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ABSTRACT

Objectives� :� In� this� study,� we� investigate� the� anti-allergic� effects� of� Ullmus� macrocarpa� Hance� (Ulmus)� on� RBL-2H3�

mast� cell� (basophilic� leukemia� cell� line),� which� are� mediated� by� FcεRIs.�

Methods� :� We� evaluated� the� effect� of� the� ethanol� extract� of� Ulmus� on� the� allergic� inflammatory� response� in�

IgE-antigen-mediated� RBL-2H3� cells.� Cell� toxicity� was� determined� by� MTT� assay� and� the� markers� of� degranulation�

such� as� beta-hexosaminidase,� histamine,� PGD2,� TNF-α,� IL-4,� IL-6� production� of� inflammatory� mediators� and� Fcε

RI-mediated� protein� expression� by� western� blot.

Results� :� Ulmus� inhibited� degranulation� and� production� of� allergic� mediators� (e.g.,� TNF-α,� IL-4,� and� IL-6)� in� them.�

Ulmus� reduced� histamine� levels,� expression� of� FcεRI� signaling-related� genes� such� as� Lyn,� Syk,� and� Fyn,� and�

extracellular� signal-regulated� kinase� phosphorylation� in� mast� cells.� Also,� Ulmus� reduced� PGD2� release� and�

cyclooxygenase-2� expression,� and� cytosolic� phospholipase� A2� phosphorylation� in� FcεRI-mediated� RBL-2H3� mast� cells.

Conclusions� :� These� results� indicate� that� Ulmus� exhibits� anti-allergic� activity� through� inhibition� of� degranulation� and�

inflammatory� mediators� and� cytokine� release.� These� findings� suggest� that� Ulmus� may� have� potential� as� a� prophylactic�

and� therapeutic� agent� for� the� treatment� of� various� allergic� diseases.
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Ⅰ. 서론1)

  비염은 크게 비알레르기성 비염과 알레르기성 비염으

로 분류되는데, 비알레르기 비염의 경우 급격한 온도 

및 기후변화, 담배연기 등의 비특이적인 외부 자극요인

에 의해 발생하며, 대표적으로 혈관 운동성 비염을 들 

수 있다1). 반면, 알레르기성 비염의 경우 항원에 대하여 

반복적인 노출에 의해 콧속의 점막이 과민반응을 일으

켜 가려움증, 맑은 콧물, 코막힘을 비롯한 반복적인 재

채기 등의 증상이 나타나는 질환으로, 최근 미세먼지와 

같은 환경오염을 비롯한 공해의 증가 등 비특이적 자극

으로 인하여 알레르기성 비염이 증가하고 있는 추세이

다2). 이처럼, 알레르기성 비염은 면역체계의 이상으로 

발생하는 질환으로서, 보통 면역글로불린E (IgE)매개의 

과민반응으로 과도한 염증반응 현상으로 이해할 수 있

다. 즉, 알레르기 면역반응은 알레르기 주 요인이 되는 

면역세포의 일종인 비만세포(mast cell)와 관련이 높으

며, 비만세포의 표면에는 IgE 항체가 붙을 수 있는 표

면 인자가 있으며 알레르겐이 인체 내로 들어와 IgE와 

결합하게 되면, IgE와 결합하고 있는 비만세포가 활성

화된다3). 인체 내에서 고르게 분포되어 있는 비만세포

는 골수에 존재하는 전구세포(progenitor cell)로부터 생

성되며, 사람 당 약 천여개의 세포를 가지고 있으며, 비

만세포 핵 내에는 많은 과립을 내포하고 있으며, 앞서 

설명한 다양한 항원에 접촉이 된 부위에서 다량의 비만

세포가 관찰된다. 사람에게서 비만세포는 폐포, 결막, 

장관점막 및 비강 점막 등의 상피층과 결합하고 있으

며, 이러한 비만세포로부터 여러 종류의 사이토카인이 

유발되기에, 알레르기 염증반응의 작용 기전과 치료에 

많은 연구로 이용 되어지고 있다4). 특히 비만세포는 특

이 IgE-FcεRI 반응에 의해 과립내의 화학매개체와 사

이토카인 등을 분비하면서 알레르기 염증의 초기 반응

과 후기반응을 일으키고 만성적인 염증을 일으키는데 

중요한 역할을 하며, 활성화 된 비만세포는 신경전달물

질인 히스타민을 외부로 분비하여 알레르기 반응을 유

발하게 된다5). FcεRI의 발현은 염증성 사이토카인을 

생성시키고 호염구의 탈과립 및 알레르기 질환에서 큰 

상관관계를 갖는다. RBL-2H3 세포에서 FcεRI은 Tyrosine 

-protein kinase의 종류인 Lyn 및 Syk을 조절하여 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) 및 5' AMPactivated 

protein kinase (AMPK)에 영향을 준다. Lyn 및 Syk 

의 인산화는 세포내 칼슘을 방출시키고, T helper 세포

를 활성화시켜 호염구의 탈과립-염증을 유발한다6).

  알레르기 비염은 현대질병으로 인식되고 있지만, 옛

날에도 이와 비슷한 질환이 있었다는 증거는 많이 있으

며, 치료법 또한 많이 존재한다. 한의학에서는 비구, 분

체, 비색으로 각종 문헌으로 표현을 하였으며, 이는 호

흡기의 기능저하와 양기의 부족으로 폐의 기능저하를 

그 원인으로 두고 있다7). 즉, 알레르기 비염의 원인을 

오장육부의 한열허실과 담음증으로 구분하며, 그 원인

을 파악하여 침 치료 및 한약을 병행 투여하여 한열의 

불균형에 대하여 증상치료와 면역력 증강을 동시에 치

료하여 면역학적 항상성을 유지하는 치료를 하였다. 

