화율에 어떠한 영향을 미치는지 조사하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1 공시동물 및 시료채취
정액 채취를 위한 공시동물은 가축유전자원센터에서 

사육하고 있는 21개월령 오계 수컷 40수를 이용하였다. 
신선정액은 1주일에 1번씩 횡취법으로 채취하여 실험에 
공시하였으며, 계사의 평균 온도는 약 22℃를 유지하였
다. 신선정액은 약 40배로 희석하고 현미경으로 관찰하
였을 때, 90% 이상의 운동성을 보이는 시료를 실험에 사
용하였다. 인공수정을 위한 공시동물은 가축유전자원센
터에서 사육하고 있는 백색레그혼 암컷 20수를 이용하였다.

2.2 시약 및 희석액의 조성
모든 시약은 Sigma-Aldrich Chemical Co. (USA)를 

통하여 구입하였다. 정액희석제는 Lake-Ravie medium 
(Lake and Ravie, 1984)을 사용하였고, 그 구성성분은 
다음과 같다. L-glutamic acid monosodium salt 
monohydrate (1.92 g), glucose (0.8 g), Magnesium 
acetate tetrahydrate (0.08 g), potassium acetate 
(0.5 g), polyvinylpyrrolidone (Mr 40,000; 0.075 g)
을 최종 부피가 100 ㎖이 되도록 세포배양용 초순수를 
이용하여 제조하였다[14]. 희석제는 pH 7.08, 최종 삼투
압은 343 mOsm/kg을 유지하였다. 정액희석제에 
valine의 최종농도가 0, 5, 10, 15 mM이 되도록 실험
군과 대조군을 준비하였다. 

인공수정 시 사용한 BPSE-I (Beltsville poultry 
semen extender-I) 희석제는 potassium phosphate 
dibasic trihydrate 1.27 g, sodium L glutamate 
0.867 g, D-fructose (anhydrous) 0.5 g, sodium 
acetate trihydrate 0.43 g, TES 0.195 g, potassium 
citrate 0.064 g, potassium phosphate monobasic 
0.065 g 및 magnesium chloride anhydrous 0.034 
g을 최종 부피가 100 ㎖가 되도록 세포 배양용 초순수를 
용해하여 제조하였다[18]. 

2.3 동결 과정
실험내용이 표기된 0.25 ㎖ 스트로를 준비한 후 스트

로를 E.O (ethylene oxide) gas를 이용하여 멸균하였
다. 실험 진행 1시간 전 저온장치(FHK, Japan) 온도를 
5℃로 유지하며 스트로 주입기와 밀봉기를 넣어놓고, 간
이동결박스(27.5 × 42 × 17.5 ㎝)에 액체질소를 담아 
동결박스 내부를 미리 냉각하였다.

닭 정액은 15 ㎖ 코니컬튜브에 채취하여 얼음이 담긴 
보온통에 담아 15분 내로 실험실로 이송하였다. 5℃ 저
온장치로 샘플을 옮긴 후 원정액 일부 정자를 분석하고 
나머지 원정액은 15 ㎖ 코니컬 튜브 4개에 동량으로 분
주하여, Lake-Ravie medium 희석제를 각각 원정액과 
1 : 1로 천천히 1차 희석을 해주었다. 10분간 안정화 후 
최종량과 동량으로 2차 희석을 진행하였다. 동결보호제
인 glycerol은 최종 농도가 8% (v/v)가 되도록 희석하였
으며[14], valine 처리는 최종 농도가 0, 5, 10, 15 mM 
이 되도록 준비하였다. 희석된 정액을 스트로에 주입 후 
밀봉하여 20분간 안정화를 유도하고 간이동결박스에 채
워진 액체질소를 채운 후 액체질소로부터 4 ㎝ 위에 스
트로를 유지하여 기화되는 액체질소에 노출하였다. 뚜껑
을 덮고 30분간 예비동결을 진행한 후, -196℃ 액체질소
에 침지하여 동결 보존하였다[19]. 

