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백한우의 성판별 정액을 이용한 수태율 추정에 관한 연구
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ABSTRACT

The purpose of this study is to produce wanted sex progeny of genetically confined White Hanwoo (albinism) with 
preselected sex sperm. One bull of White Hanwoo was chosen for semen donor and X sperm was sorted by MoFlo 
XDP cell sorter. To compare the pregnancy and birth rates, KPN straw was used as control, total number of unsorted 
sperm was 20×106/straw. Sexed X frozen semen with 2×106 cells or 4×106 cells per straw were in seminated twice 
on Hanwoo heifers. The abnormality of the sexed X semen was 24.9 ± 7.31% and distal reflex abnormality of mid 
piece was significantly (p<0.05) higher (11.7%) compared with that of KPN 768 (5.6%). There were no differences 
on the pregnancy and birth rates between 2×106 cells or 4×106 cells of X-sperm but KPN semen showed significant 
differences (p<0.05). The pregnancy rates of KPN 768, 2×106 cells and 4×106 cells X-sperm of White Hanwoo cattle 
were 85.0%, 26.3% and 50%. The birth rates were 80.0%, 15.8% and 21.4%, respectively. The female offspring rates 
of KPN 768, 2×106 cells and 4×106 cells X-sperm of White Hanwoo cattle were 43.8%, 100% and 100% (p<0.05). 
These results indicated that sex sorted White Hanwoo could be used for the production of wanted progeny with 2×106 

cells/straw for AI. To increase the efficiency of calf production, the sperm number of sex sorted semen will be 
optimized for sex selection of White Hanwoo progeny.
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서  론

포유류에서 원하는 성을 가진 개체를 후대의 유전자원으로

생산하는 방법은 가장 효율적이고 계획적이면서 실질적인 방

법으로 수행되어야 한다. 여기에는 2가지 방법이 존재하는데, 
첫째, 발생 중인 배아의 성을 착상 전에 판별하는 방법과 둘
째, 수정이 이루이지기 전 성을 결정하는 정자를 분리하여 이
용하는 방법이다. 성판별 연구 방법은 기술적 차이에 따라 손
상적인 방법과 비손상적인 방법으로 나누어 설명할 수 있는

데, 손상적인 방법은 주로 착상 전 배아에서 세포 생검을 실
시하고, 그 유전자를 추출하여 성 특이적 유전자가 존재하는
가를 알아내는 기법이다. 예를 들면, 가장 널리 알려진 PCR 
기법과 세포 내 핵의 DNA에 탐침자를 결합시키는 형광탐침
기법(FISH, fluoresence in situ hybridization) 그리고 수정란의

일부 영양막세포(trophoectoderm)을 떼어 내어 등온증폭반응
(LAMP, loopmediated isothermal amplification)을 실시하는

방법 등으로 살펴볼 수 있다. 이러한 방법은 세포 생검이 반
드시 필요하게 되고, 발생학적으로 가장 민감한 시기인 착상
전 배아에게 물리적 손상을 주어 발생하는 과정에 손상을 줄

수 있어 일반적인 수정란을 이식하는 것에 비하여 수태율과

출산율이 낮은 것으로 보고되었다(Shea, 1999; Li 등, 2007). 반
면, 수정란에 손상을 주지 않고 원하는 성을 가진 개체를 확보
하는 방법은 수정란의 성을 결정하는 정자를 미리 선별하거

나 선택하는 방법인데, 정자에서 성에 따라 발현도가 차이가
나는 단백질을 탐색하여 면역학적 차이에 의하여 구별하는

방법(HY 항원 검출법, histocompatibility Y antigen detection)
과 X 염색체가 Y 염색체보다 양적으로 더 많은 유전자를 가
지고 있는 점에 착안하여 정자 DNA 함량을 형광시약으로 분
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석하여 정자를 직접 분리하는 기법으로 설명할 수 있다. 비손
상적 방법으로 조직적합성 Y 항원을 검출하는 방법은 1980년
대 초부터 연구되었으나, 성비 조절에 대한 기능성 단백질 구
조에 대한 해석과 논의가 다양하며, 원하는 성을 가진 후대생
산율이 70∼85% 정도로 상대적으로 낮은 편이다. 그러나 유
세포 분리기(FACS, fluorescence activated cell sorter)를 활용
한 DNA 정량기법은 지금까지 알려진 성 조절 후대생산율이
높아 그 성공률이 90% 이상으로 보고되고 있다. FACS로 정
자를 분리하는 방법은 인공수정(AI, artificial insemination), 
체외수정란 생산(IVFP, in vitro fertilized embryo production), 
세포질 내 정자주입법(ICSI, intracytoplasmic sperm injection)
과 과배란 처리에 의한 수정란이식(ET, embryo transfer) 등에
활용될 수 있어, 산업화에 성공한 기술로 평가 받고 있다. 이
기술의 장점은 고순도의 성분리 정자를 얻을 수 있어 원하는