유백피(Ulmus macrocarpa Hance, 楡白皮)는 느릅나

무의 코르크층(줄기 껍질)을 벗긴 수피를 의미하며, 맛

은 약간 달고 성질은 차가우면서 어느 한쪽으로 치우치

지 않고 평하며(甘平), 이수통림(利水通淋)하고 체내외

의 옹종 창독을 삭히고 제거하는 소종(消腫)하는 효능

이 있다고 알려져 있다. 느릅나무의 경우 우리나라에 

널리 퍼져 있으며 부종, 부비동염, 위장관 염증 등의 염

증성 질환의 치료에 전통적으로 사용되어 온 천연물이

다8). 이와 같은 임상적 사용을 뒷받침 하는 연구 결과

로 유백피에 항산화 효과, 항염증 효과 및 면역 조절 

능력 등이 있음이 보고된 바 있다9,10). 동물 실험 모델

에서 유백피 추출물에는 콜라겐 유도 관절염 증상을 완

화하는 효과가 있었고 TNF-α와 같은 염증성 사이토

카인의 발현을 감소시키면서 패혈증의 심각성을 낮추어

주는 효과가 있는 것으로 알려져 있다11,12). 사이토카인

과 함께 염증시 증가하는 대표적인 물질 중 하나인 

nitricoxide (NO) 역시 유백피 추출물에 의해 생성이 
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감소하는 것으로 알려져 있다10). 뿐만 아니라 유백피에

는 지질 산화를 방해하는 강력한 항산화 능력과 NO에 

의해 유도되는 세포자멸사 (apoptosis)를 억제하는 기능 

역시 존재한다8,13). 

본 연구에서는 알레르기 반응에 대하여 비만세포주인 

RBL-2H3 cell에서 anti-DNP-IgE와 DNP-HSA으로 

탈과립을 유도하여 유백피 에탄올 추출물(Ulmus)을 투

여하여 유백피의 항알레르기 조절효과에 대하여 조사하

였으며, 그에 대한 개선 효과에 대하여 유의한 결과를 

얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

 1) 유백피 에탄올 추출물 제조

본 실험에 사용한 유백피는 영천약업사(영천, 대한민

국)에서 구매한 규격품으로 품질검사 필한 절단 생약으

로 관능검사 후 에탄올 추출물로 제조하였다. 즉, 유백

피(50g)을 진탕 배양기에서 40℃에서 24시간 동안 70% 

에탄올을 사용하여 추출하였으며, 추출물을 150μm 여

과지(여과지(Whatman NO. 1) 사용하여 여과한 후 회

전식 감압농축기(Buchi, Tokyo, Japan)로 농축하였다. 

농축된 추출물을 동결건조 함으로써 유백피 에탄올 추

출물(Ulmus)을 획득하였다(수율 18.5%). 추출물을 사용

하기 전 –20°C에서 보관하였으며, 실험 직전 동결건

조된 분말을 증류수에 재현탁하고 10,000xg에서 15분

간 원심분리한 후 0.2μm 멸균 필터로 여과하여 실험

에 사용하였다. 

 2) 비만세포배양

흰쥐의 basophilic leukemia cell line인 RBL-2H3 

세포는 ATCC(CRL2256, Manassas, VA, USA)으로부

터부터 구입하였으며 10% fetal bovine serum(FBS)과 

1% penicillin·streptomycin이 함유된 Eagle's Minimum 

Essential Medium(MEM)를 배양액으로 하여 37℃ 와 

5% CO2 조건으로 배양하였다. 

2. 방법

 1) 세포독성평가 (cell cytotoxicity assay) 및 탈과립 

유도

약물에 의한 비만세포에서 세포독성을 알아보기 위하

여 MTT assay 방법을 이용하였다. 배양한 RBL-2H3  

cell을 96well plate에 2×104 cell/㎖ 농도로 200 ㎕씩 

분주하여 24시간 동안 배양하였다. 배양한 후 RBL-2H3 

cell에 각각 100, 300, 500 μg/㎖ 농도의 Ulmus 시료

를 처리하여 24시간동안 배양하였다. 반면, 비만세포에

서의 탈과립(degranulation) 현상을 유도하기 위하여 동

일한 방법으로 세포를 배양한 후, anti-DNP-IgE (0.1 

㎍/㎖)처리하여 24시간 동안 배양한 다음, Ulmus 100, 

300, 500 μg/㎖ 농도별로 1시간 동안 전처리한 후 

DNP-HSA(10 ㎍/㎖)을 처리하여 3시간 동안 배양함으

로써 탈과립을 유도하였다. 그 이후 세포독성을 평가하

기 위하여 배양된 세포에 5 ㎎/㎖  MTT 시약을 media에 

5배 희석한 후 100 ㎕/well 씩 각 well에 분주하여 1시

간 동안 incubator에서 반응시킨 후 상층액을 제거 후 

formazon을 DMSO 100 ㎕씩 처리해 용해시켰다. 용해

된 palate를 마이크로 판독기(SpectraMax i3, Molecular 

devices, CA, USA)를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 

측정하여 세포에 대한 독성을 평가하였다.

2) Beta-hexosaminidase 함량 측정

Beta-hexosaminidase의 분비는 Huang 등 (2008)의 

방법에 따라 실시하였다. 즉, 24 well culture plate에 

세포 (2×105 cells/㎖)를 분주한 후 anti-DNP-IgE(0.5 

㎍/㎖)를 처리하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 12시간 

배양하였다. 배양액을 제거한 후 Siraganian buffer(119 

mM NaCl, 5 mM KCl, 5.6 mM glucose, 0.4 mM 

MgCl2, 25 mM PIPES, 1 mM CaCl2, 0.1% BSA, 

pH 7.2)를 이용해서 2회 세척한 다음 15% FBS와 

MEM 배지에 적정 농도로 희석한 약물을 농도별

(100~500 ㎍/㎖)로 처리하여 1시간 동안 배양한 후 

DNP-HSA(2 ㎍/㎖)를 처리하여 2시간 반응시킨 다음 

ice bath에서 10분 동안 방치하여 반응을 종결시켰다. 

