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            Abstract
          
        

        
          Antioxidant has known to effectively remove reactive oxygen species (ROS) which are regarded as a source of many types of diseases. In modern diets, the use of royal jelly (RJ) has more increased because of the trend toward the use of functional foods and dietary supplements. We investigated antioxidant effect of Korean royal jelly in oxidative stress induced HepG2 cell. The antioxidant activity was evaluated by means of DPPH free radical scavenging, thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) products, and superoxide dismutase (SOD) and catalase activity assays. HepG2 cells treated with RJ at 100, 200, 500μg/ml significantly increased the DPPH scavenging activity in a dose-dependent manner. Also, the RJ significantly reduced the TBARS levels and increased the SOD activity compared to those of the control group. These results suggest that Korean RJ could be antioxidant functional food with high free radical scavenging activity and antioxidant capacity.
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      서 론
      
			인체 내에는 산화를 촉진하는 물질과 억제하는 물질이 서로 평형을 이루고 있다. 하지만 산화제와 항산화제의 균형상태가 무너지면 활성산소종이 과다 생성되거나 자체 항산화 시스템이 기능을 상실하여 산화적 스트레스가 유발되면서 병리적 질환이 야기된다(Park, 1997). 산화적 스트레스의 원인은 보편적으로 reactive oxygen species (ROS)의 축적에 의한다고 알려져 있는데 ROS는 세포가 에너지를 생성하기 위해 호흡하는 과정에서 필연적으로 발생된다. ROS의 산화적 대사산물인 free radical은 반응성이 매우 커서 인체 내의 생체막을 변질시키는데, 생체세포와 반응하게 되면 산화적 스트레스로 작용하여 단백질 분해, DNA 손상 및 합성억제 등을 초래한다(Lee and Min, 2006), (Fang et al., 2002), (Valko et al., 2007). 이밖에 자가면역질환, 피부질환 같은 다양한 질병이 ROS의 축적과 관련이 있다는 연구결과도 보고된 바 있는데(Lee et al., 2003), ROS 축적은 세포나 조직내에 손상을 야기시켜, 체내과산화지질과 염증을 증가시키는 원인이 된다(Reddy et al., 2008), (Wallace, 1992). Free radical은 세포막에 풍부한 불포화지방산에 결합하여 지질과산화를 유발시키는데(Radi et al., 1991) 이는 노화, 암, 생체막 파괴 등의 다양한 질환의 원인이 될 수 있다(Bidlack and Tapel, 1973), (Saito, 1988), (Vergroeson, 1997). 이러한 산화적 손상에 관여하는 free radical은 superoxide (O2-), nitric oxide (NO), hydroxyl radical (·OH)등이 알려져 있다 (Bhattacharyya et al., 2002).
			

      
			생체 내에는 free radical에 의한 손상을 최소화 시킬 수 있는 항산화제, 항산화효소, 일부호르몬 등이 있다. 이러한 항산화물질에는 superoxide dismutase(SOD), catalase, glutathione peroxidase (GPX) 등이 있으며 L-ascorbic acid, uric acid 등의 수용성 항산화물질, α-tocopherol, carotenoids 같은 지용성 항산화물질도 있다(Castro and Freeman, 2001).
			

