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Progesterone 및 Acetyl-L-Carnitine이 정자의 동결-융해에 
미치는 영향 
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Objective : To assess the effects of progesterone and acetyl-L-carnitine used after treated with 
Isolate®  gradient before semen cryopreservation-thawing on sperm parameters and membrane integrity. 

Material and Methods : From April 2001 to July 2001, ten normal male partner of couples who 
were visited in vitro fertilization (IVF) clinics. the semens were treated with Isolate®  gradient before 
cryopreservation, spermatozoa was incubated with progesterone (1, 5 and 10 µM), acetyl-L-carnitine 
(2.5, 5 and 10 µM), or both (progesterone, 1 µM; and acetyl-L-carnitine, 5 µM) for 30 min. 

Results: There were no differences in sperm parameters and vital stain among isolate only treated 
group, progesterone (1, 5 and 10 µM), acetyl-L-carnitine (2.5, 5 and 10 µM) and both (progesterone, 1 
µM; and acetyl-L-carnitine, 5 µM). But, in high concentration of acetyl-L-carnitine (10 µM) treated 
group, sperm parameters and vital stain were decreased. The statistical method was used ANOVA 
(Kruskal-Wallis test) and p value was  <0.01. 

Conclusions : Neither progesterone nor acetyl-L-carnitine show to be protective effect on the 
cryodamage assessed by sperm parameters and vital stain (eosin-Y stain) in normal sperm. High 
concentration of acetyl-L-carnitine (10 µM), however, was harmful effect on cryoprevention. 
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정자를 동결 보존시키는 방법은 시간적인 제약이

나 공간적인 제약을 극복하여 필요한 시기에 인공 

수정이나 체외 수정을 시행할 수 있게 한다. 그러나 

동결 보존된 정자는 수정 능력이 떨어지는데 이는 

동결 후 정자의 운동성과 생존 능력이 신선한 정자

보다 감소된다고 생각된다. 원인으로는 정자의 동결 

융해 과정이 정자의 첨체막의 여러 가지 변화에 의

해 야기된다고 본다.1 이러한 동결 정자의 약점을 극

복하기 위한 연구들이 진행되고 있으나, 아직 가장 

이상적인 방법은 없는 실정이다. 

정액에 있는 acetyl-L-carnitine은 부고환의 기능을 

진단하는 지표로 최근 제시되고 있다. 이는 지방산의 
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수송과 미토콘드리아의 산화 반응에 작용한다. 또한 

Sertoli cell의 지방산과 Leydieg cell의 지질 대사에 

관여함으로써, acetyl-L-carnitine은 에너지원으로써 정

자의 대사에 중요한 작용을 한다.2,3 Acetyl-carnitine이 

여러 가지 생리적인 충격으로부터 세포막을 보호하

는데, 특히 세포 골격에 가장 중요한 요소인 spectrin

과 actin의 상호 작용을 강화한다.1,4 

Progesterone은 배란기 동안 난포액에 다량 존재하

며 이것은 Na2+과 Ca2+의 이온 채널을 열어 세포막

의 탈분극을 일으킨다. 정자의 머리에는 특정한 수용

체가 있어 progesterone과 반응하며 이것은 정자의 

과운동성과 첨체 반응, zona pellucida 결합, 난자의 

관통 및 수정에 중요한 작용을 한다.1,5,6 

생사 염색으로서의 eosin-Y는 정자 두부의 세포막

의 보존성 (integrity)이 유지된 경우는 염색이 되지 

않고, 세포안과 밖의 삼투압의 차이가 소실된 정자에

서는 붉은 색으로 염색이 된다.1,7 

본 연구는 정상 정자에서 정자를 동결하기 전에 

Isolat e®  gradient를 처리한 후 progesterone과 acetyl-

carnitine이 정자의 동결-융해로부터 일어날 수 있는 

정자의 운동성과 정자막의 변화에 어떠한 영향을 미

치는지 알아보고자 하였다. 

 

연구 대상 및 방법 

1. 연구 대상 

2001년 4월부터 2001년 6월까지 본원 불임클리닉

을 방문한 정상 성인 남자 10명을 대상으로 하였다. 

이들은 1992년 WHO에서 정한 정상적인 정액상을 

가지고 있었고 임신을 한 경험이 있는 환자들이었다. 

2. 방 법 

1) 정액 처리 

Isolate®  gradient  방법8-수집된 정자는 30분간 액화

한 다음 자동 정자 분석기로 분석하였다. 그 후 소독

된 pipette을 사용하여, 하층액 1.5 ml을 소독된 고깔 

모양의 튜브에 담고 새 pipette을 사용하여, 동량의 

상층액을 하층액의 위에 옮겼다. 가능한 한 부유물은 

제거하였고, 마지막 농도는 30~50×106/ml이 되게 하

였다. 희석된 샘플은 8개의 튜브에 나누어 졌다. 

