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中文摘要
近年來商業感測器已廣泛運用於牧場協助乳牛飼養管理與發情配種時機之判斷，許多研究亦開始探討牛隻行為變化與疾病發生間的關係。本研究挑選商業頸部感測器，首先探討影響反芻時間與頸部活動量的因素，接著探討分娩後發生臨床疾病或亞臨床疾病是否會影響牛隻行為與乳產量。研究在台灣中部兩家商業乳牛場 (G牧場與S牧場) 進行，第一部分共挑選90頭荷蘭牛於分娩前4週至分娩後8週收集其反芻時間 (RT)、活動量 (AC)、及分娩後乳量 (MY)，並依據其胎次差異 (第一、第二、三胎以上) 及健康狀態差異 〔分娩後無臨床疾病確診 (0)、分娩後確診1種臨床疾病 (1)、分娩後確診2種以上臨床疾病 (2+)〕 等2種方式進行分組。結果顯示不同胎次間以第二胎次有最高RT，而第一胎次有最高AC；於G牧場發現2+組牛隻其RT於分娩前1-2週顯著低於其它2組。於不同胎次間皆發現MY與RT呈正相關，而於第一與第二胎次發現MY與AC呈負相關。第二部分收集G牧場牛隻的疾病紀錄，並分析臨床疾病確診牛隻於確診前後7天之行為與乳產量變化。結果發現確診臨床乳房炎牛隻其RT於確診前2天開始降低，且會顯著降低確診後MY；確診臨床子宮炎牛隻於確診前後有降低RT之趨勢，而AC則高於其它2組；至於發生胃炎、消化問題與跛足之牛隻其RT則於確診前1日至確診當天顯著較低。第三部分於兩家商業牧場隨機挑選24頭荷蘭牛進行採血，根據其產後血酮與血鈣濃度判斷是否有亞臨床酮症 (SCK) 或低血鈣 (SCH) 並進行分組，牛隻依據分娩後情況分為產後無亞臨床或臨床疾病發生組 (HLT)、產後有SCK或SCH但無伴隨臨床疾病確診組 (HYK或HYC)、產後有SCK或SCH且有伴隨臨床疾病確診組 (HYK+或HYC+) 三組，並分析不同組間行為與乳產量之差異。以SCK分組後結果顯示HYK+組於分娩後1週其酮體濃度顯著高於其它2組，而HYK組於分娩後4週其酮體濃度顯著高於其它2組。HYK+組牛隻其RT於分娩前2-4天會顯著低於其它2組，而HYK組於分娩前有3組中最高之AC，於分娩後5-8週有3組中最高之MY；HYC+組牛隻其RT於分娩前2、4天會顯著低於HYC或HLT組，HLT組於分娩後有3組中最高之AC，MY則以HYC組為3組中最高。綜上所述，商業感測器之運用可協助牧場管理者根據其行為變化提早發現有罹患疾病風險之牛隻，而於無法透過臨床症狀判斷之亞臨床疾病也可根據不同的行為變化篩選出較高風險之牛群。

關鍵字: 反芻時間、活動量、健康狀態、亞臨床疾病

Abstract
Commercial sensors have been widely used in farms to assist Holstein cows feeding management. Most of them assist in determining the timing of estrus detection. In recent years, many studies have explored the relationship between behavior changes and the occurrence of diseases. This study aims to investigate the factors that affect rumination time and neck activity, and then explore whether the occurrence of clinical or subclinical diseases after calving will affect the behavior changes and milk production of Holstein cows using commercial sensors in Taiwan. The experiment was carried out on two commercial dairy farms (G and S) in central Taiwan. In the first experiment, 90 cows with different parities (1st, 2nd and ≧3rd) and different health statuses (0, 1, 2+) were studied for their rumination time (RT), activity (AC) from 4 weeks before to 8 weeks after calving, and milk yield (MY) after calving. Results showed that the 2nd parity cows have the highest RT between different parities, and the 1st parity cows have the highest AC. From 2 week to 1 week before calving, 2+ group ruminated significantly less than the other two groups in G farm. MY and RT had positive correlation in different parities, but MY and AC had negative correlation in the 1st and 2nd parity. In the second experiment, cows from G farm were used to study the behavior and production changes before and after the diagnosis of clinical diseases. Results showed that cows with clinical mastitis ruminated less from -2 day relative to diagnosis, and significantly reduced milk yield with healthy cows after diagnosis. Cows with clinical metritis had a tendency reduced RT from -1 to 1 day relative to diagnosis, and had the highest AC between different groups from -7 to 7 day relative to diagnosis. Cows with digestive disorder, gastritis, and lameness ruminated significantly less than healthy cows from -1 to 0 day relative to diagnosis. In the third experiment, a total of 24 cows were randomly selected from both farms to study behavior and production differences from subclinical ketosis (HYK), subclinical hypocalcemia (HYC), these diseases with other health disorders (HYK+, HYC+), or healthy cows (HLT). Results of the cows grouped by SCK showed that the blood β-hydroxybutyrate (BHBA) concentration in the HYK+ group was significantly higher than the other two groups at 1 week post calving, but the blood BHBA concentration in the HYK group was significantly higher than the other two groups at 4 week post calving. The HYK+ cows had significantly less RT than the other two groups on 2 to 4 day post calving. HYK cows had the highest AC before calving, and had the highest MY 5 to 8 week post calving. Besides, results of the cows grouped by SCH showed that HYC+ cows significantly ruminated less than the other two groups on 2 and 4 day before calving. After calving, HLT cows had the highest AC between the 3 groups, but HYC cows had the highest MY. In summary, using commercial sensors can help to detect cows at higher risk of disease earlier based on rumination time or activity changes. Cows with subclinical diseases which cannot be judged by clinical symptoms can also be identified based on the changes of different rumination and activity.
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第一章 前言
[bookmark: _Hlk76218324]    近年來，酪農產業追求效率增加且人力減少，因此許多牧場開始引進自動化設備協助日常工作，包括自動刮糞機、推草機器人，甚至是擠乳機器人等，另外也有設備幫助牧場精準管理 (precision dairy farming)，即運用科學技術來測量監控動物的生理、行為、和生產指標以改善牧場管理效率和經濟收益 (Bewley, 2010)，其中最重要者即感測器 (sensor)。
[bookmark: _Hlk76218842][bookmark: _Hlk76218865]    精準管理的目標，也就是使用感測器之目標為最大程度發揮動物潛力、提早偵測疾病風險、以及透過預防措施減少藥物使用。自1980年代開始，使用於個別乳牛之上的感測器研究就已開始發展 (Hogeveen et al., 2010)，至今已有各種可安裝於乳牛不同部位的感測器發明可協助牛群管理。在台灣，最常應用於牧場之功能為發情檢測，感測器透過活動量與採食行為的變化，判斷乳牛發情與否並發出警報，協助酪農判斷哪些牛隻該配種，大幅降低需在現場觀察的人力需求，然而除了協助發情判斷外，感測器在健康狀態之判斷及牛群管理上也能提供不少幫助。
    現今許多研究致力於探討臨床或亞臨床疾病與乳牛行為變化間的關聯。行為又可再細分採食、躺臥與站立、社交、反芻等 (Kaufman et al., 2016, Neave et al., 2018)，許多結果都表明各種行為的顯著變化會早於臨床疾病確診前，由此似乎可透過行為變化建立疾病預警系統。另外，許多感測器系統皆提供以不同分群方式之牛群數據，透過此方式可協助酪農了解不同牛群間行為差異，結合營養調整與飼養管理改善，應可提高牧場生產與繁殖表現並減少疾病與淘汰風險。
    基於上述內容，此論文期望透過市售的商業感測器之可收集數據，結合疾病的發生及胎次等因素，希望可探討疾病的發生與乳牛行為變化間的關聯性，期望對於乳牛於轉換期之飼養管理改善有所建議。
    








第二章 文獻探討
1、 反芻與活動量
(1) 反芻 (Rumination)
    乳牛屬於前胃發酵的反芻動物，因此反芻是一種天生的行為 (Kaufman et al., 2018)。反芻一般定義為「纖維團塊從瘤胃回流至口腔，重新咀嚼後再吞嚥的過程」 (Welch, 1982) ，增加反芻動物的物理分解和消化能力。
    反芻是由4個步驟：回流 (regurgitation)、重咀嚼 (remastication)、唾液重和 (reinsalivation) 與重吞嚥 (redeglutition) 組成而不斷循環的動作，透過機械刺激於賁門區域的網狀黏膜受體而引發的反射 (Reece and Rowe, 2017)。回流 (regurgitation) 透過呼吸造成胸腔增大而完成，胸膜內，也包括食道之壓力降低，位於賁門之括約肌放鬆而打開，使得大量團塊進入食道，通過逆向蠕動回到口腔。當食團回到口腔後，重咀嚼 (remastication) 與唾液重和 (reinsalivation) 發生，重新咀嚼次數隨著纖維含量與種類不同而有所差異，同時刺激唾液分泌並混合食團促進吞嚥。一頭牛在24小時內可分泌100至200升唾液，唾液中具有高濃度碳酸氫鹽與磷酸鹽緩衝溶液，有助於維持瘤胃pH值與微生物活性 (Allen, 1997)。重吞嚥 (redeglutition) 會在適當的時間後發生，約於5秒後會重新開始新一輪的的反芻行為 (Reece and Rowe, 2017)。
    反芻時間 (rumination time) 長短會隨著動物種類、品種、年齡、健康狀態、飼料種類及採食不同而有所差異。荷蘭牛之每日反芻時間會較娟姍牛長，但娟姍牛有較長之採食時間與反芻時間於每單位之飼糧 (Aikman et al., 2008)，然而 Gregorini et al. (2013) 收集320頭荷蘭牛、娟姍牛，及其混種之反芻時間，發現品種並不影響反芻時間長短。經產牛 (multiparous) 較初產牛 (primiparous) 有更長之反芻時間，Soriani et al. (2012) 指出於分娩前20天至分娩前6天，經產牛之平均反芻時間為522 min/d，而初產牛為463 min/d；相同的，Kaufman et al. (2016) 也發現不論分娩前後，經產牛之反芻時間皆高於初產牛。反芻時間長短也與時間及氣候有關，研究發現牛隻於夜晚的反芻時間會占全天反芻時間的63.2%，且每日反芻時間與每日最高溫溼度指數 (temperature-humidity index, THI) 間存在負相關 (r = -0.32) (Soriani et al., 2013)。最後，反芻時間長短也受動物行為影響，研究發現反芻時間長短與牛隻躺臥時間相關 (Schirmann et al., 2012)，因為當牛隻站立且採食時無法同時進行反芻。Acatincăi et al. (2010) 發現牛隻於冬季時偏好躺臥時反芻，而於夏季時則偏好站立時反芻。另外，許多研究也指出牛隻利用左側躺臥時，可以較有效地進行反芻動作 (Albright, 1987, Grant et al., 1990)。
[bookmark: _Hlk76651113][bookmark: _Hlk76651120]    過去研究中反芻時間數據的收集方式，不外乎現場觀察 (Krause et al., 1998, Couderc et al., 2006) 或是影像紀錄 (Lindstrom et al., 2001)，但是這些方式皆是費時且辛苦，而且一次僅能針對少數牛隻觀察，另外也極容易受到人為因素干擾準確性 (Kononoff et al., 2002, Schirmann et al., 2009b)，不利於反芻研究的探討，遑論應用於現場的飼養管理。現今已有許多商業化的電子自動監測設備應用於現場飼養管理，透過內建之加速度計分析不同時間的重力加速度變化，除了可判斷牛隻當時姿勢外，甚至可判別不同的動作 (Vázquez Diosdado et al., 2015)，這些設備可用來克服上述問題的侷限性，並可達成遠程且即時的監控，其中可用於反芻監測的包括頸圈與耳標 (表1)。反芻時間數據之收集採用HR-LDn 電子偵測系統 (SCR Engineers Ltd., Netanya, Israel)，透過內建尺用三軸加速度計收集並轉換為數字記錄與儲存，數據每2個小時加總後更新並上傳雲端，再透過與頸圈搭配之管理系統 (Heatime pro, SCR, Netanya, Israel) 下載每日反芻時間 (min/d) 之數據。

(二) 活動量 (Activity)
活動量，即牛隻進行動作時被偵測之改變量，一般是用於評估牛隻物理活動提高或降低之變化或是牛隻焦躁程度 (Lovendahl and Chagunda, 2010)。
過去最常應用於牧場監測活動量之設備為計步器，透過安裝在牛隻腿上，收集每日步數 (step/day)，協助管理者判斷發情牛隻進而進行配種 (Lopez-Gatius et al., 2005)，因為研究發現牛隻發情時的焦躁不安會增加走動與活動量 (Farris, 1954, VanEerdenburg et al., 1996)。隨著偵測活動量的感測器蓬勃發展，感測器被應用於牛隻不同部位並收集不同意義的活動量數值，包括安裝於頸部收集之頸部活動量與安裝於腿部收集之腿部活動量 (Firk et al., 2002)，有研究指出感測器安裝於前腿或後腿對於發情或未發情時的活動量無顯著差異 (Liu and Spahr, 1993)，但是感測器安裝於頸部用於發情判斷時，較容易因其它因素干擾出現偽陽性的活動量高峰 (Eradus et al., 1992)，顯示不同部位的活動量數值需應用於不同的研究或狀況。另外現今也有安裝於耳朵的耳標式感測器可用來收集活動量 (Bikker et al., 2014)。






表1. 常見商業耳標與頸圈
Table 1. Common commercial ear tags and collar sensors
	感測器
	類型
	廠牌
	採食偵測
	反芻偵測
	原理

	CowManager
	耳標
	Agis Automatisering BV, Harmelen, the Netherlands
	是
	是
	加速度計

	Smartbow
	耳標
	Smartbow GmbH, Jutogasse, Austria
	否
	是
	加速度計

	Heatime HR, Hi-Tag
	頸圈
	SCR Engineers Ltd., Netanya, Israel
	否
	是
	麥克風收集聲音

	MooMonitor+
	頸圈
	DairyMaster, Causeway, Co. Kerry, Ireland
	是
	是
	加速度計，頸部活動

	CowScout Neck
	頸圈
	GEA, Zurich, Switzerland
	是
	否
	加速度計


(摘錄自Beauchemin, 2018)                                                                                      
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(Heatime HR, Hi-Tag)                        (MooMonitor+)
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 (CowScout Neck) 
圖1. 不同種類商業頸圈式感測器。
Figure 1. Different kinds of commercial collar sensors.

[bookmark: _Hlk76997062]感測器可以自動收集個體牛隻生理或行為參數，再以其變化程度判斷牛隻所處狀態 (發情或健康狀態)，並提供管理者參考的建議 (Rutten et al., 2013)。過去的研究較少探討頸部活動量究竟受到哪些動作影響，因此必須先根據文獻推測頸部活動量會受到哪些動作影響而被偵測。Delagarde and Lamberton (2015) 以單軸加速度計收集頸部活動量，發現啃食 (grazing) 動作會被加速度計偵測到訊號，但反芻動作則無，由此推測採食動作會被偵測。於探討跛足的研究中，發現有跛足之牛隻其頸部活動量高於無跛足牛隻 (Weigele et al., 2018)，顯示行走的差異也會改變頸圈感測器之偵測。另外許多研究指出頸部活動量之偵測有助於判斷牛隻發情與否 (Aungier et al., 2012, Roelofs et al., 2017)，意謂著牛隻於發情時的常見動作也會受到頸圈感測器的偵測。Delagarde and Lamberton (2015) 比較牛隻於放牧時與移動至擠乳區時的頸部活動量偵測差異，發現處於放牧時其偵測到之活動量較移動至擠乳區時多，出現差異是因當牛隻放牧時其頭部與頸部的晃動較移動至擠乳區時多。由此文獻顯示頸部活動量主要會偵測頭部運動與加速度的變化，因此可推測牛隻於飲水及自我梳理時的頭部晃動，理應也會被頸圈感測器所偵測。綜上所述，推測會影響頸部活動量之動作包含：採食 (feeding)、飲水 (drinking)、自我梳理 (self-grooming)、行走 (walking)、與發情相關動作 (表2)。	Comment by 千訓 黃: 這個是參考台大徐老師學生的碩論，
教育部辭典翻譯為放牧
[bookmark: _Hlk76651141]頸部活動量數值的收集方式與反芻時間相同，也採用HR-LDn 電子偵測系統 (SCR Engineers Ltd., Netanya, Israel)，為頸圈式偵測系統，配戴於牛隻頸部並使偵測器位於頸部左側，偵測器內建尺用三軸加速度計，收集牛隻頭部擺動狀況與核心軀幹的晃動並轉換為活動量數值 (arbitrary units, AU)，數據每2個小時加總後更新並上傳雲端，再透過與頸圈搭配之管理系統 (Heatime pro, SCR, Netanya, Israel) 下載每日活動量 (AU/d) 之數據。












[bookmark: _Hlk75770124]表2. 常見動作推測會被頸部感測器偵測與否
Table 2. Neck collar sensor can detect the common motion or not
	動作類型
	      動作描述
	偵測與否

	採食 (eating)
	以嘴接觸飼糧，包含咬與咀嚼
	是

	行走 (walking)
	以放鬆及規律步伐向前移動，連續3步以上且不停頓
	是

	高活動量 
(high activity)
	活動速度高於行走，包含駕乘、跳躍、踢腿、以及表現社交行為
	是

	中活動量 (medium activity)
	表現嗅、舔、找尋等動作，但無向前移動
	是

	休息 (resting)
	躺臥或站立，而無移動、採食、與反芻
	否


                                                   (Merenda et al., 2020)


2、 反芻、活動量與疾病之關聯
(一) 負能量平衡與產後代謝性疾病
疾病的發生會出現在泌乳階段的任何時期，但是大約有75%的疾病會在分娩後一個月內產生 (LeBlanc et al., 2006)，這個階段牛隻處於轉換期 (transition period)。轉換期一般定義為分娩前3至4週至分娩後3至4週 (Drackley, 1999, DeGaris and Lean, 2008)，在此期間，牛隻的乾物質採食量 (dry matter intake, DMI) 不足以應付本身所需與泌乳的額外能量消耗，所以會處於能量不足之負能量平衡 (negative energy balance, NEB) 狀態 (Grant and Albright, 1995)。面對額外的能量需求，體內會開始消耗脂肪組織藉以產生能量，而這會使得牛隻血液內之游離脂肪酸 (non-esterified fatty acid, NEFA) 濃度快速上升 (Rodriguez-Jimenez et al., 2018) 並囤積於肝臟，一般而言NEFA會先轉換成乙醯輔酶A，之後經檸檬酸循環 (citric acid cycle) 完全氧化代謝 (Zhang et al., 2020)，但當NEFA濃度快速上升時，部分會開啟另一條氧化路徑，進而產生酮體堆積 (Lomander et al., 2012)，包括β-羥基丁酸 (β-hydroxybutyrate, BHBA)、乙醯乙酸 (acetoacetate)、丙酮 (acetone)。另外，血液中NEFA濃度的快速上升及DMI的不足與嗜中性白血球功能受損有關 (Hammon et al., 2006) ，造成體內抵抗疾病的能力降低，也提高罹患疾病的機會。總而言之，NEB造成之能量不足、代謝紊亂、免疫下降等狀況，容易使乳牛在此期間罹患產後代謝性疾病，常見的包括
A. 營養性相關疾病：酮症 (ketosis)、低血鈣症 (hypocalcemia)、第四胃易位 (displaced abomasum)、胎衣滯留 (retained placenta)、脂肪肝 (fatty liver)
B. 感染性相關疾病：子宮炎 (metritis)、乳房炎 (mastitis)
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圖2. 轉換期之乳牛營養與疾病關聯性
Figure 2. Interrelationships between nutrition and disease in the periparturient dairy cow.                                                     (Goff, 2006)

(二) 疾病對於反芻時間的影響
許多研究指出採食時間 (feeding time) 和DMI是合適的指標用以評估行為偏離正常狀況之動物 (Beauchemin and Yang, 2005, Burfeind et al., 2010)，意謂著採食行為的監控有助於於早期發現罹患疾病之動物，但於一般商業乳牛場中，採食行為不是一項適合的監控指標，因為其耗時、費力，且極易受人為觀測影響而有偏差 (Lukas et al., 2008)。隨著商業感測器的快速發展，反芻時間已經是一項可以輕易透過感測器自行收集的行為指標 (Schirmann et al., 2009a)，因此許多研究致力於探討RT與採食時間及DMI間的關聯。Yang and Beauchemin (2006) 給予不同長短之物理有效纖維 (physically effective neutral detergent fiber, peNDF) 的飼糧，結果發現反芻時間與peNDF含量間存在正相關，另外，Schirmann et al. (2013) 發現在分娩前後數小時內，反芻時間與採食時間都有下降，並且伴隨一定程度之DMI降低，所以可以說反芻時間與採食行為間存在一定的關聯性，因此監控反芻時間應也有助於早期發現罹患疾病牛隻，而這推論也受到相關研究的支持 (Clement et al., 2014)，甚至監測分娩後1週內牛隻反芻時間，有助於提早識別於泌乳初期更容易罹患疾病的乳牛 (Calamari et al., 2014)。
    如上所述，乳牛於分娩後之轉換期內容易罹患產後代謝性疾病，疾病的發生往往會降低牛隻DMI，但採食行為的監測不如反芻行為容易，因此許多研究著重於探討不同產後代謝性疾病與反芻時間的關聯。於感染性相關疾病中，研究發現感染由大腸桿菌引起之臨床乳房炎牛隻且有健康警報者，其反芻時間會於確診前1日至確診後3日顯著降低，而由革蘭氏陽性菌引起之臨床乳房炎牛隻且有健康警報者，其反芻時間會於確診前1日至確診後4日顯著降低 (Stangaferro et al., 2016b)，同樣地，Siivonen et al. (2011) 以大腸桿菌誘發乳牛罹患臨床乳房炎，也觀察到反芻時間降低。Stangaferro et al. (2016c) 比較乳牛確診子宮炎之前5日至確診後5日的反芻時間，發現這11天皆較健康乳牛顯著較低，另外，研究比較健康乳牛與確診子宮炎者於分娩前後之反芻時間，結果發現確診乳牛於分娩後5日內之反芻時間顯著較健康者為低 (Liboreiro et al., 2015)。於營養性相關疾病中，研究發現分娩後發生胎衣滯留之牛隻與健康者相比，於分娩後1週內的反芻時間皆顯著降低 (Liboreiro et al., 2015)；而Stangaferro et al. (2016a) 研究產後出現第四胃易位之乳牛，發現於確診前5日至確診後1日其反芻時間皆顯著降低，另一篇研究第四胃易位的文獻指出，確診牛隻於確診日前12天起就出現反芻時間顯著降低 (King et al., 2018)。
    除了臨床疾病外，現今許多研究也開始探討亞臨床階段對於行為的影響，亞臨床階段一般是指尚未出現臨床症狀但已經對於動物體造成負面影響 (Suthar et al., 2013)，於乳牛包括影響生產表現、繁殖表現，且會提高發展臨床疾病的風險 (Ingvartsen, 2006)，常見的包含亞臨床型酮症 (subclinical ketosis, SCK) 與亞臨床型低血鈣 (subclinical hypocalcemia, SCH)。Antanaitis et al. (2019) 研究發現產後罹患SCK之乳牛其反芻時間 (391.75 min/d) 較健康者 (448.91 min/d) 顯著較低，但是另一篇研究則發現兩組在分娩後一週內無顯著差異，於分娩前1天則以SCK組之反芻時間顯著較高 (Liboreiro et al., 2015)，而Schirmann et al. (2016) 的研究中則是發現產後罹患SCK的牛隻，於分娩前7天至前2天有顯著較低的反芻時間。將分娩後乳牛分成健康、罹患SCK (HYK組)、罹患SCK與其他疾病 (HYK+組) 之3組並比較其反芻時間，結果發現HYK組於分娩後1週及4週，其反芻時間較健康牛隻有較低傾向，而HYK+組於分娩前1週至分娩後2週都極顯著降低 (Kaufman et al., 2016)。研究亞臨床型低血鈣與反芻之文獻則指出，產後發生SCH牛隻其RT於分娩後與健康組無差異，但於分娩前1日顯著較健康組低 (Liboreiro et al., 2015)，然而 Goff et al. (2020) 則發現分娩後12小時內之血鈣濃度與分娩後1、2天之反芻時間有高度正相關。
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圖3. 乳牛分娩後低血鈣與其它代謝性疾病關聯性
Figure 3. Relationships between hypocalcemia and metabolic diseases in the periparturient dairy cow.                            (DeGaris and Lean, 2008)

