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돌외 에탄올 추출물의 생체방어력 증진효능
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Abstract − The immunomodulatory activities of the ethanol extract of Gynostemma pentaphyllum, termed hereafter as GPE,

were examined in immunosuppressed mice as well as in normal mice in the present study. Oral administration of GPE into mice

prevented dexamethasone (DEX)-induced immunosuppression as determined by the mitogen-induced proliferation of the sple-

nocytes and the the cytokine production (TNF-α, IL-1β) in the whole blood culture. In addition, oral administration of GPE

increased antitumor host defense in mice implanted with sarcoma-180 tumor cells. The immunoaugmenting activity of orally

administered GPE was also confirmed in mice immunized with ovalbumin (OVA). Mice that were orally administered with

GPE generated much more potent OVA-specific cytotoxic T lymphocyte (CTL) responses upon intravenous OVA injection

compared to the untreated controls. These results demonstrate that oral administration of the ethanol extract of Gynostemma

pentaphyllum could be useful to increase host defense in immunocompromised situations such as stress- or tumor-induced

immunosuppression.
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돌외 (Gynostemma pentaphyllum Makino, Gynostemmae

Herba, 덩굴차 ; GP)는 산이나 숲속에서 자라는 덩굴성 여

러해살이 식물이다. 줄기는 덩굴수염으로 다른 식물이나 물

체에 감아 올라간다. 우리나라에서는 옛부터 돌외 덩굴을

걷어서 말려 덩굴차라고도 부르며, 건강차로 끓여 먹어 왔

다. 민간요법에서 인삼 대용으로 사용하기도 하는데, 주로

제주도, 전라남도, 경상남북도, 울릉도에 야생으로 자란다.

돌외는 박과 (Cucurbitaceae)에 속하는 식물로 국내는 물론,

중국, 일본, 동남아시아 등의 지역에 폭넓게 분포되어 있다.

Gynostemma는 30 여종이 알려져 있는데, 이 중에서

pentapyllum 종이 널리 분포되고 있으며, 종, 성분 및 효능

연구 등이 폭넓게 진행되고 있다.

GP의 주성분은 사포닌 (saponins) 계열 화합물인

gypenosides이며, 100 여종이 분리되어 보고되고 있다
1)

.

Gypenosides는 기본 구조가 dammarane 형으로 ginsenosides

(ginseng saponin, Panax ginseng, 인삼)와 매우 유사하며,

gypenosides 3, 4, 8, 12는 각각 ginsenosides Rb1, Rb3, Rd,

F2와 동일한 것으로 보고되었다
2)

. GP는 추출물 (ethanol 또

는 수침 엑기스) 및 gypenosides를 사용하여 다양한 생리활

성이 연구되고 있으며, 주요 생리활성으로는 항산화작용에

의한 superoxide anion 함량 감소 작용, 혈관내피세포 보호

작용
3,4)

, 심혈관 기능개선 작용
5)

, 콜레스테롤 저하작용
6)

, 암

세포 성장저해 작용
7)

, 항당뇨 작용
8)

, 간기능 보호 작용
9)

, 만

성 기관지염 및 위궤양에 대한 항염증 작용
9,10)

 등이 보고되

었다. 

GP 성분의 면역 기능 조절 작용은 비교적 최근에 연구되

기 시작하였다. GP 차 (tea)의 경구투여는 cadmium의 경구투

여로 감소된 비장세포 증식능을 회복시키는 것으로 보고되

었다
11)

. GP로부터 분리된 polysaccharide는 복강 macrophage

를 활성화시켜 nitric oxide의 분비를 촉진시켰으며, TNF-α

의 분비도 농도 의존적으로 촉진시키는 것으로 밝혀졌다
12)

.

생쥐의 천식모델에 GP 차 (tea)를 경구투여했을 때 Th2-type

cytokine을 감소시킴으로써 염증반응을 감소시켰으며
13)

, GP
*교신저자(E-mail) :cklee@chungbuk.ac.kr

(Tel):043-261-2826



36 Kor. J. Pharmacogn.

열수 추출물을 복강에 투여했을 때 혈청에서는 종류의

antibody 생산이 증가하였고 Concanavailn A (Con A)의 자

극에 의해 비장세포에서 분비되는 cytokine도 증가하는 것

으로 보고되었다
14)

. GP의 saponin은 세포배양 시에 첨가했

을 때 nitric oxide의 분비를 직접적으로 촉진시켰고
15)

, 항원

으로 immunization 된 생쥐에 GP 사포닌을 피하주사 했을

때 haemolytic effect가 적은 adjuvant로 효과가 있는 것으로

확인되었다
16)

. 

