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요 약 문

Ⅰ. 제 목; 

      제주흑우의 대량증식기술개발 및 산업화

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성; 

    연구개발의 목적 및 필요성은 멸종위기 제주흑우를 첨단 생명공학 기술로 대량 번식 시키

는데 있음. 제주흑우는 한우 4 품종 중의 한 종으로 세계자연유산 제주특별자치도에서만 서식

하고 있음. 고려 왕조시대 이래 임금님의 진상품으로 촘촘한 마아블링과 유연성 및 질감이 있

고 불포화지방산인 올레익산과 리놀레익산이 풍부하여 웰빙식품으로도 최근에 관심을 끔. 따라

서 1990년대 초반부터 제주흑우 보존프로그램 하에 멸종동물로 간주되어 보호돼 오고 있음. 이

런 관점에서 생명공학기법을 이용한 대량증식은 고급브랜드육 생산으로 이어져 한·미 FTA 

타결로 침체된 농가의 위기극복 뿐만 아니라 국제적으로 경쟁력 있는 상품을 생산하여 국가에

일익이 될 것임.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

    연구개발 내용 및 범위는 i) 체내·외 수정란 생산 및 이식기술 개발 ii) 생식세포 (정자와

난자) 성 감별 iii) 수정란 동결기술 최적화 iv) 제주흑우유전 형질 탐색 및 v) 우량 제주흑우보

존과 관련 보조생식기술 개발임. 

 
Ⅳ. 연구개발결과

    연구개발로서 얻어진 결과는 다음과 같음. i) 제주흑우 친자감별 및 등록에 필요한 24개 마

커를 선정하고 활용함. ii) 2013년 현재, 제주흑우 등록우 460두, 등록대기 150두로 연구시작

2008년 96두에서 610두로의 증식효과에 기여함. iii) 우수 흑우정액 선별을 위한 데이터베이스

구축용 정액분석기와 정액스트로제조 자동화 시스템을 두 기관 (제주도 축산진흥원과 국립축산

과학원 난지축산시험장) 내에 설비하여 가동되게 함. iv) 체외수정란 생산 효율을 높인 새로운

수정기법과 배양기술 개발하여 3건 특허 등록함. v) 본 연구진에의해 개발된 초자화동결기술은

농장에서 one-step 융해 후 바로 이식하는 동결방법임. vi) 현존하거나 죽은 우량 제주흑우 종

모우 (복제씨수소‘흑영돌이’, 현존하는 체세포이용; ‘흑올돌이’, 죽은 씨수소 체세포 동결

2년 뒤 녹여 이용) 체세포와 종빈우 (‘흑우순이’, 죽은 씨암소 체세포 동결 2년 뒤 녹여 만

든 복제수정란을 초자화동결기술로 세계처음으로 복제성공) 체세포 확보 후 체세포 핵이식기법

으로 복제씨수소 2두와 씨암소 1두를 생산함. vii) 복제소 성과 (3두) 와 논문 성과 (19편) 을

언론 매체를 통해 홍보함 (총 257건). viii) 2010년 농림수산식품 우수과제 선정 및 일본 동물생

식학회 (JRD) 우수논문으로 선정됨. ix) 제주흑우 천연기념물 제546호 지정에 기여함. x) 관련

기술을 교육·홍보 (20건) 하고 우수인력을 양성함 (5건; 석사 5명).
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Ⅴ. 연구 성과 활용계획

    연구 성과 활용계획은 다음과 같음. i) 확립된 유전자 marker 체계를 활용한 친자감별확인

과 도체 형질분석 통한 우수유전능력 제주흑우 발굴. ii) 제주흑우 전용 홈페이지를 통한 제주

흑우 전수 공개로 소비자 니즈 충족. iii) 구축된 기반·설비를 이용한 수정란이식사업의 활성

화유도. iv) 제주흑우 대량증식을 통한 제주흑우 판매유통 산업화 기반 활성화. v) 제주흑우 천

연기념물 제546호 지정에 따른 제주특별자치도와 제주대학교 줄기세포연구센터 간“우량 제주

흑우 체외수정란 이식사업협약”으로 활성화.
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SUMMARY

Subject;

           Industrialization and mass production of Jeju Black Cattle 

The purpose and need for research and development;

    The purpose of this research and development is for mass production of 

the endangered Jeju Black Cattle. Jeju Black Cattle, one of 4 native Korean 

cattle species, lived in the World Natural Heritage in the Jeju Special 

Self-Governing Province only. Their beef had been delivered to the Korean royal 

family regularly since the Goryeo Kingdom era. It had the excellent elasticity and 

chewy meat fillet in a thin marbling, and tightly lodged unsaturated fatty acids such 

as oleic acid, linoleic acid content, is getting increased attention as a wellness food. 

Jeju Black Cattle are regarded as an endangered breed, which fostered the Jeju 

Black Cattle Conservation Program in the early 1990s. In the viewpoint, mass 

production of the Jeju Black Cattle using biotechnology can produce 

high-quality brand meat. Also, recession mood of the field of livestock caused 

by Korea-U.S.A FTA can be overcame and will be able to have a beneficial 

effect to produce International competitive products. 

Content and scope of research and development

                   Content and scope of research and development of this study were to        

                 investigate i) Establishment of embryo production and embryo transfer of Jeju      

                Black Cattle ii) Sex control of sperm and egg iii) Optimization of embryo           

                 freezing technique iv) Genotype analysis related in Jeju Black Cattle and v)        

                 Conservation of elite Jeju Black Cattle and development of assisted reproductive    

                 technology.  

Results of research and development

    Results obtained in this research and development were as follows: i) 

Selection of 24 markers required for paternity analysis of Jeju Black Cattle ii) 

As of year 2013, 460 Jeju black cattles are registered and 150 Jeju black cattle 

are ready to be register. This research was started with only 96 Jeju Black 

Cattle in 2008, but now they increased to 610 Jeju Black Cattle. iii) For 

excellent database screening of Jeju Black Cattle semen, Computer Assisted 

Sperm Analyser (CASA), sperm freezer and automated sperm distributor installed 
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in Institution for Livestock Promotion and the National Institute of Subtropical 

Agriculture in Jeju as a request of this project will produce elite Jeju Black 

Cattle embryo. iv) Three patent are registered for in vitro embryo production 

efficiency and new IVF techniques. v) Newly developed vitrification and 

one-step dilution technique applied effectively on field trial for cloned Jeju 

Black Cattle production. vi) We producted two elite Jeju Black Cattle cloned 

bulls (Heuk Young Dolee and Heuk Oll Dolee) and one elite Jeju Black Cattle 

cloned cow (Heuk Woo Sunee). Two out of three of these animals (Heuk Oll 

Dolee and Heuk Woo Sunee) were post-death cloned and produced by somatic 

cell nuclear transfer (SCNT) approximately 2 years after their nuclear donors 

were slaughtered. vii) Successfully produced 3 cloned Jeju Black Cattles, total of 

19 submitted research papers, and total of 257 events are publicized throughout 

the media. viii) Our team has been selected for excellent project from the IPET 

in 2010and received the honorable paper award from Japan Society of Animal 

Reproduction (JRD)  ix) Contributed the designation of Jeju Black Cattle as No. 

546 natural monument of national cultural property. x) Promoted total of 20 

educational and related techniques and were able to train and educate 5 

masters degree students. 

Utilization plan of research product

    Utilization plan of research product was as follows: i) Selection of elite Jeju 

Black Cattle by newly developed paternity test and carcass traits analysis. ii) 

Satisfaction of customers needs through the information about total number of 

Jeju Black Cattle in website. iii) Activation of business plan of embryo transfer 

using established equipment and system: -Excellent database screening of Jeju 

Black Cattle semen by Computer Assisted Sperm Analyser (CASA), sperm freezer 

and automated sperm distributor, -From organization sector to private sector, 

and –Use of simple ultra-rapid freezing-thawing technique. iv) Activation of 

infra-structure in sales distribution through the mass production of Jeju Black 

Cattle. v) Contract for the embryo transfer plan of elite Jeju Black Cattle 

between Jeju National University Stem Cell Research Center and Jeju Special 

Self-Governing Province by designation of Jeju Black Cattle as No. 546 natural 

monument of national cultural property. 

 



- 6 -

CONTENTS

1. Summary of research development 13

1.1 Purpose of research development 13

1.2 Necessity of research development 14

1.3 Scope of research development 18

2. Status of technique development at domestic and foreign countries 19

2.1 Status of research and development at domestic and foreign in the technique 19

2.1.1 International level 19

2.1.2 National level 19

2.2 Domestic and foreign-related technique trends 20

3. Information and results of research performed 22

3.1 Culture condition development and optimization of in vitro embryo culture 22

3.1.1 In vitro culture condition technique development 22

3.1.1.1 Effect on the development of embryos in vitro antioxidant anti-apoptotic         

   effects by adding flavonoids 22

3.1.1.2 Flavonoid-treated SCNT embryos in vitro development and production of          

   cloned calves Jeju black cattle 30

3.1.1.3 Development of culture condition utilizing stem cell derived bioactive 

       material 42

3.1.2 Production of excellent embryo through in vitro fertilization (IVF) 55

3.1.2.1 Improvement of IVF utilizing swim-up step (technique invented) 55

3.1.2.2 Effect of GAG-treated sperm IVF of bovine oocytes 64

3.2 Establishment of Jeju Black Cattle embryo production and embryo transfer system 71

3.2.1 Embryo production 71

3.2.2 Embryo transfer 78

3.2.3 Obtaining of super bull Jeju Black Cattle 80

3.2.4 Sperm characteristics analysis of candidate for super bull Jeju Black Cattle 82

3.2.5 Registration of Jeju Black Cattle 82

3.3 Technique invented for sperm sex control, and embryo utilization 86

3.3.1 Sperm sex control 86

3.3.1.1 Sperm analysis 86

3.3.1.2 IVF potential treated with diluent of sperm sex control 88

3.3.1.3 Sperm sex control (sperm separation by Flow cytometer) 89

3.3.2 Embryo sex control 101

3.3.2.1 Embryo sex control by using PCR and LAMP 101

3.3.2.2 Sexual Dimorphism-utilized embryo sex control 106



- 7 -

3.4  Embryo freezing technique development and transplantation of Jeju Black Cattle 113

3.4.1 Technique development of embryo freezing 113

3.4.1.1 Effect of the anti-oxidant flavonoid on frozen-thawed embryo 115

3.4.1.2 Optimization of unfertilized egg freezing technique 118

3.4.2 Utilization of freezing technique 120

3.4.2.1 Slow freezing 120

3.4.2.2 Production of cloned Jeju Black Cattle (Korean cattle) from SCNT embryo

       using vitrification, one-step dilution and direct transfer technique 121

3.5 Genetic detection and analysis of Jeju Black Cattle 128

3.5.1. Jeju Black Cattle markers for paternity analysis and system 128

3.5.1.1 Microsatellite (MS) Genotyping of Jeju Black Cattle 128

3.5.1.1.1 MS selection marker of Jeju Black Cattle 132

3.5.1.1.2 Practical application of MS marker in Jeju Black Cattle farmer groups 137

3.5.1.1.3 Jeju Black Cattle pedigree management and breeding system of                

   individual identification system using paternity analysis 141

3.5.1.1.4 Creation of Jeju Black Cattle genetic family tree 142

3.5.1.2  Insertion-deletion polymorphisms (Indel) Genotyping of Jeju Black Cattle 144

3.5.1.2.1 Selection and analysis of Indel marker 144

3.5.1.2.2 Indel marker selection and optimal system for individual identification           

   and paternity analysis 150

3.5.1.3  Genetic analysis in the coat color patterns of Jeju Black Cattle 159

3.5.1.3.1 Gene analysis of the coat color patterns related to Jeju Black Cattle 159

3.5.1.3.2 Genotype distribution of MC1R, and ASIP in the coat color patterns             

   of Jeju Black Cattle 161

3.5.1.3.3 Genetic analysis of Jeju Black Cattle F1-related the coat color patterns 163

3.5.2 Genetic analysis between Jeju Black Cattle and other breeding animals 164

3.5.2.1 Genealogy analysis of Jeju Black Cattle revealed by mitochondrial DNA 

       (mtDNA) 164

3.5.2.1.1 Jeju Black Cattle NJ & network analysis 164

3.5.2.1.2 Korean cattle breeds NJ & network 165

3.5.2.1.3 Japanese Wagyu NJ & network analysis 166

3.5.2.1.4 NJ & network analysis between Jeju Black Cattle and Japanese Wagyu 167

3.5.2.1.5 KN4 (super bull Jeju Black Cattle) mtDNA analysis and NJ & network 168

3.5.2.1.6 Genealogy analysis between Jeju Black Cattle and other breeding 

        animals based on mtDNA-D loop 170

3.5.2.2 SNP chip analysis and specific gene detection of Jeju Black Cattle 172

3.5.2.3 Carcass traits analysis of Jeju Black Cattle 174

3.5.2.3.1 Beef carcass grade from Jeju island 175

3.5.2.3.2 GHR polymorphism and correlation analysis of carcass traits of 

        Hanwoo and Jeju Black Cattle 176



- 8 -

3.5.2.3.3 GH1 and POU1F1 polymorphism and correlation analysis of carcass            

traits of Hanwoo and Jeju Black Cattle 178

3.5.2.3.4 IGFBP3 polymorphism and correlation analysis of carcass traits of               

   Hanwoo and Jeju Black Cattle 179

3.5.2.3.5 Distribution of SNP  and carcass traits grade of slaughtered Jeju Black 

        Cattle 179

3.6. Preservation of elite Jeju Black Cattle and development of applied technology 183

3.6.1 Optimization of Somatic cell nuclear transfer (SCNT) technique and     

     efficient production of cloned embryos 183

3.6.1.1 Efficient production of cloned embryos using Oosight imaging system 183

3.6.2 Production of cloned Jeju Black Cattle 188

3.6.2.1 Production of cloned breeding bull‘Heuk Young Dolee’ 190

3.6.2.2 Production of cloned breeding bull‘Heuk Oll Dolee’ 193

3.6.2.3 Production of cloned breeding cow‘Heuk Woo Sunee’ 195

3.6.3 Sperm analysis and IVF potential of somatic cell nuclear transfer (SCNT) 

     cloned cattle 197

3.6.3.1 Sperm analysis and IVF of cloned cattle‘Heuk Young Dolee’ 197

3.6.3.2 Sperm analysis and IVF of cloned cattle‘Heuk Oll Dolee’ 201

3.6.4 Establishment of bovine embryonic stem cell lines 203

4. Goal achievements and the contribution of related fields 205

4.1 Achievement of research goals 205

4.2 The contribution of technique to the development of related fields 210

5. Achievement of research development and utilization plan 212

5.1  Goal and achievements of research product 212

5.1.1 Patent result 212

5.1.2 Published paper result 216

5.1.3 Academical presentation 222

5.1.4 Utilization of educational instruction 239

5.1.5 Awards 243

5.1.6 Education and training 244

5.1.7 PR (press and visual media) 245

5.2 Utilization plan of research product 266

5.2.1 Selection of elite Jeju Black Cattle by newly developed paternity test 

     and carcass traits analysis 266

5.2.2 Satisfaction of customers needs through the information about total 

     number of Jeju Black Cattle in website 267

5.2.3 Activation of business plan of embryo transfer using established  

     equipment and system 269



- 9 -

5.2.3.1 Excellent database screening of Jeju Black Cattle semen by Computer     

Assisted Sperm Analyser (CASA), sperm freezer and automated sperm     

distributor 269

5.2.3.2 From organization sector to private sector 270

5.2.3.3 Use of vitrification, one-step dilution and direct transfer technique 271

5.2.4 Activation of infra-structure in sales distribution through the mass 

      production of Jeju Black Cattle 272

5.4.5 Contract for the embryo transfer plan of elite Jeju Black Cattle between 

     Jeju National University Stem Cell Research Center and Jeju Special Self-

     Governing Province by designation of Jeju Black Cattle as No.546 natural 

     monument of national cultural property 273

6. International scientific and technical information obtained during research period 277

6.1 Establishment of Jeju Black Cattle embryo production and transplantation system 277

6.2 Technical development for sex control 279

6.3 Freezing technique development and transplantation of Jeju Black Cattle embryo 283

6.4 Genetic detection and analysis of Jeju Black Cattle 284

6.5 Preservation of elite Jeju Black Cattle and development of applied technology 288

7. Research equipments and facility 290

8. References 292



- 10 -

목 차

제 1 장 연구개발과제의 개요  13

   제1절 연구개발의 목적  13 

   제2절 연구개발의 필요성  14

   제3절 연구개발의 범위 18 

제 2 장 국내외 기술개발 현황 19

   제1절 연구개발 대상 기술의 국내․외 현황 19

     1. 세계적 수준 19

     2. 국내수준 19

   제2절 관련기술 국내․외의 연구동향 20

   

제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과 22

   제1절 체외 수정란 배양 환경 기술 개발 및 최적화 22

     1. 체외 배양환경 기술 개발 22

        가. 체외수정란 발달에서 플라보노이드 첨가가 미치는 항산화·항사멸 작용 22

        나. 플라보노이드 처리된 체세포 핵이식 배아의 체외 발달 및 제주흑우 복제소 생산 30

        다. 줄기세포 생리활성 물질을 이용한 배양환경 개발 42

     2. 체외수정 기술 개발을 통한 우수 수정란 생산 55

        가. 2단계 스윔업(swim-up) 방법을 이용한 가축의 체외수정능 향상방법 55

        나. GAG 처리된 정자가 소 난자의 체외발달에 미치는 영향 64

   제2절 흑우 수정란 생산 및 이식 체계 확립 71

     1. 수정란 생산 71

     2. 수정란 이식 78

     3. 제주흑우 씨수소 확보 80

     4. 제주흑우 후보씨수소 정액성상 분석 82

     5. 제주흑우 등록관리 82

   제3절 성감별 정자 및 수정란 활용 기술 개발 86

     1. 정자 성감별 86

        가. 정액 분석 86

        나. 정자 성감별에 사용되는 정액 희석액의 체외수정능에 미치는 영향 검토 88

        다. 정자 성감별 (Flow cytometer에 의한 정자분리) 89

      2. 수정란 성감별 101

        가. PCR방법과 LAMP법을 이용한 수정란 성감별 101

        나. Sexual Dimorphism (성별 이형성)을 활용한 수정란 성 감별 106

   제4절 제주흑우 수정란 동결 기술 개발 및 이식 113

     1. 수정란 동결 기술 개발 113

        가. 동결-융해 수정란에 대한 항산화제 플라보노이드 처리효과 115



- 11 -

        나. 미수정란 동결 기술의 적정화 118

     2. 동결 기술 활용 120

        가. 완만동결 120

        나. 초자화동결과 1-단계 융해된 체세포핵이식란의 직접이식기술로 제주흑우

           복제소 생산 121

   제5절 제주흑우 유전형질 검출 및 분석 128

      1. 제주흑우 친자확인을 위한 표지인자 분석 및 시스템 구축 128

        가. 제주흑우 Microsatellite (MS) 유전자형 분석 128

          (1) 제주흑우 MS 표지인자 선정 132

          (2) 농가 제주흑우 집단에서의 MS marker 실제 적용 137

          (3) 제주흑우 혈통관리 및 육종체계에서의 개체식별․친자감별 시스템의 이용 141

          (4) 유전형질에 따른 제주흑우 가계도 작성 142

      나. 제주흑우 Insertion-deletion polymorphisms (Indel) 유전자형 분석 144

          (1) Indel 마커 선정 및 조사 144

          (2) Indel 마커 선발과 최적의 개체식별 및 친자감별 시스템 구축 150

        다. 제주흑우 특이 모색 유전자 분석 159

         (1) 제주흑우와 실용화 축군에서 모색 관련 유전자 분석 159

         (2) 제주흑우 실용화축군의 모색과 MC1R, ASIP 유전자형의 분포 161

         (3) 제주흑우 실용화축군에서 발견되는 특이모색 관련 유전자 분석 163

     2. 제주흑우의 타 품종과의 유전적 특이성 분석 164

       가. 미토콘드리아 DNA 분석을 통한 제주흑우 계통유전학적 분석 164

         (1) 제주흑우 NJ & network 분석 164

         (2) 한국 소 품종들 간 NJ & network 165

         (3) 일본 화우 NJ & network 분석 166

         (4) 제주흑우와 일본화우의 NJ & network 분석 167

         (5) KN4 개체의 mt DNA 분석 및 NJ & network 168

         (6) 전 세계 소 품종의 D-loop 유전자에 대한 계통유전학적 분석과 제주흑우의 위치 170

       나. 제주흑우 Bovine SNP chip 분석 및 특이 SNP 탐색 172

       다. 제주흑우의 도체형질 분석 174

         (1) 제주지역에서 출하된 소의 도체성적 175

         (2) GHR 유전자형의 다형성과 한우 및 제주흑우의 도체형질의 상관 분석 176

         (3) GH1과 POU1F1 유전자형의 다형성과 한우 및 제주흑우의 도체형질의 상관 분석 178

         (4) IGFBP3 유전자형의 다형성과 한우 및 제주흑우의 도체형질의 상관 분석 179

         (5) 제주흑우 도축우 집단에서 유전자의 SNP 분포와 도체형질의 성적 179

   제6절 제주흑우 우수 유전형질 보존 및 응용기술 개발 183

      1. 체세포핵이식 기술 최적화 및 복제수정란 생산 효율 개선 183

        가. Oosight imaging system을 이용한 복제 수정란 생산 효율 개선 183

      2. 제주흑우 복제소 생산 188

        가. 복제씨수소‘흑영돌이’생산 190

        나. 복제씨수소‘흑올돌이’생산 193

        다. 복제씨암소‘흑우순이’생산 195



- 12 -

     3. 체세포복제소의 정액 분석 및 체외수정능 검정 197

        가. 복제소 흑영돌이 정액 분석 및 체외수정 197

        나. 복제소 흑올돌이 정액 분석 및 체외수정 201

    4. 소 배아줄기세포주 확립 기술 개발 203

제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여 205

   제1절 연구개발 목표의 달성도 205

   제2절 관련분야의 기술발전에의 기여도 210

제 5 장 연구개발 성과 및 성과활용 계획 212

   제1절 연구성과 목표 및 달성 212

      1. 특허 성과 212

      2. 논문발표 성과 216

      3. 학술발표 222

      4. 교육·지도활용 239

      5. 수상실적 243

      6. 연구인력 활용/양성 성과 244

      7. 홍보 (언론 및 영상 매체) 245

    제2절 성과활용 계획 266

       1. 확립된 유전자 marker 체계를 활용한 친자감별확인과 도체 형질분석 통한 우수유전

          능력 제주흑우 발굴 266

       2. 제주흑우 전용 홈페이지를 통한 제주흑우 전수 공개로 소비자 니즈 충족 267

       3. 구축된 기반·설비를 이용한 수정란이식사업의 활성화유도 269

          가. 자동화 기계 이용으로 정액데이터베이스구축을 통한 우수 정액 스트로 제조 269

          나. 기관주도형에서 민간주도형 270

          다. 초급속 간편 동결 융해 기술이용 271

       4. 제주흑우 대량증식을 통한 제주흑우 판매유통 산업화 기반 활성화 272

     5. 제주흑우 천연기념물 제546호 지정에 따른 제주특별자치도와 제주대학교 줄기세포

        연구센터 간“우량 제주흑우 체외수정란 이식사업협약”으로 활성화 273

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보 277

   1. 제주흑우 수정란 생산 및 이식 체계 확립 277

   2. 성감별 정자 및 수정란 활용 기술 개발 279

   3. 제주흑우 수정란 동결 기술 개발 및 이식 283

   4. 제주흑우 유전형질 검출 및 분석 284

   5. 제주흑우 우수 유전형질 보존 및 응용기술개발 288

제 7 장 연구시설‧장비 현황 290

  

제 8 장 참고문헌 292



- 13 -

제주도내 전통축산업 첨단생명공학

한우사육, 고급육 생산
성감별, 수정란 이식, 

체세포 핵이식

멸종위기의 재래한우인 제주흑우의

품종 보존

제주 흑우의 대량증식

국제경쟁력 갖춘 동물

자원의 브랜드화

제1절 연구개발의 목적

¡ 세계적인 자유무역주의의 확산에 따라 국내 농축산물 시장도 완전히 열린 시장으로 이행하게

될 것임(대외경제연구원, FTA대응전략연구, 2008년). WTO/DDA 농업협상에 따라 2020년

이전에 개도국 수준의 관세감축을 종료하게 될 것이며, 이후에는 선진국 수준의 의무를

담당하게 될 것으로 전망됨.

¡ 한․미 FTA 체결이 이루어져 경쟁력이 심화되고 있는 가운데 국내산 쇠고기의 가격은 주수

입국인 미국에 비해 4.1 배나 비싸 가격 경쟁력이 미약한 현실임.

¡ 최근 국민소득의 증가로 육류의 소비가 증가하고 있으며 고급육에 대한 수요도 증가하는

실정이며, 우리 국민의 기호를 충족시킬 뿐만 아니라 외국산 쇠고기와 경쟁력을 갖출 수

있는 고유 한우의 품종개발과 특성화 및 브랜드화가 필요함.

¡ 한우 사육농가 및 쇠고기 시장보호를 위해 국제 경쟁력을 갖춘 고품질 한우의 대량 생산

이 시급한 실정임. 이러한 의미에서 한우가 경쟁력을 갖는데 중요한 요소인 “고유한, 차별

화된 맛”을 지니는 고유 전통의 한우인 제주흑우 품종 개발은 축산농가의 소득 및 수입육

에 대한 한우육의 국제경쟁력을 개선할 수 있는 계기가 될 것임.

¡ 제주흑우는 갈색한우와는 달리 육질이 아주 단백하고 특별한 맛을 가지고 있어 임금님에게

진상품으로 공출되었으나, 잦은 공출과 일제시기의 멸종정책으로 현재 겨우 제주에 370여

마리(친자감별을 통한 유전자원 등록이전) 로 그 명맥이 유지되고 있는 실정임.
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¡ 따라서 멸종위기에 있는 제주흑우를 수정란 이식 기술에 의해 대량 번식시키고, 첨단 생

명공학기술인 핵이식 기법에 의해 복제 생산함으로써 그 품종을 유지 시키고 나아가 고품

질 브랜드육 대량생산 체계를 갖춰 국제 경쟁력 있는 상품으로 개발하는데 목적을 둠.

¡ 더불어 세계 7개 자연경관인 제주특별자치도에만 존재하는 멸종 위기 제주흑우의 우량 유

전자원 보존, 등록 및 연구성과 보고 등을 통해 지속적으로 그 의미와 중요성을 알려 제주

흑우는 우리가 보존하고 관리해야 할 유산임을 알리고자 함.

제2절 연구개발의 필요성

¡ 2030년까지 1인당 국민소득(GNI) 4∼5만 달러로 증가하면서 고소득 시대를 살아가는 생활

양식과 국민의식의 전환이 뚜렷해질 것임(대외경제연구원). 고소득 시대에 따른 농산물 소

비의 다양화로 제품차별화가 가속화되고, 외식 산업의 지속적인 성장이 예상됨.

¡ 농산물의 신 수요와 신 시장이 지속적으로 확대․정착될 것임. 소득증대에 따라 소비자의

의식변화가 급진전되면서 소비선택기준에 근본적인 변화가 진행 중에 있음. 가격, 양, 모양

중심에서 안전성, 품질, 편의성, 건강성, 기능성, 나아가 감성이 농식품 소비에서 소비자 선

택의 중요한 기준이 되고 있음.

¡ 최근 국민소득의 증가로 육류의 소비가 증가하고 있으며 고급육에 대한 수요도도 증가

하는 실정임. 그래서 우리 국민의 기호도를 충족시킬 뿐만 아니라 외국산 쇠고기와 경쟁력

을 갖출 수 있는 우리 고유 한우의 품종개발과 특성화 및 브랜드화가 필요함.

¡ 제주흑우는 갈색한우와는 달리 육질이 아주 단백하고 고기맛 (특히 상강육이 발달) 이 우수하

여 고려시대 및 이조시대 삼명일 (임금님생신날, 동지, 정원초하루) 에 정규진상품으로 공출

되었음.

¡ 제주흑우는 세계 7대 자연 경관인 제주의 청정 이미지를 기초로 안전성, 품질면에서 국

내의 다른 축산물은 물론 세계의 그 어떤 축산물과도 확실히 차별화되어 있어 국내 소비

자는 물론 전 세계인이 없어서 먹지 못하는, 한번 먹어보는 것이 소원인 최고의 농산물로

개발이 가능함.

¡ 제주흑우는 도외 반출이 엄격히 제한되고 있으며 위생안전에 민감한 소비자의 심리에 긍

정적으로 작용할 수 있는 가축전염병 청정지대 (Free zone) 제주에서 생산 되는 국내 유일

의 품종임.

¡ 이런 관점에서 대량증식 기반만 마련된다면 제주흑우는 국제 경쟁력 있는 상품으로 개발

가능함.
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¡ 따라서 제주흑우 (그림 1) 의 품종개발과 특성화 및 브랜드화는 매우 시의 적절함.

 

  그림 1. 제주 축산진흥원에서 보유하고 있는 제주흑우 씨숫소(♂, 왼쪽, 시가 2억 호가) 와

  암소 (♀, 오른쪽) 

   

¡ 제주흑우는 등심내의 Marbling이 한우 등심보다 가늘면서 촘촘하게 박혀있고, 고기의 탄력성

및 먹었을 경우 씹은 후 은은하게 퍼지는 달콤한 향기가 일품이며, 도축 후 등급 판정 결과 1

등급이상이 84.6% (한우, 66.2%) 이었으며, 뒷다리부분까지 Marbling이 우수함 (표 1과 2, 그림

2 참조).

표 1. 제주흑우 도체성적요약 (제주축산진흥원 2007 자료 참조)

구 분
도체중
(㎏)

등 지 방
두께(㎜)

등심면적
(㎠)

근 내
지방도

육량지수
1등급
출현율

비 고

제주흑우 346.7 13.0 78.9 4.9 67.0 84.6%

한 우 382.0 11.6 83.2 4.7 65.8 66.2%

※제주흑우 도체성적은 축산진흥원 비육시험 결과이며, 한우는 ‘06년 출하된 거세비육우 도체

성적 전국평균

 

  

     그림 2. 도축 제주흑우등심 (왼쪽) 과 한우등심 (오른쪽)  
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  표 2. 제주흑우 고기 지방산 성분분석 결과

지 방 산(%) 한우거세우 흑우

Oleic acid(C18:In9) 48.30 49.61

Linoleic acid(C18:2n6) 1.69 1.99

Υ-Linoleic acid((C18:3n6) 0.095 0.13

Linolenic acid(C18:3n6) 0.105 0.15

Eicosatrienoic acid(C20:3n3) 0.11 0.25

포 화 지 방 산 44.06 40.84

불 포 화 지 방 산 55.94 59.17

(축산과학원 축산물이용과 2007 자료 참조)

  

¡ 제주흑우는 일본 소 화우 (와규)에 버금가는 고급육으로서 명품브랜드화로 고부가가치를

얻을 수 있는 강점을 보유하고 있음.

¡ 제주흑우 번식과 관련하여 제주축산진흥원에서 ’92～’93년 제주도 전역을 수소문하여 늙

은 제주흑우(연령 15～20세 이상) 10마리를 수집하여 사육하기 시작하였으며 그 당시 난

지농업연구소를 포함하여 23마리의 제주흑우가 사육되었고 사육 두수는 370여 마리에 불

과함.

¡ 제주흑우를 보호하고 증식하기 위한 일환으로 제주도에서는 정책적으로 축산법에 근거하여

‘제주흑우 보호 및 육성에 관한 조례’ 제정 (2006) 으로 생축 및 정액과 수정란 등의 도외

반출을 엄격히 제한하여 증식과 보호에 힘쓰고 있음.

¡ 2002년 8월에는 제주흑우를 우리나라 고유의 품종으로 인정하는 등록에 관한 규정이 마련 되어

2008년 10월에 등록우 96마리에 대한 등록 및 유전자원 조사가 이루어지는 등 고유 품종으

로 인정받고 있고, 동물유전자원관련 국제기구인 FAO에 제주흑우가 우리나라 한우 품종 4

종 중 한개 품종으로 등록 신청됨 (농림축산식품부 보도자료, 2010. 6. 16).

¡ 하지만 제주흑우 전 두수에 대한 유전분석체계가 이루어져 있지 않아 다른 한우와 구별

할 유전검정 체계가 요구되며 증식된 개체 관리를 위해 유전등록시스템 구축이 시급함.

¡ 제주도 축산진흥원에서 2010년까지 1,000두, 2015년까지 2,500두로 증산 계획하고 있으나,

제주흑우의 명품 브랜드화 사업의 시급성에 비추어 절대적으로 부족한 실정임.

¡ 또한 위 목표도, 첨단 생명공학기술과 체내․외 수정란 이식 사업을 대대적으로 했을 경우

달성이 가능한 수치임.



- 17 -

¡ 제주흑우를 우수한 품종으로 개량하기 위해서는 종모우와 종빈우로 사용가능한 후보 선발

이 시급하나, 보유 개체 수가 적어 근친을 피하면서 대량 증식할 수 있는 시스템 구축에

애로가 있음.

¡ 제주흑우 사업은 중앙 정부의 농림부 차원에서 지원하고 산·학·연 사업으로 추진하여 체외

수정, 수정란 이식 기술 개선, 체세포 핵이식 기술 도입, 수정란 및 정자의 성 감별기술, 수

정란 동결 기술 개발 등의 첨단 생명공학기술 접목 및 산업화 브랜드화로 추진하는 것이

절실히 요구됨.

¡ 따라서 이러한 연구 사업의 성과로 체계적인 관리와 증식 기반이 마련된다면, 제주흑우는

국내 유일의 품종으로 청정지역에서 생산된 고급육으로 black color 먹거리 웰빙고급육으

로 대한민국을 대표하는 상품이 될 수 있을 것으로 기대됨.
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제3절 연구개발의 범위

1. 제주흑우 수정란 생산 및 이식 체계 확립

   - 체외수정란 생산 및 배양환경 기술 개발

   - 체내수정란 생산 및 효율 조사

   - 수정란 이식 및 임신 결과 분석

   - 우수정액 생산 및 분석

   - 제주흑우등록 및 관리

    

2. 성감별 정자 및 수정란 활용 기술 개발

   - 제주흑우 정액의 성감별 및 인공 수정

   - 제주흑우 수정란 성감별 기술 개발 및 도입

   - 성감별 효율 조사

  

3. 제주흑우 수정란 동결 기술 개발 및 이식

   - 체내·외 수정란 동결 기술의 최적화

   - 복제수정란 동결 기술개발

   - 현장이식 가능한 동결법 개발

4. 제주흑우 유전형질 검출 및 분석

   - 제주흑우 고유 표지인자를 이용한 선발 체계 확립

   - 제주흑우의 친자 감별 시스템 구축

   - 제주흑우의 등록 및 계통도 조사

   - 한우 및 타 품종과의 유전적 특이성 분석

5. 제주흑우 우수 유전형질 보존 및 응용기술개발

   - 체세포핵이식 기술 최적화 및 복제수정란 생산 효율 개선

   - 체세포복제수정란 이식 및 제주흑우 복제소 생산

   - 줄기세포주 확립 기술 개발
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제1절 연구개발 대상 기술의 국내 ․외 현황

   

  1. 세계적 수준

개념정립 단계 기업화 단계      ◎ 기술 안정화 단계

  

¡ 일본의 토종 소 화우 (와규) 는 서양종과의 교배 100년 개량 역사를 통해 우수한 맛의 육

질을 개발함. 지방이 근육조직 내부까지 침착되어 표면에 균등하게 서리와 같이 덮여 있

는 상강육과 육질의 섬세함은 다른 고기소의 추종을 불허해 세계적으로 널리 알려짐.

¡ 또한, 일본은 30년 전부터 명품 소 브랜드화 (3대 유명 브랜드: 요네자와, 고베, 마쓰사카)

를 위해 체계적 육질 관리로 품질을 높이고 농가출하량을 조절해 가격을 유지하며 혈통과

유전자 관리로 명성을 유지하고자 노력함.

¡ 소 (와규) 고유의 품질 유지 및 육종을 지속하기 위해 수정란이식 기술과 핵 이식기술을

적극 활용함. 일본 농림수산성 통계에 의하면 2002년 기준으로 수정란 공란우 2만두, 수란우

5만 마리가 넘고, 수태율이 50-55%, 500억 원의 시장이 형성됨.

¡ 미국은 일본 화우를 이용하여 육우를 개량하고자 1997년과 1998년도 화우 송아지와 정

액을 수입하였고, 그 일부가 호주로 재수출되었음. 이를 통해 뛰어난 육질을 자랑하는 와

규브랜드가 미국에서 4개 이상, 호주에서 11개 이상 등록됨. 그 중 일부는 일본과 한국으로

수출됨. 따라서 일본 내 화우 산업에 큰 영향을 미침.

¡ 현재 일본은 방사능 유출로 인한 방사능 오염소가 유통된 것이 밝혀짐에 따라 일본산 사육

소의 소비가 위축되고 역으로 호주산 와규가 유통되고 있는 실정임.

  2. 국내수준

¡ 제주흑우는 ‘80년대 육량위주의 소 산업정책으로 멸종위기에 달하였으나 1992년부터 제우

유전자원수집과 혈통관리를 통한 흑우 집단 증식과 함께 국제식량농업기구 (FAO) 에 재래

가축으로 등록하였고 (2004), 제주특별자치도 특별법에 2차례에 걸친 제주흑우 보호 육성에

관한 조항 (제207조) 과 관련 조례 재정(1993, 2006) 등 제도적인 제주흑우 보호 육성 체계를

구축해왔음.

¡ 국내 소 수정란 이식 기관은 56 개소이며, 그 중 대부분은 한우 체외 수정란을 젖소에

이식하는 사업을 하고 있음.
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¡ 현재 각 도종축원 등에서 체외 수정에 의한 수정란 사업에 의한 분만 성공률이 35-45%로,

외국 (일본) 의 50-55%에 비추어 저조함.

¡ 또한 구제역으로 인한 피해를 줄이기 위한 노력으로 2010년부터 시작된 구제역 백신 투여

는 더욱더 임신 및 분만율 저조를 가져옴

¡ 수정란의 체외 배양, 성판별, 동결 등의 기술은 전국 축산 관련 몇 몇 대학 등에서 지난

10여 년간 추진하여 확보되고 있으나, 국내 축산업의 영세성으로 산업적 응용에는 도달

하지 못하고 있음.

¡ 특히 선진국에서 산업화 된 수정란 이식 기술은 더욱 빈약한 상태로서 단지 육종 기술로서

우수개체 선발 방법만이 실용화 되고 있는 실정임 (2004년 STEPI 자료).

¡ 2012년 문화재청 주관 “천연기념물 지정 방안 연구 용역”에서 제주흑우는 다른 축종에

비해 관리가 잘 돼 천연기념물 지정 가능성이 제시됨. 2차례의 현장 조사 및 심의를 통

해 천연기념물 지정 신청 (2013년 3월 13일) 이 이루어지고 가결 (2013년 4월 17일)되어

천연기념물 지정 예고 (2013년 5월 7일) 가 이루어졌으며, 마침내 2013년 6월 26일 최종

심의를 통해 천연기념물로 지정되기로 결의되고 2013년 7월 22일 천연기념물 제546호로

지정되어 제주흑우 보호 및 육성에 박차를 가할 수 있는 계기가 마련됨.

 제2절 관련기술 국내․외의 연구동향

1) 국내 동향

¡ 이태훈 외, 제주 흑우에서 다배란 처리 후 호르몬 수준과 혈액생화학치의 변화, 한국수

정란이식학회지 제21권 제3호.

¡ 제주발전연구원, 일본 와규(和牛) 성공사례와 제주흑우 명품화 방안, 제주발전포럼. 제26호

(2008년).

¡ 김영훈, 제주흑우 및 한우의 개량증식과 혈통보존, 종축개량 제11권 제11호. 통권69호 (2006.

11).

¡ 조용일 외, 제주 흑우 능력정보 수집 및 D/B 구축, 농촌진흥청, 2006년.

¡ 이성수 외, 제주흑우 체내수정란 농가보급 실증연구, 농촌진흥청, 2008년

¡ 문성호, 제주흑우의 역사적 고찰과 현재, 종축개량 제13권 제10호 통권92호

¡ 제주축산진흥원, 재래흑우 육성시험(1993～1997)

¡ 제주축산진흥원, 유전자 분석에 의한 한우와 흑우의 모색유전 연구(1997～)

¡ 제주축산진흥원, 제주흑우의 번식특성 및 증식연구(1997～)

¡ 제주축산진흥원, 흑우 생식세포 동결 및 이식연구(2000～)

¡ 제주축산진흥원, 흑우 판별을 위한 모색 유전자형 설정(1999)
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¡ 제주축산진흥원, 흑우 유전자원 보존은행 설치(2000)

¡ 제주축산진흥원, 생명공학 기법을 이용한 흑우 증식기술 확립(2001)

¡ 제주대학교 농과대학 동물과학연구소, 한우의 개량체계와 제주흑우의 개량여건, 동물과학논

총 15(2000.12)

¡ 이성수, 제주축산진흥원, 제주흑우 육질특성 분석 및 평가에 관한 연구

¡ 김영훈 외, CIDR를 이용한 제주 한우 및 흑우의 체내 수정란 생산과 이식, 한국수정란이식

학회

¡ 한상현, 제주흑우 육질관련 유전자 탐색에 관한 연구

2) 국외관련

* 제주흑우는 국내 제주에만 서식하는 유일한 자원이고 관련기술 연구 전무함.
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제1절 체외 수정란 배양 환경 기술 개발 및 최적화

 1. 체외 배양환경 기술 개발

     소 수정란의 체외배양 환경을 개선하기 위한 목적으로 체외 발달율을 높이고 질적 향상

을 도모하기 위해 체외 배양 시 배양 첨가제 개발 및 처리 효과를 조사함.  

i) 체외수정란 및 체세포핵이식 수정란배양에서 항산화제 Flavonoid 처리 효과를 조사함.   

ii) 새로운 단백질 첨가제로서 배아줄기세포 생리활성물질의 이용 가능성을 조사함.

  

가. 체외수정란 발달에서 플라보노이드 첨가가 미치는 항산화·항사멸 작용

   3,4-Hydroxyflavone Acts as an Antioxidant and Antiapoptotic Agent to Support Bovine      

 Embryo Development In Vitro

   

 ; 앞서 체세포핵이식배아 발달 시 플라보노이드 첨가 효과를 바탕으로 플라보노이드 처리가

체외수정 배아의 발달에 미치는 영향을 조사함.

Abstract 

    The effects of two antioxidants, superoxide dismutase (SOD) and the flavonoid 

3,4-dihydroxyflavone (DHF), on bovine embryo development invitro were examined. Blastocyst 

development, total cell and inner cell mass (ICM) numbers, intracellular levels of reactive 

oxygen species (ROS), apoptotic indices and gene expression levels were examined before and 

after treatment of day 2 bovine embryos (≥ 2–4 cells) with various concentrations of 

3,4-DHF or SOD for 6 d. Statistical analysis was performed using analysis of variance, with 

significance defined at the P<0.05level. SOD had no significant effect on bovine embryo 

development at any tested concentration (control, 32.8%; 300U/ml, 33.9%; 600U/ml, 24.2%). 

Incontrast, 10mM 3,4-DHF promoted higher blastocyst development (39.3%) than any other 

concentration (control, 26.7%; 1 mM, 30.3%; 50 mM, 29.5%; 100 mM, 20.5%). Compared with 

300 U/ml SOD, 10 mM 3,4-DHF resulted in significantly higher blastocyst development (44.2%) 

(control, 31.5%; SOD 300 U/ml, 33.6%). Treatment with 3,4-DHF increased the ICM cell 

number and reduced intracellular ROS production and apoptotic cell numbers. When O2 

tension was decreased from 20% (high tension) to 5% (low tension), embryo development 

rates were doubled regardless of 3,4-DHF treatment. Under high O2 tension, 10 uM 3,4-DHF 

treatment may render bovine embryo development similar to a low O2 tension environment. 

The best blastocyst development was obtained under low O2 tension plus 10 mM 3,4-DHF 
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Treatment
Day 2

≥ 2–4 cell
No. (%)*of embryos developed to

Day 4

≥ 8 cell

Day 6

≥ morula

Day 8

≥ blastocyst

Control 120 95 (79.2)  52 (43.3)ab 32 (26.7)a

1  uM 3,4-DHF 122 95 (77.9) 57 (46.7)ab   37 (30.3)ab

10 uM 3,4-DHF 122 99 (81.1) 64 (52.5)b 48 (39.3)b

50 uM 3,4-DHF 122 89 (73.0) 53 (43.4)ab 36 (29.5)ab

100 uM 3,4-DHF 122 90 (73.8) 50 (41.0)a 25 (20.5)a

treatment. The relative expression levels of antioxidant (MnSOD), antiapoptotic (Survivin, Bax 

inhibitor) and growth-related genes (IFN-τ, Glut-5) were significantly increased after 

3,4-DHF treatment, while the expression levels of oxidant (Sox) and apoptotic genes 

(Caspase-3 and Bax) were reduced. These results suggest that 3,4-DHF may promote the 

invitro development of bovine embryos through its antioxidant and antiapoptotic effects.

Key words: bovine embryos, antiapoptotic, antioxidant, 3,4-dihydroxyflavone, SOD 

목적

   소 체외수정 배아의 체외 배양 환경을 개선시켜 건강한 배아발생으로 임신율을 제고하기

위해 배양첨가제로서 강력한 항산화제인 플라보노이드의 이용가능성을 알아보고자 함.

 

실험 내용 및 결과

○ 체외수정 후 배양 2일째부터 2~4 세포기 배아의 체외배양액에 항산화 물질인 플라보노이드

처리 효과를 조사하였음. 그리고 플라보노이드의 농도를 선별하고 그 영향을 조사하였음.

 Table 3. Effect of 3,4-DHF on bovine embryo development in vitro (r=4)

 *Means in the column without common superscripts are significantly different (P<0.05).

    표 3에서 나타낸 바와 같이, 배양 8일 째 배반포기배 발달율에서 10 uM 3,4-DHF 처리군의

결과가 1 uM 이나 50 uM 3,4-DHF 처리군의 결과와는 유의한 차이를 나타내지 않았지만 대조

군에 비해 유의하게 높게 나타났으며 특히 100 uM 3,4-DHF 처리군과도 유의한 차이를 나타내

어 용량 과다가 오히려 발달에 좋지 않다는 다른 연구자의 결과와 유사하게 나타났음 (Wang 

등, 2007). 이러한 결과는 배양 6일 째 상실배 발달율에서도 나타났는데, 10 uM 3,4-DHF 처리

군의 결과가 가장 높은 발달율을 나타낸 반면 100 uM 3,4-DHF 처리군에서는 유의하게 낮은

발달율을 나타냄.  

○ 대조군과 실험군의 체외 배양 8일째 발달된 배반포기배의 질적인 차이를 조사하기 위해
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Treatment
Day 2

≥2–4 cell

No. (%)* of embryos developed to  
Cell number of *blastocyst

(Mean±SD)

Day 4
≥ 8 cell

Day 6
≥ morula

Day 8
≥ blastocysts

 Total ICM

Control 130  96 (73.8) 54 (41.5)a 41 (31.5)a  90.0±17.7 17.5±4.7a

300U SOD 128  95 (74.2) 51 (39.8)a 43 (33.6)a  94.6±10.3 21.1±5.0a

10 uM 
3,4-DHF

129 103 (79.8) 83 (64.3)b 57 (44.2)b  104.2±13.9 33.5±4.3b

 영양배엽세포와 내부세포괴 수를 동시에 검토할 수 있는 이중 염색을 실시하였음. 

     배반포기배의 세포수 조사는 다음과 같은 간편 이중염색방법을 통해 실시하였음. 1% 

triton X-100 (Sigma) 과 100 ug/ml propidium iodide (PI, Sigma)가 첨가된 TL-HEPES 용액에

서 30초간 처리한 후 바로 25 mg/ml Hoechst 33258 (Sigma)가 첨가된 100% ethanol 용액에

넣어 4℃에서 다음날까지 정치시킴. 염색된 배반포기배는 glycerol로 세척하여 여분의 형광물

질을 제거한 다음 슬라이드글라스에 올려 형광 현미경 (Olympus, Tokyo, Japan)의 blue 필터

(excitation, 330~385 nm; emission, ≥ 420 nm) 하에서 관찰하여 내부세포괴와 영양외배엽 세

포수를 분석하였음. 이때에 배반포의 내부세포괴는 파랗게 영양배엽세포는 빨갛게 염색되어

구분됨. 

 

 Table 4. Effect of SOD or 3,4-DHF on bovine embryo development in vitro (r=4) 

*Means in the column without common superscripts are significantly different (P<0.05). 

그림 3. 체외발달 배아의 이중염색 결과; 대조군, 300U SOD처리군, 10 uM 3,4-DHF 처리군
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      각각의 처리군에서 발달된 배양 8일 째 배반포기배의 이중염색을 통한 세포수 조사 (그

 림 3 참조) 에서 10 uM 3,4-DHF 처리군의 세포수가 대조군과 300U SOD 처리군의 결과와

 비교해 볼 때 유의한 증가 (표 3 참조) 를 나타냄. 특히 내부세포괴 수에서 유의한 증가를

 나타냄. 

○ 대조군과 실험군의 체외 배양 8일째 발달된 배반포기배의 질적인 차이를 조사하기 위해

   화-감작 형광 프루브를 이용하여 세포내 ROS (reactive oxygen species; 활성 산소종)   발

   현 유무와 H2O2 생성 정도를 조사함. 

     각 군에서 생성된 배반포기 배아를 5mM DCHFDA (dichlorodihydrofluorescein diacetate) 

에 20분간 반응시킨 다음 세척하여 형광현미경 필터 (excitation, 488nm; emission, 520 nm) 

하에서 조사하였음. 

 

그림 4. 체외발달 배아의 ROS 분석 결과; 대조군, 300 U SOD처리군, 10 uM 3,4-DHF 처 리

군, H2O2 생성율 (p<0.05) 

    

      각각의 처리군에서 발달된 배양 8일 째 배반포기배의 ROS 발현율 조사 (그림 4 참조) 
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에서 10 uM 3,4-DHF 처리군에서 배양된 배반포기배의 ROS 생성율이 대조군과 300U SOD 

처리군의 결과와 비교해 볼 때 유의하게 감소하는 것으로 확인됨. 따라서 플라보노이드 처리

는 강력한 항산화제로서 ROS 감소에 효과가 있음을 확인하였음.

○ 플라보노이드 처리가 배아의 세포사멸에 미치는 영향을 조사하기 위하여 TUNEL 분석을 실

시하였음. 

     분석을 위해 회수된 대조군과 실험군의 배반포기배는 1mg/ml polyvinylpyrolidone가 들어

있는 PBS (처리용액) 에 3번 세척하고 3.7% paraformaldehyde 에 1시간 동안 실온에서 고정

을 실시함. 고정된 배아는 처리용액으로 다시 세척하고 0.3% Triton X-100 용액으로 실온에

서 1시간동안 침투시킴. 배아는 다시 처리용액으로 2회 세척한 다음, 광을 차단시킨 채로

37℃ 배양기에서 형광물질이 부착된 dUTP 와 terminal deoxynucleo tidyl 전환 효소 (Roche, 

Mannheim, Germany) 에 1시간 동안 반응을 유도하고, 40 mg/ml propidium iodide (PI, 

Sigma) 와 50 mg/ml RNase A 용액에 넣어 1시간동안 핵 염색함.

 그림 5. 체외발달 배아의 TUNEL분석 결과; 대조군, 300 U SOD처리군, 10 uM 3,4-DHF

처리군, 총세포수에 대한 세포 사멸율 (p<0.05)

   

      체외배양 환경이 배아의 사멸에 미치는 영향을 조사하기 위해 각 군의 배양 8일 째 발

달된 배반포기 배를 각각 TUNEL 분석을 실시하였던 바, 세포 사멸율 (apoptotic index) 은

대조군 (6.87±4.3%) 에 비하여 10 uM 플라보노이드 처리군 (2.96±2.4%) 에서 현저히 감소하
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는 것을 알 수 있었음 (그림 5 참조). 이러한 결과는 체외배양 환경에 플라보노이드 처리가

세포 사멸을 유의하게 감소시킴을 나타냄. 이는 SOD 처리보다 효과가 있음을 확인함. 

 ○ Real-time PCR (polymerase chain reaction) 을 이용하여 체외발달 배아의 유전자 발현

  을 조사함. 

     

 

그림 6. Real-time RT-PCR을 이용한 항산화제 처리 후 체외발달 배아의 유전자 발현 조사

      항산화제가 첨가된 체외 배양 환경이 유전자 발현에 미치는 영향을 조사하였던바, 대조

군에 비하여 항산화 효과 (SOX ↓, Mn-SOD↑), 세포사멸 감소 (Caspase-3 ↓, Bax ↓, 

Survivin ↑, Bax inhibitor ↑), 대사율 증가 (Glut-5↑), 착상율 증가(In-tau↑) 와 관련된 유

전자들의 발현이 10 uM 플라보노이드 처리군에서 가장 유의하게 높게 나타나는 것을 확인

할 수 있었음 (그림 6 참조).

○ 배양기내 조절된 산소농도와 플라보노이드 처리가 소 체외 수정란 발달에 미치는 영향

   일반적으로 배양기내의 산소농도는 대략 20% 정도인데, 질소농도를 높여 산소농도를 5%로

줄였을 때와 여기에 10 uM 플라보노이드 처리에 따른 ROS 감소효과가 배발달에 미치는 영향

을 더불어 조사하였음.
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Treatment  No. (%)*of embryos developed to
No. of total
cells (ICM)*

Mean±SDO2 3,4-DHF  
Day 2

≥2–4 cell
Day 4
≥8 cell

Day 6
≥morula

Day 8
≥blastocyst

High
(~20%)

-  126 94 (74.6) 56 (44.4)a 36 (28.6)a
92.7±17.3a

(20.9±7.7)a

+  126 98 (77.7) 66 (52.4)ab 54 (42.9)b
107.6±13.4a

(35.5±10.3)ab

Low
(~5%)

-  123 98 (79.7) 73 (59.3)b 60 (48.8)bc
129.3±13.1b

(39.5±13.5)b

+  123 102 (82.9) 78 (63.4)b 66 (53.7)c
159.2±15.5c

(42.8±12.0)b

Table 5. Effect of 3,4-DHF treatment under conditions of high or low oxygen tension         

       on bovine embryo development in vitro (r=4)

*Means in the column without common superscripts are significantly different (P<0.05).

     산소농도가 높은 (20%) 배양기 환경 보다 산소농도가 낮은 (5%) 배양기 환경에서 성장한

배아가 유의하게 높은 배반포기배 형성율을 나타냈으며, 여기에 플라보노이드를 처리하였을 때

더욱 더 좋은 배아 발생을 유도할 수 있음을 확인하였음. 또한 이러한 효과는 세포수 조사에서

도 확인되었던 바, 총세포수 증가 뿐만 아니라 내부세포괴수 증가로 이어져 건강한 배아 생성

에 낮은 산소농도환경 및 산소종 형성 억제가 효과가 있음을 확인하였음 (표 5 참조).

    따라서, 5% 산소농도 배양환경 조건하에서 배양액내에 10 uM 플라보노이드 첨가하는 배

양조건은 소 체외수정란 유래 배반포기배 발달율 증가, 총 세포수 및 내부세포괴 수 증가, 활

성 산소종 생성 감소, 세포사멸율 감소, 발달 유용유전자 발현율 증가등의 효과를 나타내어 흑

우 체외수정란 생산 및 체세포핵이식 복제수정란 발생에 유용하게 이용될 수 있을 것으로 기

대됨. 

 *이상의 내용은 Journal of Reproduction and Development 2011 Vol. 57 127~134에 게재됨.
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나. 플라보노이드 처리된 체세포 핵이식 배아의 체외 발달 및 제주흑우 복제소 생산

In Vitro Development of Somatic Cell Nuclear Transfer Embryo Treated with

Flavonoid and Production of Cloned Jeju Black Cattle

Abstract

This study was to investigate the effect of flavonoid treatment on in vitro

development of bovine somatic cell nuclear transfer (SCNT) embryos, and their pregnancy

and delivery rate after embryo transfer into recipient. In Exp.1, to optimize the flavonoid

concentration, parthenogenetic day2 (≥ 2-cell) embryos were cultured in 0 (control), 1, 10

and 20 uM flavonoid for 6 days. In the result, in vitro development rate was the highest

in 10uM flavonoid group among treatment groups (control, 49.5%; 1 uM, 54.2%; 10 uM,

57.1%; 20 uM, 37.5%), and total cell and ICM cell numbers were significantly higher in 10

uM flavonoid group than other groups (p<0.05). We found that 10 uM flavonoid treatment

can significantly decrease the apoptotic index and derive high expression of anti-oxidant,

anti-apoptotic, cell growth and development marker genes such as Mn-SOD, Survivin, Bax

inhibitor, Glut-5, In-tau, compared to control group (p<0.05). In Exp. 2, to produce the

cloned Jeju Black Cattle, ranking number 1 bull somatic cells were transferred into

enucleated bovine MII oocytes and reconstructed embryos were cultured in 10 uM

flavonoid added medium. When the in vitro produced day 7 or 8 SCNT blastocysts were

transferred into a number of recipients, 10 uM flavonoid group was indicated higher

pregnancy rate (10.2%, 6/59) than control group (5.9%, 2/34). Also, in 10 uM flavonoid

group, two cloned calves of Jeju Black Cattle were born (Mar. 11. 2009 and Sep. 09. 2009)

and both of them were all healthy at present, while the one cloned calf born in control

group was dead one month after birth. In addition, the result of short tandem repeat

marker analysis of each cloned calf was indicated microsatellite loci of 11 numbers were

agreed genotype between donor cell and cloned calf tissue, while surrogate mother tissue

was different. These results demonstrated that the flavonoid addition in culture medium

may have beneficial effects on in vitro and in vivo developmental capacity of SCNT

embryos and their pregnancy rate.

Key words: bovine, SCNT, flavonoid, Jeju Black Cattle, pregnancy

요 약

 

     본 연구는 플라보노이드 처리가 체세포 핵이식 배아의 체외 발달에 미치는 영향을 조사

함과 아울러 이들 배아의 대리모 이식 후 임신율 및 분만율을 조사하기 위해 실시하였음. 실험

1 에서는 플라보노이드의 적정농도를 알아보기 위해 단위발생으로 생산된 2일째 배아 (≥ 2세

포기)를 0 (대조군), 1, 10과 20 uM 의 플라보노이드 처리군으로 나누어 6일동안 배양하였음. 
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그 결과 10 uM 플라보노이드 처리군에서 가장 높은 배발달율을 나타냈고 (대조군, 49.5%; 1 

uM, 54.2%; 10 uM, 57.1%; 20 uM, 37.5%), 총세포수와 내부세포괴수도 유의하게 높게 나타났음

(p<0.05). 또한 10 uM 플라보노이드 처리군은 대조군에 비해 세포사멸지수를 유의하게 감소시

켰으며, Mn-SOD, Survivin, Bax inhibitor, Glut-5과 In-tau 같은 항산화, 항사멸, 세포성장과 발

달표지 유전자의 발현을 유의하게 높이는 것을 확인하였음 (p<0.05). 실험 2에서는, 최우량 제

주흑우 종모우의 체세포를 이용하여 체세포 핵이식배아를 생산한 다음 10 uM 플라보노이드가

첨가된 배양액에서 체외 배양하여 대리모에 이식하였던 바, 대조군(5.9%, 2/34) 에 비해 임신율

이 (10.2%, 6/59) 높은 것을 확인하였음. 또한 대조군에서는 복제송아지가 생 후 한달 째 죽은

반면 플라보노이드 처리군에서는 두마리가 정상적으로 태어나 (Mar. 11. 2009 and Sep. 09. 

2009) 지금까지 건강을 유지하고 있음. 더불어 STR분석에서도, 태어난 복제소는 대리모조직과

다르며 11개 마커가 모두 체세포와 동일한 것으로 확인되었음. 본 연구 결과는 배양액 내 플라

보노이드 첨가가 체세포 핵이식 배아의 체외, 체내 발달 및 임신율 제고에 효과가 있음을 나타

냄.

서 론

 

    체세포 핵이식 기술은 포유동물의 여러 종에서 성공적으로 이루어져 왔음. 1997년 영국의

Wimut 등이 면양에서 최초로 체세포 핵이식에 의한 복제동물 생산에 성공한 이후 쥐

(Wakayama 등, 1998), 염소 (Baguisi 등, 1999), 돼지 (Polejaeva 등, 2000) 와 고양이 (Shin 등, 

2002) 등 다양한 종의 연구결과가 보고되었으며, 복제 소 생산의 경우 1998년 Kato 등과 Cibelli 

등에 의해 연구 결과가 보고된 바 있고, 우리나라에서도 Im 등 (2001) 이 한우 복제 소 생산에

대하여 보고한 바 있음. 그러나 체세포 핵이식에 의한 복제 소 생산 효율은 인공수정이나 체외

수정란에 비해 매우 낮아 분만율이 7% 미만 정도인 것으로 보고되고 있음 (Heyman 등, 

2002; Yang등, 2008). 

    복제 소의 생산효율이 낮은 이유는 체외에서의 장시간 동안 기계적 화학적 여러 과정을

거치는 데에 따른 스트레스, 불안정한 체외 배양 환경, 발생된 배아의 이식 후 착상실패 또는

불완전한 착상으로 인해 분만까지의 비율이 낮은 데서 찾을 수 있음. 따라서, 체외수정 배아보

다 핵이식 배아의 생산과정이 불안전한 배 발생을 유도할 가능성이 더 높으므로 핵이식으로

생산된 체세포 복제 배아는 체외 수정 배아보다 더 나은 체외 배양 환경이 요구됨. 

    일반적인 체외 배양 환경에서는 산소농도 포화도가 매우 높아 (>20%) 배아의 세포질내에

활성 산소종 (Reactive oxygen species; ROS) 이 체내환경보다 많이 축적됨으로써 배 발달 저해

의 원인이 됨. 활성산소종은 세포질내의 단백질, 지질과 DNA와 같은 거대분자와 반응하여 효

소 활성 저해, 미토콘드리아 기능 이상과 같은 중요한 기능 이상을 일으키고 DNA 파편화를 야

기함 (Halliwell 등, 1989; Guerin등, 2001). 살아있는 유기체는 이러한 ROS를 청소하는 항산화

물질이 세포질 내에 존재하나 체외 배양 환경에 노출된 난자나 배아는 과도한 산소농도를 막

아낼 방법이 없으므로 항산화제를 배양액에 첨가하여 사용하게 되면 배 발달능을 개선시킬 수

있다는 연구 보고가 있음. 그 예로 superoxide dismutases 나 catalase 는 생쥐와 소 배아에서, 

cysteine이나 b-mercaptoethanol 은 소 배아 배양에서 glutathione 합성을 증가시켜 환원환경을

조절하여 배 발달을 개선시키는 것으로 알려져 있고, Vitamins E는 활성산소종에 의해 야기된



- 32 -

세포막 상해를 억제할 수 있는 것으로 알려져 있음 (Takahashi 등, 1993; Lim 등, 1996; 

Caamano 등, 1998). 결과적으로 체외 배양환경에서 배양액 내에 항산화제의 첨가는 매우 중요

함. 따라서, 난자나 수정란 배양을 위한 새로운 항산화제 개발이 계속적으로 이루어지고 있음. 

    새로이 개발된 항산화제인 플라보노이드는 플라보놀, 플라본, 플라바놀과 플라바논과 같은

단량체가 공유구조로 이루어져 있으며 일부의 플라보노이드는 강력한 항종양 기능도 있는 것

으로 알려져 있고, 세포사멸, 세포주기와 분화등을 조절하는 항산화 기능을 나타낸다고 알려져

있음. 또한, 플라보노이드의 직접적인 역할로는 산소래디컬 초기 발생을 막아 산화연쇄반응을

차단하고 전이금속이온 등과 염을 형성하여 산화를 억제하는 것으로 알려져 있음 (Afanas’ev 

등, 1989). 

