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요 약 문

Ⅰ. 제 목

한우 고급육 생산을 위한 Calpain Prote oly tic S y s te m 조절 기술개발

1. Calpain proteolytic sys tem 조절에의한 고급 한우육 생산기술개발

2. 한우고급육 생산을위한 calpain antisense 및 근육세포 배양기술 개발

3. Calpain DNA 미세현미주입에의한 한우개량기술개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

W T O 출범이후 농수축산물의 수입개방과 더불어 우리나라에서는 고부가가치

성의 축산식품을 개발하는 것이 당면과제이다. 우리나라는 경제성장과 더불어 생

활수준 향상으로 축산물의 소비도 급증하였다. 또한 소비자들 사이에서는 축산식

품의 양적인 증가뿐만 아니라 질적인 향상도 요구하고있다. 최근 한우 사육농가

가 늘어나고 농가 당 사육규모도 급증하고있는 추세로 1994년 후반부터 한우 송

아지의 입식이 급증하여 마리 당 가격이 200만원대에 육박하였으며, 현재에도 높

은 가격이 유지되고 있는 실정이다. 특히 값싼 수입육 시장의 개방으로 비록 한

우육에 비하여 기호성에는 차이가 있다고 하지만 가격 경쟁력으로 볼 때 미래에

장기적인 경제적인 파급효과를 예측하기는 어렵지만 가까운 장래에 수요와 공급

의 불균형이 예측된다. 이러한 추세의 주요한 요인은 소비자들 사이에서 수입육

에 비하여 고급육으로 인정받고있는 한우육의 수요증가로 볼 수 있다.

이와 같은 상황의 인식아래 우리나라 사람들이 좋아하는 풍미와 맛을 갖춘 품

질이 좋은 고기를 한우 고급육이라 정의하고 주로 소의 축체 부위별 성장발육

특성과 이를 이용한 사료의 종류별 급여조절에 의한 육질개선과 이를 객관화하

는 도체등급제도를 실시하고 있다. 현재 실시하고 있는 우리나라 소고기 도체 등

급기준은 육량등급과 육질등급 두 가지를 근간으로 하고 있는데 특히 육질등급

은 근내지방도, 육색 및 지방색표준을 정해 A- 1에서 C- 3 및 등외까지 모두 10개
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의 등급으로 분류하고 있으나, 1994년 1년 동안 조사된 한우 46,104마리중 A - 1등

급은 고작 125마리로 겨우 0.27%에 그치며 A- 3까지의 합계도 4,712마리로

10.2%에 그치고 있다. 이의 주된 이유는 육류등급판매제가 아직 정착되지 않는점

도 있겠지만 더욱 중요한 이유는 후천적 사양기술 조절에 의한 한우 고급육 생

산의 한계 때문이 아닌가 하는 의구심을 떨쳐버릴 수 가없다.

최근 생물공학의 발전과 더불어 동물배를 체외에서 조작하는 인공번식기술이

세계각국에서 집중적으로 연구되고 있다. 인공번식기법은 번식효율의 극대화 및

유전적 능력을 획기적으로 향상시킬 수 있기 때문에 가축의 유전적 개량, 번식효

율 개선 등에 널리 이용되고 있다. 생쥐 난자내에 bovine g amma g lobulin을 미

세현미 주입하여 성공한 이후 이 분야에 대한 연구는 여러 연구자들에 의해 활

발하게 진척되어 미세현미 주입기법으로 외래유전자등 유전물질을 비롯한 다양

한 물질들이 동물 난자내에 이식 좋은 성과를 거두었다. 이러한 미세현미 주입기

법은 형질전환동물을 생산 가축 유전형질을 빠르게 개선할 수 있으며 동물의 성

장 발육, 번식효율 등 형질개선에 크게 이용될 수 있다. 미세현미 주입기법에 의

한 난자내 DNA주입은 형질전환동물 생산에 널리 이용되어지고 있다. 따라서 본

연구진은 관련된 proteolyt ic s ys tem의 현상을 파악하고 이를 근거로 이들을 인

위적으로 조절함으로서 고급 한우육을 매우 효율적으로 생산하는 기술을 개발하

며 쇠고기 연도에 중요하게 영향을 미치는 한우 Calpain DNA를 IVF기법에 의

해 생산된 한우수정란에 주입하여 고급육을 생산하는 한우의 품종을 개량코자

한다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

[제 1 세부과제] : Calpain proteoly tic s y s tem조절에 의한 고급한우육 생산

기술

* 한우의 성장단계별 사양시험
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1. 장기, 단기, 호르몬처리에의한 사양시험

2. 도체분석, 도체평가, 관능검사

* 한우의 성장속도 및 거세에 의한 근육조직내 근육단백질 분석

1. Catheps in 및 Cystat in분석법 개발

2. W es tern blott ing에 의한 desmin, vinculin, nebulin 분석법 개발

* 한우의 성장속도 및 거세에 의한 근육조직내 Calpain/Calpas ta tin 활성변화

1. μ- Calpain, m- Calpain, Calpas ta tin 분석기술개발

* 한우의 성장속도 및 거세가Calpain/ Calpas tatin활성과 육생산성 및 육질에 미치

는 영향

1. Calpain/Calpas tat in 활성에 따른 상관관계 측정

* Calpain proteolyt ic sys tem변화가 근원섬유 단백질 회전율내생단백효소 활성도

및 근육성장에 미치는 영향

1. 호르몬제 투여가 calpain/ calpas tat in활성도,근육단백질 합성 및 분해율에 미

치는 영향

2. 거세가 calpain/ calpas tat in활성도, 근육단백질 합성 및 분해율에 미치는 영향

* 한우의 근육조직내 calpain/ calpas tat in활성도와 도체등급기준과 상관관계측정

1. 사후강직후 도체 근육내 calpain농도와 육질및 육량등급 기준과의 상관관계

2. 사후강직 후 도체 근육내 calpas tat in 농도와 육질 및 육량등급 기준간의 상

관관계

3. 고급 한우육 생산을 위한 적정 calpain 과 calpas tat in 활성도 규명
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[제 2 세부과제]: 한우 고급육 생산을 위한 근육위성세포 배양기술과 현미경

적 근섬유구조분석

* 근육위성세포 cloning과 세포배양조건 관찰

1. 근육 위성세포 Cloning

2. 분리된 근육세포의 배양

3. 근육세포 최적 배양조건 확립

* Calpain에 의한 골격근육내 근원섬유구조변화 및 관찰기술

1. 광학현미경에 의한 근섬유 구조분석

2. 전자현미경에 의한 근섬유의 초미시 구조 분석

* Calpain ant is ense DNA처리에 의한 근육연도개량

1. Calpas tat in DNA trans fection

2. pCMVblac plas mid transfact ion

3. Calpain 과 Calpas tat in gene ex pres s ion 측정

[제 3 세부과제] : 미세현미 주입기법으로 Calpas tatin A ntis ens e DN A를

주입한 한우난자의 발생

* 한우 난포난의 체외성숙 기술과 체외수정 기술 확립

1. 최적의 난포난의 체외성숙 배양액

2. 첨가 Hormone의 종류와 농도결정

3. 체외수정 기술 확립

* 체외수정 기법에 의한 공시난자의 대량 생산

1. 체외수정기술의 확립에 의한 한우 수정란의 대량생산
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2. 수정란의 보존방법 확립

* 한우 난자의 체외배양 기술 확립

1. 체외 배양액 결정

2. 공배양 기술 확립

3. blocking 현상 극복방안 확립

* Calpas tat in DNA를 위한 미세 현미 주입 기술 개발

1. Calpas tat in ant is ens e DNA를 위한 미세현미 주입기술 확립

2. 미세현미 주입후 난자의 체외배양기슬 확립

* Calpas tat in Antisense DNA가 주입된 난자의 발생과 생산

1. 미세현미 주입기법에 의한 난자 발생과 생산

2. 미세 주입된 난자의 배란포배까지 체외배양 기술 체계확립

Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

제1세부과제 : Calpain Proteoly tic S y s te m 조절에 의한 고급 한우육 생산

기술개발

1. 시험우사양성적

- 시험우 성장 성적 전반적으로 동일 월령에 숫소, 거세우, 암소의 순서로 체

중의 차이가 발생하고 평균 증체량은 거세우 0.71, 숫컷 0.77, 암컷 0.56으로서 정

상적인 성장을 유지하고 하였다.

- 동물의 성장률은 16개월령까지 유의적으로 성장하다가 그 이후에는 성장

률이 감소하였다.
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- 처리구간 일당증체량을 비교하여보면 속성성장군에서 0.86으로 유의적으로

높았으며, 호르몬처리구 (0.77) 와 정상성장군 (0.68) 사이에는 유의차가 나타나지

않았지만 호르몬 처리구에서 높은 성장률을 보였다.

- 수소는 거세우나 미경산우에서 보다는 근육 단백질 축적량이 증가하고 단

백질 분해량은 감소한 결과이다.

- 호르몬 처리에 의하여 체중이 수소 (8.3% ), 거세우 (7.7%), 미경산우

(23.2%) 증가하였다.

2. 도체성적

- 수소가 거세우에 비하여 성장속도가 빠르지만, 육량등급은 수소가 대부분

C 등급인데 반하여 거세우는 B 등급이 많은 편이다.

- 미경산우는 수소나 거세우에 비하여 등지방 두께가 높았다.

- 배최장근과 육량지수는 거세우나 미경산우에 비하여 수소에서 높았다.

- 육질등급에서 수소는 2.8로서 대부분 3등급이었으나, 거세우 에서는 평균

1.4로서 1- 2등급의 분포를 보여 육질이 현저히 상승되었다.

3. Calpain 활성도

- 수소에서 calpas tat in의 활성도가 calpain의 활성도에 비해 두드러지게 증가

하였다.

- 육의 저장시간별 전단력을 측정한 결과와 비교해 볼 때 한우에서 거세로

인한 calpas tat in의 활성도를 저하가 결국 전단력을 감소시켜 육질의 연도향상을

가져왔다고 생각된다.

4. 육즙발생량

- 수소에 비해 거세우에서 현저하게 육즙 발생량이 감소하여 거세가 육즙 발

생량과 관련된 육질에 영향을 미치는 바가 크다고 보여진다.

5. 전단력

- 근육의 연도를 나타내는 s hear force는 수소와 미경산우에서 보다는 거세우
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에서 낮았다. 그러므로 거세우에서 근육연도가 향상됨을 볼 수 있다.

6.육색

- 육색은 수소에서는 Hunter color- L* 값이 미경산우나 거세우에 비하여 낮

았다.

- Hunter color- a* 는 별다른 차이를 보이지 않았다.

- Hunter color- b 는 도축 후 숙성시간이 경과함에 따라 감소하였다.

이러한 결과로 미루어볼 때 18개월 사양은 설상도를 높이기는 미흡하다는 결

론이다. 비록 비육우 품종이나 성별에 따라 도체성분이 다르게 나타날 지라도,

현재 소비자들이 원하는 고급육인 high marbling 이나 지방이적은 육고기를 생

산하기 위하여 본연구가 크게 기여할 것으로 사료된다.

제2세부과제 : 한우 고급육 생산을위한 calpain DN A 및 근육세포 배양기술

개발

1. 근육위성세포

- 한우 근육 위성세포를 순수 cloning 하였다.

- 근육위성세포의 최적 성장조건은 DMEM + 10% FCS로 밝혀졌다.

- ca lpa in 유전자를 pCMVβlac plasmid를 이용하여 세포내로전이하고 발현

을 확인하였다.

2. 근육단백질 분석

- 근육단백질 중 vinculin 과 des min 이 4℃에서 저장시간이 경과함에 따라

점차 분해되어감으로서 육의 연도를 향상시키는 요인이 된다.

- 한우의 수컷과 암컷에서 catheps in B 의 특이활성도는 수컷에서 2배 이상

높게 나타났다.

- Vinculin은 day 0과 day 1일에 검출되었다, 그러나 day 3 이후에는 분해되
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어 나타나지 않았다.

- Vinculin의 분자량은 약 90KDa로 밝혀졌다. Des min은 도축후 숙성기간이

경과함에따라 분해되었고, 분자량은 약 50KDa로 나타났다. calpas tat in의 분자량

71kD, calpain- Ⅰ 분자량 55kD, calpain- Ⅱ의 분자량은 80, 50, 30, kD등으로 나

타났다.

3. 현미경적 근섬유분석

- 근육조직의 치밀도는 대조구에 비하여 24개월 장기사양 처리구에서 훨신

유연하게 보였다.

- 근육수축단위인 sarcomere 길이는 장기사양 처리구에서 45% 정도 그게 늘

어났다.

- 호르몬처리구 에서는 근육단면이 이완되어있는 현상을 볼 수 있으며, 이는

근육단백질인 v inculin과 nebulin이 분해되어 간극이 늘어난 것으로 해석할 수 있

다.

- 속성성장구에서는 명확하지는 않지만 근육조직이 연속적으로 연결되어 대

조구에 비하여 훨신 더 치밀한 구조를 보이며, s arcomere 단위도 명확히 구분되

지 않는 것으로 보아 근육단백질들이 그대로 존재하고 있으며, 훨신 견고한 결과

를 shere force에 의해서도 알 수 있다.

4. Calpain/ calpas tat in 유전자

- 2개의 calpas tat in PCR product를 었었다.

- 유전자 염기서열 (826bp)은 미국 NIH의 NCBI에서 제공하는 GenBank data

의 BLAST s earch 결과 본 연구에서 밝혀낸 819bp와 homology가 100% 일치한

것으로 나타났다

- 다른 동물의 calpas ta tin 유전자와 homolog y를 조사해보면 대부분 85%이상

의 상관도를 보여주었다.

현재까지의 결과로서 일반적으로 알고있는 수소고기와 암소고기의 근육연도에

차이가 있다는 것을 뒷받침할 수 있을 것이다. 이러한 결과들은 도체의 등급과
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calpain 등과의 상호관계를 연관시키면 보다 더 명확할 것이다.

제3세부과제 : 미세현미주입기법으로 calpas tatin as - DN A를 주입한 한우난

자의 발생

◎ 한우 미성숙난포란의 체외성숙기술과 체외수정기술확립

한우미성숙난포란의 등급은 Hols tein종과 같은 타품종에 비하여 낮았다.

한우미성숙난포란의 체외성숙은 배양액으로 T CM- 199과 Ham' s F - 10을 사

용시 배양액 간에 차이가 없었고 단백질원으로 FCS, BSA, BFF를 첨가하였을

때 FCS를 첨가했을 경우 체외성숙율이 높았다.

체외성숙배양액내 F SH- LH 와 PMSG- HCG를 첨가 성숙배양했을 때 호르몬

종류간의 차이가 없었다.

배양액내 FCS, BSA, BFF 첨가시 FCS를 첨가했을 때 체외수정율과 다정자

침 입율이 높았으며, 호르몬으로 FSH- LH를 첨가했을 때 체외수정율과 다정자침

입율이 높았지만 PMSG- HCG 첨가했을 경우에 비하여 유의적인 차이는 없었다.

◎ 체외수정기법에 의한 공시난자의 대량생산

한우체외수정란의 동결융해후 생존율개선을 위하여 항동해제로 ethylene

g lycol 사용이 우수하며 EF S40(ethylene g lycol, F ocoll. sucros e 혼합)을 사용하

는 것이 우수하였다.

정자의 수정능획득처리방법중 heparin , BF F , BOCM 처리시 대조구에 비하

여 체외수정율과 웅성전핵형성율이 유의적으로 높았다.

◎ 한우난자의 체외배양기술확립

한우체외수정란의 배발달배양액으로 CR1aa 가 T CM- 199, Ham ' s F - 10 보다

난할율이 높았고, FCS와 BSA를 단백질급원으로 첨가했을 때 상실배와 배반포배

발달율은 첨가농도가 높을때(20%와 1% ) 높았으며 F CS를 첨가했을때가 BSA를

첨가했을때보다 높게 나타났다.

난관유래물질(BOEC, BOCM)과의 공배양시 난할율과 상실배 또는 배반포배
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발달율이 모두 높았다.

체외발달배양액내 항산화제 첨가효과가 나타났으며 L- ascorbic은 62.5μmol,

α- tocopherol은 2.5μ/ m l첨가 수준에서 성적이 좋았다.

◎ Calpas tat in ant is ens e DNA 미세현미주입기술개발

calpain 과 calpas ta tin 유전자는 한 근육으로부터 RT - PCR에 의하여 단리

동정하였다. 동정된 유전자는 이미 보고된 외국종과 비교하면 약 97%이상의 높

은 상동성을 나타내었다.

한우체외수정란에 DNA 미세현미주입 후 난할율은 체외배발달 배양액에 따

라 23.8∼33.6%를 보였으나 상실배 및 배반포배 발달율이 극히 저조하였으나

L- as corbic acid 와 α- tocopherol을 첨가 배양하여 좋은 성적을 얻을 수 있었다.

◎ Calpas tat in ant is ens e DNA가 주입된 난자의 발생과 생산

미세주입용 calpain과 calpas ta tin 유전자의 발현을 위해서는 metallothion 프

로모터와 SV40의 poly A 시그날을 사용하였다.

발현확인을 위해서 사용한 유전자는 β- ga lactos idade 유전자로서 CMV 프

로모터와 SV40의 poly A를 가지고 있으며 이 유전자를 발현시키고자하는

calpain과 calpas tat in 발현벡터의 뒤쪽으로 연결함으로써 다른 프로모터에 의하

여 발현할 수 있도록 하였다.

이러한 유전자를 미세주입하기전에 COS세포에 tras fection하여 정상적으로

유전자가 발현하는지를 X- g al s taining 함으로써 확인하였다.

이들 유전자를 한우 전핵기 수정란에 미세주입하여 발현을 확인하였다. 전체

중 3.8%가 100%발현을 나타내었고 약 60%의 수정란에서는 모자이크현상으로

발현하였다. 그러므로 이러한 수정란을 이식하면 충분히 형질전환한우를 생산할

수 있는 가능성을 제시하고 있다.

최근에는 복제방법에 의하여 형질전환 동물을 생산하고자 하는 연구가 진행

되고 있다. 이러한 방법에 있어서도 현재 확보된 발현벡터를 이용하면 더욱 효과

적으로 형질전환 동물을 생산 할 수 있을 것으로 기대된다.
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2. 활용에 대한 건의

제1세부과제 : Calpain Proteoly tic S y s te m 조절에 의한 고급 한우육 생산

기술개발

* 원래 최초의 계획에 비하연 연구비가 삭감됨으로서 실험동물 숫자가 줄어들

어 효과적인 연구가 되지 못하였다.

* 연구비를 연도별 균등 분할하여 2,3,4년차에는 전년도의 실험동물 사양이 중

복되어 어려움이 많았다.

* 근육단백 분해효소인 calpain sys tem은 외국에서 많이 선호하고있는 내용으

로 보다 더 많은 연구가 요구된다.

* 본 연구에서 밝혀진 사양기법을 토대로 국가지정 연구소를 통하여 농가에

보급하는 것이 바람직하다.

제2세부과제 : 한우 고급육 생산을위한 calpain DN A 및 근육세포 배양기술

개발

* 한우 근육위성세포 clone을 보유하고 있으므로, 한우 성장과 연관하여 연구

소등에 보급하는 것이 바람직하다.

* 근섬유의 초미시적 구조를 근육연도와 연관시키는 연구가 더욱 요구된다.

* calpain DNA 염기서열을 이용하여 한우개량에 이용할 수 있을 것이다.

제3세부과제 : 미세현미주입기법으로 calpas tatin as - DN A를 주입한 한우난

자의 발생

한우체외수정란 생산율을 제고 할 수 있는 미성숙난포란의 체외성숙과 체외수

정 체계 확립

한우체외수정란의 체외배양기술 확립 및 보급

미세현미주입된 한우수정란의 bank s ys tem 정립과 보급
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SUMMARY

I. Hig h quality Hanw oo meet production by the reg ulation of Calpain

Proteoly tic S y s tem

T he objectives of this research w as hig h quality beef production by the

reg ulat ion of calpain proteolyt ic sys tem. Ex perimental des ig n w as 3

treatments (long - term res tricted feeding, LT FR; long - term res tricted feeding

and hormone trea tment, LT FR- Ht; short- term non- res tr icted feeding , ST FNR)

and 3 s exes (bulls , s teers , heifers ). T hirty calves (5- 6month old) w as

purchased from local farm and lives tock market during 12 calves in 1996,

each 9 calves during 1997 and 1998. Bulls (4- 3 calves ) w as cas trated by

s urg ical method.

