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ABSTRACT

Enhancing the Immunogenicity of P latycodon Grandiflorum on Adaptive
Immune System

Joon-Hong Park, Jin-Moo Lee, Chang-Hoon Lee, Jung-Hoon Cho,
Jun-Bock Jang, Khung-Sub Lee

Dept. of Oriental Gynecology, College of Oriental Medicine, Kyung-Hee University

Purpose: This study was designed to investigate enhancing the immunogenicity
effects of P latycodon grandiflorum(PG) on adaptive immune system.

Methods: To investigate the effect of PG as an adjuvant, we used the ovalbumin
(OVA) as an antigen at first. The proliferation of lymphocytes, the antibody titer,
the subisotypes of antibodies and the production of cytokines were measured.

Results: The proliferation of lymphocytes and the antibody titer were increased
after PG treatment. The increased subisotypes of antibodies were IgG2 and IgG3
induced from T1-helper cells. However IgE induced from T2-helper cells was decreased.
The production of cytokines derived from T1-helper cells was increased but that
from T2-helper cells was decreased.

Conclusion: It is supposed that PG has an immunogenicity effect as an adjuvant
on adaptive immune system.
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Ⅰ. 서 론

면역 반응으로 종양 억제 효과가 보고

된 후
1)
, 악성 종양에 대한 다양한 면역

학적 치료법이 제시되고 있다
2)
. 부인과

적 악성 종양의 치료에 있어서도 인유두

종 바이러스에 대한 백신 치료는 보편화

되었고, 난소암에 대한 보조요법으로 면

역학적 치료가 대두되고 있다3). 따라서

효과적인 면역반응을 위해서는 면역세포

의 기능을 조절하여 특이 항원에 대한

면역자극활성을 유도함으로서 항원 특이

적인 체액 및 세포성 면역증강 활성을

유도케 하는 물질이 필요하다
4)
.

최근까지 가장 흔히 인체에 사용되었

던 면역증강제는 1926년 Glenny AT 등
5)

이 개발한 aluminum-based mineral salts

이었으나, 인체 알러지 반응과 관련되는

IgE를 유발시키는 등의 부작용이 밝혀

져 새로운 면역증강제의 개발이 요구되

고 있다6).

도라지과에 속하는 多年生 草本인 도

라지의 뿌리를 건조한 桔梗은 宣肺利咽,

祛痰排膿의 목적으로 사용되어 왔으며7),

최근 면역기능과 관련된 특정 암세포에

대한 항암효과가 보고되었다
8,9)
. 이 등

10)

은 선천면역계를 통한 桔梗의 항암 효과

를 보고한 바 있어, 적응면역계를 통한

효과도 있을 것으로 생각되나 이에 대한

연구는 아직까지 보고된 바 없다.

이에 저자는 桔梗이 면역증강제로서

적응면역계에 대한 효과를 확인하고자

단백질 항원에 대한 효과를 관찰하여 유

의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 실험 방법

1. 재 료

1) 藥 材

도라지과(Campanulaceae)에 속하는 多

年生草本인 도라지 Platycodon grandiflorum

A.(Jacq) DC.의 건조된 뿌리를 HPLC

(methanol. 50℃)로 추출하여 tube에 분

주한 후 45℃〬에서 감압 농축법으로 제조

한 한국식물추출물은행의 제품CW03-013)

을 구매하여 사용하였다.

2) 動 物

생후 6-8주령의 雌性 BALB/c를 (주)

중앙실험동물(Seoul, Korea)에서 분양 받

아 정수된 물과 사료(Samyang Co. Ltd.,

Korea)를 자유 공급하면서 온도 22℃〬,

습도 50% 및 12시간 간격으로 자동 조

명되는 상태에서 스트레스를 받지 않도

록 주의하여 무균상태로 사육하였다.

