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꿀벌 꽃가루 열수 추출물의 큰포식세포 면역활성 효과
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Immunomodulatory effect of bee pollen extract in macrophage cells
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Abstract Activation of macrophages plays an important role in the host-immune system. In this study, we investigated
the functional roles and related signaling mechanism of hot-water extracts of bee pollen (BPW) in RAW 264.7
macrophages. Since BPW did not exert cytotoxicity at concentrations ranging from 62.5 to 250 μg/mL in macrophage
cells, a concentration of 250 μg/mL was used as the maximum dose of BPW throughout subsequent experiments. BPW
increased inducible nitric oxide synthase-mediated nitric oxide production in a concentration-dependent manner.
Additionally, BPW was found to induce macrophage activation by augmenting the expression of cell surface molecules
(cluster of differentiation; CD80/86, and major histocompatibility complex; MHC class I/II) and production of pro-
inflammatory cytokines (tumor necrosis factor-α, interleukin-6, and IL-1β) through mitogen-activated protein kinase and
nuclear factor-κB signaling pathways in RAW 264.7 macrophages. Taken together, our results indicate that BPW could
potentially be used as an immunomodulatory agent.
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서 론

면역반응은 병원균과 같은 인체로 유입된 외부 항원으로부터

생체를 보호하기 위한 자기방어체계로서 다양한 면역세포들의 상

호작용으로 체계가 유지된다. 병원체가 체내에 침입했을 때 가장

먼저 대응하는 면역세포들로는 호중구, 단핵구, 큰포식세포와 같

은 탐식세포들이 있다(Cha 등, 2014). 이 중 큰포식세포는 바이

러스, 곰팡이, 세균 등과 같은 병원성 항원들에 의해 활성화되면

이들을 포식해 침입을 억제하며, 산화질소(II) (nitric oxid, NO)와

염증유발 사이토카인(pro-inflammatory cytokine)과 같은 면역조절

인자들을 분비하여 선천면역을 매개하는 세포를 활성화하거나 후

천면역계에 대표적인 세포인 T 세포에 특이 항원에 대한 정보를

제시해 분화를 조절하여 면역체계를 유지하며, 또한 배아발생, 상

처 치유, 감염과 노화된 세포 제거 등을 통해 면역반응에서 중요

한 역할을 한다(Byun, 2017; Klimp 등, 2002; Schepetkin과

Quinn, 2006; Sung 등, 2016). 즉, 활성화된 큰포식세포로 부터 분

비된 면역조절인자인 사이토카인류 들은 자신을 활성화시켜 포

식작용을 증강시키거나, 미토겐 활성 단백질 인산화효소(mitogen-

activated protein kinases; MAPKs)와 nuclear factor-κB (NF-κB)

등과 같은 신호전달계의 활성을 통해 면역반응을 조절한다(Murray

과 Wynn, 2011). MAPKs와 NF-κB는 다양한 유전자의 발현과 분

화 그리고 세포 증식과 같은 면역반응을 중재하는 중요한 역할

을 수행하는 인자라고 알려져 있다.

최근 인간의 수명 연장과 건강에 대한 관심이 증가하면서 건

강유지를 위한 자연식품의 기능성과 생리활성물질에 대한 연구

가 널리 진행되고 있으며, 현재 식품소재 또는 자연물로부터 추

출한 물질을 면역조절 물질로서 개발하는 많은 방법들이 제시되

고 있다(Byrd 등, 2000; Lee 등, 1998). 이러한 자연물로부터 추

출한 물질은 비특이적으로 면역세포들을 자극하여, 면역기능을

활성화시켜 여러 질병요인으로부터 생체의 방어력을 증강시켜 예

방한다.

화분은 꿀벌을 유층과 성충의 단백질원으로 탄수화물, 지방질,

바이타민, 호르몬, 무기질 등의 영양성분이 풍부하다(Huang 등,

2017). 특히 벌이 채취한 꿀벌 꽃가루는 꿀과 효소가 혼합되어

있어 일반 화분보다 영양성분이 풍부하여 꿀벌의 단백질과 로열

젤리의 원료로 이용되는 식품이라고 알려져 있다(Bhadauria과

Nirala, 2009). 구성 성분으로는 플라보노이드, 카로테노이드, 터펜,

식물스테롤 등과 같은 페놀류, 비타민(A, C, D, E 및 K), 무기질

과 같은 생리활성 성분이 풍부하다고 알려져 있다(Klaric, 2014;

