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Abstract The purpose of this study was to investigate the immuno-stimulatory activity of the high-molecular-weight
fraction (HMWF) of Cynanchum wilfordii (CW) extracts obtained by ultrafiltration in murine macrophage RAW 264.7
cells and to assess its immuno-stimulatory effect in mice. Ultrafiltration was performed with polyethersulfone membranes
(30 kDa cutoff) in a cross-flow filtration system to obtain the HMWF of CW. The results showed that the HMWF
increased the production of various cytokines such as tumor necrosis factor-α, interleukin-6, and nitric oxide in dose-
dependent manners. In addition, HMWF treatment increased the relative spleen weight as well as splenocyte proliferation
induced by concanavalin A or bacterial lipopolysaccharide in mice. Natural killer (NK) cell activity in the HMWF-treated
group was significantly increased compared to that in the control group. These results suggest that the HMWF of CW can
support the immune system through secretion of macrophage cytokines, thereby enhancing NK cell activity and murine
splenocyte proliferation.
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서 론

「대한민국약전외한약(생약) 규격집(KHP)」에 등재된 백수오(白

首烏)는 박주가릿과(Asclepiadaceae)의 덩이 뿌리로서 그 기원을 ‘은

조롱(Cynanchum wilfordii Hemsley)’으로 구분하고 있다(1). 중국

의 중약대사전과 중약지에는 은조롱(격산우피소, C. wilfordii

Hemsley), 이엽우피소(C. auriculatum Royle ex Wight) 및 대근우

피소(C. bungei Dence)로 수록되어 있으나 우리나라와 북한의 공

정서에는 은조롱(Cynanchum wilfordii)을 기원식물로 규정하고 있

다(2,3). 최근에는 우리나라에서 백수오로 널리 재배되고 있는 은

조롱을 이엽우피소로 둔갑하거나 혼입하여 사용하면서 국민들의

혼란과 불안감을 고조시켜 건강기능식품 시장을 위축시키는 단

초로도 작용하였다. 더구나 우리나라에서 재배된 백수오는 생산

성이 낮고 지주설치 비용과 노동력이 많이 소요되어 재배를 기

피하면서 국내의 재배와 생산량이 급격히 감소하였다(4). 따라서

백수오의 재배 활성화와 농가소득을 높이기 위해서는 다양한 생

리활성 성분과 기능성식품 소재로서의 응용 가능성을 검토할 필

요가 있다. 한방에서 백수오는 피로회복, 조혈기능촉진, 동맥경화

등에 사용하고 있으며(5) 최근에는 불면증, 불안, 빈혈, 노화 그

리고 다양한 노인성 질환에 효과가 있다고 보고되었다(6,7). 또한

다른 생약제제를 혼합한 백수오 복합 추출물을 사용하여 난소적

출 동물 모델에서의 골밀도 증가효과를 확인한 논문도 보고되어

있다(8).

식품가공 원료로 생약재의 이용이 증가하고 있는 만큼 질병의

치유보다는 건강 유지와 자양강장을 목적으로 섭취하는 경우가

많다. 대표적으로 인삼의 다당류(polysaccharides)의 경우에는 tumor

necrosis factor (TNF)-α, 인터루킨(interleukin, IL)-1, 인터루킨-2,

인터루킨-6, 인터루킨-12, 인터페론(interferon, IFN)-γ와 granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)와 같은 다양한

사이토카인(cytokines)의 생산과 림프계 세포를 증식하도록 자극

하는 강력한 면역조절 기능(9-12) 등 다양한 효능을 나타낸다고

밝혀져 있다. 최근에는 신체 면역체계의 기능저하가 감기와 같은

바이러스성 호흡기 질환은 물론 대상포진, 갑상선 질환 등에 대

한 저항력을 떨어뜨릴 수 있다는 보고가 있어 식품섭취를 통해

인체의 면역반응을 증진시킬 수 있는 다양한 연구가 요구되고 있

으며(13,14), 특히 천연물을 대상으로 면역증진에 우수한 건강기

능식품의 소재연구도 활발하게 이루어지고 있다(15). 면역반응은

자기성분 이외의 외부 감염물질의 침입으로부터 유도되는 질병

환경을 제거하고 수복하는 중요한 생체적 방어 작용의 하나로 선

천성 면역(innate immunity)반응과 후천성 면역(adaptive immunity)

