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            초록
          
        

        
          Chestnut honey is a nutritive food with antibacterial and antioxidant properties. It has been used as a traditional medicine for ameliorating inflammation due to its antioxidant and antiinflammatory activities. However, its role in platelet activation has not been fully studied. Hence, we examined whether chestnut honey has a potent inhibitory effect on platelet aggregation and thrombus formation. The antiplatelet activities of chestnut honey were evaluated by platelet aggregation, granule secretion, intracellular Ca2+ mobilization, and thromboxane B2 generation. Thrombosis and bleeding time assay were employed to investigate the in vivo effect of chestnut honey (orally administered chestnut honey at 10 and 30 g/kg once daily for 7 days). We found that treatment with chestnut honey (3, 5, 10 mg/mL) significantly impaired collagen-induced platelet aggregation and αIIbβ3 integrin activation but not P-selectin exposure, intracellular Ca2+ mobilization, and thromboxan B2 generation during cell activation. Oral administration of chestnut honey efficiently ameliorates FeCl3-induced arterial thrombus formation without prolonging tail bleeding time, suggesting a beneficial potential of chestnut honey in thrombosis and hemostasis. Our results show that chestnut honey could have an antiplatelet and antithrombotic effect without hemostasis.
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      서 론
      벌꿀은 오래전부터 천연 감미료 및 약용자원으로 이용되어왔으며, 양봉 기술의 비약적인 발전과 더불어 벌꿀의 식품 첨가제, 화장품, 의약품 등의 원료로 이용하고자 하는 연구가 활발히 진행되어왔다 (Chung et al., 1996). 벌꿀의 성분은 밀원에 따라 성분의 차이가 있으나 일반적으로 포도당과 과당이 35~40%, 서당, maltose, 올리고당이 2~4%, 그 밖의 단백질, 아미노산, 무기질 등이 미량 존재한다 (Lee et al., 1991; Chung et al., 1996). 국내 약 4,600여 종의 식물 중 밀원으로 이용이 가능한 식물은 약 625종으로 보고되어 있으나 (Kim et al., 2022), 경제적으로 이용 가치가 있는 식물은 일부에 지나지 않으며, 특히 우리나라에서 생산되는 벌꿀은 아카시아와 밤나무 꿀 등을 제외하고는 대량생산이 어려운 실정이다. 또한 벌꿀이 갖는 특성과 효용에 관한 연구는 많이 진행되어 있지만, 다양한 기능을 가진 밀원의 개발과 기능성 연구는 미흡한 실정이다 (Cha and Bang, 1999).

      혈구 세포 중 하나인 혈소판은 활성화 물질, 특히 손상된 혈관 내피세포 내 기질 단백질인 콜라겐 (collagen)과 von Willebrand factor의 노출 및 부착 여부에 따른 활성화가 주된 단계이며, 뚜렷한 신호 전달 경로를 통해 세포 내 Ca2+ 농도 및 단백질 키나아제 활성화를 유도한다 (Bryckaert et al., 2015). 또한, 활성화된 혈소판은 ADP, serotonin 및 thromboxane A2와 같은 과립 분자들을 분비하여 주변의 다른 혈소판 막 수용체에 결합하여 혈소판과 혈소판 응집을 더욱 유도하여 지혈의 역할을 담당한다 (Varga-Szabo et al., 2009; Li et al., 2010; Bye et al., 2016). 하지만, 병리학적 상태에서 비정상적 혈소판의 과도한 활성은 혈전증, 심근경색증, 허혈성 뇌졸중, 동맥경화증 및 말초혈관 질환 등의 심혈관계 장애를 일으킬 수 있다 (Nieswandt et al., 2002). 이러한 이유로 혈소판의 활성화를 적절히 저해하는 역할을 할 수 있는 소재들의 개발이 무수히 많이 진행되고 있지만 여러 부작용과 적용의 한계들로 인하여 심혈관계 질환에 의해 발생하는 사망자의 수는 감소하지 않는 실정이다 (Jackson et al., 2011). 따라서 혈소판 기능을 정확하게 억제하는 혈소판 활성화 및 응집을 근본으로 하는 주제 메커니즘을 이해하는 것이 혈전성 질환 치료를 위한 현명한 접근법이 될 수 있다.

