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Abstract − Yijung-tang (YJT) is a traditional herbal formula comprising 4 medicinal herbs. In the present study, we performed

the simultaneous analysis for three compounds of YJT and examined anti-allergic effects in vitro. The column for separation

of three compounds was used Gemini C18 column and maintained at 40
o
C. The mobile phase for gradient elution consisted

of two solvent systems. To evaluate Th2 chemokines, YJT was treated into tumor necrosis factor (TNF)-α and interferon (IFN)-

γ-stimulated HaCaT cells, and performed ELISA for thymus and activation regulated chemokine (TARC) and regulated on acti-

vation, normal T-cell expressed and secreted (RANTES). To measure Th2 cytokines, YJT was added into primary mouse sple-

nocytes, and performed ELISA for interleukin (IL)-4, 5, 13. Calibration curves were acquired with r
2
>0.9999. The contents of

liquiritin, glycyrrhizin, and 6-gingerol in YJT were 4.50 mg/g, 11.10 mg/g, and 1.33 mg/g, respectively. YJT inhibited pro-

duction of TARC and RANTES in TNF-α and IFN-γ-treated HaCaT cells. YJT also reduced production of IL-4, 5, and 13 in

primary mouse splenocytes. In conclusion, our data will be a valuable information to improve quality control and anti-allergic

effects of YJT.
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알러지(allergy)는 柰幸菅鳧임이라는 뜻을 포함하는 질환

으로 면역 시스템의 오류로 인하여 꽃가루, 항생제, 식품 등

에 대하여 특정 사람에게만 반응을 일으키는 것을 말한다.

알러지를 일으키는 물질을 알레르겐(allergen)이라고 하며,

두드러기, 가려움, 콧물, 기침 등으로 반응을 나타낸다.
1)
 알

러지에 대한 약물 치료는 일반적으로 항히스타민제 또는 스

테로이드계열 약품 등이 사용되고 있다. 그러나 이들 약물

은 중추신경계 및 위장관계 손상 등의 부작용 발생과 장기

간 고용량 사용 시 전신 hypercorticism, 부신기능 억제와 같

은 문제점 등으로 인하여 이를 개선하기 위한 대체 약물의

개발이 시급한 실정이다. 이를 위하여 부작용이 적고 보다

효능이 우수한 천연물 신약 개발에 대한 관심이 증가하고

있다.

이중탕(理中湯; Yijung-tang in English, Lizhong-tang in

Chinese and Richu-to in Japanese)은 인삼(人蔘), 백출(白朮),

건강(乾薑), 감초(甘草)의 4 가지의 한약재로 구성된 국내 다

빈도 처방 중 하나이다. 본 처방은 후한대「상한론(傷寒論)」

에 처음 수록되었으며, 전통적으로 구토, 위통, 만성 위염,

궤양 등에 사용되어져 왔다.
2)

 고전 한의서를 기반으로 한

이중탕의 한의학적 주치는 중초허한(中焦虛寒)으로 인한 자

리불갈(自利不渴), 구토복통(嘔吐腹痛), 불욕음식(不欲飮食),

곽란( 亂)으로 인한 토리(吐利), 양허불섭혈(陽虛不攝血)로

인한 비출혈(鼻出血), 변혈(便血), 붕루(崩漏) 등에서 볼 수

있는 안색창백(顔色蒼白), 소기(少氣), 정신부족(精神不足)

및 소아(小兒)의 만경병후(慢驚病後)에 희타연말(喜唾涎沫),

중초허한(中焦虛寒)으로 인한 흉비(胸 ) 등의 증상 등이며,

온중거한(溫中祛寒), 보기건비(補氣健脾) 등의 효능이 알려

져 있다.
3)

 이중탕의 약리 효능에 관한 연구 결과로는 항아
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토피성 피부염,
4)

 항암,
5)
 면역 조절

4)
 등에 대한 논문이 발표

된 바 있다. 

