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Pruritus is a unpleasant symptom in the skin that provokes the act of or desire to scratch. Mast cells are

important effector cells in allergic reactions such as pruritus and inflammation. The purpose of this study was

undertaken to investigate the synergic anti-pruritic and anti-inflammatory effects of Scutellariae Radix (SB) plus Flos

Loncerae (FL) extracts in rat peritoneal mast cells (RPMCs), pruritogen-induced scratching mice and

2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB)-induced allergic mice. We investigated the effect of SB, FL and SB plus FL extracts

on the production of tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1β, and histamine in RPMCs, on the scratching

behavior in ICR mice, and skin clinical serverity and inflammatory mediators in DNFB-induced allergic hairless mice.

RPMCs stimulated with PMA plus A23187 or compound 48/80 significantly increased TNF-α, IL-1β or histamine

production compared with media control. However, TNF-α IL-1β or histamine levels increased by PMA plus A23187

or compound 48/80 treatment were significantly inhibited by SB, FL in a dose-dependent manner. Especially, SB plus

FL pretreatment had a synergic inhibitory effects on stimulator-induced cytokines (TNF-α and IL-1β) and histamine

production. Moreover, SB plus FL administration had a synergic inhibitory effects on the scratching behavior induced

by pruritogen (compound 48/80, histamine, serotonin, substance P) in ICR mice. Furthermore, SB plus FL

administration had a synergic inhibitory effects on skin damage, inflammatory mediators, leukocyte and mast cell

infiltration induced by DNFB in hairless mice. These results suggest that SB plus FL administration has a potential use

as a medicinal plant for treatment against itching and inflammation-related skin disease.
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서 론

가려움증은 피부 질환의 핵심 증상으로 이는 신체 전반에

걸친 전신 질환이 있는 경우에도 나타날 수 있으며, 피부를 긁거

나 문지르고 싶은 충동을 일으키는 불유쾌한 감각이라고 할 수

있다1,2). 가려움증은 개인에 따라 매우 다양하게 나타나며, 같은

사람에서도 동일한 자극이라도 때에 따라 정도가 다른 가려움증

을 일으킬 수 있다.

일반적으로 가려움증은 내부 및 외부의 가벼운 자극에 의해

서도 일어날 수 있지만, 심각한 가려움증은 식품(주로 고단백 함

유), 병원성 미생물 및 집먼지 진드기 등과 같은 생물학적 항원
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(biological allergen)3)과 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB)과 같은

화학항원(chemical allergen)4)에 노출되었을 때 유발될 수 있다.

피부 가려움증은 두드러기, 아토피피부염, 접촉피부염, 화폐

상 습진, 신경 피부염, 건선, 피부 건조증, 노인 가려움증, 피부의

악성 림프종인 균상식육종 등이 있으며 침범된 부위와 환자의

감수성에 따라 그 정도가 다르게 나타날 수 있다
5-7)

. 특히 알레르

겐(allergen)에 의해 유발되는 가려움증은 염증을 동반할 수 있는

데, 어린 시기에 알레르겐에 의해 유발되는 아토피 피부염의 경

우 심각한 가려움과 동시에 염증이 동반되면서 그 증상이 악화

와 완화가 반복적으로 일어나 삶의 질을 훼손하는 난치성 피부

질환으로 인식되고 있다8,9).

어린시기에 유발되는 아토피 피부염은 적절한 예방과 관리

가 이루어지지 않으면, 알레르기성 비염, 천식 및 결막염 등 알레

르기성 질환으로 이어질 수 있다. 이와 같이 알레르겐에 의해 아

토피 피부염이 유발될 경우 알레르기성 질환이 연속적으로 일어

나게 될 수 있는데, 이것을 아토피 또는 알레르기 행진(atopic or

allergic march)이라 한다10,11). 즉, 피부에 알레르겐이 감작

(senstization)되면, 피부발진과 가려움을 통해 염증반응이 가속

되어 아토피 피부염이 유발될 수 있는데, 계속적으로 피부와 호

흡기에 알레르겐이 감작되면 천식을 비롯한 알레르기성 비염 등

호흡기 질환이 발생될 수 있으며, 안구주위에 전이되어 알레르기

성 결막염을 야기할 수 있다11).

그러므로 알레르겐 노출에 의해 발생될 수 있는 가려움증과

염증을 차단하는 것이 매우 중요하다. 일반적으로 가려움증과 염

증을 완화시키는데 사용되는 약물은 항히스타민과 스테로이드

제제를 들 수 있는데, 장기적으로 복용 또는 피부에 도포할 경우

부작용이 일어날 수 있다
12)

. 따라서 가려움증과 염증을 효과적으

로 제어할 수 있고 부작용이 최소화된 약물의 개발이 필요하다.

