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본 실험은 대식세포 화학주성과 세포내 칼슘과 F- actin 증가에 대한 인삼사포닌 분획의 영향을 알아
보기 위하여 수행되었다. 여러 가지 인삼사포닌 분획을 처리한 복강 대식세포는 대조군에 비해 화학
주성이 28.4- 71% 증가하였다. 세포내에 유리된 칼슘의 양은 65%까지 증가하였으며, NBD- phallacidin
을 처리한 세포에서 F- actin의 양은 10% 증가하였다. 칼슘이나 PMA로 할성화시키고 사포닌 분획을
처리하였을 때, F- actin의 양은 현저하게 증가하였으며 이러한 현상은 2분까지 지속되었다. 이러한
결과로 보아 인삼사포닌 분획이 chemoattractant로 작용할 수 있을 것으로 생각된다.

In the present study, we have tes ted the potential effects of ginseng saponin fractions on macrophage
chemotaxis and intracellula r ca lcium and F- actin mobiliza tion. Peritoneal macrophages treated with
various ginseng saponin fractions showed 28.4% to 71% of increasement of chemotaxis as compared
with untrea ted cells. The activity of intracellula r calcium mobiliza tion was increased up to 65% by
treatment with saponins , and F- actin content also increased 10% in the cells loaded with
NBD- phallacidin. When the cells were activated with calcium or PMA and trea ted with saponin
fractions, the intracellular F- actin content increased significantly and prolonged for 2 minutes. These
results suggest tha t ginseng saponin fractions might be a chemoattractants .
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I. 서 론

인삼의 사포닌 성분은 고대로부터 약리활성물

질로 알려져 있고 현재도 많은 연구가 진행 중이

다. 사포닌 성분은 양(sheep)의 적혈구에 대한 혈

중항체의 양을 증가시키고1) 혈장 단백질의 생합성

을 증가시키며2) ginsenoside Rg1은 mouse에서 체액

성 및 세포매개 면역반응을 조절하며3) panaxytr iol
이 몇 종의 인체 암세포와 악성 백혈병 세포의 성

장을 억제시키며 화학적 발암물질에 의한 암발생

을 억제한다4)고 보고되었다. 그리고 지연성 신경

세포의 파괴를 억제하며 신경보호물질(neuro-
protective molecules)로 작용한다고 보고되었다5).
그러나 인삼사포닌 성분이 면역반응을 조절한다는

것은 연구가 되었으나 구체적으로 각 면역세포에

미치는 영향에 대해서는 보고된 바가 없다. 따라

서 본 연구에서는 구체적으로 면역세포인 대식세

포의 화학주성에 인삼사포닌 성분이 어떠한 영향

을 미치는지 알아보았다. 대식세포는 단핵구의

형태로 분화되었다가 혈류로 나와 성숙한 대식세

포로 분화가 되어 protozoa같은 물질을 섭식하여

파괴한다. 화학주성은 세포내의 기본적인 면역반

응으로 이 반응이 증가하기 위해서는 막표면 수용

체, 2차 신호전달물질, 그리고 세포골격의 연합된

작용에 의하여 일어난다6-7). Actin은 가장 중요한

세포골격 물질로 actin의 중합화에 의해 세포가

활성화되고8-9), 칼슘 이온이 actin의 중합화를 활

성화시키기 때문에 칼슘 농도에 의존적이다10-12).
Protein kinase C(PKC)의 활성과 세포질내의 칼

슘의 증가가 actin중합의 개시와 같이 일어나며

최고 농도로 F- actin의 양이 증가하기 위해 이러

한 세포내의 변화가 필요하다. 따라서 인삼사포닌

성분이 대식세포의 화학주성을 증가시켰다면 세포

내 칼슘의 농도가 증가하여 세포 골격 단백질인

actin과 gels onin에 의한 허족의 확장이 일어난 것

으로 사료하여 사포닌 성분이 세포내 칼슘과 actin
의 농도에 어떠한 영향을 미치는지 알아보았다.

