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    아토피 피 염 (atopic dermatitis, AD)  주  아  아

에 병하는 만   재  염증  피 질 , 심한 가

움증과 ,   피 건  등  증상과 장애  

안 등  증상  함께 동 다고 보고 어 다1,2). 또한, 피 장벽 

결함, 역학 ,   경  요  등 다양한 요 들  복합

 결합 어 는 것  알  다3). 

    재 지 알 진 료 법 는 스 드  시 린 

(calcineurin) 억  같  료 가 , 만  아토

피 피 염  사 클 스포린 (cyclosporine)과 같  신 역억

, 경 여  료요법  사용 다4,5). 러한 료법  장

료 시 나타나는 작용  심각한   보다 

안 한 한약   천연   재  하는 료 법   

등  연 고 다.

    Thymus and activation-regulated chemokine (TARC/CCL17)

 macrophage-deraived chemokine (MDC/CCL22)는 CC 

cheomokine에 하  피 각질 포  포함한 다양한 포에  생

다6). TARC  MDC는 Th2 림프 가 염증  동  도

하  아토피 피 염과 같  Th2 포에 민감한 염증  피 질 에 

요한 cheomokine  알  다7). 또한 아토피 피 염 

 청 도에  TARC  MDC가 하게 상승 어 었 , 

는 아토피 피 염 질 과 상 계가  보여주었다8). 라

, 피 각질 포에  TARC  MDC 생  감 는 아토피 피 염

과 같  염증  피 질 에  효과  료법    다.  

보고에 하  피 각질 포에  TNF-α/IFNγ에 도 는 착단

질과 염증  cytokine/chemokine들   p38  ERK  

같  MAPK, 그리고 NF-κB  억 에 해 해 다고 알
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 다9). 러한 에  피탕  피 각질 포에  항염증 

 그  에 해 는 아직 지 없었다. 

    피  주  포  각질  포는 피  95% 상  

차지하고 , 가 시작  에  증식 어 차

 피  과립 과 각질 에  loricrin, filaggrin 등  피 장벽

단 질 가 진 는 ,  마지막 단계  각질  신체  

보 하고 피   증  지하는 역할  하  에 각질

포  는 매우 요하다10,11). 또한, 피 장벽단 질 상  

지  염증  cytokine/chemokine  비  염증과 비

상  증식과 같  증상  나타나 , 피 건  켜 아토피 피

염과 같  피 질  어질  다12,13). 라 , 아토피 피

염에  피 장벽 능  강 시키는 것  아토피 피 염 료에 

요한    다. 

    피탕( 子柏 湯證)  습열(濕熱), 피 양증( 膚 痒

證), 안 (眼球) (赤黃)  증상에 사용 는 처  (

子), (黃柏), 감 (甘草)   3  약재  다14,15). 

피탕  약재  피 각질 포에   단독처리에 한 항염

증 연 는 보고 어 나16), 그   약재 단독처리에 한 

연 는 미비한 실 다. 그러므   포함하는 피탕  

아토피 개 효과  추할  나 TNF-α/IFNγ에 한 

피탕  염증억   아토피에 한 연 는 보고 지 않았다.

    에 본 연 에 는 피  역 실험에 주  사용하는 

HaCaT 포  용하여 TNF-α/IFNγ   염증 경에  

피탕  다양한 도  처리하  , 피 각질 포  아토피 

염증  chemokine  과 피 장벽단 질  복에 미 는 

향과 그 에 하여 알아보고  한다.

재료  법

1. 시료  

    피탕 (Herbarium voucher No. HBJ162-01) 1첩 량

  한약 탕  량  3 L  에 재래식 탕   사용하

여 2시간 탕 후  추출하 다. 여과지  용하여 여과한 다

, 여과액  evaporator (EYELA, Japan)  용하여 감압 축하

고 축액  동결 건 하여 냉동보  하 다.