황금(Scutellaria baicalensis Georgi)은 꿀풀과(Labiatae)에 속

하는 다년생 초본으로서 주피를 벗긴 뿌리를 생약(Scutellariae

Radix)으로 이용하는데, 약리작용을 하는 주요 성분은 flavonoid

계 화합물(baicalin, baicalein 및 wogoin 등)13)들로 항히스타민14),

항염작용
15)

및 항암작용
16)

등이 밝혀졌으며, 최근에 황금 유래

wogonin는 Th2 케모카인 CCL17을 효과적으로 억제하여 AD 피

부염의 증상을 완화시킬 수 있다는 보고가 있다17). 그러나 황금

의 약성미는 차갑고 매우 쓴 맛이 있고 장기간 사용하면 부작용

을 초래할 수 있다18).

금은화(Flos Lonicerae)는 인동(Lonicera japonica Thunberg)

의 꽃봉오리 또는 막 피기 시작한 꽃을 지칭하는데, 약리작용을

하는 주요성분은 flavonoid19), iridoid20), saponin21) 및

polyphenol22) 화합물들로 항염증 및 항암 등 다양한 기능이 알려

졌다. 그러나 금은화의 비만세포(mast cell)에서 항염증 및 항히

스타민 작용은 매우 높은 농도(500 mg/mL 이상)에서 생물학적

효과23)가 있기 때문에 약물로 사용하기 어려운 단점도 있다. 그

러므로 한방에서는 황금과 금은화에 다른 여러 가지 한약재를

복합처방하여 항염증 및 아토피 피부염 개선에 대한 보고가 있

다24,25). 그러나 이들 처방은 일반적으로 5가지 이상의 약물이 혼

합된 것으로 장기간 복용 시 부작용이 있을 수 있다. 그러므로

황금과 금은화 추출물의 각각에 대한 생물학적 효능을 적용하여

최소화된 농도로 최대의 효과를 나나낼 수 있는 연구가 필요하

지만, 이에 대한 연구보고는 없다.

따라서 본 연구는 황금과 금은화를 80% 에탄올로 추출하여

각각의 추출물과 이들 약물을 동시에 투여하는 방법으로 렛트

복강 비만세포(rat peritonieal mast cells, RMPCs)의 염증성 사이

토카인과 히스타민의 생성에 미치는 효과와 ICR 마우스를 대상

으로 가려움 유발물질로 유도된 항 가려움 효과 및 hairless 마우

스를 대상으로 DNFB 유도 피부염과 관련 분자의 억제효과를 조

사하였다. 그 결과 황금과 금은화를 동시에 처리할 경우 염증성

사이토카인과 염증 매개물을 현저히 억제하는 동시에 모델 마우

스에서 가려움증 및 피부염이 현저히 개선되는 이들 약물의 상

승작용에 대한 결과를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 시약

Tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β  (IL-1),

histamine 등 ELISA kit은 R&D Systems사(Minneapolis, USA)로

부터 구입하였으며, compound 48/80, histamine, serotonin,

substance P, percoll, compound 48/80, phorbol 12-myristate

13-acetate (PMA), calcium ionophore A23187,

2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB), dimethyl sulfoxide (DMSO),

penicillin/streptomycin, hematoxylin & eosin (H&E), toluidine

blue와 기타 시약은 Sigma-Aldrich 사(St. Louis, MO, USA)로부

터 구입하였다.

2) 황금과 금은화의 에탄올 추출

실험에 사용한 황금(Scutellariae Radix)과 인동(Flos

Lonicerae)는 전라북도 진안군 한방약초센터에서 구입한 후 우

석대학교 한의과대학 방제학교실의 김홍준 교수에게 의뢰하여

동정하였고, 황금표본(#2012-15)과 인동표본(#2012-16)은 전주대

학교 대체의학대학 건강관리 연구실에 보관하고 있다. 잘 건조

된 시료는 200 g를 분말로 제조하여 80% 에탄올 2 L를 주입하

고 밀봉하여 7일간 방치한 후 용액을 취하여 3,000 rpm으로 원

심침전 시키고 상층액을 취하여 0.45 μm 필터를 사용하여 여과

하였다. 여과된 시료는 회전진공농축기(Eyela A-1000S, Tokyo

Rikakikai Co., Tokyo, Japan)로 농축하고 회수한 후 동결건조기

(Eyela FDU-2100, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)에서 건

조하여 약 40 g를 회수한 다음 -20℃에서 보관하면서 실험에 사

용하였다.

3) 실험동물

무균환경에서 사육된 7주령의 수컷 hairless 와 ICR 마우

스 그리고 10주령의 Sprague Dawley 렛트는 중앙실험동물

(주)(서울시, 대한민국)에서 구입하였고, 사료와 물을 충분히 공

급하면서 1주일간 순화시킨 후 실험에 사용하였다. 사육환경은

낮과 밤의 주기를 12시간씩 하였고, 온도(20-22℃)와 습도

(50-60%)는 일정하게 유지하였으며, 실험동물위원회의 규정에
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준하여 실험하였다.

