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서 론

미세조류는 강이나 바다, 호수, 연못에 서식하는 광합성
능력을 지닌 단세포 생물이다. 고효율의 광합성 기구

(photosynthesis apparatus)를 통해 광에너지와 대기 중의 이

산화탄소를 흡수하여 산소와 다양한 형태의 유기고분자물

질을 생산한다. 전 세계적으로 약 20∼30만 종이 존재할 정
도로 종의 다양성이 높고, 육상식물이 생장하기 어려운 척
박한 환경에서도 생존이 가능하다. 미세조류는 종이나 배양
조건에 따라 탄수화물, 단백질, 지방의 구성 비율이 다르며, 

초기 육계 사료내 토착미세조류(Parachlorella sp.) 첨가에 따른
성장 및 면역반응 변화
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ABSTRACT  The present study determined the effect of dietary cultivated microalgae (Parachlorella sp.) on the growth 
and immune responses of pre-starter broilers. A total of 320 one-day-old birds (Ross 308) were allocated to 4 treatments with 
8 blocks in a randomized complete block design. The four experimental diets consisted of a corn-soybean meal-based control 
diet, and three diets contained 0.5%, 1.0%, and 1.5% microalgae powder at the expense of cornstarch in the control diet. After 
feeding the experimental diets for 7 days, the body weight and feed intake of all birds were measured, and 8 birds were 
randomly selected from each treatment. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and serum were harvested for immune 
profile assessment, including cytokines and cell migration receptors. No differences in growth performance were observed 
among the treatments. The birds that were fed diets containing graded levels of microalga showed a linear increase in the 
mRNA expression of cytokine genes in PBMCs, including that of IL2, IL1β, and IL18 (P<0.05). With respect to the chemokine 
receptor genes in PBMCs, mRNA expression of CCR2, CCR9, and ITGA4 changed quadratically (P<0.05), but that of CCR7 
increased linearly (P<0.01). Cytokine protein secretion in blood, including that of IL-1β and IL-6, increased linearly (P<0.01) 
with an increase in the microalgal content. Overall, the present results show that the indigenous microalgae powder used in 
this study could stimulate immunity with no detrimental effects on the growth performance of pre-starter broiler chickens.
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베타카로틴(β-carotene)과 같은 카로테노이드(carotenoid) 계
열 물질, 비타민, 토코페롤 등과 같은 유용물질을 다량 함유
하고 있어 기능성 식품이나 사료첨가제 소재분야에서 활용

성이 높다. 이러한 장점을 바탕으로 현재는 바이오에너지
생산, 폐수 및 중금속 처리, 생물비료, 식품 및 건강보조식
품, 사료첨가제 등 다양한 생물산업 분야에 활용되고 있다
(da Silva Vaz et al., 2016; Kim et al., 2016; Cho et al., 2017; 
Madeira et al., 2017).
경제동물의 면역 연구는 대사성 질병 완화 및 병원성 미

생물에 의한 감염을 줄이는 등경제동물의 생산성과 직접적

으로 관련이 있기 때문에 중요하다. 최근 장관면역 관련 연
구에서는장 상피세포가 숙주의 방어작용과면역 항상성 유

지에 기여한다고 보고되었다(Peterson et al., 2014). 또한, 최
근 가금에서 미세조류를 활용한 연구에 따르면 닭의 특정

장 부위에서 감염을 일으켜 콕시듐증을 유발하는 Eimeria 
spp.를 육계에 감염시키고 베타-1,3-글루칸(1,3-β-glucan)이
포함된 미세조류를 사료에 첨가하여 급이하였을 때 육계의

장관면역과 숙주방어체계가 대조구에 비해 향상되었다고

보고되었다(Levine et al., 2018).
지속적인세계인구의증가로인한경제동물의동물성단

백질 공급 부족에 대응하여 미세조류는 양돈 및 양계사료용

첨가제로서의 활용이 요구되고 있으며(Świątkiewicz et al., 

2015), 실제로 생산된 미세조류중 30% 정도는동물 사료첨
가제로 판매되었다고 보고되었다(Becker, 2004). 사료내 미
세조류의첨가가성장성및면역성에미치는효과는축종및

미세조류의종류에따라차이를보이며(Madeira et al. 2017), 
가금류의 경우 효과가 두드러지게 나타나 미세조류의 사료

적 가치 평가에 중요한 모델로 여겨진다(Becker, 2007).
산란계사료내 미세조류첨가는난생산성 향상과 난황색

에 긍정적인 영향을 주며(Zahroojian et al., 2011), 육계 사료
내 미세조류 첨가는 성장성 및 면역력에 긍정적인 영향을

미친다고보고되었다(Rezvani et al., 2012; Kang et al., 2013). 
그러나 현재까지 국내에서 생산된 미세조류의 육계 사료내

첨가효과에관한연구는부족한실정이다. 따라서본실험은
낙동강 수계에서 분리한 토착 미세조류(Parachlorella sp.)의
초기 육계의 성장성 및 면역력에 미치는 효과를 확인하기

위하여 수행되었다.

