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Abstract

Four ruminally cannulated Holstein steers (BW 482.9 ± 8.10 kg), fed low protein TMR (CP 

11.7%) as a basal diet, were used to investigate changes in rumen fermentation and blood 

metabolism according to protein fraction, cornell net carbohydrates and protein system 

(CNCPS), and enriched feeds. The steers, arranged in a 4 × 4 Latin square design, consumed 

TMR only (control), TMR supplemented with rapeseed meal (AB1), soybean meal (B2), and 

perilla meal (B3C), respectively. The protein feeds were substituted for 23.0% of CP in TMR. 

Ruminal pH, ammonia-N, and volatile fatty acids (VFA) in rumen digesta, sampled through 

ruminal cannula at 1 h-interval after the morning feeding, were analyzed. For plasma metabolites 

analysis, blood was sampled via the jugular vein after the rumen digesta sampling. Different N 

fraction-enriched protein feeds did not affect (p > 0.05) mean ruminal pH except AB1 being 

numerically lower 1 - 3 h post-feeding than the other groups. Mean ammonia-N was statistically 

(p < 0.05) higher for AB1 than for the other groups, but VFA did not differ among the groups. 

Blood urea nitrogen was statistically (p < 0.05) higher for B2 than for the other groups, which 

was rather unclear due to relatively low ruminal ammonia-N. This indicates that additional 

studies on relationships between dietary N fractions and ruminant metabolism according to 

different levels of CP in a basal diet should be required.
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Introduction

반추위 내 미생물은 사료의 단백질을 1차적으로 분해하고 합성하기 때문에 단백질 분해과정

의 정확한 측정과 해석은 매우 어려우며(Choi, 2015), 따라서 동물영양생리학자들은 다양한 방

법을 개발하고 시도하고 있다(Wallace, 1988; Choi, 2003). 미국 코넬대학교에서는 보다 정확하

고 예측가능한 새로운 단백질 및 탄수화물 분해과정 측정 방법인 Cornell net carbohydrate and 

protein system (CNCPS)을 발표한 바 있으며, 계속해서 그 방법을 개선하고 있다(Licitra et al. 

1996; Fox et al., 2004). 우리나라는 한국젖소사양표준 2차 개정판에서 CNCPS 기법을 도입하여 

사료 영양소 분획과 단백질, 에너지 요구량 등을 계산하였는데(RDA, 2012), 새롭게 도입된 

CNCPS 기법의 국내 현장 적용을 위해서는 국내 환경 하에서 사료자원과 반추동물을 이용한 대
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사연구 결과를 이용하는 것이 우선되어야 함을 지적받고 있다(Choi, 2015). 특히, 단백질 분야에서 미국의 CNCPS 기

법이 국내 적용되기 위해서는 CNCPS 단백질 fraction별 고함유 사료 급여 시 반추위 발효패턴 및 생체 혈액생리대사가 

예측 가능한 수준이어야 한다. 그러나, 최근 연구에서 매우 낮은 수준의 조단백질(CP)이 함유된 TMR (DM기준 CP 

9.63%)을 기초사료로 급여 시 CNCPS 분획 상 용해성 단백질이 높은 채종박 급여구가 비용해성 단백질이 높은 임자박 

급여구보다 반추위 발효가 느리거나 차이가 없는 것으로 나타나 일반적인 CNCPS 분획 시 예측되는 결과와는 상반된 

결과가 도출되었다(Choi, 2015). 이러한 결과들은 CNCPS 기법을 통한 단백질 분해과정의 정확한 측정과 그것을 국내

에 적용하기 위해서는 보다 다양한 조건 하에서의 in vivo 시험을 통한 기초자료의 확보가 매우 절실함을 의미한다. 

따라서, 본 연구에서는 낮은 수준의 CP가 함유된 섬유질배합사료(TMR)를 기초사료로 급여한 거세우를 대상으

로 단백질 fractions (A, B1, B2, B3 및 C fractions; Licitra et al., 1996)별로 고함유된 사료를 선정하여 생체급여한 후 반

추위 발효패턴과 혈액대사생리에 미치는 영향을 조사하였다. 

