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서 론

소화장관은 경제동물의 생산성 및 건강 상태에 직접적인

영향을 미치는 중요한 기관이다(Lan et al., 2005). 소화장관
은 음식물의 소화를 담당할 뿐아니라 동물의 면역체계로도

매우 중요한 역할을 하는 기관으로 알려져 있다. 특히 소화
장관의 면역은 장관내에 공생하는 미생물이나 음식물이 분

해되어 생산되는 다양한 대사산물 등과 상호작용하여 동물

의 건강에 큰 영향을 미친다고 알려져 있다(Choct, 2009; 
Chase, 2018). 다른 동물들과 마찬가지로 육계의 장관에도
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ABSTRACT This study was conducted to investigate the effects of supplementation of Allium hookeri (AH) root powder 
on the gut microbiome, immunity, and health in broiler chickens fed experimental diets from d 10 to 28. A total of 60 
10-day-old Ross 308 broilers were weighed and assigned to two dietary treatments with 5 birds per cage in a randomized 
complete block design based on body weight. The two experimental diets consisted of a control diet based on corn-soybean 
meal and the control diet supplemented with 0.3% AH root powder. All birds were fed ad libitum with experimental diets 
and water for 18 d. At 28 d, two birds near the median weight from each cage were selected for cecal content and small 
intestinal tissue sample collection. The addition of AH changed the gut microbiome by increasing probiotic candidate beneficial 
bacteria such as Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Limosilactobacillus, Cuneatibacter, and Ruminoccoides. Regarding gut 
immunity, the supplementation of AH resulted in changes in intestinal immune cells, including reduced CD3+CD4+ T cells, 
which are a type of helper T cell, in the small intestine of birds (P=0.049). Additionally, there was a tendency to increase 
the expression of antioxidant function-related gene such as GPX2 (P=0.060), but no significant changes were observed in 
cytokines such as IL1b, IL6, and IL10. Overall, the addition of AH root powder may have positive effects on the microbiome 
of the chickens. This may help promote gut health in broiler chickens at the age of d 10 to 28.
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다양한 장관관련림프조직(gut-associated lymphoid tissue)이
존재하는데 그중점막 고유층(lamina propria, LP)에는 T cell
이나 항원제시세포(antigen presenting cell, APC)와 같은 다
양한 면역세포들이 존재하며 이는 선천성 면역과 적응성 면

역을 조절하여 장관면역 항상성을 유지시킨다(El-Sharkawy 
et al., 2020; Song et al., 2021). 경제동물의 장관면역은 출생
전부터 서서히 발달하기 시작하여(Wynn and Levy, 2010), 
출생 후 지속적인 외부 환경 자극에 의해 발달이 완성된다

고 알려져 있다(Gordon and Manley, 2011). 특히, 장관면역
의 발달에 영향을 미치는 요인으로는 동물이 섭취하는 영양

분이나 다양한 환경적 자극 요인이 포함되는데, 최근 대표
적인 장관면역 발달 촉진인자 중 하나로 장내 미생물이 주

목을 받고 있다(Kober et al., 2022). 영양학적 관점에서 장내
미생물은 숙주가 소화시키지 못하는 물질을 분해하고 유용

한 대사산물을 생산하여 추가적인 에너지를 공급하는 역할

을 담당한다(Rehman et al., 2007). 또한 면역학적인 관점에
서 장내 미생물은 면역세포 활성을 조절하거나, 다른 병원
균의 증식을 억제하고 장관점막이나 LP의 발달을 촉진하는
등 장관면역에 중요한 영향을 미친다고 보고되고 있다

(Jandhyala et al., 2015). 육계에서 장내 미생물의 정착은 부
화 직후부터 약 21일까지 점진적으로 진행되는 것으로 알려
져 있다(Crhanova et al., 2011). 이러한 초기 육계 장내 미생
물의 정착은 장관면역의 발달을 촉진하는 중요 요인이다

(Rubio, 2019). 이를 바탕으로 장관면역과 장내미생물의 상
관관계에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있으나 경제동물

분야에서는 아직 연구가 미흡한 상태이다(Chung et al., 
2012; Rooks and Garrett, 2016). 특히 육계 성장에 따른 장
내 미생물의 역할과 미생물에 의한 면역세포 변화에 대한

연구는 매우 부족한 실정이다. 
최근 전세계적으로 육류 소비가 증가하고, 그 중 육계를

포함한 가금류는 소비량이 가장 많은 가축 중 하나이다

(Wessels et al., 2021). 가금류의 안정적인 생산을 위해 가금
류에 대한 항생제 및 성장 촉진제의 사용은 다른 가축보다

상대적으로 높은 것으로 알려져 있다(Van Boeckel et al., 
2015). 최근 가축 대상의 항생제나 성장 촉진제 사용 규제
뿐 아니라 항생제의 사용이 동물의 면역력을 감소시킬 수

있다는 문제점이 제시되면서 안전한 항생제대체제 개발 요

구가 증가하고 있다(Khan et al., 2022). 항생제 대체제 후보
중 하나로 다양한 천연물질을 이용하여 장내 미생물 환경을

개선하거나 장관면역 발달을 촉진시키려는 노력들이 시도

되고 있으며(An et al., 2020; Kwak et al., 2022; Rim et al., 
2022), 가축의 사양성적 향상과 더불어 항균, 항염증, 항산화

효과및면역력증진등다양한주제로연구가진행되고있다

(Sharifi-Rad et al., 2016; Sugiharto, 2016; Kothari et al., 2019).
삼채(Allium hookeri)는 인도, 미얀마, 스리랑카 등을 원산

지로 하는 부추속의 식물이다(Kothari et al., 2019). 삼채는

기존 원산지 외 아시아에서도 널리 재배되어 한국에서 잘

알려진 식품이며, 사포닌과 유기황 화합물이 풍부하며 항염
증, 항균효과는 물론 제2형 당뇨병과 심혈관 질환에도 효과

가 있다고 알려져 건강식품 및약용식품으로 널리 사용되고

있다(Kothari et al., 2019; Deka et al., 2021). 경제동물분야
에서 삼채는 육계의 성장에 도움을 줄 뿐 아니라 in vitro 연

