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Abstract

Effect of Gupoongjeseuptang (GPJST) on

DNCB (dinitrochlorobenzene)-induced 

Atopic Dermatitis-like Model NC/Nga Mice

Yoon Jae Eun, Kim Yun Hee, Han Jae Kyung, Kim Yun Hee

Department of Pediatrics, College of Oriental Medicine, Daejeon University

Objectives
The purpose of this study is to investigate the effect of Gupoongjeseuptang (GPJST) on atopic 

dermatitis by in vivo experiment using NC/Nga atopic dermatitis mouse, which has histological and 
clinical similarities to the atopic dermatitis of human.

Methods
To investigate the effect of GPJST on atopic dermatifis, we evaluated atopic dermatitis-like skin 

lesions by clinical skin index and analyzed immunological parameters in peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs), splenocytes, draining lymph node (DLN) and performed skin histology in ears and dorsal 
skin of atopic dermatitis-like skin NC/Nga mouse in vivo.

Results
In vivo, clinical skin severity score were significantly lower in GPJST group than control group. IgE, IL-6, 

TNF-α, IgG1, IgM, IgG2a and IgG2b levels in serum decreased remarkably in GPJST group than cont-
rol group. Also, total absolute number of CD3

+CD69+, and CCR3+ cells recovered as normal in PBMCs and 
CD3+, CD3+CD69+ decreased significantly compared with control group in isolated DLN from NC/Nga mouse 
and total absolute number of CD11b

+Gr-1+, CCR3+CD3+ in dorsal skin of NC/Nga mouse decreased by 
GPJST.

We analyzed ear and neck-back skin after biopsy and dyeing by hematoxyline/eosin (H&E) and tolui-
dine staining (mast cells marker) and obtained results that GPJST are very effective to histological symptoms 
(dermal and epidermal thickening, hyperkeratosis and inflammatory cell (CD4, CCR3

+) infiltration).

Conclusions
This study demonstrates immunological activity of GPJST on atopic dermatitis-like model mice.
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Ⅰ. 緖  論

아토피 피부염은 주위에서 흔히 볼 수 있는 만

성 염증성 피부 질환으로 대개 천식, 식품 알레

르기, 알레르기 비염 등과 같은 다른 알레르기 

질환보다 어린 연령에서 발생하는 것으로 알려져 

있다
1,2)

. 영유아기에 흔히 발생하는 이 질환은 최

근 전 세계적으로 유병률이 증가하면서 이에 대한 

관심도 증가하고 있으며, 전 세계적으로 10～20%

에서 발생하고 있는데
3)
, 대한소아알레르기 호흡

기학회에서 1995년과 2000년도에 시행한 전국역

학조사에서 우리나라 유병률도 15.5%에서 17%로 

증가하고 있는 추세로 나타났다
4)
.

아토피 피부염의 정확한 병인은 알려져 있지 않

지만, IgE의 증가와 T세포의 기능장애와 같은 면역

학적 기능 이상과 함께 유전적, 환경적 요인이 중

요한 역할을 하는 것으로 추측되고 있고, 증상의 

발현과 악화에 항원이 관여한다고 보고되고 있다5-7). 

최근 연구에서 밝혀진 바로는 T cell에서의 interleui-

kne 4 (IL-4) 과잉 생산은 B cell의 IgE 과잉생산과 

일치되고, T cell의 interferon gamma (INF-γ) 과잉

생산은 IgE를 억제하는 것으로 알려졌다. 이 두 물

질 사이의 balance가 중요한데 아토피에서 이 균형

이 깨지고, IL-4의 과잉생산은 IgE 과잉생산을 초래

하게 된다
8,9)

.

아토피 피부염은 한의학적으로 浸淫瘡, 乳癬, 

奶癬, 胎熱, 胎癬, 胎斂瘡, 濕疹, 四彎風, 旋耳
瘡, 臍瘡 등의 범주에 속하는데

10-4)
, 이들의 발생

원인은 血熱, 濕熱, 血燥 등으로 보고 淸熱, 解毒, 

除濕, 祛風, 養血 등의 治法을 주로 사용하고 있

다
15-7)

. 驅風除濕湯은 淸熱, 解毒, 祛風, 除濕의 

효능을 지닌 약물 위주로 구성된 處方으로, 임상에

서 아토피 피부염에 多用되고 있는 經驗方이다.

이에 저자는 驅風除濕湯이 아토피 피부염 발

진 억제에 미치는 영향을 실험적으로 규명하고자 

dinitrochlorobenzene (DNCB)으로 아토피 피부염이 

유발된 NC/Nga mice를 이용하여 clinical skin score 

값, 혈중 IgE치, 그리고 IL-4, IL-6, TNF-α, IFN-γ, 

IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b의 혈청 내 농도와 periphe-

ral blood mononuclear cells (PBMCs), draining lymph 

node (DLN) 및 피부조직 세포의 형광 유세포 분석을 

하였다. 그리고 hematoxyline/eosin (H&E) 염색과 

toluidine blue 염색으로 驅風除濕湯이 피부조직에 

미치는 영향과 면역조직화학염색으로 CD4+와 

CCR3+ 등 면역세포 변화를 관찰하였다. 또한 아토

피 피부염이 유발된 NC/Nga mice의 dorsal skin tis-

sue를 분리하여 驅風除濕湯의 알레르기 반응 억

제를 real-time PCR을 이용하여 관찰하여 유의한 

결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 實  驗

1. 재료

1) 시약 및 기기

(1) 시약 

본 실험에 사용된 시약 중 2,4-dinitrochloroben-

zene (DNCB), diethyl pyrocarbonate (DEPC) 3-4, 

5-dimethylthiazol-2, 5-carboxymethoxyphenyl-2, 

4-sulfophenyl-2H-tetrazolim (MTS), Dulbecco's phos-

phate buffered saline (D-PBS), antibody biotin-con-

jugated, antibody Avidin-HRP conjugated, TMB, 

EtOH, magnesium chloride (MgCl2)등은 Sigma 사 

(Washington DC, USA) 제품을, Taq polymerase, 

Deoxynucleotide triphosphate (dNTP)는 TaKaRa 사 

(Japan) 제품을, cyclosporin A (CsA)는 중외제약 (Seoul, 

Korea) 제품을, 우태아 혈청 (fetal bovine serum, FBS)

은 Hyclone 사 (Logan, USA) 제품을, PE-anti-CD3e, 

FITC-anti-CD19, FITC-anti-CD4, FITC-anti-CD8, 

PE-anti-CD25, FITC-anti-CD69의 RNase, rat an-

ti-mouse CD4 mAb (RM4-5), PE-conjugated goat 



驅風除濕湯이 DNCB로 유도된 NC/Nga mice의 아토피 피부염에 미치는 영향 107

韓藥名 生 藥 名 用量(g)

蒲公英

苦  蔘

地膚子

黃  柏

防  風

金銀花

藿  香

半  夏

薏苡仁

茯  苓

蟬  蛻

薄  荷

Taraxaci Herba

Sophorae Radix

Kochiae Fructus

Phellodendri Cortex

Saposhnikoviae Radix

Lonicerae Flos

Pogostemonis Herba

Pinelliae Tuber

Coicis Semen

Hoelen

Cicadidae Periostracum

 Menthae Herba

30

15

15

10

10

10

10

10

10

10

 6

 3

Total amount 139

Table 1. The Composition of Gupoongjeseuptang(GPJST)

anti-rat IgG는 BD-Pharmingen 사 (California, USA) 

제품을, rat anti-mouse CCR3 mAb (53-6.7)는 Bec-

ton Dickinson 사 (California, USA) 제품을, Tris-buf-

fered saline with 0.1% Tween 20 (TBST)는 Dako 사 

(Glostrup, Denmark) 제품을, 인간 재조합 IL-4, IL-6, 

TNF-α, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgM은 R & D system 

사 (Minneapolis, USA) 제품을, Lipofectamine
TM

2000 

Reagent는 Invitrogen 사 (Carlsbad, USA) 제품을, Lu-

ciferase assay kit와 RNase inhibitor는 Promega 사 

(Madison, USA) 제품을 구입하여 사용하였으며, 

기타 일반 시약은 특급 시약을 사용하였다. 

(2) 기기

본 실험에 사용된 기기는 열탕추출기 (대웅, Ko-

rea), microwave oven (LG, Korea), rotary vaccum eva-

porator, vaccum pump (Büchi B-480, Switzerland), 

freeze dryer (EYELA FDU-540 Co., Japan), LSAB kit 

(ScyTek, USA), CO2 incubator (Forma scientific Co., 

USA), clean bench, water bath, vortex mixer, heating 

block, ice-maker (Vision scientific Co., Korea), probe-on 

plus slide (Fisher Scientific, USA), autoclave, deep-freez-

er (Sanyo, Japan), micro-pipet (Gilson, France), plate 

shaker (Lab-Line Co., USA), spectrophotometer (Shima-

zue Co., Japan), centrifuge (한일, Korea), ELISA reader 

(Molecular Devices, USA), flow cytometry (Becton 

Dickinson, USA), 7500 Fast Real-Time PCR system 

(Applied Biosystems, USA), contrast fluoroseince 

microscope (Nikon, Japan) 등을 사용하였다.

2) 동물

NC/Nga mice 7 주령은 Charles River사 (Yoko-

hama, Japan)에서 공급받았다. 동물은 실험당일

까지 고형사료 (항생제 무첨가, 삼양사료 Co.)와 물

을 충분히 공급하고 온도 22±2 ℃, 습도 55±15 %, 

12시간 (light-dark cycle)의 환경에서 1주간 적응시

킨 후 실험에 사용하였다.

3) 약물

본 실험에 사용한 驅風除濕湯 (Gupoongjeseuptang, 

GPJST)의 구성 약재들은 대전대학교 둔산 한방병

원에서 구입 정선하여 사용하였고, 그 내용과 분량

은 다음과 같다(Table 1).

4) 시료 추출

驅風除濕湯 4 첩 분량에 증류수 2,000 ㎖를 

가하여 열탕 추출기에서 3시간 추출하여 얻은 
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액을 흡입 여과하여, 이를 감압 증류장치(Rotary 

evaporator)로 농축하였다. 농축액을 다시 동결 

건조기(Freeze dryer)를 이용하여 완전 건조한 

34.5 g을 냉동 보관 (-80 ℃) 하면서 적당한 농도

로 희석하여 사용하였다.