Klaric 등, 2018). 기존의 연구에서 꿀벌화분의 다양한 폴리페놀

과 플라보노이드 성분들이 항산화 메커니즘을 통한 항동맥 경화

증(Nader 등, 2010), 간 대사효소의 활성과 지방질함량 조절을 통

한 간보호 효과(Bhadauria 등, 2008), 염색체 이상이 유도된 비장

세포에서의 항돌연변이 효과(Abdella 등, 2009), tyrosinase 억제를

통한 미백활성효과가 있다고 보고되었다(Jin 등, 2018). 그 외에

도 꿀벌 꽃가루 추출물의 항암, 항염증, 산화방지, 항곰팡이, 항
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균 등의 다양한 치료적 특성이 보고된 바 있다(Gesek 등, 2010;

Kim 등, 2015a; Nirala과 Bhadauria, 2008). 지금까지 이루어진 꿀

벌 꽃가루 추출물에 대한 연구는 대부분 에탄올과 같은 유기용

매 추출물에 집중되어져 있다.

본 연구에서는 꿀벌화분을 독성이 없는 물을 용매로 사용하여

획득된 추출물의 면역활성능에 관하여 알아보기 위하여 마우스

큰포식세포에 꿀벌 꽃가루 열수 추출물을 처리하여 세포생존율,

면역조절 물질인 NO, 염증유발 사이토카인(tumor necrosis factor-

α; TNF-α, interleukin-6; IL-6, IL-1β)의 분비능, 세포표면 활성인

자(cluster of differentiation; CD80/86, major histocompatibility

complex; MHC class I/II)와 정확한 신호전달 체계를 알아보기 위

해 MAPKs의 인산화와 NF-kB의 발현 등에 미치는 영향에 관하

여 관찰해 보았다.

재료 및 방법

꿀벌 꽃가루 열수 추출물(BPW)의 제조

본 실험에서 사용한 꿀벌화분은 생생드림(Seoul, Korea)에서 구

매하여 사용하였다. 꿀벌꽃가루 분말 40 g에 800 mL의 증류수

(DW)를 가하여 100oC에서 2시간 열수 추출하였다. 추출물을 거

름종이(No. 42, Whatman, Kent, UK)로 여과 후, 원심분리(3,200

rpm, 20 min)하여 상층액을 취하였고 동일한 방법으로 2회 반복

하였다. 반복 추출하여 얻은 추출 상층액을 냉동 건조하여 −70oC

에서 보관하여 본 실험에 사용하였다.

큰포식세포 배양

마우스의 유래의 큰포식세포주인 RAW 264.7 cell은 한국세포

주은행(KCLB, Korea cell line bank, Seoul, Korea)에서 분양받아

사용하였으며, 세포배양을 위해 100 unit/mL 페니실린, 100 unit/

mL 스트랩토마이신과 10% 소태아혈청(FBS)를 포함하는 Roswell

Park Memorial Institute (RPMI) 1640 배지(Life Technology,

Carlsbad, CA, USA)를 사용하였으며, 세포는 37oC, 5% 이산화탄

소 배양기(311, Thermo, Carlsbad, CA, USA)에서 배양하였다.

세포 생존율 평가

RAW 264.7 큰포식세포를 96-well plate에 3×104 cell/well의

농도로 분주한 후 37oC, 5% 이산화탄소 배양기에서 12시간 동

안 배양하면서 세포를 완전히 부착시키고 BPW를 phosphate

buffered saline (PBS, WelGene, Daegu, Korea)에 용해하여

62.5, 125 및 250 μg/mL의 농도로 처리하여 24시간 동안 배양하

였다. 세포 생존율 평가를 위하여 well당 30 μL의 3-[4,5-dime-

thylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue

(MTT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 용액(5 mg/mL)을

첨가하여 4시간 동안 반응시켰다. MTT 시약의 첨가로 생성된

포마잔을 녹이기 위해서 다이메틸설폭사이드(DMSO, Sigma-

Aldrich)를 100 μL씩 첨가하고 1시간 후 마이크로플레이트 판독

기(Epoch, BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 570 nm에

서 흡광도를 측정하였고, 대조구(medium only)의 흡광도 값을

기준으로 세포 생존율을 비교하였다.

