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서 론

종계 산업에서 가장 중요하게 고려되는 사항은 경제성과

생산성으로 종계의 생산 효율을 높이기 위하여 다양한 사육

방법들이 소개되고 있다. 현재 종계의 사육 방식은 크게 암
수를 분리 사육하면서 인공수정에 의해 종란을 생산하거나, 
성 성숙 이후 선발된 수탉을 암컷 집단에 합사시켜 종란을

얻고 있다. 따라서 종계의 암수 분리 사육과 혼합 사육 간
경제성과 생산성에 대한 비교 분석도 생산 효율의 증대를

위해연구할 필요가 있다. 지난 수많은 연구들을 통하여 닭
은 수컷과 암컷 간의 발육양상이 다르고, 수컷이 암컷에 비

해 성장률이 높으며, 사료섭취량 및 사료요구율에서도 현격
한 차이를 보여 암수 분리 사육이 사양관리 및 생산적 측면

에서보다많은이점이있다고보고하였다(Gous et al., 1999; 
May and Lott, 2001; Da Costa et al., 2017; Oh et al., 2019). 
또한 암수 혼합 사육의 경우, 암수 간의 급이경쟁을 유발하
고 과도한 교미행위 등으로 인하여 폐사율이 증가하고 생산

효율이 감소한다고 알려져 있다(Son, 2010; Son et al., 2010; 
Mphepya et al., 2019). 그럼에도 불구하고 아직 국내 많은
중소형 종계장의 경우, 인건비 절감 및 사육관리의 간편성
등의 이유로 암수 합사를 선호하고 있다. 더불어 최근 동물
복지 및 친환경 사육 방식이 요구되면서 암수 혼합 사육은
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ABSTRACT  This study was performed to investigate the effect of mixed rearing of male and female chickens on the stress 
response in Korean native chickens. To identify the degree of the stress response, heterophil-lymphocyte ratio (H/L ratio), 
heat shock protein genes (HSPs) expression, and intracellular nuclear DNA damage rate were analyzed before and after the 
mixed rearing of male and female chickens. The results showed that the H/L ratio of chickens after mixing males and females 
was more than thrice as higher than before mixing (P<0.001), but the differences between males and females were not 
significant. HSP-70, HSP90-α, and HSP90-β expression levels were 2.5 to 3.4 times higher after mixing male and female 
chickens, compared to before mixing (P<0.01). In the mixed rearing of male and female chickens, the increase in HSPs 
expression in females was higher than in males. Comet indicators in intracellular DNA damage rate analysis showed a 
significant increase after mixing male and female chickens compared to before mixing (P<0.001). However, there was no 
significant difference between males and females with respect to DNA damage rate. Taken together, these results suggest that 
male and female mixed rearing acts as a strong external stressor in both male and female chickens.
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더욱 증가되고 있는 추세이다. 따라서 닭의 생산성과는 별
개로 동물 복지적 관점에서 암수를 합사하였을 경우 합사

이전과 합사 이후 개체들의 생리적 반응의 변화 정도를 살

펴볼 필요가 있다. 닭은 외부 스트레스에 매우 민감한 동물
로 알려져 있으며, 스트레스를 받을 경우 면역력 감소 등으
로 인해 생산력이 감소하고, 폐사율이 증가한다고 한다

(Puvadolpirod and Thaxton, 2000; Kang et al., 2013; Cho et 
al., 2019). 특히 사육 밀도나 사육 형태에 따른 닭의 스트레
스 반응 정도의 차이가 매우 크다고 알려져 있으나(Beloor 
et al., 2010; Sohn et al., 2011, 2012) 사육 방법 중암수 합사
형태가 개체에 미치는 스트레스 반응 정도에 대해서는 아직

보고된 바가 없다. 닭의 스트레스 반응 정도를 측정하기 위
한 대표적인 생물학적 표지로는 heterophil-lymphocyte의 비
율(H/L ratio)과 혈장 코르티코스테론 수준(Mashaly et al., 
1984; McFalane and Curtis, 1989; Vleck et al., 2000; Zulkifli 
et al., 2000; Soleimani et al., 2011) 및 열 충격 단백질(Heat 
Shock Proteins; HSPs) 발현량등이있다(Gornati et al., 2004; 
Zulkifli et al., 2009; Beloor et al., 2010; Sohn et al., 2012; 
Cho et al., 2019). 이와 더불어 스트레스를 받게 되면 체내 
활성산소가 증가하게 되는데 과도한 활성산소는 생체 산화

