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Extracts of Platycodon grandiflorum have been reported to show anti-inflammatory, antioxidant, an-
ti-metastatic, and hepato-protective effects. This study was designed to evaluate T-cell activation and
M1/M2 differential macrophage activation by extracts of P. grandiflorum or P. grandiflorum containing
various medicinal herbs. Using real-time RT-PCR, we analyzed expression levels of c-fos, and CD40L
(T-cell activation markers) in splenocytes and iNOS, Ym1, and ARG1 in RAW 246.7 cells after treat-
ment of CC (hot water extract of P. grandiflorum), MAEK (hot water extract of P. grandiflorum [82%]
and six different plants), and HWAL (hot water extract of P. grandiflorum [7%] and eight different
plants. The results showed that MAEK significantly elevated the expression of T-cell activation mark-
ers of splenocytes, with the c-fos gene activated more than 10-fold and the CD40L gene activated more
than 6-fold. Although CD40L was significantly increased by CC and HWAL, the increase was only
about 2-fold. In addition, CC and HWAL did not significantly activate the expression of the c-fos gene.
On the other hand, CC elevated the M1 activation marker iNOS, and HWAL elevated the M2 activa-
tion marker Ym1 and ARG1 gene expression. In conclusion, MAEK could be used as an immune
stimulant because of its ability to activate T cells (elicited c-fos and CD40L gene expression), whereas
HWAL could serve as an anti-inflammatory agent because of its differential activation of M2
macrophages.
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서 론

도라지(Platycodon grandiflorum)는 보통 3~5년 정도 재배하

는 초롱꽃과에 속하는 다년생 채소로 진정, 해열, 진통 및 항염

증 효과가 알려져 있으며, triterpenoid계 사포닌과 당질, 섬유

질을 상당히 함유하고 있어 만성질환예방, 항암효과 간기능 

강화 등에도 효과가 있는 것으로 보고되고 있다[1, 8, 10, 18,

21]. 사포닌의 주성분으로서 platycodin A, C 및 D와 platyco-

side A, B, C, D 및 E도 함유되어 있다고 알려져 있고 triterpe-

noid와 함께 도라지 사포닌의 주성분 중 하나로 꼽히는 platy-

codin D는 진통, 항염효과 뿐 아니라 항암효과를 가진다[16].

면역시스템은 침입해 온 바이러스, 박테리아, 기생충에 대

하여 저항하고, 내부에 생긴 암세포를 저항 혹은 제거하는데 

있어서 매우 중요하다[4]. 특히 T세포의 활성이 이러한 역할을 

하는 것으로 가장 많이 알려져 있다[4]. 미감작 T세포들은 

Toll-like receptor(TLRs)에 부착된 병원균 연관 분자 유형

(PAMP)에 의하여 활성화된 항원제시세포들의 표면에 있는 

Peptide-MHC 복합체에 의하여 활성화된다. 항원제시세포들

이 항원을 인식할 때 동시에 결합한 CD28의 활성화에 의하여 

활성화된 T세포들의 표면에는 CD40 리간드(CD40L)의 발현

이 유도된다. T세포의 CD40L는 항원제시세포의 표면의 CD40

와 결합하여 B7분자의 발현을 자극함과 동시에 T세포를 활성

화시키는 사이토카인들을 분비한다[4]. 그럼으로써 B7과 

CD40 신호경로들은 서로를 자극하게 한다[19]. 항원들과 동시

자극자들(co-stimulators)에 의하여 활성화된 T 림프구는 새로

운 유전자들을 발현한다. c-Fos의 경우 자극에 노출된 1~2시간 

사이 최대 발현이 되며, CD40L의 경우, 노출 3시간째부터 발

현이 증가하기 시작하여 36시간째까지 발현이 되며 특히, 활

- Note -
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성화된 CD4+T세포가 주로 발현하는 사이토카인, T세포의 자

가분비 성장인자인 IL-2와 같은 경우, 4시간째부터 발현이 증

가하여 2일째까지 발현이 지속된다[5]. 항암작용에 있어서도 

T세포의 활성이 매우 중요하며 이러한 활성이 c-fos 신호전달

과 CD40L의 발현이 중요한 것이 이미 알려져 있다[11, 19, 22].

