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서 론

가금 종축은 해마다 수입되고 있으며, 종계를 보유한 농
가에서는 종축의 유지 및 관리에 많은 노력을 기울이고 있

다. 닭 정액을 저온에서 저장하는 방법은 수컷 종계를 이용
하는 방법으로 중요하지만 소, 돼지 및 개와 같은 포유류에
비하여 연구 결과가 부족하다고 판단된다. 특히 가금의 정
액은 포유류와 달리 저온에 대한 저항성이 높고 정자는 운

동성을 유지하고 있다. 그러나 소, 돼지 및 개 희석정액은
장기 냉장 보존에서 수정 능력을 유지하지만, 닭은 쉽게 잃
어 버리는 특성이 있다(Clark et al., 1982) 닭 정액의 성상
검사는 종축으로서 활용도를 생각할 때 매우 중요하나 닭

정액에 대한 연구 자료는 미진한 편이다. 또한, 닭은 동결
보존 연구의 대상으로 가장 먼저 연구되었으나 아직까지도

닭 동결 정액의 산업적 이용성은 매우 저조하다(Neville et 
al., 1949; Polge et al., 1949). 그 이유는 희석된 동결 정액을
활용할 때, 연구자에 따라 균일하지 않은 수정결과가 보고
되고 있으며, 융해된 닭 정자의 활력도가 우수한 경우에도
수정율이 낮은 경우가 보고되고 있다(Hammerstedt and 
Graham, 1992; Gill et al., 1996; Hou et al., 2008; Hanzawa 
et al., 2010; Choi et al., 2012). 그러므로 닭 정액 희석제
연구를 통하여 저장 능력을 증진시키는 것은 닭 유전자원

생산과 종축의 유전적 다양성 확보를 위하여 반드시 필요

하다고 판단된다(Lake, 1986). 
닭 정액은 포유류 정자와 같은 형태가 아니며 두부가 창

형 구조(spike-like)로 사행성 운동으로 정자가 이동하고 있
다. 두부가 유연하게 움직이는 구조로서 표면적이 넓기 때
문에동결과정에서더손상을받기쉽다(Long, 2006; Dinnyes 
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ABSTRACT Chicken spermatozoa have the ability to survive in low-temperature environments; however, the effects of low 
temperature on sperm motility and acrosome damage have not been studied in detail. The present study investigated semen 
longevity following dilution of rooster semen with Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE) and Lake extender in 
preservation vessels (1.5 mL e-tube and 0.5 mL straw). Spermatozoa motility in the closed-type vessel (0.5 mL straw) was 
higher than that in the 1.5 mL e-tube on day 3 of preservation (68.6±3.1% vs. 22.1±5.7%). The motility of rooster semen 
diluted with BPSE in 0.5 mL straw was also higher than that of the Lake extender on day 3 of preservation (57.7±5.6% 
vs. 37.7±5.4%). Furthermore, acrosome intactness was higher in 0.5 mL straw than in the 1.5 mL e-tube, and the rate of 
acrosome cap damage increased with preservation days. The present study demonstrates that a closed 0.5-mL straw vessel 
could be used for low-temperature semen preservation, with an increased motility rate and acrosome integrity in fresh rooster 
semen.
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et al., 2007). 닭정자의두부가뚜렷하게구별되지않아손상
정도를판별하는것은더힘들기때문에많은연구자들이어

려움에직면하고있다. 또한, 닭정자꼬리도매우길기때문
에 현미경으로 관찰하기가 어려우며(Svoradova et al., 2021) 
도말슬라이드에서정자는서로중첩되어관찰되기쉬우므로

관찰에 더 많은 노력이 필요하다(Lukaszewicz et al., 2008).
닭정액을종계에서채취하고정액을활용하는방법은크

게 3가지로 나누어 볼 수 있다. 첫째, 가장 흔한 방법은 원
정액을희석하거나그대로 이용하는방법이며, 둘째, 정액을
희석제로 희석한 후 냉장보존하여 인공수정에 이용하는 방

