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            초록
          
        

        
          In this study, to develop high-value added products of pollen, anti-thrombosis and hemolytic activities of the pollen extracts were evaluated. Pollen of acorn (PA), darae (PD), mixed flower (PM), pine tree (PP) and cattail (PC) are nutritive and showed calories of 338 to 420 Kcal/100 g. The crude protein contents of pollen were varied from 17.4% (PP) to 35.6% (PD). Entomophilous pollen, such as PA, PD, and PM showed the higher protein content than anemophily fertilized pollen such as PP and PC. A large quantity of polyphenol and flavonoid was found in the hot water extracts of PC (HW-PC) and ethanol extract of PM (E-PM). The HW-PP, HW-PA and E-PM showed strong platelet aggregation inhibition activities, but the HW-PC and E-PC showed rapid and strong activation of platelet aggregation. Potent anti-coagulation activities of the E-PP and E-PC were identified with strong inhibitions of thrombin, prothrombin and cogulation factors. Also, potent hemolytic activities against human RBC of the E-PP and E-PC were observed. Our results suggest that anti-thrombosis and hemolytic activities of pollen are dependent on pollen of plant origins and extraction solvents. Further research on purification and characterization of active compounds and removal of hemolytic factors from pollen extracts are necessary.
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      서 론
      국내 사망원인 중 1위는 암이며, 그 다음으로 심장 및 뇌혈관 질환으로 나타나고 있다. 인구 10만 명당 남자의 경우 103.6명, 여자의 경우 110.6명으로 성별 구분 없이 심장, 혈관계 질환은 현대사회의 주요 사망원인이며, 치료 및 재활의 어려움으로 사회적 부담이 증가되고 있는 실정이다 (통계청, 2018).

      혈액은 12만 km의 혈관을 따라 흐르면서, 산소, 영양분, 노폐물의 운반 기능, 체온, 삼투압, 수분 및 액성 조절 기능 및 생체방어 기능을 수행하는 생명현상의 필수적 인자이다 (김 등, 2014). 정상적인 혈액 순환을 위해서는 혈관의 건강성 및 탄력성이 유지되어야 하며, 출혈시 지혈을 위한 혈액응고 반응계와 생성된 혈전을 용해하는 혈전용해 반응계가 상호 보완적으로 작용하여야 한다 (Sweeney et al., 1990). 그러나 고지방의 서구화된 식사, 운동 부족, 과도한 스트레스 등에 의한 비정상적인 혈액응고 및 혈소판 응집이 나타나는 경우, 혈관내 혈전이 과도하게 생성되며, 이는 다양한 혈전성 질환 위험성을 증가시키게 된다 (Eikelboom et al., 2010). 현재 혈전성 질환의 예방과 치료에 아스피린, 헤파린, 쿠마린, 유로키네이즈 등의 다양한 항응고제, 항혈소판제, 혈전용해제 등이 임상적으로 사용되고 있으나 기존 항혈전제들은 가격이 매우 높으며, 출혈성 부작용, 위장장애, 과민반응 및 경구투여의 한계가 알려지면서 안정성이 확보된 천연 약용, 식용식물의 항혈전 활성에 관심이 증가되고 있는 실정이며, 혈관 내의 생성된 혈전을 용해하는 것보다 비정상적인 혈전 생성 자체를 억제하는 항혈전제 개발에 연구가 집중되고 있다 (권 등, 2019; 성 등, 2019).

