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Abstract
We investigated the anti-inflammatory effects of propolis collected from Korea on Raw264.7
macrophage cells. Propolis extract was prepared by ethanol extraction method, the yield of the
extract was about 39%. The cell cytotoxicity evaluation of propolis was determined by EZ-cytox cell
viability assay. When the cells were treated with propolis concentration of 0, 5, 10, 25, 50, 100, 200
and 1,000 µg/ml for cytotoxicity evaluation, the optimal concentration without cell death was
25µg/ml. We evaluated the anti-inflammatory effect of propolis by nitric oxide (NO) production. To
investigate the effect of propolis on the production of NO, a typical inflammatory reaction factor,
propolis and lipopolysaccharide (LPS) were treated before, after, and simultaneously, as a result,
increased NO production by LPS was shown to be reduced by propolis. The results also showed
that the expression levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and interleukin-1 (IL-1β‚)
expressed by Western blotting were also consistent. It was confirmed that the expression level of
iNOS, IL-1β‚ increased by LPS was inhibited by propolis and was regulated at the intracellular level.
This results show that propolis is controlled at the molecular level in the relief and prevention of the
inflammatory reaction, this suggests that propolis is an excellent functional substance in the
treatment and prevention of inflammation, also it may be related to the immunomodulation of LPS-
stimulated Raw264.7 cells. 
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서 론

염증반응은신체외부에서내부로유입되는박테

리아또는바이러스등에의해발생되는것으로서, 외

부 자극에 대한 체내 방어 기전 중의 하나이다

(Willoughby, 1975; Ismaki and Punnonen, 1997). 이방어

기전에있어서의핵심은체내에존재하는다양한면

역세포로서, 외부자극에의한면역세포의증식및

분화는방어조절기전의중추적역할을한다. 이중

대식세포(macrophage)는 체내 조직에 분포하며 정상

적인상태에서는노화된세포를탐식하여외부로배

출시키는 역할을 담당하지만 외부에서 염증 물질이

유입되면이에반응하여염증매개물질을분비함으

로써 신체를 보호하고 유지할 수 있게 한다(Hamsa

and Kuttan, 2011; Zhang et al., 2007). 그러나염증반응

이 지속적으로 나타남으로 인해 대식세포의 반응이

과도하게일어나게되면그에따른염증매개물질의

과발현이일어나게되어세포의종양화와같은병리

적작용이발생되는것으로보고되고있다(Nishida et

al., 2007; Cheon et al., 2009; McDaniel et al., 2009). 염증

이 발생되면 세포 내 면역세포에서 다양한 cytokine

분자의발현및분비가활성화되고, 이와같은전염

증성 매개물질에 의해 nitric oxide (NO), prostaglandin

E2 (PGE2) 등의염증매개물질의분비를촉진시킨다

(Lee et al., 2004; Kim et al., 2009; Nathan, 1992). 이들분

자들에의해통증및열을수반하는염증성반응이발

생되고이에반응하여면역세포들의면역반응이활

발해진다(Ialenti et al., 1992). 이염증매개물질중특

히 NO는 높은 반응성을 가진 물질로서 대식세포가

활성화되면 inducible NO synthase (iNOS) 에 의해 L-

arginine으로부터 생성된다. 생성된 NO는 체내로 유

입된 박테리아 사멸이나 암세포에 독소로 작용하기

도하지만과발현된 NO는염증을유발시켜조직손

상, 유전자 변이 등을 일으키기도 한다(Geller et al.,

1993; Sunyer et al., 1996; Bogdan, 2001). 염증반응유발

에 있어 또 다른 원인으로는 흡연과 같은 외부 독소

물질에 의한 세포 스트레스 반응이 있다(Ryu et al.,

2003). 이염증반응에는산화적스트레스증가가원

인으로작용하는데이문제에대해서는항산화물질

섭취에의한산화적스트레스감소에의해염증이감

소되기도한다(Uttara et al., 2009).