      
			최근 웰빙과 함께 건강에 대한 관심이 상당히 높아 지면서 천연 소재로부터 항산화물질을 찾고자 하는 연구가 활발히 이루어지고 있다. 현재는 butylated hydroxytolune (BHT)나 butylated hydroxyanisole (BHA)등과 같은 합성 항산화제가 널리 쓰이고 있으나, 독성으로 인하여 인체에 유해할 수 있다는 문제 때문에 기피되고 있는 실정이어서 항산화효과가 높으면서 인체에 무해 천연소재의 식물이나 식품이 항산화물질로써 각광을 받고 있다. 최근까지 알려진 천연소재로는 녹차(Peter et al., 2001)나 포도(Kang et al., 2001)에 함유되어 있는 폴리페놀류의 catechin성분이 있으며 이러한 천연물질소재나 식품이 가지고 있는 다양한 성분 중에 항산화역할을 수행할 수 있는 물질을 찾고자 하는 연구가 진행되고 있다. 특히, 프로폴리스, 꿀, 로열젤리 같은 양봉산물은 이러한 천연 항산화 물질을 많이 함유하고 있는 것으로 알려져 있다(Viuda et al., 2008). 로열젤리는 일벌이 꿀과 화분을 체내로 흡수한 후에 먹이샘(hypopharyngeal gland)과 큰턱샘(mandibular)에서 분비되어 여왕벌유충이 먹이로 공급받는 물질로 오래전부터 효능과 성분에 대하여 관심을 받아왔으며 현재는 건강보조식품으로 각광을 받고 있다. 성분은 수분(50~60%)이 2/3정도로 가장 많고 그 외에 단백질(18%), 탄수화물(15%), 지질(3~6%), 무기염(1.5%), 비타민 그리고 펩타이드로 이루어져 있으며(Caparica and Cristina, 2007), (Fujiwara et al., 1990), (Nagai and Inooue, 2004), 10-hydroxy-2-decenoic acid (10-HDA)와 같은 생리활성 물질은 특히 많이 함유되어 있는 것으로 보고되었다(Butenandt and Rembold, 1957). 로열젤리의 대표적인 효능으로는 항산화, 노화방지, 피부미용 등이 보고되고 있는데 최근에는 10-HDA와 같은 물질은 탁월한 항암작용이 있는 것으로 밝혀져 새로운 지표물질로써 점차 관심을 받고있다. 국내산 로열젤리의 경우 평균 수분함량이 다른 수입산 로열젤리에 비하여 높았고, 특히 10-HDA는 약 1.5~2배가량 많이 함유되어 있다는 연구결과도 보고 되었다(Kim et al., 1989). 하지만 이러한 관심에 비하여 국내산 로열젤리모델에서 항산화효능을 규명하기 위한 free radical 소거능력 및 항산화효소 활성 등에 대한 연구는 아직까지 미흡한 실정이다.
			

      
			따라서 본 연구에서는 산화적 스트레스로 자극된 인간 간암세포주 HepG2를 사용하여국내산 로열젤리의 농도별 항산화 효과를 조사하였다. 로열젤리의 free radical 소거능을 통한 항산화능력을 측정하기 위하여 1,1-diphenyl-2-pic-rylhydrazyl (DPPH)측정법을 이용하였으며, 항산화 효소인 SOD와 catalase enzymes의 활성을 조사하였다. 또한 HepG2 cell에 산화적 스트레스를 유발시킨 후 과산화지질의 생성량을 측정하여 로열젤리의 free radical 소거능력으로 인한 과산화지 질생성 억제 효과를 확인하였다.
			

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        로열젤리 시료준비
        
					로열젤리는 포천지역의 일반 농가에서 생산된 원액을 사용하였으며 1mg/ml 농도로 하여 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 용해시킨 후 phosphate-buffered saline (PBS)에 희석하여 최종농도 100, 200, 500μg/ml 준비하였다.
					

      

      
        세포배양
        
					본 실험에 사용된 인간 간암세포주 HepG2는 American type culture collection (ATCC)에서 구입하였으며, 10% FBS와 penicillin (100nuits/mL), streptomycin(100g/mL)이 함유된 DMEM 배지를 사용하여 배양하였다. 세포배양은 37°C, 5% CO2, 95% humid air로 조절된 배양기(Thermo Fisher Scientific Inc., Pittsburgh, PA)에서 배양하였다.
					

      

      
        시료처리 및 산화적 스트레스유발
        
					6-well plate에 HepG2 세포를 3×105 cells/well 농도로 분주하여 24시간 동안 배양한 후, 각각의 well에 H2O2 200μM와 로열젤리 추출물을 처리하여 24시간 동안 배양시켰다. 그 후 0.25% trypsin-EDTA로 세포를 분리하여 원심분리한 후 PBS에 2회 세척 후 protein lysis buffer (50mM Tris-HCl PH 7.5, Triton X-100 1%, 150mM Nacl 0.5%, NP4O 1%, SDC 0.5%, SDS 0.1%)를 처리하여 4°C에서 용해시킨 후 원심분리하여 단백질을 분리하였다. 분리한 단백질을 이용하여 항산화효소 활성을 측정하였으며 단백질 정량을 통하여 결과 값을 보정하였다.
					