세포배양액 40 ㎕를 96 well plate로 옮기고 여기에 

substrate buffer(4-p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide 

2 mM, sodium citrate, 0.05 M, pH 4.5)를 동량으로 

넣은 다음 1시간 동안 배양하였다. 여기에 다시 stop 

solution 200 ㎕를 첨가함으로써 반응을 종결시킨 후 

microplate reader를 이용하여 405 ㎚에서 흡광도를 측

정하였다. 

Secretion of beta-hexosaminidase (%) = [대조군의 흡

광도 - (약물처리군의 흡광도 / 대조군의 흡광도)] × 100

3) 사이토카인 측정

비만세포에서 분비되는 tumor necrosis factor-α 
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(TNF-α), interleukin (IL)-6 및 IL-4 의 농도를 측정

하기 위하여 세포를 6 well culture plate에 분주하고 

DNP-IgE (0.1 ㎍/㎖)를 처리하여 24시간 배양한 다음, 

Ulmus 약물을 농도별(100~500 ㎍/㎖)로 1시간 동안 

전처리하여 배양한 후  DNP-HSA(10 ㎍/㎖)을 처리하

여 12시간 동안 배양함으로써 cytokine에 대하여 분비

를 유도하였으며, 반응종결을 위해 ice bath에서 10분간 

방치하였다. 배양이 끝난 상층액을 96 well ELISA 

plate에 옮기고 사이토카인 측정 키트(R&D Systems 

Inc., Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 측정하였다.

4) 히스타민 측정

비만세포에서 분비되는 히스타민의 농도를 측정하기 

위하여 세포를 6 well culture plate에 분주하고 DNP-IgE 

(0.1 ㎍/㎖)를 처리하여 하룻밤 배양하였다. 여기에 

Ulmus 약물을 농도별(100~500 ㎍/㎖)로 처리하여 1시

간 동안 배양한 후 DNP-HSA(10 ㎍/㎖)를 처리하여 3

시간 동안 배양함으로써 히스타민을 유리시켰다. 반응

종결을 위해 ice bath에서 10분간 정치하였으며 배양이 

끝난 상층액을 96 well ELISA plate에 100 ㎕씩 옮기

고 히스타민 농도를 히스타민 측정 키트(histamine 

release assay kit, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

USA)를 이용하여 측정하였다.

5) PGD2 측정

RBL-2H3 cells를 10% FBS를 포함한 DMEM에 현

탁시킨 후 24 well plate (Corning, USA)에 2×106 

cells/ml의 세포수가 되도록 분주하였다. 그 후 anti-DNP 

IgE (0.1 ㎍/㎖)로 감작하고 37℃ 5% CO2 incubator

에서 24시간 배양하였다. 배지 교환 후 약물을 농도별

로 처리하여 1시간 동안 37℃ 5% CO2 incubator에서 

배양한 후 DNP-HSA (10 ㎍/㎖)를 처리하여 30 분 동

안 자극시키고 ice bath에서 10분 동안 방치하여 반응

을 종결시켰다. 상층액을 분리하여 5,000 rpm에서 10

분 동안 원심분리하여 분리된 상층액을 -70℃에 보관

하였다가 PGE2 ELISA kit (Cayman Chemical, Ann 

Arbor, MI, USA) 를 사용하여 측정하였다. Microplate 

reader (SpectraMax i3, Molecular devices, CA, USA)

를 사용하여 405-420 nm에서 흡광도를 측정하여 누출

된 PGD2의 양을 계산하였다.

6) Western blot

RBL-2H3 cell로부터 FcεRI 매개 신호전달 관련 기

전을 확인하기 위하여 단백질의 발현을 Western blot으

로 측정하였다. 먼저, RBL-2H3 cells를 100 mm cell 

culture dish에 5×105 cells/㎖의 세포수가 되도록 분주

하였고, 그 후 anti DNP-IgE(0.1 ㎍/㎖)로 감작하고 

37℃ 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 

그 이후 새로운 배지로 교환한 후 Ulmus (100, 300 및 

500 ㎍/㎖)로 세포에 처리하여 1시간 동안 배양한 후 

DNP-HSA (10 ㎍/㎖)을 1시간 동안 처리하여 면역반

응을 유도하였다. 세포를 1× PBS로 3회 세척 후 lysis 

buffer(50 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% 

deoxycholate, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 ㎍/ml 

aprotinin) 0.1 ㎖로 lysis시켰으며, 이를 12,000 rpm에

서 20 분 원심분리함으로써 단백질을 분리하였다. 분리

된 각 단백질의 농도를 protein assay solution으로 정

량한 다음, 30 ㎍ 단백질을 5×sample buffer와 섞어 

8-15% SDS-PAGE를 통해 분리하였다. 분리된 gel상의 

단백질을 NC membrane으로 transfer시키고 각 membrane

은 5% BSA로 실온에서 1시간 blocking 하였다. Membrane

에 FCεRI 매개 신호전달 관련 일차항체 COX-2, 

p-cPLA2, p-Lyn, p-Syk, p-Fyn, p-PLCγ1, p-Akt, 

p-ERK와 α-tubulin 일차항체 (Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA, USA)를 넣어 4℃에서 overnight 반응시

킨 후 0.05% Tween이 들어간 TBS로 3회 세척하였다. 