균형을 무너뜨려 세포 내 DNA 손상을 증가시킴으로 DNA 
손상율 또한 좋은 스트레스 측정지표로 사료된다(Singh et 
al., 1988; Nandhakumar et al., 2011; Sohn et al., 2012). 따라
서 본 연구에서는 한국토종닭 종계에 있어 암수 합사가 개

체들의 스트레스 반응 정도에 미치는 영향을 살펴보고자 합

사 이전과 이후의 개체들 간의 H/L ratio, HSPs 발현량 및
세포 내 DNA 손상율을 비교 분석하였다.

재료 및 방법

1. 공시동물 및 사육 방법

닭의 암수 합사가 개체의 스트레스 반응 정도에 미치는

영향을 살펴보기 위하여 한협원종이 보유하고 있는 토종종

계(PS) 4개 조합(FH, HF, FY, HY) 854수를 공시 대상으로
하였다. 발생직후평균 34 g 전후의초생추들을경남과학기
술대학교 종합농장으로 이송하여 육추, 육성 및 산란기 동
안 사육하였다. 발생후 14주령까지의 사양관리는 강제 환기
및 자동온도조절 시스템이 완비된 육추사 내 3단 2열 배터
리형 케이지(74 cm × 60 cm × 35 cm)에서 암수 분리하여
케이지 당 10수씩 배치하여 사육하였다. 14주령 이후 무창
형 종계사로 이송한 후 2단 4열 군사케이지(90 cm × 90 cm 
× 71 cm)에서 37주령까지 암수 분리하여 케이지 당 10수씩

사육하였고, 이후한 케이지당 암컷 8수와 수컷 2수로합사
하여 재배치하였다. 공시계들의 사료 급여는 시중 배합사료
를 이용하여 제한급여를 실시하였고, 점등관리는 점감점증
하여 24주령에 총 17시간으로 고정하였다. 백신 접종 등 기
타 사양관리는 한협원종의 종계 사양관리지침에 따라 수행

하였고, 시험에 관련된 닭의 관리및 취급은 본대학 동물실
험윤리위원회의 승인(IACUC, approved no. 2019-14)을 득한
후 본 규정을 준수하여 시행하였다. 암수 합사에 따른 개체
들의 스트레스 반응 정도를 분석하기 위하여 합사 이전인

37주령 때와 합사 후 2주가 경과한 39주령 때 케이지 별 무
작위로 암수 95수를선정하고 동일개체로부터 혈액을 채취
하였다.

2. Heterophil/Lymphocyte의 비율 분석

개체의 heterophil/lymphocyte의 비율(H/L ratio) 측정을 위
하여 시험계 95수 전체를 대상으로 37주령 및 39주령 때 각
개체의 익 정맥으로부터 혈액을 채취하고, 이들 혈액내 비
율을 분석하였다. 표본 제작은 슬라이드 상에 혈액 1방울을
도말 후 건조시키고, 메탄올로서 고정하였다. 염색은 25% 
Giemsa stain solution(Sigma Chem., St Louis, MO, USA)으
로 5분간 처리하였다. 염색 후 건조된 슬라이드는 광학현미
경(Model BX-50, Olympus, Tokyo, Japan)을 통하여 상을 관
찰하고(obj. ×40) 표본 cm2 당 heterophil과 lymphocyte 수를
측정하였다.

3. Heat Shock Proteins 유전자 발현율 분석

HSPs 유전자 발현율분석을위하여시험계중암수각 20
수씩을 대상으로 혈액으로부터 RNA를 추출한 후 cDNA를
합성하였다. HSP-70, HSP90-α 및 HSP90-β 유전자 발현율
분석을 위한 Real-time PCR의 primers는 Table 1과 같다. 
Quantitative PCR은 real-time PCR machine(Model LC480, 
Roche, Mannheim, Germany)을 이용하여 cDNA 2 μL(50 ng/
μL), primer(5 pmol/μL) 각각 0.5 μL, SYBR Green(Roche, 
GmbH, Mannheim, Germany) 10 μL, ddH2O 7 μL를 넣어 최
종 volume이 20 μL가 되도록 하고, 95℃에서 5분간 최초 변
성시킨 후 95℃ 10초 변성, 60℃ 30초 접합, 72℃ 10초간 신
장 반응을 60회 반복하면서 진행 중 실시간 형광 모니터링
하였다. Tm값의 측정은 LightCyclerⓇ 480 software v1.5 
(Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany)를 이용하
여분석하였다. Reference gene을이용한각표적유전자의상
대적 정량값은 Livak and Schmittgen(2001)이 제시한 2—△△Ct 

