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ABSTRACT

   This study was designed to investigate between the semen characteristics and sperm chromatin structure 
in boar with different farrowing rates and relationship between fertility by AI and results of sperm 
chromatin structure assay (SCSA). The CASA (computer-aided sperm analysis) and SCSA were performed 
with liquid semen in boars. The all SCSA parameters based on the farrowing rates by AI were 
significantly differ (P<0.05). The significant negative correlations (P<0.05) were observed between all 
SCSA parameters and farrowing rate obtained by AI in the field. In conclusion, these results suggest that 
the sperm parameters evaluated in these studies may be useful indicators to predict the fertility by AI.
(Key words : Sperm chromatin structure assay; SCSA, Fertility, Boar)

. 서    론

  돼지의 인공수정은 최근 15년간 급속히 발전
하였고, 보편적인 번식 방법으로 이용되고 있
다. 인공수정 과정에서 정액의 질을 평가하기 
위해 정자의 농도, 운동성, 생존율, 기형율 등
의 평가에 주안점을 둔 정액 검사 방법이 널리 
사용되고 있다. 그러나 이러한 일반적인 정액 
검사 방법은 수정 능력에 관한 정자의 기능적 
측면을 충분히 반영하지 못하는 것으로 알려져 

있다(Gadea, 1998). 인공수정을 통한 수태율, 분
만율, 산자수 등에 관한 분석은 종모돈의 수정 
능력(fertility)을 평가하는데 있어서 보다 정확한 
정보를 얻을 수 있는 유용한 방법이다(Hammitt 
등, 1989, Galli 등, 1988; Gadea 등 2000). 그러
나 인공수정을 이용하여 수정 능력을 측정하는 
것은 많은 시간과 경제적 비용이 소요될 뿐만 
아니라 시술자, 동물의 사육 환경 등에 의해 
오차가 발생될 수 있다. 따라서 인공수정의 효
율을 증진시키기 위하여 종모돈의 수정 능력을 
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간편하고 정확하게 평가 할 수 있는 검사법의 
개발이 요구되고 있다. 현재까지 정액의 수정 
능력을 효율적으로 평가할 수 있는 방법에 대
한 많은 연구들이 진행되어 왔으며, 정자 원형
질막 활성(Pérez-Llano 등, 2001), 정자의 난자 
내 침투 능력(Gadea 등, 1998), 첨체의 상태, 첨
체반응, 난관상피세포 부착 반응(Waberski 등, 
2005), 정자의 난자 투명대 부착 반응, 정자 염색
질 구조 분석(SCSA, Evenson 등, 1980 ; Gillian 
등, 2005 ; Gry 등, 2004, 2005) 등이 보고되었다. 
  그 중 SCSA는 정자 염색질의 안정성을 알아
보기 위한 방법으로서 정자형성 과정 중 어떤 
결함에 의하여 정자핵의 DNA 구조가 불안정한 
정자는 외부 환경에 따른 염색질 DNA의 손상
이 쉽게 야기된다. SCSA는 이러한 정자의 특
성을 고려하여 인위적으로 고온, 강산 또는 강
염기 처리 등을 통하여 정자 염색질의 변성을 
유도하고 AO(acridine orange) 염색 후 flow- 
cytometer를 이용하여 인위적인 처리에 반응하
여 DNA가 변성된 정자의 빈도를 측정하는 방
법이다. 
  FCM을 이용한 SCSA는 현미경을 이용한 정
액의 검사법과 비교하여 많은 수의 정자를 보
다 객관적으로 평가할 수 있다는 측면과 정자 
분석에 있어서 염색질 수준의 구조적 이상을 
분석할 수 있다는 측면에서 큰 장점을 지니고 
있다. 최근에는 SCSA 방법을 이용하여 사람
(Evenson 등, 1980, 1999, 1993), 소(Bochenek 등, 
2001), 말(Love 등, 2005, 2002), 돼지(Gillan 등, 
2005)의 정액을 대상으로 분석을 실시한 결과 
정자 염색질의 구조적 이상이 정자의 수정능력 
저하와 유의한 상관관계가 있다고 보고되었다. 
  본 연구는 종모돈의 정액 성상 및 인공수정
에 따른 분만율과 SCSA와의 관계를 조사하여 
SCSA와 종모돈의 수정 능력과의 관계를 구명
코자 하였다. 

