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ABSTRACT

Objectives : To clarify the possible effects of Sinapis Semen and Raphani Semen on the development of 

pulmonary eosinophilic inflammation in a asthmatic mouse model.

Methods : BALBav/c mice were sensitized to OVA followed intratracheally and by aerosol allergene challenges. 

We investigated the effect of Sinapis Semen and Raphani Semen on airway hyperresponsiveness, eosinophiic 

infitratio, immune cell phenotype, The2 cytokine product, and OVA-spedific IgE production.

Results : Total lung cells, eosinophils, and lung leukocytes, OVA specific IgE levels, and Th 2cytokine levels 

such as IL-5, IL-13, IL-17, TNF-alpha, and eotaxin in BALF were reduced compared with those of OVA 

sensitized asthma mice (control). The absolute numbers of CD3+, CD3+/CD69+, CD3-/CCR3+, CD4+, CD8+, 

Gr-1+/CD11b+, B220+/CD22+, B220+/IgE+ cells in lung tissiues significantly reduced compared to those of 

control. Specially total lung cells in BALF and the absolute number of CD3+/CD69+ and, B220+/IgE+ cells in 

lung tissiue effectively reduced in Sinapis Semen plus Raphani Semen compared to those of Sinapis Semen and 

Raphani Semen.

Conclusions : These results indicate that Sinapis Semen plus Raphani Semen has deep inhibitory effects on 

airway inflammation and hyperresponsiveness in asmatic mouse model and also has effect of suppression of 

IL-5, IL-13, IL-17, OVA specific IgE production in BALF. The results verified that Sinapis Semen, Raphani 

Semen, and Sinapis Semen plus Raphani Semen could act as a immunomodulator which possess anti-inflammatory 

and anti-asthmatic property by modulating the relationship of Th1/Th2 cytokine imbalance.
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서 론1)

천식은 Th2 cytokines인 IL-4, IL-5, IL-13 등의 과다

한 생성으로 유발되는 기관지 점막의 만성 염증성 질환1)으로 

환경적 요인과 유전적 요인이 복합적으로 작용하여 발생되는 

것으로 알려져 있다2). 기관지 평활근의 수축, 기관지벽의 부

종, 염증세포의 침윤 및 기관지강내의 점액물질이 기관지 협

착을 야기하며, 이는 다시 기침, 호흡곤란, 천명의 3대 증상

을 유발한다. 또한 기도 상피세포의 손상으로 기관지 수축 반

사가 증가되고, 점액 분비선의 증가, 점막과 점막하 부종, 호

산구 및 염증세포의 침윤 등으로 기도 저항이 증가되어 천식

이 유발되는 것으로 알려져 있다. 호산구와 Th2 아형의 

CD4+ T 세포는 조식손상과 기도 과민반응을 포함한 알러지

성 천식의 임상적 특징을 유발하는 주 원인이 되며, 또한 기

관지 수축 및 염증매개물질로 알려진 histamine, leukotriens 

등의 분비를 야기하는 것으로 알려져 있다3-7).
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한의학에서 천식은 哮喘證에 해당하며 外感風寒, 痰濕內盛 

등에 의한 實證과 肺虛, 心腎虛損, 上實下虛 등에 의한 虛證

으로 구분되며, 實證은 祛風散寒, 宣肺定喘, 燥濕化痰, 降氣定

喘 등의 치료법이 사용되며, 虛證은 養肺定喘, 納氣定喘 등의 

치료법이 사용되고 있다.

白芥子와 萊菔子의 배오는 三子養親湯(白芥子 蘇子 萊菔子)

에서 찾아 볼 수 있으며, 구성 약물인 白芥子는 辛溫하고 肺

經에 歸經하며 溫肺祛痰, 利氣散結 등의 효능이 있다. 萊菔子

는 辛甘平하고 肺ㆍ脾ㆍ胃經에 작용하며 消食除脹, 降氣化痰

등의 효능으로 咳嗽氣喘, 痰多 등을 치료 한다8). 白芥子와 萊

菔子에 대한 연구보고로 白芥子의 대장암 억제효과9), L1210 

및 P388 암세포주에서 증식 억제효과10), 萊菔子의 항산화효

과11), 항당뇨효과12), 혈관 평활근 증식 억제효과13) 등이 보고

되었다.

이와 같이 白芥子와 萊菔子에 대하여 연구가 보고되었으나 

이들 및 배합약물에 대한 면역학적 천식 억제 기전 및 항천식

효과에 관한 실험보고는 미비한 실정이다.

이에 본 저자는 白芥子와 萊菔子 및 두 배합약물의 천식 

억제 효과를 알아보기 위하여, Balb/c 생쥐에 OVA로 알레르

기성 천식을 유발한 후 기관폐포세척액 (Bronchoalveolar 

lavage fluid : BALF)에 존재하는 각 세포수와 TNF-α, 

IL-5, IL-13, IL-17, eotaxin, OVA specific IgE 분비량 

및 폐조식에서의 CD3, CD4, CD8, CCR3, B220, CD11b, 

CD22, CD69, Gr-1을 발현하는 세포수의 변화를 관찰하여 

유의성 있는 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 시약 및 기기
(1) 시약

본 실험에 사용된 시약은 diethylpyrocarbonate (DEPC), 

3 - 4 , 5 - d i m e t h y l - 

thiazol-2,5-carboxymethoxyphenyl-2,4-sulfophenyl-2

H-tetrazolim (MTS), 2,7,-dichlorodihydrofluorescin 

diacettate (DCFH-DA), complete adjuvent, chloroform, 

collagenase, RPMI-1640 배양액, isopropanol, 적혈구용혈

액 (RBC lysis solution), ethidium bromide (EtBr), 

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

formaldehyde, lamide, magnesium chloride (MgCl2)는 

Sigma 사 (U.S.A) 제품을 사용하였으며, 우태아혈청 (fetal 

bovine serum, FBS)은 Hyclone 사 (Logan, U.S.A) 제품을, 

a n t i - C D 3 - P E ( p h y c o e r y t h r i n ) , 

anti-CD4-FITC(fluoresceinated isothiocyanate), 

anti-Gr1-PE, anti-CD8-FITC, anti-CD25-PE, 

anti-CD28-PE, anti-CD11b-FITC, anti-IgE-FITC 

anti-B220-PE, anti-CD69-FITC, propidium iodide (PI)