생체는 다양한 정신적, 신체적 만성 스트레스 (stress)에

대응하여 반응한다. 스트레스에 대한 일차적 생리학적 반응

은 시상하부 (CRH)-뇌하수체 전엽 (ACTH)-부신피질계

(glucocorticoids)와 교감신경-부신수질계 (catecholamines :

dopamine, norepinephrine, epinephrine)를 분비하여 각종의 스

트레스에 대하여 방어반응을 나타내는 것으로 밝혀졌다
17)

.

그러므로 만성적이고도 반복적인 스트레스에 노출되면 두

통, 편두통, 피로감, 인지기능 저하, 우울증과 같은 신경계

증상과 더불어 면역기능의 저하가 나타나는 것으로 알려져

있다
18)

. 스테로이드 호르몬인 glucocorticoids는 스트레스 시

에 분비가 증가되는 것으로 알려져 있는데, 항염증제와 면

역억제제로 널리 사용되고 있다
19)

. Glucocorticoids는 T 세

포 및 macrophage로부터 생산되는 여러 종류 cytokine의 생

산을 억제함으로서 면역반응을 억제하며, 대식세포의 세포

표면 분자의 발현과 탐식에도 영향을 미치는 것으로 보고

되었다
19-21)

. 

본 연구에서는 GP 에탄올 추출물 (GPE)의 생체방어 증

강효능을 glucocorticoids의 한 종류인 dexamethasone

(DEX)을 경구투여하여 면역반응을 억제시킨 생쥐에서 조사

하였고, 복강에 암을 이식한 생쥐에서는 항암효능을 조사하

였으며, 정상생쥐에서는 GPE의 경구투여가 ovalbumin

(OVA) 특이 T 세포의 활성화에 미치는 효능을 in vivo

cytotoxic T lymphocytes (CTL) assay로 확인하였다. 

재료 및 방법

실험재료 − GP (Gynostemma pentaphyllum Makino)는

원광식품 (경남 거창군 남상면 둔동리)에서 구입하여 품종

을 확인하였다 (표품 보관: 충북대학교 약학대학 생약학교

실). GP의 잎 (leaves, 20 kg) 부위를 채취하여 음건한 후 세

절한 다음 80% ethanol로 추출하고 증발 농축하여 GP 에

탄올 추출물로 사용하였다(GPE, 2.1 kg). 실험동물은 ICR

및 C57BL/6 생쥐를 사용하였으며, 주야 주기 12 시간, 온

도 23±2
o
C의 조건하에서 사육하였다.

DEX의 공급 − 실험에 사용된 생쥐는 6 주령의 수컷

C57BL/6 종으로 충북대학교 실험동물 지원센터의 semi-SPF

system에서 사육하였다. GPE는 PBS에 녹인 후, 30 및

90 mg/kg으로 매일 오전에 21일간 경구투여 하였으며, GPE

투여 17 일째부터 DEX을 음용수에 20 µg/mL로 녹여 4 일

간 자유 공급하였다.

생쥐의 비장세포 증식능 분석 − 생쥐 비장으로부터 비장

세포를 분리하여 ACK lysis buffer (0.15 M NH4Cl, 1 M

KHCO3, 0.2 mM EDTA)로 적혈구를 제거한 후, 96-well

microtiter plate에 1×10
6
 cells/well로 가한 다음, concanavalin

A (Con A), anti-CD3 monoclonal antibody (mAb) 또는

lipopolysaccharide (LPS)를 농도별로 첨가하여 혼합 배양하

였다. 배양 54 시간 후, [
3
H]-thymidine을 각 well에 0.5 µCi

씩 가한 다음, 18시간 더 배양한 후, 세포를 automatic cell

harvester를 이용하여 glass filter 상에 수확하였다. Glass

filter에 존재하는 [
3
H]-thymidine의 양은 scintillation cocktail

을 첨가하여 microbetacounter (Wallac, USA)로 측정하였다. 