2.4 정자 성상 분석
동결 전 정자 분석을 위해 신선정액 채취 후 CASA 

(Computer Assisted Sperm Analysis) 프로그램을 통
해 기본적인 정자 성상 분석을 진행하였다. 원정액을 정
액희석제 40배로 희석한 후 피펫을 이용하여 3 ㎕을 채
취한 후 37℃로 미리 가온한 Leja slide chamber (IMV 
technologies)에 놓고 정자를 분석하였다. 동결융해 후 
정자분석을 위해 동결정액이 담겨있는 스트로를 액체질
소에서 꺼내 5℃ 항온수조에 2분간 융해하였다[7]. 융해
한 정액을 1.5 ㎖ 튜브에 옮긴 후 15배 희석하였다. 피펫
을 이용하여 희석한 정액에서 3 ㎕를 37℃로 미리 가온
한 Leja slide chamber에 놓고 정자를 분석하였다.

  
2.5 첨체 온전성 조사

동결정액이 담겨있는 스트로를 액체질소에서 꺼내 
5℃ 항온수조에 2분간 융해하였다. 1.5 ㎖ 튜브에 옮긴 
후 BPSE-I 정액희석제 80 ㎕를 희석하여 슬라이드 글라
스에 10 ㎕를 떨어뜨려 도말 표본(smear)을 만들었다. 
건조 후 3.7% paraformaldehyde에 슬라이드를 1분간 
담근 후 물기를 제거하고 Diff Quick stain kit 내에 있
는 eosin 염색 시약 용액에 수직으로 2∼3초간 담근 후 
물기를 닦아냈다. 0.08% Coomassie Brilliant Blue 
R-250 (CBB) 용액에서 수직으로 5∼6초 담갔다 물기를 
닦아내어 건조시켰다. 과도한 염색을 방지하기 위해 증
류수에 1~2초간 침지한 후 건조하였다. 슬라이드는 
OLYMPUS IX71 현미경을 사용하여 Brightfield에서 
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오일렌즈를 활용하여 1000배로 관찰하였다. 첨체의 온
전성은 정상, 비정상으로 판단하였다[18,20].

2.6 동결정액의 수정률 및 부화율 조사
산란계인 레그혼의 산란기록과 생식기의 외부 형태가 

정상인 암컷 20수를 선정하여 대조구 10수, 처리구 10
수를 배치하였다. 계사의 내부 온도는 20∼23℃를 유지
하였다. 인공수정은 오후 2시에 일주일에 두 번씩 3주간 
인공수정을 진행하였으며, 첫째 주에는 일주일에 세 번 
인공수정을 진행하였다. 

20% ethanol이 함유된 증류수 보온통에 넣어 5℃로 
준비하고, 액체질소에서 동결정액 스트로를 꺼내 5℃에
서 약 2분간 융해하였다[7]. BPSE-I 희석제를 정액이 담
긴 15 ㎖ 튜브에 1 : 1 희석하였다. 원심분리기를 이용하
여 550 g 조건에서 9분간 처리하여 상층액을 제거하였
다. 정자만 남은 15 ㎖ 튜브에 BPSE-I 희석제를 1 : 1로 
희석하여 정자를 풀어주었다. 희석한 최종량을 1/20로 
나누어 개체당 70 ㎕씩 2번 질 3∼4 ㎝ 깊이에 100∼
200 sperm/㎖ 농도로 주입하였다. 

첫 인공수정 후 2일째부터 산란하는 알을 집란하여 
13℃, 70%를 유지하여 보관하고, 일주일 단위로 부화
기에 입란하였다. 부화기(SS-060, 새실산업)의 온습도
는 37.8℃, 60∼70%를 유지하며, 2시간마다 전란하였
다. 입란 7일 차에 암실에서 검란을 진행하고, 검란 결
과 유정란과 무정란을 선별하여 수정률을 조사하였으
며, 무정란은 폐기하였다. 입란 18일차에 전란을 정지
시킨 부화기로 옮겨주었으며, 온습도는 37.8℃, 60∼
70%를 유지하였다. 입란 21일 차에 부화율을 조사하
였으며, 부화하지 않은 유정란은 발생중지로 간주하였
다[5,21]. 

2.7 통계 분석
본 연구에서 분석한 결과 중 정자 성상 결과는 Prism 

software (GraphPad, La Jolla, CA, USA)를 이용하여 
일원배치분산분석(One-way ANOVA) test를 실시하여 
Tukey's HSD (honestly significant difference) test
로 유의성(p < 0.05)을 검증하였으며, 그 외 모든 데이터
는 Prism software (GraphPad, La Jolla, CA, USA)를 
이용하여 Student’s t-test로 검정하였다. 모든 데이터
는 mean ± S.E.로 표현하였다.