 

    본 연구에서는 멸종위기 제주흑우의 대량증식을 위한 연구 목적으로 우량 종모우의 체세

포를 이용하여 핵이식을 실시하고 여기에서 발생된 배아를 합성 플라보노이드 (3,4-dihydroxy 

flavone) 가 첨가된 배양액에서 배양하여, 플라보노이드가 체외 배 발달에 미치는 영향 및 여

기에서 생산된 7~8일째 배아를 이식 한 후 임신과 분만율에 미치는 영향을 조사하였음. 또한

플라보노이드의 농도적정화를 위해 단위발생 배아에서 그 효과를 분석하였음. 

 

재료 및 방법

 

소 난자의 회수 및 체외성숙

    본 실험에 공시될 소 난자는, 도축장에서 채취한 난소를 2~4 시간 이내에 32~37℃ 생리 식

염수에 유지하여 실험실로 운반한 뒤 직경이 2~6mm의 난포로부터 채취하여 사용하였음. 실체

현미경하에서 획득된 미성숙난자는 난구세포가 부착되어있고 세포질이 균일한 난자만을 선별

하였고 TL-HEPES로 세척하여 10% FBS (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) 가 첨가된

TCM-199 (Gibco-BRL) 배양액에 0.2 mM Na-pyruvate (Sigma, St. Louis, MO, USA), 1 mg/ml 

FSH (Sigma), 1 mg/ml estradiol-17b (Sigma) 와 50 mg/ml gentamycin (Sigma) 를 넣어 38.8℃, 

5% 조건하에서 20 시간 동안 체외 배양하여 성숙을 유도하였음.

 

단위발생유도와 체외 배양

    단위발생을 위해, 체외 성숙된 난자를 1 mg/ml hyaluronidase (Sigma) 를 이용하여 난구세

포를 제거하고 충분히 세척한 다음 5 uM Ca-ionophore (Sigma) 에 5분 노출시키고 이어서 2.0 

mM 6-dimethylaminopurine (DMAP) 에 3시간 배양하여 활성화를 유도하였으며 3 mg/ml 

FAF-BSA (Sigma) 가 들어있는 CR1aa 배양액에 넣어 배양하고 배양 4일 째에 10% FBS가 들어

있는 CRIaa 배양액에 옮겨 4일간 추가 배양하였음. 이때에 실험군은 대조군과 플라보노이드

[3‘4’-dihydroxyflavone (ICC, INDOFINE Chemical Company, Inc, NJ, USA)] 를 1, 10 과 20 

uM 처리한 군으로 나누어 배 발달을 조사하였고 플라보노이드는 2일 간격으로 배양액에 첨가

하였음. 

 

이중형광염색

    배반포기배의 세포수 조사는 다음과 같은 간편 이중염색방법을 통해 실시하였음. 1% 
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triton X-100 (Sigma) 과 100 ug/ml propidium iodide (PI, Sigma)가 첨가된 TL-HEPES 용액에서

30초간 처리한 후 바로 25 mg/ml Hoechst 33258 (Sigma)가 첨가된 100% ethanol 용액에 넣어

4℃에서 다음날까지 정치시킴. 염색된 배반포기배는 glycerol로 세척하여 여분의 형광물질을 제

거한 다음 슬라이드글라스에 올려 형광 현미경 (Olympus, Tokyo, Japan)의 blue 필터

(excitation, 330~385 nm; emission, ≥ 420 nm) 하에서 관찰하여 내부세포괴와 영양외배엽 세포

수를 분석하였음. 이때에 배반포의 내부세포괴는 파랗게 영양배엽세포는 빨갛게 염색되어 구분

됨. 

 

세포사멸 (Terminal deoxynucleotide transferase-mediated dUTP Nick End Labeling; TUNEL) 분

석

     배반포기배는 3.7% paraformaldehyde (Sigma) 에 1시간 고정을 실시하고 PBS 로 세척하

여 0.3% Triton X-100으로 1시간 침투를 유도함. 배아는 다시 세척한 다음, 광이 차단된 37℃ 

배양기에서 형광물질이 부착된 dUTP 와 terminal deoxynucleo tidyl 전환 효소 (Roche, 

Mannheim, Germany) 에 1시간 반응시키고, 40 mg/ml PI와 50 mg/ml RNase A (Takara, Shiga, 

Japan) 용액에 넣어 1시간 핵 염색을 실시함. 반응이 끝난 배아는 충분히 세척하고 슬라이드글

라스에 옮겨 형광현미경의 green 필터(excitation, 460~495 nm; emission, 510~550 nm) 와 red 

필터 (excitation, 510~550 nm; emission, ≥ 590 nm) 하에서 관찰함. 배아 내 살아있는 세포 핵

은 붉게 염색되는 반면 사멸 핵은 녹색으로 염색되면서 파편화되는 양상을 나타내므로 두 가

지 색을 합쳐 조사함으로써 총세포핵수에서 사멸핵수를 백분율로 나타내어 세포사멸정도를 계

산함.

 

Real time -PCR을 이용한 유전자 발현 분석

    mRNA는 마그네틱 비드 (Dynabeads mRNA purification kit; Dynal, Oslo, Norway) 를 이용

하여 추출함. 동일한 수의 배아를 (대략 15개) 100 ul 용해/결합 용 버퍼 [100 mM Tris-HCl (pH 

7.5), 500 mM LiCl, 10 mM EDTA (pH 8.0), 1% LiDS, 5 mM DTT] 에 넣어 실온에서 5분간 교

반하면서 반응을 유도하고, 여기에 50ul oligo (dT)25 마그네틱 비드 용액을 넣어 다시 5분간

반응시킴. 마그네틱 비드에 결합된 mRNA는 세척용 버퍼 A [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.15 M 

LiCl, 1 mM EDTA, 1% LiD] 로 2회 세척하고, 버퍼 B [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.15 M LiCl 

and 1 mM EDTA]로 1회 세척한 다음 DEPC water 15ul에 pellet을 녹여 마그네틱 비드로부터

mRNA시료를 획득함. cDNA 합성은 추출한 mRNA로 부터 oligo (dT) 12–18 프라이머와

superscript reverse transcriptase (Invitrogen) 를 이용하여 이루어짐. Real-time PCR (Bio-Rad, 

Chromo4) 에 사용된 프라이머는 표 3에 나타낸 바와 같음. 모든 실험에서 히스톤 2a mRNA를

기준으로 사용함. 결과는 DyNAmo SYBR green qPCR 키트를 사용함. PCR과정은 95℃에서 15

분간 변성과정을 거친 다음, 증폭과 정량을 위해 94℃에서 30초간, 50~56℃ 1분간, 72℃ 1분으

로 40회수를 반복하였고 형광측정을 함. 이때의 melting curve는 65~95℃, heating rate는 0.2℃

/sec 임. SYBR green 형광 결과는 PCR 과정의 extension 단계 후에 측정함.
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Genes Primer sequence (5'-3')
Annealing

Temp.

Product

Size

H2A
F-GTCTTGGAGTACCTGACCGC

R-ACAACGAGGGCTTCTTCTGA
56℃ 201 bp

Sox
F-GCTGCTCTGGACTGTGCTGA

R-ATCCAGTAATCTCCTCCAGC
56℃ 247 bp

MnSOD
F-AGCACGAGCAGGAGACTGGT

R-GTCCAGAAGATGCTGTGA
56℃ 287 bp

Caspase-3
F-CGATCTGGTACAGACGTG

R-GCCATGTCATCCTCA
50℃ 359 bp

Survivin
F- CCTGGCAGCTCTACCTCAAG’

R- TAAGTAGGCCAACACGAAAG
56℃ 233 bp

Bax
F- GCTCTGAGCAGATCAAG’

R- AGCCGCTCTCGAAGGAAGTC
56℃ 400 bp

Bax inhibitor
F- GCTCTGGACTTGTGCATT

R- GCCAAGATCATCATGAGC
56℃ 374 bp

Glut-5
F- TTGGAGAGCCAGTGAACAGT

R- TGCTGATAACTGTCTGCGCT
60℃ 292 bP

Interferon-tau
F- ATGGCCTTCGTGCTCTCTCT

R- AGGTCCTCCAGCTGCTGTTG
55℃ 356 bp

Table 6. Primer sequences and cycling conditions used in real-time PCR

소 체세포 핵이식배아의 생산 및 체외 배양

    체외성숙된 소 수핵 난자는 0.1% hyaluronidase가 첨가된 TL-HEPES 배양액에서 난구세포

를 제거한 뒤 제 1극체가 방출된 난자만을 선별하여 사용함. 탈핵할 난자는 0.5 ug/ml Hoechst 

33258 과 7.5 mg/ml cytochalasin B (Sigma)가 첨가된 TCM-HEPES용액에서 10분간 염색한 뒤

형광현미경 하에서 제 1극체와 핵을 제거함. 공여 체세포는 2008년 제주특별자치도 축산진흥원

소재 제주흑우 종모우 (BK01-10과 BK94-13)의 귀세포를 채취하여 체외에서 배양하여 동결 보

관하였던 것으로 필요 시 융해하여 5~15 계대의 세포를 사용함. 핵이식 시 공여 체세포는

0.25% trypsin-EDTA 용액으로 처리하여 단일세포로 분리한 후 10% FBS가 첨가된 체세포 배양

액으로 한번 세척한 후 다시 PBS로 세척하여 준비하였고 10~15 mm 크기만을 골라 체세포 주

입용 피펫으로 핵이 제거된 수핵난자의 투명대와 세포질 사이의 공간으로 주입함. 체세포가 주

입된 난자는 0.3M mannitol (Sigma) 용액내에서 LF101 Electro Cell Fusion Generator (NEPA 

GENE, Shioyaki, Japan) 을 사용하여 직류 (DC) 로 20 volt에서 1pulse로 세포 융합을 실시하였

으며 세포융합 여부는 30분 후에 관찰함. 융합이 확인된 핵이식란은 5 uM Ca-ionophore에 5분

노출시키고 2.0 mM DMAP에서 3시간 동안 배양하여 난활성을 유도함. 핵이식 후 활성화 처리

된 난자는 3 mg/ml FAF-BSA가 들어 있는 CR1aa 용액에 옮겨 배양하고 배양 24시간 째 분열

된 분할구가 보이는 핵이식 배아는 10% FBS가 들어 있는 CR1aa 배양액으로 체세포와 공동 배

양을 실시하였으며 배양 2일째부터 플라보노이드 처리군과 무처리군으로 나누어 배양함.
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핵이식배아의 이식 및 체세포 복제소 생산

    수란우는 CIDR-PLUS를 질내 7일간 삽입하고 제거하는 당일 PGF2α 25mg을 투여하는 방

법으로 발정동기화를 유도함. 플라보노이드 처리군 또는 무처리군으로 부터 발달된 체외 배양

8일 째 복제 배반포기 배아는 발정 동기화 처리된 수란 대상우중 정상적인 발정을 보이고 수

정란 이식 당일 (발정 발현 7～8일째) 직장 검사를 통하여 황체 상태가 양호한 개체를 선발하

여 항체가 존재하는 자궁각에 각각 1~2개 이식함. 수란우의 임신 진단은 수정란 이식 후 2개월

에 직장 검사법에 의하여 임신 여부를 진단함. 분만시기가 가까이 올 10일~20일 전부터 수란우

의 분만 징후를 관찰하고 적절한 시기에 정상적인 분만이 이루어지도록 유도함. 

친자감별 마커를 이용한 복제유무 검정

    체세포 핵이식으로 복제되고 이식되어 태어난 소의 복제 유무를 검정하기 위해 핵이식에

이용된 체세포, 수란우의 근육세포와 복제송아지의 귀세포의 유전자 검정을 실시함. 각각의 검

사 샘플에서 유전물질인 DNA를 추출하고, 특정 유전자를 동시에 증폭하여, 여러 유전자 좌위

에서 체세포와 복제송아지가 일치하는지와 대리모소와 복제송아지가 일치하지 않은지의 여부

를 조사함. ISAG (International Society of Animal Genetics, 국제동물유전학회) 11개의 친자 감

별 표지인자들을 사용하여 TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, 

INRA23, ETH3, ETH225, BM1824) 각 primer 의 forwrad에 형광 dye를 labeling하고 pcr을 실시

함. 검체의 PCR 산물은 형광을 분석하는 3100 genetic analyzer 기기를 이용하여 샘플별로

peak 크기를 계산하여 각각의 표지인자들의 반복성을 조사함. 검사 결과는 검사한 모든 유전

자 좌위에서 일치 할 경우 친자라고 판명하고 3개이상의 유전자 좌위에서 불일치 할 경우 친

자가 아니라고 판명함.

 통계처리

    단위발생란과 핵이식 배아의 체외 배발달율, 세포수 조사, apoptotic index와 유전자 발현

율 비교에 대한 결과는 SAS program을 이용하여 분석하였으며, 처리간 유의성은 Duncan’s 

multiple range test를 이용하여 검정함. 

결 과

 

플라보노이드 처리가 소 단위발생란의 체외발달에 미치는 영향

     체외 배양 2일째부터 소 단위발생 2~4 세포기 배아의 체외배양액에 플라보노이드의 농

도별 처리 결과는 표 4와 같음. 체외배양액에 플라보노이드를 0, 1 uM, 10 uM과 20 uM을 첨

가하였을 때 배양 8일 째 배반포기 발달율이 각각 49.5%, 54.2%, 57.1% 및 37.5%로 대조군

과 비해 10 uM 플라보노이드 처리군의 배반포기배 발달율이 유의하지는 않으나 개선되는 것

을 확인함. 한편, 10 uM 처리군과 비교하여 1 uM 처리군에서는 유사한 발달율을 나타낸 반면

20 uM 처리군은 유의하게 낮은 발달율을 나타냄. 또한, 이중형광염색을 통한 세포수 조사에서

도 대조군, 1 uM과 20 uM 처리군의 총세포수와 내부세포괴수는 유의한 차이가 없었던 반면

10 uM 처리군의 총세포수와 내부세포괴수는 대조군과 다른 처리군에 비해 유의적으로 높게 나

타남 (표 5). 따라서, 체외발달율과 세포수 조사 결과를 바탕으로 플라보노이드 처리의 최적농

도로 10 uM을 선택함.
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Flavonoid

treatment (μM)

No.(%)* of embryos developed to

No. of total cells 

(ICM)*
Day2

≥2-4 cell

Day4

≥4-8 cell

Day6

≥morula

Day8

≥blastocysts

0 107 98 (91.5) 89 (83.1)  53 (49.5)ab  
112.3±13.7a

(29.3±2.5)a

1 103 91 (88.3) 75 (72.8) 56 (54.2)a
117.0±14.2a

(34.3±7.6)a

10 112 105 (93.7) 98 (87.5) 64 (57.1)a
139.2±9.0b

(47.8±7.8)b

20 112 102 (91.0) 96 (85.7) 42 (37.5)b
133.2±10.5ab

(26.8±11.0)a

 Table 7. Effect of flavonoid treatment on in vitro development of bovine parthenoge-       

       netic embryos

* (p<0.05)

 
 

플라보노이드 처리가 소 단위발생배아의 세포사멸에 미치는 영향

10 uM 플라보노이드 처리 유무에 따른 체외배양 환경이 배아의 사멸에 미치는 영향을 조

사하기 위해 각 군의 배반포기 배를 TUNEL 분석을 실시한 결과는 그림 3과 같음. 대조군과

처리군간의 총세포수는 유의한 차이를 나타내지 않으나 세포 사멸율 (apoptotic index)은 대조

군 (12±3.2)에 비해 10uM 플라보노이드 처리군 (4±2.5) 에서 유의하게 감소되는 것을 확인함.

Fig. 7.  Fluorescence microscopy images of nuclei of bovine parthenogentic day 8 blastocysts 
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by TUNEL staining. A) Control group; B) 10uM flavonoid treatment group; Green: fragmented 

DNA, red: chromatin. The total cell number of cells (C) and apoptotic index (D) of bovine 

day 8 blastocysts cells. Star indicate statistically significant differences between two groups 

(p<0.05).

플라보노이드 처리가 소 단위발생 배아의 유전자 발현에 미치는 영향

    플라보노이드 처리가 소 단위발생란의 체외 배양 시 유전자 발현에 미치는 영향을

real-time PCR 분석을 통해 조사함. 대조군과 비교하여 10 uM 플라보노이드 처리군에서 산화

유전자인 Sox 발현의 감소와 항산화유전자인 Mn-SOD 발현이 증가되어 항산화 효과가 있음을

알 수 있었고, 사멸유전자인 Caspase-3와 Bax의 발현율 감소 항사멸유전자인 Survivin과 Bax 

inhibitor의 발현이 유의하게 증가되어 세포사멸감소 효과가 있음을 예측할 수 있었음. 또한 대

사와 관련된 Glut-5와 착상유전자인 In-tau의 발현이 플라보노이드 처리군에서 유의하게 증가

하는 것을 확인하였음 (그림 8 참조). 

Fig. 8. Relative abundance of oxidant, apoptotic and growth mRNA expression in control or 

10uM flavonoid treated bovine parthenogenetic day 8 blastocysts. Significant differences are 

indicated by *(p<0.05). Values are mean±SEM of three separate experiments. 

소 체세포복제 배아의 체외발달에 플라보노이드 처리가 미치는 영향

    체세포 핵이식 후 난할된 복제 배아를 배양 2일째부터 나누어 10 uM 플라보노이드 처리

후 체외 배 발달율과 이중형광 염색을 이용한 세포수 분석을 실시함. 표 5에 나타낸 바와 같

이, 체외 배양 8일 째 배반포기배 발달율은 플라보노이드 처리군이 30.7%로 대조군 26.0% 보다

더 높았으며 총 세포수 (164.3±13.5)와 내부세포괴수 (50.0±5.8)도 대조군의 결과 (135.6±6.3, 

35.6±6.9)와 비교하여 유의적으로 높은 것을 확인함 (p<0.05).
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Flavonoid

treatment (μM)

No.(%)* of embryos developed to No. of total 

cells

(ICM)*
Day2

≥2-4 cell

Day4

≥4-8 cell

Day6

≥morula

Day8

≥blastocysts

0 119 82   (68.9) 69   (57.9)  31 (26.0)    
135.6±6.3a

(35.6±6.9)a

10 114 80   (70.1) 59   (51.7) 35   (30.7)
164.3±13.5b

(50.0±5.8)b

Flavonoid
treatment (μM)

No. of transfer. 
surrogate mother

No. of
Pregnancy

No. of 
Birth calf

No. of 
Living calf

0 34 2   (5.9%) 1 -

10 59 6   (10.2%) 2 2

Table 8. Effect of flavonoid treatment on in vitro development of Jeju Black Cattle           

        SCNT embryo

 *(p<0.05)

 플라보노이드 처리 환경으로부터 생산된 체세포 복제 배아의 임신 결과

    소 체세포 핵이식배아를 플라보노이드 첨가 유무에 따라 나누어 배양 한 후 체외배양 8일

째 생산된 배반포기배를 대리모에 이식함. 표 7에 나타낸 바와 같이, 대조군 의 경우 34두에서

2두 (5.9%)가 임신된 반면 플라보노이드 처리군의 경우 59두에서 6두 (10.2%)가 임신됨. 이식

후 10개월 째 대조군에서는 2두 중 1두가 분만되었으나 생후 30일경에 죽어 살아있는 복제 소

를 기대하기 어려웠던 반면, 플라보노이드 처리군의 경우 임신 소 6두 중 4두는 임신 6개월에

유산되고 나머지 2두에서 2두의 복제 소 (♂) 가 태어남 [2009. 3. 11 (28kg, BK01-10, Fig. 5) 

과 2009. 9. 9 (27kg, BK94-13)]. 

 Table 9. Jeju Black Cattle SCNT embryo transfer and their pregnancy

  *(p<0.05)

 
  고 찰

     본 연구는 제주 흑우 체세포 핵이식 배아를 체외배양 함에 있어서 배양액 내에 항산화제

인 합성 플라보노이드 (3,4-dihydroxyflavone) 를 처리하였을 때, 체외 배발달율의 개선과 배반

포기배의 총 세포수 및 내부세포괴수가 증가하였고 핵이식배아의 이식 후 임신율 및 산자 생

산율도 유의하게 개선되었던 바, 플라보노이드는 체세포 핵이식 배아의 배양첨가제로 유용하게

이용될 수 있음을 나타냄. 또한 본 실험에서는 플라보노이드의 적정 농도와 처리 효과를 조사

하기 위하여 체세포 핵이식 배아에 적용하기 앞서 단위발생 배아에 그 사용 여부를 조사함. 플



- 39 -

라보노이드를 1 uM, 10 uM과 20 uM 농도로 나누어 대조군과 비교 조사하였던 바, 10 uM 농도

에서 발달율 및 총 세포수 증가를 확인하였으며 특히 내부세포괴수 증가를 확인함. 

    또한, 플라보노이드 처리는 체세포 핵이식 배아의 항산화, 항사멸 효과와 더불어 대사관련

유전자 발현의 증가 그리고 착상 유전자의 발현 증가를 유의하게 가져올 수 있음. 항사멸 효과

는 수정란의 세포분열을 돕고 발달을 도움. 그 결과 본 연구에서 체세포 핵이식으로 발달된 배

아의 세포수를 보면 총 세포수뿐만 아니라 내부세포괴수에서도 대조군에 비해 유의하게 높은

것으로 나타남. 이와 더불어 플라보노이드를 처리한 배양 환경에서 자란 체세포 복제 배아는

이식 후 10개월 후에 형태 이상이나 신체 기관 이상 없이 정상적으로 태어났으며, 병적 소인

없이 잘 성장하였음. 

   본 연구에서 임신율은 대조군과 플라보노이드 처리군에서 각각 5.9% (2/34) 와 10.2% (6/59) 

로 나타났고, 대조군에서 2두 중 1두가 분만되어 생 후 30일만에 죽는 안타까운 일이 발생했으

나, 플라보노이드 처리군에서는 임신 소 6두 중 2두의 복제소 (33.3%) 는 임신 282 일(7일 배아

+ 이식 후 275일, BK01-10) 과 292일 (7일 배아 + 이식 후 285일, BK94-13) 에 각각 태어나 건

강하게 성장하였음. 플라보노이드는 착상전 소 배아의 발달에 매우 유용한 항산화 보호제로 작

용하였을 것으로 사료됨. 

    본 연구에서 분만된 소 중 2009년 3월 11일에 태어난 첫번째 제주흑우 복제 소 흑영돌이

(♂, 2009년 8월 31일 공개, Fig. 4) 는 현존하는 흑우 중 육량형질이 제일 우수한 종모우 (BK 

01-10) 를 복제한 것이며, 2009년 9월 9일에 태어난 두번째 복제 소 흑제돌이 (♂, 2010년 6월

16일 공개) 는 육질형질이 우수하여 근내 지방도가 높고 1등급 이상이 95% 이상 출현율을 보

이는 종모우 (BK 94-13) 를 복제한 것임. 특히 두번째 소는 2008년 도축이 된 우량 소를 다시

복원한 것으로 복제 본래의 의미를 더해줌과 동시에 숫 적으로 열세인 제주흑우의 증식에 도

움이 될 것으로 보여짐. 공시된 체세포와 핵이식 배아의 유전자가 일치하는지의 여부는 STR 

(short tandem repeat) 분석으로 조사하여 11개의 국제 공인 마커와 성별까지 모두 일치하는

것으로 2두의 복제소에서 각각 확인되었음.

    복제 배아의 건강도는 앞서 언급한대로, 장시간 동안 다수의 기계적 처리과정과 화학물 노

출에 의해 약해져 있으므로 핵이식 후 기능을 빠르게 회복할 수 있는 체외배양 환경을 제공하

는 것이 바람직할 것임. 따라서, 적정농도의 플라보노이드 첨가는 항산화와 항사멸효과로 체세

포 핵이식 배아의 발달능을 증진시켜 제주흑우 복제배아의 임신 및 산자 발생율을 높일 수 있

을 것으로 기대됨. 

*이상의 내용은 국내특허 출원 (출원번호 10-2009-0035112) 및 특허 등록 (제 10-1010156) 하였

 고, Reproduction Development and Biology 2010년 34권 127-134에 게재됨. 
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다. 줄기세포 생리활성 물질을 이용한 배양환경 개발

   The Use of Embryonic Stem Cell Derived Bioactive Material as a New Protein

Supplement for the In Vitro Culture of Bovine Embryos

Abstract

Embryonic stem (ES) cells are expanded version of the inner cell mass cells that compose

the early mammalian blastocyst. Components derived from ES cells may contain various

bioactive materials (BM) helpful for the early preimplantation embryo growth. In this study,

we examined the effect of human ES cell derived BM (hES-BM) on in vitro culture of

bovine embryos. When bovine parthenogenetic day 2 embryos were cultured in 10%

hES-BM, a significantly higher embryo development rate (44.3%) and increased cell numbers

were observed relative to control medium containing 3mg/ml BSA(19.5%) (p<0.01). Among

the various concentration (5%, 10% and 15%) and days of treatment (2 or 4 days) tested,

10% hES-BM treatment for 4 days provided the best culture environment to support of the

growth of bovine embryos in vitro (p<0.05). Little difference was observed between 10%

hES-BM and 10% FBS treatment in examined parthenogenetic or in vitro fertilized embryos,

although the hES-BM group developed at a slightly better rate. However, the ICM cell

numbers were significantly higher in the hES-BM group in irrespective of embryo origin

(p<0.05). In addition, the relative levels of pluripotency (Oct4, x1.8 fold; Nanog. x3.3 fold),

embryogenesis (Stat3, x2.8 fold; FGF4, x18.8 fold; E-cad, x2.0 fold), and growth(Glut5, x2.6

fold) genes were significantly higher in the10% hES-BM group than the10% FBS group

(p<0.05), while the levels of other genes (Bax, Bcl2, MnSOD and Connexin 43) were not

different. This is the first report examining the positive effects of hES-BM on bovine

embryo development in vitro. Based on our results, we conclude that hES-BM can be used

as a new protein supplement for bovine preimplantation embryo development.

Key words: bovine embryo / hES-BM / differential staining / real time RT-PCR

서 론

    배아줄기세포는 남성의 생식세포인 정자와 여성의 생식세포인 난자가 결합하여 생성된 수

정란에서 유래함. 그리고 배아줄기세포는 착상 전 배반포기배의 내부세포괴로부터 획득되며 모

든 조직의 세포로 분화할 수 있는 능력을 지녔으나 배양조건만 주어진다면 분화되지 않은 상

태로 무한대로 증식이 가능한 아직 분화되지 않은 세포를 말함. 다시 말해서 특수 분화 배양

환경에서는 원하는 방향으로 세포 분화가 유도되어 신경, 당뇨, 혈액과 같은 질환의 세포 치료

제로 이용될 수 있어서 한 개의 배아줄기세포주만으로도 수많은 환자의 치료에 이용될 수 있

다고 기대되는 만능세포임.

    수정란의 체외 배양은 체내 배양에 비해서 배양효율이 떨어짐. 체외 배양 환경을 개선 시

키기 위해서 배양용 배지의 조성과 알부민 또는 우태아혈청 같은 단백질 첨가제 그리고 항산
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화제와 성장인자 등과 같은 다양한 물질에 대한 연구가 이루어지고 있음. 그러한 예로써, 일반

적으로 배양환경에서 생성되는 활성산소종 (reactive oxygen species; ROS) 감소에 베타 메르캅

토 에탄올과 비타민 E (Kitagawa 등, 2004), 알파토코페롤과 아스코르비산 (Hossein 등, 2007), 

플라보노이드 (Ohshima 등, 1998; Williams 등, 2004) 같은 항산화제 첨가가 유효하게 작용하여

체외 수정란 발달효율이 향상된다고 보고된 바 있음. 우태아 혈청 및 화학적으로 정제된 합성

혈청 대사물과 상피세포 성장인자를 같이 넣은 배양액을 이용하여 소 난자의 배 발달율 증가

와 성장관련 유전자 증가 등 긍정적인 영향을 얻었다고 보고한 바 있음 (Sagirkaya 등, 2006). 

    또한 소 복제수정란을 체외배양 할 때 배양액에 생쥐의 상피세포 성장 인자 (EGF; 

epidermal growth factor)와 생쥐의 과립세포-대립세포 집락자극인자 (GM-CSF: granulocyte 

macrophage-colony stimulating factor) 를 첨가 하였을 경우 세포 수 증가 등 발달에 있어서

긍정적인 영향을 주었다고 보고된 바 있음. 이러한 체외 배양 환경 개선에 대한 최종 연구 목

적은 최대한 체내 환경과 유사한 환경을 제공함으로써 건강한 배아 즉 정상적인 생명체 발생

이 용이한 배양 환경을 만들고자 함에 있음.   

    배아줄기세포는 착상전 배반포기배의 내부세포괴가 분화되지 않은 상태로 존재하면서 무

한히 증식된 차원의 특정 세포임. 배반포기배 중 내부세포괴는 태아로 발생될 부위로 무한 증

식된 배아줄기세포의 배양 조성물은 태아발생에 유용한 성분들이 다수 포함되어 있을 것으로

기대됨. 본 연구에서는 이와 같이 재생능력이 탁월한 배아줄기세포의 배양 조성물을 획득하여

소 난자의 체외 배양에 이용함으로써 배양첨가제로써의 이용가능성을 검토하고, 착상전 배아의

발달율 및 질적 수준을 향상시킬 수 있는지의 여부를 검토하였음.

 

연구재료 및 방법

 

미분화 인간배아줄기세포배양 유래 조성물의 준비

     미분화 인간배아줄기세포 유래 조성물은 5% 마트리젤이 코팅된 배양 용기내에 90% 이상

증식된 인간 배아줄기세포 콜로니를 줄기세포 배양액으로 2일 동안 배양하여 획득함. 줄기세포

배양액은 DMEM/F12 (Gibco) 에 1% non-essential amino acid, 0.1 mM ß-mercaptoethanol, 1% 

Pennicilin/streptomycin, 20% erum replacement 와 8ng/ml fibroblast growth factor II 가 첨가된

것을 사용함. 

 

소 난자의 채취 및 성숙배양

    소 난소의 표면에 육안으로 보이는 3-6 mm크기 다수의 난포로부터 난구세포-난자 복합체

(cumulus-oocyte complexes) 를 18 gauge 주사기를 이용하여 채취함. 회수된 난구세포-난자 복

합체는 1mg/ml 소혈청 알부민이 들어있는 TL-HEPES 버퍼로 3회이상 충분히 세척하고 우태아

혈청 10%와 0.2mM 피루브산 나트륨, 1㎍/ml 난포자극 호르몬, 1㎍/ml 에스트라디올, 25㎍/ml 

젠타마이신이 들어간 TCM-199 체외성숙용 배양액에 넣어 38.8℃ 온도와 5% 이산화탄소 조건

의 배양기내에서 24시간 동안 성숙 배양함.
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소 난자의 단위발생 및 체외 배양

    소 난자의 단위발생을 위해 체외 성숙 배양된 난구세포-난자 복합체는 1 mg/ml 의 히알루

로니다제를 이용해서 먼저 난구세포를 제거하고 TL-HEPES버퍼로 충분히 세척한 다음 10 μM 

칼슘아이오마이신이 들어있는 CR1 aa 배양액에서 5분 동안 활성화를 유도하고 2 μM 

6-dimethylaminopurine이 들어있는 CR1 aa 배양액에서 3시간 동안 배양함. 이때에 사용된

CR1aa 배양액 내에는 3mg/ml 지방산이 제거된 (fatty acid free) 소혈청 알부민이 함유되어 있

고 본 실험의 기본 배양액으로 이용됨.

    활성화시킨 난자는 CR1aa 기본 배양액에 넣어 2일간 배양시키고 4-8세포로 분열된 난자를

다시 CR1aa 기본 배양액 (대조군)과 10% 미분화 배아줄기세포 유래 조성물이 들어있는 배양액

(실험군) 으로 나누어 38.8℃ 온도와 5% 이산화탄소 조건의 배양기내에서 6일간 추가 배양하여

체외 배양 8일 째 배반포기배까지의 배 발달상태를 비교 조사함. 

 

이중염색

    대조군과 실험군의 체외 배양 8일째 발달된 배반포기배의 질적인 차이를 조사하기 위해

영양배엽세포와 내부세포괴 수를 동시에 검토할 수 있는 이중 염색을 실시함. 2중염색은 2단계

로 실시됨. 각 군의 배반포기배는 1% triton X-100과 100㎍/ml 프로피디움 요오드화물이 포함

된 TL-HEPES 용액에서 30초간 처리하고 (1단계) 25㎍/ml 비스벤자마이드 (Hoechst 33258)가

포함된 TL-HEPES 용액에 넣어 4℃에서 다음날까지 반응시킴 (2단계). 염색된 배반포기배는 글

리세롤로 세척한 다음 슬라이드 그라스에 올려 놓고 커버슬립으로 덮어 형광 현미경의 blue 

필터 (excitation field-350 nm, emission field-461 nm) 하에서 관찰하여 세포 수를 셈.

Real time -PCR을 이용한 유전자 발현 분석

    mRNA는 마그네틱 비드 (Dynabeads mRNA purification kit; Dynal, Oslo, Norway) 를 이용

하여 추출함. 동일한 수의 배아를 (대략 15개) 100 ul 용해/결합 용 버퍼 [100 mM Tris-HCl (pH 

7.5), 500 mM LiCl, 10 mM EDTA (pH 8.0), 1% LiDS, 5 mM DTT] 에 넣어 실온에서 5분간 교

반하면서 반응을 유도하고, 여기에 50ul oligo (dT)25 마그네틱 비드 용액을 넣어 다시 5분간

반응시킴. 마그네틱 비드에 결합된 mRNA는 세척용 버퍼 A [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.15 M 

LiCl, 1 mM EDTA, 1% LiD] 로 2회 세척하고, 버퍼 B [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.15 M LiCl 

and 1 mM EDTA]로 1회 세척한 다음 DEPC water 15ul에 pellet을 녹여 마그네틱 비드로부터

mRNA시료를 획득함. cDNA 합성은 추출한 mRNA로 부터 oligo (dT) 12–18 프라이머와

superscript reverse transcriptase (Invitrogen) 를 이용하여 이루어짐. Real-time PCR (Bio-Rad, 

Chromo4) 에 사용된 프라이머는 표 15에 나타낸 바와 같음. 모든 실험에서 히스톤 2a mRNA를

기준으로 사용함. 결과는 DyNAmo SYBR green qPCR 키트를 사용함. PCR과정은 95℃에서 15

분간 변성과정을 거친 다음, 증폭과 정량을 위해 94℃에서 30초간, 50~56℃ 1분간, 72℃ 1분으

로 40회수를 반복하였고 형광측정을 함. 이때의 melting curve는 65~95℃, heating rate는 0.2℃

/sec 이다. SYBR green 형광 결과는 PCR 과정의 extension 단계 후에 측정함.
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Treatment*
Day 2

≥2-4 cell

No. (%)**of embryos developed to

 

No.**of cells
(Mean±SD)

Day 4
≥8cell

Day 6
≥morula

Day 8
≥blastocyst

Total ICM

Control 113 78 (69.6)a 50 (44.2)x 22 (19.5)x  58.3±11.5x 12.3±6.4a

10% hES-BM 115 95 (82.6)b 81 (70.4)y 51 (44.3)y  132.2±14.7y 30.0±12.7b

결 과

○  배아줄기세포 생리활성물질이 소 단위발생란의 체외발달율에 미치는 영향을 조사함. 

 

 Table 10. Effect of hES-BM on bovine parthenogenetic embryo development in vitro

*Control: culture in CR1aa medium containing 3 mg/ml FAF-BSA from day 2 until day 8. 

 hES-BM 10%: culture in CR1 aa medium containing 10% hES-BM from day 2 until day 8.
**(p<0.01)x-y(p<0.05)a-b. 

    소 단위발생란의 발달에 배아줄기세포 생리활성물질을 10% 첨가하여 그 영향을 조사하였

던 바, 체외 배양 4일, 6일과 8일로 진전됨에 따라 3mg/ml FAF-BSA 처리한 대조군과 실험

군 간에 배 발달율이 현저하게 차이가 있음을 알 수 있었음 (표 10과 그림 9 참조). 발달율에

서 배양 4일 째부터 유의한 차이가 나타났으며 배양 8일째 배반포기배형성율은 대조군 19.5% 

에 비해 처리군의 경우 44.3% 로서 유의하게 높았음 (p<0.01).

    

    또한, 세포수 조사에서도 줄기세포 생리활성물질 처리군의 배반포기 배아 총세포수 및 내

부세포괴수가 대조군에 비해 유의하게 높게 나타나 소 수정란의 후기배 발달 시 소 혈청을 대

체할 수 있는 또 다른 단백질 첨가제로서 이용 가능할 것으로 기대됨.     
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Fig. 9. Morphology of the in vitro development of bovine parthenogenetic embryos cultured

in control CR1aa medium or medium containing 10% hES BM. Embryos were cultured in

CR1aa containing 3 mg/ml FAF-BSA (control group, C, E and G) or 10% hES-BM(10%

hES-BM group, B, D, F and H) from embryonic day 2 (A and B) to day 4 (C and D) or

day 8 (E and F). G and H show representative day 8 blastocysts in the control and 10%

hES-BM treatment groups, respectively, stained by a differential labeling method.



- 47 -

Treatment*
Day 2
≥2-4 
cell

No (%)**of embryos developed to

 

No.**of cells
(Mean±SD)

Day 4
≥8cell

Day 6
≥morula

Day 8
≥blastocyst

Total ICM

Control 120  88 (73.3) 58 (48.3)x 25 (20.8)x  53.2±11.5x 13.1±5.3a

hES-BM-1 124 102 (82.3) 77 (62.1)y 53 (42.7)y  126.3±15.2y 30.0±11.4b

hES-BM-2 125 108 (86.4) 92 (73.6)y 64 (51.2)y  133.2±17.3y 33.9±13.7b

Treatment*
Day 4
≥8 cell

No (%)**ofembryosdevelopedto

 

No.**ofcells
(Mean±SD)

Day 6
≥morula

Day 8
≥blastocysts

Total ICM

Control 92 44 (47.8)a 21 (22.8)a  55.8±10.1a 13.1±5.3a

5% hES-BM 90 42 (46.7)a 42 (46.7)b  89.4±10.2b 16.2±10.1a

10% hES-BM 90 72 (80.0)b 57 (63.3)c  125.3±12.3c 32.0±13.6b

15% hES-BM 90 48 (53.3)a 45 (50.0)b  90.0±12.0b 19.0±14.5a

○ 배아줄기세포 생리활성물질의 처리 시기와 처리 농도가 소 단위발생란의 체외발달에 미치

는 영향을 조사함.

Table 11. Effect of hES-BM treatment days on bovine parthenogenetic embryo

development in vitro

*
Control: culture in CR1aa medium containing 3 mg/ml FAF-BSA from day 2 until day 8.

hES-BM-1: in CR1aa medium containing 10% hES-BM from day 2 until day 8.

hES-BM-2: culture in control medium at embryonic day 2 and then in CR1aa medium containing

10% hES-BM from day 4 until day 8.
**
(p<0.01)

x-y
(p<0.05)

a-b
.

Table 12. Effect of hES-BM concentration on bovine parthenogenetic embryo

development in vitro

*
Control: culture in CR1aa medium containing 3 mg/ml FAF-BSA from day 2 until day 8.

hES-BM 5, 10 or 15%: culture in control medium at embryonic day 2 and then in CR1aa medium

containing 5, 10 or 15% hES-BM from embryonic day 4 until day 8.
**

(p<0.05)
a-c

.
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Treatment*
Day 4
≥8 cell

No (%) of embryos developed to

 

No.**ofcells
(Mean±SD)

Day 6
≥morula

Day 8
≥blastocysts

Total ICM

10% FBS 93 83 (89.2) 52 (55.9)  103.7±13.6 18.2±7.6a

10% hES-BM 93 84 (90.3) 56 (60.2)
 

 
125.0±22.0 37.0±12.5b

     배아줄기세포 생리활성물질의 처리시기와 농도가 소 단위발생란의 발달에 미치는 영향을

조사하였던 바, 체외 배양 2일 째부터 처리하는 것 보다 배양 4일째부터 배아줄기세포 생리활

성물질을 처리하는 것이 배발생율 및 세포수 증가에 효과가 있는 것을 확인하였음 (표 11 참

조). 

     또한 배양 4일 째부터 배아줄기세포 생리활성물질을 처리함에 있어서, 처리 농도가 소 단

위발생란의 발달에 미치는 영향을 조사하였던 바, 배양 6일 째 상실배 발달율 결과에서 10% 

처리군이 대조군이나 5%, 15% 처리군보다 유의하게 나은 발달율을 나타냄을 확인하였음 (표

12 참조). 그리고 배양 8일 째 배반포기배 발달율은 무처리군보다는 처리군의 결과가 유의하게

좋았으며, 10% 처리군이 5% 와 15% 처리군의 결과와 비교할 때 유의하게 높은 발달율을 나타

냄을 확인하였음. 이러한 차이는 세포수 조사에서도 나타나 배아줄기세포 생리활성물질 처리군

의 배반포기 배아 총세포수 및 내부세포괴수가 대조군에 비해 유의하게 높게 나타나며 처리

농도중에서도 10% 처리군의 결과가 유의하게 높은 세포수 증가를 나타냄을 확인하였음.       

*따라서, 배아줄기세포 생리활성물질은 체외수정란 배양 시 배양첨가제로 사용함에 있어서

 10% 농도로 사용함이 적정하며 체외배양 4일 째부터 첨가하는 것이 유효함을 확인함.  

○ 배아줄기세포 생리활성물질과 우 혈청의 소 단위발생란 및 체외수정란 발달율에 미치는 영

 향 비교

Table 13. Comparison of FBS or hES-BM effect on bovine parthenogenetic embryo

development in vitro

*
10% FBS: culture in CR1aa medium containing 3 mg/ml FAF-BSA at day 2 and then in CR1aa

medium supplemented with 10% FBS from day 4 until day 8.

10% hES-BM: culture in CR1aa medium containing 3 mg/ml FAF-BSA at day 2 and then in CR1aa

supplemented with 10% hES-BM from day 4 until day 8.
**
p<0.05)

a-b
.
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Treatment*
Day 4
≥8 cell

No (%) of embryos developed to

 

No.**ofcells
(Mean±SD)

Day 6
≥morula

Day 8
≥blastocysts

Total ICM

10% FBS 125 102 (81.6) 68 (54.4)  128.3±10.1 25.2±10.4a

10% hES-BM 126 110 (87.3) 73 (57.9)  143.0±15.5 45.0±8.6b

Table 14. Effect of hES-BM on bovine in vitro fertilized embryo development

*
10% FBS: culture in CR1aa medium containing 3 mg/ml FAF-BSA at day 2 and then in CR1aa

medium supplemented with 10% FBS from embryonic day 4 until day 8.

10% hES-BM: culture in CR1aa medium containing 3 mg/ml FAF-BSA at day 2 and then in CR1aa

supplemented with 10% hES-BM from embryonic day 4 until day 8.
**

(p<0.05)
a-b

.

Fig. 10. Morphology of in vitro produced bovine parthenogenetic day 8 embryos cultured

in 10% FBS (A) and 10% hES-BM (B). The cell number was examined by differential

labeling of 10% FBS and 10% hES-BM treated embryos (C and D), respectively.

   일반적으로 가장 많이 사용되고 있는 우 혈청과 배아줄기세포 생리활성물질이 소 단위 발

생란 및 체외수정란 발달에 미치는 영향을 비교 조사하였던 바 (표 14와 그림 10 참조), 배양

4일 이후 처리하였을 때, 체외 배양 6일과 8일 째 상실배와 배반포기배 발달율이 유의한 차이

없이 높은 발달율을 나타냈으며, 배반포기배의 세포수 조사에서도 총세포수에서 차이가 나타나

지 않았으며, 내부세포괴수 조사에서는 오히려 배아줄기세포 생리활성물질 첨가군이 높게 나

와, 소 체외수정란 생산 시 단백질 첨가제로서 우 혈청을 대신할 수 있을 뿐만 아니라 배아줄

기세포의 배양 유래 획득된 성분이라 태아발생에 유용한 성분이 들어 있는 것으로 사료되어
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Primer Sequence (5'-3')
Product

size
Function Accession No.

bOct4-F

bOct4-R

CTCTTTGGAAAGGTGTTCAG

GTCTCTGCCTTGCATATCTC
155 bp ICM and TE AF022987

bNanog-F

bNanog-R

TGGAACAATCAGTTCAACAA

GCTGGGAATTGAAATACTTG
157 bp ICM NM001025344

bStat3-F

bStat3-R

ATCTGAATGGAAACAACCAG

TTCATCCGTGAGAGTTTTCT
155 bp Cavitation AJ620655

bFGF4-F

bFGF4-R

GAGTGCAGGTTCAGAGAGAT

GAGGAAGTGGGTGACCTT
150 bp Implantation NM001040605

bConnexin 43-F

bConnexin 43-R

TTCAAGTCTGTCTTCGAGGT

TGATGAAGATGGTTTTCTCC
151 bp Compaction NM174068

bE-cad-F

bE-cad-R

CCGGGACAATGTGTATTACT

GTACTGGGGCACACTCAT
148 bp

Biogenesis of 

trophectoderm
AB037667

bBcl-2-F

bBcl-2-R

ATGACCGAGTACCTGAACC

AGAGACAGCCAGGAGAAATC
122 bp Anti-apoptotic U92434

bBax-F

bBax-R

GCTCTGAGCAGATCAAG

AGCCGCTCTCGAAGGAAGTC
400 bp Apoptotic XM001253643.2

bMnSOD-F

bMnSOD-R

AGCACGAGCAGGAGACTGGT’

GTCCAGAAGATGCTGTGA
287 bp Oxidative stress BT020988

bGlut-5-F

bGlut-5-R

TTGGAGAGCCAGTGAACAGT

TGCTGATAACTGTCTGCGCT
292 bP Metabolism NM001101042

건강한 수정란을 생산하는데에 더 유익할 것으로 기대됨.   

  

○ 배아줄기세포 생리활성물질과 우 혈청이 소 단위발생란의 유전자발현에 미치는 영향 비교

       

      표 15에 나타낸 프라이머를 이용하여 10% 우혈청과 10% 배아줄기세포 생리활성물질 처

리환경으로부터 획득된 배반포기의 유전자발현 특성을 real-time RT PCR 분석을 통해 조사

하였던바, 배아줄기세포 생리활성물질 처리군에서 만능성 유전자 (Oct4, x1.8배 증가; Nanog. 

x3.3 배 증가), 배발생 유전자 (Stat3, x2.8배 증가; FGF4, x18.8배 증가; E-cad, x2.0배 증가), 

성장유전자 (Glut5, x2.6배 증가) 발현이 우혈청 처리군보다 유의하게 높은 것으로 확인됨

(p<0.05) (그림 11 참조). 

   

 Table 15. Details of the primers and probes used for real-time RT PCR
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Fig. 11. Relative mRNA expression of candidate genes in bovine day 8 blastocysts. The bars

with different superscripts within a panel differ significantly from each other (p<0.05). Error

bars indicate the standard deviation. In the control treatment group, day 2 embryos were

cultured in CR1aa medium supplemented with 3 mg/ml FAF-BSA and then in CR1aa

containing 10% FBS from embryonic day 4 until day 8. In the 10% hES-BM treatment

group, day 2 embryos were cultured in CR1aa medium supplemented with 3 mg/ml

FAF-BSA and then CR1aa containing 10% hES-BM from embryonic day 4 until day 8.

   

    따라서, 미분화 인간배아줄기세포 유래 생리활성물질은 배반포기배 중 태아로 발생될 부위

의 내부세포괴로부터 무한 증식된 배아줄기세포의 배양 산물로 태아발생에 유용한 성장인자, 

싸이토카인, 아미노산 및 미지성분들이 다수 포함되어 있을 것으로 기대되어 이러한 성분들이

체외에서 생산된 소 단위발생란 및 체외수정란의 배반포기형성율, 총세포수와 내부세포괴의 세

포수 및 발생유용유전자 발현에 유의한 영향을 미치는 것으로 확인되어 소 수정란 배양 시 새

로운 단백질 첨가제로서 이용 가능함을 확인하였음.  

 

 *이상의 내용은 국내특허 출원 (출원번호 10-2008-0138099) 및 특허 등록 (제 10-1010077) 하

  였고, Journal of Reproduction and Development 2011년 57권 346-354에 게재됨. 또한 관련

  기술의 우수성을 평가받아 일본 The Society of Reproduction and Development 으로부터    

  2011 우수논문상을 수상함. 
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 2. 체외수정 기술 개발을 통한 우수 수정란 생산

    ; 체외수정란 생산 및 우수수정란 발생 효율은 수정 시 정자의 활력과 수정능에 의해 영

향을 많이 받는다. i) 새로운 정자 처리법을 개발하여 동결정액 정자의 활력을 오래 유지시키

고 ii) 수정능획득을 높이기 위해 GAG 처리하여 그 효과를 검토하였음. 

 

가. 2단계 스윔업(swim-up) 방법을 이용한 가축의 체외수정능 향상방법 (기술발명)

     Method for treatment of spermatozoa in external fertilization of domestic animal

(1) 요약

    본 발명은 정자 동결에 사용되는 정액 희석액을 체외수정 시 정자처리용 용액으로 변용하

여 사용함으로써 정자의 활력이 오랫동안 유지되면서 다수의 정자를 회수할 수 있는 새로운

정자처리방법 개발에 대한 내용임. 본 연구에서 개발한 희석액을 이용한 2단계 스윔업 방법으

로 처리된 정자는 활력이 5시간 이상 유지되었으며, 이를 체외수정에 이용하였을 때 체외수정

율, 발달율, 세포수 조사, 전핵 형성율에서 기존에 주로 사용하고 있는 Percoll 방법보다 유의하

게 증가되는 것을 확인하였던 바, 본 연구에서 개발된 희석액을 이용한 2단계 스윔업 방법은

새로운 정자처리법으로서 소 난자의 체외수정에 효율적으로 이용될 수 있다고 사료됨.

 

(2) 발명이 속하는 기술 분야 및 그 분야의 종래 기술

    본 발명은 수정능 개선에 관한 것으로 기존에 정자처리법으로 사용되고 있는 i) 정자처리

용 배양액(Bracket Oliphant; BO)을 이용한 swim-up 방법이나 ii) percoll 농도 구배를 이용한

원심분리 방법 등이 갖고 있는 단점을 보완하는 정자처리의 새로운 방법임. 

   배양액을 이용한 swim-up 방법에 의한 정자처리는 활력이 좋은 정자의 운동성을 이용하여

펠렛화된 정자군집에 정자처리용 배양액을 넣은 후 30분이상 정체된 상태로 배양하였을 때 부

유되어 나온 정자를 회수하는 원리인데, 이때의 결과는 원래의 정액의 질에 따라서 회수된 정

자의 질에 차이가 나타나게 된다. 또한 부유시간이 길어질수록 사멸정자의 수가 늘어나는 단점

이 있음. 따라서 질 좋은 정자가 많이 들어 있는 정액의 경우 부유할 수 있는 정자 수가 많아

많은 양이 회수되지만 질이 나쁜 정자가 많이 섞여 있는 샘플의 경우 회수량이 현저히 떨어짐. 

그러나 정자의 상태가 좋지 않은 샘플의 경우라도 아주 적은 양이라도 정자를 회수할 수 있는

가장 고전적인 정자처리 방법이다. 이때, 배양되는 과정 중 배양액의 성분이 정자의 질 개선에

영향을 미칠 수 있음. 

    Percoll을 이용한 정자 처리는 콜로이드 성질을 가진 농도 구배의 밀도 차이를 이용하여

정자를 분리하는 방법임. 정액을 Percoll로 분리하면 정액 내에 존재하는 사멸정자의 제거와 세

포 파편 및 세균을 분리 하는 장점이 있어 사람의 정액뿐만 아니라 가축 산업에도 많이 이용

되었음. 
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    그 예로써 사람의 정자를 불연속 Percoll 원심분리하여 활동성정자와 X 정자를 94% 이상

회수하였다는 보고(Iizuka 등, 1987)와 분리된 정자를 체외수정하였을 경우 성숙율이 높았다는

보고가 있음(Grant 등, 1994). 돼지 정액을 Percoll로 분리하면 정액 내에 존재하는 정액 성분, 

사멸정자, 체세포, 세포단면 및 백혈구 등의 이물질이 제거되며, 정자의 운동성이 증가하고 체

외수정시 수정율이 증가한다는 보고가 있음(Shim 등, 2001). 또한 Park 등(2008)은 Percoll이 돼

지 정액 내의 세균 분리에 효과적이라고 보고한 바 있고, 미니돼지 정액을 분리할 때 65% 이

상의 Percoll에서는 세균이 완전히 제거된다고 보고하였음. 하지만 Percoll을 정자 분리에 사용

할 경우, 독소에 의한 오염이나 정자 형태 변화를 유발하기 때문에 수정에 좋지 못한 영향을

미칠 수 있다는 보고들이 있음 (Andersen과 Grinsted, 1997; De Vos 등, 1997; Scott와 Smith, 

1997; Strehler 등, 1998).

    Percoll방법에 의한 정자 처리는 생존 정자 수가 많을 때 유리함. 사멸정자수가 많으면

Percoll층에 모두 걸리게 되므로 살아있는 정자의 이동 진로가 막히게 되어 원심을 하더라도

다수의 정자가 회수되지 못하는 단점이 있고 처리 과정 중에는 활력이 떨어지지 않으나, 처리

후 사멸정자 수가 급격하게 증가되는 양상을 나타내므로 정자의 질이 나쁜 경우에는 권장하지

않는 방법임. 또한 Percoll양이나, 농도, 처리시간을 조절하여 이용할 수 있으나, Percoll의 잔존

물이 완벽히 제거되지 않는 단점이 있어 독성 요소는 배제할 수가 없음. 

    본 연구에서 사용한 정자 처리용 용액은 정액 동결에 사용되는 정액 희석액을 증류수로

희석하여 (1:4~1:3)이용하였음. 이때의 삼투압은 대략 800 ~ 950임. 정액 희석액에는 TRIS, citric 

acid, sugar, buffers, glycerol 과 항생제 (Tylosin, Gentamycin, Spectinomycin, Lincomycin) 가

들어 있음. 그 종류로는 Triladyl® (Minitüb, Tiefenbach, Germany), Bioxell® (IMV, Aigle, 

France) Andromed® (Minitüb, Tiefenbach, Germany) 등이 있음. 이들 제품은 정자의 운동성, 

전진운동, 생존성 등에 약간씩 차이를 나타내고 있으며 특히 Triladyl은 1974년부터 소 정액 동

결에 가장 보편하게 이용되고 있는 제품임. 

    본 실험의 아이디어는 반영구적으로 또는 장기간 정자를 동결 보존하는 데에 이용되고 있

는 최적의 희석액 조성이 아마도 융해 후 정자의 생존능 및 운동성을 연장시키는 데에 기여할

것이라는 것에 착안하여 사용 여부를 검토하였고, 실제 유효하였음을 알 수 있음. 정자 활력이

기존 방법과 비교하여 유의하게 개선되었고 오랫동안 유지되었으며 체외수정능에서도 유의하

게 좋은 배발달율을 나타냄.

    분석을 위해 1) 컴퓨터 정액분석기 (CASA) 를 이용한 정자 처리 후 5시간 까지 운동성 분

석 결과 2) 체외수정율 및 체외발달율 3) 세포수 조사 4) 전핵형성율 등을 조사하였음.
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(3) 실험방법

(가) 정자 처리

I. 정액 희석액을 이용하는 2단계 스윔업 (swim-up) 방법

① 소 동결 정액 스트로를 융해 (상온에서 10초, 38℃에서 20초간 침지하여)

② 융해된 정액을 2 ml 정액 희석액이 들어있는 튜브에 조심스럽게 주입

③ 2000 rpm에서 1분간 원심하고 상층액 제거

--- 동결액내에 들어 있는 난황을 제거하는 단계

④ 펠렛화된 정액 덩어리가 변형되지 않게 1ml 희석액을 조심스럽게 상층에 주입

⑤ 15분간 배양하여 스윔업

⑥ SP-TL 정자 처리용 배양액을 1ml을 추가로 넣고 5분간 더 배양

--- 희석액에서 정자처리용 배양액으로 바꾸는 적응 과정

⑦ 2000 rpm에서 1분간 원심

⑧ 상충액 제거

⑨ SP-TL배양액을 넣어 20 ~ 30분간 배양하여 스윔업

⑩ 상층의 정자부유액을 회수하여 농도 조사

* 총 정자 처리 시간은 1시간 정도 소요되며 이 과정에서 최소 20분에서 25분 정도

정자가 희석액에 노출됨.

II. Percoll 처리 방법

① 소 동결 정액 스트로를 융해

② 융해된 정액을 90%와 45% Percoll 각 1ml씩 들어 있는 튜브에 조심스럽게 주입

③ 2000 rpm에서 15분간 원심

④ 하단에 모인 정액을 제외한 상층액을 모두 제거

⑤ 정자 농도 조사

* 총 정자 처리 시간은 20 분 정도 소요됨.

(나) 정액 분석기를 이용한 정자의 운동성 조사

각 처리군에서 회수된 정자는 처리 후 즉시와 5시간까지 1시간 간격으로 정자의 상태를

컴퓨터 정액분석기의 CASA Program(SAIS ALPHA version 1.2, Medicalsupply, Co, Korea)을

사용하여 분석하였음. 비교 항목은 운동성(Total motility), 곡선 운동속도 (Curvilinear Velocity,

VCL), 직선 운동 속도(Straight‐Line Velocity, VSL), 평균 진행 속도(Average‐Path Velocity,

VAP) 등 4가지를 3회 반복 측정하였음.

(다) 체외수정

도축장에서 도축된 소의 난소에서 10 ml 주사기에 18G 주사침을 이용하여 직경 3～6 mm

난포로부터 난구세포-난자 복합체 (cumulus-oocyte complexes) 를 채취함. 채취된 난자는 실체

현미경 하에서 난구세포가 치밀하게 부착되고 세포질이 균일한 난자만을 선별하여 체외성숙에

공시함. 회수된 난구세포-난자 복합체는 1 mg/ml 소혈청 알부민이 들어있는 TL-HEPES 버퍼

로 3회이상 충분히 세척하고 10% 우태아혈청 (FBS, Gibco‐BRL, Grand Island, NY, USA) 와
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0.2mM 피루브산 나트륨, 10㎍/ml 난포자극 호르몬, 1㎍/ml 에스트라디올, 25㎍/ml 젠타마이

신이 들어간 TCM-199 (Gibco-BRL) 체외성숙용 배양액에 넣어 38.8℃ 온도와 5% 이산화탄소

조건의 배양기내에서 22~24시간 동안 성숙 배양함.

체외수정은 0.6% BSA, 2 μg/ml Heparin, 4% PHE (0.372 mg/ml penicillamine, 0.11

mg/ml hypotaurine, 0.018 mg/ml epinephrine)가 함유된 수정용 배양액 (Fertilization‐TALP)

을 사용함. Mineral oil이 도포된 50 μl 수정용 소적에 난구세포를 제거하지 않은 성숙된 난자

10개씩을 침적, 각 소적당 1×106개씩의 정자를 첨가 후 5% CO2, 39℃ 배양액에 48시간 배양

함. 수정란은 난구세포를 완전히 제거한 후 0.3% fatty acid free-BSA (Sigma)가 함유된 CR1aa

배양액 50 μl에 넣어 2일간 배양하였고, 그 후 10% FBS가 함유된 50 μl 소적에 옮긴 후 다시

4일간 배양하여 배양 4일(8세포), 6일 (상실배), 8일 (배반포배) 째 발달율을 조사함.

(라) 전핵 형성 유무 조사

Percoll처리군과 희석액 처리군의 정자로 체외수정 후 18 ~ 20 시간째에 전핵형성 특성을

비교함. 난자의 투명대에 붙어있는 난구세포와 정자를 제거하고 충분히 세척한 후에 슬라이드

그라스에 올려 놓고 커버슬립으로 덮은 다음 10㎍/ml 비스벤자마이드 (Hoechst 33258)가 포함

된 글리세롤 용액을 넣어 다음날까지 반응시키고 형광 현미경의 blue 필터 (excitation

field-350 nm, emission field-461 nm) 하에서 관찰하여 전핵 유무와 다정자 침입 여부를 조사

함.

(마) 배반포기배의 세포수 조사

    Percoll처리군과 희석액 처리군의 정자로 체외수정 후 체외 배양 8일째 발달된 배반포기배

의 질적인 차이를 비교하기 위해 영양배엽세포와 내부세포괴 수를 동시에 검토할 수 있는 이

중 염색을 실시함. 이중 염색은 2단계로 실시됨. 각 군의 배반포기배는 1% triton X-100과 100

㎍/ml 프로피디움 이오다이드 화합물이 포함된 TL-HEPES 용액에서 30초간 처리하고 (1단계) 

25㎍/ml 비스벤자마이드 (Hoechst 33258)가 포함된 TL-HEPES 용액에 넣어 4℃에서 다음날까지

반응시킴 (2단계). 염색된 배반포기배는 글리세롤에 넣어 여분의 형광물질을 제거한 다음 슬라

이드 그라스에 올려 놓고 커버슬립으로 덮어 형광 현미경의 blue 필터 (excitation field-350 

nm, emission field-461 nm) 하에서 관찰하여 세포 수를 셈. 결과는 영양배엽세포가 붉게 염색

되고 내부세포괴는 푸르게 염색되어 염색된 세포수를 각각 계수하여 조사함. 
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처리 후 시간 0 1 2 3 4 5

Total Motility 75.3 % 73.4% 72.7% 69.7% 60.9% 58.2%

VCL 32.9 29.6 31.7 31.1 24.4 27.1

VSL 12.5 13.1 15.5 13.2 11.3 11.0

VAP 18.0 17.3 20.8 19.7 16.1 15.0

처리 후 시간 0 1 2 3 4 5

Total Motility 72.1 % 20.3% 10.8% 5.5% 5.7% 6.3%

VCL 31.5 29.6 21.1 15.5 14.4 11.1

VSL 11.6 10.4 10.5 10.2 9.3 9.1

VAP 17.0 15.6 11.2 10.0 10.4 10.7

(4) 결과

(가) 정자 처리 후 운동성 조사

표 16과 표 17에 나타난 바와 같이 희석액을 이용한 2단계 스윔업 방법 처리군의 정액은

처리 후 5시간 째에도 상당수의 정자가 생존능을 보유하는 것으로 확인된 반면, 대조군인

Percoll 처리군의 정자는 처리 후 급격하게 사멸정자가 늘어나는 양상을 나타났으며 (그림 12),

곡선운동속도, 직선운동속도. 평균진행속도에 뚜렷한 차이가 나타남을 알 수 있었음.

표 16. 희석액을 이용한 2단계 스윔업 방법으로 정자 처리 후 정액의 운동성 조사

표 17. Percoll을 이용한 정자 처리 후 정액의 운동성 조사

그림 12. 희석액을 이용한 2단계 스윔업 정자처리와 Percoll처리 후 정자의 운동성 조사
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정자처리방법
수정율

(%)*

체외발달율(%)*

4일

≥8세포기

6일

≥상실배

8일

≥배반포기배

Percoll
98/140

(70.0)a
57

(58.2)

31

(31.6)a
25

(25.5)a

희석액
118/140

(84.3)b
74

(62.7)

50

(42.4)b
50

(42.4)b

정자처리방법
배반포기배

발달율(%)*
총 세포수* 내부세포괴수*

내부세포괴비율

(%)

Percoll
25

(25.5)a
  98.5±17.8a 11.5±10.7a 11.67%

희석액
50

(42.4)b
168.7±13.7b 36.1±12.7b 21.40%

(나) 체외수정율 및 체외발달율 비교

두 가지 방법으로 처리된 정자로 체외수정을 실시하였을 때, 대조군인 Percoll처리군의 수

정율은 70.0%인 반면 희석액을 이용한 2단계 스윔업 처리군은 84.3%를 나타내어 유의한 차이

를 알 수 있었고(p<0.05), 배양 6일째 상실배 이상 발달, 그리고 배양 8일 째 배반포기배 이상

발달에서도 유의한 차이를 나타내어 (p<0.05) 희석액을 이용한 2단계 스윔업에 의한 새로운 정

자처리방법이 배발달에도 유효함을 알 수 있음 (표 18 참조).

