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괴화(槐花) 에탄올 추출물이 RBL-2H3 비만세포에서 
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Ionophore에 의한 알레르기 반응 조절에 미치는 효과
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ABSTRACT Elevation of intracellular calcium (Ca++) triggers degranulation of mast cells by bypassing receptor 
activation. Flos Sophora japonica L. has been used as a natural dying source and has been reported to have biological 
activities such as anti-inflammatory and anti-allergic effects through FcεRI and IgE crosslinking. In the present inves-
tigation, we report the regulatory effect of ethanolic extract of Flos Sophora japonica L. (S.F) on allergic mediators 
produced by Ca++ ionophore activation in mast cells. S.F significantly inhibited calcium ionophore (A23187)-induced 
interleukin (IL)-4 and tumor necrosis factor (TNF)-α production as well as mast cell degranulation. Furthermore, admin-
istration of S.F suppressed allergic reactions in a 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB)-induced allergic dermatitis mouse 
model. Both oral administration and ear painting using 50 mg/kg of S.F significantly reduced levels of cytokines 
such as IL-4, TNF, and interferon-γ in ear tissues compared to the DNFB alone-treated group. Serum IgE level in 
the S.F-treated group also decreased compared to the DNFB alone-treated group. Weights of spleens and lymph nodes 
in the S.F-treated groups also decreased compared to the control group. Considering the data, we conclude that S.F 
mediates its anti-allergic effects not only through FcεRI stimulation but also Ca++ influx in mast cells.
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서   론

알레르기는 무해한 환경 인자에 대한 면역계의 비정상적

인 과민반응으로, 아토피 피부염, 천식과 알레르기 비염 등 

알레르기 질환은 지난 수 세기 동안 꾸준히 증가하고 있다

(1). 비만세포는 피부, 호흡기계 및 소화기계를 포함한 인체

의 광범위한 부위에 분포하고 다양한 외부자극에 의해 염증

유발과 면역조절을 할 수 있는 많은 매개물질을 생산할 수 

있으므로 선천성 면역반응과 적응성 면역반응에서도 중요

한 역할을 하는 것으로 인식되고 있으며, 또한 상처치유, 조

직 복원, 항상성과 같은 많은 생리학적 또는 병리학적 과정

에 광범위하게 영향을 미친다(2,3).

즉시형 알레르기 반응은 비만세포 표면의 고친화성 IgE 

수용체(FcεRI)에 항원과 IgE의 결합 반응에 의해 일어나는 

IgE-의존성 신호 전달 경로와 직접적으로 Ca++ ionophore 

등의 자극을 받아 Ca++의 유입을 일으키며 만성 알레르기 

반응을 일으키는 경로가 있다(4,5). 이들 자극에 의해 β- 

hexosaminidase와 히스타민 등의 과립들과 여러 가지 사이

토카인들이 세포 밖으로 분비되어 염증과 알레르기 반응을 

일으킨다.

현재까지 알려진 알레르기 피부염의 치료 방법은 건조한 

피부의 보습을 비롯하여 염증 억제제인 스테로이드제 등의 

외용제나 연고, 항히스타민제의 도포나 복용 그리고 면역반

응 억제제가 사용되고 있다(6). 이러한 치료제는 매우 효과

적인 증상 완화 결과를 나타내고 있으나, 장기간 사용 시 

부작용이 있으며 약 복용을 중단하면 병변의 재발 가능성이 

높으므로 안전하고 효과적인 대체 치료법이 요구된다(7,8). 

최근에는 알레르기 피부염에 대한 개선 효능이 기대되는 천

연물질로 다래 추출물(9), 비파엽 및 삼백초 추출 발효물

(10) 등이 보고된 바 있다.