(三) 疾病對於活動量的影響
    根據前文所述，會影響頸部活動量的動作中，於日常行為中佔比最高的應為採食與行走。於前段之疾病與反芻的討論中，已得知罹患疾病的動物應會減少採食。研究探討乳牛疾病發生與躺臥行為的關聯，發現乳牛於產後罹患多種疾病時，躺臥時間會顯著增加 (Sepulveda-Varas et al., 2014)，而分娩後發生胎衣滯留的牛隻，其躺臥時間於分娩前6天至分娩後1天也顯著提高 (Cattaneo et al., 2020)，當乳牛的躺臥時間增加，意謂著其站立與行走的時間會減少，因此產後罹患疾病之乳牛其行走時間有可能減少。綜上所述，分娩後發生疾病之牛隻對於其頸部活動量應有負面影響。
一系列研究探討了確診代謝性疾病、乳房炎、與子宮炎前後對於乳牛活動量之影響，結果發現確診第四胃異位、酮症、乳房炎、與子宮炎之乳牛於確診前5日至確診後5日，其活動量都較健康乳牛顯著較低 (Stangaferro et al., 2016a, b, c)，另一篇研究則發現分娩後發生胎衣滯留或子宮炎之乳牛，於分娩後數日其活動量皆顯著低於健康組 (Liboreiro et al., 2015)。研究健康乳牛與罹患子宮炎乳牛其對於刷背機使用的頻率，結果發現確診牛於確診當週及隔週之使用頻率較低 (Mandel et al., 2017)，顯示前者之活動量較低。至於探討亞臨床疾病對於活動量影響之文獻相對較少，Liboreiro et al. (2015) 發現產後發生SCK之牛隻其活動量於分娩後7天開始顯著減少。

3、 反芻、活動量與生產表現之關聯
(一) 反芻時間與乳量之關聯
    生產表現是最重要之牧場經濟收入來源，因此探討乳牛行為與乳量及乳成分之相關性有其重要性。乳牛於分娩後即進入長達兩百多天的泌乳期，必須消耗額外的能量來供應泌乳所需，於轉換期會加重NEB。乳汁是由血液中養分如蛋白質、脂肪酸等經由乳腺中之乳腺細胞所合成，要產生1升乳汁大約需400至500升血液通過乳腺提供養分來合成 (Geddes et al., 2012) ，所以乳牛之行為表現，例如採食、休息、反芻等之變化皆會影響其泌乳表現 (Grant and Albright, 1995)。研究發現乳量會與採食時間 (+0.03kg/min) 及反芻時間 (+0.02kg/min) 有正相關 (Johnston and DeVries, 2018)，然而，Reith et al. (2014) 調查乳牛發情前後與乳量的關聯，結果發現乳量較高之乳牛於此段時間之平均反芻時間較低，而乳量較低者則相反，顯示於發情時反芻與乳量呈現負相關。分析分娩後反芻時間與乳量之相關性，結果發現兩者呈現正相關 (r = 0.42) (Soriani et al., 2012)，同樣地，Kaufman et al. (2018) 研究分娩後不同胎次乳牛其反芻與乳量的相關性，於第一胎 (r = 0.37)、第二胎 (r = 0.38)、及三胎以上皆呈現正相關。

(二) 反芻時間與乳汁成分之關聯
    直接探討反芻時間與乳汁成分關聯性之研究幾乎沒有，大部分都是探討疾病對於乳汁成分的影響，但如上面所述，疾病大多會降低反芻時間，因此根據推論兩者應該存在一定的相關性。
    轉換期牛隻通常處於NEB狀態，為了應付泌乳所需，會消耗體內儲存的脂肪來產生能量，分解脂肪產生之脂肪酸，一方面會因氧化不完全而產生酮體累積，造成酮症；另一方面產生之脂肪酸會摻入乳汁製造中 (Van Haelst et al., 2008)，進而提高乳中乳脂肪率與降低乳蛋白率 (Miettinen and Setälä, 1993)，因此許多研究認為乳汁中乳脂與乳蛋白比率可用以評估牛隻分娩後負能量平衡與SCK (Hamann and Krömker, 1997, Jenkins et al., 2015)。NEB也會造成體內檸檬酸循環效率降低，因原料之一草醯乙酸 (oxaloacetate) 會因能量不足而濃度低下，所以也無法順利合成檸檬酸 (citric acid)，研究發現產後牛隻乳中BHBA與檸檬酸呈現負相關 (Baticz et al., 2002)，由此可知乳中檸檬酸也可用於判斷產後負能量平衡。
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圖4. 與檸檬酸循環有關之酮體形成示意圖
Figure 4. Schematic connection, formation and transformation of ketone bodies      
related to citric acid cycle.                           (Baticz et al., 2002)

    乳房炎是由傳染型或環境型微生物透過乳頭侵入乳腺所引起的炎症反應，微生物於乳房中繁殖並破壞乳泡上皮細胞釋出酵素及抗菌物質 (Lipkens, 2019)，同時微生物會受到體內嗜中性球攻擊，造成大量上皮細胞脫落與嗜中性球凋亡，此防禦機制會使得生乳的體細胞數 (somatic cell count, SCC) 快速升高，因此生乳中SCC普遍被認為是檢測乳房炎的指標之一 (Arnould et al., 2013)。當乳腺組織因乳房炎受到損傷時，也會造成乳糖生成作用降低 (Pyörälä, 2003)，因而降低生乳中乳糖率，其他研究也發現乳糖是乳汁成分中每日變動差異最小的，主要受臨床或亞臨床乳房炎的影響而變動 (Forsbäck et al., 2010)，因此生乳中乳糖率也是檢測乳房炎可行的指標。
    由上述內容可知，乳汁中的乳成分變化可用以作為疾病判斷的依據，而許多疾病的發生也連帶造成行為之改變，包括反芻時間的降低，因此結合乳牛行為變化及乳汁中乳成分改變，有可能是另一種不需對動物直接侵入而能有效判斷疾病的方式。

(三) 活動量與生產表現之關聯
    不同部位收集之活動量可代表不同意義，如以計步器或腿部感測器收集，大多為行走的數據；如以頸部感測器收集，則可能包含採食、飲水、與部分行走的動作，而疾病的產生對於各種不同行為的變化不同，因此不同感測器收集之活動量與生產表現間的關聯也會不同。使用計步器收集產後發生酮症、胎衣滯留、及與消化相關疾病的乳牛之每日步數，並與健康乳牛之行為相比，發現每日步數會在臨床確診前8至9日上升，而乳量會在臨床確診前5至6日下降 (Edwards and Tozer, 2004)。另外幾篇研究代謝性疾病、乳房炎、子宮炎的文獻則指出，頸部活動量與乳量都會於確診日數日前顯著降低 (Stangaferro et al., 2016a, b, c)。

4、 反芻、活動量與胎次之關聯
    胎次 (parity) 會隨著母牛分娩次數增加而增加，一般而言，尚未懷孕與分娩的女牛為胎次0，第一次生產後胎次為1，或是稱作初產牛；之後每次分娩胎次就加1，並統稱為經產牛。
    為了方便牧場管理，通常只有女牛與乾乳牛會分開飼養，而泌乳牛則不論初經產皆混合飼養，但根據 NRC (2001) 之建議，初經產牛對於飼糧中所需能量與粗蛋白是不同的，初產牛除了維持自身與泌乳所需能量外，通常還需消耗額外能量供給自身成長，因此於飼糧中所需之能量及粗蛋白皆會高於經產牛，如果牧場採取混養且供給符合經產牛所需之飼糧，往往會造成初產牛能量及粗蛋白不足，加劇轉換期NEB並造成難產及產後疾病發生率提高。
    對於初產牛而言，轉換期會經歷飼糧改變、首次分娩、開始泌乳、混欄飼養等新事件，且其年齡、體型、營養所需等等皆與經產牛不同，推測兩者於轉換期之行為變化也會有所不同。Neave et al. (2017) 研究初經產牛於分娩後3週內採食、社交、躺臥行為之變化，結果發現初產牛於分娩後DMI與採食時間較少，而躺臥次數較多但每次維持時間較短，根據此結果並結合頸圈可收集之反芻與活動量，我們推測初經產牛於反芻及活動量的變化不同。
    資料顯示，世界乳牛平均淘汰年齡為6歲 (Nor et al., 2014)，而根據乳牛群性能改良 (dairy herd improvement, DHI) 資料，分析2011年至2013年間乳牛離群資料，發現平均離群年齡為65個月，平均胎次為3.19胎 (陳志毅, 2014)，與2007年資料之2.28胎相比有進步，但與世界牛隻平均淘汰年齡仍有差距，顯示台灣在牛隻飼養管理上仍有可改善空間，尤其是在第二胎與大於等於三胎以上相比，可能會因某些非自願因素導致乳牛淘汰率陡然增加，這部分值得探討原因以利改善台灣乳牛平均使用年限。

5、 研究目的
    本次研究包含三個主要目的，首先希望透過不同胎次之乳牛的分組 (第1、第2、≧3胎以上)，分析轉換期內不同行為變化與乳量間的關聯性，結合飼養管理以求延長乳牛使用年限；第二為分析不同疾病對於行為的影響，鑒於大多文獻皆分析單一疾病對於特定行為的影響，本研究透過產後確診疾病多寡進行分組，以求建立分娩後早期疾病預警；最後則透過研究亞臨床疾病對於行為的影響，並結合血清及乳汁成分分析，探討其與牛隻健康及生產能力之關聯，以求降低亞臨床疾病對於未來產能及臨床疾病的影響。




















第三章 材料方法
1、 實驗場域與時間
    本次實驗於中部兩家商業牧場進行，一家位於彰化縣福興鄉，後續統稱S場，一家位於雲林縣崙背鄉，後續統稱G場，實驗於2019年10月開始至2020年6月結束，其餘為後續資料整理、分析及統計。

2、 畜舍環境與飼養管理
    S場規模約250-300頭牛，飼養方式為欄飼，本次實驗使用泌乳牛欄舍與乾乳牛欄舍，各欄舍皆備有風扇及定期灑水裝置，依季節調整灑水間隔時間，泌乳牛欄舍設有牛床；G場規模約250-300頭牛，飼養方式亦為欄飼，本次實驗使用泌乳牛欄舍與乾乳牛欄舍，各欄舍皆備有風扇、噴霧及定期灑水裝置，依溫度調整灑水間隔時間，泌乳牛欄舍設有牛床，而乾乳牛欄舍設有戶外運動場。
    S場每日餵飼兩次，於上午5點30分及下午2點30分，分娩後給予泌乳牛配方之完全混合日糧 (total mixed ration, TMR)，分娩前乾乳前期給予甜燕麥任飼，搭配每餐2.5公斤乾乳牛精料及1公斤百慕達，乾乳後期給予甜燕麥任飼，搭配每餐4公斤乾乳牛精料、1.5公斤TMR及0.5公斤補助飼料；G場每日餵飼兩次，於上午6點及下午3點40分，分娩後給予泌乳牛配方之完全混合日糧 (total mixed ration, TMR)，分娩前乾乳前期給予乳牛配方之TMR，乾乳後期給予三分之一女牛TMR搭配三分之二泌乳牛TMR。
    S場每日擠乳兩次，於上午5點10分及下午4點；G場每日擠乳兩次，於上午5點30分及下午5點30分，另外獸醫會定期來訪進行治療或配種，於上午7點30分或下午4點。

3、 實驗牛挑選、分組與健康狀態
    實驗開始前，於兩家牧場挑選預計於實驗期間內分娩之荷蘭牛為實驗牛，以不同胎次分成三組：第一胎、第二胎、≧三胎，每組各30頭，共90頭實驗荷蘭牛，為了進一步分析亞臨床疾病的影響，於開始前在各組逢機挑選8頭，共24頭實驗荷蘭牛，進行採血及乳汁樣品收集。
    每頭實驗牛於實驗期間皆會記錄其健康狀態，S場由現場員工提供用藥記錄判斷，並配合每月一次之DHI檢測報告；而G場由獸醫師提供完整疾病診斷及用藥記錄，隨後依照每頭牛於分娩後確診疾病數量及種類再一次進行分組。

4、 數據記錄及樣品採集
(1) 行為記錄
    本次實驗使用商業化頸圈式電子偵測系統 (SCR Engineers Ltd., Netanya, Israel)，可24小時連續的收集牛隻行為數據，提供包括反芻時間、活動量、健康指數、發情指數、群體熱緊迫等數據，本次實驗收集不同實驗牛 (n = 90) 於實驗期間之反芻時間與活動量數值，每頭實驗牛之實驗期從預計分娩前4週至分娩後8週。

1. 反芻時間
    關於商業頸圈如何收集行為數據已於文獻探討中詳述，確定個別牛隻分 娩日期後，將擷取往前推算4週及往後推算8週，共84日之反芻行為，透過SCR系統將資料轉換成Excel檔案後獲取每日反芻行為數據 (min/d)，以利後續分析使用。

2. 活動量
    關於商業頸圈如何收集行為數據已於文獻探討中詳述，確定個別牛隻分娩日期後，將擷取往前推算4週及往後推算8週，共84日之活動量，透過SCR系統將資料轉換成Excel檔案後獲取每日活動量數據 (AU/d)，以利後續分析使用。

(2) 生產表現記錄
    為了分析胎次、疾病等指標與行為變化對於生產表現的影響，本次實驗收集不同實驗牛於實驗期間之乳量記錄，每頭實驗牛之實驗期從預計分娩前4週至分娩後8週，部分實驗牛額外收集乳汁樣本，進行乳成分分析。

1. 乳量
    兩家商業牧場皆具有自動乳量計，S場電腦內安裝DairyPlan C21軟體，G場電腦內安裝DelPro software ver. 5.4軟體，皆可以自動記錄個別乳牛每日乳量。確定個別牛隻 (n = 90) 分娩日期後，將擷取往後推算8週，共53日之乳量記錄，下載成Excel檔案後獲取每日乳量 (kg/d)，以利後續分析使用。

2. 乳汁樣本
    確定各別實驗牛 (n = 24) 分娩日期後，將於分娩後1週、2週、4週、6週、8週蒐集乳汁樣本，故每頭實驗牛共有5個乳汁樣本。
    採集方式為於個別牧場下午擠乳時，等待目標實驗牛進入擠乳區後，先清洗洗頭、前藥浴並擦拭、再前榨確定乳汁無異樣後，以手榨方式將四個分房的乳汁平均擠入標有實驗牛隻編號之檢測瓶中，並立即置於低溫設備保存，各別實驗牛分房明顯具有乳房炎情況將不採集。

(3) 血液樣本採集
    實驗開始前，確定各別實驗牛 (n = 24) 預計分娩日期後，於預計分娩前4週、分娩後24小時內、分娩後4週、分娩後8週採集血液樣本，故每頭實驗牛共有4個血液樣本，同一牧場實驗牛皆於下午餵飼時採血，兩家牧場因餵飼時間稍有不同而有差異。另外，除了上述時間外，額外於各別實驗牛預計分娩前2週、分娩後1、2、6週採血測血液酮體濃度，故每頭實驗牛共有8次檢測血酮。
    採集方式為於個別牧場下午餵飼時，等待實驗牛隻扣上頸夾後，於欲採血部位以酒精棉片消毒後，使用針筒裝上20 G針頭後由尾根靜脈採集血樣10 mL，移除針頭後將血樣置於15 mL離心管中，並立即置於低溫設備保存。
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圖5. 實驗採樣流程。
Figure 5. Sampling process of experiment.


(4) 飼糧採集
    於實驗期間，不同牧場之飼糧TMR於每月固定時間採集一次，以確保實驗期間內飼糧成分組成無大幅改變，並可進行不同牧場間飼養管理的討論。
    S場採集泌乳牛TMR，而G場採集女牛與泌乳牛TMR，採集方式為於各牧場下午剛給料時，於餵飼區前中後段共挑選5個點，各採集約200 克新鮮TMR，充分混合後置於低溫設備保存。

表3. 牧場TMR成分組成
Table 3. Chemical composition (Mean±SD) of different total mixed rations for lactating and non-lactating cows from two commercial farms
	Item1
	G farm
(Lactating)
	G farm
(Non-lactating)
	S farm
(Lactating)

	DM (%)
	89.95 ± 0.18
	90.74 ± 0.29
	90.24 ± 0.19

	CP (% of DM)
	12.97 ± 0.21
	12.67 ± 0.21
	14.14 ± 0.28

	NDF (% of DM)
	47.88 ± 0.37
	52.22 ± 0.49
	43.65 ± 0.58

	ADF (% of DM)
	22.04 ± 0.18
	26.20 ± 0.28
	21.67 ± 0.18

	EE (% of DM)
	5.61 ± 0.30
	5.49 ± 0.33
	6.38 ± 0.15

	ASH (% of DM)
	8.07 ± 0.08
	8.31 ± 0.09
	7.99 ± 0.07

	NFC (% of DM)
	36.69 ± 0.26
	31.92 ± 1.50
	38.49 ± 0.62

	GE (cal/g of DM)
	4024.07 ± 13.03
	4013.25 ± 11.94
	4076.55 ± 37.53


1DM: dry matter; CP: crude protein; NDF: neutral detergent fiber; ADF: acid detergent fiber; EE: ester extract; NFC: non-fiber carbohydrate; GE: gross energy.
NFC(%) = 100% - (%NDF + %CP + %EE + %ASH)

5、 分析項目
(1) 乳成分分析
乳汁樣品以4 ℃ 冷藏方式寄送至畜產試驗所新竹分所進行乳成分分析，分析項目包括乳脂肪率 (%)、乳蛋白率 (%)、乳糖率 (%)、無脂固形物率 (%)、尿素氮 (mg/dL)、檸檬酸 (mg/dL)、體細胞數 (萬/mL)等。

(2) 血液分析
1. 血液β-羥基丁酸 (BHBA) 測定
    實驗牛血液採集後立即使用血酮機（FreeStyle Optium, Abbott, Chicago, USA）搭配血酮試紙（FreeStyle Optium Blood β-Ketone Test Strips, Abbott, Chicago, USA）檢測血液中BHBA濃度，原理為透過將血液滴於試紙之檢測區後，透過還原為NADH之輔酶NAD+將血液中BHBA利用β-羥基丁酸去氫酶氧化為乙醯乙酸酯 (acetoacetate)，之後NADH再被介質氧化回NAD+並釋出電子，產生與BHBA濃度成正比之電流被儀器偵測並轉換為數值 (Fiorentin et al., 2017)，滴血後等待10秒鐘即可於儀器查看數值，單位為 mmol/L。

2. 血清游離脂肪酸 (NEFA) 測定
    血液樣本會先於室溫下靜置一段時間後，以1000 × g，10分鐘，常溫的離心條件進行離心，取得上層澄清液之血清後，分裝部分並保存於-20 ℃冰箱，以待後續NEFA測定。
    血清中NEFA含量之測定以HR Series NEFA-HR (2) 套組 (FUJIFILM CAT. No. 999-34691) 進行。

(1) 測定原理
    游離脂肪酸在adenosine triphosphate (ATP)及CoA存在下，可以被acyl-CoA synthetase (ACS)結合，形成acyl-CoA。接著acyl-CoA會被acyl-CoA oxidase (ACOD)氧化，形成過氧化氫，再被3-methyl-N-ethyl-N-aniline (MEHA)及4-aminoantipyrine氧化濃縮後，形成藍紫色複合物，以ELISA reader於波長550 nm下檢測吸光值。

(2) 試劑
Color Reagent A:
A. [bookmark: _Hlk76332737]0.53 U/mL Acyl-coenzyme A synthetase, Pseudomonas sp.
B. 0.31 mmol/L Coenzyme A, Candida
C. 4.3 mmol/L Adenosine triphosphate, Bacterium sp.
D. 1.5 mmol/L 4-aminoanitipyrine
E. 2.6 U/mL Ascorbate oxidase, pumpkin
F. 0.062% Sodium azide
G. 50 mmol/L phosphate buffer
Color Reagent B:
A. 12 U/mL Acyl-coenzyme A oxidase, Arthrobacter sp.
B. 14 U/mL Peroxidase, horseradish
C. 2.4 mmol/L 3-methyl-N-ethyl-N-aniline
標準品:
A. 油酸 (Oleic acid)
B. Stabilizer

(3) 標準曲線準備
A. [bookmark: _Hlk76332928][bookmark: _Hlk76332945]準備濃度1、0.5、0.25、0.125、0 Mm 之微量離心管。
B. 於0.5、0.25、0.125、0中依序加入25 μL 磷酸緩衝液。
C. 於濃度1中加入50 μL 標準液。
D. 依序從濃度1中取25 μL 混合至濃度0.5中，進行序列稀釋。

(4) 測定步驟
A. 取96孔盤。
B. 從第一孔依序加入5 μL 之濃度1、0.5、0.25、0.125、0標準品及欲測定之血清樣品。
C. 依序加入95 μL 之Color Reagent A，以震盪混合30分鐘。
D. 再依序加入50 μL 之Color Reagent B，以震盪混合30分鐘。
E. 設定酵素免疫分析測讀儀於波長550 nm進行測定，讀取吸光值。
F. 以標準液不同濃度及吸光值拉標準曲線，再代入欲測樣品之吸光值，得其游離脂肪酸濃度 (mM/L)。

3. 血清生化值分析
    血液樣品離心後，會分裝部分血清並送至中興大學獸醫教學醫院進行血清生化值分析，測定項目包括葡萄糖 (mg/dL)、總膽固醇 (mg/dL)、總蛋白質 (g/dL)、白蛋白 (g/dL)、球蛋白 (g/dL)、尿素氮 (mg/dL)、鈣 (mg/dL)、磷 (mg/dL)、鎂 (mg/dL)、天冬胺酸轉胺酶 (IU/L)、γ-麩胺酸轉化酶 (IU/L)等。

(3) 飼糧一般分析
    於牧場取回TMR飼糧後先秤重，置於烘箱中以55℃風乾48小時，得風乾重，再以粉碎機粉碎後，保存於夾鏈袋中以待後續分析。

1. 乾物質 (Dry matter, DM) 測定
(1) 步驟
    取0.5克樣品置於烘箱中以105℃烘乾8小時，取出後置於乾燥皿中降溫，再秤重得烘乾重。
(2) 計算
DM (%) = 100- 〔烘乾後損失重 (g) / 樣品重 (g)〕× 100

