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토종 종계를 이용한 이면 교배조합 계통 간 스트레스 반응정도 비교 분석
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ABSTRACT To establish a new synthetic Korean meat chicken breed, we tested 5×5 diallel cross mating experiment with 
domestic chicken breeds. Comparing stress responses among diallel crossed chicken breeds, we analyzed telomere length, DNA 
damage and expressions of heat shock protein genes (HSPs) as the markers of the stress response. The telomere length was 
measured by quantitative fluorescence in situ hybridization on the nuclei of lymphocytes. The expression levels of HSP-70, 
HSP-90α and HSP-90β genes were analyzed by quantitative real-time polymerase chain reaction in lymphocytes. The DNA 
damage rate of lymphocytes was quantified by the comet assay known as the single cell gel electrophoresis. In results, there 
were significant differences in the values of the stress markers such as telomere length, HSPs and DNA damage rate, and 
also were significant differences in viabilities and body weights among the 5×5 diallel crossed chicken breeds. The telomere 
shortening rate, expression values of HSPs and DNA damage rate were significant low in W and Y crossed chickens compare 
to the others, but GG pure breed showed the highest values in the 25 crossed chickens. Estimating correlation coefficient, the 
survival rate positively correlated to telomere length, but negatively correlated to the expression levels of HSP-70, HSP- 90α, 
HSP-90β genes and to the value of % DNA in tail as DNA damage rate. The expression levels of HSP-70, HSP-90α and 
HSP-90β genes of dead chickens had significantly higher than those of survival chickens. According to the results on the 
stress marker analysis, it would be considered that the crossed breeds had more stress resistant than the pure breeds, and the 
crossed chickens with a light strain such as W or Y were relatively resistant to stress, but the crossed chickens with a heavy 
strain such as G, H, F were susceptible to stress.
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서 론

국내닭고기소비량은매년증가하는추세로국내실용계

의 사육수수와 더불어 종계의 사육수수도 지속적으로 증가

하고 있다. 하지만 국내에서 사용되고 있는 종계의 경우, 육
계는약 90%, 산란계는거의 100%를수입에의존하고있다. 
현재국내닭생산체계는외국으로부터원종계(Grand Parent 
Stock; GPS) 및 종계(Parent Stock; PS)를 수입하여 국내에서
일부 종계와 실용계(Commercial Chicken; CC)를 생산하고, 
농가들은 이들 회사들로부터 CC를 구입 또는 계약 사육으
로 생산된 닭들을 판매하는 구조이다. 수입 종계의 대부분
은 외국의 몇몇 제한된 글로벌 종계회사에서 시판되는 것으

로, 이들 종계들의 육종 정보나 순계의 반출은 엄격히 금지

함에 따라 이를 이용한 독자적 개량이나 계통 조성은 불가

능하다. 가금 산업에서 병아리 가격이 생산비의 많은 부분
을차지하고있고, 보유 유전자원에 대한권리가점점더 강
화되고 있는 시점에서 국산 종계 개발은 시급히 해결해야

할과제이다. 국내사육 환경과국민기호에 맞는국산 종계
의 개발은국내 닭종자의 해외 예속문제해결뿐만 아니라, 
농가 소득 증대에도 크게 도움을 줄 것이다. 소비자의 요구
와 기호에 맞고 경제성이 우수한 닭 생산을 위해서는 생산

능력이높고육질이우수하며, 외적스트레스와질병저항성
이 강한 개체의 선발과 육종이 요구된다.
닭은 사육 환경에 따른 다양한 스트레스를 받는 것으로

알려져 있고, 특히 사육 밀도, 사육 온도 및 사육 형태에 의
한 스트레스 반응 정도가 매우 다른 것으로 나타난다(Dele- 
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zie et al., 2007; Tactacan et al., 2009; Beloor et al., 2010; 
Sherwin et al., 2010; Lay et al., 2011; Sohn et al., 2011; Sohn 
et al., 2014). 스트레스의반응정도는환경적 요인뿐만 아니
라, 유전적 요인에따른 품종및 계통간에도 차이가있다고
알려져 있다(Albentosa et al., 2003; Fraisse and Cockrem, 
2006; de Hass et al., 2013; Sohn et al., 2014; Sohn et al., 
2015). 가금류에있어 스트레스반응정도측정에생리적 스
트레스 지표로가장 널리이용되고 있는 것이 부신피질호르

몬의 일종인 코르티코스테론(corticosterone)의 수준과 hete- 
rophil:lymphocyte의비율(H/L ratio)이다(Beuving and Vonder, 
1978; Gross and Siegel, 1983; Davis and Sipoes, 1987; Gross, 
1989; Maxwell, 1993; Zulkifli et al., 1995; Fraisse and Cock- 
rem, 2006; Rimoldi et al., 2015). 그러나 이러한생화학적지
표는 측정 변이나 개체 변이가 큼에 따라 최근에는 스트레

스관련유전자표지들이스트레스예측지표로소개되고있

는데, 텔로미어 함유율이나 DNA 손상율 및 열 스트레스 단
백질발현율등이새롭게제시되고있다(Kregel, 2002; Gornati 
et al., 2004; Chen et al., 2007; Beloor et al., 2010; Sohn et 
al., 2012). 텔로미어는 진핵세포 염색체 말단부의 단순 반복
염기서열로 노화가 진행됨에 따라 이의 길이가 짧아진다

