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            초록
          
        

        
          Macrophage differentiation of U937 monocytes is induced by PMA stimulation, which is driven by the expression and phosphorylation of numerous intracellular proteins. We prepared honey, propolis, and a mixture of honey and propolis called Honeypolis, and confirmed the inhibition of macrophage differentiation by PMA. PMA at 10 ng/mL promoted U937 macrophage differentiation, accompanied by increased expression and phosphorylation of TLR4, CK2-α, PPAR-γ, NF-κB, and SOCS3. Furthermore, the U937 cells differentiated into macrophages and became adherent to the culture dish. However, when propolis and Honeypolis were co-treated with PMA, macrophage differentiation was inhibited and cell morphology remained unchanged, and adherent cells were not observed. In addition, propolis and honeypolis were affected the expression and phosphoryaltion of intracellular protein molecules, decreasing the expression of TLR4, CK2-α, SOCS3, and PPAR-γ and the phosphorylation of NF-κB and PPAR-γ. In addition, propolis and honeypolis regulated the major protein of MAPK such as p38 phosphorylation and SAPK/JNK phosphorylation and expression. Especially, honeypolis showed a higher effect on protein expression and phosphorylation than propolis, indicating that the combination of honey and propolis exhibited a synergistic functional effect. In conclusion, our results show that both propolis and honeypolis inhibit PMA-induced U937 macrophage differentiation. And our study suggests that propolis has the immunosuppressive effects, and our results provided in vitro data for immunosuppressive agents application.
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      서 론
      단핵구는 대식세포의 주요 전구체로서 (Gautier and Yvan-Charvet, 2014; Strauss et al., 2015), 미생물에 의한 산물, 사이토카인/케모카인 그리고 세포 성장 인자 등을 포함한 환경 자극에 의해 세포의 표현형과 분화 과정이 조절된다 (Bogdan and Nathan, 1993; Lee et al., 1993). 단핵구는 염증 부위에서 모이게 되어 cluster of differentiation 44 (CD44)와 같은 특정 표면 단백질을 통해 extracellular matrix (ECM) 또는 다른 면역 세포에 부착된다 (Geissmann et al., 2010; Ingersoll et al., 2011). 활성화된 단핵구는 분화 프로그램을 통해 빠르게 대식세포로 성숙하는데 이 과정에서 세포 형태 변화, 세포질 복잡성 증가 그리고 lipopolysaccharide co-receptor (CD14), toll-like receptor 2 (TLR2), TLR4 등의 막 단백질의 조절을 특징으로 한다 (Henning et al., 2008; Daigneault et al., 2010; Mantovani et al., 2013; Yoshihara et al., 2013). 반대로 α-integrin M (CD11b), α-integrin X (CD11c), 대식세포에서 발현되는 막 표면 단백질인 CD68 및 당단백질 B7-2 (CD86)은 과발현된다 (Lanier et al., 1995; Ramprasad et al., 1996; Ward et al., 2001; Victoria et al., 2013). 미생물과 T 세포 유래 사이토카인의 자극은 일반적인 대식세포 활성화 및 interleukin-1β (IL-1β), IL-6, IL-13, tumor necrosis factor-α (TNF-α), nitric oxide (NO)와 같은 사이토카인의 생성으로 이어진다 (Brune et al., 2013). 이 과정에서 대식세포는 환경 조건에 따라 다른 표현형 특성을 획득하여 기능적 다양성을 가지게 된다 (Gordon and Taylor, 2005). 대식세포가 활성화되는 동안 nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 산화효소로부터 생성되는 reactive oxygen species (ROS)는 병원균의 제거를 돕고 염증 반응에 대한 신호 전달 네트워크에서 중요한 구성 요소가 된다 (Gordon and Tayor, 2005; Lawrence and Natoli, 2011; Brune et al., 2013).