전혈배양 및 cytokine 분석 − 생쥐 배대정맥으로부터 분

리한 혈액 500 µL에 2.5 IU/mL의 heparin과 penicillin 및

streptomycin이 첨가된 RPMI-1640을 2 mL 가하여 polypro-

pylene tube에 1 mL 씩 나눈 다음, LPS (100 µg/mL) 첨가

후, 48 시간 동안 배양하였다. 배양 종료 후, polypropylene

tube를 15,000 rpm에서 10 분간 원심분리한 다음, 상등액을

분리하였으며, 상층 액에 존재하는 TNF-α 및 IL-1β 양은

각 cytokine에 대한 ELISA kit (BD Biosciences) 를 사용하

여 제조자가 권하는 방법으로 분석하였다
22)

.

항암효능 측정 − Sarcoma 180 암세포에 대한 GPE의 항

암효능은 ICR 계통의 생쥐를 이용하여 측정하였으며, GPE

는 총 6 일 동안 1일 1회 복강 주사 (1 mg/mouse)하였다.

GPE 투여 4일째 되는 날에 sarcoma 180 암세포를 복강에

4×10
5 

cells/mouse로 이식하였고, GPE 투여 8일이 되는 날에

생쥐를 CO2 gas로 치사시킨 후, PBS를 5 mL씩 복강에 주

사하여, 복강 세척액을 얻었다. 복강 세척액을 PBS로 세척

한 후, 적혈구를 ACK lysis buffer로 제거하였으며, 형광물질

FITC를 결합시킨 anti-mouse CD45 mAb로 staining하여

FACS Canto (Becton-Dickinson)로 분석하였다
23)

. 

항원 특이 CTL 유도 활성 확인 − GPE의 OVA 특이 T

세포 활성화 효능은 C57BL/6 계통의 생쥐를 이용하여 측

정하였다. GPE는 21동안 경구투여 (30, 90 mg/kg) 하였으

며, GPE의 OVA 특이 T 세포의 활성화 효능을 CTL assay

로 확인하기 위하여 희생 7 일 전 꼬리 미정맥을 통하여

soluble OVA를 100 µg/mouse 의 농도로 투여하였다. OVA

미정맥 투여 7일 후, OVA [257-264]로 pulse 된 비장세포

를 CFSE로 label한 다음 미정맥 투여하여 target 세포로 하

였다. Target 세포 미정맥 투여 18시간 후 생쥐의 비장과 림

프노드를 분리하여 target 세포가 OVA 미정맥 투여에 의해

생성된 OVA 특이 T 세포에 의해 파괴되는 정도를 FACS

Canto (Becton-Dickinson)로 분석하였다
24)

.

통계학적 분석 − 모든 실험결과는 평균권±표준오차로 나

타내었으며, 자료 분석은 Student’s t-test를 이용하였다. 
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결과 및 고찰

본 연구에서는 GPE의 경구투여가 생체방어력을 증강시

킬 수 있는지 조사하였다. GPE를 경구투여한 생쥐에 DEX

를 음용수로 경구투여한 후, 생쥐로부터 비장세포를 분리하

여 mitogen자극에 의해 증식되는 정도를 정상 대조군과 비

교하였으며, 생쥐로부터 분리한 혈액에 LPS를 첨가하여 배

양한 후 cytokine의 생산능력을 비교하였다. GPE의 항암효

능은 ICR 생쥐에 sarcoma 180 암세포 이식 전후로 GPE를

투여한 후 암세포와 면역세포를 FITC-conjugated anti mouse

CD45 mAb로 염색하여 flow cytometery로 분석하였다. 정

상 생쥐에서 GPE의 OVA 특이 T 세포의 활성화 효능은 in

vivo CTL assay로 확인하였다.

Mitogen 유도 비장세포 증식능 비교분석 − GPE의 경구

투여가 DEX 경구투여로 면역이 저하되는 것을 예방할 수

있는지 확인하기 위하여 GPE를 매일 오전에 21일간 생쥐

에 경구투여 하였으며, GPE 투여 17 일째부터 DEX을 음

용수에 20 µg/mL로 녹여 4 일간 자유 공급하였고, 22일째

되는 날 생쥐를 희생시켜 비장과 혈액을 분리하여 실험하

였다. DEX만 경구투여한 생쥐로부터 분리된 비장세포는

LPS, anti-CD3 mAb 및 Con-A의 자극에 의해 증식되는 정

도가 정상 대조군에 비하여 20-30% 감소하였으나 GPE (90

mg/kg/day)의 경구투여에 의해 유의성 있게 증가됨을 확인

할 수 있었다 (Fig. 1).

