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닭의 품종 간 스트레스 반응 정도 비교 분석
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Comparison of Stress Response between Korean Native Chickens and Single Comb
White Leghorns subjected to a High Stocking Density
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ABSTRACT With Single Comb White Leghorn (WL) and Korean Native Chicken (KNC) breeds, we compared the stress 
response with chicken breeds that were subjected to a high stocking density. Stress response was analyzed by the quantity 
of telomeric DNA, the rate of DNA damage and the expression levels of heat shock proteins (HSPs) and hydroxyl-3- 
methyl-glutaryl coenzyme A reductase (HMGCR) genes on tissues and blood. The telomere length and telomere shortening 
rates were analyzed by quantitative fluorescence in situ hybridization on the nuclei of lymphocytes and tissues. The DNA 
damage rate of lymphocytes was quantified by the comet assay. The expression levels of HSP70, HSP90-α, HSP90-β and 
HMGCR genes were measured by quantitative real-time polymerase chain reaction in lymphocytes. There was no significant 
difference between KNC and WL in body weight, weight gain, telomere shortening rate and DNA damage rate. However, 
the growth rate significantly decreased in chickens raised under high stocking density conditions, as compared to the control 
group. The telomere-shortening rate, DNA damage and HSPs expression of the lymphocytes were significantly higher in the 
high stocking density group than the control. The stress condition and breeds had a significant effect on the expressions of 
HSP70, HSP90-α and HSP90-β in lymphocytes, except HMGCR. The stress response of WL was higher than that of KNC, 
as analyzed to the expression of HSP70 and HSP90-α. Therefore, we concluded that the chickens which were exposed to a 
high stocking density had increased the individual physiological stress response regardless of breeds, and White Leghorns are 
more susceptible to stress condition than Korean Native Chickens.
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서 론

일반적으로 동물이 지속적 스트레스를 받게 되면, 체내
대사 복합 체계의 균형이 무너지고, 항산화 방어 체계를 잃
어건강및생산성의저하를초래하게된다(Puvadolpirod and 
Thaxton, 2000). 닭은 사육 기간 동안 많은 환경적 스트레스
요인에 노출되어 있는데 특히, 사육 온도, 사육 밀도 및 사
육 형태에 따른 스트레스 반응 정도의 차이는 매우 큰 것으

로 알려져 있다(Thaxton et al., 2006; Delezie et al., 2007; 
Tactacan et al., 2009; Beloor et al., 2010; Keles et al., 2010; 
Sherwin et al., 2010; Lay et al., 2011; Tuyttens et al., 2011; 
Sohn et al., 2012; 손시환 등, 2011). 이러한 환경적 요인과

더불어 유전적 요인에 따른 스트레스 반응 정도도 품종 및

계통 간에 많은 차이가있는것으로보고되고있다(Yahav et 
al., 1998; Deeb and Cahaner, 1999; Albentosa et al., 2003; 
Fraisse and Cockrem, 2006; Cahaner et al., 2008; de Hass et 
al., 2013).
닭 품종 간 스트레스 반응 정도에 있어 일반적으로 백색

계가 유색계에 비해 스트레스에 보다 민감하게 반응하는 것

으로 알려져 있다. 닭이 외부 스트레스에 노출되었을 때 백
색계가 유색계에 비해 긴장성 부동(tonic immobility) 시간이
길고(Albentosa et al., 2003), 혈장 코티코스테론 농도가 높
으며(Fraisse와 Cockrem, 2006), 깃털 쪼음에 따른 깃털 손상
율도 높게 나타나는데 반해(Uitdehaag et al., 2008), 혈장 세
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로토닌(serotonin) 수준은낮게나타난다고보고하였다 (Bolhuis 
et al., 2009; Uitdehaag et al., 2011; de Haas et al., 2013). 이
러한 지표들은 모두 백색계가 유색계에 비해 스트레스 반응

정도가 높음을 의미하는 것으로 특히, 백색 레그혼(White 
Leghorn) 계통이 로드(Rhode Island Red) 계통에 비해 스트
레스반응 정도가 높다는 결과들을 제시하고 있다(Albentosa 
et al., 2003; Fraisse와 Cockrem, 2006; Star et al., 2008a; Star 
et al., 2008b; Uitdehaag et al., 2011). 또한, 선발육종에따른 
개량화가 진행된 개체일수록 스트레스 반응도가 높다는 결

과를 제시하고 있는데, 적색야계(Red Jungle Fowl)와 토종계
(village fowl) 및 실용 브로일러를 대상으로 열 스트레스 반
응 정도를 비교 분석한 결과, 혈액 생화학 지표, 혈장 코티
코스테론 농도, 열스트레스 단백질(HSP 70) 등 모든 생리적
스트레스지표에서 실용 브로일러가 야계 및 토종계에 비해

스트레스에 더욱 민감하게 반응하는 양상을 보였다 (Solei- 
mani et al., 2011).
닭의스트레스 반응정도를분석하는 방법으로크게개체

