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            초록
          
        

        
          This study aims to evaluate the anti-inflammatory effect of 80% ethanol extracts of Stachys affinis (MQ) on 1-fluoro-2,4-Dinitrofluorobenzene (DNFB) induced atopic dermatitis (AD) in Balb/c mice. AD-like allergic contact dermatitis was induced by challenge of DNFB on the ear after DNFB sensitization on the back sides of mice. MQ alleivated clinical severity in AD-like skin lesions. In addition, ear thickness of epidermis and penetration of inflammatory cells in AD-like skin lesions were decreased by topical application of MQ. The the serum levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-4 (IL-4) were measured in AD mice using ELISA kits. Levels of TNF-α and IL-4 in serum were significantly decreased by topical application of MQ. Therefore, this study could give a clinical basis that MQ could be a agent to prevent AD.
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      서 론
      아토피 피부염은 알레르기질환 중 대표적인 난치성 질환으로 지속적인 소양증을 일으키는 피부 표층의 염증을 뜻하며, 일반적으로 피부 건조, 가려움, 염증을 동반한 알레르기성 습진을 말한다1,2). 아토피 피부염의 발병 원인은 아직 까지 명확히 규명되지 않았으나 유전적인 요인, 환경적인 요인 그리고 면역학적 이상 등 복합적인 요인들이 관여하는 것으로 알려져 있다3,4). 정상적인 상태에서는 Th1 세포와 Th2 세포 간의 상호작용으로 균형을 이루면서 면역반응을 유지하지만 아토피 피부염에서는 T 림프구의 Th2 세포로의 전환이 촉진되어 증가된 Th2 세포가 많은 양의 염증성 cytokine을 분비 시키고 혈중 IgE의 상승을 가져옴으로써, Th1 세포의 활성을 억제하는 IL-4는 더욱 증가하여 Th1 세포의 증식이 더욱 억제되어 결국 세포 매개성 면역의 저하를 가져오게 되어 염증반응을 더욱 촉진 시킨다5). 아토피 피부염의 경우 Th2 skewing reaction 위주의 발병 기전에 대한 연구가 주류를 이룬다6). 일반적으로 아토피성 피부염의 치료는 염증과 소양감의 조절, 2차 병변 발생의 방지를 목적으로 한다. 스테로이드 외용제가 보습제, 식이 조절, 항히스타민제, 항생제와 함께 흔히 사용 된다7). 항히스타민 처리는 아토피 피부염 환자에게서 가려움증을 억제하기에 충분하지 못하며, 스테로이드의 적용은 잦은 부작용 때문에 장기적으로 이용할 수 없기 때문에 천연물로부터 새로운 물질을 개발하려는 연구가 필요하다8).

      초석잠(Stachys affinis)은 꿀풀과(labiate)로 중국, 일본 및 러시아 등에서 주로 재배되고 있다9). 1년생 본초로 뿌리는 가을에 지하에서 3~6 cm 정도로 자라는데 형태가 동충하초와 비슷하고 약효도 비슷하여 식물의 동충하초라 불리운다10). 맛은 달며 풍을 쫓고 어혈, 적혈을 풀며 기를 내리게 하고 신체의 조화를 이루게 한다고 기록되어 있으며, 관절염과 신경통 등을 치유하고, 간을 좋게 하는 작용이 있어 황달을 낫게 한다고 알려져 있다11). 또한, 초석잠의 탄수화물은 올리고당의 일종인 stachyose으로 인해 장내 유용균의 생육을 촉진하여 대장의 기능 촉진 및 장내 미생물 증식작용으로 인한 면역력의 강화, 배변작용 개선 등의 작용을 가지는 것으로 알려져 있다12).

