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생체의 방어체계 중 면역계는 침입한 항원에 대하여
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Background : Paeonia j ap onica Miyabe is a medicinal plant which has been widely used as a component of

blood-building decoctions (Chinese medicinal concept : Bu-Xie). The immunopharmacological characteristics of the

extract of Paeonia j ap onica (PJ) were investigated. Methods : The effects of fractions of PJ extract on lymphocyte

proliferation were measured by H3-thymidine incorporation assay . The proliferated lymphocyte subsets were

analyzed in flow cytometry . The subset cell populations of spleen cells were separated by magnetic cell separation

system, and their proliferation by the extract were investigated. The effect of the extract on antibody production

was determined in mice challenged with sheep red blood cells (SRBC) using hemolytic plaque forming cell assay .

Results : Spleen cells were proliferated by water extract of PJ. Polysaccharide fraction (PJ-P) of the extract was

most active in the proliferation. It was found in flow cytometry that the lymphocyte subset proliferated by PJ-P

was B cell population. Among the separated subset cell populations, T cell-depleted cell population and

macrophage-depleted cell population were most proliferated by PJ-P. However, positively selected populations of

B cells and T cells were not proliferated by PJ-P. These results indicate that B cell proliferation by PJ-P may

require the assistance of macrophages or T cells. These results suggest that firstly PJ-P may stimulate macrophages

or T cells, and then B cells are activated. The number of antibody-secreting cells was increased by administration

of PJ-P in mice immunized with SRBC as a T-dependent antigen. Conclu sion : These results suggest that

macrophages and accessory cells are directly activated by PJ-P and then helper T cells and B cells are indirectly

activated. As the results, immune responses might be coordinately improved. In conclusion, PJ-P, a polysaccharide

of P. j ap onica, may be a characteristic immunostimulator, which is analogous to polysaccharides such as lentinan,

PSK and ginsan.
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활성화되는 각종 면역세포들의 작용으로 숙주를 방어한

다 . 이 면역세포들의 증식 , 분화 및 작용기전은 다양한

종류의 외부자극에 의해 조절·활성화된다 . 이런 관점에

서 보아 질병상태는 면역반응성이 저하된 상태라고 전

제하고 , 암 환자 또는 노약자 등에서 면역반응을 증진시

킬 수 있는 물질을 추구하게 되었다 . 즉 , 면역증강제를

적용하여 면역반응성을 회복시키거나 증진시킴으로써

질병을 퇴치할 수 있다는 개념이 등장하였다 (1-3) . 현재

까지 알려진 면역증강제는 세포분열을 포함한 일련의

세포생리를 변화시키는 외부자극물질 중의 일종이다 . 그

중 비특이적 면역증강제란 면역반응을 향상시키기 위해

복잡한 면역조절계의 하나 또는 그 이상의 구성요소를

간접적인 방법을 통해 조절시키는 방법이라고 정의 할

수 있다 (4) .

면역증강제의 시초는 1970년대 초에 암치료를 위해

연구되어진 Bacillus Calmette-Guerin (BCG)으로 급성백

혈병 환자에게 적용하면서 시작되었다 (2) . 그 후 , 1980년

대부터는 여러 cytokine, lymphokine, growth factor 등을

이용하여 생체의 상태를 호전시키려는 노력이 경주되어

왔다( 1) . 그러나 이들의 임상적 이용에는 많은 문제점들

이 있는데 , 대표적인 예로는 생체내에 대량의 cytokine을

투입하여도 혈중내 적절한 농도를 유지하기 어렵고 독

성이 매우 심하며 , 또한 cytokine은 단독이 아닌 여러 종

류가 상호간의 작용을 상승 또는 억제하기 때문에 하나

또는 두 종류의 cytokine을 대량 투여하더라도 그 효과

는 크게 기대할 수 없다 . 이에 많은 연구자들은 독성이

약하고 생체내에서 여러 면역세포를 자극하여 cytokine

을 유도하는 물질에 재 초점을 맞추고 있다 (5-11) . 이에

대표적인 예로 lentinan (12-14), schizofilan (15), poly-

saccharide K(P SK)(16,17) 그리고 ginsan ( 18-2 1)등을 들

수 있다 . 이와 같이 비특이적 면역증강물질은 식물체의

고분자 물질 즉 , poly saccharide에 의한다고 보고되고 있

다 .