Table 1. The composition of Chijabaegpi-tang

Herbal medicine Herbal name Dose amount 

甘草 Glycyrrhizae Radix 40 g

梔子 Gardeniae Fructus 15 ea

黃柏 Phellodendri Cortex 80 g

2. 피 각질 포  양

    체 래피  keratinocyte  HaCaT 포주  Dulbecco's 

modified Eagle medium (DMEM, Gibco, Grand Isaland, NY)에 

10%(v/v) fetal bovine serum (FBS, Gibco, Grand Isaland, 

NY)과 penicillin  첨가한 후 37℃, 5% CO2  양  (Model 

3154, Forma Scientific Inc, Marietta, OH, USA)에  양하

다. 계 양  2∼3  간격  계 양 하여 지하 다.

3. 피탕  포독  평가

    HaCaT 포에  피탕  포독  하  하여 

MTT 법  용하여 하 다. 포  1 × 105cells/ml  

24 well 포 양용 에 주하여 24 시간 동안 안  한 후, 

청  결핍  DMEM 지  24 시간 동안 양하여 포주  동

 하 다. 피탕  도별 (10, 50, 100, 200, 500 μg/ml)

 24 시간 처리한 후, 5 mg/ml 도  MTT 

(3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-biphenyl tetrazolium 

bromide) 시약  각 well (0.1 mg/ml)에 고 4 시간 동안 양

하 다. 양 후 상등액  거하고 300 μl DMSO (dimethyl 

sulfoxide)  어 formazan 결 체  용해 후, 96-well 양용

에 200 μl/well에 겨 microplate reader (Tecan, San Jose, 

CA)  용하여 570 nm에  도  하 다. Phase-contrst 

microscope (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)  

용하여 변  HaCaT 포  태학  특징과 포 독  

찰하고 100  사진 하 다.

4. 실시간 량  역 사 합 효  연쇄  (Real-Time RT-PCR)

    HaCaT 포  6-well 양용 에 5×105cells/ml  주하고, 

피탕  1시간 처리 하 다. TNF-α (10 ng/ml)  IFNγ 

(10 ng/ml)  주하여 24 시간 동안 포  극하 , 각 

well당 1 ml  Trizol 용액 (Invitrogen/Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA)  어 포막  하고 total RNA  추

출하 다. 1 μg RNA  reverse transcription kit (Roche, 

Indianapolis, IN, USA)  용하여 cDNA  합 한 후, SYBR 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystem, Foster City, CA, 

USA)  StepOne™Real-Time PCR system (Applied 

Biosystem)  사용하여 real-time PCR  행하 다. PCR  9

5℃에  10  동안  변  후, 95℃에  15 , 60℃에  1 , 

40 cycles  건  행하 고, housekeeping  

GAPDH  동시에 하여 RNA량  보 하 다. 는 특

 primer  작하여 사용하 , 각 primer  염 열  

Table 2에 나타내었다.

Table 2. Reverse transcriptase PCR primer sequence.

Gene Name Primer sequence

MDC
Forward-CCTGCCAAAAGGCAGTTA

Reverse-TGGGGGAAGAAAGGT

TARC
Forward-GTCTTGAAGCTCCTCACCC

Reverse-GGATCTCCCTCACTGTGGCT

Filaggrin
Forward-CAGTCAGACTCTAGTACCGCTAAGG

Reverse-CACTACCATAGCTGCCATGTCTC

Involucrin
Forward-CCCATCAAAGCAAGAGGAAA

Reverse-AGCTGCTGATCCCTTTGTGT

Loricrin
Forward-GTGGGAGCGTCAAGTACTCC

Reverse-GAGACGCCTCCGTAGCTCTG

5. 단 질 추출  Western blot 

    포  PBS  척한 후, RIPA buffer  사용하여 포  용

해 시켜 단 질  추출하 다. 용해  포  13,000 rpm  

4℃에  15 간 원심 리하여 득한 상등액  용하여 
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Bradford법  용하여 단 질 동량  SDS-polyacrylamide gel

  동하여 리한후 Hybond-P+ polyvinylidene difluoride 

membranes (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, UK)

 transfer하 다. 5 % skim milk가 함  Tris-buffered 

saline containing 0.05% Tween 20 (TBS-T) 용액에 상 에  1 

시간 blocking하 다. Blocking 후 1차 항체  시킨 후 2차 항

체  horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG  

시키고 ECL detection reagents  사용하여 단 질   도

 하 다. 