대식세포는 면역을 담당하는 세포로 M1과 M2의 두 종의 

대식세포 아형이 존재하며 침입한 세균 등을 잡아먹고 그에 

대항하는 면역정보를 림프구에 전달한다. 대식세포는 Th1 사

이토카인인 IFN-γ에 의한 classical activation (M1)과 Th2 사

이토카인인 IL-4, IL-13에 의한 alternative activation (M2)가 

존재하는 것으로 알려져 있다. M1 대식세포는 초기염증성 사

이토카인을 분비하고, 보체매개 탐식작용으로 세균감염에 대

한 방어기작으로 작용하는 데 반해 M2 대식세포는 항염증반

응 유도 특성을 가지며 세포외 기생충 및 곰팡이 등에 대한 

방어, 체내 과도 염증반응의 종결, 조직재생 담당한다[12]. M1

대식세포의 표식인자로는 iNOS 발현이 대표적이며 M2 대식

세포의 표식인자는 arginase 1(ARG1), Ym1, Ym2 유전자 발현 

및 CD206 막단백질 등이 알려져 있다.

도라지는 다른 식용식물의 추출물과의 혼합하여 여러 가지 

한의학 재료로도 많이 사용되고 있다. 이러한 식물추출물과의 

혼합 비율에 따른 도라지 효능의 증감에 대한 보고는 잘 알려

지지 않았으며, 또한 면역활성 및 조절 기능이 있는 T 세포나 

M2 대식세포에 대한 활성여부를 특이 유전자의 발현을 가지

고 평가 연구한 논문은 없다. 이번 연구에서는 도라지 추출액

과 도라지를 함유한 한약재 추출액(맥환, 활맥단)들의 T 세포 

활성화 여부(c-fos, CD40L)와 M1 & M2 대식세포 분화 능력 

여부(iNOS, Ym1, ARG1)를 조사하기 위하여 각각의 특이 유전

자의 발현을 측정하였다.

재료 및 방법

세포 배양

마우스 대식세포인 RAW 264.7은 penicillin/streptomycin

(Gibco) 100 unit/ml과 10% FBS이 함유된 DMEM (HyClone)

배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였으며,

2일에 한 번씩 계대 배양을 시행하였다

도라지 및 한약재 함유 도라지 추출액 제조

본 연구에 사용한 생약 원료인 도라지는 경상남도 진주시 

인근에서 재배된 것으로 (주)장생도라지로부터 공급받았으며,

상황버섯 등 기타 약재는 경남 진주시 소재의 약재 시장에서 

구입하였다. 도라지 추출액(CC)은 동결건조 상태의 건조도라

지 만을, 맥환 추출액(MAEK)은 도라지(82%)에 구기자(3%),

결명자(3%), 산약(3%), 두충(3%), 황기(3%), 감초(3%) 등 6가지 

한약재(18%)를 합한 총 100 kg의 시료에 물 800 l를 가하고 

80℃ 에서 6시간 동안 열수 추출하였으며 45℃에서 감압농축 

후 4℃ 냉장 보관하면서 사용하였다. 활맥단 추출액(HWAL)

은 도라지(7%)에 당귀(10%), 천궁(10%), 숙지황(18%), 백작약

(10%), 백출(10%), 상황버섯(20%), 영지버섯(5%), 표고버섯

(10%) 등 8가지 한약재(93%)를 합한 총 100 kg을 맥환 추출액

과 동일한 방법으로 추출하여 제조하였다.

마우스 지라세포(splenocyte)의 분리

마우스 지라세포의 분리는 이전 실험과 동일한 방법 에 의

해 실행하였다[7]. CO2 안락사기로 희생시킨 마우스의 비장을 

무균적으로 적출하여 RPMI 1640 용액으로 세척한 다음 분쇄

하여 세포를 유리시켰다. 분리된 세포 현탁액을 200 mesh

stainless steel sieve (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA)에 통과시킨 후 15 ml의 원심관에 넣고 4℃, 1,200 rpm에

서 3분간 원침시킨 후 cell pellet을 ACK buffer (RBC lysis

buffer)에 5분간 현탁시켜 적혈구를 제거하였다. 위의 세포는 

다시 RPMI로 2회 원심하고 세척한 다음, 10%-FBS RPMI 1640

으로 1.0×10
6

cell/ml의 농도로 희석하여 24-well plate에 1 ml

씩 분주하였다.

