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            초록
          
        

        
          In this study, we proposed the functional effect of the anti-inflammation effect of the Actinidia arguta (A.a.) bee pollen and the molecular mechanism of its anti-inflammation. Two A.a. bee pollen samples commercially available in Korea were extracted in 70% ethanol, and finally dissolved in 35% ethanol to prepare a 100 mg/mL. The A.a. bee pollen extracts was treated with LPS, an inflammatory factor, to Raw264.7 macrophages. The A.a. bee pollen extracts reduced the NO production induced by LPS by approximately 60%, indicating that the A.a. bee pollen extracts had an anti-inflammatory effect. In addition, the intracellular molecular mechanism of the anti-inflammatory effect of the A.a. bee pollen was confirmed by Western blotting, and the expression of inflammation-related proteins such as iNOS, COX-2, NF-κB, and IL-1β induced by LPS was reduced by the A.a. bee pollen. In addition, the expression of intracellular antioxidant molecules such as SOD2 was also decreased. However, it did not affect the phosphorylation and expression of MAPKs that related intracellular division and apoptosis. The results of this study showed that the molecular mechanism of the inhibitory effect of the A.a. bee pollen extract on hyperimmunity caused by inflammatory factors, thereby providing a basis for the immune function of the Korean A.a. bee pollen and the increased utilization of the pollen.
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      서 론
      염증은 특정 부상에 따른 미생물의 감염으로부터 신체 내의 세포를 방어하는 데 필요한 중심적인 과정이다 (Isailovic et al., 2015; Todd et al., 2015). 염증 반응은 두 가지로 구분할 수가 있는데, 하나는 급성 염증성 질환 (Serhan et al., 2015)이고, 다른 하나는 만성 염증성 질환 (Isailovic et al., 2015)이다. 두 가지 중 만성 염증성 질환은 신경퇴행성 질환, 암 그리고 심혈관 질환 등을 포함하는 다양한 질병의 원인이 된다 (Uttara et al., 2009). 염증의 기전은 신체 내에 존재하는 조직에서 일련의 반응을 통해 발생하며, 이 과정에서 면역 관련 세포의 수치가 급격히 증가된다 (Huether and McCance, 2015). 이러한 세포에서는 면역에 관련된 각종 분자들이 분비 및 활성화되어 체내의 면역 반응을 조절한다 (Anwikar and Bhitre, 2010). 이 중 염증 반응에 있어 히스타민, 단백질 종류 그리고 에이코사노이드는 염증 반응에 핵심이 되는 중요한 매개체로서 히스타민의 경우 염증 반응 동안 급성 반응 유지를 위해 방출되고 (GilÀllan and Metcalfe, 2011), 에이코사노이드는 염증의 생물학적 활성 매개체 합성에 있어 중요한 역할을 수행하는 기질 중의 하나이다 (Mak et al., 2013). 염증 반응 내에서의 단백질 중 cyclooxygenase (COX)는 COX-1과 COX-2의 두 가지 형으로 존재하는데 (Bailey, 2013), COX-1과 COX-2의 동시 작용에 따라 염증이 개시된다 (Engelhardt, 2014). 또한 세포 내에 존재하는 단백질 중 염증성 사이토카인은 많은 세포 유형에서 방출되어 작용하는데, 이들은 특히 면역 체계 조절에서 중요하다 (Guo et al., 2013). 박테리아 감염이나 lipopolysaccharide (LPS)에 의해 염증성 질환이 개시되면 세포 내에서 사이토카인의 기능과 양이 증가되었다 (Horadagoda et al., 2002; Moreland, 2004; Opriessnig et al., 2011; Marza et al., 2015). 특히, 많은 사이토카인 중에서 interleukin (IL)-1β, IL-8, IL-6, IL-12 그리고 tumor necrosis factor (TNF)-α는 면역 반응에서 가장 주된 요소이며 (Rubin and Reisner, 2009), LPS 노출 동물 모델에서 IL 분자 및 TNF-α의 분비가 증가되었고, 이는 염증 유발로 이어졌다 (Shivachandra et al., 2011). 이처럼 박테리아 또는 LPS 노출에 의한 염증성 반응은 선천성 및 적응 면역 세포의 활성화 및 작용을 포함하는 신체 방어에 필수적인 요소로 작용하며, 조직 복구나 재생과 관련된 신체 항상성 유지에 있어 중요한 역할을 담당한다 (Medzhitov, 2008). 특히, 최근에는 면역 체계와 염증으로 인한 암 발병, 진행 및 치료에 대한 상호 연관성 연구가 진행되면서 ‘암 세포 중심’의 관점에서 염증이 연구되고 있다 (Balkwill and Mantovani, 2001).

