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Abstract

Anti-dermatitis Effects of KamiCheongsimyeonjatang on GATA-3

Regulation in NC/Nga Mouse

Park Seul Ki, Han Jae Kyung, Kim Yun Hee

Department of Pediatrics, College of Oriental Medicine, Dae Jeon University

Objectives
The purpose of this study is to investigate effectiveness of KamiCheongsimyeonjatang (KCSYJT)

medicines to suppress atopic dermatitis in mouse model experimentally.

Methods
First, in vitro, we isolated B cells from 18 weeks of atopic dermatitis-like skin NC/Nga mouse. Then

we analyzed FACS(Fluorescence Activated Cell Sorter)by intracellular staining of IFN-γ, GATA-3+ and
analyzed cytokines by using real-time PCR. Secondly, in vivo, after administration of KCSYJT to atopic
dermatitis NC/Nga mouse at 12 weeks of age, we analyzed serum IgE and the change of activated cell
in PBMCs(Peripheral Blood Mononuclear Cells).

Results
In vitro, KCSYJT medicines supressed IL-1β, IL-6, TNF-α, and TGF-β mRNA and increased IL-10

mRNA in B cells. Also, KCSYJT medicines decreased the levels of GATA-3⁺CD4⁺ and increased the
levels of IFN-γ⁺CD4⁺ in CD4⁺ T cell.

In vivo, serum IgE levels decreased in KCSYJT group than control group and In PBMCs, the
activated cell percentage of granulocytes, CD3+, CD3+/CD4+, B220+/CD23+, and CCR3+ decreased
and CD19+, CD3+/CD8+ increased in KCSYJT group than control group.

Conclusions
This study demonstrates immunological activity of KCSYJT on atopic dermatitis-like model mice.

Key words： Atopic dermatitis, KamiCheongsimyeonjatang, NC/Nga mouse.
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Ⅰ. 緖 論

아토피 피부염 (atopic dermatitis)은 특징적으

로 홍반, 부종, 소양증, 삼출, 부스럼, 딱지, 인

설 등이 되풀이되며
1)
알레르기성 습진, 소아습

진, 굴측부 습진, 범발성 신경피부염, Besnier

소양증으로 불리는 만성 재발성 염증성 피부

질환으로
2,3)

, 현재 전 세계적으로 10 ∼ 20%정

도의 유병률을 보이고 있는데, 2000년 대한 소

아 알레르기 및 호흡기학회의 조사에 의하면

우리나라도 유병률이 초등학생 24.9%, 중학생

12.8%로4) 우려할 만한 수준에 이르고 있다고

한다.

아토피 피부염은 종전까지 IgE에 감작된 비

만세포가 histamine 등의 화학매체들을 분비시

켜 부종, 붉은 반점 및 소양 등과 같은 증상들

이 발생되는 것으로 설명해왔으나, 이것만으

로는 만성 염증상태를 나타내는 이유와 아토

피 피부염환자에서 흔히 보는 세포매개성 면

역기능의 저하를 충분하게 설명할 수 없었다.

그렇지만 세포성 면역에서 중요한 위치를 차

지하는 T 림프절구 아형 또는 그와 관련된

cytokine이 면역체계에 관여한다는 사실이 규

명된 다음 이 부분에 대한 설명이 가능해졌고,

세포면역을 담당하는 T 세포 및 그 아형의 이

상, 그로 인해 나타나는 cytokine의 불균형이

아토피 피부염을 일으키는 주요 기전이 된다5)

고 설명하고 있다.

최근 CD4⁺ T 림프구 등의 염증성 세포가 아

토피 피부염의 발생에 중요한 역할을 하는 것

으로 보고되고 있는데, T 림프구는 Th1 세포

와 Th2 세포로 분화하며
6,7)

, Th2 세포는

interleukin(IL)-4, IL-5, IL-9, IL-13을, Th1 세포

는 IL-2, IFN-γ, TNF-α를 생성하는데, 이 중

Th2 세포에서 분비되는 cytokine이 아토피의

발생에 중요한 역할을 한다8). Th1 및 Th2 분화

에 중요한 역할을 하는 전사인자에는 T-box

expressed in T-cells(T-bet), STAT-1, STAT-4,

STAT-6, GATA-binding pron-3(GATA-3), c-maf

등이 알려져 있는데 T-bet, STAT-1, STAT-4 등

의 전사인자가 활성화되면 Th1 림프구로의 분

화가 촉진되고, STAT-6, GATA-3, c-maf, NFAT

등의 전사인자가 활성화되면 Th2 림프구로의

분화가 촉진된다9). 특히, GATA-3와 T-bet은

신호전달과정에서 유전자의 전사를 조절하는

상위에 위치하는 전사인자이므로 Th1 및 Th2

의 분화에 있어 가장 중요한 전사인자라 할 수

있다
10-13)

. GATA-3의 활성화로 인해 Th2 세포

가 활성화되면 여러 Th2 cytokines의 생성, 분

비가 증가하게 되고 B 세포 활성화가 이루어

지므로 알레르기 염증반응을 매개하여 아토피

피부염, 기관지 천식 등의 만성적인 질환을 유

발한다10).

한의학에서는 아토피 피부염을 吳14)
는 乾斂

과 濕斂으로 구분하였고, 《中醫兒科學》15)
에

서는 濕熱型, 血熱型, 濕阻型, 血燥型으로 구

분하여 각각 淸熱利濕, 凉血淸熱利濕, 健脾除
濕, 養血祛風 淸熱化濕으로 세분하여 치료하

였다.

加味淸心蓮子湯16)
(이하 KCSYJT)은 주로 血

熱과 風熱로 인해 津液이 손상되어 나타나는

皮膚疾患을 치료할 목적으로 處方되었으며,

이미 아토피 피부염에 미치는 실험적 영향
17)
과

임상 효과에
18)

관한 연구가 있었으나, GATA-3

조절에 의한 항아토피염 효과에 관한 연구는

없었다.

이에 저자는 加味淸心蓮子湯16)
이 아토피 피

부염 억제에 미치는 영향을 실험적으로 규명

하고자 in vitro에서 18 주령의 NC/Nga 생쥐의

비장세포를 분리하여 비장세포에 대한

KCSYJT의 알레르기 반응을 GATA-3의 세포내

염색을 통하여 FACS 분석하였고, real-time
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PCR을 이용하여 cytokine을 분석 하였다. In

vivo에서는 12 주령의 NC/Nga 생쥐에 KCSYJT

를 투여하여 혈청 중 IgE의 수준을 측정하고

PBMCs(Peripheral Blood Mononuclear Cells) 에서

활성세포의 변화를 관찰한 결과, 유의한 성적

을 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 材料 및 方法

1. 재료

1) 시약 및 기기

(1) 시약

본 실험에 사용된 시약은 diethyl pyrocarbonate

(DEPC), chloroform, trichloroacetic acid, isopropanol,

Tris-HCl, KCl, MgCl2, 적혈구 용혈액 (ACK

lysis solution), DMEM 배양액, containing

collagenase A (BM, Indianapoilis, U.S.A.), DNase

type Ⅰ(Sigma), dulbecco's phosphate buffered

saline(D-PBS), Sulforhodamin B(SRB), 2-isopropanol,

PMA, Ionomycin, cyclosporin A는 Sigma사

(U.S.A.) 제품을 사용하였으며, 우태아혈청

(fetal bovine serum, FBS)은 Hyclone사 (Logan,

U.S.A.) 제품을, anti-CD3-PE (phycoerythrin),

anti-CD4-FITC(fluorescein isothiocyanate), anti-CCR3-PE,

anti-B220-PE, anti-CD8-FITC, anti-CD23-FITC,

anti-CD40 mAb, rmIL-4, rmIL-10, BD

Cytofix/Cytoperm plus kit, anti-CD3 mAb,

anti-CD28 mAb등은 Pharmingen사 (Torreyana,

U.S.A.) 제품을, CD4⁺ T cell isolation kit와 B

cell isolation kit는 Miltenyi Biotec (Bergisch

Gladbach, Germany)제품을, TGF-β는 R&D 사

(Minneapolis, USA) 제품을, IgE ELISA kit는

SHIBAYAGI 사 (Shibukawa, Japan) 제품을 사용

하였으며, 기타 일반 시약은 특급 시약을 사용

하였다.

