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ABSTRACT
Studies have shown that consumers prioritize meat color, an easily evaluated trait, when selecting meat products. However, meat 
color traits are only observable post-slaughter, making them difficult to target for selective breeding. Therefore, this study aimed 
to identify potential candidate genes associated with pork meat color traits by conducting a transcriptome analysis on carcasses, 
measuring L*, a*, and b* values of meat color, and extracting differentially expressed genes (DEGs). Notably, previously reported 
candidate genes associated with meat color were not identified in this study, but the Gene Ontology (GO) analysis provided insights 
into functional information potentially linked to meat color. The limitations in detecting direct candidate genes for meat color 
may be attributed to challenges in meat sampling and the constraints of blood sample collection. This study suggests the need 
for comparative research between meat and blood, as similar functional genes could be identified in blood, and correlations with 
postmortem processes, such as rigor mortis, could be confirmed in future meat color studies.
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INTRODUCTION
한국은 급격한 산업의 고도화 시기를 겪으며 돼지 품종 개량 기술과 사육기술 등이 발달하면서 양돈산업의 양적성장을 이룩해왔다. 

하지만 최근의 소비자들은 식육의 가격도 중요하지만 고품질, 친환경, 안전한 먹거리에 대한 관심이 증가하면서 품질 특성에 대한 다
원화 성향이 강해지고 있는 실정이다(Kang et al., 2024). 이러한 특성을 따라 양돈산업도 육질 특성을 부각하거나 브랜드를 생성하고 차
별화된 수입육류와 경쟁하기 위한 다양한 품질 기준을 개발하고 있다.

소비자의 식육 선택에 있어서 가격을 제외한 나머지 판단 기준은 육안으로 판단 가능한 육색과 지방 분포가 가장 주요한 선택 결정
의 요인이 된다. 이는 많은 연구에서도 소비자의 관점에서 식육의 품질을 판단하는 기준이 되며 선호도의 가장 큰 요인으로 선정하고 

있다(Cardona et al., 2023; Mancini, 2013). 선호하는 육색은 개인과 그룹, 국가마다 다른 경향성이 있지만 대부분 진한 붉은색, 밝은 붉은
색 돼지고기가 선호되었고, 이후 마블링을 함께 고려 요소로 선택하고 있다(Simunović et al., 2024). 한국에서도 같은 선호도를 나타내
어 밝고 붉은 색을 선호하고 지방이 고르게 분포되어 있는 식육을 선호하는 내용이 보고되었다(Ko et al., 2023). 이러한 육색에 대한 선
호도는 보통 신선도를 평가하는 기준으로, 고른 지방의 분포는 부드러운 식감과 육즙을 기대하는 척도로 활용되는 내용들이 보고되고 

있다.
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가축개량에 있어서 소비자의 선호동향은 필수적으로 파악해서 소비자의 요구에 대한 시장의 공급이 필요하기 때문에 소비자 선
호도가 높은 육색에 대한 개량은 빠른 적용이 필요하다. 개체의 빠른 개량을 위해서 기능후보유전자를 탐색할 때는 마커도움선발
에 활용할 목적으로 유전자 마커 발굴 연구를 수행해 왔지만 최근에는 유전체 정보를 이용한 선발도 가능하기 때문에 마커의 발굴
이 없이도 빠른 개량이 가능하다(Miar et al., 2015). 하지만 유전체 선발을 적용하는 과정에도 유전자 마커 발굴이 병행이되고, 해당 

유전자의 표현형 영향력의 비율이 산출된다면 유전체 선발의 가중치를 제공하는 방법으로 빠른 개량 및 생산이 가능할 수 있다.

전사체 분석은 유전체 전체의 기능 유전자 중에서 표현형의 차이에 영향을 줄 수 있는 유전자 발현의 양상을 확인하여 표현형 차
이에 기인하는 원인유전자를 발굴하는데 보다 빠르게 접근할 수 있는 장점을 가지고 있다(Sarup et al., 2011). 물론 차등 발현 유전자
들이 모두 타겟한 형질의 표현형 변화에 관여하는 정보는 아닐 수 있지만 적은 샘플 그룹의 차이로 유전자 발현의 차이를 확인하는 

것은 통계분석을 위해 많은 샘플을 수집하여 연관성 분석을 하는 방법 보다는 효율적일 수 있다. 이 후 후보리스트를 줄여 놓은 상
태에서 유전체 변이에 대한 연관성 정보를 매칭한다면 보다 빠르고 효율적으로 후보유전자를 발굴할 수 있는 방법이 될 수 있다.