반응으로 구분된다(16). 선천 면역계에서 생체 방어 기구의 최전
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선을 담당하는 큰포식세포(macrophage)는 체내의 모든 조직에 분

포하면서 1차적으로 세균이나 바이러스 등의 감염성 병원체뿐만

아니라 노화된 정상세포와 암세포 등에 대해 탐식작용(phagocytosis)

을 일으켜 제거하는 방어능력을 가지고 있다. 활성화된 큰포식세

포는 증식과 확산능력의 향상 등과 같은 세포의 형태적 변화뿐

만 아니라 대식능력의 증강, 산화질소(II) (nitric oxide, NO)와 인

터루킨 계열, TNF-α 등의 다양한 사이토카인 생성의 향상으로

면역반응을 극대화시키는 중요 매개체 역할을 한다(17,18). 또한

암세포에 대하여 살해능력을 가지는 대표적 작동세포로 알려진

자연살해세포(natural killer cell, NK cell)는 면역에 있어서 숙주

를 보호하고, 암이나 감염에 중요한 역할을 한다고 알려져 있으

며 초기 면역반응에서 감염인자에 대항하는 일차적 방어선을 차

지하고 있다(19).

본 연구에서는 국내에서 재배되는 백수오 추출물을 한외거르

기하여 얻은 고분자 분획물의 in vitro 및 in vivo상에서의 면역자

극 활성을 평가하여 면역증진 효과를 가지는 기능성식품소재로

서의 활용가능성을 검토함으로써 백수오의 국내 재배활성화와 함

께 농가소득을 높이기 위한 이용가능성을 증대시키고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 백수오(Cynanchum wilfordii)는 2015년 8월에

강원도 정선에서 채굴된 2년근 백수오를 농촌진흥청 국립원예특

작과학원 인삼특작부 약용작물과(Eumseong, Korea)에서 제공받아

사용하였다. 분자적 판별을 위하여 샘플의 잎과 뿌리조직으로부

터 RBC (Banqiao City, Taiwan)사의 HiYieldTM Genomic DNA

Mini Kit를 이용하여 제조사의 매뉴얼에 따라 처리하였으며 추출

된 DNA는 Multiskan GO UV/Vis microplate spectrophotometer

(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여 농도 및 순

도를 확인 후 20 ng/µL로 정량하여 대한민국약전외한약(생약) 규

격집 (KHP)(1)에 기재되어있는 공인검정법인 psbA-trnH 구간의

PCR 분석을 통해 시료를 검증하였다.

시료의 제조

백수오 열수추출물 분말 5.0 g을 1 L의 증류수에 용해하여 2시

간 교반 추출한 후 원심분리(6,500×g, 10분, 4oC)하여 얻은 상층

액을 여과하여 냉동건조하였다(CWX). 낮은 온도에서 액체상태의

추출물을 효과적으로 농축하고 정제하기 위하여 비열처리 공정

인 한외거르기를 통해 얻은 고분자와 저분자 분획에서의 면역활

성을 비교해보기 위해 백수오 열수추출물 분말을 증류수에 용해

한 후 원심분리(6,500×g, 10분, 4oC)하여 얻은 상층액을 분자량

(MWCO; molecular weight cut off)이 30,000인 여과막을 사용한

한외여과장치(Sartocon-Mini system, Sartorius Co., Göttingen,

Germany)를 이용하여 분자량 30 kDa 이상인 고분자 분획물

(CWUF>30)과 30 kDa 이하인 저분자 분획물(CWUF<30)로 나누

어 냉동건조하였다. 이때 추출에 사용한 시료의 무게와 냉동건조

기를 이용하여 완전히 건조시킨 후 잔사의 무게를 측정하여 분

말시료의 건조 중량에 대한 가용성 고형물 함량으로 추출 수율

을 계산하였다.

일반성분 분석

총당 함량은 페놀-황산법(phenol-sulfuric acid method)(20)으로

측정하였으며, 시험관에 시료분말을 1%(w/v) 농도로 증류수에 녹

인 시료용액을 0.45 µm 막필터로 여과하여 여액을 각각 1 mL씩

취하여 5% 페놀(phenol) 1 mL에 잘 혼합시켰다. 여기에 황산 5

mL를 첨가한 후 30분 반응시키고 490 nm에서 흡광도를 측정하

여 검량선으로부터 구해진 포도당(glucose)의 함량을 기준으로 총

당 함량을 계산하였다. 산성당 함량은 카바졸-황산법(carbazole-

sulfuric acid method)(21)으로 측정하였으며, 시료분말을 1%(w/v)

농도로 증류수로 녹인 시료용액을 0.45 µm 막필터로 여과한 후

여액을 각각 0.5 mL씩 취하고 0.125% 카바졸(carbazole, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 0.25 mL를 가하여 잘 혼합시켰다.

