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Objetives
The purpose of this study was to examine the pathway of anti-allergic effects of Cheonmaec-tang (CMT).

Methods
We examined the cell viability, β-hexosaminidase release, pro-inflammatory cytokines secretion and mRNA

expressions, nuclear factor-kappa B (NF-κB) (p65) activation, inbibitor kappa B-alpha (IκB-α) degradation, and
MAPKs activation in RBL-2H3 cells pre-treated by CMT of 2.0 ㎎/㎖, 4.0 ㎎/㎖ separately.

Results
We observed that CMT reduced the secretion of β-hexosaminidase, TNF-α, IL-4 and the expression of COX-2

mRNA in RBL-2H3 cells. Futhermore, CMT inhibited the levels of activation of NF-κB (p65) protein, ERK
MAPK, and degradation of IκB-α in RBL-2H3 cells.

Conclusoins
These results show that CMT has an anti-histamine effect and inhibitory effect of NF-κB (p65) through

regulation of IκB-α degradation. These suggest that CMT could be used as an anti-allergic medicine.
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韓藥名(Herb name) 學 名(Scientific name) 重量(g)

天門冬

麥門冬

蒼 朮

皂角子

草 烏

Asparagus cochinchinensis
Ophiopogon japonicus
Atractylodes lancea
Gleditsia sinensis

Aconitum carmichaeli

20

10

10

10

5

總 量 55

Table 1. The Prescription of CMT

Ⅰ. 緖 論

아토피 피부염은 소양감, 홍반, 부종, 심한 소양감,

삼출, 가피와 인설 등의 증상을 나타내는 만성재발성

염증성 피부질환으로1) 최근 소아환자에 있어 유병률이

높아지는 대표적인 질환 중의 하나이다
2)
. 특히 장기간의

치료를 요하며 완치가 어렵고 주로 노출된 부위에 발생

하여 삶의 질 저하에도 많은 영향을 주고 있다3).

아토피 피부염의 발병기전은 불확실하지만 비만세

포의 탈과립, 혈중 히스타민의 유리, 1,2형 helper T 세포

에서 분비되는 면역조절 cytokine 간의 불균형 및 IgE

증가에 따른 면역학적 결핍 등으로 야기되는 것으로

알려져 있다
4)
.

아토피 피부염 치료의 목표는 건조한 피부에 대한

적절한 수화와 더불어 소양증과 피부염을 감소시키면

서 그 악화요인을 줄이는 것이며, 악화 요인 회피, 경구

용 항히스타민제, H2 길항제, 항우울제, 국소용 스테로

이드제 항염증치료, 면역조절제 투여, 광선치료법 등
5)

다양한 치료법이 임상에서 활용되고 있기는 하나 근원

적 치료가 어렵고 약물의 장기 사용 등에 따른 부작용

등도 문제가 되고 있다.

한의학적으로도 아토피피부염의 증상 중 홍반, 경결,

구진, 삼출, 가피 등의 증상은 濕熱로 분류할 수 있고,

태선화, 인설, 건조, 색소침착의 증상은 血虛나 燥證 등
으로 분류할 수 있으며, 濕熱은 다시 실증으로 인한 것

이외에 비위기허로 인한 허증의 양상을 보이기도 하며

만성기중 급성기 증상은 血熱로 분류되는 등
6)
다양하

며 실제 임상에서 만성, 재발성일수록 증상의 양상이

虛實과 燥濕, 寒熱이 교잡된 경우가 많아 변증 및 치료

에 어려움이 많이 있었다.

天麥湯은 습열로 인한 아토피성피부염에 사용하는

처방으로 기본방인 二冬湯은 天門冬과 麥門冬으로 구

성되어 《張氏醫通》
7)
에 최초로 기재된 肺胃의 燥熱을

치료하는 처방이며, 알러지성 천식에 유효한 효과가 보

고된바 있고
8)
, 天門冬은 항암, 면역억제, 항균 등의 효

능이 麥門冬은 면역조절, 혈당강하, 항산화 등의 작용

이 있다
9)
. 天麥湯은 여기에 燥濕健脾하는 蒼朮, 消腫排

膿하는 皂角子, 祛風除濕하는 草烏가 加味되어 風寒이

나 濕熱이 원인이 되어 반복하여 재발하는 소아환자의

만성피부질환에 임상적으로 다용하고 있으며 실제 선

행연구결과 유효한 효과를 검증할 수 있었다
10)

. 그러나

본 처방이 광범위한 아토피피부염 환자에게 다용되려

면 이러한 효과가 어떠한 기전을 바탕으로 나타나는지

에 대한 분석의 필요성이 있었다.

이에 저자는 天麥湯의 실험을 통한 약리기전과 효능

확인으로 아토피 피부염의 치료제로서의 가능성을 탐색

해 보고자 본 연구에 임하여, 몇 가지 유의한 결과를

얻었기에 이에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 材料 및 方法

1. 材料

1) 약재

본 실험에 사용된 약재는 天麥湯 (이하 CMT)으로

동의대학교부속한방병원에서 구입 정선하여 사용하였

고, 天麥湯은 경험처방으로 1첩 내용과 분량은 Table

1과 같다.

2) 세포

RBL-2H3 세포는 한국세포주은행 (Korea Cell Line

Bank, KCLB)에서 분양받아서 사용하였다.