따라서 본 연구에서는 한국 소비자들의 식육 선택의 1번 기준이 되는 육색에 대한 유전자를 찾고 이를 유전체 선발에 활용할 수 

있는 후보변이로 활용할 수 있는 양적형질 연관 단일염기다형(Quantitative Trait Nucleotide; QTN)을 발굴하고자 본 연구를 수행하였
다.

MATERIALS AND METHODS

공시동물 및 RNA 추출
돼지의 육색 형질에 대한 전사체 분석을 위해 다비육종 종돈회사에서 도축된 샘플의 혈액을 제공받아 RNA 추출에 활용했다. 

RNA 추출은 QIAzol® Lysis Reagent와 RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Germany)를 이용해서 제조사의 매뉴얼을 참고하여 추출에 활용
했다.

육색 측정
분석에 사용할 돼지고기 시료는 돼지 등심에서 채취된 고기를 도축 후 냉장 상태에서 최소 24시간 계류 후 측정에 사용했다. 돼지
고기 육색 측정을 위해 휴대용 색차계 CR-400를 사용해서 시료를 실온에서 30분간 방치한 적정 온도의 고기 표면을 매끄럽고 이물
질이 없도록 준비했다. 색차계는 돼지고기 시료 표면에 수직으로 대고 각 시료당 L, a, b 값을 각 3회 측정하여 평균값을 기록했으며 

측정 위치는 시료의 중간 부분에서 측정하고, 지방과 근육이 가급적 혼합되지 않은 위치를 기록했다. 측정된 육색 정보는 L, a, b 값
의 차이에 따라 그룹을 설정하였고, 그룹 설정 정보는 Table 1에 제시 되어있다.

RNA Sequencing 및 DEG Profiling
추출된 Total RNA 농도는 Quant-IT RiboGreen(Invitrogen, #R11490)을 사용하여 측정되었다. Total RNA의 품질을 평가하기 위해 샘
플은 TapeStation RNA screentape(Agilent, #5067-5576)에서 분석되었고 RNA Library 구성을 위해 RIN (RNA Integrity Number) 값이 7.0 

이상인 고품질의 RNA가 사용되었다.

각 샘플에 대해 1μg의 Total RNA로 독립적인 라이브러리가 준비하기위해 Illumina TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit(Illumina, 

Inc., San Diego, CA, USA, #20020595)를 사용했다. 실험과정의 첫 번째 단계는 poly‐T가 부착된 자성 비드를 사용하여 poly‐A가 

포함된 mRNA 분자를 정제해 2가 양이온과 높은 온도 하에서 작은 조각으로 분해되었다. 절단된 RNA 조각은 SuperScript II 역전사
효소(Invitrogen, #18064014)와 랜덤 프라이머를 사용하여 첫 번째 가닥의 cDNA로 복사한 후, DNA Polymerase I, RNase H 및 dUTP를 

사용하여 두 번째 가닥의 cDNA 합성을 수행하였다. 이러한 cDNA 조각들은 말단 복구 과정, 단일 'A' 염기 추가, 그리고 어댑터 연결 

과정을 거쳐 최종 cDNA 라이브러리를 생성하기 위해 PCR로 증폭했다.
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준비된 라이브러리는 KAPA Library Quantification 키트를 사용하여 Illumina 시퀀싱 플랫폼에 대해 qPCR 정량 프로토콜 가이드
(KAPA BIOSYSTEMS, #KK4854)에 따라 정량하였고, TapeStation D1000 ScreenTape(Agilent Technologies, #5067-5582)를 사용하여 품
질을 검증했다. 인덱싱된 라이브러리는 Illumina NovaSeq(Illumina, Inc., San Diego, CA, USA)로 Paired end (2×100 bp) 시퀀싱 방법으
로 read를 확보했다.