전혈배양에서 LPS 자극에 의한 cytokine 생산능 비교

분석 − 생쥐로부터 분리한 혈액의 전혈 배양액에 LPS를

100 µg/mL 농도로 첨가했을 때, TNF-α는 정상군에 비하여

DEX만 공급한 실험군에서 감소되었으나, GPE을 90 mg/kg/

day로 경구투여한 경우에는 감소되지 않고 정상수준이었다

(Fig. 2a). IL-1β 역시 LPS를 100 µg/mL 농도로 첨가하였을

때, 정상군에 비하여 DEX를 공급한 실험군에서 감소되는

것으로 확인되었으나, GPE를 경구투여한 실험군에서는 감

소되지 않고 정상군과 비슷한 수준을 유지하였다 (Fig. 2b). 

생체는 각종 스트레스에 대한 방어작용의 하나로 스테로

이드 호르몬인 glucocorticoids를 분비하는 것으로 알려져 있

으며
17)

, 스트레스로 인해 분비되는 glucocorticoids에 의하여

생체방어력이 감소하는 것으로 밝혀졌다
18,19)

. 면역억제제로

Fig. 1. Proliferation of splenocytes in response to mitogenic

stimuli. Mice were administered by orally twice a day with

different concentration of GPE for 21 days and dexamethasone

(20 µg/mL) contained drinking water was feed for 4 days (on

day 17, 18, 19, 20). Total spleen cells (1×10
6
/well) from

C57BL/6 mice were cultured in the presence of ConA (1 µg/

mL), anti-CD3 antibody (100 ng/mL) or LPS (100 ng/mL) for

3 days. DNA synthesis of splenocytes were measured by 
3
[H]-

thymidine incorporation for the final 18 h of the culture period.

Values are means±SD. *p<0.05, **p<0.01 compared to control

levels.

Fig. 2. LPS-induced cytokine release in whole blood culture. Mice were administered by orally twice a day with different

concentration of GPE for 21 days and dexamethasone (20 µg/mL) contained drinking water was feed for 4 days (on day 17, 18, 19,

20). Mice whole blood, obtained from the vein, was diluted five-fold with medium and incubated in the presence of LPS (100 µg/

mL) for 48 h. The amounts of cytokine in the blood culture supernatant were measured by ELISA. Values are means±SD. *p<0.05,

**p<0.01 compared to control levels.
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도 사용되고 있는 glucocorticoids는 T 세포 및 macrophage

의 cytokine 생산능과 대식세포의 세포표면 분자의 발현 및

탐식을 억제하는 것으로 보고되었으며
19-21)

, CD4+CD8+인

미성숙 흉선세포의 apoptosis 유도시킴으로써 T 세포의 기

능을 저하시키고 흉선을 위축시키는 것으로 밝혀졌다
21)

. 본

연구에서는 GPE의 경구투여가 glucocorticoids의 한 종류인

DEX의 경구투여에 의한 mitogen 유도 비장세포 증식능 저

하를 예방하는 것으로 확인되었는데, 이는 Gynostemma

pentaphyllum 차 (tea)의 경구투여가 cadmium의 경구투여로

감소된 비장세포 증식능을 회복시켰다는 보고
11)
와 일치하

는 결과이다. GPE의 경구투여는 DEX의 경구투여에 의한

mitogen 유도 비장세포 증식능과, 전혈배양에서 LPS 자극

에 의한 cytokine 생산능 저하를 예방하였다. 이러한 결과는

GPE의 경구투여가 DEX의 경구투여에 의한 면역저하를 예

방함을 입증하는 것이며, 더 나아가 GPE가 스트레스로 인

하여 면역이 저하되는 것을 예방할 수 있다는 가능성을 제

시하는 것이다.

경구투여 GPE의 항암효능 − ICR 생쥐에 sarcoma 180

암세포 이식 전후로 GPE를 투여한 후, GPE의 항암효능을

확인하였다. 암세포가 증식하면 이에 대항하기 위하여 대식

세포나 림프구 등 여러 가지 면역관련 세포들이 복강내로

유입되는데 이들을 통칭하여 복강유입세포 (peritoneal

exudated cells, PEC)라고 한다. 본 연구에서는 PEC와

sarcoma 180 세포를 구별하여 분석하고자, 백혈구를 인식하

는 pan-leukocyte 항체인 FITC-conjugated anti mouse

CD45 mAb로 PEC를 염색하여 sarcoma 180 세포와 구별되

게 한 후 FACS로 분석하였다. Fig. 3과 같이 PEC와

sarcoma 180의 정확한 구분이 가능하였으며, FACS로 분

석한 결과, GPE를 투여한 실험군에서 sarcoma 180 세포

가 33.93% 감소하였고, PEC가 150% 증가하여 항암효능

을 나타내었다 (Table 1).

