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Abstract

A study on the establishment of artificial breeding

strategy on the Asiatic black bear (Ursus thibetanus)

Jeong-Jin Yang

(Supervised by Professor Yoon-Kyu Lim)

Department of Veterinary Medicine

Graduate School

Jeju National University

This study is to investigate the estrus pattern and ovulation time in female

Asiatic black bear (Ursus thibetanus) during the breeding period based on the

concentration of estrogen and progesterone metabolites in urine, and to

investigate the characteristics of various biological indicators that can

estimate the best timing for artificial insemination. In addition, it is a report

on the establishment of artificial insemination technique using the

ureteroscope under ultrasound guidance.

The purpose of this study is to investigate whether analysis of sex

hormones in urine and observation of various biological indicators is useful

for determining the breeding status and the time for artificial insemination in

Asiatic black bears, to establish an effective artificial insemination technique

in Asiatic black bears.

During the breeding period from May to August, the concentrations of 17β
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-estradiol and estrone-3-glucuronide in urine from 4 female bears showed

similar patterns of change over time, and the concentrations of progesterone

and pregnandiol-3-glucuronide also similarly changed over time. However,

there were differences among the bears in increasing or decreasing period, the

highest concentration, the number of peak days and the interval between peak

days of each sex hormone and its metabolite, and did not show a constant

pattern. In a pregnant female bear that was confirmed by ultrasound

examination in December, the concentration of progesterone in urine gradually

increased from May to July, and increased rapidly after artificial insemination

in August. While, non-pregnant bears did not show this rapid increasing of

progesterone in August.

During the breeding period, from 1 to 4 dominant follicles were formed in

size of 7.3 - 19.6 mm, and it took about 2 weeks or more for the dominant

follicle over 6 mm to reach the maximum diameter. In addition, the size of

the corpus luteum varied from 7.0 to 10.6 mm. In the vaginal cytology,

superficial epithelial cells increased and those colors were mostly red or

orange when estrus signs were shown. In addition, when the appearance rate

of superficial cells was at maximum (82.3 ± 7.8%), the electrical resistance

value of vaginal mucus was also at maximum (360 ± 56.9 Ω). When the

swelling of the vulva, which is one of the indicators for female's estrus state,

increased, the level of redness in the vulva, mucus secretion, the rate of

superficial cell appearance and the electrical resistance of vaginal mucus also

increased.

As a result, it was confirmed that dominant follicles of 6.3 – 10 mm, the

appearance of over 70% of superficial epithelial cells, the vaginal mucus

electrical resistance of 340 – 400 Ω and maximum size of vulva on the day

of artificial insemination were appropriate conditions for female bears in

giving birth the cubs. In addition, the concentration of 17β-estradiol in a

female urine was 8.26 ng/㎎ Cr and 1.45 ng/㎎ Cr on the day before and the
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day of artificial insemination respectively.

The quality of collected fresh semen was excellent in sperm concentration,

sperm count, survival rate, motility, and sperm morphology, and the semen

was put in the uterus through the cervix using the ureteroscope under the

ultrasound guide. The average length from the vulva to the cervix was 14.2

± 1.5 cm. 7 fetuses were identified from 4 pregnant female bears by

ultrasound pregnancy test conducted at the end of December. All fetuses

were born in mid- and late January and it was confirmed that 6 cubs were

born through the artificial insemination except for one cub (it was originated

from natural mating) by genetic paternity tests. Thus, the total gestation

period from the date of artificial insemination to the birth of cubs was 199.3

± 13.4 days (range, 184 - 216 days).

This study is the first report of success in giving birth through artificial

insemination in the Asiatic black bear, and it would be very useful data to

establish artificial breeding technique in this species. Furthermore, the

methodology and results in this study would be greatly helpful for the

restoration of the Asiatic black bear.

Key words: Asiatic black bear, Ursus thibetanus, urinary hormone, dominant

follicle, corpus luteum, vaginal cytology, vaginal mucus electrical resistance,

vulva swelling, ureteroscope, artificial insemination, pregnancy, giving birth
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총 론

전 세계적으로 반달가슴곰(Ursus thibetanus: Asiatic black bear)은 총

7아종으로 분류되며, 남부권 아시아 지역을 중심으로 아시아 서부 끝단에 위치한

아프가니스탄, 파키스탄에서부터 동쪽으로 인도 북부, 중국, 인도네시아 북부,

러시아 동부, 한국, 그리고 일본 등지에 걸쳐 지리적으로 넓게 분포를 하고

있다(Servheen 1990). 그 중 한국에 서식하는 반달가슴곰은 북한, 러시아 동부,

그리고 중국 동북부 지역에 서식하는 반달가슴곰과 동일 아종으로 분류되고

있다(Garshelis and Steinmetz, 2016).

반달가슴곰은 멸종위기에 처한 야생생물 종의 국제거래에 관한 협약

(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and

Flora, CITES) 부속서 Ⅰ에 등재된 국제적 멸종위기 야생생물종인 동시에,

국제자연보전연맹(IUCN)이 지정한 적색 목록(Red list) 범주의 취약 종

(Vulnerable)으로 분류되어 있다(Garshelis and Steinmetz, 2016). 또한

우리나라에서도 천연기념물 제329호(1982년), 멸종위기야생생물 Ⅰ급(1998년)으로

지정하여 법적으로 보호를 하고 있다.

반달가슴곰은 과거 1900년대 초까지만 해도 우리나라의 백두대간을 중심으로

한반도 전역의 산림지역에 널리 분포하였던 종이었으나 불법적인 밀렵 성행과

전쟁, 산업화로 인한 서식지 파괴 등에 기인하여 급격히 개체수가 급감하여

1980년대에 이르러서는 설악산, 오대산, 태백산 등의 강원도 일부 지역과

지리산에서만 소수의 개체가 서식하는 것으로 확인되었다(국립환경연구원, 2002).

이에 따라 2001년부터 소수의 개체가 확인된 지리산국립공원 지역에 스스로

생존할 수 있는 반달가슴곰 개체군을 형성시키기 위한 반달가슴곰 복원

프로젝트가 시작되었다(Jeong et al., 2010). 지난 2005년에 러시아 연해주

지역으로부터 6개체의 새끼 곰을 도입하여 본격적으로 지리산에 방사한 이래,

2019년도에 지리산국립공원 지역을 중심으로 63마리로 개체수가 증가하게

되었고, 이 중 일부 개체는 지리산 지역을 벗어나 다른 지역으로 확산하는
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양상이 확인되었다(종복원기술원, 2019).

그러나 동일 아종이 서식하는 러시아, 북한, 그리고 중국으로부터 반달가슴곰

원종을 도입하는데 있어서 국가 간의 정세에 따라 도입 여부가 결정되는 등

지속적인 난항을 겪어왔으며, 또한 반달가슴곰 종의 낮은 번식률과 자연

상태에서 근친 교배 등의 문제가 발생됨에 따라 개체수가 점차 늘어감에도

불구하고 반달가슴곰 복원 개체군의 유전적 다양성은 매우 낮은 수준인 것으로

확인되었다(한 등, 2019). 따라서 국외로부터의 불확실한 개체 도입 문제를

해소하고 자연 상태에서의 반달가슴곰 개체 수 증가와 복원 개체군의 유전적

다양성 증진을 도모하기 위해 자연 개체군에 필요한 원종을 지속 가능하게

선택적으로 생산해 낼 수 있는 인공수정 기술 확립이 요구되어졌고, 이에 따라

우리는 반달가슴곰의 번식 생리에 기초한 인공증식 기술 개발 연구에 착수하게

되었다.

그럼에도 불구하고 대부분의 곰 종이 계절 번식과 지연 착상을 하고, 특히나

반달가슴곰을 비롯한 몇몇 종은 동면(Hibernation) 기간 중에 새끼를 출산하는

등의 독특한 번식 생리 기작을 보유하고 있기 때문에(Sato et al., 2000; Tsubota

et al., 2001), 번식기간 중에 배란, 수정, 착상 시점 등의 정확한 시기를 파악하기

어렵고, 가성임신(Pseudopregnacy) 현상 등으로 인해 호르몬을 통한 임신 여부

평가를 수행함에도 한계가 있다. 이러한 곰의 독특한 번식 생리 기작으로 인하여

관련 연구의 정보가 매우 제한적인 실정이며, 특히 곰과(Ursidae)에 속하는 전

세계의 8종의 곰 종(species)들 가운데 자이언트 팬더(Moore et al., 1984) 1종을

제외하고, 반달가슴곰을 포함한 나머지 곰 종에서 인공수정을 통해 새끼를

성공적으로 출산했던 사례가 전무한 실정이다(Onuma et al., 2001; Curry et al.,

2014; Torri et al., 2019).

본 연구의 목적은 첫 번째로 뇨 중 에스트로겐과 프로게스테론의 대사물질

농도를 기초로 번식기 동안 암컷 반달가슴곰의 발정 패턴 및 배란 적기를

비침습적인 방법으로 조사함으로써 뇨 시료에 의한 성호르몬 분석 기법이
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반달가슴곰의 발정 상태를 파악하는데 유용한지 여부를 확인하고자 하였다. 두

번째로 번식기 동안의 암컷 반달가슴곰의 발정과 인공수정 적기 파악에 도움이

될 수 있는 생물학적 지표들을 선정하고, 그들 각각의 특성과 지표들 간의 상호

연관성을 조사함으로써 반달가슴곰의 발정과 배란 상태를 예측하고자 하였다.

마지막으로 수컷 반달가슴곰으로부터 수집된 정액을 효율적으로 활용하기 위해

초음파 가이드 하에 요관경을 이용한 자궁 내 인공수정 기법을 개발하고, 이

기법을 활용하여 실질적으로 인공수정을 수행함으로써 궁극적으로 반달가슴곰의

임신과 새끼 출산을 성공적으로 이끌어내고자 하였다.
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제 Ⅰ 장

뇨 성호르몬에 따른 번식기 암컷 반달가슴곰(Ursus

thibetanus)의 발정 패턴 조사
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지구상에 현존하는 곰과(Ursidae)의 동물은 총 8종, 이 중 반달가슴곰은 7

아종으로 분류되며 서남부아시아, 중국 동북부, 러시아, 한국, 일본 등지에 걸쳐

지리적으로 넓게 분포하고 있다(Servheen, 1990). 온대 지방에 서식하는

아메리카 흑곰(Ursus americanus)과 아시아 흑곰(Ursus thibetanus)은 늦은

봄에서 초여름까지 약 2–3 개월 간 교미기를 갖는 계절 발정 사이클을 갖으며

(Ballard et al., 1982; Okano et al., 2003), 아시아 흑곰의 아종인 일본

반달가슴곰(Ursus thibetanus japonicus)은 6월 중순에서 8월 초까지 교미기를

갖고 동면기인 1월 말에서 2월 초 사이에 출산한다고 보고되었다(Yamamoto et

al., 1998; Sato et al., 2000). 이와는 다르게 말레이시아 지역의 태양곰(Helarctos

malayanus)은 우기 시즌인 8월, 9월에 계절 번식을 하며(Onuma et al., 2002),

특히 자이언트 팬더(Ailuropoda melanoleuca)는 다른 종의 곰들과는 다르게

4월과 5월 사이에 2–3일 동안만 교미 허용기를 갖는 단발정(mono estrus)의

계절 발정주기를 나타낸다고 보고되었다(Czekala et al., 2003).

그러나 반달가슴곰(Ursus thibetanus)을 포함한 대부분의 곰과(Ursidae)의

동물은 계절 발정(Seasonal estrus), 유도 배란(Induced ovulation), 후속

배란(Sequential ovulation), 지연 착상(Delayed implantation), 가성 임신

(Pseudo-pregnancy) 등의 다양하고 독특한 번식생리 특성을 갖고 있기 때문에

번식기간 중 배란, 수정, 착상 등의 정확한 시기 파악과 황체기 동안의 임신

유지 등을 평가하는데 있어서 많은 어려움을 겪고 있다(Craighead et al., 1995;

Schenk and Kovacs, 1995; Rosing-Asvid et al., 2002; Boone et al., 2004;

Okano et al., 2006; Chang et al., 2011; Roellig et al., 2011; Frederick et al.,

2012; Gonzales et al., 2013).

야생동물을 대상으로 한 성호르몬의 모니터링 기법은 해당 종의 내분비 활성을

평가하는 검증된 방법으로써 실질적으로 여러 멸종위기에 처한 야생동물 종들의
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사육 관리와 개체 수의 증식을 향상시켜 왔다(Schwarzenberger and Brown,

2013). 특히나 식육목(Carnivora) 야생동물들의 환경적 변화에 대한 생리학적,

그리고 번식 생리학적 반응을 이해하는데 있어 뇨 또는 분변과 같은 비침습적

방법의 시료 수집을 통해 호르몬 대사물질의 농도를 평가함으로써 가능해졌다

(Brown and Wildt, 1997; Brown et al., 2001). 곰과 같은 대형 맹수류의 번식

상태 및 발정 패턴 분석을 위해서는 분변이나 뇨 시료와 같이 비침습적으로

내분비 호르몬을 측정하는 것이 필수적이며, 이는 혈액 시료 내 호르몬 분석과

같은 침습적인 방법과 비교해서 물리적 보정이나 화학적 마취 등이 수반되지

않기 때문에, 동물에게 불필요한 스트레스를 유발시키지 않으면서 장기적으로

해당 종의 번식 상태에 대한 정확하고 상세한 정보를 얻을 수 있다는 장점이

있다(Dehnhard et al., 2006; Schwarzenberger and Brown, 2013).

최근 곰 종에서 수행된 비침습적인 내분비 성호르몬 분석 방법에 관한 선행

연구에는 자이언트 팬더(Hodges et al., 1984; Dehnhard et al., 2006; Durrant et

al., 2006; Hama et al., 2008; Kersey et al., 2010)에서 뇨 시료로부터의

estrogen, estrone sulfate, estrone-3-glucuronide, pregnanediol-3-glucuronide,

그리고 분변 시료 내 progesterone을 통한 발정기와 황체기 모니터링에 관한

다수의 보고가 있었고, 안경곰(Tremarctos ornatus)에서의 뇨와 분변 시료 내

progesterone을 통한 황체기 모니터링에 관한 연구 보고가 있었다(Dehnhard et

al., 2006). 또한 태양곰(Schwarzenberger et al., 2004)을 대상으로 분변 시료 내

epi-androsterone과 pregnanediol-3-glucuronide을 통한 번식 생리 연구,

불곰(Ursus arctos)에서의 분변 내 estrogen과 progesterone을 통한 발정기와

황체기 연구(Goeritz et al., 2001; Ishikawa et al., 2003; Dehnhard et al., 2006),

그리고 북극곰(Ursus maritimus)에서의 분변 내 pregnanediol-3-glucuronide와

androgen을 통한 연중 호르몬 분석 연구와 같은 선행 보고가 있었다(Curry et

al., 2014). 마지막으로 반달가슴곰의 아종인 대만 암컷 반달가슴곰(Ursus

thibetanus formosanus)을 대상으로 분변 내 estrogen과 progesterone 농도

분석을 통한 연중 성호르몬 모니터링에 관한 연구가 보고된 바 있다(Chang et

al., 2011).
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본 연구는 뇨 중 estrogen 및 progesterone의 대사물질 농도에 기초한 번식기

암컷 반달가슴곰의 발정 패턴 및 배란 적기 모니터링에 관한 최초의 보고로써,

본 연구를 통해 뇨 시료에 의한 성호르몬 분석 기법이 반달가슴곰 종의 번식

상태의 특징을 이해하는데 유용한지 여부를 조사하고, 최종적으로 반달가슴곰의

번식 관리와 인공수정을 수행하는데 기초 자료로 활용하기 위함이었다.
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1) 대상 동물

2018년도 5월에서 8월까지 반달가슴곰의 번식시즌 동안 국립공원공단

생물종보전원에서 증식․전시를 위해 사육되고 있는 암컷 곰들(n=4)로부터 뇨

샘플을 채취하였다. 전 개체 모두 임신 경험은 없으며, 평균 연령은 6.1 ±

3.8년생, 평균 체중은 96.5 ± 16.8 kg이었고, 4년생 암컷 1개체는 이 기간 동안

인공수정을 통해 최종적으로 임신하였음이 확인되었다(Table 1).
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Table 1. Bears used in daily monitoring of urinary steroid hormone concentrations 

during breeding seasons in 2018

ID No. Year of birth Age (year) Weight (kg) Remarks

Bear 1 2014 4 88.0 Pregnanta 

Bear 2 2014 4 87.0

Non-pregnantBear 3 2012 6 95.0

Bear 4b 2003 15 136.0

a two cubs were born in January, 2019 by artificial insemination and one of them died within a few days.

b Loaned from the Cheong-ju Zoo in South Korea, 2017.
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2) 뇨 시료 수집

반달가슴곰의 발정기 성호르몬 모니터링을 위하여 2018년 5월 16일을 시작으로

8월 26일까지 총 102일에 걸쳐 1일 1회, 오전 04:00-08:00시 사이에 처음 배뇨한

뇨 시료를 개체별로 수집하였다(Monfort et al., 1989).

각각의 암컷 곰은 철재 격자망 구조의 준 개방형(semi-open) 시설 내에

독립적인 공간을 제공하였으며, 시설 외벽을 사이에 두고 격자망을 통해 수컷

곰을 보거나 접촉할 수 있도록 하였다. 뇨 시료의 수집은 바닥에 배뇨된 샘플을

멸균된 주사기를 이용하여 흡인하는 방식으로 이루어졌으며, 수집된 시료는

멸균된 15 ㎖ 플라스틱 원심관 튜브에 분주한 후, 수집한 날짜와 시간, 개체

식별 정보를 기록하였다. 그리고 대변 또는 알 수 없는 불순물 등의 혼입

가능성에 따라 오염 물질의 제거를 위해 냉장상태(-4℃)에서 약 10분간 10,000

rpm으로 원심분리를 실시하였다. 이후 분리된 상층 액을 1.5 ㎖ 동결용 튜브에

각각 소분한 후 성호르몬 분석 이전까지 냉동상태(–80℃)로 보관하였다.
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3) 뇨 성호르몬 분석

효소면역측정법에 의해 뇨 중 17β-estradiol (E2), estrone-3-glucuronide (E1G),

progesterone (P4), 그리고 pregnanediol-3-glucuronide (PDG)의 4가지

성호르몬에 대한 농도를 아래와 같이 측정하였다(Fig. 1). 또한 각각의 뇨

호르몬의 최종 농도를 도출하기 위해 해당 일자의 뇨 creatinine 농도로 나누어

준 후, ng/㎎ Cr으로 표기하였다(Kersey et al., 2010; Knott et al., 2017).