성을 가진 후대생산성공률이 높으며, 품종에 상관없이 다양한
품종의 포유류 정자의 성을 탐지하고 분리할 수 있는 장점이

있다. 그러나 원정액에 대한 동결 정액의 생산 효율이 떨어지
며, 비 분리 정자로 소실되어져 버려지는 정자의 비율도 품종
간에 따라 서로 차이가 많이 나는 단점이 있으며, 낮은 정자
농도에 의하여 체외수정 시에도 발생율이 낮고, 처녀우를 대
상으로 주로 인공수정을 실시해야하는 단점이 보고되어 있다. 
최근 이러한 유세포 분리 방법을 개선하여 단점이 극복된 기

술이 소개되었는데, 이 기술은 수직으로 낙하하는 미세줄기에
레이저를 조사하고 정자가 함유된 미세소적을 분리하는 기술

이 아니라, 수평으로 이동하는 미세 물줄기에서 정자를 분석
하고 강한 에너지를 가진 레이저를 조사하여 원하지 않는 정

자를 불활성화시키는 기술로 대처하였다. Microbix Biosystem 
Inc.에서 개발된 이 기술은 현재 산업화 연구를 진행하고 있
으며, 물리적으로 세포를 직접 분리를 하지 않는 장점이 있어
정자의 성 분리의 속도가 빠르고, 처리할 수 있는 원 정액의
양이 상대적으로 많은 것이 기술의 주요점이다. 기술적으로
정자 DNA를 정량하는 방법도 기존의 방법과 상이한데, 정자
두부를 측면에서 형광을 쬐어 정량하는 대신 두부의 정면에

서 형광도를 측정하여 이론적으로 판별의 성공률이 높으며

시간 당 생산하는 성판별 정자의 양이 많은 것으로 추정되었

다. 이 기술은 LumiSortTM라는 이름으로 특허권이 최근 확보

되었으며, 미경산우뿐만 아니라 경산우에서도 인공수정을 적
용할 수 있는 기술로 각광을 받고 있다. 국내에서는 ㈜한국섹
싱바이오텍(S사)에서 전자의 유세포 분리기술을 활용한 정액
을 생산하고 있으며, 주로 젖소와 한우의 송아지 생산에 이용
되고 있다. 소에 있어서 성판별 정액의 연구는 인공수정(Seidel
와 Schenk, 2002)에서부터, 체외수정연구(Cran 등, 1994; Lu 
등, 1999; Merton 1997), 난자생검법(OPU, ovum pick-up)을
통한 체외수정란 생산연구(Cebrian-Serrano 등, 2013)에 사용

되어져 왔고, 토끼(Johnson 등, 1989), 돼지(Rath, 2003), 양(Catt 
등, 1996), 개(Oi 등, 2013)과 심지어 돌고래 (O'Brien와 Robeck, 
2006)와 같은 야생동물에 대한 정액 성판별 연구가 널리 진행
되어 왔다. 그러나 국내에서는 후보씨 수소와 같은 종축으로
암컷의 능력을 검정하는 후대검증용 암컷 생산을 위한 성 조

절 연구가 일부 진행 중에 있으며, 유전자원 확보를 위한 희
소한우 정자의 성판별 연구에 대한 체계적인 보고가 아직 없

으며, 앞으로 많은 연구가 필요하다고 판단된다.
백한우는 우리나라 전통 한우로 모색이 황색으로 고정된 황

우 집단에서 피부와 털의 착색도를 결정하는 유전자인 TYR 
유전자의 돌연변이의 출현으로 발생하는 무색조증을 가진 변

이체이다. 이러한 변이를 가진 유전적 돌연변이체는 다양한
야생동물에서 가축과 인간에게 나타나며, 희소 개체로 간주되
어 모색의 특이성 연구에 소중한 재료가 될 수 있으며, 희소
개체로 증식하여 육종 소재로 개발될 가치가 있는 계통으로

