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적양배추에서 분리한 다당의 면역 및 항전이 활성
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Immunomodulatory and anti-metastatic activities of
polysaccharide isolated from red cabbage
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Abstract In this study, we examined the immunostimulating characteristics of a hot water extract (RCW) and crude
polysaccharides (RCP) of red cabbage. RCW and RCP did not show any cytotoxicity in B16BL6 cells and macrophages.
Although the sugar compositions of RCW and RCP were similar, the uronic acid content of RCP was higher than that of
RCW RCP significantly increased the production of various cytokines and NO, whereas RCW did not affect the
production of cytokines and NO. In an ex vivo assay of natural killer (NK) cell activity, intravenous (i.v.) administration
of RCP significantly augmented NK cytotoxicity against Yac-1 tumor cells at 3 days after RCP treatment. In an
experimental lung metastasis model using B16BL6 melanoma cells, i.v. administration of RCP at a dose of 1,000 µg per
mouse significantly inhibited 47.3% of lung metastasis. These results suggest that crude polysaccharide isolated from red
cabbage is a promising food ingredient for the prevention of tumor metastasis.
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서 론

악성 신생물(암)은 전 세계적으로 주요 사망원인 중 하나이며,

특히 한국인의 경우, 폐암 및 위암은 사망률이 가장 높은 질병이

다. 한국인의 위암 사망률은 10년간 꾸준히 감소하고 있는 추세

이지만, 폐암으로 인한 사망률은 증가하고 있는 추세이다(Statistics

Korea, 2017). 이와 같은 질환의 치료 방법으로는 외과적인 수술,

방사선 조사 또는 항암제 투여와 같은 방법이 있으나, 이는 어느

정도 치료 효과를 볼 수 있지만, 많은 부작용을 야기하며, 장기

적으로는 면역력 저하에 따른 암 재발 및 병원균 감염과 같은 위

험이 내포되어 있다(Kim, 2013). 이에 대한 대체 수단으로서 면

역계 활성화를 유도하는 면역조절제의 개발에 많은 연구자들의

관심이 집중되고 있다(Diwanay 등, 2004; Li 등, 2018; Park과

Kim 2012). 지금까지 보고된 면역조절제는 대부분 선천면역계의

활성화를 유도하는 것으로 알려져 있으며(Chen 등, 2006), 선천

면역계 세포 중에서도 대식세포(macrophage) 및 자연살해(natural

killer, NK)세포의 활성화에 관련이 있는 것으로 알려져 있다

(Hwang과 Shin, 2008).

다양한 면역조절제 중 다당류(polysaccharide)는 대식세포 표면

에 발현되어 있는 패턴인식 수용체(pattern recognition receptor)에

결합하여 일련의 연속된 신호전달이 유도되며(Kawai과 Akira,

2010), 신호전달의 활성화 산물은 핵 내에 이행되어 면역 활성에

관련된 다양한 유전자의 전사를 활성화 시켜(Kawai과 Akira, 2010;

Pennini 등, 2013) 최종적으로 cytokine 등이 생산되어 진다(Kim

등, 2019). 이를 통하여 생산된 cytokine 중에서 tumor necrosis

factor (TNF)-α는 major histocompatibility complex (MHC)의 발

현을 촉진시켜 항원제시능을 증진시키며(Knutson과 Disis, 2005),

interleukin (IL)-12는 암세포를 선택적으로 파괴하는 NK세포를 활

성화 시킬 뿐만 아니라 세포독성 T 림프구 활성화(Gately 등,

1992; Kobayashi 등, 1989; Trinchieri, 1994), Th1과 Th2 반응의

균형 조절(Manetti 등, 1993), 대식세포의 NO 생산에 대한 준비

(Trinchieri, 1993; Wigginton 등, 1996) 등의 역할을 하는 것으로

보고되고 있다(Smyth 등, 2000).

적양배추는 십자화과(Brassicaceae)에 속하는 식물로써, 미네랄,

비타민, 올리고당과 같은 영양이 풍부하여 전 세계적으로 오랜

기간 식재료로 많이 이용되고 있다(Wiczkowski 등, 2013). 또한

적양배추에는 안토시아닌(anthocyanin), 플라보노이드(flavonoid),

글루코시놀레이트(glucosinolate)와 같은 물질이 함유되어있으며,

이 중 글루코시놀레이트는 섭취시 소화 과정에서 장내 세균에 의

해 분비되는 미로시나아제(myrosinase)에 의해 가수분해되어 이소

시아네이트(isocyanate), 인돌-3-카비놀(indole-3-carbinol), 알릴시아

네이드(allyl cyanide) 및 설포라판(sulforaphane) 등으로 전환되고,

글루코시놀레이트 가수분해 산물은 항암효과에 기인한다고 알려

져 있다(Zhang과 Talalay, 1994). 그러나 적양배추에 대한 연구는

주로 안토시아닌, 글루코시놀레이트와 같은 저분자 물질에 대한

연구가 대부분이며, 적양배추 유래 고분자 다당의 생리활성에 대

한 연구는 전무한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 적양배추 유래 열수추출물 및 조다당의
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일반화학적 특성 및 대식세포 활성을 비교하였으며, 높은 면역자

