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ABSTRACT

  In this study, hatched male broiler chicks (Ross) were fed on a basal diet and LPS was administered via 
intraperitoneal injection three times every other day, on the 9th, 11th and 13th days of the experiment, and 
then PBMC and splenocytes were isolated on day 14. The degree of alama blue reduction was evaluated 
at 4, 24, 48, 96 and 120 h in the splenocytes, and at 4, 8, 12, 24 and 48 h for PBMC of incubation 
after the addition of alama blue solution to the media. The cell numbers used in this experiment were 103, 
104 and 105 cells per well, and the con A levels were 0.0, 1.0, 5.0, and 10.0 per ml of medium. 1. 
The degree of alama blue reduction was found to increase in a linear fashion with increasing incubation 
time and cell numbers, for both splenocytes and PBMC. 2. During acute phase response, the degree to 
which alama blue was reduced was significantly elevated (p<0.05) at an incubation time of 24 hr for the 
splenocytes, 4 hr for PBMC, and a cell number of 105 cells per well, respectively. 3. The raised reduction 
of alama blue to control was linear with Con A levels in  medium, and higher reduction  in Con A 10.0 

relative to 1.0 or  5.0 in ml medium was shown 4. The medium with autologous serum evidenced 
a significantly (p<0.05) higher reduction of alama blue relative to FBS. 5. Splenocytes and PBMC from 
the LPS-injected birds evidenced significantly higher levels of alama blue reduction regardless of incubation 
time, number of cells, level of Con A added, or serum type, as compared with what was observed in 
normal birds.  
  The results indicated that the assay conditions for proliferative activity using the alama blue method in 
birds in which the acute phase response had been activated via intraperitoneal LPS injection requires 4 hrs 
of incubation for PBMC, 24 hrs of incubation for splenocytes, and 10 of Con A per ml of medium.
(Key words : Reduction of alama blue, Acute phase response, Proliferation of splenolcyte and PBMC, 

Broiler chicks)

. 서    론

  조류의 면역계는 여러 종류의 면역세포들에 
의해 조절되어, 단구세포(monocyte), 헤테로필

(heterophyll), 대식세포(macrophage) 및 NK세포
(natural killer cell)들은 선천성 면역, 그리고 T 
임파구, NK 세포 및 대식세포는 세포성 면역, 
한편 B 임파구는 항체를 생산분비하는 체액성
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Fig. 1. Resazurin and resorufin structure.

면역에 관여한다. 세포성 면역과 체액성 면역
은 획득면역으로 분류된다(Erf, 2004). 동물에서 
세균이나 바이러스 등 외부 항원의 침입에 의
한 염증반응은 처음에 선천성 면역 반응으로 
방어되고, 시간이 지나면 면역세포들이 기억한 
획득 면역 반응에 의하여 조절된다(Abbas, 
2000). LPS (lipopolysaccharide)는 그람 음성균 
세포 외벽의 활성성분으로(Chaby, 1999), 면역
세포의 LPS 수용체인 TLR (Toll-like receptor)과 
반응한다(Poltrack 등, 1998). LPS는 동물의 선
천성 면역반응과 획득 면역반응을 실험적으로 
활성화하여 염증반응을 모델화하기 위하여 오
랫동안 이용되어 왔다(Verdrengh와 Tarkowski, 
1997).  

본 연구실에서 실시한 LPS 주입에 의한 면
역반응 활성화는 생산성을 감소시키고, 선천성 
면역 및 세포성 면역에 영향을 미쳤다. LPS 주
입에 의한 면역반응의 활성화는 크릴 밀이 단
계적으로 함유된 사료(고 등, 2004; 임 등, 
2003; 박 등, 2004) 또는 미역분말이 함유된 사
료(고 등, 2005)를 급여한 육계병아리에서 일당 
증체와 사료섭취량을 감소시켰다. 이때 증가하
는 간장과 비장 무게는 면역반응의 활성화로  
면역세포의 증식에 의한 것이다. 또한 LPS 주
입은 크릴 밀(임 등, 2003) 그리고 미역분말(고 
등, 2005)을 급여한 육계병아리에서 뇨산 배설
량의 증가로 질소밸런스를 감소시켰다. LPS에 
의한 면역반응은 크릴 밀 급여시(박 등, 2004) 
그리고 미역사료 급여시(이 등, 2005) 육계병아
리의 항산화계(선천성 면역)에 영향을 미쳤다. 
한편 LPS 면역 활성화는 PHA-p에 대한 세포성 
면역반응을 증가시켰다(고 등, 2004). 그러나 
PHA-p 반응에 의한 in vivo 세포성 면역평가는 

가능하나, 캘리퍼스의 눈금측정에 의한 것으로 
오차범위가 너무 커서 급여사료(영양소)가 세포
성 면역에 미치는 영향평가는 불완전하였다. 
따라서 세포성 면역에 미치는 급여사료의 영향
을 평가하기 위하여 in vitro에서 비장세포와 
PBMC의 증식도 평가가 중요하다고 판단하였
다. 본 연구는 alamar blue 법으로 세포성 면역
을 평가하기 위한 비장세포와 PBMC 증식도의 
측정조건을 검토하였다.

