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건선 모사 피부 염증모델에서 대황목단피탕(大黃牧丹皮湯)의 
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Objectives: Psoriasis is a common chronic inflammatory skin disease characterized by keratinocyte 
hyperproliferation and an excessive inflammatory response. Agents that can attenuate keratinocyte 
hyperproliferation and excessive inflammatory responses are considered potentially useful for the treatment of 
psoriasis. Daehwangmokdanpitang (DHMDPT) exhibits a broad range of bioactivities, including anti-proliferative 
and anti-inflammatory effects. This study aims to evaluate the anti-psoriatic potential of DHMDPT in vitro.

Methods: HaCaT keratinocytes were stimulated with a mixture of IL-17A, IL-22, oncostatin M, IL-1α, and 
TNF-α (M5) to establish an in vitro psoriatic keratinocyte model. Cell viability was measured using the MTT 
assay. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was performed to measure the mRNA levels of the 
hyperproliferative marker gene keratin 6 (KRT6) and inflammatory factors such as IL-6, TNF-α, and IL-23A. 
Additionally, chemokines including CCL5, CCL2, CCL20, and CXCL1 were measured by qRT-PCR.
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Results: DHMDPT attenuated M5-induced hyperproliferation, as indicated by a reduction in KRT6 expression in 
HaCaT keratinocytes. M5 stimulation significantly upregulated the mRNA levels of IL-6, TNF-α, and IL-23A. 
However, DHMDPT treatment attenuated the upregulation of IL-6 but not TNF-α or IL-23A. Additionally, 
DHMDPT inhibited the expression of CCL5, CCL2, and CXCL1, but not CCL20.

Conclusion: DHMDPT effectively attenuated the M5-induced proliferation and inflammatory response in HaCaT 
keratinocytes. Therefore, DHMDPT could be an attractive candidate for future development as an anti-psoriatic 
agent.
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 피부질환 중 하나인 건선은 전 세계 인구의 2~3%에 

영향을 미치는 흔한 만성 염증성 질환이다1). 건선은 표

피와 진피에 염증 세포의 과도한 증식과 비정상적 세포 

분화가 특징으로 나타난다2). 정확한 건선의 병인은 여전

히 명확하지 않지만, 일반적으로 표피세포와 면역세포 

간의 비정상적인 상호작용이 건선의 병인 및 발달에 중

요한 역할을 한다고 여겨진다2). 병소에서 면역 세포가 

분비하는 다양한 사이토카인에 의한 표피세포의 자극은 

표피세포의 과도한 증식에 기여할 수 있으며, 과도하게 

증식한 표피세포는 다시 이러한 사이토카인에 반응하여 

대량의 염증성 사이토카인을 생성하여 염증 반응을 지속

하거나 심화시킬 수 있다3). 따라서 표피세포의 과도한 

증식을 감소시키거나 과도한 염증을 억제하는 전략은 건

선 치료에 잠재적으로 유용할 것으로 여겨진다.

  건선의 영향을 받은 피부 부위에서는 케모카인, 염

증성 사이토카인 및 항균 펩타이드(S100 calcium binding 

protein A7, S100A7), 및 β‑defensin 2의 발현 수준이 상

승하며, 이는 표피세포의 과도 증식을 유발한다4). 최근에

는 이러한 사이토카인-케모카인 발현을 응용하여, 

IL-17A, IL-22, oncostatin M, IL-1α, 그리고 TNF-α 

(M5) 사이토카인의 혼합물을 in vitro에서 건선 모사 모

델로 이용하고 있다5,6). 따라서 본 연구에서는 각질형성

세포의 비정상적인 증식과 분화를 모사한 M5모델을 이

용하여 새로운 건선 조절 한의소재를 조사하였다. 

  대황목단피탕(大黃牧丹皮湯)은 금궤요략(金匱要略)에

서 처음 수록된 처방으로 대황(大黃), 목단피(牡丹皮), 망

초(芒硝), 도인(桃仁), 괄루인(栝樓仁)로 구성되어 있다7). 

