
 
서 론 

우리나라에 서식하는 메기목 동자개과에 속하는 어종은 2속 
6종(Pseudobagrus fulvidraco, P. koreanus, P. brevicopus, Leiocassis 
nitidus, L. ussuriensis, L. longirostris)이 보고되고 있다(Lee and Lim, 
1990). 이중 동자개(P. fulvidraco)는 온수성 담수 어종으로 우리나
라 서해와 남해로 흐르는 강의 중 · 하류에 유속이 완만하고 바닥 

 
이 모래와 진흙이 많은 곳에 서식하며(Kim, 1997), 동해안과 낙동
강의 일부 하천에는 이식되어 서식하고 있다(Chae et al., 2019). 

국내 동자개류 양식생산량은 2022년 145톤으로 내수면 어류양
식 총 생산량(29,005톤)의 0.5%로 미비하지만 양식현장 출하 가격
이 10,000원/kg 이상으로 고가로 판매되고 있으며, 수입량은 국내 
양식생산량의 약 4배인 650톤으로 수입에 많이 의존하고 있는 고
급 어종이다(KOSIS, 2023). 
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 본 연구는 동자개 정자의 동결보존을 위해 동결보존제의 최적 농도와 적정 희석액을 구명하여 
정자를 최상의 상태로 보존하여 인공종자를 생산하는데 목적이 있다. 실험은 3종의 희석액(Ⅰ: 
300 mM glycose, Ⅱ: Kurokura extender, Ⅲ: Li extender), 4종의 동결보존제(dimethyl sulfoxide, 
ethylene glycol, methanol and glycerol)와 4개의 동결보존제 농도(5, 10, 15, 20%)를 조합하여 
대하여 조사하였다. 동결보존한 정자를 해동한 후 정자의 생존율과 정자활성지수로 동결보존
제의 효과를 평가하였다. 희석액 Ⅲ(Li extender)과 10과 15%의 methanol을 조합했을 때 동자
개 정자의 생존율과 정자활성지수는 각각 66.9 ± 8.7, 67.3 ± 13.1%과 2.6 ± 0.4, 2.6 ± 0.5로 다른 
희석액과 동결보존제보다 높았다. 
 
This study aims to find out a suitable extender and cryoprotective agent (CPA) for 
cryopreservation and its optimum concentration in order to conduct planned artificial 
seed production of Korean bullhead Pseudobagrus fulvidraco and to preserve superior 
sperm. Experiments were designed to investigate the effects of the different combinations 
of three extenders (Ⅰ: 300 mM glycose, Ⅱ: Kurokura extender, Ⅲ: Li extender), four 
cryoprotectants (dimethyl sulfoxide, ethylene glycol, methanol and glycerol) and four 
concentrations (5, 10, 15, 20%) on the cryopreservation of Korean bullhead sperm. Post-
thawed sperm survival rate and sperm activity index (SAI) were detected to evaluate the 
effects of sperm cryopreservation. The optimal combination of extender and CPA for 
cryopreservation of Korean bullhead sperm was extender Ⅲ + 10 and 15% methanol, 
resulting in a survival rate and SAI of 66.9 ± 8.7, 67.3 ± 13.1% and 2.6 ± 0.4, 2.6 ± 0.5 
respectively, which was higher than had been achieved with other extenders and CPAs. 
 
Keywords: Korean Bullhead(동자개), Sperm(정자), Cryopreservation(동결보존), 
Cryoprotective agents(동결보존제) 
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동자개는 자연 산란에 의한 수정란 확보가 어려운 어종으로 대
부분 인위적인 채란 · 채정에 의한 인공수정이 이루지고 있다. 특
히 수컷에서 정액을 확보하기 위해서 일반적으로 수컷 친어의 복
부를 절개하여 정소를 적출/분쇄하여 사용하는 생식소 절개법을 
많이 활용하기 때문에 한번 사용한 수컷의 재활용은 불가능하다. 
따라서 특정 수컷 개체를 이용한 지속적인 후대생산 또는 수회에 
나눠서 이뤄지는 인공수정 실험 등 특수한 목적을 수행하기 위해
서는 정액의 장기 보존 방법이 필요하다. 