여기에 진한 황산 3 mL를 가하고 85oC에서 물중탕하여 15분간

발색시킨 후 525 nm에서 흡광도를 측정하여 보정선으로부터 구

해진 베타-디-갈락투론산(β-D-galacturonic acid, Sigma-Aldrich)를

표준물질로 하여 그 함량을 계산하였다. 단백질 함량 측정은 브

라드포드법(Bradford method)(22)로 측정하였으며 표준물질로는

소혈청알부민(bovine serum albumin, Sigma-Aldrich)을 사용하였다.

세포배양

마우스의 큰포식세포주인 RAW 264.7 cell은 한국세포주은행

(KCLB, Seoul, Korea)에서 분양 받았으며 세포배양을 위해 10%

FBS 및 1% 페니실린-스트렙토마이신(penicillin-streptomycin)을 포

함하는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco BRL, Grand

Island, NY, USA)에서 37oC, 5% CO
2
 조건을 유지하여 배양하였다.

세포 생존율 측정

추출물에 의한 세포독성을 알아보기 위하여 CCK-8 assay

(Dojindo Lab., Kumamoto, Japan)를 이용하여 세포 생존율을 측

정하였다. RAW 264.7 세포를 96-well plate에 1×104 cell/well의

농도로 분주하여 24시간 배양한 후 시료를 농도별(0, 30, 50, 150,

200 µg/mL)로 처리하였다. 양성대조군으로는 1 µg/mL의 지방질다

당류(lipopolysaccharide, LPS)를 처리하였으며 24시간 배양한 후

에는 CCK-8 solution (10 µL/well)을 각 well에 첨가시켜 37oC에서

2시간 동안 처리하여 450 nm 파장에서 ELISA reader (TECAN,

Männedorf, Switzerland)를 사용하여 흡광도를 측정하였다.

산화질소(II) 생성량 측정

면역증진 능력을 확인하기 위하여 griess reagent [1% (w/v)

sulfanilamide in 5% (v/v) 인산(phosphoric acid)과 0.1% (w/v) 나

프틸에틸렌다이아민-염산(naphtylethylenediamine-HCl)]을 이용하여

세포배양액 중에 존재하는 NO
2

−의 생성농도를 측정하였다. RAW

264.7 세포를 6-well plate에 5×105 cell/well의 농도로 분주하여 24

시간 배양한 후에 시료는 농도별(0, 30, 50, 150, 200 µg/mL)로 각

각 처리하였으며 양성대조군으로써 지방질다당류는 1 µg/mL로 처

리하여 24시간 동안 배양하였다. 세포배양액의 상층액과 동량의

griess reagent를 혼합하여 상온에서 15분 반응시킨 후 540 nm에

서 흡광도를 측정하였으며 아질산소듐(sodium nitrite)을 이용하여

작성한 표준곡선으로부터 산화질소(II) 농도를 구하여 환산하였다.

사이토카인 생성량

세포배양액 내의 TNF-α 및 인터루킨-6의 분비량은 ELISA kit

(BD Bioscience, San Diego, CA, USA)를 이용하여 측정하였다.

96-well plate에 capture antibody (anti-mouse TNF-α 및 인터루킨-

6)를 각각 분주하여 4oC에서 하룻밤 동안 coating시켰다. 이를

washing buffer (0.05% Tween-20이 포함된 phosphate-buffered

saline (PBS))로 세척한 후 10% FBS가 함유된 PBS으로 1시간 동

안 blocking한 뒤 washing buffer로 세척하였다. 각 microplate에는

산화질소(II)를 측정하였던 것과 동일한 세포배양액의 상층액을
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100 µL씩 분주하여 실온에서 2시간 반응시킨 후 washing buffer

로 세척하였다. 희석한 각각의 biotinylated anti-mouse TNF-α 및

인터루킨-6 detection antibody와 streptavidin-horseradish peroxidase

conjugate 용액을 넣고 실온에서 1시간 반응시켰다. 반응시킨 plate

를 washing buffer로 세척한 후 tetramethylbenzidine (TMB) sub-

strate solution을 첨가하여 암실에서 30분 동안 발색시킨 다음 1

M 인산을 첨가하여 발색반응을 정지시키고 450 nm에서 흡광도

를 측정하였다.

