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담수순화 감성돔(Acanthopagrus schlegeli) 정자의
냉동보존 조건별 활성평가
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ABSTRACT : Various cryoprotective agents (CPA) were tested to establish the best conditions for the cryopreservation 

of sperm from black porgy Acanthopagrus schlegeli acclimated and raised in freshwater (BFW). Survival rates of 

frozen/thawed sperm from BFW were higher in the order of dimethy sulfoxide (DMSO), glycerol, ethylene glycol (EG) 

and methanol. Sperm motility was higher in the order of glycerol, DMSO, EG and methanol. These effects were the same 

in thawed sperm from black porgy raised in seawater (BSW). Thus, optimum CPA for sperm cryopreservation of BFW 

and BSW were DMSO and glycerol where the highest survival rates and sperm motility were found at the concentration 

of 10%. In particular, the survival rates and motility of thawed sperm from BFW and BSW after cryopreservation using 

10% DMSO were better than when cryopreserved using 10% glycerol. On the other hand, for the thawed sperm from both 

BFW and BSW, the longer the preservation period was, the lower the survival rates and sperm motility were. Notably, 

the higher the concentration of CPA was, the lower the survival rates and sperm motility were. 
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요  약 : 담수에서 사육한 감성돔 Acanthopagrus schlegeli(담수감성돔) 냉동/해동 정자의 생존율이 가장 높았던 결빙억제

제(cryprotective agent, CPA)는 dimethyl sulfoxide(DMSO)였으며, 다음으로 glycerol, ethylene glycol(EG) 그리고 methanol 

순이었다. 해동 후 정자운동성은 glycerol, DMSO, EG, methanol 순으로 높았으며, 이상의 결과들은 해수에서 사육한 감성

돔(해수감성돔)에서도 나타났다. 담수 및 해수감성돔 정자의 냉동보존시 적정 CPA는 DMSO와 glycerol이었으며, 생존율

과 정자운동성이 가장 높았던 적정 농도는 모두 10%였다. 특히 10% DMSO로 냉동보존한 담수 및 해수감성돔 해동정자

의 생존율과 정자운동성은 10% glycerol로 냉동보존한 해동정자보다 높게 나타났다. 냉동보존기간에 따른 담수 및 해수감

성돔 해동정자의 생존율과 정자운동성을 측정한 결과, 대부분 보존기간이 길어질수록 감소하였으며, CPA의 농도가 높을

수록 생존율과 정자운동성은 급격히 감소하였다. 그러나 5% DMSO로 냉동보존한 해동정자의 생존율 및 정자운동성은

차이는 보이지 않았다. 
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서  론  최근 양식산업에 유용한 어패류 및 멸종위기 종의 배우자

를 장기간 보존하려는 연구가 세계 각국에서 진행되고 있으

며, 이중 정자의 냉동보존에 관한 연구는 이미 오래전부터

활발히 진행되어왔다(Chang & Chang, 2002; Billard et al., 

2004). 어류 정자의 냉동보존에 관한 연구는 Blaxter(1953)
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가 청어(Clupea pallasii) 정자의 냉동보존을 성공적으로 이

룬 이후, 유용 어류의 정자 냉동보존에 관한 많은 연구결과

가 보고되고 있다. 어류 정자의 냉동보존 기술은 양식 어류

의 종묘생산에 있어 어미의 방란․방정 시기가 불일치하거

나 성비가 고르지 못할 때 발생하는 채란․채정의 비동시화

문제를 해결할 수 있으며, 자성선숙 및 웅성선숙 어종의 인

공수정을 용이하게 한다. 또한 수컷 어미의 사육관리에 소요

되는 노력과 경비를 절약할 수 있으며, 우량종의 선택교배를

가능하게 하고, 우량종과 유전공학에 의해 생산된 신품종 어

류의 격리보존이나 멸종위기에 놓인 재래종의 보존을 간편하

게 할 수 있다(Chang et al., 1997; Choi et al., 2007; Chung 

et al., 2011). 

