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Abstract

  This study set three main objectives for the restoration and conservation of endangered 

species. 

  First, a multiplex genetic marker for both sex determination and individual identification 

of the Long-tailed goral (Naemorhedus caudatus) was developed. The marker consists of one 

sex-determining marker and eight microsatellite markers. Using these markers, 46 Long-tailed 

goral carcasses from the Gangwon Province were analyzed, and the results showed that 19 

individuals were female and 27 were male. The genetic diversity index (He) was found to 

be 0.653, which is consistent with previously reported genetic diversity in the species.

 Second, to assess the hybrid status of two Amur leopards (Panthera pardus orientalis) at 

Seoul Grand Park with melanistic leopards, the ASIP gene variation was analyzed. Both 

individuals were identified as heterozygous, providing valuable insights into the genetic 

diversity and melanism in the leopard species.

  Third, to support the collection of biological samples and the development of 

cryopreservation techniques for endangered species, various samples were collected, including 

endangered plants, goral tissues, sika deer carcasses, amphibian frozen sperm, and wildlife 

reproductive cells. A total of 270 individuals from 8 species and 1,298 samples were 

obtained. Among these, 259 individuals and 1,278 samples were from 5 species, including 

the goral, and 20 samples from 4 species, including the Japanese brown frog, were obtained 

as living cells.

  This study contributes significantly to the development of genetic markers for individual 

identification and genetic diversity analysis, as well as advancements in cryopreservation 

techniques for reproductive cells, providing essential foundational data for future restoration 

and conservation efforts for endangered species.

Key words: Microsatellite marker, genetic diversity, Cryopreservation of Reproductive cells
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초록

 

  본 과제에서는 멸종위기종 복원과 보존을 위해 크게 세 가지를 주요 목표를 

설정하고 수행하였다. 

  첫째, 산양(Naemorhedus caudatus) 성별 및 개체식별을 동시에 분석할 수 있는 

다중증폭 유전자 마커를 개발하였다. 이 마커는 1개의 성판별 마커와 8개의 초위성체 

마커를 포함하고 있다. 이를 통해 강원권 산양 폐사체 46개체를 분석한 결과, 19개체는 

암컷, 27개체는 수컷으로 판별되었다. 유전적 다양성 지수(He)는 0.653으로 기존에 

알려진 산양 유전다양성과 유사한 수치가 도출되었다.

  둘째, 서울대공원에서 보유 중인 표범 두 개체의 흑표범과의 잡종 여부를 확인하기 

위해 ASIP 유전자의 변이를 분석하였다. 그 결과, 두 개체 모두 보인자 개체로 

확인되었다. 

  셋째, 멸종위기종의 생체시료 확보 및 동결보존 기술 개발을 위해, 멸종위기 식물, 

산양, 소똥구리 사체 이관, 양서류 동결정자 및 야생동물 생식세포를 확보하여 총 8종 

270개체 1,298개의 샘플을 확보하였다. 이 중 산양 등 5종 259개체 1,278샘플과 

살아있는 세포인 고리도롱뇽 등 4종 11개체 20샘플을 확보하였다.

  이 연구는 멸종위기종의 개체 식별과 유전적 다양성 분석을 위한 유전자 마커 

개발과 생식세포 동결보존 기술의 발전에 기여하며, 향후 멸종위기종의 복원과 보전 

연구에 중요한 기초 자료를 제공할 것이다.

  

  

키워드: 초위성체 마커, 유전다양성, 생식세포 동결보존
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Ⅰ. 서론

  지구 온난화, 서식지 파괴 등 인간 활동으로 인해 멸종 위기에 처한 생물종이 

급증하고 있습니다. 인류는 현재 6번째 대멸종에 직면해 있다고 말하고 있습니다. 

이전에 일어났던 1~5번째 대멸종이 운석 충돌과 화산 폭발과 같은 자연재해에 의해 

일어났다면 6번째 대멸종은 인간의 활동으로 발생하고 있습니다. 지난 50년 동안 

야생동물 개체군의 크기가 69% 이상 줄었다는 보고가 있고, 2100년까지 전 세계 

동물의 4분의 1이 멸종될 것이라는 예측도 있습니다. 이러한 심각한 상황 속에서 

야생동식물의 멸종을 막기 위한 다양한 노력과 시도가 이루어지고 있습니다. 특히 

멸종위기종의 생식세포 등을 초저온의 액체질소에 보존하여 미래에 복원하고자 하는 

노력이 활발히 진행되고 있습니다. 바로 냉동방주(Frozen zoo) 프로젝트입니다.

  냉동방주는 마치 노아의 방주처럼, 멸종위기의 동물 세포를 극저온 상태에서 

보관하는 시설입니다. 혹시 모를 미래의 생태계 붕괴에 대비하여 지구의 생명 

다양성을 보존하려는 인류의 노력이 담긴 거대한 프로젝트라고 할 수 있습니다.

  멸종위기종복원센터에서는 2023년 국내 최초로 멸종위기종을 대상으로 하는 

생체시료은행을 개소하였습니다. 멸종위기종 생체시료은행은 유전자 연구를 위한 

유전자 시료와 미래 복원연구를 위한 생식세포 등을 지속 확보해 나갈 계획입니다.

  생물자원 특히, 야생 동·식물은 자연환경 건강성의 중요한 지표이며 경제적 

자원입니다. 이런 동·식물은 생태계의 기본 구성요소로서 우리의 삶을 풍요롭게 

해주고 자연 생태계의 특성을 나타내주는 고유의 가치를 지니고 있습니다. 다양한 

먹이사슬과 구조로 형성된 생태계는 각자 기능적으로 연결되어 있으며 그 구성원 

각각이 경제적 가치를 지니고 있습니다. 이러한 생물자원의 중요성은 여러 나라가 

참여하는 생물다양성협약(Convention on biological diversity, CBD, 1992)이 채택되면서 

생물유전자원을 포함한 자국 생물자원의 가치에 대한 인식이 높아졌습니다. 2010년 

생물다양성 협약 당사국총회에서 “유전자원의 접근 및 이익 공유(Access to genetic 

resources and Benefit-Sharing, ABS)”를 위한 나고야 의정서를 채택하고 2014년 10월 

나고야의정서를 발효, 2017년 “유전자원 접근 및 이익 공유에 관한 법률” 제정, 

2018년 이 법률을 전면 시행 하여 각 국가의 생물자원주권을 인정하고 실현하는 

실질적 수단의 하나로서 자국의 생물자원에 대한 관리 및 규제를 제고 할 수 있는 
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법률을 제정 및 시행되고 있습니다. 