(2) 기기

본 실험에 사용된 기기는 열탕추출기 (대웅,

Korea), rotary vaccum evaporator (Büchi B-480,

Switzerland), freeze dryer (EYELA FDU-540,

Japan), CO2 incubator (Forma scientific Co.,

U.S.A.), clean bench (Vision scientific Co., Korea),

autoclave (Sanyo, Japan), micro-pipet (Gilson,

France), water bath (Vision scientific Co., Korea),

vortex mixer (Vision scientific Co., Korea),

spectrophotometer (Shimazue, Japan), centrifuge

(Sigma, U.S.A.), deep-freezer (Sanyo, Japan), Real

Time Quantitative RT-PCR (Applied Biosystems,

U.S.A), ice-maker (Vision scientific Co., Korea),

homogenizer (OMNI, U.S.A.), plate shaker (Lab-Line,

U.S.A.), VarioMACS (Bergisch Gladbach, Germany),

FACScalibur (BD, U.S.A) 및 ELISA leader

(Molecular Devices, U.S.A.) 등을 사용하였다.

2) 동물

수컷 7 주령의 SPF(specific pathogen-free)

NC/Nga 생쥐 (15 ∼ 20 g)는 Charles River Japan

(Yokohama, Japan)사에서 공급받았다. 동물은

실험당일까지 고형사료 (항생제 무첨가, 삼양

사료 Co.)와 물을 충분히 공급하고 온도 22±2

℃, 습도 55±15 %, 12 시간 (light-dark cycle)의

환경에서 1 주간 적응시킨 후 실험에 사용하

였다.

3) 약물

본 실험에서 사용한 加味淸心蓮子湯의 구성

은《대전대학교 부속한방병원 처방집》
16)
에

준하였으며, 사용한 약재들은 대전대학교 둔산

한방병원에서 구입, 정선하여 사용하였고 한

첩의 내용과 분량은 다음과 같다 (Table 1).
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Herb name Scientific name Amount(g)

蓮子肉 Nelumbinis Semen 8

地骨皮 Lycii Radicis Cortex 6

黃 芪 Astragali Radix 6

白茯苓 Poria 6

柴 胡 Bupleuri Radix 6

黃 芩 Scutellariae Radix 6

厚 朴 Magnoliae Cortex 4

麥門冬 Liriopis Tuber 4

連 翹 Forsythiae Fructus 4

梔 子 Gardeniae Fructus 4

蟬 蛻 Cicadidae Periostracum 4

檳 榔 Arecae Semen 4

石 膏 Gypsum Fibrosum 4

車前子 Plantaginis Semen 4

葛 根 Puerariae Radix 4

當 歸 Angelicae Gigantis Radix 4

赤茯苓 Poria 4

升 麻 Cimicifugae Rhizoma 4

蒼 朮 Atractylodis Rhizoma 4

陳 皮 Citri Unshii Pericarpium 4

牛蒡子 Arctii Semen 4

金銀花 Lonicerae Flos 4

薄 荷 Menthae Herba 4

桃 仁 Persicae Semen 4

薏苡仁 Coicis Semen 4

人 蔘 Ginseng Radix Alba 2

甘 草 Glycyrrhizae Radix 2

Total 118

Table 1. The Composition of KamiCheongsimyeonjatang(KCSYJT)16)

4) KCSYJT 추출물 분리

KCSYJT 236 g에 증류수 2,000 ㎖를 가하여

열탕 추출기에서 3 시간 추출하여 얻은 액을

흡입 여과하여 이를 감압 증류장치로 농축하

여, 이를 다시 동결 건조기를 이용하여 완전

건조한 KCSYJT 추출물 (13.3 g)을 냉동 보관

(-84 ℃)하면서 적당한 농도로 희석하여 사용

하였다.

2. 방법

1) 세포독성

(1) 세포 배양

① Human fibroblast cells(hFCs) 배양

정상 사람 피부 조직을 cool D-PBS로 3 회

세척한 후 작은 조각으로 절단한 다음, conical

tube (15 ㎖)에 넣어 1,400 rpm에서 5 분간 원

심분리하고, tube에 DMEM {containing collagenase
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A (5 ㎎/㎖)와 DNase type Ⅰ(0.15 ㎎/㎖),

antibiotics (penicillinm 104 U/㎖, streptomycin 10

㎎/㎖, amphotericin B 25 ㎍/㎖)}를 넣고 37 ℃

CO2 배양기에서 2 시간 동안 배양하였으며,

0.5 % trypsin-0.2 % EDTA를 첨가한 후 30 분

간 계속 배양한 후 인산완충생리식염수로

1,500 rpm에서 2회 원심분리한 후 DMEM-10

% FBS에 1 주일 동안 배양하였다. 1 주일 후

0.5 % trypsin-0.2 % EDTA로 hFCs 세포를 분리

하여 DMEM-5 % FBS 배양액에 105 cells/㎖농

도로 맞추어 96 well plate에 분주하였다.

(2) 세포독성 측정

세포독성 측정방법은 SRB assay법19)을 약간

변형하여 실험에 사용하였다. hFCs 세포는 37

℃, 5 % CO2 배양기에서 1 시간 배양한 후

KCSYJT 추출물 (최종 농도 250 ㎍/㎖, 500 ㎍/

㎖, 1 ㎎/㎖, 5 ㎎/㎖, 10 ㎎/㎖)을 48 시간 동안

처리하였다. 배양 종료 후에 배양액을 버리고

인산완충용액으로 2 회 세척하였다. 96 well

plate의 각 well에 50 % trichloroacetic acid(TCA)

를 50 ㎕를 가하고 1 시간 동안 4℃에 방치하

였다. 증류수로 5 회 세척한 다음 well plate를

공기 중에서 건조하였다. SRB (0.4 %/1 %

acetic acid) 용액을 100 ㎕/well로 가하고 실온

에서 30 분간 염색하였다. 그리고 0.1 % acetic

acid 용액으로 약 45 회 세척한 다음 공기 중에

서 건조하고 10 mM Tris Base로 100 ㎕/well로

용해시켰다. 이 plate를 plate shaker에서 3.5

speed로 5 분간 shaking하고 ELISA leader 540

㎚에서 흡광도를 측정하였다.

2) In vitro : Splenic T & B cells culture in

atopic dermatitis-like skin NC/Nga mouse

(1) Spontaneous dermatitis in NC/Nga mouse

Conventional한 상태에서 사육한 18 주령의

NC/Nga mouse의 눈에서 capillary 관을 이용하

여 100 ㎕의 혈액을 채혈한 후 이 중 IgE 함량

이 50 ㎍/㎖ 이상이고 피부에 발진이 있는

NC/Nga mouse를선택하였다 (이를 atopic dermatitis-

like skin NC/Nga mouse(생쥐)라 하였다).

(2) Atopic dermatitis-like skin NC/Nga 생쥐의

비장에서 T 세포와 B 세포의 분리 및 배양

비장을 적출한 후 100 mesh에서 분쇄하여

비장세포를 얻고 2,000 rpm에서 5 분간 원심

분리로 세포를 회수하였다. 여기에 ACK 용액

(8.3 g NH4Cl, 1 g KHCO3, in 1 ℓ of

demineralized water + 0.1 mM EDTA)을 실온에

서 5 분 동안 처리하여 적혈구를 제거하였다.

분리한 비장 세포를 2 %의 FBS가 함유된 PBS

(2 % FBS/PBS)에 1×108/㎖로 현탁시키고 normal

rat serum을 5 %되게 첨가하여 4 ℃에서 15 분

간 blocking한 후, T 세포분리에는 biotinylated

antibody cocktail for lineage {CD8, CD14, CD16,

CD19, CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ, CD235a

(glycophorin A), (CD4⁺ T Cell Isolation Kit,

Miltenyi Biotec)}를 가하였고, B 세포 분리에는

biotinylated antibody cocktail for lineage {CD43

(Ly-48), CD4 (L3T4), Ter-119, (B Cell Isolation

Kit, Miltenyi Biotec)}를 가하여 각각 4 ℃에서

15 분간 반응시켰다. 각각의 세포를 2 %

FBS/PBS로 세척하여 1×107/㎖로 현탁하고, 20

㎕의 Anti-Biotin-antibody Microbeads를 가하여

다시 4 ℃에서 15 분간 반응시켰다. 그리고 각

각의 Magnetic column (CS column, Milteny

Biotech)을 PBS로 세척하여 준비해둔 VarioMACS

(Milteny Biotech)에 장치하고, magnetic bead가

표지된 세포를 통과시킨 후 2 % FBS/PBS로

column을 충분히 세척한 다음 column을 통과

한 부유액을 원심분리하여 lineage 음성인 T 세

포와 B 세포를 각각 수집하였다.
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(3) Quantitative real-time RT-PCR in cultured

B cells

① 배양된 비장 B 세포에서 RNA 분리

Atopic dermatitis-like skin NC/Nga 생쥐에서

분리한 B 세포를 24 well plate에 1×106 세포

/well로 분주하고 KCSYJT 추출물 (100 ㎍/㎖)

을 처리하였고, 약물처리 1 시간 후 α-CD40

mAb (500 ng/㎖)와 rmIL-4 (recombinant mouse

interleukin-4, 500 U/㎖)를 동시 배양하였다. 그

리고 rmIL-10 (recombinant mouse interleukin-10,

50 ng/㎖)을 양성대조군으로 사용하였다.

