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1.�서론

눈부신의학의발전에도불구하고암의발병률은증가하

는반면완치나재발율은여전히답보적인상태로새로운약

물이나치료법의개발에대한요구가높은실정이다.�흔히암

치료에 사용되는 수술이나 항암제 이외에 방사선치료에 대

한 수요가 선진국을 대상으로 증가하고 있는데 이는 영상물

리학의괄목할만한발전과최신장비,�기기의 도입으로부작

용을최소화하면서비침습적인방법으로일상으로의복귀가

빠르기 때문이다[1].�방사선 치료의 목적은종양부위의 암세

포를사멸시킬수있는충분한용량의방사선을조사하는것

이지만 종종 주변의 정상세포에도 손상을 미치는 부작용이

수반되며 이로 인해 방사선 고 용량 사용의 제한이 되고 있

다.�따라서지난 50여년간정상세포에대한방사선방어작용

에대한관심이지속적으로이어지고있으며,�종양관련임상

뿐만 아니라 군용 혹은 산업 분야에서도 방사선방어제에 대

한광범위한연구가진행되고있다[2,3].����������

방사선 방어제는 이온화 방사선에 대한 치사율,�돌연변

이나 발암성과 같은 생물학적 반응이나 독성을 감소시키는

물질을 총칭하며[4-6],�방사선 치료시 정상세포의 손상을 감

소시키고 종양보다는 정상조직에 대한 보호 효과가 월등한

물질이 요구된다[7].�1950년대부터 1980년대까지 활성산소

제거 효과가 우수한 sulphydryl계 화합물을 중심으로 다양한

유도체를 합성하고 활성을 검색하였으나 경구투여 효과가

미비하고독성이심한반면체내반감기가너무짧아널리활

용되지 못하고 있다.�이후 protease�inhibitors,�비타민,

metallo-elements,�Ca�길항제등이대두되다 1990년대에들어

서 내부 방어시스템에 주목하게 되었다[8].�G-CSF,�GM-CSF,

IL-1,�TNF-α,�IL-6,�SCF와 같은 다양한 종류의 싸이토카인

[9,10]과 다당체[11],�프로스타글란딘[12]�등을 중심으로 방사

선 방어효과를 규명하는 한편 작용기전이 다른 여러 약제들

을 병용 사용함으로써 효능을 증가시키는 연구가 활발히 진

행중이다.�

동양에서 흔히 사용되는 약재는 수 천 년간 질병 치료에

다방면으로 사용되어 왔으며 오랜 기간 사용됨에 따라 안전

성이어느정도확보된상태로항암제나방사선치료시병용

하였을 때 부작용을 감소시키고 치료효능을 증가시킬 수 있

다는 보고가 많이 되고 있다.�그 중 인삼이나 황기,�에치나세

아 (Ethinacea)�같은 약재는 면역반응 증가를 통한 생체응답

조절제로최근각광을받고있다[13].�

본 연구실에서도 인삼으로부터 면역증강활성이 우수한

다당체를분리하여임파구증식및골수세포증식작용,�다양

한싸이토카인생성능,�대식세포활성을통한항암작용,�방사

선방어효과등을보고한바있다[14,15].�하지만천연물유래

활성물질은 천연물의 채취시기나 수확장소,�재배기간 등에

따라 활성이 많이 틀려지므로 본 연구에서는 방사선 보호효

과및면역증강작용이기확보된인삼다당체를추출배치별

로실험관내면역학적활성정도를분석하는한편,�생체내방

사선 보호효과를 측정하여 상관관계를 보이는 주요인자를

도출함으로써 천연물 유래 물질의 방사선 방어효능을 예측

할수있는간단한방법을제시하고자한다.��

방사선방어효과예측가능한면역증강인삼다당체의활성인자
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2.�재료와방법

