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ABSTRACT

This study was performed to investigate immune changes by comparing the proportion and function of immune cells in the blood 
under high-temperature period and convalescence temperature period in Holstein dairy cows. The experiment was conducted using 
Holstein dairy cows of five animals per group (60 ± 20 months old, 175 ± 78 non-day) from the National Institute of Animal Science 
at high-temperature period (THI: 76 ± 1.2) and convalescence temperature period (THI: 66 ± 1.3). Complete blood count results 
showed no change in the number of immune cells between groups. In the analysis using Flow Cytometry of PBMCs, no significant 
differences were observed among B cells, Helper T cells, cytotoxic T cells, and γδ T cells between groups. However, there was an 
increase in Th17 cells producing IL-17a, while Th1 cells decreased during the convalescence temperature period. The results of gene 
expression analysis using qRT-PCR in PBMCs revealed an increase in IL-10 during the convalescence temperature period, while a 
decrease in HSP70 and HSP90 was observed. In conclusion, the increased expression of IL-10 and the decrease in HSP expression 
suggest the possibility of a weak recovery from heat stress. However, the lack of observed changes in B cells, T cells, and other 
immune cells indicates incomplete recovery from heat stress during the convalescence temperature period.
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Ⅰ. 서론

해마다 지구 평년 기온 상승과 함께 우리나라의 고온 다습한 

환경의 지속 일수가 늘어나고 있다(Joo et al., 2009). 고온 다습

한 환경 노출에 의해 발생하는 고온 스트레스는 가축의 체중이나 

사료 섭취량 감소, 번식률 저하와 같은 주요 생산성 지표의 하락

을 유발한다(Das et al., 2016; St-Pierre et al., 2003). 특히 우리

나라 낙농가에서 대다수 사육하고 있는 착유우인 홀스타인종은 

고온 스트레스에 매우 취약한 품종으로 알려져 있다(Seath and 

Miller, 1947; Harris et al., 1960; Collier et al., 1981).
일반적으로 고온 스트레스로 dry matter intake (DMI) 감소와 

체내의 에너지 대사 변화는 유생산성 감소를 유도한다고 알려져 

있다(Collier et al., 2012; Chang-Fung-Martel et al., 2021). 
Wheelock et al. (2010)의 연구에서는 홀스타인종에 고온 스트레스 

발생 시 체내 인슐린 수준이 증가하여 지방 조직의 지질 이동이 

감소하고, 말초 조직의 포도당 사용이 증가하여 유생산량이 감소했음

을 보고한 바 있다.
고온 스트레스로 인한 홀스타인종 체내 대사생리 변화는 젖소
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의 면역반응 및 질병발생과 연관되어 있음이 보고되고 있다