      양봉산물 (벌꿀, 프로폴리스, 로열젤리, 밀랍, 화분 등)은 고대부터 그리스, 중국 그리고 이집트 등에서 의학적으로 널리 사용되었다 (Abdelnour, 2019). 현재에도 양봉산물은 기능성 식품 또는 대체 의학에 적용되고 있다 (Richardson et al., 2000; Bogdanov, 2004; Žižić et al., 2013). 최근 벌화분이 잠재적 치료 가치를 지닌 것으로 보고 많은 생물학적 활성이 연구되고 활용되고 있으며, 특히 항암에 대한 연구가 지속적으로 이루어지고 있다 (Aliyazicioglu et al., 2005; Cocan et al., 2005; Campos et al., 2010). 벌화분은 꽃가루와 꿀 그리고 꿀벌의 효소가 혼합되어 형성된 과립 형태를 이루고 있다 (Campos et al., 2008). 벌화분은 단백질, 지질, 비타민, 미네랄, 탄수화물과 같은 필수 영양소와 미량원소, 플라보노이드 그리고 폴리페놀과 같은 기능성 성분을 포함하고 있기 때문에 인간에 대한 기능성 영양 식품으로 활용된다 (Li et al., 2018). 벌화분은 생물지리적 (지역적) 요소, 벌의 생태 서식지, 계절 및 꿀벌의 행동 양식에 따라 구성 성분 및 화학적 조성이 달라지게 된다 (Roulston and Cane, 2000; Szczęsna, 2006a; Liolios et al., 2019; Mayda et al., 2020). 벌화분 단백질을 구성하는 아미노산은 트립토판, 페닐알라닌, 메티오닌, 류신, 라이신, 트레오닌, 히스티딘, 이소류신 및 발린과 같은 필수 아미노산을 포함하여 전체 중 약 22.7%를 차지한다 (Hou et al., 2015). 또한 에너지원으로서 포도당과 과당 등의 환원당을 포함한 탄수화물이 약 30.8%를 차지하며 (Almeida-Muradian et al., 2005), 벌화분의 지질은 약 5.1%를 차지하는데, 리놀레산, γ-리놀레산, 인지질, β-시토스테롤과 같은 필수 지방산으로 나타났으며 (Szczęsna, 2006b), 폴리페놀 및 플라보노이드 등은 평균 1.6%를 차지한다 (Komosinska-Vassev et al., 2015). 기타 비타민 등의 생물학적 요소와 관련된 필수 물질은 약 0.7%를 차지하고, 그 외에도 거대 원소 및 미량 원소들도 벌화분은 함께 포함하고 있기 때문에 (Thakur and Nanda, 2020) 기능성 측면에서 높은 활용도를 가질 수 있다. 위와 같은 다양한 대사산물 및 생물학적 활성을 바탕으로 벌화분은 항산화 (Morais et al., 2011), 항염증 (Maruyama et al., 2010), 항암 (Furusawa et al., 1995), 항균 (Basim et al., 2006; Pascoal et al., 2014), 간 보호 (Eraslan et al., 2009) 그리고 항동맥경화 활성 (Wójcicki, 1987; Aliyazicioglu et al., 2005) 등을 나타낸다는 연구 보고가 있다. 그러나 위와 같은 벌화분의 생물학적 기능성에 있어 각 기능의 주된 분자 기전은 명확하게 제시되지 않고 있으며, 현재 벌화분은 다른 양봉산물에 비해 활용도가 높지 않고, 기능 식품으로서의 인식 역시 크지 않다.

