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요  약

  

  본 연구는 만병초와 구상나무 추출물의 항알러지 효과에 대해 조사하였다. 비만세포 RBL-2H3에 concanavalin 

A (Con A)를 처리하여 면역반응을 유도한 후 만병초와 구상나무 추출물을 농도별로 처리하여 real-time PCR을 

이용하여 IL-4, IL-13의 mRNA 발현량을 확인하였다. 또한 β-hexosaminidase 분비를 측정하여 탈과립 유도효

과를 평가하였다. IL-4의 발현은 만병초 10-7, 10-5, 10-3% 농도와 구상나무의 모든 농도에서 유의성 있게 감소하

였으며, IL-13의 발현은 만병초와 구상나무 모든 농도에서 유의성 있게 감소되었다. 만병초 추출물과 구상나무 

추출물의 10-5, 10-3% 농도에서는 β-hexosaminidase 분비가 유의성 있게 감소하였다.

  이러한 결과를 통해 만병초와 구상나무 추출물이 면역반응 표적유전자의 발현을 감소시키고 면역반응에 의해 

유도되는 탈과립유도 효과도 감소시킴을 확인할 수 있었다. 이는 만병초와 구상나무 추출물이 항알러지 효과가 

있음을 제시하는 결과이다.
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ABSTRACT
  

  Ethanol extracts from Rhododendrom brachycarpum and Abies koreana were investigated for

their anti-allergic activities using RBL-2H3 cell line. After treatment with ethanol extracts of various

concentrations on the immune response induced mast cell by concanavalin A (Con A), the 

expressions of cytokine interleukin-4 (IL-4), interleukin-13 (IL-13) were determined by using 

RT-PCR and the degranulation of mast cells was determined by measuring β-hexosaminidase 

release. Expression level of IL-4 was decreased by the extract from Rhododendrom brachycarpum

in 10-7, 10-5 and 10-3% concentrations. Expression level of IL-13 was also decreased by both extracts.

β-Hexosaminidase release by RBL-2H3 cells was inhibited at the 10-5 and 10-3% concentration of 

extracts from Rhododendrom brachycarpum and Abies koreana, respectively.

  These results demonstrate that ethanol extracts of Rhododendron brachycarpum and Abies 

koreana exert anti-allergic effects by regulating the reduction of IL-4 and IL-13 genes expression

and also the secretion of β-hexosaminidase. 

Keywords : Rhododendron brachycarpum, Abies koreana E.H. Wilson, IL-4, IL-13, β-hexosaminidase, 

extractives, anti-allergic activity

1. 서  론

비만세포는 결체조직과 점막에 주로 존재하며 인

체의 광범위한 부위에 분포하는 세포로서, 세포질 

내에 과립을 풍부하게 가지고 있다. 이들 세포는 다

양한 외부자극에 의해 염증을 유발하고 면역을 조절

하는 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[1]. 이

들 세포는 표면의 high-affinity IgE receptor (FcεRI) 

수용체에 안티젠과 IgE가 반응하여 과립 내 화학매

개체와 싸이토카인 등을 분비하여 알레르기 염증의 

초기 및 후기 반응을 일으키고 지속적으로 염증을 

일으키는데 중요한 역할을 한다[2]. 비만세포 과립

내 화학매개체에는 히스타민, proteoglycan, serine 

proteases, carboxypeptidase A, sulfatases, exogly-

cosidases 등이 존재하며 비만세포가 활성화되면 이

들 화학매개체들은 세포 밖으로 유리된다. 또한 비

만세포는 interleukin (IL)-3, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-13, IL-16, tumor necrosis factor-α 

(TNF-α), vascular permeability factor/vascular 

endothelial cell growth factor (VPF/VEFG), gran-

ulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM- 

CSF), stem cell factor (SCF), basic fibroblast 

growth factor (bFGF), monocyte inhibitory pro-

tein-1α (MIP-1α) 등의 다양한 싸이토카인을 생

산, 분비한다[3].

