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            초록
          
        

        
          The purpose of this study was to investigate the possibility of herbal medicine complex extract (NI-01), which were prepared from 6 natural materials (Cinnamomum cassia Blume, Lonicerae Flos, Paeonia suffruticosa Andrews, Arctium lappa Linne, Schzandra chinesis Bailon, Elsholtzia ciliata Hylander), as a functional material for inhibition of atopic dermatitis. anti-oxidative activity was confirmed by measuring DPPH electron donating ability and ABTS+ radical scavenging ability. Cytotoxicity and NO inhibition were measured using RAW 264.7 cells to confirm anti-inflammatory efficacy. The test substance was orally administered to the pruritus-induced ICR mice to confirm the inhibition of pruritus. The bovine cornea opacity and permeability (BCOP) assay was performed to confirm safety for irritation. NI-01 showed high antioxidant activity in DPPH and ABTS+ methods. In the anti-inflammatory effect tests with RAW 264.7 cells, NO production was inhibited at NI-01 concentrations of 50 (14.9%) and 100 (4.2%) μg/mL, which indicated that the anti-inflammatory effect was increased in a concentration-dependent manner. NI-01 also showed anti-itching effect after inducing of itching by compound 48/80 in ICR mice. NI-01 was proved to be a non-irritant substance in BCOP assay. The results of this study suggested that the herbal medicine combined extract (NI-01) has high antioxidant, anti-inflammatory and anti-itching effects, and safety for irritation. Therefore, herbal medicine complex extract (NI-01) is thought to be highly applicable for the inhibitory ingredients of the atopic dermatitis.
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      아토피성 질환은 제Ⅰ형 과민반응에 속하는 체액성 면역 반응으로 비염, 천식, 아토피 피부염, 두드러기, 아나필락시스 등이 이에 속한다1). 아토피 피부염은 유아의 경우 안면과 사지 신측부의 습진 병변이 나타나며 성인은 굴측부를 침범하는 습진 양상, 피부건조증, 피부감염의 증가와 모공각화증 등의 증상을 보인다. 이외에도 장기간 동안 피부균열, 홍반, 염증진행과 가피형성 등의 증상이 회복 및 재 발생이 반복되는 만성 소모성 질환이자 난치성 피부질환으로 인식되고 있다2,3). 최근 아토피 피부염을 악화시키는 원인으로 피부장벽 손상과 산화적 손상의 관련성이 제시되고 있으며4), 최근 초중고 학생의 유병률의 경우 모두 증가하는 추세를 보이고 있다5).

      아토피 피부염은 type 1 helper T cell보다 type 2 helper T cell에 의한 면역반응이 우세하게 나타나, IL-4, 5, 6, 10, 13 등의 cytokines을 분비하여 IgE 생성을 증가시키고 비만세포와 호산구 분화를 유도함으로 염증 반응을 촉진시킨다6,7). Inducible nitric oxide synthase (iNOS)와 cyclooxygenase-2 (COX-2)는 nitric oxide(NO) 및 prostaglandin E2(PGE2) 등을 생성시킨다5). 이중 iNOS는 lipopolysaccharide(LPS), interferon-γ(IFN-γ) 및	cytokine에 의해 노출 시 발현되며 L-arginine으로부터 NO를 생성하여 혈액 응고, 혈압 및 신경전달 기능의 조절 등 생리적 역할을 하지만 과량 생성 시 혈관 투과성 증가, 부종 등의 염증반응을 심화시킨다. 이와 같이 항염증 연구에서 NO의 생성은 중요한 지표이다8-10).

      IgE 항체는 호염기구와 비만세포 표면에 있는 수용체에 결합되어 반응하며 이를 감작이라고 하며, 감작된 후 알레르겐이 IgE와 결합하면 비만세포 내의 탈과립으로 인해 histamine과 같은 화학 매개물이 분비되어 혈관 투과의 증가, 혈관 확장, 평활근 수축, 알러지 반응, 기관지 경련 등의 문제를 발생시킨다11). Compound 48/80은 히스타민의 탈과립을 유도하여 소양감을 유발하는 감작 물질이며 피부 소양증 연구에 사용되는 ICR, BALB/c, C57BL/6, NC/Nga, DBA/2, CBA/N 마우스 중 ICR 마우스가 가장 반응성이 좋다고 보고되고 있다12). 소양감으로 인한 피부를 긁는 행위는 피부 장벽을 파괴하여 피부 내부 및 표면의 수분균형을 무너뜨리고 세균의 침입을 도와 소양감을 더욱 악화시킨다5).