프로폴리스는 꿀벌이 서식지인 벌집을 보호하기

위해다양한수목에서채취한수지상물질에꿀벌자

신의 타액을 혼합하여 만든 수지성 물질이다

(Burdock, 1998). 프로폴리스에는플라보노이드류, 카

페인산등폴리페놀류와밀납과같은많은성분이혼

합되어있으며, 기원전300년경부터민간에서는상처

치료등에사용되어왔다. 다양한생리활성물질이포

함된프로폴리스는항균(Sforcin, 2000; Schnitzler et al.,

2010), 항산화(Jeong, 2004), 항염증(Khayyal, 1993;

Ledon et al., 1997) 및항암(Bazo et al., 2002; Orsolic et al.,

2005; Kunimasa et al., 2010)에 있어 활성을 나타내고

있음이보고되고있다. 다양한반응에서프로폴리스

의효능은보고되었지만, 이와관련된구체적인분자

조절기전은아직미비한상태이다. 특히프로폴리스

의항균력연구나항산화활성측정정도가보고되었

을뿐, 면역조절과관련된프로폴리스의분자기전은

아직미비한상태이다.

따라서 본 연구에서는 마우스 대식세포인

Raw264.7 세포에대한프로폴리스추출물의세포독

성을 확인하고, 이를 바탕으로 Raw264.7 세포에

lipopolysaccharide (LPS)로염증반응을활성화시킨후,

프로폴리스 추출물을 세포에 처리하여 면역 반응에

있어대표적반응물질인 NO 생성을확인하고이와

관련된 염증 관련 단백질인 iNOS와 대표적 cytokine

인 interleukin-1 (IL-1)의발현을확인하여염증반응의

분자조절기전에있어프로폴리스추출물의효과를

알아보고자하였다.

재료 및 방법

프로폴리스 추출

실험에 이용된 프로폴리스는 대한민국 충주 지역

양봉농가에서 제공받은 2015년산 원괴 200g에 2L의

80% 에탄올을첨가하여 48시간동안실온에서추출

하였다. 추출물은 미라클로스로 1차 여과한 다음,

Whatman No. 2 필터로2차여과하여불필요한잔여물
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을제거하였다. 이추출물을감압농축장치에서완전

히농축시켜실험재료로사용하였다.  

대식세포 배양 및 Western blot 시약

Raw264.7 대식세포는 한국세포주은행(서울)에서

보관중인세포를분양받아계대배양하여사용하였

으며, 100 unit/ml의 penicillin-streptomycin 항생제용액

과 10%의 소태아혈청(FBS(Fetal Bovine Serum),

GenDEPOT, Korea)을 첨가한 dulbecco’s modified

eagle’s 배지(DMEM, Gibco) 를세포배양에사용하였

다. FBS 는 56°C에서 50분간불활성화한뒤배지에첨

가하였다. 계대배양시에는트립신용액을사용하지

않고 cell scraper로세포를떼어내었고, 37°C, 5% CO2

가공급되는배양기(Sanyo, Japan)에서배양하였다.

염증 반응의 양성 대조군으로 Lipopolysaccaride

(LPS, Sigma, USA) 를사용하였으며,  NO assay는 NO

assay kit (Abcam, USA)를 사용하였으며, Western

blotting에사용된 -iNOS,  -IL-1는 Cell Signaling 사에서

구입하였으며 -actin은 Santa cruz에서 판매하는 항체

를구입하여사용하였다.

프로폴리스의 세포 독성 측정

세포생존에있어프로폴리스추출물의세포독성

을측정하기위해다인바이오에서제공하는EZ-cytox

MTT 평가법을이용하였다. Raw264.7 세포를 96-well

plate에 2×103 cells/well로 분주한 뒤, 24시간 동안 배

양시켰다. 배양된세포에프로폴리스추출물을농도

의존적(5, 10, 25, 50, 100, 200 그리고500 µg/ml)으로세

포에처리하여 0, 1, 2, 4 그리고 7일동안배양시켰다.

프로폴리스 추출물은 세포에 처리하기 전 0.20µm

syringe filter로 여과하여 무균 상태로 준비하였으며,

대조군으로는 DMEM 배지만처리한것과용매대조

군은에탄올만처리한것으로비교하였다. 이후 EZ-

cytox 용액을최종배지부피의 1/10로처리한다음 2

시간동안반응후450nm에서흡광도를측정하였다.

