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Abstract

  Objective : The water extract of Bojungikgi-tang (BTE) composed with Ginseng Radix, Astragali Radix, Angelicae 

gigantis Radix, Atractylodes Rhizoma alba, Aurantii nobilis Pericarpium, Glycyrrhizae Radix, Cimicifuga Rhizoma, 

and Bupleuri Radix and it has been traditionally used for chronic diseases or weakness after illness in oriental 

countries. However, little is known about the effects of aqueous extract of BTE on trimellitic anhydride 

(TMA)-induced contact hypersensitivity (CHS). Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of 

BTE on TMA-induced CHS in BALB/c mice. 

Methods : In this study, the extract of BTE was prepared by extracting with distilled water at 100℃ for 2.5 h. 

The extract was freeze-dried following filtration through 0.45 μm filter. Mice were orally administrated with or 

without BTE extract of different doses (25-200 ㎎/㎏/day) for 28 days. During the challenge period, mice were 

externally applied with different doses of BTE extract one time per day 30 min before TMA treatment. I examined 

the effects of BTE on the serum levels of IgE, IgG1, IgG2a, and IgG2b, nitric oxide (NO) and prostaglandin E2 

(PGE2) production in isolated peritoneal macrophages, Th2 cytokine production in isolated spleen cells, ear 

swelling responses, and the leukocyte infiltration induced by TMA. 

ⓒ 2016 the Society of Korean Medicine Ophthalmology & Otolaryngology & Dermatology
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(http://creativecommons.org/license/by-nc/3.0/) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any 
medium, provided the original work is properly cited. 
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Ⅰ. 緖  論

  補中益氣湯은 金代 李東垣1)의《內外傷辯惑論》에 

처음 기재된 方劑로 黃芪, 人蔘, 白朮, 甘草, 當歸, 陳

皮, 升麻, 柴胡로 구성되어 있으며, “飮食失節, 寒溫不

適, 則脾胃乃傷, 喜怒憂恐, 勞役過度, 而損耗元氣” 등 

脾胃虛衰와 元氣不足으로 인한 여러 증상을 치료한다

고 하였다.

  許浚2)의《東醫寶鑑》에서는 補中益氣湯에 대하여 

37회3)나 언급하고 있으며 “治勞役太甚, 或飮食失節, 

身熱而煩, 自汗倦怠”에 사용한다하였고 尹4)은 補中益

氣湯을 補氣升提와 益氣升陽의 基本方이며 각종 下垂

疾患, 泄瀉, 頻尿, 眩暈, 頭痛, 出血 등 氣虛로 인한 질

병에 활용하는 方劑라고 하였다. 그밖에도 저혈압증, 

만성두통, 만성위장염, 탈항, 자궁탈, 헤르니아, 만성 

출혈증, 빈발월경, 만성기관지염, 비염, 혈소판감소성

자반병 등의 만성질환이나 抗病力 弱化나 免疫機能 

低下로 생기는 각종 疾病에 활용하고 있다5).

  韓醫學에서는 疾病을 정의할 때 正氣와 邪氣와의 

相關 關係로 설명하는데 正氣는 抗病능력이나 정상적

인 臟腑 및 人體의 機能을 말하며 邪氣는 疾病을 일으

키는 각종 要因을 말한다6).

  이러한 正氣의 生成은 脾와 관련이 있으며, 특히 脾

胃는 後天之本이며 臟腑氣血의 生化之源이라 하여 正

氣 生成의 後天적인 根源이 되며7), “脾爲之衛”, “脾旺

不受邪”라 하여 邪氣의 침입에 대한 人體 防禦機能의 

중요한 역할을 수행한다고 하였다8,9). 그러므로 補中益

氣湯의 補元氣, 補脾胃氣虛, 補氣升提 效能은 人體의 免

疫機能調節과 밀접한 연관성이 있다고 볼 수 있다. 

  최근에는 補中益氣湯을 이용한 항암효과10), 면역 

및 항알러지 효과11,12), 항스트레스효과13-15), 허약증 

개선 효과, 염증성 매개물의 억제 효과16-19), 항류마티

스 효과20) 등의 연구를 활발히 진행하고 있다. 한편 

각종 화학물질의 접촉으로 면역기능의 이상 반응을 

초래함으로써, 유발되는 여러 종류의 알러지성 질환

은 증가추세에 있으나 이에 대한 補中益氣湯의 실험

적 연구는 아직 시도해본 바가 없는 실정이다. 이에 

TMA(trimellitic anhydride)로 유도된 접촉성 과민반

응(contact hypersensitivity response, CHS)에 관한 

補中益氣湯의 免疫調節機能을 연구하였다. 

  TMA는 인간의 직업성 천식을 유발하는 감작제로 

알려져 있으며, 에폭시(epoxy)․알키드(alkyd)합성수지, 

가소제(plasticizers), 고온중합체(high temperature 

polymer)그리고 계면활성제(surfactants)를 제조하는

데 일반적으로 활용되는 휘발성 유기용매제이다26-28). 

휘발성 유기용매인 TMA에 노출되면 이 화합물에 대

Results : The orally and externally administration of BTE dose-dependently reduced the serum levels of 

hapten-specific immunoglobulin E (IgE), IgG1 titer, and PGE2 production as well as ear swelling responses and 

leukocyte infiltration in TMA-induced BALB/c mice. The levels of NO and PGE2  production from peritoneal 

macrophages stimulated with TMA-BSA were markedly suppressed by pretreatment with BTE in a concentration 

dependent manner. Furthermore, the levels of Th2 cytokines (IL-4, IL-5, IL-13) production from spleen cells 

stimulated with ConA were markedly suppressed by BTE treatment in a concentration dependent manner.

Conclusions : These results suggest that BTE treatment suppresses chronic contact hypersensitivity, and it can be 

assumed that the suppression of ear swelling, serum IgE, NO and PGE2 levels, leukocyte infiltration, and Th2 

cytokines in an animal model. Therefore, these properties may contribute to the strong anti-CHS response effect 

of BTE.