재료 및 방법

1. 미세조류 분리, 배양 및 건조

본 연구에 사용된미세조류를 분리하기위해 경상북도낙

동강 상주보(36°26'02.6"N 128°14'54.3"E)에서 담수 시료를
확보하였다. 광학현미경 하에서 Pasteur pipette를 이용하여

Fig. 1. Phylogenetic analysis of the 18S rDNA (a) and light microscopic photograph (b) of Parachlorella sp. (b). Scale bar=10 mm.
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담수 시료로부터 단일 미세조류 종을 분리하였다. ㈜코스모
진텍(Seoul, Korea)에 18S rDNA sequencing 분석을 의뢰하
여 종 동정을 실시하였다(Fig. 1).
배양배지는 미세조류 배양에 널리 사용되는 BG-11 배지

를 사용하였다. 배지의 조성은 NaNO3 1.5 g/L, K2HPO4 0.04 
g/L, MgSO4․7H2O 0.075 g/L, CaCl2․2H2O 0.036 g/L, 
Citric acid 0.06 g/L, Ferric ammonium citrate 0.06 g/L, 
EDTA(disodium magnesium salt) 0.01 g/L, Na2CO3 0.02 g/L, 
Trace-metal mix A5 (H3BO3 2.86 g, MnCl2․4H2O 1.81 g, 
ZnSO4․7H2O 0.22 g, Na2MoO4․2H2O 0.39 g, CuSO2․

5H2O 0.079 g, Co(NO3)2․6H2O 0.0494 g/L)이며, 121℃, 1.5
기압에서 15분간 멸균한 뒤 사용하였다. 

Parachlorella 균체를 대량 배양하기 위해 100 L 평판형
광생물반응기(높이 1.7 m × 폭 0.7 m × 두께 0.1 m)를 사용
하였다. 광생물반응기는 평판형태로 광투과도가 높은 Pyrex 
glass 재질로 제작되었으며, 통기(aeration)가 가능하도록 반
응기 하부에서 미세 가스 공급기(sparger)를 설치했고, 5% 
이산화탄소 가스가 함유된 공기를 0.1 vvm으로 주입하였다. 
배양온도는 22±1℃로 설정하였으며, 광도의 경우 500 kW 
백색(6,000K) LED 광패널 2기를 이용하여 300 μmol/m2/s를
연속적으로공급하였다. 약 7∼10일간배양한후연속원심분
리기(J1250, Hanil Scientific Inc., Gimpo, Korea)를 이용하여
미세조류 균체를 회수한 뒤 동결건조(FD8512, Ilshinbiobase 
Co. Ltd., Dongducheon, Korea)를 진행하였다. 미세조류 배
양에서 동결건조된 후 세포의 양(g)을 비율로 계산한 결과
회수율은 77.2±3.2%였다. 동결건조된 미세조류는 실험에 사
용시까지자동습도조절장치(KA33-73, Sanplatec Corp., Osaka, 
Japan)에 보관하였다.

2. 사양실험

1) 동물, 사료 및 실험설계

초생추인 육계(Ross 308) 수평아리 320수를 사용하여 부
화 후 7일 동안 사양시험을 진행하였다. 시험기간동안 계사
내 온도는 33℃를 유지해주었고, 습도는 40∼50%가 되도록
유지시켜주었다. 점등은 시험기간 동안 24시간 연속 점등을
실시하였다. 시험에 사용된 사료는 옥수수-대두박 위주의
기초사료에 미세조류가 0%, 0.5%, 1.0% 및 1.5%가 첨가된
총 4종의 배합사료로 구성되었고(Table 1) 사료내 영양소 및
아미노산 함량 계산치에 대한 정보는 Table 2와 같았다. 사
료내 미세조류 수준이 증가함에 따라 사료내 옥수수전분의

사용수준을 감소시켰다. 사료내 비타민 및 광물질 함량은
NRC(1994)에 제시되어 있는 요구량 추정치 이상이 되도록
배합하였다. 실험설계는 난괴법을 사용하여 실험개시일에
실험에 공시된 전체 병아리를 개별 인식표 부착 후 개별 체

중을 기준으로 처리당 8개의 그룹으로 나뉘도록 구배치 프
로그램(Experimental Animal Allotment Program; Kim, 2007)
을 이용해 4처리 8반복 반복 당 10수씩 구배치했다.