2. 灰份 (Ash) 測定
(1) 步驟
A. [bookmark: _Hlk76375391]坩鍋洗淨，放入105℃烘箱烘乾，取出置於乾燥皿中降溫，再秤重 (a)。
B. 取0.5克樣品置於坩鍋中並秤重 (b)。
C. 將灰化爐設定600℃，放入坩鍋後啟動，8小時後關機。
D. 取出坩鍋置於乾燥皿中降溫，再秤重 (c)。
(2) 計算
Ash (%) = 〔c – a (g)〕 / 〔b - a (g)〕× 100

3. 總能 (Gross energy, GE) 測定
(1) 步驟
A. [bookmark: _Hlk76375682]秤取1克樣品，以打粒機打粒並秤重。
B. 粒狀樣品放置於燃燒皿，並放進彈頭。
C. 將彈頭安裝於操作架上，剪取約10公分之導線，彎成U字型固定於兩端電極及碰觸粒狀樣品。
D. 將彈頭放入彈殼中，向下緊壓並鎖緊氣閥。
E. 接上氧氣注入管，充填氧氣 (O2)。
F. 水桶裝入2000 mL RO水，放入熱卡計中。
G. 充填後彈殼小心放進水桶中凹槽，接上導燃線，蓋上熱卡計。
H. 輸入粒狀樣品重量及彈殼號碼後即可開始測定。
I. 結束後，樣品總能 (cal/g) 顯示於螢幕上。

4. 粗蛋白質 (Crude protein, CP) 測定
(1) 步驟
A. 以秤藥紙包裝0.5克樣品並放入分解瓶中，添加一平匙矽粉，再加入10 mL濃硫酸。
B. 分解瓶安裝於降解爐後啟動，加熱至390℃時開始計時4小時後關機，等待冷卻後取出。
C. 準備4 %硼酸、40 %氫氧化鈉及0.1 N鹽酸溶液。
D. 打開凱氏氮機器，放入裝有約三分之一RO水之降解管及空的錐形瓶，並按下清洗鈕，開始清洗機器。
E. 放入裝有50 mL RO水之降解管及空的錐形瓶，並按下分析鈕。
F. 準備裝有30 mL硼酸之錐形瓶並安裝於機器上，於待測降解管中加入50 mL RO水亦安裝於機器上，按下分析鈕等待分析結束。
G. 取下錐形瓶，加入0.5 mL指示劑 (bromocresol green/methyl red)。
H. 以0.1 N鹽酸溶液滴定直到顏色由綠轉灰，並記錄滴定量。
(2) 計算
A. [bookmark: _Hlk76376331]N (%) = 0.014007 × HCl當量 × 〔樣品滴定量 (mL) – 空白組滴定量 (mL)〕/ 樣品重 × 100
B. CP (%) = N (%) × 6.25

5. 中洗纖維 (Neutral detergent fiber, NDF) 測定
(1) 試劑
A. [bookmark: _Hlk76376975]Sodium lauryl sulfate 〔CH3(CH2)〕11OSO3Na : 30 g
B. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium dehydrate : 18.61 g
C. Sodium tetraborate (NO2B4O7．10H2O) : 6.81 g
D. Na2HPO4 : 4.56 g 或 Na2HPO4．12H2O : 11.5 g
E. Triethylene glycol : 10 mL
以上藥品各以少量蒸餾水加熱溶解後，混合並定量至1升。
(2) 步驟
A. [bookmark: _Hlk76382289]將濾袋以105℃烘箱烘乾並秤重 (a)。
B. 取0.5克樣品 (b) 放進濾袋，以封口機封口。
C. 將濾袋放入纖維分析儀中，加入1.5-2升中性洗劑。
D. 關緊後，開電源及加熱、震盪兩按鈕，待溫度達100℃後洗75分鐘。
E. 結束後，關掉按鈕，放掉洗劑，加入適量熱水煮5分鐘並放掉，重複3次。
F. 樣品取出後完全浸泡於丙酮中15分鐘。
G. 待丙酮揮發後，以105℃烘箱烘乾樣本並秤重 (c)。
(3) 計算
NDF (%) = (c - a) / b × 100

6. 酸洗纖維 (Acid detergent fiber, ADF) 測定
(1) 試劑
A. 20克C16H33N(CH3)3Br與蒸餾水加熱混合至完全溶解，加H2O稀釋至900 mL，再加濃硫酸28 mL後定量至1升
B. 丙酮 Acetone
(2) 步驟
A. 將濾袋以105℃烘箱烘乾並秤重 (a)。
B. 取0.5克樣品 (b) 放進濾袋，以封口機封口。
C. 將濾袋放入纖維分析儀中，加入1.5-2升酸性洗劑。
D. 關緊後，開電源及加熱、震盪兩按鈕，待溫度達100℃後洗60分鐘。
E. 結束後，關掉按鈕，放掉洗劑，加入適量熱水煮5分鐘並放掉，重複3次。
F. 樣品取出後完全浸泡於丙酮中15分鐘。
G. 待丙酮揮發後，以105℃烘箱烘乾樣本並秤重 (c)。
(3) 計算
ADF (%) = (c - a) / b × 100

7. 乙醚抽出物 (Ether extract, EE) 測定
(1) 步驟
A. 以秤藥紙秤1克藥品 (a) ，包覆後置於圓筒濾紙，以105℃烘箱烘2小時並秤重 (b)。
B. 於圓底瓶加入適量乙醚，並使用凡士林封上下接口，打開冷卻水管線與電源並調整水槽溫度，緩慢調升水槽溫度至60oC。
C. 以長鑷子夾取圓筒濾紙並放入索式脂肪萃取器內，封好上下接口，開始計算萃取時間。
D. 結束後，夾出圓筒濾紙並放置於抽風櫃使乙醚揮發後，以105℃烘箱烘乾樣本並秤重 (c)。
(2) 計算
EE (%) = (b - c) / a × 100

6、 統計方法
    試驗第1部分分析影響反芻時間、活動量及乳量的因素，並以兩種方式進行實驗牛分組：胎次、健康狀態，依照不同胎次分成第一胎次 (1st)、第二胎次 (2nd) 與≧三胎以上 (≧3rd) 3組; 依照不同健康狀態分成分娩至分娩後8週無臨床疾病確診 (0)、1種臨床疾病確診 (1)、2種以上臨床疾病確診 (2+) 3組。統計分析以SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC) 之MIXED model進行，分析RT與AC時發現牧場間有顯著差異 (P < 0.05)，因此將兩牧場分開分析，固定效應 (fixed effect) 包括季節、胎次、健康狀態、距分娩天數或週次 (時間) 及交感作用：胎次與時間、健康狀態與時間，各牧場內不同實驗牛為隨機效應之重複效應 (repeated effect)，model以最小Akaike information criteria (AIC) 及Bayesian information criteria (BIC) 挑選一階自迴歸模型 (first-order autoregressive, AR(1) )作為共變異數矩陣，以P < 0.05為顯著差異水準，0.05 < P < 0.1為具差異趨勢；分析MY時兩牧場無差異，因此合併分析，固定效應包括季節、胎次、健康狀態、距分娩天數或週次 (時間)、反芻及交感作用：胎次與反芻、健康狀態與反芻，不同實驗牛為隨機效應之重複效應。
    試驗第2部分分析單一臨床疾病確診時間對於行為與生產的影響，使用其中一牧場 (G場) 實驗牛進行，根據獸醫師提供之疾病治療記錄，挑選乳房炎、子宮炎、其它疾病進行分析，其它疾病中包括消化問題、胃炎與跛足，以臨床疾病確診當天及前後7天進行分析。統計分析以SAS 9.4之MIXED model進行，固定效應包括臨床疾病確診與否、距確診日齡、胎次、距分娩日齡及交感作用：臨床疾病確診與否與距確診日齡，牧場內不同實驗牛為隨機效應之重複效應，AR(1) 作為共變異數矩陣，P < 0.05為顯著差異水準，0.05 < P < 0.1為具差異趨勢。
[bookmark: _Hlk72013103]    試驗第3部分分析產後亞臨床疾病發生對於行為與生產的影響，挑選2種亞臨床疾病：SCK與SCH，SCK根據分娩6次血酮檢測數值進行判斷，只要≧1次其數值BHBA ≥ 1.2 mmol/L，即判斷該牛隻罹患SCK (McArt et al., 2012)；SCH根據分娩當天採血所測血鈣濃度判斷，blood Ca ≦ 8.0 mg/dL即判斷該牛隻罹患SCH (Goff et al., 2020)，依據亞臨床與臨床疾病發生與否對於實驗牛隻分組，分娩至分娩後8週皆無發生為HLT組，判斷罹患亞臨床酮症或低血鈣但無臨床疾病確診為HYK與HYC組，判斷罹患亞臨床酮症或低血鈣且有臨床疾病確診為HYK+與HYC+組。統計分析以SAS 9.4之MIXED model進行，固定效應包括牧場、季節、組別、胎次、時間及交感作用：組別與時間，不同實驗牛為隨機效應之重複效應，AR(1) 作為共變異數矩陣，P < 0.05為顯著差異水準，0.05 < P < 0.1為具差異趨勢。
    最後一部分分析不同組別實驗牛於分娩前後不同時間其血清生化值與乳汁成分差異，以及與行為及生產表現的相關性，將實驗牛依照不同胎次、SCK及臨床疾病有無、SCH及臨床疾病有無之分組分別探討。統計分析以SAS 9.4之MIXED model進行，固定效應包括組別、距分娩週次及其交感作用，不同實驗牛為隨機效應之重複效應，以複合對稱 (compound symmetry, CS) 作為共變異數矩陣，P < 0.05為顯著差異水準，0.05 < P < 0.1為具差異趨勢。另外對於不同組別牛隻其血清生化值及乳汁成分與RT、AC、MY進行相關性分析，以SAS 9.4之CORR model進行。
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圖6. 第1部分統計流程圖。
Figure 6. Process of statistical analysis for first part.
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圖7. 第2部分統計流程圖。
Figure 7. Process of statistical analysis for second part.
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圖8. 第3部分統計流程圖。
Figure 8. Process of statistical analysis for third part.





第四章 結果
1、 影響反芻時間的因素
(一) 胎次
    兩家商業牧場其實驗牛隻的反芻時間有顯著差異 (P < 0.05)，後續將分開討論。共挑選90頭荷蘭牛，其中G場有54頭 (1st, n=23; 2nd, n=15; ≧3rd, n=16)，而S場為36頭 (1st, n=7; 2nd, n=15; ≧3rd, n=14)。
[bookmark: _Hlk73087363][bookmark: _Hlk73087378]    表4與表5探討不同牧場其不同胎次牛隻於實驗期間各週次之反芻時間變化，從表4中看出G牧場從分娩前第4週 (-4 wk) 至分娩後第2週 (+2 wk)，第二胎次 (2nd ) 牛隻其RT顯著較其它兩胎次牛隻高 (P < 0.05)，第一胎次 (1st ) 牛隻，即初產牛，於實驗期間其RT皆最低，於 +1 wk可與2nd牛隻相差150分鐘以上，而≧第三胎次 (≧3rd) 牛隻於-4 wk至+2 wk，其RT顯著低於2nd (P < 0.05)；表5中S牧場之2nd牛隻於分娩前第4、2、1週及分娩後第4-7週有3組間最高之反芻時間，而≧3rd牛隻其RT於分娩前1-2週及分娩後第4週顯著低於2nd (P < 0.05)，1st牛隻則與G牧場相同，其RT於不同週次皆為3組中最低，於 +6 wk可與2nd牛隻相差約100分鐘。
    圖9以折線圖繪出G牧場與S牧場其不同胎次牛隻於實驗期間每日反芻時間變化，從圖中可看出不同牧場及胎次牛隻皆於分娩當天有最低反芻時間，G牧場之經產牛分娩日RT約350 min/d，初產牛分娩日RT約250 min/d，而S牧場以2nd牛隻有最低RT約240 min/d。另外觀察G牧場不同胎次牛隻於分娩前後RT無明顯差異，但S牧場各胎次牛隻其RT於分娩後較分娩前高，觀察平穩期可發現約增加100 min/d。
[bookmark: _Hlk73086056][bookmark: _Hlk73086095][bookmark: _Hlk73086105]    鑒於觀察實驗期間RT之變化趨勢於分娩前後10日有較大波動，所以圖10以折線圖探討不同牧場其不同胎次牛隻於分娩前後10天反芻時間變化，從圖中可知G牧場不同胎次間RT有極顯著差異 (P < 0.0001)，但S牧場無顯著差異，觀察G牧場1st牛隻其RT於此20天內幾乎皆顯著低於2nd parity，且於分娩後4天內皆顯著低於其它胎次，≧3rd parity 牛隻其RT於分娩前5、7-9天及分娩後2-7、9天顯著低於2nd (P < 0.05)。






表4. G牧場不同胎次牛隻於實驗期間各週次反芻時間變化
Table 4. Least squares means (±SE) for rumination time (min/d) for first parity cows (1st), second parity cows (2nd), and ≧third parity cows (≧3rd) in G farm during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Parity
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1st
	23
	503 ± 11.2c
	489 ± 10.8c
	481 ± 10.8b
	477 ± 10.8b
	373 ± 10.8c
	470 ± 10.8c
	517 ± 10.8b
	528 ± 10.8b
	523 ± 10.8b
	533 ± 10.8b
	547 ± 10.8b
	555 ± 11.2b

	2nd
	15
	579 ± 12.0a
	582 ± 11.7a
	567 ± 11.8a
	568 ± 11.6a
	527 ± 11.6a
	585 ± 11.6a
	592 ± 11.6a
	592 ± 11.6a
	605 ± 11.6a
	604 ± 11.6a
	618 ± 11.6a
	626 ± 12.0a

	≧3rd
	16
	544 ± 12.7b
	547 ± 12.2b
	512 ± 12.2b
	493 ± 12.2b
	445 ± 12.2b
	542 ± 12.2b
	568 ± 12.1a
	605 ± 12.1a
	592 ± 12.1a
	593 ± 12.1a
	600 ± 12.1a
	610 ± 12.5a


a-cLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)

表5. S牧場不同胎次牛隻於實驗期間各週次反芻時間變化
Table 5. Least squares means (±SE) for rumination time (min/d) for first parity cows (1st), second parity cows (2nd), and ≧third parity cows (≧3rd) in S farm during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Parity
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1st
	7
	421 ± 27.2b
	447 ± 25.0
	430 ± 24.7b
	430 ± 21.8b
	422 ± 21.5
	495 ± 21.5b
	508 ± 21.5
	538 ± 21.5b
	515 ± 21.5b
	478 ± 21.5b
	507 ± 21.5b
	526 ± 22.4

	2nd
	15
	507 ± 19.7a
	491 ± 18.9
	496 ± 18.9a
	496 ± 18.9a
	450 ± 18.9
	538 ± 18.9ab
	562 ± 18.9
	605 ± 18.9a
	587 ± 18.9a
	577 ± 18.9a
	593 ± 18.9a
	560 ± 19.7

	≧3rd
	14
	480 ± 19.9ab
	479 ± 19.1
	430 ± 19.0b
	441 ± 19.0b
	423 ± 19.0
	557 ± 19.0a
	562 ± 19.0
	537 ± 19.0b
	570 ± 19.0ab
	561 ± 19.0a
	564 ± 19.0a
	570 ± 19.8


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)

[bookmark: _Hlk75194751][image: ]
圖9. 2家商業牧場不同胎次牛隻於分娩前28天至分娩後56天其反芻時間變化。
Figure 9. Daily rumination time (mean ± SE; min/d) over the study period (−28 to 56 d) for first, second, and ≧third parity cows in (a) G farm (1st, n=23; 2nd, n=15; ≧3rd, n=16) and (b) S farm (1st, n=7; 2nd, n=15; ≧3rd, n=14).
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[bookmark: _Hlk76411715]圖10. 2家商業牧場不同胎次牛隻於分娩前10天至分娩後10天其反芻時間變化。
Figure 10. Daily rumination time (LSM ± SE; min/d) over the −10 to 10 d for different parity cows in (a) G farm (1st, n=23; 2nd, n=15; ≧3rd, n=16) and (b) S farm (1st, n=7; 2nd, n=15; ≧3rd, n=14). a-cLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); PAR: parity; DRC: day relative to calving.

(2) 健康狀態
    同上一段共挑選90頭荷蘭牛，其中G場有54頭 (0, n=20; 1, n=15; 2+, n=19)，而S場為36頭 (0, n=20; 1, n=9; 2+, n=7)。其中G場有詳細疾病資料，產後發生1種疾病組其發生疾病包括乳房炎、子宮炎、胃炎、跛足；產後發生2種以上疾病組其發生疾病組合最多者為子宮炎+乳房炎(n=9)、其次為酮症+乳房炎(n=2) 與胎衣滯留+子宮炎(n=2)。
[bookmark: _Hlk73090984][bookmark: _Hlk73090963][bookmark: _Hlk73090999]    表6與表7探討G牧場與S牧場不同健康狀態牛隻於實驗期間各週次之反芻時間變化，從表中看出G牧場中分娩後確診≧2種臨床疾病組別 (2+) 牛隻，其RT於-1 wk及-2 wk顯著低於其它兩組 (P < 0.05)，於分娩前第1週可與無臨床疾病組別 (0) 牛隻相差約60 min/d；另外比較分娩後確診1種臨床疾病組別 (1) 牛隻與0組牛隻之RT差異，發現於分娩後1組別牛隻其RT皆低於0組牛隻，但只在+5 wk時2組有出現顯著差異 (P < 0.05) ；S牧場之2+組牛隻除+1 wk外，於實驗期間其RT皆為3組中最高，而0組牛隻於+1 wk其RT顯著高於其它2組 (P < 0.05)。
    圖11以折線圖繪出G牧場不同健康狀態牛隻於實驗期間每日反芻時間變化，從圖中可看出2+組牛隻於實驗期間之大部分天數其RT為3組最低，而於分娩前15天開始其RT已低於其它2組牛隻，尤其以分娩前後10天較其它2組明顯更低，另外比較各組於分娩後RT達高峰時間，發現0組與1組牛隻約於分娩後7日達高峰但2+組需約10日才可達其RT高峰。
[bookmark: _Hlk73092989][bookmark: _Hlk73092998]    圖12以折線圖探討2家牧場不同健康狀態牛隻於分娩前後10天反芻時間變化，由圖中結果可知不同健康狀態間RT有顯著差異 (P < 0.005)，2+組牛隻RT於分娩前7天左右及分娩後7天左右與其它2組顯著較低 (P < 0.05)，而分娩後1組別牛隻其RT與0組別牛隻皆無顯著差異；S牧場則無顯著差異。












表6. G牧場不同健康狀態牛隻於實驗期間各週次反芻時間變化
Table 6. Least squares means (±SE) for rumination time (min/d) for cows with healthy (0), diagnosed with one disease (1), ≧two kinds of diseases were diagnosed (2+) in G farm during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Group
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	0
	20
	535 ± 11.8
	540 ± 11.4
	531 ± 11.4a
	534 ± 11.4a
	462 ± 11.4
	538 ± 11.4
	573 ± 11.4
	588 ± 11.4
	601 ± 11.4a
	589 ± 11.4
	591 ± 11.4
	608 ± 11.8

	1
	15
	546 ± 12.6
	542 ± 12.3
	535 ± 12.4a
	530 ± 12.2a
	452 ± 12.2
	515 ± 12.2
	555 ± 12.1
	558 ± 12.1
	559 ± 12.1b
	570 ± 12.1
	583 ± 12.1
	587 ± 12.5

	2+
	19
	544 ± 11.4
	536 ± 11.0
	496 ± 11.0b
	475 ± 11.0b
	431 ± 11.0
	544 ± 11.0
	549 ± 11.0
	578 ± 11.0
	559 ± 11.0b
	572 ± 11.0
	591 ± 11.0
	595 ± 11.4


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)

表7. S牧場不同健康狀態牛隻於實驗期間各週次反芻時間變化
Table 7. Least squares means (±SE) for rumination time (min/d) for cows with healthy (0), diagnosed with one disease (1), ≧two kinds of diseases were diagnosed (2+) in S farm during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Group
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	0
	20
	461 ± 12.7
	445 ± 12.2b
	442 ± 12.0
	458 ± 11.1
	470 ± 11.0a
	510 ± 11.0b
	518 ± 11.0
	536 ± 11.0b
	533 ± 11.0b
	528 ± 11.0
	535 ± 11.1
	542 ± 11.5

	1
	9
	446 ± 20.8
	457 ± 20.0ab
	427 ± 19.9
	430 ± 19.9
	404 ± 19.9b
	503 ± 19.9b
	556 ± 19.9
	530 ± 19.9b
	544 ± 19.9ab
	519 ± 19.9
	544 ± 20.0
	560 ± 20.8

	2+
	7
	501 ± 30.5
	514 ± 28.3a
	487 ± 28.1
	480 ± 26.0
	420 ± 25.7ab
	578 ± 25.7a
	558 ± 25.7
	615 ± 25.7a
	595 ± 25.7a
	570 ± 25.7
	585 ± 25.8
	555 ± 26.8


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)
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圖11. 2家商業牧場不同健康狀態牛隻於分娩前28天至分娩後56天其反芻時間變化。
Figure 11. Daily rumination time (mean ± SE; min/d) over the study period (−28 to 56 d) for cows with healthy, diagnosed with one disease, ≧two kinds of diseases were diagnosed in (a) G farm (0, n=20; 1, n=15; 2+, n=19) and (b) S farm (0, n=20; 1, n=9; 2+, n=7).
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圖12. 2家商業牧場不同健康狀態牛隻於分娩前10天至分娩後10天其反芻時間變化。
Figure 12. Daily rumination time (LSM ± SE; min/d) over the −10 to 10 d for different health status cows in (a) G farm (0, n=20; 1, n=15; 2+, n=19) and (b) S farm (0, n=20; 1, n=9; 2+, n=7). a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); HS: health status; DRC: day relative to calving.

