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1. 서론
  장내 미생물은 반추가축의 성장과 면역체계 발달에 핵심적인 
역할을 하며, 특히 송아지 초기 발달 단계에서 건강과 생산성을 
좌우하는 중요한 요인으로 알려져 있다[1]. 이유 전후의 장내 미
생물 군집 변화는 설사 등 질병 발생 위험과 직결될 뿐만 아니라 
이후 사료 이용 효율과 증체율에도 영향을 미친다[2, 3]. 최근 연
구들은 송아지의 장내 미생물 구성이 출생 직후부터 빠르게 변하
며[4], 특정 균주가 초기 성장과 면역 형성에 결정적 기여를 한다
는 점을 보고하고 있다[5]. 따라서, 송아지 바달 단계별 장내 미
생물 군집 특성을 이해하는 것은 건강 관리와 농장 수익성 향상
에 필수적이다. 본 연구는 저지종 송아지를 대상으로 일반성장과 
저성장 그룹의 성장단계별 분변 미생물 다양성을 분석하여 초기 
미생물 군집 발달과 그 의미를 규명하고자 하였다.
 

2. 재료 및 방법

2.1 공시동물 및 사양관리
  본 시험은 국립축산과학원 축산자원개불부에서 수행하
였고, 동물보호법 및 국립축산과학원 동물실험윤리위원
회에서 검토 승인한 방법에 다라 진행되었다
(NIAS2024-0019).
  공시동물은 총 10두의 저지종 송아지를 대상으로 시험
을 진행하였으며, 모든 송아지는 출생 후 2시간 이내에 
어미 소와 분리하여 3시간 이내에 어미 소의 초유(평균 
단백질 16%, 지방 8.6%, 유당 3.0%)를 급여하였다. 3일
령까지는 전환유, 이후에는 전유(단백질 4.1%, 지방 
5.3%, 유당 4.5%)를 급여하였다. 7일령 이후에는 송아지 
스타터(평균 조단백질 20%, 조지방 5.5%, 조회분 6.6%)
와 혼합 건초(티모시 50%, 톨페스큐 50%; 평균 조단백질 
7.7%, 조지방 1.2%, 조회분 6.0%, 중성세제불용성섬유
소 60%, 산성세제불용성섬유소 34%)를 급여하였다.

2.1.1 분변 채취
  주령별 분변 미생물의 다양성 분석을 위해 멸균 면봉 
키트(fecal swab collection and preservation 
system, Norgen Biotek, Ontario, Canada)를 사용하
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요 약
본 연구는 저지종 송아지의 성장단계에 따른 분변 미생물의 다양성을 비교 분석하기 위해 수행되었다. 이유 전 젖소 
송아지의 건강한 성장을 보장하고 질병을 최소화하는 것은 이유 후 최적의 성적과 농장 수익성을 위한 핵심 요소입니
다. 장내 미생물총은 면역 기능 및 에너지 대사를 포함하여 초기 발달에 중요한 역할을 하는 것으로 점차 인식되고 
있습니다. 히트맵 분석 결과, 엔테로코쿠스 히라에(Enterococcus hirae)와 에스케리키아 페르구소니(Escherichia 
fergusonii)와 같은 특정 종은 1주차에 ​​더 풍부했고, 리모실락토바실러스 로이테리(Limosilactobacillus reuteri)는 
특정 샘플에서 4주차와 8주차에 두드러졌습니다. 알파 다양성 지수는 1주차에서 8주차로 증가하여 시간이 지남에 
따라 미생물 군집이 더욱 균형 잡혔음을 시사합니다. 주 좌표 분석(PCoA) 결과, 1주차와 이후 주에 미생물 군집 
구조가 뚜렷하게 나타났습니다. 이러한 연구 결과는 초기 미생물 군집 구성을 원하는 방향으로 유도하기 위해서는 
적어도 1주 이내에 특정 유익균들이 안정적으로 정착하여 우점종이 되어야 한다는 점을 시사합니다.
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여 1주, 2주, 4주 및 8주령의 기간에 분변을 채취하여 분
석하였다. 샘플은 DNA 정제 전까지 80℃에서 보관하였
다.

2.1.2 DNA 정제
  DNA는 제조사의 프로토콜에 따라 PowerSoil® DNA 
분리 키트(Cat. No. 12888, MO BIO)를 사용하여 추출
하였다. 정제된 DNA의 순도와 농도는 분광 광도계
(Nanodrop1000, Thermo Fisher Scientific Oxoid 
Ltd., Basingstoke, UK)로 측정했고 DNA의 무결성은 
아가로스(0.7%) 겔 전기영동으로 확인했다. DNA 샘플은 
후속 처리까지 80°C에 보관했다. 추출된 DNA는 
Seeders(Seeders Inc., Daejeon, Korea)에서 추가로 
시퀀싱, 처리 및 분석했습니다.

