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산란계에 Illite 급여가 Salmonella typhimurium 편모항원에 대한 체액성

면역 반응에 미치는 영향
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ABSTRACT  This study was carried out to investigate dietary effects of illite on humoral immune response against Salmonella 
typhimurium flagella in Hyline Brown laying hens. Total of twenty eight 36-week-old hens were divided into two groups; The first 
was fed commercial diet as control and the other was fed diet containing 2 % illite. Each group was divided into 2 sub-groups 
and then performed immunization of Salmonella flagella with different adjuvants which were Freund’s adjuvant and croton oil. The 
rates of egg-production in all groups were normal range but no difference was found between illite-treated and untreated groups. 
The serum antibody titers of Freund’s adjuvant-used subgroup in illite fed groups were significantly increased, especially from 6- 
to 9-week after 1st immunization compared to those of control groups (p<0.05). And the antibody titers of croton oil-used subgroup 
in illite-fed groups were also significantly increased, especially at 4-, 6- and 7-week (p<0.05). The results demonstrated that the 
feeding illite stimulated the immune response against S. typhimurium flagella antigen in laying hens and suggest that the 
supplementation of illite to the poultry diets may support protective effects against bacterial infections such as Salmonellosis. 

(Key words : illite, immunostimulation, S. typhimurium flagella, laying hen)

† To whom correspondence should be addressed : kijuw@dankook.ac.kr

서 론

사람의 건강에는 주요 3대 영양소뿐만 아니라 비타민이

나 미네랄과 같은, 미량이지만 적지 않은 효과를 가져다 주

는 물질도 필요하다. 이와 마찬가지로 동물 사료 역시 주요

영양분 외에 생체기능 활성을 증진시켜 줄 미량물질들이 요

구 된다. 따라서 현재 민간요법으로 알려진 식물이나 생균제

등을 소재로 이들의 첨가에 따른 다양한 효과에 대한 연구

가 진행 중이며, 그 중 친환경 소재로 대두되고 있는 황토, 
활성탄, 생균제 등을 사료에 첨가하여 동물의 생산적인 면에

서 큰 효과를 기대하고 있다. 특히 여러 가지 경제적 조건에

유리한 국내 부존 자원을 최대로 이용 및 개발에 관심이 집

중되고 있는 가운데, 우리나라의 경우 광상학상 규산염계 토

양으로 구성되어 이에 속하는 점토광물(clay mineral) 역시

다양한 종류가 존재하여 기대의 대상이 되고 있다(엄명호

등, 1993). 
점토광물이란 토양의 생성 과정에서 재합성된 2차 광물

을 지칭하며, 재합성될 때의 환경 조건에 따라 여러 종류가

형성되지만, 대표적으로 illite [운모 KAl4(AlSi7O20)] 가 있으

며, 이외에도 zeolite, kaolin, bentonite, 맥반석 등과 같은 국내

에서 생산되는 광물이 있다. Illite는 캐나다 퀘백주와 우리나

라의 영동에서 주로 채취되며 접촉열수변성 점토질 광물로, 
주성분이 SiO2, Al2O3 및 K2O인 황백색(백색, 적색)의 혼합

광물이다(Mumpton and Magica, 1999; 조현구 등, 2007). 구조

적으로 Al3+, Mg2
+, Li 등의 팔면체 양이온과 K, Na, Rb 등의

층간 양이온으로 구성되어 있으며 일반적으로 점토광물의

입도는 0.002 mm 이하로서 입자가 적고 활성 표면적이 매우

크기 때문에 다양한 특성을 지니며, 이로 인해 그 이용성이
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매우 크다고 알려져 있다(강수원 등, 2002). 
Illite는 다른 점토광물에 비해 팔면체 자리에서 Al을 치환

하는 Mg의 양이 적어, 이들을 충전하는 O2를 기준으로 2(-)
보다 작게 되고, 양이온 흡착 능력이 있어 부유 미립자와 전

기적인 중화로 응집 침전을 유발, 탁도를 매우 향상시킨다. 
또한 상온에서 5～25 마이크론 파장의 원적외선을 89～92 % 
방사하여 온열 효과, 공명 흡수 효과, 심달 효과, 숙성 효과