2) 사료 급이 및 성장성 계산

육계는전 실험기간동안배터리케이지에서 그룹 사양하

였고, 물과 사료는 무제한 급이하였다. 실험개시 후 7일째에
케이지별체중을 측정해 실험사료 급이 기간에 따른 증체량

을 계산하였고, 사료잔량을 수거 및 측정하여 실험사료 섭
취량을 계산하였다.

3. 미세조류 첨가수준에 따른 면역지표 변화

1) 면역지표분석 방법

(1) 공시 재료 및 전처리

다양한 수준의 미세조류가 첨가된 사료를 1주일간 급이
한 후 초기 육계의 혈액을 채취하여 미세조류 첨가가 혈액

내 면역세포에 미치는 영향을 quantitative real-time poly-
merase chain reaction(qRT-PCR)과 enzyme-linked immuno-
sorbent assay(ELISA)를 통해 확인하였다. 육계의 혈액은 각
개체의 경동맥에서 채취하였다. 면역세포의 분리와 혈청 분
리를 위해 EDTA blood collection tube와 SST blood 
collection tube(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)를
각각 사용하였다.

EDTA tube에 채취한 전혈을 Lymphoprep(STEMCELL 
Technologies, Vancouver, Canada)을사용하여 PBMCs를분리
하였다. 육계의 전혈과 PBS(Gibco, Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA)를 1:1의 비율로 희석한 후, 희석
된 혈액을분주된 Lymphoprep 층 위로 2:1의 비율로 분주하
였다. 그 후 밀도구배 원심분리를 진행하여(800 ×g, 20분, 
20℃, break off) PBMCs를 분리하였다. 분리된 PBMCs는
Trizol Reagent(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 
USA)에 넣어 RNA 추출 전까지 —80℃에서 보관하였다. 혈
청 분리를위해혈액을 SST tube에채취한후원심분리(1,600 
×g, 15분, 4℃)하여 혈청을 분리한 후 분석 전까지 —20℃에
서 보관하였다.
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(2) RNA 추출 및 cDNA 합성

Trizol Reagent에 보관되어 있던 샘플로부터 RNA 추출을
진행하였다(Rio et al., 2010). RNA의 농도와 순도를 확인하
기 위해서 NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer(Thermo 
Scientific Inc., Wilmington, DE, USA)을 이용하여 농도와
순도를확인한 다음 각그룹별로 7개의 RNA를 분석에사용
하였다. 이후 AccuPower® RT PreMix(Bioneer, Daejeon, 
Korea)를 사용하여 제품 프로토콜에 따라서 cDNA를 합성
하였다.

(3) qRT-PCR 분석

PBMC 내주요면역관련유전자의발현을비교하기위해 

qRT-PCR을 수행하였다. qRT-PCR을 수행하기 위해서 각각
해당 유전자의 primer들은 GeneBank에 제시된 염기서열로
Primer3 프로그램(http://primer3.ut.ee/)를 사용하여 제작하였
다(Table 3). 그 후 유전자들의 상대적 발현량을 확인하기
위해서 BioRad CFX-96(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사
용하여 qRT-PCR을 수행하였다. qRT-PCR 조건은 다음과
같이 진행하였다. 94℃에서 5분, 94℃에서 20초, 60℃에서
20초, 72℃에서 20초를 40 cycle 진행하고, 5분간 65∼95℃
Melting curve 분석을 진행하였다. 분석방법은 상대정량법으
로 2−ΔΔCt method를 사용하였다(Livak et al., 2001). 유전자들
의상대적발현량은 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH)를 이용하여 계산하였다.

Table 1. Ingredient and chemical compositions of experimental diets (as-fed basis, %)

Ingredient (%)
Dietary microalgae concentration (%)

0 0.5 1.0 1.5

Corn 55.57 55.57 55.57 55.57

Soybean meal 36.71 36.71 36.71 36.71

Soybean oil 1.80 1.80 1.80 1.80

Microalgae 0.00 0.50 1.00 1.50

Cornstarch 1.50 1.00 0.50 0.00

Dicalcium phosphate 1.90 1.90 1.90 1.90

Limestone 0.45 0.45 0.45 0.45

Vitamin premix1 0.20 0.20 0.20 0.20

Mineral premix2 0.20 0.20 0.20 0.20

Choline chloride 0.09 0.09 0.09 0.09

L-Arg 0.13 0.13 0.13 0.13

L-Lys 0.31 0.31 0.31 0.31

L-Ile 0.06 0.06 0.06 0.06

L-Cys 0.14 0.14 0.14 0.14

DL-Met 0.25 0.25 0.25 0.25

L-Thr 0.20 0.20 0.20 0.20

L-Val 0.09 0.09 0.09 0.09

Salt 0.40 0.40 0.40 0.40

Total 100.00 100.00 100.00 100.00
1 Supplies the following per kilogram of diet: vitamin A, 24,000 IU; vitamin D3, 8,000 IU; vitamin E, 160 mg/kg; vitamin K3, 8 mg/kg; 

vitamin B1, 8 mg/kg; vitamin B2, 20 mg/kg; vitamin B6, 12 mg/kg; pantothenic acid, 40 mg/kg; folic acid, 4 mg/kg; niacin, 12 mg/kg.
2 Supplies the following per kilogram of diet: Fe, 120 mg/kg; Cu, 320 mg/kg; Zn, 200 mg/kg; Mn, 240 mg/kg; Co, 2 mg/kg; Se, 0.6 

mg/kg; I, 2.5 mg/kg.
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Table 2. Calculated nutrient and amino acid compositions (as-fed basis)

