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            Abstract
          
        

        
          Propolis and honey are beekeeping products and are widely used as health supplements for humans. Previous studies have shown that propolis and honey have various physiological properties, including antioxidant, anti-inflammatory, and antibacterial effects. In order to investigate the physiological response induced by propolis and honey, including developmental time (larval and pupal periods), reproductivity, and adult lifespan (both male and female), we treated Drosophila melanogaster, a representative model organism, with these beekeeping products. We observed alterations in developmental time, adult longevity, and reproductivity in D. melanogaster treated with either propolis or honey. Interestingly, when honey or propolis induces an increase in oviposition, the survival rate of female adults tended to decrease. However, when female D. melanogaster were fed with propolis the oviposition rate remained constant and, the extended longevity was observed. In this study, we provided insight into the physiological activity of honey and propolis through the Drosophila model, and future follow-up studies are expected to elucidate their molecular physiological mechanisms.
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      서 론
      프로폴리스는 꿀벌이 나무껍질의 갈라진 틈이나 잎눈과 같은 다양한 밀원에서 유래하는 삼출물을 이용하여 생산하는데, 꿀벌의 타액 및 효소를 첨가해 부분적으로 소화한 뒤 밀랍과 혼합하여 만드는 수지성 물질이다 (Ghisalberti, 1979; Burdock, 1998). 꿀벌은 생산한 프로폴리스를 벌집의 틈새를 메우거나 내부의 침입자들 (곤충, 병원체)에 대응하는데 사용한다 (Ghisalberti, 1979; Marcucci, 1995; Burdock, 1998; De Almeida and Menezes, 2002). 프로폴리스를 구성하는 성분들은 주변의 식생, 환경, 계절과 같은 다양한 요소에 복합적으로 영향을 받기에 프로폴리스의 생산지에 따라 그 성분의 차이를 보인다 (Toreti et al., 2013; Huang et al., 2014). 아시아와 남미 지역의 포플라계 (poplar) 식물에서 유래하는 프로폴리스 성분은 주로 플라보노이드 (flavonoids)이고, 남미 지역의 바카리스 (baccharis)계 식물에서는 주로 아르테필린 (artepillin C)이 프로폴리스의 주요 성분인 것으로 보고되고 있다 (Salatino et al., 2005; Ristivojević et al., 2015). 꿀벌이 채집한 밀원에 따라 프로폴리스의 성분 구성 비율은 차이를 보이지만 일반적으로 수지 50%, 밀랍 30%, 정유 10%, 화분 5%, 그리고 기타 유기물 5%로 구성되어 있다 (Monti et al., 1983; Cirasino et al., 1987). 프로폴리스의 다양한 구성 성분 중 가장 큰 생리학적 특성을 유발하는 성분은 식물 유래 화합물 (phytochemical)인 플라보노이드 (flavonoids)와 폴리페놀 (polyphenols)로 (Havsteen, 2002), 항균, 항산화, 항암, 항염증과 같은 다양한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다 (Lindenfelser, 1967; Ghisalberti, 1979; Harborne and Williams, 2000).

      벌꿀은 과당과 포도당이 풍부한 천연식품으로, 꿀벌이 식물의 화밀 (nectar)이나 감로를 이용해 생산해내는 물질이며 일반적으로 당 (포도당 및 과당)류 70~80%, 수분 18~20%와 더불어 단백질, 아미노산, 미네랄, 폴리페놀을 포함한 유기화합물 등으로 구성되어 있고 (Chang et al., 1988; Bogdanov et al., 2008; Alvarez-Suarez et al., 2010), 항균, 항산화, 항염증과 같은 다양한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다 (Vallianou et al., 2014).

      프로폴리스와 꿀이 공통적으로 가지는 항산화 효과는 (Bankova et al., 2000; Omotayo et al., 2010) 꿀벌이 채집하는 다양한 밀원에 포함된 폴리페놀 성분에 의한 것이라고 알려져 있다 (Bors and Michel, 2002; Kaškonienė and Venskutonis, 2010; Kurek-Górecka et al., 2013). 프로폴리스의 경우 최대 70%의 생리학적 특성을 유발하는 유기화합물로 이루어져 있으며 이 중 58%가 폴리페놀 성분인 것에 반해 (Kędzia and Hołderna-Kędzia, 1991), 꿀은 약 0.5%의 유기화합물을 제외하고는 탄수화물과 수분으로 구성 된다고 보고되고 있다 (Bogdanov et al., 2008; Miguel et al., 2017).