와 RNase는 Pharmingen 사 (Torreyana, U.S.A) 제품을, 

rIL-3, rIL-5는 R & D system 社 (Minneapolis, U.S.A) 

제품을 사용하였으며, 기타 일반 시약은 특급 시약을 사용하

였다.

(2) 기기

본 실험에 사용된 기기는 열탕추출기 (대웅, Korea), 

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

freeze dryer (EYELA FDU-540, Japan), CO2 incubator 

(Forma scientific Co., U.S.A), clean bench (Vision 

scientific Co., Korea), autoclave (Sanyo, Japan), 

micro-pipet (Gilson, France), water bath (Vision 

scientific Co., Korea), vortex mixer (Vision scientific 

Co., Korea), spectrophotometer (Shimazue, Japan), 

centrifuge (Sigma, U.S.A), deep-freezer (Sanyo, 

Japan), thermocycler system (MWG Biotech., Germany), 

ice-maker (Vision scientific Co., Korea), homogenizer 

(OMNI, U.S.A), plate shaker (Lab-Line, U.S.A), 유세포

분석기 (FACScan, BD Biosciences) 및 ELISA reader 

(Molecular Devices, U.S.A) 등을 사용하였다.

2) 약재
실험에 사용된 백개자(Sinapis alba L.의 성숙한 種子. 이

하 SA라 한다.), 나복자(Raphanus sativus L. 또는 기타 동

속 식물의 익은 種子. 이하 RS라 한다.)는 감정한 후 정선하

여 사용하였다.

3) 동물
동물은 雌性인 5주령의 Balb/c mouse 45수를 (주)대한바

이오링크(충북 음성)에서 공급받아 실험 당일까지 고형사료(항

생제 무첨가, 삼양사료)와 물을 충분히 공급하고, 실온 22±

2℃를 유지하여 2주일 간 실험실환경에 적응시킨 후 실험에 

사용하였다. 실험동물은 정상군, 대조군, 실험군으로 나누고, 

각군은 5마리씩을 배정하였다. 대조군과 실험군은 난알부민으

로 천식을 유도하였고, 정상군은 PBS 만을 주사, 흡입시켰다.

4) 시료의 추출
백개자, 나복자 및 두 배합약물 각 200 g에 각 각 증류수 

2,000 ㎖를 가한 뒤 열탕 추출기에서 3시간 추출하여 얻은 

전탕액을 흡입 여과한 후 감압 증류장치로 농축하였으며, 이

를 다시 동결 건조기를 이용하여 완전 건조하여 시료를 만들

었다. 이와 같이 만든 백개자(24.1g. 수율 12.1%), 나복자

(26.3g, 수율 13.2%), 백개자ㆍ나복자 배합약물(22.4g, 수율 

11.2%)를 냉동 (-84℃) 보관하면서 적당한 농도로 희석하여 

사용하였다.

2. 방법

1) 기관지 천식 생쥐 모델
500 µg/ml의 난알부민 (OVA, chicken egg ovalbumin; 

Grade IV)과 10% (w/v) aluminum potassium sulfate 

(Alum; Sigma)를 PBS로 용해한 후 혼합한다. 이 혼합물을 

10 N NaOH로 pH를 6.5로 조정하여 상온에서 1시간 동안 

방치하고 750 x g 에서 5분 동안 원심분리한다. 이 

OVA/Alum 침전물에 증류수를 가하여 원래의 양으로 용해한 

후 100 µg OVA를 0.2 ml로 조정하여 복강내로 주사하여 

전신감작을 시킨다. 이후 2주째에 마우스를 마취한 후 난알부
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민 (500 ug/ml) 100 ㎕를 기도투여한다. 3주째부터 분무기

를 이용하여 2.5 mg/ml 난알부민 용액을 하루에 30분씩 일

주일에 3회씩 6주 동안 비강 및 기도내로 흡입시킨다.

2) 시료의 경구 투여
OVA/Alum로 전신 감작 시킨후 3주 째부터 백개자(200, 

400 mg/kg), 나복자(200, 400 mg/kg), 그리고 두 배합약

물(200, 400 mg/kg)을 일주일에 5회 경구 투여 하였다. 대

조군에는 증류수를 동량 경구투여 하였다. 또한 양성대조군으

로 1주일에 3회 면역억제제인 cyclosporin A (CsA, 20 

mg/kg)를 8주간 복강주사 하였다.