      이에 본 연구에서는 꿀벌에 의해 만들어지는 벌화분 중에서 다래에서 유래된 벌화분을 대식세포인 Raw264.7 세포에 적용하여 세포 내에서 일어나는 면역 반응 중 염증 반응에 관련된 주요 분자 기전에 대한 과학적 근거를 마련하고, 그에 따라 벌화분 이용에 대한 생물학적 활성을 알아보고자 한다. 또한 기능 식품으로서 현재 제한적으로 생산되고 이용되고 있는 벌화분의 이용 가치를 높이고, 양봉산물 활용에 대한 활용 소재 범위를 넓히고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 다래 벌화분 추출물의 제작
        다래 벌화분은 국내 농가에서 수확되어 판매되고 있는 벌화분 2점 (I-C, II-C)을 구입하여 재료로 사용하였다. 각 벌화분 내 성분 추출을 위해 10 g을 100 mL의 70% 에탄올에 정량하여 넣고, stirring plate에서 12시간 이상 교반하였다. 교반 후 Whatman No. 2 필터를 이용하여 필터링하고, 감압농축기에서 완전히 농축시켰다. 농축된 시료를 200 mg/mL의 농도가 되도록 70% 에탄올을 첨가하고, 동량의 distilled water를 첨가하여 최종 에탄올 농도를 35%가 되도록 제작하였다. 세포 실험을 위해 추출물을 0.45 μm의 syringe Àlter로 필터링하고 다음 실험에 사용할 때까지 4℃에서 보관하였다.

      

      
        2. 배지 및 시약
        Raw264.7 세포 배양을 위해 Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM), penicillin-streptomycin은 Gibco (U.S.A.)사에서 구입하였으며, fetal bovine serum (FBS)은 GenDEPOT (Korea)사에서 구입하여 사용하였다. 구입한 FBS는 56℃에서 50분간 inactivation한 후, 50 mL conical tube에 분주하여 보관하고 필요시에 녹여서 사용하였다. 대식세포에 염증 자극을 주기 위한 LPS는 Sigma (U.S.A.)사에서 구입한 것을 사용하였고, 세포 생존율 측정을 위한 EZ-Cytox Plus solution은 DoGenBio (Korea)에서 구입하였다. Nitric oxide (NO) 평가를 위한 NO assay kit는 iNtRON biotechnology (Korea)에서 구입하였다. 세포에서 단백질 추출을 위한 완충액은 Invitrogen (U.S.A.)에서 판매하는 nonidet P-40 (NP-40)를 사용하였으며, 단백질 발현 및 인산화 검증을 위해 Western blotting에 사용된 extracellular signal regulated kinase (ERK) (4695), stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase (SAPK/JNK) (9252), p38 (8690), phospho-ERK (4377), phospho-SAPK/JNK (9251), phospho-p38 (4511), inducible nitric oxide synthase (iNOS) (13120) 그리고 IL-1β (31202)는 Cell Signaling Technology (U.S.A.)에서 구입하였고, COX-2 (sc-166475), nuclear factor kappa-light chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) (sc-166588), superoxide dismutase (SOD)1 (sc-101523), SOD2 (sc-137254) 그리고 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (sc-32233)는 Santacruz Biotechnology (U.S.A.)에서 구입하였다. Western blotting에서 2차 항체로 사용된 goat anti-mouse-HRP (SA001-500)와 goat anti-rabbit-HRP (SA002-500)는 GenDEPOT 제품을 구입하였고, 단백질 검출에 사용된 ECL pico solution은 GenDEPOT의 제품을 사용하 였다.

      

      
        3. 실험 세포주
        다래 벌화분의 기능성 효과 실험에 사용한 쥐 대식세포주인 Raw264.7 세포는 한국세포주은행에서 구입하였다. 세포 배양은 DMEM 배지에 100 units/mL의 penicillin-streptomycin과 10%의 FBS가 첨가된 배지에서 배양하였으며, 세포 배양은 37℃의 온도 유지와 함께 5% CO2가 공급되는 배양기에서 배양하였으며, 계대배양 시에는 trypsin을 처리하지 않고, cell scraper (SPL, Korea)를 사용하였다.

      