(Cottliar and Slavutsky, 2001). 또한 텔로미어 길이의 감축
정도는유전적요인뿐만아니라, 환경적요인에의해많은영
향을 받는 것으로 보고되고 있다(Meeker and Coffey, 1997; 
Richter and Proctor, 2007; Sohn and Subramani, 2014). 특히, 
닭에있어환경스트레스중밀사스트레스는텔로미어유실

을 급격히 촉진시킨다고 하였다(Beloor et al., 2010; Sohn et 
al., 2012; Sohn et al., 2014). 열 스트레스단백질(Heat Shock 
Proteins; HSPs) 유전자의 발현율 또한 중요한 스트레스 반
응표지로알려져 있다. HSPs는 1962년 Ritossa가열을 가한
초파리에서 처음 발견한 단백질로 70kDa 및 26kDa의 열 스
트레스단백질을최초로분리하여보고하였다(Ritossa, 1962). 
열 스트레스 단백질은 크기와 역할에 따라 HSP-60 family, 
HSP-70 family, HSP-90 family 및 low molecular protein fa- 
mily 등으로 분류되며, 전체 세포 단백량의 5% 정도를 차지
한다고 알려져 있다(Tissières, 1974). 일반적으로 동물 세포
나 기관이 스트레스에 노출되면대부분의 다른 단백질은 합

성이억제되나, HSPs는특이적으로빠르게합성된다고한다. 
HSPs는세포의항상성에중요한역할을하며, 고온이나중금
속, 산화스트레스등에의해발현량이증가하며, 원핵․진핵 
생물의 모든 세포에서 검출된다(Craig, 1985; Li and Laszlo, 
1985; Lindquist, 1986; Lindquist and Craig, 1988; Young et 
al., 2001; Powers and Workman, 2007). 특히, HSP-70은 스

트레스에 가장민감하게 반응하는 열 스트레스 단백질로 닭

에 있어서도 제한급여, 수송, 격리와 같은 스트레스원에 노
출되면 HSP-70 유전자의 발현이 현저하게 상승한다고 한다
(Kamboh et al., 2013; Zulkifli et al., 2014). 고온에노출된닭
은 HSPs 유전자의발현증가뿐만아니라, 체중감소, 사료요구
율, 산란수, 난중, 난각두께의 감소와 같은 생산능력 저하와
더불어 폐사율 상승, 육질 저하, 출하체중 도달 시기 지연과
같이 전반적인 생산비를 상승시킨다(Muiruri and Harrison, 
1991; McCurdy et al., 1996; Woelfel et al., 2002; Al-Fataftah 
and Abu-Dieyeh, 2007; Felver-Gant et al., 2012; Kamboh et 
al., 2013). 생명체의 내․외적 스트레스는 세포의 사멸 및
DNA 손상을 촉진한다고 알려져 있다(Chen et al., 2007). 따
라서세포핵내 DNA 손상율또한스트레스반응정도를나
타내는 간접 지표로 DNA 손상 정도는 Comet assay 방법으
로 쉽게 분석이 가능한데, 이는 표본 세포나 조직을 agarose
로 덮고 파손된 DNA를 전기영동한 후 이미지를 정량하는
방법이다(Singh et al., 1988). Comet assay란 형광 염색된 세
포 형상이 혜성의 모습을 닮아 붙여진 이름으로 DNA 이동
길이, DNA 파손에 기인된 Comet tail의 길이 및 양에 따라
DNA 손상 정도를 측정한다(Lee and Steinnert, 1995; Ryu et 
al., 1997; Lew et al., 2004). Comet assay는 세포 분열 주기
에영향을받지않으며, 분석시간이짧고, 다양한종류의세
포에 적용이 가능하여 산화적 스트레스, 유전 독성 시험 등
에널리이용되고있다. 조류에서도다양한연구분야에적용
되고 있는데, 중금속 노출에 의한 DNA 손상 정도 분석

(Baos et al., 2006) 및 닭고기의 품질을 평가하는 rapid test
로 활용(Faullimel et al., 2005) 되고있으며, 닭의 산화 스트
레스와도 밀접한 관계가 있음을 보고하고 있다(Frankic et 
al., 2006).
따라서본연구에서는국산종계개발을위하여생산능력

과더불어스트레스에강한우수계통을선발하고자국내 H
사에서 보유 중인 토종 순계 5계통을 이면 교잡하여 생산된
25계통을 대상으로 스트레스 표지인 텔로미어 함량과 감축
율, HSPs 발현율 및 DNA 손상율을 분석하여 교배조합 간
스트레스 반응정도를 살펴보고 또한 이들 스트레스 지표와

생존율과의 관련성을 비교 고찰하였다.

