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ABSTRACT
Objectives:Inthisstudy,theauthortriedtoexaminewhetherGamijinhae-tangandSocheongryong-tang-ga-seokgo

significantlyaffectbothPMA-inducedmucinproductionandMUC5ACgeneexpressionfromairwayepithelialcells.

MaterialsandMethods:ConfluentNCI-H292cellswerepretreatedfor30mininthepresenceofJHTandSTSand
treatedwithPMA (10ng/㎖),toassesstheeffectsoftheagentsonPMA-inducedmucinproductionbyenzyme-linked
immunosorbentassay(ELISA).Also,theeffectsoftheagentsonPMA-inducedMUC5ACgeneexpressionfromthesamecells
wereinvestigated.Possiblecytotoxicitiesoftheagentwereassessedbyexaminingtherateofsurvivalandproliferationof
NCI-H292cellsaftertreatmentofagentsduring48hrs.

Results:(1)JHTandSTSdidnotshowsignificantcytotoxicitytoNCI-H292cells.(2)JHTsignificantlydecreased
PMA-inducedmucinproductionfromNCI-H292cells.However,STSdidnotaffectmucinproduction.(3)JHTsignificantly
inhibittheexpressionlevelsofPMA-inducedMUC5ACgeneinNCI-H292cells.STSslightlydecreasedtheexpressionlevelsof
PMA-inducedMUC5ACgene.

Conclusion:TheseresultssuggestthatJHTcannotonlyaffecttheproductionofmucinbutalsoaffecttheexpressionof
themucingene,andthisexplainsthetraditionaluseofJHTinorientalmedicine.TheeffectsofJHTandSTSwiththeir
componentsshouldbefurtherinvestigatedusinganimalexperimentalmodelsthatsimulatepathophysiologyofairwaydiseases
throughfuturestudies.
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Ⅰ.서 론

인체의 기도상피세포들은 외부로부터 들어오는

매연,먼지,세균,항원들의 공격으로부터 인체를

보호하기 해 진화되어 왔다.이 게 외부로부터

들어오는 자극들로부터 기도상피세포를 보호하기

한 첫 번째 방어막이 바로 기도의 액(mucus)

이다
1
.담배를 피우지 않는 정상인에서도 하루에

생성되는 기도분비물은 100㎖정도이고,이는 원활

한 섬모운동으로 배출이 하게 이루어져 무의

식 으로 삼키기 때문에 객담으로 인식하여 배출

하는 경우가 드물다.기도분비물의 95%는 수분이
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고 glycoproteins,기타 여러 가지 물질들이 섞여있

다
2
.기도의 액은 한 탄성을 가진 겔 형태

로 기도의 표면을 얇은 막 형태로 덮고 있는데 이

러한 액의 탄성은 액 존재하는 거 분자

량의 당단백질인 뮤신(mucin)에 의하여 갖게 되는

특징이다
3
.이러한 액의 분비는 외부로부터 들어

온 이물질에 의한 기도의 손상을 막아주는 인체의

요한 기 하나이다
1
.

그러나 기도 액이 오히려 기도 생리의 이상

뿐 아니라 인체의 방어 작용에 향을 주어 병리

상을 유발할 수 있다.즉,천식,만성 기 지염,

폐기종,기 지 확장증,낭포성 섬유증 등의 호흡

기 질환에서 찰되는 객담 혹은 액의 과다 분

비는 이러한 질환군의 후를 악화시키는 주된 요

인으로 알려져 있다4-6.