의 행동 습성 관찰에 따른 지표 분석과 스트레스 관련 생리

적 표지 물질들의 변화 정도를 분석하는 방법이 있다. 스트
레스 반응 관련 행동 습성의 분석으로는 깃털 쪼음 행위 및

긴장성 부동 반응에 대한 지표 분석이 대표적 방법이며(Al- 
bentosa et al., 2003; Fraisse와 Cockrem, 2006; Zimmerman 
et al., 2006; Uitdehaag et al., 2008, 2009), 스트레스와 관련
한 생리적 표지 물질의 분석으로서는 혈액 생화학적 지표

(Mashaly et al., 1984; Zulkifli et al., 1999; Thaxton et al., 
2006; Turkyilmaz, 2008; Kang et al., 2011; Soleimani et al., 
2011), 혈장 코티코스테론 농도(Mashaly et al., 1984; Korte 
et al., 2005; de Haas et al., 2013, Fraisse와 Cockrem, 2006; 
Mack et al., 2013), 항산화 요산(antioxidant uric acid) 농도
(Munck et al., 1984; Star et al., 2008a), 혈장 3,5,3’-triiodo- 
thyronine 농도(Yahav et al., 1998; Uni et al., 2001; Star et al., 
2008a; Mack et al., 2013) 및 세로토닌(5-HT) 농도(Bolhuis 
et al., 2009; Uitdehaag et al., 2011; de Haas et al., 2013)의
분석등이 널리 소개되고있다. 이밖에도세포내 텔로미어
(telomere) 함유율, DNA 손상율 및 열 스트레스 단백질(heat 
shock protein)의 발현율과 같은 DNA 관련 표지들이 개체의
스트레스정도를가늠할수있는새로운생리표지이다(Sohn 
et al., 2012). 염색체의양 말단부를지칭하는 텔로미어는 세
포분열이거듭됨에따라길이가짧아지는데, 텔로미어의감
축 양상은 노화가 진행됨에 따라 나타나고, 이의 감축 정도
는 사육 환경 및 사양 요인에 의해서 많은 영향을 받는다

(Meeker and Coffey, 1997; Cottliar and Slavutsky, 2001; Von

Zglinicki, 2002; Richter and Proctor, 2007; 이민희 등, 2008; 
손시환 등, 2011; 손시환 등, 2013). 이러한 환경 요인들 중
특히, 닭의 밀사와 같은 사육 스트레스가 텔로미어 유실을
가속화 시킨다고 한다(Beloor et al., 2010; Sohn et al, 2012). 
세포의 핵내 DNA 손상율 또한 스트레스반응정도를 간접
적으로나타낼수있는지표인데, 개체에스트레스요인을가
하게되면, 세포사(apoptosis)가촉진되어 DNA 손상(fragmen- 
tation) 정도가 급격히 증가된다(Chen et al., 2007). 이와 더
불어 최근 개체의 스트레스 반응 정도를 직접적으로 나타낼

수 있는 유전자 표지로서 heat shock protein(HSP) 계열의유
전자 및 hydroxyl-3-methyl-glutaryl coenzyme A reductase 
(HMGCR) 유전자의 발현율이 소개되고 있는데, 닭에 있어
서도 열 스트레스 반응과 관련하여 이들 표지들이 널리 이

용되고 있다(Kregel, 2002; Gornati et al., 2004; Beloor et al., 
2010; Soleimani et al., 2011; Sohn et al., 2012). 
따라서 본 연구에서는 닭의 품종 간 스트레스 반응 정도

를 살펴보고자 한국 재래닭 및 단관 백색 레그혼종에 대하

여 각각 고밀도 및표준 밀도로 분리 사육하고, 밀사에따른
품종간스트레스정도를비교분석하였다. 스트레스지표로
서 품종 간 체중 변화, 조직별 세포의 텔로미어 함량, DNA 
손상율 및 HSPs 유전자 발현율을 분석하고, 이들 지표들로
서 품종 간 스트레스 반응 정도를 비교 고찰하였다.

재료 및 방법

1. 공시 동물 및 분석 시료

품종간 스트레스정도를비교 분석하기위하여경남과학

기술대학교 종합농장에서 부화하여 사육 중인 단관 백색 레

그혼종 순계(Single Comb White Leghorn) 82수 및 한국 재
래닭적갈색종 82수를비교대상으로하였다. 시험계들은두 
품종 공히 40주령 때 고 밀도구(311 cm2/수) 및 대조구(540 
cm2/수)로 분리하고, 50주령까지 10주간 사육하였다. 시험계
의사양관리는강제환기및 자동온도조절시스템이완비

된 무창 계사 내 2단 4열 케이지 형태로 칸 당 90 cm(W) × 
90 cm(L) × 66 cm(H)의 철망 배터리형 케이지에서 사육하
였고, 사료 급이는 자유 채식시켰으며, 점등 관리는 16시간
고정 점등하였다.
텔로미어 함량 분석은 혈액, 간, 비장 및 난소 조직을 대

상으로 하였으며, DNA 및 HSPs 분석은 혈액으로부터 시료
를 분리하여 이용하였다. 혈액은 40주령 및 50령 때 시험구
별 무작위로 10수씩 추출하여 각 개체의 익 정맥으로부터
채혈하였고, 각 조직들은 시험 종료 때인 50주령에 동일 개
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체들을 대상으로 도살 후 부위별 채집을 하였다. 시험에 관
련된 닭의 관리 및 취급은 본 대학 동물실험윤리위원회

(IACUC)의 규정을 준수하였으며, 사전 승인을 받았다.

