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            초록
          
        

        
          This study was conducted to find a candidate prescription with anti-inflammatory efficacy of 7 herbal prescriptions known to be effective in atopic dermatitis and sleep disorders in Korean medicine. The anti-inflammatory of the 7 herbal prescriptions extracts were evaluated by ELISA assay and Western blot assay. 7 herbal prescriptions, Seongyutang(SU), Danseontoetang(DST), Sotosajahwan(ST), Jisiljagyagsan(JJ), Seokchangpo(SCP), Wiryeongseon(WLS), Gogojohwan(GGJ) 30 % EtoH extract was used for in vitro experiments. In TNF-α + IFN-γ(TI) stimulated HaCaT cells, all 7 herbal prescriptions reduced TARC and MDC production, and JJ strongly reduced TARC and MDC production at 100 ㎍/ml concentration. SCP strongly reduced MDC production at 10 ㎍/ml and 100 ㎍/ml concentration. In addition, in substance P(SP)/CRH stimulated HMC-1 cells, JJ strongly inhibited VEGF production at both 10 and 100 ㎍/ml concentrations. In LPS/CRH stimulated Raw264.7 cells, all 7 herbal prescriptions significantly inhibited TNF-α. PMA + Ionomycin(PI)/CRH stimulated EL4 cells, SU significantly reduced IL-4 production at both concentrations of 10 and 100 ㎍/ml. WLS significantly reduced IL-17 production at both concentrations of 10 and 100㎍/ml. This suggests that 7 herbal prescriptions have anti-inflammatory effects by reducing inflammatory cytokines in keratinocytes, mast cells and macrophages caused by inflammation. Therefore, it is expected that 7 herbal prescriptions that are effective for sleep disorders and atopic dermatitis can be used as therapeutic materials for sleep disorders and diseases associated with atopic dermatitis.
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      서 론
      아토피피부염(Atopic dermatitis, AD)은 홍반, 부종, 태선화 등의 피부 증상과 소양감을 호소하는 만성 염증성 피부 질환이다.1) 아토피피부염 환자는 질병 이환 기간 동안 수면장애를 동반하는 경우가 많으며, 이로 인한 피로감, 기분 장애, 업무 수행 능력 저하, 삶의 질 저하 등을 경험하는 것으로 보고되었다.2,3)

      6세 이하 300 명의 아토피피부염 소아 환자를 대상으로 한 연구결과, 60% 이상에서 수면장애를 경험하고 있어 아토피피부염 환자의 관리를 위해 수면장애를 개선하는 치료 전략이 필요함을 시사하고 있다.4)

      아토피 피부염은 한의학에서 奶癬, 嬰兒濕疹, 浸淫瘡, 胎癬瘡, 血風瘡 등의 범주에 속한다.5) 胎火濕熱이 蘊積하거나 風熱之邪가 침입하여 아토피피부염이 유발되는 것으로 보고 있으며, 風熱, 濕熱, 血熱, 虛熱 등으로 변증하여 치료한다.6) 서양의학에서 아토피피부염 치료를 위해 보습제, 스테로이드, 면역억제제 사용 등을 사용하고 있으나, 사용 중 불규칙한 수면시간, 입면 후 잠자리에 드는 시간이 오래 걸림, 잠자리 시 자주 깸 등을 호소하는 사례가 보고되고 있다.7,8) 최근 消風淸營湯加味方, 升麻黃連湯 등의 처방을 활용하여 아토피피부염 환자에 동반된 수면장애 증상을 개선한 사례가 보고되었다.9) 또한, 불면증, 야제증 등에 사용되는 抑肝散을 활용한 실험 연구에서 TNF-α, IL-4등의 염증성 cytokine 발현을 억제하여 아토피 피부염 증상을 개선한 사례가 보고되었다.10)