      그러나 조직에서 분리된 일차 배양 대식세포는 표현형이 매우 이질적이고, 일단 분화된 세포는 조직 항상성 유지 및 침입하는 미생물에 대한 방어를 포함한 특수 목적에 맞는 기능을 발달시킨다 (Mosser and Edwards, 2009). 또한, 대식세포는 선천 면역 반응을 매개하고 적응 면역 반응에 참여한다 (Saric et al., 2015; Celhar et al., 2016). 그러나 일차 조직 배양을 통해 획득된 대식세포 및 단핵구는 분리 후 증식에 어려움이 있다. 이들의 분리를 위해서는 침습적 시술을 통해 특정 조직에서 채취해야 하고, 실험을 위해 사용할 수 있는 세포의 수가 매우 적기 때문에 일차 배양 대식세포는 연구 사용에 매우 제한적이 된다 (Schwende et al., 1996). 이러한 이유로 대식세포 분화 연구는 세포 활용의 한계로 인해 U937 또는 THP-1과 같은 세포를 단핵구 세포 분화 모델로 많이 사용된다. 특히 U937 세포주는 단핵구의 특성을 지닌 림프종에서 유래되었으며 (Sundström et al., 1976; Harris and Ralph, 1985; Liu et al., 1996), phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), 25-dihydroxyvitamin D3 (VD3), interferon 및 retinoic acid 등의 자극에 따라 다양한 대식세포로 분화된다 (Hattori et al., 1983; Olsson et al., 1983; Kiley and Parker, 1995; Moriuchi et al., 1998; Naldini et al., 1998; Song et al., 2015). 이 중 PMA에 의한 자극은 protein kinase C (PKC)의 강력한 활성제인 diacylglycerol (DAG)의 유사체이므로, PMA 처리 시 U937 세포에서는 PKC 신호 전달 경로가 자극되어 nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) 및 activator protein-1 (AP-1)을 포함한 여러 전사 인자를 통해 광범위한 유전자 발현이 변화된다 (Chiu et al., 1987; Ghosh and Baltimore, 1990; Pedrinaci et al., 1990; Fan et al., 2014). 특히, NF-κB 단백질은 염증성 사이토카인 발현에 중요한 인자가 되는데 (Li and Verma, 2002), NF-κB의 전사 활성은 주로 IκB kinase (IKK)의 기질인 세포성 억제 단백질 IκB에 의해 조절된다 (Baeuerle and Baltimore, 1998). 또한 mitogen activated protein kinase (MAPK)와 같은 다양한 신호전달 경로 역시 활성화되어 대식세포 분화에 영향을 끼친다 (Lee et al., 1997; Chen and Lin, 2001).

      프로폴리스는 식물에서 유래된 다양한 물질을 꿀벌이 타액을 혼합하여 만든 것으로, 수많은 기능성 물질을 포함하고 있다. 본래 프로폴리스는 꿀벌이 벌집을 보호하기 위한 수단이나 벌집의 손상된 부분을 수리하는 목적으로 활용되었다 (Burdock, 1998). 고대부터 인류 역시 프로폴리스를 상처 회복을 위한 목적으로 활용하였는데, 현재는 프로폴리스에 수많은 기능성 물질이 포함된 것을 이용하여 다양한 분야에 활용하고 있다 (Fernandes Junior et al., 2005; Sforcin, 2007). 프로폴리스는 매우 다양하고도 풍부한 플라보노이드와 폴리페놀을 함유하고 있기 때문에 항균, 항산화 그리고 항염증 작용에 주로 이용되어져 왔다. 그러나 최근 Yeh 등은 플라보노이드의 인지 기능 개선 효과에 대해 보고하였고 (Yeh et al., 2021), Kim 등은 프로폴리스가 알츠하이머의 원인이 되는 tau 단백질의 과인산화를 해소할 수 있음을 보고하였다 (Kim et al., 2021). 또한 Kim 등은 MPTP에 의한 α-synuclein 단백질의 이상 응집을 프로폴리스가 해소할 수 있음을 밝혀, 프로폴리스의 파킨슨 질병 억제 가능성을 보고하였다 (Kim et al., 2022). 이와 같이 프로폴리스의 기능성 효과를 이용한 활용 범위가 점차 확대되고 있다.