Item
Dietary microalgae concentration (%)

0 0.5 1.0 1.5

Calculated value

AME1 (kcal/kg) 3006.5 3006.5 2965.8 2945.4

Crude protein (%) 23.00 23.00 23.00 23.00

Calcium (%) 0.96 0.96 0.96 0.96

Phosphorus (%) 0.48 0.48 0.48 0.48

Amino acids (%)

Arg 1.373 1.373 1.373 1.373

His 0.520 0.520 0.520 0.520

Ile 0.860 0.860 0.860 0.860

Leu 1.561 1.561 1.561 1.561

Lys 1.285 1.285 1.285 1.285

Met 0.518 0.518 0.518 0.518

Cys 0.446 0.446 0.446 0.446

Phe 0.932 0.932 0.932 0.932

Thr 0.865 0.865 0.865 0.865

Trp 0.236 0.236 0.236 0.236

Val 0.962 0.962 0.962 0.962
1 AME, apparent metabolizable energy.

Table 3. Primers used in this study

Genes Forward sequence Reverse sequence Size 
(bp)

Annealing Tm 
(℃) Accession number

IL1β TCGACATCAACCAGAAGTGC GAGCTTGTAGCCCTTGATGC 185 60 NM_204524.1

IL2 TTGGCTGTATTTCGGTAGCA TCCTGGGTCTCAGTTGGTGT 163 60 NM_204153.1

IL6 CTCCTCGCCAATCTGAAGTC GGATTGTGCCCGAACTAAAA 164 60 NM_204628.1

IL17A GTGCCCATCAAACAGGAGAT GCTGTTAGGCAAGGCAGTTC 188 60 NM_204460.1

IL18 AGAGCATGGGAAAATGGTTG TCTTCCTCAAAGGCCAAGAA 168 60 NM_204608.1

IL22 TGGGTTGTCTTCTGCTGTTG AGGTGTAGGTGCGATTCCTG 154 60 NM_001199614.1

CCR2 CTGCCCATGACTGGATTTTT GGTGAGGATGCCGTAGGTAA 176 60 NM_001045835.1

CCR7 ACCAATGTGCCTGATGTGAA CTGATACGGCTGGAGAGGAG 185 60 NM_001198752.1

CCR9 GTGCCTCCCTGAGATCATGT TGGATGATCAGGGTGTAGCA 180 60 NM_001045840.1

ITGA4 TGCACCTGGAAGCTACTCCT CTTTTGGTGGTGCACTCCTT 164 60 XM_421974.6

GAPDH GTCCTCTCTGGCAAAGTCCAAG TCACAAGTTTCCCGTTCTCAGC 139 60 NM_204305.1
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(4) ELISA 분석

ELISA는 Sandwich ELISA 방법을 사용하여 혈액 내 중
요 사이토카인인 IL-1β와 IL-6의 농도를 조사하였다. ELISA 
과정을 간략히 요약하면, immuno plate(SPL, Pocheon, 
Korea)에 capture antibody인 Rabbit anti chicken IL-1β 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)와 Rabbit anti chicken IL-6 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 4℃에서 16시간
이상 보관 후 다음날 washing buffer(0.05% Tween-20 in 
PBS)로 3회 세척후 blocking buffer(1% BSA in PBS)를 1시
간동안처리하였다. 3회 세척이후육계로부터분리한혈청
을 적정 농도로 희석 후 plate에 분주하고 상온에서 2시간
정치하였다. 3회 세척 과정을 진행하고 detection antibody인
Goat anti Rabbit IgG(H/L): HRP(Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA)를 분주하고 1시간 정치한 다음 stop solution(2N 
H2SO4)를분주하여반응을중지시켰다. 그후흡광도를측정
하기위해서 AMR-100 Microplate reader(Bioand, Namyangju, 
Korea)를 사용하여 450 nm의 파장에서 측정하여 육계 혈액
내의 사이토카인의 양을 상대 정량하였다.