Alamar blue법은 산화환원 지시약인 alamar 
blue (resazurin)가 세포에 의해 resorufin으로 환
원되는 양을 측정하는 것이다 (Ansar Ahmed 등, 
1994). 증식중인 세포는 청색의 산화형 resazurin
를 적색의 환원형 resorufin로 환원하며, 이 양
은 세포의 증식도를 반영한다 (Ansar Ahmed 등, 
1994; de Fries와 Mitsuhashi, 1995). O'Brien 등
(2000)은 NMR을 이용하여 환원된 resorufin의 
구조(Fig. 1)를 직접 확인하였다.
  Alamar blue 법은 사람(de Fries와 Mitsuhashi, 
1995)과 동물(Ansar Ahmed 등, 1996; Gogal 등, 
1997; Zhi-jun 등, 1997)의 임파구 증식도 측정
에 MTT와 3H-thymidine법을 대신하여 이용되고 
있다. Gogal 등(1997)은 가금에서 alamar blue법
으로 측정한 Con A의 농도를 달리하여 자극한 
T 임파구 증식도 변화가 3H-thymidine 법으로 
측정한 값과 유사하다고 하였다. 이 법은 세포
배양액에 alamar blue를 직접 첨가하는 것 외
에 다른 조작을 하지 않고 비용도 저렴하다
(Nakayama 등, 1997). 또한 증식도 측정시에 
3H-thymidine 법 (Schlager와 Adams, 1983)이나 
MTT 법(Denizot와 Lang, 1986)과 달리 세포를 
용해시키지 않으며 또한 세포독성이 없어서 사
용된 세포들을 다른 분석에 다시 이용할 수 있
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Table 1. Composition (g/kg) of basal diet and 
experimental diet (NRC, 1994)

Ingredients g/1000g

Ground yellow corn (8.8% Protein)
Soybean meal (48.5% Protein) 
DL-Methionine
Soybean oil
Choline HCl (50 %)
(Iodized) Salt
CaCO3

CaHPO4 2H2O
Vitamin mix 1)                     
Mineral mix 2)  

596
355
  2.5
  5.0
  1.5
  5.0
 10.0
 20.0
  2.5
  2.5

Total 1,000g
1) Vitamin mix provided the following per kg diet 

vitamin K 0.55 mg, antioxidant 125 mg, vitamin E 
10 IU, vitamin D3 400 IU, vitamin A 1,500 IU, 
biotin 0.15 mg, folacin 0.55 mg, pyridoxine HCl 3 
mg, niacin 25 mg, Calcium panthothenate 10 mg, 
Riboflavin 3.6 mg, Thiamin. HCl 1.8 mg.

2) Mineral mix provided the following per kg diet 
MnSO4 H2O 170 mg, ZnSO4 H2O 110 mg, Ferric 
citrate 500 mg, CuSO4 5H2O 16 mg, Na2SeO3 0.2 
mg.

는 잇점도 있다(Gloeckner 등, 2001). 그러나 면
역 반응이 활성화한 가금의 면역세포 증식도 
측정에 관한 연구는 보고되지 않았다.

Alamar blue 법으로 면역세포의 증식도를 측
정할 때 보고된 alamar blue의 농도는 5% 
(v/v)(Pago 등, 1993; Lee 등, 2000)로부터 25% 
(v/v)(Gazzano-Santaro 등, 1997), 그리고 배양시
간은 2로부터 72시간(Back 등, 1999; Nociari 등, 
1998; Ansar Ahmed 등, 1994) 까지이다. HL60
등 백혈병 세포 주에서는 alamar blue의 농도가 
10% (v/v)일 때 6시간 배양을 추천하고 있다
(Nakayama 등, 1997). 한편, Gloeckner 등(2001)
은 alamar blue 농도와 배양시간 (3일)에 따라 
CCRF-CEM, HL-60 및 REH 백혈병 세포주의 
성장이 억제된다고 하였다. 이러한 성적들은 in 
vitro 세포배양에 의한 증식도 측정 실험시 실
험 목적에 일치하는 배양조건을 결정해야 된다
는 것을 나타내고 있다. 