      본 연구에서는 심혈관 질환의 예방 및 치료를 위한 천연물 소재 탐색을 위하여 밤꿀의 혈소판 응집 및 활성화에서의 역할과 콜라겐으로 유도한 혈소판 활성화 과정에서 활성화에 영향을 미치는 다양한 요인들에 밤꿀이 어떻게 작용하는지 규명함으로써 밤꿀의 항혈소판 기능을 확인하고자 하였다. 이에 대한 접근방법으로 혈소판 응집, 혈소판 활성도, Ca2+ 농도, thromboxane A2 농도, FeCl3 유도 경동맥 혈전증 및 bleeding time을 측정하였다. 이와 같은 연구 결과는 식품이나 첨가제로 이용되던 밤꿀의 활용방안을 다양화하고, 기능성 식품 소재로서의 개발 가능성을 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시료 
        밤나무 꿀은 2020년 한국양봉농협 (Ansung, Korea)에서 구입하여 25±5℃의 암실에서 보관하면서 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 동물실험
        실험에 사용된 수컷 8주령 C57BL/6 마우스는 두열바이오 (서울, 대한민국)에서 구매하였으며, 1주일 동안 일반사료 급여하에 23±1℃와 56% 상대습도 조건에서 순응 기간을 거친 후 실험에 이용하였다. 모든 동물실험 절차는 한국한의학연구원 동물실험윤리위원회의 규정에 따라 진행하였다 (승인번호 KIOM-21-057).

      

      
        3. 마우스 혈소판 분리 
        마우스 혈소판은 Kim et al. (2023) 방법에 따라 분리하였다. 마우스를 이소플루란 용액으로 흡입마취시킨 뒤 항응고제인 anticoagulant citrate dextrose (ACD)가 전처리된 주사기를 이용하여 마우스의 복부 정맥에서 채혈하였다. 이후 마우스 혈액은 300×g에서 20분간 원심분리하여 혈소판이 풍부한 혈장 (platelet rich plasma, PRP)을 얻은 뒤 PRP에 0.5 μM prostaglandin E1 (Sigma, USA)을 첨가하여 700×g에서 4분 동안 혈소판을 침전시켰다. 이후 10% ACD를 함유한 HEPES-Tyrode 완충액 (5 mM glucose, 136 mM NaCl, 12 mM NaHCO3, 2.7 mM KCl, 5 mM HEPES, pH 7.3)으로 1회 세척하고, 분리된 혈소판을 혈구 계산기로 혈소판 수를 계측하여 혈소판 수가 3×108 cells/mL의 농도가 되도록 HEPES-Tyrode 완충액으로 희석하여 실험에 사용하였다.

      

      
        4. 혈소판 응집 분석 
        HEPES-Tyrode 완충액으로 희석한 마우스 혈소판 (3×108 cells/mL) 용액 250 μL를 cuvette에 넣고, 밤꿀 원액을 D.W에 녹여 제조한 stock solution (1 g/mL)을 이용하여 3, 5, 10 mg/mL 농도가 되도록 각각 0.75, 1.25, 2.5 μL씩 cuvette에 첨가하고 37℃에서 10분 동안 배양하였다. 이후 혈소판 응집 인자인 collagen, thrombin, U46619와 ADP로 혈소판 응집을 유도하고, 혈소판 응집계 (4-channel platelet lumi-aggregomete, Chrono-Log Co., USA)를 이용하여 37℃, 1,000 rpm 조건에서 광투과도 변화를 이용한 혈소판 응집을 측정하였다. 이때 사용된 밤꿀 시료는 안정성을 위하여 상온에 보관되었다.

