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요  약  이번 연구는 양성자 핵자기공명분광기를 이용하여 고온스트레스에 따른 Holstein 수소의 반추위액과 혈액 
내 대사체 프로파일링을 실시하였다. 실험동물은 Holstein 수소 6마리를 이용하였다. 반추위액과 혈액은 적온기
(OTP, THI : 64.92)와 고온기(HTP, THI : 79.13)환경에서 아침 사료 급여 전 각각 채취하였다. 샘플들의 대사체는 
proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR) spectroscopy를 이용하여 분석하였다. 대사체들의 정성 및 
정량화는 Chenomx NMR Suite 8.4 software를 이용하여 실시하였다. 통계분석은 Metaboanalyst 5.0 program
을 이용하여 t-test, principal component analysis, partial least square-discriminant analysis 및 variable 
importance in projection scores 결과를 도출하였다. 반추위액에서는 riboflavin이 OTP group에서, betaine과 
succinate는 HTP group에서 유의적(p<0.05)으로 높았다. Glucose-1-phosphate와 acetate는 OTP group에서 
유의적으로 높은 경향(0.05≤p<0.1)을 보였다. 혈액에서는 methanol과 sn-glycero-3-phosphocholine은 OTP 
group에서, 5-methoxysalicylate와 N-nitrosodimethylamine은 HTP group에서 유의적(p<0.05)으로 높았다. 
Pyruvate, acetoacetate, lactate 및 3-hydroxybutyrate는 HTP group에서 유의적으로 높은 경향(0.05≤p<0.1)
을 보였다. 이번 연구의 대사체 결과들은 추후 Holstein 수소의 고온스트레스 진단을 위한 bio-marker 탐색 연구 
자료로 활용 할 수 있을 것으로 생각된다.
 
Abstract  This study was undertaken to determine the metabolic profiling of rumen fluid and serum in
Holstein steers exposed to heat-stress. Analysis was achieved by applying proton nuclear magnetic 
resonance (1H-NMR) spectroscopy. A total of 6 Holstein steers were used in this study. Rumen fluid and 
serum were collected in the optimum temperature period before morning feed intake (OTP, THI: 64.92),
and in the high temperature period (HTP, THI: 79.13). Sample metabolites were analyzed using 1H-NMR
spectroscopy, and identified and quantified using the Chenomx NMR suite 8.4 software. Statistical 
analysis was achieved by applying t-test, principal component analysis, partial least square-discriminant
analysis and variable importance in projection scores data, using the Metaboanalyst 5.0 program. 
Riboflavin in the rumen fluid was significantly (p<0.05) higher in the OTP group, whereas betaine and 
succinate were significantly (p<0.05) higher in the HTP group. Glucose-1-phosphate and acetate showed
an increasing tendency (0.05≤p<0.1) in the OTP group. Serum analysis revealed significantly higher 
levels of methanol and sn-glycero-3-phosphocholine (p<0.05) in the OTP group, whereas the HTP group
had significantly higher (p<0.05) levels of 5-methoxysalicylate and N-nitrosodimethylamine. Pyruvate, 
acetoacetate, lactate and 3-hydroxybutyrate showed a tendency (0.05≤p<0.1) to be higher in the HTP 
group. We believe that results of this study will provide a reference for future studies aimed towards the
discovery of heat stress bio-markers in Holstein steers. 

Keywords : Biofluids, Chenomx NMR Suite 8.4 Software, Metaboanalyst 5.0 Program, Ruminants, 
Temperature Humidity Index
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1. 서론

여름철 고온스트레스는 반추동물의 생산성 저하 뿐 아
니라 여러 대사성질병(acidosis, ketosis 등)을 유발시킬 
수 있어 축산업의 경제적 손실을 초래 할 수 있다. 온·습
도 지수(THI: Temperature Humidity Index, 이하 
THI)가 평균 약 72 이상이면 고온스트레스 환경이라 하
며[1], 반추동물이 고온스트레스에 노출되면 사료섭취량
의 감소, 심장박동수와 직장온도가 증가하게 된다[2]. 특
히 착유우의 경우에는 우유 생산량 및 성분 그리고 번식
능력이 감퇴 될 수 있다[3,4]. 그러므로 고온스트레스에 
노출된 반추동물을 진단 할 수 있는 연구가 필요한 실정
이다.

