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요  약  육계 사료 내 영양성분(조단백질, 인산분해효소)의 과잉 공급은 사료효율을 감소시키고 분뇨 내 질소와 인의
배설을 증가시킨다. 이로 인해 환경부하가 증가된다. 육계의 성장단계에 적합한 사료원료의 함량으로 영양소 이용률을 
높여 질소와 인의 배설로 인한 환경부하를 줄이기 위해 연구를 수행하였다. 본 연구에서는 1주령 육계 36수를 대상으로
사료 내 조단백질과 인산분해효소 첨가에 따라 유의미한 차등발현 유전자의 발현양상과 반응경로를 분석하였다. 이는
전사체(RNA-seq, edge-R) 및 기능적 연구로 분석 되었다. 그 결과, 1주령 육계의 맹장에서 사료 내 인산분해효소의 
첨가량(1,000ppm에서 500ppm)이 감소함에 따라 에너지 대사와 관련된 131개 차등발현 유전자를 발굴하였다. 이 차
등발현 유전자는 인산가수분해반응의 역반응인 인산화효소에 의해 활성화된 1) 단백질 자가인산화, 2) 산화적인산화 반
응 등으로 ATP 에너지 생성과 관련 기능을 한다. 또한, 인산화효소에 의한 단당류(과당이나 만노스)의 인산화를 통해 
포도당 합성에 관여하는 유전자의 발현이 증가하였다. 이번 연구의 결과는 1주령 육계의 사료 내 인산분해효소 첨가
수준에 따라 에너지 대사 기능이 어떻게 조절되고 영양분 사용이 성장에 어떤 영향을 미치는 지에 대한 정보를 제공할 
것이다.

Abstract  An oversupply of nutrients (crude protein and phytase) in broiler diets reduces the feed 
efficiency and increases nitrogen and phosphorus excretion in manure. Therefore, the environmental 
load is increased. A study was conducted to reduce the environmental load due to the excretion of 
nitrogen and phosphorus by increasing the nutrient utilization rate with the content of feed ingredients 
suitable for the growth stage of broilers. In this study, the gene expression patterns and response 
pathways of significantly differentially expressed genes (DEGs) according to the addition of crude protein
and phytase in the feed for 36 broiler chickens at one week of age were analyzed by transcriptome 
(RNA-seq, edge-R) and a functional study. The expression of 131 DEGs related to the energy metabolism
decreased in the cecum of one-week-old broilers as the amount of phytase (from 1000ppm to 500ppm) 
added to the feed was increased. These DEGs help generate ATP energy through 1) protein 
autophosphorylation and 2) oxidative phosphorylation by kinase, which is the reverse reaction of 
phytase. In addition, gene expression was activated in the glucose synthesis pathway through 3) the 
phosphorylation of monosaccharides (fructose or mannose) by kinase. These results will provide 
information on how the function of energy metabolism is regulated and how the growth is affected by
the use of nutrients according to the level of phytase addition in the feed of one-week-old broilers. 
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1. 서론

육계의 사료비용은 사육비용에서 70%를 차지한다[1]. 
사료섭취를 통한 주령별 성장은 증체량 단위로 측정되는 
사료효율(efficiency in feed intake)과 연관성이 있다. 
이때 사료효율은 성장에 따른 체중 증가와 영양분의 이
용 효율과 같은 표현형 이외에도 개체별 유전적인 요인
이 존재한다. 동일한 주령에서 암컷과 수컷 체중의 유전 
가능성에 대한 추정치는 0.31-0.37범위에 있다[2]. 체중
의 유전적 변이는 암컷보다는 수컷에서 더 높다. 이는 수
컷과 암컷의 호르몬 조절과 성장대사 차이로 인해, 성별
에 따라 생리적 환경에 대하여 유전자가 다르게 반응하
기 때문이다. 그 결과, 주령별 체중에 작용하는 유전자의 
효과는 암컷과 수컷에 따라 증가하거나 감소할 수 있다. 

유전적 요인 이외에 영양소의 이용률 개선을 통하여 
사료효율을 높이고자 한다면, 주령별 요구되는 영양성분 
및 함량을 정확하게 측정하는 것이 필수이다. 육계 사료 
내 영양성분의 함량 중 20%를 차지하는 단백질 요구량
보다 과잉 공급되면, 소화기관(소장, 회장 등)의 기능이 
줄어들고 생체 내 단백질, 아미노산, 질소의 이용률이 감
소된다[3]. 이로 인해, 분뇨 내 질소 배설이 증가한다. 사
료효율을 개선하기 위하여 인산분해효소를 첨가하거나 
조단백질의 대체원료(아미노산 제제 등)를 사용한다. 이
를 통해 사료 내 단백질 함량을 줄이고 에너지 대사 효율
을 증가시켜 분뇨 내 질소의 배설을 감소시킨다[4]. 예를 
들어, 주요 아미노산 제제는 메티오닌, 라이신, 트레오
닌, 트립토판, 히스티딘 및 발린 등으로 구성되어 있다. 
이와 같이 조단백질의 대체원료들이 사용되고 있으나, 
대체원료에 대한 생체 내 대사 프로파일(metabolism 
profile) 정보와 생리적 기능연구는 매우 제한적이다. 따
라서 육계의 성장단계에 따라  증체량에 영향을 주지 않
는 대체원료의 필수 요구량을 측정해야 한다. 

