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Abstract
Production of high-quality horses is important to make the horse industry grow. Grazing 
during the growing period can be an important factor affecting the production of high-quality 
horses. The objective of this study was to determine the effects of grazing on growing horses 
by analyzing their blood components and intestinal microbiota. Twelve growing horses for 
evaluating blood components and ten growing horses for evaluating intestinal microbiota 
were raised for about seven months and separated by two treatments: grazing vs. stable. 
Complete blood count, blood chemistry, and creatine kinase levels were analyzed as blood 
components and a 16s rRNA gene sequence analysis was performed to analyze intestinal 
microbiota. Calcium ions tended to be lower in the group with grazing treatment. Alkaline 
phosphatase and creatine kinase tended to be higher in the group with grazing treatment. 
These results indicate that grazing can provide horses with more exercise than staying in 
stables. At the phylum level, Firmicutes/Bacteroidetes ratios in grazing and stable groups 
were 4.2 and 6.5, respectively. Because various studies have reported that a. high Firmicutes/
Bacteroidetes ratio indicates obesity, the method of raising horses might affect their physical 
ability. At the species level, rates of Clostridium butyricum in grazing and stable groups were 
3.2% and 13.1%, respectively. Some strains of C. butyricum can cause several diseases such 
as botulism. These results indicate that grazing can positively affect growing horses in terms 
of blood components and intestinal microbiota. Moreover, grazing can be helpful to make 
growing horses healthy through proper exercise.
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Introduction
말 산업 육성 5개년 계획 등을 통해 국내 말 산업을 육성하기 위한 지속적인 노력이 이루어졌다. 그 결과로 

COVID-19 pandemic 이전인 2019년에는 총 말 사육 두수가 약 27,246두이고, 산업 규모가 약 34,125억 원으로 조사
되는 등 상당한 규모까지 성장한 상태라고 볼 수 있다(KRA, 2020). 이러한 말 산업을 지속적으로 육성하기 위해서
는 건강하고 우수한 말 개체들을 계속해서 공급해 주는 것이 중요하고 우수한 말을 생산하기 위해서는 적절한 말 

사육 관리가 필요하다고 본다.

우수한 말을 생산하기 위해서는 육성기 말 사육이 중요하다. 말이 2세가 되기 전의 육성마 기간에 골격과 체형
이 급속도로 발달하는데, 이때 방목을 통한 자연스럽고 적절한 운동이 말의 성장과 강건성 제고에 큰 도움이 된다
(Jelan et al., 1996; Morel et al., 2007; Fradinho et al., 2016; 2019). 그리고 방목은 말 개체 사이의 사회화 훈련을 자연
스럽게 시켜주는 방법으로 무리 생활에 잘 적응하도록 해준다(Glunk et al., 2014; Davis et al., 2020). 또한 행동학적
으로 무리생활을 하고 이동생활을 하기 때문에 일정한 수의 말들과 함께 방목을 시키는 것이 말 스트레스 관리
에 중요하며, 뛰거나 이동함으로써 스트레스를 해소하기 때문에 일정한 넓이의 공간을 확보하는 것이 중요하다
(Chodkiewicz, 2020). 이처럼 말에게 적절한 방목지를 확보해 주는 것은 이상행동을 예방하고 복지를 실현할 수 있
게 해주는 것으로 알려져 있다(Visser et al., 2012; Bott et al., 2013).

하지만 육성기 말에게 중요한 방목이 개체에게 미치는 영향에 대한 연구는 사실상 미흡한 실정이라고 볼 수 있
다. 따라서 본 연구에서는 방목이 육성마의 생리적 특성에 미치는 영향을 분석하여 방목이 육성마 개체에게 어떻
게 작용하는 지 알아보고자 하였다. 특히 생리적 특성 중 혈액 성분과 장내 미생물이 축사에서 사육(사사)된 육성
마에 비해 어떻게 달라지는 지 알아보고자 하였다. 동물의 혈액 성분은 건강상태와 체내의 생리적인 변화를 확인
하는 주요 지표로 활용되는 데(Lee et al., 2002), 특히 creatine kinase, 칼슘이온 등은 근육운동과 관련성이 높은 혈액 

화학치이다(Park et al., 2016). 또한 말은 후장(hindgut)에서 음식물을 소화시키는 초식동물로 대장에서의 미생물 활
동이 매우 중요하다. 그리고 장내 미생물의 경우 마치 ‘블랙박스’처럼 동물의 건강상태나 생리적 상태를 알 수 있
게 해주는 주요 지표로 활용된다(Julliand and Grimm, 2016; Garber et al., 2020; Park et al., 2021). 이러한 지표들을 활
용하여 육성기 말을 방목시켰을 때 사사된 육성마와의 생리적인 차이를 구명하고자 본 연구를 수행하였다.