2、 影響活動量的因素
(1) 胎次
[bookmark: _Hlk73096945][bookmark: _Hlk73096957]    兩家商業牧場其實驗牛隻的活動量有顯著差異 (P < 0.05)，後續將分開討論。表8與表9探討G與S牧場不同胎次牛隻於實驗期間不同週次之活動量變化，從表中可看出G牧場之1st牛隻於大部分週次有最高AC，分娩後除第4週外，皆顯著高於其它2組 (P < 0.05)，於 +1 wk可與≧3rd牛隻相差97 AU/d，2nd牛隻於分娩前至分娩後第1週，除 -2 wk外，皆顯著高於≧3rd (P < 0.05)，而≧3rd牛隻於實驗期間各週次其AC均為3組中最低；S牧場各胎次間AC皆無顯著差異。
[bookmark: _Hlk73097420][bookmark: _Hlk73097441]    圖13以折線圖繪出G牧場與S牧場不同胎次牛隻於實驗期間每日活動量變化，從圖中可看出G牧場不同胎次牛隻於分娩當天或第2天有最高AC，1st牛隻其分娩當天AC可達660 AU/d，其它2胎次最高達590 AU/d與550 AU/d，另外也發現分娩前3組活動量無長時間明顯差距，但分娩後1st牛隻其AC長時間高於其它2組；S牧場不同胎次牛隻於分娩當天至第3天有最高AC，分別介於445-480 AU/d，分娩前各胎次AC無明顯差異，但分娩後以≧3rd牛隻其AC低於其他胎次。
[bookmark: _Hlk73097673][bookmark: _Hlk73097682][bookmark: _Hlk73097691]    鑒於觀察實驗期間AC之變化趨勢於分娩前後10日有較大波動，所以圖14以折線圖探討不同牧場其不同胎次牛隻於分娩前後10天活動量變化，G牧場不同胎次間AC有極顯著差異 (P < 0.0001)，其中≧3rd牛隻於分娩前5-7天其AC顯著低於1st (P < 0.05)，而從分娩前2天至分娩後3天，1st牛隻AC顯著高於其它2組 (P < 0.05)，至分娩後10天，1st牛隻持續維持3組中最高之活動量；而S牧場各胎次則無顯著差異。













表8. G牧場不同胎次牛隻於實驗期間各週次活動量變化
Table 8. Least squares means (±SE) for activity (AU/d) for first parity cows (1st), second parity cows (2nd), and ≧third parity cows (≧3rd) in G farm during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Parity
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1st
	23
	516 ± 17.3a
	519 ± 16.6ab
	520 ± 16.3a
	517 ± 12.7a
	598 ± 12.5a
	565 ± 11.3a
	570 ± 11.0a
	555 ± 11.0a
	569 ± 11.0a
	570 ± 11.0a
	558 ± 11.0a
	553 ± 11.5a

	2nd
	15
	514 ± 13.6a
	536 ± 13.1a
	506 ± 12.9ab
	488 ± 12.4a
	543 ± 12.4b
	522 ± 12.3b
	505 ± 12.1b
	528 ± 11.9ab
	520 ± 11.8b
	508 ± 11.8b
	490 ± 11.9b
	505 ± 12.4b

	≧3rd
	15
	465 ± 15.2b
	477 ± 14.6b
	478 ± 13.8b
	455 ± 12.9b
	501 ± 12.5c
	497 ± 12.4b
	490 ± 12.4b
	495 ± 12.4b
	496 ± 12.4b
	501 ± 12.4b
	482 ± 12.5b
	493 ± 13.0b


a-cLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)

表9. S牧場不同胎次牛隻於實驗期間各週次活動量變化
Table 9. Least squares means (±SE) for activity (AU/d) for first parity cows (1st), second parity cows (2nd), and ≧third parity cows (≧3rd) in S farm during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Parity
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1st
	7
	403 ± 18.1
	406 ± 16.5
	410 ± 15.9
	418 ± 14.3
	429 ± 14.1
	429 ± 14.1
	425 ± 14.1
	428 ± 14.1
	425 ± 14.1
	417 ± 14.1
	432 ± 14.3
	435 ± 15.2

	2nd
	15
	407 ± 13.4
	412 ± 12.5
	415 ± 12.4
	409 ± 12.4
	445 ± 12.3*
	428 ± 12.3
	423 ± 12.3
	440 ± 12.3*
	437 ± 12.4
	428 ± 12.4
	425 ± 12.5
	422 ± 13.4

	≧3rd
	14
	406 ± 13.5
	398 ± 12.6
	394 ± 12.4
	403 ± 12.4
	413 ± 12.4*
	414 ± 12.4
	412 ± 12.4
	410 ± 12.4*
	411 ± 12.4
	419 ± 12.4
	413 ± 12.6
	420 ± 13.4


*LSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.1)
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圖13. 2家商業牧場不同胎次牛隻於分娩前28天至分娩後56天其活動量變化。
Figure 13. Daily activity (mean ± SE; AU/d) over the study period (−28 to 56 d) for first, second, and ≧third parity cows in (a) G farm (1st, n=23; 2nd, n=15; 
≧3rd, n=15) and (b) S farm (1st, n=7; 2nd, n=15; ≧3rd, n=14).
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圖14. 2家商業牧場不同胎次牛隻於分娩前10天至分娩後10天其活動量變化。
Figure 14. Daily activity (LSM ± SE; AU/d) over the −10 to 10 d for different parity cows in (a) G farm (1st, n=23; 2nd, n=15; ≧3rd, n=15) and (b) S farm (1st, n=7; 2nd, n=15; ≧3rd, n=14). a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); PAR: parity; DRC: day relative to calving.
(二) 健康狀態
[bookmark: _Hlk73098415][bookmark: _Hlk73098424][bookmark: _Hlk73101908][bookmark: _Hlk73101916]    表10探討G牧場不同健康狀態牛隻於實驗期間不同週次之活動量變化，從表中可看出1組牛隻其AC於 -3 wk顯著高於0組牛隻 (P < 0.05)，而2+組牛隻其AC於 +4 wk及 +7 wk顯著高於0組牛隻 (P < 0.05)；表11探討S牧場不同健康狀態牛隻於實驗期間不同週次之活動量變化，從表中可看出0組牛隻其AC於 +1 wk有較2+組高之趨勢 (P < 0.1)，而從+2 wk至+8 wk，0組牛隻AC皆顯著高於1組 (P < 0.05)。
[bookmark: _Hlk73101414][bookmark: _Hlk73101647][bookmark: _Hlk73101663]    圖15以折線圖繪出G牧場與S牧場不同健康狀態牛隻於實驗期間每日活動量變化，從圖中可看出G牧場中0組牛隻於分娩後第2天有最高AC約640 AU/d，而2+組及1組牛隻於分娩當天有最高AC，分別約620與570 AU/d，分娩後3組牛隻中以2+組通常有最高AC；S牧場中同樣以0組牛隻於分娩後第2天有最高AC約475 AU/d，但分娩後3組牛隻中以0組通常有最高AC。而圖16以折線圖探討不同牧場其不同健康狀態牛隻於分娩前後10天活動量變化，從圖中可得知分娩前7天開始，0組牛隻有相對較高之活動量，但僅在分娩前第5天與2+組有顯著差異 (P < 0.05)，而從分娩後開始，0組與2+組相對有較1組牛隻高之AC，但僅在分娩後第2天，0組牛隻其AC顯著高於1組 (P < 0.05)；於S牧場各組間無顯著差異。


















表10. G牧場不同健康狀態牛隻於實驗期間各週次活動量變化
Table 10. Least squares means (±SE) for activity (AU/d) for cows with healthy (0), diagnosed with one disease (1), ≧two kinds of diseases were diagnosed (2+) in G farm during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Group
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	0
	20
	497 ± 12.9
	493 ± 12.4b
	501 ± 12.3
	501 ± 12.2
	555 ± 12.1
	528 ± 12.1
	518 ± 11.9
	507 ± 11.6b
	515 ± 11.6
	517 ± 11.6
	493 ± 11.6b
	498 ± 12.1

	1
	14
	515 ± 18.7
	540 ± 18.0a
	522 ± 17.6
	489 ± 14.1
	549 ± 13.8
	526 ± 12.7
	531 ± 12.4
	532 ± 12.4ab
	543 ± 12.4
	536 ± 12.4
	507 ± 12.5ab
	524 ± 13.0

	2+
	19
	484 ± 14.2
	498 ± 13.6ab
	482 ± 12.7
	469 ± 11.7
	539 ± 11.2
	529 ± 11.2
	516 ± 11.2
	540 ± 11.2a
	528 ± 11.2
	526 ± 11.2
	530 ± 11.2a
	529 ± 11.7


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)

表11. S牧場不同健康狀態牛隻於實驗期間各週次活動量變化
Table 11. Least squares means (±SE) for activity (AU/d) for cows with healthy (0), diagnosed with one disease (1), ≧two kinds of diseases were diagnosed (2+) in S farm during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Group
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	0
	20
	399 ± 8.6
	408 ± 8.0
	404 ± 7.5
	416 ± 7.3
	445 ± 7.2*
	445 ± 7.2a
	447 ± 7.2a
	441 ± 7.2a
	438 ± 7.2a
	437 ± 7.2a
	446 ± 7.3a
	447 ± 7.8a

	1
	9
	408 ± 14.1
	405 ± 13.2
	411 ± 13.0
	415 ± 13.0
	430 ± 13.0
	406 ± 13.0b
	408 ± 13.0b
	410 ± 13.0b
	405 ± 13.0b
	404 ± 13.0b
	407 ± 13.2b
	 411 ± 14.1b

	2+
	7
	408 ± 20.5
	403 ± 18.7
	405 ± 18.2
	398 ± 17.0
	412 ± 16.8*
	420 ± 16.8ab
	405 ± 16.8b
	425 ± 16.8ab
	431 ± 16.8ab
	423 ± 16.8ab
	417 ± 17.0ab
	419 ± 18.2ab


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)
*LSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.1)
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圖15. 2家商業牧場不同健康狀態牛隻於分娩前28天至分娩後56天其活動量變化。
Figure 15. Daily activity (mean ± SE; AU/d) over the study period (−28 to 56 d) for cows with healthy, diagnosed with one disease, ≧two kinds of diseases were diagnosed in (a) G farm (0, n=20; 1, n=14; 2+, n=19) and (b) S farm (0, n=20; 1, n=9; 2+, n=7).
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圖16. 2家商業牧場不同健康狀態牛隻於分娩前10天至分娩後10天其反芻時間變化。
Figure 16. Daily activity (LSM ± SE; AU/d) over the −10 to 10 d for different health status cows in (a) G farm (0, n=20; 1, n=14; 2+, n=19) and (b) S farm (0, n=20; 1, n=9; 2+, n=7). a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); HS: health status; DRC: day relative to calving.

3、 影響乳量的因素
(1) 胎次
    兩家商業牧場於乳量結果並無顯著差異 (P > 0.1)，因此將合併討論。挑選的90頭荷蘭牛內有9頭牛缺少乳量資料，所以各胎次頭數分別為1st有28頭、2nd有28頭、≧3rd有25頭。
    圖17以折線圖繪出不同胎次牛隻於實驗期間每日乳量變化，從圖中可看出不同胎次與不同距分娩日齡皆有極顯著差異 (P < 0.0001)，相較於經產牛，1st 之初產牛其乳量皆較低，乳量最高約達30 kg/d，而經產牛中2nd與≧3rd其乳量無較大差異，乳量最高約達40 kg/d。
    統計結果中發現胎次與反芻時間及活動量有交感效應 (P < 0.05)，所以圖18以散布圖探討不同胎次牛隻其乳量與反芻時間的相關性，結果顯示不管何種胎次之牛隻，其每日乳量皆與每日反芻時間成正比 (P < 0.0001)，R2 介於0.42至0.82之間，圖19以散布圖探討不同胎次牛隻其乳量與活動量的相關性，結果顯示於1st與2nd牛隻其MY與AC為負相關，而≧3rd牛隻則為正相關。

(2) 健康狀態
    同上一段共有81頭牛有乳量資料，各組頭數分別為0組有31頭、1組有25頭、2+組有25頭。
    圖20以折線圖繪出不同健康狀態牛隻於實驗期間每日乳量變化，從圖中可看出不同健康狀態與不同距分娩日齡皆有顯著差異 (P < 0.01)，3組中，以1組別牛隻其乳量高於其它2組，以2+組牛隻乳量最低。
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圖17. 不同胎次牛隻於分娩後4天至56天其乳量變化。
Figure 17. Daily milk yield (mean ± SE; kg/d) over the study period (4 to 56 d) for first (n=28), second (n=28), and ≧third parity (n=25) cows. PAR: parity; DRC: day relative to calving.
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圖18. 不同胎次牛隻其每日平均乳量與反芻時間之散布圖。
Figure 18. Scatterplot of daily milk yield and daily rumination time from 4 to 56 d for dairy cows in (a) 1st (n = 28, R2 = 0.82, P < 0.0001), (b) 2nd (n = 28, R2 = 0.42, P < 0.0001) and (c) ≧3rd (n = 25, R2 = 0.48, P < 0.0001) parity.
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圖19. 不同胎次牛隻其每日平均乳量與活動量之散布圖。
Figure 19. Scatterplot of daily milk yield and daily activity from 4 to 56 d for dairy cows in (a) 1st (n = 28, R2 = 0.007, P < 0.0001), (b) 2nd (n = 28, R2 = 0.026, P < 0.0001) and (c) ≧3rd (n = 25, R2 = 0.011, P < 0.0001) parity.
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圖20. 不同健康狀態牛隻於分娩後4天至56天其乳量變化。
Figure 20. Daily milk yield (mean ± SE; kg/d) over the study period (4 to 56 d) for healthy (0, n=31), diagnosed with one disease (1, n=25), and ≧two kinds of diseases were diagnosed cows (2+, n=25). HS: health status; DRC: day relative to calving.


4、 臨床疾病對於行為與生產的影響
    這一部分探討分娩後牛隻的臨床疾病確診前後，其行為與生產量的變化及與健康牛隻或全場平均之差異。使用有完整疾病治療記錄之G場牛隻進行分析，根據疾病記錄的結果，挑選臨床乳房炎確診、臨床子宮炎確診與將消化問題、胃炎及跛足合併之其它臨床疾病確診這3種來進行討論。

(一)乳房炎
[bookmark: _Hlk73265986][bookmark: _Hlk73266105]    圖21至圖23為探討確診臨床乳房炎牛隻其確診日前後7天之反芻時間、活動量及乳量與健康牛隻及全場平均之比較，圖21顯示RT結果，從圖中可知3組RT無顯著差異，但可觀察到確診組牛隻其每日平均RT於確診前1天較確診前2天降低約30 min/d，並持續降低至確診後1天，與確診前第2天可相差約70 min/d。圖22顯示之AC結果中可知3組無顯著差異。圖23顯示每日平均MY結果，從圖中可知確診乳房炎組牛隻在確診當天至確診後5天，其乳量皆顯著低於其他2組 (P < 0.05)，平均每天可與健康組相差約6.5 kg/d，換句話說，每次乳房炎發生可能會減少約40 kg乳產量；另外僅觀察確診乳房炎組MY變化發現MY從確診前1天即開始降低。

(二)子宮炎
[bookmark: _Hlk73266258][bookmark: _Hlk73266269][bookmark: _Hlk73266400][bookmark: _Hlk73266626]    圖24至圖26為探討確診臨床子宮炎牛隻其確診日前後7天之反芻時間、活動量及乳量與健康牛隻及全場平均之比較，圖24為RT之結果，從圖中可知確診組牛隻其每日平均RT於確診前1天至確診後1天有低於健康組之趨勢 (P < 0.1)，2組之每日平均RT可相差約45 min/d，於確診前1天有低於全場平均之趨勢 (P < 0.1)，另外觀察確診組牛隻每日平均RT變化也發現確診前第2天與確診前第1天可相差約35 min/d。圖25為AC之結果，結果顯示確診組牛隻其每日平均AC於此段時間皆高於其它2組，於確診前第7、4天及確診後第2天顯著高於健康組或全場平均 (P < 0.05)，最高可相差約65 AU/d。圖26之MY結果則無差異，但3組中以確診組牛隻其每日平均乳量最低，可與健康組相差約3.7 kg/d。
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圖21. 確診臨床乳房炎前後反芻時間變化。
Figure 21. Rumination time patterns from −7 to 7 d relative to diagnosis for cows that developed clinical mastitis (n = 22) compared with healthy cows (n = 22) and all cows (n = 54). Values were presented as LSM ± SE.
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圖22. 確診臨床乳房炎前後活動量變化。
Figure 22. Activity patterns from −7 to 7 d relative to diagnosis for cows that developed clinical mastitis (n = 22) compared with healthy cows (n = 22) and all cows (n = 54). Values were presented as LSM ± SE.
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圖23. 確診臨床乳房炎前後乳量變化。
Figure 23. Milk yield patterns from −7 to 7 d relative to diagnosis for cows that developed clinical mastitis (n = 22) compared with healthy cows (n = 22) and all cows (n = 54). Values were presented as LSM ± SE. a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); DRD: day relative to diagnosis; GR: group.
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圖24. 確診臨床子宮炎前後反芻時間變化。
Figure 24. Rumination time patterns from −7 to 7 d relative to diagnosis for cows that developed clinical metritis (n = 20) compared with healthy cows (n = 20) and all cows (n = 54). Values were presented as LSM ± SE. a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); †Metritis vs. Healthy (P < 0.1); ‡Metritis vs. All (P < 0.1); GR: group.
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圖25. 確診臨床子宮炎前後活動量變化。
Figure 25. Activity patterns from −7 to 7 d relative to diagnosis for cows that developed clinical metritis (n = 20) compared with healthy cows (n = 20) and all cows (n = 54). Values were presented as LSM ± SE. a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); GR: group.
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圖26. 確診臨床子宮炎前後乳量變化。
Figure 26. Milk yield patterns from −7 to 7 d relative to diagnosis for cows that developed clinical metritis (n = 20) compared with healthy cows (n = 20) and all cows (n = 54). Values were presented as LSM ± SE.


(三) 胃炎、消化問題、跛足
[bookmark: _Hlk73266791][bookmark: _Hlk73267171][bookmark: _Hlk73267179]    圖27至圖29為探討確診其它臨床疾病牛隻，包含消化問題 (n=2)、胃炎 (n=2)、跛足 (n=3)，其確診日前後7天之反芻時間、活動量及乳量與健康牛隻及全場平均之比較。圖27為RT之結果，從圖中可知確診臨床疾病組牛隻其每日平均RT於確診前第3、1天及確診當天顯著低於其它2組 (P < 0.05)，最高可相差約105 min/d。圖28顯示之AC結果中可知3組無顯著差異。圖29為MY之結果，結果顯示確診臨床疾病組牛隻其乳量於確診前6天至確診後7天皆低於其它2組，於確診前3天至確診後4天顯著低於全場平均 (P < 0.05)，每日平均乳量最多可相差約8.5 kg/d。
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圖27. 確診其它臨床疾病前後反芻時間變化。
Figure 27. Rumination time patterns from −7 to 7 d relative to diagnosis for cows that developed others diseases (n = 7) compared with healthy cows (n = 7) and all cows (n = 54). Values were presented as LSM ± SE. a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); GR: group.
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圖28. 確診其它臨床疾病前後活動量變化。
Figure 28. Activity patterns from −7 to 7 d relative to diagnosis for cows that developed others diseases (n = 7) compared with healthy cows (n = 7) and all cows (n = 54). Values were presented as LSM ± SE.
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圖29. 確診其它臨床疾病前後乳量變化。
Figure 29. Milk yield patterns from −7 to 7 d relative to diagnosis for cows that developed others diseases (n = 7) compared with healthy cows (n = 7) and all cows (n = 54). Values were presented as LSM ± SE. a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); GR: group.

5、 亞臨床疾病對於行為與生產的影響
    這部分探討亞臨床疾病的發生對於行為及生產的影響，於2家商業牧場共挑選24頭實驗牛，依照個別分娩後疾病確診情況不同，將牛隻分為健康組、發生亞臨床疾病組與發生亞臨床疾病並確診臨床疾病組，共3組來進行討論。

(一) 亞臨床酮症
    依照分娩後牛隻是否發生SCK或臨床疾病進行分組，分別為健康組 (HLT, n=8)、發生SCK但無臨床疾病確診 (HYK, n=4)、發生SCK且有臨床疾病確診 (HYK+, n=7)，分別探討不同組間行為與乳產量差異。

1. 反芻時間
[bookmark: _Hlk73268409][bookmark: _Hlk73268421][bookmark: _Hlk74479079][bookmark: _Hlk73268537][bookmark: _Hlk73268547][bookmark: _Hlk73268725][bookmark: _Hlk73268735]    表12為實驗期間不同週次之反芻時間變化，從表中可知HYK+組牛隻於分娩前2週其RT顯著低於HLT組 (P < 0.05)，分娩後其RT也低於HLT組，但無顯著差異；而於分娩後第4、5、7週，HYK組牛隻其RT則顯著低於HLT組 (P < 0.05)，但於分娩前與HLT組無差異。圖30以折線圖繪出不同組別牛隻於實驗期間每日反芻時間變化，從圖中可知在分娩前12-17天及2-4天，HYK+組有出現較低之RT；分娩後HYK組於22-31天有出現較低之RT。圖31以折線圖探討不同組別牛隻於分娩前後10天反芻時間變化，從圖中可知不同組別間RT有顯著差異 (P < 0.05)，HYK+組於分娩前2-4天其RT顯著低於其它2組 (P < 0.05)，於分娩前第4天與HYK組可相差150 min/d，HYK組於分娩後3-6天有3組中最高RT，於第5天顯著高於HYK+組 (P < 0.05)，2組相差約110 min/d。












表12. 以亞臨床酮症分組之不同組別牛隻於實驗期間各週次反芻時間變化
Table 12. Least squares means (±SE) for rumination time (min/d) for healthy cows (HLT), subclinical ketosis cows with no other clinical diseases (HYK), and subclinical ketosis cows with other clinical diseases (HYK+) during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Group
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	HLT
	8
	507 ± 18.3
	504 ± 17.4
	492 ± 17.4a
	488 ± 17.4a
	447 ± 17.4
	516 ± 17.4
	558 ± 17.4
	579 ± 17.4a
	595 ± 17.4a
	581 ± 17.4
	605 ± 17.4a
	597 ± 18.3

	HYK
	4
	502 ± 25.9
	492 ± 24.7
	493 ± 24.6ab
	491 ± 24.6a
	439 ± 24.6
	493 ± 24.6
	532 ± 24.6
	497 ± 24.6b
	521 ± 24.6b
	538 ± 24.6
	538 ± 24.7b
	577 ± 25.9

	HYK+
	7
	470 ± 25.9
	459 ± 24.7
	429 ± 24.6b
	414 ± 24.6b
	417 ± 24.6
	504 ± 24.6
	526 ± 24.6
	552 ± 24.6ab
	566 ± 24.6ab
	568 ± 24.6
	587 ± 24.7ab
	561 ± 25.9


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)
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圖30. 以亞臨床酮症分組之不同組別牛隻於分娩前28天至分娩後56天其反芻時間變化。
Figure 30. Daily rumination time (Mean ± SE; min/d) over the study period (−28 to 56 d) for healthy cows (HLT, n=8), subclinical ketosis cows with no other clinical diseases (HYK, n=4), and subclinical ketosis cows with other clinical diseases (HYK+, n=7).
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圖31. 以亞臨床酮症分組之不同組別牛隻於分娩前10天至分娩後10天其反芻時間變化。
Figure 31. Daily rumination time (LSM ± SE; min/d) over the −10 to 10 d for healthy cows (HLT, n=8), subclinical ketosis cows with no other clinical diseases (HYK, n=4), and subclinical ketosis cows with other clinical diseases (HYK+, n=7). a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); GR: group; DRC: day relative to calving.

