
벌목과(Hymenoptera) 곤충은 다른 동물로부터 종족을 보호

하기 위한 방어 수단으로 강력한 독을 갖고 있기 때문에 사람의 

생명과 안전에도 위협이 되어 인류의 역사와 함께 많은 연구가 

이루어져 왔다. 서양종 꿀벌(Apis mellifera L.)의 일벌의 독낭

에 저장되어 있는 봉독은 펩타이드, 효소, 저 분자량을 가진 다

양한 물질로 이루어진 복잡한 혼합물로 15일령 이상의 노봉의 

독량은 대략 0.3 mg이다(Piek, 1986; De Lima and Brochetto- 

Braga, 2003). 봉독의 흰쥐 반수치사농도는 3.0 ± 0.2 mg/kg로 

독성이 강하지 않아 질병의 치료에 이용되어 왔다는 기록이 이
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서양종꿀벌 일벌독에 함유된 putrescine 밸리데이션 및 함량 분석
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Validation and Content Analysis of Putrescine in the Venom of Honeybee 

(Apis mellifera L.)
Hong Min Choi, Hyo Young Kim, Se Gun Kim and Sang Mi Han*

Sericulture and Apiculture Division, Department of Agricultural Biology, National Institute of Agricultural Sciences, Wanju 55365, Korea

ABSTRACT: The venom of honeybees (Apis mellifera L.) is used to treat many diseases because of its anti-inflammatory and analgesic

effects. Bee venom consists of several biologically active molecules and exhibits remarkable anti-cancer effects. However, biological 

amines, which exhibit diverse functionality such as anti-inflammatory and antibacterial effects, have not been previously reported in bee

venom. In this study, we determined the content of putrescine in bee venom by using ultra-performance liquid chromatography. The 

specificity, accuracy, and precision of the assay were assessed, and the assay validated. The linearity of the putrescine assay was r ≥ 0.99,

indicating a moderate level of putrescine in the bee venom. The limit of detection and limit of quantification were both 0.9 µg/mL, while 

the rate of recovery was 96.4%–99.9%. The relative standard deviation (RSD) of the intra-day precision and inter-day precision of the 

putrescine assay were 0.16% - 0.23% and 0.09% - 0.36%, respectively, with the RSD ≤ 5% indicating excellent precision. Thus, the 

linearity, limit of detection, limit of quantification, and recovery rate of the putrescine assay were satisfactory. The analysis of the bee

venom showed that the putrescine content was 3.1 ± 0.09 mg/g. This study provides fundamental data on putrescine content in bee 

venom, which will prove useful in further studies of its bioactivity.

Key words: Apis mellifera L., bee venom, biological amine, putrescine, validation

초 록: 서양종 꿀벌(Apis mellifera L.)의 봉독은 예로부터 항염증과 탁월한 진통 효과로 인해 많은 질병 치료에 이용되어 왔다. 이러한 기능성은 멜

리틴과 같은 봉독의 다양한 활성물질로부터 기인하며 약리기전에 대한 연구도 활발하다. 그러나 아직까지 봉독 내에 존재하는 생체아민에 대한 

연구는 미흡하다. 본 연구에서는 초고성능액체크로마토그래피를 이용하여 봉독 내에 존재하는 생체아민인 putrescine의 존재 여부를 확인하였

으며 이에 대한 밸리데이션을 수행하였다. 밸리데이션은 특이성, 정확성 및 정밀도를 평가하고 분석법을 검증하였다. Putrescine 분석의 선형성

은 R≥0.99로 높은 선형성을 나타냈으며, 검출한계는 0.9 µg/ml, 정량한계는 2.7 µg/ml였으며, 회수율은 96.4%-99.9%로 나타났다. Intra-day

정밀도와 inter-day 정밀도의 상대표준편차(RSD) 값은 각각 0.16%-0.23%와 0.09%-0.36%였으며, 이는 RSD 값이 5%이하의 우수한 정밀도

를 보였다. 따라서 본 분석법은 putrescine 분석에 있어서 선형성, 검출한계, 정량한계 및 회수율을 모두 만족하는 것으로 확인되었다. 또한 봉독 

내에 존재하는 putrescine의 함량을 조사해본 결과 3.1 ± 0.09 mg/g 존재하였으며 본 연구를 통해 봉독 내 putrescine 함량에 대한 기본적인 데

이터를 제공하며, 이는 다양한 생물 활성에 대한 추가 연구에 유용할 것으로 사료된다.