법, 마지막으로 동결 정액을 활용하는 방법으로 구분된다. 
일반적으로 병아리를 생산하는 농가에서는 첫번째와 두번

째 방법을 가장 많이 이용하며 이는 수정란 생산능력과 비

용등을고려하여 선택하고 있다. 이때가장 중요한것은 닭
정자의 생존율이며 형태적 이상성을 판단하여 종계로 사용

할 개체의 문제점을 빨리 파악하는 것이다(Lukaszewicz et 
al., 2008). 닭 정액의 성상을 판단하는 기준으로 여러가지를
고려해 볼 수 있다. 이를 위하여 가장 먼저 분석하는 것은
정자의 운동성이며 이것으로 우선 생존성을 판단하고 자료

의 객관화를 위하여 정자의 운동성을 분석하여 정자 활력을

정량화 할 수 있다(Makler, 1980; Vantman et al., 1998; King 
et al., 2000). 또한, 정자의 구조적인 안정성을 정량적으로
판단하기 위하여 현미경을 이용한 정자 염색 도말 검사 기

법으로 형태적 이상성을 분석 하는 과정은 필수적이다

(Santiago-Moreno et al., 2016). 닭 정자 기형률(abnormality)
은 현미경으로 관찰한 정자의 형태학을 기준으로 조사하여

판단한다. 닭 정액을 적당한 농도로 희석하여 슬라이드 도
말을 만들고 염색 시약으로 염색하여 관찰하는데, 닭 정자
의특성상다양한 판단기준을가지고 있다. 우선정자의 첨
체 이상을 관찰하고, 두부의 형태적 이상을 관찰한다. 두부
가 편모로 부드럽게 연결되어 있고 이 부분에 미토콘드리아

가분포하며이것의안정성을 관찰할수 있다. 또한닭 정자
의 두부가 꼬여져 있는 이상성이 존재하며, 편모의 꺾임 현
상, 미부의 편모가 헤어져 있는 형태 등으로 연구자마다 다
양한 판별 기준을 제시하고 있다(Lukaszewicz et al., 2008; 
Andraszek et al., 2018). 이러한 형태적 이상성 중에서 가장
중요한 기준은 첨체의 이상성이라고 판단된다. 그 이유는
운동성을 결정하는 중편부와 미부를 결정되는 편모 이상성

이 가장 중요하지만, 최종적 수정과정에서 가장 중요한 기
능을 가지고 있는 미세구조가 첨체(acrosome cap)이기 때문
이다. 닭 첨체는 난관으로 떨어진 난황과 직접 접촉하여 난
황막을 녹이고 전핵 형성을 위한 단백질 분해 효소를 함유

하고 있다(Bakst, 2011). 이는 수정과정에서 난황막에 웅성
전핵을 형성하는데 필수적인 것으로 알려져 있고효소적 반

응으로 이루어진다. 닭 첨체의 구조 또한 포유류의 정자와
형태적으로 다르며, 정자의 핵 부분과 물리적으로 구분된
첨체를 가지고 있다고 보고되었다(Santiago-Moreno et al., 
2016). 
닭정자의생리적이해도는아직미진하며암탉이난관에

정자를 보존하여 수정란을 생산하는 기간을 고려할 때, 정
상적 형태의 정자가 수정에 중요할 것으로 판단된다(Bakst 
et al., 1994). 종축 농가에서 닭 정액을 활용하는 방법은 희
석된 신선 정액(fresh semen)을 이용하며 인공 수정하는 방
법으로 규모가 작은 농가는 원 정액(raw semen)을 이용하는
경우가 많다. 그러므로, 본 연구에서는 닭 신선 정액을 냉장
보존하는 방법에 관한 연구를 수행하였으며 희석액, 보존
용기 및 보존 기간이 닭 첨체의 온전성에 미치는 영향을 조

사하였다. 냉장 보존과정에서 나타날 수 있는 닭 정자 첨체
기형률을 분석하였고정액의 냉장 보존에 필요한조건을 탐

색하였다. 이러한 기본 자료는 닭 신선 정액를 활용하는데
도움이 될 것으로 판단된다. 

