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加減平胃散이 산화적 손상과 접촉성 피부염에서의

면역 조절작용에 미치는 영향
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Effects of GP extract on oxidative stress and contact dermatitis 

in NC/Nga Mice induced by DNCB 
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To evaluate the effects of GP on contact dermatitis, we examined the composition of immune cells from 

drain lymph node in DNCB-induced contact dermatitis murine model NC/Nga mice. And the amount of 

pathologic cytokines of spleen and antioxidant activity were investigated.

The results were summarized as followers;

1. GP did not show cytotoxic effect on mLFC in vitro.

2. GP did not have hepatotoxicity in vivo in the level of ALT, AST.

3. GP decreased the production of DPPH and  in a dose-dependent.

4. GP significantly decreased total cell number of DLN in DNCB-induced NC/Nga mice compared to the 

untreated control group.

5. GP significantly decreased the number of CD3+, CD19+, CD4+, CD8+, CD3+/CD69+ and CD4+/CD45+ 

in DLN of DNCB-induced NC/Nga mice compared to the untreated control group. 

6. GP significantly reduced the level of IL-4 and IFN-γ in splenocytes of DNCB-induced NC/Nga mice 

compared to the untreated control group.

Taken together above results, GP have therapeutic effects on contact  dermatitis by regulating T cell 

activation. This study warranted further investigations of molecular mechanisms of GP on contact dermatitis. 
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Ⅰ. 緖 論

알러지 (Allergy)란 1906年 피케르가 처음으
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로 사용한 용어로, 대부분의 사람에게서 아무런 

문제도 일으키지 않는 물질이 어떤 사람에게는 

두드러기나 천식, 아토피 등의 이상 과민 반응을 

일으키는 증상을 의미한다.

이는 Gell과 Coombs에 의해 Ⅰ-Ⅳ형으로 분

류되어 사용되고 있는데, 이 중 접촉성 피부염에 
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해당하는 Ⅳ형은 지연형 과민반응 또는 T 세포

에 의한 매개반응으로, 여러 염증 반응을 매개하

는 cytokine들을 만들도록 CD4+ T 세포 등이 

자극되어지면서 알러지성 접촉성 피부염으로 나

타난다1-6).

접촉성 피부염은 allergen에 의해 피부 부위의 

습진성 피부질환을 말한다7-11). 접촉성피부염을 

일으키는 allergen은 대부분 화학물질로 불안정

한 항원인 hapten이라 불리운다. 이 hapten은 먼

저 피부에 침투하여 표피의 hapten carrier 

protein conjugates와 결합하여, 완전한 항원이 

되고 Langerhan‘s 세포표면과 접촉하게 된다. 

Langerhan‘s 세포는 표면에 MHC-II를 가지면서 

hapten뿐 아니라, 외부의 다른 단백항원, 바이러

스항원, 종양항원을 T 림프구에 전달하여 많은 

cytokine들의 방출을 유발시킨다. 이들 cytokine

들은 염증유발 및 세포독성 등의 작용으로 피부 

내의 국소적 면역반응으로 나타난다8,12-14). 

현재 치료제로는 항 histamin제, 부신피질 호

르몬제 및 면역억제제 등이 사용되고 있으나, 다

용되는 항 histamin제는 일시적으로 소양감을 완

화시킬 뿐 근본적인 치료제로는 부적합하다. 이 

밖에 부신피질호르몬나 최근 다용되고 있는 

cyclosporine A, FK 506등과 같은 면역억제 역

시 면역 조절 작용14-20)은 인정되나, 장기간 투여

시 체액 및 전해질의 균형 장애, 과혈당증, 당뇨, 

결핵과 같은 이환성의 증가 및 간․신 독성 등이 

발현됨으로써 치료 결과에 있어 한계가 있다
11,21-25).

이에 본 연구는 현대 치료제의 보완적 기능과 

더불어 한의학에서 유의성있는 항알러지성 피부

염 치료제 개발을 위한 기초적 연구로써 현재 임

상에서 다양한 습진성 피부염에 응용되고 있는 

加減平胃散을 시료로 항알러지 효능을 검증하고

자 하였다. 실험은 접촉성 피부염 질환 동물모델

인 NC/Nga mice를 이용하여 배액 림프절 

(Draining lymph node)내 면역 세포들의 변화와 

비장세포내 사이토카인의 변화를 살펴보고, 최근 

피부염의 공통 병리 인자로 보고되고 있는 산화

적 손상에 대한 효과를 탐색하였다. 

Ⅱ. 實 驗

1. 재료

1) 동물

실험동물은 수컷 6주령의 NC/Nga mice는 

Japan SLC사에서 공급 받아 실험 당일까지 고형

사료 (항생제 무첨가, 삼양사료 Co., Korea)와 

물을 충분히 공급하고 온도 22 ± 2℃, 습도 55 

± 15%, 12시간-12시간 (light-dark cycle)의 

환경에서 2주간 적응시킨 후 실험에 사용하였다.

1) 약물

본 실험에 사용한 加減平胃散 (GP)의 구성 약

재들은 대전대학교 부속한방병원에서 구입한 후 

정선하여 사용하였고, 그 내용과 분량은 다음과 

같다.