극활성을 나타낸 조다당의 항전이 활성을 평가함으로써 적양배

추 유래 조다당을 새로운 기능성 소재로서 제안하고자 하였다.

재료 및 방법

실험동물

Balb/c (6주령, female)는 새론바이오(Saeronbio, Uiwang, Korea)

에서 구입하였으며, 사료와 물을 자유롭게 공급하며 일주일간의

순응기간을 거친 후 무작위로 실험군을 나누어 실험에 사용하였

다. 사육장은 온도 23±3oC, 습도 60±10% 및 12시간 간격으로 명

암을 조절하였으며, 경기대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받

은 후 이의 규정을 준수하며 실험을 진행하였다(2017-004).

적양배추 추출물 제조

본 실험에 사용한 적양배추는 2014년 제주도에서 제배된 생물

을 구매하여 실험에 사용하였다. 세척한 적양배추에 두배의 증류

수를 첨가하고 믹서기를 이용하여 거칠게 분쇄한 후, 8배의 에탄

올을 첨가하여 에탄올에 용해된 색소물질을 제거하였다. 색소가

제거된 잔사는 건조 후, 10배의 증류수를 첨가하여 100oC에서 3

시간 동안 가열하여 열수추출하였다. 열수추출물은 2,500×g에서

20분간 원심분리하여 맑은 상층액을 회수하였으며, 이 중 일부를

농축 및 동결건조하여 단순 열수추출물(red cabbage hot water

extract; RCW)을 회수하였다. 나머지 상층액은 4배의 에탄올을 첨

가하여 교반한 후, 24시간 정치하였다. 이후 2,500×g에서 20분간

원심분리하여 침전물을 분리하였으며, 침전물을 소량의 증류수에

재용해하고 투석 및 동결건조하여 조다당(red cabbage crude

polysaccharide; RCP)을 얻었다(Fig. 1(A)).

정제도 및 일반화학적 특성 분석

적양배추 유래 열수추출물 RCW 및 조다당 RCP의 정제도를

확인하기 위하여 시료(10 mg/mL)를 제조하여 여과한 후, 50 mM

ammonium formate (pH 5.5)로 평형화된 Shodex GS520+GS320+

GS220 (Asahi Chemical Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan)이 장

착된 high performance liquid chromatography (HPLC, Agilent

Technologies Co., Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 분석하였으

며, HLPC 분석 조건은 Table 1과 같다.

적양배추 유래 열수추출물 RCW 및 조다당 RCP의 중성당, 산

성당, 단백질 및 2-keto-3-deoxy-D-manno-octulosonic acid (KDO)의

함량을 확인하기 위하여 중성당 함량은 페놀-황산(Phenol-sulfuric

acid)법(Dubois 등, 1956)으로, 산성당 함량은 m-하이드록시비페닐

(m-hydroxybiphenyl)법(Blumenkrantz와 Asboe-Hansen, 1973)으로,

단백질 함량은 Bradford법(Bradford, 1976)으로, KDO 함량은

tiobarbituric acid 비색정량(Karkhanis 등, 1978)법을 실험실 여건

에 맞게 변형하여 사용하였다. 각각의 분석에는 갈락토오스

(galactose; Gal), 갈락투론산(galacturonic acid; GalA), 소혈청알부

민(bovie serum albumin) 및 KDO를 표준물질로 사용하였다.

