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해당화의 과육 및 종자추출물의 대식세포 면역조절작용
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Abstract - Rosa rugosa has been used as a folk medicine with various pharmacological properties for a long time in Asia. 
Recently, it has been reported that the extract of fractions from different parts of Rosa rugosa have various pharmacological 
effects on diverse diseases including diabetes, inflammatory diseases and tumor. We investigated effects of fructus extracts 
of Rosa rugosa(RRF) and semen extracts of this herb(RRS) on macrophage to evaluate the possibilities as a biological 
response modifier. We showed increased effects on tumoricidal activity, phagocytic activity, TNF-α and NO production in 
RRF-treated groups without direct tumor cell cytotoxicity. RRS-treated groups increased direct tumor cell cytotoxicity at 
high dose without tumoricial activity except increasing of TNF-α release. These results provide further possibilities for the 
beneficial immunomodulating effects of RRF on immune system with relatively larger safety margin rather than RRS.
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서  언

해당화(Rosa rugosa)는 장미과에 속하는 넓은 잎의 큰

키나무이다. 우리나라 전국 해안의 모래밭이나 해변에서 

자라며 일본 동북아시아에 분포한다. 해당화는 중국, 한국, 

일본 등 동양에서 다양한 질환에 대한 민간요법 치료제로 

사용되어 왔으며, 해당화의 잎, 꽃, 과실, 지하부 등에서의 

화학 성분 연구가 보고되어 있다(Hashidoko, 1996). 해당

화의 생리활성 연구로는 항당뇨작용, 만성염증 억제작용, 

통증치료효과, 항암효과, 항산화작용 등을 가지고 있다고 

알려져 있으며(Jung et al., 2005; Yoshizawa et al., 

2000; Ng et al., 2004; Park et al., 2005; Altiner et 

al., 2008; Kamijo et al., 2008), 일본에서는 꽃의 색소

를 천연 착색료로 이용하기도 하고, 우리나라에서는 해당

화 지하부를 당뇨병 치료제로 사용하고 있다는 보고가 있

다(Cho et al., 2004). 최근에는 해당화의 항알러지 작용

과 항세포사멸 효과가 보고된 바 있다(Jeon et al. 2009). 

이러한 보고들을 종합해보면 해당화의 잎, 꽃, 과실, 지하

부, 종자부위에서 추출된 분획마다 다른 생리활성 효과를 

보이고 있으며, 이는 면역학적 효과에서도 해당화의 분획

별로 차이를 나타낼 것으로 예측할 수 있다. 

생물학적 반응 조절제(biological response modifier: 

BRM)는 면역세포와 암세포들의 생물학적 상호작용에 영

향을 줄 수 있고, 암의 성장 및 전이에 있어서 중요한 단계

를 특이적으로 조절하는 면역세포를 활성화시킬 수 있는 

면역조절물질을 말한다(Pinedo et al., 1993). BRM을 이

용한 항암요법은 면역반응의 증강 및 억제 유도를 통해 생

체의 방어능력을 조절함으로 암세포를 죽이기 때문에, 암

세포 뿐만 아니라 골수세포와 같이 활발한 세포분열을 보

이는 정상세포에도 독성을 나타내는 기존의 항암치료법보

다 효과적인 예후를 기대할 수 있다. 따라서 생체의 방어기

전인 면역작용을 조절할 수 있고 항암요법으로 사용될 수 

있는 효과적이고 특이적인 BRM을 개발하기 위해 많은 연
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구들이 진행 중에 있으며, 최근에는 안전성이 보고된 천연

물이나 해조류의 BRM 효과에 대한 관심이 높아지고 있다. 