비만세포는 천식, 비염, 아토피피부염 등의 알레

르기 질환 발생에 중요한 역할을 한다. 이들 환자들

에게서는 복합적인 원인으로 인해 지속적으로 비만

세포에 안티젠과 IgE가 반응을 하여 비만세포가 활

성화 되어있으며[4], 이들 세포의 활성화를 통해 분

비되는 IL-4, IL-13, IL-6 등은 Th2 세포의 반응을 

증가시키고, 결국 IgE의 생산을 증가시킴으로써 만

성 알레르기 반응을 일으킨다[5]. 이들 질환 처방에

는 주로 스테로이드, 항히스타민 계통의 약물이 이

용되고 있으나 이들 약물에 의해 여러 부작용이 유

발되고 있다. 스테로이드제 약물의 경우에는 장기간 

복용 시에 피부위축과 모세혈관의 확장 등의 부작용

이 일어나며, 항히스타민제 약물의 경우에는 진정작

용이 있어 졸음을 유발하거나 집중력이 떨어지는 부

작용을 유발하고 있다. 따라서 최근에는 알레르기 

질환에 대한 신약 개발에 부작용이 적을 것으로 예

상되는 천연추출물을 이용하여 신약을 개발하려는 

많은 연구가 이루어지고 있다. 

진달래속(Rhododendron)에 속하는 만병초(Rhodo-
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dendron brachycarpum)와 소나무과 전나무속에 속

하는 구상나무(Abies koreana E.H. Wilson)는 고산

수종으로 만병초의 경우 해발 1,000 m 이상, 구상나

무의 경우 약 500~1500 m의 고지대에 자생한다. 만

병초와 구상나무 모두 희귀종이어서 주로 수목의 생

육환경, 분포, 형태적 형질과 관련된 분류학적 연구, 

재배 육종에 관한 연구가 주로 이루어졌으며[6,7, 

8,9,10,11], 함유성분이나 추출물의 생리활성에 대

한 연구는 많이 이루어져 있지 않다. 

구상나무(A. koreana Wilson)에 대한 화학적 성

분이나 생리활성에 대한 연구 자료는 많지 않다. 구

상나무 잎에 리그난뿐만 아니라[12], α-pinene, cam-

phene, limonene, bornyl acetate, borneol과 같은 

여러 monoterpene류의 물질과 페놀성화합물이 함

유되어 있으며[13,14,15], monoterpene으로 구성된 

구상나무 잎 정유가 피부병원균이나 E. coli, MRSA 

(Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) 등

의 다양한 미생물에 활성을 가지고 있다고 알려져 

있다[16,17,18,19,20]. 또한 구상나무 잎 추출물은 

nitric oxide의 생성이나 암세포에 대한 억제효과가 

있다고 보고되어 있다[21,22].

만병초는 민간에서 관절통, 신경통, 고혈압, 강장

제, 이뇨제로 효과가 있다고 알려져 있으므로

[23,24], 다양한 생약적 기능이나 생리활성을 갖고 

있을 것으로 보이나 과학적으로 증명된 연구 결과들

이 거의 없다. 만병초 잎에 quercetin, avicularin, 

quercitrin, hyperin 등의 플라보노이드 화합물이나 

terpenes류의 물질이 함유되어 있으며[25,26], 만병

초 추출물의 경우, B. cereus, E. coli O157:H7 등과 

같은 미생물에 대한 항균활성[27], 활성산소의 생성

이나 radical 생성을 억제시키는 항산화 효과, 암세

포에 대한 항암 효과가 있다는 연구만 보고되고 있

는 실정이다[26,28,29].