(1) 17β-Estradiol (E2)

뇨 중 17β-estradiol의 정량 분석은 multispecies DetectX® 17β-estradiol

Enzyme Immunoassay kit (K030-H5, Arbor Assays Ann Arbor, Michigan,

USA) 제조사의 가이드라인에 따라 수행하였다. 키트의 민감도는 39.6 pg/㎖이고,

검출 한계는 26.5 pg/㎖, estrone과의 교차 반응성은 0.73%, estrone sulfate,

progesterone, testosterone, 5α-dihydroprogesterone, cortisol, corticosterone에

대한 교차 반응성은 0.10% 미만이었다. 요약하자면, goat anti-rabbit IgG 항체가

코팅되어 있는 96 well 마이크로플레이트에 뇨 샘플 원액과 계단 희석한

standard 용액 (39.06-10,000 pg/㎖)을 연속되는 2개의 well에 각각 50 ㎕씩 동량

분주하고, horseradish peroxidase가 접합된 DetectX® estradiol (E2) conjugate와

DetectX® estradiol (E2) antibody (anti-E2 antibody)를 각각의 well에 25 ㎕씩

첨가한 후, 2시간 동안 흔들면서 실온에서 배양하였다. 이 후에 제조사의 wash

buffer를 이용하여 각 well 당 300 ㎕씩 흡인, 분주하는 과정을 4회 반복하여

세척을 실시하고, 100 ㎕의 tetramethyl benzidine substrate를 각 well에 분주한

후, 30분간 실온에서 배양하였다. 마지막으로 50 ㎕의 stop solution (1M

hydrochloric acid)을 분주하여 반응을 종료시킨 후, 450 nm 파장에서

흡광도(O.D)를 측정하였다. 표준 곡선(standard curve)의 구현과 각각의 뇨

샘플의 E2 농도의 계산은 4-PLC (four-parameter logistic curve fit)

소프트웨어(DS-MatrixTM Software ver. 1.34.5, Dynex Technology Inc.,

Vaginia, USA)를 사용하였다. 분석 간의 변동계수(coefficients of variation)는

10% 미만이었다.
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(2) Estrone-3-glucuronide (E1G)

뇨 중 Estrone의 분석은 multispecies DetectX® Estrone-3-Glucuronide (E1G)

Enzyme Immunoassay kit (K036-H5, Arbor Assays Ann Arbor, Michigan,

USA) 제조사의 가이드라인에 따라 수행하였다. 키트의 민감도는 7.38 pg/㎖이고,

검출 한계는 8.76 pg/㎖, estrone-3-sulfate와의 교차 반응성은 66.6%, estrone

238%, 17β-estradiol 7.8%, estradiol-3-sulfate 3.8%, estradiol-3-sulfate 3.3%,

estradiol-17-sulfate 0.1%, 기타 progesterone, testosterone, estriol, cortisol,

testosterone과의 교차 반응성은 0.1% 미만이었다. 요약하자면, goat anti-rabbit

IgG 항체가 코팅되어 있는 96 well 마이크로플레이트에 뇨 샘플 원액과 계단

희석한 standard 용액(15.625-1,000 pg/㎖)을 연속되는 2개의 well에 각각 50

㎕씩 동량 분주하고, horseradish peroxidase가 접합된 DetectX®

estrone-3-glucuronide (E1G) conjugate와 DetectX® estrone-3-glucuronide

(E1G) antibody (anti-E1G antibody)를 각각의 well에 25 ㎕씩 첨가한 후, 2시간

동안 흔들면서 실온에서 배양하였다. 그 후에 제조사의 wash buffer를 이용하여

각 well 당 300 ㎕씩 흡인, 분주하는 과정을 4회 반복하여 실시하고, 100 ㎕의

tetramethyl benzidine substrate를 각 well에 분주한 후, 30분간 실온에서

배양하였다. 마지막으로 50 ㎕의 stop solution (1M hydrochloric acid)을

분주하여 반응을 종료시킨 후, 450 nm 파장에서 흡광도(O.D)를 측정하였다.

표준 곡선(standard curve)의 구현과 각각의 샘플의 E1G 농도의 계산은 위의

E2의 방법과 동일한 방법으로 수행하였으며, 분석 간의 변동계수(coefficients of

variation)는 10% 미만이었다.

(3) Progesterone (P4)

뇨 중 Progesterone의 정량 분석은 multispecies DetectX® Progesterone

Enzyme Immunoassay kit (K025-H5, Arbor Assays Ann Arbor, Michigan,

USA) 제조사의 가이드라인에 기초하여 수행하였다. 키트의 민감도는 47.9

pg/㎖이고, 검출 한계는 52.9 pg/㎖, 3β-hydroxy-progesterone과의 교차

반응성은 172%, 3α-hydroxyprogesterone 188%, 11β-hydroxy-progesterone

2.7%, 11α-hydroxyprogesterone 147%, 5α-dihydroprogesterone 7.0%,
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pregnandiol 5.9%, corticosterone, androstenedione 0.1% 미만이었다. 요약하자면,

goat anti-mouse IgG 항체가 코팅되어 있는 96 well 마이크로플레이트에 뇨

샘플 원액과 계단 희석한 standard 용액(50-3,200 pg/㎖)을 연속되는 2개의

well에 각각 50 ㎕씩 동량 분주하고, horseradish peroxidase가 접합된 DetectX®

progesterone (P4) conjugate와 DetectX® progesterone (P4) antibody (anti-P4

antibody)를 각각의 well에 25 ㎕씩 첨가한 후, 2시간 동안 흔들면서 실온에서

배양하였다. 그 후에 제조사의 wash buffer를 이용하여 각 well 당 300 ㎕씩

흡인, 분주하는 과정을 4회 반복하여 실시하고, 100 ㎕의 tetramethyl benzidine

substrate를 각 well에 분주한 후, 30분간 실온에서 배양하였다. 마지막으로 50

㎕의 stop solution (1M hydrochloric acid)을 분주하여 반응을 종료시킨 후,

450nm 파장에서 흡광도(O.D)를 측정하였다. 표준 곡선(standard curve) 구현과

각각의 샘플의 P4 농도의 계산은 위의 E2의 방법과 동일한 방법으로

수행하였으며, 분석 간의 변동계수(coefficients of variation)는 10% 미만이었다.

(4) Pregnanediol-3-glucuronide (PDG)

뇨 중 Pregnanediol glucuronide의 정량 분석은 multispecies DetectX®

Pregnandiol-3-Glucuronide (PDG) Enzyme Immunoassay kit (K037-H5, Arbor

Assays Ann Arbor, Michigan, USA) 제조사의 가이드라인에 기초하여

수행하였다. 키트의 민감도는 0.18 ng/㎖이고, 검출 한계는 0.32 ng/㎖,

20α-hydroxyprogesterone과의 교차 반응성은 44.8%, 20β-hydroxyprogesterone

3.16%, progesterone 0.2%, testosterone 0.2%, cortisol 0.06%, 17β-estradiol

0.04% 이었다. 요약하자면, goat anti-rabbit IgG 항체가 코팅되어 있는 96 well

마이크로플레이트에 뇨 샘플 원액과 계단 희석한 standard 용액(0.391-50

ng/㎖)을 연속되는 2개의 well에 각각 50 ㎕씩 동량 분주하고, horseradish

peroxidase가 접합된 DetectX® Pregnanediol-3-glucuronide (PDG) conjugate와

DetectX® Pregnanediol-3-glucuronide (PDG) antibody (anti-PDG antibody)를

각각의 well에 25 ㎕씩 첨가한 후, 2시간 동안 흔들면서 실온에서 배양하였다. 그

후에 제조사의 wash buffer를 이용하여 각 well 당 300 ㎕씩 흡인, 분주하는

과정을 4회 반복하여 실시하고, 100 ㎕의 tetramethyl benzidine substrate를 각
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well에 분주한 후, 30분간 실온에서 배양하였다. 마지막으로 50 ㎕의 stop

solution (1M hydrochloric acid)을 분주하여 반응을 종료시킨 후, 450 nm

파장에서 흡광도(O.D)를 측정하였다. 표준 곡선(standard curve) 구현과 각각의

샘플의 PDG 농도의 계산은 위와 동일하게 수행하였고, 분석 간의

변동계수(coefficients of variation)는 10% 미만이었다.

(5) Urinary creatinine (Cr)

수집된 뇨 샘플들 간의 수분 함량에 따른 변이를 보정하기 위해 뇨 중

creatinine의 농도를 측정하였다(Kersey et al., 2010; Willis et al., 2011). 뇨 중

creatinine의 정량 분석은 multispecies NCalTM International Standard DetectX®

urinary creatinine detection kit (K002-H5, Arbor Assays Ann Arbor,

Michigan, USA) 제조사의 가이드라인에 따라 수행하였다. 키트의 민감도는

0.019 ㎎/㎗이고, 검출 한계는 0.037 ㎎/㎗ 이었다. 요약해서 설명하자면, 깨끗한

상태의 96 well 마이크로플레이트에 멸균 증류수로 20배 희석하여 준비한 뇨

샘플과 blank 용액(3차 증류수), 그리고 계단 희석한 standard 용액(0.3125-20

㎎/㎗)을 연속되는 2개의 well에 각각 50 ㎕씩 동량 분주하고, DetectX®

Creatinine (Cr) Reagent 용액(0.75 N NaOH, 0.04 N picric acid)을 100 ㎕씩

첨가한 후 약 30분간 실온에서 배양하였다. 흡광도(Optical Density)의 측정은

자동화 ELISA 시스템(Dynex DS2®, Dynex Technology, Inc., VA, USA)을

이용하여 490 nm 파장에서 측정하였으며, 표준 곡선(standard curve)의 구현과

각각의 샘플의 Cr 농도의 계산은 위의 실험방법과 동일하게 수행하였다. 분석

간의 변동 계수(coefficients of variation)는 10% 미만이었다.
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Fig. 1. The molecular structure of 4 reproductive hormones used in urinary hormone 

analysis. (a) 17β-Estradiol (E2; C18H24O2), (b) Estrone-3-glucuronide (E1G; C24H30O8), 

(c) Progesterone (P4; C21H30O2), (d) Pregnanediol-3-glucuronide (PDG; C27H44O8).
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4) 발정 주기 패턴 분석

번식기간 동안 발정 호르몬 농도의 피크 일자와 이에 따른 배란 일자를

확인하기 위해 뇨 중 E2와 E1G의 농도를 일자별로 측정한 후, 개체별 농도

변이를 상쇄하기 위해 각각의 성호르몬 농도 값을 z-score ([raw-mean]/SD)로

변환하였다(Dehnhard et al., 2006). 이에 따라 변환된 농도 값이 0미만일 때를

기초 수치(basal value), 0-1사이일 경우를 낮은 수치(low value), 그리고 1을

초과한 값을 높은 수치(high value)로 구분하였다. 또한, 각각의 변환된 호르몬의

농도 값이 높은 수치(z > 1)에서 다음 날 0미만으로 급격히 감소하는 일자를

발정 호르몬의 피크일로 결정하였다.

5) 통계 분석

통계분석은 IBM SPSS Statistics ver. 18과 Microsoft excel ver. 2016을

활용하여 수행하였다. 각 일자별 성호르몬에 대한 개체별 평균 및 표준편차를

포함하는 기초 통계분석을 실시하였고, 번식기간 동안 암컷 곰의 월별

성호르몬의 변화 양상을 파악하기 위해 일원배치 분산분석(One-way ANOVA)을

실시하였다. 또한, 일자별 호르몬 변화에 따른 각각의 성호르몬 간의 상관관계

분석(Pearson’s correlation)을 실시하였다. 검출 한계 이하의 결측 값은 모든

분석에서 제외하였고, 유의성 검정은 p < 0.05의 수준에서 결정하였다.
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1) 번식기 뇨 성호르몬의 변화

2018년 5월 16일부터 8월 26일까지 총 102일 간 4마리의 암컷 반달가슴곰을

대상으로 뇨 성호르몬 분석을 실시한 결과는 Table 2와 Fig. 2에서 보는 바와

같다. 요약하자면, 각각의 호르몬이 상승 또는 하강하는 시기와 성호르몬

대사물질의 농도 값, 그리고 피크 농도일 사이 간격에는 개체마다 변이가 크고,

일정한 패턴을 나타내지 않았다. 그러나 임신한 개체에서의 프로게스테론

대사물질(P4, PDG)의 농도는 임신하지 않은 개체에 비해 보다 넓은 범위를

나타내었다.

난포 최대 활성 및 배란일을 추정하는 우선 지표로 활용한 뇨 중 E2와 E1G는

변환된 호르몬의 농도 값에 따라 3가지의 범주로 구분하여 나타내었다(Table 3).

4마리의 암컷 곰에서 z-score로 변환된 E2 농도 값의 비율은 기초 수치(z < 0)가

전체 일자의 75.5 ± 4.6%로 대부분을 차지하였고, 낮은 수치(0 < z < 1)는 14.6

± 2.5%, 그리고 높은 수치(z > 1)는 7.2 ± 4.6%를 나타내었다. 게다가 E1G의

비율은 기초 수치(z < 0)가 전체의 72.9 ± 3.6%, 낮은 수치(0 < z < 1)는 21.5 ±

6.3%, 그리고 높은 수치(z > 1)는 5.6 ± 2.3%를 차지하였으며, 이는 E2의 양상과

유사하였다. 또한 각각의 에스트로겐 대사물질의 피크는 전체 기간 동안 E2는

2–6회, 그리고 E1G는 2–4회까지 관찰되었다(Fig. 3).
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Table 2. Profiles of urinary steroid hormone concentrations and reproductive cycles in each female bear throughout the breeding seasons, 

2018

Status Bear

E2 E1G P4 PDG
E2 peak 
intervals 
(days)a)

N Mean ± SD
(Range) N Mean ± SD

(Range) N Mean ± SD
(Range) N Mean ± SD

(Range)

Pregnant Bear 1 80
2.90 ± 4.30

(0.26 – 28.13)
85

2.42 ± 3.60
(0.37 – 19.58)

82
11.79 ± 26.88
(1.12 – 240) 

60
31.31 ± 77.50

(2.82 – 560.76)
2 – 26

non-pregnant

Bear 2 84
5.07 ± 6.79

(0.52 – 42.45)
87

1.75 ± 2.36
(0.41 – 18.71)

82
6.08 ± 7.22

(1.40 – 36.32) 
60

33.49 ± 37.84
(4.75 – 203.46) 

3 – 35

Bear 3 79
2.78 ± 6.49

(0.03 – 49.15)
92

0.91 ± 0.65
(0.21 – 4.96)

83
2.57 ± 3.74

(0.42 – 25.25) 
72

17.18 ± 40.48
(1.55 – 272.23) 

6 – 19

Bear 4 79
3.96 ± 5.60

(0.01 – 40.91)
96

1.82 ± 2.14
(0.24 – 14.69)

80
5.27 ± 4.93

(1.52 – 30.72) 
64

35.84 ± 48.79
(4.34 – 241.51) 

2 – 47

Urinary steroid hormone concentrations were shown in means ± SD (Range) ng/㎎ Cr.

a) Range (min. - max.) of E2 peak intervals in each female bear.
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Fig. 2. Comparisons of longitudinal changes in four urinary hormone concentrations in four female bears during breeding seasons, 2018. 

Bear 1 ( ) gave birth the following January in 2019.
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Table 3. Urinary 17β-estradiol (E2) and estrone-3-glucuronide (E1G) concentrations (ng/㎎ Cr) by z-score transformation

Hormones Bear
Basal values (z < 0)a Low values (0 < z < 1)b High values (z > 1)c

N Mean ± SD (Min. - Max.) N Mean ± SD (Min. - Max.) N Mean ± SD (Min. - Max.)

E2

Bear 1* 62 1.37 ± 0.64 (0.26 – 2.85) 14 4.16 ± 1.47 (3.22 –7.04) 5 16.72 ± 8.50 (8.26 – 28.13)

Bear 2 64 2.55 ± 1.01 (0.84 – 4.97) 12 7.60 ± 1.88 (5.71 –11.72) 7 24.02 ± 10.89 (11.95 – 42.45)

Bear 3 67 1.25 ± 0.57 (0.03 – 2.64) 9 4.46 ± 1.66 (2.83 –8.41) 3 31.89 ± 16.04 (17.44 – 49.15)

Bear 4 58 1.82 ± 0.88 (0.01 – 3.69) 12 6.18 ± 1.78 (4.12 – 9.35) 8 16.12 ± 11.06 (9.64 – 40.91)

E1G

Bear 1* 62 1.23 ± 0.54 (0.37 – 3.27) 19 3.52 ± 0.96 (2.46 – 5.19) 4 13.11 ± 4.24 (9.24 – 19.58)

Bear 2 66 0.98 ± 0.29 (0.41 – 1.57) 15 2.63 ± 0.69 (1.81 – 3.89) 5 9.32 ± 5.72 (4.56 – 18.71)

Bear 3 62 0.62 ± 0.17 (0.21 – 0.90) 22 1.13 ± 0.14 (0.95 – 1.45) 7 2.72 ± 1.11 (1.78 – 4.96)

Bear 4 70 1.11 ± 0.36 (0.24 – 1.74) 21 2.30 ± 0.42 (1.84 – 3.38) 4 8.49 ± 3.54 (3.97 – 11.79)

*: pregnant bear.
a, b: urinary 17β-estradiol (E2) and estrone-3-glucuronide (E1G) values below 1 by z-score transformation.
c: urinary 17β-estradiol (E2) and estrone-3-glucuronide (E1G) values above 1 by z-score transformation that are associated with pre-ovulatory E2 surge.



- 34 -

Fig. 3. Estrus states and z-score transformed urinary 17β-estradiol (E2) and estrone-3-glucuronide (E1G) data in (a) pregnant (Bear 1) 

and (b), (c), (d) non-pregnant female bears (Bear 2, Bear 3, Bear 4). The point that E2 (*) and E1G (●) values (z-score) above 1 and 

rapidly decrease to the basal values below 0 the next day except for missing value intervals. 
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2) 임신 곰의 E2, P4 농도 변화

뇨 중 E2의 농도 변화를 바탕으로 Bear 1을 대상으로 2018년 7월 4일부터 7월

6일까지 3일간 서로 다른 수컷의 정액을 수집하여 인공수정을 실시하였다. 이후

2∼3번의 배란 전 E2 농도의 피크 값이 추가적으로 관찰되었으며, 인공수정 전,

후로 P4의 농도가 점차적으로 상승하는 양상이 관찰되었다(Fig. 4).
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Fig. 4. Profiles of urinary 17β-estradiol (E2) and progesterone (P4) concentrations of 

pregnant female bear during breeding seasons. The arrow indicates artificial 

insemination (AI).
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3) 월별 성호르몬 농도 비교

(1) 17β-estradiol (E2)

전 개체 모두 5월부터 8월까지 월별 E2 농도의 유의적 차이는 나타나지 않았다

(Table 4, Fig. 5). 그러나 각각의 곰들은 서로 다른 시기에 상대적으로 높은 E2

농도의 상승이 관찰되었다. 그러나 임신한 암컷 곰(Bear 1)의 E2의 농도는 7월에

상대적으로 높았던 반면, 임신하지 않은 암컷 곰에서 Bear 2는 5월, Bear 3은

7월, 그리고 Bear 4는 8월에 상대적으로 높았다.

(2) Estrone-3-glucuronide (E1G)

임신한 암컷 곰(Bear 1)은 발정기 동안 월별 E1G 값의 유의미한 차이를

나타내지 않았다. 또한 임신하지 않은 암컷 곰에서 Bear 2는 5월(n = 8, 2.43 ±

2.24 ng/㎎ Cr)과 6월(n = 30, 1.91 ± 3.66 ng/㎎ Cr) 간에 E1G 농도의 유의미한

차이(p = 0.033)를 나타내었고, Bear 4는 8월의 E1G 평균 농도(n = 24, 3.27 ±

3.82 ng/㎎ Cr)와 5월 (n = 13, 1.41 ± 0.96 ng/㎎ Cr, p = 0.039), 6월(n = 29,

1.14 ± 0.45 ng/㎎ Cr, p < 0.01), 그리고 7월(n = 30, 1.50 ± 0.67 ng/㎎ Cr, p <

0.01)의 E1G 평균 농도와의 유의미한 차이를 나타내었다(Table 5). 또한 모든

개체에서 E1G 농도는 E2 농도의 월별 경향과 유사한 패턴이 관찰되었다(Fig. 5).

(3) Progesterone (P4)

임신한 암컷 곰(Bear 1)은 6월(n = 24, 4.65 ± 5.15 ng/㎎ Cr)과 8월(n = 20,

26.91 ± 51.73 ng/㎎ Cr) 사이에 P4 농도의 유의미한 차이(p = 0.028)를

나타내었고, 5월부터 7월까지 서서히 P4 농도가 상승하는 경향을 보이다가 8월에

급격히 상승하는 패턴이 관찰되었다. 또한 임신하지 않은 암컷 곰에서는

통계적으로 P4 농도의 유의미한 차이가 확인되지 않았다(Table 6, Fig. 6).