실험동물

동물은 7주령의 암컷 BALB/c 마우스를 코아텍(주)(Pyoungtaek,

Korea)로부터 공급받아 1주일간 실험실 환경에 적응시킨 후 실험

에 사용하였으며 고형사료와 물은 자유로이 공급하였다. 실험실

은 일정한 온도(23±3oC)와 습도(50±10%) 및 12시간 낮과 밤의 주

기를 유지하였다. 실험은 한국식품연구원 동물실험윤리위원회의

승인(KFRI-M-15040)을 받았으며 실험동물의 관리 및 사용은 미

국국립보건원(NIH)의 지침에 따라 수행하였다.

시험물질 투여

실험용 동물은 체중변화가 일정하고 건강한 동물만을 선별하

여 임의 배치법에 의해 정상대조군과 시료 투여군으로 나누었으

며 실험군마다 6마리씩 사용하였다. 실험군은 4군으로 생리식염

수를 투여한 정상대조군(CON)과 CVT-E002TM (COLD-FX, Afexa

Life Sciences Inc., Edmonton, AB, Canada)를 200 mg/kg body

weight (BW)으로 투여한 양성대조군(PC), 백수오의 고분자 분획

물(CWUF>30)을 100, 200mg/kg BW의 농도로 투여한 시료투여

군으로 나누었다. 투여는 연속 4주간 매일 1회 경구로 하였으며

실험 종료일에 실험동물의 체중을 측정하고 희생시킨 후 흉선,

비장을 적출하여 체중에 대한 상대장기중량으로 계산하였다.

비장세포 증식능 측정

실험동물을 경추탈골하여 비장을 무균적으로 적출한 후 멸균

유리봉으로 가볍게 분쇄하여 유리시켰다. 분리된 세포현탁액은

RPMI 1640 medium (Hyclone, Logan, UT, USA)내에서 200 메

시(mesh) 스테인리스 강 체(stainless steel sieve)에 통과시켜 세포

를 유리시켰다. 분리된 세포 현탁액을 100 µm cell strainers (BD

Falcon, Palo Alto, CA, USA)에 통과시켜 배양액으로 2번 세척하

고, 3,000 rpm에서 10분간 원심분리 한 후 red blood cell lysing

buffer (Hybri-MaxTM, Sigma-Aldrich)에 5분간 처리하여 적혈구를

제거하였다. 적혈구가 제거된 비장세포는 다시 RPMI 1640 배양

액에 분산시켜 trypan blue solution으로 염색한 후 혈구계수기

(hemocytometer)를 이용하여 세포수를 측정하였다. 24-well plate

에 3.0×106 cell/mL로 분주하였다. 각 군당 mitogen으로 Con A

(concanavalin A, 7.5 µg/mL) 및 지방질다당류(30 µg/mL)를 첨가하

고 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 72시간 배양한 후 세포증식능을

CCK-8 assay로 측정하였다.

자연살해세포 활성 측정

자연살해세포의 세포독성은 자연살해세포에 의해 파괴되는 종

양세포 Yac-1세포로부터 유리되는 젖산 수소제거효소(lactate dehy-

drogenase, LDH)를 측정하는 방법을 이용하였다. Yac-1 (target

cell) 세포는 96-well U-bottom culture plate에 1×104 cell/well이

되도록 조정한 후 분리된 비장세포(effector cell)와 같이 배양하였

으며 effector-to-target 세포 비가 10:1, 5:1, 2.5:1이 되도록 세포

수를 조정하였다. 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 4시간 배양시킨 후

에 자연살해세포의 사멸능에 의해 표적세포로부터 유리되는 젖

산 수소제거효소의 발생량을 EZ-LDH Cell Cytotoxicity Assay Kit

(DoGen, Seoul, Korea)를 이용하여 측정하였다.

통계분석

결과는 평균±표준편차로 나타내었으며 통계처리는 SPSS (Sta-

tistical Package for Social Science, version 20.0, SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA) 통계프로그램을 이용하여 one way ANOVA

test로 분석하였다. 실험군 간의 유의성은 Scheffe’s test로 p<0.05

수준에서 비교하였다.

