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꿀벌 꽃가루 열수 추출물의 수지상 세포 활성화 및 Th1 반응에 미치는 효과
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Effect of bee pollen extract on activation of dendritic cells and
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Abstract Dendritic cells (DCs) are potent antigen-presenting cells that play a pivotal role in modulating both innate and
adaptive immunity. This study examined the immunomodulatory activities of hot-water extracts of bee pollen (BPW) in
bone-marrow derived DCs (BMDC) and mice splenocytes. BMDCs isolated from mice were treated with 250 and 500 μg/
mL BPW for 24 h. BPW, up to 500 μg/mL, did not display any cellular toxicity against BMDCs. In fact, it functionally
induced BMDC activation via augmentation of CD80, CD86, and major histocompatibility complex (MHC) class I/II
expression and pro-inflammatory cytokine (tumor necrosis factor; TNF-α, interleukin; IL-6, and IL-1β) production.
Interestingly, BPW treatment significantly increased the production of interferon (IFN)-γ in splenocytes, suggesting its
possible contribution to Th1 polarization in immune response. Taken together, these findings suggest that BPW may
regulate innate and adaptive immunity via DC activation and Th1 polarization in immune responses.
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서 론

생체의 면역계는 각종 이물질과 병원체의 침입으로부터 자기

를 보호하기 위하여 면역기능에 관여하는 림프구와 보조세포, 그

리고 이들이 모여서 만들어진 림프조직으로 구성되어 있다. 면역

반응은 항원에 대한 특이성에 따라 선천 면역과 후천 면역 반응

으로 구분할 수 있다. 선천 면역은 병원체나 조직의 손상을 빠르

게 인식하여 후천 면역에 관여하는 세포에 위험을 알리는 신호

를 보내는 능력을 지니고 있으며 항원특이적인 반응을 수반하지

않는다. 후천 면역은 T 세포와 B 세포에 의해 이루어지고 항원

을 재인식하여 효과적으로 대처하는 능력을 지니고 있으며, 항원

을 제시해 주는 세포에 의해 면역 반응이 개시되며 면역반응의

세기가 선천 면역에 비하여 매우 큰 특징을 가지고 있다(Chung

등, 1984; Ryu, 2003).

수지상 세포(dendritic cells)는 항원을 접한 적이 없는 자연 T

세포를 자극하여 획득면역반응을 유도하는 능력이 있는 유일한

면역세포이다. 수지상 세포는 조혈모세포에서 분화하는 것으로

생각되고 있으며, 항원을 받아들여 표면에 제시하는 능력이 뛰어

난 것으로 알려져 있다(Li 등, 2009). 또한 림프구를 활성화 시키

는데 관여하는 다양한 공동 자극분자(co-stimulatory molecular)들

이나 세포간의 접촉에 관여하는 여러 종류의 부착분자를 표면에

많이 발현하고 있어 다른 면역세포들과 구분하여 전문적 항원제

시세포(professional antigen presenting cell)라고 한다(Todd과

Bretherick, 1942). 특이적 면역 반응은 T 세포에 의존적 면역반응

으로 항원제시 세포가 MHC 분자에 결합한 항원 펩타이드를 제

시하는 것으로 시작한다. 특이적 면역반응을 유도하는 과정에서

중요한 역할을 하는 항원제시세포를 전문적 항원제시세포라고 하

며 B 세포, 큰포식세포, 수지상세포가 존재한다. 불활성화 상태

의 B 세포는 탐식작용이 활발하지 않고 MHC 분자의 발현양도

거의 존재하지 않으며, 큰포식세포의 경우 탐식작용은 활발하지

만 면역작용의 결과 생산되는 IFN-γ와 같은 사이토카인의 도움

이 없으면 MHC 분자를 발현하지 못하기 때문에 항원을 제시할

수 없다. 그러나 수지상 세포는 생체 내에 널리 분포하고 있으며

성숙하는 과정에서 다양한 면역반응을 조절하는 강력한 전문 항

원제시 세포로 알려져 있다(Andrade 등, 1997; Choi 등, 2007).

