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Purpose: Edible insect extracts have been used as an alternative source for medicinal supplements due to 
their significant antioxidative and anti-inflammatory activity. Recent studies have reported that anti-mi-
crobial peptides from insects have neuroprotective effects on dopamine toxins. The purpose of this study 
was to investigate the protective functions of mealworm (Tenebrio molitor) extract (MWE) on N-meth-
yl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)–induced cellular toxicity in SH-SY5Y neuroblastoma cells. 
Methods: Cellular toxicity induced by the MPTP toxin and the impact of MWE on cell survival were ana-
lyzed using MTT assays. DAPI staining was performed to observe apoptotic phenomena caused by MPTP. 
Changes in caspase-3 activity and protein expression were observed using enzyme activity assays and 
western blot assays, respectively. 
Results: MWE exerted significant antioxidant activity, which was measured by both DPPH and ABTS radi-
cal assays, with a dose-dependent relationship. Furthermore, MWE resulted in cellular proliferation in SH-
SY5Y cells in a dose-dependent manner. Furthermore, MWE pretreatment significantly inhibited 
MPTP-induced cytotoxicity, with a dose-dependent relationship. The morphological characteristics of 
apoptosis and increased reactive oxygen species induced by MPTP were also significantly reduced by 
MWE pretreatment. 
Conclusion: MWE treatment significantly attenuated MPTP-induced changes in the levels of proteins asso-
ciated with apoptosis, such as caspase-3 and PARP. These findings suggest that MWE exerts neuroprotective 
effects on human neuroblastoma SH-SY5Y cells subject to MPTP-induced dopaminergic neurodegeneration. 

Keywords: SH-SY5Y cells, MPTP, Mealworm extract, Antioxidative, Anti-apoptosis  

서론

파킨슨병(Parkinson’s disease, PD)은 퇴행성 뇌질환 중 2번째로 

많으며, 노인인구가 증가하면서 발병률도 상승한다. 병인학적으로 

중뇌 흑질 부위의 도파민성 신경세포의 사멸에 의해 신경전달물질 

중의 하나인 도파민이 결핍되면서 운동완서, 진전, 강직 등의 운동장
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애가 발생된다1,2). 파킨슨병 환자에 대한 사후연구는 극히 어렵기 때

문에 이 질병에 대한 여러 연구 모델이 개발되었는데, 신경독성을 이

용하여 만든 모델에서 주로 수행되고 있으며 catecholamine성 신경

만을 선택적으로 파괴하는 것으로 알려진 N-methyl-4-phe-
nyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)라는 물질을 이용한 파킨

슨 질환 모델이 가장 많이 사용되고 있다3). In vitro 파킨슨병 모델로

는 SH-SY5Y 신경세포주를 이용하여 MPTP에 의해 유도되는 세포

사멸 현상이 널리 사용되며, 다양한 약물 및 약용식물의 항산화 물질 

및 천연 폴리페놀 추출물은 파킨슨병 모델을 유발하는 MPTP에 의

한 신경독성을 효율적으로 억제 또는 보호하는 효과가 있는 것으로 

보고되었다4,5).

우리나라에서 메뚜기, 백강잠, 식용누에유충·번데기, 갈색거저리 

유충, 쌍별귀뚜라미, 흰점박이꽃무지 유충, 장수풍뎅이 유충, 아메리

카왕거저리 유충(탈지 분말), 수벌 번데기, 풀무치(‘21 한시적 인정) 

등 총 10종이 식품원료로 사용 가능한 식용곤충으로 식약처로부터 

인정받았다. 식용곤충은 저비용으로 사육할 수 있어 대체단백질 자

원으로 활용이 가능하기 때문에 단백질 공급원으로써 곤충의 식용화

와 관련된 산업이 전 세계적으로 급속도로 성장하고 있다. 식용곤충

은 영양학적으로도 우수한 구성성분을 보유하고 있어 곤충을 활용한 

기능성 소재를 개발하기 위한 연구가 활발히 이루어지고 있다6,7).

동양의학에서 식용곤충은 약용으로서 효용이 크기 때문에 질병치

료 목적으로 오래 전부터 사용되어 왔으며, 우리나라에서는 동의보

감 탕액편에 약 95종의 충부약재의 임상적 효능 및 주치가 서술되어 

있다. 최근 들어 곤충 유래 한약재의 효능을 과학적으로 규명하고 기

능성 소재로 개발하기 위한 연구가 활발히 이루어지고 있다. 특히 뇌

신경계 질환을 타겟으로 한 연구가 다수 이루어져 관련 특허가 다수 

등록되어 있으며, 이 중 선퇴(蟬退)의 항파킨슨 효과와 제조(蠐螬)의 

뇌독성 억제효과 등이 보고되었다8,9).