  우리나라는 1994년에 154번째 회원국으로 가입하며 멸종위기종을 포함한 

야생동·식물의 보전·보호에 관심을 가지게 되고, 정부(환경부)의 주도하에 

야생생물의 멸종 예방 및 생물 다양성 증진을 목적으로 2004년 야생동식물 보호법을 

제정하였으며, 현재 우리나라 멸종위기 야생동식물은 Ⅰ급 68종, Ⅱ급 214종, 총 

282종입니다. 환경부는 “멸종위기 야생생물 보전종합계획”을 2018년 추진하면서 

멸종위기종 중 반달가슴곰, 산양, 여우, 수달 등이 포함된 64종을 복원대상종으로 

선정하고 그 중 우선복원대상종(25종)을 향후 10년간 조사·연구·복원사업을 

추진한다고 발표하였습니다. 

  분자 유전학적 분석을 기반으로 하는 집단 유전학 연구는 최근 분석 기법의 급속한 

발전과 더불어 멸종위기종의 복원과 같은 분야에서도 많은 관심이 집중 되고 있는 

연구 분야입니다. 이런 집단유전학에서 나온 결과들은 야생동물의 건강성을 

체크하거나 멸종의 원인을 밝히고 멸종으로의 진행을 막기 위한 방안을 마련하여 생물 

다양성을 제공하는 근거로 사용되는 보전유전학으로 발전 되어 왔습니다. 

  미토콘드리아 DNA는 재조합 과정이 없이 모계유전을 하기 때문에 한 개체에 한 

종류의 미토콘드리아만 존재하며(Hauswith and Laipias, 1985), 핵 DNA에 비해 5~10배 

높은 돌연변이율을 보이고, 핵 DNA에 비해 구조가 간단하기 때문에 분자계통학적 

분석, 집단유전학에 기반을 둔 유전다양성 및 유전적 구조를 밝히는데 매우 유용하게 

이용되고 있습니다(Irwin et al., 1991; Howard and Berlocher, 1998; Kocher and 

Stepien, 1997; DeWoody and Avise, 2000). 

  Microsatellite DNA는 특정 염기 서열이 반복되는 짧은 DNA 단편으로 핵 염색체 

전역에 골고루 존재하며, 재현성이 높고, 극소량의 시료로도 분석이 용이하다는 

장점이 있습니다(Liu and Cordes, 2004; Liu, 2011). 개체간 다형성이 아주 높아 개체를 

식별할 수 있는 분석능력이 좋으며, Hardy-Weinberg 평형가설에 기초하기 때문에 

집단의 유전다양성, 유전적 구조, 근교약세, 병목현상, 집단의 이동 등을 규명하는 

연구에 널리 활용되고 있습니다(Tautz, 1989; Jarne and Lagoda, 1996). 또한 

microsatellite maker는 멘델유전 법칙을 기반으로 하기 때문에 친자감별 연구에도 

활용되고 있습니다(McConnell et al., 1995; Nelson et al., 1998; Smith et al., 1998; 

Beacham et al., 2000; Sunnucks, 2000).
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  본 과제는 환경부의 “멸종위기 야생생물 보전종합계획”에 따라 멸종위기종복원센터에서 

수행하는 연구 과제로서 멸종위기종을 대상으로 유전자 연구를 위한 생체시료를 확보

하고 나아가 멸종위기종의 절멸과 미래 복원기술의 발전에 대비하기 위해 생식세포와 

세포주를 액체질소에 안정적으로 저장하는 것을 목적으로 두고 있다. 뿐만 아니라 미

토콘드리아 DNA의 특성과 microsatellite DNA의 특성을 이용해 원종확인, 잡종판별, 유

전다양성 분석 등을 위한 유전자 마커를 개발하고 이를 직접 활용함으로써 멸종위기종

의 증식·복원·보전에 기여하고자 합니다. 
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Ⅱ. 연구 내용 및 결과

1. 산양 개체식별 유전자 마커 개발

  가. 연구 내용 및 결과

1) 산양 표준 유전자(DNA) 확보

가) ‘멸종위기종 생체시료은행’에서 보유하고 있던 산양 근육 조직으로부터 

genomic DNA 추출 Kit (DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen Co.,

USA)를 이용하여 DNA를 추출하였다.

2) 산양 다중증폭 초위성체 마커 구성 및 유전자 증폭 효율 검증

가) 산양 성·개체식별을 위해 성감별 마커 1개 및 초위성체(Microsatellite) 

마커 23개의 프라이머 정보를 수집하였다(표 1). 각 마커 크기를 고려하

여 4개의 다중증폭 세트를 구성하고, 각각의 마커 Forward Primer는 

6-FAM, NED, VIC 중 하나로 형광 표지하였다(표 2). 