2) Progesterone 과/이나 acetyl-L-carnitine 

첨가 

준비된 튜브는 Isolate®만 처리한 군과 progesterone

을 1 µM, 5 µM, 10 µM을 각각 첨가한 군 그리고 

acetyl-L-carnitine을 2.5 µM, 5 µM, 10 µM을 각각 첨

가한 군으로 나누었다. 또 다른 튜브는 progesterone 

1 µM과 acetyl-L-carnitine 5 µM을 첨가하였다. 30분간 

배양한 후 정자의 농도, 운동성, curvilinear velocity 

(VCL; the velocity derived from all 20head position), 

straight-line velocity (VSL; the velocity based on the 

first and last head positions only)와 linearity (LIN; 

VSL/VCL, a measure of the straightness of the trajec- 

tory)들을 측정하고, 생사 염색을 실시한 후 동결 과

정이 행해졌다. 

3) 정액 동결 및 융해 

정액 동결 용매는 TYB (the cryoprotectant)을 사

용하였고, 준비된 샘플과 1;1로 섞은 후, programma- 

ble freezer (cryo-magic)를 이용하여 -196℃ 질소 탱

크에서 서서히 동결하였다. 24시간 이후 37℃ 물에

서 40~50초 간 담궈 둔 후 위에 언급한 여러 가지 

정자의 지표들을 측정하고 생사 염색을 실시하였다. 

3. 통계 방법 

SPSS+ version70 package을 이용한 ANOVA: Kru- 

skal-Wallis test로 통계 처리하였고, p<0.01 인 것을 

통계적으로 유의한 것으로 하였다. 

 

결  과 
 

Isolate®만 처리 후 동결-융해한 군을 대조군으로 

하였을 때, 대조군의 정자의 농도는 53.8±36.4×106/ 

ml, 운동성은 33.2±16.6%였고, VCL (µM/s), VSL (µM/ 

s), LIN (µM/s)은 각각 28.9±6.0, 12.9±4.8, 43.0±8.7

이였다. 대조군의 생사 염색 후 결과는 38.2±12.9%

로 나타났다 (Table 1). 

Progesterone을 농도 별로 첨가 (각각 1 µM, 5 µM, 

10 µM) 하였을 때, 정자의 농도, 운동성 및 VCL, 

VSL, LIN 등은 대조군과 유의한 차이를 보이지 않았

으며, 생사 염색의 결과도 각각 38.1, 41.9, 38.2%로 

대조군과 비슷하였다 (Table 1, Figure 1, 2). 

Acetyl-L-carnitine의 경우는 2.5 µM을 첨가하였을 
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때는 생사 염색에서 43.5% 증가한 양상을 보였으나,  

통계학적 유의성은 없었다. 5 µM을 첨가하였을 때에

도 모든 정자의 양상은 대조군과 유의한 차이를 보 

이지 않았다 (Table 1, Figure 3, 4). 

Acetyl-L-carnitine 10 µM의 높은 농도에서는 운

동성이 대조군의 33.2±16.6%에서 7.9±3.9%로 감소

하였으며, VCL, VSL, LIN도 각각 1.37±3.2, 2.1±1.5, 

14.9±7.9로 대조군보다 유의하게 감소하였다. 또한 

생사 염색에서도 5.1±9.4%로 감소하였다 (Table 1, 

Figure 3). 

Progesterone과 acetyl-L-carnitine의 상승효과를 알

아보기 위해서 각각 progesterone 1 µM과 acetyl-L-

Table 1. The Results of Sperm parameters and vital stain 

 Conc (×106/ml) Motility (%) VCL (µm/s) VSL (µm/s) LIN Vital stain (%) 