갈색거저리(Tenebrio molitor)는 딱정벌레목 거저리과의 곤충으

로, 갈색쌀거저리라고도 한다. 몸길이는 약 15 mm 정도이며, 몸 빛

깔이 구룡충(구룡거저리)과 비슷해 어두운 갈색이며 광택이 난다. 갈

색거저리의 유충은 밀웜(mealworm)이라 하고, 유충은 번데기가 되

기까지 먹이와 온도에 따라 18–19번 탈피한다. 밀웜은 대두보다 필

수 아미노산을 많이 함유하고 있고, 육류에 비해 불포화 지방산 함량

이 높으며, 비타민 A와 철, 식이섬유 등이 비교적 풍부한 편으로 영

양적인 장점이 많다10). 이와 관련하여, 갈색거저리가 단백질 함량이 

매우 높은 고단백질 소재로 식품 원료로 가치가 높다고 평가되어 미

래의 식량 자원으로 각광받고 있으며, 2016년 식용 곤충원료로 식품

공전에 등록됨으로써 갈색거저리의 활용에 대한 관심이 높아지고 있

지만6), 갈색거저리를 한방분야에서 약용으로 사용한 예는 드물다. 갈

색거저리 추출물(mealworm extract, MWE)의 기능성 연구로는 

항산화 및 항염증 효과, 골질환의 개선, 혈전증의 예방, 근육생성 촉

진의 생리활성 작용들이 보고되었다10-14).

곤충유래 항균 펩타이드(antimicrobial peptide)는 바이러스 및 

세균 감염으로 곤충을 보호하기 위하여 곤충에서 자체 합성되는 저

분자 단백질체로, 항균, 항염증, 항산화 기능들을 가지고 있다15). 또

한 곤충유래 항균 펩타이드들은 신경세포의 성장 및 사멸에 관여한

다는 연구들이 보고되었으며, 특히 항균 펩타이드의 합성체가 펩타

이드들이 SH-SY5Y 세포주의 분열을 촉진할 뿐만 아니라 MPTP에 

의해 유도되는 in vitro 파킨슨 모델에서 신경세포의 사멸을 억제하

다는 연구결과들이 보고되었다16,17). 그러나 MWE 자체가 in vitro 
파킨슨 모델에서 신경세포의 사멸에 미치는 효과는 보고되지 않았

다. 따라서 본 연구의 목적은 MPTP 신경독성에 의한 SH-SY5Y 세

포주의 성장 및 사멸에 갈색거저리 수용성 추출물이 미치는 영향을 

관찰하고자 하였다.

대상과 방법

1. 시약 및 항체

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), fetal bovine se-
rum (FBS), antibiotics-antimycotics 및 trypsin-ethylenedi-
aminetetraacetic acid (EDTA) 등은 Thermo Fisher Scientific Inc. 
(Gibco, Grand Island, NY, USA)로부터 구입하였다. 2’,7’-dichlo-
rodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA), 3-(4,5-dimethylth-
izol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), N-meth-
yl4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), sodium dodecyl 
sulfate (SDS), dimethyl sulfoxide (DMSO), 4′,6-diamidi-
no-2-phenylindole (DAPI) 등은 Sigma-Aldrich Chemical (St. 
Louis, MO, USA)로부터 구입하였다. Nitrocellulose paper (Hy-
bond-C, RPN303C)는 Amersham Biosciences Co. (Amersham, 

UK)에서 구입하였다. Anti-cleaved caspase-3와 anti-PARP 

(poly(ADP-ribose) polymerase) 항체 등은 Cell Signaling Tech-
nology Inc. (Beverly, MA, USA)로부터 구입하였으며, an-
ti-β-actin 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 

USA)에서 구입하였다.

2. 세포배양

사람 신경모세포종 SH-SY5Y 세포주는 한국세포주은행(Korean 

Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양받았으며, 10% FBS와 1% 

antibiotics-antimycotics가 함유된 DMEM 배지를 사용하여 37℃

와 5% CO2 조건에서 배양하였다. 일주일에 2번 간격으로 0.05% 

trypsin-EDTA를 사용하여 계대배양을 하였으며, 배양액을 교체한 

후 log phase에 있는 세포를 사용하였다. 세포는 1×105 cells/mL
로 seeding하여 24시간 전배양 후, 10% FBS가 포함된 DMEM 배
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지에서 MWE와 함께 MPTP을 처리하였다.

3. 항산화 효능 검사

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 소거능은 상추발

효추출물을 아질산염(NO2-) 농도를 기준으로 10, 50, 100, 200 

ppm 농도로 희석하여, 각각의 희석된 시료액 50 μL와 DPPH 용액 

50 μL를 혼합하여 암실조건에서 30분간 방치시킨 후, Spectra-
MAX M2 multi-mode microplate reader (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 517 nm에서 흡광도(optical 
density, OD)를 측정하였다. 시료를 첨가하지 않는 음성 대조군과 

비교하여 유리라디칼 소거활성(radical scavenging activity)을 다음

과 같이 계산하여 백분율(%)로 나타내었다.

DPPH radical scavenging activity (%)=                 ×100

ABTS radical 소거능은 7.4 mM ABTS 용액에 2.6 mM K2S2O8
를 혼합하여 암실조건에서 12시간 정도 반응시킨 후 734 nm에서 OD 

값이 0.700 ±0.05가 되도록 ABTS 용액을 희석하여 사용하였다. 

ABTS 용액 180 μL와 각각의 희석된 시료액 20 μL를 혼합하여 암실조

건에서 15분간 유지시킨 후, SpectraMAX M2 multi-mode micro-
plate reader (Molecular Devices)를 이용하여 734 nm에서 OD를 

측정하였다. 시료를 첨가하지 않는 음성 대조군과 비교하여 유리라디

칼 소거활성을 다음과 같이 계산하여 백분율(%)로 나타내었다.