정액 동결보존 기술은 인공종자생산에 있어 친어의 방란 · 방정 
시기의 불일치, 성비의 불균형에 따른 문제 해결 및 수컷 친어의 
관리/유지하는데 소요되는 노력과 경비를 절약할 수 있다. 또한 
우량 개체간의 선택적 교배가 가능하며, 멸종위기에 놓인 재래종
의 보존을 간편하게 할 수 있는 장점을 가지고 있다(Chang et al., 
1997; Choi et al., 2007). 어류 정자의 보존에 대한 연구는 Barrett 
(1950)의 연어류 정자 보존에 대한 연구 이후 꾸준하게 연구되고 
있다(Jang, 1997). 그러나 어류의 정자 동결보존에 대한 연구는 일
부 어종에 대해서만 진행되어 있다(Kim et al., 2017). 어류의 정액 
동결보존 시 냉동 후 해동 정자의 생존율 및 운동성을 유지하기 
위해서는 다양한 희석액, 동결보존제(cryoprotective agent, CPA), 
평형시간, 냉동률 및 해동온도 등에 대한 종별 최적 조건을 탐색
하여야 한다. 이중 희석액은 정자의 활성을 억제하여 동결보존 
전 · 후로 생존율과 운동성을 유지하게 하는 역할을 하고, CPA는 
정액의 냉동/해동 시 정자의 세포 내 결빙형성 및 냉해를 억제하
는 역할을 한다. 그러나 CPA는 독성이 있어 정자의 생존율 및 운
동성을 감소시키므로, 어종별 적정 CPA를 탐색하는 것은 매우 중
요하다(Jeong et al., 2014). 

본 연구에서는 고부가가치 내수면 양식 어종인 동자개의 효율
적인 인공종자생산 기술개발을 위한 연구의 일환으로 동자개의 
정액 동결보존 시 최적의 희석액과 CPA의 종류 및 농도 조합을 
알아보고자 한다. 

재료 및 방법 

1. 실험어 및 정액 확보 

실험에 사용한 동자개는 국립수산과학원 중앙내수면연구소에
서 사육중인 전장 19.9 ± 3.2 cm, 체중 82.4 ± 39.5 g의 수컷 18마
리를 사용하였으며, 1회 실험 시 6마리씩 총 3회 실시하였다. 정
액은 실험어를 2-phenoxyethanol (Sigma-Aldrich, USA)을 200 ppm
으로 희석하여 마취한 후 복부를 절개하여 정소를 채취한 다음 
정소에 묻은 이물질을 솜으로 제거 후 실험용 가위로 잘게 자른 
뒤 50 μm 망을 이용하여 정액을 짜내어 실험 전 까지 냉장보관
(2℃) 하였다. 동자개 정액 동결보존 실험 직전 각각의 개체별로 
냉장보관 한 정액의 일부를 담수에 1:100으로 희석하여 광학현미
경으로 관찰, 생존율 95% 이상, 운동성이 왕성한 정액만 실험에 

사용하였다. 

2. 정액 특성 분석 

채취한 정액 중 일부는 정액의 화학적 특성을 알아보기 위하여 
원심분리(4℃, 12,000 rpm, 10분) 하여 정자와 정장을 분리하였으
며, 정장은 분석 전까지 초저온냉동고(-80℃)에 보관하였다. 정장
의 Na+, K+, Cl-, Ca2+, Mg2+, glucose 및 total protein (TP) 농도는 
건식임상화학자동분석장치(Dri-chem NX500i, Fuji, Japan)를 이용하
여 측정하였으며, pH와 삼투질농도는 각각 pH 측정기(Orion 2-
star, Thermo Fisher Scientific, USA)와 삼투질농도 측정기(Osmomat 
3000D, Gonotec, Germany)로 측정하였다. 

3. 희석액 및 CPA 

동자개 정액의 동결보존 시 최적의 희석액과 CPA 종류 및 농도
를 조사하기 위하여 희석액 3종과 CPA 4종 및 CPA 별 4개의 농
도를 조합하여 사용하였다. 