재료 및 방법

1. 공시축

공시축은 국립축산과학원 가축유전자원센터에 사육 중인

오계(Ogye)계통 52∼65주령의 수컷20수를 사용하였다. 시
험에 사용된 오계의 사양관리 및 정액 채취는 국립축산과학

원 동물실험 윤리위원회의 승인으로 규정을 준수하여 시행

하였다(승인번호 2021-511).

2. 시약 및 희석액의 조성

본연구에 사용된시약은 Sigma-Aldrich Chemical Co.(USA)
의제품을이용하였다. 정액희석액제조에이용된물은 Irvine 
Scientific(Santa Ana, USA)에서 공급한 체외수정 클리닉 등급
(water for assisted reproductive technology)을 이용하였다. 닭
정액냉장보존을위하여희석제로이용되는 BPSE-I(Beltsville 
poultry semen extender-I)와 Lake’s solution을 이용하였다. 
BPSE-1은 potassium phosphate dibasic trihydrate 1.27 g, sodium 
L glutamate 0.867 g, D-fructose(anhydrous) 0.5 g, sodium 
acetate trihydrate 0.43 g, TES 0.195 g, potassium citrate 0.064 
g, potassium phosphate monobasic 0.065 g 및 magnesium 
chloride anhydrous 0.034 g을 최종 부피가 100 mL가 되도록
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세포 배양용 초순수를 용해하여 제조하였다(Sexton and 
Fewlass, 1978). Lake 희석액은 sodium glutamate mono-
hydrate 1.92 g, glucose 0.6 g, magnesium acetate tetrahydrate 
0.08 g, tri-potassium citrate monohydrate 0.128 g, sodium 
acetate 0.51 g을 100 mL 초순수에용해하여제조하였다(Lake, 
1960; Lake and Ravie, 1979).

3. 정액의 채취, 희석 정액의 제조 및 냉장 보존

닭 정액은 횡취법을 이용하였으며 약 5∼10수의 신선 정
액을 채취하여 5 mL 튜브(round cap tube)에 옮겼다. 보온병
에 미리 준비한 5℃ 실험용 얼음에 옮기고 BPSE-1로 1:1 비
율로 정액을 희석하였다. 15분 이내에 실험실로 이송하여
BPSE-1희석제로 다시 희석하여 냉장실에 보존하였다. 보존
용기에 의한 차이를 관찰하기 위하여 정자를 냉장 저장하였

을 때, 닭 정액을 Fig. 1에서 설명되는 바와 같이 0.5 mL 스
트로에 포장하였다. 희석된 정액을 가운데 두고 2∼3 mm의
공기 방울로 간격을 두며희석액을 채웠고파우더를 이용하

여 밀봉하였다. 

4. 신선 정액 정자 분석

동결정액은 5℃ 저온수조(FHK, Japan)에서 2분간 정액을
융해하였다. BPSE-1희석제로 최종 희석배율이 200배가 되

도록 희석하여 1.5 mL tube로 옮긴 후 Eppendorf Thermo-
MixerTM에 이동하여 5분간 37℃로 가온하였다. 희석된 정액
10 µL를 동일한 온도로 가온한 Makler counting chamber에
점적하여 정자분석용 프로그램(Computer Assisted Sperm 
Analyzer, CASA)으로 ISAS(Poiser R & D, Paterna, Spain)를
이용하여 정자의 운동성을 관찰하였다. 

