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ABSTRACT

Objectives : To clarify the possible effect of JS (Juglans sinensis), PCF (Psoralea corylifolia L.), and J+P(JS 

+PCF),  we examined  their influence on the development of pulmonary eosinophilic inflammation in the 

asthmatic murine model.

Methods : All mice were immunized on two different days (21 days and 7 days before inhalational exposure) 

by intraperitonial injections of 0.2 ml alum-precipitated Ag containing 100 ㎍ of OVA bound to 4 mg of 

aluminum hydroxide in PBS. Seven days after the second sensitization, mice were exposed to aerosolized 

ovalbumin for 30 minutes/day on 3 days/week for 8 weeks (at a flow rate of 250 L/min, 2.5％ ovalbumin in 

normal saline) and, JS, PCF and J+P (200 mg/kg, 400 mg/kg) were orally administered 3 times per week for 8 

weeks. 

Results : The suppressive effects of JS, PCF, and J+P were demonstrated by the accumulation of eosinophils 

into airways, with the reduction of eosinophils and lung leukocytes. These were correlated with the marked 

reduction of IL-4, IL-5, IL-13  levels in the BALF and serum. OVA-specific IgE levels were also decreased in 

serum and BAL from these mice. And also JS, PCF, and J+P decreased eosinophilic CCR3 and CD11b 

expression in lung tissue. 

Conclusions : These results indicate that JS, PCF, and J+P have deep inhibitory effects on airway inflammation 

and hyper-responsiveness in the asthmatic murine model. The suppression of IL-5, IgE, and eosinophilils  and 

the increase of IFN-γ production in BALF seem to contribute to these effects. Specially, esosinophils and 

TNF-a in J+P combination group were significantly reduced in BALF and lung tissue.  Hence, the results 

indicated that JS, PCF, and J+P could act as an immuno-modulator which possesses anti-inflammatory and 

anti-asthmatic property by modulating the imbalance between Th1 and Th2 cytokines.
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서  론

胡桃 및 破古紙가 들어있는 처방은 ≪東醫寶鑑≫의 

靑娥元에서 찾아볼 수 있고 처방의 약물은 杜冲, 破古紙, 

胡桃, 生薑으로 구성되어 있으며 효능은 “溫腎益精하여 

上部로는 喘嗽를 치료하고 下部로는 腰脚을 강하게 한

다. 고로 腎不納氣者의 哮喘證에 적용할 수 있다”
1)
라 하

여 虛證性 喘息에 靑娥元이 사용되고 있음을 보여주고 

있다.  

靑娥元의 구성약물 중 이 실험에 사용된 破古紙와 胡 
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桃의 효능을 살펴보면, 破古紙는 補腎壯陽, 固精縮尿, 溫

脾止瀉 등의 효능이, 胡桃는 補腎益精, 强腰膝 斂肺定喘

潤腸 등의 효능이 있는 것으로 알려져 있다2). 

喘息은 한의학의 哮喘에 해당되며3) 呼吸急促者 謂之

喘 喉中有聲響者 謂之孝라 구분하기도 하나, 淸代 이후

로는 哮證에는 喘促症이 겸하여 나타난다 하여 哮喘證을 

하나의 證候로 보았다4). 

그 치료법은 外感風寒 痰濕內盛 등으로 인한 實證

과, 肺虛 心腎虛損 上實下虛 등으로 인한 虛證으로 구

분하여 치료하게 되는데, 實證은 祛風散寒 宣肺定喘 燥

濕化痰 降氣定喘시키고, 虛證은 養肺定喘 納氣定喘시켜 

치료한다5). 

반면에 현대 의학에서는 천식을 환경적 요인과 유전

적 요인이 복합적으로 작용되어서 나타나는 증상으로 

설명하고 있는데6), 그로 인하여 기관지평활근의 수축이 

증가되고 기관지벽이 붓게 되면서 점액물질이 생성되

어, 호산구 및 염증세포가 침윤되어 기도저항이 증가되

어 기침이 나오면서 호흡이 곤란해져 천명증이 유발되

는 것으로 말하고 있다5). 여기서 호산구는 조직손상과 

기도 과민반응을 포함한 천식의 임상적 특징을 유발하

는 원인이 되어 기관지 수축 및 염증매개물질로 알려

진 histamine, leukotriens 등의 분비를 야기하는 것으

로 알려져 있다
7)
. 

즉 이것은 type 1 helper cell (Th1) cytokine인 IFN-

γ에 비해 type 2 helper cell (Th2) cytokines인 IL-4, 

IL-5 등의 과다한 생성으로 유발되는 기관지점막의 만

성 염증성질환으로 설명된다. 

한편 胡桃, 破古紙에 대한 연구보고를 보면, 胡桃는 

감기치료에 효과적이며 암과 위통치료에도 사용되며
8)
, 

LDL (low density lipoprotain)을 낮추고9) 항산화10)등의 

작용이 있는 것으로 나타나 있고, 破古紙는 phyto- 

estrogen의 일종인 genistein이 추출되는데
11)
 이것은 

estrogen이 부족한 골조직 소실을 방지할 수 있으며12), 

또한 破古紙의 추출물(extract)이 골조직에 도움을 준

다는 보고
13) 

외 간기능장애, 신장질환의 치료에 사용되

고14) 항산화작용15), 건선의 치료16) 면역조절능력17) 등이 

있다고 보고 되어 있다. 이와 같이 胡桃, 破古紙에 대

한 연구보고는 많으나 동물모델을 이용한 항 천식효과

에 관한 실험보고는 찾을 수 없었다. 