최근 한약처방이 호흡기 객담분비에 미치는

향에 한 연구들은 주로 햄스터의 기도상피세포

(hamstertrachealsurfaceepithelial;HTSE)를 사

용한 실험이 많이 있었다.이러한 실험에서 HTSE

에서의 뮤신 분비와 MUC5AC mRNA의 발 을

감소시키는 처방7-13도 있었으며 증가시키는 처방
9-21
도 있었다.加味鎭咳湯(JHT) 靑龍湯加石

膏(STS)는 임상 으로 호흡기 질환의 치료를 하

여 사용되고 있다.加味鎭咳湯은 張介賓의《景岳全

書․新方八陣》22에 수록된 金水六君煎의 가미방

으로
23
咳嗽兼喘 胸悶氣短 咳淸稀痰 動卽心悸 食

腹脹 惡寒支冷 夜尿增多 午後足微浮腫 胖有齒

痕 苔白滑 脈細數 한 증상을 보이는 內傷咳嗽,哮

證,久感冒를 치료하는데 사용되는 처방이며 補陰

潤肺 鎭咳祛痰의 작용을 하고 咳嗽,哮喘,慢性氣

管支炎,肺氣腫 등에 사용한다24. 靑龍湯加石膏는

《金匱要略․肺萎肺癰咳嗽上氣病脈證幷治》
25
에 처

음 기재된 처방으로 "肺脹 咳而上氣 煩躁而喘 脈

浮 心下有水 靑龍湯加石膏主之"라하여 外邪

와 內飮을 治함에 熱邪가 兼한 것을 치료하며,肺

炎,氣管支炎,喘息,百日咳 등 범 한 호흡기 질

환에 사용된다26-27.加味鎭咳湯에 한 연구로는 유

28등의 연구에서 O3로 손상을 유발한 폐에서

Thiobarbituricacid(TBA), 청 해질 등에 加味

鎭咳湯이 미치는 향을 연구한 바가 있으나 아직

까지 호흡기 뮤신의 분비,유 자 발 등에 한

연구는 이루어지지 않았다. 靑龍湯加石膏에 한

연구로는 김
20
등의 연구에서 靑龍湯加石膏가

HTSE에서 뮤신의 분비에 유의성 있는 향을 주

지 못한다고 보고 되어있다.따라서 자는 加味鎭

咳湯 靑龍湯加石膏의 방제가 인간 기도 상피

세포에서 포볼 에스터의 일종인 PhorbolMyristate

Acetate(PMA)에 의해 발된 뮤신의 생성 뮤

신 유 자 발 에 미치는 향을 검증한 결과 유

의성 있는 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ.실 험

1.재 료

1)세 포

인간 기도 상피세포주인 NCI-H292 세포는

AmericanTypeCultureCollection사(Manassas,

VA,USA)에서 구입하여 사용하 다.

2)약 재

본 실험에 사용한 약재는 학교 부속 한방

병원에서 구입한 것을 정선하여 사용하 으며 加

味鎭咳湯(Gamijinhae-tang;JHT), 靑龍湯加石膏

(Socheongryong-tang-ga-seokgo;STS)의 처방 내

용과 1貼의 용량은 각각 다음과 같다.

3)검액의 조제

加味鎭咳湯 靑龍湯加石膏는 학교 부

속 한방병원 약제실에서 제공받아,각각《 학

교병원처방집》
23
,《金匱要略》

25
에 기재된 처방

로 조제하 다.각 방제 한 첩 분량에 800-1,000㎖

의 탈이온 2차 증류수를 가하고 100℃로 가온된 상

태에서 3시간 동안 탕하여,최종 80㎖의 탕액을

수거하 다.각 탕액을 실온 정도로 방냉한 후,멸균

청정 후드 내에서 0.22㎛ filter를 이용,가압 여과하

고 멸균용기에 장하여,4℃ 냉장고에 보 하 다.
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HerbName ScientificName Amount(g)

熟地黃 RehmanniaeRadixPreparat 12.0

萊菔子 RaphaniSemen 12.0

黃 芪 AstragaliRadix 4.0

白 朮 AtractylodisMacrocephalaeRhizoma 4.0

半 夏 PinelliaeRhizoma 4.0

陳 皮 CitriPericarpium 4.0

當 歸 AngelicaeGigantisRadix 4.0

白茯苓 Poriacocos 4.0

麥門冬 LiriopisTuber 4.0

桔 梗 PlatycodiRadix 4.0

前 胡 PeucedaniRadix 4.0

五味子 SchizandraeFructus 4.0

桑白皮 MoriCotexRadicis 4.0

黃 芩 ScutellariaeRadix 4.0

白芥子 SinapisSemen 3.0

甘 草 GlycyrrhizaeRadix 3.0

TotalAmount 78.0

Table1.PrescriptionofGamijinhae-tang《JHT》

HerbName ScientificName Amount(g)

麻 黃 EphedraeHerba 6.0

白芍藥 PaeoniaeRadixAlba 6.0

五味子 SchizandraeFructus 6.0

半 夏 PinelliaeRhizoma 6.0

細 辛 AsariHerbaCumRadice 4.0

乾 薑 ZingiberisRhizoma 4.0

桂 枝 CinnamomiRamulus 4.0

甘 草 GlycyrrhizaeRadix 4.0

石 膏 GypsumFibrosum 4.0

TotalAmount 44.0

Table2.PrescriptionofSocheongryong-tang-ga-seokgo《STS》

4)시 약

PMA(Phorbol12-Myristate13-Acetate),trypsin

-EDTA,ethidium bromide,HEPES,dimethyl

sulfoxide(DMSO),diethylpyrocarbonate(DEPC),

tween20,bovineserum albumin(BSA),sodium

dodecyl sulfate, 3,3',5,5'-tetramethyl-benzidine

peroxidesolution(TMB),SulforhodamineB(SRB),

trizma base,trichloroaceticacid(TCA),NP-40,

EDTA,EGTA 등은 Sigma사(St.Louis,MO,

USA)에서,penicillin-G,streptomycin,fetalbovine

serum(FBS),RPMI1640은 GIBCO-BRL사(Grand

Island,NY,USA)에서,mouse anti-MUC5AC

clone 45M1 HRP-Goat anti-Mouse IgG

conjugate는 NeoMarkers사(Freemont,CA,USA)에
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서,easy-BlueRNA extraction kit는 INTRON