2. 活動量
[bookmark: _Hlk73268965][bookmark: _Hlk73268973]    表13為實驗期間不同週次之活動量變化，從表中可知HYK組於分娩前之4週皆有最高之AC，且皆顯著高於HLT組 (P < 0.05)，分娩後3組皆無顯著差異。

3. 乳量
[bookmark: _Hlk73274961]    表14為依照發生SCK與否進行分組之組別，於實驗期間不同週次之乳量變化，從表中可知HYK組於分娩後5-8週其MY皆顯著高於其他2組 (P < 0.05)，於分娩後第6週可與HLT組相差約7.1 kg/d，於分娩後第8週可與HYK+組相差約10.3 kg/d。
























表13. 以亞臨床酮症分組之不同組別牛隻於實驗期間各週次活動量變化
Table 13. Least squares means (±SE) for activity (AU/d) for healthy cows (HLT), subclinical ketosis cows with no other clinical diseases (HYK), and subclinical ketosis cows with other clinical diseases (HYK+) during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Group
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	HLT
	8
	441 ± 17.6b
	447 ± 16.5b
	452 ± 16.3b
	454 ± 16.3b
	501 ± 16.3
	489 ± 16.3
	505 ± 16.3
	485 ± 16.3
	477 ± 16.3
	502 ± 16.3
	463 ± 16.5
	463 ± 17.6

	HYK
	4
	506 ± 24.9a
	522 ± 23.4a
	520 ± 23.1a
	530 ± 23.0a
	523 ± 23.0
	504 ± 23.0
	490 ± 23.0
	496 ± 23.0
	504 ± 23.0
	455 ± 23.1
	461 ± 23.4
	497 ± 24.9

	HYK+
	7
	443 ± 24.9ab
	447 ± 23.4b
	458 ± 23.1b
	448 ± 23.0b
	462 ± 23.0
	454 ± 23.0
	452 ± 23.0
	438 ± 23.0
	455 ± 23.0
	476 ± 23.1
	455 ± 23.4
	451 ± 24.9


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)


表14. 以亞臨床酮症分組之不同組別牛隻於實驗期間各週次乳量變化
Table 14. Least squares means (±SE) for milk yield (kg/d) for healthy cows (HLT), subclinical ketosis cows with no other clinical diseases (HYK), and subclinical ketosis cows with other clinical diseases (HYK+) during each week of the study period 
	
	
	week relative to calving

	Group
	No.
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	 

	HLT
	8
	29.03 ± 2.15
	28.09 ± 1.82
	30.79 ± 1.73
	31.55 ± 1.71
	32.07 ± 1.69b
	31.73 ± 1.69b
	34.80 ± 1.73b
	34.87 ± 1.85ab
	 

	HYK
	4
	31.23 ± 2.64
	32.53 ± 2.36
	34.94 ± 2.25
	34.04 ± 2.23
	37.58 ± 2.25a
	38.90 ± 2.28a
	40.59 ± 2.30a
	40.55 ± 2.46a
	 

	HYK+
	7
	28.47 ± 2.95
	30.65 ± 2.41
	30.22 ± 2.28
	33.66 ± 2.26
	30.17 ± 2.28b
	29.48 ± 2.31b
	31.49 ± 2.32b
	30.22 ± 2.47b
	 


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)

(2)  亞臨床低血鈣
    依照分娩後牛隻是否發生SCH或臨床疾病進行分組，分別為健康組 (HLT, n=7)、發生SCH但無臨床疾病確診 (HYC, n=5)、發生SCH且有臨床疾病確診 (HYC+, n=6)，分別探討不同組間行為與乳產量差異。

1. 反芻時間
[bookmark: _Hlk73275278][bookmark: _Hlk73275286]    表15為實驗期間不同週次之反芻時間變化，從表中可知於分娩前2週，HLT組之RT顯著高於HYC+組 (P < 0.05)，且於分娩前1週，HYC組之RT亦顯著高於HYC+組 (P < 0.05)，RT可相差約77 min/d；於分娩後第4、5、7週觀察到HLT組RT顯著高於HYC組 (P < 0.05)。

2. 活動量
[bookmark: _Hlk73275793][bookmark: _Hlk73276391][bookmark: _Hlk73276398]    表16為實驗期間不同週次之活動量變化，從表中可知從分娩前第1週開始，HLT組有3組中最高之AC，且於大部分週次顯著高於HYC組或HYC+組 (P < 0.05)。圖32以折線圖探討不同組別牛隻於分娩前後10天活動量變化，從圖中可看出HLT組於分娩前有最高之AC但與其它2組無顯著差異，分娩後則於大部分天數與HYC+組有顯著差異 (P < 0.05)，2組活動量於分娩後第2天相差約160 AU/d。

3. 乳量
[bookmark: _Hlk73276545][bookmark: _Hlk73276662]    表17為實驗期間不同週次之乳量變化，從表中可知除了第1週與第4週外，其它週次皆是以HYC組有最高之MY。圖33以折線圖繪出不同組別牛隻於實驗期間每日乳量變化，觀察各組變化趨勢發現HLT與HYC組於實驗期間乳量有持續上升的趨勢，但HYC+組乳量則有稍微下降之趨勢出現。











表15. 以亞臨床低血鈣分組之不同組別牛隻於實驗期間各週次反芻時間變化
Table 15. Least squares means (±SE) for rumination time (min/d) for healthy cows (HLT), subclinical hypocalcemia cows with no other clinical diseases (HYC), and subclinical hypocalcemia cows with other clinical diseases (HYC+) during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Group
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	HLT
	7
	507 ± 18.3
	504 ± 17.4
	492 ± 17.4a
	488 ± 17.4a
	447 ± 17.4
	516 ± 17.4
	558 ± 17.4
	579 ± 17.4a
	595 ± 17.4a
	581 ± 17.4
	605 ± 17.4a
	597 ± 18.3

	HYC
	5
	502 ± 25.9
	492 ± 24.7
	493 ± 24.6ab
	491 ± 24.6a
	439 ± 24.6
	493 ± 24.6
	532 ± 24.6
	497 ± 24.6b
	521 ± 24.6b
	538 ± 24.6
	538 ± 24.7b
	577 ± 25.9

	HYC+
	6
	470 ± 25.9
	459 ± 24.7
	429 ± 24.6b
	414 ± 24.6b
	417 ± 24.6
	504 ± 24.6
	526 ± 24.6
	552 ± 24.6ab
	566 ± 24.6ab
	568 ± 24.6
	587 ± 24.7ab
	561 ± 25.9


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)


表16. 以亞臨床低血鈣分組之不同組別牛隻於實驗期間各週次活動量變化
Table 16. Least squares means (±SE) for activity (AU/d) for healthy cows (HLT), subclinical hypocalcemia cows with no other clinical diseases (HYC), and subclinical hypocalcemia cows with other clinical diseases (HYC+) during each week of the study period 
	 
	 
	week relative to calving

	Group
	No.
	-4
	-3
	-2
	-1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	HLT
	7
	476 ± 18.1
	475 ± 17.0
	492 ± 16.8
	503 ± 16.8a
	530 ± 16.8a
	514 ± 16.8a
	520 ± 16.8a
	519 ± 16.8a
	521 ± 16.8a
	524 ± 16.8a
	479 ± 17.0
	502 ± 18.1a

	HYC
	5
	445 ± 21.4
	468 ± 20.1
	453 ± 19.9
	464 ± 19.9ab
	479 ± 19.9b
	464 ± 19.9b
	471 ± 19.9ab
	444 ± 19.9b
	436 ± 19.9b
	434 ± 19.9b
	440 ± 20.1
	436 ± 21.4b

	HYC+
	6
	443 ± 23.9
	447 ± 22.5
	459 ± 22.2
	449 ± 22.2b
	461 ± 22.2b
	453 ± 22.2b
	451 ± 22.2b
	438 ± 22.2b
	455 ± 22.2b
	476 ± 22.2ab
	456 ± 22.5
	452 ± 23.9ab


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)
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圖32. 以亞臨床低血鈣分組之不同組別牛隻於分娩前10天至分娩後10天其活動量變化。
Figure 32. Daily activity (LSM ± SE; AU/d) over the −10 to 10 d for healthy cows (HLT, n=7), subclinical hypocalcemia cows with no other clinical diseases (HYC, n=5), and subclinical hypocalcemia cows with other clinical diseases (HYC+, n=6). a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05); GR: group; DRC: day relative to calving.


表17. 以亞臨床低血鈣分組之不同組別牛隻於實驗期間各週次乳量變化
Table 17. Least squares means (±SE) for milk yield (kg/d) for healthy cows (HLT), subclinical hypocalcemia cows with no other clinical diseases (HYC), and subclinical hypocalcemia cows with other clinical diseases (HYC+) during each week of the study period 
	
	
	week relative to calving

	Group
	No.
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	 

	HLT
	7
	28.02 ± 2.06
	27.48 ± 1.75b
	30.40 ± 1.67b
	31.21 ± 1.65
	32.01 ± 1.65b
	31.44 ± 1.64b
	33.57 ± 1.67b
	34.37 ± 1.79b
	 

	HYC
	5
	32.81 ± 2.59
	33.69 ± 2.28a
	35.86 ± 2.17a
	34.97 ± 2.13
	38.07 ± 2.13a
	39.36 ± 2.14a
	42.64 ± 2.20a
	41.33 ± 2.36a
	 

	HYC+
	6
	28.48 ± 2.86
	30.66 ± 2.32ab
	30.29 ± 2.19ab
	33.69 ± 2.18
	30.22 ± 2.20b
	29.51 ± 2.23b
	31.52 ± 2.23b
	30.25 ± 2.37b
	 


a-bLSM without the same superscripts in the same column differ (P < 0.05)
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圖33. 以亞臨床低血鈣分組之不同組別牛隻於分娩後4-56天其乳量變化。
Figure 33. Daily milk yield (Mean ± SE; kg/d) over the study period (4 to 56 d) for healthy cows (HLT, n=7), subclinical hypocalcemia cows with no other clinical diseases (HYC, n=5), and subclinical hypocalcemia cows with other clinical diseases (HYC+, n=6).




6、 亞臨床疾病對於血液與乳質的影響
(1) 胎次
1. [bookmark: _Hlk76464883]血清生化值
    表18為不同胎次牛隻於分娩前後不同時間之血清生化值比較，從表中看出血清中Glucose濃度從分娩前4週開始降低至分娩後4週，隨後至分娩後8週濃度上升，於不同胎次則無顯著差異。
    血清中total cholesterol濃度會從分娩前逐漸降低至分娩，隨後開始上升至分娩後8週，於不同胎次則無顯著差異。
    於蛋白質相關成分中發現，血清中total protein含量會從分娩前逐漸降低至分娩，隨後開始上升至分娩後8週，不同胎次則發現初產牛於分娩前第4週總蛋白含量顯著低於經產牛 (P < 0.05)。血清中albumin含量於此皆無顯著差異，而globulin含量則從分娩前逐漸降低至分娩，分娩後開始上升，不同胎次則發現初產牛於分娩前第4週球蛋白含量顯著低於經產牛 (P < 0.01)。
    血清中尿素氮含量發現分娩後會持續降低，不同胎次於分娩後第4及第8週，第二胎次牛隻其BUN顯著高於第一胎。
    表中觀察與肝臟功能相關之酵素AST與GGT的活性變化，發現AST於不同胎次與時間皆無顯著影響，觀察第一胎與≧三胎以上牛隻發現其於分娩當天之AST活性有提高；GGT活性從分娩前持續提高至分娩後第4週，隨後降低，僅第一胎持續提高至分娩後第8週。
表中觀察血清中礦物質Ca、P、Mg的濃度變化，發現Ca於不同胎次與時間皆無顯著影響，初產牛於不同時間皆無明顯變化，而經產牛於分娩當天Ca濃度明顯低於其它時間；P濃度從分娩前開始降低至分娩時達最低點，隨後開始升高並穩定，不同胎次中發現在分娩前第4週、分娩及分娩後第4週，二胎次牛隻其P濃度皆顯著高於≧三胎以上牛隻 (P < 0.05)；Mg濃度於分娩前第4週時，第二胎次有高於其它2組之趨勢 (P < 0.1)，其它時間則無差異。








表18. 不同胎次牛隻其血清生化值變化
Table 18. Serum variables (Mean ± SD) of first parity cows (1st, n=8), second parity cows (2nd, n=8), and ≧third parity cows (≧3rd, n=8) in different sampling time
	 WRC1
	-4
	0
	4
	8
	P-value

	PAR2
	1st
	2nd
	≧3rd
	1st
	2nd
	≧3rd
	1st
	2nd
	≧3rd
	1st
	2nd
	≧3rd
	WRC
	PAR
	WRC×PAR

	Glu3, mg/dL
	82.00 ± 9.17A
	78.25 ± 10.11A
	78.00 ± 5.42A
	102.63 ± 39.22A
	68.5 ± 20.07AB
	73.25 ± 18.48AB
	61.25 ± 21.15B
	60.25 ± 16.10B
	60.63 ± 10.51B
	73.38 ± 15.48AB
	61.75 ± 8.17B
	71.50 ± 8.16AB
	< 0.001
	NS4
	NS

	TC, mg/dL
	97.43 ± 30.40B
	126.38 ± 33.64B
	125.63 ± 16.09BC
	75.50 ± 15.37B
	78.5 ± 9.90C
	79.38 ± 15.34C
	141.00 ± 47.37AB
	165.38 ± 54.76AB
	165.50 ± 44.97AB
	202.38 ± 71.77A
	185.63 ± 40.87A
	208.50 ± 73.02A
	< 0.0001
	< 0.1
	NS

	TP, g/dL
	6.40 ± 1.00b
	7.74 ± 1.27Aa
	7.78 ± 1.06Aa
	5.99 ± 0.32
	6.23 ± 0.80B
	6.48 ± 1.11B
	7.20 ± 0.75
	7.46 ± 0.49AB
	6.91 ± 1.74AB
	7.24 ± 1.14
	6.81 ± 0.77AB
	7.56 ± 1.87AB
	< 0.1
	< 0.05
	NS

	Alb, g/dL
	3.87 ± 0.46
	3.89 ± 0.48
	3.73 ± 0.38
	3.51 ± 0.30
	3.43 ± 0.21
	3.34 ± 0.59
	3.60 ± 0.36
	3.59 ± 0.47
	3.00 ± 0.79
	3.68 ± 0.73
	3.34 ± 0.61
	3.24 ± 0.79
	NS
	NS
	NS

	Glo, g/dL
	2.53 ± 0.71b
	3.85 ± 0.88a
	4.05 ± 0.83Aa
	2.48 ± 0.35
	2.80 ± 0.77
	3.14 ± 0.74B
	3.60 ± 0.61
	3.88 ± 0.67
	3.91 ± 1.21AB
	3.56 ± 0.46
	3.48 ± 0.48
	4.33 ± 1.68AB
	< 0.05
	< 0.01
	NS

	BUN, mg/dL
	7.50 ± 1.87AB
	11.13 ± 1.73A
	10.00 ± 1.85A
	8.00 ± 3.25A
	10.6 ± 4.41AB
	8.00 ± 2.67AB
	4.38 ± 1.92Bb
	8.25 ± 3.24ABa
	5.13 ± 1.64Bab
	4.75 ± 2.31Bb
	6.75 ± 2.60Ba
	6.14 ± 1.60Bab
	< 0.001
	< 0.01
	NS

	AST, IU/L
	77.71 ± 15.51
	96.25 ± 25.10
	76.75 ± 11.80
	103.75 ± 14.49
	98.6 ± 28.71
	95.50 ± 22.16
	87.25 ± 13.49
	96.25 ± 50.64
	88.75 ± 26.00
	74.88 ± 28.99
	77.63 ± 21.65
	71.13 ± 15.42
	NS
	NS
	NS

	GGT, IU/L
	13.57 ± 8.32
	9.00 ± 4.04
	9.50 ± 3.02B
	14.13 ± 8.66
	12.6 ± 6.52
	15.50 ± 1.77B
	18.25 ± 5.06
	25.25 ± 18.03
	31.88 ± 25.84A
	22.88 ± 14.11
	18.50 ± 5.83
	23.38 ± 6.74AB
	< 0.05
	NS
	NS

	Ca, mg/dL
	9.19 ± 1.07
	9.56 ± 1.26
	8.90 ± 1.02
	9.35 ± 2.03
	8.65 ± 1.20
	7.06 ± 1.00
	9.38 ± 0.95
	9.39 ± 0.41
	8.69 ± 0.90
	9.48 ± 2.39
	8.55 ± 1.43
	8.36 ± 1.77
	NS
	NS
	NS

	P, mg/dL
	6.05 ± 0.72ab
	7.45 ± 0.84Aa
	6.25 ± 0.81Ab
	4.37 ± 0.58ab
	4.53 ± 0.92Ca
	3.48 ± 1.32Cb
	5.38 ± 0.66ab
	5.80 ± 0.70Ba
	4.63 ± 1.12Bb
	5.13 ± 1.31
	5.29 ± 0.87BC
	5.10 ± 0.58B
	< 0.0001
	< 0.05
	NS

	Mg, mg/dL
	2.37 ± 0.33y
	2.45 ± 0.35x
	2.28 ± 0.41y
	2.26 ± 0.95
	2.18 ± 0.35
	2.36 ± 0.45
	2.41 ± 0.35
	2.50 ± 0.36
	1.95 ± 0.45
	2.25 ± 0.63
	2.15 ± 0.33
	2.18 ± 0.48
	NS
	< 0.1
	NS

	NEFA, mmol/L
	0.09 ± 0.05B
	0.04 ± 0.01B
	0.07 ± 0.05B
	0.37 ± 0.24A
	0.28 ± 0.22A
	0.20 ± 0.13A
	0.22 ± 0.15B
	0.12 ± 0.05B
	0.18 ± 0.07AB
	0.20 ± 0.18B
	0.06 ± 0.03B
	0.12 ± 0.13B
	< 0.0001
	NS
	NS


a-bMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ significantly (P < 0.05).
x-yMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ tendency (P < 0.1).
A-CMeans within a row of different sampling points with different capitals differ significantly (P < 0.05).
1WRC: week relative to calving.  2PAR: parity.
3Glu: glucose; TC: total cholesterol; TP: total protein; Alb: albumin; Glo: globulin; BUN: blood urea nitrogen; AST: aspartate transaminase; GGT: γ-glutamyltransferase; NEFA: non-esterified fatty acid.  4NS: not siginificant (P > 0.1).

2. 乳汁成分
    表19為不同胎次牛隻於分娩後不同時間之乳汁成分比較，從表中發現乳蛋白率在不同胎次皆隨著時間降低至分娩後第4週後穩定。
    不同胎次無脂固形物率於分娩後第1週至第2週降低，其後維持穩定，而總固形物率在分娩後1-8週有稍微降低並維持穩定。
    乳尿素氮濃度以第二胎次牛隻有高於其他胎次之趨勢 (P < 0.1)，但皆低於一般11-17 mg/dL之標準。
    乳中檸檬酸濃度在分娩後前2週最高，之後濃度開始下降至第8週。



























表19. 不同胎次牛隻其乳汁成分變化
Table 19. Milk variables (Mean ± SD) of first parity cows (1st, n=8), second parity cows (2nd, n=8), and ≧third parity cows (≧3rd, n=8) in different sampling time
	 WRC1
	1
	2
	4
	          6
	         8
	     P-value
	 

	PAR2
	1st
	2nd
	≧3rd
	1st
	2nd
	≧3rd
	1st
	2nd
	≧3rd
	1st
	2nd
	≧3rd
	1st
	2nd
	≧3rd
	WRC
	PAR
	WRC×PAR

	Fat (%)
	3.79 ± 1.93
	2.10 ± 0.90
	1.90 ± 0.74
	2.50 ± 0.90
	3.59 ± 5.05
	2.01 ± 1.52
	1.84 ± 1.16
	1.55 ± 0.50
	1.73 ± 0.83
	1.36 ± 0.27
	1.66 ± 1.15
	2.06 ± 1.44
	1.90 ± 1.27
	2.13 ± 1.54
	1.84 ± 1.13
	 NS4
	 NS
	 NS

	Protein (%)
	3.70 ± 0.34Ab
	4.19 ± 0.16Aa
	3.78 ± 0.23Ab
	3.32 ± 0.15Bab
	3.49 ± 0.23Ba
	3.24 ± 0.19Bb
	3.06 ± 0.27Bab
	3.27 ± 0.21Ca
	2.96 ± 0.24Cb
	3.05 ± 0.18B
	3.20 ± 0.22C
	2.96 ± 0.27C
	3.01 ± 0.23B
	3.18 ± 0.29C
	2.97 ± 0.18C
	< 0.0001
	  < 0.01
	 NS

	F/P3
	1.03 ± 0.51
	0.50 ± 0.22
	0.51 ± 0.20
	0.75 ± 0.26
	1.07 ± 1.58
	0.63 ± 0.48
	0.64 ± 0.46
	0.48 ± 0.16
	0.59 ± 0.29
	0.44 ± 0.08
	0.52 ± 0.38
	0.70 ± 0.48
	0.63 ± 0.42
	0.67 ± 0.48
	0.61 ± 0.37
	 NS
	 NS
	 NS

	Lactose (%)
	4.63 ± 0.29
	4.72 ± 0.25
	4.79 ± 0.18
	4.86 ± 0.27
	4.70 ± 0.58
	4.85 ± 0.21
	4.99 ± 0.19
	4.78 ± 0.50
	4.96 ± 0.14
	5.09 ± 0.15
	4.94 ± 0.22
	4.97 ± 0.34
	5.09 ± 0.15
	4.75 ± 0.27
	4.95 ± 0.13
	 NS
	 NS
	 NS

	NFS (%)
	9.03 ± 0.34
	9.61 ± 0.32A
	9.27 ± 0.21A
	8.88 ± 0.34
	8.89 ± 0.75B
	8.79 ± 0.35B
	8.68 ± 0.39
	8.75 ± 0.58B
	8.62 ± 0.23B
	8.86 ± 0.23
	8.84 ± 0.38B
	8.62 ± 0.17B
	8.79 ± 0.33
	8.63 ± 0.44B
	8.61 ± 0.27B
	 < 0.0001
	 NS
	 NS

	TS (%)
	12.82 ± 1.73
	11.71 ± 0.77AB
	11.17 ± 0.75
	11.38 ± 1.05
	12.48 ± 4.72A
	10.81 ± 1.41
	10.51 ± 1.07
	10.29 ± 0.40B
	10.35 ± 0.78
	10.21 ± 0.46
	10.49 ± 1.05B
	10.68 ± 1.55
	10.69 ± 1.36
	10.77 ± 1.56B
	10.45 ± 1.19
	 < 0.05
	 NS
	 NS

	MUN (mg/dL)
	5.73 ± 3.16
	5.81 ± 3.09XY
	3.95 ± 2.30
	5.96 ± 2.20
	7.06 ± 3.07X
	4.88 ± 1.91
	4.60 ± 3.49
	4.76 ± 2.99Y
	3.34 ± 1.36
	4.39 ± 1.21xy
	5.76 ± 3.26XYx
	4.14 ± 3.36y
	4.94 ± 3.34
	6.28 ± 5.94XY
	5.50 ± 2.44
	 < 0.1
	 < 0.1
	 NS

	Citrate (mg/dL)
	185.50 ± 15.15
	169.57 ± 38.21B
	189.13 ± 26.70A
	174.38 ± 26.13
	212.63 ± 81.86A
	194.88 ± 27.14A
	162.50 ± 18.57
	170.13 ± 37.45B
	167.00 ± 39.06AB
	166.38 ± 26.59
	158.25 ± 17.17B
	152.38 ± 16.74B
	150.75 ± 15.10
	154.38 ± 17.09B
	141.88 ± 14.63B
	 < 0.05
	 NS
	 NS

	SCC (10^4/mL)
	97.14 ± 202.64
	15.40 ± 26.05
	30.91 ± 60.81
	125.59 ± 285.60
	291.41 ± 637.55
	33.55 ± 76.58
	19.81 ± 21.42
	83.81 ± 166.62
	8.55 ± 6.78
	23.69 ± 33.75
	19.89 ± 19.01
	83.30 ± 206.23
	61.26 ± 97.69
	35.74 ± 59.74
	24.19 ± 54.29
	 NS
	 NS
	 NS

	Casein (%)
	2.83 ± 0.28Ab
	3.25 ± 0.16Aa
	2.95 ± 0.17Ab
	2.59 ± 0.14AB
	2.73 ± 0.25B
	2.53 ± 0.18B
	2.44 ± 0.24ABab
	2.56 ± 0.21Ca
	2.29 ± 0.20Cb
	2.48 ± 0.14AB
	2.55 ± 0.20C
	2.35 ± 0.18BC
	2.40 ± 0.20B
	2.52 ± 0.26C
	2.37 ± 0.16BC
	 < 0.0001
	< 0.05
	  NS

	SFA (%)
	2.30 ± 1.10
	1.37 ± 0.58
	1.22 ± 0.42
	1.56 ± 0.50
	2.44 ± 3.96
	1.29 ± 1.00
	1.22 ± 0.75
	0.96 ± 0.42
	1.16 ± 0.64
	0.89 ± 0.18
	1.15 ± 0.83
	1.39 ± 0.97
	1.28 ± 0.75
	1.48 ± 1.13
	1.25 ± 0.84
	  NS
	  NS
	  NS

	UFA (%)
	1.37 ± 0.68A
	0.65 ± 0.28AB
	0.62 ± 0.28
	0.83 ± 0.41AB
	0.85 ± 1.22A
	0.53 ± 0.44
	0.51 ± 0.35B
	0.34 ± 0.14B
	0.44 ± 0.25
	0.38 ± 0.13B
	0.35 ± 0.31B
	0.47 ± 0.48
	0.54 ± 0.52B
	0.46 ± 0.42B
	0.38 ± 0.33
	 < 0.05
	 NS
	 NS


a-bMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ significantly (P < 0.05).
x-yMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ tendency (P < 0.1).
A-CMeans within a row of different sampling points with different capitals differ significantly (P < 0.05).
X-YMeans within a row of different sampling points with different capitals differ tendency (P < 0.1).
1WRC: week relative to calving. 2PAR: parity.
3F/P: fat protein ratio; TS: total solid; NFS: non-fat milk solid; MUN: milk urea nitrogen; SCC: somatic cell count; SFA: saturated fatty acid; UFA: unsaturated fatty acid.
4NS: not siginificant (P > 0.1).

