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The Effects of Puerariae Radix on Allergic Inflammation
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Objectives
To study the effects of Puerariae Radix (PR) on allergic inflammation.

Methods
In vivo, Animals were orally administrated with PR once a day for 5 days. Then, we investigated

compound 48/80-induced active systemic anaphylatic shock using ICR mice and anti-DNP IgE-induced
passive cutaneous anaphylaxis using Sprague Dawley rat. In vitro, we measured cell viability,
b-hexosaminidase release, IL-4, TNF-a and PGE2 secretion and IL-3, IL-4, TNF-a, COX-2 and iNOS
mRNA expression from RBL-2H3 cells after treatment of PR.

Results
In vivo, PR pretreatments inhibited compound 48/80-induced active systemic anaphylatic shock.

Passive cutaneous anaphylaxis was inhibited. In vitro, 0 ~ 1% PR treatments were not affect on cell
viability and inhibited b-hexosaminidase release, IL-4, TNF-a and PGE2 secretion. PR treatments also
decreased IL-3, IL-4, TNF-a, COX-2 and iNOS mRNA expression in RBL-2H3 cells.

Conclusions
These results suggest that PR may be beneficial in the inhibition of allergic inflammatory response.
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韓藥名 生藥名 學名 重量(g)

葛根 Puerariae Radix Puerariae thuenbergina 300

Table 1. 葛根

Ⅰ. 緖 論

아토피 피부염은 영아습진 또는 알레르기성

습진이라고도 하며 영아에서 가장 흔한 알레

르기 질환이며, 홍반 부종, 심한 소양감, 삼출,

부스럼딱지와 인설을 특징으로 하는 염증성

피부질환이다
1)
.

유전적 소인이 관여하며 아토피 피부염을

가진 소아는 31%에서 알레르기 비염과 천식

으로 발전하는 경향이 있으며, 영아기에서는

남자보다 여자에서 발생빈도가 높고 유아기에

서는 3:2의 비율로 남자에게서 많다고 한다2).

대개 4세 이후 자연 치유가 되었으나 최근 산

업화로 인한 여러 환경요인과 잘못된 식습관

및 스트레스 등으로 약 50% 정도가 만성화되

어 성인형 아토피 피부염으로 진행되고 있다
3)
.

한의학적으로 아토피 피부염은 奶癬, 胎癬,

胎斂瘡, 濕疹, 濕瘡, 四彎風, 淫瘡 등의 범주에

서 살펴볼 수 있으며
4)
, 稟賦不耐 脾胃不和로

濕熱이 생하거나, 外로 風熱之邪가 침입하고

內로 濕熱이 蘊蓄된 것이 肌膚에 蘊阻하여 발

생하며, 建脾利濕, 祛風淸熱, 養血潤燥 등의

치법을 사용한다
5)
.

葛根(Puerariae Radix)은 콩과에 속한 다년생

낙엽등본식물인 칡 (Pueraria lobata Ohwi) 및 동

속근연식물인 털칡(P. thomsonii BENTH.), 전분

칡(P. edulis PAMP.), 산칡(P. omeiensis WANG et

TANG), 가새잎칡(P. phaseoloides BENTH.) 등의 뿌리

이며 우리나라 각 지역의 산에 자생한다
6)
.

葛根은 ≪神農本草經≫7)에 “葛根 味甘平 
主消渴 身大熱 ⋯ 解諸毒”이라고 수재된 이래

外感表證에 發汗解肌를 목적으로 葛根湯과

蔘蘇飮, 透疹을 목적으로 升麻葛根湯, 生津止
渴을 목적으로 黃蓮地黃湯, 淸熱淸腸을 목적

으로 地楡散, 酒毒을 풀기 위한 三豆解醒湯과

神仙不醉丹 등에 두루 응용되어 왔다
8-12)

.

이에 저자는 發汗解肌, 解表透疹, 生津止渴 
및 解酒毒하는 효능을 가진 葛根이 알레르기

염증 반응을 억제할 것으로 생각되어 mouse와

rat 모델에서 항알레르기 항염증의 효능을 살

펴보고 rat basophilic leukemia cell line(RBL-2H3)

에서 알레르기 염증반응을 매개하는 인자의

생성과 유출에 미치는 영향을 조사하여 유의

한 결과를 얻어 보고하는 바이다.

Ⅱ. 材料 및 方法

1. 材料

1) 검액의 제조

葛根(광일제약) 300 g을 증류수로 水洗 후 2

ℓ의 증류수를 가하여 3 시간 동안 가열 추출

하였다. 추출된 용액을 원심분리를 통하여 상

층액을 분리한 다음, 0.2 mm 여과지에서 여과

하여 rotary evaporator로 200 ㎖가 되도록 감압

농축 후 동결건조하여 54.3 g의 추출물을 얻었

다. 획득한 갈근 추출물(이하 PR)은 -20 ℃에

보관하였다가 실험직전 생리식염수나 배지에

희석하여 사용하였다(Table 1).