Table 1. The prescription of Gagam 

pengleesan (GP)

韓 藥 名 生 藥 名 用量 (g)

蒼    朮 Atractylodis Rhizoma 10

白    朮
 Atractylodis 

Macrocephalae Rhizoma
10

厚    朴 Magnoliae Cortex 10

白 茯 苓  Poria 15

貢 砂 仁 Amomi Semen 4

炒薏苡仁  Coicis Semen 30

黃    柏 Phellodendri Cortex 10

車 前 子 Plantaginis Semen 10

白 鮮 皮  Dictamni Radix 15

地 膚 子 Kochiae Fructus 20

大 腹 皮 Arecae Pericarpium 10

陳    皮 Citri unshiu Pericarpium 4

鷄 內 金 Stomachicum Galli Corium 4

Total 

amount
152  

3) 시약 

본 실험에 사용된 시약 중 diethyl 

pyrocarbonate (DEPC), dulbecco's phosphate 

buffered saline (D-PBS), ethanol, 

trichloroacetic acid, SRB, tris base, 

2,2-diphenyl -1-picrylhydrazyl, pyrogallol 등
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은 Sigma 사 (U.S.A.) 제품을, CsA 

(cyclosporin A)는 중외제약 제품을, 우태아 혈

청 (fetal bovine serum : FBS)은 Hyclone 사 

(U.S.A.) 제품을, DMEM은 Gibco 사 (U.S.A.) 

제품을, PE-anti-CD3, FITC-anti-CD19, 

FITC-anti-CD4, FITC-anti-CD8, PE-anti 

-CD25, FITC-anti-CD69의 RNase는 BD 

-Pharmingen 사 (U.S.A.) 제품을, IL-4, IFN-γ 

ELISA kit는 Biosource사 (U.S.A.) 제품을, 

anti-CD3, anti-CD28은 serotec 사 (U.K.) 제

품을 구입하여 사용하였으며, 기타 일반 시약은 

특급 시약을 사용하였다.

4) 기기

본 실험에 사용된 기기는 열탕추출기 (대웅, 

Korea), microwave oven (LG., Korea), rotary 

vacuum evaporator, vacuum pump (Büchi 

B-480, Switzerland), freeze dryer (EYELA 

FDU-540 Co., Japan), CO2 incubator (Forma 

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

scientific Co., Korea), autoclave (Sanyo Co., 

Japan), micropipet (Gilson Co., France), 

vortex mixer, water bath (Vision scientific 

Co., Korea), plate shaker (Lab-line Co., 

U.S.A.), spectrophotometer (Shimazue Co., 

Japan), centrifuge (한일,. Korea), 

deep-freezer (Sanyo Co., Japan), plate 

shaker (Lab-line Co., U.S.A), ice-maker 

(Vision scientific Co., Korea), ELISA reader 

(Molecular Devices Co., U.S.A.), flow 

cytometry (Becton Dickinson, U.S.A.) 등을 사

용하였다.

2. 방법

1) 시료 추출  

加減平胃散 (GP) 2첩 분량에 증류수 2,000 ㎖

를 가하여 열탕 추출기에서   3시간 추출하여 얻

은 액을 흡입 여과하여, 이를 감압 증류장치로 농

축하였다. 농축액을 다시 동결 건조기를 이용하

여 완전 건조한 26.0g을 냉동 보관 (-80℃) 하

여, 적당한 농도로 희석하여 사용하였다.

2) Mouse lung fibroblast cells (mLFCs) 배양

정상 Balb/c 생쥐의 폐조직 (1 g)을 잘게 분쇄

하여 ACK 용액으로 적혈구를 제거하고, cold 

D-PBS로 3회 세척하여 15 ㎖ tube에 넣어 

1,400 rpm에서 5분간 원심분리 하였다. 원심분

리 후 tube에 DMEM {containing collagenase 

A (5 ㎎/㎖, BM, indianapoilis, IN, U.S.A.)과 

DNase typeⅠ(0.15 ㎎/㎖, Sigma), antibiotics 

(penicillinm 104 U/㎖, streptomycin 10 ㎎/㎖, 

amphotericin B 25 ㎍/㎖)}를 넣고,  37℃ CO2 

배양기에서 2시간 동안 배양하였다. 여기에 

0.5% trypsin-0.2% EDTA를 첨가한 후, 30분간 

배양하여 PBS로 약 2회 1500 rpm으로 원심분

리 하였다. 이를 DMEM-10% FBS로 1주일 동

안 배양한 후 0.5% trypsin-0.2% EDTA로 세포

를 분리하여 연속으로 1주일씩 3회 반복하여 살

아있는 부착세포를 DMEM-5% FBS 배양액에서 

배양하였다. 

3) 세포독성 측정

mLFCs에 GP (200, 100, 50, 10, 1 ㎍/㎖)를 

처리하고, 배양 종료 후에 배양액을 버리고 PBS

로 2회 세척하였다. 세척한 각 well에 50% 

trichloroacetic acid를 50 ㎕를 가하고, 1시간 

동안 4℃에 방치하였다. 이를 다시 증류수로 5회 

세척한 다음 well plate를 공기 중에서 건조하였

다. 여기에 SRB (0.4%/1% acetic acid) 용액을 

100 ㎕/well로 가하고, 실온에서 30분간 염색하

였다. 그리고 0.1% acetic acid 용액으로 약 4-5

회 세척한 다음 공기 중에서 건조하고 10 mM 

tris base를 100 ㎕/well으로 부착되어진 세포를 

용해시킨다. plate shaker로 shaking하고, 

ELISA reader로 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였

다.