괴화(槐花, Flos Sophora japonica L.)는 두과 Legumi-
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nosae에 속하는 회화나무(Sophora japonica L.)의 꽃송이 

혹은 꽃봉우리로서 괴각(槐角)과 함께 신농본초경에는 상품

으로 기록되어 있다(11). 괴화는 한방 약리학적으로 맛은 

쓰고 성질은 서늘하고 간과 대장에 작용하여 열을 내리고 

피를 차게 하며 출혈을 멎게 하고 눈의 충열에 의한 떨림, 

혈압 강하작용 및 중풍을 치료한다고 알려져 있다(12,13). 

또한 비만세포에서는 anti-DNP IgE와 DNP-HSA로 유도

된 탈과립과 사이토카인의 생산을 억제하며 즉시형 알레르

기 반응 저해 효과를 가진다고 알려져 있다(14). 

본 연구에서는 비만세포에 Ca++ ionophore인 A23187

의 자극을 통하여 Ca++ 유입에 의해 활성화된 비만세포에서 

괴화 에탄올 추출물(S.F)에 의한 비만세포 활성 억제를 확인

하고 in vivo 알레르기 모델에서 괴화의 70% 에탄올 추출물

의 알레르기 저해 효과를 확인하였다.

재료 및 방법

괴화 추출물

건조된 괴화를 분쇄한 후 중량 10배의 70% 에탄올로 48

시간 동안 3회에 걸쳐 추출하였다. 추출물을 지름 110 mm 

종이 여과지(Whatman, Maidstone, UK)를 이용하여 감압

여과 하였다. 여과액을 감압농축기(Eyela, Tokyo, Japan)

를 사용하여 농축한 다음, 동결건조기(Matsushita, Tokyo, 

Japan)로 동결건조 하여 분말을 얻어 DMSO에 녹여 실험에 

사용하였다.

실험 재료

세포배양에 사용되는 minimum essential media(MEM), 

penicillin 및 streptomycin, 0.5% trypsin-EDTA sol-

ution, phosphate buffered saline(PBS), fetal bovine se-

rum(FBS)은 Gibco(Grand Island, NY, USA)에서 구입하

였다. MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide), dexamethasone, A23187은 모두 

Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 

Rat IL-4, TNF-α ELISA kit는 BD OptEIATM(Franklin 

Lakes, NJ, USA)에서 구입하였다.

실험동물

실험에 사용된 mouse는 BALB/c계를 오리엔트 바이오

(Gapyung, Korea)에서 구입하여 실험에 사용하였다. 사육

은 표준 환경(온도 22±2°C, 습도 55±5%, 37°C)에서 자유 

급식과 음수를 제공하였으며, 모든 동물 실험은 건국대학교 

실험동물 윤리위원회의 기준에 의거하여 실시하였다.

세포배양

RBL-2H3(rat basophilic leukemia cell line)은 ATCC 

(Rockville, MD, USA)에서 분양받아 실험하였다. 세포의 

배양은 15% heat-inactivated FBS와 1% penicillin 및 

streptomycin을 포함한 MEM 배지에서 배양하였다. 세포

는 37°C, 5% CO2 조건하에서 배양하였고, 세포의 증식에 

따른 과밀도 현상을 해소하기 위하여 0.05% trypsin- 

EDTA 용액을 처리하여 세포를 부유시킨 다음 계대 배양하

였다.

MTT assay를 이용한 S.F의 세포 독성검사

S.F가 RBL-2H3 세포의 생존 및 증식에 미치는 영향을 

알아보기 위하여 MTT법을 사용하였다. RBL-2H3 세포를 

15% FBS를 포함한 MEM에 현탁시킨 후 96 well plate 

(SPL, Anyang, Korea)에 1×104 cells/mL의 세포수가 되

도록 분주하여 37°C, 5% CO2 배양기(Sanyo, Osaka, Japan)

에서 12시간 배양하였다. S.F를 농도별로 처리한 후 24시간 

동안 반응시킨 다음 배양액을 제거한 뒤 0.5 mg/mL의 

MTT를 각 well에 넣고 37°C 배양기에서 2시간 배양한 후 

상등액를 제거하고, DMSO를 100 μL씩 분주하여 충분히 

섞은 후 micro plate reader(Molecular Devices Corp., 

Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 550 nm에서 흡광도를 

측정하여 평균값과 표준편차를 구하였다.