꿀벌 꽃가루(bee pollen)는 일벌이 어린 벌에게 먹이기 위해서

다리에 묻혀오는 꽃가루에 꿀과 효소가 혼합되어 경단처럼 뭉쳐

진 덩어리로 일반 꽃가루보다 영양성분이 풍부하여 오래전부터

자연 건강식품으로 알려져 있다(Clerici과 Shearer, 1994). 꽃가루

는 꿀벌 유층과 성충의 단백질원으로 탄수화물, 지방질, 바이타

민, 무기질 등의 영양성분이 풍부하다. 특히 벌이 채취한 꽃가루

는 꿀과 효소가 혼합되어 있어 꽃가루보다 영양성분이 풍부하여

꿀벌의 단백질과 로열젤리의 원료로 이용된다(Canon, 2000). 꽃

가루는 페놀성 화합물, 플라보노이드, 안토사이아닌과 타닌과 같

은 생리활성 물질을 포함하고 있다. 식물에서 직접 수집한 꽃가

루 기능에 대한 연구는 많이 보고되었지만, 꿀벌 꽃가루의 기능
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에 대한 연구는 미비한 실정이다. 꿀벌 꽃가루는 골량을 증가시

켜 뼈엉성증을 예방하고, 산화방지와 라디칼 제거 활성, 위장보

호 등 다양한 병에 효과가 있다고 알려져 있다. 최근에는 항염증

작용을 나타내는 성분은 밝혀지지 않았지만 남성의 전립선염에

미치는 영향과 동물실험에서 항염증 효과가 연구되었다(Banchereau

과 Steinman, 1998; Jin 등, 2018; Kim 등, 2015; Maruyama 등,

2010, Shin 등, 2006). 현재 꿀벌 꽃가루에 대한 연구는 항균 및

전립선염에 관한 연구에만 치우쳐져 있고, 그 밖의 생리활성에

관한 연구들은 아직 미비한 실정이다.

본 연구는 비폴렌의 면역활성능에 관하여 알아보기 위하여 마

우스 골수세포로부터 분화된 수지상세포에 꿀벌 꽃가루(bee pollen)

을 처리하여 세포생존율, 면역조절 물질인 산화질소, 염증 유발

사이토카인 분비능, 세포표면 활성인자(CD80/86, MHC class I,

II)들의 발현 등에 미치는 영향에 관하여 알아보았다.

재료 및 방법

벌꿀꽃가루의 제조

본 연구에서 사용된 벌꿀꽃가루는 생생드림(Seoul, Korea)에서

구매하여 사용하였으며, 추출조건은 다음과 같다. 건조된 벌꿀꽃

가루을 실험실용 분쇄기(NSG-1002SS, Hanil, Seoul, Korea)로 분

쇄하여, 벌꿀꽃가루 50 g에 400 mL의 distilled water (DW)를 가하

여 100oC에서 2시간 동안 열수추출 하였다. 추출물을 filter paper

(No. 4, 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 −70oC에서 보

관하여 본 실험에 사용하였다.

내독소 함량 평가

열수추출물의 내독소 함량은 limulus amebocyte lysate assay kit

(GenScript, Piscataway, NJ, USA)을 구입하여 측정하였으며, 추출

물 및 분획물의 내독소 함량은 15 pg/mL (0.1 EU/mL) 이하로 측

정되었다.

실험동물

실험동물은 6주령(18-20 g)의 C57BL/6 수컷 마우스를 Orient사

(Seongnam, Korea)로부터 구입하여 사용하였다. 분양받은 마우스

는 동물 사육실 내부 환경에서 1주간 순화시킨 후 미분화 골수

세포를 채취하기 위하여 사용하였다. 본 연구에 사용된 실험동물

은 한국원자력연구원 동물실험 윤리위원회의 승인을 받아 진행

하였다(KAERI-IACUC-2016-008).

골수세포로부터 수지상세포로의 분화 유도

C57BL/6 마우스로부터 골수 채취용 주사기(BD Biosciences, San

Diego, CA, USA)를 이용해 대퇴부 골수를 채취하였다. 채취한

골수를 차가운 인산완충식염수(phosphate buffered saline; PBS,

Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)로 3회 세척한 후 적혈구를

제거하기 위하여 적혈구(red blood cell; RBC) 용해완충용액 (Invit-

rogen Co.)를 5 mL 처리하여 10분간 방치하였다. 인산완충식염수

로 3번 세척하여 적혈구 찌꺼기를 완전히 제거하였다. 분리한 미

분화 골수세포를 수지상세포로 분화시키기 위하여 10% 소태아

혈청(fetal bovine serum; FBS)이 포함되어 있는 roswell park

memorial institute (RPMI) 1640배지(Invitrogen Co.)에 2 mM 엘글

루타민, 100 unit/mL 페니실린(penicillin) 스트렙토마이신(strepto-

mycin), 50 μM 머캅토에탄올(mercaptoethanol), 0.1 mM 비필수아

미노산(non-essential amino acid), 1 mM 피루브산소듐, 20 ng/mL

과립구큰포식세포집락자극인자(granulocyte-macrophage colony stim-

ulating factor, M-CSF, R&D System, Minneapolis, MN, USA),

20 ng/mL IL-4 (R&D System)를 첨가하여 8일 동안 배양했다.