(4) Pregnandiol-3-glucuronide (PDG)

임신하지 암컷 곰 가운데 Bear 2의 PDG 농도는 5월(n=7, 64.09 ± 70.38 ng/㎎

Cr)과 6월(n=21, 19.74 ± 16.41 ng/㎎ Cr) 사이에 통계적으로 유의미한 차이(p =
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0.033)를 나타내었다. 또한 개체별 PDG의 농도는 P4의 월별 경향과 유사한

패턴을 보였으나, 임신한 곰과 임신하지 않은 곰들 사이의 구별되는 특징은

PDG에 비해 P4의 월별 분석을 통해 더욱 잘 나타나는 것으로 확인되었다(Table

7, Fig. 6).
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Table 4. Comparison of mean urinary E2 (ng/㎎ Cr) concentrations in each female bear during breeding seasons

Status Bear
May June July August

N Mean ± SD N Mean ± SD N Mean ± SD N Mean ± SD

Pregnant Bear 1 10 2.92 ± 1.52 27 2.83 ± 4.87 29 3.34 ± 5.20 14 2.11 ± 1.96

non-pregnant

Bear 2 8 9.19 ± 9.33 30 4.88 ± 5.50 29 3.80 ± 4.87 17 5.64 ± 9.64

Bear 3 13 1.83 ± 0.87 23 1.46 ± 0.89 26 4.69 ± 11.05 15 2.37 ± 1.84

Bear 4 10 4.16 ± 3.34 21 1.90 ± 0.98 28 3.94 ± 7.66 20 6.04 ± 5.45

1) Statistical significances (p < 0.05) were tested by One way analysis and Tukey HSD multiple comparison test of variances among months within each animal.

There were no significant differences among the monthly E2 concentrations in all bears.



- 40 -

Table 5. Comparison of mean urinary E1G (ng/㎎ Cr) concentrations in each female bear during breeding seasons

Status Bear
May June July August

N Mean ± SD N Mean ± SD N Mean ± SD N Mean ± SD

Pregnant Bear 1 10 1.61 ± 0.61 26 1.99 ± 3.66 29 3.31 ± 3.02 20 1.95 ± 2.80

non-pregnant

Bear 2a 8 2.43 ± 2.24 30 1.91 ± 3.66 28 1.19 ± 0.88 21 2.00 ± 1.02

Bear 3 14 0.75 ± 0.24 29 0.83 ± 0.59 26 0.97 ± 0.92 23 1.05 ± 0.53

Bear 4b,c,d 13 1.41 ± 0.96 29 1.14 ± 0.45 30 1.50 ± 0.67 24 3.27 ± 3.82

1) Statistical significances (p < 0.05) were tested by One way analysis and Tukey HSD multiple comparison test of variances among months within each animal.
aSignificant difference (p < 0.05) between May and June.
bSignificant difference (p < 0.05) between May and August.
cSignificant difference (p < 0.05) between June and August.
dSignificant difference (p < 0.05) between July and August.
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Table 6. Comparison of mean urinary P4 (ng/㎎ Cr) concentrations in each female bear during breeding seasons

Status Bear
May June July August

N Mean ± SD N Mean ± SD N Mean ± SD N Mean ± SD

Pregnant Bear 1* 10 4.16 ± 2.18 24 4.65 ± 5.15 28 9.84 ± 4.51 20 26.91 ± 51.73

non-pregnant

Bear 2 8 11.59 ± 12.09 29 5.12 ± 7.17 28 5.45 ± 4.02 17 6.17 ± 8.08

Bear 3 13 2.35 ± 1.12 23 1.65 ± 0.91 25 3.50 ± 6.40 22 2.60 ± 2.05

Bear 4 10 5.24 ± 3.12 20 2.95 ± 1.38 28 5.63 ± 5.16 22 6.95 ± 6.56

1) Statistical significances (p < 0.05) were tested by One way analysis and Tukey HSD multiple comparison test of variances among months within each animal.
*Significant difference (p < 0.05) between June and August.
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Table 7. Comparison of mean urinary PDG (ng/㎎ Cr) concentrations in each female bear between during breeding seasons

Status Bear
May June July August

N Mean ± SD N Mean ± SD N Mean ± SD N Mean ± SD

Pregnant Bear 1 6 14.52 ± 7.46 12 24.53 ± 21.36 24 34.90 ± 112.25 18 36.64 ± 57.48

non-pregnant

Bear 2* 7 64.09 ± 70.38 21 19.74 ± 16.41 19 32.14 ± 18.19 13 41.18 ± 51.72

Bear 3 12 8.34 ± 6.53 23 6.90 ± 3.69 20 35.31 ±73.27 17 16.01 ± 15.03

Bear 4 10 29.02 ± 32.10 15 12.36 ± 6.27 20 45.01 ± 55.80 19 48.31 ± 61.29

1) Statistical significances (p < 0.05) were tested by One way analysis and Tukey HSD multiple comparison test of variances among months within each animal.
*Significant difference (p < 0.05) between May and June.
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Fig. 5. Urinary steroid hormone concentrations of captive female bears (E2, E1G). (a) 

urinary 17β-estradiol (E2) concentrations and (b) urinary estrone-3-glucuronide (E1G) 

concentrations during breeding seasons. 
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Fig. 6. Urinary steroid hormone concentrations of captive female bears (P4, PDG). (a) 

urinary progesterone (P4)  concentrations and (b) urinary pregnanediol-3-glucuronide 

(PDG) concentrations during breeding seasons. 
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4) 성호르몬 간 상관관계

번식기간 동안 뇨 성호르몬 간의 상관관계는 Table 8에서 보는 바와 같다(Fig.

7, Fig. 8, Fig. 9, Fig. 10, Fig. 11, Fig. 12).

(1) 전체

뇨 중 E2의 농도는 P4 (r = 0.581, p < 0.01, n = 307), E1G(r = 0.517, p < 0.01,

n = 319), 그리고 PDG (r = 0.715, p < 0.01, n = 239)의 농도와 양의

상관관계를 나타내었다. 또한 뇨 중 P4의 농도는 E1G (r = 0.710, p < 0.01, n =

326), PDG (r = 0.734, p < 0.01, n = 248)의 농도 간, 그리고 뇨 중 E1G의

농도는 PDG (r = 0.721, p < 0.01, n = 256)의 농도와 양의 상관관계를

나타내었다.

(2) 임신(Bear 1)

뇨 중 E2의 농도는 P4 (r = 0.164, p = 0.157, n = 76)를 제외하고 E1G (r =

0.736, p < 0.01, n = 79), 그리고 PDG (r = 0.717, p < 0.01, n = 54)의 농도와

양의 상관관계를 나타내었다. 또한 뇨 중 P4의 농도는 E1G (r = 0.498, p < 0.01,

n = 82), PDG (r = 0.934, p < 0.01, n = 59)의 농도 간, 그리고 뇨 중 E1G의

농도는 PDG (r = 0.593, p < 0.01, n = 60)의 농도와 양의 상관관계를

나타내었다.

(3) 비 임신(Bear 2, 3, 4)

뇨 중 E2의 농도는 P4 (r = 0.871, n = 231, p < 0.01), E1G (r = 0.547, n=240,

p < 0.01) 그리고 PDG (r = 0.863, n=185, p < 0.01)의 농도와 양의 상관관계를

나타내었고, 뇨 중 P4의 농도는 E1G (r = 0.732, n = 244, p < 0.01), PDG (r =

0.832, n=189, p < 0.01) 간, 그리고 뇨 중 E1G의 농도는 PDG (r = 0.467, n =

196, p < 0.01)의 농도와 양의 상관관계를 나타내었다.
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Table 8. Correlation between steroid hormone concentrations in urine during breeding 

seasons (May 2018 – August 2018)

E2 (ng/㎎ Cr) P4 (ng/㎎ Cr) E1G (ng/㎎ Cr) PDG (ng/㎎ Cr)

All

E2 - 0.581* 0.517* 0.715*

P4 - 0.710* 0.734*

E1G - 0.721*

PDG -

Pregnant

E2 - 0.164 0.736* 0.717*

P4 - 0.498* 0.934*

E1G - 0.593*

PDG -

Non-pregnant

E2 - 0.871* 0.547* 0.863*

P4 - 0.732* 0.832*

E1G - 0.467*

PDG -

E2, 17β-estradiol; P4, progesterone; E1G, estrone-3-glucuronide; PDG, pregnanediol-3-glucuronide  

* Statistical significances (p < 0.01) were tested by Pearson correlation analysis.



- 47 -

Fig. 7. Correlation between urinary 17β-estradiol (E2) and progesterone (P4) 

concentrations in  (a) pregnant bear (n=1) and (b) non-pregnant bears (n=3) measured 

by EIA.
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Fig. 8. Correlation between urinary 17β-estradiol (E2) and estrone-3-glucuronide (E1G) 

concentrations in (a) pregnant bear (n=1) and (b) non-pregnant bears (n=3) measured 

by EIA.
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Fig. 9. Correlation between urinary 17β-estradiol (E2) and pregnanediol-3-glucuronide 

(PDG) concentrations in (a) pregnant bear (n=1) and (b) non-pregnant bears (n=3) 

measured by EIA. 
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Fig. 10. Correlation between urinary progesterone (P4) and estrone-3-glucuronide 

(E1G) concentrations in (a) pregnant bear (n=1) and (b) non-pregnant bears (n=3) 

measured by EIA. 
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Fig. 11. Correlation between urinary progesterone (P4) and pregnanediol-3-glucuronide 

(PDG) concentrations in (a) pregnant bear (n=1) and (b) non-pregnant bears (n=3) 

measured by EIA. 
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Fig. 12. Correlation between urinary estrone-3-glucuronide (E1G) and pregnanediol 

-3-glucuronide (PDG) concentrations in (a) pregnant bear (n=1) and (b) non-pregnant 

bears (n=3) measured by EIA. 
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본 연구는 반달가슴곰 종에서는 최초로 뇨 중 성호르몬 분석 기법 적용을 통해

번식기간 동안 암컷 반달가슴곰의 발정주기 패턴을 조사하고, 연속적인 성호르몬

농도 변화를 토대로 배란일의 예측과 인공수정 일자를 결정하기 위해

수행되어졌다.

그 간의 다양한 종의 곰을 대상으로 한 선행 연구에서 언급했던 바와 같이

곰과의 동물에서 직접적인 자극, 즉 수컷에 의한 교미 자극이나 인위적인 배란

유도제(eCG 또는 hCG 또는 합제) 투여를 통한 유도 배란이 아닌, 번식기에

자발적 배란 또는 수컷 곰에 의한 후각적, 청각적 자극 요소들만으로도 암컷

곰의 배란 유도가 가능하다는 사실을 본 연구의 결과를 통해 재확인하였다

(Dehnhard et al., 2006; Okano et al., 2006).

에스트라디올(E2)과 프로게스테론(P4)은 곰과의 동물에서 난소와 황체의 활성,

그리고 임신상태 확인을 위해 일반적으로 사용되어지는 지표로써, 본 연구에서는

이미 선행 연구에서 알려진 여러 가지 에스트로겐과 프로게스테론 대사물들

가운데 각각 2가지의 호르몬 대사물을 선정하여 지표로 활용하였다 (Sato et al.,

2000; Onuma et al., 2002). 본 연구에서 반달가슴곰의 발정 패턴과 배란시기

예측을 위해 사용된 에스트로겐 대사물질(E2, E1G)은 자이언트 팬더(Czekala et

al., 2003; Willson et al., 2019)와 아메리카 흑곰(Tsubota et al., 1998)의 선행

연구에서 보고된 바 있다.

본 연구기간 동안 모든 대상 암컷 곰에서 확인된 여러 번의 에스트로겐

대사물질(E2, E1G)의 피크 농도는 반달가슴곰에서의 계절적 다발정(Seasonal

polyestrus) 또는 순차적 배란(Sequential ovulation)의 발생을 의미할 수 있을

것이다(Spady et al., 2007; Steyaert et al., 2011; Himelright et al., 2014).

또한, 개체에 따라 E2와 E1G의 농도가 최초로 최고점(Peak)에 도달하는 시기,

최고점에서의 절대 농도 값, 그리고 에스트로겐 피크 사이의 간격 등에서 나타난
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차이는 비록 동일한 환경 조건일지라도 개체마다 발정 동기화 시기나 난소의

활성 정도, 그리고 난소 활성의 지속 기간 등에 차이가 나타나는 것으로

판단되고 이는 대만 반달가슴곰(Ursus thibetanus formosanus)에서의 분변 내

에스트라디올 분석 결과와 일치하였다(Chang et al., 2011). 또한, 모든 개체에서

E2와 E1G, 2종의 에스트로겐 대사물질 간에는 정량적인 농도의 차이는

존재하였으나, 일자별로 동일한 양상의 농도 변화가 관찰되었으며, 이를 통해

발정 피크일과 배란일을 예측하고 초음파 검사 등의 추가적인 검사 일자를

결정하는데 있어서 유용하게 활용될 수 있었다. 그럼에도 불구하고 소수의 대상

개체수와 제한된 연구기간 등으로 인하여 번식기간 동안 암컷 반달가슴곰에서의

발정주기 패턴을 명확히 규명하고, 일반화하는데 있어서는 분명한 한계가

있었다.

본 연구를 통해 임신이 확인된 암컷 곰(Bear 1)은 7월 초순경, 인공수정을

수행한 이후 P4의 평균 농도가 서서히 상승하다가, 8월에 이르러 급격히

상승하는 유의적인 차이를 나타내었다. 이러한 현상은 배란 이후 황체 활성화에

따른 P4의 분비 증가에 의한 것으로 판단되며, 이는 일본 반달가슴곰, 북해도

불곰 등 다른 종의 곰들에서의 선행 연구 결과와 일치하였다(Sato et al., 2001;

Spady et al., 2007). 비록 번식기에 제한된 연구 기간으로 인해 최종 임신이

확인된 암컷 곰에서 배아가 자궁벽에 착상하고 출산 전 태아가 성장하는 시기에

P4의 농도가 지속적으로 상승하는 양상은 확인할 수 없었지만, 본 연구를 통해

뇨 중 P4의 농도는 반달가슴곰의 번식기간 동안 배란시기를 예측하고 황체기를

확인하는데 매우 유용한 지표로 활용될 수 있을 것으로 판단된다. 그러나

프로게스테론 대사물 중 PDG의 농도는 월별로 P4의 농도 변화와 유사한 패턴이

확인되었지만, 낮은 농도에서 검출한계 이하의 결측 값들이 다수 발생하여

독립적으로 PDG의 연속적인 호르몬 변화 양상만을 토대로 배란시기 예측 및

황체기 특징을 상세히 확인하는데 한계가 있었다.

또한 자이언트 팬더(Monfort et al., 1989), 아메리카 흑곰(Hellgren et al., 1990;

Schulz et al., 2003), 북해도 불곰(Tsubota et al., 1987; Tsubota et al., 1992),
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그리고 일본 반달가슴곰(Sato et al., 2001)에서 보고된 선행 연구 결과에 따르면

교미하지 않은 곰에서도 임신한 암컷 곰과 구별하기 어려운 가성임신

(pseudopregnancy) 현상, 즉 발정기 이후에 임신하는 기간 동안 혈액, 또는 분변

내 P4의 농도가 높게 유지되는 것으로 보고되었으나, 본 연구에서의 임신하지

않은 암컷 곰들은 5월에서 8월까지 월별 프로게스테론 농도의 상승 변화를

확인할 수 없었다. 이는 수컷의 간접적 자극(시각적, 후각적, 청각적 자극)에

대한 미약한 반응 또는 무반응, 기타 확인되지 않은 다양한 요인들에 의할 수

있을 것이다. 이와 관련된 근거로 일본 반달가슴곰의 선행 연구에 따르면 수컷

곰으로부터 완전히 격리된 암컷 개체 무리에서 황체 형성이 관찰되지 않았다는

보고가 있었다(Okano et al., 2006).

Dehnhard 등에 따르면, 발정기 동안 성호르몬 농도의 변화와 발정주기 패턴

등에 대한 종합적인 정보를 얻기 위해서는 곰 종에 따라 발정기와 황체기의

성호르몬을 검출할 수 있는 시료(혈액, 분변, 오줌 등)의 형태와 분석 방법 등을

달리 적용해야 한다고 보고하였다(Dehnhard et al., 2006). 이는 종에 따라

호르몬의 배설 경로가 다양하고, 동일한 종일지라도 호르몬의 종류에 따라

배설되는 경로가 다르기 때문이다(Schwarzenberger, 2007). 예를 들어 곰 종에

있어서 자이언트 팬더에서는 뇨 에스트로겐(E2)과 뇨 프레그난디올(PDG) 분석을

통해 발정기와 황체기의 일반적인 양상을 확인할 수 있었던 반면, 불곰은 뇨

에스트로겐의 농도가 자이언트 팬더에 비해 현저히 낮았고, 황체 활성에 대한

정보는 분변 내 프로게스테론(P4) 분석이 뇨 중 프로게스테론 또는 프레그난디올

분석에 비해 더욱 효과적인 방법이라고 보고하였다(Tsubota et al., 1991; Göritz

et al., 2001). 또한 아메리카 흑곰은 교미 시기 전후에 혈청 에스트라디올 농도의

명확한 차이가 관찰되지 않았으며(Tsubota et al., 1998), 안경곰의 경우 뇨

시료를 통한 에스트로겐 농도 분석이 난포기 활성을 증명하는데 효과적이지

않았던 반면, 뇨 프로게스테론 분석을 통해서는 임신과 연관된 황체기의 특징이

잘 관찰되었다고 보고하였다(Dehnhard et al., 2006). 이러한 현상은 동일한

곰과(Ursidae)의 동물일지라도 종에 따라 성호르몬의 최종 대사산물의 형태와

배설 경로에 있어서 차이가 있음을 나타낸다.
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유인원 종 가운데 다람쥐 원숭이(Saimiri sciureus)는 에스트로겐과

프로게스테론 대사물질 모두 약 70%를 분변 경로를 통해 배설하는데

반해(Moorman et al., 2002), 목화 머리 타마린(Saguinus oedipus)은 에스트로겐

대사물질은 대부분(약 92%) 뇨로 배설하고, 프로게스테론 대사물질은

분변으로(95%) 배설한다고 보고하였다(Ziegler et al., 1989). 또한 수마트라

코뿔소(Dicerorhinus sumatrensis)와 아프리카 코끼리(Loxodonta africana)는

에스트로겐 대사물질은 뇨로 배설하고, 프로게스테론 대사물질은 분변으로

배설한다고 보고되었다(Wasser et al., 1996; Heistermann et al., 1998). 그

밖에도 다양한 종의 야생동물에서 이와 관련한 많은 연구가 보고되어

왔다(Kleiman et al., 2010).

본 연구를 통해 반달가슴곰에서 최초로 시도된 비침습적인 뇨 성호르몬

모니터링 기법은 비록 번식기에 한하여 소수의 개체를 대상으로 시행되었지만,

반달가슴곰의 발정 패턴 확인과 배란 시기를 예측함에 있어서 효과적인 것으로

판단되고, 다만 2가지의 프로게스테론 대사물질 중 PDG에 비해 P4를 통한

모니터링이 더욱 황체기의 특징을 확인하는데 있어서 주요할 것으로 판단된다.

그러나 아직 밝혀지지 않은 보다 나은 성호르몬 지표를 발굴해내기 위해서는

반달가슴곰에서의 최종 성호르몬 대사산물의 형태와 주요 배설 경로 등에 대한

추가적인 연구가 필요할 것으로 생각하고, 이를 기반으로 반달가슴곰에 최적화된

적절한 형태의 시료 수집과 성호르몬 분석 기법 확립되어져야 할 필요가 있을

것이다(Dehnhard et al., 2006).

본 연구는 비침습적으로 뇨 중 성호르몬 분석을 통해 번식기간 동안 암컷

반달가슴곰의 발정 패턴의 특징에 대해 조사한 최초의 보고로써, 결과적으로

연속적인 뇨 성호르몬의 변화를 토대로 배란 전 발정 피크일 확인과 이에 따른

배란시기 예측, 그리고 인공수정을 위한 추가적인 검사일정을 결정하는데 있어서

매우 유용한 방법이라고 판단된다.