      이에 본 연구에서는 프로폴리스의 U937의 분화 억제에 대한 효과를 구명하여 면역억제제로서 프로폴리스를 활용하는 것에 대한 기초 연구 자료를 제공하고자 한다. U937 단핵구 세포를 이용하여 프로폴리스의 대식세포 분화 억제를 확인하였고, 프로폴리스와 꿀이 혼합된 허니폴리스를 이용하여 대식세포 분화 억제에 대한 기능성 상승 효과를 함께 검증하였다. 그러나 프로폴리스가 단핵구의 대식세포 분화 억제에 대한 기전 연구는 아직 미비한 상태로서 앞으로 추가적으로 연구를 통해 입증해야 할 것 이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 허니폴리스 제작
        허니폴리스 제작을 위해 사용된 아까시꿀과 프로폴리스 추출물은 국내 양봉농협에서 판매하고 있는 총 플라보노이드 함량 10 mg/mL를 기준으로 하는 제품을 사용하였다. 꿀 2.5 g을 80% 에탄올과 1 : 1의 비율로 혼합하여, vortex mixter와 rotator를 이용하여 완전히 혼합하였다. 여기에 다시 동량의 3차 증류수를 첨가하고, 250 μL의 프로폴리스 추출물을 첨가하고 완전히 혼합한 다음, 0.45 μm의 syringe filter를 이용하여 필터링하였다. 프로폴리스 추출물과 꿀의 혼합비는 1 : 10이며, 제작된 시료는 사용하기까지 냉장 보관하였다.

      

      
        2. Media & Reagents
        세포 배양에 사용된 배지는 Gibco* (Gaithersburg, MD, USA)사의 RPMI1640 배지를 사용하였으며, 미생물 성장 억제를 위해 Gibco사의 100× anti-anti를 최종 1×의 농도로 배지에 첨가하였다. Fetal bovine serum (FBS)는 Gibco사의 Heat inactivated FBS를 구입하여 세포 배양 배지의 1/10 부피로 첨가하였다. 대식세포 분화를 위한 PMA는 Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, Western blotting에 사용된 1차 항체 중 CK2-α, SOCS3, PPAR-γ, phospho-p38, total p38, phospho-SAPK/JNK 그리고 total SAPK/JNK는 Cell Signaling Technology (Berkeley, CA, USA)에서 구입하였으며, TLR4, NF-κB 그리고 GAPDH는 Santacruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)에서 구입하여 사용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Experimental condition for this research.
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Experiment condition
            

          
          
            	Media
            	NT
          

          
            	20% EtOH
            	Solvent control
          

          
            	DMSO
            	Solvent control
          

          
            	PMA
            	10 ng/mL
          

          
            	AH
            	25%
          

          
            	Pro
            	25 μg/mL
          

          
            	AHP
            	25% AH+25 μg/mL Pro
          

          
            	PMA+AH
            	10 ng/mL PMA+25% AH
          

          
            	PMA+Pro
            	10 ng/mL PMA+25 μg/mL Pro
          

          
            	PMA+AHP
            	10 ng/mL PMA+25% AH+25 μg/mL Pro
          

        

        

      

      
        3. 세포주 배양 및 프로폴리스의 대식세포 분화 억제
        실험에 사용된 U937 단핵구 세포주는 한국세포주은행에서 구입하여 계대배양하여 사용하였다. U937 세포주는 세포 배양액에 suspension되어 자라기 때문에 20 mL의 배지를 사용하고, 세포 배양 조건은 37°C에서 5%의 CO2를 공급하면서 배양하였다.

        프로폴리스와 허니폴리스의 U937 세포주 대식세포 분화 억제를 확인하고자 하였다. 대식세포 분화는 U937 세포주에 10 ng/mL의 PMA를 처리하여 유도하였으며, 프로폴리스 및 허니폴리스의 대식세포 분화 억제를 확인하기 위해 아까시꿀, 프로폴리스 그리고 허니폴리스를 각각 10 ng/mL의 PMA와 함께 세포에 처리하였다. 세포에 처리된 프로폴리스의 농도는 25 μg/mL로 설정하였다. 각 시약을 처리하고 24시간 동안 배양하고, 다음 날 EVOS XL Core (U.S.A.) 현미경으로 세포 형태를 촬영하였다. 실험 처리 조건을 다음 표에 요약하였다.

      

      
        4. 세포 단백질 추출 및 정량
        세포 형태를 촬영하고 각 실험구의 세포에서 단백질을 추출하였다. U937 세포는 배양 접시에 부착되지 않고 배지에 부유된 상태로 성장하지만, PMA에 의해 분화가 일어나면 세포는 배양 접시 바닥에 부착된다. 따라서 세포에 처리된 조건에 따라 단백질 추출법이 달라지게 된다. 현미경으로 세포를 확인하고 부착된 세포의 경우 배지를 제거하고 1× phosphate buffered saline (PBS) 용액으로 1회 수세한 뒤, 200 μL의 Nonidet P-40 (NP-40) cell lysis 용액을 첨가하여 cell scraper로 세포를 용해하였다. 부유된 세포는 50 mL conical tube에 모아서 3,000 rpm에서 15분간 원심분리한 다음, 배양액을 제거하고 10 mL의 1× PBS를 첨가하여 수세하고 200 μL의 NP-40 cell lysis 용액을 첨가하고, vortex mixer로 강하게 교반하여 단백질을 추출하였다. 추출된 단백질은 bicinchronic acid (BCA) 단백질 정량법으로 정량하였다. 정량된 단백질에 5× SDS sample buffer (250 mM Tris-HCl (pH 6.8), 5% 2-Mercaptoethanol, 10% SDS, 0.5% Bromophenol blue, 50% Glycerol)를 첨가하고 100°C에서 10분간 boiling하여 단백질을 변성시켰다. 준비된 단백질 시료 20 μg을 Western blotting에 사용하였다.