4) 간독성 검사 

실험 종료 후, NC/Nga 생쥐에서 심장 채혈 후, 

혈청을 분리하여 ALT, AST를 바이오톡스텍 
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(주) 검사기관에 의뢰하여 측정하였다.   

5) 항산화 활성 측정

(1) 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

소거능 측정

150 mM DPPH/EtOH 150 ㎕에 GP을 1000, 

500, 250, 125, 62.5 ㎍/㎖ 농도로 희석한 후, 

100 ㎕ 첨가하여 37℃에서 30분간 반응시켰다. 

이를 흡광도 518 nm에서 측정하여 아래의 방법

으로 계산하였다. 

DPPH 소거능  

      (%) = (

대조군의 흡광도 -GP 투여군의 흡광도  

) x 100
대조군의 흡광도

(2) Superoxide dismutase (SOD) 유사 활성 

측정

GP 0.2 ㎖에 tris-HCl buffer (pH 8.5) 2.6 ㎖

과 7.2 mM pyrogallol 0.2 ㎖를 가하여 25℃에

서 10분간 반응 후 1 N HCl 0.1 ㎖로 반응을 정

지시켰다. 반응액을 420 nm에서 흡광도를 측정

하고, buffer를 첨가한 것을 대조군으로 하여 활

성도를 측정하였다

6) 피부염 유도 및 시료 처리

11 주령이 된 NC/Nga 생쥐의 등 부위를 깨끗

하게 제모한 후, 제모가 끝나면 피부의 미세 상처

가 치유되도록 24시간 방치하였다. 1% DNCB 

용액 (아세톤 : 올리브오일 = 3 : 1) 200 ㎕를 등 

부위에 도포하고, 4일 후 0.2% DNCB 용액을 다

시 150 ㎕ 처리하였다. 2일 후부터는 1주일에 3 

번씩 0.2% DNCB 용액 150 ㎕를 등 부위에 4주

간 도포하였다. 정상군, 대조군에는 생리식염수

를, 양성대조군은 CsA를 (10 ㎍/㎖) i.p, 실험군

에는 GP를 10.8 ㎎/25 g/day의 농도로 8주간 경

구 투여하였다.

7) 림프절 (draining lymph node: DLN)의 총

세포수 측정

실험을 종료한 후, DNCB로 유발된 NC/Nga 

생쥐에서 DLN을 각각 적출하여 100 mesh로 세

포를 분리하고 D-PBS로 5분간 원심분리 (1700 

rpm)하였다.  분리한 세포를 2회 세척한 후, cell 

strainer에 통과시켜 세포이외의 조직이나 불순

물을 제거한다. 이들 세포들을 ACK 용액 (8.3 g 

NH4Cl, 1 g KHCO3 in 1 L of demineralized 

water + 0.1 mM EDTA)을 실온에서 5분 동안 

처리하여 적혈구를 용해시키고, 다시 D-PBS로 

2회 세척한 후 0.04% trypan blue로 염색하여 

세포수를 측정한다.

8) DLN에서 형광 유세포 분석

분리한 DLN 침윤세포를 1 x 105/㎖ 세포로 

조정한 후, 4℃에서 면역 형광염색 

(immunofluorescence staining)을 실시하였다. 

각각에 PE-anti-CD3+, FITC-anti- CD19+, 

FITC-anti-CD4+, FITC-anti-CD8+, PE-anti 

-CD25+, FITC-anti-CD69+를 넣고 30 분간 

얼음에서 반응시켰다. 반응 후 3회 이상 인산완

충 생리식염수로 수세한 후 flow cytometry의 

Cell Quest 프로그램을 이용하여 CD3+, 

CD19+, CD4+, CD8+, CD3+/CD69+, CD4+ 

/CD25+ 세포수를 백분율 (%)로 분석한 후 총세

포수를 적용하여 각 조직에서의 절대 세포수 

(absolute number)를 산출하였다. 

9) 비장내 IL-4, IFN-γ의 생성량 측정

실험 종료 후 비장세포 (1 x 105 cells/well)를 

anti-CD28 (1 ㎍/㎖)과 anti-CD3 (1 ㎍/㎖) 항

체가 coating된 96-well plate에서 48시간 동안 

동시 배양하여, 비장세포내 IL-4, IFN-γ 생성량

을 측정하였다. 각 well에 DNCB로 유발된 

NC/Nga 생쥐의 비장세포 배양 상층액 100 ㎕씩 

분주하고, 1시간 동안 실온에서 방치하였다. 

이를 2회 washing 완충 용액으로 세척한 다음 

biotin-conjugated를 넣고 30분간 방치하였다. 

다시 2회 수세 후 완충 용액으로 세척한 다음 

HRP-conjugated Avidin 100 ㎕를 처리하고 1

시간 실온에서 방치한 후 다시 세척하였다. 여기

에 TMB 기질을 100 ㎕씩 분주하고 암소에서 

30분간 방치한 후 100 ㎕의 stop 용액을 처리한 

후 ELISA reader 450 nm에서 흡광도를 측정하



加減平胃散이 산화적 손상과 접촉성 피부염에서의 면역 조절작용에 미치는 영향    135

였다.

10) 통계처리

다양한 실험으로부터 얻은 결과는 mean ± 

standard error (S.E.)로 기록하였고, 유의성 검

증은 Student's t-test 분석법을 이용하여 결정

하였다.