T세포 활성 및 M1 및 M2 대식세포 활성 특이 유전자 발현

분석

T 세포의 활성여부를 알기 위해 분리한 지라세포를 1×106

/ml 농도로 24-well plates에 분주하고 50 μg/ml의 농도로 

도라지 추출액(CC), 맥환 추출액(MAEK), 활맥단 추출액

(HWAL)을 각각 처리하였다. 양성 대조군에는 concavalin A

(conA)을 5 μg/ml를 각각 처리하였다. 대식세포의 M1, M2

분화 정도를 분석하기 위해 RAW 264.7 세포를 1×10
6

/ml 농

도로 24-well plates에 분주하고 50 μg/ml의 농도로 도라지 

추출액, 맥환 추출액, 활맥단 추출액을 각각 처리하였다. M1

분화의 양성 대조군에는 LPS를 5 μg/ml를, M2 분화의 양성 

대조군으로는 IL-4 40 ng/ml을 처리하였다. 위와 같이 처리된 

세포군들은 37℃, 5% CO2 조건에서 2시간 동안 배양 후 각각 

RNA를 분리 한 후, Moloney murine leukemia virus (M-

MLV) reverse transcriptase kits (Promega, Madison, WI,

USA)를 사용하여 Reverse RNA transcription 합성한 후 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA)를 

사용하여 지라세포의 경우 c-FOS, CD40L 그리고 대식세포의 

경우 iNOS, Ym1, ARG1 유전자의 발현 정도를 Real-time PCR

법을 통해 비교하였다. 본 실험에 사용한 primer sequence는 

Table 1에 기술되어 있다.

통계처리

본 연구에서 수집된 자료의 분석은 나온 결과는 PASW 통

계프로그램(SPSS Ver 17.0, Chicago, IL, USA)을 이용하여 모

든 변인에 대한 평균값과 표준편차를 산출하였으며 대응표본 

t검정(paired t-test)로 분석하였다.
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Table 1. Gene-specific primer for Real time PCR

Primer Sequences

GAPDH forward

GAPDH reverse

5‘-TACCCCCAATGTGTCCGTC-3‘

5‘-AAGAGTGGGAGTTGCTGTTGAAG-3‘

c-FOS forward

c-FOS reverse

5‘-CCTTCGGATTCTCCGTTTCTCT-3‘

5‘-TGGTGAAGACCGTGTCAGGA-3‘

CD40L forward

CD40L reverse

5‘-GACGCTAGCATGATAGAAA-3‘

5‘-GCCGAATTCTCAGAGTTTGA-3‘

iNOS forward

iNOS reverse

5‘-CCTCCTCCACCCTACCAAGT-3‘

5‘-CACCCAAAGTGCTTCAGTCA-3‘

YM1 forward

YM1 reverse

5‘-TCACAGGTCTGGCAATTCTTCTG-3‘

5‘-TTTGTCCTTAGGAGGGGCTTCCTC-3‘

ARG1 forward

ARG1 reverse

5‘-GGGGAAAGCCAATGAAG-3‘

5‘-TGGTTGTCAGGGGAGTGT-3‘

BA

Fig. 1. Analysis of expression level of T cell activation

markers in splenocytes after treatment of 3 differ-

ent herbal extracts. Splenocytes were treated

with conA 5 μg/ml or 50 μg/ml of 3 samples

and then incubated. After 2hr of culture, cells

were assessed for m-RNA expression of c-FOS
(A) and CD40L (B) by real-time PCR. The

GAPDH gene was used as a control. All results

are the mean ± SD of two independent experi-

ments (significance compare to CON, *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001; CON, D.W. treated; ConA,

ConA treated; 1, CC treated; 2, MAEK treated;

3, HWAL treated).

