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Abstract

The Suppressive Effect of Th2 Cytokines Expression and the Signal Transduction 

Mechanism in MC/9 Mast Cells by Forsythiae Fructus Extracts 

Lee Jin Hwa․Han Jae Kyung․Kim Yun Hee

Department of Pediatrics, College of Korean Medicine, Daejeon University

Objectives
Forsythiae Fructus treatment has been used for inflammatory and allergic diseases in Korean Medicine. 

Nevertheless, the mechanism of action and the cellular targets are not understood well. The pathogenesis of allergic 

diseases are associated with Th2 cytokines such as IL-13, MIP-1α, IL-13, IL-5, GM-CSF, IL-4, TNF-α and IL-6, 

which are secreted by the mast cells. This study was conducted to investigate the effects of Forsythiae Fructus 

extracts (FF) on Th2 cytokines expression and signal transduction in MC/9 mast cells.

Methods 
In the study, MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours and then treated separately with CsA 

10 ㎍/㎖ and varying doses of FF for one hour. MC/9 mast cells stimulated with DNP-IgE was the control group, 

a treatment with CsA was the positive control group and a treatment with varying doses FF was the experimental 

groups. The mRNA levels of IL-13, IL-5, GM-CSF, IL-4, TNF-α, IL-6 were analyzed with Real-time PCR. The 

levels of IL-13, MIP-1α were measured using enzyme-linked immunosorbent assays(ELISA). NFAT, AP-1 and NF-κ

B p65 were examined by Western blot analysis.

Results 
1. FF were observed to suppress the mRNA expression of IL-13, IL-5, GM-CSF, IL-4, TNF-α, IL-6 in comparison 

to DNP-IgE control group. 

2. FF also has inhibited the IL-13, MIP-1α production significantly in comparison to DNP-IgE control group. 

3. Western blot analysis of transduction factors involving Th2 cytokines expression has revealed a prominent 

decrease of the mast cell specific transduction factors including NFAT-1, NFAT-2, c-Jun, and NF-κB p65 but 

c-Fos.

Conclusions 
In conclusion, the anti-allergenic activities of FF may be strongly related to the regulation of transcription factors 

NFAT-1, NFAT-2, c-Jun, and NF-κB p65 causing inhibition of Th2 cytokines in mast cells.
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Ⅰ. Introduction

 

連翹 (Forsythiae Fructus)는 물푸레나무과 (木犀科, 

Oleaceae) 속하는 개나리 (Forsythia densitolra Nakai)와 

의성개나리 (Forsythia viridissima Lindley)의 과실을 건

조한 것으로 약성이 平하고 苦味를 가지고 있으며 淸

熱과 消腫의 작용을 통해 瘡瘍腫毒과 瘰癧結核을 치

료하는 聖藥으로 알려져 있으며 癰疽, 乳癰, 丹毒 등 

피부과 염증 질환에도 응용된다1-6). 현대에서 아토피 

피부염의 내치 또는 외치 요법에 다용되고 있으며7,8) 

접촉성 피부염에도 사용되고 있다9).

連翹의 생리활성 작용에 대한 실험적 연구는 다양

하게 진행되어 in vitro에서 항균작용10), 혈압강하작용
11) 및 복강 대식세포와 뇌 신경교세포에서 항염증 효과
12,13)에 대한 보고가 있었으며, 피부 노화 및 상태 개선

과 연관된 항산화 활성14-19)에 관한 여러 연구 결과가 

보고되었다. 또한 아토피 질환에서 連翹가 배합된 加

味淸心蓮子湯20,21), 加減消毒飮22), 仙方敗毒湯23), 沆瀣

丹24) 등의 탕약에서 항염증 기전에 대한 보고가 있었으

나 連翹 단일 약물의 항아토피 효과에 대한 보고는 없

었다.

아토피 피부염의 원인은 정확하게 밝혀지지 않았으

나25) 모계 유전 형태로 알레르기 관여 유전자와 아토피 

피부염만의 독립적인 유전자가 연관되며26) 환경 요인

과 외부 항원에 대한 면역 반응 등이 복합적으로 관여

된다고 알려져 있다27). 특히 급성 아토피 피부염은 면

역학적으로 IgE 합성 증가, 호산구 증가와 T세포 면역 

반응 중 IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-16, IL-3, TNF-α, 

GM-CSF 등의 사이토카인을 분비하는 Th2 반응의 우

세가 핵심적인 요인으로 보고되고 있으며28,29), 이러한 

Th2 반응의 우세는 만성으로 이행되는 Th1, Th2 반응

과도 연관되는 것으로 보인다30).

이에 저자는 아토피 피부염의 피부 병변에서 관찰

되는 비만 세포31)에서 連翹의 항염증 작용 기전을 알아

보기 위하여 생쥐 MC/9 비만 세포에서 다양한 Th2 사

이토카인의 활성 억제를 확인하고, 그 기전을 연구하

기 위하여 사이토카인 유전자 발현에 관여하는 신호전

달 물질의 활성에 대하여 알아보았다. 표준화된 실험

을 위하여 HPLC를 통해 실험에 사용된 連翹의 지표 

성분을 분석하였으며, Real-Time PCR을 통해 Th2 사

이토카인인 IL-13, IL-5, GM-CSF, IL-4, TNF-α, IL-6 

mRNA 유전자 발현에 미치는 영향을 분석하였고, 

ELISA를 통해 IL-13, MIP-1α의 단백질 생성 억제 효과

를 분석하였다. 또한 Th2 사이토카인 발현 억제 기전 

연구를 위하여 western blot으로 NFAT-1, NFAT-2, 

AP-1 protein (c-Jun, c-Fos), NF-κB p65 전사인자 단백

질 발현 억제를 관찰하여 유의한 결과를 얻었으므로 

보고하는 바이다.

Ⅱ. Materials and methods

1. 재료

1) 시약 및 기기

(1) 시 약

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 배양액, 

sulforhodamin B (SRB), 2-isopropanol, sodium dodecyl sul-

fate (SDS), Fetal bovine serum (FBS), Trypsin-EDTA, 

Antibiotics (penicillin, streptomycin)는 Gibco-BRL사 

(U.S.A.) 제품을 사용하였고, Dulbecco's phosphate buf-

fered saline (D-PBS), Phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF), Diethyl pyrocarbonate (DEPC), Chloroform, 

Isopropanol, Ethanol, Nonidet P-40는 Sigma사 (U.S.A.) 