      한편 화분은 종자를 만드는 유관속 식물의 생식 기관으로, 곤충, 바람, 물 등에 의해 운반되어 암컷 배우체에 도달하여 수정한 후 종자를 형성한다. 꿀벌 등의 곤충은 화분을 수집하여 타액, 꿀 등이 혼합된 덩어리 형태로 만들고, 이를 꿀벌의 유충 및 성충의 주요 먹이로 이용한다 (홍 등, 2014). 화분은 우수한 영양성이 알려져 있으며, 식품, 의약품으로 이용되어 왔으며 (Kroyer and Hegedus, 2001), 노화 억제 및 항산화 (홍 등, 2014), 항균 (최 등, 2007; Abouda et al., 2011), 혈관신생 억제활성 (방과 안, 2019), 면역증강 활성 (Li et al., 2009), 전립선염 개선 (Fang et al., 2008), 항당뇨 및 남성 성기능 개선 효과 (Mohamed et al., 2018) 등의 유용 생리활성이 보고되고 있다. 그러나 고부가가치 식의약품 소재로 이용하기 위해서는 인체에서 낮은 소화·흡수율, 일부 섭취자에서의 알러지 유발, 미생물 오염 및 부패 가능성 등의 해결해야 할 문제들이 남아 있다 (Hong et al., 2015).

      본 연구에서는 화분의 고부가가치화를 위한 기초자료 확보를 위해 국내에서 식용 및 약용으로 판매되고 있는 3종의 충매화분 (도토리화분, 다래화분, 잡화분) 및 2종의 풍매화분 (송화분, 부들화분)의 영양성을 확인하고, 열수 및 에탄올 추출물을 조제하여 이들의 혈소판 응집저해 활성, 혈액응고 저해 활성, 적혈구 용혈활성을 비교 평가한 결과를 보고하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 화분 시료 및 시약
        분석에 사용된 도토리화분, 다래화분 및 잡화분은 경북 안동에서 각각 2018년 4월, 2018년 6월 및 2018년 7월에 채취한 화분이며, 송화분 (2018년, 경북 영천) 및 부들화분 (2018년, 대전)은 시판 화분을 구입하여 사용하였으며, -20℃에서 냉동보관하면서 사용하였다. 실험에 사용한 화분은 안동대학교 식품영양학과에 보관하고 있다 (voucher specimen 2018-P1~5). 항혈전 활성평가에 사용한 혈장은 시판 control plasma (MD Pacific Technology Co., Ltd, Huayuan Industrial Area, China)를 사용하였으며, PT reagent와 aPTT reagent는 MD Pacific Hemostasis (MD Pacific Technology Co., Ltd, Huayuan Industrial Area, China)의 분석시약을 사용하여 측정하였다. 기타 시약은 Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)의 시약급 이상의 제품을 구입하여 사용하였다.

      

      
        2. 화분의 영양성분 분석
        5종 화분시료의 일반성분은 확립된 표준방법 (AOAC, 1980)에 의하여 정량하였고, 수분함량은 105℃ 상압가열건조법, 회분은 550℃에서 직접 회화법으로, 조지방 함량은 soxhlet 추출법으로 측정하였다 (박 등, 2016). 조단백질은 단백질 분석기 (Foss Kjeltec 2460)를 이용하여 분석하였다. 시료에 황산 10 mL, 분해촉진제 (3.5g K2SO4+0.4 g CuSO4·5H2O) 2개를 넣고 420℃의 분해장치에서 분해한 후 자동적정기에서 0.1 N HCl 용액을 이용하여 적정하였다. 적정 값은 공시험 값으로 보정하였으며, 질소계수는 6.25를 적용하였다. 탄수화물의 함량은 100에서 수분, 회분, 조지방, 조단백질 함량을 뺀 값으로 나타내었다.

      

      
        3. 화분의 열수 및 에탄올 추출물 조제
        화분 열수 추출물은, 화분 중량의 20배의 증류수를 가한 후, 100℃에서 1시간 추출한 후 추출액을 filter paper (Whatsman No. 2)로 거른 후 감압 농축 (Eyela Rotary evaporator N-1000, Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan)한 후 동결건조 (Freeze dryer, FD5508, Ilshin Lab Co. Ltd, Korea)하여 분말로 조제하였다. 화분의 에탄올 추출물은, 화분 중량에 대해 10배의 95% ethanol (Daejung Chemicals & Metals Co., Ltd. Korea)을 가한 후 상온에서 3회 추출한 후 상기와 동일하게 감압농축하여 추출물을 조제하였다. 분말 시료들은 DMSO에 적당한 농도로 녹여, 성분 분석, 및 생리활성 평가에 사용하였다.