2) 실험동물

실험에 사용한 동물은 ICR계 mouse (male,

30 ± 2 g)와 Sprague Dawley계 rat (male, 200 ±

20 g)을 (주)샘타코 바이오 코리아에서 구입해



갈근추출액이 알레르기 염증반응에 미치는 영향 219

서 사용했으며, 사육은 온도 22℃ ± 2℃, 습도

55 ± 5%, dark/light (12 시간) 조건 하에서 고

형 pellet 사료와 물은 자유 섭취하도록 하였으

며, 구입 후 2 주간 실험실 환경에 적응 후 실

험에 사용하였다.

3) 세포주

RBL-2H3은 한국세포주은행 (Korea Cell Line

Bank, KCLB)에서 분양받아 배양하였다.

4) 시약

본 실험에 사용된 compound 48/80, anti-

deoxynucleoprotein (DNP) immunoglobulin(Ig) E ,

DNP-HSA, Evans blue, KOH, acetone, phosphoric

acid, PMA (phorbol-12-myristate-13 acetate) 및

A23187 (calcium ionophore)은 Sigma로부터, FBS

(fetal bovine serum), penicillin, streptomycin, DMEM

(Dulbecco's modification Eagle medium) 및 trypsin-

EDTA solution은 Gibco BRL로부터, tetrazolium

bromide salt (MTT) 및 dimethylsulfoxide (DMSO)

는 Amresco로부터, Interleukin (IL)-4와 Tumor

Necrosis Factor alpha(TNF-a) kit는 BD Biosciences

Pharmingen으로부터, RT-PCR kit (AccuPower

RT/PCR PreMix)는 Bioneer로부터 구입하여 사

용하였다.

2. 方法

1) 검액의 처치

동결건조된 PR은 실험 직전 생리식염수에

농도별로 용해하여 실험용 존대를 사용하여 5

일간 처치하였으며, 1 일 1 회 일정한 시각에

경구 투여하였다.

2) 실험군의 구성

실험군은 대조군 (CON)과 갈근투여군 (PR-I,

PR-II)으로 구분하였다. CON은 생리식염수 투

여군, PR-I는 0.5 g/kg의 갈근투여군, PR-II는 1

g/kg의 갈근투여군으로 구성하였다.

3) Active systemic anaphylaxis

ICR mouse 10 마리를 1 군으로 하여 실험군

별로 검액 처치 후 마지막 처치 1시간 경과 후

compound 48/80 (8 mg/kg, Sigma)을 복강 내에

투여하고 mouse의 치사율을 30 분 동안 관찰

하였다.

4) Passive cutaneous anaphylaxis

IgE 의존형 피부과민반응에 대한 영향을 알

아보기 위하여 Katayama 등
13)
의 방법에 준하

여 rat 3 마리를 1 군으로 하고 실험군 별로 5

일간 처치하였다. 실험 3 일째 되는 날 rat의

등 부위를 제모하고 0.5 mg의 anti-DNP IgE를

네 군데 피하주사한 후 감작된 부위를 표시하

였다. 48 시간 경과 후 DNP-HSA 0.5 mg과 4%

evans blue를 1:1로 혼합하여 rat의 미정맥에 주

사하였다. 30 분 후 mouse를 도살하고 청색으

로 착색된 등 부위의 피부를 채취하여 1 N

KOH용액 100 ㎕에 침적시켜 37℃에서 24 시

간 방치하였다. Acetone과 phosphoric acid (5:13)

혼합액 900 ㎕를 첨가하여 원심분리한 후 상

층액을 620 nm에서 흡광도 측정을 하였다.

5) 세포 배양

RBL-2H3은 한국세포주은행 (KCLB)에서 분

양받았으며 세포의 배양을 위하여 10% heat-

inactivated FBS (Gibco BRL, USA)과 1%

penicillin 및 streptomycin (Gibco BRL, USA)을

포함한 DMEM (Gibco BRL, USA) 배양액에서

배양하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건하에서

배양하였고, 세포의 증식에 따른 과밀도 현상을

해소하기 위하여 0.05% trypsin-EDTA solution

(Gibco BRL, USA)을 처리하여 세포를 부유시
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킨 다음 계대 배양하였다.

6) MTT assay

RBL-2H3을 24 well plate (Corning, USA)에 2

× 105 cell/㎖의 세포수가 되도록 DMEM 배양

액에 분주하여 24 시간동안 안정화시킨 후, PR

를 농도별 (0%, 0.05%, 0.1%, 0.25% 및 0.5%)

로 처리한 후 1 시간동안 반응시켰다. 배양액

을 제거 한 후 5 ㎎/㎖의 MTT를 각 well에 넣

고 잘 섞어 준 후 최대 4 시간 37℃ incubator에

서 배양한 후 tetrazolium bromide salt를 제거하

고 DMSO를 200 ㎕씩 분주하여 well에 생성된

formazin이 잘 녹을 수 있게 충분히 흔들어 모

두 녹인 후 96 well plate에 100 ㎕ 씩 옮긴 후

ELISA (Molecular Devices, USA)를 사용하여 540

nm에서 흡광도를 측정하였으며, 3 회의 측정으

로 그에 대한 평균값과 표준 오차를 구하였다.