(Fabris et al., 2019; Dahl et al., 2020). Molinari et al.(2023)은 

홀스타인종의 혈액에 lipopolysaccharide (LPS)를 주입 조건에서 

고온 스트레스를 받은 젖소의 혈액에서 전염증성 사이토카인의 

농도 증가가 더 높다는 것을 보고하였다. 또한 여름철 착유우에게 

자주 발생하는 질병인 유방염은 여름철에 고온 스트레스를 받은 

홀스타인종에서 더 많이 발생한다고 보고 된 바 있다(Vitali et 
al., 2020). 요컨대, 고온 스트레스를 받은 젖소 착유우는 비정상

적으로 염증 반응이 증가하거나 면역력 저하로 인한 감염성 질환

에 걸릴 위험이 높아진다는 것이 제시되고 있다. 하지만, 고온 스

트레스에 의한 젖소 면역 변화와 질병 발생의 상관관계에 대한 

연구는 매우 부족한 편이다. 
젖소 착유우 사양관리에 있어 고온 스트레스가 발생하는 여름

철 고온 환경에서의 관리뿐 아니라 가을철 고온 스트레스로부터 

젖소가 회복하는 시기에도 지속적인 관리가 필요하다는 것이 제

시되고 있다(Amadori and Spelta, 2021). 실제로, 고온 스트레스

가 감소하는 가을철에도 젖소의 유생산량이 즉각적으로 회복되지 

못하는 현상이 이탈리아와 유럽, 미국에서 보고된 바 있다

(Amadori and Spelta, 2021). 이는 고온 스트레스에 의해 발생한 

유생산량 감소 현상을 빠르게 회복하기 위해서는 고온 스트레스 

후 회복기 젖소 착유우의 영양사양 관리가 필요하다는 점을 의미

한다. 또한 고온 스트레스에 의해 변화된 젖소 면역 및 질병 관리

의 필요성도 제시되는 바이다. 하지만 기후 변화에 따른 젖소의 

면역력 변화, 특히 고온 스트레스 환경 노출 후 가을철 회복기 젖

소 체내 면역력 변화 양상에 대한 연구는 아직 미흡한 실정이다.
따라서 본 연구에서는 홀스타인종 젖소 착유우에서 여름철 고

온 스트레스 조건과 가을철 회복기 조건에서 혈액 내 면역세포의 

분포 및 기능을 비교하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 공시동물 및 급여방법

본 실험에 이용된 동물에 대한 실험 절차 및 동물실험은 동물보

호법과 국립축산과학원(NIAS) 동물 실험윤리위원회에서 검토 승

인한(승인번호 : NIAS-2019107) 동물실험 방법에 따라 진행되었

다. 홀스타인종 젖소 5두(60 ± 20 개월령, 175 ± 78 비유일)를 

선별하여 시험을 진행하였다. 급여하는 사료는 가축사양표준의 영

양소 요구량에 따라 조사료와 농후사료를 배합하여 total mixed 
ration (TMR)을 제조하여 Table 1에 따라 급여하였으며, 공시동물

은 자유채식이 가능하도록 하였다. 

Item Content
Ingredients

Corn gluten meal 8.40
Corn flakes 2.21
Beet pulp 4.20
Soybean meal 6.24
Molasses 1.04
Wheat bran 3.15
Limestone 0.10
Orchard grass straw 21.01
Annual ryegrass straw 27.29
Brewer’s grain residue 21.01
Rice wine residue 5.25
Sodium bicarbonate 0.01
Salt 0.09

Chemical composition
Dry matter  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. Ingredients and chemical composition of 

total mixed ration (%, DM)

2. 실험설계

고온 스트레스를 받은 시기를 정하기 위해 temperature humidity 
index (THI)를 이용하였다. THI 측정을 위해 우사에 설치한 온습도계

(testo 174H, Testo Korea Ltd., Republic of Korea)를 이용하였다. 
젖소가 고온 스트레스 영향을 받는 수준은 다음과 같은 THI 산출식

(NRC, 1971; Bohmanova et al., 2007)을 이용하였다.

THI=(1.8×온도+32)-[(0.55-0.0055×상대습도)×(1.8×온도-26)] 

고온기는 THI > 72가 넘는 8월 THI : 76±1.2)에 회복기는 9
월 말(THI : 66±1.3)에 샘플링을 진행하였다. 

3. 혈액 수집 및 면역세포 분리

혈액은 각 환경조건(고온기; THI : 76, 회복기; THI : 66)에서 

경정맥에서 채취하였으며, 채취 후 진공 밀봉 튜브(BD Vacutainer, 
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Becton Dickinson Co., Franklin Lakes, NJ, USA)인 K2 EDTA 
tube로 옮겨졌다. EDTA tube에 보관되어 있던 혈액을 즉시 실험실로 

운반하였다. 이후 EDTA에 담겨있던 혈액을 15 mL tube에 옮기

고 phosphate buffer saline (PBS)와 1:1 비율로 희석하였다. 
희석된 혈액의 절반에 해당하는 용량의 lymphoprep (STEMCELL 
Technologies lnc., Vancouver, BC, Canada)를 새로운 15 mL 
tube에 넣고, lymphoprep이 담겨져 있는 tube에 희석된 혈액을 

천천히 흘려보내어 층이 깨지지 않게 유지하였다(희석된 혈액 : 
위층, lymphoprep : 아래층). 다음으로 800 g의 속도로 25분 동안 

브레이크 없이 상온에서 원심분리를 진행한 후, 가운데 층의 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC)를 모아 PBS로 세척하

여 순수한 PBMC를 얻었다. 일부 PBMC는 Trizol에 현탁하여 

qRT-PCR를 위해 RNA 추출할 때까지 –80℃에서 보관되었다.

4. 일반혈액검사

EDTA tube로 옮겨진 혈액은 즉시 실험실로 운반되어 일반혈액검

사를 진행하였다. 일반혈액검사(CBC, complete blood count)는 

Vetscan® HM5 hematological analyzer (ABAXIS, CA, USA)기
기를 이용하여 측정되었다. 측정 변수로 white blood cell (WBC), 
lympocyte (LYM), neutrophil (NEU), monocyte (MON), 
eosinoophil (EOS), basophil (BAS)의 비율과 수를 확인하였다.