구에서 삼채 뿌리 및 잎 추출물이 면역조절 효과가 있음이

보고된 바 있다(Lee et al., 2017; Kothari et al., 2019). 또한
삼채가 속하는 Allium속의 식물을 첨가한 사료가 육계의 장

내 미생물 조성의 변화를 유도한다는 것이 보고된 바 있다

(Lee et al., 2019; Lee et al., 2020). 
앞선선행연구들에의하면삼채유래 물질이 육계의성장

이나 면역을 조절할 가능성들이 일부 제시된 바 있으나(Lee 
et al., 2018; Kothari et al., 2019), 삼채 뿌리 첨가가 육계의
장내 미생물과 장관면역에 미치는 영향에 대해서는 자세히

연구되지 않았다. 따라서 본 연구는 육계 사료 내 삼채뿌리
분말의 첨가가 장내 미생물의 발달, 장관면역, 및 장건강에
미치는 영향을 평가하기 위해 수행되었다.

재료 및 방법

본 연구의 동물실험은 경북대학교 동물실험윤리위원회

규정에 따라 진행되었다(승인번호: KNU2022-0202).

1. 동물실험

1) 실험동물 및 실험설계

초생추인 육계(Ross 308) 수평아리 60수를 공시하여 개별

인식표를 부착하고 10일간 시판 초이사료(대사에너지 3,000 
kcal/kg; 조단백질 21%)를급이하였으며 10일차에개별체중을
측정한후난괴법을이용하여처리구의평균체중(235±25.6 g)

이유사하도록 2개의처리구에케이지(50 × 60 × 60 cm)당 5
수씩총 6반복으로배치하였다(Kim and Lindemann, 2007). 구
배치 후 실험사료를 급이하였고 온도와 습도가 조절되는 공

간의 배터리 케이지에서 부화 후 10∼28일까지 전기(10∼21
일) 및 후기(21∼28일)기간 동안에 걸쳐 실험을 수행하였다.
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2) 사양관리 및 실험사료

전체실험기간 동안사료와물은자유롭게 섭취하도록하

였고 24시간 종일 점등하였으며 계사내 습도는 40∼50%가
되도록 유지하였다. 계사내 온도는 부화 후 34℃로 유지하
였고 이후 단계적으로 낮추어 부화 후 28일에 25℃가 되도
록 조절해주었다.
실험에 사용한 사료는 옥수수-대두박 위주의 대조사료와

대조사료내 옥수수중 0.3%를삼채뿌리분말로 대체한 처리
사료로 2가지 사료로 구성하였고(Table 1) 사료내 영양소 및

아미노산 함량 계산치에 대한 정보는 Table 2와 같았다. 사
료내 아미노산 함량과 비타민 및 광물질 함량은 각각

Aviagen(2019)에서 제시하는 성장단계별 기준치에 맞춰 배
합하였다.

3) 샘플 수집

실험종료시 대조사료 및 삼채 처리사료구의 최종체중은

각각 1,100 및 1,149 g이었으며, 맹장내 분변 및 장관조직
샘플은 각 케이지내 중앙 체중에 가까운 2수를 선발하여
CO2로 안락사 시킨 후, 수집하였다. 수집된 맹장내 분변은
장내 미생물 군집 분석을 위해 초저온 냉동고(—80℃)에 보
관하였다. 장관조직은 메켈게실을 기준으로 하여 공장을 수
집한 후 10% 포르말린(4% formaldehyde)에 넣어 고정시킨
후 4℃에 냉장보관 하였다.

Item
Grower Finisher

Control Allium
hookeri Control Allium

hookeri
Ingredient (%)

Corn 53.25 53.25 57.27 57.27

Soybean meal 37.58 37.58 34.09 34.09

Corn(trituration) 1.00 0.70 1.00 0.70

Allium hookeri 0.00 0.30 0.00 0.30

Soybean oil 3.00 3.00 3.00 3.00

L-Ile  0.05 0.05 - -

L-Lys-HCl 0.15 0.15 0.05 0.05

L-Met 0.21 0.21 0.18 0.18

L-Cys 0.14 0.14 0.09 0.09

L-Thr 0.12 0.12 0.06 0.06

L-Val 0.08 0.08 0.03 0.03

Limestone 1.22 1.22 1.14 1.14
Monocalcium
 phosphate 1.60 1.60 1.49 1.49

Salt 0.40 0.40 0.40 0.40

Vitamin premix1 0.50 0.50 0.50 0.50

Mineral premix2 0.50 0.50 0.50 0.50

Choline chloride 0.20 0.20 0.20 0.20

Total 100.00 100.00 100.00 100.00
1 Supplies the following quantities per kilogram of diet: vitamin A, 
31,500 IU; vitamin D3, 12,500 IU; vitamin E, 175 mg; vitamin 
K3, 8.75 mg; vitamin B1, 10 mg; vitamin B2, 30 mg; vitamin B6, 
15 mg; folic acid, 7.5 mg; calpan, 75 mg; niacin, 12 mg; biotin, 
0.5 mg; proviox50, 10 mg.
2 Supplies the following quantities per kilogram of diet: Fe, 250 
mg; Cu, 85 mg; Zn, 460 mg; Mn, 5,000 mg; Co, 0.75 mg; Se, 
1.5 mg; I, 7.5 mg/kg.

Table 1. Ingredient and nutrient composition of experimental 
diets (as-fed basis)

Item
Grower Finisher

Control Allium 
hookeri Control Allium 

hookeri

Calculated value

MEn1 (kcal/kg) 2,900 2,889 2,948 2,938

Crude protein (%) 21.5 21.5 20.0 20.0

Ca (%) 0.87 0.87 0.81 0.81

Non-phytate P (%) 0.43 0.43 0.40 0.40

SID2 amino acids (%)

Arg 1.24 1.24 1.25 1.25

His 0.47 0.47 0.47 0.47

Ile 0.77 0.77 0.75 0.75

Leu 1.49 1.49 1.52 1.51

Lys 1.15 1.15 1.06 1.06

Met 0.46 0.46 0.44 0.44

Cys 0.37 0.37 0.35 0.35

Phe 0.90 0.90 0.89 0.89

Thr 0.77 0.77 0.74 0.74

Trp 0.24 0.24 0.20 0.20

Val 0.89 0.88 0.85 0.85
1 MEn, nitrogen corrected metabolizable energy.
2 SID, standardized ileal digestible.