NO 유도능 평가

분리된 배양 상층액 100 μL에 동량의 Griess (Sigma-Aldrich)시

약을 처리하여 10분 동안 반응시킨 후 마이크로플레이트 판독기

(BioTek)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. NO의 농

도는 아질산소듐(NaNO2, Sigma-Aldrich)을 사용하여 얻은 표준 직

선과 비교하여 산출하였다.

사이토카인 분비 유도능 평가

48-well plate에 RAW 264.7 큰포식세포를 5×104 cell/well로 분

주한 후 37oC, 5% 이산화탄소 배양기에서 12시간 동안 배양하면

서 세포를 완전히 부착시키고, PBS에 용해된 BPW (62.5, 125 및

250 μg/mL)농도로 처리한 후 24시간 동안 배양하고 배양 상층액

을 분리하였다. 분리된 배양 상층액에서 TNF-α, IL-6 및 IL-1β의

함량을 측정하였다. 사이토카인 함량은 ELISA kit (eBioscience

Co., San Diego, CA, USA)을 사용하여 측정하였으며, 이때 사이

토카인의 농도는 kit에 포함되어 있는 표준 용액으로부터 산출된

표준곡선으로부터 계산되었다.

세포 표면 활성 인자(cell surface marker) 평가

BPW의 처리가 큰포식세포의 세포 표면 활성 인자의 발현에

미치는 영향을 측정하기 위하여 RAW 264.7 큰포식세포를 각 6-

well plate에 well당 1×106개로 분주한 후, BPW를 각 125 μg/mL

및 250 g/mL의 농도로 처리한 후 24시간 동안 반응시키고 각각

의 세포를 회수하였다. 항체의 비특이적인 결합을 방지하기 위하

여 회수된 각각의 세포에 1 μg/mL의 Fcγ I/III (BD Biosciences,

San Diego, CA, USA)을 처리하여 4oC에서 20분간 반응시킨 후,

큰포식세포 표면 활성 인자 분석을 위하여 anti-CD80-PE, anti-

CD86-PE, anti-MHC I과 II-PE (BD Biosciences)와 같은 세포 표

면 항체를 각각 1,000배 희석하여 각각의 세포에 처리하고 30분

동안 반응시키고 유세포 분석기(FACS callibur, BD Biosciences)

를 이용하여 BPW의 처리가 큰포식세포의 세포 표면 활성 인자

의 발현에 미치는 영향에 관하여 분석하였다.

웨스턴 블롯 분석

RAW 264.7 큰포식세포를 6 well plate에 2×106 cell/well의 농도

로 분주하여 12시간 동안 완전히 부착시키고 BPW를 125 및 250

μg/mL의 농도로 처리하였다. 배양이 끝난 세포를 수집하여 PBS

로 3회 세척한 후 NP40 세포분해완충용액(Biosource, Gangnam-

gu, Seoul, Korea)를 첨가한 후 13,000×g에서 15분간 원심분리해

서 세포 분해물을 분리하였다. 핵 내의 단백질을 분리하기 위하

여, 상기 수집된 세포에 저장성 완충액(10 mM HEPES, pH 7.9,

1.5 mM magnesium chloride (MgCl2), 10 mM 염화포타슘 (KCl),

0.5 mM dithiothreitol (DTT), 1 μM leupeptin와 0.2 mM phenyl

methyl sulfonyl fluoride (PMSF))을 20분간 처리한 후 12,000×g에

서 1분간 원심분리하여 세포질과 핵을 분리하였으며, 분리된 핵

을, 고장성 용액(20 mM HEPES, pH 7.9, 25% glycerol, 420 mM

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 0.5 mM DTT, 1 μM leu-

peptin, 0.2 mM PMSF)을 처리하여 10,000×g에서 20분간 원심 분

리하여 핵단백질을 추출하였다. 분리된 세포 분해물은 BCA 단

백질 검출 키트(Thermo scientific, Rockford, IL, USA)를 사용하

여 단백질 정량을 실시하였고, well당 20 μg/mL의 세포 분해물을

10% 폴리아크릴아마이드 젤에 각각 loading하여 SDS-PAGE로 변

성분리 하였다. 이를 polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane

(Millipore Merck KGaA, Darmstadt, Germany)으로 transfer하였

고, membrane은 항체의 비특이적 결합을 방지하기 위해 blocking

solution (5% skim milk) 20 mL에서 1시간 방치하였다. 이 후

TBST (20 mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0.05% Tween-20, pH