2. Telomeric DNA 함량 분석

형광접합보인법(Fluorescence in situ Hybridization; FISH)
을 위한 표본의 제작은 혈액 세포의 경우, 백혈구만 순수 분
리하여 이용하였다. 분리된 세포는 0.06M KCl(Sigma Chem, 
St Louis, MO, USA)을 이용하여 실온에서 15분간 저장 처
리하고, 이후 methanol과 acetic acid가 3:1로 혼합된 고정액
으로 고정 처리한 다음, 3회 정도 반복 후 세포액을 슬라이
드 위에 떨어뜨려 표본을 제작하였다. 혈액 외 각 조직들은
채집 후 D-PBS(Gibco, Invitrogen Corp. Grand Island, N.Y, 
USA) 용액으로세척한다음세절하고, RPMI 1640(Gibco) 배
양액으로 재세척 후 0.9% sodium citrate(Sigma Chem) 용액
으로저장처리하였다. 고정처리는혈액에서와동일하게하
고표본을제작하였다. 제작된슬라이드표본은 RNase(Boeh- 
ringer Mannheim, Indianapolis, IN, USA)로 처리 후, 에탄올
로 탈수 건조시킨 후 FISH에 제공하였다. 접합 처리는 Hyb- 
ridization 용액(13 μL formamide, 5 μL hybridization buffer, 
200 ng chicken telomeric DNA probe)을 떨어뜨리고, 85℃에
서 5분간 변성시킨 후, 38.5℃에서 12시간 이상 정치하였다. 
접합 처리된 표본은 2× SSC에 72℃, 5분간 처리하고, PN 
buffer(0.1% sodium phosphate, 0.1% Nonidet P-40)로 세척한
후 형광 접합 탐지를 위해 anti-digoxigenin-fluorescein(Boeh- 
ringer Mannheim)으로 38.5℃에서 30분간 반응시켰다. PN 
buffer로세척건조한표본은 propidium iodide solution(Sigma 
Chem)으로 염색하고, 적녹 파장대의 필터(WIB filter)를 부
착한 형광 현미경(Model AX-70, Olympus, Tokyo, Japan)으
로 접합 발현 양상을 관찰하였다. 관찰한 임의의 간기 핵들
을디지털카메라(Model DP-70, Olympus, Tokyo, Japan)로촬
영하고, 이를 컴퓨터에 저장 후 이미지 분석 프로그램(Meta- 
MorphⓇ, UIC, Pennsylvania, USA)을 이용하여 개체 별 최소
100개이상의 세포를대상으로핵 대비 telomeric DNA 함량
을 분석하였다.

3. DNA 손상율 분석

DNA 손상율은 Comet assay로 분석하였다. 1% agrose로
도포한 슬라이드에 혈액과 0.5% low melting point agarose 
(LMPA)를 1:7.5로 혼합한 용액을 떨어뜨려 표본을 제작하
고, 이를 냉장 상태로 굳혔다. 굳은 표본을 다시 1% LMPA
로 도포한 후 4℃ lysis solution(2.5 M NaCl, 100 mM diso- 

dium EDTA, 10 mM Trizma base)에 60분간 침지하였다. 
Lysis solution을제거한다음, 전기영동장치에 electrophoresis 
buffer(pH>13)를 채우고, 10분 정도 침지한 후, 25 V, 300 
mA로 30분간전기영동하였다. 건조된슬라이드는 propidium 
iodide solution으로 5분간 염색하고, 냉장 초자수로 수세 후
형광 현미경으로 관찰하였다. 관측된 상은 디지털 카메라로 
촬영하고, 개체별 20개의세포를대상으로 Comet Score soft- 
ware v1.5(TriTek Corp. Sumerduck, VA, USA)로 분석하였
다. 분석 항목으로는 tail 내 DNA 함유율(% DNA in tail; tail 
intensity/total comet intensity × 100), tail 내 DNA 생성률(tail 
moment; % DNA in tail × tail length) 및 올리브 모먼트
(olive moment; tail intensity × total length/total comet inten- 
sity)를 조사하였다.

