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ABSTRACT

The main purpose of this study is to estimate the effect of adding Tea-N-Tris (TES) to the freezing buffer for 
miniature pig sperm. In particular, we attempted to identify the association between the MMPs expression and the 
fertility and viability of frozen sperm from each extender (LEY (Lactose Egg-Yolk), TLE (TES + LEY), TFGE (TES 
+ Fructose + Glucose Egg-Yolk)). In accordance with this, Hypoosmotic Swelling Test (HOST) respond test was the 
lowest among sperms frozen in LEY while the highest HOST respond was observed among sperms frozen in TLE. 
Furthermore, we observed MMPs expression in all sperm groups, with pro-MMP showing lower expression than active 
MMPs. The expression of MMP-9 and MMP-2 was the highest in sperms frozen in LEY, Meanwhile, sperms from 
the TFGE and TLE group showed lower level of MMP-9 and MMP-2 expression in the order of TLE being the 
lowest. LEY group showed lower rate of blastocyst development than the TES supplement group, although the 
difference was not statistically significant. Meanwhile the rate of blastocyst development appeared similar when sperms 
from TLE and TFGE group were used for IVF. Together, these results indicate that adding Tea-N-Tris to the sperm 
freezing buffer only suppresses MMPs protein activation but also maximize in-vitro fertility, providing a means to 
improve the success rate in the in vitro manipulation of miniature pig sperm.
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서  론

일반적으로 돼지의 정액은 저온에 예민하며(Palge, 1973), 
다른 가축의 정자와는 달리 첨체를 구성하는 정자막에 불포

화지방산의 함량이 높아 동결 과정 동안 지질의 산화로 생존

성 및 운동성이 저하 되는 것으로 알려져 있다(Mazur, 1984). 
Choi 등 (2007)의 연구 결과에 따르면 돼지 정액의 동결시 산
화방지제 첨가가 정자 지질막의 산화를 방지시켜 성공적인 동

결성을 가질 수 있다고 보고한바 있으며, 특히 융해 온도 및
시간에 따른 생존성의 차이를 시사한 바 있다(Arriora, 1982; 
Choi 등, 2007). 현재 돼지 정액의 동결보존액으로는 Lactose 
Egg-Yolk (LEY)가 널리 사용되고 있으나 동결 및 융해시 세
포 내 빙결 재형성으로 인하여 미토콘드리아의 손상을 일으

키기 때문에(Courtens와 Paquignon, 1985), 정액의 동결 효율
성 증가를 위한 냉각속도 및 융해온도와 시간에 대한 영향은

매우 중요하다(Shim 등, 2005). Kim 등 (2012)의 연구 결과에



84                                             김상환․강현아․박용수․윤종택

따르면 미니돼지의 정자는 일반돼지와 생리학적 영향이 다르

며, 동결 방법에도 차이가 있고, 특히 일반돼지에서 사용된
LEY의 경우 미니돼지에서는 낮은 생존성을 보이나 가젤과

같은 특수동물에 사용되는 Tea-N-Tris(TES)의 첨가가 미니돼
지 정자의 생존성을 높인다고 보고하였다. 이러한 연구 결과
는 Tea-N-Tris가 정자 세포막의 보호를 돕는 역할을 하는 것
이라 볼 수 있는데(Garde 등, 2003), 이는 정자의 physiological 
processes 및 적절한 단백질 분해효소를 활용할 수 있는 능력
을 통하여(Yanagimachi 등, 1994), 첨체막 안에 특정 단백질
분해효소를 형성시키는 역할을 할 때(Phelps 등, 1990) Tea-N- 
Tris가 정자 세포막의 분해에 대한 완충제 역할을 할 것이라
사료된다. 그러나 상기된 바의 기능이 제시되긴 했지만, 아직까
지 미니돼지 정자의 수정능력에 미치는 영향에 관련한 연구는 
이루어지지 않았다. 따라서 본 연구는 Kim 등 (2012)의 연구
결과를 토대로 미니돼지 정자를 각 세 종류(LEY(Lactose Egg- 
Yolk), TLE (TES+LEY) 그리고 TFGE (TES+Fructose+Glucose 
Egg-Yolk))의 동결 보존액을 사용하여 동결-융해 후 정자의 정
상성 및 수정능력을 평가하기 위하여 정자세포의 형태적 재

구성 및 수정에 있어 중요한 역할을 하고 있는 것으로 알려진

Matrix metalloproteinase(Longin 등, 2001, 2002; Kim 등, 2013)
의 활성분석 및 체외 수정률을 평가하였다.