β-Hexosaminidase release assay를 이용한 S.F의 탈

과립 억제능 측정

즉시형 알레르기 반응의 지표인 탈과립에 대한 억제 효과

를 분석하기 위하여 β-hexosaminidase의 분비를 측정하였

다. RBL-2H3 세포를 15% FBS를 포함한 MEM에 현탁시킨 

후 48 well plate에 1×105 cells/mL의 세포수가 되도록 분

주하고 37°C, 5% CO2 배양기에서 12시간 배양하였다. 각 

well의 세포들을 Siraganian buffer(119 mM NaCl, 5 mM 

KCl, 0.4 mM MgCl2, 25 mM PIPES, 40 mM NaOH, pH 

7.2)로 2번 세척한 다음 각 well당 5.6 mM glucose, 1 mM 

CaCl2와 0.1% BSA가 포함된 Siraganian buffer를 첨가하

고 S.F를 농도별(12.5, 25, 50 및 100 μg/mL)로 1시간 동안 

배양한 후 A23187(750 ng/mL)로 처리하여 1시간 동안 반

응시킨 다음, ice bath에서 5분 동안 방치한 후 반응을 종결

시켰다. 상등액 30 μL를 96 well plate에 옮기고 lysate는 

0.1% Triton X-100으로 추출하였다. 상등액과 lysate는 원

심분리 후 substrate buffer(4-p-nitrophenyl-N-acetyl-

β-D-glucosaminide 1 mM, sodium citrate 0.05 M, pH 

4.5) 30 μL를 넣고 37°C에서 1시간 반응시킨 후 각 well당 

0.1 M NaHCO3/Na2CO3 stop solution 200 μL를 첨가하여 

반응을 종결시켰다. Micro plate reader를 사용하여 405 

nm에서 흡광도를 측정하였다. S.F 처리군과 대조군의 흡광

도 값으로 다음 식에 의해 저해도(%)를 산출하였다(15).

Inhibition (%)={S/(S+L)}×100

S: supernatant OD

L: lysate OD
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Fig. 1. Ethanolic extract of Flos Sophora japonica L. (S.F) on 
cell viability in RBL-2H3 cells. Cytotoxivity of indicated con-
centration of S.F was measured by MTT assay. RBL-2H3 cells 
(1×104 cells/mL) were treated with the indicated concentrations 
of S.F for 24 hr. Cell viability was examined by MTT assay 
and results were expressed as percentage of surviving cells com-
pared to control cells. Results represent as the mean±SEM.

Fig. 2. Inhibition effect of S.F on the release of β-hexosamini-
dase from A23187 sensitized RBL-2H3 cells. RBL-2H3 cells 
(1×105 cells/mL) were incubated for overnight and treated with 
S.F for 1 hr prior to their A23187 stimulation. Results represent 
as the mean±SEM. ***P<0.001 compared with A23187 treated 
cells.

염증성 사이토카인 측정

RBL-2H3 세포를 24 well plate에 1.5×105 cells/mL의 

세포수가 되도록 분주하고 37°C, 5% CO2
 배양기에서 12시

간 배양하였다. 배지 교환 후 S.F를 처리하여 1시간 동안 

배양한 후 A23187(750 ng/mL)을 처리하여 3시간 동안 자

극시키고 ice bath에서 10분 동안 방치하여 반응을 종결시

켰다. 상등액을 IL-4와 TNF-α ELISA kit를 사용하여 반응

시킨 후 micro plate reader로 450 nm에서 흡광도를 측정

하였다.

DNFB 유발 접촉성 피부염 동물 모델을 이용한 괴화 추출

물의 알레르기 저해 효과

Mouse는 6주령 암컷 BALB/c mouse를 이용하였다. 