3. 결과

3.1 valine 첨가가 동결융해 후 정자 활력에 미치는 
   영향

동결정액 융해 후 정자 운동 특성을 CASA program
을 통해 평가하였다(Fig. 1). 전체적인 지표에서 vailne 
첨가 농도가 증가할수록 정자 활력이 증가되다가 10 
mM 이상의 농도에서 감소되는 것을 확인할 수 있었다. 
운동성(motility) 지표에서 대조구에 비해 valine 10 
mM 첨가 시 운동성이 높게 나타났다(p < 0.0001, Fig. 
1a). 직진 운동(mobile progressive)을 하는 정자는 대
조구에 비해 vailne 10 mM 처리구에서 유의적으로 높
은 비율로 존재하였다(p < 0.0001, Fig. 1b). 빠른 직진 
운동(rapid progressive)을 하는 정자의 비율은 대조구
에 비해 valine 10 mM 처리구에서 높은 비율로 확인되
었다(p = 0.0002, Fig. 1c). 그 외 VCL (p = 0.0826), 
VSL (p = 0.0540), VAP (p = 0.0933), LIN (p = 
0.1331), STR (p = 0.0894), BCF (p = 0.4138), WOB 
(p = 0.3431), ALH (p = 0.7639) 지표에서 유의적인 차
이는 없었으나 대조구에 비해 vailne 10 mM 처리구에
서 수치적으로 높은 값을 나타냈다.

3.2 정액희석제 vailne 첨가가 동결융해 후 정자의 
    첨체에 미치는 영향

오계 정자의 첨체 온전성을 정상과 비정상(짧음, 절단)
으로 구분하여 정자수의 비율을 조사하였다(Fig. 2). Valine 
0, 10 mM 처리구에서 정상 첨체의 비율은 각각 78.7 ± 
4.8, 92.8 ± 1.0%로 나타났다(p = 0.0156, Fig. 3). 

3.3 동결정액 활용 인공수정 시 수정률 및 부화율에 
   미치는 영향

대조구는 137개를 입란하여 71개가 수정되어 수정률 
51.9 ± 3.9%를 나타내었고, 처리구는 151개를 입란하
여 58개가 수정되어 수정률 38.4 ± 2.2%를 나타내었으
며 두 그룹간 유의성을 발견하지 못했다. 입란 21일째에 
부화율을 조사했으며, 대조구는 수정된 유정란 71개 중에
서 61개 부화하여 수정률 대비 부화율은 85.6 ± 1.8%, 
산란 대비 부화율은 44.5%로 나타났다(Table 1). 처리구
는 수정된 유정란 151개 중에 53개 부화하여 수정률 대
비 부화율은 90.8 ± 3.9%, 산란 대비 부화율은 35.1%로 
나타났다. 발생중지란의 비율은 대조구에서 14.1%, 처리
구에서 8.6%로 조사되었으며, 유의적인 차이는 없었다.
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Fig. 1. Sperm characteristics according to the concentration of valine added in frozen 
semen. (a) Motility; motile sperm, (b) Mobile progressive; mobile progressive sperm,
(c) Rapid progressive; rapid  progressive sperm, (d) VCL; curvilinear velocity, (e) 
VSL; straight line velocity, (f)  VAP; average path velocity, (g) LIN; linearity 
(VSL/VCL), (h) STR; straightness (VSL/VAP), (i) BCF; flagellar beat cross frequency,
(j) WOB; wobble and (k) ALH; amplitude of lateral head. Comparisons were 
performed using a one-way ANOVA statistical analysis followed by a Tukey's HSD 
test. Different letters mean significant differences at p < 0.05. Error bars denote 
standard error of the mean (SEM).
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Group No. of Used Eggs 
(laid for 21 days)

No. of Fertilized eggs
 (Mean±S.E, %)

No. of Hatched eggs 
 (Mean±S.E, %)

Control 137 71 (51.9 ± 3.9) 61 (85.6 ± 1.8)
Treatment 151 58 (38.4 ± 2.2) 53 (90.8 ± 3.9)

Comparisons were performed using a Student’s t-test. There was no significant difference between groups. 

Table 1. Fertility and hatchability of artificial insemination using thawed semen of Ogye 

Fig. 2. The circles indicate the type of acrosome. 
White and red represent damaged and 
intact acrosome, respectively.