      따라서 본 연구에서는 1-fluoro-2,4-Dinitrofluorobenzene (DNFB) 으로 아토피성 피부염의 하나인 알레르기성 접촉성 피부염을 유도한 동물모델에서 초석잠 추출물이 예방 효과에 대해 연구를 진행하였으며, 이를 확인하기 위해 추출물에 대한 분석과 귀 두께 변화와 같은 육안적 평가, 염증성 사이토카인 측정을 통하여 효과를 검증하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료
        
          1) 추출물의 제조
          본 실험에 사용된 초석잠(Stachys affinis)은 천안에서 2월에 수확한 것으로, 열풍 건조 후 분쇄한 분말 (70 g)을 10배 (v/w)에 해당하는 80% 에탄올 수용액을 가하여 80℃에서 2시간 30분 동안 단회 환류냉각 추출한 추출물을 qualitative filter paper (ADVANTECH, Tokyo, Japan)로 여과하여 여액을 감압 농축기(rotary evaporator, EYELA, N-1000, Tokyo, Japan)를 사용하여 농축하고, 농축액을 ultra-low temperature freezer (NuAire, NU-6625D36, USA)에서 48시간 동결시킨 후 동결건조(PVTFD-10R, Ilshin Lab Co. Ltd., Yangju, Korea) 하여 초석잠 에탄올 추출물 8.61 g (12.3%)을 수득 하였다.

        

        
          2) 실험동물
          본 실험에서 사용한 실험동물은 5주령 수컷 Balb/c mice를 샘타코(Osan, Korea)에서 구입하여 일주일 간 순화기간을 거친 다음 사용하였다. Balb/c mice의 평균 무게는 19.48 ± 0.74 g으로 시료를 매일 2~3회 도포 하였다. 실험동물 사육실은 12시간 간격으로 명암을 조절하였고, 실내온도는 23 ± 2℃, 실내습도는 50 ~ 60%를 유지하였다. 본 동물실험은 원광대학교 동물실험가이드(Guide for Animal Experimentation)를 준수하여 시행되었으며, 원광대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아 시행하였다 (Approval NO. WKU21-42).

        

        
          3) 군 구성
          실험동물은 5개 군으로 분류되었으며 아무 처리도 하지 않은 정상군(CON), 오른쪽 귀에 DNFB를 도포하고 증류수(distilled water, DW)를 도포한 대조군 (DNFB), 오른쪽 귀에 DNFB를 도포하고 Betamethasone (0.61 mg/kg) 도포군 (BMC), 오른쪽 귀에 DNFB를 도포하고 초석잠 추출물 45 mg/mL 도포군(MQ300), 오른쪽 귀에 DNFB를 도포하고 초석잠 추출물 100 mg/mL 도포군(MQ500) 으로 분류하였다 (Table 1). 군 구성 마리수의 산정은 3R의 원칙에 준하여 통계적 의미를 가리는 최소수를 사용하였다. 각 군별로 시료를 1% carboxymethyl cellulose (CMC) 에 용해하여 1일 20μL 씩 2~3회씩 도포 하였다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              Experimental design for animal study to investigate atopic dermatitis effects of MQ
            
            

          

          
            
              
                	Group
                	Left
                	Right
                	Meterial
                	Dose
                	n
              

            
            
              	1
              	CON
              	Normal
              	Normal
              	-
              	-
              	5
            

            
              	2
              	DNFB
              	Normal
              	0.3% DNFB
              	vehicle (1% CMC)
              	-
              	5
            

            
              	3
              	BMC
              	Normal
              	0.3% DNFB
              	Betamethasone
              	0.61 mg/kg
              	5
            

            
              	4
              	MQ300
              	Normal
              	0.3% DNFB
              	MQ (1% CMC)
              	45 mg/mL
              	5
            

            
              	5
              	MQ500
              	Normal
              	0.3% DNFB
              	MQ (1% CMC)
              	100 mg/mL
              	5
            

          

          

        

      