본 연구는 LPS 주입에 의한 면역반응이 활
성화한 육계병아리에서 alamar blue를 이용한 
면역세포 증식도 측정을 위한 배양조건들을 결
정하기 위하여 수행하였다. 면역반응이 활성화
한 육계병아리에서 채취한 면역세포의 증식도 
측정조건이 배양액 내 10%(v/v) 첨가한 alamar 
blue 환원량과 LPS 주입에 의해 면역반응이 활
성화한 육계병아리의 비장세포와 PBMC의 배
양시간, 세포수 및 Concanavalin A (Con A) 농
도의 상호작용을 조사하였다. 그리고 배양액 
중 혈청의 종류가 alamar blue 환원량에 미치는 
영향도 조사하였다.

. 재료 및 방법

1. 

본 연구에 이용된 alamar blue는 Serotec Co. 
(USA)의 제품이며, LPS, Histopaque 및 RPMI- 
1640 등의 시약은 Sigma aldrich (USA)사에서 
구입하였다. alamar blue 환원량은 Biotek Co.
(USA)사의 Powerwave XS기종 ELISA reader로 
측정하였다. 

2. 

갓 부화된 육계 수컷 병아리(Ross) 24수를 1
우리당 4수씩 6개 우리로 할당하여 1일령부터 
실험사료(Table 1)를 급여하여 2주간 사육하였
다. 물과 사료는 자유로 섭취하게 하였다. 실험
사료는 NRC 사양표준(1994)에 따라 조제하였
으며, 그 조성은 Table 1과 같다. 9, 11 및 13일 
령에 각 시험구의 절반인 3개 우리의 병아리에 
면역원인 Salmonella typhymurium LPS 용액을 
1수당 3.0ml(300 /수)씩 복강내에 주입하였
다. LPS는 PBS(pH 7.4) 1,000 ml에 Salmonella 
typhymurium LPS 100 mg을 용해하고, 0.22
필터로 여과 멸균하여 면역원으로 사용하였다.
 

3. PBMC 

마지막 LPS 주입 24시간 뒤인 14일 령에 각 
우리에서 임의로 선발한 육계병아리는 헤파린 
처리 주사기로 심장천자하여 혈액을 취하고, 
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경추골 분리로 희생시킨 후 복부 절개로 비장
을 적출하였다. 혈액 중 일부를 15 ml 튜브로 
옮겨 3,000 rpm, 15분간 원심하고 상등 액인 혈
장을 0.22 필터로 여과 멸균하였다. 분리한 
혈장은 2.5% 자가혈청 함유 RPMI-1640 배양액
(자가혈청 배양액) 조제에 이용하였다. 

혈액중 일부는 멸균 PBS로 2배 희석하고, 여
기에 동량(6 ml)의 비중액 (Histopaque, d = 1.077 
g/ml)을 넣고 2,000 rpm, 15분간 원심하였다. 혈
액 중 PBMC의 분리는 비중액과 배양액의 가
운데 부분에 형성된 buffy coat층을 취하여, 
RPMI-1640 2.5% FBS 함유 배양액(배양액)으로 
현탁하였다. 현탁액은 1,200 rpm, 10분간 원심
하여 상등액을 제거하고 얻어진 PBMC 펠렛층
에 3 ml의 배양액으로 현탁하였다. 현미경과 
Hemacytometer로 세포수를 측정하였다. 

4. 

비장은 비장세포를 분리하기 위하여 적출 후 
PBS가 든 50 ml 튜브에 담아 클린벤취로 옮긴 
뒤 페트리 접시에 담았다. 비장 위에 직경 200 

나일론 망을 얹고 배양액 3 ml를 넣어 주사
기 피스톤의 앞부분으로 비장을 으깨었다. 흘
러나온 비장세포 현탁액을 주사기로 흡입 후 
나일론 망위에 세게 분사하여 결합조직을 분리
하였다. 세포현탁액을 15 ml 튜브로 옮긴 뒤 동
량의 비중액을 넣고, 2,000 rpm에서 15분간 원
심하여 적혈구를 분리하였다. 원심 후 상등액
과 buffy coat 층을 조심스레 취하여 배양액으
로 현탁하였다. 현탁액을 1,200 rpm, 10분간 원
심하여 상등액을 제거하고 얻은 비장세포 펠렛
층은 3 ml의 배양액에 다시 현탁하였다. 현미경
과 Hemacytometer로 비장세포수를 측정하였다. 

5. alamar blue 

PBMC와 비장세포현탁액은 배양액으로 세포
수가 ml당 2.0 × 106개로 조정하였다. 현탁액은 
50 (세포 105개)을 96웰 플레이트(Nunc Co., 
Denmark)의 각 웰에 분주하고 37 , 5% CO2에
서 배양하였다.

PBMC는 배양 4시간째 웰당 Con A용액 (10 
/ml)을 40 씩 넣고, 16시간 더 배양한 뒤 

alamar blue (10%) 10 를 첨가하였다. alamar 
blue 첨가 4, 8, 12, 24 및 48시간 째에 각각 
ELISA 리더로 570 nm 흡광도에서 600 nm의 흡
광도를 뺀 값(광학밀도)을 측정하였다. 