표 18. 정자처리방법에 따른 체외수정율 및 체외발달율 비교

*P<0.05

(다) 세포수 조사에 의한 결과 비교

체외수정 및 체외배양으로 생산된 두 처리군의 배반포기배를 이중염색을 통하여 염색을

실시하고 총 세포수, 내부세포괴수, 내부세포괴 비율을 조사함. 그 결과 총 세포수가 대조군인

Percoll 처리군에서 98.5±17.8 인 반면, 희석액을 이용한 2단계 스윔업 처리군은 168.7±13.7로

나타나 유의한 차이를 확인하였으며, 내부세포괴수 또한 11.5±10.7, 36.1±12.7로 각각 나타나 희

석액을 이용한 2단계 스윔업 처리군의 세포수가 Percoll 처리군 보다 충실함을 알 수 있음

(p<0.0%) (표 19 참조). 또한 이러한 차이는 그림 13-14에서 확인할 수 있음.

표 19. 정자처리방법에 따라 체외 발달된 배반포기배의 세포수 조사

*p<0.05
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정자처리방법 난자수
전핵 형성율 

(%)*

다정자침입율

(%)
미수정율

Percoll 60
38/60

(63.3)a

7

(11.7)

15

(25.0)

희석액 60
47/60

(78.3)b

4

(6.7)

9

(15.0)

그림 13. Percoll방법으로 처리된 정자로 체외수정된 소 난자의 체외발달. A. 수정 후 8일째 배

아 B. 이중염색된 배반포기 배

그림 14. 희석액을 이용한 2단계 스윔업 방법으로 처리된 정자로 체외수정된 소 난자의 체외발

달. A. 수정 후 8일째 배아 B. 이중염색된 배반포기 배

(라) 전핵형성율 비교

또한 두 정자처리 방법에 의해 처리된 정자로 수정을 실시했을 때 체외수정 후 전핵 형성

에 미치는 영향을 조사함. 표 20에 나타낸 바와 같이 희석액을 이용한 2단계 스윔업 방법에 의

한 정자처리가 대조군인 Percoll 방법과 비교하여 전핵 형성율이 (그림 15 참조) 높은 것을 알

수 있음. 이는 체외 발달율의 유의한 차이를 가져올 수 있는 수정능 차이의 근거를 나타내는

결과임.

표 20. 정자처리방법이 체외 수정 후 전핵형성율에 미치는 영향

*p<0.05
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그림 15. 희석액을 이용한 2단계 스윔엄 방법으로 처리된 정자로 수정 후 18시간째에 염색된

수정란의 전핵 형성 상태 (자성 전핵과 웅성 전핵이 형성된 후 모이는 형태)

*따라서, 정액희석액을 이용한 2단계 스윔업 방법은 새로운 정자처리법으로서 소 난자의

체외수정에 효율적으로 이용될 수 있다고 사료됨.

**이상의 내용은 국내특허 출원 (출원번호 2011-0018668) 및 등록 (제10-1064415호) 하였음.
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나. GAG 처리된 정자가 소 난자의 체외발달에 미치는 영향

Effect of Glycosaminoglycan Treated Sperm on the In Vitro Developmental

Capacity of Bovine Embryos

Glycosaminoglycan (GAG) 는 세포외기질 (extracellular matrix, ECM) 의 필수 구성 성분

으로 cell recognition, cellular adhesion, growth regulation에 관여하고, 자성 생식기액 내에

존재하여 정자의 수정능획득을 촉진하는 물질임. 본 실험에서는 수정전 정자에 GAG 처리가

수정능 획득 및 수정율과 체외발달능에 미치는 영향을 조사하였음.

Abstract

The glycosaminoglycan (GAG) presents in female reproductive tract fluid as promoting

factor of sperm capacitation. When the same concentrations (10 mg/ml) of four different

GAGs (Chondroitin sulfate, CS; Dermatan sulfate, DS; Hyaluronic acid, HA; Heparin, HP)

were exposed to bovine sperm for 5 h, the values of total motility, VSL and VCL were

higher in HP or HA treatment group than in control and other GAG treatment groups (CS

or DS). Also, HP or HA treatment effects on the increase of the rates of capacitated- and

acrosome reacted sperm compared to other treatment groups. In addition, HP or HA

exposed sperm for 1 h before IVF improved significantly the fertilizing ability including of

2 PN formation rates and cleavage rates at day 2, and it subsequently effects on in vitro

embryo development rate and embryo quality plus ICM and total cell number at day 8

after IVF (P<0.05). In real-time PCR analysis, the relative mRNA expression levels of

pluripotency (Oct4), cell growth(Glut5) and anti-apoptosis (Baxinhibitor) genes were

significantly higher in HA or HP treatment groups than in control or other treatment

groups, while the pro-apoptotic gene Caspase-3 expression was significantly low in all GAG

treatment groups (P<0.05). These results demonstrated that HP or HA exposed bovine

sperm have positive effects on in vitro fertilizing ability, in vitro embryo developmental

potential and their gene expression.

Key words; bovine, glycosaminoglycan, capacitation, embryo development, gene expression

본 실험에서는 4개의 서로 다른 GAG들 (Chondroitin sulfate, CS; Dermatan sulfate, DS;

Hyaluronic acid, HA; Heparin, HP)을 10ug/ml 같은 농도로 소 정자에 5시간 동안 노출 시켰

을 때, HP 나 HA를 처리한 군에서 정자의 total motility, VSL 그리고 VCL 수치가 대조군이

나 다른 GAG 처리군 (DS 혹은 CS) 에 비하여 높게 나타났음. 또한 HP 혹은 HA 처리군의 정

자 수정능획득과 첨체반응율이 다른 처리군에 비하여 증가하였음. 게다가 체외수정 전 1시간

동안 HP 혹은 HA에 노출된 정자는 유의하게 높은 수정 능력을 나타내어, 전핵형성율과 수정

후 2일 째 난할율, 그 이후 배반포 발달율을 증가시키는 효과를 보였으며 그와 더불어 내부세

포괴를 포함한 전체적인 세포수 증가를 유도하였음 (P<0.05). 그리고 HP와 HA를 처리한 군에

서 발달된 배아를 real-time PCR을 시행하였던 바, pluripotency 유전자 Oct4, cell growth 유
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Treatment*
No. of

examined

 Fertilization   (%)  

2 PN (%)**
 polyspermy  

Total
Multi PN

2PN+

sperm
SUM

Control 64 38 (59.4)a 6 ( 9.4) 5 (7.8) 11 (17.2) 49 (76.6)

DS 64 37 (57.8)a 8 (12.5) 2 (3.1) 10 (15.6) 47 (73.4)

CS 64 40 (62.5)a 3 ( 4.7) 2 (3.1) 5 ( 7.8) 45 (70.3)

HA 64 46 (71.9)ab 5 ( 7.8) - 5 ( 7.8) 51 (79.7)

HP 64 52 (81.3)b 4 ( 6.3) - 4 ( 6.3) 56 (87.6)

전자 Glut 5 그리고 anti-apoptosis 유전자 Bax inhibitor 발현이 대조군이나 다른 GAG 처리군

에 비하여 유의하게 높게 발현되며, pro-apoptotic 유전자인 caspase-3는 GAG를 처리한 모든

군에서 현저히 낮음을 확인하였음 (P<0.05). 본 연구에서 수정 전 소 정자에 HP 또는 HA처리

가 체외 수정능력과 난자의 체외 발달능을 높이고 유전자 발현에 효과적으로 작용할 수 있음

을 나타냄.

Table 21. Pronuclear status of bovine zygotes at 18 h after IVF using GAG treated

sperm

*DS: dermatan sulphate, CS: chondroitin sulphate, HA: hyaluronic acid, and HP: heparin
** (p<0.05) a-b

수정 전 정자에 GAG 1시간 처리 후 수정하여 전핵 형성과 다정자침입을 조사하였던 바,

HP 처리군의 2 PN 형성율이 대조군이나 다른 GAG 처리군의 결과에 비해 유의하게 높은 것

을 확인하였음 (표 21 참조).
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Treatment*
No. of

examined

No.(%)**ofembryosdeveloped Cell Number 

Total (ICM)

 M±SEM**

ICM

Proportion

%
Day 2

≥ 2-4 cell

Day 8

≥ blastocyst

Control 109 82 (75.2)a 28 (34.1)a
116.6±13.3a

(31.2±12.9)a
26.8

DS 110 81 (73.6)a 29 (35.8)a
126.2±16.2ab

(32.4± 8.1)a
25.7

CS 110 82 (74.5)a 36 (43.9)ab
128.2±14.6ab

(37.5±11.3)ab
29.3

HA 110 90 (81.8)ab 44 (53.0)b
130.0±18.3ab

(40.0±10.8)ab
30.8

HP 110 95 (87.3)b 46 (54.1)b
137.6±14.6b

(45.6±13.3)b
33.1

Table 22. Effect of GAG treated sperm on in vitro developmental capacity of bovine

embryos

*DS: dermatan sulphate, CS: chondroitin sulphate, HA: hyaluronic acid, and HP: heparin
** (p<0.05) a-b

수정 전 정자에 GAG 1시간 처리 후 수정하여 체외수정율 및 발달율을 확인하였던 바,

수정율은 HP 처리군의 결과가 전핵 형성의 결과와 마찬가지로 대조군이나 다른 GAG 처리군

에 비해 유의하게 높았으며, 체외발달율은 HA 와 HP 처리군에서 유의하게 높은 발달율을 나

타내었음. 또한 배양 8일 째 획득된 대조군 및 각 처리군의 배반포기배의 총 세포수 및 내부세

포괴수를 조사하였던 바, HP 처리군의 세포수 결과가 유의하게 차이나는 것을 확인하였으며

총세포 수 대비 내부세포괴 비율도 가장 높은 것으로 확인되어, GAG 처리가 체외수정란 생산

에 효과가 있으며, 특히 HA 및 HP 처리가 효과 있음을 확인하였음 (표 22 참조).
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Fig. 16. The effect of various GAGs on the bovine sperm motility. Sperm was incubated in

the absence or presence of each GAGs (DS; dermatan sulphate, CS; chondroitin sulphate,

HA: hyaluronic acid or HP; heparin) for 5 hours, 38.8 oC, in 5%

CO2,respectively.Everyhour,total motility (A), VSL (straight-line velocity, B), ALH (amplitude

of lateral head displacement, C) and VCL (curvilinear velocity, D) were assessed using a

computer-assisted sperm motility analysis system, respectively.

정자에 GAG를 처리하여 5시간동안의 활력을 조사하였던 바, 무처리군에 비해 처리군 정

자의 활력이 좋았고, GAG 처리군 간 비교에서는 HP>HA>DS=CS 특성을 나타내었음 (그림 16

참조).
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Fig. 17. Chlortetracycline (CTC) fluorescence pattern of various GAGs treated bovine sperm.

The sperm was incubated in the absence or presence of each GAGs (DS; dermatan

sulphate, CS; chondroitin sulphate, HA: hyaluronic acid or HP; heparin) for 5 hours and

the binding sites were labelled using PSA-FITC. Every hour, the number of sperm

exhibiting CTC pattern F (A, uncapacitated sperm), pattern B (B, capacitating and

capacitated sperm) and pattern AR (C, acrosome-reacted sperm) was determined,

respectively. Data are shown as mean ±S.E.M. (p<0.05).

소 정자에 GAG를 처리하여 5시간 동안의 수정능획득 정도를 조사하였던 바, 처리 2시간

이후 무처리군에 비해 처리군 정자의 수정능획득율에 차이가 있었으며, 두부의 첨체반응도 유

의하게 높아져 GAG 처리군 간 비교에서는 HP>HA>DS>CS 특성을 나타내었음 (그림 17참조).

5시간 째 HP 처리군의 정자는 80% 정도가 수정능 획득된 첨체반응을 보이는 것으로 확인됨.
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Fig. 18. Developmental morphology of bovine day 8 blastocysts produced in vitro in

various GAGs treatment groups. For in vitro fertilization, sperm was incubated in the

absence or presence of each GAGs (DS;dermatan sulphate, CS; chondroitin sulphate, HA:

hyaluronic acid or HP; heparin) for 1 h before insemination. The cell number was

examined by differential labelling of various GAGs treatment groups, respectively. No

treatment: A-A’. DS: B-B’. CS: C-C’. HA: D-D’. HP: E-E’.

대조군이나 CS DS 처리군에 비해 HA와 HP 처리군의 8일 째 배반포기배의 발달 상태가

더 양호 한 것을 확인할 수 있었으며, 이중 염색을 통한 세포수 조사에 의해 세포수 증가를 확

인할 수 있었음 (그림 18 참조).
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Fig. 19. Relative mRNA expression of candidate genes of bovine day 8 blastocysts produced

in various GAGs treatment groups was examined in apoptosis (Bax, Bax inhibitor and

Caspase-3), Growth (Glut-5), pluripotency (Oct4) and implantation (bFGF). The bars with

different superscripts within a panel differ significantly from each other (P<.05).

대조군과 GAG 각 처리군의 체외 발달된 배반포기배의 유전자 발현을 조사하였던 바,

anti-apoptotic 유전자인 bax-inhibitor와 caspase-3가 처리군에서 유의하게 낮게 나타났으며, 성

장과 관련된 Glut-5 발현은 HA 와 HP 처리군에서 높게 나타났고 만능성 유전자 Oct-4발현이

처리군에서 유의하게 높게 나타나 체외 발달 양상과 유사하였음 (그림 19 참조)

따라서, 수정 전 정자의 GAG 처리는 정자 활력 개선과 운동성 증가를 유발하고, 수정능

획득 및 첨체반응을 증가시켜, 수정 후 2PN 형성율 증가, 난할율과 체외 발달율 및 세포수 증

가로 체외 수정란 생산에 유용하게 이용될 수 있을것으로 사료됨.
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제2절 흑우 수정란 생산 및 이식 체계 확립

1. 수정란 생산

<공란우 과배란 처리에 따른 난소반응>

    농가 및 축산진흥원 보유 제주흑우 암소에 과배란 처리를 하여 호르몬 처리에 따른 난소 반

응을 조사한 결과 총 153마리에서 평균 11.7개의 황체 형성이 확인되었으며, 좌측난소 5.6개, 

우측 난소 6.1개로 좌측보다는 우측난소의 황체수가 많은 결과를 보였음.

    과배란 처리 공란우의 산차 및 번식경력에 따른 난소 반응을 비교한 결과 초산우가 10.7개, 2산

이9.8개 3산이 13.5개, 4산이 9.3개, 5산이 13.4개, 6산이 13.5개 그리고 7산 이상이 9.2개로 3산

공란우가 가장 양호한 반응을 보였고 4산과 7산 이상 공란우의 난소 반응이 가장 낮은 결과

를 보여(표 23 참조), 난소반응의 차이는 산차에 따른 차이 라기보다는 공란우 개체별 번식능력

차이에 따른 차이라고 사료됨.

표 23. 제주흑우 공란우 난소반응

구 분
처리두수

(마리)

난 소 반 응(개)

계 좌 우

초산 45 10.7±5.8 5.0±2.9 5.7±3.3

2산 31 9.8±4.7 4.8±2.7 5.0±2.6

3산 22 13.5±6.3 6.2±3.3 7.4±3.2

4산 6 9.3±5.8 4.7±3.1 4.7±2.9

5산 21 13.4±7.0 6.5±3.8 6.9±3.8

6산 19 13.5±7.1 6.6±3.3 6.9±4.2

7산 이상 9 9.2±4.6 3.4±2.2 5.8±2.8

계(평균) 153 11.7±6.3 5.6±3.2 6.1±3.5

<제주흑우 수정란 생산 결과>

    공란우 과배란 처리 후 7일째 자궁각 관류법을 이용 수정란을 채란하고 생산성을 비교한 결과

전체 평균 7.2개의 난자를 채취하였으며 그중 이식가능 수정란이 4.8개로 양호한 결과를 보였는

데, 산차 및 번식경력에 따른 수정란 생산 결과는 총 난자 생산수에서 7산 이상 공란우가 5.8개

로 가장 낮았고, 초산이 6.4개, 2산이 6.9개, 3산이 7.3개, 4산이 7.5개, 5산이 7.7개, 6산이 9.1개

그리고 7산 이상이 5.8개로 6산 공란우가 가장 양호한 결과를 보였음.
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    이식가능 수정란 생산수는 5산 공란우가 5.6개로 가장 양호한 결과를 보였으며, 초산우가

4.0개로 가장 낮은 결과를 보였음(표 24 참조).

표 24. 제주흑우 공란우 수정란 생산결과

구 분
처리두수

(마리)

수 정 란 생 산(개)

계 이식가능란 미수정란 퇴 행 란

초산 45 6.4±6.0 4.0±4.2 1.1±1.8 1.3±3.0

2산 31 6.9±4.4 4.8±3.6 1.1±1.5 1.0±1.3

3산 22 7.3±5.9 5.0±5.1 1.2±2.5 1.2±1.6

4산 6 7.5±6.1 5.3±5.6 0.5±0.5 2.0±1.8

5산 21 7.7±6.1 5.6±5.8 1.0±1.0 1.0±1.4

6산 19 9.1±6.6 5.5±4.2 2.1±3.5 1.4±2.9

7산 이상 9 5.8±4.6 4.6±3.2 0.7±0.7 0.6±1.3

계(평균) 153 7.2±5.9 4.8±4.6 1.2±2.4 1.2±1.9

    생산된 난자의 등급별 분포를 보면 전체 1,091개중 가장 양호한 Excellent급이 561개로

51.4%이고, 다음 등급인 Good급이 13.4%를 보였으며, 이식용으로 활용이 불가능한 Poor급도

360개로 33.0%나 차지하여, 총 생산난자 중 이식 불가능 미수정란과 퇴행란의 비율이 비교적 높게 나

타나 이식가능 수정란 비율을 높이기 위한 최적 인공수정시기 파악, 공란우 발정 모니터링으로 수

정란 생산성을 높일 수 있도록 차년도 연구과제 수행을 통해 개선이 필요할 것으로 사료됨(표

25 참조).

표 25. 공란우 생산 제주흑우 수정란 등급별 내역

구 분
등급별 수정란 생산 내역(개)

계 Excellent Good Fair Poor

초산 287 136 36 6 109

2산 214 116 28 4 66

3산 160 84 21 4 51

4산 45 22 8 2 13

5산 161 93 19 6 43

6산 172 75 28 2 67

7산 이상 52 35 6 0 11

계(%) 1,091 561(51.4) 146(13.4) 24(2.2) 360(33.0)

※ 생산 난자 중 퇘행란과 미수정란은 Poor로 구분하고, 이식가능란은 Excellent ～ Fair로

   구분하였음.
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    그리고 생산 수정란의 발육단계별 분포를 살펴보면 상실배기 난자가 582개로 53.3%를 차

지하여 가장 높은 비율을 차지하였으며, 초기배반포기 난자를 포함 배반포기 난자는 146개로 13.3%

를 보였음(표 26 참조).

표 26. 공란우 생산 제주흑우 수정란 발육단계별 내역

구 분
발육단계별 수정란 생산 내역

계 배반포기 초기배반포기 상실배기 초기상실배기 미수정란 퇘행란

난자수(개) 1,091 54 92 582 3 183 177

비 율(%) 100 4.9 8.4 53.3 0.3 16.8 16.3

    같은 시기에 수정란을 생산한 한우 공란우와 난소 반응 및 수정란 생산성을 비교한 결과

공란우 난소반응에서는 제주흑우가 14.7개이고 일반한우가 10.9개로 제주흑우 공란우가 양호

한 반응을 보였으며, 수정란 생산에서는 총난자수와 이식가능 수정란수에서 제주흑우가 9.4개

및 5.8개이고, 일반한우가 7.3개 및 5.4개로 일반한우가 양호한 채란 성적을 보여주었는데 이는

앞서 기술한 산차별 결과에서와 같이 수정란 생산과정에서의 기술적인 요인과 공란우 영양상태

등에 의한 차이라고 사료됨(표 27 참조).

표 27. 제주흑우와 한우 공란우 난소반응 및 수정란 생산 비교

구 분
처리

두수

난소반응(개) 수정란 생산(개)

계 좌 우 계 이식가능란 미수정 퇴행란

제주흑우 32 14.7±8.4 7.3±4.1 7.4±4.8 9.4±7.7 5.8±5.2 2.0±3.7 1.6±2.9

한 우 29 10.9±4.4 5.1±2.8 5.8±2.2 7.3±4.9 5.4±4.7 1.2±1.9 0.7±0.7

 <공란우 혈액 생화학치 분석결과>

    공란우의 혈액화학치와 수정란 생산성과의 관련성을 파악하기 위해서 공란우 선발조건을

마련하는데 활용하고 공란우를 대상으로 GPT와 GOT를 포함 총 12개 항목의 혈액 생화학 분

석을 실시한 결과 수정란 생산에 직접적으로 영향을 미치는 공란우 난소반응에 따른 황체수와

는 뚜련한 차별성이이나 상관관계가 없게 나타나고 있음(표 28).
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표 28. 제주흑우 공란우 난소반응(황체수)과 혈액화학치 비교

황체

수

GPT

(U/L)

GOT

(U/L)

ALP

(U/L)

GLU

(mg/L)

TP

(g/dL)

TCHO

(mg/dl)

TBIL

(mg/dL)

LDH

(U/L)

CPK

(U/L)

BUN

(mg/dL)

CRE

(mg/dL)

HDLC

(mg/dl)

9>= 14.8 51.2 152.7 39.3 5.9 67.7 0.6 451 80.8 8.8 0.8 53.9

15~10 11.9 39.2 120.5 39.4 4.9 51.9 0.1 374.7 67.6 8.3 0.7 45.6

16<= 11.8 42.8 123.8 41.2 4.9 52.0 0.2 404.8 56.8 8.3 0.7 43.7

    공란우의 혈청을 이용하여 총 콜레스테롤 함량과 고밀도 총콜레스테롤 함량을 수정란 생

산 공란우이 난소반응과 연관성을 찿기 위하여 분포를 조사한 결과에서 총콜레스테롤 함량이

낮은 경우에 난소 반응이 좋았지만 뚜렸한 경향을 보인다고 할 수가 없으며 (그림 20 참조), 

고밀도 콜레스테롤 함량 분석 결과도 유사한 결과를 보여 (그림 21 참조) 혈액 생화학 분석 결

과를 활용한 공란우 선발에 활용하기는 적절하지 않다고 사료됨.

               

그림 20. 총 콜레스테롤값에 따른 난소반응별 분포 현황

               

그림 21. 공란우 황체수와 고밀도콜레스테롤과의 분포비율 조사 결과
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연번 개체번호 산 차
채란

회수

수정란생산
비 고

계 정상란 비정상란

1 B000025 5 2 10 10 0

2 B000040 5 1 5 0 5

3 B000024 9 1 1 1 0

4 B0148 7 1 2 1 1

5 B0303 6 1 3 1 2

6 B0345 1 1 2 1 1

7 B204002 2 1 2 2 0

8 B0403 5 3 9 7 2

9 B0415 3 2 5 5 0

10 B0428 1 1 25 8 17

11 B0429 3 2 16 5 11

12 B0431 3 3 16 14 2

13 B0440 2 4 30 22 8

14 B0443 2 2 14 10 4

15 B0501 2 1 1 0 1

16 B0504 2 2 19 8 11

17 B0510 2 2 17 4 13

18 B0828 4 1 1 1 0

19 B198023 6 4 30 20 10

20 B198038 6 2 26 24 2

21 B200026 5 2 7 6 1

22 B201002 6 3 58 16 42

23 B201005 6 6 40 37 3

24 B201008 4 2 19 10 9

25 B201014 8 3 18 16 2

26 B201020 7 1 7 6 1

27 B202006 4 6 35 18 17

28 B202020 3 2 20 13 7

29 B202022 3 1 20 20 0

30 B203009 5 1 2 2 0

31 B204005 5 7 91 74 17

32 B204015 5 2 12 7 5

33 B206003 3 3 41 17 24

    금회 연구과제 수행을 위하여 68마리에서 153회로 평균 1마리당 2.25회 채란을 실시하였

으며, 공란우 개체별 이식가능 수정란 생산수는 최고 74개부터 1개로 나타나 개체별 편차를

보였으며, 1마리당 평균 10.7개의 수정란을 생산하였음(표 29 참조).

표 29. 공란우 별 수정란 생산 내역



- 76 -

34 B206004 1 3 11 9 2

35 B206008 1 3 30 17 13

36 B206015 1 3 21 19 2

37 B206017 2 4 38 30 8

38 B206022 1 3 20 17 3

39 B207006 1 4 10 10 0

40 B207016 3 3 7 6 1

41 B208001 1 4 18 13 5

42 B208010 2 1 7 7 0

43 B208020 2 2 5 0 5

44 B208022 2 3 14 11 3

45 B208029 1 1 3 2 1

46 B208033 1 1 5 4 1

47 B209004 1 2 7 0 7

48 B209005 1 1 27 20 7

49 B209013 1 1 0 0 0

50 B209016 1 1 4 2 2

51 B209022 1 4 13 8 5

52 B209026 1 4 24 20 4

53 B209033 1 1 1 0 1

54 B210026 1 1 5 3 2

55 B3127 1 1 13 12 1

56 B3128 1 3 45 35 10

57 B000038 5 1 1 0 1

58 B3987 2 1 10 10 0

59 B4225 2 1 6 3 3

60 B5138 7 2 22 16 6

61 B5531 1 2 16 1 15

62 B5831 3 1 16 15 1

63 B5963 5 1 7 6 1

64 B6339 1 3 39 19 20

65 B6340 1 5 26 20 6

66 B7374 3 1 1 1 0

67 B9035 2 2 7 5 2
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68 B9060 2 3 8 4 4

계 153 1,091 731 360

 

<수정란 생산성 향상을 위한 공란우 조건 확립 방안>

    공란우에서 체내 수정란의 생성성 향상을 위해서는 일반적으로 거론되는 공란우의 영양상

태(BCS)를 기본으로 하는 비만도와 난소의 건강상태등이 결정적으로 작용하는것 같으며, 이를

해소하고 공란우 수정란 생산성을 높이기위 위해서는 성장단계에서부터 적정 사영관리를 통해

대상축의 적절한 난소발달을 유도하는 것이 바람직하다고 사료되며, 수정란 생산에 직접 활용

하고자 한다면, 수정란 생산 2개월 이전부터 특별관리를 통해 적정 BCS의 유지, 공란우의 자

궁내 염증의 치료 및 난소기능 활성화를 위한 비타민 및 미네랄 제제의 급여 등의 다양한 공

란우 처방 및 관리가 수반이 되어야할 것으로 사료됨.

표 30. 수정란 생산 씨수소 혈통

연번 개체명호
관리

번호
개체명호 생년월일

혈 통
소유자

부명호 모명호

1 JBPN003 94013 JBPN003 1994-05-09 B191 B6 축산진흥원

2 JBPN004 9815 JBPN004 1998-05-10 B4 B328 난지축산시험장

3 JBPN007 01010 JBPN007 2001-12-10 B191 B98038 축산진흥원

4 JBPN008 01011 JBPN008 2001-12-16 B4-13 B94008 축산진흥원

5 JBPN009 0202 JBPN009 2002-03-04 B4-13 B9742 난지축산시험장

6 JBPN010 02004 JBPN010 2002-05-20 B4-13 B24 축산진흥원

7 JBPN016 0351 JBPN016 2003-12-05 B4-13 B345 난지축산시험장
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연번 성명 주 소 이식두수 연번 성명 주 소 이식두수

1 강 * * 서귀포시 안덕 1 23 박 * * 서귀포시 남원 1

2 강 * * 서귀포시 남원 9 24 박 * * 서귀포시 안덕 29

3 강 * * 제주시 애월 15 25 백 * * 제주시 조천 44

4 고 * * 서귀포시 남원 9 26 손 * * 제주시 애월 1

5 고 * * 제주시 애월 3 27 송 * * 서귀포시 안덕 1

6 고 * * 서귀포시 중문 3 28 양 * * 서귀포시 남원 11

7 고 * * 서귀포시 남원 37 29 오 * * 서귀포시 남원 19

8 김 * * 서귀포시 대정 12 30 오 * * 서귀포시 남원 19

9 김 * * 제주시 조천 4 31 오 * * 서귀포시 남원 5

10 김 * * 서귀포시 남원 159 32 오 * * 서귀포시 남원 8

11 김 * * 서귀포시 남원 20 33 오 * * 서귀포시 남원 4

12 김 * * 서귀포시 표선 16 34 이 * * 서귀포시 안덕 1

13 김 * * 제주시 구좌 2 35 이 * * 제주시 애월 13

14 김 * * 서귀포시 남원 1 36 장 * * 서귀포시 남원 36

15 김 * * 서귀포시 색달 28 37 전 * * 제주시 해안 4

16 김 * * 제주시 애월 17 38 지 * * 서귀포시 안덕 2

17 김 * * 서귀포시 남원 2 39 한 * * 서귀포시 성산 14

18 김 * * 서귀포시 남원 38 40 한 * * 제주시 오등 1

 2. 수정란 이식

<수정란이식 현황>

    수정란이식을 통한 제주흑우 송아지 증식을 위하여 도내 농가에 사육되고 있는 한우, 교잡

우 및 젖소 대리모에 체내 수정란을 생산 이식하였고 총 5년동안 총 678마리의 대리모에 수정

란을 이식하였으며 (제주특별자치도 정책자금 포함), 수정란이식 누적 농가수는 65농가 이지

만 실제 농가수는 42농가였음 (표 31-32 참조).

 표 31. 연도별 체내수정란 이식 현황

(단위 : 마리)

연도별 목표두수 이식두수 농가수(호)

2008 75 75 15

2009 75 84 8

2010 125 132 13

2011 150 183 8

2012 200 204 21

계 625 678 65

 

표 32. 농가별 수정란이식 내역
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19 김 * * 서귀포시 예례 2 41 현 * * 서귀포시 남원 17

20 김 * * 제주시 애월 8 42 현 * * 서귀포시 남원 4

21 남 * * 제주시 조천 8 43 현 * * 서귀포시 보목 23

22 박 * * 제주시 오등 17 44 홍 * * 제주시 애월 11

    농가에 이식된 제주흑우 수정란은 대부분 동결란을 사용하였으며 수태율 조사가 이루어진

2011년까지의 수태율과 분만성적을 집계한 결과, 수태율이 39.3%이었으며, 송아지 분만율이

34.4%로 집계되었음 (표 33 참조).

표 33. 수정란이식 수태율 조사 결과

구 분 연도별 이식두수
임신현황 분만현황

두 수 비율(%) 두수 비율(%)

체내

수정란

2008 75 25 33.3 21 28.0

2009 84 38 45.2 30 35.7

2010 132 59 44.7 51 38.6

2011 183 63 34.4 61 33.3

계(평균) 474 185 39.3 163 34.4

체외수정란 (복제수정란) 4(64) 7 10.9 3 4.7

    수정란이식 수태율이 당초 목표한 수준보다는 약간 떨어지기는 하였지만 동결수정란을 이

용한 수정란이식에 주력하게 된 이유는 수정란이식 기술이 산업화를 이루기 위해서는 신선란

으로 보급하는 한계를 극복하고 산업화를 달성하려면 동결란 이식체제로 바뀌여야 하기 때문

에 수태율 저하를 감수하여 수행하였음.

   

    당초 과제를 시작하는 해의 2008년 수태율 33.3%에서 2009년 45.2%, 그리고 2010년 44.7%

로 수태율이 개선되어오다가 2011년 수태율이 34.4%로 하락한 결과를 보였는데, 이는 구제역

백신에 의한 유사산 발생 피해가 가장 크게 작용한 것으로 사료되며, 수태율 대비 분만율이 다

소 떨어지고 있는 것은 제주지역의 소 사육 형태가 수정란 이식을 실시할 때는 축사에서 사육

하지만 수정란이식 후 2～3회 발정관찰후 인근 목장에 방목을 실시하게 되고 자연적으로 방목

지 진드기에 대리모가 노출되게 되어 진드기매게 질병인 타이에리아에 의한 대리모 건강상태

악화로 유사산 발생율이 높아짐에 기인한 것으로 사료되어 향후 수정란이식에 의한 제주흑우

증식시스템이 정착되기 위해서 발전적인 개선방안 마련이 필요함 (5차 년도 결과는 추후 보

고 예정임).
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연번 개체명호
관리

번호
생년월일

혈 통
소유자

부명호 모명호

1 JBPN001 0191 1987-04-14 B87 B178 난지축산시험장

2 JBPN002 0313 1994-03-21 B4 B158 난지축산시험장

3 JBPN003 94013 1994-05-09 B191 B6 축산진흥원

4 JBPN004 9815 1998-05-10 B4 B328 난지축산시험장

5 JBPN005 99095 1999-12-15 B191 B97030 축산진흥원

6 JBPN006 01001 2001-01-01 B04-13 B97030 축산진흥원

7 JBPN007 01010 2001-12-10 B191 B98038 축산진흥원

8 JBPN008 01011 2001-12-16 B04-13 B94008 축산진흥원

9 JBPN009 0202 2002-03-04 B04-13 B9742 난지축산시험장

10 JBPN010 02004 2002-05-20 B04-13 B24 축산진흥원

11 JBPN011 02005 2002-06-24 B04-13 B98023 축산진흥원

12 JBPN012 02008 2002-07-15 B04-13 B25 축산진흥원

13 JBPN013 0302 2003-02-03 B04-13 B9737 난지축산시험장

14 JBPN014 03004 2003-10-09 B04-13 B98038 축산진흥원

15 JBPN015 0349 2003-11-28 B04-13 B9914 난지축산시험장

16 JBPN016 0351 2003-12-05 B04-13 B345 난지축산시험장

17 JBPN017 0354 2003-12-21 B04-13 B0019 난지축산시험장

18 B210002 10-2 2010-01-06 B01-11 B01-08 축산진흥원

19 B210003 10-3 2010-03-01 B01-11 B01-02 축산진흥원

20 B210005 10-5 2010-03-11 B01-11 B07-16 축산진흥원

21 B210006 10-6 2010-04-05 B01-11 B01-05 축산진흥원

22 B210007 10-7 2010-04-24 B01-11 B02-06 축산진흥원

3. 제주흑우 씨수소 확보

    제주흑우는 그 집단 규모가 한우에 비하여 매우 작은 멸종위종으로 분류되고 있을 만큼

그 사육두수 뿐만 아니라 가계수가 적어서 근친을 피하면서 교배체계를 만들어나가는 것이 쉽

지 않은 현실이어서 가능한 씨수소 두수를 늘여서 교배에 활용하려고 현재 정액으로 확보해둔

씨수소와 능력검정을 마친 후보씨수소를 합쳐 총 36마리를 확보해서 교배용으로 활용해 나가

고 있음 (표 34와 그림 22 참조).

    앞으로는 농가에 있는 제주흑우 등록우에서 생산된 수송아지 중 능력검정과 혈연관계를

고려하여 다양한 씨수소 및 동결정액을 확보하여 제주흑우 집단이 근친을 최소화하면서 건전

한 집단을 구성해 나갈 수 있도록 시스템을 운영해 나갈 계획으로 있으며, 위생적인 정액생산

처리를 위하여 정액성상분석기, 정액 자동흡입봉인장치 및 정액스트로 프린터를 확보하여 정액

처리를 원활히 할 수 있는 체계를 갖추었음.

표 34. 제주흑우 씨수소 및 후보씨수소 내역
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23 B42 B42 2011-01-18 B01-11 B00317 축산진흥원

24 B43 B43 2011-01-25 B9815 B206015 축산진흥원

25 B44 B44 2011-01-28 B9815 B206004 축산진흥원

26 B45 B45 2011-02-05 B9815 B003127 축산진흥원

27 B46 B46 2011-02-05 B01-11 B5816 축산진흥원

28 B47 B47 201102-07 B9815 B003127 축산진흥원

29 B48 B48 2011-03-05 B9815 B198038 축산진흥원

30 B49 B49 2011-03-09 B9815 B005138 축산진흥원

31 B211003 11-3 2011-03-29 B01-11 B201005 축산진흥원

32 B50 B50 2011-04-03 B9815 B198038 축산진흥원

33 B51 B51 2011-05-12 B9815 B005491 축산진흥원

34 B211010 11-10 2011-06-08 B01-11 B207012 축산진흥원

35 B211011 11-11 2011-06-09 B01-11 B201002 축산진흥원

36 B211012 11-12 2011-06-24 B01-11 B40 축산진흥원

그림 22. 제주흑우 씨수소 및 후보씨수소 36두 중 대표 예
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No. I.D Vol Con Motil VCL VSL VAP LIN ALH STR BCF MAD WOB Fast
Sp

Slow.
SP

Slow.
 SP

Dead 
Sp

1 B210005 5.5 1,230 96.2 234.6 59.8 127.1 26.1 5.2 46.4 11.3 57 54.4 93 0 0 6.6

2 B211010 7 1,254 82 228.9 59 118.3 26.6 4.9 48.6 10.7 61.7 52.2 75.4 0 0 24.6

3 B210005 6.5 2,742 89.9 217.9 54.1 111.3 25.2 4.8 47.5 10.9 60.3 51.1 84.5 0 0 15.5

4 B210007 11 2,126 80.7 111.6 26.8 58.4 29.5 2.7 46 6.9 37.7 53 52.5 23.2 6.5 18.1

5 B210007 2 1,122 87.3 127.3 31.9 67 28.3 3 47.4 7.2 39.5 52.6 98.4 0.8 0.2 0.6

6 B000045 7 2,126 77.6 313.4 80 161.9 25.7 6.4 49.4 12.9 78.7 51.7 98.3 0 0 1.7

7 B211012 4.2 1,309 91.9 201 52.4 105 27 4.4 49.1 10.6 58.5 52.5 96.4 0.9 0.1 2.6

8 B46 3.5 1,670 90.8 220.3 58.9 115.5 27.6 4.8 50.8 11.2 67.4 52.6 87.9 4.3 0.1 7.8

9 B211012 5 1,034 85.2 130 36.6 69.5 32.2 3 53.1 7.3 41.9 53.4 70.3 13.2 2.8 13.7

10 B51 7 2,374 68.1 250.3 67.2 130.6 27.3 5.4 51.1 11.3 71.3 52.5 48.9 1.1 0.3 6.4

11 B50 3 1,310 94.5 171.4 45.5 92 28 3.9 49.3 9.5 57.4 53.8 84.8 7.5 1.3

12 B42 2 1,307 95.2 192.3 47.9 71.6 26 4.3 48.2 10.4 58 51.4 90.7 6.1 1 2.2

13 B47 10.5 170 88 232.8 58.6 120 25.6 5.1 48.5 11.3 63.5 51.5 91.8 1.2 0 7.1

14 B43 4 1,607 92.8 206.5 53.5 107.8 27.7 4.5 50 10.7 63 52.6 98.5 1.6 0.3 0.2

15 B48 3 1,002 94.8 160.2 41.3 85.9 28.5 3.6 48.5 9.1 53.8 53.9 81 8.4 2.3 10.5

평균 5.4 1492.2 87.7 199.9 51.6 102.8 27.4 4.4 48.9 10.1 58.0 52.6 83.5 4.6 1.0 8.4

4. 제주흑우 후보씨수소 정액성상 분석

    제주흑우 능력검정우에 대하여 정액성상분석을 실시하고 개체별 성적을 조사한 결과, 평균

정액량 5.4㎖, 정액농도 1499.9 × 106 cells/㎖, 정자 운동성 87.7, 정자 생존율 91.6% 였음 (표

35 참조).

표 35. 제주흑우 후보씨수소 정액성상 분석 결과

5. 제주흑우 등록관리

    제주흑우가 재래한우중에는 처음으로 별도의 등록규정을 제정하여, 본 연구과제를 추진할

당시 등록우 96두 였으며 2008년 등록규정이 개정되고 2009년까지 증식된 개체에 대해 등록을

실시하여 2009년 12월 기준 등록우 217마리로 증가되었고, 2011년 기준으로 335마리까지 증가

되었으며, 2012년부터 2013년 6월까지 총 125마리가 등록 관리되고 있으며, 등록우에서 생산

되어 등록심사대상축 150마리를 포함 등록우 및 등록우 혈통 제주흑우를 합치면 610여 마리의

제주흑우가 있으며 (표 36과 그림 23 참조), 다만 사육관리 과정에서 비육출하나 도태로 자연

감소된 개체도 상당수 존재하지만 본 연구과제 사업을 통해 순수 제주흑우 두수 증식에 많은

기여를 하였다고 사료됨.
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표 36. 제주흑우 현황

(단위 : 마리)

구 분
‘11년 기준

등록우 두수

‘13년

등록우

등록우

합계

생존

등록우 두수
등록대기

생존

제주흑우

마 리 335 125 460 336 150 486

   

  

그림 23. 제주흑우 등록증 견본 사진
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(고찰)

   수정란이식을 통한 제주흑우의 증식 효율을 높이기 위해서는 수정란 이식 성공의 중요한 

3요소 중의 하나인 대리모의 선발조건을 개선하는 것이 가장 중요하다고 생각되어지는데, 이

것을 개선해나가기 위해서는 일반적으로 수정란이식 시술자가 이식전 대리모의 황체상태를 검

사하여 최종 대리모를 선발하고 이식에 사용하는 일반적인 매뉴얼에 추가하여 수정란이식 후

대리모의 사양관리 및 사육체계 유지 등도 매우 중요한 요인으로 작용하고 있다는 것이 본 연

구과제를 수행하면서 깨달은 사항이었는데, 예를 들면 제주지역의 경우는 수정란 이식용 대리

모의 별도관리와 수정란이식 후 방목 등의 저해요인을 줄일 수 있는 수란우 사육체계를 세우

는 것이 매우 중요하다고 사료되어, 대리모 방목을 희망하는 농가의 경우는 수정란의 집중 이

식시기를 정하여 대리모가 방목지에 나가기 전에 최소 5개월 이전에 수정란 이식이 완료될 수

있도록 수정란 생산이식 시스템을 만들고, 축사 내 연중 사육을 하는 농가 대리모의 경우는 신

선란과 동결란을 적절하게 확보하여 수정란이식 성공률을 높일 수 있도록 매뉴얼을 만들어나

가는 것이 앞으로 제주흑우 증식을 위한 수정란이식기술의 산업화를 조기에 달성할 수 있는

길이라고 사료된다, 금번 연구과제에서 찾아보고자 하였던 혈액 생화학 분석결과는 수정란이식

효율을 결정하는데 전혀 관련성이 없는 것은 아니지만 수많은 관련 요소들에 대한 검증과 과

학적인 선발 방법의 설정도 앞으로 풀어 나가야 할 과제로 남게 되었음.

< 참 고 >

<제주흑우 천연기념물 지정 추진상황>

 ❍ ‘92~90년 : 제주흑우 유전자원 수집과 혈통관리를 통한 흑우 집단 증식 체계 토대 마련

 ❍ ‘04년 : 국제식량농업기구(FAO) 제주흑우 지역 재래가축 등재

 ❍ ‘06년 : 제주특별자치도특별법에 제주흑우 보호․육성에 관한 조항(제207조) 및 관련 조례

           제정으로 제도 개선 구축

 ❍ ‘12년 : 문화재청 주관 “천연기념물 지정 방안 연구 용역”에서 제주흑우의 천연기념물

지정

           가능성 제시

 ❍ ‘13.1월, 3월 : 문화재청 관계자 및 심의위원 현장 방문 조사

 ❍ ‘13.1월, 4월 : 문화재청 방문 상반기내 최종 심의토록 업무 협의

 ❍ ‘13.3.12일 : 도 문화재위원회 제주흑우 천연기념물 지정 심의 통과

 ❍ ‘13.3.13일 : 문화재청에 제주흑우 천연기념물 지정 신청

   - “천연기념물 지정 신청 취지문” 지사님 서명 및 총 9개 제목․479page 구성(제주흑우

     기원과 역사, 관련 제도, 품종 표준 등)

 ❍ ‘13.4.17일 : 문화재청 제주흑우 천연기념물 지정 타당성 검토 가결

 ❍ ‘13.5.7일 : 제주흑우 천연기념물 지정예고(5.7일~6.5일 : 30일간)

   - 기원과 역사, 혈통 고유성, 품종 표준 확립, 제주흑우 등록 및 제도개선, 사양관리 기준,

     제주흑우 관리규정 등에서 높은 평가
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 ❍ ‘13.6.26 : 제주흑우 천연기념물 지정 최종심의 원안 가결

 ❍ ‘13.7.22 : 제주흑우 천연기념물 제546호로 지정, 안전행정부 관보에 공고 (그림 24 참조)

그림 24. 제주흑우 천연기념물 제546호 지정
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Parameter Unit
한우 흑우 Referenc

eKPN511 KPN525 BK0111 BK0202 BK0351

총 분석필드 Field (s) 5 5 5 5 5

총 정자의 갯수 Cell (s) 48.6 93.6 53.2 59.8 56.8 >> 100

총 정액의 농도 Million 32.4 63.6 35.6 39.8 38.0

1ml당 정액의 농도 Million/ml 16.2 31.8 17.8 19.9 19.0 >> 20

운동성 (%) 83.4 95.8 89.8 83.7 75.0 >> 50

VCL ㎛/s 149.3 194.4 174.7 142.0 131.0 >> 46

VSL ㎛/s 64.3 73.9 68.2 54.0 50.6 >> 26

VAP ㎛/s 97.6 123.5 108.8 92.4 75.0

#BK0202 #BK0351

그림 25. 제주 흑우 정자를 CASA를 이용한 분석

제3절 성감별 정자 및 수정란 활용 기술 개발

 생식세포 성감별 및 수정란 성감별 기술 개발

    - 제주 흑우 정액의 특성 분석

    - 제주 흑우 생식세포 성감별

    - 성감별 정자를 이용한 체외수정 및 인공수정

    - 제주흑우 수정란 성감별 기술 개발 및 도입

       

1. 정자 성감별

 

 가. 정액 분석

    정자의 농도, 운동성 및 형태를 자동으로 분석할 수 있는 컴퓨터 자동정자분석기 (CASA,   

   computer aided semen analyzer)를 이용하여 한우와 흑우 정액을 분석 비교함.

  

표 37. SAIS advanced version 2009를 이용한 한우와 흑우정액 분석 비교   
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LIN 44.8 40.0 40.3 37.2 40.4 >> 58

ALH ㎛ 2.9 3.8 3.7 2.9 2.7 >> 2.4

HYP (%) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

STR 65.8 59.9 62.6 62.1 67.3

BCF HZ 10.5 11.6 9.7 6.5 7.8

MAD Degree 60.6 74.5 49.4 37.4 49.2

WOB 65.6 63.6 62.4 53.6 57.2

  

  KPN (Hanwoo, 한우),  BK (Jeju Black cattle, 제주흑우)

  VCL (curvilinear velocity) VSL (straight-line velocity)  VAP (average-path velocity)

  Lin (linearity) ALH (amplitude of lateral head displacement) HYP (hyperactivated)

  STR (straightness) BCF (beat-cross frequency) MAD (mean angular displacement) 

  WOB (wobble)

      컴퓨터 정액검사 (CASA) 는 정액 1ml당 정자수와 정자의 운동성을 순식간에 보여 주며,  

정자 활동성을 나타내는 곡선거리 (VCL), 평균거리(VAP), 직선거리(VSL), 그리고 선형성

(LIN), 측두 거리(ALH), 특활성(HYP) 등과 같은 정자 유형의 척도를 정확하게 계산함.  선형

성은 직선 속도와 곡선 속도의 비율이며 직선성이 강할수록 "1"에 가까워짐. 직선 속도는 1

초당 추적된 정자 경로의 처음과 마지막 위치 사이의 직선 거리를 말하며 20um/초 보다 작

은 정자는 운동성이 없는 것으로 분석함. 곡선 속도는 1초당 추적된 정자의 경로를 따라 이

동한 거리를 말하며, 운동성은 전체 정자수에 대한 활동 정자의 비율이며 백분율(%) 로 표시

함. 

     한우와 제주 흑우 동결 정액을 컴퓨터 정액분석기를 이용하여 분석하였던 바, 정자 수는

한우가 32.4~63.6 x 106cell/ml, 흑우가 35.6~39.8 x 106 cell/ml 이었으며 운동성은

83.4~95.8% 와 75.0~89.8%로 차이가 없었고 정자활동성은 곡선성, 직선성, 평균거리 등, 약간

씩 차이를 나타내어 평균적으로 KPN525>BK01-11>KPN-511>BK0202>BK0351의 성향을 나타내

었고 전반적으로 우수하였으며 특별히 차이는 없었음(그림 25와 표 37참조). 

 *본 연구에 사용된 동결 정액은 현재 본 연구팀이 보유하고 있는 우수 한우 정액 두종류

(KPN511, KPN525) 와 우수 제주흑우 정액 세종류 (BK01-11, BK0202, BK0351) 임. 정액의 질

적 차이는 제조 당시의 회수된 정액의 상태와 제조 조건에 따라 약간씩 차이가 있을 수 있

으므로, 전체적인 비교 평가가 아님.    
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나. 정자 성감별에 사용되는 정액 희석액의 체외수정능에 미치는 영향 검토

    

    정자 성감별에 따른 처리시간의 지체로 정자 활력이 감소될 것을 우려하여 처리용액에 하

룻밤 재운 뒤 정자를 다음날 수정에 이용하였을 때 수정능이 유지되는 지의 여부를 알아보고

자함. 

    희석액 원액을 1;4 비율로 희석한다음 이를 이용하여 동결 정액 스트로로부터 회수된 정액

을 1회 세척하고 swim up을 유도한 후 회수된 고활력 정자를 모아 하룻밤 실온에서 정치시킨

후 다음날 18시간 째에 수정을 실시하였음.

   KPN511 (한우)        KPN525 (한우)       BK01-11 (흑우)      BK0351 (흑우)

       그림 26. 한우와 제주흑우 정액의 희석액을 이용한 정자처리에 따른 체외수정 결과

    체외수정 2일째 배발생율을 조사하였던바 (그림 26), KPN511의 경우 (20/40, 50%), KPN 

525의 경우 (36/40, 90%), 제주 BK01-11의 경우 (34/41, 82.9%), 제주 BK0351의 경우 (5/39, 

12.8%) 의 결과를 나타내어 개체 간 차이가 큼을 알 수 있었음. 

    또한 하룻밤 실온 보관뒤에도 수정능을 유지하였던 바, 성감별에 사용될 희석액이 무해하

고 장시간의 처리에도 수정능 유지에 도움을 줄 수 있음을 알 수 있었음.
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다. 정자 성감별 (Flow cytometer에 의한 정자분리)

  

 (가) 예비연구 (제주흑우 동결스트로를 이용한 성감별)

   

그림 27. Flow cytometer에 의한 정자분리

 

    정자의 머리에 들어있는 염색체들을 형광염료로 한시간 염색하여 Flow Cytometer라는

세포분리기를 통과시키면서 레이저를 비추면 DNA함량이 많은, 즉 더 많은 염색제가 결합

된 X염색체가 DNA함량이 상대적으로 적은 Y염색체에 비해 더욱 강한 빛을 발광하게 됨

(그림 27 참조). 

    각 정자에 의해 발광되는 빛의 강도를 세포분리기에 장착된 감지기가 컴퓨터로 전달하

면서 각 정자를 빛이 밝다, 흐리다로 판별하고 이 정보는 전기신호로 바뀌게 됨. 동시에

컴퓨터는 전기신호로 바뀐 빛의 강도에 따라 정자를 암수로 분리인식하며, 모니터에는 전

기신호가 암정자와 숫정자가 그룹으로 분리되어 나타남. 이때 다시 컴퓨터에 원하는 성별

의 정자를 모으라고 명령하면 그 이후는 기계적인 작동에 의해 정자가 암 또는 숫 정자만

으로 정자의 성분리가 이루어짐 (그림 28-30 참조). 

그림 28. Flow cytometer에 의해 감지된 동결정액 Sperm 군락. y-bearing sperm (녹색줄기의 왼쪽무

리) 과 x-bearing sperm  (녹색줄기의 오른쪽 무리) 군이 구분됨.
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          그림 29. 분류된 동결정액 정자의 비율 P5는 X-bearing, P6는 Y-bearing sperm

그림 30. X-bearing (P5) 과 y-bearing (P6) sperm이 겹치지 않은 부위로 선정하여 정자 회수

     10개의 제주흑우 동결 스트로 (BK0351) 를 이용하여 5시간 동안 성감별을 실시하였던바, 

대략 X, Y 각각 3 백만개의 분리된 정자를 회수할 수 있었음. 초당 250~300개의 정자가 분리되었

으며 회수된 정자를 하룻밤 실온에서 방치한 뒤 체외수정을 실시하였음 (그림 31 참조). 회수된 정

자 수가 작고 생존율도 낮아 배발달율은 저조하였음 (<10%). 

                X-frozen-thawed sperm                         Y-frozen-thawed sperm

       

           그림 31. 제주흑우 동결정액을 성감별 실시 후 체외수정하여 획득된 배양 2일째 수정란

    이러한 문제는 동결정액 사용에 따른 생존 정자 수와 활력 변이에 따른 것으로 소 정액 성감별

  법 적정화와 원정액 사용으로 극복될 수 있을 것으로 예측됨.
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(나) 제주 흑우 원정액을 이용한 성감별

 

① 1차 정자 성감별 및 이용 가능성 검토

      

㉮ 성감별

     국립축산과학원 제주난지축산시험장에서 보유하고 있는 제주 흑우 종모우 (BK#0351) 로

부터 회수된 원정액의 성감별 분리를 시도하였음. 8.5 cc 원정액을 획득하여 희석액으로 1;1 로

희석하고 Hoechst 염색을 1시간 동안 실시하였으며 Flow cytometer에 장착하여 성구분을 실시

하고 패턴에서 겹쳐지는 부위를 제외한 암·수로 구분되는 부위의 구획을 획득하였음 (그림

32-34 참조). 

                                                 

                                                  

   그림 32. Flow cytometer에 의해 감지된 원정액 sperm 군락. Y-bearing sperm (왼쪽무리) 과

 X-bearing sperm (오른쪽 무리) 군이 구분됨.

           그림 33. 분류된 원정액 정자의 비율 P5는 X-bearing, P6는 Y-bearing sperm
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그림 34. X-bearing (P5) 과 y-bearing (P6) sperm이 겹치지 않은 부위로 선정하여 정자 회수

    초당 대략 ≒560개의 정자가 분리되어 시간당 200만개의 웅성과 자성 정자를 획득할 수

있었으며 (동결 정액 대비 3배) 동결정액을 실시했을 때와 비교하였을 때 원정액으로부터 성감

별된 정자는 정자수와 활력 모두 양호한 편이었음. 따라서 성감별된 암·수정자로 자연 발정이

유기된 암소에 인공수정을 각 1마리씩 실시하였음.  

㉯  성감별 제주 흑우 정자를 이용한 체외수정란 생산

      제주 흑우 원정액을 이용한 성감별로부터 획득된 일부의 성감별정자를 이용하여 체외수

정을 실시하였음. 성감별후 획득된 정자는 난황이 함유된 희석액내에서 하룻밤 정치시킨 상

태로 방치하였고 수정 당일 SP-TL처리용액으로 세척한 후 swim-up시켜 고활력 정자만을 모

은 뒤 수정을 실시하였음.  

        원정액 (BK0351)                 BK0351-X-sperm              BK0351-Y-sperm

              

           그림 35. 성감별된 제주흑우 정자를 이용한 체외수정후 배양 2일 째 수정란

      국립축산과학원 제주난지시험장에서 보유하고 있는 제주 흑우 종모우 Bk0351을 성감별한 후 체외

수정을 실시하였던 바, 원정액의 경우 91.4% (74/81), BK0351-X-sperm의 경우 82.4% (61/74) 와

BK-0351-Y-sperm 의 경우 80.0% (60/75) 의 체외수정율을 나타내었음(그림 35 참조).
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        원정액 (BK0351)                  BK0351-X-sperm                 BK0351-Y-sperm

              

              그림 36. 성감별된 제주흑우 정자를 이용한 체외수정 후 배양 6일 째 상실배

      또한, 성감별 정자를 이용하여 체외수정 후 배양 6일 째 상실배 이상 발달을 조사하였을 때, 원정

액의 경우 42.0% (34/81), BK0351-X-sperm의 경우 37.7% (23/61) 와 BK0351-Y-sperm 의 경우 50.0% 

(30/60)을 나타내어 성감별정자의 체외발달이 대조군과 차이 없이 정상적으로 이루어질 수 있음을 확인

하였음 (그림 36 참조).

 *체외 배양 후 획득된 배아는 성감별이 제대로 이루어졌는지의 여부를 알아보고자 배양 6일 째 각 군의

수정란은 제 1협동 연구기관 (충북대학교) 으로 보내 성감별의 정도를 재확인함.

        

        원정액 (BK0351)                  BK0351-X-sperm                  BK0351-Y-sperm

           그림 37. 성감별된 제주흑우 정자를 이용한 체외수정 후 배양 7일 째 배반포기 배

      성감별 정자의 체외수정 후 배양 7일 째 배반포기배로의 발달을 조사하였을 때, 원정액의 경우

37.0% (30/81), BK0351-X-sperm의 경우 29.5% (18/61) 와 BK0351-Y-sperm 의 경우 40.0% (24/60)을 나

타내어 성감별정자의 체외발달이 대조군과 차이 없이 정상적으로 이루어질 수 있음을 알 수 있었음. 

특이하게도 Y-정자를 이용한 체외배아 발달율이 X-정자를 이용한 체외배아 발달율보다 높음은 앞으로

재차 조사해봐야 할 내용이라 사료됨 (그림 37 참조).
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② 2차 정자 성감별 및 이용 가능성 검토

㉮ 성감별

    국립축산과학원 제주난지시험장에서 보유하고 있는 제주 흑우 종모우 (BK#0202와 BK#0351) 

로부터 회수된 원정액의 성감별 분리를 시도하였음. 제주흑우 정액의 성감별을 2차례 실시하였

음 (표 38 참조). 1차 성감별에서, 정액 희석액의 안정화 부족으로 다수의 정자 획득이 어려웠

고, 융해 후 생존율 또한 현저히 떨어지는 것을 확인하였음. 원정액을 획득하여 희석액으로

1;1 로 희석하고 Hoechst 염색을 1시간 동안 실시하였으며 Flow cytometer에 장착하여 성구분

을 실시하고 패턴에서 겹쳐지는 부위를 제외한 암·수로 구분되는 부위의 구획을 획득하였음. 

   표 38. 제주흑우정액 성감별 결과

       초당 대략 1,500 ~ 4,000개의 정자가 분리되었으며, 스트로당 2.5 x 106 자성정자를 넣

어 동결하였고, 융해 후 운동성은 20~40% 이었음. 또한 성감별된 정액을 다시 조사하였을

때, 자성 순도는 87~93%로 나타났음. 

 

                     그림 38. Flow cytometer를 이용한 성분리 결과
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    2차 성감별 (BK0202) 에서 성감별 효율은 73.11%로 매우 안정적이었음 (그림 38 참조).   

또한 자성정자의 분리는 58.26% (R1) 의 히스토그램과 그 중 36.48%의 Cytrack R2에서 획득되

었음. 이때의 최고 분리속도는 초당 4,475마리였음. 분리된 자성 정자는 0.5cc 스트로당 5 x 

106 농도로 동결되었으며, 융해 후 생존율은 40%, 성감별율은 92%로 확인되었음. 

㉯ 성감별 제주흑우정자 동결스트로를 이용한 체외수정란 생산

   성감별 정자를 이용한 체외수정란 생산 효율은 다음과 같음. 체외수정 후 2일 째 조사된 체

외수정율은 70.4~78.2%로 대조군 81.7%보다 약간 낮았고 체외수정 4일째 발달율은 41.8~44.7%

를 나타내었으며 수정란 성감별을 배양 4일 째 조사하였음.   

  표 39. 성감별 제주흑우정자를 이용한 체외수정란 생산

         동결 정액 BK0202-X-sperm            BK0351-X-sperm

          그림 39. 성분리된 자성 정자로 체외수정 실시 후 배양 4일째 생산된 배아

    성 분리된 정자로 체외수정 실시 후 발달된 4일 째 배아는 대조군과 비교하여 형태학적인

발달상의 차이는 없었음 (그림 39 참조). 
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 ㉰ 성감별 정자로부터 생산된 체외수정란의 성감별 실시

      

  체외수정란 성감별은 LAMP법을 이용하여 실시하였음 (그림 40 참조).

   

 그림 40. LAMP(Loop-mediated Isothermal Amplification) 법을 이용한 염기서열 분석 방법

      

          그림 41. 성감별 정액으로 생산된 수정란의 성감별 분석 결과 내용

    2차례 성감별을 실시하였던 바, BK0202-X 정자로 수정된 체외수정란의 경우 성감별율은

12개에서 10개로 83.3%, BK0351-X 정자로 수정된 체외수정란의 경우 9개에서 7개로 77.8%로 

높은 성감별율 을 확인 할 수 있었음. 

   한편, 대조군의 11개 배아 중 9개 수정란이 X-수정란으로 나타나, 체외수정 시 사용했던

본 연구팀에서 새로이 개발한 정자처리 방법이 성감별에 효과가 있는 것으로 사료됨 (그림 41

과 표 40 참조). 
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    표 40. LAMP법에 의한 성감별 결과

      

   조사된 수정란 수가 적지만 자성 수정란의 비율이 상당히 높아 성감별 동결 정액의 인공

수정 및 체외수정란 이식이 용이할 것으로 기대됨.  



- 98 -

 ③ 3차 정자 성감별 및 이용 가능성 검토

  ㉮ 생식세포 성감별

     국립축산과학원 제주출장소에서 보유하고 있는 제주 흑우 종모우 BK#0202 원정액의 성감

별 분리를 시도하였음. 원정액을 획득하여 희석액으로 1;1 로 희석하고 Hoechst 염색을 1시간

동안 실시하였으며 Flow cytometer에 장착하여 성구분을 실시하고 패턴에서 겹쳐지는 부위를

제외한 암·수로 구분되는 부위의 구획을 획득하였음 (그림 42 참조). 

     

   

 

              그림 42. Flow cytometer를 이용한 성분리 결과

     

    자성정자의 분리는 58.26% (R1) 의 히스토그램과 그 중 36.48%의 Cytrack R2에서

획득되었음. 이때의 최고 분리속도는 초당 4,475마리였음.
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Bull BK0202

Raw  Semen
Volume 8 ml

Concentration 868 x 106/ml

Sort

Sort Rate 3000 sperm/sec

Live Sperm* 58%

Post Thaw  Motility X, 35% / Y, 35%

     표 41. 제주흑우정액 성감별 결과

     * Live and intact sperm before sorting

     

   초당 대략 3,000개의 정자가 분리되었으며, 스트로당 2.5 x 106 자성정자를 넣어 동결하

였고, 융해 후 운동성은 대략 35% 이었음. 또한 성감별된 정액을 다시 조사하였을 때, 자성

순도는 87~93%로 나타났음 (표 41 참조). 

  - 정액 희석액의 안정화로 성감별은 이루어졌으나 융해 후 생존율은 크게 개선되지 못함.

  * 종모우 정액의 향상을 위해 사육 환경 개선이 요구되어지는 것으로 보임.

㉯ 성감별 제주흑우정자를 이용한 체외수정란 생산

    흑우정액 BK0202 성감별 정자를 이용한 체외수정란 생산 효율은 다음과 같음. 체외수정

후 2일 째 조사된 체외수정율은 54.7~68.1% 였으며, 체외배양 8일 째 매우 낮은 배반포

형성율을 나타냄 (표 42 참조).   

표 42. 성감별 제주흑우정자를 이용한 체외수정란 생산



- 100 -

(고찰)

    제주도 내에 정자 성감별용 Flow cytometer를 설치하여 정자 활력을 최대한 유지하면서

성감별을 실시하는 것이 바람직하나, 장비 미비관계로 육지부로 정액을 반출하여 생식세포 성

감별을 실시했음. 원정액이 성감별 실시를 위해 원거리로 이동해서 실험분석실(제주-> 육지)분

석 되는 시간이 최소 5시간 최대 8시간이상이 소요되어 질적 저하를 야기했음. 