Key words : Bojungikgi-tang (BTE);immunoglobulin E (IgE);prostaglandin E2 (PGE2);nitric oxide (NO);Th2 cytokines 

(IL-4, IL-5, IL-13)
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한 특이 항체가 생체에 검출되는데, TMA 유도 직업

성 천식은 IgE 매개 알러지 기전에 의해 유발되며, 또

한 TMA로 감작된 마우스는 폐에 호산구의 침윤이 

높게 일어나고27), IgE 항체는 비만세포(mast cell)와 

호염구에서 FcεRI와 매우 강력한 결합에 의하여 알

러지성 질환을 유발하는 것으로 알려졌다. 이와같이 

TMA 화학 항원에 의해 증가된 IgE는 기관지 천식, 

알러지성 고초열과 아토피 피부염 등 환경성 질환의 

핵심 지표로 알려져 있으며28,31) 마우스 모델 연구를 

통하여 알러지성 염증(allergic inflammation), 기도 

과민반응(airway hyprres- ponsiveness)과 CHS 반응 

등의 기전연구가 진행되어 왔다29-32).

  따라서 본 연구는 BALB/c 마우스를 대상으로 

TMA에 의해 유도된 귀의 부종, 귀 조직의 백혈구 침

윤, 혈청내 IgE와 PGE2 생산량 및 비장세포의 Th1와 

Th2 사이토카인 생산 등 CHS 반응에 미치는 補中益

氣湯의 효과를 조사하여 유의한 결과를 얻었기에 보

고하는 바이다. 

Ⅱ. 材料 및 方法

1. 材料

1) 試藥

  Trimellitic anhydride (TMA), ConA, aluminium 

hydroxide, NH4Cl는 Sigma-Ardrich사(St Louis, 

Drug
name

Crude drug name Scientific name Dose (g)

黃芪 Astragali Radix  Astragalus membranaceus 5.61

人蔘 Ginseng Radix  Panax ginseng 3.75

白朮  Atractylodes Rhizoma alba  Atractylodes japonica 3.75

甘草 Glycyrrhiza Radix  Glycyrrhiza uralensis 3.75

當歸  Angelicae Radix  Angelica gigas 1.87

陳皮  Aurantii nobilis Pericarpium  Citrus unshium 1.87

升麻  Cimicifuga Rhizoma  Cimicifuga heracleifolia 1.12

柴胡  Bupleuri Radixhas  Bupleurum falcatum 1.12

Table 1. Oriental Herbal Medicine Composition of Bojungikgi-tang (22.85g/cheop)

MO)로부터 구입하였다. RPMI 1640, streptomycin/ 

penicillin, glutamine, 우태아혈청(FBS)는 Gibco/ 

BRL사(Grand Island, NY. USA)로부터 구입하였으

며, IL-4, IL-5, IL-13와 PGE2 immunoassay kits는 

R&D사(Minneapolis, MN, USA)로부터 구입하였다. 

96 well immunoplate는 Nunc사(Denmark)로부터 

구입하였고, Rat anti-mouse IgE mAb, biotin- 

conjugated monoclonal rat anti-mouse IgE mAb, 

rat anti-mouse IgG mAb는 PharMingen사(San 

Diego, CA, USA)로부터 구입하였다. 

2) 藥物의 추출 (water extract of 

Bojungikgi-tang, BTE) 및 제조

  실험에 사용한 黃耆는 3년根으로  충북 제천, 人蔘

은 4년根으로 충남 금산, 白朮은 경북 울진, 甘草는 

중국 양외1호, 當歸는 강원 진부, 陳皮는 제주, 升麻

는 중국, 柴胡는 경북 영천으로 모두 영천의 나눔제약

(주)에서 구입하였으며, 약물의 제조는 黃耆 1錢半

(5.61g), 人蔘, 白朮, 甘草 각 1錢(3.75g), 當歸, 陳皮 

각 5分(1.87g), 升麻, 柴胡 각 3分(1.12g)씩 정량하여 

補中益氣湯(22.85g/한첩) 약물조제를 하고 총20첩

(457g)을 한약추출기(미강약탕기, ME-727)에 투입하

였고, 정수기(하나로, U-2000)에서 정수된 물 5000㎖

를 첨가하여 100℃에서 2시간 30분 동안 전탕하였다. 

추출된 補中益氣湯 2000㎖를 동결건조하여 45g의 건

조물을 얻고 -20℃에서 보관하면서 실험에 사용하였다.
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3) 實驗動物

  무균환경에서 사육된 7주령의 암컷 BALB/c 마우

스는 중앙동물실험실(서울)사로부터 구입하였다. 마우

스는 스트레스를 해소하기 위해 1주일간 낮과 밤의 

주기를 12시간씩 고정하여 사료(중앙동물실험실)와 

멸균 물을 공급하면서 사육한 후 실험동물위원회의 

실험 규정에 준하여 실험에 사용하였다.

2. 方法

1) CHS 반응 유도

  마우스 등쪽 털을 안과용 가위로 주의 깊게 자르고 

제모크림을 바르고 25℃ 물을 이용하여 털을 제거한 

후 아세톤과 올리브 오일 용액(4:1, A/O)에 TMA를 

섞어 500 ㎎/㎖ TMA용액을 제조하고 감작일에 

Lauerma 등33)의 방법에 따라 Fig. 1과 같은 프로그램

에 의하여 등쪽에 25 ㎕ TMA(500 ㎎/㎖)를 바르고 7

일 후에 25 ㎕ TMA(250 ㎎/㎖)를 2차 감작시켰다. 

그 후 14일, 21일과 28일 등 3차례 왼쪽귀에 25 ㎕ 

TMA(100 ㎎/㎖)로 공격하였고, 오른쪽 귀에는 단지 

아세톤과 올리브오일 용액(A/O)을 발라주었다.

Fig. 1. Schematic diagram of experimental protocol. Mice 
were sensitized on saved back skin with 100 ㎕ 
of 500 ㎎/㎖ TMA on day 0 and 50 ㎕ of 250 ㎎/
㎖ TMA in A/O on day 7. On days 14, 21, and 
28, left ears were challenged with 20 ㎕ of 100 
㎎/㎖ TMA and right ears were applied with 20 
㎕ of A/O. Control group received only filtered 
water for 28 days, 2 days later experimental 
groups received the different dose of BTE 
(25-200 ㎎/㎏ body weight).

