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배를 이용한 과실주로부터 분리한 항보체 활성화 다당의 특성
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Abstract

To characterize the polysaccharides which exist as soluble forms in Korean traditional alcoholic beverages,
the polysaccharides were isolated from Korean pear wine and their anti-complementary activities were examined.
The main polysaccharide, PW-1 was purified to homogeneity from the crude polysaccharide (PW-0) in pear
wine by size exclusion chromatography using Sephadex G-75. Molecular mass of PW-1 was estimated to be
150 kDa and it contained significant proportion of mannose (81.8%) and 5 different minor component sugars
such as arabinose (1.2%), galactose (2.7%), glucose (8.5%), galacturonic acid (5.3%) and glucuronic acid (0.5%).
These analyses indicated that the main polysaccharide in pear wine was mainly present as a mannan which
had originated from the cell walls of fermenting yeasts. On the other hand, PW-1 showed potent anti-comple-
mentary activity in a dose-dependent fashion. Identification of C3 activation products by the crossed im-
munoelectrophoresis using anti-human C3 and anti-complementary activity of PW-1 in Ca++-free condition sug-
gested complement activations by PW-1 from Korean pear wine occur via both classical and alternative
pathways.
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서 론

과실주로 대표되는 저 알코올 발효음료의 적절한 음용은

심혈관계 질환의 예방 및 개선에 효과가 있다고 보고(1,2)되

고 있어 최근 그 수요가 크게 증가하고 있다. 특히 적포도주

의 경우, flavonoid를 비롯한 다양한 polyphenol(3,4)이 존재

하고 이들이 갖는 항산화 효과(5,6) 때문에 건강에 유익한

것으로 알려져 있으며 항염증작용, 항고혈압작용, 항응고작

용 및 저밀도 지방단백(LDL)의 산화 억제 등 다양한 기능들

이 보고되고 있어 관심과 연구가 집중되고 있다(4). 그러나

전통 발효주에서 기대되는 모든 약리활성이 단지 polyphenol

만의 기능이라고는 할 수 없으며, 생리활성을 갖는 타 화합

물의 존재 가능성이 있을 수 있다. 특히 발효음료들은 원료

인 생과와 비교할 때, 발효과정 동안 화학적 변화에 의해

원료에는 함유되어 있지 않은 미지의 물질과 생리활성을 가

지는 물질을 함유할 가능성이 높다고 판단된다. 일반적으로

다당은 고농도의 알코올 용액에서 침전되는 성질 때문에 그

동안 발효주 중의 활성성분으로 주목받지 못하였지만, 비교

적 낮은 알코올 농도(5～12%)에서 선택적으로 용해되어 존

재할 가능성이 여전히 남아있다고 할 수 있다.

배(pear, Pyrus pylifolia Nakai)는 포도당, 과당 등의 당질

과 비타민 B와 C, 식이섬유가 풍부한 알칼리성 식품으로 사

과, 감귤, 포도와 더불어 우리나라 4대 과실의 하나이다(7).

국내 주된 생산지는 전남의 나주, 영암, 곡성과 충남 천안

및 경상도 상주, 영천, 울산 등 중남부 지역으로 2010년 기준

약 30,000 ha에서 총 438,000 MT이 생산될 것으로 추정되는

생산량이 큰 과실 중 하나이다(8). 배는 한국인이 선호하는

독특한 향미로 인해, 대부분 생과로 이용되고 있으나 상품성

이 낮은 과실의 경우, 주스, 넥타 및 발효주 등으로 가공되어

유통되고 있다. 배는 전통 한방에서 변비, 이뇨, 기침 등의

치료 목적으로 사용(9)되어 왔으며 최근에는 배의 주요성분

중 하나인 pectin이 항당뇨(10), 혈중 cholesterol 저하(11),

소화장애 개선(12) 및 심혈관계 장애 개선(13)에 효과를 갖

는다고 보고되어 있다. 한편 배에는 pectin 등 고분자 다당류

이외에도 catechin, albutin, chlorogenic acid, caffeic acid,

epicatechin, rutin 등 polyphenol계 화합물들이 배당체 형태

로 함유(14,15)되어 있으며 이들에 의해 항산화 작용뿐 아니

라 항당뇨 효과(16) 및 지질대사 개선효과(1) 등 다양한 생리
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Fig. 1. Elution pattern of the crude polysaccharide (PW-0)
isolated from Korean pear wine using Sephadex G-75. RW-0
was subjected on a Sephadex G-75 column (2.5×90 cm) and elut-
ed with 50 mM acetate buffer (pH 5.2) at a flow rate of 0.2
mL/min. ●, carbohydrate (490 nm); ◯, uronic acid (520 nm); ▼,
TBA-positive material (500 nm).

