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ABSTRACT

The objective of this study was to review application of next-generation sequencing (NGS) to 
investigate microbiome in the livestock sector. Since the 16S rRNA gene is used as a phylogenetic 
marker, unculturable members of microbiome in nature or managed environments have been 
investigated using the NGS technique based on 16S rRNA genes. However, few NGS studies have 
been conducted to investigate microbiome in the livestock sector. The 16S rRNA gene sequences 
obtained from NGS are classified to microbial taxa against the 16S rRNA gene reference database 
such as RDP, Greengenes and Silva databases. The sequences also are clustered into species-level 
OTUs at 97% sequence similarity. Microbiome similarity among treatment groups is visualized 
using principal coordinates analysis, while microbiome shared among treatment groups is visualized 
using a venn diagram. The use of the NGS technique will contribute to elucidating roles of 
microbiome in the livestock sector. 
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서    론

자연계에는 수많은 미생물이 존재하지만 

실험실에서 배양 가능한 미생물은 극히 일부

분에 불과하다. 특히 축산분야에 있어서 배

양의 어려움 때문에 가축의 분뇨 및 장내미

생물에 대한 연구가 많이 이루어지지 않고 

있다 (Kim et al., 2011a). 하지만 16S rRNA 
유전자가 사용되기 시작하면서 배양이 불가

능한 수많은 미생물의 군집을 확인할 수 있

게 되었다 (Woese and Fox, 1977).
초창기에는 미생물 군집 분석에 clone library
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Fig. 1. 16S rRNA gene as a phylogenetic marker. C = conserved region; V = variable region.

나 DGGE 방법을 사용하여 16S rRNA 유전

자를 전통적 방법인 Sanger sequencing에 의

해 분석하였다 (Yu and Morrison, 2004a; Kim 
et al., 2011b). 하지만 clone library나 DGGE
로 분석할 수 있는 16S rRNA 유전자 숫자가 

한계가 있기 때문에 소수의 우점 미생물만 

확인할 수 있었다. Quantitative real-time PCR
의 사용은 특정 미생물을 정확하게 정량할 

수 있는 장점을 가지고 있지만 다수의 미생

물을 동시에 분석할 수 없다 (Kim et al., 
2012). 이러한 한계들을 극복하기 위해 다수

의 미생물의 군집을 동시에 분석할 수 있는 

phylogenetic microarray가 사용될 수 있고, 축

산 부문에서는 약 1,600종의 반추미생물을 

동시에 분석할 수 있는 phylogenetic microarray
가 제작되었다 (Kim et al., 2014a). 하지만 

phylogenetic microarray 방법으로는 새로운 미

생물의 군집을 분석하기 어렵다는 한계점을 

가지고 있다. 
최근에 새로운 미생물을 포함하여 수백만 

개의 16S rRNA 유전자를 분석할 수 있는 

Next Generation Sequencing (NGS) 방법이 사

용되기 시작하면서 우점하지 않는 가축 장내

미생물의 군집까지 분석할 수 있게 되었다

(Kim et al., 2014b; Myer et al., 2015). 축산부

문에서 NGS 기법을 이용한 가축 장내미생물

의 연구는 활발하게 진행되고 있지만, 아직

까지 NGS 기법을 이용한 가축분뇨 내 미생

물 군집에 관한 연구는 거의 수행되지 않았

다. 따라서 향후 연구에서 NGS 기법을 사용

한다면 가축분뇨 내 미생물 군집을 포괄적으

로 이해할 수 있을 것이다. 본 연구에서는 

NGS 기법을 이용한 미생물의 군집분석 방법 

과정을 정리하였다. 

Metagenomic DNA 추출

첫 번째 단계는 가축 분뇨 및 장내 샘플에

서 metagenomic DNA를 추출하는 것이다. 
DNA를 추출하기 위한 여러 가지 방법들이 

개발되었지만 미생물 분석을 위한 meta- 
genomic DNA를 추출하기에 가장 효율적인 

방법은 bead-beating 방법이다. RBB+C (Repeated 
Bead Beating Plus Column) 방법은 가축 분뇨 

및 장내 샘플에서 metagenomic DNA 추출을 

위한 대표적인 bead-beating 방법이다 (Yu and 
Morrison, 2004b). 이러한 RBB+C 방법은 널

리 사용되고 있는 QIAamp DNA Stool Mini 
Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), FastDNA 
SPIN Kit (Qbiogene, Carlsbad, CA, USA), phenol- 
dependent bead-beating 방법과 비교했을 때 

더 많은 metagenomic DNA yield를 보여주었

다 (Yu and Morrison, 2004b). 

Next generation sequencing

16S rRNA 유전자는 모든 Bacteria에 존재

하며 수백만 년 동안 변이가 거의 일어나지 

않았기 때문에 Bacteria taxonomy 분석을 위

한 biomarker로 사용될 수 있다 (Woese and 
Fox, 1977). 16S rRNA 유전자의 길이는 1,542 
nucleotide bases로 짧아서 빠르고 쉽게 염기

서열을 분석할 수 있다. 16S rRNA 유전자는 

conserved region과 hyper-variable region으로 

구성되어 있다 (Fig. 1). Conserved region은 

Bacteria의 species가 달라도 16S rRNA 유전

자의 염기서열이 거의 동일한 부분으로 

universal PCR primer의 binding site이다 (Table 
1). NGS 방법을 이용한 Bacteria의 16S rRNA 
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Table 1. Bacterial PCR primers for 16S rRNA gene amplicon sequencing

Primer Sequence (5’→3’) Target NGS Method Reference

27f-
519r

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG V1
-V3

454 pyrosequencing
Illumina (2×300 bp)

