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  Objective : This Experimental study was done to investigate the Effect of Taklisodok-um and 

Hwangryunhaedok-tang(TH) on Atopic Dermatitis.

  Methods : We assessed effects of TH on the IgE, IL-4, IL-5, IL-6, IgM, IgG1, IFN-γ in vivo, on the IL-4, 

IL-5, CCR3 in the skin tissues of ear and dorsum with NC/Nga mice. And we assessed effects of TH on the 

COX-2, IL-1β, TNF-α, IL-6 with RAW 264.7 cell.

  Results and Conclusion :

         1. IgE, IL-4, IL-5, IL-6, IgM, IgGl levels in the serum of TH treated NC/Nga mouse group were 

decreased compared to the untreated control mice. IFN-r showed a increase in the 

experimental group compared to the untreated control group. The spleen weight of TH treated 

NC/Nga mice was decreased compared to the untreated control group.

         2. mRNA expression levels of IL-4, IL-5 and CCR3 in the skin tissues of TH treated NC/Nga mice 

were decreased, and expression levels of IL-6 in the skin tissues of TH treated NC/Nga mice 

were decreased compared to the untreated control group. IFN-γ mRNA expression levels were 

increased compared to the untreated control group.

         3. Judged from that IL-1β, TNF-α, IL-6 express of gene, effect of inflammatory Cytokines 

revelation were decreased compared to the untreated control group.

         4. Depend on the strength of TH, inflammatory RAW 264.7 in the serum of TH were inhibited 

compared to the untreated control serum that leaded a COX-2 activity model.

         5. Histological observation of the ear and skin tissues showed that the extents of inflammation 

and infiltrated immune cells in the epidermis and dermis of TH treated NC/Nga mice were 

highly reduced compared to the untreated control group.
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inflammatory, Atopic dermatitis
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I. 緖  論

  아토피(atopy)란 1925년 Coca가 음식물과 흡입

성 물질에 대한 알레르기 반응의 결과로 피부염이

나 천식, 고초열이 나타나는 경향을 아토피라고 기

술한 이후부터 사용되었으며1)
, 현재 세계적으로 수

많은 사람들이 아토피성 피부질환으로 고통 받고 

있다2,3)
. 국내에서도 한 연구에 의하면 전국 초등

학생의 24.9%, 중학생의 12.8%가 아토피 피부염

을 진단 받은 것으로 조사되었다4)
.

  아토피 피부염은 심한 소양증과 홍반, 부종, 

삼출물, 가피를 동반하는 질환으로 급성기에는 

표피 내에 수포를 형성하기도 하고, 만성기에는 

인설과 피부의 비후를 유발하는 피부 염증의 일

종이다5-8)
. 

  한의학에서는 아토피 피부염을 일반적으로는 胎

熱이라 하며, 원인은 風熱, 血熱, 血虛 등이다. 內

로는 脾胃가 運化機能을 잃어 胎火濕熱이 있는 상

태에서 발생하고, 外로는 風濕熱이 침입하여 相搏

하면 肌膚에 鬱滯되어 형성된다고 하였다. 또는 소

화불량, 불규칙적인 수유습관, 음식물에 대한 과민

반응, 의복마찰, 한냉 등의 자극으로 인하여 유발

된다고 하였다9,10)
. 

  托裏消毒飮은 明의 古今醫鑑11)에 처음 수록된 

처방으로 龔의 萬病回春12)에 "治一切癰疽六七日未

消者 服此藥 瘡未成卽消 已成卽帶"라고 기록되어 

있다. 癰疽初發 및 化膿性 浸潤期나 潰瘍 등에 托

毒, 消腫, 解毒 및 壯氣血之劑로서 응용되는 처방

으로, 一切의 炎症性疾患 치료에 사용한다13)
.

  본 연구에서 托裏消毒飮에 합방한 약제인 黃連

解毒湯은 外臺秘要14)의 崔氏方에 처음 수록되었으

며,  三焦의 實火를 치료하는 기본처방으로 瀉火解

毒 淸火濕熱하는 효능이 있어 帶狀疱疹, 알레르기

성 皮膚炎 및 각종 炎症疾患에 사용된다15)
. 

  아토피에 대한 한의학적 연구로 박16)은 아토피 

피부염의 동·서의학적 문헌고찰, 윤17)은 아토피 

피부염 환자의 한의학적인 임상유형 분류에 대한 

문헌 연구를 보고한 바가 있으며, 실험 연구로는 

김 등18-20)이 단일 한약재를, 박 등21-25)은 피부 질

환에 다용되는 처방으로 아토피 효과를 규명한 바

가 있다. 민26)은 내·외치 병용치료가 아토피 생쥐 

병태 모델에 미치는 영향에 대한 실험적 시도를 

하였다. 

  본 연구에서 사용한 托裏消毒飮 合 黃連解毒湯

은 각 처방이 개별적으로 항염증 및 항알레르기에 

대한 효과가 검증된 바 있으나 병용하여 실험한 

연구는 보고된 바 없었으며, 또한 임상에서 활용 

시 아토피 질환에 대한 효과를 경험적으로 축적하

였기에 실험을 계획하게 되었다.

  저자는 托裏消毒飮 合 黃連解毒湯(이하 TH)을 

사용하여 NC/Nga mice를 이용한 in vivo 실험에

서 IgE, IL-4, IL-5, IL-6, IgM, IgG1, IFN-γ의 

혈청 수준을 측정하였으며, 피부조직에서 IL-4, 

IL-5, IFN-γ, CCR3 유전자 발현을 조사하였으며 

귀와 등의 피부를 조직 검사하였다. 또한 TH의 

항염증 효과를 규명하기 위해서 in vitro 실험에서 

RAW 264.7 cell에 TH를 농도별 처리하였을 때 

COX-2발현과 IL-1β, TNF-α, IL-6 등의 

cytokine들을 측정하여 유의성 있는 결과를 얻었기

에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 實驗材料 및 方法

1. 재료 

1) 동물

  웅성(雄性) 6주령의 Balb/c, NC/Nga mice를 중

앙실험동물에서 공급받아 실험당일까지 고형사료와 
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물을 공급하고 실온 22±2℃, 상대습도 50~65%, 

조도 200 lux(8시 점등, 20시 소등)를 계속 유지하

면서 2주일간 실험실 환경에 적응시킨 후 실험에 

사용하였다. 

2) 약물

  본 실험에 사용한 TH의 약제는 원광대 산본 한

방병원에서 구입한 후 정선하여 사용하였고, TH 

1첩의 내용과 구성은 다음과 같다12)
(Table 1).

3) 시약 및 기기

  ① 시약

  본 실험에 사용된 시약으로 dietyl pyrocarbonate 

(DEPC), NH4Cl, KHCO3, Na2 EDTA, 

complete adjuvant, chloroform, collagenase IV, 

RPMI-1640, isopropanol, 적혈구용혈액(ACK 

lysis solution), ethidium bromide (EtBr), 

Dulbecco's phosphate buffered saline(D-PBS), 

Dulbecco's minimum essential medium(DMEM), 

formaldehyde, magnesium chloride (MgCl2),

Table 1. Prescription of TH 

Hrbal
Name

Scientific Name Dose(g)

金銀花
陳皮
黃芪

天花粉
防風
當歸
川芎
白芷
桔梗
厚朴

穿山甲
皂角刺
黃連
黃柏
黃芩
梔子

Flos Lonicerae
Pericarpium Citri Reticulatae
Radix Astragali
Radix Trichosanthis
Radix Saposhnikoviae
Radix Angelicae gigantis 
Cnidii Rhizoma
Radix Angelicae Dahuricae
Radix Platycodi
Cortex Magnoliae Officinalis
Squama Manitis
Spina Gleditsiae
Coptidis Rhizoma
Cortex Phellodendri 
Radix Scutellariae 
Gardeniae Fructus

12
12
8
8
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

Total Amount 88

 agarose 는 Sigma 사 (U.S.A) 제품을, 우태아혈

청 (fetal bovine serum, FBS)은 Gibco BRL사

(U.S.A) 제품을, RNase inhibitor, Taq polymerase, 

random primer, dNTP, Moloney murine 

leukemia virus reverse transcriptase 는 

promega 사(U.S.A.) 제품을, IL-4, 5, 6, IFN-r의 

ELISA kit는 BD(USA)사 제품을, IgE, IgM, 

IgG1의 ELISA kit는 고마바이오텍(Korea) 제품을, 

RNAzolB는 invitrogen 사 (Carlsbad, CA, USA) 

제품을 사용하였고, 그 외 사용된 시약은 Duksan 

(korea)에서 구입하여 사용하였다.