Fig. 3. Acrosome integrity of sperm according to the 
concentration of valine added in frozen 
semen. Comparisons were performed using a 
Student’s t-test. Significant differences are 
denoted by an asterisk (*). * = p < 0.05. Error 
bars denote standard error of the mean (SEM).

4. 고찰

닭 정액 동결은 포유류에 비해 산업적 활용성이 낮으
며, 가금의 특성상 소수의 종계만으로 집단의 특성을 유
지할 수 있기 때문에 국내 가금 산업에서는 동결정액의 
필요성 및 활용성이 저조한 실정이다. 하지만, 매년 지속
적으로 발생되는 고병원성인플루엔자 같은 악성질병으로
부터 우리나라 고유의 품종을 지켜내기 위해서는 동결유
전자원의 효율을 높이는 연구가 반드시 필요하다. 조류 
정액에 관한 많은 연구가 이루어졌음에도 불구하고 현재
까지 동결 보존과 관련된 생물학적 기반에 대한 지식이 
확립되지 않은 상태이다. 그 이유는 신선한 정액을 사용
하여 수정하는 것이 동결정액에 비해 효과가 뛰어나 동
결에 관한 기술 개발 연구가 제한적이기 때문이다[22]. 
이를 위해 재래종 오계의 생식세포인 정자를 동결유전자
원으로서 가치를 높이기 위해 valine 첨가에 따른 동결
정액 융해 후 정자 성상, 첨체 온전성(acrosome integrity), 
수정률 및 부화율에 미치는 영향을 조사하였다.

오계 정액의 동결정액을 생산하기 위해 Lake-Ravie 
medium 정액희석제에 아미노산인 vailne을  0, 5, 10, 
15 mM 농도로 각각 첨가하여 그 효과를 평가하였다. 실
험 결과 융해 후 vailne 5, 10, 15 mM 처리구가 대조구
에 비해 정자의 운동성이 높게 나타났다. 이는 Spanish 
계통의 Red Villafranquina 품종에서 정액 희석제에 
vailne을 첨가하여 동결·융해하였을 때 정자 활력에서는 
유의적인 차이를 보이지 않는다는 연구 결과와 상이한 
결과라고 판단된다[14]. 또한, 본 연구 결과를 토대로 재
래종 오계의 정액에 valine 15 mM을 첨가하였을 때 정
자의 활력이 낮아지는 경향을 확인하였으며, 이는 
valine 10 mM을 초과하는 농도에서는 정자 세포에 손
상을 일으킬 가능성이 있는 것으로 사료된다. 

정자의 전체적인 운동성뿐만 아니라 정자의 직진 운
동, 직선 속도(VSL), 선형성(LIN) 등 정자의 활력은 수정
률과 밀접한 관련이 있다[23-26]. 본 실험 결과, 정자 성
상에 관련해서 앞서 언급한 모든 해당 지표에서 대조구
에 비해 10 mM 처리구에서 수치적으로 높은 결과를 나
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타냈지만 일부는 유의적인 차이를 나타내지 않았다. 직
진 운동을 하는 정자의 비율 증가가 전체적인 운동성을 
높이는 결과에 기여한 것으로 생각되지만, 각 처리구 내
에서 편차로 인해 그룹간 정자의 활력을 판단하는 여러 
지표에서 유의성을 갖지 못하였다. 이와 유사하게, 동결
보호제로서 amide 계열을 활용하여 오계 정자를 동결·
융해 한 결과, 정자의 생존율이 36.56 ± 4.66%에서 
52.1 ± 5.52%로 다양하게 나타나고 이는 정자 운동성
에 영향을 미치는 것으로 보고하였다[19]. 