    지리적 여건에 따른 이유로 실험 횟수가 적어 비교 조사가 어려웠으며, 이에 따라 성감별

활용이 제대로 이루어지지 못했음. 특히 2010년은 구제역 발병이 오랫동안 지속되어 해당지역

을 벗어나 실험을 하는 일이 용이하지 못했음.

    성감별 처리 비용과 인공수정에 필요한 정자 수를 고려하면 성감별 정자를 이용한 인공수

정은 현실성이 없어 보이며, 체외수정란을 생산하여 이식하는 것이 더 효율적일 것으로 사료되

나, 성감별 정액을 동결하지 않고 바로 체외수정에 적용하면 체외수정율이나 체외발달율에서

의미있는 결과를 획득할 수 있었지만, 성감별 동결정액을 이용하면 융해 후 정자의 생존이나

운동성이 감소되어 수정란을 획득하는 데에 어려움이 있었음. 이러한 연구결과는 다른 연구자

의 내용과 유사함.

    Bermejo-alvarez (2010)에 의하면 flow cytometer를 활용하여 X-sorted sperm를 가지고

IVF를 하여 7일후 blastocyst의 발달율은 10.1%이고 Y-sorted sperm의 경우는 13.5%였음. 이들

의 배반포의 발달율은 control (semen; 51.6%)와 비교하였을 때 각각 19.5%와 26%로 매우 저조

한 값을 나타냈음. 그 이유는 대략 85% 이상 X-sperm 혹은 Y-sperm 분리가 가능하지만, 

thawing후 sorted sperm를 가지고 체외수정을 할 경우 정자의 운동성 및 capacitation이 원활하

지 않아 수정능이 매우 저조함. 

    특히, 멸종위기 흑우 씨수소는 그동안 각 정액의 데이터베이스 구축이 제대로 구축되어 있

지 않아 정액의 질적·양적 상태를 제대로 파악할 수가 없어 연구에 적용하기 어려워 체계적

인 관리시스템 도입과 데이터베이스 구축이 요구되어오던 바, 다행스럽게도 연구 진행 5년차

제주특별자치도 축산진흥원과 국립 축산과학원 제주난지시험장내에 정액분석기 및 동결 자동

화시스템이 구축되어 앞서 표 34-35에서 제시되고 있듯이 흑우 씨수소 및 씨수소후보군 정액

관리가 본격적으로 진행되고 있음.     

    따라서, 생식세포 성감별 기술을 현장에 유용하게 도입하기 위해서는 성감별 장비가 구축

된 환경하에서 선별된 우량 종모우 정액을 이용해서 성감별을 실시한 다음, 적정수를 동결하여

사용하거나 바로 체외수정을 실시하는 것이 성감별 정자의 활력을 유지하면서 필요 정자수를

콘트롤할 수 있게 되어 바람직한 성과를 획득할 수 있게 될 것으로 기대됨.        
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2. 수정란 성감별

 - 수정란 성감별 기술 도입

 - 수정란 성감별용 프라이머 제작

 - 수정란 성감별 적정화

 

가. PCR방법과 LAMP법을 이용한 수정란 성감별

                             

                              그림 43. 연구 추진 방법

(가) 연구방법

○ 소 수정란의 체외생산

- 미성숙난자의 체외성숙은 TCM-199 (Sigma) 배양액에 10% FBS와 FSH(1ug/ml)를 첨가하여 39 

℃, 5% CO2 배양조건에서 22시간 동안 성숙시켰음. 체외 수정에서 정자의 농도는

2.5X106spermatozoa/ml로 하여 체외수정 배양액에 Heparin (2ug/ml)과 PHE (18.2M 

penicillamine, 9.1M hypotaurine, 1.8M epinephrine) 를 첨가하여 48시간 동안 체외 수정을

실시하였음. 체외 배양은 CR1aa에 3mg/ml FAF를 첨가하여 48시간 동안 배양 후, 10% FBS

가 첨가된 CR1aa 배양액에 3-4일간 더 추가 배양하였음.

○ 소 수정란 할구 분리 및 성감별법 구축

- 성감별을 위해 수정란을 체외에서 생산하여 할구를 분리한 후, Y-chromosome specific 

primer로 PCR 증폭을 실시하고 PCR 산물을 분석함으로서 성감별을 실시하였음. 또한 정소



- 102 -

와 난소로부터 DNA를 분리해 대조구로 사용하여 성감별의 신뢰도를 높이며, 일부의 할구는

염색체를 분석함으로서, 성감별 유무를 재확인하였음 (그림 43 참조).

 

- Primer들을 각각 소의 male-specific DNA염기서열에서 conserved region의 sequence에 제한

효소 자리를 규명한 다음 repeated sequence를 피하여 복수로 작성하고, 예상되는 PCR산물

의 길이는 1,000bp 이하로 실시하였음.

 

- PCR을 이용하여 성공적인 성감별을 위해 대조구로 사용될 정소와 난소로부터 체세포 DNA

의 분리는 nonionic detergent와 proteinase K를 이용하여 Y chromosome이 함유된 DNA 

(positive control)는 정소조직에서, Y chromosome이 함유되지 않은 DNA (negative control)는

난소조직에서 추출하였음.

- 체외에서 배양된 수정란을 microblade가 부착된 micromanipulator로 분리하거나 또는

pronase를 이용해 투명대를 제거한 후 노출된 할구를 미세초자봉으로 분리하였음. 분리된

할구는 PCR 증폭을 위해 Peura 등 (1991) 이 보고 한 방법을 이용하여 전처리를 실시한 다

음 PCR에서 DNA를 증폭시켰음. 

- PCR 증폭은 Saiki 등(1988) 에 의해 보고된 방법과 소의 수정란에서 실시한 Peura 등 (1991)

의 방법을 보완하여 95℃에서 1분, 55℃에서 2분, 72℃에서 3분으로 총 30 cycles를 실시하

며, 마지막 cycle에서는 72℃에서 10분간 extension을 실시함. 대조구로 사용될 체세포 DNA

의 증폭은 수정란 DNA를 증폭시키는 방법과 동일한 조건에서 실시하였음. 

- 성감별의 신뢰도를 높이기 위하여 성감별에 사용된 배아 일부의 할구는 염색체 분석을 실시

하였음. 염색체 분석은 Xian 등 (1992)이 보고한 방법을 보완한 것으로서 colcemid를 2시간

처리후 1% sodium citrate + 20% FBS의 저장액에서 1시간동안 처리하고 그 후 고정액

(acetic acid : methanol = 1 : 3)에 3회 고정시킨 후 Giemsa 염색액(5%)을 이용하여 염색 후

관찰하였음. 

- 기존에 보고된 Y-encoded 된 testes specifc gene (S4) 및 상동 유전자의 primer를

(5-CAAGTGCTGCAGAGGATGTGGAG-3 5-GAGTGAGATTTCTGGATCATATGGCTACT-3) 자체

제작하여 사용하며, 자체 개발된 성감별 기술을 검증하여 새로운 y-link 된 유전자의 좌위를

분리 분석하여 이들 유전자의 primer를 제작하고, 새로운 웅성 혹은 자성 유전자의 발현을

수정란 내에서 확인하기 위해 RT-PCR 방법을 사용하였음. 
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(나) 연구결과

① PCR방법을 이용한 수정란 성감별

                   

                   그림 44.  PCR방법을 이용한 수정란 성 감별

㉮ 웅성과 자성 대조군 성감별

-  성감별 대조구로 정소와 난소를 이용하여 실시하였음 (그림 45 참조). 그림에서 보이는 것

과 같이 난소 샘플에서는 하나의 밴드가 발현되고 정소에서는 두개의 밴드가 발현되었음. 

 

그림 45. 소의 웅성과 자성 샘플에서의 발현

㉯ PCR 방법을 이용한 수정란 성감별

-  예비 실험의 결과를 바탕으로 제 1세부 연구팀인 제주대학교 줄기세포 연구센터에서 제공

   된 배아를 이용하여 동일한 조건에서 PCR을 실시하고 증폭된 산물을 2.5% agarose gel 전

   기영동을 실시하여 EtBr로 염색을 한 다음 UV하에서 예상된 길이의 DNA band 유무로 판

   별을 하였음. 수정란에서 할구를 분리하여 샘플링한 결과 각각 자성 5, 웅성 6이 판정 되었

   음(그림 46 참조). 
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그림 46. PCR방법을 이용한 수정란 성 감별 확인

- 할구를 떼어낸 난자 중 웅성과 자성으로 판정된 난자(2번, 3번)를 가지고 염기서열을 확

  인한 결과 PCR 결과와 동일한 염색체 분석 결과로 나타났음 (그림 47 참조).  

      

                   2번 배아 (♂)                           3번 배아 (♀)                

 

                           그림47. 소 수정란의 염색체 분석 결과

② Lamp법을 이용한 수정란 성감별

- 그러나, 동일한 수정란의 배아할구를 이용하여 Lamp법으로 염기서열을 분석한 결과 (그림

  48 참조) 총 11개의 수정란 중 염색체 이상으로 판정불가가 2개가 나타나고 웅성 5, 자성

  4개가 일치하여 자성은 약 83%, 웅성은 80%가 일치하는 결과를 얻었음 (표 43 참조).

그림 48. LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplification) 법을 이용한 염기서열 분석방법
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㉰ PCR법과 Lamp법을 이용한 성감별 비교

표 43. PCR법과 Lamp법을 이용한 성감별 비교

방 법 수정란 수 ♀ ♂ 판정 불가

PCR 11 5 6 0

Lamp 11 5 4 2

일 치 11 5 4 2

 

 *따라서, 소 체외수정란의 성감별은 Lamp법보다는 PCR법을 이용하는 것이 결과 분석에

  효과적임을 알 수 있었음.  

 **이상의 내용은 국내특허 출원하였음 (출원번호 10-2009-0035113). 
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나. Sexual Dimorphism (성별 이형성) 을 활용한 수정란 성 감별

체외수정으로 생산된 배반포기배를 Y-specific primer를 활용하여 genomic DNA로 부터

PCR 혹은 LAMP 시스템을 이용하여 수정란 성감별을 실시할 수 있으나, 이 분석과정에서일부

의 할구가 훼손되어 자궁에 이식후 임신율에 영향을 줄 수 있을 것으로 사료됨. 

체외수정 후 임신율까지 난자의 성공률이 대략 25%라고 할 때,  흑우는 한우나 다른 소에

비교하여 난자의 공급이 원활하지 않고 매우 희소하다는 특수성으로 flow cytometer를 활용한

sorted sperm의 사용 그리고 PCR 또는 LAMP을 활용한 sexing 방법은 많은 난자가 필요하고

임신율도 낮다는 점을 고려할 때 임신율을 높일 수 있는 새로운 sexing 방법이 절실하게 필요

함. 

따라서, 1차 년도에 개발한 LAMP 방법보다 간단하고 임신율도 향상된 sexing 방법을 개

발하였음. 그 방법은 sexual dimorphism을 활용하여 육안으로 sexing하는 것임. 

Fig. 49. A accurate method for sexing the bovine embryo using sexual dimorphism. The

sexing method by sexual dimorphism is easy and accurate as compared to PCR sexing

method or LAMP system

수정란 성별간 형태 차이를 조사하였던 바, 체외수정 7일후 male-blastocyst는

female-blastocyst와 비교하였을 때 크기와 투명도에 뚜렷한 차이가 발견되었음. 

Male-blastocyst는 female-blastocyst에 비해 크기가 크고 ICM과 TE의 구분이 뚜렷한 것에 비해

female-blastocyst는 male-blastocyst에 비해 크기가 작고 ICM이 cytoplasm에 흩어져 있는 형태

를 보임. 이러한 사실은 Bermejo-alvarex 등 (2010) 연구진들에 의해 보고되었던 것과 일치하는

결과임. 
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Male-blastocyst와 female-blastocyst간에 sexual dimorphism을 나타내는 이유는 epigenetic 

difference(후성학 발달의 차이) 에 기인하는 것으로 특히, male-blastocyst는 female-blastocyst

에 비해 mitochondrial DNA number는 15% 많았으며, telomere length에서는 38% 적었고, 

methylation-related gene들의 발현량에서는 39,8% 높게 나타났음. 또한, blastocyst의

developmental speed, metabolism, 그리고 이들 간에 유전자 발현의 차이가 전체 전사량의 30% 

이상 이라는 것이 PNAS 저널 (Bermejo-alvarex 등, 2010)에 발표되었음. 

이러한 sexual dimorphism 방법은 수정란 이식전에 blastocyst에 손상을 주지 않고 임신율

을 높인다는 것과 고가의 flow cytometer나 sexing을 위한 PCR 기기 및 LAMP 시스템이 필요

없다는 장점이 있음. 

실제 sexual dimorphism에 의한 sexing 방법이 얼마나 신뢰성이 있는지 알아보기 위해 우

선 IVF로 수정된 난자를 IVC에서 키운 후 7일후 blastocyst 단계의 난자들을 sexual 

dimorphism(size and sharpness)으로 구분하여 각각의 tube에 넣고 genomic DNA를 분리한 후

amelogenin PCR에 의해 정확한 sex typing 하였고 이들 sexing 값과 sexual dimorphism에 의한

expected sexing 값 사이에 얼마나 일치하는지를 비교 분석하였음. 또한 sexual dimorphism으

로 구분된 수정란을 대리모에 이식하여 임신율을 알아보았음 (그림 50 참조).

(가) 연구방법

○ 체외 성숙 (IVM)

- 도축 한우의 난소를 0.075 g/L penicilline (sigma G3035, U.S.A.)이 첨가된 0.9% NaCl solution  

  (24~27℃)이 들어있는 보온병에 담아 도축 후 6시간 내에 실험실로 운반함. 운반된 난소는

  0.9% NaCl solution으로 3회 세척하여 혈액과 이물질을 제거함. 형태적으로 이상이 없는 난소

  에서 18G 주사 바늘이 부착된 20 ml 주사기를 이용 직경 2~8 mm의 가시난포에서 난포액을

  흡입하여 난포란을 회수함. 회수된 난포란은 Hepes가 함유된 TCM-199 용액으로 2~3회 세척

  한 후 난포세포가 부착된 세포질이 치밀한 난포란만을 선발하여 실험에 공시하였음. 난포란

  의 체외 성숙은 IVMD101(IFP, Japan) 배양액 220 ul가 들어 있는 6-well plate(IFP, Japan)에

  난포란 20~25개를 넣고 39℃, 5% CO2 배양기에서 22~24 시간 동안 실시함. 

○ 체외 수정 (IVF)

 - 한우 동결 정액 1개를 실온에서 10초간 방치한 후 38℃ 온수에서 20초간 융해함. 15 ml 원

   심 분리관 (Corning, U.S.A.)의 상층에 2 ml 90% percoll (Sigma, U.S.A), 하층에 2 ml 45%    

   percoll을 분주하고 90% percoll 상층부에 융해된 정자를 조심스럽게 첨가하여 700 g에서 20  

   분간 원심 분리함. 하층부의 정자만을 분리하여 2 ml 체외 수정용 배양액인 IVF-100 (IFP,   

   에 각 20~25개씩 난포란을 넣고, 정자 농도가 1~2X106 sperms/ml로 조정하여 39℃, 5% CO2  

   배양기에 6시간 동안 배양하여 체외 수정을 유도함. 
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○ 체외 배양 (IVC)

- 체외 수정된 수정란 (배양 1일째)을 IVMD101로 2~3회 세척한 후 6-well plate에 20~25개씩

  넣고 39℃, 5% CO2 배양기에서 배양함. 배양액은 배양 후 48시간마다 50%의 신선한 배양액

  으로 교체하며, 배양 2일째 분할율과 배양 7일째에 배반포 수정란 발달율을 조사함. 본 실험

  에 사용된 체외 배양용 배양액은 TCM-199 (5% FBS), IVMD101 (5% FBS) 및 IVMD101(10%    

  FBS)임.

○ 수정란 동결 보존 및 융해

- 수정란의 동결 보존을 위해서 채란된 수정란은 10%의 FBS가 첨가된 D-PBS로 3~4회 세척한

  다음, 1.8 M의 ethylene glycol에서 10분 동안 정치함. 수정란이 장착된 스트로는 –7℃의 동

  결기에 장착하여 10분 동안 식빙을 실시한 다음 0.5℃/분의 속도로 -32℃까지 수정란을 동결

  함. 동결된 수정란은 수정란을 이식할 때까지 액체 질소통에 보관함. 동결 수정란은 공기 중

  에 5초 동안 융해한 후 온수에서 융해함. 융해 후, 수정란은 SOF 배양액에서 24시간 동안 배

  양하여 생존이 확인된 수정란만을 수정란 이식에 이용함.

○ 수정란 이식 및 임신 진단

- 수란우는 충청북도 지역에서 사육중인 미경산우와 경산우를 각각 사용함. 수란우의 발정은

  자연 발정 또는 발정 유도를 하였고, 발정이 확인된 수란우는 이식 전에 직장 검사를 통하여

  황체가 형성된 것만을 사용하였음. 실험 조건에 따라 생산된 수정란은 10% FBS 첨가

  TCM-199가 들어있는 0.25 ml 스트로에 정착하여 37~39℃ 상태로 3시간 내에 운반하여 이식

  에 제공하였음. 수정란 이식은 황체가 있는 자궁각 선단부에 비외과적으로 이식하였음. 수정

  란 이식 후 15일경에 발정이 재귀되지 않은 소를 1차적으로 확인한 다음, 이식 후 60일경에

  직장 검사를 통하여 임신 여부를 확인하였음. 

○ Amelogenin PCR 방법을 이용한 성감별법 구축

- 소의 amelogenin sequence로부터 specific primer는 AMELX (Genbank accession no:         

  NM_001014984)와 AMELY (GenBank accession no: NM_174240)를 ClustalW 프로그램으로

  alignment하여 Y-chromosome의 amelogenin에서 63 bp가 deletion된 부위를 활용하여

  orward primer (5'-CAG CAA CCA ATG ATG CCA GTT C-3')과 reverse primer (5'-GTC     

  TTG TCT GTT GCT GGC CA-3')를 디자인함. 이들 primer로 PCR하게 되면 367 bp        

  X-amplicons와 304 bp Y-amplicons를 얻을 수 있음. Blastocyst로부터 genomic DNA의 분리

  는 DNeasy Blood & Tisse kit (Qiagen, USA)를 활용하여 분리함. Kit에 제공된 100 ul lysis    

  buffer는 blastocyst가 들어 있는 각각의 1.5 ml tube 에서 10분 동안 incubation하여

  blastocyst를 lysis 시킴. Lysis buffer를 neutralization한 후, PCR 증폭은 Saiki 등(1988) 의해

  보고된 방법과 소의 수정란에서 실시한 Peura 등 (1991)의 방법을 보완하여 95℃에서 10분간

  를 cycle하였고 그 다음 95℃에서 30초, 62℃에서 30초, 그리고 72℃에서 30초로 총 30       

  cycles를 실시하였고 마지막 cycle에서는 72℃에서 10분간 exsension을 실시함. 대조구로 사

  용될 수컷과 암컷의 체세포 DNA의 증폭은 수정란 DNA를 증폭시키는 방법과 동일한 조건에

  서 실시함. 증폭된 산물은 2.5% agarose gel 전기영동을 실시하여 EsBr로 염색을 하여 UV   

  빛 하에서 예상된 길이의 DNA band 유무로 성판별을 함. 또한 이들 PCR 산물이 예견된 염
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   기배열을 갖고 있는지를 알기 위하여 pGEM T-easy vector에 cloning한 후 T7 혹은 SP6    

   sequencing primer를 활용하여 sequencing을 수행하여 일치 여부를 확인하였음. 

(나) 연구결과

① Sexual Dimorphism을 활용한 수정란 성 감별

   일반적으로 IVF 7일후 배반포 난자들은 크게 두 가지 그룹으로 구분됨. 크기, inner cell 

mass의 위치 그리고 세포질 투명도의 차이로 구분할 수 있는데, 본 실험에서는 XX-blastocyst 

그룹 (크기가 평균보다 작고, inner cell mass가 균질하지 않으며 세포질에 흩어져 있는 모습으

로 투명도가 낮음) 과 XY-blastocyst 그룹 (발달율이 좋아 크기가 평균보다 높고, inner cell 

mass가 TE와 뚜렷이 구분되며 세포질의 투명도가 뛰어남)으로 나누어 구분하였으며, 이러한

형태적 차이는 sexual dimorphism에 기인하는 것으로 사료됨 (그림 50 참조).  

Fig. 50. Sexual dimorphism between bovine embryos. The differences of size and sharpness

between male-embryo and female-embryo in blastocyst in vitro on day 7 are derived from

sexual dimorphism. XX indicates female-blastocyst candidate and XY indicates

male-blastocyst candidate.

    Sexual dimorphism으로 분류된 두 그룹이 실제 PCR sexing을 했을 때 기대치와 얼마나 차

이를 보이고 정확한지를 알아보기 위해 형태적으로 차이를 보이는 두 그룹인 XX-blastocyst 

candidate 그리고 XY-blastocyst candidate로부터 genomic DNA를 분리하였음 (그림 51 참조). 

좀 더 정확한 PCR sexing을 위해 Amelogenin PCR 방법을 이용한 성감별법 구축하였음 (그림

52 B 참조).  
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Fig. 51. Verification of sexing by PCR technique with bovine blastocysts separated using
sexual dimorphism.

      

Fig. 52. Representative amelogenin PCR product from genomic DNA of male-blastocyst

candidates (MB1~MB6) or female-blastocyst candidates (FB1~FB6). A, Male genomic DNA

produces a 329 bp X-amplicon and a 266 bp Y-amplicon. Female genomic DNA produced

only the 329 bp X-amplicon. – indicates negative control, water instead of genomic DNA

and + indicates positive control (genomic DNA of bull or cow). B, The bovine amelogenin

sequences (AMELX, GenBank accession no: NM_001014984; AMELY, GenBank accession no:

NM_174240) were aligned using ClustalW program to identify the 63 bp deletion to which

flanking PCR primers were designed. F indicates forward primer of amelogenins (AMELX

or AMELY; 5’-CAG CAA CCA ATG ATG CCA GTT C-3’) and R indicates reverse primer

of amelogenins (AMELX or AMELY; 5’-GTC TTG TCT GTT GCT GGC CA-3’).
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    본 연구에서 체외 성숙 (IVM), 체외 수정 (IVF) 그리고 체외 배양 (IVC)이 배반포 난자 이

식에 적합하도록 발달하였는지 알아보기 위해 난할율과 배반포발달율을 조사하였음. 체외수정

7일후 배반포의 발달율은 53.7%로 나타났음 (표 44 참조).

  Table 44. Cleavage rate and blastocyst formation afte IVF 

Blastocysts on Day 7, n

COCs, n Cleaved, n (%) Total* (%) Cleaved# (%)

132 109 (82.5) 71/132 (53.7) 67/109 (61.4)

*Number of blastocysts from the total number of cumulus oocytes complexes (COCs); #number of 

blastocysts from the cleaved oocytes.

    IVF 후 blastocyst 단계에 있는 난자들의 크기와 투명도 및 형태에 따라 male-blastocyst 

혹은 female-blastocyst로 구분하였음. 그 기준은 여러 배반포 난자들중 크기가 크고 ICM의 형

태가 뚜렷하며 세포질의 투명도가 뛰어난 것을 male-blastocyst 그룹으로 분류하였으며, 크기가

작고 ICM의 형태가 뚜렷하지 않으면서 흩어져 있는 형태와 세포질의 투명도가 낮은 것을

female-blastocyst 그룹으로 나누었음. 

    또한, 발달율이 낮고 형태적으로 구분할 수 없는 난자들은 제외하였음. 첫 번째 21개의 배

반포 난자들중 sexual dimorphism으로 female-blastocyst는 7개 그리고 male-blastocyst는 9개로

구분하였으나, 5개는 제외 하였음. 실제 PCR sexing으로 확인 된 것은 기대했던 7개의

female-blastocyst중 5개 (71.4%) l9개의 male-blastocyst중 8개 (88.9%)가 확인되었음. 

    두 번째 23개의 배반포 난자는 7개의 female-blastocyst를 기대하였으나, 실제 5개 (71.4%)

였고 male-blastocyst인 경우 10개를 기대하였으나 실제 8 (80%)였고. 마지막으로 27개의 배반

포 난자는 9개의 female-blastocyst를 기대하였으나, 실제 7개 (77.8%) 였고 male-blastocyst는

12개를 기대하였으나 실제 10개 (83.3%) 확인되었음. 평균적으로 볼 때, female-blastocyst는 23

개를 기대하였으나 실제 17개 (73.9%)였고, male-blastocyst 31개를 기대하였으나 실제 26개

(83.9%) 확인되었음.  

    실제 실험에 사용된 배반포 난자의 수가 부족하고 sexual dimorphism으로 sexing 방법에

신뢰성을 주는 더 많은 확인 실험이 필요하다 할지라도, male-blastocyst 확인율이

female-blastocyst보다 13.5% 높게 확인되었음. 그 이유는 male-blastocyst와 female-blastocyst간

에 mitochondrial DNA copy 수를 정량하였을 때 male-blastocyst이 female-blastocyst보다 15% 

높게 나타났고 그 만큼 크기와 형태에서 female-blastocyst보다 구분하기 용이하였다는 것에서

그 이유를 찾을 수 있다고 사료됨.  
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 Table 45. Measured XX vs XY ratio as determined by amelogenin PCR, as  compared    

         to the expected values by sexual dimorphism    

Blastocyst on Day
  7, n

Expected sexing number 
by sexual dimorphism

Sexing determination 
by PCR

XX XY 0 XX* (%) XY# (%)

21 7 9 5/7 (71.4) 8/9 (88.9)

23 7 10 5/7 (71.4) 8/10 (80)

27 9 12 7/9 (77.8) 10/12 (83.3)

* Number of blastocysts from the total number of expected XX sexing; #number of 

blastocysts from the total number of expected XY sexing.

    또한, IVF 7일후 배반포 난자들을 sexual dimorphism을 활용하여 XX-embryo candidate와

XY-embryo candidate로 나누어 수정란 이식을 수행하였음. 이식을 진행한 결과 현재 expected 

XX-embryo에서는 52두중 12두가 확인되어 23.1%의 임신율이 확인되었고 expected 

XY-embryo에서는 64두중 25두가 확인되어 39%의 높은 임신율을 확인하였음 (표 46 참조).

Table 46. Pregnancy rate after transfering in vitro produced bovine blastocysts            

        using sexual dimorphism

Grouping by 

sexual dimorphsim

No. of 
transferred

 recipient

Pregnancy

(n)

Pregnant 
rate(%)

Parturition

(n)

Parturition 
rate(%)

Expected 
XX-embryos

52 12 23.1 0 0

Expected 
XY-embryos

64 25 39.0 0 0

(고찰)

*흑우 수정란 성감별은 흑우 암소 도축 수량이 적어 기술적으로 활용하기 어려운 한계가 있음. 

 흑우 대량증식을 통한 기반이 마련된 이후에 적용할 기술로 사료됨.

 

    따라서, 과제 2년차 2010년 년차보고서 제출에 따른 보완 요구사항 지시 내용 (“수정란

성감별 보다는 정자 성감별을 활용한 수정란 생산으로 이식 실시가 바람직하다”) 으로 양질의

흑우정액을 생산하여 정자 성감별을 실시하는 방향으로 연구를 전환하여 현재 Flow cytometer

로 성감별된 정액으로 과배란 후 인공수정을 실시함으로서 수정란 이식을 진행 중에 있음.
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제4절 제주흑우 수정란 동결 기술 개발 및 이식

1. 수정란 동결 기술 개발

    체내·체외에서 생산된 상실배 또는 배반포기배 동결은 상황에 따라 완만동결, 급속 동결

과 초자화동결, 직접이식용 동결을 실시함. 

  i) 완만동결은 과배란유기와 인공수정으로 생산된 체내수정란 동결에 사용함. 

  ii) 급속동결과 초자화동결은 체외수정란 동결에 사용함. 

  iii) 직접이식용 급속동결은 필드에서 직접이식 목적으로 동결 스트로 제작할 때 사용함.

 완만동결 (slow freezing)

     체내에서 생산된 상실배 혹은 배반포기배는 각 1개씩 동결액 (1.8M 에틸렌글리콜과 0.5M 

스크로즈) 이 충진된 스트로에 넣어 미리 프로그램화된 동결기에 장착하고 0℃에서 -7℃ 까

지 분당 1℃씩 온도가 강하되게, -7℃에서 -35℃ 까지는 분당 -0.3℃씩 온도가 강하되게 하

였고 -35℃에서 -196℃ 액체질소통에 옮겨 보관함.

  

 급속동결 (rapid freezing)

     체외에서 생산된 배반포기배를 필드에서 직접이식할 목적으로 동결할 때에는 10% (v/v) 

glycerol (G) 에서 5 min 동안 그리고 10% G 와 20% ethylene glycol (EG) (v/v) 에서 5 min

동안 전 처리한 다음 25% G 와 25% EG (v/v) 가 들어있는 동결액에 노출 시킨 후 0.25 ml 

French mini straw에 장착하여 heat sealing한 뒤 3분간 기화 질소 가스에 노출시킨 뒤 액체

질소에 넣어 보관함.

 

  ☞ 이 방법은 2007년 우량 한우 난소를 이용한 엘리트 송아지 생산 예비실험에서 사용된 것

으로 제주시 두 군데 농가 10마리에 이식하여 4 (40.0%) 마리 임신되는 결과를 얻었고 2008

년 4마리 분만되는 결과를 얻었음 (2008년 제출한 연구개발계획서 자료 참조). 

 

 초자화동결 (vitrification)

     고농도의 동해제 (30~40%) 를 사용하여 결빙없이 배아를 초급속으로 동결하는 방법으로

체외에서 생산된 우량 한우 배반포기배를 유리화동결하기 위해 10% EG가 들어있는 전처리

용액에서 5분간 처리한 뒤 30% EG가 들어있는 동결액에 노출하여 자체 제작된 straw에 장

착한 뒤 액체질소에 바로 담금. 

  ☞ 이 방법을 사용하여 엘리트 제주 한우 송아지 생산목적으로 2008년 7월 제주도내에 6마

  리 대리모에 이식해서 2마리 임신되는 결과를 얻었음.  

 직접이식용 급속 동결 (Direct one-step thawing)

     이식 현장에서 융해하여 바로 이식하는 초자화동결-One-step융해 방법을 개발하였음.
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동결 (vitrification)

    Dulbecco's phosphate buffered saline (D-PBS, Gibco) 에 10% FBS를 첨가하여 기본 용액으

로 사용하였으며, 초자화동결 용액은 glycerol (G, Sigma)과 ethylene glycol (EG, Sigma) 을 혼

합하여 사용함. 체세포핵이식 배반포기배를 동결하기 전에 10% G가 첨가된 D-PBS (+10% FBS) 

에서 5분, 10% G (v/v) 와 20% EG (v/v)가 첨가된 D-PBS (+10% FBS) 에서 5분씩 순서대로 처

리하여 탈수화평형을 유도한 후 피펫을 사용하여 25% G와 25% EG가 혼합된 D-PBS (+FBS)에

20～30초간 노출 시킨 후 0.25 ml French 미니 스트로에 장착하고 열 봉입함. 제작된 스트로는

LN2 vapor에 3분간 노출하여 냉각시킨 후 -196℃ LN2 에 바로 침지함. 1-단계 융해를 위한 스

트로 내의 구성층은 자체 제작 (Kim 등, 1999) 하였으며 다음과 같이 준비함. 7.5 cm (0.5몰 슈

크로즈층) - 0.5 cm (공기층) - 1.0 cm (G25EG25 초자화동결액층, 난자가 들어가는 층) - 0.5 

cm (공기층) - 1.5 cm (0.5몰 슈크로즈층) 으로 슈크로즈와 초자화동결액이 9:1 비율로 희석될

수 있게 준비함. 

1-단계 융해 간편법 (one-step dilution)

    동결 스트로는 25℃ 물에서 수직상태로 놓아 30초 다시 뒤집어서 수직상태로 30초간 방치

하여 스트로 내의 내용물이 완전히 섞이도록 함. 1-단계 융해 후 체외 발달율을 조사하기 위한

대조군은 LN2 vapor 노출을 제외한 초자화동결 전-처리용액과 1-단계 융해액에 순차적으로

처리한 후 배양액으로 최종 세척한 다음 공-배양함으로써 동결-융해 처리용액의 독성 유무를

조사함.  

  



- 115 -

가. 동결-융해 수정란에 대한 항산화제 플라보노이드 처리효과

    

                             

                                 본 연구에 사용된 합성 플라보노이드는3‘4’-dihydroxyfla

                                 vone (ICC, INDOFINE Chemical Company, Inc, NJ, USA)    

                                 을 사용하였고, DMSO (dimethyl sulfoxide) 에 용해하여 이

                                 용하였다.                            

  그림 53. 3‘4’-dihydroxyflavone

     항산화제인 플라보노이드는 이미 체외수정 배아의 체외 발달 시 첨가제로서 배발달율 증

   가, 세포수 증가, 세포사멸율 감소 등으로 효과가 있음을 이미 확인한 바 있음.

  

플라보노이드 처리가 동결배아의 생존율에 미치는 영향

     위의 내용을 바탕으로 플라보노이드를 배반포기배 동결 전후에 처리한 후 생존율에 미치

  는 영향을 조사하였다. 단위발생으로 생산된 4~8세포기 배아의 체외 배양액 내에 그리고/또

  는 동결 전/후 배양액내에 플라보노이드 10uM을 처리하여 융해 후 생존율에 미치는 영향을

  조사하였음.   

 표 47. 플라보노이드 처리가 동결 배반포기배의 생존율에 미치는 영향

Treatment of flavovnoid
No. of

embryos

No. (%)* of survived 

embryos 

Before 

freezing

After 

thawing

24h later after thawing

(≥ Re-expanded Bla.)

Control 
- - 79 45(57.0)a

- + 73  50(68.5)a,b

Flavonoid 

10uM

+ - 73  47(64.4)a,b

+ + 75 57(76.0)b

 * p<0.05

    표 47에 제시된 바와 같이, 플라보노이드 무처리군(-/-) 의 융해 후 생존율은 57.0%    

(45/79)인 반면 동결전과 융해 후 처리군 (+/+) 의 경우 생존능이 76.0% (57/75) 로 나타나 플라

보노이드 처리 효과가 유의하게 있음을 확인하였다. 또한, 동결전 (+/-) 이나 융해 후 (-/+) 플

라보노이드 처리군의 경우 융해 후 처리군이 더 높은 생존율을 나타내어 융해 후 플라보노이

드 처리가 동결배아의 생존에 더 좋은 영향을 미친다는 것을 알 수 있었음.  
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플라보노이드 처리된 동결 배아의 세포 사멸율 조사

      

    융해 후 각군에서 생존한 배아의 세포 사멸율을 조사하기 위해 TUNEL (terminal      

deoxynucleotide transferase-mediated dUTP nick end labeling) 염색을 실시하였음. 분석을 위

해 회수된 실험군의 배반포기배는 1mg/ml polyvinylpyrolidone가 들어 있는 PBS (처리용액) 

에 3번 세척하고 3.7% paraformaldehyde 에 1시간 동안 실온에서 고정을 실시하였음. 고정된

배아는 처리용액으로 다시 세척하고 0.3% Triton X-100 용액으로 실온에서 1시간동안 침투

를 유기하였음. 배아는 다시 처리용액으로 2회 세척한 다음, 광을 차단시킨 채로 37℃ 배양

기에서 형광물질이 부착된 dUTP 와 terminal deoxynucleotidyl 전환 효소 (Roche, Mannheim, 

Germany) 에 1시간 동안 반응을 유도하고, 40 mg/ml propidium iodide (PI, Sigma) 와 50 

mg/ml RNase A 용액에 넣어 1시간동안 핵 염색을 실시하였음. 반응이 끝난 배아는 처리용액

으로 충분히 세척하고 슬라이드글라스에 옮겨 커버슬립으로 누른 후 형광 현미경하에서 관

찰하였음 (Olympus, Tokyo, Japan). 세포사멸 판정은 다음과 같음. 배아 내 전체 세포핵은 붉

게 염색되나 그 중 사멸 핵은 푸르게 녹색으로 염색되고 파편화 되어 있는 양상을 볼 수 있

음. 세포사멸율은 염색결과를 이머징하여 총세포핵수에서 사멸핵수를 백분율로 조사하여 나

타내었음.
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그림 54. 플라보노이드 처리에 따른 동결 배아의 세포사멸율 조사. A) 동결 전-융해후 무

처리군 (-/-). B) 융해 후 처리군 (-/+). C) 동결 전 처리군 (+/-). D) 동결 전-융해 후

처리군 (+/+). E) 총세포수 조사 F) 세포사멸율 조사. 

    

  

    그림 54에 제시된 바와 같이, 융해 후 (-/+) 혹은 동결 전/융해 후 (+/+) 플라보노이드

처리군의 세포 사멸율이 (≒10%) 무처리군 (-/-) 또는 동결 전 처리군 (+/-)의 세포 사멸 율

(>20%) 에 비해 유의하게 감소되는 경향을 나타내었음.

*따라서, 동결배아의 플라보노이드 처리는 a) 동결배아의 세포사멸율을 감소시켜 생존율을    

 증진시키며 b) 특히 융해 후 첨가가 생존에 효과적임을 알 수 있었음.

**이상의 내용은 국내특허 출원하였음 (국내특허 10-2009-0035114).
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나. 미수정란 동결 기술의 적정화

     외부환경 변화 가능성에 따른 난자 확보 (구제역 발생 등.) 및 우수 미수정란을 보관하고

활용하기 위하여 그 이용 가능성을 조사함. 우수 유전자원 보존 및 활용에 유용하게 이용될 수

있을 것으로 기대됨.

(1) 미수정란 동결 시 CCB/Taxol 처리 효과

   ; 동결 시 동해로부터 난자를 보호하기 위해 Cytochalasin-b (CCB)와 TAXOL의 처리 효과를

조사하였음. 

 

  표 48. 동결 미수정란의 융해 후 체외 발달

  

   융해 후 생존율은 70~85%였으며, 수정율은 60.5~66.7%로 대조군의 75%에 비해 낮았음. 배

양 8일 째 배반포 형성율은 23.1~27.3%를 나타내었으며, 세포수 조사에서 CCB처리군은 대조군

과 유사한 총 세포수와 내부세포괴수를 나타내어 세포질보호에 효과가 있음을 알 수 있었음

(표 48과 그림 55 참조).

   

그림 55. 동결-융해후 생존한 미수정란의 염색 중기상태 (좌) 와 동결 미수정란의 융해 후

체외수정으로 생산된 배양 8일째 배반포기 배아 (우)
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    미수정란 동결 후 융해하여 동결에 따른 미수정난자의 세포골격 이상 유무를 조사하였던

바, CCB와 TAXOL처리가 무처리군에 비해 세포골격과 염색체 중기상 유지에 효과가 있음을

알 수 있었음.

(2) 동결 미수정란을 이용한 복제수정란 생산기술

   

    동결 보관된 미수정란을 급속 융해 → 1시간 배양하여 평형을 유지 → 생존 미수정란만을

골라 히알루로니다제를 이용하여 난구세포를 제거 → Oosight imaging system을 이용하여 탈핵

→ 핵치환 → 1시간 배양하여 평형을 유지 → 세포 융합 → 난활성유도 → 8일간 배양

    

그림 56. 동결 미수정란을 이용한 체세포 복제

 표 49. 동결 미수정란을 이용한 복제수정란 생산

(고찰)

*우량 유전 미수정 난자를 동결 보존하여 체외수정 및 체세포 복제에 활용할 수 있음. 또한,   

 미수정난자의 동결이 충분히 이루어지면 구제역에 따른 우수 유전자원 손실을 회복하는 데에

 이용될 수 있음 (난자은행 가능).   
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일련번호

(도축번호)
회수난자

배아 발달 비율 (%)

비고2일째
≥ 8세포

4일째
≥ 상실배

6일째
≥ 배반포

1 (94-14) 22 19 (82.2) 9 (47.4)  4 (21.1) 동결 및 이식

2 (23) 11 11 (100.0) 5 (45.5) 0 (0.0) -

2. 동결 기술 활용

가. 완만동결

     

○ 제주축산진훙원 소유의 15년 이상되어 폐기될 도축 제주흑우 종빈우의 난소를 채취하여 흑

 우체외수정란 생산을 시도하였음. 이 연구는 제주축산진흥원 내 연구실에서 제주대학교 줄

 기세포 연구센터 및 미래생명공학연구소의 기술지원으로 체외수정란 발생 실험이 진행됨.

  표 50. 제주흑우 체외수정란 생산 및 이식

      두 마리의 난소로부터 33개 (22개, 11개) 의 미성숙난자를 회수하였고, 우수 흑우 정액

(BK01-11) 으로 수정하여 30개 (90.9%) 의 수정란을 획득하였으며, 배양 7일에 한 군의 소로

부터 4개의 초기 배반포기배 및 상실배를 획득하였음 (표 50과 그림 57 참조).  

    

그림 57. 제주흑우 난자와 정자의 체외수정으로 생산된 배양 2일째(좌)와 배양 6일째(우)배아

      15년 이상된 제주 흑우 종빈우의 난소로부터 획득된 것으로 체외수정은 잘 이루어졌으

나(90.9%) 난자의 건강도가 약하여 체외발달은 원활하게 되지 않아 이식 가능한 수정란 수

(4개) 는 적었음. 

      4개의 수정란은 제주축산진흥원 소재 동결기를 이용하여 완만동결을 실시하였고, 융해

후 대리모에 각각 1개씩 이식하였음. 

 *흑우 수정란 이식을 위해 생산된 체내수정란은 대부분 완만동결을 실시하여 보관하였다가

  대리모를 선정하여 이식을 실시함. 
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나. 초자화동결과 1-단계 융해된 체세포핵이식란의 직접이식기술로 제주흑우 복제소 생산

    ; Production of Cloned Jeju Black Cattle (Korean Cattle) from SCNT Embryo Using

Vitrification, One-Step Dilution and Direct Transfer Technique

  

    제주흑우 복제수정란을 초급속으로 동결해 두었다가 대리모가 선발되었을 때 필드에서 1-

단계 융해 한 후 직접이식하는 방법으로 제주 흑우 씨암소를 생산하는 쾌거를 이루었음. 

Abstract

One-step dilution and direct transfer would be a practical technique for the field

application of frozen embryo. This study was to examine whether Jeju Black Cattle (JBC,

Korean Cattle) can be successfully cloned from vitrified and one-step diluted somatic cell

nuclear transfer (SCNT) blastocyst after direct transfer. For vitrification, JBC-SCNT

blastocysts were serially exposed in glycerol (G) and ethylene glycol (EG) mixtures〔10%

(v/v) G for 5 min., 10% G plus 20% EG (v/v) for 5 min., and 25% G plus 25% EG (v/v)

for 30 sec.〕which is diluted in 10% FBS added D-PBS. And then SCNT blastocysts were

loaded in 0.25 ml mini straw, placed in cold nitrogen vapor for 3 min. and then plunged

into LN2. One-step dilution in straw was done in 25℃ water for 1 min, by placing

vertically in the state of plugged-end up and down for 0.5 min, respectively. When in vitro

developmental capacity of vitrified SCNT blastocyst was examined at 48 h after one-step

dilution, hatched rate (56.4%) was slightly lower than that of control group (62.5%). In field

trial, when the vitrified-thawed SCNT blastocysts were transferred into uterus of

synchronized 5 recipients, a cloned female JBC was delivered by natural birth on day 299

and healthy at present. In addition, when the short tandem repeat marker analysis of the

cloned JBC was evaluated, microsatellite loci of 11 numbers was perfectly matched

genotype with donor cell (BK94-14). This study suggested that our developed vitrification

and one-step dilution technique can be applied effectively on field trial for cloned animal

production, which is even no longer in existence.

(Key words : Jeju Black Cattle, SCNT blastocyst, Vitrification, One-step dilution, Direct Transfer)

서 론

    체세포핵이식 배반포기배의 체외발달율이 체외수정란의 배반포기배 발생율과 유사한

30-50% 로 보고되고 있는 반면 (Lonergan 등, 2007), 복제소 생산 효율이 낮은 이유는 체외에

서의 장시간 동안 기계적 ․ 화학적 여러 과정을 거치는 데에 따른 스트레스, 불안정한 체외 배

양 환경, 발생된 배아의 이식 후 착상 실패 또는 불완전한 착상으로 인해 분만까지의 비율이

낮은 데서 찾을 수 있음. 한편, 우량 유전자원 또는 멸종위기 동물 복제수정란의 유용성을 높

이기 위해서는 생산된 체세포핵이식 배반포기배의 동결보존기술이 선행 확립되어져야함. 
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    일반적으로 복제수정란은 다수의 환경요인에 의한 질적 저하가 우려되므로 동결하지 않고

바로 이식하는 것이 대부분이나 복제수정란의 임신과 산자 발생율을 높이기 위해서는 우수한

자궁상태를 보유한 수란우 선정과 더불어 적절한 시기에 언제든지 이식할 수 있는 안정된 복

제수정란 동결 기술개발이 필요함. 지금까지, 복제소 생산에 대한 많은 보고가 이루어져 왔으

나 대부분 신선 복제수정란 이식에 의한 결과로 체세포핵이식 유래 동결배반포기배 이식을 통

한 복제소 생산은 극소수에 불과하며 (Tecirlioglu 등, 2003; Gong 등, 2004) 더욱이 필드에서

바로 적용할 수 있는 초간편법을 이용한 결과는 없는 실정임. 

   

    따라서 본 연구는 제주에서만 서식하는 토종자원인 제주흑우의 귀세포를 이용하여 생산된

체세포핵이식 배반포기배를 자체 개발된 초자화 동결방법으로 -196℃에 냉동보존하고 일정시

간이 경과한 다음 초간편 1-단계 방법으로 융해하여 곧 바로 수란우 자궁에 이식한 후 체내발

생율을 검토함으로써 체세포핵이식 동결배반포기배를 이용한 제주흑우 복제소 생산 가능성 및

동결-융해 방법의 유용성을 조사하고자 실시하였음. 

재료 및 방법

소 난자의 회수 및 체외성숙

    본 실험에 공시될 도축된 소 난소로부터 난자의 회수 및 체외성숙은 Kim 등 (2010) 의 방

법에 준하여 실시하였음. 도축장에서 채취한 난소를 2-4 시간 이내에 32-37℃ 생리 식염수에

유지하여 실험실로 운반한 뒤 직경 2-6mm 의 난포로부터 채취하여 사용하였음. 실체현미경하

에서 획득된 미성숙난자는 난구세포가 부착되어있고 세포질이 균일한 난자만을 선별하였고

TL-HEPES로 세척하여 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) 가

첨가된 TCM-199 (Gibco-BRL) 배양액에 0.2 mM Na-pyruvate (Sigma, St. Louis, MO, USA), 1 

μg/ml FSH (Sigma), 1 μg/ml estradiol-17 (Sigma) 와 50 μg/ml gentamycin (Sigma) 를 넣어

38.8℃, 5% CO2 조건하에서 20 시간 동안 체외 배양하여 성숙을 유도하였음. 

제주흑우 체세포핵이식배아의 생산 및 체외 배양

    체외성숙된 소 수핵 난자는 0.1% hyaluronidase (Sigma) 가 첨가된 TL-HEPES 배양액에서

난구세포를 제거한 뒤 제 1극체가 방출된 난자만을 선별하여 사용하였음. 탈핵될 난자는 7.5 

μg/ml cytochalasin B (Sigma) 가 첨가된 TCM-HEPES 배양액 소적으로 옮겨 Oocyte Imaging 

System (CRi) 카메라를 blinking 옵션으로 지정한 후 핵의 위치를 확인하여 탈핵 하였음. 공여

체세포는 2007년 제주특별자치도 축산진흥원 소재 제주흑우 우수혈통 종빈우 (BK94-14, ♀) 의

귀세포를 채취하여 체외에서 배양하여 동결 보관하였던 것으로 4-8 계대의 세포를 사용하였

음. 핵이식 시 공여 체세포는 Tryple 용액 (Gibco) 으로 처리하여 단일세포로 분리한 후 3% 

proteinase (Sigma) 용액에 50 초간 처리하고 TCM-HEPES 배양액으로 3번 세척한 후 10 μm 

크기의 체세포를 골라 핵이 제거된 수핵 난자의 투명대와 세포질 사이의 공간에 이식하였음. 

체세포가 주입된 난자는 0.3 M mannitol (Sigma) 용액 내에서 LF101 Electro Cell Fusion 

Generator (NEPA GENE, Shioyaki, Japan) 을 사용하여 직류 22 volt에서 1pulse로 세포 융합을

실시하였으며 세포융합 여부는 30분 후에 관찰하였음. 융합이 확인된 핵이식란은 5 μM 

Ca-ionophore (Sigma) 에 5분 노출시키고 2.0 mM DMAP (Sigma) 에서 3시간 동안 배양하여 난
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활성을 유도하였음. 핵이식 후 활성화 처리된 난자는 3 mg/ml FAF-BSA (Sigma) 가 들어 있는

CR1aa 배양액에 옮겨 배양하고 배양 48시간 째 분열된 핵이식 배아는 동일 개체의 체세포로

단층배양이 유도된 10 ul 소적에서 1 ug/1mL Epidermal growth factor (Bio-Research Product, 

Inc, North Liberty, Iowa), 1 ug/1mL Insulin-like growth factor (Bio-Research Product), 10 uM 

flavonoid (3,4’-Dihydroxyflavone; INDOFINE Chemical Co., Inc, Hillsborough, NJ) 와 10% FBS

가 들어있는 CR1aa 배양액으로 공동 배양함으로서 배 발생을 유도하였음.

체세포핵이식 배반포기배의 초자화동결

    Dulbecco's phosphate buffered saline (D-PBS, Gibco) 에 10% FBS를 첨가하여 기본 용액으

로 사용하였으며, 초자화동결 용액은 glycerol (G, Sigma)과 ethylene glycol (EG, Sigma) 을 혼

합하여 사용하였음. 체세포핵이식 배반포기배를 동결하기 전에 10% G가 첨가된 D-PBS (+10% 

FBS) 에서 5분, 10% G (v/v) 와 20% EG (v/v)가 첨가된 D-PBS (+10% FBS) 에서 5분씩 순서대

로 처리하여 탈수화평형을 유도한 후 피펫을 사용하여 25% G와 25% EG가 혼합된 D-PBS 

(+FBS)에 20～30초간 노출 시킨 후 0.25 ml French 미니 스트로에 장착하고 열 봉입하였음. 제

작된 스트로는 LN2 vapor에 3분간 노출하여 냉각시킨 후 -196℃ LN2 에 바로 침지하였음. 1-

단계 융해를 위한 스트로 내의 구성층은 자체 제작 (Kim 등, 1999) 하였으며 다음과 같이 준비

되었음. 7.5 cm (0.5몰 슈크로즈층) - 0.5 cm (공기층) - 1.0 cm (G25EG25 초자화동결액층, 난

자가 들어가는 층) - 0.5 cm (공기층) - 1.5 cm (0.5몰 슈크로즈층) 으로 슈크로즈와 초자화동

결액이 9:1 비율로 희석될 수 있게 준비하였음. 각 스트로 당 넣는 체세포핵이식 배아 수는 2

개였음. 

1-단계 융해 간편법 (one-step dilution)

    동결 스트로는 25℃ 물에서 수직상태로 놓아 30초 다시 뒤집어서 수직상태로 30초간 방치

하여 스트로 내의 내용물이 완전히 섞이도록 하였음. 1-단계 융해 후 체외 발달율을 조사하기

위한 대조군은 LN2 vapor 노출을 제외한 초자화동결 전-처리용액과 1-단계 융해액에 순차적

으로 처리한 후 배양액으로 최종 세척한 다음 공-배양함으로써 동결-융해 처리용액의 독성 유

무를 조사하였음. 

수란우 발정동기화, 1-단계 융해 체세포핵이식 배반포기배 이식 및 복제소 생산

    수란우 준비는 CIDR-PLUS를 질 내 7일간 삽입하고 제거하는 당일 PGF2α 25mg을 투여하

는 방법으로 발정동기화를 유도하였음. 스트로 내에서 1-단계로 융해된 체세포핵이식 배반포기

배는 발정 동기화 처리된 대상우 중 정상적인 발정을 보이고 이식 당일 (발정 발현 7～8일째) 

직장 검사를 통하여 황체 상태가 양호한 개체를 선발하여 황체가 존재하는 자궁각에 곧 바로 

이식되었으며, 700회 이상 수정란이식 경험을 가진 전문기술자 2명에 의해 수행되었음. 수란우

의 임신 진단은 동결-융해된 복제수정란 이식 후 45일째에 직장 검사법에 의하여 임신 여부를

진단하였음. 분만시기가 가까이 올 10일～20일 전부터 수란우의 분만 징후를 관찰하고 적절한

시기에 정상적인 분만이 이루어지도록 유도하였음. 
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  통계처리

    초자화동결 후 1-단계 융해된 체세포핵이식 배반포기배의 생존율에 대한 결과는 SAS 

program을 이용하여 분석하였으며, 처리군 간 유의성은 Duncan’s multiple range test를 이용

하여 검정하였음. 

결 과

○ 초자화동결 체세포핵이식 제주흑우 배반포기배의 1-단계 융해 후 체외발달율 조사

    초자화동결 체세포핵이식 제주흑우 배반포기배의 1-단계 융해 후 체외발달율의 결과는

표 51과 그림 58에 제시된 바와 같음. 액체질소에 노출 없이 초자화동결 전-처리용액과 1-

단계 융해액 [슈크로즈와 초자화동결액 (9:1) 혼합액] 에만 단계적으로 처리한 대조군과 초자

화 동결/1-단계융해 처리군에서 회수된 복제수정란을 체외배양 환경에서 48 시간 동안 배양

하였을 때, 처리군에서 융해 후 생존율은 84.6% (33/39) 였으며, 생존 배반포기배 (그림 58 

A) 중 부화 배반포기배 (그림 59B) 로의 발달율은 56.4% (22/39) 로 대조군 62.5% (25/40) 

에 비해 약간 낮았으나 유의차는 인정되지 않았음. 본 실험은 5회에 걸쳐서 조사되었음.

 

Table 51. In vitro survival of vitrified and one-step diluted bovine SCNT blastocyst  

Treatment

No. of

SCNT

blastocyst

No. (%)

of recovery

No. (%) of survived 
after 48 h 

≥Hatching blastocyst Hatched blastocyst

Control* 40 40 (100.0) 40 (100.0)  25 (62.5)

Vitrification &

One-step dilution
39 39 (100.0) 33 (84.6)  22 (56.4)

*Fresh SCNT blastocysts were treated sequentially in vitrification solution and then in 

one-step dilution solution except LN2 exposure, respectively. 

  

Fig. 58. In vitro survival morphology of vitrified Jeju Black Cattle SCNT blastocysts after 

one-step dilution. After co-culture with monolayered ear cell for 24 h (A) and 48 h (B), 

survived embryos were normally developed into hatching and hatched stages, respectively.

○ 초자화동결 체세포핵이식 제주흑우 배반포기배의 1-단계 융해 후 직접이식에 따른 임신결
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No. of* 

transferred 

embryo

No. of 

recipient

No. of

pregnancy

No. of** 

birth calf

No. of 

living calf

10 5 1 1 1

과

   초자화동결 체세포핵이식 배반포기를 1-단계 융해 방법으로 녹인 후 곧 바로 발정동기화가

유도된 5 마리의 수란우 자궁에 이식한 결과, 한 마리의 수란우에서 이식 후 45일째 정상임신

이 확인되었음. 이후 정상 임신기간 보다 2주가량 경과하여 299일 째에 제주흑우 씨암소 체세

포핵이식 복제 송아지가 성공적으로 자연분만 되었고 생시체중은 36 kg 이었음. 또한, 복제 송

아지 "흑우순이" 는 101일 째 (2011년 2월 9일 현재) 체중은 85 kg으로 건강하게 성장하고

있음.

Table 52. Production of cloned Jeju Black Cattle from vitrified-thawed SCNT                 

      embryo

*Vitrified SCNT embryos were one-step diluted in 25℃ water for 1 min. and then   directly 

transferred into surrogate mother in field.
**A healthy and apparently normal cloned Jeju Black calf was born on day 299. 

고 찰

    본 연구는 우수 혈통 제주흑우 복제소를 생산함에 있어서 체세포핵이식 배반포기 배아를

초자화동결 보존해 두었다가 수란우가 준비되는 시점에 맞추어서 초간편 1-단계 융해방법으로

녹이고 수란우 자궁에 곧 바로 이식하는 전형적인 필드용 동결-융해 방법으로 복제송아지 생

산이 가능함을 보여줌. 

    초자화동결은 고농도의 동해방지제를 이용하여 동결 시 세포 상해의 주된 원인이 되는 결

빙이 형성되지 않게 하면서 난자를 수분 내에 동결하는 방법으로 (Rall 과 Fahy, 1985), 고가의

장비가 필요하지 않고 효율이 높아 실험동물을 포함 인간배아 동결에서도 두루 적용되고 있는

실용적인 동결 방법임. 그리고 동결란의 융해는 일반적으로 36℃ 물에서 급속 융해되고 동해방

지제 제거를 위해 여러 단계의 세척과정을 실시하는 것이 보통임. 실험동물을 포함한 인간의

시험관아기 시술에서도 동결란의 융해는 실험실에서 이루어져 이식이 실시되므로 반드시 필드

를 고려하는 융해방법에 대한 연구가 필요하지 않음. 한편, 1-단계 융해는 가축 생산의 산업화

를 위해 필드 적용 목적으로 개발된 초간편법으로 전문적인 기술 없이도 누구나 쉽게 할 수

있는 유용한 방법임 (Massip 등, 1984; Voelkel 과 Hu, 1992).   

    하지만, 체내수정란 및 체외수정란에 대한 연구 보고는 있으나 (Suzuki 등, 1990; Dochi 등, 

1998) 복제수정란을 초자화동결하고 초간편법으로 융해하여 산자를 획득한 보고는 드뭄. 

Tecirlioglu 등 (2003) 은 복제수정란을 OPS (open pulled straw) 방법을 이용하여 초자화동결을
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실시하였고, 융해는 OPS 스트로에서 희석용 스트로로 다시 옮겨 담는 2-단계로 실시하여 이식

함으로써 이식 14두 중 복제소 1두를 획득하였음. Gong 등 (2004) 은 복제수정란을 EFS40 용

액에 노출하는 2-단계 방법으로 동결하였고 융해 시 배양접시에 쏟아내어 2-단계로 세척한 후

다시 이식용 스트로에 장착하여 이식함으로써 이식 9두 중 복제소 1두를 생산하였음. 그러나

앞서 소개한 두 방법 모두 필드에서 바로 적용하기는 어려운 실정이어서 본 연구에서 보고한

내용이야말로 처음으로 필드 적용 동결방법에 의한 복제소 생산 예라고 할 수 있음. 본 연구의

차별성은 이식용 스트로를 이용해서 초자화동결을 실시하고 1-단계 융해하여 (1분 소요) 바로

이식하는 최 단시간 이식 간편법으로 필드 어디에서나 환경의 제약 없이 이용할 수 있는 유용

한 방법임. 

    이번에 개발된 초자화동결/1-단계 융해 후 직접이식기술 방법의 유용성 및 안전성은 이미

본 연구팀이 체외수정란을 이용한 선행연구로서 제주도 일부 농장에서 시행한 한우 엘리트 송

아지 생산 시도에서 40% 분만율 (4/10) 을 획득하여 그 가능성을 확인한 바 있음 (Park 등, 

2008). 이러한 안정된 동결-융해 기술을 바탕으로 본 연구에서는 2007년에 냉동 보관해둔 제주

특별자치도 축산진흥원 보유의 제주흑우 암소 (BK94-14, ♀, 1994년 7월 25일 출생, 2008년 12

월 5일 도축) 의 귀 체세포를 이용해 핵이식 배반포기배를 생산하고 2개씩을 각 스트로에 장착

하여 초자화동결 방법으로 보관해 두었다가, 그 중 일부를 초간편 융해법으로 녹인 후 이식하

여 '현존하지 않는 최우량 혈통 제주흑우 씨암소 종을 복원'하는데 성공하였음.  

     따라서, 본 연구에서 개발된 초자화동결과 1-단계 융해 및 직접 이식 기술은 체세포핵이

식 배반포기배 뿐만 아니라 체내․외 수정란 활용에 효과적으로 이용될 수 있을 것이며 제주흑

우의 대량 증식 기술 개발 및 산업화의 기반 기술구축뿐만 아니라 구제역등 예견되지 않는 자

연환경질환으로 인해 사라지는 우수 종 보존과 멸종위기의 우수 혈통 복원에 유용하게 이용될

수 있을 것으로 기대됨.

*이상의 내용은 Reproduction Development and Biology 2011년 35권 77-83에 게재됨.
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제5절 제주흑우 유전형질 검출 및 분석

   - 제주흑우 고유 표지인자를 이용한 선발 체계 확립

   - 제주흑우의 친자 감별 시스템 구축

   - 제주흑우의 등록 및 계통도 조사

   - 한우 및 타 품종과의 유전적 특이성 분석

1. 제주흑우 친자확인을 위한 표지인자 분석 및 시스템 구축

    

가. 제주흑우 Microsatellite (MS) 유전자형 분석

  최근 인간의 법의학적 검증에서 DNA 분석기법, 특히 microsatellite (MS)의 반복양상에 따

른 유전자형 분석이 공식 활용되면서 그 활용영역이 점차 확대되어 가축 품종들의 유연관계, 

혈통 증명, 집단 식별 및 개체추적과 친자확인 등에 광범위하게 이용되고 있음.

  이와 함께 한우의 황모색처럼 품종의 특성을 반영하는 특정 유전자의 단일염기변이(single 

nucleotide polymorphism, SNP)와 부계(Y 염색체)나 모계(mtDNA) 유전을 통해 자손으로 전달되

는 유전자의 다형성들은 검증 대상에서 특이적으로 중요한 정보의 보유여부를 판독할 수 있는

자료로써 활용 가능성이 제기되었음.

  제주흑우는 외형상 한우와 비슷하지만, 체형이 다소 작고 체모가 전반적으로 흑색을 나타

내는 우리나라의 재래 소 중 한 품종임. 1980년대까지 유전자원의 중요성 보다 산업적 활용을

위한 개량을 지향하면서 한 때 심각한 멸종위기에 놓였던 적도 있으나, 재래가축유전자원의 중

요성에 대한 인식이 전환되면서 1990년대 원종 수집과 축군 증식을 위한 연구 및 관리체계가

마련되었음. 

  제주흑우의 품종 식별 및 혈통관리에서 가장 중요한 선결과제 중 하나는 타 품종 교배에

의해 생산된 흑색 교잡우와의 구분에 있음. 

  우리나라에 도입된 외래 소 품종 중 Holstein과 Angus 등은 우성 흑모색을 지니고 있으며, 

이들 품종과 한우의 교잡 1세(F1, 일명 먹통, 먹우로 불림)는 전신 흑색을 나타내어 모색만으로

는 제주흑우 명확히 구분되지 않음. 또한 초지가 풍부한 제주도에서는 유입된 외래 소와의 교

잡에서 다양한 형태의 교잡우들과 하절기에 공동 방목되고 있어 이들과의 명확한 식별을 위한

유전자 분석 자료체계가 요구되고 있는 실정임.

  현재 제주도에서 가장 높은 빈도로 사육되고 있는 한우 등과 명확한 구분을 위해서는

MC1R 뿐만 아니라 다양한 유전자 marker에서 수집한 정보의 조합이 필요함. 

  이에 본 연구는 MS 유전자형과 MC1R, ASIP 유전자형 분석결과들의 조합을 통해, 그 동안
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제주흑우를 수정란이식이나 인공수정을 통해 공급 받은 농가에서 수집한 흑모색 후보 축군을

대상으로 수정란이식, 인공수정에 의해 생산된 제주흑우 후대들을 추적하고자 수행하였음.

