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복분자 자죽염의 마우스 대식세포주 및 복강 대식세포에 대한 면역증진 효과
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ABSTRACT Purple bamboo salt (PuBS) is commonly used as a medicinal food in Korea and has beneficial potentials 
such as antioxidant and anti-inflammatory effects. Rubus coreanus is called Bokbunja, which is used as a traditional 
medicine for treating asthma, impotence, and allergic diseases in Korea. The aim of present study was to investigate 
the immunostimulatory effect of PuBS composed with Rubus coreanus (PuBS-R). We performed comparative analysis 
between PuBS and PuBS-R in Raw264.7 cells, which is a mouse macrophage cell line, and peritoneal macrophages 
isolated primarily from the mouse peritoneal cavity. We evaluated cytotoxicity and the immune cytokine response 
in PuBS- and PuBS-R-treated cells. Both PuBS and PuBS-R did not have any cytotoxicity in Raw264.7 cells up 
to 500 μg/mL. Gene and protein levels of immune cytokines such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interferon-γ 
(IFN-γ), interleukin (IL)-10, and IL-12 were significantly elevated by PuBS-R more than PuBS in Raw264.7 cells. 
Moreover, we evaluated the immunostimulatory effects of PuBS-R on mouse primary peritoneal macrophages. Protein 
levels of inducible nitric oxide synthase, TNF-α, IFN-γ, IL-10, and IL-12 were significantly higher in PuBS-R-treated 
peritoneal macrophages than PuBS-treated peritoneal macrophages. These results suggest the potential immunostim-
ulatory effect of PuBS-R for immunity against harmful infection.
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서   론

외계환경에 대한 생체의 방어능력인 면역력의 중요성은 

최근 전 세계적으로 유행한 급성호흡기증후군, 조류독감, 에

볼라 등의 등장으로 더욱 대두하고 있다. 외계환경의 부조화 

및 생체 항상성의 교란, 병원체의 침입과 같은 외부 위협에 

의한 생체 방어능력인 면역력은 외부자극에 가장 먼저 반응

하는 비특이적 면역과 특정 병원체가 생체의 최초 방어선을 

뚫고 침입하면 이를 항원으로 인식하여 선별적으로 제거하

는 특이적 면역이 있다(1). 대식세포(macrophage)나 자연

살해세포(natural killer cell), 호중구(neutrophil), 단핵구

(monocyte) 등의 비특이적 면역은 가장 먼저 인체를 병원

균들로부터 방어하는 선천 면역의 주요 세포들이다(2). 특히 

대식세포는 병원체가 상피세포 장벽을 침투하였을 시 생체

방어에 있어 최초로 반응하는 세포로 항원제시세포(anti-

gen presenting cell)로서의 기능도 수행하며, 특이적 면역

과 관련하여 T세포 반응에 영향을 미친다(3). 더불어 병원체

에 감염되어 정상적인 기능을 상실한 세포나 암세포 등도 

제거하고, 면역반응을 높이는 산화질소(nitric oxide; NO)

와 tumor necrosis factor-α(TNF-α)와 같은 사이토카인

(cytokine) 등을 분비하기도 한다(4). 

따라서 최근에는 생체의 특이적 면역이 반응하기 전에 침

입한 병원체를 신속하게 제거할 수 있는 선천성 면역기능과 

관련하여 그중 가장 많은 역할을 하고 있는 대식세포를 활성

화시키는 천연물질의 연구가 활발히 진행되고 있다. 관련 연

구 중 현재 보고된 것들의 예를 들면 천연물 추출물을 처리

한 Raw264.7 대식세포주에서 면역증강 효과 연구(4), 사과

씨 에탄올 추출물의 대식세포 활성에 미치는 영향 연구(5), 
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울금이 면역조절에 미치는 영향 연구(6) 등이 있다. 대식세

포의 표면에는 immunoglobulin G의 Fc, 보체, interfe-

ron(IFN), TNF 및 병원체에 대한 수용체가 존재한다. 먼저 

강한 탐식능으로 이물질을 lysomal enzyme, 활성산소매개

물, 과산화수소 등으로 제거하고, lactoferrin, lysozyme 등

으로도 없앤다. 위의 탐식과정에 제거되지 않은 이물질은 

TNF-α, NO 등으로 제거하며, 이후 특이적 면역을 유도하

기 위해 탐식된 항원을 적절히 분해하여 T세포에 제시하고, 

interleukin(IL)-1, IL-6, IL-8, IL-12 등을 분비하여 면역

계를 활성화시킨다(7). 