Materials and Methods

CNCPS fraction별 대표사료 선정

단백질 fraction별 대표사료는 Choi (2015)에서 선정한 fraction별 사료로 선발하되, 본 연구에서 사용된 사료는 사

료회사를 통해 새로 구입하였고, Licitra et al. (1996)이 제안한 분석방법에 의거하여 N fraction을 분석하였다(Table 

1). Choi (2015)에서 설명한 바와 같이 국내 통용되고 있는 사료 중 단백질 fraction이 A와 B1 fraction 및 B3와 C 

fraction을 구분하여 특이적으로 높고, 동시에 다른 N fraction은 낮은 사료를 선발하기는 현실적으로 어렵기 때문에 

A와 B1 대표사료로 채종박, B2 대표사료로 대두박 및 B3와 C 대표사료로 임자박을 선정하였다.

Table 1. Nitrogen fractionation (% of CP) of experimental feeds.

Fractionz TMR Rapeseed meal Soybean meal Perilla meal

A fraction 15.42 16.22 8.21 17.21

B1 fraction 4.82 12.02 6.04 8.02

B2 fraction 51.57 49.74 67.91 28.42

B3 fraction 8.27 8.63 4.69 20.31

C fraction 19.92 13.39 13.15 26.04
zFraction was analyzed according to the method of Licitra et al. (1996).

In vivo 시험 및 분석

본 실험은 환경요인에 의한 오차를 최소화하기 위해 온도 및 습도 자동 제어 시스템을 이용, 실험기간동안 온도 

24℃, 습도 60%를 유지하며 수행되었다. 외과적 수술방법으로 반추위 캐뉼라를 설치한 홀스타인 거세우 4두(평균

체중 482.9 ± 8.10 kg)를 이용하여 시험 전 적응(28일)을 실시하였다. 대사시험의 특성 상 결과해석의 일관성을 위해 

적응기간 동안 사료섭취량을 측정한 후 본 시험에서는 낮은 수준으로 급여하여 공시사료의 전량섭취를 유도하되, 

최근 본 연구팀의 기존 연구(Choi, 2015)와의 비교를 위해, 체중대비 대조구는 2.40%, 처리구에서는 2.00 - 2.05%가 

유지되도록 하였다. 대조구 및 각 처리구의 기초사료로 이용한 TMR은 저수준의 CP (건물기준 11.7%)를 함유하였

다. 시험설계는 Choi (2015)의 방법과 동일하게 4 × 4 라틴방각법으로 TMR 급여구(대조구), TMR + 채종박 급여구

(AB1), TMR + 대두박 급여구(B2), TMR + 임자박 급여구(B3C)로 구분하였고, 각 피리어드 당 21일 총 112일(적응

기 포함)동안 시험수행되었다. 처리구의 단백질 급여는 기초사료인 TMR의 CP 23%를 선발된 단백질 사료로 대체하
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였다. 기타 사료섭취 및 사양관리는 Choi (2015)와 동일하게 수행되었다. 사료의 일반성분 및 ADF와 NDF 분석방법 

또한 Choi (2015)에 설명하였고, 그 결과는 Table 2와 같다. 

Table 2. Chemical composition of experimental feeds (% of DM basis)x.

Composition TMR Rapeseed meal Soybean meal Perilla meal

Dry matter (DM) 65.0 90.9 90.2 97.4 

Crude protein 11.7 33.8 49.2 50.7

Ether extract 6.48 7.35 0.59 14.21

Crude fiber 29.89 9.14 3.78 8.53

Crude ash 14.20 8.83 6.39 8.73

Ca 1.26 1.29 0.38 2.24

P 0.88 0.96 0.72 1.21

NDFy 60.7 22.4 8.4 19.2

ADFz 34.6 13.9 4.4 10.8
xAll experimental steers had free access to water and a mineral block during the entire experiment.
yNDF: neutral detergent fiber.
zADF: acid detergent fiber.

