
大韓本草學會誌 제32권 제5호(2017년 9월)
Kor. J. Herbol. 2017；32(5)：27-38

ISSN 1229-1765(Print), ISSN 2288-7199(Online)
http://dx.doi.org/10.6116/kjh.2017.32.5.27.

종양이식 생쥐모델에서 刀豆, 牛蒡根 추출물의 대장암 억제 효과

장지혜1#, 지건영1, 최형석2, 양원경2, 김한영3, 김근회3, 강형식1, 이영철4, 김승형2*

1 : 전남대학교 생물과학·생명기술학과,  2 : 대전대학교 동서생명과학연구원

3 : 애경중앙연구소,  4 : 상지대학교 한의과대학

Suppression of colon cancer by administration of Canavalia gladiata D.C.

and Arctium lappa L., Redix extracts in tumor-bearing mice model

Ji-Hye Jang1#, Kon-Young Ji1, Hyung-Seok Choi2, Won-Kyung Yang2, Han-Young Kim3, 

Kun-hoae Kim3, Hyung-Sik Kang1, Young-Cheol Lee4, and Seung-Hyung Kim2*

1 : School of Biological Sciences and Technology, Chonnam National University, Gwangju 61186, Republic of Korea

2 : Institute of Traditional Medicine and Bioscience, Daejeon University, Daejeon 34520, Republic of Korea

3 : Central Research Laboratories of Aekyung industrial Co.Ltd., Daejeon, Republic of Korea

4 : Department of Herbology, College of Korean Medicine, Sangji University, Wonju 220-702, Republic of Korea

ABSTRACT

Objective : In the present study, we examined whether Canavalia gladiata D.C. (CG) and Arctium lappa L., Redix (AL) 

mixture (CGAL), their components, lupeol and chicoric acid, regulate immune system and suppress the tumor in vitro 

and in vivo.

Methods : LPS-induced reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) were measured after treatment with CG 

extract (CGE), CGAL, lupeol, chicoric acid and lupeol and chicoric acid mixture (lupeol+CA) in Raw264.7 cell. To 

determine the effect of CGE on immune responses, immune cell population and IgG production were assessed in mice. 

To investigate the effect of CGAL and their component on anti-tumor activity, tumor volume and weight were measured, 

cell cycles and immune cell population were analyzed in MC38 injected tumor bearing mice. Also, NK cell activity 

was determined in splenocyte isolated from tumor bearing mice. 

Results : CGE, CGAL, lupeol, chicoric acid and lupeol+CA decreased the LPS-induced ROS and NO production without 

cell toxicity in RAW264.7 cells. CGE increased the immune cell populations of CD4+T, CD8+T and macrophages in 

various immune organ of mice. In tumor bearing mice, CGAL, lupeol, chicoric acid and lupeol+CA suppressed  tumor 

volume and weight. In cell cycle analysis, they decreased the percentages of S phase. In addition, CGAL, lupeol, 

chicoric acid and lupeol+CA immune cell populations of CD4+T, CD8+Tcell, NK cell and macrophage in tumor as well 

as NK cell activity.

Conclusion : CGAL and its compounds may enhance immune responses and suppress tumor growth, and may be capable 

of developing health functional foods.
1)
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Ⅰ. 서   론

2015년 국내 사망원인 통계자료에 의하면 국내 3대 사망

원인 암, 심장 질환, 뇌혈관 질환 중 하나로, 암의 발병률 및 

암으로 인한 사망은 세계적으로 증가하고 있으며 인구의 고령화, 

식습관 서구화 등 생활 환경적인 요인의 변화로 인해 국내에

서도 암 발생률은 점점 증가하고 있다1). 그러나 현대의학의 

발달에도 불구하고 암을 치료하는데 효과적인 치료제의 개발은 

아직까지 미비한 실정이다. 또한 암 치료를 위해 외과적 수술, 

방사선 요법, 화학요법이 사용되고 있으나 화학요법의 경우, 

오심과 구토뿐만 아니라 암 세포에 대한 낮은 선택성으로 정상

세포에도 부작용을 유발하는 문제점이 있다2). 한편, 방사선, 

화학요법 이외에 암을 치료하는 방법의 하나로 면역요법이 있

으며, 이는 생체 내의 면역세포를 이용하는 방법으로 부작용이 

적은 치료방법으로 인정되고 있다3). 면역반응이란 병원체나 

바이러스, 세균, 곰팡이 등 다양한 경로로 인한 감염에 대하여 

신체가 방어하는 기작으로 항원에 노출되었을 때 즉각적으로 

반응하는 선천적 면역반응과 선천적 면역반응 후에 일어나는 

후천적 면역반응으로 이루어져 있다. 후천적 면역반응은 항원 

특이적인 반응으로 항원을 제거하는 반응에 따라 체액성 면역

반응과 세포성 면역반응으로 나눠진다. 체액성 면역반응은 B 

세포에서 노출된 항원에 대한 구조 특이적인 항체를 생성하는 

항체 매개 반응이며, 세포성 면역 반응은helper T세포 (CD4+), 

cytotoxic T세포 (CD8+) 등 T세포, B세포 및 항원제시세포 

(Antigen presenting Cell)의 조절을 통한 세포 간 상호작용에 

의해 발생되는 면역반응으로 감염으로부터 생체를 보호하거나 

암의 성장을 억제하고, 다양한 사이토카인들을 분비하여 면역 

체계를 활성화한다4,5). 선천적 면역반응에 관여하는 세포로는 

natural killer cell (NK)와 macrophages가 있으며, 

macrophages는 다양한 사이토카인을 생산하여 면역세포의 

활성화로 간접적으로 암세포 억제에 기여하고, NK세포는 직

접적으로 암세포에 대하여 살해활성을 가져 암세포의 증식을 

억제한다6,7). 따라서 면역반응은 건강을 유지하는데 매우 중

요한 역할을 하고 있으며 면역 체계와 질병 사이에는 밀접한 

연관이 있으며8) 면역세포들을 활성화를 통한 생체의 면역기능의 

증진은 암과 같은 질병으로부터 생체의 방어력을 증진시킬 수 

있다. 한편, 염증반응은 외부의 물리적, 화학적 원인, 감염에 

대한 생체의 방어 반응의 하나로 손상된 조직을 재생하려는 

기전이지만, 만성으로 진행된 염증반응은 조직에서 증세를 더욱 

악화시키고 지속적인 조직손상을 유도해 그 결과 일부에서는 

암으로의 진행을 유도하게 된다9,10). 염증반응이 일어나면 nitric 

oxide (NO)와 reactive oxygen species (ROS)와 같은 염증

매개물질이 분비된다. 비록 macrophages에서 생성되는 NO와 

reactive ROS가 면역반응에 관여한다고 알려져 있으나, LPS나 

염증성 사이토카인에 의해 유도된 과다한 NO와 ROS 생성은 

면역 조절 측면에서 염증반응을 심화시켜 조직을 손상시키고 

염증성장질환 (Inflammatory bowel disease, IBD)과 같은 

자가면역질환의 원인으로 작용하기도 한다11,12,13). 최근 천연 

추출물들이 면역 조절 효과가 많이 연구되면서 암을 치료하기 

위하여 전통적인 약초 등의 천연물들의 면역 조절 효과에 대한 

관심이 높아지고 있다14). 