본 연구에서는 이중탕의 품질 관리를 위하여 주요성분인

liquiritin, glycyrrhizin 및 6-gingerol을 대상으로 HPLC 분석

을 실시하였다. 또한 피부 상피 세포와 비장 세포를 이용하

여 Th2 케모카인 및 사이토카인 생산에 대한 영향을 연구

하여, 알러지성 피부염 및 천식과 관련된 알러지성 질환에

대한 효능을 검색하고자 하였다. 특히 silymarin은 알러지성

피부염의 효능 약물로 알려진 바, 피부 상피 세포를 활용한

연구에서 양성 대조약물로 사용하였다.
6)

재료 및 방법

재료 −본 실험에 사용된 이중탕의 구성 한약재는 ㈜옴니

허브(Youngcheon, Korea)와 ㈜HMAX(Jecheon, Korea)에서

구입하여 전문가로부터 감정한 후 사용하였다. 처방을 구성

하는 한약재들의 표본(2008-KE-19-1~KE-19-4)은 한국한의

학연구원 K-herb 연구단에 보관하였다.

표준액의 조제 −표준물질인 glycyrrhizin과 6-gingerol은

Wako Pure Chemical Industries, Ltd.(Osaka, Japan)으로부

터 구입하였으며, liquiritin은 NPC BioTechnology Inc.

(Daejeon, Korea)에서 구입하였다. 표준물질의 순도는 HPLC

분석 결과 모두 98% 이상이었으며, 모두 메탄올을 이용하

여 1,000 µg/mL의 농도로 제조하였다.

이중탕 추출물 및 검액의 조제 −이중탕의 구성한약재를

Table I과 같이 무게 비율로 배합한 시료 약 10.0 kg을 추출

기(Cosmos 660; Kyungseo Machine Co., Incheon, Korea)

에 넣고, 물을 시료의 10배로 첨가하여 100
o
C에서 2시간 전

탕한 후 동결건조 하여 24.8%의 수율로 추출물 2.5 kg을 얻

었다. HPLC 분석을 위해 동결 건조된 추출물 200 mg을 정

확히 측정한 후 물을 넣어 20 mL로 맞춘 후 0.2 µm

membrane 여과(Woongki, Seoul, Korea)하여 검액으로 하였

다.

HPLC 분석 −이중탕의 품질관리를 위해 펌프(LC-20AT),

탈기장치(DGU-20A3), 칼럼오븐(CTO-20A), 자동주입기(SIL-

20AC) 및 광다이오드 검출기(SPD-M20A) 등으로 구성된

Shimadzu사의 Prominence LC-20A 시스템(Tokyo, Japan)을

사용하였다. HPLC 분석을 위한 methanol, acetonitrile 및

water는 J.T. Baker(Philipsburg, NJ, USA)에서 구입하였으

며, glacial acetic acid는 특급시약으로 Junsei(Tokyo, Japan)

에서 구입하여 사용하였다. 이중탕 내 주요 구성 성분의 함

량을 분석하기 위하여 사용된 칼럼은 Gemini C18(5 µm,

4.6×250 mm, Torrance, CA, USA) 칼럼을 사용하였고, 칼럼

온도는 40
o
C로 유지하였다. 유속은 1.0 mL/min으로 흘려주

었으며 주입량은 10 µl였다. 이동상은 1.0% acetic acid가 함

유된 water(A)와 1.0% acetic acid가 함유된 acetonitrile(B)

을 사용하여 다음과 같이 기울기 용리로 흘려주었다: 15-

20% B(0-10 분), 20-70% B(10-30 분), 70-100% B(30-40

분), 100% B(40-45 분), 100-15% B(45-50 분). 검출파장은

glycyrrhizin은 254 nm에서 liquiritin과 6-gingerol은 280 nm

에서 검출하였다.

HaCaT 세포 배양 및 세포독성 평가 − HaCaT 세포는

American Type Culture Collection(Rockville, MD, USA)로

부터 분양 받아 사용하였다. 세포 배양은 10% fetal bovine

serum이 포함된 DMEM 배지를 사용하였으며, 37
o
C, 5%

CO2 조건에서 실시하였다.