표 1. 산양 개체식별을 위한 초위성체 마커 프라이머 정보

No. Locus Primer sequence (5’→ 3’)  Repeat motif Size
range(bp) Reference

1 SY3A
F: 5′-ATTTCTCTGCTCCCTTGACTG-3′

(GT)21 270–288

An et al,
2010

R: 5′-ATCTTCTGACTTTCCTTACCCC-3′

2 SY3B
F: 5′-GAAATACATCATAAATCAGGAACCTT-3′

(GT)23 113-125
R: 5′-GCCCTAAACAAAACGCTGC-3′

3 SY12A
F: 5′-TTTCTGCTTCGCTGGACC-3′

(GT)22 187-209
R: 5′-AACCCACTTCAGTATTCTTGCTTA-3′

4 SY12B
F: 5′-TGACCCTTTGCTGTATCCTG-3′ (GT)3GC(GT)3 

GC(GT)3GC(GT)17 127-131
R: 5′-GGTGAGCCCAGAGAATCTTC-3′

5 SY14
(DQ355011)

F:5´-GGA ACC CTA CCA ATG CTC TG-3´
(CA)19 98-126

R:5´-CAA AGT GAA TCG CCC GTC-3´

6 SY17
F: 5′-GATCTCATAATAATCCCCAAACATA-3′

(CA)22 150-158
R: 5′-AGAGAAGAATCTTGCTCATATGCT-3′

7 SY22
(GQ120509)

F:5´-GAGGAGAGGGTGTTTATTTTGC-3´
(GT)17 230-242

R:5´-GAGAATGCTGGAGTGGGTTG-3´

8 SY48
F: 5′-TGGGGTCAGAAAGAGTCCG-3

(CA)16 143-145
R: 5′-CAACGCACAGAAAGAAAGGC-3′

9 SY50
F: 5′-TTCATCATTATCGTTCCCAGG-3′

(GT)20 182-192
R: 5′-TTCCCAATCTTTCTCTCTCTGTC-3′

10 SY58
F: 5′-CTATTGAACCTGTATCTCCCCC-3

(GT)13 197-205
R: 5′-GCATTCTGGCTCTGGCAA-3′

11 SY71
(DQ355013)

F:5´- TGGAGTTTAGGGGCAGGA-3´
(GT)2(GT)23 93-113

R:5´-CACAGTGAGTATTGTTTTGCTTATTA-3´

12 SY76
(DQ355014)

F:5´-AGGGTTTGCTTTTCAGGAC-3´
(GT)14 105-171

R:5´-CATCCATTACAGGAAGACTGC-3´

13 SY84
F: 5′-GAACTGAACTTGTTAGTATGTTGGG-3′

(CA)19 156-190
R: 5′-TTGTTATGCTTGATGTTATTTTGTTAC-3′

14 SY84B
F: 5′-GGTCTGTGACATTAGTTCCTTTCC-3′

(CA)10CG(CA)9 182-194
R: 5′-GGCATTTTATTGGGGGAGAG-3′

15 SY93
F: 5′-AATGAACAAAGAGGGTGTCAC-3′ (GT)21

GATATTT(TC)9 102-132
R: 5′-CATCCTTTTTCGTGGCTG-3′

16 SY112
(DQ355015)

F:5´-TCAATAATCAGGGCAGGCTC-3´ (CA)6CNCT(CA)10

C(CA)5 192-202
R:5´-GTCCTTGTGTAGTCTGTGTGGG-3



- 5 -

* 본 연구에서 새로 제작한 프라이머

표 2. 산양 개체식별을 위한 초위성체 마커 다중증폭 세트 구성

17 SY128
(GQ120510)

F:5´- TGA CCC TTT GCT GTA TCC TG-3´ (GT)3GC(GT) 
3GC(GT)3GC(GT)17 140-142

R:5´- GGTGAGCCCAGAGAATCTTC-3

18 SY129
(DQ355016)

F:5´-GAA AAA GAA GCA CAC ACA CG-3´
(CA)13 134-142

R:5´-AAG GTT TGT CCC CAC ATT C-3´

19 SY141
(DQ355017)

F:5´-CAT AGC CTT GAC TAA ACG GAC C-3´
(CA)19 252-268

R:5´-CAC CTG CCA CAT TCG GG-3´

20 SY242
F: 5′-GTGAGAAATAATACCTCCCTGAAG-3′

(GT)13G(GT)8 191-195
R: 5′-AACATCCAGACCAAAACTTGC-3′

21 SY259
F: 5′-GCACCACAACAAAGAGGAGC-3′

(CA)20 210-218
R: 5′-TGAAGACATAAGGGCGAACAG-3′

22 SY434
F: 5′-AAGTGTCTGGGTTCTCTTTCTCTA-3′

(GT)19 79-97
R: 5′-ATGTCAGTATGGGATGATGAATG-3′

23 SY449
F: 5′-ATCTCCTGCCAAGTCCCC-3′

(GT)5AT(GT)14 197-199
R: 5′-TAGTAACGGCCGCCAGTG-3′

24 DDX3 X/Y
(NC_037357.1)

F: 5’-AGGAAGCCAGGAAAGTAA-3 X: 203

R: 5’-CATCCACGTTCTAAGTCTC-3 Y: 184

NF*: 5’-AGGAAGCCAGGAAaGTAAGT-3

NR1*: 5’-tCGGTATGAAAACTACAAGCAA-3 X: 134, Y:110

NR2*: 5’-ACCACACAAGGAcGAACTC-3 X: 157, Y:134

다중증폭 세트 형광 표지 마커 이름
(사이즈)

세트 1번 FAM XY
110-134bp

SY48
143-145bp

SY58
197-205bp

SY141
252-268bp

세트 2번 VIC SY76
105-171bp

SY12A
187-209bp

SY3A
270-288bp

세트 3번 NED
SY71

93-113bp
SY129

134-142bp
SY84B

182-194bp

세트 4번 NED
SY12B

127-131bp
SY84B

182-194bp
SY22

230-242bp
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나) 유전자를 증폭하기 위한 PCR 반응에서 산양 근육 표준 DNA는 10ng을 

사용하였다. 다중증폭 실험은 Qiagen Multiplex plus kit를 사용하여 수행하

였다. DNA와 Primer를 혼합하여 총 50ul 용량으로 반응하였다. PCR 반응

은 95oC(denaturation)에서 5분간 1 cycle 반응 후, 95oC(denaturation)에

서 30초, 58oC(annealing)에서 90초, 72oC(extension)에서 30초를 32 cycle 

반응 후 68oC(extension)에서 5분간 마무리 반응 후 8oC로 저장하였다. 유

전자 증폭 실험 후 증폭된 유전자의 길이는 Genetic Analyzer 3500(Applied 

Biosystems) 기계를 이용하여 전기영동 하였으며 결과는 Gene mapper 

program을 이용하여 분석하였다. 