비장세포는 배양 4시간째 PBMC 배양시와 
같은 농도의 Con A용액 40 를 넣고, 배양 24
시간 째에 alamar blue(10%) 10 를 첨가한 다
음 4, 24, 48, 96 및 120시간 째에 각각 PBMC
와 동일하게 광학 밀도를 조사하였다. 

6. alamar blue 

배양액으로 PBMC와 비장세포수를 조정하여 
96웰 플레이트에 각 웰당 103, 104 및 105개/50 

의 세포를 각각 분주하였다. PBMC는 37 와 
5% CO2에서 배양 4시간째 웰당 40 의 Con A
용액(10 /ml)을 첨가하고, 배양 20시간째에 
alamar blue(10%) 10 를 첨가하였다. 비장세포
는 PBMC와 같은 조건에서 배양하고, 같은 시
간에 같은 양의 Con A를 첨가 하였으나, 배양 
후 24시간째에 같은 양의 alamar blue를 첨가 
배양하였다. alamar blue 첨가 후 PBMC는 4시
간 그리고 비장세포는 24시간 배양한 뒤에 광
학밀도를 측정하였다. 

7. Con A alamar blue 

웰당 PBMC와 비장세포 105개/50 를 접종하
여 37 와 5% CO2에서 4시간 배양한 뒤에 각
각 Con A 0.0, 1.0, 5.0 및 10.0 /ml 농도의 용
액 40 를 첨가하여 배양하였다. alamar blue는 
PBMC는 배양 20시간째 첨가하고 4시간 더 배
양한 뒤에 그리고 비장세포는 배양 24시간째에 
첨가하고 24시간 더 배양 한 뒤에 광학밀도를 
측정하였다. 

8. alamar blue 

비장세포 현탁액은 두 개의 15 ml 튜브에 나
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누어 담아 1,200 rpm, 10분간 원심하여 얻은 펠
렛층을 각각 하나는 3 ml의 배양액으로 다른 
하나는 2.5% 자가혈청이 함유 한 RPMI-1640배
양액(자가혈청 배양액)을 첨가하여 현탁하였다. 
웰당 비장세포 105개/50 를 접종하고 37 와
5% CO2에서 4시간 배양한 뒤 Con A 10.0
/ml 용액 40 를 첨가하여 배양하였다. alamar 
blue는 비장세포 배양 24시간째에 첨가하여 24
시간 더 배양 한 뒤에 광학밀도를 측정하였다. 

9. 

  실험데이터는 LPS주입과 배양조건(배양시간, 
세포수, Con A 농도 및 혈청 종류)의 2원배치 
분산분석을 SAS프로그램의 GLM(general linear 
model) 법으로 주효과 및 상호관계를 조사하였
다. 주효과가 유의하면(p<0.05), 평균값 사이의 
유의차는 SAS의 최소 유의차 값으로 검정하였
고, p<0.10 값은 경향을 나타내는 것으로 하였
다. 

. 결  과

1. 

비장세포 또는 PBMC의 배양시간 경과와 첨
가한 alamar blue(alamar blue) 환원량의 관계를 
Fig. 2에 나타내었다. 비장세포와 PBMC에서 
alamar blue 환원량은 LPS 주입과 관계없이 배
양시간의 경과에 따라 비장세포(R2=0.980~0.898, 
n=15)는 120시간까지 PBMC(R2=0.762~0.851, n= 
15)는 48시간까지 직선적으로 증가하였다. LPS
를 주입한 육계 병아리의 비장세포를 배양할 
때 alamar blue 환원량은 대조구에 비해 배양 
24시간째부터는 유의하게 (p<0.05) 증가하였고 
그 이후는 배양시간과 관계없이 높았다. 

LPS를 주입한 육계 병아리의 PBMC를 배양
할 때 alamar blue 환원량은 대조구에 비해 배
양 4시간째부터는 유의하게 (p<0.05) 증가하여 
그 차는 시간 경과에 따라 증가 하였으며 배양 
48시간째에 그 차이가 가장 큰 것으로 나타났
다. 

2. 

alamar blue 환원량에 미치는 비장세포와 
PBMC의 세포수의 영향을 Fig. 3에 나타내었다. 
alamar blue 환원량은 비장세포와 PBMC 세포
수에 따라 LPS 주입과 관계없이 직선적으로 증
가하였다 (R2=0.999). alamar blue 환원량은 103

개에 비하여 104개 세포를 이용할 때 증가하는 
경향이 있었으나, 이들에 비해서 웰당 105개의 
비장세포 또는 PBMC를 접종했을 때 유의하게
(p<0.05) 높았다. LPS 주입한 육계 병아리의 비
장세포 또는 PBMC는 웰당 105개를 접종하였을 
때 대조구에 비해서 유의하게 (p<0.05) 높았다. 