2) 통계분석

사료내미세조류첨가에따른성장성및 면역지표변화에

대한 결과의 통계 분석은 SAS 9.4(SAS, 2002)의 MIXED 
procedure를 이용하여분산분석을 실시하였다. 통계 분석 시
고정효과는실험처리구였고, 체중에따른 block은임의효과
로 설정하였다. 실험의 단위는 케이지(cage)로 하였다. 사료
내 미세조류 첨가수준에 따른 성장성 및 면역지표의 변화는

직교다항대비(orthogonal polynomial contrast)를 통해 분석하
였다. 모든 통계분석의 유의성은 0.05<P<0.1일 경우 경향이
있다고 판단하고, P<0.05일 경우 유의하다고 판단하였다.

결과 및 고찰

미세조류는 영양학적 가치가 높은 카로테노이드(carote-
noids), 엽록소, 비타민 등이 함유되어 있어 오래 전부터 건
강보조식품으로 사용되어 왔고, 최근에는 다양한 산업분야
에서 활용되고 있다. Combs(1952)는 육계사료내 Chlorella 
첨가가 양질의 영양소를 공급해주는 원료가 될 수 있을 것

이라고 보고했다. 사료내 클로렐라의 첨가에 따른 육계의
성장(Kang et al., 2013), 면역 반응(An et al., 2016) 및 장내
미생물 균총의 변화에 긍정적인 영향에 대한 연구결과가 보

고된 바 있다(Kang et al., 2013). 또한, 여러 축종(반추동물, 

단위동물및토끼등)에서성장증진 및면역력 강화를 위한
사료첨가제로서 사용하기 위한 기초연구 및 자료조사가 활

발히 진행 중이다(Madeira et al., 2017). 본 실험에서 사용한
미세조류(Parachlorella sp.)의 영양소 수준은 Chlorella 
vulgaris powder extract(Kang et al., 2013)와 비교했을 때 비
슷한 단백질(59.3% vs. 60.6%) 수준을 보인 반면, 낮은 조섬
유(2.91% vs. 13.0%)와 지방(1.05% vs. 12.8%) 함량을 갖는
것을 보였다(Table 4). 본 연구는 사료내 미세조류의 첨가수
준에 따른 초기육계의 성장성과 면역반응에대한 변화를 알

아보기 위해 직교다항대비를 이용하였고, 사료내 미세조류
첨가량의 증가가 성장과 면역반응에 대해 선형 또는 2차 곡
선적인 변화를 보이는지 확인하였다.

1. 사료내 미세조류 급이에 따른 사양성적 변화

본 연구에서 사료내 미세조류 0.5∼1.5%의 첨가는 초기
육계의 증체량, 사료섭취량, 사료효율및 사료요구율에 영향
을 미치지 않는 것으로 나타났다(Table 5). 현재까지 본 연
구에 사용된 것과 동일한 미세조류를 육계 사료에 첨가한

연구는 전무하여 직접적인 비교는 어렵다. 하지만 다양한 미
세조류를사료에첨가한연구들에서본연구와유사한결과를

보여주었다. Petrolli et al.(2019)은 미세조류(Schizotrichium 
spp.)를 0.5∼2.0% 첨가시킨 사료를 35일 동안 급이한 육계
에서 증체량, 사료섭취량 및 사료요구율에 대한 미세조류의
영향은 나타나지 않은 것으로 보고하였다. 또한, Rezvani et 
al.(2012)은 육계사료내 Chlorella vulgaris를 0.07%, 0.14%, 
및 0.21% 첨가하여 42일 동안 급이했을 때 실험 전 기간 동
안 증체량에 영향을 미치지 않았다고 보고하였다. 하지만
본 연구의 결과와 상반되는 결과를 보고한 연구도 있었는

데, Kang et al.(2013)은 1%의 Chlorella를분말과액체로급이
하였을경우, 급이형태와상관없이육계의성장이미세조류의

Table 4. Analyzed nutrient compositions of microalgae powder 
used in the current study (%, dry matter basis)

Item Microalgae

Crude protein 59.33

AEE1  1.05

Crude fiber  2.91

Ash  5.23

Phosphorus  0.88
1 AEE, acid-hydrolyzed ether extract.



An et al. : Parachlorella sp. Supplementation on the Growth and Immunity of Broilers 55

첨가에 의해 개선되는 결과를 보고하였으며, Englmaierova et 
al.(2013)은 25∼39주령산란계사료내 1.25%의 Chlorella sp. 
첨가가 대조구에 비해 사료요구율을 감소시켜 개선된다고

보고하였다. 미세조류의 사료내 첨가가 가금의 성장에 미치
는영향이상반되는결과를보여주는것은아마도실험에사

용된동물의일령, 품종, 급이기간, 미세조류의 종류등의차
이가 원인이었을 것이라고 사료된다(Madeira et al., 2017).