3) BALF, 폐 분리 및 분석
8주후 기관지천식 마우스의 눈에서 혈액을 분리한 후 목부

분을 해부하여 폐포세척액으로부터 세포를 분리하기 위해 

10% FBS/DMEM 배양액 1ml을 넣은 주사기를 기관지에 주

입시키고 끈으로 묶어 고정한 후 3회 순환 시켜 분리한 후 

ACK 용액을 37℃에서 5분 동안 처리하여 적혈구를 용해시키

고 다시 배지로 세척한 후 0.04% trypan blue로 염색한 후 

세포수를 측정하였다. 분리된 BALF 세포를 1000 rpm에서 

5분간 원심분리한 후 슬라이드를 건조하여 Diff-Quick 용액 

(Baxter Healthcare, Miami, FL)을 이용하여 염색한 뒤 광

학현미경(400×, Nikon, japan)으로 관찰하여 호산구 수를 

측정하였다. 다시 폐를 적출하여 무게를 측정한 후 폐조직을 

잘게 절편하고 2% FBS가 포함된 RPMI 1640 배지에 1 

mg/ml의 collagenase IV를 가한 용액 3 ml로 37℃, 진탕

배양기에서 30분 동안 5회 이상 조직을 분해하여 폐세포를 

분리한 뒤 cell strainer 로 조직이나 불순물을 제거한 뒤 세

포수를 측정하였다.

4) PenH 값 측정을 통한 폐기능 측정
한약재 투여군의 폐기능 검사를 위하여 전신 체적변동기록

법(Whole body plethysmograph, model Biosystem XA; 

Buxco Electronics Inc, Troy, New York, USA)을 이용하

여 메타콜린에 의한 기도 협착을 유발하여 기도의 과민 반응

을 측정하였다. PenH 값은 다음과 같은 공식에 의하여 측정

하였다.

Penh = Pause × PEF/PIF, 

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

expiratory flow; Te, expiratory time;Tr, relaxation time).

메타콜린 반응의 측정은 최종 흡입시키고 30분 후 마우스

가 안정화가 되면 메타콜린을 3분간 흡입시키고 1분간 건조

한 후에 10분간 레코딩을 하고 레코딩 데이타를 10초 간격으

로 자동 합산하여 나타내며, 본 실험에서는 레코딩 후 5-6분 

동안 레코딩한 데이타를 합산한 결과이다. 메타콜린은 3.125 

mg/ml에서 50 mg/ml 까지 농도를 증가하면서 PenH 값을 

측정하였다.

5) 유세포 분석 
폐조직으로부터 분리한 세포에서 여러가지 세포표면 분자들

에 대한 항체를 이용하였으며, 면역염색하기 위하여 2-5x105 

세포로 조정하고 염색 완충용액 (1% FBS, 0.01% NaN3가 

포함된 인산염 완충용액, pH 7.4)으로 1회 세척하였다. 이를 

FITC 또는 PE 형광물질이 결합된 CD3, CD4, CD8, CD22, 

CCR3, CD11a, CD11b, Gr-1, B220, IgE등의 항체를 시료

에 가하여 4℃에서 40분간 반응시키고, 염색 완충용액으로 2

회 세척한 후 세포표면 분자들의 발현을 유세포분석기로 분석

하였다.

6) ELISA 분석
마우스에서 분리한 폐포세척액과 혈청에서 Eotaxin, IL-5, 

IL-7, IgE (Endogen, USA) 및 IL-13 (R&D system)을 

측정하기 위해 ELISA kit를 이용하였다.

7) 조직병리검사
적출된 폐를 10% paraformaldehyde에서 24시간 고정한 

뒤 알코올로 탈수 후 xylene으로 알코올을 제거하였다. 조직

을 파라핀으로 포매하여 5 µm 부분의 두께로 조직절편을 만

들었으며, hematoxyline/eosin (H&E)으로 염색하였고, 조직

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

염색을 동시에 시행하여 관찰하였다.

8) 통계분석
다양한 실험으로부터 얻은 결과는 mean±standard error

로 기록하였고, 유의성 검증은 Student's T-test 분석방법을 

이용하여 결정하였다.

결 과

1. PenH 값 측정및 폐 중량에 미치는 영향

기도 과민반응의 억제 효과를 확인하기 위하여 PenH값을 

측정한 결과 OVA를 투여하지 않은 정상군에 비해 OVA로 감

작시킨 대조군의 PenH값이 메타콜린 농도에 비례하여 증가

되었으며, 고용량 (400 mg/kg)의 SA, RS와 고용량의 병용 

투여군에서 PenH값이 대조군에 비하여 현저히 감소되었다.  

(Fig. 1).

 

Fig. 1. Effects of SA, RS and SA+RS on methacholine-induced 
airway hyperresponsiveness in OVA-induced asthma mice. PenH 
was measured in a Buxco box, as previously described(in 
Maerials and methods). Comparisons between control and test 
groups were analyzed using Student's T-test. (*p < 0.05, **p < 
0.01, ***p <0.001). 
SA: OVA + SA(400 mg/kg), OVA + SA(200 mg/kg), RS: OVA + 
RS(400 mg/kg), OVA + RS(200 mg/kg), SA+RS: OVA + 
SA+RS(400 mg/kg), OVA + SA+RS(200 mg/kg)
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2. 폐중량 및 폐포세척액에서의 폐세포 영향

1) 폐중량 및 폐포 세척액(BALF)에서의 각종세포에 미

치는 영향
폐 중량은 정상군에 비하여 OVA로 감작시킨 대조군에서 

폐의 무게는 증가하였으며 저용량(200 mg/kg)과 고용량(400 

mg/kg)의 SA, RS 및 병용처리군에서 모두 유의성 있게 감

소되었다(Fig. 2A).