2.1실험동물

6-8주령의암컷 Balb/c�마우스(20�± 2g)�와 C3H/HeN�마

우스(20�± 2g)를 각각 대한 바이오링크 (대전)와 Charles

River�Breeding�Laboratory�(Charles�River�Japan,�Inc.,�Atsugi

Breeding�Center,�Yokohama,�Japan)에서구입하여사용하였

다.�사육실의 온도는 22�± 2�°C,�습도는 55-60%로 유지시켰

으며 명암 순환이 12시간 단위로 조절되게 하였고 고형사료

(NIH-7-open�formula)와물을자유로이공급하였다.�

2.2시료

6년근 백삼(300�g/pack,�강원인삼농협)을 경동시장에서

구매한 다음 3배 량의 물로 4�°C에서 추출하여 농축하였으

며,�이분획에 80%�에탄올을가하여다당체침전물을만들고

투석(막크기 12,000)을 통해내부분획을획득,�정제하였으며

동결건조하였다.�

2.3�PMP유도체합성을통한구성당분석

Honda�et�al.[16]�의 방법에 준하여시료 (20mg)를 2M-

HCl로 산 가수분해한 다음 2M-NaOH로 중화하고 0.5M/L

PMP-MeOH�용액 100�µl 를가하여 70�°C에서 30분간반응시

켰다.�PMP(1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone)를 CHCl3로 추출

하여 제거하고 수용액층을 농축하여 HPLC(Agilent�1100

HPLC�System,�USA)로 분석하였다.�단당류 표준품으로는

D(+)-mannose�(Man),�L(+)-Rhamnose�(Rha),�D(+)-Glucose

(Glu),�D(+)-Galactose�(Gal),�L(+)-Arabinose�(Ara),�D(+)-

xylose�(Xyl),�D-glucuronic�acid�(GluA),�D(+)-Galacturonic

acid�(GalA),�D(+)-Fucose�(Fuc)를 사용하였으며각각 100nM

의 농도로조제하여상기와같은방법으로 PMP�유도체를만

들어분석하였다.

2.4사용배지

RPMI1640에 5%�Fetal�Bovine�Serum,�2x10-2M의 HEPES

buffer,�2x10-3M�glutamine,�1x10-3M�pyruvate,�100U/ml penicillin

과 50µg/ml streptomycin,�5x10-5M의 2-mercaptoethanol,�1%

non-essential�amino�acid를 첨가하여 사용하였으며 모두

GIBCO�BRL�(Gaithersburg,�MD,�USA)에서구입하였다.�

2.5�임파구증식능실험

마우스의비장을떼어내어세분절편한다음단일부유세

포액을 만들었다.�시료를 농도별로 처리한 96�well�flat-

bottom�microplate에비장세포를 1.5x105 cells/0.2�ml로 분주

한 후 37�°C,�5%�CO2 배양기에서 3일간 배양하였다.�CCK-

8(cell�counting�Kit-8,�Dojindo�molecular�tech.,�USA)를 well

당 10�µl 처리하고 4시간더배양한다음 450�nm�에서흡광도

를 측정하였다.�각 실험은 3배수로 하였고 동일 실험을 3회

이상실시하였다.�

2.6�대식세포의질소산화물생성실험

마우스 대식세포주인 Raw�264.7세포를 96�well-round

bottomed�plate에 2x105cells/well로 부착시킨후대상시료를

처리하고 48시간 동안 37�°C,�5%�CO2 incubator에서 배양하

였다.�배양한 상층액 50�µl 와 대조군으로 PBS�50�µl 을 각각

취하여 96�well-flat�bottomed�plate에 넣고 Griess�reagent�(1%

sulfanilamide,�0.1%�naphthylethylenediamine�dihydrochloride,

2.5%�phosphoric�acid)�50�µl 을가하여 5분간실온에서반응시

킨 다음 540�nm에서 흡광도를 측정하였다 (multiskan�EX,

Thermo�Labsystems).�표준품으로는 아질산나트륨(NaNO2)을

사용하여표준용량곡선을작성하고대상시료처리에의한대

식세포의질소산화물(Nitric�oxide,�NO2-)�생성량을산출하였다.

2.7�AK�세포생성능측정

임파구살해활성실험은4시간 51Cr�유리법을이용하였다.