Ⅲ. 實驗成績

1. 세포독성에 미치는 영향 

세포독성을 측정한 결과, 대조군은 100 ± 5.2 

일때, GP 투여군에서는 200, 100, 50, 10, 1 ㎍/

㎖ 농도에서 생존율이 각각 82.3 ± 2.8, 86.4 ± 

3.0, 91.1 ± 3.8, 95.8 ± 4.6, 101.2 ± 5.5 %로 

나타내었다 (Fig. 1). 
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Fig. 1. Effects of GP on the viability of 

mouse lung fibroblast cells. Mouse lung 

fibroblast cells (mLFCs) were cultured with 

various concentration of GP extract for 48 

hr and the cell viability was measured by 

SRB method. The results were presented by 

the mean ± S.E.

2. 간독성에 미치는 영향

간 기능 측정의 지표 성분인 ALT는 정상군이 

64.1 ± 0.8 (U/L), 대조군은 72.2 ± 1.4 (U/L), 

CsA는 70.4 ± 2.1 (U/L), GP 투여군에서는 

68.4 ± 1.2 (U/L)로 나타냈다. AST 수치에서는, 

정상군이 29.5 ± 0.5 (U/L), 대조군은 35.5 ± 

1.6 (U/L), CsA는 48.5 ± 1.2 (U/L), GP 투여군

에서는 34.2 ± 1.1 (U/L)로 나타나, ALT와 

AST의 수치가 정상군과 비슷하게 나타나 실험 

약물에 의한 간독성은 발견되지 않았다 (Fig. 2).
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Fig. 2. Effect of GP extract on ALT and 

AST of serum in DNCB-induced dermatitis 

model of NC/Nga mice. NC/Nga mice model 

followed by the administration of GP (10.8 ㎎

/25 g/day) for 8 weeks.

3. 항산화 활성에 미치는 영향 

(1) DPPH 소거능에 미치는 영향

GP에 의한 DPPH의 소거 활성은 62.5, 125, 

250, 500, 1000 ㎍/㎖ 농도에서 각각 13.2 ± 

1.2, 20.5 ± 0.2, 34.2 ± 0.7, 55.4 ± 1.4, 72.2 
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± 2.3(%)의 소거활성 효과를 나타내었다 (Fig. 

3). 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

62.5 125 250 500 1000

Concentration (ug/ml)

D
P

P
H

 s
ca

ve
n

gi
n

g 
ac

ti
vi

ty
 (

%
)

Fig. 3. Scavenging activity of GP on DPPH 

free radical. GP were reacted with DPPH for 

30 minutes at 37℃ and the absorbance at 

518 nm due to DPPH radical was 

determined. The results were presented by 

the mean ± S.E.

(2) Superoxide dismutase (SOD) 유사 활성

에 미치는 영향

GP에 의한 DPPH의 소거 활성은 62.5, 125, 

250, 500, 1000 ㎍/㎖ 농도에서 각각 5.8 ± 2.1, 

16.7 ± 0.7, 23.9 ± 0.9, 42.8 ± 1.9, 55.5 ± 1.3 

(%)의 소거활성 효과를 나타내었다 (Fig. 4). 
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Fig. 4. Scavenging activity of GP on 

Superoxide dismutase. 

GP were reacted with tris-HCl  buffer (pH 

8.5) 2.6 ㎖ and 7.2 mM pyrogallol    0.2 ㎖ 

for 10 minutes at 25℃ and determined at 

420 nm after stopping the reaction by adding 

0.1 ㎖ of 1N HCl. The results were 

presented by the mean ± S.E. of three 

independent experiments. 

4. DLN내 면역세포 수에 미치는 영향 

1) DLN 총 면역세포 수에 미치는 영향 

DLN에서의 총 면역세포 수는, 정상군이 3.3 ± 

1.60 (×106), 대조군은 15.0 ± 1.23 (×106), 

양성대조군인 CsA는 6.15 ± 0.15 (×106), GP 

투여군에서는 4.8 ± 0.30 (×106)로 나타나, 대

조군에 비하여 유의성 있는 (***p<0.001) 감소 

효과를 나타내었다 (Fig. 5).
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Fig. 5. Effect of GP extract on total cell 

number of DLN in DNCB-induced dermatitis 

model of NC/Nga mice. NC/Nga mice model 

followed by the administration of GP (10.8 ㎎

/25 g/day) for 8 weeks. At the end of the 

experiment, the mice DLN (×106) were 

removed and total cell absolute number were 

measured by analyzed by flow cytometry. 

The results were presented by the mean ± 

S.E. Statistically significant value compared 

with NC/Nga-normal mice group data by 

t-test (+++p<0.001). Statistically significant 

value compared with NC/Nga-control mice 

group data by t-test (***p<0.001).

2) CD3+ 세포 수에 미치는 영향
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DLN에서의 CD3+ 절대세포 수는 정상군에서

는 21.6 ± 14.4 (×104), 대조군은 59.4 ± 5.4 

(×104), CsA는 31.6 ± 1.1 (×104), GP 투여군

은 29.1 ± 2.8 (×104)로, 나타나 대조군에 비하

여 GP 투여군에서 유의성 있는 (***p<0.001) 결

과를 나타내었다 (Fig. 6). 
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Fig. 6. Effect of GP extract on absolute 

cell number of DLN in DNCB-induced 

dermatitis model of NC/Nga mice. NC/Nga 

mice model followed by the administration of 

GP (10.8 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. At the 

end of the experiment, the mice DLN (×104) 

were removed and absolute cell number 

were measured by analyzed by flow 

cytometry. The results were presented by 

the mean ± S.E. Statistically significant 

value compared with NC/Nga-normal mice 

group data  by  t-test (+p<0.05). 