총 세포 수는 정상군에 비하여 OVA로 감작시킨 대조군에

서 유의하게 증가되었으며, 저용량 및 고용량의 SA, RS 그리

고 병용 투여군에서 모두 유의성 있게 감소되었다. 특히 고용

량의 SA, RS 투여군에 비하여 고용량의 병용 투여군에서 유

의성 있는 총 폐세포수 감소를 관찰할 수 있었다(Fig. 2B).

총 백혈구 수는 OVA로 감작시킨 대조군에서 현저히 증가

되어 있으며, 저용량 병용 투여군을 제외한 SA, RS 그리고 

고용량 병용 투여군에서 유의성 있게 감소되었다(Fig. 2C).

총 호산구 수는 정상군에 비하여 OVA를 감작시킨 대조군

에서 유의하게 증가되었으며, SA, RS 그리고 병용 투여군에

서 모두 감소되었고, 특히 고용량(400 mg/kg) 병용 투여군

에서 유의성 있는 감소를 보였다(Fig. 2D).

Fig. 2. Effect of SA, RS and SA + RS on lung weight (A), total 
cells (B), Eosinophiles (C), and Leucocytes (D) in BALF in 
OVA-induced asthma mice. 
Balb/c mice were injected, inhaled and sprayed with OVA three 
times a week for 8 weeks for asthma induction. One experimental 
group was treated with extract of SA, RS and SA+RS for the later 
8 weeks. At the end of the experiment, the mouse lungs were 
dissected out and weighted. The results are expressed the mean 
± S.E.M. (N=5). Comparisons between control and test groups 
were analyzed using Student's T-test. (**p < 0.01, ***p < 0.001)
N: Normal Balb/c mice, Con: Ovalbumin inhalation (control), SA: 
OVA + SA(400 mg/kg), OVA + SA(200 mg/kg), RS: OVA + 
RS(400 mg/kg), OVA + RS(200 mg/kg), SA+RS: OVA + 
SA+RS(400 mg/kg), OVA + SA+RS(200 mg/kg)

3. 폐조직에서의 유세포 형광분석 

T세포인 CD3+ 세포수는 정상군에서 6.9±2.1(×104)인 반

면, 천식을 유발한 대조군에서의 세포수는 33.9±2.6(×104)

로 유의성 있는 증가를 보였다 (p<0.001). SA, RS 그리고 

병용 투여군의 CD3+ 세포수는 각각 18.4±0.1(×104)(SA 

400 mg/kg), 16.6±4.0(×104)(SA 200 mg/kg), 

17.1±0.9(×104)(RS 400 mg/kg), 22.6±1.6(×104)(RS 

200 mg/kg), 13.4±2.0(×104)(SA+RS 400 mg/kg), 

15.6±3.5(×104)(SA+RS 200 mg/kg)로 대조군에 비해 유

의성 있게 감소되었다(Fig. 3A).

CD3+/CD69+인 활성 T 세포수는 OVA를 투여하지 않은 

정상군에서 0.79±0.1(×104)인 반면, 대조군에서의 세포수는 

16.58±0.4(×104)로 유의성 있는 증가를 보였다 (p<0.001). 

SA, RS 그리고 병용 투여군의 CD3+/CD69+ 세포수는 각각 

4.89±1.0(×104)(SA 400 mg/kg), 5.37±1.1(×104)(SA 200 

mg/kg), 6.71±0.5(×104)(RS 400 mg/kg), 7.17±0.7(×104)(RS 

200 mg/kg), 2.97±0.6(×104)(SA+RS 400 mg/kg), 

6.34±0.4(×104)(SA+RS 200 mg/kg)로 대조군에 비해 유

의성있게 감소되었다. 특히 고용량의 SA, RS에 비하여 고용

량의 병용투여가 유의성 있는 감소를 보였다(Fig. 3B).

CD3-/CCR3+인 세포수는 정상군에서 1.0±0.2(×104)인 

반면, 대조군에서의 세포수는 10.77±0.5(×104)로 유의성 

있는 증가를 보였다 (p<0.001). SA, RS 그리고 병용 투여군

의 CD3-/CCR3+인 세포수는 각각 1.93±0.3(×104)(SA 400 

mg/kg), 2.23±0.2(×104)(SA 200 mg/kg), 3.06±1.5(×104)(RS 

400 mg/kg), 4.86±0.9(×104)(RS 200 mg/kg), 

1.77±0.7(×104)(SA+RS 400 mg/kg), 2.38±0.1(×104)(SA+RS 

200 mg/kg)로 대조군에 비해 모든 군에서 유의성 있게 감소

되었다(Fig. 3C).

CD4+인 보조 T 세포수는 정상군에서 6.1±1.4(×104)인 

반면, 대조군에서의 세포수는 5.2±0.7(×104)로 현저히 증가

되었다. SA, RS 그리고 병용 투여군의 CD4+인 보조 T 세포

수는 각각 11.2±3.5(×104)(SA 400 mg/kg), 11.1±2.6(×104)(SA 

200 mg/kg), 12.8±2.2(×104)(RS 400 mg/kg), 

16.8±1.1(×104)(RS 200 mg/kg), 9.8±0.9(×104)(SA+RS 

400 mg/kg), 10.0±1.4(×104)(SA+RS 200 mg/kg)로 대

조군에 비해 모든 군에서 유의성 있게 감소되었다(Fig. 3D).