비장 세포를 24�well�plate�(Corning,�New�York,�USA)에 1.5

X�106 cells/ml이 되도록 RPMI1640-5%�FBS배지로 희석한 후

대상 시료를 넣고 총 2�ml씩 37�°C,�5%�CO2 배양기에서 5일

동안배양하였다.�양성대조군으로는 30�U/ml의 recombinant

mouse�IL-2를 사용하였으며,�5일 후배양액을수거하여세포

수를 5�X�106 cells/ml로고정하였다.�Murine�leukemia�cell�line

인 YAC-1을방사선동위원소Na2CrO4 200�µCi를가하여37�°C,

5%�CO2 배양기에서 60분간표지시킨다음 5�x�104 cells/ml 로

농도를 고정하였다.�활성화된 비장세포와 암세포의 비율을

100:1,�30:1�또는 10:1이 되도록 조정하여 96�well�round-

bottomed�microplate�(Corning,�New�York,�USA)에넣고37�°C,

5%�CO2 배양기에서 4시간 동안 배양한 후 2,200�rpm에서 5

분간원심분리하고상층액 0.1�ml씩취해γ-�counter로측정

하여다음과같은식에의해%�세포독성 (cytotoxicity)을산출

하였다.�세포독성 (%)�=�(experimental�release-spontaneous

release/�maximum�release-spontaneous�release)�x�100�

2.8�Endogenous�CFU-s�측정

인삼다당체시료를 100�mg/kg의용량으로마우스(5마리

/그룹)에 복강 주사한 다음,�24시간 후 98�cGy/min의 조사율

로 9�Gy용량의 60Co�감마선을 조사하였다 (60Co�theraton-780,

Atomic�Energy�of�Canada,�Ltd.,�Canada).�방사선 조사 후 9일

째경추탈골로마우스를치사시킨후비장을떼어내어Bouin

용액으로고정하고육안으로생성된콜로니수를세었다.�

2.9�통계분석

실험결과는 mean�± SEM으로 나타내었고 one-way

ANOVA를이용하여통계처리한후신뢰구간(p value)이 0.01

및 0.05보다작은경우유의성이있는것으로판정하였다.

3.�결과와논의

3.1�인삼다당체의면역활성비교

천연물을대상으로활성을검색할경우재배,�채취,�건조

과정에서 다양한 요인들이 작용하여 성분과 함량에 영향을

미친다고 알려져 있으며 추출물에서 우수한 효과가 나타나

더라도 단일 물질로 분리하였을 때 활성이 소멸되는 경우가

흔히보고되고 있다.�본 저자는 인삼으로부터추출된 다당체



가 다양한 면역증강효과를 나타낸다고 기 보고한 바 있으나

[14,15]�그 활성의 정도가 항상 동일하게 재현되지는 않았으

므로 이에 대한 원인을 규명하고자 우선 다당체의 성분분석

을시행하였다.�백삼 1�Kg씩을 무작위로선정하여상기언급

한방법으로인삼다당체를분리하였으며이를한배치로정

하고 7번에 걸쳐 동일한 추출방법으로 시료를 제조하였다.

다당체를 구성하는 당 성분은 mannose,�glucose,�galactose,

arabinose로 90%�이상이 glucose와 galactose로 구성되어 있

었다 (표1).�이미 glucose로 이뤄진 β-glucan이 미생물과

yeast,�버섯 등으로부터 분리된 다당체로서 독성이 적으면서

항암,�면역증강,�항균등의광범위한치료효과를나타내는것

으로 많은 보고가 되어 있으므로[17],�본 실험에서 추출된 인

삼다당체역시 glucose가활성의주요성분인것으로생각되

었다.�하지만,�표 1에서 보여지듯이 mannose나 arabinose에

비해 galactose의 함량이 상대적으로 높았으며 glucose와

galactose의 함량비가 배치별로 차이를 나타내므로,�인삼 다

당체의 면역활성이 이와 연관성이 있을 것으로 생각되어

galactose�함량이 가장 높거나(sam1)�평균값 정도의 시료

(sam2),�가장 낮은 시료(sam3)를 선정하여 활성비교 시험을

수행하였다.����

임파구증식능실험에서는 T�cell�mitogen인 concanavalin

A(Con�A,�5µg/ml)와 B�cell�mitogen인 lipopolysaccharide(LPS,

10µg/ml)를 양성 대조군으로 사용하였으며 시료에 의한 임

파구 증식능을 시료를 처리하지 않은 대조군으로 나눈 값

(stimulation�index,�SI)으로결과를분석하였다.�Sam1의 SI�수

치는 119.7로 con�A의101.5나 LPS�59.88보다 높게 나타났으

며(p<0.001)�sam2는71.69를보인반면 sam3은 SI�19.61로대

조군과 유의적인 차이를 보이지 않아 임파구 증식능이 거의

없는것으로나타났다 (그림 1).