biotechnology사(Kyung-gi,Korea)에서,Accuprep

RT premix kit와 accuprep PCR premix kit는

Bioneer사(Daejeon,Korea)에서,proteaseinhibitor

cocktail은 Roche사(Indianapolis,IN,USA)에서,

sodium acetate등과 기타 일반시약들은 reagent

grade이상의 것들을 구입하여 사용하 으며,실험

에 사용된 물은 탈이온 2차 증류수 이었다
29-30
.

2.방 법

1)NCI-H292세포 배양

세포는 습도가 충분히 유지되고 95% 공기,5%

CO2를 함유하는 37℃ 조건에서 HEPES(25mM),

penicillinG(100U/㎖),streptomycin(100㎍/㎖ ),

FBS(10%,V/V)등이 첨가된 RPMI1640배양액

에서 배양되었으며 1주에 2회의 빈도로 subculture

하 다.뮤신 생성 유 자 발 에 한 두 방제

의 작용을 검증하기 하여,24wellscultureplate

를 기 으로,well당 2.5×105cells/well의 도로

세포를 도포하고 배양하 다.세포가 다 자라면

FBS의 농도를 0.5%로 감소시킨 배양액을 주고 24

시간 동안 배양하고,이후 serum을 첨가하지 않은

배양액(serum-freemedium)으로 세포를 세척하

다.이 게 비된 세포에 두 방제 추출물 각각

4-20㎕씩(단 농도에서 유의성 있는 결과가 나온

경우 고농도의 실험은 생략하 다)을 함유하는 배

양액 200㎕를 well(24wellplate기 )마다 가하

고,30분이 지난 시 에 PMA10ng/㎖을 각 well

마다 투여한 후 37℃에서 24시간동안 배양하 다.

2) 세포의 생존 증식에 미치는 향⟪

SulforhodamineB(SRB)test⟫

96wellsplate의 각 well에 10
4
개의 NCI-H292

cell을 함유하는 배양액 180㎕를 가하여 37℃,5%

CO2 존재 하에서 24시간 배양하 다
31-32
.24시간

배양 후 각 방제 추출물을 0.2㎕/PBS200㎕의 농

도로 배양세포의 well마다 가하고 48시간 동안 추

가로 배양하 다.배양이 완료된 후,냉각된 50%

trichloroaceticacid(TCA)50㎕를 각 well에 서서

히 가해 주었다.10분 후에 4℃ 조건의 냉장고에

옮겨 1시간 동안 충분히 세포들을 고정(fixation)시

키고,고정이 완료된 후 각 well에 존재하는 액체

성분들을 량 흡인배출한 후에 well당 250㎕의

증류수를 이용,5회 이상 세척하 다.이 게 비

된 세포에,aceticacid에 용해된 0.4% SRB용액

100㎕/well을 가하고 실온에서 45분 동안 염색하

고,재차 suction후 100㎕의 1% aceticacid를

이용,5회 이상 세척한 후 세포들을 건조시켰다.각

well당 150㎕의 10mM unbufferedTris용액으로

SRB를 잘 녹여낸 후, 흡 분석 측정장치

(microplatereader)로 540nm에서 각 well의 흡

도를 측정하 다
32
.

3)뮤신 생성량 측정

24시간의 배양이 종료된 시 에 세포 용해용 완

충액(20mM Tris,0.5% NP-40,250mM NaCl,3

mM EDTA,3mM EGTA,proteaseinhibitor

cocktail)을 가하여 세포 내에 존재하는 MUC5AC

뮤신을 추출한 후 이후의 실험에 사용하 다.즉,

수거된 세포 용해 추출액(celllysate)을 PBS로

1/10배 희석하고 희석된 각 sample을 ELISA 용

의 96wellsplate에 각각 100㎕씩 분포시킨 후,4

2℃에서 완 히 건조될 때까지 incubation하 다.

그 후 PBS-Tween20(0.05%,PBS-T)용액 200㎕

/well을 이용,각 well당 3회씩 세척하 다.세척

후 PBS-T에 용해된 2% BSA용액 200㎕를 각

well당 가하고,다시 1시간 동안 incubation하 다.