재료 및 방법

1. 공시 정액

본 실험에 사용된 정액은 경기도 평택시에 위치한 메디키

네틱스(주)의 Midget miniature pig에서 의빈대를 이용한 음경
수압법으로 정액을 채취하여, 전체 정자의 70% 이상의 정상
움직임과 80% 이상의 생존율을 현미경하에서 확인한 후, 미
리 제조된 1차 동결 보존액(TLE, LEY, TFGE)으로 4 × 107 정

자/ml가 되도록 희석한 후 37℃로 가온한 보온병에 담아 2시
간 이내로 실험실로 운반하여 실험에 공시하였다.

2. 동결 보존액의 준비 

실험에 사용된 1차 동결 보존액인 LEY는 Westendorf 등
(1975)의 방법을 보완하여 제조하였고, TES가 첨가된 TLE 및
TFGE의 제조는 Kim 등(2012)의 방법에 따라 제조되었으며, 
제조된 모든 1차 동결 보존액에 각각 Egg-Yolk 20%를 혼합
하고, 원심분리(4,000 rpm, 30min, 4℃)하여 상층액 만을 사용
하였다. 2차 동결 보존액은 동결 시 Sodium Dodecyl Sulfate 
(SDS)와 glycerol의 최종 농도를 0.5%와 각 1.5%로 하였다. 
특별하게 언급 또는 기술하지 않는 한 본 실험에 사용된 시약

은 Sigma 제품을 사용하였다.

3. 정액 동결 및 동결 정액 융해

1차 동결 보존액으로 희석되어 운반된 정액은 37℃에서 4 
℃까지 2시간 동안 냉각하였다. 그 후 2차 동결 보존액을 총
용량의 1/2로 첨가하여 0.5 ml straw에 넣어, 액체 질소가 담
겨있는 용기의 액체 질소 표면 위로부터 5 cm 위 —180℃에
서 10분간 정치한 후, 액체 질소에 침지하여 동결 보관하였다. 
동결-융해는 항온 수조를 이용하여 75℃에서 5초 동안 융해하
였다.

4. 정자 원형질막 기능 검사

Jeyendran 등(1984)의 방법을 보완하여 사용하였다. 정자 부
유액 100 µl에 Hypoosmotic Swelling Test(HOST : 150 mOsm/ 
kg fructose, 150 mOsm/kg sodium citrate) 1 ml를 혼합하여 37 
℃에서 30분간 배양한 후, 표본을 제작하여 위상차 현미경으
로 400배하에서 400마리의 정자를 세어 백분율로 환산하여 분
석하였으며, 검사 기준은 미부의 형태가 부풀어 오르거나, 나
선형으로 감겨 있는 정자를 세었다.

5. Protein 분석을 위한 시료 제작

1) 정자 세포에서의 Total Protein의 추출 및 Slide 제작

(1) 정자 세포에서 Protein 추출

단백질의 분리는 융해 처리가 끝난 정자 세포 5 × 106을

5,000 rpm에서 5분간 1 ml의 1 × PBS를 넣어 섞은 후 5,000 
rpm으로 원심 분리하여 상층액을 제거한 후, PRO-PREPTM 
(Intron biotechnology, USA.)을 100 µl 혼합하여 4℃에서 30
분 동안 반응시킨 후 13,000 rpm(4℃)으로 원심 분리하여, 상
층액을 추출하고, —20℃에 보관하여 사용하였다.