2. 방법

1) RPMCs 분리 및 약물처리

건강한 수컷 Sprague Dawley 렛트로부터 복강비만세포(rat

peritoneal mast cells, RPMCs)의 분리는 Martynova 등
26)
의 방법

에 따라 분리하였다. 요약하면, 에테르(ether)로 마취시킨 다음

calcium-free HEPES-Tyrode buffer (10 mM Hepes, 113 mM

NaCl, 4.7 mM KCl, 2.13 mM MgCl2, 0.6 mM NaH2PO4, 10 mM

glucose, pH 7.4)를 10 mL을 복강에 주입시켜 약 90초간 복강을

부드럽게 맛사지한 후 복강을 주의 깊게 열어 Pasteur pipette을

사용하여 세포부유액을 취하고 percoll density gradient법으로

RPMCs를 얻었다. 특별히 본 실험 목적에 따라 충분한 세포를

확보하기 위해서 5-10마리 렛트에서 얻은 복강비만세포를 혼합

하여 사용하였다. 여러 가지 농도의 황금, 금은화 또는 황금 플러

스 금은화 추출물은 RPMCs (5×105)에 10분 또는 2시간 동안 전

처리한 후 compound 48/80이나 PMA와 A23187로 자극하여 히

스타민과 전염증성 사이토카인 측정에 사용하였다.

2) RPMCs에서 히스타민 방출량의 측정

RPMCs (5×105/mL)는 여러 가지 농도의 황금, 금은화 또는

황금 플러스 금은화 추출물을 37℃에서 10분간 전 처리한 다음

compound 48/80 (0.5 μg/mL)으로 자극하여 30분간 방치 반응

을 중지시키기 위하여 배양튜브를 빙수에 넣어 충분히 냉각시킨

후 1,200 rpm으로 15분간 원심침전시키고 상층액을 얻었다. 상

층액으로부터 히스타민을 측정하였다. 요약하면, anti-histamine

antibody (ab)를 활용하여 상기와 같이 얻은 상층액 시료에 반응

시키고, anti-histamine ab에 특이적으로 작용하는 기질효소가 부

착된 2차 항체를 주입한 후 발색시켜 R&D사가 제공하는 각 사

이토카인에 대한 ELISA 방법에 준하여 측정하고 정량하였다.

3) 사이토카인 및 IgE의 측정

RPMCs로부터 사이토카인의 측정은 추출물을 2시간동안 전

처리한 후 PMA (30 ng/mL)와 A23187 (10 μM)로 동시에 자극

한 다음 12시간 후에 세포 상층액으로부터 TNF-α와 IL-1β를 측

정하였다. 한편 DNFB로 감작한 마우스의 IL-4와 IgE 측정은 추

출물 투여 종료 후 5시간에 혈청을 취하고 혈청으로부터 IgE,

IL-4을 측정하였다. TNF-α, IL-1β, IL-4와 IgE 등은 anti-mouse

TNF-α, anti-mouse IL-1β, anti-mouse IL-4와 anti-mouse IgE 등

항체를 사용하여 각각에 특이적으로 작용하는 ELISA kit을 사용

하여 R&D Systems사가 제공하는 방법에 준하여 측정하고 정량

하였다. 요약하면, 세포상층액 또는 5배 희석 혈청 100 μL을 각

각의 항체가 코팅된 plate에 주입하고 반응시킨 후 잘 세척한 다

음 horseradish peroxidase가 부착된 2차 항체를 주입하고 반응

시킨 후 발색 기질을 주입하고 반응시켜 ELISA reader

(Molecular Devices, USA)로 측정하였으며, 각 물질에 대한 정량

은 각각의 물질을 농도별로 처리하여 반응시켜 표준곡선을 정하

고 세포상층액 또는 혈청에 함유된 물질의 량을 계산하였다.

4) 추출물 처리 및 가려움증 유발 시험

스트레스가 해소된 ICR 마우스는 실험군당 5마리의 마우스

를 각각 투명 아크릴 케이지(20×26×13 cm)에 한 마리씩 넣고, 안

정을 위해 30분 동안 동일한 실험환경에 방치하였다. 그 후 대

조군은 생리식염수를 경구투여 하였고, 실험군은 황금, 금은화

또는 황금 플러스 금은화 추출물을 경구투여하고 60분 후에

compound 48/80 (50 μg/site), 히스타민(100 μg/site), 세로토닌

(100 μg/site), substance P (100 μg/site)의 농도로 0.10 mL씩 마

우스 등의 양쪽 어깨 사이 높이에 피하주사(s.c injection)하였다.

5) 가려움증 판정 시험

가려움증 유발물질을 주사한 마우스는 곧바로 Mihara
27)
의

방법을 따라 micro-camera (ONCCTV, 서울, 대한민국)를 사용하

여 60분 동안 녹화하였으며, 뒷발로 가려움증 유발물질이 주입된

부위를 긁는 횟수를 이중맹검법으로 계수하여 평가하였다. 각 유

발물질에 따른 실험은 각각 다른 날에 진행되었으며 매 실험에

사용된 마우스는 1회 사용되었다.

6) DNFB 유도 피부염 모델

화학항원 유도 아토피 피부염 모델 동물을 유도하기 위해서

acetone과 olive 오일을 3:1로 제조된 용매에 0.15% DNFB를 제

조하여 1일과 4일에 각각 등 쪽 피부(100 μL)에 감작하였다. 두

번째 감작일인 4일부터 대조군은 생리식염수 만 복강에 하루에

한번 실험 종료일까지 주사하였고, 실험군은 추출물을 복강에 하

루에 한번 실험 종료일인 13일까지 주사하였다. 첫 번째 감작일

로부터 7일, 10일과 13일에 3일 간격으로 0.2% DNFB를 감작시

킨 부위에 같은 용량으로 공격(challenge)을 하였다.