그리고 뇨 시료를 통한 비침습적 성호르몬 모니터링 기법 적용이 대상

동물에게 불필요한 스트레스나 고통을 주지 않고 발정 상태에 대한 기초 정보를
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제공받을 수 있으나, 이와 더불어 반달가슴곰 종에서 발정기와 황체기에

특징적으로 변화하는 내, 외부 생식기관의 형태, 질 상피 세포상의 변화와 같은

다양한 생물학적 요인의 분석과 이 시기에 나타나는 번식행동 관찰, 페로몬 분석

등과 같은 추가적인 조사가 함께 병행되어져야 할 필요가 있을 것으로

판단된다(Swaisgood et al., 2000; Durrant et al., 2006).
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제 Ⅱ 장

번식기 암컷 반달가슴곰(Ursus thibetanus)의 인공수정

적기 예측을 위한 생물학적 지표의 특성 조사
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한반도에 서식하는 반달가슴곰은 중국 동북부, 러시아 연해주 등지에 서식하는

곰과 동일한 우수리 아종(Ursus thibetanus ussuricus)으로 과거 한반도에 많은

수의 개체수가 서식하고 있었으나 경제 산업화에 따른 무차별적인 개발로 인한

서식지 파괴와 불법 밀렵 등으로 인해 개체수가 급격히 줄어들었고, 2000년대

초에는 한반도 이남 지역에 극소수의 개체만 확인되었다. 이 지역에 살아남은

소수의 야생 반달가슴곰 개체군을 복원하기 위해 러시아, 북한, 중국 등지로부터

동일 아종의 개체를 도입하여 개체군 보강에 주력하여 왔으나, 국가 간의 정세

불안정성에 따른 변동 가능성으로 지속적인 도입에 난항을 겪어왔다. 또한

반달가슴곰 종의 낮은 번식률과 근친 교배 등에 따라 야생에서 자체 생존력을

갖춘 충분한 수의 개체군 형성과 개체군 내 유전적 다양성 확보에도 차질을

빚어옴에 따라 반달가슴곰의 인공증식 기술 개발을 통한 자체 원종 확보 시스템

확립이 요구되어졌다. 이를 위해서는 우선적으로 반달가슴곰 종의 독특한 번식

생리 기작에 대한 상세한 정보와 이해가 필요하지만, 아직까지 반달가슴곰의

번식 생리 기작에 관한 정보가 매우 제한적이며, 특히나 전 세계적으로

인공수정을 통해 새끼 곰을 출산한 사례는 전무한 상태이다.

그 간의 곰의 번식생리 기작을 규명하기 위한 선행 연구들은 성호르몬 분석,

초음파 검사, 질 상피세포 상의 관찰, 번식행동 관찰, 그리고 사후 생식기관의

해부학적 검사 등을 통해 조사되어져 왔다(Tsubota et al., 1998; Lindburg et

al., 2001; Onuma et al., 2001; Durrant et al., 2003; Frederick et al., 2010;

Kang et al., 2015; Torii et al., 2019).

특히, 초음파 검사는 다양한 종에서 난포의 성장과 배란 상태를 모니터링하기

위해 널리 사용되어져 왔다. 소, 말 등 가축(Ginther, 2000) 뿐 아니라 코끼리

(Hermes et al., 2000) 코뿔소(Stoops et al., 2004), 기린(Lueders et al., 2009)

등의 멸종위기에 처한 야생동물 종에서도 이를 활용한 선행 연구가 수행되어져
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왔다. 또한 곰 종에서는 자이언트 팬더(Durrant et al., 2002), 불곰(Torii, 2019),

아메리카 흑곰(Boon et al., 2004), 반달가슴곰(Kang et al., 2015) 등에서 보고된

바 있었다.

질 상피세포의 평가는 암컷의 배란 시기를 결정하고 자연 번식 적기의 탐지를

개선하는데 호르몬, 초음파 검사 등의 다른 진단 기법들과 함께 사용되어 지고

있다(Linde and Karlsson, 1984; Moxon et al., 2010; Antonov, 2016). 이는

각질화표재세포(Superficial cell)의 출현 비율과 혈 중 에스트로겐의 농도 사이에

양의 상관관계가 있다고 보고된 설치류(Zylicz et al., 1967; Parakkal, 1974),

개(Shutte, 1967), 고양이(Mills et al., 1979) 등의 선행 연구에서와 같이

일관적인 결과들을 바탕으로 많은 종에서 자연 번식과 인공수정에 일상적으로

적용되어지고 있는 방법이다(Durrant et al., 2003). 또한 수달(Stenson, 1988),

페렛(Williams et al., 1992), 밍크(Klotchkov et al., 1998), 그리고 여우(Boue et

al., 2000) 등과 같은 다양한 야생동물 종에서도 발정 주기를 특징화하는데

사용되어져 왔다. 특히 곰 종에서 자이언트 팬더(Ailuropoda melanoleuca)는

행동학적 또는 내분비학적 호르몬 데이터를 바탕으로 발정 피크 기간 동안에

제한적으로 질 상피세포 도말을 통한 연구를 수행하였다(Moore et al., 1984).

최근 자이언트 팬더에서 사용되어졌던 3색 염색 기법인 PAP(Trichome

papanicolaou) 염색은 세포의 모양이나 크기에만 의존하던 전통적인 단색 염색

(Monochrome stain) 방법에 비해 발정 주기 동안의 생화학적 변화들에 대해

보다 많은 정보를 제공하여 주었으며, 또한 질 상피세포의 변화상은 외음부의

크기 및 외음순의 발적 상태와 상호 연관관계가 있음을 확인하였다(Durrant et

al., 2002; Durrant et al., 2003). 동물 종의 발정 상태를 확인할 수 있는 또 다른

방법으로 질 점막 전기저항을 측정하는 방법이 있으며, 이는 개를 대상으로 한

선행 연구에서 혈 중 호르몬과 질 점막 전기저항 수치는 밀접하게 연관되어

있고 암캐의 번식 적기에 대한 정보를 제공해 줄 수 있는 또 하나의 지표로

보고되었다(Günzel et al., 1986).

본 연구는 번식기 동안의 암컷 반달가슴곰의 인공수정 적기를 예측하기 위해서



- 69 -

이미 가축이나 다른 야생동물 종에서 일반적으로 활용되어지고 있는 다양한

검사 방법들을 적용함으로써 반달가슴곰의 생물학적 지표들에 대한 특징을

조사하기 위해 수행되어졌다. 그리고 이러한 지표들이 반달가슴곰 종에서도

발정기의 특징 및 배란 상태를 예측하는데 유용한 지에 대해 조사하고, 각각의

생물학적 지표들 간의 상호 연관 관계를 파악함으로써 궁극적으로 이러한

데이터의 종합적인 분석을 기반으로 반달가슴곰의 자연 번식 및 인공 수정에

활용하고자 하였다.
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1) 대상 동물

본 연구는 「야생생물 보호 및 관리에 관한 법률」제 14조 제1항, 동법 시행령

제 11조 제 1항, 동법 시행규칙 제 15조 제2항에 따라 환경부로부터 멸종위기

야생생물 인공증식에 관한 심의 및 승인 절차를 이행하고, 국립공원생물종보전원

동물연구심의위원회로부터 승인(승인번호: 2017-820, 2018-856)을 받아 수행되어졌다.

2017년도, 2018년도에 반달가슴곰(Ursus thibetanus)의 번식시즌 동안 국립공원

생물종보전원의 전시시설 내에서 증식·사육하고 있는 총 7마리의 암컷

반달가슴곰을 대상으로 인공수정 적기 파악을 위한 생물학적 지표에 대해

조사하였다(Table 9). 대상 곰들은 개체별로 독립적인 공간에 계류하였으며, 계류

시설의 외벽은 철재의 격자망 구조로 외부 환경과 준 개방(semi-open)되어

있어서 수컷 곰의 모습을 보거나 냄새를 맡을 수 있는 환경이었다.

모든 곰들에게는 동일하게 오전, 오후로 배합 사료(Dry Omnivore Diet Food,

Zupreem, KS, USA)와 계절 과일들을 혼합한 먹이가 제공되었으며, 자동 급수를

통해 곰들이 자유롭게 음수 할 수 있도록 하였다. 본 연구 기간 동안 전 개체

모두 건강상태는 양호하였으며, 관련 선행 연구(Yang et al., 2017)와 비교하여

혈액성상 검사 및 혈액화학검사 결과 상, 이상 수치는 관찰되지 않았다.
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Table 9. Bears used observation of estrus status during breeding seasons in 2017 and 2018

ID No. Age (Y) BW (kg) Parity Year Date of observations Remarks

Bear 1b 13 182 2 2017 June 22/ July 5, 18, 19 1 cub was born

Bear 2b 7 110 2 2017 June 21/ July 6, 13 2 cubs were born

Bear 3b 8 132 2 2018 June 13, 19, 20, 21, 29, 30/ July 1, 6, 19/ August 1 2 cubs were born

Bear 4a, b 4 88 0 2018 May 16/ June 12, 21, 27/ July 4, 5, 6, 18, 26 2 cubs were born

Bear 5a 6 95 0 2018 May 16/ June 13, 21, 27/ July 9, 10, 14/ August 2 -

Bear 6 12 170 0 2018 June 15, 19, 26, 27, 28/ July 11, 12, 17, 26/ August 9 -

Bear 7a 4 87 0 2018 May 16/ June 12, 13, 14, 19/ July 4, 14/ August 2 -

All bears were commonly tested for transrectal ultrasonography, vaginal cytology and vaginal mucous electrical resistance (VER).
a The individual was accompanied by urinary estrogen metabolites monitoring. 
b Bear gave birth the following year by natural mating or artificial insemination (AI).
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2) 초음파 검사

모든 검사는 마취를 통해 실시하였다. 마취를 위해 2 ㎎/kg의

tiletamine/zolazepam (Zoletil 50Ⓡ, Virbac, Carros, France)과 0.04 ㎎/kg의

medetomidine (DormitorⓇ, Pfizer, Helsinki, Filand)의 약물을 혼합한 후, CO2

건(CO2 PI, Dan-Inject Aps, Børkop, Denmark)을 이용하여 근육 내로

투여하였고, 이후 isoflurane (IfranⓇ, Hana Pharm. Co., Ltd., Seoul, Korea)의

흡입을 통해 작업시간 동안 마취 상태를 유지시켰다(Jeong et al., 2017). 내부

생식기관의 검사는 초음파 장비(ProSound Alpha 7 device, Hitachi Aloka

Medical, Ltd., Tokyo, Japan)에 7.5 MHz의 선상(또는 볼록) 배열의 직장 초음파

프로브(Aloka UST-678, Hitachi Aloka Medical, Ltd., Tokyo, Japan)를 장착하고

직장 내 삽입을 통해 질, 자궁경관, 자궁, 자궁각 등의 내부 생식기관의 구조를

살핀 후, 난소와 난포의 크기, 황체 형성 등의 형태학적 변화상을

관찰하였다(Table 10).

3) 질 상피세포 검사

2017년, 2018년도 번식시즌 동안 개체별로 질 상피세포 검사를 실시하였다.

검사 일자와 간격은 개체별 최초 검사일의 질 상피세포의 양상을 기준으로

랜덤하게 결정하였으며, 표재세포(Superficial cells)의 비율이 증가해 감에 따라

보다 짧은 간격으로 검사를 실시하였다.

멸균된 면봉에 phosphate-buffered saline (PBS) 용액을 1-2 방울 떨어뜨리고,

질 입구에서 내강으로 약 5 cm 정도 삽입한 후, 360°로 회전시켜 질 상피세포를

채취하고 현미경용 슬라이드글라스 위에 도말하였다. 이후 Papanicolaou (PAP)

염색법의 기본 절차에 따라 염색 과정을 수행하였다(Papanicolaou, 1942;

Durrant, 2002). 염색된 세포는 반려 견에서의 선행 연구로부터 확립된 기준에

따라 분류하였다(Shutte, 1967; Feldman and Nelson, 1987). 염색된 슬라이드는

최소 100개 이상의 세포를 센 후, 세포 형태에 따라 기저곁세포(Parabasal cell),

중간세포(Intermediate cell), 그리고 표재세포로 구분하여 기록하였다. 그리고
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각각의 염색된 세포 도말 슬라이드는 형태에 따른 세포 분류와는 상관없이

염색된 색의 구분에 의해 호염성(Basophilic cell; blue), 호산성(Acidophilic cell;

pink), 그리고 각질화(keratinized cell; orange/yellow) 세포로 재 구분하여 최소

100개 이상의 세포를 센 후 기록하였다.

4) 질 점막 전기저항 측정

질 점막 전기저항은 배란 측정기(Dog Ovulation detector, Draminski

Electronics in Agriculture, Olsztyn, Poland)의 질 내 삽입을 통해 측정되어졌다.

요약하자면 마취된 곰의 외음부를 깨끗이 세척하고 멸균 거즈로 닦아 건조시킨

후, 70% 알코올로 미리 소독한 배란 측정기의 프로브를 질 내 깊숙이 삽입하여

연속적으로 3회 이상(3 - 5회) 전기저항 값을 측정하였다.

5) 외음부 형태적 변화

외음부의 형태 변화는 자이언트 팬더의 선행 연구 기준을 참고하여 외음부의

크기 측정, 외음부의 종창, 발적, 그리고 질 점액 분비 등을 기초로 각 항목별

0-3까지의 점수를 부여하였다(Durrant et al., 2003). 요약하자면 0점은 외음부의

종창이 없고, 점막은 창백하며 질 점액이 관찰되지 않은 상태를 나타내며, 1점은

약간의 외음부 종창과 점막은 창백한 핑크빛이 감돌며, 미약한 정도의 질 점액이

확인되는 정도를 나타내었다. 그리고 2점은 외음부 종창이 두드러지고 점막에

진한 핑크빛을 띄며, 중등도 이상의 질 점액이 확인되는 상태를 나타내었으며,

마지막으로 3점은 외음부가 최대로 종창되어 외음순이 일정 간격 벌어지고,

점막에 어두운 핑크빛을 띄며, 질 점액양이 최대로 확인되는 정도를 기준으로

판단하였다.

6) 통계 분석

통계 분석은 IBM SPSS Statistics ver. 18과 Microsoft excel ver. 2016을
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활용하여 수행하였다. 번식기간 동안 개체별 난소, 우성난포, 그리고 황체의

크기에 대한 기초 통계 분석(Mean ± SD)을 실시하였고, 표재세포(Superficial

cell)의 출현 비율(50% 기준)에 따른 각각의 유형별 세포 출현 비율(%)과 질

점막 전기저항 수치(Ω)에 대해 Mann-whitney U test를 통해 비교 분석하였다.

또한, 유형별 세포 출현 비율 간, 그리고 질 점막 전기저항 수치 간에 상관관계

(Pearson’s correlation) 분석을 실시하였다. 모든 통계 분석에서의 유의성 검정은

p < 0.05의 수준에서 결정하였고, 각 항목에 대한 검사 일자별 형태 변화의

양상은 그래프를 통해 표기하였다.
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1) 초음파 검사

2017년도에 Bear 1과 Bear 2, 그리고 2018년도에 Bear 3, Bear 4, Bear 5, Bear

6, Bear 7의 번식기간 동안 좌, 우측 난소 및 우성난포(Dominant follicle, > 6

mm)의 크기와 황체 형성 여부 및 황체의 크기는 Table 10에 나타내었다. 또한

검사 일자에 따른 개체별 좌, 우측 난포 크기의 변화는 Fig. 13의 그래프에서

보는 바와 같다.

2017년도 연구 대상개체 중 Bear 1은 검사 첫 날인 6월 22일에 양쪽 난소에서

3 mm 미만의 소 난포들만 관찰되었으나, 13일 후 좌측 난소에서 6.80 mm인

비교적 큰 난포가 관찰되기 시작하였다. 관찰이 시작된 일자로부터 약 2주

후(7월 18일)에 좌, 우 양쪽 난소에서 각각 7.8 mm, 8.8 mm인 난포가 1개씩

관찰되었으며, 하루 다음 날인 7월 19일에는 각각 8.9 mm, 9.6 mm로 점차

커지는 양상을 보였다. Bear 2는 6월 21일, 검사 첫 날에 양쪽 난소에 5 mm

미만의 소 난포들만이 관찰되었고, 약 3주 후인 7월 13일에 좌, 우 양쪽

난소에서 각각 7.3 mm, 7.8 mm의 큰 난포가 관찰되었다. 그러나 이 후에 두

개체 모두 추가적인 검사를 실시하지 않았기 때문에 황체의 형성 여부는 확인할

수 없었다.

2018년도에 황체 형성까지 확인된 개체는 Bear 3, Bear 4, Bear 5, 그리고 Bear

6, Bear 7 총 5개체였다(Fig. 13). Bear 3은 검사 첫 날(6월 13일)에 좌, 우 양쪽

난소에서 5 mm 미만의 소 난포들이 다수 산재하고 있었고, 6일째(6월 19일)

좌측 난소에서 6.0 mm이상의 서로 다른 2개의 난포가 확인된 후, 23일째(7월

6일)까지 점진적으로 커져가는 양상이 관찰되었다. 이 날 난포의 최대 크기는

12.8 mm이었고, 이로부터 약 2주 후 검사 결과, 2개의 난포 모두 1/2로 크기가

줄어들었음이 관찰되었다. 최종적으로 마지막 검사 일(8월 1일)에 좌측 난소에서

퇴행성 내강(< 3.0 mm)이 남아있는 8.5-9.9 mm 크기의 2개의 황체가
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관찰되었다. 그러나 전체 검사기간 동안 우측 난소에서는 6 mm 이상의 난포는

관찰되지 않았다. Bear 4는 총 8번의 검사 중, 최초 검사일(6월 12일)로부터

15일째(6월 27일)까지 양쪽 난소에서 2.0 - 3.5 mm 크기의 다수의 소

난포들만이 관찰되었다. 이로부터 7일 후(7월 4일)에 양쪽 좌, 우 난소에 6 mm

이상의 우성난포가 각각 4개, 그리고 3개씩 관찰되기 시작하였고, 이로부터 약

2주 후 검사일(7월 18일)에는 좌, 우 각각 19.1 mm, 16.1 mm로 최대 직경의

우성난포가 확인되었다. 그리고 8일 후, 7월 26일에 좌, 우측 난소에 각각 퇴행성

내강이 있는 4, 3개의 황체(최대 9.5 mm)가 관찰되었다(Fig. 14). 그리고 Bear

5는 첫 번째 검사일(6월 13일)로부터 약 2주 동안 양쪽 난소에서 모두 5 mm

미만의 소 난포들만 관찰되었다가, 7월 9일에 좌, 우 양쪽 난소에서 6 mm

이상의 난포가 각각 1개씩 관찰되었다. 이로부터 5일 후(7월 14일) 좌, 우측

난소에서 직경이 8.1 mm, 8.3 mm로 커진 난포가 확인되었고, 8월 2일에 양쪽

난소로부터 퇴행성 내강(< 3 mm)이 남아있는 최대 직경 7.5 mm인 황체를

확인할 수 있었다. Bear 6은 6 mm 이상의 난포가 양쪽 난소에서 관찰된 이후,

우측 난소에서 관찰된 난포는 9일째까지 증가 또는 비슷한 크기로 유지되다가

이후 6 mm 미만으로 감소하였던 반면, 좌측 난소에서는 약 3주 동안 난포의

크기가 지속적으로 증가함이 관찰되었다. 관찰된 난포의 최대 직경은 11.3

mm이었고, 최종 검사 일에 10.6 mm의 황체가 확인되었다. 마지막으로 Bear 7은

검사 첫 날(6월 12일)에 이미 우측 난소에서 9.1 mm 정도의 크기가 큰 난포가

관찰되었고, 약 일주일 간 비슷한 크기로 유지되다가 7월 1주에 좁은 내강이

있는 7.0 mm 이상 크기의 황체가 확인되었다. 그러나 좌측 난소에서는 전체

검사기간 동안 6.0 mm 이상의 난포는 관찰되지 않았다.