2. 사료내 미세조류 급이에 따른 면역지표 변화

1) PBMC 내 주요 사이토카인 유전자 발현 양상

사료 내 미세조류 첨가에 따른 육계 혈액 내 PBMC의 주
요 사이토카인 발현 수준을 Table 6에 나타내었다. 본 연구
에서 사료내 미세조류의 첨가는 혈액내 면역세포의 주요 사

이토카인 유전자들의 발현량을 변화시켰다. 사이토카인은
주로 그들의 수용체에 따라서 type I family cytokine, type II 
family cytokine, IL-1 family cytokine family, IL-17 family 
cytokine 등으로 구분된다(Kawaguchi et al., 2004; Schwartz 

et al., 2016; Artlett, 2018). 본 연구에서는 type I family 
cytokine인 IL-2와 IL-6와 type II family cytokine인 IL-22, 
IL-1 family cytokine인 IL-1β와 IL-18, 마지막으로 IL-17 
family cytokine인 IL-17A의 mRNA 발현양상을확인하였다.

IL2와 IL6 유전자 발현량은 사료내 미세조류 첨가수준에
따라 각각 직선적(Linear; P=0.01) 증가 또는 직선적으로 변
화하는 경향(Linear; P=0.08)을 보였다. 이 두 사이토카인은
주로 T 세포에서 분비되며, IL-6는 일부 단핵 식세포, 섬유
아세포에서도 분비되기도 한다. 이들은 획득성 면역을 담당
하는 T 세포와 B 세포의 분화 및 증식, 활성화를 통해서 면
역반응을 유도한다(Feghali et al., 1997). 육계의 혈액 내 면
역세포에서 확인한 type II family cytokine 유전자인 IL22의
발현량은사료내 미세조류첨가 수준이 증가함에 따라 곡선

적인(Quadratic; P=0.06) 변화를 보였다. IL-22는 주로 Th17 
세포에서 분비되는 사이토카인이며, 주로 장관에서 병원성
미생물에 대한 항균 펩타이드 생산과 감염부위로 호중구를

불러모으는데 관여한다. 또한 장상피세포의 증식과 세포사
이에 밀착 연접단백질의 생산 등을 통해서 장관의 항상성

Table 5. Weight gain, feed intake, gain to feed ratio, and feed conversion ratio of birds fed diets containing different concentrations 
of microalgae1

Item
Dietary microalgae concentration (%)

SEM
P-value

0 0.5 1.0 1.5 Linear Quadratic

Weight gain (g/ for 7 d) 131 131 132 133 2.2 0.40 0.84

Feed intake (g/ for 7 d) 146 150 151 150 2.0 0.14 0.27

Gain to feed ratio (g/g) 0.90 0.88 0.88 0.89 0.017 0.75 0.33

Feed conversion ratio (g/g) 1.12 1.14 1.15 1.13 0.02 0.77 0.33
1 Each value represents mean of eight replicates per treatment.

Table 6. The effect of dietary microalgae concentration on the expression of cytokines in chicken peripheral blood mononuclear cells1

Item
Dietary microalgae concentration (%)

SEM
P-value

0 0.5 1.0 1.5 ANOVA Linear Quadratic

IL2 1.0 5.9  9.5 15.9 4.17 0.09 0.01 0.86

IL6 1.0 2.7 17.5  7.7 4.34 0.04 0.08 0.19

IL22 1.0 4.2 14.4  5.3 2.73 0.01 0.06 0.03

IL1β 1.0 1.5  2.2  3.6 0.92 0.23 0.05 0.62

IL18 1.0 1.7  4.2  4.9 1.14 0.05 0.01 1.00

IL17A 1.0 4.2 11.1  5.3 2.43 0.04 0.08 0.07
1 Each value represents the relative gene expression of mean of seven replicates per treatment.
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유지 및 완전성 등의 장관면역에 중요한 역할을 한다

(Valeria et al., 2016). 
IL-1 family cytokine인 IL1β(Linear; P=0.05)와 IL18(Linear; 

P=0.01)의 발현량은 사료내 미세조류 첨가수준이 증가함에
따라 직선적으로 증가하였다. 대식세포와 수지상세포 등의
항원제시세포에서 주로 분비되는 IL-1β와 IL-18은 염증조절
복합체(inflammasome) 형성에 의해 분비가 유도되며, 박테
리아 그리고 기생충, 프로토조아, 바이러스 등에 대한 다양
한 숙주 방어체계에 관여한다(Yasuda et al., 2019). 또한, 두
사이토카인들은 장상피세포와 장내미생물간의 상호작용에

관여하여장관면역의 항상성 유지 및 병원균 침투 저항성에

영향을 준다(Chudnovskiy et al., 2016; Chen 2017). 마지막
으로 IL-17 family cytokine 유전자인 IL17A의 발현량은 사
료내 미세조류 첨가 수준이 증가함에 따라 곡선적