활성을 소유하고 있음이 보고되기도 하였다. 그러나 배를

이용한 전통 과실주(이하 배주)에 대한 연구는 극히 제한된

실정이며 배주에 존재하는 생리 기능성의 과학적 해명에 관

한 연구는 거의 전무한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 농가에서 직접 발효한 우리나라 특

산의 배주를 대상으로 다당류를 분리, 정제하고 이들의 구조

화학적 특성을 검토하였으며, 보체계 활성화에 근거한 면역

활성을 평가함으로써 전통발효주의 새로운 기능성 해명에

대한 기초자료를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

재료

본 실험에 사용한 배주는 2007년 전남 나주에서 수확한

신고 품종의 배를 이용, 2008년 초 지역 농가에서 전통 과실

주 제조 방법에 따라 발효하여 약 1년간 숙성된 제품을 공여

받아 여과 후 상등액만을 실험재료로 사용하였다.

일반 분석방법

중성당 함량은 galactose를 표준물질로 하여 phenol-

sulfuric acid법(17)으로, 산성당 함량은 galacturonic acid를

표준물질로 하여 m-hydroxydiphenyl법(18)으로, 단백질 함

량은 표준물질로 bovine serum albumin을 사용하여

Bradford법(19)으로, 2-keto-3-deoxy-D-manno-octulosonic

acid(KDO) 및 2-keto-3-deoxy-D-lyxo-heptulosaric acid

(DHA)의 신속한 정량을 위해서는 thiobarbituric acid(TBA)

비색정량법(20)을 실험실 여건에 맞게 변형하여 사용하였

다. 한편 분자량 및 정제도 측정에 사용한 HPLC는 Asahipak

GS-520＋GS-320＋GS-220(각 0.76×30 cm, Showa Denko
Co., Tokyo, Japan)을 장착한 SP 930D(Young-Lin Co. Ltd.,

Anyang, Korea)를 사용하여 0.2 M NaCl를 용매로 0.5 mL/

min로 용출하였으며 정제다당의 분자량은 standard pullulans

(P-800, P-400, 200, 100, 50, 20, 10 및 5; Showa Denko Co.)

를 표준물질로 하여 얻어진 표준곡선과 비교하여 측정하였

다. 구성당 분석은 다당 시료를 2 M trifluoroacetic acid

(TFA)로 121
o
C에서 1.5시간 가수분해한 후, 각각 alditol

acetate 유도체(21)로 전환시킨 다음 GC로 분석하였다. GC

의 분석은 SP-2380 capillary column(0.2 μm film, 0.25 mm

i.d.×30 m, Supelco, Bellefonte, PA, USA)이 장착된 GC

ACME-6100(Young-Lin Co.)을 이용하였으며 표준 온도조

건[60oC(1 min), 60oC→220oC(30oC/min), 220oC(12 min),

220
o
C→50

o
C(8

o
C/min), 250

o
C(15 min)]에서 분석을 실시하

였다. 구성당의 mole %는 peak의 면적비, flame ionization

detector(FID)에 대한 반응계수 및 각 구성당의 alditol

acetate 유도체의 분자량으로부터 계산하였다.

항보체 활성다당의 분리 및 정제

배주를 회전 감압농축장치(Eyela, Tokyo Rikakikai Co.,

Tokyo, Japan)를 이용하여 5배 농축하고 최종농도가 80%가

되도록 에탄올을 첨가하여 하룻밤 방치한 후, 발생한 침전물

을 회수하고 80% 에탄올을 이용하여 2～3회 세척하였다.

침전물은 소량의 증류수에 용해하여 Spectra/Por 2 투석막

(MWCO: 12,000～14,000, Spectrum Laboratories Inc.,

Rancho Dominguez, CA, USA)을 이용하여 2～3일간 투석을

행하고 동결건조를 행하여 조다당 시료인 PW-0을 얻었다.