다양한 운동성을 가지는 정자의 특징으로 인해 그룹 
내에서도 편차가 크게 나타나는 것으로 사료되며, 이는 
정자의 구조에서 원인을 찾아볼 수 있다. 포유류의 정자
와 달리 조류의 정자는 두부가 얇고 긴 형태의 창형 구조
를 띄고 있으며, 중편부와 미부의 구별이 명확하지 않은 
특징을 가지고 있다[6,27]. 연구에 따르면 폴란드 
Black-and-White breed의 소와 Polish Landrace 
breed의 돼지 정자의 평균 총 길이가 각각 70.21, 
53.28 ㎛ 라고 보고하였고, Surai 와 Wishart[28] 연구
에 따르면 닭에서 백색레그혼(White Leghorn), 로드아
일랜드레드종(Rhode Island red) 정자의 평균 총 길이
는 각각 80.1 ㎛, 82.07 ㎛이며, 칠면조의 경우 80.69 
㎛라고 보고하였다. 이와 같이 닭은 포유류에 비해 정자
의 길이가 긴 특성을 가지고 뱀이 이동하는 형태(snake 
like movement)로 움직이기 때문에 정자의 움직임을 
정확하게 판단하는 것이 어려우며[27], 정자의 길이가 긴 
특징으로 인해 다른 축종에 비해 동결에 더 취약한 특성
을 가지고 있다[29]. 

정자의 수정능력은 농도, 형태, 운동성 같은 핵심 지
표에 의해 결정된다. 이러한 지표들에서 정자의 운동성
과 형태는 수정과 가장 밀접한 관련이 있는 것으로 알려
져 있다[30]. 닭의 경우, 첨체와 두부가 구별되어 있고 세
포소기관에 대한 염색도가 비슷하여 구별하기 힘든 특징
이 존재하며, 첨체의 크기가 매우 작아 100배 이상의 오
일렌즈로 관찰하여야 손상도를 확인할 수 있다[18]. 

첨체반응은 정자가 난자에 침투하여 수정을 시작하기 
위해 겪어야만 하는 과정으로, 세포막 운동으로 세포 내 
물질을 세포 밖으로 방출하는 현상인 엑소시토시스
(exocytosis)의 한 과정이다[31]. Acrosome cap 
reaction이 일어난 정자는 IPVL (inner perivitelline 
layer)을 침투하여 다정자(polyspermy)가 암컷의 전핵
(pronucleus)으로 접근할 수 있게 한다[31,32]. 가금의 
정자에서 첨체는 정자의 수정 능력을 추정하는 방법으로 
간주되고 있다. 그러나 닭 인공수정에 활용된 정액에서 

정자의 활력이 비교적 낮더라도, 수정란을 생산할 수 있
음이 보고되었으므로 활력도 자체가 수정능력을 결정하
는 것은 아닌 것으로 판단된다[33,34]. 닭에서 첨체가 일
부 짧아진 형태의 손실이 생체 내에서 수정능력을 가질 
수 있는지 현재까지 과학적으로 밝혀진 것이 없지만 본 
실험에서 동결정액 융해 후 15분 내로 원심분리하여 생
체 내 주입할 경우 일부 회복할 수 있는 능력을 가질 수
도 있거나 첨체의 온전한 비율이 일정 수준 이상에서는 
인공수정에 문제가 없을 수 있다고 판단된다. 이는 첨체 
온전성이 처리구에서 92.8 ± 1.0%, 대조구에서 78.7 
± 4.8%로 나타난 결과가 뒷받침해줄 수 있다고 판단된
다. 이러한 결과는 손상된 첨체는 단순한 수정능력 결정
을 판단하는 지표가 아닐 수 있으며, 선행연구를 뒷받침
한다고 판단된다. 

조류의 암탉은 정자를 저장하는 구조인 SSTs (sperm 
storage tubules)를 가지고 있으며, 이 외에도 박쥐, 뱀 
등이 있다[35]. 조류는 두꺼운 난관 벽을 가지고 있어 난
관에서 정자의 움직임을 관찰하는 것은 불가능하다. 자
연교배 및 인공수정을 통해 주입된 정자는 질에 저장되
지만 80% 이상이 질 밖으로 배출되는 경우도 보고되고 
있다[36]. 또한 1∼7% 정자만이 SSTs에 들어가며 SSTs
에 상주하는 정자는 수정과정에 참여할 것으로 보고되고 
있지만, SSTs에서 정자가 유지되는 메커니즘은 아직 밝
혀지지 않았다. SSTs에 저장된 정자는 일반적으로 움직
이지 않아서 ATP 소비가 감소하여 대사 활동이 정지된 
것으로 보고되고 있으며, 이는 정자 호흡으로 인해 발생
하는 활성산소종의 생산이 감소되어 SSTs에 상주하는 정
자에 대한 손상을 줄일 수 있다[37]. 성공적인 수정률 및 
부화율을 얻기 위해서는 인공수정을 통해 SSTs에 동결융
해 된 정자가 장기간 보존될 수 있는 효율이 높아야 한다
[18,38]. 닭은 매일 배란하는 시점에 SSTs에 저장된 정
자가 다시 운동성과 수정능력을 회복하여야 배란된 알을 
수정시킬 수 있기에 닭 정자에서는 장수성이 중요하다[18].