7) b-Hexosaminidase release

b-Hexosaminidase의 release는 Dastych 등14)과

Schwartz 등
15)
의 방법에 의해 측정하였다. 간략

히 요약하면 RBL-2H3을 10% FBS를 포함한

DMEM에 현탁시킨 후 24 well plate에 각 well

당 2 × 10
5
개의 세포가 들어가도록 한 다음 3

7℃ 5% CO2 incubator에서 하룻밤 배양한다.

각 well의 세포들을 extracellular buffer (5 mM

KCl, 12.5 mM NaCl, 20 mM HEPES, 1.5 mM

MgCl, 1.5 mM CaCl2, 1 mM dextros, pH 7.4) 로

2번 세척한 다음 각 well 당 extracellular buffer

와 PR를 농도별(0%, 0.25% 및 0.5%)로 처리한

후 1 시간동안 반응시켰다. 이후 PMA (50 nM)

와 A23187 (1 mM)을 사용하여 세포를 37℃

5% CO2 incubator에 1시간 반응시키고 ice bath

에서 10분 동안 배양한 후 반응을 종결시켰다.

Supernatant 20 ㎕를 96 well plate에 옮기고,

pellet은 Triton X-100 (0.1%) 1 ㎖을 24 well에

넣고 녹인 후 96 well에 20 ㎕ 넣는다.

supernatant와 pellet이 담긴 96 well에 substrate

buffer (4-p-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide

1 mM, sodium citrate 0.05 M, pH 4.5) 100 ㎕을

넣고 37℃ 에서 1시간 배양시킨 다음 각 well

당 stop solution 200㎕을 첨가하여 반응을 종결

시켰다. ELISA를 사용하여 405 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 시료와 대조구의 흡광도 값으

로 다음 식에 의해 net percent release(%) 을 산

출하였다.

net percent release(%) = [S/(S+P)-Scontrol/(Scontrol+

Pcontrol)]×100

S : supernatant, P : pellet

Scontrol/(Scontrol+Pcontrol)(%) is spontaneous release of

mediator without a stimulus

8) IL-4 assay

RBL-2H3 cells을 6 well plate에 5 × 105 cell/

well의 농도로 분주한 후 24 시간 배양한 다음

새로운 DMEM 배지에 PR를 농도별 (0%,

0.25% 및 0.5%)로 처리하였다. 1 시간동안 배

양한 후 A23187 (1 μM)을 처리한 군과 처리하

지 않은 군으로 나누어 처리하고 8 시간동안

배양하였다. 배양이 끝난 후에 상층액을 분리

하여 5,000 rpm에서 2 분 동안 원심분리하여

분리된 상층액을 -70℃에 보관하였다가 IL-4 kit

(BD Biosciences Pharmingen, USA)를 사용하여 측

정하였다. ELISA를 사용하여 450 ㎚에서 흡광

도를 측정하여 누출된 IL-4의 양을 계산하였다.

9)TNF-a assay

RBL-2H3 cells을 6 well plate에 5 × 105 cell/

well의 농도로 분주한 후 24 시간동안 배양한

다음 새로운 DMEM배지에 PR를 농도별 (0%,

0.25% 및 0.5%)로 처리하였다. 1 시간동안 배

양한 후 자극제 A23187 (1 μM)를 처리하고 8
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Table 2. Primer Sequence

시간동안 배양하였다. 배양이 끝난 후에 상층

액을 분리하여 5000 rpm에서 2분 동안 원심분

리하여 분리된 상층액을 -70℃에 보관하였다

가 TNF-a kit (BD Biosciences Pharmingen, USA)

를 사용하여 측정하였다. ELISA를 사용하여

450 ㎚에서 흡광도를 측정하여 누출된 TNF-a

의 양을 계산하였다.

10) PGE2 assay

RBL-2H3 cells을 6 well plate에 5 × 105 cell/

well의 농도로 분주한 후 24 시간동안 배양한

다음 새로운 DMEM 배지에 PR (0%, 0.25% 및

0.5%)를 처리하였다. 1 시간동안 배양한 후 자

극제 A23187 (1 μM)를 처리하고 8 시간동안

배양하였다. 배양이 끝난 후에 상층액을 분리

하여 5000 rpm에서 2 분 동안 원심분리하여

분리된 상층액을 -70℃에 보관하였다가 PGE2

kit (R&D Systems, USA)를 사용하여 측정하였

다. ELISA를 사용하여 450 ㎚에서 흡광도를 측

정하여 누출된 PGE2의 양을 계산하였다.