2. 방법

1) 피부염 유도 및 시료 처리

8 주령이 된 NC/Nga mice의 등 부위를 깨끗

하게 제모한 후 피부의 미세 상처가 치유되도록 

24시간 방치하였다. 그리고 1 % DNCB 용액 (아

세톤 : 올리브오일 = 3 : 1) 200 ㎕를 등 부위에 

도포하였고, 4일 후, 1 주일에 2-3 번씩 0. 2% 

DNCB 용액 150 ㎕를 등 부위에 4 주간 도포한 

후, 피부염이 유발된 mice를 선별하여 실험에 사

용하였다. 대조군에는 생리식염수를, 실험군에

는 GPJST를 7.1 ㎎/25 g/day의 농도로 8 주간 경

구 투여하였으며, 양성 대조군은 cyclosporin A 

(CsA, 20 ㎎/㎏)를 주 3 회 복강에 주사 하였다.

2) Clinical skin index

NC/Nga mice의 피부염은 아토피성 피부염에서 

일반적으로 사용되는 임상적 육안 평가법을 이용

하여 20 주에 실시하였다. 육안평가 항목은 Yama-

moto의 평가항목
18)

을 참고하여 erythema/hemor-

rhage, dryness/scarring, edema, excoriation/erosion, 

lichenification 5 가지 항목으로 하고, 육안평가 결과

는 각각 평가한 점수의 총 합으로 나타낸다. 각각

의 항목은 없음 (0), 약함 (1), 중증도 (2), 심함 (3)으

로 채점하였으며 최소 0 점에서, 최고 15 점사이의 

점수를 측정하였다. 

3) 채혈 및 IgE 측정

약물 투여 전 (8 주령)과 약물 투여 후 4 주 (12 주

령), 8 주 (16 주령)에 각각 NC/Nga -mouse 눈에서 

capillery 관을 이용하여 약 100 ㎕의 혈액을 채혈한 

후 원심분리기 6,500 rpm에서 20 분간 원심분리하

여 30 ㎕의 혈청을 분리하였으며 -70 ℃에 냉동 보관

하였다. 실험 종료 후 NC/Nga mice의 혈청 내 IgE 

농도는 enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA)

로 측정하였다. 각 well에 NC/Nga mice 8 주, 12 주, 

16 주령에서 채혈한 혈청 5 ㎕ (1/10 dilution)와 di-

lution buffer 45 ㎕를 혼합하여 각 well에 분주하고, 

2 시간 동안 25 ℃ 실온에서 방치한 후 2 회 wash-

ing 완충용액으로 세척한 다음 antibody biotin-IgE 

conjugated를 넣고 2 시간 방치하였다. 다시 2 회 수

세 후 완충용액으로 세척한 다음 antibody Avidin-

HRP conjugated 100 ㎕를 처리하고 1 시간 실온에

서 방치한 후 다시 세척하였다. TMB 기질을 100 ㎕

씩 분주하고 암소에서 30 분간 방치한 후 100 ㎕의 

stop 용액을 처리한 후 ELISA reader 450 nm에서 

흡광도를 측정하였다.

4) 등 피부조직의 총 면역 세포 수 측정

DNCB로 아토피양 피부염이 유발된 NC/Nga 

mice에게 GPJST을 8 주간 복용시킨 후, ethyl 

ether로 마취시킨 후 등 부위의 skin을 분리하여 

skin에서의 총 면역세포수를 측정하였다.

5) 등 피부조직, 림프절 그리고 PBMCs에서의 

형광 유세포 분석

실험을 종료한 후 DNCB로 아토피양 피부염이 

유발된 NC/Nga mice에서 림프절을 각각 적출하여 

100 mesh로 세포를 분리하고 D-PBS로 5 분간 원심

분리 (1,700 rpm)하여 2 회 세척한 후 cell strainer 

(FALCON)에 통과시켜 세포이외의 분해되지 않은 

조직이나 불순물을 제거하였다. 등 피부조직은 잘

게 chopping한 후 collagenase 1 ㎎/㎖ (in 2% FBS + 

RPMI1640)을 넣고 37 ℃ shaker (180 rpm, 20 min.) 

배양기에서 배양한 후 상층액을 회수하는 방법으

로 4 회 반복하였다. PBMCs는 미리 heparin이 들어

있는 주사기로 심장 천자법으로 채혈하여 혈장을 
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분리한 후 혈액세포를 분리하였다. 이들 세포들을 

ACK 용액 (8.3 g NH4Cl, 1 g KHCO3, in 1L of de-

mineralized water + 0.1 mM EDTA)으로 실온에서 

5 분 동안 처리하여 적혈구를 용해시키기고 다시 

D-PBS로 2 회 세척한 후 0.04 % trypan blue로 염색

한 후 세포수를 측정하였다. 측정한 피부조직 침윤

세포수를 5×10
5
로 조정한 후 4 ℃에서 면역 형광

염색(immunofluorescence staining)을 실시하였다. 

각각에 PE-anti-CD3e, FITC-anti-CD19, FITC-an-

ti-CD4, FITC-anti-CD8, PE-anti-CD25, FITC-an-

ti-CD69, PE-anti-CCR3, PE-anti-CD11b, PE-anti-Gr-1

을 넣고 30 분간 얼음에서 반응시켰다. 반응 후 3 

회 이상 인산완충 생리식염수로 수세한 후 flow cyto-

metry의 Cell Quest 프로그램을 이용하여 CD3+, 

CD19+, CD4+, CD8+, CD4+CD25+, CCR3+, CD3+

CD69
+
, CCR3

+
CD3

+
,
 
CD11b

+
Gr-1

+
 세포수를 백분

율 (%)로 분석한 후 총세포수를 적용하여 각 조직에

서의 절대 세포수(absolute number)를 산출하였다.

6) 염증 cytokine 분석

약물 투여 종료 후 ethyl ether로 마취하여 심장 

천자법으로 혈액을 채혈한 후 혈청을 분리하였다. 

분리된 혈청에서 IL-6와 TNF-α의 농도 측정은 ELISA

로 생산량을 측정하였다. 각 well에 NC/Nga mice

의 혈청 100 ㎕ (1/100 dilution)씩 분주하고, 1 시간 

동안 실온에서 방치한 후 washing 완충용액으로 

2 회 세척한 다음 antibody Avidin-HRP conjugated 

100 ㎕를 처리하고 실온에서 1 시간 방치한 후 다시 

세척하였다. TMB 기질을 100 ㎕씩 분주하고 암소

에서 30 분간 방치한 후 50 ㎕의 stop 용액을 처리한 

후 ELISA reader 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

7) Th1 and Th2 cytokine of ELISA analysis

실험 종료 후 적출한 비장에서 분리한 비장세포 

(1×105/well)는 anti-CD28 (1 ㎍/㎖) 항체와 anti-CD3 

(1 ㎍/㎖), mite antigen (1 ㎍/㎖)으로 96-well coat-

ing된 plate에서 48 시간 동안 동시배양 하였다. 

IL-4와 IFN-γ는 ELISA kit를 가지고 측정하였다. 각 

well에 비장세포 배양 상층액 100 ㎕씩 분주하고, 

1 시간 동안 실온에서 방치한 후 automatic ELISA 

washer를 이용하여 washing 완충용액으로 5 회 세

척한 다음 antibody biotin-conjugated를 넣고 30 분

간 방치하였다. 다시 5 회 수세 후 완충용액으로 

세척한 다음 antibody avidin-HRP conjugated 100 ㎕

를 처리하고 1 시간 실온에서 방치한 후 다시 5 회 

세척하였다. TMB 기질을 100 ㎕씩 분주하고 암소

에서 30 분간 방치한 후 100 ㎕의 stop 용액을 처리

한 후 ELISA leader 450 nm에서 흡광도를 측정하

였다.

8) 혈청 내 immunoglobulin 측정

총 IgG1, IgG2a, IgG2b, 그리고 IgM의 혈청 내 

농도 측정은 실험 종료 후 enzyme-linked immuno-

sorbent assay로 생산량을 측정하였다. 각 well에 

atopic dermatitis-like skin NC/Nga mice의 혈청 100 

㎕ (1/200 dilution)씩 분주하고, 12 시간 동안 4 ℃ 

냉장실에서 방치한 후 2 회 washing 완충용액으로 

세척한 다음 antibody biotin-conjugated를 넣고 

30 분간 방치하였다. 다시 2 회 수세 후 완충용액

으로 세척한 다음 antibody Avidin-HRP conjugated 

100 ㎕를 처리하고 1 시간 실온에서 방치한 후 

다시 세척하였다. TMB 기질을 100 ㎕씩 분주하

고 암소에서 30 분간 방치한 후 100 ㎕의 stop 용

액을 처리한 후 ELISA reader 450 nm에서 흡광

도를 측정하였다. 

9) Histology

약물 투여 종료 후, 왼쪽 귀 끝부분과 등 쪽 목 

부분의 피부조직을 떼어내어 24 시간 동안 10 % 

포르말린 용액에 고정하였다. 그 조직을 파라핀

으로 포매하였고 5 ㎛ 두께로 block을 만들었다. 

그 조직부분은 염증을 일으키는 epidermis, dermis, 
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keratinocytes, neutrophils/eosinophil과, 그 외 다른 

세포와 부종을 식별하는 H&E염색과 비만세포(mast 

cells)를 염색하는 toluidine blue 염색으로 비만세

포의 침윤을 관찰하였다. 

10) 면역조직화학염색 (immunohistochemical 

staining)

모든 NC/Nga mice는 20 주령에서 왼쪽 귀 끝

부분과 등 쪽 목 부분의 피부조직을 적출하여 

10 % 포르말린 용액에 고정하고 파라핀 블록을 

만든 후 rat anti-mouse CD4 mAb (RM4-5)와 rat 

anti-mouse CCR3 mAb (53-6.7) 단일항체를 사용

하여 면역조직화학염색을 하였다. 조직절편을 

4 ㎛ 두께로 세절한 후 probe-on plus slide에 부착

시켜 건조시켰다. 그리고 탈파라핀(deparaffinized) 

후 함수시키고 0.01 M citrate buffer (pH 6.0)를 이

용해 microwave oven에 15 분간 전 처리하였다. 

조직 내 과산화효소의 작용을 억제하기 위하여 

3 % H2O2에 10 분간 처리한 후, 조직 내의 항원과 

비특이적 단백결합을 억제하기 위해 정상 혈청으

로 단백질을 차단시켰다. 그런 다음 일차 단일 항

체에 1 시간 동안 부착시킨 다음 완충액으로 수세

하였다. LSAB kit를 이용하여 PE-conjugated goat 

anti-rat IgG에 30 분간 반응시켰다. 3 회 Tris-buf-

fered saline with 0.1% Tween 20 (TBST) 용액으로 

수세한 후 잘 건조하였다. 현미경은 형광위상차

현미경(contrast fluoroseince microscope)을 사용

하여 ×100 배율로 관찰하였다.