세포독성 평가를 위하여 96 well microplate에 1×10
3 

cells/

well의 농도로 세포를 분주하여, 이중탕을 농도별(0, 10, 20,

50, 100, 200, 500, 1000 µg/mL)로 처리하여 24 시간 배양

하였다. Cell countingkit(CCK)-8 solution을 10 µl씩 첨가하

여 4 시간 동안 반응시킨 다음, microplate reader(Benchimark

Plus, Bio-Rad, MN, USA)를 사용하여 450 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 측정값은 대조군과 비교를 통해 상대적인

세포 생존율(% of control)을 계산하였다.

마우스 비장세포 분리 및 배양 − 8-10 주령의 수컷 BALB/

c 마우스(Orient Bio, Seongnam, Korea)를 경추탈골하여 희

생한 후 비장을 적출하였다. 비장으로부터 단일 세포를 분

리한 후 RBC lysis buffer(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA)로 적혈구를 제거하였다. 세포 배양은 10% fetal bovine

serum, 25 mM HEPES, 2 mM glutamine, 100 unit/mL

penicillin, 100 mg/mL streptomycin(Gibco BRL, Carlsbad,

CA, USA)을 함유하는 RPMI 1640 배지에 부유하여 37
o
C,

5% CO2 조건에서 실시하였다.

Th2 케모카인 및 사이토카인 분비 측정 − TNF-α와 IFN-

γ로 자극한 HaCaT 세포에 이중탕을 처리한 후 배양 상등액

을 수거하였다. Th2 케모카인(thymus and activation

Table I. Composition of Yijung-tang

Herbal medicine Scientific name Supplier Source Amount (g)

Gingeng Radix Alba Panax ginseng Omniherb Geumsan, Korea 7.50

Atractylodis Rhizoma Alba Atractylodes macrocephala Omniherb China 7.50

Glycyrrhizae Radix et Rhizoma Glycyrrhiza uralensis HMAX China 3.75

Zingiberis Rhizoma Zingiber officinale Omniherb Youngcheon, Korea 7.50

Total amount 26.25
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regulated chemokine; TARC, regulated on activation,

normal T-cell expressed and secreted; RANTES) 측정 키트

(R&D systems, Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 배양

액 중 포함된 함량을 측정하였다.

마우스 비장세포를 p-hydroxycinnamic acid methyl ester

로 1시간 전처리한 다음 concanavalin A(Con A; 1 µg/mL)

로 3일간 자극한 세포에 이중탕을 처리한 다음 배양 상등

액을 수거하였다. Th2 사이토카인(IL-4, IL-5, IL-13) 측정

키트(BioSource International, Camarillo, CA, USA)를 사용

하여 생성량의 변화를 측정하였다.

Th2 케모카인 발현 분석 − TNF-α와 IFN-γ로 자극한

HaCaT 세포에 이중탕을 처리한 세포로부터 Trizol 시약

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 이용하여 total RNA를

분리하였다. iScript cDNA Synthesis kit(Bio-Rad, Hercules,

CA, USA)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 실험에 사용된

primer 염기서열은 Table II와 같으며, PCR의 조건은 94
o
C

30초, 64
o
C 1분, 72

o
C 1분 30초를 1 cycle로 총 25회 반응

시키고, 최종적으로 72
o
C에서 10분간 DNA 합성을 연장시

킨 후 1.5% agarose gel 상에서 전기 영동하여 발현을 확인

하였다.

결 과

HPLC 동시분석 결과 −이중탕의 구성 약재 중 감초의

liquiritin과 glycyrrhizin, 건강의 6-gingerol에 대해 동시분석

법을 설정하였다. 시료에 대한 최적의 추출 조건을 설정하

Fig. 1. Three-dimensional chromatogram of Yijung-tang by HPLC-PDA.

Table II. Sequences of the oligonucleotide primers used for

PCR amplification

Target Primer sequences

TARC

sense 5-ACT GCT CCA GGG ATG CCA TCG 

TTT TT-3'

antisense 5-ACA AGG GGA TGG GAT CTC CCT 

CAC TG-3'

RANTES

sense 5-CCC CGT GCC GAG ATC AAG GAG 

TAT TT-3'

antisense 5-CGT CCA GCC TGG GGA AGG TTT 

TTG TA-3'

GAPDH

sense 5-GTG ATG GCA TGG ACT GTG GT-3'

antisense 5-AAG GGT CAT CAT CTC TGC CC-3'
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기 위해 추출 방법(초음파 추출 및 진탕 추출), 추출 용매(0,

50, 70 및 90% methanol) 및 추출 시간(10, 20, 30, 60, 90

및 120분)을 비교하여 최종적으로 90분에서 50% methanol

을 이용한 초음파 추출법을 선정하여 분석을 진행하였다.

