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작약이 HaCaT 세포에서 아토피 피부염 관련 염증 억제에 미치는 영향
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Effect of Paeonia Lactiflora Pallas on Atopic Dermatitis-Related 
Inflammation in HaCaT Cell 
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Eun-Young Kim, Hyuk-Sang Jung
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Objectives : Paeonia lactiflora Pallas (PLP) have been reported to have pharmacological effects such as anti-inflammatory and 

analgesic. However, it is not yet known whether PLP extract has anti-inflammatory effect on HaCaT cells, human keratinocyte. 

Methods : To confirm the anti-inflammatory effect of PLP on keratinocyte, TNF-α/IFN-γ-stimulated HaCaT cells were used. 

HaCaT cells were pre-treated with PLP for 1h before stimulation with TNF-α/IFN-γ. Then HaCaT cells were stimulated with TNF-α/ 

IFN-γ for 24 h, the cells and media were harvested to measure the inflammatory cytokines levels. Granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor (GM-CSF), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), interleukin 1 beta (IL-1β), and TNF-α were 

analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and the mRNA expression of thymus and activation-regulated 

chemokines (TARC), IL-6, and IL-8 were measured by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). We also 

investigated the inhibitory mechanism of the mitogen-activated protein kinase (MAPKs) including ERK, JNK, and p38 and nuclear 

factor-kappaB (NF-κB) by PLP using western blot. Results : PLP did not show cytotoxicity in HaCaT cells. In TNF-α/IFN-γ

-stimulated HaCaT cells, PLP significantly inhibited the expression of GM-CSF, MCP-1 IL-1β, TNF-α, TARC and IL-6. PLP 

inhibited the phosphorylation of ERK and translocation of NF-κB into the nucleus. Conclusions : These results indicate that PLP 

could ameliorate the TNF-α/IFN-γ-stimulated inflammatory response through inhibition of MAPK and NF-kB signal pathway. 

This suggests that PLP could be used beneficial agent to improve skin inflammation.
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서    론

아토피 피부염(Atopic Dermatitis)은 재발과 지속을 반복하는 

만성 또는 만성 재발성 피부 질환으로, 일반적으로 가려움, 피부 

건조, 염증 등의 증상을 나타낸다1). 아토피 피부염은 영유아기와 

소아기에서 주로 발생하며, 전 세계적으로 15∼20%는 소아기에 
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1∼3%는 성인기에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다2). 또한 아토

피 피부염을 갖는 소아는 알레르기성 비염 및 기관지 천식으로 이

어지는 알레르기 행진을 겪을 가능성이 높다고 보고되었다2). 소아

기에 아토피 피부염에 대한 적절한 치료 시기를 놓치면 성인기 질

환으로 넘어가며 만성화가 되는 경우가 많으므로 알레르기 행진을 

조기에 차단하는 것이 중요하며, 성인에서 아토피 피부염 발병률

이 높아지고 있는 만큼, 성인에서의 아토피 피부염 또한 심각한 

문제로 대두되고 있다3). 

피부는 표피와 진피, 피하지방, 근육으로 구성되어 있으며, 

표피는 피부의 가장 바깥층을 구성하는 조직으로 외부 자극으로

부터 피부를 보호하는 1차 적인 장벽 기능을 수행한다. 표피는 

95%의 각질형성세포로 구성되어 있으며, 이러한 각질형성세포

는 분화과정을 통해 피부 장벽 인자들을 생성하여, 피부장벽 기

능을 수행하며, 자극에 노출되면 염증 및 면역 반응에 중요한 

역할을 수행한다4). 각질세포가 TNF-α 및 IFN-γ에 노출되면 

TARC를 비롯한 사이토카인 및 케모카인의 비정상적인 발현이 

유도되어, 백혈구와 같은 염증 세포가 염증 병변 부위로 침윤된

다5). TNF-α와 IFN-γ는 1차 인간 각질세포뿐 아니라 인간 

각질세포 세포주인 HaCaT 세포에서도 염증성 사이토카인의 

생성을 유도하는 것으로 보고되었으며6), 이러한 염증성 사이토

카인의 과도한 생산은 각질형성세포의 손상 및 세포증식 속도를 

감소시키며, 각종 염증성 피부 질환들을 발생시킨다7). 이런 이

유로, TNF-α/IFN-γ로 자극한 HaCaT 세포는 아토피 피부염

과 같은 염증성 피부 질환 연구에서 주로 활용되고 있다8).