11) Quantitative real-time-PCR on dorsal skin 

tissue of atopic dermatitis-like skin lesions 

in NC/Nga mice

(1) 등 피부조직에서 RNA 분리

약물 투여 종료 후 NC/Nga mice의 등 피부조직

을 떼어내어 피부조직 (0.1 g)과 RNAzolB 500 ㎕를 

넣고 용해될 때까지 분쇄하였다. 이 혼합 부유액

에 chloroform (CHCl3) 50 ㎕를 첨가한 후 15 초간 

다시 혼합하였으며 이를 얼음에 15 분간 방치한 후 

13,000 rpm에서 원심 분리하고 약 200 ㎕의 상층

액을 회수하여 2-propanol 200 ㎕와 동량 혼합 후 

천천히 흔들고 얼음에서 15 분간 방치하였다. 이를 

다시 13,000 rpm에서 원심 분리한 후 80 % EtOH

로 수세하고 3 분간 vaccum pump에서 건조하여 

RNA를 추출하였다. 추출한 RNA는 diethyl pyrocar-

bonate(DEPC)를 처리한 20 ㎕의 증류수에 녹여 

heating block 75 ℃에서 불활성화 시킨 후 first 

strand cDNA 합성에 사용하였다.

(2) 역전사-중합효소 연쇄반응

역전사(reverse transcription) 반응은 준비된 to-

tal RNA 3 ㎍을 DNase I (10 U/㎕) 2 U/tube를 37 ℃ 

heating block에서 30 분간 반응시킨 후 75 ℃에서 

10 분 동안 변성시키고, 여기에 2.5 ㎕ 10 mM dNTPs 

mix, 1 ㎕ random sequence hexanucleotides (25 pmole/ 

25 ㎕), RNA inhibitor로서 1 ㎕ RNase inhibitor (20 

U/㎕), 1 ㎕ 100 mM DTT, 4.5 ㎕ 5×RT buffer (250 

mM Tris-HCl, pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2)

를 가한 후, 1 ㎕의 M-MLV RT (200 U/㎕)를 다시 

가하고 DEPC 처리된 증류수로서 최종 부피가 20 

㎕가 되도록 하였다. 이 20 ㎕의 반응 혼합액을 잘 

섞은 뒤 2,000 rpm에서 5 초간 원심 침강하여 37 ℃ 

heating block에서 60 분 동안 반응시켜 first-strand 

cDNA를 합성한 다음, 95 ℃에서 5 분동안 방치하

여 M-MLV RT를 불활성화 시킨 후 합성이 완료된 

cDNA를 polymerase chain reaction (PCR)에 사용

하였다.

(3) Quantitative real time-PCR

Quantitative real time-PCR은 7500 Fast real time-

PCR system을 이용하여 수행하였다. 

Mouse Olionucleotid의 염기배열은 다음과 같다 

(Table 2).
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Gene Primer Sequence

Mouse IL-6
sence

anti-sence

 5' tccagttgccttcttgggac 3'

 5' gtgtaattaagcctccgacttg 3'

Mouse CCR3
sence

anti-sence

 5' ttcaaatgagattgttgggaaat 3'

 5' accgatacagtacagtacagta 3'

Mouse TNF-alpha
sence

anti-sence

 5' tgggaggaaaggggtctaag 3'

 5' acctacgacgtgggctacag 3'

mouse Eotaxin 2
sence

anti-sence

 5' tcaagtggcatagatgtggaagaa 3' 

 5' tggctctgcaggattttcatg 3' 

glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (G3PDH)

sence

anti-sence

 5' tgcgctctagaaaaacctgccaa 3'

 5' gccccaggctcaaaggtg 3'

Table 2. Primer Sequence

염증 cytokine 유전자 발현은 SYBR Green 

PCR Master mix (ABI)를 사용하였고, internal 

standard를 G3PDH를 사용하였고, primer의 최

종농도가 200 nM이 되게 반응시켰다. Real 

time-PCR의 조건은 다음과 같다; 50 ℃에서 2 

분, 94 ℃에서 4 분간 반응하여 pre-denaturation 

시킨 뒤, 95 ℃에서 15 초, 60 ℃에서 1 분간 반응

하여 40 회 반복 수행하였다. GPJST 투여군과 

대조군은 internal standard로 G3PDH를 사용하

여 표적 유전자의 발현을 표준화하였다.

y = x(1+e)n

x : starting quantity

y : yield

n : number of cycles

e : efficiency로 계산하여 RQ (relative quantita-

tive)값을 측정하였다. 

12) 통계처리

다양한 실험으로부터 얻은 결과는 mean ± stan-

dard error로 기록하였고, 유의성 검증은 Student's 

t-test 분석법을 이용하여 결정하였다.

Ⅲ. 成  績

1. Clinical skin index

임상 지수를 측정한 결과, 정상군 (Normal)은 

0.3 ± 0.33이었으며, 대조군(Control)은 11.7 ± 

0.33으로 나타난 반면에, 양성대조군인 CsA 투

여군은 4.3 ± 0.3, GPJST 투여군은 5.0 ± 1.0으로 

아토피 피부염에서 나타날 수 있는 소양, 건조, 

부종, 혈종, 짓무름, 태선화 등의 증상이 대조군

에 비하여 유의성 (p<0.001) 있게 줄어들었다 

(Fig. 1).

2. 혈청 IgE 수치에 미치는 영향

약물 투여 전 (8 주령), 약물 투여 후 4 주 (12 

주령), 약물 투여 후 8 주 (16 주령)의 혈청 IgE의 

수치의 변화를 측정한 결과, 정상군에서는 각각 

25.6 ± 6.2, 53.5 ± 12.1, 72.0 ± 20.1 (ng/㎖), 대

조군에서는 각각 35.2 ± 2.0, 214.3 ± 4.4, 217.3 

± 6.8 (ng/㎖)로 나타났으며, CsA 투여군에서는 

각각 43.1 ± 1.9, 114.3 ± 18.1 (p<0.001), 115.2 

± 4.9 (p<0.001) (ng/㎖)로 나타났다. 이에 비해 

GPJST 투여군에서는 각각 34.9 ± 9.0, 126.1 ± 

23.8 (p<0.01), 106.1 ± 7.5 (p<0.001) (ng/㎖)로 

나타나, 약물 투여 후 4 주와 8 주에서 대조군에 

비하여 유의적인 감소효과를 나타내었다 (Fig. 2). 
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Fig. 1. Effects of GPJST on clinical skin features and severity in DNCB-induced atopic 
dermatitis-like model NC/Nga mice.
Clinical skin index of dermatitis was defined as the sum of the individual scores graded 
as 0 (none), 1 (mild), 2 (moderate) and 3 (severe) for each of five signs and symptoms 
(erythema/hemorrhage, dryness/scarring, edema, excoriation/erosion, lichenification) 
on the back. Statistically significant value compared with control group by t-test 
(***p<0.001).

Normal : no process
Control : administration of normal saline for 8 weeks
CsA : cyclosporin A (20㎎/㎏) injection for 8 weeks
GPJST : administration of GPJST extract (7.1 ㎎/25 g/day) for 8 weeks

Fig. 2. Effects of GPJST on the serum levels of IgE in DNCB-induced atopic dermatitis-like model 
NC/Nga mice. 
The animals were administrated with normal (-◆), control (-■), CsA (20 ㎎/㎏) (-▲), GPJST 
(7.1 ㎎/25 g/day, -○) for 8 weeks. Serum levels of IgE were measured by sandwich ELISA at 
indicated time points. Each point represents the mean ± S.E. of four mice. Statistically 
significant value compared with control group data by t-test (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Fig. 3. Effect of GPJST on total cell number of skin in DNCB-induced atopic dermatitis-like 
model NC/Nga mice.
NC/Nga mice model followed by the administration of GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. 
At the end of the experiment, dorsal skin (×105/g) were removed and total cell absolute 
number were measured by analyzed by flow cytometry. Each point represents the mean ± S.E. 
Statistically significant value compared with control group data by T test (**p<0.01, 
***p<0.001).

Fig. 4. Effect of GPJST on the percentage of CD4+ and CD8+ in PBMCs in DNCB-induced atopic 
dermatitis-like model NC/Nga mice. 
NC/Nga mice model followed by the administration of GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. 
At the end of the experiment, the mice PBMCs were removed and the percentage of CD4+ 
and CD8+ were measured by analyzed by flow cytometry. Each point represents the mean 
± S.E. Statistically significant value compared with control group data by T test (*p<0.05).

3. 등 피부조직 총 면역세포 수에 미치는 영향 

등 피부조직에서의 총 면역세포수를 관찰한 

결과, 정상군은 5.85 ± 1.65, 대조군이 11.85 ± 0.75, 

CsA 투여군은 5.65 ± 0.25 (p<0.001), GPJST 투

여군이 8.95 ± 0.35 (p<0.01) (×10
5
/g) 로 나타나, 

대조군에 비하여 유의성 있는 감소 효과를 나타

내었다 (Fig. 3).
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Fig. 5. Effect of GPJST on the percentage of CD3+CD69+ and CD4+CD25+ in PBMCs in DNCB-
induced atopic dermatitis-like model NC/Nga mice. 
NC/Nga mice model followed by the administration of GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. At 
the end of the experiment, the mice PBMCs were removed and the percentage of CD3+CD69+ 
and CD4+CD25+ were measured by analyzed by flow cytometry. Each point represents the 
mean ± S.E. Statistically significant value compared with control group data by T test (***p<0.001).

4. PBMCs내 면역세포 수 변화에 미치는 영향 

1) CD4+ 와 CD8+ 세포 수에 미치는 영향 

PBMCs에서의 CD4+ 세포 수는 정상군은 33.5 

± 6.12, 대조군은 39.4 ± 0.50, CsA 투여군은 38.3 

± 2.50 (%)으로 나타났으며, GPJST 투여군에서

는 35.4 ± 1.95 (%)로 나타나, 대조군에 비하여 

유의성 (p<0.05) 있는 감소 효과를 나타내었다.