이에 본 연구는 胡桃, 破古紙 및 두 배합약물의 천식 

억제효과를 알아보기 위하여, C57BL/6 생쥐에 ovalbumin

으로 천식을 유발한 후 기관지폐포세척액(Bronchoalveolar 

lavage fluid, BALF)에 존재하는 총 백혈구수, 총 호산

구수, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-γ, Eotaxin, IgE 유출량

과 혈청에서 IgE와 histamine 유출량과 폐조직내 CD3, 

CD19, CD3/CD69, CD4, CD8, Gr-1/CD11b 발현세포와  

IL-5, IL-13, TNF-α의 유전자 발현분석을 하였으며 

조직학적으로 H&E, M-T 염색법을 통한 폐 세포조직

의 관찰을 통하여 유의성 있는 효능을 확인할 수 있었

기에 이에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약물

실험에 사용된 약재는 胡桃(Juglans sinensis DODE. : 

JS), 破古紙(Psoralea corylifolia L. : PCF)이며, 대한민

국 대전혜화건재사에서 구입하여 상지대학교 한의과대

학 본초학교실에서 감정한 후 정선하여 사용하였다. 

2) 동물

동물은 雌性인 5주령의 C57BL/6 생쥐 45수를 (주)

대한바이오링크(충북 음성, 대한민국)에서 공급받아 실

험 당일까지 고형사료(항생제 무첨가, 삼양사료)와 물

을 충분히 공급하고, 실온 22±2℃를 유지하여 2주간 실

험실 환경에 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 

3) 시약 

diethylpyrocarbonate (DEPC), MTS, 2,7,-dichlorodi- 

hydrofluorescin diacettate (DCFH-DA), complete adjuvent, 

chloroform, collagenase, RPMI-1640 배양액, isopropanol, 

적혈구용혈액(RBC lysis solution), ethidium bromide 

(EtBr), dulbecco's phosphate buffered saline (D-PBS), 

formalin, lamide, magnesium chloride (MgCl2)는 Sigma사

(USA), 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS, Hyclone), 

anti-CD3-PE (phycoerythrin), anti-CD4-FITC  (fluorescein 

isothiocyanate), anti-Gr1-PE, anti-CD8- FITC, anti- 

CD11b-FITC, anti-IgE-FITC anti-CD69- FITC, propidium 

iodide (PI)와 RNase는 Pharmingen사, rIL-5는 R & D 

system사의 제품을 이용하였다.

2. 방법 

1) 시료의 추출

胡桃, 破古紙 및 두 배합약물(1 : 1)을 각각 200 g에 

각각 증류수 2,000 ㎖를 가한 뒤 열탕 추출기에서 3시간 

추출하여 얻은 액을 흡입 여과하여 이를 감압증류장치 

(rotary vaccum evaporator, BUCHI B-480, Switzerland)

로 농축하고, 다시 동결 건조기(freeze dryer, EYELA 

FDU-540, Japan)를 이용하여 완전건조한 시료 26, 24, 

25 g을 냉동(-84℃) 보관하면서 적당한 농도로 희석하

여 사용하였다.

2) 천식 생쥐모델 

500 µg/ml의 난알부민(ovalbumin : OVA)과 10% (w/v) 

aluminum potassium sulfate (Alum; Sigma)를 PBS로 

용해한 후 혼합한다. 이 혼합물을 10 N NaOH로 pH를 



천식모델을 이용한 호도, 파고지 및 두 배합약물의 실험적 연구41

6.5로 조정하여 상온에서 1시간 동안 방치하고 750 xg

에서 5분동안 원심분리하였다. 이 침전물(pellet)에 증

류수를 가하여 원래의 양으로 용해한 후 100 µg OVA

을 0.2 ml로 조정하여 복강내로 주사하여 전신감작을 

시키고, 이후 14일째에 생쥐를 마취한 후 OVA (500 

ug/ml) 100 ㎕를 기도 투여(i.t)하였다. 21일째부터 분

무기를 이용하여 2.5 mg/ml OVA용액을 하루에 30분씩 

일주일에 3회씩 8주 동안 비강 및 기도내로 흡입시켰다. 

이때 정상군은 PBS만을 주사, 흡입시켰다. 

3) 시료의 경구투여

OVA로 전신감작시킨 후 21일째부터 胡桃(200 mg/kg, 

400 mg/kg; JS 200, JS 400), 破古紙(200 mg/kg, 400 

mg/kg; PCF 200, PCF 400) 및 두 배합약물의 추출물 

(200 mg/kg, 400 mg/kg; J+P 200, J+P 400)을 일주일

에 3회 경구투여 하였다. 정상군(Normal, WT)에는 증류

수를 동량 경구 투여하였으며, OVA로 전신감작시킨 후 

약물을 처리하지 않은 구룹을 대조군(Control, Con)으로 

사용하였다. CsA그룹은 면역억제제인 cyclosporin A 

(CsA, 2 mg/kg)를 8주간 복강주사 하였다.

4) 기도의 과민반응(airway hyperreactivity : AHR) 

측정

한약재 투여군의 폐기능 검사를 위하여 전신 체적변동

기록법(Whole body plethysmograph, model Biosystem 

XA; Buxco Electronics Inc, Troy, New York, USA)

을 이용하여 메타콜린에 의한 기도 협착을 유발하여 

기도의 과민 반응을 측정하였다. 

메타콜린 반응의 측정은 최종 흡입 후 생쥐를 각각

의 chamber bias에 넣고 30분 후 안정화가 되면 메타

콜린을 3분간 흡입시키고 1분간 dry한 후에 10분간 기록

을 하고 데이타를 10초 간격으로 자동 합산하여 나타내

며, 본 실험에서는 기록 후 5-6분 동안 기록한 데이타를 

합산한 결과이다. 메타콜린은 3.125 mg/ml에서 50 mg/ml 

까지 농도를 증가하면서 Penh값을 측정하였다. Penh값은 

다음과 같은 공식에 의하여 측정하였다.

