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황기 지상부 다당체의 면역 및 백신보조 효과
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ABSTRACT

Background: In recent years, adjuvants have received increasing attention owing to the development of purified subunit and syn-
thetic vaccines which are poor immunogens and require additional adjuvants to evoke an immune response. Therefore, immuno-
logic adjuvants have been developed and tested. Plant polysaccharides have been recognized as effective biological response
modifiers with low toxicity.
Methods and Results: In this study, the polysaccharide from the aboveground part of Astragalus membranaceus Bunge containing
immunomodulating arabino-3,6-galactan was evaluated for its hemolytic activity and adjuvant potential in the specific cellular and
humoral immune responses to ovalbumin. The polysaccharide from the aboveground part of Astragalus membranaceus Bunge was
co-immunized with the purified Vi capsular polysaccharide of Salmonella typhi vaccine in mice. The polysaccharide from the
aboveground part of Astragalus membranaceus Bunge did not induce any hemolytic activity or side effects at doses up to 500㎍/㎖.
The concanavalin A-, lipopolysaccharide-, and ovalbumin-induced splenocyte proliferation and serum ovalbumin-specific IgG, IgG1
and IgG2b antibody titers in immunized mice were significantly enhanced by AMA. Pharmacological data revealed that the polysac-
charide from the aboveground part of Astragalus membranaceus Bunge increased antigen-specific antibody levels in immunized mice.
The polysaccharide from the aboveground part of Astragalus membranaceus Bunge-adjuvanted purified Vi capsular polysaccharide of
Salmonella typhi vaccine improved the proliferation of splenocytes and macrophages as well as stimulated cytokine production.
Conclusions: These results suggest that the polysaccharide from the aboveground part of Astragalus membranaceus Bunge-adju-
vanted vaccines enhanced humoral and cellular immunity and that the polysaccharide from the aboveground part of Astragalus
membranaceus Bunge is a safe and efficacious adjuvant candidate suitable for use in prophylactic and therapeutic vaccines.
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서 언

백신화 기술 (vaccination)은 감염성 질환에 대하여 효과적

이고 가치 있는 기술이며 병원균 노출에 대한 예방차원의 기

술로 적용될 수 있다. 백신은 살아있지만 감염이 일어나지 않

도록 조정된 병원균이나 불활성하거나 사멸시킨 병원균, 또는

불활성화된 독소 등을 면역반응을 활성화 시킬 수 있는 항원

으로 사용하고 있고 (Sohn et al., 2004) 이러한 백신은 보조
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제를 병용투여함으로서 백신 항원의 면역반응을 향상시키거나

가속화하고 장기간 유지시켜주어 성공적인 면역반응을 유도할

수 있다 (Storni et al., 2005). 백신보조제 (adjuvant) 개발 요

건은 백신 접종 시 보조제를 혼합 처리함에 따라 역반응의 위

험과 균형을 유지하여야 하며 항원, 백신 투여 대상종, 조절경

로, 부작용의 가능성을 제고하고 체류기간이 길고 안정하며 생

체분해가 가능하도록 하여야 하고 생산단가가 저렴하며 스스

로 면역반응을 최소화 하거나 유도하지 않고 면역반응을 촉진

해야 한다 (Edelman, 1980).

수많은 백신보조제가 발견되어 실험적으로 사용되었으나 거

의 대부분의 소재가 단지 항체반응만을 촉진시키는 효과만이

존재하거나 독성과 부작용을 나타내어 실제 임상에는 사용하

지 못하고 있다 (Aucouturier et al., 2001). 백신보조제 중

Freund's complete adjuvant는 가장 강력한 잠재적 백신 보조

효과를 가지고 있으며 세포성 면역과 체액성 면역 모두에서

지속적으로 면역반응을 유도하는 것으로 알려져 있으나

(Freund et al., 1937) 인간에게 사용하기에는 지나치게 높은

독성과 부작용을 나타낸다. 현재 면역보조제로 사용되어지고

있는 Quillaja saponaria의 껍질 물추출액 QuiA와 여기에서

순수하게 분리된 사포닌인 QS-21은 IL-2와 IFN-γ를 유도하고

IgG2a 아형의 항체 생성을 유도하며, 강력한 세포독성 T세포

(cytolytic T lymphocyte, CTL) 유도능을 지님으로써 HIV-1,

cytomegalovirus와 Toxoplasma gondii의 공식적인 백신 보조

제로 사용되어지고 있다 (Kensil and Kammer, 1998; Skene

and Sutton, 2006). 하지만 QS-21을 함유하는 백신을 접종받

은 대상자들에게 주사부위의 통증과 연화효과가 단기간 일어

나며 바람직하지 않은 hemolytic effect가 나타남에 따라 HIV

virus와 암과 같은 생명을 위협하는 질병 이외에 인간을 대상

으로 하는 백신보조제의 사용이 제한되고 있다 (Janeway,

1992). 미국 FDA에 의해 유일하게 인간의 백신보조제로 허가

되어 있는 알루미늄염은 주로 Al(OH)3 또는 AlPO4 형태로

사용되는데 일반적으로 단백질 항원을 흡착하여 천천히 방출

함으로서 면역증강효과를 나타내는 것으로 생각되나 알러지

반응을 유발하고 신경독성도 있는 것으로 추정되고 있으며 또

한 항체가 매개된 체액성 면역반응은 강하게 유도하나 세포성

면역반응은 거의 유도하지 못하며 (HogenEsch, 2002), 세포독

성 T세포 (cytolytic T lymphocyte, CTL)의 분화와 활성을

오히려 저해하고 접종 부위에 강한 염증반응을 유도하는 단점

이 있다 (Schirmbeck et al., 1994).

천연에서 유래한 다당체는 면역시스템에 영향을 미치는 거

대분자로서 면역조절제로서의 잠재성을 가지고 있어 광범위한

임상적 적용이 이루어지고 있다. 식물에 존재하는 대부분의 다

당체들은 독성이 낮고 면역조절 능력이 있는 다른 박테리아의

다당체나 합성물질들이 나타내는 심각한 부작용을 일으키지

않을 뿐 아니라 신체의 항상성 (homeostasis)을 유지시키고 면

역계 내 분비계, 신경계 및 순환계에 조절 역할을 담당하는

biological response modifier (BRM)로서 작용할 수 있다

(Schepetkin and Quinn, 2006).

최근 많은 연구에서 자연계에 존재하는 다당체가 세포성 면

역과 체액성 면역 모두에서 항원과 백신에 대한 면역보조효과

를 나타내어 백신에 대한 보조제의 선택에 있어 기존의 알루

미늄염을 대체할 수 있는 소재가 될 수 있음이 확인되고 있다

(Kong et al., 2004; da Silva et al., 2009). 특히 식물에 포

함되어진 다당류는 백신보조제로서 세포성 면역 뿐만 아니라

체액성 면역을 안전하게 유도할 수 있으며 내약성 및 제조의

용이성이 확보되어 있고 비교적 저가의 재료로부터 공급 가능

하여 암과 감염균에 대한 백신에 광범위하게 사용이 가능하다

는 장점을 가지고 있다 (Petrovsky, 2006).