부하 후, 1주령 이전 병아리는 소화기관의 미발달과 
소화효소의 분비 부족으로 사료 영양소의 소화·흡수 및 
이용률이 낮은 편이다[3,4]. 점차적으로 사료 섭취량이 
증가 하면서, 소화기관(전위, 근위와 소장 등)의 최대성
장이 병아리 1주령이후 일어난다[5,6]. 일령이 증가함에 
따라 회장에서 융모당 장세포의 숫자는 증가한다. 한편, 
장세포 밀도는 십이지장이나 회장에서 거의 변화가 없지
만 공장에서는 일령에 따라 약간 증가하는 경향이 있다
[5-7]. 영양소 섭취 후, 소장에서 영양물질을 가수분해하
는 효소(아밀라아제, 리파아제, 트립신 등)에 의해 전분, 
중성지방, 단백질이 소화된다[8,9]. 특히, 소장에서 질소

가 포함된 영양분(단백질, 아미노산 등)의 소화율은 4일
령 때 78%에서 21일령에는 92%까지 증가한다[3,10]. 
반면에 전분과 지방산의 소화율은 4일령부터 21일령까
지 83~89%로 거의 변화가 없다. 육계 사료로 옥수수의  
전분, 기름, 단백질 및 항영양소(피트산염, 효소억제제 
및 저항성 전분)등의 조성과 영양적 가치는 가변적 이다
[9]. 그러나 옥수수-대두박 위주의 육계사료에 복합 효소
제(아밀라아제, 프로테아제, 자일리아제)를 첨가하면 영
양소의 소화율과 증체성적이 개선된다[11].

인산분해효소(phytase)는 곡물에서 발견되는 소화 불
가능한 유기 인(P) 형태 피틴산(phyticacid)의 가수분해를 
촉진시킨다. 이때, 인산분해효소는 분자량이 40∼70kDa 
단량체 효소로 작용한다. 이 효소의 기능은 피틴산
(myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakispohosphate,IP6)
에 결합되어 있는 6개 인산염 그룹(phosphate groups)
을 단계적 가수분해하여 최종생성물 미오-이노시톨
(myo-inositol)을 생성한다[12]. 이 최종생성물은 식물
종자 및 꽃가루에서 인의 주요 저장 형태이다. 인산분해
효소는 식물, 동물의 소화기관에 있는 미생물, 반추위 동
물에 존재한다[13]. 다만, 기질 특이성, 최적 pH(예. 산
성 인산분해효소 pH5/염기성 인산분해효소 pH8) 및 가
수분해 특성이 다르다[14,15]. 사람을 포함하여 돼지, 닭
과 같은 단위동물들의 소화기관에는 인산분해효소가 분
비[16]되지 않기 때문에 피틴산에 결합되어 있는 인(유기 
인)을 이용할 수 없다. 유기 인이 생체 내에서 분해되지 
않고 분변으로 배설된다. 이로 인해 물에 인과 질소 같은 
영양분이 과잉 공급되는 환경부하를 초래할 수 있다. 단
위동물의 소화기관에서 흡수·생체 이용 가능한 형태인 
무기 인(P)으로 전환 시키는 외인성 인산분해효소
(phytase)를 사료에 첨가해주면, 돼지와 닭에서 배출되
는 유기 인을 50% 정도까지 줄일 수 있다[17]. 물론, 인
의 소화율은 사료원료의 변동, 유전 인자, 일령, 체중 및 
칼슘 대 인(Ca:P) 비율 등의 여러 인자에 영향을 받는 
다. 외인성 인산분해효소 공급의 주요 역할은 피틴산에 
결합된 인의 가용성을 증가(20±45%범위) 시키는 것이
다. 또한, 사료 내 인산분해효소의 첨가는 지방, 단백질 
및 전분의 소화율을 높인다[17,18]. 인산분해효소의 보
충은 아미노산의 전체 소화율을 5% 이상 더 증가시킨다. 
예를 들어, 라이신은 4.5%, 트레오닌은 11.4% 소화율이 
증가된다. 게다가, 사료효율을 증가시켜 분변 내 질소와 
인의 배출을 감소시킨다. 만일 과잉으로 인산분해효소가 
사료 내 첨가된다면, 아미노산 소화율과 동시에 항영양 
인자 피틴산의 가수분해가 증가 되어 단백질-피틴산 복
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합체의 생성이 증가된다. 이는 부정적인 효과(소화율 감
소, 질소·인 배설증가 등)도 유발한다[19,20].  

단백질의 경우, 육계 일령에 따른 사료 섭취량의 증가
로 인해 장내 사료의 통과속도가 느려짐에 따라 효소의 
분비가 늦어 분해속도도 느려진다. 위 장관에서 피틴산
에 의해 단백질 소화와 아미노산 흡수가 방해받을 수 있
다[19]. 이는 낮은 pH 수준에서 음이온 피틴산과 양전하
를 가진 단백질 사이의 정전기적 인력에 의해 단백질-피
틴산 복합체가 형성되어 펩신 소화효소에 반응하지 않기 
때문이다. 이로 인해 단백질 소화 과정이 방해받고 내인
성 아미노산 흐름을 증가시켜 위액 과분비와 보호용 점
액 분비를 자극한다. 소장의 pH는 단백질 분해효소의 활
성이 더 유리하기 때문에, 단백질-피틴산 복합체가 분해
되거나 인산분해효소가 비활성화 될 가능성이 있다[20].  

결과적으로, 육계용 사료에 보충되는 인산분해효소는 
항영양 인자(피트산염)와 관련된 기능적 역할도 있지만, 
영양소(조단백질 등) 소화율을 증가시키고 증체량 증가
와 같은 이점이 더 우세하게 존재한다[20]. 동시에 인산
분해효소(phytase)는 육계의 장내 미생물군집 변화를 조
절하여 장내 산화적 손상을 줄이는 작용도 한다[11-15,20]. 