다) 구성한 다중증폭 세트 1번부터 3번까지 증폭하여 유전자형을 분석한 결

과, 각 마커별로 개별적으로 및 혼합했을 때 피크를 명확하게 확인할 수 

있었다(그림 1,2,3).

그림 1. 산양 개체식별 다중증폭 세트 증폭 결과(세트 1번)
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그림 2. 산양 개체식별 다중증폭 세트 증폭 결과(세트 2번)

그림 3. 산양 개체식별 다중증폭 세트 증폭 결과(세트 3번)
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라) 실험 횟수를 줄이기 위해 각 세트를 혼합하여 최종적으로 성판별 마커 1

개와 초위성체 마커 8개로 구성된 2개의 세트로 재구성하였다(표 3).

표 3. 산양 개체식별을 위한 초위성체 마커 다중증폭 세트 구성(최종)

다) 최종적으로 구성한 세트 2개도 다중증폭하여 유전자형을 분석한 결과, 각

각의 마커의 피크가 명확히 확인되었다(그림 4,5).

형광 표지 세트 1번 세트 2번

FAM XY
110-134bp

SY58
197-205bp

SY48
143-145bp

VIC SY12A
187-209bp

SY76
105-171bp

SY3A
270-288bp

NED SY12B
127-131bp

SY84B
182-194bp

SY71
93-113bp

그림 4. 산양 개체식별 다중증폭 세트 증폭 결과(세트 1번)
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그림 5. 산양 개체식별 다중증폭 세트 증폭 결과(세트 2번)
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2) 산양 사체 샘플을 활용한 다중증폭 마커 검증 및 유전다양성 분석 

가) 실험에서 선별된 다중증폭 마커 세트를 검증하기 위해서 국가유산청에서 

이관받은 강원권 산양 폐사체 46개체를 활용하여 분석하였다(그림 6). 수

집된 사체으로부터 유전자를 분리하고 최종적으로 선별한 다중증폭 마커 

2세트로 분석하였다(표 4). 

나) 사용된 8개 초위성체 마커의 유전다양성을 분석 한 결과 이형접합률 관찰

치(HO)는 0.593, 이형 접합율 기대치(HE)는 0.653로 나타났다(표 5). 이는 

기존에 알려진 산양의 유전다양성과 비교하였을 때 강원권에서 폐사한 산

양의 유전다양성이 상대적으로 낮은 수치가 아니라는 것을 예측할 수 있

었다(표 4). 또한, 성판별 결과 산양 폐사체 46개체 중 암컷이 19개체, 수

컷이 27개체로 확인되었다. 

그림 6. 강원권 산양 폐사체 사진
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표 4. 강원권 산양 다중증폭 마커를 활용한 개체식별 분석 결과

연번
마커 이름

SY58 SY12A SY12B SY84B SY48 SY76 SY3A SY71

1 202/204 208/208 128/137 185/187 147/147 122/124 274/278 100/108
2 200/202 203/203 132/132 185/185 145/145 124/144 272/290 100/108
3 202/204 208/212 130/132 185/193 145/145 122/149 272/272 100/100
4 202/204 203/208 132/132 185/185 147/147 149/149 272/274 100/108
5 200/202 203/203 132/132 193/193 145/147 124/126 278/280 100/100
6 204/204 203/203 132/137 185/193 145/145 126/144 272/274 108/114
7 200/204 203/208 128/132 185/187 147/147 124/144 272/278 100/112
8 200/200 212/212 132/132 185/193 145/147 144/149 272/272 100/114
9 200/206 203/212 132/132 185/189 145/147 149/149 272/280 100/112
10 202/204 212/212 130/132 185/187 147/147 126/149 272/280 100/100
11 200/202 203/208 128/132 185/193 147/147 124/144 274/278 100/114
12 200/202 203/208 132/137 185/185 147/147 122/122 272/278 108/114
13 200/204 203/203 128/132 193/193 145/147 124/124 274/290 100/108
14 204/204 203/212 132/137 185/185 145/145 124/149 274/274 108/114
15 200/200 203/208 132/137 185/187 145/147 124/144 272/274 100/108
16 200/204 203/203 137/137 185/185 145/145 122/149 272/274 108/114
17 200/202 203/212 132/137 185/187 145/145 126/149 274/278 108/112
18 202/204 203/212 132/132 185/185 147/147 124/126 278/278 100/100
19 198/202 208/208 132/132 185/187 145/145 144/149 274/280 100/100
20 202/204 203/208 132/137 185/185 145/145 122/122 272/274 100/112
21 202/204 203/203 132/137 185/187 145/145 124/126 278/278 108/108
22 200/204 208/212 130/132 185/185 145/145 124/124 274/274 108/114
23 200/204 208/208 128/128 185/185 145/147 124/149 278/280 108/114
24 202/202 203/203 128/132 185/185 147/147 124/149 278/278 112/112
25 200/204 208/208 128/132 185/185 147/147 126/144 272/274 98/98
26 200/204 203/203 130/132 193/193 145/147 124/126 274/278 100/108
27 200/204 203/203 132/137 185/187 145/145 126/144 272/280 100/108
28 202/204 203/212 132/132 185/187 145/145 126/149 272/274 100/108
29 200/204 208/208 132/137 185/187 145/145 122/149 274/278 100/108
30 200/202 203/212 132/132 185/187 147/147 149/149 272/274 108/108
31 200/200 203/212 128/137 185/193 145/145 126/126 272/274 100/114
32 198/204 203/203 132/132 185/185 145/147 144/144 278/278 100/100
33 200/204 203/208 132/137 185/193 145/147 126/144 272/278 100/108
34 200/200 203/208 132/137 185/189 145/145 122/126 274/274 108/108
35 200/200 203/208 132/137 185/185 145/145 122/126 278/278 100/108
36 198/204 203/208 132/137 185/187 147/147 124/124 274/274 108/108
37 202/204 203/203 132/132 185/187 145/145 126/149 272/278 100/112
38 202/204 208/212 132/132 185/189 145/147 122/149 278/290 100/100
39 198/204 203/205 132/132 193/193 147/147 126/149 272/274 100/100
40 202/202 189/203 132/132 185/193 145/145 149/151 274/290 96/100
41 204/204 189/205 132/132 187/193 145/145 124/124 274/274 96/100
42 202/202 203/208 132/132 185/187 145/147 122/149 272/278 100/108
43 200/202 208/208 128/128 189/189 145/145 144/149 272/274 100/114
44 200/202 203/208 130/132 185/193 145/145 124/149 274/290 100/100
45 202/202 203/208 132/132 185/189 145/145 126/149 272/274 100/100
46 202/202 203/210 128/132 185/185 145/147 126/149 274/290 114/116
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표 5. 강원권 산양 유전다양성 분석 결과