Jeong 등(2010)은 감성돔(Acanthopagrus schlegeli)을 장

기간 담수에서 사육하였을 때, 정상적인 성장과 생리활성을

보였으며, 생식 및 내분비계 호르몬의 분비 활성도 정상적이

었다고 하였다. 또한 담수에 장기간 사육하더라도 정자형성

및 생식주기 등의 번식생리와 관련된 기본특성도 변하지 않

아 정액이 정상적으로 방출된다고 하였다. 그러나 이와 같은

담수사육 감성돔의 정자라 할지라도 염분이 0 psu인 담수에

서는 운동성을 획득하지 못하여 정상적인 수정이 이루어지

기 어렵다. 따라서 담수사육 감성돔을 사용한 종묘생산에서

는 수정 및 부화를 위한 적절한 수질환경이 만들어지기 전까

지는 배우자를 저장하거나, 담수사육 감성돔 정자를 새로운

유전자원으로서 장기간 안정적으로 보존할 필요가 있다. 이

를 위하여 현 단계에서는 냉동보존 방법이 가장 효과적이라

할 수 있다. 

어류 정자의 냉동보존시 해동 후 정자의 생존율 및 운동성

을 유지하기 위하여 다양한 결빙억제제(cryoprotective agent, 

CPA), 희석액, 평형시간, 냉동률 및 해동률 등에 대한 종별

최적조건을 탐색하게 되는데, 이중 CPA는 어류 정자의 냉동

과해동시빙결정형성및동해를억제하는핵심적인역할을한

다. 어류 정자의 냉동보존시 주로 사용하는 CPA로 dimethyl 

sulfoxide(DMSO), ethylene glycol(EG), glycerol, methanol 

등이 있으며, 연구대상 종별로 적정 CPA와 농도를 결정해야

한다. 본 연구에서는 장기간 담수에서 사육한 감성돔(담수감

성돔)으로부터 채취한 정자의 효과적인 냉동보존을 위한 적

정 CPA와 농도를 조사하고, 냉동보존기간에 따른 정자의 생

존율 및 운동성을 파악하여, 해수사육 감성돔(해수감성돔)의

정자와 비교하였다. 

재료 및 방법

실험에 사용한 정액은 담수 및 해수 순환여과수조에서 1

년 이상 장기간 실내 사육한 2년생 감성돔(담수감성돔: 전장

22.5±1.8 cm, 체중 232.4±55.6 g, 해수감성돔: 전장 21.7±1.9 

cm, 체중 185.0±47.3 g)으로부터 채취하였다. 담수감성돔은

Min 등(2003)의 방법을 이용하여 해수(32 psu)에서 사육 중

인 감성돔을 10 psu의 저염분 해수에서 24시간 동안 안정시

킨 후, 담수(0 psu)로 옮겨 1년 이상 사육하였다. 실험어로부

터 정액을 채취하기 이전에 배설물에 의한 정액 오염을 방지

하기 위하여 채정 24시간 전부터 절식시켰으며, 실험어를

200 ppm 2-phenoxyethanol로 마취한 다음 복부를 부드럽게

압박하여 채정하였다. 채취한 정액 중 일부를 인공해수(32 

psu, pH 7.7; NaCl 27 g, KCl 0.7 g, CaCl2 1.2 g, MgCl2 

4.6 g, NaHCO3 0.5 g, 증류수 1,000 mL)에 희석하여 생존

율이 98% 이상이며 운동성이 매우 활발한 정액만 실험에 사

용하였다. 

CPA 종류 및 농도에 따른 담수 및 해수감성돔 정자의 냉

동보존 효과를 비교하기 위하여 희석액은 해수감성돔 정장

의 이온조성을 바탕으로 제조한 인공정장(artificial seminal 

plasma, ASP; osmolality 320 mOsm/kg, pH 7.7, NaCl 

10.05 g, KCl 0.29 g, CaCl2 0.66 g, MgCl2 0.57 g, glucose 

1.05 g NaHCO3 1.0 g, 증류수 1,000 mL), CPA는 DMSO, 

EG, glycerol 및 methanol를 사용하였으며, 농도는 각각 5, 

10, 15 및 20%로 하였다. 시료의 냉각과정에서 CPA가 농도

별로 첨가된 희석액에 정액을 4:1의 비율로 희석하여 3분간

평형시간을 준 다음, 0.5 mL straw에 봉입하였다. 이후 각

straw를 액체질소 증기(－76℃)로 3분간 1차 냉각한 다음, 

액체질소(－196℃)에 바로 넣어 급속 냉각하였다. CPA 종류

및 농도별로 냉동된 정액 straw를 보존 당년(24시간), 보존

1년 그리고 보존 2년 후에 25℃의 항온수조에 30초간 급속

해동 후 정자의 생존율 및 운동성을 측정ㆍ비교하였다.