      

      
        4. 혈소판 응집저해 활성
        5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물의 혈소판 응집저해 활성은 Whole Blood Aggregometer (Chronolog, PA, USA)를 사용하여 impedance 법으로 평가하였다 (Sweeney et al., 1990). 먼저 인간 농축 혈소판 (platelet rich plasma: PRP)을 전처리 및 수세한 후 최종 혈소판 농도가 5×108/mL이 되도록 조정하여 사용하였으며, 응집유도제로 collagen (1 mg/mL)을 사용하였다. 혈소판 응집반응은 collagen 첨가 후 12분간 측정하였으며 amplitude, slope, area under를 측정하여 평가하였다 (Kim et al., 2016). 이때, amplitude (ohm)는 혈소판에 응집유도제를 첨가하였을 때 일어나는 최대 응집 정도를 나타내며, slope는 응집유도제를 첨가한 직후부터 1분 동안의 응집곡선의 기울기를 나타내며, area under는 전체적인 혈소판 응집 정도를 표시하는 것으로 전기저항 증가에 따른 slope 곡선의 하강면적을 의미한다. 혈소판 응집 저해 활성은 5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물 첨가시의 area under 값과 DMSO를 첨가한 용매 대조구의 area under 값의 비로 나타내었다 (권 등, 2019).

      

      
        5. 혈액응고 저해 활성 
        5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물의 항응고 활성은 thrombin time (TT), prothrombin time (PT) 및 activated partial thromboplastin time (aPTT)을 각각 측정하여 평가하였다 (Eikelboom et al., 2010). TT는 37℃에서 thrombin (0.5 U, Sigma Co., St. Louis, MO, USA) 50 μL와 CaCl2 (20 mM) 50 μL, 다양한 농도의 5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물 10 μL를 Amelung coagulometer (Amelung, Lemgo, Germany) 튜브에 혼합하여 2분간 반응시킨 후, 혈장 100 μL를 첨가한 후 혈장이 응고될 때까지의 시간을 측정하였다. PT 측정은 혈장 70 μL와 다양한 농도의 5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물 10 μL를 coagulometer 튜브에 첨가하여 37℃에서 3분간 가온 후, 130 μL의 PT reagent를 첨가하고 혈장이 응고될 때까지의 시간을 측정하였다. 내인성 혈전 생성의 지표인 aPTT는, 표준혈장 70 μL와 다양한 농도의 5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물 10 μL를 coagulometer 튜브에 첨가하여 37℃에서 3분간 가온 후, 65 μL의 aPTT reagent를 첨가하고 다시 37℃에서 3분간 반응하였다. 이후 65 μL CaCl2 (35 mM)을 첨가한 후 혈장이 응고될 때까지의 시간을 측정하였다. 모든 실험은 3회 반복하여 평균치로 나타내었으며, 각각의 항응고 활성은 시료 첨가시의 응고 시간의 평균치를 무첨가시의 응고시간의 평균치의 비로 나타내었다 (Kim et al., 2016).

      

      
        6. 적혈구 용혈 활성
        5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물의 인간 적혈구 용혈 활성은 PBS로 3회 수세한 적혈구 100 μL를 96-well microplate에 가하고 다양한 농도의 추출물 100 μL를 가한 다음 37℃에서 30분간 반응시켰으며, 이후, 반응액을 10분간 원심분리 (1,500 rpm)하여 상등액 100 μL를 새로운 microtiter plate로 옮긴 후 용혈에 따른 헤모글로빈 유출 정도를 414 nm에서 측정하였다. 시료의 용매 대조구로는 DMSO (2%)를 사용하였으며, 적혈구 용혈을 위한 실험 대조구로는 Triton X-100 (1 mg/mL) 및 amphotericin B를 사용하였다. 용혈 활성은 다음의 수식을 이용하여 계산하였다 (성 등, 2019).
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Abs. S:	시료 첨가구의 흡광도, 
Abs. C: DMSO 첨가구의 흡광도,
Abs. T: Triton X-100 첨가구의 흡광도.