5. 홀스타인종 PBMC의 유세포 분석

고온기 및 회복기 조건에서 분리된 PBMC를 분석하기 위해 

유세포 분석법을 실시하였다. 유세포 분석기를 사용하기 전 염

색을 진행하였으며 세포 표면 염색은 4°C에서 20분 동안 4% 
파라포름알데히드로 고정되었고, 세포 내 염색은 4°C에서 

perm buffer로 고정되었다. 샘플은 anti-CD21:PE (Bio-Rad, 
MCA1424PE), anti-CD4:Alexa Flour 647 (Bio-Rad, MCA1653A647), 
anti-MHCII:FITC (Bio-Rad, MCA5656F), anti-WC1:FITC (Bio-Rad, 
MCA838F), anti-CD8:PE, anti-IFNγ:FITC, anti-IL-17a-Biotin

를 사용하여 염색되었다. 염색된 PBMC는 분석 전까지 상온 4°C
에서 보관되었다. 이후 면역세포 분석을 위해 유세포 분석기

(FACS Canto II; BD Bioscience, Heidelberg, Germany)를 이용

하였다. 면역세포 모집단 정량화를 위해 FlowJo 소프트웨어 

v10.7.1 (Tree Star Inc., OR, USA)을 사용하였다.

6. RNA 추출 및 qRT-PCR

RNA는 Trizol에 현탁되어 얼려진 PBMC 샘플을 사용하여 추

출하였다. Trizol에 있는 샘플을 상온에서 5분 동안 배양 후 200 
μL의 클로로포름을 넣었다. 이후 샘플을 강하게 흔들어 섞은 후 

3분간 상온에서 배양했다. 시료를 4℃에서 20분간 10,000 g의 속

도로 원심분리하고, 맑은 상층액을 이소프로필 알코올 500 μL가 

있는 1.5 mL tube에 옮긴 후 혼합하였다. 이후 상온에서 10분간 

배양하고 4°C에서 10분간 10,000 g의 속도로 원심분리한 후 상

층액을 제거하고 생성된 RNA 펠렛을 75% 에탄올로 세척 한 후 

DEPC water (Invitrogen, CA, USA)를 추가하여 보관하였다. 
cDNA는 AccuPower RT PreMix(Bioneer, Daejeon, Korea)를 

사용하여 합성하였다. qRT-PCR은 QuantStudio1 Real-Time 
PCR 시스템(Applied Biosystems, CA, USA)과 SologTM h-Taq 
DNA Polymerase (SolGent, Daejeon, Korea)를 사용하여 수행하

였다. 반응 조건은 10분간 50℃, 5분간 95℃, 15초간 95℃, 30초간 

60℃ (40 cycle)로 하여 진행 후 분석하였다. 증폭에 사용된 프라

이머는 Table 2에 나타내었다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 회복기 홀스타인종 젖소의 생산성 변화

고온 다습한 환경으로부터 유래한 고온 스트레스는 젖소의 여

러 가지 생체적 변화를 유발한다. 대표적으로 사료 섭취율과 함께 

호흡률, 음수율, 직장 온도, 반추위 내 pH 등은 고온 스트레스의 

Gene Forward primer Reverse primer
HSP70 AACATGAAGAGCGCCGTGGAGG GTTACACACCTGCTCCAGCTCC
HSP90 GGAGGATCACTTGGCTGTCA GGGATTAGCTCCTCGCAGTT
IL-1b TGACCTGAGGAGCATCCTTT AGAGGAGGTGGAGAGCCTTC
IL-2 ACCTCAAGCTCTCCAGGATG CTCTGGGGTTCAGGTTTTTG
IL-10 TGTTGACCCAGTCTCTGCTG AGCTTCTCCCCCAGTGAGTT
IL-17a TGAGTCTGGTGGCTCTTGTG GGTGGAGCGCTTGTGATAAT
TNF-α CGGTGGTGGGACTCGTATG CTGGTTGTCTTCCAGCTTCACA
IFNγ GATTCAAATTCCGGTGGATG AAATATTGCAGGCAGGAGGA

Table 2. Primer used for qRT-PCR gene expression analysis
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발생 여부를 판단하는 대표적인 지표로 사용되고 있다(Polsky 
and von Keyserlingk, 2017). 호흡은 체내 조직의 이산화탄소 제

