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강원 동지방 암소 인공수정에 이용된 한우보증씨수소 정액의

인공수정 실패율 분석 동결정액성상 분석
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ABSTRACT

This study was carried out to investigate artificial insemination (AI) failure status and frozen semen characteristics 
in Korean proven bulls‘ number (KPN) semen used for AI of Hanwoo cows in Gangwon East region (Gangneung, 
Donghae, Taebaek, Samcheok, Sokcho, Yangyang, Goseong). Among semen used for AI, AI failure rate showed lowest 
at KPN506 (27.6%), whereas highest at KPN593 (77.2%). Correlations of AI failure in between Korean proven bulls 
semen and cows was 0.2941, which means that AI failure rate of Korean proven bulls semen may have respectable 
effect on reproduction of Hanwoo cow. In addition, present study was conducted to investigate spermatozoal viability 
rate, ruptured acrosome rate and active mitochondria in frozen Korean proven bulls semen with flow cytometry. The 
semen of KPN593 showed significantly (p<0.05) higher viability rate in KPN593 (30.49%) than that in KPN637 (37.34%). 
Furthermore, percentage of ruptured acrosome was lower in KPN637 as 21.37% than in KPN637 (21.37%), but it was 
not statistically significant. In conclusion, these results indicate that choice of Korean proven bulls semen may correlate 
positively with conception rate in Hanwoo cow. Therefore, KPN with high AI failure rate might be avoid to increase 
conception rate and characteristics of frozen semen might be evaluated before its use for AI.

(Key words : Artificial insemination, KPN semen, Hanwoo cows, Flow-cytometry)

서 론        

한우는 한 도에  가  경  가  민 경
 에  그 사 가  뀌  가  
득  결 짓는 주  사업  리 게 었다. 하지만 
근 내 후사료  사료 가격  상승  하여 

한우 사 가에 는 사료값 상  가  어 움  가
는 가운  다  한편 는 한․미 FTA 채결 후 

내  비량  약 50% 상  차지하는 값싼 수  
가가 상 어 한우  개량 향  질  고 , 차별
 한 근내지 도(marbling)에 우 게 었고 근내

지 도   능   한우 보 씨수 (KPN, Ko-
rean proven bulls number)  하여 능  평가 결
과  함께  가에게 매 고 다. 산 진  미

 경우, 씨수  식능  지  하  
해 동 지역   첫 수 후 70  비  재귀 

 사하여 평가하는 씨수  상   수태
(Estimated relative conception rate, ERCR)과 지역 
규   상  씨수  능  평가하는 Western 
Bull Fertility Analysis  통해 씨수  능  공함

 수태  향상  하고 지만(Weigel, 2006), 내  
경우 한우 가에 공 는 씨수  료는 능 , 특
징, 그리고 근 내역 등  한 어  뿐, 에 
직결 는 한  씨수  수  능 에 한 보
는  공 고 지 않 , 러한 씨수 , 경 능
주  개량  한우산업에 어  낮  식  하게 
었다. 

에 어 수태  많  가 복 하게 연 어 
,  수태  결 짓는 는 암 , 수  
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식능 , 경, 그리고 공수  술  4가지  한다
(  등, 2010b). 암  식 애  원 에는 생식  해
학  상, 몬 비 상, 사양 리  량, 연  

등 다양한 에 해 향  게 , 공수 과 
해 는   악, 공수  시  , 액 취  
그리고 공수 사  술 등  포함한다. 수  식능
에 해  암  수태 에 미 는 향  지만(Mu-

rray 등, 1983; Nadarajah 등, 1988; Stälhammer 등, 1994), 
수   수  능  변 는 에 해 달 지므  
보다 악 는 것  막  하여 드시 지  
어야 한다(Thaller, 1997). 또한,  한우는 공수
에 해 아지  생산함  씨수  수  능 에 
  엄청난 비    실  할 수 