면역세포의수적인증가외에도기능적인면에서암세포

에 대한 세포살상효과가 증대되는 지를 확인하기 위하여
51Cr-released�cytotoxic�assay를수행하였으며 sam1과 sam2는

거의 비슷한 수준의 종양세포 살상효과를 나타낸 반면 sam3

은 상기 시료 대비 35%가량 활성이 감소되는 것을 확인하였

다.�Sam1은 비장세포:�표적암세포의 비율 30:1에서 대조군

대비 p<0.001의유의성을나타냈으나 sam2,�3은p<0.01로나

타났으며 100:1에서는모든실험군에서대조군대비 p<0.001

을 보였으며,�sam3의 활성감소는 sam1과 sam2�대비통계학

적유의성을나타내지않았다(그림 2).�

마지막으로 대식세포는 초기 면역반응을 담당하는 주요

세포로서 다양한 병원균이나 인자에 의해 활성화되면 활성

질소를방출함으로써직접적인살해효능을나타냄과동시에

항원제시에 의한 세포 면역반응을 유도한다.�따라서 대식세

포의활성지표로질소산화물생성을측정하였으며,�그림 3과

같이 sam1과 sam2는 양성대조군인 LPS(10µg/ml)보다는 활

성이 떨어지나 IFN-γ(50U/ml)와 거의 비슷한 수준으로,�전

농도구간에서 시료를 첨가하지 않은 대조군과 비교하여

p<0.001의 유의성을 나타내었다.�이에 비해 sam3은 최적 농
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Batch Man Glu Gal Ara UID1)

Sam 1 2.0 64.1 26.6 5.4 2.0

Sam 2 2.8 75.9 16.1 2.1 3.1

Sam 3 1.2 86.2 9.4 2.2 1.0

Sam 4 2.4 81.8 11.7 2.2 1.9

Sam 5 2.2 70.5 24.8 0.6 1.9

Sam 6 2.3 80.0 10.4 0.9 6.4

Sam 7 2.1 79.7 15.0 2.5 0.7

Table 1. Monosaccharide Composition of Panax Ginseng Extracts. 

1) 미확인구성당임

Fig. 1. Mitogenic activity of Panax ginseng extracts 
Murine spleen cells (NS, 1.5 105cells/well) were cultured with
several doses of polysaccharides on microtiter plates. After 72 h
incubation, the cells were treated with 10µl of the CCK-8 solution for
4 h, and measured the absorbance at 450nm using a microplate reader.
Results are presented the stimulation index (SI).  
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도 조건(500µg/ml)에서 대조군 대비 약 8배 증가를 보이긴