      

      
        DPPH 라디칼 소거능
        
					로열젤리가 ROS를 유발하는 free radical을 소거하는 능력을 검증하기 위하여 DPPH의 환원력을 이용하여 측정하였다. DPPH radical 소거능력 측정은 Blois의 방법(Blois, 1958)을 변형하여 측정하였다. 각기 다른 농도의 로열젤리에 200μM DPPH 용액 100μL를 첨가하여 상온에서 30분간 반응시킨 후 microplate reader(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 515 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각각의 DPPH radical 소거능은 아래와 같이 계산하여 백분율로 나타내었으며 control군의 값을 100으로 보정하여 백분율로 나타내었다. DPPH radical 소거능 (%)=(대조구 흡광도-시료첨가구 흡광도/대조구 흡광도)×100
					

      

      
        산화적 손상 측정
        
					산화적스트레스에 의한 지질과산화 생성을 측정하기 위하여 Erdelmeier법을 사용하여 TBARS를 측정함으로써 산화적 손상을 관찰하였다. tris-HCl buffer를 사용하여 세포를 균질 화 시킨 다음 12,000 rpm에서 20분간 centrifuge 시킨 후 그 상등액을 300μL 취하였다. 그 상등액에 동량의TCA를 처리하여 원심분리 시킨 후 다시 상등액을 취하여 2-thiobarbituric acid (TBA) 500μL를 넣어 반응하도록 95°C에서 20분간 가열시켰다. TBA 반응산물을 532 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군으로는 ascorbic acid를 사용하였으며, control군의 값을 100으로 보정하여 백분율로 나타내었다.
					

      

      
        항산화효소 활성 측정
        
					항산화작용기전에 관여하는 효소의 활성을 검증하기 위하여 SOD와 catalase효소 활성을 측정하였다. SOD활성은 assay kit-WST (Dojindo, kumamoto, Japan)를 이용하여 측정하였다. 96-well plate에 각기 다른 농도의 로열젤리 sample을 넣은 다음 WST-1 (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2Htetrazolium, mono-sodium salt) 과 xanthine oxidase working solution을 첨가한 후 상온에서 20분동안 배양한 다음 450nm파장에서 흡광도를 측정하였다. Catalase는 catalase assay kit (Biovision Inc., Mountain View, CA, USA)을 이용하여 활성을 관찰하였다. H2O2를 기질로 사용하여 반응되는 변화값을 570nm에서 사용하였다. 양성대조군으로는 ascorbic acid를 사용하였다. 모든 항산화 활성의 결과값은 control값을 100으로 보정하여 백분율로 나타내었다.
					

      

      
        통계처리
        
					본 실험결과는 Statistical Package for the Socoal Science (SPSS) version 21.0 프로그램 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)을 이용하여 분석하였다. 모든 측정항목의 결과는 평균 ± 표준편차(mean±SD)로 표시하였고 실험군간 평균의 차이는 one-way ANOVA로 유의성을 확인한 후 Duncan's multiple range test를 이용하여 사후 검증하였으며, P<0.05 수준에서 유의성의 여부를 검증하였다.
					

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        항산화능력 측정
        
					ROS 축적에 의한 산화적 스트레스에 대한 일차적인 방어기작인 항산화능력을 검증하기 위하여 DPPH에 의한 free radical 소거능력을 측정하였다. 항산화제가 free radical인 DPPH와 반응하면 DPPH를 DPPHH로 환원시켜 흡광도를 감소시키는 원리를 이용하는 측정법으로 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzhiazoline-6-sulphonic acid (ABTS)와 함께 가장 널리 사용되고 있다. Radical 소거능력에서는 ascorbic acid군이 control군에 비해 3배 이상의 높은 소거율을 보였으며 로열젤리 또한 모든 농도에서 control군에 비해 유의적으로 높은 radical 소거율을 보였다. 하지만 ascorbic acid군과 비교하였을 때 500μg/ml농도의 로열젤리에서만이 유의적으로 높은 소거율을 확인할 수 있었으며 100, 200μg/ml 로 열젤리에서는 낮은 소거율을 보였다(Fig. 1). 국내산 로열젤리의 DPPH radical을 이용한 ascorbic acid에 대한 항산화 소거능력에 대한 연구는 아직까지 미흡한 관계로 직접비교는 어렵지만, ascorbic acid와 함께 항산화물질로 잘 알려져 있는 α-tocopherol보다 로열젤리의 DPPH radical 및·OH 소거능이 더 높았다는 연구결과가 보고되었다(한 등, 2009). 이러한 연구결과와 본 연구에서 실험을 통하여 확인된 결과를 바탕으로 기존의 항산화물질 보다도 로열젤리의 항산화능력이 더 뛰어나다고 판단된다. 지금까지는 생 로열젤리나 10-HDA에 대한 연구는 많이 보고되었지만, 추출법에 따른 로열젤리에서의 항산화효과는 거의 연구되지 않았다. 생 로열젤리를 에탄올과 중화과정으로 수용화 했을 때 10-HDA의 수득율이 55% 증가하였다는 연구결과(김 등, 2013)로 비추어 볼 때 추출방법의 차이에 의한 로열젤리의 지표물질인 10-HDA 함량증가 여부를 확인하고 이에 따른 항산화효과도 비교 분석할 필요가 있다고 사료된다. 또한 DPPH는 친수성항산화제에 반응하는 제한적인 측면이 있는 반면 친수성, 소수성 항산화제에 모두 반응하는 ABTS는 DPPH 보다 일반적으로 소거능이 높게 측정된다(Cano et al., 2001), (Amao et al., 2001). 따라서 차후에 진행되는 연구에서 ABTS측정법도 이용한다면 본 실험 결과인 DPPH소거능과 비교하여 로열젤리가 가지고 있는 항산화물질의 성질이 친수성인지 혹은 친수성, 소수성을 모두 지니고 있는지 예상해 볼 수 있을 것이라 사료된다.
					