본 연구에서는 비만세포주인 RBL-2H3 세포에 알

러젠을 이용하여 면역 반응을 유발하고 비만세포 탈

과립과 IL-4, IL-13의 싸이토카인 발현에 만병초

(Rhododendron brachycarpum)와 구상나무(Abies 

koreana E.H. Wilson)의 천연추출물이 어떠한 영향

을 미치는지 조사하였다. 이를 통해 만병초와 구상

나무 추출물의 항알러지 효과를 구명하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시료 추출

구상나무 잎과 만병초 잎을 강원도 인제에서 채취

하였다. 구상나무 잎은 1~2 cm 크기로 세절하였고, 

만병초 잎은 분쇄기(한일)로 조분쇄하여 사용하였

다. 구상나무 잎과 만병초 잎 각 1 kg에 70% 에탄올 

8 ℓ를 넣고 60°C에서 4시간 초음파열병합추출기

(SM35EP, sonimedi, Korea)로 초음파 추출한 후 여

과지(whatman, No. 2)로 여과하였다. 여과액을 저

온농축(rotary evaporator, Asai co. Japan)하여 50 

brix/%의 구상나무 잎 농축엑스와  35 brix/%의 만

병초 잎 엑스를 제조하여 실험에 사용하였다. 

2.2. RBL-2H3 세포 배양

RBL-2H3 (rat mast cell line)세포는 한국세포주

은행(Korea Cell Line Bank, KCLB)에서 구입하여 

배양하였다. 세포의 배양을 위하여 10% heat-in-

activated fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 

100 units/mℓ penicillin 및 100 µg/mℓ streptomy-

cin이 포함된 Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM)에 5% CO2 조건과 37°C에서 배양하였다. 

세포의 증식에 따른 과밀도 현상을 해소하기 위하여 

0.05% trypsin-EDTA solution을 처리하여 세포를 

부유시킨 후 계대 배양하였다.

2.3. 세포증식력 측정

RBL-2H3 세포를 10% FBS를 포함한 DMEM에 

현탁시킨 후 96 well plate (Corning, NY, USA)에 1 

× 104 cells/well 세포 수가 되도록 분주하여 5% CO2 

조건과 37°C에서 24 시간 배양하였다. 만병초와 구

상나무 추출물을 농도별로 처리한 후 24시간 동안 

반응시켰다. 반응 후 Cell Counting Kit-8 (Dojindo 

Laboratories, Tokyo, Japan)을 1시간 동안 처리한 

후 microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, USA)를 사용하여 450 nm에서 흡광도를 측정

하여 평균값과 표준 편차를 구하였다.
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Fig. 1. Effects of Rhododendron brachycarpum and Abies koreana E.H. Wilson on cell viability. 

RBL-2H3 cells (1 × 10
4
 cells/well) were treated with the indicated concentrations (10

-6
 to 

10
-2
%) of Rhododendron brachycarpum and Abies koreana E.H. Wilson for 24 hrs. Cell via-

bility was evaluated using a Cell Counting Kit-8. Results represent as the mean ± SD. 

*p < 0.05 vs control group. The absorbance was measured using microplate reader at 450 nm. 