      현재 아토피 피부염의 치료는 부실피질 호르몬제, 항생제, 항히스타민제와 같은 화학적 약물과 아크로림스 연고 및 스테로이드 외용제를 피부에 도포하는 방법이 이용되고 있다. 하지만 약물의 장기적인 사용은 약물에 대한 저항성, 피부 수축, 증상의 심화 및 재발 등의 부작용을 야기시키므로 치료제를 개발하기 위한 천연물이나 전통 약제를 이용하려는 연구가 끊임없이 이루어지고 있다2,4,7).

      본 연구에 사용된 한약복합추출물(NI-01)은 계지, 금은화, 목단피, 오미자, 우방자, 향유 등 총 6가지의 천연물질로 이루어져 있으며, 한국한의학연구원에서 사전연구를 통해 항암 효능이 확인되었고, 이후 아토피 질환에도 효과가 있을 것으로 기대되어 공동연구기관인 ㈜와이엠바이오로부터 시료를 제공받아 실험을 실시하게 되었다. 계지(Cinnamomum cassia Blume)는 계피나무의 어린 가지를 건조한 것으로 cynnamaldehyde, β-sitosterol, coumarin, protocatechuic acid 등을 함유하여 진통, 소염, 항바이러스, 항균, 항암, 이뇨 등의 약리 작용이 알려져 있다13,14). 금은화(Lonicerae Flos)는 인동덩굴의 꽃을 건조한 것으로 luteolin, inesite, saponin, inositol, tannin 등이 함유되어 있으며 한방에서 해독 및 해열 등의 항염증 효과가 보고되었다15,16). 목단피(Paeonia suffruticosa Andrews)는 미나리아재비과에 속하는 모란의 근피이다. 한방에서는 해열, 소염, 진통제 등의 효능이 있다고 알려진 중요한 한약재이며 paenol, paeonoside, gallic acid, paeoniflorin 등을 함유하고 있으며 monoterpene glycosides가 항염증에 효과적으로 보고되어 있다17,18). 오미자(Schzandra chinesis Bailon)는 목련과에 속하는 상록성 덩굴식물로 한방에서 간장제, 거담 등으로 사용되었으며 안토시아닌뿐 아니라 플라보노이드 및 유기산류 등이 풍부한 것으로 알려져 있다19). 우방자(Arctium lappa Linne)는 한방에서 종자와 뿌리를 말려 한약재로 사용하였으며 유행성 감기, 풍열, 두드러기와 종기 등의 피부질환에 효과적이며 다량의 linoleic acid를 함유하고 있다20). 향유(Elsholtzia ciliata Hylander)는 꿀풀과의 일년생 초본으로 elsholtzia ketone가 주성분으로 스테롤이나 페놀성 물질, 플라보노이드 배당체 등을 함유하고 있다. 또한, 한방에서 화습, 발한, 온위, 조주의 효능이 있으며 두통, 오항, 발열, 복통, 하리, 구토 등을 치료한다고 보고되어 있다21,22).

      본 연구는 다양한 효능이 있을 것으로 기대되는 6가지 천연물질이 포함된 한약복합추출물(NI-01)을 이용하여 항산화 및 항염증 효과를 측정하고, compound 48/80 (C48/80) 투여로 소양감을 유도한 ICR 마우스를 이용하여 한약복합추출물(NI-01) 처치에 따른 소양감 억제 효과를 평가하여, 한약복합추출물(NI-01)의 아토피 개선 기능성 소재로서의 가능성을 알아보고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시험물질
        본 연구에 사용한 한약복합추출물(NI-01)은 ㈜와이엠바이오(부천시, 한국)에서 제공받았다. 계지, 금은화, 목단피, 오미자, 우방자, 향유를 각각 동일한 비율로 계량 혼합하여, 혼합물 100 g 당 정제수 1 L를 적용하고 4시간 동안 환류 냉각하여 추출하였다(수율 20.0%). 이후, 여과 및 동결 건조하여 분말형태의 한약복합추출물(NI-01)을 –20℃에서 보관하여 실험에 사용하였다.