ABTS radical scavenging activity (%)=                 ×100

4. 갈색거저리 추출물 제조

본 연구에 사용한 갈색거저리는 스마트팜 시설에서 무균상태로의 곤

충사육시설에서 사육하는 농업회사법인 흙농(Heuknong Co. Ltd., 

Namwon, Korea)에서 분양을 받았으며. 농촌진흥청에서 수립된 갈

색거저리 사육 및 분말 제조 매뉴얼(Rural Development Admin-
istration 2015)에 근거하여 2일 이상 절식한 갈색거저리를 액체질

소에 급속동결하고, –70℃ 초저온 냉동고(Nihon Freezer, Tokyo, 

Japan)에서 24시간 이상 냉동시켰다. 40 g 동결 갈색거저리를 0.1% 

acetic acid 함유 50 mM phosphate buffer (pH 7.4) 용액 100 

mL (weight/volume)에 넣고 고속 분쇄기로 3분 동안 분쇄하였다. 

갈색거저리 분쇄액을 다시 초음파 분쇄기에서 3분간 다시 추가적으

로 분쇄하였다. 갈색거저리 분쇄액을 4℃에서 1일간 방치한 후 

12,000 rpm으로 원심분리하여 상층액만 회수하여 실험에 사용하였

다. 수용성 상층액(MWE)을 다시 PBS 용액에 3배 희석하여 세포실

험에 사용하였다.

5. 세포 증식 및 생존율 측정

SH-SY5Y 세포의 증식률은 세포를 24-wells 플레이트에 1×105 

cells/mL씩 분주하여 24시간 전 배양하고 MWE을 5, 10, 25, 50 

μL 용량으로 각각 처리하고 5일간 배양하였다. 배양 5일째 MTT 

(0.5 mg/mL) 용액을 첨가하고 37℃에서 4시간 배양하였다. 상등액

을 주의 깊게 제거하고 살아있는 세포에 의해 생성된 보라색 불용성 

formazan은 DMSO로 용해하였다. Formazan의 양은 Spectra-
MAX M2 multi-mode microplate reader (Molecular Devices)
를 이용하여 570 nm에서 OD를 측정하였다. 세포생존율(cell via-
bility)은 다음과 같이 계산하여 백분율(%)로 표시하였다.

Cell viability (%) =           ×100

MPTP에 의한 SH-SY5Y 세포의 생존율 변화는 전 배양된 SH-

SY5Y 세포에 MPTP를 1 mM과 2 mM 농도로 12시간 처치한 다

음 MTT assay를 실시하였으며, MPTP에 의한 신경독성에 MWE
의 효과는 전 배양된 세포에 5, 10, 25, 50 μL 용량으로 1시간 전처

리한 다음 MPTP를 1 mM 또는 2 mM 농도로 12시간 처치한 다음 

MTT assay를 실시하였다.

6. DAPI 염색

세포는 DAPI-메탄올(1 μg/mL) 용액으로 세척하고, DAPI-메탄올 

용액으로 37℃에서 15분간 염색하였으며, 염색된 세포는 메탄올로 

세척하고 Olympus IX71 형광현미경(Olympus, Tokyo, Japan)을 

이용하여 세포 핵의 형태 변화를 관찰하였다.

7. 세포 내 활성산소종 측정

MPTP에 의한 세포 내 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)

의 생성을 측정하기 위하여 형광 probe DCFH-DA를 이용하였다. 

비형광 물질인 DCFH-DA는 세포 내 ROS와 반응하여 형광을 발

하는 2',7'-dichlorofluorescein (DCF)로 변환되어 녹색의 형광을 

나타낸다. 세포 내 ROS의 양을 측정하기 위하여 SH-SY5Y 세포를 

배양하고 2 mM MPTP 및 5와 25 μL MWE를 6시간 처리한 후, 

20 μM DCFH-DA를 첨가하여 37℃에서 30분간 배양 후 PBS 

(pH 7.4)로 세척하고 Olympus IX71 형광현미경(Olympus)으로 

세포 내 ROS의 생성 정도를 관찰하였다. 이후 DMSO 용액으로 세

포를 용해하여 세포 내 DCF 형광량을 SpectraMAX M2 multi-
mode microplate reader (Molecular Devices)를 이용하여 exci-
tation 파장 485 nm와 emission 파장 524 nm에서 측정하였다.

OD517 of control – OD517 of sample

OD734 of control – OD734 of sample

OD517 of control

OD734 of control

OD570 of treated cells
OD570 of control cells
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8. Caspase-3 활성 측정

Caspase-3 활성측정은 Colorimetric Caspase-3 Assay Kit (Aba-
cam, Cambridge, MA, USA)를 이용하여 측정하였다. 제조사의 

방법에 따라서 세포용해물을 추출하였고, Bradford 검사법을 이용

하여 단백질농도를 측정하였다. 50 μL의 세포용해물(총 50 μg의 단

백질)과 50 μL의 2× reaction buffer 및 5 μL의 4 mM DE-
VD-pNA substrate를 혼합하여 37℃에서 1시간 배양하였다. En-
zyme-catalyzation 되어 방출된 p-nitroaniline를 SpectraMAX 

M2 multi-mode microplate reader (Molecular Devices)를 이용

하여 405 nm에서 측정하였으며, caspase-3 활성은 다음과 같이 계

산하여 백분율(%)로 나타내었다.