Penh = Pause × PIF/PEF, 

Pause = (Te-Tr)/Tr (PIF, peak inspiratory flow; 

PEF: peak expiratory flow; Te, expiratory 

time;Tr, relaxation time).

5) 기관지 폐포세척액(bronchoalveolar lavage fluid: 

BALF) 분리 및 분석

6주 후 천식생쥐의 눈에서 혈액을 분리한 후 목부분

을 해부하여 BALF로부터 세포를 분리하기 위해 10 % 

FBS/DMEM 배양액 1 ml을 넣은 주사기를 기관(trachea)에 

주입시키고 끈으로 묶어 고정한 후 3회 순환시켜 분리

한 후 ACK용액을 37℃에서 5분 동안 처리하여 적혈구

를 용해시키고 다시 배지로 세척한 후 0.04 % trypan 

blue로 염색한 후 세포수를 측정하였다.

BALF로부터 세포를 분리한 후 cytospin (한일과학)

에서 1000 rpm에서 5분간 원심분리한 후 slide를 건조하였

다. 건조된 슬라이드는 Diff-Quick 용액(Baxter Healthcare, 

Miami, FL)을 이용하여 염색한다. 이 슬라이드로부터 

세포의 모양과 염색특징 등으로 면역세포의 type을 결

정한다. 광학현미경(Nikon, Japan) 400x에서 호산구 수

를 측정하였다. 

6) 유세포 분석(flow cytometry analysis)

폐조직에서 세포표면 분자들에 대한 항체를 이용하

여 면역염색하기 위하여 2-5x105 세포로 조정하여 염색 

완충용액(1% 우태아 혈청, 0.01% NaN3가 포함된 인산

염 완충용액, pH 7.4)으로 1회 세척하였다. 이를 FITC 

(fluoresceinated isothiocyanate) 또는 PE (phycoerythrin) 형

광물질이 결합된 CD3, CD4, CD8, CD69, CD11b, Gr
-1 등

의 항체를 시료에 가하여 4에서 40분간 반응시키고 염

색 완충용액으로 2회 세척한 후 세포표면 분자들의 발

현을 유세포분석기(FACScan, BD Biosciences, USA)

로 분석하였다.

7) 천식생쥐 폐조직의 Quantitative real-time PCR

(1) RNA 추출

적출한 폐조직을 조직분쇄기로 폐조직(0.1 g)과 RNAzolB 

500 ㎕를 넣고 용해될 때까지 분쇄한다. 이 혼합 부유

액에 chloroform (CHCl3) 50 ㎕를 첨가한 후 15초간 다

시 혼합하였다. 이를 얼음에 15분간 방치한 후 13,000 

rpm에서 원심 분리한 후 약 200 ㎕의 상층액을 회수하

여 2-propanol 200 ㎕와 동량 혼합 후 천천히 흔들고 

얼음에서 15분간 방치하였다. 이를 다시 13,000 rpm에

서 원심 분리한 후 80% EtOH로 수세하고 3분간 

vaccum pump에서 건조하여 RNA를 추출하였다. 추출

한 RNA는 diethyl pyrocarbonate (DEPC)를 처리한 20 

㎕의 증류수에 녹여 heating block 75 ℃에서 불활성화 

시킨 후 first strand cDNA합성에 사용하였다.

(2) 역전사-중합효소 연쇄반응(reverse transcription 

   polymerase chain reaction : RT-PCR)

역전사 반응은 준비된 total RNA 3 ㎍을 75℃에서 

5분 동안 변성시키고, 이에 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 처

리된 증류수로서 최종 부피가 20 ㎕가 되도록 하였다. 

이 20 ㎕의 반응 혼합액을 잘 섞은 뒤 2,000 rpm에서 

5초간 원심침강하여 37℃ 항온 수조에서 60분 동안 반

응시켜 first-strand cDNA를 합성한 다음, 95℃에서 5

분 동안 방치하여 M-MLV RT를 불활성화 시킨 후 합
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성이 완료된 cDNA를 polymerase chain reaction (PCR)

에 사용하였다.

(3) cDNA PCR

Real time quantitative PCR은 Biosystems 7500 

Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, 

USA)을 이용하여 수행하였다.

반응은 이미 합성된 3 ㎕의 cDNA를 주형과 SYBR 

Green PCR Mastermix (ABI)를 사용하였으며, 주형에 

대한 primer는 β-actin, IL-5, IL-13, tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) 유전자를 증폭하기 위하여 sense 

primer (20 pmole/㎕)와 antisense primer (20 pmole/

㎕)를 혼합하여 1 ㎕를 가하고, 다시 3 ㎕ 2.5 mM 

dNTPs, 3 ㎕ 10×PCR buffer (100 mM Tris-HCl, pH 

8.3, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2), 그리고 0.18 ㎕ 

Taq polymerase (5 U/㎕)를 첨가한 다음 최종 부피가 

30 ㎕ 되도록 멸균증류수를 가했다. Pre-denaturation; 

95℃, 5분, denaturation; 95℃, 5분, annealing; 55℃, 1

분, elongation; 72℃, 1분을 25 cycles한 뒤 post- 

elongation을 72℃에서 3분 동안의 조건으로 PCR을 수

행하였다. Mouse oligonucleotide의 염기배열은 다음과 

같다(Table 1).

Table 1. Primers used in real time PCR

Gene Primer Sequence

TNF-α
sence 5'-TGGGAGGAAAGGGGTCTAAG-3

antisence 5'-ACCTACGACGTGGGCTACAG-3

IL-5
sence 5'-AACCCTTACTGAACTCAGATTGTTAG-3'

antisence 5'-TAAGTCAGTTTAAATGCTTAGGG-3'

IL-13
sence 5'-TTCAAATGAGATTGTGGGAAAAT-3'

antisence 5'-ACCGATACAGTACAGTACAGTA-3'

β-actin
sence 5'-TGGAATCCTGTGGTCCATGAAAC-3'

antisence 5'-GTCACAGTCAGCTGTATAGGG-3'

8) ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 분석

생쥐에서 분리한 폐포세척액과 혈청에서 각 cytokine

량을 측정하기 위해 IL-4, IL-5, IL-13, IFN-γ, Eotaxin, 

IgE, Histamine (Endogen, USA)와 IL-13(R&D system) 

ELISA kits를 이용하였다. 