      

      
        2. DPPH electron-donating ability
        NI-01의 전자공여능(electron-donating ability)은 Blois법23)에 따라 측정하였다. 준비한 시료 100 µL와 0.2 mM DPPH 50 µL를 섞어 차광 된 상태에서 30분간 방치 후 spectrophotometer로 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 전자공여능은 아래의 식으로 계산하였다.
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        3. ABTS+ radical scavenging activity
        NI-1을 이용한 ABTS+ cation decolorization assay는 Re 등의 방법24)에 따라 측정하였다. ABTS solution은 2.2-Azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 7 mM과 potassium persulfate 2.45 mM을 동량 혼합한 후 차광하여 실온에서 12시간동안 반응시켜 ABTS+ free radical을 생성시켰다. 반응 후 ABTS solution은 에탄올로 희석하여 734 nm 에서 흡광도 측정하였다. 농도별로 희석한 시료(100 µL)에 ABTS solution(100 µL)을 혼합하여 암실에서 7분간 반응시킨 후 spectrophotometer로 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. ABTS+ free radical 소거능은 아래와 같이 계산하였다.
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        4. Nitric oxide assay in RAW 264.7
        대식세포 계열 세포(murine macrophage cell line)인 RAW 264.7 세포를 DMEM 배지로 96 well plate에 1×105 cells/mL로 계산하여 분주한 후, 먼저 NI-01의 세포독성을 측정하여 처치 용량을 선정하였다. 이후 RAW 264.7 세포 분주 후(1×105 cells/mL), 시료와 LPS(1μg/mL)가 함유된 새로운 배지를 동시에 처리하여 24시간 배양하여 생성된 NO 양을 측정하였다. 생성된 NO 양 측정을 위해, 세포배양 상등액 100 µL와 동량의 Griess reagent을 반응시킨 후 spectrophotometer를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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        5. Western blotting of iNOS (nitric oxide synthases, inducible isoform)
        RAW 264.7 cell을 6-well plate에 1×106 cells/mL로 분주 한 후 시험물질을 처치하여(100 및 200 µg/mL) 24시간 배양하였다. PBS로 2번 세척 후 RIPA buffer 200 μL/well 씩 처치하였으며 scraper를 이용하여 세포를 떨어뜨린 후 1.75 mL tube로 옮겨 10분간 원심분리 하여 단백질 농도를 정량하였다. 전기영동을 통해 iNOS를 정량하여 LPS 처치군과 시험물질 처치군간의 발현량을 비교 분석하였다. Band의 시각화는 ECL(Amersham)을 이용하였고 X-ray film에 가시화 하였다.

      

      
        6. In vivo 소양감 억제 평가
        생후 6주령의 수컷 ICR mouse를 ㈜대한바이오링크(충북 음성, 한국)에서 분양 받아 1주간 온도는 22±3℃, 습도는 50±5%, 명암주기 12시간으로 조절되는 표준사육 환경에서 적응한 뒤 실험에 사용하였다. 실험기간 동안 사료(Purina, 한국)와 물은 자유롭게 공급하였다. 소양감 유도 전 정확한 투여를 위해 전기제모기(electric clipper)를 이용하여 제모를 하였다.

        모든 동물 실험 절차는 계명대학교 동물실험윤리위원회(IACUC)의 승인(승인번호. KM-2018-004)을 얻은 후 가이드라인에 의거하여 수행하였다. 소양감 억제 실험을 위해 각 군당 5마리씩 분류하였으며 정상군(N), Compound 48/80을 투여하여 소양감을 유도한 대조군(C), 소양감 유도후 Azelastine HCl을 처치한 양성 대조군(PC), 한약복합추출물(NI-01)을 처치한 실험군(T)으로 구성하였다(Table 2). 소양감 억제를 평가하기 위해 시험 물질은 각 용량당 10 mL/kg씩 2주간 동일한 시간에 경구 투여하였다. 마지막 경구투여 1시간 후 전기제모기(electric clipper)를 이용하여 마우스의 등 부위를 제모하고 compound 48/80을 saline에 1 mg/mL으로 조제하여 100 μL씩 제모된 등 부위에 피내 주사하여 소양감을 유도하였다. 정상군(N)은 compound 48/80의 용매물질(saline)을 피내 주사하였다.