刀豆 (Canavalia gladiata D.C.)은 장미목콩과 한해살이 

덩굴성 식물로, 잭콩 (Jack bean), 칼콩 (Sword bean) 등으로 

알려져 있다. 刀豆의 원산지는 동아시아가 열대지방으로 알려져 

있으며 국내에서도 재배가 되고 있으나 아직 刀豆에 대한 생산, 

소비량에 대한 정확한 통계는 없는 실정이다9,10,15). 한의학에서 

刀豆의 열매는 애역, 구토, 복창, 신장질환, 담천 등의 치료에 

한약재로 사용되고 있으며 민간요법에서는 축농증, 치질, 종기 

등 화농성 염증을 치료하는 데 사용되어 왔다16,17). 또한, 刀

豆가 항암, 항산화, 항당뇨, 만성신장염 등 효능이 있다고 보

고된 바 있다18,19,20,21). 또한, 최근 연구에 따르면 刀豆는 아

토피 피부염에 있어 CD4+ T세포와 CD8+ T세포의 균형을 향

상시켜 항염증 효과를 나타낸다고 보고되어 있다22,23). 牛蒡根 

(Arctium lappa L., Radix)은 초롱꽃목 국화과에 속하는 여

러해살이식물로 중국북동부, 유럽, 시베리아 등지에서 분포하

였으며 현재는 세계 각지에서 재배되고 있는 야생초이다. 우

엉의 잎 (惡實莖)은 항균성이 뛰어난 것으로 알려져 있으며 태

워서 찜질제로 이용할 경우 궤양이나 염증에 의한 고통, 발열을 

완화시키는 효능이 있다고 알려져 있다24,25,26,27). 우엉의 뿌리 

(牛蒡根)와 씨 (牛蒡子)는 이뇨 작용을 촉진하고 해열제로 이

용하는 것으로 알려져 있다28). 또한 牛蒡根의 추출물들도 항

염증, 항산화효과, 항암, 항당뇨, 항염증 효과 등 다양한 효능을 

가지고 있다고 알려져 있다29,30). 刀豆와 牛蒡根의 각각의 효

능에 대해서는 많은 연구가 진행되고 있고 여러 효능이 있음이 

밝혀져 있지만 아직까지 刀豆와 牛蒡根의 혼합에 의한 면역조절 

효과에 대한 연구가 되어있지 않다. 또한, 이러한 刀豆와 牛

蒡根의 다양한 효능에 대한 활성 성분에 관한 연구는 미흡한 

실정이다. 따라서 본 연구에서는 刀豆와 牛蒡根의 추출물의 

혼합물과 그들의 성분의 항염증, 면역 활성 등 면역조절에 대한 

효과와 항암 효과를 평가하고자 한다.   

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시약 및 刀豆, 牛蒡根추출물, 성분 분류

실험에 사용한 에탄올은 삼전순약공업주식회사 (Pyeongtek, 

Korea)에서, acetonitrile은 Merck Millipore (Billerica, MA, 

USA)에서, lipopolysaccharide (LPS), dimethyl sulfoxide 

(DMSO), 2-7-dicholordihydrofluorescein diacetate (DCF- 

DA), chicoric acid, lupeol은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA)에서, dulbecco's modified eagle's medium (DMEM), 

fetal bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin B 

(Antibotics), phosphate bufferd saline (PBS), 0.25% 

trypsin-EDTA (TE)는 Gibco (Carlsbad, CA, USA)에서 구

매하여 사용하였다. FACS 분석용 항체는 R-Phycoerythrin 

(PE) anti-mouse CD3e (145-2C11, hamster IgG), 

Fluorescein (FITC) anti-mouse CD4 (RM4-5, rat IgG2a), 

PE anti-mouse CD8 (53-6.7, rat IgG2a), PE anti-mouse 

CD69 (H1.2F3, rat IgG2a), FITC anti-mouse CD11b+F4/ 
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80+(aM,RatIgG2b), PE-cy5.5anti-mouseB220(RA3-6B2, 

ratIgG2b), 그리고 FITC anti-mouse NK1.1 (PK136, rat 

IgG2b)는 Biosciences (Franklin Lakes, USA)에서 구매하

였고, NO (KGE001, R&D system, USA)와 IgA ELISA 

(ab137980, abcam, USA)을 구매하여 사용하였다. 또한 실

험에 사용한 刀豆 (Canavalia gladiata D.C.)는 ㈜콩세상 

(충북제천,한국)에서 구입하여 사용하였으며, 牛蒡根 (Arctium 

lappa L., Radix)은 갑당약초 (충북제천,한국)에서 정선하여 

구입한 후, 상지대학교 본초학교실 이영철 교수가 최종검정하

였다. 검정된 刀豆와 牛蒡根추출물은 이지은 등31)논문에 의거

하여 추출하였다. 추출한 刀豆와 牛蒡根추출물을 대전대학교 

한의과대학 중앙공동의학실 초저온냉동고 (-84℃)에 보관 

(표본시료: CGS-70EtOH & AL-70EtOH)하면서 일정 농도

로 희석하여 사용하였다. 그리고 MC38 대장암세포 이식실험

에서 刀豆지표성분 (lupeol, 10 ㎎/㎏), 牛蒡根지표성분 

(chicoric acid, 10 ㎎/㎏), 刀豆지표성분: 牛蒡根지표성분 

(lupeol : chicoric acid, 1:4) (10 ㎎/㎏)을 투여하였다. 刀

豆에 함유된 lupeol 1.87%와 牛蒡根에 함유된 chicoric acid 

0.351%일 때 刀豆 lupeol (1/5 × 1.87 = 0.374)와 牛蒡根 

chicoric acid (4/5 x 0.351 = 0.281)을 1:4비율로 혼합하면 

혼합 성분 [10 ㎎/㎏, Lupeol (5.7 ㎎) + Chicoric acid (4.4 

㎎)/㎏]을 계산하여 투여하였다.

2. HPLC 분석

Time (min) Acetonitrile (A) 0.1% TFA (B)

10 90

10 10 90

50 50 50

52 100 0

62 100 0

65 10 90

75 10 90

HPLC 분석을 위한 acetonitrile과 water는 HPLC용 특급

용매로, trifluoroacetic acid (TFA)는 분석등급의 용매로 

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)에서 구입하였다. 

Lupeol (L5632)과 Chicoric acid (C7243) 표준품들은 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용

하였다. HPLC 분석은 Waters 2695 및 996 photodiode 

array detector에 의하여 수행하였다. 刀豆추출물 (C. gladiata 

D.C.)과 牛蒡根추출물 (A, lappa L., Redix)을 각각 20 ㎎/

㎖로 70% 에탄올에 용해한 후, PVDF syringe filter를 사용

하여 여과한 후 분석에 사용하였다. Optima pak C18 column 

(5 ㎛, 4.6 ㎜ × 250 ㎜)을 사용하여 수행되었으며, 칼럼의 

온도는 40℃로 유지하였고, 검출은 PDA detector를 사용하

였다. 이동상은 acetonitrile (A) 및 0.1% TFA 함유 water 

(B)를 이용한 gradient system으로 table 1과 같이 최적화하

였고, 유속은 1.0 ㎖/min, 주입량은 20 ㎕로 하였다.