6. 핵과 포질 리

    포질에  핵  동하는 NF-κB  양  하  해 

NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)  용하여 

리하 다. 리  핵과 포질  –80℃에 보 하 다.

7. 효 역 법 (ELISA)에 한 MDC  TARC  

    Chemokine (MDC, TARC)  각각 ELISA kit 

(Invitrogen, Carlsbad, CA)  사용해 포 상 액 내에 재하는 

MDC  TARC 비량  microplate reader (Tecan, San Jose, 

CA)  용하여 540 nm에  도  하 다. 

8. 통계

    본 시험  모든 결과는 각 실험  간  평균  편차  

시하 , Graphpad InStat ver.5.04 (Graphpad software, 

Inc. San Diego, CA, USA)  용하여 산출 었 , mean±SD

 시하 다. Student t-test  시행하여 p<0.05 미만  경우 

 는 것  검증하 다. 

결    과

1. 피탕  HaCaT 포에 한 포독

    피탕  포독  범  하  하여 MTT assay 

법  용하여 포독  하 다. 피탕  10, 50, 

100, 200, 그리고 500 μg/ml  도  처리했   모든 처리

에  포독  나타나지 않았다(Fig. 1A). 또한, 동  건에  

TNF-α/IFNγ  처리하  경우에도 포 생  피탕에 

해 도  증가 었  포 모양도 과 비 했

  사하게 나타났다(Fig. 1B). 라  후 실험  독  없

는 상  도 범 에  행하 다. 

2. 피탕  MDC  TARC  생 에 미 는 향

    아토피 염증   생 는 chemokine   MDC  

TARC  mRNA 과 포 내 생 양   하 해 실시간 

량  역 사 합 효  연쇄 과 효 역 법  하

다. 그 결과, TNF-α/IFNγ 극에 해 MDC  TARC mRNA 

 증가 었고(Fig. 2A), 포 양액 내 MDC  TARC  도도 

증가 었다(Fig. 2B). 그러나 피탕 도  MDC  

TARC  mRNA 과 포 양액 내 도  억 시켰다(Fig. 2). 

결과  피탕  피 각질 포에  MDC  TARC  효과

 억 함  아토피 피 염 항염증 에 효과  

하 다.

Fig. 1. Effects of  CHG on cell viability and Th2 chemokine expression 

in HaCaT cells. (A) Cell viability was measured was using the MTT assay.  

HaCaT cells were treated with various concentrations of CHG extract for 

24 h. (B) Phase-contrast photograph of changes in HaCaT cel1s cellular 

morpology. Magnications × 100. Cells were pretreated with CHG  for 30 

min, and then stimulated TNF-α/IFNγ for 24 h. 

Fig. 2. Effects of  CHG on Th2 chemokine expression in HaCaT cells.
Cells were pretreated with CHG  for 30 min, and then stimulated TNF-α

/IFNγ (T+I) for 24 h. (A) mRNA levels of MDC and TARC were measured 

by Q-PCR. (B) Culture supernatants were collected, and ELISAs were used 

to measure production of MDC and TARC. The results were confirmed by 

repeated experiments. Data are presented as the mean ± SD of three 

experiments. **p<0.01 vs. control; ##p<0.01 vs. T+I (TNF-α/IFNγ) alone.