등을 유발하고, 탈취 능력이 강하며, 수중에서 용존산소량을

증가시키고 음이온(141 ions/cc)을 발산한다. 따라서, 지금까

지 이러한 규산염 광물질은 주로 탈취제, 이온 교환제 및 토

성개량제 등으로 다양한 분야에 널리 이용되었다(대한광업

진흥공사, 1988). 더불어 일련의 연구 결과들에 의하면 축산

분야에서도 그 응용성이 보고되었는데, 송아지 및 육성우의

사료에 소량 첨가할 경우 증체율 및 사료 이용률 등에 개선

효과가 있고, 배설물의 냄새를 줄이며 설사를 방지하는 등의

효과가 있음이 입증되어 사료 첨가제로서 가치가 있는 것으

로 보고되었다(Jacques et al., 1986; Abdullah et al., 1995; 송동

영 등, 1999). 이외에도 규산염계(sillicate)에 속하는 점토광물

들은 일반적으로 이온 교환 용량(ion exchange capacity)이 높

고 동물이 섭취하였을 때 미량 무기물을 비롯한 영양소 이용

성을 개선하여 장내 유해가스의 흡착 및 연변 방지 등의 효

과가 있다고 알려져 있고(한인규, 1994), 거세한우에서 비육

전기부터 출하시까지 농 후사료의 2 %를 급여 시 육량과 육

질 등 생산성과 관련된 요인들의 개선으로 소득 증대 효과가

있었다고 보고되었으며(강수원 등, 2002), 육성-비육돈에 1.5 
% 급여시 증체량과 사료 요구율 향상, 육량과 육질 등급의

개선, 분변내 유해가스 감소 및 경제적인 면에서 효과적이라

하였다(김천제 등, 2000; 하홍민 등, 2001). 또한 육성-비육돈

에 급여할 경우 증체, 사료 효율 개선, 연변 감소, 육질개선, 
질병 발생율과 폐사율이 현저하게 감소시키는 효과가 있다

고 보고되었다(Kondo and Wagai, 1968; 하홍민 등, 2001). 그
리고, 조류의 사료에 첨가할 경우 장내 과잉 수분을 흡수하

여 연변을 방지하고 사료의 장내 통과시간을 지연시켜 소화

율을 향상시키며(Harms and Darmron, 1973), 최근에는 육계

및 육용오리에서 illite를 급여 시 증체량 증가 및 성장 개선

효과가 있다고 보고되어 있다(국길 등, 2005; 김영직 2007).
이러한 선행된 연구 결과들을통하여 illite를포함한 점토

광물의 축산업적 활용 가능성이 충분히 있는 것으로 사료되

지만, 현재 국내에서 생산되는 illite 등의 점토광물의 이용에

관한 구체적인 연구보고는 미흡한 실정이며, 최근까지 보고

된 점토광물에 대한 연구 결과는 대부분이 소화기능의 개선

이나독소, 유해가스 등의 흡착 성질에 관한 것이며, illite 급

여가 질병 발생률과 폐사율을 감소시켰다는 보고가 있기는

하나직접적인 면역기능 향상에 대한 연구는 전무한실정이

다(Kondo and Wagai, 1968; 하홍민 등, 2001). 따라서, 본 연

구는 illite의 급여가 산란계의 면역 반응에 영향을 미치는 지

를 알아보기 위하여, Salmonella typhimurium으로 추출한 편

모단백질(flagella protein)을 면역원으로 접종하여혈청중항

체 수준을 측정하였다.

재료 및 방법

1. 공시 동물, 실험 사료 및 사양 관리

본연구를 수행하기위하여 36 주령 Hyline Brown 품종의

산란계를 공시하였다. 외관상 건강하고 정상적으로 산란을

하는 개체만을 1차 선별하였고 2차적으로 S. typhimurium 편
모항원에 대한 혈청 항체가를 측정하여 항체 형성이 되지

않은 28수를 시험동물로 공시하였다. 시험구의 배치는 완전

임의로 illite 투여구 14수 및 대조구 14수로 설정하였으며, 
다시 투여구 및 대조구는 각각 7수씩 2개 군으로 나누어 면

역 증강제(adjuvant)를 달리하여 면역을 실시하였다.
본 시험에 이용한 시험 사료는 국내 D 사료 회사의 상용

산란계 사료를 대조군사료로 이용하였다. 첨가군사료는 동

일회사에 의뢰하여 대조군사료에 illite(축산용,(주)향기산업, 
대한민국)를 2%(w/w) 첨가 제조한 시험사료를 공급받아 사

용하였다.  
시험동물은개별케이지에한 수씩사육하였으며, 시험전 

기간 동안일일 16시간 점등하였고, 온도는 22±2 ℃로 유지하

였다. 사료와 물은 자유섭식하였으며, 채란은 매일 오후 5～
6시에 실시하였고 매일 산란계의 건강 상태를 조사하였다.