      
        4. 다래 벌화분 추출물의 세포 독성 평가
        다래 벌화분 추출물 I-C와 II-C가 가진 Raw264.7 대식세포에 대한 세포 독성 영향과 실험 농도에 대한 설정을 위해 lethal dose (LD)50를 확인하고자 하였다. 각 다래 벌화분 추출물은 0, 10, 20, 50, 100, 200, 500 그리고 1,000 μg/mL의 농도 의존적으로 설정하였으며, 먼저 Raw264.7 세포는 96-well plate에 2×104 cell/well의 수로 계수하여 분주하고 24시간 동안 배양시켰다. 다래 벌화분의 효과에 대한 대조군으로서 아무것도 처리하지 않고 배양액만을 넣은 것과 다래 벌화분 용매인 35% 에탄올 처리군을 설정하였다. 세포 접종 24시간 후, 농도 의존적으로 다래 벌화분 I-C와 II-C가 각각 첨가된 배지로 교체하고 다시 24시간 동안 배양하여 Raw264.7 세포주에 대한 다래 벌화분의 세포 독성 영향을 평가하였다. 세포 독성 평가는 water-soluble tetrazolium (WST)법을 응용한 EZ-Cytox plus solution을 전체 부피의 1/10로 처리하고, 37℃ 세포 배양기에서 2시간 동안 반응시킨 후 450 nm의 파장의 SpectraMax M2 microplate reader (Molecular Devices, San Jose, U.S.A.)에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        5. 다래 벌화분 추출물의 NO 생성 평가
        앞선 세포 독성 평가에서 결정된 농도로 1 μg/mL 농도의 LPS와 함께 Raw264.7 세포주에 처리하여 다래 벌화분 추출물 I-C와 II-C에 대한 NO 생성 억제 효과를 평가하였다. 각 다래 벌화분 추출물 I-C와 II-C 농도는 500 μg/mL와 1,000 μg/mL의 두 농도로 처리하고 LPS는 1 μg/mL의 농도로 세포에 처리하였다. 음성 대조군으로서 배양액만을 넣은 세포군과 35% 에탄올만을 처리한 세포군을 설정하고, NO 생성에 대한 양성 대조군으로서 1 μg/mL의 LPS를 처리한 세포군을 설정하였다. 다래 벌화분은 LPS를 첨가하지 않고 다래 벌화분 단독으로만 처리한 실험군과 LPS와 함께 다래 벌화분을 처리한 실험군을 설정하였다. 12-well plate에 Raw264.7 세포를 2×105 cell/well의 수로 접종하고 24시간 배양 후, 실험 조건에 따라 세포에 LPS와 다래 벌화분 추출물이 첨가된 배양액을 교환하였다. 24시간 후, 세포 배양액을 수거하여 9,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을 회수하고 iNtRON사의 NO assay kit protocol에 따라 실험을 진행하고 540 nm의 파장에서 흡광도를 측정함으로써 생성된 NO 양을 측정하였다.

      

      
        6. Western blotting
        다래 벌화분의 염증 저해에 대한 세포 내 단백질 변화를 확인하기 위해 Western blotting을 실시하였다. 100 mm dish에 1×107 cell/dish로 세포를 접종하고 NO 평가와 같은 실험 조건으로 LPS와 다래 벌화분 추출물 I-C와 II-C를 처리하였다. 처리 24시간 후, 세포 배양액을 제거하고 1× phosphate buffered saline (PBS)로 2회 수세한 후, 200 μL의 NP-40 lysis buffer를 첨가하고 세포를 용해한 뒤, 단백질을 회수하였다. 회수된 단백질을 강하게 vortex한 후, 15,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 깨끗한 상층액을 회수하였다. 회수된 단백질은 BCA 정량법으로 정량하였고, 5× SDS sample buffer (250 mM Tris-HCl (pH 6.8), 5% 2-Mercaptoethanol, 10% SDS, 0.5% Bromophenol blue, 50% Glycerol)를 1×가 되도록 첨가한 후, 100℃에서 10분간 끓여 시료를 준비하였다. 30 μg의 단백질을 100 voltage에서 4~15% TGX gradient gel에 전개한 후, transblot (Bio-Rad, U.S.A.)에서 12 voltage/7분 조건으로 polyvinylidene Áuoride (PVDF) membrane에 transfer하였다. 항체의 비특이적 반응 억제를 위해 1× tris-buffered saline-tween 20 (TBS-T)에 2% non-fat dry milk를 첨가한 blocking solution으로 실온에서 2시간 반응시켰고, 단백질 발현 검증을 위한 항체를 1 : 1,000으로 blocking solution에 희석하여 실온에서 overnight 반응시켰다. GAPDH는 1 : 5,000으로 희석하여 사용하였다. 1차 항체 반응 후, 1× TBS-T 용액으로 membrane을 4회 수세하고, 1차 항체의 host에 따라 2차 항체인 goat anti-mouse-HRP 또는 goat anti-rabbit-HRP를 5% non-fat dry milk (in 1× TBS-T)에 1 : 2,000으로 희석하여 실온에서 2시간 동안 반응시켰다. 반응 후, 1× TBS-T로 membrane을 4회 wash한 후, ECL pico detection system으로 발색한 후, ChemiDOC (Bio-Rad, U.S.A.) 장치에서 단백질 띠를 검출하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 다래 벌화분 추출물의 세포 독성
        Fig. 1에서는 Raw264.7 대식세포에 대한 다래 벌화분 I-C (Fig. 1A)와 II-C (Fig. 1B)의 세포 독성 결과를 나타내었다. 다래 벌화분 I-C, II-2는 모두 Raw264.7에 대해 가장 높은 농도인 1,000 μg/mL에서도 세포 독성이 나타나지 않았으며, 오히려 세포 분열을 촉진하는 것으로 나타났다. 이는 고농도의 다래 벌화분을 처리해도 세포에 대해 독성을 띠지 않기 때문에 세포에 대한 안전성을 나타내는 것이며, 이는 농도에 상관없이 벌화분 섭취가 가능함을 의미한다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Cytotoxic effects of A.a. bee pollen I-C and II-C. Dosedependent A.a. bee pollen I-C (A) and II-C (B). All of groups was treated bee pollen extracts for 24 hrs. To determination of optical density, add the EZ-cytox plus solution and measured at 450 nm.
          