Postthaw (control) 53.8±36.4 33.2±16.6 28.9± 6.0 12.9± 4.8 43.0± 8.7 38.2±12.9 

P4-1 µM 56.1±40.2 36.9±13.8 33.6±11.9 17.4±10.2 48.4±12.2 38.1±13.0 

P4-5 µM 54.0±39.0 33.5±18.1 29.4± 9.8 13.3± 7.0 42.7±11.2 41.9±16.2 

P4-10 µM 57.7±35.5 34.5±17.1 30.4± 9.9 13.8± 7.7 41.9±13.2 38.2±14.7 

Comb (P4-1+A5) 50.8±39.2 37.3±16.1 30.5± 7.0 14.8± 6.4 46.4±10.5 38.4±13.6 

acetyl-L-carnitine       

2.5 µM 58.5±36.4 39.3±15.7 31.8± 8.9 15.8± 6.8 47.5±11.4 43.5±15.4 

5 µM 52.5±40.2 32.8±16.5 27.0± 7.9 12.5± 6.9 43.6±10.6 35.5±14.9 

10 µM 69.0±27.2 7.9± 3.9* 13.7± 3.2* 2.1± 1.5* 14.9± 7.9* 5.1± 9.4* 

Comb (P4-1+A5) 50.8±39.2 37.3±16.1 30.5± 7.0 14.8± 6.4 46.4±10.5 38.4±13.6 
*p<0.01 (ANOVA: Kruskal-Wallis  test) 

Control   P4-1    P4-5   P4-10  Control 
(P4-1+A5) 

Figure 1. Comparison of concentration, motility and 
vital stain (control vs progesterone treated groups) 
*conc. (×106/ml), motility (%), vital stain (%) 

Control   P4-1    P4-5   P4-10  Control 
(P4-1+A5) 

Figure 2. Comparison of VCL, VSL and LIN (control 
vs progesterone treated groups) 
*VCL (µM/s), VSL (µM/s), LIN (µM/s) 
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carnitine 5 µM을 첨가한 실험에서도 대조군과 유의한 

차이를 보이지 않았다 (Table 1, Figure 1, 2, 3). 

 

고  찰 
 

정자의 동결 보존은 한 번 정자를 채취한 후 임신

에 실패했을 경우 다음 주기에 다시 채취를 해야 하

는 불편을 덜 수 있어 환자에게 유익하다. 비 배우자

간 인공 수정 (Artificial Insemination by Donor semen; 

AID)시에는 그 특성상 동결 보존된 정자를 사용하게 

되며, 무력 정자증 (Asthenozoospermia)처럼 정자의 

운동성 (rapid and progressive motility)이 50% 이하인 

정액이나, 정자수가 적은 희귀 정자증 (Oligozoos- 

permia)의 경우임에도 불구하고 배우자 간 인공 수정 

(Artificial Insemination by Husband semen; AIH)을 시

행하게 될 경우 동결 보존으로 인한 정자회수율의 

감소를 극복할 수 있다면 한 배란 주기에 수차례 정

자를 채취해서 동결 보존 시켜둔 것을 융해시켜 사용

할 수 있는 장점이 있다. 

동결 손상은 급속 냉동 시는 세포막 내에 생성된 

얼음 조각이 세포막을 파괴시킴으로써, 완속 냉동시

킬 경우 세포막 바깥에 생성된 얼음 조각의 기계적인 

힘이나 삼투압의 영향으로 발생한다.7 Grizard 등에 

의하면 동결 손상은 희석 과정이나 동결-융해 과정 

또는 두 가지 과정 모두에서 발생할 수 있다고 하였

다.9 따라서 동결된 정자는 비동결 정자에 비해 진행

성 운동성이 떨어지고 취약하며 동결 정자는 신선 

정자에 비해 시술 후 임신율이 낮은 것으로 알려져 

있다.10 이는 융해 후 생존 능력 (viability)과 운동성 

(motility)이 신선 정자 상태보다 감소하기 때문으로 

추측하고 있으며5~13 동결-융해한 정자는 배양기간이 

길수록 생존율이 더욱 저하된다고 알려져 있다.7,12 

또한 융해 후 정자의 운동성은 동결 전의 운동성과 

상관관계가 없다고 한다.15 

본 연구는 정상 정액상을 가진 환자들을 대상으로 

실험을 시행하였다. 현재 일반적인 동결 보존은 TEST- 

yolk, Glycerol 등을 주성분으로 하는 정자 보존액과 

정액을 혼합시켜 직접 액체 질소에 투입하거나 pro- 

grammed freezer를 이용해 동결 보존시키는 방법이 

널리 이용되고 있으며 TEST-yolk가 정자의 진행성 

운동성 회복에는 더 좋은 것으로 되어 있다.15 본 연

구에서는 TYB를 사용하였다. 