각 피리어드 21일째 오전 사료 급여 후 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 및 8 h에 반추위 소화액을 채취하여 8겹의 cheesecloth으

로 필터링한 후 즉시 pH를 측정하였고, 동시에 암모니아-N와 휘발성지방산(VFA) 측정을 위해 채취하였다. 암모니

아-N 및 VFA 측정은 각각 Choi and Oh (2011) 및 Erwin et al. (1961)의 방법에 따라 분석하였다. 혈액은 각 period 반

추위 소화액 채취 완료 후 17:00 h에 경정맥을 통해 10 mL의 혈액을 1회 채취한 후, 24 시간 냉장보관 후 원심분리

(3,000 rpm, 15분)하여 혈장을 분리하고, 분석 시까지 -70℃ 초저온 냉동고에 보관한 후, 혈액대사물질[albumin, 

glucose, triglyceride, creatitnine, total protein 및 blood urea nitrogen (BUN)]을 자동 혈액 분석기(Modular Analytics, 

Roche, Germany)를 이용하여 분석하였다. 

통계분석

본 실험의 자료는 SAS (2002)의 GLM (general linear model)을 이용하여 분산분석하고, 시험구 평균간 비교는 

Duncan’multiple range test (5% 유의수준)로 하였다(Steel and Torrie, 1980).

Results and Discussion

단백질 fractionation

사료별 CNCPS 단백질 분획 결과, 채종박은 A와 B1 fraction이 28.2%로 다른 단백질 사료에 비해 가장 높았고, 대

두박은 B2 fraction (67.9%), 임자박은 B3와 C fraction이 46.3%로 다른 단백질 사료에 비해 각 fraction별로 가장 높은 

비율을 보이고 있다(Table 1). 이것은 기존 연구에서 보고된 각 단백질의 N 분획과 전체적으로 유사하였으나(Licitra 

et al., 1996; Choi, 2003; Jin, 2011; Choi, 2015), 채종박의 경우 B2 fraction이 A와 B1 fraction보다 다소 높게 나타났다. 

이것은 일반적으로 나타나는 채종박의 특성으로 B2 fraction 고함유 단백질로 선발된 대두박과 비교했을 때 대두박

의 B2 fraction함량이 높으므로 비교해석에 큰 오차를 주지 않을 것으로 판단되었다. 
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반추위 내 발효패턴

CNCPS N fraction별 고함유된 단백질 급여에 의한 반추위내 pH 평균 및 feeding cycle동안의 pH 패턴 변화는 통계

적인 유의성은 나타나지 않았다(p > 0.05; Table 3 and Fig. 1). 반추위 pH 패턴 변화는 사료 급여 후 시간별 pH의 감소 

수준과 회복 수준을 주목해야 하는데, 본 시험에서 AB1구에서 사료 급여 후 1 - 3 h에 가장 낮은 pH를 보이는 것은 용

해성 단백질 fraction 함량이 가장 높음을 고려할 때 매우 이상적인 결과라고 판단된다(Lee, 2006). 하지만, AB1구에

서 급여 후 4 h 이후에도 pH 수준이 비교적 낮게 유지되는 것은 A 및 B1 fraction은 반추위내에서 매우 빨리 분해되므

로 빠르게 분해되고 빠르게 pH가 회복되어야 하는 일반적인 CNCPS 모델로는 이해하기가 어렵다(RDA, 2012). 특

히, 전술한 사료 fraction 구성에서 추가 급여한 단백질 사료의 fraction이 정상적인 수준임을 감안할 때, Choi (2015)

의 지적대로 기초사료의 CP수준에 따라 CNCPS 모델 적용이 달라질 수 있음을 의미하는 것으로 추측된다. 또한, 

B3C구의 높은 난용성 및 불용성 fraction (B3 및 C fraction)을 고려할 때 B3C가 B2보다 급여 후 1 - 3 h에서 pH가 낮게 