          

          

        

      

      
        2. LPS로 유발되는 염증에 대한 다래 벌화분의 저해 효과
        Raw264.7 대식세포주는 LPS 처리에 따라 염증 반응이 유발된다. 염증 반응에 따른 지표 중의 하나는 세포에서의 NO 생성량을 확인하는 것이므로, Raw264.7 세포에서 LPS 자극으로 유도된 NO 생성 증가에 대한 다래 벌화분 추출물 I-C와 II-C의 효과를 확인하였다. Fig. 2A에서 LPS와 함께 다래 벌화분 추출물 I-C를 500 μg/mL 처리한 실험군에서는 LPS 단독 처리군에 비해 30%의 NO 생성 저해를 나타냈고, 1,000 μg/mL의 농도를 처리했을 경우 약 60%의 NO 생성 저해를 나타냈다. 다래 벌화분 추출물 II-C를 500 μg/mL 농도로 LPS와 함께 처리할 경우, LPS 단독 처리군보다 50%의 NO 생성 감소를 나타냈고, 1,000 μg/mL의 농도를 처리했을 때는 60% 이상의 NO 생성 감소 효과를 나타냈다. LPS를 처리하지 않고 다래 벌화분 추출물만을 처리한 실험군에서의 NO 생성량은 대조군과 차이를 나타내지 않았다. 이는 LPS에 의해 유도되는 염증 반응을 다래 벌화분 추출물이 저해하는 것을 보여주고 있다. 또한 NO 생성 억제 효과는 다래 벌화분 추출물의 농도 의존적으로 나타났으며, 다래 벌화분 추출물의 종류에 관계없이 염증 저해 효과를 가지고 있음이 확인되었다. 이는 꿀벌이 수집하는 다래 벌화분이 염증 저해에 효과가 있음을 제시하고 있다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            A.a. bee pollen extracts inhibit LPS-mediated NO production. (A) Determination of NO production were carried out through NO Assay kit of iNtRON biotechnology. 1 μg/mL of LPS and 500 μg/mL and 1,000 μg/mL of A.a. bee pollen I-C and II-C were simultaneously treatment and incubated for 24 hrs. (B) Microscope image of differentiated Raw264.7 cells by LPS and A.a. bee pollen I-C and II-C.
          
          

          

        

        Fig. 2B에서는 NO 생성 평가에서 나타난 세포 형태를 EVOS XL-core microscope (ThermoFisher ScientiÀc, U.S.A.) 현미경으로 확인한 것이다. LPS 자극을 받지 않은 대조군과 다래 벌화분 추출물 I-C, II-C 처리군의 Raw264.7 세포는 면역 반응이 발생하지 않아 세포가 분화되지 않은 형태로 남아있다. 그러나 LPS 단독 처리군의 경우 염증 자극에 의해 세포가 분화된 형태를 보이고 있으며, 다래 벌화분 I-C, II-C를 LPS와 함께 처리한 세포 역시 LPS 단독 자극에서 나타난 세포 형태와 큰 차이를 나타내지는 않았다. 이는 다래 벌화분이 염증성 자극에 대해서 세포 내부의 염증 분자의 발현은 저해하지만, 염증 반응을 대조군 세포처럼 완전히 억제하지 못하기 때문에 나타나는 것을 의미한다.