      

      
        7. 기타 분석 및 통계처리
        Total polyphenol (TP) 및 Total flavonoid (TF) 함량 측정은 기존의 보고된 방법 (Singleton et al., 1999)에 따라 측정하였으며, 각각 rutin과 tannic acid를 표준품으로 사용하였다. 총당 정량의 경우에는 phenol-sulfuric acid법을 이용하였으며, sucrose를 표준품으로 사용하였다 (Pancham et al., 2016). 3회 반복한 실험의 평균과 편차로 나타낸 실험 결과는 SPSS 23.0 버전을 사용하여 mean±SD로 나타내었으며, 각 군 간의 차이는 ANOVA로 분석하였으며, 유의수준은 p<0.05로 하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 5종 화분의 영양적 특성
        3종의 충매화분 (도토리화분, 다래화분, 잡화분) 및 2종의 풍매화분 (송화분, 부들화분)의 조단백, 조지방, 조탄수화물 및 회분 함량을 측정하였으며, 그 결과는 Table 1에 나타내었다. 수분함량은 5.8% (다래화분)~12.5% (부들화분)로 다양하였으며, 조단백 함량 역시 17.4% (송화분)~35.6% (다래화분)로 큰 차이가 나타났다. 화분의 조단백의 경우 기원식물, 채집시기 및 방법에 따라 차이가 있을 수 있으나 (홍 등, 2013; 이와 안, 2019), 전체적으로 충매화분 (도토리화분, 다래화분, 잡화분)이 풍매화분 (송화분, 부들화분)보다 높게 나타났다. 한편 조지방 함량은 부들화분에서는 매우 낮은 1%를 나타내었으나, 기타 4종 화분은 8.1% (다래화분)~12.5% (도토리화분) 함량을 보였다. 회분 (ash)의 경우 오히려 부들화분에서 가장 높은 4.2% 함량을 나타내었으며, 도토리화분 (1.9%)에서 가장 낮은 함량을 보였다. 회분 함량은, 조단백 함량과는 반대로 풍매화분이 충매화분보다 높게 나타났다. 조탄수화물 함량은 다래 및 도토리화분에서 48.0~48.3%를 나타낸 반면, 풍매화분인 송화분 및 부들화분에서는 63.4~64.1%의 높은 함량을 나타내었다. 최종적으로, 도토리화분, 다래화분, 잡화분은 408.5~419.4 Kcal/100 g을, 송화분과 부들화분은 각각 398.8 및 338.2 Kcal/100 g의 상대적으로 낮은 열량을 나타내었다 (Table 1). 이러한 결과는 기존의 다래화분 및 도토리화분의 영양성분 분석 결과와는 매우 유사하나 (홍 등, 2013; 홍 등, 2015), 잡화분 분석 결과와는 다소 차이가 있었다 (이 등, 1997).

        
          Table 1. 
				
          

          
            General compositions of 5 different pollen
          
          

        

        
          
            
              	Pollen
              	Content (unit: % wet basis)
              	Calories (Kcal/100 g)
            

            
              	Moisture
              	Crude protein
              	Crude lipid
              	Crude carbohydrate
              	Ash
            

          
          
            	Acorn
            	11.5
            	26.1
            	12.5
            	48.0
            	1.9
            	408.9
          

          
            	Darae
            	5.8
            	35.6
            	8.1
            	48.3
            	2.2
            	408.5
          