5. 닭 정자 첨체 염색 및 기형률 조사

정자의첨체를염색하기위하여 4배로희석된정자를 3∼
5 µL를슬라이드의한쪽끝에점적하고다른슬라이드로한
쪽 끝까지 천천히 밀고 슬라이드 워머에서 3∼5분간 건조하
였다. 완전히 건조한 도말을 3.7% paraformaldehyde를 이용
하여 1분간 염색하여 다시 건조시키고, Diff Quik stain kit 
내에 있는 eosin 염색시약에 3∼4초간 침지한 후 Coomassie 
Brilliant Blue R-250(CBB) 0.04% 용액을 다시 침지하여 첨
체를 염색하였다. CBB염색시약은 1차 농축액으로 CBB 0.2 
g을 methanol 45 mL에 완전히 녹인 후 acetic acid glacial과
2차증류수의비율이 1:9인혼합액 55 mL을넣어최종농도
가 0.2%인 농축용액을 준비하였다. 이 용액을 다시 2차 증
류수로 희석하여 0.04% CBB 염색시약을 준비하여 정자를
염색하였다. 닭정자의첨체는 Fig. 1에서보는바와같이신
선 정액의 경우, CBB에 의하여 정상적인 acrosome이 두부
와 구별되어 염색되었다(Fig. 2A). 그러나 3일 동안 BPSE-1

Fig. 1. The image of rooster semen preservation in 0.5 mL straw. The 0.5 mL was filled by diluent (b), air compartment (3 mm), 
diluted semen (c), air compartment (3 mm), and a diluent (b). The cotton area (d) and the sealing part (a) of straw were also marked. 
The straw was placed on tissue paper and covered with aluminum foil.

Fig. 2. The image of intact and abnormal acrosome caps preserved in low temperature. A: Normal rooster spermatozoa with standard 
acrosome cap (a). The detached acrosome (b) from damaged spermatozoa B: Abnormal spermatozoa with short (c), missing (d) 
acrosome or missing head (e). The white bar is 20 µm.
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희석액에서 5℃에서 냉장보존을 실시하면, 첨체가 짧아지거
나 첨체가 탈락된 비정상적인 첨체 기형 정자가 관찰됨을

알 수 있었다(Fig. 2B). 

6. 통계 자료 분석

각 실험은 3회 반복 실시하였으며, 보존 용기에 대한 정
자 운동성은 Student’s t-test로 분석을 실시하였고, 보존일에
따른 운동성의 변화량과 첨체 온전성은 일원배치 분산분석

(one way analysis of variance, ANOVA)으로 유의성을 검증
하였다. P값이 0.05보다 낮은 실험군은 통계적으로 유의성
이 있는 것으로 간주하였다. 

결 과

1. 보존 용기가 닭 정자 운동성에 미치는 영향

Fig. 3에서 관찰하는 바와 같이 닭 정액을 5℃에서 3일간
냉장보존하면 운동성이 떨어지는 것을 알 수 있다. 보존 용
기의 최적화를위하여 1.5 mL e-tube를 이용하는 경우와 0.5 
mL 스트로를 이용하는 경우를 비교하여 보면, 0.5 mL 스트
로에 보존된 경우가 유의적으로 운동성이 높았다(68.6±3.1% 
vs 22.1±5.7%, P<0.05).

2. 희석제가 저온 저장된 닭 정자의 운동성에 미치는 영향

닭 정액 보존을 위하여 0.5 mL스트로를 이용하여 5℃에
보존을 실시할때 2가지희석제의능력을 Fig. 4에서비교하
였다. 냉장 보존용 희석제는 BPSE-I이 우수한 것으로 관찰
되었다. 희석 직후에는 두 희석제는 정자의 운동성에 영향
을 주지 않았으나(91.5±1.8% vs. 87.8±5.1%), BPSE-1이 1일

째 및 3일째 정자 운동성이 유의적으로 높았다(79.7±3.1% 
vs. 67.8±4.6%, 57.7±5.6% vs. 37.7±5.4%, P<0.05).