한편 , Lee (22)는 면역증강제를 이용한 질병치료보다

는 예방측면을 강조하였으며 , 또한 현재까지 개발된 면

역증강제를 혼합하여 더 좋은 효과를 얻는 것을 제안하

였다 . 이러한 맥락에서 현재 일본에서는 생약재료 뿐만

아니라 십전대보탕 및 보중익기탕 등의 탕제들의 면역

증강효과에 대해 많은 연구를 하고 있다 (23-26) .

본 연구에서는 한방 보혈탕제의 구성 생약재로 사용

빈도가 높은 백작약의 면역증진 효과를 관찰하고자 하

였다 . 백작약은 미나리아재비과 Ranunculaceae Paeonia

속에 속하며 , 1960년대에 백작약의 주요성분인 paeo-

niflorin이 분리되었다(27) . 그후 Egger 등(28)에 의해

paeoniflorin의 미약한 항염증 작용 및 스트레스성 궤양

예방효과가 보고되었다 . 또한 , 김 (29)에 의한 백작약의

항스트레스효과에 대한 보고와 정 (30)에 의한 백작약수

침의 진통과 항경련효과에 대한 보고가 있다 . 백작약은

수천 년부터 동양에서 보혈에 상등 약재로 사용되어왔

다 . 현재까지 많은 연구에도 불구하고 백작약의 면역증

진작용에 관한 체계적인 연구보고는 국내·외에서 아직

나오지 않고 있다 . 이에 본 연구에서 백작약으로부터 추

출한 조다당분획의 면역증진 효과와 작용특성을 검토하

고자 하였다 .

재료 및 방법

1. 실험동물

실험에 사용한 C57BL/6 mouse는 한국 대한실험동물

센터에서 번식 사육한 특정병원체 부재(SPF) 생쥐를 구

입하여 사용하였다 . 실험에 사용하기 전까지는 사육실의

온도가 22±2℃ , 습도가 55∼60%로 유지되며 명암 순환

이 12시간 단위로 조절되는 환경에서 키우고 , 고형사료

와 물을 제한 없이 공급하였다 .

2 . 시료제조

백작약 (Paeoniae Radix; root of Paeonia j ap onica

Miyabe)은 전라남도 보성에서 구입하여 사용하였다 . 백

작약의 10배 부피의 증류수로 2회 열수 추출하고 여과

한 후 감압농축하여 물추출물(PJ-T)로 사용하였다 . 물추

출물에 100% ethanol를 4배 가량 가해 4℃에서 24시간

방치하여 생긴 침전물을 수거하여 조다당분획 (PJ-P)으로

사용하였고 , 상층액은 ethanol 분획(PJ-E)으로 사용하였

다 . 각 시료를 사용하기 전에 , limulus amebocyte ly sate

(E-TOXATE, sigma) test를 이용하여 시료내에 lipopoly -

saccharide (LP S)가 혼입되지 않았음을 확인하였다(3 1) .

3 . 일반성분분석

백작약의 열수추출물 및 조다당분획의 일반구성성분

을 파악하기 위하여 단백질 , 총당 및 요산의 함량을 측

정하였다 . 단백질의 정량은 Rowry 법에 따라 2N NaOH

용액으로 100℃에서 가수분해한 다음 lowry 시약을 처

리하고 folin 시약을 가하여 발색되는 감청색을 UV-
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spectrophotometer로 660nm에서 흡광도를 측정하였다

(32) . 총당의 정량은 phenol-H 2 SO4 법에 따라 시료에 페

놀을 가한 후 농황산을 가하여 가수분해 후 발색되는 노

란색을 UV-spectrophotometer로 480nm에서 흡광도를 측

정하였다(33) . 요산의 정량은 metahydroxydiphenyl 법을

이용하였으며 시료에 Na2B 4 O 7 /H 2 SO4 용액을 가하여 10

0℃에서 5분동안 가수분해한 후 m-hydroxydiphenyl 용

액을 첨가하여 발색되는 자주색을 UV-spectrophotometer

로 520nm에서 흡광도를 측정하였다(34) .

