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            초록
          
        

        
          We investigated whether purified bee venom increases the enzymatic activity of the alcohol dehydrogenase (ADH) and aldehyde dehydrogenase (ALDH). ADH and ALDH assay were tested by in vitro kits. The purified bee venom was assayed by ultra performance liquid chromatography, The contents of melittin, apamin and phospholipase A2, as main component of purified bee venom, were 63.9%, 2.3%, and 10.9%, respectively. The ADH and ALDH acitivity of purified bee venom(at 1mg/ml) were 88.6±7.34% and 94.6±0.57%, respectively compared with positive control at 2mg/ml. These results showed that purified bee venom induces the activity of ADH and ALDH which reduce the aldehyde concentration in the blood, suggesting the possibility of purified bee venom as resource of medicine or functional beverage for hangover relieving.
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      서 론
      알코올은 고대로부터 사교의 수단 및 스트레스 해소를 위한 식품으로 활용되어 왔다. 현대 사회의 경제성장과 함께 폭음 및 잦은 음주문화가 형성되어 왔으며, 이로 인한 알코올 섭취량의 증가는 숙취, 간 기능장애, 알코올 중독과 같은 사회 문제를 야기 시키고 있다(An et al., 1999; You et al., 2016). 한국인의 음주습관은 2013년 국민건강영양조사에서 남성의 19.7%, 여성의 5.4%가 주 2회 이상 음주를 하는 고위험 음주군으로 나타났다(보건복지부, 2013). 과도한 음주는 메스꺼움, 두통, 갈증 등의 숙취현상을 유발하게 된다. 이러한 현상의 대부분은 미처 분해되지 않고 간세포에 쌓여있는 알코올이나 아세트알데히드(acetaldehyde)의 독성작용에 의해 발생되는 것이며, 이러한 물질들이 축적되면서 피로감이 지속되거나 복부 팽만감을 느끼게 되는 것이다(Swift와 Davidson, 1998; Weise et al., 2000).

      알코올의 대사과정은 위와 소장을 통해 알코올이 흡수되면서, 알코올 성분이 혈관을 타고 이동되어 간에 이르게 되는데, 간세포는 알코올 탈수소효소(alcohol dehydrogenase, ADH)를 이용하여 알코올을 아세트알데히드(acetaldehyde)로 산화시키고, 아세트알데히드는 다시 간세포에 있는 아세트알데히드 탈수소효소(acetaldehyde dehydrogenase, ALDH)를 통해 초산으로 분해되어 최종적으로 탄산가스와 물로 분해된다(Bode et al., 1987; Gemma et al., 2006). 우리 몸에 치명적인 손상을 주는 것은 알코올 산화과정에서 생성되는 아세트알데히드가 심혈관계에 작용하여 급성 증상을 나타내기 때문이다. 아세트알데히드는 체내의 거의 모든 기관을 손상 시키고 특히 간조직의 구조와 기능에 치명적인 손상을 유발한다(Lieber, 1994; Setshedi et al., 2010).

      이러한 현상을 해소하기 위해서 헛개나무, 인삼, 홍삼, 옥수수, 가시오갈피, 꿀, 비타민, 대두, 칡, 진피, 녹차, 콩나물, 한방 생약재의 복합 추출물 등을 주 성분으로 함유하는 의약품, 식품, 음료 등의 숙취해소용 제품들이 개발되고 있다(Cho et al., 2001). 그러나 대부분 이미 숙취해소를 위해 전통적으로 사용되어 왔던 재료들이기에, 아직까지는 탁월한 원료 소재를 포함하는 숙취해소용 조성물에 대한 연구는 미미한 편이다. 봉독은 예로부터 봉침요법과 민간에서 다양한 질병의 예방과 치료에 사용되어 왔다. 특히 봉독은 항염증, 항균작용 뿐만 아니라 체내 면역활성에도 도움이 되는 것으로 알려져 있으며(Habermann과 Reiz, 1965; Piek, 1984), 동유렵과 민간에서는 알코올 중독 치료에도 봉독을 활용한다고 알려져 있다.