구성당 분석

적양배추 유래 열수추출물 RCW 및 조다당 RCP의 구성당 분

석은 Jones와 Albersheim 등(1972)의 방법을 일부 변형하여 실험

하였다. 먼저 다당을 알디톨(alditol)로 전환하기 위하여 다당(1 mg)

에 2M 트리플루오로아세트산(trifluoroacetic acid)을 1 mL 첨가하

여 121oC에서 90분간 가수분해를 행한 후, 건조하였다. 건조된

다당에 10 mg의 수소화붕소나트륨(NaBH4)과 1 mL의 1M 암모니

아수(NH4OH)를 첨가하고 상온에서 4시간 동안 반응하여 개환 및

환원시켰다. 이후, 아세트산(acetic acid)을 소량 첨가하여 개환 및

환원반응을 정지시켰으며, 과량으로 가해진 아세트산을 제거하기

위하여 메탄올(methanol)을 가한 후, 건조하기를 수차례 반복하였

다. 이후, 알디톨로 전환된 다당을 알디톨 아세테이트(alditol

acetate)로 유도체화하기 위하여, 300 μL의 무수초산(acetic anhy-

dride) 및 300 μL의 피리딘(pyridine)을 가하고 121oC에서 30분 동

안 반응 후 건조시켰다. 이를 클로로포름/물(chloroform/H2O)의 2

상 용매계로 분리하여 클로로포름층만을 회수 및 건조시킨 다음

소량의 아세톤에 용해하여 가스 크로마토그래피(gas chromatogra-

phy) 분석용 시료로 사용하였다. 알디톨 아세테이트 분석 조건은

Table 1과 같다.

정상세포 및 암세포 독성측정

Balb/c mouse의 복강에 1 mL의 5% thioglycollate medium을 주

사하고 96시간 후 복강 내에 유도된 대식세포를 회수하였다. 회

수한 세포는 2.5×106/mL로 조정하고 96 well plate에 100 μL씩 분

주하였다. 이후 부착된 세포에 시료를 다양한 농도로 희석하여

100 μL씩 첨가하고 37oC, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였

다. 종양세포주인 B16BL6 melanoma cell은 계대 배양된 세포를

회수하고 1×106/mL로 조정하여 96 well plate에 100 μL씩 분주하

Table 1. Analytical conditions of samples by HPLC and GC

HPLC

Instrument 1260 Infinity (Agilent Technologies)

Detector Refractive index (RI; G1362A)

Column Asahipack GS520+GS320+GS220 (Asahi Chemical Industry Co., Ltd.)

Mobile phase 50 mM ammonium formate (pH 5.5, 0.5 mL/min)

Oven temperature 25oC

Injection volume 20 μL

GC

Instrument GC ACME6100 (YoungLin Co. Ltd., Korea)

Detector Flame ionization detector (FID) (YoungLin Co. Ltd., Korea)

Column SP2380 capillary column (Supelco, USA); 0.25 mm×30 m, 0.2 mm film thickness

Carrier gas N2 (1.5 mL/min)

Oven temperature 60oC (1 min) → 220oC (12 min) → 250oC (15 min)
              30oC/min                 8oC/min

Instrument temperature Injector 240oC, Detector 270oC

Injection volume 1 μL
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였다. 이후 부착된 세포에 시료를 다양한 농도로 희석하여 100 μL

씩 첨가하고 37oC, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 시료

의 세포독성 측정은 배양 상층액을 제거한 후, EZ-cytox (Dogen,

Seoul, Korea)시약을 이용하여 water-soluble tetrazolium salt

(WST)법으로 살아있는 세포의 양을 측정하였다.

대식세포(Macrophage)로부터 cytokine 생산능 측정

Balb/c mouse의 복강에 1 mL의 5% thioglycollate medium을 주

사하고 96시간 후 복강 내에 유도된 대식세포를 회수하고 세포

수를 2.5×106/mL로 조정하여 96 well plate에 100 μL씩 분주하였

다. 이후 부착된 세포에 시료를 다양한 농도로 희석하여 100 μL

씩 첨가하고 37oC, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 배양

된 plate는 400×g에서 5분간 원심분리하여 상층액을 회수하였으

며, 대식세포로부터 분비된 IL-6, IL-12 및 TNF-α 함량은

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (BD Bio-

sciences and eBiosciences, San Diego, CA, USA), 산화질소(nitric

oxide, NO)의 함량은 griss reagent system kit (Promega, Madi-

son, WI, USA)를 이용하여 제조사의 지침에 따라 측정하였다.

자연 살해(Natural killer) 세포에 의한 종양세포 살해능

적양배추 유래 조다당 RCP에 의해 활성화된 NK 세포를 얻기

위해 실험 3일 전, 1일 전에 Balb/c mouse에 농도별로 정맥주사

하고 경추탈구법으로 치사시켜 무균적으로 비장(spleen)을 적출하

였다. 적출된 비장은 stainless steel mesh를 이용하여 phosphate

buffered saline (PBS) 상에서 마쇄(100 mesh) 및 여과(200 mesh)