N = number of analyzed individuals; Na = number of alleles per locus; HO = observed heterozygosity; HE =

expected heterozygosity

Locus N Na Ho He PIC HWE

SY58 46 5 0.717 0.708 0.639 ND

SY12A 46 6 0.587 0.651 0.583 NS

SY12B 46 4 0.565 0.554 0.504 NS

SY84B 46 4 0.587 0.597 0.543 NS

SY48 46 2 0.261 0.482 0.363 *

SY76 46 6 0.761 0.797 0.755 ND

SY3A 46 5 0.739 0.742 0.688 NS

SY71 46 7 0.652 0.692 0.636 NS

Mean 4.875 0.593 0.653 0.589 -
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2. 유전자 연구를 통한 서식지외 표범 흑색증(Melanism) 분석

 가. 연구 내용

1) 시료(혈액)에서 유전자 추출 

가) 서울대공원이 보유한 아무르표범 2마리(♂2016년생 로드, ♂2016년생 레오)에서 

채취한 혈액 시료를 협조받았다. Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit을 활용하

여 유전자를 추출하였으며 과정은 다음과 같다.

- 1.5 ml microcentrifuge tube에 Proteinase K 20 µl, 항응고 처리된 혈액 

100µl, 그리고 PBS 100µl를 넣어 220µl를 맞췄다.

- AL buffer 200µl를 넣고 볼텍싱(Vortexing)하여 섞은 뒤 56℃에서 10분간 

반응시켰다.

- 반응이 끝난 tube에 에탄올(96~100%) 200µl를 추가하고 볼텍싱 한 뒤,

혼합액 중 600µl를 2ml tube에 장착된 DNeasy mini spin 컬럼에 옮겨서 

6,000xg(8,000rpm)으로 1분간 원심분리 했다.

- collection tube에 모인 용액은 버리고 컬럼을 새로운 2ml collection tube

에 장착한 뒤 AW1 buffer 500㎕를 넣고 6,000xg(8,000rpm)으로 1분간 원

심분리 했다.

- collection tube에 모인 용액은 버리고 컬럼을 새로운 2ml collection tube

에 끼운뒤 AW2 buffer 500㎕를 넣고 20,000xg(14,000rpm)에서 3분간 원

심분리 했다.

- 컬럼을 꺼내 새 1.5ml microcentrifuge tube에 옮겼다.

- 컬럼의 맴브레인 중앙에 AE buffer 200㎕를 직접 떨어뜨린 후 상온에서 

1분간 대기하고 6,000xg(8,000rpm)으로 1분간 원심분리하여 DNA를 추출

했다.

2) 대상(ASIP) 유전자 증폭 

가) 표범의 흑색증을 판별하기 위해 ASIP exon 4구간 유전자의 변이 여부를 

확인한다. 이를 위해 ASIP 유전자를 증폭하는데 그 방법은 아래와 같다.

- 증폭을 위해 2개의 시료에서 추출한 유전자로 반응액(DNA template: 4

µl, Forward primer: 2 µl, Reverse primer: 2 µl, 2 mM dNTP: 5 µl, 5X

Phusion GC Buffer: 10 µl, Phusion high-fidelity DNA polymerase: 0.5

µl, Nuclease-free water: 26.5 µl) 각 50㎕를 만들었다.



프라이머 정보 

○ Foward primer: TTTTCCCCACAGAAAAAGGCTT

○ Reverse primer: GGAAGCCACACCTGTTAGAAAT

○ 증폭산물: 360bp

- PCR 조건은 ① 98℃에서 30초, ② 98℃에서 10초, ③ 62℃에서 15초, ④

72℃에서 15초, ⑤ 72℃에서 10분이며, ②~④과정을 30회 반복했다.

- PCR이 끝나면 1% agarose gel에서 증폭산물을 확인했다.

3) 시퀀싱(Sequencing) 및 판정  

가) forward 및 reverse primer를 사용하여 Sanger sequencing을 의뢰하였다.

  나. 연구 결과

1) 시료(혈액)에서 유전자 추출 

가) 혈액 시료로부터 QIAGEN DNeasy Blood & Tissue Kit을 이용해 

genomic DNA를 추출하였고, NanoDrop으로 정량한 결과 DNA 농도는 

각각 20.2 ng/µL(레오) 및 16.8 ng/µL(로드)로 확인되었다.

2) 대상(ASIP) 유전자 증폭 

가) 1% Agarose Gel 전기영동으로 PCR 산물을 확인한 결과 약 360bp 크기의 

밴드가 관찰되었다.