, 수태  향상  해 는 씨수  경 질  
뿐만 아니  수  능 에 한 도 루어 야 한다

(Clay 등, 2004).    
가  액  동결보 에 한 연 는 지  루

어  나, 동결 액  신  액과 같  수  같  
해 는 개 해야 할  아직 많  남아 다(Thun-

dathil 등, 1999). 동결 액  신 액에 비하여 생 과 
수  어지고(Hammerstedt 등, 1990; Medeiros 등, 
2002), 동결 과  에 생 는 도 격 나 막 상 등  
다양한 스트 스  에 공하게 다(Curry, 2000). 하
지만  공수  달하  동결 액   
각 어 , 거   아지가 공수  통하
여 생산 고 어, 동결 액  질  한우 수태  가에 
상당한 향  미  것  사료 어진다. 하지만 내  
연 는 한우 씨수  상  수 능 에 한 연 (  
등, 2010b), 한우 씨수  고  액 상, 식과  
계(  등, 2010a;  등, 2010)에 한 연 가  뿐, 한

우 가에 사  KPN 동결 액  상 평가나 KPN  
공수  실 에 미 는 향에 한 연 는 미미한 상태
다.  본 연 에 는 강원 동지  한우 1,655  

암  공수 에  KPN 보  통하여 강원 
동지 에 사  KPN  공수  실 과 KPN  동

결 액 상  실시하여 한우 가에  상 씨수
 하는  어 참고 료  할 수 도  하

 해 실시하 다.

재료 방법

분 상집단

본 연 에 공시  재료는 1991  2010 지 강원
동지  7개 지역(강 , 고 , , 양양, 삼척, 동해, 태
)  93 가에 사  식암  1,655  공수 에 

사  KPN 액  상  사하 다. 

데이터 수집

본 실험  2007  2010  11월 지  보  수집
하 , 앙  산 보 지에  암  개체

 통해 사  보  통하여 KPN 액  공
수   하 다. 

동결 액 융해  상검사

Fig. 1. Flow cytometry dot plot of Korean proven bulls semen 
analyzed for both SYBR-14 and propidium iodide (PI) fluorescence. 
PI- SYBR- quadrant contains debris; PI- SYBR+ quadrant contains 
live spermatozoa; PI+ SYBR+ quadrant contains dying spermatozoa; 
and PI+ SYBR- quadrant contains dead spermatozoa.

본 실험에 사  액  KPN593, 637  상  
 0.5 ml straw  동결 액  하 다. 동결 액  

해는 37℃  가  water bath에  45  동안 실시하 다. 
해 후 37℃  가  Beltsville thawing solution(BTS) 1 

ml  액  하여 수  한 후 각 항 에 한 
실험  진행하 다.

생존율 평가(Viability Rate)

 생  평가는 SYBR-14  Propidium iodide(PI) 
시약  하여 평가하 다(Live/Dead sperm vi-

ability Kit, InvitrogenTM, USA). 100 μl  샘플에 HE-
PES(Sigma, USA) + 0.1% BSA 1 ml  첨가하여 비하
고, 5 μl  SYBR-14 working solution(2 μl SYBR-14    
+ 198 μl DMSO)  첨가하여 37℃에  10 간 양하
다. 후에 5 μl  PI  PBS 500 μl  첨가하여 37℃에  10
간 양하 고, 포 (flow cytometry)  

해 하 다. 생  검사는 포막 과  차  
하 , SYBR-14는 live sperm에  포막  과해 핵
 색   염색 고, 죽거나 포막에 상  생  
포  경우 PI가 핵내에 하여 색  게 

다(Fig. 1). 

첨체  검사(Ruptured Acrosome Rate)

 첨체  평가는 Fluorescein isothiocyanate- 
labeled peanut-agglutinin(FITC-PNA)  PI  염색  

하여 평가하 다. HEPES(Sigma, USA) + 0.1% BSA 1 
ml에 100 μl  액    FITC-PNA 1 μl  고 37 
℃  incubater상에  10 간 양 후 PI  첨가하여  
동  건 하에 양하 다. 염색 후 원심 리(1,500 rpm 
5 )하여 상 액  거한  PBS 500 μl  주하 고, 

포 (flow cytometry)  해 하 다. 첨
체  상  첨체막  상 지 않  과  상
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Fig. 2. Flow cytometry dot plot of Korean proven bulls semen 
analyzed for both FITC-PNA (PNA) and propidium iodide (PI) 
fluorescence. PI- PNA- quadrant contains live cells with intact 
acrosome; PI- PNA+ quadrant contains live cells with damaged 
acrosome; PI+ PNA+ quadrant contains dead cells with damaged 
acrosome; and PI+ PNA- quadrant contains dead cells with intact 
acrosome.