          
            	Mixed
            	6.2
            	21.2
            	10.6
            	59.8
            	2.2
            	419.4
          

          
            	Pine
            	7.6
            	17.4
            	8.4
            	63.4
            	3.2
            	398.8
          

          
            	Cattail
            	12.5
            	18.2
            	1.0
            	64.1
            	4.2
            	338.2
          

        

        
          
            Darae: Actinidia arguta; Pine: pine tree; Cattail: Typha augustifolia L
          

        

        

      

      
        2. 5종 화분의 혈소판 응집저해 활성
        현재까지 화분 추출물의 혈소판 응집에 미치는 영향은 보고된 바 없다. 따라서 5종 화분 추출물의 혈소판 응집저해 활성을 평가하였다. 먼저 임상에서 혈소판 응집저해제로 사용되고 있는 아스피린은 0.25 및 0.125 mg/mL 농도에서 용매 대조구에 비해 각각 26.1 및 45.4%의 혈소판 응집율을 나타내어 농도 의존적인 강력한 혈소판 응집저해 활성을 나타내었다 (Table 2). 5종 화분의 열수 추출물 (0.25 mg/mL) 중에서는 송화분 추출물에서 28.3%의 혈소판 응집이 나타나, 아스피린과 유사한 매우 강력한 응집저해 활성을 확인하였으며, 도토리화분에서도 81.0%의 응집율을 나타내어 혈소판 응집저해를 확인하였다. 특히 송화분의 열수 추출물은 동일농도 (0.25 mg/mL)에서 흑마늘, 오미자, 우엉 뿌리, 모링가, 블랙커런트 및 천연 한방약재들의 추출물보다 강력한 혈소판 응집저해를 나타내었다 (정과 손, 2014; 김 등, 2014; 김과 손, 2016; 김 등, 2017; 권 등, 2019). 반면 다래화분, 잡화분에서는 혈소판 응집에 미치는 영향이 미미하였으며 부들화분은 154.1% 응집을 보여 오히려 혈전생성을 촉진할 수 있음을 알 수 있었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effect of the hot water and ethanol extract of 5 different pollen on human platelet aggregation
          
          

        

        
          
            
              	Extract/Chemical
              	Conc. (mg/mL)
              	Amplitude (ohm)
              	Slope
              	Lag time (sec)
              	Area under
              	PAA1 (%)
            

          
          
            	DMSO
            	-
            	24
            	5
            	28
            	194.7
            	100.8
          

          
            	-
            	24
            	6
            	31
            	191.7
            	99.2
          

          
            	Aspirin
            	0.25
            	8
            	1
            	44
            	50.5
            	
              26.1
            
          

          
            	0.125
            	13
            	2
            	35
            	87.8
            	
              45.4
            
          

          
            	Hot water
            	Acorn
            	0.25
            	23
            	5
            	24
            	185.1
            	
              81.0
            
          

          
            	Darae
            	0.25
            	28
            	7
            	20
            	240.9
            	105.5
          

          
            	Mixed
            	0.25
            	28
            	8
            	25
            	243.7
            	106.7
          

          
            	Pine
            	0.25
            	8
            	2
            	54
            	64.6
            	
              28.3
            
          

          
            	Cattail
            	0.25
            	28
            	9
            	14
            	297.7
            	154.1
          

          
            	Ethanol
            	Acorn
            	0.25
            	20
            	4
            	25
            	157.3
            	
              81.4
            
          

          
            	Darae
            	0.25
            	28
            	8
            	14
            	260.3
            	134.7
          

          
            	Mixed
            	0.25
            	19
            	4
            	20
            	156.8
            	81.2
          

          
            	Pine
            	0.25
            	25
            	8
            	4
            	252.4
            	130.6
          

          
            	Cattail
            	0.25
            	30
            	10
            	8
            	615.9
            	
              318.8
            
          

        

        
          
            1PAA: Platelet Aggregation Activity. Data are presented as representative result relative of independent three determinations. Amplitude is expressed as ohms by maximum extent of platelet aggregation, and slope (rate of reaction) is determined by drawing a tangent through the steepest part of curve. Area under is a calculated area in descent drawing during platelet aggregation.
          

