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ABSTRACT

Objectives : The aim of this study was to evaluate whether herb mixture extract (HME) would affect allergic 

contact dermatitis induced by 1-chloro-2,4-dinitro-chlorobenzene (DNCB) in mice. For this, the level of blood 

IgE was identified. To evaluate anti-inflammatory effect of HME, we tested HMC-1 cells stimulated by PMA+A231867.

Methods : In order to evaluate allergic contact dermatitis effects we observed HME on contact-hypersensitive 

skin of Balb/cmice induced by 0.5% DNCB and measured concentration of IgE in blood of Balb/c mice. In order 

to evaluate anti-inflammatory effect of cytokine expression we used the method of enzyme-linked immunosorbent 

assay.

Results : We confirmed deep wounds, erosions, progress of keratinization and drop out of dead skin cells from 

Balb/c mice induced by 0.5% DNCB. We also observed a remarkable decrease in symptoms of atopic dermatitis 

in the group that received injection of 200mg/kg HME.

In addition, in the measurement outcome for IgE concentration in blood, we confirmed that IgE concentration 

was increased by treatment with DNCB only, while it was markedly decreased by treatment with HME.

We confirmed that cytokine expression decreased through enzyme-linked immunosorbent assay and pERK, 

pJNK, and pp38 also decreased through western blot test

Conclusions : According to the above results, HME has some effect on alleviating symptoms of allergic contact 

dermatitis and has anti-inflammatory effects.
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서 론1)

최근 현소재로부터 약물을 발굴하려는 노력 또한 활발히 

이루어인간의 피부는 주변의 환경과 가장 먼저 접하는 부위로 

외부환경에 대한 보호장벽의 역할을 하면서 모든 외부적 스트

레스의 수용체로서의 역할을 하게 된다. 건강한 피부는 표면

에 윤기가 있고 탄력과 촉촉한 느낌이 있으며 그 중 피부자체 

함유하는 수분량은 건강한 피부의 조건으로 좌우되는 중요한 

요인이기도 하다1). 그러나 최근 산업사회의 발달로 인한 합성

물질과 환경오염 및 스트레스로 인해 피부장벽의 기능이 제대

로 역할을 하지 못하여 조기노화와 만성 염증성 피부질환, 아

토피 피부염 및 각종 알레르기성 접촉성 피부염 환자들이 증

가하고 있다2,3). 특히 알레르기성 질환으로는 기관지 천식, 비

염, 아토피성 피부염 그리고 알레르기성 결막염 등이 있는데, 

각종 면역과민성 질환을 유발시키는 allergen이 급증하는 추

세이다4). 이러한 알레르기 원인물질인 알레르겐이 외부로부터 

체내로 들어오면 혈액 B-cell에서 immunoglobulin E(IgE) 

가 생성되어 피부의 비만세포(mast cell)로 이동된 다음 백혈

구 세포인 호염구와 결합하여 히스타민을 생성하고 반복적으

로 동일한 알레르겐에 노출될 경우 히스타민이 밖으로 배출되

면서 알레르기 증상이 발생되는 것으로 알려져 있다5-7). 실제
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로 알레르기성 질환을 가진 사람이 건강한 사람보다 IgE의 

수치가 높게 나타나는 것으로 보고되고 있으며, 이러한 이유

에서 IgE의 수치는 알레르기 증상의 임상적 중증도를 나타내

는 지표로서 널리 사용되어지고 있다8).

비만세포로부터 유리되는 화학적 매개물질 외에 염증성 사

이토카인인 tumor necrosis factor (TNF)-α, Interleukin 

(IL)-1β, IL-6, IL-8 등이 이러한 알레르기성 염증반응의 

유도에 결정적인 역할을 하는 인자로 알려지고 있다9,10). 세포

내 신호전달에 관여하는 체계 중 Mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs)는 ERK 1/2외에 p38 MAPK와 

jun N-terminal kinase(JNK)등이 있으며, 이들의 표적유전

자는 대부분 세포를 자라게 하는 데 필요한 세포분열이나 성

장을 촉진하는 호르몬을 만들고 동물 세포에서 염증성 물질을 

조절하는데 중요한 역할을 한다11-13).