3. 피탕  NF-κB 에 미 는 향

    염증  하는 사  NF-κB  과 p-Iκb

α 해에 한 피탕  향  알아보  해 핵과 포질  
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리하여 단 질 에   변  비 하 , 역 염

색법  통해 NF-κB  핵 내 포양상  비 하 다. 그 결과, 

TNF-α/IFNγ 극에 해 NF-κB 핵 내 단 질  증가 었

고, p-Iκbα  경우도 포질에  해가 증가 었다. 그러나 

피탕 처리에 해 TNF-α/IFNγ에 한 NF-κB 핵  

동과 p-Iκbα  해가 하게 억  었다(Fig. 3A). 또한 역

염색법  용한 결과에 도 TNF-α/IFNγ  도  NF-κB 

핵 내 포가 증가한  피탕에 해 핵 내 동  하

게 억 었다(Fig. 3B). 러한 결과는 피탕  TNF-α/IFN

γ  도  NF-κB  핵 내 동과 p-Iκbα  해  억 함  

염증신 달 경  NF-κB  신 달  차단할   

하 다.

Fig. 3. Effects of CHG on TNF-α/IFNγ-induced NF-kB signaling 

pathway. (A) Cells were pretreated with the indicated concentrations of 

CHG for 30 min and then stimulated with TNF-α/IFNγ for 30 min. The 

level of IκBα protein in cytosol and NF-κB protein present in the nucleus 

were determined by western blot analysis. (B) Immunofluorescence 

fluorescence microscopy showing NF-κB in HaCaT cells. Representative 

images from three independent determinations are shown. Scale bar, 10㎛.

4. 피탕  ERK  p38 MAPK 에 미 는 향

    MAPK는 사  NF-κB   시키는  피

탕  향  알아보고  ERK  p38 MAPK  하 다. 

그 결과, TNF-α/IFNγ  단독 처리하   ERK  p38 MAPK

  시켰고, 피탕  처리 하  는 ERK  p38 

MAPK  도  억  었다(Fig. 4).  같  결

과는 피탕  항염증 효능  ERK  p38 MAPK  신 달 

경  억  통하여 루어 질   하 다.

5. 피탕  피  장벽  에 미 는 향

    Fig. 5.에 는 피탕에 한 피  장벽 능 에 

미 는 향  알아보  해 피 장벽  단 질에 해  리

 장벽  상  능  지하게 하는 피 장벽단 질  

mRNA  단 질  하 다. 그 결과, 에 비해 

TNF-α/IFNγ 극에 해 Filaggrin, Involucrin  Loricrin  

mRNA 과 단 질  억  었고, 피탕에 해 

복 는 것  하 다. 특 , 100 μg/ml  도에  높  복

 보 다. 라  본 결과는 피탕  피  리  장벽

 복시킬   하 다.

Fig. 4. Effects of CHG on TNF-α/IFNγ-induced activation of ERK and 

p38 MAPKs in HaCaT cells. HaCaT cells were pretreated with CHG for 

30 min, and then stimulated with TNF-α/IFNγ (20 ng/ml) for 10 min. 

Phosphorylation and total protein expression of ERK and p38 MAPKs were 

detected by Western blot analysis using specific antibodies. The band 

densities are expressed as percentage of TNF-a alone. Data are presented 

as the means ± SD of three experiments. **p<0.01 vs. control; #p< 0.05, 

##p<0.01 vs. T+I alone.

Fig. 5. Effects of CHG on TNF-α/IFNγ-induced expression of Filaggrin, 

Involucrin and loricrin in HaCaT cells. Cells were pretreated with CHG  

for 30 min, and then stimulated TNFá/IFNã for 24 h. mRNA levels of 

Filaggrin, Involucrin and Loricrin were measured by Q-PCR. Cells were 

pretreated with CHG  for 30 min, and then stimulated TNF-α/IFNγ for 24 

h. Protein levels of Filaggrin, Involucrin and Loricrin were measured by 

western blot analysis. *p<0.05 **p<0.01 vs. control; #p<0.05, ##p<0.01 vs. 

T+I alone.

고    찰

    피탕  상한(傷寒)  몸  고 열(熱)  나는 사람

에 사용 어 다14). 그러나 피탕  아토피 피 염에 한 개

 효능에 한 과학  증  루어지지 않았다. 에 본 연

는 TNF-α/IFNγ  도한 사람 피 각질 포에  아토피 피 염

과  염증   피 장벽단 질 개 효과  통하여 

피탕  아토피 피 염 효과 검증  그 에 해 알아보았다. 