하였으나 sam1,�2에 비해 활성이 미약한 것으로 나타났다

(p<0.001,�그림 3).��

3.2�생체내방사선방어효능시험

방사선 방어효능을 확인하기 위한 대표적인 동물실험은

치사선량이조사된생쥐의 30일간생존율을확인하는것으로

이와가장상관관계가높은또다른검색법으로 endogenous

CFU-s가 보고되어있다[18].�본연구에서도이방법을도입하

여방사선조사 24시간전에인삼다당체시료를생쥐에투여

하고 9�Gy용량의방사선을조사한다음 9일째비장을수거하

여 콜로니 수를 확인한 결과,�중앙값을 기준으로 sam1과

sam2는 대조군대비각각 1.7배,�1.4배의증가(p<0.001)를 나

타냈다.�Sam3은 대조군에 비해 1.1배 증가를 보였으나 통계

학적 유의성은 없었으므로 방사선 방어효능이 없는 것으로

사료된다(그림 4).��

4.�결론

암 환자에 대한 방사선 치료의 사용빈도가 높아짐에 따

라 다양한 방법으로 종양의 살상효과를 증대하거나 정상세

포 보호 및 발생 가능한 부작용을 억제할 수 있는 방사선 치

료조절제의개발연구가활발히진행되고있다.�여러가지방

사선 반응 표적인자를 중심으로 저분자량의 화합물을 고속

으로검색하거나면역학적조절제,�유전자치료제발굴등다

방면으로접근하고 있다.�이와 더불어 신약의주요한 자원이

라 할 수 있는 생약이나 천연물로부터 유래된 활성물질들은

단일화합물이 아닐 경우 대부분 표준화나 불순물 오염 등의

문제가 심각하다.�특히 다당체인 경우는 구성당의 함량에서

부터구조,�조성당,�LPS의 혼입등과같은다양한문제점들을

내포하고 있으며 생산이나 분리할 때마다 활성의 차이가 크

므로이를제어할수있는정확한공정및활성지표개발이요

구된다.�

본 연구는 이미 방사선 방어효과가 우수한 면역증강 인

삼다당체를대상으로이의생체내효능을대변할수있는실

험관내 시험 활성인자를 도출하고자 시도되었다.�기존의 효

능과 최적 용량을 이미 연구자들이 확보하고 있었으므로 면

역증강제의 활성을 대변하는 in�vitro3가지 검색법,�즉 임파

구 증식능,�자연살해세포 활성능,�대식세포의 질소산화물 생

성능과,�생체내 endogenous�CFU-s�assay를사용하여인삼다

당체 배치별 활성을 비교 검토하였다.�구성당 분석을 통해

galactose�함량에 따라 시료를 선별하였으며 임파구 증식능

을측정한결과인삼다당체내 galactose�함량이증가할수록

활성이높게나타났으며 (sam1>sam2>sam3)�시료간의활성
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Fig. 2. The generation of AK cell by Panax ginseng extracts 
The splenocytes of C3H/HeN mouse (3x106/ml) were cultured in the
presence of rIL-2 (30U/ml) or each optimal concentration of
polysaccharides for 5 days. Cells were collected and assayed for AK
cell activity on YAC-1 tumor cells described in Material and Methods.
The results represented the mean ± S.E.M of values obtained from
three replicated experiments. 

Fig. 4. Effect of Panax ginseng extracts on endogenous CFU-s 
Balb/c mice were i.p injected with Panax ginseng extracts 24 h before
9.0-Gy gamma irradiation. The number of colonies in spleen was
macroscopically counted 9 days later, following fixation with Bouin’s
solution. All results are independently plotted and the bars indicate the
median number.

Fig. 3. Effect of Panax ginseng extracts on the production of nitric
oxides Raw264.7 cells were treated with polysaccharides at serial
dilutions for 48 h. Culture supernatants were collected and the levels of
nitrite were measured by Griess reagent. The results are mean ± S.E.M
of at least three independent experiments.



차이도통계학적유의성이나타났다.�AK세포 활성능 실험에

서는각시료별큰차이가나타나지않았으며대식세포활성

능실험에서는 sam1,�2활성은유사한반면 sam3의효능은현

저히 떨어지는것을 확인하였다.�또한 생체내 방사선 방어효

능 지표인 endogenous�CFU-s의 결과를 보면 galactose�함량

이 높을수록 효능이 우수한 것을 알 수 있으며 sam3은 효과

가없는것으로나타났다.�In�vitro실험법에서시료간의정확

한 우열 비교가 되어야 in�vivo실험에서도 어느 정도 효과가

나타나리라 예측되므로 sam1과 sam2의 활성이 유사하게 나

타난 AK세포나 대식세포 활성능 실험보다는 임파구 증식능

시험이생체내방사선방어효능을가장잘예측할수있는면

역학적활성지표가될수있을것으로사료된다.�

신약의 후보 물질들을 발굴함에 있어 중요한 요인 중 하

나가어느수준의활성을취하고버릴것인가하는기준점이

라할수있다.�현재까지의결과로는실험관내시험법에서어

느 수준 이상의 활성이 나타나야 동물실험에서의 효능을 확

신할 수 있을지에 대한 해법은 제시하지 못하였으므로 추가

적인실험을진행할예정이다.�본연구를토대로다양한면역

활성 물질들을 대상으로 여러 가지 검색법을 통해 실험하고

생체내효능을검증한다음가장우수한물질을도출하는다

단계 검증 구조를 한 두 단계라도 줄일 수만 있다면 시간과

비용감소에큰도움이될것으로생각한다.����
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Representative Parameter of Immunostimulatory Ginseng Polysaccharide to
Predict Radioprotection 

Hyeog-Jin Son, Ji-Young Shim, Ji-Yeon Ahn, Yeon-Sook Yun and Jie-Young Song
Laboratory of Radiation Cancer Sciences, Korea Institute of Radiological and Medical Sciences

Abstract - According to the increase in the use of radiotherapy to cancer patients, many approaches have been tried to develop new

agents for the protection of surrounding normal tissues. However, it is still few applied in the clinic as a radioprotector. We aim to find

a representative parameter for radioprotection to easily predict the activity of in vivo experiment from the results of in vitro screening.

The polysaccharide extracted from Panax ginseng was used in this study because the immunostimulator has been regarded as one of the

radioprotective agent category and was already reported having a promising radioprotective activity through the increase of

hematopoietic cells and the production of several cytokines. Mitogenic activity, AK cells activity and nitric oxide production were
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monitored for the in vitro immunological assay, and endogenous colony-forming unit (e-CFU) was measured as in vivo radioprotective

parameter. The immunological activity was increased by the galactose contents of ginseng polysaccharide dependently. The result of

this study suggests that mitogenic activity of splenocytes demonstrated a good correlation with in vivo radioprotective effect, and may

be used as a representative parameter to screen the candidates for radioprotector. 

Keywords : Immunostimulator, Mitogenic, Nitric oxide, Activated killer (AK) cells, Endogenous-colony forming unit (e-CFU)