Fig. 3. Flow cytometry dot plot of Korean proven bulls semen 
analyzed for both Rhodamin123 (Rho123) and propidium iodide 
(PI) fluorescence. PI- Rho123- quadrant contains live spermatozoa 
with inactive mitochondria; PI- Rho123+ quadrant contains live 
spermatozoa with active mitochondria; PI+ Rho123+ and Rho123- 
quadrant contains dead spermatozoa.

 어난  그리고  첨체 상  어난  
에   과  강도에  값  
어 평가하 다(Fig. 2). 

미토콘드리아 기능율 검사 (Active Mitochondria Rate)

 미 콘드리아 능  검사는 Rhodamin 123 (Rho-
123)과 PI  염색  하여 평가하 다. HEPES 
(Sigma, USA) + 0.1% BSA 1 ml에 100 μl  액   
 Rhodamin 123(Sigma, USA) + 1.5 ng  고 37℃  

incubater상에  10 간 양하 다. 10  후 PI  첨가하
여  동  건 하에 양 후 원심 리(1,500 rpm 5 )
하고, 상 액  거한  PBS 500 μl  주하여 포 

(flow cytometry)  통하여 하 다. 평가  
Rhodamin 123에 해 미 콘드리아가 activate  과 
inactivate   에   값  하 다
(Fig. 3).

통계분

 통해 얻어진 는 각 항 별  평균  
시하 , 들   검  SAS 9.2 Package 
(SAS Institute, Inc. Cary, NC, USA)  PROC GLM (ge-
neral linear model)  실시한 후, Duncan’s 다 검 (DM-
RT)에 하여 처리 간  검 하여, (p<0.05)
 검 하 다.

결과 고찰

 사 하는 에  수태   경 에 
어 매우 하게 어 다(  등, 2010b). 특  한우
 경우 거  든 아지는 공수 에 해 생산 고 

어 공수 에 사 는 KPN 액  수  능  평가  동
결 액  상평가에 한 연 는 한우  식  향상  
해 드시 루어 야 한다. 하지만 암  수  능 에 
한 연  수  고 에  수  능 에 한 연
는 루어진  지만(  등 2010a, 2010b;  등, 2010) 
공수 에 사 는 한우보 씨수 (KPN, Korean pro-

ven bulls number) 액  수  능  평가  동결 액  
상평가는 거  루어지지 않고 다. 본 연 에 는 강

원 동지  7개 지역(강 , 고 , , 양양, 삼척, 동해, 태
)  93개 가에  사   1,655  암 에 사  

KPN 액  공수   통해 본 연  실시하
,   암 공수 에 사  KPN 액 상  10  

Table 1에 시하 다. 상 10  평균 공수  실
 43.4%  나타났 , 강원 동지  암  공수 에 

많  사  KPN588과 KPN517  공수  실  각
각 37.0%, 37.7%  평균 실  43.4%보다 낮  실
 나타냈다.  등(2011)  에 하  KPN517  경

우, 거 우  1등 상 비  100%  나타나, 
식능 뿐만 아니  능  에 도 우수한 씨수  
단 어 지지만 많  사 수  보아 지역 내 근 도  고
하여 사 해야 할 것  사료 다. 또한, 166  후보

씨수  상  사한 결과(  등, 2010b), 평균 공
수  실  52.94%  나타났 , 보 씨수  KPN
 공수  실  한 본 연  결과보다 약 9% 
도  결과  나타내었고,  KPN634 씨수 가 151
 암  하여 가  많  사 수  보 고 47.0%

 공수  실  나타냈 , KPN598 씨수 가 143
, KPN593 씨수 가 142 순  많  암  하

고, 각각 57.3%  77.2%  공수  실  보 다. 
KPN간  공수  실  비 하  해 본 연 에 는 
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공시  1,655  한우암  공수 에 사  KPN  
공수  수가 100  상  씨수 만  하여 상  7

 하  7  시하 다(Table 2, 3).  한우보
씨수   공수  실  낮  상  7  평균 공
수  실  35.7% , 실   상  7  공수
 실  평균  60.3%  나타났다.   KPN506 씨수
가  시도 수 221   61  실  27.6%  가  낮
 공수  실  나타냈고, KPN642(32.2%), KPN507 

(34.3%), KPN557(36.3%), KPN588(37.0%), KPN517(37.7%), 
그리고 KPN549(37.9%) 순  낮  공수  실  보
다. 에 KPN593   시도 수 197   152  실
 가   공수  실  나타냈 (77.2%), KPN-