7) 혈청 및 조직의 두께 측정

마지막 공격 후 5시간 후에 마우스의 간 문맥으로부터 혈액

을 채취하여 혈청을 얻고, 등 피부조직의 두께는 digital caliper

(Mitutoyo, Japan)를 사용하여 측정하였다.

8) 피부병변의 평가

피부상태는 0주째부터 1주 간격으로 4주 동안 사진을 찍어

조사하였다. 피부의 건조상태(dryness)와 스켈링(scaling) 그리고

미란(erosion), 찰과상(excoriation), 출혈 등을 체크하여 병변이

없는 상태를 0점(none), 가벼운 상태를 1점(mild), 중간 상태를 2

점(moderate), 심한상태를 3점(severe)을 주었고 각 단계별로 총

점수부여하여 평가하였다.

9) 피부조직

실험 과정에 따라 대조군과 실험군을 대상으로 희생시키고,

피부조직 약 5×5 mm를 적출하여 4% paraformaldehyde(pH

7.4)로 고정하고 일련의 과정을 통하여 파라핀 블록을 제작한

후, 5 μm 간격으로 피부조직을 종단면으로 절편 하였다. 조직학

적 검사와 백혈구 침윤을 검사하기 위해 H&E 또는 toluidine

blue로 염색하고 저배율(40×)에서 관찰하고 확대하면서 40 또는

400× 현미경 시야에서 사진을 찍어 제시하였고, 백혈구의 침윤

을 확인하기 위해 400× 현미경 시야에서 검경하였다(Olympus,

Japan).

10) 통계처리

모든 실험값은 평균±표준편차로 표시했으며, 통계분석은

ANOVA와 Student’s t-test로 처리하였으며, 유의성 한계는

p<0.05로 정하였다.
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결 과

1. 황금과 금은화 추출물의 전 염증성 사이토카인 생성 억제에

대한 상승효과

본 연구는 먼저 황금과 금은화 에탄올 추출물이 항염증효과

에 미치는 영향을 알아보기 위하여 RPMCs (5×10
5
/mL)를 접종

하고 각각의 추출물을 25-200 μg/mL 농도로 2시간 전 처리한 다

음 PMA (30 ng/mL)와 A23187 (10 μM)을 동시에 처리하고 12

시간 후 배양액에 축척된 TNF-α와 IL-1β 양을 측정하였다. 그 결

과 PMA와 A23187를 처리한 대조군은 아무런 약물을 처리하지

않은 정상 대조군에 비해서 TNF-α (Fig. 1A)와 IL-1β (Fig. 1B)의

생성이 현저히 증가(p<0.001)한 반면, 황금과 금은화 추출물을

처리한 실험군는 농도 의존적으로 TNF-α와 IL-1β의 생성이 억제

되었다. 황금은 TNF-α와 IL-1β의 생성 억제에 대한 최소농도가

50 μg/mL (p<0.05)으로 금은화(100 μg/mL, p<0.05)에 비해 그

효과가 좋았다. 이와 같이 황금과 금은화의 추출농도에 따른 전

염증성 사이토카인 생성 억제를 확인한 후에 황금의 유의한 최

소농도를 50μg/mL와 억제경향을 보인 금은화의 50μg/mL의 농

도를 선택하여 R PM C s에 동시에 처리한 실험군과 황금

(100 μg/mL)과 금은화(100 μg/mL)를 각각 처리한 실험군에서

TNF-α와 IL-1β의 생성 억제에 대한 상승효과가 있는지 조사하였

다. 그 결과 황금플러스 금은화를 처리한 실험군은 각각의 추출

물을 처리한 실험군에 비해서 TNF-α (Fig. 2A)와 IL-1β (Fig.

2B)의 생성을 현저히 억제하는 상승효과가 있었다(p<0.001). 즉,

황금(50 μg/mL) 플러스 금은화(50 μg/mL) 처리군은 Fig. 1에서

나타낸 이들 약물의 최대농도(200 μg/mL)처리군 보다 더 TNF-α

와 IL-1β의 생성을 억제시켰다.

2. 황금과 금은화 추출물의 히스타민 방출 억제에 대한 상승효과

한편 본 연구는 황금과 금은화 추출물이 가려움증 유발 핵

심 물질인 히스타민 방출에 대한 억제 영향을 알아보기 위하여

RPMCs (5×105/mL)를 접종하고 각각의 추출물을 25-200 μg/mL

농도로 37℃에서 10분간 전 처리한 다음 compound 48/80 (0.5 μ

g/mL)으로 자극하여 히스타민의 양을 측정하였다. 그 결과 Fig.