Table 2. Calculated energy and nutrient compositions of the 
experimental diets (as-fed basis)
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2. 조사항목 및 방법

1) 장내 미생물 군집 분석

미생물 군집 분석을 위해 맹장내 분변의 미생물 DNA는
DNeasy PowerSoil Kit(Cat. No. 12855, Qiagen, Hilden, 
Germany)를 사용하여 제조사의 프로토콜에 따라 추출하였
다. Illumina 16S Metagenomics Sequencing Library 프로토콜
에의해, sequencing library는 V3 및 V4 영역사이에서증폭
하기 위해 준비하였다. 추출된 미생물 DNA는 일반 프라이
머와 Herculase II 융합 DNA 중합효소(Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA)로 PCR 증폭되었다. 1차 증폭에 사용
된 Illumina adapter overhang 서열을 갖는 일반 프라이머 쌍
은 다음과 같다: V3-F:5'-TCGTCGGCAGCGT CAGATGTGT 
ATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3', V4-R: 5'-GT- 
CTCGTGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTAC
HVGGGTATCTAATCC-3'. PCR은 다음 순서에 따라 진행
되었다: (1) 95℃에서 3분, (2) 95℃에서 30초, 55℃에서 30
초, 72℃에서 30초를 25 사이클반복, (3) 72℃에서 5분. PCR 
결과물은 순도를 확인하기 위해 AMPure beads(Beckman 
Coulter, Brea, CA, USA)를 사용하여 확인되었으며, 최종정
제된제품의양을확인하기위해 qPCR 정량화프로토콜가이
드(KAPA Library Quantification kits for Illumina sequencing 
platforms)에 따라 정량화하고 TapeStation D1000 ScreenTape 
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)를 사용하여검증
했다. 그후, paired-end(2 × 300 bp) sequencing은 MiSeq platform 
(Illumina, San Diego, CA, USA)을 사용하여 Macrogen에서
실시하였다. Index sequences를 통해 데이터를 분류한 다음, 
각 FASTQ 데이터를 생성하고 Cutadapt(v3.2)를 사용하여

어댑터와 프라이머 시퀀스를 대상 유전자영역에서 제거했다

(Martin, 2011). 시퀀스오류를조정하기위해 DADA2(v1.22.0)
를 사용하였다. Paired-end read를 대상으로 Forward 서열
(Read1)과 Reverse 서열(Read2)을 250 bp 또는 200 bp로 자
르고, 예상오류가 2 이상인 시퀀스는 제외하여 amplicon 
sequence variant(ASV)을 생성하였다. 미생물 조성을 분석하
기위해 QIIME(v1.9)프로그램을사용하여전체시료중최소
판독횟수를가진시료의판독횟수를 기준으로 subsampling 
및 정규화를 진행하였다. 각 ASVs 서열은 Reference DB 
(NCBI 16S Microbial DB)에 BLAST+(v2.9.0)를 실시하여

유사 미생물 검출을 위한 분류 정보를 할당하였다. 미생물
군집 데이터를 비교, 분석하기 위해 QIIME2를 사용하여

ASV의 풍부도 및 분류 정보를 사용하였다. 샘플내 미생물
군집의 다양성과 균일성을 확인하기 위해 Shannon 지수와

Simpson 지수, Chao1 지수를 통해 알파 다양성을 확인하였
다. 육계 사료내 삼채뿌리분말의 첨가가 장내 미생물의 조
성변화에 미치는 영향을 확인하기 위해 Huttenhower Lab 
Galaxy Server 2.0에서 Linear discriminant analysis Effect 
size(LEfSe) (http://galaxy.biobakery.org/)를 실행하여 linear 
discriminant analysis(LDA) score를 확인하였다.

2) 장관면역 분석

(1) 소장 고유층 분리
육계 소장 고유층 분리는 기존 방식에서 수정된 방법에

따라 실시하였다(Joo et al., 2022). 공장 조직을 RPMI 
1640(Gendepot, Barker, TX, USA) 배지에 10% fetal bovine 
serum(Gibco BRL, Burlington, ON, Canada), 1% penicillin- 
streptomycin(HyClone, Logan, UT, USA)을 혼합하여 만든
배지(cRPMI)에 옮긴 다음, 장간막과 지방을 제거하였다. 장
간막과 지방이 제거된 공장의 긴 축을 따라 가위로 잘라 장

을 펴고 차가운 인산완충생리식염수(phosphate buffered 
saline, PBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
에서점막과장내내용물을제거하였다. 내용물을제거한공
장조직을 1∼2 cm 길이로잘라차가운 PBS에서 2분간세척
하고, 세포분리용액(1 mM DL-Dithiothreitol(DTT; Sigma- 
Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10 mM 4-[2-hydrxyethyl]-1- 
piperazineethanesulfonic acid(HEPES; Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA), 30 mM ethylenediamine-tetraacetic acid 
(EDTA; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)이 포
함된 PBS에 넣어 진탕배양기를(200RPM, 37℃) 10분간 작
동하였다. 이후 세포분리용액이 첨가된 PBS를 사용하여 조
직을 1분간 세척하고 30 mM EDTA 및 10 mM HEPES를 포
함하는 PBS에서 진탕배양기를(200 RPM, 37℃) 10분간 다
시 작동하였다. 조직을 PBS에서 1분간 세척하고, cRPMI에
서 조직이 상하지 않도록 약하게 2분간 세척하였다. 마지막
으로조직을 0.5 mg/mL collagenase type VIII(Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA)가함유된 cRPMI 배지에서 진탕배양기
를(200 RPM, 37℃) 60분간 작동하고 PBS에 1분간 세척하였
다. 원심분리기(800 g, RT, 5분; High-speed Centrifuges 1580R, 
Gyrozen Co., LTD, Seoul, Korea of Republic)를 사용하여 상
층액을 분리하여 제거한 다음, 세포상층액을 Percoll(GE 
Healthcare, Chicago, Illinois, US)의 농도차이(상단에 40% 
Percoll, 하단에 70% Percoll)를 사용하여 분리하여 유세포
분석에 사용하였다.
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(2) 유세포 분석
분리된 소장 고유층 세포는 FACS Canto II(Becton, 

Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)를 사용
하여 분석하였다. 살아있는 세포와 죽은 세포를 구별하기
위해 Live/Dead Fixable Dead Cell Stain(Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA)을 PBS에 1:1,000의 비율로
희석하여 사용하여 죽은 세포를 제외하였다. 분석을 위해
사용한 항체는 다음과 같다. T-cell 분석: anti-CD3(CT-3; 
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA), anti-CD4(CT-4; 
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA), anti-CD8a(CT-8; 
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) 그리고 anti-TCRγδ
(TCR-1; SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA), APC 분석: 
anti-MHC II(2G11; SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA), 
anti-Bu-1(AV20; SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) 
그리고 anti-Monocyte/Macrophage(KUL01; SouthernBiotech, 
Birmingham, AL, USA). 모든 항체는 PBS에 1:200로 희석하
여 30분 동안 어두운 환경에서 반응하도록 한 다음 염색된
세포를원심분리기(800 g, 4℃; High-speed Centrifuges 1580R, 
Gyrozen Co., LTD, Seoul, Korea of Republic)로 5분간 작동
하여상층액을제거하였다. 그리고 세포에 PBS를 넣어 마르
지 않도록 하여 분석할 때까지 4℃ 환경에서 보관하였다.

3) 사이토카인 및 항산화기능 관련 유전자 발현

TRIzol™ Reagent(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA)에 보관한 공장 조직에서 RNA를 추출하였다. 공장 조
직을 클로로포름(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)으로
추출하고이소프로판올(Biosang, Seoul, Republic of Korea)을
사용하여 RNA를 침전시킨 후 75% 알코올(Biosang, Seoul, 
Republic of Korea)로 세척하여 순수한 RNA를 획득했다. 그
다음 Nano-400A(Hangzhou Allsheng Instruments Co., LTD, 
Hangzhou, China)을 이용하여 농도와 순도를 확인한 다음

회사지침에따라 AccuPower ® RT PreMix(Bioneer, Daejeon, 
Republic of Korea)를 사용하여 분리된 RNA로 cDNA를 합
성하였다. 사이토카인 및 항산화기능 관련 유전자의 발현정
도를 확인하기 위해 QuantStudio 1 Real Time PCR 시스템
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)을 사용하여

qRT-PCR을 실시하였다. 해당 실험에서 사용한 프라이머에
대한 정보는 Table 3과 같았다. qRT-PCR은 다음의 순서로
진행되었다: 94℃에서 5분, 94℃에서 20초, 60℃에서 20초, 
72℃에서 20초를 40 cycle 진행이후 5분간 65∼95℃ Melting 
curve 분석을실시하였다. 상대정량은 2-ΔΔCT 방법을이용하여
계산하였고하우스키핑유전자로는 Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase를 사용하였다.

3. 통계분석

육계사료내삼채뿌리분말의첨가가장내미생물의조성에

끼치는영향과장내면역세포및사이토카인과항산화기능관

련유전자의발현에대한결과의통계분석은 Prism(GraphPad 
Software, Boston, MA, USA) 프로그램을 이용하여 실시하
였다. 대조군과 처리군간 장내 미생물 조성의 차이는 LEfSe 
분석으로 나타냈으며, 두 그룹 사이의 미생물 군집의 유의
한 차이를 식별하기 위해 Kruskal-Wallis sum-rank 검정을
실시하여 LDA score가 2.0 이상인 것을 유의적인 차이를 나
타낸다고 판단하였다. 장내 미생물 다양성 분포와 장내 면
역세포 및 사이토카인과 항산화기능 관련 유전자의 발현에

대한 변화는 two-tailed unpaired t-test를 이용하여 분석하였
다. 통계분석 시 실험단위는 케이지이며 모든 통계분석에서
유의성은 0.05<P<0.1일 경우 경향성이 있다고 판단하고, 
P<0.05일 경우 유의하다고 판단하였다. 모든 실험 데이터는
평균 ± 표준 편차로 표시되었다.

Genes Forword Reverse Size (bp) Annealing TM (℃)

IL1b GCTCTACATGTCGTGTGTGATGAG TGTCGATGTCCCGCATGA 80 60

IL6 CTCCTCGCCAATCTGAAGTC GGATTGTGCCCGAACTAAAA 164 60

IL10 CATGCTGCTGGGCCTGAA CGTCTCCTTGATCTGCTTGATG 94 60

SOD1 AGGGGGTCATCCACTTCC CCCATTTGTGTTGTCTCCAA 122 60

CAT TTACGGAGGTAGAACAGATGG TGTCAGGATACGCAAAGAGA 105 60

GPX2 ACGGCACCAACCAGGAGAT TTCAGGTAGGCGAAGACGG 133 60

Table 3. List of chicken primers used in the study
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결과 및 고찰

1. 장내 미생물 군집 분석

장내 미생물은 경제동물의 면역과 영양대사에 중요한 역

할을 담당한다고 알려져 있으며, 또한 소화장관에 침입하
는 병원균을 직접적으로 제한하는 선천성 면역의 일부를

담당하기도 한다(Kober et al., 2022). 따라서 장내 미생물
군집 균형이 무너지게 되면 숙주동물의 병원균에 대한 저

항성이 낮아져 숙주의 장건강에 부정적인 영향을 미치고

결과적으로 동물의 성장에 영향을 주어 생산성을 떨어뜨리

게 된다(O'Hara et al., 2020; Sun et al., 2020). 경제동물 사
료내 첨가제는 장내 미생물 군집을 안정화시키고 숙주의