3. 저온 보존 효과가 닭 신선 정자 첨체에 미치는 영향

저온 보존과정에서 나타날 수 있는 닭 정자 변화도를 조

사하기 위하여정자두부의 첨체를 CBB로염색하여현미경
으로 정자 첨체의 온전성(intactness)을 조사하였다. Fig. 5에
서보는바와같이신선정액의경우온전한첨체를가진정

자의 비율이 86.7±3.9%로 매우 높은 수준을 유지하였으나, 

Fig. 4. The effects of diluents on the motility of low temperature 
preserved rooster semen. The fresh semen was diluted with BPSE 
and Lake diluent, packed into 0.5 mL straw and preserved at 5℃. 
Different superscripts indicate a significant difference between 
groups (P<0.05). 

Fig. 3. Effects of preservation ware on the motility of rooster 
sperm at low temperature. The diluted semen was preserved at 
5℃ in 0.5 mL straw or 1.5 mL Eppendorf tube. 

Fig. 5. The effects of preservation period on the acrosome status 
of rooster semen. The low temperature-preserved fresh semen was 
stained by CBB acrosome cap staining. Different superscripts 
indicate a significant difference between groups (P<0.05). 
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1일 이후에는 80.5±4.1%로 낮아졌으나 유의적 차이는 관찰
할 수 없었다. 그러나, 3일자와 5일자의 저온 저장은 첨체
안정성을 60.7±2.5%와 27.9±3.8%로 낮추었다. 흥미롭게도
첨체가 짧아지는 현상이 관찰되었으며이는 저온저장이 길

어질수록 지속적으로 증가하는 경향을 관찰할 수 있었다. 
첨체 탈락 현상은 1일까지 유의적 차이가 없었으며, 3일자, 
5일자에서도 유의적으로 증가하였다. 

고 찰

우리나라는 산업용으로 생산하는 실용계 생산을 위하여

종계를 지속적으로 수입하고 있어 닭 산업은 외국 종축 회

사에 의존하고 있다. 종계를 유지하는 것은 근친도를 최소
화 하면서 능력을 극대화하는 방법인데, 닭 또한 정액을 이
용한 계통의 다양성을 확보하는 기술이 매우 중요하다. 병
아리를 생산하는 농가에서 수컷의 다양성을 확보하기 위하

여정액을교류하여사용할 수있는데, 이러한 경우희석 정
액을 냉장 보존하여 이송하는 것이 매우 중요하다. 영구 보
존된 동결정액을 활용할수 있으나, 후대생산효율이 매우
낮으며 동일한 방법도 변이가 매우 심한 것이 특징이므로

바람직하지 못한 것으로 판단된다. 
닭정액을냉장보존하여이용하는방법은포유류에서정

액을사용하는방법으로 동일한목적으로이용된다. 그러나, 
보존 용기에 따라 정자의 운동성을 증진시킬 수 있음은 아

직까지 결과가 없으며 저온 저장된 닭 정자의 첨체 안정성

을 CBB로 관찰한 연구 자료는 보고되지 않았다. 액상 정액
을 가장 흔히 이용하는 돼지의 경우, 저장 온도가 16∼18℃
가 최적인 반면, 닭의 경우 4∼5℃가 가장 우수하다고 알려
져 있다(Szymanowicz et al., 2019; Blackburn et al., 2009). 
또한정액을소량 보존하여실험에이용할경우에도 1.5 mL 
e-tube보다 0.5 mL 스트로를 활용하여 냉장 보존하는 것이
유리하다고 판단된다. 닭 정자는 희석 배율을 소와 돼지와
같이 대량으로 희석할 수 없기 때문에, 정자가 서로 중첩되
는 경우가 낮은 용기일수록 정자의 보존성은 더 높아질 것

으로 추정된다. 
저온보존과정에서닭정액을보존할때수정률이떨어지

는것은잘알려져있다. 이러한 원인을분석하기위하여 닭
정자의 수정 기작에 중요한 기능을 담당하는 첨체를 조직학

적 차별 염색법으로 염색하였을 때, 첨체 손상도가 유의적
으로 증가하고 있음을 밝혔다. 닭 신선 정액을 37.5℃에서 3
시간만 배양하여도 수정 능력이극도로 저하되며이는 정자