LT FR g roup w as fed 96/4 - 97/10 (24month ag e), and LT F R- Ht group

w as fed 97/6 - 98/12 and w as implanted sus ta ined- release hormones , M- PO

(proges te- rone + Oes tradiol benzoate) for bulls and s teers , and F - T O

(T renbolone acetate + Oes tradiol benzoate) for heifers in year s ubcutaneous ly

a t before s laughter 6 month (18 month old), 4 month (20 month old), and 2

month (22 month old). Concentrate diet w as fed based on prog ramed

res tr icted feeding methods . ST FNR group w as fed 98/ 7 - 99/8 (18 month

age), and concentrate diet w as fed ad libitum. All animals w ere s laug htered

and meat quality w as recorded by meat evaluator from s laughter house.

Calpain and calpas ta tin act iv ity w as measured from loin and tenderloin

(W heeler and Koohmaraie, 1991). F or drip loss and shear force measurement ,

3 s teaks w ere cut ted from loin and tenderloin, vacum packaged, and then

aged for 3, 9, 15, 21 days . S teaks w ere cooked in 75℃ w ater bath and 6 core

w as punchured (1.24cm DM) by the parallel to muscle fiber, and then

s heared. Meat color w as ex press ed the value of L* (lig htness ), a* (red-
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g reen), b* (blue- yellow ).

Animal g row th rate w as hig hes t in bulls and s ubs equently s teers and

heifers . A verage daily g ain w as 0.77 in bulls , 0.71 in s teers , and 0.56 in

heifers , LT FR g roup. the grow th rate w as linearly increased during feeding

tria l. In ST FNR g roup, the s laug hter w eig ht w as 490.7kg in bulls , 477.0kg in

s teers , and 439.2kg in heifers . T he overall ADG w as highes t in ST F NR

(0.86), and then subsequently LT FR- Ht (0.77), LT FR (0.68). T herefore, hig h

g row th rate in bulls w as enhanced protein accumulation and reduced protein

deg radation. How ever, grow th rate w as enhanced 8.3% in bulls , 7.7% in

s teers , and 23.2% heifers by hormone treatment .

Meat qualtity g rade w as C in bulls and B in s teers although bulls have

hig h g row th rate. Back fat thickness w as higher in heifers than in bulls and

s teers . How ever, longis is s imus dorci w as higher in bulls thann in s teer and

heifer . Also, meat quality grade w as 2.8 in bulls , but s teer has hig h g rade as

1.4 in s teers . Generally , low calpas tat in act ivity w as reducd shear forceand

then enhanced meat tendernes s . Als o, low drip los s in s teers may enhanced

meat tenderness . Hunter color- L* w as low er in bulls than in s teer and

heifers .

In conclus ion, ST FNR w as not enough for hig h quality beef production and

LT FR- Ht w ill produce hig h quality meat w ith high grow th rate. T herefore,

long- term res tr icted feeding w ith hormone treatment w ill be the bes t choice

to farmers for high quality beef product ion.

II. Mus c le s ate llite ce ll culture and mic ros copic mus cle fiber ex amine

for hig h quality hanw oo meat produc tion

Mus cle sample w ere collected from slaughtered ex perimental hanw oo.

muscle sa tellite cells w ere cloned and cultured in vitro. T hree medium (DME
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/ F12, DMEM, McCoy' s 5A ) and three s erum sources (FCS, CS , HS) w ere

tes ted for optimum culture condit ion of muscle satellite cells . Cell proliferation

w as the highes t in DMEM. T he cell fus ion w as 32% in DMEM과 McCoy' s

5A and w as 21% in DME / F12. How ever, cell prolifera tion w as more affected

by different serum sources than in medium. Cell proliferat ion w as the hig hes t

in F CS and 37.3% in CS and 10.2% in HS compare to FCS.

DNA transfect ion w as made from cloned mus cle satellite cells w ith pCMV

βlac plas mid and lipos ome complex in DMEM + 10% F CS. Green color w as

appeared w ith gene trans fection. T he transfect ion rat io w as low , it prove that

the DNA w as trans fected and ex pres sed in muscle satellite cells .

Vinculin and des min w ere deg raded by the increas ing s torage time in 4℃,

w hich means that meat tenderness w ill be improved. Specific act ivity of

catheps in B w as doubled in male than that in female, but catheps in B+L

activity w as not different betw een male and female. Vinculin w as detected in

day 1 and day 1, how ever, the band w as dis appeared after day 3. Vinculin

molecular w eight w as 90kD. Des min w as also deg raded bas ed on ag ing time

and their molecular w eight w as 50kD. T he molecular w eights of calpas tat in,

calpain- I, and calpain- II w ere 71kD, 55kD, and 80, 50, 30kD, res pect iv ely.

Dens ity of mus cle fiber w as very flax ible in long - term res tr iced feeding

g roup. T he length of s arcomere, muscle contract ion unit , w as ex tended about

45%. Mus cle surface w as relax ed in hormone treatment group. It may

effect on mus cle fiber relax ing due to vinculin and nebulin deg radation.

How ever, muscle fiber dens ity w as high by continuous connect ion among

muscle fiber and sarcomere unit w as not clear. T herefore, the muscle protein

w ill be intact w ithout deg radation and very toug h by high shear force.

Mus cle total RNA w as is olated by the method of Chomczynski and Sacchi

(1987), mRNA w as is olated us ing oliig o- dT cellulos e and then purified

(Sambrook et al., 1992). Several cDNA w as amplified by RT - PCR. DNA

s equence w as used pGEM - T Easy Vector Sys tem in ABI Prism 377 DNA
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Sequencer. T w o insert w as s equenced, the one is 826bp, and the other w as

1.6Kb. 826bp fragment w as 100% homology of calpas tat in DNA from NIH -

NCBI, GenBank data. A lso, other fragment w as 85% homolog y of calpas tat in

from other s pecies .

In conclus ion, w e identified calpain characteris t ics and relat ions hip w ith

muscle fiber. Muscle protein deg radation during pos tmortem w as direct ly

connected w ith mus cle tenderness and quality of meat .

III. De v elopme nt of calpain antis ens e DN A mic roinjected hanw oo

e mbry os

T he purposes of this research is the production of hanw oo embryos

derived from calpain ant isense DNA microinject ion to improve w ors ening

liv es tock indus try . T his research w as performed for 5 years and res ults w ere

s ummarized as follow s .

T he Hols tein oocytes clas s ified as grade A and B w ere higher than korean

nat ive cat tle. And the cumulus cell ex pantion rate of oocytes cultured in

T CM- 199 and Ham' s F - 10 medium s upplemented w ith 10 % F CS and

hormones w ere s ignificant ly(P< 0.05) higher(81.9 %∼84.2 %) than non- treated

g roups(74.5 %∼76.8 % ). T he fert ilizat ion and polyspermy rate of in v itro

matura tion oocytes , cultured in T CM- 199 and Ham' s F- 10 medium

s upplemented w ith 10 % FCS, 1 % BSA and 10 % bFF w ere 53.8 %∼55.0

% , 51.4 %∼52.6 % , 47.0 %∼50.0 % and 13.6 % 14.2 %, 10.0 %∼11.1 %, 10.0

% respect ively. T he FSH- LH trea tment w as the highes t fert ilizat ion and

poly- spermy rate in medium containing of PMSG- HCG. T he fert ilizat ion and

male pronuclear formation rate of follicular oocytes , fertilized w ith capacita ted

s permatozoas by heparin and bF F methods w ere 70.9 %, 66.2 % and 48.8 %,

50.0 % res pect ively. And the fertilizat ion and male pronuclear formation rate

w ere hig her method of heparin than other methods .

- 18 -



In the ex periment to increas e in s urvival rate of hanw oo immature oocytes

and embryos , the bes t cryoprotectant w as ethylene glycol. F uthermore, the

addit ion of ficoll and sucros e to ethylene glycol(EFS40) show ed hig her

efficiency than that to us e ethylene g lycol only.

W hen the in vitro fert ilized oocytes w ere co- cultured w ith cumulus cells ,

the development rate to be morula and blas tocys t w as 22.7 % and the rates

w ere hig her than of w ithout cumulus cells , 7.8 %(P< 0.05).

T he embryos developed rate to morula and blas tocys te s tag es in

T CM- 199, Ham ' s F- 10, CR1aa and m- SOF medium containing 10 % F CS

w ere 20.0 % , 17.8 %, 23.1 %, and 23.6 %. T he embryos developed ra te of

oocytes cultured in CR1aa and m- SOF w ere hig her than those of oocytes

cultured in T CM- 199 and Ham' s F- 10. T he embryos developed from IVM,

IVF w ere cultured in different culture medium w ith 20 %, 10 % F CS or 0.4

% , 1 % BSA in CR1aa and m- SOF. T he hig her developmental rates of IVM,

IVF embryos developed beyond morula and blas tocyte s tag es w ere obtained

in cultuer medium w ith 20 % FCS group(22.9 %∼22.9 %) than those of 10 %

F CS g roup(15.4 %∼17.1 %), 1 % BSA g roup(16.7 % ∼20.0 % ) and 0.4 %

BSA group(14.3 % ∼15.2 %, P< 0.05). T he cleavage rate of fert ilized oocytes

in CR1aa containing α- tocopherol, L- as corbic, cys teamine and selenium w ere

no s ig nificantly control group. How ever the fertilized oocytes w ere cultured

for 168 hrs in culture medium w ith 2.5 μM α- tocopherol, the morulae and

blas tocys t rate w ere s ig nificantly hig her than control group(P< 0.05). W hen

the oocytes w ere cultured w ith L- ascorbic acid, the 4cell development rate

w ere 46.7%∼53.7%. T he morulae rate w ere no s ig nificantly and the

blas tocys ts rate w ere s ignificant ly hig her than control group(P< 0.05). W hen

the oocytes w ere cultured w ith 100 μM cys teamine, the 4cell development

rate w ere s ignificant ly hig her(50.0%∼61.8%) than control group(50.0%,

P< 0.05). Morulae and blas tocys t ra te w ere higher than control g roup. T he

blas tocys ts development ra te of oocytes cultured w ith 400 μM s elenium w ere
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9.4% . T here w ere s ignificant ly higher than control group(3.3%, P< 0.05).

A ddit ion of 2.5 μM α- tocopherol, 50 μM L- ascorbic acid, 100 μM

cysteamine and 400 μM selenium to the culture medium increas e the

incidence of embryos developed to the morulae and blas tocys t.

T he percentage of DNA injected embryos reaching to the morula and

blas tocys t w ere s lig ht ly low er than those of control embryos . As the result of

X- gal s taning , the proport ion of pos itive embryos w as 55.6 - 2% in morulae

and blas tocys t s tag e embryos . How ever, mos aicism has been observed in the

most putat iv e transg enic morulae and blas tocys t .

T hese results indicated that the in vitro maturat ion and culture medium

s upplemented w ith hormones , s erum and anti- ox idant can increase the

proportion of matura tion, fert ilizat ion and developed into morula and

blas tocys ts s tag e embryos . And improved IVM/ IVF sys tem and culture

condition increased the embro v iability and express ion of a microinjected

transgene. By this research, w e es tablished the mass product ion of IVM/ IVF

hanw oo embryos after ca lpa in DNA microinject ion and this result make

pos s ible development of hanw oo indus try .
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제4절 참고문헌................................................................................................................ 135

제2장 Calpain Prote olytic S ys te m 조절에

의한 고급 한우육 생산기술개발

제1절 : 실험 재료 및 방법

1. 시험우 입식 및 사육

T able 1. Experimental des ig n for Hanw oo feeding trial.

년 도 1 9 9 6 년 1 9 9 7 년 1 9 9 8년

총 두 수 1 2마 리 9 마 리 9마리

처 리 정상성장군(24개월) BA A처리군(24개월) 속성성장군(18개월)

성 별 ♂ ♀ 거세 ♂ ♀ 거세 ♂ ♀ 거세

두 수 4 4 4 3 3 3 3 3 3

참 고 사 항 노란색이표 붉은색이표 초록색이표

상기 T able 1의 시험우 구입 및 사양계획에 의해 1996년, 1997년, 19998년에

생후 5- 6 개월령 송아지 수컷 6- 8 마리 및 암컷 3- 4 마리를 근교 농장과 우시장

에서 구입하여 입식하여 1주간의 적응기간 후 ♂3- 4마리는 외과적 방법에 의해

거세 후 시험구에 배치 완료하였다. 시험구 배치시 각 처리구마다 황, 적, 록색의

이표를 장착하였다.

예방접종은 소전염성 비기관염 및 바이러스 하리증, 우액, 탄저, 기종저 등을

예방프로그램에 의해 실시했으며, 구충은 봄, 가을 (3, 9월)에 내.외부 구제 프로

그램에 의해 입식 직후 적응기간에 실시하였다.
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T able 2. Diet feeding s tandard at different grow th s tage.

구 분
육 성 기 비 육 기

전 기
이유- 5개월령

후 기
6- 12개월령

전 기
(13- 18개월령)

후 기
(18- 24월령)

영 양 수 준
C P(% ) 18- 19 14- 16 11- 12 10- 11
T DN 70 68- 70 71- 72 72- 73

급여기준
체중 비

(% )

배 합 사 료 2.0- 2.5 1.2- 1.5 1.7- 1.8 1.8- 2.0

조
사
료

생 초 3.0- 5.0 6.8- 8.0 3.0- 5.0 -
싸일리지 2.5- 4.0 5.0- 6.0 2.5- 4.0 -
목 건 초 1.0- 1.2 1.2- 1.5 1.0- 1.2 0.5- 0.8
볏 짚 0.8- 1.0 1.1- 1.5 0.7- 1.1 0.4- 0.6

T able 3. Monthly feeding pat tern for ex perimental animals

(calf/ day: kg as - fed bases )

Ag e(M onth) S tag e Concentrate Rice S traw A lfalfa Cube
5 E arly Calf 3.0 ad lib 0.3
6

M iddle Calf

3.2 ad lib 0.5
7 3.6 ad lib 0.6
8 4.0 ad lib 0.6
9 4.2 ad lib 1.0

10 4.5 ad lib 1.0
11 5.0 ad lib 1.0
12 5.5 ad lib 1.0
13

Early F attening

6.0 ad lib
14 7.5 ad lib
15 7.5 ad lib
16 8.0(7.5) ad lib
17

Late F attening

10(8.0) ad lib
18 10(8.0) ad lib
19 11(8.5) ad lib
20 11(8.5) ad lib
21 ad lib ad lib
22 ad lib ad lib
23 ad lib ad lib
24 ad lib ad lib

* ( )은 암컷 급여량
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T able 2, 3 의 성장 단계별 사료급여 기준에 의해 시판 비육용 중송아지 배합

사료(농후사료), 볏짚 및 알팔파 큐브를 공급해 주는데, 급여방법은 농후사료는 1

일 공급량을 주간에 3회로 나누어서, 알팔파 큐브는 1회 농후사료 급여 후 1일

공급량 전량을, 볏짚과 미네랄 블럭은 항시 필요시 섭취 가능토록 무제한급이 방

식으로 급여하였다.

T able 4. F eed consumption of ex perimental animals (Calf / day : kg)

Ag e (m ) 3 4 5 6 7 8 9

S ex C ♂ ♀ C ♂ ♀ C ♂ ♀ C ♂ ♀ C ♂ ♀ C ♂ ♀ C ♂ ♀

Diet 3.0 3.0 2.7 3.0 3.0 3.0 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 3.0 4.2 4.2 4.2 4.5 4.5 4.5 5 5 5

A lfalfa - - - 1.0 1.0 1.0 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Rice S traw 1.1 1.2 1.0 1.9 1.9 0.8 2.2 2.6 1.6 3.3 3.3 2.9 3.6 3.6 3.2 3.7 3.8 3.4 4.1 4.1 3.7

T able 4 에서와 같이 3월부터 9월까지 각 성장시기별 T able 3 의 급여 기준

표와 유사하게 농후사료 및 조사료를 섭취했으며 다만 양질의 목건초라고 할 수

있는 알팔파 큐브를 요구수준 이상으로(체중의 0.5 % ) 섭취시켰는데 이는 육성

기에 양질의 조사료를 급여함으로서 소화장기를 발육시키고자 하는 시험목적을

달성키 위해 취한 조치였다. 한편으로 볏짚은 무제한 급여를 실시하였음에도

T able 2 의 성장기별 수준과 거의 일치하였는데 이는 농후사료를 제한급여하고

있는 사육방법을 생각해 보면 쉽게 이해 할 수 있는 현상이다. 전반적으로 시험

기간 중 사료섭취수준은 고급육 생산을 위해 정상성장을 유도하기 위한 예상 수

준과 거의 일치하고 있다고 볼 수 있다.

2. 급여사료

매월 체중 측정시 시험축에 급여한 농후사료 및 조사료의 내용을 시료 채취

부에 기록 후 시료채취 용기에 담아 라벨링하여 실험실로 운반하여 A OAC (2)

및 Georing 과 VanSoes t(3) 방법에 의해 분석한 사료의 분석치와 농후사료의 배

합표는 T able 5 와 같다. 어린 송아지와 중송아지 농후사료내 단백질(%), NEm

(Mcal/kg ) 및 NEg (Mcal/kg )의 함량은 각각 18.05, 1.102, 1.667 및 14.05, 1.600,

1.037이었고 칼슘과 인의 함량(%) 역시 0.80, 0.57 및 1.07, 0.57로서 각각 이시기
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에 급여한 알팔파 Cube 및 볏짚과 함께 급여 할 경우 한우의 표준 영양소 요구

량에 규정된(4) 에너지, 단백질, 칼슘, 인의 요구량을 공히 충족시켜 줄 수 있는

사료들이었으므로 고급육 생산을 위한 정상성장을 유도하는데 매우 적절한 사료

였다고 생각된다. [표 7]에서는 시험기간중 급여한 조사료 영양소 함량이 표시되

어 있는데 알팔파 큐브의 조단백질, 중성세제섬유소, 산세제섬유소의 함량(%)이

각각 15.00, 50.00, 37.00으로 중등정도 등급정도의 알팔파로서 육성기 조사료원

으로서 적당했으며 볏짚 역시 각 성분함량에 나타난 바와 같이 우리나라에서 생

산되는 전형적인 영양소 함량을 나타내고 있었으며 실제 급여시에 기호성도 적

당한 편이었다고 생각된다.

T able 5. Chemical compos it ion and nutrient contents of fed diet

(as - fed bases , %)

Com pos it ion
Concentrate Roug hag e

Early
Calf

M iddle
Calf

Ear ly
F attening

Late
F attening

Rice
S tr aw

Alfalfa
Cube

W ater 11.70 11.84 11.95 12.36 9.01 14.35
C. P rotein 18.05 14.05 12.34 10.99 4.50 15.19

C. F at 2.95 2.69 2.65 3.14 2.18 2.79
C. F iber 5.91 5.32 4.58 3.37 28.10 22.22
C. A s h 6.12 8.64 6.78 6.73 15.10 8.17

Ca 0.79 1.07 1.02 0.81 0.24 2.64
P 0.56 0.57 0.53 0.41 0.13 0.32

NE m * 1.67 1.60 1.62 1.69 0.51 1.09
NE g * 1.10 1.04 10.51 11.09 0.17 0.54
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제2절 : 결과 및 고찰

1. 시험우 사양성적

가. 정상성장군 (LT FR)

시험우 성장 성적은 F ig 1 과 T able 6 에서와 같다. 전반적으로 동일 월령에

숫소, 거세우, 암소의 순서로 체중의 차이가 발생하고 있으며 3월부터 9월까지의

사양기간 중 체중은 대체로 고급육 생산을 위한 한우표준체중(1)과 거의 일치하

여 11 개월령인 9월 체중이 거세우, 숫소, 암소의 순으로 각각 271.8, 275.6, 246.2

kg을 나타내고 있다. 다만 시험개시시인 3 - 4월의 일일 증체량이 육성기간중의

목표치인 1일 700g보다 훨씬 상회했던 이유는 겨울철 입식 스트레스를 극복시키

기 위해 높은 영양소를 급여했기 떠문이며 그 이후는 평균 1일 600 - 700g을 유

지하였다. 또한 5 - 6월 숫소와 7 - 8월 거세우와 암소의 증체율이 매우 낮은 이유

는 전자는 체중측정오차에 의한 것으로 판명되었으며 후자는 혹서기 기온 및 유

해충에 의한 스트레스로 생각된다. 혹서기의 저조한 증체량에도 불구하고 사료의

섭취량이 감소하지 않은 이유는 육성기 사육이 완전히 끝난 후 이에 대한 고찰

이 이루어졌기 때문이라 생각된다.

T able 6 에서와 같이 평균 증체량은 거세우 0.71, 숫컷 0.77, 암컷 0.56으로서

정상적인 성장을 유지하고 하였다. 그러나 여름철인 22월령에는 성장이 거의 중

단하였으나 그 이후에 정상성장으로 회복하였다. 암컷은 발정으로 인하여 성장률

이 감소하였다. 일반 농가에서는 이러한 경우 일반적으로 수태를 시키고 2- 3 산

차에 출하하는 것이 보통이다. 본 시험기간 중 시험우의 증체량은 전반적으로 고

급육 생산을 위한 체중증가 목표와 거의 일치하고 있다.