      
        2. 방법
        
          1) 세포 생존률
          한국세포주은행에서 분양받은 RAW264.7 대식세포주를 10% FBS가 첨가된 RPMI-1640배지를 사용하여 37℃, 5% CO₂ 배양기(Thermo scientific, Waltham, USA) 에서 배양하였다. 초석잠 추출물의 세포 독성 여부를 확인하기 위해 배양한 RAW264.7을	[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] MTT 방법으로 측정하였다. MTT 방법은 탈수소 효소 작용에 의하여 노란색의 수용성 기질인 MTT tetrazolium을 청자색을 띄는 비수용성의 MTT formazan으로 환원시키는 미토콘드리아의 능력을 이용하는 검사법을 실시하였다. 배양한 세포주를 각각 1×10⁶ cell/well이 되도록 48 well plate에 분주하여 24시간 배양 후 이들 세포를 1, 10, 100 μg/mL 농도의 시료추출물이 첨가된 배양액에서 24시간 배양 후 MTT 용액 1 mg/mL 용액을 well 당 300 μL씩 넣고 4시간 동안 배양하였다. 배양 후 DMSO 100 μL 씩 넣고 15분간 실온에 방치하며 formazan을 용해한 후 ELISA reader로 발색정도를 흡광도 540 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

        

        
          2) DNFB 제조 및 아토피 피부염 유발
          Balb/c mice를 일주일간 순화 후 등(back) 부위를 제모하여 3일간 적응시켰다. DNFB (Sigma, St. Louis, USA) 시약은 acetone : olive oil (4:1) 안에 0.5% DNFB를 희석시켜서 준비하였다. 제모 후 4일째 되는 날 등 부위에 0.5% DNFB 50 μL 3일간 도포하여 피부 감작 (sensitization)을 유도하였다. 피부 감작 4일 후부터 0.3% DNFB를 귀(ear)에 20 μL 도포 하여 (challenge) 아토피 피부염을 유발함과 동시에 각 그룹별로 7일간 시료를 도포 하였다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Experimental design. Mice in the experimental groups were sensitized by painting 0.5% DNFB on day 1, 2 and 3. The mice than were challenged by 0.3% DNFB on day 14. Group was topically applied with MQ (20 μL) for 7 days.
            
            

            

          

        

        
          3) 육안 평가
          육안 평가는 아토피 피부염에서 일반적으로 사용되는 임상적 평가방법으로써 아토피 피부염 증상의 심각성 정도를 측정하기 위해 5가지 항목을 각각 평가한 점수의 총 합으로 나타내었다13). 평가 항목은 홍반(erythema), 가려움(pruritus)과 피부건조(dry skin), 부종(edema)과 혈종(excoriation), 짓무름(erosion) 그리고 태선화(lichenification)이며 각각의 항목에 대해 증상 없음(0점), 약함(1점), 보통(2점), 심함(3점)으로 채점한 후, 합산하여 최소 0점에서 최고 15점 사이의 점수를 부여하였다.

        

        
          4) 귀 두께 측정
          DNFB 도포 후 피부조직의 변화를 측정하기 위해 Balb/c mice의 양쪽 귀를 측정하였다. 귀 두께는 vernier caliper (Mitutoyo Co., Japan)를 사용하여 도포(challenge) 후 7일간 귀 두께 변화를 측정하였다.

        

        
          5) 비장 지수 (spleen index) 측정
          귀 두께 측정 후 Balb/c mice를 희생시켜 비장을 적출하고 무게를 측정하였다. 비장 수치(spleen index)는 Balb/c mice의 비장 무게(mg)를 체중(g)으로 나누어 산출 하였다.