KCSYJT 추출물과 α-CD40 mAb와 rmIL-4를 동

시 배양하여 6 시간 동시 배양 하였다.

실험군은, 약물처리를 하지 않은 정상군

(Only B cell), α-CD40 mAb, rmIL-4를 처리한

대조군 (CT), α-CD40 mAb, rmIL-4, 그리고

rmIL-10을 처리한 양성대조군 (PC) 으로 하였

으며 α-CD40 mAb, rmIL-4, 그리고 KCSYJT

extract를 처리한 실험군 (KCSYJT) 으로 나누어

실험 하였다.

배양 종료 후 배양상층액을 제거한 후

RNAzolB 500 ㎕를 넣고 용해될 때까지 분쇄하

였다. 이 혼합 부유액에 chloroform (CHCl3) 50

㎕를 첨가한 후 15 초간 다시 혼합하였다. 이

를 얼음에 15 분간 방치한 후 13,000 rpm에서

원심분리한 후 약 200 ㎕의 상층액을 회수하

여 2-propanol 200 ㎕와 동량 혼합 후 천천히

흔들고 얼음에서 15 분간 방치하였다. 이를 다

시 13,000 rpm에서 원심분리한 후 80 % EtOH

로 수세하고 3 분간 vaccum pump에서 건조하

여 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA는 DEPC

를 처리한 20 ㎕의 증류수에 녹여 heating

block 75 ℃에서 불활성화 시킨 후 first strand

cDNA합성에 사용하였다.

② 역전사-중합효소 연쇄반응

역전사 (reverse transcription) 반응은 준비된

total RNA 2 ㎍을 DNase I (10 U/㎕) 2 U/tube

를 37 ℃ heating block에서 30 분간 반응시킨

후 75 ℃에서 10 분 동안 변성시키고, 이에 2.5

㎕ 10 mM dNTPs mix, 1 ㎕ random sequence

hexanucleotides (25 pmole/25 ㎕), RNA inhibitor

로서 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 ㎎Cl2)

를 가한 후, 1 ㎕의 M-MLV RT (200 U/㎕)를

다시 가하고 DEPC 처리된 증류수로서 최종

부피가 20 ㎕가 되도록 하였다. 이 20 ㎕의 반

응 혼합액을 잘 섞은 뒤 2,000 rpm에서 5 초간

원심침강시키고, 37 ℃ heating block에서 60 분

동안 반응시켜 first-strand cDNA를 합성한 다

음, 95 ℃에서 5 분 동안 방치하여 M-MLV RT

를 불활성화 시킨 후 합성이 완료된 cDNA를

polymerase chain reaction(PCR)에 사용하였다.

③ Quantitative real-time RT-PCR

Quantitative real-time RT-PCR은 Applied

Biosystems 7,500 Real-time PCR system을 이용

하여 수행하였다.

Mouse Olionucleotid의 염기배열은 다음과 같

다 (Table 2).

Cytokine 유전자 발현은 SYBR Green PCR

Master mix를 사용하였고, internal standard는

GAPDH를 사용하였으며, primer의 최종농도가

200 nM가 되게 반응시켰다. Quantitative

real-time RT-PCR의 조건은 pre-denaturation은 2

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

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

하였다. KCSYJT 투여군과 대조군은 internal

standard로 GAPDH를 사용하여 target group의

quantitative PCR은

y = x(1+e)n

x = starting quantity

y = yield
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Gene Primer Sequence

GAPDH Forward 5' TGAAGCAGGCATCTGAGGG 3'

Reverse 5' CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG 3'

IL-1β Forward 5' CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG 3'

Reverse 5' GATCCACACTCTCCAGCTGCA 3'

IL-6 Forward 5' CCCATGAAGACCTTCACCTC 3'

Reverse 5' ACTCTCGGCCTACATTGGTG 3'

TNF-α Forward 5' TGGGAGGAAAGGGGTCTAAG 3'

Reverse 5' ACCTACGACGTGGGCTACAG 3'

IL-10 Forward 5' AAGCAGCCTTGCAGAAAAGA 3'

Reverse 5' TGGGAAGTGGGTGCAGTTAT 3'

TGF-β1 Forward 5' TGGAGCAACATGTGGAACTC 3'

Reverse 5' CTGCCGTACAACTCCAGTGA 3'

Table 2. Primer Sequence

n = number of cycles

e = efficiency

로 계산하여 RQ (relative quantitative)를 측정

하였다.

(4) IFN-γ⁺와 foxp3⁺ Treg 세포의 intracellular

staining 분석

18 주령의 NC/Nga 생쥐에서 분리한 CD4⁺ 
T 세포를 미리 α-CD3/α-CD28 mAb (1 ㎍/㎖)가

coating된 24 well plate에 분주한 후 cyclosporin

A(CsA) 2 ㎍/㎖와 KCSYJT 추출물 100 ㎍/㎖를

가하여 48 시간 동안 동시 배양 하였다. 또한

IFN-γ⁺와 foxp3⁺ Treg 세포의 세포내 측정을

위하여 18 주령의 NC/Nga 생쥐에서 분리한

CD4⁺ T세포를 미리 α-CD3/α-CD28 mAb (1 ㎍/

㎖)가 coating된 24 well plate에 분주한 후

KCSYJT 추출물 100 ㎍/㎖를 4 일 동안 동시

배양 하였다.

CD4⁺ T cell에 아무자극도 하지 않은 정상군

(Only CD4⁺ T cell), α-CD3/α-CD28 mAb를 처

리한 대조군 (Control), α-CD3/α-CD28 mAb 그

리고 CsA를 처리한 양성대조군 (CsA), α-CD3/α

-CD28 mAb, 그리고 KCSYJT extract를 처리한

실험군 (KCSYJT)으로 나누어 실험하였다.

배양종료 4 시간 전에 GolgiStop (1 ㎍/㎖),

PMA (30 ng/㎖, Sigma-Aldrich), 그리고

ionomycin (500 ng/㎖, Sigma-Aldrich)을 처리하

고, 실험 종료 후 BD Cytofix/Cytoperm Plus Kit

(with BD GolgiPlug, 555028)와 Mouse IFN-γ⁺
CD4⁺ Th & foxp3⁺CD4⁺ Treg cell Flow

Cytometry Kit (from BioLegend)를 이용하여 각

각 세포내 염색을 통하여 IFN-γ⁺CD4⁺ Th 세

포와 foxp3⁺CD4⁺ Treg 세포의 형광염색을 실

시하였다. 반응 후 3 회 이상 인산완충생리식

염수로 수세한 후 유세포 형광분석기로 분석

하였다. 분석프로그램은 CellQuest 프로그램으

로 활성세포 (%) 비율을 산출하였다.

(5) GATA-3⁺ (transcription factor) T 세포의

intracellular staining 분석

18 주령의 NC/Nga 생쥐에서 분리한 비장세

포를 미리 α-CD3/α-CD28 mAb (1 ㎍/㎖)가

coating된 24 well plate에 분주한 후 양성대조

군인 CsA 2 ㎍/㎖와 KCSYJT 추출물 100 ㎍/㎖
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를 가하고 rmIL-4 (recombinant mouse interleukin-

4, 200 ng/㎖)와 TGF-β (10 ng/㎖)를 처리한 후

4 일 동안 동시 배양하였다.

실험은 CD4⁺ T cell 에 아무 자극도 하지 않

은 정상군 (Only CD4⁺ T cell), α-CD3/α-CD28

mAb 와 rmIL-4, 그리고 TGF-β를 처리한 대조

군 (Control), α-CD3/α-CD28 mAb 와 rmIL-4,

TGF-β, 그리고 KCSYJT를처리한실험군 (KCSYJT),

α-CD3/α-CD28 mAb 와 rmIL-4, TGF-β, 그리고

CsA를 처리한 양성대조군 (CsA)으로 나누어

실험하였다.

