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수지상세포에서 止帶方의 T 세포 활성화에 미치는 영향
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ABSTRACT

Study of Gidaebang  on the T cells activation using dendritic cells

Ji-Ryang Kim, Ji-Hye Jeong, Hyun-Cheol Cheong, Chang-Min Choe, 
Han-Baek Cho, Song-Baeg Kim

 Dept. of Oriental Obstetric and Gynecology, college of Oriental Medicine, 
Wonkwang University

Purpose: In this study, we investigated the effects of GDB(Gidaebang) on 
the immune response to establish the treatment mechanism of vaginitis.

Methods: We examined the effects of GDB on the DCs(Dendritic cells) phenotypic 
and functional maturation. iDCs were cultured in the presence of GM-CSF and 
the generated iDCs were respectively stimulated by GDB or LPS as the control 
group for 24 hours. To evaluate the DCs phenotypic and functional maturation, 
we used flow cytometric analysis, RT-PCR and ELISA.

Results: 
1. GDB upregulated the expression of class II MHC and CD40 on DCs.
2. GDB upregulated the expression of CD80 and CD86 on DCs.
3. GDB induced cytokine IL-12 production and mRNA expression in DCs.

Conclusion: These results suggest that GDB is able to improve the antigen- 
presenting capacity of DCs through the upregulation of their maturation, and might 
induce proliferation of T cells. In conclusion, this immunomodulatory properties 
of GDB may be useful in the treatment of vaginitis.
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Ⅰ. 緖  論

止帶方은 淸代의《世補齊․不謝方》1-3)

에 수록된 처방으로, 健脾, 淸熱, 燥濕, 

利水, 活血의 효능이 있으며, 임상에서 

濕熱로 인한 帶下를 治療하는데 多用되

어 왔다4-11).

질염은 질분비물, 냄새, 작열감, 소양

감, 성교통, 배뇨통 등의 증상을 특징으

로 하는 질의 감염 또는 염증상태이다. 

질염의 발병은 단순히 원인균에 의한 감

염에 의한 것이 아니라 선행 유발요인, 

정상적인 질 내 세균군의 교란 및 질 내 

주요 면역기전의 약화 등과 관련되어 있

다. 따라서 최근 질염의 치료는 정확한 

진단과 적절한 치료를 통한 원인균의 제

거뿐만 아니라 선행유발인자의 제거, 정

상적인 질 내 생태의 회복, 질 내 면역기

전의 강화 등이 중요시되고 있다12-14).

수지상세포(DCs)는 외부항원을 인식

하는 인체의 모든 부위에 분포하여 보초

병 역할을 하며 외부항원을 T cell에 전달

하는 가장 중요한 항원제시세포(APCs)

이다15-17). 최근에 DCs가 외부항원에 대

한 면역조절에 핵심적으로 작용함이 알

려지고 있으며, DCs를 억제 또는 활성

화시킴으로써 종양, 바이러스성 만성질

환, 알레르기 질환, 자가면역 질환 및 

AIDS 등의 질병을 치료하는 방법이 연

구되고 있다15,18-22). 

中國에서는 止帶方으로 帶下過多23), 濕

熱帶下
24)
, 子宮頸部糜爛

25)
및 骨盤炎

26)
을 

치료하여 임상적으로 효과가 있음을 보

고한 바 있었으나 止帶方의 帶下 치료 

기전에 대한 연구는 없었으며 국내에서

도 止帶方에 관한 연구가 행하여 지지 

않았다. 이에 본 연구자는 止帶方의 帶

下에 대한 치료 기전을 실험적으로 究明

하기위하여 止帶方 추출물로 유도된 DCs

의 세포표면 수용체인 class Ⅱ MHC, CD40, 

CD80, CD86 의 발현정도와 TNF-α, IL-6, 

IL-12의 mRNA 발현 정도 및 TNF-α, 

IL-6, IL-12 의 생산량을 조사하여 유의

한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 實驗方法

1. 재  료

1) 약  재

실험에 사용된 止帶方의 처방구성은《世

補齊․不謝方》2,3)에 준하였으며, 약재 각

각의 용량은 기재되지 않아 동일한 양으

로 하여 실험하였다. 본 실험에 사용한 

약재들은 옴니허브(경북 영천, Korea)에서 

구입하였다(Table 1).

