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In this study we examined the potential for the synergistic augmentation of the activity  

of inflammatory mouse peritoneal macrophages by stimulation with RGAP combined 

with IFN-γ. The moderate augmentative effect induced by preincubation with RGAP 

was observed in the production of IL-1, IL-6 and NO but not TNF-α. In addition, IFN-

γ had a low activating effect. Following preincubation with both RGAP A and IFN-γ, a 

marked enhancement of secretory activity and tumoricidal activity was noted in mouse 

peritoneal macrophages. Treatment of peritoneal macrophage with combination increased 

the generation of IL-1, IL-6, TNF-α and NO, whereas the production of reactive oxygen 

species were not altered. These results demonstrate the synergistic effects on 

macrophage function of RGAP in combination with IFN-γ and suggest that the ability 

of IFN-γ to prime macrophages to produce secretory molecules in response to RGAP  

may have implications for immunotherapy with this combination. 

1. 서론

면역작용을 증강시키기 위해서 오래전부터 면역활성화 물질을 사용해 왔다.  면역작용의 조

절은 자가 면역 질환, 조직이식 및 암치료 등 다양한 질병에 적용할 수 있다 (1). 면역활성

화 물질의 투여는 면역기능의 상승을 통해 암세포의 성장과 변형을 감소시키거나 변형된 암

세포에 대한 면역기능을 증가 시켰으며, 특히 면역활성화 물질은 세포독성 치료(cytotoxic 

therapy)에 대한 내성능력을 조절하고, 방사선 또는 세포독성 화합물에 대한 감응성을 증가

하고, 암전이를 감소 시키며, 간접적으로 면역반응을 일으킬 수 있는 물질로서 간주되어 왔

다 (2). 유전공학의 발달, 대량의 세포배양, protein과 nucleic acid sequencing의 개선된 

기술 등으로 인하여 면역 조절제에 대한 관심이 높아지고 있으며 새로운 기술에 의해서 

interferon, interleukin, tumor necrosis factor와 growth factor 등을 포함한 순도가 높은 

물질의 생산이 가능하게 되어 면역작용의 조절에 대한 연구가 빠르게 진행되고 있다. 이외

의 새로운 물질, 특히 천연물질로부터 새로운 면역조절제의 탐색에 대한 연구가 활발히 진

행 중이다. 이와 같이 다양하게 응용되는 면역조절물질의 생물학적 특성 및 작용기전을 이

해하는 것은 효율적인 생체 반응조절제로서 새로운 면역조절제의 개발에 도움을 줄 것이다. 

인삼(Panax ginseng C.A. Meyer)의 면역작용에 관해서는 사포닌 및 다당체를 중심으로 면

역조절 작용에 관해 연구가 이루어져 왔다. 특히 홍삼 추출물은 비특이적 면역및 특이적면

역계의 활성을 증가시킨다고 알려져 있으나 홍삼 성분의 면역세포 기능에 대한 구체적인 작

용기전은 아직도 연구 중이다.

대식세포는 세포성 면역에서 가장 중요한 역할을 하는데 대식세포는 virus가 감염된 세포를 

사멸하거나 감염된 세포내에서 virus의 복제를 억제함으로써 virus감염에 대한 방어 및 암

에 대한 숙주 방어에서 중요한 역할을 하는 면역세포이다 (5-7). 대식세포는 다양한 물질에 

의해 활성화 될 수 있는데 이러한 물질중에서 어떤 물질은 생체내에 투여 됐을 때 virus에 

대해 저항성을 증가시킨다는 실험결과가 보고되었고 또한 세균의 생성물과 같은 물질이 비

선택적으로 대식세포를 활성화하여 암의 증식을 억제하였음을 보고하였다 (8-14, 15-20).  

이러한 대식세포의 작용은 독성물질이 생성되는 대사 경로가 자극되어 TNF-α, IL-1, 

hydrogen peroxide, NO, cytolytic protease 등과 같은 독성물질에 의해 바이러스 감염세

포 및 암세포가 파괴된다고 보고되었다 (21-25).