        소양감 유도에 따른 행동학적 특징을 관찰하기 위해 마우스가 뒷다리를 이용하여 목, 안면, 등 부위의 피부를 긁는 횟수를 기준으로 하였다. 또한, 마우스는 1초 동안 여러 차례 소파 행위를 하므로 한 번에 연속적으로 긁는 행위는 한번으로 간주하여 측정하였다(Kim and Kim 2007). Compound 48/80을 피내 주사한 후 30분간 촬영 및 측정하여 군간 비교하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Experimental groups for itching test
          
          

        

        
          
            
              	Groups
              	pruritus
induction
              	Test compoud
              	No. mice
            

          
          
            	Normal Control (NC)
            	_
            	DW1)
            	5
          

          
            	Control (C)
            	+
            	DW
            	5
          

          
            	Positive Control (PC)
            	+
            	Azelastine HCl (20 mg/kg)
            	5
          

          
            	Test 1 (T1)
            	+
            	NI-012) (40 mg/kg)
            	5
          

          
            	Test 2 (T2)
            	+
            	NI-01 (80 mg/kg)
            	5
          

          
            	Test 3 (T3)
            	+
            	NI-01 (160 mg/kg)
            	5
          

        

        
          
            1) DW: Distilled water. 2) NI-01: Water extract of six herbal complex.
          

        

        

      

      
        7. BCOP를 이용한 자극성 평가
        자극 평가는 OECD guideline 43725)에 의거한 안점막자극 대체시험법(Bovine cornea opacity and permeability, BCOP)을 이용하여 측정하였다. 소 안구를 도축장에서 받아 각막을 분리하고 홀더에 장착 후 MEM(minimum essential medium, with out phenol red)을 양쪽 chamber에 채워 32℃에서 1시간 전배양 하였다. 전배양 후 opacitometer로 초기 혼탁도를 측정한 후 홀더의 상단 챔버의 MEM을 제거하고, 시료 750 µL를 각막 상피에 처치한 후 10분간 배양하였다. 시료 처치 후, MEM(with phenol red)으로 3회 세척하고 최종적으로는 MEM(with out phenol red)으로 세척하였다. 각막을 세척 후, MEM(with out phenol red)을 채워 2시간간 후배양 하였으며, 후배양 후 opacitometer를 이용하여 최종 혼탁도를 측정하였다. 후기 혼탁도 측정 완료 후 32℃로 예열하여 준비한 fluorescein sodium을 각막 상피에 1 mL씩 도포하고 32℃에서 90분간 incubation하였다. 배양 종료 후 하단 챔버 내 MEM은 균일하게 혼합하여 96-well plate에 분주 후 spectrophotometer를 사용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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          Table 2. 
				
          

          
            Irritant scores and classification used in BCOP assay
          
          

        

        
          
            
              	IVIS1)
              	UN GHS2)
            

          
          
            	≤ 3
            	Not classified
          

          
            	> 3; ≤ 55
            	No prediction can be made
          

          
            	> 55
            	Category 1
          

        

        
          
            1) IVIS: In vitro irritancy score. 2) UN GHS: United Nations Globally Harmonized System.
          