(2) 정자 세포의 면역학 분석을 위한 Slide 제작

먼저 정자 세포를 융해한 상태에서 4,000 rpm으로 5분간
원심분리한 후 상층액을 제거하고, 1 × PBS로 세척한 후 4% 
formaldehyde를 넣어 잘 섞은 후, poly-L-lysin으로 도포된 slide 
위에 올려 4℃에서 30분 동안 고정한 후 0.2% Triton X-100으
로 불순물을 제거하였다. 이후 Tris-buffer(25 mM Tris-HCl, 
150 mM NaCl)에 0.1% Tween 20을 첨가하여 TTBS를 만든
후, 2회 세척한 후 coverslip을 덮어 4℃에 보관하였다.

6. MMP-2, MMP-9의 효소 활성화 분석

1) Zymography
전체 단백질 내에 기저막 분해 효소(MMPs)의 효소 활성

반응(비활성 MMPs : pro-MMPs , 활성 MMPs : active-MMPs)
을 분석하기 위하여, 20 mg의 total 정자 단백질과 배양 배지



TES 동결 보존액이 미니돼지 정자에 미치는 영향 85

를 zymography 반응액인 2 µl/10 µl FOZ loading buffer(5% 
Bromo phenol blue, 10% SDS, 2% Glycerol)를 섞어 얼음 위
에서 5분간 반응시킨 후, 100 mg/ml의 gelatin이 포함된 Gelatin 
SDS-PAGE gel에서 150 V로 1시간 30분 동안 전기 영동하였
다. 전기영동한 후 gel은 renaturation buffer(2.5% Triton X- 
100, 1 × PBS)로 20분간 2회 단백질 재형성화를 유도한 후, 
멸균 수로 20분간 세척하였다.
재형성화 이후 zymography reaction buffer(1M Tris-HCl pH 

7.5, 5 M NaCl, 1 M CaCl2, 0.2 mM ZnCl2, 0.2% Triton X-100, 
0.02% NaN3)에 넣어, 37℃에서 18시간 동안 효소를 반응시켰
다. 반응이 끝난 zymography gel은 Coomassie blue R250(Bio- 
rad, USA)로 단백질 염색을 1시간 동안 유도하였으며, 이후
탈색하여 탈색된 부분을 분석하였다.

7. MMP-2, MMP-9 및 Inhibitor의 단백질 발현 양상

1) ELISA
배양 배지와 정자 단백질에서 특정 단백질의 발현량을 분

석하기 위하여 96 well ELISA plate에 primary antibody로 도
포하여 4℃에서 하루 동안 coating한 후, washing buffer(1 × 
PBS with 2.5% Triton X-100)로 2회 세척하였다.

Blocking을 위해 1% SKmilk blocking solution으로 4℃에
서 24시간 동안 blocking하였다. Washing buffer로 세척한 후
secondary antibody로 2시간 동안 detection하고, substrate solu- 
tion(R&D Systems, USA)으로 반응시킨 후, 1 M NH2SO4로

반응을 중지시키고, 450 nm로 흡광도를 측정하였다.

2) Immunofluorescence
각 처리된 정자 slide를 0.2% Triton X-100으로 실온에서 5

분씩 2회에 걸쳐 재형성화를 하였고, 이후 TTBS(1 × Tris, 1 
× NaCl, 0.02% Tween 20)로 3회 세정한 후 5% normal horse 
serum에 1% goat serum을 1 × PBS에 섞어 실온에서 1시간
동안 blocking하였다. Primary antibody(MMP-2, 9과 TIMP-2, 
3)를 blocking solution으로 1:200으로 희석하여, 4℃에 24시간
동안 항원 항체 반응을 유도하였다. 반응 유도 후 1 × PBS로
4회 세정하였으며, Secondary Antibody Alexa-594(red), 488 
(green)로 37℃에서 30분 동안 반응하고, 1 × PBS로 5분씩 3
회 세정한 후 Hoechst33342로 정자의 핵과 세포질을 counting 
staining하여 H-1000으로 mounting하였고, 형광현미경(400×)
으로 분석하였다.