본 방은 한의학적으로 사열파어(瀉熱破瘀)하여 산결소종

(散結消腫)하는 효능이 있어 혈기(血氣)가 응취(凝聚)하고 

어열(瘀熱)이 울결(鬱結)하여 소산(消散)되지 못하는 장옹

(腸癰)을 치료할 때 사용되었다7). 본 연구팀은 네트워크 

약리학을 이용하여 대황목단피탕의 건선 조절 효능 및 

작용 기전을 예측하였고, 이에 사이토카인 억제를 통하

여 건선 개선 가능성이 있을 것이라 보고하였다8). 또한 

본 방의 군약(君藥)인 대황이 imiquimod로 유발한 건선 

동물모델에서 건선 개선 효과를 보였고9), 각 구성 약재

인 목단피, 괄루인, 도인의 항염증 효과가 보고된 바 있

어10-12), 대황목단피탕의 실험적 모델에서도 건선 개선 효

과가 있을 것으로 추측하였다.

  이에 본 연구에서는 피부각질형성세포인 HaCaT 세

포에서 M5 cocktail mix로 건선을 유도하고 대황목단피

탕을 처리하였을 때 KRT6, 사이토카인 IL-6, TNF-α, 

IL-23과 케모카인 CCL5, CCL2, CCL20, CXCL1의 활성 

억제 효과를 확인하고자 하였다.  

 

1. 재료

1) 약재 추출

  대황목단피탕은 광명당 제약 (울산, 대한민국)에서 

구입하여 정선 후 사용하였다. 대황목단피탕 추출물은 

대황목단피탕 78.75 g에 증류수 1 L를 넣어 100℃에서 

150분 동안 열수 추출한 후 –80℃에서 동결하였으며, 동

결 추출물은 동결 건조기 (IlShinBioBase, Dongducheon, 

Korea)를 이용하여 –50℃에서 4mTorr 압력으로 7일 동안 

동결 건조하였다. 동결 건조된 대황목단피탕 추출물 파

우더는 3차 증류수에 녹이고, 0.22 μm filter를 이용하여 

여과하여 사용하였다. 동결 건조 후 수득한 분말은 7.15 

g으로 수율은 9.07%였다.

本草 사용량(g)

대황(大黃) 11.25

망초(芒硝) 11.25

목단피(牧丹皮) 18.75

도인(桃仁) 18.75

괄루인(括蔞仁) 18.75

실험방법

서 론
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2) 시약

  RPMI 1640 medium, Fetal bovine serum (FBS), 

penicillin-streptomycin, Tryple Express는 GibcoBRL 

(Waltham, MA, USA)에서 구입하여 사용하였으며, 

isopropanol, dimethyl sulfoxide (DMSO), 3-(4,5- 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) 는 Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA)에서 구

입하였다. Easy-BlueTM total RNA extraction kit는 

iNtRON Biotechnology (Daejeon, South Korea)에서 구입

하였으며, ReverTra Ace qPCR RT Kit는 Toyobo (Osaka, 

Japan)에서 구입하였다. Power SYBR Green Master Mix, 

MicroAmp Fast 96-well Reaction Plate는 Applied 

Biosystems (Waltham, MA, USA)에서 구입하였으며, 

chloroform은 Merck(Germany), Diethyl pyrocarbonate 

(DEPC) 용액은 GenDEPOT (TX, USA)에서 구입하여 사

용하였다. 

2. 방법

1) 세포배양

  인체 유래 피부각질형성세포인 HaCaT (Human 

Adult low Calcium High Temperature) 세포주를 RPMI 

1640 medium에 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin을 

첨가 후 37℃, 5% CO2 조건의 incubator에서 배양하였으

며, 계대배양은 2∼3일 간격으로 유지하였다.

2) 세포독성평가

  HaCaT 세포에서 대황목단피탕의 세포독성평가를 위

하여 MTT 분석 방법을 이용하였다. HaCaT 세포를 24 

well plate에 1×105 cells/ml로 분주하여 37℃, 5% CO2조

건의 incubator에서 3시간 동안 안정화하였으며, 그 후 

각 well에 대황목단피탕 추출물을 0.1, 0.3, 0.5, 1, 2 

mg/ml의 농도로 처리 후 24시간 동안 incubator에서 배

양하였다. 배양 후 각 well에 5 mg/ml 농도의 MTT 용액

을 처리한 뒤 37℃, 5% CO2조건의 incubator에서 30분간 

배양하였다. 그 후, 상등액을 제거하였으며, DMSO 200 

μl를 넣어 formazan 결정체를 용해시킨 후 96 well 

plate에 90 μl/well씩 분주하여 ELISA reader로 540 nm 

파장에서 흡광도를 측정하였다.