676(72.1 %), KPN637(63.9%), KPN641(60.0%), KPN666(54.9 
%), KPN645(44.0%), 그리고 KPN565(42.7%) 순   
공수  실  보 다. 또한, 한우보 씨수  가  

낮  공수  실 과 가   공수  실  차
가 각각 27.6～77.2%  49.6%  차  보 ,  결과
는  등(2010b)  결과  후보 씨수  간  실  비  
31.4～78.4%  나타나 후보씨수  간  공수  실  
차 가 47.0%  보고  것과 사한 결과  보 다. 
에 미  Dairy Records Management Systems에  평가
한 2008 도 스타 (Holstein) 씨수  상   수태

 —9 %에  +7%  수태   씨수  낮  씨수
 간  차 가 약 16% 도 나타났고, 어지(Jersey) 씨

수  경우 —7에  +5%  약 12%  수  능  차 가 
는 것  보고 어 본 연  결과  한우보 씨수  간
 수태  차 보다 상  낮  수  나타내어, 한

우보 씨수  수태  차 가 크게 나타나는 것  할 
수 었 , 는 씨수  에 어  수  능 에 
한  루어지지 않아 공수  실  차 가 크게 
나타난 것  사료 다.

공수 에 사  액,  KPN  공수  실  
암  공수 에 미 는 향  하  해, 본 
에  암   6산차 상  암  48  암  공
수 에 사  액과  공수  실  연  하
여 Fig. 4에 나타내었다. X 에 는 암  공수 에 사 

 KPN  공수  실  Y 에 는 암  공수

Table 1. Artificial insemination (AI) failure rate of top 10 Korean 

proven bulls semen used for reproduction of Hanwoo cow in 

Gangwon East area 

KPN No. of AI trials No. of AI fail Failure rate (%)

588 884 327 37.0

517 528 199 37.7

666 244 134 54.9

506 221 61 27.6

676 204 147 72.1

593 197 152 77.2

504 178 75 42.1

642 174 56 32.2

493 173 67 38.7

565 164 70 42.7

Total 2,967 1,288 43.4

Table 2. Low rank of Korean proven bulls semen in artificial 

insemination (AI) failure rate used for reproduction of Hanwoo 

cow in Gangwon East area 

KPN No. of AI trials No. of AI fail Failure rate (%)

506 221 61 27.6

642 174 56 32.2

507 137 47 34.3

557 135 49 36.3

588 884 327 37.0

517 528 199 37.7

549 132 50 37.9

Total 2,211 789 35.7

Table 3. High rank of Korean proven bulls semen in artificial 

insemination (AI) failure rate used for reproduction of Hanwoo 

cow in Gangwon East area 

KPN No. of AI trials No. of AI fail Failure rate (%)

593 197 152 77.2

676 204 147 72.1

637 119 76 63.9

641 135 81 60.0

666 244 134 54.9

645 116 51 44.0

565 164 70 42.7

Total 1,179 711 60.3

 실  나타내었다. 강원 동지  KPN 액  평
균 공수  실  약 40%  상  공수  실
 보  KPN 액  한 암 는 27  사 었 , 
  암  공수  실  40% 상   약 

63%  나타났다. 또한, KPN 액  공수  실 과 암
 공수  실  사 에는 0.2941   상 계  
할 수 었 , 는  결과(p<0.05)  나타내

어, KPN 액  수  능  암  수태  향상에 어
 상당한 향  미 는 것  사료 다.

근 들어 한우  공수  달하  동결 액 
질   각 어 다. 거   아지가 
공수  통하여 생산 , 공 액   동결 액
 해하여 사 므  동결 액  질  한우 수태  
가에 상당한 향  미  것  사료 다.  본 연
에 는 동결 액 상  해 가  많  사  

KPN 액  할 수 는 액  KPN593, 637  상
 포 (flow cytometry)  하여 생

(viability rate)과 첨체막  상  평가(ruptured acroso-
me rate),  미 콘드리아 능  검사(active mitochon-
dria rate) 항 에 한  실시하 다(Table 4). 77.2%
 가   공수  실  비  보  KPN593  생
 30.49%  나타났 , 63.9%  실  보  KPN-

637  생  37.34%  결과  나타내 KPN593에 비해 
(p<0.05)   생  보 다.  리 끝 

에 재하는 첨체(acrosome)는 난막  뚫  수 는 
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Fig. 4. Artificial insemination (AI) failure rate relationship between 
Korean proven bulls semen and Hanwoo cow.