냉동보존한 정자의 생존율을 측정하기 위하여 해동된 각

각의 정액을 5% eosin-10% nigrosin(Blom, 1950; Fribourgh, 

1966)에 염색한 다음, 정자의 염색 정도에 따라 생존 여부를

판별하였으며, 광학현미경으로 각각 3회 측정하여, 전체 정

자수에 대한 살아있는 정자수의 비율로 생존율을 나타내었

다. 또한 정자의 운동성을 평가하기 위하여 해동된 정액을

인공해수와 1:100의 비율로 희석하여 정자운동성 관찰용
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Table 1. Numerical index for the evaluation of sperm activity 

index (SAI)

Index Score Motility characteristics

Ⅰ 3 Sperm display forward movement rapidly

Ⅱ 2 Sperm display forward movement slowly

Ⅲ 1 Sperm display forward movement moderately

Ⅳ 0 Immobile sperm

SAI = score × % motile sperm / 100.

slide glass(Teflon Printed Glass Slide; 21 wells; diameter 

of each well, 4 mm; Funakoshi Co., Japan) 위에 5 μL씩을

분주하여 cover slide 없이 운동성을 광학현미경으로 관찰하

였다. 정자의운동성은 Table 1의운동지수에따라점수를부여

하고, 각각의 운동점수와 운동정자의 비율에 따라 Strüssmann 

등(1994)의 방법을 변형하여 정자활성지수(sperm activity 

index, SAI)를 계산하였다. 

모든측정값은평균±표준오차로나타냈으며, 유의차는 SPSS- 

통계패키지(version 12.0)를 이용하여 independent samples 

t-test와 one-way ANOVA-test(Duncan's multiple range test)

에 의해 검정하였다(P<0.05).

결  과

1. 결빙억제제별ㆍ농도별 해동정자의 생존율 및 운동성

담수 및 해수감성돔 냉동정자의 해동 후 CPA 종류와 농

도에 따른 생존율은 Fig. 1에서 보는 바와 같다. DMSO 농도

에 따른 담수 및 해수감성돔 해동정자의 생존율은 5%에서

각각 48.0±1.5, 50.7±3.5%, 10%에서 67.0±1.7, 70.3±2.0%, 

15%에서 56.0±3.2, 55.3±3.8% 그리고 20%에서 44.0±1.5, 

50.3±3.2%로, 10% DMSO에서 다른 농도에 비해 생존율이

유의하게 높았다(P<0.05). EG 농도에 따른담수 및 해수감성

돔 해동정자의 생존율은 5%에서 각각 39.0±1.7, 42.3±1.5%, 

10%에서 49.7±0.3, 50.0±1.2%, 15%에서 53.0±1.5, 54.0±0.6% 

그리고 20%에서 37.3±1.2, 44.0±4.6%로, 10%와 15% EG

에서 생존율이 높았다. Glycerol은 5%에서 각각 42.3±1.5, 

42.0±2.1%, 10%에서 53.0±1.7, 54.7±1.2%, 15%에서 45.7± 

2.3, 50.0±1.2% 그리고 20%에서 44.7±0.9, 45.3±3.7%로, 10% 

glycerol에서 다른 농도에 비해 생존율이 높았다. Methanol 

농도에 따른 담수 및 해수감성돔 해동정자의 생존율은 5%에
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Fig. 1. Effects of various cryoprotective agents (CPA) and their 

concentrations on survival rate (%) of post-thawed sperm 

of black porgy Acanthopagrus schlegeli reared in fresh-

water (BFW) and seawater (BSW). Different small 

letters indicates significant differences among CPAs and 

between BFW and BSW (P<0.05). Asterisk indicates 

significant differences between post-thawed sperm of 

BFW and BSW in each CPA concentration (P<0.05). 

DMSO: dimethyl sulfoxide, EG: ethylene glycol.

서각각 23.3±1.7, 24.0±1.2%, 10%에서 17.0±1.0, 16.3±0.9%, 

15%에서 10.3±0.9, 15.0±0.6% 그리고 20%에서 7.7±1.5, 

12.0±0.6%로, 5% methanol에서 다른 농도에 비해 생존율이

유의하게 높았다. 또한 각각의 CPA 농도에서 담수 및 해수

감성돔 해동정자의 생존율은 5%와 10% methanol을 제외하

고 모두 유의한 차이를 보이지 않았다(P>0.05).