Data Processing and Analysis
확보된 paired-end read는 분석을 시작하기 전에 Trimmomatic v0.38을 사용하여 어댑터 서열을 제거하고 품질이 낮은 염기들을 제
거했고 정리된 read는 HISAT v2.1.0을 사용하여 Sus scrofa(Sscrofa11.1) 참조서열에 alignment를 수행하였다(Kim et al., 2015). 참조 유
전체 서열과 유전자 주석 데이터는 각각 NCBI Genome assembly와 NCBI RefSeq 데이터베이스에서 다운로드되었다. 정렬된 데이
터(SAM 파일 형식)는 SAMtools v1.9를 사용하여 정렬 및 색인화 후, StringTie v2.1.3b (Pertea et al., 2016, 2015)를 사용하여 전사체를 

mapping하고 FPKM(Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads) 및 TPM(Transcripts Per Million)으로 전사체 수준을 

정량화 했다.

Differential Gene Expression Analysis
차등 유전자 발현 유전자(DEG)에 대한 통계 분석은 DESeq2 v1.38.3을 사용하여 수행되었다 (Love et al., 2014). QC 단계에서는 모
든 샘플에서 0이 아닌 카운트를 가진 유전자들을 선택하고 샘플 간 발현 유사성을 확인하기 위해 PCA(주성분 분석)를 확인했다. 필
터링된 데이터 세트는 샘플 간 라이브러리 크기의 차이를 보정하기 위해 RLE Normalization (Relative Log Expression)을 수행하였
다. 차등 발현 유전자의 통계적 유의성은 DESeq2 nbinom WaldTest로 확인하고, Fold change와 p-value는 WaldTest 결과로 확인하였다
(Love et al., 2014). 모든 p-value는 false discovery rate(FDR)를 제어하기 위해 Benjamini-Hochberg 알고리즘으로 보정했다. 유의미한 

유전자 목록은 |fold change|≥2 및 raw p-value < 0.05의 기준으로 필터링되었고, Gene enrichment와 기능 주석 분석은 gProfiler를 사용
하여 GO(Gene Ontology) 데이터베이스를 대상으로 수행되었다 (Raudvere et al., 2019). gProfiler 결과에서 보고된 조정된 p-value는 단
측 hypergeometric test에서 파생했고 Benjamini-Hochberg 방법으로 보정되었다. 차등 발현 유전자에 대한 모든 데이터 분석 및 시각화
는 R 4.2.2(www.r-project.org)를 사용하여 수행되었다.

RESULTS

수집된 돈육샘플의 육색분포
수집된 샘플에 대한 색차계(CIE) 측정 결과, 각 그룹 간의 L*, a*, b* 값에서 유의미한 차이가 확인되었다(Table 1, Figure 1). G1/

G2 그룹의 L* 값은 최소 39.89에서 최대 52.96으로 나타났으며, 그룹 간 평균 차이는 약 9로 확인되었다. G3/G4 그룹의 a* 값은 최소 

15.26에서 최대 20.95로, 그룹 간 평균 차이는 3.85로 나타났고, G5/G6 b* 값은 최소 4.37에서 최대 10.21로 확인되었으며, 평균 차이
는 3.18로 확인되었다. 각 그룹의 차이에 대한 T검정 결과, 모두 유의미한 차이가 있는 것으로 확인되었으며, 이를 바탕으로 그룹 간 

유전자 발현 차이를 분석했다.

생산된 전사체 sequencing read의 QC
생산된 raw read count는 11개 샘플 간의 정량 비교분석을 용이하게 하기 위해 Logarithm 변환 및 rlog(Regularized Logarithm) 변환을 

통해 데이터의 분산을 안정화 했다(Supp. Figure 1). 각 샘플에 대한 rlog 변환 값을 이용하여 샘플 간의 유사성 정도를 피어슨 상관계
수로 분석한 결과 평균 0.98~1의 유사성을 확인하였다. 데이터 정규화를 통해 총 28,232개 유전자의 발현 정보를 획득하였고, 이 중
에서 read count가 0으로 확인되는 14,210개의 유전자 발현정보는 제거하고 총 14,022개 유전자 발현 정보를 획득하였다(Figure 2B). 
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획득한 유전자 발현정보는 PCA 분석을 통해 샘플간 발현 정보의 차이를 도식화 했고, 그 결과 그룹 간의 뚜렷한 차이 또는 outlier는 

확인되지 않았다(Figure 2A).