Materials and Methods

시험 재료 및 개요

공시축 및 처리구 배치

사육 방법에 따른 혈액 성분 변화를 보기 위한 시험은 2020년 3월부터 2020년 11월까지 약 7개월간 이루어졌다. 

제주도 소재의 국립축산과학원 난지축산연구소의 방목지와 말 사육시설에서 진행되었다. 12개월령 내외의 암컷 

국내산 승용마(더러브렛 × 제주마) 12두를 공시하여 방목 및 사사 2개의 처리구를 설정하고 각 6두씩 배치하였다.

사육 방법에 따른 장내 미생물 변화를 보기 위한 시험은 2021년 3월부터 2021년 11월까지 약 7개월간 이루어졌
다. 시험 장소는 혈액 성분 시험과 동일했고, 12개월령 내외의 암컷 국내산 승용마(더러브렛 × 제주마) 10두를 공
시하여 방목 및 사사 2개의 처리구를 설정하고 각 5두씩 배치하였다.
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말 사양 관리

두 시험 모두에서 방목 처리구의 시험축들은 전 기간 주야 방목으로 사육되었다. 방목지 면적은 약 1.5 ha정도였
고, orchard grass와 tall fescue 위주로 혼합 파종된 목초지였다. 농후사료를 처리구 평균 체중의 약 1% 정도 수준으
로 추가 급여해주었다. 사사 처리구의 시험축들은 전 기간 축사 내에서 사육되었다. 축사는 약 100 m2 크기의 계류
식 축사를 사용하였다. 조사료는 건초를 무제한 급여하였고 농후사료는 처리구 평균 체중의 약 1% 정도 수준으로 

급여하였다.

주요 수행 내용

육성마 방목에 따른 혈액 성분 변화 분석

혈액 성분 분석을 위한 채혈을 사육 기간 중 총 5회(3.30., 4.28., 6.1., 8.5., 11.16.) 실시하였는데 말들이 공복을 유지
한 상태에서 경정맥에 주사기를 사용하여 실시하였다. 그리고 혈액일반성분(complete blood count, CBC), 혈액화학
검사(blood chemistry)를 분석하였고, 추가로 creatine kinase (CK)를 분석하였다. 이들 분석 항목들은 표준분석법에 

의거하여 분석하였다.

육성마 방목에 따른 장내 미생물 분석

장내 미생물 분석을 위해 말의 분변을 직장에서 직접 채취하였다. 분변은 사육 종료 후(11월) 채취하였다. 채취 

후 시료에서 Genomic DNA를 추출하기 위해 QIAamp PowerFecal DNA kit (Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하였고 

제품 프로토콜에 따라 진행하였다. 이후 표준 분석법에 의거하여 16s rRNA gene의 V3-V4 hypervariable region을 기
반으로 특성을 분석하였다. 미생물 종 분류는 QIIME (version 1.9.1 ; Caporaso et al., 2010)를 통해 분석을 진행했고 

UCLUST 알고리즘을 사용하였으며 서열 참조 데이터베이스로 RDP를 사용하도록 구성되었다.

통계 분석

본 연구의 자료들의 통계 처리는 STATA BE 17 software (StataCorp., Texas, USA)를 이용하여 분석하였다. 처리 간
에 차이는 Independent sample t-test를 실시하여 p < 0.05 수준에서 유의성을 검증하였다.