골수 분화 유도 수지상 세포의 세포 생존율 평가

골수 분화 수지상 세포를 96 well plate에 3×104 cell/well의 농

도로 분주한 후 37oC, 5% CO2 배양기(incubator)에서 12시간 동

안 배양하면서 세포를 완전히 부착시고 BPW를 인산완충용액

(WelGene, Daegu, Korea)에 용해하여 250 및 500 μg/mL의 농도

로 처리하였다. 또한, 음성대조구로는 샘플 대신에 동량의 인산

완충용액을 처리하였고, 양성대조구로 지방질다당류(lipopolysac-

charide; LPS)를 200 ng/mL의 농도로 처리하였다. 24시간 후 well

당 30 μL의 3-[4,5-dimethylthia zol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium

bromide; thiazolyl blue (MTT; Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,

MO, USA) 용액(1 mg/mL)을 첨가하여 4시간 동안 반응시켰다.

MTT 시약의 첨가로 형성된 포마잔(formazan)을 녹이기 위해서

다이메틸설폭사이드(dimethyl sulfoxide; DMSO, Sigma-Aldrich,

Co.)를 100 μL씩 첨가하고 1시간 후 마이크로플레이트 리더

(microplate reader, BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 517

nm에서 흡광도를 측정하였고, 대조구(control, medium only)의 흡

광도 값을 기준으로 세포 생존율을 비교하였다.

사이토카인 분비 유도능 평가

48 well plate에 골수 분화 수지상 세포를 5×104 cell/well로 분

주한 후, BPW를 250과 500 μg/mL의 농도로 처리하였고, 양성대

조구인 지방질다당류를 200 ng/mL의 농도로 처리하였다. 24시간

후, 분리된 배양 상층액에서 사이토카인(TNF-α, IL-6 및 IL-1β)

의 함량을 측정하였다. 사이토카인의 함량은 ELISA kit (eBio-

science Co., San Diego, CA, USA)을 사용하여 측정 하였으며, 이

때 사이토카인의 농도는 키트에 포함되어 있는 표준 용액으로부

터 산출된 표준곡선으로부터 계산되었다.

산화질소(II) (nitric oxide) 유도능 평가

분리된 배양 상층액 100 μL에 동량의 Griess (Sigma-Aldrich,

Co.) 시약을 처리하여 10분 동안 반응시킨 후 마이크로플레이트

판독기를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 산화질소

(II)의 농도는 아질산소듐(NaNO2, Sigma-Aldrich, Co.)를 사용하여

얻은 표준 직선과 비교하여 산출하였다.

수지상세포의 세포 표면 활성 인자(cell surface marker)에 미

치는 영향

수지상세포의 세포 표면 활성 인자의 발현에 미치는 영향을 측

정하기 위하여 마우스 골수세포로부터 분화된 수지상세포를 각

각 6 well plate에 well당 1×106 개로 분주한 후, BPW를 250과

500 μg/mL의 농도로 처리하였고, 양성대조구인 지방질다당류를

200 ng/mL의 농도로 처리하였다. 24시간 후 다양한 농도로 BPW

를 처리한 각각의 세포를 회수하였다. 항체의 비 특이적인 결합

을 방지하기 위하여 회수된 각각의 세포에 1 μg/mL의 Fcγ I/III

(BD Biosciences)을 처리하여 4oC에서 20분간 반응시킨 후, anti-

CD80-PE, anti-CD86-PE, anti-MHC I 및 II-PE (BD Biosciences)

의 항체를 각각 1,000배 희석하여 세포에 처리하여 30분 동안 반

응시키고, 유세포 분석기(FACS callibur, BD Biosciences)를 이용

하여 수지상세포의 세포 표면 활성 인자의 발현에 미치는 영향

에 관하여 분석하였다.
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지라 세포 분리

1주간의 순화를 마친 마우스를 경추 탈골법으로 희생시킨 후

지라를 무균적으로 적출하여 10%의 소태아혈청과 항생제 페니

실린과 스트렙토마이신(100 unit/mL, 100 μg/mL)을 함유한 RPMI-

1640 배지로 3회 세척한 후 조직균질기(tissue grinder, Corning

Costar, Corning, NY, USA)로 균질화하여 지라 세포를 유리시켰

다. 세포현탁액에 적혈구를 제거하기 위하여 적혈구 용해완충용

액(BD Biosciences)를 첨가하여 적혈구를 제거하였고, 혈구계수기

를 이용하여 세포수를 측정하였다.