검색어: 서양종 꿀벌, 봉독, 생체아민, 푸트레신, 밸리데이션
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집트의 벽화에 남아있으며 우리나라에서도 오래전부터 민간요

법의 하나로 관절염, 통풍 등의 질환에 봉침요법으로 사용하였

다(Piek, 1986; Lee et al., 2003). 최근에는 기존의 화학적 치료 

약물에 대한 내성 등 부작용에 대한 천연 의약품 소재로서 연구

가 활발히 진행되고 있다(Kim, 2013; Kolayli and Keskin, 2020). 

봉독은 펩타이드 성분인 멜리틴(melittin)이 주 성분으로 50% 

이상을 차지하며 항염증과 항세균, 항바이러스 등의 생리활성

를 갖고 있으며 아파민(apamin)은 뇌하수체-부신체계를 자극

하여 코티손 분비를 증가하여 항염증 작용을 한다고 알려져 있

다(Fennell et al., 1967; Piek, 1986; Wehbe et al., 2019; Han et 

al., 2020; Proulx et al., 2020). Hyalunidase와 phospolipase A2 

등의 효소류, 그 밖에 6 phopholipiods, γ-aminobutyric acid 등

이 보고되어 있다(Lee and Bae, 2016; Wehbe et al., 2019). 뱀

과 곤충에서 분비되는 독은 일반적으로 저분자의 생체아민

(biological amines) 성분이 함유되어 있으며, 꿀벌에서도 지금

까지 봉독의 알러지원으로 알려진 histamine과 dopamine, 

norepinephrine 등이 보고되어 있다(Piek, 1986; Morgan, 2010; 

Cho et al., 2008). 그러나 봉독에서의 생체아민에 대한 연구는 

포유동물에 비하여 미흡한 실정이다. 본 연구에서는 서양종꿀

벌의 일벌독에서 생체아민 성분인 putrescine을 확인하고 밸리

데이션 및 함량평가를 실시하여 봉독 관련 기초자료를 마련하

고자 하였다.

재료 및 방법

공시시료 및 시약

본 실험에 사용한 봉독은 국내 양봉농가에서 봉독채집장치

를 사용하여 2017부터 2020년까지 채집한 40점의 봉독 (Chung-

jin Biotech, Korea)을 구입하여 사용하였다. 표준품으로 이용

된 putrescine dihydrochloride은 시그마 알드리치(Sigma-Aldrich, 

USA) 제품을 사용하였다. 봉독 20 mg을 0.1 N 염산 (Sigma- 

Aldrich, USA)에 녹여 사용하였으며, 표준품인 putrescine dihy-

drochloride은 1 mg/mL 농도로 0.1 N 염산에 녹인 후 필요한 농

도로 희석하여 사용하였다. 시험에 사용한 아세토나이트릴 

(MeCN, Merck, Germany)과 물 (Honeywell Burdick & Jackson, 

Korea) 등 모든 분석용매는 HPLC 등급으로 사용하였다. 

유도체화 용액제조 

유도체화 용액은 750 mg dansyl chloride (Sigma-Aldrich, 

USA)를 100 mL 아세톤(Merck, Germany)에 녹이고, 8 g sodium 

bicarbonate (Sigma-Aldrich, USA)를 100 mL 물에 녹여 포화

상태의 sodium bicarbonate 용액을 제조하였다. 100 mg L-proline 

(Sigma-Aldrich, USA)을 3차 증류수에 녹여 10% L-proline 용

액을 제조하였다.

Putrescine 유도체화

봉독 내 생체아민 분석은 dansyl chloride를 이용하여 유도

체화한 후 진행하였다(De Figueiredo et al., 2015; He et al., 2015). 