Results and Discussion

육성마 방목에 따른 혈액 성분 변화

혈액 분석 결과 중 적혈구 수(red blood cell, RBC), 평균적혈구헤모글로빈농도(mean corpuscular hemoglobin 

concentration, MCHC), 백혈구 수(white blood cell, WBC)를 Table 1에 나타내었다. 세가지 항목 모두 시험 기간 동안 처
리 간의 유의적인 차이가 나타나지는 않았다. RBC와 MCHC는 유산소 능력 향상과 관련이 있는 지표이나(Bailey and 

Davies, 1997; Hahn et al., 2001; Kim et al., 2013) 주로 고도의 차이가 큰 경우와 같이 환경적 영향의 차이가 큰 경우에 

주로 유의적인 차이를 보일 수 있는 것으로 사료된다. 본 연구에서의 방목 과 사사 사육 환경은 고도가 비슷하다는 

등의 이유로 유산소 능력에 유의미한 차이를 만들 수 있는 환경은 아니었던 것으로 사료된다. WBC의 경우 처리 간
의 유의적인 차이는 없었으나, 분석 시기에 따라 평균값이 방목 처리구가 컸다가 사사 처리구가 커지는 등, 변동되
는 경향을 보였는데 축사 내외부 기상 등의 환경에 따라 생리적인 반응이 달라졌기 때문으로 사료된다. 운동 시 생
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리적으로 필수적인 요소로 알려져 있는 칼슘 이온(calcium, Ca2+)의 경우(Kim and Lee, 2017; Berchtold et al., 2000) 처리 

간에 유의적인 차이는 대체로 없었으나 평균 값이 방목 처리구에서 대체로 낮은 경향을 보였다(Table 1). Ca2+은 운동
하는 과정에서 3단계의 주요 기작을 통해 근육의 수축과 이완을 조절하는 역할을 한다. 그중 3번째 기작에서 myosin

에 결합되는 것으로 알려져 있는데 지속적인 운동이 혈액 내 Ca2+ 소모에 영향을 준 것으로 사료된다(Berchtold et al., 

2000). 육성기에 뼈와 연골 등 신체 성장과 관련이 있다고 알려진 alkaline phosphatase가 방목 육성마에서 대체로 높
은 경향을 보였는데(Table 1) 이를 통해 방목 시 자연스러운 운동의 효과로 인해 뼈의 성장이 촉진될 수 있을 것으로 

사료된다(Henson et al., 1995; Lee et al., 2006; Cappai et al., 2018). Creatine kinase는 효소의 일종으로 creatine phosphate와 

adenosine diphosphate (ADP)를 adenosine triphosphate (ATP)로 전환하여 동물에게 에너지를 제공하기 위한 기작에 필
수적이다(Jackson et al., 1996). 따라서 동물의 운동과 관련이 있는데 방목 육성마에서 전체적으로 높은 경향을 보였
다(Table 1). 방목 시 더 많아지는 운동량이 영향을 미친 것으로 사료된다.

육성마 방목에 따른 장내 미생물 특성 변화

시험 종료 후 육성마들의 문 수준과 속 수준, 종수준에서의 장내 미생물 분석 결과를 Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3에 나타내
었다. 상대적 비율이 1%를 초과하는 미생물들만 표시했다. 분류되지 않은 미생물들은 et cetera로 표시하였고 이들
에 대해서도 향후 연구가 필요 할 것으로 사료된다.

문 수준에서 방목 및 사사 처리구의 Firmicutes 비율이 각각 63.7, 69.8%로 사사 처리구에서 상당히 높게 나타났다
(Fig. 1) (p < 0.05). 그 다음으로는 Bacteroidetes가 각각 15.5, 11.4%로 나타났고 방목 처리구에서 유의적으로 높게 나
타났다(Fig. 1) (p < 0.05). 방목 처리구의 육성마들의 장내에는 Bacteroidetes가 높은 비율을 차지하고 사사 처리구의 

육성마들의 장내에서는 Firmicutes가 높은 비율을 차지하는 것으로 나타났다.

Table 1. Blood components of growing horses during the experiment.
Item and treatment 3.30. 4.28. 6.1. 8.5. 11.16.
Red blood cell (10 × 12·L-1)

Grazing     9.6 ± 2.7     5.7 ± 1.0     5.9 ± 0.7     5.9 ± 0.6     9.8 ± 0.6
Stable     8.8 ± 0.4     5.7 ± 0.6     5.8 ± 0.7     5.6 ± 1.0   10.1 ± 1.2

Mean corpuscular hemoglobin concentration (g·dL-1)
Grazing   35.9 ± 0.9   58.5 ± 5.9   63.3 ± 7.0   59.7 ± 4.7   33.1 ± 0.6
Stable   35.3 ± 0.3   60.4 ± 4.8   60.7 ± 4.4   59.2 ± 6.1   34.3 ± 1.7