      쥐, 물고기, 선충과 같은 다양한 모델 생물들이 양봉산물의 생리학적 기능 구명을 위해 사용되어 왔고 (Kanbur et al., 2009; Taira et al., 2016; Wibowo et al., 2020), 초파리 (Drosophila melanogaster)의 경우, 짧은 생애주기, 높은 번식력, 실험실 내 사육의 용이성 등으로 인해 다양한 연구의 모델 생물로 활용되고 있다 (Zhu et al., 2003; Jennings, 2011). 특히 초파리는 과일이 부패되거나 발효되는 환경에 서식하는데, 초파리의 서식 환경은 다양한 종류의 미생물에 오염되어 있고, 이들 미생물에 의해 발효/부패 화학물질이 고농도로 발생하고 있다 (Zhu et al., 2003; Becher et al., 2012). 초파리의 서식 환경을 고려할 때, 초파리는 생애 주기 동안 지속적으로 미생물 감염과 화학물질 노출 등 다양한 환경 스트레스에 노출되는데, 이는 초파리가 항균, 항산화, 항염증 효과를 가진 것으로 알려져 있는 프로폴리스나 벌꿀의 생리학적 기능을 구명하는데 유용한 모델 생물이라고 판단된다. 초파리는 유전체 분석이 완료되어 있으며 (Adams et al., 2000), 각 유전자의 기능에 관한 연구가 활발히 진행 중인 모델 생물로 육안으로 관찰가능한 생리변화 뿐만 아니라 (Zirin and Perrimon, 2010; Ong et al., 2015; Mirzoyan et al., 2019) 프로폴리스 및 꿀의 생리학적 기능을 분자생물학적 수준에서 연구하기에 적합한 곤충이다. 또한 곤충인 초파리를 이용하여 생리변화를 관찰함으로써, 이후 곤충산업 분야에서 양봉산물의 이용가능성을 제시하는 근거자료로 이용될 수 있다고 판단된다.

      따라서 본 연구에서는 프로폴리스와 벌꿀이 가지는 생리학적 증진 효과를 확인하기 위해 노랑초파리에 처리한 후, 프로폴리스와 벌꿀이 초파리의 발달기간, 성충의 수명, 암컷의 번식능력 등에 미치는 연구를 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 프로폴리스 및 꿀 처리 조건
        노랑초파리 (wild-type control strain Canton-S of Drosophila melanogaster)는 블루밍턴 초파리 센터 (BDSC, Bloomington Drosophila Stock Center)로부터 구입하여 본 실험실에서 유지하고 있는 것을 실험에 이용하였다 (Kim et al., 2014; Kim et al., 2018). 실험동물 사육환경은 선행 연구 (Zwaan et al., 1991; Dalton et al., 2011)를 참고하여 25±2°C, 16 L : 8 D 조명주기, 상대습도 50% 조건으로 유지하였으며, 프로폴리스와 꿀을 각각 처리한 인공 먹이배지와 함께 초파리 바이알 (10 mL, Model: FFV-11010, Hansol Tech, Seoul, Korea)에서 알부터 성충에 이르는 전 생애주기 동안 사육되었다.

        인공 먹이배지는 실험실에서 사육을 위해 공급하는 먹이와 동일한 조성으로, 1회 기준 증류수 100 mL 용량에 한천 1 g, 옥수수가루 4.08 g, 건조 효모 6.24 g, 항생제 0.577 mL, 항곰팡이제 1.46 mL를 첨가하여 제조하였고, 주사기 (10 mL, Model: K50732895, ShinChang Medical Corp, Gumi, Korea)를 이용하여 초파리 바이알에 3 mL 용량으로 동일하게 분주한 뒤, 4°C 조건에서 보관하였다. 최장 보관기간은 30일로, 보관기간 초과시 폐기 후 새롭게 제조해 실험에 이용하였다. 프로폴리스 (Chong Kun Dang Pharmaceutical Corp, Seoul, Korea)를 첨가한 인공 먹이배지의 경우 100 mL 용량에 기존 먹이 조성과 동일하게 8.4 g 포도당을 추가하고, 사전실험을 통해 확인한 초파리의 생장 및 번식이 가능한 프로폴리스 농도인 1 g과 5 g을 첨가하여 1% 및 5% 프로폴리스 배지를 제작하였다. 꿀을 첨가한 인공 먹이배지의 경우, 기존 먹이 배지에 당 공급을 위해 대조군에서는 설탕을, 실험군에서는 잡화꿀 (YASAENG & THEBEE, Gwangju, Korea)을 제공하였다. 설탕과 벌꿀의 열량을 산출한 후 동일한 열량을 공급하기 위해 100 mL의 인공 먹이배지 기준으로 대조군에서는 설탕 8.8 g, 실험군에서는 벌꿀 11.3 g을 첨가하여 초파리 배지를 제작하였다.