육계의 대장은 맹장, 회장, 배설강과 연결된 직장으로 
구성되어 있다. 특히, 맹장은 영양성분의 소화 및 아미노
산 대사, 물의 흡수, 면역글로블린 및 항체 생산을 담당
한다. 더 나아가서, 맹장 내 미생물도 영양성분(조단백질 
등) 소화에 작용한다. 본 연구를 통해서 1주령 육계 수컷 
36수의 맹장에서 외인성 인산분해효소 첨가량에 따른 조
단백질의 생체이용 효과와 관련된 차등발현 유전자를 발
굴하고, 그 기능을 살펴보고자 한다. 이로부터 사료 내 
조단백질과 인산분해효소의 첨가량에 따라 활성화 되는 
에너지 대사과정(산화적 인산화 반응으로 ATP 합성과정, 
아르기닌 생합성 등)을 이해하고자 한다. 최종적으로 2050 
「농식품 탄소중립전략(농림축산식품부, 2021.12.27.)」
의 이행계획에 따라, 사료 내 조단백질의 함량을 2% 감
축하였을 때 육계의 성장, 분뇨 내 질소 배설 관련 주요 
영향인자(유전자 등)를 규명하고자 연구를 수행하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 실험재료
1주령 육계 수컷 36수의 맹장 시료 수집은 동물실험

위원회 운영규정에 따라 동물실험 계획승인 심사를 받아 
실행하였다(동물실험승인번호: 2022-548). 육계 1주령 

36수에 대하여 사료 내 조단백질과 인산분해효소 첨가 
농도에 따른 영양수준을 고려하여 3개 그룹(대조군/2개 
처리군, 각 그룹별 12수)의 맹장 시료를 수집하였다(Fig. 1). 

각 개체별 맹장 시료로부터 RNA를 추출해서 Illumina 
TruseqTM RNA sample preparation kit(illumina 
San Diego, CA)를 사용하여 cDNA를 합성 후, 
RNA-seq 라이브러리를 구축하였다. 구축된 라이브러리
는 Illumina Hiseq 2000 플랫폼을 사용하여 paired 
end 2x150bp로 RNA 시퀀싱 하였다. 이때, 육계 1주령 
36수의 각 맹장 샘플마다 6.0Gb이상(닭 유전체 1.2Gb
의 5배), 총 216Gb의 RNA-seq raw data를 생성하여 
전장 전사체 서열분석을 수행하였다.

Fig. 1. A control group HH and two treatment groups 
of HL and LL according to the nutritional level 
in the feed for 1-week-old 36 broiler chicks 
(12 chicks in each group)

2.2 RNA-seq 데이터 전처리 및 분석방법 
전장 전사체 서열분석에 의하여 생성된 RNA-seq 

read의 전처리과정으로 FASTAQC version 0.11.8
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fa 
staqc), Trimmomatic 프로그램(version 0.39)을 사용
하여 trimming 수행을 하였다. 전처리 과정을 통과한 
cleaned read를 HISAT2(version 2.1.0)[21]를 통해 
닭 참조서열(Gallus gallus 6.0)에 정렬(mapping) 하였
다. 정렬된 read는 samtools 프로그램(version 1.9)과 
FeatureCounts(version 2.0.0)를 통해 유전자 발현을 
정량적으로 수치화 하였다(Fig. 2). 다음단계로, 사료 내 
영양수준에 따른 3개 그룹(Fig. 1)에 대해 맹장에서 유전
자 발현 정도를 TMM(Trimmed means of M values) 
방법을 통해 정량화 및 정규화(normalization) 하였다[22].

edge R(version 3.26.8)을 이용하여 그룹 간의 유전자 
발현차이(log fold change, log counts per million, 
Likelihood ratios, p-value, False Discovery rate)를 
계산하였다. 각각의 처리군 2개 그룹(HL and LL)을 대
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Mapped reads

Group Sample1 Sample2 Sample3 Sample4 Sample5 Sample6 Sample7 Sample8 Sample9 Sample10 Sample11 Sample12

HH 94.72% 87.96% 91.84% 92.62% 95.31% 95.48% 86.66% 95.58% 95.70% 90.04% 95.08% 95.21%

HL 95.88% 94.13% 95.65% 94.96% 95.20% 94.58% 94.23% 94.31% 94.95% 94.55% 92.84% 95.98%

LL 95.58% 94.69% 95.25% 94.52% 94.64% 94.79% 94.01% 95.32% 94.55% 95.14% 94.62% 88.39%

Note: A control group of HH(dietary crude protein 22%, added phytase 1,000ppm) and two treatment groups of HL(dietary crude protein
22%, added phytase 500ppm) and LL(dietary crude protein 20%, added phytase 500ppm) according to the nutritional level in the feed 
as Fig. 1.

Table 1. Summary of RNA-seq reads mapped to the reference chicken transcriptome (Galgal6)

조군 그룹(HH)과 비교하여 통계적으로 의미가 있는
(p-value < 0.05) 차등발현 유전자를 선별하였다. 그 후,  
각 그룹간의 차등발현 유전자의 발현변화에 대한 비교결
과를 ggplot2(version 3.3.6)와 R(version 3.6.0)을 이
용하여 시각화 하였다. Fig. 2에서 보는 바와 같이, 분석 
순서도에 따라 분석을 진행하였다.

Fig. 2. Program process used for differentially expressed 
genes analysis using RNA-seq data. 

2.3 유의한 차등발현 유전자 기능분석 
차등발현 유전자의 기능에 대한 정보를 얻기 위해서 

DAVID(database for annotation visualization and 
integrated discovery) 데이터베이스(http://DAVID.n 
cificrf.gov/)를 통해 생물학적 반응경로(BP) 및 KEGG 
pathway를 분석하였다[23]. 차등발현 유전자의 기능분
석을 할 때, EASE(Expression Analysis Systematic 
Explorer)의 유의성에 대한 기준 값으로, 생물학적 반응
경로(BP)는 p-value < 0.1 기준, KEGG pathway는 
p-value < 0.1로 설정하여 수행하였다[24]. 