3. 동물실험대상

본 연구는 대전대학교의 실험동물윤리 위원회의 심사를 통

하여 승인 (승인번호: DJUARB2017-038)을 받은 후 규정에 

따라 실행하였다. 

4. 세포주배양

RAW264.7 (ATCC®TIB-71™)는 American Type Culture 

Collection (ATCC, Manassas, USA)에서 구입하였으며, 

DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) (Gibco, 

Grand Island, USA) 배지에 10% Fetal bovine serum 

(Gibco, USA)과 Antimyotic-Antibiotics (Gibco, USA)를 

첨가하여 사용하였다. C57BL6 murine colon adenocarcinoma 

cells인 MC38 (CVCL_B288) 세포주는 RPMI-1640 (Gibco, 

Grand Island, USA) 배양액에 10% Fetal bovine serum 

(Gibco, USA)과 Antimyotic-Antibiotics (Gibco, USA)를 

첨가하여 사용하였다. 두 세포주 모두 항온 (37℃)과 항습 

(95%)을 유지하는 5% CO2 incubator에서 배양하였다.

5. 마우스 및 사양관리

수컷6주령 C57BL/6 마우스는 대한바이오링크 (Daehan- 

bio, Eumseong Dukho-ro 277, Korea)에서 구입하였다. 

할란사료 (2018S, Harlan, USA)와 음수는 케이지에 비치하여 

자유섭식하도록 하였으며 명암주기 (light : dark cycle)는 

12시간 주기로 조절하였다. 수컷6주령정상 C57bl/6 마우스에 

3주간 刀豆추출물 (CGE, 200 ㎎/㎏)을 매일 경구투여하였고, 

MC38 종양이식 마우스모델에서는 刀豆와 牛蒡根추출물 (ALE)

의 혼합물 (CGAL) (100 ㎎/㎏), lupeol (10 ㎎/㎏), chicoric 

acid (10 ㎎/㎏), lupeol + chicoric acid (lupeol+CA, 10 

㎎/㎏)등에 대한 면역증진능력을 확인하기 위해 각각의 시료

를 5주간 매일 경구투여 후 마우스를 희생하여 실험을 진행하

였다. 경구투여 2주차에 마우스대장암세포주인 MC38 세포를 

1 ×106cell/개체의 조건으로 피하 (subcutaneous)에 주입한 후 

5주차에 마우스를 희생하여 각각의 종양크기 (무게)와 실험을 

진행하였다. 

6. 세포증식분석

96 well plate에 RAW264.7세포 (1×104cell/well)를 37℃, 

5% CO2배양기에서 1 시간 배양한 후 각각 CGE와 ALE (최종

농도 400, 200, 100, 50, 25 ㎍/㎖)을 24시간동안 다시 배양

하였다. 배양한 후에 MTS와 PMS를 20:1의 비율로 섞어준 후 

동량의 배지와 혼합하였다. 96 well의 배지를 제거하고 MTS와 

PMS, 배지가 섞인 시약을 각 well 당 100 ㎕씩 분주해준 후 

CO2배양기를 이용하여 37℃, 30분동안 암실 배양하였다. 배

양한 후 490 ㎚ 흡광도에서 발색을 확인하여 분석하였다. 시간

간격을 두고 지속적으로 흡광도를 측정하여 분석하였다.
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7. ROS/NO 방출량측정

12 well plate에 RAW264.7세포 (1×105cell/well)의 조

건으로 분주하고, 1 ㎍/㎖의 농도로 LPS를 처리한 후 각각의 

CGE (최종농도 100, 50, 10 ㎍/㎖), 그리고 CGAL를 1:0, 

1:2, 1:4로 처리하여 24시간동안 다시 배양하였다. 또한, 

CGAL 1:4 혼합물 (CGAL 14, 100 ㎍/㎖), chicoric acid 

(10 ㎍/㎖), lupeol (10 ㎍/㎖), lupeol+CA (10 ㎍/㎖)를 처

리하여 24시간동안 다시 배양하였다. 상층액을 30 ㎕씩 96 

well plate에 분주한 후 sulfanilamide solution을 30 ㎕씩 

분주하고 암실상태의 상온에서 5~10분동안 반응시켰다. 반

응시킨 후 NED solution을 30 ㎕씩 분주하고 암실상태의 상

온에서 5~10분간 반응시킨 후에 550 ㎚ 흡광도에서 발색을 

확인하여 NO 방출량을 측정하였다. 12 well plate의 세포를 

모두 모은 후 PBS로 2번 세척한 다음 DCF-DA 시약을 처리

한 후 상온에서 암실상태로 15분간 배양하였다. 배양이 끝난 후 

유세포분석기 (flow cytometry)를 이용하여 분석하여 ROS 

방출량을 histogram으로 나타내었다.

8. 유세포분석

정상 C57bl/6 마우스와 MC38 대장암세포주이식 마우스를 

희생 후 분리한 비장 (spleen), 림프소절 (lymph nodule), 그

리고 장간막림프절 (mesenteric lymph node)은 각각 조직을 

RPMI-1640 배지와 함께 갈아주었다. 세포를 원심분리하여 

pellet을 실험에 이용하였다. 그리고 복강침출세포 PEC (partial 

elastic component) 분리는 마우스를 희생시킨 다음 안쪽의 

내막이 터지거나 상하지 않도록 잘라주었다. 10 ㎖ 주사기를 

이용하여 장기 손상되지 않도록 하여 복강투여 후 2% RPMI- 

1640 배지를 복막이 부풀어 오르도록 주입해주고 다시 추출

하였다. 3~4회 반복하여 복강의 세포들을 모아 2,000 rpm

으로 5분간 원심분리하여 pellet만을 10% FBS  DMEM에 풀

어서 ice에 보관하고 이후 실험에 이용하였다. 각각 분리한 세

포들을 FACS buffer로 2회 세척 후 조직의 세포를 

5×105cells /㎖세포로 조정한 후 4℃에서 면역형광염색 

(immunofluorescence staining)을 실시하였다. 각 조직에 

anti-CD69-PE, anti-CD11b-FITC, anti-CD4-FITC, 

anti-CD8-FITC, anti-CD11b+F4/80+-FITC, anti-NK1.1-PE, 

그리고 anti-B220-PE를 넣고 30분간 반응시켰다. 반응 후 

3회 이상 PBS로 수세한 후 FACScaliburⓇ (BD Bioscience, 

San Jose, CA)로 측정하고, Cell Quest 프로그램을 이용하여 

CD3+/CD4+, CD3+/CD8+, CD4+/CD69+, CD8+/CD69+, 

CD11b+F4/80+/CD69+, 그리고 B220+/CD69+세포수를 백

분율 (%)로 분석하여 각 세포에서 발현되는 파장을 dot plot

으로 나타내었다.