자죽염(purple bamboo salt; PuBS)은 대나무에 소금을 

채워 구운 죽염을 용융시켜 재결정시킨 것으로 3년 된 대나

무 통에 천일염을 넣고 입구를 황토로 막아 가마에 아홉 번 

굽는 것을 반복하여 제조한다. 아홉 번 구워 제조한 자색의 

소금이 자죽염이며 주성분은 Na와 Cl이나 미네랄 및 다양한 

미량원소를 포함한 유용한 물질로 알려져 있다(8). 특히 자

죽염과 관련되어 밝혀진 생체에 이로운 효능은 항염증(9), 

항산화(10), 구강 내 세균증식 억제(11), 치은염 감소(12), 

대장암 세포 증식 억제(8) 등이 보고되어 있다.

복분자(Rubus coreanus)는 장미과의 식물로 우리나라 

중부 이남에서 자라는 높이 2~3 m의 식물이다. 5~6월에 꽃

이 피며 7~8월에 열매가 성숙되어 붉은색에서 흑색으로 완

숙된다(13). Rubus 속에 속하는 식물 종류는 red rasp-

berry, purple raspberry, black raspberry 등이 있다(14). 

현재 당뇨병, 성욕감퇴, 정액루, 유뇨증, 천식 및 알레르기 

관련 질병에 효능이 있는 것으로 보고되었다(15). 또한, 외

래종 복분자로 알려진 Rubus occidentalis가 항염증 효과가 

있는 것으로 밝혀져 국내 토종 복분자와의 비교 연구(13)를 

통해 생체의 면역계통에 영향을 미칠 수 있다는 가능성을 

제시하였다.

현재까지 자죽염 및 복분자와 관련해 비특이적 면역의 주

요한 인자인 대식세포와 관련하여 면역자극 및 증강에 대한 

연구는 진행되지 않았다. 따라서 본 연구에서는 복분자를 

혼입해 제조한 복분자 자죽염(PuBS-R)이 대식세포의 활성

에 미치는 영향을 연구할 뿐만 아니라, 일반 자죽염(PuBS)

과 그 효능을 비교 평가하고자 한다.

재료 및 방법

시험 시료

비교 평가를 위해 사용된 PuBS와 PuBS-R은 전북 고창에

서 생산되고 가공된 제품을 (주)태성식품(고창, 한국)으로부

터 제공받았다. PuBS는 천일염 100%로 제조되었으며 구성

비상 NaCl 93% 이상인 것을 사용하였다. PuBS-R은 PuBS 

60%, 복분자 분말 25%, 삼백초, 곽향, 단삼, 감초, 오가피, 

현미를 동량 추출한 혼합물 15%로 구성된 환제품을 사용했

다. 세포에 처리하기 위해 실험 농도에 맞춰 증류수에 희석해 

사용했다. 양성대조군으로 사용하기 위한 lipopolysaccharide 

(LPS)는 Escherichia coli에서 분리한 것으로 Sigma-Aldrich 

Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

세포 배양

Raw264.7 세포는 마우스 기원의 대식세포주로서 Amer-

ican Type Culture Collection(Manassas, VA, USA)에서 

구입하여 사용했다. Peritoneal macrophage를 분리하기 

위해 C57BL/6 마우스는 8주령 수컷 10마리를 사용하였으

며, 온도 23±3°C, 상대습도 55±15%, 환기횟수 10~20회

/h, 조명시간 12시간(오전 8시 점등~오후 8시 소등) 및 조도 

150~300 Lux로 설정한 (주)노터스생명과학 실험동물실에

서 사양하였다. 모든 동물은 (주)노터스생명과학의 실험동물

윤리위원의 승인 및 허가에 따라 사용되었으며, 실험동물 사

용 및 관리에 따른 국제 기준을 준수하였다(KLS-2016008). 