1시간 후, PBS-T 200 ㎕로 3회 세척하고,

MUC5AC에 한 monoclonalantibody인 mouse

anti-MUC5ACclone45M1을,2% BSA에 1:200의

비율로 희석한 후에,각 well당 100㎕씩 첨가하고,

1시간 동안 incubation하 다.1시간 후 PBS-T로 3

회 세척하고,2차 항체인 Horseradishperoxidase

(HRP)-goatAnti-MouseIgG Conjugate를 2%

BSA에 1:3,000의 비율로 희석한 후,각 well당 100

㎕씩 첨가하고 1시간 동안 incubation하 다.
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PBS-T로 다시 3회 세척 후,3,3',5,5'-tetramethyl-

benzidineperoxide(TMB)용액 100㎕를 각 well에

첨가하고,5분 후 1NH2SO450㎕를 첨가,반응을

정지시켰다.450nm에서 각 well의 흡 도를 측정

함으로써 조군과 약물 처리군 간의 MUC5AC를

정량,비교하 다
33-34
.

4)TotalRNA의 분리

24시간의 배양이 종료된 세포를 냉각된 PBS로

2회 세척하 다.세포에 trypsin-EDTA용액을 처

리하여 배양 용기 바닥으로부터 분리하고,세포들

의 혼합물을 1.5㎖용량의 microtube에 옮겨 원심

분리함으로써 세포들만 수거하 다.이어서,total

RNA를 분리하고자 INTRON biotechnology사의

Easy-Blue RNA extraction kit(total RNA

isolationreagent)를 이용해(0.5㎖/4×105cells)세

포를 lysis시키고,상온에서 5분간 방치하 다.5분

후 즉시,microtube에 chloroform를 첨가,15 간

vortexing하고 상온에 2-3분간 방치한 후 4℃,

13,000rpm(Hanilcentrifuge,MICRO 17R)에서

10분간 원심 분리하여 얻은 상층액 400㎕를 새

microtube에 옮겼다.상층액에 동량의 isopropanol

을 첨가하여 잘 혼합한 후 상온에서 10분간 방치하

고 다시 4℃,13,000rpm에서 10분간 원심 분리하

여 RNA침 물을 얻었다.

이 침 물에 diethylpyrocarbonate(DEPC)가 함

유된 75% ethanol을 가하고 4℃,10,000rpm에서

10분간 원심 분리함으로써 세척하 다.수거된 RNA

침 물을 5분간 기 에서 건조시킨 후,20㎕의

RNase-freewater로 부유시키고,spectrophotometer

(Beckman,DU-650)를 사용하여 260nm 장에서

흡 도를 측정함으로써 RNA의 농도를 알아내어

실험에 사용하 다(1.0A260=singlestrandRNA40

㎍/㎖)35.

5)PolymeraseChain Reaction(PCR)을 한

primer제조

PCR에 사용된 primer는 문 제조회사인 제노

텍(주)(Daejeon,Korea)에주문,합성하 다.NCI-H292

세포에서의 humanMUC5AC유 자 합성을 해

사용한 senseprimer의 염기서열은 5‘-TGA TCA

TCCAGCAGCAGGGCT-3',antisenseprimer의

염기서열은 5’-CCG AGCTCAGAG GACATA

TGGG-3'이며,이 primer에 의해 합성된 PCR산

물의 크기는 약 500bp 다.β-actin유 자 합성

을 해 사용한 sense primer의 염기서열은

5'-TACAACGAGCTGCGTGTGGCC-3＇이

고,antisenseprimer는 5'-CAA CGG AAC CGC

CTCGTTGC-3＇이며 이 primer가 표 으로 하

는 DNA크기는 500bp 다.

6)RNA의 역 사 반응 합효소 연쇄반응

(RT-PCR)

수거된 totalRNA를 이용,역 사 반응(RT)으

로 cDNA를 만들고,이를 합효소 연쇄반응

(PCR)으로 증폭시켰다.즉,얻어진 totalRNA1

㎍을 75℃에서 5분간 가열함으로써 denaturation시

키고,이를 얼음에 담가 냉시킨 후 RT premix

kit의 사용자 설명서에 따라 역 사 반응을 진행시

켰다.MUC5AC유 자에 한 PCR은,각각의 역

사 반응에서 얻은 cDNA 산물 2㎕를 PCR

premixkit의 사용자 설명서에 따라 진행시켰다.증

폭반응을 하여,PCR을 40회 실시(PCRthermal

cycler;TakaraMP-300,Japan)하 으며,denaturation

은 94℃에서 30 ,annealing은 60℃에서 30 ,

extension은 72℃에서 30 간 각각 시행하 다.

7) 기 동에 의한 합효소 연쇄반응 산물의

확인

RNA의 역 사 반응 합효소 연쇄반응으로

증폭된 cDNA산물들을 기 동으로 분리함으로

써 MUC5AC 유 자 발 변동여부를 찰하 다.