3) 시퀀싱(Sequencing) 및 판정  

가) Sanger 시퀀싱 결과, 레오와 로드의 ASIP 유전자 코딩서열에서 c.333 위
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치의 염기가 C와 A로 함께 관찰되어(c.333C>A) 두 개체 모두 이형접합

(C/A)으로 확인되었다(그림 7).

그림 7. 표범 ASIP 유전자 염기서열 결과 (위쪽: 레오, 아래쪽: 로드)
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3. 멸종위기종 생식세포 확보 및 동결보존 안정성 기술 개발

  가. 연구 내용 및 결과

1) 멸종위기종 생체시료 확보

가) 내·외부 협력 및 수집을 통해 다양한 생체시료를 확보하였다. 멸종위기종 

식물(4종) 수집을 통해 29개체 348개 식물 샘플을 확보하였으며, 내부 협

력을 통해 소똥구리 사체 180개체 180샘플을 확보하였다.

나) 또한, 외부협력을 통해 국가유산청으로부터 이관받은 산양 폐사체 50개체

로부터 750개의 조직 샘플을 확보하였다. 확보된 사체는 바코드 시ㅅ 그

리고 영남대학교·공주대학교와의 공동연구를 통해 살아있는 세포 11개체 

20샘플을 확보하였다.

다) 확보된 샘플들은 바코드 시스템에 등록하고 초저온(–80℃) 또는 액체질소

(–196℃)에 저장하였다.

라) 이렇게 멸종위기종을 포함하여 생체시료 총 8종 270개체 1,298 샘플을 확

보하였다.
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2) 멸종위기 양서류 2종(고리도롱뇽 및 맹꽁이) 동결 정자 채취 및 동결보존 기술 개발

가) 고리도롱뇽, 맹꽁이 포획채취 허가신청을 하고 소변으로부터 정액 시료를 채

취하였다. 고리도롱뇽에 hCG 200IU 용량을, 맹꽁이에 hCG 300IU 용량을 

복강 주사 (PI) 후 소변 배출을 유도하기 위해 1시간 정도 깨끗한 물에 충

분히 수화시켰다. 수화된 양서류의 소변을 수집하여 1.5ml tube에 놓고 얼음

위에 보관하여 정자 생존율을 유지하였다(그림 8).

그림 8. 양서류 호르몬 주입 및 소변 유래 정자 수집

나) 비침투성 동결보존제인 0.3M Sucrose와 침투성 보존제인 5%, 10%, 15%

DMSO 또는 5%, 10%, 15% DMFA를 혼합하여 6가지의 동결보존제를 제

조하였다(표 6)

  표 6. 고리도롱뇽 및 맹꽁이 동결보존액 제조 농도

동결보존제
종류

동결보존제
농도 Sucrose NaCl KCl CaCl2​ MgSO4​ Tris-HCl

(pH 8.0)

DMSO
(Dimethyl
Sulfoxide)

5% 300 mM 100 mM 3 mM 1 mM 1 mM 20 mM
10% 300 mM 100 mM 3 mM 1 mM 1 mM 20 mM
15% 300 mM 100 mM 3 mM 1 mM 1 mM 20 mM

DMFA
(dimethylforma
mide)

5% 300 mM 100 mM 3 mM 1 mM 1 mM 20 mM
10% 300 mM 100 mM 3 mM 1 mM 1 mM 20 mM
15% 300 mM 100 mM 3 mM 1 mM 1 mM 20 mM

다) 제조된 동결보존제를 소변과 1:1 (v/v)로 희석 후, 동결 방지제 처리한 

소변을 0.25mL IMV straw에 넣고, PVA 분말로 밀봉하였다(그림 9). 밀봉

한 straw는 4℃ 냉장고에 넣어 10분 동안 보관한 후, 액체질소 표면에

서 10cm 떨어진 트레이 위에서 10분간 pre-freezing 진행한 뒤 액체질

소에 넣어 보존하였다(그림 10).
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그림 9. 양서류 소변과 동결보존제 혼합 및 straw에 밀봉

그림 10. 양서류 정자 pre-freezing 및 액체질소 보존

라) 동결한 정자 straw를 40℃로 설정된 워터배스에서 5초간 해동한 후,

straw의 한쪽 끝을 가위로 잘라 얼음 위에 놓인 1.5ml e-tube에 보관하였다.

정자 활성 용액과 고리도롱뇽, 맹꽁이 정자 현탁액을 각 1:5 (v/v) 비율

로 3분에 걸쳐 희석을 진행하였다(그림 11).

그림 11. 양서류 동결 정자 해동 및 정자 현탁액 희석
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마) 4μl의 양서류 정자 현탁액과 amphibian ringer’s solution으로 50배 희석

한 SYBR-14 염색약 5μl와 propidium iodid 1ul를 순차적으로 혼합하여 

핵산을 염색한 뒤 (Hemocytometer)에 10μl를 주입하여 40X 배율 광학현

미경으로 고리도롱뇽 및 맹꽁이 정자의 생존율 확인하였다(그림 12).

   

그림 12. 고리도롱뇽(왼쪽), 맹꽁이(오른쪽) 해동 정자 생존율 확인

바) 고리도롱뇽은 10% DMSO + 0.3M Sucrose 동결보존제 조합에서 해동 후 가

장 높은 생존율이 확인되었다. 맹꽁이는 15% DMSO + 0.3M Sucrose 동결보

존제 조합에서 해동 후 가장 높은 생존율이 확인되었다(그림 13).

사) 고리도롱뇽 및 맹꽁이 최적 동결보존제 농도를 확인 한 뒤, 소변 유래 

정자 시료와 각 10%, 5% DMSO 동결보존제를 혼합하여 액체질소에 보관

하였다. 총 3개체의 고리동롱뇽으로부터 5개의 동결 정자 시료와 5개체의 맹

꽁이로부터 5개의 동결 정자 시료를 확보하여 동결보존하였다.