Peritoneal macrophage는 C57BL/6 마우스 복강에 3% 

thioglycollate(Sigma-Aldrich Co.)를 주입하고, 4일 뒤 경

추 탈골하여 희생시킨 다음 복강에 인산완충용액(PBS; 

Sigma-Aldrich Co.)을 넣어 peritoneal macrophage를 분

리하였다. 분리된 macrophage는 세척하여 배양 배지로 부

유한 후 실험에 사용하였다. 세포의 배양을 위하여 10% 열

불활화한 우태아혈청(Wellgene, Seoul, Korea)과 1% pen-

icillin 및 streptomycin(Gibco, Grand Island, NY, USA)을 

포함한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM; 

Wellgene) 배양액에서 배양하였다. 세포는 37°C, 5% CO2
 

조건에서 배양하였고, 2일마다 배지를 교환하였으며, 세포

의 증식에 따른 과밀도 현상을 해소하기 위하여 계대 배양하

였다.

세포 증식률

PuBS와 PuBS-R이 Raw264.7 세포에 미치는 잠재적인 

독성이나 영향을 평가하기 위해 세포 증식률을 평가하였다. 

Raw264.7 세포를 10% FBS와 1% penicillin+strepto-

mycin이 포함한 DMEM에 현탁 후, 48-well plate에 5×105 

cells/well의 밀도로 분주한 뒤 24시간 동안 안정화시켰다. 

안정화 후 배양배지를 이용하여 처리 시험물질을 조제한 다

음 세포에 처리하였다. 배지를 제거하고 3-(4,5-dimeth-

ylthiazol-2-yl-2,5-tetrazolium bromide(MTT; Sigma- 

Aldrich Co.)를 0.5 mg/mL 농도로 처리 후 2시간 동안 배양

하면서 환원반응을 유도한 후, formazan 결정을 dimeth-

ylsulfoxide(DMSO; Sigma-Aldrich Co.) 용액으로 용해한 

후, Epoch 2 Microplate-Reader(BioTek, Winooski, VT, 

USA)를 이용하여 흡광도(540 nm)를 측정하였다. LPS와 

시험물질이 처리되지 않은 조건에서 배양한 대조군을 기준

으로 시험물질 처리군의 세포 증식률(%)을 계산하였다.

유전자 분석

TNF-α, IFN-γ, IL-12, IL-10 등 사이토카인의 발현에 

미치는 효과를 유전자 단위에서 확인하기 위하여 real time 
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Fig. 1. Effect of PuBS and PuBS-R on the proliferation of Raw264.7 cells. Cells in 48-well plate (5×105 cells/well) were treated 
with the indicated concentration of (A) PuBS, (B) PuBS-R (5, 10, 50, 100, 500, and 1,000 µg/mL), or LPS (1 µg/mL) for 24 h.
Percentage of control means (sample O.D value 540 nm/control O.D value 540 nm)×100. A significant difference at ***P<0.001 
level compared to the control.

Table 1. Gene primer sequences
Gene name Primer sequence (5’-3’) Position cDNA Gene Bank ID

TNF-α FP: CAA CAT ACT GCT AAC CGA CTC CT
RP: TGA GGG TCT TCA GCT TCT CAC

253-275
405-425

NM_010548

IFN-γ FP: GGA AGC ACG GCA GCA GAA TA
RP: AAC TTG AGG GAG AAG TAG GAA TGG

792-811
948-971

NM_008352

IL-12 FP: CGT CGT AGC AAA CCA CCA AG
RP: TTG AAG AGA ACC TGG GAG TAG ACA

438-457
564-587

NM_013693

IL-10 FP: CAG CAA CAA CAT AAG CGT CA
RP: CCT CAA ACT TGG CAA TAC TCA

370-389
450-470

NM_008337.3

GAPDH FP: CAT GGC CTT CCG TGT TCC TA
RP: CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA

776-795
859-879

NM_001289726.1

RT-PCR(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 수행하였다. 

TRIzol 시약(Sigma-Aldrich Co.)을 이용하여 Total RNA

를 분리한 후 Nano drop(Thermo, Waltham, MA, USA)을 

이용하여 mRNA를 정량하였다. 정량 후 동일한 농도(100 

ng/μL)의 RNA를 random primer를 사용하여 cDNA로 역

전사시켰다. 각각의 샘플을 cDNA synthesis kit(TOYOBO, 

Osaka, Japan)을 처리해 37°C에서 15분, 50°C에서 5분, 

98°C에서 5분간 PCR(Bio-Rad)에서 반응시켰다. 역전사된 

cDNA를 이용하여 target cytokine의 유전자 발현을 real 

time RT-PCR을 이용하여 확인하였다. Wizbiosolution 

(Seongnam, Korea)의 SYBR을 각각의 샘플에 처리하여 

95°C에서 5분, 그리고 10초 반응시킨 뒤 60°C에서 20초 

반응시키는 것을 총 40회 반복 증폭하였다. Melt curve는 

65°C에서 95°C 사이로 확인하였다. 실험에 사용된 primer

의 염기서열은 Table 1에 기재하였다.