동결보호제(cryoprotectant)는 세포의 동결과정에서 
세포 내부 미세소관의 손상을 막기 위해서 첨가하는 물
질로 크게 침투성과 비침투성 보호제로 나누어진다. 본 
실험에서 사용한 glycerol은 침투성 동결보호제로서 세
포 내 ice crystal 형성을 방지하기 위해 세포 내 수분을 
탈수하도록 하며, 세포질 내로 침투하여 수분 대신 세포
를 보호함으로써 손상을 방지한다[39]. 하지만, glycerol
은 동결보존으로 사용 가능한 일정 농도에서 암컷의 불
임을 일으켜 피임 효과를 가지는 것으로 밝혀졌으며[40], 
닭 정액에 2% 이상의 glycerol을 첨가하여 동결 시 정자
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의 수정능력이 저하된다고 보고되었다[5,41-43]. 이에 
따라, 인공수정 시 glycerol을 제거해 주어야 한다고 보
고하였다[5,41]. Glycerol 독성 문제에 관한 많은 연구
결과가 제시되어 있지만, 본 실험에서 도출된 수정률 결
과에서는 원심분리를 통한 glycerol 제거 후 정액 사용 
시 3주간의 인공수정에서 수정란이 생산되는 것을 확인
하였다.

본 연구 결과를 종합해보면, 오계 정액 동결 시 정액 희
석제에 valine 10 mM을 첨가하였을 때 in vitro 상에서 
정자의 활력과 첨체의 온전성에서 대조구에 비해 긍정적
인 결과를 나타냈다. 하지만, 닭 인공수정 진행 결과, in 
vitro와 다르게 두 그룹 간 수정률 및 부화율에 차이가 없
었다. 따라서, valine 10 mM 첨가가 닭 정액의 동결보존
에 효과가 있으나, SSTs에 도달하여 수정에 활용되는 전
체 정자수에는 큰 영향을 미치지 않는다고 판단된다. 

5. 결론

본 연구는 재래닭 오계 동결정액의 융해 후 정자 복원
율을 향상시키기 위해 정액 희석제에 vailne을 첨가하였
을 때 동결·융해 후 정자 성상, 첨체, 수정률 및 부화율에 
미치는 영향을 조사하고자 하였다. 동결·융해 후 정자 성
상을 평가하기 위해 정자의 운동성, 직선 속도, 직진 운
동 등을 포함한 다양한 지표에 대한 정자 분석을 실시하
였고, 세부적 평가를 위하여 첨체의 온전성(acrosome 
integrity) 정도를 평가하였다. 실험 결과, 정자의 운동성
(motility)은 대조구에 비해 vailne 10 mM 처리구에서 
더 높은 결과를 나타내었고(57.9 ± 1.0 vs. 69.9 ± 
0.8, p < 0.0001), 직진 운동성(mobile progressive)은 
대조구에 비해 10 mM 처리구에서 더 높은 결과가 나타
났다(25.8 ± 1.2 vs. 35.3 ± 1.1%. p < 0.0001). 빠른 
직진 운동성(rapid progressive)은 valine 10 mM 처리
구에서 유의적으로 높은 수치를 나타냈다(p = 0.0002). 
또한, 첨체의 온전성 조사 결과 valine 10 mM 처리구에
서 정상 첨체의 비율이 유의적으로 높았다(p < 0.05). 그
러므로, 오계 정액 동결 시 valine 10 mM 첨가가 in 
vitro 상에서 융해 후 정자 성상에 긍정적인 영향을 미치
는 것으로 파악되었다. 동결정액을 활용한 인공수정을 
수행하였을 때, 대조구, 처리구에서 수정률이 각각 51.9 
± 3.9, 38.4 ± 2.2%로 나타났으며 유의적인 차이는 확
인되지 않았다. 따라서,  valine 10 mM 첨가는 세포의 
동결저항성에 긍정적인 효과를 보였으나 sperm storage 

tubules (SSTs)에 도달하여 수정에 활용되는 정자 수에
는 큰 영향을 미치지 않을 수 있다고 판단된다.
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