한의학적으로 아토피 피부염은 奶癬 (내선), 胎癬 (태선), 胎斂瘡 

(태렴창), 胎熱 (태열) 등의 범주에 속하며9), <諸病源候論ㆍ小兒雜

病諸候·癬候>에서 乳癬 (유선)은 小兒 (소아)의 면부에 癬皮 (선피)

가 甲錯 (갑착)되고 건조해지는 것으로 嬰兒濕疹 (영아습진)과도 유

사하다10). 또한, 아토피피부염을 생애주기로 나누어 유아동기에는 

胎熱 (태열), 濕熱 (습열), 脾虛風燥 (비허풍조) 등으로 변증하였고, 

성인기에는 風濕蘊膚 (풍습온부), 濕熱互結 (습열호결), 脾虛濕蘊 

(비허습온), 血虛風燥 (혈허풍조) 등으로 변증하여 적절한 치법을 

사용하였다11). 일반적으로 血虛 (혈허)한 상태에서는 혈액이 부족

한 것을 보충하기 위해서 津液 (진액)이 결핍되기 때문에 피부가 

충분히 영양을 공급받지 못해서 皮膚乾燥 (피부건조), 苔癬化 (태선

화), 搔痒感 (소양감) 등의 증상이 생길 수 있다12).

작약(芍藥, Paeoniae radix Alba)은 작약 Paeonia lactiflora 

Pallas 또는 기타동속근연식물 (작약과 Paeoniaceae)의 뿌리를 건

조한 것으로13), 養血斂陰 (양혈염음)하고 柔肝止痛 (유간지통)하며 

平肝抑陽 (평간억양)하는 효능이 있어 복통, 진통, 고혈압 및 염증

에 대한 치료제로 사용되어 왔다14). 최근 연구에 따르면 작약은 

항염, 항산화 및 면역조절에 효과가 있다고 보고되었으며15,16), 작

약의 구성 성분인 paeoniflorin은 염증성 통증 완화에 대한 효과가 

있으며17), paeonol은 RAW 264.7 세포에서 항염증 효과가 있다고 

보고되었다18). 그러나 인간 각질형성세포에서 작약의 항염증 효능

에 대한 연구는 아직 보고되지 않은 실정이다. 이에 저자는 작약이 

피부염 발생에 관여하는 각질형성세포에서 염증을 억제하는 효과

가 있을 것으로 생각하여, 인간 각질형성세포주인 HaCaT 세포를 

이용하여 작약(Paeonia lactiflora Pallas, PLP)의 항염증 효능을 

연구하였다. 본 연구에서는 HaCaT 세포에 작약 추출물을 처리한 

후, TNF-α 및 IFN-γ로 염증 반응을 유도하였을 때, 염증성 사이

토카인인 GM-CSF, MCP-1, IL-1β, TNF-α, TARC 및 IL-6의 

발현과 ERK 및 NF-κB의 인산화 발현 분석에서 유의한 효과를 

얻었기에 보고하는 바이다. 

재료 및 방법

1. 시약

Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)은 Welgene 

(Daejeon, Korea)에서 구매하였다. Fetal bovine serum (FBS)는 

Atlas Biologicals (Fort Collins, USA)에서, penicillin/streptomycin 

(P/S)는 Gibco (New York, USA)에서 구입하였다. 3-(4,5-dime 

thylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfoph

enyl)-2H-tetrazolium (MTS)인 CellTiter 96Ⓡ AQueous One 

solution cell proliferation assay시약은 Promega에서 (WI, USA)

에서 구입하였다. TNF-α, interferon-gamma (IFN-γ)는 R&D 

Systems (Minneapolis, USA)에서 구매하였고, bicinchoninic 

acid (BCA) solution 및 dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma 

Aldrich (MI, USA)에서 구입하였다. Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor (GM-CSF), monocyte chemoattractant 

protein-1 (MCP-1), IL-1β 그리고 TNF-α ELISA kit는 BD 

bioscience (NJ, USA)에서 구입하였다. SYBR green 및 SuperScript 

II reverse transcription kit (reverse transcriptase)는 Invitrogen 

(California, USA)에서 구입하였다. Taq extra PCR kit는 kapa 

biosystems; roche diagnostics (DE, USA)에서 구매하였고, Pri-

mer는 Genotech (Daejoen, Korea)에서 구입하였다. NE-PERTM 

nuclear and cytoplasmic extraction reagents는 Thermo 

Fisher Scientific (BO, USA)에서 구매하였고, phosphorylation 

(p)-extracellular signal-related kinase (ERK) antibody, ERK 
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antibody, p-c-Jun N-terminal kinase (p-JNK) antibody, JNK 

antibody, p-p38 antibody, p38 antibody, nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) 

antibody, p-NF-κB (Ser536) antibody, nuclear factor of 

kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, 

alpha (IκBα) antibody 그리고 p-IκBα (Ser32) antibody는 

Cell signaling technology (MA, USA)에서 구매하였다. Enhanced 

chemiluminescent (ECL) solution, Lamin B antibody 그리고 

actin antibody는 Santa Cruz biotechnology (CA, USA)에서 구

매하였으며, 모든 시약은 세포 실험 등급을 사용하였다.