Caspase-3 activity (%) =           ×100

9. 면역형광염색

면역형광염색을 위하여 SH-SY5Y 세포는 cover slip (Marienfeld, 

Lauda-Königshofen, Germany)을 넣은 24-well plate (Falcon; 

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)에서 배양한 상태에서 

MWE 10–25 μL 용량을 처치하고 5일간 방치하였다. 배양액을 제

거하고 PBS (pH 7.4)로 3회 세척을 하고, PBS에 희석시킨 4% 

paraformaldehyde (pH 7.2) 액으로 상온에서 10분간 고정을 하였

다. PBS로 고정액을 세척하여 낸 후, PBS로 희석한 0.1% Triton 

X-100 액에 anti-Ki67 항체(1:500, rabbit-polyclonal; Abcam, 

Boston, USA Iowa)를 1:300의 농도로 희석하여 SH-SY5Y 세포

와 같이 24시간 동안 상온에서 반응시켰다. 반응을 마친 SH-SY5Y 

세포는 PBS로 3회 세척하고, 다시 PBS에 1:500의 농도로 희석한 

Alexa Fluor 488 anti-rabbit immunoglobulin G (Molecular 
Probes, Eugene, OR, USA)와 함께 1시간 동안 상온에서 반응을 

시켰다. 핵 염색을 위하여 DAPI (1:5,000; Molecular Probes)로 

15분간 상온에서 염색을 하였다. 염색된 세포는 Olympus IX71 형

광현미경(Olympus)을 이용하여 관찰하였다.

10. Immunoblot 분석

세포는 ice-cold PBS (pH 7.4)로 세척하고 RIPA lysis buffer로 얼

음 위에서 30분간 용해한 후, 세포용해물들은 4℃, 14,000 rpm에서 

15분간 원심분리하였다. 추출한 단백질의 농도는 Bradford 단백질 

정량법을 이용하여 측정하였고 동량의 단백질을 SDS–polyacryl-
amide gel electrophoresis로 전기영동하였다. 전기영동한 gel에서 

nitrocellulose membrane에 단백질을 전이시켰고, 5% skim milk
가 함유된 Tris-buffered saline + Tween-20 (20 mM Tris-HCl, 

150 mM NaCl, pH 7.6, 0.05% Tween-20; TBS-T)로 비특이적 

결합을 차단시켰다. 그 후 단백질의 발현을 분석하기 위해, 1차 항체

(1:1,000)를 반응시켰으며, peroxidase가 붙어 있는 2차 항체

(1:2,000)로 1시간 처리한 다음 TBS-T로 세척을 한 후 ECL kit로 1
분간 반응시켜 FUSION Solo S (Vilber Lourmat, Marne-la-

Vallée cedex, France)을 이용하여 특정 면역반응 단백질 밴드를 시

각화하였다. 단백질 밴드의 강도는 Quantity ONE ver. 4.6.6 soft-
ware (Bio-Rad, Hercules, CA USA)를 이용하여 정량화하였다.

11. 통계 처리

표시된 결과는 3회 이상의 독립적인 실험결과를 사용하였으며 

GraphPad Prism software ver. 6.0 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, USA) 프로그램을 통하여 통계 처리하여 mean± stan-
dard deviation으로 기록하였다. 실험군 간의 유의성 검정은 Stu-
dent t-test를 통해 분석하였으며, p< 0.05의 경우에서 통계적 유의

성이 있는 것으로 간주하였다.

결과

1. 갈색거저리 추출물의 항산화 효과

DPPH 라디칼 소거법은 항산화 물질의 전자공여능으로 인해 방향

족 화합물 및 방향족 아민류에 의해 환원되어 자색이 탈색되는 정도

를 지표로 하여 항산화능을 측정하는 방법이다. 본 실험에서는 

MWE의 추출물을 용량별(5–25 μL)로 DPPH에 대한 라디칼 소거

활성을 측정한 결과, 용량 의존적으로 증가하는 경향을 보였으며 25 

μL의 농도에서 77.3%–6.3%의 소거능을 보였다(Fig. 1A). 한편, 

ABTS법에 MWE의 ABTS 라디칼 소거능력은 DPPH 소거능과 비

슷하게 용량 의존적으로 증가하여 25 μL 용량에서 47.9%–1.1%의 

소거능을 보였다(Fig. 1B).

2. 갈색거저리 추출물의 SH-SY5Y 세포증식 효과

MWE의 SH-SY5Y 세포의 증식에 미치는 효과를 평가하기 위해 

MWE을 5–50 μL 용량으로 처리하고 6일 후 MTT 검사를 통해 세

포생존율을 측정하였다. MWE은 5–25 μL까지 용량 의존적으로 세

포생존율이 증가하였으며, 특히 25 μL 투여 시 음성 대조군(0 μL)과 

비교하여 125.8%± 3.3% 증가하였다(p< 0.01). 그러나 50 μL 용량

의 MWE 처치한 경우는 세포생존율이 감소되었다(Fig. 2B). MWE
의 세포증식 효과를 재확인하기 위해 MWE를 72시간 처리한 후, 면

역형광 염색을 통해 세포분열의 지표단백질인 Ki67 단백질 발현을 

관찰하였다. 영상분석상 200배 현미경 시야에서 MWE을 처치하지 

OD405 of treated cells
OD405 of control cells
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않은 대조 세포들에 Ki67 양성 세포 수는 20.5± 4.7이었으며 25 μL 

MWE을 처치하지 하였을 때 Ki67 면역 양성 세포 수가 33.2± 5.2
로 통계적으로 유의하게 증가하였다(p< 0.05) (Fig. 3).