2.2 데이터 수집 및 처리
2.2.1 데이터 전처리
  시퀀싱 후, Cutadapt(v3.2)[6]를 사용하여 원시 데이
터에서 어댑터 및 프라이머 서열을 제거하였다. 또한, 
forward와 reverse 리드는 Cutadapt(v3.2)를 사용하여 
각각 250bp와 200bp로 절단되었다[7].

2.2.2 ASV 생성
  Amplicon Sequence Variant (ASV) 서열을 생성하
기 위해, DADA2(v1.18.0)[8]를 사용하여 오류 교정, 병
합, 노이즈 제거 과정을 수행하였다. 예상 오류가 2 이상
인 서열은 제외되었다. 오류가 있는 리드는 구축된 오류 
모델을 기반으로 제거하였다. 오류 교정 이후에는 
overlapping을 통해서 paired-end 리드를 병합하였다. 
길이가 350bp보다 짧은 ASV는 R(v4.0.3)을 사용하여 
필터링 하였다. 미생물 군집 비교 분석을 위해, 
QIIME(v1.9)을 이용하여 정규화를 수행하였다. 이 과정
에서, 모든 샘플 간 비교 가능성을 보장하기 위해서 리드
수가 가장 적은 샘플을 기준으로 서브 샘플링을 실시하였
다. 최종적으로 생성된 ASV는 다운스트림 분석에 활용되
었다.

2.2.3 분류학적 분석
  각 ASV는 참조 데이터베이스(NCBI 16S)에서 가장 높
은 유사성을 가진 생물체에 정렬되었으며, Bayesian 
classifier (DADA2_v1.18.0, confidence value: 50) 
알고리즘이 사용되었다[9]. 다운스트림 ASV 분석에는 
QIIME (v1.9.0)이 활용되었다.

2.2.4 군집 다양성
  셰넌 지수, 지니-심슨 지수, 그리고 Phylogenetic 
Diversity (PD) whole tree와 같은 알파 다양성 지표는 
개별 샘플 내 종 다양성을 나타내기 위해 계산되었다.  
Mafft (v7.475)[10]와 FastTreeMP (v2.1.10)[11]를 이
용하여 다중 정렬을 수행하고 ASV의 계통수를 구축하였
다. 샘플 간 유전적 관계는 PCoA를 기반으로 시각화되었
다.

3. 결과 및 고찰

3.1 상대적 풍부도
  각 샘플별로 종 수준에서의 상대적 풍부도를 히트맵으
로 확인한 결과(그림 1), 일부 종은 특정 시기에만 상대적 
풍부도가 높게 나타나며(붉은색), 특히 Enterococcus 
hirae, Escheichia fergusonii와 같은 종은 생시에 두
드러지게 나타남. 또한, Limosilactobacillus reuteri는 
4주차와 8주차 특정 샘플에서 상대적 풍부도가 높게 나
타나 샘플 간 미생물 군집의 차이가 있음을 보여줌

[그림 1] 종 수준에서 샘플 전체의 미생물 분류군의 상대적 풍부도에 대
한 히트맵

3.2 알파 다양성
  주령별 알파 다양성 (ASVs, 셰넌 지수, 지니-심슨 지
수, PD Whole)를 기반으로 샘플 내 미생물 군집의 다양
성과 균일성을 비교함(그림 2). 1주에서 8주로의 주령별 
시간의 흐름에 따라 모든 지표에서 알파 다양성이 증가하
고 있으며, 이는 시간이 지날수록 샘플 내 미생물 종이 점
차 고르게 분포하고 있음을 시사함.
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[그림 2] 주령별 ASVs, 셰넌 지수, 지니-심슨 지수 및 PD whole에 대
한 알파 다양성

3.2 주 좌표 분석
  PCoA 분석을 통해 샘플 집단 간 군집 구성 패턴을 시
작적으로 확인하였으며(그림 3), 1주차 샘플은 PC1에 의
해 구분되며 이는 해당 집단이 다른 군집들과 군집 구성 
패턴의 차이를 보여주고 있음을 의미하며, 2주차 이후부
터는 군집 구성이 유사하게 나타나는 것을 결과를 보여
줌.

[그림 3] Bary-Curtis (A), Weight unifrac (B) 및 Unweighted 

unifrac 기반 주 좌표 분석
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