        

        
          6) 혈청 사이토카인 측정
          실험 종료 후 마우스를 isoflurane으로 마취시킨 후 안와 정맥에서 채혈하였고 3,000 rpm으로 15분간 원심 분리하여 혈청을 분리하였다. 혈청 사이토카인은 ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, USA)을 이용하여 TNF-α, IL-4의 생성을 측정하였다. 항체가 붙어있는 각 well (R&D system, Mineapolis, USA)에 각 ADS[assay diluent solution] 50 μL를 첨가 후 시료 50 μL를 각각 첨가하여 실온에 2시간 방치한 후, wash buffer 400 μL로 4회 세척하였다. 세척 후 각 well에 항체로 TNF-α 및 IL-4 100 μL를 넣고 상온에서 2시간 반응 시킨 후 제거하고 4회 세척 하였다. 각 well에 기질 용액 100 μL를 넣고 30분 상온에 방치 후, 반응정지액 100 μL를 첨가하여 Molecular Devices사의 ELISA reader(SPECTRA max M2, St. California, US)로 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

        

        
          7) 병리조직학적 검사
          시험 종료일에 채취한 귀 조직을 적출 하여 생리식염수로 세척한 다음 여과지로 수분을 제거한 후 병리조직학적 검사를 위하여 적출된 귀 조직의 일부를 10% 중성 포르말린에 고정하고, 병리조직학적 검사를 위한 통상적인 방법을 사용하여 파라핀 포매한 후, 4 μm의 두께로 절편한 뒤 슬라이드 제작한 후 hematoxyline eosin (H&E) 염색을 마친 뒤 광학 현미경(Eclipse E200, Nikon, Japan) 에서 측정하였다.

        

        
          8) 통계처리
          본 실험에 얻어진 결과분석은 SPSS사(Chicago, St. IL, USA)의 사회과학용 통계 패키지 프로그램 (SPSS, Window ver. 12.0 version)을 이용하여 기술적인 통계치를 산출하였다. 측정값은 평균 ± 표준편차 (mean ± SD)로 나타내었다. ANOVA test를 실시한 후, P < 0.05 수준에서 Duncan's multiple range test로 분석하였다.

        

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. RAW264.7 세포 생존률 측정 결과
        MQ의 세포독성은 대식세포주인 RAW264.7 세포에 시료를 1, 10, 100 μg/mL 농도로 24시간 처리한 다음 MTT 분석방법으로 세포생존율을 간접적 방법으로 세포독성을 측정하였다. Fig. 2에서 보이는 것과 같이, 추출물에 의한 세포생존율은 95% 이상의 생존율이 나타나 세포독성을 보이지 않았다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of MQ on viability of RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were exposed for 24 h to MQ at indicated doses. Values are shown as mean ± SDof 3 replicates. * p < 0.05 with respect to untreated control group.
          
          

          

        

      

      
        2. 초석잠 에탄올 추출물의 육안 평가 결과
        실험 종료 후 각 실험군별 시료를 처리한 오른쪽 귀 부위를 관찰하여 아토피 피부염 병변의 형태학적 변화를 확인하였다. DNFB만 처리한 대조군에서는 아무것도 처리하지 않은 왼쪽 귀에 비해 홍반, 피부건조, 짓무름, 부종과 혈종 등의 아토피성 피부 변화가 확인되었다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Balb/c mice developed chronic skin inflammation and the healing activity of MQ. CON; Normal + Distilled water, DNFB; 0.3% DNFB + Distilled water, BMC; 0.3% DNFB + Betamethasone 0.61 mg/g. MQ300; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 45 mg/mL, MQ500; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 100 mg/mL.
          
          

          

        

        아토피 피부염의 여러 증상들을 종합하여 관찰결과를 점수로 비교한 결과 대조군(DNFB)의 경우 8.72 ± 0.51점에 비해 MQ300군의 경우 6.60 ± 0.40점과 MQ500군의 경우 4.08 ± 0.54점으로, 모두 육안점수가 유의적으로 감소되었음을 확인하였다(Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Clinical severity score. CON; Normal + Distilled water, DNFB; 0.3% DNFB + Distilled water, BMC; 0.3% DNFB + Betamethasone 0.61 mg/g. MQ300; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 45 mg/mL, MQ500; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 100 mg/mL. * P < 0.05 with respect to DNFB group
          
          

          

        

      