Statistically significant value compared with 

NC/Nga-control mice group data by t-test 

(**p<0.01, ***p<0.001).

3) CD19+ 세포 수에 미치는 영향

DLN에서의 CD19+ 절대세포 수는 정상군에서

는 10.4 ± 3.1 (×104), 대조군은 84.8 ± 4.0 

(×104), CsA는 27.6 ± 2.0 (×104), GP 투여군

에서는 15.4 ± 0.1 (×104)로 나타나, 대조군에 

비하여 유의성 있는 (***p<0.001) 감소 효과를 

나타내었다 (Fig. 7). 
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Fig. 7. Effect of GP extract on absolute 

cell number of DLN in DNCB-induced 

dermatitis model of NC/Nga mice. NC/Nga 

mice model followed by the administration of 

GP (10.8 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. At the 

end of the experiment, the mice DLN (×104) 

were removed and absolute cell number 

were measured by analyzed by flow 

cytometry. The results were presented by 

the mean ± S.E. Statistically significant 

value compared with NC/Nga-normal mice 

group data by t-test (+++p<0.001). 

Statistically significant value compared with 

NC/Nga-control mice group data by t-test 

(***p<0.001).

4) CD4+ 세포 수에 미치는 영향

DLN에서의 CD4+ 절대세포 수는 정상군에서

는 16.7 ± 5.7 (×104), 대조군은 47.0 ± 4.8 

(×104), CsA는 24.4 ± 0.4 (×104), GP 투여군

는 24.2 ± 3.5 (×104)로 나타나, 대조군에 비하

여 유의성 있는 (***p<0.001) 감소 효과를 나타

내었다 (Fig. 8). 
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  Fig. 8. Effect of GP extract on absolute 

cell number of DLN in DNCB-induced 

dermatitis model of NC/Nga mice. NC/Nga 

mice model followed by the administration of 

GP (10.8 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. At the 

end of the experiment, the mice DLN (×104) 

were removed and absolute cell number 

were measured by analyzed by flow 

cytometry. The results were presented by 

the mean ± S.E. Statistically significant 

value compared with NC/Nga-normal mice 

group data by t-test (++p<0.01). 

Statistically significant value compared with 

NC/Nga-control mice group data by t-test 

(**p<0.01, ***p<0.001).

5) CD8+ 세포 수에 미치는 영향

DLN에서의 CD8+ 절대세포 수는 정상군에서

는 5.1 ± 3.6 (×104), 대조군은 17.9 ± 2.1 

(×104), CsA는 8.5 ± 0.6 (×104), GP 투여군

는 7.5 ± 1.7 (×104)로 나타나, 대조군에 비하

여 유의성 있는 (**p<0.01) 감소 효과를 나타내

었다 (Fig. 9).  

0

5

10

15

20

25

A
bs

ol
ut

e 
N

o.
in

  D
LN

 (x
10

4 )

CD8+ 

** **

DNCB -induced for 4 weeks

Normal         Control          CsA              GP

+

Fig. 9. Effect of GP extract on absolute 

cell number of DLN in DNCB-induced 

dermatitis model of NC/Nga mice. NC/Nga 

mice model followed by the administration of 

GP (10.8 ㎎/25 g/day) for 8 weeks. At the 

end of the experiment, the mice DLN (×104) 

were removed and absolute cell number 

were measured by analyzed by flow 

cytometry. The results were presented by 

the mean ± S.E. Statistically significant 

value compared with NC/Nga-normal mice 

group data  by  t-test (+p<0.05). 

Statistically significant value compared with 

NC/Nga-control mice group data  by  t-test 

(**p<0.01).

6) CD3+/CD69+ 세포 수에 미치는 영향 

DLN에서의 CD3+/CD69+ 절대세포 수는 정

상군은 4.6 ± 0.1 (×104), 대조군은 14.0 ± 0.9 

(×104), CsA는 7.2 ± 1.2 (×104), GP 투여군

에서는 5.0 ± 2.4 (×104)로 나타나, 대조군에 

비하여 유의성 있는 (**p<0.01) 감소 효과를 나

타내었다 (Fig. 10). 
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Fig. 10. Effect of GP extract on absolute 

cell number of DLN in DNCB-induced 

dermatitis model of NC/Nga mice. NC/Nga 

mice model followed by the administration of 

GP (10.8 mg/25 g/day) for 8 weeks. At the 

end of the experiment, the mice DLN (×104) 

were removed and absolute cell number 

were measured by analyzed by flow 

cytometry. The results were presented by 

the mean ± S.E. Statistically significant 

value compared with NC/Nga-normal mice 

group data by t-test (+++p<0.001). 

Statistically significant value compared with 

NC/Nga-control mice group data by t-test 

(**p<0.01).

7) CD4+/CD25+ 세포 수에 미치는 영향

DLN에서의 CD4+/CD25+ 절대세포 수는 정

상군은 1.7 ± 0.2 (×104), 대조군은 5.0 ± 0.5 

(×104), CsA는 2.4 ± 0.01 (×104), GP 투여군

에서는 2.1 ± 0.2 (×104)로 나타나, 대조군에 

비하여 유의성 있는 (***p<0.001) 감소 효과를 

나타내었다 (Fig. 11). 
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Fig. 11. Effect of GP extract on absolute 

cell number of DLN in DNCB-induced 

dermatitis model of NC/Nga mice. NC/Nga 

mice model followed by the administration of 

GP (10.8 mg/25 g/day) for 8 weeks. At the 

end of the experiment, the mice DLN (×104) 

were removed and absolute cell number 

were measured by analyzed by flow 

cytometry. The results were presented by 

the mean ± S.E. Statistically significant 

value compared with NC/Nga-normal mice 

group data by t-test (+++p<0.001). 