        

        

      

      
        7. 통계처리
        실험 결과는 평균값과 표준편차로 나타내었으며, 통계 분석은 SPSS 21.0 for windows program(SPSS Inc, USA)을 이용하여 일원배치분산분석(one-way ANOVA)을 실시하였다. 각 그룹 간의 차이를 검정하기 위한 사후분석은 Duncan's multiple range test를 실시하였으며 p<0.05, p<0.01, p<0.001에서 유의성을 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. Antioxidant activity of NI-01
        항산화 활성 평가를 위해 DPPH 전자공여능을 측정한 결과 한약복합추출물(NI-01)은 농도 의존적으로 활성이 증가되는 양상을 나타냈고, 250 μg/mL에서 70%이상의 활성을 보였으며 500 μg/mL와 1000 μg/mL에서는 양성대조군인 ascorbic acid와 동일 농도에서 유사한 높은 전자공여능을 나타냈다. 전자공여능에 대한 NI-01의 SC50은 127.3 μg/mL으로 산출되었다. ABTS+ radical 소거능의 경우에도 시험물질은 농도 의존적으로 증가하는 양상을 나타냈으며 250 μg/mL에서 90% 이상의 활성을 보였다. 또한, 500과 1000 μg/mL 농도에서 NI-01은 ascobic acid와 유사하게 높은 활성을 나타냈다. ABTS+ radical 소거능에 대한 NI-01의 SC50은 114.4 μg/mL으로 산출되었다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Electron-donating ability and ABTS+ radical scavenging activity of NI-01. Values represent mean ± SD of three independent experiments. Values with different letters are significantly different(p<0.05) by ANOVA and Duncan’s multiple range test. AA : Ascorbic acid. NI-01: Water extract of six herbal complex.
          
          

          

        

      

      
        2. RAW 264.7 cell에서의 Nitric Oxide inhibitory rate
        LPS만 처치한 후 세포 생존율은 63.8%로 나타났으며 NI-01의 전 농도에서 70% 이상의 세포생존율을 확인하였다. LPS와 NI-01을 같이 처치하였을 때 세포생존율은 70% 이상으로 개선되었고, 이는 세포독성에 영향이 적은 농도로 판단되어, 100 µg/mL 이하 농도에서 NO생성 저해효과 실험을 진행하였다.

        NO생성 저해에 대한 한약복합추출물(NI-01)의 IC50은 20.54 μg/mL으로 산출되었으며 농도 의존적인 양상으로 NO 생성을 저해하였다. 또한, 50과 100 µg/mL 농도에서 각각 14.9%, 4.5%의 낮은 NO 생성을 나타냈다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of NI-01 on cell viability and NO production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Control: LPS-treatment control. The values are mean±SD of 3 independent measurements. Values with different letters are significantly different (p<0.05) by ANOVA and Duncan’s multiple range test. ***p<0.001 as compared to the LPS only control group by ANOVA and Duncan’s test. NI-01: Water extract of six herbal complex.
          
          

          

        

      

      
        3. RAW 264.7 cell에서의 iNOS 단백질 정량
        한약복합추출물(NI-01) 100 및 200 µg/mL을 처치한 RAW 264.7 cell에서 LPS만 처치한 군에 비해 iNOS의 발현이 감소하였으며 특히 200 μg/mL 농도에서 현저하게 감소하였음을 확인하였다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of NI-01 on the iNOS expression in RAW 264.7 cells. Values with different letters are significantly different(p＜0.05). N : Vehicle, C: LPS, E1: LPS + NI-01 100 µg/mL, E2: LPS + NI-01 200 µg/mL.
          
          

          

        

      

      
        4. In vivo 소양감 억제 평가 결과
        시료 처치 및 소양감을 유도한 후 30분간 촬영하여 마우스가 뒷다리를 이용하여 목, 안면, 등 부위의 피부를 긁는 횟수를 측정하였을 때, C군과 PC군은 각각 159.0±35.9회, 39.9±27.1회의 긁는 횟수를 나타냈다. 한약복합추출물(NI-01)을 처치한 실험군의 긁는 횟수는 농도 의존적으로 감소하는 양상으로 나타났다. 특히 T3군은 PC군과 유사한 높은 소양감 억제를 나타냈으며, 소양감 억제에 대한 한약복합추출물(NI-01)의 IC50은 135.3 mg/kg으로 산출되었다(Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Inhibitory effect of orally administered NI-01 and Azelastine HCl on Compound 48/80 induced scratching behavior. Values are mean±SD of 5 mice. Test compounds were orally administered to ICR mice for 2 weeks. NC: DW+saline, C: DW+C48/80, PC: Azelastine HCl(20 mg/mL)+C48/80, T1: NI-01 40 mg/mL+C48/80, T2: NI-01 80 mg/mL+C48/80, T3: NI-01 160 mg/mL+C48/80. Values with different letters are significantly different (p<0.05) by ANOVA and Duncan’s multiple range test. ***p<0.001 as compared to the C48/80 only control group by ANOVA and Duncan’s test. NI-01: Water extract of six herbal complex.
          