7.5)로 10분씩 3회 세척하였으며, iNOS, COX-2, p-p38, p-ERK,

p-JNK 및 NF-κB의 발현량을 측정하기 위해 1차 항체(Cell sig-

naling, Danvers, MN, USA)를 1:2,000으로 희석하여 4시간 동안
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반응시키고, TBST로 5분간 3회 세척하였다. 이후 2차 항체(goat-

anti rabbit lgG, Calbio-chem, La Jolla, CA, USA)를 1:5,000으로

희석하여 2시간 동안 반응시키고, 현상을 위하여 electrochemilu-

minescence (ECL, Millipore Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

시약을 사용하여 인화하였다.

통계 분석

이상의 실험에서 얻어진 결과는 Statistical Package for Social

Sciences (SPSS, 10.0, IBM, Chicago, IL, USA) software를 이용

하여 one-way ANOVA test로 분석하였으며, 시료 간의 유의성은

던칸시험으로 p<0.05, 수준에서 비교하였다.

결과 및 고찰

BPW의 세포 생존율 평가

BPW의 처리가 큰포식세포의 세포독성에 미치는 영향에 관하

여 평가하기 위하여 RAW 264.7 세포에 농도별 BPW를 처리하

여 BPW에 대한 큰포식세포의 생존율을 MTT 방법을 통하여 평

가하였다(Fig. 1A). LPS (200 ng/mL)와 BPW를 62.5, 125와 250

μg/mL의 농도로 처리하였을 때, LPS 처리군 및 BPW 처리군 모

두에서 세포독성이 나타나지 않았다. 따라서 BPW의 처리는 큰

포식세포의 세포독성에 영향을 미치지 않는 것으로 판단되어 추

후 BPW의 처리가 NO와 사이토카인의 생성능에 어떠한 영향을

미치는지 알아보기 위하여 BPW의 농도를 250 μg/mL 이하로 고

정하여 실험하였다.