조다당 PW-0은 50 mM acetate buffer(pH 5.2)로 평형화된

Sephadex G-75 column(2.5×90 cm, Amersham Biosciences,
Uppsala, Sweden)에 loading하고 동일 buffer를 이용하여

용출시켜 분자량이 상이한 2개 획분, PW-1 및 PW-2로 분

획하였다. 이중 수율 및 활성이 양호한 고분자 획분인 PW-1

을 투석 및 동결건조를 거쳐 배주 유래 활성다당 정제획분으

로 사용하였다(Fig. 1).

총보체 경로에 의한 보체계 활성화능

총보체 경로에 의한 보체계 활성화능(complement activa-

tion through total complement pathway) 즉, 항보체 활성

(anti-complementary activity)은 Kabat과 Mayer법(22)을

이용하여 시료에 의한 보체 활성화 후, 잔존하는 보체에 의

한 적혈구 용혈활성에 근거를 둔 complement fixation test

로 측정하였다. 즉 정상인의 혈청과 2% gelatin, 3 mM Ca++,

10 mM Mg
++
이 함유된 GVB

++
완충용액(gelatin veronal

buffered saline, pH 7.4) 및 시료를 각각 50 μL씩 혼합하여

37oC에서 30분 동안 1차 반응시킨 후, 이 반응액에 GVB++를

350 μL씩 첨가하고 이를 10～160배까지 연속 희석하였다. 여

기에 750 μL의 GVB
++
와 양의 감작적혈구(IgM-sensitized

sheep erythrocytes, 1×108 cells/mL, Biotest Co., Tokyo,
Japan)를 250 μL씩 가하여 37

o
C에서 1시간 반응시키고 4

o
C

의 PBS(phophate buffered saline)를 2.5 mL 가하여 반응을
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   (A)                        (B) 

Fig. 2. HPLC profiles and molecular weights of PW-1 (A)
and PW-2 (B) purified from Korean pear wine. PW-1 and
PW-2 were injected into combined columns (0.76×30 cm, each)
of Asahi-pak GS-520＋GS-320＋GS-220 and then eluted with 0.2
M NaCl at a flow rate of 0.5 mL/min.

정지시켰다. 각 반응액을 4
o
C, 2,500 rpm에서 10분간 원심분

리 하였으며 상등액의 흡광도를 412 nm에서 측정하였다.

항보체 활성은 총보체 용혈 저지율(ITCH50: inhibition of

50% total complement hemolysis)로 나타내었다.

부경로 보체 경로에 의한 보체계 활성화능

부경로 보체 경로에 의한 보체계 활성화능(complement

activation through the alternative complement pathway)

즉, 부경로를 경유한 항보체 활성은 Platts Mills와 Ishizaka

의 방법(23)을 실험실 여건에 맞게 일부 변형하여 측정하였

다. 즉 정상인의 혈청과 2 mM MgCl2 및 10 mM EGTA가

함유된 Mg++-EGTA-GVB-- buffer 및 시료를 각각 50 μL씩

혼합하여 37oC에서 30분 동안 1차 반응시킨 후, 이 반응액을

Mg++-EGTA-GVB--를 이용 연속 희석하였다. 여기에 신선

하게 조제된 토끼의 적혈구(5×107 cells/mL) 가하여 37oC에

서 1시간 반응시키고 4oC, 2,500 rpm에서 10분간 원심분리

하였으며 상등액의 흡광도를 412 nm에서 측정하였다. 부경

로에 의한 보체계 활성화(23)는 총보체 용혈법과 유사하게

부경로 보체 용혈의 저지율(IACH50: inhibition of 50%

alternative complement hemolysis)로 나타내었다.