韓藥名 生藥名
重量
(g)

茵蔯蒿
HERBA ARTEMISIAE 

CAPILLARIS
4

黃  柏
CORTEX 

PHELLODENRI
4

山  梔 FRUCTUS GARDENIAE 4

赤芍藥
RADIX PAEONIAE 

RUBRA
4

牧丹皮
CORTEX MOUTAN 

RADICIS
4

牛  膝
RADIX ACHYRANTHIS 

BIDENTATAE
4

車前子 SEMEN PLANTAGINIS 4

豬  苓 POLYPORUS 4

茯  苓 PORIA 4

澤  瀉 RHIZOMA ALISMATIS 4

Total amount 40

Table 1. The Prescription of Gidaebang 
(GDB)
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2) 시약 및 기기

FBS, RPMI-1640, penicillin-streptomycin 

등의 세포 배양용 시약들은 Gibco BRL 

(Grand Island, U.S.A.)에서, 배양조는 

Corning(Rochester, U.S.A.)에서 구입하였

다. 실험에 사용된 항체인 FITC-conjugated 

anti-MHC class II Ab(25-3-17), PE- 

conjugated anti-CD40 Ab, PE-conjugated 

anti-CD80 Ab, FITC-conjugated anti- 

CD86 Ab, APC-conjugated anti-CD11c 

Ab는 BD Pharmingen(San Diego, CA, 

U.S.A.)에서 구입하였다. ELISA에 사용

한 anti-mouse TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12 

antibodies, 재조합 TNF-α, IL-6, IL-12, 

GM-CSF는 R&D Systems(Minneapolis, 

MN, U.S.A.)에서 구입했다. 실험에 사용

된 모든 시약은 분석용 등급 이상으로 

사용하였다.

3) 실험동물

C57BL/6 mouse 6주령 암컷을 (주)오

리엔트바이오(성남 경기도, Korea)에서 

구입하여 사용하였다.

2.  방  법

1) 시료 제조

실험에 사용된 止帶方(Table 1) 물 추

출물은 3첩 분량인 120 g을 1 ℓ의 3차 

증류수로 2시간 30분 전탕한 후 동결 건

조 시켜 용매를 제거하고 3.36 g의 분말

을 얻었다. 그 얻어진 분말을 농도별로 

녹인 후 실린지 필터로 여과하여 실험에 

사용하였다. 

2) 세포독성 측정

골수유래수지상세포(BMDCs)에 止帶

方 추출물을 농도별(0.25 ㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖, 

1.0 ㎎/㎖)로 처리하여 24시간 후에 세포

의 생존률을 측정하였다.

3) BMDCs 배양

C57BL/6 mouse의 tibia와 femur에서 

골수를 채취한다. 채취한 골수를 single 

세포로 만든 후 nylon mesh로 거른다. 

이 세포를 원심분리 한 후에 상층액을 

버리고 0.165M NH4Cl을 넣고 적혈구를 

제거한다. 다시 원심분리 한 후 상층액을  

버리고 여기에 RPMI1640 complete(10% 

FBS, 항생제)를 넣는다. 이 세포를 petri 

dish에 넣고 37
o
C․CO2배양기에 3시간 정

도 배양한다. 3시간 후에 가볍게 pipetting

을 한다. 이 과정에서 dish 바닥에 붙어

있는 세포는 거의 대부분이 macrophage

이다. 상층액을 채취하여 원심분리 한 후  

상층액을 버리고, GM-CSF를 넣고 배양

한다. 이틀마다 배지를 버리고 6일째 되

는 날에 실험한다. 이 6일째 되는 세포는 

거의 대부분이 iDC이거나 DC precursor

이다.

4) Flow cytometry analysis

세포를 모은 후 cold PBS로 2번 씻는

다(1,500 rpm, 5분). Ab와 FACS buffer 

(PBS + 2% FBS + 0.1% sodium azide)

를 혼합하여 세포를 염색한다(4oC, 30분). 

FACS로 분석한다.

5) Total RNA 추출

Total RNA는 Tri-zol(Invitrogen, U.S.A.) 

시약을 이용하여 추출하였다. 먼저 배양

한 세포에 止帶方 추출물 또는 LPS를 

처리하고 24시간 배양한 뒤 PBS로 2회 

씻은 다음 PBS 1 ㎖씩 가해 세포를 포집

한다. 이것을 원심분리 하여 위의 PBS는 

버리고 바닥에 남은 세포에 Tri-zol 용액 

1 ㎖를 넣어서 용해시킨 후 100 ㎕의 

chloroform 용액을 가하고 두세 번 잘 섞

어준 뒤 12,000 rpm에서 15분간 원심분

리 하여 맨 위의 상층액을 취한다. 그 후 
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2-propanol과 1:1로 섞고 12,000 rpm에

서 10분간 원심분리 하여 상층액은 버리

고 남은 침전물을 80% ethanol로 2회 씻

은 뒤 건조시켰다. 그 침전물에 DEPC 

처리한 증류수를 15 ㎕씩 넣어 RNA를 

용해시키고 정량한다.