II. 재료 및 방법

1. 실험재료

1) 실험동물

표준사료로 사육한 4- 5 주령의 ICR계의 생쥐를

암수 구별 없이 사용하였다.

2) 시약

인삼분획물(total saponin(C.S), diol saponin(D.S),
tr iol saponin(T .S))은 한국인삼연초연구소에서 제

공받아 사용하였다.

2. 실험방법

1) 복강 대식세포(peritoneal macrophage, PM)
의 분리

생쥐를 경추이탈로 희생시킨 후 복강 내에

Phosphate Buffered Saline(PBS, pH 7.4)을 주입

하여 수초간 흔들어 준 후 주입한 PBS를 회수하

였다. 4 에서 250 g로 10분간 원심분리하여 침강

시킨 후 상등액을 버리고 동일한 방법으로 2회 더

세척하였다.
5 106 cells /ml개의 복강세포를 배지에 부유

시켰으며, viability는 t rypan blue를 사용하여

95% 이상인 것을 확인하였다.

2) 화학주성 측정

48- well microchemotaxis chamber(Neuro Probe)
를 이용하여 측정하였다. HBSS와 2% bovine
serum albumin에 용해된 28 의 인삼사포닌 시

료를 low er chamber에 채우고 polycarbonate
filter(pore size, 5 )의 반질거리는 부분이 low er
chamber 쪽으로 향하게 장치하고, 고무 가스켓을

놓은 다음에 upper chamber를 장치한 후 이

chamber를 37 , 5% CO2 배양기에서 15분간 전

배양(preincubation) 시켰다. 50 의 세포 부유액

(2.5 106 cell/ml)으로 upper well을 채우고 2시간

배양시킨 후 chamber를 분리하여 filter의 윗 부분

에서 이동하지 않은 세포를 제거하였다. Polycar-
bonate filter를 Diff- Quik 염색용액으로 염색한

후 유리 덮개에 부착시켜 현미경으로 관찰하였다

( 400). 이때 유침 오일(immersion oil)로 봉입

하여 10개 이상의 immersion oil field(OIF )에서

관찰하였다.

3) Ca2+의 측정

세포내 칼슘의 측정은 dual excitation mono-
chromator를 이용한 luminescence spectrometer를
이용하여 측정하였다. 대식세포를 1% FBS가 첨

가된 배지(HBSS)에 2 uM Fura- 2AM(stock 10
/ in DMSO)을 처리하여 30분간 부하(loading)
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한 후 배지로 두 번 씻어 주고 같은 배지에 부유

시킨다(2 106 cells / ). 부유한 세포를 온도가 일

정하게 유지되는 cuvette에 넣고 계속 저어주면서

사포닌성분을 처리한 후 세포내부의 칼슘의 농도

변화를 측정하였다. 세포 내부의 이온화된 유리칼

슘의 농도는 emis sion 510 nm에서 excitation 340
nm의 actin에 bound 된 값에서 380 nm의

unbound 값을 나누어 보았을 때의 값을 대조구와

비교하여 백분율로 나타내었다.

4) Filamentous Actin의 측정

대식세포를 분리하여 배지(5% FBS 가 첨가된

RPMI)에 2시간 동안 배양시킨 후 혈청이 포함되

지 않은 배지로 3번 씻었다. 혈청이 없는 배지로

1시간 배양시킨 후 2번 씻어 주고 다시 동일 배지

에서 1시간 배양하였다. 인삼사포닌 성분(10- 4%)
을 처리한 후 차가운 PBS로 빨리 씻어 주었다.
얼음 위에서 3.7% formaldehyde로 30분간 고정시

킨 후 0.2% T rioton- X100에서 30분간 permea-
bilization 시켰다. 0.165 uM NBD- Phallacidin으로

1시간 동안 염색한 후 PBS로 세 번 씻었다. 1.5
ml methanol로 1시간 동안 bound NBD-
Phallacidin을 추출한 후 excitation 465 nm,
emission 535 nm로 luminescence spectrometer로
측정한다. 이때, 인삼사포닌 성분을 처리하지 않은

것에 대한 처리한 실험군의 fluorescence intensity
의 비를 계산하여 relative fluorescence index로
삼았다.