보체계 활성화 경로 검토

2차원 면역전기영동(crossed immunoelectropho-

resis): GVB
++
buffer, 10 mM EDTA가 함유된 EDTA-

GVB
--
buffer, Mg

++
이온만이 함유된 Mg

++
-EGTA-GVB

--

buffer에 정상인의 혈청과 시료를 각각 혼합하여 37
o
C, 30분

간 반응시킨 후, pH 8.6 barbital buffer(ionic strength, 0.025)

를 사용하여 조제한 1% agarose gel 상에서 1차원 전기영동

을 행하였다(3 mA/cm). 이후 0.5% anti-human C3 serum

(Sigma, St. Louis, MO, USA)이 함유된 1% agarose gel

상에서 약 15시간 동안 2차 전기영동을 행하였다(1 mA/

cm). 전개된 gel은 bromophenol blue로 염색시켜 항체와 반

응하여 형성된 침강선을 관찰함으로써 C3의 분해 산물을 확

인하였다(24).

보체계 활성의 측정: 보체계 활성화 경로를 조사하기 위

해 GVB
++
와 GVB

++
에서 Ca

++
이온만을 제거한 Mg

++
-EGTA-

GVB
--

및 금속이온을 모두 제거한 EDTA-GVB
--
buffer에

시료 및 정상인의 혈청을 각각 첨가하고 상기 방법과 같이

총보체 용혈의 저지율을 측정함으로써 시료의 보체계 활성

화 경로를 비교 검토하였다.

통계처리

실험결과는 평균값±SD로 나타내었고 Student t-test를

이용하여 통계처리한 후 p<0.05 수준에서 유의성을 검정하

였다.

결과 및 고찰

한국산 배주로부터 다당의 분리 및 정제

2008년 전남 나주 지역 농가에서 발효 생산한 배주(알코

올 농도 11.5%)를 5배 감압 농축하여 에탄올 침전과 투석

및 동결건조를 행하여 조다당 PW-0을 얻었다. 수율은 배주

L당 총 223 mg으로, 배주에는 비교적 많은 양의 수용성 다당

이 존재함을 알 수 있었다. 배주에서 분리된 수용성 다당

PW-0은 Sephadex G-75를 이용한 겔여과를 행하여 분자량

이 상이한 PW-1 및 PW-2 등 2개 획분으로 분리되었다(Fig.

1). PW-1 및 PW-2는 순도 및 분자량을 확인하기 위하여

HPLC를 행한 결과(Fig. 2), 두 획분 모두 좌우대칭의 단일

peak를 나타내어 비교적 순수하게 정제되었음을 확인할 수

있었으며 이는 약 10% ethanol 농도의 배주 안에 선택적으

로 특정 다당만이 녹아 존재할 가능성을 시사한다. 표준물질

(pullulan series)을 이용한 분자량 측정 결과, PW-1은 분자

량이 150 kDa, PW-2는 12 kDa의 다당체임(Fig. 2)을 알

수 있었으며 배주 L당 수율은 각각 152 mg 및 34 mg이었다.

고 수율로 정제된 고분자 획분인 PW-1은 화학 조성실험에

서 중성당 함량 94.2%, 산성당 5.8%로 대부분 중성당으로

구성되어 있었으며, 단백질과 식물성 다당에서 검출 가능성

이 있는 KDO는 함유되어 있지 않았다. 한편 저분자 다당체

PW-2는 중성당 76.9%, 산성당 23.1%로 PW-1획분에 비해

상대적으로 높은 산성당 함량을 나타냈으며 수율에서는

PW-1에 비해 극히 낮은 결과이었다(Table 1).

배주 유래 정제다당의 화학적 특성

배주에서 정제된 다당 PW-1은 가수분해하여 alditol

acetate 유도체로 전환하고 구성당을 분석한 결과, PW-1은

mannose가 81.8%로 가장 높은 비율로 함유되어 있었으며,

그 외 arabinose, galactose, glucose, galacturonic acid 및

glucuronic acid 각각 1.2%, 2.7%, 8.5%, 5.3% 및 0.5%로 소

량 검출되었다(Table 1). 고등식물의 1차 세포벽과 중엽

(middle lamella)에 존재하는 다당류는 cellulose, 최근

xyloglucan과 glucuronoarabinoxylan으로 밝혀진 hemi-

cellulose, 그리고 펙틴물질(pectic substances) 등 크게 3종

류로 구성되어 있다(25). 이중 cellulose는 고도의 분자간 수

소결합으로 인해 거대 분자를 형성하고 있어 수용화가 극히
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Table 1. Chemical properties of PW-1 and PW-2 purified
from Korean pear wine