배양종료 4 시간 전에 GolgiStop (1 ㎍/㎖),

PMA (30 ng/㎖, Sigma-Aldrich), 그리고 ionomycin

(500 ng/㎖, Sigma-Aldrich)을 처리하고, 실험 종

료 후 BD Cytofix/Cytoperm Plus Kit (with BD

GolgiPlug, 555028)와 Mouse GATA3⁺ (BioLegend)

를 이용하여 각각 세포내 염색을 통하여 CD4⁺
GATA-3⁺세포의 형광염색을 실시하였다. 반응

후 3 회 이상 인산완충생리식염수로 수세한

후 유세포 형광분석기로 분석하였다. 분석프

로그램은 CellQuest 프로그램으로 활성세포

(%) 비율을 산출하였다.

3) In vivo : Effects of KCSYJT on IgE

hyper production in NC/Nga mouse

(1) 아토피 피부염 NC/Nga 생쥐의 선별 및

KCSYJT 추출물 투여

SPF 상태에서 사육된 NC/Nga 생쥐를 정상

군 (Normal)으로 하였고, conventional한 상태에

서 사육한 12 주령의 NC/Nga 생쥐의 눈에서

capillary 관을 이용하여 100 ㎕의 혈액을 채혈

한 후 혈청 중 IgE가 과잉 생성된 NC/Nga 생

쥐 (대조군)으로 하였다. 선별된 동물에

KCSYJT 400 ㎎/㎏을 2 주간 (12 주령 ∼ 14 주

령) 매일 경구투여 하였고 (실험군), 또한 양성

대조 약물로 CsA 10 ㎎/㎏을 복강에 매일 주사

하였다 (양성대조군).

(2) 채혈 및 IgE 측정

12 주령과 14 주령의 NC/Nga 생쥐 눈에서

capillery 관을 이용하여 약 100 ㎕의 혈액을 채

혈한 후 원심분리기 6,500 rpm에서 20 분간 원

심분리한 후 30 ㎕의 혈청을 분리하여 -70 ℃

에서 냉동 보관하였다. NC/Nga 생쥐의 혈청

내 IgE 수준 측정은 enzyme-linked immuno-

sorbent assay(ELISA)로 IgE 수준을 측정하였다.

각 well에 NC/Nga 생쥐 12 주령과 14 주령에

서 채혈한 혈청 5 ㎕ (1/10 dilution)와 dilution

buffer 45 ㎕를 혼합하여 각 well에 분주하고, 2

시간 동안 25 ℃ 실온에서 방치한 후 2 회

washing 완충용액으로 세척한 다음 antibody

biotin-IgE conjugated를 넣고 2 시간 방치하였

다. 다시 2 회 수세 후 완충용액으로 세척한

다음 antibody Avidin-HRP conjugeted 100 ㎕를

처리하고 1 시간 실온에서 방치한 후 다시 세

척하였다. TMB 기질을 100 ㎕씩 분주하고 암

소에서 30 분간 방치한 후 100 ㎕의 stop 용액

을 처리한 후 ELISA leader 450 ㎚에서 흡광도

를 측정하였다20).

(3) PBMCs에서 형광 유세포 분석

약물투여를 종료한 후 14 주령 NC/Nga 생

쥐에서 heparin을 처리한 주사기로 채혈한 후

미리 준비한 10 ㎖의 ACK용액 (8.3 g NH4Cl,

1 g KHCO3, in 1 ℓ of demineralized water +

0.1 mM EDTA)에 혼합하여 실온에서 5 분 동

안 처리하여 적혈구를 제거하였다. 2 회 1 %

의 FBS가 함유된 PBS (FACS buffer)로 세척한

후 cell strainer (FALCON)에 통과시켜 세포이외

의 불순물을 제거하였다. 분리한 PBMCs의 총

세포수를 5 × 105 세포로 조정한 후 4 ℃에서

면역 형광염색을 실시하였다. 각각에 anti-
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Fig.1. Cytotoxicity effects of KCSYJT extract on human fibroblast cells(hFCs).
Human fibroblast cells(hFCs) were pretreated with various concentration KCSYJT extract.

The results are expressed the mean± S.E (N=6).

CD3e-PE, anti-CD19-FITC, α-CD4 Ab -FITC,

anti-CD8-FITC, anti-CD23-FITC, anti-CCR3-PE,

그리고 anti-B220-PE를 넣고 30 분간 얼음에서

반응시켰다. 반응 후 3 회 이상 PBS로 수세한

후 flow cytometry의 CellQuest 프로그램을 이용

하여 CD3⁺ & CD19⁺, CD3⁺/CD4⁺, CD3⁺/CD8⁺,

CCR3⁺CD3⁺, 그리고 B220⁺/CD23⁺ 세포수를

백분율 (%)을 분석 산출하였다.

4) 통계처리

실험으로부터 얻은 결과는 mean±standard

error로 기록하였고, 유의성 검증은 Student's

T-test 분석방법을 이용하여 결정하였다.

Ⅲ. 成 績

1. 세포독성 측정 분석

KCSYJT 추출물의 세포독성을 측정한 결과,

농도가 250 ㎍/㎖에서 10 ㎎/㎖까지 거의 세포

독성이 나타나지 않았다. 또한 저농도인 250

㎍/㎖, 500 ㎍/㎖와 1 ㎎/㎖에서는 약간의 세포

증식이 일어난 것으로 관찰 되었다 (Fig.1).

2. In vitro : Splenic T & B cells culture in 

atopic dermatitis-like skin NC/Nga mouse

1) Real-time PCR analysis on atopic dermatitis-

like skin NC/Nga mouse

(1) B 세포에서 IL-1β, IL-6, 그리고 TNF-α 

mRNA 유전자 발현 분석

대조군의 RQ값이 1 일 때, 정상군 (Only B

cell)의 IL-1β, IL-6, 그리고 TNF-α mRNA 유전

자 발현은 각각 0.795, 0.109, 0.491이었고, α

-CD40 mAb/rmIL-4와 KCSYJT 추출물을 동시

배양한 실험군은 각각 0.60, 0.788, 0.473으로

유전자 발현이 억제되었다. 또한 rmIL-10을 처

리하고 α-CD40 mAb/rmIL-4으로 자극한 양성

대조군의 유전자 발현은 각각 0.233, 0.546,

0.375로 유전자 발현이 현저하게 억제 되었다

(Fig.2).
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Fig.2 Effects of KCSYJT extract on IL-1β, IL-6 and TNF-α mRNA expression by KCSYJT extract 
plus α-CD40 mAb/rmIL-4-stimulated murine B cells.

Isolated B cells from 18 weeks of atopic dermatitis-like skin NC/Nga mouse were either stimulated with α-CD40 mAb

(500 ㎍/㎖)/ rmIL-4 (500 U/㎖) plus treated with rmIL-10 (50 ng/㎖) or KCSYJT extract (100 ㎍/㎖). B cells were not

treated (Only B cells), co-cultured with α-CD40 mAb /rmIL-4 (CT), with α-CD40 mAb /rmIL-4 plus rmIL-10 (PC), and

with α-CD40 mAb /rmIL-4 plus KCSYJT extract (KCSYJT) for 4 hrs. IL-1β, IL-6 and TNF-α mRNA synthesized by

real-time PCR was analyzed. IL-1β, IL-6 and TNF-α mRNA express were measured real-time PCR. The amount of SYBR

Green was measured at the end of each cycle. The cycle number at which the emission intensity of the sample rises above

the baseline is referred as to the RQ (relative quantitative) and is proportional to the target concentration. Real-time PCR

was performed in duplicate and analyzed by a Applied Biosystems 7,500 Real-time PCR system.

Fig.3 Effects of KCSYJT extract on IL-10 and TGF-β mRNA expression by KCSYJT extract plus 
α-CD40 mAb /rmIL-4-stimulated murine B cells.