면역력 향상에 도움을 주는 등의 효과가 있다고 알려져 있

다. 따라서 사료내 첨가제는 경제동물의 생산성 향상과 사
료 효율성 증진에 긍정적인 효과를 기대할 수 있다

(Sugiharto, 2016). 육계의 성장과 영양대사 및 면역에 영향
을 미치는 장내 미생물이 존재하는데 이는 육계의 성장에

큰 영향을 미치는 요인이라 할 수 있다(Rubio, 2019). 따라
서 질병이나 환경에 대한 저항성이 성체에 비해 떨어지는

미성숙한 육계의 경우 장내 미생물 군집의 안정적 정착은

매우 중요하다. 육계의 장내에 존재하는 우세한 미생물은
속수준에서 Lactobacillus, Ruminococcus이 있으며, 과수준
에서는 Bacteroidaceae, Ruminococcaceae, Clostridiaceae, 
Lachnospiraceae, Enterococcaceae 및 Enterobacteriaceae가 알
려져 있다(Wei et al., 2013; Rubio, 2019). 해당 미생물들은
숙주가 소화하지 못하는 탄수화물을 분해하고 숙주 건강과

생산성을 향상시킬 수 있는 단쇄지방산(Short chain fatty 

acids, SCFAs)을 생산한다고 알려져 있다(Morrison and 
Preston, 2016). 또한 경쟁을 통해 병원성 미생물의 성장을
저해하고 장 상피층 및 점액층의 발달을 촉진하는 역할을

한다(Wei et al., 2013). 특히 Lactobacillus는 육계뿐만 아니
라 사람을 포함한 여러 경제동물의 장관면역 향상을 위한

생균제로 활용되는 미생물로 알려져 있다(Zhang et al., 
2021; Kober et al., 2022).
육계의장내미생물균총은 소장, 회장, 맹장등 소화장관

의 위치별로 서로 다른 비율과 다양성을 가지는 것으로 알

려져 있다. 맹장은 소화기관 중 가장 오랜 시간동안 음식물
이 머무는 곳임과 동시에 미생물로 인한 발효 및 물질흡수

가 일어나는 장소이며 많은 장내 미생물이 존재한다(Gong 

et al., 2002). 육계의 장내 미생물 군집 풍부도 및 다양성은
육계의 장관면역 활성에 영향을 주는 것으로 알려져 있다

(Rubio, 2019). 본 실험에서는 사료내 삼채뿌리분말 첨가로

인한 육계의 장내 미생물의 풍부도 및 다양성 변화를 조사

하기 위해 Chao1, Shannon 및 Simpson index 분석을 실시하
였다(Fig. 1). 육계사료내 삼채뿌리분말 첨가는 장내 미생물

군집의 종 풍부도 및 다양성에서 유의미한 차이를 보여주지

않았다(Fig. 1). 이와유사하게 육계에삼채 잎과 뿌리분말을
일정비율로첨가한사료를급여하였을때 Shannon 지수에는

큰 차이가 없다는 결과가 보고된 바 있다(Lee et al., 2020).
삼채에는 알라닌, 사포닌과 같은 물질이 존재하며 해

당 물질은 삼채를 포함한 Allium에 속하는 식물이 함유하
고 있다. 삼채와 비슷한 물질을 가진 양파를 사용한 가금
실험 결과 Bacteroidetes가 증가하거나 Escherichia coli 및 
Staphylococcus aureus같은 특정 장내 미생물군을 감소시키

Fig. 1. Effect of supplementation of AH in diet on alpha diversity. Alpha diversity measured by the diversity index was indicated 
by control (red) and AH (blue). The line in each box means the center value, and whiskers showed the highest and lowest values 
within the 1.5th quartile range (IQR). Significant differences between treatments were analyzed using the two-tailed unpaired t-test. 
AH, Allium hookeri.
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는 등 장내 미생물 균총의 변화가 발생함이 보고된 바 있다

(Kothari et al., 2019). 그러므로 삼채뿌리분말 첨가가 특정
미생물 균총의 증감을 유도했을 가능성에 대해 분석을 실

시하였다(Fig. 2). 장내 미생물 균총 분포 분석 결과, 대조군
과 처리군 모두 Phylum 수준에서 Firmicutes, Bacteroidetes, 
Proteobacteria, Actinobacteria 순서로 나타났으며 이는 선행
연구 결과와 거의 일치하는 수준이었다(Rychlik, 2020). 대
조군과 처리군의 비교 결과, 수치적으로 대조군에 비해 처
리군에서 Firmicutes의 비율이 5% 높았고, Bacteroidetes의
비율은 대조군에 비해 4% 낮았다(Fig. 2A). Proteobacteria
는 Salmonella와 Campylobacter같은 육계에게 치명적인 감
염성 장질환을 일으키는 병원균을 포함하는 Phylum이다
(Heres et al., 2004; Yang et al., 2021). Proteobacteria는 부
화 후 초기 육계에서 다른 장내 미생물보다 빠르게 군집화

가 일어나 초기 육계성장에 악영향을 주지만, 이후
Firmicutes 및 Bacteroidetes의 증가로 인해 개체수가 감소하
여 활성이 떨어진다고 알려져 있다(Segura-Wang et al., 

2021). 본 연구에서 Proteobacteria은 큰 변화가 없이 대조군
과처리군에서비슷한수준을보였다. 다음으로 Family 수준
에서 Oscillospiraceae가 대조군(31.5%)에 비해 처리군(18.6%)
에서 낮았고, Enterococcaceae 및 Lactobacillaceae은 각각 대
조군(3.84%, 1.48%)에 비해 처리군(8.36%, 4.07%)에서 높았
다(Fig. 2B). Oscillospiraceae는 육계의 맹장내 미생물 군집
의 대부분을 차지하는 Firmicutes에 속하며, 일부 다른 장내
미생물과 상호작용하여 SCFAs를 합성하는 데 도움을 주고
분변을 부드럽게 하여 배변을 용이하게 하는 균으로 알려져

있으나, 특정조건에서는대장염과같은염증성질환을일으
키는병원균으로써 작용하기도하므로 Oscillospiraceae에 대
한 명확한 기능과 역할에 대해서는 추가적인 연구가 필요하

다(Mu et al., 2023). Enterococcaceae 및 Lactobacillaceae는 
Lactobacillales에 속하는 젖산 생성균이다(Rossi et al., 
2016). 젖산은 미생물의 세포막 파괴, DNA변형 및 세포사
멸의 역할을 하며 장내 미생물 군집변화에 영향을 주는데, 
이때 장내 병원균 사멸을 통해 장관면역 향상 및 생산성

Fig. 2. Effect of supplementation of AH on the phyla (A), families (B), and genera level (C) compositions of cecal microbial 
communities in 28-day-old broilers. Proportions of the microbiome represented by less than 1% at the family level and less than 0.5% 
at the genus level were classified as "Others" category. AH, Allium hookeri.