      

      
        3. 다래 벌화분 추출물의 염증 저해 작용에 대한 세포 분자 기전
        다래 벌화분 추출물에 의한 염증 저해 반응에 관한 세포 내 단백질 분자들의 발현 변화 및 신호 전달 분자의 기전을 확인하였다. 각 실험군에 해당하는 단백질 시료의 Western blotting을 통해 항산화 단백질, 염증 관련 단백질 그리고 세포 내 중요한 신호 전달에 해당하는 mitogen-activated protein kinases (MAPKs)의 발현 또는 인산화를 확인하였다. Fig. 3A에서는 염증에 의해 세포 내에서 과발현되는 reactive oxygen species (ROS) 제거에 관련하는 항산화 단백질의 발현을 검증하였다. LPS 단독으로 처리한 실험군에서는 항산화에 관련된 SOD2의 발현이 강하게 나타났지만 다래 벌화분 추출물 I-C, II-C를 처리한 실험군에서는 SOD2의 발현이 감소되는 것으로 나타났다. 이는 LPS에 의해 증가된 ROS를 제거하기 위해 세포 내에서 SOD2의 발현이 증가하는데, 다래 벌화분 추출물이 염증을 경감시키면서 SOD2 분자의 발현이 감소되는 것을 나타낸다. SOD의 또 다른 isotype인 SOD1은 본 작용에서는 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            A.a. bee pollen regulated LPS-mediated antioxidant-, inflammatory response-protein expression level. 30 μg of protein resolved 4~15% gredient gel. (A)~(C) All antibodies diluted in 2% non-fat dry milk at 1 : 1,000 except GAPDH (1 : 5,000) and incubated for 16 hr at room temperature.
          
          

          

        

        Fig. 3B에서는 염증과 관련된 단백질의 발현을 검증하였다. 먼저 iNOS는 염증 반응 발생 시 세포 내에서 발현이 증가하여 NO의 생성을 증가시키는데, LPS 처리군에서는 대조군에 비해 iNOS의 발현이 강하게 나타났다. LPS와 다래 벌화분 추출물을 처리한 실험군에서는 I-C, II-C 모두 농도 의존적으로 LPS에 의해 유도된 iNOS의 발현을 억제시켰다. 염증과 관련된 주요 단백질인 COX-2 역시 LPS에 의해 발현이 증가되었지만, 다래 벌화분 추출물에 의해 감소되었으며, 2차 염증 매개 효소를 활성화시키는 NF-κB는 LPS에 의해 발현이 증가되었지만 다래 벌화분 추출물에 의해 감소되었으며, 염증과 관련된 핵심 사이토카인 중의 하나인 활성화된 IL-1β 역시 LPS 자극에 의해 발현이 증가되었지만 다래 벌화분 추출물을 처리함으로써 발현이 감소하였다. 즉, Raw264.7 대식세포는 LPS 자극에 의해 염증 반응이 생성되고, 이 과정에서 iNOS, COX-2, NF-κB 그리고 IL-1β 등의 염증 관련 인자들의 발현이 세포 내에서 증가하게 된다. 이로 인해 신체에서는 발열이나 통증 등이 수반되는데, 다래 벌화분 추출물을 처리하여 염증 관련 단백질들의 발현을 감소시키고, 이는 신체에서 발생되는 이차 반응을 경감시킬 수 있다는 것을 의미한다.