2. 산란율 조사 및 혈청 분리

산란율은 8주 동안매일오후 5～6시 사이에 계란을 채집

하여처리구별로총산란수를 사육두수로 나누어 백분율(%)
로 표시하였다.
혈청 항체가 측정을 위하여, 산란계의 날개정맥으로부터

혈액 2 mL를 채취하여 30분간 정치하여 응고시킨 다음, 
3,000 rpm으로 원심분리하고 상청의 혈청을 분리하였다. 분
리된 혈청은 -70℃에 보관하였다가 항체가 측정을 위한 실

험에 사용하였다.

3. S. typhimurium 편모항원 단백질 분리

본 시험에서 면역원으로 사용한 S. typhimurium 편모항원
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단백질의 분리 및 정제는 Ibrahim et al.(1985)의 방법에 따라

실시하였다. 요약하면, S. typhimurium을 Trypticase soy broth 
(Difco, USA)에 접종한 후 37℃, 12시간 동안 진탕 배양하였

다. 이를 4℃, 13,000 rpm에서 30분간 원심 분리하여 균체를

회수하였다. 편모항원 단백질 분리 및 정제를 위하여, 회수

된 균체를 0.15 M PBS(pH 7.2)로 재부유 한 후 0.5 M HCl을
사용하여 pH 2.0으로 적정해 30분간 25℃에서 교반시켰다. 
이 때 얻은 상등액에 1 M NaOH를 첨가하여 pH 7.4로 적정

하고 ammonium sulfate(Sigma, USA)를 가하여 염석(최종농

도를 2.67 M)시킨 후 0.15 M PBS로투석하여 단백질을얻었

다. 분리된편모항원 단백질은 microwave BCA 방법으로 BCA 
Protein assay kit(Pierce, USA)를 사용하여 정량하였다(Robert 
and Rocky, 1995). 이것을 다시 SDS-PAGE를 실시하여 단백

질을 재확인한 다음, 면역원 제조에 이용하였다.

4. 면역원 제조 및 면역

Illite를 첨가 급여하는 동안, 면역 증강제에 따라 면역 반

응의 차이가 있는지를 확인하기 위하여 일반적으로 면역원

제조에 사용되는 Freund's adjuvant(김정우 등, 2000)와 강한

면역자극 활성을 가진 croton oil(Bohlin and Bruhn, 1999)을
사용하여 면역원을 제조하였다. 그 방법을 요약하면, 분리

정제된 S. typhimurium 편모항원 단백질 0.5 mL(300 μg/mL)
을 adjuvant인 Freund's adjuvant 또는 croton oil 0.5 mL과 혼

합하여 충분히 교반한 다음 면역원으로 사용하였으며, 이를

산란계의흉근 4군데에각각 0.25 mL씩근육 주사를실시하

였다. 이러한 면역을 2주 간격으로 3회 수행하였다.

5. 혈청 항체가 측정

S. typhimurium 편모항원에대한혈청항체가측정은 enzyme- 
linked immunosorbent assay(ELISA)법으로 실시하였다(김정

우 등, 2000). Carbonate-bicarbonate buffer(pH 9.6)에편모항원

단백질을 5 μg/mL 농도로 희석한 후 MicrotestⅢ flexible 
Assay plate(Falcon, USA)에 100 μL씩 분주하여 4℃에서 하

룻밤동안정치하였다. 편모항원단백질이피복된 plate를 PBS-T 
(0.02 M NaH2PO4, 0.13 M NaCl, 0.05 % Tween 20, pH 7.2)로
3회 세척하였으며, blocking buffer(5 % skim milk, pH 7.3, 
Difco)를 175 μL씩분주하여 2시간 동안 25℃에서 정치시켰

다. Blocking buffer와 PBS-T를 동량으로 섞은 희석 용액을

이용하여 측정에 이용될 산란계의 혈청을 각각 3배수씩 단

계 희석하였으며 이를 각 well에 100 μL씩 분주한 후 37℃
에서 1시간 30분간 반응시켰다. 2차 항체로는 alkaline pho-
sphatase가 conjugation 되어있는 AffiniPure rabbit IgG anti- 

chicken IgY(Jackson, USA)를 5,000배로 희석하여 사용하였

으며, 이를 각 well에 100 μL씩 분주 후 37℃에서 1시간 30
분 동안반응시켰다. 이후 phosphate substrate tablets(ρ-nitro-
phenyl phosphate)(Sigma, USA)를 0.5 mM MgCl2가함유된 10 
% diethanolamine(pH 9.8) 용액에 용해시킨 기질을 plate에 가

하여 37℃에서 20분간 발색반응을 시켰다. 5 M NaOH를 첨

가하여 반응을 정지시킨 후, Microplate reader(Molecular De-
vices; E Max)를 사용하여 405 nm에서 흡광도(optical density)
를 측정하였다. 이 결과를 이용하여 항체가를 산출하였으며

모든 실험은 3반복 실시하였다.