. 재료 및 방법

1. 

  인공수정센터에서 정액 생산용으로 이용되고 

있는 15개월령 이상의 종모돈 중 개체 별 인공
수정 번식 성적을 가지고 있는 종모돈 26두
(Duroc: 8, Yorkshire : 7, Landrace : 11)의 정액 
성상 기록과 번식성적을 분석 하였고, 액상정
액을 공시하여 운동성 분석과 SCSA를 실시하
였다. 

2. 

  정액은 인공수정 센터에서 액상 정액으로 제
조된 후 17 보관고에 담아 2시간 내에 실험
실로 운반하여 정액 검사를 실시하였다. 정액
의 일부를 0.5 ml straw에 포장하여 196 에서 
보관한 후 SCSA를 실시하였다(Evenson 등, 1994).

3. 

  정자 운동성 양상 분석(CASA ; computer assisted 
sperm analysis)은 정액 1.5 ml을 취하여 37 수조
에서 30분간 배양시키고 37 로 예열된 Makler 
counting chamber(Sefi-Medical, Israel) 위에 정액 
10μl을 떨어뜨린 후 CCD 카메라(Toshiba, Japan)
가 부착된 광학 현미경(Olympus, Japan)에 연결
된 SAIS system (Medical Supply Co. Ltd., Korea)
을 이용하여 분석하였고, CASA의 초기 설정은 
Zeng 등(2001)의 방법에 준하여 실시하였다. 

4. (SCSA) 

  (1) 정액의 처리 및 AO 염색 

   196 에 동결하여 보관된 정액을 37 온수
에 15초간 융해하고 PBS액으로 희석하여 2회 
원심 분리(600 × g, 10 min)하여 정자 괴를 농도
가 1 × 106/ ml되게 재 부유하였다. SCSA를 위
한 정자 처리와 염색은 Evenson 등(1990)의 방
법에 준하여 실시하였다. 

  (2) Flow cytometer 측정 

  488 nm, 35 mW laser beam과 sorter sensor unit
이 장치된 FACS-Calibur Flow cytometer (Becton 
Dickinson, USA)를 사용하였다. Parameter는 
Forward Scatter, Side Scatter를 이용하여 초기 
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a)설정을 조절하였고, Fluorescence는 525BP filter 
(green) 및 675BP filter(red)와 550DL을 이용하
여 측정하였고, 분석 자료는 List mode file로 
저장하였다. 

  (3) 자료 분석 

  자료 분석 전에 정자를 제외한 기타 세포들
은 Red-green fluorescence cytogram에서 Fig. 1과 
같이 제거하였고 구조적 이상을 갖는 Chromatin
의 비율은 분석된 각각의 정자들로부터 얻어진 
αt 값[red(denatured DNA)/ [green(native DNA) +
red fluorescence]]에 기초하여 계산하였다. 각각
의 시료로부터 얻은 List mode file은 WinList 
5.0 Software(Verity Software house, Inc. USA)를 
이용하여 Fig. 2와 같이 COMP αt, SD αt, % R, 
% PeakR 값을 구하였다. αt histogram (Fig. 2a)
에서는 COMP αt (αt기준치 값의 주 집단으로
부터 벗어난 high red fluorescence를 갖는 정자
의 비율)와 SD αt (전체 αt 기준치로 계산된 
αt 기준치의 표준 편차)를 계산하였고, red 
fluorescence histogram (Fig. 2b)에서는 % Red 
(red fluorescence 상에서 주 집단으로부터 벗어
난 정자의 비율)와 % PeakR (peak channel로부
터 high red fluorescence를 갖는 정자의 비율)을 
계산하였다(Bochenek 등, 2001). 