거세는 일반적으로 비육우를 길들이기 쉽게하고 많은 개체를 용이하게 관리

하기 위하여 전세계적으로 많이 시행되고 있다. 거세방법은 무혈거세 방법

(Burdizzo) 과 외과적 수술법이 이용되고 있다. 일반적으로 농가에서 성장한 송

아지들은 2- 3 개월령에 거세를 실시하고, 우시장에서 구입한 송아지는 3- 4 개월

령에 거세를 한다. 많은 연구보고들에 의하면 수소는 거세우에 비하여 보다 빨리
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T able 6. BW gain during 24 month feeding in long - term res tr icted feeding

(LT FR) of Korean catt le

A g e
(M onth)

Bulls S teers Heifers

BW BW
chang e A DG BW BW

chang e A DG BW BW
chang e ADG

5 152.8 143.8 130.4
6 180.0 27.2 0.91 171.6 27.8 0.93 154.4 24.0 0.80
7 200.6 20.6 0.69 195.2 23.6 0.79 173.8 19.4 0.65
8 209.2 8.6 0.29 217.8 22.6 0.75 190.4 16.6 0.55
9 237.0 27.8 0.93 239.4 21.6 0.72 210.0 19.6 0.65

10 254.0 17.0 0.57 248.8 9.4 0.31 224.6 14.6 0.49
11 275.6 21.6 0.72 271.8 23.0 0.77 246.2 21.6 0.72
12 292.0 16.4 0.55 294.0 22.2 0.74 270.4 24.2 0.81
13 309.4 17.4 0.58 315.6 21.6 0.72 285.8 15.4 0.51
14 321.0 11.6 0.39 324.2 8.6 0.29 295.8 10.0 0.33
15 344.8 23.8 0.79 350.4 26.2 0.87 308.1 12.3 0.41
16 383.4 38.6 1.29 375.4 25.0 0.83 332.0 23.9 0.80
17 405.0 21.6 0.72 394.4 19.0 0.63 346.8 14.8 0.49
18 431.0 26.0 0.87 420.4 26.0 0.87 372.4 25.6 0.85
19 461.8 30.8 1.03 445.8 25.4 0.85 378.2 5.8 0.19
20 494.8 33.0 1.10 481.2 35.4 1.18 405.4 27.2 0.91
21 528.0 33.2 1.11 498.2 17.0 0.57 420.4 15.0 0.50
22 529.0 1.0 0.03 496.3 - 1.9 - 0.06 430.4 10.0 0.33
23 567.6 38.6 1.29 523.2 26.9 0.90 442.4 12.0 0.40
24 593.4 25.8 0.86 548.8 25.6 0.85 452.4 10.0 0.33

A vg 0.77 0.71 0.56

나. 호르몬 처리구

호르몬 처리구는 24개월 장기사양에서 호르몬제를 이식하여 육질의 변화를

보는 연구이다. 97년 10월에 한우 송아지를 입식하여 99년 6월 24 개월령으로 사

양시험이 종결되었다 (F ig . 2 와 T able 7). 성장 단계별 사료급여 기준에 의해 시

판 비육용 중송아지 배합사료(농후사료), 볏짚 및 알팔파 튜브를 공급해 주는데,

급여방법은 농후사료는 1일 공급양을 주간에 3회로 나누어서, 알팔파 큐브는 1회

농후사료 급여 후 1일 공급량 전량을, 볏짚과 미네랄 블럭은 항시필요시 섭취가

능토록 무제한급이 방식으로 급여하였다.

호르몬은 서방형 제제로서 도축 6 (18개월령), 4 (20개월령), 2 (22개월령) 개

월 이전에 귀의 피하조직에 이식하였다. 수소와 거세우는 M- PO (proges terone
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200mg/ dose, Oes tradiol benzoate 20mg/ dose)를, 미경산우는 F- T O (T renbolone

acetate 200mg/ dose, Oes tradiol benzoate 20mg/ dose) (Upjohn, USA)를 이식하

였다.

F ig . 2. BW gain of LT FR- tH of Korean catt le treated hormone (n=30)

T able 7. BW g ain of LT FR- tH of Korean cat tle treated hormone (n=30)

S ex
Ag e(M ) Bulls S te e rs He ife rs

4 110.7 110.8 112.6
5 124.9 126.4 126.8
6 156.4 155.3 152.8
7 183.7 182.8 176.6
8 213.6 211.9 201.3
9 250.5 242.8 229.9

10 271.5 266.2 249.4
11 304.4 292.5 270.5
12 323.9 304.8 284.5
13 341.6 333.5 307.9
14 371.4 356.3 329.2
15 415.1 396.1 361.9
16 427.9 409.3 373.8
17 448.7 422.4 382.8
18 480.1 441.9 393.8
19 504.4 471.1 417.2
20 525.2 498.3 447.8
21 543.5 523.3 475.0
22 563.5 534.6 487.5
23 590.2. 558.8 516.2
24 610.8 572.9 525.4
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다. 속성성장군

속성성장군 (제3차년도) 에는 지금까지 일반농가에서 사용되어져온 18개월 속

성사양으로 한우를 사육하였을 때 성별 증체량, 육량 및 육질등 의 변화를 보는

연구이다. 98년 7월에 한우 송아지를 입식하여 99년 8월 18 개월령에 출하할 목

표로 한우를 사양하였다. 사료급여는 무제한 급여 방식으로 급여하였다.

동물의 성장률은 16개월령까지 유의적으로 성장하다가 그 이후에는 성장률이

감소하였다. 최종 출하체중은 수소 490.7kg, 거세우 477.0kg, 미경산우는 439.2kg

이였다. 도체중은 수소와 암소에서 단지 50kg 이였고, 거세우 와는 단지 10kg 이

였다. 그러나 개체간 변이가 크게 나타났다.

일반적으로 가축사료의 영양소함량은 육생산성과 밀접한 관계가 있다. 영양소

수준에 따라 근내 지방도는 증가하고, 근육과 뼈의 발달이 좋아진다 (Guenther

등, 1968). 특히 비육우에서 단백질 수준보다는 에너지수준이 성장률 개선효과와

사료효율이 높아진다 (Prior 등, 1977). 그러나 우사 사육 비육우의 사료효율은

사료 급여량을 조절함으로서 개선될 수 있다. 사료급여량을 제한하는 방법은 여

러 가지가 있다. 대부분의 연구들에서 보면 일정량의 사료를 특정한 비육군에 급

여하고 있다 (Pleg ge 등, 1985; Hanke 등, 1986; W ag ner, 1987; Glimp 등, 1989).

계획 사양 프로그램이란 조제된 사료의 급여량을 제한하고, 출하 때까지 일당증

체량을 일정하게 유지시키는 것이다 (Zinn, 1987).

제한급여는 비육우에 고에너지 사료를 급여하였을 때 사료효율을 개선시킬 수

있다 (Old 와 Garrett , 1987; Hicks 등, 1990). Zinn (1986) 의 연구에 의하면 거

세우에서 무제한 급여의 94%로 사료량을 제한하여도 일당증체량은 무제한 급여

비육우와 유사하게 나타났다. 그러나, 사료 회전율은 (사료효율) 무제한 급여 비

육우보다 제한급여 비육우에서 4.6% 개선효과를 보였다. 이러한 결과는 양에서도

유사하게 보고되었다 (Glim 등, 1989).

이상의 실험결과를 처리구간 비교하여보면 일당증체량은 속성성장군에서 0.86

으로 유의적으로 높았으며, 호르몬처리구 (0.77) 와 정상성장군 (0.68) 사이에는

유의차가 나타나지 않았지만 호르몬 처리구에서 높은 성장률을 보였다. 본 연구

결과에 의하면 수소는 거세우나 미경산우에서 보다는 근육 단백질 축적량이 증

가하고 단백질 분해량은 감소한 결과이다. 그러나, 호르몬 처리에 의하여 체중이
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본 연구를 통하여 볼 때 지방이 침착되는 비육 정령기를 도출할 수 있다. 수

소가 거세우에 비하여 성장속도가 빠르지만, 육량등급은 수소가 대부분 C 등급

인데 반하여 거세우는 B 등급이 많은 편이다 (Cho 등, 1995). 거세는 육성기와

비육전기에 성장률이 낮은 편이다. 또한 거세에 의하여 체지방 침착은 많은 편이

지만 지육율은 낮다 (hONG 등, 1996). 그러나, 거세에 의한 종합적인 이득을 결

정하기는 어렵지만 근육단백 분해효소 활성, 근섬유 분포도, 육의 연화도, 근섬유

단백질 회전율 등과 연관하여 생각하면 충분한 이득이 될 것이다.

T able 9. Comparis on of ADG among treatments and sexes (kg /d, LS mean)

T reatment Sex

LT F R LT F R- tH ST FNR Bull S teer Heifer

ADG 0.68b 0.77b 0.86a 0.85a 0.79b 0.67b

LT FR: long - term feeding by res tr icted supply of diets
LT FR- tH: long - term feeding by res tr icted diets w ith hormone trea tment.
ST FNR: short- term feeding by ad libitum of diets .
a,bMeans in the same row w ith a common supers cript do not differ (P< 0.05).

F ig 4. Experimental animals . feeding trial ( top), w eighing and blood sampling

(middle), and anabolic implant in ear.
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2. 도체성적

정상성장군은 (제1차년도) 96년 4월경에 한우 송아지를 입식하여 연구 프로그

램에따라 비육을 시작하여 24개월령인 97년말 나주축협 공판장에서 도축하였다.

도축 후 24시간 동안 냉장온도 (2℃±2℃)에서 냉장한후, Carcass yield와 도체등

급은 등급사에 의하여 평가되었다. 반도체의 한쪽은 각 부위별 육량 평가를 위하

여 완전히 발골 하였다. 육량지수는 다음 수식에 의하여 계산하였다.

MQD = 65.834 - (0.393 x BF T ) + ( 0.088 x LA ) - (0.008 x CW )

[MQD(meat quantity index ), BFT (back fat thicknes s ), LA(longiss imus area,

cm2), CW (carcass w eig ht , kg)]

도체성적은 T able 10 과 T able 11 에 나타나있다. 생체중은 수소가 평균

50kg 높게 나타났고, 지방은 수소에서 30kg 이었으나 거세우에서 47kg으로서 높

았다. 그러나 다른 부위는 비율에 따라 계산하면 차이를 나타내지 않았다.

미경산우는 수소나 거세우에 비하여 등지방 두께가 높았다. 그러나 배최장근

과 육량지수는 거세우나 미경산우에 비하여 수소에서 높았다 (T able 1). 다른 도

체분석과 육질등급은 은 차이를 보이지 않았다. 등지방 두께는 미경산우에서 수

소보다 4배정도 높았다. 이러한 결과로 미루어볼 때 18개월 사양은 설상도를 높

이기는 미흡하다는 결론이다. 그리하여 수소의 육질등급은 유의적으로 감소하였

다. 반면에 육질등급은 수소에서 여전히 높았다. 부분육은 처리간에 별다른 차이

를 보이지 않았다(T able 2). 수소에서는 앞다리, 사태육이 수소에서 거세우나 미

경산우 보다 높았다. 그러나 지방함량은 반대로 수소에서 높게 나타났다.

도체 등급의 결과는 T able 12 와 T able 13 에 나타나있다. 육량등급에서 수

소는 1.4 이고, 거세우는 2.0 으로서 수소에서 근육량이 많았다. 이는 도체중이

높은 수소에서 나타나는 결과로 여겨진다. 또한 육질등급에서 수소는 2.8로서 대

부분 3등급이었으나, 거세우 에서는 평균 1.4로서 1- 2등급의 분포를 보여 육질이

현저히 상승되었다.

제한급여는 거세우에서 배최장근의 수분함량을 증가시키지만 지방함량은 감

소시킨다 (한 등, 1996). 또한 제한급여에 의하여 등심과 안심의 비율은 증가하지
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만 다른 부분은 변화가 없다. 본 연구를 통하여 결론지으면 영국종 이나 Bos

indicus 보다 한우를 비롯한 유럽종 비육우인 Bos taurus에서 지육율이 높았다.

또한 성별에 따라 도체성분이 다르게 나타났다 (Garrett 와 Hinman, 1971;

Knapp 등, 1989; Griffin 등, 1992). 비록 비육우 품종이나 성별에 따라 도체성분

이 다르게 나타날 지라도, 현재 소비자들이 원하는 고급육인 hig h marbling 이나

지방이적은 육고기를 생산하기 위하여 본연구가 크게 기여할 것으로 사료된다.

T able 10. Carcass tra it of bulls , s teers and heifer in different feeding prog ram
of Korean catt le (n=5, kg )

Items
LT FR ST FNR

Bull Steer Siga Bull S teer Heifer

Body w t 608.4±21.5 556.0±17.7 NS 556.7±41.1 548.3±24.6 500.0±35.1

Dressed w t 360.0±9.5 330.0±5.9 * 322.3±25.7 323.3±19.3 295.0±18.7

T enderloin 8.1±0.2 8.2±0.6 NS 5.2±0.4 5.2±0.4 5.1±0.5

Loin 39.2±4.0 34.9±1.9 NS 37.7±3.5 34.1±1.6 29.3±1.1

S ir loin 7.8±0.1 8.2±0.2 NS 7.9±0.2 6.6±0.5 7.0±.1
Rump 22.6±0.6 19.3±0.6 ** 17.9±1.3 17.4±1.5 16.4±1.1
Round 36.6±0.8 32.6±1.2 * 30.6±2.08 31.8±3.2 26.6±1.4
Foreleg 26.7±1.1 21.8±0.6 ** 22.4a±1.3 20.5ab±1.51 16.4b±1.1

Chuck 23.1±2.3 11.7±1.5 ** 13.6±2.1 7.7ab±0.8 7.2b±0.9
Brisket 43.7±1.4 36.1±1.4 ** 34.1±4.0 34.4±2.5 27.8±2.2
Shank 16.0±0.2 14.8±0.5 NS 15.7±0.9 14.3±0.9 12.4±0.9

W hole Ribs 46.9±1.3 46.5±1.5 NS 43.5±4.5 47.8±3.2 45.3±2.7

Lean Carcs 262.3±13.8 234.2±4.7 NS 223.5±17.8 219.7±14.7 193.5±8.2

Fat 30.3±2.9 46.9±2.4 ** 43.4a±0.5 40.4a±1.1 32.7b±1.9
Bone 46.4±0.6 41.3±1.0 ** 47.4±8.4 60.5±13.5 66.1±10.8
By- product 76.7±2.6 88.2±2.4 * 90.8±8.3 100.9±13.4 98.8±12.1

aS ig=s ignificance. Means in a row marked w ith an as teris k differ ( *P< .05,
**P< .01, ***P< .001). short- term feeding (kg, n=9).
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T able 11. Comparis on of carcass tra it among treatments and sex es (kg, LS

mean)

Items
T reatment Sex

LT FR ST FNR Bull S teer Heifer
Body w eight 564.7 535.0 585.3 549.4 514.9
Dress ing w eight 335.7 313.6 343.1 324.7 306.1
T enderloin 8.2a 5.2b 6.7 6.7 6.6
Loin 34.8 33.7 38.5 34.5 29.9
S ir loin 7.9a 7.1b 7.7 7.5 7.4

Rump 20.6a 17.2b 20.5a 18.2b 18.1b
Round 33.1 29.7 34.0a 31.9ab 28.3b

Foreleg 22.6a 19.8b 24.8a 30.0b 17.9b
Chuck 16.3 9.5b 18.7a 9.4b 10.6b
Bris ket 37.7a 32.1b 39.4a 34.8ab 30.6b

Shank 14.5 14.1 15.8a 14.5a 12.6b
W hole Ribs 46.6 45.5 45.5 46.9 45.9
Lean Carcass 238.8a 212.2b 244.3 225.4 206.8

Fat 35.6 38.9 35.6a 44.9b 31.1a
Bone 47.9 58.0 48.0 49.8 70.0

a,bMeans in the same row w ith a common supers cript do not differ (P< 0.05).

Beef cuts data for LT FR- tH of w as not taken because of ex perimental

conditions .
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T able 12. Carcass g rade of bulls , s teers and heifers at three different feeding

pat tern in Hanw oo

Items
LT FR LT FR- tH ST FNR

Bull S teer S iga Bull S teer Heifer Bull S teer Heifer

BFT (mm) 2.4±0.2 7.8±0.8 *** 4.9b±0.6 13.7a±1.6 15.1a±1.2 4.5b±0.9 8.0ab±1.0 14.7a±2.6

LMA(cm2) 82.2±2.3 81.8±2.0 NS 86.4±2.2 85.7±2.1 90.6±2.81 88.7a±2.9 72.7b±4.5 85.7ab±2.6

CW (kg) 360±9.5 330±6.0 * 375a±7.2 345ab±7.0
331b±12.

2 322±25.7 323±19.3 295±18.7

Yield index 77.0±0.2 76.3±0.1 ** 70.5a±0.2 67.2b±0.7 67.2b±0.6 71.2a±0.3 68.5ab±0.6 67.25b±1.3

MQGc 1.4±0.2 2.0±0.0 * 1.0b±0.0 2.0a±0.2 2.1a±0.3 1.0±0.0 1.3±0.3 2.0±0.6

IMT d 1.2±0.2 3.8±0.4 *** 1.1b±0.1 5.0a±0.3 5.0a±0.5 1.3±0.3 3.3±1.2 3.0±1.0

Meat colore 4.8±0.2 4.4±0.2 NS 4.9a±0.1 4.0b±0.0 4.9a±0.2 4.3±0.3 3.3±0.3 4.0±0.6

Fat colorf 2.0±0.0 2.4±0.2 NS 2.8±0.1 2.9±0.1 3.3±0.3 2.3±0.3 2.7±0.3 3.0±0.0

T ex tureg 2.0±0.0 1.4±0.2 * 2.0a±0.0 1.0c±0.0 1.6b±0.2 2.0±0.0 1.3±0.3 1.3±0.3

Maturityh 1.0±0.0 1.0±0.0 NS 1.3±0.2 1.0±0.0 1.0±0.0 1.0±0.0 1.0±0.0 1.0±0.0

MQSi 3.8±0.2 2.4±0.2 ** 2.9a±0.1 1.6b±0.2 1.7b±0.2 3.7±0.3 2.7±0.7 2.7±0.7

BFT (Back fat thickness ), LMA (Iongis s imus mus cle area) CW (Carcass w t)
LT FR (n=5), LT FR- tH (n=10), ST FNR (n=3).
a,b,Means in the s ame row w ith a common s uperscript do not differ (P< 0.05).
c MQG (Meat quantity grade) : A, B, C, and D grade = each 1, 2, 3, and 4.
d IMT (Intramuscle fat) : 1 (devoid) → 7 (very good)
e Meat color : 1 (scarlet) → 7 (dark red)
f Fat color : 1 (w hite) → 7 (yellow )
g T ex ture : 1 (good), 2 (s tandard), 3 (bad)
h Maturity : 1 (less 3 years old), 2 (3- 5 years old), 3 (more 5 years old)
I MQS (Meat quality score) : 1+, 1, 2, 3, and D grade = each 1, 2, 3, 4, 5
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T able 13. Comparis on of meat g rade among treatments and sex es (LS mean)

Items
T reatment Sex

LT FR LT FR- t
H ST F NR Bull S teer Heifer

Back fat thick(mm) 7.2a 11.3ab 9.1b 3.6a 10.5b 13.5c
Long is s imus area(cm2) 83.5 87.6 82.3 84.5ab 81.4b 87.6a
Carcass w t. (kg ) 335.5ab 350.5a 313.6b 355.1a 330.2b 314.3b
Yield index 76.0a 68.3b 69.0b 73.0a 70.5b 69.8b
Meat quantity gradec 1.9 1.7 1.4 1.1b 1.9a 2.1a
Intramuscle fatd 3.0ab 3.7a 2.6b 0.9b 4.2a 4.2a
Meat colore 4.7a 4.6a 3.9b 4.7a 3.9b 4.7a
F at colorf 2.4b 3.0a 2.7ab 2.4b 2.6ab 3.0a
T ex tureg 1.7 1.5 1.6 .2.0a 1.2c 1.6b
Maturityh 1.0 1.1 1.0 1.1a 1.0b 0.9b
Meat quality g radei 2.9a 2.1b 3.0a 3.5a 2.2b 2.3b

3. Calpain 활성도

Calpain 과 calpas tatin의 활성도는 W heeler 와 Koohmaraie (1991)의 방법에

의하여 측정하였다. 근육 시료는 도축후 1시간 이내에 등심 (Long is s imus dors i)

와 안심 (Psoas major) 근육을 채취하여

도축직후 체취한 등심과 안심의 근육시료에서 calpas tat in과 calpain의 활성도

를 측정하였다 (T able 14, table 15). 전반적으로 calpas ta tin과 calpain의 활성도

가 숫소에서 높게 나타나고 있으나 1993년 Morg an 등의 연구논문에서와 같이

수소에서 calpas tatin의 활성도가 calpain의 활성도에 비해 두드러지게 증가하였

음을 알 수 있다. 이는 T able 18 과 T able 19의 육의 저장시간별 전단력을 측정

한 결과와 비교해 볼 때 한우에서 거세로 인한 calpas tat in의 활성도를 저하가 결

국 전단력을 감소시켜 육질의 연도향상을 가져왔다고 생각된다. 비록 안심의

calapin- I 활성은 수소에서보다는 미경산우에서 높았지만 다른 활성은 났았다. 높

은 calpas tat in 활성은 calpain 활성을 억제하여 근육연도를 경감시킬 수 있다

(T able 3).