      따라서 본 연구에서는 한의학 고전에서 아토피 피부염 증상 및 수면장애를 동시에 치료할 수 있을 것으로 예상되는 한약 처방을 탐색한 후, 피부각질형성세포, 비만세포, 대식세포에서 항염증효능을 관찰하였다. 이에 대한 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료 및 시약
        본 실험에 사용한 Human mast cell HMC-1 cell과 Mouse T cell EL4 cell, Mouse macrophage Raw 264.7 cell은 한국세포주은행(Seoul, South Korea)에서 구입하였다. 또한 Iscove’s modified Dulbecco’s 배지(IMDM)은 Merck Millipore(Darmstadt, Germany)와 High glucose Dulbecco’s modified Eagle’s 배지(DMEM)은 Welgene Inc.(Gyeongsangbuk, Korea)을 사용하였으며, 10% Fetal bovine serum(FBS) 및 1% Penicilin, Streptomycin(PS)은 Invitrogen Inc.(Carlsbad, CA, USA)에서 구입하여 사용하였다. Human vascular endothelial growth factor(VEGF) 및 Mouse tumor necrosis factor(TNF)-α, interleukin(IL)-4, interleukin(IL)-17 ELISA Kit는 Koma Biotech Inc.(Seoul, Korea)에서 구입하였고, human thymus and activation-regulated chemokine(TARC/CCL17)과 macrophage-derived chemokine(MDC/CCL22) ELISA Kit는 R&D Systems(Minneapolis, MN, USA)에서 구입하였다.

      

      
        2. 7가지 한약 처방 선택
        發斑, 腫脹, 乾騷, 濕瘡, 癬, 痒 등의 아토피피부염 증상 관련 용어와 不眠, 不得臥, 多夢 등의 수면장애 증상 관련 용어 목록 작성 후, 고문헌에서 주치 병증, 방제명, 처방 구성의 정보를 가지는 데이터베이스를 구축하였다. 동의보감, 의학입문, 경악전서, 광제비급, 동의수세보원, 제중신편, 방약합편, 향약집성방의 원문텍스트를 이용하여 검색하였으며, 이 중 임상활용도가 높은 7가지 처방을 선택하였다. 이를 토대로 아토피피부염 및 수면장애 증상 용어 목록의 내용이 방제의 주치 병증에 포함된 경우를 검색하여 공통적으로 사용할 수 있는 방제 목록을 추출, 분석하였다. 추출된 방제 목록을 이용하여 본초 구성, 주치 병증 정보를 함께 출력하였다. 도출한 7종의 처방에 사용된 한약재는 강동경희대학교 한방병원에서 구입하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Most related Effects of Prescription with Atopic Dermatitis and Sleep problems from the Database
          
          

        

        
          
            
              	Prescription
              	Original text keywords
              	Reference
            

          
          
            	성유탕
Seongyutang
(SU)
            	(Atopic dermatitis like symptoms)
癰疽, 膿水出多
(Sleep disturbance like symptoms)
心煩少睡
            	『東醫寶鑑』
Donguibogam
          

          
            	단선퇴탕
Danseontoetang
(DST)
            	(Atopic dermatitis like symptoms)
瘙痒
(Sleep disturbance like symptoms)
夜啼
            	『醫學入門』
Yixuerumen
          

          
            	소토사자환
Sotosajahwan
(ST)
            	(Atopic dermatitis like symptoms)
濕痒
(Sleep disturbance like symptoms)
夜夢驚恐
            	『鄕藥集成方』
Hyangyakjipseongbang
          

          
            	지실작약산
Jisiljagyagsan
(JJ)
            	(Atopic dermatitis like symptoms)
癰膿
(Sleep disturbance like symptoms)
不得臥
            	『鄕藥集成方』
Hyangyakjipseongbang
          

          
            	석창포
Seokchangpo
(SCP)
            	(Atopic dermatitis like symptoms)
熱毒瘡, 遍身生瘡, 痛而不痒
(Sleep disturbance like symptoms)
恣臥轉側
            	『廣濟秘笈』
Gwangjebigeup
          

          
            	위령선
Wiryeongseon
(WLS)
            	(Atopic dermatitis like symptoms)
皮膚風痒, 火毒熱毒, 風瘡, 疥癬等瘡, 白癜風
(Sleep disturbance like symptoms)
坐臥不安
            	『鄕藥集成方』
Hyangyakjipseongbang
          