또한 최적의 분석 조건을 설정하기 위해 methanol 및

acetonitrile의 유기용매에 산을 첨가하여 꼬리끌림 현상을

줄이고 분리능을 높이고자 하였다. 그 결과 3 종의 성분은

35분 이내에 분리능 9.9이상으로 완전히 분리되었다. 설정

된 분석법에 의해 liquiritin, glycyrrhizin 및 6-gingerol은

17.95분, 27.96분 및 32.47분에서 각각 검출되었다(Fig. 1).

이들 3종 성분의 검량선 작성 결과 상관계수가 모두 1.0000

으로 완전한 직선성을 보였으며, 검출한계와 정량한계는

0.26-0.52 µg/mL과 0.87-1.72 µg/mL로 나타났다(Table III).

확립된 분석법을 이용하여 이중탕의 liquiritin, glycyrrhizin

및 6-gingerol 3종 지표성분에 대하여 동시분석을 실시한 결

과 동결 건조된 시료에 대하여 4.50±0.02, 11.10±0.02 및

1.33±0.01 mg/g으로 검출되었다(Table IV).

이중탕의 항알러지 활성 결과 − HaCaT 인간 피부 상피

세포주에 대한 이중탕의 세포독성을 측정하기 위하여 CCK-

8 assay를 실시하였다. 다양한 농도(0, 10, 20, 50, 100, 200,

500 or 1000 µg/mL)의 이중탕을 24 시간 동안 세포에 처리

한 후 세포 생존율을 측정하였다. 그 결과, 200 µg/mL 처

리 농도까지는 세포 독성이 관찰되지 않았으며, 500 µg/mL

처리 시 75.4%, 1000 µg/mL 처리 시 59.6%의 세포 생존율

을 나타내었다(Fig. 2).

이중탕의 Th2 케모카인에 대한 효과를 확인하기 위하여,

HaCaT 세포에 TNF-α와 IFN-γ를 처리하여 케모카인 생산

을 유도하고, 이중탕을 처리하였다. 이중탕 처리는 TARC의

생성을 농도 의존적으로 억제하였다(Fig. 3A). RANTES의

생산 또한 감소되었으나, TARC와 달리 농도 의존성은 없

었다(Fig. 3B).

이중탕의 Th2 케모카인 분비에 대한 억제와 함께 mRNA

발현의 감소를 확인하였다. TNF-α와 IFN-γ의 처리는 TARC

와 RANTES의 발현을 증가시켰으며, 이중탕 처리는 TNF-

α와 IFN-γ에 의하여 유도된 TARC 및 RANTES의 발현을

억제하였다(Fig. 4). 

BALB/c 마우스로부터 비장 세포를 분리한 후, 다양한 농

도(0, 50, 100 or 200 µg/mL)의 이중탕을 24 시간 동안 처

리하였다. 이중탕은 Th2 사이토카인 IL-4, IL-5 및 IL-13의

분비를 감소시켰다(Fig. 5).

Table III. Regression data, linear range, correlation coefficient, LOD and LOQ for marker compounds in the Yijung-tang (n=3)

Compound
Linear range 

(µg/mL)
Regression equation

a Correlation 

coefficient (R
2
)

LOD
b
 

(µg/mL)

LOQ
c
 

(µg/mL)

Liquiritin 1.00-500.00 y=15003.57x-8421.59 1.0000 0.26 0.87

Glycyrrhizin 1.00-500.00 y=7952.91x-4715.75 1.0000 0.52 1.72

6-Gingerol 5.00-500.00 y=5737.29x-3255.18 1.0000 0.48 1.59

a
y: peak area (mAU) of compounds; x: concentration (mg/mL) of compounds.
b
LOD = 3×signal-to-noise ratio.
c
LOQ = 10×signal-to-noise ratio.