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of royal jelly (RJ) on free radical scavenging activity of HepG2 cell stimulated H2O2. cells (3×105) were cultured with vehicle or RJ groups in the presence of 200μM H2O2 for 24h. All data were shown as mean±SD. means with different letters are significantly (P<0.05) by Duncan's multiple range test.
          
          

          

        

      

      
        지질과산화 생성억제 측정
        
					산화적스트레스가 지속되거나 과도하면 지질과산화물이 증가하게 되는데 이는 ROS 증가의 원인이 된다. Free radical과 불포화지방산의 산물인 지질과산화물 생성량은 TBARS 농도로 확인하였다. 양성대조군인 ascorbic acid군에서는 산화적 스트레스만 유발시킨 control군에 비하여 TBARS level이30%정도 줄어든 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 로열젤리군에서는 100μg/ml와 200μg/ml 농도에서의 로열젤리가 control군에 비하여 유의적인 감소를 확인할 수 있었지만, ascorbic acid군에서의 감소량에는 미치지 못하였다. 하지만 500μg/ml에서는 ascorbic acid군과 비슷한 감소량을 확인할 수 있었다(Fig. 2). Free radical 중에서 lipid radical은 불포화지방산과 쉽게 결합하여 초기에 생성된 후 연쇄반응으로 지질과산화물을 형성하는데 항산화작용으로 이러한 초기반응을 차단함으로써 지질과산화물 형성을 조절할 수 있다는 연구결과와(조, 1993), in vitro와 in vivo에서 로열젤리 성분인 펩타이드의 항산화활성이 과산화지질을 감소시켰다는 연구결과(Hang et al., 2008)를 바탕으로 보았을 때 로열젤리를 투여한 군에서 지질과산화물 생성이 농도 의존적으로 감소한 것은 로열젤리가 가지고 있는 항산화능력에 의한 것으로 판단된다. 또한 염증매개물질인 TNF-α, LPL, IL-6 등을 활성화시키는 것으로 알려진 지질과산화(Wellen and Hotamisligil, 2003), (Posadas et al., 2000)를 조절할 수 있다는 연구결과를 볼 때 로열젤리가 최근 증가하고 있는 염증성질환의 예방과 치유효과에도 도움을 줄 수 있을 것이라 사료된다.
					

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of royal jelly (RJ) on lipopolysaccharides of HepG2 cell stimulated H2O2. cells (3×105) were cultured with vehicle or RJ groups in the presence of 200μM H2O2 for 24 h. All data were shown as mean±SD. means with different letters are significantly (P<0.05) by Duncan's multiple range test.
          