5. 

  실험 결과에 대한 통계 분석은 SAS의 GLM 
(General Linear Model)을 이용하여 분석하였
고, 각 항목간의 상관은 Pearson's Correlation 
Test를 실시하였고, 처리 구간의 유의성 검정은 
Duncan's multiple range test를 실시하였다. 

. 결과 및 고찰

  인공수정 분만율에 따라 3개의 종모돈 군
(80% 이상, 80-70% 및 70% 미만)으로 나누어 
정액의 운동성 양상 분석과 SCSA를 분석한 결
과는 Table 1 및 2에 나타난 것과 같다. 정액의 
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Fig. 1. Green vs. red fluorescence cytogram.
Spermatozoa with abnormal chromatin
show shifted red fluorescence. 
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Table 1. Sperm movement characteristics among 3 boar groups with different farrowing rates 
Farrowing rate1)

(n = boar, sow) Motility (%) VCL(μm/s)2) VSL(μm/s)3) VAP(μm/s)4) LIN5)

80%(7, 256) 81.1 ± 10.0 129.7 ± 23.7 67.7 ± 8.6 75.5 ±  8.8 52.7 ± 4.4
80  70%(9, 745) 83.6 ±  8.8 142.1 ± 24.2 77.4 ± 7.0 82.6 ±  9.6 55.0 ± 4.7

70%(10, 293) 86.7 ± 6.4 127.6 ± 25.3 78.0 ± 7.4 81.5 ±10.7 52.8 ± 6.6
Values are means ± SD. No significant differences for all parameters. 
1) Sows were inseminated with 3 × 109 sperm 12h and 24h after detection of estrus and semen was used within 

24h for analysis and 72h for insemination after collection ; 2) Curvlinear Velocity ; 3) Straight Line Velocity ; 
4) Velocity of Average Path ; 5) Linearity. 

Table 2. Comparison of SCSA parameters among 3 boar groups with different farrowing rates
Farrowing rate1)

(n= boar, sow) COMPαt SDαt % Red %Peak R  Mean R Liter size

80%(7, 256) 1.2 ± 0.2a, 14.4 ± 1.6a 2.6 ± 1.5a 39.8 ± 7.8a 18.8 ± 2.2a 11.1 ± 2.2a

80  70%(9, 745) 2.6 ± 0.6a 17.6 ± 5.0a 2.3 ± 0.6a 45.4 ± 8.1a 18.1 ± 2.5a 10.3 ± 0.7ab

70%(10, 293) 4.4 ± 1.6b 35.5 ±15.6b 5.5 ± 3.3b 56.0 ± 8.6b 24.0 ± 5.3b  9.5 ± 1.2b

Values are means ± SD. 
1) Sows were artificially inseminated with 3 × 109 sperm 12h and 24h after detection of estrus. Semen was used 

within 24h for analysis and 72h for insemination after collection. 
a,b Means with different superscript in the column were significantly differ(P<0.05). 

Table 3. Semen characteristics and SCSA from 1st to 6th ejaculated semen 
Ejaculation

record1)
Motility

(%)
Volume

(ml)
Concentration

(×108/ml) COMPαt SD αt %Red %Peak R Mean R

1st  2nd 87.7 ± 1.4 238.8 ± 70.0 5.7 ± 2.4 2.5 ± 2.9 20.2 ± 14.3 4.3 ± 4.9 48.3 ± 7.8 16.9 ± 3.8
3rd  4th 88.1 ± 0.7 235.9 ± 51.9 6.1 ± 2.6 2.9 ± 2.6 21.8 ± 14.4 4.3 ± 4.4 51.0 ± 6.1 17.7 ± 4.9
5th  6th 88.1 ± 1.0 239.5 ± 72.6 6.2 ± 2.3 2.8 ± 1.8 21.0 ± 7.3 3.6 ± 2.1 52.6 ± 8.3 21.6 ± 9.5

Values are means ± SD. No significant differences for all parameters. 
1) Ejaculation records were obtained from boars having 6 ejaculations during 8 weeks (Duroc: 8, Yorkshire: 7, 

Landrace: 11). 