재료 및 방법

1. 공시동물 및 분석 시료

국내 H사가 보유하고 있는 토종 순계 5계통 H, G, F, W, 
Y를 이용하여 5×5 이면교잡으로 생산된 암컷 1,802수를 대
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Table 1. The primers of HSPs for the semi-quantitative reverse transcription polymerase chain reaction

Gene Primer Sequence(5'-3') Size (bp) Tm (℃)

RPL27
Forward GCGCATTGGAGCGGCTGTGT 

 81 60
Reverse CCTTCCGTGGGTAGCGGTCG 

HSP-90α
Forward GGAGAAGTTACCAAGCGATT

133 60
Reverse CAGAAGATGAAGAAGAGAAGAAGA

HSP-90β
Forward GCAGGACAGTAGGTGAGT 

113 60
Reverse GAGGCAGAGCAAGATGAAG 

HSP-70
Forward TCCTCTGCTTTGTATTTCTCTG 

145 60
Reverse ATGCTAATGGTATCCTGAACG

상으로 경남과학기술대학교 종합농장에서 2014년 11월 19
일부터 2015년 8월 27일까지 40주간 사육하고, 교배조합별
스트레스 반응 정도를 분석하였다. 이들 순계들은 1980년대
초반 H사가 도입한 외래 순계를 기반으로 H, G, F의 경우, 
Cornish를 기반으로 산육성 종계로 고정시켰고, W와 Y의
경우 New Hampshire 등 몇 가지 겸용종이 혼입된 난육겸용
종으로 고정된 종자이다. 스트레스 정도의 측정은 10주, 20
주 및 40주령 때 교배조합별 각 20수씩의 혈액을 채취하여
분석에 공시하였다. 모든 시험계들의 사양관리는 동일한 조
건으로 사육하였는데, 육성기(0∼15주)의 사양 관리는 강제
환기 및 자동 온도 조절 시스템이 완비된 무창 계사 내 3단
2열 배터리형 케이지에 사육하였고, 사육밀도는 수당 약

220 cm2로 하였다. 사료 급여는 전 조합 공히 시중 배합 초
생추 사료로 자유급이하고, 점등 관리는 점감 점증하여 16
주령에 총 16시간으로 고정하였다. 이후 산란기 사양 관리
는종계사로이송후 2단 4열케이지에칸당 12수씩수당 580 
cm2의 밀도로 사육하였으며, 사료 급이는 H사의 체중별 육
용종계 권장 급여량에 따라 종계사료로 제한 급여를 실시하

였다. 그밖의백신접종등기타사양관리는 H사의종계사
양 관리지침에 따라 수행하였으며, 시험에 관련된 닭의 관
리 및 취급은 본 대학 동물실험윤리위원회 (IACUC)의 규정
을 준수하여 시행하였다.

2. 텔로미어 함유율 분석

각교배조합계군의텔로미어함유율분석을위하여 Sohn 
et al.(2012)이 제시한 형광접합보인법(Fluorescence in situ 
Hybridization; FISH)을 일부 변형하여 적용하였다. 먼저, te- 
lomeric DNA probe의 제작을 위해 CCCTAA가 7번 반복된
단일 oligomers를 primer로이용하여 PCR하고 Dig-PCR probe 
synthesis kit(Roche, Mannheim, Germany)로 labeling하였다. 

FISH를위한 표본의제작은 Ficoll을이용하여혈액 내백혈
구만을 분리하고, 이를 0.06M KCl(Sigma Chem, St Louis, 
MO, USA)을 이용하여 실온에서 15분간 저장 처리 후 Car- 
noy’s 액으로고정처리하였다. 제작된슬라이드표본은 RNase 
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, USA)로 37℃에서
30분간처리하여 RNA를제거하고, 70%, 80%, 100% 에탄올
로탈수건조시켰다. 준비된표본에 hybridization 용액(13 μL 
formamide, 5 μL hybridization buffer, 200 ng chicken telomeric 
DNA probe)을떨어뜨리고 85℃에서 5분간변성시킨후 38.5 
℃에서 12시간이상정치하였다. 접합처리된표본은 72℃의
2× SSC에 5분간침지한후 PN buffer(0.1% sodium phosphate, 
0.1% Nonidet P-40)로 세척하고, anti-digoxigenin-fluorescein 
(Boehringer Mannheim)으로 형광 접합 후 다시 PN buffer로
세척 건조한 다음, propidium iodide solution(Sigma Chem)으
로염색하였다. 완성된표본은적녹파장대의필터를부착한 
형광현미경(Model AX-70, Olympus, Tokyo, Japan)으로간기
의핵들을관찰하고, 이를디지털카메라(Model DP-70, Olym- 
pus, Tokyo, Japan)로 촬영하였다. 촬영된 표본을 대상으로
개체별 100개 이상의 간기 핵에 대해 이미지 분석 프로그램
(MetaMorphⓇ, UIC, Pennsylvania, USA)을이용하여핵내텔
로미어 함유율을 측정하였다.