      

      
        5. Western blotting
        정량된 단백질 20 μg을 4~15% TGX gradient gel [Bio-Rad (Hercules, CA, USA)]에 loading하고, 100 voltage에서 1시간 동안 단백질을 분자량에 따라 분획하였다. Gel 내의 단백질을 transblot (Bio-Rad)을 이용하여 15 voltage에서 5분간 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane에 transfer하였다. 단백질이 전이된 membrane을 1× tris-buffered saline-tween 20 (TBS-T) 용액에 1회 수세한 뒤, 항체의 비특이적 반응 차단을 위해 0.02%의 sodium azide (Sigma)가 첨가된 2% non-fat dry milk (Bio-Rad) 용액에 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 이후 표적 단백질 검출을 위해 인산화 항체는 1 : 500으로 희석하고, 그 외 다른 1차 항체는 1 : 1,000의 희석배율로 실온에서 20시간 동안 반응시켰다. 이후, membrane을 1× TBS-T 용액으로 수세한 뒤, 1차 항체의 source에 따라 2차 항체인 goat anti-mouse-HRP 또는 goat anti-rabbit-HRP를 1 : 2,000의 배율로 5% non-fat dry milk (without sodium aizde)에 희석하여 실온에서 2시간 동안 반응시켰다. Membrane을 1× TBS-T로 5회 수세한 뒤, GenDEPOT (Baker, TX, USA) 사의 ECL pico detection system으로 발색한 다음, ChemiDOC (Bio-Rad)으로 표적 단백질을 검출하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 프로폴리스와 허니폴리스에 의한 단핵구의 대식세포 분화 억제
        Fig. 1에는 PMA로 자극되어 대식세포로 분화된 U937 세포와 프로폴리스와 허니폴리스에 의해 분화가 억제된 세포의 형태를 보여주고 있다. PMA로 자극되지 않은 U937 세포는 배지에서 부유하면서 둥근 형태의 세포 형태를 띠고 있지만, PMA로 자극된 경우 세포는 대식세포로 분화되어 세포 형태도 둥근형태가 아닌 뚜렷한 핵의 모습이 나타나고 바닥에 부착된 형태로 바뀌게 된다. 그러나 꿀, 프로폴리스 그리고 허니폴리스를 U937 세포에 처리했을 때는 정상군과 똑같은 형태를 띠고 있다. PMA와 꿀을 세포에 처리한 경우, 꿀은 PMA의 효과를 억제하지 못하며 PMA 단독 처리와 마찬가지로 세포가 분화된 형태로 나타났다. PMA와 프로폴리스, PMA와 허니폴리스를 처리한 경우에는 정상군과 같은 둥근 형태의 세포로 존재하였으며, 이는 프로폴리스가 PMA의 세포 자극을 차단하여 세포 분화를 억제한 것을 보여주고 있다. PMA의 용매 대조군으로 사용된 DMSO를 처리한 실험구와 꿀, 프로폴리스, 허니폴리스의 용매 대조군으로 사용된 에탄올에서는 세포의 형태가 정상군과 동일한 것으로 나타났으며, 이는 대식세포 분화 관련 기전이 PMA, 프로폴리스 그리고 허니폴리스 등에 의해서 나타난 영향임을 의미한다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Change of the U937 cell morphology by PMA, Robinia honey, propolis and honeypolis. Cells were treated with PMA (10 ng/mL), AH (50 μL), Pro (25 μg/mL), AHP (25 μg/mL including propolis), PMA+AH, PMA+Pro and PMA+AHP for 24 hrs, respectively. 20% EtOH and DMSO is solvent control (AH: Robinia honey, Pro: Propolis, AHP: Robinia honey+propolis mix).
          