Lysosomal cys teine 단백질 분해효소는 적혈구를 제외한 포유류의 모든세포

에서 발견되어있다. 비록 세포종류나 조직에 따라 lys os ome의 농도는 차이가 있
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지만 (간 조직에는 높고, 골격근에는 낮다), 이러한 조직들에서 단백질 분해효소

의 활성은 유사하다. 많은 종류의 단백질분해효소가 lysosome에서 분리가 되었

지만 기능이 규명된 것은 catheps ins B, D, H 와 L 등이 있다.

Catheps ins은 근육단백질인 actin 과 myosin 단백질 분해의 주역을 담당하고

있다 (W hipple 과 Koohmaraie, 1991). 비록 대부분의 연화가 이 기간동안에 진행

되지만, 사후에 도체를 냉장온도에 보관하면 72시간동안에 actin과 myosin의 분

해는 거의 일어나지 않는다 (Banfman 와 Zdanis , 1988). 또한 같은 조건하에서

a- actinin 골격근 z- dis k의 주요단백질의 분해는 거의 일어나지 않는다 (Hw an

와 Bandman, 1989). In vivo 상태에서 단백질 분해효소의 활성은 cys tat in에 의

해서 조절되어진다 (Barret t , 1987). Cys tat in의 기능은 lysosome에서 분비되는

효소들이 세포질이나 세포외부 공간에서 부적절하게 단백질을 분해하는 것을 방

지하는 역할을 하고 있다 (Barret t , 1987; Bond and Butler , 1987). Catheps in이나

다른 단백질 분해효소 들은 Ca2+에 의해서 활성화되지 않는다 (Koohmaraie,

1992).

그러나, calpain은 Ca2+에 의해서 활성화 된다. Calpain 단백질 분해효소

s ys tem 은 사후 도체의 단백질을 분해하여 고기를 연화시키는 중요한 역할을 하

고 있다(Koohmaraie, 1992). 또한 생축에서도 근육단백질 분해와 관계가 있거나

활성화시킬 수도 있다 (Goll 등, 1989). Calpain/ calpas tat in s ys tem은 내생적인

Ca2+ 의존적 단백질 분해효소이며, in v ivo 상태에서 근육 단백질의 분해를 활성

화시킨다. 결과적으로 이러한 sys tem은 사후 도체의 근육단백질을 분해하여 고

기 연화에 중요한 작용을 한다. In vitro 상태에서 활성화된 calpain I 의 불활성

화는 기질이 고갈되거나 많은 양의 기질이 존재하는 상태에도 서서히 불활화 될

수 있다 (Ouali, 1990; Croall 와 DeMart ino, 1991; Koohmaraie, 1992; Gees ink,

1993).
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Fig 5. Muscle sample l〕reparation and column eluti<〕n fm‘ calpain and 

calpastatin activity rneastu-ement. 

Table 15. Comparison of calpain/calpastatin activity (U/딛) amon앙 treatments 

an〔l sexes (n= l8, LS mean) 

Items 
Tr밍-℃ea따」1tmem 

LTFR LTFR tH STFNR 
Calpastatin 12.10” l::l.85“ 10.�)8r, 

C간h〕ain-1 0.4:3'〕 0 ‘75‘l 0.451〕

Calpain-II 0.76‘l 0.69” 0.65" 

L TFR: long term feeding l〕y restricted supply (〕f diets 

·- ·-- -

�ex 
Bull Steer 

1 :3.↑)7‘l 10.8111 

0.521〕 0.:33" 
0.79‘l 0.64” 

LTFR-tH:‘ long-term feeding l〕y restricted diets with hormone treated. 

STFNR: short-term feeding l〕Y ad libitum of 〔liets. 

Heifer 
12.Ll ” 

0.79‘l 

0.67” 

a,IJMeans in the same row with a common superscript 〔lo rn〕 t differ (Pι0.05).
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T able 14. Comparison of Calpas tat in , Calpain- I, Calpain- II activity w ith

different s ex es and muscles at three different feeding pat tern in Korean Catt le

(U/g ).

Items
Loin T enderloin

Bull Steer Heifer Bull Steer Heifer

LT FR
(n=4)

Calpas tatin 15.64±0.61 11.70±1.48 * 12.50±1.14 9.12±0.33 *

Calpain- I 0.48±0.09 0.11±0.02 *** 0.49±0.05 0.14±0.05 ***

Calpain- II 1.06±0.07 0.62±0.04 *** 0.85±0.02 0.58±0.14 ***

LT FR- tH
(n=3)

Calpas tatin 14.53±0.89 12.91±0.83 14.11±1.39

Calpain- I 0.53b±0.04 0.56b±0.08 1.18a±0.11

Calpain- II 0.65±0.03 0.76±0.06 0.67±0.06

ST FNR
(n=3)

Calpas tatin 14.2a±0.57 8.94b±1.31 10.19b±0.46 13.24a±1.66 9.26b±0.86 10.60b±0.88

Calpain- I 0.6a±0.05 0.27b±0.02 0.62a±0.04 0.27b±0.03 0.32b±0.03 0.44a±0.05

Calpain- II 0.82a±0.03 0.68b±0.01 0.71b±0.01 0.67a±0.01 0.51b±0.02 0.56b±0.03

aS ig=s ignificance. Means in a row marked w ith an as teris k differ (* P< 0.05, **

P< 0.01, *** P< 0.001).
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4. 육즙손실량 (Drip Los s , Cooking los s )

고기 시료는 수조에서 1시간동안 75 에서 가온한 후 실온에서 1시간동안 냉

각시켰다. 육즙 손실량은 고기시료의 가온 전후의 무게차이로 계산하였다. 계산

식은 다음과 같다.

Cooking Los s (%) = [A - ( B + C)] x 100 ÷ (A - C)

(A: tota l w eight of packag ed sample, B: w eig ht of sample removed meat

juice, C:only w eight of packag e)

Drip이란 조리에 의하여 육류에서 흘러나오는 육즙으로 수분, 수용성단백질,

아미노산, 염류뿐만 아니라 비타민 등을 함유한 영양소가 많이 함유된 용액이다.

즉 육즙의 유출이 된다는 것은 영양분의 감소뿐만 아니라 풍미의 감소현상을 같

이 수반한다. T able 16 과 T able 17 에서와 같이 수소에 비해 거세우 에서 현

저하게 육즙 발생량이 감소하기에 거세가 육즙 발생량과 관련된 육질에 영향을

미치는 바가 크다고 보여진다. Cooking loss는 등심과 안심에서 비록 통계적인

유의차이는 인정되지 않았지만 수소에서 거세우나 미경산우에서 보다 높았다.

이화작용제재와 아드레너직제재들은 비육말기의 소에서 성장률이나 사료효율

을 증진하는 목적으로 사용되었다. 비록 이화작용 제재들의 이식이 육질에 부정

적으로 작용할 수 있다고 하지만 경제적이 이득은 여러 연구결과들에 의하여 입

증되었다 (T renkle, 1987). National Beef Quality Audit에 의하면 이화작용제재

의 이식에 의하여 비육우의 육질인 상강도와 연화도가 감소한다고 보고 있다

(Smith 등, 1992). b- adrenerg ic agonis t 들은 여러 가지 생리적 조건하에서도 비

육우의 골격근 성장을 촉진한다. 비록 b- adrenergic ag onis t들 투여가 면양에서

등심의 전단력을 증가시킨다고 하지만 CaCl2를 투여하면 이러한 영향은 극복된

다고 한다 (Koohmaraie 와 Shckelfold, 1991).
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Table 17. Comparison of cooking loss among treatments and sexes (%‘ n= l8 ‘ 

LS mean) 

Treatment Sex 
Dav -----

LTFR LTFR-tH STFNR Bull Steer Heifer 

3 22.6‘al〕 21.70 1) 26.64“ 24.79 22.78 23.4 

20.25 20.o:3 2:rn4 21.48 20.79 21.0G 

15 lG.881〕

1”.4G‘’” 22.27‘l 

21.22‘’ 17301; 20.03‘Ill 

21 10.94 1〕 18.50‘l 

18.G8‘’ 18.14“ 

1::-1.94 1' 16.o:3“ll 

"·1,Means in the same row with a common superscript do m〕t differ (P<0.05). 

Fig. 8. Loin and tenderloin samples for dri1〕 loss and shear force 
measurement. (bottom) vacumn packaged steaks ‘ 
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T able 16. Comparis on of cooking loss betw een tw o difference sexes and

muscles . (%).

Day
Loin T enderloin

Bull S teer Heifer Bull S teer Heifer

LT FR
(n=4)

3 22.96±1.88 18.06±1.19 NS 27.40±0.22 22.65±0.72 **

9 17.79±1.25 15.77±1.35 NS 24.10±2.45 23.48±1.26 NS

15 17.18±1.38 15.54±1.91 NS 23.04±1.55 10.82±.56 **
21 15.60±1.51 7.43±1.19 * 13.46±1.47 7.29± .67 *

LT FR- tH
(n=3)

3 22.26±1.05 21.58±1.18 21.26±1.52
9 19.71±1.17 20.07±1.16 20.34±1.13
15 18.55±1.14 19.40±1.15 20.44±1.14
21 18.09± .90 19.16±1.15 19.01±1.27

ST FNR
(n=3)

3 21.18±0.58 20.76±1.12 20.66±0.50 31.01±2.70 33.89±0.60 32.40±0.12
9 20.42±1.52 18.84±1.64 18.62±1.15 26.53±2.02 27.03±0.73 26.84±0.69
15 20.16±2.77 15.64±0.22 16.27±1.07 27.06±3.11 25.99±1.49 28.51±0.01

21 17.79a±0.18 14.31b±0.75
13.77b±0.1

4 23.13±0.03 20.31±2.88 22.81±0.33

28 15.34±0.73 12.61±2.25 11.20±1.22 18.78a±0.22 7.46b±0.54 14.03a±1.34

aS ig=s ignificance. Means in a row marked w ith an as teris k differ (* P< 0.05, **

P< 0.01).
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5. 전단력 (W arner- Bratz ler S he ar forc e)

전단력 측정을 위하여 등심과 안심에서 세개의 s teak (시료당 2.45cm- 두께)를

절단하여, 진공포장 하고 3, 9, 15, 21일 동안 숙성시켰다. S teak는 75℃ 수조에서

가온한후, 냉각한후 근육섬유 방향에 평행한 방향으로 6개의 core (1.24cm- 직경)

를 도려내었다. 각각의 core는 Ins tron Universal T es t ing Machine (Ins tron,

Canton, MA)을 사용하여 50kg load cell과 5cm/min crosshead s peed로 shear

force를 측정하였다.

T able 18 과 T able 19 는 저장시간별 등심, 안심의 전단력 변화를 보여주고

있다. 자료값의 통계처리 결과 3일, 9일의 등심, 안심에서 전단력 측정결과 거세

효과를 크게 보았다고 할 수 는 없지만 전단력이 거세의 영향을 받고 있으며 15

일, 21일에서 뚜렷하게 이를 뒷받침하고 있다. 근육의 연도를 나타내는 shear

force는 수소와 미경산우에서 보다는 거세우에서 낮았다. 그러므로 거세우에서

근육연도가 향상됨을 볼 수 있다.

최근 연구들에 의하면 도체의 육질을 향상시키거나 기호성을 예측하기위한

내용들이 많이 진행되고 있다. May 등 (1992) 은 등심에서 전단력과의 상관관계

는 육의 온도 (- 0.63), 상강도 (- 0.61), 사육기간 (- 0.56), 등지방두께 (- 0.55), 도체

중 (- 0.53) 라고 보고하였다. 백 등 (1993)의 보고에 의하면 한우의 출하체중을

증가시키면 일당증체량, 육량지수, 전단력 등은 감소하지만, 도체율, 배최장근 단

면적, 상강도는 점진적으로 증가한다고 하였다. 제한급여 동물에서 출하체중을

높이면 전단력은 감소한다. (한 등, 1996).
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T able 18. Comparis on of s hear force value betw een tw o difference sex es and

muscles (kg).

Day
Loin T enderloin

Bull Steer Heifer Bull S teer Heifer

LT FR
(n=4)

3 11.97±.27 11.40±.23 NS 9.80±.29 10.04±.40 NS

9 9.84±.46 9.17±.34 NS 9.77±.32 9.93±.43 NS

15 9.10±.21 8.70±.30 NS 9.02±.28 7.43±.18 ***

21 8.39±.32 8.20±.50 NS 7.59±.12 6.30±.32 **

LT FR- t
H (n=3)

3 8.73± .35 8.69± .22 8.65± .41

9 7.75± .43 7.67± .47 7.65± .55

15 7.44± .58 7.44± .34 7.43± .59

21 6.98± .22 6.87± .39 6.88± .30

ST FNR
(n=3)

3 9.05a±0.42 6.68b±0.16 9.57a±0.34 9.93a±0.32 6.68b±0.27 7.83c±0.37

9 7.48b±0.25 7.28b±0.61 9.26a±0.55 9.65a±0.38 5.70b±0.48 8.02a±0.67

15 8.73a±0.58 6.06b±0.36 7.16b±0.22 9.06a±0.49 7.09b±0.74 7.35ab±0.25

21 8.60a±0.62 6.33b±0.21 8.43a±0.50 8.25a±0.39 7.19a±0.35 8.04a±0.41

28 9.51a±0.55 6.26b±0.48 7.58b±0.39 9.14a±0.33 5.29b±0.30 7.06c±0.44

aS ig=s ignificance. Means in a row marked w ith an as teris k differ (* P< 0.05, **

P< 0.01).

T able 19. Comparis on of s hear force among treatments and sex es (n=18, LS

mean, kg)

Day
T reatment Sex

LT FR LT F R- tH ST FNR Bull S teer Heifer

3 10.95a 8.69b 8.36b 9.76a 8.60b 9.64a

9 9.94a 7.69b 7.92b 8.70a 7.80b 9.05a

15 8.44a 7.40b 7.59b 8.61a 7.24b 7.57b

21 7.76a 6.91b 7.80a 7.85a 6.84b 7.79a

LT FR: long - term feeding by res tr icted supply of diets
LT FR- tH: long - term feeding by res tr icted diets w ith hormone trea ted.
ST FNR: short- term feeding by ad libitum of diets .
a,bMeans in the same row w ith a common supers cript do not differ (P< 0.05).
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6. 육색 ( Meat Color)

육색은 Chromameter (Minolta, CR301)를 이용하여 측정하였다. 육색은

Commis ion Internat ional de Leclairage에서 정한 L* (명도), a* (적- 녹), b* (청-

황) 값으로 표현하였다. 육색은 등심과 안심에서 백색 타일의 표준판 (Y=92.40,

x =0.3136, y=0.3196) 으로 측정하였다.

Hunter color- L* 는 도축 후 시간이 경과함에 따라 등심에서 증가하였다

(T able 20). 수소에서는 Hunter color- L* 값이 미경산우나 거세우에 비하여 낮았

다. 그러나 Hunter color- a* 는 별다른 차이를 보이지 않았다.. 또한 Hunter

color- b 는 도축 후 숙성시간이 경과함에 따라 감소하였다.

육색은 여러 가지 요인에 의하여 영향을 받는다. 이러한 요인들은 빛, 지방

산화, 산소함량, 도축전상태, 미생물 성장 등이 있다.(Solberg , 1968). 육색은 육질

을 평가하는데 중요한 요소이다. 이러한 특징은 저장조건에 따라 달라진다. 강

등 (1997)은 L*값은 수입육에 비하여 한우육에서 낮게 측정되고, 반면에 a* 값은

한우육에서 높게 나타난다고 보고하였다. 일반적으로 marbling이 높으면 a* 값은

증가하는 경향이 있다. Marrot 등 (1967)의 연구에 의하면 s teak를 냉장온도에서

빛을 쪼였더니 육색이 심하게 바뀌었으나, 같은 온도에서 어두운곳에 보관하였더

니 육색에 별다른 변화가 없었으며, 10일 저장 후에야 육색이 약간 변하기 시작

했다고 보고하였다.
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T able 20. Effect of s torage days at 4℃ in Hunter color- L*a*b* values of

Korean catt le beef in s hort- term feeding (n=3)

Day Sex
L* (lightness ) a* (red- green) b* (blue- yellow )

Loin T enderloin Loin T enderloin Loin T enderloin

1

bull 35.53b±1.05 34.37±1.22 22.74±4.13 21.71b±0.68 7.23±1.25 7.05b±0.48
heifer 41.14a±1.23 38.47±1.40 22.56±1.80 22.57b±0.75 10.12±0.88 9.65ab±0.56

steer 36.67b±0.94 33.84±1.19 20.52±0.60 28.13a±0.98 8.46±0.71 10.16a±0.88

3

bull 32.92b±1.11 31.78±1.34 15.72±0.92 18.63a±0.93 5.98b±0.63 6.83±0.37

heifer 36.84ab±1.58 34.56±1.14 16.22±1.20 17.77a±1.47 8.12a±0.34 8.31±0.28

steer 39.04a±2.89 34.09±0.42 18.22±1.21 14.35b±0.59 9.46a±1.25 6.97±0.27

9

bull 40.72±1.18 38.91b±0.98 8.06±0.84 9.52±0.73 3.56±0.61 3.90±0.55

heifer 46.01±1.58 43.47a±2.80 7.46±0.40 8.50±0.62 4.26±0.90 5.18±0.92

steer 44.31±1.11 41.75ab±3.92 9.90±1.19 8.30±1.26 5.79±1.13 5.18±1.44

15

bull 39.64b±1.12 38.15b±1.68 10.31±1.07 11.59±0.40 1.99±0.88 3.17±0.56

heifer 44.96a±2.35 43.77a±1.33 9.83±1.05 12.43±1.34 3.26±1.30 4.63±0.39

steer 44.16a±1.30 42.59a±1.82 9.54±0.79 9.93±1.31 3.30±0.69 4.03±1.30

21

bull 30.84b±8.80 40.82±1.02 9.74±1.04 10.08b±1.56 3.34a±1.11 2.37±0.81

heifer 43.36a±1.91 43.82±2.79 12.12±1.62 14.68a±1.01 1.84b±0.68 3.17±1.42

steer 44.72a±1.51 40.32±1.64 10.64±0.64 10.64b±0.84 4.09a±0.88 3.27±3.29

28

bull 40.32b±2.11 40.18±1.91 9.74±1.49 15.48a±2.04 2.43b±1.09 0.62±0.58

heifer 48.12a±5.26 40.25±1.76 10.49±1.52 13.13a±1.22 3.58a±1.75 1.22±2.09

steer 43.69b±1.96 40.65±4.06 11.12±1.65 8.93b±1.58 3.22a±1.48 1.12±2.68

a,bMeans in the same column of s ame day w ith a common supers cript do not

differ (P< 0.05).
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제3장 : 한우 고급육 생산을위한 calpain DNA

및 근육세포 배양기술개발

제1절 근육위성세포 연구

1. 한우 근육위성세포 분리

도축장 (축협나주공판장) 에서 근육 시료를 채취하여 신선한 상태로 실험실로

운반하여 근육위성 세포분리에 사용하였다. 근육은 냉장 온도의 PBS로 3회 세척

하여 가능한 한 세균의 오염을 방지하였다. 근육시료에서 결합조직과 지방조직

등을 제거하고 약 0.5 ㎤ 크기로 잘게 절편한 다음, 단백질분해효소 (Pronase E,

0.8 ㎎/㎖, S ig ma)를 PBS에 용해하여, 2 vol의 용액으로 37℃에서 배양하였다.