결과 및 고찰

세포독성

백수오 열수추출물(CWX)과 한외거르기를 이용하여 얻은 고분

자 분획물(CWUF>30) 및 저분자 분획물(CWUF<30)의 세포독성

을 확인하기 위하여 농도별(30, 50, 150, 200 µg/mL)로 처리한 결

과는 Fig. 1과 같았다. 정상 대조군(CON)에 비해 모든 농도에서

100% 이상의 생존율을 나타내어 세포 독성에 큰 영향을 주지 않

았다.

산화질소(II) 생성능

큰포식세포가 활성화되면 산화질소(II) 및 TNF-α 등의 사이토

카인을 분비하는데 산화질소(II)의 생성은 면역계에서 종양세포나

세포내 감염된 미생물에 대한 방어 작용을 하는 중요한 신호전

달 물질로 알려져 있다(23). 정상대조군과 지방질다당류만 처리

한 양성대조군, 백수오 열수추출물(CWX), 고분자 분획물

(CWUF>30) 및 저분자 분획물(CWUF<30)을 농도별로 처리하였

을 때 생성되는 산화질소(II) 양을 측정한 결과는 Fig. 2와 같았

다. 고분자 분획물인 CWUF>30의 경우 정상대조군(CON)에 비해

150 µg/mL와 200 µg/mL의 농도에서 유의적인 증가가 나타났으며

양성 대조군(지방질다당류)에 비해 23.1% 및 34.9% 수준의 산화

질소(II)를 생성하였다. 이는 한외거르기를 통해 고분자의 유효성

분이 농축됨으로써 높게 나타나는 것으로 보여진다. 산화질소(II)

의 과량 생성은 전신적 염증을 유발하여 생체에 여러 부정적인

Fig. 1. Effect of various extracts of Cynanchum wilfordii on

viability of RAW 264.7 cells. Values with the different letters are
significantly different (p<0.05). CWX, hot water extract; CWUF
>30, a high molecular weight fraction obtained by ultrafiltration;
CWUF<30, a low molecular weight fraction obtained by
ultrafiltration. 
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영향을 미치지만 적정량의 산화질소(II)의 생성은 선천성 면역의

중요한 인자로써 여겨진다(24).

TNF-α 및 인터루킨-6 생성능

염증성 사이토카인인 TNF-α 생성능에 대한 면역활성을 검토

한 결과, 열수추출물(CWX) 및 고분자 분획물(CWUF>30)이 큰포

식세포(macrophage) 자극에 의한 TNF-α의 분비를 농도 의존적으

로 증가시켰다. 활성화된 큰포식세포는 선천성 면역 반응의 중요

인자로 여겨지는 TNF-α, 인터루킨-6 및 인터루킨-12 등과 같은

사이토카인을 생산함으로써 이후의 면역반응을 유도한다고 알려

져 있다(25). 특히, TNF-α의 경우에는 미성숙 수지상 세포의 표

면에 단백질 또는 보조자극인자의 발현을 촉진하고 이는 성숙된

형태의 수지상세포로 전환시켜 T림프구와 상호작용을 통해 T림

프구의 활성과 성장의 조절, 암세포의 세포용해유도 등 직접적인

항암 작용을 나타낸다(26). CWUF>30을 세포에 농도별로 처리한

후 양성대조군(지방질다당류)이 생성한 TNF-α 분비량과 비교했

을 때 150 및 200 µg/mL 농도에서 각각 63.1, 71.3% 수준의

TNF-α를 생성하였다(Fig. 3A).

3개의 추출물(CWX, CWUF>30 및 CWUF<30)을 큰포식세포에

농도별로 처리하였을 때의 인터루킨-6 분비량을 측정함으로써 면

역반응의 활성화 정도를 확인하고자 하였으며 그 결과는 Fig. 3B

에 나타내었다. 활성화된 큰포식세포는 인터루킨-6를 생산함으로

써 면역반응을 조절한다고 알려져 있으며 B세포의 항체생성 세

포인 형질세포(plasma cell)의 최종 분화를 유도하는 B세포의 자

극인자로써 면역글로불린의 합성을 증진하는 등 다양한 작용을

나타낸다(27). CWUF>30의 경우 활성화된 큰포식세포에서 면역

매개인자인 인터루킨-6의 생성을 농도 의존적으로 증가시켰으며

150과 200 µg/mL의 농도에서는 정상 대조군(CON)에 비해 유의

적인 차이를 나타내었다. 이는 CWUF>30이 인터루킨-6의 생성량

을 증가시켜 B림프구를 분화시킴으로써 면역반응에 중요한 역할

을 할 수 있을 것으로 여겨진다.