현재 홍삼으로부터 홍삼추출물을 제조하고 부산물로 생성된 홍삼잔사물의 대부분은 폐기하

고 있는 실정이다. 홍삼추출물을 제조할 때 부산물로 생성된 홍삼알콜추출잔사에는 면역계

를 활성한다고 보고된 glucuronic anid 및 galacturonic acid등의 상당한 양의 산성다당체

가 용출되지 않고 함유되어 있는 것으로 알려져 있다. 따라서, 홍삼으로부터 홍삼추출물을 
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제조하고 부산물로 생성되는 홍삼추출잔사의 산업적 활용성을 제고하고자 홍삼의 추출잔사

로부터 분리한 홍삼산성다당체의 면역활성 연구도 매우 중요하리라고 사료된다. 그러므로 

본 연구에서는 홍삼산성다당체를 대식세포에 단독 처리하거나 항암작용을 비롯한 다양한 기

능을 증가시키기 위해 대식세포를 prime하는 IFN-γ와 함께 처리하여 대식세포의 기능에 

미치는 영향을 측정하였다

   

2 .  재료 및  실험 방법

홍삼 부산물

홍삼(6년근, 양삼 30지, 한국인삼공사) 600g을 세절하여 5배량(v/w)의 80% EtOH을 가하고 

80°C에서 3시간씩 4회 추출하여 사포닌등 비수용성 성분을 제거하였고, 추출후 생성된 홍삼 

추출잔사를 시료로 사용하였다.

실험동물과 시 약

일본 Charles River Breeding Laboratories 사의 C57BL/6 생쥐(6주-8주)를 중앙동물로부터 

공급받아 사용하였다. 모든 시약은 특별한 언급이 없는 한 미국은 Sigma사에서 구입하여 

사용하였다. RPMI1640는 미국 GIBCO (Grand Island, NY)사에서 Fetal bovine serum 

(FBS)는 미국 Hyclone (Logan, Utah)사에서 각각 구입하여 사용하였다. 

홍삼산성 다 당체의  대량 분 리 및  정제

홍삼 부산물을 60°C에서 2일 동안 열풍건조 한 후 조분쇄하여 300g을 열수(95~100°C에서 3

시간씩 4회반복)로 추출하여 이를 한외여과기(Ultrafilteration kit, Millipore, Pellicon 2, 

Cedford, MA, USA)를 이용하여 분자량 10 KD 이상과 이하로 나누었다. 이중 분자량 10 

KD이상의 고분자량 화합물에 95%의 에탄올을 5배 (v/v)가하여 4°C에서 24시간 방치후한 

후 열풍건조하여 황갈색의 홍삼산성다당체(RGAP, red ginseng acidic polysacch)를 대량분

리하였다.

홍삼산성 다 당체로 부터  활성 성 분 의  분 리  및  정제

홍삼산성 다당체 2g을 10mM Tris-HCl buffer(pH8.0) dir 70mL에 용해 한 후 여과 (3㎛)하

여 칼럼에 loading 하였다. 칼럼은 DEAE-Sepharose CL-6B 수지를 50mL 충진하였고, bed 

volum(100mL)의 5배인 500mL의 10mM Tris-HCl buffer(pH8.0)로 washing 한 후 0.5M 

NaCl이 함유된 동일한 buffer로 용출한 후 하기에 서술한 면역활성 축정방법에 의해 측정한 

후 면역활성이 확인된 활성 성분을 RGAP로 명명하였다. 용출된 RGAP는 저온실에서 2~3일 

동안 증류수로 투석하여 염을 제거한 후 동결건조하여 활성성분으로 사용하였다.