2. 실험방법

1) 단백질 항원에 대한 면역증강 효과

(1) 시험군 설정과 1차 면역 유도

모든 시험군은 6주령 BALB/c 마우스

에 단백질 항원인 ovalbumin(이하 OVA;

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)에

대한 면역을 유도하였으며, 대조군은 무

처치군으로 하였다. OVA군은 20㎍의

ovalbumin만, 桔梗처치군은 20㎍ OVA와

200㎍ 桔梗 추출물을, alum처치군은 20

㎍ OVA와 1㎎ aluminium hydroxide(이

하 alum; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA)을, 桔梗-alum처치군은 20㎍ OVA,

1㎎ alum 및 200㎍ 桔梗 추출물을 혼합

하여 면역원으로 사용하였다. 1차 면역

은 각 면역원을 2주 간격으로 3회 피하

주사하여 유도하였다.

(2) 항원 특이적 비장세포 증식 측정

최종 면역 3일 후 마우스에서 비장을
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적출하여 10% fetal bovine serum(이하

FBS; Gibco, Carlsbad, CA, USA)가 함

유된 RPMI-1640 배지(Gibco, Carlsbad,

CA, USA)에 부유시킨 후, 2.5×10
5
cells/well

로 세포 농도를 조절하여 96-well culture

plate에 분주하였다. 대조군을 포함한 모

든 시험군에 OVA를 500㎍/㎖부터 5배

희석법으로 첨가하고, 37℃, 5% CO2의

배양기(Thermo, MA, USA)에서 72시간

동안 배양하였다. Cell counting kit(EZ-

Cytox, Daeil Lab. Seoul, Korea)을 배양 완

료 6시간 전에 첨가한 후, spectrophotometer

(Molecular Device, Sunnyvale, CA, USA)

를 이용하여 450㎚에서 비장세포의 증식

을 측정하였다.

(3) 총 항체가 측정

최종 면역 3일 후 마우스에서 혈액

500㎕를 cardiac puncture로 채취한 후,

혈청을 분리하여 -20℃에서 보관하였다.

Flat-bottomed microtiter plate의 각 well

에 50㎍/㎖의 OVA 100㎕을 분주하여 4

℃〬에서 16시간 동안 부착시켰다. PBS-

Tween 20(이하 PBST)으로 각 well을 3회

세척 후, 3% BSA로 blocking하고 PBST

로 다시 세척하였다.

-20℃〬에서 보관하던 혈청을 각 well에

100배부터 2배 희석법으로 첨가한 후, 2

시간 동안 상온에서 반응시켰다. PBST

로 ELISA plate를 세척하고 2차 항체

(peroxidase-conjugated goat anti-mouse

IgGAM-HRP; Zymed, CA, USA)를 PBS

에 희석하여 각 well에 첨가하고 상온에서

1시간 동안 반응시킨 후, spectrophotometer

를 이용하여 450㎚의 흡광도에서 총 항

체가를 측정하였다.

(4) 항체의 subisotype 측정

마우스 혈청에 항체 subisotype 특이

적 2차 항체(peroxidase- conjugated rabbit

anti-mouse IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 및

IgA; Pierce, Rockford, USA)를 가하고, 발

색기질로 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 용

액을 가하였다. 30분 후 2N H2SO4를 첨가

하여 반응을 정지시킨 후, spectrophotometer

를 이용하여 450㎚에서 흡광도를 측정하

였다.

Capture antibody인 anti-mouse IgE를

coating buffer(0.1M carbonate, pH9.6)를

이용하여 ELISA plate의 각 well에 coating

하고, 3% skim milk를 이용하여 blocking

후, 40배 희석된 항혈청을 첨가하였다. 동

시에 혈청 중의 IgE의 함량 분석을 위해

standard로 IgE를 1.6∼100ng/㎖이 되게

조정하여 첨가하였다. 그 후 biotinylated

anti-mouse IgE와 streptavidin-horseradish

peroxidase conjugate를 첨가하고 2시간

동안 상온에서 반응시켰다. 반응 완료 후

ELISA plate의 각 well을 PBST를 이용

하여 세척하고, 기질로 TMB를 첨가하

였다. 2N H2SO4를 이용하여 반응을 정

지시킨 후 450㎚에서 흡광도를 측정하였

으며, 혈청 중의 IgE 함량은 standard

IgE에 대한 표준곡선에 대입하여 측정

하였다.