3. HSPs 유전자 발현 분석

교배조합 계군의 HSPs 유전자 발현 분석을 위하여 각 개
체의 혈액으로부터 RNA를 분리하였다. 채혈한전혈을 이용
하여 QIAampⓇ RNA Blood Mini Kit(Qiagen GmbH, Hilden, 
Germany)로 RNA를 추출하고, cDNA를 합성하였다. Real- 
time PCR을 위한 primer 제작은 reference gene(RPL27) 및
HSP-70, -90α, -90β를 target gene으로 하여 Table 1과 같이
제작하였다. Quantitative-PCR은 real-time PCR machine(Model 
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Table 2. The amount of telomeric DNA in 5×5 diallel crossed chickens at 20 wks

♂
♀ H G F Y W Total

H 2.402,3,4 2.372,3,4 2.382,3,4 2.491,2,3 2.442,3,4 2.37b

G 2.343,4 2.372,3,4 2.284 2.452,3,4 2.521,2 2.39b

F 2.521,2 2.362,3,4 2.372,3,4 2.402,3,4 2.402,3,4 2.42ab

Y 2.392,3,4 2.481,2,3 2.442,3,4 2.442,3,4 2.631 2.49a

W 2.352,3,4 2.412,3,4 2.323,4 2.402,3,4 2.362,3,4 2.37b

Total 2.41AB 2.38AB 2.34B 2.45A 2.45A 2.41
(SEM:±0.01)

1∼4 The values with different number within the 25 crossed chicken breeds significantly differ.
a,b The values with different letter within column significantly differ.
A,B The values with different letter within row significantly differ.

LC480, Roche, Mannheim, Germany)을이용하여 cDNA 5 μL 
(10 ng/μL), primer(5 pmol/μL) 각각 0.5 μL, SYBR Green (Ro- 
che, GmbH, Mannheim, Germany) 10 μL, ddH2O 5 μL를넣어 
최종 volume이 20 μL가 되도록 하고, 95℃에서 5분 처리하
여 최초 변성시킨 후 95℃ 10초 변성, 60℃ 30초 접합, 72℃
10초간신장반응을 40회 반복하면서 실시간형광모니터링
하였다. Tm값의측정은 LightCyclerⓇ 480 software v1.5 (Roche 
Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany)를 이용하였다. 
Reference gene을 이용한 각 분석 대상 유전자의 상대적 정
량값은 Livak and Schmittgen(2001)이 제시한 2—△△Ct방법으

로 측정하였다.

4. DNA 손상율 분석

DNA 손상율은 단일세포 전기영동법으로 알려진 Comet 
assay로분석하였다. 1% agrose로도포한 base 슬라이드에분
리한 백혈구 세포와 0.5% low melting point agarose(LMPA)
를 혼합한 용액을 떨어뜨려 cover glass로 덮고 냉장 상태로
굳힌 다음 다시 1% LMPA에 침지하였다. 이 후 암소에서
4℃ lysis solution(2.5M NaCl, 100 mM disodium EDTA, 10 
mM Trizma base)으로 60분간 처리한 다음 alkaline electro- 
phoresis buffer(pH>13)를채운전기영동장치에 10분정도정
치하고, 30분간 전기영동 하였다(25V, 300mA, 4℃). 전기영
동이끝난슬라이드는 70% 알코올로세척하고, 건조된슬라
이드는 propidium iodide solution으로 5분간 염색하고, 냉장
초자수로 세척 후 형광현미경으로 관찰하였다. 관측된 상은
디지털 카메라로 촬영하고, 개체별 50개의 세포를 대상으로
Comet Score software v1.5(TriTek Corp. Sumerduck, VA, 
USA)로 분석하였다. 분석 항목으로는 tail내 DNA 함유율(% 

DNA in tail; tail intensity/total comet intensity × 100), tail내
DNA 생성률(tail moment; % DNA in tail × tail length) 및올
리브 모먼트(olive moment; tail intensity × total length/total 
comet intensity)를 측정하였다.

5. 통계분석

교배조합 계군 간 생존율, 텔로미어 함유율, HSPs 유전자
발현율및 DNA 손상율의평균값의비교는 SAS 통계패키지
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)의 GLM procedure를 이
용하여 one-way ANOVA 방법으로 유의성 검정을 하고, 이
들 간의 다중검정은 Tukey’s HSD procedure로 검정하였다. 
계군의 스트레스 표지와 생존율과의 상관성 분석은 동일 통

계패키지로 Pearson’s correlation coefficient를 산출하고, 이
들의 유의성을 검정하였다.

결과 및 고찰

1. 교배조합 계통 간 텔로미어 함량 및 체중 비교

5×5 이면교잡에 따른 25개 교배조합 계통들의 20주령 텔
로미어함유율은 Table 2와같고, 이들개체들의 10주령부터 
40주령까지 텔로미어 함량의 감축율은 Table 3과 같다. 분
석결과, 텔로미어함유율및텔로미어감축율 모두교잡 계
통 간에 유의한 차이를 보였다. 25개의 교잡구 중 WY 교잡
계통이 다른 교잡 계통에 비해 유의적으로 높은 텔로미어

함량을 나타내었으며, 가장 낮은 텔로미어감축율을보였다. 
반면, 가장 낮은 텔로미어 함유율은 FG 교잡 계통이었으며, 
텔로미어 감축율은 GG 순계가 가장 높게 나타났다. 대체적
으로 Y 및 W를 부계로 한 교잡종들이 F, G, H를 부계로 이
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Table 3. The telomere shortening rate from 10 weeks to 40 weeks in 5×5 diallel crossed chickens

♂
♀ H G F Y W Total

H 0.921,2,3 0.793 0.793 0.991,2,3 0.892,3 0.89bc

G 0.911,2,3 1.201 0.921,2,3 0.763 0.822,3 0.89bc

F 1.111,2 0.901,2,3 0.961,2,3 1.001,2,3 0.921,2,3 0.98ab

Y 0.991,2,3 0.842,3 0.773 0.882,3 0.783 0.85c

W 0.951,2,3 1.011,2,3 0.941,2,3 1.041,2,3 0.991,2,3 0.99a

Total 0.98A 0.93AB 0.87B 0.94AB 0.88B 0.92
(SEM:±0.01)

1∼3 The values with different number within the 25 crossed chicken breeds significantly differ.
a∼c The values with different letter within column significantly differ.
A,B The values with different letter within row significantly differ.