. 결과 및 고찰

SPF(specific pathogen free)에서 사육한 ICR
mouse의 대식세포를 복강에서 분리했을 때 위족

을 내지 않고 크기가 작은 대식세포로의 분화가

덜 된 monocyte에 가까웠다.
화학주성은 화학주성 농도차(chemotaxic gra-

dient)에 의해 일어나는 작용으로 화학주성물질이

나 성장조절물질에 의한 초기반응이다13. 그러나

이 화학주성의 신호전달체계는 아직 잘 알려져 있

지 않다. 대식세포의 화학주성을 살펴보았을 때

(T able 1) 10개의 immersion oil field(OIF)에서

사포닌 성분을 처리하지 않은 대조군은 평균 14개
의 세포가 관찰되었다. 그러나 사포닌 성분을 처

리했을 때 C.S(total saponin)처리구와 D.S(diol
saponin) 처리구는 대조구에 비해 4, 5개씩 각각

증가하였고, T .S(triol saponin)는 10개의 세포가

더 이동하여 대조구에 비해 71%증가한 것으로 나

타났다. 배지에 10 uM의 칼슘을 처리하여 배양시

켰을 경우 대조구와 비슷한 값을 보였고 PKC를

활성화시키는 PMA(phorbol 12- myris tate - 13-
acetate)를 처리하였을 경우 대조구에 비해 12개
(85%)가 증가하였다. 이것으로 사포닌 성분이 대

식세포의 화학주성을 증가시키는 경향이 있는 것

으로 나타났고 배양액에 칼슘을 처리하였을 경우

는 대식세포의 화학주성에 영향이 없는 것으로 나

타났으며 PKC의 활성에 의해 대식세포의 화학주

성이 증가하는 경향이 있는 것으로 나타났다. 따

라서 사포닌 성분이 대식 세포의 면역 반응에 효

과가 있는 것으로 사료되어 세포내의 칼슘과

actin의 증가에 영향이 있는 지 알아보았다.
세포질내의 actin의 양이 증가하고 세포골격의

재배열이 일어나서 화학주성이 증가하게 되고14),
이 작용은 칼슘 농도에 의존적이라고 보고되었으

며10-12) 핵이 새로운 세포골격의 재배열에 주형으

로 작용하기 위해서는 5 nM 이상의 유리 칼슘이

필요하고 200 nM 이상의 칼슘이 존재할 때 활성

이 최대가 된다고 한다15) . 위의 실험에서 대식세

포의 화학주성이 인삼사포닌 성분을 처리하였을

때 유의있게 증가하였으므로 사포닌 성분이 세포

내의 칼슘을 증가시켜 actin의 양이 증가하는가를

알아보았다.
Fura- 2AM으로 세포를 loading한 후 lumines-

cence spectrometer cuvette에 세포를 넣고 저어

Table 1. Effect of ginseng saponin fractions on
the migration of peritoneal macrophages

Migration (cells / 10 OIF) n

Control 14 5 4

C.S. 19 7 4

D.S. 18 4 3

T .S 24 10 4

Calcium 15 6 3

PMA 26 12 4

Cells were incubated with RPMI + 10% FBS (Con-
trol), C.S(10-3%), D.S(10-3%), T.S(10-3%), Calcium(10
uM), PMA(1 uM), Values are means SE for n
experiments . OIF, oil immersion fields.
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주면서 사포닌 성분을 처리했을 때 세포내의 칼슘

의 증가가 일어나는 지 알아보았다(Fig. 1).
세 가지 사포닌 성분을 처리하였을 경우 세 가

지 성분에서 거의 비슷한 경향을 나타내었다. C.S
처리구의 경우 60초에 대조구에 비해 83%까지 증

가하였고 3분 동안 60%이상 칼슘의 양이 증가하

였다. D.S 처리구의 경우는 60초에 68%로 최대의

활성치를 보이다가 감소하여 30%이상의 수준을

유지하였으며 T .S 처리구의 경우는 100초에 최고

79%의 활성을 보였으며 그 이후의 시간은 C.S 처

리구와 비슷한 경향을 보였다. 이것으로 인삼사포

닌 성분이 대식세포내의 칼슘의 증가를 유도하는

것으로 나타났고 D.S 처리구보다는 C.S 처리구와

T .S 처리구가 더 효과가 있는 것으로 나타났다.