          
            	고고조환
Gogojohwan
(GGJ)
            	(Atopic dermatitis like symptoms)
肺風, 皮膚瘙痒, 或生癮癬, 細疹痛痒
(Sleep disturbance like symptoms)
夜多不睡.
            	『醫學入門』
Yixuerumen
          

        

        

      

      
        3. 약재 구입 및 추출물 제조
        성유탕(SU), 단선퇴탕(DST), 소토사자환(ST), 지실작약산(JJ), 석창포(SCP), 위령선(WLS), 고고조환(GGJ)을 각각 30% EtOH로 80℃ 조건에서 3시간 동안 전탕 후 0.2mm 필터(Whatman International, Maidstone, UK)로 여과하여 불용성 물질을 제거하였다. 여과된 추출액은 Rotary vacuum evaporator을 사용해서 1시간 동안 농축한 후, 이를 -80℃ 동결건조기(FD8508S, Busan, Korea)에서 3일 동안 건조시켰다. 모든 시료는 추가 연구를 위해 -20℃에 보관하였다.

      

      
        4. 세포배양
        HMC-1 cell은 1% PS와 10% FBS, 1.2mM 1-thiolglycerol이 포함된 IMDM 배지를 사용하여 배양하였으며, EL4 cell, HaCaT cell, Raw 264.7 cell은 1% PS와 10% FBS가 포함된 DMEM 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 실험에 사용된 모든 세포는 80-90% confluence로 자랐을 때 계대 배양하였다.

      

      
        5. Cell viability assay
        실험에 사용된 모든 세포는 언급된 배지에 5 x 104 cells/ml의 농도로 섞은 후, 96 well plate에 100 ㎕씩 분주하고 37℃, 5% CO2 조건에서 24시간 동안 배양하였다. 이후 10, 100, 500, 1000 ㎍/ml 농도로 추출물을 처리하고 24시간 동안 배양한 뒤, 2, 3-Bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide(XTT) 시약을 각 well 당 50 ㎕씩 첨가하여 4시간 동안 CO2 incubator에서 반응시켰다. 이후 Microplate reader(Tecan, Männedorf, Switzerland)를 사용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포생존율은 정상 대조군의 백분율로 비교하였다.

      

      
        6. Enzyme-linked Immunosorbent Assay(ELISA)
        HMC-1 cell을 12 well plate에 각 well 당 5 x 105 cells/ml의 농도로 분주한 뒤, 1시간 동안 37℃, 5% CO2조건에서 배양하였다. 추출물 10, 100 ㎍/ml과 Dexamethasone 10 ㎛을 1시간 전 처리하고 Substance P(SP) 10 ㎛, Corticotropin-releasing hormone(CRH) 1 nM을 각각 48시간, 24시간 동안 처리하여 배양하였다. 이후 배지를 1,500 rpm, 10분 동안 원심 분리하여 얻은 상층액을 사용하여 VEGF 생성 함량을 측정하였다.

        EL4 cell을 12 well plate에 각 well 당 5 x 105 cells/ml의 농도로 분주한 뒤, 1시간 동안 37 ℃, 5% CO2조건에서 배양하였다. 추출물 10, 100 ㎍/ml과 Dexamethasone 10 ㎛을 1시간 전처리한 다음, phorbol myristate acetate(PMA) 10 ng/ml + Ionomycin 100 ng/ml(PI)을 처리하고 1시간 후에 CRH 10 nM을 처리하여 24시간 동안 배양하였다.

        HaCaT cell을 6 well plate에 각 well 당 5x105 cells/ml의 농도로 분주한 뒤, 24시간 동안 37℃, 5% CO2조건에서 배양하였다. FBS가 포함되지 않은 배양액에서 24시간 동안 재 배양한 후에 추출물 10, 100 ㎍/ml과 Dexamethasone 10 ㎛을 1시간 전처리 한 다음, TNF-α, interferon-gamma(INF-γ) 10 ng/ml을 각각 처리 후 24시간 배양하였다.

