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	  수정란 이식산업에 있어서 수정란의 성을 판별하여 수란축에 이식할 수 있다면 산업적인 효과는 물론 학술적으로도 대단한 기여를 하게 될 것이다. 즉 공란우에 다배란 처리를 하고 발정시 X- 혹은 Y-염색체를 가진 정자를 선택적으로 인공수정하게 되면 쉽게 후대의 성을 완벽히 조절하여 생산할 수 있다. 몇몇 연구자들에 의해 X와 Y 정자를 분리하였다는 보고가 있으나, 산업적으로 X와 Y정자를 선택적으로 인공수정하는데는 아직 많은 문제를 갖고 있다. 
  따라서 이식하기 전에 수정란의 성을 판별하여 수란축에 이식함으로서 인위적으로 원하는 성의 자축를 생산하려는데 많은 연구가 집중되고 있다. 이식전 수정란의 성을 판별하는 방법으로 성 염색체 분석법, X-linkage enzyme activity 측정법, H-Y 항체이용법등이 있으나 정확도가 비교적 높지 않으며 전문적인 기술이 필요하고 시간이 많이 소요되는 문제가 있다. 그리고 이런 방법으로 성판별할 경우 역시 수정란에 치명적 손상을 줄 우려가 있어 실용화하기에는 아직도 해결해야 할 문제점들이 많이 있다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	1. PCR기법에 의한 성판별 

	 
	 
	  1990년대들어 Y 염색체 특이적 DNA primer를 이용하여 Y 염색체상의 특정 부분을 수십만배 증폭하는 중합효소연쇄반응(PCR; polymerase chain reaction)기법이 발달되면서 소, 면·산양, 돼지 및 사람 등의 수정란을 100% 정확히 성판별하는 기술이 개발되었다. 일부 축산 선진국에서는 이미 PCR기법에 의해 성판별한 수정란으로 송아지가 생산되었으며, 우리나라에서도 송아지의 생산이 보고되었다.
  그러나 PCR기법에 의한 수정란 성판별시 Y 염색체 특이적 DNA primer의 종류, 사용하는 primer의 농도, 수정란의 할구세포의 수, PCR 반응조건 등 연구자에 따라 다소 다른 결과를 얻고 있으며, 특히 PCR기법은 대단히 민감하고 특이하기 때문에 성판별에서 많은 오류를 범할 수 있다. 
  여기에서는 이식하기전 수정란의 성을 빠르고 정확히 판별하기 위한 PCR기법에 대하여 소개하고자 한다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	가. 수정란의 성판별을 위한 Y 염색체 특이적 DNA primer제조 

	 
	 
	 
	  소의 성은 정자에 의해 수정시 난자가 X- 정자와 수정되면 암송아지로, Y- 정자와 수정되면 숫송아지로 결정되기 때문에 수정란내에 Y- 혹은 X- DNA 존재여부를 알 수만 있다면 곧바로 암수의 수정란을 확인할 수 있다.   따라서 수정란내의 Y-DNA만을 선택적으로 증폭시켜 증폭되는 물질이 없으면 암컷, 증폭되는 물질이 존재한다면 수컷으로 확인되기 때문에 수정란의 성판별에 가장 중요한 것은 Y 염색체 특이적 DNA primer를 제조해내는 것이다(그림 1, 2). 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	표 1. 소 수정란의 성을 판별하는데 널리 쓰이는 primer

	 
	 
	 
	Primer명 

Sequence 

단편
크기 

Bovine specific 

    5'-TGG AAG CAA AGA ACC CCG CT-3' 
    5'-TCG TCA GAA ACC GCA CAC TG-3' 

216bp 

Bovine Y chromosome specific (BOV97M) 

    5'-GAT CAC TAT ACA TAC ACC ACT-3' 
    5'-GGC TAT GCT AAC ACA AAT TCT-3' 

141bp 

Bovine Y chromosome specific (BRY4a.) 

    5'-CAAGACCATACATATGTCATTATAGACAG-3 
    3'-CACAAAAACAAAATTTATGTACTTCATGT-5' 

469bp 
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	그림 1. PCR을 위한 DNA증폭장치
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	그림 2. 소 수정란 성판별에 사용하는 primer

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	                                                            1과 5번 : Y염색체 특이적 DNA primer 
                                                            2와 4번 : 소 특이적 DNA primer 
                                                            3과 6번 : 암수 동시 표시 primer 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	나. 소 수정란의 할구분리 및 배양 

	 
	 
	 
	  이식전 수정란의 성을 판별하고 이식하기 위해서는 최소의 할구세포를 분리하여 PCR기법으로 수정란의 성을 판별하고 나머지는 배양 혹은 이식에 사용하여야 한다. 
  수정란의 미세분리는 배반포 이상의 수정란을 수정란 미세분리기를 이용하여 영양아세포의 일부(할구세포 5~10개)를 분리하여야 한다. 분리할구는 TCM 199 배양액에서 1시간여를 배양한 다음 발정이 동기화된 암소의 자궁각 깊이 이식해야한다. 
  분리된 할구세포는 준비한 PCR 반응액을 이용하여 30 cycle을 증폭시키고 2%의 agarose gel을 만들어 100V로 전기영동 한다. 전기영동후 PCR산물을 확인하면 141bp에서만 특이적 DNA band가 보이면 수컷으로 그리고 216bp에서만 DNA band가 보이면 암컷으로 판정한다(그림 3).
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	그림3 . PCR 기법에 의한 소 수정란의 성 판별

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	1, 3, 5, 7 및 9번 : 수놈 수정란 
2, 4, 6, 8 및 10번 : 암놈 수정란 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	다. PCR 기법을 이용한 이성쌍자의 프리마틴 조기 진단 

	 
	 
	 
	  최근 수정란 이식 혹은 자연상태에서 쌍자생산시 암송아지는 번식이 안되는 프리마틴이 발생되나 어렸을 때에는 육안적으로 쉽게 프리마틴 여부를 진단할 수 없고 가장널리 쓰이는 방법이 염색체 검사법이었다(그림 4). 그러나 염색체 검사는 장시간의 소요되고 간혹 염색체 분석사의 오류에 의한 오진이 있게된다. 그러나 2㎖정도의 프리마틴 혈액으로 DNA를 쉽게 추출하여 Y 염색체 특이적 DNA primer를 이용하면 100% 정확히 프리마틴을 진단할 수 있다(그림 5). 
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그림 4. 프리마틴의 염색체 검사
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그림 5. PRC 기법에 의한 프리틴의 진단 
1번 : 정상수놈 
2번 : 정상암놈 
       3번 : 암놈 프리마틴 



	 
	 
	 
	

	 
	 
	 
	