희석액 Ⅰ은 어류의 정액 동결보존 시 보편적으로 쓰이는 
300 mM glycose (5.4048 g glycose, 증류수 100 mL; pH 6.8 ± 0.1, 
osmolality 315 ± 2 mOsm/kg), 희석액 Ⅱ는 잉어과 어류의 정액 
동결보존 연구에서 효과가 좋았던 Kurokura et al. (1984)의 인공
정장(artificial seminal plasma, ASP; 0.44 g NaCl, 0.62 g KCl, 0.022 g 
CaCl2, 0.008 g MgCl2, 0.02 g NaHCO3, DW 100 mL; pH 7.6 ± 0.1, 
osmolality 301 ± 1 mOsm/kg) 그리고 희석액 Ⅲ은 메기과 어류인 
yellow catfish Pelteobagrus fulvidraco 정액 동결보존 연구(Pan et 
al., 2008)에서 효과가 좋았던 Li et al. (1994)의 ASP (0.78 g NaCl, 
0.02 g KCl, 0.021 g CaCl2, 0.0021 g NaHCO3, DW 100 mL; pH 7.6 ± 
0.1, osmolality 256 ± 2 mOsm/kg)를 제조하여 사용하였다. 

CPA는 정액 동결보존 연구에서 가장 많이 사용되는 dimethyl 
sulfoxide (DMSO), ethylene glycol (EG), methanol 및 glycerol을 사
용하였으며, 농도는 각각 5, 10, 15, 20%로 하였다. 

4. 정액 동결보존 

희석액 3종과 CPA 4종의 농도별 조합에 따른 동자개 정액의 
동결보존 효과를 비교하기 위하여 각각의 희석액과 농도별 CPA
가 첨가된 용액에 정액을 20:1의 비율로 희석하여 3분간 평형시
간을 준 다음 0.25 mL straw에 봉입하였다. 이 후 각 straw를 액체
질소 증기(-76℃)로 3분간 1차 냉각 한 다음, 액체질소(-196℃)에 
바로 넣어 급속 냉각하였다. 희석액 3종과 CPA 4종의 농도별로 
냉동된 각각의 정액 straw를 액체질소에 50일간 보존하였다. 이후
에 각각의 정액 straw를 25℃의 항온수조에 넣어 60초간 급속 해
동한 다음, 정자의 생존율 및 운동성을 측정하였다. 

정자의 생존율과 운동성은 해동 정액과 담수를 1:100으로 희석
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하여 slide glass 위에 분주하여 광학현미경으로 관찰하였다. 생존
율은 머리와 꼬리의 움직임이 관찰되는 정자는 생존한 것으로 판
단하였으며, 운동성은 Table 1의 운동지수에 따라 점수를 부여하
고, 각각의 운동점수와 운동 정자의 비율에 따라 Strüssmann et 
al. (1994)의 방법을 변형하여 정자활성지수(sperm activity index, 
SAI)로 나타내었다. 

결 과 

1. 정액 특성 

동자개 정액을 원심분리하여 얻은 정장의 화학적 특성은 Table 
2에 나타내었다. 정장의 Na+, K+ 및 Cl- 농도는 각각 100.5 ± 10.5, 
36.4 ± 3.9, 91.0 ± 2.1 mM/L, Mg2+ 및 Ca2+ 농도는 각각 2.8 ± 0.9, 
3.0 ± 0.2 mg/L로 나타났다. 정장의 glucose와 TP는 각각 9.0 ± 
2.4 mg/L, 2.5 ± 1.0 g/L 이었으며, pH와 삼투질농도는 각각 7.1 ± 
0.1과 259.3 ± 5.1 mOsm/kg로 나타났다. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. 희석액 종류와 CPA 및 농도별 동결보존 효과 

희석액 3종과 CPA 4종의 4개 농도를 각각 조합한 용액으로 동
결보존 한 동자개 정액의 해동 후 정자의 생존율 및 SAI는 Fig. 1
과 2에 나타내었다. 

희석액 Ⅰ에 각각의 CPA 및 농도로 조합한 용액으로 동결보존 
한 동자개 정액의 해동 후 정자의 생존율은 모두 0.0~2.1%, SAI는 
0.0~0.9로 매우 낮았다. 희석액 Ⅱ에 각각의 CPA 및 농도로 조합
한 용액으로 동결보존 한 동자개 정액의 해동 후 정자의 생존율
이 60%가 넘는 조합은 10% methanol (65.4 ± 9.2%)로 다른 조합
으로 동결보존 한 해동 정자 보다 높았으나, SAI가 2.0 이상인 조
합은 없었다. 희석액 Ⅲ에 각각의 CPA 및 농도로 조합한 용액으

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 

Table 2. Biochemical properties in seminal plasma of Korean 
bullhead Pseudobagrus fulvidraco 