지라 세포의 세포 증식능 평가

96 well plate에 well당 1×106개의 지라 세포를 분주한 후,

BPW를 250 및 500 μg/mL과 양성 대조구인 Con A를 1 μg/mL의

농도로 처리하였고, 37oC로 유지되는 5% CO2 세포 배양기에서

24시간 배양한 후, WST-1 (Daeil Lap Science, Seoul, Korea) 용

액을 각 각의 well에 10 μL씩 첨가하고 2시간 동안 반응시킨 후

450 nm에서 흡광도를 측정하여 세포 증식능을 평가하였다. 지라

세포의 증식능은 다음 식에 의하여 계산되었다.

                         Sample 처리구의 흡광도
Splenocyte proliferation (%) =

Sample 무처리구의 흡광도
× 100

지라 세포의 대한 사이토카인 분비능 평가

지라 조직으로부터 분리된 비장세포를 48 well plate에 well당

2×106 개씩 분주한 후 BPW를 250 및 500 μg/mL의 농도로 처리

하였고, 또한 양성 대조구인 ConA를 1 μg/mL의 농도로 처리하

였다. 24시간 배양 후, 배양 상등액에 존재하는 사이토카인(IL-4

및 IFN-γ)의 함량에 관하여 측정하였다. 사이토카인의 함량측정

은 ELISA kit (eBioscience)를 사용하여 측정하였다.

통계 분석

이상의 실험에서 얻어진 결과는 Statistical Package for Social

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

하여 일원배치분산분석으로 분석하였으며, 시료 간의 유의성은

던컨 시험으로 p<0.05, 수준에서 비교하였다.

결과 및 고찰

BPW 처리에 따른 수지상세포의 생존율 평가

BPW의 처리가 수지상세포의 세포 증식능에 미치는 영향에 관

하여 평가하기 위하여 C57BL/6 마우스로부터 미분화 골수 세포

를 분리하여 수지상 세포로 분화시킨 후, 분화된 수지상 세포에

음성대조구로는 BPW 대신 동량의 인산완충용액을 처리하였고,

양성 대조구로는 수지상세포의 유사분열촉진제(mitogen)인 지방

질 다당류를 200 ng/mL로 처리하였으며, BPW를 250 및 500 μg/

mL의 농도로 처리하여 수지상 세포 생존율을 MTT 방법을 통하

여 평가하였다(Fig. 1). 수지상세포에서 BPW를 250과 500 μg/mL

의 농도로 처리(n=4)하였을 때, 세포 생존율이 각각 105.05±1.14,

107.84±0.45%로 관찰되었으며, 이는 음성대조구(CON)와 비교하

였을 때 BPW 처리는 세포를 사멸시키지 않는 것으로 나타났다.

이러한 결과로 보아 BPW의 처리는 수지상 세포에 대한 세포 독

성을 일으키지 않는 것으로 판단된다. 본 연구에서 사용된 지방

질다당류는 큰포식세포와 수지상세포의 유사분열 촉진제로, 지방

질다당류 처리 시 면역을 매개하는 다양한 면역관련 인자의 분

비를 증가시켜, 미지의 시료에 대한 면역활성능 평가 시 양성대

조구로서 면역 활성을 비교하는데 주로 사용된다(Kim 등, 2015b).

수지상세포의 활성조절을 하는 것은 면역관련 질병들의 예방과

치료에 관한 무한한 가능성을 제시할 수 있다. 따라서 본 연구에

서도 BPW의 처리는 수지상세포의 세포독성에 영향을 미치지 않

았으며, 추후 BPW 처리에 따른 면역 활성을 평가하기 위하여 수

지상세포의 사이토카인과 산화질소(II)의 분비능에 미치는 영향에

관하여 관찰하였다.