즉,증폭된 PCR 산물 10㎕를 10×gelloading

buffer(0.25％ bromphenol blue, 0.25％ xylene

cyanolFF,50％ glycerol)와 잘 혼합한 다음,

Tris-acetate-EDTAbuffer(40mM Tris-acetate,1

mM EDTA)용액 1㎍/㎖의 ethidium bromide

가 포함된 1.0％ agarosegel에서 기 동하 다.
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Gel상에서 이동된 각각의 DNA band는 자외선

투사기(ultraviolettransilluminator)를 이용하여

찰하고,사진 촬 하 다.

8)통계처리

모든 측정 결과는 Mean±SEM으로 환산된 후,

약물 처리군의 측정치는 조군 측정치의 백분율

로 나타냈다.통계처리는 unpairedStudent'sT-test

로 하 으며,p<0.05인 경우에 통계 으로 유의성

이 있는 것으로 정하 다.

Ⅲ.성

1.加味鎭咳湯과 靑龍湯加石膏가 세포의 생존

증식에 미치는 향

1)加味鎭咳湯의 향

加味鎭咳湯을 NCI-H292세포에 0.2㎕/200㎕

PBS의 투여 농도로 48시간 동안 투여했을 때,세

포의 생존 증식에 유의성 있는 향을 나타내

지 않았다(Fig.1).

Fig.1.EffectofJHTonsurvivalandproliferation
ofNCI-H292cells.

NCI-H292cellsweretreatedwith0.2㎕ JHT
extract/200㎕ PBSfor48hrs.Thenumberof
cellssurvived wascounted asdescribed in
MaterialsandMethods.

2) 靑龍湯加石膏의 향

靑龍湯加石膏를 NCI-H292세포에 0.2㎕/200

㎕ PBS의 투여 농도로 48시간 동안 투여했을 때,

세포의 생존 증식에 유의성 있는 향을 나타

내지 않았다(Fig.2).

Fig.2.EffectofSTSonsurvivalandproliferation
ofNCI-H292cells.

NCI-H292cellsweretreatedwith0.2㎕ STS
extract/200㎕ PBSfor48hrs.Thenumberof
cellssurvived wascounted asdescribed in
MaterialsandMethods.

2.加味鎭咳湯과 靑龍湯加石膏가 MUC5ACmucin

생성 증가 상에 미치는 향

1)加味鎭咳湯의 향

加味鎭咳湯은 최종 추출물 4-10㎕/200㎕ PBS

의 투여 농도에서 PMA로 유발된 MUC5ACmucin

생성 증가 상을 감소시켰다(Fig.3).

2) 靑龍湯加石膏의 향

靑龍湯加石膏는 최종 추출물 4-20㎕/200㎕

PBS의 투여 농도 범 에서 PMA로 유발된

MUC5ACmucin생성 증가 상을 감소시키지 못하

다(Fig.4).
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Fig.3.EffectofJHTonPMA-inducedMUC5AC
mucinproductionfromNCI-H292cells.

NCI-H292 cellswerepretreated with JHT
extract4-10㎕/200㎕ PBSfor30minand
then stimulated with PMA(10 ng/㎖) for
following24hrs.Celllysateswerecollectedfor
quantitationofMUC5ACmucinproductionby
ELISAasdescribedinMaterialsandMethods.
Eachbarrepresentsamean± SEM of4
culturewells.
*;significantlydifferentfromcontrol(p<0.05).
+ ; significantly different from PMA
alone(p<0.05).

Fig.4.EffectofSTSonPMA-inducedMUC5AC
mucinproductionfromNCI-H292cells.

NCI-H292 cells were pretreated with STS
extract4-20㎕/200㎕ PBSfor30minand
then stimulated with PMA(10 ng/㎖) for
following24hrs.Celllysateswerecollectedfor
quantitationofMUC5ACmucinproductionby
ELISAasdescribedinMaterialsandMethods.
Eachbarrepresentsamean± SEM.of4
culturewells.
*;significantlydifferentfromcontrol(p<0.05).

3.加味鎭咳湯과 靑龍湯加石膏가 MUC5ACgene

발 증가 상에 미치는 향

1)加味鎭咳湯의 향

加味鎭咳湯은 최종 추출물 20㎕/200㎕ PBS의

투여 농도에서 PMA로 유발된 MUC5ACgene발

증가 상을 감소시켰다(Fig.5).

Fig.5.EffectofJHTonPMA-inducedMUC5AC
geneexpressioninNCI-H292cells.

NCI-H292 cellswerepretreated with JHT
extract20㎕/200㎕ PBSfor30minandthen
stimulatedwithPMA(10ng/㎖)forfollowing
24hrs.TotalRNAwasisolatedandMUC5AC
mRNAlevelswereanalyzedbyRT-PCR.The
PCRproductswereseparatedon1.0% agarose
geland stained with ethidium bromideas
describedinMaterialsandMethods.