봉독 시료와 putrescine 표준품 용액 100 µL를 1.5 mL 원심분

리용 튜브에 덜어 sodium bicarbonate 용액 200 µL와 유도체화 

용액 400 µL를 혼합하여 60°C 암 조건에서 10분간 반응시켜 

유도체화 하였다. 유도체화 된 용액은 L-proline 용액 100 µL를 

첨가하여 실온에서 30분간 반응시켰다. 해당 용액에 500 µL 

diethyl ether (Merck, Germany)를 첨가하여 1분간 혼합 후, 

4°C에서 5000 g 속도로 10분간 원심분리하였으며, 상층액 200 

µL를 취하여 질소농축기 (Caliper life science Inc, USA)를 이

용하여 농축하였다. 검액 조제는 농축된 시료를 아세토나이트

릴 1 mL에 녹인 후 0.2 µm syringe filters (Advantec, Japan)로 

여과하여 사용하였다.

분석기기 및 조건

봉독 내 putrescine 밸리데이션과 함량분석에 사용된 UPLC 

(Ultra Performance Liquid Chromatography) 기기는 PDA 

(photo diode array)검출기가 장착된 Acquity UPLC I-Class 

(Waters, USA) 모델을 사용하였으며 Table 1과 같은 조건으로 

분석하였다. 

분석법 검증

봉독 내 생체아민류 putrescine 분석법 밸리데이션은 식품의

약품안전처의 “의약품 등 분석법의 밸리데이션에 대한 가이드

라인”에 따라 특이성(specificity), 직선성(linearity), 정확성

(accuracy), 정밀성(precision), 검출한계(limit of detection, LOD), 

정량한계(limit of quantification, LOQ)를 평가하였다(KFDA, 

2015). 특이성은 봉독과 표준품을 각각 유도체화 한 후 UV 

spectrum 패턴과 머무름 시간을 비교하여 분석하였으며, 직선

성 평가를 위한 검량선을 얻기 위해 증류수로 희석하여 각 5개

의 농도가 되도록 용액을 만들어 실험을 진행하였다. Linear 

regression equation (y=ax+b y: peak 면적, x: 시료 농도 a: 직선

의 기울기, b: y절편)을 구하였으며 상관계수(R2)의 값을 통해 
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직선성을 확인하였다. R2의 값이 0.999 이상인 경우 지표성분

의 함량을 평가하는 검량선으로 사용하였다. 정확성은 봉독 시

료에 3개 농도의 표준용액을 첨가하여 ± 10% 범위의 회수율로 

평가하였으며, 정밀성은 표준용액의 3개의 농도를 설정하여 

일내(intra-day) 및 일간(inter-day) 변화를 측정하여 상대표준

편차(relative standard deviation, RSD)를 계산하여 정밀도를 

평가하였다. 검출한계와 정량한계는 표준용액의 검량선을 이

용하여 y절편의 표준편차와 기울기에 근거하여 계산하였다.

LOD = 3.3 × (standard deviation/slope of calibration curve)

LOQ = 10 × (standard deviation/slope of calibration curve)

함량 분석

Putrescine의 함량은 linear regression equation을 이용해 계

산하였다.

결 과

분석조건 확립

봉독 내에 존재하는 생체아민류를 분석하기 위한 용매 조성, 

컬럼의 종류, 온도, 파장 등의 분석 조건을 Table 1과 같이 확립

하였다. 총 분석 시간은 13분이었으며, 이동상으로는 아세토나

이트릴과 물을 사용하고, C18 (2.1×100 mm, 2.0 µm) 컬럼의 

온도를 20°C로 설정하였을 때 피크 분리도가 가장 좋았다. 이

러한 분석조건에서 putrescine 표준물질은 다른 피크의 간섭 없

이 짧은 시간 내에 분리되는 것으로 확인하였다(Fig. 1).