하여 비장세포를 회수하였다. 비장세포에 혼입되어 있는 적혈구

를 제거하기 위하여 400×g에서 5분 간 원심분리 후, 상층액을 최

대한 제거하고 0.2% NaCl을 1 mL 첨가하여 1분간 흔들어 주었

다. 이후, 10배의 PBS를 첨가하고, 여과(200 mesh)하여 원심분리

(900 rpm, 5 min) 하였다. 적혈구가 제거될 때까지 본 과정을 반

복하였으며, 적혈구가 제거된 세포는 1×107/mL이 되도록 조정하

고 이를 effector cell로 사용하였다. Target cell로 NK 세포에 대

한 감수성이 높은 Yac-1 세포를 사용하였으며, 96-well plate (U-

type)에 target cell 1×105/mL을 기준으로 effector cell과 target cell

의 비율이 100:1, 50:1, 25:1이 되도록 조정하여 분주하였다. 37oC,

5% CO2 배양기에서 6시간 배양 후 effect cell의 살해능에 의해

target cell로부터 유리되는 lactate dehydrogenase (LDH)의 발생양

을 EZ-LDH (Dogen)을 사용하여 측정하였으며, NK 세포의 종양

세포 살해능 지표물질인 LDH는 다음 식에 의해 계산하였다.

NK cell activity (%)=[(experimental group−effector spontaneous

−target spontaneous)/(target maximum−target spontaneous)]×100

종양세포에 대한 항전이 활성

적양배추 유래 조다당 RCP의 항전이 활성은 폐(lung)에 대한

고 전이성 종양세포주인 B16BL6 melanoma를 이용한 실험동물

종양전이 모델을 이용하였다. 시료에 의한 종양전이 효과를 관찰

하기 위하여 시료는 농도별로 암 투여 3일전, 1일전에 2회 정맥

주사하였으며, B16BL6 melanoma 세포를 3×104/mouse 농도로 조

정하여 mouse에 정맥 주사하였다. 종양접종 14일 후, mouse를 희

생하여 종양 세포의 표적기관인 폐를 적출하여 Bouin’s solution

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)에 고정하였다. 시료에 의한

항전이 효과는 종양의 colony를 계수하여 종양만을 접종한 대조

군과 비교하여 산출하였다.

Arabino-β-3,6-galactan 함량 측정

Arabino-β-3,6-galactan의 존재를 확인하기 위한 β-glucosyl Yariv

reagent (Biosupplies, Parkville, Australia)와의 반응성 검토는 Holst

와 Clarke(1979)의 방법에 따라 single radical 젤 확산법으로 측정

하였다. β-Glucosyl Yariv reagent 10 μg/mL를 함유한 0.15M

NaCl agarose 평판을 조제하고 직경 3 mm의 well을 만들어 농도

별로 희석한 표준물질 gum arabic과 시료 5 μg을 함유한 용액을

well에 각각 첨가하였다. 이 평판을 습윤상태로 25oC에서 15시간

정치시켜 반응시키고, 생성된 붉은색 침전환을 관찰하여 arabino-

β-3,6-galactan의 존재 유무를 관찰하였고, 시료와 β-glucosyl Yariv

reagent와의 반응성은 생성된 침전환의 넓이를 계산하여 정량하였다.

통계처리

실험 결과는 SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL., USA)을 사

용하여 통계처리 하였으며, 평균값±표준편차로 나타내었다. 시료

간 및 처리 농도 간 유의성은 ANOVA test 후 구체적인 사후 검

증은 p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test로 실시하였다.

결과 및 고찰

적양배추 유래 추출물의 일반화학적 특성

적양배추로부터 열수추출 및 80% 에탄올 침전법을 이용하여

시료를 제조한 결과(Fig. 1(A)) 적양배추 유래 열수추출물 RCW

는 0.88% 수율로 회수되었으며, 정제도를 측정한 결과 고분자 물

질과 저분자 물질이 혼재된 형태로 존재하는 것으로 확인되었다

[Fig. 1(B)] 또한, RCW의 성분을 분석한 결과 주로 중성당(60.0%)

과 산성당(36.7%)으로 이루어져 있으며, 구성당 분석 결과 포도

당(glucose, Glc, 28.2%)이 높은 비율로 검출되었다(Table 2). 반면,

적양배추 유래 조다당 RCP는 0.29%의 수율로 회수되었으며, 정

제도를 측정한 결과 저분자 물질이 대부분 제거되어 있었으며,

고분자 영역에서는 큰 peak로 검출됨으로써 비교적 정제도가 우

수한 것으로 판단되었다(Fig. 1(C)). RCP의 구성성분을 분석한 결

과, RCW 대비 중성당은 감소하고, 산성당은 증가한 것으로 확

인되었으며, 구성당으로는 Glc는 감소하고 아라비노스(arabinose,

Ara)와 Gal의 비율은 증가한 것으로 확인되었다(Table 2).