CD8+인 세포독성 T 세포수는 정상군에서 1.45±0.4(×104)

인 반면, 대조군에서의 세포수는 5.33±0.4(×104)로 유의성 

있는 증가를 보였다 (p<0.001). SA, RS 그리고 병용 투여군

의 CD8+인 세포독성 T 세포수는 각각 2.05±0.3(×104)(SA 

400 mg/kg), 1.87±0.8(×104)(SA 200 mg/kg), 

2.18±0.5(×104)(RS 400 mg/kg), 1.79±0.3(×104)(RS 

200 mg/kg), 1.28±0.2(×104)(SA+RS 400 mg/kg), 

1.95±0.6(×104)(SA+RS 200 mg/kg)로 대조군에 비해 모

든 군에서 유의성 있게 감소되었다(Fig. 3E).

Gr-1+/CD11b+인 세포수는 정상군에서 1.35±0.2(×104)

인 반면, 대조군에서의 세포수는 14.16±4.1(×104)로 유의

성 있는 증가를 보였다 (p<0.001). SA, RS 그리고 병용 투

여군의 Gr-1+/CD11b+ 세포수는 각각 4.15±1.1(×104)(SA 

400 mg/kg), 6.16±2.8(×104)(SA 200 mg/kg), 

4.40±0.7(×104)(RS 400 mg/kg), 6.96±2.2(×104)(RS 

200 mg/kg), 3.47±0.4(×104)(SA+RS 400 mg/kg), 

5.09±1.3(×104)(SA+RS 200 mg/kg)로 저용량의 SA, RS

에서는 유의성 있는 감소가 보이지 않았으며, 저용량의 

SA+RS군에서는 유의성있게 감소하였다. 모든 고용량 투여군
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에서 유의성 있게 감소되었다(Fig. 3F).

B220+/CD22+인 B 세포수는 정상군에서 0.25±0.0(×104)

인 반면, 천식을 유발한 대조군에서의 세포수는 4.35±0.4(×104)

로 유의성 있는 증가를 보였다 (p<0.001). SA, RS 그리고 

병용 투여군의 B220+/CD22+ 세포수는 각각 1.49±0.3(×104)(SA 

400 mg/kg), 1.96±0.3(×104)(SA 200 mg/kg), 

2.04±0.7(×104)(RS 400 mg/kg), 2.53±0.9(×104)(RS 

200 mg/kg), 1.34±0.2(×104)(SA+RS 400 mg/kg), 

2.03±0.3(×104)(SA+RS 200 mg/kg)로 대조군에 비해 저

용량의 RS군을 제외한 모든 투여군에서 유의성 있게 감소하

였다(Fig. 3G).

B220+/IgE+인 B 세포수는 정상군에서 0.13±0.1(×104)

인 반면, 대조군에서의 세포수는 4.97±0.2(×104)로 유의성 

있는 증가를 보였다 (p<0.001). SA, RS 그리고 병용 투여군

의 B220+/IgE+ 세포수는 각각 1.3±0.3(×104)(SA 400 

mg/kg), 1.89±0.2(×104)(SA 200 mg/kg), 1.15±0.3(×104)(RS 

400 mg/kg), 2.8±0.6(×104)(RS 200 mg/kg), 

0.66±0.0(×104)(SA+RS 400 mg/kg), 1.29±0.5(×104)(SA+RS 

200 mg/kg)로 대조군에 비해 모든 군에서 유의성 있게 감소

되었다. 특히 저고용량 SA, RS에 비하여 병용투여군에서 두

드러졌다. 특히 고용량의 SA, RS에 비하여 고용량의 병용투

여가 유의성 있는 감소를 보였다(Fig. 3H).

Fig. 3. Effect of SA, RS and SA+RS on absolute number of CD3+ 
(A), CD3+/CD69+ (B), CD3-/CCR3+ (C), CD4+ (D), CD8+ (E), 
Gr-1+/CD11b+ (F), B220+/CD22+(G), B220+/IgE(H) cell in lung of 
OVA-induced asthma mice. Comparisons between control and test 
groups were analyzed using Student's T-test. (*p < 0.05, **p < 
0.01, ***p <0.001).
N: Normal Balb/c mice, Con: Ovalbumin inhalation (control), SA: 
OVA + SA(400 mg/kg), OVA + SA(200 mg/kg), RS: OVA + 
RS(400 mg/kg), OVA + RS(200 mg/kg), SA+RS: OVA + 
SA+RS(400 mg/kg), OVA + SA+RS(200 mg/kg)

4. ELISA 분석

1) BALF내에서 Eotaxin, IL-5, IL-13, TNF-alpha 및 

IL-17 분석
Eotaxin은 정상군에 비해 OVA를 감작하여 천식을 유발시

킨 대조군의 BALF내에서 유의하게 증가되었다. SA, RS 및 

병용 투여군에서의 BALF내 eotaxin이 대조군에 비해 모든 

군에서 유의성 있게 감소되었다(Fig. 4A).

IL-5은 정상군에 비해 OVA를 감작하여 천식을 유발시킨 

대조군의 BALF내에서 유의하게 증가되었다. SA 투여군을 제

외한 모든 군에서 유의성있게 감소하였다(Fig. 4B).

IL-13은 천식을 유발시키지 않은 정상군에 비해 OVA를 

감작하여 천식을 유발시킨 대조군의 BALF 내에서 유의하게 

증가되었다. 저용량 RS 투여군을 제외한 모든 군에서 유의성 

있게 감소되었다(Fig. 4C).

TNF-α는 천식을 유발시키지 않은 정상군에 비해 OVA를 

감작하여 천식을 유발시킨 대조군에서 유의하게 증가되었다. 

TNF-alpha가 고용량 SA, 고용량 RS 투여군에서만 유의성 

있게 감소되었다(Fig. 4D).