4 . 생쥐 비장림프구 분리 및 배양

생쥐를 경추탈골로 희생시킨 다음 70% ethanol로 복

부를 소독한 후 비장을 무균적으로 적출하여 멸균된

Hank's balanced salt solution (HB SS; GIBCO)이 담긴

petri-dish에서 세척후 , 5% FB S-HB SS가 담긴 petri-dish

로 옮겨 , 멸균된 수술용 칼로 칼집을 낸 뒤 핀셋으로 지

분거려 세포를 부유시킨 후 약 1분간 정치시켜 조직파편

을 제거한 후 1500 rpm에서 10분간 원심침전시켰다 . 혼

입된 적혈구를 제거하기 위하여 cell pellet을 ACK

buffer (Tris-NH 4 Cl)에 현탁하여 1분간 정치한 뒤 FB S

10ml을 첨가하였다 . 그리고 HB SS로 2회 세척하고

trypan blue 염색법으로 살아있는 세포수를 계수한 후 완

전배지에 적정 농도로 조정하였다 .

생쥐 비장세포는 10% fetal bovine serum과 1%

penicilline-streptomycine이 함유된 RPMI 배지를 이용하

여 37℃ , 5% CO2 배양기에서 배양하였다 .

5. 시험관 내에서 면역세포 활성화(prolif er at ion ) 측정

백작약 물추출물과 각 분획물들의 비장림프구 활성화

정도를 3 H-thymidine uptake 방법으로 측정하였다 . 생쥐

비장세포를 96-well flat bottomed microplate (Corning)의

각 well에 2× 105개씩 완전배지로 희석하여 분주하고 ,

백작약의 각 분획물들과 LP S 그리고 ConA를 각 농도별

로 첨가한 후 2일 , 3일 , 4일 , 5일 동안 배양하였다 . 실험

은 시료별로 3배수로 시행하였다 . 배양 후 well 당 1.5

μCi의 3 H-thymidine을 가한 후 4시간 더 배양하였고

cell harvester (Inotech)를 이용하여 glass fiber filter strip

에 세포를 수거하였다 . 건조된 filter paper를 떼어

sintillation vial에 옮긴 후 scintillation cocktail을 3 ㎖씩

넣고 β -scintillation counter로 3 H -thymidine incorpora-

tion정도를 cpm으로 측정하였다 .

6. 증식된 림프구의 su b set 분석 (F lu or es cen ce -

a ct iv a t ed cell sor t er ; F A C S 분석 )

생쥐 비장림프구를 2× 105 /well씩 분주하고 , 백작약

조다당분획 PJ-P를 100 ㎍/㎖의 농도로 첨가하여 3일 , 4

일 , 5일간 배양한 후 증식된 림프구의 subset를 FAC S를

이용하여 분석하였다 . FACS 분석은 다음과 같이 시행하

였다 . 배양세포를 수거하고 trypan blue로 염색하여 살아

있는 세포를 측정한 후 , FACS medium으로 세척하여 각

tube에 106개씩 맞추어 분주하였다 . 비특이적 결합을 막

기 위해 FcγRIII block으로 CD 16/CD 32 antibody (Par-

mingen)를 첨가하여 ice bath에서 5분간 처리하였다 . 그

후에 각 tube에 표지하고자 하는 표식자에 대한 단일클

론 항체를 각각 첨가하여 ice bath에서 40분간 배양하였

다 . 표지에 사용된 단일클론항체는 B 세포를 위해서는

anti-IgM antibody , 전체 T 세포를 위해서는 anti-Thy 1.2

antibody , helper T 세포를 위해서는 anti-CD4 antibody ,

cytotoxic T 세포를 위해서는 anti-CD8 antibody를 사용

하였는데 , 모두 Pharmingen 제품으로서 FITC-conjugated

antibody였다 . 표지 후 FACS medium으로 2번 세척하여

FACStar (CULTER, U SA)로 세포표면 표식자에 결합된

단일클론항체의 양을 세포당으로 분석하였다 .