6. 통계 분석

실험을통하여얻어진 모든결과에 대한통계 분석은 SAS 
program(1999)을 이용하여 one-way ANOVA로 분산분석을

실시하였다. 그리고, 분석상 통계적인 유의차가 있는 경우

Student's t-test를실시하여 유의성검정을 하였고, p값이 0.05 
미만인 경우 유의차가 있는 것으로 판단하였다.

결 과

1. S. typhimurium 편모항원 단백질의 분리정제

Illite 급여에 따른 면역 기능 변화를 조사하기 위하여 S. 
typhimurium으로부터얻어진편모항원 단백질을 면역원으로

이용하였다. 분리 정제한 S. typhimurium 편모항원 단백질을

SDS-PAGE로확인해본결과, 그 분자량은약 51 kDa으로확

인되었다(Fig. 1). 

2. Illite 첨가 급여가 S. typhimurium 편모항원에 대

한 혈중 항체가에 미치는 영향

산란계에 illite를 급여하는 동안 앞서 분리정제한 편모항

원을 2주 간격으로 3회 면역을 하고, 주별로 편모항원에 대

한 혈중 항체가의 변화를 조사하였다. 그리고, 면역 증강제

에 따라 면역 반응의 차이가 있는지를 확인하기 위하여 면

역 증강제를 달리 하여 면역원을 제조하여 면역을 하였다. 
그 결과, Freund's adjuvant 및 Croton oil을 면역 증강제로 이

용한 모든 투여구에서 대조구에 비해 혈중 항체가가 높은

경향을 알 수 있었다(Fig. 2A & B). Freund's adjuvant를 이용

한 시험구에서는 illite 투여구의 항체가가 시험 6주부터 9주
까지 대조구에 비하여 현저히 높은 것으로 조사되었다(p< 
0.05)(Fig. 2A). 또한, croton oil을 이용한 시험구에서도 illite 
투여구의 혈중 항체가가 시험 4, 6, 7주에 대조구에 비해 현
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Fig. 1. SDS-PAGE of the flagella proteins isolated from Salmo-
nella typhimurium on 12% acrylamide gel. 

Lane 1 is the isolated flagella proteins from S. dublin and lane 
2 is from S. typhimurium. The arrows indicate about 54 and 51 
kDa of flagella proteins, respectively. Lane M was loaded with 
a molecular weight standard (Invitrogen, USA).

저히 높은 것으로 조사되었다(p<0.05)(Figure 2B). 이러한 조

사 결과는 면역 증강제의 종류와는 관계없이, 산란계에 illite 
첨가 급여로 S. typhimurium 편모항원에 대한 면역 반응이 증

가한 것으로 판단되었다. 

고 찰

산란계에 S. enteritidis 사독백신을 면역을 하게 되면 면역

스트레스로 인하여 산란율이 15% 정도 저하되는 것으로 알

려져 있다(Nakamura et al., 2004). 그러나, 본 실험에서는 모

든 시험구에서 산란율이 정상 수준이었으며, 이는 S. typhi-
murium 편모항원 면역에 따른 스트레스가 거의없었던것으

로 판단되었다.
살모넬라 감염증을 유발하는 원인균 중 S. typhimurium은

축종에 관계없이 살모넬라증을 유발하는 것으로 알려져 있

다(신순오 등, 2003). 이러한 살모넬라균은 균 표면에 편모

(flagella)를 가지고 있으며, 이는 균의 운동성(mobility)에 관

여하는 기관으로 장관 상피세포에 침투를 가능케하여살모

넬라의 병원성과밀접한 관련이 있다(Lockman and CurtissⅢ, 
1990). 이러한 편모단백질을 산란계에 면역함으로써 생성되

는 난황항체를 이용하면 살모넬라균을 효과적으로 방어할

수 있는 것으로 알려져 있다(신순오등, 2003). 따라서, 본연

구에서는 illite 첨가 급여에 의한 면역 반응 변화 유무를 조

사하기위하여 이미검증된 S. typhimurium 편모항원을 면역

원으로 사용하고자 하였고 분리 정제한 S. typhimurium 편모

Fig. 2. Effects of illite as dietary supplements on antibody pro-
duction against S. typhimurium flagella in laying hens. 