황기 (Astragalus membranaceus Bunge)는 콩과에 속하는

다년생 초본으로 뿌리를 생약으로 이용하고 있으며 이들의 약

리적 활성 성분은 saponin과 polysaccharide인 것으로 알려져

있다. 이들의 뿌리에는 면역조절 활성을 가진 astragalosides I-

Ⅴ, isoastragalosides I-V 및 soyasaponin과 같은 많은 양의

triterpene saponin이 포함되어져 있는 것으로 보고되고 있으며

(Yesilada et al., 2005) 이들 황기에 포함되어진 사포닌이

mice에서 ovalbumin에 유도되는 IgG1과 IgG2b 면역반응을

상승시키는 백신보조효과를 확인하였고 (Yang et al., 2005)

닭에서 뉴캐슬병 (newcastle disease) 백신의 항체반응을 향상

시키는 것이 보고된 바 있다 (Kong et al., 2004). 또한

Yoshida 등 (1997)은 황기의 물 추출물이 C3H/HeN mice의

대식세포에서 IL-6와 TNF 생산을 증가시킨다고 보고하였으며

Sun 등 (1996)은 황기에 포함되어진 사포닌이 ConA로 활성화

된 T lymphocytes에서 Ca2+이 양이 증가시킬 수 있다고 보고

함으로써 황기 지하부의 성분이 면역세포 활성화에 필요한

cytokine 생산을 촉진 시킬 수 있는 것을 확인하였다.

황기 지하부로부터 분리되어진 polysaccharide는 astragalactan

으로 macrophage의 기능 활성화 (Lee and Jeon, 2005), tumor

necrosis factor의 생산, lymphokine activated killer를 유도에 의

한 항암활성 (Cho and Leung, 2007a), 면역조절 및 면역력

회복에 대한 효과를 나타내며 분리되어진 F3 fraction이 면역

조절효과에 효능을 나타냄을 보고하였다 (Cho and Leung,

2007b).

전통적으로 약용으로 사용되어온 황기의 지하부 뿐만 아니

라 지상부에도 약리적 효능이 있는 것이 입증되고 있는데 면

역 활성이 감소한 mice에서 황기 지상부에 포함되어진 플라보

노이드 성분이 LAK (lymphokine activated killer) 세포의 활

성을 증대시키고 T cell을 활성화하여 면역능을 증가시킨다고

하였으며 (Jiao et al., 1999). 또한 황기의 지상부에는 지하부

보다 flavonoid가 더 높은 수준으로 나타난다고 보고되고 있다

(Kim et al., 2012).
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또한 본 연구팀의 기존 연구에서 황기 지상부 다당체

(AMA) 처리에 의한 장관 Peyer’s patch를 매개로 하는 골수

세포 증식 유도 뿐만 아니라 이들이 분비하는 cytokine이 전

신면역계의 활성화를 유도한다는 것과 (Choi et al., 2014) 황

기 지상부 다당체에서 분리한 장관면역 활성 다당체 AMA-1-

b-PS2가 345,000 Da의 분자량을 가지며 3-linked galactose

구조와 3,6 branch galactose의 당쇄구조가 교호적으로 존재

하며 galactose가 풍부한 oligosaccharide가 연결되어 있는

arabino-3,6-galactan 임을 인지한 바 있다 (Lim et al., 2016).

최근 백신의 용도 및 활용이 감염성 질환에만 제한적으로

사용되는 것이 아니라 암과 자가면역질환과 같은 난치성 질환

으로 넓혀지고 있어 백신 개발의 중요성이 높아지고 있고 이

에 따라 adjuvant의 개발에 대한 필요성도 높아지고 있다. 따

라서 본 연구에서 면역증가효과 높고 면역조절제로 반응이 높

은 황기 지상부 다당체가 면역조절제 및 백신보조효과를 나타

낼 수 있을 것으로 예측되어 ovalumin에 의해서 면역유도된

ICR mice에서 황기의 지상부의 열수 추출물로부터 분리한 다

당체 분획의 면역보조효과를 검정하고 ICR mice를 대상으로

장티프스에 대한 typhoid vaccine (purified Vi capsular

polysaccharide of Salmonella typhi)을 적용하고 황기 지상부

다당체를 병용 처리함으로써 백신보조효과를 검정하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

6주령의 암컷 ICR 생쥐를 대한 바이오 링크 (Daehan

Biolink Co., Ltd., Eumseong, Korea)에서 2013년 6월 4일에

입수하여 SPF 실험동물실내 사육실에서 온도 23 ± 3℃, 상대

습도 50 ± 20%를 유지하여 자동 명암 사이클 시스템에서 사

육하며 실험에 사용하였다. 동물실험은 실험동물 관리규정을

준수하였으며 대구가톨릭대학교 동물실험윤리위원회의 승인을

받아 진행하였다 (승인번호: 13-CRO-001).

2. 시약

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

(MTT), Griess reagent, RBC lysing buffer, concanavalin A

(ConA), lipopolysaccharide (LPS), RPMI1640 배지, Hank’s

balanced salt solution (HBSS), rabbit anti-mouse IgG

peroxidase conjugate는 시그마사 (Sigma-Aldrich Co., St.

Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였으며 goat anti-

mouse IgG1, IgG2a, IgG2b peroxidase conjugate는 Southern

Biotechnology Associates사 (Birmingham, AL, USA)에서,

cytokine (IL-4, IFN-γ, TNF-α, total IgG) detecting ELISA

kits는 R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)에서 구입하여

사용하였고 fetal bovine serum (FBS), phophate buffer salin

(PBS), penicillin, streptomycin, Dulbecco’s modified Eagle's

medium (DMEM)은 Gibco BRL사 (Grand Island, NY,

USA)에서 구입하여 사용하였다. QuilA (Superfos Biosector,

Vedbaek, Denmark), alhydrogel adjuvant 2% (Alum,

InvivoGen, San Diego, CA, USA)를 백신보조 활성 대조구

로 상용 장티프스 예방백신인 typhoid vaccine (purified Vi

capsular polysaccharide of Salmonella typhi, Zerotyph inj.,

Boryung biopharma Co., Ltd., Seoul, Korea)을 사용하여 백

신보조효과를 검정하였다.

3. 황기 지상부로부터 다당체의 제조

황기 (Astragalus membranaceus Bunge) 지상부는 정선군

농업기술센터 포장에 재배되어 있는 3 년생 막협황기의 지상

부를 채취 하여 사용하였으며 (2012. 7. 23) 다당체를 얻기

위하여 지상부 1㎏에 대해 20배 부피의 증류수를 첨가하여

2회 가열 추출하고 추출액을 합하여 여과 및 감압농축하고 농

축된 양의 5배의 에탄올을 첨가하여 침전시키고 남은 침전물

을 대상으로 4℃에서 30분간 7,000 rpm으로 원심 분리하여 상

층액과 잔사로 분리하였다. 잔사를 다시 동결 건조하여 다당

체 분획을 획득하였다 (AMA, 19.42 g, 수율; 1.942%).