대사체학이란? 세포와 체액 내 대사체와 대사경로를 
분석하는 생물학적 연구 분야이며, 사람을 포함한 여러 
동·식물에 대한 연구가 활발히 진행 중에 있다[5,6]. 대표
적인 대사체 분석기기로는 nuclear magnetic resonance 
(NMR) spectroscopy, liquid chromatography-mass 
spectrometry (LC-MS) 및 gas chromatography- 
mass spectrometry (GC-MS)등이 있다. Nuclear 
magnetic resonance spectroscopy는 LC-MS와 
GC-MS보다 분자량이 작은 대사체 측정은 어렵지만 적
은 시료량, 짧은 분석시간, 저렴한 분석비용 등의 장점으
로 대사체 연구에 널리 쓰이고 있다[7-9].

국외에서는 반추동물의 체액(반추위액, 혈액, 뇨 등) 
내 대사체를 분석하여 고온스트레스 bio-marker 탐색 
연구가 활발히 진행 중에 있다. 발표된 선행연구 사례를 
살펴보면 반추위액 내 휘발성지방산(VFA: Volatile 
Fatty Acid, 이하 VFA) [10], 혈액(serum 또는 plasma) 
내 아미노산[11], 뇨 내 oxidative stress 관련 대사체
[12] 변화 등이 있다.

국내의 반추동물 대사체 연구로는 proton NMR 
(1H-NMR) spectroscopy를 이용하여 한우와 Holstein  
착유우의 체액 내 대사체 분석[13-15], subclinical 
ketosis가 유발된 Holstein 착유우의 반추위액과 우유 
내 대사체 변화 비교 연구[16] 등이 있다. 고온스트레스
에 관한 연구로는 Holstein과 Jersey 종의 반추위 내 미
생물 균총 변화[17,18], 호흡수, 직장온도, 반추활동 시
간 및 혈액성상 변화[19,20] 연구 등이 수행되었으나 체
액 내 대사체 연구는 매우 미비한 실정이다.

그러므로 이번 연구는 온·습도 환경변화(적온기와 고
온기)에 따른 Holstein 수소의 반추위액과 혈액 내 대사
체를 1H-NMR spectroscopy를 이용하여 분석하고, 

Metaboanalyst 5.0 program을 이용한 통계 결과를 도
출하여 대사체 프로파일링 및 비교 분석을 실시하였다.

2. 연구방법

2.1 실험동물 및 사양관리
연구 절차 및 실험동물의 사양관리는 국립순천대학교 

동물 복지 윤리법에 따라 수행하였으며 Holstein 수소 6
마리를 이용하였다(연구윤리승인번호: SCNU-IACUC- 
2020-06). 실험동물에게 급여한 사료는 total mixed 
ration (TMR)로 자유 채식하였으며, 급여한 사료의 성
분조성과 일반성분 분석결과는 Table 1과 같다. Dry 
matter (Method no. 934.01), crude protein 
(Method no. 976.05), crude fat (Method no. 
920.39), ash (Method no. 942.05), calcium 
(Method no. 927.02) 및 phosphorus (Method  no. 
3964.06)는 Association of Official Analytical 
Communities 방법을 이용[21,22], neutral detergent 
fiber와 acid detergent fiber는 Van Soest 등의 방법
[23]을 이용하여 분석하였다.

2.2 반추위액 및 혈액 채취
반추위액과 혈액은 THI 지수를 고려하여 적온기

(OTP; optimum temperature period, 이하 OTP)와 
고온기(HTP; high temperature period, 이하 HTP)환
경에서 각각 채취하였다. Temperature humidity 
index는 Tucker 등의 방법으로[24] 약 18일간 측정하
여 환산하였으며, OTP와 HTP group의 THI 값은 각각 
64.92 ± 0.56 (mean ± standard error of the 
mean)와 79.13 ± 0.56의 수치를 보였다.

Optimum temperature period와 HTP group의 
Holstein의 체중은 각각 761.33 ± 13.78 kg과 774.00 
± 19.48 kg이였으며, 직장온도는 각각 40.07 ± 0.20 
℃와 40.63 ± 0.14 ℃로 측정되었다.