면역반응에서 macrophage(대식세포)는 체내의 모든 조

직에 분포하면서 1차적으로 bacteria, virus 등의 감염성 

병원체뿐만 아니라 노화된 정상세포와 암세포 등에 대해 

phagocytosis(탐식작용)를 일으켜 제거하는 인체 방어능

력을 가지며, 항원제시작용 및 여러 가지 cytokine과 생리

활성물질을 분비하여 면역반응을 극대화 시키는 중요 매개

체 역할을 나타낸다. 또한, 활성화된 대식세포는 직접적으

로 암세포를 죽일 수 있는 항암작용을 가질 수 있다(Adams 

et al., 1984; Nathan, 1987). 활성화된 macrophage에서 

분비하는 IL-1, hydrogen peroxide, nitric oxide(NO), 

TNF-α 등이 암세포에 대한 독성을 나타내는 대표적 물질

들로 알려져 있다(Hibbs et al., 1988; Thomas et al., 

1984). 이와 같이 면역계에서 다양하고 중요한 역할을 하는 

macrophage의 활성화 연구를 통하여 BRM으로 활용할 수 

있는 천연물을 발견하고 및 개발하는 노력은 면역조절작용

을 통한 효과적인 암치료 및 다양한 면역질환의 치료 및 예

방요법으로 이어질 수 있다(Shen et al., 2008; Jofre- 

Monseny et al., 2007).

이에 본 연구에서는 해당화의 과육(fruit of Rosa rugosa: 

RRF)과 종자(seed of Rosa rugosa: RRS) 추출물을 이용하

여 비특이적 면역반응에서 중요한 역할을 하는 macrophage

의 활성능을 macrophage 활성에 의한 항암작용, 암세포 

독성에 영향을 미치는 TNF-α와 NO의 분비 조절능 및 

phagocytosis 조절능을 측정함으로써 RRF와 RRS의 면역

조절효과를 비교 분석하고자 하였다. 

재료 및 방법

해당화 과육추출물 시료(RRF)와 해당화 종자추출물 시

료(RRS)의 제조

해당화(Rosa rugosa)의 열매는 2007년 강원도 삼척시 

맹방에서 재배되고 있는 것으로부터 외관상 동일한 크기, 

모양과 색깔을 지닌 것을 선발하여 채취하여 사용하였으며 

열매를 씨와 과육을 완전히 분리하고 냉동보관 후(-20℃) 

동결건조(PVTF 200K:Ilshin Lab Co, Korea) 하여 시료

로 사용하였다. 각 시료의 추출물 제조는 식품산업에서 사

용되어지는 주정(대한 주정판매 주식회사)을 증류수로 희

석(알콜도수 50°)시켜 건중 당 100 배로 가하여 6시간 동

안 추출하고 여과(와트만 No. 42)하였으며, 잔류물을 동일

한 방법으로 2회 반복하여 추출하였다. 추출된 용액을 모

두 합하여 40℃ 감압농축장치에서 완전히 건고하여 해당화 

과육추출물시료(RRF)와 해당화 종자추출물시료(RRS)를 

제조 하였다. 

세포주 

Raw264.7(murine macrophage cells), B16(murine 

melanoma) 세포는 American Type Culture Collection 

(ATCC, Manassas, VA)에서 구입하여, 10% FBS, 2% 

penicillin-streptomycin (10,000 U pen/㎖, 10,000 ㎍ 
strep/㎖)을 첨가한 RPMI 1640(GIBCO BRL, Grand Island, 

NY) 성장배지에 부착 배양하였으며 37℃, 5% CO2 조건을 

유지하였다. 사용된 시약들은 특별한 언급이 없으면 모두 

Sigma사 (St Louis, MO)에서 구입하였다. 

Tumor cell cytotoxicity

B16 암세포를 96 well plate에 1×10
5
/well이 되도록 분

주하고 RRS와 RRF를 농도별로 처리하고 20시간 배양한 

후 MTT assay를 이용하여 암세포 독성을 측정하였다. 

Macrophage-mediated tumoricidal activity 

Raw264.7 세포를 96-well plate에 1×10
5
/well이 되도

록 분주하고 effector cell로 사용하였다. Raw264.7 cells

에 RRS와 RRF를 농도별로 20시간 전처리하고 target 

cell과 함께 20시간 더 배양하였다. Target cell로는 B16

세포를 이용하였으며 effector cell과 target cell의 비율

을 10:1로 하여 MTT assay를 실시하였다. Macrophage의 

활성화에 의해 매개되는 암세포 독성능은 아래의 식을 이

용하여 계산하였다.  