 ○ 공시동물과 DNA 추출

  본 연구에 이용된 시료는 i)농촌진흥청 국립축산과학원 제주난지시험장(Jeju Sub-station, 

National Institute of Animal Science, RDA; NIASJ)과 제주특별자치도 축산진흥원(Livestock 

Promotion Institute, Jeju-do)에서 수정란 생산과 인공수정에 이용되었던 종모우, ii) 채란을 위

해 호르몬 처리에 이용된 종빈우, iii) 수정란을 공급받은 농가와 육성우 단계에서 이를 구입한

농가에서 외형상 흑모색을 나타내거나 인공수정이나 수정란이식에 의해 생산된 것으로 관리되

고 있는 소와 iv) 해당 소를 생산한 대리모, v) 인공수정에 활용된 종빈우들을 대상으로 말초혈

액을 채취하여 이용하였음. 

  제주흑우 DNA는 해당 기관에서 보관 중인 DNA를 분양받았으며, 농가 소는 각 농가에서

채혈하여 DNA 분리에 이용하였다. 전혈에서 DNA 분리는 Sambrook 등 (1989)의 방법을 변형하

여 수행하였음. 준비한 DNA 시료는 NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop 

Technology, USA)로 흡광도를 측정한 후 A260/A280와 A230/A280이 모두 1.8 이상인 DNA들을

50-60 ng/㎕로 희석하여 PCR 반응의 주형으로 이용하였음. 

 

  ○ Microsatellite 유전자형의 결정

  분석에 이용한 MS marker는 국제동물유전학회(International Society of Animal Genetics, 

ISAG)에서 소의 유전적 다양성 연구와 친자검정 등에 활용을 권장하고 있는 ISAG MS marker 

11 종(TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, 

ETH225, BM1824)과 제주흑우 다양성 분석과 친자검정을 위해 사전 연구에 의해 선발된 NIASJ 

MS marker 11종(BMS1907, BMS4028, BMS1580, BMS2060, DIK4591, DIK4460, DIK3027, BL1134, 

DIK4224, IDVGA-37, MNS-2)을 추가 선정하였음.  

  MS primer 쌍 중 하나를 FAM, HEX, NED, TAMRA 등으로 5‘-형광 표지하였다. MS 증폭

은 먼저 부모집단을 이용하여 개별적인 MS 증폭과 다형성 조사를 수행한 후 multiplex PCR 조

합을 구성하여 수행하였음. 

  PCR 반응은 50 ng의 genomic DNA 용액에 1× PCR buffer, 125 mM dNTP, 0.3 Unit 

HotStart Taq DNA polymerase(Bioneer, Korea)에 초기 실험에서 선정한 각각의 MS marker에

대한 primer들을 첨가하고, 멸균 증류수를 첨가하여 최종 10 ㎕가 되게 하여 준비하였음. 

  준비된 반응액에 대한 PCR 증폭은 PTC-200 thermal cycler(Bio-Rad, USA) 상에서 95℃에

서 5분간 초기변성, 94℃ 45초-annealing 온도에서 75초-72℃ 90초로 구성된 cycle을 35회 반복

수행하고 72℃에서 10분간 최종 신장하였음. 
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  증폭산물은 5배 또는 10배 희석 후 ET-400R size standard(Amersham Biosciences, USA)와

혼합하여 MegaBase1000 automated DNA Sequencer (Amersham Biosciences, USA) 상에서 분리

하고, Genetic Profiler(Amersham Biosciences, USA)를 이용하여 marker의 유전자형을 결정하였

음. 

  실험과정 상의 오차를 줄이기 위해 모든 종모우, 수정란 생산용 공란우들을 96 well plate

에 3회 이상 탑재하여 유전자형의 동일한 출현 여부를 점검하였음. MS 유전자형 분석은 준비

한 시료들을 2회 반복 수행하였으며, 동일한 결과를 나타내지 않는 시료에 대해서는 단일 MS 

분석을 통해 data를 보정하였음. 

  ○ MC1R, ASIP 유전자형의 결정

  모색과 관련된 유전자형의 결정을 위해 MC1R은 한 등 (2008), ASIP는 Girardot 등 (2006)이

보고한 primer의 서열과 분석 방법에 준하여 수행하였음. 기존에 보고에 따라 증폭한 PCR 산

물에 대해 ASIP는 바로 1.5% agarose gel 상에서 전개하여 유전자형을 결정하였고, MC1R PCR 

산물은 AluI, MspI 제한효소를 처리하여 37℃에서 overnight 반응한 후 2.5% agarose gel 상에

서 전기영동 확인하였음. 

  ○ 대립인자형의 결정 및 친자검정

  MS 대립인자형과 MC1R, ASIP 유전자형 분석에서 산출된 모든 좌위에 대한 대립인자 출현

빈도와 이형접합성(heterozygosity; He), 다형정보량(polymorphic information contents; PIC), 부

권부정율(exclusion probability, PE)을 산출하였음. 

  부권부정율은 부모에 대한 정보가 전혀없는 경우(NE-1P), 한쪽 부모를 알고 있을 때 다른

한쪽의 부권부정율(NE-2P)는 경우, 양친과 자손을 모두 알고 있는 경우(NE-PP)의 부권부정율

을 산출하였음. 좌위별 유전자형에 대한 정보의 산출과 친자검정은 CERVUS 3.0.3(Kalinowski 

등, 2007)을 이용하였다. 조사된 개체들 중 유전자형이 동일한 개체의 확인은 CERVUS package 

내 동일성검사(Identity Analysis) program을 이용하였음. 

  수정란이식과정에서 공란우로 이용된 모든 종빈우를 후보 모(candidate mother)로 선정하

고, 수정란이식과 인공수정을 위해 정액채취에 이용된 모든 종모우를 후보 부(candidate father)

로 선정하고 친자검정(Parentage Analysis) program을 이용하여 95% 신뢰수준에서 검출되는 모

든 후모 부모를 찾아낸 후 수정란 이식 및 인공수정의 판독에 이용하였음. 
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구 분 제주출장소 축진원 농가 계

사육두수 105 110 302 517

○ 농가 제주흑우 집단 기초조사 및 기록부 작성

그림 59. 제주흑우 사육실태조사 기록부 자료 (♀)

 

   표 53. 제주흑우 시료확보 현황 

- 농가에 보급된 제주흑우 수정란 이식 및 인공수정 생산축의 확인을 위하여 분자유전학적

    실험기법을 이용한 개체 추적을 수행하였음. 
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 (1)  제주흑우 MS 표지인자 선정

    - 한우 MS marker : 11종 (International Society of Animal Genetics 권장, ISAG)

      (TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23,     

       ETH3, ETH225, BM1824)

    - 자체선정 : 11종

      (BMS1907, BMS4028, BMS1580, DIK4591, MNS-2, BMS2060, DIK3027, DK4460,

      IDVGA-37, DIK4224, BL1134)

    * SNP marker : 2종 (MC1R, ASIP)

  표 54. 제주흑우 집단 MS 표지인자별 대립인자 빈도 및 이형접합성, 다형정보량

Locus

candidate fathers 
(n=10)

candidate mothers (n=84) overall (n=394)

k Ho He PIC k Ho He PIC k Ho He PIC HW1

BL1134 4 0.800 0.658 0.578 5 0.707 0.727 0.687 6 0.726 0.728 0.685 NS

BM1824 3 0.100 0.353 0.303 5 0.512 0.587 0.525 7 0.401 0.446 0.414 NS

BM2113 5 0.600 0.568 0.508 8 0.774 0.694 0.655 9 0.688 0.646 0.612 NS

BMS1580 2 0.200 0.209 0.178 4 0.333 0.316 0.286 9 0.487 0.511 0.433 NS

BMS1907 4 0.700 0.563 0.498 5 0.506 0.558 0.474 8 0.534 0.542 0.487 NS

BMS2060 4 0.900 0.658 0.578 5 0.59 0.557 0.518 7 0.599 0.586 0.523 NS

BMS4028 5 0.800 0.752 0.668 7 0.765 0.736 0.697 11 0.734 0.703 0.671 NS

ETH10 4 0.800 0.689 0.603 6 0.714 0.64 0.582 8 0.721 0.712 0.665 NS

ETH225 4 0.500 0.489 0.420 5 0.619 0.635 0.579 8 0.622 0.579 0.535 **

ETH3 5 0.700 0.795 0.713 7 0.81 0.782 0.743 8 0.749 0.745 0.712 NS

IDVGA-37 3 1.000 0.668 0.559 5 0.544 0.625 0.550 7 0.657 0.649 0.578 NS

INRA23 6 0.900 0.858 0.789 6 0.702 0.77 0.728 10 0.802 0.804 0.778 NS

DIK3027 4 0.700 0.684 0.584 6 0.693 0.743 0.698 7 0.642 0.7 0.655 ***

DIK4460 4 0.500 0.647 0.544 7 0.74 0.734 0.688 7 0.761 0.759 0.722 NS

DIK4224 5 0.700 0.626 0.561 9 0.646 0.608 0.581 10 0.694 0.687 0.653 NS

DIK4591 3 0.500 0.468 0.381 5 0.524 0.49 0.443 6 0.582 0.562 0.509 NS

MNS-2 3 0.800 0.653 0.548 4 0.642 0.635 0.557 4 0.59 0.563 0.501 NS

SPS115 5 0.700 0.616 0.544 6 0.762 0.708 0.656 8 0.756 0.736 0.699 NS

TGLA122 7 0.800 0.726 0.658 7 0.845 0.827 0.800 17 0.809 0.8 0.777 NS

TGLA126 5 0.700 0.805 0.729 5 0.714 0.731 0.685 7 0.774 0.779 0.741 *

TGLA227 4 0.600 0.574 0.476 6 0.655 0.631 0.566 12 0.688 0.695 0.656 NS

TGLA53 7 0.900 0.858 0.791 12 0.893 0.865 0.845 17 0.886 0.854 0.840 NS

 overall mean 4.36 0.677 0.633 0.555 6.13 0.668 0.664 0.616 8.77 0.677 0.672 0.629 

k, number of allele found; Ho, observed heterozygosity; He, expected heterozygosity; PIC, 
polymorphic information content; HW, Hardy-Weinberg equilibrium.
1, *<0.05; **<0.01; ***<0.001; NS, not significant.

- 분석에 이용한 MS marker 22종과 MC1R, ASIP 유전자 모두 집단 내에서 다형현상을 나타

내었음. 
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  표54는 22종의 MS marker에 대한 분석에서 발견된 대립인자의 수와 이형접합성의 빈도

(Ho, He), 다형정보량(PIC) 등을 종모우로 구성된 후보 부 집단, 종빈우들로 이루어진 후보 모

집단과 전체집단으로 구분하여 나타낸 것임. 

  각각의 MS 유전자 좌위에서 평균 대립인자의 수는 8.77개이고, 관찰 이형접합성(Ho)의 평

균은 0.677, 기대 이형접합성(He)의 평균은 0.672, 다형정보량의 평균은 0.629로 조사되었음.  

TGLA53 marker는 17개 대립인자가 발견되었고, MNS-2는 대립인자가 4개로 가장 적었음. 분석

된 22종의 marker 중 ETH225, TGLA126, DIK3027 등은 Hardy-Weinberg 평형을 나타내었음.  

  유전자 marker별로 다형성 정보량을 보여주는 PIC의 경우 전체 22종의 MS 분석에서 후보

부는 0.555로 후보 모집단의 0.616이나 전체집단의 0.629에 비해 다소 낮은 결과를 보여주었음. 

  정액생산에 이용되었던 종모우 10 두에 대한 분석결과에서 MS marker 중 BM1824, 

ETH225, TGLA227, BMS1907, BMS1580, DIK4591 등 6 종은 PIC의 값이 0.5 이하로 나타나

marker로서의 정보력이 다소 떨어지는 경향을 보였으며, 이 중 BM1824, BMS1907, BMS1580 등

은 공란우 집단과 전체 조사 축군에서도 PIC가 0.5 이하로 확인되었음. 

  ETH3, INRA23, TGLA53 등의 PIC는 후보 부, 모, 전체 축군에서 모두 PIC가 0.7 이상으로

확인되었고, TGLA122는 후보 모와 전체 축군, TGLA126은 후보 부와 전체축군에서, DIK4460은

전체 축군에서 0.7 이상으로 확인되었음.
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   표 55. 제주흑우 집단에서의 한우 MS marker 누적 친자감별효율성

  

구분

부모선별지수

Excl(1)1 Excl(2)2

Marker 당 누적 Marker 당 누적

BM1824 0.11 0.11004624 0.252 0.2519824

BM2113 0.2135 0.30004373 0.3934 0.546249

ETH10 0.2735 0.49145037 0.4424 0.74699147

ETH225 0.1714 0.57863912 0.3311 0.83076098

ETH3 0.3524 0.72710742 0.5352 0.92134388

INRA23 0.428 0.84391486 0.607 0.9690866

SPS115 0.3028 0.89117007 0.4808 0.98394932

TGLA122 0.4345 0.93846128 0.6142 0.99380746

TGLA126 0.3524 0.96014767 0.5314 0.99709831

TGLA227 0.2452 0.96992051 0.4102 0.99828863

TGLA53 0.5179 0.98549943 0.6861 0.99946285

  1Excl(1): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated            

   candidate parent from parentage of an arbitrary offspring, given only the genotype of the          

   offspring
  2Excl(2): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated            

   candidate parent from parentage of an arbitrary offspring, given the genotype of the              

   offspring and of a known parent of the opposite sex
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  표 56. 제주흑우 집단에서의 친자감별효율성(한우 MS marker + 자체선정 MS marker)

  

구분

부모선별지수

Excl(1) Excl(2)

Marker 당 누적 Marker 당 누적

BM1824 0.11 0.11004624 0.252 0.2519824

BM2113 0.2135 0.30004373 0.3934 0.546249

ETH10 0.2735 0.49145037 0.4424 0.74699147

ETH225 0.1714 0.57863912 0.3311 0.83076098

ETH3 0.3524 0.72710742 0.5352 0.92134388

INRA23 0.428 0.84391486 0.607 0.9690866

SPS115 0.3028 0.89117007 0.4808 0.98394932

TGLA122 0.4345 0.93846128 0.6142 0.99380746

TGLA126 0.3524 0.96014767 0.5314 0.99709831

TGLA227 0.2452 0.96992051 0.4102 0.99828863

TGLA53 0.5179 0.98549943 0.6861 0.99946285

BMS1907 0.1804 0.98811579 0.326 0.99963795

BMS4028 0.2842 0.99149324 0.4672 0.99980711

BMS1580 0.1 0.99234369 0.2136 0.99984831

BMS2060 0.2006 0.99387932 0.365 0.99990368

DIK4591 0.1272 0.99465783 0.2683 0.99992952

MNS-2 0.1902 0.9956739 0.3378 0.99995333

DIK4460 0.3188 0.99705314 0.4923 0.9999763

DIK3027 0.3116 0.99797145 0.4909 0.99998794

BL1134 0.3231 0.99862695 0.5023 0.999994

DIK4224 0.2589 0.99898243 0.442 0.99999665

IDVGA-37 0.2016 0.99918756 0.3444 0.9999978
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Molecular marker NE-1P NE-2P NE-PP NE-1 NE-SI

ISAG markers 0.9902701 0.9996973 0.9999991 7.6×10-12 0.9999234

NISA markers 0.9505602 0.9965295 0.9999338 4.4×10-10 0.9997092 

ISAG+NISA MSs 0.9995189 0.9999989 3.63×10-12 8.58×10-20 0.9999999 

ASIP 0.0150162 0.0791412 0.1396615 0.3015486 0.1620365 

MC1R 0.1812402 0.3201026 0.4682533 0.7675028 0.4929075 

combined all markers 0.9996120 0.9999993 7.13×10-12 7.69×10-21 5.30×10-10

   표 57. MS 표지인자 별 친자감별효율성 및 동일개체출현율

 

   NE-1P: Average non-exclusion probability for one candidate parent 

   NE-2P: Average non-exclusion probability for one candidate parent given the genotype of a        

          known parent of the opposite sex 

   NE-PP: Average non-exclusion probability for a candidate parent pair 

   NE-I: Average non-exclusion probability for identity of two unrelated individuals 

   NE-SI: Average non-exclusion probability for identity of two siblings 

   ISAG marker와 NIASJ marker, ASIP, MC1R 등을 분석했을 때 전체 집단에 대한 친자검정

시 marker 조합의 친자검정능력을 나타내는 부권부정률(PE)과 동일개체부정율(NE-I) 등을 조사

하였음. 

   국제유전학회에서 권장하는 ISAG MS 11 종에서 산출된 data를 조합한 경우 PE 중 부모

에 대한 정보가 없는 상태에서의 부권부정율인 NE-1P는 0.99027 정도로 확인되었음. 이는

NIASJ MS 11 종에서 얻어진 NE-1P 0.95056 보다 높은 수치이나, 국제권장 수준인 0.9995 PE보

다는 다소 낮은 수준을 보였음. ISAG marker와 INSA marker를 조합한 경우 NE-1P가 국제권장

수준보다 높아졌고, 여기에 제주흑우 품종 확인에 있어 핵심요건인 모색관련 유전자 2종, 

MC1R과 ASIP의 결과를 조합하면 NE-1P의 수준은 0.9996 이상으로 매우 좋은 marker set이 구

성됨을 보여주었음. 

   조사된 전체 축군 중 제주흑우 종모우와 종빈우의 대립인자는 4(BMS1580, MNS-2) ~ 12개

(TGLA53)로 marker당 평균 6.23개가 관찰되었고, 평균 PIC는 0.613, He는 0.666으로 확인되었

음. 

   즉, 한우에 비해 출현 대립인자의 수가 적고, PIC, He 모두 낮은 수치를 보이는데, 제주흑

우는 대략 400두 정도의 소규모 축군이며 핵심 종모우는 2 혈통을 중심으로 육성되었음을 감

안할 때 제주흑우의 유전적 다양성이 한우에 비해 낮은 수준을 보이는 것은 당연한 결과임.
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(2) 농가 제주흑우 집단에서의 MS marker 실제 적용

  총 24종의 유전자 marker들 (MS 22종, MC1R, ASIP)에 대한 분석에서 얻어진 모든 정보를

이용하여 유전자 친자검정을 수행하였음. 

  95%의 신뢰수준에 대한 후보축군에 대한 부모확인 과정에서 후보 모가 확인된 경우는

DNA가 확보된 298 두 중 163두 (54.6%), 후보 부가 확인되는 경우가 233두 (78.2%)였으며, 부

모가 동시에 확인되는 경우는 127두 (42.6%)로 확인되었음. 

  자손의 유전자형이 모두 후보 부모의 유전자형 내에 분포하는 멘델 유전 상에 위치하는

삼자불일치 (trio-mismatch)가 0인 후보축은 수정란이식 생산축으로, 후보 부와 자손간의 부자

불일치는 0이지만, 종빈우인 후보 모가 농장 보유축에서 발견되는 삼자불일치 = 0 이거나, 제

주흑우 보존기관인 국립축산과학원 제주난지축산시험장과 제주도 축산진흥원 집단에서 근연인

개체가 발견되는 경우만 인공수정 생산축으로 판독하였음. 

   22종의 MS 유전자형을 이용한 친자감정에서 제1 후보 모와 제 1 후보 부가 상기 두 기관

의 공란우와 종모우에 해당하면서 mismatch가 전혀 없는 trio-mismatch = 0인 개체들은 총 25

두가 발견되었으나, 이들 중 2두는 MC1R, 1두는 ASIP 유전자형에서 부모의 유전자형과 일치하

지 않아 수정란이식 축군에서 탈락되어 최종 22두를 수정란이식 자손으로 판정하였음 (표 58 

참조). 

   이는 전체 분석 대상에서 7.4%에 해당하는 낮은 수치였으나, 2004년부터 2006년까지 공급

된 수정란의 수가 150개로 확인되어 공급수정란 대비 송아지 확인 비율은 14.7%의 성적을 보

여 주었음. 

 표 58. 친자감별 결과에 따른 농가 제주흑우 관리방안

구분

유전자형 불일치도 3자

불일치
두수 빈도 판정  향후 관리 방안

부자 모자 모의 유래

수정란이식 개체 0 0 보존집단 0 22 7.4 ET 제주흑우 등록

수정란이식 유력 0 0 보존집단 ≠1 16 5.3 (ET)  정밀 재확인 후 결정

인공수정 개체 0 0 농가집단 0 78 25.8 AI 실용화 축군 등록

인공수정 유력 <1 or 2 <4
보존집단

농가집단
1-5 11 3.6 (AI) 정밀 재확인 후 결정

부모 확인 불가 * * n.s. 171 56.6 육우  제외

DNA 미확보 4 1.3  시료확보 후 분석

합계 302 100

*, had not candidate parents under 95% threshold. n.s. not significant. 
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    후보 부와 자손의 유전자형 비교에서 mismatch가 전혀 없고, 모가 농가집단에서 확인되거

나, 축산진흥원이나 국립축산과학원 제주난지 축산시험장 등 제주흑우 보존진단에서 유래된 것

이 유력한 89두는 인공수정에 의한 생산 자손으로 판명하였음 (표 58 참조). 

  반면 본 연구에서는 후보 모를 제외한 상태에서 후보 부의 유전자형과 후손의 유전자형이

완전히 일치하는 경우 (data not shown) 가 후보 부와 모를 동시에 적용하여 친자추적을 수행

할 때보다 후보 부와 자손의 유전자형 일치도는 더 높았음. 

 

  하지만, 후보 부와 후손의 불일치가 없더라도 후보 모가 확인되지 않거나 유연관계가 먼

경우는 인공수정 생산축으로 판정하지 않았음. 

  이는 후보 부에 대한 추적에서 후손은 부모로부터 물려받은 유전체 정보를 모두 보유하고

있기 때문에 둘 중 하나만 후모 부에 일치하더라도 해당 좌위에서 불일치가 없는 것으로 판독

되는 데서 오는 오류를 차단하기 위해서였음. 

  하지만 제주흑우 정액을 이용한 인공수정이 개시된 2000년대 초반이며 당시에 인공수정에

활용된 종빈우 중 일부가 현재는 남아있지 않아 시료채취에서 누락되었을 가능성이 있기 때문

에, 실제 인공수정에 의해 생산된 후손의 수는 더 많은 것으로 추정되며, 이들을 정확한 판독

을 위해서는 부, 모계에 의해 유전되는 성염색체와 mtDNA에 대한 유전자 정보가 추가되어야

할 것으로 사료됨.

7.3

5.3

25.8

3.6

56.6

1.3

ET (ET) AI (AI) unidentified not tested

그림 60. MS 유전자형에 근거한 제주흑우 후보축에 대한 혈통분석 결과

  유전자 친자검정에 있어 ISAG 11종의 marker만을 이용한 분석에서는 총 41두가 수정란이

식으로 판정되는 (trio-mismatch = 0) 결과를 얻었음 (data not shown). 

  반면 NIASJ MS 11종을 추가했을 때 수정란이식 개체는 25두, MC1R과 ASIP까지 추가한 경
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우 최종 22두가 수정란이식에 의해 생산된 개체들로 최종 확인되었음. 

  이상의 결과들은 표 57에 나타난 바와 같이 NE-1P에 해당하는 부권부정율이 국제권장기준

인 0.9995보다 낮은 경우 친자검정에서 오류가 발생할 수 있다는 기존의 연구보고 (Dimsoski, 

2003; 조, 2004; 조 등, 2004)와 유사한 결과라 하겠음. 

  본 연구에서 유전자 친자검정을 통해 수정란이식 개체들과 인공수정 개체들을 성공적으로

구분해 냄으로써 외형상 제주흑우와 혼란을 일으키는 교잡우 개체들로부터 제주흑우의 보호와

혈통보존에 기여할 것임. 

  아울러 사육이나 인공수정을 통한 증식을 희망하는 농가 집단에 대한 사전 DNA 확보가

매우 중대한 사안이 될 것이며, 현재 보유하고 있는 축군 전체를 대상으로 보다 많은 수의 MS 

marker의 정보, 모색관련 유전자의 특이 SNP, 성염색체와 mtDNA 등 부계, 모계 특이 marker

에 대한 자료를 적절하게 조합한 유전자분석 체계가 구축된다면, 친자검정, 개체식별 등 혈통

정립 사업뿐만 아니라, 제주흑우 생산이력 추적제나 품종인증을 위한 기틀을 마련하는데 크게

기여할 것으로 사료됨.

*이상의 결과는 한국생명과학회지, 2009, 19(3); 384-9에 게재됨. (논문 제목; 한우와 제주흑우, 홀스

 타인에서 MC1R 유전자형에 따른 Melanin 생합성 유전자들의 발현수준과 모색 출현양상의 관

 계) 
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(3) 제주흑우 혈통관리 및 육종체계에서의 개체식별․친자감별 시스템의 이용

                       

                       그림 61. 제주흑우 육종 개량 개요

  제주흑우 산업화를 위해서는 한우 정도의 육량과 육질이 보장되어야 하나, 제주흑우의 육

량은 한우대비 70~80% 수준이며, 육질은 개체별로 균일하지 않음 (1++ ～ 2등급). 

  현재 제주흑우는 반출제한 가축으로 지정되어 제주도 이외 지역으로의 반출이 엄격히 제

한되고 있는데 제주흑우의 역사성과 제주도의 청정 자연환경에서 사육된다는 장점들을 상품화

에 부각시키고 장기적이고 계속적인 증식과 개량이 이루어진다면 장래에 우리나라의 대표적인

명품 쇠고기 브랜드로 재탄생할 수 있으니라 기대됨. 하지만 제주흑우 산업화에는 그 만한 어

려움과 해결해야 하는 과제들이 많은데 그 중 하나가 혈통관리임. 

  농가에서 사육되는 소들의 부․모가 어떤 소인지, 생산된 소들은 또한 어떻게 번식에 이용

되었는지 파악하는 것이 제주흑우에서 가장 필요한 개량의 첫걸음이고, 또한 젖소 혹은 젖소교

잡종 등의 외부 유입도 사전에 차단할 수 있는 장치도 마련되어야만 함. 이를 위해 유전자 분

석 시스템을 도입하여 제주흑우 개체식별 및 친자감별 시스템을 구축하는 것은 필수적임. 

  그간 제주흑우 산업화를 위하여 지자체와 공동으로 모색 유전자형이 고정된 제주흑우 종

모우를 선정(4두) 하여 정액을 공급하고 수정란을 생산 공급하여 왔음. 그러나 이렇게 생산된

제주흑우 개체들은 이후 농가에서 기록관리 없이 다소 방만하게 번식되어 개량을 위해 필수적

인 혈통관리가 미흡한 실정임. 이에 따라 제주흑우의 개체식별․친자감별을 위한 과학적 분석

방법의 필요성이 대두되었고, 본 연구에서는 23개의 유전적 표지인자를 이용하여 분석함으로써

개체 구별뿐만 아니라 개체의 부모를 정확하게 추적할 수 있는 시스템을 구축하였음. 

  보통 한우에서는 11개의 분자 표지인자를 이용하여 분석하지만 제주흑우는 근친집단이므

로 더 많은 표지인자를 분석에 이용하여 국제유전학회 권장 판별효율성에 부합하도록 하였음. 
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(4) 유전형질에 따른 제주흑우 가계도 작성

그림 62. 제주흑우에서 MS와 MC1R 유전자형에 따른 흑모색 유전 양상을 나타내는 가계도

그림 63. 제주흑우 복부백반 발현 유전양상 분석을 위해 작성된 가계도

 - 상기 가계도들은 친자감별 및 개체식별 시스템 결과를 이용하여 모색 유전양상 분석을 위

   해 작성된 가계도로서 MS 등 유전자형 분석에 의해 정확한 친자, 부모의 확인은 금후 제주

   흑우 집단에서의 여러 형질별 유전양상 분석 및 원인 유전자 탐색에 유용할 것임. 
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(고찰)

- 농가에 보급된 제주흑우 수정란 이식 및 인공수정 생산축의 확인을 위하여 분자유전학적

     실험기법을 이용한 개체 추적을 수행하였음. 

- 유전자 marker 체계는 ISAG 권장 MS marker 11 종, 예비시험 후 선발된 NISA marker     

    11 종, 흑모색 관련 MC1R과 ASIP 유전자들을 조합하여 분석하였음. 

- 분석결과 부모 정보가 없는 상태에서의 부권부정율이 국제권장기준보다 높은 수준을 보였

    으며, 형매간 동일개체출현률은 5.3×10-10으로 조사되었음. 

- 친자검정 결과 후보축에 대한 후보 부, 부모 모두가 확인되는 경우는 각각 38.5,           

     7.4% 였음. 

- 부-모-자간 trio-mismatch가 전혀 없는 수정란이식 개체는 공급 수정란 대비 14.7%로 확인

되었고, 전체 후보축군 중 25.8%는 후보 부와의 mismatch가 없는 인공수정에 의해 생산된

개체들로 판정하였음. 

- 분석과정에서 ISAG marker 분석에서 7 두 동일 3 가지 유전자형 조합, ISAG/NISA 조합

    시 2 두가 동일 유전자형 조합을 나타내었음. MS와 모색유전자 분석자료를 모두 조합했

    을 때는 조사된 모든 개체들이 서로 구분되었다. 현재의 제주흑우집단이 소수 핵군에서 인

    공수정과 수정란이식 등 생명공학 기법으로 육성된 집단이기에 제주흑우집단의 유전적 다

    양성은 낮게 나타났음. 

- 본 연구는 유전자 개체식별과 혈통관리 체계의 구축을 위해서는 적어도 20 개 이상의 MS  

    marker와 모색유전자들이 이용되어야함을 제안하였음. 향후 제주흑우의 유전형질 개발과

    평가를 위해 활용하게 될 가계도는 MS 유전자형과 흑모색 결정에 핵심적인 유전자인

    MC1R의 유전자형에 따라 작성하였음. 
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나. 제주흑우 Insertion-deletion polymorphisms (Indel) 유전자형 분석

(1) Indel 마커 선정 및 조사

  MS 분석은 대립인자의 수가 많고 다형정보량 (polymorphism information content, PIC)이

다른 마커 시스템에 비해 높아 적은 수의 마커와 비교적 저렴한 실험 비용으로도 개체식별 및

친자감별 등에 이용 가능함. 또한 SNP 마커 시스템은 MS에 비해 마커의 수가 많고 자동화된

방법으로 분석될 수 있는 장점을 가지고 있음.  

  그러나 MS 마커 시스템은 변이의 복잡성과 기술적인 문제 (stutter bands, allelic dropouts, 

null alleles, false alleles, size homoplasy) 등으로 추가 분석이 요구될 때가 많이 발생하고 이에

따른 정확성이 문제가 제기됨. 

  제주흑우의 품종 식별 및 혈통관리에서 가장 중요한 부분은 분석의 정확성인데 특히, MS 

유전자형 분석 에러는 1~5% 정도로 보고 (Bonin 등, 2004; Weller 등, 2004) 되고 있으며 본 연

구과제의 1차 년도에 수행된 제주흑우 개체식별 및 친자감별용 MS marker 시스템 구축에서도

몇몇 MS 마커에서 정확한 결과를 얻기 위해서는 추가의 반복 실험이 필요하였고, 조건 설정에

많은 시간이 소요됨에 따라 새로운 marker 시스템의 구축 필요성이 제기되었음. 

  최근 이러한 문제를 해소하기 위하여 염기 삽입과 결실 다형 (Insertion-deletion 

polymorphisms; indels) 마커를 개체식별 및 친자감별에 이용하려는 시도가 있었고 정확성과 비

용 측면에서 효율적임을 보고하고 있음 (Vali 등, 2008).

  지금까지 소에서 이용 가능한 Indel 마커 수는 MS 보다 적지만 최근 축종별 genome 

project 결과물이 집적됨으로써 그 수가 증가하고 있으며 기술적으로도 MS 분석 시스템을 거

의 그대로 이용함으로써 기존의 실험장비로도 분석 가능함.

 

  이에 본 연구는 제주흑우 집단에서의 개체식별 및 친자감별을 위해 indel 마커 시스템을

구축하고 효율성을 파악하여 기존에 구축된 MS 마커 시스템의 대체 혹은 보완함으로써 정확한

혈통관리를 도모하고자 수행하였음. 

  본 연구에 이용된 시료는 농촌진흥청 국립축산과학원 난지축산시험장에서 사육되고 있는

제주흑우 16두에서 채혈하여 DNA 분리에 이용하였음. 전혈에서 DNA 분리는 Sambrook 등

(1989)의 방법을 변형하여 수행하였음. 준비한 DNA 시료는 NanoDrop ND-1000 

spectrophotometer (NanoDrop Technology, USA)로 흡광도를 측정한 후 A260/A280와 A230/A280이

모두 1.8 이상인 DNA들을 50-60 ng/㎕로 희석하여 PCR 반응의 주형으로 이용하였음. 

  Indel 대립인자형 분석에서 산출된 모든 좌위에 대한 대립인자 출현빈도와 이형접합성

(heterozygosity; He), 다형정보량 (polymorphic information contents; PIC), 부권부정율 (exclusion 

probability, PE)을 산출하였음. 
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  부권부정율은 부모에 대한 정보가 전혀 없는 경우 (NE-1P), 한쪽 부모를 알고 있을 때 다

른 한쪽의 부권부정율 (NE-2P)는 경우, 양친과 자손을 모두 알고 있는 경우 (NE-PP)의 부권부

정율을 산출하였음. 좌위별 유전자형에 대한 정보의 산출과 친자검정은 CERVUS 3.0.3 

(Kalinowski 등, 2007)을 이용하였음. 조사된 개체들 중 유전자형이 동일한 개체의 확인은

CERVUS package 내 동일성검사 (Identity Analysis) program을 이용하였음. 

    처음 선정된 indel 마커 중 blast 검색에서 여러 염색체에 산재되어 있는 것으로 나타난 것과

PCR 결과가 불량한 마커 primer 그리고 분석에 이용된 제주흑우 16두에서 다형형이 나타나지

않는 마커를 제외한 결과 제주흑우 집단에서 최종적으로 선정된 indel 마커는 총 23종이었음

(표 59 참조). 선정된 마커 중 4bp indel 3개, 5bp indel은 1개이고 나머지는 6~15bp indel로 추

후 분석에 최적인 4~6bp indel의 추가 선정이 요구됨.

   표 59. 제주흑우 선정 indel 마커  

마커명 Indel Primer F Primer R
Fragment 
length

G_1 -/gaacggggctagtgt agactcttgggccctactcc  caagccacatgaggacagtg 155

G_4 -/tttgtggtgtttt ttgcaagatctgaaggaattga tgaacctgtgctattgttcca 269

G_7 -/ctat tcagcaataactcatttcagttcc caccctgtatttatgtcatgaagg 227

G_10 -/caaa gatgcgggtcaaaaacagat tgcattgctagagatggaagaa 298

G_14 -/actgcttac ttgcatgaccaatctccaaa tgaaactggaaggtgagaacag 317

G_15 -/taagaagcgtgtata gcatgacaccaggacaaatg cgtcaggtagccgaaagaag 270

G_22 -/kgggctcct ccaccagcaaggaggtagag atggttctggccaacacttc 203

G_23 -/gcaa tgccctcctagagctcatgt cacacatgctgttccctctg 246

Indel_4 -/agttag aaaccacagtagcctgaaaaga tggccagagacagaaacaga 273

Indel_5 -/gggcaggggaaagt gccccagttgggattagtct tgcggttgtcattacaggaa 206

Indel_6 -/ggctgctgtc gggtcacaaagtggcatttc cctgaggctgttgaaactca 182

Indel_7 -/taacc atccaagcttcccctaagga caaagtgggggcagttaaga 236

Indel_8 -/ttatcagc atacaccccaaaggcacaga ccgggcattacagtcagatt 335

Indel_11 -/attagga tcccccaaagttatctaaccaa gccatgatagtggcactgaa 181

Indel_13 -/gcatgaa ctgaccggcggtatagttgt tcacttgttcaatctttgcttttc 260

Indel_15 -/tcaggatgtgtaa cccccaaccctactccttta cacaaatagcccaaggcaag 194

Indel_16 -/ctttctaacgc tggcctctcctttttgttgt taacaccatgggagggagaa 242

Indel_21 -/caattt cgttttgttcctgttctttcg caaacccaactgcttccaat 257

Indel_22 -/gacagtgc agggtccttcaccctaggaa gatatgatgggaccctgcac 256

Indel_29 -/natgtcaata cttgagcaggggaagtgaag ggaggctgaaaagcaccata 203

Indel_30 -/aatgac agggatttgcagaggaatga ctgcccttcctgttgatgag 268

Indel_32 -/agcattaag tcacagtgggcttttgtctg ttttccttccttggctcctt 345

Indel_38 -/gcccctg cagccctagcttttcctcct aagcttggcgctaatcagtc 197

 



- 146 -

표 60. 제주흑우 집단 indel 표지인자별 이형접합성 및 다형정보량

Locus Ho He PIC

G_1 0.688 0.498 0.366

G_4 0.6 0.508 0.371

G_7 0.267 0.239 0.204

G_10 0.6 0.508 0.371

G_14 0.429 0.476 0.354

G_15 0.333 0.287 0.239

G_22 0.313 0.272 0.229

G_23 0.2 0.191 0.175

Indel_4 0.467 0.37 0.294

Indel_5 0.188 0.175 0.155

Indel_6 0.5 0.387 0.305

Indel_7 0.667 0.46 0.346

Indel_8 0.067 0.067 0.062

Indel_11 0.4 0.331 0.269

Indel_13 0.563 0.417 0.323

Indel_15 0.5 0.444 0.337

Indel_16 0.625 0.484 0.359

Indel_21 0.063 0.063 0.059

Indel_22 0.25 0.508 0.371

Indel_29 0.75 0.484 0.359

Indel_30 0.25 0.444 0.337

Indel_32 0.688 0.466 0.349

Indel_38 0.313 0.272 0.229

 overall mean 0.422652 0.363087 0.281

Ho, observed heterozygosity; He, expected heterozygosity; PIC, polymorphic information 

content.

   표 60은 23종의 indel marker에서 분석된 이형접합성의 빈도(Ho, He)와 다형정보량(PIC) 

등을 나타낸 것임. 각각의 indel 유전자 좌위에서 관찰 이형접합성(Ho)의 평균은 0.423, 기대 이

형접합성(He)의 평균은 0.363, 다형정보량의 평균은 0.281로 조사되었음. 

  유전자 marker별로 다형성 정보량을 보여주는 PIC의 경우 전체 23종의 indel 분석에서

Indel_8과 Indel_21 등 2 종은 PIC의 값이 0.1 이하로 나타나 marker로서의 정보력이 다소 떨어

지는 경향을 보였으며, G_1, G_4, G_10, G_14, Indel_6, Indel_7, Indel_13, Indel_15, Indel_16, 

Indel_29은 0.3 이상의 PIC를 나타났음.

  MS 마커의 경우는 PIC가 0.7이상인 경우 유전자 분석에 의한 친자검정 및 개체식별 뿐만

아니라 유전질환모델 동물의 개발이나 분자육종 marker로서의 개발 등에도 유용하게 이용될

수 있을 것으로 보고한 바 있으나, indel 마커의 경우 2개의 allele인 점을 감안하면 0.3 이상의

PIC를 보이는 마커들은 제주흑우 집단의 개체식별 및 친자감별에 유용한 것임. 
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 표 61. 제주흑우 집단에서의 indel 마커 누적 친자감별효율성  

구분

부모선별지수

Excl(1)1 Excl(2)2

Marker 당 누적 Marker 당 누적

G_1 0.116 0.116365 0.183 0.183028

G_4 0.121 0.222927 0.185 0.334379

G_7 0.027 0.24368 0.102 0.402407

G_10 0.121 0.334888 0.185 0.513116

G_14 0.105 0.405008 0.177 0.599235

G_15 0.039 0.427963 0.12 0.647166

G_22 0.035 0.447848 0.114 0.68755

G_23 0.016 0.456792 0.082 0.71314

Indel_4 0.064 0.491559 0.147 0.755276

Indel_5 0.014 0.498899 0.078 0.774301

Indel_6 0.07 0.534133 0.152 0.808685

Indel_7 0.099 0.580145 0.173 0.841752

Indel_8 0.002 0.581016 0.031 0.846687

Indel_11 0.051 0.602468 0.134 0.867292

Indel_15 0.092 0.639167 0.169 0.889678

Indel_16 0.11 0.678809 0.179 0.909475

Indel_21 0.002 0.679398 0.029 0.912132

Indel_22 0.121 0.71823 0.186 0.928434

Indel_29 0.11 0.749187 0.179 0.941276

Indel_30 0.092 0.772341 0.169 0.951182

Indel_32 0.102 0.795511 0.175 0.959711

Indel_38 0.035 0.80262 0.114 0.964322

Indel_13 0.082 0.818751 0.161 0.970076

  1Excl(1): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated            

           candidate parent from parentage of an arbitrary offspring, given only the genotype of the  

           offspring
  2Excl(2): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated            

           candidate parent from parentage of an arbitrary offspring, given the genotype of the      

           offspring and of a known parent of the opposite sex
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 표 62. Indel 표지인자 부권부정률 및 동일개체출현율

 

구 분 NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI

Indel marker 0.18124886 0.02992379 0.00307781  0.00000008 0.00022935

 NE-1P: Average non-exclusion probability for one candidate parent 

 NE-2P: Average non-exclusion probability for one candidate parent given the genotype of a known    

        parent of the opposite sex 

 NE-PP: Average non-exclusion probability for a candidate parent pair 

 NE-I: Average non-exclusion probability for identity of two unrelated individuals 

 NE-SI: Average non-exclusion probability for identity of two siblings 

  표 61과 표 62에서 본 실험에 이용된 indel 마커 조합의 친자검정능력을 나타내는 친자감

별효율성, 부권부정률 (PE)과 동일개체부정율 (NE-I) 등을 조사하였음. 친자감별효율성 측면에

서는 1차 년도 22종의 MS 마커 구성으로 분석된 것과 비교 시 indel 마커가 떨어지는 경향을

나타내고 있었는데 이는 allele 수와 PIC가 낮은 원인으로 판단됨.   

  Indel 마커는 정확성과 분석의 용이성 측면에서는 MS 마커 보다 우수하기 때문에 추가의

indel 마커를 선정 확보함으로써 분석의 효율성은 높아질 것임. 최근 한우에서도 유전체 분석

이 완료되어 분석 중에 있어 앞으로 추가의 indel 마커 선정에 도움이 될 것임.

  Baruch 등 (2008)은 친자감별에 적용하기 위한 SNP 마커의 수를 추정한 결과를 보면

minor allele 빈도가 0.1일 경우 단일 부모 추정하기 위해서는 54~79개의 마커가 필요하고, 0.2

일 경우 45~62, 0.3일 경우 39~57개의 마커가 필요한 것으로 보고하고 있음. 제주흑우의 경우

소규모 축군이고 근친의 정도가 비교적 높아 추가의 indel 마커 선정은 필수적으로 수행되어야

할 것임. 

  하지만 본 실험에서 제시하는 indel 마커는 친자감별효율성에서 0.81~0.97로 나타나고 있어

제주흑우 집단에서 간이 친자감별 시스템으로 이용이나 MS 마커 분석에서 추가의 분석이 요구

되어질 때도 이용 가능하리라 판단되고, 특히 NE-I의 경우 0.00000008로 나타나고 있어 개체식별

에 유용한 것으로 확인되었음.

*이상의 결과 중 일부는 한국생명과학회지, 2010, 20권 3-7에 게재되었음. (논문제목; 제주흑우 집

 단에서 모색 관련 유전자와 microsatellite marker의 다형현상을 이용한 수정란이식 및 인공수

 정 유래 후대우 검증)
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(2) Indel 마커 선발과 최적의 개체식별 및 친자감별 시스템 구축 

   

그림 64. Indel 마커의 수집, 선발 및 분석과정

- 제주흑우 190두에 대한 DNA 시료는 농촌진흥청 국립축산과학원 난지축산시험장과 제주특별

자치도 축산진흥원으로부터 공시하였으며, 한우 145두, 흑모화우 15두, Hereford 11두, 

Holstein 54두, Angus 31두, Charolais 21두의 시료는 농촌진흥청 난지축산시험장에서 공시하

여 총 467두의 DNA 시료를 사용하였음.

- 각 DNA 시료는 NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technology, USA)로 흡광

도를 측정한 후 A260/A280와 A230/A280이 모두 1.8 이상인 DNA들을 40-60 ng/㎕로 희석하여

PCR 반응의 주형으로 이용하였음.

- 분석에 사용된 indel 마커는 2년차 분석결과를 토대로 다형정보량 3.0 이상을 나타내는 9종

의 indel 마커를 선발하고 각각을 증폭할 수 있는 primer를 합성 이용하였음 (표 63 참조).

- Indel 대립인자형 분석에서 산출된 모든 좌위에 대한 대립인자 출현빈도와 이형접합성

(heterozygosity; He), 다형정보량, 부권부정율 (exclusion probability, PE)을 산출하였음. 부권

부정율은 부모에 대한 정보가 전혀 없는 경우 (NE-1P), 한쪽 부모를 알고 있을 때 다른 한쪽

의 부권부정율 (NE-2P)는 경우, 양친과 자손을 모두 알고 있는 경우 (NE-PP)의 부권부정율을

산출하였음. 좌위별 유전자형에 대한 정보의 산출과 친자검정은 CERVUS 3.0.3 (Kalinowski 

등, 2007)을 이용하였음. 
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표 63. 제주흑우 개체식별(친자감별)을 위해 선정된 Indel 마커 9종에 대한 정보

No marker
name Indel Primer F

(5'---3')
Primer R
(5'---3')

fragment 
length

1 G_1 -/gaacggggctagtgt agactcttgggccctactcc caagccacatgaggacagtg 155

2 G_4 -/tttgtggtgtttt ttgcaagatctgaaggaattga tgaacctgtgctattgttcca 269

3 G_14 -/actgcttac ttgcatgaccaatctccaaa tgaaactggaaggtgagaacag 317

4 Indel_6 -/ggctgctgtc gggtcacaaagtggcatttc cctgaggctgttgaaactca 182

5 Indel_13 -/gcatgaa ctgaccggcggtatagttgt tcacttgttcaatctttgcttttc 260

6 Indel_15 -/tcaggatgtgtaa cccccaaccctactccttta cacaaatagcccaaggcaag 194

7 Indel_16 -/ctttctaacgc tggcctctcctttttgttgt taacaccatgggagggagaa 242

8 Indel_29 -/natgtcaata cttgagcaggggaagtgaag ggaggctgaaaagcaccata 203

9 Indel_32 -/agcattaag tcacagtgggcttttgtctg ttttccttccttggctcctt 345

그림 65. Indel 마커별 유전자형 출현 양상

- 7품종 467두를 대상으로 9종의 indel 마커에 대한 유전자형을 분석한 결과, 다형정보량이 제

주흑우에서 0.362로 가장 높게 나타나는 반면 Charolias에서 0.246으로 가장 낮게 나타남.

- 또한 한우는 제주흑우보다 조금 낮은 0.334를 보임(표 64 참조). 
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- 제주흑우와 한우를 제외한 나머지 품종에서 낮은 다형정보량을 보인 것은 PIC 값이 0 혹은

아주 낮은 수치를 보인 마커들이 존재하기 때문임. 예를 들어 다형정보량이 0 혹은 낮게 나

타난 마커는 하나의 allele만 나타나거나 혹은 한쪽 allele에 치우쳐 있다는 것임. 즉, Holstein

과 Charolais는 indel_15의 유전자형이 나타남 (그림 65 참조). 

- 또한 일본화우에서 G4와 G14 마커가 증폭되지 않았으며, 각 마커의 primer 결합위치의 서열

이 타 품종과 다를 가능성이 존재하기 때문에 증폭영역 외부에서 primer를 재제작하여 증폭

유무 및 서열분석을 통해 확인할 예정임 (그림 67 참조).

 표 64. 품종별 Indel 마커 다형정보 비교결과

Marker 제주흑우 한우 일본화우 Angus Holstein Charolias Hereford

G1 0.372 0.351 0.332 0.375 0.338 0.312 0.373

G4 0.373 0.374 미분석 0.365 0.375 0.312 0.356

G14 0.341 0.289 미분석 0.375 0.286 0.360 0.340

Indel-6 0.305 0.373 0.346 0.373 0.330 0.261 0.367

Indel-13 0.335 0.372 0.315 0.200 0.166 0.346 0.152

Indel-15 0.309 0.282 0.204 0.263 0 0 0.373

Indel-16 0.362 0.371 0.354 0.348 0.358 0.124 0.356

Indel-29 0.365 0.269 0.346 0.137 0.375 0.239 0.152

Indel-32 0.363 0.333 0.371 0.088 0.114 0.261 0.083

평균 0.362 0.334 0.292 0.280 0.260 0.246 0.283
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그림 66. Indel_15 마커에서 나타나는 품종-특이 현상

그림 67. 흑모화우에서 나타나는 품종-특이 현상
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- 제주흑우 190두에 대한 각 마커별 유전자형 분석결과를 토대로 대립인자 출현빈도 (Ho, 

He)와 다형정보량을 산출하였음 (표 65 참조). 

- 각각의 indel 마커 유전자 좌위에서 관찰된 이형접합성 (Ho)의 평균은 0.478, 기대 이형접합

성 (He)의 평균은 0.462, 다형정보량의 평균은 0.362로 나타남. 

- 1차 선발된 23종에서 PIC 0.3 이상을 갖는 9개의 마커를 선별하였기 때문에 예상되는 결과였

으며, 이들 마커들은 제주흑우 집단의 개체식별 및 친자감별에 유용할 것으로 판단됨.

  표 65. 제주흑우 집단 indel 표지인자별 이형접합성 및 다형정보량 (PIC)

No Locus Ho He PIC

1 G-1 0.600 0.496 0.372

2 G-4 0.568 0.498 0.373

3 G-14 0.441 0.438 0.341

4 Indel-6 0.395 0.376 0.305

5 Indel-13 0.455 0.427 0.335

6 Indel-15 0.376 0.383 0.309

7 Indel-16 0.508 0.476 0.362

8 Indel-29 0.505 0.482 0.365

9 Indel-32 0.458 0.478 0.363

평균 0.478 0.462 0.362

Ho, observed heterozygosity; He, expected heterozygosity; PIC, polymorphic information content.

- 표 66와 표 67은 indel 마커 조합의 친자검정능력을 나타내는 친자감별효율성, 부권부정율

(PE) 및 동일개체부정율 (NE-I)을 보여줌. 

- 친자감별효율성 측면에서 2차 년도 23종 구성으로 분석된 것과 비교해서 효율이 낮게 나타

냈는데, 이는 다형정보량이 높은 마커를 선발하기는 하였으나, 사용한 마커의 수가 적은 원

인으로 판단됨.
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표 66. 제주흑우 집단에서 나타나는 indel 마커 누적 친자감별효율성

구분

부모선별지수

Excl(1)1 Excl(2)2 Excl(3)3

Marker 당 누적 Marker 당 누적 Marker 당 누적

G_1 0.122 0.1223 0.186 0.1862 0.280 0.2795

G_4 0.123 0.2305 0.187 0.3380 0.280 0.4814

G_14 0.095 0.3038 0.171 0.4510 0.261 0.6166

Indel_6 0.070 0.3527 0.152 0.5346 0.239 0.7082

Indel_13 0.090 0.4013 0.167 0.6126 0.257 0.7832

Indel_15 0.073 0.4542 0.154 0.6724 0.241 0.8355

Indel_16 0.113 0.5157 0.181 0.7317 0.273 0.8805

Indel_22 0.116 0.5716 0.183 0.7807 0.275 0.9134

Indel_32 0.114 0.6203 0.182 0.8205 0.274 0.9371

 1Excl(1): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated    
        candidate parent from parentage of an arbitrary offspring, given only the genotype  
        of the offspring.

 2Excl(2): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated    
        candidate parent from parentage of an arbitrary offspring, given the genotype of   
        the offspring and of a known parent of the opposite sex.

 3Excl(3): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated    
        candidate parent from parentage of an arbitrary offspring, given the genotype of   
        the offspring and of known parent pair.

 표 67. Indel 마커에 대한 부권부정률 및 동일 개체 출현율

구  분 NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI

Indel marker 0.31855003 0.12708536 0.03551281  0.00007894 0.00791865

 (*, ISAG 권장 수준은 0.0005 이하임)

NE-1P: Average non-exclusion probability for one candidate parent 
NE-2P: Average non-exclusion probability for one candidate parent given the genotype of a   
      known parent of the opposite sex 

NE-PP: Average non-exclusion probability for a candidate parent pair 
NE-I: Average non-exclusion probability for identity of two unrelated individuals 
NE-SI: Average non-exclusion probability for identity of two siblings 
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- 표 68과 표 69는 최종 선발된 MS, indel 및 SNP 마커 조합으로 구성된 최종 마커 set의

친자검정능력을 나타내는 친자감별효율성, 부권부정율 (PE) 및 동일개체부정율 (NE-I)을

보여줌.

- MS 마커는 1차 년도에 이용된 22종의 마커들 중 정확성이 높고 다형정보량이 높은 8개 마커

가 포함되었으며, indel 마커 역시 다형정보량이 상대적으로 높은 5개가 선발됨. 여기에 제주

흑우의 모색판별을 위한 한 개의 SNP 마커 (MC1R)를 포함한 총 14개의 마커로 구성됨.

표 68. 제주흑우 집단에서 나타나는 MS, SNP 및 indel 마커 누적 친자감별효율성

구분

부모선별지수

Excl(1)1 Excl(2)2 Excl(3)3

Marker 당 누적 Marker 당 누적 Marker 당 누적

MC1R 0.142 0.14218688 0.282 0.28213291 0.430 0.43007660

ETH3 0.334 0.42875573 0.516 0.65231079 0.709 0.83428917

INRA23 0.422 0.66962053 0.601 0.86135450 0.785 0.96444270

TGLA122 0.445 0.81651042 0.623 0.94776538 0.812 0.99332088

TGLA126 0.317 0.87471066 0.496 0.97365008 0.683 0.99788438

TGLA53 0.522 0.94013035 0.689 0.99181535 0.867 0.99971757

DIK4460 0.310 0.95871260 0.483 0.99577251 0.672 0.99990741

DIK3027 0.271 0.96986450 0.446 0.99765761 0.630 0.99996573

BL1134 0.307 0.97915008 0.485 0.99879255 0.671 0.99998873

G1 0.120 0.98164565 0.185 0.99901567 0.228 0.99999186

G4 0.122 0.98388003 0.186 0.99919860 0.279 0.99999413

Indel_16 0.103 0.98554152 0.175 0.99933923 0.267 0.99999570

Indel_29 0.116 0.98721596 0.183 0.99945997 0.275 0.99999688

Indel_32 0.117 0.98870678 0.183 0.99955889 0.276 0.99999774

 1Excl(1): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated candidate   
       parent from parentage of an arbitrary offspring, given only the genotype of the offspring.

 2Excl(2): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated candidate   
       parent from parentage of an arbitrary offspring, given the genotype of the offspring and of  
       a known parent of the opposite sex.

 3Excl(3): The combined power of the set of loci to exclude a randomly-selected unrelated candidate   
       parent from parentage of an arbitrary offspring, given the genotype of the offspring and of  
       known parent pair.
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표 69. MS, SNP 및 Indel 마커에 대한 부권부정률 및 동일 개체 출현율

구 분 NE-1P NE-2P NE-PP NE-1 NE-SI

MS 8-SNP 1-Indel 5 

marker
0.01129322 0.00044111 0.00000226 1.25×10-11 0.00002863

 (*, ISAG 권장 수준은 0.0005 이하임)

NE-1P: Average non-exclusion probability for one candidate parent 

NE-2P: Average non-exclusion probability for one candidate parent given the genotype of a known     

     parent of the opposite sex 

NE-PP: Average non-exclusion probability for a candidate parent pair 

NE-I: Average non-exclusion probability for identity of two unrelated individuals 

NE-SI: Average non-exclusion probability for identity of two siblings 

표 70. 1차년도 MS 및 SNP 마커에 대한 부권부정률 및 동일 개체 출현율

Molecular marker NE-1P NE-2P NE-PP NE-1 NE-SI

ISAG markers 0.9902701 0.9996973 0.9999991 7.6×10-12 0.9999234

NISA markers 0.9505602 0.9965295 0.9999338 4.4×10-10 0.9997092 

ISAG+NISA MSs 0.9995189 0.9999989 3.63×10-12 8.58×10-20 0.9999999 

ASIP 0.0150162 0.0791412 0.1396615 0.3015486 0.1620365 

MC1R 0.1812402 0.3201026 0.4682533 0.7675028 0.4929075 

combined all markers

(24 markers)
0.9996120 0.9999993 7.13×10-12 7.69×10-21 5.30×10-10

 

*따라서, 제주흑우에 적합한 친자확인체계로서 MS, indel, 현재 제주흑우의 등록과정에서 요

 구되고 있는 MC1R 유전자형을 결정하는 두 개의 SNP (MC1R g.297C>T, g.310delG)들을 조

 합했을 때의 친자감별효율성과 집단에 대한 대량분석의 효율성을 고려하여 최종적으로    

 MS 8 종, indel 5 종, MC1R의 SNP 1 종 등 최종 14마커(15좌위)를 선발하였음.
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- 선발된 14 종의 마커들을 제주흑우실용화축군의 친자확인 및 생산이력추적제를 위한 동

    일성 검사 marker로 개발하는 것이 적합하다고 판단됨.

- 선행 연구결과를 바탕으로 한우의 생산이력추적제용 marker set이나 국제적으로 통용되

    고 있는 ISAG marker set만으로는 제주흑우에 대한 친자확인 유전자검사 체계에 충분히

    대응하지 못하고, 다수의 MS marker를 추가해야하는 문제점이 발생하였으며, indel        

    marker에 대한 본 연구진의 선행연구결과의 신규성을 적극적으로 활용하여 제주흑우 집

    단 및 이를 원원종으로 해서 생산된 제주흑우실용화 축군의 등록, 친자확인 및 유통관리

    에 매우 유용하게 이용될 것으로 판단됨.

- 또한 향후 SNP chip 대량분석에서 일본의 흑모화우, 한우, 수입산 흑모색 소의 주류를

    이루는 Angus 등과 구분 가능한 SNP 마커들이 추가적으로 발견될 시에는 제주흑우-타

    품종을 식별하는 유전자 진단 체계로 발전시킬 수 있을 것으로 사료됨. 

 

*이상의 내용을 기초로 “제주흑우 친자확인 및 생산이력추적을 위한 유전자 마커 개발”명칭

 으로 특허 출원중임 (농업기술실용화재단 자료 그림 68 참조).

 그림 68. 특허 출원 진행 현황
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다. 제주흑우 특이 모색 유전자 분석

 (1) 제주흑우와 실용화 축군에서 모색 관련 유전자 분석

    제주흑우 품종의 가장 중요한 형질 중 하나는 흑모색이다. 소의 모색에서 흑모색은 MC1R 

유전자의 유전자형에 의해 많은 영향을 받는 것으로 알려져 있음. 또한 ASIP 유전자의 경우 프

랑스 소 품종인 Normande와 Holstein 등에서 brindle 표현형 (흑반 부위에 출현하는 흑모색과

적갈색의 혼합모색)의 원인이 되는 것으로 간주되고 있음. 

그림 69. MC1R 유전자형 분석

    제주흑우실용화축군에서 제주흑우 종모우의 정액을 한우 종빈우와 교배해서 생산된 송아

지는 종모우와 종빈우에서 물려받은 유전자형의 조합을 통해 출생 시 모색이 결정되게 됨. 제

주흑우의 경우는 MC1R 유전자이 E+/E+이거나 E+/e이지만, 한우는 e/e가 대부분이며 전체 한우

집단의 10% 내외에서 하나의 E+ 대립인자를 나타내는 E+/e인 경우도 보고되어 왔음.

 

    제주흑우실용화축군의 생산된 종모우의 MC1R 유전자형이 E+/E+ 동형접합인 경우는 한우의

MC1R 유전자형에 상관없이 모두 E+ 대립인자를 적어도 하나씩 보유하게 되어 검정색의 송아

지가 출생하게 됨. 반면, 종모우의 유전자형이 E+/e인 경우 해당 종모우의 정액을 이용한 한우

교배 축군에서 생산된 송아지가 흑모색을 나타낼 확률은 50% 정도라고 할 수 있음. 

이는 MC1R에 의해 결정되는 흑모색과 적모색 또는 황모색의 유전양상이 우성과 열성으로 완

전히 구분되기 떄문임. 하지만, 최근 조성된 제주흑우실용화축군에서 생산된 F1 송아지의 모색

이 황색이나 적색 외에도 회갈색, 엷은 흑회색인 경우들이 발견되고 있어, 모색관련 주요 유전

자의 다형성과 모색과의 연관관계를 분석하였음.

    표 71은 제주흑우실용화사업 이후 농가에서 출생한 실용화축군에 대한 분석 결과임. 제주

흑우 실용화축군의 생산은 제주도 축산진흥원과 국립축산과학원 난지축산시험장의 원종의 정

액을 농가의 한우 암소와 인공수정을 통해 교배하여 생산되는 체계임. 실용화축군의 MC1R 유

전자형의 경우 종모우의 유전자형이 MC1R E+/E+나 E+/e로 고정되어 있고, 한우의 유전자형이

MC1R e/e가 기본형이므로 생산된 F1 자손에서는 MC1R E+/e나 e/e를 갖게 됨. 또한 종모우의 
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MC1R 유전자형이 E+/E+인 개체들을 중심으로 인공수정용 정액을 생산하고 있기 떄문에 F1의

MC1R 유전자형은 E+/e가 80% 이상으로 높은 빈도를 나타내었음. 

 표 71. 농가에서 출생한 제주흑우실용화축군에 대한 MC1R 유전자형 분석 결과

　 2010 2011 2012. 4. 총계

　 두 수 빈도 두 수 빈도 두 수 빈도 두 수 빈도

E+/e 289 80.7 308 81.5 86 80.4 683 81.0 

E+/E+ 33 9.2 37 9.8 12 11.2 82 9.7 

e/e 5 1.4 15 4.0 8 7.5 28 3.3 

ED/- 31 8.7 18 4.8 1 0.9 50 5.9 

전체 358 378 107 843

    MC1R 유전자형이 E+/e인 F1의 경우, 흑모색을 나타내어 실용화축군으로써 이상이 없으나, 

e/e인 경우는 모색이 황색이나 적색을 띄게 되어 한우와 같은 모색을 나타내게 됨. 이는 품종

판정과정에서 한우와의 혼동을 초래할 수 있기 때문에 향후 인공수정용 정액 생산에 있어 종

모우의 유전자형을 최우선으로 고려해야 할 것으로 판단됨.

    2010년부터 2012년도까지의 분석 결과에서 E+/E+인 송아지들은 어미소인 한우의 유전자형

이 MC1R e/e가 아니라 E+를 적어도 한 개 이상 가지고 있는 것으로 판단됨. 이는 기존에 농장

에서 보유하고 있던 제주흑우 수정란 이식 개체이거나, 실용화사업 이전에 농가에서 제주흑우

정액을 이용한 인공수정을 통해 생산된 개체, 혹은 황/적색 한우에서 산발적으로 관찰되는

E+/e의 유전자형을 보유한 어미소에서 유래된 것으로 추정됨. 

    기존의 연구보고에 따르면 한우의 MC1R 유전자형은 기본적으로 e/e이지만, 지역 집단에

따라 적게는 3%부터 많게는 15% 까지 MC1R E+/e인 동물들이 존재하는 것으로 보고되어 있음. 

기존의 보고에서 E+/e인 한우가 존재하고 이들의 모색이 흑모색을 나타내지 않는다고 하더라

도, 향후 제주흑우를 기본으로 한 실용화축군 육성사업에서 혈통관리, 품종식별 체계 구축, 생

산이력제의 시행 등에 있어서는 하나의 명확한 체계가 필요하기 때문에, 제주흑우 정액을 이용

한 인공수정을 원하는 농가의 어미소에 대해서는 필요에 따라 적어도 MC1R 유전자형에 대한

사전 분석을 시행하여야 할 것으로 판단됨.