반추위액은 stomach tube를 이용하여 오전 사료 급
여 전에 채취하였다. 반추위액은 50 mL conical tube
에 옮겨 담은 후 1H-NMR spectroscopy 분석 전 까지 
–80 ℃에 보관하였다.

혈액은 오전 사료 급여 전 경정맥을 통해 채취하여 
procoagulation 10 mL tube에 옮겨 담았다. 4 ℃가 
유지되는 centrifuge에서 3,000 rpm의 속도로 15분 간 
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원심분리 하여 혈청을 eppendrof tube (e-tube)에 1 
mL씩 옮겨 담은 후 1H-NMR spectroscopy 분석 전 까
지 –80 ℃에 보관하였다.

2.3 대사체 분석을 위한 반추위액 및 혈청의 전처리
반추위액은 4 ℃가 유지되는 centrifuge에서 3,000 

rpm의 속도로 15분 간 원심분리 하여 부유중인 사료 입
자를 제거 한 후 12,000 rpm의 속도로 10분 간 재 원심
분리 하여 상층액 350 μL를 채취하였다. 기준물질인 
3-(Trimethlsilyl)propionic-2,2,3,3-d4 acid (TSP)는 
deuterium oxide (D2O) solvent에 녹여 0.4 mM로 만
들어 350 μL를 취한 후 반추위액의 상층액과 혼합하여 
총액 내 TSP 농도를 0.2 mM로 만들어 5 mm NMR 
tube에 옮겨 담은 후 측정하였다[25].

혈청은 4 ℃에서 해동 시킨 후 4 ℃가 유지되는 
centrifuge에서 12,500 rpm의 속도로 15분 간 원심분
리 하여 상층액 200 μL를 새로운 e-tube에 옮겨 담았
다. 그 후 100 % D2O solvent에 Nacl 농도가 0.9 % 
weight / volume인 saline solution을 만들어 혈청이 
들어 있는 e-tube에 400 μL를 첨가하여 5 mm NMR 
tube에 옮겨 담은 후 측정하였다[26].

Ingredients Composition (% of DM)
Corn gluten feed 8.40

Soybean 6.24
Beet pulp 4.20

Wheat bran 3.15
Corn flakes 2.21

Molasses 1.04
Rice wine residue 5.25

Brewer’s grain residue 21.01
Annual ryegrass straw 27.29
Orchard grass straw 21.01

Limestone 0.10
Sodium bicarbonate 0.01

Salt 0.09
Total 100

Chemical composition % [dry matter (DM) basis]
Dry matter (fresh basis) 55.32

Crude protein 13.51
Crude fiber 22.12
Crude fat 3.16

Ash 9.22
Calcium 1.54

Phosphorus 0.58
Neutral detergent fiber 49.12

Acid detergent fiber 25.80

Table 1. Chemical composition of total mixed ration

2.4 대사체 분석 및 통계 분석
대사체 분석은 SPE-800 MHz NMR-MS spectrometer 

(Bruker, BioSpin, AG, Fällanden, Switzerland)를 이
용하여 진행하였다. 1H-NMR spectrum은 반추위액과 
혈청에서 각각 NOESY 1D sequence와 Carr- 
Purcell-Meiboom-Gill pulse sequence를 사용하였
으며 25 ℃에서 진행하였다. 기기의 측정 조건은 
relaxation delay = 2 s, scan number : 128, 
acquisition time : 2 s, time domain : 64 k, sweep 
width : 20 ppm으로 진행하였다[27]. 

분석된 spectrum들은 Chenomx NMR suite 8.4 
(Chenomx Inc., Edmonton, Alberta, Canada) 
program의 Chenomx process를 이용하여 baseline과 
phase를 샘플 간 동일하게 맞췄으며 그 후 Chenomx 
profiler를 이용하여 대사체들의 정성 및 정량 분석을 수
행하였다.

대사체들의 통계 분석은 R-software 기반인 Metaboanalyst 
5.0 (https://www.metaboanalyst.ca) program을 이
용하여 t-test, principal component analysis (PCA), 
partial least square-discriminant analysis (PLS-DA) 
및 variable importance in projection (VIP) score 
결과를 도출하였다. t-test 결과의 p<0.05와 VIP score 
1.5 이상의 값을 보인 대사체들은 두 group간 유의적 차
이가 있는 것으로 간주하였고, 0.05≤p<0.1과 VIP 
score 1.0 이상의 값을 보인 대사체들은 두 group간 유
의적 경향을 보인 것으로 간주하였다.