      

      
        2. 프로폴리스 및 꿀이 초파리 생장에 미치는 영향 평가
        본 연구에서는 프로폴리스와 꿀이 노랑초파리의 생리에 미치는 영향을 발달기간, 번식능력, 성충의 수명 차이를 통해 확인하였다. 초파리는 알부터 성충에 이르는 전 생애주기 동안 각각 프로폴리스 또는 꿀이 함유된 인공 먹이배지에서 성장하였고, 대조군 초파리는 일반 인공 먹이배지를 제공하였다.

        프로폴리스 또는 꿀이 초파리의 발달에 미치는 영향을 평가하기 위해 유충 기간 (알-번데기)과 번데기 기간으로 구분하여 측정하였다. 프로폴리스나 꿀이 함유되어 있지 않은 일반 먹이배지에서 사육 중인 번데기에서 갓 우화한 성충 수컷과 미교배 암컷 각 5마리씩 프로폴리스 또는 꿀이 첨가된 인공 먹이배지가 있는 초파리 바이알에 넣어준 뒤 24시간 동안 교미 및 산란을 유도하였다. 24시간 후 산란된 바이알에서 성충을 모두 제거하고 알의 유무를 확인한 뒤 24시간 주기로 알이 성충으로 우화할 때까지 관찰 및 기록하였다. 번데기가 출현하면 색이 다른 펜으로 초파리 바이알 바깥 표면에 표시하여 유충 기간을 측정했으며, 번데기에서 성충이 우화하면 표시한 날짜를 기준으로 번데기 기간을 측정하였다. 유충 기간과 번데기 기간은 처리군 별로 3개의 초파리 바이알에서 발생한 모든 초파리들을 이용하여 측정하였다.

        성충의 수명은 처리군별로 수컷과 암컷 모두 3개의 초파리 바이알에 10마리씩 총 30마리의 초파리를 이용하여 60일간 기록하였는데, 프로폴리스 또는 꿀이 함유된 배지에서 성장한 초파리가 성충으로 우화하면 날짜 및 성별로 구분하여 새로운 바이알 (꿀 또는 프로폴리스 함유 배지)로 옮긴 뒤 72시간을 주기로 생존율을 기록하였다. 또한 72시간마다 초파리 바이알을 교체하여 새로운 먹이 (꿀 또는 프로폴리스 함유 배지)를 공급하고 초파리 사체를 제거하였다. 초파리를 새로운 바이알로 옮길 때에는 이산화탄소를 이용하여 마취시킨 뒤 핀셋을 이용하여 옮겨주었다.

        번식능력은 프로폴리스 또는 꿀이 첨가된 먹이배지에서 성장한 초파리 성충을 이용하여 측정하였다. 우화 직후의 성충 수컷과 미교배 암컷을 각 5마리씩 프로폴리스 또는 꿀이 첨가된 먹이배지가 들어있는 초파리 바이알에 위치시킨 후, 24시간 뒤 성충 초파리를 제거하고 초파리 바이알 표면과 먹이배지 표면에 있는 알의 수를 광학 현미경을 통해 측정하였다 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

      