Macrophage nitric oxide production

Macrophage의 활성화 정도를 측정하기 위하여 Raw264.7 

세포가 RRF 및 RRS 자극에 의해 분비하는 nitric oxide 

(NO)의 생성량을 측정하였다. Raw264.7 세포를 96-well 

plate에 1×10
5
/well이 되도록 분주하고 RRS와 RRF를 농
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Fig. 1. (a) The effect of RRF on B16 tumor cell 
cytotoxicity. (b) The effect of RRS on B16 tumor cell 
cytotoxicity. B16 cells were treated with RRF and RRS 
respectively for 20 hrs. The cytotoxicity of RRF and 
RRS was assessed by MTT assay. Cell density was 
measured at 540 nm. The results are mean ± S.E. of 
quintuplicates from a representative experiment(**p<0.01; 
significantly different from the control).

도별로 20시간 처리하였다. 새 배양액으로 바꾸어 20시간 

더 배양한 후, 상층액 100 ㎕만을 취하여 새 plate에 옮긴 

후 100 ㎕ Griess reagent를 넣고 10분간 실온에서 방치

하였다. 540 nm에서 흡광도를 측정하고 sodium nitrite

의 표준 검량선으로 부터 Raw264.7 세포가 분비하는 NO 

량을 측정하였다.   

Macrophage TNF-α production

RRF와 RRS를 농도별로 처리하고 20시간 배양한 

Raw264.7 세포의 상층액을 모아서 TNF-α ELISA system 

(Amersham Life Science, England)을 이용하여 TNF-α
의 분비량을 측정하였다. TNF-α 측정방법은 TNF-α에 대

한 항체가 코팅된 microtitre plate에 biotinylated antibody 

50 ㎕를 넣은 다음 세포배양 상층액을 50 ㎕ 넣은 후 실온

에서 2시간 방치한 다음 세척하였다. 이어 streptavidine- 

HRP 용액 100 ㎕를 넣고 실온에서 30분간 방치한 다음 

TMB substrate 용액 100 ㎕를 추가하여 반응시킨 후 반응 

정지 용액을 넣고 450 nm에서 흡광도를 측정하고 표준곡

선을 작성하여 TNF-α 농도를 산출하였으며, 세 번 반복실

험을 실시하였다. 

Macrophage phagocytosis  

Macrophage phagocytosis 능력은 zymosan particle 도

입 방법과 NBT(nitro blue tetrazolium chloride) reduction 

방법을 이용하여 측정하였다. Raw264.7 세포를 96-well 

plate에 1×10
5
/well이 되도록 하여 부착시켰다. RRS와 

RRF를 농도별로 처리하고 세척한 후, 탄소원인 5×10
5
 

particle/ml  zymosan과 0.6 ㎎/㎕ NBT시약을 첨가하여 

zymosan과 함께 NBT 시약이 uptake 하도록 하였다. NBT 

환원 물질인 청보라색 불용성 formazan의 생성량을 540 nm

에서 측정함으로써 phagocytosis 능력을 측정하였다.  

결과 및 고찰

암세포 독성능에 직접적으로 미치는 영향

RRF와 RRS가 B16 암세포에 직접 세포독성을 나타내는

지 알아보기 위하여 RRS와 RRF를 암세포를 함께 배양한 

후 암세포 독성능을 측정하였다. 실험결과 Fig. 1에 나타낸 

바와 같이 RRF 처리군에서는 암세포에 독성을 보이지 않

았으나, RRS 처리군에서는 500, 1000, 2000 ㎍/㎖ 고농

도에서 세포독성을 나타내었다. 이는 해당화 동일 농도에

서의 과육추출물 부위인 RRF가 종자추출물인 RRS보다 암

세포 독성에는 효과가 적지만, 인체에 적용시는 정상세포

에 대해 더 안전할 수 있다는 것을 의미하기도 한다. 