3) 시약

본 실험에 사용된 phorbol 12-myristate (PMA), cal-

cium ionophore A23187, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,

5-diphenyltrtrazolium bromide (MTT)와 p-nitro-phenyl-

N-β-D-glucosaminide는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)
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로부터, Dulbecco's Modified Eagale' Medium (DMEM)과

fetal bovine serum (FBS)는 HyClone사 (Logan, UT)로부터,

TNF ELISA kit, IL-4 ELISA, kit INF-γ ELISA kit와 anti-

COX-2 monoclonal antibody는 BD Biosciences사 (Fran-

kline Lakes, NJ)에서, anti-NF-κB (p65), IκB-α, β-actin,

p38, ERK, JNK와 phosphorylated-p38, -ERK, -JNK poly-

clonal antibody는 Cell Signaling Technology사 (Beverly MA)

에서, anti-COX-1 monoclonal antibody는 Santa Cruz Biotech-

nology사 (Santa Cruz, CA)에서, phosphatase labeled affinity

purified antibody to rabbit IgG와 BCIP/NBT phosphatase

substrate는 KBL사 (Gaithersburg, MD)에서 구입하여 사

용하였다.

2. 方法

1) 검액의 조제 및 투여

CMT 20첩 분량 1,100 g을 round flask에 넣고 증류수

1800 ㎖를 가하여 3시간 동안 가열추출한 후 추출액을

동결건조하여 162.3 g의 파우더를 얻어 4℃에서 보관하

였다. 실험하기 직전에 생리 식염수나 PBS (phosphate

buffered saline)에 녹여 사용하였다.

2) 세포 배양

RBL-2H3 세포는 한국세포주은행 (KCLB)에서 분양받

았으며 세포의 배양을 위하여 10% heat-inactivated fetal

bovine serum과 100 U/㎖ penicillin 및 100 ㎍/㎖ strep-

tomycin을 포함한 DMEM에서 37℃, 5% CO2의 조건

하에 배양하였다.

3) MTT assay

RBL-2H3 세포를 2×10
5

cells/well의 농도가 되도록

24 well plate에 분주하여 24시간 동안 안정화시킨 후,

CMT를 농도별 (0, 2.0 및 4.0 ㎎/㎖)로 처리한 후 1시간

동안 반응시켰다. 배양액을 제거한 후 5.0 ㎎/㎖ MTT

solution을 200 ㎕씩 각 well에 처리한 후, 4시간동안 37℃

incubator에서 반응시키고, MTT solution을 제거한다. 그

후, DMSO를 200 ㎕씩 분주하여 well에 생성된 formazin

이 잘 녹을 수 있게 충분히 흔들어 모두 녹인 후 96 well

plate에 100 ㎕씩 옮긴 후 microplate reader로 540 ㎚에서

흡광도를 측정하였다.

4) β-hexosaminidase activity

β-hexosaminidase의 activity는 Schwartz 등
11-12)

의 방법

에 의하여 측정하였다. RBL-2H3 세포를 3×10
5

cell/well

의 농도로 24 well plate에 분주한 다음 37℃, 5% CO2

incubator에서 24시간 배양하였다. 각 well의 세포들을

extracellular buffer로 2번 세척한 다음 각 well 당

extracellular buffer와 CMT (0, 2.0 및 4.0 ㎎/㎖)를 처리한

후 1시간 30분 동안 반응시켰다. 이후 50 nM PMA와

1 μM A23187을 사용하여 세포를 37℃, 5% CO2 incu-

bator에서 1시간 동안 자극시킨 후, ice에서 10분간

incubation 시켜 반응을 종결시켰다. 각 well의 상징액

20 ㎕를 96 well plate에 옮기고, 또한 0.1% triton X-100

1 ㎖를 세포가 부착되어 있는 24 well plate에 첨가하여

pellet을 녹인 후 96 well plate에 20 ㎕ 넣는다. 96 well

plate에 substrate buffer (4-p-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-

glucosaminidase 1 mM, sodium citrate 0.05 M, pH 5) 100

㎕를 첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 암조건으로

1시간 동안 반응시킨다. 반응이 끝나면 0.1 M carbonate

buffer (pH 10.5)를 첨가한다. microplate reader를 이용하

여 405 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 대조군과

실험군의 흡광도 값을 이용하여 다음 식에 의해 β

-hexosaminidase release (%)를 산출하였다.

β-hexosaminidase release (%) =                                                  ⅹ100
A405 of sup. + A405 of pellet

A405 of sup.
β-hexosaminidase release (%) =                                                  ⅹ100

A405 of sup. + A405 of pellet

A405 of sup.

위의 식에서 A405는 405 ㎚에서 측정된 대조군 및 실험

군 각 각의 흡광도 값이고, sup.는 supernatant (상징액)

를 의미한다.

5) Enzyme-linked immunosorbent assay for inflam-

matory cytokines (TNF-α, IL-4)

RBL-2H3 세포를 6 well plate에 5×10
5

cells/well의 농

도로 분주한 후 24시간 배양한 다음, CMT를 농도별

(0, 2.0 및 4.0 ㎎/㎖)로 세포에 처리하였다. 1시간 동안

배양한 후 50 nM PMA와 1 μM A23187을 처리한 군과

처리하지 않은 군으로 나누어 처리하고, 8시간 동안 배

양하였다. 배양이 끝난 후에 상징액을 분리하여 5,000

rpm에서 3분간 원심분리하고, 분리된 상징액을 -20℃에

보관하였다. TNF-α, IL-4 ELISA set를 사용하여 manufac-

ture's protocol에 따라실험을 실시하였다. Color develop-

ment는 450 nm에서 흡광도를 측정하여 각 cytokine의

누출양을 확인하였다.