6) RT-PCR 

Tri-zol로 추출한 RNA는 MML-V reverse 

transcriptase의 protocol을 사용하여 cDNA

로 합성하였다. 역전사 반응을 위하여 total 

RNA(1 ㎎)에 0.5 ㎎ of oligo-(dT)을 넣

고 70˚C 에서 10분간 변성시켰다. 그 후 

1 x single strand buffer, 0.5 mM DTT, 

500 mM dNTPs, 200 Unit MMLV reverse 

transcriptase를 첨가하고 42˚C에서 1시

간 동안 반응시켰다. 그 후 PCR은 각각

의 tube에 1 ㎖ cDNA, 1 x PCR buffer, 

1 mM MgCl2, 200 mM dNTPs, 0.2 mM

의 primer를 넣고 PCR 조건인 92˚C에서 

30초, 58˚C에서 45초, 72˚C에서 30초를 

30 cycle 반복하였다. 

사용한 primer는 다음과 같다. 

TNF-α  (276bp): ATG AGC ACA GAA 

AGC ATG ATC (forward) 

TAC AGG CTT GTC ACT CGA ATT 

(reverse) 

IL-6 (463bp): CAT CCA GTT GCC 

TTC TTG GGA (forward) 

CAT TGG GAA ATT GGG GTA 

GGA AG (reverse) 

IL-12 (110bp): AGG CGA GAC TCT 

GAG CCA C (foward)

CTT CAC ACT TCA GGA AAG TCT 

(reverse)

β-actin (514bp): TGT GAT GGT GGG 

AAT GGG TCA G (forward) 

TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC C 

(reverse).

PCR반응이 끝난 후 1 x 샘플링 buffer

를 섞은 뒤 1.5% agarose gel에 10 ㎕씩 

넣고 전기영동 한 후 자외선을 이용하여 

반응을 확인하였다.

7) Cytokine(TNF-α, IL-6, IL-12) 측정

止帶方 추출물이 BMDCs의 cytokine

의 생산에 미치는 영향을 검증하기 위해 

iBMDCs에 LPS(500 ng/ml) 또는 止帶

方 추출물을 24시간 처리한 뒤 생산된 

cytokine을 세포 상층액에서 ELISA로 정

량하였다.

8) 통계처리

실험결과에 대한 통계처리는 student's 

t-test에 준하였고 p-value가 0.05 미만일 

경우 유의한 것으로 판정하였다. 

Ⅲ. 實驗成績

1. 세포독성에 미치는 영향

止帶方 추출물의 세포독성에 관해 알

아보기 위하여 BMDCs에 止帶方 추출

물을 농도 의존적(0.25 ㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖, 

1.0 ㎎/㎖)으로 처리하여 24시간 후에 세

포의 생존률을 측정하였다. 止帶方 추출

물은 어떤 농도에서도 BMDCs에 독성

을 나타내지 않았다(data not shown).

2.  止帶方이 BMDCs의 세포표면 수용

체 class Ⅱ MHC와 CD40에 미치는 

영향

止帶方 추출물이 iBMDCs의 세포표면 

수용체 발현에 미치는 영향을 알아보았

다.

정상군은 iBMDCs에 아무것도 처리하

지 않았고 대조군은 LPS(500 ng/㎖)를 



The Journal of Oriental Obstetrics &  Gynecology Vol.23 No.2 May 2010

61

처리하였으며 실험군은 止帶方 추출물

(1.0 ㎎/㎖)을 처리하였다.

FACS로 세포표면 수용체 발현 정도

를 조사한 결과, 정상군에 비해 실험군과 

대조군은 비슷한 정도로 class Ⅱ MHC

와 CD40의 발현을 증가시켰다(Fig. 1).

3.  止帶方이 BMDCs의 세포표면 수용

체 CD80과 CD86에 미치는 영향

정상군에 비해 止帶方 추출물(1.0 ㎎/㎖)

을 처리한 실험군과 대조군은 비슷한 정

도로 CD80과 CD86의 발현을 증가시켰

다(Fig. 2).

none LPS GDB

CD40

class Ⅱ

MHC

Fig. 1. GDB upregulated the expression of CD40 and class Ⅱ MHC on BMDCs.
iBMDCs were stimulated with LPS(500 ng/㎖) or GDB(1.0 ㎎/㎖). After 24 hours incubation, 
BMDCs were harvested and analyzed by flow cytometry. The numbers indicate the mean 
fluoresence intensity. The results are representative of three independent experiments.

none LPS GDB

CD80

CD86

Fig. 2. GDB upregulated the expression of CD80 and CD86 on BMDCs.
iBMDCs were stimulated with LPS(500 ng/㎖) or GDB(1.0 ㎎/㎖). After 24 hours incubation, 
BMDCs were harvested and analyzed by flow cytometry. The numbers indicate the mean 
fluoresence intensity. The results are representative of three independent experiments.