대식세포의 활성에 의해 매개되는 암세포 독성능에 미

치는 영향 

RRF와 RRS가 macrophage를 활성화시켜 항암 효

과를 나타내는지 알아보기 위하여 RRS와 RRF를 전처리

한 macrophage와 암세포를 함께 배양한 후 macrophage 

암세포 독성능을 측정하였다. 실험결과 RRF 처리군에서는 
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Fig. 2. (a) The effect of RRF on macrophage-mediated 
tumoricidal activity. (b) The effect of RRS on macrophage- 
mediated tumoricidal activity. Raw264.7 cells were pretreated 
with various doses of RRF and RRS respectively and 
co-cultured with target cells for 20 hrs. The macrophage- 
mediated tumoricidal activity of RRF and RRS was assessed 
by MTT assay. Cell density was measured at 540 nm. The 
results are mean ± S.E. of quintuplicates from a representative 
experiment(*p<0.05, **p<0.01; significantly different from 
the control).
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Fig. 3. (a) The effect of RRF on the production of NO by 
Raw264.7 cells. (b) The effect of RRS on the production 
of NO by Raw264.7 cells. Raw264.7 cells were treated 
with various doses of RRF and RRS respectively for 20 hrs. 
The 20 hrs-conditioned media were collected for NO2

-

assay. The results are mean ± S.E. of quintuplicates from a 
representative experiment(*p<0.05; significantly different 
from the control).

농도별로 유의성 있는 항암효과를 볼 수 있었으나, RRS 처

리군에서는 변화가 없었다(Fig. 2). 이러한 결과는 RRF가 

직접적인 암세포 독성능은 없으나 macrophage를 활성화

하여 암세포를 죽일 수 있는 물질을 분비함으로써 항암효

과를 나타낸다는 것을 의미하며, 이는 해당화의 RRF 부위

가 정상세포에 안전하면서도 효과적인 BRM으로 사용할 

수 있을 가능성을 제시하기도 한다.

NO 분비량에 미치는 영향

RRF와 RRS가 macrophage의 항암 효과에 관련한 활성

화 기전을 좀 더 자세히 규명하기 위하여, macrophage가 

분비하는 암세포 독성물질로 알려진 NO를 측정하였다. 그 

결과 RRF 처리군에서는 NO 분비량에 변화가 없었으며, 

RRS 처리군에서는 NO 분비량이 100 ㎍/ml에서 오히려 

감소하였다(Fig. 3). 이와 같은 결과는 RRF에서 나타난 

macrophage의 항암 효과가 NO의 분비량 증가에 의한 효

과가 아니며 다른 활성 물질에 의한 것으로 해석된다.
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Fig. 4. (a) The effect of RRF on the production of TNF-α by 
Raw264.7 cells. (b) The effect of RRS on the production 
of TNF-α by Raw264.7 cells. Raw264.7 cells were treated 
with various doses of RRF and RRS respectively for 20 hrs. 
The 20 hrs-conditioned media were collected for TNF-α
ELISA assay. The results are mean ± S.E. of quintuplicates 
from a representative experiment(*p<0.05, **p<0.01; 
significantly different from the control).
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Fig. 5. (a) The effect of RRF on the phagocytosis of 
Raw264.7 cells. (b) The effect of RRS on the phagocytosis 
of Raw264.7 cells. Raw264.7 cells were treated with RRF 
and RRS respectively for 20 hrs. Raw264.7 cells were then 
incubated with 5x105 particles of zymosan and 600 μg/ml 
of NBT. Phagocytosis was measured at OD 540 nm. The 
results are mean ± S.E. of quintuplicates from a representative 
experiment(**p<0.01; significantly different from the control).

TNF-α 분비량에 미치는 영향

TNF-α는 주로 LPS에 의해 자극된 macrophage가 분

비하는 cytokine으로 알려져 있으며 항암작용 및 염증반응

에 매우 중요한 역할을 나타낸다(Strieter et al., 1993). 