7. M A C S로 분리한 림프구 su b s et별 P J - P 에

의한 증식 분석

조다당분획 PJ-P에 의해 증식되는 세포가 주로 어느

subset의 세포인지 또는 어느 subset 세포의 도움을 받는

지 알아보기 위해 magnetic cell sorter (MACS: Miltenyi

Biotec, Germany)를 이용하여 림프구를 subset별로 분리

하였다 . 대식세포를 제거하기 위해서 100mm dish에 비

장세포를 2시간 배양하여 dish에 붙지 않은 세포만을 수

거하여 사용하였다 . T세포를 위해서는 CD 90 micro-

beads, B세포를 위해서는 CD 19 microbeads를 사용하였

다 . 비장세포를 위 두 종류의 microbeads와 함께 ice-bath

에서 30분간 배양한 후 T세포 또는 B세포를 제거하기

위해서는 depletion column인 25A S column을 사용하였

고 , T세포 또는 B세포만을 얻기 위해서는 positive

column인 25R S column을 사용하였다 . 이렇게 분리된 세

포들을 수거하고 trypan blue로 염색하여 살아있는 세포

들을 세었다 . 각 분리된 세포들을 각 well에 2× 105개씩

분주하고 PJ-P 100 ㎍/㎖를 첨가하여 2일 , 3일 , 4일 , 5일

동안 배양한 후 , 면역세포 활성화 측정방법과 동일하게
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3 H -thymidine incorporation정도를 cpm으로 측정하였다 .

8 . H em oly t ic pla qu e f or m in g cell a s s ay (35 )

C57BL/6 생쥐에 sheep red blood cell(SRBC)을 1×

109 cells/0 .2 ㎖씩 꼬리정맥으로 주사하였다 . 조다당분획

PJ-P 투여는 100 ㎎/㎏ B .W ./0.2 ㎖씩 복강주사로 실시

하였다 . 대조군으로는 생리식염수를 0.2 ㎖씩 복강주사

하였다 . SRBC 주사 후 만 4일에 생쥐의 비장림프구를

분리하였다 . 분리된 전체 림프구를 세고 , 7× 106 cells/㎖

로 맞추어 ice-bath에 넣어놓고 , SRBC는 생리식염수로 3

번 세척 후 RPMI 1640에 20%가 되도록 현탁시켜

ice-bath에 넣어놓았다 . 위의 두 세포를 고정하기 위해서

는 0.5% agarose-RPMI 용액을 준비하였다 . 이렇게 준비

된 림프구와 SRBC, 0.5% agarose 용액을 100 ㎕ , 100

㎕ , 1,600 ㎕씩 더하여 가볍게 혼합 후 준비한 petri- dish

(Corning)에 전량을 부어 고루 퍼지도록 하여 잘 굳도

록 방치하였다 . 굳은 것을 확인한 후 37℃ 5% CO2

incubator에 넣어 2시간 배양 후에 GPC (Guinea pig

complement)를 1:70으로 희석하여 각 petri-dish에 600

㎕씩 넣고 다시 2시간 더 배양하였다 . 배양이 끝나면

plaque를 관찰하고 그 수를 세어 림프구의 희석배수를

고려하여 PFC/spleen으로 환산하였다 .

결 과

1. 백작약추출물의 화학적 조성

본 실험에 사용한 백작약 추출물 및 조다당분획물의

화학적 성질을 알아보기 위해 단백질함량 , 총당함량 및

uronic acid 함량을 측정하였다 . 그 결과 table Ⅰ에서 나

타냈듯이 총당함량은 PJ-T가 46.3% 및 PJ-P가 70.6%였

다 . 단백질 함량은 각각의 분획에서 20.7% 및 19.8%였

고 uronic acid 함량은 2.2% 및 15.1% 였다 .

2 . 백작약 분획물에 의한 림프구 증식 효과

Fig.1에서 보듯이 배양 3일째에 조다당분획 PJ-P는

100 ㎍/㎖에서 51,6 16 cpm으로 음성대조군에 비해 약

45배정도 높은 림프구 증식효과를 보였다 . 열수 총추출

물 PJ-T는 같은 농도에서 22,773 cpm으로 PJ-P보다는

약한 증식효과를 보였다 . 에탄올 분획 PJ-E의 경우 , 낮은

농도인 10 ㎍/㎖과 30 ㎍/㎖에서는 음성대조군에 비해

약 2∼4배 정도 증식효과를 보였고 , 100 ㎍/㎖에서는 음

성대조군보다 낮은 cpm이 측정되어 세포독성을 보였다 .

이들 결과로 보아 PJ-P는 PJ-T보다 약 2.3배 높은 증식

효과를 보였다 . 백작약 분획물에 의한 배양 시간별 림프

구 증식효과는 Fig. 2에 나타내었다 . PJ-T는 3일째에 최

대 림프구 증식효과를 보였으나 PJ-P는 4일째 최대의 림

프구 증식능을 보였다 . PJ-P에 의한 림프구 증식 양상과

는 대조적으로 , 양성대조군으로 사용한 B세포 mitogen

인 LP S는 배양 2일째에 , T세포 mitogen인 ConA는 배양

2∼3일에 최대의 증식효과를 보였다 .