6) Total RNA 분리 및 RT-PCR

Total RNA는 Trizol법으로 분리하였다. 세포에 Trizol

reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA)를 첨가하여 용해시킨

다. Chloroform 0.2 ml을 첨가하여 잘혼합한 후, 실온에서
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Targer

gene

Name of

Primer

Oligonucleotide sequences

(5' to 3' direction)

Expected

size

Accession

number

TNF-α
TNF-3F

TNF-3R

CGTCTACTCCTCAGAGCCC

TCCACTCAGGCATCGACATT
226 bp NM012675

IL-4
IL4-1F

IL4-1R

AACACTTTGAACCAGGTCAC

AGTGCAGGACTGCAAGTATT
330 bp X16058

COX-1
COX1-2F

COX-1R

ACTGGTCTGCCTCAACACCA

CAAGGGTGAGACCCCAAGTT
223 bp S67721

COX-2
COX2-6F

COX2-6R

TGACCAGAGCAGAGAGATGA

CATAAGGCCTTTCAAGGAGA
250 bp S67722

GAPDH
GAPDH-2F

GAPDH-2R

GGCCAAAAGGGTCATCATCT

GTGATGGCATGGACTGTGGT
201 bp NM017008

Table 2. Oligonucleotide Primers Used for RT-PCR in this Study

2-3분간 반응시킨다. 반응이 끝난 샘플은 4℃, 14,000

rpm, 20분간 원심 분리한 후, 그 상징액을 멸균된 새

microtube로 옮긴다. 상징액과 동량의 isopropanol을 첨가

하고, 잘혼합한 후, 실온에서 15분간 침전시킨다. 침전이

끝난 샘플은 4℃, 14,000 rpm, 20분간 원심 분리한 후,

그 상징액을 버린다. 샘플에 75 % ethanol 0.5 ml을 첨가

하여 4℃, 7,500 rpm, 5분간원심분리한후상징액을 완전

히 제거하였다. RNA pellet은 실온에서 자연 건조시켜,

RNase free water에 현탁하였다. 분리된 total RNA는 -7

0℃에서 보관하였다.

분광 광도계 (Spectrophotometer, BioPhotometer, Eppen-

dorf)를 사용하여 total RNA량을 측정하였다. 역전사효소

인 M-MLV reverse transcriptase (Promega, Madison, WI)를

이용하여 cDNA를 합성하였고, 합성된 cDNA를 PCR

template로 하여 PCR amplification을 실시하였다.

PCR amplification은 PCR machine (ASTEC PC802)을 사용

하였다. 10 mM Tris-HCl, 40 mM KCl, 1.5 mM MgCl,

250 μM dNTP, 1 unit of Taq polymerase가 첨가되어 있는

PCR PreMix (Bioneer, Korea)에 3 ㎍의 RNA으로합성된

각 각의 cDNA template와 Table 2에표기한 primers를첨가

하고, distilled water로 PCR mixture 최종 volume이 20 ㎕가

되게 하였다. PCR amplification 조건은 다음과 같다. 95℃

에서 5분간 pre-denaturation 시킨 후, 95℃에서 40초 dena-

turation, 53℃에서 50초 annealation, 72℃에서 40초 exten-

sion의 반응을 1 cycle로 하여, 28 cycles를 반응시켰다. 그

후, 72℃에서 7분간 post-extension 시켰다.

PCR 후 증폭된 산물은 0.5% agarose gel을 이용하여

0.5×TBE buffer에서 전기영동을 실시하였고, 전기영동이

끝난 gel을 EtBr (Ethidium Bromide)에 염색하여 UV에서

증폭산물을 확인하였다. GAPDH를 internal control로 사

용하였다(Table 2).

7) Western blot analysis

1×PBS buffer를 이용하여 세포를 세척한 후, scraper

로 세포를 모은다. 모아진 세포에 lysis buffer를 첨가하여

현탁한 후, 세포로부터 protein extraction을 한다. Protein

extracts를 Bradford법으로 정량한 후, 동량의 protein 샘

플들을 10% SDS gel을 이용하여 전기 영동하였다. 전기

영동 후, SDS gel의 bands를 nitrocellulose membrane에

transfer하고, transfer된 blots는 5% 탈지유를 이용하여

blocking시켰다. 1차 Antibody인 NF-κB (p65), IκB-α, β

-actin, p38, ERK, JNK, phosphorylated-p38, -ERK, -JNK

polyclonal Antibody, monoclonal Antibody를 각 blots에 첨

가하여 4℃에서 반응시킨 후, 2차 Antibody를 첨가하여

실온에서 반응시켰다. 반응이 끝나면 AP (BCIP/NBT

phosphatase substrate) system을 이용하여 각 blots의

band를 확인하였다.

8) Protein extracts 준비

1×PBS buffer를이용하여 세포를 2번 세척한 후, scraper

로 세포를 모은다. 모아진 세포에 protein extraction solu-

tion (PRO-PREP, Intron, Korea) 200 ㎕ 첨가한 후 현탁

하고, ice에서 30분간 반응시킨다. 반응이 끝나면 4℃,

14,000 rpm, 20분간 원심 분리한 후, cytoplasmic protein이

함유되어 있는 상징액을 멸균된새 microtube로 옮긴다.

남아 있는 pellet에 nuclear protein extraction buffer 100 ㎕를

첨가하여현탁시킨후, ice에서 30 분간반응시킨다. 반응이

끝나면 4℃, 14,000 rpm, 20분간 원심 분리한 후, nuclear

protein이 함유되어 있는 상징액을 멸균된 새 microtube

로 옮긴다.