CASA를 이용한 운동성 분석 결과는 분만율에 
따른 종모돈 집단 간에 유의적인 차이는 인정
되지 않았다. 종모돈의 분만율에 따른 각 집단
에서 산자수는 11.1두, 10.3두 및 9.5두로 분만
율이 가장 낮은 종모돈 군은 가장 높은 종모돈 
군에 비하여 산자수가 유의하게 적었다(P<0.05).
  분만율에 따른 종모돈의 염색질구조를 분석
한 결과 COMP αt 값과 SD αt값은 각각 1.2, 
2.6 및 4.4 그리고 14.4, 17.6 및 35.5로 분만율
이 높을수록 COMP αt 값은 낮게 나타났고, 분
만율이 가장 낮은 종모돈 군과 다른 두 군 간에 
유의적인 차이를 보였다(P<0.05). 또한 % Red 
값(2.6, 2.3, 5.5), % Peak R값(39.8, 45.4, 56.0), 
% Mean R값(18.8, 18.1, 24.0)에서도 분만율이 
가장 낮은 종모돈 군과 다른 두 군 간에 통계

적으로 유의한 차이를 나타냈다(P<0.05). 
  종모돈의 정액 차수에 따라 8주간 6회 채취한 
정액에서 채취 횟수에 따른 정액 성상과 SCSA
를 조사한 결과는 Table 3과 같으며, 채취 차수
에 따른 SCSA 결과의 차이는 나타나지 않았다.
  인공수정 후 분만 성적과 염색질 구조 분석 
결과와 상관관계를 조사한 결과는 Table 4에 나
타난 것과 같다. 종모돈의 분만율과 SCSA 결과
와의 상관관계에 있어서 COMP αt (r =  0.81, 
P<0.05), SDαt(r =  0.76, P<0.01), % Red (r =  0.40, 
P<0.05), % Peak R(r =  0.55, P<0.05), Mean R(r
=  0.53, P<0.01)는 모두 분만율과 부의 상관관계
를 나타냈다. COMP αt와 산자수 간에(r =  0.32, 
P<0.05)는 낮은 부의 상관관계를 나타냈었다. 
  SCSA parameter간의 상관은 COMP αt와 SD αt 
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Table 4. Correlation coefficients between various sperm parameters 

 COMPαt SDαt % Red %Peak R Mean R FR(%)1) LS2)

COMP αt 0.75* 0.73** 0.65** 0.49* 0.81* 0.32*
SD αt  0.55** 0.55** 0.50** 0.76** 0.29
% Red   0.66** 0.29 0.40* 0.15
%Peak R    0.29 0.55*   0.21
Mean R     0.53** 0.17
FR(%)        0.39
LS       

1) Farrowing rate ; 2) Litter size.   * P < 0.05., ** P < 0.01.

(r = 0.75, P<0.05), % R(r = 0.73, P<0.01), %Peak 
Red(r = 0.65, P<0.01), Mean R(r = 0.49, P<0.05)은 
정의 상관관계를 나타냈고, SD αt와 % Red (r =
0.55, P<0.01), %Peak R(r = 0.55, P<0.01), Mean 
R(r = 0.50, P<0.01)도 정의 상관관계를 나타냈다. 