Isolated B cells from 18 weeks of atopic dermatitis-like skin NC/Nga mouse were either stimulated with α-CD40 mAb

(500 ㎍/㎖)/rmIL-4 (500 U/㎖) plus treated with rmIL-10 (50 ng/㎖) or KCSYJT extract (100 ㎍/㎖). B cells were not

treated (Only B cells), co-cultured with α-CD40 mAb /rmIL-4 (CT), with α-CD40 mAb /rmIL-4 plus rmIL-10 (PC), and

with α-CD40 mAb /rmIL-4 plus KCSYJT extract (KCSYJT) for 4 hrs. IL-10, and TGF-β mRNA synthesized by real-time

PCR was analyzed. IL-10, and TGF-β mRNA express were measured real-time PCR. The amount of SYBR Green was

measured at the end of each cycle. The cycle number at which the emission intensity of the sample rises above the

baseline is referred as to the RQ (relative quantitative) and is proportional to the target concentration. Real-time PCR was

performed in duplicate and analyzed by a Applied Biosystems 7,500 Real-time PCR system.
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Fig.4 Effects of KCSYJT extract on CD4⁺IFN-γ⁺ intracellular staining analysis by α-CD3/α-CD28 mAb-stimulated murine CD4⁺ T cells.
Isolated CD4⁺ T cells from atopic dermatitis-like skin NC/Nga mouse were either stimulated with α-CD3/α-CD28 mAb

(1 ㎍/㎖) plus treated with CsA (2 ㎍/㎖) or KCSYJT extract (100 ㎍/㎖). CD4⁺ T cells were not treated (Only CD4⁺ T

cells), co-cultured with α-CD3/α-CD28 mAb (Control), with α-CD3/α-CD28 mAb plus CsA (CsA), and with α-CD3/α-CD28

mAb plus KCSYJT extract (KCSYJT) for 4 days. After a 4 days stimulation, 0.6 ㎕/㎖ monensin (GolgiStop; BD

Pharmingen) was added and included in subsequent incubations until fixation. Cells were stained with FITC-labeled α-CD4

mAb. After fixation in Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen), cells were washed twice and permeabilized in Perm/Wash buffer

(BD Pharmingen), stained with PE-labeled anti-IFN-γ mAb (BD Pharmingen) and immediately analyzed on a FACScalibur

(BD Biosciences) using CellQuest software (BD Biosciences).

(2) B 세포에서 IL-10과 TGF-β mRNA 유전

자 발현 분석

대조군의 RQ값이 1 일 때, 정상군 (Only B

cell)의 IL-10과 TGF-β mRNA 유전자 발현은

각각 0.593, 0.816이었고, α-CD40 mAb/rmIL-4

와 KCSYJT 추출물을 동시 배양한 실험군은

각각 2.222와 0.789로 IL-10 mRNA 유전자 발

현이 대조군 (RQ)보다 증가하였으나, TGF-β 

유전자 발현은 억제되었다. 또한 rmIL-10을 처

리하고 α-CD40 mAb/rmIL-4로 자극한 양성대

조군은 각각 0.815와 0.473으로 대조군에 비하

여 모두 억제를 나타내었다 (Fig.3).

(3) CD4⁺ T 세포에서 CD4⁺IFN-γ⁺ intracellular

staining 분석

정상군 (Only CD4⁺ T cell)의 CD4⁺IFN-γ⁺는
2.9 %이었다. α-CD3/α-CD28 mAb (1 ㎍/㎖)로

자극한 대조군은 10.8 % 이었다. 양성대조군

인 CsA 처리군은 6.8 %, 실험군인 KCSYJT 추

출물 처리군은 16.5 %로 대조군에 비하여 증

가하였다 (Fig.4).

(4) CD4⁺ T세포에서CD4⁺/CD25⁺/foxp3⁺ intracellular

staining 분석

정상군 (Only CD4⁺ T cell)의 CD4⁺/CD25⁺
/foxp3⁺는 1.3 %였다. α-CD3/α-CD28 mAb (1 ㎍/

㎖)로 자극한 대조군은 5.16 % 이었고, 양성대

조군인 CsA 처리군은 3.1 %로 대조군에 비하여

감소하였다. 실험군인 KCSYJT 추출물 처리군은

13.6 %로 대조군에 비하여 증가하였다 (Fig.5).

(5) CD4⁺GATA-3⁺ intracellular staining 분석

정상군 (Only CD4⁺ T cell)의 CD4⁺GATA-3⁺
는 0.7 %이었다. α-CD3/α-CD28 mAb (1 ㎍/㎖)

와 rmIL-4 (200 ng/㎖), 그리고 TGF-β (10 ng/

㎖)로 자극한 대조군은 10.5 %이었다. 양성대

조군인 CsA 처리군은 1.3 %로 대조군에 비하

여 감소를 나타내었다. 실험군인 KCSYJT 추출

물 처리군은 4.9 %로 대조군에 비하여 감소하

였다 (Fig.6).
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Fig.5 Effects of KCSYJT extract on CD4⁺/CD25⁺/foxp3⁺ intracellular staining analysis by α-CD3/
α-CD28 mAb-stimulated murine CD4+ T cells.

Isolated CD4⁺ T cells from atopic dermatitis-like skin NC/Nga mouse were either stimulated with α-CD3/α-CD28 mAb

(1 ㎍/㎖) plus treated with CsA (2 ㎍/㎖) or KCSYJT extract (100 ㎍/㎖). CD4⁺ T cells were not treated (Only CD4⁺ T

cells), co-cultured with α-CD3/α-CD28 mAb (Control), with α-CD3/α-CD28 mAb plus CsA (CsA), and with α-CD3/α-CD28

mAb plus KCSYJT extract (KCSYJT) for 4 days. After a 4 days stimulation, 0.6 ㎕/㎖ monensin (GolgiStop; BD

Pharmingen) was added and included in subsequent incubations until fixation. Cells were stained with FITC-labeled α-CD4

mAb, and Cychrom5.5-labeled α-CD25 mAb. After fixation in Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen), cells were washed twice

and permeabilized in Perm/Wash buffer (BD Pharmingen), stained with PE-labeled anti-foxp3 mAb (BD Pharmingen) and

immediately analyzed on a FACScalibur (BD Biosciences) using CellQuest software (BD Biosciences).

Fig.6 Effects of KCSYJT extract on CD4⁺GATA-3⁺ intracellular staining analysis by α-CD3/α
-CD28 mAb-stimulated murine CD4⁺ T cells.

Atopic dermatitis-like skin NC/Nga mouse were either stimulated with α-CD3/α-CD28 mAb (1 ㎍/㎖) plus rmIL-4 (200

ng/㎖) or treated with KCSYJT extract (100 ㎍/㎖). CD4⁺ T cells were not treated (Only CD4⁺ T cells), co-cultured with

α-CD3/α-CD28 mAb plus rmIL-4 plus TGF-β (Control), and with α-CD3/α-CD28 mAb plus rmIL-4 plus TGF-β plus

KCSYJT extract (KCSYJT), and with α-CD3/α-CD28 mAb plus rmIL-4 plus TGF-β plus CsA 2 ㎍/㎖ (CsA) for 4 days.

After a 4 days stimulation, 0.6 ㎕/㎖ monensin (GolgiStop; BD Pharmingen) was added and included in subsequent

incubations until fixation. Cells were stained with FITC-labeled α-CD4 mAb. After fixation in Cytofix/Cytoperm (BD

Pharmingen), cells were washed twice and permeabilized in Perm/Wash buffer (BD Pharmingen), stained with PE-labeled

anti-GATA-3 mAb (BD Pharmingen) and immediately analyzed on a FACScalibur (BD Biosciences) using CellQuest software

(BD Biosciences).
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Fig.7 Effect of KCSYJT serum  IgE-level- in NC/Nga mouse. 
Atopic dermatitis NC/Nga mouse at 12 weeks of age were maintained under conventional conditions, and orally

administration of KCSYJT extract and intraperitoneal injection of CsA (10 ㎎/㎏) for 2 weeks. Blood was collected

from the retro-orbital plexus under ether anesthesia and heparinized immediately thereafter. Serum samples were

obtained by centrifugation and stored at -20°C until use. Total IgE levels were measured by a sandwich ELISA

using an ELISA kit (Shibayagi, Japan). Each point represents the mean±SE of six mice. Statistically significant

value compared with Control group data by T test (***p<0.001).

Fig.8 Effects of CsA and KCSYJT extract on the percentage of granulocytes gated cells in 
PBMCs in NC/Nga mouse.

Atopic dermatitis NC/Nga mouse was maintained under conventional conditions, and orally administration of

KCSYJT extract and CsA (10 ㎎/㎏, i.p) for 2 weeks. NC/Nga mouse PBMCs (2×105 cells/㎖) were isolated

from Blood and the PBMCs were washed twice and analyzed by flow cytometry. Total cell content (%) of

granulocyes from FSC & SSC in NC/Nga mouse.