제품을 사용하였다. Trizol은 Ambion사 (U.S.A.) 제품을, 

EZ-cytox kit는 Daeil Lab사 (Korea) 제품을, DEPC water는 

Invitrogen사 (U.S.A.) 제품을 Deoxynucleoside triphos-

phate (dNTP)는 TaKaRa사 (Japan) 제품을, Moloey murine 

leukemia virus reverse transcriptase (M-MLV RT) 와 RNase 

inhibitor는 Promega사 (U.S.A.) 제품을 사용하였고, pri-

mary antibody (NFAT-1, NFAT-2, c-Jun, c-Fos, NF-κB 

p65)는 Santa-Cruz사 (U.S.A.) 제품을 사용하였다. ECL- 

hybond film은 Amersham사 (U.S.A.) 제품을 사용하였고, 

SYBR master mix와 Taqman master mix는 Applied 

Biosystems사 (U.S.A.), nuclear extract kit는 Active motif사 

(U.S.A.), Mouse IL-13, MIP-1α ELISA kit는 eBioscience사 

(U.S.A.) 제품을, 기타 일반 시약은 특급 시약을 사용하

였다.

(2) 기 기

본 실험에 사용한 기기는 열탕추출기 DWT-1800T 

(대웅, Korea), 감압 증류장치 BÜCHI B-480 (BÜCHI 

Labortechnik AG, Switzerland), 동결 건조기 FDU-540 

(EYELA, Japan), CO2 배양기 (Forma scientific Co., U.S.A.), 

원심분리기 (한일과학, Korea), plate shaker (Lab-Line, 
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Final time (min) Flow rate (㎖/min) A B

0 0.3 85 15

10 0.3 80 20

30 0.3 65 35

35 0.3 65 35

40 0.3 85 15

A : Water with 0.1% formic acid.

B : Acetonitrile with 0.1% formic acid.

Table 1. Solvent Gradient Condition for HPLC-DAD

U.S.A.), spectrophotometer (Shimazue, Japan), Quantitative 

Real-Time PCR (Applied Biosystems, U.S.A.), Image-Rab 

densitometer (Bio-Rad, U.S.A.), Bio-freezer (Sanyo, Japan), 

ELISA reader (Molecular Devices, U.S.A.), HPLC Waters 

2695 system (Waters Co. U.S.A.) 등을 사용하였다. HPLC

는 Agilent 1200 series로서 autosampler, column oven, bina-

ry pump, DAD detector (Agilent Technologies, Germany), 

degasser (Agilent Technologies, Japan)를 사용하였으며, 

software는 Agilent사의 Chemstation software (Agilent 

Technologies, U.S.A.)를 사용하였다.

2) 세포 배양 및 성분 분리

(1) 세포 배양

본 실험에 사용된 MC/9 비만 세포주 (ATCC, U.S.A.) 

를 10% FBS, 10% T-stim (U.S.A.), 0.05 mM 2-mercap-

toethanol and 2 mM L-glutamine (Sigma, U.S.A.) 및 100 

㎍/㎖ streptomycin이 함유된 DMEM 배지에 부유시켜 

37 °C, 5% CO2, 95% 대기에서 배양하였다. 세포는 주 

2-3회씩 계대 배양하였다.

(2) 連翹 추출물 분리

본 실험에 사용한 連翹는 대전대학교 한의과대학 

부속 둔산한방병원 약제과에서 구입, 정선하여 사용하

였다. 連翹 분말 (317 g) 을 ASE300 Accelerated Solvent 

Extractor (DIONEX Co. U.S.A.) 에서 30% Ethanol (1.5

L) 에 3일간 침지한 후 50 ℃에서 20분간 추출하였다. 

추출액을 여과하고 감압 건조하여 얻어진 추출여액을 

동결건조기 (Biotrn Co., U.S.A.) 에서 cold trap -70 ℃와 

chamber 온도 40 ℃에서 24시간 동안 동결 건조하여 

8.5 g의 連翹 추출물 (이하 FF)을 얻었다.

(3) HPLC 분리 및 지표성분 분석 

FF 성분 분석을 위한 HPLC 조건은 column oven의 

온도가 25 ˚C, 분석파장은 250㎚, 유속은 0.3㎖/min를 

사용하였고, 컬럼은 Luna C18 column (250㎜ⅹ4.6

㎜; particle size 5㎛, Phenomenex, U.S.A.) 를 사용하였

다. A용매는 100% 3차 증류수에 0.1% 포름산을 첨가

하고, B용매는 100% 아세토니트릴에 0.1% 포름산을 

첨가하여 사용하였으며 용매계는 다음과 같다 (Table 

1). 지표성분으로 Arctigenin을 표준시료와 FF에서의 

성분분석을 하였다.

2. 방법

1) MC/9 비만 세포주 배양

MC/9 비만 세포주를 10% FBS, 10% T-stim, 0.05

mM 2-mercaptoethanol과 2 mM L-glutamine 및 100㎍/

㎖ streptomycin이 함유된 DMEM 배지에 105 cells/㎖ 

농도로 맞추어 96 well plate에 분주하였다.

2) 세포 독성(cytotoxicity) 측정

세포 독성은 EZ-Cytox assay법32)을 약간 변형하여 실

험에 사용하였으며 MC/9 비만 세포는 37 ℃, 5% CO2 

배양기에서 1 시간 배양한 후 FF (최종 농도 50, 100, 

200, 400, 800㎍/㎖) 을 48 시간 동안 처리하였다. 배양

종료 6 시간 전에 EZ-Cytox 용액 10 ㎍씩 각 well에 가

하고 실험 종료 시까지 배양하였으며 이 plate를 plate 

shaker에서 3.5 speed로 5분간 shaking하고 ELISA reader

에서 450㎚에서 흡광도를 측정하였다.

3) Real-Time PCR

(1) RNA 추출

MC/9 비만 세포를 48-well plate에 5×105 /㎖로 1㎖

씩 분주하고 무처리한 군을 정상군 (only MC/9 cell)으

로, 24시간 동안 DNP-IgE 1㎍/㎖ 만으로 자극한 후 

PBS로 수세하고 10% FBS-DMEM으로 교체한 군을 대조

군 (DNP- IgE Control)으로 하였다. 3시간 후 Cyclosporin 

A (CsA) 10㎍/㎖과 FF (100, 50㎍/㎖)을 처리하고 1시

간 후에 DNP-BSA 0.5㎍/㎖으로 자극한 뒤 6시간 후에 
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Target gene  Primer Sequences

GM-CSF
Forward 5'-ACCACCTATGCGGATTTCAT-3'

Reverse 5'-TCATTACGCAGGCACAAAAG-3'

IL-4
Forward 5'-GGATGTAACGACAGCCCTCT-3'

Reverse 5'-GTGTTCCTTGTTGCCGTAAG-3'

IL-5
Forward 5'-AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT-3'

Reverse 5'-TCCAATGCATAGCTGGTGATTT-3'

IL-6
Forward 5'-GGTTGCCAAGCCTTATCGGA-3'

Reverse 5'-ACCTGCTCCACTGCCTTGCT-3'

IL-13
Forward 5'-CAGTTGCAATGCCATCCACA-3'

Reverse 5'-AGCCACATCCGAGGCCTTT-3'

TNF-α
Forward 5'-GGCTTTCCGAATTCACTGGAGCCT-3'

Reverse 5'-CCCCGGCCTTCCAAATAAATACATTCATA-3'

GAPDH-VIC  Probe 5'-CATGTTCCAGTATGACTCCACTCACG-3

Table 2. Primer Sequence for Real-time PCR Analysis 

세포를 얻어 FF 처리한 것을 실험군 (DNP-IgE +

FF-100, 50), CsA를 처리한 것을 양성대조군 (DNP-IgE

+ CsA 10)으로 하였다.