    반면, 표 71에서 ED/-인 F1 개체들이 전체의 5.9% 정도의 수준에서 발견되었음. 물론

2010년부터의 자료 상에서 년차에 따라 그 빈도가 점차적으로 감소하는 추이를 나타내기는 하

지만, 20102년 4월 현재까지도 ED/- F1 개체가 확인되었음. MC1R 유전자의 ED 대립인자는

Holstein이나 Angus 등에서 주로 발견되는 대립인자형으로 한우에서는 발견되지 않는 것으로

확인되었고, 우리나라뿐만 아니라 중국, 일본의 재래 소 품종에서 발견된다는 보고들이 있으

나, 재래 소 품종의 고유 대립인자형이 아닌 20세기에 서구의 품종들이 들어와서 개량되는 과
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정에서 유입된 것으로 추정하고 있음. 

    

    과거 제주흑우 원종집단에서도 ED/-인 개체들이 발견되었으나, 현재는 이에 대한 검사 및

선별과정을 통해 완전히 제거한 상태임. 따라서 실용화축군에서 발견되는 ED/-인 F1들은 농가

에서 젖소와 한우의 교배에서 생긴 F1 (먹통 혹은 먹우로 불림)일 가능성이 대단히 높고, 농가

에서 실용화축군의 유전자 검사를 위한 채혈과정에서 함께 수집된 것으로 보이며, 향후 실용화

축군의 품종관리를 위해서는 반드시 제거되거나 등록에서 제외해야 할 것으로 판단됨. 뿐만 아

니라 ED/-의 경우는 한우-교잡우 판독과정에서도 유전자진단에 의해 검출되어 비한우 판정을

받는 기준이 되기도 함. 따라서 제주흑우실용화축군의 품종관리, 혈통등록, 친자확인을 위한 유

전자진단 체계의 구축에서 MC1R 유전자형의 분석결과는 앞으로도 반드시 첨부되어야 할 것

임.

 (2) 제주흑우 실용화축군의 모색과 MC1R, ASIP 유전자형의 분포

그림 70. 제주흑우, 한우, 두 품종간 교배 F1자손의 모색과 MC1R, ASIP 유전자형의 조합

    그림 70은 제주흑우 종모우 (A-B)와 한우 종빈우 (C-F), 교배후손 (G-J)의 모색과 MC1R, 

ASIP 유전자의 유전자형 조합을 나타낸 것임. 제주흑우 종모우는 MC1R E+/- 유전자형에 의해

모두 흑모색을 보이며, 한우 종빈우의 경우 e/e나 E+/e인 경우에도 모두 황색/적색의 모색임. 

생산된 F1 송아지의 모색은 e/e인 경우 황모색이었으나, E+/e인 경우 흑색과 흑갈색, 회갈색 등
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으로 관찰되었음. MC1R 이외에 흑모색에 적갈색 모색이 산재되는 brindle 형태의 원인으로 알

려진 ASIP 유전자형을 분석하였으나, F1 송아지의 흑갈색이나 회갈색 출현과는 관계가 없는 것

으로 판단되었음.

    그림 71은 한우와 제주흑우 두 품종의 교배에서 MC1R 유전자형과 모색의 유전양상을 나

타낸 것임. MC1R E+/-인 제주흑우는 모두 흑모색이며, (A)에서는 종모우의 MC1R 유전자형

에 따라 태어난 F1 자손들이 황적색, 이형접합 흑색과 동형접합 흑색으로 관찰되었음. 황적색

의 한우 종모우×한우 종빈우의 교배에서는 흑색 송아지가 전혀 출현하지 않고, 흑모색 제주흑

우 종모우×황적색 한우 교배에서는 모두 흑모색 송아지가 태어나거나 황적색 송아지가 태어남

에 따라 흑모색은 황적색에 대해 우성유전형질이며, 한우의 황적색은 열성동형접합 상태에서

발현됨을 알 수 있었음. 

     (B)에서 화살표로 표시된 E+/E+ 제주흑우 종모우를 이용했을 경우 태어난 송아지들은 모

두 이형접합이지만 흑모색을 나타내었음. 이상의 결과는 제주흑우실용화축군을 위해 이용하게

될 종모우의 경우 유전자 진단을 통해 MC1R 유전자를 E+/E+ 동형접합인 종모우를 선정하는 것

이 바람직하다는 것을 의미함.

그림 71. 제주흑우와 한우 교배집단에서 MC1R 유전자형과 기본모색의 유전 양상
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(3) 제주흑우 실용화축군에서 발견되는 특이모색 관련 유전자 분석

    MC1R, ASIP 이외에 포유류의 모색과 관련하여 모색의 희석 (dilution, MATP, SILV, 

champaign), 갈모색 (TYRP1), roan (KIT), 알비노증 (TYR), 칡소무늬와 관련된 유전자에 대한

다형성 분석에서 한우와 제주흑우 모두 다형성을 나타내었으나, 제주흑우실용화축군 등 제주흑

우와 한우의 교배에서 종종 출현하는 회갈색이나, 흑갈색 모색 (그림 72 참조)과 직접적인 관

련이 있을 것이라 추정되는 분자유전학적 근거는 발견되지 않았음.

 그림 72. 제주흑우 실용화축군에서 발견된 비-흑모색 송아지들의 모색 유형
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2. 제주흑우의 타 품종과의 유전적 특이성 분석

가. 미토콘드리아 DNA 분석을 통한 제주흑우 계통유전학적 분석

     제주흑우와 한국 내 재래 소 품종들-한우, 충북흑우, 칡소-, 동아시아 인근 지역인 일본과

중국의 재래 소, 전 세계적으로 사육되는 다양한 소 품종들과의 계통간 유연관계를 조사하기

위해 DNA 염기서열을 이용한 계통 유전학적 분석을 수행하였음. 모계유전 및 세포질 전달의

특성을 나타내는 고도로 빠른 진화 양상을 보이는 미토콘드리아 DNA (mtDNA) D-loop 영역 서

열을 결정하고 타 품종들과의 비교분석을 수행하였음. 또한 제주흑우 집단에서 대표적인 종모

우로 이용된 바 있는 KN4의 미토콘드리아 유전체 전체 서열을 결정하였고, 이를 전 세계에 분

포하는 소 품종에서 보고된 mtDNA 전체 서열들과 비교하였음.

  (1) 제주흑우 NJ & network 분석

     mtDNA D-loop 서열의 다형성을 바탕으로 작성한 NJ tree에서 제주흑우 집단은 크게 두

개의 clade로 구분되었음. Clade J1에는 국립축산과학원 난지축산시험장 축군 16 두와 제주도

축산진흥원 흑우축군 중 23 두가 관찰되었음. 반면 clade J2에서는 난지축산시험장 축군 17두

와 축산진흥원 흑우 1 두만 관찰되었음. 

그림 73. 제주흑우 집단별 계통유전학적 분석. [A] NJ tree, [B] 제주흑우 network
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    제주흑우 D-loop 서열의 NJ tree는 제주흑우 핵군을 구성하고 있는 두 집단의 모계 기원

이 전체적으로 둘 이상의 모계에서 유래된 것으로 추정되며, 1980년대 이후 농가에서 수집되었

음을 감안하면, 수집되기 이전 시기에 농가에서 길러지던 제주흑우들이 여러 모계 성조에서 유

래되었음을 짐작할 수 있음. 또한 수집 후 육성과정에서 난지축산시험장의 축군들은 clade J1,  

J2의 종빈우들이 고르게 이용되었던 것으로 사료됨. 반면, 축산진흥원 축군에서 J15가 단독으

로 clade J2에서 출현하였음 (그림 73A 참조).

    제주흑우 mtDNA D-loop 서열에 대한 network 분석 결과는 서열의 haplotype들이 가상의

median center mv1을 중심으로 2-3 부류로 구분되었음. mv4 중심를 기준으로 한 haplotype들

은 NJ tree의 clade J2에 해당하는 모든 개체들이 출현하였음. 반면 NJ tree 상에서 clade J1에

출현한 개체들은 mv1을 중심으로 분산된 가지모양으로 관찰되었음 (그림 73B 참조).  

  (2) 한국 소 품종들 간 NJ & network

    우리나라에서 사육되고 있는 한우, 충북흑우, 칡소, 제주흑우 등 4 품종의 계통 유연관계를

D-loop 서열을 이용하여 분석하였음. 제주흑우 NJ tree에서 clade J1과 J2로 구분되었던 (그림

74A 참조) 서열들은 한우를 포함한 전체 4 품종 분석에서도 clade A, B로 구분되었음.

그림 74. 제주흑우와 한우 집단간 계통유전학적 분석. [A] NJ tree, [B] network.
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     특이할만한 점은 clade J2의 제주흑우들은 clade B에서 출현하며, 이들과 함께 clade를 형

성하는 품종은 한우의 일부만 관찰되었고, 제주흑우와 모색이 비슷한 충북흑우와 칡소 품종의

개체들은 clade B에서는 관찰되지 않았음. 반면, clade J1에서 관찰되었던 제주흑우들은 clade 

A에서 관찰되었고, clade A는 제주흑우 J1 개체들만 아니라 한우, 충북흑우, 칡소 등이 함께 관

찰되었음. 전체집단의 크기면에서도 한우는 200만 두 이상의 큰 집단이며, 제주흑우는 약 300 

여두, 칡소와 충북흑우는 100 두 이하임을 감안할 때, 한우의 유전적 다형성이 가장 높다는 것

은 당연한 결과라 할 것임. 

   

     집단의 크기가 큰 것은 번식가능한 종빈우의 수도 가장 많다는 것을 의미하며, 제주흑우, 

충북흑우, 칡소 등이 완전히 고립된 집단이 아니라는 점에서 한우 암컷들이 위 3 품종의 현존

집단에 일정부분 영향을 미쳤을 것으로 사료되며, clade A와 B로 구분되어 분포하는 한우

D-loop 서열들이 한반도 내 소 품종들이 형성이 기여하였음을 보여주는 분자적 증거라 사료됨. 

(그림 74A 참조).

 

     D-loop 서열에 대한 median network 분석 결과에서도 동일한 haplotype 내에서 한우-제

흑우, 한우-충북흑우, 한우-충북흑우-칡소, 한우-제주흑우-충북흑우-칡소 등이 공동으로 분포하

는 haplotype들이 발견되었음. 또한 한우집단에서 결정된 haplotype들이 숫적으로도 가장 많고

넓은 분산 범위를 나타내어 다형성이 높은 집단임을 보였고, 이에 비해 제주흑우, 충북흑우, 

칡소 등은 반대적으로 중심부에 편중되어 있음을 확인하였음 (그림 74B 참조). 

 

     D-loop 서열에 대한 분석 결과에서 추정해 낼 수 있는 또 다른 가설은 우리 나라 고유

흑모색 품종인 제주흑우와 충북흑우의 경우 NJ tree의 clade A에서 공통으로 출현하기는 하지

만 haplotype에 대한 network 상의 분포를 보면 두 품종 간의 직접적인 연관은 없고, 간접적으

로 공통된 한우 모계집단이 두 품종의 형성에 관여한 것으로 추정됨. 칡소의 경우는 충북훅우, 

한우와는 연관이 되어 있으나, 제주흑우와는 연관이 없는 것으로 나타났음 (그림 74 참조).

 (3) 일본화우 NJ & network 분석

     일본 화우의 mtDNA D-loop 서열에 대한 계통 유연관계의 분석 결과는 일본의 화우집단

도 2 개의 clade Jap1, Jap2로 구분되었으나, 한반도 품종들의 분석결과와 마찬가지로 모색에

따라 흑모화우와 갈모화우가 구분되는 형태라 할 수는 없고, 이들 두 모색기준의 품종 역시 모

계의 기원인 동일한 집단에서 유래되었음을 나타내었음.

 

     Jap2에서 흑모화우보다는 갈모화우의 비율이 더 높게 나타나긴 하지만, 일본의 갈모화우

와 흑모화우가 기원이 다르다고 할 만한 증거는 발견되지 않았음. 특히 1600년대 이후 고립된

섬환경에서 관리되고 있는 Mishima 소의 2 가지 haplotype은 M1과 M2가 clade Jap1과 Jap2에

분리되어 출현하였는데, 이는 M1, M2에 해당하는 선조들이 서로 다른 모계에서 유래된 것이

며, 이들의 선조들은 Mishima 이외의 일본 Honshu나 다른 섬에서 사육되는 소들과 공동의 조

상에서 유래된 것으로 섬으로 이동되면서 유전적으로 고립된 것으로 판단됨. Median network 

분석결과 일본 화우의 D-loop haplotype들이 중앙원을 중심으로 방사형으로 분산되어 있으나

완전한 단순 방사형이 여러 개의 haplotype들이 연결된 형태로 다소 복잡한 구조를 나타내어
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haplotype간 교류가 다분히 진행되었음을 보여주고 있음.

그림 75. 일본 화우 집단간 계통유전학적 분석. [A] NJ tree, [B] network

  (4) 제주흑우와 일본화우의 NJ & network 분석

    제주흑우와 일본의 화우, 특히 흑모화우와의 계통 유연관계를 구명하기 위해 mtDNA 

D-loop 서열에 대한 NJ 분석을 수행하였음. 분석된 NJ tree 상에서 제주흑우와 일본의 흑모화

우, 갈모화우 등은 명확하게 구분되지 않았음. NJ tree는 크게 2 개의 clade로 구분되었으며, 

clade a는 일본 화우의 Jap1과 제주흑우 J1의 일부가 함께 출현하였고, clade b에서는 일본 화

우 clade Jap2 전체, 제주흑우 clade J2 전체와 제주흑우 J1의 일부가 함께 출현하였음. Median 

network 분석 결과에서는 부분적으로 제주흑우와 일본 화우-특이적인 haplotype들이 발견되기

는 하지만, 전체 중 규모가 큰 haplotype의 경우는 제주흑우와 일본 화우가 공동으로 출현하였

음. 특히 일본의 고립육성 집단인 Mishima 우의 시료들은 일본 화우의 분석에서와 마찬가지로

두 개의 clade에 나누어져 출현하였음. 

  

     이상의 결과로부터 몇 가지 가설을 제기할 수 있을 것임. 첫째는 제주흑우와 일본의 화우
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품종들이 공통의 모계기원에서 유래되었을 가능성임. 두 지역의 집단들이 공유하고 있는

haplotype들이 다수이며, 이들의 규모가 특이적인 haplotype들보다 크다는 점에서 공통 모계

선조에서 기원한 것을 의미함. 두 번째는 품종 형성과정에서 외부 유전자원의 유입을 추정해

볼 수 있음. 이는 제주흑우와 일본 화우 모두 각각의 품종 내에서 특이적인 haplotype들이 출

현한다는 점이 그 증거라 하겠음. 셋째는 공통선조에서 유래 후 독립적인 선택 육종 단계로 접

어들었다는 것으로, 이는 공통 모계 선조에서 유래된 haplotype에서 파생한 일부의 haplotype

들이 비교적 큰 규모를 형성하고 있으며 또한 다시 분지되어 나가는 형태인 haplotype들이 발

견되는 것에서 따른 것임 (그림 76 참조). 

그림 76. 제주흑우와 일본 화우의 계통유전학적 분석. [A] NJ tree, [B] network

  (5) KN4(super bull Jeju Black Cattle) 개체의 mt DNA 분석 및 NJ & network

    제주흑우 집단 형성 초기에 대표적인 종모우로 활용되었던 KN4의 mtDNA 전체 유전체 서

열을 결정하였고, 이를 전 세계 소 품종들에서 보고된 mtDNA 서열들과 비교하였음. NJ tree에

서는 현제까지 보고된 소 품종들의 mtDNA 전체서열들이 크게는 4 개의 clade로 구분되었음. 

Clade 1에서는 B. indicus 품종인 Nellore (iNello)와 B. taurus 중 Mongolian (Mong01), Iran 

(Bos49)과 Iraq (Bos50)의 품종에서 보고된 서열들이 출현하였고, Clade 2는 Italy의 Romagnola 

(Rom478), Cinisara (Cin13, Cin19), Agerolese (Per12) 등이 분지되었음. Clade 3은 Romagnola 2 

개체 (Rom475, Rom445)와 Italian Red Pied (Pri18), Chianina (Chi413)이 하나의 clade를 형성하

고 나머지 B. taurus 품종들이 하나의 clade 4에서 관찰되었음. 한우에서 결정된 17 개체의

mtDNA 전체 서열들과 제주흑우 KN4의 서열은 모두 clade 4에서 관찰되었음 (Pri14에서는 동아
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시아의 한국의 한Cla제주흑우, 분지되었음. C와 체 서서남아시아의 Iran, Iraq, 유럽의 Italy, 

Hungary, Ukraina, Greece, Spain, Germany 등의 소 품종들과 북아메리카의 USA에서 사육 중

인 Angus, Srmmental, Charolais와 이들의 교잡우들이 모두 포함되었음. 

그림 77. mtDNA genome 분석에 의한 계통유전학적 분석. [A] NJ tree, [B] network

    Clade 4의 경우는 전 세계적으로 분포되어 있는 소 품종들의 역동적인 이동과 품종간 교

잡을 보여주는 단적인 예라고 할 것임. 즉, 현재 식육 및 낙농을 위해 사육 중인 전세계의 다

양한 소 품종들이 모색을 비롯한 여러 가지 표현형 기준을 바탕으로 품종으로 구분되고는 있

으나, 이들 품종들이 진화적으로 또는 계통 유연관계가 모두 개개의 품종에 따라 독립적인 품

종형성과정과 가축화를 거치며 고정되었다기보다는 이를 이용해온 인간의 선택에 이동, 수요에

따라 대륙간 이동이 진행되어 왔으며 그 이동의 역사가 현대적인 교통수단이 동원되기 시작한

산업혁명 이후에 가속화되었기 때문에 현재의 품종들은 외부 형태적으로는 품종의 특성이 유

지되고 있다고 하더라도 모계에 의해서만 전달되는 mtDNA의 서열을 근거로 했을 때, 품종간

유전자 pool의 교류가 진행되었었다는 사실을 부정할 수 없을 것임. 

    또한 소의 가축화가 서남아시아와 유럽에서 독립적으로 진행되었을 것으로 추정되고 있으

나, 소의 대량 사육이 유목문화와 밀접한 관계를 가지고 있고, 농경문화의 중심에서도 소가 가

축으로써 중요한 역할을 담당해 왔다는 점에서 두 문화 사이의 교류는 인간의 필요에 의해 지

속적으로 진행되었을 것임.
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    제주흑우 KN4나 한우의 NJ tree 내에서의 위치 역시 소 품종들의 형성이나 이주와 무관하

다고 볼 수 없기 때문에 전 세계적으로 분포하는 소 품종들의 가축화 및 이주경로와 함께 조

명되어야 할 것임. NJ tree 상에서도 한우의 mtDNA 전체 서열은 clade 4에서 다수의 위치에서

발견되는데 이는 한우가 한반도 내에서만 사육되고 위부로 나가지 않았다 하더라도 역사적으

로 외국과의 교역이나 외부인이 한반도 내로 유입되어 정착하는 과정-예를 들어 13C 원의 침

입과 가축의 유입-을 고려한다면 유전자의 높은 다형성은 당연한 결과라 할 것이며, 이는 비단

우리나라에만 국한된 역사적 배경이 아니라는 면에서 유럽 소 품종의 mtDNA 유전체 서열과

유사한 서열들이 한우집단에서 발견되거나, 반대로 한우의 mtDNA 서열이 유럽 소 집단의 서

열들 사이에서 출현하는 결과로 해석 가능할 것임. 특히 Holstein, Angus 등은 유우, 육우로써

전세계로 보급되어 현지의 소 품종들과 교잡되었을 가능성이 농후하기 때문에 mtDNA 서열의

NJ tree 상에서 지역적 재래 품종들과 유사한 위치에서 발견되고 있음.

  (6) 전 세계 소 품종의 D-loop 유전자에 대한 계통유전학적 분석과 제주흑우의 위치

    제주흑우와 근연 품종으로 추정되고 있는 한우, 충북흑우, 칡소 등 한국 재래 소 품종들과

일본의 흑모화우, 갈모화우, 중국 연변황우 품종에서 선발한 108 두에서 mtDNA D-loop 유전자

서열을 결정하였고, GenBank database에 기 보고된 한우, 중국 재래 소 품종들, 일본의 갈모화

우와 흑모화우, Mishima 재래 소, USA와 Paraguay, Argentina, Brazil, Mexico 등 아메리카, 

Portugal 등 유럽에서 보고된 B. taurus 품종들, 중국과 인도, Mexico, USA 등에서 보고된 B. 

indicus와 yak (B. grunniens)의 서열을 추가하여 총 726 두의 D-loop 서열에 대한 계통 유연관

계를 분석하였음.

[A]
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[B] 

그림 78. 제주흑우와 기타 소 품종간의 계통유전학적 분석. [A] NJ tree, [B] network

     D-loop 서열에 대한 NJ tree에서는 yak를 기준으로 하여 B. taurus와 B. indicus로 크게

구분되는 형태로 분지되었음. D-loop 서열에 대한 B. taurus 품종들의 개체들은 전체가 하나의

clade에서 관찰되었으며, 이는 mtDNA 전체 서열의 분석결과와 유사한 결과를 나타내었음. 

  

    

    한반도의 재래 소 품종인 한우와 제주흑우의 경우, mtDNA 전체 서열 분석에서 한우가 B. 

taurus의 넓은 clade 내에서 여기저기 산재되어 나타났던 것과 같이 D-loop 서열에 대한 NJ 

tree 상에서도 B. indicus와 근연인 지역부터 가장 먼 지역에 이르는 광대한 영역에 흩어져서

나타남을 확인할 수 있었음. 

    한우뿐만 아니라 제주 흑우의 경우도 한우만큼 넓은 범위는 아니지만 어느 한 영역에 특

이적인 군을 형성하지 않고 전반적으로 산재되어 분포하는 양상을 보였음. 이 같은 현상은 일

본의 재래 소 품종들에서도 유사한 양상을 나타내었음. 

    아시아, 유럽, 아메리카 등 대륙 특이적인 분포 역시 발견되지 않았으며, 이상의 결과에 대

한 원인은 mtDNA 전체 서열에 대한 고찰에서 언급하였듯이 가축으로써의 소의 활용을 위해

인간의 이주, 무역, 현지 적응 후 재래 품종과의 교배 등 다양한 과정을 통해 품종 간 교배 및

유전자 pool의 교류가 진행되었다는 점을 보여주는 증거라 하겠음. 

    이와 같은 가설에 대한 대표적인 예는 중국 재래 소 품종들 사이에서 출현하는 Chinese 

Holstein의 경우에서 쉽게 추론할 수 있음. 중국에서 보고된 Chinese Holstein의 서열들 중 일부

는 완전히 중국의 재래 소 품종들과 거의 또는 완전히 동일한 서열을 나타내는 경우들이 발견

되었으며 이들은 NJ tree 상에서도 중국 재래 소품종의 D-loop 서열들과 동일한 위치에서 발
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견되었음. 이는 외부에서 유입된 Holstein과 재래 소의 교잡을 통해 얻어진 F2 이상의 후손이

다시 Holstein과 동일한 특성을 나타냄에 따라 품종 구분에 있어 Holstein으로 판정하여 보고된

것으로 추정됨. 

     mtDNA가 모계에 의해서, 감수분열과 상관없이 세포질 전달과정을 통해 전달된다는 특성

을 상기해볼 때, 외부에서 유입된 종모우의 정액이 인공수정 되어 출생한 F1 또는 그 이상의

후대가 Holstein의 외모 특성을 갖는다하더라도, 종빈우로 재래 소가 이용된 경우 이후 세대에

서 출현하는 Holstein 외모의 소들은 전부 재래 소의 미토콘드리아를 보유한다는 점임.

    염기서열 변이의 조합을 통해 구성된 haplotype들에 대한 median network 분석에서도 Bos 

속 내에서 원시형이라 추정되는 yak와 비교하여 B. indicus와 B. taurus가 연속적으로 진화하였

고, 현존 집단의 경우 B. indicus와 B. taurus의 mtDNA 서열은 상당한 유전적 차이를 나타내었

음. Haplotype의 분포를 살펴보면 두 종의 품종들이 서로 완전히 구분되어 환형으로 분포하고

있었고, B. taurus 내에서 한국, 일본, 중국 등 아시아 소 품종뿐만 아니라 아메리카와 유럽의

소 품종들도 다양한 위치에서 발견되었음. 

    본 연구 결과들에서 모계유전 및 세포질 전달의 특색을 나타내면서 핵 유전자에 비해 비

교적 빠르게 진화하는 유전자 마커인 mtDNA의 D-loop 또는 전체 서열을 이용하여 전 세계에

분소하는 다양한 소 품종들과 한우, 제주흑우 등 우리나라의 소 품종들의 계통 유연관계를 살

펴보았음. 계통간 유연관계 추정에 이용되는 NJ tree 분석과 haplotype의 구성 및 분포를

median network로 분석하여 얻은 결과들은 제주흑우 집단은 적어도 둘 이상의 모계 기원에서

유래되었으며, 이들의 기원이 한우, 일본 화우 등과 공통의 모계 선조에서 유래되었음을 확인

하였음. 또한 일부 개체들에서 발견되는 제주흑우, 일본화우 특이적인 haplotype들은 품종형성

과정이나 그 이후 공통선조 이외의 집단에서 새로운 유전자원의 유입을 시사하고 있음. 

 나. 제주흑우 Bovine SNP chip 분석 및 특이 SNP 탐색

     ; 유전체 수준의 단일염기다형 (single nucleotide polymorphism, SNP) 현상 비교를 통

 한 제주흑우와 타 품종과의 유전적 차별성 규명

그림 79. Bovine 50K SNP beadchip (Illumina)과 marker 사이의 평균 거리
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   그림 79와 표 72는 본 연구에 이용된 Bovine SNP beadchip에 대한 정보임. Bovine 50K SNP 

chip에서 marker의 구성은 총 54,609 개의 SNP marker에 대한 Bovine SNP 50K v2 probe가 평

균 50 kb 정도의 간격으로 위치하고 있으며, 소 염색체 (Bos taurus, BTA) 1에서 BTA29, BTAX

의 SNP를 모두 포함하고 있음. 표 72는 소 19 품종에서 얻어진 SNP 분석 결과로, 전체적으로

47,168 개의 유전자좌위에서 다형성이 발견되었음. 다형 유전자좌위가 가장 많은 품종은

Charolais (43,723)이었으며, 다형성이 가장 적은 품종은 Bos indicus에 해당하는 Gir 품종임을

알 수 있음.

      표 72. Bovine 50K SNP beadchip에 대한 소 품종에서의 사전 시험결과 (Illumina)

       *Minor allele frequency가 0.05 이상, ** 총 54,609 유전자좌위에 대한 시험결과임

    당초 제주흑우, 일본흑모화우, 제주흑우×흑모화우 F1을 대상으로 한 50K SNP v1에 해당

하는 54,609 개의 SNP로 구성된 DNA chip을 분석할 예정이었으나, 연구과정 중에서 700K chip 

marker analysis의 개발로 계획을 변경하였음. 현재 Illumina HD bovine chip (777,962 SNP)을

이용하여 분석 중에 있음. 

    분석 대상은 제주흑우 종모우 및 후보종모우, 원원종 종빈우 등 총 22 두, 일본의 흑모화

(11), 일본의 갈모화우(10), 중국의 연변황우(4), 한우(8), 충북흑우(5), 충북칡소(4)과 제주흑우실

용화축군(32두) 등으로 구성하였음(표 73 참조). 유전체 수준의 SNP에 대한 유전자형이 결정된

이후, 분석된 유전자형 정보를 바탕으로 계통유연관계에 대한 분석을 수행함. 

    그 결과 총 SNP 좌위 777,962 좌위로 SNP reading 실패 좌위는 10,466으로 1.34%이고, 

minor allele frequency 0.05 이하는 188,545로 24.24%, SNP filtered는 565,764로 72.72%의 결과

를 나타냄. 
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   이를 통하여 제주흑우와 일본흑모화우 특이적인 SNP의 발굴과 각 품종 집단에서의 빈도 및

분포를 분석하여 제주흑우와 일본흑모화우 특이 SNP 조합을 통한 품종식별체계를 구축하고 제

주흑우와 한우, 칡소, 충북흑우 등 타 품종과의 특이 SNP 발굴 및 집단 분석을 통한 개별품종

간 식별체계를 구축하는데 이용될 것임.

   제주흑우 실용화축군의 능력개량용 유전자 marker 개발을 위해서 700K SNP chip을 활용하

여 제주흑우 실용화 축군과 도축성적 보유분을 포함하여 현재 2013년 6월 기준으로 62두 분석

이 완료 되었으며, 최종 분석 목표는 250-300두에 이용할 예정임. 

   이를 토대로 향후 genome-wide association test를 진행하고 도체형질(근내지방도, 도체중, 

등지방두께, 등심단면적, 육색, 조직감) 관련 최상위 연관 유전자군의 선발과 후보유전자형 발

굴하는데 활용 예정임.

            

             표 73. Bovine 700K SNP chip 분석에 이용한 소 품종별 개체 수

품종 분석 두수

제주흑우 22

일본흑모화우 11

일본갈모화우 10

충북흑우 5

연변황우 4

충북칡소 4

한우 8

제주흑우실용화축군 32

다. 제주흑우의 도체형질 분석

   제주흑우는 흑모색인 특성을 제외하면 외형적으로 한우와 비슷하지만, 체형이 다소 작은

것으로 알려져 있으나, 현재까지 이들에 대한 전반적인 성장형질 및 도체형질에 대한 조사 보

고도 되고 있지 않음. 1990년대 이후 제주특별자치도 축산진흥원과 농촌진흥청 국립축산과학원

난지축산시험장에서 명맥을 유지하며 품종의 보존과 육성을 위해 다각적인 노력이 있어왔으나, 

개체군의 수적 한계 때문에 상기 형질에 대한 조사나, 특히 비육 출하 후 얻어지는 도체형질에

대한 체계적인 조사는 이루어지지 않는 실정임. 

   향후 육용종으로 이용될 제주흑우에 맞는 사양과 관리체계의 구축을 위해 한우기준의 관

행사양 후 출하된 제주흑우, 한우, 육우의 도체 특성을 조사하였음. 또한 수집된 도축우 집단에

서 도체형질 연관 후보 유전자들(growth hormone, GH1; growth hormone receptor, GHR; 

pituitary-specific transcription factor, POU1F1; IGF-binding protein 3, IGFBP3)의 유전자형의

분포와 도체형질의 통계적 상관관계를 분석하였음.
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   본 연구에 이용된 시료는 제주도 축협공판장으로 1년간 출하된 한우, 육우, 제주흑우를

대상으로 수행하였음. 도축시 방혈과정에서 전혈을 수집하였고, 항응고제가 포함된 보관용기에

수집된 혈액은 실험실로 운반하여 DNA 분리에 이용하였음. 수집한 혈액에서 DNA 분리는

Sambrook 등(1989)의 방법을 변형하여 수행하였음. 준비한 DNA 시료는 NanoDrop ND-1000 

spectrophotometer (NanoDrop Technology, USA)로 흡광도를 측정한 후 A260/A280와 A230/A280이

모두 1.8 이상인 DNA들을 50-60 ng/㎕로 희석하여 PCR 반응의 주형으로 이용하였음. 

   도체형질 연관 분석을 위한 후보유전자는 GH1, GHR, POU1F1, IGFBP3 등 4종에 대한 유

전자형을 분석하였음. GHR은 liver-specific promoter 상에서 약 1.25-kb LINE1 element의 삽입

/결실 여부를 유전자형 분석에 이용하였음. GH1은 Reis 등 (2001)에 의해 보고된 primer 서열

과 유전자형 결정 방법을 이용하였고, POU1F1은 Woollard 등 (1994)의 방법을 이용하였음. 

IGFBP3는 기존에 보고된 SNP 영역을 포함한 절편을 증폭할 수 있는 primer들을 직접 제작하

여 PCR 증폭한 후, 제한효소 HinfI의 처리를 통해 유전자형을 결정하였음. GHR의 경우는

LINE1 전위인자의 삽입여부를 판독하는데 용이한 primer들을 직접 고안하였으며 (Han 등, 

2009), PCR 산물을 1.5% agarose gel 상에 전개하여 유전자형을 결정하였음.

   출하된 소의 도체형질은 축산물등급판정소 제주지역본부에서 수집하였음. 도체형질의 측

정 (출하체중, 등지방두께, 등심단면적, 근내지방도, 육질등급, 육색, 지방색)은 전문 등급판정사

2인이 측정하였고, 동일 개체에서 다른 성적을 나타낸 경우, 출하된 소에 임상적 이상이 있는

경우, 암소나 수소, 비육기간이 지나치게 길거나 짧은 경우, 자연방목 후 출하된 경우는 모두

분석에서 제외하였음. 조사항목과 측정치는 비육우 출하 당시 등급판정기준에 준하였으며, 육

량등급, 조직감, 성숙도 등은 통계분석에서 제외하였음. 조사된 도체형질 측정치에 대한 후보유

전자 4종 5 유전자좌위에 대한 통계분석은 SAS ver 8.01 program package/PC의 GLM 

procedure를 이용하였고, 통계모델은

Yij=평균+Typei+Errorij

  이며, 평균값의 차이는 Duncan's multiple range test로 유전자형별 유의차 검정을 수행하였

음.

  (1) 제주지역에서 출하된 소의 도체성적

  표 74. 제주지역에서 출하된 제주흑우, 한우, Holstein의 도체성적

품종 n 생체량 (㎏)
등지방두께

(mm)

등심단면적

(cm2)

근내지방

(9단계)

1차등급

(5단계)
육색 지방색

제주흑우 27 574.1 13.0 72.6 4.1 3.1 4.9 3.0 

한우 1,257 654.4 12.6 82.5 6.2 2.2 4.8 2.9 

육우 578 665.5 6.3 73.2 3.1 3.8 4.7 2.6 
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     표 74는 제주지역에서 출하된 제주흑우, 한우, Holstein 육우 집단의 도체형질에 대한 평

균치를 나타낸 것임. 조사 대상은 거세 후 비육과정을 거친 소들만을 대상으로 하였으나, 품종

의 특성 상 한우는 30±2개월, Holstein은 20±2개월, 제주흑우는 34±2개월에 출하된 소들만을

대상으로 하였음. 출하시 체중은 육우가 가장 높고 제주흑우가 가장 적은 체중을 나타내었음. 

등지방두께는 제주흑우가 평균적으로 가장 두꺼웠으며, 이는 장기간(34±2개월)의 비육에 따라

등지방 축적이 육우나 한우보다도 더 많이 진행되어서 나온 결과로 추정됨. 등심단면적은 한우

가 가장 넓었으며, 근내지방도와 근내지방도 기반인 1차등급 (육질등급) 역시 한우가 Holstein 

육우나 제주흑우에 비해 월등히 좋은 것으로 관찰되었음. 반면 제주흑우의 경우는 고기의 선호

도에 영향을 미치는 척도 중 하나로 알려진 육색과 지방색이 가장 진한 색을 보이는 것으로

확인되었음.

  (2) GHR 유전자형의 다형성과 한우 및 제주흑우의 도체형질의 상관 분석

표 75. 제주도 도축한우와 Holstein, 한우×Holstein F1에서 GHR 유전자의 유전자형과 빈도

0.117

0.026

0.352

A

0.883

0.974

0.648

I

Allele frequencyGHR genotype

02272Hanwoo×Holstein F1

111237Holstein

70237229Hanwoo

A/AI/AI/I
Cattle breed

0.117

0.026

0.352

A

0.883

0.974

0.648

I

Allele frequencyGHR genotype

02272Hanwoo×Holstein F1

111237Holstein

70237229Hanwoo

A/AI/AI/I
Cattle breed

    표 75에서 한우와 Holstein, 한우×Holstein F1에 대한 유전자형의 빈도를 살펴보면, 

Holstein의 경우 LINE1 element가 삽입된 I 유전자형의 분도가 97.4%로 월등히 높은 반면 한

우의 I 유전자형은 64.8%로 Holstein에 비해 상대적으로 낮은 빈도를 나타내었음.

표 76. 비육 출하 한우의 GHR 유전자형과 도체형질의 상관

2.98±0.36
4.85±0.38
2.22±1.11
6.06±2.17
57.72±03.95
370.99±45.29
82.49±9.35
12.24±5.22
642.72±65.51
29.98±0.76

Mean ±SD1

ndndndndndndndage (month)

*0.042.90±0.35b0.022.99±0.36ab0.033.01±0.38afat color5

ns0.054.87±0.380.024.86±0.380.034.84±0.39meat color4

ns0.112.06±0.900.072.21±1.140.082.31±1.14final grade3

*0.216.43±1.77a0.146.08±2.18ab0.155.87±2.28bmarbling score2

ns1.1256.95±4.270.4357.72±3.370.3757.88±4.26carcass yield ratio (%)
ns5.55366.34±46.452.95375.23±45.403.19365.83±48.28carcass weight (kg)
*1.0980.39±9.09b0.5983.80±9.13a0.6581.41±9.82bEye muscle area (cm2)
ns0.5912.81±4.950.3412.46±5.280.3511.81±5.29backfat thickness (mm)
*8.46643.71±70.76b4.21649.49±64.77b4.63632.01±70.08alive weight (kg)

Significance

SEMean±SDSEMean±SDSEMean±SD

Trait tested AA (n=70)IA (n=237)II (n=229)

GHR genotype

2.98±0.36
4.85±0.38
2.22±1.11
6.06±2.17
57.72±03.95
370.99±45.29
82.49±9.35
12.24±5.22
642.72±65.51
29.98±0.76

Mean ±SD1

ndndndndndndndage (month)

*0.042.90±0.35b0.022.99±0.36ab0.033.01±0.38afat color5

ns0.054.87±0.380.024.86±0.380.034.84±0.39meat color4

ns0.112.06±0.900.072.21±1.140.082.31±1.14final grade3

*0.216.43±1.77a0.146.08±2.18ab0.155.87±2.28bmarbling score2

ns1.1256.95±4.270.4357.72±3.370.3757.88±4.26carcass yield ratio (%)
ns5.55366.34±46.452.95375.23±45.403.19365.83±48.28carcass weight (kg)
*1.0980.39±9.09b0.5983.80±9.13a0.6581.41±9.82bEye muscle area (cm2)
ns0.5912.81±4.950.3412.46±5.280.3511.81±5.29backfat thickness (mm)
*8.46643.71±70.76b4.21649.49±64.77b4.63632.01±70.08alive weight (kg)

Significance

SEMean±SDSEMean±SDSEMean±SD

Trait tested AA (n=70)IA (n=237)II (n=229)

GHR genotype

1Overall trait means and standard deviations in the Hanwoo population tested in this study.
2Marbling score: higher numbers for better quality (range from 1 to 9; 1=lean, 9=most        
 marbled).
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3Ranges from 1 to 5: 1= grade 1++ (marbling scores 8 and 9, top grade), 2=grade 1+          
 (marbling scores 6 and 7), 3=grade 1 (marbling scores 4 and 5), 4=grade 2 (marbling scores  
 2 and 3), and 5=grade 3 (marbling score 1, bottom grade).
4Light-darkness level of beef meat ranges from 1 to 7: 1=light red, 7=dark red.
5White-yellowness level of backfat ranges from 1 to 7: 1=white, 7=dark yellow.
*indicates means different at 5% significance thresholds and ns indicates means not 
significantly different. LS Mean±Standard error values in the same row with different letters 
are significantly different. 

     표 76은 도축한우의 도체형질과 GHR 유전자형의 상관관계를 분석한 것임. GHR 유전자

형은 생체중, 등심단면적, 근내지방도, 지방색에서 유의적인 상관을 나타냄을 확인하였음. 근내

지방도의 경우 LINE1 element가 없는 유전자형 A에서 더 높았고, 생체중은 역시 A 유전자형이

I 유전자형 개체군보다 높았으며, 등심단면적은 A 유전자형이 더 좁은 것으로 확인되었음.

표 77. 도축 제주흑우에서 GHR 유전자형과 도체형질 성적

유전자형 생체량 등지방두께 등심단면적 근내지방 1차등급 육색 지방색

II (n=13) 576.9 11.8 73.3 4.2 3.1 4.8 3.0 

IA (n=11) 563.6 15.0 73.3 3.9 3.2 4.8 3.0 

AA (n=3) 600.0 10.7 67.3 4.7 3.0 5.0 3.0 

     표 77은 비육 출하된 제주흑우 도축우에 대한 GHR 유전자형과 도체성적을 나타낸 것임. 

출하된 도축 두수가 27두에 지나지 않아 통계적인 유의성 분석에는 적용하지 않았으나, 도체

형질 성적의 경향은 한우와 유사한 결과를 보였음. 즉, A 유전자형 개체군에서 생체중과 근내

지방도는 I 유전자형보다 증가하였고, 등심단면적은 감소하는 경향을 나타내었음.

그림 80. GHR 유전자의 promoter 상에서 LINE1 element의 삽입/결실에 따른 유전자형

     그림 80은 한우, Holstein, 한우×Holstein F1 등 소의 GHR 간 특이적 promoter 상에서 발

견되는 1.25-kb LINE1의 삽입형 (대립인자 I)과 결실형 (대립인자 A) 대립인자들과 (a) 이에 대

한 분석을 보다 효율적으로 수행할 수 있는 primer의 조합을 통해 얻어진 실험 결과를 나타낸

것임 (b).
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 (3) GH1과 POU1F1 유전자형의 다형성과 한우 및 제주흑우의 도체형질의 상관 분석

표 78. 한우집단에서 GH1과 POU1F1 유전자형의 빈도

 

    한우 도축우 집단에서 POU1F1의 유전자형은 AA가 가장 높은 빈도 (53.7%)를 나타내었고, 

GH1의 LL 유전자형이 74.5%로 높은 빈도를 나타내었음 (표 78 참조). 제주흑우 집단에서는

GH1 유전자형 중 VV 유전자형은 관찰되지 않았으며, 이형접합자인 LV만 전체 27 두 중 2 두

(7.4%)에서만 관찰되었고, POU1F1 유전자의 경우는 AA, AB, BB 유전자형이 모두 출현하였으며

빈도는 각각 40.8%, 44.4%, 14.8%로 확인되었음.

 표 79. 한우 도축우에서 GH1과 POU1F1 유전자형과 도체형질의 상관

1Marbling score: higher numbers equal better quality (range 1 to 9; 1=lean, 9=most marbled).
2Meat color: light-darkness level of beef meat (range 1 to 7 1=light red, 7=dark red).
3Fat color: white-yellowness level of backfat (range 1 to 7 1=white, 7=dark yellow).
a,bValues in the same row with different lower case superscripts are significantly different at  
  5% significance thresholds

    한우에서 GH1 유전자형 세가지 Leu/Leu (LL), Leu/Val (LV), Val/Val (VV)가 모두 발견되었

으나, 도체형질에 대한 통계적 유의성은 전혀 확인되지 않았음. POU1F1 유전자형 중 G/G 동형

접합인 경우 등지방두께에서 A/- 인 개체군보다 유의적으로 더 두꺼운 등지방을 갖는 것으로

조사되었음.
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유전자형 생체량 등지방두께 등심단면적 근내지방 1차등급 육색 지방색

AA (n=11) 594.5 13.5 73.4 4.6 2.9 4.8 3.0 

AG (n=12) 560.8 12.7 72.3 3.8 3.3 4.8 3.0 

GG (n=4) 557.5 12.8 71.5 4.0 3.0 5.0 3.0 

표 80. 도축 제주흑우에서 GH1과 POU1F1 유전자형과 도체형질 성적

    도축 제주흑우 집단에서는 한우와는 달리 G/G 유전자형의 등지방두께가 A/- 유전자형 개

체군보다는 더 높은 수준으로 확인되지 않음.

 

(4) IGFBP3 유전자형의 다형성과 한우 및 제주흑우의 도체형질의 상관 분석

    한우 도축우의 도체형질에 대한 IGFBP3 유전자형의 상관관계 분석에서 IGFBP3 유전자형

이 a/a, a/b, b/b가 모두 출현하나 통계적인 유의성은 전혀 관찰되지 않았음. 도축 제주흑우 27 

두 중에서 IGFBP3 유전자의 다형성을 나타내는 개체는 단 1 두 밖에 관찰되지 않았고, 이외의

26 두는 모두 a/a 동형접합으로 관찰되었음.

표 81. 한우 도축우에서 IGFBP3 유전자형과 도체형질의 상관

유전자형 생체중 등지방두께 등심단면적 근내지방 1차등급 육색 지방색

a/a 
(n=804) 651.7±2.5 12.6±0.2 82.5±0.3 6.2±0.1 2.1±0.0 4.8±0.0 2.9±0.0

a/b
 (n=341) 657.1±3.8 12.5±0.3 82.3±0.5 6.0±0.1 2.2±0.1 4.8±0.0 2.9±0.0

b/b
 (n=81) 667.0±7.9 12.4±0.6 83.2±1.1 5.9±0.2 2.3±0.1 4.8±0.0 2.9±0.0

  

(5) 제주흑우 도축우 집단에서 유전자의 SNP 분포와 도체형질의 성적

    제주흑우 도축우 48 두를 대상으로 유전자의 SNP에 대한 다형성을 분석하였다. 표 82는

제주흑우 도축우 집단에서 유전자의 SNP에 대한 도체형질 자료를 정리한 것임. 조사된 5 가지

모든 유전자의 다형이 전부 확인되었으나, GH1의 V/V 동형접합체는 발견되지 않았고 IGFBP3

의 경우 A/A가 89.7%로 대다수를 차지하였음. 또한 POU1F1의 B/B (6.7%), GHR의 S/S (10%), 

MSTN의 A/A (3.6%) 유전자형의 빈도는 다른 유전자형에 비해 매우 낮은 수준을 나타내었음

(표 82 참조). 
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표 82. 제주흑우 도축우에서 유전자형의 다형성에 따른 도체성적

    확인된 유전자형들에 대한 도체형질을 살펴보면, POU1F1의 A/A유전자형인 제주흑우 도체

성적은 A/B은 도체에 비해 생체중은 20kg 정도 더 무겁고, 등지방 1mm이상 더 두껍고, 근내지

방은 1.5이상 높고, 지방색은 더 진한 양상을 보였다. 반면 등심단면적의 넓이나 육색은 거의

유사한 양상을 나타내었음. 

    GHR의 경우, 유전자형의 빈도가 더 높은 L/L 유전자형의 도체에서 생체중이 23kg 정도 더

무겁고, 등지방은 5mm 정도 더 얇은 양상을 보였음. 

    MSTN 유전자형A/T인 도체에서는 T/T인 도체에 비해 생체중이 약 48kg 정도 가볍고, 등지

방은 1.5mm 정도 얇으면서 등심단면적도 5cm2 정도 적고, 근내지방도가 1.2 정도 더 낮은 양

상을 나타내었음. 

    전체적으로 분석한 표본의 수가 너무 적어 통계적인 유의성이 발견되지는 않았으나, 향후

제주흑우 또는 제주흑우실용화축군의 도체성적에 대한 자료들이 보충된다면, 유전자 marker에

근거한 분자육종체계의 구축에 활용될 수 있는 유용한 자료가 될 것으로 판단됨.

*이상의 결과 중 일부는 Genes and Genomics, 2009, 31 (1); 35-41에 게재되었으며 (논문제목;  

 A GHR polymorphism and its associations with carcass traits in Hanwoo cattle), Genes and   

 Genomics, 2010, 32, 105-9에 게재되었음 (논문 제목; Effects of POU1F1 and GH1 genotypes   

 on carcass traits in Hanwoo cattle).
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제6절 제주흑우 우수 유전형질 보존 및 응용기술 개발

   - 체세포핵이식 기술 최적화 및 복제수정란 생산 효율 개선

   - 체세포복제수정란 이식 및 제주흑우 복제소 생산

   - 체세포복제소의 생식능력 검정

   - 줄기세포주 확립 기술 개발

1. 체세포핵이식 기술 최적화 및 복제수정란 생산 효율 개선

    

가. Oosight imaging system을 이용한 복제 수정란 생산 효율 개선

    Improved Cloning Efficiency and Developmental Potential in Bovine Somatic Cell       

    Nuclear Transfer Using the Oosight Imaging System

Abstract

In somatic cell nuclear transfer (SCNT) procedures, delicate enucleation of a recipient oocyte

is critically important to cloning efficiency. This study was to compare the effect of two

enucleation systems, ‘Hoechst staining and UV irradiation’ and ‘Oosight imaging’,on in vitro

production of bovine SCNT embryos using Jeju Black (Korean Native) Cattle donor cells

and their developmental potential. In the SCNT group using Oosight imaging, the fusion

rate (75.6 % vs. 62.9%, P<.01), cleavage rate (78.0% vs. 63.7%, P<.05) at day2, blastocyst rate

(40.2% vs. 29.2%, P<.01) at day 8 and total cell number (128.3±4.8 vs. 112.2±7.6, P<.05)

were significantly higher than the SCNT group using Hoechst staining and UV irradiation.

Also, the apoptotic index was significantly lower in the Oosight imaging group (2.8±0.5 vs.

7.3±1.2, P<.05) compared with the Hoechst staining and UV irradiation group. In addition,

in the Oosight imaging group, the relative expression levels of Oct4, Nanog, Interferon tau,

and Dnmt3A mRNA were higher, and of Caspase-3 and Hsp70 mRNA were lower,

compared with the Hoechst staining and UV irradiation group (P<.05). The Oosight

imaging system improves the cloning efficiency and in vitro developmental potential of

bovine SCNT embryos through controlled reprogramming of gene expression.

Keywords:bovine,SCNT, enucleation, Hoechst staining and UV irradiation, Oosight imaging
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    체세포핵이식 복제 수정란 생산에서, 탈핵 시 기존에 주로 사용하는 Hoecht 염색과 UV 

노출은 세포질 손상을 유발하는 것으로 알려져 노출을 극소화해야한다는 보고가 있었음. 따

라서 spindle view system을 이용하여 세포질 손상 없이 탈핵을 했을 때 복제 효율에 미치는

영향을 조사했음. 

 그림 81. Oosight Imaging system을 이용한 체세포핵이식 복제 수정란 생산방법

   

     Hoechst 염색방법과 Oosight imaging system을 이용하여 탈핵 후 생산된 복제수정란의

발달형태를 조사하였던 바, spindle-view system을 이용한 처리군의 배반포기배 발달속도가

빠르고 건강하였으며 세포사멸율이 유의하게 감소하는 것으로 나타났음.  
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Enucleation 

system 

No. of 

enucleated 

oocytes

No.(%) of 

fused 

oocytes

No. (%) of embryos developed to 

Total no. 

of cells 

(ICM)

Overall 

efficiency 

(%)

Day 2 Day 8 blastocysts

Total ≥4-cell Total ≥Hatching

Hoechst

staining
324

204

(62.9)
a

130

(63.7)
c

66

(50.8)
a

38

(29.2)
a

15

(39.5)
c

111.2±7.6
a

(27.4±3.4)

38/324

(11.7)
c

Oosight

imaging
320

242

(75.6)
b

189

(78.0)
d

135

(71.4)
b

76

(40.2)
b

37

(48.6)
d

128.3±4.8
b

(35.3±4.0)

76/320

(23.7)
d

Table 83. In vitro development of JBC-SCNT embryos using two different enucleation    

           systems (r=6)

* Means with different superscripts in the same column are significantly different             

   (a-bP<0.01;c-dP<0.05).

    Hoechst 염색을 하고 UV 필터로 확인하여 탈핵을 실시한 처리군에 비해, Oosight imaging 

filter를 이용해 spindle 위치를 확인하여 탈핵을 실시한 처리군에서 체세포와의 융합율이 각각

62.9% 와 75.6%를 나타내어 유의하게 개선되었음.

    또한 배양 2일 째 난할율에서도 63.7%와 78.0%를 나타내어 유의하게 Oosight imaging 

system 처리군이 좋았으며, 4-세포기 이상 발달 난자비율에서도 높게 나타나 탈핵시의 영향이

복제수정란 발달에 큰 영향을 미친다는 것을 확인하였음.

    배양 8일 째 배반포기배 형성율에서 Hoechst 염색 군은 29.2%이며, Oosight imaging 처리

군이 40.2%로 유의한 발달율 차이를 나타냈으며 부화 배반포기배 이상 발달배의 수율도 각각

39.5% 와 48.6%를 나타내어 탈핵시의 처리영향이 복제수정란 후기 발달에도 크게 미친다는 것

을 확인하였음. 

    각 처리군에서 획득된 배반포기배의 세포수를 조사하였던 바, 총세포수는 Hoechst 염색처

리군 111.2±7.6, Oosight imaging 처리군 128.3±4.8 였고, 내부세포괴수는 각각 27.4±3.4, 

35.3±4.0 나타내어 각 처리군 배반포기배의 건강도에도 차이가 있음을 확인하였음.

    따라서, 공시된 난자로부터 복제수정란 생산효율을 조사했던 바, 두 처리군간에 두배 이상

수율 차이를 나타내어 Oosight imaging system 방법이 탈핵방법으로 유효하다는 것을 확인하였

음.   
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  Table 84. Oligonucleotide real-time RT-PCR sequences for variable genes

           그림 82. 체세포핵이식 복제 수정란의 유전자 발현 조사

    Oosight imaging system으로 획득된 복제수정란 유전자발현유무를 조사했던 바, 만능성 유

전자 Oct4와 착상 관련유전자 interferon-tau 발현이 유의하게 높게 나타났고, 세포사멸 유전자

Caspase-3 와 스트레스 유전자 Hsp70 발현이 유의하게 낮게 나타나 체세포핵이식 복제수정란

의 건강도를 확인할 수 있었음.

    따라서, 체세포핵이식 복제수정란 생산 시 탈핵방법으로서 Oosight imaging system을 이용

하면 건강한 복제수정란 획득이 가능하며, 이 방법에 의해 제주흑우 씨암소 흑우순이가 2010년

10월 31일 획득되었음. 

  *이상의 관련기술은 Cellular Reprogramming 저널 2012년 14권 305-311에 게재됨.
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2. 제주흑우 복제소 생산

   

   ; 제주특별자치도에만 서식하는 400여마리에 불과한 멸종위기 제주흑우의 우수 유전을 보

   존하기 위해 체세포핵이식 기술을 도입하여 씨숫소 2마리 (BK01-10 복제, 흑영돌이;        

   BK94-13복제, 흑올돌이) 와 씨암소 1마리 (BK94-14 복제, 흑우순이) 를 복제하였음.

 

 

그림 83. 체세포 핵이식 기술을 이용한 제주흑우 복제소 생산 모식도

    소 난자는, 도축장에서 채취한 난소를 2~4 시간 이내에 32~37℃ 생리 식염수에 유지하여

실험실로 운반한 뒤 직경이 2~6mm의 난포로부터 채취하여 사용하였음. 실체 현미경하에서 획

득된 미성숙난자는 난구세포가 부착되어있고 세포질이 균일한 난자만을 선별하였고 TL-HEPES

로 세척하여 10% FBS (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) 가 첨가된 TCM-199 (Gibco-BRL) 

배양액에 0.2 mM Na-pyruvate (Sigma, St. Louis, MO, USA), 1 mg/ml FSH (Sigma), 1 mg/ml 

estradiol-17b (Sigma) 와 50 mg/ml gentamycin (Sigma) 를 넣어 38.8℃, 5% 조건하에서 20 시간

동안 체외 배양하여 성숙을 유도하였음.

 

    체외성숙된 소 수핵 난자는 0.1% hyaluronidase가 첨가된 TL-HEPES 배양액에서 난구세포

를 제거한 뒤 제 1극체가 방출된 난자만을 선별하여 사용함. 탈핵할 난자는 0.5 ug/ml Hoechst 

33258 과 7.5 mg/ml cytochalasin B (Sigma)가 첨가된 TCM-HEPES용액에서 10분간 염색한 뒤

형광현미경 하에서 Oosight imaging system을 이용하여 제 1극체와 핵을 제거함. 

    공여 체세포는 2008년 제주특별자치도 축산진흥원 소재 제주흑우 종모우 (BK01-10과

BK94-13, BK94-14)의 귀세포를 채취하여 체외에서 배양하여 동결 보관하였던 것으로 필요 시
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융해하여 5~15 계대의 세포를 사용함. 핵이식 시 공여 체세포는 0.25% trypsin-EDTA 용액으로

처리하여 단일세포로 분리한 후 10% FBS가 첨가된 체세포 배양액으로 한번 세척한 후 다시

PBS로 세척하여 준비하였고 10~15 mm 크기만을 골라 체세포 주입용 피펫으로 핵이 제거된 수

핵난자의 투명대와 세포질 사이의 공간으로 주입함. 

    체세포가 주입된 난자는 0.3M mannitol (Sigma) 용액내에서 LF101 Electro Cell Fusion 

Generator (NEPA GENE, Shioyaki, Japan) 을 사용하여 직류 (DC) 로 20 volt에서 1pulse로 세포

융합을 실시하였으며 세포융합 여부는 30분 후에 관찰함. 융합이 확인된 핵이식란은 5 uM 

Ca-ionophore에 5분 노출시키고 2.0 mM DMAP에서 3시간 동안 배양하여 난활성을 유도함. 

    핵이식 후 활성화 처리된 난자는 3 mg/ml FAF-BSA가 들어 있는 CR1aa 용액에 옮겨 배양

하고 배양 24시간 째 분열된 분할구가 보이는 핵이식 배아는 10% FBS가 들어 있는 CR1aa 배

양액으로 체세포와 공동 배양을 실시하였으며 배양 2일째부터 플라보노이드 처리군과 무처리

군으로 나누어 배양함.

 

    수란우는 CIDR-PLUS를 질내 7일간 삽입하고 제거하는 당일 PGF2α 25mg을 투여하는 방

법으로 발정동기화를 유도함. 플라보노이드 처리군 또는 무처리군으로 부터 발달된 체외 배양

8일 째 복제 배반포기 배아는 발정 동기화 처리된 수란 대상우중 정상적인 발정을 보이고 수

정란 이식 당일 (발정 발현 7～8일째) 직장 검사를 통하여 황체 상태가 양호한 개체를 선발하

여 항체가 존재하는 자궁각에 각각 1~2개 이식함. 

    수란우의 임신 진단은 수정란 이식 후 2개월에 직장 검사법에 의하여 임신 여부를 진단함. 

분만시기가 가까이 올 10일~20일 전부터 수란우의 분만 징후를 관찰하고 적절한 시기에 정상

적인 분만이 이루어지도록 유도함. 

    체세포 핵이식으로 복제되고 이식되어 태어난 소의 복제 유무를 검정하기 위해 핵이식에

이용된 체세포, 수란우의 근육세포와 복제송아지의 귀세포의 유전자 검정을 실시함. 각각의 검

사 샘플에서 유전물질인 DNA를 추출하고, 특정 유전자를 동시에 증폭하여, 여러 유전자 좌위

에서 체세포와 복제송아지가 일치하는지와 대리모소와 복제송아지가 일치하지 않은지의 여부

를 조사함.

    ISAG (International Society of Animal Genetics, 국제동물유전학회) 11개의 친자 감별 표지

인자들을 사용하여 TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, 

ETH3, ETH225, BM1824) 각 primer 의 forwrad에 형광 dye를 labeling하고 pcr을 실시함. 검체

의 PCR 산물은 형광을 분석하는 3100 genetic analyzer 기기를 이용하여 샘플별로 peak 크기

를 계산하여 각각의 표지인자들의 반복성을 조사함. 검사 결과는 검사한 모든 유전자 좌위에서

일치 할 경우 친자라고 판명하고 3개이상의 유전자 좌위에서 불일치 할 경우 친자가 아니라고

판명함.
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No. of transfer. 
surrogate mother

No. of
Pregnancy

No. of 
Birth calf

No. of 
Living calf

59 6   (10.2%) 2
2 

흑영돌이: BK01-10 
흑올돌이: BK94-13

가. 복제씨수소 ‘흑영돌이’ 생산

 Table 85. Jeju Black Cattle SCNT embryo transfer and their pregnancy

 

     

그림 84. 체세포 복제씨수소 흑영돌이 탄생 보도자료 (2009 조선 닷컴)
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    2009년 3월 11일 국내 처음 제주흑우 씨수소 (BK01-10) 체세포 복제동물이 태어났고 생시

체중은 28kg임 (이름; 흑영돌이). BK01-10은 육량 증가에 효과적인 정자를 생산하는 흑우

수소임 (그림 85-86 참조).

그림 85. 체세포 복제 제주 흑우 씨수소 흑영돌이. 현존 400 여 마리 제주흑우 중 최고의 유

전형질을 보유한 씨수소 “Ranking 1” (오른쪽) 의 귀세포로 복제된 체세포복제 숫송아지 “흑영

돌이” (왼쪽 삽입된 그림; 2009년 3월 11일 탄생, 생시체중; 28kg) 와 제왕절개 직후 한우 대

리모 (왼쪽)

     그림 86. 2009년 8월 30일 현재 체세포 제공 제주흑우 씨수소 (왼쪽) 와 5개월령의

      체세포복제 숫송아지 “흑영돌이” (오른쪽) 
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그림 87. 11 개 STR marker를 이용해 조사한 복제송아지 (young, 흑영돌이), 체세포(cell 

BK01-10) 그리고 대리모 (mother)의 full DNA fingerprint를 조사한 STR profile

    STR marker를 이용해 복제송아지, 체세포 그리고 대리모의 full DNA fingerprint를 휴먼패

스에 의뢰하여 분석한 결과임. 복제한 송아지와 체세포의 STR profile은 모든 부분에서 일치하

였으나, 대리모와는 일치하는 부분을 거의 찾아 볼 수 없었음. 이 결과로 본 연구에서 태어난

송아지는 복제 송아지임을 확인함 (그림 87 참조). 
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나. 복제씨수소‘흑올돌이’생산

[ 체세포복제 제주흑우 씨수소 “흑올돌이‘ 생산 ]

    [제왕절개 직후 한우 대리모, 삽입사진; 흑올돌이 [멸종위기 최우량 정자생산 제주흑우

       (2009년 9월 9일 탄생, 생시체중; 27kg)]                노령 씨수소(’08년 도축)] 

그림 88. 체세포복제 제주흑우 씨수소 “흑올돌이‘ 생산

    2009년 9월 9일에 태어난 두번째 복제 소 흑제돌이 (♂, 2010년 6월 16일 공개) 는 육질형

질이 우수하여 근내 지방도가 높고 1등급 이상이 95% 이상 출현율을 보이는 종모우 (BK 

94-13) 를 복제한 것임. 특히 두번째 소는 2008년 도축이 된 우량 소를 다시 복원한 것으로 복

제 본래의 의미를 더해줌과 동시에 숫 적으로 열세인 제주흑우의 증식에 도움이 될 것으로 보

여짐.