3. 결과

3.1 온·습도 환경변화에 따른 반추위액 내 대사체 
    변화

온·습도 환경변화에 따른 OTP와 HTP group의 반추
위액 내 분석된 대사체를 이용한 PCA 결과는 Fig. 1과 
같다. PC 1과 2 score에 설명력은 각각 17.9 %와 13 
%이며, 두 group간 겹치는 경향을 보였다. 

Fig. 2는 PLS-DA 결과이며, component 1과 2는 
각각 17.5 %와 9.5 %로 OTP group이 HTP group에 
비해 측정된 대사체들의 농도 변이가 적은 것을 확인 할 
수 있었다.
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Fig. 1. Principal component analysis score plot based 
on rumen fluid metabolites data in optimum 
temperature period (OTP) and high 
temperature period (HTP) group by proton 
nuclear magnetic resonance spectroscopy 
analysis (n=6). On the score plot, represents 
an individual samples, with the blue circle 
representing the OTP, and the red triangle 
representing the HTP group. The abscissa and 
represent the variance associated with PC 1 
and 2, respectively.

Fig. 2. Partial least square-discriminant analysis 
score plot of rumen fluid with optimum 
temperature period (OTP) and high 
temperature period (HTP) group by proton 
nuclear magnetic resonance  spectroscopy 
analysis (n=6). The shaded ellipses represent 
the 95% confidence interval estimated from 
the score. On the score plot, each 
represents and individual samples, with the 
blue circle representing the OTP, and the 
red triangle representing the HTP group. 
The abscissa and ordinate represent the 
variance associated with component 1 and 
2, respectively.

t-test를 기반으로 한 OTP와 HTP group의 반추위
액 내 대사체 비교 결과는 Table 2와  같다. 두 group간 
유의적(p<0.05)차이를 보인 대사체들은 총 16개 였으며, 
그 중 pyridoxine, N-phenylacetylglycine, caprylate, 
acetoacetate, riboflavin, malonate, lactulose 및 
benzoate는 OTP group에서, 4-hydroxy-3- 
methoxymandelate, O-acetylcholine, N-acetylserotonin, 
betaine, 2-hydroxybutyrate, 3,4-dihydroxybenzeneacetate, 
2-hydroxy-3-methylvalerate 및 succinate는 HTP 
group에서 유의적(p<0.05)으로 높았다. 유의적 경향
(0.05≤p<0.1)을 보인 대사체들은 총 11개였으며, 그 중 
acetylsalicylate, glucose-1-phosphate, acetate 및 
theophylline는 OTP group에서, methanol, 
2-hydroxyphenylacetate, 3-phenyllactate, glycolate, 
3-methylhistidine, 2-hydroxyisovalerate 및 
azelate는 HTP group에서 유의적으로 높은 경향(0.05
≤p<0.1)을 보였다.

Variable importance in projection을 기반으로 한 
OTP와 HTP group의 반추위액 내 대사체 비교 결과는 
Fig. 3과 같다. 총 20개의 대사체들이 VIP score 값 1.5 
이상으로 확인 되었으며, 그 중 N-phenylacetylglycine, 
pyridoxine, caprylate, acetoacetate, riboflavin, 
acetylsalicylate, lactulose, malonate 및 
3-hydroxyphenylacetate는 OTP group에서, 4-hydroxy 
-3-methoxymandelate, O-acetylcholine, succinate, 
N-acetylserotonin, 2-hydroxyisovalerate, glycolate, 
betaine, 2-hydroxy-3-methylvalerate, 4-methylhistidine, 
azelate 및 methanol은 HTP group에서 비교적 높은 
VIP score 값을 보였다.

3.2 온·습도 환경변화에 따른 혈청 내 대사체 변화
온·습도 환경변화에 따른 OTP와 HTP group의 혈청 

내 분석된 대사체를 이용한 PCA 결과는 Fig. 4와 같다. 
PC 1과 2 score에 설명력은 각각 18.5 %와 15.4 %이
며, 두 group간 약간 겹치는 경향을 보였다.