4. HSP 및 HMGCR 유전자 발현 분석

시험계들의 HSPs 및 HMGCR 유전자 발현 분석을 위하
여개체의혈액으로부터 RNA를분리하였다. 채혈직후 His- 
topaque(Sigma Chem)을이용하여순수백혈구를분리하였고, 
분리한백혈구세포는 QIAampⓇ RNA Blood Mini Kit(Qiagen 
GmbH, Hilden, Germany)를이용하여 RNA를추출하고, cDNA
를합성하였다. Real-time PCR을위한 primer 제작은 reference 
gene(Actin) 및 HSP70, 90-α, 90-β 및 HMGCR을 표적 유전
자(target gene)로하여 primer-dimer가형성되지않도록제작
하였다(Table 1). Quantitative PCR은 real-time PCR machine 
(Model LC480, Roche, Mannheim, Germany)을 이용하여

cDNA 5 μL(10 ng/μL), primer(5 pmol/μL) 각각 0.5 μL, SYBR 
Green(Roche, GmbH, Mannheim, Germany) 10 μL, ddH2O 5 
μL를 넣어 최종 volume이 20 μL이 되도록 하고, 95℃에서
5분 처리하여 최초 변성시킨 후 95℃ 10초 변성, 60℃ 30초
접합, 72℃ 10초간 신장 반응을 40회반복하면서 진행 중실
시간형광모니터링하였다. Tm 값의측정은 LightCyclerⓇ 480 
software v1.5(Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany)
를 이용하여 분석하였다. Reference gene을 이용한 각 표적
유전자의 상대적 정량 값은 Livak과 Schmittgen(2001)이 제
시한 2—△△Ct 방법으로 분석하였다.

5. 통계 분석

시험구 간 체중, telomeric DNA 함량, DNA 손상율, HSPs 
및 HMGCR 유전자 발현율의 통계 분석은 2 × 2 요인 시험
설계에 따라 SAS 통계 패키지(SAS Institute Inc., Cary, NC, 
USA)의 GLM procedure를 이용하여 품종 간, 사육 밀도 간
및 품종 × 사육 밀도에 대한 유의성을 검정하고, 요인별 차
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Table 1. The primers of HSPs for the semi-quantitative reverse transcription polymerase chain reaction

Genes Primer Sequence(5′-3′) Size(bp) Tm(℃)

HSP70
Forward ATGCTAATGGTATCCTGAACG

145 60
Reverse TCCTCTGCTTTGTATTTCTCTG

HSP90α
Forward CAGAAGATGAAGAGAAGAAGA

133 60
Reverse GGAGAAGTTACCAAGCGATT

HSP90β
Forward TGTAGTAATGGCGAACCTAA

 84 60
Reverse TCAGAGCGTAAGACCTAAC

HMGCR
Forward GAGGCAGAGCAAGATGAAG

113 60
Reverse GCAGGACAGTAGGTGAGT

Actin
Forward CCACCGCAAATGCTTCTA

 96 60
Reverse GCCAATCTCGTCTTGTTTTATG

Table 2. Analysis of variances for the factors affecting to the body weights and weight gains of Korean Native Chickens (KNC) and 
White Leghorns (WL) in different stocking density

Breed Stocking density 40 weeks 50 weeks Gain (40∼50)

KNC
Control 1,677.54±53.81 1,566.00±93.43a 133.50±49.47b

High 1,652.95±33.81 1,282.97±37.84b 370.25±37.02a

WL
Control 1,735.54±34.84 1,575.38±37.83a 150.14±23.20b

High 1,757.93±25.55 1,205.77±35.99b 508.87±34.68a

Breed means
KNC 1,665.24±29.80b 1,424.48±34.66 251.87±28.39
WL 1,746.73±20.75a 1,390.58±36.70 329.50±20.74

Stocking density

Control 1,706.55±31.34 1,570.68±34.83a 141.82±24.17b

High 1,705.44±20.99 1,244.37±26.94b 439.56±25.36a

Breed(B) * N.S N.S
Stocking(S) N.S ** **

B×S1 N.S N.S N.S

a,b Values (means±S.D) with different superscripts within the same column significantly differ (P<0.05).
1 B×S is interaction effect of breed and stocking density.
* P<0.05, ** P<0.01.

이를 분석하였다.

결과 및 고찰

1. 밀사 스트레스에 따른 품종 간 체중 변화

한국 재래닭(KNC)과 단관 백색 레그혼(WL) 종을 대상으
로 시험 기간 동안 품종 별 대조구와 고밀도 스트레스구 간

의체중의변화를 Table 2에제시하였다. 시험 결과, 체중및
증체량에 있어 KNC와 WL의 품종 간 차이는 없는 것으로
나타났으나, 두 품종 공히 밀사에 따른 스트레스구는 대조

구에 비해 유의한 체중의 감량을 나타내었다(P<0.01). 사육
밀도뿐만 아니라 사육 온도, 이송, 급이 제한 및 공포적 환
경 등 다양한 외적 사양 스트레스가 닭의 생산 능력에 나쁜