RRF와 RRS가 macrophage를 활성화하여 TNF-α를 분

비하게 하는지 알아보기 위하여 RRF와 RRS를 처리한 

macrophage의 상층액으로 부터 TNF-α 분비량을 측정해 

보았다. 실험결과 RRF는 1~100 ㎍/㎖에서 RRS는 1㎍/㎖
에서 가장 유의성이 높게 모든 농도에서 macrophage의 

TNF-α 생성량을 증가시켰다(Fig. 4). 이와 같이 RRF와 

RRS에서 모두 macrophage의 TNF-α 분비량을 증가시켰

으나, RRF에서만 macrophage에 의한 항암효과를 나타낸 

결과는 TNF-α 단독만이 항암효과를 나타낼 수 없는 것으

로 보이며, 항암효과를 나타내고 있는 RRF는 IL-1, hydrogen 

peroxide, IL-6 등과 같이 macrophage의 항암효과에 

synergic effect를 나타낼 수 있는 다른 cytokine 이나 생

리활성물질을 분비하는 것으로 예측된다.

Phagocytic activity

Phagocytosis는 macrophage가 외부 물질을 제거하기 

위해 가장 먼저 일어나는 면역반응이다(Adams et al, 1984). 

외부자극에 의하여 활성화되면 macrophage는 phagocytosis 
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능력이 증가되어 외부물질을 제거하게 된다. RRF와 RRS

로 인한 macrophage의 phagocytosis 능력 변화를 측정

하기 위하여 RRF와 RRS를 처리한 macrophage에 탄소원 

zymosan을 가하여 탐식 작용을 일으키게 하였다. 그 결과 

RRF는 macrophage의 phagocytosis 능력을 10, 100 ㎍/㎕
에서 증가시켰으나 RRS는 효과가 없었다(Fig. 5). Macrophage

의 활성화에 의하여 항암효과와 phagocytosis 능력이 항

상 함께 나타나는 것은 아니지만(Adams et al., 1984; Nathan, 

1987), RRF는 RRS에서 나타나지 않은 macrophage의 항

암 효과와 phagocytosis 능력을 모두 증가시켰다. 이러한 

효과는 앞서 언급한 바와 같이 RRF와 RRS의 자극에 의해 

활성화된 macrophage는 다른 cytokine 및 생리활성물질

을 분비하게 되며, 결과적으로 다른 면역조절효과를 나타

내는 것으로 보여진다. 

적  요

현재 임상적으로 적용되고 있는 항암요법들은 많은 부작

용을 가지고 있으며, 부작용에 의하여  또다른 질환을 야기

하는 것이 항암치료에서 문제점으로 지적되고 있다. 따라

서 부작용을 줄이고 항암요법을 유지시키는 방법으로, 인

체 안전하다고 보고된 천연물을 이용하여 면역력을 증가시

킴으로써 인체내 항암 효과를 나타내게 하는 BRM들을 개

발하는 연구가 큰 의미를 지닌다. 이에 본 연구에서는 민간

요법으로 이미 사용되고 있는 해당화의 macrophage의 활

성화에 대한 BRM 효과를 확인하였으며, 특히 과육(RRF)

과 종자(RRS)의 부위별 추출물로 그 효과를 비교 분석하

였다.  RRF는 암세포 자체에 대한 세포독성은 나타내지 않

았으나, macrophage의 활성화에 의한 항암 효과를 나타

내었다. 이러한 항암 효과는 macrophage의 활성화에 의

한 증가되는 NO 및 TNF-α와 같은 암세포 독성물질에 의

한 효과를 기대할 수 있으나, RRF 처리에 의하여 활성화된 

macrophage는 NO 분비에 효과를 나타내지 않았다. RRF

의 처리는 TNF-α 분비를 증가시켰으나, macrophage의 

활성화에 의해 암세포 독성을 나타내지 않았던 RRS에서도 

TNF-α 분비가 증가한 것으로 보아 TNF-α 분비만으로는 

macrophage의 항암효과에 직접적인 영향을 나타내지는 

않는 것으로 보인다.  본 연구 결과들은 종합해 볼 때, RRF

는 RRS와는 달리 macrophage를 활성화하여 항암효과를 

나타내었으며, phagocytosis 능력도 증가시켰다. RRF는 

TNF-α 등의 분비조절과 같이 RRS와는 다르게 macrophage

를 활성화시키는 것으로 보이며, 임상적으로 적용시 RRF

가 RRS보다 세포독성 측면에서도 안전하고, macrophage

의 활성화 효과 측면에서도 유의성이 높을 것으로 평가 된다.
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