PBMCs에서의 CD8+ 세포 수는 정상군은 7.9 ± 

1.45, 대조군은 11.6 ± 1.20, CsA 투여군은 10.9 ± 

0.65 (%)로 나타났으며, GPJST 투여군에서는 8.7 

± 0.17 (%)로 나타나, 대조군에 비하여 유의성 

(p<0.05) 있는 감소 효과를 나타내었다 (Fig. 4).

2) CD3+CD69+와 CD4+CD25+세포 수에 미

치는 영향 

PBMCs에서의 CD3
+

CD69
+

 세포 수는 정상

군은 3.0 ± 0.86, 대조군은 8.3 ± 0.20, CsA 투여

군은 6.3 ± 1.40, GPJST 투여군에서는 4.1 ± 0.41 

(%)로 나타나, GPJST 투여군에서 대조군에 비

하여 유의성 (p<0.001) 있는 감소 효과를 나타

내었고, CD4+CD25+ 세포 수는 정상군은 2.2 ± 

1.33, 대조군은 3.5 ± 0.12, CsA는 2.1 ± 0.02 

(p<0.001), GPJST 투여군에서는 3.2 ± 0.51 (%)

로 나타나 유의성 있는 변화는 없었다 (Fig. 5).

3) CCR3+ 세포 수에 미치는 영향 

PBMCs에서의 CCR3+ 세포 수는 정상군은 5.6 

± 0.52, 대조군은 14.8 ± 2.80, CsA 투여군은 9.8 ± 

2.09, GPJST 투여군에서는 7.4 ± 1.05 (%)로 나

타나, GPJST 투여군에서 대조군에 비하여 유의성 

(p<0.05) 있는 감소 효과를 나타내었다 (Fig. 6).

5. DLN내 면역 세포 수 변화에 미치는 영향 

1) CD3
+

 와 CD19
+

 총 세포 수에 미치는 영향

DLN에서의 CD3+ 세포 수는 정상군은 21.6 ± 

14.4, 대조군은 59.4 ± 15.4, CsA 투여군은 31.6 
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Fig. 6. Effect of GPJST on the percentage of CCR3+ in PBMCs in DNCB-induced atopic 
dermatitis-like model NC/Nga mice. 
NC/Nga mice model followed by the administration of GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. 
At the end of the experiment, the mice PBMCs were removed and the percentage of 
CCR3+ were measured by analyzed by flow cytometry. Each point represents the mean ± 
S.E. Statistically significant value compared with control group data by T test 
(*p<0.05).

Fig. 7. Effect of GPJST on CD3+ and CD19+ absolute cell number in DLN in DNCB-induced 
atopic dermatitis-like model NC/Nga mice. 
NC/Nga mice model followed by the administration of GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) for 8 
weeks. At the end of the experiment, the mice DLN (×104) were removed and CD3+ & 
CD19+ absolute cell number were measured by analyzed by flow cytometry. Each point 
represents the mean ± S.E. Statistically significant value compared with control group 
data by T test (*p<0.05).

± 1.1, GPJST 투여군에서는 23.0 ± 1.5 (×104)로 

대조군에 비하여 유의성 (p<0.05) 있는 감소를 

나타내었다. CD19
+

 세포 수는 정상군은 10.4 ± 

3.1, 대조군은 84.8 ± 41.0, CsA는 27.6 ± 2.0, 

GPJST 투여군에서는 27.7 ± 14.3 (×104)로 나타

나 유의성 있는 변화는 없었다 (Fig. 7).



116 대한한방소아과학회지, Vol.22, No.3, December, 2008

Fig. 8. Effect of GPJST on CD3+CD69+ and CD4+CD25+ absolute cell number in DLN in DNCB-induced 
atopic dermatitis-like model NC/Nga mice.
NC/Nga mice model followed by the administration of GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. At 
the end of the experiment, the mice DLN (×104) were removed and CD3+CD69+ and CD4+CD25+ absolute 
cell number were measured by analyzed by flow cytometer. Each point represents the mean 
± S.E. Statistically significant value compared with control group data by T test (*p<0.05).

Fig. 9. Effect of GPJST on CCR3+CD3+ absolute cell number of skin in DNCB-induced atopic 
dermatitis-like model NC/Nga mice.
NC/Nga mice model followed by the administration of GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. 
At the end of the experiment, the mice skin (×104) were removed and CCR3+CD3+ absolute 
cell number were measured by analyzed by flow cytometry. Each point represents the mean 
± S.E. Statistically significant value compared with control group data by T test (**P<0.01).

2) CD3
+

CD69
+

 와 CD4
+

CD25
+

 총 세포 수에 

미치는 영향

DLN에서의 CD3+CD69+ 세포 수는 정상군은 

4.6 ± 0.1, 대조군은 14.0 ± 2.9, CsA 투여군은 7.2 

± 4.2, GPJST 투여군에서는 7.9 ± 0.7 (×104)로 유

의성 (p<0.05)있게 감소하였고, CD4+CD25+ 세포 

수는 정상군은 1.7 ± 1.2, 대조군은 5.0 ± 2.5, CsA 

투여군은 2.4 ± 0.01, GPJST 투여군에서는 2.1 ± 0.6 

(×104)으로 감소되었으나 유의성은 없었다 (Fig. 8).

6. 등 피부조직 내 면역 세포 수 변화에 미치는 영향 

1) CCR3+CD3+ 세포 수에 미치는 영향

Skin에서의 CCR3+CD3+ 세포 수는 정상군은 7 

± 1.8, 대조군은 17.2 ± 2.8, CsA 투여군은 8.2 ± 2.3 
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Fig. 10. Effect of GPJST extract on CD11b+Gr-1+ absolute cell number of skin in DNCB-induced 
atopic dermatitis-like model NC/Nga mice. 
NC/Nga mice model followed by the administration of GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. 
At the end of the experiment, the mice skin (×104) were removed and CD11b+Gr-1 
absolute cell number were measured by analyzed by flow cytometry. Each point represents 
the mean ± S.E. Statistically significant value compared with control group data by T test 
(***p<0.001).

(×104)로 대조군에 비하여 유의성 (p<0.01) 있는 

감소를 나타내었고, GPJST 투여군에서는 15.0 ± 

2.5 (×104)로 나타나 유의성은 없었다 (Fig. 9).

2) CD11b
+

Gr-1 세포 수에 미치는 영향

Skin에서의 CD11b+Gr-1 세포 수는 정상군은 

1.7 ± 1.6, 대조군은 8.6 ± 0.5, CsA 투여군은 1.2 ± 

0.8 (×10
4
)로 대조군에 비하여 유의성 (p<0.001) 있

는 감소를 나타내었고, GPJST 투여군에서는 2.3 ± 

0.3 (×104)로 나타나, 대조군에 비하여 유의성 (p<

0.001) 있는 감소 효과를 나타내었다 (Fig. 10).

7. 혈청 내 cytokine 생성량에 미치는 영향

IL-6 생성량은 정상군은 6.8 ± 0.3, 대조군은 

113.6 ± 4.9, CsA 투여군은 80.7 ± 6.2, GPJST 투

여군은 66.4 ± 2.7 (pg/㎖)로 CsA 투여군, GPJST

투여군 모두 대조군에 비하여 유의성 (p<0.01) 

있는 감소 효과를 나타내었고, TNF-α 생성량은 

정상군이 32.3 ± 2.0, 대조군이 89.3 ± 8.6, CsA 

투여군은 58.8 ± 7.8, GPJST 투여군에서는 57.3 

± 8.2 (pg/㎖)로, CsA 투여군, GPJST투여군 모두 

대조군에 비하여 유의성 (p<0.05) 있는 감소 효

과를 나타내었다 (Fig. 11).

8. 비장세포 배양 상층액에서 cytokine 생성량에 

미치는 영향

IL-4 생성량은 정상군은 351.7 ± 18.1, 대조군은 

1042.5 ± 30.5, CsA 투여군은 904.3 ± 2.7, GPJST 

투여군에서 905.1 ± 6.3 (pg/㎖)로, CsA, GPJST 투

여군 모두 대조군에 비하여 유의성 (p<0.001) 있는 

감소 효과를 나타내었다.

IFN-γ 생성량은 정상군은 170.9 ± 23.0, 대조군

은 326.1 ± 33.9, CsA는 294.0 ± 17.2, GPJST 투여

군에서는 354.0 ± 45.8 (pg/㎖)로, 대조군에 비하여 

약간 증가하였으나 유의성은 없었다 (Fig. 12).

9. 혈청 내 immunoglobulin 생성량에 미치는 영향 

IgG1 혈중 농도는 정상군은 2645.0 ± 85.2, 대조

군은 3774.0 ± 76.4, CsA 투여군은 3238.5 ± 23.5 

(μg/㎖)로 대조군에 비하여 유의성 (p<0.001) 있는 
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Fig. 12. Effect of GPJST on the Levels of cytokines in the culture supernatant of splenocytes of 
DNCB-induced atopic dermatitis-like model NC/Nga mice 
Splenocytes from mice at 20 weeks of age were stimulated with mite antigen (1 ㎍/㎖), and 
anti-CD3 (1 ㎍/㎖) plus anti-CD28 (1 ㎍/㎖) antibody for 48hrs. IL-4 and IFN-γ in the 
culture supernatants was measured by mice IL-4 or IFN-γ ELISA. Statistically significant 
value compared with control group data by T test (***p<0.001).

Fig. 11. Effect of GPJST on the levels of IL-6 and TNF-α in the serum of DNCB-induced atopic 
dermatitis-like model NC/Nga mice. 
Blood was collected from the retro-orbital plexus under ether anesthesia and serum 
was obtained by 10,000 rpm centrifugation and stored at -20 °C until use. The levels of 
IL-6 and TNF-α were determined using a commer-cially available ELISA kit. Statistically 
significant value compared with control group data by T test (*p<0.05, **p<0.01).

감소 효과를 나타내었고, GPJST 투여군에서는 

3706.0 ± 51.1 (μg/㎖)로 유의성은 없었다.

IgM 혈중 농도는 정상군은 647.0 ± 30.9, 대

조군은 929.5 ± 37.6, CsA 투여군은 458.5 ± 56.5 

(μg/㎖)로 대조군에 비하여 유의성 (p<0.001) 있

는 감소 효과를 나타내었고, GPJST 투여군에서

는 680.5 ± 122.8 (μg/㎖)로 유의성은 없었다.