담수 및 해수감성돔 냉동정자의 해동 후 CPA 종류와 농

도에 따른 SAI는 Fig. 2에서 보는 바와 같다. DMSO 농도

따른 담수와 해수감성돔 해동정자의 SAI는 5%에서 각각

1.3±0.2, 1.7±0.2, 10%에서 2.7±0.2, 2.5±0.3, 15%에서 1.8± 

0.2, 1.7±0.2 그리고 20%에서 1.3±0.2, 1.3±0.2로, 10% DMSO

에서 다른 농도에 비해 SAI가 높았다. EG 농도에서 SAI는

5%에서 각각 1.2±0.2, 1.2±0.2, 10%에서 각각 2.2±0.2, 2.2± 

0.2, 15%에서 1.7±0.2, 1.3±0.2 그리고 20%에서 1.0±0.0, 

1.2±0.2로 10% EG에서 다른 농도에 비해 SAI가 높았다. 

Glycerol은 5%에서 각각 2.2±0.2, 2.2±0.2, 10%에서 2.5± 

0.3, 2.7±0.2, 15%에서 1.8±0.2, 1.7±0.2 그리고 20%에서

1.7±0.2, 1.5±0.3로, 10% glycerol에서다른 농도에 비해 SAI
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Fig. 2. Effects of various cryoprotective agents (CPA) and their 

concentrations on sperm activity index of post-thawed 

sperm of black porgy Acanthopagrus schlegeli reared in 

freshwater (BFW) and seawater (BSW). Different small 

letters indicates significant differences among CPAs and 

between BFW and BSW (P<0.05). Asterisk indicates 

significant differences between post-thawed sperm of 

BFW and BSW in each CPA concentration (P<0.05). 

DMSO: dimethyl sulfoxide, EG: ethylene glycol.

가 높았다. Methanol 농도에 따른 담수 및 해수감성돔 해동

정자의 SAI는 5%에서 각각 1.7±0.2, 1.7±0.2, 10%에서 1.3± 

0.2, 1.5±0.0, 15%에서 0.8±0.2, 1.0±0.0 그리고 20%에서

0.7±0.2, 0.8±0.2로, 5% methanol에서 다른 농도에 비해

SAI가 높았다. 각각의 CPA 농도에서 담수 및 해수감성돔

사이에 해동정자의 SAI는 모두 유의한 차이를 보이지 않았

다(P>0.05).

2. DMSO 농도별ㆍ보존기간별 해동정자의 생존율 및 운

동성  

DMSO를 사용하여 냉동보존한 담수 및 해수감성돔 해동

정자의 보존기간에 따른 생존율과 SAI는 Fig. 3에서 보는 바

와 같다. DMSO 농도 5%에서 보존기간에 따른 담수감성돔

해동정자의 생존율은 보존기간에 상관없이 41.7±1.7～48.0± 

1.5%로 유의한 차이를 보이지 않았으나, 10%에서는 보존

당년에 67.0±1.7%, 보존 1년째에 56.7±1.7%, 보존 2년째에

43.3±3.3%로 보존기간이 길어질수록 생존율은 유의하게 감

소하였다(P<0.05). 15%와 20%에서는 보존 1년까지 해동정
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Fig. 3. Effects of dimethyl sulfoxide (DMSO) concentrations and 

storage time on survival rate and sperm activity index of 

post-thawed sperm of black porgy Acanthopagrus schlegeli 

reared in freshwater (BFW) and seawater (BSW). Different 

small letters indicates significant differences between storage 

time (years) at each DMSO concentration (P<0.05). 

Different large letters indicates significant differences 

between DMSO concentrations at each storage time 

(P<0.05). Asterisk indicates significant differences bet-

ween post-thawed sperm of BFW and BSW in each 

DMSO concentration and storage time (P<0.05). 