3. 실험결과 및 고찰 

3.1 육계에서 영양수준에 따른 유전자 발현비교
1주령 육계 수컷 36수에서 영양수준(조단백질과 인산

분해효소 함량)에 따라 대조군(HH)과 2개 처리군(HL, 
LL)로 나눠 연구를 수행하였다. 이때, 각 그룹은 수컷 12
수 개체들로 구성되었다(Fig. 1). 대조군에 급여된 사료 
내 조단백질 함량(CP, Crude Protein)은 22% 이고 인
산분해효소 함량은 1,000ppm이다. 대조군의 경우 육계 
1주령 사양표준과 영양소 요구량(사료 성분표)에 맞춘 영
양수준이다. 이에 반해, 처리군 1(HL)은 조단백질 함량 
22%를 유지하되, 인산분해효소 첨가량을 500ppm으로 
낮췄다.  Fig. 1에서 보는 바와 같이, 다른 처리군 2(LL)
는 조단백질과 인산분해효소 함량이 감소한 사료(조단백
질 함량 22%에서 20%로 총 2%감소, 인산분해효소 
1,000ppm에서 500ppm으로 총 500ppm 감소)를 섭
취 하였다. 1주령 육계 수컷 36수의 맹장에서 추출한 
RNA를 이용하여 전사체 데이터(RNA-seq)를 생성하였
다. 이때, 각 개체의 맹장 샘플마다 6Gb이상, 36수에서 
총 216Gb의 paired end transcript reads를 생산하였
다. 전처리 과정(Quality control 와 Trimming)을 진
행 후, 육계의 전장 전사체(Transcriptome) 서열을 닭 
참조서열(Galgal6)에 맵핑한 결과 86.7%∼96.0%로 정
렬되었다(Table 1). 전체적으로 영양수준별 90%이상에 
해당하는 전사체 data를 확보하였다.

Fig. 2에서 보는 바와 같이, 단계별 분석프로그램을 
사용하여 Fig. 3의 순서대로 연구를 진행 하였다. 닭 참조 
유전체 서열(Galgal6)과 유전자 주석정보(gene annotation)
로 부터 맵핑된 개체들의 데이터를 유전자, 엑손의 전사체 
단위로 어셈블리 하여 유전자 발현을 정량화(quantification) 
하였다(Fig. 3). 다음단계로 전사체 (transcript)를 정규
화(normalization) 하였다. 이때, 주어진 read count를 
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각 샘플의 total count 로 나눠서 일차적으로 Eq. (1)과 
같이 유전자 발현측정을 정규화 하였다.

normalization = ln[1+(gene expression X 104) / 
total expression]                           (1)
이번 연구에서 육계 1주령 맹장샘플 36개에 포함된  

RNA 개수(Sk)는 샘플k에서 실제 유전자(g)의 전사체 개
수 Ugk(발현수준을 나타냄)와 유전자의 길이(Lg)정보를 
이용하여 Eq. (2)과 같이 그룹별 총 RNA 개수를 계산하
였다.

  
  



 (2)

맵핑된 육계 1주령 RNA-seq reads 서열과 유전자 
주석정보(gene annotation)로 부터 전체 유전자 영역에
서 22,893개 전사체를 선별하였다. 이는 육계 1주령 36
수 맹장에서 영양수준에 따른 유전자 발현과 관련된 
22,893개 전사체이다. 

Fig. 3. RNA-seq data analysis workflow in the study.

선별한 전사체에 대해 TMM(Trimmed mean of 
M-value) 방법으로 데이터를 보정 하였다[25]. TMM 방
법의 정규화 인자를 Eq. (3)∼Eq. (4)로부터 Eq. (5)를 
통해 적용하였다. 

   log

  (3)  

여기서 Mr
gk는 샘플 k와 r에서 유전자 발현수준을 

log2 단위로 변환한 것이다. 다음에 가중치(Wr
gk)를 계산

하였다. 이때 가중치는 발현이 작은 유전자가 왜곡되지 
않도록 유전자 발현의 역수를 적용하여 가중치를 크게 
하였다.

   




  




  (4) 

따라서, TMM 방법의 정규화 인자는 Eq. (5)과 같다. 

 log   


  



 



  




 



(5)

최종적으로 정규화한 유전자 발현양은 RPKM (read 
x 109/total read x gene length)/scaling 척도로 측정
된다.

2차원 공간으로 육계 1주령 각 개체의 전사체를 표현
한 결과, 사료 내 조단백질 함량 22%이고, 인산분해효소
의 함량이 1,000ppm에서 500ppm로 감소함에 따라 대
조군(HH) vs 처리군1(HL)이 명확하게 그룹화 되지 않았
다. 다만, 각 그룹 내 12수 개체들의 전사체가 근접해있
는 경향은 확인되었다(Fig. 4(a)). 

이러한 경향은 조단백질의 함량(22%에서 20%, 2%
감소)과 인산분해효소의 함량(1,000ppm에서 500ppm)이 
감소되었을 때도 대조군(HH)에 속한 12수 개체들의 전
사체와 처리군2(LL)가 명확하게 구분되지 않았지만(아
웃라인 개체 존재), 대부분 그룹 내 2 개체들의 전사체
는 근접영역에서 위치해 있다(Fig. 4(b)). 

이를 통해 대조군(HH)과 처리군별(HL, LL)로 영양
수준에 따라 개체들의 전사체 샘플과 batch effect 확
인을 위해 재현가능성(Reproducibility)을 측정하였다. 
실험조건별(사료 내 조단백질과 인산분해효소 첨가량) 
유전자 발현의 차이가 있었고, 같은 조건의 biological 
replicate가 전사체 형태로 다차원적도법(MDS) 분석
에서 특정 방향으로 편향되어(한쪽으로 치우침) 나타났
다(Fig. 4). 