BPW의 iNOS 관련 NO 생성에 미치는 영향

큰포식세포는 외부 항원의 침입에 의해 활성화되면 항원을 포

식하며, NO와 같은 활성 질소종과 사이토카인을 대량으로 생산

하여 후천성면역세포인 T 세포에 항원에 대한 정보를 제시해 후

천성면역반응의 활성을 유도한다(Lee 등, 2006). 활성화된 큰포식

세포가 분비하는 NO는 산화질소 합성 효소(inducible NO syn-

thase; iNOS)에 의해 L-아르기닌으로부터 생성되는 무기 유리체

이며, 주로 면역반응, 세포독성과 신경전달에 관여하여 세포 기

능 유지에 중요한 역할을 수행한다. 따라서 NO 분비능의 증가는

큰포식세포의 활성화에 관한 바이오마커로 주로 사용된다(Flurkey,

1991; Gao 등, 2000; Jung과 Park, 2005). BPW의 처리에 따른

큰포식세포 활성화에 미치는 영향을 측정하기 위하여 RAW 264.7

큰포식세포에 양성 대조군인 LPS (200 ng/mL)와 BPW를 각각 농

도별 (62.5, 125 및 250 μg/mL)로 처리하고, 세포 상층액에서 NO

의 분비능에 관하여 관찰하였다(Fig. 1B). 양성대조군인 LPS 단

독 처리구에서 NO의 분비능이 12.35±0.38 μM로 크게 증가된 것

으로 관찰되었다. 또한 BPW를 세포독성에 영향을 미치지 않는

농도인 62.5, 125와 250 μg/mL로 처리한 결과, 각각 3.26±0.22,

5.22±0.44, 7.25±0.17 μM로 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인

할 수 있었다. 활성화된 큰포식세포가 분비하는 NO는 강한 이원

자 자유라디칼로 미생물과 같은 병원성 항원에 의해 감염된 세

포나 암세포의 증식을 제어하는 등의 다양한 체내방어기능을 가

지고 있는 인체 내 중요한 물질이다. NO의 생성 증가 원인에 관

해 알아보기 위하여, NO 생성에 관여하는 단백질인 iNOS의 세

포내 발현에 관하여 관찰하였다(Fig. 1C). BPW를 125 와 250 μg/

Fig. 1. Cytotoxic effect and nitric oxide (NO) production and

inducible NO synthase (iNOS) expression of Bee-pollen water
extracts (BPW) in RAW 264.7 macrophage cells. BPW were
treated at the concentration of 62.5, 125 and 250 μg/mL and LPS
was treated at 200 ng/mL. After 24 h, cell proliferation was
measured by MTT assay (A), NO production in culture supernatant
was analyzed by Griess reagent assay (B). iNOS expression in cell
lysate was investigated by western blotting (C). Results was
expressed as mean±SD. a,b,c,d,eValues with different letters are
significantly different (p<0.05).



440 한국식품과학회지 제 50권 제 4호 (2018)

mL의 농도로 처리하여 큰포식세포 내 iNOS 발현을 관찰한 결과

, NO 분비능의 경향과 유사하게 BPW 처리구 세포내 iNOS의 발

현이 증가한 것을 관찰할 수 있었다. 따라서 BPW 처리에 따른

NO 분비능의 증가는 세포내 iNOS 발현이 증가에 따른 것으로

사료되어, BPW는 큰포식세포의 활성화를 일으켜 NO 분비능을

증가시켜 큰포식세포의 면역활성에 기여하는 것으로 관찰된다.

BPW의 사이토카인 분비능에 미치는 영향

외부로부터 생체로 유입된 병원균인 바이러스와 세균과 같은

항원에 의해 활성화된 큰포식세포는 직접적으로 탐식하거나, 사

이토카인과 같은 면역 매개물질을 분비함으로서 면역반응을 유

도한다(Byun과 Byun, 2015). 사이토카인은 면역세포 간 상호작용

을 매개하여 신호전달을 위한 중요한 면역조절인자이며, 큰포식

세포가 분비하는 대표적인 사이토카인으로 TNF-α, IL-6 및 IL-

1β 등이 있다. TNF-α는 큰포식세포가 분비하는 사이토카인으로

써, 외부로부터 유입되는 병원균과 같은 항원에 오염된 세포의

살해능력을 활성화시켜 숙주의 감염부위를 국소화시켜 초기 면

역반응에서 중요한 역할을 수행한다(Kim 등, 2015b). IL-6는 B

세포와 T 세포의 기능을 조절해 체액성반응을 조절하고, 조혈 작

용을 활발하게 일어나게 하며, IL-1β는 TNF-α와 유사하게 외부

로 유입된 병원성 항원의 확산을 감소시킴으로써 초기 감염반응

의 확대를 감소시키며, B 세포와 T 세포의 활성을 촉진시켜 후

천성 면역반응의 개시반응을 빠르게 진행시키는 역할을 수행한다

(Lee 등, 2011; Byun, 2015). 따라서 큰포식세포에서 면역반응의

매개자 역할을 수행하는 사이토카인 분비능의 증가는 초기면역

반응에 따른 과도한 염증 발생을 억제하고, B 세포, T 세포의 분

화를 촉진시키거나, 외부 병원성 항원의 침입에 따른 염증을 억

제시키는데 중요한 역할을 수행한다. BPW의 처리가 큰포식세포

의 사이토카인인 분비능에 미치는 영향을 평가하기 위하여 큰포

식세포에 BPW를 처리하여 배양 상층액에 존재하는 사이토카인

의 함량을 ELISA법으로 측정하였다(Fig. 2). 양성대조구인

lipopolysaccharide (LPS) (200 ng/mL) 처리 시, 큰포식세포의 사이

토카인(TNF-α; 1244±33.74 pg/mL, IL-6; 540.61±11.02 pg/mL, IL-

1β; 1056.41± 53.2 pg/mL)이 유의적으로 증가되는 것으로 관찰되

었다. BPW 처리구에서 TNF-α의 분비량은, 575.64±22.46,

910.76±25.47과 988.80±6.52 pg/mL,로 나타났으며, IL-6의 분비량

은, 274.22±21.42, 316.19±331.99와 409.69±26.04 pg/mL로 나타났

으며, IL-1β의 분비량은, 134.21±1.2, 167.40±2.1과 237.23±1.8 pg/

mL로 BPW 처리농도 의존적으로 사이토카인의 분비량이 증가되

는 것으로 관찰되었다. 일반적으로 활성화가 일어나지 않은 큰포

식세포는 미생물 과 바이러스와 같은 외부 항원에 감작된 세포

를 제거하는데 효과적이지 않다. 그러나 활성화가 일어난 큰포식

세포는 외부 항원에 감작된 세포를 제거하는 능력이 크게 증가

한다. BPW의 처리는 큰포식세포의 NO 분비능을 증가시키는 것

뿐만 아니라, 면역활성에 관여하는 다양한 사이토카인의 분비능

을 조절하여 큰포식세포의 면역활성에 기여하는 것으로 판단된다.