거, 산소 흡입과 같은 기체 교환의 목적 외에도 호흡기 내부 수분

을 증발시켜 체온을 떨어뜨리는 역할을 한다. 고온 스트레스가 발

생했을 때 젖소는 체온을 떨어뜨리고자 땀을 더욱 흘리거나 호흡

수를 증가시키는데, 고온 다습한 환경에서는 체내 수분이 공기 중

으로 원활하게 증발하지 않는다. 동시에 호흡수 증가로 인한 체내 

수분 손실 증가에 따라 음수율도 증가한다(Atrian and Shahryar, 
2012). 또한, 직장 온도는 체내 열 균형 정도를 반영하며, 고온 

스트레스 발생 시 호흡률, 음수율과 함께 증가하는 대표적인 지표

로 알려져 있다(Park et al., 2019). Johnson et al. (1963)의 연구

에 따르면 직장 온도가 1℃ 변화했을 때마다 사료 섭취율과 생산

성이 감소했음을 밝힌 바 있다. 이와 반대로 반추위 pH는 감소하

게 되는데, 이는 반추위액 내 총 volatile fatty acid (VFA)의 농도

와 조성이 변화했기 때문이다(Yadav et al., 2013). 고온 스트레

스가 발생하는 환경조건을 나타내기 위해 THI를 이용한다

(Thom, 1959; Kibler, 1964; Yousef, 1985; Mader et al., 2006).

THI=(1.8×온도+32)-[(0.55-0.0055×상대습도)×(1.8×온도-26)]

일반적으로 THI 지수가 72 이상일 때부터 고온 환경이라고 정

의하는데, 본 연구에서 또한 이를 참고하여 고온 스트레스가 발생

한다고 알려진 THI 72 이상을 고온기로 가정하며 회복기 기준 

고온기와 회복기에서 동일한 젖소에서 각각 혈액을 샘플링하여 

실험을 진행하였다. 이는 고온기 고온 스트레스는 받게 된 젖소가 

가을철 고온 스트레스가 종료된 환경조건에서 면역적으로 어떠한 

변화가 관찰되는지 관찰하기 위함이다. 

2. 고온 스트레스 노출 후 회복기 홀스타인종 젖소의 혈액 내 

면역세포 농도의 변화

고온 스트레스로 인한 사료 섭취율 감소는 이전부터 젖소의 유

생산량 감소에 가장 큰 원인으로 작용한다고 알려져 있다(Rhoads 
et al., 2009). 최근 연구에 따르면 고온 스트레스에 의한 사료 섭

취 감소가 젖소 체내 대사의 변화를 유도하고 이에 대한 결과로 

유생산량 감소가 나타났다고 보고된 바 있다(Wheelock et al., 
2010). 사료 섭취는 대표적으로 젖소의 포도당 항상성에 영향을 

미치는데, 고온 스트레스를 받은 홀스타인종 젖소의 혈중 포도당, 
총 콜레스테롤 및 LDL 콜레스테롤, 단백질, 알부민 등의 농도가 

Fig. 1. The distribution of immune cells in the blood of Holstein dairy cows using CBC analysis. The number of immune

cells in the blood of Holstein cows during high temperature period (HTP) and convalescence temperature period

(CTP) n = 5 animals/group. Values were statistically analyzed by Welch’s t test. WBC, white blood cell; LYM, 

lymphocyte; NEU, neutrophil; EOS, eosinophil; MON, monocyte; BAS, basophil.
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감소하였음이 보고된 바 있다(Joo et al., 2021). Eom et al. 
(2022)에 따르면 고온 스트레스 하에 홀스타인종 수소의 혈액 내

에서 glucose 신생합성과 관련된 주요 전구체인 alanine이 증가했

음을 밝혔다. 위 연구에서는 반추동물의 사료 섭취량 감소에 따라 

부족해진 포도당을 보충하기 위해 alanine을 이용하여 포도당 신

생합성을 증가시킨 것이라고 제안한 바 있다. 더불어 고온 환경에

서 체온을 조절하기 위한 에너지 요구량이 증가하면서 우유 생산

과 같은 다량의 에너지를 필요로 하는 기능이 저하되었음이 사전

에 증명된 바 있다(Abeni et al., 2007; Park et al., 2013). 포도당

은 유선에서 유당 및 우유 지질의 글리세롤을 합성하기 위한 재

료로 사용되며 동시에 지질 합성을 위한 nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate (NADPH) 제공에 중요한 역할을 한다

(Bines and Hart, 1982; Zhao, 2014). 포도당이 유생산이 아닌 체

온 항상성 유지에 사용되면서 여름철에 발생하는 젖소의 유생산

량 저하 등 경제성 하락의 주요 원인으로 작용하게 된다(Abbas 
et al., 2020).