Statistically significant value compared with 

NC/Nga-control mice group data by t-test 

(**p<0.01, ***p<0.001).

5. 비장세포 부유액내 IL-4, IFN-γ 생성

량에 미치는 영향

Anti-CD3/CD28로 활성화된 비장세포내, 

IL-4 생성량은 정상군이 351.7 ± 18.1 (pg/㎖), 

대조군이 1042.5 ± 15.5 (pg/㎖), CsA이 904.3 

± 2.7 (pg/㎖), GP 투여군이 848.1 ± 16.3 (pg/

㎖)로, 대조군에 비하여 유의성 있는 

(***p<0.001) 감소 효과를 나타내었고, IFN-γ생

성량은 정상군이 170.9 ± 23.0 (pg/㎖), 대조군

이 326.1 ± 8.9 (pg/㎖), CsA이 294.0 ± 2.2 

(pg/㎖), GP 투여군이 538.7 ± 26.4 (pg/㎖)로, 

대조군에 비하여 유의성 있는 (***p<0.001) 증

가로 효과적인 결과를 나타내었다 (Fig. 12).
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Fig. 12. Effects of GP on IL-4 and IFN-γ

production in the culture supernatant of 

anti-CD3/CD28-stimulated splenocytes. 

Splenocytes were stimulated with 

anti-CD3/CD28 antibodies for 2 days and the 

levels of IL-4 and IFN-γwere in the culture 

supernatant determined using commercially 

available ELISA kit. The results were 

presented by the mean ± S.E. Statistically 

significant value compared with 

NC/Nga-normal mice group data by t-test 

(+++p<0.001). Statistically significant value 

compared with NC/Nga-control mice group 

data by t-test (**p<0.01, ***p<0.001).

Ⅳ. 考 察

알러지성 접촉성 피부염은 습진성 피부염의 일

종으로 항원 접촉시 72시간 이후 정도 비교적 늦

게 반응이 나타나므로 지연형 과민반응이라고 한

다. 이 반응의 중추적인 세포는 T 세포로서 세포 

매개형 과민반응이라고 한다26,27). 

발생 기전은 1차 감작 단계와 2차 감작 단계로 

구성되는데, 먼저 표피의 allergen은 hapten 

carrier protein conjugates를 형성하게 되고 이

들은 Langerhan‘s 세포의 pinocytosis에 의하여 

내포낭를 형성하게 된다. 내포낭은 MHC Ⅱ 

complex가 세포표면에서 CD4+ T 세포를 인지

하게 된다. T 세포의 TCR이 MHC/peptide 

complex를 인지하여 IL-2를 비롯한 IFN-γ, 

TNF-β 등의 cytokine이 방출되고, 이들에 의해 

CD4+ T 세포와 CD8+ 세포의 면역 활성이 일

어나게 된다. 이러한 면역세포로 인하여 각질 형

성 세포 표면에 표면 부착 배위자를 생성하여 결

국 monocyte/macrophage 계열이 혈관 밖으로 

빠져 나오게 된다. 이러한 일련의 반응을 거치면

서 염증 반응은 증폭이 되어 많은 백혈구가 병변

부의 표피와 진피에 침윤하게 되며, 조직 손상을 

야기 시켜 알러지성 접촉성 피부염을 유도하게 

된다28,29).

먼저 면역 실험에 앞서 먼저 GP 추출물의 세포

독성과 간독성에 미치는 영향을 조사하였다. 

BALB/c 생쥐의 폐 조직에서 mouse lung 

fibroblast cells (mLFCs)을 분리하여 SRB 방법

을 이용하여 세포독성을 측정한 결과, 실험에서 

사용한 GP 추출물의 200, 100, 50, 10, 1 ㎍/㎖ 

농도에서 90% 이상의 세포생존율을 나타내었고 

(Fig. 1), 동물에서의 ALT 수치는 정상군이 64.1 

± 0.8 (U/L), GP 투여군이 68.4 ± 1.2 (U/L)로, 

AST 수치에서는 정상군이 29.5 ± 0.5 (U/L), 

GP 투여군에서는 34.2 ± 1.1 (U/L)로 나타나 실험 

약물에 의한 간 독성은 발견되지 않았다 (Fig. 2). 

활성산소는 불포화지방산을 과산화지질 (Lipid 

peroxide: LPO)로 변형시켜 피부의 생성을 방해

함과 동시에 피부를 손상을 유발한다. 그 결과 피

부는 보호 기능을 잃게 되어 자극에 약해지며 세

균의 감염도 용이하게 되어 피부염 발생의 원인

으로 작용한다. 또한 활성산소는 불포화지방산의 

변형뿐만 아니라 피부를 직접 공격함으로써 피부
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염을 발생시키거나 더욱 악화시키는 역할을 하는 

것으로 알려졌다30-32). 본 실험에서는 본 시료의 

산화적 손상에 대한 방어 작용을 검색하기 위하

여 DPPH free radical 소거능과 superoxide 

dismutase (SOD) 유사 활성 효과를 확인하였는

데, 모두 농도 의존적으로 증가함으로써(Fig. 3, 

4), 유의적인 항산화 작용을 나타내었다.