사이토카인 단백질 분석

PuBS와 PuBS-R이 Raw264.7 세포 및 peritoneal mac-

rophage의 면역증강에 미치는 영향을 확인하기 위해 상기 

언급한 실험구성으로 배양한 세포의 상층액을 회수한 후 면역 

관련 사이토카인을 확인하였다. 회수한 세포 상층액은 10,000 

rpm에서 10분간 원심분리 하여 깨끗한 상층액만을 취득하

였다. 취득한 상층액에서 TNF-α, IFN-γ, IL-12, IL-10, 

그리고 inducible nitric oxide synthase(iNOs)의 분비량을 

효소면역측정법(enzyme-linked immunosorbent assay; 

ELISA) kit(eBioscience, San Diego, CA, USA)을 사용하

여 측정하였다. 간략히 설명하자면 각각의 kit에 포함된 항

체 코팅된 96-well plate에 50 μL의 샘플을 처리한 후, as-

say buffer 50 μL를 처리했다. Biotin-Conjugate solution

을 각 well에 50 μL씩 처리한 후 빛이 차단된 상온에서 2시

간 반응시켰다. 3번 세척한 후 Streptavidin-HRP solution

을 100 μL씩 처리해 빛이 차단된 상온에서 1시간 반응시켰

다. 3번 세척 후 TMB solution 100 μL를 10분 동안 반응시

킨 다음, stop solution을 100 μL 처리하여 반응을 멈추게 

하고 Epoch 2 Microplate-Reader(BioTek)를 사용해 450 

nM에서 흡광도를 확인하였다.

통계처리

모든 실험은 3번 이상 반복하여 평균값과 오차를 구하여 

나타내었고, 통계처리는 SPSS(Statistical Package for 

Social Science, version 20.0, SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA) 통계프로그램을 이용하여 one way ANOVA paired 

T-test로 분석하였으며, 실험군 간의 유의성은 P<0.05 수

준에서 비교하였다.
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Fig. 2. Stimulatory effect of PuBS and PuBS-R on the expression of cytokine (A) TNF-α, (B) IFN-γ, (C) IL-12, and (D) IL-10 mRNA
levels in Raw264.7 cells. The levels of mRNAs for cytokines were determined by real time RT-PCR using total RNA extracted 
from Raw264.7 cells treated with the indicated concentrations of PuBS, PuBS-R (50, 100, and 500 µg/mL), or LPS (1 µg/mL)
for 24 h. A significant difference at *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 level compared to the control. A significant difference at ###P<0.001
level compared to the PuBS (50 µg/mL). A significant difference at +++P<0.001 level compared to the PuBS (100 µg/mL). A significant
difference at $$$P<0.001 level compared to the PuBS (500 µg/mL).

결과 및 고찰

세포 독성 및 증식률 평가

세포에 처리할 PuBS와 PuBS-R의 최적 농도를 결정하기 

위해 MTT assay를 수행하였다(Fig. 1). PuBS와 PuBS-R

을 5~1,000 μg/mL 농도로 Raw264.7 세포에 24시간 동안 

처리한 결과 PuBS의 경우 500 μg/mL까지 이렇다 할 세포 

독성을 보여주지 않다가 1,000 μg/mL 농도 처리 시 정상대

조군에 비해 낮은 세포 증식률로서 독성을 보였다(Fig. 1A). 

그러나 PuBS-R을 처리한 세포의 경우 오히려 500 μg/mL 

이상 처리 시 세포가 유의하게 증식하는 결과를 확인할 수 

있었다(Fig. 1B). 이것은 고농도의 NaCl을 함유한 PuBS보

다 PuBS-R이 대식세포에 미치는 악영향이 적다는 것뿐만 

아니라 대식세포의 증식에도 도움을 준다는 것을 나타낸다. 

이 실험 결과에 따라 이후 실험에선 공통적으로 50, 100, 

500 μg/mL 농도로 PuBS와 PuBS-R을 처리하였다.