Table 4. Analysis of frozen Korean proven bulls semen in KPN593, 

KPN637 using flow cytometry 

Spermatozoa (%) KPN593 KPN637

AI failure rate 77.2 63.9

Viability rate 30.49±2.44
a

37.34±1.30
b 

Ruptured acrosome rate 28.38±2.38 21.37±3.40

Active mitochondria rate 93.19±1.47 92.45±2.18

Different letter within lines indicate significant differences: 
a,b p<0.05
Results expressed as mean±S.E.

 비하여  수  능 에 어 평가 는 주  항
  하나 , 만약 첨체가 상 다  가 난 에 도

달하여도 는 수 할 능  상실하게 다. 본 에 
 첨체막 상 (ruptured acrosome rate)에 는 
 결과  보 진 않았 나(p>0.05), KPN637 동결 액

 21.37±3.40%  첨체막  상  보 , KPN593 동
결 액  28.38±2.38%  나타나, 공수  실   
KPN593  첨체막 상    결과  나타내었다. 

에 미 콘드리아 능  검사(active mitochondria)에
는 KPN593  93.19±1.47%  KPN637보다   능
 보 나(92.45±2.18%),  차 는 보 지 않았

다(p>0.05). 상  결과  합해 볼 , 공수  실
  KPN  액  생 과 첨체막  평가에 

어  상  공수  실  낮  KPN 액에 비
해 공수  실   KPN 액   낮  결과  
보 고, 생 에 어 는  차  보 다. 
 각 가에 보   동결 액  한 상 평가가 
루어 야 하 ,  많  KPN 액  상 평가가 루

어 야 할 것 다. 또한, 수태  향상  해 는 공수  
실   KPN 액  암  공수  시 피해야 할 

것  사료 다.
본 연  결과  합해 보  한우 암  공수  시 

KPN 액  택  공수  실 에 어 상당한 향
 미 , 공수  실   KPN 동결 액  생
에   낮  비  나타냈고,  결과
 보 지 않았지만  첨체막에   상  나타

내었다. 근 보고  사에  한우 암  공수  
실  1% 가에    약 10억원(가 암
 1,000천 ×0.01×100천원)  가  사양비  생

하게 다(  등, 2010b).  공수 에 사 는 
KPN 액  식능   KPN 동결 액  질  가 
에 어  매우 한  , 암  공수

에 사 는 KPN  시 식능  평가가 능   
도체 과 함께 공 다   향상시키는  
여할 것  사료 다. 또한, 향후에  하여  많
 지역  료  통한 과 한우보 씨수  동결
액뿐만 아니 , 신 액  상평가가 필 할 것  

사료 다. 

요 약

본 연 는 강원도 동지  7개 시․ (강 , 동해, 태
, 삼척, , 양양, 고 )  93개 가에  사   

1,655  암  공수 에 사  한우보 씨수 (KPN, 
Korean proven bulls number) 액  상  공수  
실 과 동결 액  상 에 해 실시하 다. 암  
공수 에 사  KPN 액  공수  실  는 

27.6～77.2%  나타나, 씨수  간  공수  실  차
가 52.9%  크게 나타났 ,  KPN506  27.6%  가
 낮  공수  실 , KPN593  77.2%  가   
공수  실  나타냈다. 또한, KPN과 암  공수
 실  0.2941   상 계  보여 암  공

수 에 어 KPN 액  실  상당한 향  미 는 
것  사료 다. 포 (flow cytometry)  
한 KPN593과 KPN637  동결 액 상 결과에  공
수  실   KPN593  생 (viability rate)  
30.49%  KPN637(37.34%)에 비해  낮  결과
 보 (p<0.05),  차  보 진 않았지만 첨

체 상  평가(ruptured acrosome rate)에 도 KPN593 
(28.38%)  KPN637(21.37%) 보다  수  나타내었
다.  결과  보아 KPN 액  식능   KPN 동결
액  질  암  공수  실  매우 한  

, 암  수태  가  해 공수  실   
KPN  피해야 하 , 향후 가  해 한우 보 씨
수  식능 과 동결 액  한 상평가가 루어
야 할 것  사료 다. 
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