      
        3. 통계분석
        본 실험에서는 통계분석을 위해 SPSS for Windows version 25.0 (IBM, Armond, NY, USA)을 이용하였다. 대조구 (프로폴리스 무함유 배지) 및 1%와 5% 프로폴리스 함유 배지에서 성장한 초파리의 발달기간 및 번식능력은 일원배치분산분석 (one-way ANOVA with Bonferroni tests) (p<0.05)을 통해 비교·분석하였고, 꿀 처리군의 초파리의 발달기간 및 번식능력은 독립표본 t-검정 (Independent Two Samples t-test) (p<0.05)로 분석하였다. 프로폴리스 및 꿀이 초파리 성충의 수명에 미치는 영향 분석은 Kaplan-Meier 생존분석 (Kaplan-Meier survival analysis) (p<0.05)을 이용하여 비교하였다. 모든 데이터는 평균±표준오차로 제시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 프로폴리스가 초파리 생장에 미치는 영향
        항균, 항산화, 항암, 항염증과 같은 다양한 효과를 가지고 있는 것으로 알려져 있는 프로폴리스 (Lindenfelser, 1967; Ghisalberti, 1979; Harborne and Williams, 2000)의 생리활성 효과를 검증하기 위해 프로폴리스를 1%와 5%의 농도로 인공 먹이배지에 처리한 후 초파리의 발달 단계별 소요 시간과 성충의 수명 및 산란에 미치는 영향을 분석하였다. 프로폴리스를 함유하지 않은 대조군, 1% 및 5% 프로폴리스를 함유한 배지에서 각각 부화한 초파리 90마리, 181마리, 318마리 전수를 대상으로 유충 기간 및 번데기 기간을 비교·분석하였다. 우선 프로폴리스가 유충의 발달기간에 미치는 영향을 분석한 결과, 1% 프로폴리스 처리군은 6.28±0.77일, 5% 프로폴리스 처리군은 7.68±1.23일의 소요시간이 걸리는 반면 프로폴리스를 섭취하지 않은 대조군의 유충 기간은 4.68±0.78일로 프로폴리스 처리 농도 의존적으로 유충 기간이 늘어나는 경향을 보였다 (f=318.574, p<0.001, Fig. 1A). 반면 번데기 기간은 대조군에서 4.10±0.59일, 1% 프로폴리스 처리군에서 3.00±0.61일, 5% 프로폴리스 처리군에서 3.94±0.57일로, 1% 프로폴리스 처리 군의 초파리의 번데기 기간이 무처리 군과 5% 처리군에 비해 통계적으로 유의미한 수준으로 짧아지는 경향을 보였다 (f=72.186, p<0.001, Fig. 1B). 그러나 5% 프로폴리스 처리군과 대조군 간에는 통계적 유의성이 없었다 (p=0.242, Fig. 1B). 초파리 유충이 번데기까지 성장하는데 걸리는 시간이 프로폴리스의 농도에 의존적으로 증가하는 반면 (Fig. 1A), 농도 의존적이지는 않지만 프로폴리스 섭취 시 번데기 기간은 감소하는 것으로 관찰되었는데 (Fig. 1B), 이는 프로폴리스가 노랑초파리의 발달 단계에 따라 발달기간을 단축시키거나 지연시킬 수 있음을 의미한다. 이전 연구에 의하면 담배거세미나방 (Spodoptera frugiperda)에 플라보노이드 성분 중 하나인 루틴 (rutin)을 섭취시켰을 때 유충 기간은 농도 의존적으로 증가하고 번데기 기간은 감소하는 것이 확인되었고 (Silva et al., 2016), 폴리페놀 성분이 풍부한 자색옥수수 과피 추출물을 박각시나방 (Manduca sexta) 유충에 섭취시켰을 때 번데기 기간의 감소가 관찰된 바가 있다 (Tayal et al., 2020). 이와 더불어 플라보노이드와 곤충의 상관성을 고찰한 논문에서는 다양한 플라보노이드 성분들이 곤충의 발달에 직접적으로 영향을 미친다고 보고하고 있다 (Simmonds, 2003). 본 연구 결과는 위 선행연구들과 유사한 경향성을 나타냈고 위 내용들을 근거할 때, 폴리페놀과 플라보노이드 성분이 풍부한 프로폴리스가 노랑초파리의 유충 기간과 번데기 기간에 영향을 끼친 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Comparison of developmental time of larval stage (A) and pupal stage (B) of D. melanogaster treated with 0%, 1%, and 5% of propolis. The developmental time of D. melanogaster treated with different concentration of propolis was statistically analyzed by one-way ANOVA with Bonferroni tests (p<0.05).
          
