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과배란 처리에 있어 성감별 정액을 이용한 한우 체내 수정란의 생산 효율
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ABSTRACT

Sexed semen is commonly used for the production of calves of the desired gender. Gender selection is important 
in animal production industries. For example, female cattle are required for the dairy industry while males are preferred 
in the beef cattle industry. The present study was to assess the in vivo embryo production efficiency using the semen 
separated according to sex during superovulation in Hanwoo. Seventy Hanwoo donor cows were flushed on day 7 
of estrus cycle with same FSH and artificial insemination by the same technicians. Embryos were recovered on 7 days 
after the third insemination by flushing the uterus with embryo collection medium. KPN semen straws used artificial 
insemination contained 20 million sperm (total number 60 million per donor). Sex-sorted semen straws contained 4 
million sperm (total number 12 million per donor). The results obtained were as follows: No differences were observed 
in the efficiency of superovulation rates on KPN semen 87%, and sexed semen 100%, respectively. The mean numbers 
of total embryos are each 12.58 ± 8.31 and 13.25 ± 7.86. The mean numbers of transferable embryos, sexed semen 
were significantly lower than KPN semen (3.75 ± 1.98 vs. 8.23 ± 6.07, P<0.05). The rates of unfertilized embryos from 
superovulation using sexed semen were significantly higher than KPN semen (50% vs. 15%, P<0.05). The rate of 
degenerated 2-cell embryos from sexed and KPN semen was 60.87% and 11.11%, respectively (p<0.05). In conclusion, 
these results indicate that superovulation using sexed semen was useful, but efficient embryo production was important 
to reducing the damage caused by the Flowcytometer-based sperm sorting procedure.
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서  론

축산업의 생산성을 높이고, 능력 개량과 우수한 개체의 조
기 증식을 위하여, 최근 성 감별 정액과 수정란 이식으로 송
아지의 성별을 선택하여 생산할 수 있게 되었다. 국내에서는
체내 수정란과 체외 수정란을 이용하여 biopsy 방법에 의하여
적당량의 할구를 분리 후 PEP-PCR(Primer Extension Preamp- 
lification-PCR) 방법(Chrenek 등, 2001)과 LAMP(Loop-mediated 
isothermal amplification) 방법(Mori 등, 2001)을 이용하여 수
정란의 성 판별을 실시하고 있으나, 성 판별을 위해서 biopsy

된 수정란과 핵 이식된 수정란의 경우에는 투명대의 소실 또는 
세포질 일부의 손상으로 정상적인 수정란과 비교할 때 동결․

융해 후의 생존율이 낮다(조 등, 2005). 최근에는 정자의 성 분
리는 성 염색체의 발견 이후 지속적으로 발달되어 왔다. 1982
년에 Flowcytometer를 이용하여 흑쥐(Vole) 정자의 성 분리가
최초로 성공하였다(Pinkel 등, 1982). 하지만, 초기의 성 분리
는 오로지 X정자와 Y정자의 분리에만 초점이 맞춰져 있어, 
정자 막 투과가 되지 않는 형광 dye를 이용하였기 때문에 정자
막의 파괴가 불가피했다. 이후, Johnson 둥(1989)이 정자 막의
투과가 가능한 Hoechst 33342 염색을 이용함으로써 살아있는
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정자의 성 분리에 성공하였고, Morrell 등(1988; 1989)이 최초
로 성 분리된 정자를 이용한 소와 토끼의 산자 생산에 성공하

였다. 이 시기의 Flowcytometer를 이용한 성 분리 속도는 대략
초당 100개로, 인공수정에 이용하고자 하는 개수인 1,000만 개
의 정자를 분리한다고 했을 때, 하루가 넘는 시간을 필요로 하
기 때문에 효율이 높다고 할 수 없었다. 이후, 특수한 형태의
노즐을 사용하는 등 장비의 고안으로 정자의 성 분리 속도는

초당 6,000개 정도까지 그 효율성이 증가하였다(Johnson 등, 
2000). 현재 미국에서는 성 분리가 이루어진 인공수정용 젖소
동결 정액을 보급하는 사업을 추진해 오고 있으나, 아직은 그
효용성이 낮아 일반 동결 정액과 같은 상용화는 이루어지지않