우측 난소와 우측 우성난포의 크기(r = 0.33, p = 0.05, n = 35), 그리고 좌측

난소와 좌측 우성난포의 크기(r = 0.56, p < 0.05, n = 36) 사이에는 각각 양의

상관관계를 나타내었으며, 좌, 우측 양쪽 난소의 크기 간에도 양의 상관관계를

나타내었다(r = 0.39, p < 0.05, n = 38).



- 77 -

Table 10. Ultrasound observations of ovaries, dominant follicles and corpus luteums in each female Asiatic black bears

Bear

Ovaries (mm) Dominant Follicles (mm)
CL (mm)

Lt.O Rt.O Lt.DF Rt.DF

n Mean ± SD n Mean ± SD No. Mean ± SD No. Mean ± SD max.

Bear 1 3 20.67 ± 2.08 3 21.70 ± 2.18 1 7.83 ± 1.05 1 9.20 ± 0.57 Not found

Bear 2 2 22.65 ± 0.07 2 20.35 ± 0.78 1 7.30 ± 0.65 1 7.80 ± 0.75 Not found

Bear 3 10 24.56 ± 3.92 7 22.02 ± 1.38 2 9.38 ± 1.86 0 Small* 9.90

Bear 4 8 25.70 ± 5.44 8 24.04 ± 3.91 4 9.86 ± 5.29 3 9.16 ± 3.91 9.50

Bear 5 7 19.16 ± 1.61 7 17.67 ± 1.50 1 6.93 ± 1.04 1 7.57 ± 0.91 7.50

Bear 6 10 25.32 ± 2.46 8 19.24 ± 3.76 4 8.69 ± 1.86 4 8.57 ± 0.96 10.60

Bear 7 6 20.08 ± 1.48 6 19.01 ± 0.80 0 Small* 2 8.83 ± 0.70 7.20

Lt.O, Left Ovary; Rt.O, Right Ovary; Lt.DF, Left dominant follicles; Rt.DF, Right dominant follicles; CL, Corpus luteums; SD, Standard deviation
*Small follicles < 6mm
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Fig. 13. The follicle growth profiles in 7 bears in 2017 and 2018. In Bear 1 and 

Bear 2, the largest follicle remained without decreasing. In Bear 3 to Bear 7, the 

corpus luteum (CL) was observed after the largest follicles decrease rapidly. (RtF; 

right follicles, LtF; left follicles).  
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Fig. 14. Ultrasound images of the ovaries in Bear 4 using a transrectal 7.5 MHz 

transducer. a) A left ovary with several small follicles (< 3 mm) was observed on 

June 12th in Bear 4. b) Same ovary 15 days after panel a (June 27th). c) Same 

ovary 7 days after panel b (July 4th), dominant follicles (> 6 mm) were observed 

(white arrows). d) Same ovary 16 days after panel c (July 18th). The dominant 

follicle (white arrow) in panel d had developed to maximum size (19.1 mm). e) 

Same ovary 8 days after panel d (July 26th). The corpus luteums (CL; white arrows, 

9.5 mm) with a cavity inside, were observed. f) Same image as panel e. The blood 

flow is shown in red and blue colors.  a), b) A dotted line indicated ovarian border. 
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2) 질 상피세포 변화

2017년도에 Bear 1과 Bear 2, 그리고 2018년도에 Bear 3, Bear 4, Bear 5, Bear

6, Bear 7을 대상으로 질 상피세포의 변화상을 관찰하였다(Fig. 15). 번식기간

동안 일자별 질 상피세포의 출현 비율을 표재세포의 출현 비율(< 50% vs. ≥

50%)을 기준으로 두 그룹으로 나누어 분석하였으며, 질 상피 세포의 형태별,

색상별 세포 출현 비율은 표재세포의 50% 출현 비율에 따라 두 그룹 간에

유의미한 차이(p < 0.001)가 관찰되었다(Table 11). 세포의 형태와 색상에

기초한 개체별 질 상피세포의 변화 양상은 각각 Fig. 16, Fig. 17에서 보는 바와

같다.

연구기간 동안 표재세포가 50% 이상이었던 구간은 대부분 개체에서 1회(Bear

1, Bear 2, Bear 5, Bear 6, Bear 7) 관찰되었으나, Bear 3와 Bear 4는 2회까지

관찰되었다. 표재세포가 50% 이상이었던 구간이 2회 관찰된 두 개체 중 Bear

3는 첫 번째 구간이 약 7일, 두 번째 구간이 약 11일, 그리고 두 구간 사이의

간격은 약 6일 정도로 관찰되었다. 그리고 Bear 4는 첫 번째 구간은 약 5일, 두

번째 구간은 약 12일, 두 구간 사이 간격은 약 1일로 관찰되었다.

질 상피세포의 유형별 출현 비율 간의 상관관계는 표재세포의 출현 비율

증가함에 따라 호산성세포와 각질화세포의 출현 비율이 함께 증가하는 양의

상관관계(p < 0.001)가 관찰되었던 반면, 호염성세포와 기저곁세포, 그리고

중간세포의 비율은 감소하는 음의 상관관계(p < 0.001)를 나타내었다(Table 13).
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Table 11. Comparisons of vaginal epithelial cell types based on superficial cells ratio 

Cells (%)

Superficial epithelial cells (%)

p - value1) < 50 % ≥ 50 %

n Mean ± SD n Mean ± SD

Color

Basophilic 27 82.43 ± 18.45 30 18.13 ± 14.31 < 0.001

Acidophilic 27 14.56 ± 16.02 30 63.00 ± 13.27 < 0.001

Keratinized 27 3.01 ± 4.07 30 18.87 ± 12.22 < 0.001

Type

Parabasal 27 23.48 ± 31.38 30 0.96 ± 2.89 < 0.001

Intermediate 27 64.02 ± 29.46 30 23.71 ± 10.67 < 0.001

Superficial 27 12.51 ± 13.13 30 75.33 ± 11.24 < 0.001

SD, Standard deviation
1) Statistical significances (p < 0.05) were tested by Mann-whitney U test of variances among groups.
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Fig. 15. Vaginal epithelial cell cytology stained by the Papanicolaou (PAP) method 

during the breeding season. a) anoestrus; parabasal basophilic cells (arrow) and a few 

remnant superficial cells (broken arrow) can be seen. b) early proestrus; small and 

large Intermediate cells are predominated in the image. c) mid-late proestrus; 

increased anuclear acidopilic superficial cells (arrow) are observed in the image. d) 

estrus; clumps (arrows) of anuclear keratinized superficial cells are increased rapidly. 

e) late estrus; decreased keratinized superficial cells are observed. f) diestrus; small 

and large Intermediate basophilic cells are predominated and a high number of 

leukocytes (arrows) can be seen in the image. Scale bar represents 100 micrometers.  
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Fig. 16. Morphological changes in vaginal epithelial cell cytology during breeding 

seasons in seven bears. 
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Fig. 17. Color changes in vaginal epithelial cell cytology during breeding seasons in 

seven bears. 
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3) 질 점막 전기저항

2017년도에 총 2개체(Bear 1과 Bear 2), 그리고 2018년도에 총 5개체(Bear 3,

Bear 4, Bear 5, Bear 6, Bear 7)를 대상으로 번식 기간 동안의

표재세포(superficial cell)의 출현 비율(< 50% vs. ≥ 50%)을 기초로 한 질 점막

전기저항의 변화(Mean ± SD)는 Table 12에서 보는 바와 같고, 검사 일자에

따른 개체별 전기저항 수치의 변화는 표재세포 출현 비율과 함께 그래프로

나타내었다(Fig. 18).

검사 결과, 전체 세포 중 표재세포의 비율이 50% 이상을 차지할 때 측정된 질

점막 전기저항(VER) 수치는 50% 미만일 때의 수치에 비해 유의적 수준(p <

0.05)에서 높게 관찰되었다. 그리고 질 점막 전기저항 수치는 호산성세포와

각질화세포(이상 색깔에 의한 구분), 그리고 세포 형태학적으로는 표재세포의

출현 비율과 양의 상관관계를 나타내었으나, 반면에 호염성세포와 기저곁세포,

그리고 중간세포의 출현 비율과는 음의 상관관계를 나타내었다(Table 13).

번식 기간 동안 표재세포 출현 비율이 50% 이상인 구간이 2회 관찰된 Bear

3와 Bear 4의 질 점막 전기저항 수치는 첫 번째 구간에 비해 두 번째 구간에서

보다 높은 수치(> 300 Ω)가 관찰되었다.
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Table 12. Comparison of vaginal mucus electrical resistance based on superficial cells 

ratio

Item

Superficial cells < 50 % Superficial cells ≥ 50 %

p - value1)

n
Mean ± SD

(Range)
n

Mean ± SD
(Range)

VER (Ω) 26
120.38 ± 33.76

(60 – 240)
29

238.97 ± 108.64
(90 – 420)

< 0.001

VER, Vaginal mucus electrical resistance; SD, Standard deviation
1) Statistical significances (p < 0.05) were tested by Mann-whitney U test of variances among groups.
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Fig. 18. The Vaginal mucus electrical resistances (VER) and Vaginal epithelial 

superficial cells during breeding seasons in seven female bears. 
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Table 13. Correlation between vaginal cytology and VER during breeding seasons

Basophilic (%) Acidophilic (%) Keratinized (%) Parabasal (%) Intermediate (%) Superficial (%) VER (Ω)

Basophilic (%) 1 - 0.985* - 0.742*  0.535* 0.651* - 0.952* - 0.667*

Acidophilic (%) 1  0.518* - 0.520* - 0.646*  0.937*  0.642*

Keratinized (%) 1 - 0.742* 0.518*  0.646*  0.484*

Parabasal (%) 1 - 0.221 - 0.525* - 0.327*

Intermediate (%) 1 - 0.715* - 0.496*

Superficial (%) 1  0.672*

VER (Ω) 1

Basophilic, blue-coloured cells; Acidophilic, red-coloured cells; Keratinized, orange-coloured cells; Parabasal, parabasal cells; Intermediate, Intermediate cells; superficial, 

superficial cells; VER, vaginal mucus electrical resistance  
* Statistical significances (p < 0.05) were tested by Pearson correlation analysis.



- 89 -

4) 외음부 형태

번식 기간 동안 암컷 곰의 외음부의 크기 및 외음부 종창, 발적 상태, 점액

분비와 관련된 항목별 점수는 Table 14에서 보는 바와 같고, 각각의 유형별

외음부의 형태학적 변화는 Fig. 19에 제시하였다.

그리고 외음부의 크기와 기타 발정기와 밀접하게 연관된 다른 지표들 간의

상관관계를 분석한 결과, 외음부의 크기는 좌, 우 난포의 크기, 외음부의 종창 및

발적 상태, 그리고 점액 분비 정도, 표재세포의 출현 비율, 질 점막 저항 수치와

모두 통계적으로 유의미한 양의 상관관계(p < 0.05)를 나타내었다(Table 15).
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Table 14. Changes of vulva size and the scores of vulva swelling, rubefaction and 

mucus

unit n Mean ± SD Min. - Max.

Vulva (W) mm 53 34.38 ± 2.94 25.29 – 41.00

Vulva (L) mm 53 46.72 ± 5.13 36.40 – 56.30

Swelling* score 53 1.70 ± 1.10 0 – 3

Rubefaction* score 53 1.47 ± 0.89 0 – 3

Mucus* score 53 1.40 ± 1.01 0 – 3

SD, Standard deviation
* The vulva score was determined by the criteria of previous study (Durrant et al, 2003).
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Fig. 19. Vulva shapes classified by vulva score (0 – 3) during breeding seasons. a), 

b), c) images are represented the vulva swelling and d), e), f) images are represented 

the vulva rubefaction and mucus status. a) Vulva scores were 0, 0, 0 on 16th of 

May in Bear 4. b) Vulva scores were 1, 2, 1 on 19th of June in Bear 3. c) Vulva 

scores were 2, 3, 1 on 20th of June in Bear 3. d) Vulva scores were 1, 2, 2 on 12th 

of July in Bear 6. e) Vulva scores were 2, 2, 1 on 19th of June in Bear 3. f) Vulva 

scores were 3, 2, 3 on 12th of June in Bear 4. All vulva scores were presented in 

order of rubefaction, swelling, and mucus status.
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Table 15. Correlation between the vulva size and the other factors associated with estrus during breeding seasons

Vulva (mm) RtF (mm) LtF (mm) Swelling Rubefaction Mucus Superficial (%) VER (Ω)

Vulva (mm) 1 0.341* 0.431* 0.547*  0.481*  0.465*  0.495*  0.418*

RtF (mm) 1 0.364* 0.530* 0.259 0.162  0.418*  0.384*

LtF (mm) 1 0.338* 0.111 0.152 0.257 0.199

Swelling (0-3) 1  0.775*  0.630*  0.627*  0.640*

Rubefaction (0-3) 1  0.753*  0.481*  0.458*

Mucus (0-3) 1  0.702*  0.528*

Superficial (%) 1  0.702*

VER (Ω) 1

Vulva, Vulva width size; RtF, Right Follicles size; LtF, Left Follicles size; Superficial, superficial cells ratio; VER, Vaginal mucus electrical resistance  
*Statistical significances (P < 0.05) were tested by Pearson correlation analysis.
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본 연구는 번식기 동안 암컷 반달가슴곰의 인공수정 적기 파악을 위해서 발정

상태를 설명할 수 있는 다양한 생물학적 지표들에 대한 특성 조사를 위한 난포

성장 및 황체 형성 확인을 위한 초음파 검사, 질 상피세포 검사, 질 점막

전기저항 검사, 그리고 외음부의 형태학적 변화상 관찰을 수행하였다.

번식기 동안에 암컷의 배란 적기 파악을 위해서는 종에 따른 난포의 역학에

대한 이해가 필수적 요소이다. 그럼에도 불구하고 곰과(Ursidae)의 동물을

대상으로 한 관련 연구는 불곰(Torii, 2019), 아메리카 흑곰(Boon et al., 2004),

반달가슴곰(Kang et al., 2015) 종에서 매우 제한적으로 수행되어져 왔다.

현재까지 알려진 관련 정보는 북해도 불곰의 선행연구(Tsubota and Kanagawa,

1993)에서 번식기가 지난 암컷 곰의 난소로부터 10-11 mm의 크기의 황체(범위:

1-3개)가 확인되었다고 보고하였고, 아메리카 흑곰(Willey, 1978)을 대상으로 한

연구에서는 평균 2.1개의 황체가 형성되었다고 보고하였다. 최근 반달가슴곰을

대상으로 난포의 역학과 관련한 선행연구(Kang et al., 2015)가 이루어진 바

있으며, 5-8월까지의 발정기 동안 3마리의 암컷 곰으로부터 직경 7.4 ± 0.2 mm

크기의 4.0 ± 0.4(범위: 3-5)개의 우성난포(Dominant follicles)가 관찰되었고

6월에서 12월 사이에 혈청 프로게스테론 상승과 연관되어 8.9 ± 0.2 mm 크기의

2.6 ± 0.2개(범위: 2-3)의 황체가 검출되었다고 보고하였다. 반면에 본 연구는

7마리의 암컷 반달가슴곰을 대상으로 실시하였으며, 5-8월까지 최소 7.3 mm에서

최대 19.6 mm 크기의 1-4개의 우성난포와 배란 이후 7.0 mm에서 최대 10.6

mm 크기의 황체 형성이 관찰되었고, 이는 선행연구에서의 우성난포와 황체

크기에 비해 비교적 크기가 큰 형태를 확인할 수 있었다. 이러한 차이는 연구

대상 개체의 수, 선정된 개체의 개체별 특성, 그리고 검사 빈도 등에 따른 수집

데이터의 양 등에 기인한 것으로 판단된다. 한편, 불곰의 선행 연구(Torii et al.,

2019)에서 언급한 배란 전 우성난포의 최대 직경이 11.2 ± 2 mm(9.3-14.0 mm),

그리고 6 mm 이상의 우성난포가 최대 직경에 도달할 때까지 2주 이상이
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소요되었다는 결과는 본 연구에서의 결과와 유사하였다.

질 상피세포의 검사는 개과의 종에서 발정 및 배란 시기를 예측하기 위한

보조적 방법으로 널리 사용되고 있으며, 이와 관련한 선행 연구는 개(Shutte,

1967; Holst et al., 1986; Feldman and Nelson, 1987), 여우(Boue et al., 2000),

검은발 페렛, 긴털 족제비 등의 족제비과 동물(Willians et al., 1992), 그리고

곰과의 동물에서는 자이언트 팬더(Durrant et al., 2002; Durrant et al., 2003),

태양곰(Frederick et al., 2010), 그리고 반달가슴곰(Kang et al., 2015) 등에서

보고된 바 있다. PAP(Papanicolaou) 염색은 Diff-Quick이나 Wright Giemsa와

같은 단색 염색을 하였을 때 확인할 수 없는 호산성표재세포(pink color)와

각질화표재세포(orange color)를 구분해 줌으로써 발정 상태에 대한 보다 상세한

정보를 습득할 수 있었다. 특히 자이언트 팬더의 선행 연구에 따르면

각질화표재세포의 출현은 배란의 신호라고 언급할 만큼 표재세포의 색상에 따른

구분은 배란을 예측하는데 매우 중요한 단초라고 할 수 있을 것이다(Durrant et

al., 2002). 본 연구에서도 PAP 염색을 통해 표재세포가 50% 이상 증가할수록

호염성세포는 감소하고 호산성세포와 각질화세포의 출현 비율이 증가함을

확인할 수 있었다.

질 점막 전기저항 수치는 혈청 프로게스테론과 에스트라디올의 농도와 밀접한

관련이 있다고 보고된 바 있지만 개에 있어서 질 저항 측정이 번식 최적기를

정확하고 구체적으로 나타낼 수 있는지, 또는 암캐의 발정 주기의 단계를

식별하는 정도로만 유용한 것인지에 대한 의견이 분분하다(Günzel et al., 1986;

Bartlewski et al., 1999). 양(Bartlewski et al., 1999), 소(Edwards, 1980),

돼지(Rezác and Olic, 2006), 버팔로(Gupta and Purohit, 2001), 쥐(Jaramillo et

al., 2012)에서의 선행 연구에서는 발정전기 동안에 질 점막 전기저항 수치가

낮게 유지되다가 발정기에 이르러 배란 시기까지 점차적으로 증가한다고

보고되었다. 개나 여우의 선행 연구에서는 발정기의 질 점막 전기저항 수치가

1000 Ω 이상 증가하였으며(Boue et al., 2000; Bergeron et al., 2014), 본

연구에서도 반달가슴곰의 표재세포가 최대로 출현(82.3 ± 7.8%)하는 발정기 동안
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질 점막 전기저항 값이 평균 360 ± 56.9 Ω(260–420 Ω)로 유사하게 증가하는

경향을 보였다.

외음부의 종창 여부의 관찰은 수많은 종에서 발정 주기의 상태를 파악하는데

있어서 수행되어져 왔다(Poglayan-Newall et al., 1989; Dahl and Nadler, 1992;

Nishiyama et al., 2000). 곰 종에서도 자이언트 팬더(Durrant et al., 2013),

태양곰(Frederick et al., 2010), 그리고 아메리카 흑곰(Gonzales et al., 2013)

등에서 연구된 바 있다. 비록 외음부 종창 정도는 개체에 따라 가변성이 크지만

아직까지 질 상피세포 검사 및 행동학적 관찰과 더불어 암컷의 발정 상태를

확인할 수 있는 또 하나의 평가 지표이며, 이는 자이언트 팬더의 연구 결과에서

질 상피세포 분석 결과와 상호 연관관계가 있음을 확인하였다(Durrant et al.,

2003). 본 연구의 결과에서도 외음부의 종창이 증가함에 발적 상태, 점액 분비,

표재세포 출현 비율, 질 점막 전기 저항 수치가 모두 증가하는 양상을 확인할 수

있었다. 그러나 이러한 상호 연관 관계에도 불구하고 개체별로 외음부의 종창과

발적 상태, 그리고 점액 분비 정도의 변동이 심하여 독립적으로 발정과 배란일을

예측하는 진단법으로써 활용되기는 어려울 것으로 판단된다.