(Quadratic; P=0.07)으로 변화하는 경향을 보였다. T 세포 중
의 한 종류인 Th17 세포에서 주로 분비되는 사이토카인인
IL-17A는 L. monocytogenes, Salmonella, Chlamydia 등의 병
원성 미생물에 대한 숙주방어에 필수적인 면역 요인으로 알

려져 있다(Li et al., 2018).
해당 연구에서 조사한 사이토카인들은 체면역뿐 아니라, 

장관면역조절과 깊은 관련이 있다. 그러므로 추후 연구에서
는 체면역을 넘어서 미세조류 급이에 따른 장관면역성상 변

화에 대한 연구가 필요할 것이라 판단된다. 

2) 혈액 내 사이토카인 수준

사료 내미세조류첨가에따른 육계 혈액 내 IL-1β와 IL-6
의 수준을 ELISA 기법을 이용하여 비교하였으며, 이를
Table 7에 나타내었다. 분석 결과는 전반적으로 qRT-PCR 
결과와 유사하였다. 혈액 내 IL-1β와 IL-6의 수준은 사료내
미세조류 첨가수준이 증가함에 따라 직선적으로 증가하였

다(Linear; P<0.01). qRT-PCR을 통한 mRNA 발현 분석결과
와 ELISA 분석 결과를 바탕으로 했을 때 사료내 미세조류

첨가는 초기 육계의 IL-1β와 IL-6 수준을 증가시키는 것으
로 보인다. IL-1β와 IL-6는 대표적인염증성 사이토카인들이
며 간에서 선천성 면역의 한 종류인 급성기단백질(acute 
phase proteins)의 생산을 유도하여 감염성 미생물을 직접 죽
이거나 면역반응을 조절한다(Zhou et al., 2016). 따라서 향
후 선천성 면역과 관련된 혈액내 다른 사이토카인이나 단백

질 수준에서의 연구와 미생물 감염과 면역조절물질의 기전

이해에 대한 연구가 필요할 것으로 판단된다.

3) PBMC 내 세포이동 관련 수용체 유전자 발현 양상

사료내 미세조류 첨가에 따른 육계 혈액 내 PBMC의 주
요 세포이동 관련 수용체 유전자 발현 수준 비교를 Table 
8에 나타내었다. 케모카인 수용체와 인테그린 수용체는 특
정 면역세포들이 동물 내 혈액에서 특정 조직으로 이동하

는데 중요한 작용을 한다(Hughes et al., 2018). 이는 면역세
포의 종류 및 활성도에 따라 다르게 나타나며 병원균 감염

부위로 면역세포가 효과적으로 이동하는데 필수적인 기전

을 제공한다. 그러므로 본 연구에서 사료 내 수준별 미세조
류 급이가 PBMC 내주요세포이동관련수용체유전자발
현에 미치는 영향을 조사하였다. 미세조류의 사료내 첨가는
CCR2, CCR7, CCR9 및 ITGA4의 유전자 발현을 증가시키
는 것을 본 연구에서 확인하였다. 육계 혈액내 면역세포의
CCR2 발현량은 사료내 미세조류 첨가수준이 증가함에 따
라 곡선적(Quadratic; P=0.05)으로 변화함을 보였다. CCR2
는 중요 면역세포 중 하나인 단핵구의 이동성(migration)에
중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Gautier et al., 
2009). CCR7의 발현량은 사료내 미세조류 첨가수준이 증
가함에 따라 직선적(Linear; P<0.01)으로 증가하는 것을 보
였다. CCR7은 케모카인(CCL19, CCL21)의 주요 수용체로
T 세포와 수지상세포를 림프절 등의 림프조직으로 이동시
키며, 림프조직에서 항체 반응 및 항원 특이적 T 세포 면역
반응을 유도하는데 기여한다(Comerford et al., 2013). CCR9

Table 7. The effect of dietary microalgae concentration on the level of cytokines in chicken blood1,2

Item
Dietary microalgae concentration (%)

SEM
P-value

0 0.5 1.0 1.5 ANOVA Linear Quadratic

IL-1β 73.4 73.2 75.9 78.6 0.91 <0.01 <0.01 0.10

IL-6 55.6 57.1 60.8 61.5 1.14 <0.01 <0.01 0.73
1 Each value represents the relative protein secretion of mean of eight replicates per treatment. 
2 The value of protein secretion of cytokine is calculated by percentage inhibition (PI) equation; PI = 100 — (Sample O.D value/Max 