2) 藥物의 처리

  스트레스가 해소된 8주령의 BALB/c계 마우스를 5

마리씩 구분하여 TMA로 감작하기 30분 전부터 대조

군과 실험군은 각각 생리식염수와 약물(25-200 ㎎/㎏ 

체중)을 하루에 1회씩 경구투여 하였다.

3) 귀 부종의 측정

  마우스 귀 부종의 측정은 마지막 TMA를 왼쪽 귀

에 공격직전과 공격한 다음 8시간 후에 디지털 두께 

측정기(Model 7326, Japan)로 측정하였다. 귀 두께는 

10-4 인치로 표현하였으며, 귀 부종 반응(ear swelling 

response, ERS)은 다음과 같이 계산하였다.

ERS = TMA 공격 후 귀의 두께 - TMA 공격직전 귀의 두께

4) 혈청의 IgE, IgG 계열 항체 아형 측정

  혈청내 IgE, IgG1 및 IgG2의 정량은 ELISA법으로 

측정하였다. 요약하면, anti-mouse IgE, anti-IgG1과 

anti-IgG2는 코팅완충액(0.1 M NaHCO3, pH 8.2)을 

이용하여 high binding immunoplate에 well 당 100 

㎕를 주입하고 4℃에서 24시간 방치한 다음 0.1% 

Tween 20이 포함되어 있는 PBS로 3회 세척하고 3% 

(wt/vol) BSA-PBS를 주입하고 2시간 동안 블로킹하

였다. 혈청은 IgE, anti-IgG1과 anti-IgG2를 측정하기 

위해서 1:10으로 희석하였다. 혈청과 항원은 4℃ 상태

에서 12시간 이상 방치한 후 0.05% gelatin 용액에 

biotin-conjugated monoclonal rat anti-mouse IgE 

mAb을 주입하고 실온에서 1시간 동안 방치했다. 발

색은 avidin-alkaline phosphatase (1:1000)를 주입하

고 실온에서 1시간동안 반응 시킨 다음 6회 세척하여 

phosphatase 기질인 ρ-nitrophenylphosphate, 

disodium을 첨가하고 발색시켜 405 ㎚에서 

microplate reader (Molecular Devices)로 흡광도를 

측정하였다. IgE, IgG1 및 IgG2의 측정은 R&D사가 

제시한 방법에 준하여 ELISA법으로 측정하였다.
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5) TMA-BSA 결합

  TMA와 BSA의 결합은 0.1 M sodium borate 완

충액(pH 9.4)에 BSA (10 ㎎/㎖)을 무균 조작하여 녹

이고 BSA 1㎖ 당 1.5 mg의 TMA를 주입하고 실온

에서 교반하고 1시간 후에 같은 양의 TMA를 주입한 

후 2시간 동안 실온에서 교반하였다. 5분간 390G로 

원심분리하여 상층액을 취하고 인산완충용액 (pH 

7.2)에 24시간동안 4℃에서 투석하였다. 투석된 

TMA-BSA는 감압동결건조하여 사용할 때까지 4℃ 

냉장 상태에서 보관하였다. TMA-BSA의 결합정도는

Sashidhar 등34)의 방법에 따라 2,4,6-trinitrobenzene 

sulphonic acid로 반응시켜 잔여 유리 아미노 그룹에 

의해 결정했다.

6) 복강 대식세포의 분리 및 배양

  TMA로 감작과 공격된 마우스에 Brewer's 

thioglycollate broth를 마리당 2 ㎖씩 복강내로 주사

기를 이용하여 주입하고 3일 후 마우스를 희생시킨 

다음 heparin(5 U/㎖)이 첨가된 HBSS 10㎖를 복강에 

주입하고 복강을 腸마사지하였다. 마사지 후 26게이

지 10㎖용 주사기를 이용하여 복강으로 유입된 세포

를 얻은 후 2회 원심 세척하였다. 분리된 세포는 10% 

FBS와 1% penicillin/streptomycin이 첨가된 RPMI 

1640 배지에 부유시켜 배양접시에 접종한 후 37℃와 

5% CO2가 유지되는 배양기에서 2시간 동안 방치하

였다. 그 후 대식세포외 다른 세포를 제거하기 위해서 

냉각 HBSS을 이용하여 3회 반복 세척하였다. 부착된 

생쥐 복강 대식세포는 10% FBS와 1% penicillin/ 

streptomycin이 첨가된 RPMI 1640 배지에 접종한 

후 실험 목적에 따라 시간을 정하여 배양하여 사용하

였다.

7) 아질산 농도의 측정

  NO의 기질인 L-arginine은 L-citrulline과 일산화

질소로 변하는데, 이는 빠르게 안정된 이산화질소, 아

질산염, 질산염으로 변한다. 그리스 시약 (Griss 

reagent: 0.5%의 설파닐아미드, 2.5%의 인산 및 

0.5%의 나프틸에틸렌아민)은 아질산염과 화학반응하

여 보라색의 아조염을 형성하고 이것은 일산화질소의 

농도와 일치하기 때문에, 아조염의 농도로부터 아질

산염의 농도를 측정하여 540 ㎚에서 그 최대 흡수정

도를 측정하여 구할 수 있다. 즉, 100 ㎕의 그리스 시

약을 상기 대조군과 실험군의 샘플 1 내지 6의 각각

에 100 ㎕씩을 첨가하고, 그 혼합물을 37℃에서 10분

간 반응시켰다. 흡광도는 Spectrophotometer(MD, 

U.S.A.)로 540 ㎚에서 측정하였다. 아질산산염의 농

도 정도는 아질산염의 표준곡선으로부터 계산하였다.

8) PGE2의 측정

  복강대식세포 (5×105/㎖)를 여러 가지 농도 (25-200 

㎍/㎖)의 補中益氣湯 추출물로 2시간동안 전 처리한 

후 TMA-BSA (3 ㎎/㎖)로 자극 한 후 24시간 동안 

배양하였다. 배양 상층액을 얻어 축적된 PGE2의 양을 

측정하였다. PGE2의 측정방법은 R&D사 

(Minneapolis, U.S.A.)가 제시한 방법에 준하여 

ELISA법으로 정량하였다.