결론적으로 이전 곰과의 선행 연구(Durrant et al., 2003; Schulz et al., 2003;

Boone et al., 2004; Frederick et al., 2010)에서 언급했던 바와 같이

반달가슴곰은 교미와 같은 직접적인 신체적 자극 없이도 준 개방(Semi-open)

상태의 환경 조건에서 수컷 곰의 시각적, 후각적, 청각적 자극 등에 의해 배란이

유도될 수 있다는 것을 초음파 검사를 통해 재확인 할 수 있었다. 또한

반달가슴곰의 인공수정 적기를 예측하기 위한 다양한 생물학적 지표(외음부

종창과 난소, 난포, 황체, 질 상피세포 상, 그리고 질 점막 전기저항)들 간에는

상호 연관 관계가 있음을 확인할 수 있었다. 그러므로 반달가슴곰과 같은 중대형

야생동물 종에 있어서는 비침습적 방법의 성호르몬 모니터링을 기초로 하여

위에서 언급한 다양한 생물학적 지표들의 종합적인 분석이 이루어져야만 보다

정확한 인공수정 적기를 예측할 수 있을 것으로 판단되어진다.
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제 Ⅲ 장

인공수정에 의한 반달가슴곰(Ursus thibetanus)의 새끼 출산

증례: 초음파 가이드 하에 요관경(Ureteroscope)을 활용한

자궁 내 인공수정
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2002년도부터 시작된 반달가슴곰 복원 프로젝트는 본격적으로 2005년 러시아

연해주로부터 6마리의 새끼 곰을 도입, 방사한 것을 시작으로 2020년 현재,

지리산 전역에 63마리로 개체수가 증가하였다(종복원기술원, 2019). 그럼에도

불구하고 자연 상태에서 번식에 참여하는 수컷 곰은 세력이 우세한 소수의

개체들로 한정되었고, 이를 부계로 한 2, 3세대의 자손이 태어나는 근친교배

현상이 나타남에 따라 개체수가 점차 늘어감에도 불구하고 지리산 반달가슴곰

개체군의 유전적 다양성은 매우 낮은 수준인 것으로 확인되었다(한 et al., 2019).

또한 한반도의 반달가슴곰과 동일한 아종이 서식하는 러시아, 중국, 북한

등지로부터 지속적으로 반달가슴곰 원종을 도입하는데 있어 정치적, 경제적,

그리고 국가 간의 복잡한 행정적 문제들로 인해 끊임없이 복원사업을

추진하는데 제약을 받아 왔다. 따라서 이러한 복합적인 문제들을 해소하고 자연

개체군의 유전적 다양성 증진에 도움이 될 수 있는 개체를 선택적으로 지속

가능하게 공급시킬 수 있는 방안으로 반달가슴곰의 인공증식 기술 개발이

요구되어졌다. 종에 따른 번식 기술의 확립은 서식지 내, 외에서의 멸종위기에

처한 야생동물 개체군의 유전적, 그리고 생물 다양성을 보전하는데 매우 중요한

요소이기 때문이다(Pukazhenthi and Wildt, 2004).

반달가슴곰은 6월부터 8월까지 계절 번식(Seasonal breeding)을 하며, 수정

이후 11월에서 12월경까지 배아 지연 착상(Embryonic delayed implantation)

현상을 겪은 후, 1월에서 2월 경, 동면 기간에 새끼 출산을 하는 등의 독특한

번식 생리 기작을 갖고 있다.(Yamamoto et al., 1998; Sato et al., 2000; Tsubota

et al., 2001). 이러한 번식 생리의 특성은 유럽 불곰(Mano et al., 2002),

아메리카 흑곰(Gonzales et al., 2013), 그리고 북해도 불곰(Tsubota and

Kanagawa, 1993) 등의 연구에서도 보고된 바 있다. 비록 종마다 번식 시기나

발정 패턴 등의 차이가 있지만, 전 세계에 현존하는 8종의 곰들은 모두

공통적으로 배아 지연 착상을 하는 특성을 갖고 있다(Fenelon et al., 2014).
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이러한 독특한 번식 생리 기작으로 인해 전 세계적으로 곰 종을 대상으로

수많은 번식 생리 연구와 인공수정을 시도해오고 있음에도 불구하고 현재까지

자이언트 팬더(Moore et al., 1984; Masui et al., 1989; Kersey et al., 2016)를

제외한 다른 곰 종에서는 인공수정을 통해 성공적으로 새끼를 출산한 사례는

전무한 실정이다(Onuma et al., 2001; Curry et al., 2014).

반면에 곰 종을 제외한 멸종위기에 처한 육상 포유류 종 가운데

코알라(Phascolarctos cinereus)에서의 비뇨 생식동(Urogenital sinus) 내

인공수정(Allen et al., 2008), 아시아 코끼리(Elephas maximus)와 아시아 황금

고양이(Catopuma temminckii)에서의 내시경을 이용한 자궁경관을 경유한 자궁 내

인공수정(Brown et al., 2004; Lueders et al, 2014), 그리고 치타(Acinonyx

jubatus), 검은 발 페렛(Mustela nigripes), 시베리안 긴 털 족제비(Mustela

eversmanii)에서의 복강경을 이용한 자궁 내 인공수정(Howard et al., 1992;

Howard et al., 1996) 등과 같은 성공적인 인공수정 연구 사례가 보고된 바 있다.

이러한 다양한 야생동물 종에서의 성공적인 사례가 있음에도 불구하고

고양이과(Felids), 개과(Canids) 등의 식육목(Carnivore) 야생동물 종에서의

인공수정은 일상적으로 시행되기 어려울 뿐 아니라 아직까지 인공수정의 성공률

또한 매우 낮은 실정이다(Crosier et al., 2006; Jewgenow and Songsasen, 2014).

그러므로 종에 따른 가장 효율적인 인공수정 기법을 확립하는 것이 매우

중요하다고 하겠다.

인공수정의 방식은 정액을 주입하는 위치에 따라 질 내 인공수정과 자궁 내

인공수정으로 구분되어지며, 고양이와 개 등의 반려동물을 대상으로 한 선행

연구에 따르면 자궁 내 인공수정에 필요한 정자 수는 질 내 인공수정 방식에

비해 요구되는 정자 수가 각각 1/5, 1/10 정도로 낮은 수준이라고

보고하였다(Tsutsui et al., 1988; Tanaka et al., 2000; Tsutsui et al., 2000).
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그러므로 곰을 포함한 멸종위기에 처한 야생동물을 대상으로 인공 수정의

성공율을 높이기 위해서는 양질의 정액 수집과 대상 종에 최적화된 자궁 내

인공수정 기법을 확립하는 것이 무엇보다 중요하다고 하겠다. 이와 관련한 곰

종에서의 선행 연구는 자이언트 팬더(Hori et al., 2006)와 북극곰(Curry et al.,

2014)에서 내시경을 이용한 자궁 내 인공수정 방법이 소개된 바 있다.

본 연구의 궁극적인 목적은 다양한 생물학적 지표 분석을 통한 암컷

반달가슴곰의 인공수정 일자의 예측과 양질의 신선정액 수집을 통해 초음파

가이드 하에 요관경을 이용한 자궁 내 인공수정을 시도함으로써 반달가슴곰의

임신과 출산을 성공적으로 이끌어 내고, 이를 통해 반달가슴곰 종에 최적화된

인공수정 기법의 프로토콜을 구축하고자 함이다.
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1) 대상 동물

본 연구는 「야생생물 보호 및 관리에 관한 법률」제 14조 제1항, 동법 시행령

제 11조 제 1항, 동법 시행규칙 제 15조 제2항에 따라 환경부로부터 멸종위기

야생생물 인공증식에 관한 심의 및 승인 절차를 이행하고, 국립공원생물종보전원

동물연구심의위원회로부터 승인(승인번호: 2017-820, 2018-856)을 받아 수행되어졌다.

2017년도, 2018년도에 반달가슴곰(Ursus thibetanus)의 5월에서 8월까지의

번식기간 동안 국립공원 생물종보전원의 전시 시설 내에서 증식·사육하고 있는

총 7마리의 암컷과 6마리의 수컷 반달가슴곰을 대상으로 본 연구를

실시하였다(Table 16, Table 18).

암컷 곰의 연령은 8.2 ± 3.8년, 평균 체중은 123.4 ± 34.6 kg이었고, 수컷 곰의

연령은 13.2 ± 0.9년, 평균 체중은 165.7 ± 31.7 kg이었고, 연구 기간 동안 전

개체 모두의 건강상태는 양호하였으며, 관련 선행 연구(Yang et al., 2017)와

비교하여 혈액성상 검사 및 혈액화학검사 결과에서 이상 수치는 관찰되지

않았다. 추가적으로 암컷 곰의 배란 유도를 위해서 7마리의 암컷 곰 중 3마리의

암컷 곰을 대상으로 인공수정에 관여하지 않은 2마리의 수컷 곰을 선별하여

자연교미를 병행하였다(Table 17).

시설 내에서 곰들은 배합사료(ZupreemⓇ, Premium Nutritional Products, Inc., 
Kansas, USA)와 다양한 계절 과일, 채소 그리고 밤, 도토리 등의 견과류를

혼합하여 1일 2회 오전, 오후로 급여하였으며, 자동 급수를 통해 곰들이

자유롭게 음수 할 수 있도록 하였다. 또한 임신이 확인된 암컷 곰들은 겨울철

동면 기간 동안 새끼를 출산하는 특성을 고려하여 12월 중순부터 3월 중순까지

동면 상태를 유지시켰다.
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2) 인공수정 일 결정

총 7마리의 암컷 곰 가운데 4마리의 암컷 곰은 뇨 중 성호르몬 검사에 따른

일자별 에스트로겐과 프로게스테론 대사물의 농도 변화 관찰을 통해 최종적으로

검사 일자를 결정하였던 반면, 나머지 3마리의 암컷 곰은 번식기 동안

인공수정을 위해 정액을 제공하지 않은 수컷 곰과의 자연스러운 교미를

유도하였고, 뇨 중 성호르몬 검사 없이 랜덤하게 주기적으로 검사를 실시하였다.

그리고 전 개체 모두 검사 당일에는 공통적으로 외음부의 형태, 질 상피세포

상, 질 점막 전기저항, 그리고 초음파 검사를 통한 난소의 구조적 변화의 관찰을

토대로 최종적으로 인공수정 일자를 결정하였다.
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3) 정액 수집 및 평가

반달가슴곰(Jeong et. al., 2019), 사자(Lueders et al., 2012), 고양이(Zambelli et

al., 2008) 등에서의 선행 연구의 방법에 따라 신선 정액을 채취하였다.

요약하자면 2 ㎎/㎏의 tiletamine/zolazepam (Zoletil 50Ⓡ, Virbac, Carros,

France)과 0.04 ㎎/㎏의 medetomidine (DormitorⓇ, Pfizer, Helsinki, Filand)을

통해 전신 마취 후, isoflurane (IfranⓇ, Hana Pharm. Co., Ltd., Seoul, Korea)의

흡입을 통해 마취 상태를 유지하였다.

이 후에 물리적 보정 후 관장을 수행하고 7.5 MHz의 선상(또는 볼록) 배열의

직장 초음파 프로브(Aloka UST-678, Hitachi Aloka Medical, Ltd., Tokyo,

Japan)를 이용하여 전립샘의 위치와 요도 카테터의 삽입 깊이를 미리 확인한 후

바깥요도구멍를 통해 초음파 가이드 하에 8 Fr 또는 10 Fr 크기의 요도

카테터(Foley catheter, Smiths Medical ASD, Inc., Minnesota, USA)를 진입시켜

정액을 수집하였다(Fig. 20, Fig. 21). 수집된 정액은 수집 양(㎖)과 정자

농도(×106/㎖), 총 정자 수(×106), 정자의 운동성(%), 정자 생존율(%), pH, 그리고

정자의 형태학적 이상 비율(%), 정자의 정상 첨체 비율 등의 검사 항목

분석으로 정자의 성상을 평가하였다. 선행 연구(Jeong et al., 2019)에서 언급했던

바와 같이 정자분석프로그램(CASA; FSA sperm analyzer, Medical Supply,

Wonju, Korea)에 의해 정자의 운동성을 분석하였고, 정자의 형태학적 분석을

위해 Spermac® (Minutübe GmbH, Tiefenbach, Germany) 염색을 실시하였다.

대상 수컷 곰에 관한 정액 채취 이력은 Table 16에서 보는 바와 같다.
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Table 16. Records of semen collection of male bears for artificial insemination (AI) 

to female bears

ID No. Origin Age (yr) Weight (kg) Date of semen 
collection

Females 
receiving AI

Male-01 Russia 14 130 6/20/2018 Bear 3

Male-02 Russia 14 153 6/30/2018 Bear 3

Male-03 Russia 14 130 6/13/2018 Bear 7

7/01/2018 Bear 3

7/06/2018 Bear 4

7/14/2018 Bear 5

Male-04 Russia 12 190 7/13/2017   Bear 2

7/19/2017 Bear 1

13 200 6/14/2018 Bear 7 

6/27/2018 Bear 6

6/29/2018 Bear 3

7/04/2018 Bear 4 

7/10/2018 Bear 5

Male-05 North Korea 14 143 6/12/2018 Bear 7

6/21/2018 Bear 3

6/28/2018 Bear 6

7/05/2018 Bear 4

7/09/2018 Bear 5

Male-06 North Korea 15 150 7/06/2018 Bear 3
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Table 17. Records of male bears for natural matings (NM) 

ID No. Origin Age (yr) Weight (kg) Date of NM Females 
receiving NM

Male-03 Russia 14 130 7/18/2017 Bear 1

7/19/2017 Bear 1

Male-06 China 7 133 7/11/2017   Bear 2

7/16/2017 Bear 2

8 110 7/02/2018 Bear 3

7/03/2018 Bear 3

7/05/2018 Bear 3
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Fig. 20. Semen collection by urethral catheterization. a) Semen collection by urethral 

catheterization under ultrasound guidance in the Asiatic black bear. The white arrow 

is urethral catheter (8 Fr), b) The collected semen in micro centrifuge tube (white  

arrow).  



- 112 -

Fig. 21. Transrectal ultrasound scanning of the prostate gland in the male Asiatic 

black bear. a) The image before semen collection; the semen within seminal 

colliculus (large arrow) in prostate (small arrows), b) Urethral catheter (large arrow) 

advanced up to seminal colliculus in prostate (small arrows) for semen collection.
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4) 인공수정

대상 암컷 개체들의 마취 유도와 유지의 흐름은 수컷 곰을 대상으로 한 정자

수집 및 평가 방법에서 언급한 바와 같다.

마취된 암컷 곰은 인공수정을 위해 약 10°정도의 경사진 테이블 위에 등쪽

횡와위 자세(Dorsal recumbency)로 눕히고 뒷다리를 들어 올려 물리적 보정을

시켰다. 그리고 난 후, 외음부를 통해 21cm 길이의 실리콘 재질의 내시경용

Shunt 카테터(Replacement catheter, Minitüb GmbH, Tiefenbach, Germany)를

질 내에 삽입한 후 공기 주입을 통해 단단히 고정하고 카테터의 채널을 통해

요관경(8/9.8 F rigid ureteroscope, Richard Wolf GmbH, Knittlingen, Germany)을

삽입하여 자궁경부(Cervix) 입구의 시야를 확보하였다. 이 후, 요관경의 채널을

통해 탐침 가이드가 있는 TC 캐뉼라(Transcervical cannular; Dual port, 외경: 5

Fr, 길이: 70 cm)를 자궁경부까지 진입시킨 후 바깥자궁구멍(External uterine

ostium)을 통해 자궁 내로 정액을 주입하였다. 이와 관련한 모든 작업은 초음파

가이드 하에 내시경 시스템(FENCER, MGB Endoskopische Geräte GmbH,

Berlin, Germany)을 이용하여 수행하였다(Fig. 22).
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Fig. 22. Intrauterine artificial insemination using a ureteroscope under ultrasound 

guidance in the female bear. a) Materials for Asiatic black bear artificial 

insemination, b) Ureteroscope inserted into vaginal lumen through a shunt catheter for 

intrauterine artificial insemination.
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5) 초음파 임신진단

동면 전 시점인 12월 4주차 경에 인공수정을 실시한 7마리의 암컷 곰을

대상으로 초음파 장비(ProSound Alpha 7 device, Hitachi Aloka Medical, Ltd.,

Tokyo, Japan)와 7.5 MHz의 선상(또는 볼록) 배열의 직장 초음파 프로브(Aloka

UST-678, Hitachi Aloka Medical, Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 임신 진단을

실시하였다.
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6) 친자 확인 및 임신기간 평가

새끼를 출산한 암컷 곰과 이에 관여한 인공수정을 위해 정액을 공여하거나

자연 교미에 참여한 수컷 곰, 그리고 출생한 새끼 곰 모두의 혈액 또는 모근

시료로부터 DNA를 확보한 후, 반달가슴곰의 친자 확인을 위해 개발된 10여종의

MS(Microsatellite) 마커의 대립 유전자형 분석을 통해 부(父)-자(子) 간, 그리고

모(母)-자(子) 간의 일치 여부를 판독한 후, 최종적으로 새끼 곰의 출생에 관여한

수컷 곰을 추적하였다(Fig. 30). 해당 분석은 대립 유전자형 분석 프로그램

(GeneMapper® Software Version 4.0, Applied Biosystems, California, USA)을

이용하여 수행되었다.

또한 친자 확인을 통해 아비 곰으로 확인된 수컷 곰의 정자 공여 일자로부터

새끼 출산 일자까지의 일수를 역산하여 최종 암컷 곰의 임신 기간을 평가하였다.
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2017년도에서 2018년도까지 2년에 걸쳐 총 7마리의 암컷 곰을 대상으로

인공수정을 실시한 결과는 Table 16에서 보는 바와 같다. 본 연구를 통해 새끼

곰 출산에 성공한 암컷 곰은 총 7마리 중 4마리(57%)이었고, 이 중 2마리의

새끼를 출산한 암컷 곰이 4마리 중 3마리(75%), 그리고 오직 1마리의 새끼만을

출산한 암컷 곰은 1마리(25%)였다. 2마리의 새끼를 출산한 암컷 곰 중 1마리는

자연 교미와 인공수정을 통해 부계가 서로 다른 새끼 곰을 각각 1마리씩

출산하였다. 결과적으로 4마리의 암컷 곰은 인공수정을 통해 6마리의 새끼를

출산하는데 성공하였다.

1) 인공수정 당일 출산 개체의 생물학적 지표 검사

인공수정 당일에 암컷 곰의 생물학적 지표 검사 결과는 Table 17에서 보는

바와 같다. 요약하자면, 출산한 암컷 곰들은 인공수정 당일에 우성난포(Dominant

follicle)의 크기가 최소 6.3–최대 10 mm이었으며, Bear 3을 제외한 나머지

3마리의 암컷 곰의 표재세포(Superficial cell)의 비율은 70(%) 이상, 그리고 질

점막 전기저항(VER)은 최소 340(Ω)에서 최대 400(Ω)의 수치를 나타냈다. 또한

외음부의 크기는 검사기간 동안 최대 수치를 나타내었다.

또한 2018년도에 뇨 성호르몬 검사를 기반으로 검사를 수행하였던 총 4마리의

암컷 곰 중에 유일하게 새끼를 출산한 암컷 곰(Bear 4)의 뇨 에스트라디올과 뇨

프로게스테론의 농도 변화에 관한 양상은 Fig. 23의 그래프에서 보는 바와 같다.