      

      
        5. Flow cytometry 분석을 통한 혈소판 활성 평가 
        마우스 혈소판에 다양한 농도 (5, 10 mg/mL)의 밤꿀을 전처리한 뒤 37℃ 조건에서 10분 동안 배양하고, 콜라겐 (1 μg/mL)를 넣어 혈소판 활성을 유도하였다. 이후 PE anti-human CD62P (P-selectin, BioLegend, USA) 및 FITC anti-human αIIbβ3 (PAC1) 항체와 15분간 배양시킨 뒤 유세포 분석기 (Beckman Coulter Inc., USA)를 이용하여 혈소판 활성 인자를 활성을 분석하였다.

      

      
        6. 세포 내 Ca2+ 농도 측정
        마우스 혈소판 (1×108 cells/mL)은 CaCl2가 없는 HEPES-Tyrode 버퍼를 이용하여 재관류시킨 후, 37℃에서 10분 동안 다양한 농도 (3, 5, 10 mg/mL)의 밤꿀로 전처리하였다. 밤꿀이 전처리 된 마우스 혈소판을 암실에서 30분 동안 FLIPR Calcium 5 analysis kit (Molecular Devices, USA)를 이용하여 염색시키고, 1 μg/mL CRP를 이용하여 혈소판 활성화를 유도하였다. 혈소판 내 칼슘 분비와 유입 농도는 분광 형광분석기 (Spectramax i3 plate reader, Molecular Devices)를 이용하여 excitation 파장 485 nm, emission 파장 525 nm의 조건에서 측정하였다.

      

      
        7. FeCl3를 이용한 혈전증 동물모델에서의 항혈전 효능 평가
        혈전증 유도 마우스 모델을 만들기 위해 FeCl3 (10%)를 이용하였다. 마우스는 7일 동안 저용량 (10 g/kg) 및 고용량 (30 g/kg)의 밤꿀과 양성대조군인 aspirin (ASA, 100 mg/kg)을 경구로 투여하였으며, 마지막 투여 2시간 후 2% 이소플루란으로 마우스를 마취시켜 마우스의 왼쪽 경동맥을 분리하였으며, FeCl3 (10%)을 적신 필터 용지 (직경 2×2 mm) 를 이용하여 분리된 왼쪽 경동맥 위에 2분 동안 올려두어 혈전증을 유도하였다. 이후 혈류량은 혈액 유량계 (AD 계측기, 혈류량계)를 사용하여 측정하였다.

      

      
        8. Tail bleeding time 측정
        혈전증에 의한 지혈 작용을 측정하기 위하여 tail bleeding time 평가를 시행하였다. 마우스는 7일 동안 저용량 (10 g/kg) 및 고용량 (30 g/kg)의 밤꿀과 양성대조군 ASA (100 mg/kg)를 경구로 투여하였으며, 마지막 투여 2시간 뒤 2% 이소플루란으로 마우스를 마취하였다. 이후 면도날을 사용하여 마우스 꼬리의 5 mm를 절단하고 13 mL의 PBS가 담긴 15 mL conical tube에 꼬리를 넣고 고정한 뒤 출혈시간을 측정하였다.

      