      
        3. 초석잠 에탄올 추출물의 귀 두께 변화
        DNFB에 의해 아토피 피부염이 유발된 마우스 귀 두께를 측정한 결과, 다음과 같다(Fig. 5a). 정상군의 경우 변화가 없었으며, 대조군(DNFB)의 경우 DNFB 도포 후 3일째 되는 날 149.3%로 가장 크게 증가하였으며, 시료 투여군 각각 119.1%, 88.7%로 대조군에 비해 유의적으로 감소하였다. 실험 종료 전날 귀 두께를 측정한 결과 시료 투여군 각각 78.4%, 36.5%로 대조군 117.2%에 비해 유의적으로 감소하였다(Fig. 5b).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of MQ on changed ear thickness levels (a). Ear thickness were measured on day 7 (b). CON; Normal + Distilled water, DNFB; 0.3% DNFB + Distilled water, BMC; 0.3% DNFB + Betamethasone 0.61 mg/g. MQ300; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 45 mg/mL, MQ500; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 100 mg/mL. * P < 0.05 with respect to DNFB group.
          
          

          

        

      

      
        4. 비장지수 (spleen index) 측정 결과
        DNFB를 통해 피부염 유발 후 비장 수치를 비교해 본 결과는 다음과 같다(Fig 6). 시료 투여군 각각 6.60 ± 0.40, 4.08 ± 0.54 으로 대조군 (DNFB) 8.72 ± 0.51 에 비해 육안점수가 유의적으로 감소되었음을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Spleen weight (A) and spleen index (B). CON; Normal + Distilled water, DNFB; 0.3% DNFB + Distilled water, BMC; 0.3% DNFB + Betamethasone 0.61 mg/g. MQ300; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 45 mg/mL, MQ500; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 100 mg/mL. * P < 0.05 with respect to DNFB group.
          
          

          

        

      

      
        5. 혈청 사이토카인 측정 결과
        
          1) TNF-α 측정 결과
          실험 종료 후 혈청을 분리하여 혈청 내 TNF-α 수치를 측정한 결과는 다음과 같다(Fig. 7). 측정 결과 시료 투여군 각각 53.32 ± 2.59 pg/mL, 47.26 ± 3.96 pg/mL으로 대조군 64.61 ± 4.70 pg/mL에 비해 TNF-α 수치가 농도 의존적으로 감소하였다.

          
            
            

            Fig. 7. 
				
            

            
              Serum TNF-α levels. CON; Normal + Distilled water, DNFB; 0.3% DNFB + Distilled water, BMC; 0.3% DNFB + Betamethasone 0.61 mg/g. MQ300; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 45 mg/mL, MQ500; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 100 mg/mL. * P < 0.05 with respect to DNFB group.
            
            

            

          

        

        
          2) IL-4 측정 결과
          실험 종료 후 혈청을 분리하여 혈청 내 IL-4 수치를 측정한 결과는 다음과 같다 (Fig. 8). 측정 결과 시료 투여군 각각 46.31 ± 1.94 pg/mL, 42.45 ± 1.55 pg/mL으로 대조군 (DNFB) 53.40 ± 1.97 pg/mL에 비해 IL-4 수치가 농도 의존적으로 감소하였다.

          
            
            

            Fig. 8. 
				
            

            
              Serum IL-4 levels. CON; Normal + Distilled water, DNFB; 0.3% DNFB + Distilled water, BMC; 0.3% DNFB + Betamethasone 0.61 mg/g. MQ300; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 45 mg/mL, MQ500; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 100 mg/mL. * P < 0.05 with respect to DNFB group.
            