9) 조직 병리검사

BALF 채취 후에, 왼편 폐의 기관은 제거되었고 

10% formalin에서 24 h 고정하였다. 조직을 파라핀으

로 포매하여 5 μm 부분의 두께로 조직절편을 만들었

으며, hematoxyline/eosin (H&E)로 염색하였고, 조직의 

손상 정도를 관찰하기 위하여 Masson/trichrome (M-T) 

염색을 동시에 시행하여 관찰하였다.

10) 통계처리

모든 실험은 5회 반복하였으며, 총 45 마리의 생쥐

로부터 얻은 결과를 종합하여 mean±standard error값

으로 나타내었다. 대조군과 실험군 간의 차이에 대한 

통계학적 유의성 검증은 Student's T-test 방법으로 

하였다.

결  과

1. 기도과민 측정(ARH)

기도 과민반응의 억제 효과를 확인하기 위하여 Penh값

을 측정한 결과 OVA를 투여하지 않은 대조군(Normal 

control)에 비해 OVA를 투여한 대조군(Control)의 Penh값

이 메타콜린 농도에 비례하여 증가되었으며, OVA군에 

비하여 胡桃(JS), 破古紙(PCF)및 병용투여군(J+P)에서 

모두 Penh값이 메타콜린 농도에 비례하여 유의적으로 

감소되었다(Fig. 1).
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Fig. 1. Effects of  JS, PCF and J+P on methacholine-induced AHR 

JS 200 : OVA + JS (200 mg/kg). JS 400 : OVA + JS (400 mg/kg).

PCF 200 : OVA + PCF (200 mg/kg). PCF 400 : OVA + PCF (400 mg/kg).

J+P 200 : OVA + J+P (200 mg/kg). J+P 400 : OVA + J+P (400 mg/kg).

** : p<0.01. *** : p<.001. compare to Con. 

2. In vivo 실험 

1) BALF 내의 총 백혈구 및 호산구 수

OVA를 감작시키지 않은 정상군에 비해 OVA를 투

여한 대조군에서  BALF 내 백혈구의 수와 호산구 수

가 모두 현저히 증가되었으며, OVA 대조군에 비하여 

PCF (P<0.05) 및 고용량 병용투여군에서만 유의한 감

소를 보이고 있는 반면, 호산구는 JS, PCF, 병용투여군

에서 유의한 감소를 보이고 있다. 특히 고용량 병용투

여군(J+P 400)에서 다른 군에 비하여 현저한 감소를 

보이고 있다(p<0.01)(Fig. 2). 

2) 유세포 형광염색 분석

폐조직내 T세포인 CD3+세포수는 고용량 PCF 단독

투여군과 고용량 J+P인 병용투여군(400mg/kg) 에서 현

저한 감소를 보였으며, B세포인 CD19+는 JS와 PCF 단

독투여군과 병용투여군에서 모두 유의한 감소가 있었다.  



천식모델을 이용한 호도, 파고지 및 두 배합약물의 실험적 연구43

WT     Con     CsA JS       JS      PCF     PCF    J+P     J+P
200     400     200      400     200     400 

(mg/kg, p.o. injection)

WT     Con     CsA JS       JS      PCF     PCF    J+P     J+P
200     400     200      400     200     400 

(mg/kg, p.o. injection)

0

5

10

15

20

25
To

tal
 le

uk
oc

yt
es

 in
 B

AL
F 

 (×
10

5 )

*

*

*
*

    
0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

Eo
sin

op
hil

si
n B

AL
F 

 (×
40

0)

WT     Con     CsA JS       JS      PCF     PCF    J+P     J+P
200     400     200      400     200     400 

(mg/kg, p.o. injection)

WT     Con     CsA JS       JS      PCF     PCF    J+P     J+P
200     400     200      400     200     400 

(mg/kg, p.o. injection)

* *
*

* *

**

Fig. 2. Effect of JS, PCF and J+P on total leucocytes(a), eosinophils(b) in BALF in murine OVA-induced asthma

* : p<0.05. ** : p<.01. compared to Con.
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Fig. 3. Effect of JS, PCF and J+P on IL-5 mRNA(a), IL-13 mRNA (b), TNF-α mRNA(c) gene expression in murine OVA-induced asthma 

mouse  lung tissue

 * : p<0.05. ** : p<.01. *** : p<0.001. compared to Con.

Table 2. Effect of JS, PCF and J+P on CD3+,CD19+, CD3+/CD69+, CD4+, CD8+,Gr-1+/CD11b+ Absolute Number of Lung Cells in 

Murine OVA-induced Asthma

Lung absolute Number(×105)

CD3+ CD19+ CD3+/CD69+ CD4+ CD8+ Gr-1+/CD11b+

WT 24.50±4.10 34.12±4.33 0.63±0.18 16.49±3.25 2.96±0.01 8.52±1.39

Con 80.10±26.20 58.91±0.25 4.40±0.04 54.76±22.30 8.11±3.51 45.79±3.54

CsA 32.90±1.11 37.22±5.65
**

3.09±1.38 19.74±1.79 2.96±0.25 20.87±2.81

JS200 48.20±2.80 43.63±1.64*** 3.65±0.94 28.97±1.30 3.59±0.15 21.76±7.67*

JS400 47.00±10.90 42.70±7.33* 2.99±0.16*** 25.84±8.71 3.78±0.59 24.00±4.00**

PCF200 35.30±6.70 41.70±3.35** 2.38±0.78* 22.60±4.59 2.36±1.34 25.49±10.42

PCF400 25.90±1.30
*

32.82±6.60
**

2.51±1.32 17.96±0.06 2.47±0.31 26.33±14.30

J+P200 39.40±14.90 56.37±15.63 2.22±0.71* 21.10±8.14 3.63±1.29 15.23±2.64***

J+P400 23.60±2.90* 36.40±5.15** 2.76±0.33** 13.68±2.74 2.75±1.31 18.16±5.59**

 * : p<0.05. ** : p<.01. *** : p<.001. compared to Con.

