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            초록
          
        

        
          Nosemosis is a honeybee ( Apis mellifera) disease resulting from the intake of Nosema ceranae, which recently became a major threat to honeybees. N. ceranae is a microsporidian, which acts like a parasite and remains as a spore until the infection, resulting in high management difficulty. Until today, cure and preventative candidates are barely established. In this study, the preventive activity of Akebia quinata extract against nosemosis was done using Trichoplusia ni cell line, BTI-TN5B1-4, as a substitute for the honey bee cell line. Normal T. ni cells exhibited a normal size with round shape. However, after N. ceranae were treated, some cells were abnormally enlarged due to N. ceranae infection. Also, a nucleus of those cells was barely observable under microscope. When A. quinata extract was treated with N. ceranae, those cells did not show such symptoms and most N. ceranae spores were observed outside of the cells. For practical use of A. quinata for nosemosis, an adequate concentration range to prevent nosemosis infection was determined. The lowest concentration where A. quinata had preventative effect was set as a minimum concentration and the concentration which A. quinata extracts had cytotoxicity in the insect cells was set as maximum concentration.
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      서 론
      꿀벌 (Apis mellifera)은 농업 및 과수업에 필수적일 뿐만 아니라 생태계 전체의 수분 매개자로서 매우 중요하다 (Papa et al., 2022). 생태계에서의 기여도를 고려할 때 그들의 경제적 가치는 2000년에는 146억 달러로 추정되었고 (Morse and Calderone, 2000), 이후로도 꾸준히 증가하고 있는 추세이다 (Khalifa et al., 2021). 그러나 이 꿀벌은 현재 많은 병원체에 노출되었고 이로 인한 개체수의 감소도 동시에 많이 일어나고 있다 (Schatz et al., 2021). 최근에는 그들의 군집이 사라지는 꿀벌군집붕괴현상 (CCD)이 빈번하게 일어나고 있으며 이에 대한 연구가 활발히 진행중이다 (Evans et al., 2009; Al-Solami et al., 2022). CCD의 근본적인 원인은 아직 정확하게 알려지지 않았지만 노제마병이 여러가지 주요 원인 중 하나로 예상되고 이에 따라 연구되고 있다 (Ellis et al., 2010).

      Nosema ceranae는 미포자충의 일종으로 노제마병을 유발하는 포자형성균이다 (Fries, 2010). N. ceranae를 꿀벌이 섭취하게 되면 꿀벌의 중장 세포에 감염된다. 이후 숙주 내에서 완전히 성장할 때까지 증식하는데, 이로 인해 꿀벌의 대사가 급격히 변화하고 (Mayack and Naug, 2009) 면역관련 유전자의 발현량이 증가한다 (Marín-García et al., 2022). 이 곰팡이는 꿀벌의 내장 세포에서 완전히 자라는데 약 5일이 소요되며, 15일이 지나면 꿀벌은 질병으로 인해 죽기 시작한다.

      노제마병의 치료제나 예방법을 찾기 위해 많은 시도가 있었지만 현재까지도 그 결과물은 많지는 않다. Fumagillin의 경우 한때 노제마병을 방제하는 약으로 여겨졌으나, 최근 연구에 따르면 fumagillin은 N. ceranae 방제에 효과가 적을 수도 있으며 fumagillin 저항성이 증가된 N. ceranae가 보고되기도 하여 방제하기가 더 어려워졌다고 할 수 있다 (Fenoy et al., 2009; Huang et al., 2013). 또한 fumagillin은 인간을 포함한 포유류에서 독성을 보이기 때문에 실사용에는 문제가 있을 수 있다 (Van den Heever et al., 2014). 이후 타임 (Thymus vulgaris) 오일 (Porrini et al., 2017), 월계수 (Laurus nobilis) 오일, 오레가노 (Origanum vulgare) 오일 및 유칼립투스 (Eucalyptus spp.) 오일 등에 대해서도 노제마병 방제 효능이 보고되기도 하였으나 아직까지도 그 수는 한정되어 있는 상황이다 (Porrini et al., 2011).

      본 실험에서는 으름덩굴 (Akebia quinata) 추출물의 노제마병 방제 효능을 확인하였다. 실험에는 꿀벌 세포주가 아직 발견되지 않았기 때문에 꿀벌의 대안으로 곤충 세포 중 하나인 Trichoplusia ni 세포주인 BTI-TN5B1-4를 사용하였다 (Fries, 1988; Song et al., 2019). A. quinata를 처리한 세포는 N. ceranae를 함께 처리했음에도 불구하고 nosemosis 증상을 보이지 않았다. 추가적으로, A. quinata 추출물 처리 시 세포 독성이 없고 방제 효능을 잃지 않는 범위를 확인하였다.