9) 비장세포 배양 및 사이토카인 측정

  비장세포는 실험종료 후 즉시 마우스를 희생시키고 

마우스의 비장으로부터 얻었다. 단일 세포 부유액은 

Ficoll 밀도 원심분리를 통하여 얻은 후 RPMI 1640 

배양액으로 2회 원심 세척 후 적혈구를 제거하기 위

해서 0.83% NH4Cl (pH 7.5)에 37℃에서 10분동안 

방치한 다음 다시 배양액으로 3회 세척했다. 그 후 

streptomycin (100 ㎍/㎖), penicillin(100 U/㎖), 

glutamine(5 mM)과 10% FBS가 함유된 RPMI 1640 

배지에 부유시키고 24 well 배양용기에 well 당 

5×106 세포의 농도로 접종하고, 3시간 후에 Con A(2 

㎍/㎖)로 자극하고 37℃가 유지되는 CO2 배양기(95%

대기/5%CO2)에서 48시간동안 배양한 다음 세포 상층

액을 얻고 -70℃에서 보관하면서 사이토카인 측정에 

사용하였다. 상층액으로부터 IL-4, IL-5 및 IL-13의 
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immunoassay는 R&D사가 제시한 ELISA 방법에 의

하여 측정하였다.

10) 조직학적 실험

  조직학적 실험은 마지막 공격을 한 다음 72시간 후

에 마우스를 희생시키고, 오른쪽과 왼쪽귀를 자르고 

10% 중성 포르말린 완충액(pH 7.4)에 고정한 후 일

련의 탈수과정을 거쳐 파라핀에 매몰시킨 후 마이크

로톰 (SM 2000R, Leica, Germany)을 이용하여 4 μ

m로 잘라 조직표본을 제작하였다. 그 후 Wright 

Giemsa 염색을 하여 다형핵백혈구의 침윤정도를 평

가하였으며, Congo red 용액을 이용하여 호산구의 침

윤을 현미경 시야에서 관찰하여 세포수를 계산하여 

약물을 평가하였다35).

11) 통계처리

  모든 실험 값은 평균±표준오차로 표시했으며, 통계

분석은 ANOVA와 Student’s t-test로 처리했으며, 유

의성 한계는 p<0.05로 정하였다.

Ⅲ. 實驗 結果

1. 귀 부종 반응에 미치는 BTE의 억제 효과

  스트레스가 해소된 8주령의 BALB/c계 마우스에 

TMA로 감작하기 30분 전에 補中益氣湯 추출액(BTE)

을 하루에 1회씩 28일간 농도별(25-200 ㎎/㎏)로 경구

투여하여 BTE의 효과를 조사하였다. 그 결과 TMA

가 처리된 양성 대조군은 귀의 부종이 Chai 등36)의 

결과와 같이 매우 심하게 유발되었으나, BTE을 투여

한 실험군에서는 농도에 의존적으로 귀의 부종이 감

소되었다(Fig. 2). 특히, 100 ㎎/㎏과 200 ㎎/㎏ BTE 

투여군에서는 그 억제효과가 현저했다(p<0.01).

2. 백혈구 침윤에 미치는 BTE의 효과

  BTE와 TMA 마지막 공격 후 72시간에 귀 조직 표

본을 제작하여 만들어 Wright Giemsa와 Congo red 

염색을 하여 다형핵백혈구(polymorphonuclear 

leukocytes, PMNLs)와 호산구(eosinophils, Eos)의 

침윤에 미치는 BTE투여 효과를 조사하였다. 그 결과 

BTE와 TMA가 처리되지 않은 음성 대조군은 귀조직

의 진피(dermis)층에 혈관이 확장되었고, 표피층

(epidermis)에 다형핵백혈구와 호산구가 ㎟당 각각 

537.8±98.7개와 265.3±57.3개로 매우 높은 세포의 

침윤이 관찰되었다(Fig. 3과 4). 그러나 다행핵백혈구

의 경우 BTE 투여군은 농도에 의존적으로 억제 되었

으며, 50-200 ㎎/㎏ 농도에서는 다형핵백혈구의 침윤

이 현저히 억제되었다(Fig. 3). 또한 호산구의 경우에

도 BTE 투여군은 농도에 의존적으로 억제 되었으나, 

100 ㎎/㎏ 농도 이상에서 유의하게 억제 효과가 있었

다(Fig. 4).

Fig. 2. Effects of BTE on ear swelling responses (ERS) 
following TMA challenge in the ears of BALB/c 
mice. Mice were orally administrated with or 
without BTE of different doses (25-100 ㎎/㎏) for 
28 days. During the challenge period, mice were 
externally applied with different doses of BTE to 
dorsal skin one time per day 30 min before TMA 
treatment. ERS were analyzed as described in 
Materials and Methods. Each column represents 
the mean ± S.D. from 5 mice. *p<0.05 and 
**p<0.01 versus control group treated with TMA 
alone.
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Fig. 3. Effects of BTE on infiltration of 
polymorphonuclear leukocytes (PMNLs) following
TMA challenge in the ears of BALB/c mice. Mice
were orally administrated with or without BTE of
different doses (25-100 ㎎/㎏) for 28 days.
During the challenge period, mice were
externally applied with different doses of BTE to
dorsal skin one time per day 30 min before TMA
treatment. 4 ㎛ thickness paraffin sections (ear
tissue) were stained with Wright Giemsa solution.
The number of PMNLs per unit area ㎟ was
analyzed as described in Materials and Methods.
Each column represents the mean ± S.D. from
5 mice. *p<0.05 and **p<0.01 versus control
group treated with TMA alone.

Fig. 4. Effects of BTE on infiltration of eosinophils (Eos) 
following TMA challenge in the ears of BALB/c 
mice. Mice were orally administrated with or 
without BTE of different doses (25-100 ㎎/㎏) for 
28 days. During the challenge period, mice were 
externally applied with different doses of BTE to 
dorsal skin one time per day 30 min before TMA
treatment. 4 ㎛ thickness paraffin sections (ear 
tissue) were stained with Congo red solution. The
number of Eos per unit area ㎟ was analyzed as
described in Materials and Methods. Each column 
represents the mean ± S.D. from 5 mice. *p<0.05 
and **p<0.01 versus control group challenged 
with TMA alone.