11) RT-PCR

RBL-2H3 cells에 1 ml의 Trizol을 넣고 2 분간

방치한 후 chloroform을 넣고 10 초간 vortexing

하고 12,000 rpm에서 15 분간 원심분리한 후,

상층액을 취하여 동량의 isopropanol을 혼합하

여 흔들어 주었다. 12,000 rpm에서 10 분간 원

심분리하여 상층액을 제거하고 pellet은 DEPC

(diethyl pyrocarbonate)-DW 20 μl에 녹여 RT-

PCR에 사용하였다. RT-PCR kit (AccuPower RT/

PCR PreMix, Bioneer, Korea)를 사용하여 94 ℃

에서 5 분간 반응시킨 후 94℃에서 30 초간

denaturation시키고, 55 ~ 62℃에서 30 초간

annealing시킨 다음, 72℃에서 1 분간 extension

시키는 cycle을 30~32 회 반복한 뒤, 마지막

extension은 72℃에서 5 분간 PCR machine

(GeneAmp, PCR system 9700, USA)에서 수행하

였다. 각 PCR products는 2% agarose gel에

loading하여 100 V 조건에서 30 분간 전기영동

을 통하여 분석하였다. 각각의 primer의 염기서

열은 다음과 같다.

12) 統計 분석

成績은 SPSS 12.0K for Windows 통계 프로그

램 패키지를 사용하여 평균치 ± 표준오차로 나

타내었고 유의수준은 P<0.05로 하였다. 각 실

험군 간의 통계학적 분석은 one way-ANOVA와

Scheffe test 검정을 실시하였다.
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Mice were orally administrated with saline or PR once a day for 5 days. On day5, mice were injected with compound

48/80 (8 mg/kg, i.p.). The lethal rates were observed later 30 minutes from compound 48/80 injection. CON was orally

administrated with saline. PR-I was orally administrated with 0.5 g/kg PR. PR-II was orally administrated with 1 g/kg PR.

Table 3. Effects of PR on the Active Systemic Anaphylaxis in Mice

Fig. 1. Effects of PR on the passive cutaneous anaphylaxis in rats
Rats were orally administrated with saline or PR once a day for 5 days. On day3, Rats were passively sensitized

by i.d. injection of anti-DNP IgE (0.5 mg), and challenged by DNP-HSA (0.5 mg, i.v.) containing 4% Evans

blue after 48 hours. The areas of dye were measured after sacrificing the animals later 30 minutes from antigen

challenge. CON was orally administrated with saline. PR-I was orally administrated with 0.5 g/kg PR. PR-II was

orally administrated with 1 g/kg PR. Each column represents the mean ± S.E. * P<0.05; significant as compared

to the CON.

Ⅲ. 結 果

1. Active systemic Anaphylaxis에 미치는 영향

Compound 48/80에 의한 active systemic

anaphylaxis에서 CON은 100%의 치사율을 보인

데 비해, PR-I은 80%의 치사율을 보였으며,

PR-II는 70%의 치사율을 보였다 (Table 3).

2. Passive cutaneous Anaphylaxis에 미치는 

영향

Anti-DNP IgE를 이용한 passive cutaneous

anaphylaxis에서 청색반의 누출량은 CON은

76.43 ± 2.01 ㎍/㎖으로 나타났다. 반면 PR-I은

54.09 ± 2.0 ㎍/㎖, PR-II는 51.94 ± 1.47 ㎍/㎖

로 CON에 비해 유의성 (p<0.05)있는 감소를

보였다 (Fig. 1).

3. 세포 생존률에 미치는 영향

RBL-2H3 cells의 생존률에 미치는 영향을 알

아보기 위하여 MTT assay를 실시하였다. RBL-

2H3 cells의 경우 아무런 처리를 하지 않은 세

포에서 1.87 ± 0.08의 흡광도를 나타내었으며,

PR를 농도별 (0.05%, 0.1%, 0.25% 및 0.5%)로

처리한 세포에서 각각 1.92 ± 0.03, 1.96 ±

0.04, 1.98 ± 0.08 및 1.99 ± 0.04의 흡광도를

나타내어 모든 PR농도에서 정상세포에 비해 생

존률에 유의한 감소를 보이지 않았다 (Fig. 2).
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Fig. 2. Effects of PR on the cell viability of RBL-2H3 cells
Each column represents the mean ± S.E. of 3 independent experiments.

The absorbance was measured at 540 nm using ELISA reader.

Each column represents the mean ± S.E.

Fig. 3. Effects of PR on the b-Hexosaminidase release from RBL-2H3 cells
Each column represents the mean ± S.E. of 3 independent experiments.

The absorbance was measured at 405 nm using ELISA reader.