Table 3. Effect of JS, PCF and J+P on IL-4, IL-5,IL-13, IFN-γ , Eotaxin, IgE Level in BALF in Murine OVA-induced Asthma

Production in BALF (pg/ml)

IL-4 IL-5 IL-13 IFN-γ Eotaxin IgE

WT 12.54±1.02 2.19±1.10 10.30±2.30 44.75±3.08 20.55±6.05 1.24±12.10

Con 118.75±18.63 254.5±36.80 221.30±18.60 29.85±6.19 80.45±0.81 170.45±1.59

CsA 51.10±2.97** 112.44±15.70** 54.50±18.70*** 40.00±6.86 59.65±9.58 47.50±2.26*

JS200 82.30±7.00 219.47±24.30 136.50±36.10* 77.95±5.48*** 57.65±2.37 17.60±24.04***

JS400 56.90±9.05* 113.21±36.50* 88.60±29.70** 124.55±18.28*** 43.10±1.20 60.90±5.94***

PCF200 66.30±11.46* 173.40±11.20* 179.60±30.60 73.50±0.64*** 60.40±1.13 96.65±12.48***

PCF400 45.35±4.99** 117.62±19.00** 155.20±21.10* 112.85±2.02*** 48.35±0.74 54.50±12.87***

J+P200 106.70±17.25 201.40±20.10 199.60±26.40 76.25±4.42*** 38.35±4.28 89.60±7.00***

J+P400 58.50±8.20* 123.20±17.60** 146.30±32.30* 120.95±8.87*** 38.60±1.41 44.25±3.64***

* : p<0.05. ** : p<.01. *** : p<.001. compared to Con. 

(a) (b)

(a) (b) (c)
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Fig. 4. Effect of JS, PCF and J+P on IgE level(a), Histamine release(b) in serum in murine OVA-induced asthma. 

* : p<0.05. ** : p<.01. *** : p<.001. compared to Con.  
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Fig. 5. Effect of JS, PCF and J+P on histology of lung tissue (H&E and M-T staininig) in murine OVA- indued asthma lung cells

또한 폐조직내의 세포수를 보면 폐조직내 Gr-1+/CD11b+

의 세포수는 JS와 병용투여군에서 현저한 감소를 보였

다(Table 2).

3) Quantitative real-time PCR

Th2 세포에서 발현되는 IL-5, IL-13과 염증성 사이

토카인인 TNF-a 유전자 발현은 모든 투여군에서 유의

적으로 감소하였으며, 고용량 단독처리군과 비교하여 

고용량 병용군에서 IL-13과 TNF-a의 감소폭이 컸다. 

4) BALF 내 IL-4, IL-5, IL-13, IFN-γ, eotaxin, IgE 

ELISA 분석

IL-4,IL-5,IL-13은 JS, PCF와 병용투여 고농도에서 

유의적으로 감소하였으며, IgE와 IFN-γ은 모든 투여군

에서 감소하였다, 특히 INF-r 면역억제제 처리된 CsA 

그룹에서는 증가하지 않은 반면에 모든 투여군에서 증

가를 보였다(Table 3). 

5) 혈청 내 IgE와 Histamine level

혈청내 IgE가 JS, PCF 및 병용투여군에서의 고농도

(400 mg/kg) JS 투여군에서 현저한 감소를 보였으나, 

혈청내 Histamine 유출량은 PCF 및 병용투여군에서 

유의한 감소를 보이고 있다(Fig. 4).

6) Histolosical analysis in lung section

H&E(hemoxylin & eosin)의 염색에서 정상군에 비

해 OVA로 유발된 천식대조군에서 폐포 주위에 호산구 

같은 천식유발 염증세포의 침윤이 다량으로 존재하는 

것이 관찰되었다. 그러나 JS, PCF및 병용투여군에서는 

폐포 주위에 침윤된 염증세포들이 감소된 것을 확인할 

수 있었으며, M-T(masson trichrome)염색은 폐포조직

의 주위에 collagen이 침착된 것을 자주색으로 염색하

여 조직의 손상정도를 관찰하는 것으로 대조군에 비하

여 JS, PCF및 병용투여군에서 조직손상이 감소됨을 확

인할 수 있었다(Fig. 5).

(a) (b)
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고  찰

한의학에서는 哮喘證을 外氣의 刺戟으로 外感遺熱이 

氣管支에 몰려서 痰液이 氣道를 狹小시켜 呼吸이 困難

해지고 때로 氣管支의 痙攣 또는 痰液의 氣管支 閉塞

으로 인하여 呼吸時에 辛苦를 하며 吹笛聲을 發하는 

매우 苦痛스러운 症狀으로 표현하고 있으며, 현대의학

에서는 기도의 만성염증으로 인해서 기도가 과민해짐

으로써 수축이 발생하여 기침과 호흡곤란 증상이 유발

되는 질환으로 설명하고 있다. 일부에서는 기도의 염증

과 기관지 과민증 그리고 기도의 가역적 폐쇄라는 세

가지 요소가 충분한 근거가 될 수 없다는 반론도 제기

되고 있으며, 외부 환경에 존재하는 알레르겐이 원인이 

되어 발생된다고도 설명하고 있다. 그러나 최근에는 호

산구와 T세포의 침윤, 비만세포, 호염기구 및 상피세포

의 활성화 등 모든 면역체계가 관여하는 염증성 질환

으로 밝혀지면서, 기도 과민성(Airway hyperreactivity)

과 폐쇄(obstruction)가 증상 발현에 중요한 것으로 알

려졌으며, 특히 BALF에서는 Th2 림프구의 기능 활성

화가 관찰된다고 보고하고 있다6). 