Table 4. The body weights of 5×5 diallel crossed chickens at 20 wks

♂
♀ H G F Y W Total

H 2,5601,2 2,7461 2,6591 23073,4 2,2033,4 2,489a

G 2,7371 2,5951 2,7671 2,3602,3 2,2613,4 2,545a

F 2,6501 2,6391 2,7011 2,3323,4 2,2293,4 2,503a

Y 2,2893,4 2,3033,4 2,2643,4 1,6465 1,6155 2,091b

W 2,1294 2,2503,4 2,2823,4 1,5865 1,6025 1,970c

Total 2,428B 2,492AB 2,518A 2,048C 1,975D 2,295
(SEM:±13.29)

1∼5 The values with different number within the 25 crossed chicken breeds significantly differ.
a∼c The values with different letter within column significantly differ.
A∼D The values with different letter within row significantly differ.

용한 교잡종에 비해 텔로미어 함량이 높게 나타나고, 모계
로는 Y를 이용한 교잡종이 상대적으로 높은 텔로미어 함량
을 보였으며, 텔로미어 감축율에서도 비슷한 경향을 나타내
었다. 또한 각 순계와 이들의 교잡계 간 텔로미어 함유율에
서거의모든 교잡구가순계구에비해높은텔로미어함유율
을 보이며, 더불어 텔로미어 감축율 또한 낮게 나타났다. 이
는 텔로미어 함유율에 있어 잡종강세 효과를 시사하는 것으

로전체순계구의 20주령평균텔로미어함유율은 2.39인반
면, 교잡구는 2.42로서 약 10.3%의 잡종강세율을 보이고 있
다. 한편, 공시한교잡계통전수를대상으로 20주령개체체
중을측정하고, 이들의평균값을 Table 4에제시하였다. 체중 
분석 결과, H, G, F 계통 간 9개의 교잡구는 고 체중, Y, W 
계통 간 4개의 교잡구는 저 체중, 나머지 12개의 교잡구는
중체중으로뚜렷이구분되는양상을나타내었다. 따라서텔

로미어 함량과체중간의연관성을살펴본바저체중구에서 
상대적으로 높은 텔로미어 함유율을 보이고, 고 체중구에서
낮은함유율을나타내며, 감축율또한고체중구가저체중구
에 비해 높게 나타나는 경향이 있었다. 이러한 결과는 초기
성장 속도가빠른브로일러와같은계종들이 상대적으로 성

장속도가느린재래종에비해텔로미어감축이크다는사실

과일치하는양상이다(Sohn and Subramani, 2014). 최근 Sohn 
et al.(2014)은한국재래계와화이트레그혼종에서품종간및 
사육밀도간텔로미어의함량차이가있음을보고하였고, 또
한 동일 사육조건의 국내 토종닭 12계통의 품종 및 계통 간
에도 텔로미어 함유율의 차이가 있었으며, 텔로미어 함량과
스트레스 반응 정도 간의 관련성을 제시하였다(Sohn et al., 
2015). 이러한연구 결과와더불어본연구에서도 25개의교
잡계통간텔로미어함유율의차이가존재하였고, 체중의차
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Table 5. The expression of HSP-70 gene in 5×5 diallel crossed chickens at 20 wks

♂
♀ H G F Y W Total

H 7.621 0.992 2.471,2 1.501,2 0.652 3.03a

G 2.551,2 7.271 1.352 2.861,2 0.832 2.87a

F 0.662 0.722 4.001,2 1.991,2 1.122 1.60ab

Y 0.742 1.322 1.282 0.472 0.532 0.88b

W 0.672 2.481,2 2.061,2 0.842 0.892 1.40ab

Total 2.22A 2.58A 2.65A 1.46AB 0.81B 1.98
(SEM:±0.09)

The values are 2—△△ct which indicates the fold change in gene expression relative to the control.
1,2 The values with different number within the 25 crossed chicken breeds significantly differ.
a,b The values with different letter within column significantly differ.
A,B The values with different letter within row significantly differ.

Table 6. The expression of HSP-90α gene in 5×5 diallel crossed chickens at 20weeks

♂
♀ H G F Y W Total

H 0.281,2 0.251,2 0.301,2 0.071,2 0.032 0.20a

G 0.471 0.361,2 0.032 0.271,2 0.0032 0.22a

F 0.061,2 0.042 0.291,2 0.241,2 0.022 0.12ab

Y 0.051,2 0.032 0.112 0.061,2 0.0022 0.05b

W 0.012 0.261,2 0.081,2 0.331,2 0.141,2 0.16ab

Total 0.16AB 0.19A 0.18AB 0.19A 0.04B 0.15
(SEM:±0.01)

The values are 2—△△ct which indicates the fold change in gene expression relative to the control.
1,2 The values with different number within the 25 crossed chickens significantly differ.
a,b The values with different letter within column significantly differ.
A,B The values with different letter within row significantly differ.