방법으로 분석하였다.
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4. DNA 손상율 분석

DNA 손상율분석을위해시험계중암수각 40수에대해
Comet assay를 실시하였다. Comet assay 표본 제작을 위해
Histopaque(Sigma Chem)을 이용하여 혈액으로부터 순수 백
혈구를 분리하였다. Comet assay를 위한 표본은 1% agarose
로 coating된 슬라이드 위에 백혈구와 0.5% low melting 
point agarose(LMPA)를 1:7.5로 혼합한 용액을 떨어뜨려 냉
동 건조 후 제작하였다. 표본은 1% LMPA로 도포한 후 재
냉동 건조하고, 4℃ lysis solution(2.5 M NaCl, 100 mM 
disodium EDTA, 10 mM Trizma base)에 60분간 침지한 다
음 25 V, 300 mA로 30분간 전기영동 하였다. 처리를 마친
슬라이드는 neutralization buffer(0.4 M Tris-HCl)로 3회 세척
한 후 ddH2O와 70% 에탄올로탈수하였다. 건조된 슬라이드
는 propidium iodide solution(Sigma Chem)으로 염색하고, 형
광현미경(Model DP-70, Olympus, Tokyo, Japan)으로 관찰하
였다. 관측된 상은 개체 별 50개의 세포를 대상으로 Comet 
Score software 1.5(TriTek Corp. Sumerduck, VA, USA)로 분
석하였다. 분석 항목으로는 tail 내 DNA 함유율(% DNA in 
tail), tail 내 DNA 생성률(tail moment) 및 올리브 모먼트
(olive moment)를 조사하였다.

5. 통계분석

시험구 간의 H/L ratio, DNA 손상율 및 HSPs 유전자 발
현율의 통계 모형은 암수 및 합사 전후 요인에 대한 2 × 2 
요인시험으로 설계하였고, 처리 별 각 개체를 실험단위로
하였다. 통계 분석은 SAS 통계패키지(SAS Institute Inc., 
Cary, NC, USA)의 GLM procedure를 이용하여 요인 간 차
이 및이들 간상호 작용에대해 유의성을 검정하였다. 처리
별 시험구 간의 유의한 차이가 인정될 경우 동일 패키지의

Tukey’s HSD procedure로 각 평균값들 간의 유의성을 검정
하였다. 

결과 및 고찰

1. 암수 합사개체들의 Heterophil/Lymphocyte의 비율

토종 종계의 암수 합사가 개체의 스트레스 반응 정도에

미치는 영향을 분석하기 위해 스트레스 반응 지표 중 하나

인 H/L ratio를분석하고 이의 분석 결과를 Table 2에제시하

Table 1. The primers of HSPs for the quantitative real-time PCR

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

RPL27
Forward GCGCATTGGAGCGGCTGTGT

 81 60
Reverse CCTTCCGTGGGTAGCGGTCG

HSP-70
Forward TCCTCTGCTTTGTATTTCTCTG

145 60
Reverse ATGCTAATGGTATCCTGAACG

HSP-90α
Forward GGAGAAGTTACCAAGCGATT

133 60
Reverse CAGAAGATGAAGAAGAGAAGAAGA

HSP-90β
Forward GCAGGACAGTAGGTGAGT

113 60
Reverse GAGGCAGAGCAAGATGAAG

Table 2. H/L ratios of Korean native chickens before and after 
mixed rearing of male and female chickens 

Rearing Sex n H/L ratio

Before mixed rearing
Female 44 0.33±0.17b

Male 41 0.35±0.22b

After mixed rearing
Female 40 0.99±0.40a

Male 34 0.88±0.43a

Male and female mixed rearing (R)