9) 통계처리

成績은 평균치±표준오차로 나타내었고 평균치간의
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Fig. 1. Effect of CMT on cell viability in RBL-2H3 cells. Cells viability was evaluated by MTT 
assay. Data represent the mean ± SEM (Std. Err.) of 3 independent experiments.
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Fig. 2. Effect of CMT on β-hexosaminidase release from RBL-2H3 cells. Cells were treated with 
the indicated concentration of CMT. β-hexosa-minidase release into represented as mean ± 
SEM (Std. Err.) of 3 independent samples. ### P<0.005; significant as compared to uns-
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multiple comparison.
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Fig. 3. Effect of CMT on TNF-α secretion from 
RBL-2H3 cells. TNF-α concentration was measured from cell supernatants using 
ELISA method. Each column represents as the mean ± SEM (Std. Err.) from 4 wells. 
###P<0.005; significant as compared to unstimulated group, *P<0.05, **P<0.01; signi-
ficant as compared to stimulated group by Scheffe's multiple comparison.

有意性은 Student's t-test를 이용하여 檢定하였으며 P 값

이 0.05 미만일 때有意한 것으로 判定하였다. 통계처리

는 sigma plot 9.0을 사용하였다.

Ⅲ. 結 果

1. 세포 생존율에 미치는 영향

RBL-2H3 세포의 생존율에 대해살펴보면 아무런처치

를하지않은세포생존율을 100±0.14이었으며, CMT 2.0 ㎎/

㎖, 4.0 ㎎/㎖의농도를처리한세포에서 각각 100.64±0.47,

107.20±0.14의 생존율을 나타내어 유의성 있는 변화는

없었다(Fig. 1).

2. 세포의 탈과립에 미치는 영향

β-hexosaminidase의누출량은아무런처치를하지않은세

포에서 6.08±0.31%였으며, PMA와A23187로자극한세포에

서 11.60±0.38%로현저히증가(P<0.005)하였으며, 자극 전

CMT를 2.0 ㎎/㎖, 4.0 ㎎/㎖의농도로처리한세포에서는

각각 8.35±0.60%, 7.56±0.34%로유의성(P<0.005) 있는감

소를 보였다(Fig. 2).

3. TNF-α ELISA assay

TNF-α의 분비량은 아무런처치를 하지않은 세포에서

4.88±0.11 pg/㎖였으며, PMA와 A23187로자극한 세포에는

448.03±13.94 pg/㎖로 현저히 증가(P<0.005)하였으며,

자극 전 CMT를 2.0 ㎎/㎖, 4.0 ㎎/㎖의농도로처리한세포

에서는각각 388.37±11.38 pg/㎖, 376.42±9.57 pg/㎖로 유

의성(P<0.05, p<0.01) 있는 감소를 보였다(Fig. 3).

4. IL-4 ELISA assay

IL-4의 분비량은 아무런 처치를 하지 않은 세포에서

1.94±0.06 pg/㎖였으며, PMA와 A23187로 자극한세포

에는 602.61±1.78 pg/㎖로 현저히 증가(P<0.005)하였으

며, 자극 전 CMT를 2.0 ㎎/㎖, 4.0 ㎎/㎖의 농도로 처리한

세포에서는 각각 545.88±2.10 pg/㎖, 513.80±7.51 pg/㎖로

유의성(P<0.005) 있는 감소를 보였다(Fig. 4).
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Fig. 4. Effect of CMT on IL-4 secretion from RBL-2H3 
cells. IL-4 concentration was measured from cell supernatants using ELISA method. Each 
column represents as the mean ± SEM (Std. Err.) from 4 wells. ###P<0.005; significant as 
compared to unstimulated group, ***P<0.005; significant as compared to stimulated group 
by Scheffe's multiple comparison.
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Fig. 5. Effects of CMT on the PMA plus 
A23187-induced inflammatory cytokines (TNF-α and IL-4) mRNA expression in 
RBL-2H3 cells. Levels of TNF-α, IL-4, and GAPDH mRNA were assayed by RT-PCR. 
GAPDH was used as internal control gene. Lane 1. negative control group
Lane 2. only treated CMT 4.0 mg/mlLane 3. positive control group (only treated sti-

mulus)Lane 4. CMT 2.0 mg/ml + stimulus
Lane 5. CMT 4.0 mg/ml + stimulus.
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Fig. 6. Effects of CMT on the PMA plus A23187-induced 
COX-1 and COX-2 mRNA expression in RBL-2H3 cells. Levels of COX-1, COX-2, and 
GAPDH mRNA were assayed by RT-PCR. GAPDH was used as internal control gene. 
Lane 1. negative control groupLane 2. positive control group (only treated sti-

mulus)Lane 3. CMT 2.0 mg/ml + stimulus
Lane 4. CMT 4.0 mg/ml + stimulus.
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Fig. 7. Effects of CMT on the activation of NF-κB 
(p65) in RBL-2H3 cells. The cell extract were assayed Western blot analysis for NF-κB 
(p65) in cytoplasmic (c-NF-κB) and nuclear extracts (n-NF-κB). 
Lane 1. negative control groupLane 2. positive control group (only treated 

stimulus)Lane 3. CMT 4.0 mg/ml + stimulus.

5. Pro-inflammatory cytokines mRNA expression에 

미치는 영향

CMT의 pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-4) mRNA

발현에미치는 영향을 알아보고자 RT-PCR을실시하였다.