포도당 대사와 면역력 유지의 상관관계는 많은 선행 연구들을 

통해 입증 되어왔다. 면역세포의 활성화는 포도당 이용의 증가와 

관련이 있으며, 포도당 항상성 유지에 실패 시 면역세포의 기능이 

저하되고 이에 따라 염증이 발생할 수 있음이 제안된 바 있다

(Calder et al., 2007). 특히 비유기에는 건유기보다 우유 생산에 

더 많은 에너지를 사용하며, 염증 증가로 인한 불필요한 면역반응

의 활성화는 비유 작용에 사용되어야 할 에너지의 양이 부족해지

는 현상의 원인이 된다(Park et al., 2013; Kvidera et al., 2017).
THI가 높은 고온기와 이후 THI가 낮아지는 회복기에 홀스타

인종 젖소의 면역 변화 특성을 알아보기 위해 젖소 혈액을 수집 

후 일반혈액검사를 실시하였다(Fig. 1). 젖소의 백혈구(WBC) 수
준은 1.5 x 109–8 x 109 을 나타냈다. 이는 다른 연구에서 보고된 

수치와 유사하였다(Alvarez et al., 2013). 림프구(LYM)과 호중

구(NEU)는 혈액 내 면역세포(WBC)의 95% 이상을 차지하고 있

으며 림프구의 경우 감염 발생 시 가장 활발히 증식하는 면역세

포이다. 병원체의 침입과 항원 제시 세포의 자극으로 인해 림프구

가 활성화되면 여러 종류의 면역세포로 분화하게 되는데, 이를 통

해 사이토카인 혹은 케모카인 분비, 손상된 조직 및 세포의 파괴 

등 선천성 면역반응이 나타나게 된다(Schäffer and Barbul, 1998; 
Pearce et al., 2013). 호중구의 경우 혈액을 통해 체내를 순환하

는 면역세포 중 가장 많은 비율을 차지하고 있으며, 식세포 작용 

등을 통해 침입한 병원체에 가장 먼저 대항하는 세포로 알려져 

있다. 또한 다양한 종류의 전염증성 사이토카인을 분비하여 T 
cell 및 획득성 면역의 활성화를 유도한다(Wright et al., 2010; 
Amulic et al., 2012). 젖소의 경우 비유 개시로 인해 극심한 대사 

변화를 겪게 되는데, 이 과정에서 염증의 증가와 함께 유방염을 

발생한 젖소에서 호중구의 증가가 관찰되곤 한다. 호산구와 호염

기구는 알러지성 염증 반응과 연관되어 있는 백혈구로서 기생충

이나 알러지 유발 물질에 1차적으로 대응하는 면역세포로 알려져 

있다. 이와 함께 사이토카인이나 케모카인, 히스타민을 분비함으

로써 T cell에서 2형 T cell로의 분화를 촉진한다고 알려져 있다

(Fulkerson and Rothenberg, 2013; Nadif et al., 2013). 단핵구는 

골수에서 유래하여 혈액을 순환하다 병원체 침입 시 식세포 작용

을 하는 세포군으로써, 수지상세포나 대식세포로 분화한다는 특

징을 가진다. 이들은 림프구에 항원을 제시함으로써 후천성 면역

의 개시자 역할을 하며, 전염증과 항염증의 기능 둘 다 가지고 있

어 광범위한 면역 기능을 수행한다(Jakubzick et al., 2017). 본 연

구에서는 일반혈액 검사를 통해 혈액 내 주요 면역세포는 고온기

와 회복기에 비교 관찰하였다. 하지만, 백혈구와 마찬가지로 림프

구와 호중구, 호산구, 호염기구, 단핵구에서 유의미한 차이는 관

찰되지 않았다.
비록 착유우는 아니지만 고온 스트레스를 받은 홀스타인종 비

육우의 혈액 내 polymorphonuclear cell을 유세포 분석 기법으로 

살펴본 결과 호중구의 주요 마커인 CH138A를 발현하는 호중구

의 수가 감소하는 경향을 보였음을 밝혔다. 더불어 호중구의 단백

질 myeloperoxidase (MPO)의 농도가 고온 스트레스 발생 조건

에서 유의적으로 감소한 것으로 나타났다(Park et al., 2021). 
MPO는 호중구의 산화적 기능을 수행하는 기초적인 효소로서, 
호중구가 병원체를 제거하고 염증이 발생한 조직의 손상을 촉진

하는 가장 중요한 요소라고 할 수 있다(Kettle and Winterbourn, 
1997). 요컨대 고온 스트레스 발생 시 혈액 내 호중구의 수 감소 

및 MPO 농도의 감소가 일어나 전반적인 면역력의 저하 현상이 

일어남을 알 수 있다.

