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Abstract

Purified bee venom was collected from colonies of honeybees (Apis mellifera L.) using a bee venom 
collector under sterile conditions and then purified under strict laboratory conditions. Purified bee venom 
contained 63.9±5.4% melittin, 10.9±1.6% phospholipase A2, and 2.3±0.3% apamin. Purified bee venom 
has various anti-bacterial, anti-inflammatory and immunostimulating effects. In this study, we evaluated 
purified bee venom which are mammary gland cells, MAC-T cells are used to increase the synthesis 
of milk protein. Purified bee venom promoted the proliferation of MAC-T cells at concentrations below 
1 g/mL, but cytotoxicity at 10 g/mL and above. As a result of the increase in the synthesis of -ca-
sein, a milk protein after treatment with MAC-T cells at a concentration of the bee venom without cyto-
toxicity, the -casein content in the cell culture was increased when treated at a concentration of 1 
ng/mL or more. In addition, it was confirmed that purified bee venom significantly increased the ex-
pression of bovine -casein (bCSNB) mRNA, a -casein synthesis gene, at a concentration of 1 ng/mL 
or more. These results suggest that purified bee venom can be used to increase the production of live-
stock by ultimately increasing the expression of milk protein
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서    론

  서양종꿀벌(Apis mellifera L.) 일벌의 독인 봉독은 

다양한 성분이 복합적으로 구성되어 있으며, 주 성분

인 멜리틴(melittin)은 항염증과 항균작용, 강력한 진

통작용, 면역증강 등의 역할을 한다고 알려져 있다

(Habermann과 Reiz, 1965; Fennelle 등, 1967; Piek, 

1986). 예로부터 민간과 한방에서는 살아있는 꿀벌을 

직접 환부에 놓거나 혈 자리를 찾아 사람과 가축의 

질병 예방과 치료에 이용해 왔다. 

  본 연구팀에서는 2005년 봉독채집장치와 채집된 

봉독으로부터 이물질을 제거할 수 있는 봉독정제법

을 개발하였다(한 등, 2007). 이로써 국내에서도 봉독 

채집이 가능하게 되었으며, 화장품과 의약품의 원료

와 동물용의약외품 세정제로 정제봉독이 상용화되었

다. 봉독은 자돈 및 양계에 처리했을 때 체중 및 생존

율 증가와 같은 생산성 향상과 질병 감소에 효과를 

나타낸다고 보고되었다(Han 등, 2009a; Han 등, 2010a). 

또한, 봉독을 분만 전 교소혈(交巢穴)에 투여한 경우 

분만 소요시간 단축과 후산 정체율 감소 등 분만효율

이 개선되었으며, 발정재귀일수와 분만간격의 단축과 

봉독을 투여한 어미 소로부터 출생한 신생송아지의 



172 한상미ㆍ우순옥ㆍ김세건ㆍ장혜리

Korean J Vet Serv, 2018, Vol. 41, No. 3

Fig. 1. UPLC spectrum of the 
purified bee venom.

Table 1. Conditions for Ultra Performance Liquid Chromatography 
(UPLC) analysis of purified bee venom

UPLC condition

Column Halo ES-18 (2.1×100 mm, 2.7 m)
Flow rate 0.8 mL/min
Injection volume 2 L
Column temperature 50°C
Sample temperature 5°C
Mobil phase (A) 20 mM TFA/MeCN*, (B) 20 mM 

TFA/H2O
(A) 0∼3 min, 10∼31%; 3∼5 min, 

31∼40%; 5∼10 min, 40∼45% 

체중 증가와 질병이 감소하는 것으로 보고되었다

(Han 등, 2010b). 뿐만 아니라 황색포도상구균

(Staphylococcus aureus, S. aureus) 등 유방염 원인균에 

의해 유발된 젖소 유방염의 경우 봉독투여로 체세포

수가 크게 감소하는 것으로 확인되었고, 유방염에 걸

린 젖소로부터 채취한 원유에서 분리한 균에 대한 항

균력이 우수한 것으로 보고된 바 있다(Han 등, 2007). 