산화질소(NO) 함량 측정

Raw264.7 대식세포를 2×105 cells/well의농도로 24-

well plate에분주하여 24시간동안배양한뒤, 프로폴

리스추출물을농도별(0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 µg/ml)

로 24시간동안세포에처리하여배양하였다. NO 생

성량비교를위해음성대조군으로서배양액만을처

리한것과에탄올만을처리한것을사용하였고, 양성

대조군으로 LPS를 1µg/ml를 세포에 처리한 후 비교

하였다. 세포상층액을회수하고5,000 rpm에서5분간

원심분리하여잔재물이없는배양액만을NO assay에

사용하였다. NO assay는NO assay Kit (Abcam, USA)를

이용하였으며, 실험방법은 kit내실험법에따라진행

되었다. 반응이 끝난 후 microplate reader(Spectramax

M2, BioSurplus, USA)를이용하여 560 nm의파장에서

흡광도를 측정하였고, 표준 곡선에 따라 NO 함량을

산출하였다. 또한 LPS에의한염증진행과정에서프

로폴리스의 효과를 확인하였는데, LPS를 24시간 동

안전처리한후프로폴리스를24시간처리한것, 프로

폴리스를 24시간 동안 전처리한 후 LPS를 처리하여

24시간동안반응시킨것, LPS와프로폴리스를동시

에 처리하여 48시간 동안 반응시켜 NO 생성량 변화

를확인하였다. 실험은위에서기술한것과동일하게

진행하였다. 사용된 LPS는 1µg/ml의 농도로 처리하

였으며, 프로폴리스추출물은 1, 5, 25 그리고 50µg/ml

의농도로처리하였다.

Western blot 

NO assay를 위한 상층액을 회수한 후 남은 세포로

부터 단백질을 추출하였다. Phosphate buffered saline

(PBS) 용액으로세포를세척한후, 200µl의 RIPA lysis

buffer (GenDEPOT, USA)를첨가하고 cell scraper를이

용하여세포내단백질을추출하였다. 추출된단백질

은 13,000 rpm에서 10분간원심분리하여침전물을제

거하고 상층액만을 회수하였다. 회수된 lysates는

bicinchronic acid (BCA) 단백질정량법으로농도를측

정하였고, 이중 20µg의단백질을 Western blot에사용

하였다. 4X lamini sample buffer(GenDEPOT, USA)와

lysates를혼합한뒤, 100°C에서 5분간 denaturation시켰

으며, 이를 10% polyacrylamide gel에 loading하여단백

질을 전기영동하였다. 분리된 단백질은 PVDF



membrane에 transfer한다음, 2% non-fat dry milk로실온

에서 1시간 동안 반응시켜 비특이적 반응을 차단하

였다. iNOS, IL- 1항체는 1:1,000으로 -actin은 1:2,000으

로 2% non-fat dry milk에희석하여실온에서 overnight

으로항원-항체반응을실시하였다. 항체반응후 1X

tris-buffered saline Tween-20 (TBS-T) 용액으로10분간3

회 washing하였으며, secondary antibody로 goat anti-

mouse-HRP와 goat anti-rabbit-HRP를 1:2,000으로 5%

non-fat dry milk에각각희석하여실온에서1시간동안

반응시켰다. TBS-T buffer로 10분간 3회 washing한뒤,

ECL pico detection (GenDEPOT, USA)을 처리하여

GelDoc으로단백질발현을확인하였다.

통계 처리

세포독성, NO 생성에대한실험데이터는3회반복

실험으로 평균±표준편차로 나타냈으며, 평균값에

대한검증은 SPSS 통계분석프로그램(SPSS statics 18,

IBM, USA)을이용하여검증하였다.

결과 및 고찰

프로폴리스 추출물의 수율

총 3회에걸쳐프로폴리스원괴로부터추출된추출

물을 분석한 결과, 프로폴리스 추출물은 36.9%(1차),

41.2%(2차), 그리고 39.6%(3차)의수율을나타냈으며,

평균약39.2%의수율로추출되었다.