2. PLP의 제조

실험에 사용된 작약은 옴니허브(Daegu, Korea)에서 구매한 것

으로, 대한민국 경북에서 재배된 것을 사용하였다. 작약 100 g을 

100% 에탄올 1 L에 넣어 2주간 냉침한 후, 거즈와 여과지 (Whatman 

no.3, Maidstone, UK)를 사용하여 여과하였다. 이후 감압농축기

를 이용하여, 농축한 후 동결건조하여 2 g의 추출물을 얻었다 (수

득률 2%). 추출물은 실험 전까지 −20℃의 냉동고에서 보관하였

고, 실험 시 DMSO에 희석해 pore size 0.22 μm의 멸균 필터로 

여과하였다. 세포 내 DMSO의 부피는 전체 배지의 0.1% 이상을 

초과하지 않도록 하였다. 

3. HaCaT 세포 배양 

실험에 사용된 HaCaT 세포는 Cell Lines Service (Eppelheim, 

Germany)에서 구매하였으며, 10% FBS와 1% P/S를 포함한 

DMEM 배지에 배양하였다. 세포는 5% CO2 및 37℃가 유지되는 

세포 배양기에서 배양하였고, 세포 밀도가 90%에 도달했을 때, 계

대배양을 하였다. 

4. 세포 독성 평가

PLP가 HaCaT 세포 생존율에 미치는 영향을 검증하기 위해 

MTS assay를 수행하였다. HaCaT 세포는 1.5 × 105 cells/well로 

96-well-plate에 분주하였다. 24시간 동안 세포를 안정화 시킨 후, 

다양한 농도의 PLP (12.5, 25, 50 그리고 100 μg/ml)가 포함된 

배지로 교환하여 24시간 동안 반응시켰다. 이후 MTS 용액을 각 

well에 20 μl 씩 처리하여 2시간 동안 반응시킨 후, Versamax 

microplate reader (Molecular devices CA, USA)를 이용해 490 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율을 정상군 대비 백분율

로 환산하였고, 세포 생존율이 90% 미만을 나타낼 때, PLP가 독성

을 나타낸다고 판단하였다.

5. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

PLP가 HaCaT 세포 배양액 내 염증성 사이토카인에 미치는 영

향을 분석하기 위하여, HaCaT 세포를 1 × 106 cells/well의 밀도

로 6-well-plate에 분주하였다. 24시간 안정화를 진행한 후, 다양

한 농도의 PLP (12.5, 25, 50 및 100 μg/ml)가 포함된 배지로 

교환하여 1시간 동안 전처리하였다. 이후, 염증성 사이토카인을 유

도하기 위해 자극제인 TNF-α/IFN-γ 10 ng/ml을 처리하여 24

시간 동안 반응시켰다. 반응 종료 후, 배양액을 수집하여 3,000 

rpm 및 4℃에서 5분간 원심분리하여, 상층액을 분석에 사용하였

다. 배양액 내 염증성 사이토카인 분석은 ELISA kit의 제조사에서 

제공한 매뉴얼에 따라 수행하였다.

6. Reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR) 분석 

PLP가 HaCaT 세포에서 염증성 사이토카인의 유전자 발현에 

미치는 영향을 확인하기 위하여, RT-PCR을 수행하였다. HaCaT 

세포를 1 × 106 cells/well의 밀도로 6-well-plate에 분주하여 24

시간 동안 안정화 시켰다. 이후, 다양한 농도의 PLP (12.5, 25, 50 

및 100 μg/ml)가 포함된 배지로 교환하여 1시간 동안 전처리한 

후, 염증 반응을 유도하기 위해 TNF-α/IFN-γ 10 ng/ml을 처리

하여 24시간 동안 반응시켰다. 반응이 종료된 세포는, RNAiso  

(TAKARA bio, Shiga, JAPAN)을 이용해 세포 내 total RNA를 추

출하였다. 추출한 RNA는 Nanodrop (Thermo scientific, Waltham, 

USA)을 이용하여 정량하였고, SuperScript II reverse transcription 

kit을 사용해서 제조사의 매뉴얼에 따라 RNA 2 μg을 cDNA로 

합성하였다. Taq extra PCR kit와 primer를 이용하여 제조사의 

매뉴얼에 따라 PCR을 수행하였다. PCR로 인해 증폭된 산물은 

SYBR green으로 염색하여 2% agarose gel에 전기영동 하였다. 