한의학에서는 이러한 哮喘證을 實證과 虛證으로 구분

하여 治療하게 되는데 주로 虛證 환자를 治療하는 臨床例

가 많아 이에 저자는 虛證性 喘息治療에 주로 應用된 胡

桃, 破古紙및 두 배합약물이 喘息治療에 어느 정도의 효

능이 있는지를 免疫學的인 실험을 통해 연구해 보고자 

C57BL/6 생쥐에 ovalbumin으로 천식을 유발한 후 BALF

에 존재하는 총 폐세포수, 총 백혈구수, 총 호산구수, 그리

고  유세포형광염색한 폐조직 내 CD3, CD19, CD3/CD69, 

CD4, CD8, Gr-1/CD11b와 Quantitive real-time PCR에 

의한 IL-5, IL-13, TNF-α의 유전자 발현분석과 그리

고 BALF 내의 IL-4, IL-5, IL-13, IFN-γ, Eotaxin, 

IgE 그리고 혈청 내의 IgE와 histamine 유출량의 변화

와 마지막으로 H&E, M-T 두가지 염색법으로 폐 세포

조직을 분석 관찰하게 되었다.

천식 모델에서 BALF 세포를 연구하는 것은 천식 

병리기전에 있어 중요한 연구방법으로 여겨지고 있으

며, 다른 염증매개인자들을 제외하더라도 OVA로 유발

된 이들 염증매개인자들은 BALF 세포에서 분비되며 

이들 세포는 천식의 병리기전에 있어 결정적인 역할을 

하는 것으로 알려져 있다
18)
.

현재까지 연구결과에 의하면 호산구는 천식에서 기

도 염증을 일으키는데 가장 중요한 역할을 담당하는 

세포이며, Th2 세포에 의해 매개되는 염증 및 IL-13을 

활성화시켜 천식 발생에 있어서 중요한 역할을 하였다

고 알려져 있다19). 

In vivo 실험을 고찰해보면 첫째 JS, PCF 및 병용투

여군이 총 폐세포수에 미치는 영향을 살펴보면, 투여군

에서는 유의성 있게 세포수가 감소되었다. 이는 폐내 

호산구, 림프구, 대식세포, 비만세포 등의 염증유발 세

포들이 기도에 많이 침착되어 있거나, 기도 및 기관지

의 부종 및 점액 분비과다를 의미한다. 천식대조군에서 

각종 면역 관련 세포를 포함하는 총 폐세포수가 증가

되었고, 고농도(400 mg/kg) 투여군에서 총 폐세포수가 

유의성있게 감소됨으로써 고농도(400 mg/kg) 투여군이 

기도내 염증세포의 증가를 억제하고, 이들 세포에 의한 

염증반응을 억제하는 작용이 있는 것으로 생각된다.

또한 BALF내 총 백혈구 수에 미치는 영향을 살펴

보면, 폐내 세포수와 유사한 양상을 보이고 있으며, 이

는 폐 자체의 염증과 관련한 면역세포의 수가 증가했

음을 의미한다. 대조군에 비해 백혈구가 감소되었는데, 

이는 천식 모델의 기도내 염증세포의 증가를 억제하고, 

이들 세포에 의한 염증반응을 억제하는 작용이 있는 

것으로 생각된다. 

마지막으로 BALF 내 호산구 수에 미치는 영향을 

살펴보면, 정상군에 비해 대조군에서 호산구수가 현저

하게 증가된 것을 관찰할 수 있으며, 투여군에서 대조

군에 비해 현저하게 호산구수가 감소된 것을 확인할 

수 있었다. 이는 투여군이 호산구 증가에 의한 천식 기

전을 억제하는 작용이 있음을 시사한다. 

유세포 형광분석에서 CD3는 T세포 모두에 존재하

는 표면분자이며, CCR3+ receptor는 주로 호중구, 호산

구, 비만세포 및 Th2세포에서 발현된다
20)
. 폐조직에서 

CD3+의 세포수를 살펴보면 정상군에 비해 대조군에서 

CD3+의 세포수가 현저하게 증가된 것을 관찰할 수 있

으며, JS, PCF 및 병용투여군에서 대조군에 비해 CD3
+

의 세포수가 현저하게 감소된 것을 확인할 수 있었다. 

특히 폐조직 내에서는 고농도(400 mg/kg) PCF 단독투

여군과 고농도(400 mg/kg) 병용투여군에서, BALF 내

에서는 고농도(400 mg/kg) 병용투여군에서 현저한 감

소를 보였다. 

한편 CD19는 B세포에서 발현하는 주요 marker로
21)
, 

폐조직과 BALF 내 CD19+의 세포수를 살펴보면 정상

군에 비해 대조군에서 CD19+의 세포수가 현저하게 증

가된 것을 관찰할 수 있으며, 투여군에서 대조군에 비

해 CD19+의 세포수가 현저하게 감소된 것을 확인할 수 

있었다. 특히 폐조직과 BALF 내에서는 고농도(400 

mg/kg) PCF 단독투여군과 고농도(400 mg/kg) 병용투

여군에서 현저한 감소를 보였다. 