이도뚜렷하게나타났다. 따라서이들조합중 Y, W 계통간 
교잡 자손들이높은 텔로미어 함유율과 낮은 체중으로 인해

외적스트레스에저항력이강한계종으로판단되고, 고체중
의 H, G, F의 순계 계통들이 상대적으로 낮은 텔로미어 함
유율을 보이며, 스트레스에 민감한 계종으로 판단된다.

2. 교배조합 계통 간 HSPs 유전자 발현량 비교

Heat shock proteins(HSPs)들은 열 스트레스에 반응하여
합성되는 단백질들로서 열 스트레스 정도가 높아지면 조직

과혈액내 HSP의발현율이상승한다(Schlesinger, 1986; Zul- 
kifli et al., 2002; Gornati et al., 2004; Beloor et al., 2010; 
Sohn et al., 2012). 본연구에서는 국산종계개발을 위한 25

개 교배조합 계통들에 대한 열 스트레스 반응 정도를 비교

분석하고자 HSP-70, HSP-90α 및 HSP-90β의 mRNA 발현량
을 분석하고, 이의 결과를 Table 5∼7에 제시하였다. 분석
결과, 20주령 시험계들의 HSP-70 유전자 발현량과 HSP-90α 

및 HSP-90β의발현량이모든교잡구들간에공히유의한차

이를 보였다. 또한 분석된 HSP-70, HSP-90α 및 HSP-90β의

발현율에 있어 교잡구 간 발현량의 상대적 고저가 거의 비

슷한경향을 보이고 있는데, 모든표지들에있어 공히 H, G, 
F와의 교잡구에서높은 발현율을 보이고, Y 및 W의 교잡구
들이 상대적으로 낮은 발현율을 보였다. 특히, H, G, F의 순
계들이 그들과의 교잡계들에 비해 월등히 높은 HPSs의 발
현율을 나타내고 있다. 이는 텔로미어 함유율의 결과와 거
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Table 7. The expression of HSP-90β gene in 5×5 diallel crossed chickens at 20 wks

♂
♀ H G F Y W Total

H 0.652∼4 0.572∼6 0.134∼6 0.372∼6 0.243∼6 0.40ab

G 0.612∼5 0.842 0.322∼6 0.552∼6 0.452∼6 0.55a

F 0.422∼6 0.392∼6 1.491 0.402∼6 0.282∼6 0.58a

Y 0.164∼6 0.263∼6 0.085,6 0.243∼6 0.036 0.16c

W 0.036 0.752,3 0.362∼6 0.342∼6 0.026 0.3bc

Total 0.45A 0.56A 0.39AB 0.37AB 0.21B 0.4
(SEM:±0.02)

The values are 2—△△ct which indicates the fold change in gene expression relative to the control.
1∼6 The values with different number within the 25 crossed chicken breeds significantly differ.
a∼c The values with different letter within column significantly differ.
A,B The values with different letter within row significantly differ.

의 유사한 양상으로 텔로미어 함유율, 체중및 HSPs 발현율
로 스트레스 반응 정도를 예측할 때 H, G, F 계통의 자손들
이 W, Y 계통의 자손들에 비해 상대적으로 스트레스에 민
감한 것으로 판단된다. 품종 간 스트레스 반응 정도에 있어
일반적으로 실용브로일러가 토종닭이나 야계들에 비해서

열스트레스에대한 HSP-70의발현율이상승하여육종된개
량종개체의스트레스반응정도가자연상태의개체들에비

해상대적으로높다고하였다(Yahav et al., 1998; Sandercock 
et al., 2006; Cahaner et al., 2008; Soleimani et al., 2011; 
Tamzil et al., 2013). Felver-Gant et al.(2012)은 White Leg- 
horn 유래 실용산란계 두 계통에 열 스트레스를 가했을 때
계통 간 HSP-70 발현율의 유의적 차이가 있고, 스트레스 반
응 정도도 다르게 나타난다고 하였으며 또한 종계에 있어서

도 주령이나 계통에 따라 HSPs 발현율의 차이가 있음을 보
고함에 따라 열 스트레스에 대한 저항성 품종 육종의 가능

성을 시사하였다(Yalçin et al., 2001; Tamzil et al., 2013). 한
편, Sohn et al.(2015)은 동일 환경 조건하에 국내 재래종 12
품종에 대한 HSP-70, HSP-90α, HSP-90β 및 HMGCR의 발
현량을비교에서품종간뚜렷한발현량의차이를보여품종 
간 스트레스 반응의 정도가 다름을 보고하였다.