2.4. RNA 추출 및 Real-time PCR

RBL-2H3 세포를 10% FBS를 포함한 DMEM에 

현탁시킨 후 6 well plate (Corning, NY, USA)에 1 

× 106 cells/well의 세포수가 되도록 분주하였다. 24

시간 후 concanavalin A (25 µg/mℓ)를 1시간 동안 

처리하여 면역반응을 유도하였다. 그 후 PBS로 2회 

세척한 다음 농도별 만병초와 구상나무 추출물, 면

역억제제 CsA (cyclosporin A, 1 µg/mℓ)를 1시간 

동안 처리하였다. 상층액을 제거한 후 PBS로 2회 

세척한 다음 total RNA를 분리하였다. Total RNA는 

TriZol (Invtrogen Life Technologies, USA)을 이용

하여 분리하였으며, 260 nm 흡광도에서 total RNA 

농도값을 얻었다. Total RNA 1 µg에 300 ng의 oligo 

(dT)와 reverse transcriptase를 넣어 37°C에서 1시

간 동안 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 합성한 

cDNA 1 ㎕, 각각의 primer 0.4 ㎕ (forword (F)와 

reverse (R), 10 pmol), SYBR Premix Ex Taq 

(TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan) 10.4 ㎕에 

더한 후 RNase-free water 7.8 ㎕를 넣어 최종부피 

20 ㎕로 맞춘 후 Real-time PCR를 수행하였다. 본 

실험에서 사용한 primer는 아래와 같다. cyto-

chrome c oxidase subunit 1 (1A), 

F, 5′-ccagggtttggaattatttc-3′그리고 

R, 5′-gaagataaaccctaaggctc-3′; IL-4, 

F, 5′-tgatgtacctccgtgcttga-3′ 그리고 

R, 5′-aggacatggaagtgcaggac-3′; IL-13, 

F, 5′-ctggaatccctgaccaacat-3′ 그리고 

R, 5′-ccatagcggaaaagttgctt-3′. Real-time PCR

조건은 보면, 94°C 에서 10분, 94°C에서 15초, 58°C

에서 15초, 72°C에서 30초이다.

2.5. β-Hexosaminidase 분비 측정

RBL-2H3 세포에서 β-hexosaminidase 분비를 측

정하기 위하여 48 well plates에  2 × 105 cells/well 

세포수로 24시간 동안 배양하였다. 그 후 DNP-spe-

cific IgE(1 µg/mℓ, Sigma, USA)로 24시간 동안 자

극하고 Tyrodes' assay buffer [119 mM NaCl, 4.74 

mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1.19 mM MgSO4, 10 mM 

HEPES, 5 mM glucose, 0.1% (w/v) BSA, pH 7.3]

로 2회 세척하였다. 그 후 농도별 만병초, 구상나무 

추출물과 DNP-BSA (10 µg/mℓ, Sigma)를 1시간 

동안 처리하였다. 상층액을 96 well plates에 20 ㎕

씩 분주한 뒤 기질인(1 mM p-nitrophenyl N-ace-

tyl-beta-D-glucosamine in 0.05 M citrate buffer, 

pH 4.5)을 80 ㎕ 넣고 37°C에서 1시간 동안 방치하

였다. 그 후 0.05 M sodium bicarbonate buffer (pH 

10.0)를 200 ㎕ 넣어 반응을 멈춘 후 흡광도 405 nm

에서 측정하였다.
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Fig. 2. Effects of Rhododendron brachycarpum and Abies koreana E.H. Wilson on the expression 

of IL-4 and IL-13. Isolated mRNA was analyzed by real-time PCR for IL-4, IL-13, and 1A. 

Results were internally confirmed by comparative cycle count (Ct, cycle number threshold) 

against 1A as the internal control gene. 25 µg/mℓ ConA (concanavalin A-activated group) 

was used as a calibrator for a relative comparison of each group. CsA was used as a pos-

itive control. Results are mean ± S.D. *p < 0.05 vs ConA group.

2.6. 통계처리

자료의 분석은 Tukey's test를 이용하였으며, 대

조군과 실험군과의 비교 유의성 확인은 p < 0.05 이

하 값으로 표기하여 유의성을 결정하였다. 분석은 

모두 Prism GraphPad (v5.0)를 이용하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 세포생존에 미치는 영향

만병초와 구상나무 추출물이 RBL-2H3 세포 생존

에 미치는 영향을 알아보기 위해 만병초와 구상나무 

추출물을 10-12에서 10-2 %까지 농도별로 처리하였

다. 그 결과, 만병초는 10-6~10-2 %에서 구상나무는 

10-3 과10-2 %에서 유의성 있게 세포생존이 감소하

는 것을 확인하였다(Fig. 1). 본 실험 결과를 바탕으

로 다음 실험에는 만병초와 구상나무 모두 10-11, 

10-9, 10-7, 10-5, 10-3%의 농도를 사용하여 진행하였다. 

3.2. IL-4와 IL-13 유전자 발현에 미치는 

영향

RBL-2H3 세포를 항원(Con A)으로 자극하고 만

병초와 구상나무 추출물을 처리하여 IL-4와 IL-13

의 유전자 발현양을 확인한 결과, 항원으로 인해 증
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Fig. 3. Inhibition effects of Rhododendron brachycarpum and Abies koreana E.H. Wilson on the 

release of β-hexosaminidase. RBL-2H3 cells (2 × 10
5
 cells/well) were sensitized with 1 

µg/mℓ of DNP-specific IgE overnight and treated with varying doses of extract (10
-11
, 

10
-9
, 10

-7
, 10

-5
, 10

-3
%) for 1 hr. Cells were stimulated with 10 µg/mℓof DNP-HSA for 1 h. 