지 등 : 육계 사료 내 삼채뿌리분말 첨가가 장내 미생물 및 장관면역에 미치는 영향178

을 증가시킬 수 있다고 알려져 있다(Pessione, 2012). 
Enterococcaceae 및 Lactobacillaceae는 육계의 괴사성 장염
을 치료하는 잠재적인 생균 균주임을 밝힌 연구결과가 있다

(Fasina et al., 2016). 해당 결과는 삼채뿌리분말 처리로인한
장내 미생물 균총 변화가 육계 생산성과 건강에 치명적인

영향을 주는 질병을 억제하는 효능을 가질 수 있음을 제시

하는 결과라 할 수 있다.
Genus 수준에서는 Faecalibacterium 및 Phocaeicola은각각

대조군(27.45%, 6.66%)에 비해 처리군(12.18%, 3.58%)에서
낮았고, Enterococcus 및 Gemmiger은 각각 대조군(3.84%, 
0.65%)에 비해 처리군(8.36%, 4.54%)에서 높았다(Fig. 2C). 
Faecalibacterium은 유일하게 F. prausnitzii만 알려져 있는데
해당 균주는 효과적인 butyrate 생산자로써 많은 경제동물의
생균제후보로연구되고있다(Sokol et al., 2008). Enterococcus
는 유산균에 속하는 미생물이며 병원성을 띄는 종이 있는
반면 Salmonella 감염으로 인한 장 손상을 유의미하게 개선
할 수 있는 종이 있다는 연구결과가 있다(Audisio et al., 
2000). 본실험에서 해당 균주의 증가가 육계의장관 미생물
환경 개선 및장관면역향상에 긍정적인 영향을 미치는지 확

정하기 어려우므로 해당 미생물이 장관면역에 미치는 영향

에 대한 추가적인 연구가 필요한 상황이다. 
육계에게 삼채뿌리분말을 급여 시 차등적으로 풍부한 분

류군을 가지는 장내 미생물을 찾기 위해 LEfSe분석을 실시
하였다. 분석 결과 일부 장내 미생물 균총이 삼채뿌리분말
첨가 시증가하는 것을 확인하였으며 LDA score 3.0 이상으
로 확인된 종으로는 Limosilactobacillus, Cuneatibacter, 
Ruminococcoides이다(Fig. 3). Limosilactobacillus는 항산화, 
항염증 시스템을 유익하게 조절하여 당뇨병 환자의 포도당

항상성을 개선해주는 미생물로 알려져 있다(de Luna Freire 
et al., 2021). 육계의 경우 Limosilactobacillus는 체중 및 헤
모글로빈 함량 및 HDL을 증가시키고 Salmonella 감염에 대
해 길항작용을 가지는 생균제 후보로 알려져 있다(Hati et 
al., 2022). Cuneatibacter는 육계의 장관에서 괴사성 장염이
발생하면 빠르게 없어지는 것으로 알려져 있으며 pyrazine
을 생성하는 균주 중 하나인데, pyrazine은 Granulocytes의
산화질소를 감소시키거나 항생 및 항염증 작용을 하는 물질

로 알려져 있다(Dolezal and Zitko, 2015; Abdugheni et al., 
2022). Ruminococcoides는 담즙저항성을 가진 미생물이며

난분해성 전분을 분해하여 아세테이트 등의 대사산물을 생

성할 수 있다(Molinero et al., 2022). 아세테이트와 같은 휘
발성 지방산은 육계의 성장과 장내 미생물 군집환경에 도움

을 주는 유용물질로 알려져 있다(Bergman, 1990). 전반적으
로 사료내 삼채뿌리분말 첨가는 육계의 장내 미생물 군집에

서 긍정적인 효과를 나타내는 것으로 보이지만, 장관면역
조절에 있어 해당 미생물의 정확한 역할에 대한 추가적인

연구가 필요할 것이다.

2. 장관면역 분석

사료내 삼채뿌리분말 첨가가 장관면역에 끼치는 영향과

면역세포의 변화에 대해 분석하기 위해 LP 내 면역세포를
분리하여 Flow cytometry 분석을 실시하였다. LP는 장관에
존재하는 느슨하게 조직된 결합조직 층으로, T cell이나 B 
cell, APC 등다양하고 많은양의면역세포가존재하는곳이
다. 해당 조직에는 전체 동물 체내의 약 80%에 해당하는 면
역세포가 존재한다고 알려져 있어 장관면역뿐 아니라 동물

의 전체적인 면역 상태를 분석하기에 적합한 기관이라 할

Fig. 3. Linear discriminant analysis effect (LEfSe) cladogram and linear discriminant analysis (LDA) based on operational taxonomic 
units were used to differentiate the cecal microbial communities of birds fed experimental diets. (A) Cladogram indicating the 
phylogenetic distribution of the cecal microbial communities. (B) Linear discriminant analysis (LDA) score bar graph showing 
microbiome difference between control group and AH group. AH, Allium hookeri.
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수 있다(Varol et al., 2009). 본 연구에서 먼저 장관면역세포
를 분리 후 장관내 T cell을 비교 분석하였다(Fig. 4). T cell
의 바이오마커인 CD3을 이용하여 면역세포에서 전체 T cell 
군집을 확인하였다. 그 다음 T cell subset을 분석하기 위하
여 CD4를 발현하는 helper T cell을 확인하였고, CD8을 발
현하는 cytotoxic T cell, TCRγδ를 발현하는 γδ T cell을 확인
하였다. 유세포분석 결과, 삼채뿌리분말 처리군에서 helper 
T cell이유의미하게감소하였으며(P=0.049), cytotoxic T cell
과 γδ T cell은 유의미한 차이는 없었다(Fig. 4). 육계의 T 
cell은연령에따라점차 성숙하고변화한다. 부화한 지얼마
안 된 육계의 T cell은 표현형적으로 성숙하고성체의 T cell
과 비슷한 수준의 결합능을 가졌으나 면역자극에 의한 증식