3.2 육계 맹장 내 에너지대사 관련 유전자 발현 
1주령 육계 맹장에서 대조군(HH) 대비 처리군1(HL) 

영양수준(인산분해효소 함량 1000ppm에서 500ppm 
감소)에 따라 통계적으로 유의적인(p-value<0.05) 4,367
개 차등발현 유전자를 발굴하였다. 이때, 대조군(HH) 대
비 3,293개 유전자의 발현이 증가하였지만, 1,074개 유
전자의 발현이 감소했다(Fig. 5(a)). 
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(a)

(b)

Fig. 4. Multidimensional scaling (MDS) plot according
to the difference about decreasing (a) 
phytase(from 1,000ppm to 500ppm) content
of control group HH vs treatment HL and (b) 
crude protein(from 22% to 20%) and phytase
(from 1,000ppm to 500ppm) contents of 
control group HH vs treatment LL in cecum.

(a)

(b)

Fig. 5. A volcano plot(log2｜FC｜> 2 and p-value <0.05) 
of differentially expressed genes(DEG) according 
to decreasing (a) phytase content (from 
1,000ppm to 500ppm) and (b) crude protein 
(from 22% to 20%) and phytase (from 
1,000ppm to 500ppm) contents in feed for 
cecum. When significant genes are indicated 
by blue dots and up & down regulated genes 
are indicated by red dots.
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Fig. 7. The Gene ontology (GO) analysis related to energy metabolism using 3,566 common expressed genes
with the decreased phytase content in treatment groups HL and LL, compared to control group(HH). 
Biological processes (BP) functional groups with EASE at p-value < 0.1 are reported in KEGG.

이와 다른 경향으로 대조군(HH) 대비 처리군2(LL)의 
영양수준(조단백질 함량 2% 감소와 인산분해효소 첨가 
500ppm감소)에 따라 유의적으로(p-value <0.05) 5,647
개 유전자의 발현차이를 확인할 수 있었다(Fig. 5(b)). 이 
중에서 4,042개 유전자의 발현이 대조군 대비 증가하였
고, 1,065개 유전자 발현이 감소하였다. 대조군(HH) 대
비 각 처리군(HL, LL)에서 발현차이를 나타내는 유전자
를 대상으로 Gene Ontology, Bioconductor, DAVID 
방법을 적용하여 기능에 대한 주석정보를 추가하였다.

특히, 육계 1주령 맹장에서 대조군(HH) 대비 처리군
1(HL)의 유의적 발현차이(p-value <0.05)가 존재하는 
4,367개 유전자와 대조군 대비 처리군 2(LL)의 발현차이
를 갖는 5,647개 유전자간의 공통으로 존재하는 차등발
현 유전자 3,566개를 확인하였다(Fig. 6).

Fig. 6. Venn diagram of the number of genes with significant 
expressed differences (p-value <0.05) between 
control group (HH) and treatment groups (HL 
and LL).

인산분해효소의 첨가량 감소(인산분해효소 500ppm 
감소)에 따른 유의적 발현차이가 나는 3,566개 유전자들
의 생물학적 기능분석(EASE, Expression Analysis 
Systematic Explorer 기준  p-value < 0.1)을 하였다. 
이와 관련된 총 60종류 생물학적 반응경로가 탐색이 되
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GO ID Description Count Percentage(%) P-value Genes

GO:0046777 Protein autophosphorylation 20 0.56 0.024

MAP3K3, SRC, DYRK1A, EIF2AK3, CLK3, 
IGF1R, FGR, PAK1, FER, GRK5, CAMK4, 
STK26, MAPKAPK2, KIT, PIM3, CDK12, 
MAP3K13, FGFR3, EPHB1, FGFR1  

GO:0046777 Transmembrane receptor protein 
tyrosine kinase signaling pathway 21 0.59 0.029

EPHB6, EPHA7, FLT1, MUSK, SRC, MST1R, 
NGF, IGF1R, FGR, FER, ERBB3, ERBB4, NTF3, 
ERBB2, KIT, KDR, ROR1, ROR2, FGFR3, 
EPHB1, FGFR1

GO:0007205
Protein kinase C-activating 

G-protein coupled receptor signaling 
pathway

5 0.14 0.038 CISH, DGKB, HTR2B, HTRB1, DGKZ  

GO:0006119 Oxidative phosphorylation 37 1.04 0.00066

ATP6V1A, COX7B, UQCRB, NDUFA12, 
COX4I1, NDUFB4, NDUFB3, NDUFB2, 
NDUFB1, ATP5C1, UQCR11, COX7A2, 
ATP5G3, TCIRG1, UQCR10, COX7C, 
UQCRFS1, ATP6V1H, NDUFA9, NDUFA8, 
ATP6V1G1, ATP6V1D, ATP6V0E1, NDUFV2, 
NDUFA5, ATP5PB, NDUFC2, SDHD, UQCRHL, 
ATP5J2, COX7A2L, UQCRQ, NDUFS6, 
NDUFS4, UQCRC1, ATP6V1B2, ATP6V0D2 

GO:0006101 Citrate acid cycle 12 0.34 0.049 CS, SUCLA2, MDH1, IDH1, OGDH, SUCLG1, 
SUCLG2, OGDHL, ACO1, SDHD, IDH3A, PCK2

Table 2. The biological processes of gene ontology (GO) analysis related to energy metabolism using 3,566 
common expressed genes with the decreased phytase content in treatment groups HL and LL. 

었다. 이중에서 에너지대사 관련 생물학적 기능을 살펴보
면, 1) 단백질 자가인산화(protein autophosphorylation) 
반응에 관여 20개 유전자(0.56%), 2) 티로신 인산화효소 
신호전달 경로(GO ID: GO0007169)에 관여하는 21개 
유전자(0.59%)와 3) 단백질 인산화효소 C-활성화 G-단
백질 결합수용체 신호경로(GO ID: GO0007205)에 5개 
유전자(CISH, DGKB, HTR2B, HTR1B, DGKZ) 등이 
인산분해효소의 첨가량이 감소함(1,000ppm에서 500ppm)
에 따라, 유의적으로 대조군(HH)과 발현차이를 나타냈다
(Fig. 7). 