  ② 기기

  본 실험에 사용된 기기는 열탕추출기, CO2 

incubator, deep-freezer (Sanyo Co., Japan), 

Clean bench, autoclave, water bath, vortex, 

plate shaker, ice-maker (Vision scientific Co., 

Korea), micro-pipet (Gilson, France), GeneAmp 

PCR system 2400(Perkin Elmer, USA), ELISA 

reader(Bio-TEK, U.S.A.)이다.  

2. 방법

1) 시료 제조

  TH 1첩(88g)을 증류수 1000ml를 가하여 열탕 

추출기에서 5시간 동안 전탕한 후 수득된 액을 감

압 증류하여 100ml정도로 농축한 후 TS(Total 

solids)장치를 이용하여 고형분을 측정하였다. 3회 측

정결과 평균 9.73%의 고형분 함유량이 나왔으며 이

것을 경구투여 및 외용제 실험 시료로 사용하였다.

2) 약물 투여 및 염증 유발

  NC/Nga 실험군은 TH를 8주간 주 3회(월, 수, 

금) 0.2cc씩 경구투여(200mg/kg) 하였으며, 외용제

로 사용한 실험의 경우 매일 2회 등 부위를 충분

히 적실 정도로 분무하였다. NC/Nga 대조군은 생

리식염수를 TH와 같은 용량, 용법으로 경구 투여
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하였으며, 외용제 또한 생리식염수를 실험군과 같

은 방법으로 분무하였다.

  아토피 피부염은 1-chloro 2,4-dinitrobenzene 

(DNCB)을 이용하여 유발하였다. 먼저 NC/Nga 마

우스의 등 부위를 깨끗이 제모한 후 피부의 미세 

상처가 치유되도록 24시간 방치하였다. 실험 4일 

전 1% DNCB용액(acetone:olive oil=3:1) 200㎕를 

등 부위에 도포하고 실험 시작일부터 종료일까지 

8주간 일주일에 2번 0.2% DNCB용액 150㎕를 등 

부위에 도포하였다.

3) 피부 손상 정도 측정

  NC/Nga 마우스의 피부염은 아토피성 피부염에

서 일반적으로 사용되는 임상적 육안 평가법을 이

용하였다. 육안평가 결과는 다음의 5가지 항목을 

각각 평가한 점수의 총 합으로 나타낸다. 평가항목

은 윤 등이 평가분석한 아토피평가방법 중 홍

반(erythema), 찰상(Abrasion), 부종과 혈종(Edema & 

escoriation), 짓무름(Erosion), 태선화(Lichenification)

로 선정하였다. 이 각각의 항목은 없음(0), 경증(1), 

중등도(2), 중증도(3)의 3단법을 이용하여 채점하였다. 

4) 혈청내 IgE, IL-4, 5, 6, IFN-γ, IgM, 

IgG1 정량화

  혈청내 IgE와 IL-6량은 실험 시작(0주), 2주, 5

주, 8주에 생쥐의 눈에서 capillary tube를 이용하

여 약 100㎕의 혈액을 채혈한 후 원심분리기로 혈

청을 분리하여 IgE 량을 ELISA Kit로 측정하였

다. TH 투여 8주째 NC/Nga 생쥐를 ethyl ether

로 마취한 후 심장 천자법으로 혈액을 채혈하여 

혈청을 분리한 후 혈청 중 IL-4, 5, IFN-γ, IgM, 

IgG1 량을 ELISA kit로 정량하였다.

5) 피부 조직에 대한 RT-PCR

(Reverse Transcription-Polymerase Chain 

reaction ; 역전사-중합효소 연쇄반응) 분석

  ① 피부 조직에서 RNA 분리

  NC/Nga 생쥐의 등 부위를 제모한 뒤 피부 조

직을 떼어내어 피부 조직(0.1g)과 RNAzolB 500㎕

를 넣고 용해될 때까지 분쇄하였다. 이 혼합 부유

액에 chloroform (CHCl3) 50㎕를 첨가한 후 

13,000rpm에서 원심 분리한 후 약 200㎕의 상층

액을 회수하여 2-propanol 200㎕와 동량 혼합 후 

천천히 흔들고 얼음에서 15분간 방치하였다. 이를 

다시 13,000rpm에서 원심 분리한 후 70% 에탄올

로 수세하고 5분간 vaccum pump에서 건조하여 

RNA를 추출하였다. 추출한 RNA는 DEPC로 처

리한 20㎕의 증류수에 녹여 heating block 65℃에

서 불활성화 시킨 후 first strand cDNA 합성에 

사용하였다.

  ② RT-PCR(IL-4, IL-5, IL-6, CCR3, IFN-γ)

  RT 반응은 준비된 total RNA 3㎍을 65℃에서 

5분 동안 변성시키고, 여기에 2.5㎕ 10 mM 

dNTPs, 1㎕ random sequence hexanucleotides 

(25 pmole/ 25 ㎕), RNA inhibitor로서 1 ㎕ 

RNase inhibitor (20 U/㎕), 1 ㎕ 100mM DTT, 

4.5 ㎕ 5X RT buffer (250mM Tris-HCl, pH 

8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2) 가하고 

DEPC 처리된 증류수로서 최종 부피가 20㎕가 되

도록 하였다. 이 20㎕의 반응 혼합액을 잘 섞은 

뒤 2,000rpm에서 5초간 원심 침강하여 37℃ 항온 

수조에서 60분 동안 반응시켜 first-strand cDNA

를 합성한 다음, 95℃에서 5분 동안 방치하여 

M-MLV RT를 불활성화 시킨 후 합성이 완료된 

cDNA를 PCR에 사용하였다.

  ③ cDNA PCR

  PCR은 GeneAmp PCR system 2400을 이용하

여 수행하였다. 반응은 이미 합성된 3 ㎕의 

cDNA를 주형으로 사용하고, 주형에 대한 primer

는 β-actin, IL-4, IL-5, CCR3, IFN-γ 유전자를 

증폭하기 위하여 sense primer (20 pmol/㎕)와 

antisense primer (20 pmol/㎕)를 혼합하여 1 ㎕
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를 가하고, 다시 3㎕ 2.5 mM dNTPs, 4㎕ 

10xPCR buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 

500 mM KCl, 15 mM MgCl2), 0.18㎕ Taq 

polymerase (5 U/㎕)를 첨가한 다음 최종 부피가 

40㎕가 되도록 멸균증류수를 가하고 pre- 

denaturation; 95℃, 5분, denaturation; 95℃, 5

분, annealing; 55℃, 1분, elongation; 72℃, 1 분

을 25 cycle한 뒤 post-elongation을 72℃에서 3분 

동안의 조건으로 PCR을 수행하였다. 각 PCR 

product는 20㎕씩 1.2% agarose gel에 loading하

여 120 V 조건에서 20분간 전기영동을 통하여 분

석하였다.

6) 피부 세포내 IL-6 정량

  NC/Nga 생쥐의 등 부위를 제모한 뒤 피부 조

직을 1g 떼어내어 DMEM 배양액으로 수세하여 

미세조각으로 잘게 썬 후 10% FBS-DMEM으로 

Petri-dish에서 7일간 배양하였다. 이 후 배양 상

층액을 제거하고 다시 10% FBS-DMEM으로 교체

하였다. 이를 7일간 배양하여 배양 상층액을 분리

한 후 배양액내의 IL-6 분비량을 ELISA kit로 측

정하였다.