4. 止帶方이 BMDCs의 cytokine mRNA 

발현에 미치는 영향

止帶方 추출물이 mRNA 수준에서 cytokine 

생성을 조절하는지 알아보았다.

정상군은 iBMDCs에 아무것도 처리하

지 않았고 대조군은 LPS(500 ng/㎖)를 
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처리하였으며 실험군은 止帶方 추출물을 

농도별(0.25 ㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖)

로 처리하였다.

RT-PCR로 cytokine의 mRNA 발현 

여부와 그 정도를 조사한 결과, 정상군

에 비해 대조군은 TNF-α, IL-6, IL-12 

mRNA 발현을 모두 증가시켰으며 실험

군은 IL-12 mRNA 발현만을 농도 의존

적으로 증가시켰다(Fig. 3).

N LPS GDB 
0.25

GDB 
0.5 GDB 1

TNF-a

IL-6

IL-12

actin

Fig. 3. GDB induced cytokine mRNA 
expression on BMDCs.
After the development of BMDCs(on day 6), 
2 × 105 cells/㎖ were cultured with LPS(500 
ng/㎖) or GDB for 24 hours. The level of TNF-
α, IL-6, and IL-12 mRNA were determined 
by RT-PCR.

5. 止帶方이 BMDCs가 생산하는 cytokine 

종류와 생산량에 미치는 영향

止帶方 추출물이 cytokine TNF-α, IL-6, 

IL-12의 생산에 미치는 영향을 알아보았다.

ELISA법으로 각각의 cytokine 생산량

을 측정한 결과, TNF-α의 생산량은 정상

군에서 0.13 ± 0.005 ng/㎖, 대조군에서 

5.78 ± 0.58 ng/㎖로 나타났으며, 止帶方 

추출물을 농도별(0.25 ㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖, 

1.0 ㎎/㎖)로 처리한 실험군에서는 각각 

0.32 ± 0.31 ㎎/㎖, 0.54 ± 0.01 ㎎/㎖, 0.58 

± 0.08 ㎎/㎖로 나타났다.

IL-6의 생산량은 정상군에서 0.23 ± 0.08 

㎎/㎖, 대조군에서 9.78 ± 1.32 ㎎/㎖로 

나타났으며, 실험군에서는 농도별로 각

각 1.15 ± 0.06 ㎎/㎖, 1.28 ± 0.04 ㎎/㎖, 

1.64 ± 0.13 ㎎/㎖로 나타났다. 

IL-12의 생산량은 정상군에서 0.02 ± 0.04 

㎎/㎖, 대조군에서 5.87 ± 0.89 ㎎/㎖로 

나타났으며, 실험군에서는 농도별로 각

각 1.23 ± 0.03 ㎎/㎖, 2.32 ± 0.43 ㎎/㎖, 

2.98 ± 0.24 ㎎/㎖로 나타났다.

실험결과, TNF-α, IL-6의 생산량 변

화는 유의성이 없었고 IL-12의 생산량은 

정상군에 비해 止帶方 추출물 농도에 따

라 유의성 있게 증가하였음을 알 수 있

다(Fig. 4)(p<0.05).

Fig. 4. GDB induced cytokine production 
in BMDCs.
After the development of BMDCs(on day 6), 
2 × 105 cells/㎖ were cultured with LPS(500 
ng/㎖) or GDB for 24 hours. The production 
of TNF-α, IL-6 and IL-12 were determined 
by ELISA.

Ⅳ. 考  察
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止帶方은 淸代 醫學家인 陸懋修
1)
의《世

補齊․不謝方》에 “止帶 止者以通爲止也. 

甚者須蒼朮厚朴. 有寒宜炮薑附子並須茵蔯. 

此證寒濕濕熱皆有之.”
2,3)

라고 처음 收載된  

이후 濕熱로 인한 帶下를 治療하는데 多

用되었다4-11,23-26).