대식세포주에서 면역 관련 사이토카인 유전자 변화

앞서 실험에서 정한 농도대로 PuBS와 PuBS-R을 처리한 

Raw264.7 세포에서 mRNA를 분리하여 분석하였다. TNF-

α, IFN-γ, IL-12, IL-10을 확인하였다(Fig. 2). 선천성 면역 

반응의 중요 인자로 여겨지는 TNF-α, IFN-γ, IL-12, IL- 

10 등과 같은 사이토카인은 대식세포가 활성화되면 발현이 

증가하게 되고 이를 통해 다른 면역세포들의 면역 반응을 

촉진시키는 역할을 하게 된다. TNF-α는 대식세포 및 Th1

세포로부터 생성되는 사이토카인으로 단핵구 및 다른 면역

세포를 자극하여 백혈구의 유주 및 보충 등에 중요한 역할을 

하는 chemokine을 분비하게 해 백혈구의 활성을 통해 병원

체를 제거한다(16). IFN-γ는 T세포에 작용하여 Th1세포

(T helper 1 cell)의 분화를 촉진시킴과 동시에 Th2세포(T 

helper 2 cell)의 증식을 억제하여 미생물성 병원체의 침입 

시 최전선에서 방어하는 사이토카인이다(17). IFN-γ는 T

세포, B세포, 호중구, 자연살해세포, 혈관내피세포에 작용하

여 활성화시킬 수 있으며, 대식세포활성화 인자로 작용하여 

MHC class Ⅰ, Ⅱ 발현을 증가시키기도 한다. IL-12와 IL- 

10 등은 NO 같은 염증 관련 인자의 생성을 촉진하는 것으로 

알려져 있으며, IL-12의 경우 대식세포주에서 주로 생성되

어 다른 면역세포, 주로 면역반응 초기에 자연살해세포와 

T세포에 작용하여 IFN-γ의 생산을 유도하는 세포성 면역

작용을 한다(18). IL-10의 경우 Th1세포에서 생산되는 

TNF-α, IL-1β, IL-6 등의 생산을 억제하여 여러 가지 면역 

관련 사이토카인 생성 균형을 조절하는 역할을 하는 것으로 

알려져 있다(19). 이들 사이토카인 발현에 미치는 효과를 

측정하기 위하여 다음과 같은 실험군에서 유전자를 분석하
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Fig. 3. Stimulatory effect of PuBS and PuBS-R on the cytokine production of (A) TNF-α, (B) IFN-γ, (C) IL-12, and (D) IL-10 
in Raw264,7 cells. Raw264.7 cells were treated with the indicated concentrations of PuBS, PuBS-R (50, 100, and 500 µg/mL),
or LPS (1 µg/mL) for 24 h. Culture supernatants were then isolated and analyzed using ELISA kit for cytokines. A significant 
difference at *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 level compared to the control. A significant difference at #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 
level compared to the PuBS (50 µg/mL). A significant difference at +P<0.05, ++P<0.01, +++P<0.001 level compared to the PuBS 
(100 µg/mL). A significant difference at $$$P<0.001 level compared to the PuBS (500 µg/mL).

였다. 어떤 처리도 하지 않은 정상대조군(control), LPS만을 

처리한 양성대조군, PuBS와 PuBS-R을 농도별로 처리한 

실험군이 발현하는 사이토카인을 real time RT-PCR을 통

하여 측정하였다. Fig. 2에서 확인할 수 있듯이 TNF-α는 

정상대조군보다 LPS를 처리한 양성대조군에서 3배 많은 양

의 TNF-α를 발현하였다. PuBS의 경우 50, 100 μg/mL 농

도 처리 시 오히려 유의하게 감소하는 경향을 보였고, 500 

μg/mL 처리 시 유의하게 증가하는 것이 확인되었다. PuBS- 

R의 경우 100 μg/mL 이상 처리 시 정상대조군보다 유의하게 

증가하였고, 같은 농도의 PuBS 처리 군과 비교 시에도 유의

하게 증가한 것을 확인할 수 있었다. IFN-γ의 경우 정상대

조군보다 모든 실험군에서 농도 의존적으로 발현이 증가하

는 경향을 확인할 수 있었다. PuBS와 PuBS-R 군끼리 같은 

농도에서 비교 시 PuBS-R 군이 유의하게 높게 발현하는 

결과를 보였다. 이것은 IL-12와 IL-10에서도 동일한 유전

자 발현 경향을 보였고, 따라서 Raw264.7 세포에서 PuBS- 

R은 농도 의존적으로 각각의 면역 유도 유전자 발현을 증가

시켰으며, 그 증가는 같은 농도의 PuBS와 비교 시에 우월한 

것으로 나타났다.