3. 혈청의 IgE, IgG1, IgG2a,IG2b 생산에 미치는 

BTE의 억제 효과

  TMA 화학 항원의 감작과 공격에 의한  IgE, 

IgG1, IgG2a와 IgG2b생산에 BTE의 효능을 조사하

기 위하여 귀 부종 실험과 같이 BTE가 처리된 마우

스의 귀 두께를 측정한 후 심장으로부터 혈액을 얻어 

4℃ 냉장상태에서 충분히 응고시킨 후 원심분리하여 

혈청을 얻고 IgE, IgG1, IgG2a와 IgG2b 생산에 미치

는 BTE의 효과를 ELISA방법으로 조사하였다. 

  그 결과 Fig. 5와 같이 TMA으로 처리되지 않은 음

성대조군의 경우 IgE는 거의 생산되지 않은 반면, 

TMA가 처리된 양성대조군에서는 현저히 증가되었

다. 그러나 TMA와 BTE가 처리된 저농도(25 ㎎/㎏)

에서는 IgE 량이 감소되지 않았지만, 50 mg/kg 처리

군(p<0.05)과 100-200 ㎎/㎏ 처리군(p<0.01)에서는 

현저히 감소되었다. 

  TMA만 처리했을 경우 처리되지 않은 음성대조군

에 비해 IgG1, IgG2a와 IgG2b의 생산량이 증가되었

지만, TMA와 BTE가 처리된 경우 25-100 ㎎/㎏ 실험
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군에서는 이들 항체 생산량에 변화가 없었다. 고농도

의 BTE(200 ㎎/㎏)의 경우에만 IgG1, IgG2a와 

IgG2b 등 항체 생산이 감소되는 현상이 있었다(Fig. 

6-8). 이러한 결과는 BTE가 알러지 유발 항체인 IgE

의 생산은 효과적으로 줄여주는 반면, 면역기능 강화

에 필요한 IgG의 생산에 있어서는 큰 영향을 주지 않

는 효과가 있음을 제시했다. 

4. 복강 대식세포의 NO 생산에 미치는 BTE의 억제 

효과

  TMA 화학 항원의 감작과 공격된 마우스의 복강 

대식세포의 NO생산에 미치는 BTE의 효능을 알아보

기 위하여 복강 대식세포(5×105/㎖)를 접종하고 3시간 

후에 BTE을 25-200 ㎍/㎖의 농도로 2시간 동안 전 

처리한 다음 3 mg/㎖의 TMA-BSA로 자극하여 24시

간 배양하여 상층액을 취하고 축적된 아질산염을 측

정하였다. 

  그 결과 Fig. 9와 같이 TMA와 BSA를 각각 처리

할 경우 아무런 약물이 처리되지 않은 음성대조군과 

비슷하게 NO의 생산에는 영향을 주지 못했지만, 

TMA와 BSA가 결합된 약물로 자극할 경우 Valstar 

등37)의 결과와 같이 많은 양의 NO가 생산되었다. 그

러나 BTE을 처리할 경우 농도에 의존적으로 억제하

는 효과가 있었다. 특히 100-200 ㎎/㎏의 농도에서는 

그 억제효과가 현저했다(P<0.01). 이러한 결과는 

BTE가 염증매개물인 NO의 생산을 억제하는 효과가 

있다는 것을 제시해 주었다.

5. 복강 대식세포 PGE2 생산에 미치는 BTE의 억제 

효과

  TMA 화학 항원의 감작과 공격된 마우스의 복강 

대식세포의 PGE2생산에 미치는 BTE의 효능을 알아

보기 위하여 복강 대식세포(5×105/㎖)를 접종하고 3시

간 후에 BTE을 25-200 ㎍/㎖의 농도로 2시간 동안 

전 처리한 다음 3 mg/㎖의 TMA-BSA로 자극하여 24

시간 배양하여 상층액을 취하고 축적된 PGE2을 

ELISA법으로 측정하였다. 

  그 결과 Fig. 10와 같이 TMA와 BSA를 각각 처리

할 경우 아무런 약물이 처리되지 않은 음성대조군과 

비슷하게 PGE2의 생산에는 영향을 주지 못했지만, 

TMA와 BSA가 결합된 약물로 자극할 경우 많은 양

의 PGE2가 생산되었다. 그러나 BTE을 처리할 경우 

농도에 의존적으로 억제하는 효과가 있었다. 특히 

100-200 mg/kg의 농도에서는 그 억제효과가 현저했

다(P<0.05, P<0.01). 이러한 결과는 BTE가 염증매개

물인 PGE2의 생산을 억제하는 효과가 있다는 것을 

제시해 주었다.

Fig. 5. Effects of BTE on IgE production following TMA 
challenge in the ears of BALB/c mice. Mice 
were orally administrated with or without BTE of 
different doses (25-200 ㎎/㎏) for 28 days. 
During the experimental period, mice were 
externally applied with different doses of BTE to 
dorsal skin one time per day 30 min before TMA 
treatment. Serum was collected at 4 weeks. IgE 
production was analysed using an ELISA assay. 
Each column represents the mean ± S.D. from 
5 mice. *p<0.05 and **p<0.01 versus control 
group challenged with TMA alone.



한방안이비인후피부과학회지 제29권 제1호(2016년 2월)

24

Fig. 6. Effects of BTE on IgG1 production following TMA 
challenge in the ears of BALB/c mice. Mice were 
orally administrated with or without BTE of 
different doses (25-200 ㎎/㎏) for 28 days. In the 
challenge period, mice were externally applied with 
different doses of BTE one time per day 30 min 
before TMA treatment. Serum was collected at 4 
weeks. IgG1 production was analysed using an 
ELISA assay. Each column represents the mean ± 
S.D. from 5 mice. *p<0.05 versus control group 
challenged with TMA alone.

Fig. 7. Effects of BTE on IgG2a production following TMA 
challenge in the ears of BALB/c mice. Mice were 
orally administrated with or without BTE of 
different doses (25-200 ㎎/㎏) for 28 days. 
During the challenge period, mice were externally 
applied with different doses of BTE to dorsal skin 

one time per day 30 min before TMA treatment. 
Serum was collected at 4 weeks. IgG2a production 
was analysed using an ELISA assay. Each column 
represents the mean ± S.D. from 5 mice. *p<0.05 
versus control group challenged with TMA alone.