(5) Cytokines 측정

최종 면역 3일 후에 비장세포를 분리

하여 1×106cell을 48-well culture plate에

분주하였다. 각 well에 최종농도 10㎍/㎖

의 OVA를 첨가하고 37℃, 5% CO2 배양

기에서 72시간 배양하였다. 배양 완료 후

배양 상등액을 900rpm/10minute로 원심

분리하여 -80℃〬에 보관하였다. Interleukin

(이하 IL)-2, 4, 6, 10, interferon(이하

IFN)-γ, 및 glanulocyte-macrophage colony-

stimulating factor(이하 GM-CSF)를 측
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정하기 위하여 ELISA kit(Pharmingen,

San Jose, CA, USA)를 사용하였다.

3. 통계처리

실험결과에 대한 통계처리는 SPSS for

windows(version 13)을 이용하였으며, 군

간 비교는 t-test로 분석하였고, p<0.05인

경우를 유의한 것으로 하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 단백질 항원에 대한 면역증강 효과

1) 비장세포 증식에 미치는 영향

1차 면역 후 OVA 재자극 시 비장세포

의 증식을 알아본 결과, OVA군의 비장

세포 증식은 대조군에 비하여 모두 증가

하였으나, 100과 500㎍/㎖에서만 유의하

였다(p<0.05). 桔梗처치군의 비장세포 증

식은 OVA군에 비하여 모두 증가하였으

나, 4㎍/㎖에서만 유의하였고(p<0.05), 桔

梗-alum처치군의 비장세포 증식은 alum

처치군에 비하여 모두 증가하였고, 100

㎍/㎖ 이하의 모든 농도군에서 유의하게

(p<0.05) 증가하였다(Fig. 1).

Fig. 1. Lymphocyte proliferative effect
of P latycodon grandiflorum after OVA
stimulation.
OD: optical density, OVA; ovalumin, PG;
P latycodon grandiflorum, alum; aluminium
hydroxide

2) 총 항체가에 미치는 영향

1차 면역 후 OVA 재자극시 총 항체가

를 알아본 결과, 桔梗처치군의 총 항체

가는 OVA군에 비하여 대부분 증가하였

으나, 200배와 800배 희석군에서만 유의

하였다(p<0.05). 桔梗-alum처치군의 총

항체가는 alum처치군에 비하여 모두 증

가하였으나, 200배와 400배 희석군에서만

유의하게(p<0.05) 증가하였다(Fig. 2).

Fig. 2. Antibody proliferative effect of
P latycodon grandiflorum after OVA
stimulation.
OD: optical density, OVA; ovalumin, PG;
Platycodon grandiflorum, alum; aluminium
hydroxide

3) 항체 subisotype에 미치는 영향

1차 면역 후 OVA 재자극시 생산된 항

체의 subisotype을 알아본 결과, IgG1은

시험군의 항체가가 대조군에 비하여 모

두 유의한(p<0.05) 증가를 나타내었으나,

시험군 간의 차이는 없었다.