7) 항염증 실험 및 세포독성 실험

  ① 항염증실험에 대한 RAW 264.7 배양

  대식세포주인 RAW 264.7(monocyte)는 Korean 

Cell Line Bank(KCLB)로 구입하였다. 세포 배양

은 10% fetal bovine serum(FBS)과 100unit/ml의 

penicillin/ streptomycin을 1% 첨가한 Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium(DEME) 배지를 사용하

며, 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 

  ② 독성실험에 대한 L929 세포 배양

  생쥐 섬유모세포의 일종인 L929 세포주를 사용

하였다. 세포 배양은 10% fetal bovine 

serum(FBS)과 100unit/ml의 penicillin/streptomycin을 

1% 첨가한 Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DEME) 배지를 사용하였으며, 37℃, 5% CO2로 

조정된 배양기내에서 배양하였고, 배양액은 3일마

다 교환하였다. 배양된 세포는 1× trypsin-EDTA

로 부유시킨 후 0.4% trypan blue로 염색하여 혈

구계측기(Hemocytometer)로 세포수를 계산하였다. 

세포독성 시험은 배양된 세포를 96 well plate에 

5×103 cell/well이 되도록 세포 부유액을 120㎕씩 

분주하여 배양한 후 실험에 사용하였다.

  ③ Western Blot of COX-2

  RAW 264.7(1×106 cell)를 60mm plate에서 배

양한 후 LPS(lipopolysaccharide) 1㎍/㎖를 처리한 

후 TH 10, 50, 100ppm을 24시간 처리하였다. 24

시간 처리 후 배양액을 제거하고 세포를 lysis 

bufer(RIPA buffer에 protease inhibitors(10 ㎍/

㎖ Leupeptin,1 mM AEBSF, 10 ㎍/㎖, 

Aprotinin, 10 ㎍/㎖ Pepstatin A)와 phosphatase 

inhibitor(Na3VO4) 처리하고, cell scraper로 세포

를 모은 후, 얼음에서 30분간 반응 후, 4℃, 

12000rpm에서 원심분리하여, 상층액을 따서 BCA 

방법으로 단백질 정량을 하였다. 10% SDS-PAGE 

gel에 각 샘플 30㎍의 단백질을 전기영동하였으며, 

전기영동 후 NC membrane에 transfer하였다. 

transfer된 NC membrane에 primary antibody 

COX-2 (No-160116, Cayman Chem.)로 12시간 

incubation하였고, secondary Ab (1:2000)로 2 시

간 동안 incubation 하였다. ECL 방법으로 

COX-2 band를 detection하였다.

  ④ TH의 처리농도 및 시간별 처리

  추출한 한약물을 처리 당일 FBS가 첨가되지 않

은 DMEM에 희석하여 처리농도별로 사용하였다. 처

리농도는 10, 50, 100, 200, 300, 500, 1000 ug/mL

로 처리하고, 처리시간은 24시간으로 실시하였다.

  ⑤ MTT 정량

  Mosmann의 방법에 따라 배양한 세포주를 각각 

5×103 cell/㎖이 되도록 96 well plate에 분주하여 

24시간 배양 후 이들 세포를 10, 50, 100, 200, 
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300, 500, 1000 ppm 농도의 TH가 포함된 배양

액에서 24시간 배양 후 MTT 200㎕/㎖가 포함된 

배양액을 well 당 200㎕씩 넣은 후 다시 3시간 동

안 배양하였다. 배양 후 배양액을 버리고 DMSO

를 100㎕/well씩을 넣어 5분간 실온에 방치하며 

Formazan을 용해한 후 microplate Reader로 흡광

도 570 nm에서 측정하였다.

  ⑥ RT-PCR(IL-1β, TNF-α, IL-6)

  역전사중합연쇄반응(Reverse Transcription- 

Polymerase Chain Reaction; RT-PCR)은 역전사 

kit(promega, Madison USA)와 중합연쇄반응 

kit(Pre-mix, 한국생공, 대덕)를 이용하여 실시하였

다. 즉 rapid guanidium isothiocyanate 방법으로 

마우스 대식세포주로부터 추출한 0.5㎍의 total 

RNA를 역전사반응액 (0.1 μg; oligo (dT)15, 

reverse transcription buffer, 5mM MgCl2, 1 

mM dNTP mixture, 10 unit; rRNase 

ribonuclease inhibitor, 10 units; AMV reverse 

transcriptase)과 혼합하여 42 oC에서 30분간 반응

시켜 cDNA를 합성하였다. 합성한 cDNA 1μ

l(0.01 μl), cytokine 혹은 β-actin primers 각각 

1 μl(25 pg), 그리고 중합연쇄반응액 (Premix, 한

국생공, 대덕; 1 unit; thermostable DNA 

polymerase, 0.25 mM dNTP, 50 mM Tris-HCl 

(pH 9.0), 40 mM KCl, 1.5 mM MgCl2) 17 μl

을 혼합한 후 Perkin elmer (GeneAmp PCR 

system 2400)를 이용하여 95 oC에서 30 초, 62 

oC에서 30초, 72 oC에서 30 초 동안 30회 반복 

실시하여 증폭된 cDNA는 1.2% agarose gel에서 

전기영동하였다. Cytokines의 mRNA/β-actin 

mRNA 양은 ethidium bromide로 염색한 band 

density를 Fluor-STM Imager (Bio-Rad, Muncher, 

Germany)로 측정하여 정량하였다. 

8) 조직 병리 검사

  실험 종료 후에, 왼쪽 귀 끝부분과 등 쪽 피부

를 떼어 내어 10% paraformaldehyde에서 24시간 

동안 포르말린에 고정하였다. 24시간 후 30%, 

50%, 70%, 90%, 95%, 100% ethanol에 차례로 

조직을 담아서 탈수를 하였다. xylene 처리 후 파

라핀에 조직을 담아서 24시간 동안 52oC 

incubater에 보관하여 잔여 xylene이 모두 증발하

도록 하였다. 조직을 임베딩 틀에 고정하여 파라핀

이 충분히 굳은 후에 조직을 5㎛로 절편하여 슬라

이드 글라스에 붙여서 37oC에서 24시간 동안 두

어 조직이 슬라이드 글라스에 완전히 접착되도록 

하였다. 슬라이드 글라스를 xylene에 담궈 파라핀

을 녹인 후,  ethanol로 재수화시켜 hematoxylin 

-eosin(H&E) 염색을 실시하였다. 

9) 통계학적 분석

  통계학적 유의성 검정은 one-way ANOVA 

(Analysis of Variance) 방법을 사용하였으며, 유의

수준 p<0.01 의 범위내에서 그 결과들은 평균에 

대한 표준 편차로 나타냈다.

Ⅲ. 實驗結果

1. 피부 손상 정도에 미치는 영향

  TH를 구강 투여 및 분무를 실시하여 NC/Nga 

mice의 피부손상정도를 관찰한 결과, NC/Nga 생

쥐가 피부염이 유발된 conventional 조건에서는 2

주 이후 피부 발진이 유발된 것을 알 수 있었다

(Fig. 1-A).

  Conventional 조건에서는 2주, 3주, 3주 간격으

로 피부 손상정도를 측정한 결과 대조군은 2 주차

에는 4.10±1.00, 5주차에는 7.23±1.20로 급격한 

증가를 나타내었으며, 실험 종료 전 8 주차 때는 

10.21±1.30 나타났다. 이에 반해 실험군은 2주차

까지는 대조군과 약간 감소한 4.10±0.90로 관찰되

었고, 5주차와 8주차에는 각각 4.92±1.20, 과 
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Fig. 1-A. Clinical skin features of dermatitis in NC/Nga atopy dermatitis model mice
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Fig. 1-B. Clinical skin features of dermatitis in NC/Nga 
atopy dermatitis model mice
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Fig. 2-A. Serum IgE elevation and development of 
dermatitis in NC/Nga atopy dermatitis model 
mice

5.12±1.10으로 나타나 대조군에 비하여 피부손상

정도지표(Clinical skin severity score) 감소를 나

타냈다(Fig. 1-B).