본 연구에서는 또한 Isolate®  gradient 방법을 사용

하였는데 이 방법은 swim-up 방법에 비해 정자의 농

도가 유의성 있게 높았으며 동결-융해 과정 후 정자 

Control   A25       A5       A10   Control 
(P4-1+A5) 

Figure 4. Comparison of VCL, VSL and LIN (control 
vs acetyl-L-carnitine treated groups) 
*VCL (µM/s), VSL (µM/s), LIN (µM/s) 

Control    A25   A5   A10    Control 
(P4-1+A5) 

Figure 3. Comparison of concentration, motility and 
vital stain (control vs acetyl-L-carnitine treated groups) 
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정밀 형태 변화에서 차이를 보이지 않아 swim-up 방

법 보다 편리한 Isolate®  gradient  방법을 채택하였다.8 

정자 동결 시 정자 세포막의 어떤 기질적인 변화로 

progesterone에 반응하여 세포내 Ca2+을 증가시키는 

반응이 저하된다고 보고된 바 있다.16 정자의 동결보

존은 spermatozoa에서 Ca2+를 증가시키는 기전을 감

소시키고 동결로 인한 세포막의 손상은 progesterone 

수용체의 손실을 일으킨다고 한다.17  그러나 proges- 

terone은 쥐의 냉동 손상된 신경세포에서 수초화 

(myelinization)에 필요한 신호전달물질 (signaling mo- 

lecule)의 발현을 활성화시키거나, 수초로부터의 인지

질 (phospholipid) 전달을 활성화하여 조직의 동결 시 

일어나는 세포의 손상을 개선시킨다는 것이 보고된 

바 있다.1,18,19 

정자의 acetyl-L-carnitine 농도는 냉동 매체에 희석

되는 동안 또는 동결-융해 후 저하된다. 정액과 정자

의 carnitine과 acetyl-L-carnitine의 농도를 동결시키

기 전과 후로 비교해 보면, 정액에서는 두 가지 물질 

모두 수치상의 변화가 없으나, 정자는 냉동 후 acetyl- 

L-carnitine의 양이 감소하였다.3,9 Acetyl-L-carnitine은 

또한 progesterone과 마찬가지로 불량한 물리적 조건 

하에 일어나는 다양한 세포막의 변화를 방지해 준다

고 보고된 바 있으며,20,21 정자에서 즉각적으로 쓸 수 

있는 가용성 에너지를 제공해 주고, 정자의 운동성

과 viability를 증가시킨다고 한다.1 

본 연구에서는 여러 농도의 progesterone과 acetyl-

L-carnitine을 첨가한 연구군과 Isolate®  gradient만 처

리한 대조군을 비교했을 때 유의한 차이가 없는 것

으로 나타났다. Duru 등 (2001)은 정상 범주의 정액

상과 중등도의 희귀무력이형성증 (oligoasthenotera- 

tozoospermia)을 가진 환자를 대상으로 progesterone

과 acetyl-L-carnitine이 세포막의 동결 손상이나 cryo- 

survival에 대해 즉각적이거나 지연된 효과를 갖지 

못한다는 결과를 얻었다. 또한 고 농도 (20 mM)의 

acetyl-L-carnitine에서도 다른 농도의 실험군들과 차

이를 보이지 않았다.1 그러나 본 연구는 동결 처리 

과정 전에 Isolate®  gradient를 처리하였으며, 고 농도 

(10 µM)의 acetyl-L-carnitine 농도에서는 정자의 성상 

및 세포막에 좋지 않는 영향을 미치는 것으로 나타

났다. 이는 Duru 등 (2001)의 연구와는 차이가 있는 

결과이다. 

희귀무력정자증 (oligoasthenospermia)인 쥐를 가지

고 실시한 실험에 의하면 acetyl-L-carnitine이 lactate 

dehydrogenase와 NADPH-cytochrome P450 reductase

를 증가시킨다고 하나,22 Grizard 등 (1973)의 연구에 

의하면 acetyl-L-carnitine의 정상인에서 농도는 210± 

29 nmol/108 cells이였다.9 본 연구 결과와 Duru 등 

(2001)의 연구 결과의 차이는 생리적인 acetyl-L-carn- 

itine의 농도와 연관이 있으며, 이는 정상인을 대상으

로 한 본 연구와 subfertile한 환자군을 대상으로 한 

연구 방법의 차이에 의한 것으로 여겨진다. 

이상과 같은 연구 결과로 정자의 동결 보존 시 

progesterone이나 acetyl-L-carnitine을 첨가하는 것은 

정자의 동결 융해 시 일어나는 손상을 막지는 못하

는 것으로 보인다. 두 약제의 상승효과도 없는 것으

로 사료된다. 그러나 고농도의 acetyl-L-carnitine을 

첨가하였을 때는 오히려 동결-융해에 의한 손상을 

가속화 시킨다고 생각된다. 향후 subfertile한 환자를 

대상으로 한 실험 및 임상 결과를 종합적으로 평가

하는 연구가 필요하리라 사료된다. 
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