그 세포에 Trizol 시약을 1 ㎖넣고 eppendorf tube에 

넣은 후 Chloroform을 100 ㎕ 넣었다. 얼음에 17분 동

안 두고 13,000 rpm으로 15분 동안 원심 분리하여 층

이 분리되면 eppendorf tube에 상청액을 옮겨 담고, 동

량으로 Isopropanol을 넣어 얼음에 10분 정도 두었다가 

13,000 rpm으로 15분 동안 원심분리하였다. 이때 상청

액은 버리고 80% Ethanol로 세척한 후, 13,000 rpm으

로 10분 동안 원심분리하여 상청액을 완전히 제거하고 

투명해질 때까지 말린 후 DEPC water로 cell의 양에 따

라 25㎕를 넣어 녹였다. 

(2) 역전사-중합효소 연쇄반응 (RT-PCR)

역전사 (reverse transcription) 반응은 준비된 total 

RNA 3㎍을 75℃에서 5분 동안 변성 (denaturation) 시

키고, 이에 2.5㎕ 10 mM dNTPs mix와 1㎕ random se-

quence hexanucleotides (25 pmole/25㎕) 및 RNA in-

hibitor로서 1㎕ RNase inhibitor (20 U/㎕), 1㎕ 100

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

8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2)를 가한 후, 1㎕의 

M-MLV RT (200 U/㎕)를 다시 가하고 DEPC 처리된 증

류수로서 최종 부피가 20㎕가 되도록 하였다. 이 20

㎕의 반응 혼합액을 잘 섞은 뒤 2,000 rpm에서 5초간 

원심침강하여 37 ℃ 항온 수조에서 60분 동안 반응시

켜 first-strand cDNA를 합성한 다음, 95 ℃에서 5분 동

안 방치하여 M-MLV RT를 불활성화시킨 후 합성이 완

료된 cDNA를 PCR에 사용하였다. 

(3) cDNA PCR

Real time quantitative RT-PCR은 Applied Biosystems 

7500 Fast Real-Time PCR system를 이용하여 수행하였

으며, 사용된 Probe와 Oligonucleotide의 염기배열은 다

음과 같다 (Table 2).

Mouse GAPDH-VIC probe set; Endogenous Control 

(VIC®/MGB Probe, Probe limited) from Applied Biosystems 

(4352339E) 유전자 발현은 Taqman PCR Master mix 

(ABI)를 사용하였고, internal standard를 GAPDH를 사

용하였으며, primer의 최종농도가 200 nM이 되게 반응

시켰다. Real time quantitative PCR의 조건은 pre-dena-

turation을 2 min at 50℃, 10 min 94℃, 그리고 40 cycles

을 0.15 min at 95 ℃, 1 min at 60℃에서 수행하였으며 

Target group의 RQ (relative quantitative)는 Quantitative 

PCR로 다음과 같이 측정하였다. 

y = x(1+e)n

x : starting quantity

y : yield

n : number of cycles

e : efficiency

4) ELISA 측정

MC/9 비만 세포주를 48-well plate에 5×105/㎖로 1 

㎖씩 분주하고 무처리한 군을 정상군 (only MC/9 cell)

으로, 24시간 동안 DNP-IgE 1 ㎍/㎖ 만으로 자극한 후 

PBS로 수세하고 10% FBS-DMEM으로 교체한 군을 대

조군 (DNP-IgE Control)으로 하였다. 3시간 후 대조군

에 FF (400, 200, 100 ㎍/㎖)와 CsA 10 ㎍/㎖를 처리하

고 1시간 후에 DNP-BSA 0.5㎍/㎖으로 자극하여 FF 처

리한 것을 실험군 (DNP-IgE + FF-100, 200, 400), CsA
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로 처리한 것을 양성대조군 (DNP-IgE + CsA 10)으로 

하였다.

Mouse IL-13, MIP-1α ELISA kit를 사용하여 제조사

의 지시에 따라 코팅 antibody를 microwell에 100㎕씩 

분주하고 4 ℃에서 16시간 두었으며 각 well을 wash 

buffer로 세척하고 assay diluent를 200㎕씩 넣어서 1시

간 동안 well을 막은 후 실온에서 배양하였다. 표준품

을 희석하고 상청액을 20배 희석한 후 microplate를 세

척하고 각 표준품과 상청액을 100㎕씩 넣었으며 2시간 

동안 well을 막은 후 실온에서 배양하였다. Microplate를 

세척하고 working detector를 만들어서 각 well에 100

㎕씩 넣고 1시간 동안 well을 막은 후 실온에서 배양하

였으며, microplate를 세척하고 substrate solution을 만

들어서 각 well에 100㎕씩 넣고 30분 동안 어두운 곳

에서 실온으로 배양하였다. Stop solution을 각 well에 

50㎕씩 넣고 microplate spectrophotometer에서 흡광도 

450㎚로 측정하였다.

5) Western blot

MC/9 비만 세포를 100 × 20㎜ plate에 4 × 105 /㎖로 

10㎖씩 분주하고 무처리한 군을 정상군 (only MC/9 

cell)으로, 24시간 동안 DNP-IgE 1㎍/㎖로 자극한 후 

PBS로 수세하고 10% FBS-DMEM으로 교체한 군을 대

조군 (DNP- IgE Control)으로 하였다. 그리고 3시간 후 

CsA 10㎍/㎖과 FF 100㎍/㎖를 처리하고 1시간 후에 

DNP-BSA 0.5㎍/㎖으로 자극한 뒤 1시간 후에 차가운 

PBS로 세척한 후 scraper로 세포를 얻고 원심분리하여 

상청액을 버린 후 각각 양성대조군 (DNP-IgE + CsA 

10)과 실험군 (DNP -IgE + FF)으로 하였다.