. 고      찰

  종모돈의 수정 능력은 생산성에 영향을 미치
는 중요한 요인이다. 인공수정에 사용되는 종
모돈 정액의 질을 평가하는 일반적인 방법으로 
현미경적 검사법이 널리 사용되고 있다. 그러
나 현미경적 검사에 의한 정액 검사소견이 정
상인 개체에서도 인공수정 시 수정률 저하 현
상이 보고됨에 따라 현미경 검사법에 의한 정
액의 평가는 수정능력을 정확히 반영하지는 못
하는 것으로 알려져 있다(Hammitt 등, 1989). 
최근에는 정자의 운동성을 보다 객관적으로 관
찰하기 위한 방법으로서 CASA를 이용한 정자
의 운동성 분석법이 개발되었고 다양한 가축을 
대상으로 유용성이 검증되고 있다. 그러나 정
자의 운동성은 사정에 따른 개체 내 변이가 발
생될 수 있고 측정 과정 중 다양한 요인에 의
하여 쉽게 영향을 받을 수 있기 때문에 종모돈
의 수정 능력을 평가하는 방법으로 미흡한 점
을 지니고 있다. 따라서 종축의 수정 능력을 
정확하게 평가할 수 있는 정자의 기능 검사 방
법이나 성상 변화에 영향을 미치는 요인 분석
에 관한 연구가 요구되고 있다. 
  정자의 수정 능력을 평가하는 검사법에 대한 
다양한 연구가 진행되어 왔으며, 정자의 기능
적 활성도 검사를 통하여 수정 능력을 평가하

는 방법으로 HOST(hypo-osmotic swelling test, 
Pérez-Llano 등, 2001), IVP(in vitro penetration 
test, Gadea 등, 1998), 첨체 상태(acrosome status) 
등이 연구되고 있다. 이러한 정자의 기능 검사
법들은 일반적인 정액 검사와 비교하여 수정 
능력의 예측도가 높은 검사법으로 보고되고 있
다(Waberski 등, 2005). 그러나 현미경을 이용한 
정자의 기능 검사는 극히 제한적인 수의 정자
를 평가할 수 있으며 실험 조건과 수행자에 따
라 결과의 변이를 나타낼 수 있다. 이러한 변
이를 최소화하고 정확한 정자 기능을 평가하기 
위하여 FCM(flow cytometer)을 이용한 정자 기
능 평가 방법이 개발되었다. FCM을 이용한 정
자의 기능 검사는 1회에 많은 수의 정자를 평
가 할 수 있다.
  FCM을 이용한 정자의 기능 검사 방법으로 정자
의 생존성(Garner 등, 1995 ; Nagy 등, 2003), 정자 
미토콘드리아 막의 활성(Mitochondrial membrane 
potential) 측정(Evenson 등, 1982 ; Petit 등, 1995 
; Thomas 등, 1998 ; Boilard 등, 2002 ; Marchetti 
등, 2002), 첨체반응(D'Cruz 등, 1996 ; Carver- 
Ward 등, 1997), 정자 DNA 및 염색질 구조분석
(Fuentes Mascorro 등, 2000 ; Boissenault, 2002 ; 
Ward 등, 1990 ; Cho 등, 2003) 등이 연구되고 있
다. 이들 방법 중 SCSA는 동결 보관된 sample을 
이용하여 정자 DNA의 denaturation 상태를 객관
적이고 정확하게 측정할 수 있는 방법으로 알려
져 있다(Evenson 등, 2002). 정자의 SCSA는 사람
(Evenson 등, 1999, 1993), 소(Bochenek 등, 2001), 
말(Love 등, 2005, 2002), 돼지(Gillan 등, 2005) 
등의 동물에서 수정능력(fertility)을 평가하는데 
유용한 방법으로 보고되었다. 정자 염색질의 구
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조적 이상은 정자형성 과정 중에 발생될 수 있
으며(Karabinus 등, 1991) 염색질 응축(chromatin 
condensation)의 결핍(Evenson 등, 2000) 및 사정
된 후 정액을 희석하고 보존하는 동안 다양한 
외부 환경적 요인에 의하여 초래될 수 있는 것
으로 알려지고 있다(Karabinus 등, 1997). 또한 
수정 능력이 낮은 동물에서 정액 채취 차수에 
따른 SCSA 결과치는 많은 변이를 나타내는 것
으로 보고되고 있다(Larson, 2000). 본 연구에서 
돼지 정액의 경우 DNA의 손상 정도를 나타내
는 SCSA의 COMP αt, SD αt 모두 분만율이 가
장 낮은 종모돈 군과 다른 군 간에 유의적인 
차이를 나타냈고, % Red, % Peak R, % Mean 
R도 같은 경향이었다. 이것은 Bochenek 등
(2001)이 소에서 COMP αt, SD αt와 % Red, % 
Peak R, % Mean R간에 유의적 상관이 있으며 
또한 인공수정 수태율과도 상관관계가 있다는 
결과와 같은 것이었다. 또한 Love 등(1998)이 
말에서 COMP αt와 Mean αt가 번식 계절 임신
율과 부의 상관이 있었고, COMP αt만이 번식 
계절 임신율, 첫 번째 교배 임신율 및 교배당 
임신율 모두에서 상관이 있었다는 결과와 유사
한 것이었다. 
   본 연구에서 인공수정 분만율과 SCSA 결과 
간에는 모두 부의 상관이 나타났다. 이러한 결
과는 수정 능력이 낮은 개체들에서 정자 DNA 
변성 정도가 높았다는 것으로서 SCSA의 COMP 
αt와 SD αt 값이 정액의 수정 능력과 높은 상
관이 있다는 Evenson 등(2002)의 결과와 가축에
서 정자의 DNA 온전성과 수정능력과의 높은 
상관관계가 있었다는 보고들과 유사한 결과였
다(Schmid 등, 2003 ; Bielecki 등, 2001 ; Saleh 
등, 2002 ; Aleksander 등, 2003). 
   이상의 결과를 종합해 보면 SCSA는 인공수
정 분만율과 상관관계가 있음을 알 수 있었고, 
돼지에서 수정 능력을 예측하고 평가하는데 유
용한 방법으로 사용될 수 있을 것으로 사료된다.