Component Seminal plasma 

Na+ (mM/L) 100.5±10.5 

K+ (mM/L) 36.4±3.9 

Cl- (mM/L) 91.0±2.1 

Mg2+ (mg/L) 2.8±0.9 

Ca2+ (mg/L) 3.0±0.2 

Glucose (mg/L) 9.0±2.4 

Total protein (g/L) 2.5±1.0 

pH 7.1±0.1 

Osmolality (mOsm/kg) 259.3±5.1 
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로 동결보존 한 동자개 정액의 해동 후 정자의 생존율이 60%가 
넘는 조합은 10, 15% methanol 각각 66.9 ± 8.7%, 67.3 ± 13.1%로 
다른 조합으로 동결보존 한 조합 보다 높았다. SAI가 2.5 이상인 
조합 역시 10, 15% methanol 각각 2.6 ± 0.4, 2.6 ± 0.5로 다른 조
합 보다 높았다(Fig. 1, 2). 

고 찰 

동결보존 후 정자의 생존율과 운동성에 영향을 미치는 많은 요
인 중 희석액은 동결보존 과정에서 가장 먼저 확인해야 할 조건
이다(Jeong et al., 2014). 일반적으로 체외수정을 하는 어류의 정
자는 체외로 방출되면 수분에서 수 십분 내에 운동성을 상실하게 

되는데, 희석액은 정자의 생존율은 유지하되 활성을 억제하여 동
결보존 전 · 후로 생존율과 운동성을 보존하는 역할을 한다(Ohta 
and Izawa, 1996). 그러나 종마다 적정 희석액이 달라 ASP, glucose, 
생리식염수, sucrose 등 여러 가지 희석액을 사용하고 있다. CPA는 
정자의 동결보존 시 가장 중요한 요소로 세포 내 삼투질농도와 
결빙형성 등을 완화 · 조절하는 역할을 한다(Jamieson, 1991). 이 때
문에 CPA는 중성 물질에 친수성이 이어야 하며, 세포막 투과성이 
높고, 세포에 대한 독성이 적어야 한다(Kuwano and Saga, 2000). 
또한 CPA의 종류에 따라 종 특이성을 보이기 때문에 정액 동결보
존 시 적정 CPA 종류와 농도를 조사하는 것은 중요하다. 

본 연구에서 동자개 정액의 동결보존 시 적정 희석액과 CPA 
종류 및 농도를 조사하기 위하여 희석액 3종, CPA 4종, 각 CPA 별 
4개의 농도, 총 48개의 조합을 만들어 적정 동자개 정액 동결보
존 조건을 조사하였다. 48개의 조합으로 만들어진 용액에 침지
하여 50일간 -196℃의 액체질소에 보존 한 결과, 해동 정자의 생
존율이 60% 이상, SAI 가 2.5 이상인 조합은 희석액은 Ⅲ, CPA는 
methanol, 농도는 10%와 15%였다. 

Gwo et al. (1991)은 sodium chloride, glucose, sucrose와 같은 
조성이 간단한 희석액이 어류의 정액 동결보존 시 유리하다고 하
였고, Chang et al. (1997)은 당질이 포함된 희석액은 정자 세포막
의 인지질을 안정시켜 보존 효과를 높인다고 보고하였다. 본 연
구에서는 300 mM glycose(희석액 Ⅰ)로 조합한 용액에 침지하여 
동결보존 한 해동 정자의 생존율과 SAI는 없거나 매우 낮았다. 그
러나 다른 담수 어류의 정장 이온 농도를 바탕으로 제조한 ASP를 
희석액으로 사용하여 조합한 용액에 침지하여 동결보존 한 해동 
정자는 CPA 종류와 농도에 따라 각기 다르지만 높은 생존율과 운
동성을 보였다. 따라서 정액 동결보존 시 종 특성을 고려한 ASP
를 희석액으로 사용하는 것이 유리할 수 있다고 판단된다. 

어류의 정액 동결보존을 연구하는 많은 연구자들의 연구결과
를 보면 일반적으로 해산 어류의 정액 동결보존 시 적정 CPA는 
DMSO, EG, glycerol로 다양하나 그 중 DMSO가 전반적으로 효과
가 좋은 것으로 보고하고 있다(Ciereszko and Dabrowski, 1993; Lim 
et al., 2007; Jeong et al., 2012). 그리고 담수 어류에서는 다른 CPA 
보다 methanol이 효과가 좋은 것으로 보고하고 있다(Lahnsteiner 
et al., 2002; Lim et al., 2008; Jeong et al., 2014). 본 연구에서도 
methanol이 다른 CPA 보다 높은 생존율과 SAI를 보였다. 