다음으로 세포내의 actin의 증가가 일어나는가

를 각 시간별로 사포닌 성분 처리한 후, 반응을

정지시키고 NBD- phallacidin으로 loading한 후

methanol로 추출하여 luminescence spectrometer
로 측정하였다(Fig. 2). 사포닌 성분을 처리하지

않은 대조군에 대한 사포닌 처리군의 relative
fluores cence intensity로 측정하였다.

Actin의 양은 사포닌 성분 처리 후 50초 후부

터 증가하여 D.S 처리구는 60초에, C.S 처리구와

Fig 1. Effect of ginseng saponin fractions on intracellular calcium mobilization in macroph
ages. Cells were loaded with fura- 2AM for 30 min. And then ginseng saponin
fractions(10-4%), PMA(1 ) and calcium(10 ) were taken and intracellular calcium
mobilization was measured by luminescence spectromater and plotted against time.
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D.S 처리구는 70초에 최대의 활성치를 보이고 80
초 후부터는 대부분 감소하는 경향을 보였다. D.S
처리구보다 C.S 처리구와 T .S 처리구의 값이

10%이상 증가하였으며 C.S 처리구는 대조구에 비

해 35% 세포질 내의 actin의 양이 증가하였다. 배

양액에 칼슘을 처리하였을 경우는 대조구에 비해

그 값이 최고 25%까지 증가하였고, PMA의 경우

는 20%까지 증가하였다. 사포닌 성분을 처리하였

을 경우와 비교했을 때 칼슘과 PMA를 처리하였

을 경우는 2분 이상이 지나도 세포질내의 칼슘의

양이 기저수준으로 떨어지지 않았다.
PMA를 10분간 전처리하고 사포닌 성분을 처리

Fig. 3. Effect of ginseng saponin fractions on PMA(1 uM)- induced F- actin content
in macrophages. Cells were preincubated with PMA for 10 min. and ex-
posed to ginseng saponin fractions(10-4%) for a indicated times, and load
ed with NBD- phallacidin and extracted with methanol. The relative F- actin
content was measured by luminescence spectrometer.

Fig. 2. Effect of ginseng saponin fractions on F- actin content in macrophages.
Cells were exposed to ginseng saponin fractions(10-4%) for a indicat-
ed times, and loaded with NBD- phallacidin and extracted with
methanol. The relative F- actin content was measured by lumines-
cence spectrometer.
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하였을 경우 세포내의 F- actin의 양을 살펴보았다

(Fig. 3).

PMA를 사포닌 성분과 같이 처리하였을 경우

는 사포닌을 처리하지 않은 대조구에 비해 C.S
처리구와 T .S 처리구는 90초에 최고로 증가하였

고 D.S 처리구의 경우는 180초에 최고치를 나타

내었다. PMA를 사포닌 성분과 같이 처리하였을

경우는 300초가 지나도 대조구에 비해 모두 70%
이상 증가한 것으로 관찰되었다. 이것으로 PMA
를 처리하여 PKC를 활성화시켰을 경우 오랫동안