판단된다. 본 연구에서는 가축유전자원시험장이 발굴하고 보
존하고 있는 백한우에서 효율적인 후대생산을 위하여 실험을

실시하였다. 백한우 수소의 정액을 채취하고, S사의 성분리 기
술로 생산된 성판별 동결정액을 인공수정에 활용하였다. 원정
액과 성판별된 동결정액의 특성을 비교하여 정자의 활력도와

기형율을 비교하였으며, 인공수정을 통한 후대 생산의 효율성
을 검토하였다.

재료 및 방법

1. 공시축

국립축산과학원 가축유전자원센터에서 유전자원으로 보존

하고 있는 백한우 종축에서 정기적으로 채정이 가능한 백한우 
W004 1두의 정액을 본 실험에 사용하였다.

2. 정액채취와 희석

정액채취는 인공질법으로 정액을 채취하였다. 채취된 정액
은 32∼34℃ 보온병에 담아 10분 이내로 실험실로 운반하였다. 
운반된 정액은 동결 전 기형율을 관찰하기 위하여 글리세롤

과 난황이 포함되어 있지 않은 Tris-Citrate-diluent로 1:4로 희
석하였다. 희석된 정액을 약 4∼6 µl 용량을 가온된 슬라이드
글라스 끝부분에 점적하고, 다른 슬라이드를 경사면에 접촉시
켜 도말을 실시하였다. 희석되지 않은 원 정액을 S사에서 제공
하는 성 분리용 전용 희석액 10배 농축액과 1:9의 비율로 희석
하여 16∼17℃ 보온병에 흔들림 없이 보관하였고 4시간 이내
에 성 분리 전용 FACS가 있는 S사의 실험실로 이송하였다.

3. 성판별 정액의 제조

백한우 원정액은 S사가 보유한 MoFlo XDP cell sorter로 분
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Table 1. Semen characteristics of White Hanwoo W004

Bull No. n Volume (ml) Concentration (×106/ml) Viablity (%) Activity Abnormality (%)

W004

1 6.5 290 95 ++++ 28

2 4.3 331 93 +++ 30

3 5.7 150 97 ++++ 25

4 8.0 302 92 +++ 23

5 5.4 205 85 ++++ 17

Mean 6.0±1.38 255.6±75.39 92.4±4.56 24.6±5.03

리를실시하였으며, 본실험에공시된정자는스트로당 2 × 106

개와 4 × 106개의 동결 정액 스트로를 제조하였다. 성 분리 방
법은 Garner(2006)의 방법을 응용하였으며, Johnson의 특허

(1991)에 기술된 방법에 의거 성분리를 실시하였다.

4. 정자의 형태학적 검사

신선정자와 성분리된 동결정자는 Diff Quik 염색 시약(Dade 
Behring Inc. USA)을 활용하여 염색하였다. 도말된 슬라이드
는 37℃로 가온된 슬라이드 건조대에서 공기 중에 노출시켜
건조시켰으며, 완전히 건조 후, Diff Quik 고정제에 10∼20초
노출시키고, Eosin 염색 용액과 Thiazin 염색 용액에 연속적으
로 동일한 시간으로 노출시켜 염색한 후 증류수에 5초 동안
노출하여 과도한 염색을 제거하였다. 염색된 시료는 상온에
보관하였으며, ×100 오일 렌즈를 이용하여 형태적 이상을 가
진 정자와 정상적인 형태를 가진 정자를 한 시료 당 전체 정

자가 200개 이상이 되도록 최소 4군데 이상에서 관찰하였다. 
균일한 결과가 얻을 수 있도록 훈련된 2∼3명의 연구자가 동
일한 시료를 관찰하고 비교하였으며 균일하고 반복성 있는

실험을 유지하였다. 백한우의 정자는 Barth와 Oko(1989)의 방
법에 의하여 비정상성이 분류되었다.