Fig. 5는 PLS-DA 결과이며, component 1과 2는 
각각 14.9 %와 8.9 %로 OTP group이 HTP group에 
비해 측정된 대사체들의 농도 변이가 큰 것을 확인 할 수 
있었다.

t-test를 기반으로 한 OTP와 HTP group의 혈청 내 
대사체 비교 결과는 Table 3과  같다. 두 group간 유의
적(p<0.05)차이를 보인 대사체들은 총 12개였으며, 그 중 
methanol, sn-glycero-3-phosphocholine, erythritol 
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Fig. 3. Variable importance in projection (VIP) scores of rumen fluid metabolites in optimum temperature 
period (OTP) and high temperature period (HTP) by proton nuclear magnetic resonance spectroscopy 
analysis (n=6). The selected metabolites were those with VIP score > 1.5. The heat map with red or 
blue squares on the right indicates high and low abundance ratio, respectively, of the corresponding 
rumen fluid metabolites in OTP and HTP groups. The VIP score was based on the partial least 
square-discriminant analysis model.

Fig. 4. Principal component analysis score plot based 
on serum metabolites data in optimum 
temperature period (OTP) and high 
temperature period (HTP) group by proton 
nuclear magnetic resonance spectroscopy 
analysis (n=6). On the score plot, represents 
an individual samples, with the blue circle 
representing the OTP, and the red triangle 
representing the HTP group. The abscissa and 
represent the variance associated with PC 1 
and 2, respectively.

Fig. 5. Partial least square-discriminant analysis score 
plot of serum with optimum temperature 
period (OTP) and high temperature period 
(HTP) group by proton nuclear magnetic 
resonance spectroscopy analysis (n=6). The 
shaded ellipses represent the 95% confidence 
interval estimated from the score. On the 
score plot, each represents and individual 
samples, with the blue circle representing the 
OTP, and the red triangle representing the 
HTP group. The abscissa and ordinate 
represent the variance associated with 
component 1 and 2, respectively.
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Metabolites Classification Tendency1) p value2) VIP3) FC4)

Pyridoxine Others ▼ ** 2.17 0.15

N-phenylacetylglycine Amino acids ▼ ** 2.24 0.24
4-hydroxy-3-methoxymandelate Benzoic acids ▲ ** 2.64 11.76

Caprylate Lipids ▼ ** 2.16 0.33
O-acetylcholine Organic acids ▲ ** 2.31 15.01

Acetoacetate Carbohydrates ▼ ** 1.96 0.31
N-acetylserotonin Others ▲ * 2.12 3.44

Riboflavin Others ▼ * 1.93 0.13
Betaine Others ▲ * 1.87 8.58

2-hydroxybutyrate Organic acids ▲ * 1.58 4.34
Malonate Carboxylic acids ▼ * 1.68 0.46

3,4-dihydroxybenzeneacetate Benzoic acids ▲ * 1.50 3.92
2-hydroxy-3-methylvalerate Lipids ▲ * 1.79 7.87

Succinate Carbohydrates ▲ * 2.16 6.14
Lactulose Carbohydrates ▼ * 1.71 0.22

Benzoate Organic acids ▼ * 1.39 0.31
Methanol Alcohols ↑ 0.053 1.60 3.24

2-hydroxyphenylacetate Others ↑ 0.056 1.32 1.80
Acetylsalicylate Benzoic acids ↓ 0.056 1.90 0.19

3-phenyllactate Others ↑ 0.061 1.47 5.17
Glycolate Lipids ↑ 0.062 2.02 16.89

3-methylhistidine Amino acids ↑ 0.067 1.78 7.59
2-hydroxyisovalerate Lipids ↑ 0.071 2.09 34.48

Glucose-1-phosphate Carbohydrates ↓ 0.074 1.53 0.18
Acetate Organic acids ↓ 0.075 0.33 0.95

Azelate Lipids ↑ 0.088 1.66 2.46
Theophylline Others ↓ 0.095 1.35 0.98

1)Tendency : Comparison between OTP and HTP group, ▲/▼ : indicates relative increase/decrease significantly (p<0.05) HTP group,
↑/↓ : indicates relative increase/decrease tendency significantly (0.05≤p<0.1) HTP group. 2)Significance determined at **p<0.01, 
*p<0.05. 3)VIP : Variable importance in the projection obtained from PLS-DA model. 4)FC : Fold change; Ratio of the mean intensity 
between OTP and HTP group replicates