BPW 처리가 수지상 세포의 산화질소 분비능에 미치는 영향

비특이적 항원의 침입에 의해 활성화된 대식세포는 항원을 포

식하고, 항원에 대한 정보를 후천면역반응에 전달하여, 세포 매

개성 면역반응의 활성을 유도한다. 활성화된 수지상세포가 분비

하는 산화질소(II)는 아르기닌으로부터 iNOS에 의해 생성되며, 생

체 내 감염을 일으키는 항원을 효과적으로 제어하기 위한 수단

으로 사용된다(Lee 등, 2006). 따라서 면역반응의 증감을 판단하

기 위하여 NO 분비능의 증가는 수지상세포의 활성화에 관한 바

이오마커로 주로 사용된다(Gao 등, 2000). 비교적 낮은 농도의

NO의 분비는 면역세포 내의 면역 활성 유도 및 유지하는 중요

한 수단인 nuclear factor (NF)-κB를 활성화 시키고 면역 작용을

활발하게 유도 시켜 면역 조절자로 인식된다고 보고된다(Wink 등,

2011).

BPW의 처리가 수지상세포 활성화에 미치는 영향에 관하여 평

가하기 위하여, 수지상 세포에 BPW를 처리한 후 세포 상층액에

서 산화질소(II) 분비능에 관하여 알아보았다(Fig. 2). 양성 대조

군인 지방질 다당류를 처리하여 산화질소(II) 분비능(n=4)이 크게

증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 또한 세포 독성에 영향을 미치

지 않는 농도인 250과 500 μg/mL로 BPW를 처리하여 NO의 분

비능을 관찰한 결과, BPW를 처리하였을 경우, 농도 의존적으로

산화질소(II)의 분비능을 증가시키는 것으로 관찰되었다. 그러나

수지상세포의 양성대조군인 지방질 다당류의 처리구와 비교할 때

상대적으로 낮은 것으로 보아 BPW의 처리는 면역 조절인자로서

산화질소(II)의 분비능을 유의적으로 증가시키는 것으로 사료되며,

보다 면밀한 분석을 위하여 BPW의 사이토카인 분비능에 관하여

관찰하였다.

BPW 처리가 수지상 세포의 사이토카인 분비능에 미치는 영향

수지상 세포와 같은 포식세포들이 외부 자극에 의해 활성화 되

Fig. 1. Cell viability test of bee pollen (BPW) in bone-marrow
derived dendritic cell. BPW was treated at the concentration of 250
and 500 μg/mL, and lipopolysaccharide (LPS) was treated at the
concentration of 0.2 μg/mL as a positive control. Cell viability was
conducted in triplicates (n=4), and the results are expressed as
mean±SD.
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면 부착성이 강해지며, 외부 바이러스나 세균에 오염된 세포를