배양하는 동안 가끔씩 서서히 교반 하였다. 배양혼합물은 1500 g 에서 6분 동안

원심분리 하여, 상층액을 제거하고, pellet은 PBS로 3회 세척하였으며, 400 g 에

서 10분 동안 원심분리 함으로서 근육위성세포를 분리하였다. 위성세포가 부유

되어있는 상층액을 다시 1800 g 에서 10분 동안 원심분리 하였다. 위성세포

pellet은 배양액 (DMEM + 10% F CS)에 부유하여 15㎝ (DM) w ell에 pla ting 하

여 2시간 동안 예비 배양하여 기타 조직이나 다른 세포들을 제거하였다.

2. 근육위성세포 배양 및 cloning

제 1 차 근육위성세포는 DMEM + 10% FCS에서 배양하여 냉동보존하고,

cloning 을 위하여 제 2 차 배양을 진행하였다. 순수한 clone을 얻기 위하여 2차

례 계대배양을 진행하였다. 배양된 세포는 (F ig . 1)에 나타난 바와 같다. 제 1차

근육 위성세포는 DMEM + 10% FCS에서 배양하였다. 세포배양에는 많은 종류

의 입자들(좌)이 있는데 이는 효소 작용에 의한 근육섬유들의 조각들이다. 이들

은 배지를 바꾸어주고 제 2차 배양을 진행하여 대부분 제거되었다. (우)는 확대

된 그림으로 전형적인 근육세포를 보이고 있다.
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T able 1. Effect of media type and s erum source on the proliferat ion

s ubs equent myotube formation of hanw oo satellite cells .1

Serum Sources

Media Hors e Chicken Fetal Calf

DME/F12, nuclei/mm2 102.1±15.6b 382.0±18.1a 1113.2±61.3a
myonuclei/mm2 16.2±4.1 71.3±10.3 306.1±14.0
fus ion % 15.9 18.7 27.5

DMEM, nuclei/mm2 183.1±19.7c 537.1±30.1c 1431.1±72.0b
myonuclei/mm2 61.0±12.2 140.6±12.5 516.2±42.1
fus ion % 33.3 26.2 36.1

McCoy' s 5A, nuclei/ mm2 87.1±9.2a 411.3±9.3b 1003.9±67.8a
myonuclei/mm2 21.7±4.0 132.1±10.7 417.3±43.2
fus ion % 24.9 32.1 41.6

1 Means w ith the same s upers cript in column are not s tat is t ically different

(P < 0.05). Mean±SE of s ix observat ions .

T able 2. Effect of media type and s erum source on the proliferat ion

s ubs equent myotube formation of hols te in sa tellite cells .1

Serum Sources

Media Hors e Chicken Fetal Calf

DME/F12nuclei/ mm2 116.1±16.2a 316.2±17.2a 1362.1±89.3b
myonuclei/mm2 12.3±3.2 60.7±9.3 421.3±21.7
fus ion % 10.6 19.2 30.9

DMEM nuclei/ mm2 197.3±18.3b 462.1±34.3c 1573.6±93.6c
myonuclei/mm2 56.1±10.4 126.3±11.2 492.0±37.8
fus ion % 28.4 27.3 31.3

McCoy' s 5Anuclei/mm2 96.3±8.7a 378.4±22.3b 1184.9±71.4a
myonuclei/mm2 19.4±4.6 117.0±13.6 452.5±42.6
fus ion % 20.1 30.9 38.2

1 Means w ith the same s upers cript in column are not s tat is t ically different

(P < 0.05).

Mean±SE of s ix observat ions .
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Hols tein 근육 위성세포 배양 (T able 2) 에서도 DMEM 배양액에서 가장 잘

성장하는 것으로 나타났다. 세포 성장률은 DMEM 에 비하여 DME / F12 에서는

71 % 였고, McCoy' s 5A 에서는 69 % 로 나타났다. 또한 핵융합 비율은 DMEM

과 McCoy' s 5A에서 약 30 % 로서 차이가 없었으나, DME / F 12 에서는 20 %로

서 가장 낮은 핵융합 비율을 보이고 있다.

반면에 HS, CS, FCS 등 3 가지 혈청을 이용한 실험에서는 한우 근육위성세

포 에서와 같이 F CS에서 가장 높은 성장률을 보이고 있다. 세포 성장률은 F CS

에 비하여 CS에서 28.2 % 였고, HS 에서는 9.7 %로서 매우 낮은 성장률을 나타

내었다.

Hols tein의 실험에서도 역시 DMEM + 10 % F CS 배양액에서 가장 성장률이

좋았다. 몇 가지 특이한 사항은 핵융합 비율에서는 한우와 hols tein 에서 공히

McCoy' s 5A + 10 % FCS 배양액에서 각각 41.6 %와 38.2 %로서 가장 높았다.

또한, 한우 근육위성세포 보다는 hols tein 근육위성세포가 약간 더 높은 성장률을

보이고 있다. 이러한 결과는 한우보다는 hols tein이 대체적으로 체형이 크고 성장

률이 빠른 것을 뒷받침하고 있다.

3. Clone된 근육위성세포를 이용한 유전자 전이

전반기에 수행한 제1차 한우 근육위성세포로부터 순수한 clone을 얻었다. 분

리된 clone을 이용하여 세포 DMEM + 10% FCS 에서 배양하여 제2차년도 수

행한 calpain gene transfect ion에서 (F ig 2)의 결과를 얻었다. pCMVβlac

plas mid를 lipofect in과 liposome complex를 만들어 배양된 세포에 혼합 culture

하여 세포내부로 전이하였다. 세포내부로 전이된 plasmid DNA는 express ion되어

β- ga lactos idas e를 합성하여 x- g al과 반응하면 F ig 2 에서 보는 바와 같이 녹색

의 발색반응을 보인다. (우)에서는 phase contras tion에 의한 세포의 구조가 뚜렸

하고, gene transfect ion의 +,- 가 명확하게 구별되고 있다. 전체적으로

t rans fect ion비율이 낮기는 하지만 calpas ta tin 과 calpain에 대한 s ens e와

ans t isense DNA를 직접 전이하여 나타난 결과이다.
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Fig 2. DNA (pCMVl〕lac) transfection in muscle Si:1tellite cell cultlU‘e. 

(left) 50×, (right) 400× , 

제2절 근육 단백질 분석 

1. Western blotting에 의현- vinculin, desmin 구조 분석

도살후 0, 1, 3, 6일째 도체를 5닫씩 L-}-누아 15ml의 :2�1',SDS, l〕H 7.0에 서 균질

화 핸후 500ul 균질액음 동량의 sample buffer (HM urea, 2M thioure;i. ::l�1', SDS, 

0.7% MCE,50mM Tris HC!, l〕H 6.8)에 용해시켜 70℃에서 4분간 가열하였다. 용 

액중 단백칠 측정후 다시 50:5091 2�1, SDS와 sample buffer액에 4.0mg/ml로 희 

석 한 후 5,000 x g에 서 2분간 원 섬 분리 한 후 Lromophenol blue tracking dye를 

0.1 �'()수준므로 첨가하여 Wolfe등(19싸))의 빙-법으로 SDS-PAGE뜸 하였다. 선기영 

똥 후 gel을 nitrocellulose membrane에 옮겨 각 단백 질음 옮기고 vinculin, 

desm.in 단일항체와 함께 overnight 배양하고 세척후 horseradish peroxidase와 

결합된 2차항체와 함께 1시간 배양후 enchanced chemil nmine sence(ELC) 방법 

으로 2차항처l signal을 찾아 각 단벡절의 변화양상을 ;추정하였다. 
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Fig. 3. W es tern blot analys is of vinculin and des min degradat ion at

different pos tmortem times . Long is s imus homogenates w ere prepared from

s amples taken at 0, 1, 3, and 6 day of pos tmortem storag e at 4℃. Each lane

w as loaded w ith 30ug of protein , electrophores ed, and blot ted as des cribed in

Materials and Methods . S tandard (M) lanes cons is t of molecular w eight

markers , including phosphorylase b (94 kDa), bovine serum albumin (83 kDa),

ovalbumin (43 kDa), Carbonic A nhydrase (30 kDa), soybean tryps in inhibitor

(20.1 kDa), α- lactalbumin (14.4 kDa).

F ig 3은 거세우의 등심내 근원섬유를 이루고 있는 근육단백질을 전기영동한

사진을 보여주고 있다. 근육단백질 중 vinculin 과 desmin 이 4℃에서 저장시간

이 경과함에 따라 점차 분해되어감으로서 육의 연도를 향상시키는 요인이 된다.

2. Catheps in B, Cathe ps ins B+L, Cy s tatin 분석

도살후 30분내에 시료처리되 - 70℃에서 냉동보관중인 시료를 이용하여 7매의

lys ine buffer (50 mM sodium acetate, 100mM NaCl, 1mM EDT A,0.2% T r iton 

x - 100 [vol/vol], 초산으로 pH 5.0 으로조절)로 균질 후 1시간 방치한후 다시

32,000 에서 원심분리하여 상층액을 유리섬유로 거른 후 단백질을 bov ine s erum 

albumin을 표준으로 하여 biuret 방법으로 정량후 다시 2ml의 상층액을 S- car-

box ymethylated- papain- Sepharose affinity chromatog raphy를 통과시켜 cyatat in

의 활성을 제거한 후 6ml의 lys ing buffer로 2번 전개시켜 Kirschke 등 (1983)의

방법에 의해 fluorimetry에서 분석하였다. Cys ta tin은 affinity chromatography를

통과시키기 전후의 catheps in B+L의 비율로 간접 결정하였다.

Catheps in의 활성은 다른 근육단백질들과 같이 calpain/ ca lpas tatin과 더불어

근육연도에 밀접히 연관되어있다 (T able 3). 한우의 수컷과 암컷에서 catheps in 

B 의 specific activity 는 수컷에서 2배 이상 높게 나타났으나 catheps in B+L의

activity 에는 변화가 없었다. 그러나 activity를 근육 단위당으로 나타내면

catheps in B에서는 차이가 없었으나 catheps in B+L의 activity는 수컷에서 25%

정도 높게 측정되었다. 현재까지의 결과로서 단정하기는 어렵지만 우리가 일반적
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으로 알고있는 수소고기와 암소고기의 근육연도에 차이가 있다는 것을 뒷받침할

수 있을 것이다. 이러한 결과들은 도체의 등급과 calpain 등과의 상호관계를 연관

시키면 보다 더 명확할 것이다.

T able 3. A ctivity of Catheps in B and Catheps in B+L in Hanw oo.

(nmole/min/ mg protein, n=5)

=================================================================
Catheps in B Catheps in B+L

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Specific A ctivity / Specific Activity /
act ivity g muscle act ivity g muscle

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Male 0.163±0.02a 0.126±0.03a 0.374±0.06a 4.760±0.36a
F emale 0.072±0.01b 0.113±0.02a 0.321±0.05a 3.821±0.27b
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
* Means w ith the same superscript in column are not s ta tis t ica lly different

(P < 0.05).

3. S DS - PA GE Gel 전기영동과 w es te rn blotting에 의한 tit in, v inc ulin,

nebulin, des min 구조 분석

도축 후 0, 1, 3, 6일째 도체를 5g씩 나누어 15ml의 2%SDS, pH 7.0에서 균질

화 한 후 500ul 균질액을 동량의 sample buffer (8M urea, 2M rhiourea , 3%

SDS, 0.7% MCE, 50mM T ris HCl, pH 6.8)와 혼합하여 완전 용해시켜 70℃에서

4분간 가열하였다. 용액중 단백질 측정 후 다시 50:50의 2% SDS와 s ample

buffer액에 4.0mg /ml로 희석한 후 5,000 x g에서 2분간 원심분리 한 후

Lromophenol blue tracking dye를 0.1%수준으로 첨가하여 W olfe등(1989)(21)의

방법으로 SDS- PAGE을 이용하여 전기영동 하였다.

전기영동 후 gel중의 단백질들을 nitrocellulose membrane에 옮겨 vinculin ,

nebulin, t ifin, des min 단일항체와 함께 overnight 배양하고 세척후 horseradis h

perooidase 와 결합된 2차 항체와 함께 1시간 배양후 enchanced chemilumine-

s ence(ELC) 방법으로 2차 항체 s ignal을 찾아 근육내 단백질인 t it in , vinculin,

nebulin, desmin의 변화양상을 분석하였다.
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제3절 현미경적 근섬유 분석

1. 광학현미경적 근섬유 특성분석

신선한 근육조직을 glutaraldehyde 등을 이용하여 고정화하고 급속 냉동하여,

조직을 microtome을 이용하여 5- 10㎛두께로 s lice하여 s lide glass에 고정시키

고 염색하였다. F ig 5는 근육섬유의 cross - s ect ion 으로서 가지런히 정렬된

myofibril 들이 근육섬유를 형성하고 있는 모습이 보인다. 400×에서는 각각의

muscle fiber를 보여주고 있으며 몇 군데에 백혈구들과 모세혈관이 나타나 있다.

한우 근육섬유를 횡으로 s lice 한 단면을 보이고 있다. 정연하지는 않지만

s keleta l muscle의 특징인 횡문(s triated)이 연속적으로 배열되어 있음을 볼 수 있

다. 현재의 sample은 조직 고정화단계에서 근섬유가 영향을 받은 것으로 보인다.

사진에 보면 가느다란 근섬유가 촘촘히 밀집되어 있다. 본 연구의 결과에 의

하면 한우에서는 조직학적으로 가느다란 근섬유다발 밀집유형이 Hols tein 소에서

와 다른 특징을 보이고 있다. F ig . 5 은 한우 근육섬유를 횡으로 s lice 한 단면

을 보이고 있다. 정연하지는 않지만 skeletal muscle의 특징인 횡문(s tr iated)이

연속적으로 배열되어 있음을 볼 수 있다. 현재의 s ample은 조직 고정화단계에서

근섬유가 영향을 받은 것으로 보인다. 사진에서 보는바와 같이 한우에서는 보통

굵기의 근섬유와 가느다란 근섬유가 같이 존재하는 특징을 보여주고 있다. 아마

도 이러한 특징이 한우육을 다른 품종과 차별화 할 수 있을 것으로 생각된다.
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다른 2두에서도 비록 작기는 하지만 단일 band를 보이고 있다. 그러나. elut ion

peak는 fract ion 3- 4, 9- 10, 12 등으로 개체간의 차이를 보이고 있다. 이런한 결

과는 column장치의 잘못이라기보다는 분자특성이 조금씩 다른 것으로 생각된다.

F ig 11은 calpain- Ⅰ의 elution형식을 보여주고 있다. cal- 3를 제외한 모든

s ample에서 fract ion 6- 8에서 peak를 보여주고 있다. Cal- 3에서도 역시 같은 범

위에서 peak가 나타나지만 fract ion 9- 12에서의 peak는 calpain- Ⅱ가 완전히 분

리되지 못하고 나타나고 있는 것으로 보인다. [그림 7]은 calpain- Ⅱ의 elut ion 형

식을 보여주고 있다. Calpain- 에서와 같이 cal- 3 s ample을 제외한 모든 개체의

fract ion 6- 9에서 s ingle band를 나타내고 있고, 특히 cal- 10은 calpain- Ⅱ함량이

높아 아마도 우수한 육질에 관계되는 calpain- Ⅱ 함유 개체일 것으로 사려된다.

결론적으로 DMEM- celluiose column을 이용한 calpas tat in 과 calpain- Ⅰ,Ⅱ분리

는 몇가지 분리조건만 최적화 한다면 완벽한 분리 s ys tem 으로서 한우 개체간의

육질 변화에 관계하는 calpas tat in과 calpain의 preolyt ic enzyme함량을 구별하는

데 유용하게 이용될 것으로 보인다.

2. Calpain / Calpas tatin 분자량 결정

Column 에서 용출된 시료를 20배로 농축하여 SDS- PAGE에서 분자량을 결

정하였다. 한우 4두에서 체취한 근육시료로부터 분리한 calpain과 calpas tat in의

전기영동 사진은 Fig 12에 나타난바와 같다. ③ lane의 calpas tat in의 band를 보

면 약 71kD의 주된 band가 나타나고 약 5개의 크고 작은 band가 나타나는 것을

관찰할 수 있다. 또한 cal- 17에서는 약 55kD에서 큰 band가 나타나고 있다. 이는

calpas tat in의 조각이거나 또는 이동물에서의 calpas tat in과 유사한 물질로 간주된

다. ④ lane은 calpain- I의 banding 양상을 보여주고 있다. cal- 17을 제외한 모든

개체에서 약 55kD의 유일한 band를 보이고 있다. 그러나 cal- 17에서는 55kD

band가 ④ lane에 없고 ③ lane에 나타나 있어서 calpain- I과 calpas tat in이 분리

되어 있지 않았음을 보여주고 있다. ⑤ lane 은 calpain- Ⅱ의 banding형태를 보여

주고 있다. 80kD, 50kD, 30kD의 3가지 주된 band가 나타나고 있는 것을 볼 때

calpain- Ⅱ는 pos t- t rans lat ional modifica tion에 의하여 여러개의 단백질을 완성하

는 것으로 생각된다. 그러나 3가지 분자의 각각의 기능에 대하여는 알려지 있지
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제5절 Calpain / Calpas tatin 유전자 연구

1. T otal RN A 분리

근육 시료는 도축직후 액체질소에 급속 냉동하여 실험실로 운반하였다. 근육

내 total RNA는 Chomczynski and Sacchi (1987)의 방법에 따라 10g의 냉동 조

직으로부터 분리하였다. 근육조직을 변성용액에 넣고 균질화 하였다. m icrotube

에 균질화된 시료와 600ul의 변성용액과 60ul의 2M sodium acetate, ddH2O로 5

회 saturat ion된 phenol 600ul, chlorogorm 120ul를 첨가 후 완전히 희석될때까지

강하게 혼합하여 원심분리(4℃, 15,000rpm, 20분)하였다. 상등액(약 600ul)에

phenol(25):chloroform(24):isoamylalcohol(1)용액을 첨가한 후 완전히 희석하여

원심분리(4℃, 15,000rpm, 10분)한 후 상등액을 모았다. 만약 상등액이 깨끗하지

않을 경우에는 phenol 처리 반복하였다. 상등액과 같은 양의 2- propanol를 첨가

하여 - 20℃에서 2시간 RNA를 침전시켰다. 침전된 용액을 원심분리(4℃, 15,000

rpm, 20분간)하여 RNA pellet을 모은 다음 70% ethanol로 세척하여 실온에서 자

연건조 시켰다. Pellet의 크기에 따라 적당량 DEPC처리된 0.5% SDS용액에 완전

히 용해시킨 다음 OD를 측정하여 RNA의 양을 계산하고, 1％ 한천 겔을

ethidium bromide로 염색하면 ethidium bromide가 핵산의 이중나선사이에 끼어

서 자외선을 쪼이면 Fig 13과 같이 보이게 된다. RNA가 분리과정중에 거의 분

해되지 않을 경우 28s 라이보좀 RNA와 18s 라이보좀 RNA가 뚜렷하게 분리되

서 보이게 되며 28s의 띠가 18s 띠의 밀도에 비하여 약 2배정도 진하게 보인다.

mRNA들은 28s와 18s 라이보좀 RNA 사이에 희미하게 도말된 것 처럼 보인다.

결과적으로 위와 같은 방법으로 전기영동하여 라이보솜 RNA 띠(28s , 18s)를 볼

수 있었기에 total RNA가 분해되지 않고 잘 분리되었음을 확인 하였다. 전체

RNA는 - 80℃에 보존하였다.
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T able 4. Synthet ic primers for calpas tat in RT - PCR in Hanw oo

Set Primers Direct ion

1
5‘- AT GAAT CCCACAGAAGCCAAG- 3' 5'

5‘- CT T CAGAAAGT CACCA T CT AC- 3' 3'

2
5' - AAT GAT GCCAT CGAT GCCT T G- 3' 5'

5' - CT T T T CT CT T T GGGT GGAGCA- 3' 3'

3
5' - T CT CACGAT CCT CT T CT T T GG- 3' 5'

5' - AAACCCGT AGAGGAT AAAGT C- 3' 3'

4
5' - CCAAAGA AGAGGAT CGT GAGA- 3' 5'

5' - T GT CT CT GT GT T CA GCT T T GG- 3' 3'

5. 한우 calpas tatin cloning을 위한 RT - PCR

소의 calpas tat in 염기서열이 밝혀짐(killefer 등, 1994) 에 따라 RT - PCR(역

전사 중합효소 연쇄반응)을 이용하면 보다 용이하게 한우의 calpas tat in의 염기서

열을 밝혀낼 수 있다. 한우의 근육세포에서 분리되어진 RNA를 주형으로 사용하

여 RNA 양쪽 염기서열과 상보적인 염기(A, T , G, C)를 제작하여 시발체로 이용

하였다. 시발체는 주식회사 한국생명공학에 의뢰하여 0.2 umole를 poly-

acrylamide g el로 순수하게 정제하여 만들었다.