(2) 亞臨床酮症
1. 血清生化值
[bookmark: _Hlk73268219][bookmark: _Hlk73268234][bookmark: _Hlk73268255]    圖34為依照發生SCK與否進行分組之牛群，其不同時間點檢測BHBA之結果，8個檢測點中以0、1、2、4時間點有出現較高濃度之BHBA，顯示分娩後一個月內血酮濃度有較明顯變化，其中又發現在分娩後1週時，HYK+組牛隻其BHBA濃度顯著高於其它2組 (P < 0.05) 並且超過1.2 mmol/L之亞臨床疾病閾值；而在分娩後4週時，HYK組牛隻其BHBA濃度顯著高於其它2組 (P < 0.05) 並且超過1.2 mmol/L之亞臨床疾病閾值。
    表20為以分娩後是否出現SCK與臨床疾病牛隻分組於分娩前後不同時間之血清生化值比較，從表中看出血清中Glucose濃度在分娩前第4週於3組中無差異，分娩後皆以HYK組濃度低於其它2組，於分娩當天顯著低於HLT組 (P < 0.05)。
    血清中total cholesterol濃度於不同時間皆以HYK+組低於其它2組，於分娩後8週顯著低於其它2組 (P < 0.05)。
    HYK+組牛隻血清中globulin含量於分娩後第4週及第8週高於其它2組，於第4週有顯著差異 (P < 0.05)。
    HYK組於分娩前第4週其血清Mg濃度有高於其它2組之趨勢 (P < 0.1)。
    血清中NEFA濃度於各組間無顯著差異，但HYK與HYK+組於分娩時其濃度高於HLT組到分娩後第4週。

2. 乳汁成分
    表21為以分娩後是否出現SCK與臨床疾病牛隻分組於分娩後不同時間之乳汁成分比較，從表中看出HYK+組其乳糖率於分娩後第1週及第2週顯著低於HYK或HLT組 (P < 0.05)。
    HLT組牛隻其無脂固形物率於分娩後各週皆高於HYK+組，除第6週外，其它皆有顯著差異 (P < 0.01)。
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圖34. 以亞臨床酮症分組之不同組別牛隻於分娩後血酮濃度變化。
Figure 34. Serum concentrations of β-hydroxybutyrate (BHBA) for healthy cows (HLT, n=8), subclinical ketosis cows with no other clinical diseases (HYK, n=4), and subclinical ketosis cows with other clinical diseases (HYK+, n=7) in different sampling time points. Values are presented as LSM ± SE. a-bLSM without the same superscripts in the same time point differ (P < 0.05).

表20. 以亞臨床酮症分組之不同組別牛隻其血清生化值變化
Table 20. Serum variables (Mean ± SD) of for healthy cows (HLT, n=8), subclinical ketosis cows with no other clinical diseases (HYK, n=4), and subclinical ketosis cows with other clinical diseases (HYK+, n=7) in different sampling time
	 WRC1
	-4
	0
	4
	8
	P-value

	GR2
	HLT
	HYK
	HYK+
	HLT
	HYK
	HYK+
	HLT
	HYK
	HYK+
	HLT
	HYK
	HYK+
	WRC
	GR
	WRC×GR

	Glu3, mg/dL
	80.00 ± 11.20A
	78.75 ± 5.50A
	81.00 ± 6.45A
	79.25 ± 25.50Aa
	61.00 ± 11.40ABb
	78.86 ± 17.93ABab
	62.75 ± 9.91B
	47.50 ± 15.37B
	57.86 ± 21.50B
	70.38 ± 11.78AB
	61.75 ± 4.57AB
	71.29 ± 14.45AB
	< 0.0001
	< 0.05
	NS4

	TC, mg/dL
	124.57 ± 34.86A
	132.00 ± 11.83BC
	98.14 ± 21.46AB
	83.75 ± 14.88A
	73.75 ± 4.03C
	71.71 ± 14.00B
	168.38 ± 45.47B
	165.50 ± 80.66B
	132.71 ± 47.19AB
	199.13 ± 66.81Ba
	237.50 ± 26.44Aa
	188.14 ± 82.20Ab
	< 0.0001
	< 0.05
	NS

	TP, g/dL
	7.73 ± 1.55
	7.35 ± 1.37X
	7.20 ± 1.06
	6.58 ± 0.55
	5.68 ± 1.27Y
	6.51 ± 0.64
	6.76 ± 1.31
	6.93 ± 1.42XY
	7.89 ± 0.71
	7.16 ± 1.36
	6.55 ± 1.17XY
	7.36 ± 1.12
	< 0.1
	< 0.1
	NS

	Alb, g/dL
	3.77 ± 0.54
	3.93 ± 0.56
	3.93 ± 0.28A
	3.53 ± 0.16
	3.28 ± 0.83
	3.49 ± 0.41AB
	3.39 ± 0.71
	3.43 ± 1.02
	3.50 ± 0.48AB
	3.58 ± 0.75
	3.35 ± 0.71
	3.39 ± 0.96B
	= 0.05
	NS
	NS

	Glo, g/dL
	3.96 ± 1.12A
	3.43 ± 0.87
	3.27 ± 1.21AB
	3.05 ± 0.58B
	2.40 ± 0.64
	3.03 ± 0.79B
	3.38 ± 0.70ABb
	3.50 ± 0.56b
	4.39 ± 1.05Aa
	3.59 ± 0.79AB
	3.20 ± 0.52
	3.97 ± 0.75AB
	< 0.05
	< 0.05
	NS

	BUN, mg/dL
	10.14 ± 1.77A
	11.00 ± 0.82A
	8.71 ± 2.69A
	8.50 ± 3.66AB
	8.25 ± 5.44AB
	8.29 ± 3.73A
	6.88 ± 3.60B
	5.25 ± 1.26B
	4.43 ± 1.81B
	6.88 ± 2.17B
	5.75 ± 1.71B
	4.86 ± 2.27B
	< 0.001
	NS
	NS

	AST, IU/L
	84.71 ± 23.26
	81.75 ± 12.37
	81.29 ± 21.31
	100.13 ± 26.35
	94.25 ± 25.13
	99.43 ± 17.71
	82.75 ± 51.76
	110.00 ± 24.77
	91.00 ± 13.18
	75.25 ± 20.42
	82.75 ± 14.86
	78.29 ± 25.03
	NS
	NS
	NS

	GGT, IU/L
	10.71 ± 2.56
	7.50 ± 5.45B
	14.86 ± 6.82
	13.13 ± 8.08
	13.75 ± 4.79B
	15.43 ± 4.96
	21.50 ± 17.46
	38.75 ± 37.03A
	22.43 ± 7.81
	18.00 ± 6.12
	23.25 ± 4.35AB
	25.43 ± 13.89
	< 0.01
	NS
	NS

	Ca, mg/dL
	9.10 ± 1.62
	9.68 ± 0.98
	9.30 ± 0.51
	8.48 ± 1.53
	7.58 ± 1.31
	7.86 ± 1.04
	9.09 ± 0.78
	9.25 ± 0.90
	9.16 ± 0.83
	9.10 ± 1.88
	8.28 ± 1.40
	9.00 ± 2.80
	NS
	NS
	NS

	P, mg/dL
	6.66 ± 1.18A
	6.85 ± 0.93A
	6.21 ± 0.54A
	4.31 ± 1.42B
	4.58 ± 0.68B
	3.76 ± 1.00B
	5.19 ± 1.21B
	5.40 ± 1.35B
	5.50 ± 0.71A
	5.14 ± 0.89B
	4.88 ± 0.51B
	5.49 ± 1.18A
	< 0.0001
	NS
	NS

	Mg, mg/dL
	2.36 ± 0.48y
	2.50 ± 0.43Xx
	2.37 ± 0.30y
	2.26 ± 0.37
	2.18 ± 0.45Y
	2.06 ± 0.53
	2.26 ± 0.54
	2.33 ± 0.50Y
	2.29 ± 0.46
	2.24 ± 0.42
	2.35 ± 0.47Y
	2.21 ± 0.64
	< 0.1
	< 0.1
	< 0.1

	NEFA, mmol/L
	0.08 ± 0.07B
	0.04 ± 0.01C
	0.07 ± 0.02B
	0.22 ± 0.16A
	0.33 ± 0.14A
	0.42 ± 0.27A
	0.12 ± 0.04AB
	0.21 ± 0.04AB
	0.20 ± 0.16B
	0.09 ± 0.06B
	0.07 ± 0.06BC
	0.18 ± 0.20B
	< 0.0001
	NS
	NS


a-bMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ significantly (P < 0.05).
x-yMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ tendency (P < 0.1).
A-CMeans within a row of different sampling points with different capitals differ significantly (P < 0.05).
X-YMeans within a row of different sampling points with different capitals differ tendency (P < 0.1).
1WRC: week relative to calving.  2GR: group.
3Glu: glucose; TC: total cholesterol; TP: total protein; Alb: albumin; Glo: globulin; BUN: blood urea nitrogen; AST: aspartate transaminase; GGT: γ-glutamyltransferase; NEFA: non-esterified fatty acid.  4NS: not siginificant (P > 0.1).
表21. 以亞臨床酮症分組之不同組別牛隻其乳汁成分變化
Table 21. Milk variables (Mean ± SD) of for healthy cows (HLT, n=8), subclinical ketosis cows with no other clinical diseases (HYK, n=4), and subclinical ketosis cows with other clinical diseases (HYK+, n=7) in different sampling time
	 WRC1
	1
	  2
	   4
	     6
	      8
	            P-value
	 

	GR2 
	HLT
	HYK
	HYK+
	HLT
	HYK
	HYK+
	HLT
	HYK
	HYK+
	HLT
	HYK
	HYK+
	HLT
	HYK
	HYK+
	WRC
	GR
	WRC×GR

	Fat (%)
	2.42 ± 1.51
	1.88 ± 0.60
	2.83 ± 1.47
	4.11 ± 0.68
	1.61 ± 0.26
	2.45 ± 1.18
	1.73 ± 0.79
	1.59 ± 0.68
	1.50 ± 0.60
	1.57 ± 0.35
	2.14 ± 1.57
	1.33 ± 0.50
	2.12 ± 1.32
	1.01 ± 0.58
	1.91 ± 1.39
	 NS4
	 NS
	 NS

	Protein (%)
	4.07 ± 0.24A
	3.81 ± 0.38A
	3.70 ± 0.27A
	3.42 ± 0.24B
	3.42 ± 0.24B
	3.28 ± 0.19B
	3.21 ± 0.24C
	2.90 ± 0.28C
	2.97 ± 0.23B
	3.09 ± 0.32C
	2.95 ± 0.09C
	3.06 ± 0.23B
	3.08 ± 0.26C
	2.94 ± 0.14C
	2.89 ± 0.12B
	< 0.0001
	 NS
	 NS

	F/P3
	0.60 ± 0.41
	0.50 ± 0.19
	0.78 ± 0.46
	1.25 ± 1.56
	0.47 ± 0.10
	0.75 ± 0.34
	0.55 ± 0.27
	0.56 ± 0.29
	0.50 ± 0.19
	0.51 ± 0.13
	0.72 ± 0.51
	0.44 ± 0.17
	0.71 ± 0.46
	0.35 ± 0.21
	0.65 ± 0.46
	 NS
	 NS
	 NS

	Lactose (%)
	4.72 ± 0.17ab
	4.93 ± 0.09a
	4.62 ± 0.22b
	4.78 ± 0.28a
	5.06 ± 0.07a
	4.41 ± 0.15b
	4.97 ± 0.18
	5.00 ± 0.09
	4.77 ± 0.55
	5.06 ± 0.15
	4.87 ± 0.27
	4.95 ± 0.38
	4.94 ± 0.21
	4.98 ± 0.15
	4.84 ± 0.33
	 NS
	 < 0.05
	 NS

	NFS (%)
	9.49 ± 0.32Aa
	9.44 ± 0.32Aa
	9.03 ± 0.34Ab
	8.90 ± 0.47Ba
	9.18 ± 0.22Aa
	8.61 ± 0.64Bb
	8.89 ± 0.36Ba
	8.60 ± 0.30Bab
	8.43 ± 0.51Bb
	8.85 ± 0.36B
	8.52 ± 0.18B
	8.72 ± 0.22AB
	8.72 ± 0.34Ba
	8.63 ± 0.18Bab
	8.43 ± 0.34Bb
	 < 0.0001
	 < 0.01
	 NS

	TS (%)
	11.90 ± 1.34XY
	11.32 ± 0.59
	11.85 ± 1.30
	13.02 ± 4.63Xx
	10.79 ± 0.29y
	11.06 ± 1.28y
	10.61 ± 0.64Y
	10.18 ± 0.51
	9.93 ± 0.48
	10.41 ± 0.57Y
	10.66 ± 1.46
	10.05 ± 0.63
	10.84 ± 1.26Y
	9.64 ± 0.44
	10.34 ± 1.46
	 < 0.1
	 < 0.1
	 NS

	MUN (mg/dL)
	5.47 ± 3.20
	3.38 ± 2.85
	6.07 ± 2.59AB
	6.07 ± 2.85
	4.48 ± 2.51
	6.47 ± 2.26A
	4.81 ± 2.19
	2.33 ± 1.93
	2.89 ± 2.40B
	4.66 ± 2.75
	3.73 ± 2.36
	4.50 ± 2.33AB
	6.39 ± 3.92
	3.58 ± 2.27
	4.49 ± 3.31AB
	 < 0.05
	 NS
	 NS

	Citrate (mg/dL)
	168.00 ± 37.11AB
	199.50 ± 21.02AB
	193.86 ± 15.99A
	201.38 ± 81.46A
	218.25 ± 28.83A
	187.57 ± 29.89AB
	167.25 ± 27.28AB
	197.50 ± 22.40AB
	165.00 ± 29.29AB
	163.38 ± 23.72B
	154.75 ± 13.60B
	160.57 ± 24.93AB
	153.63 ± 16.78B
	156.50 ± 18.16B
	145.00 ± 15.76B
	 < 0.01
	 NS
	 NS

	SCC (10^4/mL)
	16.26 ± 20.61
	6.40 ± 3.83
	100.56 ± 218.75
	19.06 ± 40.10b
	3.85 ± 1.74b
	299.57 ± 670.77a
	4.93 ± 2.87
	10.23 ± 8.73
	38.87 ± 64.53
	5.83 ± 4.94
	20.33 ± 19.53
	102.43 ± 217.02
	7.28± 6.87
	43.83 ± 76.51
	74.86 ± 100.56
	 NS
	 < 0.05
	 NS

	Casein (%)
	3.16 ± 0.22Ax
	2.99 ± 0.27Axy
	2.84 ± 0.25Ay
	2.69 ± 0.08Bx
	2.71 ± 0.18Bxy
	2.41 ± 0.21By
	2.54 ± 0.22BC
	2.30 ± 0.23C
	2.32 ± 0.18B
	2.46 ± 0.28C
	2.35 ± 0.03C
	2.47 ± 0.12B
	2.45 ± 0.23C
	2.38 ± 0.11C
	2.30 ± 0.11B
	 < 0.0001
	  < 0.1
	  NS

	SFA (%)
	1.58 ± 0.86
	1.21 ± 0.31
	1.65 ± 0.81
	2.90 ± 3.86
	0.95 ± 0.26
	1.48 ± 0.65
	1.15 ± 0.63
	1.00 ± 0.40
	0.96 ± 0.34
	1.07 ± 0.33
	1.55 ± 1.09
	0.90 ± 0.30
	1.41 ± 1.00
	0.70 ± 0.47
	1.34 ± 0.83
	  NS
	  NS
	  NS

	UFA (%)
	0.78 ± 0.58AB
	0.60 ± 0.23
	1.03 ± 0.55
	1.02 ± 1.21A
	0.42 ± 0.08
	0.81 ± 0.47
	0.36 ± 0.20B
	0.50 ± 0.23
	0.36 ± 0.17
	0.35 ± 0.14B
	0.49 ± 0.41
	0.31 ± 0.18
	0.53 ± 0.41AB
	0.15 ± 0.13
	0.45 ± 0.53
	 < 0.05
	 NS
	 NS


a-bMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ significantly (P < 0.05).
x-yMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ tendency (P < 0.1).
A-CMeans within a row of different sampling points with different capitals differ significantly (P < 0.05).
X-YMeans within a row of different sampling points with different capitals differ tendency (P < 0.1).
1WRC: week relative to calving. 2GR: group.
3F/P: fat protein ratio; TS: total solid; NFS: non-fat milk solid; MUN: milk urea nitrogen; SCC: somatic cell count; SFA: saturated fatty acid; UFA: unsaturated fatty acid.
4NS: not siginificant (P > 0.1).

(3) 亞臨床低血鈣
1. 血清生化值
[bookmark: _Hlk73275132]    圖35為依照發生SCH與否進行分組之牛群，其不同時間點檢測BHBA之結果，從圖中發現在分娩後1週時，HYC+組牛隻其BHBA濃度顯著高於其它2組 (P < 0.05)。
    表22為以分娩後是否出現SCH與臨床疾病牛隻分組於分娩前後不同時間之血清生化值比較，從表中發現HLT與HYC+組牛隻血清中total cholesterol濃度於分娩後第4週顯著低於HYC組，而HYC組牛隻於分娩後第8週顯著高於其他2組 (P < 0.01)。
    分娩前第4週HYC組牛隻血清中total protein含量有高於HLT組之趨勢，而於分娩後第4週為HYC+組有高於HLT組之趨勢 (P < 0.1)，此結果與globulin於各組變化相同且為顯著差異 (P < 0.01)。
    HYC組牛隻其GGT活性於分娩後第4週有高於其它2組之趨勢 (P < 0.1)。
    血清中Ca濃度發現於組別及時間有交感效應 (P < 0.05)，HLT組牛隻於分娩前之分娩時其血鈣濃度有上升，但HYC與HYC+組則於分娩時明顯降低，而血清中P濃度變化與血鈣相同，HYC與HYC+組牛隻於分娩時血磷濃度顯著低於HLT組 (P = 0.05)。

2. 乳汁成分
    表23為以分娩後是否出現SCH與臨床疾病牛隻分組於分娩後不同時間之乳汁成分比較，從表中看出HLT組牛隻其乳蛋白率在分娩後高於其它2組，且於分娩後第1週與第4週顯著高於HYC+組或HYC組 (P = 0.05)。
    HYC+組牛隻其乳糖率在分娩後低於其它2組，且於分娩後第2週顯著低於其它2組 (P < 0.05)。
    HLT組牛隻其無脂固形物率於分娩後各週皆高於HYC+組，除第6週外，其它皆有顯著差異 (P < 0.01)，而HYC組牛隻其無脂固形物率於分娩後第1、2週顯著高於HYC+組 (P < 0.01)。






[image: ]
圖35. 以亞臨床低血鈣分組之不同組別牛隻於分娩後血酮濃度變化。
Figure 35. Serum concentrations of β-hydroxybutyrate (BHBA) for healthy cows (HLT, n=7), subclinical hypocalcemia cows with no other clinical diseases (HYC, n=5), and subclinical hypocalcemia cows with other clinical diseases (HYC+, n=6) in different sampling time points. Values are presented as LSM ± SE. a-bLSM without the same superscripts in the same time point differ (P < 0.05).