          

          

        

      

      
        5. Evaluation on eye irritation by BCOP assay
        안자극지수(IVIS)는 혼탁도와 투과도를 이용하여 산출하였으며, 시험 결과 음성대조군의 IVIS 값은 1.6으로 비 자극, 양성대조군은 57.6으로 자극물질로 판정하였다. 한약복합추출물(NI-01)도 모든 농도에서 3 이하의 값을 보여 비 자극물질로 분류되었다(Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            The calculated IVIS values of NI-01 of BCOP assay. Values are mean±SD of 3 independent measurements. Values with different letters are significantly different (p<0.05) by ANOVA and Ducan’s multiple range test. NC: Distilled water, PC: Ethanol, NI-01: Water extract of six herbal complex.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      아토피 피부염은 난치성 피부질환으로 유병율이 지난 30년간 급증하고 있는데, 이는 대기오염의 증가와 함께 주거환경의 변화로 인한 항원의 노출 증가, 모유수유 감소 등의 영향 때문일 것으로 추측되고 있다. 아토피 피부염 환자들은 심한 소양감과 염증반응으로 인해 만성 피로를 겪으며 학업뿐만 아니라 신체적, 사회적 및 심리적 문제에 부딪히게 되며 이에 따른 경제적 손실이 증가함에 따라 아토피 피부염에 대한 치료에 관심이 증가하고 있는 추세이다26). 현재 한의학에서 한약재를 단독으로 사용하는 경우가 드물며 다양한 한약재를 혼합하여 사용하고 있는 추세이므로 본 연구에서도 한약복합추출물(NI-01)을 이용한 In vivo 및 In vitro 연구를 통해 항산화, 항염증, 소양감 억제 효과를 확인하여 아토피 개선 기능성 소재로서의 가능성을 알아보고자 하였다.

      일반적으로 한약추출물의 경우, 항산화능이 우수한 물질을 선별하여 다양한 효능평가에 활용하고 있는데, 목단피 추출물27)이나 오미자 추출물19)의 경우 높은 항산화능 물질로 보고되고 있다. 본 시험에 사용된 한약복합추출물(NI-01)도 DPPH assay와 ABTS+ assay에서 우수한 항산화능을 확인할 수 있었다.

      항염증 평가를 위해 RAW 264.7 cells에 LPS를 처치하여 NO 생성을 유도한 후 한약복합추출물(NI-01) 처치에 따른 저해효과를 평가하였다. RAW 264.7 cells는 항염증 약물의 효능평가에 많이 사용되며, LPS는 세포를 자극하여 염증 반응을 유도하여 NO, PGE2와 같은 염증 매개물질 생성을 촉진하는 물질로 사용된다28,29). 한약복합추출물(NI-01) 100 µg/mL의 세포생존율은 LPS 처치하였을 때 보다 높게 나타나 LPS에 의한 세포독성을 완화시켜주는 역할을 한 것으로 생각되며, 세포에 미치는 NI-01 독성에 대한 IC50은 1136 μg/mL으로 산출되었다. 한약복합추출물(NI-01)의 NO생성 저해에 대한 IC50은 20.54 μg/mL으로 산출되었으며 농도 의존적으로 높은 항염증 효과를 확인할 수 있었다.