3. MPTP로 유도된 SH-SY5Y 세포의 신경독성에 대한 갈색거

저리 추출물의 효과

MPTP의 산화성 손상으로 유발되는 신경독성에 의한 SH-SY5Y 세

포의 생존율을 평가하기 위해 1 mM과 2 mM 농도로 MPTP를 12
시간 처리한 후, 현미경적 관찰 및 MTT 검사로 세포생존율을 조사

하였다. MTT 검사에서 MPTP 농도가 증가할수록 세포생존율이 

농도의존적으로 유의하게 감소되어 1 mM MPTP 처치 시 MPTP
을 처치하지 않은 음성 대조군의 생존율(100%) 대비 67.2± 5.3, 2 

mM MPTP 처치 시 45.2%± 4.5%의 세포생존율을 보였다(Figs. 4, 

5). MPTP의 신경독성에 의한 SH-SY5Y 세포의 생존율 감소에 대

한 MWE의 효과를 조사하기 위해 SH-SY5Y 세포에 10–50 μL 용

량으로 MWE을 1시간 전처리하고 1 mM 또는 2 mM 농도로 

MPTP를 12시간 처리한 후 세포생존율을 측정하였다. MPTP만 처

치한 실험군보다 10 μL과 25 μL MWE와 MPTP를 동시에 처치한 

실험군에서 MWE는 1 mM 및 2 mM 농도의 MPTP 처치한 양쪽 

모두에서 세포생존율이 용량 의존적으로 유의하게 증가하였다

(p< 0.01). 특히 2 mM MTPT 처치한 세포에서 10 μL과 25 μL 

MWE는 세포생존율을 각각 78.2%± 7.1%와 88.2%± 5.5% 통계적

으로 유의하게 증가시켰다(p< 0.01). 한편, 2–5 μL 용량의 MWE는 

MPTP에 의해 감소된 세포생존율을 유의하게 증가시키지 못하였으

며, 50 μL 용량에서는 세포생존율 감소를 악화시켰다(p< 0.05) 

(Figs. 4, 5).

4. MPTP에 의한 SH-SY5Y 세포 내 ROS 생성에 대한 갈색거

저리 추출물의 효과

MPTP는 세포 내 미토콘드리아 기능 장애를 초래하여 ROS를 발생

하여 산화성 스트레스 손상을 초래하는 것으로 알려져 있다. MPTP
에 의한 세포 내 ROS 생성을 검출하기 2 mM MPTP 처치 6시간에 

DCFH-DA를 처치하고 2시간 후에 형광현미경으로 관찰하였다. 

MPTP을 처치하지 않은 대조실험군의 세포에서는 ROS에 의한 

DCF 형광이 잘 관찰되지 않았으나 MPTP만 처치한 세포에서 

ROS에 의한 DCF의 형광량이 유의하게 증가하였으며 형광 spec-
trophotometer로 실험군 간에 DCF의 형광량을 정량하였을 때 음

성 대조군의 DCF 형광량과 비교하여 MPTP만 처치한 경우 

325.1% ± 20.2% 증가하였다(p< 0.01). 그러나 10 μL과 25 μL 

MWE을 전처리한 경우 MPTP에 의해 증가된 DCF의 형광량이 유

의하게 감소하였으며 2.5% (volume/volume) MWE 처치 시 대조

군의 발현량과 비교하여 120.5%± 32.8%로 MPTP만 처치한 경우

와 비교하여 통계적 유의하게 감소하였다(p< 0.01) (Fig. 6).

5. MPTP 신경독성에 의한 SH-SY5Y 세포자멸사에 대한 갈색

거저리 추출물의 효과

MPTP로 유도된 SH-SY5Y 세포자멸사에 대한 MWE의 효과를 조

사하기 위해 DAPI 염색을 통해 세포 핵의 형태변화를 관찰한 결과 

Fig. 7에서 나타난 바와 같다. MPTP를 처치하지 않은 음성 대조군

의 세포 핵에서는 DAPI 염색이 연하고 균일하게 관찰되었지만, 2 

mM MPTP를 처치하고 12시간 경과된 세포에서는 핵들이 응축

(condense)되면서 DAPI의 투과성 증가에 따른 빛의 강도증가 현상

과 핵들의 분절에 세포자멸소포(apoptotic body)의 형성이 저명하

게 관찰되었다. 그러나 MWE를 처치한 경우 농도의존적으로 이러
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Fig. 1. Antioxidant capacity of mealworm extract (MWE) with different volumes (5, 10, and 25 μL), which was measured using the DPPH assay (A) 
and the ABTS assay (B). Values are presented as mean±standard deviation, and the number of measurements in each group was 3.
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Fig. 2. Effects of mealworm extract (MWE) on the cellular proliferation of human neuroblastoma SH-SY5Y cells. (A) Photographs showing 
morphological differences of the cells 6 days following the application of MWE with different volumes of 0, 5, 25, and 50 μL, respectively. (B) 
Histography showing changes in cell viability, which was measured by the MTT reduction assay. Values are presented as mean±standard devia-
tion, and the number of measurements in each group was 3. MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide. *p<0.05 and 
**p<0.01 (represents a statistically significant difference between 0 μL MWE and 10 μL MWE or 25 μL MWE).
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Fig. 3. Effects of mealworm extract (MWE) on the expression of 
Ki67 protein, a cellular marker for cellular proliferation on SH-SY5Y 
cells. (A) Photographs showing expression patterns of Ki67 protein 
in the nuclei, which was detected using an Alexa 448 secondary an-
tibody (green color) 6 days following treatment with MWE (0 μL and 
25 μL, respectively). (B) Histogram showing changes in Ki67-positive 
cells between 0 μL MWE and 25 μL MWE, which was calculated us-
ing Image Analyzer from images captured with 200× magnification. 
Values are presented as mean±standard deviation, and the number 
of measurements in each group was 3. *p<0.05 (represents a statis-
tically significant difference between 0 μL MWE and 25 μL MWE).