表22. 以亞臨床低血鈣分組之不同組別牛隻其血清生化值變化
Table 22. Serum variables (Mean ± SD) of for healthy cows (HLT, n=7), subclinical hypocalcemia cows with no other clinical diseases (HYC, n=5), and subclinical hypocalcemia cows with other clinical diseases (HYC+, n=6) in different sampling time
	WRC1
	-4
	0
	4
	8
	P-value

	GR2
	HLT
	HYC
	HYC+
	HLT
	HYC
	HYC+
	HLT
	HYC
	HYC+
	HLT
	HYC
	HYC+
	WRC
	GR
	WRC×GR

	Glu3, mg/dL
	77.17 ± 4.17A
	82.40 ± 13.09A
	77.83 ± 4.88A
	70.14 ± 22.98A
	77.40 ± 25.05AB
	70.33 ± 8.16AB
	54.71 ± 17.39B
	61.80 ± 3.70B
	60.00 ± 16.47B
	67.14 ± 12.82AB
	68.00 ± 7.81AB
	65.83 ± 10.96AB
	< 0.01
	NS4
	NS

	TC, mg/dL
	117.83 ± 17.29BC
	138.60 ± 35.98B
	115.83 ± 26.40AB
	81.00 ± 16.36C
	79.60 ± 7.96C
	72.83 ± 13.67B
	143.71 ± 51.31Bb
	200.60 ± 46.84Aa
	133.00 ± 32.77ABb
	192.14 ± 41.75Ab
	239.60 ± 71.14Aa
	150.17 ± 38.29Ac
	< 0.0001
	< 0.01
	NS

	TP, g/dL
	6.85 ± 0.57y
	8.48 ± 1.70Ax
	7.60 ± 0.90xy
	6.30 ± 0.55
	6.24 ± 1.35B
	6.33 ± 0.96
	6.63 ± 1.35y
	7.08 ± 1.29Bxy
	7.63 ± 1.04x
	6.71 ± 0.90
	7.30 ± 1.74AB
	7.48 ± 1.69
	< 0.05
	< 0.1
	NS

	Alb, g/dL
	3.68 ± 0.21
	4.00 ± 0.75A
	3.75 ± 0.08A
	3.57 ± 0.21
	3.26 ± 0.68B
	3.30 ± 0.34AB
	3.39 ± 0.82
	3.42 ± 0.82AB
	3.13 ± 0.31AB
	3.47 ± 0.60
	3.54 ± 0.92AB
	2.85 ± 0.46B
	= 0.05
	NS
	NS

	Glo, g/dL
	3.17 ± 0.52b
	4.48 ± 1.06Aa
	3.85 ± 0.96ABab
	2.73 ± 0.60
	2.98 ± 0.77B
	3.03 ± 0.95B
	3.24 ± 0.62b
	3.66 ± 0.63ABb
	4.50 ± 1.09Aa
	3.24 ± 0.44
	3.76 ± 0.96AB
	4.63 ± 1.65AB
	< 0.05
	< 0.01
	NS

	BUN, mg/dL
	10.17 ± 1.17A
	10.80 ± 1.92A
	10.00 ± 3.03A
	9.00 ± 5.16AB
	7.60 ± 2.07AB
	10.50 ± 3.15A
	6.14 ± 3.85BC
	6.60 ± 1.82B
	5.83 ± 3.54B
	5.86 ± 2.34C
	7.40 ± 1.14AB
	5.17 ± 2.93B
	< 0.001
	NS
	NS

	AST, IU/L
	84.00 ± 10.02
	83.20 ± 28.38
	93.83 ± 21.20
	103.57 ± 30.32
	90.60 ± 14.50
	100.83 ± 18.85
	101.14 ± 44.47
	78.80 ± 48.10
	89.50 ± 11.93
	77.43 ± 22.46
	78.20 ± 13.24
	71.50 ± 14.39
	NS
	NS
	NS

	GGT, IU/L
	8.50 ± 5.01
	10.80 ± 1.92B
	9.00 ± 3.41
	12.86 ± 8.11
	14.00 ± 5.66B
	13.33 ± 3.08
	15.71 ± 5.44y
	43.40 ± 34.02Ax
	25.33 ± 11.02y
	19.14 ± 4.78
	20.60 ± 7.89B
	22.83 ± 7.68
	< 0.01
	< 0.1
	< 0.1

	Ca, mg/dL
	8.85 ± 0.46Bb
	9.86 ± 1.98Aa
	8.97 ± 0.33Aab
	9.19 ± 0.92ABa
	6.76 ± 0.59Bb
	7.25 ± 0.75ABb
	9.31 ± 0.87A
	8.90 ± 0.67A
	8.52 ± 0.64AB
	8.76 ± 1.46ABa
	8.92 ± 2.21Aa
	7.0 ± 1.15Bb
	= 0.05
	NS
	< 0.05

	P, mg/dL
	6.57 ± 0.55A
	6.92 ± 1.51A
	6.27 ± 0.39A
	5.17 ± 0.56Ba
	3.32 ± 0.96Cb
	3.35 ± 0.77Bb
	5.49 ± 1.43B
	4.94 ± 0.84B
	5.02 ± 0.72A
	5.00 ± 0.88B
	5.12 ± 0.69B
	5.32 ± 1.11A
	< 0.0001
	= 0.05
	NS

	Mg, mg/dL
	2.35 ± 0.22
	2.48 ± 0.65
	2.22 ± 0.16
	2.06 ± 0.27
	2.48 ± 0.40
	2.10 ± 0.60
	2.29 ± 0.59
	2.28 ± 0.43
	2.05 ± 0.37
	2.23 ± 0.35
	2.34 ± 0.54
	1.90 ± 0.37
	NS
	NS
	NS

	NEFA, mmol/L
	0.08 ± 0.07B
	0.05 ± 0.02B
	0.05 ± 0.01B
	0.26 ± 0.18A
	0.25 ± 0.15A
	0.28 ± 0.25A
	0.15 ± 0.05AB
	0.16 ± 0.08AB
	0.15 ± 0.08B
	0.08 ± 0.07B
	0.09 ± 0.04B
	0.13 ± 0.15B
	< 0.0001
	NS
	NS


a-bMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ significantly (P < 0.05).
x-yMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ tendency (P < 0.1).
A-CMeans within a row of different sampling points with different capitals differ significantly (P < 0.05).
1WRC: week relative to calving.  2GR: group.
3Glu: glucose; TC: total cholesterol; TP: total protein; Alb: albumin; Glo: globulin; BUN: blood urea nitrogen; AST: aspartate transaminase; GGT: γ-glutamyltransferase; NEFA: non-esterified fatty acid.  4NS: not siginificant (P > 0.1).
表23. 以亞臨床低血鈣分組之不同組別牛隻其乳汁成分變化
Table 23. Milk variables (Mean ± SD) of for healthy cows (HLT, n=7), subclinical hypocalcemia cows with no other clinical diseases (HYC, n=5), and subclinical hypocalcemia cows with other clinical diseases (HYC+, n=6) in different sampling time
	WRC1
	1
	2
	4
	6
	8
	P-value

	GR2
	HLT
	HYC
	HYC+
	HLT
	HYC
	HYC+
	HLT
	HYC
	HYC+
	HLT
	HYC
	HYC+
	HLT
	HYC
	HYC+
	WRC
	GR
	WRC×GR

	Fat (%)
	2.38 ± 1.63
	2.03 ± 0.61
	2.68 ± 1.49
	4.27 ± 5.35
	1.88 ± 0.88
	2.08 ± 0.95
	1.80 ± 0.75
	1.51 ± 0.74
	1.50 ± 0.57
	1.87 ± 1.06
	1.60 ± 0.74
	2.03 ± 1.70
	1.79 ± 1.20
	1.69 ± 1.40
	2.13 ± 1.34
	 NS4
	 NS
	 NS

	Protein (%)
	4.04 ± 0.17Aa
	3.91 ± 0.44Aab
	3.69 ± 0.32Ab
	3.45 ± 0.22B
	3.38 ± 0.27B
	3.26 ± 0.21B
	3.23 ± 0.26Ca
	2.93 ± 0.24Cb
	3.08 ± 0.23Bab
	3.16 ± 0.29C
	2.88 ± 0.10C
	3.12 ± 0.26B
	3.10 ± 0.29C
	2.95 ± 0.06C
	3.06 ± 0.34B
	< 0.0001
	 = 0.05
	 NS

	F/P3
	0.60 ± 0.44
	0.53 ± 0.18
	0.75 ± 0.49
	1.30 ± 1.67
	0.56 ± 0.25
	0.64 ± 0.30
	0.57 ± 0.27
	0.53 ± 0.29
	0.48 ± 0.16
	0.60 ± 0.36
	0.55 ± 0.25
	0.66 ± 0.57
	0.60 ± 0.41
	0.58 ± 0.48
	0.67 ± 0.37
	 NS
	 NS
	 NS

	Lactose (%)
	4.76 ± 0.16
	4.82 ± 0.20
	4.57 ± 0.25
	4.84 ± 0.32a
	4.92 ± 0.16a
	4.62 ± 0.59b
	4.96 ± 0.19
	5.01 ± 0.11
	4.70 ± 0.55
	4.98 ± 0.25
	5.01 ± 0.14
	4.93 ± 0.40
	4.99 ± 0.20
	4.91 ± 0.18
	4.79 ± 0.33
	 NS
	 < 0.05
	 NS

	NFS (%)
	9.50 ± 0.32Aa
	9.43 ± 0.31Aa
	8.97 ± 0.39Ab
	8.99 ± 0.51Ba
	8.99 ± 0.29Ba
	8.57 ± 0.68Bb
	8.90 ± 0.42Ba
	8.64 ± 0.22Bab
	8.48 ± 0.49Bb
	8.85 ± 0.41B
	8.59 ± 0.13B
	8.75 ± 0.25AB
	8.78 ± 0.34Ba
	8.56 ± 0.15Bab
	8.24 ± 0.54Bb
	 < 0.0001
	 < 0.01
	 NS

	TS (%)
	11.88 ± 1.45AB
	11.47 ± 0.59
	11.65 ± 1.20
	13.27 ± 4.90Ax
	10.88 ± 0.85y
	10.65 ± 0.84y
	10.69 ± 0.49B
	10.15 ± 0.67
	9.98 ± 0.42
	10.72 ± 0.94B
	10.19 ± 0.83
	10.78 ± 1.80
	10.57 ± 1.15B
	10.25 ± 1.35
	10.67 ± 1.64
	  = 0.05
	 < 0.1
	 NS

	MUN (mg/dL)
	4.35 ± 3.23
	5.36 ± 3.25
	4.86 ± 2.06AB
	5.70 ± 2.98
	5.32 ± 2.67
	6.78 ± 2.39A
	3.76 ± 2.93
	4.30 ± 1.50
	3.80 ± 2.89B
	4.96 ± 3.07
	3.50 ± 1.53
	6.48 ± 3.62AB
	5.19 ± 4.63
	5.82 ± 1.90
	7.15 ± 6.16AB
	 < 0.05
	 NS
	 NS

	Citrate (mg/dL)
	189.57 ± 34.67AB
	163.00 ± 32.94
	187.40 ± 18.99A
	219.43 ± 83.78A
	189.60 ± 35.32
	173.67 ± 29.87AB
	167.29 ± 32.37B
	191.40 ± 17.10
	141.00 ± 36.21AB
	159.29 ± 21.65B
	162.20 ± 21.55
	146.50 ± 13.25AB
	156.43 ± 19.74B
	152.00 ± 12.12
	135.17 ± 14.59B
	 < 0.01
	 NS
	 NS

	SCC (10^4/mL)
	15.01 ± 21.68
	10.12 ± 9.81
	172.20 ± 245.94
	19.50 ± 43.41b
	6.28 ± 4.07b
	348.55 ± 720.95a
	5.31 ± 3.31
	8.62 ± 8.12
	111.87 ± 187.39
	11.84 ± 14.84
	9.00 ± 11.52
	111.97 ± 236.23
	8.39 ± 7.25
	34.96 ± 69.06
	52.03 ± 90.46
	 NS
	 < 0.05
	 NS

	Casein (%)
	3.12 ± 0.17Aa
	3.06 ± 0.33Aab
	2.81 ± 0.29Ab
	2.72 ± 0.21Ba
	2.66 ± 0.21Bab
	2.42 ± 0.11Bb
	2.55 ± 0.24BC
	2.32 ± 0.18C
	2.41 ± 0.19B
	2.53 ± 0.24BCa
	2.28 ± 0.09Cb
	2.46 ± 0.15Bab
	2.49 ± 0.24C
	2.33 ± 0.04C
	2.43 ± 0.31B
	 < 0.0001
	< 0.05
	  NS

	SFA (%)
	1.56 ± 0.93
	1.31 ± 0.33
	1.57 ± 0.84
	3.01 ± 4.16
	1.18 ± 0.60
	1.28 ± 0.58
	1.23 ± 0.60
	0.92 ± 0.47
	1.01 ± 0.44
	1.38 ± 0.74
	1.01 ± 0.56
	1.38 ± 1.10
	1.23 ± 0.85
	1.10 ± 1.09
	1.48 ± 0.86
	  NS
	  NS
	  NS

	UFA (%)
	0.78 ± 0.62AB
	0.64 ± 0.25
	0.95 ± 0.58
	1.07 ± 1.28A
	0.47 ± 0.28
	0.61 ± 0.32
	0.43 ± 0.18B
	0.38 ± 0.27
	0.35 ± 0.17
	0.44 ± 0.30B
	0.34 ± 0.17
	0.49 ± 0.57
	0.47 ± 0.40B 
	0.30 ± 0.37
	0.49 ± 0.41
	 < 0.05
	 NS
	 NS


a-bMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ significantly (P < 0.05).
x-yMeans within a row of different parities with different lowercase letters differ tendency (P < 0.1).
A-CMeans within a row of different sampling points with different capitals differ significantly (P < 0.05).
1WRC: week relative to calving.  2GR: group.
3F/P: fat protein ratio; TS: total solid; NFS: non-fat milk solid; MUN: milk urea nitrogen; SCC: somatic cell count; SFA: saturated fatty acid; UFA: unsaturated fatty acid.
4NS: not siginificant (P > 0.1).

7、 反芻時間、活動量及乳量與血液及乳質之相關性分析
(1) 反芻時間、活動量及乳量與血清生化值
    表24為以反芻時間、活動量及乳量與血清生化值之相關性分析，從表中發現總膽固醇與反芻時間及乳量呈正相關，總蛋白也與反芻時間及乳量呈正相關，血清中礦物質的磷與反芻時間、鎂與乳量皆呈正相關。尿素氮與反芻時間及活動量呈負相關，而GGT與乳量亦呈負相關。

(2) 反芻時間、活動量及乳量與乳汁成分
    表25為以反芻時間、活動量及乳量與乳汁成分之相關性分析，從表中發現乳糖與反芻時間及乳量呈正相關，而總固形物與反芻時間及乳量呈負相關，活動量部分發現與尿素氮呈負相關，與檸檬酸則呈正相關。























表24. 反芻時間、活動量、乳量與血清生化值之相關性分析
Table 24. Pearson’s correlations between rumination time (RT), activity (AC), milk yield (MY) and serum variables
	Variables1
	N
	RT
	AC
	MY

	BHBA, mmol/L
	181
	 
	0.16*
	 

	TC, mg/dL
	95
	0.47***
	 
	0.43**

	TP, g/dL
	95
	0.34***
	 
	0.35*

	Alb, g/dL
	95
	 
	0.24*
	 

	Glo, g/dL
	95
	 
	-0.34***
	 

	BUN, mg/dL
	95
	-0.25*
	-0.31**
	 

	GGT, IU/L
	94
	 
	 
	-0.29*

	P, mg/dL
	95
	0.37***
	 
	 

	Mg, mg/dL
	95
	 
	 
	0.37**


*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
1BHBA: β-hydroxybutyrate; TC: total cholesterol; TP: total protein; Alb: albumin; Glo: globulin; BUN: blood urea nitrogen; 
GGT: γ-glutamyltransferase.






表25. 反芻時間、活動量、乳量與乳汁成分之相關性分析
Table 25. Pearson’s correlations between rumination time (RT), activity (AC), milk yield (MY) and milk variables
	Variables1
	N
	RT
	AC
	MY

	Lactose, %
	117
	0.34***
	 
	0.25**

	NFS, %
	117
	-0.23**
	 
	-0.22*

	TS, %
	115
	-0.21*
	 
	-0.21*

	MUN, mg/dL
	117
	 
	-0.28**
	 

	Citrate, mg/dL
	117
	 
	0.23*
	 

	Casein, %
	117
	 
	 
	0.21*

	UFA, %
	116
	-0.39***
	 
	-0.27**


*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
1NFS: non-fat milk solid; TS: total solid; MUN: milk urea nitrogen; UFA: unsaturated fatty acid.










第五章 討論
1、 影響反芻時間的因素
(1) 胎次與反芻時間
    本研究於兩家商業牧場進行，進行與反芻時間相關的分析時，發現牧場間有顯著差異，相關研究發現反芻時間會受飼糧中NDF與peNDF含量影響 (Yang and Beauchemin, 2006, Adin et al., 2009)，雖然本次無直接分析牧場間飼糧長短差異，但從其飼糧成分中NDF含量不同，以及乾乳期是否提供TMR等因素，皆可能影響牧場間牛隻採食與反芻時間長短。
    實驗結果發現不同牧場間皆以初產牛其RT低於經產牛。Kaufman et al. (2016) 發現不論分娩前後，經產牛RT皆高於初產牛，而Soriani et al. (2012) 發現分娩前10天至分娩前2天，經產牛平均RT為499 min/d，而初產牛為460 min/d；分娩後15-40天，經產牛平均RT為562 min/d，而初產牛為504 min/d。相較於經產牛，初產牛容易受環境、位序、社交及泌乳等變化而對於採食行為產生影響 (Bazeley and Pinsent, 1984, Soriani et al., 2012)，也有研究發現初產牛於換群 (regrouping) 時會降低反芻時間 (Schirmann et al., 2011)，剛分娩完的初產牛會立刻面臨混欄飼養、開始泌乳等緊迫，加上其分娩後DMI低於經產牛 (Robinson and Garrett, 1999)，造成初產牛RT會低於經產牛。
    考慮到目前台灣乳牛離群平均胎次為3點多，本研究額外將經產牛再分成第二胎與≧三胎以上之2組，探討其行為是否出現差異，發現2組間以第二胎牛隻其RT較高。如上所述，反芻時間會受到疾病發生與否及採食量高低影響 (Schirmann et al., 2012, Soriani et al., 2012)，較低的RT往往反映較少的採食及較差的健康狀況，進而導致較低的泌乳量，由此表示於本實驗的牧場中以≧三胎以上牛隻其健康狀況較第二胎差，這可能會增加牛隻非自願淘汰可能性，並影響台灣牛隻使用年限。於一篇丹麥的研究中也提到，當牛隻胎次大於二胎以上時，其產後疾病的發生率會提高 (Østergaard and Gröhn, 2000)。相同地，Peiter et al. (2021) 發現不同胎次中，以第一胎牛隻其RT小於經產牛，但前25%與後25%牛隻之平均RT無顯著差異；第二胎與≧三胎以上牛隻其前25%與後25%牛隻之平均RT皆有顯著差異，2組相比以第二胎牛隻其RT高於≧三胎以上牛隻，其結果顯示經產牛中已有部分反芻出現明顯變化，會有較高淘汰風險。
    觀察牛隻於實驗期間RT變化，發現皆於分娩當天有最低RT。相同地，Soriani et al. (2012) 也發現初、經產牛於分娩當天有最低RT (262 min/d, 278 min/d)。另外有研究使用接近分娩的安格斯牛探討其行為變化，發現分娩當天RT較前一天降低約33% (Clark et al., 2015)，而在本研究中不同胎次牛隻分娩當天RT較前一天降低約25-33%。另外發現S牧場牛隻分娩後RT較分娩前高，但於G牧場無明顯差異，於不同研究中也有做出分娩後RT較分娩前高之結果 (Kaufman et al., 2016) 與無明顯差異之結果 (Soriani et al., 2012)，可能受到飼糧組成不同與管理差異而影響。

(2) 健康狀態與反芻時間
    實驗結果於G牧場發現分娩後確診臨床疾病牛隻會對於其分娩前後RT造成影響。Overton (2001) 提到轉換期NEFA濃度是用來預測產前DMI的良好指標，顯示分娩前採食降低會提高分娩後血清中游離脂肪酸濃度，並容易發生多種代謝性疾病，而採食行為與反芻時間之間存在正相關，許多研究已經證實轉換期反芻時間變化與分娩後多種代謝性疾病的發生有相關性。與健康乳牛相比，產後罹患胎衣滯留牛隻其RT於分娩後第2天至第8天顯著較低，罹患子宮炎牛隻其RT於分娩後第2天至第9天亦顯著較低 (Liboreiro et al., 2015)；另外有研究比較於涼季或熱季分娩的牛隻罹患代謝性疾病之RT變化，結果發現罹患子宮炎牛隻不論涼或熱季，於分娩後其RT皆較健康組為低，但罹患乳房炎組只在涼季與健康組有所差異 (Paudyal et al., 2016)，而本研究也有額外探討季節對於RT的影響，但在統計上無顯著差異。本研究中分娩後罹患1種疾病組別牛隻其RT雖於分娩後較健康組低，但於分娩後一月內並沒有顯著差異，與其它研究相比本研究並沒有專注於探討單一疾病的影響，可能造成影響大的牛與影響小的牛平均後，其RT變化就降低而無法出現顯著差異；但於本研究中有發現產後確診多種疾病牛隻其RT變化於分娩前2週即出現，顯示分娩前異常之RT變化會提高分娩後出現多種疾病的機會，此可幫助牧場盡早發現有疾病風險乳牛並預防。
    於S牧場的結果中發現產後發生2種以上臨床疾病組別RT較高，可能是因樣本數過低而無法真實反應反芻變化。但也發現分娩後一週以無臨床疾病組別RT顯著較高，這部分於G牧場也有相同結果只是無顯著差異。Calamari et al. (2014) 發現在泌乳初期RT高低與肝功能指數 (liver function index) 為正相關而與陽性急性期蛋白為負相關，顯示分娩後的低反芻代表較多急性期蛋白存在與發炎反應，而這關係在10 DIM後變得極差，此結果表示分娩後10天內的RT高低具有較佳預測高風險牛隻的效果，與本研究產後一週內0組RT最高之結果相符，同時也與結果中各組RT於分娩10天後都已達高峰並穩定相符。



2、 影響活動量的因素
(1) 胎次與活動量
    實驗結果發現G牧場間以初產牛其AC高於經產牛。研究比較荷蘭牛、娟姍牛及其雜交種初產或經產時之活動量差異，發現荷蘭牛與娟姍牛之初產牛其AC皆顯著高於經產牛 (Stone et al., 2017)，Proudfoot et al. (2009) 於研究中發現混欄飼養之初產牛比有獨立飼料槽的更容易被取代，所以相比經產牛，混欄飼養之初產牛因社交行為需頻繁更換欄位，可能造成其活動量上升。較少研究探討經產牛間AC之差異，從本研究之結果發現大於等於三胎以上牛隻其AC顯著低於二胎，如前所述≧3rd parity 牛隻其RT較2nd parity低，反芻之減少可能反映牛隻採食時間較短並減少採食量 (Schirmann et al., 2012)，進而造成≧3rd parity 牛隻AC較低。Ungerfeld et al. (2014) 之研究比較高位序與低位序牛隻其時間分配差異，發現高位序牛隻其啃食與行走時間少於低位序組，但站立與躺臥在2組間無差異，如前面所述啃食與行走都會影響頸部活動量，所以高位序牛隻其AC會低於低位序的，而一般來說位序與年齡為正相關 (Val-Laillet et al., 2008)，因此三胎以上牛隻其AC可能會低於第二胎與第一胎牛隻。
    觀察2牧場各胎次牛隻於實驗期間AC變化，發現於分娩後3天內會出現最高AC。相同地，Clark et al. (2015) 使用相同感測器探討接近分娩時RT與AC變化，發現於分娩當天有最低RT但最高AC出現在第3天，可知RT相比AC更適合當作預測牛隻分娩時間的指標。Borchers et al. (2017) 也使用相同感測器分析分娩前3天AC變化，但其研究以每2 h為間隔進行討論，發現初產牛AC在分娩前18小時到最低點後，之後開始增加至分娩前2小時，顯示當要利用活動量做分娩預測應採用每2小時的數據；作者利用另一種安裝於腿部感測器分析，發現分娩前1天總步數 (Number of steps) 與總活動 (Total motion) 皆會增加。另外發現2家牧場牛隻其頸部活動量有很大的差異，G牧場各胎次牛隻其AC皆高於S牧場，AC會受到許多因素影響，其中會造成牧場間有明顯差異者多是因飼養管理不同。而只觀察G牧場發現分娩前初產牛AC接近第二胎次牛隻但分娩後其AC明顯高於其他胎次，造成差異可能原因為分娩前牛隻會飼養於乾乳區，因而AC在各組中看不出變化，分娩後於實驗牧場皆採混欄飼養，混欄所造成之位序變化與社會壓力會改變初產牛行為 (Val-Laillet et al., 2009)，並造成其活動量顯著上升。