황기 지상부 다당체에는 QAE-Sepharose FF (HCO3, Pharma-

cia, Uppsala, Sweden) column에 ammonium bicarbonate

(NH4HCO3) 용액을 농도별로 용출시켜 얻은 획분과 이 획분

을 다시 Sephacryl S-200 (1.7 × 82㎝, Pharmacia, Uppsala,

Sweden)에서 gel filtration chromatography를 행하여 얻은 장관

Fig. 1. Polysaccharide fraction purified from the aboveground parts of Astragalus membranaceus
(AMA) containing gut mucosal immune active arabino 3,6-galactans molecule, AMA-1-b-PS2
(Lim et al., 2016).
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면역 활성 다당체 AMA-1-b-PS2가 0.13% 수준으로 포함되어

져 있으며 (Choi et al., 2014) AMA-1-b-PS2는 arabino-3,6-

galactan과 oligosaccharide가 복합적으로 구성된 다당체로 확

인되었다 (Lim et al., 2016).

4. 황기 지상부 다당체의 hemolytic activity 측정

황기 지상부 다당체의 hemolytic activity 측정은 토끼

(Newzealand rabbit, Daehan Biolink Co., Ltd., Eumseong,

Korea)으로부터 BD VacutainerTM (NH 143 I. U., Belliver

Industrial Estate, Plymouth, England)를 이용하여 혈액을 채

취하여 사용하였다. 혈액 7㎖을 saline solution (0.89% w/v

NaCl, pyrogen free)으로 세척하고 원심분리 (180 × g, 5 min)

하여 saline solution이 0.5%가 되도록 cell suspension pellet

을 제조하고 cell suspension pellet 0.5 ㎖에 황기 지상부 다

당체 solution 각 0.5㎖ (5, 10, 25, 50, 100, 250, 500,

1,000㎍/㎖)를 첨가하고 37℃에서 30분간 반응 한 후 다시 원심

분리 (70 × g, 10 min)하고 상층액을 취하여 free hemoglobulin

의 양을 UV-VIS spectrophotometer (412㎚, UV-1650,

Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용하여 검정하였다. 대조구로

saline solution은 최소 hemolytic control로 사용하고 멸균수를

최대 hemolytic control로 사용하여 saline control에 대한 각

처리구의 hemolytic 비율을 계산하였다.

5. 황기 지상부 다당체의 면역증강 활성 검정

1) 면역반응 유도

면역반응 유도는 6주령의 ICR mice를 8군으로 나누고 각

군은 5마리로 구성하였다. 각 군은 OVA (ovalbumin)

100㎍/㎖ 단독, OVA 100㎍/㎖ + aluminum hydroxide gel

(Alum, 200㎍), OVA 100㎍/㎖ + QuilA (10, 20㎍),

100㎍/㎖의 OVA과 황기 지상부 다당체 solution (50, 100,

200㎍/㎖)의 병용처리로 나누어 실험시작 1일차와 15일차에

2회 면역반응을 유도하였다. Saline 만을 단독 처리한 실험동

물을 대조구로 사용하였으며 각 처리구에서 면역반응 유도는

2주 후에 발현하였고 2주 후에 splenocyte proliferation 및

ovalbumin 특히 항체를 측정하였다.

2) 비장세포 증식에 미치는 효과

각 처리군에서의 면역 유도된 mice를 대상으로 splenocyte

proliferation 측정은 무균상태에서 HBSS를 첨가하여 면역유도

된 mice의 비장을 적출하고 steel mesh를 통과시켜 균질화된

세포 suspension을 얻었고 여기에 다시 ammonium chloride

(0.8%, w/v)를 처리하여 erythrocyte를 분해시켰다. 얻어진 세포

부유물을 원심분리 (380 × g, 4℃, 10 min)하였고 형성된 pellet

을 PBS로 3회 세척하고 complete medium {RPMI1640 배지

에 12 mM HEPES (pH 7.1), 0.05 mM 2-mercaptoethanol,

100 IU/㎖ penicillin, 100 g/㎖ streptomycin, 10% FBS}에 재

현탁하였다.

세포 수 검정은 trypan blue dye exclusion법을 이용하여

hemocytometer로 측정하였고 splenocyte proliferation 측정은

splenocyte를 96 well flat bottom microtiter plate의 4 - 5 개의

well에 초기배양하고 다시 100㎕ complete medium에서 세포수

가 5× 106 cell/well까지 배양하였다. ConA (final concentration

5㎍/㎖), LPS (final concentration 10㎍/㎖), OVA (final

concentration 10㎍/㎖)를 배지에 첨가하여 최종 부피가 200㎕

가 되도록 조정하였다. Plate를 다시 37℃에서 5% CO2 조건으

로 배양하고 68시간 후에 50㎕의 MTT solution을 (2㎎/㎖)

각각의 well에 첨가하여 처리하고 다시 각 well에 200㎕의

DMSO working solution (192㎕ DMSO + 8㎕ 1 N HCl)

를 첨가하고 ELISA reader (VICTORTMX3, PerkinElmer,

Waltham, MA, USA)를 이용하여 570㎚에서 흡광도를 측정하

였고 얻어진 흡광도를 이용하여 stimulation idex (SI)를 산출

하였다.

3) OVA-specific antibody 반응에 미치는 효과

OVA-specific serum antibody response 검정 (IgG, IgG1,

IgG2b antibody levels)은 혈액에서의 rabbit anti-mouse IgG

peroxidase conjugate와 goat anti-mouse IgG1 and IgG2b

peroxidase conjugate를 이용하고 간접적 ELISA 분석을 수행

하여 검정하였다.

Well에 100㎕의 OVA solution (50㎍/㎖ IgG, 25㎍/㎖

IgG1, 50㎍/㎖ IgG2b antibodies, 50 mM carbonate-bicarbonate

buffer, pH 9.6)이 코팅된 microtiter plate를 4℃에서 24시간

보관한 후 각 well을 0.05% (v/v) Tween 20이 첨가된 PBS

로 3회 세척하고 5% FBS/PBS로 이용하여 37℃에서 1시간

동안 blocking 시켰다. 세척 후에 100㎕의 희석된 serum

sample 또는 control에 0.5% FBS/PBS를 well에 첨가한 후

plate를 다시 37℃에서 1시간 동안 배양하고 다시 3회 세척하

였다. IgG, IgG1 및 IgG2b에 대한 horseradish peroxidase-

conjugated antibody를 well에 첨가하고 37℃에서 1시간 동안

배양하고 세척 후에 peroxidase activity를 측정하였다.

Peroxidase activity는 100㎕의 substrate solution (25㎖

의 0.1 M citrate-phosphate buffer, pH 5.0에 10㎎ O-

phenylenediamine과 37.5㎕의 30% H2O2를 첨가)을 각 well

첨가하고 plate를 다시 37℃에서 10분간 배양하고 다시 각

well 당 2 N H2SO4를 50㎕를 첨가하여 반응을 종료한 후

ELISA reader (VICTORTMX3, PerkinElmer, Waltham, MA,

USA)를 이용하여 490㎚에서 흡광도를 측정하여 산출하였다.

SI
Absorbance of mitogen culture

Absorbance of non-stimulated culture
----------------------------------------------------------------------------------------------=



양수진·이시영·이한나·박영철·최선강·유창연·정일민·임정대

412

6. 황기 지상부 다당체의 백신 보조재화 (adjuvant) 활성 검정

1) 백신과 황기 지상부 다당체의 병용처리를 통한 면역반응

유도

장티프스에 대한 typhoid vaccine (purified Vi capsular

polysaccharide of Salmonella typhi)은 균 전체가 아닌 항체

형성에 관여하는 Vi 항원만을 고순도로 정제하여 제조한

polysaccharide 백신으로 부작용이 적고 단 1회의 접종으로 항

체가 신속히 생성되며 항체가 장기적으로 지속되는 장티프스

예방백신이다.