Normal : 12-weeks-old specific pathogen free(SPF) NC/Nga mouse

Control : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse

CsA : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse and CsA (10 ㎎/㎏, i.p)

KCSYJT : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse and KCSYJT extract (400 ㎎/㎏, p.o)

3. In vivo : Effects of KCSYJT on IgE 

hyperproduction in NC/Nga mouse

1) 혈청 IgE에 미치는 영향

혈청 IgE의 양을 12 주령, 14 주령에 측정한

결과, 대조군은 12 주령과 14 주령에서 IgE 수

준이 비슷하였으나, 2 주간 CsA와 KCSYJT를

투여한 양성대조군과 실험군은 14 주령에서

IgE 수준이 대조군에 비하여 유의성 (p<0.001)

있게 감소하였다(Fig.7).
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Fig.9 Effects of CsA and KCSYJT extract on the percentage of CD3⁺&CD19⁺, CD3⁺/CD4⁺ and 
CD3⁺/CD8⁺ gated cells in PBMCs in NC/Nga mouse.

Atopic dermatitis NC/Nga mouse was maintained under conventional conditions, and orally administration of

KCSYJT extract and CsA (10 ㎎/㎏, i.p) for 2 weeks. NC/Nga mouse PBMCs (2×105 cells/㎖) were isolated from

Blood and the PBMCs were washed twice and analyzed by flow cytometry. Total cell content (%) of CD3⁺& CD19

⁺ (A), CD3⁺/CD4⁺ (B) and CD3⁺/CD8⁺ (C) in NC/Nga mouse.

Normal : 12-weeks-old specific pathogen free(SPF) NC/Nga mouse

Control : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse

CsA : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse and CsA (10 ㎎/㎏, i.p)

KCSYJT : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse and KCSYJT extract (400 ㎎/㎏, p.o)

2) PBMCs에서의 활성세포 비율 분석

(1) Granulocytes의 cell content

Granulocytes의 활성세포 빈도(%)는 정상군

(23.5 %)에 비하여 대조군 (57.8 %)이 현저하게

증가하였으며, CsA를 투여한 양성대조군 (CsA,

36.3 %)과 실험군인 KCSYJT 투여군 (41.0 %)

은 대조군에 비하여 모두 감소하였다 (Fig.8).

(2) CD3⁺ & CD19⁺, CD3⁺/CD4⁺ and CD3⁺
/CD8⁺ cell content

PBMCs에서 CD3⁺ 세포와 CD19⁺ 세포를 분

석한 결과, CD3⁺ 세포의 활성세포 빈도 (%)는

정상군 (34.2 %)에 비하여 대조군 (61.6 %)이

현저하게 증가하였고, 양성대조군 (44.3 %)과

실험군 (43.8 %)은 대조군에 비하여 모두 감소
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Fig.10 Effects of CsA and KCSYJT extract on the percentage of B220⁺/CD23⁺ gated cells in 
PBMCs in NC/Nga mouse.

Atopic dermatitis NC/Nga mouse was maintained under conventional conditions, and orally administration of

KCSYJT extract and CsA (10 ㎎/㎏, i.p) for 2 weeks. NC/Nga mouse PBMCs (2×105 cells/㎖) were isolated from

Blood and the PBMCs were washed twice and analyzed by flow cytometry. Total cell content (%) of

B220+/CD23+ in NC/Nga mouse.

Normal : 12-weeks-old specific pathogen free(SPF) NC/Nga mouse

Control : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse

CsA : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse and CsA (10 ㎎/㎏, i.p)

KCSYJT : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse and KCSYJT extract (400 ㎎/㎏, p.o)

Fig.11 Effects of CsA and KCSYJT extract on the percentage of CCR3⁺ gated cells in PBMCs 
in NC/Nga mouse.

Atopic dermatitis NC/Nga mouse was maintained under conventional conditions, and orally administration of KCSYJT

extract and CsA (10 ㎎/㎏, i.p) for 2 weeks. NC/Nga mouse PBMCs (2×105 cells/㎖) were isolated from Blood and the

PBMCs were washed twice and analyzed by flow cytometry. Total cell content (%) of CCR3⁺ in NC/Nga mouse.

Normal : 12-weeks-old specific pathogen free(SPF) NC/Nga mouse

Control : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse

CsA : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse and CsA (10 ㎎/㎏, i.p)

KCSYJT : 12-weeks-old conventional NC/Nga mouse and KCSYJT extract (400 ㎎/㎏, p.o)

하였다 (Fig.9A).

CD19⁺ 세포의 빈도 (%)는 정상군 (47.8 %)

에 비하여 대조군 (20.6 %)의 활성세포 빈도는

감소하였으나 양성대조군 (35.6 %)과 실험군

(37.6 %)은 증가하였다 (Fig.9A).

PBMCs에서 CD3⁺/CD4⁺ 세포의 빈도 (%)는

정상군 (14.8 %)에 비하여 대조군 (41.1 %)의

활성세포 빈도는 현저하게 증가하였고, 양성

대조군 (10.3 %)은 대조군에 비하여 감소하였

으며, 실험군 (17.5 %)은 대조군에 비하여 감
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소하였다 (Fig.9B).

PBMCs에서 CD3⁺/CD8⁺ 세포의 활성세포 빈도

(%)는정상군 (5.68 %)에비하여대조군 (4.85 %)과

차이가 없었으나, 양성대조군 (9.46 %)과 실험군

(9.7 %)은 대조군에 비하여 증가하였다 (Fig.9C).

(3) B220⁺/CD23⁺ cell content

B220⁺/CD23⁺ B 세포의 활성세포 빈도 (%)

는 정상군 (26.7 %)에 비하여 대조군 (60.4 %)

이 현저하게 증가하였고, 양성대조군 (29.4 %)

과 실험군 (37.6 %)은 대조군에 비하여 각각

감소하였다 (Fig.10).

(4) CCR3⁺ cell content

PBMCs에서 CCR3+세포의 활성세포 빈도

(%)는 정상군 (23.6 %)에 비하여 대조군 (47.9

%)이 현저하게 증가하였고, 양성대조군 (33.1

%)과 실험군 (37.5 %)은 각각 대조군에 비하여

감소하였다 (Fig.11).

Ⅳ. 考 察

아토피 피부염의 한의학적 범주는 《素問 :

玉機眞藏論篇》21)
에서 “浸淫”, 《金匱要略》22)

에서 “浸淫瘡”, 《諸病源候論》23)
에 “乳癬”이

란 기록이 있으며 《外科正宗》24)에서 “奶癬”

이란 病名이 처음 사용되었다. 아토피 피부염

에 해당하는 내용을 역대 문헌에서 살펴보면

정확히 일치되는 병명은 없으나, 乳癬, 嬰兒濕
疹, 胎熱, 胎癬, 浸淫瘡, 胎斂瘡, 奶癬, 濕疹,

四彎風 등의 범주에 속한다고 할 수 있다
25)

.

발생 원인을 살펴보면 《聖濟總錄》26)에서

“論曰, 心惡熱, 若風熱蘊于心經, 則神志躁鬱,

氣血鼓作發于肌膚, 而爲浸淫瘡也”라 하여 정

서적 요인, 《諸病源候論》23)에서 “言兒飮乳,

乳汁漬汚兒面, 變生此症”이라 하여 환경적 요

인을 강조하고 있으며, 《外科正宗》24)에서는

“奶癬因兒在胎中, 母食五辛, 父餐炙煿, 遺熱
與兒”라 하여 항원으로서의 음식물과 유전적

요인을 동시에 언급하고 있다.

최근에는 주로 임신 중 모체의 잘못된 음식

섭취로 胎中에서 濕熱이 蘊積되거나 모체의

정신적 스트레스로 인한 肝火가 태아에게 전

해져서 발생되는 선천적인 경우와 체질적으로

虛弱하거나 생후 섭취불량으로 인해 脾胃虛弱
해져서 脾失健運하여 濕熱이 발생한 경우로

나누어보고 있으며
27-29)

, 급·만성으로 나누어서

급성은 濕熱 위주로 夾有外風하고, 만성은 血
虛風燥, 脾虛濕熱蘊阻가 원인이 되는 것으로

보기도 한다
30-33)

.

아토피 피부염의 치료에 있어서는 吳14)
는

消風導赤湯을 通治方으로 하고 乾斂인 경우는

扶潤肌膏를, 濕斂인 경우에는 嫩黃栢頭末을

응용한다고 하였고, 《中醫兒科學》15)
에서는

辨證을 濕熱型, 血熱型, 濕阻型, 血燥型으로 4

분하여 각각 淸熱利濕, 凉血淸熱利濕, 健脾除
濕, 養血祛風 淸熱化濕으로 세분하여 치료하

였다.