첨체가 손상되어 수정 능력을 잃어버린 정자의 비율이 높아

져서 일어나는 것으로 판단된다. 또한, 희석하여 보존된 정
액은 두부의 단면적이 높게 관찰되는 경우가 있는데, 이는
첨체 온전성 이외의 다른 기작으로 닭 정자 자체의 손상이

나타날 수 있음을 짐작할 수 있다.
본 연구에서는 닭 정자의 저온 저장 효과를 극대화 하는

방법으로 0.5 mL 스트로를 사용하는 것을 제안하였다. 그러
나 1점의 스트로로 약 4마리만 인공 수정할 수 있으므로 다
량의 정자를 손쉽게 보존하는 연구가 추가적으로필요할 것

으로 판단된다. 닭 정자는 스트로에 밀봉될 경우, 산소 공급
이 차단될 것으로 기대되는데 이러한 효과에 의하여 미토콘

드리아의 산화적 인산화가 억제되며 세포 대사율이 떨어지

므로 장수성이 높아지는 것으로 믿어진다. 또한 희석용액으
로서 BPSE-I이 Lake solution보다 우수한 것으로 판단되며
약 3∼4일간 보존한 정액도 후대 생산에 이용할 수 있음을
추정할 수 있다. 그러나 50% 이상의 정자가 생존하고 온전
한 정자의 비율까지 고려할 때 2일 정도가 가장 성적이 우
수할 것으로 예상되며 앞으로 추가 연구로 더 장기간 보존

하는 결과를 얻을 수 있을 것으로 기대된다. 일반적으로 국
내에서 종축 정액을 이용하여 병아리를 이용하고자 할 경

우, 2∼3일 정도로 냉장 보존성이 높아지면, 충분히 농장 간
이송이 가능하다. 이러한 특성은 병아리 생산 농가에서 종
축을 얻고자할 때, 다른농장에서 얻은냉장 정액을활용하
면 다양성이 풍부한 계군을 유지할 수 있다고 믿어진다. 냉
장 저장된 닭 정자 첨체는 지속적으로 손상이 일어나기 때

문에 닭 정자의 농도를 높여서 활력이 우수한 정자를 다량

공급하는 것이 후대 생산에 중요할 것으로 파악된다. 또한
가금의 번식 생리 특성상, 건강한 암컷은 수정능을 보유한
정자를 자성생식도관에 저장할 수 있는 능력이 있으므로, 
저온 저장된 정자는 시차를 두고 반복적으로 인공 수정할

경우, 후대 생산성을 높일 수 있다고 판단된다.

적 요

닭정자는저온환경에서생존하는능력을보유하고있으

나 정자의 운동성과 첨체 손상에 대한 연구는 상세히 알려

져 있지 않다고 판단된다. 본 연구에서는 닭 정자를 BPSE 
및 Lake 희석액으로 희석하고 보존 용기를 1.5 mL e-tube와
0.5 mL 스트로에 보존하여 정자 장수성을 조사하였다. 밀봉
된 0.5 mL 스트로에 보존된 정자의 운동성이 3일동안 저온
보존 시 더 높은 것으로 관찰되었다(68.6±3.1% vs. 
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22.1±5.7%). BPSE로희석하여 0.5 mL 스트로에보존된닭정
자의 운동성 또한 Lake 희석액보다 더 높게 관찰되었다

(57.7±5.6% vs. 37.7±5.4%). 첨체 온전성도 0.5 mL 스트로에
보존하는것이우수하였고냉장보존일이증가함에따라손상

된첨체비율이증가하였다. 본연구에서 0.5 mL에밀봉된닭
정자는저온보존에이용될수있으며정자의운동성을높여

주며 첨체 온전성을 증가시키는 것으로 관찰되었다.  
(색인어: 닭 정액, 저온 저장, 운동성, 첨체 손상)
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