3A과 같이 RPMCs를 compound 48/80로 자극할 경우 히스타민

방출량은 정상 대조군에 비해서 현저히 증가하였다(p<0.001). 그

러나 황금과 금은화 추출물을 처리한 실험군에서는 농도 의존적

으로 히스타민의 생성이 억제되었다. 전염증성 사이토카인 생성

억제와 유사하게 황금 추출물은 금은화 추출물 보다 히스타민

방출 억제효과가 우수하였다. 따라서 황금과 금은화의 추출농도

에 따른 히스타민 방출 억제를 확인한 후에 황금의 유의한 최소

농도를 50 μg/mL와 억제경향을 보인 금은화의 50 μg/mL의 농

도를 선택하여 RPMCs에 동시에 처리한 실험군과 황금

(100 μg/mL)과 금은화(100 μg/mL)를 각각 처리한 실험군에서

TNF-α와 IL-1β의 생성 억제에 대한 상승효과가 있는지 조사하였

다. 그 결과 Fig. 3B와 같이 황금과 금은화을 동시에 처리한 실험

군은 각각의 추출물을 처리한 실험군에 비해서 히스타민의 방출

을 현저히 억제하는 상승효과가 있었다(p<0.001). 즉, 황금(50 μ

g/mL) 플러스 금은화(50 μg/mL) 처리군은 Fig. 2A에서 나타낸

이들 약물의 최대농도(200 μg/mL)처리군 보다 더 히스타민 방

출을 억제시켰다.

Fig. 1. Effect of Scutellariae Radix (SB)) and Flos Lonicerae (FL) on

PMA plus A23187-Induced TNF-α (A) and IL-1β (B) production.
RPMCs cells (5×105/mL) were pre-treated with or without SB and FL at indicated

concentrations for 2 h, and then stimulated with or without PMA (30 ng/mL) plus A23187

(10 μM) for 12 h. Cytokine concentrations were measured in cell supernatants using the

ELISA method. Values represent the means ± SD of three independent experiments. #p<0.001

versus the non-treated control group. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.01 versus PMA plus

A23187 alone group.

Fig. 2. Synergic effect of SB plus FL on PMA plus A23187-Induced

TNF-α (A) and IL-1β (B) production. RPMCs cells (5×105/mL) were pre-treated
with or without SB (100 μg/mL), FL (100 μg/mL) and SB (50 μg/mL) plus FL (50 μg/mL)

for 2 h, and then stimulated with or without PMA (30 ng/mL) plus A23187 (10 μM) for 12

h. Cytokine concentrations were measured in cell supernatants using the ELISA method.

Values represent the means ± SD of three independent experiments. #p<0.001 versus the

non-treated control group. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.01 versus PMA plus A23187 alone

group.
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Fig. 3. Synergic effect of SB plus FL on histamine release from

RPMCs cells activated with compound 48/80 (C 48/80). RPMCs cells
(5×10

5
/mL) were pre-treated with or without SB or FL at indicated concentrations (A) and

SB (100 μg/mL), FL (100 μg/mL) and SB (50 μg/mL) plus FL (50 μg/mL) (B) for 2 h, and

then stimulated with or without compound 48/80. Histamine assay was performed by ELISA

method on supernatant from RPMCs. Values represent the means ± SD of three

independent experiments. #p<0.001 versus the non-treated control group. *p<0.05, **p<0.01

and ***p<0.01 versus compound 48/80 alone group.

Fig. 4. Synergic antipruritic effects of SB plus FL extract on the

scratching behavior induced by pruritogens in ICR mice. SB (100
mg/kg), FL (100 mg/kg) or SB 50 mg/kg) plus FL (50 mg/kg) was administered orally 1

hour before the pruritogen injection and then 50 ug/site compound 48/80 (C 48/80), 100

ug/site histamine (HT), 100 ug/site serotonin (ST) or 100 ug/site substance P (SP) was

injected into rostral back, and scratching of the injected site by the hind paw was counted

for 1 h. Values represent the means ± SD of 5 individuals. #p<0.001 versus normal control

group. *p<0.01 and ***p<0.001 versus C 48/80, HT, ST or SP alone group.

3. 황금과 금은화 추출물의 항 가려움증에 대한 상승효과

본 연구는 황금과 금은화 추출물이 항가려움증 효과에 미치는

영향을 알아보기 위하여 황금, 금은화 또는 황금 플러스 금은화 추

출물을 ICR 마우스에 경구투여하고 1시간 후에 가여움 유발물질

을 마우스 등의 양쪽 어깨 사이 높이에 피하주사 하였다. 그 결과

Fig. 4와 같이 compound 48/80, 히스타민, 세로토닌 또는

substance P을 피하에 주입한 결과 장상 대조군에 비해서 긁는 횟수

가 현저히 증가하였다(p<0.001). 그러나 황금 추출물(100 mg/kg)은

compound 48/80, 히스타민, 세로토닌 또는 substance P로 유발한

가려움 우발 모델 마우스에서 가려움 경감 효과가 있었고(p<0.05),

금은화 추출물(100 mg/kg)을 투여한 실험군은 compound 48/80

또는 히스타민 유도 모델 마우스에서 가려움 경감 효과는 없었지

만, 세로토닌 또는 substance P는 황금 추출물과 유사하게 가려움

경감 효과가 있었다(p<0.05). 특히 황금(50 mg/kg) 플러스 금은화

(50 mg/kg) 추출물을 투여한 실험군의 경우 compound 48/80, 히

스타민, 세로토닌 또는 substance P 유도 가려움 모델 마우스에서

가려음증을 현저히 억제시키는 상승효과가 있었다(p<0.001).