이후, 화상 분석 시스템인 NαBITM (Neoscience, Suwon, Korea)

을 이용해 이미지화한 후, 각 지표의 발현은 Image J software 

(version 1.53e, National Institute of Health, Washington D.C, 

USA)를 이용해 측정하다. 상대적인 유전자 발현량은 GADPH를 이

용하여 정량화하였다. 본 실험에 사용된 PCR 조건 및 primer 

sequence는 Table 1에 기재하였다.

7. Western blot 분석

PLP가 염증 신호 전달 기전인 mitogen-activated protein 

kinases (MAPKs) 및 NF-κB 신호에 미치는 영향을 확인하기 위하

여, western blot을 수행하였다. HaCaT 세포를 5 × 105 cells/well

의 밀도로 60π dish에 분주하여, 24시간 안정화를 진행한 후, 
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Table 1. Primer Sequence for RT-PCR Analysis

Name Sequence Base pair Tm (℃) Cycle Accession No.

TARC/CCL17 F-ACTGCTCCAGGGATGCCATCGTTTTT 270 57.5 44 NM_002987.3

R-ACAAGGGGATGGGATCTCCCTCACTG

IL-6 F-GATGGCTGAAAAAGATGGATGC 230 59 45 NM_000600.4

R-TGGTTGGGTCAGGGGTGGTT

CXCL8/IL-8 F-ACATGACTTCCAAGCTGGCCG 303 57.5 44 NM_000584.4

R-TTTATGAATTCTCAGCCCTC

GAPDH F-CGTCTAGAAAAACCTGCCAA 52 50 30 NM_001256799.3

R-TGAAGTCAAAGGAGACCACC

TARC : thymus and activation-regulated chemokine, IL-6 : interlukin-6, IL-8 : interlukin-8, GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase.

Fig. 1. The cytotoxicity of PLP in HaCaT cells.
HaCaT cells were treated with various concentrations (12.5, 25, 
50 and 100 μg/ml) of PLP for 24 h. The cytotoxicity of PLP in
HaCaT cells was measured by the MTS assay. All experiments 
were conducted at least 3 times.

PLP (12.5, 25, 50 및 100 μg/ml)가 포함된 배지로 교환하여 1시

간 동안 전처리를 하였다. 이후 TNF-α/IFN-γ 10 ng/ml을 처리

하여 5분, 15분, 30분 및 60분간 반응시켰다. 반응이 종료된 세포

는 DPBS로 3회 세척하고, protease inhibitor 및 phosphatase 

inhibitor 2, 3가 포함된 RIPA buffer (50 mM Tris-Cl, 150 mM 

NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS)를 사

용하여 세포를 용해시켜 전체 단백질을 추출하였다. 핵 단백질과 

세포질 단백질은 NE-PERTM nuclear and cytoplasmic extraction 

reagents를 이용해 제조사의 매뉴얼에 따라 추출하였다. 추출된 

단백질은 BCA solution을 사용하여 정량하였고, 이후 동량의 단백

질 (30 μg)은 sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel elec-

trophoresis (SDS-PAGE)에 의해 크기별로 단백질을 분리한 후, 

nitrocellulose membrane에 transfer 시켰다. 비특이적 단백질의 

결합을 방지하기 위해 membrane은 5% skim milk를 이용해 1시

간 동안 blocking하고, 1차 항체를 1% BSA에 희석하여 4℃에서 

24시간 동안 반응시켰다. 이후, 2차 항체를 5% skim milk에 희석

하여 1시간 동안 실온에서 반응시켰다. 단백질 발현은 ECL 

solution을 사용하여 x-ray 필름에 감광시켰다. 각 지표의 발현은 

Image J software를 이용해 측정하였다.

8. 통계처리

모든 세포 실험은 최소 3회 이상 반복하였으며, 결과는 평균 ± 

표준오차로 표현하였다. 각 그룹간의 결과값에 대한 유의성은 

One-way ANOVA 방법을 통해 평가하였고, Dunnett’s 검증법으

로 사후 검증하였다. p value가 0.05 미만일 때, 유의한 것으로 

판단하였다.

결    과

1. PLP가 HaCaT 세포의 생존율에 미치는 영향

PLP의 HaCaT 세포에 대한 독성은 MTS assay를 통해 확인하였

다. HaCaT 세포에 PLP 12.5, 25, 50 및 100 μg/ml를 처리하여 

세포 생존율을 측정한 결과, PLP 12.5, 25, 50 및 100 ug/ml는 

HaCaT 세포에서 독성을 나타내지 않았으며, 이러한 결과를 바탕

으로 본 연구에서 PLP 처리 농도는 100µg/ml 이하에서 진행하였

다(Fig. 1).