8. 정자의 수정 능력 평가를 위한 체외 수정

1) 난자의 채란 및 체외 성숙

도축장에서 도축된 돼지의 난소를 채취하여 항생제(Peni- 

cillin G 100 IU/ml, Streptomycin 100 µg/ml)가 첨가된 37℃의
생리식염수에 넣어, 2시간 이내에 실험실로 운반하였다. 운반
된 난소는 생리식염수로 3회 세척하고, 18gauge 주사침이 부착
된 10 ml 주사기로 3∼5 mm의 난포에서 난포액과 난자를 흡
입, 채취하였다. 15 ml round bottom tube(Falcon, USA)에 담
아 10분간 정치시켜 상층액을 제거하고, 하층의 침전액에서
난자를 채취하였다. 난자는 난구 세포의 부착 상태가 전체적으
로 치밀하고 균일하게 부착된 난자만을 회수하여 실험에 사

용하였으며, 수집된 난자는 Hepes-buffered tissue culture me- 
dium 199(TCM 199; Gibco, USA)에 10 µl/ml antibiotic anti- 
miotic(Gibco, USA), 0.3%(w:v) bovine serum albumin(BSA; 
Sigam, USA)이 첨가된 T-washing으로 3회 세척한 후 2.5 µg/ 
ml gonadotrophic hormone(GTH; Sigma, USA), 15 ng/ml 
epidermal growth factor(EGF; Sigma, USA) 및 30 µg/ml kana- 
mycin(Sigma, USA)에 10% fetal bovine serum(FBS; Sigma, 
USA)와 10% porcine follicle fluid(pFF)를 각각 첨가한 TCM- 
199 성숙 배양액에 1회 세척한 후 같은 배양액을 4-well dish 
(Nunc Co., Denmark)에 각 well 당 1 ml와 200개의 난자를 넣
고, 38.5℃, 5% CO2 배양기 내에서 22시간 동안 1차 체외 성
숙을 유도하였다. 그 후 동일한 체외 성숙 배지에서 GTH를
제거한 배지를 사용하여 22시간을 추가로 2차 체외 성숙을
완료하였다.

2) 체외 수정 및 체외 배양

체외 수정에 이용된 배양액은 mTBM(NaCl 113.1 mM, KCl 
3 mM, CaCl2․2H2O 7.5 mM, Glucose 11 mM, pyruvic acid 
5 mM, L-cysteine 0.57 mM, Tris 20 mM, Penicillin G 20 mM, 
streptomycin sulfate 3.4 mM)을 사용하였다. 체외 성숙된 난
자는 modified Tris buffer medium(mTBM)으로 1회 세척 후
4-well dish에 각 well 당 mTBM 500 µl와 성숙 난자 200개를
넣었다. 이후 동결 정액을 37℃, 45초 동안 융해한 후 Pecoll 
처리 방법(Lee 등, 2011)을 이용하여 분리하였고, 정자의 첨체
반응을 유도하기 위하여 bovine serum albumin(BSA; Sigma, 
USA)와 1 mM caffeine(Sigma, USA)이 첨가된 mTBM 배양
액에 최종 농도를 1 × 106 마리/ml로 희석하여 난자가 들어있
는 well에 체외 수정한 후 38.5℃, 5% CO2 배양기에서 배양하

였다. 배양 6시간 후 수정된 난자의 주위에 붙어 있는 난구 세
포와 정자를 제거한 후 NCSU-23(North Carolina State Univer- 
sity-23)에 0.03% BSA를 첨가한 체외 배양액에서 39℃, 5% 
CO2 배양기에서 배양하며 관찰하였다.

9. 통계적 분석

본 논문에서 얻어진 데이터들은 SPSS Statistics 20(SPSS, 
Korea)를 이용하여 T-test와 GLM(Generalized linear model) 
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방법으로 통계적 유의성을 분석하였다.

결  과

1. 동결 정액의 HOST 양성 반응율

미니돼지의 동결 보존액에 따른 HOST 양성 반응율 분석
결과는 Fig. 1과 같다. Glycerol 1.5%가 첨가된 TFGE, TLE와
LEY의 동결보존액을 75℃로 5초 동안 융해한 결과, TFGE와
LEY는 유의적 차이는 나타나지 않았다. 그러나 TLE는 다른
동결 보존액에 비하여 높은 HOST 양성 반응율이 나타났고, 
LEY의 경우, 낮은 HOST 양성 반응율이 나타났다.