Before 85 0.34±0.19b

After 74 0.94±0.41a

P-values <0.0001

Sex (S)

Female 84 0.64±0.44

Male 75 0.59±0.42

P-values 0.4114

P-values of R × S 0.1766
a,b Values with different superscripts in column significantly differ. 
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였다. 공시계들의 혈액 내 heterophil과 lymphocyte의 분포
양상은 Fig. 1과 같다. 시험은 암수 합사 이전인 37주령과
합사 후 2주째인 39주령 때 동일한 개체의 혈액을 채취하여
H/L ratio를 측정하고 측정치들을 합사 및 암수에 따른 요인
분석을 하였다. 분석 결과, 암수 합사 이전과 이후 H/L ratio
값 간의 유의한 차이를 보이며(P<0.001), 합사 이후 개체들
의 H/L ratio 값이 합사 이전에 비해 3배 이상 증가한 것으
로 나타났다. 암수 합사에 따른 H/L ratio값은 유의하게 상
승하였지만 암수 간의 차이는 없는 것으로 나타났고, 합사
와 암수 요인 간 상호작용 효과도 없는 것으로 나타났다. 
H/L ratio는 heterophil과 lymphocyte의 비율로 스트레스 반
응 정도를 간접적으로나타내는지표이다. 닭을포함한다양
한조류들에서외적 스트레스가증가하면혈액내 heterophil
의 수가 증가하고, 반면 lymphocyte의 수는 감소하게 된다
(Gross and Siegel, 1983; Gross, 1989; McFarlane and Curtis, 
1989). 일반적으로 lymphocyte 수의 변화는 corticosterone의
함량 변화보다 완만하게 반응하고 변이가 적으며, 지속적으
로 작용함으로 corticosterone 함량을 이용한 스트레스 지표

보다 훨씬 안정된 지표라 제시하고 있다(Cunnick et al., 
1994; McKee and Harrison, 1995; Vleck et al., 2000; Cotter, 
2015). 닭에 있어 외적 스트레스 요인으로 비정상적인 사육
온도나 밀사된 사육 시설이 H/L ratio 값을 증가시킨다고 보
고한(Campo et al., 2007; Cotter, 2015) 반면, 비타민 C와 같
은 항산화제의 급여는 닭의 스트레스 반응을 저하시켜 H/L 
ratio 값이 감소된다는 결과를 제시하였다(Zulkifli et al., 
2000). 따라서 본 연구 결과, 암수 합사가 암컷과 수컷에서
공히 H/L ratio 값을 증가시킴으로 합사가 닭에 있어 매우
큰 외적 스트레스 요인임을 시사한다.

 
2. 암수 합사 개체들의 HSPs 유전자 발현율

암수 합사 개체들의 스트레스 반응 정도를 알기 위하여

HSP-70, HSP90-α 및 HSP90-β 유전자 발현율을 분석하고, 
이의 결과를 Table 3에 제시하였다. 분석 결과, 모든 HSPs의
유전자 발현율이 암수 합사 이전에 비해 합사 이후 2.5∼3.4
배 정도 유의하게 상승한 것으로 나타났으며(P<0.01), HSPs 
간 발현율의 변화 정도도 거의 비슷한 양상을 나타내었다. 

Fig. 1. Heterophils and lymphocytes in Korean native chicken blood. 
The values of H/L ratio are 0.2(a), 0.63(b), 0.89(c), and 1.11(d).
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특히 암컷이 수컷에 비해 합사에 따른 HSPs 발현율 증가가
컸으며, 동일 환경에서 암수 간의 차이는 없는 것으로 나타
났다. 열 충격 단백질(heat shock proteins)들은 열 스트레스
에 반응하여 합성되는 특이 단백질들로서 열 스트레스뿐만

아니라 주변의외적스트레스정도가높아지면개체의 HSPs
의 발현율이 증가하게 된다(Lindquist, 1986; Schlesinger, 
1990). 닭에있어서도고온스트레스뿐만아니라, 제한급여, 
수송, 격리, 밀집 사육과 같은 외적 스트레스가 가해졌을 때
HSPs의 발현율이 현저하게 상승하였다고 보고함으로 HSPs
의 발현량이 닭의 스트레스 정도를 가늠할 수 있는 간접적