2. PLP가 염증성 사이토카인의 수준에 미치는 영향

PLP의 항염증 효과를 규명하기 위해, 염증성 사이토카인의 수

준을 측정하였다. HaCaT 세포에 자극제인 TNF-α/IFN-γ을 처

리하였을 때, GM-CSF, MCP-1, IL-1β 및 TNF-α와 같은 염증성 

사이토카인의 수준이 자극제를 처리하지 않은 군에 비해 유의하게 

증가하였다. 그러나 PLP의 전처리에 의해 GM-CSF의 수준은 모든 

농도(12.5, 25, 50 및 100 μg/ml)에서 유의하게 감소하였으며, 

MCP-1의 수준은 25, 50 및 100 μg/ml에서 유의하게 감소하였
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Fig. 2. The effect of PLP on the 
expression of pro-inflammatory 
cytokines in HaCaT cells.
To analyze the effect of PLP on 
cytokine expression, HaCaT cells 
were treated with PLP (12.5, 25, 50 
and 100 μg/ml) for 1 h and then 
treated with TNF-α/IFN-γ (each 
10 ng/ml) for 24 h. The concen-
tration of (A) GM-CSF, (B) MCP-1, 
(C) IL-1β and (D) TNF-α in the cell
culture medium was determined by
ELISA. All experiments were con-
ducted at least 3 times. All data 
represent the means ± SEM. #p＜
0.05 and ##p＜0.01 versus non- 
treated group; *p＜0.05 and **p＜
0.01 versus only TNF-α/IFN-γ- 
treated group.

Fig. 3. The effect of PLP on the 
mRNA expression of pro-inflamma-
tory cytokines in HaCaT cells.
To analyze the effect of PLP on 
mRNA expression of pro-inflamma-
tory cytokine, HaCaT cells were 
treated with PLP (12.5, 25, 50 and 
100 μg/ml) for 1 h and then treated
with TNF-α/IFN-γ (each 10 ng/ml)
for 24 h. (A) The effect of PLP on 
the mRNA expression of pro-inflam-
matory cytokines was measured by
RT-PCR. The mRNA expressions of
(B) TARC, (C) IL-6, and (D) IL-8 
were normalized to GAPDH expres-
sion. All experiments were con-
ducted at least 3 times. All data 
represent the means ± SEM. #p＜
0.05 and ##p＜0.01 versus non- 
treated group; *p＜0.05 and **p＜
0.01 versus only TNF-α/IFN-γ- 
treated group.

다. 또한, IL-1β의 수준은 PLP 50 및 100 μg/ml에서 유의하게 

감소하였고, TNF-α의 수준은 PLP 12.5 μg/ml에서만 유의하게 

감소하였다(Fig. 2). 

3. PLP가 TARC, IL-6 및 IL-8의 유전자 발현에 미치는 

영향

PLP가 염증성 사이토카인인 TARC, IL-6 그리고 IL-8의 유전자 

발현에 미치는 영향을 분석하기 위해 RT-PCR을 진행하였다. 

HaCaT 세포에 자극제인 TNF-α/IFN-γ을 처리하였을 때, 

TARC, IL-6 및 IL-8의 유전자 발현이 유의하게 증가하였으며, 

PLP의 전처리에 의해 TARC의 발현은 PLP 100 μg/ml에서 유의

하게(p＜0.05) 감소하였다. 또한, IL-6의 발현은 PLP 25, 50 및 

100 μg/ml에서 유의하게 감소하였으나, PLP의 전처리는 IL-8의 

발현에 유의한 영향을 나타내지 않았다(Fig. 3). 
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Fig. 4. The effect of PLP on the 
phosphorylation of MAPKs in HaCaT
cell. 
To analyze the effect of PLP on 
MAPKs signaling pathway, HaCaT 
cells were were treated with PLP 
100 μg/ml for 1 h and then treated 
with TNF-α/IFN-γ (each 10 ng/ml)
for 5, 15 and 30 min. The phospho-
rylation of MAPKs were analyzed in
whole protein lysates. (A) Total 
MAPKs (t-ERK, t-JNK and t-p38) 
and phosphorylated MAPKs (p-ERK,
p-JNK and p-p38) were determined
by western blot analysis. (B) p-ERK,
(C) p-JNK and (D) p-p38 were 
quantified in each total form. All 
experiments were conducted at 
least 3 times. All data represent the
means ± SEM. #p＜0.05 and ##p＜
0.01 versus non-treated group; *p＜
0.05 versus only TNF-α/IFN-γ- 
treated group.