2. 혈청 중 IgE와 IL-6 발현에 미치는 영향

  IgE 생성량은 대조군의 0주와 2주에서 각각 

4.40±0.92, 50.90±2.34 ng/ml로 나타났고, 실험군

의 0주는 3.78±060 ng/ml 로 나타났으며 2주에는 

25.30±3.43, 으로 나타났다.

  대조군의 5주와 8주에서는 각각 321.60±24.85, 

388.50±34.11 ng/ml 로 나타났고, 실험군의 5주

에는 77.60±6.57 ng/ml 로 나타났으며 8주에는 

121.80±9.14,  모두 대조군에 비하여 유의성 있게

(p<0.01) 감소했다(Fig. 2-A).

  IL-6 수준은 대조군의 0주와 2주에서 각각 

85.30±5.05, 312.20±17.75 pg/ml 로 나타났고, 

실험군 0주는 79.33±6.00 pg/ml 로 2주에는 

139.33±25.31으로 나타나 2주에 대조군에 비하여 

IL-6 수치가 크게 감소되었다.

  대조군의 5주와 8주에서 각각 689.30±19.06, 

721.30±46.69 pg/ml로 나타났고, 실험군의 5주 

200.36±41.3 pg/ml로 8주에는 253.60±41.13으로 

나타나 모두 대조군에 비하여 유의성 있는(p<0.01) 

감소를 나타냈다(Fig. 2-B).
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3. 혈청 중 IL-4, IL-5 발현에 미치는 영향

  IL-4 수준은 최종 8주에서 정상군은 12.30±1.45 

pg/ml 로, NC/Nga 대조군은 69.80±3.52 pg/ml로 

나타나 대조군이 정상군에 비하여 큰폭으로 증가

하였고, 실험군은 28.50±3.78 pg/ml로 나타나 대

조군에 비하여 유의성 있는(p<0.01) 감소를 나타냈

다(Fig. 3-A).

  IL-5 수준은 최종 8주에서 정상군은 40.25±5.44 

pg/ml, NC/Nga 대조군은 211.30±18.47 pg/ml로 

나타난 반면, 실험군은 100.23±6.47 pg/ml로 나타

나 대조군에 비하여 유의성 있는(p<0.01) 감소를 

나타냈다(Fig. 3-B).
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Fig. 2-B. Serum IL-6 elevation and development of 
dermatitis in NC/Nga atopy dermatitis model 
mice
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Fig. 3-A. Serum IL-4 elevation and development of 
dermatitis in NC/Nga atopy dermatitis model 
mice
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Fig. 3-B. Serum IL-5 elevation and development of 
dermatitis in NC/Nga atopy dermatitis model 
mice

4. 혈청 중 IFN-γ 발현에 미치는 영향

  혈청 중 IFN-γ 수준은 최종 8주에서 정상군은 

15.23±1.30 pg/ml, NC/Nga 대조군은 500.23± 

74.27 pg/ml, 실험군은 788.63±33.13 pg/ml로 나

타나 대조군에 비하여 유의성 있는 (p<0.01) 증가

를 나타냈다(Fig. 4).

Normal Control Experimental group

To
ta

l I
FN

-r
 le

ve
l (

pg
/m

l)

0

200

400

600

800

1000

*

Fig. 4. Serum IFN-γ in NC/Nga atopy dermatitis model 
mice

5. 혈청 중 IgM 발현에 미치는 영향

  IgM 수준은 최종 8주에서 정상군은 49.63±8.80

㎍/ml, NC/Nga 대조군은 500.23±42.83 ㎍/ml로 

나타난 반면, 실험군은 296.30±36.37 ㎍/ml로 나

타나 대조군에 비하여 유의성 있는 (p<0.01) 감소

를 나타냈다(Fig. 5).
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Fig. 5. Immunoglobulin M in NC/Nga atopy dermatitis 
model mice
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Fig. 6. Immunoglobulin G1 in NC/Nga atopy dermatitis 
model mice
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Fig. 7. Spleen weight in NC/Nga atopy dermatitis model 
mice

6. 혈청 중 IgG1 발현에 미치는 영향

  IgG1 수준은 최종 8주에서 정상군은 600.23 

±48.83 ㎍/ml으로 나타났고, NC/Nga 대조군은 

2986.33±215.62 ㎍/ml로 나타났다. 이에 비해 실험

군은 1523.89±94.01 ㎍/ml로 나타나 대조군에 비하

여 유의성 있는 (p<0.01) 감소를 나타냈다(Fig. 6).

7. 비장 무게 변화에 미치는 영향

  NC/Nga 생쥐 16주령 후 비장을 적출하여 무게

를 측정한 결과, 정상군은 0.13±0.01g, NC/Nga 

대조군은 0.15±0.02g, 실험군은 0.14±0.01g로 감

소를 나타냈다(Fig. 7).

8. Dorsal skin lesion에서 IL-4, IL-5, IFN-γ 

및 CCR3 발현에 미치는 영향

  IL-4 mRNA 발현량(IF)은 정상군이 1.00 

(Index Fold, IF), NC/Nga 대조군이 2.20 (IF)로 

나타났으며, 이에 반해 실험군은 1.50 (IF)으로 나

타나 대조군에 비하여 감소하였다(Fig. 8).

Fig. 8. IL-4 RT-PCR on dorsal biopsy of atopy 
dermatitis-like skin lesions in NC/Nga mice 
normal Balb/c mouse skin (A), NC/Nga mouse 
skin control (B), TH (C)

Fig. 9. IFN-γ RT-PCR on dorsal biopsy of atopy 
dermatitis-like skin lesions in NC/Nga mice 
normal Balb/c mouse skin (A), NC/Nga mouse 
skin control (B), TH (C)
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Fig. 10. IL-5 RT-PCR on dorsal biopsy of atopy 
dermatitis-like skin lesions in NC/Nga mice 
normal Balb/c mouse Skin (A), NC/Nga mouse 
skin control (B), TH (C)

Fig. 11. CCR3 RT-PCR on dorsal biopsy of atopy 
dermatitis-like skin lesions in NC/Nga mice 
normal Balb/c mouse skin (A), NC/Nga mouse 
skin control (B), TH (C)

  IFN-γ mRNA 발현은 정상군이 1.00 (IF), 

NC/Nga 대조군이 1.20 (IF)로 나타났고, 실험군이 

4.80 (IF)으로 나타나 대조군에 비하여 증가하였다

(Fig. 9).

  IL-5 mRNA 발현은 정상군이 1.00(IF), 

NC/Nga 대조군이 1.90 (IF)로 나타났고, 실험군이 

1.20 (IF)으로 나타나 이 역시 대조군에 비하여 감

소하였다(Fig. 10).

  Chemokine인 CCR3 mRNA 발현은 정상군이 

1.00 (IF), NC/Nga 대조군이 2.40 (IF)로 나타났

고, 실험군이 0.90 (IF)으로 나타나 대조군에 비하

여 감소하였다(Fig. 11).