그림 13. 동결보존제에 따른 고리도롱뇽(왼쪽), 맹꽁이(오른쪽)의
해동 정자 생존율 그래프
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2) 국제적 멸종위기종 및 야생생물 생식세포 확보 및 동결보존 기술 개발

가) 사자 난소 조직·체세포 확보 및 동결보존 기술 개발

- 사자 난소 조직은 무게 측정 후 DPBS with이 들어있는 60π 페트리 디시

에 옮겨 처리하였다. 난소 외부의 불필요한 지방 및 결합조직을 제거한 

뒤, 난소 피질(cortex) 부위를 중심으로 멸균 메스를 이용하여 약 1–2

mm 두께의 조각으로 절단하였다. 절단된 난소 조각은 한 dish에 4–6개 

정도씩 배치하였으며, 이후 실험 목적에 따라 동결보존 또는 체외 배양 및 

추가 분리 실험에 사용하였다(그림 14).

- 난소 표면의 난포액을 1 mL syringe로 흡인하여 난자를 회수하였다. 회수

된 난자는 L-15 medium + 10% FBS + 1% p/s에서 2회 세척하였다. 그 

다음, 4-well plate에서 MEM-alpha medium(Welgene, LM 008-01) + 5%

FBS + 1% p/s 조건으로 37℃, 5% CO₂인큐베이터에서 Day 3까지 배양

하였다. 그 후 fluorescein diacetate(FDA) 2 μg/mL와 propidium

iodide(PI) 1 μg/mL 조건으로 5분간 반응시킨 후 형광현미경(CELENA S)

으로 관찰하였다.

- 그 결과, 난자 세포질 전반에 걸쳐 fluorescein diacetate(FDA) 양성의 녹색 

형광이 관찰되었다(그림 15). FDA는 세포막이 온전히 유지된 살아있는 세

포 내로 확산된 후, 세포 내 esterase에 의해 가수분해되어 형광을 발현하

는 물질로, 세포의 대사 활성이 유지되는 경우에만 형광 신호를 나타내는 

생존 지표로 사용된다 (Boender, 1984; Mohr & Trounson, 1980). 반면 

propidium iodide(PI)는 세포막이 손상된 세포에서만 핵산과 결합하여 적

색 형광을 나타내는 염색제로, 본 실험에서 관찰된 난자에서는 PI 양성 신

호가 뚜렷하게 확인되지 않았다 (Nagy et al., 2003). 이러한 염색 결과는 

D3 시점의 난자가 세포막 무결성과 기본적인 대사 활성을 유지하고 있었

그림 14. 사자 난소 조직
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음을 시사하며, 체외 배양 이후에도 생존 상태가 유지되었음을 의미한다 

(Mohr & Trounson, 1980). 특히 난자는 세포 크기가 크고 세포질 비율이 

높아, FDA 형광이 핵이 아닌 세포질 전반에 확산되어 관찰되는 것이 일

반적인 특징으로 보고되어 있으며, 이는 본 실험에서 관찰된 형광 패턴과 

일치한 것과 확인되었다 (Boender, 1984; Nagy et al., 2003).

- 효소 처리 후 분리된 조직을 배양한 결과, 배양 용기 바닥에 부착하는 세

포들이 관찰되었다(그림 16). 배양 경과에 따라 해당 세포들은 방추형 형

태를 보이며 점차 밀도가 증가하는 양상을 나타냈다. 2차례 계대배양을 통

해 세포 증식이 유지되었으며, p2 단계까지 체세포 확보가 가능하였다. p2

배양 초기(Day 0)와 배양 9일차 관찰 결과, 세포 수 증가와 함께 세포 간 

연결이 증가하는 형태가 확인되었다.

- 확보된 사자 난소 1샘플 및 난자 유래 체세포 1샘플은 동결보존 하였으며,

동결 전 세포는 부착형 형태를 유지하였다.

Ａ Ｂ Ｃ

그림 15. 사자 난포액 유래 난자의 체외성숙(IVM) 및 Live/Dead 염색 결과

그림 16. 사자 난소 조직 유래 체세포 배양
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나) 라쿤 정소조직 확보

- 국립생태원에서 보유중인 라쿤의 중성화수술을 통해 정소 조직을 확보하

였다. 확보된 조직은 DPBS로 세척한 후 조각화하였다. 그 후 효소 처리 

후 기계적 분산을 통해 단일세포 수준으로 분리하였다(그림 17).

- 분리된 세포를 배양한 결과 배양 접시 바닥에 부착하는 세포들이 관찰되

었다. 배양 초기(Day 0)에는 낮은 세포 밀도가 확인되었으나, 배양 5일차

에는 부착성 세포의 수가 증가하며 증식 양상이 관찰되었다(그림 18). 배

양을 통해 확보된 여우 정소 유래 체세포는 p0 단계까지 안정적으로 유지

되었으며, 동결 전 관찰에서 세포는 전반적으로 균일한 형태와 부착 상태

를 보였다. 해당 체세포는 cryovial에 분주하여 동결보존 처리하였으며, 정

소 조직 유래 체세포의 확보 및 저장이 가능함을 확인하였다.

- 분리한 정소(세정관) 4샘플을 확보하여 동결보존하였다.

그림 17. 라쿤 정소 및 세정관 분리

그림 18. 라쿤 세정관 세포 배양
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다) 여우 정소조직 및 체세포 확보

- 국립생태원에서 구조한 여우(잡종 추정) 중성화수술을 통해 정소 조직을 

확보하였다. 확보된 조직은 잘게 분쇄하였다. 이후 collagenase type I 750

U/mL 용액을 5ml 첨가하고, 37℃, 5% CO₂조건의 인큐베이터에서 30분

간 처리하였다. 효소 처리 후에는 1 ml 피펫팁의 끝부분을 절단하여 반복

적인 pipetting을 수행함으로써 조직을 추가로 분산시켰다(그림 19).

- 분산된 세포 현탁액은 40 μm cell strainer(FALCON, 352340)로 여과한 뒤,

DMEM Low glucose 배지에 10% FBS를 첨가한 배지를 기존 현탁액과 

1:1 비율로 혼합하였다. 이후 390 g에서 4분간 원심분리하여 세포 pellet을 

회수하였다.