동물모델을 이용하여 황기 지상부 다당체를 백신과 병용 처

리하여 면역반응을 유도하고 황기 지상부 다당체의 백신보조

효능을 평가하였다. 6주령의 암컷 ICR 생쥐를 1주일간 순화

시킨 다음 모두 6개의 군으로 나누어 PBS만 투여한 정상대조

군 (saline), 백신만 단독으로 투여한 대조군 (Vac), 백신과 3

단계의 농도로 황기 지상부 다당체를 함께 투여 한 군 (Vac

+ AMA) 및 백신과 백신보조제 양성대조물질 aluminium

hydroxide gel을 함께 투여한 군 (Vac + Alum)으로 분리하여

실험에 사용하였다.

백신은 마우스 한 마리당 5㎍으로, 황기 지상부 다당체는

마우스 당 각각 50, 100, 200㎍, Alum은 200㎍을 1일 (첫

번째 주입), 15일 (두번째 주입)에 2회 복강 투여하여 항체 생

성을 유도하였으며 대조군은 동일량의 PBS를 투여하였다. 첫

번째 주입 이후 15일간 적응기간을 거친 후 booster 효과를

위하여 동량을 주입하였다. 두 번째 주입 2주 후에 마우스의

복대정맥에서 혈액 약 3㎖를 채취하여 SST튜브에 넣어 15

분간 원심 분리하여 혈청을 얻은 뒤 −70℃에 보관하면서 시

료로 사용하였다.

2) 백신과 황기 지상부 다당체의 병용처리 시 비장세포 증

식에 미치는 영향

백신과 황기 지상부 다당체의 병용처리를 통해 면역반응이

유도된 mice를 희생하여 비장세포를 분리하고 RBC lysing

buffer로 적혈구를 제거 하였다. LPS나 ConA를 처리하지 않고

complete medium 만 첨가한 무처리 (RPMI1640)와 ConA

(final concentration 5㎍/㎖) 및 LPS (final concentration

10㎍/㎖)를 처리하여 비장세포 증식을 유도하였다. 비장세포의

배양 및 처리 증식률 검정은 황기 지상부 다당체의 면역증강

활성 검정에서와 동일한 방법으로 진행하였으며 각 처리구마

다 MTT assay 이후 ELISA reader를 이용하여 570㎚에서

흡광도를 측정한 결과를 비교하였다.

3) 백신과 황기 지상부 다당체의 병용처리 시 비장세포에서의

IFN-γ 및 IL-4 측정

면역반응이 유도된 마우스로부터 분리한 splenocyte

(5 × 106cell/well)를 ConA (4㎍/㎖)가 첨가된 24 well plate

에서 5% CO2, 37℃로 배양하고 48시간 후에 원심분리

(1,000 × g, 10 min)하고 상층액을 대상으로 ELISA kit를 이용

하여 IFN-γ 및 IL-4의 수준을 측정하였다.

4) 백신과 황기 지상부 다당체의 병용처리에 따른 antigen

specific antibody 측정

2회 (1일과 15일) 복강 투여하여 항체 생성을 유도한 마우스

를 대상으로 혈액을 채취하였고 혈액에서의 antigen specific

IgG antibody response 검정은 enzyme linked immunosorbent

assay (ELISA)를 이용하였다.

Well 당 0.2㎍ (2.0㎍/㎖, 0.1㎖/well in 50 mM carbonate-

bicarbonate buffer, pH 9.6)의 antigen이 코팅되어 있는

microtiter plate를 4℃에서 24시간 보관한 후 각 well을 0.1%

(v/v) Tween 20이 첨가된 PBS로 3회 세척하고 5% FBS/

PBS로 이용하여 37℃에서 1시간 동안 blocking 시켰다. 세척

후에 5% FBS/PBS 100㎕로 희석된 혈액시료를 well에 첨가

한 후 plate를 다시 37℃에서 1시간 동안 배양한 후 다시 3

회 세척하였다. 1/1000로 희석된 peroxidase conjugate와 goat

anti-mouse IgG 100㎕를 첨가하고 1시간 후에 각 well 당

100㎕의 tetramethyl benzidine (TMB) substrate solution

(0.2㎎/㎖ TMB, 50㎕ 30% H2O2, 10㎖ 0.1㏖/ℓ citrate,

0.2㏖/ℓ phosphate buffer, pH = 5.2)을 첨가하고 다시 상온

에서 약 10분간 배양하고 50㎕ 2㏖/ℓ의 H2SO4를 첨가하여

반응을 종결하였다. 흡광도 (optical density)를 ELISA reader

(VICTORTMX3, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)를 이용하

여 450㎚에서 측정하였다.

7. 황기 지상부 다당체 처리가 대식세포 증식, nitric oxide

및 TNF-α 생산에 미치는 영향

Murine macrophage cell (RAW 264.7)에 대한 황기 지상

부 다당체를 처리하고 MTT assay를 실시하여 세포 활성화

정도를 비교하고 cytokinine인 TNF-α 생산에 미치는 영향을

조사하였다. 대식세포는 mouse macrophage 종류의 배양세포

RAW 264.7세포를 사용하였으며, 2 - 3일 마다 계대를 실시하

였으며 5% dimethylsulfoxide (DMSO)를 혼합한 배양액에 희

석 시킨 세포를 동용 바이알에 넣어 액체질소에 보관하였다.

배양은 RAW 264.7 세포를 10% FBS, 100 U/㎖ penicillin,

100㎍/㎖ streptomycin를 함유하는 DMEM에서 5% CO2,

37℃로 배양하였다.

세포 증식률 측정은 RAW 264.7 세포를 96 well plate에서

각각 2 × 105cells/well로 분주하고 황기 지상부 다당체를 다양

한 농도 (50, 100, 200㎍/㎖)로 saline으로 희석하여 첨가 하

고 5% CO2, 37℃로 배양하였다. 시험물질 처리 24시간 이후

MTT assay를 실시하여 570㎚에서 흡광도를 측정하여 대식

세포 증식률을 검정하였으며 배양한 상층액은 수집하여 Griess
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reagent로 nitric oxide의 양을 측정하였고 TNF-α의 농도를

ELISA법으로 측정하였다.

8. 통계처리

모든 실험결과들은 평균치 ±표준편차 (means ± SD)로 나타

내었으며 각 실험군 간의 통계학적 분석은 statistical analysis

system (SAS v9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)을

이용하여 One-way analysis of variance (ANOVA)와

Student's t-test를 실시한 후 유의성을 p < 0.05, p < 0.01, p

< 0.001의 수준에서 각각 검증하였다.