육색에 대한 차등발현 유전자(DEG) 분석
14,022개 차등발현 유전자 중에서 발현 값을 FC(Fold Change)로 변환하여 up-, down- 발현 유전자들을 비교한 결과 G1/G2(L*)의 

비교에서는 95/53(up-, down-)개, G3/G4(a*) 비교에서는 468/195개, G5/G6(b*) 비교에서는 89/64개가 각각 확인되었다. 확인된 차등
발현 유전자 중에서 p-value (0.05)를 충족하는 유전자들을 다시 필터링을 했을 때는 G1/G2는 66/32개, G3/G4는 429/158개, G5/G6

는 42/42개로 최종 확인되는 것을 알 수 있었다(Figure 3A). 그룹비교에서는 G3/G4가 가장 많은 차등 발현유전자를 검출할 수 있어
서 redness(a*)에 영향을 주는 유전자 발견의 가능성이 높은 것을 확인하였다. 차등발현 유전자들을 이용해서 각 그룹 비교 군별로 

volcano plot을 작성한 결과 Figure 3의 B~D와 같이 발현되는 유전자를 확인할 수 있었다.

각 비교군에 대해서 유전자의 샘플, 유전자별 two-way hierarchical clustering에 대한 heatmap과 계통수 분석에 대해서도 각 그룹이 

구분되며 다른 유전자발현 패턴이 나타나는 것을 확인할 수 있었다(Figure 4). 특히, redness 형질과 관련된 G3/G4의 그룹비교에서 

5603, 5709 샘플은 같은 G3 그룹 중에서도 뚜렷히 다른 유전자 발현 패턴이 관찰되는데 이 두샘플은 G3 그룹 중에서 a* 값이 가장 낮
은 두 개체의 샘플인 것으로 확인된다(Figure 4B).

상위 20개의 significant DEG를 확인했을 때, L*, b*에 대해서는 각각 기능이 알려지지 않은 유전자 및 long noncoding RNA(lncRNA), 

pseudogene 들이 확인되는 것을 알 수 있었고, 차등발현 유전자가 가장 많이 검출된 a*에 대해서는 LOC102160213을 제외한 비교적 

기능이 알려진 protein_coding gene 들이 확인되었다(Table 2).

차등발현 유전자의 GO enrichment 분석
확보된 차등발현 유전자에 대해서 기능 정보를 확인하기 위해 GO (Gene Ontology) enrichment 분석을 수행하였다. 그 결과 

Biological Process, Molecular Function에 대해서는 상위 10가지 기능을 확인할 수 있었고, Cellular Component에 대해서는 4개의 기능 

정보를 확인할 수 있었다(Figure 5). GO enrichment 분석에서 L* 값을 측정한 G1/G2 그룹비교에 대해서는 기능정보들을 확인할 수 없
었고, 주로 a*값의 G3/G4 그룹비교에서 유의미한 정보를 확인할 수 있었다. b*값을 측정한 G5/G6 그룹비교의 기능정보는 다른 그룹
의 기능정보와는 관련이 없는 cardiac ventricle development, cardiac chamber morphogenesis의 두가지 기능 정보만 확인이 되었다.

DISCUSSION
이전의 연구들에서 육색과 연관성이 보고된 유전자는 MB(Myoglobin), CAST(Calpastatin), SLC40A1(Solute Carrier Family 40 

Member1), COX(Cytochrome c oxidase), PRKAG3(Protein Kinase, AMP-Activated, Gamma 3 Non-Catalytic Subunit), ACTA1(Actin Alpha 

1, Skeletal Muscle), FATP(Fatty Acid Transport Protein), SOD1 (Superoxide Dismutase 1) 등이 보고되어 왔지만 사례가 한정적이다(Harris 

et al., 2001; Lim et al., 2016; Mancini and Hunt, 2005). 이 중에서 MB, CAST, SLC40A1, COX의 유전자는 주로 식육의 보존과정에서 