CMT를 각 농도별로 (2.0, 4.0 mg/ml) RBL-2H3 세포에 1

시간동안 전 처리하고, PMA와 A23187을 첨가하여 10

시간동안 반응시킨다. 각 각의 cytokine은 PMA와 A23187

에 의해 mRNA 발현이 상당히 증가되었으나 (Lane 3),

CMT를 전 처리한실험군에서는 mRNA 발현이 CMT 농도

의존적으로감소되는것을확인할수있었다 (Lane 4, 5)(Fig. 5).

6. COX-2 mRNA expression에 미치는 영향

CMT의 COX-2 mRNA 발현에 미치는 영향을 알아보

고자 RT-PCR을 실시하였다. 앞선 TNF-α, IL-4 mRNA

expression의 결과와 동일하게 COX-2 또한 PMA와

A23187에 의해 mRNA expression이 상당히 증가되었

으나(Lane 2), CMT 2.0, 4.0 mg/ml을 전 처리한 실험군

에서는 mRNA expression이 CMT 농도 의존적으로 감소

되는것을확인할수있었다 (Lane 3, 4). 그러나COX-1에서는

mRNA expression의 차이를 확인할 수 없었다 (Fig. 6).

7. NF-κB (p65) activation에 미치는 영향 

CMT의 NF-κB (p65) activation에미치는영향을 알아보
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Fig. 8. Effects of CMT on the degradation of IκB-α 
in RBL-2H3 cells. The cell extract were assayed Western blot analysis for IκB-α in cytopla-
smic extract.Lane 1. negative control group
Lane 2. positive control group (only treated sti-mulus)
Lane 3. CMT 4.0 mg/ml + stimulus.

Fig. 9. Effects of CMT on the activation of ERK MAPK on RBL-2H3 cells. The cell extract were assayed 
Western blot analysis for the phosphorylation of p38, JNK, and ERK. 
Lane 1. negative control groupLane 2. positive control group (only treated sti-

mulus)Lane 3. CMT 4.0 mg/ml + stimulus.

고자 Western blot analysis를 실시하였다. CMT 4.0 mg/ml을

RBL-2H3 세포에 1 시간동안전처리하고, PMA와 A23187

을 첨가하여 3 시간동안 반응시킨다. Nuclear extract에서

는 PMA와 A23187에 의해 NF-κB (p65) activation이 확연

하게증가된 것을확인할 수있었다 (Lane 2). 그러나 CMT

4.0 mg/ml을 전 처리한 실험군에서는 NF-κB (p65) acti-

vation이감소하였다. 반면, cytoplasmic extract에서는 NF-κ

B (p65) activation의차이를확인할수없었다. 따라서 CMT

에의해 NF-κB (p65)의핵내이동이 감소되었음을 알 수

있었다 (Fig. 7).

8. IκB-α degradation에 미치는 영향

CMT의 IκB-α degradation에미치는 영향을 알아보고자

cytoplasmic extract를 이용하여 Western blot analysis를 실

시하였다. CMT 4.0 mg/ml을 RBL-2H3 세포에 1 시간동안

전처리하고, PMA와 A23187을첨가하여 30분동안반응시

킨다. PMA와 A23187에 의해 cytoplasm에서 IκB-α degra-

dation이 일어난 것을 확인할 수 있었다(Lane 2). 그러나

CMT 4.0 mg/ml을 전 처리한 실험군에서는 IκB-α degra-

dation이 감소하였다 (Lane 3)(Fig. 8).

9. MAPKs 신호전달체계에 미치는 영향

CMT의 inflammatory cytokines 발현에 미치는 영향에

관한 메커니즘을 알아보고자 Western blot analysis로

MAPKs 활성을 확인하였다. CMT 4.0 mg/ml을 RBL-2H3

세포에 1 시간동안전처리하고, PMA와 A23187을 첨가

하여 2시간동안 반응시킨다. CMT에 의해 phosphory-

lation-ERK MAPK 활성이감소된것을확인하였으나, p38

과 JNK MAPKs에서는 감소를 확인할 수없었다 (Fig. 9).

Ⅳ. 考 察

아토피피부염은 홍반, 부종, 소양증, 삼출, 부스럼,

딱지, 인설 등이 되풀이되며
1)
알레르기성 습진, 소아습

진, 굴측부습진, 범발성 신경피부염, Besnier 소양증 등

으로 불릴만큼 다양하게 불릴만큼 다른 임상증상과 함

께 만성 재발성 염증성으로 나타나는 대표적인 피부질

환의 하나로 소아뿐 아니라 성인에서도 종종 나타나며

유병률도 점차 증가하는 추세이다
4,13)

. 한의학적으로도

아토피 피부염은 奶癬, 胎癬, 胎斂瘡, 濕疹, 濕瘡, 四彎
風, 淫瘡 등의 범주에서 살펴볼 수 있으며14), 稟賦不耐 
脾胃不和로 濕熱이 생하거나, 外로 風熱之邪가 침입하

고 內로 濕熱이 蘊蓄된 것이 肌膚에 蘊阻하여 발생하며,

濕熱型, 血熱型, 濕阻型, 血燥型으로 구분하여 淸熱利
濕, 健脾利濕, 祛風淸熱, 養血潤燥, 凉血 등 다양한 변증

분류에 따른 치법으로 세분하여 치료하고 있다
15,16)

.