대식세포주에서 면역 관련 사이토카인 단백질 변화

상기 확인한 유전자 실험과 같은 세포 실험군에서 분리한 

단백질로 실험을 진행하였다. 확인한 유전자종과 같이 TNF-

α, IFN-γ, IL-12, IL-10 등의 단백질 생성량을 평가하였다. 

Fig. 3에서 확인할 수 있듯이 전반적인 경향은 각각의 유전

자 발현과 비슷한 양상을 보였다. TNF-α의 경우 PuBS-R 

500 μg/mL 처리 시 가장 높은 단백질 발현 정도를 보여줬으

며, PuBS-R을 처리한 군이 같은 농도의 PuBS를 처리한 군

보다 유의하게 높은 단백질 생성량을 보였다. IFN-γ, IL-10 

등도 TNF-α와 같은 경향을 보였다. IL-12 단백질의 경우 

PuBS 50과 100 μg/mL 농도를 처리한 군에서는 정상대조

군과 유의한 차이를 보이지 않았고, PuBS-R 50 μg/mL를 

처리한 군도 정상대조군과는 유의한 생성량 차이가 없었으

나 같은 농도의 PuBS를 처리한 군과 비교 시 유의하게 증가

하였다. 이러한 결과는 Raw264.7 세포에 PuBS-R이 면역 

관련 사이토카인에 미치는 영향이 유전자 단계 평가와 동일

하다는 것을 나타내며, 앞선 결과의 신뢰성을 더해주었다.

Peritoneal macrophage에서 면역 관련 사이토카인 단백

질 변화

대식세포주에서 실험한 결과를 바탕으로 C57BL/6 마우

스의 복강에서 분리한 대식세포를 초대 배양해 PuBS와 

PuBS-R이 미치는 영향을 평가했다. Fig. 4에서 확인할 수 

있듯이 대식세포주에서 확인했던 결과와 비슷한 경향을 확
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Fig. 4. Stimulatory effect of PuBS and PuBS-R on the cytokine pro-
duction of (A) TNF-α, (B) IFN-γ, (C) IL-12, (D) IL-10, and (E) 
iNOs in mouse peritoneal macrophages. Mouse peritoneal macro-
phages were treated with the indicated concentrations of PuBS, 
PuBS-R (50, 100, and 500 µg/mL), or LPS (1 µg/mL) for 24 h. 
Culture supernatants were then isolated and analyzed using ELISA 
kit for cytokines. A significant difference at *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001 level compared to the control. A significant difference 
at ##P<0.01, ###P<0.001 level compared to the PuBS (50 µg/mL).
A significant difference at +P<0.05, ++P<0.001, +++P<0.001 level 
compared to the PuBS (100 µg/mL). A significant difference at 
$P<0.05, $$$P<0.001 level compared to the PuBS (500 µg/mL).

인할 수 있었다. TNF-α, IFN-γ, IL-12, IL-10, iNOs 등의 

면역 관련 사이토카인을 단백질 단위에서 확인하였다. 당연

하게도 대식세포주에서 실험했을 때와 유사한 경향을 보였

지만 IFN-γ, IL-12 등의 특정 단백질 발현량 절대값이 대식

세포주에서 실험한 결과값과 비교해볼 때 초대 배양한 per-

itoneal macrophage에서 더 높았다. 이것은 아마도 생체 

내에서 바로 분리한 대식세포에 PuBS와 PuBS-R이 더 민

감하게 작용하여 자연살해세포를 포함하는 2차 비특이적 면

역계에 신속히 영향을 미칠 것으로 생각된다. TNF-α는 

PuBS와 PuBS-R 모두 50, 100, 500 μg/mL 농도 전 구간에

서 정상대조군보다 높게 발현되었다. IFN-γ는 PuBS 50 μg/ 

mL 처리 시 정상대조군과 차이가 없었고, PuBS-R을 처리

한 군이 같은 농도를 처리한 PuBS 처리군보다 두 배 이상 

높게 발현되었다. IL-12의 경우 모든 실험군에서 전반적으

로 증가하였고, PuBS-R 500 μg/mL 처리한 군만이 같은 

농도의 PuBS를 처리한 군보다 높은 결과값을 보였다. IL- 

10에서는 50, 100 μg/mL 농도의 PuBS 처리군만이 정상대

조군보다 높은 IL-12 생성량을 보였다. PuBS-R을 처리한 

군은 정상대조군보다 두 배 이상 높은 생성량을 보였으며, 

이것은 PuBS를 같은 농도 처리한 군과 비교해서도 마찬가

지였다. 마지막으로 우리는 iNOs의 생성량을 확인하였다. 