          

          

        

        프로폴리스의 농도 의존적인 생리 반응 현상은 60일 동안 관찰한 수컷 초파리의 수명에서도 관찰되었다 (Fig. 2A). 50%의 개체가 사망한 시점은 대조군에서 33일, 1%의 프로폴리스를 섭취한 그룹에서는 51일이었고 5%의 프로폴리스를 섭취한 그룹은 수명 측정 기간 동안 50% 이상의 생존율을 기록했다 (Fig. 2A). 또한 60일 기준으로 대조군에서 20.83%, 1% 프로폴리스 처리군에서 36.36%, 5% 프로폴리스 처리군에서 55.56%의 개체가 생존하였다 (Fig. 2A). 이들 세 그룹 간 생존율 변화 양상을 분석한 결과, 농도 의존적인 수명 연장 현상이 통계적 유의성을 보였다 (x2=9.186, p=0.006, Fig. 2A). 이전 연구에서 프로폴리스를 섭취한 쥐의 수명이 프로폴리스의 농도 의존적으로 증가하는 것으로 관찰되었고 (Gressler et al., 2012), 프로폴리스의 항산화 효과에 의한 산화스트레스 감소가 수명 연장에 영향을 주는 것으로 판단된다 (Bankova et al., 2000; Mujica et al., 2017). 또 다른 항산화 물질로 알려져 있는 커큐민 (Curcumin)을 노랑초파리 유충에게 노출 시켰을 때 성충의 수명이 증가하는 것으로 관찰되었는데 (Soh et al., 2013), 이는 프로폴리스의 항산화 효과가 노랑초파리 노화 과정 중 발생하는 산화스트레스를 감소시켜 성충 수명 연장에 기여한 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of propolis on adult survivorship in D. melanogaster male (A) and female (B). The longevity of flies exposed to 0%, 1%, and 5% of propolis was monitored for 60 days and was statistically compared with Kaplan-Meier survival analysis (p<0.05).
          
          

          

        

        프로폴리스를 섭취한 수컷의 수명과는 상이한 결과가 암컷 초파리에서 관찰되었는데, 5%의 프로폴리스를 섭취한 초파리 암컷은 60일 이후 80.95%의 생존율을 보인 반면, 대조군과 1% 프로폴리스 처리군에서는 각각 33.33%와 35%의 생존율을 보였다. 이들의 생존 곡선 분석 결과, 5%의 프로폴리스 노출 암컷이 통계적으로 1% 프로폴리스 처리군이나 대조군 암컷 초파리에 비해 높은 생존율을 보이는 것으로 분석되고 (x2=9.158, p<0.001, Fig. 2B), 대조군과 1% 프로폴리스 처리군 간에는 통계적 유의성이 없는 것으로 확인되었다 (p=0.785, Fig. 2B).

