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ABSTRACT

The effects of diluents composition on cold storage for Scapharca broughtonii (Schrenck) sperm were examined in 
the percentage of sperm activity and survival rate. Various diluents of glucose solutions (10 mM Hepes-pH 7.8), 
600 mM NaCl, stein solution, Ringer’s solution (230 mM NaCl, 8 mM KCl, 2 mM CaCl2, 3.7 mM MgCl2, 0.2 mM 
NaHCO3, 10 mM Hepes-pH 7.8), 20%, 25% ASW (NaCl 2.7 g + KCl 0.07 g + CaCl2 0.12 g + MgCl2 0.46 g + 
NaHCO3 0.05 g + distilled water 100 ml) were used to store th sperm at 4℃. The storage effect was evaluated 
using sperm activity and survival rate. Ringer's solution was found to be better diluents which maintained high 
activity and survival rate of sperm for a storage period of 7 days. Optimal pH of diluents to store the sperm at 4℃ 
is 7.5. 
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서  론

우량 형질의 어미로부터 난과 정자를 확보하는 것은 개체보

존에 있어 가장 선결되어야 할 조건으로 우량 형질의 개체를 

보존하는 방법을 이용하였으나 고비용, 사육관리의 어려움 및 

오염의 위험이 있어 현재는 유전자원과 생식세포 보존이 개발

되어 개체 수준의 보존에서 벗어나고 있다 (Kho et al., 

2003). 이미 육상생물에 있어서는 정자 보존에 대해 많은 연

구가 진행되어 인간에게도 응용되어 왔으며 (Friedler et al., 

2002; Hauser et al.,  2005; Ansah et al., 1980; 

Donoghue and Wishart, 2000), 최근에는 담수어류 및 해

산어류, 양식산업종과 멸종위기 종에 대한 정자보존의 연구가 

활발히 진행되고 있다 (Chao et al., 1975; Hara et al., 

1982; McNiven et al., 1993; DeGraaf and Berlinsky, 

2004; Billard et al., 2004; Lim et al., 2005).

정자의 냉장보존기술은 정자의 수정 능력을 유지한 채 단기

간 보존하는 기술로 일정한 시기에 집단으로 성성숙하는 어패

류의 인공수정과 육종분야에 효과적으로 이용가능하며, 정자

의 수송수단 중 하나로서 매우 중요하다 (Kho, 2004). 정자의 

장단기 보존은 양식대상의 종묘생산에서 어미의 방란·방정시

기와 성비의 차이에 따른 문제와 웅성선숙 종 또는 어획된 자

연산 어미를 이용할 경우 정액의 확보나 수정과정에 효과적으

로 이용할 수 있는 장점이 있으며 (Lim et al., 1997) 패류와 

같이 일정한 시기에 집단으로 성성숙하여 방란 ․ 방정하는 종

에 있어서는 매우 유용하게 이용될 수 있다.

해양무척추동물을 대상으로 정자 동결보존에 관한 연구는 

진주조개, Pinctada fucata martensii (Takayuki and  

Kawamoto et al., 2007), 참굴, Crassostrea gigas (Usuki 

et al. 1997; S.L. Adams et al., 2004), Sicyonia ingentis 

(T. Anchordoguy et al., 1988), 지중해담치, Mytilus 

galloprovincialis (Matteo et al., 2009) 등 근래 많은 연구

가 진행되었으나 냉장보존기술에 대한 연구는 매우 미진하다.

우리나라의 피조개, Scapharca broughtonii (Schrenck) 

는 우수한 품질로 주요 수출 품목이었으나, 자연채묘의 부진과 
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Fig. 1. Variation of sperm activity and survival rate in ark 
shell, Scapharca broughtonii sperm stored at 4℃ with 
fourdiluents (P < 0.05). 

환경변화로 인해 1980년대 말부터 생산량이 급감하고 있다 

(Kim et al., 2006; Chun et al., 1991; Park et al., 2001; 

Kim et al., 2007). 따라서 본 연구에서는 산업적으로 유용한 

피조개, Scapharca broughtonii (Schrenck) 정자의 냉장보

존 가능성을 검토하여 해양무척추동물의 보존과 종묘생산 과

정에 이용 가능한  기초자료를 제공하고자 한다.

재료 및 방법

실험에 사용한 피조개, Scapharca broughtonii 

(Schrenck) 는 진해만에서 채집하여 실험실로 운반하여 48시

간 여과해수에 수용하였으며, 각장 약 10 cm 내외의 성숙한 

개체를 이용하였다. 정액의 채취를 위해 패각을 분리한 후 생

식소를 절개하였으며, 채취한 정액은 시험관에 넣어 밀봉한 후 

얼음을 채운 용기에 보관하였다. 채취한 정액 중 인공해수

(artificial sea water, ASW: 423.00 mM NaCl, 9.00 mM 

KCl, 9.27 mM CaCl2, 22.94 mM MgCl2, 2.11 mM 

NaHCO3, 10 mM Hepes-pH 7.8) 에서 희석직후의 운동성

이 약 100% 인 정액만을 실험에 사용하였다.