IgG2a 혈중 농도는 정상군은 1967 ± 55.9, 대조

군은 2694.5 ± 33.8, CsA 투여군은 1473.0 ± 70.1 

(μg/㎖)로 대조군에 비하여 유의성 (p<0.001) 있는 

감소 효과를 나타내었고, GPJST 투여군도 2153.0 

± 118.7 (μg/㎖)로 대조군에 비하여 유의성 (p<0.01) 
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Fig. 13. Effect of GPJST on the levels of immunoglobulin in the serum of DNCB-induced atopic 
dermatitis-like model NC/Nga mice.
Blood was collected from the retro-orbital plexus under ether anesthesia and serum 
was obtained by 10,000 rpm centrifugation and stored at -20 °C until use. The levels 
of IgG1 were determined using a commercially available ELISA kit. Statistically 
significant value compared with control group data by T test (**p<0.01, ***p<0.001).

있는 감소 효과를 나타내었다.

IgG2b 혈중 농도는 정상군은 6968.0 ± 46.1, 

대조군은 9284.5 ± 355.8, CsA 투여군은 6191.5 ± 

141.1 (μg/㎖)로 대조군에 비하여 유의성 (p<0.001) 

있는 감소 효과를 나타내었고, GPJST 투여군도 

7324.5 ± 287.6 (μg/㎖)로 대조군에 비하여 유의성 

(p<0.01) 있는 감소 효과를 나타내었다 (Fig. 13). 

10. 피부조직에 미치는 영향

GPJST이 피부 조직에 미치는 영향을 알아보

고자 약물 투여 종료 후 H&E 염색과 toluidine 염

색을 하여 관찰하였다. 

Ear 조직의 H&E 염색(Fig. 14-1)에서 대조군 

(B)의 epidermis와 dermis가 부종으로 현저하게 

확장되었고, 백혈구의 침윤도 관찰되었다. 이에 

비하여 GPJST 투여군 (D) 은 epidermis와 dermis

의 두께와 백혈구의 침윤도 감소하여 상대적으

로 부종이 감소하였다. 

Toluidine 염색(Fig. 14-2)에서는 dermis 주변에 

비만세포(화살표)가 많이 침윤된 대조군 (B) 에 

비하여, GPJST 투여군 (D) 에서는 그림에서 나타

난 바와 같이 비만세포를 거의 관찰할 수 없었다.

Skin 조직에서 H&E 염색(Fig. 15-1)을 한 대조

군 (B)의 skin은 epidermis와 dermis가 부종으로 

현저하게 확장되었고, 백혈구의 침윤도 관찰되

었다. 이에 비해 GPJST 투여군 (D)에서는 대조군
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14-1 14-2

Fig. 14. Histologic examination of ear skin lesion in DNCB-induced atopic dermatitis-like model 
NC/Nga mice. 
The animals were administrated with saline (control), CsA (20 ㎎/㎏), GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) 
for 8 weeks. Ear biopsy was stained with H&E(14-1) and toluidine blue (14-2) for exa-
mining inflammatory cells and mast cell (B, arrow), respectively 
(A; normal. B; cotrol, C; CsA, D; GPJST).

15-1 15-2

Fig. 15. Histologic examination of dorsal skin lesion in DNCB-induced atopic dermatitis-like 
model NC/Nga mice.
The animals were administrated with saline (control), CsA (20 ㎎/㎏), GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) 
for 8 weeks. Skin biopsy was stained with H&E (15-1) and toluidine blue (15-2) for exa-
mining inflammatory cells and mast cell (B, arrow), respectively 
(A; normal. B; cotrol, C; CsA, D; GPJST). 

에 비하여 epidermis와 dermis의 두께가 상대적으

로 줄었고, 백혈구의 침윤이 현저히 감소하여 부

종이 발생하지 않은 것을 알 수 있었다. 

Toluidine 염색(Fig. 15-2)에서는 대조군 (B)는 

dermis 주변에 비만세포 (화살표)가 많이 침윤된 

것을 알 수 있다. 그러나 GPJST 투여군 (D)에서

는 대조군에 비하여 비만세포를 거의 관찰할 수 

없었다.
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CD4+ CCR3+

Fig. 16. Immunohistochemical staining of ear skin lesion of DNCB-induced atopic dermatitis-like 
model NC/Nga mice. 
The animals were administrated with saline (control), CsA (20 ㎎/㎏), GPJST (7.1 ㎎/25 
g/day) for 8 weeks. Ear skin biopsy were stained with PE-rat anti-mice CD4 mAb and 
PE-rat anti-mouse CCR3 mAb, respectively 
(A; normal. B; cotrol, C; CsA, D; GPJST). 

CD4
+

CCR3
+

Fig. 17. Immunohistochemical staining of dorsal skin lesion in DNCB-induced atopic dermatitis-like 
model NC/Nga mice. 
The animals were administrated with saline (control), CsA (20 ㎎/㎏), GPJST (7.1 ㎎/25 g/day) 
for 8 weeks. Dorsal skin biopsy were stained with PE-rat anti-mouse CD4 mAb and 
PE-rat anti-mouse CCR3 mAb, respectively 
(A; normal. B; cotrol, C; CsA, D; GPJST). 

11. 조직 내의 면역세포 변화 

1) 귀에서의 면역세포 변화

면역 조직 화학 염색을 하여 CD4+와 CCR3+ 

세포를 분석한 결과, CD4
+
 세포 염색을 한 대조군 

(B)은 CD4+ Th 세포가 등 피부 조직에 침윤되어 

관찰된 반면, GPJST 투여군 (D)에서는 대조군에 

비하여 CD4+ Th 세포가 거의 관찰되지 않았다. 

CCR3+ 세포 염색에서도 역시 대조군 (B)에 비하여 

GPJST 투여군 (D)에서 CCR3
+

 세포 발현이 현

저하게 줄어든 것을 관찰할 수 있었다 (Fig. 16).
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Fig. 18. Effect of GPJST on the IL-6 mRNA levels in the skin of DNCB-induced atopic dermatitis-like 
model NC/Nga mice. 
IL-6 mRNA synthesized by RT-PCR was analyzed. IL-6 mRNA express were measured RT-PCR. 
The amount of SYBR Green was measured at the end of each cycle. The cycle number at 
which the emission intensity of the sample rises above the baseline is referred as to the 
RQ and is proportional to the target concentration.

Fig. 19. Effect of GPJST on the TNF-α mRNA levels in the skin of DNCB-induced atopic dermatitis-like 
model NC/Nga mice. 
TNF-α mRNA synthesized by RT-PCR was analyzed. TNF-α mRNA express were measured 
RT-PCR. The amount of SYBR Green was measured at the end of each cycle. The cycle number 
at which the emission intensity of the sample rises above the baseline is referred as to 
the RQ and is proportional to the target concentration.

2) 등 피부에서의 면역세포 변화

면역 조직 화학 염색을 하여 CD4+와 CCR3+ 

세포를 분석한 결과, CD4+ 세포 염색을 한 대조

군 (B)은 CD4
+

 Th 세포가 등 피부 조직에 침윤

되어 관찰된 반면, GPJST 투여군 (D)에서는 대

조군에 비하여 CD4+ Th 세포가 거의 관찰되지 

않았다. CCR3
+

 세포 염색에서도 역시 대조군에 

비하여 CCR3
+

 세포 발현이 현저하게 줄어든 것

을 관찰할 수 있었다 (Fig. 17).

12. Real-time PCR analysis on atopic derma-

titis-like model NC/Nga mice

1) IL-6 mRNA 유전자 발현 분석

IL-6 mRNA 유전자 발현은 대조군의 RQ 값이 
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Fig. 20. Effect of GPJST Extract on the Eotaxin 2 mRNA levels in the skin of DNCB-induced 
atopic dermatitis-like model NC/Nga mice. 
Eotaxin 2 mRNA synthesized by RT-PCR was analyzed. Eotaxin 2 mRNA express were mea-
sured RT-PCR. The amount of SYBR Green was measured at the end of each cycle. The 
cycle number at which the emission intensity of the sample rises above the baseline is 
referred as to the RQ and is proportional to the target concentration. 

Fig. 21. Effect of GPJST Extract on the CCR3 mRNA levels in the skin of DNCB-induced atopic 
dermatitis-like model NC/Nga mice. 
CCR3 mRNA synthesized by RT-PCR was analyzed. CCR3 mRNA express were mea-
sured RT-PCR. The amount of SYBR Green was measured at the end of each cycle. The 
cycle number at which the emission intensity of the sample rises above the baseline 
is referred as to the RQ and is proportional to the target concentration.

1 일때, 정상군은 0.02, CsA 투여군은 0.572, GPJST 

투여군에서는 0.338로 대조군에 비해 66 % 이상 

억제되었다 (Fig. 18).

2) TNF-α mRNA 유전자 발현 분석

TNF-α mRNA 유전자 발현은 대조군의 RQ 값

이 1 일때, 정상군은 0.142, CsA 투여군은 0.245, 

GPJST 투여군에서는 0.648로 대조군에 비해 35 %

정도 억제되었다 (Fig. 19).

3) Eotaxin 2 mRNA 유전자 발현 분석

Eotaxin 2 mRNA 유전자 발현은 대조군의 RQ 값
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이 1 일때, 정상군은 0.225, CsA 투여군은 0.338, GPJST 

투여군에서는 0.548로 대조군에 비해 현저한 억제

효과를 보였다 (Fig. 20).

4) CCR3 mRNA 유전자 발현 분석

CCR3 mRNA 유전자 발현은 대조군의 RQ 값

이 1 일때, 정상군은 0.451, CsA 투여군은 0.684, 

GPJST 투여군에서는 0.358로 대조군에 비해 현

저한 억제효과를 보였다 (Fig. 21).

Ⅳ. 考  察

아토피 피부염은 심한 소양감을 동반하는 만성, 

재발성의 피부염증을 특징으로 하는 유전성 질환

으로, 일반적으로 유, 소아기에 높은 발생빈도를 

보이며 나이가 증가 할수록 유병율은 감소하여 대

부분 경한 경과를 갖는 질환으로 알려져 있다2,19). 

사회가 발달함에 따라 전 세계적으로 유병율이 

증가하면서 이에 대한 관심도 증가하고 있으며, 

우리나라에서도 최근 알레르기 질환의 급증과 

함께 아토피 피부염 환자가 증가하고 있다20-1).

아토피 피부염 환아는 소양감으로 인해 잦은 피

부손상과 같은 신체적 문제를 경험할 뿐 아니라 수

면장애로 인하여 짜증이 심하거나 집중력이 떨어

지고 항상 피곤하여 학습, 놀이, 운동 등의 활동에

도 제한을 받는다. 또한 다양한 이유로 사회 심리

적 문제를 경험하고 또래관계나 가족활동에도 영

향을 주어 삶의 질이 저하될 수 있다
22-5)

. 국내 연구

에서도 아토피피부염을 앓고 있는 대부분의 환아

가 개인의 삶 그리고 가정경제에 영향을 미치고 아

토피피부염이 심할수록 그 영향도 크다는 것을 확

인할 수 있었다26). 따라서 적극적인 치료와 증상의 

관리를 통한 피부염의 진행과정을 조절하는 장기

간의 전략이 필요하다.