Oligo name : u- CPST 5' - AT g AA T CCCA CAgA A gCCAA g- 3'

Oligo name : d- CPST 5' - g CT gA T gg AA AAAg T ACAAg - 3'

만들어진 시발체와 역전사효소를 이용하여 1차적으로 상보적인 DNA가닥을

완성한다음 T aq DNA 중합효소를 이용하여 그와 똑같은 염기서열을 갖는

calpas tat in 정보를 가지고 있는 DNA를 만들었다. PCR 조건은 ddH2O 84.5ul,

10x PCR buffer(+Mg) 10ul, 10mM dNT P 2ul, 5' 방향 primer(100pmol/ul) 1ul,

3' 방향 primer(100pmol/ul) 1ul, 주형 DNA(200ng /ul) 1ul, T aq DNA Polymeras e

(5U/ul) 1ul를 함께 첨가하여 PCR 자동화 장치에서 특정한 온도조절 하에서 각

primer들에 해당하는 부위를 RT - PCR를 수행함으로서 증폭시켰다.
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5' - CCA A AGA AGAGGA T CGT GA GA A ACT T GGT GAA A AA GA A GA A ACGA T
T CCT CCT GAT T ACAGAT T AGAAGAAGCCAAGGA T AAAGA CGGA AAACCA
CT GCT GCCA AAAGAGGT CA AGGAACCGCT CCCA CCCT T GAGT GAA GACGT
CCT CCT CGAT GCT CT GT CCA AGGA CT T CACT GT CCCCT CAGACA CAT CAT
CGCCT CA AT T T GA AGAT GCT A AA CT T T CAGCT GT CGT CT CT GAA GT GGT
T T CCCAAACCCCA GCT CCA ACCA CCCAGGCAGCCGGT CCACCCCCCAGCAC
T GCGCA GCGT GA CA ACA AA GA ACT T GACGAT GCCCT GGA T CAA CT T T CT
GACA GT CT CGGGCA AA GACAGCCT GAT CCA GA T GAGA AT A AA CCCGT A G
A GGAT AAA GT CAAGGAAA AAGCCAAAGCT GAA CA CA GAGACAAGCT GGG
A GAA AGAGAT GACACCA T CCCACCT AA AT A CCAACA T CT T T T GGAT GAC
A A CA AGGA GGGCA CA CCCGGGA AGCCAA A GGCA T CAGA GA AGCCCA AGG
CA T CA GAGA AACCT GCAGGT GCCCA GGACCCCA T T GAT GCCCT CT CAGGG
GA CT T T GA CA GCT GT CCCT CGA CT A CA GA A ACCT CGACAGACACACCA A
A GGACA AA GA CAA GA AGCCT GCT T CCAGT GCCGA AGCACCT A GGA AT GG
CGGGAA AGCAA AGGA T T CCACAA AGGCA AAGGAGGA AACT T CCA AGCCA
A A AGCT GAT GGA AA A AGT ACAA GT T A A AGT T CACACT AT T T GGT AT CT
GCAT AT AA AAT CT T CAGCGGGT AGAT GGT GACT T T CT GAAG- 3'
위의 826bp의 염기를 미국 National Ins t itu tes of Health (NIH)의 National

Center for Biotechnology Information (NCBI)에서 제공하는 GenBank data의

BLAST search 결과 다음과 같은 결과가 얻어졌다.

Query: 1 ccaaagaagaggatcgtgagaaacttggtgaaaaagaagaaacgattcctcctgattaca 60
S:1726 ccaaagaagaggatcgtgagaaacttggtgaaaaagaagaaacgattcctcctgattaca 1785

Query: 61 gattagaagaagccaaggataaagacggaaaaccactgctgccaaaagaggtcaaggaac 120
Sbjct: 1786 gattagaagaagccaaggataaagacggaaaaccactgctgccaaaagaggtcaaggaac 1845

Query: 121 cgctcccacccttgagtgaagacgtcctcctcgatgctctgtccaaggacttcactgtcc 180
Sbjct: 1846 cgctcccacccttgagtgaagacgtcctcctcgatgctctgtccaaggacttcactgtcc 1905

Query: 181 cctcagacacatcatcgcctcaatttgaagatgctaaactttcagctgtcgtctctgaag 240
Sbjct: 1906 cctcagacacatcatcgcctcaatttgaagatgctaaactttcagctgtcgtctctgaag 1965

Query: 241 tggtttcccaaaccccagctccaaccacccaggcagccggtccaccccccagcactgcgc 300
Sbjct: 1966 tggtttcccaaaccccagctccaaccacccaggcagccggtccaccccccagcactgcgc 2025

Query: 301 agcgtgacaacaaagaacttgacgatgccctggatcaactt tctgacagtctcgggcaaa 360
Sbjct: 2026 agcgtgacaacaaagaacttgacgatgccctggatcaact ttctgacagtctcgggcaaa 2085

Query: 361 gacagcctgatccagatgagaataaacccgtagaggataaagtcaaggaaaaagccaaag 420
Sbjct: 2086 gacagcctgatccagatgagaataaacccgtagaggataaagtcaaggaaaaagccaaag 2145

Query: 421 ctgaacacagagacaagctgggagaaagagatgacaccatcccacctaaataccaacatc 480
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Sbjct: 2146 ctgaacacagagacaagctgggagaaagagatgacaccatcccacctaaataccaacatc 2205

Query: 481 tt ttggatgacaacaaggagggcacacccgggaagccaaaggcatcagagaagcccaagg 540
Sbjct: 2206 ttttggatgacaacaaggagggcacacccgggaagccaaaggcatcagagaagcccaagg 2265

Query: 541 catcagagaaacctgcaggtgcccaggaccccat tgatgccctctcaggggactttgaca 600
Sbjct: 2266 catcagagaaacctgcaggtgcccaggaccccattgatgccctctcaggggactttgaca 2325

Query: 601 gctgtccctcgactacagaaacctcgacagacacaccaaaggacaaagacaagaagcctg 660
Sbjct: 2326 gctgtccctcgactacagaaacctcgacagacacaccaaaggacaaagacaagaagcctg 2385

Query: 661 cttccagtgccgaagcacctaggaatggcgggaaagcaaaggattccacaaaggcaaagg 720
Sbjct: 2386 cttccagtgccgaagcacctaggaatggcgggaaagcaaaggattccacaaaggcaaagg 2445

Query: 721 aggaaacttccaagccaaaagctgatggaaaaagtacaagttaaagttcacactatttgg 780
Sbjct: 2446 aggaaacttccaagccaaaagctgatggaaaaagtacaagttaaagttcacactatttgg 2505

Query: 781 tatctgcatataaaatcttcagcgggtagatggtgactt 819
Sbjct: 2506 tatctgcatataaaatcttcagcgggtagatggtgactt 2544

Cong, M. 등이 1998년 J. Biol. Chem. 273 (1), 660- 666 에 발표한 논문에서

소(Bos taurus 종)의 심장근육내 calpas tat in 유전자의 sequencing을 보고했는데

우리가 밝혀낸 819bp와 homolog y가 100% 일치한 것으로 나타났다. 한우도 Bos

taurus종의 한 품종이기에 이러한 결과가 나왔으리라 보여지지만 심장근육과 저

희가 시료로 사용한 골격근내 calpas tat in의 sequence가 100% 같다는 것은 흥미

로운 결과가 아닐 수 없다. 또한 Koohmaraie, M 등은 1994년 J. A nim. Sci.

72(3):606- 14에 Bos taurus 종의 골격근내 calpas tain 유전자의 sequencing을 발

표하였는데 흥미롭게도 우리와 같은 골격근을 시료로 사용하였는데 96%

homology를 보였다. 이미 밝혀진 다른 동물의 calpas tat in 유전자와 homolog y를

조사해보면 대부분 85%이상의 상관도를 보여주었다.

- 81 -



5' - AT GA AT CCCACAGAAGCCAAGGCT GT AAAAACAGA ACCT GAGAAGA
A GCCACA AT CA T CT AAGCCAT CT GT GGT T CAT GAGA AAA AAA CCCAAGA
A GT AA AGCCA AA GGA ACA CA CAGAGCCAA AA AGCCT ACCCAA GCA CT CA
T CAGA T A CAGGA AGCAA GCAT GCT CCT AA GGAA AAA GCCGT T T CCA AAT
CAA GCGA GCA GCCACCA T CAGAGA AA T CAA CAA AA CCA AA GA CCAA GT C
A CA GGA CA AGA T CT CCGGT GGT GGA AA GA GCGCT GT T CCT GCT GCT GCT
GCT GCA GCA T CT GCCAAACCAGCT GACAA GAAT AA AGAAAAT AAAT T GT
T AA CAT CGGCCGT A CCAGCT GAA T CT AAA CCAAGT AA ACCAT CT GGAAA
GT CAGACAT GGACA CT GCT CT T GGA T GA CT T AAT AGA CACT T T A GGAGA
A CCT GA AGA GA T GA AA GAA GA T A ACACAA CA T AT A CT GGA CCA GAA GT
GT CGGAT CCAAT GA GT T CT A CCT ACAT AGAGGA ACT GGGT AA AAGAGAA
T CCA CA CT T CCT CCAAAAT AT AA GGAACT T CT GAAT AA AGAAGAAGGGA
T CGCAGGGCCT T CT T CAGA CT CCT T GA AACCCCT GGGGCCCAAT GAT GCC
A T CGA T GCCT T GT CAT CCGACT T CA CCT GCA GT T CCCCT A CAGCT GAT GC
A AA GA AA ACT GA GA AA GA GAA AT CT ACAGA AGAGGCT T T A AA AGCT CA
GT CAGCT GGGGT GAT CAGAA GT GCT GCT CCA CCCCAA GAGAA AA AA AGG
A A AGT GGAA A AGGA T GCCA T GA CT GA GCA CGCCCT GGA GGCCCT GT CA G
CCT CCCT GGGCACCCGGA A GCCGGAGCCGGAGCT CGACCCCAGCT CCAT T
A AGGA GGT CGA T GAGGCA AA AGCCAA AGAA GA GAA AGT A AA GA AA T GT
GGT GA AGA T GA GGAA ACAGT CCCAT CGGAGT ACA GAT T A AAA CCGGCCA
CA GAT AAA GAT GGAA AACCA CT CT T GCCA GAGGCT GA AGAA AAA CCCAA
GCCCCT GA GT GA AT CA GAA CT CAT CGAT GA ACT CT CAGAA GA T T T T GAC
CAGT CT A AGT GT A AA GA A AA A CA AT CT A A GCCA ACT GA AA A AA CA GA G
GCAT CCCCGGCT GCT GCCCCCGT GCCCGT GGCAGAGGACGT GCCT CGGACC
T CCAT GT GT T CT GT GCAGT CGGCT CCGCCACA GCAGCT CCAGCGA AGGGC
A T GGT GCCA GA CGAT GCT GT CGA AGCCT T GGCT GGA A GCCT GGGCA A AA
A GGAAGCAGAT CCAGAA GACGGAAAGCCT GT GGA GGAT AAA GT CAAGGA
GAA AGCCAA AGAA GA GGA T CGT GAGAA ACT T GGT GA AA AA GA AGAA AC
GA T T CCT CCT GAT T A CA GA T T A GAA GA A GCCA A GGA T A A A GA CGGA A A
A CCACT GCT GCCA AAAGAGGT CA AGGAACCGCT CCCA CCCT T GAGT GAA G
A CGT CCT CCT CGAT GCT CT GT CCA AGGA CT T CACT GT CCCCT CAGACA CA
T CA T CGCCT CA AT T T GA AGAT GCT A AA CT T T CAGCT GT CGT CT CT GAA G
T GGT T T CCCAA ACCCCAGCT CCAACCACCCAGGCAGCCGGT CCACCCCCCA
GCA CT GCGCAGCGT GA CA ACAA A GA A CT T GA CGAT GCCCT GGA T CA A CT
T T CT GACAGT CT CGGGCA AA GA CAGCCT GAT CCA GA T GAGAA T A AA CCC
GT AGAGGAT AAAGT CAA GGAAAAAGCCAAA GCT GAACACAGAGACAA GC
T GGGA GAA AGAGAT GACACCA T CCCACCT AA AT A CCAACA T CT T T T GGA
T GACAA CA A GGAGGGCA CA CCCGGGA A GCCA AA GGCA T CA GA GA A GCCC
A AGGCAT CAGAGAA ACCT GCAGGT GCCCAGGACCCCAT T GAT GCCCT CT C
A GGGGACT T T GACAGCT GT CCCT CGACT ACAGA AACCT CGACAGACACAC
CAA AGGACA AA GA CAA GA AGCCT GCT T CCAGT GCCGA AGCACCT A GGA A
T GGCGGGAAA GCAA AGGA T T CCACAA AGGCA AAGGAGGA AACT T CCA AG
CCA AA A GCT GA T GGA A AA A GT A CA AGT T AA A GT T CA CA CT A T T T GGT A
T CT GCAT AT AAAAT CT T CAGCGGGT A GAT GGT GA CT T T CT GAAG- 3'

F ig. 20. Full- length nucleot ide sequence of hanw oo calpas tat in DNA.
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제4장 미세 현미주입 기법으로 calpastatin

antisense DNA를 주입한 한우 난자의 발생

제1절 서론

포유동물 난자의 미성숙 난포란을 채취하여 체외배양시 체내에서 일어나는

일련의 핵성숙 과정이 일어난다는 최초보고(Pincus와 Enzman, 1935)이후, 난소의

형태(Motlick 등, 1984 ; Byun 과 Lee, 1992)와 난포의 크기(Leibfried 와 F irs t ,

1979 ; Nagai 등, 1993) 및 성숙배양시간(Yoshida 등, 1989 ; W ang 등, 1992 ;

Bousquet, 1994 ; 이 등, 1994)등이 미성숙 난포란의 체외성숙에 미치는 영향에

관하여 연구가 수행되어 왔으며, 배양액의 종류 (Eng 등, 1986 ; 정 등, 1993),

배양액내 성선자극 호르몬과 혈청의 첨가(Linder 등, 1974 ; Channing 등, 1978 ;

Racow sky, 1985 ; Naito 와 T oyoda 등, 1992) 등 적절한 체외성숙 배양조건을

구명하려는 연구가 이어져 왔다. 그러나 체외성숙 유기시 난구세포와 난포란이

미세융모로 연결되어 있는 수가 적고, 쉽게 분리되어 gap junction의 감소가 빨

라지기 때문에 물질이동에 장해가 발생(Motlick 등, 1984)하고, 성숙시 일어나는

난 세포질 내에 g lutathione과 같은 물질의 합성에 장해를 초래(F unahas hi 등,

1995)하여 성숙시간이 길어지고 수정시 다정자 침입율이 높아지며, 정자 두부의

팽화, 웅성전핵(male pronucleus )형성율의 감소 및 체외발생능 정지현상( in vitro

cell block)을 초래하는 등 결과적으로 체외수정란 생산 및 산자생산이 극히 제한

되고 있는 실정이다(Ball, 1983 ; Racow sky, 1991). 이러한 체외 성숙난자의 배

발생이 저조한 것은 난포란의 핵 성숙 및 세포질 성숙이 체내상태에서의 성숙과

같이 정상적으로 일어나지 않을 뿐 아니라 수정 및 배발생의 조건이 적합하지

않은데 있으며(Sanbuissho 와 T hrelfall, 1989 ; Iw as aki 와 Nakahara, 1990), 체

외배양시 핵 성숙은 정상적으로 일어나 제 2성숙분열 중기에 도달하나, 세포질

성숙이 정상적으로 일어나지 않아 이것이 그 후의 수정 및 배 발생에 영향을 미

치기 때문(Schellander 등, 1990)이라고 여겨지고 있다. 소 체외수정란의 체외배

양시 8∼16 세포기에서 발육정지 현상(T hibault , 1966)이 나타나서 이식 가능한
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상실배기 이상의 수정란 확보율은 극히 저조한 실정인데, 이러한 발육억제 원인

으로는 난관 또는 자궁상피세포에서 분비되는 미지의 인자와, 난관과 자궁의 조

건 및 수정란의 발육에 유해한 영향을 미치는 요인을 제거하는 조건을 체외에서

만들지 못하여 일어나는 것으로 보고되고 있다(Bigg er, 1987 ; Riger 등, 1991).

최근에는 초기배 수정란의 genome 활성화 유·무와 체외배양액 내의 높은 산소

농도에 의해 발생되는 free radical 이 원인으로 보고되고 있는데(Bize 등, 1991 ;

Pabon 등, 1989), 수정란의 체외배양체계가 체내와 상이한 조건 중에 한가지로

체외수정란의 체외배양 조건은 체내에서 발육되는 것보다 산소 농도가 높기 때

문에 배양액 내에는 free radical의 생성이 많은 것으로 알려져 있다. T hompson

등(1990)은 체세포 공동배양체계가 산소농도를 줄여주며, 항산화물질을 생산하는

작용을 하는 것으로 보고하였고, 체외 배양액 내에 존재하는 free radica l을 제거

하기 위한 수단의 일환으로 항산화제를 첨가함으로써 수정란의 발육억제 현상을

극복시킬 수 있다고 보고(Li와 Foote, 1993 ; Grupen 등, 1995 ; Guyader- Joly

등, 1998)하고 있다. 한편, 근래 생식세포와 관련된 발생생물학적 연구들이 많은

연구자들에 의해 연구되어지고 있다. 이러한 연구결과들이 산업적인 기술로 발전

되기 위하여 대량의 난포란이 원할하게 공급되어져야 하는데 이를 위하여 미성

숙 난포란, 미수정란, 수정란의 동결보존, 융해 및 체외수정기술의 개발이 매우

시급히 요청되고 있다.

최근 W ood등(1995)은 생쥐 난포란을 완만동결시켜 높은 산자 생산율(46%)을

보고하고 있으나 경제동물인 소나 돼지에서의 난포란의 동결보존에 관한 연구가

많지 않고 동물종에 따라서 난포란의 동결보존 결과가 매우 다르게 보고되고 있

다. 난포란은 수정란과는 달리 온도충격에 매우 민감하며(Heyman, 1986 ;

Niemann, 1991) 특히 고농도 유리화 동결액의 독성과 삼투압 피해는 난포란의

성장을 억제하는 세포분열의 정체현상 또는 수정이 진행되는 동안 염색체의 비

분리현상으로 인하여 다배체 수정란 혹은 정자침입이 이루어지지 않아 해결해야

할 많은 문제점이 있다. Lin(1966)이 생쥐 난자내에 bovine g amma globulin을 미

세현미주입하여 성공한 이후 이 분야에 대한 연구는 많은 연구자들에 의하여 활

발하게 연구되어 미세현미주입 기법으로 외래 유전자 등 유전물질을 비롯한 다

양한 물질들이 동물 난자내에 이식 좋은 성과를 거두고 있다. ( lin 과 Monie,
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1973 ; Glas s 등 , 1974 ; Seidel 1982, 1983 ; Brem 등, 1985 ; Hammer 등, 1986

; Pursel 등 , 1987 ; McEv oy 와 Sreenan, 1990 ; T akeda 와 T oyoda, 1991 ; 나

등, 1994 ; Kubisch 등, 1995) 이러한 미세현미주입 기법은 형질전환 동물을 생산

동물 유전형질을 빠르게 개선할 수 있으며 동물의 성장 발육, 번식 효율 등 형질

개선에 크게 이용 될 수 있다.

따라서 본 연구는 첫째 배양액과 배양액내 호르몬 및 혈청첨가가 초우체외수

정란의 효율적 생산과 둘째 초우 미성숙난포란과 체외수정란의 동결배지종류, 평

형시간, 급속동결 융해 후 생존성에 미치는 영향을 구명, 미세 현미주입된 초우

수정란의 보존성증진 셋째 한우체외수정란에 micro inject ion technique을 적용

형질전환된 한우 수정란을 생산하고자 수행하였다.