4. DNFB 염증모델 마우스에서 황금과 금은화 추출물의 항염증

에 대한 상승효과

본 연구는 황금 플러스 금은화 추출물이 DNFB 유도 염증

모델 마우스에서 항염증에 대한 상승효과가 있는 지 알아보기

위하여 황금 또는 금은화 추출물의 효과와 비교 조사하였다. 먼

저 DNFB로 첫째 날과 4일에 감작한 후 황금 또는 금은화 추출

물을 각각 마우스 체중 kg 당 100 mg과 황금(50 mg/kg) 플러스

금은화(50 mg/kg) 추출물을 하루에 1회씩 시험 종료 시까지 투

여하였다. 그리고 첫 번째 감작한 후 7일부터 3일 간격으로

DNFB로 공격하였다. 최종 약물과 공격 후 6시간 진난 후 마우스

피부병변의 조사와 함께 피부조직을 H&E 및 toluidine으로 조직

을 염색하여 면역세포의 침윤상태를 조사하였으며, 혈청으로부

터 IgE와 IL-4의 생성량을 조사하였다. 그 결과 정상대조군은 실

험 종료 후 피부조직의 변화가 없었지만, DNFB로 감작과 공격

한 대조군에서는 심각한 피부병변과 염증이 동반되어 있었고

(Fig 5와 Fig. 6A) , 피부조직은 극세포증(acanthosis), 각질증식증

(hyperkeratosis), 상처 및 출혈 수준이 매우 심각하였고(Fig. 5) 그

두께가 현저히 증가되었다(Fig. 6B). 그러나 DNFB로 유도되고 황

금 또는 금은화 추출물이 투여된 실험군에서는 DNFB로만 감작

한 대조군에 비해서 그 증상이 완화되었다. 특히 황금 플러스 금

은화 추출물을 투여한 실험군은 그 증상이 현저히 개선되는 상승

효과가 있었다. 또한 백혈구 및 비만세포 침윤에 미치는 황금 플

러스 금은화 추출효과를 알아보기 위해 H&E와 toluidine blue로

조직을 염색하여 400배 현미경 시야에서 검경한 결과 DNFB로만

감작한 대조군는 백혈구 침윤(Fig. 5B)과 비만세포의 활성 및 탈

과립 (Fig. 5)이 매우 높았으나, 황금 도는 금은화 추출물을 처리

한 실험군은 백혈구 침윤과 비만세포 활성이 억제되었다. 특히

황금 플러스 금은화 추출물을 투여한 실험군은 백혈구 침윤과 비

만세포 활성 및 탈과립이 현저히 억제되는 상승효과가 있었다.

마지막으로 황금 플러스 금은화 추출물이 DNFB 유도 염증

모델 마우스에서 혈청으로부터 염증 및 과민반응 주요물질인

IL-4와 IgE 생성 억제에 대한 상승효과가 있는 지 알아보기 위하

여 황금 또는 금은화 추출물의 효과와 비교 조사하였다. 그 결과

Fig. 6C와 D와 같이 DNFB로만 감작과 공격한 대조군에서는

IL-4와 IgE의 생성이 매우 증가한 반면, 황금 또는 금은화 추출물
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이 투여된 실험군에서는 대조군에 비해서 IL-4와 IgE의 생성이

현저히 억제되었다. 특히 황금 플러스 금은화 추출물을 투여한 실

험군은 그 증상이 현저히 개선되는 상승효과가 있었다(p<0.001).

Fig. 5. Synergic inhibitory effects of SB plus FL extract on

DNFB-induced skin disease and inflammation in hairless mice. Mice
were sensitized on skin with and without 100 μl (dorsal skin) of 0.15 % DNFB on day 1

and 4. On day 7, 10, and 13, mice were challenged with or without 100 μl (dorsal skin)

of 0.2 % DNFB on the dorsum of ears and dorsal skin. Control group received only saline

with intraperitoneal injection (ip) for 10 days from 4 to 13 days. Experimental groups

received SB (100 mg/kg), FL (100 mg/kg) or SB 50 mg/kg) plus FL (50 mg/kg) with ip

for 10 days from 4 to 13 days. Epidermal skin tissue was stained by H&E or toluidine blue

as described in the section of materials and methods. Magnification: ×40 (H&E stained

tissue), ×400 (toluidine stained tissue).

Fig. 6. Synergic inhibitory effects of SB plus FL extract on clinical

serverity, epidermal thickness, IL-4 and IgE production induced by

DNFB in hairless mice. Mice were sensitized on skin with and without 100 μl (dorsal

skin) of 0.15 % DNFB on day 1 and 4. On day 7, 10, and 13, mice were challenged with

or without 100 μl (dorsal skin) of 0.2 % DNFB on the dorsum of ears and dorsal skin.