2) 靑龍湯加石膏의 향

靑龍湯加石膏는 최종 추출물 20㎕/200㎕

PBS의 투여 농도에서 PMA로 유발된 MUC5AC

gene발 증가 상을 감소시켰다(Fig.6).
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Fig.6.EffectofSTSonPMA-inducedMUC5AC
geneexpressioninNCI-H292cells.

NCI-H292 cellswere pretreated with STS
extract20㎕/200㎕ PBSfor30minandthen
stimulatedwithPMA(10ng/㎖)forfollowing
24hrs.TotalRNAwasisolatedandMUC5AC
mRNAlevelswereanalyzedbyRT-PCR.The
PCRproductswereseparatedon1.0% agarose
geland stained with ethidium bromideas
describedinMaterialsandMethods.

Ⅳ.고 찰

객담은 기도의 분비물로서 기도의 막하 액선

goblet세포에서 생성되는 액성 당단백으로

액-섬모 escalator작용에 의해 구인두부로 운반된다
36
. 액의 과분비 상은 만성기 지염,기 지천식

등의 호흡기 질환에서 주요한 소견 하나이다37.

기도분비물은 기도 막 세포 배상세포와 막

하층의 막하 액선에서 분비하는 것으로 알려

져 있고 이들은 주로 기 과 기 지에 분포되어있

다.이들 막하 액선의 액세포와 배상세포

가 주세포가 되며 일부 ciliatedepithelialcell에서

도 분비가 되기도 한다.기도분비물의 약 95%는

수분으로 구성되어있고 나머지 5% 뮤신이 약

2-3%를 차지하고 있으며 뮤신은 고분자량의 단백

질(20,000-30,000kDa)로서 길이는 200-4,000nm로

다양하며38 액성분의 착력,탄력성과 도를 결

정한다
39
.

호흡기 뮤신의 분비를 감소시키는 물질로는 서

양의학 체계에서 다양한 염증성 질환의 치료제로

사용되고 응용되고 있는 glucocorticoid가 표 이

며4최근 poly-L-lysine(PLL)등의 양이온성 폴리펩

티드가 호흡기 뮤신 분비를 억제하는 물질로서 보

고되었다29.

한의학에서는 비 생리 인 체액을 痰飮
40
이라 부

르며 漢의 張中景은《金匱要略․痰飮咳嗽病脈證幷

治第十一》
25
에서 “夫飮有四 有痰飮 有懸飮 有溢飮

有支飮”이라 하여 담음의 종류를 나 어 놓았으

며,”咳 奇息 短氣不得臥 其形如腫“이라 하여 痰

飮에 의한 호흡기 증상을 설명해 놓았다. 한 朱

丹溪는《丹溪心法》
41
에서 “ 主於痰”이라고 하여

호흡기 질환에서의 痰의 연 성에 하여 언 하

고,許浚의《東醫寶鑑》
42
에서는 痰飮의 원인,증

상,치법이 다양하게 소개되어 있으며 다양한 담음

의 종류를 風痰,寒痰,濕痰,熱痰,鬱痰,氣痰,食

痰,酒痰,驚痰 등으로 분류하여 놓기도 하 다.

본 연구의 최종 목표는 임상에서 호흡기 질환

치료에 사용되고 있는 加味鎭咳湯과 靑龍湯加石

膏의 방제가 기도 상피세포인 NCI-H292세포에서

PMA에 의해 발된 뮤신의 생성 MUC5AC

gene의 발 에 미치는 향을 검증하고자 하는 것

이었다.

인간기 지상피세포의 액표피양암종인NCI-H292

세포주는 뮤신 유 자 발 과 뮤신 단백질 분비

모델로 확립되었으며,인간기도상피세포에서 분비

진제의 효과를 검증하는데 범 하게 사용되고

있다
43
.

뮤신분비와 련된 액소 유 자는 재까지

MUC1-4,MUC5AC,MUC5B,MUC7-12등이 있

는 것으로 보고되었고44,45,기도의 액 과다분비

질환에서는 MUC5AC가 주요한 것으로 알려져 있

다46-47.

PMA는 calcium-dependentproteinkinase(PKC)

를 활성화시키는 물질로 강력한 nitricoxide(NO)

promoter활성,mouse피부에서의 강력한 발암

진 활성,배양된 간세포에서 iNOS의 발 진 활
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성 등48,49이 보고되어 있는 물질로,기도뮤신과

련하여서는 일차배양 설치류 기도 상피세포에서

뮤신의 분비를 증가시키며 인간 기도 상피세포에

서 뮤신 유 자의 발 뮤신의 생성을 증가
33
시

키는 것으로 알려져 있는 물질이다.