은것으로알려져있다(농림수산식품부, 2012). Tubman 등 2004
년의 연구에서는 성 분리 정자를 이용한 인공수정으로 인하여
태어난 산자의 경우, 유산, 사산, 임신 기간, 난산, 생시 체중, 
이유 체중은 일반 정액을 이용하여 생산된 산자와 비교하였을 
때, 그 차이가 없다고 하였다. 하지만 성 분리 정자를 이용한
체외 수정란 생산에 있어서는 배 발달율이 낮고, 수정란의 분
열이 쉽게 일어나며(Guthrie 등, 2002), 생산되는 산자 수가 적
다고 보고하였다(Johnson등, 1989). 이처럼 Flowcytometer를 이
용하여 성 분리된 정자는 성 분리가 수정란의 발달과 quality
에 부정적인 영향을 미치고 있으나, 그 활용성은 점점 증가하
고 있다. 본 연구에서는 한우 과배란 처리 과정에서 성 분리된
정액을 이용하여 인공수정을 하였고, 이식 가능한 수정란의 생
산 효율과 회수되는 수정란의 발달 단계 등을 비교하였다.

재료 및 방법

1. 공시축

본 연구는 국립축산과학원 가축유전자원시험장에서 보유

하고 있는 개체 중 번식 장애가 없고, 형질이 우수한 한우 79
두를 실험에 공시하였으며, 과배란 처리 과정 중 인공수정을
함에 있어 대조구 71두는 KPN(Korean Proven Bull Number) 
정액을 이용했고, 처리구 8두는 성 감별 정액을 이용하였다. 공
시된 한우의 사양 관리는 가축유전자원시험장 사양 표준에 따

라 실시하였다. 연구에 사용된 동물 관리 및 절차는 국립축산
과학원 동물복지위원회(Suwon, Korea)의 승인(승인번호: 2014- 
078)을 얻었다.

2. 정자의 성 분리

정자의 성 분리는 가축유전자원시험장에 보유 중인 칡소 1
두의 원정액을 채취하여 (주)한국섹싱바이오텍에 의뢰 제조
하였다. 성 감별은 MoFlo XDP Cell Sorter 장비를 이용하였으
며, 분리 속도는 1초당 3∼5만 개의 속도로 분리하였다. 실험
에 공시된 정액의 총 정자 수는 스트로 당 400만 개의 동결 정

액을 이용하였다. 구체적인 성 분리 방법은 Tubman 등(2004)
의 방법에 준하여 분리하였다.

3. 공란우의 과배란 처리 및 인공수정

시험축은 공란우의 발정 주기와 관계없이 0일째 Progeste- 
rone Releasing Intravaginal Device(CIDR-plus, Inter-Ag, New 
Zealand)를 질 내 삽입하고, 4일째부터 FSH(Antorin, 2AU=1 
ml, Kawasaki Mitaka, Japan)를 28 AU(1 AU=0.5 ml)를 12시
간 간격으로 4일간 절감 주사하였으며, CIDR 삽입 후 7일째
PGF2α(LutalyseTM, Phamacia Co., Belgium)를 오전 25 mg, 오
후 15 mg을 12시간 간격으로 근육주사 후 CIDR를 제거하였
다. 인공수정은 PGF2α 주사 후 48시간 전후 발정을 확인하고, 
100 μg GnRH(FertagylTM, Intervet, Holland)를 근육주사 후 12
시간 간격으로 동결 정액을 이용하여 인공수정을 3회 실시하
였다. 실험에 공시된 정액의 총 정자 수는 대조구인 일반 정액
(KPN)이 스트로 당 2,000만 개, 성 감별된 정액은 400만 개로
3회 인공수정을 함에 따라 이용된 총 정자 수는 일반 정액이
6,000만 개, 성 감별된 정액은 1,200만 개가 사용되었다.

4. 수정란 회수 및 평가

마지막 인공 수정 후 7일째에 3-way catheter를 이용하여 비
외과적인 방법으로 수정란을 회수하였다. 채란 전 공란우는
2% Lidocaine HCl inj.(DAIHAN Pharm. Co., Ltd., Korea) 5.0 
ml로 경막외 마취를 한 후, 수정란의 채란을 원활하게 하기
위해 점액 제거기를 이용하여 자궁경관 내 점액을 제거하였다. 
회수를 위한 관류액은 Embryo Collection Medium(Agtech, Bio- 
lifeTM, USA)를 이용하였고, 수정란 회수가 완료되면 PGF2α를

주사하여 자궁 내에 잔류하고 있는 수정란이 수태되지 않도록 
황체를 퇴화시켰다. 채란이 완료된 수정란을 실체 현미경을 이
용하여 회수한 후, 수정란의 평가는 Manual of the International 
Embryo Transfer Society(Stringfellow와 Seidel, 1998)의 기준에
따라 Code 1(excellent or good)과 Code 2(fair)로 평가된 수정
란은이식가능수정란, Code 3(poor)과 Code 4(deador degenera- 
ted)로 평가된 수정란은 이식 불가능 수정란으로 구분하였다.