5. 발정동기화, 인공수정 및 임신감정

시험축으로 처녀우를 준비하고 발정 동기화를 위하여 pro- 
gesterone을 분비하는 CIDER-plus(Inter-Ag, New Zealand)를
질 내에 삽입하였다. 처리 후 7일째 PGF2α (LutalyseTM, Phar- 
maciaCo., Belgium)를 오전 25 mg 근육주사하고, CIDER를 제
거하였다. 2일후 발정을 관찰하였으며, GnRH(FertagylTM, In- 
tervet, Holland) 100 µg을 근육주사한 후, 오후에 1차 인공수
정을 실시하고, 그 다음날 오전에 2차 인공수정을 실시하였
다. 임신판정은 마지막 인공수정 후 120일째에 초음파검진과
직장검사법을 병행하여 실시하였다.

6. 통계처리

통계분석은 엑셀을 활용하여 χ2 검증(Fisher’s exact test)을
실시하였다.

결  과

1. 백한우 개체의 원 정액 성상과 기형율

가축유전자원센터에서 보유하고 있는 백우 종축에서 성분리

용으로선정된개체의원정액의기본 자료를 조사하였다. Table 
1에서는 백한우 W004 개체의 원정액의 사출량, 농도, 운동성, 
활력도 및 기형율을 조사하였다. 백한우 W004의 평균 사출정
액량은 6.0 ± 1.38 ml로 관찰되었고, 평균 농도는 255 ± 75.39 
× 106/ml로 비교적 농후한 정액을 생산하였다. 사출 정액의 생
존성은 92.4 ± 4.56%로 관찰되었으며, Diff Quik 염색 후 정
자를 관찰하였을 때, 24.6 ± 5.03%의 기형율로 조사되었다. 
Fig. 1에서는 백한우의 정상적 정자 형태(Fig. 1a)와 기형 형태
를가진 정자의 일부(Fig. 1b)를 관찰할 수 있다. 백한우 정자의 
형태학적 기형 분류를 현미경으로 검사하여 나타내면 Table 2
와 같다. 정상적인 정자는 75.1 ± 1.14%로 관찰되었으며, 기형

Fig. 1. The sperm morphology of White Hanwoo cattle (W004) by 
Diff-Quik staining. The spermatozoa of albino Korean native 
cattle showed higher abnormality with a standard bright 
filed microscope, which include normal (a) and abnormal 
(b) sperm. Measuring bar is 20 µm.
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Table 2. Sperm abnormalities of White Hanwoo W004 semen 

Normal
(%)

Abnormal
(%)

Head defects (%) Midpiece defects (%) Tail defects (%)

Dh Dss Nv Ad Ect DMR B Dp ect Bt Co

75.1±1.14 24.9±7.31 1.5 1.8 0 0.7 0 11.7 1.6 4.3 0.5 0.2 2.7

The spermatozoa of Albino Korean native cattle showed various sperm abnormality (Dh: detached head, Dss: head-size defects, 
Nv: nuclear vacuoles, Ad: acrosome defect, DMR: distal midpiece reflex, B: bowed midpiece, Dp: proximal or distal droplet, Bt: 
bent tail, Co: coiled tail).

정자의 비율은 24.9 ± 7.31%로서 비교적 높은 기형율을 가졌
으며, 이는 개체의 특징으로 판단되었다(Barth와 Oko, 1989). 
백한우 정자의 두부기형 (head defects)은 4.0%로 두부 탈락
(Dh) 1.5%, 두부크기 이상(Dss) 1.8%, 첨체이상(Ad) 0.7%로 관
찰되었고, 중편부 기형(midpiece defects)은 18.1%로 중편부 반
전(DMR) 11.7%, 휘어진 중편부(B) 1.6%, 세포소적(Dp) 4.3% 
및 기타(중편부 짤림, 꺾임 및 미토콘드리아 불균일) 0.5%로
관찰되었으며, 미부의 기형(tail defects)은 2.6%로 관찰되었고, 
꼬리부 꺾임(Bt) 0.2%와 꼬리 말림(Co) 2.7%로 관찰되었다.