加味鎭咳湯은 張介賓의《景岳全書․新方八陣》
22에 수록된 金水六君煎 가미방으로서23熟地黃,當

歸,萊菔子,黃芪,白朮,半夏,陳皮,白茯苓,白芥子,

黃芩,麥門冬,桔梗,前胡,桑白皮,五味子,甘草로

구성된 처방이다.각각의 본 의 효능을 살펴보면

熟地黃,當歸는 滋陰補血하며,萊菔子는 下氣定喘

작용을 하고, 黃芪,白朮은 補氣,補裨,燥濕하며

半夏,陳皮,白茯苓,白芥子는 理氣,燥濕,利水,祛

痰한다.黃芩,麥門冬,桔梗,前胡,桑白皮는 降氣,

宣肺,潤肺,平喘작용을,五味子는 斂肺 生津을,甘

草는 모든 약물을 和解시키는 작용을 한다
50
.補陰

潤肺 鎭咳祛痰의 작용을 통하여 內傷咳嗽,哮證,

久感冒를 치료하는데 사용되는 처방으로 인체의

津液代謝의 標인 脾,肺의 機能失調에 의해 발생된

痰飮을 二陳湯류의 약물로 다스리고 津液代謝의

本인 腎의 機能失調 한 補陰補血지제로써 치료

한다는 개념의 처방이다
42
.이처방의 의의는 張中景

의《金匱要略․痰飮咳嗽病脈證幷治第十一》25에

“夫短氣有微飮 當從 便去之 苓桂朮甘湯主之 腎氣

丸主之”라 하여 痰飮의 일종인 微飮의 치료에 利

水祛痰燥濕 주의 苓桂朮甘湯을 사용하며 동시에

補陰補血 주의 腎氣丸을 사용하라는 방법에 나

와 있다. 한 張介賓은《景岳全書․新方八陣》
22

에서 “治因肺腎虛寒 水泛爲痰 或年滿陰虛 血氣不

足 外受風寒 痰盛喘急等症”이라 하여 肺腎陰虛로

인해 水泛盛痰하여 발하는 咳嗽嘔惡,喘 多痰 등

의 증상을 치료하는 처방으로 金水六君煎을 제시

한 바가 있다.

靑龍湯加石膏는 漢 張仲景의《金匱要略․肺

萎肺癰咳嗽上氣病脈證幷治第七》25에 처음 기재된

처방으로 "肺脹 咳而上氣 煩躁而喘 脈浮 心下有

水 靑龍湯加石膏主之"라 언 되어 있다.처방의

구성은 麻黃,桂枝,白芍藥,五味子,半夏,細辛,乾

薑,甘草,石膏로 되어있다.각각의 본 의 효능을

살펴보면,麻黃,桂枝는 發散風寒하며,白芍藥,五

味子는 기운을 收斂하며,半夏,細辛,乾薑은 燥濕,

溫散,溫裏작용을 하고 石膏는 淸熱작용을 하게 되

며 甘草는 모든 약재를 和解시킨다
50
.이 처방은

《傷寒論․辨太陽病脈證幷治》51에 기술되어있는

靑龍湯에 石膏가 가미된 처방으로 靑龍湯의

病症인 咳而上氣,喘 心下有水氣 증상에 煩燥가 함

께 있는 증상을 治하는 방제이다. 靑龍湯은 外邪

와 內飮이 相搏한 證에 사용하는데 咳嗽 喘息함에

있어 痰涎이 淸希하고,惡寒發熱하며 無汗 등이 있

을 때 사용하는 처방으로, 靑龍湯證에 더하여 裏

에 熱邪를 挾하여서 煩燥까지 나타날 경우 石膏를

가하여 外邪,內飮과 挾한 熱邪를 치료하는 방제가

되는 것이다
26,27,52

.

두 방제가 NCI-H292세포에 해 독성을 발

하는지 여부를 알아내기 해,세포의 증식과 생존

에 미치는 특정약물의 작용을 평가하는 독성시험

방법인⟪sulforhodamineB(SRB)test⟫를 시행한

결과,두 방제는 모두 한 세포독성을 발 하지

않을 가능성을 보여 주었다(Fig.1,2).

본 연구에서는,인간의 기도 상피세포인 NCI-H292

세포에 두 방제를 처리하고 30분이 지난 후

PMA를 처리하고 연속되는 24시간 동안 세포로부

터 생성되는 뮤신의 양을 측정한 결과,加味鎭咳湯

은 4-10㎕/200㎕ 농도에서 PMA로 유발된 뮤신

의 생성을 유의성 있게 감소시켰다(Fig.3).그러나

靑龍湯加石膏의 경우에는 4-20㎕/200㎕ 농도에

서 PMA로 유발된 뮤신의 생성을 감소시키지 못하

다(Fig.4).