4. PLP가 MAPKs 신호 전달에 미치는 영향 

PLP가 MAPKs의 인산화에 미치는 영향을 western blot을 이용

하여 분석한 결과, TNF-α/IFN-γ 5분 및 10분 자극에서 ERK의 

인산화 정도가 유의하게 증가하였으며, PLP 100 μg/ml은 자극 

5분에서 ERK의 인산화 정도를 유의하게 억제하였다. 그러나, PLP 

100 μg/ml은 TNF-α/IFN-γ 자극에 의해 증가된 JNK 와 p38 

인산화 정도를 유의하게 감소시키지 않았다(Fig. 4). 

5. PLP가 NF-κB 신호전달에 미치는 영향

PLP가 MAPKs 하위 기전인 NF-κB의 신호전달 기전에 미치는 

영향을 분석해본 결과, PLP 100 μg/ml은 TNF-α/IFN-γ 자극 

후 15분에 증가한 핵 내 NF-κB의 양에는 영향을 미치지 않았다. 

또한, PLP 100 μg/ml은 TNF-α/IFN-γ 자극 후 5분, 30분 및 

60분에 증가한 핵 내의 NF-κB 인산화 정도를 유의하게 감소시켰

다. 세포질 내 IκBα의 양을 분석한 결과, PLP 100 μg/ml은 

TNF-α/IFN-γ 자극에 의해 감소한 IκBα의 양을 증가시키는 

경향을 보였으나 유의하지는 않았으며, 또한, 세포질 내 IκBα의 

인산화 정도를 증가시키는 경향을 보였으나 유의하지는 않았다 

(Fig. 5).

고    찰

본 연구는 TNF-α/IFN-γ로 자극한 HaCaT 세포를 이용하여 

PLP의 염증성 사이토카인의 발현 억제 효과와 염증 관련 기전인 

MAPKs 및 NF-κB 신호 전달에 미치는 영향을 분석하였다.

아토피 피부염은 T-helper (Th) 1 세포와 Th2 세포 사이의 불

균형으로 인해 발생되며, Th2 세포의 활성이 증가되면 나타나는 

피부 질환이다. Th2 세포에 의해 분비되는 염증성 사이토카인들은 

각질형성세포와 같은 피부 세포에 직접적으로 영향을 끼친다19). 

각질형성세포는 피부의 가장 바깥쪽에 존재하는 세포로, 각질형성

세포의 각질화는 피부보호 장벽기능을 수행한다20). 이러한 피부장

벽이 손상되어 알레르겐이 피부 조직으로 침투되면, 염증 반응을 

통해 GM-CSF, MCP-1, TNF-α, TARC 및 IL-6와 같은 염증성 

사이토카인을 유도하여 아토피 피부염과 같은 피부 염증 질환을 

유발한다21). 각질세포형성 세포주인 HaCaT 세포는 TNF-α 및 

IFN-γ와 같은 염증 자극에 반응하여 시험관 내에서 아토피 피부

염 염증 증상을 유도하는데 사용되는 세포주 중 하나로23), 약물의 

염증 효능 검증 및 염증 억제 신호전달 경로 분석을 위한 모델로 

주로 사용되고 있다22). 이에 본연구에서도 TNF-α/IFN-γ로 자극

한 HaCaT 세포를 실험 모델로 선정하였다. 

GM-CSF는 림프구에서 분비되는 사이토카인으로 조직의 염증 

부위에서 국소적으로 생성, 활성화되며24), 골수세포에 작용하여 
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Fig. 5. The effect of PLP on NF-κB
signaling pathway in HaCaT cell. 
To analyze the effect of PLP on NF-
κB signaling pathway, HaCaT cells
were treated with PLP 100 μg/ml 
for 1 h and then treated with TNF-α/
IFN-γ (each 10 ng/ml) for 5, 15, 30
and 60 min. NF-kB and p-NF-kB 
were analyzed in nuclear proteins. Iκ
Bα and p-IκBα were analyzed in
cytoplasmic proteins. (A) The effect
of PLP on NF-κB signaling pathway
was investigated by western blot 
analysis. The expressions of (B) NF-
κB and (C) p-NF-κB were quanti-
fied with lamin B. The expression of
(D) IκBα and (E) p-IκBα was 
quantified with actin. All experi-
ments were conducted at least 3 
times. All data represent the means 
± SEM. #p＜0.05 and ##p＜0.01 
versus non-treated group; *p＜0.05
versus only TNF-α/IFN-γ-treated
group.