3. 고온기와 회복기의 PBMC 내 면역세포 변화

동물의 면역학적 특성을 이해하기 위한 방법으로 유세포 분석

은 면역학 분야에서 매우 유용한 방법이다. 그러나 경제 동물을 

대상으로 면역학적 반응을 평가하기 위한 위해 유세포 분석을 진

행한 연구는 매우 적다. 본 연구에서는 유세포 분석을 이용하여 

고온 스트레스에 노출 시 회복기에 홀스타인종 젖소의 혈액 내 

주요 면역세포의 분포를 분석하였다. 먼저, 적응면역을 담당하는 

주요 면역세포인 T cell과 B cell의 분포를 확인하였다. T cell은 

세포의 기능에 따라 보조 T 세포(helper T cell), 세포독성 T 세포

(cytotoxic T cell), 감마델타 T 세포(γδ T cell)로 나뉘게 된다. 
Helper T cell은 적응면역에 가장 중요한 면역세포이며 여러가지 

하위집합을 가지고 있다. 특히 B cell을 활성화시켜 항체를 분비

하게 만들거나 다른 면역세포를 활성화시켜 병원체에 대해 보호

하는데 도움을 주고 cytotoxic T cell을 활성화하여 표적세포를 

제거한다. Cytotoxic T cell은 주로 바이러스 또는 병원체에 감염
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된 세포를 직접적으로 세포와 접촉하여 제거하는 역할을 한다. γ
δ T cell은 초기 면역반응을 담당하며 선천 면역세포와 유사한 기

능을 수행한다. 
본 연구에서는 혈액 내 주요 면역세포 분포를 확인하기 위하여 

B cell의 경우 CD21과 MHCII의 발현을, helper T cell은 CD4, 
cytotoxic T cell은 CD8, γδ T cell은 WC1을 발현하는 세포를 

확인하여 각 세포의 비율을 분석하였다. 본 연구에서 고온기와 회

복기 간 B cell, helper T cell, cytotoxic T cell, γδ T cell 분포에

는 유의적인 차이가 나타나지 않았다(Fig. 2a). B cell은 항체를 

생성할 뿐 아니라 항원제시세포로서 체내 감염 확산 방지에 중요

한 역할을 하며, 다른 연구에서는 고온 스트레스에 노출된 동물이 

B cell의 분화 및 증식에 문제를 일으킨다고 보고된 바 있다

(Hirakawa et al., 2020). 또 다른 연구에서는 홀스타인종 비육우

에서 적온기 환경과 고온기 환경에서 면역세포를 비교한 결과 B 
cell에서 유의적인 감소가 나타났음을 보여주었다(Park et al., 
2021). 그러므로 비록 본 연구에서 홀스타인종 젖소의 적온기 정

상범위의 B cell의 수준이 비교되지 못했으나, 회복기에 B cell이 

고온기와 유사하게 유지되었다는 것은 고온 스트레스에 의해 저

하된 B cell이 회복기에도 회복되지 못했을 가능성이 있음을 시

사한다. 
추가적으로 T cell의 면역학적 기능을 담당하는 사이토카인의 

발현을 확인하기 위하여 IL-17a와 IFNγ의 발현을 확인하였다. 
CD4+ cell에서 IL-17a을 발현하는 세포를 Th17 cell, IFNγ를 발

현하는 세포를 Th1 cell, CD8+ cell에서 IFNγ를 발현하는 

cytotoxic T cell을 확인하였다. 연구 결과, Th17 cell은 고온기에 

비하여 회복기에 유의적으로 증가하였으며, 반대로 Th1 cell은 

고온기에 비해 회복기에서 유의적으로 감소하였다(Fig. 2b). 
Th17 cell은 여러 가지 감염 및 세포외 세균 감염에 대해 방어 

체계를 제공한다. Th17 cell은 염증성 면역을 매개한다고 잘 알려 

있지만 반대로 IL-1β의 생산과 독립적으로 생산될 경우 항염증 

사이토카인인 IL-10의 매개 기능을 수행할 수 있기 때문에 면역

반응에서 이중적인 역할을 수행한다고 할 수 있다(Noster et al., 

Fig. 2. Proportion of lymphocyte typein peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from Holstein dairy cow during high

temperature period (HTP) and convalescence temperature period (CTP). Lymphocytes of PBMC were analyzed 

using flow cytometry. Graph indicates percentage of (a) B cell (MHCII+, CD21+), Helper T cell (CD4+), Cytotoxic