Table 2. Differential enrichment of metabolites content of Holstein steers rumen fluid between optimum 
temperature period (OTP) and high temperature period (HTP) group (n=6)

및 cellobiose는 OTP group에서, 5-methoxysalicylate, 
N-nitrosodimethylamine, tartrate, sarcosine, 
N-methylhydantoin, glutathione, gallate 및 
ethylene glycol은 HTP group에서 유의적(p<0.05)으
로 높았다. 유의적 경향(0.05≤p<0.1)을 보인 대사체들은 
총 14개였으며, 그 중 O-acetylcholine, glycylproline 
및 tyrosine은 OTP group에서, UDP-N-acetylglucosamine, 
N-phenylacetylglycine, pyruvate, isocaproate, 
acetoacetate, lactate, N-acetylaspartate, 
3-hydroxybutyrate (BHBA), succinate, isoeugenol 
및 alanine은 HTP group에서 유의적으로 높은 경향
(0.05≤p<0.1)을 보였다.

Variable importance in projection을 기반으로 
OTP와 HTP group의 혈청 내 대사체 비교 결과는 Fig. 
6과 같다. 총 20개의 대사체들이 VIP score값 1.5 이상
으로 확인 되었으며, 그 중 methanol, erythritol, 
sn-glycero-3-phosphocholine, O-acetylcholine, 
glycylproline 및 cellobiose는 OTP group에서, 
5-methoxysalicylate, sarcosine, N-methylhydantoin, 
N-nitrosodimethylamine, pyruvate, acetoacetate, 
tartrate, glutathione, N-acetylaspartate, 
succinate, isoeugenol, N-phenylacetylglycine, 
ethylene glycol 및 gallate는 HTP group에서 비교적 
높은 VIP score값을 보였다.
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Metabolites Classification Tendency1) p value2) VIP3) FC4)

5-methoxysalicylate Benzoic acids ▲ ** 2.33 8.79
N-nitrosodimethylamine Organic acids ▲ ** 2.08 6.20

Methanol Alcohols ▼ ** 2.54 0.18
Tartrate Benzoic acids ▲ * 1.87 4.77

sn-glycero-3-phosphocholine Lipids ▼ * 1.83 0.39
Sarcosine Amines ▲ * 2.32 16.62
Erythritol Carbohydrates ▼ * 2.48 0.04

N-methylhydantoin Others ▲ * 2.15 3.96
Glutathione Carbohydrates ▲ * 1.71 4.46

Gallate Benzoic acids ▲ * 1.50 3.64
Cellobiose Carbohydrates ▼ * 1.55 0.26

Ethylene glycol Lipids ▲ * 1.50 4.05
UDP-N-acetylglucosamine Nucleosides, Nucleotides ↑ 0.054 1.41 3.45

N-phenylacetylglycine Amino acids ↑ 0.057 1.53 5.64
Pyruvate Carbohydrates ↑ 0.058 2.07 2.87

O-acetylcholine Organic acids ↓ 0.059 1.76 0.30
Isocaproate Lipids ↑ 0.060 1.44 4.07

Glycylproline Carboxylic acids ↓ 0.061 1.63 0.38
Acetoacetate Carbohydrates ↑ 0.063 1.97 5.74

Lactate Organic acids ↑ 0.069 1.04 1.51
N-acetylaspartate Carboxylic acids ↑ 0.072 1.64 11.32
3-hydroxybutyrate Lipids ↑ 0.073 1.38 2.10

Succinate Carbohydrates ↑ 0.081 1.61 2.88
Isoeugenol Benzoic acids ↑ 0.082 1.57 2.45

Alanine Amino acids ↑ 0.082 0.76 1.29
Tyrosine Amino acids ↓ 0.094 1.39 0.64

1)Tendency : Comparison between OTP and HTP group, ▲/▼ : indicates relative increase/decrease significantly (p<0.05) HTP group,↑/
↓ : indicates relative increase/decrease tendency significantly (0.05≤p<0.1) HTP group. 2)Significance determined at **p<0.01, *p<0.05. 
3)VIP : Variable importance in the projection obtained from PLS-DA model. 4)FC : Fold change; Ratio of the mean intensity between 
OTP and HTP group replicates.