과립구와 대식세포의 분화를 촉진하고, 림프구의 사멸을 억제하여 

세포 생존을 증가시켜 만성 피부 염증을 유도하는 것으로 알려져 

있다25). 본 연구에서 PLP가 GM-CSF의 발현에 미치는 영향을 분석

해 본 결과, TNF-α/IFN-γ에 의해 증가된 GM-CSF 수준은 PLP

에 의해 유의하게 감소하였으며, 이는 PLP가 GM-CSF 발현을 억

제하여 염증세포의 분화 및 생존을 조절하고, 만성 피부 염증을 

억제한다는 것을 나타낸다.

염증세포에 화학 주성을 갖는 C-C 케모카인 계열중 하나인 

MCP-1은 주로 단핵구나 섬유아세포, 혈관 내피세포에서 분비되

며, 백혈구와 같은 염증세포를 염증 부위로 이동시켜 염증을 지속

시키는 화학적 유인물질이다26). 또한, MCP-1은 TNF-α, IFN-γ 

및 IL-1 등의 자극에 의해 생성이 되며, 아토피 피부염 동물모델의 

혈청에서 높은 수준으로 검출되어 다양한 염증성 질환들과도 관련

되어 있다26,27). 본 연구에서 PLP가 MCP-1의 발현에 미치는 영향

을 분석해 본 결과, TNF-α/IFN-γ에 의해 증가된 MCP-1 수준은 

PLP에 의해 유의하게 감소하였고, 이는 PLP가 MCP-1 을 억제하

여 염증세포의 이동을 조절할 수 있음을 나타낸다.

TNF-α와 IL-1β는 초기 염증반응에 관여하는 대표적인 염증

성 사이토카인으로, TNF-α는 선천성 및 후천성 면역, 세포 증식

과 사멸에 중요한 역할을 하며 대식세포나 림프구등의 백혈구에 

의해 생성된다30). IL-1β는 급성 또는 만성 염증반응 개시에 중요

한 역할을 하며, 다양한 염증성 사이토카인의 생성을 유도하여 염
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증세포를 피부 병변으로 이동시킨다28). 또한, IL-1β는 염증 반응

의 매개체로, 만성질환 및 급성 조직 손상 시에 손상을 악화시키는 

요인중 하나이다29). 본 연구에서 PLP가 TNF-α와 IL-1β의 발현

에 미치는 영향을 분석해 본 결과, TNF-α/IFN-γ에 의해 증가된 

TNF-α와 IL-1β 수준은 PLP에 의해 유의하게 감소하였으며, 이

는 PLP가 TNF-α와 IL-1β 수준을 억제하여 초기 염증반응 및 

면역 반응을 조절할수 있음을 나타낸다. 

TARC는 Th2 세포를 염증 병변으로 이동 및 침윤을 유도하는 

대표적인 Th2 케모카인으로, 염증성 피부질환에 중요한 케모카인

이다5). 혈청내 TARC의 농도는 아토피 피부염 환자에서 유의하게 

증가할 뿐 아니라, 아토피 피부염의 중증도와 비례하여, TARC가 

아토피 피부염의 중증도 검사에 사용되고 있다31). 또한, IL-6는 섬

유아세포 및 각질세포에 의해 성성되는 사이토카인으로, Th2 세포

의 성숙 및 호산구와 비만세포의 활성화를 유도하여 염증과 면역

반응에 중요한 역할을 할 뿐 아니라, 급성 알레르기 반응도 유도할 

수 있다32). 또한, IL-8은 각질형성세포에서 생성되는 염증성 사이

토카인으로 염증 세포를 동원하여 아토피 피부염과 같은 염증성 

질환에 중요한 역할을 한다33). 본 연구에서 PLP가 TARC, IL-6, 

IL-8의 유전자 발현에 미치는 영향을 분석해 본 결과, TNF-α

/IFN-γ에 의해 유의하게 증가한 TARC와 IL-6 유전자 발현은 

PLP에 의해 유의하게 감소하였으나, IL-8의 발현에는 영향을 미치

치 않았다. 이러한 결과는 PLP가 TARC 및 IL-6 유전자의 발현을 

억제하여 염증세포 이동 및 활성화를 조절하였음을 나타낸다. 따

라서 PLP는 TNF-α/IFN-γ로 자극한 HaCaT 세포에서 분비되는 

염증성 사이토카인을 억제함으로써 초기 염증반응 조절 및 염증세

포의 활성화와 이동을 조절하여 항염증 효능을 가지고 있음을 시

사한다. 