제2절 재료 및 방법

1. 체외성숙

가. 난포란의 채취 및 평가

체외수정기법에 의하여 한우체외수정란을 대량 생산하기 위하여 우선 미성

숙 난포란의 체외성숙기술의 확립이 필수적이다. 이를 위하여 한우 미성숙 난포

란의 체외성숙용 배양액, 배양액에 첨가하는 혈청과 호르몬의 종류 등에 관한 연

구가 요청되는데 지금까지 수행한 연구내용은 다음과 같다. 도살된 암소로부터

난소를 채취 100IU/ml의 penicilline G와 100 ug /ml s treptomysin s ulfa te를

첨가한 생리식염수에 보존, 2시간이내 실험실로 운반 2- 3회 세척한 다음 10ml

주사기(18G)를 이용 직경 3- 8 mm 인 난포로 부터 흡인하여 난포란을 채취하였

다. 회수된 난포란은 실체현미경(Nikon, Japan)하에서 Fig. 1에 제시한 바와 같

이 다층의 난구세포로 둘러싸여 있으며 난세포질이 균한것은 A등급, 다층의 난

구세포로 난자의 대부분이 둘러싸여 있으며 난세포질이 균일하나 일부분이 적

게 보일때 B등급, 난구세포가 거의 벗겨져 있고 전체적으로 난세포질이 어두워

보일때 C등급, 난구세포층이 사방으로 퍼져 있고 난세포질이 균일하지 않을때
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가. 정자의 준비

한우개량본부 한우 개량부에서 생산된 한우 동결정액을 액체질소탱크에서 꺼

내 공기 중에서 약 5초간 방치하고 38 ℃의 w ater bath에서 30초간 융해시킨 후

10 mM caffeine이 첨가된 B.O. 배양액이 담겨져 있는 15 ㎖ 시험관에 혼합하여

희석한 다음 500 × g 으로 5분간 2∼3회 원심분리 한 후, 정자 pellet을 5 mM

caffeine 과 0.5 % BSA, 10 ㎍/㎖ heparin이 첨가된 B.O. 배양액으로 재부유 하

였다. 그 후 정자의 최종 농도가 1 × 106 정자/㎖가 되게 조정하여 체외수정에

대비하였다.

나. 체외수정

수정능획득 정자를 함유한 체외수정 배양액 200 ㎕의 소적을 60 × 15 ㎜

petri- dish(Nunc, Denmark)에 만든 후 mineral oil(S igma, U.S .A )로 피복하고 체

외성숙된 난자를 체외수정용 B.O. 배양액으로 2∼3회 세척한 후 정자 소적 당

45∼50 개씩 옮겨 6시간 동안 CO2 incubator에서 체외수정을 유도하였다. 체외수

정 6시간 후에 체외배양액에 옮긴 후 다시 6시간 동안 체외배양 시킨 수정란을

acet ic acid 와 ethylalcohol을 3 : 1 로 혼합한 용액에 48시간 이상 고정시킨 후

1 % orcein 과 45 % acetic acid 로 염색하여 위상차 현미경(Nikon, Japan)하에

서 난자의 수정율과 다정자 침입율을 조사하였다. 난자 내 정자 또는 웅성전핵

이 관찰되면 정자의 침입이 이루어졌다고 판단하고, 한 개 이상의 정자와 웅성전

핵이 관찰되면 다정자 침입으로 간주하였다(Nagai 등, 1984 ; Kano 등, 1994).

다. 정자의 첨체반응 조사

정자의 첨체반응 조사는 CT C(Chloride tetracycline)염색방법으로 정자를 염

색한 후 정자 두부의 bend를 조사하였다. 즉 정액을 세척액(B.O medium)으로 3

회 세척한 후 체외 수정시와 동일한 방법으로 정자수를 계산(1×107/㎖), 1000 ㎕

의 정액을 취하여 CO2 배양기에서 배양한 다음 6 ㏄ PVP Solution 과 혼합 후

1200 g 에서 6분간 원심분리한 후 CT C 염색용액과 혼합하여 알미늄 호일로 빛

을 차단하였다. 여기에 CT C 고정용액을 넣고 Slide를 제작 형광현미경 하에서

정자 두부를 관찰하여 첨체반응을 조사하였다(Lynn 등, 1995).
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3. 체외수정란의 배양 및 판정

가. 체외수정란의 배양

체외발달 배양액(T CM- 199, Ham ' s F- 10, CR1aa, SOF)에 FCS(10% VS

20%)와 BSA(0.4% VS 1% )를 첨가 미소적을 작성한 후 mineral oil로 피복 CO2

배양기내에서 정치 체외발달에 대비하였다. 체외수정이 완료된 체외수정란 20∼

25개씩을 준비한 미소적 내로 옮겨 CO2배양기 내에서 배양시키면서 체외발달 상

태를 24시간 간격으로 조사하였으며, 소 OVCM (Oviductal condit ioned medium)

제조는 난관을 채취 난관내벽이 보이도록 절개하고 길이 3- 4mm 정도씩 잘게 자

른 다음 petri dish에 배양액(T CM- 199) 5㎖ 당 10조각정도씩 넣고 epidermal

g row th factor(25ng /㎖)를 넣은 다음 CO2 배양기 내에서 16- 18시간 배양 후 다

시 2㎖의 신선배양액을 보충하고 24시간동안 배양한 후 원심분리하여 상층액만

분주 동결보존 사용하였다.(Anders on 과 Killian, 1994)

나. 체외 수정란의 판정

체외 수정란의 수정과 생존성의 판정은 배양액에서 배양시키면서 상실배 또

는 배반포배로의 발달상태를 관찰 판정하였다.

4. 체외수정란의 동결보존

가. 한우 미성숙 난포란의 동결보존액

1) 동결보존액 : 한우 미성숙 난포란의 동결보존액은 T able 2에 제시한 2종

류의 보존액을 제조 이용하였다.
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T able 2. Vitr ifica tion solut ion for hanw oo oocytes

T ype

Ⅰ . T CM - 199+20% F CS +1.5M DM S O+2.0M Glycerol+0.25M s ucr os e

Ⅱ ·DP BS +20% F CS +10% Gly cerol+0.25M S ucros e+0.125M Glucos e

·DP BS +20% F CS +10% Gly cerol+10% E thyleneg lycol+0.25M

S ucros e+ 0.25M Glucos e

·DP BS +20% F CS +10% Gly cerol+10% E thylene g ly col+0.375M

S ucros e+0.375M Glucos e

2) 동결 및 융해방법 : T able 2에 제시한 동결보존액에 평행시킨 다음 0.25㎖

Straw (I.M.F ., F rance)에 Fig. 3에 제시한 방법으로 충전하고 1㎝ 높이의 액체질

소 부표 위에 5분간 예냉시킨 다음 곧바로 액체질소에 침지하여 동결하였다. 동

결 미성숙난포란의 융해는 액체질소탱크에 저장된 Straw를 꺼내 35℃ 온수조에

서 융해 후 내용물을 petri dish에 옮겨 신선한 배양액으로 3∼4회 세척하여 체

외성숙 시켰다.

S P VS A E F S A EF S A E F S A VS CP

F ig 3. Config utrat ion of 0.25㎖ s traw s loaded v itr ifica tion solution before

v itr ifica tion

CP : Cotton plug , VS : Vitrificat ion s olut ion, A : A ir

EF S : Vitrificat ion s olut ion + Oocytes , SP : S traw pow der

나. 한우체외수정란의 동결보존액

제2세포기와 배반포배 한우체외수정란은 s traw에 loading후 항동해제 EG와

EFS40을 사용, 알콜 동결기에서 동결 유도하였다.

5. 미세주입

가. 미세현미 피펫 제작
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제3절 결과 및 고찰

1. 한우 미성숙 난포란의 체외성숙과 체외수정

가. 한우 미성숙 난포란의 질

T able 3은 한우와 Hols tein종 난소로부터 채취한 난포란의 질을 F ig . 1에서

제시한 난포란의 형태에 따른 4등급 분류방법에 의해 소 품종별로 구분 제시하

였다.

T able 3. Quality of follicular oocytes class ified by breeds

Breed

No. of

Oocytes

examined

Oocytes Quality(% )

A B C D
Hanw oo 341 144(42.2)a 103(30.2)a 55(16.1)a 39(11.4)a

Hols tein 291 156(53.7)b 89(30.6)b 34(11.7)b 12(14.0)b

A : grade A Oocytes w ith compact and dense cumulus cells

B : grade B Part ially made oocytes w ith cumulus layer

C : g rade C Incompletely

D : grade D Oocytes w ith fogg y cumulus cell

a , b : Different s upers cripts w ithin column denote s ig nificant differences( p

< 0.05 )

Hols tein종의 경우 채취된 난포란 291개중 A와 B등급 난포란이 245개로 84.3%

를 보였으나 한우는 난포란 341개중 247개로 72.4%를 보여 채취된 난포란의 질

이 Hols tein종에 비하여 떨어졌다. 한우 난포란의 질이 떨어진 이유는 분명치

않으나 한우와 타품종과의 난자 발생생리 차이와 연관지어 고찰해 볼 필요가

있다고 생각된다.
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나. 한우미성숙난포란의 체외성숙

난포란의 체외성숙에 영향을 미치는 배양액과 배양액에 첨가하는 혈청 및 호

르몬의 종류에 대한 연구결과는 T able 4,5,6에 제시하였다.

T able 4. Effect of maturat ion medium of nuclear maturat ion of hanw oo

oocytes

M edia
No. of

oocy tes
ex am ineda

No. of oocy tes at the s tag e of b M aturat ion
rateGV P ro- T I MII

T CM - 199 177 2 31 144 81.4

Ham ' s F - 10 164 3 29 132 80.5

a GV : germinal ves icle, Pro. : prometaphase, T I : telophaseⅠ, MII :

metaphaseⅡ

T able 4는 T CM- 199와 Ham' s F - 10 등 두 종류의 체외성숙용 배양액에

F CS(Fetal calf serum) 10%를 첨가, 채취한 한우 난포란을 배양한 결과를 나타

내고 있다. 총 341개의 미성숙 난포란을 T CM- 199와 Ham' s F - 10에 각각 177

개와 164개를 배양한 결과 2차 감수분열 중기 난포란이 각각 144(81.4%)와

132(80.5%)개를 보여 T CM- 199에 배양한 성적이 약간 높게 나타났으나 배양액

간에 큰 차이는 없었다.

체외성숙 배양액에 FCS, BSA(Bovine Serum Albumin)와 BFF (Bovine

F ollicular F luid)를 첨가 하였을때 난포난의 핵 성숙도는 T able 5에 제시하였다.

난포난의 최종성숙단계인 metphase Ⅱ까지의 성숙율은 T CM- 199에 FCS, BSA,

BFF를 첨가했을때 각각 81.4%, 76.5%, 78.0%를 보였고 Ham' s F- 10에 FCS,

BSA, BF F를 첨가 했을때는 80.5% , 77.6%, 76.0%를 보여 두 종류의 체외성숙

배양액에 F CS를 첨가했을때 BSA와 BF F를 첨가 배양했을때 보다 체외성숙율이

높았다.
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T able 5. Effect of F CS, BSA, BFF in maturat ion medium of nuclear

matura tion of Hanw oo oocytes

M edia Supplementa
No. of

oocy tes
examined

No. of oocy tes at the s tage of b M aturation
rateGV Pro- T I M II

T CM
F CS 177 2 31 144 81.4
BS A 136 2 30 104 76.5
BF F 118 0 26 192 78.0

Ham ' s F - 10
F CS 164 3 29 132 80.5
BS A 112 0 25 87 77.6
BF F 125 0 30 95 76.0

a FCS = 10%(v/v ) fetal calf s erum, BSA = 1%(w / v) bovine s erum albumin

BF F = 10%(v/v ) bovine follicular fluid

b GV : g erminal v es icle, Pro. : prometaphase, T Ⅰ: telophaseⅠ, MⅡ:

metaphaseⅡ

체외 성숙용 배양액에 호르몬을 첨가하여 체외성숙율에 미치는 효과를 검토하

기 위하여 두 종류의 체외배양액 (T CM- 199, Ham ' s F- 10)에 F CS 10%를 첨가

하고 FSH(0.2 AU/ml)와 LH(10ug /ml) 그리고 PMSG와 HCG (10 IU/ml)을 각각

첨가하여 한우 난포란을 체외배양한 성적은 T able 6에 나타난 바와 같다. 즉, 총

609개의 한우 미성숙 난포란을 T CM- 199과 Ham' s F - 10에 전술한 바와 같이

10% FCS, FSH- LH와 PMSG- HCG를 첨가 배양한 결과 T CM- 199에서는 총

300개의 미성숙 난포란중 85.6%인 257개의 난포란이 제2성숙분열 중기까지 정상

적인 난포란의 성숙이 유기되었으며 Ham' s F- 10의 경우 총 309개중 83.8%인

259개가 제2성숙분열 중기까지 성숙이 유기되어 T able 6에서 제시한 호르몬을

첨가하지 않고 10% FCS만을 첨가하여 배양한 성적보다 체외성숙율이 3- 5%정

도 높게 나타났다. 이러한 결과는 체외성숙율이 82.9%로 보고한 Gott등 (1988)의

결과보다는 우수하지만 Younis등 (1989)이 보고한 97.7% 체외성숙율에는 미치지

못한 성적이었다.

이상을 종합해보면 효과적인 한우 미성숙난포란의 체외성숙을 위해서는 난포

란의 선별이 중요하며 체외성숙용 배양액은 Ham' s F- 10 보다는 T CM- 199이 좋
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으며 배양액에 호르몬을 첨가 체외성숙을 유기하는것이 정상적인 난포란의 체

외성숙을 위해 유리하다고 생각된다. 또한 배양액에 FCS 첨가했을때 체외성숙율

이 높았으나 BFF(bovine follicular fluid)를 첨가 배양했을때 체외성숙율에 큰

차이가 없기 때문에 체외성숙용 배양액에 소 난포액의 첨가 사용도 바람직하다

고 생각된다.

T able 6. Effect of hormone supplements on nuclear maturation of hanw oo

oocytes

Media Hormonea No. of oocy tes
ex am ined

No. of oocy tes at the s tag e of b
M atu ration rate

GV P ro- T I M II

T CM- 199
F S H- LH 128 0 18 110 85.9

P M S G- HCG 172 0 25 147 85.4

Ham' s F - 10
F S H- LH 145 0 23 122 84.1

P M S G- HCG 164 0 27 137 83.5

a FSH : 0.2AU/ ml, LH : 10ug /ml, PMSG : 10 IU/ ml, HCG : 10 IU/ml

b GV : germinal ves icle, Pro. : prometaphase, T I : telophas e I MII :

metaphaseⅡ

다. 체외수정

미성숙 난포란을 체외성숙 유기 후 Fig. 2에 제시한 바와 같이 A와 B등급 난

포란만을 체외수정에 공시하였다. 체외수정은 체외성숙이 이루어진 난포란을 BO

액으로 2- 3회 세정한 후 준비된 50 ul BO액의 소적에 20개씩 수정능 획득이

유기된 정자 부유액을 주입하였으며 최종 정자농도는 1x 107/ml로 조정하였다.

T able 7는 두종류의 성숙용 배양액에 F CS, BSA 그리고 BFF를 첨가 체외 성숙

유기된 난포란을 체외수정시켜 체외수정율과 다정자 침입율을 나타내고 있다. 체

외수정율은 47.6%- 55.0% 수준을 보였고 다정자 침입율은 10- 14.2% 수준을 나

타냈다.
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T able 7. Effects of F CS, BSA , BF F on fert ilig at ion and polysperm rates of

hanw oo oocytes matured in vitro

M edia S upplem enta No. of oocy tes
ex am ined

No. of oocy tes
fert ilized(% )

No. of polyspermic
oocytes (%)

T CM - 199
F CS 40 22(55.0) 3(13.6)
BS A 38 20(52.6) 2(10.0)
BF F 42 20(47.0) 2(10.0)

Ham ' s F - 10
F CS 39 21(53.8) 3(14.2)
BS A 35 18(51.4) 2(11.1)
BF F 40 20(50.0) 2(10.0)

a FCS : 10%(v/v) fetal calf serum, BSA : 1 % (w / v) bovine serum albumin
BF F : 10%(v/v) bovine follicular fluid

한편, 체외성숙용 배양액에 10% F CS와 호르몬을 첨가 체외성숙 유기된 난

포란을 체외수정시킨 결과는 T able 8에 제시하였다.

T able 8. Effect of hormone on fertiliat ion and polys perm rates of hanw oo

oocytes matured in vitro

M edia S upplem ent No. of oocytes
ex am ined

No. of oocy tes
fert ilized(% )

No. of
polys per m ic
oocy tes (% )

T CM - 199
F S H- LH 42 34(81.0) 5(14.7)

P MS G- HCG 45 35(77.8) 5(14.3)

Ham ' s F - 10
F S H- LH 38 31(81.6) 5(16.1)

P MS G- HCG 48 35(72.9) 6(17.1)

F SH : 0.2IU/ ml, LH : 10ug/ml, PMSG : 10 IU/ ml, HCG : 10 IU/ml

배양액에 호르몬을 첨가 체외성숙 유기된 난포란의 체외수정 성적은 두종류

의 배양액에서 FSH와 LH를 첨가했을때 PMSG와 HCG를 첨가했을 때보다 체외

수정율이 높았으며 호르몬을 첨가하지 않고 체외성숙을 유기했을 경우에 비하여

체외수정율이 현저히 높았다. 이러한 결과는 소태아혈청과 FSH 및 HCG의 첨가

가 체외수정율의 증가를 가져온다는 Shalgi (1979), Ball 등(1983) 그리고

Hens leig h와 Hunter(1985) 등의 보고와 일치되는 결과였다.
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T able 15. Effect of L- as corbic acid in culture media on in vitro dev elopment

of bovine 2- cell embryos after fertilizat ion in vitro

Culture

medium

T reatmen

t

(μ㏖)

No. of 2- cell

embryos

examined

No.(%) of embryos developed to the following stage

at 48 h at 144 h

2 cell 4 cell 8 cell Morulae Blas tocyste

CR1aa

0

50

62.5

75

68

71

76

78

24(35.3)a

19(26.7)ab

15(19.7)b

13(16.7)b

28(41.1)a

35(49.2)ab

34(44.7)a

44(56.4)b

0

0

9(11.8)b

6(7.7)b

8(11.8)

8(11.3)

12(15.8)

9(11.5)

0a

7(9.9)b

11(14.4)c

8(10.2)bc

T CM-

199

0

50

62.5

75

71

73

70

76

17(23.9)ab

15(20.5)ab

11(15.7)a

20(26.3)b

31(43.7)

27(40.0)

33(47.1)

36(47.3)

10(14.1)a

16(21.9)b

18(25.7)b

13(17.1)ab

8(11.3)a

16(21.9)b

21(30.0)c

13(17.1)ab

0a

7(9.6)b

10(14.3)c

4(5.3)b

a ,b ,c Different superscripts w ith columns denote s ignificant difference(P< 0.05).
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T able 16. Effect of α- tocoperol in culture media on in vitro development of

bovine 2- cell embryos after fertilizat ion in vitro

Culture

medium

T reatme

nt

(㎕/㎖)

No. of 2- cell

embryos

examined

No.(%) of embryos developed to the follow ing

stage

at 48 h at 144 h

2 cell 4 cell 8 cell Morulae
Blastocy

ste

CR1aa

0

2.5

5.0

7.5

92

102

90

106

17(18.5)

12(11.8)

14(15.6)

20(18.9)

24(26.1)a

31(30.4)a

33(36.7)b

34(32.1)ab

21(22.8)

28(27.5)

25(27.8)

24(22.6)

11(11.9)

20(19.6)

16(17.8)

12(11.3)

0a

15(14.7)b

8(8.9)ab

7(6.6)ab

T CM- 1

99

0

2.5

5.0

7.5

86

81

70

72

18(20.9)

20(24.7)

14(20.0)

14(19.4)

13(15.1)a

13(16.0)a

20(28.6)c

16(22.2)b

8(9.3)

8(9.9)

7(10.0)

8(11.1)

5(5.8)a

12(14.8)b

10(14.3)b

9(12.5)b

0

0

0

0

a ,b ,c Different superscripts w ith columns denote s ignificant difference(P< 0.05).
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이상의 결과를 종합해볼 때 한우 수정란의 체외발달 성적을 높이기 위해서는

난관유래 세포와의 공배양과 체외발달 배양액내 항산화물질을 첨가 배양하는 것

이 매우 효과적이라고 생각된다.

3. 한우 미성숙난포란과 체외수정란의 동결보존

가. 한우 미성숙난포란의 동결융해후 체외성숙 및 체외수정율

한우 난포란을 채취 전술한 동결보존액과 동결보존방법에 의거 급속동결후

융해하여 체외성숙과 체외수정을 유도한 결과는 T able 17과 18에 제시한바와 같

다. T able 17는 T able 2의 T ype Ⅰ의 동결액에 채취한 한우난포란을 평행시간을

달리하여 평형시킨후 동결융해후 성적을 나타냈다.