PW-1 PW-2

Chemical property
Molecular weight
Yield (from PW-0)
Neutral sugar
Uronic acid
KDO
Protein

150 kDa
78.0
94.2
5.8
－
－

12 kDa
3.5
76.9
23.1
－
－

Component sugar1)

2-Methylfucose
Rhamnose
Fucose
2-Methylxylose
Arabinose
Apiose
Aceric acid
Mannose
Galactose
Glucose
Galacturonic acid
Glucuronic acid
DHA

2)

KDO3)

－
－
－
－
1.2
－
－
81.8
2.7
8.5
5.3
0.5
－
－

1.2
6.1
1.5
1.5
7.1
4.3
0.3
19.1
12.9
22.9
20.7
2.4

Detected
Detected

1)Monosaccharides were analyzed using alditol acetates. Mole%
was calculated from the detected total carbohydrate.
2)DHA means 2-keto-3-deoxy-D-lyxo-heptulosaric acid.
3)
KDO means 2-keto-3-deoxy-D-manno-octulosonic acid.

Fig. 3. Complement activation by crude and purified poly-
saccharides from Korean pear wine. 1)The anti-complementary
activity was expressed as the inhibition of 50% total complement
hemolysis by Mayer's method. 2)PSK, a known immuno-active
polysaccharide from Coriolus versicolor was used as a positive
control.

3)
The data were expressed as mean±SD of three separate

experiments.

어려운 다당체이며 hemicellulose도 수소결합에 의해 cellu-

lose 다발 사이에서 강력한 network을 형성하여 고농도의

알칼리 처리를 하지 않는 한 수용화가 어려운 다당류로 분류

되고 있다(26). 따라서 식물체 구성 다당 중 펙틴물질만이

수용화가 용이한 다당류로 알려지고 있다. 펙틴물질은 과거

D-galacturonic acid가 α-1,4 결합으로 연결된 고분자 물질

(α-D-1,4-polygalacturonic acid)로만 구성되어 있다고 알

려져 왔으나 실제로 자연계에 존재하는 펙틴은 이보다 훨씬

복잡한 구조를 가지고 있다고 보고되어 있다(27,28). 펙틴은

전제분자의 많은 부분은 homogalacturonan으로 구성되어

있지만(29) 여기에 다양한 oligo- 및 polysaccharide로 분지

된 rhamnogalacturonan-I(RG-1) 및 rhamnogalacturonan-

II(RG-II)가 공유적으로 결합되어 있는 것으로 알려져 있다

(27,28). 이들 중 RG-I은 rhamnogalacturonan 주쇄(main

chain)에 arabinan, galactan 및 arabinogalactan과 같은 다

양한 중성 곁사슬(side chain)을 갖는 다당(30)으로 보고되

어 있다. 따라서 PW-1이 대부분 mannose로 구성된 mannan

으로 존재한다는 사실은 배주의 원재료인 배 중에 mannan

이 존재하여 이들이 발효과정 중 선택적으로 배주에 수용화

되었을 가능성이 존재한다. 그러나 식물체에는 mannan이

구성성분으로 관찰된 경우가 드물며, 특히 배의 성분으로

mannan의 존재가 보고된 예는 거의 찾아볼 수 없다. 따라서

PW-1에 존재하는 고 mannose 함량은 발효 중 사용된 미생

물 기원의 mannan에서 유래한 것으로 추정되었다. 배주의

제조를 위해선 알코올 발효단계에서 Saccharomyces cer-

evisiae와 같은 효모가 사용되는데, 동 효모의 세포벽은 β-

glucan 및 chitin이 주성분으로 되어 있으며 세포벽 최외각

에는 mannoprotein이 결합되어 있는 것으로 보고(31)되고

있다. 따라서 발효 및 숙성과정 중 알코올 발효를 담당하였

던 효모가 자가분해 되어 이중 용해도가 낮은 β-glucan과

chitin은 숙성과정 동안 배 중의 세포벽 다당과 함께 침전하

게 되고, 배주 중에는 효모 세포벽 기원의 mannan이 선택적

으로 용해됨을 추론할 수 있었다. 따라서 배주에 존재하는

주 다당 PW-1은 발효과정 중 발효제인 효모의 세포벽 기원

의 다당계 물질로 추정된다.