    

    

  
    
      재료 및방법
      
        1. 시료 준비
        A. quinata (제주, 대한민국)는 증류수를 이용하여 3회 세척하였으며 동결 건조하였다. 그중 100 g을 실온에서 1 L의 80% 에탄올에 24시간 동안 추출을 진행하였다. 용매는 50℃에서 저온 항온 순환 수조 (Jeio Tech, Korea)에 연결된 회전 농축기 (EYELA, Japan)를 사용하여 농축을 진행하였고 이후 농축액은 다시 동결건조하여 시료를 준비하였다. 또한 시료는 DMSO에 10 mg/mL로 녹여져 실험에 사용되었다.

      

      
        2. Nosema ceranae 포자 준비
        실험에 사용된 병원균인 N. ceranae는 한국 농촌진흥청에서 노제마병 감염 꿀벌로 전달받았다. 감염된 꿀벌의 내장 조직을 200 μL의 증류수에서 균질화하였고 초기 N. ceranae 포자 현탁액을 얻었다. 포자의 정제를 위하여 25%, 50%, 75%, 90% Percoll을 사용하여 정제했다 (Ge healthcare, USA) (Kim et al., 2017). 포자 농도는 혈구 세포계를 사용하여 계산되었으며, 이후 50% 설탕용액과 포자를 혼합하여 20,000개의 spores/μL의 포자용액을 만들었다.

        신생 꿀벌에 N. ceranae 포자를 주입하고 (Milbrath et al., 2013), 꿀벌이 태어난 후 2시간 동안 단식시킨 다음 3 μL N. ceranae 포자용액을 제공하였다 (Malone and Stefanovic, 1999). 꿀벌들은 25℃, 24시간 중 명조건 16시간, 암조건 8시간을 유지하며 사육했다. 14일간 사육 후 꿀벌들은 추후 포자를 다시 얻을 때까지 -70℃에 보관하였다.

      

      
        3. Trichoplusia ni 세포 준비
        실험에 사용한 세포는 Trichoplusia ni인 BTI-Tn-5B1-4를 사용하였다. 이는 N. ceranae에 감염될 수 있다고 알려져있다 (Gisder et al., 2010). 이 곤충 세포는 27℃, Glutamine (Gibco, USA)가 포함된 Express FiveTM SFM (Gibco, USA)에서 키웠다.

      

      
        4. 포자 처리 및 효능 확인
        6-well plate에 2 mL씩 하루 동안 키운 BTI-Tn-5B1-4 세포에 104N. ceranae spores/mL가 되도록 처리를 하였고 A. quinata 추출물을 100 μg/mL의 농도로 처리하여 그 효능을 확인하였다. 대조군으로는 포자를 처리하지 않은 세포와 물질을 처리하지 않고 포자만을 처리한 세포를 사용하였다. 그리고 감염을 확인하기 쉽도록 처리를 한 지 5일 후에 관찰을 하였다. 각 well에 있는 모든 세포들 중 감염이 되었다고 확인된 세포들의 수를 확인하였다.

        적정 농도를 확인하기 위해 A. quinata 추출물을 800 μg/mL부터 2배씩 감소시키며 물질을 처리하였다. 5일 후 현미경을 이용하여 감염 여부를 확인하였고 그 특징을 기준으로 추출물의 세포 독성과 효능을 확인하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. A. quinata 추출물의 노제마병 방제 효능 확인
        대조군으로 사용한 세포 중 어떠한 처리도 하지 않은 BTI-TN5B1-4 세포의 경우 전체적으로 원형의 모양을 보였다 (Fig. 1a). 비정상적으로 커지는 세포는 없었고 일관성 있는 세포의 크기를 보였다. 그리고 대부분의 세포핵이 선명하게 보였다. 일부 세포에서만 특이적으로 길어진 모양을 보이는 경우도 있었지만 이는 5일 동안 배양을 하여 생긴 것으로 본래의 모양이나 크기는 아니었다. 다른 대조군인 N. ceranae만 처리한 BTI-TN5B1-4 세포에서는 정상 세포에 비해 수축된 세포 모양을 보였고 일부는 비정상적으로 비대해졌다 (Fig. 1b). 이러한 현상은 아무것도 처리하지 않은 세포에 비해 그 수가 많았으며 일반 세포에 비해 비대해진 세포는 핵이 명확하지 않고 세포 내부에서도 N. ceranae의 포자가 많이 발견된다. 한편, N. ceranae 및 A. quinata 추출물 100 μg/mL를 처리한 BTI-TN5B1-4 세포는 아무것도 처리하지 않은 대조군과 유사한 세포 모양과 크기, 또 그러한 경향이 보였다 (Fig. 1c). 전체적으로 일반 세포와 비슷한 경향을 보였고 대부분의 N. ceranae 포자는 세포 외부에서만 발견되었다.

        
          
          

          Fig. 1.  
				