각 에너지 대사 관련 반응경로에 관여하는 유전자들을 
Table 2에서 보는 바와 같이 목록화 했다. 놀랍게도, 단
백질 자가인산화 반응은 단백질 번역(post-translation)
후, 변형의 유형으로 인산화효소(kinase)에 의해 일어난
다[26]. 인산분해효소가 감소함에 따라  자가인산화 반응
의 활성을 조절하기 위해 인산화 효소가 세린, 트레오닌, 
티로신 아미노산 잔기에 인산기를 추가하는 방향으로 반
응경로를 활성화 하였다. 또한, ATP, 뉴클레오시드 삼인
산(nucleotide triphosphate)중에 감마 인산기가 도입 
된다. 단백질 자가인산화 반응은 세포증식, 분화, 대사, 
이동 및 생존 등 관련 세포신호전달을 조절하는 데 필수
적이다. 더 나아가서, 세포내 이입과 단백질 분해에 대한 
세포의 능력에 영향을 준다.

다른 측면에서 산화적 인산화반응(oxidative 
phosphorylation)에 관여하는 37개 유전자들의 발현차
이가 나타났다(Table 2). 산화적 인산화 반응은 산소호
흡을 통해 ATP를 공급하는 반응이다[27]. 진핵세포의 내
부에 TCA회로(tricarboxylic acid cycle)에서 산화(탈
수소)될 때 생기는 수소이온은 전자전달계를 통해 산화-
환원반응으로 최종적으로 물이 되며 이때 에너지를 저장
한다(Fig. 8 and Fig. 9). ADP와 인산기가 결합할 때 
ATP가 생성되며 이 에너지를 이용하게 된다. 가역적인 
반응인데, ATP는 물 또는 수소이온의 첨가에 의해 ADP
와 인산기로 가수분해 되어 에너지를 방출할 수 있다. 포
도당 1개 분자는 최대 38개 ATP를 생성할 수 있는 데, 
NADH 및 FADH2와 같은 조효소(촉매작용)의 도움을 받
아 ATP를 생성한다. 에너지가 필요한 경우에는 미토콘
드리아에서 영양소를 태우며 에너지 소모과정에서 아세
틸-CoA 과정이 관여한다(Fig. 9).

TCA회로와 함께 시트르산 주기회로(citric acid 
cycle)에 관여하는 12개 차등발현 유전자는 산화를 통해 
저장된 에너지를 방출하는 화학반응을 한다. 탄수화물, 
지방, 및 단백질로부터 파생된 아세틸-CoA주기는 혐기
성, 호기성 호흡에 의해 에너지를 생성한다(Fig. 8). 
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Fig. 9. The oxidative phosphorylation response of 37 common expressed genes (in Table 2) within treatment 
groups HL(phytase from 1,000 ppm to 500ppm) and LL(crude protein 20%, phytase 500ppm) according
to the decreased phytase content in the cecum of 1-week-old broiler chickens.

Fig. 8. Energy metabolism of oxidative phosphorylation
to make ATP

이 순환은 특정 아미노산의 전구체와 다른 반응에 사
용되는 환원제 NADH를 제공한다. 시트르산 회로는 아
세테이트(아세틸-CoA 형태)와 물을 소비하고 NAD+를 
NADH로 환원시켜 이산화탄소를 방출한다. 생성된 
NADH는 산화적 인산화(전자수송) 경로로 공급된다. 진

핵세포에서 시트르산회로는 미토콘드리아의 기질에서 반
응이 일어나고, 미토콘드리아가 없는 박테리아는 세포표
면(원형질)을 가로질러 ATP생산을 세포질에서 수행한
다. 당 분해에서 생긴 피루브산에 대해 3개 NADH, 1개 
FADH2, 1개 GTP가 생성된다. 최종적으로 ATP 형태로 
사용가능한 화학에너지를 생성하기 위한 영양소의 산화
이다.

추가적으로 대조군 대비 2배 이상 차등발현(log2｜FC
｜≥ 2, Fold Change) 하고, 유의적(p-value <0.05) 차
이가 존재하는 117개 유전자(대조군 HH 대비 처리군1 
HL에서 49개, 처리군2 LL에서 68개)를 선별 하였다. 사
료 내 인산분해효소의 첨가량(1,000ppm에서 500ppm) 
감소(처리군1)에 따라 49개 차등발현 유전자(log2｜FC
｜≥ 2)는 세포신호전달과정(15개 유전자, 31%)에 관여
하였고, 이중에서 양이온 수송과 관련된 8개 유전자들
(KCNH2, WNK2, PIRT, NLGN3, CRHR1, KCIP2, 
CACNA1G, PRR35)의 발현이 대조군 대비 4배 이상 차
이가 났다(green spots in Fig. 5(a)).
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Fig. 10. A heatmap (log2 FC≥2) according to the 5 
differentially expressed genes (DEGs) for the 
treatment groups (HL and LL) in the cecum.

이뿐만 아니라, 처리군2(조단백질 2% 와 인산분해효
소 함량 500ppm 동시에 감소)에서는 68개 차등발현 유
전자(log2｜FC｜≥ 2) 중에서 양이온 수송에 관련된 유
전자(KCNH2, WNK2, PIRT, NLGN3, CRHR1 등) 이
외에 신경계 발달에 관여하는 유전자 발현의 차이가 존
재했다(green spots in Fig. 5(b)). 특히, 화학적 시냅스 
전달과정에 관여하는 19개 유전자(HTR3, GRIA4, 
KCNK3, RIMS3, SST, NLGN3, CACNA1E, GABRG1 
등)의 발현이 대조군 대비 4배 이상 증가하였다. 