9. Dorsal skin lesion에서의 IL-6 발현에 미치는 

영향

  IL-6 수치는 정상군이 5.55±0.81 pg/ml, 

NC/Nga 대조군이 55.64±3.84 pg/ml 로 나타났

고, 실험군은 29.36±6.28 pg/ml로 나타나 대조군

에 비하여 유의성 있는 (p<0.01) 감소를 나타냈다

(Fig. 12).
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Fig. 12. Culture supernatant IL-6 production in dorsal 
skin biopsy of atopy dermatitis-like skin lesions 
in NC/Nga mice

Con 10 50 100 200 300 500 1000(mg/L)

ce
ll 

vi
ab

le
 (%

)

0

20

40

60

80

100

120

Fig. 13. Cell viability as assessed by the MTT assay for 
L929 cell line pretreated for 24h with TH the 
data are presented as the arithmetic mean 
percent of the control ± S.D

10. MTT 정량에 의한 세포생존률 측정

  MTT 정량방법을 이용하여 10, 50, 100, 200, 

300, 500, 1000ppm 농도의 TH가 포함된 배양액

에서 L929 세포를 24시간 배양 후 세포증식률을 

측정하여 대조군과 비교하였다(Fig. 13). TH 10, 

50, 100ppm농도에서는 세포증식률이 대조군에 비

해 변화가 없었으며, 200ppm과 300ppm에서는 세
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포생존률이 대조군에 비해 4, 10%이하로 감소하였

다. 이는 TH이 L929 세포에 200ppm 농도 이상

에서 미비하지만은 세포의 독성을 유발함을 알 수 

있었다.

11. RAW 264.7 세포에서 염증성 Cytokines 발

현도에 대한 TH 의 효과

  IL-1β, TNF-α , IL-6의 발현도를 분석하기 위

해서  RAW 264.7에 TH를 10, 50, 100ppm으로 

LPS(0.1㎍/ml)로 자극하기 30분 전에 처리하고 20

시간 배양하였다(Fig. 14). 배양후 RT-PCR 결과 

IL-1β은 House keeping gene인 β-actin의 양과 

비교 측정시 Table 2. 에서 같이 TH를 10, 50, 

100ppm의 처리하였을때 IL-1β의 발현량이 

75.0%, 66.0%, 62.0%으로 나타나 TH의 농도 의

존적으로 억제됨을 확인하였다. TNF-α은 House 

keeping gene인 β-actin의 양과 비교 측정시 

Table 3. 에서 같이 TH를 10, 50, 100ppm의 처

리하였을때 TNF-α의 발현량이 90.0%, 83.0%, 

72.0%으로 나타나 TH의 농도 의존적으로 억제됨

을 확인하였다. IL-6은 House keeping gene인 β

-actin의 양과 비교 측정시 Table 4. 에서 같이 

TH를 10, 50, 100ppm의 처리하였을때 IL-6의 발

현량이 85.0%, 65.0%, 60.0%으로 나타나 TH의 

농도 의존적으로 억제됨을 확인하였다.

Fig. 14. LPS-induced expression of IL-1β, TNF-α 
and IL-6 mRNA is inhibited by TH in RAW 
264.7 cells

Table 2. The Effect of TH Against the IL-1β Gene 
Expression. 

LPS(0.1㎍/ml) + + + +

DG ppm 0 10 50 100

IL-1β/β-actin(%) 100 75.0 66.0 62.0

Table 3. The Effect of TH Against the TNF-α Gene 
Expression.

LPS(0.1㎍/ml) + + + +

DG ppm 0 10 50 100

TNF-α/β-actin(%) 100 90.0 83.0 72.0

Table 4. The Effect of TH Against the IL-6 Gene 
Expression.

LPS(0.1㎍/ml) + + + +

DG ppm 0 10 50 100

IL-6/β-actin(%) 100 85.0 65.0 60.0

COX-2  

  

Fig. 15. effects on COX-2 expression from 
LPS-induced RAW 264.7 cells(Western blot) the 
same amount of rotein(30㎍) was loaded in 
each lane

12. RAW 264.7 세포에서 COX-2의 발현에 대

한 TH의 효과

  LPS(1㎍/ml)를 사용하여 대식세포주인 RAW 

264.7(1×10
6
 cell)의 COX-2 활성을 유도한 모델에
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NC/nga TH control

Fig 16. Histologic features of ear lesion in NC/Nga mice
  * The optical microscope : 400 magnifications

NC/nga TH control

Fig 17. Histologic features of skin lesion in NC/Nga mice
 * The optical microscope : 400 magnifications

서 TH를 10, 50, 100ppm 농도로 24시간 처리하

여 COX-2 발현 정도를 Western Blot 수행하여 

분석하였다. LPS 단독 처리군에 비해 TH를 농도 

의존적으로 억제됨을 확인하였다. 10, 50ppm을 

처리한 군에서 45.0, 50.0% 정도 발현 억제 효과

가 나타남을 확인하였고, 100ppm에서는 60.0%정

도의 COX-2 발현 억제 효과가 있는 것으로 나타

냈다(Fig. 15).

13. NC/Nga dermatitis ear & skin lesion의 조

직 검사

  정상 Balb/c 생쥐의 귀 조직에서는 표피, 진피, 

그리고 연골이 뚜렷하게 관찰되었으나, NC/Nga 

대조군은 표피층이 두꺼워져 있고, 진피층은 콜라

겐의 부종이 있고, Fibroblast의 증식 및 혈관의 

확장이 관찰되었다.

  실험군에서는 대조군에 비하여 표피와 진피의 

두께가 다소 줄어들었고, 표피의 각질화도 심하지 

않은 것으로 관찰되었다(Fig. 16).

  정상 Balb/c 생쥐의 피부 조직에서는 표피, 진

피, 그리고 기저부선이 관찰되나, NC/Nga 대조군

에서는 표피가 전반적으로 확장되었으며, 진피의 

부종이 심하고 염증세포의 침윤이 관찰되었다. 반

면, 실험군은 대조군에 비하여 표피의 각화와 진피

의 부종이 심하지 않고, 염증세포의 침윤도 덜 관

찰되었다(Fig. 17).
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Ⅳ. 考  察

  아토피성 피부염은 알레르기성 비염, 천식과 함

께 대표적인 알레르기성 질환으로, 알레르기성 습

진, 소아 습진, 굴절부 습진, 범발 신경 피부염 등

으로 불리우며, 유아 습진에서부터 소년기, 사춘기, 

성인에 나타나는 전형적 태선화 피부염에까지 다

양한 임상 및 조직학적 진행 과정을 보여주는 질

환이다28,29)
.

  韓醫學에서는 아토피 피부염을 奶癬, 胎癬, 胎斂

瘡 등으로 표현하였는데 隨代 巢30)는 《諸病源候

論. 小兒雜病諸候. 癬候》에서 小兒의 面部에 癬皮

가 甲錯되고 乾燥하게 되는 것을 乳癬이라 하여 

嬰兒濕疹과 유사한 것으로 보았다. 淸代 吳31)는

《醫宗金鑑. 外科心法要訣. 嬰兒部》에서 아토피 

피부염에 대해 胎斂瘡이라 하고 그 중 嬰兒 頭面

이나 눈썹 끝에 나타나는 것을 奶癬이라 하였는데 

瘙痒과 鱗屑이 있고 형태는 奶疥와도 같다 하였다. 

이는 모두 胎中風熱이 원인이라 하였으며 증상에 

따라 피부가 마른 풀과 같은 모양이면 乾斂, 栗粒

狀으로 매우 가렵고 누런 진물이 온몸에 두루 있

으면 濕斂이라 하였다. 

  아토피 피부염의 한의학적 원인으로는 風熱, 血

熱, 血虛, 脾胃運化機能 失調에 의한 胎火濕熱, 風

濕熱의 侵入 등을 들 수 있으며, 이외에도 기온의 

변화, 음식물, 불규칙한 수유습관, 의복 마찰, 寒冷

의 변화 등의 자극이 관여 된다16,17)
. 주로 임신 중

에 五辛炙煿를 섭취함으로써 아기에게 열이 전해

져 생후에 風熱 邪氣를 감수하여 발생하거나 혹은 

稟性不耐하여 脾胃不和하니 濕熱이 內生하여 발생

한다고 하였다. 또한 이외에도 消化不良, 食物過敏, 

衣服摩擦 등의 자극에 의해서도 발생된다고 보았

다18,19)
. 