결과 및 고찰

맥환 농축액에 의한 지라세포내 T세포 활성 유전자 발현

증가

지라는 중요한 제2차 면역기관으로 노화된 적혈구가 사멸

될 뿐만 아니라 항원을 탐지한 항원제시세포(대식세포, 수지

상세포)들과 임파구(T세포, B세포) 들과 간에 다양한 면역 상

호 자극이 일어나며 이러한 자극의 결과 다양한 항체의 생성

은 물론 T세포의 활성이 일어난다[14]. 지라세포에서 T 세포의 

활성화 여부를 측정한 결과, 맥환 추출액을 처리한 세포에서 

T세포 활성인자인 conA를 5 μg/ml을 처리한 양성 대조군과 

유사하게 대조군에 비해 c-fos와 CD40L 유전자의 발현을 각각 

10배 이상, 6배 이상 증가시켰다. 하지만 도라지 추출액과 활

맥단 추출액을 처리한 군에서는 c-fos의 경우, 거의 증가하지 

않았으나 CD40L의 경우, 대조군에 비해 2배이상 발현이 증가

되는 것을 알 수 있었다(Fig. 1). 맥환 추출액은 도라지가 80%

이상 함유되어 있고, 구기자, 결명자, 산약, 두충, 황기, 감초 

등의 한약재가 포함되어 있다. 김 등에 의하면, 도라지 추출물

을 B16-F1 mouse melanoma cell 세포주에 1, 0.5, 0.125, 0.062,

0.031 mg/ml의 농도로 각각 한 시간 동안 처리한 경우, 0.125

mg/ml이상 처리한 세포주에서 종양세포 접착이 저해되는 현

상이 관찰되었고, 일부 종양에 대해서는 종양억제율이 60%로 

나타날 정도로 높은 항종양활성이 관찰되었다. 이러한 항종양

활성은 세포독성으로 인한 직접적인 종양세포의 파괴에 의한 

것이 아니라 면역세포의 활성화에 의한 종양의 전이억제로 

인한 것으로 보고 되었다[9]. 구기자의 경우, 항암효과 및 항균

효과가 매우 높고 또한 세포면역반응을 증가시키는 것으로 

보고되었으며[17], 산약의 경우, 점질다당류에 의한 임파계 면

역세포의 활성화가 보고되었다[3]. 따라서 맥환 추출액에는 도

라지(25%) 외에도 이러한 면역활성인자들로 구성되어 있는 

한약재가 포함되었기 때문에 c-FOS와 CD40L과 같은 T세포의 

활성인자들을 매우 높게 증가시키는 것으로 사료되었다(Fig.

1).

도라지 추출액에 의한 M1 대식세포의 활성 유전자 발현

증가

대식세포는 외부 병원균의 감염 시 다양한 염증인자 및 항

균물질을 분비하거나 식균작용 등을 통해 숙주 방어에 중요한 

역할을 수행한다. 대식세포는 선천면역계 및 적응면역계 모두

에서 중요한 역할을 수행하여 2차 림프기관 뿐 만 아니라 거의 

모든 조직에 광범위하게 분포한다[6]. M1 대식세포의 경우,

병원균 유래 위험인자 등에 반응하여 이들을 제거하고 각종 

cytokines, chemokines 및 inflammatory mediators를 생성하

여 개체의 다른 면역체계에 생체 내 감염이나 상처가 있음을 

알리는 일차적인 역할을 수행한다[13]. 또한 M1 대식세포는 

보체성분, 인터페론, IL-1β및 TNF-α와 같은 사이토카인을 생

산하여 T-세포로부터 생산되는 여러 가지 사이토카인의 기능

을 증가 시키는 것으로 알려졌다[15]. 활성화된 M1 대식세포

에서 nitric oxide(NO)를 생산하고 이러한 NO는 비특이적 숙

주방어 기작인 대식작용과 세균 및 암세포의 증식을 억제하는 

활성을 보인다. 또한 이러한 인체면역 기능을 수행함에 있어

서 대식세포는 class II MHC 물질을 대량으로 분비함으로써 

T-helper lymphocyte와 상호활성화를 이루기도 한다[2]. 이러

한 M1 대식세포의 면역 조절활성을 알아보기 위해 i-NOS 유
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Fig. 2. Analysis of expression level of M1 & M2

macrophage activation markers in RAW

264.7 cells after treatment of 3 different

herbal extracts. RAW 264.7 cells were treat-

ed with LPS 5 μg/ml or IL-4 40 ng/ml or

50μg/ml of 3 samples and then incubated.

After 2hr of culture, cells were assessed for

m-RNA expression of i-NOS (A), Ym1 (B)

and arginase1 (B) by real-time PCR. The

GAPDH gene was used as a control. All

results are the mean ± SD of two in-

dependent experiments (significance com-

pare to CON, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001;

CON, D.W. treated; 1, CC treated; 2,

MAEK treated; 3, HWAL treated).

전자 발현 정도를 확인 한 결과, 도라지 추출액에서는 유전자

의 발현이 유의적으로 증가되었지만, 도라지 함유가 상대적으

로 적은 맥환 추출액과 활맥단 추출액에서는 유전자의 발현 

증가가 확인되지 않았다(Fig. 2A). 이 결과는 도라지의 면역강

화 기전 중의 하나가 M1 대식세포의 활성인 것을 증명해주고 

있다.