한 세포자멸사(apoptosis) 유발에 의한 핵들의 형태학적 변화가 감

소하였으며, 특히 5–25 μL 농도에서 더욱더 감소하였다(Fig. 7).

MPTP로 유도된 SH-SY5Y 세포자멸사에 대한 MWE의 억제효

과를 재검증하기 위해 세포자멸사의 지표단백질인 caspase-3 활성 

및 불활성형 procaspase-3 발현과 caspase-3 활성에 의한 PARP 

(118 kDa) 발현 변화를 조사하였다. MPTP을 처치하지 않은 음성 

대조군의 세포와 비교하여 2 mM MPTP를 처치하고 24시간 경과

된 세포에서 caspase-3의 활성은 432.7% ±25.4%로 통계적으로 

유의하게 증가하였다(p< 0.01). 그러나 10 μL와 25 μL MWE를 전

처치하고 2 mM MPTP 처치하였을 때 caspase-3의 활성은 통계적

으로 유의하게 감소하여 25 μL MWE를 전처치한 실험군에서 

120.3%±25.2%였으나, 50 μL MWE를 전처치하고 2 mM MPTP를 

처치하였을 때 caspase-3의 활성은 음성 대조군의 330.1%±33.3% 

로 증가되어 MPTP만 처치한 군과 통계적 차이를 보이지 않았다(Fig. 

8). 2 mM MPTP만 처치한 세포에서 procaspase-3 및 PARP 발

현은 음성 대조군(control)의 세포와 비교하여 유의하게 감소한 반면, 

10 μL 또는 25 μL MWE를 전처치하였을 경우 MPTP에 의해 감소

된 procasaspe-3 및 PARP 발현이 유의하게 증가되었다(Fig. 9).

고찰

곤충은 동양의학에서 약용으로써 질병치료 목적으로 사용되어 왔으

며 약용곤충은 약용식물과의 혼합을 통하여 이용되었고, 다양한 가

공방법으로 가공하여 사용하였다. 중국에서는 약 2천 년부터 사용하

였으며, 곤충의 약용으로써 이용은 ‘주기(周記)’, ‘산해경(山海經)’, 

‘신농본초경(神農本草經)’, ‘명의별녹(名醫別錄)’, ‘본초(本草經集主)’, 

‘본초강목(本草綱目)’ 등에 의해 확인되고 있다. 일본의 ‘약용곤충목

록(藥用昆蟲目錄)’, ‘곤충 본초’ 등 또한 약용으로 이용할 수 있는 곤

충을 설명하고 있다. 우리나라에서는 ‘동의보감’에 의해 약 95종의 

곤충이 약용으로 쓰일 수 있다고 서술되어 있으며, 일부 문헌에서 발

췌된 기록을 통해 역사적 고증을 거쳐 식용 및 약용곤충의 선정에 활

용하고 있다6,8).

갈색거저리 유충은 고단백 미래 식량자원으로 각광받고 있으며, 
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건강기능식품과 의약품으로도 활용가치가 높은 것으로 알려져 있다. 

MWE의 기능성 연구에서 세포 성장, 항염증, 항산화 효과에 지방간 

개선, 골질환의 개선, 혈전증의 예방, 근육생성 촉진 등에 관여하는 

것으로 알려져 있다6,14,18,19).

본 실험에서 갈색거저리 수용성 추출물(MWE)에 항산화, 항염증 

등의 효과를 나타내는 폴리페놀(polyphenol) 화합물은 100 mg 

gallic acid equivalent (GAE)/100 mL의 농도를 보였다. 2019년 

Di Mattia 등20)도 갈색거저리 수용성 추출물에서 총 폴리페놀 함량

은 300 mg GAE/100으로 비교적 곤충들 중에 많은 것으로 보고하

였다. 또한 본 실험에서 MWE는 DPPH 및 ABTS에 대한 라디칼 

소거활성을 측정한 결과, 농도의존적으로 증가하는 경향을 보여 25 

μL 용량에서 77.3%의 소거능을 보였다. 갈색거저리 유충 단백 가수

분해물도 DPPH 라디칼 소거활성에 50% 라디칼 소거율을 보였다
21,22). 갈색거저리의 단백성분을 제거한 추출물도 DPPH에 대해 

80% 라디칼 소거활성을 보였다23). 따라서 본 연구결과와 선행연구결

과들을 종합하였을 때 갈색거저리의 단백과 비단백 성분의 폴리페놀 

성분들이 항산화 작용을 가지고 있음을 보여준다.