특히 만성화, 재발화 될수록 증상은 더욱 다양하게

나타나서 임상적으로 뚜렷한 변증으로 구별할 수 없는

경우가 많으며 이럴경우 다양한 처방들이 적용되고 있

다6,17).

天麥湯은 天門冬과 麥門冬으로 구성된 二冬湯을 기본

방으로 燥濕健脾하는 蒼朮, 消腫排膿하는 皂角子, 祛風
除濕하는 草烏를 加味하여 創方되었으며 아토피피부염
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을 비롯한 재발성, 만성피부질환에 다용하는저자의 경험

처방이다. 二冬湯은 《張氏醫通》7)에 최초로 二冬膏로

기재되었으며 二冬散, 二冬湯 등으로 활용되어 肺胃燥
熱, 痰中帶血, 氣喘痰嗽 등의 증상을 위주로호흡기질환

에 많이응용5)되었으며실험적으로도알러지성천식에 유

효한 효과가 보고되었다
8)
.

구성약물인 天門冬은 약리학적으로 항암, 면역억제,

항균 등의 작용이, 麥門冬은 면역조절, 혈당강하, 항산화

작용 등이 있다고 밝혀졌으며, 한의학적인 주치와 효능

은 天門冬은 味甘苦하고 性은 寒하여 淸肺降火, 滋陰潤燥
하며 肺腎陰虛나 津液이 부족해서 潮熱이 생기는 증상을

치료하는 요약이고, 麥門冬은 味甘微苦 性은 微寒하며

潤肺養陰 益胃生津 淸心除煩 潤腸通便 등의효능이있다
9)
.

天門冬은 滋陰潤燥力이 강하여 腎陰을 滋補할 수 있으

며 麥門冬은 滋陰潤燥力이 상대적으로 약하며 淸心除
煩 益胃生津할 수 있는 각각의 특징을 가지고 있어 배합

하여 사용된다.

진물과 소양감을심하게 동반하는아토피 피부염의 유

형은 임상상 風濕을 동반하는 경우가 많으므로 祛風除濕
의 效力이 있는 약물의 가미가 필요한데 蒼朮은 味辛苦 
性溫하여 燥濕建脾 發汗 祛風濕, 明目의 효능이 있고,

皂角子는 味辛 性溫하며 消腫排膿 祛風殺蟲의효능이있

다. 草烏는 味辛 性熱 大毒한데祛風 散寒止痛 消腫潰堅 
祛腐의 효능이 있다

18)
.

天麥湯은 二冬湯의 음허나 열에 의한 증상뿐 아니라

만성기중에 급성으로 나타나는 풍한습에 의한 증세를

보이는 환자들에게 투약한 결과 증상이 완화되는 호전

반응이 나타나는 것을 인지하고 선행연구를 통해 아토

피 피부염의 치료제로서 가능성을 발견하였으나, 이러

한 치료반응이 어떠한 기전을 통해 나타나는가에 대한

추가적인 연구의 필요성이 있어 탐색하고자 본 연구를

시작하게 되었다.

알레르기 질환은 조직손상의 기전을쉽게 이해할 수

있도록 Gell과 Coomb에 의해서 Ⅰ-Ⅳ형으로 분류되어사

용되고있다. Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ형은항체가관여하는체액성 면역

반응이며, 이 중 Ⅰ형과 Ⅱ형은 세포 표면에서 양성반응

이 일어나고 Ⅲ형은 세포 외액에서 일어난다. Ⅳ형은

주로 T 세포와 대식세포가 관여하는 세포매개 면역 반

응으로 증상이 대체로 수일 후에 나타나는 지연형 반응

이다
1)
. 이 중 제 Ⅰ형 과민반응은 비만세포에 부착된

비만세포가 탈과립을 일으키며 histamine 등일차화학

매체가유리되어발생하고, 이때세포막이 활성화되면 류

코트리엔(leukotriene), 프로스타글란딘, 혈소판활성화인

자(PAF) 등의 이차화학매체가 분비되며, 다시 비만세포

로부터 IL-3, IL-4, IL-5등의 사이토카인이 분비된다. 알

레르기 반응은 분비된 화학매체의 약리작용으로신속히

일차 반응이 일어나고, 화학매체와 사이토카인의 작용

으로 호산구등의 염증 세포가 모여들고 이 세포들의

영향으로 알레르기 염증반응이 지속된다
19)

.

알레르기 질환의 발생에 중요한 역할을 하는 비만세

포는 Ehrlich에 의해 처음 관찰, 명명된 이래탈과립 유발

인자들과 억제인자들에 대한 연구를 통하여 아토피피부

염, 기관지 천식 및 알러지 비염 등 여러가지 알레르기

질환을예방하거나 치료할 수 있는 약물을 개발하는 연

구에 많이 이용되고 있다
20)

.

이에 저자는 RBL-2H3 세포를 사용하여 세포독성과

생존율에 영향을 미치지 않는 범위 내에서 β-hexosa-

minidase release, TNF-α와 IL-4를측정하여비만 세포 활성

화에 대한 天麥湯의 영향을 관찰하였고 그 기전에 대해

살펴보았던바 유의한 결과를 얻을 수 있었다.

기존연구에서 MTT assay를 통해 RBL-2H3 세포의

생존율에 대해 살펴보면 아무런처치를 하지 않은 세포

의 생존율은 100±0.14이었으며, 天麥湯 2.0 ㎎/㎖, 4.0

㎎/㎖를 처리한 세포에서 각각 100.64±0.47, 107.20±

0.14의 생존율을 나타내어 유의성 있는 변화는 없어 天
麥湯 2.0-4.0 ㎎/㎖의 농도에서는 세포 생존율에 영향을

미치지 않음을 알 수 있다(Fig. 1).