Lysis buffer (RIPA buffer 98㎕+ protease inhibitor 

cocktail (100×) 1㎕+ PMSF (100 mM) 1㎕) 100㎕로 

얼음에서 15∼20분간 배양한 후 상청액을 얻었다. 또

한 nuclear extract kit를 사용하여 hypotonic buffer를 넣

고 얼음에서 15분간 배양한 후 원심분리하여 상청액 

(cytoplasmic fraction)을 모았으며, tube에 남아 있는 핵

에 complete lysis buffer를 넣고 30초 동안 얼음에서 배

양한 후 원심분리 하여 상청액 (nuclear fraction)을 얻었

다. 이렇게 얻은 단백질은 BCA단백질 정량법으로 정

량하였으며, 10% SDS PAGE gel을 만들어서 running 

buffer를 채운 뒤 20분 동안 pre-running시키고, 그 사이

에 단백질을 loading buffer로 희석하고 끓는 물에 5분 

동안 끓여서 단백질이 꼬인 것을 풀어주었다. gel의 첫 

번째 빈칸은 띄우고 두 번째 칸에 단백질 마커를 넣고 

그 다음 칸부터 샘플을 넣어 120V로 내렸다. 그렇게 

내린 gel을 크기에 맞게 자르고 20분 동안 transfer buf-

fer에 담가 놓고, 그 사이에 membrane을 gel의 크기에 

맞게 자르고 transfer buffer에 미리 담가 두었다. 그리고 

Transfer buffer로 가득 채우고 뜨거워지지 않게 얼음을 

넣은 후 150 V로 1시간 30분 동안 membrane으로 이동

시켰다. 또한 Membrane을 크기에 맞게 자르고 5% 

skim milk (TBST buffer) 로 1시간 동안 blocking 해주었

으며, Primary antibody (NFAT1, NFAT2, c-Jun, c-Fos, 

NF-κB p65) 로 4℃에서 하루를 반응시킨 후, 다음날 

secondary antibody를 1시간 동안 실온에서 반응시켰다. 

암실에서 ECL detection 용액을 사용하여 필름에 옮기

고 현상용액에 담가 현상하고 고정액에 고정시켜 건조

시켰으며 결과에 대한 밴드밀도 (band densities)는 

YY-1과 비교하여 Image-Rab densitometer를 사용하여 

최종 측정 분석하였다.

3. 통계 분석

각 실험군 결과값은 SPSS통계프로그램을 사용하여 

통계 처리하였으며, 유의성 검사는 independent T-test

로 p<0.05 이하의 수준에서 유의성 검정을 실시하였다. 

(* : p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001)

Ⅲ. Results

1. HPLC 분리 및 지표성분 분석 

連翹의 지표성분으로 알려진 Arctigenin을 連翹 추

출물 내에서 확인하기 위해 Arctigenin 표준물질을 

HPLC로 분석한 결과, chromatogram (Fig. 1-1)에서 

Retention time을 나타내는 고유의 peak가 44.59분대에

서 확인되었으며, FF의 chromatogram (Fig. 1-2)에서 

Arctigenin 지표성분을 확인한 선행실험과 동시간대인 

44.60분대에서 elution peak을 확인할 수 있었다. FF의 

Arctigenin 성분함량은 2.91㎎/g으로 약 0.291%에 해

당되었다 (Table 3). 

2. 세포 독성 측정

FF의 세포독성을 측정한 결과 50, 100, 200, 400, 

800㎍/㎖의 모든 측정 농도에서 세포독성이 나타나지 
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Fig. 1-1. HPLC chromatogram of arctigenin

Fig. 1-2. HPLC chromatogram of FF & arctigenin

Concentration (㎎/㎖) RT (min) Area (n=3) Content (%) Content (㎎/g)

 Arctigenin 0.1 44.593 4,901,697

FF 50 44.601 5,363,683 0.291 2.91

Table 3. Content of Arctigenin as a Marker Compound in FF

Fig. 2. Cytotoxic effects of FF on MC/9 mast cell

MC/9 mast cells were pretreated with various concentration FF extract. The results were expressed the mean ± S.E. (N=3). Statistically significant 

value compared with control group data by independent T-test (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05).

않았다 (Fig. 2).

3. Real-Time PCR analysis

FF이 비만세포에서 IL-13, IL-5, GM-CSF, IL-4, TNF-

α, IL-6 mRNA 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 

위하여, MC/9 비만 세포에 DNP-IgE로 자극한 뒤 CsA

와 다양한 농도의 FF을 처리한 후 6시간 뒤 Real-Time 

PCR로 mRNA 유전자 발현을 분석하였다.

1) IL-13 mRNA 유전자 발현

IL-13 mRNA 유전자 발현은 정상군은 0.395 ± 0.027

이었고, 대조군은 1.051 ± 0.051로 정상군에 비하여 유
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Fig. 3-1. Suppressive effects of FF on IL-13 and IL-5 mRNA expression

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100, 50 ㎍/㎖) for 1 hour. The 

expression of IL-13 and IL-5 mRNA was analyzed by Real-Time PCR. Values were expressed as means ± S.E. Statistically significant value compared

with control group data by independent T-test (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05).

Fig. 3-2. Suppressive effects of FF on GM-CSF and IL-4 mRNA expression

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100, 50 ㎍/㎖) for 1 hour. The 

expression of GM-CSF and IL-4 mRNA was analyzed by Real-Time PCR. Values were expressed as means ± S.E. Statistically significant value compared

with control group data by independent T-test (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05).

전자 발현이 증가되었다. 양성대조군은 0.386 ± 0.018로 

대조군에 비하여 유전자 발현이 억제되었다 (p<0.001). 

FF 실험군의 IL-13 mRNA 유전자 발현은 100 ㎍/㎖에

서 0.578 ± 0.060로 대조군에 비하여 유의성 있게 

(p<0.001) 억제되었으며, 50㎍/㎖에서 0.902 ± 0.054로 

대조군에 비하여 유의성 있게 (p<0.01) 억제되었다 

(Fig. 3-1).

2) IL-5 mRNA 유전자 발현

IL-5 mRNA 유전자 발현은 정상군은 0.116 ± 0.029

이었고, 대조군은 0.979 ± 0.022로 정상군에 비하여 유

전자 발현이 증가되었다. 양성대조군은 0.314 ± 0.102로 

대조군에 비하여 유전자 발현이 억제되었다 (p<0.001). 

FF 실험군의 IL-5 mRNA 유전자 발현은 100 ㎍/㎖에서 

0.577 ± 0.059로 대조군에 비하여 유의성 있게 (p<0.001) 

억제되었으며, 50㎍/㎖에서 0.914 ± 0.052로 대조군과 

거의 차이가 나지 않았다 (Fig. 3-1).