        

        

        5종 화분의 에탄올 추출물 (0.25 mg/mL) 중에서는 도토리화분 및 잡화분 추출물에서 각각 81.4 및 81.2%의 응집율을 보여 혈소판 응집을 미약하게 저해하였으며, 다래화분, 송화분, 부들화분 추출물은 혈소판 응집을 오히려 촉진하였다 (Table 2). 이러한 결과는 부들화분이 한방에서 혈전 생성을 촉진하는 지혈제로 사용 (박 등, 2009; Yan et al., 2017)되는 근거를 제시하고 있으며, 송화분의 열수 추출물은 아스피린 등의 기존 항혈전제가 나타내는 위장장애와 같은 부작용이 최소화된 혈소판 응집저해제로 개발 가능함을 의미하고 있다.

      

      
        3. 5종 화분의 혈액응고 저해 활성
        현재까지 부들화분의 혈액응고 촉진활성은 보고 (Yan et al., 2017)된 바 있으나, 다른 식물 유래 화분이 혈액응고 및 혈전 생성에 미치는 영향은 알려진 바 없다. 따라서 5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물의 혈액응고 저해 활성을 TT, PT, aPTT를 각각 측정하여 평가하였다. 먼저 활성 대조구인 aspirin은 1.5 mg/mL 농도에서 용매 대조구에 비해 TT, PT, aPTT를 각각 1.64, 1.39 및 1.37배 증가시켜 우수한 항응고 활성을 확인하였다. 화분 열수 추출물 (5 mg/mL) 중에서는 도토리화분 및 다래화분 추출물의 경우 트롬빈 활성화에 의한 혈액응고 촉진이 확인된 반면, 기타 화분 추출물에서는 유의적인 변화가 나타나지 않았다 (Fig. 1A). 또한 PT 측정에서도 부들화분 추출물에서만 프로트롬빈 저해에 의한 항응고 활성이 나타났으며, 기타 화분 추출물은 영향이 미미하였다 (Fig. 1C). 혈액응고인자에 미치는 영향을 aPTT 측정으로 평가한 결과, 송화분 추출물에서만 유의적인 항응고 활성이 인정되었다 (Fig. 1E).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of the hot water and ethanol extract of 5 different pollen on blood coagulation. Anti-coagulation activity is calculated on the clotting time of sample divided by the clotting time of solvent control in blood coagulation assay. The thrombin time (TT), prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) of solvent control (dimethylsulfoximide) were 26.8 sec, 20.1 sec and 83.5 sec, respectively. Data are means±SD of triplicate determinations. Different superscripts (a~d) within a panel differ significantly (p<0.05).
          
          

          

        

        한편 5종 화분 에탄올 추출물 (5 mg/mL) 중에서는 부들화분 추출물에서 유의적인 트롬빈 저해 활성이 확인되었으며 (Fig. 1B), 송화분 및 부들화분 추출물에서 강력한 프로트롬빈 및 혈액응고인자의 저해가 나타났다 (Fig. 1D, 1F). 따라서 송화분 및 부들화분 에탄올 추출물의 농도를 증가시켜 항응고 활성을 평가하였으며, 그 결과 상기 화분 추출물은 농도의존적으로 트롬빈, 프로트롬빈, 혈액응고인자의 저해를 나타냄을 확인하였다 (Fig. 2). 특히 부들화분 에탄올 추출물은 7 mg/mL 농도에서 용매 대조구에 비해 TT, PT, aPTT를 각각 2.69, 2.09 및 3.38배 증가시켜 강력한 항응고 활성을 확인하였다. 이러한 항응고 활성은 흑마늘, 오미자, 우엉 뿌리, 모링가, 블랙커런트 등의 항응고 활성 (정과 손, 2014; 김 등, 2014; 김과 손, 2016; 김 등, 2017; 권 등, 2019)과 비교할 만하며, 송화분 및 부들화분 추출물을 이용한 항응고제 개발이 가능함을 제시하고 있다. 그러나, 부들화분의 경우 강력한 혈소판 응집활성을 나타내면서, 한편 혈액응고 저해활성을 나타내므로 관련 활성물질의 분리 및 항혈전 기작 연구가 필요하리라 판단된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Concentration-dependent anti-coagulation activities of the ethanol extract of pine tree and cattail pollen. Different superscripts within a panel differ significantly (p<0.05).
          