결과적으로 Bear 4의 새끼 출산과 연관된 첫 번째 인공수정 당일(0일)에 뇨

에스트라디올의 농도는 1.45(ng/㎎ Cr)로써, 전일(-1일) 농도 8.26(ng/㎎ Cr)에

비해 급격히 기초 수준으로 감소하였음이 확인되었다. 또한 이 날로부터 뇨

프로게스테론 농도는 서서히 증가하는 양상을 나타내었다. 첫 번째 인공수정

당일에 우성난포의 크기는 직경 6.3(mm), 표재세포의 출현 비율은 83.5 ±

2.9(%), 그리고 질 점막 전기저항 수치는 400(Ω)이었다.
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Table 18. Records of natural mating and artificial insemination (AI with fresh semen) for 7 female bears during breeding seasons in 

2017 and 2018

Female 
Age 
(Y)

BW 
(kg)

Origin Parity 
Breeding
method

Breeding  
(Y)

Male (n) AI 
attempt

(n)

NM 
Induction

(n)

Cub born
(AI/Total)

Gestation
Length (days)

AI NM AI NM

Bear 1 13 182 Russia 2 NM/AI 2017 1 1 1 2 1/1  184 -

Bear 2 7 110 China 2 NM/AI 2017 1 1 1 2 1/2a 202 199 or 204c

Bear 3 8 132 China 2 NM/AI 2018 6 1 6 3 2/2  216 -

Bear 4 4 88 Korea 0 AI 2018 3 0 3 0  2/2b 195 -

Bear 5 6 95 Russia 0 AI 2018 3 0 3 0 - - -

Bear 6 12 170 Korea 0 AI 2018 2 0 2 0 - - -

Bear 7 4 87 Korea 0 AI 2018 3 0 3 0 - - -

BW, Body weight; NM, Natural mating; AI, Artificial insemination 

Females were received AI of fresh semen from other male bears and the cub born by AI confirmed their father and gestation length by paternity test. 
a Two cubs were born in January, 2018. It was confirmed by paternity test that one was born by artificial insemination and the other by natural mating.
b Two cubs were born in January, 2019 by artificial insemination and one of them died within a few days.
c The gestation length based on twice natural mating dates of same male bear.
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Table 19. Profile of biological factors on the day of artificial insemination (AI) in female Asiatic black bears

Female
code no.

Cell type (%) 
(Mean ± SD) VER* max.

(Ω)

Ovary 
(mm)

DF 
(mm)

Vulva 
(mm)

 Urinary E2   
(ng/㎎ Cr) 

N superficial basophil acidophil keratinized W L W L W L 0 day / -1 day

Bear 1 6 93.2 ± 2.8 6.4 ± 0.26 73.2 ± 5.3 20.4 ± 5.2 340 16 22.7 7.6 9.6 35.6 53.2 -

Bear 2 7 71.9 ± 6.5 17.4 ± 1.4 58.7 ± 11.5 23.9 ± 10.2 390 16.3 22.7 6.6 7.2 37.3 51.0 -

Bear 3 7 54.8 ± 8.2 28.0 ± 0.49 51.7 ± 5.3 20.3 ± 4.9 100 17.4 23.0 6.8 10 38.8 51.3 -

Bear 4 5 83.5 ± 2.9 6.0 ± 2.5 77.0 ± 4.2 17.0 ± 3.8 400 17.1 25.3 6.3 6.3 36.7 47.7 1.45 / 8.26

* VER, Vaginal mucus electrical resistance; SD, Standard deviation; W, Width; L, Length
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Fig. 23. Profile of urinary E2 and P4 concentrations in the Bear 4 during 2018 

mating season. Artificial insemination (AI) is denoted by black arrows and day 0 

was determined by retrospective paternity test.



- 121 -

2) 수집 정액 평가

초음파 가이드 하에 전립샘으로부터 수집된 신선 정액(n = 19)의 검사 결과는

Table 18과 같았다. 1회 평균 정액의 수집 양은 160 ± 90(㎕), 정자의 농도는

5068.6 ± 3122.4(× 106/㎖), 총 정자 수는 810.9 ± 744.5(× 106/㎖), 그리고 진행성

정자의 운동성은 91.4 ± 7.7(%)이었다. 또한 정자 생존율은 94.3 ± 5.3(%),

비정상적 형태를 갖는 정자의 비율은 21.2 ± 4.5(%), 그리고 정상 첨체를 갖는

정자 비율은 93.4 ± 8.5(%)이었다(Fig. 24, Fig. 25).
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Table 20. Semen qualities of the male asiatic black bear at artificial insemination 

time (2017∼2018)

N Mean ± SD Min Max

Age (yrs) 19 13.6 ± 0.8 12 15

Weight (kg) 19 160.9 ± 30.1 130 218

Semen volume (㎕) 19 160 ± 90 40 380

Sperm concentration (×106/㎖) 19 5068.6 ± 3122.4 2015.0 14000

Total sperm count (×106/㎖) 19 810.9 ± 744.5 159.7 2856.3

Sperm viability (%) 19 94.3 ± 5.3 83.1 99.8

Progressive sperm motility (%) 19 91.4 ± 7.7 75.5 99.8

pH 19 8.0 ± 0.1 7.7 8.3

Abnormal morphology (%) 19 21.2 ± 4.5 18.2 30.7

Intact acrosome (%) 19 93.4 ± 8.5 82.0 95.7

SD, Standard deviation; Min, Minimum; Max, Maximum
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Fig. 24. Morphological assessment of spermatozoa using a Spermac® staining in the 

Asiatic black bear. a) normal. b) proximal droplet (arrow). c) double neck (arrow). d) 

knobbed acrosome. e) detached acrosome (arrow) & detached head (arrow head). f) 

dag defect. g) coiled tale (arrow). h) kinked midpiece (arrow). Scale bar is 10 ㎛.
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Fig. 25. Viability assessment of spermatozoa using the eosin-nigrosin staining in the 

Asiatic black bear. Scale bar is 50 ㎛.
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3) 인공수정

요관경의 삽입을 통해 외음부로부터 자궁경부 입구까지의 길이를 측정한 결과,

평균 14.2 ± 1.5 cm(n = 23)이었다. 그리고 자궁과 질 사이의 경계부의 등쪽

부위(Dorsal region)에는 약 0.5-1 cm 가량의 돌출된 폴립(Polyp) 형태의

자궁경부가 위치하였으며, 자궁경부의 정중앙 내측으로 바깥자궁구멍이

확인되었다(Fig. 26).

모든 인공수정 작업은 초음파 가이드 하에서 요관경 장비를 이용하여

자궁경부의 위치를 확인하고 자궁 경관을 경유해서 자궁 내로 정액을 주입하는

방식으로 이루어졌다(Fig. 26, Fig. 27). 1회의 인공수정에 사용된 희석 정액의 총

양은 평균 1.1 ± 1.2 ㎖이었다.
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Fig. 26. Observation of the vaginal cavity using a ureteroscope in Asiatic black bear. 

a), b) The Vagina at a site about 14 cm from the vulva. c) Cervix in uterovaginal 

region. d) Transcervical artificial insemination (AI) using a cannula.
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Fig. 27. Transrectal ultrasound image of the urogenital tract in the female Asiatic 

black bear. a), b) U; uterine, V; Vagina, UB; Urinary bladder, Cervix (arrow). c) 

The image of the uterine (arrows). d) Intrauterine artificial insemination (AI) via 

cervix using a TC cannula (arrow). 
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4) 임신 진단 및 새끼 출산

2017년 12월 21일에 실시한 Bear 2의 초음파 임신 진단 결과, 태아의 두개골

크기는 164 × 290 mm, 심장의 크기는 90 × 120 mm이었고, 이 날로부터 23일

후인 2018년 1월 13일에 2마리의 새끼를 출산하였다. 그러나 같은 날 임신

진단을 실시한 Bear 1은 마취 유지 불안정으로 인해 태아의 크기 측정은

실시하지 않았으며, 이 날로부터 28일 후인 2018년 1월 18일에 1마리의 새끼를

출산하였다.

2018년 12월 26일에 실시한 Bear 4의 초음파 임신 진단 결과는 Fig. 28에서

보는 바와 같다. 검사 결과, 태아의 두개골 크기는 164 × 289 mm, 심장의

크기는 113 × 195 mm, 자궁벽의 두께는 43 mm이었다. 이 날로부터 19일 후인

2019년 1월 14일에 2마리의 새끼를 출산하였다. 또한 같은 날 실시한 Bear 3의

초음파 임신 진단 결과, 태아의 전체 길이는 483 mm, 두개골 장축 길이는 195

mm, 심장의 크기는 68 × 68 mm이었으며 이 날로부터 27일 후인 2019년 1월

22일에 2마리의 새끼를 출산하였다.

Bear 4의 출산 후 새끼 곰의 성장 과정은 Fig. 29에서 보는 바와 같다.
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Fig. 28. The fetus confirmed in uterine by ultrasound diagnosis on the –19th day 

(26th of December, 2018) before cub parturition (Bear 4). a) The fetal head (arrows) 

and forelimb (broken arrows) are identified. b) The heart (arrow), lung (broken 

arrows), liver (L), and gastrointestinal tract (GI) are identified.  
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Fig. 29. The cub born by artificial insemination in the Asiatic black bear (white 

arrow). a) The cub with placenta observed on the day of birth (yellow arrow; 14th of 

January, 0 day). b) 1st of Feburary (18 days). c) 24th of Feburay(41 day). d) 24th of 

March (69 day).
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5) 친자 확인 및 임신 기간 평가

새끼를 출산한 4마리의 암컷 곰(Bear 1, Bear 2, Bear 3, Bear 4) 중에

인공수정과 자연 교미를 병행하여 번식을 시킨 암컷 곰은 3마리(Bear 1, Bear 2,

Bear 3)였으며, 자연 교미 없이 인공수정만을 통해 출산에 성공한 암컷 곰은

1마리(Bear 4)였다. 비록 3마리의 암컷 곰은 위에 언급한 바와 같이 인공수정과

자연 교미를 병행하였지만, 추후 친자 확인 검사 결과 Bear 1(1마리의 새끼

출산)과 Bear 3(2마리의 새끼 출산)의 새끼 곰들은 오직 인공수정에 의해 출산된

것으로 최종적으로 판명되었다. 그리고 쌍태를 출산한 Bear 3의 2마리의 새끼

곰들은 부계가 동일하였으며, 성 판별 결과 2마리의 새끼 곰은 서로 다른 성별인

것으로 최종 확인되었다. 반면에 Bear 2가 출산한 2마리의 새끼 곰들은 서로

다른 부계 혈통으로 확인되었고, 최종적으로 자연 교미(수컷 새끼)와

인공수정(암컷 새끼)에 의해 각각 1마리씩 태어난 것으로 확인되었다. 또한, 자연

교미 없이, 수컷과 가까운 거리에 계류하고 오직 뇨 성호르몬의 모니터링 결과를

기반으로 인공수정 일자를 결정하였던 Bear 4는 최종적으로 2마리의 새끼를

출산하는데 성공하였다. 비록 Bear 4로부터 태어난 2마리의 새끼 곰 중 1마리가

수일 만에 폐사하여 친자 확인과 성 판별 검사는 수행할 수 없었으나, 생존한

1마리의 새끼 곰(암컷)은 총 3회의 인공수정 시도 중에서 첫 번째로 실시한

인공수정에 의해 출산되었음을 최종적으로 확인하였다.

친자 확인 검사 결과를 근거로 해당 수컷(아비) 곰의 정액을 주입한 인공수정

일자로부터 암컷 곰이 새끼를 출산하는데 까지 걸린 총 임신 기간은 평균 199.3

± 13.4일(범위: 184–216일, n = 4)이었다(Table 16).
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Fig. 30. The  results of paternity test using a GeneMapper® software ver. 4.0 in two 

cubs born from Bear 2. a), b) Allelotype of Bear 2. c) Allelotype of the cub-1 born 

by artificial insemination (AI). d) Allelotype of the cub-2 born by natural mating 

(NM). e), f) Allelotype of the male bear given semen by NM. g), h) Allelotype of 

the male bear given semen by AI. Two different microsatellite markers were 

represented by blue and red color.
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본 연구는 반달가슴곰을 대상으로 인공수정을 통해 새끼 출산에 성공한 세계

최초의 연구 사례 보고이다. 이는 다양한 생물학적 지표의 종합적인 분석을

토대로 인공수정 일자를 결정하고, 또한 양질의 신선 정액 수집을 통해 요관경

장비를 활용하여 자궁 내 인공수정을 최초로 시도함으로써 얻어진 성공적인

결과이다.

결과적으로 2017년도에서 2018년도까지 2년간의 인공증식 연구를 통해 총

7마리의 암컷 반달가슴곰 중 4마리로부터 7마리의 새끼 곰을 출산시키는데

성공하였고, 이 중 자연 교미에 의해 태어난 1마리의 새끼 곰을 제외하고 나머지

6마리의 새끼 곰이 인공수정에 의해 태어난 것임을 친자 확인 검사를 통해

최종적으로 확인하였다.

암컷 곰의 인공수정일 결정을 위해 실시한 외음부의 종창, 질 상피세포의

변화상, 그리고 뇨 에스트로겐 호르몬 수치 등의 생물학적 지표 검사는

결과적으로 매우 유용하게 활용되었다(Masui et al., 1989; Durrant et al., 2002;

Czekala et al., 2003). 또한 발정 피크기에 특징적으로 상승하는 질 상피

표재세포 비율과 거의 동시에 상승하는 것으로 확인된 질 점막 전기저항 수치도

반달가슴곰의 인공수정 적기를 결정하는데 도움이 될 수 있는 간접적 지표로

활용될 수 있을 것을 판단한다.

또한 사자(Lueders et al., 2012), 반달가슴곰(Jeong et al., 2015) 등에서의 선행

연구에서와 같이 인공수정을 위해 초음파 가이드 하에 카테터를 이용하여

전립샘으로부터 수집된 정액의 질은 연구 결과에도 언급하였듯이 정자 생존율,

정자 운동성, 정자 농도, 정자 수, 그리고 정상 정자의 형태학적 비율에 있어서

매우 우수한 것으로 분석되었다.
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반달가슴곰에서 초음파 가이드 하에 요관경을 이용한 자궁 내 인공수정 기법은

본 연구를 통해 처음 시도되어졌다. 비록 자이언트 팬더(Hori et al., 2006)와

북극곰(Curry et al., 2014) 등의 선행 연구에서 내시경을 이용한 자궁 내

인공수정 시도에 관한 연구가 있었으나 결국 새끼 출산까지는 이어지지 않았다.

그럼에도 불구하고 이러한 자궁 내 인공수정 방법이 질 내 인공수정 방법에

비해 보다 적은 양의 정자 수로 수정과 임신의 확률을 높일 수 있는 효과적인

방법(Tsutsui et al., 2000; Hori et al., 2006)일 것으로 판단한다.

특히 본 연구에서 시도된 인공수정 기법은 1차적으로 요관경을 통해

외음부로부터 자궁경부까지의 해부학적 구조를 확인한 후 자궁 경관으로

인공수정용 카테터를 삽입하는 것을 용이하게 하였으며, 2차적으로 초음파를

통해 자궁 내측의 구조를 확인해 가며 원하는 위치에 정액을 주입하는 것을

가능하게 하였다.

초음파 검사는 임신 여부 진단과 더불어 태아의 발달 정도와 출산일을 예측할

수 있는 방법으로써 이와 관련된 곰 종에서의 선행 연구는 불곰(Tsubota et al.,

1987)과 자이언트 팬더(Zhang et al., 2009) 종에서 수행되어졌다. 그 결과 불곰의

경우 출산 전 33-35일 전에 초음파로 처음 태아(1.5–2.0 cm)가 확인되었고,

이는 자이언트 팬더의 경우에 비해 약 2배 이른 시기에 확인된 것이지만 처음

확인된 태아의 크기는 비슷하다고 보고하였다. 또한, 태아의 성장 속도는 초기에

성장률이 낮고 중간 단계에서부터 급속히 성장한다고 언급하였다.

본 연구의 결과, 새끼 출산에 성공한 4마리의 암컷 곰은 초음파 임신 진단

일자로부터 최소 19일에서 최대 28일 후에 각각 새끼를 출산하였고, 검사 당일에

태아의 크기는 개체마다 차이가 있었다. 본 연구에서는 태아의 두개골과 심장의

크기를 제외한 그 밖의 태아에 대한 상세한 기록이 많지 않은 한계를 갖고 있다.

그러므로 추후 임신한 반달가슴곰을 대상으로 태아의 발달 정도에 따른 출산

일자를 예측하기 위해서는 관련된 지표 확립과 동일한 기준의 시기별 태아의

크기에 대한 자료가 지속적으로 축적되어야 할 것이다.
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자이언트 팬더의 선행 연구(Huang et al., 2012)에 의하면 대부분(78.9%)

에스트로겐 피크일 당일 또는 그 다음 날에 첫 교미를 시작하고, 임신한 암컷 곰

중 84.2%가 암컷 곰과의 첫 교미 또는 첫 인공수정에 기인한 것이라고

보고하였다. 이는 본 연구에서 뇨 성호르몬을 통해 에스트로겐 피크일을 확인할

수 있었던 암컷 곰(Bear 4)를 통해 이와 유사한 결과를 확인할 수 있었다.

본 연구에서는 대립 유전자형 분석 프로그램을 통해 부(父)-자(子) 간, 그리고

모(母)-자(子) 간의 대립 유전자형의 일치 여부를 분석하여 친자 확인 검사를

수행하였으며, 이는 정액을 공여한 여러 마리의 수컷 곰 가운데 최종적으로

인공수정 또는 자연교미를 통해 임신에 관여한 수컷 곰을 추적하고, 정액 공여

일자를 기준으로 총 임신기간 등을 예측하는데 필수적 요소일 것이다(Huang et

al., 2012). 이를 통해 후향적으로 인공수정 성공 일자에 따른 다양한 생물학적

지표에 관한 상세한 정보를 습득할 수 있을 것으로 판단된다. 암컷 곰의 총

임신기간은 새끼 출산에 관여한 인공수정 일자에서부터 출산일까지로

산정하였으며, 그 결과, 199.3 ± 13.4일(범위: 184–216일)이었고, 이는 불곰의

225일보다 짧고, 야생 상태와 사육 상태의 자이언트 팬더의 평균 임신기간에

비해 길었다(Zhu et al., 2001).

결론적으로 본 연구는 2017년도와 2018년도에 걸쳐 2년 연속 반달가슴곰을

대상으로 인공수정을 통해 새끼 출산에 성공한 세계 최초의 연구 사례로써 매우

중요한 의의를 갖는다고 하겠다. 우선적으로 앞으로의 반달가슴곰 복원사업

추진에 있어서 국외로부터의 어려운 도입 환경을 극복하고, 반달가슴곰의 자연

개체군에 필요한 다양한 유전 형질의 개체를 선택적으로 지속 가능하게

생산하여 복원 프로젝트에 활용함으로써 근친교배를 방지하고 개체군의 유전적

다양성을 증진시킬 수 있을 것으로 기대된다. 또한 그간의 수많은 노력에도

불구하고 아직까지 인공수정을 통해 새끼를 출산한 사례가 없는 다른 곰 종을

대상으로 본 연구에서 시도되었던 다양한 인공수정 기법 프로토콜을 종에 맞게

적용하여 새끼 출산을 도모함으로써 전 세계의 멸종위기에 처해 있는 곰

개체군의 멸종 방지와 종 보전에 크게 기여할 것으로 기대한다.
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결 론

본 연구는 뇨 중 성호르몬 분석을 통해 반달가슴곰의 발정 패턴을 파악하기

위한 최초의 연구 보고로써, 결론적으로 뇨 중 에스트로겐과 프로게스테론의

대사물질을 통한 성호르몬 분석 기법은 비침습적으로 반달가슴곰의 발정 상태에

대한 기초 정보를 습득하고 배란 시기를 예측하는데 있어서 유용한 방법인

것으로 판단된다. 비록 5개체 미만의 소수의 암컷 개체를 대상으로 제한된 기간

동안 수행된 연구였던 만큼 본 연구를 통해 번식기 동안의 암컷 반달가슴곰의

전반적인 발정 패턴을 규명하고 일반화하는데 분명 한계가 있었으나, 앞으로

반달가슴곰 종에 최적화된 뇨 성호르몬 분석 기법을 보다 견고히 확립하고,

정확한 인공수정 일자를 결정하기 위한 추가적인 연구 수행에 있어서 매우

유용한 기초 자료로 활용될 수 있을 것으로 판단된다.