MAPKs 는 인산화 과정을 통해 세포의 증식, 분화, 염증 및 면역

반응 등에 다양한 세포 과정 및 질병의 발병기전에 관여하며, ERK, 

JNK 및 p38의 복합체로 구성되어 있다34). ERK는 세포 스트레스에 

의해 인산화되어 IL-1β, TNF-α와 같은 염증성 사이토카인의 발

현을 유도하고35,36), JNK는 세포 사멸과 자멸 조절 및 T세포를 활성

화시키며, p38은 세포 스트레스에 의해 활성화되며 세포의 사멸 

및 생존에 관여한다34,37). 또한, MAPKs는 하위기전인 NF-kB 신호

의 활성화를 조절하며, 이는 염증성 사이토카인 발현 및 매개체 

생산을 조절한다37). NF-κB 신호는 TNF-α와 같은 전염증성 사이

토카인의 자극으로 인해 NF-κB 경로가 활성화 되며38), 이를 IκB 

kinase (IKK)가 조절한다. 일반적인 조건에서 NF-κB는 IκBα와 

결합하여 비활성 상태로 존재하지만, 여러 자극에 의해 활성화된 

IKK는 IκBα 단백질을 인산화시키고, IκBα의 유비퀴틴화와 

NF-κB에서의 탈부착 및 프로테아좀에 의한 IκBα의 최종적인 

분해를 초래하여 분리된 NF-κB는 세포질에서 핵 내로 이동하여 

염증성 사이토카인을 유도하여 염증 반응을 촉진한다39). 본 연구에

서 PLP가 MAPKs와 NF-kB의 신호전달기전에 미치는 영향을 분석

해 본 결과, PLP는 ERK 및 NF-κB의 인산화 발현을 유의하게 억

제하였고, IkB의 분해는 억제하는 경향을 보였다. 그러나 PLP는 

IkB의 인산화 억제에는 영향을 미치지 않았다. 이렇듯 PLP가 IκBα

의 분해는 억제하였으나, IκBα의 인산화를 억제하지 않은 것으

로 보이는 이유는 작약이 IκBα의 프로테아좀의 매개 분해를 억

제하여 나타난 결과로 예상되며, 이로 인해 PLP가 NF-kB의 핵 내 

전이를 억제한 것으로 보인다40). 이러한 결과는 PLP가 ERK 및 

NF-κB의 인산화 신호 전달 경로를 억제함으로써, 함영증 효능을 

나타내는 것으로 보인다. 

이상의 결과를 종합해보면, PLP가 TNF-α/IFN-γ로 자극한 

HaCaT 세포에서 ERK 및 NF-κB의 인산화 신호전달경로를 억제

하고, 이를 통해 염증성 사이토카인인 GM-CSF, MCP-1, IL-1β, 

TNF-α, TARC 및 IL-6의 발현을 억제함으로써 염증 반응을 완화

시켜 항염증 효능을 나타내는 것으로 보여진다. 이상의 결과를 볼 

때 PLP는 아토피 피부염에서 염증을 완화시키는 치료 후보 물질로

서의 가능성을 시사한다. 

결    론

본 연구에서는 PLP의 항염증 효과를 연구하기 위해 TNF-α

/IFN-γ로 염증을 유도한 HaCaT 세포에서 염증성 사이토카인

(GM-CSF, MCP-1, IL-1β, TNF-α, TARC, IL-6 및IL-8)의 발현

과 세포 내 신호 전달(MAPKs 및 NF-κB)에 대해 연구하였으며, 

다음과 같은 결론을 얻었다.

1. PLP는 TNF-α/IFN-γ로 염증을 유도한 HaCaT 세포에서 

GM-CSF, MCP-1, IL-1β, TNF-α의 발현을 유의하게 억제하였다. 

2. PLP는 TNF-α/IFN-γ로 염증을 유도한 HaCaT 세포에서 

TARC와 IL-6의 유전자 발현을 유의하게 억제하였다. 

3. PLP는 TNF-α/IFN-γ로 염증을 유도한 HaCaT 세포에서 

ERK의 인산화를 유의하게 억제하였다.

4. PLP는 TNF-α/IFN-γ로 염증을 유도한 HaCaT 세포에서 

핵 내의 NF-κB의 인산화를 유의하게 억제하였다.

이상의 결과에서 PLP는 각질형성세포에서 ERK 및 NF-κB의 

인산화 신호 경로를 억제하고, 이를 통해 염증성 사이토카인의 수

준을 억제하여 염증 반응을 완화시켰다. 따라서 PLP는 향후에 아
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토피 피부 질환의 증상 중 염증을 개선 시키는 치료제로 활용할 

수 있을 것으로 사료된다.
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