        암컷의 수명과 더불어 산란율도 프로폴리스에 의해 영향을 받는 것으로 생각되는데, 프로폴리스 1%에 노출된 초파리 암컷은 24시간 동안 144±22.19개의 알을 산란하는 것으로 관찰되었고, 이는 80.4±18.93개와 73.6±8.1 개의 알을 산란한 대조군과 5% 프로폴리스에 노출된 암컷에 비해 통계적으로 유의미한 수준으로 높은 산란율을 보였다 (f=8.229, p=0.007, Fig. 3). 가축에 폴리페놀 성분을 노출시킨 후 관찰한 논문에서는 폴리페놀 성분이 가축의 생식기의 발달과 관련된 유전자의 발현을 증가시키기도 하고 감소시키기도 한다고 보고 하고 있는데 (Hashem et al., 2020), 이는 노출된 프로폴리스의 농도에 따라 산란율에 미칠 수 있는 영향의 차이가 발생할 수 있는 가능성을 시사한다. 초파리의 교미 및 산란 행위는 체내 산화스트레스를 증가시키는 것으로 알려져 있는데 (Wang et al., 2001; Rush et al., 2007), 실제 많은 수의 알을 산란한 1% 프로폴리스에 노출된 암컷은 적은 수의 알을 산란한 5% 프로폴리스에 노출된 암컷에 비해 짧은 수명을 보여 프로폴리스가 초파리의 수명과 산란에 모두 영향을 미치는 것으로 사료된다. 또한 대조구에 비해 많은 알을 산란하여 높은 산화스트레스에 노출될 것으로 예상되는 1% 프로폴리스에 노출된 초파리 암컷의 수명이 대조구와 통계적인 차이가 없는 것은 프로폴리스의 산화스트레스 감소 효과에 기인하는 것으로 생각된다 (Mujica et al., 2017) (Figs. 2B, 3). 실제 산란율에 차이가 없는 대조구와 5% 프로폴리스에 노출된 암컷의 경우, 유사한 수준의 산화스트레스에 노출되었다고 가정할 때, 5% 프로폴리스 노출 암컷 초파리의 노화 과정 중 자연적으로 발생하는 산화스트레스가 프로폴리스에 의해 감소하여 그 수명이 통계적으로 증가한 것으로 사료된다 (Figs. 2B, 3). 산란에 의한 산화스트레스를 배재할 수 있는 수컷에서, 노랑초파리에게 노출되는 프로폴리스의 양에 따라 농도 의존적으로 수명이 증가하는 현상은 더 명확히 프로폴리스의 항산화 효과를 설명한다고 판단된다 (Fig. 2A).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Average number of eggs (mean±SE) laid by D. melanogaster females developed in the diet containing 0%, 1%, and 5% of propolis. The reproductivity was statistically analyzed by one-way ANOVA with Bonferroni (p<0.05).
          
          

          

        

        본 연구팀의 최근 연구에 의하면, 화학물질 노출 초파리에서 antimicrobial peptides (AMPs)의 발현량 증가를 유발하고, AMP의 발현량 증가가 에탄올이나 아세트산과 같은 화학물질에 대한 내성도를 높이는 것으로 관찰되었다 (Seong et al., 2020; Kim et al., 2022). 이들 화학물질 노출은 초파리내 활성 산소 (ROS, reactive oxygen species)의 발생량을 증가시키나 (Kim et al., 2022), AMP의 발현이 체내 ROS를 감소시킨다는 이전 연구에 근거할 때 (Zhao et al., 2011), AMP가 산화스트레스 조절에 관여할 수 있음을 시사한다. 또한 프로폴리스가 AMP의 발현을 조절하는 Toll-like receptor (TLR)에 영향을 준다는 최근 고찰에 근거할 때 (Aliyazicioglu and Kanbolat, 2018), 농도별로 차이는 있지만 프로폴리스 노출이 초파리의 AMP 발현량 증가를 유도하고 이를 통한 산화스트레스에 대한 내성도 증가 및 초파리 성충의 수명 증가를 유발하는 것으로 사료된다 (Fig. 2). 현재 본 연구팀이 수행하고 있는 프로폴리스와 AMP 발현과의 상관성을 검증하는 후속 연구는 프로폴리스가 가지는 항산화 효과의 기작을 생리학적 수준에서 더 명확히 구명할 수 있을 것으로 판단된다.

      

      
        2. 벌꿀이 초파리 생장에 미치는 영향
        프로폴리스와 유사하게 항균, 항산화, 항염증과 같은 다양한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있는 벌꿀 (Vallianou et al., 2014)의 생리 활성을 초파리를 통해 추가 관찰하였다. 벌꿀을 함유하지 않은 대조군과 벌꿀을 함유한 배지에서 각각 부화한 초파리 140마리, 107마리 전수를 대상으로 유충 기간 및 번데기 기간을 비교·분석하였다. 우선 벌꿀이 유충의 발달기간에 미치는 영향을 분석한 결과, 꿀 처리군의 유충 기간은 6.06±0.89일, 대조군은 6.27±0.94일로 통계적 유의성은 없었고 (f=3.353, p=0.083, Fig. 4A), 번데기 기간은 꿀 처리군에서 4.96±095일, 대조군에서 4.63±0.74일로 꿀을 섭취한 초파리의 번데기 기간이 통계적으로 유의미하게 증가하는 것을 확인했다 (f=5.266, p=0.004, Fig. 4B). 본 연구의 결과와 유사하게 선행연구에서도 꿀을 섭취한 보리나방살이고치벌 (Bracon hebetor)의 유충 기간의 감소와 번데기 기간의 증가가 관찰된 바가 있는데 (El-Wahab et al., 2016), 이는 꿀이 곤충의 발달 단계별로 그 기간을 단축 또는 연장시킬 수 있음을 시사한다. 꿀을 섭취한 초파리의 유충 기간의 미약한 감소와 번데기 기간의 증가 현상과 상이하게 (Fig. 4), 프로폴리스를 섭취한 초파리의 경우 유충 기간의 증가와 번데기 기간의 감소 현상이 관찰된 바는 (Fig. 1), 두 양봉 산물이 초파리의 발달에 다른 기작으로 작동하고 있다고 예상된다. 또한 초파리의 발달기간에 프로폴리스는 1일 이상의 차이를 유발하는 것에 비해 (Fig. 1), 꿀은 약 0.33일의 차이만을 유발하였는데 (Fig. 4), 이는 두 양봉 산물이 초파리의 발달에 작용하는 정도의 차이도 존재하는 것으로 예상된다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Comparison of developmental time of larval stage (A) and pupal stage (B) of D. melanogaster treated with honey and sucrose. The developmental time of D. melanogaster treated with honey and sucrose was statistically analyzed by Student t-test (p<0.05).
          