Table 3. Differential enrichment of metabolites content of Holstein steers serum between optimum 
temperature period (OTP) and high temperature period (HTP) group (n=6)

Fig. 6. Variable importance in projection (VIP) scores 
of serum metabolites in optimum temperature 
period (OTP) and high temperature period 
(HTP) by proton nuclear magnetic resonance 
spectroscopy analysis (n=6). The selected 
metabolites were those with VIP score > 1.5. 
The heat map with red or blue squares on the 
right indicates high and low abundance ratio, 
respectively, of the corresponding serum 
metabolites in OTP and HTP groups. The VIP 
score was based on the partial least 
square-discriminant analysis model.

4. 고찰

반추동물의 주요 에너지원인 VFA는 acetate, 
propionate, butyrate 등으로 약 70 : 20 : 10 %의 비
율로 구성되어 있다. 또한 고온 환경에서는 사료 섭취량
이 감소하고, 체온유지를 위한 에너지 소비가 증가한다
[28]. Tajima 등[29]과 Pragna 등[30]의 선행연구에 따
르면 고온스트레스에 노출된 Holstein 착유우에서 총 
VFA와 acetate 농도가 낮은 결과를 보였다고 하였다. 
이번 연구의 반추위액 내 acetate의 농도는 HTP group
에서 낮은 경향(p=0.075; VIP score : 0.33)을 보였으
며, 수소는 암소에 비해 열 스트레스에 비교적 취약하지 
않으므로[31] 이와 같은 결과를 보인 것으로 생각된다.

Riboflavin은 에너지, 탄수화물, 아미노산 및 지방대
사와 관련된 전자전달 기능을 한다[32]. 반추위 내 
riboflavin은 미생물에 의해 합성되며, 사료로 부터 분해
되는 탄수화물과 단백질 수준이 높아짐에 따라 증가한다
[33,34]. 고온스트레스에 노출된 반추동물은 반추위 내 
pH가 감소하고 이로 인해 cellulolytic bacteria 성장을 
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저해 시킨다[35]. 이번 연구의 riboflavin은 HTP 
group에서 유의적(p<0.05; VIP score : 1.93)으로 낮
은 결과를 보였다.

Succinate 생합성은 산화 tricarboxylic acid (TCA) 
cycle, reductive-branch TCA cycle 및 glyoxylate 
대사경로에 관여하며 위 세 가지 대사경로는 ATP를 생
성한다. Succinate는 glycerol의 당이 탄소원으로 작용 
할 때의 최종 생성물로 알려져 있다[36]. 고온스트레스에 
노출된 반추동물은 체온유지를 위한 에너지를 소모하므
로 고온기의 반추위액 내 succinate 농도가 높을 것으로 
생각된다. 이번 연구의 succinate는 HTP group에서 
유의적(p<0.05; VIP score: 2.16)으로 높았으며, 
glycolate 또한 HTP group에서 높은 경향(p=0.062; 
VIP score: 2.02)을 보였다.

반추동물의 메탄 발생은 사료섭취와 총 에너지 손실의 
지표이며 메탄 발생이 증가함에 따라 지구온난화를 지속
시키는 환경을 야기 시킨다[37,38]. 반추위 내 
methanogen은 대부분 hydrogenotrophic 경로의 메
탄 생성을 위해 수소와 이산화탄소를 이용한다[39,40]. 
최근에는 methylotrophic methanogenic 경로의 메탄 
생성을 위해 methyl기가 포함되어 있는 methylamine
과 methanol를 이용한다고 하였다[41]. 이번 연구의 
methanol은 HTP group에서 높은 경향(p=0.053; VIP 
score : 1.60)을 보였다. 고온스트레스에 노출된 반추동
물의 반추위액 내 대사체에 관한 연구는 국내 뿐 아니라 
국외에서도 미비한 실정이다. 그러므로 이번 연구는 추
후 반추위액 내 대사체를 이용한 고온스트레스 연구에 
도움이 될 것으로 생각된다.