표 86. 복제송아지 (young, 흑올돌이), 체세포(cell, BK94-13) 와 대리모소 (mother) 의 full   

        DNA fingerprint 분석한 STR typing

Mother (대리모) Young (복제소) Cell (체세포)

Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ

TGLA227 15 20 14 15 14 15

BM2113 19 21 21 21 21 21

TGLA53 23 29 35 35 35 35

ETH10 16 19 18 19 18 19

SPS115 21 23 21 24 21 24

TGLA126 17 21 18 20 18 20

TGLA122 26 29 24 25 24 25

INRA23 18 20 15 20 15 20

ETH3 23 24 23 23 23 23

ETH225 23 26 23 25 23 25

BM1824 13 14 13 13 13 13
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그림 89. 냉동보관된 체세포로 멸종위기 제주흑우 씨수소 흑올돌이 복제 성공

(2010년 6월 보도)
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다. 복제씨암소‘흑우순이’생산

그림 90. 복제씨암소 흑우순이 생산

- 체세포복제난자를 초급속냉동· 초간편해동 후 곧바로 5마리의 대리모의 자궁에 이식된 결과

  1마리의 제주흑우 복제씨암소가 자연분만으로 탄생함 (2010년 10월 31일, 생시체중 36       

 kg, 임신기간 299일).
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No. of transfer. 
surrogate mother

No. of
Pregnancy

No. of 
Birth calf

No. of 
Living calf

5 1  (20.0%) 1
1

흑우순이: BK94-14

 Table 87. Jeju Black Cattle SCNT embryo transfer and their pregnancy using

 

그림 91. 세계최초로 개발된 초급속냉동·초간편해동 체세포복제난자 이식기술 접목으로 현존하

지 않는 최우량 혈통 제주흑우 씨암소 BK94-14 종 복원 (2010년 10월 31일 출생, 2011년

6월 현재 7개월 령) 

그림 92. 복제소 흑우순이 친자감별 결과

- 11개의 STR 마커로 친자 감별 유전자분석을 실시한 결과, 복제송아지와 공여된 제주흑우

  씨암소 체세포간에 11개의 microsatellite loci에서 모두 완벽하게 유전자형이 일치하였으며

  성별도 동일한 암컷으로 확인되었음.
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3. 체세포복제소의 정액 분석 및 체외수정능 검정

 가. 복제소 흑영돌이 정액 분석 및 체외수정

그림 93 . 2011년 6월 현재 체세포핵이식기법으로 탄생한 체세포복제 제주흑우 씨수소 두마

리의 장성한 모습. (우) 흑영돌이; 제주흑우 씨수소 중 몸집이 제일 큼. 2009년 3월 11일 출

생, 2011년 6월 현재 26개월 령. 체세포제공 씨수소 현존 (좌) 흑올돌이; 제주흑우 씨수소

중 정액질이 제일 우수함. 2009년 9월 9일 출생. 011년 6월 현재 20개월 령. 체세포제공

씨수소 2008년 도축

(1) 컴퓨터 정액분석기 (CASA)를 이용한 정액 비교

                             

    그림 94. 체세포 공여 소 (BK01-10, 왼쪽)와 복제소 흑영돌이 (오른쪽)의 정자

    운동 상태 (붉은색의 선은 활발한 정자의 움직임을 나타냄)     
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그림 95. 제주흑우 01-10과 복제소 흑영돌이 정액 분석 결과

   체세포 공여 소(BK01-10)와 복제소 흑영돌이의 정자를 컴퓨터 정액분석기 (CASA) 로 분

석한 결과, 정자운동성이 각각 88.2%와 84.8%로 나타나 모두 활력이 좋은 것으로 확인됨.
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(2) CTC 염색을 이용한 정자의 수정능 획득 비교

그림 96.  CTC 염색에 의한 공여 소와 복제소 (영돌이) 정액의 수정능 획득 조사

    정액 처리 후 CTC 염색을 통해 정자의 수정능 획득을 조사한 결과, 공여 소(BK01-10)와

복제소 흑영돌이 두 정액 모두 B pattern (capacitation)과 AR pattern (acrosome reaction)이 F 

pattern (uncapacitation) 보다 많은 것으로 확인됨.
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정액
수정

공시난자

체외발달율 (%)

2일 4일 6일 8일

≥ 2-4세포기 ≥ 8세포기 ≥ 상실배 ≥배반포기배

대조군

(BK01-10)
210 126 (60) 112 (88.8) 62 (49.2) 25 (20)

복제소

(흑영돌이)
267 178 (66.6) 173 (97) 106 (59.5) 56 (31.4)

(3) 복제소 흑영돌이의 체외수정 및 발달율 조사

표 88. 복제소 흑영돌이 정액을 이용한 체외수정 및 체외발달

   

그림 97. 복제소 흑영돌이로부터 체외 생산된 배양 2일 체외수정란과 배양 8일 째 배반포배

    복제소 흑영돌이 정액의 특성을 분석하기 위하여

i) 컴퓨터 정액분석기로 조사하였던 바, 공여 소 BK01-10과 유사하게 높은 정자 활력 및

   운동성을 나타냈고, 

ii) 정액 처리 후 수정 전 상태에서 수정능 획득을 CTC염색법으로 조사하였던 바, 수정능

  획득이 안 된 정자수보다 수정능 획득이나 첨체반응이 일어난 정자수가 복제소와 공여 소

   모두 유사하게 높은 것이 확인되었으며,

iii) 체외수정을 실시하였던 바, 체외수정율과 배 발생율 모두 유사하거나 복제소 처리군에서

   약간 높게 나타나 복제소 흑영돌이의 정액의 이용 가능성을 확인하였음. 
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나. 복제소 흑올돌이의 정액 분석 및 체외 수정

    복제소 흑올돌이는 공여 소 (BK 94-13)가 2008년에 도축된 상태이므로 대조군 정액이

존재하지 않아 정액의 질적 상태를 비교하기 어려움. 정액분석기 최신 장비인 ISAS를

이용하여 흑올돌이 정액을 조사하였음. 

(1) 컴퓨터 정액분석기 ISAS를 이용한 복제소 흑올돌이 정액 검사 비교

그림 98. ISAS 프로그램을 이용한 복제소 흑올돌이의 정자운동 상태

그림 99. 흑올돌이 정자의 ISAS 프로그램 분석 결과
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수정

공시 난자

체외 발달율 (%)

2 일 4 일 6 일 8 일

≥ 2-4 세포기 ≥ 8 세포기 ≥ 상실배 ≥ 배반포기배

133 82 (61.6) 59 (71.9) 49 (59.8) 20 (24.4)

(2) 복제소 흑올돌이 정액을 이용한 체외수정

   표 89. 복제소 흑올돌이 정액을 이용한 체외수정란의 발달

그림 100. 흑올돌이 정액을 이용한 체외수정으로 발달된 배아

 

    흑올돌이는 육질 우수 (1등급이상 95%) 1등급 정액을 생산했던 94-13 제주흑우 씨수소의

보관된 체세포로부터 생산된 복제소임. 2008년에 도축이 되어 현존하지는 않지만 흑올돌이의

정액을 조사하였던 바, 활력, 운동성 모두 좋은 것으로 나타났고 또한 이러한 정액을 이용하여

체외수정을 실시하였던 바, 수정율과 배발생율 모두 좋은 것으로 확인되었음. 이 정액은 동결

정액을 이용하여 체외수정을 실시한 것임. 수작업으로 제작된 정액은 융해 후 상태가 좋은 것

으로 나타나 인공수정에 사용할 계획임.
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4. 소 배아줄기세포주 확립 기술 개발

    소 체외수정란으로 부터 유사 배아줄기세포주 확립에 대한 기초 연구를 실시하였음. 본

연구팀은 우수 유전 형질 보존 및 활용을 위한 기초 연구로 지난 3차 년도에 이어 소 배아줄

기세포주 확립 기술을 개발함으로써 내부 세포괴가 큰 부화기 배반포기배를 이용하였을 때 배

아줄기세포주의 확립 가능성이 높다는 것을 확인함 (표 90 참조).

그림 101. 부화 배반포기배를 이용한 소 배아줄기세포 생산

Table 90. Establishment of bovine embryonic stem cell lines from in vitro-fertilized

embryos

    부화기 배반포기배로부터 잘라낸 내부세포괴를 마이크로드롭 지지세포위에 올려 배양하여

ES-like 콜로니를 21개 (16.7%) 획득할 수 있었으며, 그 중 6개 세포주는 3개월 이상 계대

배양이 가능하였으며 고유의 배아줄기세포특성이 확인되었음.
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 제1절 연구개발 목표의 달성도

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

달성도

(%)

1차

연도

(2008)

〔제 1세부〕
수정란이식

산자생산율

제고

체외수정란 배양환경 개선

을 위한 배양첨가제개발

-항산화제를 이용한 배양환경 개선

 (국내특허출원)
-줄기세포 생리활성물질을 이용한

 배양 환경 개선 (국내특허출원)

100

체외수정란 생산 및 이식
-제주한우 엘리트 체외수정란 생산 및

이식 (13두) 
100

〔제 1협동〕
수정란의

성감별

수정란 성감별 기술 도입

-수정란 성 감별용 프라이머 제작

-수정란 성 감별 적정화

-체외수정란 성감별 시도

 (국내특허출원)   

100

 〔제 2협동〕

대량증식 및

보급

체내수정란 생산 및 이식

조건 확립

-공란우 다배란 유기에 의한 수정란 생산

-수란우 발정동기화 처리 및 선발
100

체내수정란 이식

-제주흑우 수정란 이식: 75두 완결

  25두 임신(33.3%) 21두 분만

-체외수정란 이식: 4두
-제주흑우등록두수; 96두
※ 신선란 및 동결란이식 수태성적비교

   예비실험: 168두

100

〔제 3협동〕

유전형질 검출, 

분석

제주흑우 집단 개체별 기

초 조사 및 채혈

-외모 표현형 조사 및 유전자 분석용

  혈액 시료 수집
100

유전자형 분석을 위한

DNA 추출 및 MS 표지인

자 선정

-제주흑우 집단 분석용 MS marker    
  및 선정 (22개와 모색유전자 2개)

100

제주흑우 집단 MS 유전자

형 분석

-제주흑우 집단 MS 유전자형 분포

  및 빈도, 특성 분석

 (제주흑우등록 22두, 기타정밀 재확인

 요망 27두, 도태대상 171두 확인)

100

친자감별 효율성 및 제주

흑우 가계도 작성

-선정 marker 조합별 친자감별 효율

  검증
100

〔제 4협동〕

생식세포

성감별 및

수정란동결기술

개발

생식세포 성감별 기술 도

입

-제주흑우 정액의 생존능 및 질적검사

-제주흑우 동결 정액의 성감별

-제주흑우 원정액 성감별 정자의 인공

 수정 시도 (성감별 암·수정자로 각 1  
 두 씩 실시)

-제주흑우 원정액 성감별 정자의 체외

 수정능 조사

100

도축 제주한우 및 제주흑

우 체외수정란의 동결 기

술 도입

-동결조건 적정화 (국내특허출원)
-제주한우 엘리트 체외수정란의 초자

 화동결 및 이식 (6두)
-완만동결법을 이용한 제주흑우 체외수

 정란 동결·융해 및 이식

100
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

달성도

(%)

2차
년도

(2009)

〔제 1세부〕
수정란이식

산자생산율

제고

산자생산 저해 요인 분석

-체내·외 수정란 이식축 수태율 조사 및

분석

-산자생산 저해요인 분석 및 해결책 제시

100

우수수정란 배양 조건 확

립

-체외수정란 생산율 제고

-배양 첨가제 및 배양 방법개발

-배양첨가제 성분분석 실시

-체외수정란(복제소;신선란)이식 59두 중

 분만 2두 (3.11 흑영돌이; 9.9 흑올돌이)  

100

〔제 1협동〕
수정란의

성감별

수정란 성감별 기술도입

및 개발

-성감별 방법 적정화; 프라이머, 방법등

-체외수정란 성감별

-염색체 검사를 통한 성감별율 재확인

100

〔제 2협동〕
대량증식 및

보급

수정란 생산 공란우 선발

조건 확립

-공란우 호르몬 수준, 난소 상태, 영양균형

(BCS)등 조건이 수정란 생산수 및

수정란의 질에 미치는 영향 검토

100

최적 수란우 선발 및 이

식기술 개발

-수란우 호르몬 수준 및 황체등급 향상

 사양 기준 개선

-수란우 질병 검사 실시

-체내수정란 이식; 84두(목표량 75두)  
  38두 임신(45.2%) 30두 분만

-제주흑우등록; 217두

100

〔제 3협동〕
유전형질

검출, 분석

제주흑우 특이 표현형 연

관 후보유전자 분석

-근친방지를 위한 제주흑우 종모우 추가

 선정; 모색유전자, 혈통 고려

-오차율 최소화용 Indel마커 구축

-타품종과의 유전자 분석

100

제주흑우 비육시험 및 생

검시료 채취; 제주흑우, 
한우, 흑x한우

-비육단계별 성장, 초음파 육질 진단 및

생검
100

〔제 4협동〕
생식세포

성감별 및

수정란

동결기술

개발

성감별 정자의 체외수정

란 생산율 제고

-성감별 조건 적정화

-성감별 정자의 활력유지 조건 적정화

-성감별 정자를 이용한 인공수정 및

성감별율 조사

-성감별된 정자를 이용한 체외수정란 생산

효율 제고

100

수정란 동결 기술 개발

-완만동결 및 급속동결 기술 개발 및

 생존율 제고

-직접이식용 동결 방법 적정화

-미수정란 동결 방법 적정화

-전년도에 이식된 동결란의 산자 생산율

 조사

100
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

 달성도

(%)

3차
년도

(2010)

〔제 1세부〕
수정란이식

산자생산율

제고

산자생산율 제고
-체내수정란 이식축 수태율 조사, 분석

  및 개선 방안 도출
100

증식 및 우수 유전자원

보존

-배양액 및 동물복제를 위한 체외배양방법 개

 발 (특허등록)

-체외수정란(복제소;동결란)이식 5두 중

  분만 1두 (10.31 흑우순이)
-소 배아줄기세포 확립기술 개발

100

우수수정란 배양 환경

개발

-가축의 체외수정용 정자처리방법 개발

(특허출원)

-줄기세포 생리활성물질을 이용한 배양환경

 기술 개발 (특허등록) 

100

〔제 1협동〕
수정란의

성감별

수정란 성감별 기술도

입 및 개발

-성감별 방법 적정화; 프라이머, 방법등

-체외수정란 성감별

-염색체 검사를 통한 성감별율 재확인

100

〔제 2협동〕
대량증식 및

보급

수정란 생산 공란우 선

발조건 확립

-공란우 호르몬 수준, 난소 상태 등 조건이

수정란 생산 수 및 수정란의 질에 미치는

영향 검토

100

수정란 이식 및 수태율

조사

-체내수정란 이식; 이식 132두 완결 (목표량

125두)

 59두 임신(44.7%) 51두 분만

100

제주흑우 등록증 발급

및 씨수소 명호부여

-등록증 243두 발급(혈통등록 33두, 기초

 등록 73두, 예비등록 137두)

-씨수소 17두 명호부여

100

〔제 3협동〕
유전형질

검출, 분석

제주흑우 집단 개체 및 친

자감별 시스템 구축 분석

-Indel 및 MS 유전자형 분석

-친자감별 최종 마커 시스템 구축
100

제주흑우 SNP chip
-제주흑우 SNP 분석

-분석 자료의 DB 구축 및 비교
100

〔제 4협동〕
생식세포

성감별 및

수정란

동결기술

개발

성감별 기술 적정화
-정자 성감별 적정화 및 성감별 정자확보

-성감별정자 체외수정란 생산 효율 조사
100

수정란 동결 기술 적정

화

- 필드 적용

초급속동결/1-단계융해/직접이식 간편화

기술 개발 (제주흑우 암소 복제 1 두 생산

성공)

100
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

 달성도

(%)

4차
년도

(2011)

〔제 1세부〕
수정란이식

산자생산율

제고

산자생산율 개선 및 체내·외

수정란 생산 체계 확립

­체내·외 수정란 이식축 수태율 조사 및

분석 (3차년도 45% 분만율, 45 두 증식)

­산자생산 저해요인 분석 및 해결책 제시

­F1 900여두 포함 1300여두로 제주흑우

증식

100

증식 및 우수 유전자원 보존

­제주흑우 씨암소 복제 성공 보도

  (흑우순이, 2011년 6월 12일) 

­제주흑우 복제소 생식능 조사

­복제효율 증진 기술 개발

­줄기세포 확립기술 개발

100

우수수정란 배양 환경 개발

­가축의 체외수정용 정자처리방법 개발

(특허등록)

­체외수정란 생산율 제고

100

〔제 1협동〕
수정란의

성감별

수정란 성감별 기술도입 및

개발

­성감별 방법 적정화: 프라이머, 방법등

­체외수정란 성감별

­염색체 검사를 통한 성감별 재확인

100

〔제 2협동〕
대량증식 및

보급

제주흑우 체내수정란 생산 이

식 및 수태율조사

­체내수정란 이식; 이식 183두 완결

(목표량 175두)

  63두 임신(34.4%) 61두 분만

100

제주흑우 등록

­제주흑우 후보 씨수소 추가 등록 5두

­제주흑우 등록증 발급 (총 335 두)

 ;혈통등록 118두, 기초등록 74두, 
  예비등록 143두

100

〔제 3협동〕
유전형질

검출 및 분석

제주흑우 집단 및 개체 친자감

별 system 개발 연구

­최종선발된 MS, Indel 및 SNP 마커들을

이용한 효율적 분석법 개발
100

Bovine 50K chip 분석 및 제주

흑우 특이 표지인자 개발

­제주흑우 Bovine 50K chip 분석 결과를

이용한 대량 SNP 탐색 및 data화
100

〔제 4협동〕
생식세포

성감별 및

수정란

동결기술

개발

성감별 기술 적정화

­제주흑우 복제 씨숫소 (흑영돌이,

  흑올돌이) 정액 생산 및 특성 검토

­정자 성감별 실시

­성감별 정자를 이용한 체외수정

100

수정란 동결 기술 적정화

­흑우 도태축 활용 방안 마련

­이식 간편화 및 최적 동결 방법 적정화

­동결란 이식에 따른 임신율 제고

­미수정란 동결 및 활용 방법 개발

100
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

 달성도

(%)

5차
년도

(2012)

〔제 1세부〕
수정란이식

산자생산율

제고

산자생산율 개선 및 체내·외

수정란 생산 체계 확립

­체내·외 수정란 이식축 수태율 조사 및

분석

­산자생산 저해요인 분석 및 해결책 제시

100

증식 및 우수 유전자원 보존
­복제소 생식능력 검정

­소 배아 줄기세포 확립기술 개발
100

〔제 1협동〕
수정란의

성감별

수정란 성감별 기술도입 및

개발

­성감별 방법 적정화

­체외수정란 성감별

­염색체 검사를 통한 성감별 재확인

100

〔제 2협동〕
대량증식 및

보급

제주흑우 체내수정란 생산 이

식 및 수태율조사

­체내수정란 이식; 이식 204두 완결

(목표량 200두), 임신 결과 추후 보고
100

제주흑우 등록

­제주흑우 후보 씨수소 추가 등록 5두

­제주흑우 등록증 발급 (총 460 두)

  등록대기 150두
­제주흑우천연기념물 지정

100

〔제 3협동〕
유전형질

검출 및 분석

제주흑우에 적합한 유전자 친

자확인 system 개발 연구

­최종선발된 MS, Indel 및 SNP 마커들을

이용한 효율적 분석법 개발
100

Bovine 50K chip 분석 및 제주

흑우 특이 표지인자 개발

­제주흑우 Bovine 50K chip 분석 결과를

이용한 대량 SNP 탐색 및 data화 진행 중
100

〔제 4협동〕
생식세포

성감별 및

수정란

동결기술

개발

성감별 기술 적정화

­제주흑우 복제소 생식능력 검정

­흑우정액 분석 및 응용

­성감별 정자를 이용한 체외수정

100

수정란 동결 기술 적정화

­동결 방법 적정화

­산업화 가능한 동결 기술개발

­미수정란 동결 및 활용 방법 개발

100
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제2절 관련분야의 기술발전에의 기여도

    제주특별자치도에서는 전 세계 유일의 제주흑우를 FTA에 대응한 축산물로 육성키 위해

2017년까지 3만 마리로 전 두수 도 전역 흑우로 전환하며 이를 위해 기존 송아지 생산 기지

등 기반시설 및 마을공동목장 및 전업목장, 한우단지는 흑우 생산기반으로 대체하며, 축협 등

생산자 단체, 전 기업 목장을 흑우 브랜드 추진 주체로 육성할 계획이라고 발표하였음 (2008년

3월).

    과제 도출 당시 정책적으로 제주흑우의 육성과 필요성이 맞물려 의욕적으로 출발하였으나, 

본 연구에서 추진하기 위한 연구 아이템들을 수용하기에는 제주흑우의 가용 수가 턱없이 부족

했음. 우수 체내수정란 생산을 위해 우량 씨암소와 씨수소가 요구되었으나 그 수가 적어 근친

번식을 막기 위한 노력이 필요했으며, 체외수정란을 생산하기 위한 도태시키는 암소를 구하기

가 쉽지 않았음. 또한 체내·외 수정란의 질에는 절대적으로 흑우정액의 quality가 중요한 요소

인데 반해, 흑우 정액 데이터베이스가 제대로 구축되지 않아 기존 씨수소의 관리 및 후보 종모

우에 대한 선발이 시급했음. 

    제주흑우 개량을 위해 본 연구에서는 흑우정액의 관리 및 개선을 위해 정액분석기와 정액

자동화제조기의 필요성을 계속적으로 피력하였고, 제주특별자치도 축산진흥원 및 국립축산과학

원 난지축산시험장에서는 최근 전 장비시스템을 구축하여 현재 제주도내 씨수소 및 후보 씨수

소 총 36두를 조사 중에 있음. 이러한 변화는 앞으로 제주흑우의 증식 및 개량에 절대적으로

긍정적인 영향을 끼칠 것으로 사료됨. 인공수정 성공률에 긍정적인 영향을 미칠 뿐만 아니라

현대화된 자동설비 데이터에 기초하여 비교 조사 선발하므로 계획적인 생산 예측이 가능해질

것으로 기대됨. 

    이러한 변화는 본 과제의 반기별 협의회를 통해서 흑우정액 분석, 흑우동결정액스트로를

이용한 체외수정란 생산과 성감별을 통해 현대화된 흑우 정액활용의 필요성을 피력하여 제주

특별자치도 축산진흥원과 국립축산과학원 난지축산시험장내에 자동화된 장비를 구입하고 이용

하도록 유도한 계기가 됨. 현재 이 장비는 도내 흑우정액 생산의 재정비를 위한 새로운 개념과

취지로 활발히 활용되고 있음. 제주흑우 원정액 상태가 나쁘지 않으므로 제주흑우 정자의 생존

능과 운동성이 잘 유지되도록 동결스트로가 제조되어 임신율 뿐 만아니라 건강한 제주흑우 송

아지 생산이 가능하여 제주흑우 개량에 도움이 될 것으로 보임. 

    본 연구에서는 제주흑우를 한우 및 타 품종과 구별할 수 있는 표지인자를 3년여 간의 연

구 결과로 14개의 마커 (MS 8종, Indel 마커 5종, MCIR 1종) 및 15좌위로 선정하여 제주흑우

친자감별 및 등록에 기여하였고, SNP chip 연구를 통해 타 품종과의 차별성을 확인하였으며, 

육질관련 및 차후 개량에 필요한 유전 특성도 발굴해 낼 수 있는 기반을 마련하였음.  

  

    수정란 생산 및 배양을 위한 새로운 기술이 개발되어 특허 3건을 등록 [i) 배양액 및 동물

복제를 위한 체외 배양 방법; ii) 가축의 체외 수정용 정자 처리방법; iii)미분화 인간배아줄기세
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포 유래 배양 조성물을 이용한 소 난자의 체외배양 방법] 하였고 관련 기술은 논문에 게재했으

며, 일부 기술은 (Oosight imaging system 이용한 복제 효율 증진 기술) 언론 및 매체에 보도되

어 관련 연구자에게 알리는 계기를 제공하였으며 (15건 홍보),“배아줄기세포생리활성물질을

이용한 수정란 배양 기술”국제연구논문게재로 우수성을 인정받아 ‘일본 동물생식학회로부터

우수논문으로 선정’되었음 (10건 홍보). 이러한 배양 기술은 체외수정란 생산에 핵심 기술로

이용될 수 있는 것으로 특허를 획득한 신기술이며, 실제로 체세포핵이식유래 복제 수정란 배양

에 이용되어 제주흑우 복제소를 생산하는 데에 유효하게 활용되었음.

    제주흑우가 재래한우 중에는 처음으로 별도의 등록규정을 제정하여, 본 연구과제를 추진할

당시 2008년 등록우 96두 였으나 2008년 등록규정이 개정되고 2009년까지 증식된 개체에 대해

등록을 실시하여 2009년 12월 기준 등록우가 217마리로 증가되었고, 2011년 기준으로 335마리

까지 증가되었으며, 2012년부터 2013년 6월까지 총 125마리가 등록 관리되고 있음. 또한, 등

록우에서 생산된 등록심사 대상축 150마리를 포함하면 총 610여 마리로 5년간 제주흑우 수가

6.4배 증식 효과가 있었음. 다만 사육관리 과정에서 비육출하거나 도태로 자연 감소된 개체도

상당수 존재하지만 본 연구과제 사업을 통해 순수 제주흑우 두수 증식에 기여한 바가 매우 크

다고 사료됨.

  

    제주흑우의 연구 필요성은 연구가 진행된 5년간 지속적인 연구 성과 홍보로 이어져 대내·

외적으로 알리는 계기가 되었으며, 제주흑우등록 사업이 계속적으로 진행되어 원원종 보존이

체계적으로 잘 이루어진 것이 파악되어 최근에 (2013년 6월 27일) 문화재청으로부터 “제주흑

우를 천연기념물로 지정 확정 한다”는 내용이 발표되었고 2013년 7월 22일 천연기념물 제546

호로 지정됐다는 내용을 안전행정부 관보에 공고됨. 

    또한 본 연구진은 최첨단 생명공학 기술을 이용하여 제주흑우 씨수소 2두와 씨암소 1두를

복제하였고 총 160건의 제주흑우와 복제소 관련 홍보를 하여 멸종위기 제주흑우의 보존의 필

요성과 고려시대부터 임금님 진상품으로 제공되었다는 웰빙 식품으로서 제주흑우를 전국에 알

리고 본 연구의 중요성을 언론매체를 통해 보도하였음. 현재 제주특별자치도내에는 ‘제주흑우

명품관’이라는 전용식당이 있어 제주를 방문하는 관광객들과 일부 제주흑우 고기 맛을 아는

고객들의 입을 통해 홍보가 되고 있음. 이러한 노력으로 2010년 농림축산식품부 기술기획평가

원 (IPET) 으로부터 우수과제로 선정된바 있음.

    본 연구과제를 통해 획득된 제주흑우 대량증식 기반기술은 앞으로 청정지역 제주특별자치

도가 내세운 대표상품으로‘제주흑우’를 일본의 화우브랜드처럼 세계적인 브랜드로 성장 시

켜 나가는 데에 밑거름이 될 것으로 사료되며, 세계 7대 자연경관 제주에만 서식하는 천연기념

물 제주흑우는 개량과 증식을 통해 축산농가소득에도 기여할 수 있는 효자상품이 될 수 있을

것으로 기대해 봄. 
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no. 출원등록명 출원등록자명 출원등록번호 산업재산종류 출원등록일

1
미분화 인간배아줄기세포유래 배양 조성물

을 이용한 소 난자의 체외배양 방법

제주대학교 산학협력단;제주특별자

치도;(주)미래생명공학연구소
10-2008-0138099 특허 (출원) 2008-12-31 

2
배양액 및 동물 복제를 위한 체외 배양 방

법

(주)미래생명공학연구소;제주대학교

산학협력단;제주특별자치도
10-2009-0035112 특허 (출원) 2009-04-22

3 소 수정란의 성 감별 방법

제주대학교 산학협력단;충북대학교

산학협력단;제주특별자치도;(주)미래

생명공학연구소

10-2009-0035113 특허 (출원) 2009-04-22 

4 동물 배아의 보존 방법
(주)미래생명공학연구소;제주대학교

산학협력단
10-2009-0035114 특허 (출원) 2009-04-22

5 소 복제 수정란의 체외배양 방법 충북대학교 산학협력단 10-2009-0106944 특허 (출원) 2009-11-06  

6
돼지 수정란 또는 복제 수정란의 체외 배양

방법
충북대학교 산학협력단 10-2009-0106946 특허 (출원) 2009-11-06

7 가축의 체외 수정용 정자 처리방법
(주)미래생명공학연구소;제주대학교

산학협력단;제주특별자치도
10-2010-0040969 특허 (출원) 2010-04-30

제1절 연구성과 목표 및 달성

구분 특허
출원

특허
등록

신품종등록
(유전자원
등 포함)

논문
기타

국외(SCI) 국내

1차년도

목표 1 2 1 3

달성 4 1 2

38
 (전시회1건, 수상 1건, 교육지도

   6건, 언론홍보 13건, 학회 16건, 
인력양성 1건)

2차년도

목표 1 1 2 2 3

달성 3 0 1 1 2
87

 (수상 2건, 교육지도 3건, 언론홍보

76건, 학회 6건)

3차년도

목표 1 1 2 2 3

달성 1 2 5 3
164

 (교육지도 3건, 언론홍보 139건, 
학회 21건, 인력양성 1건)

4차년도

목표 2 1 1 2 2 3

달성 0 1 2 0
19

 ( 수상 1건, 교육지도 5건, 언론홍보

4건, 학회 6건, 인력양성 3건,)

5차년도

목표 2 2 2 2 3

달성 0 0 1 2 1
30

 (교육지도 3건, 언론홍보 25건, 학회

2건)

계

목표 7 5 1 10 9 15

달성 8 3 2 11 8

338
 (전시회1건, 수상 4건, 인력양성 5건, 
교육지도 20건, 언론홍보 257건, 학회

51건)

1. 특허 성과
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8 가축의 체외 수정용 정자 처리방법
(주)미래생명공학연구소;제주대학교

산학협력단;제주특별자치도
10-2011-0018668 특허 (출원) 2011-03-02

9
미분화 인간배아줄기세포 유래 배양 조성물

을 이용한 소 난자의 체외 배양 방법

제주대학교 산학합력단

제주특별자치도;(주)미래생명공학연

구소

10-1010077 특허 (등록) 2011-01-14

10
배양액 및 동물 복제를 위한 체외 배양 방

법

(주)미래생명공학연구소;제주대학교

산학협력단;제주특별자치도
10-1010156 특허 (등록) 2011-01-14

11 가축의 체외 수정용 정자 처리방법
(주)미래생명공학연구소;제주대학교

산학협력단;제주특별자치도
10-1064415 특허 (등록) 2011-09-05
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no. 논문명 주저자명 학술지게재일 SCI구분

1
A MAPK pathway is involved in the control of cortical granule 

reaction and mitosis during bovine fertilization. 

태진철; 

김은영
2008-08-01 SCI

2
한우와 제주흑우, 홀스타인에서 MC1R 유전자형에 따른 melanin 

생합성 유전자들의 발현수준과 모색 출현양상의 관계
이성수 2009-03-01 비SCI

3
A GHR Polymorphism and Its Associations with Carcass 

Traits in Hanwoo Cattle
한상현 2009-02-01 SCI

4
Pregnancy Rate of in Vitro Produced Korean Cattle Embryos 

according to Transport Time Course 

박효영;

김은영
2009-12-31 비SCI

5
Verification of ET and AI Derived Offspring Using on the 

Genetic Polymorphisms of Microsatellite and Coat Color Related 
Genes in Jeju Black Cattle

한상현 2010-01-14 비SCI

6
Effects of POU1F1 and GH1 genotypes on carcass traits in 

Hanwoo cattle
한상현 2010-04-30 SCI

7
플라보노이드 처리된 체세포 핵이식 배아의 체외 발달 및

제주흑우 복제 소 생산
김은영 2010-09-01 비SCI

8
Differentiated human embryonic stem cells enhance the in 

vitro and in vivo developmental potential of mouse 
preimplantation embryos

김은영 2010-09-12 SCI

9
Generation of functional cardiomyocytes from mouse induced 

pluripotent stem cells 

소경하;

한영준
2010-09-24 SCI

10
3,4-Dihydroxyflavone Acts as an Antioxidant and 

Antiapoptotic Agent to Support Bovine Embryo Development 
In Vitro 

이금실; 

김은영
2010-11-06 SCI

11
Differences between cellular and molecular profiles of induced 

pluripotent stem cells generated from mouse embryonic 
fibroblasts 

김은영 2010-12-12 SCI

12 다산차 젖소에 있어서 인공수정 관련요인에 관한 연구 정경용 2010- 비SCI

13
초자화 동결과 1-단계 융해된 체세포 핵이식란의 직접 이식

기술로 제주흑우 복제소 생산
김은영 2011-03-03 비SCI

14
Coat Color Patterns and Genotypes of Extension and Agouti in 

Hanwoo and Jeju Black Cattle 
한상현 2011-04-26 비SCI

15
The Use of embryonic stem cell derived bioactive material as 
a new protein supplement for the in vitro culture of bovine 

embryos 
김은영 2011-07-07 SCI

16
A promoter polymorphism of MSTN g.2371T>A and its 

associations with carcass traits in Korean cattle
한상현 2012-04-05 SCI

17
Improved Cloning Efficiency and Developmental  Potential in 

Bovine Somatic Cell Nuclear Transfer with the Oosight 
Imaging System

김은영;

박민지
2012-07-20 SCI

18
Efficient Generation of Virus-Free iPS Cells Using Liposomal 

Magnetofection
박효영 2012-09-25 SCI

19
Polymorphisms and allele distribution of novel indel markers in 

Jeju Black Cattle, Hanwoo and imported cattle breeds
한상현 2012-12-20 비SCI

20
Insertion/deletion Polymorphism of GALM gene and its 

associations with carcass traits in Hanwoo and Jeju Black cattle 
(Molecular Biology Reports) 

한상현 투고예정

21 한상현
한국수정란이식학

회지, 투고중

제주흑우 집단에서 친자확인을 위한 indel과 microsatellite를
포함하는 새로운 분자 마커 체계

2. 논문발표 성과
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no 발표자 학술회의명 발표제목 발표일시

1

소경하, 

김재연,박민지,박효영,김연옥,김은영,

박세필

The 8th International Symposium on 

Developmental Biotechnology

The Antioxidant potent of Apple Poly 

to Support In Vitro Produced Bovine 

Parthenogenetic Embryos

2008-10-24 

2

박효영, 김은영, 김재연, 소경하, 

박민지, 김연옥, 

김영훈,문성호,오창언,황호진,박세필

The 8th International Symposium on 

Developmental Biotechnology

Pregnancy Rate of In Vitro Produced 

Elite Hanwoo Embryos according to 

Transport Time Course 

2008-10-24

3
박민지,김재연,소경하,박효영,김연옥,

김은영,박세필

The 8th International Symposium on 

Developmental Biotechnology

Flavonoid Treatment Improves the In 

Vitro Developmental Capacity of 

Bovine Somatic Cell Nuclear Transfer 

Embryos

2008-10-24 

4
김재연,소경하,박민지,박효영,김연옥,

김은영,박세필

The 8th International Symposium on 

Developmental Biotechnology

Effect of Flavonoid Treatment on In 

Vitro Survival of Frozen-thawed 

Bovine Parthenogenetic Embryos 

2008-10-24 

5
김재연,소경하,박민지,박효영,김연옥,

전길수,김은영,박세필

한국동물번식학회 2008년도

춘계학술대회

In Vitro Survival of Vitrified Bovine 

Parthenogenetic Blastocysts according 

to Treatment of Flavonoid before 

Freezing and after Thawing 

2008-06-20 

6

박효영,김은영,김재연,소경하,박민지,

김연옥,전길수,김영훈,문성호,오창언,

황호진,박세필

한국동물번식학회 2008년도

춘계학술대회

Pregnancy Rate of In Vitro Produced 

Korean Cattle Embryos according to 

Transport Time Course 

2008-06-20 

7
박민지,김재연,소경하,박효영,김연옥,

전길수,김은영,박세필

한국동물번식학회 2008년도

춘계학술대회

Effect of Flavonoid on In Vitro 

Development and Gene Expression of 

Bovine Parthenogenetic Embryo 

2008-06-20 

8
소경하,김재연,박민지,박효영,김연옥,

전길수,김은영,박세필

한국동물번식학회 2008년도

춘계학술대회

Apple Poly is a High-Potency Strong 

Antioxidant to Support In Vitro 

Produced Bovine Parthenogenetic 

Embryos 

2008-06-20 

9 태진철,김은영,김남형,박세필

The 5th Annual Conference of the 

Asian Reproductive Biotechnology 

Society 

IN VITRO DEVELOPMENT OF 

BOVINE SOMATIC CELL NUCLEAR 

TRANSFER EMBRYOS TREATED 

WITH FLAVONOID

2008-11-26 

10
김은영,김재연,박민지,소경하,박효영,

노은형,노은지,박세필

한국동물번식학회 2009년도

춘계학술대회

In Vitro Fertilization with 

Flow-Cytometrically-Sorted Jeju Black 

Cattle Sperm. 
2009-06-19 

11
김재연,박민지,소경하,박효영,노은형,

노은지,김은영,박세필

한국동물번식학회 2009년도

춘계학술대회

The Usability of Embryonic Stem Cell 

Derived Bioactive Material as an 

Supplement on In Vitro Culture of 

Bovine Embryos 

2009-06-19 

12
노은지,박민지,김재연,노은형,박효영,

소경하,김은영,박세필

한국동물번식학회 2009년도

춘계학술대회

A Novel Method for Improvement of 

Bovine In Vitro Fertiliza+tion System 
2009-06-19 

13
노은형,김재연,박민지,노은지,소경하,

박효영,김은영,박세필

한국동물번식학회 2009년도

춘계학술대회

Flavonoid Effect on In Vitro 

Development of Bovine Embryos with 

Five or Twenty Percent Oxygen 

2009-06-19 

14
박민지,김재연,박효영,소경하,노은형,

노은지,김은영,박세필

한국동물번식학회 2009년도

춘계학술대회

Analysis of Embryonic Stem Cells 

Derived Bioactive Material and Their 

Effect on Skin Fibroblast 

2009-06-19 

15
박효영,소경하,김재연,박민지,노은형,

노은지,김은영,박세필

한국동물번식학회 2009년도

춘계학술대회

In Vitro Differentiation of Mouse 

Induced Pluripotent Stem (miPS) Cells 

into Endithelial Cells 

2009-06-19 

16
소경하,박효영,김재연,박민지,노은형,

노은지,김은영,박세필

한국동물번식학회 2009년도

춘계학술대회

Characterization of Cardiac Cells 

Derived from Mouse Induced 

Pluripotent Stem (miPS) Cells 

2009-06-19 

3. 학술발표
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17

Eun Ji Noh, Min Jee Park, Jae Youn 

Kim, Eun Hyung Noh, Hyo Young 

Park, Kyoung Ha So, Eun Young 

Kim and Se Pill Park 

The 9th International Symposium on 

Developmental Biotechnology 

A New Method for Improving Bovine 

Embryo Developmental Capacity.
2009-10-23 

18

Eun Hyung Noh, Jae Youn Kim, Min 

Jee Park, Eun Ji Noh, Kyoung Ha 

So, Hyo Young Park, Eun Young 

Kim and Se Pill Park 

The 9th International Symposium on 

Developmental Biotechnology 

Low Oxygen Environment with 

Flavonoid Treatment Supports for the 

Better In Vitro Developmetal Capacity 

of Bovine Embryos. 

2009-10-23 

19

Jae Youn Kim, Kyoung Ha So, Min 

Jee Park, Hyo Young Park, Eun 

Hyung Noh, Eun Ji Noh, Seong Ho 

Mun, Young Hoon Kim, Sung Soo 

Lee, Moon Suck Ko, Eun Young Kim 

and Se Pill Park 

The 9th International Symposium on 

Developmental Biotechnology 

Production of Cloned Jeju Black Cattle 

by Somatic Cell Nuclear Transfer and 

Flavonoid Treatment. 

2009-10-23 

20

Min Jee Park, Jae Youn Kim, Hyo 

Young Park, Kyoung Ha So, Eun 

Hyung Noh, Eun Ji Noh, Eun Young 

Kim and Se Pill Park

The 9th International Symposium on 

Developmental Biotechnology 

Composition of Embryonic Stem Cells 

Derived Bioactive Material Effects on 

Skin Fibroblast Proliferation. 

2009-10-23 

21

Hyo Young Park, Eun Hyung Noh, 

Kyoung Ha So, Min Jee Park, Jae 

Youn Kim, Eun Ji Noh, Eun Young 

Kim and Se Pill Park 

The 9th International Symposium on 

Developmental Biotechnology 

Characterization of In Vitro 

Differentiated Endothelial Cells 

Derived from Mouse Induced 

Pluripotent Stem Cells(miPS). 

2009-10-23 

22

Kyoung Ha So, Hyo Young Park, Jae 

Youn Kim,Min Jee Park, Eun Hyung 

Noh, Eun Ji Noh, Eun Young Kim 

and Se Pill Park 

The 9th International Symposium on 

Developmental Biotechnology 

In Vitro Differentiated Functional 

Cardiomyocytes Derived from Mouse 

Induced Pluripotent Stem (miPS) Cells.

2009-10-23 

23

Eun Young Kim ,Byong Chul 

Yong,Sung Soo Lee,Moon Suck Ko, 

Key Jung Riu and Se Pill Park 

The 10th international Symposium 

on Developmental Biotechmology 

3,4-Dihydroxyflavone Acts as an 

Antioxidant and Antiapoptotic Agent to 

support Bovine Embryo Development 

In Vitro 

2010-10-29

24

Eun Hyung Noh, Hyo Young Park, 

Byong Chul Yong, Eun Young Kim, 

and Se Pill Park 

The 10th international Symposium 

on Developmental Biotechmology 

Effect of Glycosaminoglycan on Sperm 

Capacitation and Development In Vitro 

Produced Bovine Embrtos 

2010-10-29 

25
Min Jee Park, Hyo Young Park,Eun 

Young Kim and Se Pill Park 

The 10th international Symposium 

on Developmental Biotechmology 

Positive Effect of Development of 

Bovine Somatic Cell Nuclear Transfer 

Embryo Using Oosight Imaging System 

2010-10-29 

26

Eun Young Kim ,Hyo Young Park, 

Byong Chul Yong, Soo Bong Park, 

Hyung Min Chung and Se Pill Park. 

The 10th international Symposium 

on Developmental Biotechmology 

Differences between Cellular and 

Molecular Profiles of Induced 

Pluripotent Stem Cells Generated from 

Mouse Embryonic Fibroblasts 

2010-10-29 

27

Eun Ji Noh ,Hyo Young Park, Min 

Jee Park, Eun Young Kim and Se 

Pill Park 

The 10th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

Estabilshment of Embryonic Stem Cell 

Line from Bovine IVM/IVF/IVC 

Embryos 

2010-10-29 

28
Hyo Young Park, Eun Hyung Noh, 

Eun Young Kim and Se Pill Park 

The 10th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

Generation of Mouse Induced 

Pluripotent Stem Cells using 

Magnetofection 

2010-10-29 

29

Kyoung Ha SO,Hyo Young Park, Jae 

Gon Kim, Dong Jun Sung, Young 

Min Bae,Byoung Chul Yang, Soo 

Bong Park, Sang Keun Chang, Eun 

Young Kim and Se Pill Park 

The 10th international Symposium 

on Developmental Biotechmology 

Generation of Functional 

Cardiomyocytes from Mouse Induced 

Pluripotent Stem Cells

2010-10-29 

30

Eun Hyung Noh, Young Joon Han, 

Hyo Young Park, Eun Young Kim, 

and Se Pill Park 

Reproductive & Developmental 

Biology

Effect of Glycosaminoglycan Treated 

Sperm on In Vitro Developmental 

Capacity of Bovine Embryos 

2010-06-18

31

Eun Ji Noh, Hyo Young Park, Jae 

Youn Kim, Eun Young Noh, Eun 

Young Kim and Se Pill Park

Reproductive & Developmental 

Biology 

Efficient Formation of Primary 

Embryonic Stem Like Colonies from In 

Vitro Produced Bovine Embryos 

2010-06-18

32

Min Jee Park, Jae Yeon Kim, Hyo 

Young Park,Eun Young Kim and Se 

Pill Park

Reproductive & Developmental 

Biology 

In Vitro Development of Bovine 

Somatic Cell Nuclear Transfer Embryo 

Using Oosight Imaging System 

2010-06-18
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33

Kyoung Ha So, Young Joon Han, 

Hyo Young Pa가, Eun Young Kim 

and Se Pill Park 

Reproductive & Developmental 

Biology

Generation Functional Cardiomyocytes 

Derived from Mouse Induced 

Pluripotent Stem(miPS) Cells 

2010-06-18

34
Hyo Young Park, Eun Hyung Noh, 

Eun Young Kim and Se Pill Park 

Reproductive & Developmental 

Biology 

Efficient Generation of Mouse Induced 

Pluripotent Stem Cells using 

Magnetofection 

2010-06-18

35

Jae Yeon Kim, Min Jee Park, Seong 

Ho Mun, Young Hoon Kim, Sung Soo 

Lee, Mon Suck Ko, Eun Young Kim 

and Se Pill Park 

Reproductive & Developmental 

Biology

Production of Cloned Jeju Black Cattle 

using Somatic Cell Nuclear Transfer 

Embryo Treated with Flavonoid

2010-06-18

36 Eun Young Kim and Se Pill Park.
The 10th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

Differentiated Human Embryonice 

STEM Cells Enhance the In Vitro and 

In Vivo Developmental Potenetial of 

Mouse Preimplantation Embryos

2010-10-29 

37

박민지, 김은영, 박효영, 문성호, 

오창언, 김영훈, 이성수, 고문석, 

박세필

한국동물번식학회 2011년도

춘계학술대회

In Vitro Development of Somatic Cell 

Nuclear Transfer Embryo reated with 

flavonoid and production of cloned 

Jeju black cattle 

2011-06-17 

38

김은영, 박민지, 박효영, 노은지, 

노은형, 송동환, 오창언, 김영훈, 

문성호, 고문석, 박세필

한국동물번식학회 2011년도

춘계학술대회

sperm characteristics and In vitro 

Developmental Potential of Genetically 

Indentical Jeju Black Cattle Cloned 

Bull and Its Donor Bull 

2011-06-17 

39 박효영, 노은형, 김은영, 박세필
한국동물번식학회 2011년도

춘계학술대회

Non-toxic Magnetofection for Nuclear 

Reprogramming of Mouse Somatic 

Cells 

2011-06-17 

40

박민지, 김은영, 박효영, 노은지, 

노은형, 송동환, 오창언, 김영훈, 

문성호, 이동선, 고문석, 류기중, 

박세필

한국동물번식학회 2011년도

춘계학술대회

Production of Cloned Jeju Black Cattle 

(Korean Cattle) from SVNT Embryo 

using Vitrification, One-step Dilution 

and Direct Transfer Technique 

2011-06-17 

41
김은영, 이준범, 박효영, 정창진, 

류기중, 박세필

한국동물번식학회 2011년도

춘계학술대회

The Use of Embryonic Stem Cell 

Derived Bioactive Material as a New 

Protein Supplement for the In Vitro 

Culture of Bovine Embryos

2011-06-17 

42
노은형, 노은지, 박효영, 박민지, 

김은영, 박세필

한국동물번식학회 2011년도

춘계학술대회

GAG Treatment on Sperm Enhanced 

The Developmental Capacity of 

Bovine Follicular Oocytes 

2011-06-17

43
노은지, 박효영 박민지, 노은형, 

김은영, 박세필

한국동물번식학회 2011년도

춘계학술대회

Characterization of Embryonic Stem 

Cell Line Derived from Bovine 

IVM/IVF/IVC Embryos

2011-06-17 

44 김은영,박효영,노은형,박세필
The 11th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

Neuronal Cell Differentiation from 

Human Induced Pluripotent Stem Cells
2011-10-21

45
노은지,박효영,박민지,김은영,

박세필

The 11th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

Generation and characterization of 

bovine parthenogenetic stem cells
2011-10-21

46
박민지,노은지,박효영,김은영,

박세필

The 11th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

Embryonic stem cell nuclear 

reprogramming of bovine oocytes has 

better growth potenial

2011-10-21

47 노은형,박효영,김은영,박세필
The 11th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

Neuron differentiation condition of 

human adipose tissue derived stem 

cells

2011-10-21

48
박효영,박민지,노은형,김은영,

박세필

The 11th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

In vitro production of human 

erythropoietin (hEPO) transgenic 

bovine embryos by somatic cell 

nuclear transfer

2011-10-21
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49
박민지,노은지,박효영,한영준,김은영,

박세필

한국동물번식학회 2012년도

춘계학술대회

The usablilty of morphological 

evaluation of the vitrified-thawed 

oocyte before somatic cell nuclear 

transfer using Oosight imaging system

2012-06-21

50 박민지,박효영,한영준,김은영,박세필
The 12th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

Application of Oosight imaging system 

in the monitoring and somatic cell 

nuclear transfer of vitirified-thawed 

bovine oocytes

2012-10-25

51
김영훈,장원호,김현주,김창능,김병학,

김은영,오창언,조상래,최연호,박세필

.The 12th international Symposium 

on Developmental Biotechmology

제주흑우 증식을 위한 수정란 이식

기술 적용 연구
2012-10-25
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no. 교육명 주요내용 교육일자 개최주체

1 '08년 소 수정란이식 기술교육 소 수정란이식 이론 및 실기 2008.02 축산진흥원

2 '08년 소 자가인공수정 기술교육

소 자가인공수정 이론 및 실기, 수태율 향상을

위한 번식우 사양관리, 혹서기 한우질병 예방 및

관리방안

2008.07 〃

3
'08년 한우 선도농가

축산기술교육

대관령 한우 브랜드 육성사례를 통해 세계 비육우

시장에 전망과 제주 한우브랜드에 성공조건을

알아본다.
2008.07 〃

4 '09년 소 수정란이식 기술교육 소 수정란이식 및 한우 개량방안 이론교육 2009.03 〃

5 2010년 소 수정산이식 기술교육
소 수정란이식 수태율 향상 및 한우 개량방안

이론교육
2010.03 〃

6 2011 소 수정란이식 기술교육 한우개량을 위한 수정란이식 기술의 활용 외 2011.04 〃

7 2012 소 수정란이식 기술교육
제주흑우산업 육성을 위한 수정란이식 및 혈통관리

외
2012.02 〃

8 2013년소 수정란이식 기술교육 한우개량 및 제주흑우 산업육성과 혈통관리 외 2013.03 〃

9
2008평창한우 CEO대학 농업인

견학교육-평창군
목장안내 및 한우육종현황, 운영현황 2008.11

난지축산

시험장

10
친환경축산교육 과정생

현장견학교육-순천대학교

전남 녹색축산핵심선도농가 과정생(한우농가) 교육

현장견학
2009.01 〃

11
옥천영동축협-흑우 방목장

견학교육
제주 흑우 방목현장 견학, 흑우산업 현황 시찰 2009.08 〃

12
전남농업마이스터대학

친환경한우과정 현장견학 교육
한구의 연구현황등 2009.12 〃

13
2010학년도 농업전문

CEO양성과정(한우-비육우반) 
현장견학교육-경북대학교

2010학년도 농업전문

CEO양성과정(한우-비육우반) 현장견학교육
2010.09 〃

14
제주흑우 강소농 육성을 위한

감담회

제주흑우 육성을 위한 기관별 역학분담, 제주흑우

및 실용화축군 관리 방안 등
2011.05 〃

15
개장 55주년 행사 및 제주흑우

육질 평가회
제주흑우 실용축 육질평가회 및 시식회 2011.07 〃

16
제주흑우 신규연구과제 계획을

위한 간담회
제주흑우 관련 신규연구과제 추진을 위한 간담회 2011.10 〃

17
제주흑우 번식력 향상을 위한

공동실험수행-중앙대학교산업대

학동물자원과학과

제주흑우 산업화를 위한 우수 유전형질 탐색 및

활용, IEF를 이용한 정자관련 단백질 분석
2012.01 〃

18
FTA대응 제주흑우 브랜드화

전략 세미나

제주흑우의 개량과 정책방안 설정 및 제주흑우의

대량증식 방안, 제주흑우 산업화 및 명품브랜드화

전략

2012.04 〃

19
2012학년도 전남생명농업대학생

현장견학교육-전라남도농업기술

원

한우(흑우), 말 연구 및 산업 전망 등의 강의,
시험장 시설 및 목장 견학 안내

2012.08 〃

20
제주흑우 및 제주마 유전자

분석 기술 교육
제주흑우 및 제주마 유전자분석 교육 2013.01 〃

4. 교육·지도활용
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no. 일자 수상명칭 공적내용

1 2008-12-26 표창패 '제주시를 빛낸 시민' 표창

2 2009-12-31 2009.대학을 빛낸 교수상 2009.대학을 빛낸 교수상 수상

3 2010-04-05 농림수산식품 우수과제 선정
임금님 진상품 제주흑우의 대량증식 기술 - 

제주흑우의 대량증식 기술개발 및 산업화

4 2012-04-01
일본 'JDR 아웃스탠딩

페이퍼 어워드' 수상
일본 'JDR 아웃스탠딩 페이퍼 어워드' 수상

 5. 수상실적
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No 인력양성명 인력양성내용 인력양성년도

1 이영화 석사학위취득 2009

2 이성현 석사학위취득 2011

3 박민지 석사학위취득 2012

4 노은형 석사학위취득 2012

5 노은지 석사학위취득 2012

6. 연구인력 활용/양성 성과
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출 생 일 : 2009. 3. 11

제품특징 : 체세포핵이식 기술로 생산된 흑영돌이는 육량증가에 효과적인 정자를 생

산하는 고령 제주흑우 씨수소 BK01-10 (싯가; 2억 호가) 으로부터 복제된 소로 현재

22개월령으로 성장하였음. 

7. 홍보 (언론 및 영상 매체); 33개 종류 총 257회

1) 멸종 위기 제주흑우 복제소 ‘흑영돌이’ 생산 관련 홍보 (총 33건)

그림 1. 2009년 8월 30일 현재 체세포 제공 제주흑우 씨수소 (왼쪽) 와 5개월령의

                     체세포복제 숫송아지 “흑영돌이” (오른쪽) 

 (1) 연합 뉴스 (2009-08-31) - 동영상뉴스 2회

   멸종위기 제주 흑우 첫 복제성공

 (2) 매일경제 뉴스 (2009-08-31) - 동영상뉴스 1회

   멸종위기 ‘제주흑우’ 복제 성공

 (3) SBS 뉴스 (2009-08-31) - 동영상뉴스 1회

   늙어 죽은 ‘제주흑우’ 복제 성공

 (4) 아시아 경제 (2009-09-01)

   국내 연구진, 멸종 위기 ‘제주 흑우 복제 성공’

 (5) 서울신문 (2009-08-31)

   멸종위기 제주 흑우 체세포 복제 성공
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 (6) 한국일보 (2009-08-31)

   제주 흑우 복제 성공

 (7) 세계일보 (2009-09-01)

   멸종위기 ‘제주 흑우’ 첫 복제 성공

 (8) 아시아경제 (2009-08-31)

   국내 연구진, 멸종위기 제주흑우 첫 복제 성공

 (9) 한겨례 (2009-08-31)

   복제 흑우 ‘흑영돌이’와 아빠

 (10) 국민일보 (2009-08-31)

   멸종 위기 제주 흑우 복제 성공.. 제주대 박세필 교수팀 체세포 핵이식 방법 이용

 (11) 경향신문 (2009-08-31)

   멸종 위기 ‘제주 흑우’ 복제 성공했다

 (12) 매일경제 (2009-08-31)

   멸종위기 ‘제주 黑牛’ 복제 성공

 (13) 국민일보 (2009-08-31)

   멸종 위기 ‘임금님 진상품’ 제주 흑우 첫 복제 성공

 (14) 전자신문 (2009-08-31)

   멸종위기 제주 흑우 복제 성공

 (15) 연합뉴스 (2009-08-31)

   첫 복제 흑우와 박세필 교수

 (16) 엽합뉴스 (2009-08-31)

   갓 태어난 첫번째 복제 흑우

 (17) 아이뉴스 (2009-08-31)

   제주대 박세필 박사, 흑우 체세포 복제 성공

 (18) 머니투데이 (2009-08-31)

   박세필 제주대 교수팀, 제주 흑우 복제성공

 (19) 헤럴드 경제 (2010-03-30)

   제주 흑우 체세포 복제 성공했다
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 (20) 헤럴드 경제 (2010-03-30)

   멸종위기 제주 黑牛 첫 번째 복제 성공

 (21) 뉴시스 (2009-08-31)

   제주 흑우 체세포 복제 성공 과정을 설명하는 박세필 교수

 (22) 뉴시스 (2009-08-31)

   체세포 핵이식을 통해 ‘흑영돌이’ 복제 과정을 설명하는 박세필 교수

 (23) 뉴시스 (2009-08-31)

   ‘흑영돌이’ 체세포 복제 성공과 기대효과를 설명하는 박세필 교수

 (24) 뉴시스 (2009-08-31)

   국내 첫 흑우 체세포 복제 씨수소 ‘흑영돌이’탄생.. 대량증식 시대 개막

 (25) 제주의 소리 (2009-08-31)

   임금님 진상품 ‘제주 흑우’붕어빵 복제가능. 세계적 쾌거

 (26) 제주일보 (2009-09-02)

  박세필 교수팀, 제주 黑牛 첫 복제 성공

 (27) 조선일보 (2009-08-31)

   멸종위기 제주흑우 첫 복제 성공

 (28) 환경일보(2009-08-31)

   제주흑우 '씨 수소' 체세포 복제동물 생산 성공

 (29) MBN 매일경제 tv2 (2009-08-31)

   제주흑우 체세포 복제 첫 성공

 (30) 이슈제주 (2009-08-31)

   제주 축산업 '획기적 발전계기' 마련

 (31) 미디어제주 (2009-08-31)

   멸종위기 제주흑우 씨수소 체세포 복제 성공

 (32) 중앙일보 (2009-09-01) 

   제주 흑우 복제 해냈다

 (33) KBS 뉴스광장 (2009-09-01)

   국내 최초 '제주흑우' 체세포 복제 성공
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2) 제주흑우 혈통등록 및 브랜드화 관련 홍보 (총 13건)

  

 (1) 경향신문 (2009-10-06) 

   제주 흑우 217마리 등록 확정

 (2) 뉴시스 (2009-10-06)

   제주흑우 217마리 혈통등록

 (3) 서귀포신문(2009-10-06)

   제주흑우 혈통, 217마리 인정

 (4) 연합뉴스 (2009-10-06)

   제주 흑우 30% 순수품종 인정 등록

 (5) 이슈제주 (2009-10-06)

   제주흑우 브랜드화 사업 '본격화'

 (6) 제주관광신문 (2009-10-06)

   제주 흑우 혈통 정비 마무리, 총217마리 등록

 (7) 제주일보 (2009-10-06)

   제주흑우 혈통정비,등록 추진

 (8) 한라일보 (2009-10-06)

   제주흑우 217마리 혈통등록

 (9) 매일경제 (2009-10-06)

   제주 흑우 30% 순수품종 인정 등록

 (10) 한국디지털뉴스 (2009-10-06)

   제주흑우 명품화로 옛 명성 찾기 돌입

 (11) 한라일보 (2009-10-07)

   제주흑우 브랜드화

 (12) 조선일보 (2009-10-07)

   제주 흑우 30%가 순수품종

 (13) 제주타임스 (2009-10-07)

   제주흑우 217마리 순수 품종 등록
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 그림 2. 2010년 6월 16일 현재 9개월령의 체세포복제 숫송아지 “흑올돌이” (왼쪽)  

멸종위기 최우량 정자생산 제주흑우 노령 씨수소 (08'년 도축) 

출 생 일 : 2009. 9. 9

제품특징 : 2년 전 노령으로 도축 (14세 령, 2008년 도축) 된 멸종위기의 최우량 정자

생산 제주흑우 씨수소 (육질 1등급이상 95% 흑우송아지 생산한 양질의 정자제공 싯

가; 2억 호가) 의 냉동 보관해둔 체세포를 이용해 핵이식방법으로 복원하는데 성공.

3) 죽은 제주흑우 복제 씨수소 ‘흑올돌이’ 생산 관련 홍보 (총 26건)

          

 (1) 연합 뉴스 (2010-06-16) - 동영상뉴스 1회

   죽은 제주흑우 냉동세포로 복제 성공

 (2) 제주 kbs 뉴스 (2010-06-17) - 동영상뉴스 2회 (뉴스12)

   멸종위기 ‘제주흑우’ 복제 성공

 (3) 제주 kbs 뉴스 (2010-06-17) - 동영상뉴스 1회 (뉴스광장)

   늙어 죽은 ‘제주흑우’ 복제 성공

 (4) koreatimes (2010-06-16) 

   Jeju’s black cow cloned 'back to life' 

 (5) JoongAngDaily (2010-06-16)

   Researchers clone long-dead bull 

 (6) 연합뉴스 (2010-06-16)

   죽은 제주흑우 냉동세포로 복제 성공

 (7) 중앙일보 (2010-06-16)

   제주토종 흑우 복제 소 9개월째 잘 자라

 (8) 조선일보 (2010-06-16)

   최우량 제주흑우 복제 성공
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 (9) 뉴스한국 (2010-06-16)

   복제 제주흑우 ‘흑올돌이’

 (10) 뉴시스 (2010-06-16)

   죽은 소 체세포이식으로 국내 첫 '복제' 성공

 (11) 한국일보 (2010-06-16)

   제주흑우 씨수소 냉동체세포로 복제 성공

 (12) 한국일보 (2010-06-16)

   멸종 위기 제주흑우 복제 성공

 (13) 세계일보 (2010-06-16)

   냉동 체세포로 제주 흑우 복원 성공

 (14) 한겨례 (2010-06-16)

   박세필 교수, 제주흑우 냉동세포로 복제 성공

 (15) 국민일보 (2010-06-16)

   제주대 박세필 교수..제주흑우서 채취,보관된 체세포로 사후 2년만에 씨수소 복원 성공

 (16) 헤럴드경제 (2010-06-16)

   냉동보관 체세포로 멸종위기 제주흑우 씨수소 복제 성공

 (17) 문화일보 (2010-06-16)

   최우량 씨수소 '제주흑우' 체세포 복원

 (18) 서울신문(2010-06-17)

   제주흑우 복제성공

 (19) 제민일보 (2010-06-17)

   멸종위기 제주흑우 복제 성공 개가

 (20) 제주의 소리 (2010-06-16)

   2년 전 죽은 소 체세포이식 국내 최초 '복제' 성공 막

 (21) 미디어제주 (2010-06-16)

   멸종위기 제주흑우, 대량증식 길 열렸다

 (22) 시사제주 (2010-06-16)

   제주축산업의 희망인 '흑올돌이' 국내 첫 공개
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 (23) 한라일보 (2010-06-17)

   죽은 제주흑우 복제 성공

 (24) 제주타임즈 (2010-06-16)

   되살아난 제주 흑우 '흑올돌이'

 (25) 제주일보 (2010-06-16)

   국내 최초 냉동 보관 체세포로 흑우 복제 성공

 (26) 제주투데이 (2010-06-16)

   멸종위기 제주흑우 복제에 성공

4) 난자의 이용없이 피부세포로 심장근육세포 분화배양 성공 관련 홍보 (총 28건)

       

 (1) 경향신문 (2010-11-22)

   심장근육세포 분화배양 국내 첫 성공

 (2) 한겨례 (2010-11-22)

   제주대 “난자 사용않고 줄기세포 분화 배양” 

 (3) Koreatimes (2010-11-22)

   Can stem cells repair damaged heart?