Fig. 8. Effects of BTE on IgG2b production following 
TMA challenge in the ears of BALB/c mice. Mice 
were orally administrated with or without BTE of 
different doses (25-200 ㎎/㎏) for 28 days. 
During the challenge period, mice were 
externally applied with different doses of BTE to 
dorsal skin one time per day 30 min before TMA 
treatment. Serum was collected at 4 weeks. 
IgG2b production was analysed using an ELISA 
assay. Each column represents the mean ± 
S.D. from 5 mice. *p<0.05 versus control group 
challenged with TMA alone.

Fig. 9. Effects of BTE on NO production by 
BSA-conjugated TMA in peritonial macrophages 
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isolated from TMA-treated mice. Mice were orally 
administrated with or without BTE of different 
doses (25-100 ㎎/㎏) for 28 days. During the 
challenge period, mice were externally applied 
with different doses of BTE to dorsal skin one 
time per day 30 min before TMA treatment. 
Peritoneal macrophages (5×105/well plate) from 
BALB/c mice were cultured and stimulated as 
described in Materials and Methods. NO level 
was measured in the culture mediaby the 
method of Griess. Data are means ± SD of 
three independant experiments. **p <0.01 versus 
control group treated with BSA-conjugated TMA. 

Fig. 10. Effects of BTE on PGE2 production by 
BSA-conjugated TMA in peritonial 
macrophages isolated from TMA-treated mice. 
Mice were orally administrated with or without 
BTE of different doses (25-100 ㎎/㎏) for 28 
days. During the challenge period, mice were 
externally applied with different doses of BTE to 
dorsal skin one time per day 30 min before 
TMA treatment. Peritoneal macrophages 
(5×105/well plate) from BALB/c mice were 
cultured and stimulated as described in 
Materials and Methods. PGE2 level was 
measured in the culture media by ELIS ㎎/㎏ 

assay. Data are means ± SD of three 
independant experiments. **p<0.01 versus 
control group treated with BSA-conjugated 
TMA.

6. 비장세포의 Th2 사이토카인의 생성에 미치는 

BTE의 효과 

  TMA 화학 항원의 감작과 공격에 의한 비장세포의 

Th1과 Th2 사이토카인의 생산에 미치는 BTE의 효

과를 알아보기 위하여 BTE와 TMA가 처리된 마우스

를 대상으로 비장세포를 분리한 후 ConA로 동시에 

자극한 다음 IL-4는 24시간, IL5와 IL-13은 48시간 

배양 후 사이토카인을 측정하였다. 

  호산구의 침윤과 B세포를 자극하여 IgE 생산에 중

요한 영향을 미치는 Th2 사이토카인인 IL-4의 경우 

Fig. 11과 같이 TMA를 처리한 양성대조군은 아무런 

약물이 처리되지 않은 음성대조군에 비해 현저히 IgE

를 증가시켰다. 그러나 BTE가 처리된 경우 농도 의

존적으로 현저히 억제하는 효과가 있었다. 

  호산구의 활성 인자이고 T 세포 활성 및 염증반응

을 유발하는데 중요한 역할을 하는 Th2 사이토카인

으로 알려진 IL-5의 경우도 Il-4와 유사하게 BTE의 

농도에 의존적으로 현저히 억제하는 효과가 있었다

(Fig. 12).

  한편 IL-4와 유사하게 작용하는 Th2 사이토카인인 

IL-13의 경우도 BTE의 농도에 의존적으로 현저히 억

제하는 효과가 있었다(Fig. 13).

  이러한 결과는 BTE가 Th2 사이토카인을 효과적으

로 억제하여 TMA 화학 항원에 대한 접촉성 알러지 

반응을 차단하는 결과로 볼 수 있다.

Ⅳ. 考  察

  補中益氣湯은 한국, 중국, 일본을 비롯한 동양권에

서 중기하함(中氣下陷)의 병리 및 비위질환(脾胃疾患)

에 광범위하게 활용되어 왔는데, 특히, 心身疲勞, 胃

下垂, 子宮出血, 脫肛, 慢性腸炎, 肺結核, 肋膜炎을 비

롯한 癌 등의 치료에 사용해왔다4,5). 최근에는 補中益

氣湯은 항암10), 면역 및 항알러지11,12), 항스트레스
13-15), 허약증 개선, 항관절염20), 항염효과16-19) 등 다양
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Fig. 11. Effects of BTE on IL-4 production by ConA (2 
㎍/㎖) in spleen cells isolated from TMA-treated 
mice. Mice were orally administrated with or 
without BTE of different doses (25-100 ㎎/㎏) 
for 28 days. During the challenge period, mice 
were externally applied with different doses of 
BTE to dorsal skin one time per day 30 min 
before TMA treatment. Spleen cells were 
isolated and cultured and stimulated as 
described in Materials and Methods. IL-4 level 
was measured in the culture media by ELISA 
assay. Each column represents the mean ± 
S.D. from 5 mice. *p<0.05 and **p<0.01 versus 
control group treated with ConA alone.

Fig. 12. Effects of BTE on IL-5 production by ConA (2 

㎍/㎖) in spleen cells isolated from mice 
challenged with TMA. Mice were orally 
administrated with or without BTE of different 
doses (25-100 ㎎/㎏) for 28 days. During the 
challenge period, mice were externally applied 
with different doses of BTE to dorsal skin one 
time per day 30 min before TMA treatment. 
Spleen cells were cultured and stimulated as 
described in Materials and Methods. IL-5 level 
was measured in the culture media by ELISA 
assay. Each column represents the mean ± 
S.D. from 5 mice. *p<0.05 and **p<0.01 versus 
control group treated with ConA alone.