5. 통계 처리

한우와칡소의과배란처리반응율, 이식가능한수정란의수
와발달단계, 퇴화된수정란의발달단계의유의성분석은 SAS 
program을 이용하였고, p<0.05 이하의 경우를 유의한 것으로
판단하였다.

결과 및 고찰

1. 공란우의 과배란 반응율
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Table 2. Results of recovered total embryos and transferable embryos after superovulation treatment

Treatment
group

No. of
donor (n)

Total
embryos (n)

No. of recovered 
embryo (n)

Total transferable 
embryo (n)

No. of transferable 
embryos (n)

Rate of transferable 
embryo (%)

Control 62 780 12.58 ± 8.31 510 8.23 ± 6.07a 65.38

Sexing  8 106 13.25 ± 7.96  30 3.75 ± 1.98b 28.30

* Values with different superscripts differ significantly (Mean ± SD, p<0.05).

수정란의 회수를 위하여 과배란 처리 후 호르몬에 대한 난

소의 반응을 직장 검사에 의해 확인하였고, 황체의 수가 3개
미만인 난소 위축 개체는 과배란 반응이 없는 것으로 간주하

여 채란에서 제외되었다. Table 1과 같이 채란 전 황체검사에
서 위축 난소로 나타난 개체는 대조구(KPN 정액) 71두 중 9
두였고, 처리구(sexed semen)는 없었다. 대조구의 과배란 반
응율은 87.32%였고, sexed semen 처리구는 0%였다. 과배란
처리 후 수정란을 회수한 공란우의 비율은 박 등(2012)의 78
∼85% 보고와 김 등(2002)이 보고한 83.3%와 유사한 결과를
보여, 성 감별 정액이 과배란 처리 시 공란우의 호르몬 반응
에 영향을 주지 않음을 확인하였다. 처리구는 대조구에 비하
여 공시두수가 8두로 매우 적어 전두수가 과배란 반응을 나타
낸 것으로 보인다.

2. 수정란 회수 결과

공시된 공란우 79두 중 직장 검사를 통해 난소 위축으로 확
인된 개체 9두를 제외한 70두를 대상으로 수정란 회수를 실
시하였다. Table 2에서는 KPN 정액과 성 감별된 정액을 이용
하여 체내 수정란 회수 성적과 이식 가능 수정란의 비율을 비

교 분석하였다. 대조구(KPN 정액)와 처리구(Sexed semen)의
회수된 두당 총 수정란의 수는 12.58 ± 8.31개와 13.25 ± 7.96
개로 처리구 간의 유의차는 없었으나, 이식 가능 수정란의 개
수에서는 대조구에서 8.23 ± 6.07개로 총 회수 수정란에서
65.38%를 차지하였으며, sexed semen 처리구에서는 3.75 ± 
1.98개로 28.30%로 대조구에 비하여 유의적으로 낮게 나타났
다(p<0.05). 일반 정액을 이용한 대조구의 결과는 손 등(2006), 
염 등(2013)이 보고한 두당 6.5 ± 5.4개와 6.83 ± 0.72개 및 박

Table 1. The rate of superovulatory response in Hanwoo

Treatment 
group

No. of
donor (n)

No. of ovarian 
atrophy (n)

Efficiency of 
superovulation1) (%)

Control 71 9  87.32

Sexing  8 0 100.00

1) % = (No. recovered donors/No. donors) × 100.
* Control : KPN sperm, Sexing : Sexed semen.