3. Con A 

비장세포와 PBMC의 증식을 자극하기 위하
여 첨가한 Con A 농도가 alamar blue 환원량에 
미치는 영향을 Fig. 4에 나타내었다. 

비장세포와 PBMC 증식중에 Con A 첨가는 
첨가하지 않은 것(0 /ml)에 비해 alamar blue 
환원량을 유의하게(p<0.05) 증가시켰다. 그러나 
LPS를 주입한 육계병아리에서 취한 비장세포
에서 alamar blue 환원량은 대조에 비해서 배양
액중 Con A 농도에 관계없이 유의하게 높았다. 
LPS 주입시와 대조사이의 alamar blue 환원량의 
차이는 배양액중 Con A 농도의 증가에 따라 
더 커져서 10.0 /ml일 때 가장 많았다. LPS를 
주입한 육계병아리에서 취한 비장세포와 PBMC
에서 alamar blue 환원량은 배양액중 Con A 농
도가 ml 당 10.0 일 때 1.0과 5.0 에 비해 
유의하게(p<0.05) 높았으나, Con A 농도 1.0 와 
5.0 /ml 첨가 사이에는 차이가 없었다. 한편 
대조에서는 alamar blue 환원량이 Con A 농도
에 의해 유의하지 않았으나 10 /ml일 때 가장 
높아지는 경향이 있었다. 

4. 

비장세포에서 RPMI-1640 자가혈청 배양액(자
가혈청배양액)이 alamar blue 환원량에 미치는 
영향을 Fig. 5에 나타내었다. 자가혈청 배양액
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Fig. 2. Relationship of alamar blue reduction with incubation time in splenocytes (A) and 
PBMC (B) of male broiler chicks injected with LPS. 

       Values are mean±SE of 3 birds. a e : Means with different superscripts among incubation time of 
same treatment, and * : means between Non and LPS in same incubation time differ significantly at 
p<0.05, respectively. Alamar blue reduction is differences between optical density at 570 and 600 nm 
and determined in 105 cells/well of splenocyte or PBMC stimulated with 40 μl of Con A (10 μg/ml 
media) at 4 h after seeding. 

은 FBS 첨가 배양액 (배양액)에 비해 alamar 
blue 환원량을 유의하게 (p<0.05) 높였다. LPS 
주입은 배양액중 혈청의 종류에 관계없이 대조
구에 비해 높은 alamar blue 환원량을 나타내었
다(p<0.05). 

. 고    찰

1. 

In vitro 상에서 세포의 증식도는 방사성동위
원소를 함유한 화학물질 (3H-thymidine)이 세포

분열 중 세포의 DNA 중축으로 3H thymidine이 
들어가는 것을 기초로 하는 방법으로 측정하는 
것이 가장 일반적이고 명확한 방법이다(Schlage
와 Adams, 1983). 방사성 동위원소 뉴클레오 타
이드(3H-thymidine) 사용은 취급자의 건강에 해
로울 수가 있고, 발생되는 폐기물은 환경오염
원이며, 노력을 집중적으로 해야 할 뿐만 아니
라, 특별한 장비가 요구된다. 최근 방사성 시약
들을 사용하지 않는 여러 가지 비방사성 세포 
증식도 측정법이 개발되고 있다. 이 중에는 미
토콘드리아 효소들에 의해 tetrazolium 화합물이 
환원되어 형성되는 포르마잔 (formazan) 양을 



Im et al. ; Proliferation Assay of Splenocytes and PBMC with Alamar Blue

－   －219

(A)

a

b
b

a*

b
b

R
2
 = 0.999, n=9

R2 = 0.999, n=9

-0.25

-0.20

-0.15

-0.10

-0.05

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0 1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Cell number (X10
3
)

O
.D

. 
d
if
fe

re
nc

e

LPS

Non

(B)

b
c

a

b
b

a*

R2 = 0.999, n=9

R2 = 0.9993, n=9

-0.20

-0.10

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0 1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Ce ll number (X103)

O
.D

. 
d

if
fe

re
nc

e

LPS

Non

Fig. 3. Relationship of alamar blue reduction with cell numbers in splenocytes (A) and PBMC 
(B) of male broiler chicks injected with LPS.

       Values are mean±SE of 3 birds. a~c : Means with different superscripts among incubation cell number 
of same treatment, and * : means between Non and LPS in same cell number differ significantly at 
p<0.05, respectively. Alamar blue reduction is differences between optical density at 570 and 600nm 
and determined in splenocytes for 48 h and PBMC for 24 h incubation stimulated with Con A (10 μg/ 
ml) at 4 hours after seeding. 