직접적으로 탐식하여 사멸시키거나 간접적으로 면역력을 활성화

시키는 사이토카인이라는 물질을 생성한다(Lee 등, 2012). 사이토

카인은 면역의 연결자로서 외부 항원에 대한 여러 면역세포 간

의 협력을 조절하며 다양한 자극에 대하여 한 개체의 세포와 조

직들이 유기적으로 작용할 수 있도록 도와줄 뿐만 아니라 이들

의 생성과 분비는 면역반응의 조절에 있어서 매우 중요한 역할

을 수행한다. 수지상 세포가 분비하는 대표적인 사이토카인에는

TNF-α, IL-6과 IL-1β 등이 있으며, 이들은 수지상세포의 활성화

지표로서 다양한 물질의 면역 활성을 판단하는 척도로 여겨진다

(Calixto 등, 2004). 종양 괴사 인자로 알려져 있는 TNF-α는 수지

상세포가 분비하는 대표적인 사이토카인으로 큰포식세포의 활성

화에 기인하고 종양세포에 대학 강력한 세포독성을 나타내기도

하지만 외부 항원에 오염된 세포의 살해능력을 증가시켜 숙주의

감여부위를 국소화 시켜 초기 면역반응에 중요한 역할을 수행한

다(Kim 등, 2004). IL-6는 면역반응, 조혈작용과 염증을 조절하는

사이토카인으로 형질세포 분화를 유도하여 B 세포, T 세포의 분

화를 촉진시키거나 그 기능을 조절하여 면역글로불린의 합성에

관여하고 다른 사이토카인과 협력하여 상승작용을 나타내거나 그

기능을 조절하여 외부병원성 항원의 침입에 따른 염증을 억제시

키는데 중요한 역할을 한다고 알려져 있다(Byun, 2015). IL-1β는

TNF-α와 유사하게 초기 면역반응에 관여하여 감염부위를 최소

화 시키고, 큰포식세포의 포식 작용, 미생물사멸과 B 세포와 T

세포의 분화를 촉진시켜 후천면역반응의 개시반응을 빠르게 유

도하는 역할을 수행한다(Cho 등, 2017). 또한 이러한 사이토카인

들은 직접적으로 선천면역계를 활성화 시킬 뿐만 아니라 간접적

으로 T 세포 관련 후천 면역계를 자극시켜 숙주의 면역반응에

중대한 촉매로서의 역할을 수행한다고 보고되었다(Ryu 등, 2006).

따라서 본 연구에서도 BPW의 처리가 수지상세포의 사이토카인

에 미치는 영향을 평가하기 위하여 수지상 세포에 BPW를 농도

별(250과 500 μg/mL)로 처리하여 배양 상층액에 존재하는 사이

토카인의 함량을 ELISA법을 이용하여 측정하였다(Fig. 2).

양성대조구인 LPS 처리 시 모든 처리구에서 사이토카인(n=4)

의 분비량이 증가하는 것으로 관찰되었다. 농도별(250과 500 μg/

mL) BPW의 처리구에서 TNF-α, IL-6과 IL-1β의 분비량은 농도

의존적으로 사이토카인의 분비량이 증가하는 것으로 관찰되었다.

이러한 결과로 미루어 보아 BPW의 처리는 수지상세포의 산화질

소(II) 분비 유도능을 증가시키는 결과와 유사하게 사이토카인 유

도능 또한 증가하는 것으로 관찰되어 수지상세포의 면역 활성에

기여하는 것으로 판단된다.

BPW 처리가 수지상세포의 세포 표면 활성 인자에 미치는 영향

수지상 세포는 항원을 섭취하여 T 세포에 항원을 제시함으로

서 세포의 증식을 유도한다. 수지상 세포가 T 세포를 활성화 시

키는 것은 크게 두 가지 신호로 나눌 수 있다. 먼저 수지상세포

가 섭취한 항원을 분해하여 자신이 가지고 있는 주조직적합성 복

합체(major histocompatibility complex: MHC) 라고 하는 분자에

항원 펩타이드를 결합시켜 T 세포 항원 수용체를 자극하는 신호

가 있다. 또한 수지상 세포의 세포 표면 활성인자(cell surface

activation marker)인 분자는 세포 표면에 부착된 단백질 분자로 T

세포 표면 단백질 분자를 자극하는 신호로 나눌 수 있다. 다양한

면역 세포구들은 세포표면에 가지고 있는 표면 분자 구조에 따

라 서로를 구분하며 이러한 구분은 분화군이라는 표현형을 사용

한다. 이러한 표현형인 CD는 같은 종류의 세포를 분리하거나 분

석하는 연구에도 매우 유용하게 사용되며, 세포의 활성화와 관련

하여 중요한 지표로 사용된다(Lee 등, 2001; Piani 등, 2000).

CD80과 CD86은 수지상세포의 활성화를 나타내는 지표로서 이

러한 분자의 발현이 증가하게 되면 항원제시능력이 증가하며, T

Fig. 2. Nitric oxide (NO) production activity and cytokine (TNF-α, IL-6, and IL-1β) productions activity of bee pollen (BPW) in bone-

marrow derived dendritic cell. BPW was treated at the concentration of 250 and 500 μg/mL. Lipopolysaccharide (LPS) was also treated at the
concentration 0.2 μg/mL. After 24 h, cytokine productions in culture supernatant were measured by using ELISA kit (n=4). a,b,c,dValues with
different letters are significantly different (p<0.05).
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세포와의 세포 간 상호작용(cell to cell interaction)을 돕는 역할을

수행하므로 CD80과 CD86의 발현 증가는 수지상세포의 활성화

와 매우 밀접한 관련이 있다(Mo 등, 2017). 본 연구에서는 수지

상세포가 활성화 되었을 때 가지는 표현형인 CD80과 CD86의 발

현에 관하여 유세포분석기를 통하여 분석하였다(Fig. 3). BPW를

농도별(250 및 500 μg/mL)로 처리하였을 때 수지상 세포의 표면

활성 인자인 CD80과 CD86의 발현이 더욱 증가된 것을 관찰할

수 있었다.