3 . P J - P 에 의해 증식된 림프구의 su b s et 규명

PJ-P에 의하여 증식되는 림프구의 subset을 알아보기

Fig . 1 . Effe cts of fra ct io ns of P. j ap onica ext ra ct o n

pro life ra t io n of s ple nic lym phocyte s in vitro . S ple e n

ce lls (2×105/w e ll) w e re c ulture d w ith fra ct io n of t he

ext ra ct o n 96-w e ll flat botto me d pla te s fo r 3 days .

Afte r c ulture , the de g re e of lymphocyte pro life ra t io n

w a s me a s ure d by t he inco rpora t ion of 3 H-thymid ine

afte r a 4-hr puls ing w it h 1.5 μC i 3 H-Td R. The data

pre s e nt t he me a n va lue s±s ta nda rd dev ia t ion of t hre e

ex pe rime nts . PJ -T , tota l w ate r ext ra ct of P. j ap onica ;

PJ -P , po lys a ccha ride fra ct io n of the ext ra ct ; PJ -E ,

et ha no l fra ct io n of t he extra ct .

Ta b le Ⅰ . C he m ica l co mpos it io n of t he extra ct of

Pae onia j ap onica Miy ab e

Content (%)

Component Water extract Crude polysaccharide

Protein 20.7 19.8

Total sugar 46.3 70.6

Uronic acid 2 .2 15.1

— 129 —



Immune Network. Vol. 1, No. 2, 2001

위해 100㎍/㎖의 PJ-P를 첨가하여 3일 , 4일 , 5일 간 배양

한 세포를 FACS로 분석하였다 (Table Ⅱ) . Table II에 나

타낸 바와 같이 배양 전에는 IgM 세포 , Thy 1.2 세포가

약 60% 와 35%를 차지하였는데 , 대조군의 경우 3일간

배양한 후에는 각각이 약 74%와 25%를 차지하였다 .

PJ-P를 첨가하여 비장림프구를 배양하였을 경우 배양 3

일째에 IgM 세포가 82.6%, Thy 1.2 세포가 10.6%를 차

지하였으며 , 배양 4일째에는 86%, 13.8% 그리고 , 배양 5

일째는 90%와 9.2%를 각각 차지하였다 . 따라서 PJ-P는

비장세포 중 주로 B세포를 증식시킨다는 것을 알 수 있

었다 . 한편 , B 세포 mitogen인 LP S를 첨가하여 3일간 배

양한 경우 , IgM 세포가 약 88%이고 Thy 1.2 세포는 약

9%를 차지하였다 . 그리고 T세포 mitogen인 ConA를 첨

가하여 배양한 경우에 세포는 IgM 세포가 약 20%이고

Thy 1.2 세포가 약 84%를 차지하였다 .

4 . P J - P 에 의한 림프구 증식에 요구되는 su b s et

규명

PJ-P는 어느 subset 세포를 증식시킬 수 있는지 또는

어느 subset 세포가 그 증식에 꼭 필요한지를 알아보기

위해 MACS를 이용하여 세포를 subset별로 분리하여 증

Ta b le Ⅱ . Flow cyto metric a na lys is of lymphocyte s ubs ets of s ple nocyte s culture d w it h PJ -P

Culture day Sample treatments
Conc.

(㎍ /㎖ )

Percent of lymphocyte subsets

IgM Thy 1.2 CD4 CD8

Day 0 60.4 35.2 20.8 14 .4

Day 3 medium 74 .2 25.2 12 .6 10.8

PJ-P 100 82 .6 10.6 7 .4 3.5

LPS 60 87.7 8.5 NT NT

ConA 5 20.0 83.7 14 .3 64 .6

Day 4 PJ-P 100 86.0 13.8 7 .2 3.6

Day 5 PJ-P 100 90.0 9.2 6 .7 4 .8

NT, not tested .

Ta b le Ⅲ . Flow cyto metric co nformatio n of t he ce ll po pulat io ns s e pa ra te d fro m s ple e n ce lls by MACS

Separation of lymphocyte subsets from spleen cells
Percent of lymphocyte subsets

IgM Thy 1.2(CD90)

Depletion of T cells 89.2 5.9

Depletion of B cells 3.8 91.2

Positive selection of T cells 1.7 NT

Positive selection of B cells 99.0 NT

NT, not tested .