영향을 미치는 것으로 알려져 있다(Thaxton et al., 2006; 
Zimmerman et al., 2006; Delezie et al., 2007; Keles et al., 
2010). 특히 고밀도 사육의 경우, 브로일러에서 체중 및 사
료 섭취량의 감소뿐만 아니라, 다리 이상 개체 발생 빈도의
증가 등 생산 능력의 저하를 초래한다고 하였다(Shanawany, 
1988; Beloor et al., 2010). 또한 고온 스트레스 환경에 노출
된 산란계의 경우, 사료 섭취량, 증체량, 산란율, 난중 및 난
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Table 3. Analysis of variances for the factors affecting to the relative amount of telomeric DNA of chicken tissues in Korean Native 
Chickens (KNC) and White Leghorns (WL) with different stocking density

Breed Stocking 
density

Blood
Liver

(50 wks)
Spleen

(50 wks)
Ovary

(50 wks)40 wks 50 wks Telomere 
shortening rate

KNC
Control 1.69±0.03 1.59±0.04b 0.18±0.04b 1.42±0.04 1.47±0.03 1.74±0.05

High 1.67±0.03 1.30±0.03a 0.33±0.02a 1.36±0.06 1.32±0.05 1.82±0.06

WL
Control 1.77±0.04 1.59±0.03b 0.17±0.03b 1.49±0.04 1.44±0.08 1.88±0.05

High 1.73±0.02 1.40±0.03a 0.32±0.02a 1.41±0.05 1.32±0.04 1.76±0.03
Breed means

KNC 1.67±0.03b 1.38±0.04b 0.29±0.03 1.39±0.05 1.40±0.04 1.78±0.06
WL 1.74±0.03a 1.48±0.03a 0.26±0.03 1.45±0.05 1.38±0.06 1.82±0.04

Stocking density
Control 1.73±0.04 1.59±0.04a 0.17±0.04b 1.39±0.05 1.45±0.04a 1.78±0.06

High 1.70±0.03 1.34±0.03b 0.32±0.02a 1.45±0.05 1.32±0.04b 1.82±0.04
Breed(B) * ** N.S N.S N.S N.S
Stocking(S) N.S ** ** N.S * N.S
B×S1 N.S N.S N.S N.S N.S N.S

a,b Values (means±S.D) with different superscripts within the same column significantly differ (P<0.05).
1 B×S is interaction effect of breed and stocking density.
* P<0.05, ** P<0.01.

질 등 거의 모든 생산 형질에서 나쁜 결과를 초래한다고 한

다(Usayran et al., 2001; Lin et al., 2004; Mashaly et al., 
2004). 한편, 닭의 외적 스트레스가 품종 간 생산 능력에 미
치는 영향에 대한 연구로서 4계통의 산란계를 공시하고, 열
스트레스및 LPS 처리에따른사료섭취량, 체중, 산란율, 난
중및난각두께를비교한바처리에따른계통간반응양상

은 거의 유사하였고, 단지 반응 정도에 있어 일부 형질에서 
계통간약간의차이가있었음을제시하였다(Star et al., 2008b). 
이상의 연구 보고들과 같이 본 시험에서도 고밀도 사육과

같은외적사양관리스트레스는닭의성장에직접적인영향

을 미치는 것으로보이나, 품종 간체중 감량에기인된스트
레스 반응 정도의 차이는 거의 없는 것으로 사료된다.

2. 밀사 스트레스에 따른 품종 간 Telomeric DNA 함

량 비교

KNC와 WL의 백혈구, 간, 비장 및 난소 세포에 대한 상
대적 telomeric DNA 함유율을측정하고, 품종간및 사육밀
도 간 분석 결과를 Table 3에 제시하였다. 분석 결과, 시험
개시 시기인 40주령의 백혈구 세포의 텔로미어 함량은 두
품종 공히 시험구별 차이가 나타나지 않았으나, 시험 종료
때인 50주령의 경우, KNC와 WL 모두 고밀도 사육구에서

유의적으로 낮은 텔로미어 함유율을 나타내었으며, 시험 기
간 동안 텔로미어의 감축율 또한 고밀도에서 유의적으로 높

게 나타났다. 또한, 품종 간에 있어 40주령과 50주령 모두
레그혼이 재래닭에 비하여 백혈구세포의 텔로미어 함유율

이 높게 나타났으나, 시험기간 동안 품종간 텔로미어감축
율의 차이는 없는 것으로 나타났다. 더불어 비장 세포의 경
우에도 두 품종 공히 고밀도구가 대조구에 비해 유의하게

낮은 텔로미어 함유율을 보였으나, 간이나 난소 세포의 경
우에는 처리 간 차이가 없었다. 이러한 결과는백혈구및 비
장 조직의 경우, 면역과 직접적 관련이 있는 세포들로서 다
른 조직과 달리 외적 스트레스 요인에 매우 민감하게 작용

하여 텔로미어 감축에 큰 영향을 받는 것으로 여겨진다. 한
편, 모든 조직에서 품종과 사육 밀도 간 상호 작용이 없는
것으로 분석되어 각 요인들이 독립적으로 텔로미어 함유율