IL-17은 천식을 유발시키지 않은 정상군에 비해 OVA를 

감작하여 천식을 유발시킨 대조군의 BALF내에서 유의하게 

증가되었다. 저용량 RS 및 병용투여군을 제외한 모든 군에서 

유의성 있게 감소되었다(Fig. 4E).

OVA specific IgE 분비는 천식을 유발시키지 않은 정상군

에 비해 OVA를 감작하여 천식을 유발시킨 대조군의 BALF내

에서 IgE 유출량이 유의하게 증가되었다. 모든 군에서 대조군

에 비해 유의성 있게 감소되었다(Fig. 4F).

Fig 4. Effect of SA, RS and SA+RS on Eotaxin (A), IL-5 (B), IL-13 
(C), TNF-alpha (D), IL-17(E), OVA-IgE (F) levels in BALF in 
OVA-induced asthma ice. Cytokines were assayed by ELISA kit 
(R&D system). The results are expressed as mean ± S.E.M. (N=5). 
Comparisons between control and test groups were analyzed using 
Student's T-test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001).
N: Normal Balb/c mice, Con: Ovalbumin inhalation (control), SA: 
OVA + SA(400 mg/kg), OVA + SA(200 mg/kg), RS: OVA + 
RS(400 mg/kg), OVA + RS(200 mg/kg), SA+RS: OVA + 
SA+RS(400 mg/kg), OVA + SA+RS(200 mg/kg)

5. 폐조직의 조직학적 검사

H&E 염색에서 정상군에 비해 OVA로 유발된 천식 대조군

에서 폐포 주위에 호산구 같은 천식유발 염증세포의 침윤이 

다량으로 존재하는 것이 관찰되었다. 그러나 SA, RS 및 병용 

투여군에서는 폐포 주위에 침윤된 염증세포들이 감소된 것을 

확인할 수 있었으며, 대조군에 비하여 SA, RS 및 병용 투여

군에서 조직손상이 감소됨을 확인할 수 있었다(Fig. 5).
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Fig. 5. Effect of SA, RS and SA+RS on histology of lung tissue 
(H&E and Masson trichrome staininig) in murine OVA- indued 
asthma lung cells. Balb/c mice were injected, inhaled and 
sprayed with OVA three a week for 12 weeks for asthma 
induction. One experimental group was treated with extract of SA, 
RS and SA+RS for the later 8 weeks. At the end of the 
experiment, the mice lungs were dissected out and analyzed 
histology.
N: Normal Balb/c mice, Con: Ovalbumin inhalation (control), SA: 
OVA + SA(400 mg/kg), OVA + SA(200 mg/kg), RS: OVA + 
RS(400 mg/kg), OVA + RS(200 mg/kg), SA+RS: OVA + 
SA+RS(400 mg/kg), OVA + SA+RS(200 mg/kg).

고 찰

기관지 천식은 기도의 만성염증으로 기도가 과민해짐으로

써 가역적인 기도의 수축이 발생하여 기침과 호흡곤란 증상이 

유발되는 질환으로 알려져 있다. 그러나, 일부에서는 아직도 

기도의 염증과 기관지 과민증 그리고 기도의 가역적 폐쇄라는 

세 가지 요소가 충분한 근거가 될 수 없다는 반론도 제기되고 

있다. 전통적으로 외부 환경에 존재하는 알레르겐이 원인이 

되어 발생된다고 믿어져 왔던 천식이, 최근에는 호산구와 T 

세포의 침윤, 비만세포, 호염기구 및 상피세포의 활성화 등 

모든 면역체계가 관여하는 염증성 질환으로 밝혀지면서, 기도 

과민성(Airway hyperreactivity)과 기도 폐쇄(Airway 

obstruction)가 증상 발현에 중요한 것으로 알려져 있다2). 특

히, 기관지 폐포세척액에서는 Th2 림프구의 기능 활성화가 

관찰되고 있다1,2).

천식 모델에서 BALF 세포를 연구하는 것은 천식 병리기전

에 있어 중요한 연구방법으로 여겨지고 있으며, 다른 염증 매

개 인자들을 제외하더라도 OVA로 유발된 이들 염증 매개 인

자들은 BALF내 세포에서 분비된다. 또한 이들 세포는 천식의 

병리기전에 있어 결정적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다14).

현재까지 연구결과에 의하면 호산구는 喘息에서 기도 염증

을 일으키는데 가장 중요한 역할을 담당하는 세포이며, Th2 

세포에 의해 매개되는 염증 및 IL-13을 활성화시켜 喘息 발

생에 있어서 중요한 역할을 하였다고 알려져 있다15-17).

본실험에서 SA, RS 및 병용 투여군이 총 폐 무게에 미치

는 영향을 살펴보면, 정상군에 비해 대조군 (OVA)의 폐 무게

가 유의성 있게 증가되었고, SA, RS 및 병용 투여군에서는 

각각 폐 무게가 감소하였다. 이는 OVA로 유발된 기관지 염

증으로 인한 각종 면역세포의 증가와 관련이 있는 것으로 생

각되며, 즉 이들 약재에 의하여 염증작용이 억제된 것으로 생

각된다.

BALF내에서 SA, RS 및 병용 투여군이 총 폐 세포수에 

미치는 영향을 살펴보면, 대조군에 비하여 SA, RS 및 병용 

투여군에서는 유의성 있게 세포수가 감소되었다. 이는 폐조직 

내 호산구, 림프구, 대식세포, 비만세포 등의 염증 유발 세포

들이 기도에 많이 침착되어 있거나, 기도 및 기관지의 부종 

및 점액 분비 과다를 의미한다. 천식 대조군에서 각종 면역 

관련 세포를 포함하는 총 폐 세포수가 증가되었고, SA, RS 

및 병용투여군에서 총 폐 세포수가 유의성 있게 감소됨으로써 

SA, RS 및 병용 투여군이 기도내 염증세포의 증가를 억제하

고, 이들 세포에 의한 염증 반응을 억제하는 작용이 있는 것

으로 생각된다.