      따라서, 본 연구에서는 순수 천연물질인 봉독의 ADH와 ALDH 활성에 미치는 영향을 평가하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        공시 시료 및 성분 분석
        시험물질인 정제봉독은 봉독채집장치를 사용하여 서양종꿀벌(Apis mellifera L.)로부터 채취한 봉독을 ‘봉독의 간이정제방법’으로(한 등, 2007) 정제한 정제봉독을 구입하여 사용하였다(한국정제봉독협동조합, 한국). 구입한 정제봉독의 성분 확인을 위하여 1mg/ml의 농도로 3차 증류수에 녹여 0.2μm PTFE(Polytetrafluoroethylene) membrane filter (Advantec, Japan)로 여과한 후 UPLC (ultra performance liquid chromatography, Waters, MA, USA)를 사용하여 분석하였다. 표준품인 apamin, melittin, 그리고 phospholipase A2는 시그마사(Sigma-Aldrich, MO, USA)로부터 구입하여 2mg/ml로 만들어 시험봉독과 동일한 필터를 사용하여 여과하였다. 분석기기는 PDA(photo diode array) 검출기가 장착된 Acquity UPLC I-Class(Waters, MA, USA)를 사용하여, Table 1과 같은 컬럼 및 분석조건으로 220 nm의 검출파장에서 분석하였다(Han et al., 2017).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Ultra performance liquid chromatography conditions for melittin, apamin and phospholipase A2 analysis in purified bee venom
          
          

        

        
          
            
              	Items
              	Conditions
            

          
          
            	Column
            	Halo ES-C18 (2.1×100mm, 2.7 μm, Advanced materials technology, USA)
          

          
            	Flow rate
            	0.8 mL/min
          

          
            	Column temperature
            	50°C
          

          
            	Injection volume
            	2μl
          

          
            	Wavelength
            	220nm
          

          
            	Mobile phase
            	Time (min)
            	20mM TFA*/MeCN (%)
            	20mM TFA/H2O (%)
          

          
            	0
            	10
            	90
          

          
            	3
            	31
            	69
          

          
            	5
            	40
            	60
          

          
            	10
            	45
            	55
          

        

        
          
            *TFA: trifluoroacetic acid
          

        

        

      

      
        ADH 및 ALDH 효소 활성 측정
        ADH 활성은 ADH ELISA kit(ab102533, Abcam, UK), ALDH 활성은 ADH ELISA kit (ab155893, Abcam, UK)를 사용하여 측정하였다. 각각의 96 well에 농도별로 정제봉독을 주입하고 6시간 반응 후 흡광도를 340nm에서 측정하였고, 이를 양성대조구와 비교하여 ADH 및 ALDH 활성 증가율을 측정하였다. 양성대조구는 ELISA kit에서 제공되는 물질을 사용하였다.

        
          
            
              	
                
                  
                    ADH
                    
                      
                        ALDH
                      
                    
                    activity
                    
                      
                        %
                      
                    
                    =
                    
                      
                        B/A
                      
                    
                    ×100
                  
                
              
              	
            

          

        

        
A : 양성 대조구의 흡광도, B : 실험구의 흡광도

      

      
        통계처리
        실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성은 R(3.4.1 version, NewZealand) 통계 프로그램을 이용하여 분석하였으며, 그 결과는 평균±표준편차(mean±SD, n=10)로 표시하였다. 대조군과 실험군 간의 평균에 대한 유의성은 ANOVA 검정을 이용하여 p<0.005에서 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      예로부터 봉독은 살아있는 꿀벌로부터 사람이나 가축에 직접 독을 쏘도록하는 봉침요법으로 면역증강 또는 다양한 질환의 치료에 사용해 오고 있었다(Habermann과 Reiz, 1965; Piek, 1984). 그러나 살아있는 꿀벌을 이용했을 때에는 정량 및 정성 분석이 불가능할 뿐더러 심한 통증과 더불어 알러지까지 유발할 수 있다는 문제점들을 갖고 있어 산업화 되지 못했다. 봉독채집장치가 개발되고 휘발성 성분이 제거된 균일한 성분이 유지되는 정제봉독이 생산됨에 따라 이를 이용한 다양한 식의약소재 개발과 기능성에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다(Han et al., 2016).

      본 연구에서는 15일령 이상의 서양종꿀벌의 일벌에서 채취한 봉독을 정제한 정제봉독을 시험에 사용하였다. Fig. 1에서와 같이 정제봉독 내 melittin, apamin 그리고 phospholipase A2의 함량은 각각의 표준품 수용액 시료에 나타나는 피크와 비교하여 63.9%, 2.3% 그리고 10.9%로 이는 꿀벌이 가지는 봉독 성분의 변화 없이 채취 및 정제된 것으로 확인되었다(Piek, 1984). 다양한 약리효능을 갖는 정제봉독이 알코올 대사의 주요 효소인 ADH와 ALDH 활성에 영향을 주는지를 알아보기 위하여 in vitro 시험을 수행 한 결과 Fig. 2에서 보는 바와 같이 높은 활성을 나타내었다. ADH 활성에 있어서 1mg/ml (양성대조군(2mg/ml 농도)의 88.6±7.34%) 이상의 정제봉독 처리한 시험구와 양성대조구간의 차이는 나타내지 않았다. 또한 ALDH 활성에 있어서도 양성대조군과 비교하여 1mg/ml의 정제봉독 처리 시 높은 활성 (양성대조군(2mg/ml 농도)의 94.6±0.57%)을 나타내었다. 따라서 정제봉독은 ADH와 ALDH 효소에 통계적으로 높은 활성을 갖고 있는 것으로 확인되었다(p<0.005).