White blood cell (10 × 9·L-1)
Grazing   10.7 ± 2.7   42.2 ± 10.2   39.0 ± 7.9   39.3 ± 7.8     8.1 ± 2.8
Stable   12.6 ± 0.1   35.1 ± 7.3   36.8 ± 10.2   38.1 ± 11.3     9.6 ± 1.5

Calcium (Ca2+, mg·dL-1)
Grazing   11.2 ± 0.7   11.8 ± 0.2a   11.6 ± 0.6   10.6 ± 1.2   11.9 ± 0.6
Stable   11.1 ± 0.7   11.5 ± 0.2b   12.2 ± 0.4   11.2 ± 0.2   12.2 ± 0.3

Alkaline phosphatase (U·L-1)
Grazing 399.5 ± 50.6 401.3 ± 44.6a 390.0 ± 27.5a 320.8 ± 36.9 315.8 ± 66.8
Stable 381.0 ± 60.7 345.5 ± 40.4b 308.2 ± 23.0b 287.2 ± 38.5 295.2 ± 45.3

Creatine kinase (IU·L-1)
Grazing 315.7 ± 70.6 285.7 ± 23.6 369.2 ± 50.4 a 295.0 ± 70.9 368.7 ± 96.3
Stable 615.8 ± 217.8 323.5 ± 185.3 239.7 ± 18.6 b 247.2 ± 41.3 308.5 ± 57.1

Mean ± standard deviation.
a, b: Means in a row with different letters are significantly different (p < 0.05).
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Fig. 1. Taxonomic relative abundance of growing horses’ intestinal microbiota in phylum level after the 
experiment.

Fig. 2. Taxonomic relative abundance of growing horses’ intestinal microbiota in genus level after the 
experiment.

Fig. 3. Taxonomic relative abundance of growing horses’ intestinal microbiota in species level after the 
experiment.
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장내 미생물 중 Firmicutes와 Bacteroidetes는 사람과 동물에서 비만도를 측정하는 지표로 활용된다. 다수의 연구
에서 비만도가 높을수록 Firmicutes/Bacteroidetes의 비가 높아진다고 보고한 바가 있다(Morrison et al., 2018; Garber 

et al., 2020; Magne et al., 2020; Stojanov et al., 2020; Park et al., 2021). 본 연구에서의 Firmicutes/Bacteroidetes의 비가 방
목 및 사사 처리구에서 각각 약 4.2과 6.5로 나타나 육성기 말의 사사 사육이 말의 비만으로 이어질 수도 있는 것으
로 사료된다. 특히 Indiani 등은 어린이들에게서 소아비만도가 높을 경우 Firmicutes/Bacteroidetes비가 높게 나타난
다고 보고하였다(Indiani et al., 2018). 이를 통해 육성기 말 사육 방법이 말의 비만도에 더욱 크게 작용할 수 있을 것
으로 사료된다. 말은 경마, 승마 등 주로 운동능력이 요구되는 축종으로 이를 위해서는 근육 및 골격의 발달이 중
요하다. 하지만 비만도의 상승은 이러한 신체 능력 및 운동 능력을 저해할 수 있고 말의 경제성을 저하시킬 우려가 

있을 것으로 사료된다.

문 수준에서, 위 두 종류의 미생물 다음으로 높게 나타난 것은 Spirochaetes로, 비율이 각각 2.9, 2.9%로 나타났
다(Fig. 1). Spirochates는 말과 소에서 피부병(dermatitis)과 연관이 있는 미생물로 알려져 있다(Rashmir-Raven et al., 

2000). 그리고 속 수준에서 Spirochates treponema는 질병 역학조사의 지표로 활용될 수 있는 미생물로 알려져 있다
(Marčeková et al., 2021). 속 수준에서, S. treponema 역시 각각 약 2.9, 2.9%로 처리 간의 비율 차이는 없었다(Fig. 2). 

또한 두 처리구 모두 문 수준에서 Spirochates의 비율이 다소 낮은 편으로 나타나 육성기 말 사육 방법이 피부병 등
의 질병에 미치는 영향은 높지 않은 것으로 사료된다(Fig. 1).