  치료에 있어서는 內治法으로 濕熱型은 淸熱利濕, 

養血祛風하며 生地黃, 淡竹葉, 防風, 蒼朮, 白鮮皮, 

燈心草, 赤芍藥, 連翹, 車前子, 蟬蛻 등의 약물이 

주로 사용되고, 脾虛濕盛型은 健脾利濕, 消導淸熱

하며 白朮, 茯笭, 白扁豆, 薏苡仁, 澤瀉, 地膚子, 

牧丹皮 등의 약물이 주로 사용되고 血燥型은 養血

潤燥, 淸熱解毒하며 生地黃, 牧丹皮, 當歸, 梔子, 

黃柏, 麥門冬, 白茅根, 紫草 등의 약물이 주로 사

용된다32)
. 多用되는 外治法으로는 敷貼法, 洗滌法, 

油膏法 등이 있고 淸熱, 解毒, 祛風, 殺蟲, 止痒의 

효과가 있는 黃連, 黃柏, 苦蔘, 蛇床子, 枯礬 등의 

약물이 많이 사용된다33)
.    

  아토피에 대한 한의학적 연구로 박16)은 아토피 

피부염의 동·서의학적 문헌고찰을, 윤17)은 아토피 

피부염 환자의 한의학적인 임상유형 분류에 대한 

문헌 연구를 보고하였고, 단일 한약제에 대한 실험 

연구로는 金18)은 桑葉이, 韓19)은 牛蒡子, 金20)은 紫

草가 아토피 피부염에 미치는 영향을 보고하였으

며, 처방에 대한 연구로는 朴21)은 “消風散”, 金22)은 

“加味生料四物湯”, 金23)은 “沆瀣丹”, 朴24)은 “消風淸

營湯加味方”, 洪25)은 “溫淸飮과 三黃洗劑”를 이용하

여 항아토피 효과를 규명한 바가 있으며, 민26)은 

내·외치 병용치료가 아토피 생쥐 병태 모델에 미

치는 영향에 대한 연구를 하였다.

  托裏消毒飮은 龔의 萬病回春12)뿐만 아니라 東醫

寶鑑34)을 비롯한 각종 의서에서 癰疽, 瘡瘍의 치료

에 활용되어온 처방이다. 托裏消毒飮의 '托'은 手推

를, '裏'는 裏內를, '消'는 消退를, '毒'은 毒膿을 의

미하는 것으로 本方은 氣血을 補益하고 正氣를 扶

助하여 膿毒을 裏內에서 外表로 托하여 毒邪의 內

陷을 막아내는 처방이다35,36)
.

  托裏消毒飮의 구성약물은 萬病回春12)에 의하면 

金銀花, 陳皮 각 3錢, 天花紛, 黃芪(鹽水炒)각 2錢, 

防風, 當歸(酒洗), 川芎, 白芷, 桔梗, 厚朴(薑汁炒), 

穿山甲(炒成珠), 皂角刺(炒) 각 1錢으로 되어 있다. 

각 약물의 기미와 효능을 살펴보면 金銀花는 甘寒

無毒하고 淸熱解毒하며 抗菌, 抗바이러스, 利尿 작

용이 있고, 陳皮는 辛苦溫無毒하고 理氣健脾, 燥濕

化痰하며 健胃, 整腸, 止嘔 작용이 있고, 天花粉은 
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甘酸寒無毒하고 淸熱潤燥, 排膿消腫, 生津止渴하며 

抗腫瘍 작용이 있고, 黃芪는 甘味溫無毒하고, 補氣

升陽, 固表止汗, 利水消腫, 托裏排膿하며 利尿, 强

心, 抗菌 작용이 있고, 防風은 甘辛味溫無毒하고 

祛風解表, 祛濕解痙, 止瀉止血하며 解熱, 鎭痛, 利

尿, 抗菌 작용이 있고, 當歸는 辛甘溫無毒하고 補

血行血, 潤腸, 調經하며 鎭靜, 利尿, 抗菌 작용이 

있고, 川芎은 辛溫無毒하고 活血行氣, 去風止痛하

며, 鎭痙, 鎭靜, 抗菌 작용이 있고, 白芷는 辛溫無

毒하고 祛風解表, 消腫排膿, 燥濕止帶하며, 鎭痙, 

抗菌 작용이 있고, 桔梗은 辛苦平無毒하고, 淸肺提

氣, 祛痰排膿하며, 鎭咳, 抗眞菌 작용이 있고, 厚朴

은 辛苦溫無毒하고 燥濕除滿, 行氣降逆하며, 抗菌, 

鎭靜, 健胃 작용이 있고, 穿山甲은 鹹味寒無毒하고 

活血通經, 下乳, 消腫排膿하고, 皂角刺는 辛溫無毒

하고 消腫排膿, 祛風殺蟲작용이 있다. 이를 정리하

면 淸熱解毒, 消腫排膿 작용을 가지고 있는 약물이 

12종이고, 이들 약물 중 金銀花, 天花粉, 黃芪, 白

芷, 桔梗, 穿山甲, 皂角刺 7종으로 주를 이루고 있

으며, 여기에 活血祛瘀藥인 當歸 川芎, 順氣健脾藥

인 陳皮, 厚朴, 解表勝濕藥인 防風이 보좌하고 있

음을 알 수 있다12,37,38)
.

托裏消毒飮에 관한 연구로는 金39)이 항알레르기 효

과에 대한 연구를 보고하였고, 李 등40,41)은 소염작

용에 대한 연구를 시행하였으며, 安42)은 마우스의 

적혈구에 대한 면역연구를 보고하였고, 朴 등43-47)

은 항종양 효과 및 면역조절반응에 관한 실험적 

연구를 한 바 있다.

  본 연구에서 托裏消毒飮에 가미한 약제는 外臺

秘要14)의 崔氏方에 수록된 黃連解毒湯 方劑로 黃

連, 黃芩, 黃栢, 山梔子 등 4가지로 구성되어 있다. 

구성약물 중 黃連은 心火와 中焦의 火를 瀉하고, 

黃芩은 上焦의 火를 瀉하며, 黃栢은 下焦의 火를 

瀉하고, 梔子는 三焦의 火를 瀉하여 導火下行 하므

로 전체적으로 瀉下解毒 淸火濕熱하는 효능을 발

휘한다. 그러므로 黃連解毒湯은 三焦의 實火를 치

료하는 기본처방으로써 각종 炎症疾患 및 알레르

기성 皮膚炎 등에 응용할 수 있다15)
. 

  黃連解毒湯의 抗炎작용에 관련한 연구로는 金48)

은 黃連解毒湯의 水針 및 경구투여가 진통, 소염, 

해열작용에 미치는 영향에 대해 보고하였고, 李49)

는 접촉성피부염에서의 림프구 활성을 보고하였으

며, 安50)은 궤양성대장염에서의 효과, 松51)은 면양

적혈구에 대한 면역반응에 미치는 영향을 보고하

였다.

  현재 알레르기 질환의 대표적 치료법은 원인 항

원과 악화 요인의 회피를 위한 환경관리, 약물요법 

및 면역요법 등이 있으며, 이중 약물요법으로 

Glucocorticoid, Antihistamines, Antiallergic drugs, 

Tarolimus, 교감신경자극제, 스테로이드 재제 등이 

다용되고 있으나52-56)
, 장기 사용 시 나타나는 여러 

부작용27)으로 인하여 최근에는 보다 효과적이며 안

전하게 치료할 수 있는 약물에 대해 많은 연구가 

이루어지고 있다. 또한 알레르기 질환과 관련된 유

전자 연구는 알레르기 질환의 분자적 기전을 분석

하는데 도움을 줄 뿐만 아니라, 새로운 알레르기 

질환 치료제 개발에도 기여 할 수 있어 활발하게 

이루어지고 있다57,58)
. 