동물 실험은 Scalf33)의 실험 방법을 응용하여, 

대표적인 haptan으로 작용하는 DNCB 

(2,4-dinitrochlorobenzene)를 피부에 도포하여, 

피부염을 유발하고, 8주간 GP (10.8 mg/25 

g/day)를 경구 투여하여, 감염 부위에 모인 체액

을 받는 배액 림프절 (Draining lymph node; 

DLN) 내 면역 세포들의 변화를 검색하였다. 아

울러 면역 조절 작용의 한 축을 형성하고 있는 

비장세포내 IL-4, IFN-γ 생성량을 검색하였다.  

DLN은 대부분 미성숙한 T 세포와 B 세포가 

머무는 곳으로34), 피부에 염증이 생기면 피부염 

유발에 따른 면역세포가 과도하게 증가 한다. 

DNCB 유발에 따른 실험에서는 정상군이 3.3 ± 

1.60 (×106)일 때, 대조군은 15.0 ± 1.23 

(×106), 양성대조군인 CsA는 6.15 ± 0.15 

(×106), GP 투여군에서는 4.8 ± 0.30 (×106), 

나타나 대조군에 비하여 면역세포의 과도한 증가

를 유의적으로 (***p<0.01) 감소시켰다 (Fig. 5).

면역계는 각종 병원체의 침입에 대항하는 기

관, 조직 및 세포들을 총칭하며 이러한 면역 체계

를 조절하여 항상성을 유지하는데, 알러지 면역 

반응을 결정하는데 있어 T cell은 중요한 인자로 

알려져 있다. T 세포 중, CD4+ T 세포는 TH 

cell로 Th1 (helper T)과 Th2로 분화 활성화 되

고, 여러 종류의 cytokine을 생산하여 B cell이 

효율적으로 항체를 생산하도록 도와주며, 면역 

반응의 행동세포를 활성화시키는 역할로 보고되

어져 있다. Till35,)등의 연구에 따르면, 과거에는 

T 세포 성숙 결핍설, CD8+ 억제와 T 세포의 수

적 감소 등으로 알러지 유발에 대한 보고가 된 

바 있었으나, 최근엔 CD4+ T 세포의 역할이 더

욱 중요한 것으로 알려지고 있다. 즉, B 세포로부

터 IgE의 생성을 유도하는 IL-436), B 세포로부

터 IgE의 생성을 촉진하는 IL-537), IgE의 생성을 

증폭시키는 IL-638) 등을 분비하는 T 세포는 

CD4+ T 세포 중 Th2 세포인데, 알러지 피부염 

환자의 말초 혈액 및 피부 병변으로부터 분리한 

항원특이 T 세포 클론이 Th2 로 밝혀졌고, 이 

세포들에서 IL-4 등의 Th2 사이토카인이 분비된

다는 사실이 입증되었다.

Christian 등39)의 실험 방법을 응용하여, 본 실

험에서는 DLN 내의 CD3+, CD4+, CD8+ 세포

수의 변화를 살펴보았는데, CD3+ 세포에서는 

대조군은 59.4 ± 5.4 (×104), GP 투여군은 

29.1 ± 2.8 (×104)으로, CD4+ 세포에서는 대

조군은 47.0 ± 4.8 (×104), GP 투여군은 24.2 

± 3.5 (×104)로 나타났다. 또한 CD8+ 세포에

서는 대조군은 17.9 ± 2.1 (×104),  GP 투여군

에서는 7.5 ± 1.7 (×104)로 나타나, 각각 대조

군에 비하여 유의성 있는 (***p<0.001, 

***p<0.001, **p<0.01) 감소 효과를 나타내었

다. 또한 활성화된 T 세포인 CD3+/CD69+ 세

포에서도 역시 대조군은 14.0 ± 0.9 (×104), 

GP 투여군은 5.0 ± 2.4 (×104)로 나타나, 대조

군에 비하여 유의성 있는 (**p<0.01) 감소 효과

를 나타내었다 (Fig. 6, 8, 9, 10).

 Hakansson 등40)의 연구에 따르면, B 세포의 

표면에서 발현되는 CD19+는 B 세포의 분화 단

계에서 발현된 후, 항체 생성 plasma B 세포 단

계에서 소실되어진다고 알려져 있다. 본 실험에

서 B세포인 CD19+ 세포 수는 대조군은 84.8 ± 

4.0 (×104), GP 투여군은 15.4 ± 0.1 (×104)로 

나타나, 대조군에 비하여 유의성 있는 

(***p<0.001) 감소 효과를 나타내었다 (Fig. 7). 

또한 자가 면역 질환은 지속적으로 활성화된 수

지상세포 (DC)나 항원제시세포 (APC)에 의하여 

염증 조직 부분으로 lymph node에 있는 순수한 

T 세포 (immature CD4+, immature CD8+)를 

염증 조직 부분으로 이동시킨다. 이로 인하여 정

상적인 lymph node에서 T 세포와 B 세포 비율

이 7 : 3을 유지하다가 염증 조직 질환 동물에서

는 T 세포의 이동이 이루어져 T 세포와 B 세포

의 불균형을 나타낸다41). 위의 대조군에서 T 세
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포와 B 세포의 비율이 6 : 8.5, GP투여군에서는 

5.8 : 3으로 나타나, T 세포가 항염증 작용에 의

하여 면역세포 이동이 억제되어 T 세포와 B 세

포의 불균형을 회복시킴을 알 수 있었다. 