분석법 검증

봉독 내 생체아민류를 분석하기 위한 UPLC 분석법의 타당

성을 검증하기 위하여 특이성, 직선성, 정확성, 정밀성, 검출한

계, 정량한계 등을 평가하였다. UPLC를 이용해 봉독의 

chromatogram을 비교해 화합물의 retention time (RT)을 확인

한 결과, putrescine의 피크와 봉독의 putrescine의 피크는 5.209

분으로 일치하며 다른 물질의 간섭 없이 성분의 피크가 분리된 

Table 1. Chromatographic conditions for the analysis of putrescine in honeybee venom

Item Condition

Column Halo C18 (2.1×100 mm, 2.0 μm)

Flow rate 0.25 mL/min

Column temperature 20°C

Injection volume 2 μL

UV detection 254 nm

Mobile phase

Time (min) MeCN (%) H2O (%)

0 50 50

2.64 62 38

2.87 62 38

8 75 25

9 75 25

13 100 0

Fig. 1. Chromatogram of (A) putrescine and (B) honeybee venom 
at 254 nm
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것을 일치하였으며 봉독과 Putrescine의 UV 흡수 패턴을 확인

함으로써 특이성을 검증 하였다(Fig. 2). 직선성은 봉독 내 표준

품의 농도가 포함되는 구간으로 설정하였고 putrescine 농도는 

25, 50, 100, 200, 400 µg/mL로 검량선을 그려 직선성을 나타내

었다. 검량선의 linear regression equation은 Y=3063.9x + 

4104.2이며, 검량선의 상관계수(R²)는 0.9999로 높은 직선성

을 나타냈었다(Table 2). 직선성을 나타내는 범위 내에서 putres-

cine의 검출한계 값은 0.9 µg/mL, 검량한계 값은 2.7 µg/mL으

로 측정되었으며, 이를 통해 정량이 가능함을 확인하였다

(Table 2). 분석 시간의 변동에 따른 분석 시료의 함량 변화를 

확인하기 위한 일내 정밀도 측정은 상대 표준편차 값이 0.18 ~ 

0.23%였으며, 일간 정밀도는 0.09 ~ 0.36%로 상대 표준편차 값

이 5% 이내의 우수한 정밀성을 갖는 것으로 확인되었다(Table 

3). 분석조건의 정확성은 봉독 시료에 putrescine을 첨가하여 

회수율을 측정하여 평가하였다. 그 결과 Table 4와 같이 높은 

회수율을 나타내었다(Table 4). 따라서 Table 1의 분석 조건으

로 봉독에서 생체아민류인 putrescine의 정량 분석에 충분한 재

현성을 가지고 있음을 의미하였다.

Putrescine 함량 분석

국내 양봉농가에서 채취한 봉독의 putrescine 함량은 3.1 ± 

Table 2. Linear regression equation, LOD1), and LOQ2) of putrescine

Compound
Calibration equation (y=Ax+B) LOD

(µg/mL)

LOQ

(µg/mL)Slope (A) Intercept (B) Correlation coefficient (R2)

Putrescine 3063.9 4104.2 0.9999 0.9 2.7

1)LOD, Limit of detection
2)LOQ, Limit of quantification

Table 3. Precision of the putrescine assay

Compound
Concentration

(μg/mL)

Intra-day (μg/mL) Inter-day (μg/mL)

Mean ± SD RSD1) (%) Mean ± SD RSD (%)

Putrescine

50   51.89 ± 0.08 0.16   52.99 ± 0.06 0.12

100 100.62 ± 0.23 0.23 102.79 ± 0.37 0.36

200 202.02 ± 0.37 0.18 205.87 ± 0.18 0.09

1)RSD, Relative standard deviation

Table 4. Accuracy of the putrescine assay

Compound Spiked amount (μg/mL) Measured amount (μg/mL) Recovery (%) RSD1) (%)

Putrescine

50 48.5 ± 0.2 97.1 0.35

100 96.4 ± 1.6 96.4 1.65

200 199.8 ± 0.7 99.9 0.37

1)RSD, Relative standard deviation

Fig. 2. UV spectrum of (A) putrescine and (B) honeybee venom 

Table 5. Content of putrescine in honeybee venom

Compound Content (mg/g) RSD1) (%)

Putrescine 3.1 ± 0.09 2.90

1)RSD, Relative standard deviation
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0.09 mg/g 함유되어 있음을 확인하였다(Table 5).