나타나는 것 역시 CNCPS 모델에서 제기하는 분해율에 따른 분획과 생체 대사패턴과는 다소 차이가 있는 것으로 생

각된다(Choi, 2003). 이는 유사한 사료섭취조건 하에서는 반추위 분해속도가 빠른 단백질이 다량 급여될 때 반추위 

pH가 급격히 감소한다는 기존 연구와는 다소 상반된 결과이다(Lee, 2006). 다만, 반추위 pH는 급여된 CP 수준과 더

불어 탄수화물 수준에도 영향을 동시에 받는다는 것을 감안할 때(Wallace, 1988; Choi, 2003), 반추위 내 암모니아-N 

농도 수준과 함께 고찰해야 할 것으로 생각된다.

Table 3. Effect of protein fraction-enriched feeds on ruminal fermentation of steers fed low protein TMR.

　Items
Treatmentsx

SEMy

Control AB1 B2 B3C

Ruminal pH 6.46 6.33 6.49 6.34 0.24

Ammonia N (mg/l) 106.9b 132.3a 117.3b 117.4b 5.93

Total VFAz (mmoles/100 mL) 100.8 78.8 92.7 84.7 12.70

Individual VFA (mmoles/100 mL)

Acetate 61.8 62.2 61.5 63.7 2.16

Propionate 20.1 20.5 19.2 18.5 1.79

Iso-butyrate 0.71 0.44 0.71 0.56 0.230

Butyrate 14.0 12.6 14.6 13.5 1.34

Iso-valerate 1.06 1.02 1.48 1.75 0.360

Valerate 1.49ab 2.13a 1.47ab 1.28b 0.389

Caproic acid 0.91 1.20 0.93 0.67 0.263

Acetate/Propionate 3.11 3.17 3.30 3.57 0.393

a, b: Means in a row with different letters are significantly different (p < 0.05).
xTreatments were TMR only (control), TMR with rapeseed meal (AB1), TMR with soybean meal (B2) and TMR 

with perilla meal (B3C), respectively.
yStandard error of the mean.
zVolatile fatty acid.

반추위 내 total VFA 및 individual VFA는 전체적으로 처리구간 유의적인 차이를 나타내지 않았다(p > 0.05; Table 

3 and Fig. 2). 다만, AB1구의 valerate 함량이 B3C구보다 유의적으로 높은 것으로 나타났으나(p < 0.05), total VFA함

량에 비해 양적으로 미미하여 대사적으로 큰 의미를 부여하기는 어렵다고 판단된다. 결과적으로 본 시험의 VFA 농
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Fig. 2. Changes in ruminal ammonia N of steers fed low protein TMR supplemented with various feeds. 

Treatments were TMR only (Control, ◆), TMR with rapeseed meal (AB1, ■), TMR with soybean meal (B2, ▲) 

and TMR with perilla meal (B3C, X), respectively.

도는 사료 종류에 의한 영향이 나타나지 않는다는 기존 연구결과와 유사하였다(Pritchard and Males, 1985; Choi, 

2015). 

반추위 암모니아-N 농도는 용해성 단백질 fraction 함량이 높은 채종박을 급여한 AB1구에서 다른 시험구보다 유

의적으로 높게 나타났다(p < 0.05; Table 3). Fig. 2에서 나타난 반추위 암모니아-N 패턴에서는 반추위 pH 패턴과 유

사하게 사료급여 후 1 - 5 h 동안 AB1구의 암모니아-N 농도가 다른 시험구에 비해 가장 높았다. 반추위 pH 패턴에서 

Fig. 1. Changes in ruminal pH of steers fed low protein TMR supplemented with various feeds. Treatments were 