2. 동결 보존액에 따른 MMPs의 활성도 분석

미니돼지 정자에서 세포외 기저질 분해 효소인 MMP-2, 9과 
TIMP-2, 3의 발현 양상 및 활성을 분석한 결과 Fig. 2와 같다. 
MMPs의 발현 양상을 분석한 결과, 세포외 기저질에서 작용하
는 MMP-2의 경우, TFGE에서 유의적(P<0.05)으로 높게 발현
되는 것으로 확인되었으며, TLE와 LEY는 큰 차이를 보이지
않았지만 LEY에서 약간 높은 발현을 보이고 있었다. 세포외
기저막에서 작용하는 MMP-9의 경우, LEY에서 유의적으로 가
장 높은 발현을 보이고 있었으며, TLE에서 낮은 발현을 나타
내고 있었다. 또한 MMPs의 억제 인자인 TIMPs의 경우, 
TIMP-2와 3 모두 TFGE와 TLE에서 높은 발현한 반면, LEY
에서는 유의적으로 낮은 발현을 보이고 있어, MMPs의 발현
양상과 상반된 발현이 나타나고 있음을 확인할 수 있었다. 
MMPs의 활성을 분석한 결과, MMP-2와 9의 경우, LEY에서
가장 높은 활성을 나타내고 있었으며, TFGE와 TLE에서는
LEY보다 낮은 활성 MMPs를 관찰할 수 있었다. 특히 TLE 동
결 보존액에서 유의적으로 가장 낮은 MMPs의 활성을 보였다
(Fig. 2B).

Fig. 1. Effect of freezing extender on the percentage of the 
hypoosmotic swelling test(HOST).

3. 정자에서 세포외 기저질 분해 효소 및 억제 인자의 발현 

위치 분석

미니돼지 정자에서 세포외 기저질 분해 효소인 MMP-2, 9
과 TIMP- 2, 3의 발현 및 위치 분석을 한 결과, Fig. 3과 같다. 
먼저 MMP-2, 9의 발현 양상 분석 결과, MMP-2의 경우, 두부
의 주변에 주로 발현이 높았음을 관찰할 수 있었으며, MMP-9
의 경우, 두부의 중심부와 중편부, 미부에서 높은 발현이 있음
을 관찰할 수 있었다. 각 동결 보존액 별로 발현 양상을 분석
한 결과, ELISA의 분석 결과와 같은 양상으로 LEY에서 높은
발현 양상을 보이고 있었으며, TLE에서 가장 낮은 발현을 보
이고 있었다. TIMPs의 발현 양상을 분석한 결과, TIMP-2, 3 
모두 정자 두부의 전체에서 발현을 확인할 수 있었다. 발현 양
상은 LEY에서는 TIMP-2, 3 모두 미약하게 관찰되었고, TFGE
와 TLE에서 많은 발현을 관찰할 수 있었으며, 그 중 TLE에서
가장 높은 TIMPs의 발현을 확인할 수 있었다. 

4. 동결 보존액에 따른 체외 수정률 평가

정자의 수정능을 평가하기 위하여, 일반돼지의 난자를 이
용한 수정률 평가를 분석한 결과, Table 1 그리고 Fig. 4와 같
다. TFGE의 경우, 체외 수정 후 2일차에서 2 cell 이상 43.2%
의 수정률을 보였으며, 4일 후 2 cell 이상의 수정란에서 4 cell 
이상까지 발생률은 83.5%였고, 4 cell 이상에서 배반포의 발
달률은 42%의 결과를 보이고 있었다. TLE의 경우, 수정 후 2
일차에서 46%의 수정률을 보이고 있었으며, 2 cell 이상에서
4 cell 이상까지의 발달률은 74.8%를 나타내고 있었고, 4 cell 
이상에서 배반포까지 40%의 발생률을 확인할 수 있었다. LEY
의 경우, 체외 수정 후 2일차에서 34.2%의 수정률을 확인할
수 있었으며, 2 cell 이상에서 4 cell 이상까지의 발달률은 67%
를 나타내고 있었고, 4 cell 이상에서 배반포까지 36%의 발생
률을 확인할 수 있었다(Table 1).