3) GM-CSF mRNA 유전자 발현

GM-CSF mRNA 유전자 발현은 정상군은 0.308 ±

0.093이었고, 대조군은 0.994 ± 0.007로 정상군에 비하

여 유전자 발현이 증가되었다. 양성대조군은 0.324 ±

0.100로 대조군에 비하여 유전자 발현이 억제되었다 

(p<0.001). FF 실험군의 GM-CSF mRNA 유전자 발현

이 100㎍/㎖에서 0.475 ± 0.160로 대조군에 비하여 유

의성 있게 (p<0.001) 억제되었으며, 50㎍/㎖에서는 
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Fig. 3-3. Suppressive effects of FF on TNF-α and IL-6 mRNA expression

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100, 50 ㎍/㎖) for 1 hour. The 

expression of TNF-α and IL-6 mRNA was analyzed by Real-Time PCR. Values were expressed as means ± S.E. Statistically significant value compared

with control group data by independent T-test (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05).

0.753 ± 0.172로 억제되었으나 유의성은 없었다 (Fig. 

3-2).

4) IL-4 mRNA 유전자 발현

IL-4 mRNA 유전자 발현은 정상군은 0.475 ± 0.109

이었고, 대조군은 1.054 ± 0.054로 정상군에 비하여 유

전자 발현이 증가되었다. 양성대조군은 0.413 ± 0.016

로 대조군에 비하여 유전자 발현이 억제되었다 

(p<0.001). FF 실험군의 IL-4 mRNA 유전자 발현은 100 

㎍/㎖에서 0.613 ± 0.088로 대조군에 비하여 유의성 있

게 (p<0.001) 억제되었으며, 50㎍/㎖에서는 0.868 ±

0.100로 억제되었으나 유의성은 없었다 (Fig. 3-2).

5) TNF-α mRNA 유전자 발현

TNF-α mRNA 유전자 발현은 정상군은 0.338 ±

0.077이었고, 대조군은 1.063 ± 0.063로 정상군에 비하

여 유전자 발현이 증가되었다. 양성대조군은 0.542 ±

0.174로 대조군에 비하여 유전자 발현이 억제되었다 

(p<0.001). FF 실험군의 TNF-α mRNA 유전자 발현은 

100㎍/㎖에서 0.700 ± 0.016로 대조군에 비하여 유의

성 있게 (p<0.001) 억제되었으며, 50㎍/㎖에서는 0.781

± 0.084로 억제되었으나 유의성은 없었다 (Fig. 3-3).

6) IL-6 mRNA 유전자 발현

IL-6 mRNA 유전자 발현은 정상군은 0.314 ± 0.104

이었고, 대조군은 0.984 ± 0.016로 정상군에 비하여 유

전자 발현 증가가 나타났다. 양성대조군은 0.316 ±

0.085로 대조군에 비하여 유전자 발현이 억제되었다 

(p<0.001). FF 실험군의 IL-6 mRNA 유전자 발현은 100

㎍/㎖에서 0.586 ± 0.099로 대조군에 비하여 유의성 

있게 (p<0.001) 억제되었으며, 50㎍/㎖에서는 0.786 ±

0.087로 대조군에 비하여 유의성 있게 (p<0.001) 억제

되었다 (Fig. 3-3).

4. ELISA analysis 

FF이 비만세포에서 IL-13, MIP-1α 생성에 미치는 영

향을 관찰하기 위하여, MC/9 비만 세포에 DNP-IgE로 

자극한 뒤 CsA와 100, 200, 400㎍/㎖ 농도의 FF을 처

리한 후 6시간 후 ELISA로 IL-13와 MIP-1α 생성량을 

측정하였다.

1) IL-13 단백질 생성

IL-13 생성량은 정상군은 261.043 ± 26.11 pg/㎖이

었고, 대조군은 680.087 ± 16.31 pg/㎖으로 정상군에 

비해 증가하였고, 양성대조군은 388.238 ± 17.50 pg/㎖

로 대조군에 비해 억제되었다 (p<0.001). FF 실험군의 

IL-13 생성량은 100㎍/㎖에서는 589.406 ± 18.75 pg/

㎖으로 억제되었고 (p<0.001), 200㎍/㎖에서는 535 ±

40.30 pg/㎖으로 억제되었으며 (p<0.05), 400㎍/㎖에

서는 387.913 ± 20.19 pg/㎖으로 대조군에 비하여 유의

성 있게 (p<0.01) 억제되었다 (Fig. 4-1).

2) MIP-1α 단백질 생성

MIP-1α 생성량은 정상군은 264.931 ± 23.73 pg/㎖



 비만세포에서 連翹 추출물의 Th2 사이토카인 발현 및 신호전달 기전 억제 효과 39

Fig. 4-1. Suppressive effects of FF on IL-13 production

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100, 200, 400 ㎍/㎖) for 1 hour. 

IL-13 levels were measured by a sandwich ELISA using an ELISA kit. Values were expressed as means ± S.E. Statistically significant value compared

with control group data by independent T-test (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05).

Fig. 4-2. Suppressive effects of FF on MIP-1α production

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100, 200, 400 ㎍/㎖) for 1 hour. 

IL-13 levels were measured by a sandwich ELISA using an ELISA kit. Values were expressed as means ± S.E. Statistically significant value compared

with control group data by independent T-test (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05).

이었고, 대조군은 352.631 ± 22.43 pg/㎖로 정상군에 

비해 증가하였고, 양성대조군은 191.641 ± 16.78으로 

대조군에 비해 억제되었다 (p<0.001). FF 실험군의 

MIP-1α 생성량은 100㎍/㎖에서는 205.729 ± 16.78 pg/

㎖으로 억제되었고 (p<0.01), 200㎍/㎖에서는 195.495

± 11.64 pg/㎖으로 억제되었으며 (p<0.01), 400㎍/㎖

에서는 173.997 ± 11.17 pg/㎖으로 대조군에 비하여 유

의성 있게 (p<0.001) 억제되었다 (Fig. 4-2).