자의 생존율이 각각 55.0±2.9～56.0±3.2%, 40.3±1.5～44.0± 

1.5%로 유의한 차이를 보이지 않았으나, 보존 2년째의 생존

율은 각각 40.0±1.2%, 33.3±1.7%로 유의하게 감소하였다

(P<0.05). 이와 같은 경향은 DMSO 농도 및 냉동보존 기간

에 따른 해수감성돔 해동정자의 생존율에서도 유사하게 나

타났다. 또한 DMSO 농도 15%, 보존 2년째의 담수감성돔

해동정자 생존율만 같은 조건의 해수감성돔 해동정자의 생

존율보다 유의하게 높았을 뿐 각각의 DMSO 농도 및 보존

기간에 따른 담수 및 해수감성돔 해동정자의 생존율은 유의

한 차이를 나타내지 않았다(P>0.05).  

담수감성돔해동정자의냉동보존기간에따른 SAI는DMSO 

농도 5%에서 보존기간에 상관없이 1.2±0.2～1.3±0.2로 유

의한차이를보이지않았다. 10%에서는냉동보존당년에 SAI

가 2.7±0.2로 높았으나, 보존 1년과 2년에는 각각 2.2±0.2, 

2.0±0.0으로 유의하게 감소하였다(P<0.05). 농도 15%로 냉
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동보존한 담수감성돔 해동정자의 SAI는 보존 당년과 1년에

각각 1.8±0.2, 1.7±0.2에서 보존 2년째에 1.3±0.2로 감소하

였으나, 보존기간에 따른 유의한 차이는 나타나지 않았다. 농

도 20%에서 SAI는 보존기간에 상관없이 1.0±0.0～1.3±0.2

로 유의한 차이는 없었으며, 농도 5%와 비슷한 SAI를 나타

냈다. 이와 같은 경향은 해수감성돔 해동정자의 SAI에서도

나타나, DMSO로 냉동보존한 담수와 해수감성돔 해동정자

의 보존기간에 따른 SAI는 각각의 농도에서 유의한 차이를

보이지 않았다. 또한 각각의 DMSO 농도 및 보존기간에 따

른 담수와 해수감성돔 해동정자의 SAI는 유의한 차이를 나

타내지 않았다(P>0.05).   

3. EG 농도별ㆍ보존기간별 해동정자의 생존율 및 운동성  

EG를 사용하여 냉동보존한 담수 및 해수감성돔 해동정자

의 보존기간에 따른 생존율과 SAI는 Fig. 4에서 보는 바와

같다. EG 농도 5%에서 보존기간에 따른 담수감성돔 해동정
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Fig. 4. Effects of ethylene glycol (EG) concentrations and storage 

time on survival rate and sperm activity index of post- 

thawed sperm of black porgy Acanthopagrus schlegeli 

reared in freshwater (BFW) and seawater (BSW). Different 

small letters indicates significant differences between 

storage time (years) at each EG concentration (P<0.05). 

Different large letters indicates significant differences 

between EG concentrations at each storage time (P<0.05). 

Asterisk indicates significant differences between post- 

thawed sperm of BFW and BSW in each EG concen-

tration and storage time (P<0.05). 

자의 생존율은 보존 당년과 1년째에 각각 39.0±1.7%, 37.0± 

1.5%로 차이를 보이지 않았으나, 보존 2년째 생존율은 16.7± 

1.7%로 유의하게 감소하였다. 농도 10%에서 당년에 생존율

은 49.7±0.3%, 보존 1년에 43.3±1.7%, 보존 2년에 31.0±2.1%

로 보존기간에 길어질수록 생존율은 유의하게 감소하였다

(P<0.05). 농도 15%에서 당년과 보존 1년째에 생존율은 각

각 53.0±1.5%, 50.0±2.9%로 차이를 보이지 않았으나, 보존

2년에는 38.3±4.4%로생존율은유의하게감소하였다(P<0.05). 

EG 농도 20%에서 당년과 보존 1년째에 생존율은 각각

37.3±1.2%, 33.3±1.7%로 차이를 보이지 않았으나, 보존 2

년에 생존율은 10.0±5.3%로 다른 농도와 마찬가지로 유의

하게 감소하였다(P<0.05). 이와 같은 경향은 해수감성돔 해

동정자에서 나타났으며, 특히 15%와 20%로 냉동보존한 해

수감성돔 해동정자의 생존율은 보존 당년과 보존 1년에 비

해 보존 2년에 급격히 감소하였다.