3) 건선유발

  M5 cocktail mix는 IL-17A 및 IL-22, oncostatin M, 

IL-1, TNF-α를 1:1:1:1:1 비율로 혼합해 제조하였고, 

HaCaT 세포에 M5 2.5 ng/ml의 농도로 처리하였다. 

4) RNA 추출 및 Real time RT-PCR

  HaCaT 세포를 6 well plate에 5 x 105 cell/ml로 분

주하여 37℃, 5% CO2 조건에서 3시간 동안 incubator에

서 안정화하였다. 그 후 대황목단피탕 추출물 1시간 전

에 처리하고, 그 후 M5 cocktail mix 2.5 ng/ml를 처리하

여 세포를 24시간 동안 자극하였다. Cold PBS로 2-3회 

세척 후 세포만 남기고, 각 well당 1 ml의 Easy-BlueTM

용액을 넣어 세포막을 용해시킨 후 chloroform용액을 넣

고 잘 섞어준 뒤 15,000rpm에서 20분간 원심분리하여 상

층액과 isopropanol을 동일 비율로 섞은 뒤 15,000rpm에

서 10분간 원심분리하여 상층액은 버리고 침전물을 80% 

ethanol로 씻고 건조하여 nuclease-free water를 15 μl씩 

넣어 RNA를 용해시키고 정량하였다. 추출한 RNA 1 μg

과 ReverTra Ace™ qPCR RT Kit (TOYOBO, Tokyo, 

Japan)를 사용하여 cDNA를 합성하였으며, SYBR Green 

Master Mix를 사용하여 Realtime reverse transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR) (Bio-rad, Hercules, 

CA, USA)를 수행하였다. Housekeeping 유전자(HPRT)를 

이용하여 RNA 양을 보정하였고, 실험에 사용한 유전자

의 primer는 다음과 같다 (Table 1.) 

Table 1. Primer sequence of SYBR Green Real-time PCR

No Name Direction Sequence

1 HPRT
Forward

Reverse

5’-TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA–3’
5’-GGT CCT TTT CAC CAG CAA GCT-3’

2 KRT6
Forward

Reverse

5’-GGG TTT CAG TGC CAA CTC AG–3’
5’-CCA GGC CAT ACA GAC TGC GG-3’

3
TNF-
α

Forward

Reverse

5’-CCT CTC TCT AAT CAG CCC TCT G-3’

5’-GAG GAC CTG GGA GTA GAT GAG-3’

4 IL-6
Forward

Reverse

5’-ACT CAC CTC TTC AGA ACG AAT TG-3’

5’-CCA TCT TTG GAA GGT TCA GGT TG-3’

5 IL-23A
Forward

Reverse

5’-CTC AGG GAC AAC AGT CAG TTC-3’

5’-ACA GGG CTA TCA GGG AGC A-3’

6 CCL5
Forward

Reverse

5’-CTA CTG CCC TCT GCG CTC C-3’

5’-TGG TGT CCG AGG AAT ATG GG-3’

7 CCL2
Forward

Reverse

5’-CAC CAG CAG CAA GTG TCC C-3’

5’-CCA TGG AAT CCT GAA CCC AC-3’

8 CCL20
Forward

Reverse

5’-CCA CCT CTG CGG CGA AT-3’

5’-AGA ATA CGG TCT GTG TAT CCA AGA CA-3’

9 CXCL1
Forward

Reverse

5’-CCT CAA TCC TGC ATC CC-3’

5’-AGT TGG ATT TGT CAC TGT-3’

5) 통계처리

  모든 실험 결과는 3회 이상 실시하였으며, 실험 결

과에 대한 통계처리는 SPSS 분석프로그램 (v22.0)을 사용

하여 평균값과 표준편차 (Mean ± Standard deviation 

(S.D.))를 계산하였고, one way ANOVA에 준하여, 

p-value가 0.05 미만일 경우 유의성이 있는 것으로 판정

하였다.