Membrane에 다시 anti-IgG conjugated HRP 항체를 

넣은 후 1시간 동안 실온에서 반응시키고 0.05% Tween이 

포함된 TBS(1×TTBS)로 3회 세척하여 ECL용액을 이

용하여 ChemiDocTM touch imaging system (BioRad, 

California, USA)를 이용하여 분석하였다.

7) 통계처리

모든 실험 결과는 GraphPadprism 5.0 통계 프로그

램(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)을 이용하

여 각 실험군의 평균과 표준편차(mean±SD)로 계산하

였으며 각 그룹 간 비교를 위해 one-way ANOVA로 

분석하였으며, 사후 검정은 LSD를 통해 검증하였으며, 

p<0.05 수준에서 각 실험군 간의 유의성을 평가하였다.

Ⅲ. 결과

1. 세포 독성 평가

유백피 에탄올 추출물(Ulmus)의 RBL-2H3 세포에서

의 독성 정도를 평가하기 위해서 MTT assay 를 수행
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하였다. 그 결과, 그림 1A에서와 같이 세포만 배양한 

대조군(control) 경우 세포 생존도는 100±2.89%였으

며, 약물 대조군인 Dexthamethasone을 처리한 그룹은 

98.34±3.56%의 생존율을 보였으며, Ulmus를 100, 

300, 500, 1000 ㎍/㎖ 농도로 처리한 약물 처리군에서

는 각각 102.29±5.23%, 99.64±6.4%, 93.35±7.26%, 

91.60±7.14%, 82.65±10.65%로 측정되었다. 유백피 

에탄올 추출물은 RBL-2H3 세포에서 1000 ㎍/㎖ 농도

까지 독성이 거의 없는 것으로 판단되어 이후 실험에서

는 최대 500 ㎍/㎖까지 사용하여 실험을 진행하였다. 

반면, 탈과립을 유도한 상태에서의 약물의 독성을 평가

하였을 때는, 세포만 배양한 그룹에서는 100±1.96%

였으며, 탈과립을 유도한 DNP-HSA 그룹에서는 

94.97±16.56%으로 세포 생존율을 보였으며, 약물 대

조군인 Dexamethasone을 처리한 그룹은 90.27±2.14%

의 생존율을 보였다. 한편 Ulmus를 농도별로 처리한 

그룹에서는 각각 92.27±0.52%, 83.25±4.02%, 

84.06±11.01%의 세포 생존율을 보였다(Fig. 1.B).

Fig. 1. Effect of Ulmus on cytotoxicity in RBL-2H3 cells. Cells were incubated with different concentrations of 

Ulmus for 24 h(A) and DNP-IgE (0.1 ㎍/㎖) for overnight, treated with Ulmus and stimulated with 

DNP-HSA (10 ㎍/㎖) for 3h(B) and then cell viability was measured by MTT assay.

2. Beta-hexosaminidase release에 대한 효과

Beta-hexosaminidase는 호염구나 비만세포의 히스타

민이 저장된 과립 안에 존재하며, 외부자극에 의해서 

세포 밖으로 분비됨으로써 알레르기 반응을 유발시키게 

된다. 따라서 비만세포의 탈과립은 알레르기 반응 지표로 

널리 이용되고 있어 본 연구에서도 beta-hexosaminidase에 

대하여 측정을 하였다. 그 결과, DNP-HSA에 의해 활

성화된 RBL-2H3 세포로부터 beta-hexosaminidase의 

양이 탈과립을 유도하지 않은 정상 그룹에 비하여 유의

하게 증가하였으며, 유백피 에탄올 추출물(Ulmus)을 

100, 300, 500 ㎍/㎖ 농도로 처리하였을 때 DNP-HSA 

그룹에서 측정된 값을 기준으로 하였을 때, 각각 

0.73±0.002%, 0.38±0.004%, 0.30±0.003%로 농도 의존

적으로 감소 되었다. 반면 약물 대조군인 Dexamethasone의 

경우  0.96±0.028%로 탈과립을 유도한 그룹과는 유의

성은 없었지만, 감소하는 경향을 보였다(Fig. 2.)
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Fig. 2. Effect of Ulmus on degranulation of β-hexosaminidase release from RBL-2H3 cells. Cells were 

incubated with anti-DNP-IgE (0.1 ㎍/㎖) for overnight, treated with Ulmus for 1 h, and then 

stimulated with DNP-HSA (10 ㎍/㎖) for 3 h. β-hexosaminidase secretion into the supernatant was 

measured by beta-hexosaminidase release assay kit. Results represent as the mean±SD of three 

different preparations with quadruplicate experiments. ###p<0.001 vs. CTL ; *p<0.05, ***p<0.001 vs. 

DNP-HSA group.