측정하는 증식도 평가법들이 있다. Tetrazolium 
화합물에는 MTT (3-[4,5-Dimethylth-iazol-2-yl]-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide, Mosmann, 1983; 
Denizot와 Lang, 1986), XTT (2,3-bis[2-Methoxy- 
4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-ca-rboxanilide, 
Goodwin 등, 1995), MTS (3-[4,5-dimethylthiazol- 
2-yl]-5-[3-carboxymethoxyphenyl]-2-[4-sulfophenyl]- 
2H-tetrazolium, Goodwin 등, 1995) 및 INT 
(2-[4-Iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-pheny-ltet- 
razolium chloride, Bernabei 등, 1989) 등이 있다. 
또한 BrdU (5-bromo-2-deoxyuridine)이 DNA와 
결합된 양을 BrdU 항체로 정량하는 방법

(Porstmann 등, 1985), Hoechst 33258 DNA 염색
방법(Begg와 Mooren, 1989), 그리고 ATP 생물
발광법(ATP bioluminescence, Squatrito 등, 1995) 
등으로 세포증식도가 측정되어 왔다. 이 증식
도 측정법들은 비용과 노력이 많이 소요되는 
한편 세포를 용해하므로 증식도 측정 세포들을 
다른 분석에 이용할 수 없다는 단점이 있다. 

반면에 alamar blue(alamar blue) 세포증식도 
측정법은 세포를 용해시키지 않으므로 임파구
들을 항체 또는 싸이토카인 생성 연구에 다시 
이용할 수 있는 장점이 있다. alamar blue법은 
산화환원 지시약인 alamar blue(resazurin)가 세
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Fig. 4. Effect of concanavalin A (Con A) levels on the alamar blue reduction during 
splenocytes (A) and PBMC (B) proliferations in male broiler chicks injected with LPS. 
Values are mean±SE of 3 birds. a~c : Means with different superscripts among Con A levels of same 
treatment, and * : means between Non and LPS in a same Con A level differ significantly at p<0.05, 
respectively. Alamar blue reduction is differences between optical density at 570 and 600 nm and 
determined in 105 cells/well of splenocytes for 48 h or PBMC for 24 h incubation, respectively.

포에 의해 resorufin으로 환원되는 양을 측정하
는 것이다(Ansar Ahmed 등, 1994). 증식중인 세
포는 청색의 산화형 resazurin를 적색의 환원형 
resorufin로 환원하며, 이 양은 세포의 증식도를 
반영한다(Ansar Ahmed 등, 1994; de Fries와 
Mitsuhashi, 1995). alamar blue법은 세포에 대한 
약물효과와 독성연구(Sawabe 등, 1996; Lee 등, 
2000) 및 사람(de Fries와 Mitsuhashi, 1995)과 동
물(Ansar Ahmed 등, 1996; Gogal 등, 1997; 
Zhi-jun 등, 1997)에서 MTT와 3H-thymidine법을 
대신하여 임파구의 증식도 측정에 이용되고 있
다. Gogal 등(1997)은 가금에서 Con A의 농도
를 달리하여 자극한 T 임파구 증식도 변화를 

alamar blue 법과 3H-thymidine 법과 비교하여 유
사하다고 하였다. 

2. Alamar blue 

본 연구는 세포배양액에 alamar blue 용액 
10%(v/v)가 함유되었을 때 alamar blue 환원량
에 미치는 배양시간, 세포수, Con A 농도 및 
자가 혈청 배양액의 영향을 조사하였다. 

alamar blue 환원량의 측정은 alamar blue 첨
가 후 Ansar Ahmed 등(1994)은 가금 임파구의 
경우 48시간이, Zhi-jun 등(1997)은 마우스 임파
구의 경우 24시간 그리고, Nakayama 등(1997)
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은 백혈구 세포주의 증식도 측정시 6시간이 가
장 적절한 배양시간이라고 하였다. 본 연구에
서 alamar blue 환원량은 배양 4시간째부터 비
장세포는 120시간까지, PBMC는 48시간까지 측
정하였다. alamar blue 환원량은 비장세포와 
PBMC의 배양시간 경과에 따라 유의하게
(p<0.05) 증가하였다. 본 연구에서 LPS로 면역
반응을 자극하였을 때 alamar blue 환원량은 비
장세포는 배양 24시간 그리고, PBMC는 4시간
이후부터 대조구에 비해서 유의하게 증가하였
다. 이것은 alamar blue 환원량을 측정하는데 
LPS로 면역반응이 활성화한 가금에서는 비장
세포는 첨가 후 24시간 그리고, PBMC는 4시간
이상 배양해야 된다는 것을 나타낸다. 