현재 알레르기성 피부염 및 항염증제의 치료제로 가장 많

이 사용되는 제제는 부신피질 호르몬제와 항히스타민제가 있

으나 장기간 투여할 경우 따르는 부작용에 대한 보고가 많이 

되어있어 천연물로부터 새로운 물질을 개발하려는 연구가 지

속적으로 진행되고 있다14).

최근에는 각종 식물에서 추출한 성분중에 항산화를 비롯한 

항염증, 항암효과 같은 다양한 생리활성을 나타내는 물질이 

다량 함유되어 있다고 밝혀지면서 이에 대한 연구가 활발히 

진행중이다15-17).

한약재로서 널리 사용되는 감초(Glyrrhizia uralensis 

FISCH)는 단맛 성분인 glycyrrhizin을 함유하여 감미료로 사

용되고 있으며, 여러 가지 질병에 대한 치료효과와 우수한 항

산화능이 알려져 있다18). 연교(Forsythia suspensa Vahl)는 

물푸레나무과(Oleaceae)에 속하는 의성개나리 (Forsythia 

viridissima Lindley)의 열매로 신농본초경에 기재되어 있으

며 한방과 민간에서 열매를 종창, 임질, 통경, 이뇨, 치질, 결

핵, 옴, 해독 등에 널리 사용되고 있다19). 미나리아재비과의 

여러해살이 초본식물인 황련(Coptis chinensis Franch)은 중

국이 원산이며 생약용으로 한국, 일본, 중국 등지에서 재배하

기도 한다20). 황련의 주성분인 berberin은 용혈성연쇄구균, 

흉막염균, 폐렴쌍구균, 콜레라균, 탄저병균등에 대해 강한 억

제효과를 나타내고 있는 것으로 알려져 있고 그 외에도 항염

증, 지혈, 혈압강하 작용 등이 있는 것으로 알려져 있다21). 

율피(Castanea crenata inner shell)는 너도 밤나무과

(Buna)의 다년생 초목인 밤나무(Castanea crenata Sieb)의 

과실인 밤의 속껍질로 피부를 청결하고 아름답게 하며 노화를 

방지하는 것으로 알려졌다22).

본 연구는 한방 복합물의 알레르기성 접촉피부염에  효능

을 알아보기 위해 DNCB에 의해 유도된 Balb/c mice에서 

IgE 농도변화 및 마우스의 표피회복능에 미치는 영향을 조사

하였다. 또한 한방 복합물의 항염증 활성을 조사하기 위해 

PMA+A231867에 의해 자극된 HMC-1 세포가 방출하는 

TNF-α, IL-6, IL-8의 cytokine 발현량과 염증관련 단백질

의 발현량을 알아보았다.

재료 및 방법

1. 실험동물 및 시약

실험동물은 생후7주령 male Balb/c mice로 중앙실험동물

(SRC, Japan)로부터 공급받았으며, 실험군은 실험동물 사육

실에서 2주간 적응시킨 뒤 실험에 사용하였다. 실험기간 중 

물은 자유롭게 섭취시켰으며, 사육실 온도(22±2℃)와 상대습

도(60±5%), 12시간 명:암 조건을 유지하였다. 실험군은 

DNCB (Aldrich, USA)를 도포하지 않은 정상대조군 

(Normal군), DNCB 단독 도포군, 한방복합물(HME+DNCB

군)으로 나누었다. 각 군에 6마리씩 배당하였다.

2. 추출물의 제조

본 실험에 사용한 감초, 연교, 황련은 옴니허브에서 구입하

였고 70%에탄올 추출하였다. 율피는 (재)대구테크노파크 바이

오헬스융합센터에서 제공받아 70% 아세톤 추출하였다. 율피

는 선행연구를 통해 활성 효능이 우수한 아세톤 추출을 진행

하였다23). 추출은 시료 중량의 10배 양을 가하여 실온에서 

24시간 침지하여 상징액과 침전물을 분리하여 동일한 방법으

로 3회 반복 추출하였다. 천연 복합물을 원심분리 및 여과, 

농축(rotary vaccum evaporator, HS-10SP, Hanshin, 

Korea)하여 동결(FD5525, Ilshin, Korea) 건조하였고 냉장

실에 보관하였고 본실험에는 감초, 연교, 황련, 율피는 1 :1 

:1 : 0.05 비율로 혼합하여 사용하였다.