결과 및 고찰

1. 황기 지상부 다당체의 hemolytic acitivity 측정 (독성 검정)

토끼 적혈구 세포에 대한 황기 (Astragalus membranaceus

Bunge) 지상부의 다당체 (AMA)의 hemolytic activity를 측정

한 결과, 농도 500㎍/㎖ 처리에서 약 0.01%의 활성을 나타내

었고 그 이하의 농도 (2.5 - 250㎍/㎖)에서는 hemolytic

activity를 나타내지 않았다 (Table 1). 반면 동일한 조건에서 일

반적으로 백신 보조제로 사용하고 있는 QuilA의 경우 HD50의

값이 약 18.56 ± 0.26㎍/㎖로 나타나 높은 hemolytic activity

를 나타내었다 (자료 미제시).

황기 지상부 다당체의 독성을 검정하기 위해 생후 5주령의

C3H/He의 암컷 마우스를 대상으로 1주 1회 2주까지

5,000㎎/㎏/day농도로 복강 내 강제 경구투여 한 후 14일 동

안 관찰한 결과 실험기간 중 시험군에서 사망동물은 관찰되지

않았으며 황기 지상부 추출물 투여에 의한 독성증상과 특이적

임상소견도 나타나지 않았다 (자료 미제시). 이러한 결과는 황

기지상부로부터 분리된 장관면역 활성 다당체의 단회경구 투

여 독성시험 (Choi et al., 2014), 염색체 이상시험, 소핵시험,

미생물 복귀돌연변이 독성 시험 등의 유전독성 시험 (Park et

al., 2014), 90일 반복경구투여 독성 시험에서 독성을 나타내지

않았다는 보고와 유사하였다 (Park et al., 2013).

분자생물학과 유전공학이 기술적으로 진보에 의해 면역원성

을 가진 항원에 대해 정확히 확인할 수 있다 하더라도 대부분

의 백신은 적절한 면역반응을 자극할 수 있는 보조제의 역할

을 필요로 하며 (Barr et al., 2006) 효과적인 백신보조제는

특정 항원에 대하여 체액성 면역 및 세포성 면역 반응을 상승

시킬 수 있어야 하면서도 고려하지 않아도 될 정도로 독성 영

향이 적어야 한다고 한다 (Marciani, 2003).

Quil21은 qullaic acid에 한 개의 분지형 trisaccharide와 한

개의 비분지형 tetrasaccharide가 부착되어 있고 dimer 형태의

fatty acyl group이 tetrasaccharide의 첫 번째 당에 ester 결합

을 하고 있는 형태이며 여기에 존재하는 fatty acids가 saponin

과 생체막의 cholesterol 사이의 반응성을 높이고 산화적 손상

을 유발하여 hemolysis를 일으켜 독성을 나타낸다고 보고하였

다 (Jacobsen et al., 1996).

반면 황기 지상부의 다당체는 백신보조제로 사용할 수 있을

정도의 낮은 hemolytic activity를 나타내었는데 이러한 것은

황기 지상부 다당체가 galactosyl residue와 arabinosyl residue

가 풍부하게 존재하는 arabinogalactan 계열의 다당체로 구성

되어 있다고 보고한 결과 (Choi et al., 2014)와 구두치

(Tinospora cordifolia)로부터 분리된 arabinogalactan이 쥐

(rat) 뇌조직에서 철을 매개로 하는 지질과산화에 대하여 생체

막을 보호할 수 있다고 보고 (Subramanian et al., 2002)한

결과를 통하여 황기 지상부 다당체 구조는 생체막에서 지질

과산화를 유발할 수 있는 치환기가 존재하지 않고 활성산소에

의한 생체막손상을 방어할 수 있어 독성이 없이 안정하게 사

용할 수 있는 백신보조제로 생각되어진다.

2. 황기 지상부 다당체의 면역증강 활성 검정

황기 지상부 다당체의 세포성 면역반응 (cellular immune

respone) 여부를 평가하기 위해 OVA (ovalbumin)으로 면역 유

도된 mice를 대상으로 하여 mitogen (ConA; concanavalin A,

LPS; lipopolysaccharide)과 OVA에 의해 자극되는 splenocyte의

증식에 영향을 미치는 황기 지상부 다당체의 효과를 검정한 결

과 OVA/AMA (50, 100㎍)로 면역 유도한 것과 OVA/QuilA

(10, 20㎍)로 면역 유도한 이후 mitogen (ConA나 LPS)과

OVA에 의해 자극되어지는 splenocyte 증식 지수가 OVA 단독

으로 면역유도하고 mitogen과 OVA로 자극된 splenocyte 증식

지수보다 높게 나타났다 (Fig. 2).

OVA로 면역을 유도한 mice에서 OVA에 의해 자극되어지는

splenocyte의 증식은 황기 지상부 다당체 OVA/AMA 100㎍,

Table 1. Hemolytic activities of polysaccharides from aboveground
parts of Astragalus membranaceus.

Group
Absorbance 

value
Hemolytic percent 

(%)

Distilled water
Saline

1.747 ± 0.036 0100.00 ± 2.35**

0.094 ± 0.002 00.00 ± 0.11

AMA
(㎍/㎖)

500 0.099 ± 0.005 000.01 ± 0.02*

250 0.087 ± 0.004 −0.06 ± 0.20

125 0.086 ± 0.001 −0.13 ± 0.10

50 0.083 ± 0.003 −0.13 ± 0.09

25 0.086 ± 0.005 −0.19 ± 0.10

12.5 0.083 ± 0.006 −0.30 ± 0.10

5 0.084 ± 0.002 −0.25 ± 0.08

2.5 0.079 ± 0.004 −0.58 ± 0.22

Hemolytic percents of saline and distilled water were included as
minimal and maximal hemolytic controls. Mean values ± SD from
triplicate separated experiments are shown. Significant differences
with saline group were designated as *p < 0.05 and **p < 0.001.



양수진·이시영·이한나·박영철·최선강·유창연·정일민·임정대

414

OVA/QuilA 10㎍의 처리에서 명확하게 증가한 반면 OVA 단

독이나 OVA/Alum으로 면역 유도한 것에서는 명확한 차이를

관찰할 수 없었다 (Fig. 2). 이러한 결과를 통하여 황기 지상

부 다당체는 OVA로 면역 유도된 mice에서 잠재적으로 T세포

및 B세포의 활성을 명확히 증대시킬 수 있음을 확인하였다.

Mice에서 OVA에 대한 면역반응의 유도에 있어 황기 지상부

다당체의 체액성 면역반응 유도 (humoral immune response)

효과를 검정하기 위해 최종 면역반응 2주 후 혈청에서의 OVA

specific IgG, IgG1, IgG2b 항체의 수준을 ELISA로 검정한 결

과 OVA로 면역 유도한 mice의 혈청에서의 IgG 및 IgG1 항

체 수준은 Alum, QuilA를 10㎍과 20㎍ 수준으로 처리하는

경우 증가하였고 황기 지상부 다당체를 100㎍과 200㎍를

처리하는 경우 대조군 (OVA 단독) 보다 높은 수준으로 증

가하였다. IgG 및 IgG1 발현 항체 수준이 Alum, QuilA

(10㎍, 20㎍)를 처리한 경우와 황기 지상부 다당체 (100㎍,

200㎍)를 처리한 경우와 유사한 수준으로 발현되었으므로 황

기 지상부 다당체의 처리에 의해서도 Alum, QuilA의 처리에서

처럼 면역보조효과가 획득되어질 수 있음을 확인하였다 (Fig. 3).