한편 저분자 다당 PW-2를 대상으로 한 일반성분 분석

결과, KDO 및 DHA의 존재를 나타내는 TBA-positive

material이 특이적으로 검출되었으며, 이들을 가수분해하여

구성당을 분석한 결과 2-methylfucose(2-Me-Fuc), 2-meth-

ylxylose(2-Me-Xyl), apiose(Api), aceric acid(AceA), KDO

및 DHA 등 자연계에서 일반적으로 잘 관찰되지 않는 당류

를 포함하여 총 14종의 단당류로 구성되어 있음이 확인되었

다(Table 1). 이러한 특이당을 함유한 다당류는 Albersheim

등(32)이 무화과(Acer pseudoplantanus)와 벼(Oryze sativa)

등의 액체 세포 배양액에서 추출한 RG-II의 구조를 포함하

고 있음을 시사하며 따라서 배주에는 pectin에 공유적으로

결합되어 있던 RG­Ⅱ가 발효 및 숙성과정 중 분해되어 일부

배주의 수용성 다당을 구성하고 있음을 추정할 수 있었다.

배주 유래 다당의 보체계 활성화능

배주 유래 다당에 대한 보체계 활성화능을 측정한 결과

(Fig. 3), 조다당인 PW-0는 1,000 μg/mL 농도에서 ITCH50

값이 약 70%에 이르는 매우 우수한 보체계 활성화능을 보였

다(Fig. 4). 이는 보체계의 강력한 활성인자로 알려져 있으며
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                    (A)                                                   (B)

Fig. 4. Effect of calcium and magnesium ions on complement activation (A) by PW-1 purified from Korean pear wine and
its anti-complementary activity through alternative complement pathway.

1)
The anti-complementary activity was expressed as

the inhibition of 50% total complement hemolysis by Mayer's method. 2)PSK, a known immuno-active polysaccharide from Coriolus
versicolor was used as a positive control. 3)The data were expressed as mean±SD of three separate experiments. ●, in GVB++; ◯,
in Mg

++
-EGTA-GVB

--
; ▼, in EDTA-GVB

--
; ■, alternative pathway activity.

본 실험에서 양성대조군으로 사용한 구름버섯(Coriolus

versicolor, 운지) 기원의 PSK(polysaccharide-K)(33)보다

도 높은 활성이었다. PW-0에서 정제된 고분자 다당인 PW-

1은 동일 농도에서 PV-0보다 우수한 80% 이상의 높은 활성

을 보였으며, 정제 저분자 다당인 PW-2는 약 40%의 항보체

활성을 보여 주다당인 PW-1에 비해 상대적으로 낮은 활성

을 갖는 것으로 평가되었다(Fig. 3). 또한 PW-1의 항보체

활성은 다당의 농도가 증가함에 따라 활성이 증가하는 농도

의존적 경향을 나타냈다. 따라서 배주 유래 다당의 항보체

활성은 배주에서 고함량으로 존재하는 고분자 mannan에 기

인함을 재차 확인할 수 있었으며 이후의 실험은 배주 유래

주 활성다당체인 PW-1에 한정하였다.

보체계 활성화 경로 검토

보체계는 C1～C9의 활성 단백질과 조절인자를 포함하여

약 20여종의 혈중 순환 단백질들로 구성되어 있으며, 외부감

염 병원체 등 침입인자를 항체의 존재 또는 비존재 하에 비

특이적으로 제거하는 생체의 주요 방어기구이다(34). 보체

계가 활성화되면 연속적인 cascade 반응에 의하여 보체 단

백질이 활성 분자로 분해되고 이들이 침입인자의 표면에 부

착되어 최종적으로 MAC(membrane attack complex)를 형

성하여 감염 병원체 등을 제거하는 것으로 알려져 있다(35).