2. 백한우 X 정자의 생존성, 정자농도 및 성분리 효율도

성분리된 백한우 X 정액은 0.25 ml 스트로에 2 × 106개 정

자수를, 0.5 ml 스트로에 4 × 106개의 정자수가 되도록 조절되

었고, 동일한 배치의 원정액으로 제조된 성분리 정자를 이용하
여 인공수정에 이용하였다. 성분리 정자의 총 용량은 희석 후 
정액동결 테스트에서 생존율을 검사하였으며, 스트로에 담는
희석 정액의 용량을 조정하여 최종 스트로 당 전체 정자수를

계산하였다(Table 3). 성 분리된 정자의 효율은 MoFlo XDP 
cell sorter로 성분리된 정자를 다시 검사하였을 때, 92.3%의
성비로 관찰되었다.

3. 백우 성판별 정액의 인공수정 후 수태율과 출산율

성 판별된 X 동결 정액을 일반 한우에 인공수정을 실시하였
을 때 Table 4에서 임신율, 출산율, 송아지의 암컷 출현율을 조
사하였다. 대조군으로 일반 보증씨수소(KPN 768) 정액을 활용
하였을 때, 태아 120일령 시 임신율은 85.0%로 관찰된 반면, 2

Table 3. The properties of X-sperm sorted from White Hanwoo 
W004 semen

Type of
straw

Estimated No.
of total sperm Viability (%) Sperm con. 

(×106/ml)

0.25 2×106 85.3 ± 4.96 a 4.3 a

0.5 4×106 82.1 ± 8.72 a 8.75 b

All values are statistically significant (p<0.01).

Table 4. The results of artificial insemination of X sperm sorted 
from White Hanwoo W004 semen

Treatment n Pregnancy at 
120 days (%)

Birth
(%)

Female
(%)

Control
(KPN 768) 20 17 (85.0)a 16 (80.0)a 7 (43.8)a

2×106 X-sperm 19  5 (26.3)b  3 (15.8)b 3 (100)b

4×106 X-sperm 14  7 (50.0)b  3 (21.4)b 3 (100)b

a,b Means with different superscripts were significantly diffe- 
rent (p<0.05).

× 106개의 백한우 X-정자를 이용한 실험군에서는 25.3%, 4 × 
106개의 백한우 X-정자를 이용한 실험군에서는 50.0%의 임신
율을 관찰하였다. 출산율은 일반 한우에서는 80.0%, 2 × 106

개 정자 처리 인공수정군은 15.8%, 4 × 106개 정자처리 인공수

정군은 21.4%로 관찰되었으며, 백한우 정자 수에 따른 통계적 
유의적 차이는 없는 것으로 관찰되었다(p<0.05).

고  찰

성 판별된 정자를 활용하는 것은 원하는 성을 가진 유전자

원을 생산할 수 있어 유전자원의 복원과 활용을 극대화 할 수

있는 방법으로 추정되며, 유전자원의 보존에 필요한 기술로
알려져 있다. 본 연구에서는 가축유전자원센터가 보유 중인 백
한우 종축으로 정액을 성 분리하고, 원하는 후대를 생산할 수
있는 능력을 검증하고자 연구를 진행하였다. 백한우는 돌연변
이에 의하여 생산된 개체로, 현재 채정 가능한 수컷 개체 확
보를 위한 증식이 진행 중이며, 본 연구에 이용된 개체는 1두
로 제한되었다. 백한우 정액의 성상은 비교적 농후한 정액을
생산하였으나, 정자의 기형율은 채정이 반복됨에 따라 변이가
17∼30%로 관찰되었으며(Table 1), 염색에 의한 판정에 따르
면 평균 24.9%로 높게 나타났다. 이러한 기형정자는 원심분리
를 통하여 제거되지 않으며, 본 실험에서도 성분리 이후에 균
일하게 나타나는 것으로 관찰되었다(unreported data). 백한우
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정자 기형에서 중편부의 반전현상(DMR, distal midpiece reflex)
은 11.7%로 높게 나타났으며, 이는 대조군으로 사용한 정액
인 KPN 768의 DMR인 5.6%에 비하여 유의적으로 높은 수준
으로 관찰되었다(unreported data). 소 정자의 DMR은 정소의
온도조절 능력이 방해를 받았거나, 낮은 웅성 호르몬 수준에
의하여 발생할 수 있고, 이는 유전적 요인에 의하여 발생할 수
있을 가능성이 높은 현상으로 보고(Barth와 Oko, 1986)되었기
에 추후 연구를 통하여 더 많은 개체와 시료를 관찰해야 할