Fig . 2 . Time co urs e of the pro life ra t io n of s ple nic

lym phocyte s by t he fra ct io ns of P. j ap onica ext ra ct .

S ple e n ce lls (2×105 /w e ll) w e re c ult ure d w it h fra ct io n

of t he ext ra ct a t a o pt ima l co nce ntrat io n . O n da y 2 , 3

a nd 4 a fte r c ulture , the de g re e of lymphocyte prolife ra -

t io n w a s me a s ure d by the inco rpora t ion of 3 H-

t hym id ine a fte r a 4-hr puls ing w it h 1.5 μC i 3 H-Td R.

The data pre s e nt the me a n va lue s±s ta nda rd devia t io n

of thre e expe rime nts . The c pm of LP S was 1392 13,

48734, 18570 on day 2 , 3 , 4 , re s pe ct ive ly . The c pm of

Co nA w a s 149178, 121190, 162 14 on day 2 , 3 , 4 ,

re s pe ct ive ly . PJ -T , tota l w ate r extra ct of P. j ap onica ;

PJ -P , polys a cc ha ride fra ct io n of the ext ra ct ; PJ -E ,

e t ha no l fra ct io n of the ext ra ct .
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식정도를 시험하였다 . 먼저 MACS에 의한 세포 분리가

잘 되었는지를 확인하기 위하여 FAC S로 분석한 결과 ,

depletion의 경우 약 90%, positive selection의 경우 약

99%까지의 순도를 보였다(Table Ⅲ) . 또한 , 분리한 세포

를 B 세포 mitogen인 LP S와 T 세포 mitogen인 ConA와

함께 배양하여 2일째에 증식정도를 비교한 결과(Fig. 3) ,

순도가 높게 분리되었음을 확인하였다 . 다만 , positive

selection 된 T 세포의 경우 LP S에 의한 미약한 증식은

LP S가 T 세포와 대식세포를 자극할 수 있다는 보고(5)

를 전제로 한다면 B 세포의 혼입 가능성을 배제할 수 있

다 . PJ-P를 첨가하여 각 분획세포군을 배양한 결과 (Fig.

4), 총비장세포군 , 대식세포를 제거한 나머지 세포군 및

T 세포를 제거한 세포군은 배양 2일째부터 5일째까지

계속 증식되었다 . 이 3가지 세포군의 증식정도를 비교하

면 T 세포군 제거군 〉대식세포 제거군 〉비장 총세포

군의 순으로 증식효과가 높았다 . B 세포제거군은 배양 3

Fig . 3 . Co nformatio n of the prolife rat ion of lymphocyte
s ubs ets by LPS a nd ConA. LPS a nd Co nA wa s g ive n to
s ix kinds of ce ll pre pa ra t ions s uc h a s tota l ce ll
populat ion (A), ma cro pha ge-de plete d ce ll populat ion (B),
T ce ll-de plete d ce ll popula t ion (C ), B ce ll-de plete d ce ll
populat ion (D), pos it ive ly s e le cte d T ce ll populat ion (E),
a nd pos it ive ly s e le cte d B ce ll po pula t io n (F) by MACS .
Afte r 2 days of culture , the de gre e of lymphocyte
prolife ra t io n w a s me a s ure d by the incorporat ion of
3 H-Td R afte r a 4-hr puls ing w ith 2 μCi 3 H-TdR.
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Fig . 4 . The prolife ra t ion patte rn of lymphocyte s ubs ets by PJ -P . PJ -P (100 ㎍/㎖) w a s g ive n to s ix kinds

of ce ll pre pa ra t io ns s uc h a s tota l ce ll po pula t io n(A), ma c ro pha ge -de ple te d ce ll po pula t io n(B), T

ce ll-de ple te d ce ll po pula t io n(C ), B ce ll-de ple te d ce ll po pula t ion(D), pos it ive ly s e le cte d T ce ll

popula t io n(E), a nd pos it ive ly s e le cte d B ce ll po pula t io n(F). O n da y 2 , 3 , 4 a nd 5 a fte r inc ubat ion , t he

de g re e of t he lymphocyte pro life ra t io n w a s me a s ure d by t he inco rpo ra t io n of 3 H-thymid ine into t he ce lls .
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일째부터 증식되기 시작하여 5일째까지 계속 증식되었

다 . 한편 , T 세포 또는 B 세포만을 positive selection하여

PJ-P를 첨가하여 배양했을 때에는 배양 5일까지도 증식

되지 않았다 .