스트레스 지표라 하겠다(Beloor et al., 2010; Sohn et al., 
2012; Kamboh et al., 2013, Cho et al., 2019). 많은 동물들에
서 고온 스트레스에 노출되면 대부분의 단백질의 합성이 저

해되지만 HSP와 같은특정단백질군은 합성이 촉진된다. 이
들은 스트레스에 노출된 세포에서 열 민감 단백질과 결합하

여 세포 퇴행을억제하는 역할을 한다(Schlesinger, 1990). 따
라서 HSPs 발현율 증가는 스트레스 노출의 결과로 해석될
수 있다. 연구자에 따라 닭의 경우, HSP군 중 HSP-70이 열
스트레스에 가장 민감하게 작용한다고 보고한 반면(Zulkifli 
et al., 2002; Soleimani et al., 2011), HSP90-α와 달리 HSP90-

β는 조류에서 열 스트레스에 거의 반응하지 않는 단백질이
라 보고하기도 하고(Meng et al., 1993), 밀사와 절식과 같은
스트레스 환경하에서는 HSPs들 중 특히 HSP90-α가 유의한
증가 양상을 보인다고 하였다(Sohn et al., 2012). 이러한 결
과들과 달리 본 연구에서는 닭의 암수 합사에 따라 개체의

HSP-70, HSP90-α 및 HSP90-β 모든 유전자의 발현율이현저
히 증가됨으로 암수 합사가 닭에 있어 매우 큰 스트레스 요

인임을 시사한다고 하겠다.

3. 암수 합사 개체들의 세포 내 DNA 손상율

암수 합사 이전 및 이후 종계들의 혈액 내 백혈구를 대상

으로 Comet assay를 수행하고, 세포 내 DNA 손상율을 분석
한 바 이의 분석 결과를 Table 4에 제시하였다. 분석 결과, 
% DNA in tail, Tail moment와 Olive moment 등 모든 Comet 
지표들이 암수 합사 이전에 비해 합사 이후에 유의하게 증

가하는 것으로 나타났다. 반면, 암수 간 Comet 지표의 차이
는없는것으로나타나합사에따른 암수간반응정도의차

이는 없는 것으로 보여진다. 일반적으로 정상적인 세포분열
조건하에서 세포 내 DNA 손실은 자연스러운 현상으로 1회
분열시 genomic DNA 130,000 base 당 최소 1 base 정도의

Table 3. Expressions of HSP genes before and after mixed rearing of male and female chickens in Korean native chicken

Rearing Sex
HSP-70 HSP-90α HSP-90β

∆Ct 2-∆∆Ct ∆Ct 2-∆∆Ct ∆Ct 2-∆∆Ct

Before mixed rearing
Female 1.08±1.10a 1.00 25.27±3.21a  1.00 4.40±1.76a 1.00

Male 0.25±1.32ab 1.78 23.59±2.74ab  3.20 3.54±1.09ab 1.82

After mixed rearing
Female —1.28±1.25c 5.13 21.76±2.46b 11.39 2.44±0.88c 3.89

Male —0.41±1.34bc 2.81 23.59±2.79ab  3.20 2.95±1.37bc 2.73

Male and female mixed rearing (R)

Before 0.70±1.26a 1.00 24.49±3.09a  1.00 4.00±1.53a 1.00

After —0.81±1.36b 2.85 22.74±2.77b  3.36 2.71±1.19b 2.45

P-values 0.0038 <0.0001 <0.0001

Sex (S) 