          

          

        

      

      
        2. 세포 내 단백질 마커 발현을 통한 프로폴리스의 분화 억제
        Fig. 2에는 대식세포 내에서 발현되는 단백질을 이용하여 프로폴리스의 대식세포 분화 억제 효과 그리고 허니폴리스에 의한 분화 억제 기능성 상승 효과를 나타내고 있다. 세포 내 다양한 단백질 중 대식세포에서 특이적으로 과발현되거나 활성화되는 단백질을 표적 마커로 선정하여 Western blotting을 통해 발현 차이를 확인하였다. 단핵구 세포에서 대식세포로 분화될 때 발현양이 증가하는 대표적인 마커 단백질은 TLR4, PPAR-γ 등이 존재하며, 단백질의 인산화 증가를 통해 확인할 수 있는 마커 단백질은 NF-κB, CK2-α, PPAR-γ 등이 있다. 본 논문에서는 일반적으로 알려진 마커 단백질 이외에 SOCS3 단백질의 발현 역시 대식세포 분화에 관련된 마커 단백질임을 추가로 제시하고자 한다. TLR4, SOCS3 그리고 PPAR-γ는 PMA로 세포가 자극되면 발현양이 증가되며, NF-κB, CK2-α 그리고 PPAR-γ는 인산화가 증가된다. PMA와 함께 꿀을 처리했을 경우에는 분화 억제 효과가 나타나지 않고 PMA 처리한 실험구와 차이가 없었다. 그러나 프로폴리스와 허니폴리스를 PMA와 함께 처리할 경우 TLR4, PPAR-γ 그리고 SOCS3의 단백질이 정상군과 마찬가지의 수준으로 발현이 감소되었다. 또한 NF-κB, CK2-α 그리고 PPAR-γ의 인산화 역시 감소된 것으로 나타났다. 특히. NF-κB의 인산화와 PPAR-γ의 발현과 인산화에 있어 기능성 효과는 프로폴리스를 사용한 것보다 허니폴리스에서 더 강한 효과를 나타냈다. 이는 꿀과 프로폴리스가 혼합되면서 대식세포 분화 억제에 대한 기능성 상승효과를 나타내고 있다. GAPDH는 본 실험에서 사용된 정량 대조군이다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Propolis and honeypolis regulates macrophage differentiation marker expression and phosphorylation 20 μg of proteins were resolved in 4~15 gradient gel. All antibodies were diluted at 1 : 1,000 and incubated for overnight at R.T. This result repeat 3-times.
          
          

          

        

      

      
        3. 프로폴리스와 허니폴리스에 의한 MAPK의 신호 경로 조절
        단핵구 세포로 존재하는 U937 세포가 PMA로 자극되어 대식세포로 분화될 때 나타나는 MAPK의 신호 경로 관련 단백질의 인산화와 발현을 확인하였다. MAPK 경로에서 대표되는 p38과 SAPK/JNK의 인산화와 발현을 확인한 결과를 Fig. 3에서 보여주고 있다. p38의 경우 대식세포로 분화될 때 단백질의 발현양에서는 차이가 나타나지 않았다. 또한 꿀, 프로폴리스 그리고 허니폴리스에 의해서도 단백질 발현에는 영향이 나타나지 않았다. 그러나 PMA, 꿀, 프로폴리스 그리고 허니폴리스에 의해서 p38의 인산화가 조절됨이 나타났다. PMA 처리에 의해 p38의 인산화가 감소되었고, 프로폴리스와 허니폴리스에 의해 인산화가 다시 증가됨이 나타났다. 그러나 PMA가 처리되지 않은 상태에서도 프로폴리스와 허니폴리스는 p38의 인산화를 증가시켰는데, 이는 이들이 세포의 MAPK 경로 중 p38의 조절에 직접 관여하고 있음을 의미한다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Propolis and honeypolis regulated MAPK kinase phosphorylation and its expression. 20 μg of proteins were used in each experiment groups and seperated in 4~15 gradient gel. Phosphorylation antibody of p38 and SAPK/JNK were diluted at 1 : 500. And total p38 and SAPK/JNK antibodies were diluted at 1 : 1,000. Antibody incubation for overnight at R.T.
          