프로폴리스 추출물의 세포 독성 평가

프로폴리스가 세포에 대해 나타내는 독성을 평가

하기 위해 프로폴리스 추출물을 세포에 처리한 뒤,

MTT assay를응용한 EZ-cytox detection system으로확

인하였다. 프로폴리스 추출물은 농도별(0, 5, 10, 25,

50, 100, 200 그리고 500µg/ml)로 세포에 처리하였으

며, 처리시간은세포접종후 24시간후를 0으로기준

하여 1, 2, 4 그리고 7일째에흡광도를측정하였다. 처

리한결과, 50µg/ml 이상의농도에서는프로폴리스의

세포 독성으로 인해 사멸된 세포가 나타났으며,

25µg/ml의농도에서는세포의사멸이발생하지않았

음을확인할수있었다(Fig. 1A). 세포의사멸효과를

보이지않으면서오랜기간세포를관찰하며세포의

면역반응을관찰하기위해 25µg/ml의농도를선택하

여다음실험에이용하였다. 세포의형태를촬영한결

과에서도마찬가지로 50µg/ml 이상의농도에서는사
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Fig. 1. Effect of propolis extracts on cell viability on Raw264.7 cells.
(A) Raw264.7 cells (2×103 cells/well) were incubated with
complete medium or propolis extracts. Propolis extracts were
treated with dose-dependent on Raw264.7 cells for 0 to 7
days. Optical density value was measured by EZ-cytox. (B)
Morphology of Raw264.7 cells treated with propolis (×100).
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Fig. 2. Effect of propolis extracts on NO production on Raw264.7
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멸되어 죽는 세포가 관찰되었다(Fig. 1B). 이에

25µg/ml을세포독성이없는농도로설정하고, 이농

도의 프로폴리스 추출물을 이용하여 다음의 실험에

사용하였다.

프로폴리스 추출물의 NO 생성 억제 효과

염증발생에있어중요한역할을하는것으로알려

진 NO 분자는 nitric oxide synthase (NOS)에 의해 L-

arginine으로부터 생성된다. L-arginine은 L-citrulline과

NO로변화하는데이과정에서 inducible NOS (iNOS)

가염증반응에관여하는것으로알려져있다. 박테리

아또는바이러스와같은염증성인자에의해세포가

자극을받게되면 iNOS가생성되고, 이를통해생성

된NO 분자는세포독성, 조직손상과같은염증성반

응을심각하게진행시킨다. 먼저대식세포에프로폴

리스추출물만을처리하여세포내에서의NO 생성을

확인하였다. Fig. 2에서 보는 것처럼 농도별(0, 0.5, 1,

2.5, 5, 10, 25, 50µg/ml)로프로폴리스추출물을처리하

였을때, 다른농도에서는대조구와차이를보이지않

았지만, 25µg/ml의농도에서세포의사멸없이프로폴

리스 추출물에 의한 NO 생성 감소가 나타났다.

50µg/ml의농도에서나타난 NO 생성감소는세포의

사멸로인해나타난결과이다.

LPS에의해발생되는염증유도로증가된NO가프

로폴리스추출물처리로인해변화가나타나는지다

음실험을통해확인하였다. 1실험군은LPS를전처리

하여염증반응을유도시킨후프로폴리스추출물을

처리하고, 2실험군은프로폴리스추출물을전처리한

후LPS를처리하였다. 마지막으로는LPS와프로폴리

스추출물을동시에처리하여각각의군에서나타나

는NO 생성을확인하였다. 이때대조군으로서LPS와

프로폴리스추출물을처리하지않은것과, 용매대조

군인 에탄올 처리군을 설정하였으며, LPS를 처리하

지않고프로폴리스추출물만을처리한것도대조군

으로 설정하였다. 양성 대조군으로서는 LPS 처리군

으로 확인하였다. 그림 3에서보는 것과 같이 LPS가

처리된세포에서는매우높은 NO 생성을나타낸반

면, 프로폴리스 추출물에서는 NO 생성 증가를 보이

지않았다. 그러나 LPS를전처리하고프로폴리스추

출물을 처리한 군에서는 프로폴리스 추출물의 농도

Fig. 3. Effect of propolis extracts on NO production on LPS-stimulated Raw264.7 cells. Raw264.7 cells (2×105 cells/well) were incubated with
complete medium for 24 hr. Propolis (1, 5, 25 and 50µg/ml) or LPS (1µg/ml) were treated with complete medium. Experiments group was
divided into three groups. (1: Propolis pretreatment then LPS treatment, 2: LPS pretreatment then propolis treatment, 3: Propolis and LPS
simultaneously treatment).
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가높아질수록LPS에의해생성이유도된NO양이감

소함을나타냈다. 흥미로운것은프로폴리스추출물

을전처리하고LPS를처리한실험군에서는LPS에의

해 발생되는 NO 생성이 크게 감소되었으며, 마찬가

지로 LPS와 프로폴리스 추출물을 동시에 처리한 군

에서도 NO 생성이 저해되는 것으로 나타났다. 이는

LPS에의해발생되는NO 생성증가가프로폴리스추

출물처리로인해감소되었음을나타내는결과이다.