          

          

        

      

      
        4. 5종 화분의 유용 성분 분석 
        5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물의 항혈전 활성과 연관된 활성물질을 추측하기 위해, 열수 추출물 및 에탄올 추출물의 총 폴리페놀, 총 플라보노이드 및 총당 함량을 분석하였다. 총 폴리페놀의 경우 부들화분의 열수 추출물 (29.1 mg/g), 잡화분의 에탄올 추출물 (25.4 mg/g)에서 높은 함량을 보였으며, 총 플라보노이드의 경우 부들화분 열수 추출물 (19.6 mg/g) 및 다래화분의 열수 추출물 (15.3 mg/g)에서 높은 함량을 나타내었다 (Fig. 3). 이러한 결과는 추출용매에 따라 폴리페놀 및 플라보노이드 추출수율이 달라지며, 화분의 경우 에탄올이 물보다 우수한 추출용매임을 의미한다 (Hong et al., 2015). 한편 총당은 충매화분인 도토리화분, 다래화분 및 잡화분의 열수 추출물에서 739~763 mg/g 함량을 보여 풍매화분인 송화분 및 부들화분보다 5.5~6.2배 높은 함량을 보였다. 이상의 결과는 화분의 항혈전 활성은 추출물의 폴리페놀, 플라보노이드, 총당 함량과는 상관관계가 없음을 제시하고 있다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Component analysis for the 5 different pollen extracts. Different superscripts within a panel differ significantly (p<0.05).
          
          

          

        

      

      
        5. 5종 화분의 인간 적혈구 용혈 활성
        화분의 항혈전제 개발 가능성을 검토하기 위해 5종 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물의 인간 적혈구 용혈활성을 평가하였으며, 그 결과는 Table 3에 나타내었다. 먼저, 대조구로 사용된 DMSO와 물은 용혈 활성이 없었으며 Triton X-100은 1 mg/mL 농도에서 적혈구를 100% 용혈시킴을 확인하였다. 또한 항암제, 항진균제로 사용되고 있는 amphotericin B의 경우 0.025 mg/mL 농도에서 59% 이상 적혈구를 용혈시킴을 확인하였다. 5종 화분의 열수 추출물의 경우 1 mg/mL 농도까지 적혈구 용혈이 나타나지 않았으며, 도토리화분, 다래화분 및 잡화분의 에탄올 추출물에서도 용혈이 나타나지 않았다. 그러나, 송화분 및 부들화분의 에탄올 추출물의 경우 각각 96.3 및 82.7%의 용혈활성이 나타났다. 따라서 송화분 및 부들화분을 이용한 항혈전제 또는 지혈제 개발을 위해서는 관련 활성물질의 분리 및 용혈 활성인자의 제거가 필요하다고 판단된다. 이상의 결과는 식용으로 이용되고 있는 화분을 혈전증 치료 및 예방을 위한 식의약품 소재로 개발이 가능함을 제시하고 있다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Hemolytic activities of the hot water and ethanol extract of 5 different pollen against human red blood cells.
          