止帶方은 茵蔯蒿, 黃柏, 山梔, 赤芍藥, 

牧丹皮, 牛膝, 車前子, 豬苓, 茯苓, 澤瀉

로 구성되어 있으며《世補齊․不謝方》

에 구성약물의 용량에 대한 文句는 없으

나 마지막 부분에 “總之醫家用藥 隨證重

輕 臨時酌量 豈有一定.”이라고 언급하였

다
3)
. 止帶方 구성약물 각각의 작용을 살

펴보면, 茵蔯蒿는 淸利濕熱 退黃등의 효능

이 있고, 茵蔯 추출물은 염증성 cytokine

에 의한 NO의 생성을 저해하여 소염, 

진통 효과가 있다27,28). 黃柏은 淸熱燥濕 

瀉火解毒 淸退虛熱 등의 효능이 있고, 

黃柏 추출물은 항산화 및 항암효과가 있

다27,29). 山梔는 瀉火除煩 淸熱利濕 凉血

止血 등의 효능이 있고 梔子 추출물은 

진균과 세균에 대한 항균 효과가 있다
27,30). 赤芍藥은 淸熱凉血 活血祛瘀 消癰

散腫 등의 효능이 있다27). 牧丹皮는 淸

熱凉血 活血行瘀 등의 효능이 있고, 牧

丹皮 추출물은 항균 및 항염 효과가 있

다27,31-33). 牛膝은 活血祛瘀 通利關節 引

血引火下行 등의 효능이 있다
27)
. 車前子

는 利水通淋 등의 효능이 있다27). 豬苓

은 滲濕利水 등의 효능이 있고, 豬苓추

출물은 B cell 활성, 혈액 내 백혈구 수 

증가 등을 통하여 암세포에 대해 면역 

활성을 증강시켜 항암효과가 있다27,34). 

茯苓은 利水滲濕 健脾補中의 효능이 있

고, 茯苓의 추출물은 항균효과가 있고 B 

cell의 항체형성능력과 macrophage의 NO 

분비능력을 증강시켜 면역 활성에 효과

가 있다
27,35,36)

. 澤瀉는 利水 滲濕 泄熱 淸

腎火 등의 효능이 있고, 澤瀉추출물은 

항균효과 및 항산화효과가 있다27,37,38).

이상을 종합하면 止帶方은 健運脾氣, 

淸熱, 燥濕, 利水, 活血, 항균, 면역 활성 

증강, 소염, 진통 등의 효과가 있어 여성

생식기계 염증성 질환인 질염의 치료에 

적합하다고 할 수 있다. 

질염은 질의 감염 또는 염증상태이며 

폐경여성을 제외한 여성에서 발생하는 질

염의 90% 이상은 세균성 질증(40-50%), 

질 칸디다증(20-25%), 트리코모나스 질염

(15-20%) 등이나, 이는 단순히 원인균의 

감염만으로 발병되는 것은 아니다12,13).

질 내부는 특징적인 생리적 방어기전

이 있는데, 이는 정상적으로 많은 종류

의 세균군이 생태적 균형을 이루고 있다

는 것이다. 이중 90%를 차지하는 유산균

(lactobacillus)은 유산을 분비하여 질 내

를 pH4.5이하로 유지하고 질 미생물들 

사이에 균형을 유지하여 병균에 대한 저

항성을 지니게 한다
12,13)

.

현재까지 질염의 주된 서양 의학적 치료

는 항진균제와 항생제의 복용이다12,13,39-44). 

그러나 임상에서 모든 질염의 증상은 비

특이적어서 오용되거나 남용되기 쉽다
45-49). 또한, 적절한 약물 복용은 과증식

된 원인균을 효과적으로 박멸할 수 있으

나 질 내 생태유지에 필수적인 유산균의 

수적 감소 및 기능약화를 초래하며, 이

는 쉽게 복원되지 않아 질염의 재발 및 

만성화를 초래한다. Pirotta48) 등은 항생

제 치료 후 질 내 세균군에서 칸디다 원

인균이 차지하는 비율이 증가함을 보고

하였으며, Boris50) 등은 세균성 질증의 

항생제 치료 후 관찰 결과, 6년 후에는 

50%이상이 재발하며 그 중 대부분이 1
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년 이내에 재발한다고 보고하였다.

이와 같이 질 내부는 반복적이고 지속

적으로 감염되기 쉬우며, 이는 결국 질

염에 이환된 여성의 질 내부 면역기전을 

약화시켜 항원에 대한 반응성을 감소시

키고 효과적인 방어 작용을 저하시킨다. 

따라서 질 내부의 근본적인 면역기능의 

강화는 질염의 치료와 재발 및 만성화 

예방에 중요하다고 할 수 있다.

질 내에 미생물이 침입하면 점막상피

는 물리적・화학적 장벽 역할을 하며 항

미생물 작용이 있는 펩티드를 생산한다. 

점막상피에 있는 neutrophil, macrophage, 

NK cell 등은 미생물을 포식하고 DCs는 

미생물의 항원을 세포표면에 제시한다. 