Fig. 2. Effect of polysaccharides from aboveground parts of Astragalus membranaceus (AMA)
on mitogen- and OVA-stimulated splenocyte proliferation in vivo. Groups of five male
ICR mice were immunized with OVA 100 ㎍ alone or with OVA 100 ㎍ dissolved in saline
containing Alum (200 ㎍), QuilA (10 and 20 ㎍) or AMA (10, 20, 50, 100 or 200 ㎍) on day
1 and 15. Splenocytes were prepared 2 weeks after the last immunization and cultured with
ConA, LPS, or OVA or RPMI1640 for 72 h. Splenocyte proliferation was measured by the
MTT method as described in the text, and shown as a stimulation index. Mean values ± SD
from triplicate separated experiments are shown. Significant differences with OVA groups
were designated as *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001.

Fig. 3. Effect of polysaccharides from aboveground parts of Astragalus membranaceus (AMA)
on OVA-specific IgG, IgG1 and IgG2b antibody. Groups of five male ICR mice were
immunized with OVA 100 ㎍ alone or with OVA 100 ㎍ dissolved in saline containing
Alum (200 ㎍), QuilA (10 and 20 ㎍) or AMS (50, 100 or 200 ㎍) on day 1 and 15. Sera
were collected 2 weeks after the last immunization. OVA-specific IgG, IgG1 and IgG2b
antibodies in the sera were measured by an indirect ELISA as described in the text. Mean
values ± SD from triplicate separated experiments are shown. Significant differences with
OVA groups were designated as *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001; those with OVA/
Alum groups as #p < 0.05 and ##p < 0.01.
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IgG2b 항체의 수준에서는 황기 지상부 다당체 (50㎍,

100㎍)나 QuilA로 면역 유도한 mice 처리군이 대조군 보다

높은 수준으로 검정되어지는 것을 확인하였으며 이러한 결과

는 Alum을 처리한 군보다 높은 수준을 나타내었다. 또한

IgG2b 항체의 수준은 황기 지상부 다당체 농도별 처리와

QuilA 처리 간에 차이가 없었고 Alum을 처리한 군과 OVA

단독처리군 사이에 큰 차이를 나타내지 않았다. 이러한 결과

를 통해 면역반응 유도에 있어 IgG 및 IgG1 발현 항체 수준

이 황기 지상부 다당체나 QuilA에 의해 증대되어질 수 있음

을 확인한 반면 Alum의 경우 항체 발현을 증가시키는 효과를

확인할 수 없었다 (Fig. 3).

이러한 결과를 통하여 황기 지상부 다당체는 OVA로 면역

반응이 유도된 mice에서 혈청의 항체 형성을 명확히 증가시킬

수 있는 면역 보조효과가 확인되었다. 그리하여 황기 지상부

다당체는 최적화된 농도에서 IgG1, IgG2b 항체의 수준 향상

과 깊이 연관되어져 있는 Th1 및 Th2 면역세포의 반응을 조

절할 수 있을 것으로 생각된다.

지난 수년 동안 수백 가지의 서로 다른 활성 소재들이 백신

보조제로서 조사되었지만 보조제로서의 효율성 부족, 국소적

이거나 전신성의 독성, 제조의 어려움, 불안정성, 비용 및 수

익성에 의해 실제 임상적으로 승인되거나 적용되지 못하였다

(Aguilar and Rodriguez, 2007).

이전 연구에서 쇠무릎 (Achyranthes bidentata) 뿌리, 북시호

(Bupleurum chinense), 감초 (Glycyrrhiza uralensis), 죽절 인삼

(Panax notoginseng), 돌외 (Gynostemma pentaphyllum), 도라

지 (Platycodon grandiflorum) 등 에서 분리된 사포닌이 마우스

에서 OVA에 대한 세포성 및 체액성 면역반응에 있어 잠재적

인 백신보조효과를 가지는 것으로 보고되었다 (Sun, 2006a, b;

Sun and Pan, 2006; Sun et al., 2004; Xie et al., 2008;

Sun and Zheng, 2005). 하지만 비록 이러한 사포닌이

hemolytic activity와 독성이 QuilA보다 낮다할지라도 대부분의

사포닌 성분은 여전히 어느 정도의 hemolytic activity를 나타

낸다. 사포닌은 주사와 같은 비경구적 투여를 하는 경우 높은

백신보조효과를 나타내나 경구 투여하는 경우에는 백신보조효

과가 약해지거나 사라지게 된다고 보고 하였는데 (Sun et al.,

2009) 대부분 다당체는 비경구적 투여 또는 경구적 투여에 상

관없이 유사한 약리적 효과를 나타낸다.

본 연구를 통하여 황기 지상부 다당체는 비장세포의 증식과

항원 특이적 항체 생성을 증대 시킬 수 있는 것이 확인됨으로

써 세포성 면역 또는 체액성 면역반응을 향상시킬 수 있는 면

역보조제로의 활용이 가능할 것으로 생각된다.

3. 백신에 의해 면역 유도된 mice에서 황기 지상부 다당체

병용처리가 비장세포 증식에 미치는 효과

장티프스에 대한 예방백신 (purified Vi capsular polysaccharide

of Salmonella typhi)과 기존 백신보조제인 Alum 또는 황기 지

상부 다당체를 농도별 (50, 100, 200㎍/mouse)를 복강주사로

병용처리하고 무처리 (RPMI1640) 및 ConA 또는 LPS를 처리

하여 비장세포 증식을 유도하고 증식률을 흡광도로 조사한 결

과 백신만 단독으로 투여한 대조군 (Vac)의 경우 RPMI,

ConA, LPS 처리 모두에서 정상대조군 (saline) 보다 낮은 수

준으로 비장세포 증식율이 높아진 것을 확인하였다. 또한 백

신과 황기 지상부 다당체를 농도별로 함께 투여한 군

(Vac + AMA)의 경우 비장세포의 증식률을 농도 의존적으로

명확하게 증가하는 결과를 나타낸 반면 백신과 백신보조제 양

성대조물질 aluminium hydroxide gel을 함께 투여한 군 (Vac

+ Alum)의 경우 백신만 단독으로 투여한 대조군 (Vac) 보다

오히려 비장세포의 증식률이 낮아지는 경향을 나타내었다

(Table 2).

또한 ConA를 처리하여 비장세포의 증식을 유도한 경우 백

신만 단독으로 투여한 대조군 (Vac) 및 황기 지상부 다당체를

농도별로 함께 투여한 군 (Vac + AMA) 모두가 정상대조군

(saline)이나 백신과 백신보조제 양성대조물질 aluminium

hydroxide gel을 함께 투여한 군 (Vac + Alum) 보다 명확히

높은 증식률을 나타내었지만 LPS를 처리한 경우 정상대조군

(saline)과 백신과 백신보조제 양성대조물질 aluminium

hydroxide gel을 함께 투여한 군 (Vac + Alum), 백신만 단독

으로 투여한 대조군 (Vac)사이에는 큰 차이를 나타내지 않았

다 (Table 2).