加味淸心蓮子湯16)
은 淸心蓮子飮에 宣散風

熱, 凉血淸熱, 解肌淸熱, 健脾化濕의 效能을

갖는 柴胡, 蟬蛻, 葛根, 牛蒡子, 升麻, 薄荷, 金
銀花, 連翹, 梔子, 石膏, 當歸, 薏苡仁, 桃仁,

赤茯苓, 檳榔, 蒼朮, 陳皮, 厚朴 등을 加하여

주로 血熱과 風熱로 인해 津液이 손상되어 나

타나는 皮膚疾患을 다스릴 목적으로 處方되

었다.

인체의 방어 기전인 면역체계는 T 세포의

활성화를 중심으로 이루어진다. 따라서 T 세

포의 활성화에 관한 충분한 이해는 면역체계

의 조절 과정을 파악하는데 도움이 되며, 많은

면역질환의 예방 및 치료제 개발의 자료가 되
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는데, T 세포 (Naive CD4⁺ T cell)의 활성화는 T

세포 수용체 (TCR : T cell receptor)를 통한 매

우 복잡한 신호전달과정을 통하여 이루어지며,

이 과정에 참여하는 주요 인자는 수용체, 인산

화 효소, adapter, effector, 전사조절인자

(transcription factor) 등이다
34)

. 활성화된 CD4⁺ 
T 세포는 보조 T 세포 (helper T cell, Th 세포)

로서 이들 Th 세포는 B 세포의 항체 생산을

보조하고 (Th2), 감염된 대식세포의 활성화를

돕는다 (Th1). 이러한 작용은 직접 세포-세포간

상호 결합에 의해서 또는 cytokine의 분비를 통

해서 이루어진다
35)

. Th 세포는 IL-2를 생산하

고, 세포 주기의 G0 단계에서 G1단계로 들어

가게 되어 세포 증식을 시작하게 되며36), 다음

단계는 분화 (differentiation)로 세포의 기능이

결정 지워지는 단계이다. 즉, 활성화된 Th 세

포는 그들이 분비하는 cytokine의 종류와 분비

한 cytokine에 의한 면역 조절기능에 따라 Th1

과 Th2, 두 종류의 효력 T 세포 (effector CD4⁺ 
T cell)로 분화하게 된다37). 이렇게 분화된 효력

Th1 세포는 IFN-γ, IL-12와 같은 Th type 1

cytokine (proinflammatory cytokine)을 생산하여

박테리아 감염과 같은 intracellular pathogen에

대항하는 면역반응에 관여한다. 한편 이들의

과도한 발현은 자가면역질환을 초래하기도 한

다. 이와는 달리 효력 Th2 세포는 IL-4, 5, 9, 10,

13 등과 같은 Th type 2 (antiinflammatory cytokine)

를 생산하여 기생충과 같은 extracellular

parasite의 감염에 대항하고, B 세포와 함께 체

액성 면역반응에 관여하는데
38,39)

, 잘 알려져

있듯이 이들의 과다한 발현은 알레르기 질환

을 초래할 수 있다.

이처럼 Th1 세포가 생산하는 Th type 1

cytokine은 Th1 세포의 분화를 유도하는 반면

Th2 세포의 증식과 분화를 억제하며, 반대로

Th2 세포가 생산하는 Th type 2 cytokine은 Th2

세포의 증식과 분화를 유도하는 반면 Th1 세

포의 분화를 억제하는 식으로 서로 상호견제

를 통해 균형을 이루며 Th1과 Th2 면역반응을

조절하므로, 이 균형이 깨어지게 되면 Th1/Th2

불균형으로 인한 여러 가지 면역질환을 겪게

된다
40)

. 알레르기 질환도 그 균형이 Th2 쪽으

로 치우친 결과로 유발된 면역질환 중의 하나

이다. 이렇듯 알레르기 발생과 조절에 있어 가

장 중요한 세포는 Th2 세포로, 알레르기는 항

체의 isotype을 IgM 또는 IgG에서 IgE로 바꾸

어주는 Th2 세포가 활성화되면서 시작되며,

Th2 세포가 생산하는 Th type 2 cytokine (IL-4,

IL-10 etc)에 의해서 B 세포의 IgE 생성, 호산구

의 활성화, 염증반응 등을 나타낸다41). 따라서

알레르기 질환이 Th1 세포와 Th2 세포의 균형

이 깨어져 Th2 쪽으로 치우쳐서 유발되는 질

환이라는 것에 근거해 볼 때, Th1 세포로의 분

화를 주도하는 T-bet은 중요한 알레르기 반응

조절제로서의 역할을 수행하리라 생각되어 알

레르기 치료제 개발에 있어 매우 흥미로운 대

상으로 부각되고 있다
42)

. 이와 같이 면역반응

제어에 있어서 Th 세포기능 조절의 중요성이

강조되고 있고, 특히 Th1/Th2 분화 및 cytokine

의 균형과 알레르기 반응과의 밀접한 관계로

미루어 볼 때, 단순히 임상적 증상들을 완화시

키는 일시적인 치료제 개발이 아닌, 보다 근본

적인 요인에 초점을 맞춘 새로운 알레르기 치

료제 개발이 Th 세포분화조절을 통하여 실현

될 가능성이 있어, 앞으로 이 분야의 연구는

더욱 활성화 될 것으로 보인다.

KCSYJT에 대한 연구로는 이미 윤
17)
의 아토

피 피부염에 미치는 실험적 영향과 송18)의 임

상 치료 효과에 관한 논문이 보고되어 있으나,

Th1과 Th2의 분화에 있어 가장 중요한 전사인

자인 GATA-3 조절에 의한 KCSYJT의 항아토

피 피부염 효과에 대해 알아보고자 본 실험에
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임하게 되었다.

실험 결과를 살펴보면, in vitro 실험에서 정

상 사람 피부 조직을 분리하여 KCSYJT 추출물

의 세포독성 측정한 결과, 모든 농도에서 세포

독성이 나타나지 않았다 (Fig.1). 또한 KCSYJT

추출물이 NC/Nga 생쥐의 면역세포의 알레르

기 면역반응을 억제하는지를 알아보고자,

KCSYJT 추출물과 α-CD40 mAb/rmIL-4를 동시

배양한 실험군의 IL-1β, IL-6, 그리고 TNF-α유

전자 발현을 관찰하였다. 대조군의 RQ값이 1

일 때, 실험군은 각각 0.60, 0.788, 0.473로 모두

억제되었다. 이는 KCSYJT 추출물이 항원에 의

한 알레르기 반응에 반드시 수반되는 B 세포의

활성화, 분화, 그리고 IgE 생성을 선택적으로

억제하여 초기 알레르기 반응을 효과적으로 억

제하는 것으로 생각된다 (Fig.2). NC/Nga 생쥐

의 비장 B 세포를 α-CD40 mAb/rmIL-4으로 자

극하여 활성화 시킨 후, IL-10과 TGF-β mRNA

유전자 발현을 관찰하였다. KCSYJT추출물과

동시 배양한 실험군의 IL-10 mRNA 유전자 발

현은 대조군 (RQ)보다 증가하였고, TGF-β 유

전자 발현은 억제되었다 (Fig.3).

Treg 세포는 다른 T 세포의 활성을 적극적

으로 억제 하는 세포이다. 이 세포는 활성화

되지 않은 상태에서도 활성화 표지인 CD25를

세포표면에 발현하고 있으므로 CD4⁺CD25⁺
Treg 세포로, 흉선에서 자연적으로 발생된다고

하여 natural Treg 세포로 불리기도 한다. CD25

이외에도 CTLA-4, GITR 등의 활성화 표지와

foxp3라는 전사인자를 발현한다. 일반적으로

CD4⁺ T 세포가 활성화되면 IL-2를 생성하는

현상과는 달리 Treg 세포는 활성화 되어도

IL-2를 생성하지 않으며 대신 IL-10과 TGF-β

를 생성하는 속성을 갖는다
43)

. CD4⁺ T 세포를

분리하여 α-CD3/α-CD28 mAb로 자극하여 배

양한 후 Th1에서 분비하는 IFN-γ⁺, 그리고

Treg 세포인 CD4⁺/foxp3⁺를 intracellular 염색으

로 측정한 결과, 실험군이 대조군에 비하여 현

저하게 증가를 나타내었다 (Fig.4,5).