9. IgA 생산량측정

실험종료 후 정상 C57bl/6 마우스의 대변 (fecal)을 채취하여 

각각의 무게를 측정한 후 100 mg/ml의 농도가 되도록 0.5% 

sodium azide 및 protease inhibitor가 첨가된 PBS를 넣어

주었다. 원심분리한 후 상층액을 새로운 microcentrifuge 

tubes에 옮겨준 후 다시 원심분리하고 같은 과정을 2회 더 반

복하여 시료를 얻었다. 대변으로부터 추출한 시료를 1:5000

으로 희석하여 96-well plates (Nunc Maxisorb, Roskilde, 

Denmark)에 2시간동안 실온에서 코팅시켰다. 0.05% Tween- 

20이 포함된 PBS로 세척해준 후 5% bovine serum albumin 

(BSA)이 포함된 PBS로 2시간동안 실온에서 blocking을 진행

하였다. wash buffer로 세척한 후 anti-mouse IgA-HRP 

항체를 1:5000으로 희석시켜서 1시간동안 실온에서 반응시

켰다. 반응 후 세척 후 tetramethylbenzidine (TMB) substrate를 

넣어주고 30분간 상온에서 반응시킨 후 발색이 진행되면 10% 

황산이 포함된 stop buffer를 이용하여 발색을 중단시키고 

450 ㎚에서 발색의 정도를 측정하여 분석하였다.

10. 세포주기분석법

실험종료 후 마우스의 MC38대장암세포조직으로부터 세포를 

분리한 후 FACS tube에 분주한 후 70% 에탄올로 4시간동안 

고정시켜준다. PI (50 ㎍/㎖)와 RNase A (100 ㎍/㎖)가 포

함된 FACs buffer 0.5 ㎖로 상온에서 반응시키고, 유세포분

석기 (FACScaliburⓇ, BD Bioscience, San Jose, CA)를 이용

하여 세포주기를 측정한 후 Modifit LT 3.0 software (Verity 

Software House, San Diego, CA)로 분석하였다.

11. NK 세포독성능분석법

MC38종양이식 마우스모델의 비장으로부터 NK (Natural 

Killer) 세포를 분리한 후 NK 세포를 rIL-2 (100 U/㎖)로 

처리하여 활성화시켰다. 표적암세포주인 Yac-1 세포 (1×105 

cell/㎖)를 활성화된 NK 세포와 20:1 (E:T ratio) 비율로 동시

배양하여 반응시켰다. 배양액으로부터 젓산탈수소효소 (lactate 

dehydrogenase; LDH)를 측정하여 NK 세포독성능을 분석

하였다. 

12. 통계처리

모든 측정결과는 독립적인 실험에서 도출된 대푯값의 평균 

(mean)과 표준편차 (standard deviation; SD)로 나타내었다. 

데이터분석은 SPSS (statistical package for the social 

sciences, version 14.0, SPSS Inc, Chicago, IL, USA)을 

이용하였고, 각 군의 유의성은 p<0.05 수준으로 Duncan's 

multiple range test와 t-test에 의해 검정하였다. 

Ⅲ. 결   과

1. CGE의 세포생존율, ROS 및 NO 생성에 미치는 

영향 

CGE의 항염증 효과를 조사하기 위하여 RAW264.7 세포에서 

LPS 유도에 의해 생성되는ROS와 NO에 대한 억제 효과를 관찰

하였다. ROS 생성량은 DCF-DA의 산화에 따른 DCF-DA의 
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형광도 측정방법을 이용하여 측정하였고 그 결과, LPS 처리

군의 DCF-DA 형광도는 82.29±2.00로 RAW264.7 세포만 

배양한 대조군의 DCF-DA 형광도 47.33±2.82에 비해 유의

하게 ROS생성이 증가된 것을 확인하였다 (p<0.001). CGE 

15, 50, 100 ㎍/㎖에서 DCF-DA 형광도는 각각 78.55±2.77, 

82.05±2.60, 61.55±1.10로 측정되었으며, LPS 처리군과 

비교시 CGE 100 ㎍/㎖의 농도에서 ROS 생성이 유의하게 감소

되었다 (p<0.01) (Fig. 1A and B). NO 방출량을 측정한 결과, 

RAW264.7 세포만 배양한 대조군의 NO농도는 9.96±0.22 ㎛, 

LPS 처리군의 NO 농도는 27.32±0.47 ㎛로 LPS 자극에 의해 

통계적으로 유의하게 NO 생성 증가한 것을 확인하였다 

(p<0.001). CGE은 10, 50, 100 (㎍/㎖)에서 각각 25.19± 

0.73 ㎛ (p<0.05), 24.93±0.20 ㎛ (p<0.05), 23.97±0.27 ㎛ 

(p<0.01)로 나타나, LPS 처리군과 비교시 유의하게 NO 방출이 

억제되는 것을 확인하였다 (Fig. 1C). CGE의 RAW264.7 세

포의 생존율에 미치는 영향을 알아보기 위하여 CGE을 25, 

50, 100, 200, 400 ㎍/㎖의 농도로 24시간 동안 처리 후, 세포 

생존율을 측정한 결과 대조군의 세포생존율 100% 기준으로 

CGE 25, 50, 100, 200, 400 ㎍/㎖ 농도에서 각각 97.83± 

1.53%, 98.55±3.70%, 86.88±3.70%, 89.31±3.38%, 

86.34± 7.50%의 세포 생존율을 나타내 세포의 생존율에 변

화가 없었다 (Fig. 1D).

Fig.1. The effects of CGEon the LPS-induced ROS and NO production, and cell viability in RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were treated 
with CGE at various concentration in absence or presence of 500 ng/㎖ LPS for 24h. (A) Flow cytometry and (B) fluorescence intensity 
of ROS were analysed by flow cytometry after staining with DCF-DA. (C) Released NO was analyzed by Griess reagent. (D) Cell viability 
was measured using MTS assay. Nr: normal; Con: control; CGE: Canavalia gladiata extract. Data were expressed as the mean ±SD. 
###p<0.001 vs. Nr; *p<0.05, **p<0.01 vs. Con