Acetone-olive oil(3:1)을 처리한 군(normal)과 DNFB를 

처리한 군, DNFB를 처리하고 S.F(50 mg/kg)를 구강 투여

한 군, DNFB를 처리하고 S.F(50 mg/kg)를 귀에 바른

(painting) 군 및 DNFB를 처리하고 항염제인 dexameth-

asone(2.5 mg/kg)을 복강 주사한 군 등 5개 군으로 나누어 

실시하였으며, 한 군당 mouse를 5마리씩 실험에 사용하였

다. Acetone-olive oil(3:1) 용액 내 25 μL의 0.15% DNFB

를 4주 동안 1주에 한 번씩 mouse의 귀에 발라 주었고 S.F

는 3일에 한 번씩 mouse의 귀에 발라 주었다. 귀 두께는 

DNFB로 자극한 24시간 뒤에 digital caliper(Control Com-

pany, Friendsweed, TX, USA)를 이용하여 측정하였다. 4

주 후에 mouse를 희생시켜 림프 노드와 비장(spleen)의 무

게를 측정하고 귀 조직을 갈아서 원심분리 한 다음 상층액을 

이용하여 사이토카인의 생산량을 측정하였으며, 혈청 속의 

IgE 농도는 심장 채혈하여 원심분리 한 다음 측정하였다

(16). 

통계분석

실험은 mean±standard error of mean(SEM)을 통해 나

타냈다. 각 그룹간의 통계적 차이는 one-way ANOVA를 

통한 Dunnett test를 통해서 나타냈다. P 값은 <0.05를 통

계적 유의차가 있다고 나타냈다. 

결과 및 고찰

β-Hexosaminidase release에 미치는 S.F의 영향

S.F가 RBL-2H3 세포에 대한 독성을 측정한 결과 100 

μg/mL 및 그 이하의 농도에서 독성을 나타내지 않았다(Fig. 

1). 따라서 독성이 없는 농도에서 본 실험을 실시하였다. β- 

Hexosaminidase는 호염구나 비만세포의 histamine이 저

장된 과립 안에 존재하여 천식, 비염과 같은 알레르기 반응

에 의해 세포 밖으로 분비되므로 탈과립의 지표로 이용되며 

알레르기 억제 물질의 생리활성 측정에 유용하게 사용되고 

있다(17). 항원-항체 반응에 의한 β-hexosaminidase 분비

에 미치는 S.F의 효과를 측정한 결과, S.F의 농도가 높아짐

에 따라 A23187에 의한 β-hexosaminidase 분비의 저해 

효과도 높아지는 것으로 나타났다(Fig. 2). 

S.F가 염증성 사이토카인의 발현에 미치는 영향

비만세포의 활성화와 염증반응은 염증성 사이토카인의 

생산과 분비에 의해 조절된다. 비만세포에서 사이토카인의 

생산과 분비는 비만세포의 활성화에 의해 일어나며 비만세

포의 염증반응을 조절한다(18). 비만세포의 활성화로 분비

되는 TNF-α는 내피세포와 상피세포의 부착 분자를 증가시

키고 기도 과민성을 증가시킨다(19). IL-4는 IgE 합성과 즉

시형 과민반응을 유발할 수 있으며 B세포의 IgE 생산을 유도

하고 내피세포의 vascular cell adhesion molecule(VCAM)- 

1 발현과 TH2 세포와 호산구 분화에 필수적인 IL-5의 분화

를 유도한다(20).

RBL-2H3 세포가 Ca++ ionophore인 A23187에 의해 유

도된 IL-4와 TNF-α의 양을 측정한 결과, S.F가 IL-4와 
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(A) (B)

Fig. 3. Inhibition effects of S.F on the IL-4 and TNF-α production from the A23187 sensitized RBL-2H3 cells. RBL-2H3 cells 
(1.5×105 cells/mL) were incubated overnight and treated with S.F for 1 hr and subsequently with A23187 for 3 hr. TNF-α (A) 
and IL-4 (B) productions were determined by ELISA. Results represent as the mean±SEM. **P<0.01 and ***P<0.001 compared 
with A23187 treated cells.