BALF내에서 SA, RS 및 병용 투여군이 총 백혈구 수에 

미치는 영향을 살펴보면, 폐 내 세포수와 유사한 양상을 보이

고 있으며, 이는 폐 자체의 염증과 관련한 면역세포의 수가 

증가했음을 의미한다. SA, RS 및 병용 투여군에서 유의성 있

게 대조군에 비해 백혈구가 감소되었는데, 이는 천식 모델의 

기도 내 염증세포의 증가를 억제하고, 이들 세포에 의한 염증

반응을 억제하는 작용이 있는 것으로 생각된다.

BALF내에서 SA, RS 및 병용 투여군이 호산구 수에 미치

는 영향을 살펴보면, 대조군에 비해 현저하게 감소된 것을 확

인할 수 있었다. 이는 SA, RS 및 병용 투여군이 호산구 증

가에 의한 천식 기전을 억제하는 작용이 있음을 시사한다.

유세포 형광분석에서 CD3+는 T 세포 모두에 존재하는 표

면분자이며, CCR3 receptor는 주로 호중구, 호산구, 비만세

포 및 Th2 세포에서 발현된다18). 폐조직 내 CD3+ 세포수를 

살펴보면 SA, RS 및 병용 투여군에서 대조군에 비하여 유의

하게 감소된 것을 확인 할 수 있었다.

CD69는 T 세포, 대식세포, 호산구, 호중구 등에서 발현되

는데 세포의 활성화 marker로서 알려져 있으며21,22), T 세포

의 초기 활성화를 나타내며, 활성화된 호산구에서 발현되므로 

천식 모델에서 호산구 침윤의 표지로 사용될 수 있다. 

CD3+/CD69+ 세포수를 분석한 결과, 폐세포에서 SA, RS 및 

병용투 여군에서 유의성있게 감소되었다. 특히 고용량 병용 

투여군에서 폐조직 내 CD3+/CD69+ 세포의 감소를 보이고 

있다.

CD3-/CCR3+는 폐세포 중 호산구 등에서 발현되는데, 특

히 호산구에서 가장 높게 발현되어 호산구의 활성화와 탈 과

립화에 관여하는 것으로 보여진다19). 본 실험의 천식 모델 폐

조직 내에서 CD3-/CCR3+는 대조군에 비해 SA, RS 및 병용 

투여군에서는 유의성 있게 감소되었다. 이는 천식 반응에 주

요하게 관여하는 호산구의 분포양상이 SA, RS 및 병용 투여

군에서 유의성 있게 감소되었음을 의미한다.

CD4+ T 세포는 호산구와 함께 천식 모델의 기도벽에 침윤

되는 대표적인 세포인데, 천식 모델에서 증가된다. 또한,  
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CD4+ Th2 세포는 천식을 유발하고 유지시키는 대표적인 세

포로 알려져 있다23). 이 세포는 IL-17을 또한 생성하여 호산

구성 기도 염증을 일으키기도 한다20). 본 실험에서 CD4+은 

대조군에 비해 SA, RS 및 병용 투여군에서는 유의성 있게 

감소되었다.

CD8+ T 세포는 CD4+ T 세포와 마찬가지로 천식 유발 

cytokines인 IL-4, IL-5, IL-13을 분비하는 것으로 알려져 

있다24,25). 본 실험에서 대조군에 비해 SA, RS 및 병용 투여

군에서의 유의성 있는 감소는 BALF내의 IL-5와 IL-13 감

소와 관련되어 있다.

CD11b는 천식환자의 호중구나 호산구에서 특이적으로 높

게 발현되는 세포유착분자이며26,27), Gr-1은 과립구의 표지자

로서 과립구의 분화ㆍ성숙에 관여하며28), Gr-1+/CD11b+는 

성숙된 과립구, 단핵구를 표현하며 myeloid suppressor 세

포에서 발현되는 marker이기도 하다. 이들은 종양이나 감염 

등에서 사이토카인을 분비하여 면역기전에 작용하는 것으로 

알려져 있다29).

본 실험에서 OVA를 감작하여 천식을 유발시킨 대조군에 

비하여 SA, RS 및 병용 투여군에서의 Gr-1+/CD11b+의 세

포수가 감소됨을 보여주고 있다.

B220+/CD22+은 활성화된 B세포로, 본 실험에서 대조군에 

비해 SA, RS 및 병용 투여군에서는 유의성 있게 감소되었다. 

특히 B220+/IgE+세포에서  고용량의 SA, RS에 비하여 고용

량 병용 투여군에서 군에서 유의적인 감소가 관찰되었다.

BALF내 cytokine분석을 살펴보면 IL-4는 순환 호산구를 

내피세포로 유착시키는 작용이 있으며, IL-5, chemokines의 

작용에 의해서 염증 목표 조직으로의 유도를 이끄는 작용이 

있는 것으로 알려져 있다30,31). 또한 항원에 특이적인 IgE 생

성을 유도하여 기도 과민 반응에도 관여하는 것으로 알려져 

있다. IL-5는 기도의 호산구 과다증을 유발하는 결정적인 

cytokine이며32-35), IL-13은 점막세포에서의 점액분비를 유

도하며36), IL-4와 같이 작용하여 점막 섬유세포의 성장과 화

학주성을 자극하는 것으로 알려져 있다37,38).