이러한 결과는 증식도 측정시 alamar blue가 
면역세포들의 증식에 영향을 미치지 않고 그 
색상만 변했다는 것을 나타낸다. 가금 임파구
(Ansar Ahmed 등, 1994)에서 그리고 인간의 B 
임파구 세포주인 WILL-2 세포주 (Gazzano- 
Santoro 등, 1997)에서 alamar blue 첨가는 
trypan blue 염색으로 평가한 생존율을 감소시
키지 않았다. 또한 Zhi-jun 등(1997)은 alamar 

blue에 노출된 설치류 비장 임파구는 노출되지 
않은 것과 비교하여 염색체 변형이나 사이토카
인 mRNA 발현에 차이가 없다고 하였다. 

3. 

Nakayama 등(1997)은 alamar blue를 이용한 
포유류의 백혈구 세포주인 HL-60, K-562 및 
MOLT-4의 증식도 측정시 웰당 세포수가 
0.5~5.0 × 104개에서 가장 높은 alamar blue 환원
량을 얻었다. 한편 Zhi-zun 등(1997)은 5 × 105 
개/웰의 C57BL/6 마우스의 비장임파세포를 이
용하였다. 본 연구에서 alamar blue 환원량은 
비장세포와 PBMC에서 세포수의 증가에 따라 
직선적 (R2=0.999)으로 증가하여, 105개 접종시 
LPS 주입은 대조에 비하여 유의하게(p<0.05) 
높았다. 본 연구는 면역반응이 활성화한 가금
에서 비장세포와 PBMC의 증식도 측정시 
alamar blue 용액 10% 첨가되는 경우 면역세포
는 웰당 105개 접종이 필요하다는 것을 나타낸
다. 비장세포 또는 PBMC 105개는 Nakayama 등
(1997) 보다는 많고, Zhi-zun 등 (1997) 보다는 
적었다. 이것은 본 연구에서는 면역반응이 활
성화 된 가금에서 면역세포를 취했다는 실험 
조건의 차이를 반영하는 것으로 생각되었다. 
그러나 본 연구에서 적정 세포수를 결정하기 
위해서 alamar blue 환원량에 미치는 웰당 
alamar blue 농도와 세포수의 상호작용의 검토
는 실시되지 않았다. 

4. Con A 

Con A는 T 임파구의 증식을 자극하는 물질
로(Cochet 등, 1997), T 임파구의 증식도 평가에 
의한 세포성 면역을 평가하기 위하여 배양액에 
첨가된다. 그러나 Con A의 농도가 높으면 세포
독성이 나타나므로(Ralph, 1976), 면역세포 증식
도 측정시에는 배양액 중 Con A 첨가농도의 
결정은 중요하다. 

Zhi-zun 등(1997)은 C57BL/6 마우스의 비장세
포를 여러 가지 Con A 농도의 배양액에서 72
시간 배양 중 마지막 24시간에 alamar blue를 
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첨가하여 배양하였다. 흡광도차, 형광광도 및 
대조로 3H-thymidine의 흡입량으로 세포의 증식
도를 측정하였다. 그 결과 배양액중 10 /ml일
때에 흡광도차, 형광광도 및 방사성 동위원소
의 활성측정 모두 가장 높았고, 그 이후 20
/mll 까지 계속 낮아진다는 것을 발견하였다.

본 연구에서 비장세포와 PBMC는 배양액내 
Con A의 농도를 ml 당 0.0, 1.0, 5.0 및 10.0
으로 첨가하여 배양하였다. alamar blue 환원량
은 Con A 농도에 따라 직선적으로 증가하여 
10 /ml에서 가장 높고, Zhi-jun 등 (1997)의 연
구결과와 일치하였다. 본 연구에서는 10.0 /ml
이상의 Con A를 첨가하지 않았으나, alamar 
blue 환원량이 설치류 비장세포의 증식도 측정
시 배양액중 Con A 농도가 10 /ml 이상일 때 
20 /ml까지 계속 감소하는 것은 Con A의 세
포독성을 나타내는 것이라고 하였다(Zhi-jun 등, 
1997). LPS를 주입한 육계병아리에서 분리해 
낸 비장세포와 PBMC증식에 의한 alamar blue 
환원량은 Con A 10 /ml 첨가시 대조구에 비
해서 가장 높았다. 따라서 면역반응이 활성화
된 가금의 비장세포와 PBMC의 증식도 측정시 
Con A의 농도는 배양액에 10.0 /ml 첨가가 
적당하다는 것을 나타낸다. 

5. 

혈청은 세포의 성장에 필요하나 확실히 알 
수 없는 단백질, 미네랄 또는 IGF 같은 성장인
자들을 공급하기 위하여 배양액에 첨가한다
(Freshney, 1994). 무혈청 배양액(serum free 
media)도 있으나, 세포 배양에는 일반적으로 
FCS(fetal calf serum) 또는 FBS가 많이 이용된
다(Freshney, 1994). 본 연구는 in vitro 상에서 
세포가 동물체내에 있을 때와 유사한 배양환경
을 조성하기 위해 비장세포와 PBMC의 배양액
내 가금의 자가혈청을 첨가하여 배양하였다. 
alamar blue 환원량에 미치는 자가혈청 배양액
의 영향을 배양액과 비교하였다. 