      계지 추출물은 LPS 처리로 인한 NO와 PGE2 생성을 억제할 뿐만 아니라 iNOS 및 COX-2의 발현을 저해시켜 항염 효과가 있는 것으로 알려져 있으며14), 금은화는 NFκB가 핵 안으로 전위(translocation)됨을 억제하여 NO, iNOS, TNF-α, COX-2, IL-6, IL-1β의 감소시킴으로 항염증 효과를 발생시키는 것으로 보고되고 있다30,31). 이외에도 향유 추출물은 IL-6, IL-1α, COX-2, NO 생성 억제에 효과적이며32), 목단피와 도인 혼합추출물의 경우 목단피 단독 추출물에 비해 효과적으로 NO 생성을 저해하는 것으로 보고되어 있다33). 이는 목단피가 다른 약재와 혼합할 경우 상승 작용에 기인하는 것을 의미한다. 본 시험에서도 NI-01을 구성하는 시료 중에 계지, 금은화, 향유, 목단피가 항염증 효과에 크게 작용하여 나타났다. 특히, 항산화에 효과적인 목단피가 다른 시료와의 상승 작용으로 인해 높은 항염증 활성을 나타낸 것으로 사료된다. 항염 효능평가에 있어서도, NO 생성과 iNOS 단백질 발현이 시험물질에 의해 모두 감소하는 결과를 보였다. iNOS(nitric oxide synthases, inducible isoform)는 염증반응이 일어났을 때, 염증을 제거하기 위해 대식세포에 의해 발현되며 이때 iNOS에 의해 NO의 생성도 증가되게 되는데, 이들의 감소는 좋은 항염증 효과를 보일 수 있음을 암시한다.34)

      제 1형 알러지성 염증 반응에 해당되는 아토피 피부염의 주 증상은 가려움증으로 피부를 긁는 행위로 인해 2차 피부질환을 유발하게 되며 본 연구에서 한약복합추출물(NI-01)의 소양감 억제 효능을 확인하였다. 소양증 연구에 대한 마우스 모델에서 사용하는 가려움증제는 substancs P, histamine, compound 48/80 등이 있으며35), 그 중 compound 48/80은 비만세포의 세포막에 작용하여 세포 외에 존재하는 칼슘을 세포내로 유입시키고 cyclic adenosine monophosphate(cAMP)와 cyclic guanosine-3’,5’ monophosphate(cGMP)양을 변화시켜 비만세포의 탈 과립으로 히스타민이 유리되어 소양감을 유도시키는 역할을 한다36,37). 정상군과 compound 48/80을 유도한 군의 긁는 횟수는 현저하게 높은 차이를 나타냈으며 한약복합추출물(NI-01)은 농도 의존적인 양상을 보였다. 한약복합추출물(NI-01) 160 mg/kg 처치 시 Azelastine HCl를 투여한 양성대조군과 유사한 수치로 높은 소양감 억제를 나타냈다.

      우방자는 세포내 cAMP양을 증가시키는 비만세포 안정화를 통해 비만세포의 탈과립 및 혈장 histamine 유리를 감소시켜 compound 48/80에 의한 가려움증을 억제하며1), 목단피 추출물의 대표 성분 중 paeonol은 비만 세포와 RBL-2H3 세포에서 각각 히스타민과 TNF-α 방출을 억제하여 항 알레르기 활동에 기여한다고 알려져 있는데38), 본 시험에서 한약복합추출물(N1-01)은 목단피와 다른 시료 간의 상가 작용으로 더 좋은 소양감 억제 효과를 보여주고 있다. 또한 한약복합추출물(N1-01)은 안점막 자극 대체시험법으로 널리 알려져 있는 BCOP 시험법에서 비자극 물질로 판정되어 국소적인 자극에 있어서 안전성을 확인하였다.

      본 연구의 결과를 종합해 볼때, 한약복합추출물(NI-01)은 높은 항산화 및 항염증 효과를 보였고 우수한 소양감 억제 효과를 나타냈으며 안점막 자극 시험에서 비 자극으로 판정되어 건강기능식품, 화장품 분야에서의 활용 가능성을 확인할 수 있었다. 최근 천연 소재를 이용한 기능성 소재 탐색 연구가 활발하게 이루어지고 있기 때문에, 본 시험에 사용된 다양한 복합 성분들에 대한 효능의 기전적 규명 및 허가 등을 위한 추가적 시험이 요구되어지지만 한약재 혼합사용을 통해 항염증 및 소양감 억제 등의 효능이 증가된 새로운 아토피 소재로서의 활용을 위한 기초자료를 제시할 수 있을 것이라고 판단된다.
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