5. Western blot analysis

FF이 비만세포에서 NFAT-1과 NFAT-2, AP-1 pro-

tein (c-Jun, c-Fos), NF-κB p65 발현에 미치는 영향을 

관찰하기 위하여, MC/9 비만 세포에 DNP-IgE로 자극

한 뒤 1시간 동안 CsA와 100㎍/㎖ 농도의 FF을 처리한 

후 6시간 후 western blot으로 NFAT-1과 NFAT-2, 

AP-1 protein (c-Jun, c-Fos), NF-κB p65의 단백질 발현

을 측정하였다. 
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Fig. 5-1. Effect of FF on NFAT-1 signal events in MC/9 
cells induced with DNP-IgE

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then 

treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100 ㎍/㎖) for 1 hour. After adding 

lysis buffer, one part of the lysates was subjected to western blot with 

NFAT proteins. Another part of the lysates was directly subjected to 

SDS-PAGE and immunoblotting with the indicated antibodies. The 

levels of NFAT proteins were selected as the positive control for 

Anti-NFAT-1 respectively. Band densities were compared with YY-1 

and measured using an Image-Rab densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA, 

U.S.A.) (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05). 

Fig. 5-2. Effect of FF on NFAT-2 signal events in MC/9 
cells induced with DNP-IgE

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then 

treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100 ㎍/㎖) for 1 hour. After adding 

lysis buffer, one part of the lysates was subjected to western blot with 

NFAT proteins. Another part of the lysates was directly subjected to 

SDS-PAGE and immunoblotting with the indicated antibodies. The 

levels of NFAT proteins were selected as the positive control for 

Anti-NFAT-2 respectively. Band densities were compared with YY-1 

and measured using an Image-Rab densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA, 

U.S.A.) (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05).

1) NFAT-1, NFAT-2 신호전달 기전

NFAT-1의 단백질 발현은 정상군에서 NFAT-1 den-

sities (이하 DT)가 2.1로 나타났고 (Fig. 5-1, NFAT-1 

band lane 1), 대조군에서 35.40로 정상군에 비하여 증

가하였으며 (Fig. 5-1, NFAT-1 band lane 2), 양성대조

군의 DT는 10.10으로 대조군에 비하여 유의성 있게 억

제되었다 (p<0.01) (Fig. 5-1, NFAT-1 band lane 3). 실

험군의 100㎍/㎖에서 DT는 1.45로 대조군에 비하여 

NFAT-1의 단백질 발현이 유의성 있게 억제되었다 

(p<0.001) (Fig. 5-1, NFAT-1 band lane 4).

NFAT-2의 단백질 발현은 정상군에서 DT가 1로 나

타났고 (Fig. 5-2, NFAT-2 band lane 1), 대조군에서 2.8

로 정상군에 비하여 증가하였으며 (Fig. 5-2, NFAT-2 

band lane 2), 양성대조군의 DT는 0.31로 대조군에 비

하여 유의성 있게 억제되었다 (p<0.01) (Fig. 5-2, 

NFAT-2 band lane 3). 실험군의 100㎍/㎖에서의 DT는 

1.62로 대조군에 비하여 NFAT-2의 단백질 발현이 유

의성 있게 억제되었다 (p<0.05) (Fig. 5-2, NFAT-2 band 

lane 4).

2) AP-1 신호전달 기전

c-Jun의 단백질 발현은 정상군에서 DT가 1.5로 나

타났으며 (Fig. 6-1, c-Jun band lane 1), 대조군에서 DT

가 63.00로 정상군에 비하여 증가하였고 (Fig. 6-1, 

c-Jun band lane 2), 양성대조군의 DT는 7.80로 대조군

에 비하여 유의성 있게 억제되었다 (p<0.001) (Fig. 6-1, 

c-Jun band lane 3). 실험군의 100㎍/㎖에서 DT는 5.70

으로 c-Jun 단백질 발현이 대조군에 비하여 유의성 있

게 억제되었다 (p<0.001) (Fig. 6-1, c-Jun band lane 4).

c-Fos의 단백질 발현은 정상군에서 DT가 1로 나타
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Fig. 6-1. Effect of FF on AP-1 proteins(c-Jun) in MC/9 
cells induced with DNP-IgE

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then 

treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100 ㎍/㎖) for 1 hour. After adding 

lysis buffer, one part of the lysates was subjected to western blot with 

AP-1 proteins. Another part of the lysates was directly subjected to 

SDS-PAGE and immunoblotting with the indicated antibodies. The 

levels of AP-1 proteins were selected as the positive control for anti-c-Jun 

respectively. Band densities were compared with YY-1 and measured 

using an Image-Rab densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA, U.S.A.) (*** 

p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05). 

Fig. 6-2. Effect of FF on AP-1 proteins (c-Fos) in MC/9 
cells induced with DNP-IgE

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then 

treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100 ㎍/㎖) for 1 hour. After adding 

lysis buffer, one part of the lysates was subjected to western blot with 

AP-1 proteins. Another part of the lysates was directly subjected to 

SDS-PAGE and immunoblotting with the indicated antibodies. The 

levels of AP-1 proteins were selected as the positive control for anti-c-Fos

respectively. Band densities were compared with YY-1 and measured 

using an Image-Rab densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA, U.S.A.) (*** 

p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05).

났으며 (Fig. 6-2, c-Fos band lane 1), 대조군에서 DT가 

5.5로 정상군에 비하여 증가하였고 (Fig. 6-2, c-Fos 

band lane 2), 양성대조군의 DT는 1.6로 대조군에 비하

여 유의성 있게 억제되었다 (p<0.05) (Fig. 6-2, c-Fos 

band lane 3). 실험군의 100㎍/㎖에서의 DT는 4.75으

로 대조군에 비하여 차이가 나지 않았으며 유의성은 

없었다 (Fig. 6-2, c-Fos band lane 4).

3) NF-κB p65 신호전달 기전

NF-κB p65 단백질 발현은 정상군에서 DT가 1로 나

타났고 (Fig. 7, NF-κB p65 band lane 1), 대조군에서 

DT가 4.87로 정상군에 비하여 증가하였고 (Fig. 7, NF-

κB p65 band lane 2), 양성대조군의 DT는 1.21로 대조

군에 비하여 유의성 있게 억제되었다 (p<0.01) (Fig. 7, 

NF-κB p65 band lane 3). 실험군의 100㎍/㎖에서의 

DT는 0.64로 NF-κB p65 단백질 발현이 대조군에 비

하여 유의성 있게 억제되었다 (p<0.01) (Fig. 7, NF-κB 

p65 band lane 4).

Ⅳ. Discussion

아토피 피부염은 영, 유아기의 대표적인 알레르기 

질환으로 재발이 잦고 만성으로 경과하는 염증성 질환

으로 심한 소양감과 함께 홍반, 부종, 삼출, 가피, 인설, 

태선화 등을 특징으로 한다26).