백수오 추출물과 고분자 분획물의 화학적 특성

백수오로부터 열수추출물(CWX) 및 한외거르기를 이용하여 얻

은 고분자 분획물(CWUF>30)의 일반 화학적 특성을 살펴본 결

과는 Table 1과 같다. 한외거르기 공정을 통해 저분자 물질이 분

리된 고분자 분획물인 CWUF>30은 CWX보다 추출 수율이 감소

하였으며 57.95%의 중성당과 34.01%의 산성당과 8.04%의 단백

질로 구성되어 있었다. CWX의 경우, 77.15%의 중성당과 산성당

(16.49%)과 단백질(6.36%)을 소량 함유하고 있었다(Table 1).

CWUF>30은 CWX보다 중성당은 감소하면서 상대적으로 산성당

이 증가되어 다당류의 주성분인 중성당과 산성당 함량에서 CWX

와 유의적인 차이를 나타냄으로써 면역활성 증진에 주로 산성다

당류가 관여할 가능성을 제시해주었다. 액체상태의 추출물을 효

과적으로 농축하고 정제하기 위해 비열처리 공정인 한외거르기

가 일반성분인 중성당, 산성당과 단백질 함량에 영향을 미치는

Fig. 2. Effect of various extracts of Cynanchum wilfordii on NO
production from RAW 264.7 cells. Values with the different letters
are significantly different (p<0.05). CWX, hot water extract; CWUF
>30, a high molecular weight fraction obtained by ultrafiltration;
CWUF<30, a low molecular weight fraction obtained by
ultrafiltration.

Fig. 3. Effect of various extracts of Cynanchum wilfordii on the
productions of TNF-α (A) and IL-6 (B) from RAW 264.7 cells.

Values with the different letters are significantly different (p<0.05).
CWX, hot water extract; CWUF>30, a high molecular weight
fraction obtained by ultrafiltration; CWUF<30, a low molecular
weight fraction obtained by ultrafiltration.

Table 1. Yield and the compositions of the high molecular weight
fraction obtained by ultrafiltration of Cynanchum wilfordii

CWX CWUF>30

Yield (%) 16.1±0.2a 04.0±0.1b

Chemical composition (%)

Neutral sugar 77.15±0.43 a 57.95±3.81b

Uronic acid 16.49±0.35a 34.01±3.42b

Protein 06.36±0.10 a 08.04±0.54b

Values represent Mean±SD.
a,b) The different superscripts in the same row indicate the significant
difference by Scheffe’s test (p<0.05).
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것으로 보여지며 이러한 화학적 특성의 변화가 면역활성에 영향

을 미치는 것으로 생각된다. 인삼으로부터 분리된 다당류성분이

항암작용을 비롯하여 다양한 면역증강효과를 나타낸다고 보고된

바 있으며, 중성 다당류에 비해 산성 다당류가 면역체계에 미치

는 영향이 큰 것으로 나타났다(28-31). 산삼배양근에서 분리된 다

당류 분획은 중성당 64.8%, 산성당 34.3%로 구성되어 있어

CWUF>30과 조성이 비슷하였는데, 산삼배양근의 중성당 구성은

포도당 85.5, 갈락토스(galactose) 5.9, 아라비노스(arabinose) 5.4,

람노스(rhamnose) 2.9 Mole%였으며, 산성당은 갈락투론산(galac-

turonic acid) 71.5, 글루쿠론산(glucuronic acid) 28.5 Mole%로 구

성되어 있었다(32).

체중과 면역장기 무게

일차 림프기관인 흉선은 세포매개 면역(cell-mediated immunity)

의 중심적인 기관으로 림프구의 성숙이 일어나며 T세포 발생과

성숙장소로 감염으로부터 몸을 보호할 T세포를 생성하고 선택한

다. 또한 림프절(lymph node)과 비장은 2차 림프기관으로써 항원

이 수집되고 성숙한 림프구가 항원과 함께 작용하게 된다. 비장

은 혈류 속의 항원에 대한 면역반응을 유발시키는 데 중요한 역

할을 수행하는 곳으로 전신성 감염에 반응하는 기관이다. 이러한

흉선과 비장의 무게 증가는 비특이적인 면역반응과 특이적 면역

반응에서 중요한 지표로서 인식되고 있다(33-35). 실험동물의 체

중과 면역장기인 흉선과 비장의 무게는 Table 2에 나타내었다. 정

상대조군(NC)의 경우 3.16±0.95 g의 체중 증가량이 나타났으며 양

성대조군(PC)에서는 3.74±1.08 g, 백수오의 고분자 분획물(CWUF

>30)을 100과 200 mg/kg으로 투여한 군에서는 각각 3.55±0.89,

3.30±0.98 g으로 체중에 대한 유의적인 영향은 나타나지 않았다.