        Raw 264.7 cell을 12 well plate에 각 well 당 2.5x105 cells/ml의 농도로 분주한 뒤, 24시간 동안 37℃, 5% CO2조건에서 배양하였다. FBS가 포함되지 않은 배양액에서 24시간 동안 재 배양한 후에 추출물 10, 100 ㎍/ml과 Dexamethasone 10 ㎛을 1시간 전처리 한 다음, lipopolysaccharide(LPS) 1 ㎍/ml을 처리하고 1시간 후 CRH 1 nM을 처리하여 24시간 배양하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 한약 처방 추출물이 HaCaT세포의 TARC/CCL17, MDC/CCL22 생성에 미치는 영향
        HaCaT 세포에 SU, DST, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ 처방 추출물을 10, 100, 500, 1000 ㎍/ml의 농도로 처리하고 24시간 후에 XTT assay를 통해 세포 생존율을 확인하였다. SU, DST, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ 처방 추출물에서 100 ㎍/ml의 농도까지는 90% 이상의 세포 생존율을 보였으며 JJ, GGJ 처방 추출물은 500 ㎍/ml 이상의 농도를 처리하였을 때 80% 이하로 세포 생존율이 감소하였다. 따라서 모든 처방 추출물에서 독성이 나타나지 않은 10, 100 ㎍/ml의 농도에서 실험을 진행하였다(Fig. 1A). 항 아토피 효능 평가는 HaCaT 세포에 TI 처리를 통하여 염증 반응을 일으키고 SU, DST, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ 처방 추출물을 10, 100㎍/ml 농도로 처리하여 배양 후 TARC/CCL17, MDC/CCL22의 생성 억제를 측정하였다. 세포 상층액에서 MDC의 발현을 측정한 결과 TI 처리군과 비교하여 SU(100 ㎍/ml), DST(10, 100 ㎍/ml), ST(10, 100 ㎍/ml), JJ(10, 100 ㎍/ml), SCP(10, 100 ㎍/ml), WLS(10, 100 ㎍/ml), GGJ(100 ㎍/ml)를 처리했을 때 MDC의 발현이 유의미한 감소를 보였다(Fig. 1B). 또한, SU(100 ㎍/ml), DST(10, 100 ㎍/ml), ST(100 ㎍/ml), JJ(10, 100 ㎍/ml), SCP(10, 100 ㎍/ml), WLS(10, 100 ㎍/ml), GGJ(10, 100 ㎍/ml)를 처리했을 때 TARC 발현이 유의미한 감소를 보였다(Fig. 1C).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of prescription on the MDC and TARC expressions in TI-stimulated HaCaT cells. (A) HaCaT cells were treated with 10, 100, 500, 1000 ㎍/ml of prescription extracts for 24h. Cell viability was assessed using XTT assay. (B,C) HaCaT cells were 1h pre-treated with prescription extracts (10, 100 ㎍/ml) and DEX 10㎛, then stimulated with TNF-α, INF-γ 10 ng/ml each for 24h. Levels of MDC and TARC in culture supernatants were measured by ELISA assay. (#p < 0.05 vs. NC *p <0.05 vs TI treated group)
          
          

          

        

      

      
        2. 한약 처방 추출물이 HMC-1세포의 VEGF 생성에 미치는 영향
        HMC-1 세포에서 처방 추출물의 세포 독성 효과를 알아보기 위하여 HaCaT 세포와 동일한 방법으로 세포의 생존율을 확인하였다. SU, DST, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ처방 추출물에서10, 100, 500 ㎍/ml의 농도까지는 90% 이상의 세포 생존율을 보였으며DST, JJ, SCP, GGJ 처방 추출물은 1000 ㎍/ml의 농도를 처리하였을 때 80% 이하로 세포 생존율이 감소하였다. HMC-1 세포에 SP + CRH 처리를 통하여 염증 반응을 일으키고 SU, DST, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ 처방 추출물을 10, 100 ㎍/ml 농도로 처리하여 배양 후 VEGF 생성 억제를 측정하였다. 세포 상층액에서 VEGF의 발현을 측정한 결과 SP + CRH 처리군과 비교하여 SU(10, 100 ㎍/ml), DST(10, 100 ㎍/ml), ST(10, 100 ㎍/ml), JJ(10, 100 ㎍/ml), SCP(10, 100 ㎍/ml), WLS(10, 100 ㎍/ml), GGJ(10, 100 ㎍/ml)를 처리했을 때 VEGF의 발현이 유의미한 감소를 보였다(Fig. 2B).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of prescription on the VEGF expressions in SP and CRH-stimulated HMC-1 cells. (A) HMC-1 cells were treated with 10, 100, 500, 1000 ㎍/ml of prescription extracts for 24h. Cell viability was assessed using XTT assay. (B) HMC-1 cells were 1h pre-treated with prescription extracts 10, 100 ㎍/ml and DEX 10㎛ then stimulated with SP 10㎛ for 48h. next day, stimulated with CRH 1nM for 24h. Levels of VEGF in culture supernatants were obtained by centrifuging the medium at 1,500 rpm for 10 minutes is used measured by ELISA assay. (#p < 0.05 vs. NC *p <0.05 vs SP and CRH treated group).
          