3. DNCB를 이용한 접촉성 피부염 유도

접촉성 피부염을 유발하기 위해 쥐의 등 부위를 제모한 

후, 피부의 미세 상처가 치유되도록 24시간 방치하였다. 본 

실험에 사용된 DNCB용액은 아세톤과 올리브오일의 3:1로 

혼합된 용액에 0.5%와 1%로 희석한 다음 사용되었다. 1%의 

DNCB 용액 150µl를 등부위에 도포하였고 4일 동안 면역반

응을 유발한 후 3주 동안 0.5% DNCB 용액 150µl를 등부위

에 도포하여 접촉성 피부염을 유도하였다. 한방 복합추출물은 

PBS에 녹인 후 400mg/kg의 용량으로 2주간 경구 투여하였

다. 육안 관찰로 피부염 유발 마우스의 피부 변화 상태를 측

정할 수 있었다.

4. 혈청 IgE 농도 및 TNF-α, IL-6, IL-8측정

실험 종료일에 주사기로 심장에서 채혈한 후 5,000rpm, 

4℃에서 3분동안 원심분리하여 혈청을 분리하였다. Balb/c 

마우스의 혈청에서의 IgE 농도 및 PMA+A231867로 자극된 

HMC-1 cell 에서의 TNF-α, IL-6, IL-8측정은 

enzyme-linked immunosorbent assay 방법을 이용하여 측

정하였다. 96 well plate에 각 사이토카인에 대한 단클론 항

체를 PBS (pH7.4) 로 희석하여 96well plate에 100µl 씩 

각 각 코팅한 다음 4℃에서 12시간 동안 방치한다. 이 plate

를 0.05% tween이 함유된 PBS로 세정 후 1% BSA, 5% 

sucrose, 0.05% NaN3를 함유한 PBS로 1시간 동안 

blocking한다. 여러 번 세정한 다음 혈청을 첨가한 후 37℃

에서 2시간 동안 방치 후, 각 well을 다시 세정하고 biotin이 

결합된 2차 항체를 첨가하여 다시 2시간 동안 방치한다. 

Well을 씻어낸 다음 avidin peroxidase를 첨가하고 37℃에

서 30분 동안 방치하여 well을 다시 세정한 다음에 기질인 
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ABTS 용액을 첨가하고, 발색반응은 ELISA reader를 사용하

여 405nm에서 측정한다.

5. 세포 배양

Human mast cell-1 (HMC-1)은 항생제 (100 U/mL 

Penicillin, 100 U/mL Streptomycin)를 첨가하고 불활성화

된 FBS가 10% 비율로 함유된 IMDM 배지에서 온도 37℃ 

이산화탄소 5% 조건에서 배양하였다.

6. Western Blot

세포를 1 × 106 cells/ml의 농도로 2ml을 6 well plate에 

접종하고 cell의 confluence가 80%때에 무혈청 배지로 교환

한 후 일정시간동안 cell을 안정화 시키고 HME와  

LPS(1µg/ml) 처리하여 24h 배양하였다. 그 후 상등액은 제

거한 후 PBS로 2 회 세척한 후에 scrapper로 cell을 수확한 

후에 lysis buffer를 넣어서 세포를 용출시킨다. 수확된 

protein은 BSA(bovine serum albumin)으로 작성한 

standard curve에 OD값을 대입시켜서 protein량을 보정하

였다. 그 후에 coomassie blue로 염색하여 재보정한 후에 

western sample로 사용하였다.

SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 electrophoresis한 

후에 gel를 떼어내어서 transfer buffer에 10~15분 정도 담

근 후 transfer buffer에 스펀지 2장을 깔고 그 위에 filter 

paper 1장 올려놓는다. 3 mm paper와 nitrocellulose filter

도 buffer에 살짝 담근다. 양쪽 스펀지와 3mm paper 사이

에 nitrocellulose paper 그리고 gel를 잘 밀착시킨 후에 전

극을 꽂아서 transfer시킨다. 190 mA에서 2시간 이상 

transfer한 후에 ponceau S에 2분 정도 담근 후에 band를 

확인한다. PBS로 2 회 씻은 후 꺼내서 blocking buffer로 

overnight시켜 background는 제거시킨다. 2번 씻은 후에 

1:1,000으로 1차 antibody를 붙인 후 2차 antibody를 

1:1,000 으로 희석하여 반응시킨다. 2차 antibody를 붙인 

후, PBS tween으로 수차례 세척한 후에 ECL 

kit(Amersham Pharmacia, England)를 사용하여 film에 

옮긴 후, 단백질 발현량을 확인하였다.

7. 통계처리

결과는 3회 반복실험에 대한 평균±표준편차(standard 

deviation; SD)로 나타내었으며, 통계학적 분석은 SPSS 

program의 Student's T-test를 이용한 후 p값이 0.05미만

일 때 유의한 것으로 판정하였다.

결 과

1. 한방 복합추출물이 피부조직 변화에 미치는 영향

DNCB로 유도한 아토피 피부염 개선에 HME의 효과에 대

해 알아보기 위하여, 마우스의 등에 DNCB로 피부염을 유도

한 그룹과 DNCB로 피부염을 유도하고, HME을 경구 투여한 

그룹을 비교한 후 육안관찰로 피부염 유발 마우스의 피부 변

화 상태를 확인하였다. DNCB 처리군은 심한 상처와 진무름, 

각질의 각화와 탈락의 진행을 나타내었다. 그러나 HME(200 

mg/kg)을 투여한 그룹에서는 아토피 피부염의 증상이 현저

하게 감소되는 것을 육안으로 관찰할 수 있었다(Fig. 1). 

Fig. 1. The effect of HME on the DNCB-induced dermatitis. The 
BALB/c mice (n=6) were sensitized with 150 µl of 0.5% DNCB in 
acetone–olive oil (3:1) or vehicle (acetone/olive oil=3:1) applied to 
the dorsal skin twice each week for a total period of 5 weeks. 
After 3 weeks, Sample (200 mg/kg) was orally administered 2 
week prior to the end of the experiment.

2. 혈청 IgE 농도

아토피 피부염 유도 마우스에서 채취한 혈액 sample을 가지

고 ELISA 방법을 이용하여 혈청 내 IgE의 농도를 측정하였다. 

실험 결과, DNCB 단독 처리군에서 혈청의 IgE는 생성량은 증가

하였으나, HME(200 mg/kg)의 투여군에서는 IgE 양이 유의적

으로 감소되었다. 본 실험에서는 항히스타민제인 terfenadine(10 

mg/kg)을 양성 대조군으로 사용하였다(Fig. 2).

Fig. 2. Blood samples were collected and then levels of serum IgE 
in the indicated groups were measured using the ELISA method 
(#P < 0.05 vs. control group, *P < 0.05 vs. DNCB-treated group).

3. TNF-α, IL-6, IL-8측정

TNF-α, IL-6 및 IL-8은 전염증성 인자로 알레르기 초기 

반응에 관여하는 주요한 매개물로 잘 알려져 있다. HME의 

TNF-α, IL-6 및 IL-8 생성에 미치는 영향을 HMC-1 세포

에서 조사하였다. HMC-1 세포에 다양한 농도(0.5~2 mg/ml)

의 HME를 전처리 후 PMA+A231867로 자극하였다. 세포에

서 분비된 TNF-α, IL-6 및 IL-8의 농도는 ELISA방법으로 

측정하였으며 실험 결과 대조군에 비해 PMA+A231867에 의

하여 TNF-α, IL-6 및 IL-8의 생성은 증가하였으나(P<0.05), 

HME에 의하여 농도 의존적으로 억제 하였다(Fig. 3).
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Fig. 3. The effects of HME on the production of inflammatory 
cytokines in PMACI-stimulated HMC-1 cells. HMC-1 cells were 
pre-treated with HME (0.5~2 mg/ml) for 1 h and then stimulated 
with PMACI for 12 h. The levels of inflammatory cytokines (TNF-
α, IL-8 and IL-6) were measured from cell supernatant using 
ELISA. All data were represented in the mean±S.E.M. of triplicate 
determinations from triplicate separate experiments (#P < 0.05 vs. 
control, *P < 0.05 vs. PMACI alone).