또한 선천면역을 담당하는 탐식세포가 병원체를 탐식하게 되

면 후천 면역을 담당하는 T 세포에게 병원체의 항원을 제시하게

되는데 이 과정에서 직접적으로 항원을 제시 할 수 없고 주조직

적합성 복합체(major histocompatibility complex, MHC)가 세포 표

면에 발현하는 단백질에 항원을 결합시켜 전달한다. 주조직적합

성 복합체는 MHC I과 II가 존재하며 활성화되지 않았을 때에는

세포 표면에 적은 양이 발현되지만 활성화되면 발현되는 양이 증

가하여 T 세포에 많은 양의 항원을 전달할 수 있으며, T 세포를

직접적으로 활성화 시켜 후천 면역반응을 활발히 진행시킨다(Piani

등, 2000). 따라서 본 연구에서 BPW의 처리하였을 때 수지상세

포의 세포표면 활성인자인 MHC class I과 II발현에 관하여 관찰

한 결과 유의적으로 MHC class I과 II 발현이 BPW의 처리는 농

도 의존적으로 세포 표면 활성인자들의 발현을 증가시키는 것으

로 관찰되었다(Fig. 3). 이러한 결과로 미루어보아 BPW의 처리

는 수지상 세포의 세포 표면 활성 인자들을 직접적으로 증가시

켜 면역세포를 활성화 시키는 것으로 사료된다.

BPW 처리가 지라 세포의 생존율에 미치는 영향

체내에서 지라는 중요한 면역기관으로서 혈액에서부터 유래되

는 외래항원에 대하여 주된 보호 면역을 수행하는 장기로 B와 T

림프구의 성숙과 분화가 이루어지는 림프기관으로 이러한 림프

구의 분화는 면역에서 매우 중요한 의미를 갖게 된다(Mo 등,

2017). 지라에는 다양한 면역세포들이 존재하는데, 주로 T 세포

가 60% 이상을 차지하며, 나머지는 B 세포와 탐식세포들이 차

지한다. 특히 지라 세포는 면역반응과 밀접한 관련이 있으며, 그

크기나 수가 대표적인 면역 지표로 이용될 수 있다(Shan 등,

1999). 본 실험에서도 수지상세포를 대상으로 BPW가 선천면역계

의 면역활성능을 유도한다는 것을 증명할 수 있었고, 후천면역계

Fig. 3. Cell surface marker (CD80/86 and MHC class I/II) expression levels of bee pollen (BPW) in bone-marrow derived dendritic cell.

BPW was treated at the concentration of 250 and 500 μg/mL. Lipopolysaccharide (LPS) was also treated at the concentration 0.2 μg/mL. After
24 h, cell surface marker expression was measured by flow cytometer using specific antibody (n=4). a,b,c,dValues with different letters are
significantly different (p<0.05).

Fig. 4. Cell viability test of bee pollen (BPW) in splenocyte

separated from mouse spleen. BPW was treated at the
concentration of 250 and 500 μg/mL, and concanavalin A (ConA)
was treated at the concentration of 1 μg/mL as a positive control.
After 24 h, splenocyte viability was evaluated by WST-1 assay
(n=4). a,bValues with different letters are significantly different
(p<0.05).
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를 담당하는 T 세포에 대한 BPW의 면역 활성 유도능에 관하여

알아보기 위하여 마우스로부터 지라를 무균적으로 적출하고, 적

출된 지라로부터 지라세포를 분리한 후 BPW를 처리하여 지라

세포의 세포 증식능에 미치는 영향에 관하여 평가하였다(Fig 4).

BPW를 지라 세포에 농도별(250과 500 μg/mL)로 처리결과,

BPW 처리구에서 세포독성에 영향을 미치지 않고 지라 세포의

증식능이 증가되는 것을 확인하였다. 따라서 BPW는 상기 제시

된 농도에서 지라 세포에 독성을 미치지 않는 것으로 사료되며

보다 면밀한 실험을 위하여 지라 세포에 다수 포함되어 있는 면

역 T 세포가 분비하는 사이토카인에 관하여 Th1과 Th2로 나누

어 평가하였다.