            

            

          

        

      

      
        6. 병리조직학적 분석 결과
        DNFB를 이용하여 아토피성 피부염을 유발시킨 mice에서 귀 두께 변화에 대한 병리조직학적 관찰 결과는 다음과 같다 (Table 2, Fig. 9). 시료 투여군에서 대조군인 DNFB 군과 비교 하였을 때 귀 두께가 유의적으로 감소하였으며, 호산성 과립구 유입(infiltration)을 억제 하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Histochemical analysis of ear thickness
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Ear thickness (μm)
            

          
          
            	1
            	CON
            	113.7 ± 14.6
          

          
            	2
            	DNFB
            	1027.7 ± 64.7
          

          
            	3
            	BMC
            	241.9 ± 69.7
          

          
            	4
            	MQ300
            	835.9 ± 65.0
          

          
            	5
            	MQ500
            	508.2 ± 112.8
          

        

        
          
            CON; Normal + Distilled water, DNFB; 0.3% DNFB + Distilled water, BMC; 0.3% DNFB + Betamethasone 0.61 mg/g. MQ300; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 45 mg/mL, MQ500; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 100 mg/mL.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 9. 
				
          

          
            Histochemical analysis of ear thickness. CON; Normal + Distilled water, DNFB; 0.3% DNFB + Distilled water, BMC; 0.3% DNFB + Betamethasone 0.61 mg/g. MQ300; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 45 mg/mL, MQ500; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 100 mg/mL. * P < 0.05 with respect to DNFB group.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 10. 
				
          

          
            Histochemical analysis of skin epidermis. via H&E staining (×100). CON; Normal + Distilled water, DNFB; 0.3% DNFB + Distilled water, BMC; 0.3% DNFB + Betamethasone 0.61 mg/g. MQ300; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 45 mg/mL, MQ500; 0.3% DNFB + Stachys affinis 80% ethanol extracts 100 mg/mL.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구는 DNFB를 통해 알레르기성 접촉성 피부염에 대한 초석잠 추출물의 피부염 개선 효과를 분석하였다. 실험적 피부장벽의 손상이 IL-4, IL-13과 같은 Th2 사이토카인 분비를 증가시켜 Th2 우세형의 면역학적 상태를 야기하여 염증반응을 일으킨다는 선행연구들과14,15) IL-1αβ, TNF-α와 같은 사이토카인을 증가시켜 염증을 발생시킨다는 연구를 바탕으로 실험을 진행하였다16).

      초석잠 추출물을 농도별로 처리한 오른쪽 귀 부위를 육안적으로 관찰하여 피부 병변의 형태학적 변화를 확인한 결과 DNFB만 처리한 군에서는 아무것도 처리하지 않은 왼쪽 귀에 비해 홍반, 피부건조, 짓무름, 부종과 혈종 등의 아토피성 피부 변화가 감소 되었음을 확인하였다. 이는 DNFB를 통해 아토피성 피부염이 유발된 마우스에서 황련 등을 도포 하였을 때 아토피 피부염을 억제시키는 것으로 보고된 실험 결과와 유사하며17), 이를 바탕으로 초석잠 에탄올 추출물 도포군 역시 아토피 피부질환에서 나타나는 피부 병변의 변화를 호전시킬 수 있음을 시사한다. 또한, 비파엽과 삼백초 추출물에서 가피형성과 발적의 소견이 감소됨을 육안상 관찰되었고, 피부염 유발 동물에서 히스타민 생산을 감소시키며, 세라마이드 함량은 증가시켜 아토피 질환에 있어 소양증을 감소시켜 피부 장벽 강화는 물론 피부 물리적 자극을 최소화하여 아토피 질환의 근본 원인인 피부의 물리적 손상을 감소시킬 수 있음을 제시 하였다18). 상기의 결과를 볼 때 DNFB와 초석잠 추출물 도포 후 3일째 되는 날 대조군 비해 귀 두께 변화량이 유의적으로 감소하였다. 이는 피부의 물리적 손상을 감소시킬 수 있음을 나타냈었다.

      비장은 면역 반응에 주요한 역할을 하는 장기로 비장세포의 활성 변화 및 면역 반응은 염증 상태나 항염증 효과에 대한 지표로 활용된다19). 반복적인 DNFB 피부 처리는 유의한 수준의 비장/체중비 상승을 유도했으며20) 본 연구 결과에서 초석잠 추출물의 체중 및 비장 체중비에서 상승이 억제되었음을 확인하였다.