본 연구에서 MWE는 용량 의존적으로 MTT 검사에서 OD 값이 

증가하여 세포성장이 촉진되었다. 더불어 세포분열의 단백질 표지자

인 Ki67 단백을 면역형광 염색하였을 때 MWE를 처치하지 않은 세

포들에 비하여 25 μL MWE를 처치한 세포들에 Ki67 면역 양성 세

포 수가 통계적으로 유의하게 증가하였다(p< 0.05). MWE는 모모

Control Control

1 mM MPTP + 10 μL MWE 2 mM MPTP + 10 μL MWE

1 mM MPTP + 5 μL MWE 2 mM MPTP + 5 μL MWE

1 mM MPTP + 25 μL MWE 2 mM MPTP + 25 μL MWE
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Fig. 4. Effects of mealworm extract (MWE) on morphological changes in SH-SY5Y cells 24 hours following treatment with 1 mM MPTP (A) and 
2 mM MPTP (B). (A, B) Photographs were captured with 100× magnification. The control group contained normal SH-SY5Y cells with MPTP 
treatment. MPTP: N-methyl4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine.
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Fig. 5. Effects of mealworm extract (MWE) on the survival rate measured by the MTT reduction assay of SH-SY5Y cells 24 hours following 
treatment with 1 mM MPTP (A) and 2 mM MPTP (B). The control group contained normal SH-SY5Y cells without MPTP treatment. Values are 
presented as mean±standard deviation, and the number of measurements in each group was 3. MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide, MPTP: N-methyl4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine. *p<0.05 and **p<0.01 (represents a statistically significant differ-
ence between 0 μL MWE and 10 μL MWE or 25 μL MWE).
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Fig. 6. Effects of mealworm extract (MWE) on the generation of reactive oxygens species (ROS) in SH-SY5Y cells 12 hours following treatment 
with 2 mM MPTP. (A) Photographs showing changes in the cellular generation of ROS detected by DCF-DA dye with different volumes (0, 10, 
25 μL) of MWE 6 hours following MPTP treatment. (B) Histogram showing changes in the intensity of DCF-DA dye analyzed using fluorescence 
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ment. Values are presented as mean±standard deviation, and the number of measurements in each group was 3. DCF-DA: 2’,7’-dichlorofluores-
cein diacetate. **p<0.01 (represents a statistically significant difference between 0 μL MWE and 10 μL MWE or 25 μL MWE).

Fig. 7. (A–D) Effects of mealworm extract (MWE) on morphological 
changes in nuclei stained with DAPI dye in SH-SY5Y cells treated 
with different volumes (5, 10, 25 μL) of MWE 24 hours following 
treatment of 2 mM MPTP. Photographs were captured with 100× 
magnification. The control group contained normal SH-SY5Y cells 
with MPTP treatment. DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole, MPTP: 
N-methyl4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine.
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Fig. 8. Effects of mealworm extract (MWE) on changes in the activi-
ty of caspase-3 on SH-SY5Y cells 24 hours following treatment with 
2 mM MPTP. Caspase-3 activity was measured using a colorimetric 
caspase-3 assay kit. The activation was measured as the increase 
in activity (%) with respect to control cells (100%). The control 
group contained normal SH-SY5Y cells without MPTP treatment. 
Values are presented as mean±standard deviation, and the number 
of measurements in each group was 3. MPTP: N-methyl4-phe-
nyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine. *p<0.05 and **p<0.01 (represents 
a statistically significant difference between 0 μL MWE and 10 μL 
MWE or 25 μL MWE). **p<0.01 (represents a statistically significant 
difference between control and 0 μL MWE).
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세포(human keratinocyte), 모유두세포(human dermal papilla 

cell), 섬유아세포(fibroblast) 및 지방세포에서 세포생존율과 세포증

식 효과, 탈모 관련 사이토카인의 조절능력이 우수하다11,12).

곤충은 상처와 감염에 대응하여 다양한 혈액 및 임파액에서 세크

로핀(cecropin) 및 디펜신(defensin) 계열의 항세균 펩타이드(anti-
bacterial peptide)를 생성하며 세균 및 진균(fungus)에 대한 강력한 

항균, 항진균 작용을 통해 생명을 유지한다24). 갈색거저리에는 아타

신(attacin), 디펜신(defencin), 테네신(tenecin) 및 콜레옵테리신

(coleoptericin)와 같은 항균단백질이 있으며 유산균 세균 추출물을 

곤충의 배면에 주사기로 주입하여 “면역화(immunization)”를 유도

하면 4–15시간 내에 항균펩타이드의 messenger RNA 및 단백 발

현이 현저하게 증가된다25).
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한편, 이러한 항균펩타이드들이 신경세포의 생존 및 사멸에 미치

는 영향에 대한 여러 선행연구결과들이 보고된 바 있다. 즉 면역화된 

쇠똥구리 곤충에서 유래한 항균펩타이드인 코프리신(Coprisin) 펩

타이드의 핵심 구조 펩타이드인 CopA3 펩타이드는 사람 신경모세

포종(neuroblastoma)에서 유래한 SH-SY5Y 도파민 세포와 대장세

포종의 분열을 용량 의존적으로 촉진하였으며, SH-SY5Y 세포 및 

신경줄기세포에서 시간 의존적으로 30% 이상 세포증식을 촉진하였

다. 이때 세포 내 세포분열 억제 단백인 p27Kip1을 분쇄하여 세포분

열을 촉진한다16). 지렁이에서 유래한 항균펩타이드인 lumbricusin 

(NH2-RNRRWCIDQQA)도 SH-SY5Y 도파민세포의 분열을 촉

진하여 세포성장을 유도하였다17). 따라서 본 연구에서 사용한 갈색

거저리에 함유된 항균펩타이드들이 신경세포의 분열 및 성장에 관여

할 수 있음을 가정할 수 있으며, 본 연구에서 사용한 MWE 내 항균

펩타이드들의 기전에 대한 추가 연구가 필요하다.