A) The immunized group with Freund's adjuvant; B) The immu-
nized group with croton oil as adjuvant. Illite; treated groups with 
supplemental illite, Control; non-treated. Values with star marker 
(*) are significantly different compared with control (p<0.05).

항원 단백질을 SDS-PAGE로확인해본결과, 그 분자량은약

51 kDa으로 신순오 등(2003)이 보고한 결과와 동일하며 54 
kDa의 S. dublin의 편모항원과는 확연히 구분되었다(Fig. 1). 
면역 실험 결과에서도 혈청 항체가가 높은 것으로 보아 S. 
typhimurium 편모항원에 의하여 면역 반응이잘유도된 것으

로 사료된다(Fig. 2).
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또한 육성-비육돈에 급여할 경우 질병 발생율과 폐사율이

현저하게 감소시키는 효과가 있다고 보고되었는데(Kondo 
and Wagai, 1968; 하홍민 등, 2001), 이와 마찬가지로본실험

에서도 산란계에서 illite 첨가 급여한 투여구에서 S. typhmu-
rium 편모항원에 대한 혈청 항체가가 대조구에 비하여 유의

적으로 증가하였다(Fig. 2). 따라서 이러한 결과를 바탕으로

유추하면, 산란계에서 illite를 첨가 급여함으로써 면역 반응

을 증가시켜 Salmonellosis와 같은 세균 감염에 대한 방어력

이 증대될 수 있을 것이라 사료된다.
더불어, 본 실험에서는 면역 증강제에 따라 면역 반응의

차이가 있는지를확인하기위하여 Freund‘s adjuvant와 croton 
oil을 이용하여 면역원을 제조한 다음, 산란계에 면역을 하

였다. 실험결과, 면역 증강제에 따른 illite의 면역 반응 유도

효과의 차이는없는 것으로 사료된다. 상기의 결과는 현재까

지 세계적으로 상용화되어 있는 고가의 Freund's adjuvant의
면역 증강 대체제로 croton oil의 활용 가능성을 시사하는 것

으로추후 더욱구체적인 비교연구가 수행되어야 할 것이다.

적 요

본연구는 Hyline Brown 산란계에 illite 첨가 급여가 Salmo-
nella typhimurium 편모항원에 대한 면역 반응에 미치는 영향

을 조사하였다. 외관상 건강하고 정상적으로 산란을 하는 개

체만을 1차 선별하였고 2차적으로 S. typhimurium 편모항원

에 대한 혈청 항체가를 측정하여 항체 형성이 되지 않은 28
수를 시험동물로 공시하였다. 시험구의 배치는완전임의로

illite 투여구 14수 및 대조구 14수로 설정하였으며, 다시 투

여구 및 대조구는 각각 7수씩 2개 군을 나누어 면역 증강제

를 달리하여 Salmonella 편모항원을 면역을 실시하였다. 실
험시작후 8주동안의 산란율을 조사한 결과, illite를 첨가 급

여한 투여구와 대조구 사이에 통계학적으로 유의적인 차이

는 없었다. Salmonella 편모항원에 대한 혈청 항체가를 측정

한 결과, Freund's adjuvant 및 croton oil을 면역 증강제로 이

용한 모든 투여구에서 illite를 급여하지 않은 대조구에 비해

항체가가 높은 경향을 알 수 있었다. Freund's adjuvant를 이

용한 시험구에서는, illite 투여구의항체가가 시험 6주부터 9
주까지 대조구에 비하여 현저히 높은 것으로 조사되었으며

(p<0.05), croton oil을 이용한 시험구에서도 illite 투여구의혈

중항체가가시험 4, 6, 7주에대조구에비해현저히높은것으

로 조사되었다(p<0.05). 이러한 조사 결과는 산란계에서 illite 
첨가 급여함으로써 체액성 면역 반응을 증가시켜 Salmo-

nellosis와 같은 세균 감염에 대한 방어력이 증대에 도움이

될 수 있을 것이라 사료된다.
(색인어 : 일라이트, 체액성 면역 반응, S. typhimurium 편

모항원, 산란계)
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