IgG2a, IgG2b, IgG3 및 IgA는 OVA군

의 항체가가 대조군에 비하여 모두 증가

하였으나 IgG2b와 IgA에서만 유의하였

다(p<0.05). 桔梗처치군의 항체가는 OVA

군에 비하여 모두 증가하였으나 통계적

으로 유의하지 않았으며, 桔梗-alum처치

군의 항체가는 alum처치군에 비하여 모

두 유의하게(p<0.05) 증가하였다(Fig. 3).
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Fig. 3. Effect of P latycodon grandifloru
on the profile of antibody subisotypes
after OVA stimulation.
OD: optical density, OVA; ovalumin, PG;
P latycodon grandiflorum, alum; aluminium
hydroxide, Ig; immunoglobulin

4) IgE 함량에 미치는 영향

1차 면역 후 OVA 재자극시 생산된 IgE

의 농도를 알아본 결과, OVA군의 IgE

농도는 대조군에 비하여 유의하게(p<0.05)

증가하였다.

그러나 桔梗처치군의 IgE 농도는 OVA

군에 비하여 유의하게(p<0.05) 감소하였

으며, 桔梗-alum처치군의 IgE 농도 역시

alum처치군에 비하여 유의하게(p<0.05)

감소하였다(Fig. 4).

Fig. 4. Effect of P latycodon grandifloru
on the production of IgE after OVA
stimulation.
OD: optical density, OVA; ovalumin, PG;
P latycodon grandiflorum, alum; aluminium
hydroxide, Ig; immunoglobuin

5) Cytokines 생산에 미치는 영향

1차 면역 후 OVA 재자극시 생산된

cytokines의 농도를 알아본 결과, IL-2,

GM-CSF 및 IFN-γ는 OVA군의 농도가

대조군에 비하여 모두 유의하게(p<0.05)

증가하였고, 桔梗처치군이 OVA군에 비

하여 모두 증가하였고 IL-2와 GM-CSF

에서만 유의하였다(p<0.05). 桔梗-alum

처치군이 alum처치군에 비하여 모두 증

가하였고 IL-2와 GM-CSF에서만 유의

하였다(p<0.05). IL-4, 6 및 10은 OVA군의

농도가 대조군에 비하여 모두 증가하였으

나, IL-4와 10에서만 유의하였다(p<0.05).

桔梗처치군의 농도는 OVA군에 비하여

IL-6에서만 유의하게(p<0.05) 증가하였으

며, 桔梗-alum처치군의 농도는 alum처치

군에 비하여 IL-4에서 유의하게(p<0.05)

감소하였다(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of P latycodon grandifloru
on the production of cytokines after
OVA stimulation.
OVA; ovalumin, PG; Platycodon grandiflorum,
alum; aluminium hydroxide, IFN; interferon,
IL; interleukin, GM-CSF; granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor
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Ⅳ. 고 찰

인유두종 바이러스에 대한 vaccine의

유용성이 확인되면서
11)
, AIDS, chlamydia

및 매독 등의 질환에 대한 면역학적 방

법을 통한 치료에 대한 계획이 발표되고

있으나
12)

아직도 장기적 효과에 대한 연

구가 요구되고 있다
13)
.

면역학적 치료 모델 중 특히 종양에

대한 vaccine의 개발에는 다양한 제약이

따르므로, 개발된 vaccine의 작용을 강화

할 수 있는 면역증강제에 대한 관심이

함께 증가되고 있어
14)
, Öhlschläger P 등

15)
은 인유두종 바이러스에 대한 vaccine

과 함께 adjuvant gene의 활용 가능성을

보고한 바 있다.

최근까지 흔히 사용된 면역증강제는

세균성 polysaccharide 등을 이용하여 높

은 활성을 유도하는 것이었으나, 이는 강

한 염증반응과 함께 국소부위에 육종을

야기하는 등의 한계를 가지고 있다16). 이

러한 세균성 면역증강제의 한계를 극복

하기 위하여 Sun 등
17)
은 人蔘의 한 성분

인 saponin을 이용한 식물성 면역증강제

를 개발하였다.

여성의 생식기관에 발생하는 종괴를

통칭하는 癥瘕의 주된 병리는 氣滯血瘀

이며 濕痰, 濕熱, 食積 등도 모두 氣滯血

瘀를 이루는 병리인자가 되므로, 그에 따

른 치료로 行氣導滯, 活血化瘀, 理氣化痰

하여 破瘀消癥하는 治法이 이용된다
18)
.