Table IV. Contents of marker compounds in Yijung-tang by HPLC (n=3)

Compound Mean (mg/g) SD RSD (%) Source

Liquiritin 4.50 0.02 0.42 Glycyrrhizae Radix et Rhizoma

Glycyrrhizin 11.10 0.02 0.18 Glycyrrhizae Radix et Rhizoma

6-Gingerol 1.33 0.01 0.39 Zingiberis Rhizoma Crudus

Fig. 2. Cytotoxicity of Yijung-tang (YJT) in HaCaT cells.

Cells were seeded into 96-well plates and treated with various

concentrations of YJT (0, 10, 20, 50, 100, 200, 500 or

1000 µg/mL) for 24 h. Cell viability was assessed using a

CCK-8 assay. The values were expressed as mean±SEM of

three independent experiments. *p<0.05 and ***p<0.001 com-

pared with untreated control.
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고 찰

인구 고령화 및 식습관 변화에 따른 만성, 난치성 질환 발

생이 증가하고 있으며, 그 중 천식, 아토피성 피부염 등 알

러지성 질환의 유병율 또한 지속적으로 증가하고 있는 추

세이다.
7)
 현재 알러지 치료제로 사용되고 있는 약물은 대부

분 항히스타민제 또는 면역억제제로서 이들은 일시적 증상

완화에는 도움을 줄 수 있으나, 위장관계 장애, 피부 및 부

속기관 장애 등 여러 가지 부작용을 수반하고 있다.
8)
 2012

년 한국의약품안전관리원의 의약품 유해사례 보고에 따르

면, 항히스타민제인 프레드니솔론(prednisolone)과 덱사메타

손(dexamethasone)의 부작용 건수가 각각 1위와 5위를 차

지하였다.
9)

 이러한 약물들의 부작용을 최소화하고 치료 효

율을 증대시키기 위한 노력으로, 전통 의학의 적용 또는 현

대 의학적 치료의 혼용 등의 방법으로 의약품 시장 영역을

확대해 나가고 있다.

한의학적 측면에서 알러지 질환을 정의하자면, 아토피성

피부염은 태열(胎熱), 내( ), 선(癬), 태렴창(胎斂瘡), 유선

Fig. 3. Effects of Yijung-tang (YJT) on TNF-α and IFN-γ-

stimulated productions of chemokines in HaCaT cells. Produc-

tions of TARC (A) and RANTES (B) were measured using

the culture supernatant from cells co-treated with YJT (50 or

100 µg/mL), and TNF-α and IFN-γ (each 10 ng/mL, TI) for

24 h. Silymarin (12.5 or 25 µg/mL) was used as a positive

control. Values were expressed as mean±SEM of three inde-

pendent experiments. 
###

p<0.001 compared with untreated con-

trol. *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 compared with TI-

treated control.

Fig. 4. Effect of Yijung-tang (YJT) on TNF-α and IFN-γ-stim-

ulated chemokine expression at the mRNA level in HaCaT

cells. RT-PCR was performed to determine the mRNA expres-

sion levels of Th2-type chemokines. (A) TARC and (B)

RANTES, and (C) house keeping gene GAPDH.

Fig. 5. Effect of Yijung-tang (YJT) on Th2-type cytokines pro-

duction in ConA-stimulated primary mouse splenocytes. Pro-

ductions of IL-4 (A), IL-5 (B) and IL-13 (C) were measured

using the culture supernatant from cells in the absence or pres-

ence of YJT (50, 100 or 200 µg/mL) and the cytokine levels

were measured with ELISAs. Values were expressed as

mean±SEM of three independent experiments. *p<0.05 and

**p<0.01 compared with untreated control.
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(乳癬) 등으로 설명될 수 있다. 천식은 호흡촉급(呼吸促急),

천명유성(喘鳴有聲)을 특징으로 하는 효천증(哮喘證)에 해

당한다. 한방에서 알러지 치료는 주로 침 요법이 적용되고

있으나. 증상의 발현 양상, 발병 시기에 따라 적합한 한약

의 처방도 이루어지고 있다. 아토피성 피부염에는 청기산

(淸肌散), 소풍도적탕(消風導赤湯) 등이 처방되며, 천식 환자

에게는 자음강화탕(滋陰降火湯), 금수육군전(金水六君煎) 등

의 한약 처방이 사용된다.