또한 보체 활성화 과정 중 생성되는 여러 보체 분해산물은

각종 생리반응을 매개한다고 알려져 있으며, 특히 macro-

phage와 lymphocyte의 활성화, 면역증강 등과 밀접한 상관

관계가 있다고 보고되고 있다(35). 보체계 활성화 경로는 보

체의 중요성분인 C3의 활성화 방법에 따라 크게 고전경로와

부경로로 구성되어 있는데, 고전경로의 활성에는 Ca++ 및

Mg
++

모두, 부경로에는 Mg
++
만이 선택적으로 관여하고 있

는 것으로 알려져 있다(34). 따라서 활성화에 관여하는 금속

이온의 존재여부에 따라 반응계를 조절하면 보체계 활성화

경로를 예측할 수 있게 된다. 보체계에 대해 높은 활성을

나타내었던 PW-1을 대상으로 GVB++ 기본반응계와 2가 금

속이온을 모두 제거한 EDTA-GVB
--

반응계 및 Ca
++
이온만

을 선택적으로 제거한 Mg++-EGTA-GVB-- 반응계로 나누

어 농도별로 항보체 활성(ITCH50)을 비교 측정하였다. Fig.

4(A)에서 보는 바와 같이 배주 유래 활성 다당 PW-1의 경

우, Ca++ 및 Mg++이 모두 존재하는 기본 반응계에서의 활성

과 비교할 때 2가 금속이 모두 제거된 반응계에서는 대조군

에 비해 거의 완전한 활성의 소실이 관찰되었으나, Mg
++

이

온만 존재하는 반응계에서는 각 농도에서 활성이 상당량 유

지(약 50% 수준)되는 결과를 보였다. 이러한 사실은 배주

유래 활성 다당 PW-1이 보체계의 고전경로와 부경로의

pathway 양 경로를 모두 활성화시킬 수 있음을 추론할 수

있었다.

배주 유래 정제 다당의 보체계 부경로 활성화능

배주 유래 활성 다당 PW-1이 보체계의 부경로만을 경유

한 활성화 정도를 평가하기 위해 Ca++ 이온이 선택적으로

제거되고 Mg
++
만이 존재하는 반응계에서 토끼 적혈구만을

항원으로 사용하여 부경로 활성을 측정한 결과, Fig. 4(B)에

나타난 바와 같이 1,000 μg/mL 농도에서 IACH50값이 약

35% 이상의 비교적 양호한 활성을 나타냈으며, PW-1 250

μg/mL까지 부경로 활성이 급격히 상승하다가 평형을 보이

는 특징적인 농도 의존적 경향을 보여주었다. 따라서 PW-1

은 부경로를 경유하여 보체계 활성화에 직접 관여함을 재차

확인할 수 있었다. 일반적으로 보체계의 부경로는 고전경로

와 달리 활성화에 항체를 요구하지 않으며, 항체에 의한 면

역 반응이 일어나기 전에 활성화되므로 항원에 의해 감작되

지 않은 숙주에 있어 중요한 1차적 방어기작으로 그 의미가
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(A)                 (B)                (C)

Fig. 5. Crossed immunoelectrophoretic patterns of C3 con-
verted by PW-1 purified from Korean pear wine. Normal hu-
man serum was incubated with the samples in GVB++ (A), Mg++-
EGTA-GVB-- (B) and EDTA-GVB-- (C) at 37oC for 30 min. The
sera were then subjected to immunoelectrophoresis using an-
ti-human C3 antibody to locate C3 cleavage products. The anode
is to the right.

크다고 할 수 있다(36).

2차원 면역전기영동에 의한 C3 산물의 동정

Kabat과 Mayer법(22)에 의한 항보체 활성측정법은 1차

반응단계에서 시료성분의 보체계 활성화에 의한 보체의 소

모 정도를 측정하는 방법으로 만일 시료 중 보체의 활성화가

아닌 특정한 저해성분이 존재할 경우에도 높은 항보체 활성

을 보일 수 있는 문제점을 갖고 있다(37). 따라서 PW-1의

항보체 활성이 보체계 활성화에 기인한 것인지, 혹은 시료의

보체 저해활성에 의한 것인지를 확인하기 위하여 보체계 활

성화에서 가장 중요한 성분으로 알려진 C3의 활성화 여부를

조사하였다. 일반적으로 보체계가 활성화되면 C3는 C3a와

C3b로 분해되므로(36) 시료와 정상인 혈청을 반응시킨 후

1차 전기영동을 실시하고 anti-human C3를 이용하여 2차

면역전기영동을 행함으로써 C3 분해산물을 동정하고자 하

였다. Fig. 5(A)에 나타난 바와 같이 감식초 유래 PW-1과

혈청을 기본반응계에서 반응시킨 경우는 C3의 활성화가 일

어나 두 개의 침강선이 형성된 것을 관찰할 수 있었다. 따라

서 PW-1의 항보체 활성은 보체계의 저해가 아닌 직접 활성

화에 기인함을 확인할 수 있었다.