3. 사이토카인 분비에 대한 효과

활성화된 비만세포로부터 분비되는 염증성 사이토카

인인 TNF-α 및 IL-4, IL-6에 대한 유백피 에탄올 추

출물(Ulmus)의 효과를 확인하기 위해 세포배양액으로부

터 각각의 사이토카인 농도를 ELISA 방법으로 측정하

였다. 그 결과, 정상세포에서는 TNF-α 농도가 5.25±1.63 

pg/㎖로 낮게 측정된 반면, DNP-HSA를 처리한 그룹

에서는 TNF-α의 농도가 35.95±1.72 pg/㎖로 증가하

였으며, 약물 대조군인 dexamethasone 그룹의 경우 

22.94±7.52 pg/㎖으로 나타났다. 또한 유백피 에탄올 

추출물(Ulmus)을 100, 300, 500 ㎍/㎖ 농도로 처리하

였을 때 각각 37.14±1.91 pg/㎖, 16.05±1.15 pg/㎖, 

5.77±1.07 pg/㎖로 TNF-α의 분비가 농도 의존적으

로 감소함으로써 유백피 에탄올 추출물이 활성화된 비

만세포에서 TNF-α 분비를 감소시킴으로써 염증반응

을 억제하는 것으로 나타났다(Fig. 3A). 또 다른 염증성 

사이토카인의 일종인 IL-4의 양은 아무런 처리를 하지 

않은 정상 그룹에서 7.14±0.72 pg/㎖이었으며, 항원으

로 자극한 그룹에서 33.3±6.27 pg/㎖ 로 아무런 처리

를 하지 않은 정상 그룹에 비하여 유의한 증가를 나타

내었다. 반면 Ulmus를 농도별로 처리한 그룹에서는 각

각 26.49±2.48 pg/㎖, 26.88±3.03 pg/㎖과 12.39±0.71 

pg/㎖로 항원으로 자극한 그룹에 비해 유의한 감소를 

보였다(Fig. 3B). 또한 RBL-2H3 cells에서 분비된  

IL-6의 양은 아무런 처리를 하지 않은 정상 그룹에서

는 1.22±0.16 pg/㎖이었으며 항원으로 자극한 그룹에

서는 16.79±0.51 pg/㎖로 아무런 처리를 하지 않은 그

룹에 비하여 유의적으로 증가한 것으로 나타났다. 반면 

약물 대조군인 dexamethasone 그룹의 경우 17.17±1.02 

pg/㎖으로 DNP-HSA그룹과 비교하였을 때, 감소하는 

경향은 나타나지 않았으나, 유백피 에탄올 추출물

(Ulmus)를 농도별로 처리한 그룹에서는 각각 2.89±0.41 

pg/㎖과 1.62±0.31 pg/㎖, 1.54±0.45 pg/㎖로 항원으

로 자극한 세포에 비해 유의한 감소를 보였다(Fig. 3C).



도현주 외 1인 : RBL-2H3 비만세포에서 유백피 에탄올 추출물의 알레르기 반응 개선에 대한 효과
Do et al., Effect of Ullmus macrocarpa Hance Ethanol extract (Ulmus) on Improvement of allergic responses in RBL-2H3 mast Cells

197

Fig. 3. Effect of Ulmus on the production of TNF-α(A), IL-4(B) and IL-6(C) of in RBL-2H3 cells. The cells 

were sensitized with anti-DNP-IgE (0.1 ㎍/㎖), stimulated by DNP-HSA (10 ㎍/㎖) and treated various 

concentrations of Ulmus. The levels of cytokine in culture supernatant media were measured using the 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kit. The results represent as the mean±SD of three 

different preparations with quadruplicate experiments. ###p<0.001 vs. CTL ; ***p<0.001 vs. DNP-HSA 

group.

4. Histamine 분비 및 PGD2 발현 변화에 대한 효과

활성화된 비만세포로부터 탈과립에 의해 분비되는 히

스타민에 대한 유백피 에탄올 추출물(Ulmus)의 효과를 

확인하기 위해 세포배양액으로부터 히스타민의 농도를 

효소면역반응법(ELISA)으로 측정하였다. 그 결과, 아무런 

처리를 하지 않은 정상 그룹에서는 히스타민의 농도가 

80.15±5.12 ng/㎖로 측정된 반면, IgE-antigen complex

에 의해 자극을 받은 그룹에서는 138.13±4.22 ng/㎖로 

현저히 증가 되었으나, 약물 대조군인 dexamethasone을 

처리한 그룹의 경우 130.28±3.28 ng/㎖로 그다지 감소

하는 경향은 보이지 않았다. 하지만, 약물 투여군인 

Ulmus를 100, 300, 500 ㎍/㎖ 농도로 처리하였을 때 

히스타민의 농도가 각각 110.23±2.70 ng/㎖, 108.26±0.99 

ng/㎖, 89.41±3.80 ng/㎖ 로 측정되어 유백피 에탄올 

추출물은 비만세포로부터 히스타민의 분비를 억제하는 

것으로 나타났다(Fig. 4A). 또한 RBL-2H3 cells에서 

분비된 PGD2의 양은 아무런 처리를 하지 않은 그룹에

서 49.36±2.07 pg/㎖이었으며, 항원으로 자극한 그룹

에서는 568.06±48.22 pg/㎖로 아무런 처리를 하지 않은 

그룹에 비해 유의한 증가를 나타내었으며, 약물 대조군인 
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dexamethasone을 처리한 그룹의 경우 479.63±12.57 pg/

㎖로 약간의 감소하는 경향을 보였다. 반면 Ulmus를 농

도별로 처리한 그룹에서는 각각 246.99±39.64 pg/㎖과 

105.02±11.64 pg/㎖ 및 97.09±4.69 pg/㎖ 로 항원으

로 자극한 세포에 비해 유의한 감소를 보였다(Fig. 4B).

Fig. 4. Effect of Ulmus on the production of Histamine (A) and PGE2 (B) in RBL-2H3 cells. The cells were 

sensitized with anti-DNP-IgE (0.1 ㎍/㎖) for overnight, stimulated by DNP-HSA (10 ㎍/㎖) and 

treated various concentrations of Ulmus. The levels of histamine and PGD2 conditioned media were 

measured by the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kit. The results represent as the 

mean±SD of three different preparations with quadruplicate experiments. ###p<0.001 vs. CTL ; *p<0.05, 
***p<0.001 vs. DNP-HSA group.