또 CD69는 T세포, 대식세포, 호산구, 호중구 등에서 

발현되는데 세포의 활성화 marker로 알려져 있으며
22)
, T

세포의 초기 활성화를 나타내며, 활성화된 호산구에서 

발현되므로 천식모델에서 호산구 침윤의 표지로 사용될 

수 있다. 본 실험에서 폐조직 내 CD3
+
/CD69

+
의 세포수를 

살펴보면 정상군에 비해 대조군에서 CD3+/CD69+의 세포수

가 현저하게 증가된 것을 관찰할 수 있으며, 투여군에

서 대조군에 비해 CD3
+
/CD69

+
의 세포수가 현저하게 

감소된 것을 확인할 수 있었다. 특히 폐조직 내에서는 

저농도(200 mg/kg) 병용 투여군이 현저한 감소를 보였
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다. CD4+ T세포는 호산구와 함께 천식 모델의 기도벽

에 침윤되는 대표적인 세포인데, 천식모델에서 증가되

고, 활성화 marker인 CD25를 발현하는 것으로 알려져 

있다. 또한 CD4+ Th2세포는 천식을 유발하고 지속시키

는 대표적인 세포로 알려져 있다
23)
. CD8

+ 
T세포는 CD4

+
 

T세포와 마찬가지로 천식 유발 cytokines인 IL-4, IL-5, 

IL-13을 분비하는 것으로 알려져 있다24,25).  

본 실험에서 정상군에 비해 대조군에서 폐조직 내 

CD4+의 세포수가 현저하게 증가된 것을 관찰할 수 있

으며, 투여군에서 대조군에 비해 CD4+의 세포수가 현

저하게 감소된 것을 확인할 수 있었다. 폐조직내 고농

도(400 mg/kg) JS 단독투여군이, BALF 내에서는 고

농도(400 mg/kg) PCF 단독투여군과 병용투여군에서 

현저한 감소를 보였다.  

정상군에 비해 대조군의 폐조직의 세포수가 현저하

게 증가된 것을 관찰할 수 있으며, 투여군에서 대조군에 

비해 폐조직 내 CD8
+
의 세포수는 모든 농도의 PCF 단

독투여군과 고농도(400 mg/kg) 병용투여군에서, BALF

내에서는 고농도(400 mg/kg) PCF 단독투여군과 병용투

여군에서 현저하게 감소된 것을 확인할 수 있었다. 특

히 고농도(400 mg/kg) JS 단독투여군에서 현저한 감소

를 보였다. 

CD11b는 천식환자의 호중구나 호산구에서 특이적으로 

높게 발현되는 세포유착분자이며26), Gr-1은 과립구의 표지

자로서 과립구의 분화, 성숙에 관여하며27), Gr-1+/CD11b+는 

성숙된 과립구, 단핵구를 표현하며 myeloid suppressor 

세포에서 발현되는 marker이기도 하다. 이들은 종양이

나 감염 등에서 사이토카인을 분비하여 면역기전에 작

용하는 것으로 알려져 있다
28)
. 

본 실험에서 OVA를 감작하여 천식을 유발시키지 않

은 정상군에 비해 대조군에서 폐조직 내 Gr-1+/CD11b+

의 세포수가 현저하게 증가된 것을 관찰할 수 있으며, 

투여군에서 대조군에 비해 Gr-1+/CD11b+의 세포수가 

감소하였고 특히 저농도(200 mg/kg) 병용 투여군에서 

현저한 감소를 보였다. 

천식은 Th1 cytokine에 비해 Th2 cytokines인 IL-4, 

IL-5, IL-13 등의 과다한 생성으로 유발되는 기관지 점

막의 만성 염증성질환이며, 호산구는 조직손상과 기도 

과민반응을 포함한 알레르기성 천식의 임상적 특징을 

유발하는 원인이 되며, 또한 기관지수축 및 염증매개물

질로 알려진 히스타민, leukotriens 등의 분비를 야기하

는 것으로 알려져 있다. 

IL-4는 순환 호산구를 내피세포로 유착시키는 작용

이 있으며, IL-5, chemokines의 작용에 의해서 염증 목

표 조직으로의 유도를 이끄는 작용이 있는 것으로 알

려져 있다29). 또한 항원에 특이적인 IgE 생성을 유도하

여 기도 과민반응에도 관여하는 것으로 알려져 있다. 

IL-5는 기도의 호산구 과다증을 유발하는 결정적인 

cytokine이며30), IL-13은 점막세포에서의 점액분비를 유

도하며31), IL-4와 같이 작용하여 점막 섬유세포의 성장

과 화학주성을 자극하는 것으로 알려져 있다
32)
. IFN-γ

는 Th2세포의 분화와 성장을 억제하며 이들 세포로부

터 분비되는 Th2 cytokine들의 생성을 억제하는 것으

로 알려져 있다.

본 연구에서의 Quantitative real-time PCR에 의한 

IL-5, IL-13, TNF-α에 대한 유전자발현 실험에서는 

정상군에 비해 대조군의 IL-5, IL-13, TNF-α 유전자

발현은 현저히 증가 하였고 JS, PCF 및 병용투여군에

서 대조군에 비해 Th2세포에서 발현되는 IL-5, IL-13, 

TNF-α 유전자 발현이 현저히 감소된 것을 확인할 수 

있었다. 특히 고농도(400 mg/kg) 병용투여군에서 현저

한 감소를 보였다. 이는 투여군이 천식 염증에 관여하

는 호산구, Th2세포의 증식, 분화를 억제할 수 있음을 

나타낸다. 

ELISA 분석을 살펴보면, BALF 내 IL-4, IL-5, IL-13, 

IgE, eotaxin이 대조군에서는 현저하게 증가되는 것이 

관찰되었고, 투여군에서는 유의성있게 모두 감소되었으

며, 특히 병용투여군에서 현저하게 감소된 것을 확인할 

수 있었다. 한편 IFN-γ는 대조군에서는 감소되는 것이 

관찰되었고, 투여군에서는 모두 증가되었다. 