비장의 경우, 정상대조군과 비교하여 양성대조군과 200 mg/kg의

용량으로 투여한 CWUF>30에서 무게 증가는 나타났지만 유의적

인 차이는 없었다. 흉선무게의 경우, 정상대조군에 비해 양성대

조군과 CWUF>30을 투여한 모든 실험군에서 유의적으로 증가하

였다(p<0.05).

Mitogen에 의한 비장세포 증식능

비활성화된 림프구(non-activated lymphocyte)의 경우, 각종 항

원이나 mitogen, 사이토카인 등 여러 종류의 자극에 의하여 활성

화되는 단계에서 세포증식(proliferation)이 일어나게 되며 활성화

정도는 mitogen-stimulated response에 의하여 쉽게 확인할 수 있

어 새로운 면역 조절제를 탐색하는 방법으로 광범위하게 사용되

고 있다(36). 백수오의 고분자 분획물(CWUF>30)의 투여가 비장

세포의 증식 효과에 영향을 미치는지 알아보기 위하여 비장으로

부터 분리된 비장세포(splenocyte)에 T세포의 mitogen인 Con A와

B세포의 mitogen인 지방질다당류를 이용하여 림프구의 증식 정

도를 측정한 결과는 Fig. 4A와 같았다. T 림프구 증식률의 경우,

정상대조군(CON)에 비해 양성대조군(PC) 및 CWUF>30을 투여

한 모든 군에서 유의적으로 증가하였으며 B 림프구의 증식능에

서도 CWUF>30을 100 mg/kg 및 200 mg/kg으로 투여한 모든 군

에서 정상대조군 및 양성대조군에 비해 유의적으로 높은 활성을

나타내었다(Fig. 4B). 이러한 결과는 CWUF>30의 투여가 비장세

포를 증식시키는 mitogen 활성이 있음을 보여주며 외부의 항원

에 노출 시 항원에 대한 면역반응을 유도하는 면역세포의 수를

Fig. 4. Effect of orally-administered CWUF>30 on Con A-

induced T-lymphocyte (A) or LPS-induced B-lymphocyte (B)
proliferation in normal mice. Data were expressed as mean±SD of
six mice. CON, saline-treated group; PC, CVT-E002TM (200 mg/kg)
treated group (positive control); CWUF>30(100), a high molecular
weight fraction of Cynanchum wilfordii (100 mg/kg) treated group;
CWUF>30(200), a high molecular weight fraction of Cynanchum
wilfordii (200 mg/kg) treated group. Values with the different letters
are significantly different (p<0.05). 

Table 2. Effect of the high molecular weight fraction of Cynanchum wilfordii on terminal body weight, absolute, and relative organ
weights of mice (mean±SD) (n=6)

Group
Initial body
weight (g)

Terminal body
weight (g)

Spleen weight Thymus weight

Absolute (g) Relative (%) Absolute (g) Relative (%)

Negative control (saline) 17.42±0.53a 20.58±1.03a 0.095±0.005a 0.447±0.023a 0.043±0.004a 0.207±0.019a

CWUF>30 (100 mg/kg) 17.53±0.60a 21.08±0.98a 0.092±0.002a 0.436±0.024a 0.053±0.006b 0.253±0.026b

CWUF>30 (200 mg/kg) 17.53±0.49a 20.82±0.92a 0.099±0.007a 0.472±0.023a 0.054±0.007b 0.258±0.024b

Positive control
(CVT-E002TM, 200 mg/kg)

17.60±0.51a 21.35±0.97a 0.100±0.010a 0.464±0.033a 0.059±0.003b 0.277±0.011b

a,b)Means with different superscripts in the same column are significantly different at p<0.05
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증가시켜 외부감염에 대한 효과적인 방어를 유도할 수 있을 것

으로 예측되었다.