     피탕에 한 피 각질 포  독   포 생 능

 사하여 포보  효과  하 다. MTT assay  통해 

피 각질 포  독  한 결과 500 μg/ml  도 지 포 
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독  찰 지 않았 , phase-contrast  통해 도 TNF-α

/IFNγ  감  포 생  피탕 처리에 해 증가함  

보 다. 는 피탕  염증  TNF-α/IFNγ에 한 

포 보  효과   할  었다. 

    아토피   Th2 chemokine  TARC/CCL17과 

MDC/CCL22는 염증  Th2 포  동  다양한 착 들

 과 함께 염증  도하는 것  알  다17). 또한 

아토피 피 염  청에  다량 검출 어 아토피 피 염 생

 매개 질  규 었다18). 라  본 연 에 는 피탕 

처리에  염증  도한 피 각질 포에  아토피 피 염

에  생 는  chemokine에 해 실험하 다. 그 결과, 

피 각질 포에  TNF-α/IFNγ에 해 TARC  MDC mRNA 

  뿐 만 아니라 포내 생 량 역시 증가시켰  는 

피탕에 해 억  보 다. 본 실험  통하여 피탕  

항염증 효과  하 ,  같  효과는 염증  염증

매개  도  억 시킴  아토피 피 염 개 에 한 

가능  한 것  사료 다. 

    NF-κB는 TNF-α/IFNγ  같  다양한 극에 는 

요한 사 다. 다양한 염증  극에 해 포질 내  NF-κ

B는 핵  동하게 고 p-Iκ-Bα가 해 어 염증  매개 질  

생  도하게 한다19).  보고에  TARC  MDC에 

NF-κB 결합  가지고 므   chemokine  생 에 여

한다고 알  다20).  통해 NF-κB  같  사  

 아토피 피 염 진행에  chemokine  TARC  MDC 생

에 요한  알  다. 본 연 에 도  하  

해 NF-κB, p-Iκ-Bα  변 , 그리고 미경  통한 

NF-κB 핵 내 동에 한 피탕  향  연 하 다. 그 결

과, TNF-α/IFNγ에 해 도  NF-κB 핵 내   동, 그리

고 Iκ-Bα  해  피탕  억 시켰다.  통해 피

탕  NF-κB   p-Iκ-Bα 해  억  시킴  TARC  

MDC 생  해하는 효과  가지  는 결과  피탕

 아토피 피 염  진행  억 하는  향  미  것  사

료 다. 또한, 피 각질 포에  TNF-α/IFNγ에 해 도  

TARC  MDC 생 에 MAPK가 어 , 는 TNF-α

/IFNγ에 해 도  p38  ERK  피탕에 효과

 억  견할  었다. 

    상  피  장벽 능  아토피 피 염  건 과 같  피

질  도한다고 알  다. Filaggrin, Involucrin, 그리고 

Loricrin  피 장벽  하는 주요 단 질  들 단 질  

생산과 능결함  아토피 피 염 병 에 향  끼 는 것

 알  다21). 에 본 연 에 는 피탕  리  장벽

에 미 는 향에 해 실험하 다. 그 결과, 피 각질 포에  

TNF-α/IFNγ는 피 장벽단 질  억 시켰  는 피탕

에 해 복시켰다.  통해 피  리  장벽 능  향상시

키고, 상  피 장벽 복에도 향  미  것  사료 다. 

    상  결과  합하 , 피탕  아토피  피 염증

들  억  시키고 피 장벽 능 향상  개  효과 가지는 것

 나타났 , 는 피탕  NF-κB  p38  ERK 경  

억 가 주요 작용  여하는 것  단 다. 

    라  본 연  통해 피탕  피  염증  피 장벽 

능 개  통해 아토피 피 염 진행에 어  보 효과  가능

 알  었 , 향후 상  효능  안  검증  한 추가

연  통해 작용  없는 아토피 피 염 료  재  개  

가 가 매우 높  것  사료 다.
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