경구투여 GPE의 항원 특이 CTL 유도효능 − 정상 생쥐

에서 GPE의 OVA 특이 T 세포의 활성화 효능을 in vivo

CTL assay로 확인한 결과, OVA (100 µg/mice)를 투여한 대

조군에서는 OVA 특이 CTL 유도활성이 비장에서는 51%,

림프노드에서는 49%로 나타났으며, GPE를 경구투여한 실

험군에서 CTL 유도활성이 비장에서는 73%, 림프노드에서

69%로 크게 증가하는 것으로 나타났다 (Fig 4). 

본 연구에서 GPE의 경구투여는 sarcoma 180 암세포에 대

한 항암면역기능을 증강시키며, 정상 생쥐에서도 항원 특이

CTL 유도를 증강시키는 생체방어력 증강효능을 갖고 있음을

입증하였다. 이는 GP 추출물의 복강투여에 의해 혈청 antibody

의 생산이 증가하였고, Con A 자극에 의한 비장세포의

cytokine 생산도 증가하였으며
14)

, GP 사포닌의 피하주사가

adjuvant로 효과를 나타냈다는 보고와
15)
와 더불어 GPE 성분

이 생체방어력을 증강시키는 효능이 있음을 입증하는 것이다. 

또한 이러한 결과는 GPE의 경구투여에 의한 항암효능이

암세포에 직접 작용하는 것이 아니라, 생체방어력을 증강시

킴으로써 나타냄을 입증하는 것이다. 특히, GPE의 경구투

여가 DEX로 면역이 저하되는 것을 예방할 수 있다는 사실

은 스트레스로 인하여 면역이 저하되는 것을 예방할 수 있

을 뿐 아니라, 생체방어력을 증강시킴으로써 항암효능을 나

타낼 수 있다는 가능성을 제시하는 것이다.

Fig. 3. Flow cytometric analysis of the antitumor activity.
GPE were injected into ICR strain of mice (i.p., 1 mg/
mouse) once a day for 6 consecutive days. On day 4
from the initiation of GPE injection, sarcoma 180 cells
(4×10

5
cells/mouse) were inoculated into peritoneum. PECs

were collected four days after the inoculation of sarcoma
180 cells, and stained with FITC-conjugated anti-CD45
monoclonal antibody. CD45-negative histogram represents
sarcoma 180 cells, and CD45-positive histogram represents
host cells of hematopoietic origin. Values are means±SD.
*p<0.05, **p<0.01 compared to control levels.

Table 1. Antitumor activity of GPE on sarcoma 180 cells

Dose

(/mouse/day)

Total cells
 

 

Sarcoma 180 cells  PEC

Number

(1×10
6
)

Number

(1×10
5
)

%

inhibition
a  

Number

(1×10
5
)

%

increase
b

 Control PBS 118.25  69.77 -  47.30 -

GPE 1 192.65  46.12 33.93  70.95 150
a
Percent inhibition was calculated as follows: {(CN-TN)/CN}×100, where CN and TN stand for the number of sarcoma 180
cells of the control group and the GPE treated group, respectively.
b
Percent increase was calculated as follows: {(TN-CN)/CN}×100, where CN and TN stand for the number of PEC of the
control group and the GPE treated group, respectively.
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생쥐에서 GPE의 경구투여가 DEX 경구투여로 면역이 저

하되는 것을 예방할 수 있는지 확인한 결과, GPE의 투여가

DEX에 의한 면역저하를 예방하는 것을 확인할 수 있었다.

GPE를 경구투여 했을 때, sarcoma 180 암세포를 이식한 생

쥐에서 항암면역반응을 증강시키는 것으로 확인되었으며,

정상 생쥐에서 GPE의 OVA 특이 T 세포의 활성화 효능을

in vivo CTL assay로 확인한 결과, GPE가 정상 생쥐에서도

항원 특이 CTL 유도를 증강시키는 면역증강효능을 갖고 있

음을 입증하였다. 
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