5. FcεRI 매개 신호전달 경로에 대한 단백질 발현 변

화에 대한 효과

FcεRI은 탈과립을 일으키는 비만세포의 표면에 독

점적으로 발현되며, 이에 대하여 초기 신호전달 과정에 

대하여 RBL-2H3 cells에서 조사한 결과, 아무런 처리

를 하지 않은 그룹에 비해 항원으로 자극한 그룹에서 

cPLA2의 인산화와 더불어 COX-2의 발현이 증가하였

으며, 초기 신호전달 기전에 관여하는 Lyn, Syk, Fyn, 

PLCγ1, Akt와 ERK의 인산화가 증가하는 것을 확인할 

수 있었다. 반면 Ulmus (100, 300 and 500 ㎍/㎖)를 

처리한 그룹에서는 COX-2의 발현이 농도의존적으로 

감소하는 것을 확인할 수 있었으며, 저농도(100-300 

㎍/㎖)에서  cPLA2의 인산화가 감소하는 경향을 보였

다. 또한 ERK와 Fyn을 제외한 Lyn, Syk, PLCγ1, 및 

Akt의 인산화가 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 4).
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Fig. 5. Effect of Ulmus on IgE-antigen complex-induced production of protein phosphorylation in RBL-2H3 

cell. The cells were sensitized with anti-DNP-IgE (0.1 ㎍/㎖), stimulated by DNP-HSA (10 ㎍/㎖) and 

treated various concentrations of Ulmus. The COX-2 and p-cPLA2(A) and phosphorylation of Lyn, 

Syk, Fyn, PLCγ1, ERK, Akt and α-Tubulin were assayed by western blot analysis. 

Ⅳ. 고찰

알레르기 반응(과민성 반응)은 면역체계가 정상적이

면서 외부로부터의 자극에 의하여 면역체계가 부적절하

게 반응하는 것을 의미한다. 일반적으로 알레르기가 나

타나면 재채기를 비롯한 눈물, 콧물, 피부 가려움 및 발

진 등이 나타나며 심하면 아나필락시스 반응과 같은 생

명을 위협하기도 한다. 일반적으로 항체, 백혈구, 비만 

세포, 보체 단백질 및 기타 물질 등을 포함하는 면역 

체계가 인체를 외부 물질(항원)로부터 보호하는데, 이에 

취약한 사람의 경우 대부분의 사람들에게는 무해한 음

식, 약물 또는 환경 속의 특정 물질(알레르기 항원)에 

노출되면 면역 체계가 과민하게 반응하게 되며 그로 인

해 알레르기 반응이 나타나게 된다. 어떤 사람들은 하

나의 물질에만 알레르기 반응을 보이고, 일부는 다수의 

물질에 알레르기 반응이 나타나기도 하며, 한국의 경우 

알레르기 비염 환자가 해마다 증가해 14년 새 2배로 

증가하였다14). 특히, 인하대병원 환경보건센터에 따르

면, 전체 알레르기 질환의 2018년 인구 1만 명당 진료 

실인원은 1865명이며, 연령별로는 소아와 청소년 비율

이 높은 것으로 나타났다. 12세 이하 소아가 전체의 

41.5%, 13세 이상 18세 이하의 청소년이 전체의 33.6%를 

차지했다. 성별로는 여성이 53.6%로 남성(46.4%)보다 

많았다15).  현재 알레르기에 대한 치료는 근본적인 원인

을 없애기보다는 증상을 완화시키는 치료가 주 된 치료

법으로 이루어지고 있으며, 이에 대한 부작용도 발생하

고 있는 실정이다. 그러므로 안전하고 효과적인 치료제 

개발이 필요하며, 이에 대하여 약리적인 효능이 뛰어나

고, 안정성이 검증된 천연물로부터 많은 연구가 활발히 

이루어지고 있다. 

한의학에서는 알레르기 질환에 대하여 비구(鼻鼽), 

비분(鼻噴), 비양(鼻痒), 비체(鼻嚔), 비류청체(鼻流淸
涕) 등의 범주로 보았으며, 『영추(靈樞)․ 본신편(本神
篇)』에 기사혼(氣舍魂), 폐장기(肺藏氣), 폐기허즉비색

불리소기(肺氣虛則鼻塞不利少氣)이라 하여 비(鼻)가 정

상적인 통기(通氣)와 후각(嗅覺)의 기능을 발휘하려면 

폐기(肺氣)가 조화(調和)되고 호흡이 원활해야 한다고 

하였다16). 위기(衛氣)는 현대의학의 면역체계에 해당하

는 것으로, 위기(衛氣)의 허약이 면역반응에 대한 기능

이 저하되고 과민반응의 원인이라고 할 수 있으며, 알

레르기 질환은 폐(肺), 비(脾), 신(腎)의 허약으로 인해 

외사를 방어하는 인체의 능력이 저하되어 나타나게 되

는 것으로 볼 수 있다.

유백피(Ulmus macrocarpa Hance, 楡白皮)는 우리나

라에 널리 퍼져 있으며 부비동염을 비롯한 부종 및 위

장관 염증과 같은 염증성 질환의 치료에 전통적으로 사

용되어 온 한약재이다8). 이에 저자는 세포 탈과립과 염

증매개물질 분비 억제에 대한 유백피 에탄올 추출물의 
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활용 가능성을 알아보고, 그 응용범위를 넓히기 위하여 

RBL-2H3세포 생존 및 증식에 미치는 영향, degranulation

에 미치는 영향 및 사이토카인, 염증매개 물질에 미치

는 영향을 살펴보았다.