3. 교배조합 계통 간 DNA 손상율 비교

Comet assay는내․외부스트레스및유전적, 환경적요인
으로인한세포 내 DNA 손상정도를비교적간단하고 빠르
게 측정하는 방법이다. Comet assay 측정 지표는 % DNA in 
tail, tail moment 및 olive moment 3개의측정지표가있으나, 
지표 간 거의 비슷한 결과를 나타낸다. 따라서 본 연구에서

는 25개 교배 조합 계통에 대해 DNA 손상 정도를 % DNA 
in tail로 분석하고, 이의 결과를 Table 8에 제시하였다. 분석
결과, 교잡계통 간 유의한 차이를 보이며, 이들 중 GG 순계
가가장높은 DNA 손상율을보인반면, Y와 W 계통과의조
합구들이 상대적으로 낮은 DNA 손상율를 보였고, 특히 YG 
조합은 상반 교잡 모두에서 가장 낮은 DNA 손상율을 나타
내었다. 이들 중 모계통으로 Y와의 교잡구들이 대체적으로
낮은 DNA 손상율을 보임으로서 텔로미어 함량 및 HSP 발
현율의 결과와 마찬가지로 이들 교잡구가 상대적으로 스트

레스 민감도가 낮고, 한편 G나 H를 이용한 교잡 계통들이
DNA 손상율이 높아 스트레스에 민감한 것으로 사료된다. 
Comet assay를이용한 DNA 손상도분석은독성시험에널리 
이용되고 있으나, 닭의 산화 스트레스가 DNA 손상율을 가
속화 시킨다고보고한 이래 가금에서 스트레스 반응 척도를

가늠하는 표지로 유용하게 활용되고 있다(Faullimel et al., 
2005; Sohn et al., 2012).

4. 생존율과 스트레스 표지 값 간의 상관 분석

25개 교배조합계통에 대한 16주령부터 40주령까지 성계
생존율의결과를 Table 9에제시하였다. 교잡계통전체의평
균생존율은 80% 정도로매우저조한성적을나타내었고, 특
히고체중인 H, G 순계의경우 50% 이하의극도로낮은생
존율을 보였다. 이는 30주령 이후 시험계들의 사육시기가 7
월에서 8월에 걸침으로 30℃ 이상 폭염에 기인한 폐사수가
급증하였기 때문이다. 한편, 교배조합군 중 고체중 계종인
H, G, F의 순계와 이들의교잡계군간에 비슷한체중임에도
교잡계종들이 순계에 비해 현저하게 높은 생존율을 보이고
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Table 8. The rate of DNA damage expressed by % DNA in tail in 5×5 diallel crossed chickens at 20 wks

♂
♀ H G F Y W Total

H 30.171,2 28.151∼3 25.561∼3 23.292,3 26.611∼3 26.56a

G 25.551∼3 33.121 27.721∼3 21.513 22.053 25.16a

F 27.371∼3 25.921∼3 27.001∼3 25.042,3 26.311∼3 26.27a

Y 26.171∼3 22.413 22.263 27.701∼3 20.923 20.31b

W 26.621∼3 25.901∼3 26.011∼3 27.461∼3 26.791∼3 26.62a

Total 25.53B 26.44B 27.11A 24.99B 24.21B 25.59
(SEM:±1.43)

1∼3 The values with different number within the 25 crossed chicken breeds significantly differ.
a,b The values with different letter within column significantly differ.
A,B The values with different letter within row significantly differ.

Table 9. The livability of 5×5 diallel crossed chickens from 16 weeks to 40 weeks

♂
♀ H G F Y W Total

H 46.633 67.791∼3 86.541∼3  94.881,2 78.431∼3 74.86

G 63.461∼3 50.512,3 88.461∼3  73.351∼3 86.741∼3 72.50

F 80.771∼3 65.381∼3 69.231∼3  83.791∼3 85.711∼3 76.98

Y 78.741∼3 78.331∼3 86.431∼3 100.00 96.291∼3 87.96

W 83.521∼3 80.001∼3 85.821∼3  96.151,2 93.331∼3 86.46

Total 71.42BC 69.83C 82.54AB  90.86A 87.62A 80.14
(SEM:±2.73)

1∼3 The values with different number within the 25 crossed chicken breeds significantly differ.
A∼C The values with different letter within row significantly differ.

있는데, 이는교잡종의잡종강세효과로보여지고, 순계들의
현저히 낮은 생존율은 근친퇴화(inbreeding depression) 현상
에 기인된 결과라 사료된다. 집단의 스트레스 반응 정도를
가늠할 수 있는 가장 대표적인 표지가 생존율이라 하겠다. 
따라서 생존율과 텔로미어 함량, HSPs 발현율 및 DNA 손
상율간의상관관계를분석하고, 이들간의상관계수를 Table 
10에 제시하였다. 본 연구에서 분석된 스트레스 표지들의
값과 생존율 간에 모두 유의한 상관계수가 추정되었고, 텔
로미어 함량과는 저도의 정(+)의 상관, HSP-70, HSP-90α, 
HSP-90β 및 DNA 손상율과는중도및저도의부(—)의상관
을 나타내었다. 특히 열 스트레스 표지 유전자들의 발현도
와 생존율 간에 다소 높은 부의 상관이 추정됨에 따라 20주
령 이후 폭염으로 인해 폐사한 개체와 생존 개체 간 20주령
때 HSPs 발현율 값을 비교 분석하고, 이의 결과를 Table 11
에제시하였다. 분석결과, 20주령이후폐사한개체의 HSPs 

발현율이 이후 생존 개체에 비해 거의 2배 이상 높은 발현
율을 보였다. 이러한 결과는 HSPs 유전자 발현율과 생존율
간에 매우 높은 관련성이있음을 시사하는것으로 스트레스