2. CGE의 면역증진에 미치는 영향

CGE의 면역 증진에 대한 영향을 조사하기 위해 CGE을 경

구투여한 마우스에서 비장, 림프절, 장간막림프절 및 복강침

출세포 (PEC)에서 각각 세포를 분리한 후 유세포 분석기를 

이용하여 면역세포의 population을 확인하였다. 대조군과 

CGE 200 ㎎/㎏ 투여군의 비장세포에서 CD4+/CD69+T세포는 

각각 2.64%와 3.11%로, CD8+/CD69+T세포는 각각 1.05%와 

1.33%로, NK1.1+/CD69+세포는 각각 1.93%와 2.46%로, 

CD11b+F4/80+/CD69+세포는 각각 27.4%와 34.8%로 나타

났으며, CD4+/CD69+T세포와 CD11b+F4/80+/CD69+세포가 

증가됨을 확인하였다 (Fig. 2A). 림프절세포에서 대조군과 

CGE 200 ㎎/㎏ 투여군의 CD4+/CD69+T세포는 6.40%와 

6.93%를, CD8+/CD69+T세포는 3.03%와 4.02%, NK1.1+/ 

CD69+세포는 0.53%와 0.77%를, CD11b+F4/80+/CD69+세

포는 33.5%와 50.0%를 각각 차지하였으며, CD4+/CD69+T

세포, CD69+/CD8+T세포와 CD11b+F4/80+/CD69+세포가 

증가됨을 확인하였다 (Fig. 2B). 장간막림프절 세포에서 대조

군과 CGE 200 ㎎/㎏ 투여군의 CD4+/CD69+T세포는 7.08%와 

12.3%로, CD8+/CD69+T세포는 2.00%와 5.81%로, NK1.1+/ 

CD69+세포는 0.52%와 0.72%로, CD11b+F4 /80+/CD69+

세포는 46.1%와 51.2%로 나타났으며, 림프절세포에서와 유사

하게 CD4+/CD69+T세포, CD8+/CD69+T세포와 활성화된 대식

세포가 증가됨을 확인하였다 (Fig. 3C). 하지만 NK세포는 대

조군과 비교하여 CGE 200 ㎎/㎏ 투여에 의한 population의 

차이는 관찰되지 않았다. PEC에서의 B세포는 대조군과 刀豆 

투여군 각각 8.61%와 15.3%로 나타났으며, 대조군과 비교하여 

CGE 200 ㎎/㎏가 PEC복강침출세포에서 B세포를 증가시키는 

것을 확인하였다 (Fig. 2D). 또한, 대변에서 CGE 200 ㎎/㎏ 

투여군의 IgA의 농도는 대조군을 기준으로 123.32±14.41%로 

유의하게 증가되는 것을 확인하였다 (p<0.01) (Fig. 2E).
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Fig.2. The distributions of immune cells in the various immune tissues and production of immunoglobulins of mice administered with CGE. 
The total cells were isolated from (A) Spleen, (B) Lymph node (LN), (C) Mesenteric lymph node (MLN), (D)Peritoneal exudate cells (PEC) of
CGE-treated mice. The flow cytometry analysis was performed after staining with the indicated antibodies. The numbers in each quadrant
indicate the cell percentages. (E) IgA levels in feces extract were measured by ELISA assay after interacting with anti-mouse IgA-HRP 
antibody. WT:normal mice; CGE: Canavalia gladiata extract. Data were expressed as the mean ±SD. **p<0.01 vs. WT.

3. CGE와 ALE의 혼합물 (CGAL)에 의한 ROS 및 

NO 생성에 미치는 영향 

CGE와 ALE의 혼합 비율을 확정하기 위하여, RAW264.7 

세포에서 ROS와 NO 생성을 측정하였다. CGE와 ALE의 혼합

비율을 1:0, 1:2, 1:4의 비율로 처리하였다. ROS 생성량을 

측정한 결과 LPS 처리군의 DCF 형광도는 94.75로 RAW 

264.7세포만 배양한 대조군의 DCF 형광도 55.23 수치에 비해 

ROS생성이 증가된 것을 확인하였다. CGE와 ALE의 1:0, 1:2, 

1:4의 비율 혼합 처리 시 DCF 형광도는 각각 72.34, 62.08, 

59.35로 측정되었으며, LPS 처리군과 비교 시 CGE와 ALE을 

1:4의 비율로 혼합하여 처리하였을 때 ROS의 생성량이 확연히 

감소한 것을 확인하였다 (Fig. 3A). NO 방출량을 측정한 결과, 

RAW264.7세포만 배양한 대조군의 NO 농도는 0.62±0.05 ㎛

였고, LPS 처리군의 NO 농도는 8.46±0.09 ㎛로 LPS 자극에 

의해 유의하게 NO 방출이 증가되었다 (p<0.001). CGE와 

ALE을 1:0, 1:2, 1:4 비율로 혼합하여 처리하였을 때 NO 

방출량은 각각 8.46±0.20 ㎛, 8.21±0.08 ㎛, 7.18±0.52 ㎛

로 측정되었고 LPS 처리군과 비교 시 NO방출량 또한 CGE와 

ALE를 1:4의 비율로 혼합하여 처리하였을 때 유의적으로 감

소함을 확인하였다 (p<0.05) (Fig. 3B). ALE의 RAW264.7 

세포의 생존율에 미치는 영향을 알아보기 위하여 牛蒡根 추출

물을 25, 50, 100, 200, 400 (㎍/㎖)의 농도로 24시간 동안 

처리한 결과, 대조군 100%를 기준으로 ALE 25, 50, 100, 200, 

400 ㎍/㎖ 농도에서 각각 100.59±0.94%, 102.29±4.19%, 

105.58±3.52%, 100.20±1.50%, 99.24±3.91%로 세포의 

생존율에 변화가 없었다 (Fig. 3C). 

Fig.3. The effects of CGE and ALE mixture (CGAL)
on ROS and NO production in RAW264.7 cells. 
RAW264.7 cells were treated with CGE and ALE 
(CGAL) at various mixture ratio in absence or 
presence of 500 ng/㎖ LPS for 24h. (A) The 
production of ROS was analysed by flow cytometry
after staining with DCFH-DA. (B) The released 
NO was analyzed by Griess reagent systems. 
Nr: normal; Con: control; CGE: Canavalia gladiata
extract. ALE: Arctium lappa extact. Data were 
expressed as the mean ±SD. ###p<0.001 vs. 
Nr; *p<0.05 vs. Con.
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4. CGE와 ALE의 HPLC 분석

CGE와 ALE의 HPLC 성분분석결과는 Fig. 4에 나타내었으며, CGE에서 lupeol이, ALE에서 chicoric acid가 확인되었으며 

이들의 함량은 각각 18.7 ㎎/g와 0.351 ㎎/g으로 나타났다. 

Fig.4. HPLC chromatogram. (A) Lepol standard, (B) CGE, (C) Chicoric acid standard, (D) ALE. UV peaks of lupeol and chicoric acid were 
detected at 210 ㎚ and 330 ㎚, respectively.

5. CGAL14 및 성분 lupeol, chicoric acid, lupeol

과 chicoric aicd의 혼합물 (lupeol+CA) 의 ROS 

및 NO 생성에 미치는 영향 

Fig. 4의 결과에서 확인된 CGE 및 ALE의 성분인 lupeol과 

chicoric acid의 ROS와 NO 생성에 미치는 영향을 확인 한 

결과, LPS 처리군의 DCF 형광도는 75.7로 대조군의 DCF 

형광도 15.8에 비해 현저하게 ROS생성이 증가된 반면, 

CGAL14에서 DCF 형광도 42.9로 유의하게 ROS 생성이 감

소함을 확인하였다. 또한, lupeol, chicoric acid, lupeol와 

chicoric acid의 1:4 혼합물 (lupeol+CA)에서 각각 42.2, 24.4, 

21.1로 나타나 ROS의 생성량이 감소한 것을 확인하였다 

(Fig. 5A). ROS 생성 결과와 유사하게 NO 방출량 역시 대조

군을 기준으로 LPS 유도에 의해 NO 방출량이 175±1.19%로 

증가하였고 (p<0.001), CGAL14 100 ㎍/㎖, lupeol, chicoric 

acid, lupeol+CA 100 ㎍/ml 농도에서 각각 156.80±0.48% 

(p<0.01), 132.76±7.88% (p<0.01), 171.18±0.38% (p<0.05), 

135.05±3.88% (p<0.01) 로 NO방출량이 LPS 처리군과 비교 

시 유의적으로 감소함을 확인하였다 (Fig. 5B). 