      
        9. 통계처리
        결과 값은 평균±표준편차로 표기하였다. 자료의 분산분석 (analsysis of variance, ANOVA) 검정은 GraphPad Prism 5를 이용하여 실시하였으며, 통계적 유의성은 다중집단의 ANOVA와 Dunnett’s test for comparisons of multiple group, Student’s t-test for comparisons of two groups로 분석하였다 (0.05보다 낮은 P 값은 유의미하다고 간주하였다).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 밤꿀의 혈소판 응집 억제 효능 평가 
        마우스 혈소판에 다양한 농도의 밤꿀 (3, 5, 10 mg/mL)로 전처리한 후 콜라겐 (≤1 μg/mL), thrombin (≤0.025 U/mL), U46619 (≤3 μM)와 ADP (≤2.5 μM)로 혈소판 응집을 유도한 뒤 혈소판 응집 억제 효능을 평가하였다 (Fig. 1). 연구 결과, 밤꿀은 콜라겐으로 유도된 혈소판 활성에만 선택적으로 혈소판 응집을 농도 의존적으로 저해시켰으며, 이때, 밤꿀 3, 5, 10 mg/mL로 처리 시 대조군 대비 혈소판 응집 저해율은 각각 28±4, 69±3, 96±2%로 나타났다. 하지만, 다른 응집 인자 유도에 따른 혈소판 응집에는 영향이 없었다. 현재 혈행 개선 건강기능식품 원료로 주로 은행나무 잎이 사용되고 있는데, Shiyong et al. (2015)의 연구에서 사람 혈소판에 은행나무 추출물 (2 mg/mL)를 처리하였을 때 ADP, U46619, 콜라겐으로 유도된 혈소판 응집을 모두 완전히 저해하였다 . 게다가, 뽕나무 잎 70% 주정 추출물 (200 μg/mL)이 콜라겐 (2 μg/mL)으로 유도된 혈소판 응집을 약 60% 감소시켰고 (Kim et al., 2014), 뽕나무 뿌리껍질인 상백피의 열수 추출물 (100 μg/mL)의 경우 약 95% 이상 감소시키는 것으로 보고되었다 (Kim et al., 2022). 다른 선행 연구 결과의 천연물 대비 높은 농도에서 밤나무 꿀의 항혈전 효능을 관찰할 수 있었지만, 꿀의 경우 스푼 단위로 섭취하거나, 일회용 꿀 포장이 300 g 내외인 것을 감안하면, 일상에서 섭취가 어려운 정도는 아닐 것으로 판단된다. 또한, 혈소판에는 콜라겐과 직접 또는 간접적으로 상호 작용하는 여러 수용체가 존재하는데, 이 중 integrin α2β1 (GPIa/IIa)는 내피세포와의 부착 (adhesion) 기전을 매개하고, Ig-like receptor GPVI의 경우 혈소판 응집 조절에 주요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (Dutting et al., 2012). 따라서 밤꿀은 GPVI 직접적인 조절을 통하여 혈소판 응집을 저해시키는 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 1.  
				
          

          
            Inhibitory effect of chestnut honey on platelet aggregation following stimulation with various agonists. Washed platelets were pre-incubated with various concentrations of chestnut honey (3, 5, and 10 mg/mL) for 10 minutes at 37°C and then stimulated with 1 μg/mL collagen, 0.025 U/mL thrombin, 3 μM U46619, and 2.5 μM ADP. Data represent the mean±SD (n=3).
          
          

          

        

      

      
        2. 밤나무 꿀의 혈소판 활성화 조절 효능 평가 
        혈소판 활성화의 positive feedback cycle을 유도하는 주요 과정 중 혈소판 활성 바이오마커로 쓰이는 α-granule의 P-selectin과 αIIbβ3 integrin 활성화 조절 기작에 대한 밤나무 꿀의 효능을 평가하였다. Fig. 2에서 보는 바와 같이, 밤나무 꿀의 처리는 콜라겐 (≤1 μg/mL)으로 혈소판 활성을 유도하였을 때 P-selectin 노출 (exposure)에는 영향을 주지 않았지만, αIIbβ3 integrin 활성도를 농도 의존적으로 억제하는 것을 확인하였다. P-selectin은 혈소판이 활성화될 때만 α-granule에서 분비되어 혈소판 세포막 표면으로 이동하는 막단백질로 혈소판 내부적인 활성을 확인할 수 있으며, αIIbβ3 integrin의 경우 외부에서 혈소판과 혈소판의 응집을 매개하는 인자로 혈소판 외부적 요인에 의한 혈소판 활성을 확인할 수 있다 (Ni and Freedman, 2003; Durrant et al., 2017). 밤나무 꿀의 경우 αIIbβ3 integrin 활성만 억제하였으므로 외부적으로 혈소판끼리의 응집을 억제하는 기전으로 혈소판 응집을 조절하는 것으로 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 2.  
				