본 연구에서의 BALF내에서 생성되는 eotaxin은 호산구를 

활성화 시키며  SA, RS 및 병용 투여군에서 유의성 있게 감

소하였다. IL-5 수준은 SA를 제외한 RS와 병용 투여군에서 

유의적으로 감소하였으며, IL-13은 저용량의 RS를 제외한 모

든 투여군에서 유의성 있는 감소를 보였다. IL-17은 저용량의 

RS와 저용량의 병용 투여군에서 유의성 있는 감소를 보였다. 

IgE는 저용량 및 고용량 SA, RS 및 병용 투여군에서 유의성 

있게 감소하였다. 이는 SA, RS 및 병용투여군이 기관지 천식 

염증에 관여하는 호산구, Th2세포의 증식, 분화를 억제할 수 

있음을 나타낸다. 이는 SA, RS 및 병용 투여군이 천식 반응

에 있어서 유의성 있는 억제 작용이 있음을 시사한다.

폐조직 단면의 조직학적인 분석을 살펴보면, OVA를 지속

적으로 분무한 대조군에서 폐기관지벽에 collagen이 다량으로 

유착되어 만성 염증소견을 나타내며, 반면에 SA, RS 및 병용 

투여군에서는 collagen 유착이 감소되어 있는 것을 확인할 수 

있었다.

이처럼 SA, RS 및 병용투여군은 천식 모델에 있어서 호산

구의 세포증식 억제, 폐세포의 CCR3 발현억제, BALF내의 

IL-5, IL-13, IL-17, OVA specific IgE 생성억제, 염증성 

cytokine인 TNF-alpha의 생성억제를 통하여 기도의 염증반

응 및 과민반응을 억제시키고, 결국 천식 증상을 완화하는 것

으로 생각된다.

이는 SA, RS가 배합된 병용 투여군이 천식의 주요발생 기

전 및 유병 원인인 Th1/Th2 균형 조절에 깊이 관여하는 것

으로 생각되며, 앞으로 본 연구를 배경으로 SA, RS 및 병용 

투여군의 기관지 천식 억제 효과에 대한 보다 깊은 연구가 필

요할 것으로 생각된다. 특히 SA, RS의 단독 투여시보다 두 

약재를 배합한 병용 투여군에서 CD3+/CD69+과 IgE를 생성

하는 B220+/IgE+ 세포를 효과적으로 억제함을 보여주고 있

다. 이는 초기에 T세포가 분화되는 것을 억제하며 IgE를 생

성하는 B세포를 효과적으로 억제하고 있다고 여겨진다.

결 론

SA, RS 및 병용 투여군의 OVA로 감작된 천식 마우스 모

델에서의 항천식 효과를 알아보기 위해, Balb/c 마우스에 

OVA로 알레르기성 천식을 유발한 후 BALF 내에서 총 세포

수, 호산구수, 백혈구수 및 각종 cytokine 수준과 페조직에서 

존재하는, CD3, CD4, CD8, CD69, CCR3, B220 세포 등의 

변화,를 관찰한 결과 다음과 같은 결론을 얻을 수 있었다. 

1. 백개자, 나복자 및 병용투여군에서 폐 무게, BALF 내 총

세포, 호산구 및 백혈구가 대조군에 비하여 유의하게 감

소되었다. 특히 고용량 병용 투여군에서 BALF 내 총 세

포가 고용량의 백개자, 개복자 와 비교하여 유의성 있는 

감소가 관찰되었다.  또한 BALF내의 각종 cytokines인  

eotaxin, IL-5, IL-13, IgE가 유의하게 억제됨을 알 수 

있었다. 

2. 페조직내의 CD4+, CD3+/CD69+, CD3-/CCR3+, CD8+, 

Gr-1+/CD11b+, B220+/CD22+, B220+/IgE+ 세포의 수

는 대조군에 비하여 백개자, 나복자 및 병용투여군에서 

유의성 있는 감소가 관찰되었다. 특히 고용량 병용투여군

에서 고용량의 백개자, 나복자투여군에 비하여 초기 T세

포 분화마커인 CD3+/CD69+과 IgE를 생성하는 B세포 

(B220+/IgE+세)의 유의성 있는 감소를 보여주고 있으며, 

이는 병용투여군에서 T세포 초기활성과 IgE 생성 B세포

를 효과적으로 억제하고 있음을 보여주고 있다.

3. 조직학적 검사에서 백개자, 나복자 및 병용투여군은 염증

세포의 침윤정도와 collagen 부착 정도가 대조군에 비해 

감소되었다.

이상의 결과로 부터 백개자, 나복자 및 병용투여군은 OVA

로 감작하여 천식을 유발시킨 천식 모델의 마우스에서 호산구

의 세포증식 억제, 폐세포의 CCR3 발현억제, 기관지 폐포 세

척액과 혈청내의 Th2 cytokine인 IL-5, IL-13, IL-17 등

의 생성 억제 등에 의한 작용을 통하여 기도의 염증반응 및 

과민반응을 억제시켜 천식 증상을 완화하는 것으로 생각된다. 

특히 백개자나 나복자의 단독 투여시보다 병용 투여군에서 폐

조직내의 CD3+/CD69+, B220+/IgE+ 등을 효과적으로 억제

함을 확인할 수 있었으며, T세포와 B세포의 분화를 효과적으
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로 억제하는 것이라고 할 수 있다.
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