Release (%) = S/(S+P) x 100, S : supernant, P : pellet

#, P<0.05; significant as compared to the untreated group

*, P<0.05; significant as compared to the PMA+A23187-stimulated group

4. b-Hexosaminidase release에 미치는 영향

RBL-2H3 cells에서 누출된 b-hexosaminidase

의 양은 아무런 처리를 하지 않은 세포에서

12.65 ± 2.24%이었으며, PMA와 A23187로 자

극한 세포에서 35.93 ± 2.56%로 아무런 처리

를 하지 않은 세포에 비해 유의한 (p<0.05) 증

가를 나타내었다. 반면 PMA와 A23187로 자극

한 후 PR를 농도별(0.25% 및 0.5%)로 처리한

세포에서 각각 17.95 ± 1.95%, 12.46 ± 0.79%로

모든 농도에서 PMA와 A23187로 자극한 세포

에 비해 유의한 (p<0.05) 감소를 보였다 (Fig. 3).

5. IL-4 분비에 미치는 영향

RBL-2H3 cells에서 분비된 IL-4의 양은 아무

런 처리를 하지 않은 세포에서 4.16 ± 0.04 pg/

ml이었으며, A23187로 자극한 세포에서 1056.16

± 26.43 pg/㎖로 아무런 처리를 하지 않은 세

포에 비해 유의한 (p<0.05) 증가를 나타내었

다. 반면 A23187로 자극한 후 PR를 농도별

(0.25% 및 0.5%)로 처리한 세포에서 각각 930.03
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Fig. 4. Effects of PR on the IL-4 secretion from RBL-2H3 cells
Each column represents the mean ± S.E. of 3 independent experiments.

The absorbance was measured at 450 nm using ELISA reader.

#, P<0.05; significant as compared to the untreated group

*, P<0.05; significant as compared to the A23187-stimulated group

Fig. 5. Effects of PR on the TNF-a secretion from RBL-2H3 cells
Each column represents the mean ± S.E. of 3 independent experiments.

The absorbance was measured at 450 nm using ELISA reader.

#, P<0.05; significant as compared to the untreated group

*, P<0.05; significant as compared to the A23187-stimulated group

± 23.17 pg/㎖, 941.56 ± 34.65 pg/㎖로 모든 농

도에서 A23187로 자극한 세포에 비해 유의한

(p<0.05) 감소를 보였다 (Fig. 4).

6. TNF-a 분비에 미치는 영향

RBL-2H3 cells에서 분비된 TNF-a의 양은 아

무런처리를 하지않은 세포에서 4.43 ± 0.05 pg/

ml이었으며, A23187로 자극한 세포에서 899.30

± 15.60 pg/㎖로 아무런 처리를 하지 않은 세

포에 비해 유의한 (p<0.05) 증가를 나타내었

다. 반면 A23187로 자극한 후 PR를 농도별

(0.25% 및 0.5%)로 처리한 세포에서 각각 754.04

± 5.49 pg/㎖, 759.96 ± 28.41 pg/㎖로 모든 농

도에서 A23187로 자극한 세포에 비해 유의한

(p<0.05) 감소를 보였다 (Fig. 5).

7. PGE2 분비에 미치는 영향

RBL-2H3 cells에서 분비된 PGE2의 양은 아

무런 처리를 하지 않은 세포에서 0.05 ± 0.01

ng/㎖이었으며, A23187로 자극한 세포에서

0.12 ± 0.02 ng/㎖로 아무런 처리를 하지 않은

세포에 비해 유의한 (p<0.05) 증가를 나타내었
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Fig. 6. Effects of PR on the PGE2 secretion from RBL-2H3 cells
Each column represents the mean ± S.E. of 3 independent experiments.

The absorbance was measured at 450 nm using ELISA reader.

#, P<0.05; significant as compared to the untreated group

*, P<0.05; significant as compared to the A23187-stimulated group

Fig. 7. Effects of PR on the induction of the IL-3, IL-4, TNF-a, COX-2 and iNOS mRNA expression in RBL-2H3 cells
Expression of the cytokines the IL-3, IL-4, TNF-a, COX-2 and iNOS was induced following A23187stimulation.

The time of maximal mRNA induction was 8 hours after pre-treated with 0.5% PR. IL-3, IL-4, TNF-a, COX-2

and iNOS mRNAs were expressed by RT-PCR method.

다. 반면 A23187로 자극한 후 PR를 농도별

(0.25% 및 0.5%)로 처리한 세포에서 각각

0.07 ± 0.01 ng/㎖, 0.06 ± 0.01 ng/㎖로 모든

농도에서 A23187로 자극한 세포에 비해 유의

한 (p<0.05) 감소를 보였다 (Fig. 6).