먼저 항알레르기에 대한 효능을 알아보기 전에 유백

피 에탄올 추출물에 대하여 세포 독성을 검증하기 추출

물을 농도별로 처리하였다. 일반적으로 단일성분의 세

포 처리 농도 범위인 100 ~ 1000 ㎍/㎖ 범위로 처리

한 후 세포생존율을 분석한 결과 RBL-2H3 세포에서 

독성을 나타내지 않는다는 것을 확인하였으며(Fig. 1A), 

알레르기 반응에 대한 조절 효과를 살피기 전 RBL-2H3 

세포에 IgE 자극과 함께 반응시켰을 때의 독성을 확인 

해본 결과 아무런 처리를 하지 않은 control군과 비교

하였을 때 500 ㎍/㎖에서 세포의 모양 및 증식을 유도

하지 않았으며, 독성 또한 나타나지 않아(Fig. 1B) 약물

의 효능평가를 위하여 500 ㎍/㎖을 최대 용량으로 하여 

실험을 진행하였다. 

RBL-2H3 세포는 흰쥐의 basophilic leukemia cell로

서 표면헤 IgE 특이 수용체인 FcεRI가 존재하여 IgE 

자극에 의해 화학매개 물질을 분비하는 것으로 알려져

있다. 이러한 화학매개 물질은 프로테오글리칸(proteoglycan), 

히스타민(histamine), 세린 프로테아제(serine proteases) 

등으로 외부에서 자극을 받기 이전부터 비만세포 내 과

립에 이미 생성되어 외부자극 후 빠르게 유리된다17,18). 

특히 β-hexosaminidase은 비만세포의 과립에 저장

되어 있는 histamine이 알레르기 반응에 의해 활성

화되어 세포 밖으로 유리될 때 함께 분비되어지므로 

β-hexosaminidase의 활성화는 비만세포 탈과립의 지

표인자로서 사용된다19). 비만세포의 탈과립 현상에 대

하여 유백피 에탄올 추출물(Ulmus)의 효과를 알아보

기 위하여 측정한 β-hexosaminidase의 분비량은 

유백피 에탄올 추출물의 처리농도가 증가함에 따라 

β-hexosaminidase의 분비를 유의적으로 억제하였으며, 

특히 아무것도 처리하지 않은 control그룹과 비교했을 

때 500 ㎍/㎖의 농도에서 탈과립 억제효과가 비슷하게 

나온 것으로 나타났다 (Fig. 2). 이것은 유백피 에탄올 

추출물이 초기 알레르기 반응을 매우 효과적으로 제어

할 수 있음을 시사한다. 

한편, 비만세포가 알레르겐과 결합하면, 탈과립이 일

어나 histamine이나 염증성 사이토카인, 즉 TNF-α, 

interleukin3(IL-3), IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, 

IL-13 및 IL-16 등과 같은 여러 사이토카인을 분비하

게 되고, 분비된 이러한 염증 매개인자들은 염증반응을 

더욱 촉진시키는 동시에 신체적으로 피부 가려움증 또

는 혈관을 이완시키거나 혈관 투과도를 증가시키며, 기

관지를 수축시키게 된다20-22). 

TNF-α는 대표적인 염증성 사이토카인과 함께 더불

어 전구 염증인자로서 대식세포와 함께 다양한 염증반

응을 유발하며 국소 알레르기 염증반응에 중요한 역할

을 하고 있다. 비만세포에서 생성되어 분비되는 TNF-

α는 혈관내피세포의 adhesion molecules의 발현을 증

가시키게 되고, 호산구 및 T림프구의 표적기관으로의 

유입을 촉진시킨다. 또한, 비만세포에서 생산되는 또 다

른 사이토카인의 일종인, IL-4, IL-13, IL-6 등은 Th2 

세포의 반응을 활성화시키고, 결국 IgE의 발현을 높임

으로써 만성적인 알레르기 반응에 관여하게 된다23). 

본 연구에서 유백피 에탄올 추출물(Ulmus)이 RBL-2H3 

세포에서 IgE-매개 TNF-α, IL-4 및 IL-6의 생산에 

미치는 영향에 대하여 살펴 본 바, RBL-2H3 cells에서 

분비된 TNF-α 및 IL-4의 양은 300 및 500 ㎍/㎖에

서 농도의존적으로 유의한 감소를 보였으며(Fig. 3A, 

B), IL-6의 경우 유백피 에탄올 추출물을 농도별로 처

리한 세포에서 모든 농도에서 항원으로 자극한 세포에 

비해 유의한 감소를 보였다(Fig. 3C). 이처럼 유백피 에

탄올 추출물은 사이토카인의 분비를 유의적으로 억제함

으로써 알레르기 염증반응에 대하여 억제 효과도 있는 

것으로 나타났다.

Histamine은 비만세포의 탈과립으로부터 가장 빠르

게 분비되는 일차 매개 물질 중 하나로, 호염기구(basophils), 

호산구(eosinophil)와 결합조직에 있는 비만세포에 의해 

생성된다. 이는 뇌를 포함하여 여러 조직에서 발견되며 

신경전달물질로 작용하며, 두 개의 효소 DAO(diamine 

oxidase)와 HNMT(histamine N-methyltrasnferase)를 

통해서 분해된다24). DAO는 소화기계와 세포질 내에서 

oxidative deamination을 통해서 히스타민을 분해하고, 

HNMT는 세포질 내에서 methylation을 통해서 히스타

민을 분해한다. 반면, 비만세포가 비특이적 외부자극으

로부터 자극을 받으면, 새로운 분비물질을 생성하여 발

현하게 되는데, 이때 가장 중요한 물질은 arachidonic 

acid(AA)로부터 유래된 대사산물이며, cyclooxygenase(COX) 

경로와 lipoxygenase의 2가지 경로가 있다. Cyclooxygenase 

경로의 대표적인 대사산물이 prostaglandin D2(PGD2)

이며, 이는 prostaglandin의 대표적 염증매개물질 중 하

나로, 이러한 프로스타글란딘 (prostaglnadins, PGs)이 
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막지질로부터 유리된 arachidonic acid가 COX의 대사

작용을 거쳐 생성되는 것으로 체내의 항상성 유지에 기

여하거나 세포의 사멸 및 보호작용을 조절하는 것으로 

알려져 있다25,26). 본 연구에서도 유백피 에탄올 추출물

이 Histamine과 PGD2의 생산에 미치는 영향을 RBL-2H3 

cells에서 확인 해 본 결과, 분비된 Histamine의 양이 

약물 농도별로 처리한 그룹에서 항원으로 자극한 세포

에 비해 유의한 감소를 보였다(Fig. 4A). 또한 RBL- 

2H3 cells에서 분비된 PGD2의 양은 유백피 에탄올 추

출물을 농도별로 처리한 그룹에서 IgE-매개 PGD2의 

분비를 농도의존적으로 억제하는 것을 확인 할 수 있었

다(Fig. 4B).