T cell (CD8+), γδ T cell (WC1+) in PBMC of Holstein dairy cows. The percentages of (b) IFNγand  IL-17a production

from CD4+ T cell and IFNγ production from CD8+ T cell are shown. n = 5 animals/group. Values were statistically

analyzed by Welch’s t test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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2015). 그러므로 고온기에 Th17 cell의 감소는 젖소의 전반적인 

면역반응을 떨어뜨리는 원인 중 하나가 될 수 있으며, 이는 고온 

스트레스 종료 후 즉, 회복기에 어느 정도 수준으로 회복되는 것

으로 보인다. Th1 cell은 세포 내 병원체에 대한 숙주 방어에 중

요한 역할을 하는 세포이나 한편으로 염증성 반응에 중요한 역할

을 하여 다양한 염증성 질환 방생에서 중요한 역할을 하는 세포

이다. 본 연구의 결과에서 고온기에 비하여 회복기에 Th1 cell이 

유의적으로 감소하는 결과를 보여주었지만, 다른 논문들에서는 

고온 스트레스에 노출된 젖소에서 Th1 cell이 감소한다고 보고된 

바 있다(Welsh et al., 2005; Lacetera et al., 2006).

4. 혈액 내 면역세포의 유전자 발현 비교

홀스타인종 젖소가 고온 스트레스에 대해 어떠한 반응을 보이

는지 PBMC에서 qRT-PCR을 통해 유전자 발현을 확인하였다. 
열 충격 단백질(HSP)은 고온 스트레스 내성에 대해 중요한 바이

오마커로 알려져 있다. 홀스타인종 젖소는 고온 스트레스 환경에

서 HSP70, HSP90의 발현이 회복기보다 유의적으로 높게

(p<0.05) 나타났다. 이는 고온 스트레스에 의해 면역세포가 다양

한 영향을 받게됨을 시사하며, 이는 고온기가 종료되는 회복기 시

기에 일정 수준으로 회복되는 것으로 보인다. 다음으로 면역세포 

내에서 고온 스트레스에 의해 다양한 사이토카인의 발현이 어떻

게 변화하였는지 확인하기 위해 염증성 사이토카인인 IL-1β, 
IL-2, IL-17a, IFNγ, TNF-α과 대표적 항염증성 사이토카인인 

IL-10을 확인하였다(Fig. 3).
TNF-α는 염증 발생 시 대식세포, 단핵구에 의해 주로 생성되

는 염증성 사이토카인으로 세포 내 신호를 담당하여 세포 자멸 

또는 괴사를 유발하며 지질 대사 조절 및 기능에 중요한 영향을 

미치는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서 TNF-α는 고온기보다 

회복기에 낮아지는 경향을 보였지만, 유의적인 차이는 발생하지 

않았다. IFNγ는 바이러스를 억제하는 중요한 사이토카인으로 많

은 역할을 수행하지만, 주로 대식세포의 활성화를 유발하여 식세

포작용을 증가시키며 박테리아 및 곰팡이의 세포 내 자살을 유도

한다. 특히 염증이 발생하였을 때, IFNγ의 높은 농도는 부정적인 

반응을 유발하여 과도한 염증 반응을 나타낼 수 있다. IL-1β는 다

양한 기능을 수행하며 염증성 사이토카인 중 하나이다. IL-1β는 

염증 반응의 주요 매개인자이며, CD8+ T cell에 반응하여 분화

Fig. 3. Changes in the mRNA expression of PBMCs of Holstein dairy cows during high temperature period (HTP) and 

convalescence temperature period (CTP). Gene expression of cytokines (TNF-α, IFNγ, IL-1b, IL-2, IL-10, and 

IL-17a) and Heat shock protein (HSP70 and HSP90) in PBMCs was normalized using the method by quantitative 

Real-Time PCR. Data are represented as means ± standard deviation (SD);  n = 4, HTP; n = 5, CTP. Values 

were statistically analyzed by Welch’s t test. **p<0.01, *p<0.05.
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를 촉진시키지만 만성 질환과 급성 조직 손상이 발생할 시 과한 