에 영향을 미치는 것으로 사료된다. 이러한 결과는 닭의 고
밀도 사육에 따른 밀사 스트레스가 세포 내 텔로미어의 감

축을 촉진시킨다는 여러 보고와 일치되는 양상으로 외적 스

트레스 요인이 텔로미어 감축 속도에 직접적으로 영향함을

재차 입증하였다(Beloor et al., 2010; Sohn et al., 2012; 손시
환 등, 2011). 닭의 품종 간 및 계통 간 텔로미어 길이에 대
한 변이 연구는 거의 찾아보기 어려웠으나, 본 연구 결과, 
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Table 4. Analysis of variances for the factors affecting to the DNA fragmentation of chicken blood cells by the Comet-assay in Korean 
Native Chickens (KNC) and White Leghorns (WL) with different stocking density

Breed Stocking density % in tail Tail moment Olive moment

KNC
Control 37.02±1.27bc 39.15±3.55ab 42.78±6.42ab

High 49.46±3.32a 46.74±5.22a 53.41±7.99a

WL
Control 33.90±1.31c 33.84±3.55bc 29.25±3.01b

High 44.91±1.27ab 48.42±2.58a 64.05±3.08a

Breed means
KNC 43.81±2.29 43.29±4.39 48.28±7.21
WL 39.40±1.29 41.13±3.07 46.65±3.05

Stocking density

Control 35.46±1.29b 36.50±4.39b 36.01±7.21b

High 47.39±2.30a 47.50±3.07a 58.24±3.04a

Breed(B) N.S N.S N.S
Stocking(S) ** ** **

B×S1 N.S N.S N.S

a,b Values (means±S.D) with different superscripts within the same column significantly differ (P<0.05).
1 B×S is interaction effect of breed and stocking density.
** P<0.01.

텔로미어 길이는 유전적 차이로 인해 품종 간 변이가 존재

하는것으로사료된다. 이상의결과로부터한국재래닭과단
관 백색 레그혼종 간 텔로미어 함유율은 유전적 요인에 의

해 본질적으로다소의차이가있는것으로보이나, 스트레스
와같은외적요인에의한 반응정도에는큰차이가없는것

으로 사료된다.

3. 밀사 스트레스에 따른 품종 간 DNA 손상율 비교

닭 품종 별 고밀도 사육구와 대조구 간에 스트레스 반응

정도를살펴보고자혈액세포내 DNA 손상율을 Comet assay 
법으로 분석하고, 이의 결과를 Table 4에 제시하였다. 일반
적으로 개체들이 스트레스에 노출되면 세포들의 DNA 손상
이 급격히 증가되어 apoptosis가 촉진된다(Chen et al., 2007; 
Sohn et al., 2012). 따라서 세포의 DNA 손상율 분석은 스트
레스 반응 정도를 간접적으로 나타낼 수 있는 지표로서

Comet assay는 DNA 파손정도를분석하는방법이다. Comet 
assay의 분석 값으로 전체 핵 대비 DNA 파손율을 나타내는
% DNA in tail, tail 내 DNA 생성률을제시하는 Tail Moment 
및 DNA 파손 분포와 정도를 상대적으로 나타내는 Olive 
Moment가 있다. 분석 결과, 닭 품종 별 고밀도 사육구와 대
조구 간에공히 밀사구가대조구에비해 모든 Comet 지표에
서 유의적으로 높은 분석 값을 나타내었다. 한편, 품종 간

DNA 손상 정도는 모든 지표에서 차이가 없는 것으로 분석
되었다. 또한품종과시험구 간 상호 작용이 없는 것으로 분
석되어, 각각 독립적 요인인 것으로 나타났다. 따라서 밀사
와 같은 환경적 스트레스가 품종에 관계없이 세포 내 DNA 
손상을 유의하게증가시키는것으로 보이나, WL과 KNC 간
에 스트레스에따른품종간 DNA 손상 정도의차이는 없는
것으로 사료된다.

4. 밀사 스트레스에 따른 품종 간 HSP 및 HMGCR 유

전자 발현량 비교

본 연구에서 분석한 heat shock protein(HSP)들은 환경적
스트레스, 특히열스트레스에반응하여합성되는특이단백
질들이고(Schlesinger, 1986; Zulkifli et al., 2002), hydroxyl- 
3-methyl-glutaryl coenzyme A reductase(HMGCR)는 cortisol
의 생합성을 조절하는 인자이다(Gornati et al., 2004). 따라
서 개체의 스트레스 정도가 높아지면, HSP 및 HMGCR의
발현율이 증대함으로, 상대적으로 개체의 스트레스 정도를
가늠할 수 있는 척도라 하겠다(Gornati et al., 2004; Beloor 
et al., 2010; Sohn et al., 2012). 따라서 본 연구에서는 닭 품
종별 고밀도 사육구와 대조구 간에 혈액 및 간 조직으로부