또한 반달가슴곰은 다른 몇몇 종의 곰들과 유사하게 교미와 같은 직접적인

신체적 자극 없이도 배란 유도가 가능하다는 것을 재확인 할 수 있었고,

반달가슴곰의 인공수정 적기를 예측하기 위한 여러 생물학적 지표들(외음부

종창과 난소, 난포, 황체, 질 상피세포 상, 그리고 질 점막 전기저항) 간에는

유기적인 상호 연관 관계가 있음을 확인할 수 있었다. 그러므로 향후

반달가슴곰의 인공수정을 수행함에 있어서는 뇨 중 성호르몬 분석을 기초로

하여 다양한 생물학적 지표들의 특성을 종합적으로 분석함으로써, 보다 더

정확한 반달가슴곰의 인공수정 적기를 예측할 수 있는 상세한 정보를 습득할 수

있을 것으로 기대한다.

본 연구는 암컷 반달가슴곰을 대상으로 양질의 신선 정액 수집을 통해 초음파

가이드 하에 요관경을 이용한 자궁 내 인공수정으로 새끼 곰 출산에 성공한

세계 최초의 사례로써, 이를 통해 총 4마리의 암컷 곰으로부터 6마리의 새끼

곰을 출생시키는 귀중한 성과를 이루어냈다. 이로써 요관경을 이용한 자궁 내
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인공수정 기법의 효용성이 검증되었고, 앞으로 반달가슴곰을 대상으로

인공수정을 수행함에 있어서 널리 활용될 수 있을 것으로 기대한다.

결론적으로 본 연구의 기법들은 반달가슴곰 복원사업을 추진함에 있어서

서식지 내, 외에서의 개체군 번식 관리에 실질적으로 활용함으로써 그 간의 해외

도입에 따른 원종 확보 이슈와 국내의 자연 복원 개체군의 유전적 다양성 문제

등을 해소해 나아가는데 크게 기여할 수 있을 것으로 기대한다. 또한 향후

반달가슴곰을 비롯한 다른 곰 종에서의 추가적인 번식생리 연구 수행과 종에

따른 인공수정 기법을 확립하는데 매우 중요한 기초 자료로 활용될 수 있을

것으로 판단되고, 이는 현재 지구상에서 심각한 멸종위기에 처해 있는 여러 곰

종의 멸종 방지와 종 보전에 크게 기여할 것으로 기대한다.
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초 록

반달가슴곰(Ursus thibetanus) 인공증식 기술 개발에 관한

연구

양 정 진

(지도교수 : 임 윤 규)

제주대학교 일반대학원 수의학과

본 연구는 암컷 반달가슴곰의 뇨 중 성호르몬 분석과 다양한 생물학적 지표

관찰이 반달가슴곰 종의 번식상태와 인공수정 적기의 파악을 위한 유용성

여부를 조사하고, 수집된 신선 정액을 가장 효율적으로 주입할 수 있는 자궁 내

인공수정 기법을 확립하고자 수행하였다.

이를 위하여, 뇨 중 estrogen 및 progesterone의 대사물질(metabolites) 농도에

기초한 번식기 동안의 암컷 반달가슴곰(Ursus thibetanus)의 발정 패턴 및 배란

적기 파악을 위한 조사를 실시하였다. 아울러 인공수정 적기를 파악할 수 있는

난포와 황체의 초음파 상, 질 상피세포 상, 질 점막 전기저항, 그리고 외음부의

형태 등의 다양한 생물학적 지표들의 특성을 조사하였다. 최종적으로, 초음파

가이드 하에 요관경 장비를 이용한 인공수정 기법을 확립하였다.

반달가슴곰의 번식기간인 5월부터 8월까지 공시된 4마리의 암컷 곰에서 뇨 중

에스트로겐 대사물질(17β-estradiol vs. estrone-3-glucuronide)과 프로게스테론

대사물질(progesterone vs. pregnandiol-3-glucuronide)의 농도는 각각 월별로
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상호 유사한 변화 패턴이 확인되었다. 그러나 각각의 호르몬이 상승 또는

하강하는 시기와 성호르몬 대사물 농도 정점(peak)의 수치, 횟수, 그리고 정점

간의 간격은 개체마다 변이가 컸으며, 일정한 패턴을 나타내지 않았다.

12월에 초음파 검사를 통해 임신이 확인된 암컷 곰(n = 1)의 경우, 5월부터

7월까지 뇨 중 progesterone (P4)의 농도가 서서히 상승하였다가 인공수정 이후,

8월에 급격히 P4의 평균 농도가 상승하였고, 특히 6월과 8월에 통계적으로

의미있는 상승을 보였다(p < 0.05). 반면, 임신하지 않은 곰들은 같은 기간

동안에 임신한 곰에서 보인 P4의 변화 양상은 관찰되지 않았다. 각각의 성호르몬

값 간에는 임신한 암컷 곰에서의 E2와 P4 사이를 제외하고 모두 양의

상관관계를 나타내었다.

번식기 중의 우성난포는 개체에 따라 7.3-19.6 mm 크기의 1-4개까지

형성되었으며, 6 mm 이상의 우성난포가 최대 직경에 도달할 때까지 약 2주

이상의 기간이 소요되었다. 또한 배란 이후에 확인된 황체의 크기는 개체에 따라

7.0-10.6 mm로 다양하였다.

질 상피세포 검사 결과, 발정 징후가 감지되는 시기에 형태학적으로

표재세포(Superficial cell)의 출현 비율이 증가할수록 호산성세포(Acidophilic cell,

red color)와 각질화세포(Keratinized cell, orange color)가 함께 증가하였던 반면,

호염성세포(Basophilic cell, blue color)의 출현은 감소하였다.

발정기 동안의 표재세포의 출현 비율이 최대(82.3 ± 7.8%)일 때 질 점막

전기저항 수치는 평균 360 ± 56.9 Ω로 증가하였다.

외음부의 종창은 질 상피세포 검사 및 행동학적 관찰과 더불어 암컷의 발정

상태를 확인할 수 있는 또 하나의 지표이며, 본 연구를 통해 외음부의 종창이

증가함에 따라 발적, 점액 분비, 표재세포 출현 비율, 그리고 질 점막 전기저항

수치가 함께 증가하는 양상을 확인할 수 있었다.

결과적으로 새끼 출산에 성공한 암컷 곰들은 인공수정 당일 6.3-10 mm의

우성난포가 관찰되었고, 1개체를 제외한 나머지 암컷 곰의 표재세포의 비율은 70

% 이상 출현하였으며, 질 점막 전기저항 수치는 340-400 Ω, 그리고 외음부의

크기는 검사 기간 동안에 최대로 증가하였음을 확인하였다. 또한 뇨 성호르몬
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검사를 동반한 개체는 인공수정일 전일과 당일 에스트라디올의 농도에

차이(전일: 8.26 vs. 당일: 1.45 ng/㎎ Cr)가 관찰되었다.

수집된 신선 정액은 선행 연구에서와 같이 정자 농도, 정자 수, 생존율, 운동성,

정자 형태 등에서 매우 우수한 상태인 것으로 분석되었고, 초음파 가이드 하에

요관경을 통해 자궁경관을 경유하여 자궁 내로 인공수정을 실시하였다.

외음부로부터 자궁 경관까지의 길이는 평균 14.2 ± 1.5 cm(n = 23)이었다.

12월 말경에 실시한 초음파 임신진단 결과, 총 4마리의 임신한 암컷 곰으로부터

골격과 장기가 확인되는 크기가 서로 다른 총 7마리의 태아를 확인하였다.

결과적으로 7마리의 새끼 모두 출산하는데 성공하였으며, 친자 확인 검사를 통해

1마리의 새끼 곰을 제외한 6마리의 새끼 곰들이 인공수정에 의해 태어난 것으로

최종 확인되었다.

이를 근거로 산정한 총 임신기간은 수컷 곰의 정액을 주입한 인공수정

일자로부터 새끼 출산까지 199.3 ± 13.4일(범위: 184-216일, n = 4)이었다.

본 연구의 결과는 반달가슴곰의 복원사업 과정에서 인공수정을 통해 새끼

출산에 성공한 세계 최초이자 유일한 사례로서, 본 연구를 통해 도출된 결과들은

추후 반달가슴곰을 대상으로 하는 후속적인 번식생리 연구와 인공증식 기술의

개선을 위한 초석으로 활용될 것으로 기대된다. 또한 종복원사업 추진 과정에서

문제점으로 지적되었던 사항 즉, 해외로부터의 도입에 따른 이슈와 국내의 자연

복원 개체군의 유전적 다양성 문제들의 해소에 도움을 줄 수 있을 것으로

판단되며, 더 나아가 건강한 반달가슴곰 개체군 형성과 성공적인 복원사업

추진에 크게 기여를 할 것으로 사료된다.

주요어: 반달가슴곰, Ursus thibetanus, 뇨 성호르몬, 난포, 황체, 질 상피세포,

질 점막 전기저항, 외음부 종창, 요관경, 인공수정, 초음파 임신진단, 새끼 출산
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가치 있게 살아갈 수 있도록 도움을 주신 모든 분들께 감사의 마음을 전합니다.

먼저 99년도 예과 2학년 시절, 처음 실험실 일원으로 인연을 맺고 학부 졸업과

석사 과정, 그리고 박사 과정에 이르기까지 긴 세월동안 부족한 제자를 끝까지

책임져 주시고, 끊임없는 관심과 지도, 가르침을 주셨던 영원한 나의 지도

교수님이신 임윤규 교수님께 진심으로 감사의 말씀을 드립니다. 어느 덧

20년이라는 세월이 훌쩍 지나 곧 퇴임하신다는 얘기가 아직까지 믿기지 않지만,

오랜 시간 후학 양성을 위해 노력하신 열정과 헌신의 세월은 저 뿐만이 아니라

교수님을 거쳐 간 모든 제자들에게 영원히 잊혀지지 않을 것입니다. 감사합니다.

교수님, 그리고 고생 많으셨습니다.

그리고 이번 저의 학위논문 심사에 기꺼이 심사위원장을 맡아주신 존경하는

신태균 교수님과 부족한 부분을 채울 수 있도록 마지막까지 지도해 주시고

응원해 주신 존경하는 강태영 교수님, 황규계 교수님, 그리고 김영주 박사님께도

감사의 말씀을 드립니다.

또한 지금의 야생동물 수의사로서의 삶을 살아갈 수 있게 기회를 열어주시고

부족한 저를 위해 지금까지도 아낌없이 A/S를 해주시는 김재훈 교수님께

진심으로 감사의 인사를 드립니다. 아마도 교수님이 아니었다면 지금의 저의

삶도, 또 오늘의 결과도 없었을 것입니다. 감사드립니다. 교수님.

그리고 대학시절 연구실에서의 처음 연으로 아직까지도 다방면으로 도움을

주고 계시는 검역본부의 김성희 연구관님과 양재혁 교수님께도 감사의 인사를

전합니다.

2007년도 국립공원에 수의사로서 처음 발을 내딛고 지금에 이르기까지 同苦同樂하며

힘든 시절을 함께 해 온 모든 동료 직원 분들에게 감사에 인사를 전합니다.
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가장 먼저 15년 가까운 세월동안 迂餘曲折을 함께 견디며 喜怒哀樂을 함께 해

온 나의 선배이자 동지인 정동혁 박사님께 진심으로 감사드립니다. 그 간의

여러 고난과 역경들을 이겨내고 하나 둘 성과를 이뤄올 수 있었던 것은 당신의

변하지 않는 미래 비전과 굳은 의지, 그리고 적극적인 추진력이 있었기에

가능했던 일이라고 생각합니다. 감사합니다.

또한, 학위 논문에 전념할 수 있도록 아낌없는 응원을 보내준 우리

야생동물의료센터 직원 동료 여러분들께 깊은 감사의 말을 전합니다. 우선 저를

대신하여 수의사가 해야 하는 모든 분야에서 업무 공백을 느낄 수 없게 스스로

한발 더 뛰어준 임승효 선생에게 미안함과 고마움을 함께 전합니다. 그리고 늘

저를 믿어주고 언제나 제 편이 되어주길 마다하지 않는 이안나 예비 박사,

묵묵히 집안 살림을 도맡아 해결사 역할을 해 준 유지상 연구원, 19살 어린

나이에 들어와서 이제는 어엿한 야생동물 재활 분야의 한 축을 담당하고 있는

허욱 연구원, 조직의 분위기를 누구보다 민감하게 파악하고 노련하게 조직원

간의 갈등과 분위기를 중재하는 역할을 톡톡히 해주고 있는 김민 연구원,

2015년도 학부생 때의 센터 자원봉사 겸 실습을 인연으로 어려운 시기에

동료로서 함께 할 수 있게 된 듬직하고도 앞으로의 기대가 더 큰 경의범

선생에게도 감사하다는 말을 전하고 싶습니다. 그리고 꿋꿋이 자신의 철학과

소신을 굽히지 않고 야생동물에 대한 깊은 애정과 관심으로 중부권역의 수의

분야를 새롭게 개척해 가고 있는 믿음직한 이숙진 팀장님, 멀리 강원도에서

혼자 孤軍奮鬪하고 있는 서명교 선생. 모두 모두 고맙습니다.

학부 시절부터 야생동물에 대한 꿈을 함께 나누고 또, 한때는 직장 동료로서

같은 길을 걸어가기도 했던 나의 영원한 벗이자 형인 이제욱 박사님, 비록 오래

함께 하진 못했지만 어려운 여건 속에서도 함께 고통 분담을 해주며 고생해 준

공주연 선생, 엄소민 선생에게도 감사의 인사를 전합니다.

그리고 이곳에 와서 알게 되었지만 국내 야생동물 분야의 오랜 개척자이자

아직까지 순수함과 열정을 잃지 않고 후배 야생동물 수의사들에게 귀감이 되어

주시는 청주동물원의 김정호 박사님, 그 누구도 가지 않았던 또 다른 분야를

묵묵히 걸어가고 있는 최성준 박사님에게도 감사의 인사와 응원을 보냅니다.

역대 원장님들께도 감사의 인사를 드립니다. 우선 국립공원에서 야생의
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수의사로 살아갈 수 있게 입사의 기회를 주시고, 아직까지도 애정과 연민으로

보살펴 주시는 송동주 처장님, 늘 환한 미소를 잃지 않고 직원들의 노고를

격려해 주셨던 강재구 원장님, 그리고 직원들의 작은 소리에도 항상 귀를

기울이시고, 작지만 함께 나누면 배가 된다는 사실을 몸소 실천해 보여주시는,

따뜻한 리더십이라는 말이 잘 어울리는 現 남성열 원장님. 존경합니다.

또한 지금은 명예롭게 퇴임하셨지만 늘 야생동물의료센터의 앞날을 걱정해

주시고 전폭적인 지원을 아끼지 않으셨던 김종달 원장님, 권철환 원장님께도

깊은 감사의 인사를 전합니다.

때때로 직장생활에 지치고 힘들어 포기하고 싶을 때마다 늘 곁에서 버팀목이 되어

주시고 조언을 아끼지 않으셨던 이사현 부장님께도 감사드린다는 말을 전합니다.

또한 현장에서 치열하게 곰과의 사투를 함께 해 온 남부복원센터의 모든 직원

동료 분들께도 감사의 인사를 전합니다. 특히 저에게 양원장이라는 애칭을

붙여주시고 아껴주시는 보전원의 맏형이자 반달가슴곰복원사업의 역사이신

강도영 조장님, 그리고 누구도 범접할 수 없는 현장 최고의 곰 전문가이자

눈빛만 봐도 생각을 서로 공유하는 김종백 연구원님, 가끔 직장의 피로에서

벗어나 맘 편히 소주 한잔 기울이고 싶을 때 언제나 가장 먼저 달려와 주던

손대삼 주임님, 그리고 김선두 팀장님, 늘 저를 신뢰해주고 저 또한 의지를

많이 해왔던 정우진 팀장님, 그리고 격 없이 지내는 동생이자 편한 친구인

김만우 연구원에게도 감사의 인사를 전합니다.

또한 지금은 멀리 있지만 한때 강원도 오지에서 전우애를 함께 나누었던 국내

최고의 산양 생태 전문가인 조재운 박사님, 나의 소울메이트이자 늘 저를

걱정해 주시는 형인 정대호 박사님, 지리산에서 함께 同苦同樂하다가 더 큰

일을 위해 보전원 대표로 본사로 떠난 저와 이름이 같은 김정진 박사님에게도

감사하다는 말을 전합니다. 그리고 함께 했던 세월만큼 돈독한 연을 맺을 수

있었던 직장 선배 양두하 박사님, 박종길 박사님, 김석범 박사님, 정승준

부장님 그리고 장정재 부장님과 이번 학위논문에 많은 도움을 주신 한상현

박사님께도 특별히 감사의 인사를 드립니다.

이제껏 15년 가까이 공단의 삶을 살아오면서 제게 가장 많은 영향을 주었고

지금은 멀리서 저를 항상 응원하고 계실 것만 같은 국립생태원의 이배근
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박사님께도 진심으로 감사의 인사를 드립니다.

그리고 오래 전 지리산에서 함께 근무하다가 지금은 국내 자연자원조사

분야에서 열일하고 계시는 친구 같은 형 신화용 예비 박사님, 나의 강원도 오지

시절의 또 한 명의 전우인 강원대학교 임상진 박사님, 그리고 김기윤 예비

박사, 김규철 예비 박사에게도 감사하다는 말을 전합니다. 또 지금은 공중방역

수의사로 근무하고 있지만 예전 실습생 시절의 추억을 잊지 않고 늘 양손 무겁게

찾아와 주는 이상현 선생, 김홍철 선생에게도 감사의 인사를 전합니다.

그리고 더 이상의 말이 필요 없는 내 어릴 적 오랜 친구들. 김태현, 변성환,

박지훈, 한상연에게도 감사하다는 이야기를 전합니다. 또한 대학 시절부터 늘

붙어 다니던, 그리고 지금까지도 늘 옆에서 응원해주는 피정현 원장님, 차인석

원장님, 노정석 원장님, 그리고 문성민 원장님에게도 감사드립니다. 내 오래된

자랑스러운 벗들이 있어서 힘든 시기를 잘 버티고 참아올 수 있었던 것 같습니다.

이제 나의 사랑하는 가족에게 감사의 인사를 전합니다.

우선 나의 사랑하는 형제들, 먼 타국에 있어 자주 만나진 못하지만 가끔씩

연락해서 막내 동생의 안위를 살뜰히 챙겨주시는 큰 누나 양윤정, 형제 중

유일하게 제주도에 계셔서 온갖 집안일을 도맡아 챙기시는 속 깊은 작은 누나

양윤심, 나의 인생의 롤 모델이자 치열한 병동에서 환자의 생사와 마주하는 바쁜

와중에도 끊임없이 연구의 노력을 기울이시는 형 양정훈, 그리고 종손 집의

며느리로 들어와서 온갖 집안 대, 소사를 맡아 완벽히 해내고 4명의 아이를 낳아

기르면서도 자기 개발에 끊임없이 노력하시는 만능 슈퍼우먼 우리 형수 이미진,

또 타국에 계셔서 자주 뵙지 못하고 말로는 서로 잘 통하지는 못하지만 그래도

나를 무척이나 좋아해주던 큰 매형 사이토 히로무, 언제 뵈어도 친근하고 다정한

작은 매형 강상보. 나의 자랑스러운 형제들이 있어서 저는 너무 행복합니다.

그리고 나의 사랑스런 조카들, 사이토 리사, 강종원, 양승혁, 양승운, 강지원,

양유지, 양해은에게도 사랑한다고 전합니다.

마지막으로 넉넉지 않은 삶 속에도 네 명의 자식들을 보란 듯이 바르고

훌륭하게 길러 내신 존경하는 나의 아버지 양응수 님과 사랑하는 나의 어머니

김봉임 님에게 진심으로 고개 숙여 감사의 인사를 전합니다. 앞으로도 오래 오래

건강하시기 바랍니다. 사랑합니다.
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