자연살해세포의 활성화

자연살해세포는 주로 혈액에 존재하며 내재면역을 담당하는 세

포로 암 또는 바이러스 감염 질환에서 생체의 초기 면역방어에

매우 중요하다(37). 감염세포 혹은 암세포 등의 비자기(non-self)

세포를 살해하는 세포성 면역활성을 가지고 있어 표적물질과 접

촉하게 되면 활성화되어 표적세포를 파괴하게 된다. 또한 바이러

스와 같은 병원균이 체내에 들어와 복제를 위해 숙주세포로 들

어가는 것을 막거나 침투된 세포를 선택적으로 찾아 제거하기도

한다(38). 백수오의 고분자 분획물(CWUF>30)에 의한 자연살해세

포의 활성화는 마우스의 비장으로부터 분리된 비장세포(splenocyte)

와 자연살해세포에 민감한 세포로 알려진 Yac-1 세포를 함께 배

양하여 Yac-1 세포의 세포사멸 정도를 측정함으로써 확인하였다.

CWUF>30을 200 mg/kg BW의 농도로 경구 투여한 마우스의 비

장세포는 정상대조군(CON)에 비하여 effector 세포와 표적세포의

비율이 10:1에서 유의적으로 증가하였으며(p<0.05) 양성대조군

(PC)과 유사한 수준으로 나타났다. 이는 정상대조군에 비해 YAC-

1 세포에 대한 사멸 정도가 양성대조군과 CWUF>30 (200mg/kg)

의 투여군에서 각각 81.2, 63.1% 증진시키는 결과를 나타내었다

(Fig. 5). 따라서 백수오의 고분자 분획물인 CWUF>30는 NK세포

의 활성 향상에 영향을 미치며 처리농도가 높을수록 자연살해세

포의 활성이 증가하는 것을 확인하였다. 인삼 추출물이 자연살해

세포의 활성능에 영향을 미친다는 연구결과(39)에 비추어 볼 때,

백수오는 인삼의 효능과 마찬가지로 자연살해세포의 활성을 증

가시킴으로써 종양세포의 제거에 긍정적으로 기여할 것으로 생

각된다.

요 약

백수오의 국내 재배활성화와 함께 농가소득을 높이기 위한 기

능성 식품소재로서의 우수성을 산업적으로 응용하고자 백수오 추

출물의 면역증진 활성을 평가하였다. 낮은 온도에서 액체상태의

추출물을 효과적으로 농축하고 정제하기 위하여 비열처리 공정

인 한외거르기를 통해 분자량(MWCO)이 30 kDa인 여과막을 이

용하여 고분자 분획물(CWUF>30) 및 저분자 분획물(CWUF<30)

을 얻었으며 이를 큰포식세포 활성화를 통한 면역 증진 효과를

알아보기 위해 RAW 264.7 세포를 이용하여 면역활성의 지표가

되는 산화질소(II) 생성량 및 사이토카인인 TNF-α, 인터루킨-6의

생성량을 측정한 결과, 정상대조군(CON)에 비해 CWUF>30을 처

리하였을 때 농도 의존적으로 유의하게 증가하였다. 세포실험을

통해 면역증강활성이 높은 CWUF>30은 정상동물모델에서 면역

기관인 비장 및 흉선의 무게를 증가시켰고 비장세포 유래 림프

구 증식도 유의하게 증가시켰다. 이는 CWUF>30의 투여가 비장

세포를 증식시키는 mitogen 활성이 있음을 보여주며 외부의 항

원에 노출 시 항원에 대한 면역반응을 유도하는 면역세포의 수

를 증가시켜 항원에 대한 효과적인 방어에 도움을 줄 것으로 보

여진다. 또한 CWUF>30을 투여한 마우스 비장세포(splenocyte)의

Yac-1 세포 살해 정도를 측정한 결과, 200 mg/kg BW의 농도로

CWUF>30을 투여한 마우스의 비장세포는 정상대조군(CON)에 비

하여 effector 세포와 target 세포의 비율이 10:1에서 유의적으로

증가하였으며 이는 양성대조군(PC)과 유사한 높은 활성을 보이

는 것을 확인 할 수 있었다. 이와 같은 결과를 통해 백수오 고

분자 분획물(CWUF>30)이 강력한 면역활성 증진효능을 갖고 있

으며 각종 바이러스 등 외부 항원들에 대응하여 초기 면역세포

를 자극하고 면역매개물질을 생성함으로써 인체의 비특이적 면

역반응을 증가시키는데 중요한 역할을 할 수 있을 것으로 기대된다.
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