. 요     약

  본 연구는 돼지에서 정자 SCSA와 정자 운동
성 및 인공수정을 이용한 분만율과의 상관관계

를 조사하기 위해 인공수정센터에서 정액 생산
용으로 이용되고 있는 종모돈 중 개체별 정액
을 이용한 인공수정 번식성적을 가지고 있는 
종모돈 26두의 정액 성상 기록과 번식성적을 
분석 하였고, 액상정액을 공시하여 정자운동성 
분석과 SCSA를 실시하였다. 종모돈의 정액 채
취 횟수에 따른 SCSA 분석은 종모돈 26두를 
공시하여 정액을 8주간 6회 채취하여 공시하였
다. 종모돈은 인공수정 분만율(80% 이상 ; 종
모돈 7두, AI 256복, 80  70% ; 종모돈 9두, AI 
745복 및 70% 미만 ; 종모돈 10두, AI 293 복)
에 따라  3개 군으로 구분 하였다. 액상 정액의 
CASA 분석 결과는 분만율에 따른 종모돈 군 
간에 유의적인 차이는 인정되지 않았다. 종모돈
의 SCSA 결과는 분만율이 높을수록 COMP αt, 
%Red, %Peak R 및 %Mean R 값은 낮게 나타
났고, 분만율이 가장 낮은 종모돈 군과 다른 
두 군간에 유의적인 차이를 보였다(P<0.05). 종
모돈 정액을 채취 차수에 따른 정액의 성상과 
SCSA를 조사한 결과에서 채취 차수에 따른 차
이는 나타나지 않았다. 종모돈의 인공수정 분만
율과 SCSA 결과와의 상관관계는 COMP αt, SD 
αt, %Red, %Peak R, Mean R는 모두 부의 상관
관계를 나타냈다. 이상의 결과에서 SCSA는 종
모돈 정액의 수정 능력을 평가하고 예측하는데 
유용한 방법으로 사료된다. 
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