또한 소유래 유선세포인 MAC-T 세포에 lip-

opolysaccharide (LPS)를 이용 염증을 유발한 후 봉독 

처리했을 경우 염증 유발 사이토카인인 COX-2 

(cyclooxygenase-2)의 발현을 크게 억제하는 것으로 

확인되었다(Jeong 등, 2017). 젖소에 봉독을 투여한 

후 3일째는 물론 투여 후 1일째에도 우유에서 봉독 

성분이 검출되지 않아 천연물질인 봉독은 축산물 내

에 잔류하지 않는 것으로 확인되었다(Han 등, 2015). 

봉독은 그람양성세균인 S. aureus, S. intermedius, 
Streptococcus agalactiae, S. iniae는 물론 그람음성세균

인 Salmonella newport, S. typhimurium 등에 강한 항균

력을 갖고 있다(Neena 등, 1992; Han 등, 2009b; Han 

등, 2013). 뿐만 아니라 항생제 내성균인 MRSA 

(Methicillin-resistant S. aureus)에 대해서도 우수한 항

균력을 지는 것으로 확인하였다(Han 등, 2016). 

  따라서 본 연구에서는 낙농산업에 막대한 경제적 

손실을 초래하는 젖소 유방염 원인균에 대해 강력한 

항균효과와 염증억제 효과를 갖는 봉독이 MAC-T 세

포에서 유단백 합성을 촉진하는 효과를 측정하여 젖

소 유방염 예방 및 치료제로 개발 가능성뿐만 아니라 

생산성 향상에도 도움이 되는지를 검증하고자 하였다.

재료 및 방법

공시 시료 및 성분 분석

  시험물질인 정제봉독은 봉독채집장치를 사용하여 

서양종꿀벌로부터 채취한 봉독을 ‘봉독의 간이정제

방법으로(한 등, 2007) 정제한 정제봉독을 구입하여 

사용하였다(한국정제봉독협동조합, 한국). 구입한 정

제봉독의 성분 확인을 위하여 4 mg/mL의 농도로 3차 

증류수에 녹여 PTFE 0.2 m 필터(Sigma-Aldrich, USA)

로 여과하여 UPLC (Ultra performance liquid chroma-

tography, Waters, USA)를 사용하여 분석하였다. 표준

품인 apamin, mellitin, 그리고 phospholipase A2는 시

그마사(Sigma-Aldrich)로부터 구입하여 2 mg/mL로 만

들어 시험봉독과 동일한 필터를 사용하여 여과하였

다. 분석기기는 PDA (photo diode array, Waters)검출

기가 장착된 Acquity UPLC I-Class (Waters)를 사용하

여, Table 1과 같은 컬럼 및 분석 조건으로 220 nm의 

검출파장에서 분석하였다(Han 등, 2017). 정제봉독 내

의 멜리틴, 아파민 그리고 포스포리파아제 A2의 함량

은 각각의 표준품 수용액 시료에 나타나는 피크와 비

교하여 63.9%, 2.3% 그리고 10.9%로 확인되었다(Fig. 1).
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MAC-T 세포 배양 및 생존율 측정

  본 실험에 사용한 MAC-T 세포는 고려대학교 식품

생명공학과로부터 분양받아 사용하였다. 세포는 10% 

fetal bovine serum (Gibco BRL, USA), 1% penicillin/ 

streptomycin (Gibco BRL)이 첨가된 DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium) 배지에 5% CO2 배양기에서 

37°C로 배양하였다. 정제봉독 하에서 MAC-T 세포의 

생존율을 측정하기 위하여 WST-8 (2-(2-methoxy-4-ni-

trophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl-2H-tetra-

zolium, monosodium salt) 환원 방법을 이용하였다. 24

시간 동안 배양 후 50 L CCK-8 용액(Dojindo, Japan)

을 첨가하여 3시간 배양하고 450 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 또한 세포의 형태에도 변화를 주는 지를 

확인하고자 광학현미경을 사용하여 관찰하였다.