TMR only (Control, ◆), TMR with rapeseed meal (AB1, ■), TMR with soybean meal (B2, ▲) and TMR with 

perilla meal (B3C, X), respectively.
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다소 이해하기 어려운 결과를 보였던 B2구와 B3C구의 암모니아-N 패턴은 비록 수치적이긴 하지만 사료급여 후 1 - 2 

h에서 B2구에서 높게 나타났다. 이것은 단백질 N fractionation의 특성을 고려하면 이상적인 결과라고 사료되어 반추

위 pH 패턴 결과는 전술한 바와 같이 CP 수준 뿐만 아니라 탄수화물 등 일부 다른 영양소 및 요인의 영향에 기인한 것

으로 추측된다. 하지만, 두 시험구 간 3 h 이후 암모니아-N 패턴 및 평균 값의 유사함은 용해성 또는 분해성 단백질 농

도(A, B1 및 B2)가 높으면 반추위액 암모니아-N 농도가 증가한다고 보고한 기존 연구와 다른 결과를 보이고 있다

(Armentano et al., 1993). 본 시험과 동일한 사료 조건에서 기초사료인 TMR의 CP 수준만이 다른 본 연구팀의 기존 

연구(기존 연구 9.63 vs 본 연구 11.7%)에서 암모니아-N 농도는 시험구간 유의성은 나타나지 않았으며, 수치적으로 

대두박과 임자박을 급여한 처리구의 농도가 높게 나타나는 등 본 시험과는 다른 결과를 보였다(Choi, 2015). 일반적

으로 반추위액 암모니아-N 농도가 50 mg/L 이상을 유지하면 정상적인 반추위 대사가 유지되었다고 감안할 때(Choi 

and Oh, 2011), 이러한 두 연구 간의 암모니아-N 농도 차이는 지금의 CNCPS 방법에 의한 사료 N fractionation을 국

내 현실 사양에 직접적으로 적용하기에는 매우 제한적이라고 판단된다. 또한, 단백질의 in vivo 반추위 내 분해는 단

백질 내 펩타이드 구조, 반추위 미생물의 아미노산 이용성, 단백질의 친․소수성 등 CNCPS 방법의 화학시약에 의한 

fractionation보다 더 다양한 요인에 의해 제한될 수 있다. 따라서, 반추위 pH 패턴에서 언급한 바와 같이 본 연구에서 

사용된 기초사료의 CP 수준이나 단백질의 펩타이드 구조 등 다양한 사료 또는 생체 내 요인에서 기인할 수 있는 바

(Wallace, 1988; Wallace et al., 1990; Choi et al., 2003), 향후 기초사료의 CP수준별 추가 연구가 지속적으로 이루어져

야 할 것으로 생각된다.

혈액대사생리

CNCPS 단백질 fraction별 고함유 사료의 급여는 BUN을 제외하고는 혈액대사물질의 농도에 유의적인 영향을 미

치지 않는 것으로 나타났다(p > 0.05; Table 4). 혈중 albumin과 creatinine의 함량은 체내 단백질 합성 및 근육량과 연

관되어 있는데, 본 실험에서 시험구 간 차이가 없다는 것은 사료 내 CP 수준이 유사할 경우 급여 단백질사료의 

fraction별 차이가 체내 단백질 합성에는 영향을 미치지 않는 것을 알 수 있다(Eisemann et al., 1989; Gentry et al., 

1999; Choi, 2015). 혈중 glucose, 중성지방 및 총단백질 농도 역시 단백질사료의 N fraction과의 직접적인 연관성은 

찾기 어려운 것으로 나타나 본 연구팀의 최근 연구결과와 유사하였다. 

Table 4. Effect of protein fraction-enriched feeds on blood metabolites of steers fed low protein TMR.

Items
Treatmentsx

SEMy

Control AB1 B2 B3C

Albumin (g/dL) 2.53 2.66 2.64 2.73 0.35

Glucose (mg/dL) 64.92 65.33 70.17 65.92 6.71

Triglyceride (mg/dL) 13.92 14.75 16.17 15.25 4.67

Creatinine (mg/dL) 1.34 1.32 1.36 1.29 0.17

BUNz (mg/dL) 6.42b 9.33ab 10.50a 8.83ab 1.92

Total protein (g/dL) 4.96 4.98 5.49 5.51 1.39

a, b: Means in a row with different letters are significantly different (p < 0.05).
xTreatments were TMR only (control), TMR with rapeseed meal (AB1), TMR with soybean meal (B2) and TMR 

with perilla meal (B3C), respectively.
yStandard error of the mean.
zBUN: blood urea nitrogen.
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BUN 농도에서는 대두박이 급여된 B2구(10.50 mg/dL)가 대조구(6.42 mg/dL)에 비해 유의적으로 높았으며(p < 