      TNF-α는 염증반응의 개시와 관련되어 있는 전염증성(pro-inflammatory) 사이토카인으로 TNF-α 단독 또는 Th2 사이토카인과의 공동으로 작용하여 아토피 피부염 피부의 지질 장벽 기능을 조절하며, TSLP [thymic stromal lymphopoietin]의 증식에도 관여한다21,22). 생성된 TNF-α는 대식세포, 호중구와 같은 면역세포를 활성화시켜 2차 염증반응을 유발하고, 특히 IL-4는 Th2 면역의 생성 및 증강에 관여한다23,24). 피부장벽 손상과 Th2 우세형의 면역학적 상태는 항원 특이적인 IgE 생성으로 이어져, 비만세포로부터 여러 염증성 매개물질을 유리시킴으로써 소양감, 혈관확장 등 아토피 피부염 증상들이 나타나게 한다25). 초석잠 에탄올 추출물 투여군은 DNFB를 통해 아토피 피부염 유발된 동물모델에서 혈청 염증성 사이토카인인 TNF-α 와 IL-4 의 분비를 억제함을 확인하였다.

      아토피 피부염 발생에 따른 피부 조직에 병리적 변화는, hyperkeratosis, acanthosis, exocytosis와 같은 현상으로 이는 염증반응, 호염구, 호산구의 진피에로의 다량 침윤, 비만세포의 탈과립화로 활성화된 T 세포 및 키모카인 수용체의 발현과 관련이 크다26). 본 시료 투여군에서 대조군인 DNFB군과 비교 하였을 때 유의적인 귀 두께가 감소와 염증에 대한 감소를 나타내었다.

      이러한 연구 결과를 종합해 보았을 때, 초석잠 추출물은 피부장벽의 손상을 완화시킴 으로써 Th2 분화를 조절하는 효과가 있으며, TNF-α와 IL-4같은 염증성 매개물들의 발현을 억제 시켜 피부손상 완화에 기여한 것으로 보인다. 향후 비장의 중량/체중 비율 감소, 혈액 내 염증성 사이토 카인 분비를 억제함과 병리조직학적인 관찰을 통해 호중구의 침윤 억제 아토피성 피부염 대해 효과적인 물질임을 확인하였다. 이에 아토피 피부염의 예방 및 치료제 개발에 있어 초석잠 추출물은 응용 가능성 있는 물질로 판단된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 실험은 아토피 피부염에 대한 초석잠 에탄올 추출물의 보호 효과를 알아보기 위하여 DNFB로 유도한 실험적 아토피 피부염 동물 모델에서 귀 두께 변화와 부종과 혈종에 대한 육안적 관찰, 비장의 중량/체중 비율, 혈청 염증성 사이토카인 및 병리조직학적 분석을 통하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

      초석잠 에탄올 추출물을 RAW264.7 세포에서 세포 생존율을 측정한 결과 유의적 감소는 보이지 않았다. 초석잠 에탄올 추출물 도포군은 DNFB 유발 접촉성 피부염군에 비해 귀 두께 변화의 조직학적 손상을 유의성 있게 억제하였다. 초석잠 에탄올 추출물 투여군은 DNFB 유발 접촉성 피부염군에 비해 비장 지수에 대해 유의성 있게 감소하였다. 초석잠 에탄올 추출물 투여군은 DNFB 유발 접촉성 피부염군 (대조군)에 비해 혈청 내 염증성 사이토카인인 TNF-α 와 IL-4 의 분비를 억제하였다. 초석잠 에탄올 추출물 투여군은 DNFB 유발 접촉성 피부염군 (대조군)에 비해 귀 조직을 염색하여 병리조직학적 분석한 결과 귀 두께가 유의적으로 감소하였다.

      이와 같은 결과로 보아 초석잠 에탄올 추출물이 DNFB 유발 접촉성 피부염에 대한 보호 효과가 있음을 확인할 수 있었다.
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