          

          

        

      

      
        항산화효소 활성측정
        
					인체 내에는 대사과정에서 생성된 활성산소가 증가하게 되면 이에 대한 방어기전으로 SOD가 생성되는데(Freeman et al., 1983) 이때 과산화수소를 제거하는 catalase도 함께 생산되어 산화적 손상에 대응한다(Creppy et al., 1990). 본 연구에서는 SOD와 catalase 효소의 항산화 능력을 농도별 로열젤리에서 검증하였다. SOD효소활성 측정에서는 활성이 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다. Ascorbic acid군은 control군에 비해 약 50% 정도의 높은 SOD활성을 보였으며, 모든 농도의 로열젤리도 농도 의존적으로 높은 활성을 나타내었다(Fig. 3a). 양성대조군인 ascorbic acid군와 비교해서는 100μg/ml와 200μg/ml 농도의 로열젤리에서는 차이가 없었지만, 500μg/ml농도의 로열젤리에서는 유의적으로 높은 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3a). Catalase효소활성에서도 ascorbic acid군이 control군보다 높은 활성을 확인할 수 있었다(Fig. 3b). 하지만 100μg/ml와 200μg/ml 농도의 로열젤리군에서는 control군과의 유의적인 차이를 확인할 수 없었고 500μg/ml농도의 로열젤리만이 control군에 비해서 높은 활성을 나타내었다(Fig. 3b). 위의 결과로 SOD와 catalse효소활성은 control군과 비교하였을 때 유의적으로 높거나 비슷하게 나타났음을 확인할 수 있었으며 특히 SOD효소의 활성이 모든 농도의 로열젤리에서 높은 것을 확인할 수 있었다.
					

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of royal jelly (RJ) on SOD (A) and catalase (B) activity of HepG2 cell stimulated H2O2. cells (3×105) were cultured with vehicle or RJ groups in the presence of 200μM H2O2 for 24 h. All data were shown as mean±SD. means with different letters are significantly (P<0.05) by Duncan's multiple range test.
          
          

          

        

        
					SOD 효소는 ROS와 같은 산화적스트레스에 노출되어 있을 때 활성화 된다고 알려져 있으며 항산화 물질을 투여하였을 경우 SOD의 활성이 증가되었다는 선행연구결과는(Anderson et al., 1997) 본 연구결과에서 SOD활성이 농도의존적으로 증가하는 경향을 보인 것과 일치함을 알 수 있었다. Catalase의 경우는 다른 경향을 보였는데 500μg/ml농도에서만이 control군에 비해 높은 활성을 나타내었으며 ascorbic acid군과는 비슷하거나 낮을 활성을 확인할 수 있었다. 위의 결과는 항산화물질을 투여하였을 때 항산화효소활성이 증가한다는 연구결과와 일치하지 않았지만 오히려 항산화효소활성이 감소하였다는 상반된 결과도 보고되고 있다(Anderson et al., 1997). 생체는 복잡한 mechanism을 가지고 있기 때문에 여러가지의 항산화효소와 물질의 상호작용으로 산화적스트레스에 대해서 방어하고 있기 때문에 특정효소활성만을 가지고는 생체조직의 항산화활성을 평가할 수 없다. 따라서 보다 다양한 항산화효소나 물질을 지표로 활용함과 동시에 복잡한 항산화 mechanism에 대한 연구가 이루어져야 할 것이다.
					

      

    

    

  
    
      적 요
      
			본 연구에서는 H2O2에 의해 산화적 스트레스를 유발시킨 인간 간암세포주 HepG2에 농도별로 처리한국내산 로열젤리의 항산화효과를 알아보기 위하여 free radical 소거능, 과산화지질 생성량, 그리고SOD와 catalase활성 변화를 비교, 분석하였으며 그 결과는 다음과 같다.
			

      
			1) 국내산 로열젤리는 산화적스트레스로 자극된 HepG2세포에서 농도의존적으로 control군보다 높은 free radical 소거능력을 보였다.
			

      
			2) 국내산 로열젤리는 산화적스트레스로 자극된 HepG2세포에서 control군보다 농도의존적으로 지질과산화 생성을 감소시켰다.
			

      
			3) 국내산 로열젤리는 산화적스트레스로 자극된 HepG2세포에서 control군에 비하여 항산화물질인 SOD와 catalase효소의 활성이 높거나 비슷하였으며 특히500μg/ml 이상에서모두높은활성을나타내었다.
			

      
			결론적으로 국내산 로열젤리는 free radical 소거능력과 SOD, catalase효소의 높은 활성에 기인한 효과적인 활성산소제거로 항산화능력이 탁월한 것으로 확인되었다. 이러한 연구결과를 바탕으로 건강기능식품으로 인식되고 있는 로열젤리에 대한 연구가 다각도에서 폭넓게 이루어져야 한다고 판단된다.
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