최근 수십 년간 선진국을 중심으로 아토피 피부염

의 이환율은 급격히 증가하는 추세이며33) 알레르기 비

염, 천식으로 이어지는 아토피 행진의 시발점34) 으로써 
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Fig. 7. Effect of FF on NF-κB p65 signal events in MC/9 
cells induced with DNP-IgE

MC/9 mast cells were stimulated with DNP-IgE for 24 hours, and then 

treated with CsA (10 ㎍/㎖) or FF (100 ㎍/㎖) for 1 hour. After adding 

lysis buffer, one part of the lysates was subjected to western blot with 

NF-κB p65 protein. Another part of the lysates was directly subjected 

to SDS-PAGE and immunoblotting with the indicated antibodies. The 

levels of NF-κB p65 proteins were selected as the positive control for 

Anti-NF-κB p65, respectively. Band densities were compared with YY-1 

and measured using an Image-Rab densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA, 

U.S.A.) (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05).

그 중요성과 사회적 관심이 증가하고 있다.

아토피 피부염의 원인은 아직 정확하게 밝혀지지 

않았으나25) 가족력이 현저하게 나타나며 모계 유전 형

태로 알레르기 관여 유전자인 5q31-33의 역할이 두드

러지며, 3p21과 1q21, 17q25 등 연관 있는 유전자들이 

밝혀지고 있어 아토피 피부염만의 독립적인 유전적인 

원인이 있음을 알 수 있다26). 또한 식품, 집먼지 진드기

와 세균과 같은 환경으로부터 유입된 항원 물질에 대

한 면역반응이 유전적인 원인과 복합적으로 아토피 피

부염을 발생시킨다고 알려져 있다27). 

급성 아토피 피부염의 면역학적 기전은 IgE 합성의 

증가와 호산구 증가증과 함께 T세포 면역반응에서 

Th1에 비해 Th2 반응의 우세로 인한 불균형이 핵심적

인 원인으로 보고되고 있다31). 인체에 항원이 침입하였

을 때 T세포에 의해 면역이 조절되는데 CD4+ T세포는 

생성하는 사이토카인의 종류에 따라 Th1과 Th2로 분

류된다28). Th1 세포는 IFN-γ, IL-2 등을 특징적으로 분

비하며 세균 감염에 있어서 방어적 기능을 담당하고 

지연형 과민 반응에 관여하며35), Th2 세포는 IL-4, IL-5, 

IL-10, IL-13, IL-16 등 일련의 사이토카인을 분비하는

데, 이 중 IL-4와 IL-13은 B세포에서 IgE 생성을 유도하

고, IL-5는 호산구의 분비, 분화와 성숙에 관여하여 즉

시형 아토피 반응에 관여한다36). IL-3, TNF-α, GM-CSF

는 두 세포 모두에서 특징적으로 분비되는 사이토카인

으로 염증 반응을 일으키며 비만세포의 발달에 영향을 

미치는 것으로 알려져있다37).

만성 아토피 피부염에서는 급성기에 생성된 IL-1과 

TNF-α 같은 사이토카인의 영향으로 대식세포, 호산구 

같은 속발 반응에 관여하는 세포들이 피부에 침투하여 

염증반응을 일으키는 것으로 보이며 이 시기 주 사이

토카인은 IL-4, IL-5, IFN-γ, IL-12, GM-CSF, MIP-1α, 

IL-8 등으로 침윤된 T세포는 Th2 사이토카인의 성향이 

약해지면서 Th1과 Th2 사이토카인이 함께 존재하게 

된다28). 이로써 아토피 피부염이 급성에서 만성으로 경

과 중에 Th2의 활성화에 이어 Th1의 활성화가 이어지

는 것으로 보인다38). 따라서 급성기의 과 활성화된 Th2 

반응의 조절을 통하여 만성으로 이어지는 아토피 질환

의 억제시킬 수 있다30). 

連翹는 淸熱解毒 작용이 우수하며1-5) 소염, 해열, 진

통 등 항염증 작용과 항산화, 각종 세균에 대한 항균작

용 (suspensaside, forsythoside A·B) 등의 약리 작용이 있

는 것으로 알려져 있어10) 김7) 등은 아토피 피부염의 급

성-濕熱型에 일반적으로 사용되는 약재로 분류하였다. 

連翹의 항염증 기전에 관한 연구로는 김13) 등의 BV- 

microglia cell에서의 LPS에 의해 유도된 NO, iNOS, 

TNF-α, IL-1β, IL-6 유전자 발현 및 DHHP 자유기 억

제를 통한 항염 효과 연구와 남12) 등의 마우스 복강 대

식세포에서 LPS/IFN-γ로 유도된 TNF-α와 IL-6의 분비 

및 IκBα, MARK의 억제에 따른 항염증 작용12)에 대한 

연구가 있었다. 이들 연구를 통해 連翹의 항염증 작용

이 Th2 사이토카인 억제와 연관되는 것을 알 수 있다.

이에 저자는 連翹의 항염증 기전을 보다 명확하게 

밝히기 위하여 생쥐 MC/9 비만 세포에서 Th2 사이토

카인의 생성 억제를 확인하고, 그 억제 기전 연구를 위

하여 Th2 사이토카인의 유전자 발현에 영향을 미치는 

신호전달 물질의 활성에 대하여 알아보았다.

비만세포는 주로 외부 환경과 접하는 부분인 피부, 

내장 및 호흡기관에 존재하며39), 모든 결합조직과 상피
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세포 아래층에 있어 즉시형 과민반응이 일어나는 가장 

흔한 부위로 아토피 피부염의 피부 병변에서도 비만세

포가 관찰된다31). 비만세포는 세포표면에 본질적으로 

고친화성 IgE 수용체 (FcεΕRI)를 발현하는데, 인체에 

침입한 항원과 IgE가 비만세포 표면에서 교차결합하면

서 활성화된다40). 활성화된 비만세포는 각종 염증매개 

물질들이 탈과립하여 분비되는데 이들 매개 물질은 히

스타민 (histamine)과 비만세포 키마제 (mast- cell chy-

mase), 트립타제 (tryptase), 그리고 세린에스테라제 (ser-

in esterases)와 같은 효소들과 Th2 사이토카인 (IL-4, 

IL-5, IL-10, IL-13, IL-16)을 포함한다41). 이들 효소들은 

차례로 조직 간질 메탈로프로테아제 (matrix metal-

loprotease)를 활성화시켜 피부에 염증을 일으키며, 

IL-4, IL-13, IL-5 등의 사이토카인을 통해 염증반응을 

확장하며 Th2 세포 반응을 우세하게 만든다42).