활성이 유지되는 것으로 관찰되었다.
그리고 칼슘과 사포닌 성분을 처리하였을 경우

의 세포질내 actin의 증가를 살펴보았다(Fig. 4).
칼슘과 사포닌 성분을 처리하였을 경우는 사포

닌 성분만을 처리하였을 경우의 최고치 보다

C.S 처리구의 경우 5%, D.S 처리구는 7%, T .S
처리구는 2%로 증가하였다. 칼슘을 처리하였을

경우 사포닌 성분만을 처리하였을 경우와 차이가

없었다.
세포질 내의 칼슘의 증가가 식세포활동과 화학

주성을 증가시킨 다는 결과 보고가 있는 반면 세

포질내에 기본적인 유리 칼슘이 존재하면 세포질

내의 칼슘의 증가 없이도 이러한 면역반응이 일어

나며 20.21 actin 중합을 유도하는 데에도 칼슘의

증가가 필요하지 않다는 보고17)가 있다.
인삼사포닌 성분이 각각의 면역세포에 미치는

영향에 대해서 보고된 바가 없다. 그러나 Silene
jenissenis의 뿌리에서 분리한 acylated- triterpene
saponins이 granulocyte의 식세포활동을 유의성

있게 증가시킨다고 보고된 바 있다15). 사포닌 성

분은 많은 식물에서 분리되는 steroid와 비슷한 구

조를 가지고 있는 물질로 여러 생리 실험에서 막

의 투과성을 높이거나 세포를 파괴하는 계면활성

제로 이용되기도 한다16-18). 인삼사포닌 성분 역시

고농도(0.1% 이상)에서 대식세포를 파괴하는 경향

이 있는 것으로 나타났다. 그러나 적당량을 처리

하였을 경우 신체의 여러 작용을 활성화시키는 것

으로 여러 보고서에 보고되었으며 근래에는 신경

효과가 있는 것으로 보고되었다5). T able 1에서 사

포닌 성분을 처리하였을 경우 대식세포의 화학 주

성을 T .S의 경우는 대조구에 비해 10개의 세포

가 더 이동하였고 나머지 두 성분도 화학주성을

증가시키는 경향이 있는 것으로 나타났다. 화학주

성은 화학주성 농도차에 의해 일어나는 작용으로

새로운 세포골격 단백질인 actin 합성과 재배열이

일어난다14). 이러한 반응은 칼슘 농도에 의존적

이고 세포내에 PKC의 활성화와 함께 일어난다19).

Fig. 4. Effect of ginseng saponin fractions and calcium on F- actin
content in macrophages. Cells were incubated with calcium(10

) and exposed to ginseng saponin fractions(10-4%) for a
indicated times, and loaded with NBD- phallacidin and extracted
with methanol. The relative F- actin content was measured by
luminescence spectrometer.
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T able 1에서 대식세포 배양액에 갈슘을 처리하