-casein 단백질 발현 측정

  MAC-T 세포는 6 well에 2×105cell/well가 되도록 하

여 5% CO2 배양기에서 37°C 조건으로 24시간 배양

한 것을 사용하였다. 봉독을 함유하지 않은 배지와 1, 

10, 50, 100 ng/mL 농도로 봉독이 함유된 DMEM 배

지로 배양액을 교체하였으며 37°C, 5% CO2 조건 하

에서 24시간 반응시킨 뒤 그 상청액을 실험에 적용하

였다. 유단백인 -casein (CSN2)의 발현은 Cow Casein 

 ELISA Kit (Abbexa, UK)를 사용하여 측정하였다. 

CSN2 항체가 코팅된 plate에 배양액을 100 L/well 

씩 분주하고 1시간 반응시킨 뒤 biotin이 연결된 

CSN2 항체 100 L/well을 1시간, HRP를 가진 2차 항

체 100 L/well을 30분간 반응시킨다. 그 후 TMB 

substrate 90 L/well를 첨가하여 15분간 발색 반응시

킨 뒤 stop solution을 50 L/well 첨가하여 반응을 중

지시켜 450 nm에서 흡광도를 확인하였으며, 모든 반

응은 37°C에서 이루어졌다.

-casein 단백질 발현 지속시간 측정

  MAC-T 세포에서 봉독의 -casein 단백질 발현 지

속시간을 측정하고자 단백질 발현 최적 농도로 처리

한 후 12시간 간격으로 상청액을 취하여 발현량을 측

정하였다. MAC-T 세포는 24시간 동안 전 배양 한 다

음 -casein 단백질 발현 최적 농도의 봉독을 처리 한 

후 5% CO2 배양기에서 37°C 조건으로 배양하였다. 

봉독을 처리 한 후 24시간 간격으로 상청액을 취하고 

새로운 DMEM 배지로 배양액을 교체하였다. 수거한 

상청액은 Cow Casein  ELISA Kit (Abbexa, UK)를 

사용하여 단백질 함량을 측정하였다.

bCSNB (bovine -casein) mRNA 발현 측정

  -casein 단백질 발현 측정과 동일한 방법으로 배양

하여 1, 10, 50, 100 ng/mL 농도의 봉독을 처리한 

MAC-T 세포는 Trizol (Ambion, USA)을 첨가하여 상

온에 20분, chloroform과 상온에서 10분간 반응시킨 

후 12,000 rpm, 4°C에서 15분간 원심 분리하였다. 상

청액과 동량의 isopropanol을 10분간 반응시킨 뒤 분

리된 RNA를 80% 에탄올로 세척한 후 사용하였다. 

amfiRivert platinum cDNA synthesis master mix 

(GenDEPOT, USA)를 이용하여 42°C에서 60분, 70°C

에서 15분간 PCR을 수행하여 cDNA를 합성하였으며, 

-casein 합성 유전자인 bCSNB gene의 증폭을 확인하

기 위해 RT-PCR을 수행하였다. 사용한 primer는 bCSNB 

forward (5`-GTGAGGAACAGCAGCAAACA-3`), bCSNB 

reverse (5`-TTTTGTGGGAGGCTGTTAGG-3`), house-

keeping gene으로 glyceraldehye-3-phosphate dehydrogen-

ase (GAPDH) forward (5`-GGGTCATCATCTCTGCAC 

C T-3`), GAPDH reverse (5`-GGTCATAAGTCCCTCC 

ACGA-3`)로 PCR 조건은 다음과 같다(Zhou 등, 2008). 

94°C에서 3분 반응 후, 94°C에서 60초, 60°C에서 60

초, 72°C에서 60초 반응 사이클을 35회 반복하여 증

폭한 후 마지막 72°C에서 10분간 반응시켰다. 그 후 

1% agarose gel에서 전기영동하였고 UV를 조사하여 

증폭 산물을 확인하였다. 