- 분리된 세포는 DMEM low glucose + 10% FBS + 2% p/s 조건에서 배양

하였으며, 배양 다음 날 1회 배지를 교체한 후 이후에는 2일 간격으로 배

지를 교체하였다. 초기 배양된 세포는 p0 단계에서 동결보존을 수행하였

다. 세포 동결은 DMEM + 80% FBS + 10% DMSO + 2% P/S 조건으로 

cryo vial에 현탁하여 coolcell에 넣어 −80℃에서 보관한 뒤, 다음 날 액체

질소 탱크로 옮겨 장기 보관하였다(그림 20).

- 여우에서 분리한 정소(세정관) 조직 3샘플 및 체세포 1샘플을 확보하여 동

결 보존하였다.

Ａ Ｂ

그림 20. 여우 정소 조직 유래 체세포 분리 및 배양 결과

그림 19. 여우 정소 조직 및 세정관 분리
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라) 꽃사슴 및 다마사슴 정소 조직 확보 및 동결보존

- 경북야생동물구조센터에서 보유 중인 꽃사슴 및 다마사슴 중성화수술을 

통한 정소 조직을 확보하였다(그림 21,22). 확보된 조직에서 세정관을 분리

하고 배양하여 각각 5샘플씩 동결보존 하였다.

그림 21. 꽃사슴 정소·세정관 확보 및 배양

그림 22. 다마사슴 정소·세정관 확보 및 배양
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III. 고찰 및 제언

   (산양 유전자 마커 개발) 본 연구에서 최종적으로 산양의 개체식별을 위한 마커로 

8개의 MS 마커와 1개의 성감별 마커를 개발하였다. 각각의 마커는 다중증폭을 위해 

길이를 조절하였으며, 최종적으로 5개와 4개의 마커를 섞어서 2개의 다중증폭 세트를 

구성하였다. 강원권 산양 폐사체(46개체) 조직으로 테스트 한 결과 두 개의 마커 

세트는 매우 잘 작동하였으며, 산양의 개체 식별뿐만 아니라 유전다양성을 확인 할 수 

있었다. 이로써 본 연구에서 개발된 산양 개체식별 다중증폭 마커 세트를 이용하여 

모니터링 할 경우 기존 대비 예산과 시간을 77% 수준으로 줄일 수 있을 것이라 

예상된다. 

  (표범 흑색증 분석) 본 연구에서는 서울대공원 보유 아무르표범 2개체(레오, 로드) 

혈액에서 gDNA를 추출하고 ASIP exon 4 구간(증폭산물 360 bp)을 PCR로 증폭한 뒤 

Sanger 시퀀싱으로 변이를 확인하였다. 두 개체 모두 ASIP 코딩서열(coding sequence) 

333번 위치에서 C/A 이형접합으로 확인되었다(= c.333C>A에 해당). 이는 두 개체는 

외형적으로는 정상 색 패턴을 보이지만 유전적으로는 흑색증 관련 대립유전자를 

보유하고 있는 보인자임을 확인할 수 있었다. 이 결과, 아무르표범도 서식지외(ex situ) 

개체군에서 멜라니즘 관련 대립유전자가 잠재적으로 유지되고 있음을 시사한다. 

염기서열 분석 결과는 아무르표범 EEP와 공유하였으며, 이는 향후 사육·번식 

관리(유전적 다양성 유지, 특정 표현형 관리 등) 측면에서 참고할 수 있는 기초자료가 

된다.

  (생식세포 확보 및 동결보존 기술 개발) 본 연구에서는 멸종위기종 연구 및 보

존을 목적으로 멸종위기종 생체시료를 체계적으로 확보하였다. 살아있는 세포를 

확보하고 장기적으로 보존하기 위한  종별 맞춤형 동결보존 기술을 개발하는데 중

점을 두었다. 살아있는 세포를 확보하기 위한 연구대상은 멸종위기종 양서류 2종

(고리도롱뇽, 맹꽁이 정자) 및 야생동물(사자, 라쿤 여우, 꽃사슴, 다마사슴)로 총 7

종 31샘플을 확보하였다. 실험을 통해 각 세포에 적합한 동결보존액과 동결 조건

을 확인하였으며, 동결 후 해동한 세포의 생존율을 분석하여 안정적인 동결 조건

을 검증하였다. 본 연구 결과는 멸종위기종 세포 동결 기술을 확립함으로써, 개체 

복원 및 생물다양성 보존을 위한 기초 자료로 활용될 것으로 기대된다. 또한, 살아
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있는 세포뿐만 아니라 조직, 사체와 같은 죽어있는 샘플도 확보하여 25년 멸종위

기종을 포함하여 총 8종 270개체 1,298샘플을 확보하였다. 이 결과, 멸종위기종 생

체시료은행은 국내에서 가장 많은 멸종위기종 생체시료를 보유한 기관으로 자리 

잡았으며, 총 71종 1,903개체 6,473샘플을 보관중이며 생물자원 보존 및 활용에 중

요한 역할을 수행할 것으로 기대된다.
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Ⅳ. 활용 방안 및 기대 효과

1) 유전자 마커 개발 및 활용 매뉴얼을 제작하여 관련기관에 배포함으로써 

멸종위기종 모니터링 연구 활성화 기여

2) 멸종위기종 개체군 크기 및 유전다양성 연구 등 유전연구를 통한 복원 

전략 추진

3) 개발된 마커의 특허 출원 및 등록을 통한 계량 성과 달성

4) 산양 개체식별을 위한 다중증폭 마커 개발을 통해 유전자 분석 소요 시간 

및 예산 절감 
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Ⅴ. 당해 연도 추진 일정

연구 목표 및 내용
월 별

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

멸종위기종 생체시료 확보

표범 흑색증(Melanism) 분석

맞춤형 저장 기술 개발

개체 식별 마커 개발
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