피조개 정자 냉장보존 효과를 조사하기 위해 사용한 희석액

은 600mM NaCl, Stein solution, 300 mM, 600 mM 

glucose (10 mM Hepes-pH 7.8), Ringer solution (230 

mM NaCl, 8 mM KCl, 2 mM CaCl2, 3.7 mM MgCl2, 

0.2 mM NaHCO3, 10 mM Hepes-pH 7.8), 20%, 25% 

ASW (NaCl 2.7 g + KCl 0.07 g + CaCl2 0.12 g + 

MgCl2 0.46 g + NaHCO3 0.05 g + distilled water 100 

ml) 를 각각 사용하여 4℃에서 보관하였으며, 생존율과 운동

성을 조사하였다. 또한, 정자의 냉장보존 효과가 가장 좋은 희

석액에 대하여 pH 5, 7.5, 9의 농도로 냉장 보존하여 적정 

pH 농도를 조사하였다.

피조개 정자의 운동성 및 생존율 측정하기 위하여 슬라이드 

글라스에 1% 소 혈청액을 이용하여 코팅한 후 각 실험별 정액

의 처리조건에 따른 운동성 및 생존율을 조사하였다. 각각의 

희석액에 보존한 희석정액을 인공해수와 1: 5의 비율로 섞은 

다음 광학현미경으로 운동성을 측정하였으며, 5회 측정하여 

평균을 구하였다. 정자의 생존여부는 정자를 5% eosin-l0% 

nigrosin (Blom, 1950; Fribourgh, 1966) 에 염색하여 판

별 하였으며，광학현미경 (× 1,000) 상에서 5회 측정하여 전

체 정자수에 대한 살아있는 정자수의 비율로 생존율을 구하였

다. 실험결과는 일원분산분석 (One-way ANOVA) 으로 검정

하였다.

결  과

채취 직후의 피조개 정액을 희석액 별로 혼합하여 4℃로 유

지한 다음, 보존기간에 따른 정자의 운동성과 정자의 생존율을 

조사한 결과는 Fig. 1과 같다. 희석액 별 정자의 냉장보존 24

시간 이후 정자운동성은 Ringer,s solution에서 45%의 운동

성으로 가장 높았으며, 각 희석액 별 피조개 정자의 7일간 냉

장보존 결과 기간이 경과함에 따라 급속하게 정자 운동성이 떨

어지는 실험군과는 달리 Ringer,s solution에서는 완만히 감

소되어 보존효과가 가장 좋았고 (P < 0.05), 실험종료인 7일

에는 전 실험구간에서 낮은 운동성을 나타내었다. 

또한, 정자의 생존율에서는 실험시작 후 24시간이 경과할 

때까지 각 실험구별로 유의한 차이를 보이지 않았으나 (P > 

0.05) 실험 종료시에는 Ringer's solution에서 23%의 생존

율을 보여 다른 실험구에 비하여 높은 생존율을 나타내었다. 

반면, 600 mM NaCl 실험구와 Stein solution 실험구는 실

험시작 24시간 경과 후 정자의 운동성이 20%로 가장 저조하

였으며 (Fig. 2), 600 mM NaCl, 20% ASW, Stein,s 

solution을 희석액에서 7일간 냉장 보존한 실험결과 냉장보존

효과의 유의한 차이는 보이지 않았고, 희석액 별 실험구 중 낮

은 결과를 나타내었다 (Fig. 2; P > 0.05).

피조개 정자의 냉장보존 효과가 가장 높았던 Ringer's 

solution을 희석액으로 각각 pH 농도별로 실험한 결과는 
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Fig. 2. Variation of sperm activity and survival rate in ark 
shell, Scapharca broughtonii sperm stored at 4℃ with 
tree diluents (P > 0.05). 

Fig. 3. Variation of sperm activity and survival rate in ark 
shell, Scapharca broughtonii sperm stored at 4℃ with 
tree pH conditons (P < 0.05).  

Fig. 3과 같다. pH별 실험에서 pH 7.5 실험구가 가장 높은 

운동성과 생존율을 나타내 pH 5와 pH 9 실험구와 유의한 차

이를 나타내었다 (P < 0.05). pH 7.5를 제외한 나머지 실험

구에서는 48시간 경과 후부터 급격히 낮은 운동성을 보였으

며, pH 7.5 실험구에서는 96시간 이후 점차 운동성이 낮아짐

을 나타냈다. 반면, 생존율은 운동성과 달리 pH 5와 pH 9 실

험구에서 약 72시간 후부터 급격히 감소하였다.