BPW의 큰포식세포의 세포 표면 활성 인자에 미치는 영향

다양한 면역세포구들은 세포 표면에 부착되어있는 세포표면 분

자구조에 따라 서로를 구분하며, 이러한 구분은 분화집단(cluster

of differentiation; CD)이라는 표현형을 사용한다(Lee 등, 2001).

CD는 활성화된 T 세포의 분열을 촉진시키는 항원제시 세포로서

의 역할시 필수적으로 요구되는 세포막 단백질로 세포의 활성화

와 관련하여 중요한 지표로 이용된다(Cho 등, 2007). 주조직적합

성 복합체(major histocompatibility complex; MHC)는 선천성면역

세포들이 후천성 면역세포인 T 세포에 바이러스와 세균과 같은

병원체의 항원에 대한 정보를 제시할 때 사용하는 막 단백질로

면역반응을 전개한다(Piani 등, 2000). 탐식세포가 포함하고 있는

Fig. 2. Cytokine (TNF-α, IL-6, and IL-1β) production activity of
Bee-pollen water extracts (BPW) in macrophage cells line (RAW

264.7). BPW were treated at the concentration of 62.5, 125, and 250
μg/mL. Lipopolysaccharide (LPS) was also treated at the
concentration 200 ng/mL as a specific mitogen to macrophage cells.
After 24 h, cytokine productions in culture supernatant were
measured by using ELISA kit. a,b,c,d,eValues with different letters are
significantly different (p<0.05).
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주조직적합성 복합체로는 MHC class I과 II가 존재하며 큰포식

세포와 같은 탐식세포가 활성화되지 않았을 때는 적은 양의 발

현이지만, 면역세포들이 활성화가 되면 많은 양이 발현되어 T 세

포에 많은 양의 항원을 전달할 수 있으며, T 세포를 활성화시켜

후천성면역반응을 증폭시킨다(Hegde 등, 2003). MHC class I는

모든 세포에 발현이 되어 있는 세포표면단백질로 T 세포에 항원

을 제시하여 항원을 제시한 세포가 세포독성 T 세포에 의해 제

거되며, MHC class II는 특정 면역세포에만 존재하여, 탐식세포가

B 세포나 보조 T 세포에 항원을 제시하면 그 항원에 대한 면역

작용을 활성화시킨다. 따라서 CD80, 86, MHC class I과 II의 발

현의 증가는 큰포식세포와 같은 탐식세포의 활성화에 매우 밀접

한 관련이 있다(Mo 등, 2017). BPW의 처리가 큰포식세포의 세

포표면활성 인자의 발현량에 미치는 영향을 유세포 분석기를 통

하여 관찰하였다(Fig. 3). BPW를 농도별(125와 250 μg/mL)로 처

리하여 CD80과 86 그리고 MHC class I과 II의 발현에 관하여 관

찰한 결과 모든 BPW 처리구에서 발현이 증가되는 것으로 관찰

되었으며, 처리농도가 증가할수록 발현량이 증가되는 것으로 나

타났다. 이러한 결과로 미루어 보아 BPW의 처리는 큰포식세포

의 세포표면활성 인자들의 발현을 직접적으로 증가시켜 면역세

포를 활성화시키는 것으로 사료된다.

BPW의 MAPKs와 NF-κB의 인산화에 미치는 영향

Mitogen-activated protein kinase (MAPKs)와 NF-κB는 면역세포

에서 면역활성을 매개하는 대표적인 신호전달 체계로서, 여러 외

부 자극에 의해 면역반응이 매개되면 면역세포 내부의 신호 전

달 체계가 활성화 되면서, 면역매개물질인 NO와 사이토카인 등

의 분비가 촉진된다(Brewer 등, 1992). 대표적인 MAPKs의 단백

질에는 세포 밖 조절 단백질 인산화효소(extracellular regulated

protein kinase; ERK), c-Jun NH2-단백질 인산화효소(JNK)와 세린

/트레오닌 단백질 인산화효소(serine/ threonine protein kinase; p38)

등이 있으며, 각 단백질의 인산화의 유무에 따라 활성을 판단한

다(Cobb과 Goldsmith, 2000).