또한 보체, cytokine 등 화학 유인 물질

에 의하여 염증 세포들이 감염된 부위에 

보충되어 포식․살균작용이 촉진되고 염

증반응이 일어난다. 이와 같은 초기 선

천면역에서 방어에 실패할 경우 지속적으

로 활성화된 위 세포들에 의해 cytokine 

분비가 더욱 증가되고 이는 적응면역을 

자극한다. 이렇게 초기 선천면역에서 적

응면역으로 개시․발달될 때 DCs의 항

원제시 능력은 매우 중요하다. 초기 면

역단계에서 성숙된 DCs가 적응면역의 

B cell과 T cell의 활성화에 주도적인 역

할을 하기 때문이다. 이렇게 유도된 적

응면역은 특정 항원에 대해 특이적으로 

반응하여 최적화된 효과적인 방어 작용

을 하므로 숙주의 미생물에 대한 방어에 

중요하다고 할 수 있다15).

따라서 본 연구자는 止帶方으로 帶下

를 치료하는 기전을 究明하기위하여 止

帶方이 iDCs의 활성화에 미치는 영향에 

관한 실험적 연구를 하였다. 본 실험에

서는 mouse의 tibia와 femur의 골수에서 

채취한 BMDCs를 사용하였으며, LPS로 

자극한 iBMDCs를 대조군으로 설정하였

다.

iDCs가 외부항원에 의해 자극되면, iDCs

는 mDCs로 성숙되고 세포표면에 각각의  

항원에 특이적으로 class Ⅱ MHC, CD40, 

CD80, CD86 등의 여러 수용체를 발현

하게 된다. 내독소인 LPS는 그람음성간

균의 세포벽에 존재하며 지질 성분에 다

당류가 결합된 형태를 가진다. 다당류 

부분은 변화가 많으며 적응면역에 의해 

인식되고, 지질 부분은 변화가 적고 선

천면역에 의해 인식되는 분자 형태를 하고 

있다. LPS는 iBMDCs를 성숙시켜 class 

Ⅱ MHC, CD40, CD80, CD86의 발현을 

증가시킨다고 알려져 있다
15)
.

MHC는 펩티드로 분해된 항원을 결합

하여 세포표면에 발현하고, 이를 naive 

T cell에게 제시함으로써 effector T cell 

(CD4+ T cell, CD8+ T cell)로 활성화시

킨다. 이때, 세포질로 침입한 항원은 class 

Ⅰ MHC가 CD8
+ 
T cell에게 제시하며, 

세포내 소포로 이입된 항원은 class Ⅱ 

MHC가 CD4+ T cell에게 제시한다15).

CD80과 CD86는 cosimulatory molecule

로써 항원과 함께 DCs의 표면에 제시되

어 T cell을 자극한다. 자극을 받은 T cell

은 표면에 CD40L을 발현하고 cytokine

를 생산한다.15)

CD40은 DCs, B cell 및 macrophage에

서 발현되며, T cell의 CD40L와 결합하여  

cosimulatory molecule와 adhesion molecule 

등 수용체 발현을 증가시키므로 DCs의 

항원제시능력의 증진과 B cell, T cell, 

macrophage의 활성을 더욱 자극한다15).

본 실험에서는 LPS(500 ng/㎖) 처리군

과 비교하여, 止帶方 추출물(1.0 ㎎/㎖) 
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처리군에서 iBMDCs의 class Ⅱ MHC, 

CD40, CD80, CD86 발현 증가 여부와 

그 정도를 flow cytometry analysis를 통

해 분석하였다(Fig. 1, 2). 실험결과, LPS 

(500 ng/㎖) 처리군은 iBMDCs를 성숙

시켜 class Ⅱ MHC, CD40, CD80, CD86 

발현을 증가시켰다. 또한 止帶方 추출물

(1.0 ㎎/㎖) 처리군은 LPS(500 ng/㎖) 

처리군과 비슷하게 class Ⅱ MHC, CD40, 

CD80, CD86 발현을 증가시켰다. 

본 실험에 사용한 止帶方은 물 추출물

이어서 polysaccharide의 함유 가능성을 

완전히 배제할 수 없지만, Fig. 4와 5에서 

알 수 있듯이 止帶方 단독에서는 TNF-

α와 IL-6를 유도하지 않았다. 따라서 본 

실험에서 止帶方 추출물 처리군에 관한 

실험결과는 polysaccharide에 의한 효과

로 보기가 힘들다. 