Fig. 13. Effects of BTE on IL-13 production by ConA (2 
㎍/㎖) in spleen cells isolated from mice 
challenged with TMA. Mice were orally 
administrated with or without BTE of different 
doses (25-100 ㎎/㎏) for 28 days. During the 
challenge period, mice were externally applied 
with different doses of BTE to dorsal skin one 
time per day 30 min before TMA treatment. 
Spleen cells were cultured and stimulated as 
described in Materials and Methods. IL-13 level 
was measured by ELISA assay. Each column 
represents the mean ± S.D. from 5 mice. 
*p<0.05 and **p<0.01 versus control group 
treated with ConA alone.
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한 효과가 있는 것으로 보고되었다. 

  최근의 補中益氣湯에 대한 연구는 대식세포 및 자

연살해세포(natural killer cell)의 활성, 항박테리아, 

항진균 및 항바이러스 효과가 있는 것으로 알려져 있

으며, 항류마티스관절염, 항알러지 효과가 있는 것으

로 보고되고 있다11-38). 

  과민반응(contact hypersensitivity response, CHS)

은 T림프구가 매개하는 제 4형 과민반응으로 다양한 

항원(antigen)들에 의해 유발될 수 있는데, 그 속도가 

느리다는 특징이 있다21,22). CHS는 주로 금속 또는 유

기용매와 같은 물질에 의한 합텐(hapten)에 의해 홍

반, 면역세포 침윤 및 접촉성 피부염으로 발전되는데, 

Th1과 Th2 세포가 매개하는 사이토카인의 작용에 의

해 일련의 염증반응이 유발 된다23-25).

  CHS 반응에 대한 기전 및 임상연구에 활용되는 모

델동물은 주로 마우스인데, 유기용매와 같은 화학 항

원으로 감작(sensitization)과 공격(challenge)을 통해 

CHS 반응 유발에 따른 약물의 기전 및 효능 평가를 

할 수 있다. 이때 중요한 평가 생물지표로는 IgE, 

nitric oxide(NO), prostaglandin E2(PGE2) 및 Th2 

사이토카인의 발현과 관련된 일련의 작용 기전에 초

점을 두어 많은 연구들이 진행되어왔다22,25). 

  그러나 TMA로 유발한 CHS 모델 마우스에서 補中

益氣湯 추출물(BTE)의 효능에 대한 연구는 없는 실정

으로 본 연구는 TMA로 유도된 CHS를 BALB/c 마우

스를 대상으로 귀 부종, 혈청내 IgE, IgG1, IgG2a와 

IgG2b의 생산량과 ConA로 자극된 비장세포의 Th2 

사이토카인 생산량, 조직내 백혈구 침윤과 TMA-BSA 

자극에 의한 NO와 PGE2의 효과를 조사한 결과 매우 

유의한 결과를 얻었다.

  휘발성 유기용매인 TMA에 노출되면 이 화합물에 

대한 특이 항체가 생체에 검출되는데, TMA 유도 직

업성 천식은 IgE 매개 알러지 기전에 의해 유발되는 

것으로 알려졌다. 또한 TMA로 감작된 마우스는 폐에 

호산구의 침윤이 높게 일어나고28,31), IgE 항체는 비만

세포(mast cell)와 호염구에서 FcεRI와 매우 강력한 

결합에 의하여 알러지성 질환을 유발하는 것으로 알

려졌다. 이와 같이 TMA 화학 항원에 의해 증가된 

IgE는 기관지 천식, 알러지성 고초열과 아토피 피부

염 등 환경성 질환의 핵심 지표로 알려졌다28,31). 

  본 연구는 Lauerma 등33)의 방법에 따라 TMA를 

이용하여 BALB/c 마우스를 대상으로 CHS를 유도하

여 Chai 등36)의 자료와 비슷한 결과(Fig. 2)를 확인한 

후 BTE를 투여한 결과 TMA유도 귀의 부종이 BTE

의 농도에 의존적으로 현저한 억제효과가 있음을 보

여 주고 있다. 

  TMA를 반복적으로 피부에 노출시킨 결과 진피층

의 혈관이 확장되어 있음을 확인하고, 표피층에 다형

핵백혈구와 호산구의 침윤이 매우 높게 나타났음을 

확인하였다. 그러나 補中益氣湯이 투여된 실험군에서

는 진피층의 혈관 확장이 줄어들었을 뿐만 아니라 표

피층내 백혈구 침윤이 현저히 억제된 결과를 얻었다

(Fig. 3과 4). 피부의 조직학적 관찰은 인간에서 나타

나는 지연형 CHS 반응의 진단에 핵심적 도구39,40)일 

뿐만 아니라 모델동물에서도 귀 부종에 원인인 호산

구 및 호염구의 진피층 및 표피층에 침윤되는 정도에 

따라 귀의 부종의 정도를 확인하는데 필수적인 자료

로 이용 된다.

  이와같은 실험결과는 접촉성 피부의 과민반응질환

에 補中益氣湯을 활용할 수 있는 가능성을 제시하고 

있다.

  환경성 항원은 일반적으로 인체 및 모델 동물의 혈

청내 IgE 항체량을 높이는 것으로 알려져 있는데, 증

가된 IgE는 비만세포와 호염구에서 FcεRI와 매우 

높은 결합을 통하여 기관지염, 알러지성 고초열, 아토

피성 피부염 등과 같은 환경성 알러지성 질환을 유발

한다28-32). 

  본 연구의 결과 BTE을 처리할 경우 혈청내 IgE을 

효과적으로 억제(Fig. 4)한 반면, 면역능 향상에 도움

을 주는 IgG 계열의 아형에는 고농도(200 ㎎/㎏)에서

만 억제하는 경향을 보였고 25-100 ㎎/㎏에서는 큰 

영향을 미치지 않은 것으로 조사되었다. 즉 IgE는 효
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과적으로 억제하지만 IgG계열에 대하여서는 억제작

용이 없음을 보여주고 있다. 따라서 이와 같은 결과는 

補中益氣湯이 IgE와 IgG계열 등의 억제와 항진조절

을 통하여 친환경성 알러지 질환에 활용할 수 있음을 

시사해주고 있다.