Fig.5. The effects of CGAL, lepeol, chicoric acid, and lepeol+ 
CAon ROS and NO production in RAW264.7 cells. RAW264.7 cells
were treated with CGAL, lepeol, CA, and lepeol and CA mixture 
(lupeol+CA) contractionin absence or presence of 500 ng/㎖ LPS
for 24h. (A) The production of ROS was analysed by flow cytometry
after staining with DCFH-DA. (B) The released NO was analyzed
by Griess reagent systems. Nr: normal; Con: control; CGAL14: 
CGE and ALE mixture at 1:4 ratio. CA: chicoric acid. CA: chicoric
acid. lepeol+CA: lepeol and chicoric acid mixture at 1:4 ratio. Data
were expressed as the mean ±SD. ###p<0.001 vs. Nr; *p<0.05 
and **p<0.01 vs. Con

6. 대장암 모델에서 CGAL14, 성분 lupeol, chicoric 

acid, lupeol+CA의 항암 효과 

대장암 세포주 MC38를 이식한 대장암 동물모델에서 CGAL14, 

lupeol, chicoric acid, lupeol+CA투여에 의한 종양 부피와 중

량의 결과를 Fig. 6에 나타내었다. 종양의 부피는 종양 대조군

과 비교 시 CGAL14 100 ㎎/㎏, lupeol 10 ㎎/㎏, chicoric 

acid 10 ㎎/㎏, lupeol+CA 10 ㎎/㎏ 투여 후 감소를 나타내어 

투여21일 후에는 유의성 있는 종양 부피가 감소됨을 확인하

였다 (Fig. 6A). 종양의 무게는 종양대조군에서 3.55±0.27g, 
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CGAL14 100 ㎎/㎏ 투여군에서는 2.25±0.18g (p<0.01)를 

보여 종양 무게가 유의하게 감소되었다. lupeol 10 ㎎/㎏ 투

여군, chicoric acid 10 ㎎/㎏ 투여군, lupeol+CA 10 ㎎/㎏ 

투여군에서 각각 1.83±0.18g (p<0.001), 3.04±0.10g 

(p<0.1), 1.57±0.24g (p<0.001)을 나타냈으며 이들의 투여에 

의해 종양대조군과 비교 시 유의하게 종양 무게가 감소됨을 

확인하였다 (Fig. 6B, 6C). CGAL14, lupeol, chicoric acid, 

lupeol+CA를 투여한 동물의 암 조직에서 분리한 세포에서 세

포주기 분석한 결과, G0/G1기는 대조군에서 43.19%를, 

CGAL14 100 ㎎/㎏ 투여군에서는 50.13%를 보였으며, 

lupeol 100 ㎎/㎏ 투여군, chicoric acid 100 mg/kg 투여군, 

lupeol+CA 100 ㎎/㎏ 투여군에서 각각 70.76%, 54.35%, 

76.59%를 나타내 이들의 투여에 G1의 세포 분포가 증가하는 

것을 확인하였다. S기는 대조군에서 45.54%를, CGAL14 

100 ㎎/㎏ 투여군에서는 32.35%를 보였으며, lupeol 투여군 

10 ㎎/㎏, chicoric acid 10 ㎎/㎏투여군, lupeol+CA 10 ㎎/㎏ 

투여군에서 각각 17.09%, 34.53%, 12.87%를 보였으며, 이

들의 투여에 의해 S기 세포가 감소함을 확인하였다. G2/M기는 

대조군에서 11.26%를, CGAL14 100 ㎎/㎏ 투여군에서는 

17.52%를 보였으며, lupeol 10 ㎎/㎏ 투여군, chicoric acid 

10 ㎎/㎏ 투여군, lupeol+CA 10 ㎎/㎏ 투여군에서 각각 

12.15%, 11.12%, 10.54%로 투여군간 차이가 없음을 확인

하였다 (Fig. 6D).

Fig.6. The effects of CGAL, lepeol, chicoric acid, and lepeol+CA on tumor volume, weight and cell cycles in tumor bearing mice. The 
mice were injected subcutaneously with MC38 murine colon cancer cell lines. (A) Tumor volume, (B) Representative picture of tumor, (C) 
Tumor weight. (D) The cell cycle progression was analyzed by flow cytometry after staining with PI. The cells were isolated from MC38 
tumor. Con: tumor bearing mice injected with murine colon cancer cell lines MC38; CGAL14: CGE and ALE mixture at 1:4 ratio. CA: 
chicoric acid. lepeol+CA: lepeol and chicoric acid mixture at 1:4 ratio. Data were expressed as the mean ±SD. *p<0.05, **p<0.01 and 
***p<0.001 vs. Con

7. 대장암 모델에서 CGAL14, 성분 lupeol, chicoric 

acid, lupeol+CA에 의한 암 조직의 면역 활

성에 미치는 영향 

CGAL14, lupeol, chicoric acid, lupeol+CA 투여에 의한 

대장암 조직으로 침윤된 면역세포의population 결과를 Fig. 

7에 제시하였다. CD3+/CD8+T세포는 대조군에서 6.58%이었고 

각각8.17%, 8.53%, 8.76%, 10.1%로 나타나 이들의 투여에 

의해 CD8+T세포 population이 증가됨을 확인하였다. CD3+/ 

CD4+T세포는 대조군에서 1.80%, CGAL14 100 ㎎/㎏ 투여군, 

lupeol 10 ㎎/㎏ 투여군, chicoric acid 10 ㎎/㎏ 투여군, 

lupeol+CA 10 ㎎/㎏ 투여군에서 각각3.01%, 2.01%, 2.75%, 

2.22%를 차지하고 있는 것이 관찰되었고 이들의 투여에 의해 

CD4+T의 population이 증가됨을 확인하였다. CD8+/CD69+T 

세포는 대조군에서 2.29%이었고CGAL14 100 ㎎/㎏ 투여군, 

lupeol 10 ㎎/㎏ 투여군, chicoric acid 10 ㎎/㎏ 투여군, 

lupeol+CA 10 ㎎/㎏ 투여군에서 각각 4.23%, 2.86%, 3.59%, 

4.35%로 이들 투여에 의해CD8+의 활성이 증가된 것을 확인

하였다. B220+/CD69+세포는 대조군이 1.76%, CGAL14 

100 ㎎/㎏ 투여군, lupeol 10 ㎎/㎏ 투여군, chicoric acid 
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10 ㎎/㎏ 투여군, lupeol+CA 10 ㎎/㎏ 투여군은 각각 1.75%, 

1.26%, 2.14%, 1.80%로, chicoric acid 투여에 의해 B세포가 

활성됨을 확인하였다. CD11b+F4/80+/CD69+세포는 대조군이 

23.4%, CGAL14 100 ㎎/㎏ 투여군, lupeol 10 ㎎/㎏ 투여군, 

chicoric acid 10 ㎎/㎏ 투여군, lupeol+CA 10 ㎎/㎏투여군은 

각각 32.4%, 36.9%, 35.2%, 37.2%를 나타내어 이들 투여에 

의해 활성화된 대식세포가 증가됨을 확인하였다 (Fig. 7A). 