BPW 처리가 지라 세포의 사이토카인 분비능에 미치는 영향

지라 세포가 활성화되면 여러 종류의 면역반응을 매개하는 사

이토카인을 분비하게 된다. 지라 세포에서 분비되는 대표적인 사

이토카인은 IL-2, 3, 4, 5, 6, 10, 13과 IFN-γ 및 TNF-α 등이 있

다. 이들 중 IFN-γ는 병원성 미생물 침입에 대항하여 숙주를 보

호할 수 있는 세포활성물질로 세포 매개 면역반응에서 중요한 역

할을 하며 비장세포 면역활성 여부를 판단하는 중요한 지표로 알

려져 있다(Ryu 등, 2006). 면역 T 세포는 사이토카인과 일부 전

사인자(transcription factor)들의 활성화에 의하여 Th1 세포와 Th2

세포로 분화하며 각각의 세포에서 분비되는 사이토카인의 경우

면역증강이나 알레르기 유발에 밀접한 관련이 있다고 보고된다

(Lee 등, 2003). Th1 세포가 분비하는 대표적인 사이토카인은 IL-

12, IFN-γ, TNF-α가 있으며, Th2 세포가 분비하는 대표적인 사이

토카인으로는 IL-4, 5, 10, 13이 있다. 특히 Th1 세포가 분비하는

사이토카인은 면역 활성과 관련이 있으며, Th2 세포가 분비하는

사이토카인은 알레르기, 아토피 질환과 염증 유발과 상관관계가

있다고 보고되었다(Medzhitov, 2001). 본 연구에서도 BPW의 처

리가 지라 세포의 사이토카인 분비 특성에 미치는 영향을 알아

보기 위해서 Th1 세포가 분비하는 IFN-γ와 Th2 세포가 분비하는

IL-4의 분비능에 관하여 측정하였다(Fig. 5).

BPW를 농도별(250과 500 μg/mL)로 처리한 결과 Th1 세포가

분비하는 사이토카인 IFN-γ는 유의적으로 증가하였으며, 대조적

으로 Th2 세포가 분비하는 사이토카인 IL-4의 분비량에 대한 변

화는 측정되지 않았다. 본 연구에서 양성대조군으로 사용된 Con

A의 경우 T 세포의 대표적인 유사분열촉진제로서 Th1/Th2 세포

가 분비하는 모든 종류의 사이토카인 분비를 증가시키는 것으로

보고되고 있다(Chen 등, 2009). 이러한 결과로 미루어 보아 BPW

의 처리는 알레르기와 아토피와 같은 염증성 질환 유발과 밀접

한 관련이 있는 Th2 세포의 활성화에는 영향을 주지 않으며, 면

역 활성과 밀접한 관련이 있는 Th1 세포의 활성화를 일으켜 면

역학적 상승 작용이 나타내는 것으로 사료된다.

요 약

본 연구는 꿀벌 꽃가루 추출물(BPW)의 면역 활성에 관하여 알

아보기 위하여, 선천면역계의 대표적인 수지상세포와 후천면역계

의 대표적인 비장세포에 BPW를 처리 하여 면역세포의 활성능을

관찰하였다. 수지상 세포에 BPW를 처리하여 세포 생존율, 산화

질소(II)와 사이토카인(TNF-α, IL-6과 IL-1β) 분비능과 세포 표면

분자를 관찰 하였다. 세포 생존율은 수지상 세포에 BPW를 처리

하였을 때, 세포 독성을 일으키지 않았으며 주요 면역 활성 인자

인 산화질소(II) 분비능을 관찰한 결과, 농도 의존적으로 증가하

는 것을 확인하였다. 또한 사이토카인의 분비능을 관찰한 결과,

TNF-α, IL-6과 IL-1β의 함량이 농도 의존적으로 증가하는 것으

로 관찰되었다. 또한 활성화된 면역세포의 세포 표면에서 발현되

는 CD80과 CD86의 발현과 항원제시에 밀접한 관련이 있는 MHC

class I, II의 발현이 유의적으로 증가하는 것으로 관찰되었다. 또

한 후천면역에서 중요한 역할을 수행하는 면역 T 세포가 다량

분포하는 지라 세포를 분리하여 BPW를 처리 하였을 때 Th1 세

포가 분비하는 사이토카인의 함량이 농도 의존적으로 증가되는

것으로 나타났다. 이러한 결과로 미루어 볼 때 BPW는 선천면역

뿐만 아니라 후천면역에 관여하는 다양한 면역세포의 활성화에

직간접적으로 관여하는 것으로 사료된다.
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