8. IL-3, IL-4, TNF-a, COX-2, iNOS mRNA

발현에 미치는 영향

RBL-2H3 cells에서의 IL-3, IL-4, TNF-a, COX-

2, iNOS mRNA의 발현에 대해 살펴보면, 아무

런 처리를 하지 않은 세포와 0.5 g/kg의 PR을

단독으로 처리한 세포에 비해 A23187로 자극

한 세포에서 mRNA의 발현량이 증가하였으며,

A23187자극 전 0.5 g/kg의 PR을 처리한 세포

에서 모든 유전자의 발현이 감소하였으며, IL-4,

TNF-a, COX-2와 iNOS mRNA의 발현은 50%

이상 감소하였다 (Fig. 7).
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Ⅳ. 考 察

아토피 피부염은 소양감, 홍반, 삼출, 가피,

인설 등의 증상을 나타내는 만성 재발성 염증

성 피부질환으로 유전적 요인과 함께 환경적

요인이 복합적으로 관여하여 발생한다.

아토피 피부염의 치료 목표는 건조한 피부

에 대한 적절한 수화와 더불어 소양증과 피부

염을 감소시키면서 그 악화 요인을 줄이는 것

이며, 근본 원인이 밝혀지지 않고 있어 대증치

료로 스테로이드제, 항히스타민제 등을 위주

로 하며 면역조절제, 항생제 등을 병용하기도

한다16).

최근 한의계에서도 아토피 피부염에 대한

치료제 개발을 위한 다양한 노력들이 시도되

고 있는데, 이 중 升葛湯17), 葛根解肌湯18) 등

갈근이 포함된 처방들에서 유의한 임상적 효

과가 있었다는 성과들이 보고되고 있다.

갈근은 콩과에 속한 다년생 낙엽등본식물인

칡의 뿌리로, 개화기는 8월 결실기는 9-10월이

며 산지나 초원의 음습지에 흔히 나며 전국에

분포한다.

주요성분으로는 isoflavone puerarin, puerarin

xyloside, daidzein, β-sitosterol, arachin acid 등이

알려져 있으며, 약리작용으로는 순환계통에

대한 개선과 혈관확장 작용, 항고혈압 작용,

항 혈소판 응집 작용, 혈당강하 작용, 평활근

이완작용, 해열작용, 익지 작용, 항 종류 작용,

항산소결핍 작용, 항산화 작용, 해독작용과 미

약한 국소마취 작용 등이 있다
19,20)

.

한의학에서 갈근은 ≪神農本草經≫7)에 “葛
根 味甘平 主消渴 身大熱 …… 解諸毒” 이라

고 수재된 發汗解肌, 發表透疹, 生津止渴, 解
毒排膿, 升陽止瀉 등의 효능으로 임상에서 感
冒, 痲疹, 消渴, 下痢를 치료하고 酒毒을 푸는

등 다양한 처방들에 활용되어 왔다.

이에 저자는 한의학적으로 다양한 치료에

활용되고 있고, 항염증 등의 약리활성을 가지

고 있는 갈근이 알레르기성 염증반응을 효과

적으로 억제할 수 있을 것이라 생각하여 연구

하였던 바 유의한 결과를 얻었기에 보고하는

바이다.

Active systemic anaphylaxis는 즉시형 전신성

아나필락티스 반응으로 알레르기 반응 개시 수

분 이내에 발생하여 심하면 사망에 까지 이르

는 것으로 알레르기 실험모델로 많이 사용되고

있다. Passive cuteneous Aanaphylaxis는 수동피부

면역반응으로 특정 원인물질에 대한 알레르기

소인의 유무를 검사하는 방법으로 임상에서 많

이 사용되고 있는 방법이다. 이미 생성된 IgE

항체를 피부에 주입하여 48시간동안 감작한 후

원인물질에 노출시켜 알레르기 증상의 발현 정

도를 살펴보는 방법이다. 따라서 본 연구에서

는 이 두 가지 동물모델을 사용하여 알레르기

반응에 대한 억제효과를 조사하였다.

Active systemic anaphylaxis를 유도하기 위해

사용된 compound 48/80은 혼합 다당체 성분으

로 세포내 Ca
2+
를 증가시켜 비만세포의 탈과

립을 유도한다22). Compound 48/80에 의한 Active

systemic anaphylaxis를 실시한 결과 CON은 100%

의 치사율을 보인데 비해, PR-I은 80%의 치사

율을 보였으며, PR-II는 70%의 치사율을 보였

다 (Table 3).

Anti-DNP IgE를 이용한 passive cutaneous

anaphylaxis에서 청색반의누출량은 CON은 76.43

± 2.01 ㎍/㎖으로 나타났다. 반면 PR-I은 54.09

± 2.0 ㎍/㎖, PR-II는 51.94 ± 1.47 ㎍/㎖로 CON

에 비해 유의성 (p<0.05)있는 감소를 보였다

(Fig. 1). 이러한 결과는 PR이 compound 48/80

과 IgE 면역반응에 의한 비만세포의 탈과립을

억제하고 혈관 투과성을 억제한 결과라고 생

각된다.
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알레르기 반응의 유발에서 가장 핵심적인

역할을 하는 세포는 호염기구와 비만세포이며

IgE항체가 세포막 표면에는 FceRI이 수용체와

교차결합하고 비만세포의 활성화가 시작되면

세포질 내 과립의 팽창과 탈과립이 발생한다.