NK1.1+/CD69+세포는 대조군에서 7.58%이었고 CGAL14 

100 ㎎/㎏ 투여군, lupeol 10 ㎎/㎏ 투여군, chicoric acid 

10 ㎎/㎏ 투여군, lupeol+CA 10 ㎎/㎏ 투여군은 각각 12.9%, 

11.5%, 8.61%, 10.7%로 이들의 투여에 의해 활성화된 NK

세포가 증가함을 확인하였다 (Fig. 7B). 또한, CGAL14 100 

㎎/㎏, lupeol 10 ㎎/㎏, chicoric acid 10 ㎎/㎏, lupeol+CA 

10 ㎎/㎏를 투여한 동물의 비장에서 분리한 NK세포와 NK- 

sensitive 세포인 YAC-1세포를 동시에 배양 후, YAC-1의 

살해 활성을 측정한 결과 정상대조군에서 37.65±2.13%, 종

양대조군에서 17.39±1.61% (p<0.001)를 보였으며 CGAL14 

100 ㎎/㎏ 투여군, lupeol 10 ㎎/㎏ 투여군, chicoric acid 

10 ㎎/㎏ 투여군, lupeol+CA 10 ㎎/㎏ 투여군은 각각 29.22± 

1.31% (p<0.001), 25.35±0.86% (p<0.01), 25.83±2.57% 

(p<0.01), 25.54±1.79% (p<0.01)를 보여 정상대조군과 비

교시 종양세포의 세포 독성 능력이 유의하게 증가되는 것을 

확인하였다 (Fig. 7C).

Fig.7. The effects of CGAL, lepeol, chicoric acid, and lepeol and chicoric acid mixture on distributions of immune cells in the tumor of and
NK cell activity in spleen of tumor bearing mice. The mice were injected subcutaneously with MC38 murine colon cancer cell lines. The 
infiltrated cells were isolated from MC38 tumor at 21day after tumor injection.(A) The flow cytometry analysis ofCD4+T,CD8+T cell B cell 
and macrophages was performed after staining with the indicated antibodies. (B) The flow cytometry analysis of NK cell. The numbers in 
each quadrant indicate the cell percentages. (C) NK cell activity was determined by lactate dehydrogenase assay after splenocyte isolated
from tumor bearing mice and YAC-1 cell were incubated for 4h. WT: normal mice;Con: tumor bearing mice injected with murine colon 
cancer cell lines MC38; CGAL14: CGE and ALE mixture at 1:4 ratio. CA: chicoric acid. lepeol+CA: lepeol and chicoric acid mixture at 
1:4 ratio. Data were expressed as the mean ±SD. ###p<0.001 vs. WT; **p<0.01 and ***p<0.001 vs. Con

Ⅳ. 고   찰 

암은 현대의학의 발달에도 불구하고 치료에 많은 어려움이 

있는 질병으로, 효과적인 치료방법 및 치료제의 개발은 아직

까지 미비한 실정이다. 최근에 면역요법이 암을 치료하기 위한 

방법으로 인정되면서 이에 상응하여 암을 치료하기 위하여 천

연물의 면역 조절 효과에 대한 연구가 증가되고 있다. 

刀豆와 牛蒡根은 항염증과 항산화 등 다양한 효과를 가지고 

있다고 알려져 있다20,29,30). 면역조절에 대한 연구로는 발효된 

刀豆가 아토피피부염 모델에서 Th1/Th2 불균형을 조절하고 

염증성 사이토카인을 억제하는 효능이 있는 것으로 보고되었

으며, 刀豆의 성분 lectins이 면역 감작된 동물에서 항염증 효

과를 보인다고 알려져 있으나22,23), 아직까지 면역조절에 관한 

연구는 미비한 실정이다. 따라서 본 연구에서 刀豆의 항염증 

효과와 면역조절능력을 평가하고 더 나아가 刀豆와 牛蒡根의 

추출물의 혼합물과 그들의 성분 및 성분 혼합물에 의한 항염증, 

면역활성 등 면역 조절 능력과 항암 효과를 평가하고자 하였다. 

염증반응은 감염으로 인한 손상된 조직을 재생하려는 기전

이지만, 염증반응이 장기간 지속될 경우 지속적인 조직손상을 

유도해 그 결과 일부에서는 암 발생 등의 질환을 유도하게 되는 

요인이 된다32,33). 비록 NO와 ROS가 면역 기능 활성에 관여

한다고 알려져 있으나, 염증반응에서 LPS나 염증성 사이토카

인에 의해 유도된 과다한 NO 생성은 면역 조절 측면에서 염

증반응을 심화시키고34), ROS 역시 면역학적 측면에서 만성

적인 염증을 유발하여 염증성장질환 (Inflammatory bowel 

disease, IBD)과 같은 자가면역질환의 원인으로 작용하기도 
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한다13). 따라서 먼저, 본 연구에서는 면역 조절 측면에서 

CGE의 염증반응 대해 조사했다. 그 결과, CGE이 세포 생존

율의 변화 없이 RAW264.7 세포에서 LPS 자극에 의해 증가된 

ROS 생성량과 NO 방출량을 감소시켰다. 이러한 결과는 

CGE이 항염증 효과를 가지고 있다는 것을 나타낸다. CGAL의 

염증반응에 대한 상승효과를 평가한 결과 RAW264.7 세포에서 

LPS 유도에 의해 생성된 ROS는 CGE 단독보다 刀豆 추출물과 

牛蒡根 추출물의 혼합비율 1:2와 1:4 혼합물에서 모두 감소

하였고, NO 방출량은 刀豆 추출물과 牛蒡根 추출물의 혼합비율 

1:4 혼합물에서 감소하는 것을 확인하였다. 이 결과는 CGE 

단독보다 CGAL이 우수한 항염증 효과를 보였으며, 혼합물의 

최적의 혼합 비율이 1:4임을 제시한다. CGE과 ALE의 HPLC 

성분 분석 결과로부터 CGE에서 lupeol이, ALE에서 chicoric 

acid이 각각 18.7 ㎎/g와 0.351 ㎎/g 함유되어 있음을 확인

하였다. 따라서 본 연구에서는 이런 성분들이 CGE과 ALE의 

혼합물의 유효성분임을 확인하기 위해 RAW264.7 세포에서 

LPS 유도에 의한 염증 반응에 대한 영향을 평가하였다. 그 결과, 

CGAL14에서 항염증 효과와 마찬가지로 lupeol, chicoric 

acid와 lupeol+CA는 LPS 유도에 의해 증가된 ROS 생성량 

및 NO 생성량을 감소시켜 항염증 효과를 보이는 것을 확인하

였다. 

면역 반응은 외부 감염에 대한 효율적으로 숙주를 방어하기 

위한 기작으로 다양한 면역세포들에 조절에 의해 매개된다. 