고 찰

국내에는 2종(種)의 꿀벌이 서식하고 있으며 동양종꿀벌

(Apis cerana)은 고구려 동명성왕 시대 사육 기록이 남아있으

며, 양봉농가에서 대부분 사육하고 있는 서양종꿀벌은 1904년 

독일에서 들여온 것으로 알려져 있다. 현재 국내에서 산업적으

로 사용되는 봉독은 서양종꿀벌의 일벌 독으로 2005년 본 연구

팀에서 꿀벌은 죽이지 않고 봉독만을 채집할 수 있는 봉독채집

장치를 개발함에 따라 다량의 봉독을 채집할 수 있게 되어 가능

해졌다. 서양종꿀벌을 사육하는 유럽에서는 기원전부터 질병

의 치료와 예방에 봉독을 사용해왔기 때문에 약리 효능과 알러

지 유발 성분에 대한 연구도 매우 활발히 이루어져왔다. 국내에

서도 봉독은 한의원에서 주사제로 이용될 뿐만 아니라 가축적

용 항생제, 화장품과 세정제의 원료 등 다양한 실용화 소재로서 

사용되고 있으며 최근 여드름 치료를 위한 의약품 임상시험이 

추진되고 있으나(임상 2상), 봉독의 임상 및 독성평가 등을 통

해 안전성이 확보되었음에도 불구하고 여전히 봉독은 식용이 

불가한 원료로 되어 있어 다양한 소재로의 개발에 한계를 갖고 

있는 실정이다(Han et al., 2010; Han et al., 2012; Han et al., 

2013; Han et al., 2015; Han et al., 2016). 본 연구에서는 생리활

성을 갖는 기능성 물질 이외에 아직까지 보고된 바 없는 미량의 

봉독 성분을 분석하여 산업화를 위한 기초자료로 이용하고자 

하였다. 생체아민은 생물체의 세포 내 아미노산의 탈탄산 작용

(decarboxylation), 아미노기 전이작용(transamination) 등의 화

학적 작용에 의해 생성되는 생리활성을 지닌 저분자량의 유기 

질소 화합물을 말한다(Clark and Camargo, 2007; Kim et al., 

2011). 생체아민은 생체 내 생리기능을 유지하는데 관여하는 

물질로서 세포 증식 및 분화, 핵산기능 조절, 단백질 합성, 두뇌

발달, 신경세포 성장과 조절 등 살아있는 세포에 있어 필수 성

분 중의 하나이다(Kalac̆ and Krausová, 2005). 한편 생체아민

은 인체 내의 신경 및 혈관계 등을 자극하여 임상병리학적 증상

을 유발시킬 수 있으며 체내 대사과정에서 휘발성 N-nitrosamine

과 같은 강력한 발암 물질을 발생시킬 수 있는 잠재성을 지니고 

있다(Shalaby, 1996). 지금까지 보고된 봉독 성분 중 생체아민

류는 histamine과 dopamine, norepinephrine으로, 각각 약 0.1%, 

0.13% 그리고 0.5% 가량 함유 되어 있은 것으로 알려져 있다

(Piek, 1986; Kim, 2013). 봉독에서 histamine은 알러지를 유발

하는 원인 물질로, dopamine과 norepinephrine은 신경자극에 

관여하는 것으로 알려져 있으나 이러한 물질들이 인체에 어떠

한 영향을 미치는 지에 대한 연구는 미흡하다. 또한 이들 이외

의 생체아민에 대한 연구는 거의 없는 실정이었다. Putrescine

은 cadaverine과 같이 생물체에서 아미노산 분해에 의해 생성

되며 악취를 유발하는 생체아민 중의 하나로 세포분열에 필요

한 생장인자인 것으로 보고되어 있다. 다량의 putrescine은 독

성을 일으킬 수도 있으나 낮은 수준의 독성으로 알려져 있다

(Morgan, 2010).

본 연구에서는 지금까지 봉독에서 보고 된 바 없는 생체아민 

putrescine이 약 0.31% 함유된 것으로 확인하였으며 putrescine 

분석법에 대한 조건을 확립하였다. 이러한 연구결과로 봉독에 

존재하는 생체아민 putrescine에 대한 역할 및 봉독의 다양한 

소재 활용을 위한 기초자료로 이용할 수 있을 것으로 사료된다.
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