Journal of Convergence Korean Medicine 2024;6(1)

32

1. 대황목단피탕 추출물의 HaCaT 세포에 대한 세포독

성

  HaCaT 세포에서 대황목단피탕 추출물의 세포독성평

가를 위하여 MTT분석법을 수행하였다. HaCaT 세포에 

대황목단피탕 추출물을 0.1, 0.3, 0.5, 1, 2 mg/ml 농도로 

처리 후, 24시간 뒤에 세포 생존율을 관찰하였다. 대황목

단피탕 추출물의 세포독성 평가 결과, 2 mg/ml에서 유의

성 있는 세포독성이 관찰되었으며, 0.1, 0.3, 0.5, 1 mg/ml 

농도에서는 유의성 있는 세포독성이 관찰되지 않았다 

(Fig. 1). 

Fig. 1. Cytotoxic effects of Daehwangmokdanphee-
tang(DHMDPT) in HaCaT cells.  The cell viability 

was measured by MTT assay. HaCaT cells were 
incubated with or without DHMDPT as indicated doses 
(0.1, 0.3, 0.5, 1, 2 mg/ml) for 24 h. #p < 0.05 versus 
normal. The values are means ± S.D. of three 
independent experiments.

2. 대황목단피탕 추출물이 KRT6 생성에 미치는 효과

  피부각질형성세포의 과증식(hyperproliferation)에 대

황목단피탕이 미치는 영향을 분석하기 위하여, KRT6의 

발현을 조사하였다. M5 cocktail mix로 자극한 대조군에

서는 정상군과 비교하여 유의성 있게 KRT6 생성이 증가

하였다. 하지만 대황목단피탕 추출물 처리 시 KRT6는 

유의성 있게 감소하였다 (Fig. 2).

3. 대황목단피탕 추출물이 사이토카인 생성에 미치는 효과

  본 연구에서 염증성 사이토카인인 IL-6, TNF-α, 

IL-23A를 측정하였다. M5 cocktail mix로 자극한 대조군

의 경우 정상군과 비교하여 IL-6, TNF-α, IL-23A 생성

이 유의성 있게 증가하였다. 하지만 대황목단피탕 추출

물 처리 시 IL-6는 유의성 있게 감소하였으며, TNF-α, 

IL-23A는 유의성 있게 감소하지 못하였다 (Fig. 3).

Fig. 2.  Effects of DHMDPT on mRNA expression of 
KRT6 keratin in HaCaT cells.

HaCaT cells were pre-treated with DHMDPT (0.1, 
0.3, 0.5 or 1 mg/ml) for 1 h and incubation with M5 
cocktail mix (2.5 ng/ml) for 24 h. The mRNA levels of 
KRT6 were measured by realtime RT-PCR. #p < 
0.05 versus normal. ⁎p < 0.05 versus M5 cocktail mix 
alone. The values are means ± S.D. of three 
independent experiments.

4. 대황목단피탕 추출물이 케모카인 생성에 미치는 효과

  HaCaT 세포의 mRNA 수준에서 케모카인 CCL2, 

CCL5, CCL20, CXCL1을 측정하였다. M5 cocktail mix로 

자극한 대조군의 경우 정상군과 비교하여 CCL2, CCL5, 

CCL20, CXCL1이 유의성 있게 증가하였다. 하지만 대황

목단피탕 추출물 처리 시 CCL2, CCL5, CXCL1는 유의성 

있게 감소하였으며, CCL20는 유의성 있게 감소하지 못

하였다 (Fig. 4).

본 연구팀은 네트워크 약리학 분석 방법을 이용하

여 대황목단피탕의 건선 조절 효능 및 작용 기전에 대

한 multi-compound, multi-target 연구를 수행하였다8). 

대황목단피탕 구성 한약의 성분에 따른 타겟유전자 정

보 데이터베이스를 기반으로 결과를 분석하였으며, 그

것을 통하여 대황목단피탕은 IL-6, TNF와 같은 전염증

성 사이토카인 및 ‘IL-17 signaling pathway’, 

‘Toll-like receptor signaling pathway’, ‘TNF 

signaling pathway’ 등 면역·염증 기전에 많은 관여

를 할 것을 파악하였다. 이에 본 연구에서는 네트워크 

약리학 분석법에 의한 결과와 일치하는지 알아보기 위

하여, 기존 문헌을 참고하여 IL-17A 및 IL-22, 

oncostatin M, IL-1α, TNF-α (M5) 사이토카인의 혼합

물을 기반으로 건선 피부각질형성세포 모델을 사용하

였다13).   