미오글로빈의 산화 환원 또는 단백질 분해, 철분 대사에 영향을 주어 장기 보존에 영향을 줄 수 있는 유전자로 보고되어 있다. 반면 

PRKAG3, ACTA1, FATP, SOD1 유전자 등은 근육내 에너지 대사 및 근육의 단백질 상태, 항산화 또는 지방산 운반 등에 관여하여 도
축 후 일어나는 품질에 영향을 주는 유전자로 보고되고 있다(Saini et al., 2018; Uimari and Sironen, 2014). 이 유전자들은 모두 단기 또
는 장기적으로 육색에 영항을 줄 수 있는 유전자들이고, 식육의 유통 단계에 따라 영향을 미치는 유전자가 될 수 있는 후보에 속한
다고 할 수 있다. 하지만 본 연구에서 확인한 육색의 L*, a*, b*값에 대한 차등발현 유전자를 검출한 결과에서 해당 후보유전자들은 

확인되지 않았다.

GO 기능들을 비교해 보았을 때는 육색과 관련된 기능들은 우선 Biological Process에서는 미오글로빈의 산화 및 환원과정 

(Oxidation-Reduction Process), 지방산 대사(Fatty Acid Metabolic Process), 철 이온의 수송 (Iron Ion Transport), 항산화 방어(Response 
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to Oxidative Stress), 단백질 분해(Proteolysis), 포도당 대사(Glucose Metabolic Process), 근육 발달(Muscle development), ATP생성(ATP 

Biosynthetic Process), 지질산화 (Lipid Oxidation) 등의 직접적인 연관성들을 보고하고 있다(Ding et al., 2022; Faustman et al., 2010; 

Klont et al., 1998; Terlouw et al., 2021). Cellular Component의 기능은 근섬유(Muscle fiber), 미오글로빈 복합체(Myoglobin Complex), 

미토콘드리아(Mitochondria), 라이소좀(Lysosome), 세포질(Cytoplsm), 지방 방울(Lipid Droplet), 세포막(Plasma Membrane), 소포체
(Endoplasmic Recticulum) 등의 연관성들이 보고되어 있다(Kwon et al., 2024). 유전자가 직접 관여할 것으로 예상되는 Molecular 

Function에서는 산화 환원 효소 활성(Oxidoreductase Activity), 산소 결합(Oxygen Binding), 철 이온 결합(Iron Ion Binding), 항산화 활성
(Antioxidant Activity), 지방산 결합(Fatty Acid Binding), 프로테아제 억제제 활성(Protease Inhibitor Activity), ATP 결합(ATP Binding), 전
자 전달 활성(Electron Transfer Activity)의 기능들의 연관성이 보고되어 있다. (Poveda-Arteaga et al., 2023; Sibut et al., 2011)

본 연구의 결과에서 확보된 GO 기능 정보들이 해당 내용들과 모두 일치하지는 않지만 Biological process의 response to oxidative 

stress, response to reactive oxygen species, oxygen transport이 산화환원 밎 항산화 방어기작과 연관되었을 가능성을 가지고 있는 것
으로 추측된다(Figure 5, Supp. Figure 2). response to metal ion의 경우에도 철 이온의 수송 기능과의 연관성을 추측해 볼 수 있다. 

Molecular function의 protein domain specific binding, oxygen binding, GTPase regulator activity는 단백질 분해 합성 및 항산화와 관련
된 기능들이기 때문에 주요한 연관성을 나타낼 수 있을 것으로 사료된다(Figure 5, Supp. Figure 4). Cellular component에서도 세포막
과 관련된 side of membrane, external side of plasma membrane의 관련성을 함께 예측해 볼 수 있다(Figure 5, Supp. Figure 3). DEG top10 

유전자들 리스트들도 확인된 기능들을 대부분 포함하고 있어 이 기능들에 대한 육색과의 연관성을 확인해 볼 수 있다(Table2, Supp 

Table1). 하지만 유의적인 연관성 정보들이 대부분 a*(redness)에 집중되어 있어 L*, b*의 연관성은 높지 않은 것으로 판단된다.