Fig. 4에서는 LPS와 프로폴리스 추출물 처리에 따른

세포형태를볼수있다. 사진에있는프로폴리스추

출물이처리된세포는모두 25µg/ml의프로폴리스추

출물을처리했을때의세포형태이다.

프로폴리스 추출물에 의한 iNOS와 IL-1의 단백질
합성 저해

프로폴리스 추출물에 의한 NO 생성 저해가 세포

내부의분자조절을통해이루어지는것인지를확인

하기위하여NO 생성합성효소인 iNOS의발현여부

를Western blotting을통해확인하였다. 또한염증성반

응이진행될때세포내부에서발현양차이를보이는

IL-1 단백질의변화여부를확인하였다. Fig. 5에서보

는 것과 같이 프로폴리스 추출물 처리에 따라 iNOS

단백질의발현감소를확인할수있었으며, IL-1 단백

질도동일한결과를나타내었다. 또한실험초반에설

정한프로폴리스추출물의적정농도인 25µg/ml에서

가장 확연한 단백질 발현 감소를 나타냈다. -actin 단

백질은 loading 단백질이모든시료에서이상이없음

을보여주고있다. 이결과는앞에서실시한NO assay

실험결과에서나타난것과명백히일치됨을보여주

고있으며, 이는프로폴리스추출물이염증반응에있

어세포내부의 iNOS 단백질발현을조절하여NO 생

성감소를이끌어내고있고, 이에따라염증성인자인

IL-1의 발현 조절에도 영향을 끼치고 있음을 보여주

고있다. 또한본결과를바탕으로볼때프로폴리스

추출물은이미생성된염증반응경감에있어서도효

과를나타내고있지만, 그보다프로폴리스추출물에
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Fig. 4. LPS or propolis-stimulated Raw264.7 cells morphology. Raw264.7 cells morphology was confirmed at ×100 microscope. LPS or
propolis was treated for 24 hr. 

Fig. 5. Effect of propolis extracts on the LPS-induced iNOS and IL-
1β expression. Raw264.7 cells were treated with various
concentration of propolis extracts (1, 5 and 25µg/ml) or LPS.
iNOS and IL-1β antibody were diluted in 2% skim milk at
1:2,000. β-actin was housekeeping control for Western
blotting.



의한염증예방효과가더뛰어남을시사하고있다.

적 요

염증반응에있어프로폴리스추출물의효과를대

식세포인 Raw264.7 세포에서확인하였다. 에탄올추

출법에 의해 프로폴리스 원괴로부터 추출물을 얻었

으며, 추출물의수율은약 39%였다. 프로폴리스추출

물이가진세포독성평가를위해 0, 5, 10, 25, 50, 100,

200 그리고 500µg/ml로세포에처리하였을때세포의

사멸이 없는 최적 농도는 25µg/ml로 나타났다. 프로

폴리스 추출물에 의한 NO 생성은 앞에서 설정한

25µg/ml에서 감소됨을 보였고, 이는 세포 독성 평가

에서설정한농도가적절했음을보여주고있다. 대표

적염증반응인자인 NO 생성에있어서프로폴리스

추출물의 효과를 확인하기 위해 프로폴리스 추출물

과LPS의전후처리및동시처리를진행하였고, 그결

과LPS에의해증가된NO 생성이프로폴리스추출물

에 의해 감소됨을 나타냈다. 또한 이 결과는 Western

blotting에 의해 나타난 iNOS와 IL-1의 발현양에서도

일치됨을보여주고있었다. LPS에의해증가된 iNOS,

IL-1의 발현양이 프로폴리스 추출물에 의해 억제됨

이세포내분자수준에서조절되고있음이확인되었

다. 본 결과는 프로폴리스 추출물이 염증 반응 경감

및예방에있어분자적수준에서조절되고있음을보

여주고있으며, 이는염증치료및예방에있어프로

폴리스추출물이매우우수한기능성물질임을시사

하고 있다. 본 결과를 바탕으로 염증 반응에 관련된

여러 cytokine 분자들의 발현을 확인하고, 염증 반응

치료에있어프로폴리스가매개하는세포내분자의

명확한기전을밝혀야할것이다.
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