桔梗은《神農本草經》
19)
에 ‘辛微溫 主

胸脇痛如刀刺 腹滿腸鳴幽幽 驚恐悸氣’라

고 기술된 후, 咳嗽痰多, 胸悶不暢, 咽痛

音啞, 肺癰吐膿, 瘡瘍膿成不潰 등의 치료

에 응용되는 약물로7), 淸肺提氣, 祛痰排

膿하는 작용은 理氣化痰, 破瘀消癥함으

로 癓瘕의 치료에도 유효할 것으로 기대

된다.

桔梗의 항염증 작용 및 면역계활성과

연관된 연구20-22)는 생체 내 항암작용 효

과가 있을 것으로 기대되어 최근 이에

대한 연구가 활발히 진행 중이다
23,24)
. 특

히 이 등10)은 桔梗이 선천면역계의 기능

향상에 유효함을 보고하면서 적응면역계

를 통한 면역기능 향상의 가능성을 제시

한 바 있으나, 적응면역계에 미치는 효

과에 대한 연구는 아직까지 보고된 바

없다.

이에 桔梗의 적응면역계를 통한 항암

효과를 확인하고자 단백질 항원인 OVA

에 대한 桔梗의 면역증강 효과를 알아보

았다. OVA 1차 면역 후 재자극시 비장

세포의 증식을 알아본 결과, OVA군에

비하여 桔梗처치군의 비장 세포수가 모든

농도에서 증가하였고, 기존의 adjuvant인

alum처치군에 비하여 桔梗-alum처치군

의 비장 세포수도 모든 농도에서 증가하

였다.

이 결과는 식물에서 추출한 수용성

polysaccharide를 이용한 Sun
25)
의 결과와 달

리, 단백질 항원에 대하여 桔梗이 adjuvant

로 작용함과 더불어 기존의 adjuvant인

alum과 동시 사용 시 그 효과를 증가시

킴을 의미하는 것이다.

비장세포의 증가가 면역 기능 활성을

위해 효과적으로 작용하기 위해서는 비

장 세포 중 B cell의 항체 생산으로 이어

져야 하므로
26)
, 桔梗의 비장세포 증가

효과가 항체 생산에 미치는 영향을 확인

하고자 1차 면역 후 OVA 재자극시 총

항체가의 변화를 알아본 결과, 桔梗처치

군의 총 항체가가 OVA군에 비하여 대
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부분 증가하였고, 桔梗-alum처치군의 총

항체가가 alum처치군에 비하여 모두 증

가하였다. 이 결과는 adjuvant로서의 桔

梗의 효과가 비장세포의 증식을 거쳐 항

체의 생산으로 이어짐을 의미하는 것이

다.

인체에 존재하는 항체는 T-helper cell

에서 분비되는 cytokines의 자극에 의해

B cell에서 이루어지는데, T-helper cell

은 2가지 종류가 있다고 알려져 있다. 인

체의 정상적인 면역 반응을 유도하는 T1-

helper cell은 B cell에서 IgG2와 IgG3를

생산하게 하며, 알러지 또는 자가면역

반응을 유도하는 T2-helper cell은 B cell

에서 IgG1과 IgE 생산을 유도한다
27)
.

桔梗의 adjuvant 효과로 증가된 항체

의 구성을 확인하고자 1차 면역 후 OVA

재자극시 항체의 subisotype을 알아본

결과, IgG1은 모든 시험군에서 유사한

항체가를 보였고, T1-helper cell에서 유

래되는 IgG2a, IgG2b, IgG3 및 IgA는 桔

梗처치군에서 OVA군에 비하여 모두 증

가하였고, 桔梗-alum처치군에서 alum처

치군에 비하여 모두 유의하게 증가하였

다. 이 결과는 桔梗 첨가가 비장세포 중

특히 정상면역 반응에 유익한 T1-helper

cell의 기능과 관련되나 T2-helper cell에

는 영향을 미치지 않음을 의미하는 것이

다.