자연 발생에서 가장 대표적인 면역조절 T 세포

는 흉선이 기원인 CD4+와 CD25+를 함께 발현

하는 세로로 알려져 있다42). T 세포 중 면역 반

응을 조절하는 CD4+/CD25+ regulatory T 세

포는 대부분 잘못되거나 과다한 면역 반응을 줄

여주는 세포로 자가 내성을 유지하는 데 중요하

다. Pace 등43)의 연구에 따르면, B세포의 분화 

활성을 촉진하는 IL-4는 CD4+/CD25+와 같이 

면역조절 T세포에 영향을 준다고 알려져 있다. 

결과적으로 CD4+/CD25+ regulatory T 세포와 

IL-4의 억제가 IgE의 억제로 이어져 자가 면역

반응과 같은 이상 면역반응을 억제하는 기능을 

나타내는 것으로 보고되고 있다. 본 실험에서 

CD4+/CD25+ 세포 변화는 대조군은 5.0 ± 0.5 

(×104), GP 투여군은 2.1 ± 0.2 (×104)로 나타

나, 대조군에 비하여 유의성 있는 (***p<0.001) 

감소 효과를 나타내었다 (Fig. 11).

IFN-γ는 Th1 세포와 NK (natural killer) 세

포에서 주로 분비되는 사이토카인으로, 세포 매

개성 면역을 활성화시키고 대식세포를 활성화시

키어 Th2 세포의 증식을 억제하고, 미성숙한 T 

세포가 좀 더 직접적으로 Th1 세포로 분화되도

록 유도한다고 보고되고 있다44-46). 또한, IL-4와 

IL-13에 의해 IgE 전환을 억제하며, T세포에서 

생성되는 IgE는 IFN-γ의 생산에 역비례 한다고 

알려져 있다. IL-4는 조력 T세포, 호산구, 호염

기구 및 비만 세포 등에서 생산하는 것으로 알려

져 있다47). 본 실험에서는 anti-CD3/ CD28로 활

성화된 비장 세포내에서 IL-4 생성량을 살펴본 

결과, 정상군은 351.7 ± 18.1 (pg/ml), 대조군은 

1042.5 ± 15.5 (pg/ml), CsA는 904.3 ± 2.7 

(pg/ml), GP 투여군에서는 848.1 ± 16.3 

(pg/ml)로, 대조군에 비하여 유의성 있는 

(***p<0.001) 감소 효과를 나타내었고,  IFN-γ 

생성량은 정상군은 170.9 ± 23.0 (pg/ml), 대조

군은 326.1 ± 8.9 (pg/ml), CsA 투여군은 294.0 

± 2.2 (pg/ml), GP 투여군은  538.7 ± 26.4 

(pg/ml)로 나타나 대조군에 비하여 유의성 있는 

(***p<0.001) 증가를 나타내었다 (Fig. 12).

이상의 결과로 보아 加減平胃散은 피부 손상을 

유발하고 더욱 악화시키는 인자중 하나인 활성산

소에 대한 항산화 효능을 발휘함과 동시에, 림프

절에서 전반적인 T 세포 활성화 억제와 더불어 

B 세포의 균형을 회복시키는 방식으로 면역조절 

작용을 발휘한 것으로 사료된다. 아울러 IFN-γ, 

IL-4 생성량을 감소시킴으로써, B 세포의 활성

화와 IgE를 비롯한 면역글로블린의 생성을 억제

시킬 수 있음을 시사하였다. 

Ⅴ. 結 論

加減平胃散의 항알러지 효능을 검색하기 위한 

기초적 연구로써, 접촉성 피부염 질환 동물모델

인 NC/Nga mice를 이용하여 배액림프절내 면역 

세포들의 변화와 비장세포내 사이토카인의 변화 

및 산화적 손상에 대한 효과를 검색하였던 바 다

음과 같은 결론을 얻었다. 

1. 加減平胃散은 정상 세포인 mLFC에 대하여 

모든 실험 농도에서 100% 생존율을 나타

내었다.  

2. 加減平胃散은 접촉성 피부염 유발 NC/Nga 

생쥐의 혈 중 ALT, AST 수치를 정상범위

로 유지시켰다.  

3. 加減平胃散은 DPPH 소거능과 SOD 유사활

성을 농도 의존적으로 증가시켰다.  

4. 加減平胃散은 접촉성 피부염 유발 NC/Nga 

생쥐의 DLN 내 총 면역 세포수를 유의성

있게 감소시켰다.

5. 加減平胃散은 접촉성 피부염 유발 NC/Nga 

생쥐의 DLN 내 CD3+, CD19+, CD4+, 

CD8+, CD3+/CD69+, CD4+/CD45+ 세포 

수를 유의성있게 감소시켰다. 

6. 加減平胃散은 접촉성 피부염 유발 NC/Nga 
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생쥐의 splenocytes에서 IL-4 생성량은  

유의성있게 감소시킨 반면, IFN-γ 생성량

은 유의성있게 증가시켰다. 

이상의 결과로 보아 加減平胃散의 면역조절 작

용을 통한 항알러지 효능이 인정되어 향 후 다양

한 약물 가감을 통하여 濕盛의 접촉성 피부염에 

활용될 수 있을 것으로 사료된다. 
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