MPTP에 의한 도파민 신경세포의 손상기전에 대한 다양한 연구

가 진행되어 왔다. 신경세포의 미토콘드리 내 NADH와 관련된 산

화성반응과 NADH dehydrogenase 활성도가 MPTP에 의해 억제

되어 ATP 생성이 저해된다. 또한 MTPT의 대사물은 반응성이 높

은 전자친화 대사물로 생체의 각종 중요한 거대분자와 작용하여 거

대분자의 기능을 억제하며, 생체 내에 반응성 산소종의 생성을 초래

하여 세포 내 지질, DNA 등을 손상시켜 세포사멸을 초래한다3).

본 연구에서 MPTP 처치 후 24시간 경과된 세포들에서 핵들이 응

축되면서 DAPI의 투과성 증가에 따른 빛의 강도증가 현상과 핵들의 

분절에 세포자멸소포(apoptotic body) 형성이 저명하였다. 그러나 

MWE을 처치한 경우 용량 의존적으로 이러한 세포사멸 현상과 관
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Fig. 9. Effects of mealworm extract (MWE) on changes in the expression level of procaspase-3 and PARP after treatment with 2 mM MPTP. 
(A) Images showing protein bands of procaspase-3, PARP (118 kDa), and beta-actin that were revealed by western blotting analysis. Beta-ac-
tin was used as a loading control. (B) Histography showing relative expression levels of procaspase-3 and PARP by densitometric analysis. The 
control group contained normal SH-SY5Y cells without MPTP treatment. Values are presented as mean±standard deviation, and the number 
of measurements in each group was 3. PARP: poly (ADP-ribose) polymerase, MPTP: N-methyl4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine. *p<0.05 and 
**p<0.01 (represents a statistically significant difference between 0 μL MWE and 10 μL MWE or 25 μL MWE).

련된 세포 핵의 형태학적 변화가 감소하였으며, 특히 10–25 μL 용량

에서 유의하게 감소하였다. 더욱이 세포의 자멸사 과정에서 가장 공

통적으로 관여하는 caspase-3 활성은 MPTP의 처치에 의하여 증가

되었으나, 10 μL 및 25 μL MWE을 전처치에 의하여 유의하게 감

소하였다. 그리고 MPTP만 처치한 세포에서는 ROS에 의한 DCF-

DA의 형광량이 유의하게 증가하였으나 10–25 μL MWE를 전처리

한 경우에는 MPTP에 의해 증가된 DCF-DA의 형광량이 유의하게 

감소하였다. 또한 본 연구결과에서 MWE가 DPPH 라디칼 소거율

을 증가시킴으로써 항산화 능력이 검증되었다.

정상적인 세포들은 호흡과정 동안 다양한 ROS (O2-, H2O2, OH- 

등)을 내지만 이는 세포 자체가 갖고 있는 항산화시스템(glutathi-
one, superoxide dismutase, catalase 등)에 의해 조절된다. 그러나 

다양한 자극에 의해 과량의 ROS가 발현되었을 경우에는 세포 자체

에 해로운 신호전달의 시발점이 되어 결국 세포사멸로 이어지게 되

고, 분자생물학적 변화와 세포손상을 일으킨다26). 여러 연구에서 항

산화 성분을 함유하고 있는 천연 폴리페놀 추출물들이 파킨슨병 모

델을 유발하는 MPTP에 의한 세포독성을 효율적으로 억제 또는 보

호한다는 결과가 보고되었다26,27). 따라서 MWE에 포함되어 있는 항

산화 물질이 MPTP에 의한 신경세포 내 반응성 산소종의 생성을 억

제하여 산화성 손상을 감소시킬 수 있음을 의미한다.

단백질을 포함하지 않는 MWE가 미세아교세포종인 BV-2 세포

에서 lipopolysaccharide를 처리하여 증가되는 염증성 단백인 cy-
clooxygenase-2 (COX-2) 와 inducible nitric oxide synthase 단

백 발현을 유의하게 억제하였다28). MPTP에 의한 in vitro 및 in 

vivo 파킨슨병 모델에서 선택적 cyclooxygenase (COX)-2 억제제
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는 행동학적 장애를 호전시켰으며 미토콘드리아 기능장애, caspase-3 

및 nuclear factor kappa B 단백의 발현 감소를 보여 염증성 반응이 

MPTP에 의한 도파민 세포사멸에 중요함을 밝혔다29,30). 따라서 선행

연구결과들을 종합하였을 때 본 연구에서 사용한 MWE가 염증반응

을 억제할 것으로 추정되며, 이에 대한 추가 연구가 필요할 것으로 

생각된다.

결론

본 연구는 SH-SY5Y 신경모세포종을 대상으로 신경세포 성장과 

MPTP에 의해 세포사멸에 대한 MWE의 보호효과를 규명하고자 

하였다. MWE는 MPTP의 신경독성에 의한 SH-SY5Y 세포생존율

의 감소 및 세포 내 ROS 생성을 유의하게 억제시켰다. 또한 MWE
는 MPTP로 유발된 SH-SY5Y 세포주의 세포자멸사(apoptosis)를 

세포사멸 실행 단백질인 caspase-3 활성을 억제하여 완화시켰다. 이

상의 연구결과들을 종합하면, MWE는 항산화 능력을 가지고 있어 

ROS의 생성을 억제하고, 세포사멸과 관련 세포 내 효소계를 억제함

으로써 도파민 세포의 사멸을 억제하여 파킨슨병에 유효하게 활용할 

수 있을 것으로 생각된다.
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