아토피 피부염의 특징은 초기의 심한 소양감인

데, 임상양상의 대부분이 피부를 긁고 문질러서 오

는 2차적인 것으로, 면역학적으로 혈청 IgE 수치

가 상승되고 세포매개성 면역이 감소되며 호중구 

및 단핵구의 화학 주성 능력이 늦어진 것 등이 아

토피 환자에게 발견된다27). 

아토피 피부염을 정확하게 진단할 수 있는 실험

적 방법은 없지만, 알레르기 질환에서 면역반응에 

기초한 아토피 피부염 진단 방법이 연구 중에 있

다. 아토피 피부염을 비롯해서 천식, 알레르기성 

비염 등 흔히 보이는 알레르기 질환에서는 allergen-

specific IgE response와 tissue-specific inflammation

이 나타나는데 이러한 반응을 기초로 아토피 피부

염의 발병 위험 등을 예측할 수 있다. 아토피 환자

의 염증반응은 사실 IgE에 의한 즉각적 과민반응

보다 더 복잡한 것으로 보인다. 혈중 IgE의 농도가 

상승하고 eosinophilia가 나타나도 이것이 직접적

인 피부염증의 특별한 자극제라고 보기는 힘들다
28-30)

. IgE의 sensitivity는 아토피 피부염을 예측하

는데 있어서 가족력에 의한 것보다 민감도가 떨

어진다. Food allergen의 조사에서도 IgE 농도로

는 결과를 예측하기 어렵다. 그러나 aeroallergen 

sensitization이나 계란, 우유, 땅콩에 대한 sensi-

tivity를 조사할 경우 IgE에 의한 예측이 비교적 

정확하다. 아토피 피부염이 있는 환자의 경우 

혈중의 IgG anti-IgE antibody의 농도는 그렇지 

않은 사람에 비해서 낮게 나타나고, 생후 3개월 

된 아이의 peripheral blood eosinophilia를 조사한 

결과 아토피 환자의 혈중 IgE가 더 높은 것으로 

보고되었다31-3). 결론적으로 소아에서 IgE anti-

body의 혈중농도가 높을수록 아토피 피부염의 

발병이 일찍 시작된다. IgE의 혈중농도가 잘 조

절되지 않는 이유 중의 하나는 IgE 생산을 억제

하는 IFN-γ의 생성에 이상이 있기 때문인데, 

IgE 농도가 정상일지라도 IFN-γ의 농도가 낮은 

경우 아토피 피부염의 발병위험이 높은 것으로 
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Fig. 22. Major cytokines in allergic inflammation and cellular interactions

알려져 있다. 

아토피 피부염의 악화정도와 관련이 있는 수

치로 eosinophil cationic protein (ECP, eosinophil 

granule 내부에 존재하는 protein) 농도가 있다. 

ECP는 알레르기 반응이나 염증반응 동안 활성

화된 eosinophil에서 분비되는 protein으로 기생

충에 세포독성이 있는데, 아토피 피부염 환자의 

경우 그렇지 않은 환자에 비해서 ECP의 농도가 

높다는 보고가 있다34). 

활성화된 lymphocytes, 대부분의 CD4 helper cells, 

mast cell, 피부(dermal)의 Langerhans cells, 과도하

게 자극된 antigen-presenting activity가 있는 표피

(epidermal)의 Langerhans cells 등이 아토피 피부염

과 관련된 면역요인으로 보고 있다35-7). Langer-

hans cells은 피부의 주된 antigen-presenting cell

로, 아토피 피부염에서 이 세포의 표피에 antigen-

specific IgE와 반응하는 receptor를 발현하는데, 

이것은 allergen-specific T cell이 IgE의 target이 

되는 allergen을 인지할 수 있도록 한다. 알레르기 

반응에서 보통 보이는 eosinophil은 아토피 피부염

에서는 현저하지 않지만 면역 세포 화학적 연구

에서, 특히 만성인 경우 eosinophil-derived protein

의 존재가 확인되었고, Mast cell 역시 아토피 피부

염의 주요 병인이 된다. Th cell은 Th0에서 분화

되어 Th1과 Th2로 나뉘는데 이것은 각각 서로 

다른 cytokine을 분비하고, 분비된 cytokine들은 

각각 다른 반응을 하여 상대편 반응을 길항한다
38-40)

. Th1 cell은 IFN-γ과 IL-2를 분비하고 Th2 

cell은 IL-4, IL-5, IL-10, IL-13을 분비하는데 이러

한 cytokine에 의해 유도되고 길항되는 여러 가

지 반응은 다음과 같다 (Fig. 22).

Th1, Th2 둘 다 antigen이 있는 상태에서 IgM, 

IgG, IgA를 유도하지만 알레르기 반응에 관여하

는 IgE의 경우 Th2에 의해서만 유도된다. Th2 

cell이 활성화되면, 앞에서 말했듯이 IL-4, IL-13

이 분비되고 이것은 B cell을 자극해서 IgE를 분

비한다. IL-5는 eosinophilia를 유발하고 IL-10은 

macrophage에 의한 cytokine 분비를 저해하여 

delayed-type hypersensitivity를 저해한다. IFN-γ

는 Th2 cell을 길항하므로 IgE 합성을 저해한다. 

순환하는 antigen-specific memory 또는 effector T 

cell에서 세포 내 림프구성 침윤물 (cellular lym-
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phocytic infiltrates)이 생기고 이것은 아토피 피

부염에서 활성화되어 IL-13 등에 의한 cytokine 

pattern 등에 따라 IgE 생성을 조절한다41-2). 생산

된 IgE는 피부의 lymphocyte antigen과 피부 혈관 

내 E-selectin의 반응으로 매개되어 피부로 이동

되므로 결국 수용성 E-selectin의 농도는 혈중 

IgE의 농도 및 eosinophil의 수와 관련성이 있다. 

Th2 lymphocyte는 aeroallergen이나 food antigen에 

민감하고, 또한 house-dust mites나 environmental 

antigen에 민감한 환자의 경우 피부 림프구 항원 

(cutaneous lymphocyte-antigen, CLA)에 양성인 세

포에 의해 아토피 피부염이 유발된다. 피부에 상

주하는 staphylococci에 생성된 독성물질인 super-

antigen은 아토피 피부염을 악화시키는데 이것은 

Th2가 관여하는 메커니즘에 의한 것으로 보인

다. Superantigen은 IL-4, IL-5의 분비를 자극하고 

IFN-γ의 분비는 저해하며 CLA의 수를 증가시켜

서 결국 IgE 생성을 촉진 한다43).

아토피 피부염 환자에서 세포 매개성 면역기

능장애가 IgE의 증가와 관련 있음이 밝혀지면서 

즉시형 과민반응 외에도 지연형 과민반응이 아

토피 피부염의 병인에 관여함을 주장하는 보고

들이 증가하고 있다. 아토피 피부염 환자에서 

세포 매개성 면역장애는 약 80%까지 발생하는 

것으로 알려져 있으며, 바이러스 및 피부사상균

등에 의한 피부감염증에 대해 감수성이 증가되

어있고, 접촉 알레르겐에 대한 감수성은 감소된 

경향을 보인다. 과거에는 T세포 성숙 결핍설, 

CD8+ 억제 T세포의 수적 감소 등이 보고된 바 있

었으나, 최근엔 CD4+ T세포의 역할이 더욱 중요

한 것으로 알려지고 있다
44-5)

. 즉 B세포로 부터 IgE

의 생성을 유도하는 IL-4, B세포로부터 IgE 생성

을 촉진하는 IL-5, IgE 생성을 증폭시키는 IL-6등

을 분비하는 T세포는 CD4
+

 T세포 중 Th2 세포인

데, 아토피 피부염 환자의 말초혈액 및 피부병변

으로부터 분리한 항원 특이 T세포 클론이 Th2로 

밝혀졌고 이 세포들에서 IL-4 등의 Th2 cytokine 

profile이 분비된다는 사실이 입증되었다46). 현재

까지의 여러 연구들로 부터 추정되는 개략적인 

아토피 피부염의 병태 생리기전은 다음과 같다. 

즉 알레르겐이 IgE에 의해 인식되면 Langerhans 

cell 표면 IgE 부착 Fc수용체에 유착되어 T림프

구에 항원을 전달함으로써 T림프구가 활성화되게 

된다. 이때 자가 펩타이드나 staphylococcus의 초

항원(superantigen)에 의해서도 T림프구가 활성

화될 수 있다. 다른 피부질환과 달리 아토피 피

부염의 피부병변에 침윤되는 염증세포는 주로 

Th2 세포로서 IL-4, IL-5 등의 cytokine을 생성하여, 

혈중 IgE의 상승을 촉진하고, 호산구의 증가를 유

도한다. cAMP phosphodiesterase가 상승되어 있는 

아토피 피부염의 비정상적인 단구에 의해 PGE

의 생성이 증가하게 되고 이로 인해 Th1 림프구의 

침윤이 억제된다. 또한 Th1 림프구는 아토피 피부

염에서 쉽게 활성화되는 비만세포로부터 유리된 

TNF에 의해서도 억제된다
47-50)

. 아토피 피부염에

서 Th1의 감소된 기능은 Th1증식을 억제하고 결

국 세포매개성 면역의 저하를 초래한다. 각종 cy-

tokine은 혈관 내피세포를 활성화하여 여러 세

포유착분자의 발현을 유도하거나 증가시켜 기억 

T림프구의 복귀를 촉진시킴으로써 습진성 병변이 

유발되게 된다
51-2)

.

아토피 피부염의 치료방법으로는 전신 및 국소 

치료법으로 항히스타민제, 부신피질호르몬제, 항

균제, 탈감작 요법, 광선요법, 면역요법 등이 시행

되고 있지만 일부 환자에서는 반응하지 않는 경

우도 많고, 다양한 부작용이 발생하기도 하고, 증

상이 완화된다고 하더라도 지속적으로 재발하

기도 한다. 따라서 새로운 아토피피부염 치료제의 

개발이 절실히 필요한 실정이며, 치료제의 개발과 

관련된 재료로 최근에는 부작용이 적은 한약제 

등 천연물이 관심을 받고 있다53-5). 