(2) 健康狀態與活動量
    於2家牧場探討活動量與健康狀態的關聯之結果不同，於G牧場發現分娩後確診多種臨床疾病組期AC最高，但於S牧場分娩後以0組AC最高。會影響頸部活動量的行為很多，如上述包含採食、行走等行為變化均可能影響AC高低，雖然相關研究有提到牛隻產後發生疾病大多都會降低DMI (Goff, 2006)，但確診疾病造成之位序降低也會影響牛隻社交與躺臥行為，所以疾病發生對於頸部活動量的變化並不一致。相關研究發現產後確診子宮炎牛隻其分娩前第1、2週之躺臥時間顯著低於健康組，且確診前3天其平均被取代次數會顯著高於健康牛隻，而確診前1天其完整站立於高床時間及中斷躺臥行為的次數亦顯著高於健康牛隻 (Lomb et al., 2018, Neave et al., 2018)，顯示患病牛隻因位序降低須頻繁更換飼槽，且疾病的不舒服感與內臟疼痛亦會降低患病牛隻躺臥的意願 (Stojkov et al., 2015)。上述之確診疾病造成的行為改變因素均可能增加或減少牛隻AC，因此從本研究結果來說轉換期AC變化相比RT較不適合用於判斷產後牛隻健康狀態。
    Liboreiro et al. (2015) 探討產後罹患胎衣滯留或子宮炎牛隻其分娩前後AC之變化，結果發現2者於分娩前皆與健康組無差異，分娩後則有7天或5天其AC顯著低於健康組；而Tsai et al. (2021) 的研究中分析確診子宮炎牛隻於1-21 DIM之平均AC，結果與健康組無顯著差異。這些研究結果類似於本研究之發現，單靠AC變化運用於疾病判斷並不適當，因為會影響頸部活動量之行為太多，也許必須細分各種不同行為才有利於看出行為間差異。但分析各牧場牛隻於接近分娩時的AC變化，發現有最高AC的皆是無臨床疾病組牛隻，顯示AC變化仍舊可以是一種輔助判別的工具。

3、 影響乳量的因素
(1) 胎次與乳量
    本研究結果發現不同胎次間乳量比較以1st牛隻低於經產牛，初產牛相較經產牛有較大泌乳緊迫、群體壓力及較低採食量，會影響其泌乳量。同樣地，Peiter et al. (2021) 也發現初產牛乳量會低於第二胎與三胎以上直到150 DIM，這於生物學上是符合預期的；而於Caixeta and Omontese (2021) 研究中也是初產牛乳量較低。
    本研究也發現不同胎次牛隻其MY與RT皆呈正相關。許多研究也發現乳量與反芻時間之間存在正相關 (Soriani et al., 2012, Stone et al., 2017)；另有研究比較高產與低產乳牛的採食，結果發現高產乳牛的採食時間與反芻時間皆高於低產牛 (Fregonesi and Leaver, 2002)。Kaufman et al. (2018) 比較不同胎次牛隻亦發現第1胎、第2胎與大於等於3胎牛隻於4-28 DIM其RT與MY皆為正相關。第一與第二胎次牛隻其MY與AC發現些微負相關，通常各胎次內高AC牛隻為位序較低者，其採食行為受到影響進而影響乳量高低。

(2) 健康狀態與乳量
    本研究結果發現不同健康狀態間乳量比較以分娩後確診1種疾病組別最高，2種以上組別最低。有研究證實產後罹患酮症、子宮炎、跛足或其它健康疾病牛隻其乳量皆會顯著低於健康組 (Steensels et al., 2017)，但於本研究的結果中則發現分娩後確診1種疾病組別其乳量是3組中最高。比較分娩後無臨床疾病組別與分娩後確診1種疾病組別其不同胎次牛隻分佈，發現0組別有9頭初產牛與22頭經產牛，但1組別只有4頭初產牛與21頭經產牛，其中0組別中初產牛占比高於1組別，而初產牛乳量本就低於經產牛，推測乳量平均後造成0組別乳量略低於1組別牛隻，但於2+組別則可明顯觀察到其乳量受到臨床疾病影響而降低。

4、 臨床疾病對於行為與生產的影響
(1) 臨床乳房炎確診前後對於行為與生產的影響
    本研究探討確診乳房炎前後行為與乳產量的變化，於反芻時間結果中發現確診組RT於確診前1天開始降低至確診後1天。Stangaferro et al. (2016b) 發現確診臨床乳房炎牛隻其RT會於確診前1天至確診後3天顯著較無疾病組低，確診組RT皆從確診前1天開始降低這點與本研究相同，但本研究中確診組RT皆沒有與健康組出現顯著差異，且於確診後第2天RT就迅速提高，顯示對於乳房炎的治療迅速且有效。相關研究發現罹患乳房炎牛隻其DMI會從確診前5天開始下降，並在給予治療隔天顯著提高 (Bareille et al., 2003, Sepúlveda-Varas et al., 2016)，顯示牛隻採食的變化可能造成確診乳房炎牛隻其RT於確診前下降與治療後快速恢復。
    而於平均乳量結果中發現確診組於確診後5天內其乳量顯著較低，且於確診前1天就開始下降。Stangaferro et al. (2016b) 研究確診乳房炎之初經產牛MY變化，發現其MY從確診前3天或2天即顯著較無疾病組低，但因該作者無探討確診後變化，所以無法比較不同組別確診後MY變化；另外該作者將確診乳房炎牛隻分成有健康警報與無健康警報，2組主要差異在於反芻行為有無顯著變化，結果中顯示2組牛隻其乳量皆有顯著降低，顯示患有乳房炎牛隻即使其採食行為無受到明顯影響，乳量仍會受到患病影響，有研究提到乳房炎是因微生物感染乳房所引起，所以發炎反應會直接影響乳腺細胞並造成乳量大幅降低 (Akers and Nickerson, 2011)，而這也能解釋為何確診乳房炎牛隻於治療後RT快速恢復但乳量仍顯著較低。

(2) 臨床子宮炎確診前後對於行為與生產的影響
    探討確診子宮炎前後行為與乳產量的變化，於反芻時間結果中發現確診組於確診前後1天有低於健康組的趨勢。Stangaferro et al. (2016c) 發現確診臨床子宮炎牛隻其RT會於確診前5天至確診後5天顯著低於無疾病組，顯示牛隻採食行為於臨床子宮炎發生前已受到影響。過去研究發現牛隻確診子宮炎前3天其DMI會低於健康牛 (Neave et al., 2018)，另一篇研究發現於分娩後3週內發生中等或嚴重子宮炎牛隻其DMI與採食時間都有顯著降低 (Huzzey et al., 2007)，此採食行為變化的現象可能也會影響此段期間牛隻RT變化。與過去文獻相比，本研究中確診子宮炎牛隻其RT於確診前後有降低無顯著影響，本實驗沒有進一步探討不同等級的臨床子宮炎，可能確診組牛隻較少發生嚴重子宮炎才造成反芻時間無明顯差異。
    活動量變化結果中發現確診組於此段時間有較高AC。臨床疾病的發生會影響牛隻位序高低，並降低其競爭能力，研究發現確診子宮炎牛隻於確診前3天會顯著提高被取代次數，且於前1天其站立於高床時間與中斷躺臥行為的次數亦顯著增加 (Lomb et al., 2018)，這些行為變化皆可能造成牛隻頸部活動量增加。但相反地，Stangaferro et al. (2016c) 發現確診臨床子宮炎牛隻其AC會於確診前5天至確診後5天顯著低於無疾病組，臨床疾病的嚴重程度不同可能對於行為變化的影響不一致，這部分值得更深入探討。
    而於平均乳量結果中發現確診組平均MY雖與其它2組無顯著差異但乳量最低。Stangaferro et al. (2016c) 比較確診子宮炎之初經產牛MY變化，發現確診牛隻中有健康警報組其MY從確診前4天即顯著低於無疾病組，無警報組則與無疾病組沒有顯著差異，顯示疾病嚴重程度不同對於生產表現的影響也不同。

(3) 其它臨床疾病確診前後對於行為與生產的影響
    探討其它疾病確診前後行為與乳產量的變化，於反芻時間結果中發現確診組於確診前3天開始RT受到顯著影響。Stangaferro et al. (2016a) 發現產後出現消化問題牛隻其RT會於確診前5天至確診後5天皆低於無疾病組，但無顯著差異，於確診當天2組可相差約200 min/d；King et al. (2018) 則發現發生跛足牛隻其RT於發現前14天即低於健康組。有研究指出跛足牛隻其步態評分 (locomotion score) 愈高會顯著降低DMI與採食時間 (Bach et al., 2007)，進而影響其反芻時間。
    而於平均乳量結果中發現確診組平均MY於確診前後皆低於其它2組。其它相關研究發現有跛足牛隻其乳量變化，發現於前14天開始即低於健康組，並且於前14天至前8天間兩組有顯著差異 (King et al., 2018)。

5、 亞臨床疾病對於行為與生產的影響
(1) 亞臨床酮症
1. 亞臨床酮症與反芻時間
    本研究結果發現分娩前以HYK+組RT會顯著降低，而HYK組RT會於分娩一個月後顯著降低。HYK+組牛隻其分娩前反芻降低可能是造成產後臨床疾病發生的原因之一，相關研究發現分娩前RT較低者，其於產後發生臨床疾病確診之機率高於分娩前RT較高組 (Soriani et al., 2013)；而HYK組於分娩後一個月之反芻顯著降低，造成能量不足，進而產生SCK。Kaufman et al. (2016) 也探討HLT、HYK、HYK+之三組牛隻分娩前2週至分娩後4週RT變化，結果發現經產牛中HYK+組其RT於分娩前1週至分娩後2週顯著低於HLT組，而HYK組則於分娩前1週至分娩後1週有低於HLT組之趨勢；King et al. (2018) 則指出發生SCK牛隻其RT會於發生前7天就顯著低於健康組。

2. 亞臨床酮症與活動量
    研究結果發現HYK組於分娩前其AC顯著增加。探討HYK組分娩後健康狀態，發現其SCK皆於分娩後4週才發生，此種一般為第一型酮症，發生原因為採食不足 (Oetzel, 2007)，根據前面所述，活動量高一般對應的是社會位序較低的牛，研究發現位序低的牛於餵飼後之反芻時間短於位序高者 (Fiol et al., 2019)，可能進而造成能量不足，提高發生SCK機率。相反的，Liboreiro et al. (2015) 比較SCK與健康牛其分娩前後AC變化，發現分娩前2組無差異。

3. 亞臨床酮症與乳量
    研究結果發現HYK組於分娩後5-8週MY顯著較高。已經有研究證實高產乳牛其罹患亞臨床酮症與酮症機率更高 (Vanholder et al., 2015)。

(2) 亞臨床低血鈣
1. 亞臨床低血鈣與反芻時間
    研究結果發現分娩前HYC+組RT會顯著降低，而HYC組RT會於分娩一個月後顯著降低，如同亞臨床酮症之結果，HYC+組牛隻其分娩前反芻降低可能是造成產後臨床疾病發生的原因之一，而產後亞臨床疾病發生並不會影響產前RT，Liboreiro et al. (2015) 也發現產後SCH有無並無影響產前RT變化。HYC組其RT於分娩一個月後出現較低的情況，此結果也於SCK發現，顯示亞臨床疾病往往容易疏忽治療，對於牛隻較長遠之採食行為與健康狀態會出現影響。

2. 亞臨床低血鈣與活動量
    研究結果發現實驗期間HLT組AC較其它2組高，Tsai et al. (2021) 比較分娩後SCH有無對於1-21 DIM之AC的影響，結果發現有SCH組牛隻其AC顯著低於無SCH組，有研究發現低血鈣牛隻於分娩後會增加躺臥時間 (Jawor et al., 2012)，這有可能造成其AC減少。

3. 亞臨床低血鈣與乳量
    研究結果發現實驗期間大部分週次以HYC組有較高MY，Jawor et al. (2012) 亦發現分娩後2-4週以有SCH組其MY顯著高於無SCH組，比較各胎次發現以第三胎牛隻有SCH者明顯乳量提高，但Tsai et al. (2021) 比較初經產牛有無SCH之乳量差異，發現不論初經產牛皆以有SCH組顯著低於無SCH組。其它研究提到對於SCH之檢查不應只看分娩後24小時內之血鈣濃度，而是應該觀察分娩後4天內之血鈣濃度變化趨勢，不同變化有可能會增加乳量或提高臨床疾病確診機率 (McArt and Neves, 2020)。

6、 亞臨床疾病對於血液與乳質的影響
(1) 胎次
1. 胎次與血清生化值
    探討不同胎次於分娩前後不同時間之血清生化值變化，於與能量相關的指標中發現，葡萄糖濃度於分娩後4週時最低，相關研究提到血糖濃度會隨著牛隻分娩與泌乳開始而下降，至分娩後2-3週降到最低值，隨後逐漸上升 (Radloff et al., 1966)，此與本研究結果相符。總膽固醇濃度於分娩日最低，研究發現脂質濃度會從乾乳期開始降低直至分娩，隨後至泌乳高峰濃度會持續上升，而膽固醇之最高濃度會略晚於泌乳高峰才出現 (Duncan and Garton, 1963, Blum et al., 1983)，此與本研究結果相符。NEFA濃度亦於分娩時最高，NEFA濃度變化反映體內脂肪動員的情況，當牛隻處於負能量平衡時，利用脂肪產生能量會使NEFA濃度迅速提高，研究指出NEFA的變化會較BHBA迅速 (Puppel and Kuczyńska, 2016)，代表各組牛隻於分娩時皆處於負能量平衡狀態。
    蛋白質相關成分中發現，總蛋白與球蛋白含量於分娩時最低，而初產牛於分娩前第4週其含量顯著低於經產牛，總蛋白為血清中白蛋白與球蛋白之總和，研究發現總蛋白會在懷孕末期降低主要是球蛋白降低所致，而球蛋白會隨著年齡增加而提高，主要是在發生感染產生發炎反應時增加 (佐藤, 1986)。尿素氮含量於分娩後持續降低，而第二胎於分娩後含量顯著高於第一胎，BUN表示瘤胃微生物利用氨的效率，當數值過低可能代表採食過低或蛋白質攝取不足 (Russell and Roussel, 2007)，從結果來看除第二胎次外，其餘牛隻皆嚴重過低，可能是競爭或臨床疾病造成之採食不足所引起。
    與肝臟功能相關之酵素變化中發現，第一胎與≧三胎以上牛隻於分娩時AST活性有提高，Calamari et al. (2014) 發現RT長短與AST活性呈負相關，與本研究結果相似。初產牛最高GGT活性出現於分娩後第8週，而經產牛於分娩後第4週，研究發現GGT通常於疾病開始恢復時或是發生慢性長期疾病提高 (Lechtenberg and Nagaraja, 1991)，前面的研究提到部分亞臨床疾病會於分娩後一個月出現，對照GGT的提高也可作為佐證。另外，Tainturier et al. (1984) 提到分娩與泌乳初期之負能量平衡與大量脂肪堆積於肝臟中，可能導致AST、GGT的活性有不規則變化。
    礦物質相關指標中發現，經產牛於分娩當天Ca濃度最低，研究發現初經產牛於1 DIM之血鈣降低與高泌乳量間存在相關性 (Neves et al., 2018)，顯示經產牛乳量較高會影響其分娩時Ca濃度。P濃度於分娩時最低，而於大部分時間以第二胎牛隻其濃度顯著高於≧三胎以上，Mg濃度則是第二胎牛隻於分娩前顯著最高，Elseady and ELSayed (2021) 發現分娩後有低血鈣情況之乳牛，其血磷濃度會降低，另外也提到分娩前有亞臨床低血鎂情況之乳牛於產後會增加低血鈣之風險，因為鎂缺乏會造成維生素D3合成與副甲狀腺素釋出能力皆降低。

2. 胎次與乳汁成分
    探討不同胎次於分娩後不同時間之乳汁成分變化，乳蛋白率於分娩後持續降低至第4週，Kaufman et al. (2018) 也有發現不同胎次的乳蛋白率會在分娩後1-4週降低；另外發現第二胎牛隻其乳蛋白率會高於≧三胎以上牛隻，Yoon et al. (2004) 調查3,200多頭牛其不同胎次之乳成分變化，結果發現第一、二胎乳蛋白率會顯著高於三到五胎牛隻，但Yang et al. (2013) 調查6,500多筆中國種荷蘭牛乳成分資料，發現乳蛋白率於第一到三胎間無顯著差異。
    乳尿素氮濃度以第二胎次牛隻有高於其他胎次之趨勢，但皆低於一般11-17 mg/dL之標準，根據Hwang et al. (2000) 研究中對於乳蛋白率與乳尿素氮的界定標準，本研究牛隻處於蛋白質不足且能量略為不夠，需要從飼糧配方調整改善。
    檸檬酸濃度在分娩2週後開始下降，檸檬酸是TCA cycle的中間產物，研究發現其濃度會於分娩後10-20天提高，之後開始下降 (Baticz et al., 2002)，與本研究結果相符，顯示這段期間牛隻因負能量平衡開始代謝脂質，啟動大量的TCA cycle，造成乳汁中檸檬酸濃度上升。

(2) 亞臨床酮症
1. 亞臨床酮症與血清生化值
    以牛隻產後是否發生SCK與臨床疾病進行分組並比較其血液生化值變化，結果發現HYK+組牛隻其BHBA濃度於分娩後1週顯著最高，而HYK組於分娩後4週顯著最高，葡萄糖濃度於分娩後以HYK組最低。HYK與HYK+組別血糖濃度差異可與酮症發生原因相關，酮症的發生大致為2大因素，包含分娩前過胖造成之脂肪肝與分娩後採食不足，前者大約發生於分娩後1-2週，可對應為本研究之HYK+組，因產前過胖造成大量脂質代謝進而於分娩後出現酮症，通常此種酮症仍有高血糖；後者大約發生於分娩後4-6週，可對應為本研究之HYK組，主要因泌乳高峰時採食量不足，開始代謝脂質進而產生酮症，通常此種酮症會出現血糖過低 (Oetzel, 2007)；其它研究指出，牛隻於分娩後1週內出現高血酮相較2週後出現，更容易伴隨其它疾病發生或是增加淘汰率 (McArt et al., 2012, Tatone et al., 2016)，此結果與本研究相符，即產後1週有高血酮之HYK+組有出現其它臨床疾病確診。
    HYK+組牛隻於不同時間其總膽固醇濃度低於其它2組，肝臟運輸脂肪需極低密度脂蛋白協助 (very low density lipoproteins, VLDL)，VLDL合成原料包含膽固醇，當肝臟因脂肪肝受損時會降低VLDL合成，膽固醇濃度亦出現較低水平，另外當牛隻出現疾病時，膽固醇也會受到負面影響 (Lager and Jordan, 2012)；而其球蛋白含量於分娩後高於其它2組，血清球蛋白升高主要因慢性發炎或肝臟疾病所導致 (Russell and Roussel, 2007)，HYK+組別牛隻可能有出現脂肪肝情況，進而使球蛋白含量升高。

2. 亞臨床酮症與乳汁成分
    以牛隻產後是否發生SCK與臨床疾病進行分組並比較其乳汁成分變化，其中HYK+組其乳糖率於分娩後1、2週顯著低於其它2組，Schei et al. (2005) 發現當餵飼能量不足之飼糧，不論其飼糧蛋白質含量高或低，皆會降低其血液與乳汁中葡萄糖含量，而這也顯示能量不足與乳糖降低間有相關性，又分娩後牛隻能量不足容易發生SCK及併發症，因此產後觀察到HYK+組其乳糖率會低於健康牛隻，其它研究中也提到不論初經產牛，當其乳糖含量較低時，均會提高發生酮症的風險 (Costa et al., 2019)。

(3) 亞臨床低血鈣
1. 亞臨床低血鈣與血清生化值
    以牛隻產後是否發生SCH與臨床疾病進行分組並比較其血液生化值變化，結果發現HYC+組牛隻於分娩後1週其BHBA濃度顯著較高。相同結果也於McArt and Neves (2020) 研究中提到，其發現發生SCH牛隻越早出現高血酮，往往容易伴隨其它臨床疾病確診。
    HYC組牛隻於分娩前其總蛋白與球蛋白含量高於HLT組，而HYC+組牛隻於分娩後第4週其含量高於HLT組，顯示此處總蛋白之變化是受到球蛋白含量變動之影響，也表明HYC與HYC+組牛隻於分娩前後皆有處於慢性發炎情況。

2. 亞臨床低血鈣與乳汁成分
    以牛隻產後是否發生SCH與臨床疾病進行分組並比較其乳汁成分變化，其中HLT組牛隻其乳蛋白率在分娩後高於其它2組，HYC+組牛隻其乳糖率在分娩後低於其它2組。Tsai et al. (2021) 比較初經產牛於分娩後有無發生SCH之1-21 DIM的乳成分，結果發現初產牛中有SCH組之乳糖率顯著低於另一組，經產牛中有SCH組之乳脂率與乳脂乳蛋白比顯著高於另一組，從結果也顯示產後發生低血鈣牛隻因負能量平衡開始代謝脂質，進而產生如酮症等之併發症，進而影響其乳汁成分變動，因此產後監控牛隻乳汁成分組成亦是一種非侵入式之健康狀態檢查。








第六章 結論
    由實驗第一部分得知牛隻胎次與健康狀態不同會影響其分娩前後行為變化，分娩前有較低的反芻時間會提高分娩後發生多種代謝性疾病的機率。另外發現牛隻乳量與反芻時間呈正相關，但與活動量呈負相關。疾病的發生會影響牛隻行為變化，因此第二部分探討牛隻臨床疾病確診前後的行為與乳量變化，結果發現確診不同臨床疾病前後對於反芻時間與活動量的變化不同，並且皆會降低乳量。像是確診臨床子宮炎前後其反芻時間有較健康牛隻低的趨勢，但會提高頸部活動量。第三部分則探討分娩後發生無臨床症狀的亞臨床疾病對於分娩前後行為的影響，發現分娩前反芻時間或活動量有明顯變化會提高分娩後出現亞臨床疾病的風險，特別是分娩前幾天有顯著降低反芻時間的牛隻應於分娩後檢測血鈣與血酮，以減少亞臨床疾病對於牛隻產量的影響或誘導臨床疾病的風險。
    疾病的發生除了影響乳牛內在生理外，往往也會改變其外在的行為表現，隨著商業感測器已於牧場普遍應用，除了協助乳牛發情判斷外，對於牛隻健康狀態的監控似乎也能提供幫助。本研究已證實分娩後發生臨床或亞臨床疾病的乳牛其分娩前行為會出現改變，顯示利用感測器可協助提早判斷分娩後有較差健康狀態的牛隻，並進行預防措施，以利降低轉換期對於乳牛的負面影響；另外亦發現確診不同臨床疾病對於行為變化的影響不同，顯示利用感測器提早偵測乳牛疾病是可行的，可盡快提供適當治療，以降低對於牛隻乳量及牧場經濟的損失。
    然而，為了能準確比較病牛與健康牛的行為差異，除了自身比較外，牧場應透過感測器的行為數據，來建立各自的行為基準線，當有牛隻其行為出現偏差即須進行適當檢查，理想情況應使用分娩後無亞臨床疾病或臨床疾病發生的牛隻來建立基準，但透過本實驗亦發現第二胎次的牛隻其行為也能提供做為參考。未來，透過各種行為基準線的建立，可以篩選分娩後有較高患病風險的牛隻，減少產後代謝性疾病的發生及降低淘汰風險，以利增加台灣乳牛的使用年限。
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