EG를 사용하여 냉동보존한 담수감성돔 해동정자의 보존

기간에 따른 SAI는 농도 5%에서 보존기간에 상관없이 0.8± 

0.2～1.2±0.2로 차이를 보이지 않았다. 그러나 10%와 15%

로 냉동보존한 해동정자의 생존율은 보존 당년에 각각 2.2± 

0.2, 1.7±0.2, 보존 1년째에 1.8±0.2, 1.2±0.2, 보존 2년째에

1.3±0.2, 0.7±0.2로 보존기간이 길어질수록 감소하였다(P< 

0.05). 농도 20%에서 생존율은 0.5±0.3～1.0±0.0으로 5%와

마찬가지로 차이를 나타내지 않았다. 해수감성돔 해동정자

의 SAI는 모든 농도에서 담수감성돔 10%와 15%와 같이 보

존기간이 길어질수록 유의하게 감소하는 경향을 보였다. 또

한 각각의 EG 농도 및 보존기간에 따른 담수와 해수감성돔

해동정자의 SAI는 차이를 나타내지 않았다. 

4. Glycerol 농도별ㆍ보존기간별 해동정자의 생존율 및 

운동성  

Glycerol를 사용하여 냉동보존한 담수 및 해수감성돔 해

동정자의 보존기간에 따른 생존율과 SAI는 Fig. 5에서 보는

바와 같다. Glycerol 농도 5%에서 보존기간에 따른 담수감

성돔 해동정자의 생존율은 보존 당년과 1년에 각각 42.3± 

1.5%, 38.3±2.0%로 차이를 보이지 않았으나, 보존 2년에 생

존율은 31.7±1.7%로 유의하게 감소하였다(P<0.05). 농도

10%에서 당년에 생존율은 53.0±1.7%이었으나, 보존 1년과

2년에 생존율은 35.0±2.9%, 30.0±0.0%로 유의하게 감소하

였다(P<0.05). 이와 같은 결과는 농도 15%와 20%에서도 나
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Fig. 5. Effects of glycerol concentrations and storage time on 

survival rate and sperm activity index of post-thawed 

sperm of black porgy Acanthopagrus schlegeli reared in 

freshwater (BFW) and seawater (BSW). Different small 

letters indicates significant differences between storage 

time (years) at each glycerol concentration (P<0.05). 

Different large letters indicates significant differences 

between glycerol concentrations at each storage time 

(P<0.05). Asterisk indicates significant differences bet-

ween post-thawed sperm of BFW and BSW in each 

glycerol concentration and storage time (P<0.05). 

타났으며, 특히 농도 20%에서는 보존 당년 생존율이 44.7± 

0.9%에서 보존 1년과 2년에 각각 8.3±4.4%, 5.0±2.9%로 생

존율이 10% 미만으로 급격히 감소하였다. 이와 같은 경향은

해수감성돔 해동정자에서도 나타났다. 

Glycerol를 사용하여 냉동보존한 담수감성돔 해동정자의

보존기간에 따른 SAI는 농도 5%와 10%에서 보존 당년에

각각 2.2±0.2, 2.5±0.3, 보존 1년에 각각 2.0±0.0, 2.0±0.0로

차이를 보이지 않았으나, 보존 2년에 5%와 10%의 생존율은

각각 1.2±0.2, 1.3±0.2로 유의하게 감소하였다. 농도 15%와

20%는 보존 당년의 SAI는 각각 1.8±0.2, 1.7±0.2이었으나, 

보존 1년에 SAI는 각각 1.0±0.3, 0.5±0.3으로 유의하게 감소

하였다. 이와 같은 경향은 해수감성돔 해동정자에서도 나타

났으며, 각각의 glycerol 농도 및 보존기간에 따른 담수와 해

수감성돔 해동정자의 SAI는 차이를 보이지 않았다. 