Control group received only saline with intraperitoneal injection (ip) for 10 days from 4 to

13 days. Experimental groups received SB (100 mg/kg), FL (100 mg/kg) or SB 50 mg/kg)

plus FL (50 mg/kg) with ip for 10 days from 4 to 13 days. Clinical serverity or epidermal

thickness was measured by visual inspection or verner calipers as described in the section

of materials and methods. IL-4 and IgE levels were measured in sera using the ELISA

method. (A) clinical serverity, (B) epidermal thickness, (C) IL-4 and (D) IgE. Values represent

the means ± SD of five individuals. #p<0.001 versus the non-treated control group. *p<0.01

and ***p<0.001 versus control group treated with DNFB alone group.

고 찰

비만세포는 아토피 피부염을 비롯한 대부분의 가려움증을

동반하는 알레르기성 질환에서 급성 및 만성 염증 질환과 가려

움증을 일으키는데 핵심적으로 참여하는 세포로 28-30, anti-IgE,

A23187, PMA, 히스타민과 compound 48/80과 같은 자극원에

의해 활성화 되어 TNF-α, IL-1β, IL-6과 IL-8 등 염증성 사이토카

인의 생성뿐만 아니라 히스타민과 같은 가려움 유발물질

(pruritogen)을 방출하여30,31) 가려움증을 더욱 촉진시켜 피부장벽

을 붕괴시키는 원인이 된다32). 따라서 본 연구는 먼저 RPMCs에

황금과 금은화 추출물을 농도별(25-200 μg/mL)로 전 처리한 후

에 A23187과 PMA로 자극하여 TNF-α와 IL-1β의 생성에 미치는

영향을 조사한 후 이들 사이토카인의 생성 억제에 미치는 황금

의 유의한 최소농도(50 μg/mL)와 억제 경향을 보인 금은화의 농

도(50 μg/mL)을 선택하여 이들을 동시에 투여한 실험군과 황금

과 금은화 각각의 추출물 100 μg/mL 투여군과 비교 조사한 결

과 각각의 추출물을 투여한 실험군에 비해서 이들 약물을 동시

에 투여한 실험군에서 TNF-α와 IL-1β의 생성을 현저히 억제 시

키는 효과가 있었을 뿐만 아니라 본 연구에서 사용한 각 약물의

최대 농도인 200 μg/mL 처리군보다 그 효과가 우수하여 염증성

사이토카인 생성 억제에 대환 뚜렷한 상승효과가 있음을 발견하

였다(Fig. 2).

다음은 TNF-α와 IL-1β의 생성 억제에 효과적인 농도를 선택

하여 각각의 추출물과 이들 추출물을 동시에 전 처리한 실험군

에서 compound 48/80으로 자극된 RPMCs의 히스타민 생성 억

제를 조사하였다. 그 결과 Fig. 3과 같이 각각의 추출물을 투여한

실험군에 비해서 이들 약물을 동시에 투여한 실험군에서 히스타

민의 생성을 현저히 억제 시키는 효과가 있었을 뿐만 아니라 본

연구에서 사용한 각 약물의 최대 농도인 200 μg/mL 처리군보다

그 효과가 우수하여 가려움 매개물질인 히스타민의 생성 억제에

대환 뚜렷한 상승효과가 있음을 확인할 수 있었다.

일반적으로 황금은 본 연구와 다른 연구의 보고와 같이

TNF-α와 IL-1β과 같은 전 염증성 사이토카인과 가려움 매개물질

인 히스타민 생성에 대한 억제는 비만세포에서 50 μg/mL 이하

에서도 그 효과33)가 있었다. 그러나 금은화 추출물은 본 연구에서

는 100-200 μg/mL에서 그 효과가 있었으나, 다른 연구자23)는

500 μg/mL 이상에서 그 효과가 있는 것으로 보고하였다. 그런데

지금까지 황금과 금은화를 동시에 처리하여 전 염증성 사이토카

인이나 히스타민 생성 억제에 대한보고는 없었다. 따라서 본 연

구는 황금과 금은화를 조합한 전염증성 사이토카인과 히스타민

을 효과적으로 제어할 수 있는 결과를 처음 제공하였다.

한편 compound 48/80은 비만세포를 자극하여 활성화시키

는 강력한 물질이며, 여러 항원에 의해 자극된 비만세포는 히스

타민, 세로토닌 또는 substance P와 같은 가려움증 매개물질을

분비한다34). 이러한 비만세포에서 분비되는 물질로 인해 유발되

는 가려움증은 아토피 피부염 등 알레르기성 피부질환 환자에서

흔히 발견되는 가려움증과 유사한 증상을 유발한다. 이러한 가려

움 유발물질에 대한 효과를 실험하기 위해서 ICR, ddY,
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NC/Nga, hairless 등의 마우스가 사용되고 있으며, 그 중에서도