일반적으로 NF-κB는 NF-κB 억제제(Iκ-B) 단백질과 결합하여

불활성화 상태로 세포질에 존재 하다가 활성화된 MAPKs로부터

인산화된 Iκ-B와 결합하여, 핵 내로 이동한다(Kwon 등, 2016).

NF-κB가 핵 내로 이동하여 활성화 되면 활성제 단백질-1(activator

protein-1, AP-1) 등과 같은 핵 내의 다른 면역 활성인자를 인산

화시켜, 면역매개물질들의 유전자 발현을 유도하게 된다. 따라서

면역반응의 신호전달 체계에서 MAPKs와 NF-κB의 활성은 면역

반응의 개시, 유지, 발전에 매우 중요한 역할을 수행한다(Kim 등,

2013).

본 연구에서 BPW의 처리가 매개하는 면역반응의 메커니즘에

관하여 분석하기 위하여, BPW 처리된 세포 내 MAPKs (ERK1/

2, p38와 JNK)와 NF-κB의 활성화에 관하여 관찰하였다(Fig. 4).

양성처리구인 LPS 처리구(200 ng/mL)에서 ERK1/2, p38과 JNK

의 인산화가 증가되었으며, 핵 내 NF-κB의 발현 또한 증가하였

다. BPW를 125와 250 μg/mL 농도로 처리한 후, 면역 세포내

MAPKs의 인산화와 핵 내 NF-κB 의 발현에 관하여 관찰한 결

과, BPW 처리구에서 ERK1/2, p38과 JNK의 인산화가 유의적으

로 증가하는 것으로 관찰되었다. 또한 핵내 NF-κB의 발현이

MAPKs의 결과와 유사하게 증가되는 것으로 관찰되었다.

따라서 본 비교 연구에서 BPW의 처리가 면역활성을 유도하는

것으로 나타났으며, BPW의 처리는 MPAKs의 인산화와 NF-κB의

핵 내 이동성을 증가시켜 높은 면역활성을 유지하는 것으로 사

료된다.

Fig. 3. Expression of costimulatory (CD80, 86) and MHC class (I,II) molecules by Bee-pollen water extracts (BPW) in macrophage cell

line (RAW 264.7). BPW was treated at the concentration of 125 and 250 g/mL. Lipopolysaccharide (LPS) was also treated at the concentration
200 ng/mL in macrophage cells (RAW 264.7). All experiments were conducted in triplicates (n=3), and the results are expressed as mean±SD.
a,b,c,dValues with different letters are significantly different (p<0.05).
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요 약

본 연구는 꿀벌 꽃가루 열수 추출물(BPW)의 면역 활성에 관

하여 알아보기 위하여, 선천면역과 적응면역에서 중심 역할을 수

행하는 큰포식세포에 BPW를 처리하여 세포 생존율, NO 분비능,

사이토카인(TNF-α, IL-6, IL-1β) 분비능과 메커니즘 분석을 통한

신호전달에 관하여 관찰하였다. BPW를 큰포식세포에 처리하여

면역활성에 관하여 알아봤을 때, 큰포식세포 면역활성의 대표적

인 바이오마커인 NO, 사이토카인의 분비능과 iNOS의 세포내 발

현이 BPW 처리구에서 유의적으로 증가되는 것으로 관찰되었다.

또한 활성화된 탐식 세포의 세포 표면에서 발현되는 CD80과

CD86의 발현과 탐식세포의 항원제시에 밀접한 관련이 있는 주

조직적합성 복합체(MHC class I과 II)의 발현이 BPW 처리구에

서 유의적으로 증가되는 것으로 관찰되었다. 기전분석 결과, BPW

의 처리는 MAPKs의 인산화와 NF-κB의 핵 내 이동성을 증가시

켜 면역활성을 증가시키는 것으로 관찰되었다. 따라서 BPW의 처

리는 큰포식세포의 활성을 유도시켜 면역활성을 조절하는 것으

로 관찰되었다.
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