          

          

        

      

      
        3. 한약 처방 추출물이 Raw 264.7 세포의 TNF-α 생성에 미치는 영향
        Raw264.7 세포에 SU, DST, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ 처방 추출물을 10, 100, 500, 1000 ㎍/ml의 농도로 처리하고 24시간 후에 XTT assay를 통해 세포 생존율을 확인하였다. SU, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ 처방 추출물에서 10 ㎍/ml의 농도까지는 90% 이상의 세포 생존율을 보였다. 한편 각각 처방 추출물 JJ, SCP는 100 ㎍/ml 이상의 농도에서 80% 이하의 세포 생존율과 ST, WLS, GGJ는 500 ㎍/ml 이상의 농도에서 80% 이하의 생존율을 보였다. DST 처방 추출물은 10 ㎍/ml 이상의 농도를 처리하였을 때 50% 이하로 세포 생존율이 감소하였다(Fig. 3A). DST는 10 ㎍/ml의 농도에서도 독성이 나타났지만 모든 세포의 조건을 동일하게 하기 위해 실험은 10, 100 ㎍/ml의 농도에서 진행하였다. Raw264.7 세포에 LPS+CRH 처리를 통하여 염증 반응을 일으키고 SU, DST, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ 처방 추출물을(10, 100 ㎍/ml) 농도로 처리하여 배양 후 TNF-α 생성 억제를 측정하였다. 세포 상층액에서 TNF-α의 발현을 측정한 결과 LPS+CRH 처리군과 비교하였을 때 SU(10, 100 ㎍/ml), DST(10, 100 ㎍/ml), ST(10, 100 ㎍/ml), JJ(10, 100 ㎍/ml), SCP(10, 100 ㎍/ml), WLS(10, 100 ㎍/ml), GGJ(10, 100 ㎍/ml)를 처리했을 때 TNF-α의 발현이 유의미한 감소를 보였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of prescription on the TNF-α expressions in LPS and CRH-stimulated Raw264.7 cells. (A) Raw264.7 cells were treated with 10, 100, 500, 1000 ㎍/ml of prescription extracts for 24h. Cell viability was assessed using XTT assay. (B) Raw264.7 cells were 1h pre-treated with prescription extracts 10, 100 ㎍//ml and DEX 10㎛ then stimulated with LPS 1ng/ml for 24h. after 1h, stimulated with CRH 1nM for 24h. Levels of MDC and TARC in culture supernatants were measured by ELISA assay. (#p < 0.05 vs. NC *p <0.05 vs LPS and CRH treated group).
          