등(2012)이 보고한 10.94 ± 1.91개의 이식 가능 수정란의 수의 
중간 성적을 보인데 반하여 성 감별 정액 처리구는 3.75 ± 1.98
개로 낮은 결과를 보였다. 이러한 이식 가능 수정란 생산 성적
은 우리와 비슷한 정자 수의(스트로 당 400만개) 성 감별 정액
을 이용한 Kaimio 등(2013)의 보고의 4.9개와 An 등(2010)의
4.8개보다 적었으나, 공란우의 발정 관찰 후 24시간에 200만
개의 성 감별된 정액을 이용하여 인공수정 한 다른 연구자들

의 보고의 3.8개(Larson 등, 2010), 3.1개(Shenk 등, 2006), 2.5
개(Hayakawa 등, 2009), 2.1개(Peippo 등, 2009)보다는 양호한
성적을 보였다. 이처럼 많은 연구자들의 수정란 생산 성적은
정액의 성 감별 방법, 사용된 종모우의 수와 품종, 유효 정자
수, 성 분리된 정액의 인공수정 방법 및 수정 부위, 발정 관찰
후 수정 시간 등의 다양한 요인들에 따라 달라지기에 단순 비

교에는 한계가 있다고 사료된다(Satori 등, 2010).

3. 발달 단계별 수정란 회수 결과

Table 3에서는 성감별 정액 처리구의 낮은 채란 성적 원인
을 검토하고자 채란된 수정란 중 이식 가능한 수정란의 발달

단계와 미수정란, 퇴화란의 비율을 비교하였다. 회수된 수정
란의 발달 단계 분류는 Manual of the International Embryo 
Transfer Society의 기준으로 실체 현미경을 통해 관찰한 후
발달 단계를 분류하였다. KPN 정액 대조구는 전체 780개의
회수 수정란 중 이식 가능 수정란은 510개였고, 확장 배반포배
(Expanded blastosys) 단계가 21.92%로 가장 큰 비율을 나타
냈다. Sexed semen을 사용한 경우는 대조구와의 유의차는 없
었지만, 상실배(Morular) 단계가 16.98%로 가장 많이 나타났
다. 반면에, 확장 배반포배 단계의 회수란은 0.94%에 불과해
21.92%인 대조구와 비교하였을 때 유의적으로 낮았다. 또한, 
sexed semen 처리구의 발달 단계 분포를 보았을 때, 확장 배
반포배 단계가 가장 낮은 개수를 나타냈으며, 상실배와 초기
배반포처럼 초기 발달 단계로 갈수록 회수된 수정란의 개수

가 증가하였다. Table 4는 2-cell에서 초기 배반포까지 수정란
의 발달 단계에서 죽거나 퇴화된 수정란의 비율을 조사한 결

과이다. 대조구에서는 2-cell, 4-cell, 8-cell, 상실배까지 발달
분포가 11.11%, 26.14%, 29.41%, 32.68%인데 반하여, sexed 
semen을 이용한 처리구에서는 각각 60.87%, 26.09%, 8.70%, 
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Table 3. The features of the embryonic developmental stage

Treatment 
group

No. of transferable embryos (n)
Uf (n) Deg (n)

Mo Ear BL BL Exp BL Hat BL

Control
1.68 ± 2.76

(13.33%)
1.48 ± 2.17

(11.79%)
2.21 ± 2.77

(17.56%)
2.76 ± 3.46a

(21.92%)
0.10 ± 0.43

(0.77%)
1.89 ± 4.58a

(15.00%)
2.47 ± 3.22

(19.62%)

Sexing 2.25 ± 3.45
(16.98%)

0.75 ± 0.89
(5.66%)

0.63 ± 0.92
(4.72%)

0.13 ± 0.35b

(0.94%) - 6.63 ± 6.82b

(50.00%)
2.88 ± 3.72

(21.72%)

* Mo; morula, Ear BL; early blastocyst, BL; blastocyst, Exp BL; expanded blastocyst, Hat BL; hatched blastocyst, Uf; un- 
fertilized, Deg; degeneration.

Values with different superscripts differ significantly (Mean ± SD, p<0.05).

Table 4. The features of developmental stage of degenerated embryo

Treatment group Total
Embryo cell stages

2 Cell 4 Cell 8 Cell Mo Ear BL

Control 153 0.27 ± 0.68a

(11.11%)
0.65 ± 1.07

(26.14%)
0.73 ± 1.01

(29.41%)
0.81 ± 1.17

(32.68%)
0.02 ± 0.13

(0.65%)

Sexing  23 1.75 ± 2.19b

(60.87%)
0.75 ± 1.49

(26.09%)
0.25 ± 0.46

(8.70%)
0.13 ± 0.35

(4.35%) -

* Mo; morula, Ear BL; early blastocyst.
Values with different superscripts differ significantly (Mean ± SD, p<0.05).