식물체에는 전분(starch), 이눌린 등과 같은 저장성 다당류 이

외에 셀룰로스(cellulose), 헤미셀룰로스(hemicellulose) 및 펙틴

(pectin)과 같은 펙틴물질(pectic substances) 등의 구조 다당체들로

구성되어 있지만 펙틴 이외의 대부분은 단순 물 추출로는 분리

가 어려운 것으로 알려져 있다(Carpita과 Gibeaut, 1993; Carpita과

McCann, 2000). 이중 단순 물 추출로 분리가 가능한 펙틴은

homogalacturonan (HG)과 rhamnogalacturonan (RG)-I 및 RG-II가

공유적으로 결합되어 있는 것으로 보고되고 있으며(O’Neill 등,

1990), RG-I은 람노스(Rhamnose, Rha)와 GalA가 번갈아가며 연

결된 [→2)-Rhap-(1→4)-GalAp-(1→]n 주쇄에 Rha의 C(O)4 위치에

서 arabinan, galactan, arabinogalactan가 측쇄로 연결된 구조를,

RG-II는 [→4)-GalAp-(1→4)-GalAp-(1→]n 주쇄에 KDO, 3-deoxy-

D-lyxo-2-heptulosaric acid (DHA), apiose와 3-C-carboxy-5-deoxyl-

xylose (aceric acid) 같은 특이당을 포함한 다양한 당쇄가 결합된

구조를 이루고 있다고 보고되고 있다(Engelsen 등, 1996).

정제도 분석 및 구성당 분석을 종합한 결과, 적양배추 유래 열

수추출물 RCW에 존재하는 Glc가 에탄올 침전 및 투석과정을 거

친 적양배추 유래 조다당 RCP에서는 제거된 것으로 보아 대부

분 저분자 형태로 존재하는 것으로 사료되었으며, RCP는 Ara,
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Gal 및 Rha로 구성되며, apiose, aceric acid 및 KDO와 같은 특이

당이 검출되지 않은 것으로 미루어 보아 pectin 유래 다당, 그 중

에서도 RG-I 형태의 구조를 나타낼 것으로 추정되었다(Engelsen

등, 1996).

적양배추 유래 추출물의 정상세포 및 종양세포에 대한 세포독성

적양배추 유래 열수추출물 RCW 및 조다당 RCP가 정상세포

인 대식세포 및 종양세포인 B16BL6 melanoma에 독성을 나타내

는지 확인하기 위하여 RCW 및 RCP를 1, 10, 100 및 1000 μg/

mL의 농도로 각각의 세포에 처리한 후 세포의 생존율을 WST

방법(Tominaga 등, 1999)을 이용하여 측정하였다. 그 결과,

B16BL6 melanoma 세포에는 모든 농도에서 어떠한 증식 및 독

성이 나타나지 않음을 확인할 수 있었다. 반면 동일한 농도의

RCW 및 RCP를 대식세포에 처리한 결과 모든 농도에서 세포독

성이 나타나지 않았으며, RCP 1 μg/mL을 제외한 모든 농도에서

유의적인 세포 증식능이 확인되었다(Fig. 2).

적양배추 유래 추출물의 대식세포 활성화

대식세포는 표적 항원(곰팡이, 세균, virus 감염세포 등)의 감시,

탐식 및 표적항원의 제거에 이르는 일련의 복잡한 기능을 수행

하는 세포로써 선천면역에서 중요한 역할을 담당하고 있는 세포

이다(Beutler, 2004; Gruchalla과 Jones, 2003). 최근 많은 연구자들

이 질병은 치료가 아닌 예방이 효과적이라고 제안함에 따라 대

식세포와 같은 선천면역 세포를 활성화 시키는 방법에 관심이 집

중되고 있다(Hackett, 2003; Lolis과 Bucala 2003). 이에 대한 대안

으로써 식물유래 면역 활성 물질에 대한 연구가 광범위하게 진

행되고 있으며, 특히, 천연물 유래 다당은 구조적 특성으로 인하

여 세포의 toll-like receptor (TLR), mannose receptor, dectin-1,

complement receptor 3 (CR3), CD14 및 scavenger receptor와 같

은 특이 수용체(specific receptor)에 인식되면서 세포내 신호전달

경로를 활성화시키고, 최종적으로 활성산소종(reactive oxygen

species, ROS), NO와 같은 chemokine 및 TNF-α, IL-1β, IL-6,

IL-12 등과 같은 cytokine을 생산하는 것으로 보고되고 있다

Fig. 1. Isolation of water extract and crude polysaccharides from red cabbage and their HPLC chromatograms. (A) Isolated scheme of
polysaccharides from red cabbage and elution pattern of RCW (B) and RCP (C) on high performance size exclusion chromatography (HPSEC)
linked with Asahipack GS520+GS320+GS220 column.
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(Schepetkin 등, 2005; Schepetkin과 Quinn, 2006).