고  찰

돼지 정자는 정자막의 불포화 지방산 축척으로 높은 지질

과산화로 핵막의 손상이 높고 동결보존시 생존율이 낮다

(Maxwell과 Johnsom, 1997; Salisbury 등, 1978). 특히 미니돼
지의 경우 일반돼지의 정자 성숙과는 다르게 호르몬의 기전

및 정자의 형성에 있어 단백질 분해 효소의 작용에 차이가 있

어 첨체의 반응 시간 및 반응율이 다르고, 동결 보존시 내동
성이 매우 낮은 것으로 알려져 있다(Haley 등, 1993; Carreau, 
2001; Jin 등, 2001). 또한 정자 원형질막의 콜레스테롤 분포
에도 차이가 있어 정자세포막의 분해가 높을 것으로 사료된

다(Cerolini 등, 2001). 특히 선행 연구를 통하여 일반돼지 정
자의 동결방법과는 생리학적 차이가 높을 것이라 사료되어
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(A)

(B)

Fig. 2. Expression of MMPs and TIMPs protein in the sperm of miniature pigs. Zymography analysis of the MMP activity in the sperm 
protein (A). MMPs and TIMPs protein expression by ELISA (B). *,** Different letters within the same column represent a significant 
difference(p<0.05).

Fig. 3. Localization of MMPs and TIMPs protein in the sperm of miniature pigs. White arrows indicate MMPs and TIMPs expressing cells. 
Original magnification × 400.
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Fig. 4. Morphological differences of in vitro fertilized eggs after being treated with various types of extenders. A red arrow is assumed 
to be cell degradation.

Table 1. Effect of the freezing extender on the IVF rate of spermatozoa

Type of extender No. of oocytes
No. of oocyte developed to (After in-vitro fertilization)

2 cell
(1 day) (%)

4 cell
(2 day) (%)

Blastocyst
(6∼7 day) (%)

TFGE 238 103(43.2)* 86(83.5)** 36(42)**

TLE 250 115(46.0)** 86(74.8)* 34(40)*

LEY 266  91(34.2) 61(67.0) 22(36)

LEY(Lactose Egg-Yolk), TLE(TES + LEY), TFGE(TES + Fructose + Glucose Egg-Yolk).
*,** Different letters within the same column represent a significant difference(p<0.05).

본 연구에서 일반돼지의 동결보존액과 TES를 첨가한 동결보
존액으로 동결 융해시 미니돼지 정자의 정상 첨체 반응에 영

향을 주는 효소의 분석과 수정률에 미치는 영향을 분석하고자

실시하였다. 미니돼지 정자의 동결에 있어 Kim 등 (2012)의 결
과에 따르면 일반돼지에서 사용되는 LEY에서 정자의 생존성
및 운동성이 급격하게 저하되며, 비정상 첨체의 형성이 높아
지는 것을 확인할 수 있었으며, 본 연구결과에서도 TES가 첨
가된 동결보존액에서 높은 HOST 양성 반응을 나타내는 것으