4.35%였다. 특히 2-cell에서 발달이 멈춘 수정란은 대조구의
11.11%에 비하여 유의적으로 높은 60.87%로 나타나, 대조구
에 비하여 초기에 발달 장애가 있음을 보여주고 있다. 이러한
결과는 sexed semen을 이용한 인공수정을 실시한 경우에 정자
의 낮은 운동성과 물리적 손상에 의해 체내에서 수정란의 발
달이 멈추거나 그 속도가 늦추어지는 것을 알 수 있다. 뿐만
아니라, 미수정란의 비율에 있어 KPN 대조구는 각각 15.00%
인데 반하여, sexed semen 처리구는 50.00%로 유의적인 차이
를 보였다. Kaimio 등(2013)의 보고에서도 퇴화 수정란이 22% 
미수정 난자가 33%로 우리 성적과 유사한 경향을 나타냈다. 
또한, 스트로당 200만 개의 적은 성 감별 정액을 이용한 경산
우에 있어서는 미수정 난자 비율이 39%, 53%, 70%로 매우 높
았고, 1,000만 개의 정자를 이용한 경우에는 이식 가능 수정란
수가 줄었으며, 퇴화란이 44.6%로 높아졌다고 보고하였다(Ha- 
yakawa 등, 2009). 어째든, 성 감별 정액은 약 70%의 일반 정
액의 이식 가능 수정란 생산 성적에 비하여 매우 낮다. 많은
연구자들의 보고에서와 정자의 성 분리가 수정란의 발달과

quality에 부정적인 영향을 미치고 있음을 시사하고 있어, 금
후 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.

결  론

일반적으로 성 감별 정액은 원하는 성의 송아지 생산을 위

하여 이용되며, 산업적 활용가치가 매우 높은 기술이다. 본 연
구는 한우의 과배란 처리 과정에서 성 분리된 정액 활용에 따

른 체내 수정란 생산 효율을 검토하고자 실시하였다. 가축유
전자원시험장에서 보유 중인 한우 암소 70두를 시험에 공시하
였고, 과배란 처리는 발정 주기에 관계없이 CIDR-Plus(Intrava- 
ginal Progesterone Releasing Device)를 질 내에 삽입하고, 4일
후부터 FSH(Antorin) 28AU(Amour unit)를 12시간 간격으로
절감 주사하고, FSH 주사 3일째 CIDR-Plus을 제거함과 동시
에 PGF2α(Lutalyse) 3.0 ml를 주사해 과배란을 유기하였다. 인
공수정은 발정 확인 후 12시간 간격으로 3회 KPN 정액(2,000
만/스트로)과 성 판별 정액(400만/스트로)으로 실시하였다. 1차
인공수정 전 GnRH(Fertagyl) 1.0 ml를 주사하고, 수정란 회수
는 1차 인공 수정 후 8일째에 3-Way Catheter를 이용해 실시
하였으며, 이식가능 수정란 판정은 IETS의 기준을 따랐다. 과
배란 반응률은 일반 정액(KPN 정액) 대조구에서 87%, 처리구
(성 감별 정액)에서 100%로 나타났으며, 체내 수정란 회수 결
과는 일반 정액 처리구에서 총 회수란 수 12.58 ± 8.31개, 이
식 가능 수정란 수 8.23 ± 6.07개로 나타나, 이식 가능 수정란
회수율은 65.38%로 나타났으나, 성 감별 정액 처리구에서는
13.25 ± 7.86개, 이식가능수정란수는 3.75 ± 1.98개로, 이식가
능 수정란 회수율이 28.30%로 매우 낮았다. 미수정 난자의 비
율은 성 감별 정액이 50%로 일반 정액의 15%에 비하여 유의
적으로 매우 높았다(p<0.05). 퇴화 수정란 중 2-cell의 비율이
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60.87%로 일반 정액의 11.11%에 비하여 유의적으로 높았다
(p<0.05). 이들 결과는 ​​한우에 있어 성 감별 정액을 이용한 과
배란 처리의 이용 가능성을 보여줬다. 그러나 일반 정액에 비
하여 낮은 체내 수정란 생산 효율이 문제로서, 이를 개선하기
위하여 Flowcytometer를 이용한 정액의 성감별, 총 정자 수, 
수정 시간 등의 보다 면밀한 검토가 필요할 것으로 사료된다.
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