5. Methanol 농도별ㆍ보존기간별 해동정자의 생존율 및 

운동성    

Methanol를 사용하여 냉동보존한 담수 및 해수감성돔 해

동정자의 보존기간에 따른 생존율과 SAI는 Fig. 6에서 보는

바와 같다. Methanol 농도 5%에서 보존기간에 따른 담수감

성돔해동정자의생존율은보존당년과 1년에각각 23.3±1.7%, 

21.7±1.7%로 차이를 보이지 않았으나, 보존 2년에 생존율은

13.3±1.7%로 유의하게 감소하였다(P<0.05). 10%에서 생존

율은 당년에 17.0±1.0%, 보존 1년에 12.7±1.5%, 보존 2년에

10.0±2.9%로 차이를 보이지 않았다. 15%와 20%에서 보존

당년 생존율은 각각 10.3±0.9%, 7.7±1.5%이었으나, 보존 1

년에는 각각 6.7±1.7%, 5.0±2.9%로 보존기간이 길어질수록

생존율은 유의하게 감소하였다(P<0.05). 특히 methanol 농

도 20%, 보존 2년에 담수감성돔 해동정자의 생존율은 0%로

살아있는 정자는 관찰되지 않았다. 

Methanol를 사용하여 냉동보존한 담수감성돔 해동정자의

보존기간에 따른 SAI는 농도 5%에서 보존 당년에 1.7±0.2

에서 보존 1년과 2년째에 각각 0.7±0.2, 0.5±0.0로 유의하게
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Fig. 6. Effects of methanol concentrations and storage time on 

survival rate and sperm activity index of post-thawed 

sperm of black porgy Acanthopagrus schlegeli reared in 

freshwater (BFW) and seawater (BSW). Different small 

letters indicates significant differences between storage 

time (years) at each methanol concentration (P<0.05). 

Different large letters indicates significant differences 

between methanol concentrations at each storage time 

(P<0.05). Asterisk indicates significant differences bet-

ween post-thawed sperm of BFW and BSW in each 

methanol concentration and storage time (P<0.05). 
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감소하였다(P<0.05). 이와 같은 경향은 다른 농도에서 동일

하게 나타났으며, 해수감성돔 해동정자에서도 같은 결과를

보였다. 

고  찰

정자의 냉동보존 효과에 영향을 미치는 주된 요인으로는

희석액, CPA, 평형시간, 냉동속도 및 해동온도 등이 있다. 

이중 CPA는 세포내 삼투질농도 상승과 세포내외의 빙결정

형성 등을 완화․조절하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다

(Jamiseon, 1991). 따라서 CPA는 중성물질이어야 하며, 친

수성이 강하고, 세포막에 대한 투과성이 높고, 세포에 대한

독성이 적어야 한다. 현재 CPA로서 DMSO, EG, glycerol, 

proline, sucrose 그리고 methanol 등 여러 가지 물질들이 사

용되고 있다. 그러나 각 어종의 정자는 CPA의 종류에 따라

종 특이적인 경향을 나타내기 때문에 모든 어류에서 공통적

으로 사용될 수 있는 CPA는 아직 밝혀진 바 없으며, CPA가

세포 냉동시 세포를 보호하는 자세한 기구에 관해서도 아직

알려지지 않고 있다(Kho, 2007). 따라서 어류 정자의 냉동보

존시 적정 CPA 종류 및 농도를 찾는 것은 매우 중요한다. 

몇몇 연구자가 감성돔 정자의 냉동보존에 관한 연구를 하

였으며(Chao et al., 1986; Lim & Chang 1998), 이는 해수

에서 정상적으로 성장ㆍ성숙된 어류로부터 채정된 정액을

냉동보존한 연구의 결과이다. Lim과 Chang(1998)의 연구보

고에 의하면 해수감성돔 정자의 냉동보존시 가장 적합한

CPA는 glycerol이었으며, 농도는 10%였다. 본 연구에서 담

수감성돔 정자의 냉동ㆍ해동 후 생존율이 가장 높았던 CPA

는 DMSO였으며, 다음으로 glycerol, EG 그리고 methanol 

순이었다. 또한 SAI가 가장 높았던 CPA는 glycerol이었으

며, 다음으로 DMSO, EG 그리고 methanol 순위로, 이와 같

은 결과는 해수감성돔 해동정자에서 동일한 결과를 보였다. 

따라서 담수 및 해수감성돔 정자의 냉동보존시 적정 CPA는

DMSO와 glycerol이라고 할 수 있으며, 이 두 CPA에서 생

존율과 SAI가 가장 높았던 적정 농도는 모두 10%였다. 특히

10% DMSO는 10% glycerol로 냉동하여 해동한 담수 및 해

수감성돔 정자의 생존율과 SAI보다 높게 나타나, 최적의

CPA와 농도라고 할 수 있다. 