이 외에 호염기구와 비만세포를 활성화시키는

기전이 존재하는데 외부자극과 약물 등에 의

한 Ca2+의 세포내 유입에 의해 탈과립이 발생

한다.

본 연구에서 in vitro 실험에 사용된 PMA 및

A23187은 비만세포를 자극하여 세포내 Ca2+유

입과 증가를 유도하는데 증가된 Ca
2+
은 비만

세포를 활성화시키는 필수적인 매개인자로 여

겨지고 있다23).

비만세포의 탈과립에 의해 유출되거나 세포

막지질에서 새로 합성되는 IL-3, IL-4, TNF-a,

PGE2, NO 등 매개 물질에 의해 알레르기 염증

반응을 유도한다. 염증매개 물질의 형성은

phospholipaseA2의활성으로 인해 arachidonic acid

가 prostaglandin (PG)으로 바뀌는 과정 및 NO

형성 과정으로 이어지게 된다
24-25)

. 일반적인

NO의 형성은 박테리아를 죽이거나 종양을 제

거시키는 중요한 역할을 하지만26), 염증상태에

서 iNOS에 의해 생성된 NO는 혈관 투과성, 부

종 등의 염증반응을 촉진시킬 뿐만 아니라 염

증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시

키는 것으로 알려져 있다
27-28)

.

Cyclooxygenase (COX)는 arachidonic acid를

PGs로 전환하는 효소로 COX-1과 COX-2로 분

류된다
29)

. COX-1은 체내에서 혈소판의 형성,

위벽보호, 신장기능의 유지 등 정상적인 생체

기능에 작용하며30), COX-2는 염증매개물질인

PGE
2
를 형성시키며, PGE

2
는 염증반응, 면역반

응, 그리고 angiogenesis를 촉진하는 등 암 발생

에도깊이 관여하고 있는 것으로 알려져있다31).

RBL-2H3 cells은 mucosal type mast cell과 유

사한 특징들을 나타내고, 세포표면에 수십만 개

의 IgE수용체가 존재한다. IgE에 감작된 후에

이 세포는 항원에 반응하고 histamine을 방출하

는데 b-hexosaminidase는 비만세포의 분비과립

에 저장되어 있다가, 비만세포가 면역학적으

로 활성화될때 histamine과 함께 부수적으로 분

비되므로 b-hexosaminidase의 활성화는 비만세

포 탈과립의 표지인자로서 사용된다32-33). 따라

서 RBL-2H3 cells은 histamine과 b-hexosaminidase

분비에 알려지지 않은 약물의 효과를 연구하

는데 좋은 실험모델로 알려져 있다.

본 실험에서 PR이 RBL-2H3 cells의 생존률

에 미치는 영향을 알아보기 위하여 MTT assay

를 실시한 결과 아무런 처리를 하지 않은 세포

에서 1.87 ± 0.08의 흡광도를 나타내었으며, PR

를 농도별 (0.05%, 0.1%, 0.25% 및 0.5%)로 처

리한 세포에서 각각 1.92 ± 0.03, 1.96 ± 0.04,

1.98 ± 0.08 및 1.99 ± 0.04의 흡광도를 나타내

어 모든 PR농도에서 정상세포에 비해 생존률

에 유의한 감소를 보이지 않았다 (Fig. 2).

RBL-2H3 cells에서 분비된 b-hexosaminidase

의 양은 아무런 처리를 하지 않은 세포에서

12.65 ± 2.24%이었으며, PMA 와 A23187로 자

극한 세포에서 35.93 ± 2.56%로 아무런 처리

를 하지 않은 세포에 비해 유의한 (p<0.05) 증

가를 나타내었다. 반면 PMA와 A23187로 자극

한 후 PR를 농도별 (0.25% 및 0.5%)로 처리한

세포에서 각각 17.95 ± 1.95%, 12.46 ± 0.79%

로 모든 농도에서 PMA와 A23187로 자극한 세

포에 비해 유의한 (p<0.05) 감소를 보였다

(Fig. 3).

알레르기 반응은 비만세포 및 알레르기 면역

반응과 관련된 세포에서 분비되는 cytokine의

조절을 통해 억제할 수 있다. IL-4는 즉시형 과

민반응의 매개자인 IgE와 비만세포 매개성 면

역반응의 조절자로 IL-4의 생산 증가는 알레르
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기의 발생에 중추적인 것으로 알려져 있다
34)

.