아토피 피부염의 한의학적 범주는 《素問 : 玉
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機眞藏論篇》10)
에서 “浸淫”이라고 기록된 이

후로, 《金匱要略》11)에서부터는 “浸淫瘡”이라 

기록되어 있고, 《諸病源候論》12)에 이르러 “乳
癬”이란 기록이 있으며, 《外科正宗》13)

에서 

“奶癬”이란 病名이 처음 사용되었다. 이 외에 胎
熱症, 胎癬, 胎斂瘡, 濕疹, 四彎風, 旋耳瘡, 

臍瘡 등의 病名이 혼용되고 있다
14)

. 

아토피 피부염의 한의학적 발생원인은 주로 

血熱, 濕熱, 血燥 등으로 보고, 급성기와 만성기

로 나누어 급성기는 風濕偏盛型, 熱重于濕型, 濕
重于熱型으로, 만성기는 脾虛濕熱內蘊型, 陰傷
血燥濕變型으로 파악된다. 따라서 치료는 주로 

淸熱, 解毒, 除濕, 祛風, 健脾, 養血 등의 治法을 

사용하고 있다14-7). 

驅風除濕湯은 대표적인 淸熱解毒 藥物인 

蒲公英과 金銀花, 淸熱燥濕의 효능이 뛰어난 

黃柏, 苦蔘, 發散解表시키는 防風, 蟬蛻, 薄荷, 

除濕, 利水, 祛痰시키는 藿香, 薏苡仁, 茯苓, 半
夏로 구성된

56)
 經驗方으로, 임상에서 熱毒, 濕熱 

등의 원인으로 발생하는 피부염에 주로 사용되고 

있다. 構成 藥物 중 苦蔘57-8), 黃柏59), 防風60), 金
銀花61-2)

, 蟬蛻63)
 등은 이미 항염증 작용과 항알레

르기 작용이 보고된 바가 있다. 

이에 임상에서 아토피 피부염 환자들에게 多用
되고 있으며 임상에서 효과를 보이고 있는 약물

로 구성된 驅風除濕湯이 아토피 피부염에 실험

적으로도 효과가 있을 것으로 보여 NC/Nga mice

에서 clinical skin score 값, 혈중 IgE치, 면역세포의 

변화, 혈청 내 cytokine과 immunoglobulin 생성량, 

피부조직에 미치는 영향 등을 알아보고자 본 실험

에 임하게 되었다.

현재까지 아토피성 피부염 발생과 원인적 연

관성을 갖고 있는 것으로 확인된 물질이 부재한 

상황이어서 본 연구에서는 접촉성 알레르기성 

피부염을 유발하는 것으로 알려진 DNCB을 이용

하여 사람에게서 발생되는 아토피성피부염의 

면역학적 이상과 유사한 과민반응 발현을 NC/Nga 

mice에서 유도할 수 있었다64-8). DNCB는 aceton

이나 alcohol과 같은 기체 (carrier solution)에 녹여 피

부에 바르면 국소적 면역반응을 유도하는 것으로 

알려진 피부 증감제 (skin sensitizer)이다69-71). 피부

에 접촉한 후 수 분 뒤 DNCB는 피부에 스며들어 

hapten을 형성하고, epidermal langerhans cells은 

DNCB hapten을 CD4+ T cells에 제시하여 면역

반응이 활성화 된다72-3). 

연구에서 사용한 NC/Nga mice는 자발적 아토

피성 피부염 유발 모델로 잘 알려져 있으며74) 최

근엔 IgE와 Th2 cytokine 생성에 필수적인 stat6 

knockout NC/Nga mice를 만들어 시험한 결과, 

피부염이 여전히 자발적으로 유도되어 흔히 예상

한 기전이외에 다른 기전으로 피부염이 유도되는 

것으로 예상되고 있다. 이러한 장점에도 불구하고 

자발적인 피부염 유도비율이 낮고, 유도된 피부염

의 severity에도 차이가 심해 평가를 위해 신뢰할

만한 모델 수준은 되지 못하고 있는 것이 사실이

다. 이에 일본에서는 hapten 형성 물질인 picryl chlo-

ride (1-chloro 2,4,6-trinitro benzene)을 이용하여 피

부염을 인위적으로 유도하여 이러한 문제를 해결

하고 있다75). 그러나 picryl chloride의 경우 국내 

반입이 금지되어 이용할 수 없음에 여기에선 구

조적으로 picryl chloride와 유사하여 같은 기전으로 

작용하는 2,4-dinitrochlorobenzene(DNCB)을 이용

하여 시험을 진행하여 유사한 결과를 얻을 수 있

었다. 이 모델에 의하면 아토피성 피부염의 주된 

증상들 (가려움, IgE증가, 피부염증)을 모두 관찰

할 수 있었고, 더 나아가 아토피성 피부염의 치료

제로 잘 알려진 국소 스테로이드나 경구용 cyclo-

sporin 의해 증상이 완전히 치유되는 현상을 관찰

할 수 있다. 

NC/Nga mice의 등 피부에 DNCB를 도포하여 

피부염을 유발시킨 후 GPJST의 피부발진 억제

효과를 관찰한 결과, 아토피 피부염에서 나타날 수 
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있는 소양, 건조, 부종, 혈종, 짓무름, 태선화 등의 

임상적 증상 (clinical score)이 GPJST 투여군에서 

유의성 (p<0.001) 있게 줄어들었고 (Fig. 1), 아

토피 피부염의 대표적인 면역학적 지표인 혈청 

중 IgE 수준은 DNCB 도포 후 8 주에서 DNCB

를 도포하지 않은 정상군에 비하여 대조군이 약 

4배 이상 증가하였고, GPJST 투여시 대조군에 

비하여 유의성 있는 감소를 나타내었다 (Fig. 2). 

이러한 결과는 IgE가 아토피 환자에서 중요한 인

자로 작용하여 피부 발진 등의 원인이 되기 때문

에 GPJST의 투여로 인한 IgE의 감소는 피부발진 

억제에 큰 역할을 하는 것으로 생각된다.

IgE 생산의 증가와 세포매개성 면역의 결여가 

함께 나타난다는 것은 IgE 생성을 조절하는 T세

포의 결함에 의한다는 것을 의미한다. CD4+ Th2 

세포에서 분비되는 여러 cytokine중 IL-4와 IL-13이 

B세포의 IgE 생성에 관여하는 것으로 알려져 있다. 

시험관 내에서 IFN-γ는 IL-4에 의한 IgE 생성을 

억제하고 IL-4는 IFN-γ의 발현과 분비를 억제시

키는 복잡한 상호조절 장치를 갖고 있다. IL-4는 

B세포나 단핵구상의 Fcε R2/CD23의 발현을 증가

시키고 수용성 CD23은 IgE 결합인자로서 B세

포의 IgE 생산을 조절한다76-8). 이러한 결과들로 

보아 IL-4 생성 Th2 세포가 IgE 생성에 결정적 

역할을 하는 것으로 생각되나 이러한 기전이 알레

르겐 특이 IgE 항체 합성에도 관여하는지 알아

볼 필요가 있다79). 실험에서 비장세포 배양 상층액

에서 IL-4와 IFN-γ의 생성량을 알아본 결과, GPJST 

투여군이 대조군에 비해 IL-4는 유의성 (p<0.001) 

있게 감소하였고, IFN-γ는 대조군에 비하여 증가

하였다 (Fig. 12). 이는 GPJST이 IFN-γ의 생성을 

촉진시킴으로써 IgE 생성을 억제시키는 효과를 

나타내는 것으로 볼 수 있다.

면역조직화학염색을 통하여 귀와 등 피부조직

의 상피층 (epidermis)에 존재하는 CD4+ Th2 세포

를 관찰한 결과, 대조군에는 상피층에 많은 수의 

CD4
+

 Th2 세포가 분포하지만, GPJST를 투여한 

실험군에서는 현저하게 CD4+ Th2 세포가 감소된 

것을 관찰할 수 있었다 (Fig. 16, 17).

PBMCs와 DLN에서 염증활성 면역 세포의 변화

를 관찰한 결과, PBMCs에서의 CD4+와 CB8+ 세포 

수는 모두 GPJST 투여군에서 유의성 (p<0.05) 있

는 감소효과를 나타내었고 (Fig. 4), CD3
+

CD69
+ 

세포 수(%)는 정상군에 비하여 DNCB로 유도된 

대조군이 증가하였고, GPJST 투여군에서는 대조

군에 비하여 유의성 (p<0.001) 있게 감소하였다 

(Fig. 5). DNL에서는 CD3+ 와 CD19+ 의 세포 수 모

두 대조군에서 정상군에 비해 증가하였고, GPJST 

투여군에서는 대조군에 비하여 현저한 감소를 

나타내었다 (Fig. 7). CD3+CD69+ 세포 수는 정상

군에 비하여 DNCB로 유도된 대조군이 증가하였

고, GPJST 투여군에서는 대조군에 비하여 유의성 

(p<0.05) 있게 감소하였다 (Fig. 8). 이러한 염증

활성 면역세포는 자가 항원에 의하여 활성화되어, 

염증 cytokine인 IL-6와 TNF-α의 수준을 증가시

킨다. 실험에서도 혈청 중 IL-6와 TNF-α 수준 모두 

DNCB로 유도된 대조군에 비하여 GPJST 투여군

에서 유의성 있는 감소를 나타내었다 (Fig. 11). 또

한 NC/Nga mice의 등 피부조직을 biopsy하여 유

전자 발현 정도를 RT-PCR로 관찰한 결과, IL-6 

mRNA 유전자 발현은 DNCB로 유도된 대조군에 

비하여 GPJST 투여군의 RQ 값이 66%이상 감소를 

나타내었고 (Fig. 18), TNF-α mRNA 유전자 발현

도 대조군에 비하여 약 35%이상 감소하였다 (Fig. 

19). 이는 GPJST가 자가 항원 등으로 유도된 염증

활성 면역세포를 억제하여 염증 cytokines를 억제

하는 것으로 생각된다.