항원에 의해 활성화된 비만세포의 신호전달 경로는 

FcεRI와 근접한 초기 신호전달계에 해당하는 Lyn-Syk-LAT 

으로 이어지는 경로와 Fyn-Gab2-PI3K로 이어지는 두

가지 경로가 있는데 이러한 과정은 FcεRI 응집으로부

터 IgE에 붙는 α-chain, β-chain, γ-chain homodimer 

로 이루어진 tetrameric receptor 로서 연속적이고 복잡

한 신호전달 과정이 시작된다27). 수용체 근처의 신호전

달에 대한 기전은 아직 완전히 밝혀지진 않았지만, 초

기 신호전달 과정에서는 응집된 수용체와 SRC-family 

kinase 활성화, lipid raft의 융합 및 수용체의 tyrosine 

phosphorylation이 차례대로 일어나는 것으로 알려져있

다. 또한 SRC-family kinase는 Lyn으로서 주로 lipid 

raft에 존재하며, Lyn이 lipid raft에 결합하는 것만으로  

FcεRI의 비인산화 상태에서 인산화로 전환되어 비

만세포의 탈과립이 시작된다28). FcεRI β-chain 과 

γ-chain에서 Lyn이 immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif (ITAM)내의 tyrosine 잔기를 인산화하

고 ITAM가 인산화되면 Syk의 촉매영역이 trans-혹은 

autophosphorylation(자기인산화)되거나 Lyn에 의해 인

산화가 되어 활성이 증가하게 되어 인산화된 Syk가 대

부분의 tyrosine을 인산화 시키게 되어 Syk 또는 Lyn 

에 의해 막 횡단 어댑터인 linker for activation of T 

cells(LAT)의 인산화가 일어남으로써 다양한 염증성 매

개체들의 방출에 필요한 신호전달 경로를 이끌어낸다29). 

하위 신호전달 기전 중 PLCγ은 LAT와 직간접적으로 

상호작용을 하면서 비만세포의 탈과립을 조절하는데 핵

심적인 역할을 하는 것으로 알려져있다. 외부 항원에 

의한 비만세포의 탈과립 과정에서 FcεRI 신호전달 기

전 중 하위 신호전달 체계 중 하나에 해당되는 MAP 

kinase와 Akt는 PI3K 활성의 대한 지표로서, 사이토카

인 생성에 관여하는 것으로 알려져 있다30). 본 연구에

서 항원에 의해 비만세포의 탈과립을 유도하고, 유백피 

에탄올 추출물(Ulmus)의 신호전달 체계에 대하여 그 효

능을 살펴 본 바, 유백피 에탄올 추출물은 arachidonic 

acid의 대사에 관여하는 COX-2 와 cPLA2의 인산화를 

억제하였으며(Fig. 5A), 초기 신호전달에 관여하는 Lyn, 

Syk, PLCγ의 단백질 발현을 억제하는 것으로 나타났

다. 또한 Akt 및 ERK에 대한 인산화 억제 효과를 살

펴보았을 때 유백피 에탄올 추출물은 Akt의 인산화는 

억제하였지만, ERK의 인산화는 억제하지 못한 것으로 

나타났다(Fig. 5B).

이상의 결과들로 종합적으로 살펴볼 때 유백피 에탄

올 추출물은 DNP-HSA로 자극한 RBL-2H3 세포에서 

화학적 매개물질을 비롯한 염증성 사이토카인의 생성을 

농도의존적으로 유의하게 억제함으로써 염증성 알레르

기 억제에 대한 효능을 가지고 있음을 보여준다.  

Ⅴ. 결론

본 연구에서는 종합적으로 살펴볼 때 유백피 에탄올 

추출물은 RBL-2H3 비만세포에서 anti-DNP-IgE- 

antigen complex에 의한 알레르기 염증반응에 대한 조

절효과를 조사해본 결과 활성화된 비만세포로부터 분비

되는 beta-hexosaminidase을 비롯한 histamine을 유의

적으로 감소시켰으며, FcεRI의 응집을 매개로 한 초기 

신호 전달과정에 해당되는 Lyn-Syk-PLCγ 및 cPLA2

의 발현양을 억제하였으며, 이는 아라키돈산 대사에 의

한 COX-2 및 PGD2의 분비를 억제하는 것으로 나타

났으며, 또한 FcεRI의 하위 신호전달 기전에 해당하는 

Akt의 인산화를 억제함으로써, 유백피 에탄올 추출물은 

탈과립된 비만세포로부터 분비되는 cytokine의 일종인 

TNF-α, IL-4 및 IL-6의 분비를 유의적으로 감소 시

켰다. 이러한 결과를 바탕으로 유백피 에탄올 추출물은 

비만세포의 활성화에 따른 알레르기 염증 반응을 억제

하는 효능이 있으므로, 항알레르기 후보소재로서 개발

의 가치가 있는 것으로 사료된다.
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