고  찰

정자의 운동, 생존 및 보존에 관한 연구는 대부분 육상생물

을 대상으로 연구되어 왔으나 근래 해양생물의 중요성과 지구

온난화로 인한 생물종의 보호를 위해 많은 연구가 진행되고 있

으며 (Muchlisin et al., 2004; Carlos et al., 2008; 

Verapong et al., 2009; He and Woods, 2003; Butts et 

al., 2009), 이중 담수 및 해양양식생물과 관상어에 대한 연구

는 더욱 활발히 진행되고 있다 (Yao Z. et al., 2000; Zilli et 

al., 2003; Ding et al., 2009).

정자의 냉장보존에 영향을 미치는 주요 요인으로 희석액의 

조성, 희석비율, 항생제 첨가, 산소공급 및 보존온도 등이 있으

며, 이중 가장 중요한 요인으로 대상종에 적합한 희석액을 찾

는 것이다 (Lim et al., 2005). 희석액의 중요한 역할로 갖춰

야 할 요인은 정자가 운동을 억제하여 필요한 에너지 소비를 

줄이는데 있다 (Ohta and Izawa, 1996). 피조개 정자는 

Ringer's solution에서 높은 생존율과 운동성을 보였는데 동

일선 상에서 비교하기는 어려우나 말똥성게, Hemicentrotus 

pulcherrimus에서는 ASW 와 1.2 M glucose가 적합한 희

석액으로 보고하였고 (Kho et al., 2003), 가자미류를 대상으

로한 연구에서는 Stein's solution 이 가장 좋은 효과를 나타

내었고 (Chang et al., 2002), 자주복, Takifugu rubripes 

정자의 냉장보존에 MFR과 1% NaCl 이 적정 희석액이란 보

고 (Chagn et al., 1997) 등과 비교할 때 각 종마다 적합한 

희석액의 종류와 농도가 다르며, 냉장보관 기간 역시 넙치, 

Paralichthys olivaceus 와 말똥성게는 30일 동안 보관한 

(Lim et al., 2005; Kho et al., 2003) 반면,  가자미류 

(Chang et al. 2002) 는 본 연구의 결과와 비슷하였다. 한편, 

Milkfish, Chanos chanos 에서는 동종의 혈청을 이용하여 

냉장보존하였을 경우 효과가 높다고 보고하여 (Hara et al., 

1982) 냉장보존에 적합한 희석액은 종에 따라 차이가 있으므

로 정자의 활성을 효율적으로 억제하며 보존할 수 있는 적정 

희석액의 탐색이 필요하다.
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정자의 운동성과 관련하여 Alavi 와 Cosson (2005) 은 적

합한 희석액의 조건으로 pH와 온도가 매우 밀접한 관계가 있

다고 보고하였다. 피조개 정자의 냉장 보존시 희석액의 적정 

pH별 정자의 운동성과 생존율을 실험한 결과 pH 7.5에서 다

른 실험구보다 비교적 높은 운동성과 생존율을 보였는데 이것

은 Zebrafish의 정자가 pH 7.5-8.0의 약 알카리에서 운동성

이 높다는 결과 (Jing et al., 2009) 와 비슷한 경향을 나타내

었으나 피조개의 경우 운동성이 5-6일 정도까지 유지되었으나 

Zebrafish는 약 20시간 내외였다. 

본 연구에서는 피조개 정자의 냉장보존을 위해 희석액에 따

른 운동성과 생존율을 조사하여 보다 기초를 마련하였으나 정

자의 냉장보존에 있어 적정 희석액은 종에 따라 차이를 나타내

고, 삼투질 농도, pH, 이온농도 및 정자의 활력억제 등 다양한 

조건이 함께 수반되어야하며, 이와 더불어 정자운동성 메카니

즘, 정자의 구조, 이온의 역할 및 정액채취 조건과 환경조건 

등 다양한 부분에서 세부적인 연구가 이루어져야 할 것이다.

요  약

피조개, Scapharca broughtonii (Schrenck) 정자의 냉장

보존을 위해 희석액에 따른 보존효과를 비교하였다. 피조개 정

액을 채취하여 600 mM NaCl, Stein solution, 300 mM, 

600 mM glucose (10 mM Hepes-pH 7.8), Ringer’s 

solution (230 mM NaCl, 8 mM KCl, 2 mM CaCl2, 3.7 

mM MgCl2, 0.2 mM NaHCO3, 10 mM Hepes-pH 7.8), 

20%, 25% ASW (NaCl 2.7 g + KCl 0.07 g + CaCl2 

0.12 g + MgCl2 0.46 g + NaHCO3 0.05 g + distilled 

water 100 ml) 를 각각 사용하여 4℃에서 보관하였다. 피조

개 정자의 보존효과는 정자의 운동성과 생존율로 평가였다. 피

조개 정자는 Ringer's solution에서 7일간 냉장 보전하였을 

때 운동성과 생존율을 가장 높았으며, 희석액의 적정 pH는 

7.5 이었다.
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