문 수준에서 Fibrocacteres의 비율이 높지는 않았지만 사사 처리구에서 약 1.6%로 방목 처리구의 약 0.4%보다 유
의적으로 높게 나타났다(Fig. 1) (p < 0.05). Fibrocacteres 문 미생물은 주로 lignocellulic materials의 분해에 관여하는 

미생물들로 종 수준에서 Fibrobacter succinogenes도 방목 및 사사 처리구가 각각 0.4, 1.6%로 처리 간의 유의적인 차
이가 있는 것으로 나타났다(Daly et al., 2001; Ransom-Jones et al., 2012) (Fig. 3) (p < 0.05). 이것은 주로 생초를 먹어
야 하는 방목 생활과 건초를 섭취하는 사사 생활의 차이에서 기인했을 것으로 사료된다. 하지만 Zhu 등(2021)은 목
초(pasture grass), 사일리지(silage), 건초(hay)를 각각 급여한 말들의 장내 미생물 비율을 비교했을 때 문 수준에서 

Fibrocacteres의 비율이 처리 간에 유의적인 차이가 없다고 하여 본 연구와 다른 결과를 보고하였다. 또한 Firmicutes, 
Bacteroidetes, Spirochaetes 중 Spirochaetes만 차이가 나타나는 것으로 보고하였다(Zhu et al., 2021). 따라서 방목 및 

사사 육성마의 장내 미생물 차이는 사료의 종류보다는 적절한 운동 가능 여부 등 사육 환경이 다른 점에서 기인했
을 가능성도 있는 것으로 사료되어 추후 이를 확인하기 위한 연구가 필요할 것으로 사료된다.

속 수준에서 Clostridium이 방목 및 사사 처리구에서 각각 약 4.0, 13.8%로 사사 처리구에서 유의적으로 높게 나타
났고(Fig. 2) (p < 0.05), 종 수준에서 Clostridium butyricum이 방목 및 사사 처리구에서 각각 약 3.2, 13.1%로 사사 처
리구에서 유의적으로 높게 나타났다(Fig. 3) (p < 0.05). Clostridium butyricum은 자연에서 자주 발견되는 미생물로, 

일부 strain들은 사람과 동물에서 독성이 없고 probiotics로 사용되기도 한다. 하지만 일부 strain들은 병원성 미생물
로 작용하여 유아에게 botulism을 일으키는 원인이 되고 조산 된 신생아의 necrotizing enterocolitis를 일으키는 원인
이 되기도 하는 등 장 점막에 좋지 않은 영향을 준다(Cassir et al., 2016). 이렇게 특히 어린 동물의 장에 좋지 않은 영
향을 줄 수 있는 C. butyricum가 사사 처리구에서 높게 나타난 것은 축사 환경이 방목에 비해 어린 말의 장 건강에 

좋지 않게 작용할 수 있다는 것을 의미한다고 사료된다. 하지만 다양한 C. butyricum의 종류가 보고되고(Cassir et al., 

2016; Hwang et al., 2016) 그에 따른 특성이 다양한 점을 고려하여 이 부분에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 

사료된다.
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Conclusion
본 연구는 말에게 가장 중요한 시기라고 알려진 육성기에 방목시켰을 때 생리적 특성에 미치는 영향을 분석하
여 말 방목의 효과를 구명해 말 방목 사양 시스템 설정 등에 활용할 수 있도록 하기 위하여 수행되었다. 혈액 성분 

분석 결과 운동 및 골격 성장과 관련된 칼슘 이온, alkaline phosphatas 등의 항목들이 방목 사육 된 육성마들에서 사
사 육성마들에 비해 긍정적인 수치를 보여 방목이 말들에게 일정 수준 자연스러운 운동이 가능하도록 하는 것으
로 볼 수 있다고 사료된다. 장내 미생물 분석 내용 중, 문 수준에서 Firmicutes/Bacteroidetes의 비가 사사 처리구에서 

높은 것으로 나타났다. Firmicutes/Bacteroidetes의 비는 다수의 선행 연구에서 값이 높을수록 사람 및 동물의 비만도
가 높다고 보고된 바가 있어 방목이 육성마의 신체능력 관리에 도움을 줄 수 있을 것으로 사료된다. 또한 종 수준
에서 botulism과 necrotizing enterocolitis를 일으키는 병원성 미생물인 Clostridium butyricum 비율이 사사 처리구에서 

유의적으로 높게 나타났다. 이러한 결과들을 종합하여 볼 때 육성기에 말을 방목시킨다면 자연스러운 운동이 사
사되는 말들 보다 더 많이 이루어질 수 있고, 신체적, 생리적으로 강건성이 증진 될 수 있을 것으로 사료된다.
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