          

          

        

        반면 MAPK 중의 SAPK/JNK는 다른 양상으로 나타났다. PMA에 의해서 이들의 인산화가 감소되었는데, 프로폴리스와 허니폴리스는 p38과는 달리 이 단백질의 인산화에 직접적으로 관여하지 않았다. 그러나 PMA와 함께 처리되었을 때는 PMA에 의한 인산화 감소를 프로폴리스와 허니폴리스가 차단하고 있음을 알 수 있다. 또한 SAPK/JNK는 단백질 발현에 있어서도 차이를 나타냈음을 알 수 있다. PMA에 의해 SAPK/JNK의 단백질이 강하게 발현됨을 알 수 있는데, 프로폴리스와 허니폴리스에 의해 단백질 발현이 감소되는 것으로 나타났다.

      

    

    

  
    
      고 찰
      단핵구는 세포 외부의 자극이나 환경 변화에 의해 대식세포로 분화하며, 이는 체내 면역 방어에 핵심적인 역할을 담당한다. 그러나 병원체의 침투나 지속적인 염증 자극으로 인해 과도한 면역 반응이 유발될 수 있으며, 장기이식 과정에서도 이식 거부 반응으로 자가 면역 질환이 발생하여 면역억제제 사용이 필수적이다 (De Bleser et al., 2009). 최근 코로나 팬더믹에서도 사이토카인 폭풍에 의한 과면역 반응 문제가 크게 부각된 바 있다 (Sun et al., 2020).

      본 연구에서는 대표적인 양봉산물인 꿀과 프로폴리스를 활용하여 과면역 억제 가능성을 탐색하고, 단핵구의 대식세포 분화 과정을 억제할 수 있는 기능성을 분자 수준에서 검증하였다. 이전의 연구에서도 단핵구의 대식세포 분화 과정에서 carbon monoxide (CO)의 분화 저해 효과 및 관련 단백질인 HO-1, CD14, CD18, ICAM-1 등의 발현을 확인하였지만 (Kim et al., 2017), 본 논문에서는 건강기능식품으로 손쉽게 활용할 수 있는 양봉산물을 활용하여 대식세포 분화에 관여하는 단백질과 세포 내 신호 전달 기전에 대한 단백질 발현 및 기능 변화를 확인하 였다. 

      PMA 자극에 의해 U937 단핵구 세포의 대식세포 분화가 유도되며, 이 과정은 TLR4, NF-κB, CK2-α, PPAR-γ 등의 단백질 발현 및 인산화와 연관됨을 확인하였다. 프로폴리스와 허니폴리스는 PMA에 유발되는 이들 단백질의 발현 증가와 인산화를 억제하였으며, 특히 허니폴리스가 더 강력한 억제효과를 나타내었다. 또한 기존의 보고되지 않았던 새로운 대식세포 분화 마커인 SOCS3의 발현증가가 PMA 처리에 의해 유도됨을 확인하였고, 프로폴리스 및 허니폴리스가 이를 억제함을 규명하였다. 이는 단핵구의 대식세포 분화에 새로운 단백질이 관여함을 제시하며, 향후 면역세포 분화의 세포 신호 네트워크를 규명하는 연구로 확장될 수 있음을 시사한다. 추가적으로 MAPK 신호 경로 역시 대식세포 분화에 관여하며, 프로폴리스와 허니폴리스가 해당 경로 단백질의 인산화를 조절함을 확인하였다. 이 과정은 여러 세포 내 단백질에 직간접적으로 영향을 미치는 것으로 나타났다.

      본 연구 결과, 프로폴리스 추출물 단독으로 처리한 것보다 아까시꿀과 프로폴리스를 혼합하여 제작한 제형인 허니폴리스가 기능성 효과 면에서 우수함을 입증하였는데, 이는 양봉산물 혼합에 의한 기능성 상승효과를 나타냄을 제시하는 것이다. 또한 프로폴리스는 다양한 생리활성 물질을 함유하고 있으므로 향후 성분 동정을 통해 과면역 반응 및 대식세포 분화 억제에 기여하는 핵심 물질을 규명하고 표준화하는 연구가 필요하다. 또한 본 연구에서 제시하는 결과는 in vitro에서 나타난 결과만을 밝혔는데, 앞으로 in vivo에서의 추가적인 연구가 반드시 필요하다. 본 연구는 프로폴리스와 허니폴리스의 면역 조절 기능을 새롭게 밝혔으며, 국내 양봉산물의 기능성 근거를 확립하고 소비 촉진에 기여할 수 있을 것으로 기대된다.
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