0.05), AB1구(9.33 mg/dL)과 B3C구(8.83 mg/dL)가 수치적으로 높게 나타났다. BUN은 단백질 합성 조직에서 질소 

축적 현상을 의미하는 것으로(Enright et al., 1990), 반추위로 흡수되는 암모니아가 증가하면 간에서 요소합성량을 

증가시켜 BUN 수치를 높이는 것으로 알려져 있다(Choi, 2015). 본 연구의 평균 반추위 암모니아-N 결과를 보면 AB1

구가 유의적으로 높고, B2구와 B3C구가 유사하며, 대조구가 수치적으로 낮게 나타나는 등 다소 상반된 결과가 나타

났다(Table 3). 또한, 이것은 용해성 단백질 급여가 많아질 때 반추위 암모니아-N 농도 및 BUN 농도가 증가된다는 기

존 연구 결과(Armentano et al., 1993; Lee, 2006; Choi, 2015)와 비교해도 상반된 결과이다. 하지만, 제3위 소화액 샘

플링 기법을 이용한 Choi (2003)와 Choi et al. (2003)의 결과에서 사료의 용해성 N fraction 역시 반추위에서 모두 이

용되지 않고 반추위를 탈출한다는 점을 고려할 때, 사료의 용해성 N fraction 농도와 반추위 암모니아-N 수준 및 

BUN 농도는 반드시 비례적이지 않을 수 있으며, 특히 반추동물의 사료 내 낮은 수준의 CP는 반추위 내 단백질 분해

나 이용에 있어서 다른 기전이 있을 수 있음을 고려해야 할 것이다(Choi, 2015). 따라서, 전술한 바와 같이 보다 다양

한 기초사료의 CP 수준별 N fraction과 반추위 생체 대사 연구가 추가적으로 필요할 것으로 생각된다. 

Conclusion

본 연구는 반추위 캐뉼라를 장착한 홀스타인 거세우 4두(평균체중 482.9 ± 8.10 kg)를 공시하여 CP 수준이 낮은 

(CP 11.7%) TMR 급여 시 단백질 fraction별 고함유 단백질 대체공급이 반추위 발효패턴 및 혈액대사물질에 미치는 

영향을 조사하고자 실시하였다. 시험처리는 4 × 4 라틴방각법에 의해 TMR 급여구(대조구), TMR 및 채종박 급여구

(AB1), TMR 및 대두박 급여구(B2), TMR 및 임자박 급여구(B3C)로 구분하되, 처리구에 사용된 단백질은 CNCPS 분

석방법에 의거 각 fraction 함량이 높은 단백질 사료를 TMR의 CP 23.0%를 각각의 단백질사료로 대체 급여하였다. 

오전 사료섭취 후 1시간 간격으로 반추위 소화액을 채취하여 반추위 pH, 암모니아-N 및 휘발성지방산(VFA) 패턴을 

분석하였고, 혈액대사물질은 경정맥을 통해 채취하여 분석하였다. 단백질 N fraction별 단백질사료 급여는 반추위 

pH에 영향을 미치진 못하였으나(p > 0.05), AB1구에서 사료 급여 후 1 - 3 h에 가장 낮은 pH를 보였다. 암모니아-N 농

도는 용해성 단백질 fraction이 높은 AB1구에서 다른 시험구보다 유의적으로 높게 나타났으나(p < 0.05), VFA 농도

는 시험구간 차이가 없었다. B2구에서 유의적으로 증가한 혈중요소태질소 농도는 반추위 암모니아-N 농도와 다소 

상반된 결과를 보였는데, 이는 기초사료의 CP 수준에 따른 N fraction과 반추동물 생체대사 간 관련 연구가 추가적으

로 필요함을 의미한다. 
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