의 실험결과와 연계하여,두 방제가 PMA로

발된 MUC5AC유 자 발 에 미치는 향을 탐

색한 결과 두 방제가 모두 MUC5AC유 자의 발

을 감소시켰으나 靑龍湯加石膏보다는 加味鎭

咳湯의 경우가 더 강한 감소경향을 보여주었다

(Fig.5,6). 靑龍湯加石膏와 처방구성이 유사한
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靑龍湯에 한 이 의 실험들 나9등의 연구에

서는 靑龍湯 추출액 20㎕ /PBS200㎕ 투여농

도에서 HTSE세포로부터의 뮤신분비를 조군에

비하여 30%가량 감소시켰으며,김
8
등의 연구에서

는 용량 의존 으로 靑龍湯 추출액 40-80㎕

/PBS200㎕ 투여농도에서 HTSE세포로부터의 뮤

신분비를 조군에 비하여 30%가량 감소시켰다.

그러나 김
20
등의 연구에서는 靑龍湯加石膏 추출

액 20-80㎕ /PBS200㎕ 투여농도에서 HTSE세

포로부터의 뮤신분비에 유의성 있는 향을 주지

못한 것으로 보고되어 있다. 의 연구결과로 미루

어 볼 때 外邪와 內飮이 相搏한 證에 사용되는

靑龍湯에 大寒,辛甘한 石膏50가 가미되면서 처방의

기 이 변화를 일으킨 것으로 사료된다.본 연구에

서는 靑龍湯加石膏의 경우에는 PMA처리와 같

이 기도뮤신의 생성 혹은 유 자 발 을 발시킬

수 있는 조건에서 뮤신의 생성과 그 유 자의 발

에 뚜렷한 억제효과를 보여주지 못하 다.선행

연구결과와 본 연구를 종합하여 볼 때 뮤신의 분

비를 억제하는 작용을 갖고 있던 靑龍湯에 石

膏가 가미되면서 靑龍湯加石膏는 뮤신의 생성단

계보다는 이미 생성된 뮤신의 분비에 어떠한 향

을 미침으로써 호흡기 액 과다분비에 임상 효

과를 발휘하며, 액의 과다분비 조 이외의 다른

방법으로 호흡기 질환에 임상 효과를 나타낼 가

능성을 시사하고 있다.

반면 加味鎭咳湯의 경우 인체의 水液代謝의 標

인 脾,肺의 기능을 조 하는 二陳湯,桔梗,前胡,

桑白皮 등 과 水液代謝의 本인 腎의 역에까지

작용하는 熟地黃 등의 약재로 구성되어 있기 때문

에 靑龍湯加石膏에 비하여 加味鎭咳湯은 인체의

痰飮,喀痰의 조 을 통하여 호흡기 질환을 치료하

는데 을 두고 있다고 할 수 있겠다.실험결과

에서,加味鎭咳湯의 경우에는 동일한 조건에서 뮤

신의 생성 유 자 발 을 모두 뚜렷하게 억제

하 다.이는 加味鎭咳湯이 인체의 호흡기 질환에

서,호흡기 액 과다생성 분비 상태를 호 시

킬 가능성을 제시하고 있다.

종합하여 보면,본 연구에서 얻어진 결과들은 방

제 자체 방제 구성 본 를 상으로 비염,축농

증,천식, 만성 기 지염 등 제반 호흡기 질환의

병태생리학 특성을 히 반 할 수 있는 다양

한 연구모델을 이용한 심층 후속 연구의 필요성

을 제시하고 있는 것이다.

Ⅴ.결 론

본 연구의 결과,아래와 같은 결론을 얻었다.

1.加味鎭咳湯과 靑龍湯加石膏는 모두 한 세

포독성을 발 하지 않았다.

2.加味鎭咳湯은 최고 농도에서 PMA로 유발된 뮤

신의 생성을 유의성 있게 감소시켰으나, 靑龍

湯加石膏의 경우에는 감소시키지 못하 다.

3.加味鎭咳湯과 靑龍湯加石膏는 모두 PMA로

발된 MUC5AC 뮤신 유 자 발 을 감소시

켰으나 靑龍湯加石膏보다는 加味鎭咳湯이 더

강한 감소경향을 보여주었다.

결론 으로 靑龍湯加石膏는 뮤신의 생성단계

보다는 이미 생성된 뮤신의 분비에 어떠한 향을

미침으로써 호흡기 액 과다분비에 임상 효과

를 발휘하며, 액의 과다분비 조 이외의 다른

방법으로 호흡기 질환에 임상 효과를 나타낼 가

능성을 시사하고 있으며,加味鎭咳湯은 인체의 호

흡기 질환에서,호흡기 액 과다생성 분비 상

태를 호 시킬 가능성을 제시하고 있다.따라서 본

연구의 결과는 방제 자체 방제 구성 본 를

상으로 다양한 호흡기 질환의 병태생리학 특성

을 히 반 할 수 있는 다양한 연구모델을 이

용한 심층 후속 연구의 필요성을 제시하고 있다.
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