  실험동물인 NC/Nga 생쥐는 일반적인 환경에서 

사람의 아토피 피부염과 매우 유사한 증상인 가려

움, 심한 피부염증, 血脹, 체중 감소를 나타내는 

실험동물 모델로 air-uncontroled 상황 (conventional 

NC/Nga mice)에서 12주 이후 혈청 중 IgE 수준

이 정상의 100배 까지 기록되고 아토피성 피부염

의 피부 장해가 동반 된다59)
.

  아토피 피부염의 정확한 병리는 아직까지 완전

히 이해되고 있지 않으나 유전적 소인과 함께 면

역학적, 비면역학적 기전이 관여하리라고 생각되고 

있다. 아토피 피부염의 대부분을 차지하는 외인성 

아토피 피부염은 IgE와 연관된 면역 기전에 의해 

발생되는데, 특정 알레르겐에 대한 즉시형 면역반

응 보다는 T 세포 이상에 의한 지연형 면역 반응
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이 관여 한다는 보고들이 많다60-64)
.

  아토피 피부염 환자에서 세포 매개성 면역기능 

장애가 IgE 증가와 관련 있음이 밝혀지면서 즉시

형 과민 반응 외에도 지연형 과민 반응이 아토피 

피부염의 병인에 관여함을 주장하는 보고들이 증

가하고 있다. 아토피 피부염 환자에서 세포 매개성 

면역 장애는 약 80% 까지 발생하는 것으로 알려

져 있으며, 바이러스 및 피부 사상균등에 의한 피

부 감염증에 대해 감수성이 증가되고, 접촉 알레르

겐에 대한 감수성은 감소된 경향을 보인다. 과거에

는 T 세포 성숙 결핍설, CD8+ 억제 T 세포의 수

적 감소 등이 보고 된 바 있었으나, 최근엔 CD4+ 

T세포의 역할이 더욱 중요한 것으로 알려지고 있

다59,64)
. 즉 B 세포로부터 IgE의 생성을 유도하는 

IL-465), B 세포로부터 IgE의 생성을 촉진하는 

IL-566), IgE의 생성을 증폭시키는 IL-667) 등을 

분비하는 T 세포는 CD4+ T 세포중 Th2 세포인

데, 입원 환자의 말초 혈액 및 피부 병변으로부터 

분리한 항원 특이 T 세포 클론이 Th2 로 밝혀졌

고, 이 세포들에서 IL-4 등의 Th2 싸이토카인 프

로필이 분비된다는 사실이 입증되었다. 아토피 피

부염 환자들의 80% 이상에서 혈청 IgE의 수치가 

증가되어 있으며65-68)
, 이 수치는 대체적으로 아토

피 피부염의 임상적 중증도와 비례하는 것으로, 아

토피 피부염의 발병 기전과 밀접한 상관 관계가 

있는 것으로 보고되어 기본적인 검사 대상이 된다.

알레르기 질환의 발생 과정은 크게 초기 반응과 

후기 반응으로 구분되는데, 초기 반응은 항원의 자

극에 의해 항체(IgE)가 생산된 후 항체가 비만세포 

표면의 high affinity receptor(FceRI) 에 결합하였

을 때 항원이 재침입하면 FceRI 와 결합하고 있는 

항체 IgE와 결합하여 비만세포내로 신호를 빠르게 

전달하여 알레르기를 일으키는 화학적 매개물질 

(inflammatory chemical mediator ; cytokine, 

histamine, leukotrienes)을 분비하게 된다. 이에 

비해 후기 반응은 Th2-type2 사이토카인 (IL-4, 5, 

6, 10, 13)이 tissue 또는 fibroblast 또는 epithelial 

cell들의 케모카인(chemokine ; monocyte 

chemoattractant protein-1, eotaxin-1, RANTES) 

생산을 유도하여, 그 결과 염증성 세포 특히 호산

구가 알레르기 반응 부위로 이동하는 것이다68-70)
.

  본 실험은 TH를 이용하여 in vivo 실험으로 아

토피 유발 모델인 NC/Nga mice에 대해 아토피 

유발 억제 및 항염증 효능에 대한 실험(in vitro)으

로, TH를 8주령부터 주 3회 구강 투여하고, 외용

제로 사용한 경우 TH 분무를 8주령부터 일 2회 

실시하여 실험시작 0주부터 8주까지 2, 3, 3주(2, 

5, 8주) 간격으로 NC/Nga mice의 피부 손상정도

를 측정하였다. 그 결과 대조군은 2주에 

4.10±1.00, 5주에 7.23±1.20로 급격한 증가를 나

타내었으며, 실험 종료 전 8주는 10.21±1.30로 나

타났다. 이에 반해 실험군은 2주까지는 대조군과 

약간 감소한 4.10±0.90로 관찰되었고, 5주와 8주

에는 각각 4.92±1.20와 5.12±1.10으로 나타나 대

조군에 비하여 피부손상정도지표(Clinical skin 

severity score) 감소를 나타냈다(Fig. 1-B).

  TH를 처리한 NC/Nga mice의 혈액에서 IgE 수

치는 5주와 8주에서 대조군에 비하여 약 75.9%와 

68.6%의 유의성 있게(p<0.01) 감소를 나타내었고

(Fig. 2-A), 혈중 IL-6 수치 역시 대조군에 비하여 

5주와 8주에서 70.9%와 64.8%의 유의성 있는

(p<0.01) 감소를 나타냈다(Fig. 2-B).

  또한 혈중 IL-4 수치는 8주에서 NC/Nga 대조

군에 비하여 59.2%(Fig. 3-A), IL-5 수치는 

52.6%(Fig. 3-B)의 유의성 있는(p<0.01) 감소를 

나타냄으로써, TH가 B세포 분화에 수반되는 IgE, 

IL-6 발현과 Th2에서 분비되는 IL-4, IL-5 발현을 

억제함을 확인하였다.

  Dorsal skin lesion 에서의 IL-6 발현(Fig. 12)

에서 유의성 있는 (p<0.01) 감소 역시 상기한 결

과와 부합됨을 입증해 주고 있다.

  IL-5와 더불어, 피부 염증 부위에 만성으로 침윤
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이 일어나는 Th2, 호산구, 중성구 및 mast 세포 

등에서 발현되는 CCR3 발현 또한 대조군이 

2.40(IF) 실험군이 0.90(IF)로 62.5% 발현이 감소

하였다(Fig. 11). 

  Th1 세포는 IFN-γ와 같은 Th type 1 사이토

카인(Th1 cytokine ; proinflammatory cytokine)

을 생산하여 박테리아 감염과 같은 intracellular 

pathogen에 대항하는 면역 반응에 관여한다. 특히 

Th1 세포에서 분비되는 IFN-γ는 알레르기 반응

을 일으키는 Th2 세포를 억제하는 것으로 알려져 

있는데, 본 실험에서 혈청 중 IFN-γ 수준은 대조

군이 500.23±74.27 pg/ml, 실험군이 788.63± 

33.13 pg/ml로 57.6% 유의성 있는 (p<0.01) 증가

를 나타냈고(Fig. 4), skin lesion의 발현 결과에서

는, IL-4 발현은 대조군이 2.20(IF), 실험군이 

1.50(IF)로 31.8%(Fig. 8) 감소, IFN-γ 발현은 대

조군이 1.20(IF), 실험군이 4.80(IF)로 300% 증가

(Fig. 9), IL-5은 대조군이 1.90(IF), 실험군이 

1.20(IF)로 36.8% 감소(Fig. 10)하였으며, 역시 혈

청 결과와 부합된 결과가 도출되었다.

  알레르기는 항체의 기준 표본을 IgM 또는 IgG

에서 IgE로 바꾸어주는 Th2 세포가 활성화되면서 

시작되는데, 본 실험에서 IgE의 생산과 관련되는 

IgM과 B세포 분화 중에 비례적으로 증가되는 

IgG1 등 치환된 면역 글로불린의 변화에서 모두 

대조군에 비하여 유의성 있는 감소로(Fig. 5, 6), 

IgE 발현 결과와 부합됨으로써, TH 시료가 Th2 

세포 활성화 억제와 더블어 IgE 생산에 관련된 B 

세포 분화를 억제하는 작용에 대한 연구 결과를 

얻을 수 있었다.