桔梗 첨가가 비장세포를 자극하여 항

체의 생산을 촉진하는 과정에서 인체에

불리한 면역 반응을 야기하는 T2-helper

cell에 영향을 미치는지 확인하고자 1차

면역 후 OVA 재자극시 생성되는 IgE의

농도를 알아본 결과, 桔梗처치군이 OVA

군에 비하여 유의한 IgE 감소를 보였고,

桔梗-alum처치군이 alum처치군에 비하

여 유의한 IgE 감소를 보였다.

이 결과는 桔梗 첨가가 비장세포 중

특히 정상면역 반응에 유익한 T1-helper

cell의 생산은 촉진하지만 비정상 면역

반응을 야기하는 T2-helper cell의 생산

은 오히려 감소시킴을 의미하는 것이다.

桔梗 첨가가 비장세포 중 T1-helper

cell의 생산은 촉진하지만 T2-helper cell

의 생산은 오히려 감소시킨다는 것을 각

각에서 분비되는 cytokines 생산을 통해

재확인하고자 1차 면역 후 OVA 재자극

시 생성되는 cytokines의 농도를 알아본

결과, T1-helper cell에서 주로 분비되는

것으로 알려진28) IFN-γ, GM-CSF 및

IL-2는 桔梗처치군에서 OVA군에 비하

여 모두 증가하였고, 桔梗-alum처치군에

서 alum군에 비하여 모두 증가하였다.

그러나 T2-helper cell에서 주로 분비

되는 것으로 알려진 IL-6, IL-10 및

IL-4는 桔梗 첨가 시에 다양한 양상을

보여, IL-6은 桔梗처치군에서 OVA군에

비하여 유의하게 증가하였으나 IL-4은

桔梗-alum처치군에서 alum군에 비하여

유의하게 감소하였다.

이 결과는 桔梗이 T1-helper cell의 생

산을 촉진하고 이로 인해 IFN-γ, GM-

CSF 및 IL-2의 생산이 증가하였고, 이

들 cytokines는 B cell로부터 인체 정상

면역 반응을 유도하는 항체인 IgG2와

IgG3의 생산을 증가시키는 것으로, 桔梗

이 adjuvant로서 활용 가능성이 있음을

의미하는 것이다. 이는 윤 등29)의 결과

와 유사한 것으로 biomaterials를 이용한

vaccine adjuvant 개발
30-32)

에 식물성 자

원을 이용한 연구 가능성을 제시하는 것

이다.

이상의 결과를 종합해 볼 때, 桔梗은
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adjuvant로 작용하여 세포살해 및 항체

생산을 통한 항원 특이적 반응을 유도한

다고 볼 수 있을 것으로 사료된다.

Ⅴ. 결 론

桔梗이 면역증강제로서 적응면역계에

대한 효과를 확인하고자 단백질 항원에

대한 면역증강 효과를 관찰한 결과 다음

과 같은 결론을 얻었다.

1. 단백질 항원에 桔梗 처치 후 면역성

비장 세포수와 총 항체가가 증가하였

다.

2. 단백질 항원에 桔梗 처치 후 T1-helper

cell에서 유도되는 IgG2와 IgG3는 증

가하나, T2-helper cell에서 유도되는

IgE는 감소하였다.

3. 단백질 항원에 桔梗 처치 후 T1-helper

cell에서 분비되는 cytokines는 증가하

였으나 T2-helper cell에서 분비되는

cytokines는 감소하였다.

□ 투 고 일 : 2010년 10월 25일

□ 심 사 일 : 2010년 11월 2일

□ 심사완료일 : 2010년 11월 9일
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