          

          

        

        벌꿀이 초파리 성충 수컷과 암컷의 수명에 미치는 영향을 분석한 결과, 꿀을 섭취한 수컷, 암컷, 그리고 설탕을 섭취한 대조군 모두 60일 기준으로 생존율 0%를 기록했고 (Fig. 5), 수컷은 대조군과 꿀 처리군 모두 54일에 0% 생존율을 (Fig. 5A), 암컷은 대조군이 57일, 꿀 처리군이 54일에 0% 생존율을 기록했다 (Fig. 5B). 꿀 처리군 수컷은 초기에 대조군보다 높은 생존율을 보였지만 36일에 50%을 기록하면서 이후에는 유의미하게 대조군보다 낮은 생존율을 기록하였고 (x2=23.359, p=0.049, Fig. 5A), 암컷의 경우 36일 93.3%의 생존율을 기록한 것 이외에는 대조군보다 낮은 생존율을 기록했다 (x2=3.860, p<0.001, Fig. 5B). 초파리 성충의 수명 연장에 꿀이 긍정적인 영향을 주지 않는 본 연구 결과와 상반되게 선행연구에서는 보리나방살이고치벌이 벌꿀을 섭취했을 때 수컷과 암컷 모두 수명이 증가한다고 보고하고 있고 (El-Wahab et al., 2016), 쥐와 노랑초파리에게 벌꿀을 섭취 시키면 쥐와 초파리 성충의 수명이 증가하고 체내 산화스트레스가 감소한다고 보고되고 있다 (Cruz et al., 2014; Hegazi et al., 2014; Cruz et al., 2016). 본 연구에서 대조군에게 설탕을 제공하였는데, 설탕이 농도 의존적으로 초파리의 먹이 섭취량을 감소시키고 (Rovenko et al., 2015), 노랑초파리에게 제공되는 먹이를 제한했을 때 초파리의 수명이 증가한다고 선행 연구에 근거할 때 (Mair et al., 2003), 성충 수명에 꿀이 미치는 영향보다는 대조군 초파리에 제공한 설탕이 미치는 영향이 더 클 수도 있음이 예상된다. 대조군 대비 꿀을 섭취한 암, 수컷 간의 생존율 차이를 비교하면, 대조군 대비 꿀을 섭취한 암컷의 생존율 차이 (p<0.001, Fig. 5B)가 수컷의 차이 (p=0.049, Fig. 5A)보다 통계적 유의성의 측면에서 훨씬 큰데, 이는 산란율과의 상관성을 배재할 수 없다 판단된다. 많은 산란을 유발한 1% 프로폴리스 조건에서의 생존율의 증가가 관찰되지 않았지만, 산란율 증가를 유발하지 않았던 5% 프로폴리스 조건에서의 확연한 생존율 증가 현상 (Figs. 2, 3)이 관찰된 것과 유사하게 꿀을 섭취한 암컷에서 높은 산란율이 관찰되었고, 산란에 의한 산화스트레스 증가 (Wang et al., 2001; Rush et al., 2007)가 수명에는 부정적인 영향을 준 것으로 판단된다. 실제 본 연구에서 벌꿀 처리군에서는 암컷이 24시간 동안 183±24.99개의 알을 산란하는 것으로 관찰되었고, 105±11.14개의 알을 산란한 대조군보다 벌꿀 처리군에서 통계적으로 유의미한 산란율 증가가 관찰되었다 (f=6.078, p=0.039, Fig. 6). 본 연구 결과와 유사하게 보리나방살이고치벌에 벌꿀을 섭취시켰을 때 암컷의 번식능력이 증가한다고 보고된 바가 있는데 (El-Wahab et al., 2016), 이는 프로폴리스와 유사하게 벌꿀에 함유되어 있는 폴리페놀과 플라보노이드가 번식능력에 직접적으로 영향을 주는 것으로 판단된다 (Lopez et al., 2016; Santos-Buelga et al., 2017; Hashem et al., 2020).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of honey to adult survivorship in D. melanogaster male (A) and female (B). The longevity of flies exposed to honey and sucrose independently was monitored for 60 days and was statistically compared with Kaplan-Meier survival analysis (p<0.05).
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Average number of eggs (mean±SE) laid by D. melanogaster females developed in the diet containing honey. The reproductivity was statistically analyzed by student t-test (p<0.05).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 모델 곤충인 초파리를 이용하여 프로폴리스와 벌꿀이 가지는 생리학적 활성을 조사하였다. 공통적으로 항산화 효능을 띄는 프로폴리스와 벌꿀 (Bankova et al., 2000; Omotayo et al., 2010)이 노랑초파리에 유사한 영향을 미칠 것이라는 예상과 달리 벌꿀 처리군에서 번식능력이 증가한 것을 제외하고, 유충의 발달기간 (유충 기간 및 번데기 기간)과 노랑초파리 성충의 수명은 프로폴리스 처리군과 정반대의 경향성을 보였다. 이는 프로폴리스와 벌꿀에 포함된 생리활성 물질인 폴리페놀과 플라보노이드의 양적 차이 (Kędzia and Hołderna-Kędzia, 1991; Bogdanov et al., 2008; Miguel et al., 2017)로 인한 섭취 용량의 차이와 더불어, 주요 에너지원인 당 성분의 차이로 인해 유도된 결과로 판단된다.