          

          

        

      

      
        4. 한약 처방 추출물이 EL4 세포의 IL-4, IL-17 생성에 미치는 영향
        EL4 세포에서 처방 추출물의 세포 독성 효과를 알아보기 위하여 HaCaT 세포와 동일한 방법으로 세포의 생존율을 확인하였다. SU, DST, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ 처방 추출물에서 100 ㎍/ml의 농도까지는 90% 이상의 세포 생존율을 보였다. 한편 DST 처방 추출물은 500 ㎍/ml 이상의 농도를 처리하였을 때 50% 이하로 세포 생존율이 감소하였다. 따라서 모든 처방 추출물에서 독성이 나타나지 않은 10, 100 ㎍/ml의 농도에서 실험을 진행하였다(Fig. 4A).	EL4 세포에 PI + CRH 처리를 통하여 염증 반응을 일으키고 SU, DST, ST, JJ, SCP, WLS, GGJ 처방 추출물을 10, 100 ㎍/ml 농도로 처리하여 배양 후 IL-4와 IL-17 생성 억제를 측정하였다. 세포 상층액에서 IL-4 발현을 측정한 결과 PI + CRH 처리군과 비교하여 SU(10, 100 ㎍/ml), DST(10 ㎍/ml), ST(100 ㎍/ml), WLS(10 ㎍/ml), GGJ(100 ㎍/ml)을 처리했을 때 IL-4의 발현이 유의미한 감소를 보였다(Fig. 4B). 한편 IL-17 발현을 측정한 결과 PI + CRH 처리군과 비교하여 SU(10 ㎍/ml), ST(10 ㎍/ml), WLS(10, 100 ㎍/ml)을 처리했을 때 IL-17의 발현이 유의미한 감소를 보였다. 반면 SU(100 ㎍/ml), DST(10, 100 ㎍/ml), ST(100 ㎍/ml), JJ(10, 100 ㎍/ml), SCP(10, 100 ㎍/ml), GGJ(10, 100 ㎍/ml)에서는 IL-17의 생성에 관하여 유의미한 억제 효과를 나타내지 않았다(Fig. 4C).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of prescription on the IL-4 and IL-17 expressions in PI and CRH-stimulated EL4 cells. (A) EL4 cells were treated with 10, 100, 500, 1000 ㎍/ml of prescription extracts for 24h. Cell viability was assessed using XTT assay. (B,C) EL4 cells were 1h pre-treated with prescription extracts 10, 100 ㎍/ml and DEX 10㎛ then stimulated with PMA 10 ng/ml, Ionomycin 100 ng/ml each for 24h. after 1h, stimulated with CRH 10nM for 24h. Levels of IL-4 and IL-17 in culture supernatants were measured by ELISA assay. (#p < 0.05 vs. NC *p <0.05 vs PI and CRH treated group).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      아토피피부염은 만성 재발성 피부질환으로 환자의 외적인 변화를 초래함으로써 자존감이 낮아지고 불안, 우울과 같은 정신적 문제를 초래할 수 있다.11) AD 환자에서 소양감으로 인한 수면장애는 매우 흔하게 발생하고 정상인에 비해 수면 효율이 약 4배 낮으며, non-rapid eye movement(non-REM) 수면 수치가 낮게 나타난다.12) 이와 같이 아토피피부염 환자에서 수면장애는 피로감이나 삶의 질을 저하시키고 정신적 스트레스 등에 영향을 주어 사회적 문제로도 이어질 수 있다.13) 정신적 스트레스는 불면증, 우울증과 같은 정신 질환의 발생을 촉진 할뿐만 아니라 병원체 감염 질환에 대한 감수성을 크게 증가시킨다.14)

      수면장애는 Hypothalamic - Pituitary - Adrenal(HPA) 축의 조절 이상을 유발해 신경 전달 물질인 세로토닌을 감소시키고 CRH및 Cortisol의 수준을 증가시킨다.15) CRH는 HPA 축의 활성화와 glucocorticoids 및 catecholamines의 방출을 통해 신경 내분비 -면역 상호 작용에 영향을 미친다.16) 특히, 스트레스호르몬인 CRH는 비만세포에 영향을 미쳐 히스타민의 탈과립 및 염증 유발물질인 히스타민의 방출을 유도한다.17)