활맥단 추출액에 의한 M2 대식세포의 활성 유전자 발현

증가

M2 대식세포의 경우, 질병을 치료하기 보다는 면역반응을 

조절하고 생체내에서 항상성을 유지, 조직재생에 있어서 매우 

중요한 역할을 한다[24]. 이들은 IL-4와 IL-13이 관여하며 염증

이 있는 조직이나 병변 주변으로 M2 대식세포들이 신속히 이

동하여 염증을 억제하는 역할을 한다[24]. M2 대식세포에서의 

면역 조절활성을 측정한 결과, 활맥단 추출액을 처리한 군에

서 M2 대식세포의 활성인자로 알려진 Ym1, ARG1 유전자의 

발현이 매우 유의적으로 증가하는 것이 관찰되었다. 그러나 

맥환 추출액과 도라지 추출액에서는 두 가지 유전자의 유의적

인 증가가 관찰되지 않았다(Fig. 2B, C). 활맥단 추출액에는 

도라지(7%) 외에도 당귀, 천, 숙지황, 백작약, 백출, 상황버섯,

영지버섯, 표고버섯 등이 들어있다. 특히 당귀의 경우, 사람의 

비만세포 유래 세포주에 처리한 결과, 비만세포의 탈과립표지

인자인 β-hexosaminidase 의 분비를 조절하여 히스타민의 분

비를 억제시켰고, 또한 알레르기 유발 사이토카인(IL-1β, IL-6,

IL-8, TNF-α)의 분비를 유의적으로 억제시켰다고 보고되었다

[20]. 또한 숙지황 추출물을 집먼지 진드기로 자극한 아토피 

피부염 생쥐 모델을 대상으로 피부에 바른 결과, 아토피 피부

염 증상이 크게 개선되는 효과들이 발표되었다[23]. 따라서 활

맥단 추출액에는 도라지(7%) 외에도 다양한 면역활성 조절인

자들로 구성되어 있는 한약재가 포함되었기 때문에 M2 대식

세포에서의 면역 조절활성에 관련된 유전자들이 발현을 증가

시키는 것으로 사료되었다.

이번 연구에서 도라지를 함유하고 있는 한약재 추출 추출액

을 투여하여 T세포 활성화와 항알레르기 및 항염증작용에 중

요한 역할을 하는 M2 대식세포의 활성화 여부를 관찰하였다.

도라지 추출물은 M1 대식세포의 활성을 통하여 유도하여 세

균 및 바이러스 감염에 있어서 방어 기전을 높여 줄 수 있을 

것으로 보였다. 도라지를 다량함유하고 있고 세포면역활성 효

과가 있는 구기자 등이 혼합된 경우, T세포 활성을 강하게 유

도하여 면역활성을 증강하는 것으로 관찰되었다. 도라지는 천

식과 같은 알레르기 억제 능력은 M2 대식세포 활성을 통해 

이루어지는 것이 아니고 다른 기전이 있을 것으로 사료된다.

도라지와 여러 한약재의 배합 조건에 따라서 면역의 활성화 

또는 항 면역반응을 더 활성화 시킬 수 있어서 더욱 강력한 

면역강화제 및 항 면역제제의 개발을 위한 최적의 조합을 찾

는 것이 필요할 것으로 사료된다.
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초록：도라지 추출액과 한약재 함유 도라지 추출액에 의한 면역세포 활성 표지유전자 발현 분석
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4장생도라지(주) 장생도라지생명과학연구소,
5경성대학교 식품영양건강생활학과,

6부산
대학교 의학전문대학원 미생물학 및 면역학교실)

초롱꽃과에 속하는 도라지는 항염증, 항산화, 항암작용뿐 아니라 간기능 강화에도 작용하여 한방에서 만성염증

성 질환의 치료제로 널리 사용되고 있다. 이번 연구에서 마우스 대식세포주인 RAW 246.7 세포와 비장으로부터 

분리한 T세포에서 도라지 추출액(CC), 도라지 추출물이 함유된 활맥단 추출액(HWAL, 도라지 82% 함유) 및 맥환 

추출액(MAEK, 도라지 7% 함유)을 처리하여 대식세포와 T세포의 활성과 관련 있는 유전자의 발현을 통해 면역 

증진 및 항염증 효과를 real-time RT-PCR 기법을 통해 확인해 보았다. 그 결과, 활성화된 T세포에서 많이 발현되

는 c-fos (10배 이상), CD40L 유전자(6배 이상)의 경우, 맥환 추출액 처리군에서 가장 높은 발현이 유도되어 면역활

성 효과가 높을 것으로 사료되었다. 도라지 추출액과 활맥단 추출액의 경우도 c-fos 유전자의 발현을 유의적으로 

증가시켰지만 미약하였고, CD40L의 경우는 영향을 주지 않았다. 도라지 추출액을 처리한 군에서 면역활성을 유

도하는 M1 대식세포에서 많이 발현되는 iNOS 유전자의 발현이 유의하게 증가되었다. 반면에 활맥단 추출액을 

처리한 대식세포는 M2 표식인자인 Ym1, arginase1 (ARG1) 유전자의 발현이 유의적으로 상승하였다. 결론적으로 

도라지가 다량 포함된 맥환 추출액은 면역활성을 유도하는데 탁월한 효과를 나타내며, 도라지 함유가 적게 포함

된 활맥단 추출액은 항염증 작용에 탁월한 효과가 있을 것으로 사료된다.