통계처리

  실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성은 R 통계 

프로그램을 이용하여 분석하였으며, 그 결과는 평균±

표준오차(mean±SEM)로 표시하였다. 

결    과

세포의 생존율

  본 실험에서는 정제된 봉독을 MAC-T 세포에 다양

한 농도로 처리한 후 WST-8 환원 방법을 이용하여 

세포독성을 확인하였다. MAC-T 세포에 다양한 농도
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Fig. 3. Effect of purified bee venom on major milk protein, -casein 
stimulation in MAC-T cells. The MAC-T cells were treated with vari-
ous concentrations of purified bee venom for 24 hr before the ELISA 
assays. The -casein was done by measuring the accumulation of 
CSN2. Data are presented as mean±SEM of three independent 
experiments. The asterisk indicates a significant difference with P
＜0.01.

Fig. 4. The efficacy of the major milk protein, -casein stimulation 
in MAC-T cells lasted for 96 hrs after treatment with purified bee 
venom. The MAC-T cells were treated with 50 ng/ml concentrations 
of purified bee venom and incubated for 24 hrs. After 24 hrs, 
Supernatant media was harvested every 24 hrs and changed with new 
media. The harvested media was measured the accumulation of CSN2 
by the ELISA assays. Data are presented as mean±SEM of three in-
dependent experiments.

Fig. 2. Cell viability of purified bee venom on MAC-T cells by 
WST-8 assay. The cells were treated with various concentrations of 
purified bee venom for 24 hr. Data are presented as mean±SEM of 
three independent experiments. Normal is cell only. The asterisk in-
dicates a significant difference with P＜0.05.

의 봉독을 처리하였으며, 그 결과 정제봉독 10 g/mL

에서는 세포의 생존율이 57%로 현저히 낮게 나타났

으며 1 g/mL 부터 0.01 g/mL의 농도는 각각 99.9%, 

102.2% 그리고 103.5%로 세포의 증식이 미세하게 증

가하는 것을 나타났다(Fig. 2). 1 g/mL 이하의 정제

봉독은 MAC-T의 생존에 영향을 미치지 않으며 세포

의 증식에 도움에 되는 것으로 확인되었다. 이러한 

결과를 바탕으로 본 실험에서는 MAC-T 세포에 1 

g/mL 이하의 봉독을 처리한 후 -casein의 단백질 

및 bCSNB mRNA 발현에 미치는 영향을 조사하였다.

-casein 단백질 발현

  정제봉독이 젖소 유선세포인 MAC-T 세포에서 주

요 유단백질인 casein의 합성을 촉진하는지를 확인하

기 위하여 Cow Casein  ELISA kit를 이용하였다

(Chen 등, 2013). 세포 독성을 일으키지 않는 정제봉

독의 농도인 1 g/mL의 이하의 농도로 정제봉독을 

MAC-T 세포에 처리하였다. 그 결과 Fig. 3에서 보는 

바와 같이 1 ng/mL 이상의 농도로 처리했을 경우 세

포 배양액 내 -casein 함량이 증가하는 것으로 확인

되었다. -casein의 함량은 정제봉독의 처리 농도 의

존적으로 증가하여 50 ng/mL의 농도에서 증가율이 

가장 높았으며 이후 정제봉독의 농도가 증가함에 따

라 오히려 단백질 합성이 감소하는 것으로 확인되었다. 