적양배추 유래 열수추출물 RCW 및 조다당 RCP의 대식세포

활성화에 따른 cytokine 및 NO 분비능을 측정한 결과(Fig. 3), 적

양배추 유래 열수추출물 RCW의 경우, IL-6, IL-12 및 TNF-α 모

두 생산되지 않는 것으로 확인되었으며, NO는 1000 μg/mL의 고

농도에서만 미량 검출되었다. 반면 적양배추 유래 조다당 RCP는

유의적으로 높은 cytokine 생산량을 나타내는 것으로 확인되었으

며, IL-6, IL-12 및 TNF-α 모두 8 μg/mL의 저농도에서도 높은 생

산량을 나타내었다. 뿐만 아니라 NO의 경우에는 농도 의존적으

로 높은 생산량을 나타내었다. 하지만 IL-12의 경우에는 8 μg/mL

의 농도에서 최대로 생산되며 200 μg/mL의 농도까지는 LPS와 유

사한 높은 cytokine 생산을 나타냈으나, 1,000 μg/mL의 고농도에

서는 일부 감소하는 경향을 나타내었다. 따라서 시료의 대식세포

자극을 통한 cytokine 생산에는 최적 농도가 존재하는 것으로 추

정되었다.

본 결과를 통하여 적양배추의 수용성 성분 중 면역활성은 다

당에 있음이 확인되었으며, 적양배추 유래 조다당 RCP는 대식세

포뿐만 아니라 다른 선천면역계 세포의 활성을 증가시킬 수 있

을 것이라 사료되었다.

적양배추 유래 조다당의 자연 살해 세포 활성화

NK 세포는 림프구 계통의 세포로써 억제수용체와 활성수용체

를 모두 발현하고 있어 건강한 자기세포 이외의 해로운 표적(감

염된 세포와 스트레스 받은 세포 등)을 인식하여 이들을 직접 죽

이거나 염증성 사이토카인을 분비하여 세포를 사멸시키는 것으

로 잘 알려져 있다(Moretta과 Moretta, 2004; Raulet, 2004; Vivier

과 Biron, 2002). 이러한 NK 세포는 IL-15 또는 IL-12와 같은 사

이토카인에 의해서 활성화되며, 특히 대식세포 유래 사이토카인

중 하나인 IL-12는 NK 세포의 IFN-γ 생산과 세포 융해작용을 일

으키는 강력한 유도 물질로 보고되고 있다(Walzer 등, 2005).

앞서 본 연구진은 적양배추 유래 조다당 RCP의 대식세포 자

극에 따른 사이토카인 생성능 측정에서 IL-12의 생산량이 증가

됨을 확인한 바 있다. 따라서 적양배추 유래 조다당 RCP는 NK

세포 또한 활성화 시킬 것이라 사료되어 RCP를 Balb/c 마우스에

정맥주사한 후, YAC-1 세포에 대한 NK 세포 살해능을 측정한

결과(Fig. 4), RCP 처리 군은 무처리군보다 농도 의존적으로 높

은 활성을 나타내었으며, 특히 RCP 1,000 μg/mouse 군에서 무처

리군 대비 약 12배 증가한 것으로 확인되었다. 따라서 적양배추

유래 조다당 RCP는 NK 세포의 활성인자로 작용할 것이라 사료

되었다.

적양배추 유래 조다당의 항전이 활성

앞선 실험결과 적양배추 유래 조다당 RCP의 강력한 NK 세포

활성능이 확인되어 이들의 항전이 활성을 측정하고자 RCP를 농

도별로 정맥주사한 후, B16BL6 melanoma 세포를 정맥으로 투여

하여 항전이 활성을 평가하였다. 시료를 투여하지 않은 무처리군

Table 2. Chemical properties of RCW and RCP isolated from

red cabbage

Chemical composition (%) RCW RCP

Neutral sugar 60.0±5.0 40.0±1.6

Uronic acid 36.7±0.8 58.9±1.7

Protein 01.4±0.1 00.4±0.5

KDO1) liked materials 02.3±0.5 01.0±0.5

Polyphenol 00.0±0.3 00.0±0.4

Component sugar2) (Mole%)3)