  아토피 피부염의 염증반응은 손상에 대한 국소

반응으로, 여기에는 여러 종류의 염증세포와 염증

성 cytokine 및 mediator 들이 관여한다. 특히 

IL-1β, TNF-α, IL-6는 염증을 일으키는 주요한 

cytokine으로 보고 되고 있으며, 염증반응의 정도

를 나타내는 지표로 이용되고 있다71)
. 또한 이들 

cytokine 유전자의 프로모터에 존재하는 NF-κB 

element는 cytokine 유전자 발현에 중요한 역할을 

한다72)
. 마우스 대식세포주인 RAW 264.7에서 

LPS(Lipopolysaccharide)에 유도된 NF-κB의 활성

화에 의해 생성되는 IL-1β, TNF-α, IL-6의 발현

도를 측정하기 위해서 본 연구에서는 RT-PCR 방

법을 이용하여 TH에 대한 염증성 cytokine인 

IL-1β, TNF-α, IL-6의 유전자 발현도 억제 효과

를 확인하고자 하였다. 염증의 억제는 크게 

phospholipase 저해제, lipoxygenase 저해제 및 

cyclooxygenase (COX)의 저해제의 작용으로 나눌 

수 있다. Eicosanoids의 생합성 과정 중 염증반응

은 cyclooxygenase (COX)에 의해 진행되며 두 종

류의 이성효소를 가지고 있는데, 여러 가지 생체내 

장기의 항상성 유지 및 보호작용들은 COX-1에 의

하며, 염증성, 유도성 효과들은 주로 COX-2에 의

한 것이다73)
. COX-2에 의해 생성되는 PEG2 합성

은 비스테로이드성 항염증약(NSAIDs)에 의해 억

제되나 소화성궤양이나 신기능 이상 등의 부작용

으로 사용이 제한되어 왔으므로, 독성이 낮고 부작

용이 없는 새로운 약물이 요구되고 있다. 천연물에

서는 문 등74)이 230여종의 생약에 대해 COX-2 

활성 억제에 관하여 검색하였다. 본 연구에서는 

TH에 대한 COX-2 억제활성 효과를 확인하고자 

하였다. 

  세포독성실험에서 세포독성을 검정하는 방법 중 

MTT 정량과 NR 정량은 다른 기작을 이용하지만 

두 정량 모두 살아 있는 세포수를 측정하는 염색

법이다. MTT 정량은 미토콘드리아의 숙신산 탈수 

효소 (Succinate dehydrogenase)의 활성도를 이용

한 방법으로 용해 가능한 황색 MTT tetrazolium 

salt가 숙신산 탈수소효소에 의해 불용성의 청색 

MTT formazan으로 환원되는 정도를 흡광도로 측

정하는 방법이다75,76)
.

  TH의 염증성 Cytokines 발현도에 대한 효과

(Fig. 14)는 IL-1β는 TH를 10, 50, 100ppm의 



원영호 외 6인 : 托裏消毒飮 合 黃連解毒湯의 아토피피부염에 대한 실험적 연구

137

처리시 75.0%, 66.0%, 62.0%으로 나타나 TH의 

농도 의존적으로 억제되었으며(Table 2), TNF-α

에서는 10, 50, 100ppm의 처리시 90.0%, 83.0%, 

72.0%으로 나타나 TH의 농도 의존적으로 억제되

었으며(Table 3), IL-6에서도 10, 50, 100ppm의 

처리시 85.0%, 65.0%, 60.0%으로 나타나 TH의 

농도 의존적으로 억제됨을 확인하였다(Table 4). 

TH는 LPS에 의해 생성된 cytokine들을 농도 의

존적으로 억제하는 효과가 있는 것으로 사료된다.

  항염증 효과에 대한 실험에서는 LPS(1㎍/ml)를 

사용하여 대식세포주인 RAW 264.7(1×106 cell)의 

COX-2 활성을 유도한 모델에서 TH는 LPS 단독 

처리군에 비해 TH의 농도 의존적으로 억제됨을 

확인하였다. Fig. 15에서와 같이 TH는 10, 50, 

100ppm 농도에서 45.0%, 50.0%, 60.0% 의 

COX-2 발현 억제 효과가 있는 것으로 나타났다. 

  TH의 안전성을 확인한 실험으로 세포독성평가

는 TH이 10, 50, 100ppm농도에서는 세포증식률

이 대조군에 비해 변화가 없었으며, 200ppm과 

300ppm에서는 세포생존률 대조군에 비해 4, 10%

이하로 감소하였다. 이는 TH이 L929 세포에 

200ppm 농도 이상에서 세포 독성을 유발됨을 알 

수 있었다. 좀 더 안전성을 확인하기 위해서는 경

구 아급성 독성, 급성 독성 등의 in vivo 실험을 

수행해야 할 것으로 사료된다.

  결과적으로 본 시료가 Th1 세포의 IFN-r 생성 

증가와 더불어 관련 면역세포 활성화를 통해 Th2 

세포를 억제함으로써 IL-4, 5 등의 염증 관련 싸이

토카인 생성을 억제하고 이로 인해 IgE 생성 역시 

억제됨으로써 조직 사진(Fig. 16,17)에서 나타난 

바와 같은 유의성 있는 결과가 도출된 것으로 사

료된다. 이 같은 결과는 기존의 면역학적 작용 기

전과 부합됨으로써, 본 시료의 면역 조절 작용을 

통한 항알러지 효과가 인정되며, 향후 약물 독성 

평가(in vivo) 등의 안전성에 관한 연구가 필요하

다 사료 된다.

Ⅴ. 結  論

  托裏消毒飮 合 黃連解毒湯(TH)의 아토피 치료 

기전을 규명하고자, NC/Nga 생쥐의 동물 병태 모

델을 이용하여 다양한 면역 반응을 관찰하였던 바, 

다음과 같은 결론을 얻었다.

1. NC/Nga 생쥐의 피부 손상 정도는 5주와 8주에 

실험군이 대조군에 비하여 각각 32.0%, 50.0% 

감소하였다.

2. NC/Nga 생쥐의 혈중 IgE, IL-4, IL-5, IL-6, 

IgM 및 IgG1 수준은 실험군이 대조군에 비하

여 유의성 있게 감소하였고, IFN-γ 수준은 유

의성 있게 증가하였다.

3. NC/Nga 생쥐의 비장 무게는 실험군이 대조군

에 비하여 감소하였다.

4. NC/Nga 생쥐의 피부 조직 배양에서 IL-4, 

IL-5, CCR3 유전자 발현은 실험군이 대조군에 

비하여 감소하였고, IL-6 발현량은 유의성 있게 

감소하였으며, IFN-γ의 유전자 발현은 실험군

이 대조군에 비하여 증가하였다.

5. 세포독성평가는 L929 세포에서 10, 50, 100ppm

농도에서 세포증식률이 실험군이 대조군에 비해 

변화가 없었으며, 200ppm 농도 이상에서는 세

포 독성을 유발됨을 확인하였다. 

6. RAW 264.7에서 염증성 Cytokines 발현도에 

대한 효과는 IL-1β, TNF-α, IL-6 유전자 발

현은 실험군이 대조군에 비해 유의적으로 감소

하였다.

7. RAW 264.7에서 항염증 효과는 COX-2 활성을 

유도한 모델에서 실험군이 대조군에 비해 농도 

의존적으로 억제되었다. 

8. NC/Nga 생쥐의 귀와 등 피부 조직 변화에서는 

표피와 진피의 염증 정도와 침윤된 염증 면역 

세포 등은 실험군이 대조군에 비하여 감소되었

다.
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