DMSO는 세포내로 투과속도가 빠르고, 세포막을 투과할

때온도에의한 영향을받지않기때문에다른 CPA보다 널리

사용되며(Jamieson, 1991), 참조기(Larimichthys polyactis), 

황복(Takifugu obscurus), 강도다리(Platichthys stellatus), 

참돔(Pagrus major) 등의 (Ciereszko & Dabrowski, 1993; 

Chang et al., 1999a; Lim et al., 2007; Kho, 2007) 어종에서

다른 CPA에 비해 냉동보존 효과가 좋은 것으로 보고되었다. 

본 연구에서 glycerol 역시 담수 및 해수감성돔 정자의 냉동

보존에 효과적인 것으로 나타났는데, glycerol은 DMSO보다

독성이 적은 것으로 알려져 있으며(Jamieson, 1991), 이전의

감성돔 정자의 냉동보존에서는 DMSO보다 냉동보존 효과가

좋은 것으로 나타내었다(Lim & Chang, 1998). 담수어종인무

지개송어(Oncorhynchus mykiss)나산천어(Oncorhynchus masou 

masou)의 정자 냉동보존에서 methanol은 DMSO, glycerol 

등 다른 CPA보다 좋은 결과를 보였다(Lahnsteiner et al., 

1997, 2002; Lim et al., 2008). 본 연구에서 담수감성돔 정

자의 냉동보존시 CPA로 methanol을 사용했을 때 생존율과

SAI이 가장 낮게 나타나, 다른 CPA보다 냉동보존 효과가

낮은 것으로 보인다. 따라서 장기간 담수환경에서 사육한 담

수감성돔 정자라 할지라도 정자 냉동보존시 CPA 효과는 해

수감성돔 정자와 동일하게 작용하는 것으로 판단된다. 

일반적으로 어류의 정자 냉동보존에 관한 연구는 CPA 종

류 및 농도 따라 해동정자의 생존율, 운동성 및 세포손상 등

을 조사한 것으로(Jamieson, 1991; Gwo et al., 1993; Chang 

et al., 1999b), 정자를 액체질소(－196℃)에 며칠 또는 몇 개

월 보존 후 결과를 나타낸 것이 대부분이다. 이것은 CPA가

처리된 정자가 액체질소에 들어가면 세포의 모든 대사 작용

뿐만 아니라, CPA가 세포에 미치는 영향(독성) 또한 정지될

거라는 판단으로 인한 것이다. 이로 인해 장기간 냉동보존에

따른 정자의 생존율 및 운동성에 미치는 CPA 영향에 관한

연구는 매우 드물었으며, 최근에서야 몇몇 연구자가 중요성

을 인식하여 연구결과를 발표하기 시작했다(Liu et al., 2010; 

Chen et al., 2010).

본 연구에서 어류 정자의 냉동보존시 가장 많이 사용되고

있는 4개의 CPA를 4개의 농도로 담수 및 해수감성돔 정자

를 냉동보존하여 3년간 측정한 결과, 대부분 보존기간이 길

어질수록생존율과 SAI는감소하였다. 특히 CPA 농도가높을

수록 생존율과 SAI는 확연히 감소하였다. 그러나 5% DMSO

로 냉동보존한 해동정자의 생존율 및 SAI는 차이는 보이지

않았다. 따라서 담수 및 해수감성돔 정자의 장기간 냉동보존

을 위해서 5% DMSO를 CPA로 사용하는 것이 안정적인 것



정민환ㆍ임한규ㆍ도용현ㆍ김종현ㆍ손맹현ㆍ장영진 발생과 생식84

으로 추정된다. 본 연구결과에서 어종별 정자 냉동보존을 위

한 적정 CPA와 농도는 다른 어종이나 장기간 보존을 위한

조건이 될 수 없다는 것을 알 수 있었다. 따라서 앞으로 정자

냉동보존에 관한 연구는 장기보존을 위한 적정 CPA와 농도

를 조사하는 것뿐만 아니라, 장기간 냉동보존 중에 CPA가

세포에 미치는 영향에 관해 세밀한 연구가 진행되어야 할 것

이다. 또한 어류 정자의 냉동보존시 보존기간동안 액체질소

의 기화에 따른 보존용 straw의 노출로 인한 생존율 및 운동

성 감소 등에 관한 문제점도 면밀하게 고려해야 할 것이다.
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