이나 사이토카인을 생산하는 기능은 미성숙하다고 알려져

있다(Lowenthal et al., 1994). 또한 육계의 장관내 T cell은
부화하자마자 지속적으로 발달하며 부화 후 14일차 육계의
장관내에서 낮은 수준의 T cell 유래 사이토카인을 보이며
부화 후 28일차까지도 cytotoxic T cell과 같은 특정 세포성
면역과 비특이적 세포성 면역이 성숙하지 못했으나 연령이

높아질수록 면역계가 향상됨을 밝힌 연구결과가 있다(Song 
et al., 2021). T cell은 면역체계에서 중요한 유형의 면역 세
포이며 적응면역을 담당하고 T cell 수용체(T cell receptor)

를 통해 다양한 병원체를 인식하여 면역반응을 일으킨다. T 
cell에는 helper T cell, cytotoxic T cell, γδ T cell 등이 존재
한다. Helper T cell은 B cell의 분화 및 활성을 돕거나

cytotoxic T cell 및 APC를 활성화하는 역할을 한다(Murphy 
and Reiner, 2002; Schwartz, 2003; Smith-Garvin et al., 
2009). Cytotoxic T cell은 granzyme이나 perforin과 같은 세
포독성물질을 통해 감염된 세포나 외부 병원체를 제거하는

면역세포다(Andersen et al., 2006). Cytotoxic T cell은 helper 
T cell의 명령에따라 활동하기 때문에효과적인 면역반응을
위해서는 helper T cell과의 상호작용이 중요하다. 또한
helper T cell과는역의 상관관계를가지고 있어 두개의세포
비율을 비교하여 감염이나 질환의 마커로 사용하기도 한다

(Skapenko et al., 2005). γδ T cell는 병원균, 기생충 및 바이
러스 감염에 대해 항균 활성을 나타내며 사이토카인 생산, 
세포 독성 활성, 면역 및 염증 조절 등 광범위한 기능을 수
행하는 것으로 알려져 있다(Vantourout and Hayday, 2013). 
병원균에 감염된 초생추의 면역활성에서 γδ T cell이 증가하
여 면역반응에 도움을 준다는 연구결과가 있다(Alkie et al., 
2019). T cell 분화 시 cytotoxic T cell과 γδ T cell로의 분화
는 상대적으로 CD4+ T cell의 분화 감소로 이어질 수 있으
나 CD4+ T cell 감소의 직접적인 원인과 이러한 변화가 장

Fig. 4. Changes in the populations of T cells in the small intestine of 28-day-old broilers fed a control diet or a diet containing AH. 
Each data point represents six replicates and is presented as means±S.D. Significant differences between treatments were analyzed 
by a two-tailed unpaired t-test. * Indicate significance at P<0.05. AH, Allium hookeri.
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관면역 항상성 유지에 끼치는 영향에 대해서는 추가적인 연

구가 필요할 것으로 보인다. 
APC는 적응 면역의 중요한 부분을 담당하며 주요 조직

적합성 복합체(Major histocompatibility complex; MHC)를
통해 항원을 제시하는 세포이다(Alkie et al., 2019). APC는
전문성 또는 비전문성으로 나누어지는데 MHC II를 발현하
는 세포를 전문성 APC라 불린다. 전문성 APC에는 대식세
포, B cell 및 수지상세포가 있다. 전문성 APC는 항원을 T 
cell에제시하는데특화되어 있으며 식균작용과 수용체매개
세포내섭취(Receptor-mediated endocytosis)가 뛰어나므로 장
내 면역계에 중요한 역할을 담당한다(Kambayashi and 
Laufer, 2014; Mann and Li, 2014). B cell은 림프구 중에서
항원에 대한 항체를 생성하고 일부 B cell은 기억세포로 분
화하여 같은 항원에 감염되었을 때 보다 빠르게 항원에 대

응하는 역할을 한다(Hardy and Hayakawa, 2001). 대식세포
는 육계의 장관면역에서 수지상 세포와 함께 항원제시를 통

해 T cell 및 B cell의 활성화에 필수적인 역할을 할 뿐 아니
라 IFNγ를 생산하여 대식세포의 식세포 작용과 Th1의 반응
을 촉진시켜 육계의 장관면역력을 증가시킨다(Gutcher and 
Becher, 2007). 본 연구에서는 APC의 대표적 바이오마커인
MHC II를 이용하여 전체 면역세포에서 APC를 확인하였으
며, 추가적으로 Bu-1과 Mono/Mac을 이용하여 각각 B cell
과 대식세포를 확인하였다. 분석 결과 B cell과 대식세포는
대조군에 비해 삼채뿌리분말 처리군에서 유의미한 차이를

나타내지 않았다(Fig. 5).

3. 사이토카인 및 항산화기능 관련 유전자 발현

사료내 삼채뿌리분말 첨가가 육계의 장관 조직에서 사이

토카인 및 항산화기능 관련 유전자 발현에 어떤 영향을 주

는지 구명하기 위해 qRT-PCR 분석을 실시하였다. 본 연구
에서 사료내 삼채뿌리분말 첨가가 육계 장관내 사이토카인

관련 유전자에 영향을 주는지 확인한 결과, 사이토카인 관
련 유전자 발현에는 유의미한 차이를 관찰하지는 못하였다

(Fig. 6A).
사이토카인은 세포신호 전달에 중요한 역할을 하는 단백

질로 이루어진 면역조절물질이다. 사이토카인은 대식세포, 
수지상세포, T cell 및 B cell 등 다양한 세포에 의해 생성되
며 구조 및 기능에 따라 분류한다. 기능에 따라 사이토카인
은 전염증성 사이토카인과 항염증성 사이토카인으로 분류

할 수 있는데 염증성 사이토카인은 세포면역반응을 강화함

과 동시에 만성 염증이나 세포의 산화스트레스를 증가시켜

면역계에악영향을미치기도한다(Dinarello, 2000; Oppenheim, 

2001). 인터루킨(Interleukin, IL)은 다양한 세포에서 발현되
고 분비되는 사이토카인이다. 면역계 기능의 대부분은 IL에
의존하고 있으며 각 기능에 따라 종류가 세분화되어있다