복 강대식세 포 의  분 리 와  배 양

Thioglycollate (Difco Labs, Detroit, MI) 1ml를 흰쥐의 복강에 투여하고 3-4일 후 각각 

ether로 안락사 시킨 후 복강세포 중의 대식세포의 분리를 위하여 5 ml의 RPMI1640 배지

를 복강에 주사하고 잘 흔든 다음 다시 주사기를 사용하여 유출하여서 1000 rpm에서 10분

간 원심분리 하였다. 침전된 세포를 10% FBS 함유 RPMI1640  지에 현탁시킨 후 세포 현

탁액을 Teflon-coated petridish에 넣고 37°C, 5% CO2 배양기에서 2시간 배양하고 2회 세

척하여 부착되지 않은 세포를 제거한 후 0.1M EDTA 300 ul 와 1.5% FBS 함유 D-PBS 용

액 15 ml로 plate에 부착된 세포를 분리시킨 다음 1x106 cells/ml의 농도로 희석시켜서 실험

에 사용하였다. 

암 세 포  사 멸능력 측 정

B16 흑색종암세포에 대한 대식세포의 항암효과를 측정하기 위해 96 well에 대식세포를 1 x 

105 cells/well의 농도로 넣고 RGAP, IFN-γ, RGAP+ IFN-γ 및 LPS+IFN-γ(양성대조군)등

으로 각각 처리한 후 B16 을 1 x 10
4

 cells/well이 되도록 가하고 18시간동안 배양하였다. 

MTT (2 ug/ml) 25 μl 를 가하고 4시간 더 배양한 후 생성된 formazan을 DMSO로 녹인 

후 Microplate reader로 540 nm에서 측정하여 암세포 사멸능은 다음과 같이 계산하였다. 

% of control = 100-[{OD macrophage + tumor target OD macrophage}/OD tumor 

target]x 100

NO 의  생 성 도  측 정

대식세포를 RGAP, IFN-γ, RGAP+ IFN-γ 및 LPS+IFN-γ를 각각 18시간동안 배양한 후 상

등액중의 NO 생성농도를 다음 방법에 따라 측정하였다. 100 ul 상등액을 취하여 96 well 
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plate에 옮긴 후 각각의 well에 100 ul의 Griess 시약을 가하여 Microplate reader로 540 nm

에서 흡광도를 측정하였다. NO농도는 NaNO2를 사용하여 작성한 표준 곡선으로부터 계산

하였다. Griess 시약은 증류수에 녹인 0.1% naphthylethylenediamine dihydrochloride,와 5% 

H3PO4용액에 녹인 1% sulfanilamide를 동량씩 혼합한 것으로 사용직전에 만들어 사용하였

다.

T NF-α,  IL -1 ,  IL -6  생 성 측 정

TNF-α,  IL-1, IL-6은 ELISA Kit를 이용하여 측정하였다. 

3 .  결 과 및  고 찰

가. 홍삼추출물 (RGAP)에 의한 대식세포의 cytotoxicity 증강 및 분비성 효과

본 연구는 생쥐 복강내에서 추출한 대식세포(peritoneal macrophage)와 대식세포주(raw264.7

와 IC21) 그리고 신경계에 존재하는 대식세포(microglia, C6) 등 다양한 환경에서의 대식세

포를 이용하여 RGAP의 항암효과, NO, IL-1, IL-6 분비능에 대한 직접적인 효능을 측정하

였다. RGAP를 0.1, 1, 10, 100 ug/ml 단독으로 처리했을 때 대식세포 의 암세포사멸효과는 

나타나지 않았다 (저농도의 RGAP 1. 10, 50 ng/ml에서도 암세포사멸효과가 없음을 확인). 

같은 농도에서 NO와 TNF-α는 분비가 증가되지 않았고, RGAP 1, 10 ug/ml에서 각각 IL-1

과 IL-6 분비가 약간 증가하였다. 대식세포의 항암작용에 있어서 NO와 TNF-α의 역할이 

매우 중요한 것으로 알려져 있는데, RGAP가 직접적으로 대식세포의 항암작용을 증가시키

지 못하는 것은 이러한 주요 항암매개물질 분비를 증가시키지 못하는데 있는 것으로 해석된

다. 그러나 RGAP가 IL-1과 IL-6의 분비를 직접적으로 증가시키고 있는 것은 대식세포의 

활성화에 분명히 관련되어 있다는 것이다. 