-casein 단백질 발현 지속시간

  MAC-T 세포에서 50 ng/mL의 농도에서 -casein 단

백질 발현이 가장 높은 것으로 확인되어 50 ng/mL의 

농도로 봉독을 처리 한 후 단백질 발현 지속시간을 

측정하였다. 그 결과 봉독 처리 후 36시간째 발현량

이 가장 높았으며 이후에도 단백질 발현은 증가하여 

96시간 동안 지속되었다(Fig. 4). 그러나 단백질 발현

량 증가율은 35시간 이후 급격히 감소하여 120시간 

이후에는 단백질 발현 증가가 확인되지 않았다. 
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Fig. 5. Effect of purified bee venom on major milk protein mRNA, 
bCSNB expression in MAC-T cells. The MAC-T cells were treated 
with various concentrations of purified bee venom for 24 hr before to-
tal RNA was extracted from them. The abundances for bCSNB as well 
as GAPDH (internal control) were measured by reverse transcription 
coupled with real-time PCR. (A) ethidium bromide-stained gel images 
of DNA products. (B) relative mRNA levels calculated from real-time 
PCR data. Values bearing different superscripts in the same column 
are significantly different at P＜0.05 by Turkey’s test.

유단백질 유전자의 발현

  정제봉독의 유단백합성 관련 유전자 발현 확인은 

-casein 합성 유전자인 bCSNB mRNA 발현 수준을 

확인하였다(Zhou 등, 2008). 세포독성을 유발하지 않

는 농도의 정제봉독을 MAC-T 세포에 농도별로 처리 

한 후 24시간 배양하였다. 배양 후 세포를 수거하여 

bCSNB의 발현을 RT-PCR을 통해 확인하였다. 그 결

과 정제봉독을 처리하지 않은 대조군과 비교하였을 

때 봉독 농도가 증가함에 따라 bCSNB의 발현이 증

가하는 것을 확인할 수 있었으며, 특히 50 ng/mL의 

봉독을 적용하였을 경우 발현이 강하게 나타나는 것

을 확인하였다(Fig. 5). 정제봉독에 의한 bCSNB 유전

자 발현 수준은 1 ng/ml의 처리 농도에서도 대조군에 

비하여 통계적으로 유의성을 나타내었다(P＜0.05). 

bCSNB 유전자 발현은 농도 의존적으로 증가하였으

나 -casein 단백질 합성에서와 같이 50 ng/mL을 기점

으로 농도가 증가하더라도 더 이상 증가폭은 크지 않

은 것으로 확인되었다.

고    찰 

  오래 전부터 봉독은 젖소 유방염 예방과 치료에 활

용되어 왔으며, 젖소 유방염의 유발 원인균인 에 대

한 강력한 항균효과 뿐 만 아니라 염증을 유발을 억

제하는 효과가 있는 것으로 확인되었다(Han 등, 

2007). 또한 봉독을 사용하는 농가에서 젖소의 유량

이 증가하는 효과가 있다고 알려져 있었다. 따라서 

본 연구를 통해 봉독이 젖소의 유량을 증가시키는 효

과가 있는지를 확인하고자 하였다. 유생산량은 유선

의 발달과 분화 정도에 의해 영향을 받는 것으로 알

려져 있다. 이러한 유선세포의 발달과 분화는 호르몬

에 예민한 시기인 분만전의 영양 상태에 의해 좌우되

기 때문에 유생산량을 증가시키거나 높은 유생산 능

력을 오래도록 지속할 수 있는 연구가 많이 이루어지

고 있다(Boutinaud 등, 2004; Lee 등, 2005; Nam 등, 

2017). Casein은 우유 내 대부분을 차지하는 유단백질

로 분화된 유선세포에 의해 합성 분비된다. 젖소 우

유의 경우 casein은 전체 유단백질의 80% 이상이며 

20%는 유청단백질이다. Casein은 -casein이 45∼55%, 

-casein은 25∼35%, 그리고 -casein과 K casein으로 

구성된다. 이러한 유단백질의 발현과 유도는 여러 요

인에 의해 영향을 받는 것으로 알려져 있으며, 호르

몬과 효소, RNA 전사, mRNA 안정성, 단백질 전이 

수준, 핵과 세포질내의 이동 등을 들 수 있다(Rosen 

등, 1985). 유단백질 유전자 발현의 증가는 호르몬의 

작용 외에도 유단백질 유전자의 methylation 정도에 

따라 영향을 받는 것으로 알려지고 있으나 아직 구체

적인 작용기작에 대해서는 알려진 것이 없다(Qasba 

등, 1982; Thompson과 Nakhasi, 1985; Choi 등, 1998). 