T able 17. T he effect of equilibrat ion period in v itr ifica tion solution on the

in- vit ro maturation and fert ilizat ion rates of hanw oo oocytes cryopres erved by

a rapid freezing method

Equilibrat ion
period(m im )

No. of oocytes
ex am ined

No. of oocytes
m atur ed(% )

No. of oocy tes
fert ilized(% )

5 42 24(57.1) 15(35.7)

10 45 27(60.0) 17(37.8)

20 40 23(57.5) 13(32.5)

40 39 23(59.0) 13(33.3)

동결보존액에 5, 10, 20, 40분간씩 평형시킨후 동결융해후 체외성숙율과 체외

수정율은 10분간 평형시켰을 때 체외성숙율 60% 체외수정율 37.8%로 가장 높았

으나 5분, 20분, 40분간 평형시켰을때와 통계적인 유의차는 없었다. 공시 난포란

의 수와 다양한 동결보존액 그리고 충전방법에 따른 다각적인 검토가 요청된다

고 생각된다.

T able 18은 T able 2의 T ype 1과 2의 동결액에 채취한 한우 난포란을 동결시

킨후 융해하여 체외성숙과 체외수정율을 제시한 결과이다.
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T able 18. Effect of vitr ificat ion s olut ion on the in- vitro maturat ion and

fert ilizat ion rates of hanw oo oocytes cryopreserv ed by rapid freezing method

Vitr ificat ion
s olution

No. of oocytes
ex am ined

No. of oocytes
m atur ed(% )

No. of oocy tes
fert ilized(% )

T y pe Ⅰ 166 98(59.0) 68(41.0)

T y pe Ⅱ 147 95(64.6) 70(47.6)

채취한 난포란을 동결보존액 T ype Ⅰ에서 10분간 T ype Ⅱ에서 각각 10분, 10

분, 1분간 평형시킨후 동결융해후 생존성을 조사하였다. T ype Ⅱ에서 10분, 10분,

1분간 평형시킨후 동결시킨 결과 체외성숙율 64.6% 체외수정율 47.6%로 T ype

Ⅰ방법보다 높은 경향을 보였다. 따라서 효과적인 한우 난포란의 동결보존을 위

해서는 T ype Ⅱ동결보존액과 동결방법이 우수하다고 생각된다.

나. 한우 체외수정란의 동결보존

⑴ 2세포기 한우체외수정란의 동결

W hitting ham등 (1972)에 의하여 최초로 생쥐 수정란의 동결보존이 성공한 이

후 수정란의 동결보존에 관한 많은 연구결과가 보고 되고 있다. 수정란의 동결

보존방법으로 가장 먼저 실효를 거둔 동결법은 g lycerol을 이용한 다단계 평형법

이었고 식빙없이 평형직후 액체질소(- 196℃)에 보존하는 초자화 동결기법이 동결

융해 후 비교적 높은 생존율을 보여 그 이용성이 강조되고 있다. (T akai 등,

1994) 그러나, 수정란의 동결에는 동결배지의 종류와 평형시간 등 수정란의 생

존에 영향을 미치는 요인이 대단히 많다. 따라서 본 연구는 한우 체외수정란의

급속 동결시 동결배지의 종류와 평형시간에 따른 생존율에 미치는 영향을 구명

코자 실시하였다.

T able 19. Effect of freezing media on in vitro development rates of frozen
hanw oo 2cell embryos

T reatm ent No. of em bry os ex am ined Dev elopm ent (% )
None 125 80 (64.0)
EG 133 69 (51.9)

EF S 40 138 74 (53.6)
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2 세포기 한우체외수정란을 두종류의 항동해제를 사용 동결융해후 체외수정

란의 발달율은 동결배지종류에 따라 53.6%와 51.9%로 발달율에는 큰차이가 없었

다.

⑵ 배반포기 한우체외수정란의 동결

T able 20. In vitro development of hanw oo early blas tocys ts after vitr ificat ion

in EG and EFS40

T reatm ent No. of em bry os ex am ined Dev elopm ent (% )

None 50 36 (72.0)

EG 82 49 (59.8)

EF S 40 96 63 (65.6)

한우 배반포배 체외수정란의 항동해제로 EG와 EF S40을 사용 동결 후 생존율

을 조사한 결과 부화배반포배로의 발달율이 각각 59.8% 와 65.6%로 EFS40에서

높았다. 따라서 EF S40을 한우체외수정란 동결시 항동해제로 사용하는 것이 좋다

고 사료된다.

4. Capain DN A 미세현미주입에 의한 한우개량기술개발

가. 한우 calpas tatin ant isense DNA을 수정란에 발현시키기 위한 발현벡터 개발

외래 유전자를 수정란 내에서 발현시키기 위해서는 유전자의 발현을 조절하

는 프로모터가 필요하고 또한 발현 시키고자하는 유전자와 mRNA의 안정화에

기여하는 poly A sig nal이 필요하다. 그러므로 한우 calpas tatin을 수정란에 발현

시키기 위한 발현벡터를 개발하기 위하여 다음과 같이 실험을 수행하였다.

유전자의 발현을 조절하는 프로모터는 metallothion(MT ) 유전자의 프로모터

영역을 사용하였다. 그리고 mRNA의 안정화에 기여하는 poly A시그날은 SV40

의 poly A 시그날을 사용하였고 발현 시키고자하는 calpas tat in 유전자는 한우
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근육으로부터 단리동정 한 cDNA를 사용하였다. 그리고 수정란 내에서 미세주입

한 유전자의 발현을 확인 하고자 CMV 프로모터에 의하여 발현 할 수 있는 β

- g alactos idase 유전자를 calpas tat in 유전자의 뒤쪽에 연결하였다.

1) Meta llothion 프로모터의 준비

pMT /SV의 플라스미드을 제한 효소 Xho I 과 Cla I으로 37℃에서 소화 한 후

8% 전기영동 겔에서 전기영동 한 다음 1.8kb의 벤드를 분리하였다. 그리고

pBlues cript II SK- 의 Xho I, Cla I 위치를 제한효소로 소화하고 1.8kb의 MT 프

로모터와 연결하였다. 이러한 플라스미드를 pBSK- MT 로 하였다. (F ig . 8)

2) poly A의 준비

poly A는 pSV2- dhfr 플라스미드를 제한효소 BamH I 과 Bg l II로 소화 한 후

8% 전기영동 겔에서 전기영동한 다음 0.75kp의 단편을 분리하였다. 그리고 이

단편을 위에서 준비한 pBSK- MT 의 BamH I 위치에 삽입하였으며 이러한 플라

스미드를 pBSK- MT - poly A로 하였다. 또한, 이 플라스미드를 Pst I 과 BamH I

으로 소화한 후 poly A가 정상 위치로 삽입되었는지 확인하였다. (F ig . 9)
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pCMV- β를 Pst I과 Sal I으로 소화한 다음 CMV프로모터, β- galactos idase

유전자와 poly A를 포함하는 단편 4.5kb을 분리하고 이 단편을 pBlues cript II

SK- 의 Pst I과 Sal I위치에 liga tion하였다. 이러한 플라스미드를 Pst I으로 소화

한 다음 T 4 DNA polymeras e를 이용하여 평골화 벡터를 제조하였다. 이 평골화

벡터에 pMT - cps t- poly 플라스미드를 Xho I과 Not I으로 소화하고 T 4 DNA

polymerase를 이용하여 5´와 3´말단을 평골화 한 calpas tat in 유전자 4.75kb를

lig at ion하였다. 그리고 이들을 대장균에 형질전환( transformation) 시켜 대량의

플라스미드를 제조하는데 이용하였다. 제조된 플라스미드는 Sal I, Sma I, Xho I,

Hind III로 소화하여 정상적으로 calpas tat in 유전자가 β- galactos idase 유전자와

연결이 되었는지 확인하였다. 이 플라스미드를 pMT - cps t- CMV- β라고 하였다

(F ig. 12, 13).

5) 미세주입용 calpas tat in 유전자의 정제

미세주입용 DNA는 매우 순도가 높아야 함으로 다음과 같은 방법에 의하여

염색체DNA와 다른 불순물을 제거하였다. 먼저, 대장균에 형질전환

( t ransformation)된 pMT - cps t- CMV- β와 pMT - cps t- poly A 플라스미드를 아

가플레이트에 접종하고 그 다음날 단일의 colony를 50ml의 LB (+Ampicillin , 50

㎍/m l)배지에서 하루밤 37℃에서 배양하였다. 이렇게 배양한 균체로부터 알카리

법으로 플라스미드를 제조하였으며, 제조된 플라스미드는 CsCl(0.97g/ ml)와

ethidium bromide(10mg/ ml)를 포함하는 용액에 넣고 초고속원심을 2회 수행하였

다. 그리고 난 다음 ethidium bromide (10mg /ml)를 수포화 부타놀로 제거하고

T E 용액(1M T ris·Cl pH 7.5, 100mM EDT A)에서 하루밤 투석을 4℃에서 행하

였다.

투석이 끝난 pMT - cps t- CMV- β플라스미드는 제한효소 Sal I으로

pMT - cps t- poly A 플라스미드는 Not I과 Xho I으로 소화하여 직선화 하였다. 그

리고 이들을 8% 아가로스걸에서 전기영동하고 각각 12.12kb와 4.75kb의 단편을

g eneclean kit(BIO 101, USA)로 회수하였다. 회수된 DNA는

ELUT IP- d(Schleicher & Schuell GmbH, Germany)로 불순물을 제거하고 최종적

으로는 미세주입용 buffer(10mM T ris·Cl pH 7.5, 0.1mM EDT A)로 5ng/㎕가
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2) DNA injection

동물 난자내 DNA 주입 방법에는 물리적, 화학적 및 생물학적 방법 등 많은

수단이 강구되었으나, 이들 방법 중 효율성이 좋고 응용 가능성이 있어 활발히

연구 개발되고 있는 방법은 Microinject ion technique, S tem cell insert ion

technique, Retrov iral ins ertion technique, s perm- mediated DNA transfer

technique 등이 있지만 주입된 유전자의 후대에서의 발현율이 낮아 실용화하는데

큰 어려움이 있는 실정이다. 따라서 당해연도 연구기간 중에는 Micro injection

technique을 한우 체외 수정란에 적용하였다.

① 미세현미 피펫 제작

미세현미 피펫 제작 및 세공은 Microelectrode puller , Microforge (Naris hige

Co., Japan)등을 사용하여 Lin(1966, 1971) 그리고 Seidel(1982) 의 방법에 준하여

제작 사용하였다.

② 공시 난자의 준비와 미세현미주입

체외수정 유기 16 - 18 시간후 원심분리하여 수정란의 난구세포와 지방구를

제거한 다음 전핵이 형성된 난자만을 선택해서 전핵 내에 DNA를 미세주입 하였

다. 즉 W agner 등(1984)의 방법에 준하여 100- 400 배율로 조정된 도립현미경

(Narishige)에서 슬라이드에 난자 보존액 0.2ml를 방울이 형성되도록 떨어뜨린

다음 Oil로 덮었다. 난자 보존액 방울속에 모세관 피펫을 사용하여 5 - 10 개의

공시 난자를 옮긴 다음 holding 피펫으로 공시 난자를 흡인 보정하고 DNA를 충

전한 in ject ion 피펫을 보정된 공시 난자의 투명대를 천자하고 투명대 통과후 곧

바로 난황막을 천자하는데 이때 난황막이 밀려가 난황막과 투명대 사이에 간극

이 벌어지지 않도록 유의하였다.

③ 미세현미주입 난자의 발달
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T able 22. Development s tag e of bovine embryos by microinjection

Medium
No. of

embryos

No.(%) of
embryos

cleaved at
48hr.

No.(%)of embryo developed to

48 hr 196 hr

2 cell 4 cell 8 cell Mor. Blast.

CR1aa 140 47(33.6) 18(38.2) 22(46.8) 7(14.8) 1(2.1) 0

T CM- 199 155 37(23.8) 10(27.0) 15(40.5) 12(32.4) 0 0

미세현미주입된 난자는 CR1aa와 T CM- 199 에서 배양하면서 난할율과 배발달

성적을 조사하여 T able 22에 제시하였다. 미세현미주입 48시간후에 조사된 난할

율은 CR1aa에서 33.6%, T CM- 199에서 23.8% 였고 4세포기 발달율이 높게 나타

났다. 그러나 196시간 배양 후 조사 결과는 CR1aa에서 상실배 발달율이 2.1%로

매우 낮게 조사되었을 뿐 배반포배 난자는 관찰되지 않아 심한 난자의 체외 발

생능 정지 현상이 나타났다. 따라서 미세현미 주입 난자의 원활한 체외 발달을

위한 배양 기법의 응용을 적극 검토해야 할 것으로 생각된다.

④ 배양액 내 항산화제 첨가 효과

항산화제인 L- accorbic acid 와 α- tocopherol을 두 종류의 체외배발달 배양

액(CR1aa, T CM- 199)에 농도별로 첨가 체외배발달 성적을 비교 조사한 결과는

T able23, 24와 같다.

T able 23. Effect of L- accorbic acid supplements in culture media on in v itro
development of KNC* oocytes follow ing insemination

Culture

media

concentration

of supplement

(μM)

No. of

embryos

No.(%)of

embryos

cleaved

at 48 hr

No.(%) of embryos developed to

48 h 168 h

2 Cell 4 Cell 8 Cell Mor Blas t

CR1aa

0 66 19(28.8) 7(36.8) 8(42.1) 4(8.2) - -

50 55 20(36.4) 4(20.0) 11(50.0) 5(25.0) 3(15.0) 1(5.0)

100 55 18(32.7) 5(27.7) 8(44.4) 5(27.8) 1(5.6) 1(5.6)

TCM- 199

0 78 18(23.1) 6(33.3) 8(44.4) 4(22.2) - -

50 50 15(30.0) 3(23.0) 7(46.7) 5(33.3) 2(13.3) 1(6.7)

100 49 14(28.6) 4(28.6) 6(42.9) 4(28.6) 1(7.1) -
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T able 24. Effect of α- tocopherol supplements in culture media on in v itro

development of KNC* oocytes follow ing insemination

Culture

media

concentration

of supplement

(μM)

No. of

embryos

No.(%)of

embryos

cleaved

at 48 hr

No.(%) of embryos developed to

48 h 168 h

2 Cell 4 Cell 8 Cell Mor Blas t

CR1aa

0 50 16(32.0) 5(31.3) 6(37.5) 5(31.3) - -

5.0 50 19(38.0) 4(21.1) 8(42.1) 7(36.8) 2(10.5) 2(10.5)

10.0 44 15(34.1) 5(33.3) 6(40.0) 4(26.7) 1(6.7) 1(6.7)

TCM- 199

0 47 11(23.4) 4(36.4) 5(45.5) 2(18.2) 1(9.1) -

5.0 50 16(32.0) 3(18.8) 8(50.0) 5(31.3) 2(12.5) 1(6.3)

10.0 45 13(28.9) 3(23.1) 6(46.2) 4(30.8) 2(15.4) -

체외 배발달 배양액 CR1aa에 L- as corbic acid를 각각 50μM과 100μM을 첨

가 배양시 난할율은 36.4 % 와 32.7 %로 대조구 28.8 %보다 약간 높았으나 통

계적인 차이는 없었다. 그러나 48시간 동안 배양 후 난자의 발달상태를 보면 8세

포기 발달율이 첨가구에서 대조구에 비하여 현저히 높았으며, 196시간 동안 배양

후 성적은 대조구에서는 상실배와 배반포배가 관찰되지 않았지만 50μM 첨가구

에서는 상실배 발달율이 15.0 % , 배반포배 발달율이 5.0 %로 조사되었다. 이러한

결과는 체외발달 배양액으로 T CM- 199을 사용하였을 때도 유사한 경향을 보였

다. 또한 체외발달 배양액 내 α- tocopherol 첨가시험에서도 CR1aa 와

T CM- 199 배양액에서 난할율은 대조구에 비하여 상살배와 배반포배 발달율은

현저한 차이를 보였다. 체외 배발달 배양액 내 항산화제 첨가는 난포란이 체외에

서 성숙되는 동안 세포질의 산화에 의한 손상을 보호하고(Grupen 등, 1995)

Murray 등(1990)은 세포의 체외배양시 세포내의 과산화물은 세포의 독성물질로

작용하는데, 이러한 과산화물을 환원시키기 위하여 체내에는 α- tocopherol(Vit .

E), ascorbic acid(Vit. C), s uperox ide dismutase, catalase 등과 같은 항산화물질

(antiox idants )이 존재하나, 체외에서는 이와 같은 항산화물질이 배양액내에 첨가

되지 않아 세포의 성장을 억제하는 경우가 있다고 하였는데 본 실험의 결과에
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서도 대조구에 비해 항산화제 첨가구에서 높은 초기배 및 후기배 발달율을 얻을

수 있었다.

이러한 결과는 배양액내 항산화물질을 첨가시 cell block 현상을 제거하여 배

발달율을 향상시킨다(Matsuuyama 와 F ukuo, 1994)는 보고와 일치하였고 이 등

(1999)이 돼지의 체외수정란 배양 시 α- tocopherol 과 cys tea- mine의 첨가가

무첨가구에 비해 상실배와 배반포배까지 도달율이 높다는 결과와 일치하는 경향

을 보였다. 또 Parbon 등(1989)이 free ox yg en radica l이 수정란 발육억제현상의

한 원인이라고 제시하였고, 체외배양액 내에서 생성되는 free radical을 제거하기

위한 수단으로 Li(1993 a)이 항산화제를 첨가함으로써 발육억제 현상을 극복할

수 있었다고 보고한 것과 유사한 결과를 나타났다. 따라서 체외배발달 배양액내

항산화제를 첨가함으로써 미세현미 주입된 수정란의 체외배발달 시 특정 배발달

단계에서 발생되는 체외발생능 정지( in vitro cell block)현상을 극복할 수 있으리

라 생각된다.

그리고 미세현미주입된 한우 수정란을 난관유래물질(난관상피세포, 난관상피

세포 conditoned medium)과 공배양은 현제 실험 진행중이어서 결과를 제시할 수

없으나 배양액 내 항산화제 첨가, 난관유래물질과 공배양 등은 미세현미주입 한

우 수정란의 체외배발달율을 크게 높힐 수 있으리라 생각된다.

T able 25. Development s tag e of hanw oo embryos w ith different culture
condition after calpas ta tin antisense DNA inject ion

culture
condit ion

No of
embryos
examined

No of ( % ) of embryos developed to

1 cell 2 cell 4 cell 8 cell morula blasto

control 317
120

(37.85)
95

(29.96)
32

(10.09)
48

(15.14)
20a

(6.30)
2a

(0.63)

cumulus
cell

236
86

(36.4)
65

(27.54)
27

(11.44)
25

(10.59)
19b

(8.05)
14b

(5.93)

GSH 289
58

(20.06)
94

(32.52)
20

(6.92)
60

(20.76)
32b

(11.07)
25b

(8.65)

cumulus
cell + GSH

245
52

(21.22)
79

(32.24)
39

(15.91)
41

(16.73)
21b

(8.57)
13b

(5.31)

*Different s uperscripts w ithin columns denote s ig nificant different ( p< 0.05 ).
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한우 체외수정란에 Calpain ant isense DNA를 주입한후 체외배발달 성적을

T able 25에 제시하였다. 난구세포와 공배양 , 배양액내 GSH (0.1 M) 첨가 및 난

구세포와 GSH 동시첨가 공배양 했을 때, 대조구에 비하여 상실배와 배반포배 발

달율이 유의적으로 높았다 ( p< 0.05 ).

T able 26. T he express ion of calpas tat in antisense DNA after 7 days of

culture follow ing microinject ion

S tage of embryos
ex amined

No. of embryos
examined

No. (%) of
embryos

ex pres sed
Calpas tat in gene

No . (% )of
mosaicism

Morula 92 23(25.0) 20(87.0)

Blas tocys t 54 10(18.5) 9(90)

체외수정란에 calpas tat in antisense DNA를 주입한후 7 일간 체외배발달을 유

도하고 상실배와 배반포배 수정란만을 X- gal s taining 하여 g ene express ion 정

도를 나타낸 결과는 T able 26에 제시한 바와 같다. 상실배와 배반포 배 수정란을

염색한 결과 g ene express ion rate 가 각각 25.0 % 와 18.5 % 였으나 배반포배

의 경우 90 % 상실배의 경우 87.0 % 의 mosaicism 이 나타났다.

5. Calpain DNA가 주입된 한우난자의 발생과 대량생산

가. Calpain cDNA의 단리동정

Calpain cDNA를 단리동정하기 위하여 도살장으로부터 근육을 액체질소에 넣

어 운반하고 그 근육을 이용하여 T RIzol regeant(Gibuco BRL사)음 사용하여

total RNA을 정제하였다. 그러고 난 다음 total RNA를 이용하여 RT - PCR에 의

하여 calpain cDNA를 단리동정 하였다. 먼저, GeneBank로부터 보고되 있는 외

국 소의 calpain cDNA를 기본으로 primer을 합성하였다. S1 primer로

GA AT T CAGCT GAAT CT T GCT GT C를, A1 primer로
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