4. MAPKs 활성화에 대한 측정

HME가 MAPKs 인산화를 저해 하는지 알아보기 위해 

western blot으로 ERK, JNK, p38의 인산화를 확인한 결과 

세포에 PMA+A231867만 처리한 대조군에서의 MAPKs 

(ERK, JNK, p38)의 발현량 대비 HME를 1mg/ml 처치 하였

을 때 단백질의 인산화가 저해되는 것을 확인하였다(Fig. 4).

(A)             (B)

Fig. 4. The effects of HME on the PMACI-stimulated pp38, pERK 
and pJNK, expression in. HMC-1 cells were pre-treated with 
HME(1 mg/ml) for 1 h and then stimulated with PMACI for 1h. (A) 
Total cellular proteins were resolved by SDS–PAGE, and pp38, 
pERK and pJNK were detected using specific antibodies. (B) The 
relative levels of pp38, pERK and pJNK were represented. All 
data were represented in the mean ± S.E.M. of triplicate 
determinations from triplicate separate experiments (#P < 0.05 vs. 
control, *P < 0.05 vs. PMACI alone).

고 찰

알레르기성 접촉피부염은 T림프구와 대식세포 등에 의해 

발생되는 세포성 면역과민반응으로 T세포의 활성, 증식에 의

해 항원 특이적 세포 독성 T림프구의 활성 등 다양한 항원 

특이적 반응이 일어난다24,25). T 림프구에 의한 각종 화합물에 

의해 혈관의 확장, 모세혈관의 투과성 항진, 점액의 증가 및 

점막의 부종과 염증을 일으키며 특히 접촉성 피부염은 TH2 

세포가 관련되어 있으며 IgE의 증가와 관련이 있는 것으로 

알려져 있다26). 알레르기성 접촉성 피부염의 주요초기 증상은 

호산구증과 혈액내 IgE의 증가가 나타나며 원인 물질에 따라 

특정부위에서 피부질환, 발진, 홍반, 종창, 통증, 소양감, 습

진상변화 등의 병증을 동반하게 되며 제 Ⅳ형 지연성과민반응

(delayed type hypersensitivity)에 속하는 면역질환으로 전

신적 면역반응의 불균형으로 발생된다27-30). 또한 분자면역학

적 측면에서는 사이토카인(cytokine) IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-10 그리고 IL-13 등이 피부염의 병변부위 피부에서 과증

식되는 것이 확인되었다31). 면역반응에 의한 피부염의 치료방

법에는 자극을 일으키는 항원을 제거하는 것이 가장 좋은 방

법이지만, 특이적 항원을 알 수 없는 경우가 많으므로 다양한 

방법으로 해결책을 찾고 있다. 현재 염증반응을 억제시키거나 

피부상재균을 제거하기 위해 항생제와 스테로이드 제제 및 항

히스타민제를 사용하고 있으나 장기간 투여할 경우 따르는 안

전성에 관한 문제가 아직 해결되지 않은 실정이다32). 한방복

합추출물의 알레르기성 접촉피부염에 대한 억제반응을 측정하

기 위해 DNCB로 접촉성 피부염을 유발한 군과 유발하지 않

은 대조군과 한방복합물을 경구투여한 군과의 비교실험을 수

행하였다. 육안관찰로 피부염 유발 마우스의 피부 변화 상태

확인한 결과 DNCB 처리군은 심한 상처와 진무름, 각질의 각

화와 탈락의 진행을 나타내었다. 그러나 HME(200 mg/kg)