Female —0.20±1.67 1.00 23.37±3.31  1.00 3.33±1.66 1.00

Male —0.16±1.36 0.97 23.59±2.74  0.86 3.18±1.29 1.11

P-values 0.5453 0.8210 0.5511

P-values of R × S 0.0038 0.0158 0.0020

△Ct values are equal to the difference in threshold cycles for target and internal control gene. The values of 2—△△ct indicate the fold 
change in gene expression relative to the control. 
a∼c Values with different superscripts in column significantly differ. 
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손상이나 변형이 발생되나, 세포가 스트레스에 노출될 경우
생성된 활성산소로 인하여 DNA의 손상이 더욱 증가한다고
알려져 있다(Richter et al., 1988; Chen et al., 2007; Sohn et 
al, 2012). 따라서 세포의 DNA 손상율 분석은 스트레스 반
응 정도를 간접적으로 나타낼 수 있는 지표로서 single cell 
gel electrophoresis를 기반으로 한 Comet assay는 세포내 포
괄적 DNA의 파손 정도를 분석하는 방법이다(Singh et al., 
1988; Nandhakumar et al., 2011). 이의 기본 원리는 겔상의
세포에 용해제 및 고염처리 후 높은 pH 농도에서 전기영동
을 하면 끊어진 DNA 사슬로 인해 핵질 내 DNA 조각들이
분리되어 양극으로 이동하게 되는데, 이러한 성질을 이용하
여 형광현미경으로 관찰하면 분리된 DNA 함량에 따라 다
양한 형태의 혜성(comet) 양상을 띄게 된다(Fig. 2). 이때 핵
질에해당하는머리대비꼬리부분의 명암, 면적등이 DNA
의 파손율을 반영하게 되고 이를 imaging software를 이용하
여 개량화 된 Comet 지표로 분석한다(Collins, 2004). Comet 
assay 분석 지표로는 전체 핵 대비 DNA 파손율을 나타내는
% DNA in tail, tail내 DNA 생성율을 제시하는 Tail Moment 
및 DNA 파손 분포와 정도를 상대적으로 나타내는 Olive 
Moment가 있다. 따라서본연구에서암수합사에따른모든
Comet 지표들의 상승은 세포 내 DNA 손상이 급증하였음을
의미하는 것으로 이는 닭에 있어 암수 합사가 개체들에 큰

스트레스 요인으로 작용하였음을 시사한다고 하겠다.

적 요

본 연구는 한국토종닭 종계에 있어암수합사가개체들의

스트레스반응 정도에 미치는 영향을 살펴보고자 한 것으로

스트레스반응 정도는 합사 이전과 합사 이후 개체들의 H/L 
ratio, HSPs 유전자 발현량 및 세포 내 DNA 손상율을 분석
하였다. 분석 결과, 합사에 따른 개체들의 H/L ratio 값이 합
사 이전에 비해 3배 이상 유의하게 증가한 것으로 나타났으
며 암수 간 차이는 없는 것으로 나타났다(P<0.001). HSP-70, 
HSP90-α 및 HSP90-β 유전자 발현율에 있어 모든 HSPs의
유전자 발현율이 암수 합사 이전에 비해 합사 이후 2.5∼3.4
배 정도 유의하게 상승한 것으로 나타났으며, 특히 암컷이
수컷에 비해 합사에 따른 HSPs 발현율 증가가 높은 것으로
나타났다(P<0.01). 세포 내 DNA 손상율 분석에 있어 모든
Comet 지표들이암수 합사이전에비해 합사이후에유의하
게 증가하였으며, 암수 간에는 차이가 없는 것으로 나타났
다(P<0.001). 이상의 결과들을 종합할 때, 토종 종계에 있어
암수 합사가 암컷과 수컷 모두에게 매우 큰 외적 스트레스

요인으로 작용함을 시사한다고 하겠다.
(색인어: 한국토종닭, 암수합사, 스트레스 반응, H/L 비율, 

Table 4. Intra-cellular nuclear DNA damage of Korean native chickens before and after mixed rearing of male and female chickens 

Rearing Sex % DNA in tail Tail moment Olive moment

Before mixed rearing
Female 14.32±1.71b 18.14±1.95b 20.80±1.45b

Male 14.41±1.92b 18.43±1.84b 20.91±1.45b

After mixed rearing
Female 35.39±3.34a 81.15±8.11a 82.79±7.51a

Male 36.43±2.39a 82.84±6.32a 83.10±7.84a

Male and female mixed rearing (R)

Before 14.37±1.80b 18.27±1.90b 20.85±1.44b

After 35.88±2.96a 81.95±7.32a 82.94±7.63a

P-values <0.0001 <0.0001 <0.0001

Sex (S) 

Female 24.29±10.89 47.95±32.14 50.13±31.56

Male 25.42±11.29 50.63±32.74 52.00±31.79

P-values 0.1333 0.2285 0.8032

P-values of R × S 0.1939 0.3841 0.9048
a,b Values with different superscripts in column significantly differ.
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