본 연구에서 LPS를 주입하여 면역반응이 활
성화한 육계병아리의 비장세포는 혈청의 종류
에 관계없이 대조구에 비해 alamar blue 환원량

을 높였다(p<0.05). 그러나 자가혈청 배양액은 
배양액에 비해 alamar blue 환원량을 유의하게 
높였다. 이러한 결과는 자가혈청 배양액은 세
포의 증식을 증가시키는 물질이 함유되어 있다
는 것을 의미한다. 자가혈청 배양액에 함유된 
성장 인자의 내용은 잘 알 수 없으나 면역반응
이 활성화 한 가금에서 면역세포 증식도 측정
에는 자가혈청 배양액이 FBS 보다 더 효과적
이라는 것을 나타내었다. 

6. 

LPS 주입구에서 alamar blue 환원량은 대조구
에 비해 첨가 후 배양시간이 비장세포에서는 
24시간째부터, PBMC는 4시간째부터 유의하게 
높았다. 이것은 면역반응이 활성화한 가금에서 
취한 면역세포에서는 alamar blue 환원량을 정
확히 측정하기 위해서는 alamar blue 첨가 후 
비장세포는 24시간과 PBMC는 4시간 이상 배
양해야 가능 하다는 것을 나타낸다. 세포수와 
관련하여서는 LPS 주입구의 비장세포와 PBMC
수는 105개의 세포 접종시에 대조구에 비해 
alamar blue 환원량이 유의하게 높았다. 

본 연구의 결과를 종합하면, LPS 주입에 의
한 급성기 반응중인 가금에서 alamar blue를 이
용한 비장세포의 증식도 측정을 위해서는 
alamar blue 첨가 후 24시간이상 배양 그리고 
PBMC 증식도는 alamar blue 첨가 후 4시간이
상 배양해야 하고, 웰당 세포수 105개 그리고 
배양액 ml 당 10.0 의 Con A 농도가 적당하다
는 것을 나타내었다. 그리고 배양액내 혈청의 종
류에 관해서는 FBS에 비해 2.5% 자가혈청이 더 
비장세포의 증식도를 높인다는 것을 나타내었다.

. 요    약

급성기 반응중인 가금의 비장세포와 PBMC 
증식도를 alamar blue(alamar blue) 환원량으로 
측정하기 위한 조건들을 조사하였다. 갓 부화
한 육계병아리(Ross 종) 수컷에 기초사료를 급
여하고, 9, 11 및 13일령에 각각 복강내 LPS를 
주입으로 급성기 반응중인 14일령 육계병아리
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의 혈액에서 PBMC와 비장에서 비장세포를 분
리하였다. alamar blue 환원량은 비장세포에서
는 4, 24, 48, 96 및 120시간, PBMC는 4, 8, 12, 
24 및 48시간에 그리고 웰당 103, 104 및 105개
로 분배하고, 배양액 ml 당 0.0, 1.0, 5.0 및 
10.0 의 Con A를 첨가하며, 배양액 중 2.5%
의 자가혈청과 FBS를 첨가하여 측정하였다. 

1. alamar blue 환원량은 배양시간의 경과
(R2=0.825~1.000)에 따라 그리고, 세포수(R2= 
0.999)의 증가에 따라 직선적으로 증가하였다.
  2. 급성기 반응중인 병아리에서, alamar blue 
환원량은 대조구에 비해 비장세포는 24시간이
후, PBMC는 4시간이후부터 105개의 세포접종
시 유의하게(p<0.05) 높았다.
  3. 급성기 반응중인 병아리의 비장세포와 
PBMC에서 alamar blue 환원량은 Con A 농도에 
관계없이 대조구에 비해 높았으며, 배양액 ml 
당 Con A 1.0 또는 5.0 첨가에 비해 10.0
첨가시 유의하게(p<0.05) 높았다.

4. 그리고, 배양액중 2.5%의 자가혈청은 급성
기 반응과 관계없이 FBS에 비해 alamar blue 
환원량을 유의하게 높였다. 

본 연구는 alamar blue 환원량 평가에 의한 
급성기 반응중인 가금의 비장세포와 PBMC의 
증식도 측정에는 alamar blue 첨가 후 PBMC는 
4시간, 비장세포는 24시간 배양, 세포수는 웰 
당 105개, 그리고, Con A는 배양액 ml 당 10.0 

이 적당하다는 것을 나타낸다. 
(Key words : 알라마 블루 환원, 급성기반응, 비
장세포와 PBMC의 증식, 육계 병아리) 
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