  건선은 피부각질형성세포 및 T세포, 대식세포, 수

지상세포 등의 매개로 인한 복잡한 염증성 피부 질환

결과

고찰
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이다14). 피부각질형성세포 내에서 세포 증식과 세포

사멸 사이의 균형은 피부의 안정을 유지하는 데 중요

하며, 이러한 균형이 깨지면 건선이 발생하게 된다15). 

최근 연구에 따르면 각질형성세포에서 케라틴의 발

현 증가는 건선 발병 과정에서 각질형성세포 증식 및 

염증 반응을 조절하는데 직접적인 역할을 한다고 보고

Fig. 3. Effects of DHMDPT on mRNA expression of IL-6, TNF-α, and IL-23A cytokines in HaCaT cells.
HaCaT cells were pre-treated with DHMDPT (0.1, 0.3, 0.5 or 1 mg/ml) for 1 h and incubation with M5 cocktail 

mix (2.5 ng/ml) for 24 h. The mRNA levels of IL-6, TNF-α and IL-23A were measured by realtime RT-PCR. #p 
< 0.05 versus normal. ⁎p < 0.05 versus M5 cocktail mix alone. The values are means ± S.D. of three independent 
experiments.

Fig. 4. Effects of DHMDPT on mRNA expression of CCL2, CCL5, CCL20, and CXCL1 chemokines in HaCaT cells.

HaCaT cells were pre-treated with DHMDPT (0.1, 0.3, 0.5 or 1 mg/ml) for 1 h and incubation with M5 cocktail 

mix (2.5 ng/ml) for 24 h. The mRNA levels of CCL2, CCL5, CCL20, and CXCL1 were measured by realtime 

RT-PCR. #p < 0.05 versus normal. ⁎p < 0.05 versus M5 cocktail mix alone. The values are means ± S.D. of three 

independent experiments.
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되었다16). 따라서 KRT6는 일반적으로 각질형성세포의 

과증식에 대한 건선의 바이오마커 및 잠재적인 치료 

표적으로 간주된다. 본 연구에서는 HaCaT 세포에서 

M5 cocktail mix로 유도된 건선 모사 피부 염증 반응

에서 대황목단피탕 추출물의 효과를 확인한 결과 

KRT6는 대조군에 비하여 대황목단피탕 추출물 처리군

에서 유의한 감소를 보여 이는 건선으로 인한 피부과

증식을 대황목단피탕이 개선할 수 있는 가능성을 보여

주고 있으며, 대황목단피탕의 추출물이 각질세포 증식

을 억제할 수 있다고 판단된다 (Fig. 2). 

  건선 과정 중에는 피부각질형성세포의 과다 증식

뿐만 아니라 염증 반응을 지속 및 확대하기 위해 다양

한 사이토카인과 케모카인을 분비한다17). 특히, IL-6 

및 TNF-α, IL-17, IL-23 등의 사이토카인은 건선 병

변에서 높은 농도로 발견되며, 염증과 각질 형성 세포

의 증식을 촉진한다18). Th17 세포에서 생성되는 IL-17

은 염증 반응을 지속시키고, IL-23은 Th17 세포의 분

화와 생존을 지원하여 Th17 경로의 주요 인자로 작용

한다19). 본 연구에서는 HaCaT 세포에서 M5 cocktail 

mix로 유도된 건선 모사 피부 염증 반응에서 염증성 

사이토카인인 IL-6, TNF-α, IL-23A가 증가하였으며, 

이 중에서 IL-6만이 대황목단피탕 추출물 처리군에서 

유의한 감소를 보였다 (Fig. 3). IL-6는 각질 형성 세포

의 증식을 촉진하고, 이들의 정상적인 분화 과정을 방

해하여 건선의 특징인 두꺼운 비늘과 피부 병변을 형

성하는 데 기여한다20). 그리고 건선 환자의 피부 병변

과 혈청에서 IL-6 농도가 증가되어 있어21), IL-6는 건

선 치료의 잠재적 표적으로 여겨지며, IL-6 경로를 차

단하는 치료법이 건선의 염증과 증상을 완화하는 데 

효과적일 수 있다. 이에 대황목단피탕은 IL-6 억제를 

통하여 건선 개선에 효과를 보일 것으로 보인다. 