발현은 손상을 악화시킨다. IL-2는 CD4+, CD8+ T cell에 의해 

분비되는 염증성 사이토카인으로 면역조절에 기여하며, 면역세포

의 성장과 발달을 촉진한다. 하지만 본 연구의 결과에서는 IFNγ, 
IL-1β, IL-2의 발현이 고온기와 회복기 사이에서 유의미한 차이

가 발생하지 않았다. IL-17a는 주로 Th17에서 생산되는 사이토

카인이며, 호중구 및 대식세포를 활성화시켜 박테리아와 곰팡이

에 대한 숙주 방어에 중요한 역할을 하는 염증성 사이토카인이다. 
앞서 유세포 분석에서 나타난 회복기의 IL-17a+ CD4+ T 세포의 

증가와는 다르게 PBMC내 IL-17a의 발현은 유의적으로 차이가 

발생하지 않았다. 
IL-10은 항염증성 사이토카인으로 면역조절에 중요한 역할을 

하며, IL-12와 같은 염증성 사이토카인을 생산을 방지하여 숙주

의 손상을 방지하고 정상적인 조직 항상성을 유지하는 데 중요한 

역할을 한다. 또한 IL-10은 자가면역반응과 알레르기에서 유도되

는 비정상적 면역반응을 억제할 수 있다. 연구 결과에서 나타난 

회복기에서의 IL-10 발현의 증가는 고온기에 증가하였던 염증성 

반응을 억제하며 소의 항염증 반응을 증가시켜 고온 스트레스로

부터 면역이 개선되고 있음을 나타내는 대표적인 결과라고 할 수 

있다. 
본 연구 결과에서 IL-10과 같은 항염증성 사이토카인의 증가

를 통해 일부 면역반응은 회복됨을 보여주었지만, 고온 스트레스

를 받은 후 변화할 것이라고 예상되는 다른 면역세포(B cell, 
helper T cell, cytotoxic T cell)에서는 유의적인 변화가 나타나지 

않았다. 이는 고온 스트레스 후 회복기에 홀스타인종 젖소가 면역

적으로 완벽하게 회복되지 못했을 가능성을 제시한다. 본 연구에

서는 정상 수준의 젖소 면역세포 분포에 대한 결과가 부재하여 

적온기, 고온기, 회복기의 연결성 있는 비교분석이 부족하다는 한

계가 있다. 또한 적온기, 고온기, 회복기에 나타나는 젖소의 생리

대사와 유생산량, 고온 스트레스 바이오마커 등에 대한 분석이 함

께 이루어진다면 좀 더 명확한 회복기 대사 및 면역반응에 대한 

결과를 도출할 수 있을 것으로 사료된다. 

Ⅳ. 요  약

본 연구는 고온 스트레스에 노출된 홀스타인종 젖소와 이후 회

복 기간을 가진 홀스타인종 젖소의 혈액을 분석하여 면역세포의 

분포와 기능을 확인하여 고온 스트레스에 대한 시간에 따른 면역 

변화를 규명하고자 하였다. 실험은 HTP(THI: 76 ± 1.2)와 CTP
(THI: 66 ± 1.3)의 국립축산과학원 낙농과에서 사육중인 홀스타

인종 젖소를 그룹당 5마리를 사용하여 수행되었다. EDTA tube
를 사용하여 혈액을 샘플링하여 CBC 분석과 PBMC를 분리되었

다. 분리된 PBMC는 유세포 분석을 실시하였다. CBC 결과는 그

룹 간 면역세포 수에 변화가 없었다. PBMC의 Flow Cytometry
를 사용한 분석에서는 그룹 간 B cell, Helper T cell, cytotoxic 
T cell, γδ T cell 간에 유의한 차이가 관찰되지 않았다. 그러나 

IL-17a를 생산하는 Th17 cell의 증가가 있었던 반면, CTP 중 

Th1 cell은 감소하였다. CTP에서 IL-10의 발현 증가와 HSP70과 

HSP90의 발현 감소가 관찰되었다. 결론적으로, IL-10의 발현 증

가와 HSP 발현의 감소는 고온 스트레스로부터 약한 회복의 가능

성을 시사한다. 그러나 B cell, T cell 및 기타 면역세포의 관찰된 

변화가 없다는 것은 CTP 중 고온 스트레스로부터 불완전하게 회

복되었음을 나타낸다. 본 연구에서는 적온기 정상수준의 젖소 면

역세포 분포에 대한 결과가 부재하여 적온기, 고온기, 회복기의 

연결성 있는 비교분석이 부족하다는 한계가 있으며 젖소의 생리

대사와 유생산량, 고온 스트레스 바이오마커 등에 대한 분석이 함

께 이루어진다면 좀 더 명확한 회복기 대사 및 면역반응에 대한 

결과 도출이 가능할 것으로 생각된다.
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