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Ultra performance liquid chromatography spectrum of the purified bee venom.
        
        

        

      

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Effects of purified bee venom on ADH and ALDH activities by in vitro kit. A is showed the results of ADH and ALDH ELISA assay. ADH (B) and ALDH (C) activity of purified bee venom is increased compared with positive control at 2mg/ml. Data are expressed as mean±SD (n=10). Different letters above the bar are statistically different by ANOVA test (p<0.005). PC; positive control, PBV; purified bee venom.
        
        

        

      

      체내의 알코올 대사는 ADH, microsomal ethanol oxidation system(MEOS) 및 카탈라아제(catalase) 등에 의하여 조절되면 항산화 시스템에 영향을 미치는 자유라디칼을 생산한다(Das와 Vasudeva, 2007). 만성적인 알코올의 섭취로 간에서는 알코올에 의해 대사되지 않은 지방산의 축적으로 지방간이 발생할 수 있으며 심하면 간세포의 괴사를 일으킬 수 있다(Lieber, 1991; Pemberton et al., 2005). 또한 만성적인 알코올 섭취로 생성된 아세트알데하이드에 의해 손상된 간 조직에서는 총 fatty acid ethyl esters (FAEEs)와 thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)가 증가하고 이러한 대사산물로 인해 간 조직을 포함한 다른 조직의 손상을 가중시킬 수 있다(Nordmann et al., 1992; Konno et al., 2015). 간에서의 알코올 대사는 ADH와 ALDH 활성에 영향을 주는 요인에 의해 조절되며, ALDH 대부분이 미토콘드리아 내막에 존재하기 때문에 활성이 저해 되는 것으로 보고되었다(Lieber, 1991; Nordmann et al., 1992). 또한MEOS에 의해서 지질과산화물을 만드는 oxygen radicalm의 생성이 증가하고, 지질과산화는 산화적 세포손상을 촉진하고 간세포의 손상 및 세포 사멸을 증가시킬 뿐 아니라 DNA 변이, 발암, 노화, 동맥경화 및 염증 등을 일으킬 수 있다(Lebsack et al., 1981; Pemberton et al., 2005).

      본 연구에서는 정제봉독을 이용하여 ADH 및 ALDH 효소 활성에 미치는 영향을 in vitro에서 분석하였다. ADH 및 ALDH 효소 활성을 측정한 결과 정제봉독은 ADH와 ALDH 활성을 모두 크게 증가 시키는 것으로 확인되었다. 따라서 정제봉독은 숙취 해소능에 영향을 미치는 인자에 대해 효과적으로 작용하는 것으로 보였으며, 향후 in vivo 시험을 통해 숙취 해소에 효과적인 식의약품 소재가 될 수 있을 것으로 사료된다.

    

    

  
    
      적 요
      본 연구에서는 서양종꿀벌의 일벌에서 채집하여 정제한 정제봉독이 알코올 분해능에 관련이 있는 ADH와 ALDH 효소 활성에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. ADH와 ALDH 활성은 in vitro kit를 사용하여 측정하였다. 그 결과 정제봉독 처리에 의해 ADH와 ALDH 효소 활성이 크게 증가하는 것으로 확인되었다. ADH 효소는 1mg/ml 이상의 정제봉독을 처리했을 경우 양성대조구(2mg/ml) 대비 88.6±7.34%의 활성도를 보였으며, ALDH 효소 역시 1mg/ml 이상의 정제봉독에서 양성대조구(2mg/ml) 대비 94.6±0.57%의 활성도를 나타내었다. 이상의 결과로 정제봉독은 숙취 해소능에 영향을 미치는 지표물질인 ADH와 ALDH 효소 활성을 크게 증가시키는 것으로 사료되었으며, 향후 추가시험을 통해 숙취해소 작용을 갖는 식의약품 소재로 사용 될 수 있을 것으로 생각된다.
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