The absorbance was measured using a microplate reader at 405 nm. CsA was used as a 

positive control. Results are mean ± S.D. (n = 3). *p < 0.05 vs DNP-HSA group.

가한 IL-4 유전자의 발현은 면역억제제인 CsA와 만

병초 추출물 10-7, 10-5, 10-3%의 농도에서 유의성 있

게 발현이 감소하였으며, 구상나무 추출물 경우에는 

모든 농도에서 유의성 있게 발현이 감소하였다. 또

한, 항원으로 인해 증가한 IL-13 유전자의 발현은 

CsA, 만병초와 구상나무 추출물 모든 농도에서 유

의성 있게 발현이 감소하였다(Fig. 2). 면역반응에

서 IL-4 유전자의 발현 증가는 IgE 생산을 위한 B세

포를 활성화시키고, IL-13 유전자의 발현 증가는 

IL-4 receptor와 결합하여 IgE 활성을 유도하는데 

중요한 인자이다[30,31]. 이처럼 IL-4와 IL-13 유전

자의 발현은 IgE의 활성에 영향을 미친다. 

본 연구결과에서 만병초와 구상나무 추출물은 

IL-4와 IL-13 유전자 발현을 유의성 있게 감소시켰

다. 이들 유전자의 감소는 IgE의 활성 감소로 이어

질 것으로 사료된다. 따라서 IgE의 활성이 증가되어 

있는 알레르기 질환에 만병초와 구상나무 추출물은 

면역억제 효과를 가지고 있다고 볼 수 있다. 

    

3.3. β-Hexosaminidase 분비에 미치는 

영향

항원-항체 반응에 의한 β-hexosaminidase 분비

에 미치는 만병초와 구상나무 추출물의 효과를 관찰

한 결과, 만병초 추출물 10-7, 10-5, 10-3%의 농도에

서 유의성 있게 β-hexosaminidase 분비가 감소하

였다. 또한 구상나무 추출물 10-5와 10-3%의 농도에

서 유의성 있게 β-hexosaminidase 분비가 감소하

였다(Fig. 3). 비교구로 사용된 면역억제제 CsA 

(cyclosporin A) 처리구는 면역반응을 야기하지 않

은 무처리구(control)의 β-hexosaminidase 분비량

과 유사하였다. 만병초와 구상나무 추출물은 CsA의 

효과에는 미치지 못하였다. 그러나 10-3% 농도로 만

병초와 구상나무 추출물을 처리하였을 때 면역반응

을 통해 증가된 β-hexosaminidase 분비량을 각각 

77%, 72% 감소시켰다. β-Hexosaminidase는 비만

세포의 히스타민이 저장된 과립 안에 존재하며 면역

반응에 의해 세포 밖으로 분비되므로 탈과립의 지표

로 이용되어 지고 있다[32]. 본 연구결과에서 β- 

hexosaminidase 분비는 만병초와 구상나무 추출물

에 의해 유의성 있게 감소하였다. 따라서 만병초와 

구상나무 추출물은 면역반응을 억제할 수 있는 것으

로 사료된다. 
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4. 결  론

본 연구에서는 만병초와 구상나무 추출물이 RBL- 

2H3 세포 탈과립 및 싸이토카인 유전자 발현에 어

떠한 영향을 미치는지 알아보았다. 평가 지표로는 

싸이토카인 IL-4, IL-13 유전자의 발현과 β-hex-

osaminidase 분비를 가지고 평가를 실시하였다. 그 

결과 만병초와 구상나무 추출물에 의해 IL-4와 

IL-13 표적 유전자의 발현이 감소되었으며, 면역 반

응에 의해 유도되는 탈과립 유도 효과도 만병초와 구

상나무 추출물에 의해 감소되었다. 이상의 결과 만병

초와 구상나무 추출물이 알러지에 의해 유도된 염증

반응을 억제하는 효과를 가지고 있다고 판단된다.  
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