을 투여한 그룹에서는 아토피 피부염의 증상이 현저하게 감소

되는 것을 육안으로 관찰할 수 있었다. DNCB로 알레르기성 

접촉피부염을 유발한 DNCB군은 DNCB를 처치하지 않은 

Control 군에 비해 약 5배 이상 유의성 있게 IgE 수준을 증

가시켰으며, HME(200 mg/kg)를 투여한 실험군에서는 Control 

대비 1.2배 이상, 항히스타민제인 terfenadine(10 mg/kg)은 

1.3배 이상 유의성 있게 IgE 수준을 감소시켰다. 이러한 결

과는 HME이 혈액 내의 IgE 수준감소에 관여함과 알레르기

성 접촉피부염 환자에게서 면역 염증반응을 감소시켜 피부의 

과민반응을 감소시켜 피부상태를 개선시키는 효능이 있음을 

알수 있다. 사람의 비만세포는 알레르기 초기 염증반응을 일

으키고 지속시키는 데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있

다. 본 연구에서는 비만세포인 HMC-1 cell로부터 유발되는 

염증반응에 HME의 효과를 알아보기 위한 실험을 진행하였

다. TNF-α는 다양한 생물학적 기능을 갖는 대표적인 염증사

이토카인이며 알레르기 초기에서부터 만성염증반응 발달에 기

여하고 히스타민 분비를 촉진하는 것으로 알려져 있다33,34). 

IL-6는 면역세포에서 분비되는 염증 사이토카인으로서 세포활

성화를 유도하며 비만세포로부터 분비되는 IL-8은 neutrophils

의 migration에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다35,36). 

본 연구에서 HME는 PMA+A231867에 의해 자극된 HMC-1 

cell로부터 분비되는 TNF-α, IL-6 및 IL-8의 생성을 농도 

의존적이고 유의적으로 억제하는 것을 확인하였다. 또한 

MAPKs 인산화를 저해 하는지 알아보기 위해 western blot

으로 확인한 결과 세포에 PMA+A231867만 처리한 대조군에

서의 MAPKs (ERK, JNK, p38)의 발현량 대비 HME를 

1mg/ml 처치 하였을 때 단백질의 인산화가 저해되는 것을 

확인하였다. 따라서 HME는 HMC-1 비만세포에서 PMA+A231867 

처리에 의해 유도되는 MAPKs의 인산화를 저해시켜 TNF-α, 

IL-6 및 IL-8의 염증성 사이토카인의 발현을 저해시킨다. 

이는 HME가 염증매개물질을 저해시켜 항염증을 완화시키는 

것을 의미한다. 위와 같은 결과는 HME가 DNCB로 유발된 

알레르기성 접촉피부염을 완화시켜 피부개선에 도움을 주고 

PMA+A231867로 야기된 HMC-1 비만세포에 발현된 염증

관련 인자들을 완화 시킬 수 있는 천연물로 응용가능함을 시

사한다.

결 론

본 연구에서 한방 복합추출물이 마우스의 DNCB에 유도된 

알레르기성 접촉성 피부염에 미치는 영향을 피부표면 육안평
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가와 혈액 IgE 생성량에 어떠한 영향을 미치는지 알아보았다. 

또한 HMC-1 세포를 PMA+A23187로 자극하였을 때 한방 

복합추출물에 의한 cytokin생성량 및 MAPKs 경로에 미치는 

영향을 조사하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 한방 복합추출물을 처리한 마우스의 피부 표면 육안평

가에서 아토피피부염의 증상이 현저하게 감소되는 것을 

확인하였다.

2. 한방 복합추출물을 처리한 실험군에서 DNCB를 단독처

리한 군에 대비해 혈액내 IgE 생성이 낮아지는 것을 

확인하였다.

3. 한방 복합추출물이 PMA + A23187로 유도된 HMC-1

에서 TNF-α, IL-6 및 IL-8 생성이 PMA + A23187 

단독처리한 군에 대비 현저히 낮아지는 것을 확인하였고 

MAPKs 인산화를 저해 하는지 알아보기 위해 western 

blot으로 확인한 결과 추출물을 처리하였을 때 MAPKs 

(ERK, JNK, p38), 인산화가 저해되었다.

이러한 실험결과로 보아 감초, 연교, 황련, 율피의 한방 복

합추출물이 알레르기성 접촉성 피부염을 완화시키고 염증성 

cytokine 생성 억제 및 MAPKs 인산화 억제를 통해 염증을 

개선, 완화시킬 수 있는 천연소재로 사용가능 하며 한방화장

품 제품의 소재로 적용가능함을 제시한다.
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