로 확인되었고, LEY에서 낮은 양성 반응이 형성되는 것을 볼
수 있어, 첨가된 TES가 정자의 첨체 및 핵막을 보호하여 정자
막의 손상을 줄일 수 있는 것이라 알 수 있다(Garde 등, 2003; 
Kim 등 2012). 또한 정자 첨체의 기능적 정상성을 분석하기
위하여 정자의 세포막 효소의 재배열 및 분해를 하는 MMPs
와 이를 억제하는 TIMPs(Diaz-Perez 등, 1988; Diaz-Perez와
Meizel, 1992; Chesneau 등, 1996; Kim 등, 2013)의 발현양상
을 통하여 각 동결보존액으로 동결된 미니돼지 정자의 세포막
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내 효소 반응율을 분석한 결과, LEY의 경우 MMP-2와 9 모두
높게 발현되었고, 억제인자인 TIMPs의 발현은 낮아 비정상
첨체의 형성이 TES 동결보존액에 비하여 높은 것을 확인 할
수 있었다. 특히 TES의 첨가군은 정자 내 MMPs의 발현이 낮
았으며, TIMPs의 발현이 높은 것을 확인 할 수 있었고, 그 중
TLE의 경우 TIMPs의 높은 발현으로 MMPs의 발현이 억제되
는 것으로 사료 되었다(Longin 등, 2002). 정자에서의 MMPs
와 TIMPs의 발현양상은 Orit 등(2002)의 연구보고와 같이 정
자의 두부(acrosome)와 중편부(midpiece)에서 모두 발현되고
있음을 알 수 있었고, LEY의 MMP-2의 발현은 두부에서 높은
발현을 이루고 있었으며, MMP-9의 경우 중편부까지 발현율
이 높았다. 이와 같은 결과는 정자 세포막의 손상시 MMP-2의
발현 및 활성이 증가한다는 결과와 같았으며, 중편부에서
MMP-9의 발현은 정자의 운동성 및 생존성에 악영향을 미치
는 것으로 사료된다(Kim 등, 2013). 또한 MMPs활성 분석에
서도 LEY에서 MMPs의 활성이 높아진 반면 TES가 첨가된
군에서는 낮은 활성이 이루어지는 것을 확인하여 정자의 동결

융해 이후 세포표면의 변화과정에서 이루어질 수 있는 pro- 
teinases의 활성이 이상정자의 출현을 높일 수 있다는(Huarte 
등, 1987) 연구결과와 같았다. 즉, 동결보존에 있어서 TES가
정자표면을 보호하며, 지질 과산화를 줄이고, MMPs의 활성을
낮춰 생존능력 및 정상 첨체반응을 높이는 것으로 사료된다. 
또한 각 동결보존액으로 동결된 미니돼지 정자의 수정률을 평

가한 결과 TES가 정자의 정상적인 수정능 획득 및 수정률을
향상시키는 것으로 사료되며, 특히 TLE에서 유의적으로 높은
수정률을 보였다. 따라서 본 연구결과는 보존액으로 사용된
TES가 정자 표면을 보호하여 융해시 MMPs의 활성을 줄이고
첨체 정상성을 향상시켜 생존율에 긍정적인 영향을 주는 것이

라 사료된다. 따라서 본 연구 결과를 종합하여 볼 때 미니돼지
정자의 동결에 있어 정자세포막 보호에 TES와 Lactose Egg- 
Yolk의 혼합 동결보존액의 사용이 동결 융해 후 비정상 정자
의 출현을 억제하여 수정률 및 배발달을 향상 시키는 것으로

사료된다

결  론

본 연구는 미니돼지 정자의 동결에 있어서 첨가된 TES가 정
자의 정상성 및 수정률에 미치는 영향을 판단하기 위하여 실

시하였다. 정자의 정상성 및 비정상 정자의 출현 정도를 분석
하기 위하여 MMPs의 발현양상 및 활성을 분석한 결과 TES 
첨가군에서 낮은 MMPs의 반응을 확인할 수 있었으며, 억제
인자인 TIMPs의 높은 반응을 관찰할 수 있었다. 그러나 TES
가 제거된 LEY의 경우 높은 MMPs의 반응을 보였으며, 억제
인자인 TIMPs의 반응이 낮아지는 것을 확인할 수 있어, 정자

정상성에 영향을 미치는 것으로 사료되었다. 특히 동결 보존
액 별 수정률 분석에서도 LEY는 TES군에 비하여 낮은 수정
률을 보였으며, 배반포의 발달율이 상대적으로 낮았다. 따라
서 본 연구 결과를 통하여 TES가 정자의 첨체 및 핵막을 보호
하여 MMPs의 발현 억제와 체외수정률을 높여주는 역할을 하
는 것으로 보이며, 이는 미니돼지 정자 동결 및 체외수정에 긍
정적인 역할을 할 것이라 사료된다.
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