에 민감한 계통이 폐사율이 높음을 의미한다. 이러한 결과
는 고온에 노출된 닭은 HSPs 유전자의 발현 증가와 더불어
산란능력 감소및 폐사율이 상승한다는 보고와 거의 일치하

는 결과이다(Muiruri and Harrison, 1991; Woelfel et al., 
2002; Felver-Gant et al., 2012; Kamboh et al., 2013). 본 연
구에서 고 체중 종인 H, G, F 계통의자손들이 경량종인 W, 
Y 계통의 자손들에 비해 상대적으로 높은 폐사율을 보이고, 
분석된 모든 스트레스 지표에서도 높은 수치를 나타냄으로

체중이 무거운 품종일수록 스트레스에 민감한 것으로 판단

된다. 체중에따른스트레스민감도의차이는타연구에서도 
거의유사한결과들을보고하고있다(Yahav et al., 1998; So- 
leimani et al., 2011; Tamzil et al., 2013; Sohn et al., 2015).
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Table 10. The correlation coefficients of livability with telomere length, HSPs gene expression values and DNA damage rate in the 
chickens at 20 wks

Telomere length HSP-70 HSP-90α HSP-90β % DNA in tail

r 0.16732 —0.28349 —0.17456 —0.29530 —0.14523

p 0.00030  <0.00010   0.00020  <0.00010   0.00950

r is correlation coefficient of livability with marker values.
p is statistical p-value.

Table 11. The HSPs gene expression levels of the chickens at 
20 wks which will be survived or dead after analysing

HSP-70 HSP-90α HSP-90β

Survival chickens after 20 wks 1 1 1

Death chicken after 20 wks 1.96** 3.42** 1.84**

The values are 2—△△ct which indicates the fold change in gene 
expression relative to the control.
The asterisk(**) within column indicates significant difference at 
p<0.01.

토종닭 교배조합 계통 간 스트레스 반응 정도를 비교 분석

하기 위하여 본 연구에서 이용한 텔로미어 함량, 열 스트레
스 유전자인 HSP-70, HSP-90α, HSP-90β의 발현율 및 DNA 
손상율은 모든 지표들에서 조합간에 유의한 차이를 나타내
었고, 각표지들간의 조합별발현 양상의경향치는거의 비
슷하게 나타났다. 따라서 텔로미어 함량, DNA 손상도 및
HSPs 유전자발현율은스트레스민감도와밀접한관련이있
는훌륭한스트레스반응표지로사료되며, 더불어생존율과 
같은 항병성 및 강건성의 생리적 표지로도 이용 가능함을

시사한다. 이러한 스트레스 표지 분석에 따라 본 연구에 공
시된 25개 교잡구 중 경량종인 W, Y 계통의 자손들이 상대
적으로 외부스트레스에강하고, 고 체중종인 H, G, F 계통
의 자손들이 스트레스에 민감한 것으로 사료된다. 또한 순
종에 비해 교잡종들의 스트레스 민감도가 낮게 나타남으로

스트레스 저항성의 잡종강세 현상이 있는 것으로 사료된다.

적 요

본 연구에서는 국산종계 개발을 위하여 5계통의 토종닭
순계를 이용하여 5×5 이면교배조합 시험을 수행하고, 공시
된 25계통에 대한 스트레스 반응 정도를 비교 분석하였다. 
스트레스 반응정도 표지로 텔로미어 함량 및 감축율, 열 스
트레스 단백질 유전자(HSPs)로 HSP-70, HSP-90α, HSP-90β

의 발현율 및 DNA 손상율을 이용하여 분석하였다. 텔로미
어함량은양적형광접합보인법을이용하고, HSPs 발현율은 
quantitative real-time PCR 기법으로, DNA 손상율은 Comet 
assay법을 적용하였다. 분석 결과, 교배조합 25계통 간 텔로
미어 함량과 감축율, HSPs 유전자 발현율 및 DNA 손상율
모두에서유의한 차이를보였고, 더불어계통 간체중및 생
존율에도 유의한 차이가 나타났다. 텔로미어 감축율, HSPs 
유전자 발현율 및 DNA 손상율 모든 분석 값에서 W 및 Y 
계통과의 교잡구가 다른 교잡구에 비해 유의하게낮은 값을

보였고, 반면 G계통의 순계구가 가장 높은 값을 나타내었
다. 생존율과 스트레스 표지 값들 간의 상관계수를 추정한
결과, 텔로미어함량과는저도의정(+)의상관, HSP-70, HSP- 
90α, HSP-90β 및 DNA 손상율과는 중도 및 저도의 부(—)의
상관을나타내었다. 또한폐사개체와생존개체간 HSP-70, 
HSP-90α 및 HSP-90β의발현율을비교분석한결과, 폐사개
체의 HSPs 발현율이 생존 개체에 비해 유의하게 높은 발현
율을 보였다. 이상 스트레스 표지 값의 분석 결과를 종합할
때, 교잡계들이 순계에 비해 스트레스 저항성이 높은 것으
로 판단되고, 더불어 W, Y와 같은 경량종 계통의 교잡계들
이외적스트레스에강한반면, G, H, F와같은 고체중계통
의 교잡계들은 스트레스에 민감한 것으로 사료된다.

(색인어: 토종닭, 이면교잡, 스트레스반응, 텔로미어, DNA 
손상도, 열스트레스 단백질)
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