혈액 내 alanine, glutamate 및 histidine은 glucose 신
생합성과 관련된 주요 전구체로 알려져 있다[42,43]. 반
추동물의 사료섭취량이 감소하게 되면 alanine에 의해 
glucose 신생합성과 glycolysis 과정을 거쳐 부족한 
glucose를 보충한다[43,44]. Cao 등[45]에 의하면 고온
스트레스의 환경에 노출되면 혈액 내 alanine 합성이 증
가하고 이로 인해 alanine이 축적된다고 하였다. 이번 
연구의 alanine은 HTP group에서 높은 경향(p=0.082; 
VIP score : 0.76)을 보였다. 

Ketosis는 혈액 내 BHBA의 농도에 따라 subclinical 
ketosis (1.2 ~ 1.4 mM/L)와 clinical ketosis (2.6 ~ 
3.0 mM/L)로 구분 할 수 있으며[46,47], 혈액, 우유 및 
뇨 내 ketone bodies (BHBA, acetoacetate 및 
acetone) 대사체들을 이용하여 진단 할 수 있다[48]. 여
름철 반추동물은 체중, 체온 및 착유에 필요한 에너지 요

구량에 비해 사료 섭취량이 감소하여 ketosis가 유발 될 
수 있다[49]. 이번 연구의 BHBA (p=0.073; VIP score 
: 1.38)와 acetoacetate (p=0.063; VIP score : 1.97)
는 HTP group에서 높은 경향을 보였다. 

Pyruvate는 glucose 분해에 의해 생성되며 호기조건
에서는 TCA cycle를 통해 에너지 공급을 위한 
acetyl-CoA로 전환 될 수 있다[50]. 혐기조건에서의 
pyruvate는 lactate dehydrogenace에 의해 lactate로 
환원되고 이는 에너지 공급을 위한 glycolysis 억제를 방
지하는 역할을 하며 glucose의 최종산물이다[51]. 이번 
연구의 pyruvate (p=0.058; VIP score : 2.07)와 
lactate (p=0.069; VIP score : 1.04)는 HTP group에
서 높은 경향을 보였다.

Residual feed intake (RFI)는 사료 효율을 측정할 
수 있는 값으로 어느 특정 기간의 체중(유지) 및 성장률
을 바탕으로 개체의 기대 섭취량과 실제 섭취량간의 차
이를 말한다. 이는 반추동물의 체중과 일당증체량과는 
무관하나[52] 낮은 RFI는 높은 RFI에 비해 일당증체량 
대비 사료섭취량이 적고[53], 메탄 생성량은 약 25 ~ 28 
% 더 낮은 것으로 알려져 있다[54]. Foroutan 등[53]의 
연구에서는 높은 RFI group의 혈액 내 succinate와 
tyrosine의 농도가 높은 결과를 보였다. 이번 연구의 
succinate (p=0.081; VIP score : 1.61)는 HTP 
group에서 높은 경향을 보였다. 고온스트레스와 RFI는 
직접적인 관련은 없지만 공통적으로 사료 섭취량과 메탄 
발생에 관련이 있다. 그러므로 이와 같은 대사체들은 반
추동물의 고온스트레스를 진단 할 수 있는 혈액 내 대사
체 bio-marker 후보군이 될 수 있을 것으로 생각된다.

5. 결론

이번 연구는 온·습도 환경변화에 따른 Holstein 수소
의 반추위액과 혈청 내 대사체 비교 연구를 실시하였다. 
반추위액에서는 총 27개의 대사체들이 유의적 또는 유의
적 경향을 보였고, 그 중 acetate와 riboflavin은 OTP 
group에서 높았으며, succinate와 methanol은 HTP 
group에서 높았다. 혈청에서는 총 26개의 대사체들이 
유의적 또는 유의적 경향을 보였고, 그 중 acetoacetate, 
alanine, BHBA, lactate, pyruvate 및 succinate는 
HTP group에서 높았다.

고온스트레스에 관한 국외 선행연구는 대부분 
Holstein 착유우이며, 이번 연구와 비교하였을 때 변화
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하는 대사체들의 종류는 대부분 일치하였지만 두 group
간 비교의 유의적 차이는 일부 일치하였다. 그러나 국내
의 고온스트레스 대사체 연구는 기초단계이므로 본 논문
이 선행 연구 자료로 활용 될 수 있을 것으로 생각된다. 
또한 프로파일링 된 대사체와 고온스트레스와의 상관관
계 구명 연구가 진행된다면 축산업계의 여름철 생산성 
저하를 최소화 하는데 도움이 될 것으로 생각된다.
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