      역학 및 보고된 연구에 따르면 스트레스 호르몬은 Th2를 자극하여 알레르기, 염증성 피부질환에 영향을 미친다고 보고되었다.18) 그 중에서 MDC와 TARC는 대표적인 Th2 케모카인으로 CC chemokine receptor 4(CCR4) 에 작용하여 표적 장기로 Th2 세포의 이동과 침윤을 유도하는 것으로 알려져 있다.19) 케모카인에 의해 표적 장기로 이주한 Th2 세포는 B 세포를 자극하여 IL-4, IL-5, IL-13과 같은 사이토카인을 분비하여 알레르기 염증반응을 강화하고 MDC와 TARC의 생성을 자극하여 지속적으로 Th2 세포의 이동을 자극하여 만성적인 염증 상태가 지속되도록 한다.20) 따라서 본 연구에서 피부각질형성세포인 HaCaT 세포에서 TI를 처리하여 염증을 유도하고 아토피피부염 유사 환경을 조성하였으며, 대조군에 비해 TI처리군에서 MDC와 TARC의 생성량이 유의미하게 증가하였다. 이는 처방 추출물을 처리하였을 때 DST, ST, JJ, SCP, WLS에서 MDC의 생성량이 유의미하게 감소하였고 특히, SCP는 처리한 농도 모두에서 MDC의 생성량이 크게 감소하였다. 또한 DST, JJ, SCP, WLS, GGJ에서 TARC의 생성량이 유의미하게 감소하였으며 JJ, SCP 100 ㎍/ml의 농도에서TARC 생성량이 크게 감소하였다. 따라서 본 실험을 통해 처방 추출물의 항염증효능을 확인하였으며 이에 아토피피부염에 효과가 있다고 보고된 처방 추출물은HaCaT 세포에서 TI에 의해 유발된 염증 반응에 MDC와 TARC 생성량 억제를 통하여 염증세포의 침윤을 조절함으로써 아토피피부염 증상 완화에 기여할 수 있을 것으로 사료된다.

      비만 세포는 주로 결체조직과 점막에 존재하면서 알레르기와 염증 반응에 관여하고 IgE(FcεRI)에 대한 고친화성 수용체의 교차 결합에 반응하여 과립 내의 사이토카인을 분비하여 알레르기 염증의 초기 반응과 후기 반응을 일으키고 만성적인 염증 반응에 주요한 역할을 한다.21) 또한 비만 세포는 세포질 과립 내에 VEGF를 포함하고 있으며, 이 성장 인자를 자발적으로 그리고 활성화 후에 분비 할 수 있다.22) 스트레스 호르몬인 CRH는 비만 세포의 CRH 수용체에 결합하여 VEGF 분비량을 증가하고, 이는 혈관투과도를 증가하여 국소 염증반응을 강화한다.23) 따라서 본 연구에서 인간비만세포주인 HMC-1 세포에서 스트레스 호르몬인 CRH와 SP를 처리하여 염증을 유도하였다. 대조군에 비해 SP+CRH처리군에서 VEGF 생성량이 증가하였으며 이는 처방 추출물을 처리하였을 때 유의미하게 감소하였다. 특히 SU 10 ㎍/ml의 농도에서 VEGF 생성량이 가장 크게 감소하였다.

      대식세포는 염증반응에서 방어에 중추역할을 하고 LPS를 인지한 염증반응은 전사 인자인 NF-κB 조절에 관여한다.24) 이를 통해서 염증성 사이토카인의 생산과 분비를 자극하고 염증 촉진 매개물질을 유도한다. 자극을 받은 대식세포로 인해 NF-κB가 활성화되면 TNF-α, IL-6 등을 증가시켜 염증반응을 유도한다.25) 따라서 본 연구에서 대식세포인 Raw264.7 세포에서 스트레스 호르몬인 CRH와 LPS를 처리하여 염증을 유도하였다. 대조군에 비해 LPS +CRH 처리군에서 TNF-α 생성량이 증가하였으며 이는 처방 추출물을 처리하였을 때 유의미하게 감소하였다. 하지만 DST의 경우 모든 농도에서 세포 생존율이 50% 이하로 감소한 것으로 보아 10, 100 ㎍/ml의 농도에서 TNF-α의 발현의 감소는 세포 독성으로 인한 결과로 사료된다. 또한 JJ, SCP는 100 ㎍/ml 농도에서 세포 생존율이 80% 이하인 것으로 보아 100 ㎍/ml의 농도에서 TNF-α의 발현의 감소는 세포 독성으로 인한 결과로 사료된다.