  NO는 높은 반응성을 가진 생체 생성분자로서, NO 

synthase (NOS)에 의해 L-arginine으로부터 생성된

다. NO는 신경전달, 혈관이완 및 세포 매개성 면역반

응에 관여하는데, 일반적으로 대식세포를 IFN-γ와 

TNF-α로 자극하면 inducible NOS (iNOS)가 발현

되어 많은 양의 NO을 生하면서 활성화 된다. 또한 

cyclooxygenase (COX)는 arachidonic acid에서 

prostanoid로 전환시키는 효소로 알려졌는데, COX-1

과 COX-2에 의해 합성된 적은양의 prostanoid는 생

체의 항상성 유지에 필요하지만, 활성화된 대식세포

로부터 과량의 PGE2와 같은 prostanoid생성은 면역

반응에 관여하여 다양한 염증성 질환의 원인이 된다. 

최근에 Valstar 등37)은 TMA 또는 BSA 단독이 아닌 

TMA와 BSA을 결합시킨 약물을 이용하여 TMA로 

감작된 Rat로부터 분리한 세포와 Rat 유래 AM세포

주로 알려진 NR8383을 대상으로 NO, TNF와 IL-6

의 생산능에 미치는 영향을 조사한 결과 이들 염증 

매개물을 현저히 증가시키는 효과를 보고하였다. 

  본 연구에서도 Valstar 등37)의 방법에 준하여 TMA

와 BSA를 결합시켜 TMA로 감작된 마우스 대식세포

를 TMA-BSA로 자극한 결과 NO와 PGE2의 생산에 

현저히 증가되었으나, BTE을 전 처리할 경우 증가된 

NO와 PGE2가 BTE의 농도에 의존적으로 현저히 억

제하는 효과가 있었다(Fig. 9와 10). 이러한 결과는 

補中益氣湯이 TMA와 같은 휘발성 유기용매에 노출

되어 발생된 염증반응을 억제시키는 효과가 있음을 

시사해 주고 있다. 따라서 유해환경으로 발생하는 알

러지성 염증질환에 補中益氣湯을 활용할 수 있는 가

능성을 보여주고 있다. 

  CHS 반응은 T 림프구가 매개하는 제 4형 과민반

응으로 유해환경에 있는 다양한 항원들에 의해 유발

될 수 있는 것으로 알려졌다21,22). CHS는 TMA와 같

은 유기용매에 의한 합텐(hapten)에 의해 홍반, 면역

세포 침윤 및 접촉성 피부염으로 발전되는데, Th2 세

포가 매개하는 사이토카인의 작용에 의해 일련의 염

증반응이 동반 된다고 하였다. 최근 Hopkins 등은 림

프절 유래 세포에 TMA를 노출시킨 결과 Th1 사이토

카인이 아닌 Th2 사이토카인을 선택적으로 증가시키

는 결과를 얻고 TMA를 Th2 유도성 화학 항원으로 

규정한 바 있다. 

  본 연구에서는 TMA에 노출된 마우스의 혈청이 아

닌 비장세포를 ConA로 자극하여 Th2 사이토카인에 

속하는 IL-4, IL-5와 IL-13의 생산량을 조사해본 결과 

TMA로 감작과 공격된 마우스의 비장세포에서는 

IL-4, IL-5와 IL-13 등 Th2 사이토카인을 모두 증가

시켰다. 그러나 BTE가 처리된 마우스의 비장세포는 

이들 사이토카인을 농도의존적으로 현저한 억제효과

를 나타냈다(Fig. 11-13). 이와같은 결과는 補中益氣

湯이 유해환경에 노출되어 발생하는 Th2 염증반응을 

효과적으로 억제할 수 있음을 시사하고 있다.

  최근에는 補中益氣湯 추출물(TJ-41)이 집먼지 진드

기 항원으로 유도된 아토피 피부염 모델동물인 

NC/NgA 마우스의 혈청내 IgE의 생산을 억제하는 효

과를 보고 하였고, 또한 補中益氣湯 추출물(HET)은 

2,4,6-trinitro-1-chlorobenzene (TNCB)에 의한 접촉

성 과민 반응에 있어서도 IL-4를 현저히 억제하는 효

과28)가 있는 것을 보고하고 있다. 

  이상의 결과를 종합해볼 때 補中益氣湯은 TMA로 

유도된 귀 부종, 혈청내 IgE, 복강 대식세포의 NO와 

PGE2, 비장세포의 Th2 생산 및 귀 조직내 진피층의 

백혈구 침윤을 억제하는 효과가 있었다. 

  따라서 TMA와 같은 환경성 화학 항원에 노출된 

알러지성 질환 치료에 補中益氣湯을 유용하게 활용할 

수 있음을 보여주고 있으며, 이에 대한 자세한 작용기

전은 앞으로도 계속 硏究되어야 할 것으로 思料된다. 
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Ⅴ. 結  論

  黃芪, 人蔘, 白朮, 甘草, 當歸, 陳皮, 升麻, 柴胡로 

배오된 補中益氣湯은 傳統的으로 중기하함(中氣下陷)

의 병리 및 면역기능저하에 광범위하게 활용되어 왔

으나, 접촉성 면역반응에 대한 구체적인 연구가 없는 

실정이다. 이에 補中益氣湯 추출물(BTE)의 효과를 검

증하기 위하여 본 연구는 TMA로 유도된 마우스의 

귀 부종, 혈청내 IgE, IgG1, IgG2a와 IgG2b와 

TMA-BSA유도 NO와 PGE2의 생산량, 그리고 ConA

로 자극된 비장세포의 Th2 사이토카인 생산량 및 조

직내 백혈구 침윤에 대해 조사하였다.

  그 결과 귀의 부종뿐만 아니라 혈청 IgE와 조직내 

백혈구 침윤을 농도의존적으로 억제하였다. 또한 

TMA-BSA로 자극된 복강 대식세포의 NO와 PGE2의 

생산에 있어서도 농도 의존적으로 억제하는 효과가 

있었다. 더욱이 ConA로 자극하여 활성화된 마우스 

비장세포의 Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) 사이토카인의 생

산을 억제시키는 효과도 있었다. 

  이상의 결과에서 補中益氣湯 추출물(BTE)이 TMA

로 유도된 접촉성 과민반응을 억제하는 작용이 있음

을 보여주고 있다. 따라서 補中益氣湯은 유해한 환경

에 노출되어 유발될 수 있는 각종 알러지성 질환에 

사용할 수 있는 方劑임을 제시하고 있다. 
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