Rhamnose 05.0±0.3 07.7±0.3

Fucose 00.5±0.1 00.9±0.0

Arabinose 14.6±0.2 27.5±1.0

Xylose 01.7±0.0 02.4±0.0

Mannose 01.9±0.1 02.1±0.1

Galactose 08.1±0.2 17.2±1.2

Glucose 28.2±0.7 02.3±0.1

KDO+DHA4) 02.3±0.5 01.0±0.5

GalA5)+GlcA6) 36.7±0.8 58.9±1.7

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

Fig. 2. Cytotoxic effect of RCW and RCP isolated from the red cabbage on macrophage cells (A) and B16BL6 melanoma cell lines (B) in

vitro. NC used media as a negative control. Means with different superscript letters indicate significant differences at p < 0.05 by Duncan’s
multiple range test.
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의 종양 수와 적양배추 유래 조다당 RCP의 종양 수를 계수하여

항전이 활성을 확인한 결과(Fig. 5), 무처리군은 종양 수가 평균

147개 계수되었으나, RCP를 100 및 1,000 μg/mouse 농도 투여한

군에서는 각각 평균 81개, 78개의 종양이 계수되었다. 따라서 RCP

를 종양접종 3일, 1일 전 정맥으로 투여할 경우, 암전이가 최대

47.3% 억제되는 것으로 최종 확인되었다.

Fan 등(2012)은 홍조류 인 Gracilaria lemaneiformis 유래 다당

을 ICR 마우스에 경구투여하고 H22 간암 세포주를 투여하여 종

양 증식 저해, 비장 세포 증식 및 대식세포 탐식 작용이 증가됨

을 보고한 바 있으며, Lee 등(2014)은 한라봉 유래 다당이 선천

면역계를 활성화 시키며, 항전이 효과를 나타낸다고 보고한 바 있

다. 또한 Brunda 등(1993)은 IL-12를 마우스에 복강투여하여 무

처리군 대비 T세포 및 NK 세포가 활성화되고 결과적으로 우수

한 항전이 효과를 나타낸다고 보고한 바 있다. 이는 본 실험의

결과 내용과 동일하게 RGP에 의해 대식세포가 자극되면서 다양

한 cytokine이 분비되며, 이를 통해 NK세포와 같은 면역세포가

활성화되고, 최종적으로 우수한 항전이 활성으로 이어진다는 추

론을 가능케 하였다. 이상의 결과로부터 적양배추에는 저분자 생

리활성물질 외에도 강력한 면역 활성과 항전이 활성을 갖는 다

당체가 존재하며, 이들은 건강 유지에 유익한 효과를 나타낸다고

판단된다.

β-Glucosyl Yariv reagent와의 반응성 검토

일반적으로 arabinogalactan은 고등식물에서 주로 발견되는 다

Fig. 3. Effect of RCW and RCP on the secretion of cytokines (IL-6, IL-12 and TNF-α) and nitric oxide (NO) in murine peritoneal

macrophages. NC used media as a negative control and PC used lipopolysaccharide (LPS, 1 μg/mL) as a positive control. Means with different
superscript letters indicate significant differences at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

Fig. 4. Effect of RCP on cytolytic activity of natural killer (NK)

cells ex vivo. NK cells (effector cells) collected from RCP-injected
Balb/c mice were co-cultured with Yac-1 lymphoma cells (target
cell) with different effector to target ratios (25:1, 50:1, and 100:1).
The production of LDH were determined in the culture supernatant
by LDH kit. NC means NK cells isolated from saline-injected Balb/c
mice. Means with different superscript letters indicate significant
differences at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.
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당류의 일종으로(Aspinall, 1973), 구조적 특성에 따라 I, II형 및