이는 투여군이 천식반응에 있어서 유의성 있는 억제작

용이 있음을 시사한다. 히스타민은 prostacyclin (PGI2)을 

합성하게 하여 이들이 혈관확장을 일으킴으로써, 알레

르기성 과민반응의 구진과 발적 확장이 일어나게 된다. 

히스타민 생성에 미치는 영향을 살펴보면 본 실험에

서 정상군에 비해 대조군의 혈청 내 히스타민 유출량

이 현저히 증가하였고 투여군의 경우 히스타민 생성량

이 감소하였다. 특히 고농도(400 mg/kg) 병용투여군에

서 현저한 감소를 보였다. 이 결과는 투여군이 천식반

응에 주된 인자로 알려진 히스타민의 생성 억제에 유

의한 작용이 있음을 보여준다. 

폐세포조직을 살펴보면, OVA를 지속적으로 분무한 

대조군에서 폐포 주위에 호산구 같은 천식유발 염증세

포의 침윤이 다량 존재하는 것이 관찰되었고, 반면에 

투여군에서는 폐포 주위에 침윤된 염증 세포들이 감소

된 것을 확인할 수 있었으며 M-T 염색결과 조직손상

이 현저하게 감소됨을 확인할 수 있었다. 

이처럼 투여군은 천식모델에 있어서 호산구의 세포

증식억제, 폐세포의 CCR3 발현억제, BALF, serum 내

의 Th2 cytokine인 IL-4, IL-5, IL-13 등의 생성 억제, 

IFN-γ의 생성증가 등에 의한 작용을 통하여 기도의 

염증반응 및 과민반응을 억제시켜 천식 증상이 완화되

는 것으로 생각된다. 특히 단독투여시보다 병용투여군

에 의하여 총 폐무게, BALF에서의 호산구수, 폐세포에

서의 CD3-/CCR3+, Gr-1+/CD11b+ 등의 세포수, IL-4 

생성량, serum에서의 IL-5, IgE 생성량 억제 효과와 

BALF에서의 IFN-γ 생성량의 증가가 높은 것으로 나

타났으며, 이는 병용투여군이 천식의 주요발생 기전 및 
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유병 원인인 Th1/Th2 밸러스 조절작용에 관계가 있는 

것으로 사료되며, 차후 본 실험연구를 참조하여 胡桃, 

破古紙 및 두 배합약물의 천식 치료효과에 대해 더 심

오한 연구가 필요할 것으로 생각되었다.

결  론

胡桃, 破古紙 및 두 배합약물을 OVA로 감작된 천식동

물모델에서의 항 천식 효과를 알아보기 위해, C57BL/6 

생쥐에 ovalbumin으로 천식을 유발한 후 폐조직 및 기

관지폐포세척액에 존재하는 총 백혈구수, 총 호산구수와  

유세포 형광염색한 폐 조직 내 CD3, CD19, CD3/CD69, 

CD4, CD8, Gr-1/CD11b와 Quantitive real-time PCR에

서 IL-5, IL-13, TNF-α의 유전자 발현분석과 그리고 

ELISA 분석에서 BALF 내의 IL-4, IL-5, IL-13, IFN-

γ, Eotaxin, IgE 그리고 혈청 내의 IgE와 histamine 유

출량의 변화와 H&E, M-T 두 가지 염색방법으로 폐 

세포조직을 분석하면서 모든 결과를 관찰한 후 다음과 

같은 결론을 얻었다.

1. 정상군에 비해 대조군의  폐조직 세포수, BALF 내 

백혈구수, 호산구수가 현저하게 증가되었으며, 대조

군에 비해 胡桃, 破古紙 및 두 배합약물 투여군에서

의 폐세포수, BALF 내 백혈구수, 호산구수가 현저

하게 감소되었으며, 병용투여군에서 다른 처리군보

다 유의한 감소를 보여주고 있다.

2. 폐조직 내에서는 정상군보다 대조군에서의 CD3+/CD69+, 

Gr-1+/CD11b+의 비율이 증가되었으며, 胡桃, 破古

紙 및 두 배합약물 투여군의  CD3
+
/CD69

+
, Gr-1

+
/ 

CD11b+의 비율은 대조군에 비해 현저하게 감소되

었다. 

3. 폐조직의 CD4
+
, CD8

+
 T 세포는 정상군에 비해 대조

군에 비해 세포수가 현저하게 증가된 것을 관찰할 

수 있으며, 胡桃, 破古紙 및 두 배합약물투여군에서 

대조군에 비해  세포수가 현저하게 감소된 것을 확

인 할  수 있었다. 

4. 胡桃, 破古紙 및 두 배합약물 투여군에서의 BALF 

IL-4, IL-5, IL-13와 혈청내 IgE, histamine이 대조

군에 비해 현저히 감소되었다. 폐조직내에서는 IL-13 

발현이 병용투여군에서 유의한 감소를 보였다.

5. 胡桃, 破古紙 및 두 배합약물 투여군에서 염증세포

의 침윤과 collagen 부착이 대조군에 비해 현저하게 

감소 되었다. 

이상의 결과로 胡桃, 破古紙 배합약물은 천식동물모

델에 있어서 호산구의 세포증식 억제, BALF와 혈청내

의 Th2 cytokine인 IL-4, IL-5, IL-13 등의 생성 억제, 

IFN-γ의 생성증가 등에 의한 작용을 통하여 기도의 

염증반응 및 과민반응을 억제시켜 천식 증상을 완화시

키는 것으로 확인 할 수 있었으며, 특히 胡桃, 破古紙

의 단독투여시보다 병용투여시 호산구수, IL-13와 염증

성 마커인 TNF-a에서 억제에 효과적임을 확인 할 수

가 있었다. 
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