이를 종합하면, 止帶方은 LPS와는 다

른 방법으로 iDCs를 성숙시켜 class Ⅱ 

MHC, CD40, CD80, CD86 등의 세포표

면 수용체를 발현시키며, 이는 DCs, B 

cell, T cell 및 macrophage 등의 활성을 

더욱 자극하여 숙주의 면역기능을 강화

시킬 수 있음을 의미한다. 

또한, iDCs는 외부항원에 의해 자극되

면 각각의 항원에 특이적으로 TNF-α, 

IL-6, IL-12 등의 각종 cytokine을 생산

하게 된다.

TNF-α는 주로 macrophage와 T cell에

서 생산되며, neutrophil과 monocyte를 

활성화시키며 감염부위로의 보충을 촉진

시킨다. 그런데 중증의 감염에서 TNF가 

많이 생산되면 전신적으로 발열, 악액질 

등의 병리학적인 비정상을 야기하게 된

다15,51).

IL-6은 주로 macrophage, endothelial 

cell 및 T cell에서 생산되며, 선천면역과 

적응면역 모두에서 기능을 하는 cytokine

이다. IL-6은 선천면역에서는 간세포의 

급성단계 단백질의 합성을 자극하며 적

응면역에서는 항체의 생산자로 분화된 

B cell의 성장을 자극한다15,51-53).

IL-12는 세포 내 미생물에 대한 초기 선

천면역 동안 생산되어 적응면역을 매개하

는 cytokine이다. IL-12는 주로 macrophage

와 DCs에서 생산되며, IL-12의 가장 중

요한 기능은 CD4+ T cell에 의한 IFN-γ 

생산을 자극하여 CD4+ T cell을 TH1로 

분화되도록 하는 것이다
15,54-56)

.

止帶方 추출물이 iBMDCs의 TNF-α, 

IL-6, IL-12 생산에 미치는 영향을 알아

보기 위하여, RT-PCR을 이용하여 각각

의 cytokine에 해당하는 mRNA 발현 여

부와 정도를 측정하였으며, ELISA법으

로 그 생산량을 측정하였다(Fig. 3, 4). 실

험결과, LPS(500 ng/㎖) 처리군은 TNF-

α, IL-6, IL-12 mRNA 발현을 모두 증

가시켰으나, 止帶方 추출물 처리군은 IL-12 

mRNA 발현만을 농도 의존적으로(0.25 

㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖) 증가시켰다

(Fig. 3). 또한, LPS(500 ng/㎖) 처리군

은 TNF-α, IL-6, IL-12 생산량을 모두 

증가시켰으나, 止帶方 추출물 처리군은 

IL-12 생산량만을 농도 의존적으로(0.25 

㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖) 유의성 있

게 증가시켰다(Fig. 4)(p<0.05). 

이를 종합하면, 止帶方이 mRNA 수준

에서의 발현증가로 IL-12 생산량을 증가

시킬 수 있으며, 이는 CD4+ T cell을 활

성화시켜 TH1로 분화․증식시킬 수 있

음을 의미한다.

CD4+ T cell의 TH1 또는 TH2로 분화

는 mDCs가 각각의 항원을 특이적으로 
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인식하여 다른 종류의 cytokine을 생산

함으로써 그 방향이 결정된다. mDCs가 

IL-12를 생산하면 CD4+ T cell은 IFN-γ

를 분비하여 TH1 분화를 촉진하고, 

macrophage의 세균살해 능력과 NK cell

과 CD8+ T cell의 세포용해기능이 증강

되고, TNF를 분비하게 하여 neutrophil

을 활성화시킨다. 이로써 숙주는 항원을 

효과적으로 제거할 수 있게 된다. 그런

데 mDCs가 IL-10을 생산하면 CD4
+ 
T 

cell들은 IL-4, IL-10 등을 분비하는데, 

IL-4는 TH2 분화를 촉진하고 IL-10은 

TH1 발달을 억제한다. 따라서 숙주는 항

원을 효과적으로 제거할 수 없게 되고 

감염은 만성화된다15,57). 

현재까지 연구된 바에 의하면, 세균성 

질증과 질 칸디다증의 주요 면역기전은 세

포매개면역(CMI)이며, 숙주가 정상적인 

면역기전을 가지고 있다면 질 내의 iDCs

는 원인균들에 의해 성숙되어 IL-12를 

생산함으로써 CD4+ T cell의 TH1 분화

를 촉진하여 효과적인 방어 작용을 수행

하게 한다. 그러나 질 내부의 반복적이

고 지속적인 감염은 DCs를 무력화시켜 

항원에 대한 반응성이 감소되며, IL-12

의 생산은 감소되고 IL-10의 생산은 증

가하여 결국 TH2 분화를 촉진함으로써 효

과적인 방어 작용을 감소시킨다
12,13,15,58-60)

. 