5. P J - P 에 의한 항체 생성 증강 효과

시험관내에서 백작약의 조다당분획 PJ-P에 의한 B 세

포 증식에는 대식세포 또는 T 세포의 도움이 필요하다

는 것을 알았다 . 이에 PJ-P에 의한 B 세포 증식효과가

생체내에서도 나타나는지를 확인하기 위하여 T 세포 의

존성 항원인 SRBC에 대한 항체 생성에 미치는 효과를

관찰하였다 . Fig. 5에 나타낸 바와 같이 , SRBC를 정맥

내로 주사한 생쥐에서 생리식염수 주사 군에 비해 PJ-P

(100 mg/kg B .W.) 주사 군에서 항원 SRBC에 대한 항

체를 생산하는 세포가 약 2.7배로 높게 생성되었다 . 이

결과로 보아 PJ-P는 T 세포 의존성 항체생산을 증진시

킨다는 것을 알 수 있었다 .

고 찰

백작약추출물이 림프구의 증식에 미치는 영향을 분획

별로 관찰한 결과 비장세포의 증식반응은 조다당분획인

PJ-P에 의함을 알 수 있었다 . 이것은 현재까지 연구되어

온 식물추출물의 면역증강효과가 다당분획에 의한다는

것과 일치하였다 . PJ-P에 의하여 증식된 비장세포는 대

부분이 B 세포였으며 , 이 결과로 보아 PJ-P는 세포성 면

역계보다는 체액성 면역계에 더 관여할 것으로 사료된

다 . 이러한 결과는 이미 연구되어온 인삼추출물 (18-2 1)

이나 lentinan (12- 14)이 세포성 면역계를 증진시킨다는

연구결과와는 다른 기전으로 면역반응을 증진시키는 것

으로 생각되어진다 .

PJ-P가 B 세포를 증식시키는데 있어서 어느 subset 세

포가 그 증식에 꼭 필요한지를 알아보기 위해 MACS를

이용하여 세포를 subset별로 분리하여 증식정도를 시험

하였다 . PJ-P는 B 세포를 증진시키는데 있어서 직접적으

로 B 세포를 증진시키기보다는 대식세포나 T세포의 필

수적인 도움하에서 B 세포를 증식시킴을 알 수 있었으

며 , B 세포가 배제된 상태에서는 T 세포도 대식세포의

도움이 있을 경우 배양 4일부터는 증식될 수 있음을 알

수 있었다 . 이러한 결과는 PJ-P가 대식세포와 T세포를

자극하여 cytokines를 분비하게 함으로서 B 세포가 증식

됨을 강하게 암시하였다 . 이 결과는 당귀의 다당분획이

B 세포만 존재 시에 림프구의 최대 증식효과를 나타낸

보고(10)와 잘 알려진 B 세포 mitogen인 LP S 또한 B 세

포만 존재 시에 최대 증진효과를 나타낸 결과(Fig. 3)와

비교할 때 , PJ-P는 B 세포를 증식시킴에 있어서 당귀 다

당체와 그리고 LP S와는 다른 작용기전으로 림프구를 활

성화시키는 것으로 사료된다 .

이 결과는 lentinan (12-14) , schizofilan ( 15), P SK ( 16,

17), ginsan (18-2 1) 등의 비특이적 면역증강제(3)의 작

용기전과 비교해 볼 때 , PJ-P에 의해 궁극적으로 활성화

되는 세포아군이 B세포인 점이 서로 다른 특징이다 . 결

과적으로 PJ-P는 먼저 대식세포 혹은 T 세포에 영향을

주어 cytokine을 유도하고 이 들은 다시 대식세포와 B

세포를 활성화시키는 것으로 가정해 볼 수 있으며 , 이에

대하여 유전자 발현 및 cytokine 생성에 관한 추가적인

연구가 필요한 것으로 사료된다 .

또한 , PJ-P가 생체내에서 T-dependent antigen에 대한

항체 생성 세포수를 증가시킨 결과로 보아 , PJ-P는 T 세

포의 도움으로 B 세포의 증식과 더불어 항체 생성 기능

을 갖도록 분화 유도하는 것으로 생각된다 .

이상의 결과를 종합해 볼 때 , 백작약 조다당분획인

PJ-P는 다른 식물체로부터 추출된 다당체와 상호보완적

인 면역조절물질로 활용될 수 있을 것이다 .
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