터 HSP70, HSP90-α, HSP90-β 및 HMGCR 유전자의 mRNA 
발현율을 분석 비교하여 이의 결과를 Table 5와 6에 제시하
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Table 5. Analysis of variances for the factors affecting to the expression of HMGCR and HSPs genes of liver cells in Korean Native 
Chickens (KNC) and White Leghorns (WL) with different stocking density

Sources HMGCR HSP90-α HSP90-β HSP70

Breed means
KNC  2.55±0.30† (1.54)‡ 10.36±0.48b (4.89) —2.13±0.42b (2.75) 3.96±0.36b (2.35)
WL 2.65±0.27 (1) 12.57±0.04a (1) —1.58±0.16a (1) 5.20±0.35a (1)

Stocking density
Control 2.55±0.46 (1) 12.08±0.23a (1) —2.15±0.21 (1) 5.31±0.30a (1)
High 2.13±0.46 (1.65) 10.82±0.45b (7.44) —2.43±0.37 (0.80) 3.99±0.41b (2.86)

Breed(B) N.S ** ** **

Stocking(S) N.S ** N.S **

B×S1 N.S N.S N.S N.S

a,b Values (means±S.D) with different superscripts within the same column significantly differ (P<0.05).
1 B×S is interaction effect of breed and stocking density.
†△Ct value which is equal to the difference in threshold cycles for target and internal control gene.
‡2-△△ct value which indicates the fold change in gene expression relative to the control.
* P<0.05, ** P<0.01.

Table 6. Analysis of variances for the factors affecting to the expression of HMGCR and HSPs genes of lymphocytes in Korean Native 
Chickens (KNC) and White Leghorns (WL) with different stocking density

Sources HMGCR HSP90-α HSP90-β HSP70

Breed means

KNC  2.19±0.28† (1.27)‡ 10.38±0.39b (3.59) —2.10±0.39b (2.72) 4.01±0.21b (1.84)
WL 2.54±0.45 (1) 12.23±0.16a (1) —1.55±0.17a (1) 4.97±0.26a (1)

Stocking density
Control 2.71±0.44 (1) 12.30±0.21a (1)  2.11±0.21 (1) 5.19±0.24a (1)
High 2.01±0.29 (1.50) 10.29±0.34b (3.86)  2.43±0.35 (0.96) 3.85±0.24b (2.38)

Breed(B) N.S ** ** **

Stocking(S) N.S ** N.S **

B×S1 N.S N.S N.S *

a,b Values (means±S.D) with different superscripts within the same column significantly differ (P<0.05).
1 B×S is interaction effect of breed and stocking density.
†△Ct value which is equal to the difference in threshold cycles for target and internal control gene.
‡2-△△ct value which indicates the fold change in gene expression relative to the control.
* P<0.05, ** P<0.01.

였다. 분석 결과, WL과 KNC의 HSP70, HSP90-α, HSP90-β 
및 HMGCR 유전자의발현양상이혈액과간 조직에서거의
유사한 결과 형태를 보였으며, HMGCR을 제외한 대부분의
유전자들에서 품종 간 및 사육 밀도 간 발현량의 차이를 나

타내었다. 품종 간에 있어 KNC가 WL에 비하여 HSP90-α, 
HSP90-β 및 HSP70의 유전자 발현율이 유의적으로 높게 나
타났고, 고밀도 사육 처리구가 대조구에 비해 HSP90-α 및
HSP70의 발현율이 높게 나타났다. 닭의 HSP 계열 중 여러

단백질이 스트레스 연관 표지로 알려지고 있으나, Sohn 등
(2012)은 HSP90-α 유전자 발현량이 밀사 스트레스에 유의
적 표지임을 제시한 바 있고, Soleimani 등(2011)은 열 스트
레스에 있어 HSP70이 강력한 스트레스 표지임을 보고하였
다. 본 연구에서도 밀사 스트레스에 따른 HSP 계열의 단백
질 중 HSP70 및 HSP90-α 만이 유의적 차이를 보이고 있어
이전 연구들과 유사한 결과를 보이고 있다. 이러한 결과를
토대로 Table 7에서는 밀사에 따른 품종 별 스트레스 반응
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Table 7. Comparison of stress response for the stocking density between Korean Native Chickens and White Leghorns as analyzed 
with expressions of HMGCR and HSPs genes of lymphocytes

Korean Native Chicken White Leghorn
Control High density Control High density

△Ct 2–△△Ct △Ct 2–△△Ct △Ct 2–△△Ct △Ct 2–△△Ct

HMGCR  2.41±0.32 1  1.97±0.25 1.36  3.02±0.56 1  2.05±0.34 1.96

HSP90-α 11.36±0.30a 1  9.40±0.50b 3.89 13.26±0.13a 1 11.20±0.17b 4.17

HSP90-β –2.76±0.22 1 –3.23±0.56 1.38 –1.46±0.21 1 –1.63±0.13 1.13

HSP70  4.43±0.16 1  3.74±0.27 1.62  5.97±0.31a `1  3.97±0.21b 4.00

a,b Values (means±S.D) with different superscripts within the same row in each breed significantly differ (P<0.05).
△Ct is equal to the difference in threshold cycles for target and internal control gene.
2–△△ct indicates the fold change in gene expression relative to the control.