자가 항원으로 피부발진 부위에는 호산구, 비만

세포, 백혈구의 이동 및 활성에 중요한 CCR3, eo-

taxin 및 macrohage chemoattractant protein (MCP) 

등의 chemokine 축적이 관찰된다80-4). 이 중 대표적

인 비만세포와 호산구화학유인물질인 eotaxin은 



驅風除濕湯이 DNCB로 유도된 NC/Nga mice의 아토피 피부염에 미치는 영향 129

CCR3의 ligand로 주로 상피세포에서 분비되고 피

부 섬유아세포에서도 분비된다. 비만세포, 호산구, 

호염기구, Th2 세포 등에 존재하는 CCR3 수용체

와 eotaxin이 결합하여 염증세포들이 피부조직

내로 이동한다85). Eotaxin은 염증반응 초기에 국소 

비만세포와 호산구증을 유발하며 이후 연속반

응을 통해 더욱 강력한 비만세포증 및 호산구증을 

일으킨다. 이 과정은 eotaxin 단독 작용 보다 IL-5 

및 IL-13과 같은 cytokine과의 상호작용을 통해 

극대화되고, 특히 IL-13은 상피세포를 자극하여 

eotaxin의 분비를 증가시키고, 비만세포 및 호산구 

화학주성을 유발하는 강력한 인자로 알려져 있

다
86-8)

. IL-13은 T 세포외에 비만세포, 호염기구, 

가지세포 (dendritic cell), 각질세포 등에서도 분비

되고, IL-4와 수용체를 공유하여 IL-4와 유사한 

작용을 나타낸다
89)

. 아토피 혹은 비아토피 천식, 

아토피 피부염, 알레르기 비염, 만성 부비동염 및 

type Ⅱ 육아종성 질환에서도 IL-13의 증가가 보고

되었다. eotaxin 같은 chemokine도 조직염증을 유

발한다90-1). 즉, chemokine은 8-10 kDa basic hep-

arin-binding polypeptide mediators의 family로 염증

조직 부위로 염증백혈구세포를 recruitment하는 

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 이는 2개

의 cysteine과 2개의 main subfamilie인 CXC 그리고 

CC로 구분된다. eotaxin은 CC chemokine으로 잠재

적인 chemoattractant와 호산구 활성81)과 basophils 

활성을92-3) 하는 것으로 알려져 있다. 또한 Th2 세

포의 유인인자로 보고되고 있다
89)

. eotaxin은 다양

한 조직에서 생산되는데, 호산구, 임파구, 대식세

포, chondrocytes, fibroblasts, 평활근, endothelial, 

그리고 epithelial 세포 등이다
80-1,85,94-5)

. eotaxin의 

활성화로 chemokine receptor CCR3에 결합하는데, 

CCR3는 호산구, 호중구, 비만세포, 그리고 Th2 

세포에서 발현된다
85,88-9,93)

. 또한 아토피에서 eo-

taxin과 CCR3가 피부 발진에 중요한 역할을 하는 

것으로 보고되고 있다85,88,93,96).

실험 결과, DNCB로 유도된 NC/Nga mice의 등 

피부조직에서 cDNA를 합성하여 eotaxin과 CCR3 

mRNA 유전자 발현을 대조군과 비교하여 DNCB

로 유도된 대조군의 RQ 값을 1이라 했을 때, GPJST 

투여군의 등 피부조직에서의 eotaxin mRNA 유전

자 발현이 대조군에 비하여 RQ 값이 45% 감소를 

나타내었고, CCR3 mRNA 유전자 발현은 대조군

에 비하여 RQ 값이 65% 감소를 나타내었다 (Fig. 

20, 21). 또한 말초혈액의 PBMC에서 CCR3+ 활

성세포가 DNCB로 유도된 대조군에 비하여 현저

하게 증가하였고, GPJST 투여한 실험군은 2배 

이상 감소를 나타내었다 (Fig. 6). 그리고 등 피부

조직을 biopsy하여 FACS로 분석한 결과에서도 

CCR3+CD3+ 활성세포가 대조군에 비하여 GPJST 

투여군이 현저하게 감소를 나타내었고 (Fig. 9), 귀

와 등 피부 조직에서 면역형광조직염색을 통하여, 

DNCB로 유도된 대조군에 비하여 GPJST 투여군

의 CCR3+ 활성세포가 현저하게 감소를 나타낸 

것을 알 수 있었다 (Fig. 16, 17). 

이러한 결과는 DNCB로 유도된 아토피 피부염 

NC/Nga mice에서 피부발진 조직으로 염증세포들

이 이동하는 기전 중 eotaxin과 CCR3의 상호작용

을 GPJST가 방해하여 피부발진을 억제하는 것

으로 생각된다.

Eosinophil에 eotaxin의 활성에 의한 발현과 축적

으로 CCR3는 알레르기성 비염과 천식을 유발하는

데 중요한 역할을 하는 것으로 보고되었다80-1,85,95). 

그리고 다른 보고에 의하면 eotaxin이 염증부위로 

recruit된 단핵세포와 호산구 세포와 마찬가지로 

epithelial 그리고 endothelial 세포 같은 resident 세

포들에서 발현된다. 또한 발진피부에 있는 eotaxin

의 발현은 주로 fibroblast 안에 mononuclear 세포와 

eosinophil, 중요한 keratinocytes의 활성으로 관찰

되었고
82)

, 발진피부에 있는 CCR3 immunoreactive 

세포는 mononuclear 세포와 eosinophil 등과 같이 

진피에서 현저하게 관찰되어95) 실험 결과와 일치
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하였다. 

B세포는 Th2 세포의 신호를 받아 분화를 하고 

IgE와 immunoglobulin을 분비하게 된다. 일반적으

로 IL-4에 의해 isotype switching이 유도되는 IgG1 

수준과 IFN-γ에 의해 isotype switching되는 IgG2a 

수준은 만성 피부질환 동물의 혈청에서 증가되어 

나타난다
97-9)

.

실험에서 혈청 중 IgM, IgG1, IgG2a 및 IgG2b

의 수준을 측정한 결과, 정상군에 비하여 대조군

에서 증가되었으며 GPJST 투여로 유의성 있게 

감소하였다 (Fig. 13). 이는 DNCB 같은 알레르기 

매개체에 의한 B 세포의 활성화에 따라 IgG iso-

type 분비가 증가되는데, GPJST에 의해 B 세포의 

항원에 대한 항체생산의 분화가 억제된 것으로 

생각된다.

아토피 피부발진이 심화되면 피부발진 부위에 

Th2 세포, 호산구, 단핵구, 비만세포 등 면역염증

세포가 증가하게 되고, 표피층이 두꺼워지는 원인

을 제공하여 만성 피부질환 동물의 피부발진을 

계속 유지하고 악화시키는데 기여하게 된다100). 

면역 조절작용 중 myeloid 세포의 역할은 다양한 

질환 상태에 관여하여 면역 억제작용을 하는 것

으로 이해되고 있으며 세포의 성장과 분화에도 

중요하게 작용하는 것으로 알려져 있다101-4). 그

리고 myeloid suppressor cells (MSC)의 특징은 mac-

rophage (Mac-1/CD11b)와 granulocyte (Gr-1) lin-

eages 공통적으로 모두 표면분자를 발현하는 것

이다
101)

. 이 CD11b
+

Gr-1
+

 MSC는 spleen, lymph 

nodes에서 염증 피부 및 조직으로 이동하여 많이 

존재하는데, 이 세포는 antibody production, cy-

totoxic T lymphocyte (CTL) generation, 그리고 lym-

phocyte proliferative responses를 억제하여 아토피

의 경우 만성피부질환을 계속적으로 심화시키는 

역할을 한다
101,104-5)

. 

아토피 피부발진 피부부위를 biopsy하여 세포를 

분리하여 FACS로 침윤된 세포들을 분석한 결과, 

활성 CD11b
+

Gr-1
+

 MSC 세포 수는 DNCB를 도

포하지 않은 정상군에 비하여 대조군이 현저하게 

증가하였고, CsA을 투여한 양성대조군은 대조

군에 비하여 현저하게 감소하였으며, GPJST 투

여군은 대조군에 비해 약 4배정도 감소하였다 

(Fig. 10). 

등 피부조직에서의 총 면역세포수를 측정한 

결과, DNCB로 유도된 대조군에서 정상군에 비

해 현저한 증가를 보였고, GPJST을 투여한 실험

군은 대조군에 비하여 유의성 (p<0.01) 있는 감

소 효과를 나타내었다 (Fig. 3). 또한 GPJST이 피

부조직에 미치는 영향을 알아보고자 실험 종료 

후 귀와 등 피부조직을 H&E 염색과 toluidine 염

색을 하여 관찰한 결과, DNCB로 유도된 대조군

의 epidermis와 dermis가 부종으로 현저하게 확장

되었고, 백혈구와 비만세포의 침윤이 많이 관찰된 

반면, GPJST 투여군은 epidermis와 dermis의 두께

와 백혈구의 침윤도 감소하여 상대적으로 부종이 

감소하고 비만세포의 침윤도 거의 관찰할 수 없

었다 (Fig. 14, 15).

이상의 결과로 미루어 보아 驅風除濕湯은 아

토피 피부염 치료에 유효하게 활용할 수 있을 것

으로 판단되며, 향후 지속적인 연구가 진행되어야 

할 것으로 사료된다.

Ⅴ. 結  論

驅風除濕湯이 NC/Nga mice의 아토피 피부

염에 미치는 영향을 실험적으로 규명한 결과 다

음과 같은 결론을 얻었다. 

1. 驅風除濕湯이 DNCB로 유발된 피부발진의 

clinical score값을 감소시켰다. 

2. 驅風除濕湯은 혈청 중 IgE, IL-6, TNF-α 
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함유량을 유의성 있게 감소시켰다.

3. 驅風除濕湯은 혈청에서 IgG1, IgM, IgG2a 

그리고 IgG2b의 혈중 수준을 유의성 있게 

감소시켰다.

4. 驅風除濕湯은 PBMCs에서 CD3+CD69+, 

CCR3+의 총 활성세포수를 정상군에 가깝게 

회복시켰다.

5. 驅風除濕湯은 DLN에서 CD3+, CD3+CD69+

의 총 활성세포수를 유의성 있게 감소시켰다.

6. 驅風除濕湯은 등 피부조직에서 CD11b
+

Gr-1+, CCR3+CD3+의 총 절대 세포수를 유의

성 있게 감소시켰다.

7. 驅風除濕湯은 등 피부조직에서 IL-6, TNF-

α, CCR3, Eotaxin mRNA 유전자 발현을 감소

시켰다.

8. 驅風除濕湯은 귀와 등 피부조직에서 epi-

dermis와 dermis부분의 염증정도와 염증면역

세포의 침윤을 감소시켰다. 

9. 驅風除濕湯은 귀와 등 피부조직에서 CD4
+

와 CCR3+ 세포의 조직침윤을 현저하게 감소

시켰다. 
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