          

          
            Inhibitory effect of chestnut honey on αIIbβ3 integrin activation but not P-selectin exposure during platelet activation. Mouse platelets were pre-treated with various concentration of chestnut honey (3, 5, and 10 mg/mL), and stimulated with 1 μg/mL Collagen. αIIbβ3 integrin activation and P-selectin exposure were analyzed by flow cytometry. Binding of anti-activated αIIbβ3 (JON/A) and anti-P-selectin antibodies to platelets was calculated by the ratio of the geometric mean fluorescence intensity (MFI) value of antibodies to that of control IgG. Data represent mean±SD (n=3). *P<0.05 and **P<0.01 versus vehicle control after ANOVA and Dunnett’s test.
          
          

          

        

      

      
        3. 밤나무 꿀의 혈소판 내 Ca2+ mobilization 및 thromboxane B2 조절 효능 평가 
        혈소판 내 세포질에서 Ca2+ mobilization의 기본 메커니즘과 thromboxane B2 생성은 혈전 응집 반응에 주요한 기전으로 알려져 있다. 밤나무 꿀을 전처리한 뒤 콜라겐에 의한 혈소판 활성에 따른 Ca2+ influx와 thromboxane B2 생성을 확인한 결과, 두 가지 인자 모두 밤나무 꿀에 의해 조절되지 않는 것을 확인하였다 (Fig. 3). Fig. 2 결과와 종합하면, 밤나무 꿀은 혈소판 내부에서 혈소판 활성을 일으키는 인자들 (P-selectin, calcium, thromboxane B2)에는 영향을 주지 않고, αIIbβ3 integrin 활성 조절을 통한 혈소판 응집을 저해하는 것으로 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 3.  
				
          

          
            Chestnut honey is not important for platelet activation through Ca2+ mobilization and TXB2 generation. Mouse platelets were re-suspended in HEPES-Tyrode buffer without 1 mM CaCl2 and pre-incubated with various concentration of chestnut honey (3, 5, and 10 mg/mL), and then incubated with a calcium-sensitive dye for 30 minutes at 37°C in the dark. After treatment with a Ca2+ dye, platelets were stimulated with 1 μg/mL collagen for 10 minutes. Intracellular Ca2+ mobilization was measured and quantified by the AUC (arbitrary units). Effect of chestnut on TXB2 generation was measured using a TXB2 ELISA assay kit. Washed platelet were pre-treated with various concentration of chestnut honey (3, 5, and 10 mg/mL) for 10 minutes, then stimulated with 1 μg/mL collagen. Quantitative data represent the mean±SD (n=3).
          
          

          

        

      

      
        4. 경동맥 혈전증 동물모델에서 밤나무 꿀의 혈전증 억제 효능 평가 
        밤나무 꿀의 혈전증 억제 효과를 측정하기 위해 마우스에 저용량 (10 g/kg)과 고용량 (30 g/kg)의 밤나무 꿀 및 양성대조군 ASA (100 mg/kg)를 7일간 경구 투여하였다. 실험 결과, 대조군 (vehicle)에서 경동맥 폐색 시간이 평균 8.06(±2.98)분 발생하였고, 저용량 밤나무 꿀 투여군에서는 경동맥 폐색 시간이 평균 12.53(±3.76)분, 고용량 밤나 무 꿀 투여군에서는 경동맥 폐색 시간이 평균 15.61(±6.42) 분으로 나타나 대조군과 비교해 유의적인 증가를 확인하였다 (Fig. 4). 이때 고용량 밤나무 꿀 투여군에서의 경동맥 폐색 시간은 양성대조군인 ASA 투여군 평균 17.05(±5.26)분과 동등한 경동맥 폐색 시간 연장 효능을 보였다. ASA는 cyclooxygenase 억제를 통해 thromboxane A2 생성을 조절하여 혈소판 응집을 저해시키는 대표적인 항혈소판제로 혈전증 예방과 치료에 사용되고 있다 (Santos-Gallego and Badimon, 2021). 하지만 위장계 출혈 및 천공 등의 심각한 부작용이 보고되고 있어, 항혈전 효능이 있고 부작용이 없는 안전한 항혈소판제의 개발이 요구되고 있다 (Sostres and Lanas, 2011).