PW-1을 Mg++-EGTA-GVB-- 및 EDTA-GVB-- 반응계

에서 반응시킨 후 그 분해 산물을 관찰한 결과는 Fig. 5(B)

및 Fig. 5(C)항에 나타난 바와 같다. 금속이온을 모두 제거한

EDTA-GVB-- 반응계에서는 C3의 활성화가 진행되지 않아

1개의 침강선이 관찰된 반면, Ca++ 이온을 선택적으로 제거

한 Mg
++
-EGTA-GVB

--
반응계에서는 2개의 침강선이 관찰

되었다. 교차 면역전기영동의 결과에서 well로부터 첫 번째

침강선은 C3를, 두 번째 침강선은 활성화된 C3a와 C3b의

혼합물에 기인한 침강선(38)임을 고려해 볼 때 기본 반응계

인 GVB++에서는 첫 번째 침강선이 상대적으로 불분명하고

두 번째 침강선이 뚜렷한 반면[Fig. 5(A)], Ca++을 선택적으

로 제거한 반응계에서는 첫 번째 침강선이 분명하게 남아있

는 것으로 나타남으로써[Fig. 5(B)] 기본 반응계에서 보체의

활성화가 훨씬 강력하게 진행되었음을 확인할 수 있었다.

참고로 전혀 활성화가 진행되지 않은 경우(EDTA-GVB
--
)

에서는 Fig. 5(C)처럼 well로부터 첫 번째 침강선만이 관찰

된다. 따라서 PW-1은 보체계의 고전경로와 부경로, 두 경로

를 모두 활성화시킴을 재차 확인할 수 있었다.

이상의 결과로부터 배주에 존재하는 강력한 보체 활성능

을 가지고 있음이 확인되었다. 이들의 주 활성 다당은 발효

제인 효모의 세포벽 성분이 발효와 숙성과정 중 분해되어

선택적으로 용해된 mannan으로 추정되며, 이들 다당이 배

주의 생리활성에 중요한 역할을 담당하고 있음을 확인할 수

있었다. 이러한 사실은 전통발효주인 배주의 우수성을 홍보

하는데 중요하게 활용될 수 있으리라 판단된다.

요 약

한국 전통발효주 중에 존재하는 특이다당류의 화학적 특

성 및 생물활성을 규명할 목적으로, 농가에서 직접 발효한

배주로부터 다당류를 분리하고 이들의 항보체 활성에 대해

검토하였다. 배주에 80% ethanol 침전을 행하여 얻어진 조

다당 획분 PW-0을 이용, Sephadex G-75를 이용한 겔 여과

chromatography를 행하여 배주의 주요 다당인 PW-1을 정

제할 수 있었다. PW-1 획분은 HPLC상에서 대칭을 유지하

는 단일 peak로 검출되었으며, 분자량은 약 150 kDa으로 평

가되었다. 정제다당인 PW-1의 구성당 조성을 확인한 주구

성당으로 mannose(81.8%)가 높은 비율로 검출되었으며 그

외 arabinose(1.2%), galactose(2.7%), glucose(8.5%), gal-

acturonic acid(5.3%) 및 glucuronic acid(0.5%) 등 5종의 당

류가 소량 함유되어 있었다. 이 결과는 배주에 존재하는 주

다당이 발효 효모의 세포벽에서 기원한 mannan임을 추정하

게 하였다. 한편 고분자 정제 다당인 PW-1은 비특이적 면역

계에 있어 중요 역할을 담당하고 있는 보체계에 대하여 농도

의존적인 활성화 경향을 보였다. 이들은 Ca++ 이온이 제거된

상태에서의 항보체 활성과 anti-human C3를 이용한 2차원

면역전기영동에 의하여 C3 산물을 동정한 결과로부터 보체

계의 고전경로와 부경로 등 양 경로를 모두 경유하여 활성을

나타냄을 확인할 수 있었다.
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