Fig. 4. The effect of S.F on DNFB-induced allergic dermatitis. 
BALB/c mice (n=5) were sensitized with 25 μL of 0.15% DNFB 
in acetone-olive oil (3:1) or vehicle alone, and applied to the 
ear lobes once every week for total of 4 weeks. S.F was ad-
ministered by oral delivery every three days. Ear thickness was 
checked as indicated times.

TNF-α의 분비를 억제하였다. TNF-α는 농도 의존적으로 

저해하는 효과가 있는 것으로 나타났고, IL-4는 TNF-α와 

달리 100 μg/mL와 50 μg/mL에서 농도 의존적으로 저해 

효과를 보여 TNF-α보다는 약한 억제 활성을 보였다(Fig. 

3). 비만세포에서 염증성 사이토카인은 nuclear factor-κ

B(NF-κB) 신호에 의존적으로 발현되며(21), TH2 세포로 

유도된 사이토카인은 NF-κB 신호에 비의존적으로 발현된

다(22). 따라서 이들 두 사이토카인의 발현 억제 양상의 차

이는 신호전달 체계의 차이에 기인한 것으로 보인다. 

DNFB 동물 모델에서의 S.F의 생리학적 영향

접촉성 피부염에 의한 귀두께 변화에 대한 S.F의 영향: DNFB 

유발 접촉성 피부염 동물 모델은 가장 널리 이용되고 있는 

아토피 동물 모델 중 하나로 접촉성 피부염을 일으키는 물질

인 DNFB에 반복 노출 시에 T세포 매개성 염증세포의 침윤

으로 피부 부종과 피부 조직 비후를 일으키게 된다(23). 

DNFB를 이용하여 BALB/c mouse의 귀에 알레르기를 유

발시킨 다음 24시간 뒤 mouse의 귀 두께를 측정한 결과, 

1주부터 mouse의 귀 두께 변화를 확인할 수 있었다. 또한 

2주부터 S.F를 구강 투여한 mouse 군의 귀 두께가 DNFB 

군보다 얇은 것으로 나타났다. 따라서 S.F가 접촉성 과민반

응에 의한 염증에 억제 효과가 있는 것으로 사료된다(Fig. 

4).

귀 조직과 serum에서 사이토카인의 생산량에 미치는 S.F

의 영향: 알레르기 반응은 TH1 세포와 TH2 세포에서 발현되

는 사이토카인 등 여러 종류의 세포들과 세포 인자들이 관여

하게 된다(23). TH1 세포는 IL-2, IFN-γ 등을 분비하여 대

식세포를 활성화시킴으로써 지연형 면역반응을 유도하며, 

TH2 세포는 IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 등을 분비하여 IgE 

생성을 증가시키고 비만세포와 호산구 분화를 유도시킴으

로써 과민반응을 유발한다(24). 정상적인 상태에서는 TH1 

세포와 TH2 세포 간의 상호작용으로 균형을 이루면서 면역

반응을 유지하지만 알레르기 피부염에서는 TH2 세포에 의

한 면역반응이 강화되어 비만세포 활성화에 의한 알레르기 

반응이 일어나게 된다(25). 

분쇄한 귀 조직 상층액의 사이토카인 양을 조사한 결과, 

S.F 포말군은 IL-4와 TNF-α의 양을 감소시키는 것으로 나

타났고(Fig. 5A, B), S.F를 구강 투여한 군은 TNF-α 사이토

카인의 양을 감소시키는 것으로 나타났다(Fig. 5B). TH2 세

포의 활성을 저해하는 IFN-γ의 양은 S.F로 처리한 군이 

DNFB 대조군보다 많은 것으로 나타났다(Fig. 5C). IgE가 

알레르기 피부염의 유발에 중요한 역할을 한다는 보고는 적

지만 IgE의 양이 비정상적으로 많을 때에는 알레르기 피부

염을 유발할 수 있다는 보고가 있다(26,27). 심장 채혈 후 

분리해낸 혈청 속의 IgE 양을 측정한 결과, S.F 포말군이 

DNFB 대조군보다 적은 것으로 나타났다(Fig. 5D).