유의적으로 처리군 1(HL)과 2(LL)내  공통적으로 발
현되는 3,566개 유전자들 중에서 대조군(HH) 대비 2배 
이상 발현(log2｜FC｜≥ 2) 차이가 나는 5개 유전자를 
확인하였다. 5개 유전자 NR4A1(log2FC 값이 2.19 과 0.80), 
FOSB(log2FC 값이 2.06 과 1.01), MYO7A(log2FC 값
이 1.03 과 2.22), MLXIPL(log2FC 값이 0.69 과 1.88), 
APOA4(log2FC 값이 1.67 과 3.65)의 발현차이가 존재
하였다(Fig. 10). 

맹장에서 공통적으로 발현된 5개 유전자는 모두 단백
질 결합에 관여한다(False Discovery Rate, FDR < 
0.05). 세포외 인산화 효소가 인산기를 특정한 ETSAP-1 
기질과 세포이동에서 JUN 계열 전사인자에 전달하는 인
산화 반응을 방해함으로써 조절한다(Fig. 11). 또한, 부
신피질자극호르몬(CRH, Corticotropin-Releasing 
Hormone)반응경로(NR4A1, FOSB, JUN 계열 유전자)
에 관여한다. 

 

Fig. 11. An interaction network of the common DEGs 
with decreasing phytase content in the 
treatment groups (HL and LL)

이 스트레스 반응에 관여하는 펩티드 호르몬은 시상하
부-뇌하수체–부신 및 시상하부 뇌 회로에서 기저 및 스
트레스 활성화 반응에 대한 체액 및 행동적응 반응을 조
절하는 신경조절제 역할을 한다(FDR < 0.05). 

육계 1주령 사료에서 인산분해효소의 첨가량(500ppm)이 
감소함에 따라, 대조군(HH) 대비 처리군1(HL)에서 차등
발현 하는 861개 유전자(Fig. 6)의 작용을 살펴보았다. 
이들 유전자의 대부분(106개 유전자, 12.3%)은 대사경
로에 관여를 하는 데, 이중에서 단당류인 과당(fructose)과 
만노스(monnose)의 분해과정(GO:0006013, p-value 
0.04)에 관련된 6개 유전자가 차등 발현된다. 과당분해
에서 과당은  과당인산화효소(fructokinase)에 의해 과
당-1인산으로 전환되고 aldolase B에 의해 분해되어 
DHAP(dihydroxyacetone phosphate) 인산과 글리세
르알데히드-3인산을 통해 지방산, 포도당 합성을 유도하
는 triglyceride 중간 생성물을 만든다[28]. 또한 당단백
질의 소화과정에서 만노스가 생성이 되고, hexokinase 
인산화효소에 의해 인산화 되어 만노스-6-인산을 생성
한다. 포스포만노스 이성질화효소(phosphomannose 
isomerase)에 의해 과당6-인산으로 전환된 다음 간세포
에서 포도당 합성경로를 통해 포도당-6-인산으로 전환
된다. 단당류인 과당과 만노스의 대사과정에 6개 유전자
(PFKFB4, FPGT, HKDC1, AKR1B1, FBP1, HK2)가 
관여한다.

이와 다르게, 육계 1주령에서 대조군(HH) 대비 사료 
내 조단백질 2% 와 인산분해효소 첨가량 500ppm이 동
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Fig. 12. Schematic overview of Ran-dependent nucleo-cytoplasmic transport and the differentially expressed 
genes (DEGs) within the treatment group2 (LL) according to the decreased crude protein 2% and 
phytase 500ppm contents in the cecum of 1-week-old broiler chickens. 

시에 감소된 처리군2(LL)에서 차등발현 되는 1,781개 유
전자(Fig. 6)의 기능을 비교하였다. 처리군1(HL)에서 인
산분해효소만 감량 되었을 때 차등발현 유전자와 다르게 
핵-세포질 수송(GO:0006913, p-value 0.02), 단백질 
운반(GO:0006611, p-vlaue 0.045), 아르기닌 생합성
(GO:0006526, p-vlaue 0.083) 과정에 관여를 한다. 

핵과 세포질 사이의 단백질과 RNA 능동수송GO:0006611, 
p-vlaue 0.045)은 에너지가 필요하며, GTPase Ran에 
의해 조절된다. 단백질 운반에 관여하는 8개 차등발현 
유전자는 SPCS3, SPCS2, SPCS1, HSPA5, SRP54, 
SEC11A, SRP9, SEC11이다. 이들 유전자는 GTP 가수
분해를 통해서 핵막을 가로질러 기질을 선택적으로 축적
하는 데 필요한 화학에너지를 제공한다. 단백질 export
는 세포질에서 세포외부로 단백질을 능동적으로 운반한다. 
단백질의 핵 수송은 카리오페린(karyopherin) 수송체 
계열이 매개 하고 GTPase Ran에 의해 조절된다[29]. 

핵과 세포질에서 수송(GO:0006913, p-value 0.02)

은 핵 기공 복합체의 특성화, 수송신호 및 수송 수용체의 
식별, Ran 시스템(효율적인 운송을 위한 에너지 제공)의 
구성요소들이 관여한다. 결과적으로 이 주요 조절은 유
전자 발현, DNA 손상 및 복구, 노화, 세포사멸, 세포분
화 등과 같은 필수적인 세포 기능에 영향을 미친다. 이
때, 처리군2(LL)의 영양수준(조단백질 2%와 인산분해효
소 500ppm 감소)에 따라, 차등발현 22개 유전자의 작
용은 Fig. 12 에서 보는 바와 같다. 핵과 세포질에서 수
송에 관여하는 22개 차등발현 유전자는 NDC1, UPF2, 
IPO13, NUP205, SEC13, NUP107, UBE2I, NCBP1, 
NUP155, CSE1L, RANGAP1, IPO7, XPO4, NUP42. 
NUP85, MAGOH, NUP98, KPNA2, RAE1, RAN, 
NUP37, KPNA1이다(red star in Fig. 12). 