          

          
            Microscopic image of BTI-TN5B1-4 cells without any treatment. (a) Microscopic image of BTI-TN5B1-4 cells without any treatment. Cells were circular and had similar size with the exception of few cells. (b) Microscopic image of BTI-TN5B1-4 cells treated only with N. ceranae. Cells were shrunk and some cells were enlarged abnormally compared to normal cells. The arrow indicates the abnormal cells. (c) Microscopic image of BTI-TN5B1-4 cells treated with N. ceranae and A. quinata. A. quinata extract were treated at concentration of 100 μg/mL and most of the cells remained uninfected and normal. The arrow indicates the spore of N. ceranae.
          
          

          

        

      

      
        2. A. quinata 추출물의 처리 적정 농도
        A. quinata 추출물의 적정 농도의 범위를 찾기 위해 초기 처리 농도인 100 μg/mL보다 낮추거나 높여 효능을 확인하였다 (Fig. 2). 100 μg/mL와 그 이상의 농도에서는 A. quinata 추출물이 BTI-TN5B1-4에서 N. ceranae 방제 효능을 보였다. 하지만 그 이하의 농도에서는 감염된 세포들이 관찰되었으며 50 μg/mL의 경우 감염된 세포의 수는 감소하였으나 뚜렷한 방제 효능보다는 미세한 억제 효능만 있었다. 또한 50 μg/mL 미만의 농도에서는 추출물을 처리하지 않는 세포들과 비슷하게 방제 효능이 전혀 보이지 않았다. 이를 통해 100 μg/mL 이상의 농도에서만 추출물의 노제마병 방제 효과가 있었으며 그 이하에서는 노제마병에는 효과가 없음을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 2.  
				
          

          
            Infection rate of samples to control. Control indicates BTI-TN5B1-4 cells with N. ceranae treatment and without A. quinata extract treatment. Infection rate of the control were set as 100%.
          
          

          

        

        세포 독성이 없는 최고 농도를 찾기 위해 추출물을 800 μg/mL로부터 12.5 μg/mL까지 절반씩 희석하였다 (Fig. 3). 이러한 방법으로 추출물을 처리하였을 때, 200 μg/mL까지는 추출물이 노제마병 방제 효능을 보임과 동시에 어떠한 세포 독성도 나타내지 않았다. 하지만 200 μg/mL 이상의 농도에서는 A. quinata 추출물이 BTI-TN5B1-4 세포에 대해 세포 독성을 보였다. 이를 통해 A. quinata 추출물의 노제마병 방제약으로 사용 시 100 μg/mL에서 200 μg/mL 사이의 농도로 사용해야 함을 확인하였다. 그 범위보다 적을 경우 효능을 갖지 못하고 그 이상인 경우 추출물이 독성을 보이게 된다.

        
          
          

          Fig. 3.  
				
          

          
            Cytotoxicity of the extract on BTI-TN5B1-4 cells. Control indicates BTI-TN5B1-4 cells with without any treatment.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구를 통해 노제마병 방제에 도움이 될 수 있는 식물 추출물을 제시하였다. A. quinata 추출물이 N. ceranae의 감염 방제 효능을 가졌음을 확인하였다. A. quinata 추출물을 처리한 세포는 5일 후에도 N. ceranae에 감염되지 않는 것으로 나타났으며, 이는 세포에 추출물을 처리하였을 때 감염 없이 일반 세포와 같은 모습으로 포자에 대해 저항성을 갖는 것으로 보인다. 이로 인해 N. ceranae 포자는 세포 내에 침입하지 못하고 그 주위에서만 관찰되었다.

      노제마병이 최근 지속적으로 꿀벌 개체수 감소의 원인으로 지목되는 만큼 A. quinata 추출물의 노제마 방제약으로서 적정 농도도 본 연구에서 확인하였다. 식물 추출물 처리시 적정 농도보다 낮은 경우 효능이 없다는 문제가 있으며 너무 높은 농도에서는 식물 추출물의 일부 물질들에 의해 동물세포에서 세포 독성을 갖게 되어 감염과는 별개로 세포에 악영향을 미친다. A. quinata 추출물의 경우 100 μg/mL 미만의 농도에서는 방제 효능이 없었다. 이는 해당 추출물을 실사용할 경우 100 μg/mL 근처의 농도로 사용해야 하며 너무 낮은 경우 효과를 볼 수 없다는 것을 의미한다. 반대로 200 μg/mL 초과의 농도로 추출물을 처리하였을 때 세포수준에서 세포 독성을 보여 실제로 적용 시 200 μg/mL 이하의 농도에서 처리하는 것이 꿀벌 개체에 문제없이 방제 효능을 가질 수 있음을 의미한다.

      A. quinata는 최근 미국을 포함한 많은 서방 국가에서 생태계 혼란종으로 간주되고 있고 동아시아에는 이미 풍부하게 존재한다 (Brunel et al., 2010). 이는 A. quinata를 노제마병 방제에 사용할 시, 서양에서는 토종 식물을 지킬 수 있다는 장점이 있고, 동아시아에서는 이미 풍부한 자원을 경제적인 이익을 창출 할 수 있어 효율적인 해결책으로 제시할 수 있다.
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