Eden et al., 1991
Ruff-Roberts et al., 1994
Kim et al., 2011cGWATTACCGCGGCKGCTG

515f-
806r

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
V4 Illumina Caporaso et al., 2011

GGACTACNVGGGTWTCTAAT

27f-
1492r

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG V1
-V9

Pacific Biosciences Eden et al., 1991
Mosher et al., 2014CGGTTACCTTGTTACGACTT

유전자 분석에 주로 사용되는 universal PCR 
primer는 Table 1과 같다. Hyper-variable region 
은 미생물의 species가 다르면 염기서열도 달

라지는 부분으로서 특정 미생물 분석을 위한 

species-specific PCR primer의 binding site이다. 
Bacteria의 16S rRNA gene amplicon sequencing 

을 위해 초창기에는 454 pyrosequencing NGS 
방법이 사용되었지만 (Kim et al., 2014b), 최

근에는 가격경쟁력이 있고 sequence reads가 

우수한 Illumina NGS 방법을 주로 사용되고 

있다 (Myer et al., 2015). 그리고 Pacific 
Biosciences NGS 방법을 사용하여 약 1,500 
nucleotide bases의 full-length 16S rRNA 유전자 

분석도 시작되고 있다 (Mosher et al., 2014). 
16S rRNA 유전자는 모든 Archaea에도 존

재하지만 Bacteria의 16S rRNA 유전자의 염

기서열과 전반적으로 다르기 때문에 Bacteria
와 다른 universal primer를 사용한다. 하지만 

Caporaso et al. (2011)은 Bacteria/Archaea 모두 

분석할 수 있는 515f/806r universal primer를 

제작하였다 (Table 1). 가축분뇨 및 장내 샘플

에서 Archaea는 대부분 메탄을 생성하는 

methanogen으로 구성되어 있기 때문에 16S 
rRNA 유전자 분석은 주로 methanogen을 분

석하기 위해 사용된다 (Kim et al., 2011a; 
Freetly et al., 2015). 그렇지만 가축분뇨 및 

장내 샘플에서 methanogen diversity가 낮기 

때문에 86f (GCTCAGTAACACGTGG)와 915r 
(GTGCTCCCCCGCCAATTCCT) methanogen 

universal primer를 이용한 전통적인 clone 
library 방법이 여전히 많이 사용되고 있다

(Zhou et al., 2009).  

Bioinformatics

NGS에 의해 획득된 16S rRNA 유전자들은 

Bioinformatics 프로그램을 사용하여 Bacteria
의 군집을 분석할 수 있다. Qiime (Caporaso 
et al., 2010)과 Mothur (Schloss et al., 2009)은 

대표적인 software package로서 다양한 bio- 
informatics 분석을 종합적으로 수행할 수 있

다. 16S rRNA gene sequences는 RDP (Cole et 
al., 2014), Greengenes (DeSantis et al., 2006), 
Silva (Yilmaz et al., 2014)와 같은 reference 
16S rRNA gene database와 비교하여 taxonomy 
로 분류될 수 있다. 분류학에서 미생물은 종

(species), 속 (genus), 과 (family), 목 (order), 강

(class), 문 (phylum), 계 (domain)로 분류될 수 

있고, species는 가장 하위의 분류이고 domain
은 가장 상위의 분류이다 (Fig. 2). 예를 들어 

species E. coli는 genus Escherichia, family 
Enterobacteriaceae, order Enterobacteriales, class 
Gammaproteobacteria, phylum Proteobacteria, 
domain Bacteria에 속한다. Taxonomy classifier 
프로그램은 보통 genus까지 분류할 수 있다. 

추가적으로 16S rRNA gene sequences는 

97% sequence similarity에서 추정상의 species 
그룹인 operational taxonomic unit (OTU)로 분
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  Fig. 3. Examples of principal coordinate analysis (A) and a venn diagram (B).
         Bovine fecal microbiome was compared among 3 diet groups (Kim et al., 2014b).

Fig. 2. Seven major taxonomic ranks. For 
example, species E. coli is assigned 
to genus Escherichia, family Enter- 
obacteriaceae, order Enterobac- 
teriales, class Gammaproteobacteria, 
phylum Proteobacteria and domain 
Bacteria.

류될 수 있다 (Schloss and Handelsman, 2004). 
이러한 OTU 데이터를 사용한 Principal Coordinate 

Analysis나 Venn diagram 분석은 미생물의 군

집을 도식화하는데 사용될 수 있다 (Fig. 3).
    

Microbial taxonomy in the livestock 
sector 

지금까지 연구 결과를 종합해보면 소의 장

내미생물의 경우 Firmicutes가 가장 우점하는 

phylum이었고 Bacteroidetes가 두 번째로 우점

하는 phylum이었다 (Kim et al., 2011a; Kim et 

al., 2014b; Myer et al., 2015). Species 수준에

서 소의 장내미생물의 군집은 사료의 변화에 

가장 큰 영향을 받았다 (Fig. 3). 돼지와 닭의 

장내미생물의 경우에도 Firmicutes와 Bacteroi- 
detes에 속하는 species가 우점하였다 (Wei et 
al., 2013; Park et al., 2014). 

가축의 분뇨에서는 많은 연구가 되어 있지 

않지만 돼지 분뇨 슬러리의 경우 Firmicutes
와 Bacteroidetes에 속하는 species가 우점하였

다 (Hwang et al., 2014; Kumari et al., 2015).

결    론

최근 고도화된 NGS 기법이 다양한 분야에

서 이용되고 있으나, 축산분야에서의 NGS 

기법 활용은 아직 초기단계이다. 그러므로 

NGS 기법의 장점을 살려 배양이 불가능했던 

가축분뇨 및 장내 주요미생물연구에 활용할 

때 축산분야 미생물기전 구명에 중요한 역할

을 할 것으로 기대된다.
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