본 연구에서는 이중탕의 항알러지 효능에 대한 연구를 수

행하였으며, 이와 함께 본 처방의 품질관리를 위한 동시 분

석을 실시하였다. 이중탕의 HPLC 분석을 위한 지표 성분

은 대한약전을 기준으로 인삼의 ginsenoside Rb1과

ginsenoside Rg1, 감초의 liquiritin과 glycyrrhizin 및 건강의

6-gingerol을 선정한 후 동시분석 조건 설정과 함량분석을

실시하였다.
10,11)

 그 결과 본 처방에서는 감초의 glycyrrhizin

이 11.10±0.02 mg/g으로 가장 많은 함량을 나타내었다.

보조 T 세포(helper T cell, Th cell)은 면역계에서 중요한

세포로서, 세포와 세포 간의 직접적 상호작용을 통하여 면

역 반응의 조화에 중요한 역할을 한다.
12)

 Th1 세포가 세포

매개 면역 반응에 관여한다.
13)

 반면에 Th2 세포는 immuno-

globulin E(IgE) 생산을 촉진하여 알러지 반응에 중요한 역

할을 한다.
14)

 활성화된 Th2 세포는 천식, 아토피 등 알러지

환자에서 IL-4, -5, -13 등의 사이토카인의 분비를 증가 시

킨다.
15)

 또한 Th2 세포는 여러 가지 자극으로 피부 상피 세

포가 생산하는 케모카인들을 매개로 화학주성을 나타낸다.
16)

 

HaCaT 세포에 TNF-α와 IFN-γ를 처리하여 염증성 케모

카인의 분비를 유도하였을 때, Th2 케모카인 TARC와

RANTES 농도는 각각 17.80과 2182.99 ng/mL로 처리하지

않은 세포에 비하여 약 3배 및 약 2000배의 양이 유의적으

로 증가하였다(Fig. 3). 반면에 TNF-α와 IFN-γ의 처리와 함

께 이중탕 추출물의 처리는 사이토카인 자극으로 유도된

TARC와 RANTES의 생산량을 감소시켰다. 이는 양성 대조

약물인 silymarin 처리 시 TARC의 농도가 6.02 ng/mL,

RANTES의 농도가 839.32 ng/mL까지 감소시켰으며, 이중

탕 처리시에는 각각 5.76과 1329.72 ng/mL까지 감소시켰다.

RANTES 생성에 대한 억제 효능은 silymarin 보다 다소 약

하였으나, TARC 생성에 대한 억제 효능은 유사하였다. 결

과는 TARC와 RANTES의 mRNA 발현에 대한 영향을 분

석하였을 시 동일한 양상을 나타내었다(Fig. 4). 또한 이중

탕을 마우스로부터 분리한 비장 세포에 처리하였을 때, Th2

사이토카인인 IL-4, 5, 13의 분비를 감소시켰다(Fig. 5). 처

리하지 않은 세포의 사이토카인 농도와 비교하여, IL-4는

0.7배 수준으로 IL-13은 0.8배 수준으로 유의적인 감소가 관

찰되었다. IL-5 분비 또한 감소하는 경향은 있었으나, 통계

적 유의성은 없었다. 이와 같은 결과들은 이중탕이 알러지

질환에서 Th2 사이토카인 및 케모카인 분비 억제를 통하여

항알러지 효능을 나타낼 가능성을 제시한다.

결 론

본 연구는 한약 처방 이중탕을 대상으로 품질관리를 위한

HPLC 동시 분석과 in vitro 항알러지 효과를 다음과 같이

확인하였다. HPLC 분석 결과 이중탕의 구성 생약인 감초

의 liquiritin과 glycyrrhizin이 4.50 mg/g과 11.10 mg/g, 건강

의 6-gingerol이 1.33 mg/g으로 검출되었다. 또한 이중탕은

Th2 케모카인과 사이토카인의 생성 억제를 통하여 항알러

지 효능을 나타내는 것이며, 향후 여러 가지 알러지 질환 특

이적 동물 모델을 이용한 검증이 필요할 것으로 사료된다.
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