아르기닌 대사(GO:0006526, p-value 0.083)는 아
르기닌을 기질로 이용하는 여러 효소의 발현과 아르기닌
에 대사에 관여하는 특정효소간의 상호작용 또는 경쟁반
응이 가역적으로 일어난다[30]. 
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Fig. 13. Schematic overview of arginine biosynthesis with the differentially expressed genes(ARG2, GOT1, 
NOS2, GLS2, ASL2 and OTC) within the treatment group2 (LL) according to the decreased crude 
protein and phytase contents in the cecum of 1-week-old broiler chickens.

아르기닌은 세포질효소 arginiosuccinate synthetase 
합성효소와 arginiosuccinate lyase 분해효소의 순차적
인 작용에 의해 요소회로에서 시트룰린(Citrulline)로부
터 합성된다. 이때 각 arginiosuccinate에 대해 ATP가 
AMP로 가수분해 되어 2개 인산기 소모를 통해 합성된
다. 소장의 상피세포는 글루타민과 글루타메이트로부터 
시트룰린을 생성하며 이는 혈류로 분비되어 신장의 근위 
세뇨관 세포로 운반되고 아르기닌으로 변환하여 혈액으
로 반환된다. 아르기닌 합성을 위한 세포용량은 유도성 
산화질소 합성효소(NOS, Nitric Oxide Synthase) 생
산이 증가할 때 증가한다(Fig. 13). 이는 산회질소 생산의 
부산물인 시트룰린이 산화질소의 경로(Citrulline-NO) 
또는 아르기닌-시트룰린 경로로부터 재활용되기 때문이
다. 시트룰린은 산화질소 분해의 최종산물 질산염 및 아
질산염과 함께 산화질소 생성 세포에 축적된다.  대사는 
궁극적으로 산화질소, 요소, 크레아틴, 폴리아민, 프롤린, 
글루타메이트(glutamate), 아그마틴(agmate), 호모아르
기닌 등을 포함한 생합성이 된다.

아르기닌, 글루타민 및 프롤린의 생산은 세포유형 및 
발달단계에 많이 의존한다. 예를 들어 신생아, 새끼돼지 
경우에는 아르기닌 합성을 위한 장내 프롤린이 유일한 
식이 전구체이다. 이는 대조군(HH, 조단백질함량 22%, 
인산분해효소 1,000ppm) 대비 사료 내 첨가된 식이 아
미노산으로부터 아르기닌 생합성 반응에 관여하는 6개 
유전자(ARG2, GOT1, NOS2, GLS2, ASL2, OTC)의 
발현차이로 나타났다.

반면에, 메틸화 아르기닌은 아르기닌 잔기가 포함된 
단백질을 분해할 때 방출된다. 아르기닌 농도의 변화는 
다양한 아르기닌 센서(GCN2, mTORC1 등)를 통해 세
포대사 및 기능을 조절할 수 있다. 아르기닌은 세포분열, 
상처치유, 신체에서 암모니아 제거, 면역기능, 호르몬 방
출에 중요한 역할을 한다. 이는 산화질소의 합성을 위한 
전구체이며, 혈압조절에 중요하다. 또한, 아르기닌은 T-
세포가 신체에서 면역반응을 하는 데 필요하며, 만일 고
갈되면, 조절완화(deregulation)로 이어질 수 있다.

4. 결론 

본 연구에서 육계 1주령 36수에 대해 사료 내 영양수
준(조단백질과 인산분해효소)에 따라 맹장에서 차등발현 
유전자와 대사 경로를 살펴보았다. 대조군(조단백질22%, 
인산분해효소 1,000ppm) 대비 인산분해효소의 첨가량 
감소(1000ppm에서 500ppm로 감소)에 따라 인산가수
분해반응의 역반응인 인산화효소에 의한 1)단백질 자가
인산화, 2) 산화적 인산화 반응 등으로 에너지 ATP 생성
과 관련 유전자들의 발현차이가 났다. 또한 인산화효소
에 의한 3) 단당류(과당이나 만노스)의 인산화를 통해 포
도당 합성경로에 관여하는 유전자의 발현이 활성화 되었다. 

에너지가 필요한 경우에는 영양소를 태우며 에너지 소
모과정에서 4)대사경로(아세틸-CoA 회로, 시트르산 회
로, 전자전달계, 해당과정 등)로부터 에너지를 방출하는 
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이화경로의 분해과정에 관여하는 차등발현 유전자들도 
발굴하였다. 

더 나아가서, 인산분해효소의 첨가량(1,000ppm에서 
500ppm로 총 500ppm) 감소와 함께 조단백질의 함량
이 22%에서 20%로 총 2% 감소할 때 5) 핵과 세포질사
이에서 단백질, RNA 능동수송, 6) 아르기닌 생합성 등으
로 필요한 에너지를 보충하는 방향으로 생체반응이 진행
이 되었다. 

육계 주령이 증가함에 따라 성장성이 유지되면서 환경
부하를 줄일 수 있도록 적정한 급여기준을 설정하는 연
구에 맞춰 다음 단계의 연구를 진행하려고 한다. 영양분 
급여수준에 따른 대사산물이 이용됨에 따라 어떻게 기능
이 조절이 되는 지와 영양소 대사과정에 따른 에너지 동
화작용(합성)과 이화작용(분해)에 대해 향상성을 유지하
여 성장에 미치는 영향을 줄일 수 있는 부분을 고려하기 
위함이다. 이를 통해 사료 내 과잉 영양분(조단백질 등) 
첨가 대신에 적용 가능한 아미노산 대체제 개발에 노력
할 것이다.
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