앞서 설명했다시피 대식세포에 면역 자극성 물질을 처리하

면 TNF-α, IFN-γ, IL-12, IL-10 등의 사이토카인과 NO와 

같은 염증 관련 인자의 생성을 촉진하는 것으로 알려져 있다

(19). 특히 NO는 free-radical로서 산화력을 가지고 있으

며, 심혈관계, 신경계 및 면역계의 전달 물질로서 세포 내 

항상성 유지, 신경전달 물질의 운반, 항암작용 등의 기능을 

한다(20). 이것이 과량 생성되면 심각한 염증을 유발하여 

생체에 여러 악영향을 유발할 수 있으나, 정상 범위에서 벗

어나지 않는 NO 생성은 비특이적 면역의 중요한 인자로 여

겨진다(21). 따라서 본 연구에서는 이러한 NO를 생산하는 

인자인 iNOs의 생성량을 ELISA 실험을 통해 peritoneal 
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macrophage에서 확인하였다. 다른 면역 관련 사이토카인

과 같이 PuBS와 PuBS-R을 처리한 모든 군에서 정상대조

군보다 유의하게 증가하였으며, PuBS와 PuBS-R을 비교하

였을 시에도 PuBS-R을 처리한 군이 PuBS를 같은 농도로 

처리한 군보다 유의하게 증가하였다.

이러한 결과를 종합하여 볼 때 전통적으로 기능성 식품 

또는 약으로 사용된 자죽염과 복분자를 조합한 복분자 자죽

염, PuBS-R이 비특이적 면역의 초기 반응 세포인 대식세포

에 있어 빠르고 높은 면역 반응을 유도한다는 것을 알 수 

있었다. 기존의 일반적인 자죽염, PuBS 역시 대식세포를 자

극하여 면역 관련 사이토카인을 유도하고 증가시켰지만 그 

정도가 PuBS-R에 비해 낮았고, 복분자를 조합한 PuBS-R

이 세포의 정상적인 증식에서도 안전하다는 결과를 확인 가

능했다.

요   약

본 연구에서는 전통적인 기능성 식품이자 의약품으로 사용

되었던 자죽염(PubS)과 복분자를 조합한 복분자 자죽염

(PuBS-R)을 사용해 비특이적, 선천성 면역에 중요한 역할

을 하는 대식세포에서의 영향을 확인하였다. PuBS-R은 마

우스 대식세포인 Raw264.7 세포에서 1,000 μg/mL 농도 

처리 시 세포의 증식을 유발하였으며, 그에 반해 PuBS를 

1,000 μg/mL 처리 시 유의하게 세포 증식률이 억제되었다. 

이어서 면역 관련 사이토카인 TNF-α, IFN-γ, IL-12, IL- 

10 등을 유전자 단계와 단백질 단계에서 평가하였다. 그 결

과 PuBS-R은 50, 100, 500 μg/mL에서 유의한 증가율을 

보였고, 무엇보다 이것은 PuBS 군에 비해서도 월등한 증가

율을 확인할 수 있었다. 마지막으로 마우스의 복강에서 분리

한 peritoneal macrophage에 PuBS-R을 처리 후 TNF-α, 

IFN-γ, IL-12, IL-10, iNOs를 단백질 단계에서 평가한 결

과, Raw264.7 세포에서 얻은 결과와 동일한 결과를 확인할 

수 있었다. 이러한 결과로 미루어 보아 PuBS-R은 인체의 

대식세포 활성의 증가를 통해 비특이적, 선천성 면역력을 

증가시킬 것으로 판단되며, 이러한 결과를 바탕으로 추후 

실험동물을 이용한 in vivo 후속 연구를 통해 PuBS-R의 

면역증강 기능성 식품 개발이 가능할 것으로 생각된다.
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