      항원을 제공받은 T 세포는 Th2 세포로 분화하며 IL-4, IL-13, IL-17 등과 같은 사이토카인을 분비하여 염증을 유발하고, 면역 세포를 자극해서 IgE 및 염증 매개 물질들이 분비됨으로써 과민반응이 유발된다.26,27) 따라서 본 연구에서 마우스 T 세포인 EL4 세포에서 스트레스 호르몬인 CRH와 PMA/Ionomycin(PI)를 처리하여 염증을 유도하였다. 대조군에 비해 PI +CRH 처리군에서 IL-4, IL-17의 생성량이 유의미하게 증가하였다. 이는 처방 추출물 SU, DST, ST, WLS, GGJ을 처리했을 때 IL-4의 발현이 유의미한 감소하였고, SU, ST, WLS을 처리했을 때 IL-17의 발현이 유의미한 감소를 보였다. 따라서 PI +CRH로 유도된 T세포의 in vitro 모델에서 처방 추출물 SU(10, 100 ㎍/ml), DST(10 ㎍/ml), ST(100 ㎍/ml), WLS(10 ㎍/ml), GGJ(10 ㎍/ml)의 농도에서 염증성 사이토카인 IL-4와 SU(10 ㎍/ml), SU(10 ㎍/ml), WLS(10, 100 ㎍/ml)의 농도에서 IL-17 발현을 감소시키는 것으로 보아, 아토피피부염과 연관된 수면장애 개선 효과에 기여할 수 있을 것으로 사료된다. 7가지 처방 중 18종의 약물(산약, 감초, 고삼, 당귀, 토사자, 백복령, 생지황, 연자육, 석창포, 선퇴, 숙지황, 위령선, 인삼, 작약, 조협, 지실, 천궁, 황기)이 사용되었으며, 이중 補益藥에 해당하는 약물이 8종 (산약, 감초, 당귀, 토사자, 숙지황, 인삼, 작약, 황기)으로 가장 많았다. 일반적으로 한의학에서는 아토피피부염의 원인을 風熱, 血熱 등의 實한 상황으로 본다. 그와 반대로 補益藥이 다빈도 처방이라는 점에서, 수면장애가 동반되는 AD 상황에서는 그 원인을 해석할 때 虛證 관련으로 보고, 補益하는 여러 방법으로 치료할 수 있을 것이다.28) 수면장애가 동반되는 아토피피부염 치료 시 後天之本으로서 精血 생성의 원천이 되는 脾胃의 기능을 다룸으로써 증상을 개선시킬 수 있을 것이라 예상된다.29) 본 연구에서 사용한 한약처방 7종의 효능에 대해 in vitro 수준에서의 실험만 이루어졌다. 따라서 동물 모델을 활용한 효력 시험, 약동력학 및 안전성 연구 등을 포함한 추가적 연구가 필요하다. 또한 IL-17 발현을 알아본 실험의 결과 중 일부 처방에서 유의미한 결과가 나타나지 않았으므로 이에 대한 추가적인 연구가 진행되기를 희망한다.

    

    

  
    
      결 론
      한의학 고전에서 아토피피부염과 수면장애에 효과가 있다고 알려진 7가지 한약 처방을 탐색한 후 항염증 효과를 측정한 결과 HaCaT 세포에서 MDC, TARC 생성을 억제하였고 HMC-1 세포와 Raw264.7 세포에서 각각 VEGF와 TNF-α의 분비를 억제하였다. 또한 EL4 세포에서 7가지 한약처방 중 SU, ST, WLS의 일부 농도에서 IL-4와 IL-17의 생성을 억제하여 스트레스 상황을 동반한 아토피피부염 유사 in vitro 모델에서 염증을 개선하는데 유의미한 효과를 보였다. 결과적으로 한약 처방 SU가 모든 세포에서 염증성 사이토카인의 발현을 감소시키는 것으로 보아 수면장애 및 아토피피부염 관련 질환의 치료제로 가장 우수한 처방이라 생각된다.
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