        
          
          

          Fig. 4.  
				
          

          
            Chestnut honey delayed FeCl3-induced arterial thrombus formation. FeCl3-induced arterial thrombus formation was performed as described in Methods. After oral administration of chestnut honey and ASA for 7 days, the mouse carotid artery was treated with 10% FeCl3 for 2 minutes, and blood flow traces were monitored until stable occlusion took place. Horizontal bars represent the median occlusion time (n=10). **P<0.05 and ***P<0.001 versus vehicle control after ANOVA and Turkey’s test.
          
          

          

        

      

      
        5. 밤나무 꿀의 지혈 작용에 미치는 영향 
        혈관이 손상되면 혈소판이 활성화되어 손상 부위에 응집 및 부착하면서 혈관 손상에 따른 출혈을 지혈시키는 역할을 한다. 본 연구에서는 경동맥 혈전증을 농도 의존적으로 억제하는 효능을 보인 밤나무 꿀이 지혈 작용에 어떤 영향을 주는지 확인하였다. 꼬리 절단 후 출혈시간 및 양을 측정한 결과, 저용량 밤나무 꿀 투여군과 고용량 밤나무 꿀 투여군의 마우스 꼬리 출혈시간은 대조군과 비교 시 통계적으로 유의한 차이가 없음을 확인하였다 (Fig. 5). 그러나 ASA군에서는 다른 실험군들과 비교하였을 때 출혈시간이 유의적으로 증가하였고, 이는 기존에 보고된 ASA의 출혈 부작용과 동일한 결과이다. 또한, 우수한 항혈전 효능으로 건강기능식품 시장에서 판매되고 있는 은행잎 추출물 경우에도 몇몇 임상 연구에서 약간의 출혈을 일으키는 것으로 보고된 바 있다 (Bone, 2008). 따라서 밤나무 꿀이 생체 내 지혈 작용에는 영향 없이 혈전증을 억제하는 효능은 향후 혈전증을 예방하는 건강기능식품 소재나 치료제로 개발될 수 있을 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 5.  
				
          

          
            The administration of chestnut honey did not affect hemostasis. After oral administration of chestnut honey and ASA for 7 days, tails of vehicle (close circle), 10 g/kg (open triangle), 30 g/kg (open circle) chestnut honey, and ASA (open square) treated mice were amputated, and bleeding time was monitored as described in Methods. Horizontal bars represent the median of bleeding times for each group of animals (n=10). ***P<0.001 versus vehicle control after ANOVA and Turkey’s test.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      적 요
      밤나무 꿀은 항균 및 항산화 효능이 뛰어나 염증을 완화하는 전통 의학으로 사용되었지만, 항혈소판 효능에 관한 연구는 아직까지 보고된 바가 없다. 본 연구에서 밤나무 꿀의 혈소판 응집 억제 효과를 확인하기 위해, 혈소판 응집, 과립 분비, 세포 내 Ca2+ 유입, thromboxane B2 생성을 평가하고, 마우스에 7일 동안 하루에 한 번 10, 30 g/kg으로 경구 투여하여 혈전증 및 출혈시간 분석하였다. 밤나무 꿀을 농도별 (3, 5, 10 mg/mL)로 처리하였을 때 콜라겐 유도 혈소판 응집과 αIIbβ3 인테그린 활성화가 크게 감소되었지만, 혈소판이 활성화되었을 때 P-selectin 노출, 세포 내 Ca2+ mobilization 및 thromboxane B2 생성에는 영향이 없는 것을 확인하였다. 또한, 밤나무 꿀을 마우스에 경구 투여했을 때 출혈 없이 FeCl3 유도 동맥 혈전 형성을 효율적으로 개선하여 혈전증 및 지혈에서 밤나무 꿀의 유익한 효능을 확인하였다. 이러한 결과는 밤나무 꿀이 향후 혈전증 예방 및 치료제 소재 개발에 효과적으로 이용될 수 있을 것으로 판단된다.
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