트리코모나스 질염은 기생충인 anaerobic 

Trichomonas vaginalis 원충에 의해 발생

된다. 기생충은 숙주의 초기면역에 잘 

저항하도록 적응하였고 두꺼운 외피를 

가지고 있어 숙주의 만성적인 감염을 유

발한다. Scott
57)

등은 Trichomonas vaginalis

가 DCs의 활성화 및 cytokine의 생산을 

억제하며, IL-12가 아닌 IL-10 만을 생

산하게 하여 숙주의 방어기전에 저항한

다고 보고하였다. 그러므로 트리코모나

스 질염에서 염증의 만성화 경향성은 

DCs가 CD4+ T cell을 TH1이 아닌 TH2

로 분화․증식하도록 하여 발생한다고 

할 수 있다12,13,15,57).

그러므로 세균성 질증, 질 칸디다증, 

트리코모나스 질염에 대한 숙주의 방어

기전에서 IL-12를 생산하여 CD4+ T cell을  

TH1로 분화․증식시키는 것은 원인균의 

효과적인 제거에 중요하다고 할 수 있

다. 앞에서 止帶方은 iDCs를 성숙시킬 

수 있으며, iDCs의 성숙 결과 생산되는 

cytokine은 IL-12이므로 CD4
+ 
T cell을 

TH1로 분화․증식시킬 수 있음을 언급

하였다. 따라서 止帶方은 질염의 원인균

에 대하여 질 내부의 면역기전을 강화시

켜 질염을 효과적으로 치료할 수 있으며 

재발 및 만성화를 예방할 수 있을 것이

라 생각된다.

본 연구는 한약 추출물로 자극한 mouse 

iBMDCs의 제한된 종류의 수용체 발현

과 cytokine 생산에 관한 in vitro 실험으

로써, 한약이 인체의 면역기능조절에 미

치는 영향을 밝히는 연구의 기초가 될 

것으로 생각된다. 그러나 최근 다른 연

구에서는 동일한 항원에 대하여 mouse

의 iBMDCs와 인간의 iBMDCs가 활성

화되었을 때 생산하는 cytokine에 차이가 

있는 것으로 보고되고 있으며, in vitro와 

in vivo 의 실험에서도 차이가 보고되고 

있다
57)
. 또한 iDCs는 미생물 종류에 따

라 각각 다르게 항원인식을 하여 표면에 

발현하는 수용체 및 생산되는 cytokine

의 종류가 달라진다. 따라서 止帶方이 

iDCs를 활성화시켜 여성의 질 내 면역

기능 향상에 영향을 미치는지에 대하여 

알기위해서는, 止帶方이 인간의 iDCs를 
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활성화시켜 다양한 종류의 표면 수용체 

발현과 cytokine의 생산을 유도할 수 있

는가에 관한 in vitro와 in vivo의 실험이 

추가로 필요하며 止帶方 구성약물 각각

의 추출물이 iDCs에 미치는 영향에 관

한 실험도 진행되어야 할 것으로 사료된

다.

Ⅴ. 結  論

수지상세포(dendritic cell, DCs)에서 

止帶方이 T 세포 활성화에 미치는 영향

을 조사한 결과 다음과 같은 결론을 얻

었다. 

1. BMDCs에 止帶方(1.0 ㎎/㎖)을 처리

했을 때 CD40과 class Ⅱ MHC의 발

현이 증가되었다.

2. BMDCs에 止帶方(1.0 ㎎/㎖)을 처리

했을 때 CD80과 CD86의 발현이 증

가되었다.

3. RT-PCR에서 止帶方을 농도별(0.25 ㎎/㎖, 

0.5 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖)로 처리했을 때 

IL-12의 mRNA 발현이 농도 의존적

으로 증가되었다.

4. ELISA에서 止帶方을 농도별(0.25 ㎎/㎖, 

0.5 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖)로 처리했을 때 IL-12

의 생산량이 농도 의존적으로 증가되

었다.(p<0.05)

이상의 결과에서 止帶方은 iDCs를 성숙

시켜 IL-12의 생산량을 증가시키고 CD4
+ 

T cell을 TH1로 분화․증식시킴으로써 세

포매개면역(CMI)을 활성화시킬 수 있음

을 알 수 있었다. 그러므로 止帶方은 질 

내의 면역 기능을 향상시켜 질염을 치료

하고 재발 및 만성화를 예방할 수 있을 

것으로 사료된다.

□ 투  고  일 : 2010년 4월 28일

□ 심  사  일 : 2010년 5월  4일

□ 심사완료일 : 2010년 5월 12일
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