정도를 HSPs 발현율로 제시하였다. 분석 결과, 두 품종 공
히 밀사에 따라 HSP90-α 유전자 발현량이 유의적으로 증가
하였고, HSP70의 경우, WL에서만 차이를 보였으며, 반응
정도는 공히 WL이 KNC에 비해 높게 나타났다. 이러한 양
상은 적색야계와 토종닭 및 실용 브로일러를 대상으로 열

스트레스반응 정도를 비교 분석한 연구에서도 유사한 결과

를 보였다. 즉, 동일 연령 및 동일 체중의 품종들을 열 스트
레스구와 대조구로 비교 분석한 바, 모든 환경에서 공히 야
계 및 토종닭들이 육종 개량화된 실용 브로일러에 비해

HSP70의 발현율이 높았으나, 열 스트레스에 따른 반응 정
도는 실용 브로일러가 현저하게 높게 나타났다고 하였다

(Soleimani et al., 2011). 이밖의 많은 연구에서닭의 품종 및
계통 간 열 적응력의 유전적 차이가 있음을 보고하였고, 더
불어 야계 및열대지방의 토종닭들이 브로일러에 비해 월등

히 높은 열 적응력을 가졌다고 하였다(Yahav et al., 1998; 
Deeb and Cahaner, 1999; Zulkifli et al., 1999; Sandercock et 
al., 2006; Cahaner et al., 2008). 일반적으로 선발 육종을 통
해 개량이 진행된 개체의 스트레스 반응 정도가 자연 상태

의 개체들에 비해 상대적으로 높은 것으로 알려지고 있다. 
또한 백색 레그혼 계통과 유색계의 스트레스 저항성 비교에

서도 행동 습성에 따른 지표뿐만 아니라, 생리적 표지 물질
들의 분석에서 백색계가 유색계에 비해 스트레스 반응 정도

가 민감하다고 하였다(Albentosa et al., 2003; Fraisse and 
Cockrem, 2006; Star et al., 2008a; Bolhuis et al., 2009; 
Uitdehaag et al., 2011; de Haas et al., 2013). 이상의 결과들
을 종합하여 볼 때, 품종과 관계없이 닭에있어고밀도사육
이 개체들에 민감한 환경적 스트레스 요인임을 시사하고, 
품종 간 스트레스의 반응 정도는 분석 항목 간 다소의 차이

는 있으나, 대체적으로 WL이 KNC에비해 스트레스에 보다

민감하게 반응하는 것으로 사료된다.

적 요

본 연구에서는 닭의 품종에 따른 개체의 스트레스 반응

정도를 알아보고자 한국 재래닭과 단관 백색 레그혼종을 공

시하고, 고밀도 사육에 따른 생리적 스트레스 표지 값을 비
교 분석하였다. 스트레스 반응 정도는 혈액과 각 조직별 세
포들에 대한 텔로미어 함량, DNA 손상율 및 열 스트레스
단백질(HSPs) 유전자의 발현율을 분석하고 비교하였다. 텔
로미어 함량 및 감축율은 양적 형광 접합 보인법으로 분석

하였고, DNA 손상율은 Comet assay로 분석하였다. 열 스트
레스 단백질 유전자 발현율은 HSP70, HSP90-α, HSP90-β 및
HMGCR을 표적으로 하여 real-time PCR로 분석하였다. 분
석 결과, 한국 재래닭과 단관 백색 레그혼 간 품종에 따른
체중, 증체량, 텔로미어감축율및 DNA 손상율의차이는없
는 것으로 나타났다. 그러나 고밀도 사육과 같은 스트레스
사양 관리는 품종에 상관없이 닭의 성장을 저해하고, 텔로
미어 감축 및 DNA 손상을 촉진시키는 것으로 나타났다. 한
편, HMGCR을 제외한 HSPs 유전자발현율의 경우, 밀사사
육에 따른 요인뿐만 아니라, 품종 간에도 유의적 차이를 보
였다. HSPs의 분석에 따른 스트레스 정도는 단관 백색 레그
혼종이 한국 재래닭에 비해 보다 민감하게 반응하는 것으로

나타났다. 따라서 품종과 관계없이 닭에 있어 고밀도 사육
이 강한 환경적 스트레스 요인임을 시사하고, 품종 간 스트
레스의 반응 정도는 레그혼종이 한국 재래닭에 비해 다소

높은 것으로 사료된다.
(색인어 : 스트레스반응, 텔로미어, DNA 손상율, 열 스트

레스 단백질, 한국재래닭, 레그혼)
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