O.D value) × 100.
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의 발현량은 사료내 미세조류 첨가수준의 증가에 따라 곡
선적인(Quadratic; P=0.03) 변화를 보였다. CCR9은 케모카
인 CCL25의 수용체로 소화장관의 면역항상성 유지와 밀접
한 연관이 있다. CCL25는 최초로 발견된 점막 케모카인이
며, 흉선과 소화장관에서 주로 발현되며, 골수로부터 흉선
으로의 전구체 T 세포를 이동 및 발달에 중요한 역할을 한
다. 특히 소화장관의 점막 상피세포에서 발현되며, 주요 림
프구인 CCR9+ T 세포의 소화장관으로의 이동을 유도하며
그 밖에도 다른 림프구와 수지상세포에서도 발현된다

(Hernández-Ruiz et al., 2017). 소화장관에 염증이 발생하였
을 때, 염증부위에서는 CCL25의 발현과 CCR9+ T 세포의
수가 증가하게 되며, 조절 T 세포(Regulatory T cell, Treg)
에 의해서 염증반응이 조절된다(Evans-Marin et al., 2015). 
인테그린 수용체 유전자인 ITGA4의 유전자 발현량은 사료
내 미세조류 첨가수준이 증가함에 따라 곡선적(Quadratic; 
P=0.03)으로 변화함을 보였다. ITGA4는 다양한 면역세포가
발현하는 인테그린 α4β7복합체에 포함되는 유전자로 소화
장관으로 단핵구를 이동시키거나, 장관내의 장상피세포의
상처를 치유하는 등의 소화장관내의 항상성 유지에 중요한

역할을 한다고 알려져 있다(Schleier et al., 2020). 사이토카
인을 포함한 세포 이동성 관련 수용체는 면역세포의 활성

및 종류에 따른 다른 수준의 발현 양상을 나타낸다. 그러므
로 초기 육계 사료 내 미세조류의 첨가가 이러한 수용체들

의 발현을 증가시킨 것은 미세조류 섭취가 육계의 혈액 내

면역세포 활성을 증진시켰거나, 혈액 내 면역세포 분포에
변화를 유도하였기 때문으로 보인다.
해당 연구에서 조사한 육계 혈액내 면역반응들은 병원성

미생물 같은 감염성 질병 요인들에 대항하는데 중요한 요인

들이다. 또한, 전체 면역체계 중에서 대부분을 차지하고 있
는 장관면역을 다양한 방식으로 조절하는 면역 요인들이기

도 하다. 연구결과를 통해서 초기 육계 사료내 적정 수준의

미세조류 첨가는 육계의 면역체계 발달을 촉진하거나, 면역
반응을 자극할 가능성이 있는 것으로 보인다. 하지만 초기
육계의 혈액 내 면역반응은 다양한 환경요인에 영향을 받으

므로 사료내 미세조류 첨가가 육계 면역에 미치는 영향을

정확히 이해하기 위해서는가장 먼저 미세조류에 포함된 유

용한 성분들을 분석하여 미세조류 내 특정 기능성 물질의

면역기능 조절성에 대한 이해가 필요하다. 또한, 향후에는
유세포분석기를 이용한 육계의 혈액 및 소화장관 내 면역세

포의 분포나 기능적 특성 조사가 필요할 것으로 생각된다. 
또한, 미세조류 첨가에 따른 면역변화를 확인하기 위해 분
리된 면역세포에 Lipopolysaccharide 등의 항원에 반응성을
비교하는 In vitro 연구와 초기 육계에 미세조류가 포함된
사료 급이 시에 특정 항원 자극 모델을 통해 특이적 면역반

응을 확인하는 In vivo 연구와 같은 보다 세밀한 연구가 필
요할 것으로 보인다.

결 론

본 실험의 결과, 초기 육계 사료내 0.5∼1.5%의 토착미세
조류(Parachlorella sp.) 첨가는 초기 육계의 성장성에는 영
향을 미치지 않았지만, 혈액내 PBMC에서일부사이토카인
과 주요 세포이동 관련 수용체 유전자의 발현을 증가시켰

다. 따라서 이러한 미세조류의 닭사료 내첨가는 육계의 면
역을 직접적 또는 간접적으로 조절하여 닭 건강 증진용 사

료첨가제로의 활용이 가능성이 있을 것으로 사료된다. 
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Table 8. The effect of dietary microalgae concentration on expression of cell migration receptors in chicken peripheral blood 
mononuclear cells1

Item
Dietary microalgae concentration (%)

SEM
P-value

0 0.5 1.0 1.5 ANOVA Linear Quadratic

CCR2 1.1  3.9 14.9  1.4  4.08 0.07 0.52 0.05

CCR7 1.1  6.4 10.7 10.4  2.19 0.01 <0.01 0.20

CCR9 1.1 18.0 61.9 13.6 14.19 0.02 0.21 0.03

ITGA4 1.0  6.0  4.4  2.9  1.43 0.10 0.52 0.03
1 Each value represents the relative gene expression of mean of seven replicates per treatment.
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