(Mocellin et al., 2005; Gabay, 2006; Brocker et al., 2010; 
Bent et al., 2018). IL은 원활한 면역 항상성 유지에 반드시
필요하지만, 과잉 혹은 결핍으로 인한 면역질환을 일으키기
도 한다. 본 연구에서 확인한 사이토카인 유전자는 대표적
인 염증성 및 항염증성 기능을 가진 IL1b, IL6, IL10이다
(Kaiser et al., 2004). IL1b 및 IL6는일반적으로 전염증성사
이토카인으로 불리며 항원에 대한 저항과 반응에 중요하며, 
장 상피세포와 장내 미생물의 상호작용에 관여하여 장관면

역 향상에 도움을 주는 것으로 알려져 있다. 그러나 체내에
과잉생산될 경우발열 및장내 조직손상, 염증을 일으켜 장
관면역에영향을 준다고 알려져 있다(Prakasam et al., 2013). 
IL10은 사이토카인 합성 억제 인자로도 알려져 있는 대표적
항염증 사이토카인이다(Moore et al., 1993). 육계의 장관내
에서 IL10은 염증을 감소시키며 선천면역세포의 활성을 감
소시켜 숙주 조직의 추가 염증을 방지하지만, IL10의 과발
현은 오히려 장관내 병원체가 숙주 면역 반응을 회피할 수

Fig. 5. Changes in the populations of antigen-processing cells in the 
small intestine of 28-day-old broilers fed a control diet or a diet 
containing AH. Each data point represents six replicates and is 
presented as means±S.D. Significant differences between treatments 
were analyzed by a two-tailed unpaired t-test. AH, Allium hookeri.
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있도록 한다(de Waal Malefyt et al., 1991; Arendt et al., 
2016). 따라서 IL1b, IL6 및 IL10과 같은 사이토카인은 장관
내에서 적절한 수준으로 조절되어야 한다.
본 연구에서사료내삼채뿌리분말첨가가육계장관내항

산화기능 관련 유전자에 영향을 주는지 확인한 결과, 항산
화기능 관련 유전자 중 GPX2 발현이 증가하는 경향을

(P=0.060) 관찰하였다(Fig. 6B). 산소를 이용하는 모든 생체
의 세포는 활동하면서 활성산소(Reactive oxygen species)를
생성하는데 이는 장관내 조직을 손상시키며 장건강에 부정

적인 영향을끼칠수 있다(Li et al., 2003). 이러한장관내산
화 스트레스를 감소시키기 위해 SOD1, CAT, GPX2와 같은
항산화효소를 생성한다. 육계 장관의 항산화 효과에 대해
사료내 식물유래 성분의 추가가 긍정적인 효과가 있음이 잘

알려져 있으며(Mishra and Jha, 2019), 사료내 삼채뿌리분말
첨가도 육계의 장건강에 긍정적인 효과를 나타낼 수 있는

것으로 볼 수 있다.
본 연구를 통해 육계에서 삼채뿌리분말이 첨가된 사료를

급여 시 장내 잠재적 유익균의 증가와 잠재적 병원균 속의

감소등장내미생물균총의변화에서긍정적인효과를확인

하였고 장관면역세포인 T cell subset의 분포에 영향을 미침
을확인하였다. 또한사이토카인및항산화기능관련유전자
발현에서는 GPX2가 증가하는 경향성을 확인하였다. 이는
육계 사료내 삼채뿌리분말 첨가가 육계의 장내미생물을 긍

정적인방향으로개선하여장관면역이나장건강을향상시킬

수 있는 사료첨가제로 사용할 가능성이 있음을 나타낸다.

적 요

본 연구는 부화 후 10일부터 28일까지 사료내 삼채뿌리
분말 첨가가 장내 미생물 균총, 장관면역, 및 장건강에 미
치는 영향을 평가하고자 수행하였다. 10일령 Ross 308 육
계 총 60수를 공시하여 체중을 측정한 후 난괴법을 이용하
여 6반복으로 2처리구에 할당하였다. 실험사료는 옥수수-
대두박 기반의 대조사료와 대조사료에서 옥수수 0.3% 대신
삼채뿌리분말 0.3%를 첨가한 처리사료로 구성하였고, 18일
간 사료와 물을 무제한 급이하였다. 부화 후 28일째에 각
케이지마다 체중 중앙값에 근접한 2수를 선발하여 맹장내
분변 및 장관조직 샘플을 수집하였다. 사료내 삼채뿌리분말 

Fig. 6. The expression of gut immunity and gut health-related genes in small intestine tissue of birds fed diet containing AH. Each 
data point represents six replicates and is presented as means±S.D. Significant differences between treatments were analyzed by a 
two-tailed unpaired t-test. Significant differences between treatments were analyzed by a two-tailed unpaired t-test. # Indicate tendency 
at 0.05<P<0.1. AH, Allium hookeri.
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첨가가 Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Limosilactobacillus, 
Cuneatibacter 및 Ruminococcoides와 같은 생균제 후보 미생
물을 증가시킴을 확인하였다. 장관면역의 경우, 삼채뿌리분
말첨가가 helper T cell의한종류인 CD3+CD4+ T cell의유
의미한 감소(P=0.049)를 야기하였다. 또한 삼채뿌리분말 첨
가가 사이토카인 및 항산화기능 관련 유전자 발현 분석에서

IL1b, IL6, 및 IL10과 같은 사이토카인에는 유의미한 차이가
관찰되지않았으나항산화기능관련유전자 GPX2 발현이증
가하는경향이확인되었다 (P=0.060). 따라서본연구의결과
를 종합해보면, 삼채뿌리분말을 첨가한 육계사료를 부화 후
10일부터 28일까지 급이 시 육계 장내미생물에 긍정적인 영
향을 주고, 장건강을 향상시킬 수 있을 것으로 사료된다. 

(색인어 : 삼채뿌리, 육계, 사료 첨가제, 장관면역, 장내
미생물)
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