기타형으로 구분된다(Clarke 등, 1979). I형 arabinogalactan은 (1→

4)-β-D-galactan 주쇄에 arabinosyl oligosaccharide 잔기를 갖으며,

II형은 (1→3)-β-D-galactan 주쇄에 galactose의 C(O)6 위치에서

galactosyl 혹은 arabinosyl 잔기를 갖는 arabino-β-3,6-galactan을,

그리고 기타형은 arabinogalactan 측쇄를 갖는 pectic polysaccharide

를 의미한다. 이러한 다당의 구조를 규명하기 위해서는 linkage

analysis, configurations, anomerizations 등과 같은 복잡한 일련의

과정이 요구되지만, type II arabino-β-3,6-galactan은 β-Glucosyl

Yariv antigen (1,3,5-tri-(4-β-glucopyranosyl-oxyphenylazo)-2,4,6-tri-

hydroxybenzene)과 비특이적으로 반응하여 적색의 침전환을 형성

하기 때문에 비교적 쉽게 검출이 가능한 것으로 잘 알려져 있다

(van Holst과 Clarke, 1985). 따라서 본 연구진은 앞서 적양배추

유래 열수추출물 RCW 및 적양배추 유래 조다당 RCP의 구성당

분석을 통하여 arabinose와 galactose가 높은 비율로 존재함을 확

인하였으며, 특히, RCP에는 arabinogalactan 형태의 구조가 일부

존재할 것으로 추정되어 이를 β-glucosyl Yariv reagent와의 반응

성을 검토하고자 하였다. Fig. 6에 나타난 바와 같이 arabino-β-

3,6-galactan 표준물질인 gum arabic은 침전환이 농도 의존적으로

증가되었으며, RCW 및 RCP를 첨가한 곳에서도 환이 관찰되었

다. 환의 크기를 표준물질이 나타낸 환의 크기로 작성한 기준곡

선을 통해 환산한 결과, RCW 및 RCP 1000 μg/mL에는 각각

2.4% 및 9.7% 정도로 나타났으며, 본 결과를 통하여 적양배추에

함유되어있는 다당에는 II형 arabinogalactan 구조가 일부 존재함

을 확인할 수 있었다.

이상의 결과로부터 적양배추 중에 존재하는 다당은 대식세포

및 NK 세포 등과 같은 면역 관련세포의 활성인자로 작용할 수

있음을 확인하였으며, 면역 세포가 활성화됨에 따라 항전이 활성

이 나타나는 것으로 확인되었다. 또한 본 다당은 Ara, Gal 및 Rha

로 구성되어 있으며, II형 arabinogalactan이 함유되어 있는 것으

로 미루어 보아, 적양배추에 존재하는 다당은 RG-I 류의 다당일

것으로 사료되었다.

요 약

적양배추 유래물의 면역 활성 및 항전이 활성을 평가하기 위

하여 적양배추 유래 열수추출물 RCW 및 조다당 RCP를 분리하

였다. RCW는 중성당이 60%의 높은 비율로 검출되었으며, 이중

Glc가 28.2%로 구성되어 있었으며, RCP는 중성당과 산성당이 각

각 40.0% 및 58.9%로 이루어져 있으며, 구성당 분석 결과, Ara

(27.5%)와 Gal (17.2%)가 높은 비율로 검출되었다. RCW와 RCP

는 정상세포 및 암 세포에 대한 어떠한 독성도 나타나지 않았으

며, 오히려 정상세포에서는 약간의 증식능이 확인되었다. 또한 대

식세포 자극을 통한 cytokine 분비능을 측정한 결과, RCW는 IL-

6, IL-12 및 TNF-α 생산능은 어떠한 농도에서도 확인되지 않았

으며, 1000 μg/mL 고농도에서 NO 생산능이 확인되었다. 반면에

RCP는 8 μg/mL의 저농도에서도 IL-6, IL-12, TNF-α 및 NO의 생

Fig. 5. Inhibitory effect of RCP from red cabbage on lung

metastasis produced by i.v. inoculation of B16BL6 melanoma

cells. Five BALB/C mouse per group were inoculated i.v. with 4×104

B16BL6 melanoma cells and administered intravenously with the
indicated doses of RCP suspended in PBS on 3 days and 1 day
before tumor inoculation. Mice were sacrificed at 16 days after
tumor inoculation and excised lung to count colonies number.

Fig. 6. Single radial gel diffusion (A) and reactivity (B) between

β-glucosyl Yariv reagent and polysaccharide fractions isolated
from red cabbage.
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산능이 확인되었다. 높은 cytokine 생산능을 나타낸 RCP의 NK

세포 활성 및 항전이 활성을 측정한 결과, RCP를 1000 μg/mouse

농도로 정맥투여할 경우, NK 세포를 무처리군 대비 최대 12배

활성화 시키는 것으로 확인되었으며, 47.3%의 항전이 활성이 확

인되었다. 적양배추 유래 면역 활성 다당의 구조를 추정하기 위

하여 β-Glucosyl Yariv reagent와의 반응성을 검토한 결과, RCP

1000 μg/mL에는 약 9.7%의 arabino-β-3,6-galactan이 검출되었다.

본 결과로부터 적양배추에는 arabino-β-3,6-galactan을 일부 함유하

는 RG-I 형태의 다당으로 존재하며, 이들에 의해 강력한 면역 증

진 활성이 나타나는 것이라 결론지을 수 있었다.
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