4. 백신에 의해 면역 유도된 마우스에서 황기 지상부 다당체

병용처리가 antigen specific antibody 반응에 미치는 효과

정상대조군 (saline), 백신만 단독으로 투여한 대조군 (Vac),

백신과 황기 지상부 다당체를 농도별로 함께 투여한 군 (Vac

+ AMA), 백신과 백신보조제 양성대조물질 aluminium

Table 2. Effect of polysaccharides from aboveground parts of
Astragalus membranaceus (AMA) on splenocyte proliferation
in typhoid vaccine-immunised mice.

Group
Dose 
(㎍)

OD570 ㎚

RPMI1640 ConA LPS

Saline − 0.485 ± 0.014 0.814 ± 0.084 0.798 ± 0.036

Vac 5  0.500 ± 0.027 0.928 ± 0.043** 0.801 ± 0.057

Vac/
AMA

5/50  0.625 ± 0.044**
#

0.947 ± 0.052** 0.902 ± 0.044*

5/100  0.675 ± 0.015** 0.992 ± 0.065*** 0.954 ± 0.057**

5/200  0.694 ± 0.052*** 1.158 ± 0.041*** 0.985 ± 0.057***

Vac/
Alum

5/200  0.468 ± 0.068
#

0.795 ± 0.088 0.775 ± 0.012
#

Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
Significant differences with saline groups were designated as *p <

0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001; those with vaccine only groups
(Vac) as #

p < 0.05.
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hydroxide gel을 함께 투여한 군 (Vac + Alum)으로 나누어 2

회에 거쳐 복강 주사를 통하여 면역반응이 유도된 마우스를

대상으로 두 번째 주입 2주 후에 혈액을 채취하고 채취한 혈

액으로부터 Vi capsular polysaccharide of Salmonella typhi

antigen에 의해 유도되는 항체 반응을 total IgG의 함량으로

검정한 결과 정상대조군 (saline)에 비하여 백신만 단독으로 투

여한 대조군 (Vac)이 보다 높은 IgG 수준을 나타내었다.

또한 황기 지상부 다당체를 농도별로 함께 투여한 군 (Vac

+ AMA)의 경우 모든 농도에서 total IgG의 함량이 백신만 단

독으로 투여한 대조군 (Vac)보다 명확히 높아지는 결과를 나

타내었으며 백신에 황기 지상부 다당체의 농도별로 처리한 경

우 마우스 당 황기 지상부 다당체 200 ㎍을 백신과 함께 접

종한 경우에서 가장 높은 수준으로 증가하였고 이러한 것은

백신과 백신보조제 양성대조물질 aluminium hydroxide gel을

200㎍ 수준으로 함께 투여한 군 (Vac + Alum)의 total IgG

함량과 유사한 수준 (p < 0.01)이었다 (Fig. 4).

백신보조제의 효과는 백신과의 병용 접종 시 백신을 단독으

로 접종하는 경우 보다 IgG의 수준의 명확히 증가하는 것으

로 증명되는데 Udani 등 (2010)에 의하면 폐렴구균을 대상으

로 백신과 arabinogalactan을 병용하여 접종하는 경우 접종 후

51일과 72일 경과, 모두에서 2개의 항체 서브타입 (18C, 23F)

에 대한 IgG의 항체 반응이 위약군 보다 통계적으로 유의하

게 증가한다고 보고하였다.

본 연구결과를 통하여 인간의 장티프스에 대한 예방백신

(purified Vi capsular polysaccharide of Salmonella typhi)과

황기 지상부 다당체를 병용처리하는 경우 혈액에서 Salmonella

typhi antigen specific antibody의 IgG 발현 수준을 증가시키

고 체액성 면역반응을 향상시킬 수 있음을 확인하였으며 동일

한 백신에 백신보조제로 aluminium hydroxide gel을 200㎍

수준으로 처리한 수준의 체액성 면역 반응의 유도를 황기 지

상부 다당체를 200㎍ 수준으로 처리함으로서 유사한 효과를

얻을 수 있음을 확인함으로써 황기지상부로부터 분리한 다당

체가 효과적으로 aluminium hydroxide gel을 대체할 수 있는

소재임을 증명하였다.

5. 백신에 의해 면역 유도된 마우스에서 황기 지상부 다당체

병용처리가 비장세포에서 IFN-γ와 IL-4 분비에 미치는 효과

장티프스에 대한 예방백신 (purified Vi capsular polysaccharide

of Salmonella typhi)과 기존 백신보조제인 Alum 또는 황기 지상

부 다당체를 농도별 (50, 100, 200 ㎍/mouse)를 복강주사로 병용

처리가 비장세포에서의 cytokine인 IFN-γ와 IL-4 분비능에 미치

는 영향을 살펴 본 결과 정상대조군 (saline)과 비교하여 백신

만 단독으로 투여한 대조군 (Vac)에서의 IFN-γ의 농도는 더

낮은 분비능을 나타내었다. 그러나 백신과 황기 지상부 다당

체를 농도별로 함께 투여한 군 (Vac + AMA)의 경우 정상대조

군 (saline)이나 백신과 백신보조제 양성대조물질 aluminium

hydroxide gel을 함께 투여한 군 (Vac + Alum) 보다 더 높은

IFN-γ 분비능을 나타내는 것을 확인하였다. IL-4의 경우는 백

신만 단독으로 투여한 대조군 (Vac)에서 보다 백신과 황기 지

상부 다당체를 농도별로 함께 투여한 군 (Vac + AMA)과 백신

과 백신보조제 양성대조물질 aluminium hydroxide gel을 함께

투여한 군 (Vac + Alum)에서 더 높은 분비능을 나타내었다

(Table 3).

생체내에서 일반적 백신보조제로서의 활용은 항원의 자극에

대하여 Th1 및 Th2 면역 반응 모두를 유도할 수 있어야 하

며 Th1 및 Th2 면역 반응 프로파일은 그들이 생산하는 특정

cytokine에 의해 특정지어진다. 세포성 면역반응을 유도하는 것

과 연관되어 있는 Th1 면역 반응은 IL-2, TNF-α, IFN-γ의

생산에 의해 특정지어지고 IgG2a, IgGb 그리고 IgG3의 생산

이 향상되어지는 반면 B cell의 증식과 분화를 촉진하여 체액

성 면역반응을 유도하는 Th2 반응은 IL-2, IL-5, IL-10의 생

산에 특정화 되고 IgG1, IgA의 생산을 향상시킨다.

백신과 황기 지상부 다당체를 함께 투여하는 경우 IFN-γ와

같은 Th1 면역반응 cytokine의 생산을 농도별로 증가시켰으며

이러한 것은 백신만을 단독으로 처리하거나 백신에 aluminium

hydroxide gel을 함께 투여하는 경우 보다 높은 면역반응을

유도하였다. 또한 백신과 황기 지상부 다당체를 함께 투여하

는 경우 IL-4와 같은 Th2 면역반응 cytokine의 생산이 농도

Fig. 4. Polysaccharides from aboveground parts of Astragalus
membranaceus (AMA) enhances the humoral responses
on Vi capsular polysaccharide of Salmonella typhi
antigen. Female ICR mice were immunised twice
intramuscularly at a 15 days interval with 5 ㎍ vaccine
alone or plus AMA (50, 100 or 200 ㎍) or Alum (200 ㎍)
each mouse. Blood samples were collected 2 weeks after
the second immunisation. The antibody total IgG against
Vi capsular polysaccharide of Salmonella typhi antigen of
the second immunisation. The values are presented as
means ± SD (n = 3). Significant differences with saline
groups were designated as *p < 0.05 and **p < 0.01;
those with vaccine only groups (Vac) as #p < 0.05 and
##p < 0.01; those vaccine plus aluminium hydroxide gel
group (Vac + Alum), $p < 0.05 and $$p < 0.01.
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별로 증가하였고 백신만을 단독으로 투여하는 경우보다는 높

게 나타났다.