RBL-2H3 cells에서 분비된 IL-4의 양은 아무

런 처리를 하지 않은 세포에서 4.16 ± 0.04 pg/

ml이었으며, A23187로 자극한 세포에서 1056.16

± 26.43 pg/㎖로 아무런 처리를 하지 않은 세포

에 비해 유의한 (p<0.05) 증가를 나타내었다.

반면 A23187로 자극한 후 PR를 농도별 (0.25%

및 0.5%)로 처리한 세포에서 각각 930.03 ±

23.17 pg/㎖, 941.56 ± 34.65 pg/㎖로 모든 농도

에서 A23187로 자극한 세포에 비해 유의한

(p<0.05) 감소를 보였다 (Fig. 4).

비만세포에서 유리된 TNF-a는 국소의 혈관

내피세포에 작용하여 ELAM-1의 발현 및 백혈

구의 혈관외 유주를 유도하는 것으로써 특히

알레르기 국소의 염증반응에 중요한 역할을

하고 있다
35)

.

RBL-2H3 cells에서 분비된 TNF-a의 양은 아무

런 처리를 하지 않은 세포에서 4.43 ± 0.05 pg/

ml이었으며, A23187로 자극한 세포에서 899.30

± 15.60 pg/㎖로 아무런 처리를 하지 않은 세포

에 비해 유의한 (p<0.05) 증가를 나타내었다.

반면 A23187로 자극한 후 PR를 농도별 (0.25%

및 0.5%)로 처리한 세포에서 각각 754.04 ±

5.49 pg/㎖, 759.96 ± 28.41 pg/㎖로 모든 농도

에서 A23187로 자극한 세포에 비해 유의한

(p<0.05) 감소를 보였다 (Fig. 5).

RBL-2H3 cells에서 분비된 PGE2의 양은 아

무런 처리를 하지 않은 세포에서 0.05 ± 0.01

ng/㎖이었으며, A23187로 자극한 세포에서 0.12

± 0.02 ng/㎖로 아무런 처리를 하지 않은 세포

에 비해 유의한 (p<0.05) 증가를 나타내었다.

반면 A23187로 자극한 후 PR를 농도별 (0.25%

및 0.5%)로 처리한 세포에서 각각 0.07 ± 0.01

ng/㎖, 0.06 ± 0.01 ng/㎖로모든농도에서 A23187

로 자극한 세포에 비해 유의한 (p<0.05) 감소

를 보였다 (Fig. 6).

비만세포에서 nitric oxide의 생성과 역할에

대해서는 이견이 있으나36-37) 알레르기 염증반

응에서 대식세포의 활성화와 염증반응의 매개

인자로서의 nitric oxide의 분비를 유도하는 효

소인 iNOS와 COX-2과 관여하는 것으로 알려

져 있다. 이에 RBL-2H3 cells에서 알레르기 염

증반응을 유도하는 인자인 IL-3, IL-4, TNF-a,

COX-2, iNOS의 mRNA 발현정도를 관찰하

였다.

실험결과 RBL-2H3 cells에서의 IL-3, IL-4,

TNF-a, COX-2, iNOS mRNA의 발현은 아무런

처리를 하지 않은 세포와 0.5 g/kg의 PR을 단독

으로 처리한 세포에 비해 A23187로 자극한 세

포에서 mRNA의 발현량이 증가하였으며, A23187

자극 전 0.5 g/kg의 PR을 처리한 세포에서 모든

유전자의 발현이 감소하였으며, IL-4, TNF-a,

COX-2와 iNOS mRNA의 발현은 50%이상 감소

하였다 (Fig. 7).

이상의 결과를 살펴보면 葛根추출물이 동물

모델에서 알레르기 반응을 억제하였으며, PMA

및 A23187로 자극한 RBL-2H3 cells에서 알레

르기 반응을 유도하고 염증반응을 촉발하는

여러 매개인자들의 분비 및 유전자 발현을 조

절하여 알레르기 반응의 초기단계에 효과적으

로 제어할 수 있을 것으로 생각된다.

Ⅴ. 結 論

갈근추출물(PR)이 알레르기성 염증반응에 미

치는 영향에 대해 조사한 결과 다음과 같은 결

론을 얻었다.

1. Compound 48/80에 의한 Active systemic

anaphylaxis릏 억제하였다.

2. Anti-DNP IgE를 이용한 Passive cutaneous

anaphylaxis를 억제하였다.
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3. RBL-2H3 cells에서 b-hexosaminidase의 분

비를 억제하였다.

4. RBL-2H3 cells에서 IL-4의 분비를 억제하

였다.

5. RBL-2H3 cells에서 TNF-a의 분비를 억제

하였다.

6. RBL-2H3 cells에서 PGE2의 분비를 억제

하였다.

7. RBL-2H3 cells에서 IL-3, IL-4, TNF-a, COX-

2, iNOS mRNA의 발현을 감소시켰다.
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