정자와 정장의 물리 · 화학적 특성은 어류의 번식 능력을 평가하
거나 수정 기구를 이해하는 기준이 되며(De Kruger et al., 1984), 
Na+, K+, Cl-, Mg2+ 및 Ca2+ 등과 같은 이온 농도는 정장의 삼투
질농도를 유지하는데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다
(Cruca, 1969). 희석액은 정자의 운동성을 억제시키기 위한 것으로
(Lim et al., 2005), 어종마다 차이가 있어 정자 동결보존 대상 어류
를 고려하여 희석액을 사용해야 한다(Kim et al., 2017). 

본 연구에서 동자개의 정장 Na+ 농도는 100.5 mM/L로 다른 담
수 어류인 금붕어 Carassius carassius 96.0 mM/L, 잉어 Cyprinus 
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carpio 75.0 mM/L (Morisawa et al., 1983; Morisawa, 1985), 페르시아 
철갑상어 Acipenser persicus 62.4 mM/L (Alavi et al., 2004), 묵납자
루 Acheilognathus signifer 83.6 mM/L (Jeong et al., 2014) 보다 높
았으나, 일반적인 해수 어류의 정장 Na+ 농도인 150~165 mM/L 
(Chang et al., 1997; Lim et al., 2007; Jeong et al., 2012) 보다 낮았
다. 동자개의 정장 K+ 농도(36.4 mM/L)는 담수 어류의 정장 K+ 농
도 70.2~85.6 mM/L (Morisawa et al., 1983; Morisawa, 1985; Alavi 
et al., 2009; Jeong et al., 2014)와 해수 어류의 정장 K+ 농도는 
4.9~9.8 mM/L (Chang et al., 1995; Le et al., 2007; Lim et al., 2007)
의 중간 범위에 속하였다. 동자개의 정장 Cl- 농도(91.0 mM/L) 역
시 담수 어류의 정장 Cl- 농도 20~40 mM/L (Morisawa et al., 1983; 
Morisawa, 1985; Alavi et al., 2004; Jeong et al., 2014)와 해수 어류
의 정장 Cl- 농도 133.0~156.0 mM/L (Chang et al., 1995; Hatef 
et al., 2007; Le et al., 2007)의 중간 범위에 속하였다. Mg2+ 및 Ca2+ 
등 다른 이온의 농도 역시 비슷한 경향을 보였다. 동자개 정액의 
정장 이온 농도가 담수 어류와 해수 어류의 중간 범위에서 속하
는 것은 종 특성으로 추정되며, 같은 동자개과의 어류 또는 메기
류의 정장 이온 농도에 관한 추가 연구를 통해 종 특성을 검증할 
필요가 있다고 판단된다. 

일반적으로 체외수정을 하는 어류의 정자는 정소 내에서는 비
활성 상태로 있다가 방정이 이루어지면서 환경수의 삼투질농도 
등의 물리 · 화학적 요인에 의해 운동성을 획득하며, 담수 어류의 
정자는 정장보다 삼투질농도가 낮은 저장액에서, 해수 어류의 정
자는 정장보다 삼투질농도가 높은 고장액에서 운동성이 개시되는 
것으로 알려져 있다(Morisawa and Suzuki, 1980). 본 연구에서 동
자개 정장의 삼투질농도는 259.3 mOsm/kg로 일반적인 담수 어류
의 정장 삼투질농도인 82~317 mOsm/kg (Morisawa et al., 1983; 
Morisawa, 1985; Alavi et al., 2004; Jeong et al., 2014) 범위에 속하
였으며, 정액 동결보존 직전 실시한 정자활성 조사에서 정액을 담
수에 희석하여 정자 운동성을 측정한 결과 왕성한 활성을 보였다. 

본 연구를 통해 담수 어류의 정액 동결보존 시 정장의 이온과 
삼투질 농도를 고려하여 희석액을 선택하는 것은 중요하다고 사
료되며, CPA로 methanol을 우선적으로 선택하는 것을 조심스럽게 
추천한다. 
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