  케모카인은 CXC 및 CC, C, CX3C의 네 가지 하

위계열로 구분되며, 다양한 조직과 침윤성 백혈구에 

의해 유도적으로 분비된다22). 건선에서는 CCR2 수용

체에 결합하는 CCL2가 발견되었으며, CCR5 ligand인 

CCL5는 건선의 단핵세포 뿐만 아니라 케라티노사이트

에서도 발현된다23). CCL20은 CCR6 수용체를 가진 세

포들의 케모카인이며, 만성 염증성 질환에서 분비되

고, 염증이 있는 상태에서 상피세포, 내피세포, 섬유아

세포 및 단핵세포는 CCL20 생산을 돕고, 건선 피부플

라크의 T세포 침윤을 조절한다24). Toll‐like receptors 
(TLRs)는 선천 면역 시스템에서 패턴 인식 수용체

(PRR) 중 하나이며25), 건선 유발 요인에 대한 중요한 

매개체이다. 피부 손상은 손상된 세포에서 dsRNA, 

ssRNA, DNA를 포함한 손상 관련 분자 패턴(DAMP)의 

생성을 유발하여 수지상세포를 비롯한 다양한 유형의 

세포에서 TLR 신호 전달을 활성화시킨다26). TLR이 병

원체를 인식하고 활성화가 되면 NF-kB 경로를 통해 

CCL2, CCL5, CXCL1과 같은 케모카인의 발현을 유도

한다27). CCL20의 경우 특히 Th17 세포를 병변으로 끌

어들이는 역할을 하여, IL-17을 통한 염증 반응을 증

폭시키는 역할을 한다고 알려져 있다28). 본 연구에서

는 HaCaT 세포에서 M5 cocktail mix로 유도된 건선 

모사 피부 염증 반응에서 케모카인인 CCL2, CCL5, 

CCL20, CXCL1가 증가하였으며, 이 중에서 CCL2, 

CCL5, CXCL1이 대황목단피탕 추출물 처리군에서 유

의한 감소를 보였다 (Fig. 4). 이를 통해 대황목단피탕

이 IL-17 signaling pathway의 조절에는 큰 관여를 하

지 못하고 TLR signaling pathway를 통해 건선에 효과

를 보일 것이라 사료된다. 

  본 연구의 실험 결과를 종합해 보았을 때, 대황목

단피탕 추출물은 HaCaT 세포에서 M5 cocktail mix로 

유도한 피부 염증 반응에서 KRT6, IL-6, CCL2, CCL5, 

CXCL1의 생성을 유의하게 억제하여 건선 개선에 잠

재력이 있을 것으로 판단된다. 다만, 이 연구는 세포

모델에서만 수행되어 한계점이 있다. 추후, 마우스 등

을 이용한 생체 내 연구가 추가하여 대황목단피탕의 

잠재력을 심화연구 할 필요가 있다고 생각된다. 

본 연구에서는 M5 cocktail mix로 유도된 건선 모사 

피부 염증 반응에서 대황목단피탕 추출물의 효과를 확인

하였으며, 다음과 같은 결론을 내렸다.

1. 대황목단피탕 추출물은 HaCaT 세포에서 M5 

cocktail mix로 유도된 피부에서 케라틴 KRT6를 억제하

였다.

2. 대황목단피탕 추출물은 HaCaT 세포에서 M5 

cocktail mix로 유도된 피부 염증 관련 사이토카인 IL-6

를 유의하게 억제하였다.

3 대황목단피탕 추출물은 HaCaT 세포에서 M5 

cocktail mix로 유도된 피부 염증 관련 케모카인 CCL2, 

CCL5, CXCL1을 유의하게 억제하였다.

 이와 같은 결과로 보아 대황목단피탕 추출물이 M5 

cocktail mix로 유도된 건선 모사 피부 염증 반응에서 

IL-6 및 CCL2, CCL5, CXCL1을 억제하여 건선 개선 효

능을 가질 것으로 예측된다. 
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