식육의 붉은색은 소비자의 품질평가의 주요 지표중에 하나이며 이는 주로 미오글로빈의 산화-환원 상태와 항산화 방어기작에 

영향을 받는 것으로 알려져 있다(“Ramanathan | Recent Updates in Meat Color Research: Integrating Traditional and High-Throughput 

Approaches | Meat and Muscle Biology,” n.d.; Ramanathan et al., 2020; Skaperda et al., 2021). 이는 항산화 기작이 발현될 경우 미오글로
빈과 근육의 산화를 방지해 고기의 선홍색을 유지하고, 산화 스트레스가 증가하는 경우 미오글로빈이 빠르게 산화해 a*을 감소하
게 됨을 의미한다. 철 이온 또한, 고기의 선홍색을 나타내는 옥시미오글로빈 형성에 주요한 영향을 주고, 철 이온이 산화됨에 따라 

메트미오글로빈이 형성되어 식육의 a*을 감소하는데 영향을 준다(Poveda-Arteaga et al., 2023). 따라서, 산화-환원 반응과 항산화 방
어 기작과 철 이온 수송의 기능들은 식육의 a*를 유지 또는 감소시키는 주요 원인으로 예상해 볼 수 있다.

단백질의 합성과정에서는 인산화가 고기의 색상 안정성과 관련이 있고, 이는 미오글로빈의 산화-환원 상태와 밀접하게 연관되
어 색을 더욱 오래 유지하는데 영향을 주는 것으로 알려져 있다(Terlouw et al., 2021; Zhang et al., 2021). 또한 단백질 분해 과정에서 과
도한 단백질의 산화는 식육의 물리적 구조를 변화시켜 색 안정성을 저하시켜 a*를 감소하는 결과를 발생시킬 수 있다(Pérez-Andrés 

et al., 2020). 세포막의 구조적 성분인 콜레스테롤과 인지질의 경우에도 식육의 지질 산화를 촉진해 붉은색의 감소를 야기할 수 있고 

이는 결국 미오글로빈의 산화-환원에 영향을 주는 인자로 활용된다.

하지만 본 연구에서는 도축현장에서 샘플을 채취하는 한계점 때문에 부득이 식육 샘플이 아닌 혈액샘플을 채취하게 되었고, 

이후 육색을 측정한 자료와 매칭하여 전사체 분석을 시도했다. 이러한 접근은 이전의 기능후보유전자들로 확인된 MB, CAST, 

SLC40A1, COX, PRKAG3, ACTA1, FATP, SOD1의 유전자들이 검출이 되지 않은 이유와 연결될 수 있을 것으로 예상하고 있지만 

GO의 기능들에서는 일부 일치하는 연관성 정보들이 도출된 것으로 보아 육색에 영향을 주는 polygenic effect의 식육 외의 혈액순
환에서 영향을 주는 요인들이 같은 기능에 연결될 수 있는 부분에 해당될 수 있음을 시사한다. 하지만, 이 부분에서도 샘플 수와 식
육 조직과의 비교 연구가 함께 수행될 필요가 있으며 차후 연구에서는 비교 그룹 설정 및 발견된 DEG에서 추출한 변이 정보에 대한 

GWAS의 접근으로도 연구내용을 보완할 필요가 있을 것으로 사료된다.

CONCLUSION
본 연구에서는 기존에 육색과 관련이 있는 것으로 보고된 유전자들이 전사체 분석 결과에서 검출되지 않았지만 이들이 가진 GO 
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기능정보와 관련된 분석에서 미오글로빈의 산화-환원 과정과 지방 대사, 철 이온수송, 항산화 방어, 단백질 분해, 세포막 구성성분
이 육색에 영향을 주는 인자로 확인되었다. 본 연구의 접근이 샘플 채취의 한계로 혈액을 이용한 DEG 결과를 도출하였지만 이러한 

경향은 육색 연구에서 조직과 혈액의 비교 분석도 필요할 수 있음을 생각해 볼 수 있고, 향후 GWAS 분석을 통해서 DEG의 변이들을 

추출하는데 활용할 필요성이 있음을 확인하였다.
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