였을 경우 화학주성에 거의 영향이 없는 것으로

나타났다. 이것은 세포밖의 칼슘이 세포내로의 이

동이 없었거나 칼슘이 화학주성을 증가시키는데

영향이 없는 것으로 사료된다. 최근의 보고에 의

하면 세포내의 칼슘의 증가 없이도 세포의 이동이

일어나며20-23), 세포내의 칼슘을 chelat ion시켜도

이동의 속도만 느릴 뿐 세포의 이동에는 관련이

없는 것으로 보고되었다. 그리고 PKC의 활성 물

질인 PMA를 처리하였을 경우 화학 주성이 대조

구에 비해 85%증가하였다. 화학주성이 최대로 활

성화되기 위해서는 PKC의 활성이 필요하다고 보

고되었다. 사포닌 성분이 화학주성을 증가시켰다

면 세포내에 어떠한 반응을 일으켰는가를 세포내

의 칼슘과 actin을 측정하여 알아보았다. 사포닌

성분은 세포질내의 칼슘을 최고 60%이상 증가시

키는 경향이 있는 것으로 나타났다(Fig. 1). 그리

고 세포내의 actin의 양을 C.S 처리구와 T .S 처리

구의 경우는 증가시키는 경향이 있는 것으로 나타

났다(Fig. 2). 그러나 1분이 지나면 다시 세포가

기저상태로 돌아오는 것을 측정하였고 사포닌 성

분 대신 칼슘과 PMA를 처리하였을 경우 actin을
사포닌과 비슷하게 증가시키는 경향이 있었고 사

포닌 처리군보다 actin의 증가가 오랫동안 유지되

었다. 칼슘과 같이 사포닌 성분을 처리하였을 경

우 사포닌 처리군과 actin양의 최고치가 비슷하였

으나 오랫동안 반응이 유지되는 경향을 보였다.
PMA를 10분간 전처리한 후 사포닌을 처리하여

세포내 actin 양의 변화를 살펴보았을 때(F ig. 3)
세 가지 사포닌 성분 처리군에서 actin의 양이 유

의성 있게 증가하였으며 반응이 3분 이상 유의성

있게 지속되었다. 이상의 실험에서 사포닌 성분은

세포내의 칼슘을 증가시키는 경향이 있고 세포질

내의 actin 양을 일시적으로 증가시키는 경향이

있다. 그러나 이것으로 사포닌 성분이 대식세포의

화학주성을 증가시켰다고 유추할 수 없다. 칼슘과

PMA를 처리하였을 경우 세포내의 actin의 양이

증가하였지만 화학주성 측정에서 배양액에 칼슘을

처리하였을 경우 주성이 증가하지 않았으며,
PMA의 경우는 유의성 있는 증가가 있었지만 세

포내의 actin 양에는 영향이 없었다. 칼슘과 사포

닌 성분을 같이 처리하였을 경우(Fig. 4) 세포내의

actin의 증가는 사포닌 성분 처리군과 비슷한 활

성이었으나 반응이 좀 더 오래 유지되었다. 이상

의 결과에서 칼슘과 PMA는 세포내의 actin을 증

가시키는데 효과가 없는 것으로 나타났다. 칼슘은

actin의 합성과 재배열에 필요하지만 극히 소량만

으로도 생리적 반응을 촉진할 수 있다고 보고되었

다8).
세포 형태의 변화와 actin 중합의 증가는 화학

주성물질이나 성장조절물질에 의한 세포의 초기반

응이다. 그러나 이 화학주성반응의 신호전달체계

는 아직 잘 알려져 있지 않다. 그러나 inositol
tr iphosphate(IP3)에 의한 세포질내의 칼슘의 증가

는 actin의 중합화에 필요하지 않다. 그리고

diacylglycerol에 의한 actin nucliation activity에
PKC와 칼슘의 증가가 관련이 없는 것으로 보고

되었다24).
그러나 사포닌 성분을 처리하였을 경우 세포내

의 칼슘의 양이 증가하였다. 이것은 사포닌 성분

이 막의 투과성을 증가시켜 세포 외부에서 내부로

의 칼슘의 유입을 증가시킨 결과로 사료된다. 그

러나 이렇게 증가된 칼슘이 세포내의 actin 양에

는 영향이 없는 것으로 나타났다. 그러나 PMA와

같이 사포닌 성분을 처리 하였을 경우 세포내의

actin 의 양을 증가시키는데 synergist ic effect가
있는 것으로 사료된다.

화학주성이 증가하기 위해서는 새로운 actin 단

백질의 합성이 아니라 actin의 재배열이 중요하다

는 보고가 있다15). 본 실험에서도 사포닌 성분이

actin의 증가에는 별 영향이 없지만 화학주성을

증가시킨 것으로 보아 새로운 actin 단백질의 합

성에 관여한 것이 아니라 actin의 재배열에 영향

이 있는 것으로 사료된다. PMA만으로는 actin의
양에 영향이 없지만 사포닌 성분을 처리하여 세포

질 내에 칼슘의 양을 증가시키고 PMA에 의한

PKC 활성을 증가시켰을 경우 actin의 양의 증가

에 영향이 있는 것으로 나타났다. 이상의 실험에

서 사포닌 성분은 대식세포의 화학주성과 세포질

내의 칼슘의 양을 증가시키는 경향이 있다. 그리

고 PKC의 활성이 있는 경우 세포질내의 actin의
양을 유의성 있게 증가시켰다.
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