것으로 판단된다. 백한우의 성 판별된 X-정자를 활용한 후대
생산에서 암컷 송아지의 출현율은 100%로 관찰되었으며

(Table 4), 인공수정에 이용된 정자의 농도가 높아질수록 임신
율과 출산율은 증가되는 경향을 보였으나, 통계적 유의차는
관찰할 수 없었다. 이러한 결과는 기존의 연구와 비슷한 결과
임을 알 수 있는데, Seidel 등(1999)의 연구에 따르면 1 × 106

개의 성판별 정자를 엥거스 처녀우에 인공수정하였을 때 51%
의 임신율을 얻었으며, 이 수치는 오히려 5 × 106개 성판별 정

자를 활용한 수치인 30%보다 더 높은 것으로 보고하였다. 또
한 홀스타인 젖소의 처녀우에 대한 정자수 활용에 대한 연구

결과도 1 × 106개의 성판별 정자와 3 × 106개의 성판별 정자

의 임신율은 67%와 50%로 낮은 정자수의 임신율이 높게 관
찰되었으며, 통계적 유의적 차이는 없다고 보고하였다. 그러
나 본 연구에서는 백우 성판별 정액을 활용한 송아지 출산율

은 각각 15.8%와 21.4%로 성적 자체가 낮은 것으로 관찰되었
으며, 기존의 방법으로 성판별 동결정액을 활용하였을 때, 출
산율이 40% 내외로 간주할 때 직접 비교는 불가능하나, 타 연
구자와 큰 차이가 있음을 알 수 있었다. 이에 대한 원인은 종
축 개체에 의한 차이가 더욱 클 것으로 추정되지만 보다 정확

한 판정을 위하여 더 많은 백한우 수컷의 성분리 정자가 검증

되어야 함을 알 수 있다. 특히 본 연구에 이용된 백한우 수컷
정자의 기형율은 변이가 상당하며, 성판별 처리를 거친 정자
에서도 동일한 기형율이 지속적으로 나타나는 것으로 보아, 
성판별 정자의 효율성을 떨어트리는 요인으로 추정할 수 있

다. 본 연구에서는 백한우의 X-동결 정액을 활용한 인공수정
으로 건강한 6두의 후대 암 송아지를 얻을 수 있었으며, 모두
원하는 성을 가진 것으로 관찰되었다.

적  요

본 연구는 백한우 개체 1두에서 성판별된 정자를 제조하고
원하는 성을 가진 후대를 생산하고자 인공수정을 실시하였다. 
채정이 가능한 백한우 종모우 1두를 선발하고, 정자 성 분리
전용 유세포 분리기인 MoFlo XDP기기로 성분리 동결정액을
생산하였다. 성분리 X 정자의 농도에 따른 임신율과 출산율
을 비교하기 위하여 대조군으로서 KPN 768정액을 이용하였

으며 그 총 정자수는 20 × 106로 추정되었다. 실험군으로서 성
판별된 백한우 X 정자를 이용하였으며, 정자수 2 × 106/straw와
4 × 106/straw를 처녀우 한우에 2회 인공수정하였다. 백한우의
정액 기형도는 24.9 ± 7.31%로 관찰되었으며, 중편부 반전 정
자기형이 약간 높은 정자로 검사되었다(11.7%). 성판별된 백
한우 X-정자수가 2 × 106/straw와 4 × 106/straw를 인공 수정할
때 실험군에서 임신율의 차이는 없었으며, 보증씨수소 정자를
이용한 대조군의 경우, 임신율이 유의적으로 높게 나타났다(p< 
0.05). 대조군 KPN 768와 실험군 2 × 106/straw 정자와 4 × 106/ 
straw 정자 처리군에서 임신율은 각각 85.0%, 26.3% 및 50 %
로 관찰되었다. 산자 생산율은 각각 80.0%, 15.8% 및 21.4% 
로 관찰되었고, 암컷 출현율은 각각 43.8%, 100% 및 100%로
조사되었다. 이러한 결과는 백한우 성 판별된 정자로 원하는 
성을 가진 후대 생산이 가능함을 보여주고 있으며, 성 판별된
정자를 활용하여 원하는 성을 가진 백한우 후대를 생산하는

데 최적화된 정자수의 대한 기본 자료를 제공할 수 있을 것으

로 기대된다. 
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