이상의 실험결과는 KCSYJT 추출물이 면역

세포의 알레르기 반응으로의 분화를 억제하고

관련 유전자 발현을 선택적으로 조절하여 항

알레르기의 효과가 있음을 나타내는 것으로

생각된다.

Th2 세포로의 분화는 조직 내 cytokine 환경

과 항원의 용량, 항원제시세포의 종류, 항원제

시세포와 T 림프구 반응 시의 자극신호 종류

등에 의해 결정된다고 알려져 있다. 즉 Th0 세

포는 CD8α 수지상세포의 영향 하에서 IL-4,

STAT-6, GATA-3, NFATc, c-maf 등의 물질이

관여하는 중간과정을 통해 Th2 세포로 분화되

는 것으로 알려져 있다
44)

. 즉, GATA-3는 Th2

세포의 IL-4, IL-5, 그리고 IL-13등 유전자 발현

의 전사인자인 transcription factor로 T 세포를

Th2 세포로 분화와 증식을 유도하는 인자이

다. GATA-3는 전사인자로 6 개의 family

(GATA-1 - GATA-6)로 이루어 졌는데 이는

haematopoietic (GATA-1 to GATA-3)과 non-

haematopoietic (GATA-4 to GATA-6)에서 유전

자가 발현되는 것으로 알려져 있다
45)

. GATA-3

유전자 발현의 증가는 Th 2 세포의 분화를 촉

진하고 Th 1 세포 경로의 세포분화를 억제하

여 알레르기 반응을 촉진하는 IL-4 생산의 증

가와 B 세포 분화의 촉진을 가져오는 것으로

알려져 있다46).

비장세포를 분리하여 α-CD3/α-CD28 mAb와

rmIL-4로 자극하여 배양한 후 CD4⁺GATA-3⁺
를 intracellular 염색으로 측정한 결과 실험군이

대조군에 비하여 감소하였다 (Fig.6).

본 실험에 사용된 NC/Nga 생쥐는 태어난

후 어렸을 때부터 일반 사육환경 (conventional

system)에서 노출되어 자라게 되면, 12 주령 이
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상에서, 사람에게서 나타나는 아토피성 피부

염과 유사한 병변이 관찰되어 아토피 피부염

모델동물로 사용되고 있다
20)

. 또한 본 실험에

서 양성대조군으로는 CsA 면역억제제를 사용

하였다47). NC/Nga 생쥐에서 면역억제제인 CsA

를 사용하면 피부의 병변이나 혈청 IgE의 수준

이 줄어드는 것으로 나타났다
48)

. 특히 IgE 생

성에는 IL-4가 필수적이고 이는 Th1 세포보다

Th2 세포가 우세한 상태에서 생산이 항진되며

알레르기 발현에 관계한다.

12 주령에서 14 주령까지 2 주간 CsA와

KCSYJT를 투여한 후 혈청 IgE 수준의 변화를

측정한 결과, 대조군에 비하여 CsA와 KCSYJT

투여군이 유의성 있게 감소하였다 (Fig.7).

이러한 결과는 KCSYJT 투여로 NC/Nga 생

쥐에서 Th2 세포의 분화를 억제하여, B 세포

분화에서 수반되는 IgE의 수치를 억제하는 것

으로 생각된다. Th2 세포에서 분비되는 IL-4는

면역글로블린 생성 시 IgE의 분화를 유도하고

유착분자들을 활성화시켜 단핵구나 호산구 등

염증세포들을 염증이 일어나는 조직 세포로 이

동하게 하고 IL-5는 호산구의 증식과 활성화를

유도하는 기능이 있으며 IL-13은 IgE 생성을 자

극한다. Th1 세포에서 분비되는 IFN-γ는 알레

르기 반응을 일으키는 Th2 세포를 억제하고

IgE 생성을 증가시키는 B 세포 분화를 억제하

는 것으로 알려진 cytokine으로 알려져 있다
49)

.

알레르기 질환의 말초혈액에서는 생체의 알

레르기 반응에 의하여 염증반응이 일어나고,

백혈구 수와 과립구의 증가가 나타나는 것으

로 알려져 있다. 또한 아토피 피부손상 부위에

서는 비만세포가 세포질 내에 과립을 풍부하

게 가지고 있는 세포로서 주로 결체조직과 점

막에 존재하면서 알레르기 염증반응에 관여한

다50). PBMCs에서 granulocytes의 활성세포 빈도

(%)는 실험군 (41.0%)이 대조군 (57.8%)에 비

하여 감소하였다 (Fig.8). 알레르기 질환은 비

만세포와 호염기구 표면의 고 친화성 Fcε 수용

체 (high affinity Fc receptor for IgE 또는 FcεR I)

에 결합된 IgE (reaginic antibody)에 집먼지, 동

물상피, 화분, 곰팡이, 음식물 등 가운데 포함

되어 있는 알러젠이 결합되어 활성화된 이들

세포의 탈과립 현상에 따라 유리되는 화학매

체에 의하여 일어나는 과민반응을 말한다.

CCR3는 eotaxin, RANTES(regulated and normal

T cell expressed and secreted), monocyte

chemotactic protein(MCP)-3 및 MCP-4와 높은

친화력으로 결합하고, 호산구 (CCR3⁺)에서 다

량 발현되며 호중구, 단핵구에서는 발현되지

않기 때문에 선택적인 호산구의 조직 내 침윤

을 연구하는데 중요한 가치가 있다. 또한

CCR3는 Th2 임파구 (CD3⁺/CCR3⁺), Basophil,

비만세포 (mast)에서 발현되는 것으로 알려져

있다
51)

. PBMCs에서 CD3⁺, CD3⁺/CD4⁺, CD3⁺
/CD8⁺, B220⁺/CD23⁺, 그리고 CCR3⁺세포의 활

성세포 빈도 (%)는 정상군에 비해 대조군이 각

각 증가하였고, CD19⁺세포에서는 감소하였으

며, CD3⁺/CD8⁺세포에서는 별 차이 없었다. 양

성대조군과 실험군의 CD3⁺, CD3⁺/CD4⁺, B220

⁺CD23⁺, 그리고 CCR3⁺ 세포의 활성세포 빈도

(%)는 대조군에 비하여 감소하였고, CD19⁺세
포와 CD3⁺/CD8⁺세포는 증가하였다(Fig.9,10,11).

이러한 결과 KCSYJT 투여는 GATA-3 발현

의 억제로, CD4⁺ T 세포에서 Th2⁺CD4⁺ Th 세

포로의 분화를 억제하여 Th2 면역세포의 과잉

증식 (CD4⁺)과 비만세포 (CCR3⁺)의 분화증식

을 감소시켜 피부염에 치료효과가 있음을 보

여주었다36-40).

이로써 KCSYJT은 아토피 피부염에 유효하

게 활용할 수 있을 것으로 판단되며 향후 지속

적인 연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.
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V. 結 論

加味淸心蓮子湯(KCSYJT)이 아토피 피부염

에 미치는 영향을 실험적으로 규명한 결과 다

음과 같은 결론을 얻었다.

I. In vitro 

1. KCSYJT는 hFCs에서 모든 농도에서 세포

독성이 나타나지 않았다.

2. KCSYJT는 CD4⁺ T 세포에서 foxp3⁺CD4⁺ 
Treg 세포로의 분화를 증가시켰다.

3. KCSYJT는 NC/Nga 생쥐의 B세포에서

IL-1β, IL-6, TNF-α, 그리고 TGF-β 

mRNA 유전자 발현은 억제하였고, IL-10

mRNA 유전자 발현은 증가시켰다.

4. KCSYJT는 GATA-3⁺CD4⁺ T 세포수를 감

소시켰다.

5. KCSYJT는 CD4⁺ T 세포에서 IFN-γ⁺CD4⁺ 
T 세포 수를 증가시켰다.

Ⅱ. In vivo 

1. KCSYJT 투여군이 혈청 중 IgE 수준을 유

의성 있게 감소시켰다.

2. KCSYJT 투여군이 PBMCs에서 granulocytes

의 활성세포 빈도 (%)를 감소시켰다.

3. KCSYJT는 CD3⁺, CD3⁺/CD4⁺, B220⁺/CD23⁺,
그리고 CCR3⁺세포의 활성세포 빈도 (%)

를 감소시켰다.

4. KCSYJT는 CD19⁺, CD3⁺/CD8⁺세포의 활

성세포 빈도 (%)를 증가시켰다.
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