      본 연구의 결과는 건강 보조 식품으로의 양봉 산물의 활용을 위한 과학적 근거자료뿐만 아니라 산업 곤충의 사육 시 발달기간의 조절이나 산란율 및 성충 수명 조절을 위해 프로폴리스나 벌꿀의 활용 가능성을 제시한다. 본 연구에서 관찰된 프로폴리스와 벌꿀이 가지는 각각의 생리학적 활성 특성은 추후 관련 유전자의 발현 양상에 근거한 분자생물학적 관점에서의 추가 연구가 필수적으로 수반되어야 할 것으로 생각된다.

    

    

  
    
      적 요
      프로폴리스와 꿀은 주요한 양봉 산물로 건강 보조제로 널리 이용되고 있다. 많은 연구에 의하면 꿀과 프로폴리스는 항산화, 항염증, 항생 효과를 비롯한 다양한 생리학적 효과를 가지고 있는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 대표적인 모델 생명체인 초파리를 대상으로 프로폴리스와 꿀이 가지는 생리학적 효과를 검증하기 위해 유충 기간, 번데기 기간을 포함하는 초파리의 발달 단계에 미치는 영향과 암, 수 성충의 수명과 산란율을 조사하였다. 그 결과, 프로폴리스와 꿀이 초파리의 발달 단계의 소요 시간 및 성충의 수명과 산란율에 영향을 주는 것으로 관찰되었다. 특히 꿀이나 프로폴리스에 의해 산란율 증가가 유도된 경우, 암컷 성충의 생존율은 감소하는 경향을 보였으나, 프로폴리스를 섭취한 암컷이 산란율에 변화가 없는 경우에는 수명이 연장되는 효과가 관찰되었다. 본 연구에서 초파리 모델을 통해 꿀과 프로폴리스가 가지는 생리학적 활성 효과가 관찰된 바, 추후 이들의 분자생리학적 기작에 관한 후속 연구를 위한 자료로 활용할 수 있을 것으로 기대된다.
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