          

        

        
          
            
              	Extract/
Chemical
              	Conc.
(mg/mL)
              	Amplitude
(ohm)
            

          
          
            	DMSO
            	-
            	0.0±2.4
          

          
            	Triton X-100
            	1.0
            	100.0±0.1
          

          
            	Amphotericin B
            	0.1
            	95.8±0.3
          

          
            	0.05
            	80.7±7.3
          

          
            	0.025
            	59.5±6.3
          

          
            	0.013
            	48.2±5.9
          

          
            	0.007
            	38.0±0.7
          

          
            	0.003
            	26.5±9.6
          

          
            	Hot water
            	Acorn
            	1.0
            	-5.2±0.0
          

          
            	Darae
            	1.0
            	-4.1±0.7
          

          
            	Mixed
            	1.0
            	-6.1±0.4
          

          
            	Pine
            	1.0
            	-6.5±0.4
          

          
            	Cattail
            	1.0
            	-6.4±0.5
          

          
            	Ethanol
            	Acorn
            	1.0
            	-9.4±1.0
          

          
            	Darae
            	1.0
            	-9.6±1.4
          

          
            	Mixed
            	1.0
            	-9.4±0.6
          

          
            	Pine
            	1.0
            	96.3±0.8
          

          
            	Cattail
            	1.0
            	82.7±3.3
          

        

        

      

    

    

  
    
      적 요
      화분의 고부가가치화를 위해 국내 시판되는 도토리화분, 다래화분, 잡화분, 송화분 및 부들화분의 영양성을 평가하고, 화분의 열수 추출물 및 에탄올 추출물을 조제하여 이들의 혈소판 응집저해 활성, 항응고 활성, 적혈구 용혈활성을 평가하였다. 화분 종류에 따라, 조단백 함량은 17.4% (송화분)~35.6% (다래화분)로 큰 차이가 있었으며, 충매화분 (도토리화분, 다래화분, 잡화분)이 풍매화분 (송화분, 부들화분)보다 높게 나타났다. 회분 함량은, 조단백 함량과는 반대로 풍매화분이 충매화분보다 높게 나타났다. 도토리화분, 다래화분, 잡화분은 408.5~419.4 Kcal/100 g, 송화분과 부들화분은 각각 398.8 및 338.2 Kcal/100 g의 열량을 나타내었다. 총 폴리페놀 함량은 부들화분의 열수 추출물 (29.1 mg/g) 및 잡화분의 에탄올 추출물 (25.4 mg/g)에서 높았으며, 총 플라보노이드의 경우 부들화분 열수 추출물 (19.6 m/g) 및 다래화분의 열수 추출물 (15.3 mg/g)에서 높은 함량을 나타내었다. 혈소판 응집저해 평가 결과, 송화분 및 도토리화분 열수 추출물과 도토리화분 및 잡화분 에탄올 추출물에서 응집저해가 우수하였다. 반면 부들화분 추출물은 강력한 응집촉진 활성을 보여 지혈제로 사용되는 근거를 확인하였다. TT, PT, aPTT로 확인한 항응고 활성평가에서 송화분 및 부들화분 열수 추출물에서 약한 항응고 활성이 나타난 반면, 송화분 및 부들화분 에탄올 추출물은 농도 의존적인 우수한 항응고 활성을 나타내었다. 적혈구 용혈활성은 도토리화분, 다래화분, 잡화분에서는 1 mg/mL 농도까지 전혀 나타나지 않았으며, 송화분 및 부들화분의 에탄올 추출물에서 각각 96.3 및 82.7%의 용혈활성이 나타났다. 본 연구 결과는, 다양한 화분 추출물은 화분 종류와 추출용매에 따라 항혈전 활성, 혈전생성 촉진 (지혈) 활성 및 용혈활성에서 상반된 활성을 나타냄을 제시하고 있으며, 화분을 혈전증 치료 및 예방을 위한 식의약품 소재로 개발하기 위해서는 관련 활성물질의 분리, 정제 및 용혈활성 인자의 제거가 필요함을 제시하고 있다.
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