 (4) 제주 KCTV 종합뉴스 (2010-11-22)

   줄기세포 역분화 성공

 (5) 제주 MBC 뉴스데스크 (2010-11-22)

   세계3번째 체세포 역분화 줄기세포 성공

 (6) 제주KBS NEWS (2010-11-22)

   세계에서 세번째 역분화줄기세포 기술 확립

 (7) KBS NEWS 9 (2010-11-22)

   '피부로 만든 심장', 세계3번째 쾌거

 (8) KBS NEWS 12 (2010-11-22)

   피부세포로 심장근육 만든다

 (9) MBN NEWS (2010-11-22)

   피부세포로 심장근육세포 분화 성공

 (10) 제주포커스 (2010-11-22)

   “세계 3번째 심장근육세포 분화배양 성공”
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 (11) 시사제주 (2010-11-22)

   난치병 치료 핵심 줄기세포 기술, 제주대 연구진이 개발

 (12) 동아 이코노미 (2010-11-22)

   피부세포로 심장 근육세포 만들었다

 (13) 한국경제 (2010-11-22)

   제주대 박세필 교수팀 "피부세포로 심장근육 만든다" 

 (14) 파이넨셜 뉴스 (2010-11-22)

   심장근육세포 재생 맞춤치료 가능

 (15) 한국일보 (2010-11-22)

   피부세포로 심장근육세포 분화 성공

 (16) 문화일보 (2010-11-22)

   피부세포로 심장근육세포 만들었다

 (17) 노컷뉴스 (2010-11-22)

   "난자 사용않고 체세포로 난치병 치료 가능" 

 (18) 매일경제 (2010-11-22)

   역분화줄기세포로 심장근육 만들었다

 (19) 제주일보 (2010-11-22)

   피부세포로 심장근육세포 만들다

 (20) 제민일보 (2010-11-22)

   피부세포로 심장근육세포 분화 성공

 (21) 제주도민일보 (2010-11-22)

   제주대 박세필 연구팀 피부세포로 심장근육세포 분화 성공

 (22) 한라일보 (2010-11-22)

   박세필교수팀,맞춤형 세포치료가능성 성과

 (23) 제주의소리 (2010-11-22)

   제주대 박세필 교수 국내 최초 체세포 역분화줄기세포 배양 성공

 (24) 이슈제주 (2010-11-22)

   세계 3번째 심장근육세포 분화배양 성공

 (25) 미디어제주 (2010-11-22)

   "피부세포로 심장근육세포 만든다"

 (26) 제주투데이 (2010-11-22)

   피부세포 이용 심장근육세포 분화 기술 개발

 (27) KBS 뉴스광장 (2010-11-23)

   '피부로 심장만든다' 세계 3번째 신기술

 (28) 매일경제 (2010-11-22)

   역분화줄기세포로 심장근육 만들었다

5)  2008. 04. 25 제주일보, 제주흑우 명품화로 미 쇠고기 파고 넘는다

6)  2008. 05. 08 난지농업연구소 제주흑우 브랜드화 전략 세미나 및 육질평가회 개
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최, 임금님께 진상했던 제주흑우의 고기 맛 옛 명성을 되찾다

7)  2008. 07. 30 제주특별자치도 축산진흥원 보도자료, 

                   수정란이식 사업으로 농가 한우개량효과 증진

8)  2008. 12. 22 연합뉴스, 제주흑우, 수입산 맞설 명품으로 키운다

9) 제주시를 빛낸 시민 관련 홍보 (총 6건)

 (1) 연합뉴스 (2008-12-26)

   박세필 교수 '제주시를 빛낸 시민'

 (2) 제주의소리 (2008-12-26)

    무자년,제주시를 빛낸 시민들

 (3) 뉴시스 (2008-12-26)

    제주시,'제주시를 빛낸인물'선정표창

 (4) 제주인터넷뉴스 (2008-12-26)

    제주시를 빛낸 시민 4명 선정

 (5) 현대축산뉴스 (2008-12-26)

    제주흑우, 대량증식해 명품만든다

 (6) 제주일보 (2008-12-26)

    올 한해 제주시를 빛낸 4인

10)  2008. 12. 31 조선닷컴, '멸종위기' 제주 흑우 되살린다

11)  2009. 01. 02 한겨레, 부활 꿈꾸는 명품 '제주흑우'

12)  2009. 01. 03 SBS뉴스, '멸종 위기' 제주토종 흑우 부활...명품 만든다

13)  2009. 12. 31 연합뉴스, 제주대, '대학을 빛낸 교수상' 수여

14)  2009. 12. 31 뉴시스, 제주대, 박세필.신태균 교수에 '대학을 빛낸 교수상' 수여

15)  2010. 06. 19 시사인제주, 제주흑우목제관련 토크쇼

16)  2010. 07. 29 KBS 6시 내고향, 탐나는 소다.

17)  2010. 07. 31 The Jeju Weekly, Bringing back the dead, 제주흑우 소개

18)  2010.12.16 Jeju at forefront of global stem cell technology 

19)  2010. 12, 13 교수신문 [나의 연구실], 미래생명공학과 '생얼'여성연구자

20)  2010. 12. 30 KBS 뉴스네트워크, 제주흑우 복원 사업 성과
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21)  2011. 01. 01 제주일보 신년특집기획 1탄, 

                    '서울의 밤 밝히며 생명공학 신기원 꿈꾼다.

22)  2011. 01. 07 제주일보 신년특집기획 2탄, 

                    '재정부족 등 악조건 딛고 제주발전 큰기대

23)  2011. 02. 11 EBS 뉴스, 토종을 지키는 생명공학

24)  2010 우수연구성과로 소개, 농림수산식품 연구개발사업, 

                                ‘임금님진상품 제주흑우의 대량증식 기술’

25)  2011. 06. 01 Herald Interview, 

                   Top stem cell expert urges lower regulatory barries

26) 초급속 냉·해동 체세포핵이식난자로 3년전 죽은 최우량 혈통 제주흑우 씨암소 복제

성공 (총 101건)

 

2008년 도축된 최우량 암소 (좌) 와 2010년 10월 태어난 제주흑우 씨암소 “흑우순이“ 

 (1) KBS 뉴스 (2011-06-13) - 동영상뉴스 1회

   급속 냉․해동 기술로 제주 흑우 복제 - 뉴스12

 (2) 연합 뉴스 (2011-06-13) - 동영상뉴스 1회

   “언제든 복제동물 만든다”- 기술 첫 상용화

 (3) SBS 뉴스 (2011-06-13) - 동영상뉴스 1회

   ‘제주 흑우’ 복제 성공- 대량 증식 기반 마련 - 8시뉴스

 (4) MBC 뉴스 (2011-06-13) - 동영상뉴스 1회

   ‘3년전 죽은’ 초우량 제주 흑우, 복제 성공
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 (5) 제주 KCTV (2011-06-12)     

   언제든 동물복제 가능한 '급속 냉동 복제기술' 개발

 (6) KCTV 뉴스 (2011-06-13) - 동영상뉴스 1회

   ‘명품’ 제주 흑우 복제 성공 - 저녁뉴스

 (7) 제주 KBS 뉴스 (2011-06-14) - 동영상뉴스 1회

   멸종위기 동물 복제 신기술 개발

 (8) 아시아 경제 (2011-06-12)

   멸종위기 제주 흑우 씨암소 복원

 (9) 연합뉴스 경제 (2011-06-12)

   멸종위기 제주흑우 씨암소 복제 성공

 (10) KBS 뉴스 (2011-06-12)

   멸종위기 제주흑우 씨암소 복제 성공

 (11) 아시아투데이 (2011-06-12)

   멸종 위기 처한 제주도 흑우, 씨암소 복제 성공

 (12) 뉴시스 경제 (2011-06-12)

   제주 흑우 씨암소 유전 복제 성공

 (13) 머니투데이 (2011-06-12)

   멸종 위기 제주 흑우 씨암소 17년만에 복원

 (14) 동아일보 (2011-06-12)

   “언제든 복제동물 만든다” - 멸종위기 제주 흑우 복제 성공

 (15) 연합뉴스 (2011-06-12)

   “언제든 복제동물 만든다 ” - 기술 첫 상용화

 (16) 이투데이 (2011-06-12)

   ‘언제든지 복제할 수 있다’ - 기술 첫 상용화

 (17) 메디컬투데이 (2011-06-12)

   멸종 위기 '제주 흑우' 복원 성공

 (18) 매일경제 (2011-06-12)

   멸종위기 제주 씨암소 ‘흑우순이’ 복원 성공

 (19) 국민일보 (2011-06-12)

   제주대 박세필 교수팀, 멸종위기 ‘제주 흑우’ 복제 성공
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 (20) 세계일보 (2011-06-12)

   멸종위기 ‘제주흑우’ 씨암소 복제 성공

 (21) YTN 뉴스 (2011-06-12)

   멸종 위기종 '냉동 후 복제' 첫 상용화

 (22) 헤럴드 경제 (2011-06-12)

   ‘언제든 복제동물 만든다’ - 기술 첫 상용화

 (23) 디지털타임스 (2011-06-12)

   제주대-생명공학연 “언제든지 복제동물 만든다”

 (24) 매일경제 (2011-06-12)

   급속 냉동난자로 제주 흑우 복제 성공

 (25) 경향신문 경제 (2011-06-12)

   멸종위기 제주 흑우 씨암소 복제 성공

 (26) 전자신문 (2011-06-12)

   언제든 동물복제 가능한 ‘급속 냉동 복제 기술’ 개발

 (27) 서울경제 (2011-06-12)

   멸종위기 제주 흑우 씨암소 복제 성공

 (28) 이티뉴스 (2011-06-12)

   언제든 동물복제 가능한 '급속 냉동 복제기술' 개발

 (29) 제주매일 (2011-06-12)

   제주흑우 씨암소 복제 성공 - 세계 최초 복제수정란 초급속 냉.해동기술로 복원

 (30) 아시아경제 (2011-06-12)

   멸종위기 제주 흑우 씨암소 복원

 (31) 아시아투데이 (2011-06-12)

   멸종위기 처한 제주도 흑우, 씨암소 복제 성공

 (32) 연합뉴스 사회 (2011-06-12)

   갓 태어난 흑우순이

 (33) 연합뉴스 사회 (2011-06-12)

   갓 태어난 흑우순이

 (34) 연합뉴스 사회 (2011-06-12)

   갓 태어난 흑우순이
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 (35) 연합뉴스 사회 (2011-06-12)

   갓 태어난 흑우순이

 (36) 연합뉴스 사회 (2011-06-12)

   갓 태어난 흑우순이

 (37) 연합뉴스 사회 (2011-06-12)

   갓 태어난 흑우순이

 (38) 연합뉴스 사회 (2011-06-12)

   갓 태어난 흑우순이

 (39) 연합뉴스 사회 (2011-06-12)

   갓 태어난 흑우순이

 (40) 연합뉴스 사회 (2011-06-12)

   복제 흑우 ‘흑우순이’ 탄생

 (41) 이티뉴스 (2011-06-13)

   흑우 복제기술 상용화 한 줄기세포연구자 '인간 복제도 가능하다' 주장

 (42) FNN (2011-06-13)

   동물복제 언제든 OK! 

 (43) 뉴스엔 (2011-06-13)

   제주 흑우 복제성공, 멸종위기종 세계최초 기술로 17년만에 복원

 (44) 한겨레 (2011-06-13)

   흑우복제’ 박세필 교수“인간 복제도 가능하다”  

 (45) 연합뉴스 (2011-06-13)

   “언제든 복제동물 만든다”

 (46) 소비자 연합 타임즈 (2011-06-13)

   제주흑우 어떻게 복원했나

 (47) 연합식품의약신문 (2011-06-13)

   신기술로 복제한 제주도 흑우들

 (48) 세계일보 (2011-06-13)

   멸종위기 동물 대량복제 길 열렸다

 (49) 중앙일보 (2011-06-13)

   죽은지 3년 만에 - ‘명품’ 제주흑우 씨암소 복제 성공
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 (50) 포커스 신문 (2011-06-13)

   동물 복제 언제든 OK!

 (51) 연합식품의약신문 (2011-06-13)

   세계최초 개발 초급속 냉.해동기술, 마침내 제주 흑우 복원 성공

 (52) 뉴시스 (2011-06-13)

   죽은지 3년만에 다시 태어나- 흑우복제 성공

 (53) 소비자연합타임즈 (2011-06-13) 

   세계최초 초급속 복제수정란 냉⋅해동기술 개발

 (54) 뉴시스 (2011-06-13)

   “인간 복제 가능하다” - 흑우복제 박 교수 발언 ‘눈길’

 (55) 뉴스엔 사회 (2011-06-13)

   제주 흑우 복제 성공, 멸종위기종 세계 최초 기술로 17년만에 복원

 (56) 뉴시스 (2011-06-13)

   흑우 복제 연구성과 브리핑하는 박세필 교수

 (57) 뉴스웨이브 (2011-06-13)

   멸종위기 제주 흑우 복원 성공

 (58)  연합뉴스 (2011-06-13)

   박세필, 초급속 냉․해동 신기술 설명

 (59)  연합뉴스 (2011-06-13)

   박세필, 초급속 냉․해동 신기술 설명

 (60)  연합뉴스 (2011-06-13)

   박세필, 초급속 냉․해동 신기술 설명

 (61)  연합뉴스 (2011-06-13)

   박세필, 초급속 냉․해동 신기술 설명

 (62)  연합뉴스 (2011-06-13)

   초급속 냉․해동 기술로 복제한 흑우

 (63)  연합뉴스 (2011-06-13)

   초급속 냉․해동 기술로 복제한 흑우

 (64)  연합뉴스 (2011-06-13)

   초급속 냉․해동 기술로 복제한 흑우
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 (65)  연합뉴스 (2011-06-13)

   초급속 냉․해동 기술로 복제한 흑우

 (66)  연합뉴스 (2011-06-13)

   초급속 냉․해동 기술로 복제한 흑우

 (67) 푸드투데이 (2011-06-13)

   멸종 위기 제주 흑우 복원 성공

 (68) 경향신문 (2011-06-13)

   제주대, 신기술 복원 제주흑우 복제송아지 공개

 (69) ZDnet Korea (2011-06-13)

   제주대연구팀, “인간복제, 불가능 아니다”

 (70) 전자신문 (2011-06-13)

   흑우 복제기술 상용화 한 줄기세포 연구자 “인간복제도 가능하다” 주장

 (71) 공감코리아 (2011-06-13)

   멸종위기 제주 흑우 복원 성공

 (72) 서울신문 (2011-06-13)

   급속 냉․해동 수정란으로 제주 흑우 복제

 (73) 뉴시스 (2011-06-13)

   제주흑우 복제 성공 브리핑하는 박세필 교수

 (74) Korea times (2011-06-14) 

   cloning powerhouse 

 (75) 어린이 동아 (2011-06-14)

   멸종위기종 냉동복제시대 열렸다

 (76) 동아일보 (2011-06-14)

  〔제주〕언제든지 손쉽게 복제동물 만든다

 (77) Focus (2011-06-14)

   신기술로 복제한 제주도 흑우들

 (78) 뉴데일리 (2011-06-14)

   '멸종위기 ‘제주黑牛’ 복제 성공했다'

 (79) 한국경제 (2011-06-16)

   신기술로 복제한 제주도 흑우들
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 (80) 한국경제(보도자료) (2011-06-16)

   한국 라엘리안, 박세필 교수 멸종위기 제주흑우 복제 성공 지지

 (81) 뉴데일리 (2011-06-16)

   "멸종위기 ‘제주黑牛’ 복제 성공했다"

 (82) 제주투데이 (2011-06-12)

   멸종위기 제주흑우, 복원 작업 '가속화'  

 (83) 제주포커스 (2011-06-12)

   멸종위기 제주흑우 씨암소 복원 ‘성공’

 (84) 제민일보 (2011-06-12)

   멸종위기 제주 흑우 복원 성공

 (85) 제주의 소리 (2011-06-12)

   복제동물 맘만 먹으면 언제든 만들 수 있다고?

 (86) 제주매일 (2011-06-12)

   제주흑우 씨암소 복제 성공

 (87) 제주일보 (2011-06-12)

  멸종 위기 제주 흑우 씨암소 17년 만에 복원

 (88) 미디어제주 (2011-06-13)

   복원성공! 멸종위기 제주 흑우 ‘17년만에 되살아나다’ 

 (89) 시사제주 (2011-06-13)

   3년 전 죽은 씨암소가 내 눈 앞에 - 제주흑우 복제 성공

 (90) 제주도민일보 (2011-06-13)

   멸종위기 동물 대량생산 길 열렸다

 (91) 뉴스제주 (2011-06-13)

   박세필 교수팀, 제주흑우 씨암소 복제 성공

 (92) 제주의 소리 (2011-06-13)

   세계 최초 ‘체세포 핵이식 초급속 냉해동’ 기술 씨암소 복제

 (93) 제주인터넷 뉴스 (2011-06-13)

   박세필 교수팀, 제주흑우 씨암소 복제 성공

 (94) 뉴스제주 (2011-06-13)

   “인간 복제 가능하다” - 흑우 복제 박교수 발언 눈길
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 (95) 제주도민일보 (2011-06-13)

   복제소 ‘흑우순이’

 (96) 제주인뉴스 (2011-06-13)

   멸종위기 제주흑우 17년 만에 복원 성공

 (97) 한라일보 (2011-06-13)

   박세필 교수 “인간복제 가능하다”

 (98) 헤드라인제주 (11-06-13)

   멸종위기 ‘제주흑우 ’ 씨암소 복제 성공

 (99) 제주일보 (2011-06-13)

  멸종동물 복원 상용화 ‘눈앞’ 

 (100) 제주일보 칼럼(2011-06-14)

   제주와 블랙푸드

 (101) 제주일보 칼럼(2011-06-14)

   제주흑우 복원 박세필 교수팀의 성과

27)  2011. 06. 24 The Jeju Weekly, Jeju black cow to be cloned, commercialized, 

28)  2011. 06. 30 아시아경제, 줄기세포 권위자, 코스탁 투자 받은 이유

29)  2011. 07. 06 한겨레, 죽은 제주 흑우, 복제기술로 살아나다!

30)  2012. 05. 22 한라일보, 도, 제주흑우명품 브랜드화 육성 추진

31)  2012. 05. 26 YTN, '제주흑우' 명품 브랜드로 육성
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32) 소 복제효율 높이는 신기술 도입 관련 논문 개제 홍보 (총 15건)

 

‘복제와 줄기세포’ 관련 국제저명저널인 “Cellular Reprogramming" ”8월 온라인“판에 게재

 (1) KBS 뉴스 (2012-08-21) - 동영상뉴스 1회

   소 복제 성공률 두배로 높인다

 (2) 제주 mbc 뉴스 (2012-08-20) - 동영상뉴스 1회

   체세포 복제 신기술 개발 - (뉴스데스크) (10분 25초)

 (3) KCTV 뉴스 (2012-08-20) - 동영상뉴스 1회

   소 복제 신기술 '국제인증'   - 5시뉴스

 (4) JIBS (2012-08-20)

   소 복제기술 첫 세계 공인

 (5) 매일경제 (2012-08-20)

   제주대 박세필 교수팀, 소 복제 성공률 두배 높여
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 (6) 경향신문 (2012-08-20)

   제주대, 소 복제 신기술 개발

 (7) 연합뉴스 (2012-08-20)

   "소 복제 성공률 높이는 방법 찾았다"

 (8) 연합뉴스 (2012-08-20)

   향상된 소 복제 기술 설명하는 박세필

 (9) 연합뉴스 (2012-08-20)

   소 복제 성공률 높인 박세필

 (10) 뉴시스 (2012-08-20) 

   박세필 연구팀, 소 복제효율 높이는 신기술 발견

 (11) 뉴시스 (2012-08-20)

   국제저명저널에 게제된 소 복제효율 높이는 신기술

 (12) 제주도민일보 (2012-08-20)

   소 복제 효율 2배 높이는 신기술 개발

 (13) 제주의소리 (2012-08-20)

   제주대 박세필교수 소 복제 신기술, 세계가 인정

 (14) 제민일보 (2012-08-20)

   “소 복제효율 두 배로 높였다” 

 (15) 시사제주 (2012-08-20)

   "소 복제 성공률 높이는 신기술 개발됐다"
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33) JRD 아웃스탠딩 페이퍼 어워드 수상 관련 홍보 (총 10건)

 

JRD 아웃스탠딩 페이퍼 어워드 수상

   

 (1) 제민일보 (2012-09-11)

   제주대 박세필 교수팀 일본서 최우수논문상

 (2) 파이낸셜뉴스 (2012-09-10)

   제주대 박세필 교수팀, 일본 아웃스탠딩 페이퍼 어워드 수상

 (3) 제주의소리 (2012-09-10)

   제주대 박세필 교수팀, 일본 저명 학회지서 논문상

 (4) 뉴스타운 (2012-09-10)

   제주대 줄기세포硏 박세필 교수팀, JRD Outstanding Paper Award 수상

 (5) 메디파나 뉴스 (2012-09-10)

   제주대 박세필 교수팀, 줄기세포 성공가능성 입증

      JRD Outstanding Paper Award 수상…"귀중한 연구결과" 

 (6) 뉴시스 (2012-09-10)

   제주대 줄기세포 팀 ‘JRD 아웃스탠딩 페이퍼 어워드’ 수상
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 (7) 약업신문 (2012-09-10)

   제주대 줄기세포硏팀,'아웃스탠딩 페이퍼 어워드' 수상

 (8) 미디어제주 (2012-09-10)

   박세필 교수팀 ‘아웃스탠딩 페이퍼 어워드’ 수상

 (9) 제주투데이 (2012-09-10)

   제주대 줄기세포팀, 'JDR 아웃스탠딩 페이퍼 어워드' 수상

 (10) 시티신문 (2012-09-10)

   제주대 줄기세포연구센터 '아웃스탠딩 페이퍼 어워드' 수상
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제2절 성과활용 계획

1. 확립된 유전자 marker 체계를 활용한 친자감별확인과 도체 형질분석 통한 우수유전능력 제

   주흑우 발굴

○ 제주흑우에 적합한 친자확인체계로서 선발된 MS 8 종, indel 5 종, MC1R의 SNP 1 종 등 최

   종 14마커(15좌위)를 제주흑우실용화축군의 친자확인 및 생산이력추적제를 위한 동일성 검

   사 marker로 활용함과 아울러 최근 천연기념물로 지정된 제주흑우의 우량형질선발과 원종

   확립 및 보존 확립에 크게 기여할 것으로 사료됨.

○ 향후 SNP chip 대량분석은 제주흑우와 일본흑모화우 특이적인 SNP 발굴과 각 품종 집단에

   서의 빈도 및 분포를 분석하여 제주흑우와 일본흑모화우 특이 SNP 조합을 통한 품종식별체

   계를 구축하고 제주흑우와 한우, 칡소, 충북흑우 등 타 품종과의 특이 SNP 발굴 및 집단 분

   석을 통한 개별품종 간 식별체계를 구축하는데 이용될 것임.

○ 이를 토대로 향후 genome-wide association test를 진행하고 현재 제주도 도축현장에서 제주

   흑우 및 제주흑우실용축 도체형질(근내지방도, 도체중, 등지방두께, 등심단면적, 육색, 조직

   감) 분석시스템이 잘 이뤄지고 있어(아래그림 참조) 관련 최상위 연관 유전자군의 선발과

   후보유전자형 발굴하는데 가일층 탄력을 받을 것으로 여겨짐.
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2. 제주흑우 전용 홈페이지를 통한 제주흑우 전수 공개로 소비자 니즈 충족

○ 본 연구 과제를 통해 획득된 제주흑우 대량증식 기반기술 자료를 활용하여 앞으로 청정지

   역 제주특별자치도가 내세운 대표상품으로 ‘제주흑우’를 일본의 화우브랜드처럼 세계적

   인 브랜드로 성장 시켜 나갈 목적으로 i) 제주흑우의 순수혈통 보존 및 개량촉진으로 경제

   성 제고 ii) 인공수정의 기초자료 확보 및 고급육생산 체계 확립 iii) 유전자 검사로 뷸량 유

   전자 및 저능력우 조기 도태 업무와 자료공개. 

○ 소비자의 알권리차원에서 제주지역에서 서식하고 도축되는 제주흑우와 실용축 전수 이력을

   손쉽게 확인할 수 있는 홈페이지를 제작 (아래그림 참조) 사용할 예정임 (조만간 제작완료). 

○ 세계 7대 자연경관 제주에만 서식하는 천연기념물 제546호 제주흑우는 개량과 증식을 통해

   축산농가 소득에도 기여할 수 있는 효자상품이 될 수 있을 것으로 기대해 봄. 
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3.  구축된 기반·설비를 이용한 수정란이식사업의 활성화유도

 가. 자동화 기계 이용으로 정액데이터베이스구축을 통한 우수 정액 스트로 제조

○ 제주흑우 대량생산을 위해 그 동안 본 과제의 반기별 협의회를 통해서 흑우정액 분석, 흑우

   동결정액스트로를 이용한 체외수정란 생산과 성감별을 통해 현대화된 흑우 정액활용의 필

   요성을 피력해옴.

 

○ 제주특별자치도 축산진흥원과 국립축산과학원 난지축산시험장은 두 기관 내에 자동화된 장

   비를 구입하고 이용하도록 유도한 계기가 됨(아래그림 참조). 

○ 본 장비는 도내 흑우정액 생산의 재정비를 위한 새로운 개념과 취지로 활발히 활용될

   것임. 

○ 제주흑우 원정액 상태가 나쁘지 않으므로 제주흑우 정자의 생존능과 운동성이 잘 유지 되

   도록 동결스트로가 제조 활용됨으로서 임신율 뿐 만아니라 건강한 제주흑우 송아지 생산이

   가능하여 제주흑우 개량에 일조할 것으로 사료됨. 

정액성상분석기 (CASA) 정액자동분주장치 (축산진흥원) 정액동결기 (축산진흥원)

정액자동분주장치

(MPPUNO, 독일/제주 난지축산시험장)
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나. 수정란이식사업을 기관 주도형에서 농가와 기관혼합형으로 활용

○ 제주흑우는 아직 개체두수가 적어 체내수정란 이식사업은 그 동안 제주도 축산진흥원 (아래

   그림 참조) 과 국립축산과학원 난지축산시험장 두 기관에서 보유중인 암소 위주로 과배란에

   따른 인공수정 후 체내수정란을 만들어 기관주도형으로 농가에 이식사업을 추진해옴. 

○ 일례로 축산진흥원 소유 암소 (B204005)에서 7cycle에서 74개의 정상수정란을 얻어 70개의

   수정란을 이식하여 다수의 산자를 생산할 정도로 수정란이식기술은 안정화단계에 있는 기

   술임. 
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○ 반면에 농가(아래그림 참조)가 보유중인 암소 (B9035)에서도 5개의 수정란을 이식해 5두의

   송아지를 생산해 낼 수 있을 정도로 기술보급에 따라 수정란이식기술이 발전해옴.

○ 이는 그동안 본 과제로부터 현장으로의 기술접목과 기관연수교육에 따른 결과로 사료됨. 

 

○ 뒷부분에 제시된 제주특별자치도와의“우량 제주흑우 체외수정란 이식사업” 협약체결이 이루어지면   

    수정란이식 사업은 명실 공히 기관 주도형에서 농가와 기관혼합형으로 활용되어 제주흑우의

   증식사업에 큰 기폭제가 될 수 있을 것으로 판단됨.

다. 초급속 간편 동결 융해 기술이용

○ 한편, 본 연구팀에 의해 개발된 초자화동결/1-단계 융해 후 직접이식기술 방법의 유용성 및

   안전성은 이미 체외수정란을 이용한 선행연구로서 제주도 일부 농장에서 시행한 한우 엘리

   트 송아지 생산 시도에서 40% 분만율 (4/10) 을 획득하여 그 가능성을 확인한 바 있음

   (Park 등, 2008). 이러한 안정된 동결-융해 기술을 바탕으로 본 연구에서는 2007년에 냉동

   보관해둔 제주특별자치도 축산진흥원 보유의 제주흑우 암소의 귀 체세포를 이용해 핵이식

   배반포기배를 생산하고 2개씩을 각 스트로에 장착하여 초자화동결 방법으로 보관해 두었다

   가, 그 중 일부를 초간편 융해법으로 녹인 후 이식하여 '현존하지 않는 최우량 혈통 제주흑

   우 씨암소 종을 복원'하는데 성공하였음.  

○ 따라서, 본 연구에서 개발된 초자화동결과 1-단계 융해 및 직접 이식 기술은 체내․외 수정

   란 활용에 효과적으로 이용될 수 있을 것이며 제주흑우의 대량 증식 기술 개발 및 산업화

   의 기반 기술구축뿐만 아니라 구제역등 예견되지 않는 자연환경질환으로 인해 사라지는 우

   수 종 보존과 멸종위기의 우수 혈통 복원에 유용하게 이용될 수 있을 것으로 기대됨.
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4. 제주흑우 대량증식을 통한 제주흑우 판매유통 산업화 기반 활성화

○ 본 연구진은 최첨단 생명공학 기술을 이용하여 제주흑우 씨수소와 씨암소를 복제하였고 총

   154건의 제주흑우와 복제소 관련 홍보를 하여 멸종위기 제주흑우의 보존의 필요성과 고려

   시대부터 임금님 진상품으로 제공되었다는 웰빙식품으로서 제주흑우를 전국에 알리고 본

   연구의 중요성을 언론매체를 통해 보도한 바 있음.

○ 이를 계기로 현재 제주특별자치도내에는 서귀포소재‘제주흑우명품관’과 제주시에‘누렁

   소 몰고가는’이라는 전용식당 (아래그림 참조) 이 있어 제주를 방문하는 관광객들과 일부

   제주흑우 고기 맛을 아는 고객들의 입을 통해 홍보가 생산과 유통을 유도하는 견인차가 되

   고 있음. 

○ 또한 압구정 현대백화점과 농가들 (아래그림 참조) 과의 유통판매계약을 통해 차별화된 고

   급육 웰빙식품으로 농가소득에 기여할 수 있을 것으로 여겨지며, 대량생산 기반기술이 구축

   됨으로서 농가의 유통참여 수는 더욱 더 증가할 것으로 판단됨.

○ 다만 초기 산업화단계로서 체계적인 유통산업화가 이루어질 수 있는 system이 마련되어야

   할 것으로 사료됨.



- 273 -

5. 제주흑우 천연기념물 제546호 지정에 따른 제주특별자치도와 제주대학교 줄기세포연구센터

간“우량 제주흑우 체외수정란 이식사업협약”으로 활성화

  

○ 제주흑우는 본 연구과제를 추진할 당시 2008년 등록우 96두 였으나 2008년 등록규정이 개

   정되고 2009년까지 증식된 개체에 대해 등록을 실시하여 2009년 12월 기준 등록우가 217   

   마리로 증가되었고, 2011년 기준으로 335마리까지 증가되었으며, 2012년부터 2013년 6월까

   지 총 125마리가 등록 관리되고 있음. 

                                               ○ 또한, 등록우에서 생산된 등록심사 대상

                                                  축 150마리로 사육관리 과정에서 비육출

                                                  하거나 도태로 자연 감소된 개체포함하

                                                  면 총 610여 마리로 5년간 제주흑우 수

                                                  가 6.4배 증식 효과가 있었음.

  

                                               ○ 제주흑우의 연구 필요성은 본 연구가

                                                   진행된 5년간 지속적인 연구 성과 홍보

                                                   로 이어져 대내·외적으로 알리는 계기

                                                   가 되었으며, 제주흑우등록 사업이 계속

                                                   적으로 진행되어 원원종 보존이 체계적

                                                   으로 잘 이루어진 것이 파악되어 최근

                                                   에 (2013년 6월 27일) 문화재청으로부터

                                                  “제주흑우를 천연기념물 제546호로 지정”  

                                                         되어 2013년 7월 22일 안전행정부 관보에

                                                      공고됨.

                                         

                                               ○ 따라서 제주특별자치도는‘제주흑우 대

                                                   량증식을 위한 장기 발전방향 로드맵’  

                                                   일환으로 본 연구주관기관인 제주대 줄

                                                   기세포연구센터와“우량 제주흑우 체외수정

                                                            란 이식사업”협약체결 (뒷 페이지 참조)  TF팀

                                                              을 운영 중에 있어 제주흑우 증식을 위해 본 연

                                                              구 사업으로 얻어진 ART기법 등이 효율적 기여

                                                              를 할 것으로 사료됨.
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“우량 제주흑우 체외수정란 이식사업” 협약체결(안)

- 양축농가 서비스 질 향상을 위한 -

 우량 제주흑우 체외수정란 이식사업 

○ 발생공학분야 기술력이 우수한 도내 대학교 연구소의 전문인력을

활용 우수 수정란이식 희망농가 서비스 질 개선

○ 우량 한우 및 제주흑우 증식 및 개량을 위해 다양한 수정란 생산

활용방안 강구

   `검토배경

    ❍ 육질등급 차등화에 따른 비육우 판매가격 차이가 커짐에 따라

       ⇒ 한우 능력개량에 대한 양축농가의 관심이 높아짐

    ❍ 체외배양기술 발달로 도축되는 한우 암소를 활용한 수정란 생산

       이식에 의한 우수 혈통 송아지 생산 희망농가 증가

   추진방향

    ❍ 우수한 체외배양기술 보유 제주대학교 줄기세포연구센터 연구팀 활용

       희망농가 암소 체외수정란 생산을 위한 추진 및 제주흑우 체외수정란 이식 사업 센터

       (제주대학교 줄기세포연구센터)를 둔다.

    ❍ 생산 수정란 및 송아지 수정란 혈통증명서 발급 및 친자감별 혈통관리

    ❍ 기관 간 공동사업 추진을 위한 협약 체결하여 사업추진

   추진계획

   가. 공란우 확보 및 체외수정란 생산

    ❍ 담당기관

      - 공란우 확보 : 축산진흥원(지역축협, 종개협 및 축산물품질평가원)

      - 체외수정란 생산 : 제주대 줄기세포연구센터

    ❍ 공란우 선정 대상

      - 후대 수송아지 도체성적이 우수한 한우 암소

      - 제주흑우 등록우 중 번식장애 및 노령으로 도태 예정인 개체

    ❍ 공란우 모니터링 및 선정 방법(수요조사)

      - 우량암소 수정란 생산 희망 농가 조사 및 개체정보 확인

       ▪ 개체바코드 번호, 등록정보 및 도체성적 정보 파악

       ※ 도태축 활용 한우 및 제주흑우 체외수정란 생산 동의서 작성
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       - 공란우 도태 시기 및 생산된 수정란 이식계획 확인

       ▪ 도축 일정, 수정란이식 시기 및 대리모 확보 상황 확인

       - 공란우 대상축 유전자 정보 구축을 위한 현장확인 혈액채취

       ▪ 혈액 DNA를 추출 송아지 생산시 친자감별용 활용

    ❍ 난소채취 및 체외수정란 생산

      - 난소채취 : 제주대 줄기세포연구센터(협조 : 제주축협)

      - 체외수정란 생산 : 제주대 줄기세포연구센터

       ▪ 체외수정란 생산용 제주흑(한)우 정액 공급: 축산진흥원

      - 공란우 제공 농가의 수정란 이식 희망 일정에 맞추어 난소채취

        및 수정란 생산

      - 수정란이식에 활용하고 남은 수정란은 동결보존 후 활용

      ※ 제주흑우 정액의 사용제한

       ▪ 한우 도축 난소를 활용한 실용화 흑우 체외수정란 생산 금지

      

   나. 체외 수정란 증명서 발급 및 수정란 이식

    ❍ 수정란 혈통 및 이식증명서 발급 농가배부

      - 생산 수정란 혈통기록 확인 : 수정란 생산일지 확인

      - 체외수정란 혈통 및 이식증명서 발급신청

       ▪ 축산진흥원 ⇒ (사)한국종축개량협회 한우개량부

    ❍ 수정란 농가 공급

      - 공급담당 : 제주대학교 줄기세포연구센터

       ▪공 급 선 : 수정란 이식 시술자를 통해 이식 농가에 공급

      - 수정란 공급가격 : 무상공급을 원칙으로 함

      - 공급된 수정란에 대해서는 수정란 인수증을 작성 보관(양식 별첨)

    ❍ 수정란 농가이식

      - 수정란이식 희망농가 대리모 준비상황을 파악하고 체외수정란

        생산일정에 맞추어 발정동기화 처리 유도

      - 신선란으로 이식할 경우 수정란 이식전 발정동기화 처리 대리모의

        황체 검사를 통해 수정란이식 대상축을 확정하여야 함

      - 수정란이식축에 대한 이식확인서 작성 비치(양식 별첨)

   다. 수정란이식 수태․분만 조사

    ❍ 수정란 이식 확인 및 수태․분만 조사

     

      - 조사담당 : 축산진흥원

      - 조사방법

       ▪ 수정란이식 확인서를 기초로 분만 예정일 전후에 분만확인

       ▪ 송아지 분만후 1개월 전후에 송아지 친자감별용 혈액채취 및

         친자감별

   라. 행정사항
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    ❍ 업무협약

     

      - 협약기관 : 축산진흥원, 제주대학교 줄기세포연구센터

      - 주요사항

       ▪ 도축되는 한우(제주흑우) 암소활용 체외수정란 생산

       ▪ 제주흑우 증식을 위한 수정란 배양기술 활용

       ▪ 우량한우 및 제주흑우 수정란 혈통 및 이식증명서 발급

       ▪ 체외수정란 생산 협력기관 지정

        ※ 공동업무 추진을 위한 협약서 : 별첨

   

    ❍ 공란우 난소채취 지원요청

      - 담당기관 : 축산진흥원

      - 협조기관 : 제주축산업협동조합장

      - 추진사항

       ▪ 수정란 생산용 도축 공란우 난소채취 협조 요청
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1. 제주흑우 수정란 생산 및 이식 체계 확립

    수정란 이식 기술은 번식 효율 증대 및 가축 개량에 매우 유용한 기술로 우수 유전형질을

보유한 암 가축으로부터 과배란을 유도 후 다수의 수정란을 회수하거나 도축된 난소로부터 난

자를 회수하여 체외수정란을 생산하고 이를 다른 개체에 이식하는 것으로 국내외에서 이식 두

수가 증가하고 있는 추세임. 

                                                               -대한수의사회지, 2010. 08-

    국·내외 수정란이식 성공률은 50% 전후로 알려져 있음. 수정란이식 기술이 산업화를 이

루기 위해서는 신선란으로 보급하는 한계를 극복하고 산업화를 달성하려면 동결란 이식체제로

바뀌여야 하기 때문에 수태율 저하를 감수하고 거의 전수를 수행하였음. 

    본 연구팀의 2010년 44.7%는 제주지역의 소 사육 형태가 수정란 이식을 실시할 때는 축사

에서 사육하지만 수정란이식 후 2～3회 발정관찰후 인근 목장에 방목을 실시하게 되고, 자연

적으로 방목지 진드기에 대리모가 노출되게 되어 진드기 매게 질병인‘타이에리아’에 의한

대리모 건강상태 악화로 유사산 발생율이 높아짐을 감안하면 양호한 성적이라 사료됨.

    체외 배양환경을 개선하기 위한 시도로써 항산화제를 배양액에 첨가하여 배 발달능을 개

선시키고자 하는 연구들이 시도된 바 있음.
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  녹차 폴리페놀을 소의 성숙단계에 첨가하였을 경우 수정률을 높이며 항산화물질인 글루

타치온의 농도와 배아발달을 증진시키는 논문임. 

   정자의 침투성의 경우 녹차 폴리페놀의 농도와는 상관없이 비슷한 침투율을 보이지만

정상적으로 수정되어진 2개의 전핵을 가진 배아는 15 ㎛에서 가장 많은 수정률을 보이고

글루타치온의 농도가 높은 것으로 보고됨. 

로 에리오디틱올의 경우 세포증식과 항산화효과가 뛰어난 효과를 가지며 3,4 다이하이드록

시 플레이본의 경우 세포사멸을 막아주는 결과를 얻음. 

    체외 배양 환경에서 항산화제 첨가는 매우 중요한 것으로 여겨지며 새로운 항산화제 개발

이 계속적으로 이루어지고 있음.

    합성 플라보노이드의 경우 소 배아 체외배양에 미치는 영향은 보고된바 없어 본 연구팀이

배양 2 일째부터 2~4 세포기에 플라보노이드를 처리하고 확인한 결과 배반포 발달율이 상승되

고 영양배엽세포와 내부세포괴 수가 증가되며 활성 산소종과 세포사멸이 줄어드는 효과를 확

인 함. 이상의 내용은 Journal of Reproduction and Development 2011 Vol. 57 127~134에 게재

됨.

    한편, 본 연구팀에 의해 개발된 미분화 인간배아줄기세포 유래 생리활성물질은 배반포기배

중 태아로 발생될 부위의 내부세포괴로부터 무한 증식된 배아줄기세포의 배양 산물로 태아발
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생에 유용한 성장인자, 싸이토카인, 아미노산 및 미지성분들이 다수 포함되어 있음. 

    이러한 성분들이 체외에서 생산된 소 단위발생란 및 체외수정란의 배반포기형성율, 총세포

수와 내부세포괴의 세포수 및 발생유용유전자 발현에 유의한 영향을 미치는 것으로 확인되어

소 수정란 배양 시 새로운 단백질 첨가제로서 이용 가능함을 확인하였음.  

 

    관련내용은 국내특허 출원 (출원번호 10-2008-0138099) 및 특허 등록 (제 10-1010077) 되었

고, Journal of Reproduction and Development 2011년 57권 346-354에 게재됨. 또한 관련

기술의 우수성을 평가받아 일본 The Society of Reproduction and Development 으로부터

2011 우수논문상을 수상함. 

2. 성감별 정자 및 수정란 활용 기술 개발

    정자의 성감별은 가축 번식에 매우 유용하며 축산업 분야의 경제적 가치를 향상시킬 뿐만

아니라 성별에 따라 발병되는 질환을 예방함으로써 사람에게도 적용 가능한 기술임.

 

    X 또는 Y chromosome을 운반하는 정자는 소의 경우 약 4% 정도 DNA 함량의 차이를 나

타내며 이러한 차이는 정자의 성감별을 가능케 하는 기본 원리임.

Fig. . Karyogram of chromosomes that would be present in two adjacent bovine secondary

spermatocytes derived from a primary spermatocyte. The total length of chromosomes of bovine

X-chromosome-bearing spermatozoa is about 3.8% greater than that of Y-chromosome-bearing

spermatozoa.

Reproduction 2002, 124: 733-743

 

    최근 브라질의 한 연구팀은 Atomic Force Microscopy를 이용하여 정자의 두부를 관찰함으

로써 모양과 크기를 통해 X 또는 Y chromosome의 정자 성감별을 시도한 바 있으나 유의적

차이는 관찰되지 않았음.
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Fig. . Atomic force microscopy (AFM) 3D view images (A and B) and line profile (C), showing

different dimensional parametersof the bovine sperm cells containing an X-chromosome. 1.

Maximum diameter; 2. Width; 3. Perimeter; 4. Surface area; 5. Maximum height; 6. Average

height.

PLOS ONE 2013, 8(3): e59387

    정자의 성감별은 ‘Beltsville Sperm sexing Technology'라 불리는 방법으로 정자의 DNA를

형광물질로 염색한 후 DNA 함량에 따른 형광 밝기의 차를 이용하여 Flow Cytometry로 분리

함. 

   여러 보고에 따르면 정자 성감별은 아직 미완성 단계로 분리 효율은 50% 이하이며 그 중

10% 수준의 오차가 발생됨. 

Theriogenology 2006, 65: 1007-101

Reproduction 2002, 124: 733-743
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    또한 분리과정은 sperm에 damage를 주어 운동성을 저하시키고 수정 및 발달율에도 영향

을 미침.

Theriogenology 2005, 64: 1035-1048

Theriogenology 2012, 78: 1465-1475

  

                                            

   성감별은 정자뿐만 아니라 수정란 단계에서도 이루어지며 주로 할구를 분리한 후 성염색체

관련 유전자의 발현을 PCR을 통해 확인함. 

 성감별에 이용되는 성염색체 관련 유전자는 다음과 같음.

Gene name and symbol
Source

 (GeneBank accession number)
References

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box

polypeptide 3, X-linked (DDX3X)
NM_001192962.1 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596

Eukaryotic translation initiation factor

1A, X-linked (EIF1AX)
NM_001025329.1 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596

Heat shock transcription factor, Ylinked

2 (HSFY2)
NM_001077006.1 PLoS One 2011, 63: e17790

Sex determining region Y (SRY) NM_001014385.1
Sex Dev 2009,34: 205-213

Mol Reprod Dev 1997, 482: 246 –250

Testis specific protein, Y-linked

1 (TSPY)
X74028 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596

TSPY-like 2 (TSPYL2) XM_002707327.1 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596

Ubiquitin-specific peptidase 9, Xlinked

(USP9X)
XM_002700206.1 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596

Ubiquitin-specific peptidase 9, Ylinked

(USP9Y)
NM_001145509.1 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596

Zygote Arrest 1 (ZAR1) NM_001076203.1 PLoS One 2011, 63: e17790

Zinc finger protein, X-linked (ZFX) NM_177490.1 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596

Zinc finger protein, Y-linked (ZFY) NM_177491.1 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596

U2 small nuclear RNA auxiliary

factor 1-like 2 (ZRSR2)
XR_083554.1 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596

Zinc finger (CCCH type), RNAbinding

motif and serine/arginine

rich 2, Y-linked (ZRSR2Y)

GQ426330 Theriogenology 2012, 77: 1587-1596



- 282 -

    PCR을 이용한 수정란의 성감별은 고가의 장비와 전문적인 기술을 요하는 반면

loop-mediated isothermal amplification (LAMP)법을 통해서도 수정란의 성감별이 가능함.

  

Animal Reproduction Science 2010, 119: 92-96

  

    LAMP 법은 PCR법에 비해 시간이 절약되고 간편하기는 하나 검정에 사용되는 시료의 세

포 수에 따라 정확도가 떨어지는 단점이 있음. 

Animal Reproduction Science 2010, 119: 92-96

    본 연구팀은 제주흑우 원정액을 Flow cytometer를 이용하여 성감별 실시하였으며 체외 수

정을 실시한 결과 X-sperm의 경우 82.4%, Y-sperm의 경우 80%의 높은 수정율을 획득하였고

배양 7일 째 배반포기배 발달율 역시 X-sperm의 경우 29.5%와 Y-sperm의 경우40%로 매우 우

수한 결과를 얻음.

    수정란 단계에서의 성감별 역시 자체 제작한 primer를 이용하여 PCR을 통해 검증하였고

80% 이상의 정확도를 확인하였으며 이와 관련된 내용을 특허 출원함.

    또한 수정란 단계에서의 성감별 방법으로 본 연구팀은 성별 이형성 (Sexual Dimorphism)을

제시함.
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    이는 앞서 설명된 LAMP 보다 간단하고 임신율을 향상시키는 방법으로 육안으로 sexing 함

으로써 blastocyst에 손상을 주지 않고 고가의 장비를 필요로 하지 않는 다는 장점이 있음.

3. 제주흑우 수정란 동결 기술 개발 및 이식

    체내 수정란 또는 핵이식 기술에 의한 복제동물 생산의 실용화를 위해서는 생산된 수정란

의 높은 생존성을 유지하면서 동결시키는 기술의 개발이 필요함.   

    기존의 수정란 동결기를 이용한 slow freezing 방법은 시간의 낭비가 크고 때로는 생존율

이 떨어지는 단점이 있음.  

    포유동물 수정란의 초자화 동결은 1985년 Rall과 Fahy가 DMSO, acetamide, propylenglycol 

및 polyethylene glycol을 함유한 초자화 동결에 성공한 것이 최초이며, 그 후 소 (Massip 등, 

1986)에서도 초자화 동결에 성공함.      

    또한 소의 상실배기에서 초기 배반포기 수정란을 초자화 동결하여 산자를 얻는데는 성공

하였으나, 동해방지제로 사용한 glycerol과 1,2-propanediol의 혼합액은 소 배반포의 동결보존에

는 비효과적인 것으로 나타남.

    이외 체외 수정란 동결 기술로는 1.4 M  glycerol 과 0.25M sucrose 그리고 1.8M ethylene 

glycol을 이용한 rapid-freezing method로 Ethylene glycol은 침투성이 강한 저온 보호물질로써, 

수정란이 생식기관에 이식됐을 경우 쉽게 세포질에서 밀려나오고 수정란의 과도한 팽창을 줄

일 수 있음. (Theriogenology 1998,49:1051-1058)

    특히, 복제수정란은 핵이식 시 세포질과 투명대의 물리적인 손상과 전기충격 등으로 인해

동결하기가 매우 힘듬. 실례로 Tecirlioglu 등 (2003) 은 복제수정란을 OPS (open pulled straw) 

방법을 이용하여 초자화동결을 실시하였고, 융해는 OPS 스트로에서 희석용 스트로로 다시 옮

겨 담는 2-단계로 실시하여 이식함으로써 이식 14두 중 복제소 1두를 획득하였음. Gong 등

(2004) 은 복제수정란을 EFS40 용액에 노출하는 2-단계 방법으로 동결하였고 융해 시 배양접

시에 쏟아내어 2-단계로 세척한 후 다시 이식용 스트로에 장착하여 이식함으로써 이식 9두 중

복제소 1두를 생산하였음. 

    그러나 앞서 소개한 두 방법 모두 필드에서 바로 적용하기는 어려운 실정이어서 본 연구

에서 보고한 내용이야말로 처음으로 필드 적용 동결방법에 의한 복제소 생산 예라고 할 수 있

음. 본 연구팀은 이식용 스트로우와 Ethylene glycol과 glycerol을 혼합시킨 초자화 동결액을

이용하여 동결을 실시하고 1-단계 융해하여 바로 대리모에 이식하는 최단시간 (1분 요소) 이식

간편법을 개발하여 실제로 세계처음으로 복제송아지를 생산한 바 있음(Reprod Dev Biol 2011, 

35(1): 77-83).
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그림.  TYR, TYRP1과 DCT 유전자의 발현. 
black area of Prim’Holstein (PH-BA), Charolais 
(CH), Blonde d’Aquitaine (BL), Limousine (LIM)
과 Salers (SAL). M: DNA ladder. 

그림. 실시간 역전사 중합연쇄반응을 이용한
TYR(A), TYRP1(B)과 DCT(C) 유전자의 상대적 발
현. Prim’Holstein (black area, PH-BA), 
Charolais (CH), Blonde d’Aquitaine (BL), 
Limousine (LIM) and Salers (SAL). 

4. 제주흑우 유전형질 검출 및 분석

    전 세계적으로 광범위하게 분포, 사육되고 있는 다양한 소 품종들은 대부분 품종형성과정

에서 고정된 특유의 모색을 나타내고, 모색은 해당 품종의 특성을 설명하는 중요한 표현형질로

간주되며, 품종 식별을 위한 대표적인 질적 형질로 취급됨.

    포유동물의 모색은 neural crest로부터 발생과정에서 색소세포 (melanocyte)의 이주 (KIT, 

KITLG, EDNRB 등)와, melanin생합성을 조절하는 외부 신호전달자와 수용체 (MC1R, ASIP, 

MITF 등), 세포 내 melanin 생합성 대사 (TYR, TYRP1, DCT 등), melanosome의 생성 (SILV, 

AP3 등)과 이동 (MYO5A, RAB27A 등) 등 복잡한 여러 단계와 관련 유전자들 의 작용에 의해

표현됨. 

    특히, melanin 생합성에 관여하는 TYR, TYRP1, DCT는 색소세포 특이 효소 유전자로서 두

종류의 melanin 즉, eumelanin (black/brown)과 pheomelanin (red/ yellow) 합성을 담당한다. 마

우스를 포함한 여러 포유동물 종에서 melanin 생합성에 관여하는 이들 TYR, TYRP1과 DCT 유

전자와 그 기능에 대해 연구가 진행되었는데, 특히 소에서 Guibert 등 은 이들 유전자의 cDNA 

서열과 여러 품종과 모색에서 발현 수준을 측정하여 보고함. Dermatol. 14, 57-65. 2003, 

Pigment Cell Res. 17, 337-345. 2004, Pigment Cell Res. 17: 337–345. 2004).

 ※Pheomelanin Coat Colour Dilution in French Cattle Breeds is not Correlated with the TYR,          

   TYRP1 and DCT Transcription Levels (Pigment Cell Res. 17: 337–345. 2004).

    이러한 세계 연구 동향에 따라 본 연구과제에서는 한우, 제주흑우, Holstein에서 모색 발현

양상과 MC1R 유전자형의 분포에 따라 melanin 합성에 핵심적인 과정에 참여하는 3 가지 유전

자(TYR, TYRP1, DCT) 유전자들의 발현 수준의 상호 연관관계를 구명하기 위하여 수행됨. 
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    반정량 Real-time RT-PCR 분석을 통하여, 세 가지 유전자의 발현 수준을 MC1R 유전자형

이 e/e인 한우의 황갈색 부위, E+/E+인 제주흑우의 야생형 흑색 부위, ED/ED인 Holstein의 우

성 흑반과 백반부로 대표되는 4 종류의 피부 조직에서 분석함. 

    TYR, TYRP1, DCT 유전자 모두 Holstein의 흑반 부위에서 제주흑우의 흑색 부위에 비해

각각 4.5 배, 2.3 배, 2.5 배 이상의 유전자 발현 수준을 나타냄 (p<0.001). 

    또한, 제주흑우의 이들 3 가지 유전자들의 발현 수준은 한우에 비해 유의적으로 높은 수준

을 나타냄 (p<0.001). 

    이러한 결과들은 한우와 제주흑우, Holstein의 흑색 부위의 모색 발현 양상들이 이들 3 가

지 melanin 생합성 유전자들의 전사 수준과 직접적인 연관이 있는 것으로 사료되며, 이는 한우

e/e, 제주흑우 E+/E+ Holstein의 ED/ED 등 서로 상이한 MC1R 유전자형의 관여가 반영된 결과

로 추정됨. 

    결론적으로 본 연구는 MC1R 단백질의 상태가 TYR과 일련의 melanin 합성 주관 유전자들

의 전사활성을 유도할 뿐만 아니라 소의 피부에서 총 melanin 함량의 수준을 결정함을 제시하

고 있음.

    따라서 본 연구에서 제시하고 있는 유전자 발현에 대한 정보는 한우 및 제주흑우, 칡소 등

재래소의 계통의 특성화 연구뿐만 아니라, 소에서 모색 표현의 강약을 조절하는 유전적인 요인

을 분석하는 데 있어 중요한 기초 자료가 될 것으로 사료됨.

    사람이나 동물의 친자검정은 전통적으로 혈액형이나 혈액단백질 분석방법에서 유전정보를

암호화하는 분자유전학 분석기술의 발달로 유전자 분석이 주를 이루고 있음. 

    최근 인간의 법의학적 검증에서 DNA 분석기법, 특히 MS의 반복양상에 따른 유전자형 분

석이 공식 활용되면서 그 활용영역이 점차 확대되어 가축 품종들의 유연관계, 혈통 증명, 집단

식별 및 개체추적과 친자확인 등에 광범위하게 이용되고 있음.

    소의 모색은 품종을 식별하는 중요한 표현형질로 간주되고 있고, 포유류에서 모색의 발현

은 eumelanin과 pheomelanin 두 가지 색소의 발현 수준과 색소체 (melanosome)을 함유하고 있

는 색소세포 (melanocyte)의 분포에 의해 결정되며, 100여 가지 유전자의 상호작용에 의해 결

정됨.

    특히, Extension, Agouti 유전자의 다형성은 흑색, 황적색으로 구분되는 기본 바탕색을 결

정하는 주요인으로 작용하는 것으로 알려져 있음 (Pigment Cell Res. 18, 34–41. 2005, Pigment 

Cell Res. 19: 346–355. 2006). 
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그림 3. Agouti 유전자의 선택적 전사의 발현.

그림. Agouti, Tyr, Tyrp1와 Dct 유전자의 상대

적 정량 발현.
그림. 노르망디 소의 Agoutibr 대립형질 조사.

  ※The insertion of a full-length Bos taurus LINE element is responsible for a transcriptional         

    deregulation of the Normande Agouti gene (Pigment Cell Res. 19: 346–355. 2006). 

    제주흑우의 선별에 있어 Holstein나 Angus×한우 등의 F1과의 구분이 선결과제이며, 아울

러 20세기에 제주도에 도입된 Hereford, Simmental 등의 황갈색, 적갈색 품종과 Charolais, 

Brahman 등의 품종들, 현재 제주도에서 가장 높은 빈도로 사육되고 있는 한우 등과 명확한 구

분을 위해서는 MC1R 뿐만 아니라 다양한 유전자 marker에서 수집한 정보의 조합이 필요함. 

    이에 본 연구과제에서는 기존의 세계 연구 동향보다 앞서 MS 유전자형과 MC1R, ASIP 유

전자형 분석결과들의 조합을 통해, 그 동안 제주흑우를 수정란이식이나 인공수정을 통해 공급

받은 농가에서 수집한 흑모색 후보축군을 대상으로 수정란이식, 인공수정에 의해 생산된 제주

흑우 후대들을 추적하고자 수행함. 

    그 결과 MS 다형성 정보와 제주흑우의 유전적 다양성을 알아보고자 MS marker 22종과

MC1R, ASIP 유전자 모두 집단 내에서 다형현상을 나타내었으며, 유전자 친자검정을 분석하고

자 총 24종의 유전자 marker들 (MS 22종, MC1R, ASIP)에 대한 분석에서 얻어진 모든 정보를

이용하여 유전자 친자검정을 수행함.
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그림 . GH4(A)와 GH5(B) 단편의 단일
가닥 구조의 polymorphism 분석 결과.

그림. 단일가닥 구조의 polymorphism

genotypes과 exon 5에서 polymorph

-isms의 서열을 나타낸 결과

그림. PCR로 exon 5에서 각각의 genotype과

haplotype 빈도(A), 각각의 genotype과 haplotype을 세

가지 체중군에서의 부화차순, 표준오차, 회귀계수 (B),

B의 genotype과 haplotype에 따FMF 송아지의 세가지

체중군에서의 부화차순, 표준오차, 회귀계수(C)를 분석

    95%의 신뢰수준에 대한 후보축군에 대한 부모확인 과정에서 후보 모가 확인된 경우는 163

두(54.6%), 후보 부가 확인되는 경우가 233두 (74.8%)였으며, 부모가 동시에 확인되는 경우는

123두(42.3%)로 확인됨. 

    본 연구에서 유전자 친자검정을 통해 수정란이식 개체들과 인공수정 개체들을 성공적으로

구분해 냄으로써 외형상 제주흑우와 혼란을 일으키는 교잡우 개체들로부터 제주흑우의 보호와

혈통보존에 기여할 것임.

    SNP는 DNA 염기서열에서 하나의 염기서열 (A,T,G,C)의 치환을 보이는 유전적 변화 또는

변이를 단일염기다형성(Single Neclotide ploymorphism, SNP)라고 함. pyrimidine 이 purine으로

바뀌는 것은 transversion이라고 하고, 간은 pyrimidine내에서 transition이라고 함. 

    인구집단에서 1%이상의 빈도로 존재하는 2개의 대립 염기서열이 발생하는 위치를 SNP라

고 하며 대립유전자형이 5%이상의 빈도로 존재하는 경우 common polymorphism이라고 하며, 

1~5% 인 경우 rare polymorphism이라고 부르기도 함. 

    이러한 현상으로 유전적 변이를 확인하는데 해당 유전자의 단일 염기다형성을 분석하는

연구들이 활발히 진행되고 있음 (Journal of Animal Breeding and Genetics. 125, 45–49. 2008, 
Asian-Australasian Journal of Animal Sciences. 21, 1–5. 2008, Animal Science Journal. 81: 623–
629. 2010).

   ※Polymorphisms in growth hormone gene and their associations with calf weight in Japanese Black  

     cattle (Animal Science Journal. 81: 623–629. 2010)
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    위의 연구에서는 상대적으로 적은 양의 샘플 표본은 원시의 genotype 빈도에 영향을 받은

개별효과와 창시자효과의 상대성과 무관하게 분석함.

    30일령 된 체중의 집단에서는 어미 소와 송아지의 haplotype B에 의해 부정적인 결과가

나왔고 haplotype A에 의해서는 긍정적인 결과가 나왔지만 유의적인 차이는 보이지 않았음. 

    동물의 성장은 다양한 성장관련호르몬과 행동과 표현양상에 의해 조절 받으므로 성장단계

에서 변화되는 것이 분명함. 

    SNP의 genotype에 따라 어미 소의 allele이에서 차이나는 염기다형성에 따라 후손의 성장

에 따라 영향을 미칠 수 있는 효과를 분석할 수 있는 방법으로 제시될 것임. 

  5. 제주흑우 우수 유전형질 보존 및 응용기술개발

    체세포핵이식 및 복제수정란 생산은 우수 유전형질을 보존하고 형질 개량 효과를 극대화

할 수 있는 기술이며 더 나아가 형질전환 동물 생산을 통한 인간 대체 장기 생산 및 생체물질

생산과 유전자 치료 등 인간 질병 치료 기술에 응용 가능함.

    핵이식 기법에 의한 복제 수정란 생산에 관한 연구는 1997년 복제 면양이 생산된 이후 다

양한 종에 걸쳐 이루어 지며 응용범위 또한 확대대고 있는 실정임.

    중국의 연구팀은 복제배아의 비정상적인 발달이 메틸레이션과 관련있음을 보고하고 이를

개선하기 위해 5-aza-2'-deoxycytidine을 처리함으로써 후천적 유전이 줄어듦을 보고함.

    또한 기술적인 개선 방안 중 하나로 형광현미경을 이용한 연구결과가 보고되기도 함. 

  체세포 핵이식 시 탈핵을 위한 형광현미경의 자극은 표본에 강한 빛을 주어 수정란에 자극

을 주게되고 이는 수정란의 발달을 저하시킴. 
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    따라서 일본 연구팀은 필터 시스템을 발전시켜 수은램프와 할로겐램프를 이용하여 형광과

같은 효과를 줌으로써 표본에 손상을 최소화 하고 수정란의 발달을 증진시킴.

    

    본 연구팀은 체세포핵이식 복제 수정란 생산에서, 탈핵 시 기존에 주로 사용하는 Hoech

염색과 UV 노출은 세포질 손상을 유발하는 것으로 알려져 노출을 극소화할 복적으로 spindle 

view system(Oocyte imaging) 을 이용하여 세포질 손상 없이 탈핵을 했을 때 복제 효율에 미

치는 영향을 처음으로 조사했음. 

    Oosight imaging system으로 획득된 복제수정란 유전자발현유무를 조사했던 바, 만능성

유전자 Oct4와 착상 관련유전자 interferon-tau 발현이 유의하게 높게 나타났고, 세포사멸 유

전자 Caspase-3 와 스트레스 유전자 Hsp70 발현이 유의하게 낮게 나타나 체세포핵이식 복제

수정란의 건강도를 확인할 수 있었음.

    따라서, 체세포핵이식 복제수정란 생산 시 탈핵방법으로서 Oosight imaging system을 이

용하면 건강한 복제수정란 획득이 가능하며, 이 방법에 의해 제주흑우 씨암소 흑우순이가

2010년 10월 31일 획득되었음. 이상의 관련기술은 Cellular Reprogramming 저널 2012년 14권

305-311에 게재됨.
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연구기자재 및

연구시설
규 격 수량 활용용도 보유기관 비고

Stirrer set 2 배양액제조
제주대

줄기세포연구센터

Autoclave " 1 기기멸균 “

Centrfuge " 2 시료침전 “

High-speed centrifuge 1

Clean bench " 4 무균조작 “

Clean room 5평 1 무균조작 “

CO2 controller " 1 CO2 조절 “

CO2 tank " 8 세포배양 “

Deep freezer " 1 시료보관 “

Refrigerator “ 4 〃 “

Desiccator " 2 〃 "

Digital thermometer " 1 배양기검사 "

Dry Oven " 1 초자기구건조 "

Cell Injector " 1 핵이식, 유전자주입 "

Electronic balance " 3 시료정량 "

Electrophoresis might " 1 전기영동 "

Fluorescent lamp " 3 세포관찰 "

CO2 Incubator " 8 세포배양 "

LN2 tank " 7 세포냉동보관 "

LN2 CONTAINER “ 1 세포냉동보관 “

Inverted microscope " 4 수정란관찰 "

Micro-warm plate " 1 항온유지 "

Micropipette " 11 시료정량 "

Stereo microscope " 3 난자회수 "
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연구기자재 및

연구시설
규 격 수량 활용용도 보유기관 비고

Real Time PCR " 1 유전자분석
제주대

줄기세포연구센터

pH meter 〃 2 배양액제조 “

Power supply " 2 전기영동 “

Vaccum Pump " 3 난포란채취 “

Shaking incubator " 1 세포배양 “

Slide warmer " 1 세포조작 “

Sonicator " 1 세척용 “

Spectrophotometer " 1 분자검사 “

Thermoplate " 1 배양액제조 “

Gel Doc XL System " 1 유전자분석 "

Osmometer " 1 배양액제조 "

Vortex " 3 배양액제조 "

Water bath " 2 시료항온유지 "

Water purification

system
" 1 배양액제조 "

Mupid kit " 1 분자검사 "

Chemical balance 〃 1 시약정량 "

Hot plate 〃 1 시약용해 "

Magnetic stirrer 〃 1 시료혼합 "

Vortex mixer 〃 3 〃 “

Micromanipulator 〃 3 미세조작 "

Puller 〃 1 〃 "

Microforge 〃 1 〃 "

Grinder 〃 1 〃 "

Nepa gene " 1 " "

Ultrapure water system set 1 초순수제조기 "
4차년도

구입

Cell fusion system " 1 세포융합 " "
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