이러한 결과를 통하여 typhoid 백신으로 면역을 유도한 마

우스에서 황기 지상부 다당체는 Th1 및 Th2 cytokine의 분비

능을 모두 향상시키는 반면 aluminium hydroxide gel은 Th2

cytokine의 분비능 만을 향상시키는 것을 알 수 있었다.

6. 황기 지상부 다당체 처리가 대식세포 증식 및 TNF-α 생

산에 미치는 영향

Murine macrophage cell, RAW 264.7 2 × 105cells/well에

황기 지상부 다당체를 농도별로 처리하고 배양한 후 MTT

assay를 실시하여 대식 세포증식 정도를 비교하고 대식세포에

서 분비하는 cytokinine인 TNF-α의 함량을 ELISA 분석을 통

해 확인한 결과 대식 세포의 증식에 있어서 LPS가 존재하지

않은 상태에서도 황기 지상부 다당체의 농도별 (50, 100,

200㎍/㎖) 처리에 따라 각각 12.4, 21.2, 28.3%의 증식 비율

의 향상을 나타내어 정상대조군 (saline)에 대비하여 미약하지

만 유의적인 증식효능을 나타내었다.

대식세포에서 황기 지상부 다당체의 농도별 (50, 100,

200㎍/㎖) 처리 후, nitric oxide 생성량을 측정한 결과 정상

대조군 (saline)의 nitric oxide 생성량이 0.25 ± 0.05 μM로 나

타난 반면 황기 지상부 다당체 50, 100, 200㎍/㎖ 처리 시

nitric oxide 생성량이 각각 5.26 ± 0.54, 7.75 ± 0.84, 9.83 ±

2.13 μM을 나타내어 황기 지상부 다당체 처리에 의해 대식세

포의 증식과 함께 활성화 지표인 nitric oxide 함량도 현저하

게 증가 되는 것을 확인하였다 (Table 4).

TNF-α의 함량에 있어서도 정상대조군 (saline)의 경우 206.3

± 33.8 pg/㎖ 인데 반하여 황기 지상부 다당체를 농도별로 처

리한 경우 50㎍/㎖를 처리한 경우 429.6 ± 22.4 pg/㎖으로 2

배 증가하였으며, 100㎍/㎖과 200㎍/㎖를 처리한 경우 각각

566.2 ± 29.3, 654.3 ± 28.3 pg/㎖ 으로 TNF-α 분비능이 증가

하였다 (Table 4).

Suárez 등 (2006)에 의하면 광합성 담수 녹조류인 Chlorella

pyrenoidosa에서 분리된 arabinogalactan의 면역증강 활성은 그

들의 분자량에 기인하며 높은 분자량의 다당체는 면역증강 활

성이 존재하나 낮은 분자량의 다당체는 면역증강 활성을 가지

지 못한다고 하였고, Tao 등 (2007)은 arabinogalactan의 활성

은 그들의 화학적 구조뿐만 아니라 사슬 구성에 의해 좌우된다

고 보고하였다. 또한 Xie 등 (2007)은 쑥 국화 (Tanacetum

vulgare)로부터 분리된 151 kDa 분자량을 가진 Type II의

arabinogalactan이 활성산소 (reactive oxygen species, ROS)와

nitric oxide (NO), TNF-α 생성능을 증대시켜 J774.A1

murine macrophages를 활성화시킨다고 보고하였다.

따라서 황기 지상부 다당체에 분자량 345 kDa이며 3-

linked galactose 구조와 3,6 branch galactose의 당쇄구조가

교호적으로 존재하며 galactose가 풍부한 oligosaccharide가 연

결되어 있는 arabino-3,6-galactan인 AMA-1-b-PS2를 포함하고

있다는 보고 (Lim et al., 2016)와 이상의 결과를 통하여 황

기 지상부 다당체가 큰 분자량을 가지고 그들의 사슬 구성에

의해 농도의존적으로 대식세포의 증식, nitric oxide 함량의 증

대, T 세포의 활성지표인 TNF-α 분비능을 증가시킬 수 있고

전체적인 면역증강 및 백신보조 효과를 나타낼 수 있음을 나

타낸다고 하겠다.

이상의 결과를 통하여 arabino-3,6-galactan인 AMA-1-b-PS2

를 포함하는 황기 지상부 다당체는 면역보조 효과뿐만 아니라

Vi capsular polysaccharide of Salmonella typhi antigen에

대한 명확한 백신보조효과를 포함하고 있고 Vi capsular

polysaccharide of Salmonella typhi 백신에 대한 체액성 면역

및 세포를 매개로 하는 면역 반응을 유도할 수 있음을 확인하

였다. 황기 지상부 다당체는 백신 보조효과를 나타내지만 부

작용 및 단점을 가지고 있는 기존의 백신 보조제 aluminium

hydroxide gel를 동일 농도에서 효과적으로 대체할 수 있는

Table 3. Effect of polysaccharides from aboveground parts of
Astragalus membranaceus (AMA) on cyokine secretion of
splenocyte in typhoid vaccine-immunised mice.

Group
Dose
(㎍)

IFN-γ
(pg/㎖)

IL-4
(pg/㎖)

Saline −1) 0965.5 ± 57.3 112.6 ± 3.8

Vac 5 0897.8 ± 45.9 084.3 ± 9.3**

Vac/
AMA

5/50 1258.4 ± 43.8*# 115.6 ± 3.4

5/100 1635.9 ± 33.5**## 154.6 ± 9.3*#

5/200 1965.6 ± 58.6***
### 174.3 ± 8.3**

Vac/
Alum

5/200 1002.3 ± 52.8 241.3 ± 9.2***###

Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
Significant differences with saline groups were designated as *p <

0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001; those with vaccine only groups
(Vac) as #p < 0.05, ##

p < 0.01 and ###
p < 0.001. 1) 

−; no treatment.

Table 4. Effect of polysaccharides from aboveground parts of
Astragalus membranaceus (AMA) on proliferation and
TNF-α in macrophage.

Sample
AMA 

(㎍/㎖)
Proliferation 

rate (%)

Nitric oxide 
concentration

(μM)

TNF-α 
concentration

(pg/㎖)

Saline − − 0.25 ± 0.05 206.3 ± 33.8

AMA

50 12.4 5.26 ± 0.54* 429.6 ± 22.4*

100 21.2 7.75 ± 0.84** 566.2 ± 29.3**

200 28.3 9.83 ± 2.13** 654.3 ± 28.3***

Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
Significant differences with saline groups were designated as *p <

0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001.
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소재가 될 수 있으며 안전하고 효과적으로 사용할 수 있는 백

신보조제로 활용이 기대되어 진다.
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