Hairless 마우스는 피부 표면이 인간과 유사한 털이 없는 종으로

써 인위적인 피부병소를 유발하거나 피부 자극에 대한 반응을

볼 수 있으며, 또한 compound 48/80뿐 아니라 히스타민, 세로토

닌 그리고 substance P와 같은 가려움증 유발 화학약물의 비만세

포 자극을 통한 가려움증 유발 정도가 합리적인 것으로 나타났

다35). 그러므로 본 연구는 황금과 금은화 추출물을 동시에 처리

할 경우 가려움 경감에 미치는 상승효과가 있는지 조사한 결과

황금과 금은화 추출물을 투여한 실험군에서 각각의 추출물을

투여한 실험군 보다 compound 48/80, 히스타민, 세로토닌 또는

substance P 유도 가려움 모델 마우스에서 가려음증을 현저히 억

제시키는 상승효과가 있었다(Fig. 4). 이와 같이 본 연구는 황금

과 금은화를 동시에 투여할 경우 가려움을 경감시키는데 매우

효과적인 방법을 처음으로 제공하였다.

화학 아레르겐 중 DNFB)는 산업화된 환경에 산재되어 인체

에 쉽게 노출될 수 있다9). 이러한 DNFB가 인체의 피부에 감작되

면, 협조유도세포의 편향된 발달을 비롯한 비만세포의 과도한 활

성화 등 면역불균형(immune disorder)에 의한 급성 및 만성 염

증반응을 일으키는 것으로 알려져 있다9). 그러므로 본 연구는

hairless 마우스에 DNFB을 사용하여 감작과 공격을 통해 피부병

변 및 염증을 유발하여 황금과 금은화 추출물의 피부병변 개선

과 항염증 요과에 대한 상승작용이 있는지 조사하였다. 그 결과

정상대조군에 비해서 DNFB로 감작과 공격한 대조군은 극세포

증, 각질증식증, 상처 및 출혈 등 심각한 피부병변과 염증이 동반

되었다. 그러나 황금과 금은화 추출물을 투여한 실험군은 각각의

추출물을 투여한 실험군 보다 그 증상이 현저히 개선되는 상승

효과가 있었다(Fig. 5). 또한 백혈구 및 비만세포 침윤에 미치는

황금과 금은화 추출물을 동시에 투여한 실험군는 백혈구 침윤과

비만세포 활성 및 탈과립이 현저히 억제되는 상승효과가 있었다

(Fig. 5).

마지막으로 본 연구는 황금 플러스 금은화 추출물이 DNFB

유도 염증 모델 마우스에서 혈청으로부터 염증 및 과민반응 주

요물질인 IL-4와 IgE 생성 억제에 대한 상승효과가 있는 지 알아

본 결과 Fig. 6C와 D와 같이 DNFB로만 감작과 공격한 대조군

에서는 IL-4와 IgE의 생성이 매우 증가한 반면, 황금과 금은화

추출물을 동시에 투여한 실험군에서는 각각의 추출물을 투여한

실험군보다 IL-4와 IgE의 생성이 현저히 억제되는 상승효과가

있었다.

이상의 결과를 종합해볼 때 황금과 금은화 추출물을 각각

처리할 경우보다 이들 약물을 동시에 처리할 경우 전염증성 사

이토카인은 물론 가려움 유발 물질인 히스타민의 억제에 대한

효과가 우수하였다. 또한 가려움 유발 물질로 알려진 compound

48/80, 히스타민, 세로토닌 또는 substance P으로 유발한 가려움

모델 마우스에서 가려움증경감에 대한 상승효과가 있었다. 더욱

이 황금과 금은화 추출물을 동시에 투여할 경우 DNFB로 감작된

피부질환 모델 마우스에서도 백혈구와 비만세포의 침윤을 억제

함으로써 피부 병변과 염증 현저히 개선시키는 상승효과가 있음

을 본 연구는 처음으로 제시하였다.

결 론

가려움증은 피부건조 및 각종 알레르겐에 의해서 유발될 수

있는데, 아토피 피부염을 비롯한 알레르기성 피부질환에서 염증

을 동반할 수 있기 때문에 현대인의 삶의 질을 크게 훼손하고

있다. 그러므로 본 연구는 황금 또는 금은화 추출물과 이들 추출

물을 동시에 투여하여 가려움증 경감 및 항염증 효과에 대해서

조사하였다. 황금과 금은화 추출물을 각각 처리할 경우보다 이

들 약물을 동시에 처리할 경우 전염증성 사이토카인은 물론 가

려움 유발 물질인 히스타민의 억제에 대한 상승효과가 있었다.

또한 가려움 유발 물질인 compound 48/80, 히스타민, 세로토닌

또는 substance P으로 처리된 모델 마우스에서 가려움증 경감

에 대한 상승효과가 있었다. 더욱이 황금과 금은화 추출물을 동

시에 투여할 경우 DNFB로 감작된 피부질환 모델 마우스에서도

백혈구와 비만세포의 침윤을 억제함으로써 피부 병변과 염증 현

저히 개선시키는 상승효과가 있음을 본 연구는 처음으로 제시하

였다. 이와 같이 황금과 금은화를 동시에 투여할 경우 가려움과

염증이 동반되는 피부질환에 유용하게 활용할 수 있는 방법이라

사료된다.
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