나. RGAP/IFN-γ에의한 대식세포 활성 효과

RGAP가 단독으로는 대식세포를 활성화하여 면역기능을 증강시키는데 미약하지만, 다른 물

질과 함께 처리되었을 때, 즉 adjuvant로 처리되었을때 대식세포의 활성화에 크게 영향을 

미칠 것으로 기대하고, 주로 polysaccharide류 (예, LPS)와 함께 처리되어 항암효과를 극대

화 시키고 있는 IFN-γ와 함께 처리함으로써 그 효능을 재평가하였다. 연구 결과 RGAP 단

독으로 대식세포에 처리했을 때 증가하지 않았던 항암작용과 NO와 TNF-α 생성이 IFN-γ

와 RGAP를 함께 처리 했을때 유의성 있게 증가하였으며, 또한 IL-1과 IL-6의 분비는 매우 

크게 증가하였다 (Fig. 1 & 2). 이러한 결과는 Han 등(26)이 RGAP를 Taxol(paclitaxel) 항

암제와 함께 투여했을때 synergic 효과를 나타내며, RGAP가 cancer therapy의 adjuvant로 

사용될 가능성을 제시했던 결과와 흡사하다. 

홍삼추출물에 대한 면역조절작용에 대한 연구결과들을 종합해보면, 동물실험에 있어서 대식

세포의 항암효과를 보고하고 있다. 즉, RGAP를 투여한 동물에서 분리한 대식세포에서 NO

에 민감하게 작용하는 P815 mastocytoma에 대한 항암효과를 보고하였고, 또한 대식세포에

서의 NO 분비도 확인하였다. 이는 분명히 임상적으로 RGAP를 투여하였을때 대식세포의 

NO 분비 증가를 나타내는 것이다. 그러나 본 연구팀에서 수행한 in vitro system에서는 

RGAP가 직접적으로 대식세포의 NO 분비를 증가하지 않았고, IFN-γ와의 조합처리에 의해

서만 NO 분비를 일으켰다. 이러한 결과는 생체내로 투여된 RGAP는 대식세포에 근접해 있

는 다른 면역세포(주로 T-cell라 여겨짐)에 영향을 미치고, 다른 면역세포에서 분비되는 

IFN-γ 등의 cytokine이 RGAP와 함께 대식세포에 영향을 미침으로써 NO, TNF-α 등의 분

비를 증가시켜 대식세포의 항암활성을 증가시켰다는 해석을 가능하게 해준다. 이는 2002년 

Choi등 (27)이 발표한 생체내 연구에서 홍삼추출물은 세포성 면역 기능을 증가시키지만, 홍

삼추출물에 의한 대식세포의 항균작용 및 탐식능의 증가는 주로 (또는 부분적으로) 세포성 

면역 등의 다른 면역시스템의 활성화에 기인한다고 설명한 내용과 일치한다. 2004년 Suh 등 

(28)이 발표한 위암환자 수술 후 RGAP를 처리했을때 위암발생에 의해 감소되었던 IL-2 분

비가 다시 증가하였다는 보고도 RGAP에 의한 T 세포의 활성화를 의미한다고 할 수 있다. 

따라서 RGAP에 대한 in vitro system에서의 면역조절작용은 T-세포나 NK세포에서의 기전 

연구가 필요하다고 사료된다. 
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Figure 1. Tumoricidal activity of RGAP/IFN-γ-stimulated macrophages against B16 

melanoma cells. Macrophages were treated with RGAP/IFN-γ and co-cultured with 

target cells for 18 hrs. MTT assay was performed as described in materials and 

methods. 
+

Significantly different from the group treated with RGAP or IFN-γ alone; 

P<0.05, 
*

Significantly different from control (no treatment); P<0.05.

Figure 2. The effect of RGAP/IFN-γ on production of IL-1 (a), IL-6 (b), nitrite(c) and  

TNF-α (d) by macrophages. 

Macrophages were treated with RGAP/IFN-γ for 18 hrs. Culture supernatants were 

collected and the levels of cytokines and nitrite were measured as described in materials 

and methods. 
+

Significantly different from the group treated with RGAP or IFN-γ alone; 

P<0.05, 
*

Significantly different from control (no treatment); P<0.05.