따라서 귀 조직의 사이토카인 양과 혈청 속의 IgE 양의 

변화를 보았을 때, S.F가 만성 알레르기 반응 시 염증성 사이

토카인과 IgE의 생산에 저해 효과를 가지고 있는 것으로 사

료된다. 본 실험에서 알레르기 반응에 관련하는 사이토카인

의 양은 감소하나 귀 두께에서는 큰 변화를 보이지 않는 것

으로 나타났으며, 이들 결과를 볼 때 DNFB에 의한 알레르

기 반응에서 염증성 귀 부종과 알레르기 반응에 관련하는 
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(C) (D)

Fig. 5. The effects of S.F on the DNFB-induced ear homogenates cytokines level and serum IgE level in BALB/c mouse. Ear
homogenate cytokines IL-4 (A), TNF-α (B), IFN-γ (C) levels and serum IgE level (D) in the indicated groups were measured 
using ELISA method. Results represent as the mean±SEM. *P<0.05, **P<0.01, and ***P<0.001 compared with DNFB treated group.
The absorbance was measured at 450 nm using ELISA reader.

S.F S.F

Fig. 6. Effects of S.F on the DNFB-induced changes of spleen weight (A) and lymph node weight (B). Dexamethasone (Dex)
is used as positive control. Results represent as the mean±SEM. *P<0.05 and ***P<0.001 compared with DNFB treated group. ns:
no significant difference when compared with DNFB treated group.

사이토카인의 발현에 S.F의 영향이 일부 다른 기전에 의해 

작용될 수 있다는 것을 시사하고 있다.

비장과 림프절의 무게에 미치는 S.F의 영향: Mouse 비장

과 림프절의 무게를 측정한 결과 S.F를 처리한 군의 비장의 

무게는 모두 DNFB 대조군보다 가볍게 나타났다(Fig. 6A). 

S.F를 구강 투여한 군의 림프절의 무게도 DNFB 대조군보

다 가볍게 나타났다(Fig. 6B). 따라서 S.F가 A23187에 의

한 만성 알레르기 반응에 저해 효과를 나타낼 때 2차 림프조

직에서의 면역반응에 영향을 미치고 있는 것으로 사료된다.

요   약

세포내 Ca++의 증가는 비만세포에서 수용체 활성을 거치지 

않고 탈과립을 유도한다. 괴화는 천연 염색 재료로 사용되고 

있으며, 또한 항염증 작용과 FcεRI와 IgE 가교에 의한 항 

알레르기 효능도 보고되었다. 이번 연구에서 비만세포에서 

Ca++ 유입에 의해 생산되는 알레르기 매개물에 대한 괴화 

추출물의 조절 기능을 보고한다. 괴화 추출물은 A23187에 

의해 유도되는 IL-4와 TNF-α의 생산과 탈과립을 저해하였

다. 또한 괴화 추출물은 DNFB로 유도한 알레르기 피부염의 
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동물 모델에서 알레르기 반응을 억제하였다. 괴화추출물 50 

mg/kg을 경구투여 또는 도말을 한 경우, DNFB를 단독으로 

처리한 군보다 IL-4, TNF 그리고 IFN-γ와 같은 염증성 사

이토카인의 생산량이 감소하였다. 또한 괴화 추출물을 처리

한 경우 혈청 내 IgE의 함량이 DNFB를 단독으로 처리한 

군보다 감소하였다. 괴화 추출물을 처리한 군에서의 비장과 

림프절의 무게도 DNFB를 단독으로 처리한 군보다 감소하

였다. 이러한 결과를 토대로 괴화는 비만세포에서 FcεRI 자

극뿐만 아니라 Ca++의 유입에 의한 항알레르기 효능이 있다

는 것을 보고한다.
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