連翹의 약리성분은 종전의 연구를 통하여 lignans 

(Phillygenin, Pinoresinol, Arctigenin, Matairesinol), lignan 

glucosides (Phillyrin, Pinoresinol-D-glucose, Arctiin, 

Matairesinoside), flavonoid (Rutin) 및 3,4-Dihydroxyphen 

ethyl alcohol의 caffeoylgltcosides (Forsythiaside, Acteoside, 

Suspensaside 및 β-Hydroxy acteoside) 등이 있는 것으로 

알려져있다20,22). 이중 Arctigenin, Pinoresinol, Rutin, 

Acteoside 등이 항염 성분들이 함유되었다고 보고되었

으며, 특히 Arctigenin는 JAK-STAT 신호전달경로를 억

제하여 iNOS 발현을 억제 하며43,44) 알레르기 질환 및 

뇌신경에서의 항염 효과45,46)와 멜라닌세포에서의 항산

화 효과47)가 나타난다고 알려져 있다.

본 실험에서 사용된 連翹를 HPLC를 통해 분석한 결

과 Arctigenin을 2.91% 함유하고 있음이 확인되었다 

(Table 3).

連翹 추출물의 세포독성을 측정한 결과, 대조군에 

비하여 50, 100, 200, 400, 800㎍/㎖의 모든 측정 농도

에서 세포독성이 나타나지 않았다 (Fig. 2). 

MC/9 비만 세포에 24시간 동안 DNP-IgE을 자극하

여 활성화 상태를 만든 후 連翹 추출물 (100, 50㎍/㎖)

을 처리하고 Real-time PCR로 mRNA 유전자 발현을 

분석한 결과 IL-13, IL-6, IL-5, GM-CSF, IL-4, TNF-α의 

mRNA 유전자 발현이 대조군에 비하여 유의성 있게 

억제되었다 (Fig. 3-1,2,3). 또한 連翹 추출물 (400, 200, 

100㎍/㎖)을 처리하고 ELISA를 통해 IL-13, MIP-1α의 

단백질 발현을 측정한 결과 대조군에 비하여 유의성 

있게 억제되었다 (Fiq. 4-1,2). 두 실험 결과를 통하여 

連翹 추출물이 Th2 사이토카인 분비를 억제하여 아토

피 피부염에서 Th1과 Th2 세포 반응의 평형을 유지하

여 치료효과를 나타내는 것을 확인할 수 있다.

사이토카인과 mRNA는 유전자 발현의 결과물로 비

만 세포내의 신호전달 체계에 의해 생성된다. 이러한 

일련의 신호전달 과정에서 連翹의 작용 부위를 확인하

기 위하여 western blot을 통하여 전사인자의 단백질 발

현을 연구하였다. 

전사인자 NFAT은 IL-2 promoter에 존재하는 antigen 

receptor response element에 결합함으로써 염증 반응에 

필요한 사이토카인 (IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, TNF-α, 

IFN-γ)과 세포표면인자 (CD40L, FasL, IL-2Rα)등의 발

현에 핵심적인 역할을 한다48). 

본 실험에서 NFAT-1, NFAT-2 단백질 발현은 連翹

를 처리한 실험군에서 대조군에 비하여 유의성 있게 

억제되었으며 특히 NFAT-1의 경우 Cyclosporin A 10 

㎍/㎖를 처리한 양성대조군보다도 높은 억제효과를 나

타냈다 (Fig. 5-1,2).

또한 AP-1 전사전달계의 c-Jun 단백질 발현은 連翹

를 처리한 실험군에서 대조군에 비하여 유의성 있게 

억제되었으나 (Fig. 6-1), c-Fos의 경우 양성대조군에서

는 유의성 있게 억제 되었으나, 連翹를 처리한 실험군

에서는 대조군과 거의 차이가 나지 않았다 (Fig. 6-2). 

c-Fos는 c-Jun과 함께 AP-1 단백질 복합체의 중요한 구

성원으로서 AP-1 결합 부위를 통해 전사를 조절하여 

IL-8, IL-10 등의 사이토카인 발현에 영향을 미친다49). 

이로써 連翹 추출물은 c-Jun에 특이적으로 작용하여 

AP-1 단백질 복합체를 형성을 억제할 것으로 예상되며 

c-Fos의 억제 조절 여부는 추후 농도 의존성에 대해 추

가 실험이 필요하다.

NF-κB는 외부의 자극에 의한 면역반응의 경로에서 

중요한 역할을 하는 전사인자로 p50과 p65의 hetero-

dimer 형태가 대표적이다. 거의 대부분의 세포의 세포

질 내에 IκBα와 결합되어 비활성화된 상태로 존재하는

데 자극이 일어난 후 IKK로 인해 IκBα가 인산화되어 

분해되면 세포질에 존재하던 NF-κB가 핵 속으로 이동

해 많은 염증 유전자를 활성화 시킨다50). 이러한 신호

전달 기전을 통해 TNF-α, IL-2, IL-6, IL-8, lymphotoxin, 

GM-CSF, β-IFN, adhesion molecule 등의 염증 사이토카

인들이 생성된다51).

본 실험에서 NF-κB p65 단백질 발현은 대조군에 비

하여 連翹를 처리한 실험군에서 현저히 억제되었으며 

양성대조군보다도 억제되었다 (Fig. 7). 

이상의 결과로 連翹 추출물은 IgE에 의해 활성화된 
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비만세포에서 발현하는 IL-13, IL-6, IL-5, GM-CSF, 

IL-4, TNF-α, MIP-1α의 생성을 억제하여 아토피 염증 

반응을 조절하는 것으로 예상되며, 그 중 NFAT-1, 

NFAT-2, c-Fos, NF-κB p65 전사인자 활성을 억제하여 

염증성 사이토카인의 발현에 핵심적인 NFAT, AP-1, 

NF-κB의 신호전달 기전을 차단하는 것으로 볼 수 있다.

이로써 임상에서 連翹의 아토피 피부염을 비롯한 

알레르기 질환에 적용이 가능할 것으로 판단되며, 향

후 in vivo 실험을 통하여 아토피 피부염에서의 임상적 

효과를 확인하는 연구가 필요할 것으로 생각된다.

Ⅴ. Conclusion

連翹 추출물이 생쥐 MC/9 비만 세포의 Th2 사이토

카인 분비에 미치는 영향과 그 기전을 실험적으로 규

명한 결과는 다음과 같다.

1. 連翹 추출물은 IL-13, IL-5, GM-CSF, IL-4, TNF-α, 

IL-6 mRNA 유전자 발현을 억제하였다.

2. 連翹 추출물은 IL-13 와 MIP-1α 단백질 생성을 억제하

였다.

3. 連翹 추출물은 전사인자 NFAT-1 및 NFAT-2 단백질 

발현을 억제하였다.

4. 連翹 추출물은 전사인자 c-Jun 단백질 발현을 억제하

였다.

5. 連翹 추출물은 전사인자 NF-κB p65 단백질 발현을 

억제하였다.
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