Histamine은 조직의 비만세포와 호염기구에서 합성

되고저장되며여러반응에의해분비된후혈류를통하여

조직으로 확산되어 혈관 확장 및 혈관 투과성을 증가시

키고, 말초신경계와상호작용으로 급성 염증반응에 많은

영향을 끼치는 것으로 알려져 있으며, β-hexosaminidase

는 histamine과 함께 비만세포 내에 존재하는 효소로서

탈과립에 의해 histamine의 누출량과 비례하여 분비되

는 것으로 알려져 있어21,22), 비만세포의 탈과립을 간접

적으로 측정하는데 유용한 지표로 이용되고 있다.

본 실험에서 β-hexosaminidase의 누출량은 아무런 처

치를 하지 않은 세포에서 6.08±0.31%였으며, PMA와

A23187로 자극한 세포에서 11.60±0.38%로 현저히 증가

(<0.005)하였으며, 자극 전 天麥湯을 2.0 ㎎/㎖, 4.0 ㎎/

㎖ 의 농도로 처리한 세포에서는 각각 8.35±0.60%,

7.56±0.34%로 유의성(P<0.05) 있는 감소를 보였다. 그러

므로 天麥湯이 비만세포의 탈과립을 억제하는 작용을 한

다고 생각된다(Fig. 2).

인간의 비만세포는 TNF-α, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,IL-13

등의 cytokine을 만들어 내는데, 이들 cytokine들은
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neutrophil과 eosinophil을 모으는 역할을 하며, 염증반응

을 일으키는데 중요한 역할을 담당한다.

이 중 TNF-α는 전구염증인자로 비만세포와 대식세

포 등에서 생성되어 많은 염증반응을 유발하는 인자로

알려져 있으며, 생체 내에서 단독으로 또는 다른

cytokine들과 협력 작용하여 몇몇 종양의 혈관을 손상시

킴으로서 종양 괴사를 유발시키거나, 몇몇 바이러스 혹

은 기생충에 의한 감염에 대해숙주의 저항성을 유도시

키기도 한다. 비만세포에서 유리된 TNF-α는 국소의 혈

관내피세포에 작용하여 ELAM-1의 발현 및 백혈구의

혈관 외 유주를 유도함으로써 알레르기의 국소 염증반

응에 중요한 역할을 하고 있다
23)

.

본 실험에서 TNF-α의 분비량은 아무런 처치를 하지

않은 세포에서 4.88±0.11 pg/㎖였으며, PMA와 A23187로

자극한 세포에는 448.03±13.94 pg/㎖로 현저히 증가

(p<0.005)하였으며, 자극 전 天麥湯을 2 ㎎/㎖, 4 ㎎/㎖

의 농도로 처리한 세포에서는 각각 388.37±11.38 pg/㎖,

376.42±9.57 pg/㎖로 유의성(P<0.05, p<0.01) 있는 감소

를보였다. 그러므로 天麥湯은 TNF-α의 발현을 억제하

여 염증반응을 억제하는 작용을 한다고 생각할 수 있다

(Fig. 3).

그리고, IL-4는 NK cell, mast cell, neutrophil과 eosino-

phil에서 분비되는 cytokine으로 알레르기 반응의 유발,

B 세포의 분화와 증식, IgE의 생성 증에 관여하여 염증

반응 분비 물질로 천식 유발과 아토피의 발생에 중요한

역할을 하는 것으로 알려져 있다24).

본 실험에서 IL-4의 분비량은 아무런 처치를 하지않

은 세포에서 1.94±0.06 pg/㎖였으며, PMA와 A23187로

자극한 세포에는 602.61±1.78 pg/㎖로 현저히 증가

(p<0.005)하였으며, 자극전 天麥湯을 2 ㎎/㎖, 4 ㎎/㎖ 의

농도로 처리한 세포에서는 각각 545.88±2.10 pg/㎖,

513.80±7.51 pg/㎖로 유의성(P<0.005) 있는 감소를 보

였다(Fig. 4).

이러한 효과에 대한 기전을 분석하기 위해 CMT의

pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-4) mRNA 발현에

미치는 영향을 알아보고자 RT-PCR을 실시하였고, 각각

의 cytokine은 PMA와 A23187에 의해 mRNA 발현이

상당히 증가되었으나, CMT를 전 처리한 실험군에서는

mRNA 발현이 CMT 농도 의존적으로 감소되는 것을

확인할 수 있었다(Fig. 5).

Prostaglandin은 arachidonic acid에서유래해염증과 면역

반응을 비롯해 smooth muscle tone, vascular permeability,

cellular proliferation 등에작용하는 intercellular, intrscellular

messenger이다. Prostaglandin은 세균의 감염에서 유래한

LPS 혹은 외부 작극에 의해 세포막 지질 성분이 phos-

pholipase A2에 의해 생성되는 arachidonic acid로부터만들

어진다. 즉 arachidonic acid는 cyclooxygenease (COX) 효소

의 작용을 받아 PG를 합성하는데, PGE2와 PGI2는 혈

관 투과성 항진에 작용을 하고, tromboxane은 백혈구

유주에관여하는등 PG는염증과 가장 관련이깊은 것으

로 알려져 있다. COX는 Ⅰ형과 Ⅱ형의 2가지 isoform이

존재한다. Ⅰ형 효소인 COX-1은 위장관 보호, 신장의

혈류조절, 혈소판응집등 인체의 정상적인 기능을 유지

하는데중요한 작용을 하는 house keeping enzyme인 반면,

외부자극에의해발현이유도되는Ⅱ형인 COX-2는 염증

과 암 등의 각종 퇴행성 질환에 중요한 역할을 한다
25,26)

.