생리적 단계별로 연구 조사하였을 경우 임신전과 임

신기간 동안에는 casein 유전자들의 조절 부위가 비

유기에 비해 상대적으로 hypermethylation 되어있다는 

연구 결과가 있다. 유선세포의 활성화에 의해 증가된 

유단백질 유전자의 발현으로 유생산량이 증가되더라

도 어미젖의 유 성분 변화 특히 유단백질의 분비량은 

감소하지 않는 것으로 알려져 있다(Park 등, 1998).

  본 연구에서는 유선세포인 MAC-T 세포에서 주요 

유단백질인 -casein의 발현을 활성화시키는지를 확

인하였다. 그 결과 봉독은 매우 낮은 농도인 1 ng/mL

에서도 유단백질 합성이 활성화 되었으며 봉독의 농

도가 증가 할수록 casein 합성량도 증가하였으나 50 

ng/mL의 농도에서 가장 효과적으로 casein 합성량이 

증가하는 것으로 확인되었다. MAC-T 세포에서 봉독 
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처리 후 36시간 후 유단백 합성량이 가장 증가되었으

며 단백질 발현 증가는 96시간 동안 유지되는 것으로 

확인되었다. 

  정제봉독은 유선세포에서 -casein 합성 유전자인 

bCSNB mRNA 발현을 증가시키는 것으로 확인되었

다. 유선세포내의 유단백질 유전자의 발현 증가는 유

선조직의 기능 활성화 정도를 나타내는 것으로 유선

세포의 활성화는 다음번 포유기에도 지속적으로 영

향을 미치는 것으로 보고되었다(Kim, 2000). 본 연구 

결과 정제봉독은 유단백질 유전자인 bCSNB mRNA 

발현을 증가시켜 유단백질의 합성을 촉진하는 것으

로 확인되었다. 앞으로 기존 항생제 대체 젖소 유방

염 예방과 치료에 봉독을 처리 현장적용 시험을 통해 

유량 증대 효과 검증과 더불어 봉독 처리 용량 및 투

여 방법 등에 대한 추가 연구가 필요하다.

결    론

  서양종꿀벌의 일벌로부터 분리한 봉독은 멜리틴을 

주성분으로 다양한 항균, 항염, 면역증강 효과 등을 

갖고 있다. 본 연구에서는 봉독채집장치로 대량으로 

채취한 봉독을 이물질을 제거하고 멜리틴 함량 정제

봉독 내의 멜리틴, 아파민 그리고 포스포리파아제 A2

의 함량이 63.9%, 2.3% 그리고 10.9%인 정제봉독을 

젖소 유선세포인 MAC-T 세포를 사용하여 유단백질

의 합성을 증가시키는지를 확인하였다. 정제봉독은 1 

g/mL 이하의 농도에서는 MAC-T 세포의 증식을 촉

진하였으나 10 g/mL 이상에서는 세포독성을 갖고 

있었다. 세포독성을 갖지 않는 정제봉독의 농도로 

MAC-T 세포에 처리 후 유단백질인 -casein의 합성

이 증가되는 확인한 결과 1 ng/mL 이상의 농도로 처

리했을 경우 세포 배양액 내 -casein 함량이 증가하

는 것으로 확인되었으며 유단백질 합성은 96시간 동

안 지속되는 것으로 확인되었다. 또한 정제봉독은 1 

ng/mL 이상의 농도에서-casein 합성 유전자인 bCSNB 

mRNA 발현을 유의하게 증가시키는 것으로 확인되

었다. 이러한 결과로 봉독은 유단백질과 유단백질 유

전자 발현을 증가시켜 궁극적으로 가축의 생산량을 

증대시키기 위해 활용할 수 있을 것으로 사료된다.
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