선천적 면역반응의 대표적인 세포인 NK세포와 macrophage는 

직접적으로 암세포에 대하여 살해활성을 가져 암세포의 증식을 

억제하고 면역세포를 활성화시킨다고 알려져 있다. 후천적 면역

반응에 관여하는 T세포들은 항원제시세포에 의해 표시된 항

원을 인식하여 helper T (CD4+)세포와 Cytotoxic T (CD8+) 

세포로 분화되고5,35) helper T세포는 B세포나 Cytotoxic T세

포를 자극하고, macrophage를 활성화시키며 다양한 사이토

카인과 항체를 생성한다. 활성화된 Cytotoxic T세포는 목적한 

세포를 직접 제거하여 암세포의 증식을 억제한다5,35). CGE의 

면역 활성에 대한 효과를 평가하고자 CGE을 경구 투여한 후 

면역기관 (비장, 림프절, 장간막림프절)에서 면역세포들의 수와 

활성을 평가하였다. CGE은 마우스의 면역기관에서 B220+/ 

CD69+세포와 CD8+/CD69+T세포, CD4+/CD69+T세포의 수를 

증가시켰고 macrophage의 활성을 증가시킨 것을 확인하였다. 

이 결과는 부동화 스트레스 모델에서 보고된 CGE의 면역 기능 

증진의 결과와 유사하다31). 따라서 이러한 결과는 CGE이 면역 

활성을 증진시킬 수 있다는 것을 제시한다. 추가적으로 대장암 

세포 MC38를 이식하여 면역반응과 동반되는 대장암 질환모

델을 제작하여 CGAL14, 이들의 성분의 항암효과 및 면역 활

성을 평가하였다. CGAL은 대장암 질환 모델에서 암조직의 

부피 및 중량을 감소시켰으며, 그들의 성분인 lupeol, chicoric 

acid, lupeol+CA 역시 암 조직의 부피와 중량을 감소시키는 

것을 확인하였다. 이러한 결과는 CGAL의 항암 효과를 나타

낸다. CGAL14의 항암효과와 면역 활성과의 관련성을 살펴보기 

위해 암조직에 침윤한 면역세포들 분포를 분석한 결과, CD3+/ 

CD4+, CD3+/CD8+, CD4+/CD69+, CD8+/CD69+, B220+/ 

CD69+, C11b+/CD69+, NK1.1+/CD69+세포의 분포가 증가

되었고, NK세포 활성이 증가되었다. 이러한 결과는CGAL14, 

lupeol, chicoric acid, lupeol+CA은 후천적 면역반응인 T세

포를 성숙시킬 뿐만 아니라 T세포와 B세포를 활성화시키며, 

macrophages와 NK세포의 활성 증가를 통해 선천적 면역 증

진에 영향을 줄 수 있음을 제시한다. 결과적으로 CGAL14, 

lupeol, chicoric acid, lupeol+CA에 의한 항암 효과는 T세

포와 NK세포활성 등 선천적 면역과 후천적 면역 증진에 의해 

매개될 수 있다는 것을 시사한다. 한편, 정상세포는 세포 분열

과정에서 G1, S, G2, M의 주기를 가지며, 각 단계의 checkpoint

가 있어 이들 관련인자들의 상호작용을 통하여 세포주기를 조절

한다. 그러나 이러한 세포주기 조절 기능이 적절하게 제어되지 

못하면 이상 증식을 야기하여 암을 유발하기도 한다36,37). 

따라서, 본 연구에서는 CGAL14의 세포 주기에 대한 영향을 

평가하였다. 그 결과 CGAL14은 대장암 세포주에서 G0/G1

기의 세포를 증가시켰으며 이와 상응하게 S기의 세포를 감소

시키는 것으로 나타났다. 게다가 lupeol, chicoric acid, 

lupeol+CA도 CGAL14와 유사한 결과를 보였다. 이러한 결

과는 CGAL14, lupeol, chicoric acid, lupeol+CA의 대장암 

세포의 증식 억제 효과는 세포주기 억제 (G1 arrest)에 기인할 

수 있음을 나타낸다. 이상의 결과로부터 CGAL14의 항암활성은 

면역세포의 증가, 세포 독성에 의한 암세포의 살해 효과 및 

세포주기 정지에 의해 나타나는 것으로 사료되며 lupeol과 

chicoric acid가 CGE와 ALE의 항암활성에 기여할 수 있음을 

제시한다.

Ⅴ. 결   론

본 연구는 면역기능에의 불균형에 의한 질병을 예방하기 

위해 인체에 안전하면서도 면역기능을 증진시킬 수 있는 식품 

소재로 刀豆와 牛蒡根을 선정하여, in vitro와 in vivo모델에서 

CGE, CGAL, 이들의 성분인 lupeol, chicoric acid, lupeol+CA

에 의한 항염증, 면역증진 및 항암효과를 연구한 결과는 다음과 

같다. 

1. CGE은 대식세포 RAW264.7에서 세포 생존율의 변화를 

보이지 않았으며, 외부 자극 LPS에 반응하여 항염증관련 

인자인 ROS와 NO 생성을 감소시켰다. 

2. 동물모델에서 분리한 면역기관 (비장, 림프절, 장간막림

프절)의 면역세포 아형을 분석한 결과 CGE는 활성화된 

CD4+T세포, B세포, 대식세포를 증가시켰다. 

3. CGE와 ALE의 혼합비율 1:0, 1:2, 1:4의 혼합물은 대식

세포 RAW264.7에서 LPS에 반응하여 항염증관련인자

인 ROS의 생성을 감소시켰으며, 혼합 비율 1:4 혼합물

에서 유의하게 NO 생성을 감소시켰다. 따라서, CGE와 

ALE의 혼합물의 최적의 혼합비율은 1:4로 확정하였다. 

4. CGE와 ALE의 HPLC 성분분석에서 CGE에서 lupeol을, 

ALE에서 chicoric acid를 확인하였다.

5. CGE와 ALE의 성분인 lupeol, chicoric acid, lupeol+CA
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의 혼합물은 대식세포 RAW264.7에서 LPS에 반응하여 

항염증관련 인자인 ROS과 NO 생성을 감소시켰다. 

6. 대장암 모델에서 CGAL14, lupeol, chicoric acid, 

lupeol+CA은 대조군과 비교하여 종양 부피와 중량을 

감소시켰다. 

7. 대장암 모델에서 암조직에 침윤된 면역세포의 아형을 

분리한 결과 CGAL14, lupeol, chicoric acid, lupeol+CA

는 대조군에 비하여 CD3+/CD4+, CD3+/CD8+T, CD4+/ 

CD69+, CD8+/CD69+, B220+/CD69+, C11b+/CD69+, 

NK1.1+/CD69+등 세포 수 및 활성세포들이 증가를 나타

내었고, 특히 NK세포의 활성이 증가되었다. 

8. 대장암 모델에서 CGAL14, lupeol, chicoric acid, 

lupeol+CA의 혼합물은 세포주기 중G0/G1기를 증가시

켰으나 S기를 감소시켰다. 

이러한 결과로 CGE, CGAL14, 그들의 성분인 lupeol, 

chicoric acid, lupeol과 chicoric acid의 혼합물은 항염증 효과, 

면역증진활성 및 항암 효과를 확인하였다. CGAL14의 이러한 

효과는 lupeol과 chicoric acid의 효과로 기인한다는 것을 시사

한다. CGAL14는 면역조절관련 질병의 발생을 예방하고 면역

력을 높이는데 도움이 되는 하나의 천연물질로서의 가능성이 

있다고 사료된다.
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