본 연구에서살펴보면 천맥탕은 COX-2의효소 활성을

억제하고 있음을 알 수 있다(Fig. 6).

만성 염증성 질환의 병태생리는 복잡하지만 각종 염

증을매개하는 물질을합성하도록 유도하는 전사인자의

활성이 필수적이다. 여러 가지 전사인자 중에서 nuclear

factor-kappaB(NK-κB)가매우 중요한 역할을 하는 것으

로 알려져 있다. NK-κB는 1986년 Sen and Baltimore에

의해 B cell의 kappa light chain에서 발견된 transcriptional

factor로 염증 반응, 면역 반응 등에 광범위하게 작용하

며 특정 세포의 유전자 발현에 관여하는 전사 인자이다.

NK-κB는 LPS, cytokine, UV irradiation, growth factor,

oxygen free radical, oxidative stress와 vital infaction 등의

자극에 의해 활성화된다. 정상적으로NK-κB는내피세포와

백혈구등여러 세포의세포질에있는 inhibitory kappaB(Iκ

B) 단백질과 결합되어 있다. NK-κB가 자극을 받았을때

NK-κB-IκB 복합체는 인산화되고 IκB 단백질은 핵내로

이동하여유전자발현의조절부위에결합한후여러염증

성매개체의 유전자 발현을 유도한다. 여러염증매개체로

는COX-2, inducible nitric oxide synthase(iNOS)를암호화하는

유전자뿐만 아니라, IL-1, IL-2, IL-8과 TNF-α 등과 같은

염증성 사이토카인의 전사가 있다
27)

. 따라서 NK-κB의

활성 조절이가능할경우만성과급성염증질환의치료에

유용하게 사용될 수 있다.

본 연구의 결과를 살펴보면 자극 전 天麥湯을 4.0

㎎/㎖를 처리하였을 때, 핵 내의 NK-κB (p65) 활성이

억제되었고, 세포질 내의 IκB-α degradation 또한 억제

되었다(Fig. 7, 8).

생명체를 구성하는 각각의 세포들은 주어진 환경의

변화에 계속적으로 반응하는 동적인 것으로, 세포반응

은 대부분의 경우호르몬이나 사이토카인 등의 세포 밖
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인자를 세포가 수용체를 통해 받아들여 그 정보를핵으

로 전하여 관련된 유전자를 발현시킴으로서 반응하게

된다. 이러한 세포 안에서 정보전달에 관여하는 대표적

인 물질의 하나가 MAP kinase casacde이다. MAP kinase

family는 mitogen-activated protein kinase(MAPK)/excellular

signal regulated protein kinase(ERK), c-Jun N-terminal

Kinase(JNK)/stress-activated protein kinase(SAPK)와 p38,

ERK5/BMK1 등으로 구성된다. 이중 MAPK는 세포분열

촉진인자에 의해 활성이 강하게 유도되는데 반해 JNK

와 p38은 포유류에서 여러 가지 자외선, 산화스트레스,

엔도톡신등 물리화학적인 스트레스에 의해 활성화되

는 것으로 알려져 있다
28,29)

.

본연구결과를살펴보면 天麥湯은 ERK MAPK를 억제

시키는 것으로 평가되었다(Fig. 9).

이상의 결과를 종합하여살펴보면 세포독성을 나타내

지않는 농도하에서 天麥湯은 β-hexosaminidase의누출을

감소시키고, TNF-α, IL-4의 생성과 분비를 저해시켰다.

또한핵내서의 NF-κB (p65)의 protein 발현정도를억제시켰

으며, 세포질 내에서 IκB-α의 degradation 및 ERK MAPK

활성을 감소시켰다. 그러므로 天麥湯은 IκB-α의 degra-

dation 억제를 통한 핵 내로의 NF-κB (p65) translocation

조절기전으로 알레르기의 염증반응을 억제하는 작용

을 하고있다고 생각된다.

V. 結 論

天麥湯의 β-hexosaminidase 누출량, TNF-α와 IL-4의

발현에미치는 영향에 관하여 실험한 결과 다음과 같은

결론을 얻었다.

1. 天麥湯 2.0 ㎎/㎖, 4.0 ㎎/㎖ 의 농도에서 RBL-2H3

세포 생존율에 영향을 미치지 않았다.

2. 天麥湯은 RBL-2H3 세포에서 β-hexosaminidase의

누출량을 유의성 있게 감소시켰다.

3. 天麥湯은 RBL-2H3 세포에서 TNF-α의 발현을 유의

성 있게 억제시켰다.

4. 天麥湯은 RBL-2H3 세포에서 IL-4의 발현을 유의성

있게 억제시켰다.

5. 天麥湯은 RBL-2H3 세포에서 COX-2 mRNA expre-

ssion을 억제시켰다.

6. 天麥湯은 RBL-2H3 세포에서 NF-κB (p65) activa-

tion을 억제시켰다.

7. 天麥湯은 RBL-2H3 세포에서 IκB-α degradation을

억제시켰다.

8. 天麥湯은 RBL-2H3 세포에서 ERK MAPK

activation을 억제시켰다.
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