        Fig. 3C에서는 세포 내 주요 신호 전달 분자인 MAPKs의 인산화와 발현을 확인하였다. 세포 내 대표적인 MAPKs에 속하는 분자는 ERK, SAPK/JNK 그리고 p38인데, 이들은 세포 분열 또는 사멸이 진행되는 과정에서 인산화의 증가 혹은 감소를 통해 세포 주기를 조절한다. 또한 이들 단백질들은 인산화뿐만이 아니라 단백질 양의 발현 조절을 통해서 세포 내 신호를 전달하여 항상성을 유지하도록 조절한다. Fig. 3C에서 LPS와 다래 벌화분 추출물을 처리한 후, ERK, SAPK/JNK 그리고 p38의 인산화 및 발현을 확인하였는데, LPS에 의해서 감소된 ERK와 SAPK/JNK의 인산화는 다래 벌화분 추출물을 처리해도 대조군 수준으로 회복되지 않았으며, 전체 단백질 양은 SAPK의 경우 스트레스에 의해서 매개되기 때문에 LPS 자극에 의해 발현이 증가되었으나 다래 벌화분 추출물이 이에 대한 발현 감소 효과를 나타내지 못했다. 또한 ERK 단백질의 인산화 역시 LPS에 의해 감소되었고, p38의 인산화는 LPS 자극에 의해 대조군보다 증가했으나 다래 벌화분 추출물을 처리해도 대조군 수준으로 회복시키지 못하였다. 두 단백질 모두 발현 양에 있어서는 큰 차이를 나타내지 못했다. 이는 LPS에 의해 변화되는 MAPKs의 신호 또는 발현 양을 다래 벌화분 추출물이 조절하지 못함을 의미하며, 이는 다래 벌화분 추출물이 관여하는 신호 경로가 MAPKs 경로가 아님을 나타낸다. 그러나 LPS 처리와는 별개로 다래 벌화분 추출물만을 처리했을 때, Fig. 1의 세포 생존율이 증가되는 것으로 나타났다. 이는 Fig. 3C에서 SAPK/JNK 그리고 p38의 발현 양이 증가된 것에 따라 세포 분열이 증가된 것이다. 특히, 이 과정에는 SAPK/JNK의 발현 양 증가가 중요한 역할을 하고 있음을 나타낸다. 따라서 Fig. 3에 해당하는 Western blotting 결과를 종합했을 때, LPS 자극에 대해서 다래 벌화분 추출물은 항산화와 염증 조절에는 관여하지만 MAPKs 경로에 해당하는 단백질에는 영향을 끼치지 못하지만, LPS가 존재하지 않을 때에는 SAPK/JNK의 발현에 영향을 끼쳐 세포 분열을 촉진함을 나타낸다.

        지금까지 수많은 연구를 통해 꿀, 프로폴리스, 로열젤리와 같은 양봉산물의 생물학적 기능성이 입증되어왔다. 그러나 벌화분에 대해서는 현상학적인 기능은 알려져 있지만 명확한 분자 기전은 제시되지 않았고, 특히 수집되는 시기 및 주변 식물상의 조성에 따라 벌화분의 기능성은 다양해질 수 있기 때문에 아직 많은 연구가 미비한 실정이다. 본 연구에서는 벌화분 중 다래 벌화분을 특정하여 추출물을 준비하고 염증 저해에 관한 기능성 및 해당 기능성에 대한 분자 기전을 제시했으며, 이 결과를 통해 다래 벌화분이 앞으로 더 많은 생물학적 효과를 나타낼 수 있음을 의미하고 있다. 그러나 본 연구에서는 시중에서 판매되고 있는 다래 벌화분을 구입하여 사용하였는데 이는 다래 벌화분 내에 존재하는 수많은 구성 성분 중에서 명확한 기준 물질이 정립되지 않았으므로 앞으로 염증에 대해 기능성을 가지는 다래 벌화분 내 기준 물질을 선정해야 할 것이며, 이는 염증 기능성뿐만이 아니라 다래 벌화분이 가지는 다른 생물학적 기능성을 검증할 때도 마찬가지로 고려해야 할 점이다. 또한 시판되는 다래 벌화분 내 실제 다래에서 유래된 벌화분의 양을 확인해야 할 것이다. 다른 식물에서 유래한 벌화분에서 유래한 기능성 효과 여부의 검증이 중요하므로, 실험에 사용된 시료의 분류를 통한 유전적 동정을 통해 전체 중 다래 벌화분이 포함되어 있는 양을 확인하고 순수 분리된 다래 벌화분의 기능성 효과도 검증해야 한다. 그럼에도 불구하고 다래 벌화분의 염증 저하 효과에 대해 본 연구에서 입증함으로써 앞으로 양봉산물 중 벌화분을 식품 또는 건강기능식품으로 응용할 수 있는 근거가 제시되었다. 또한 다른 식물에서 유래되는 벌화분 종류와 비교하여 각각의 벌화분이 가지는 생물학적 기능성에 대한 특징을 비교·연구해야 할 것이다. 이 결과를 기초로 다래 벌화분 내의 표준 지표 물질을 선정하고 세포 실험뿐만이 아닌 동물실험에 적용하여 생물학적 효과를 명확히 해야 할 것이고, 또 다른 기능성 효과 및 기전을 구명해 나갈 것이며, 인류 건강 증진을 위해 다양한 양봉산물이 활용될 것으로 기대한다.
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