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            초록
          
        

        
          Haepyoijin-tang and its main components have been used for phlegm, cough and dyspnea. Using a respiratory inflammation model, we intend to reveal the anti-inflammatory effect and pharmacological mechanism of Haepyoijin-tang. We induced the respiratory inflammation model by Aspergillus oryzae protease and ovalbumin administration. Female Balb/c mice (8 weeks old) were classified into four groups as follows: saline control group, aspergillus oryzae protease and ovalbumin induced respiratory inflammation group (vehicle), inflammation with Haepyoijin-tang (200 mg/kg) administration group, inflammation with dexamethasone (5 mg/kg) administration group (n=7). To identify the anti-inflammatory effects of Haepyoijin-tang water extracts, we measured the inflammatory cell number in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and total live lung cell number. In addition, we checked eosinophil ratio and number in BALF. And Interleukin (IL)-5 level was also measured in lung cell culture supernatant. To confirm the mechanism of anti-inflammatory effects, we analyzed the activated helper T cell (CD4+CD25+ cell) and Th2 cell (CD4+GATA3+ cell) ratio and number in lung by using flow cytometry. Finally, we attempted to confirm the immune mechanism by measuring the ratio and number of regulatory T cells (CD4+Foxp3+ cell). Haepyoijin-tang extracts treatment diminished inflammatory cell, especially, eosinophil number in BALF and total live lung cell number. Moreover, IL-5 level was reduced in Haepyoijin-tang treated group. Surprisingly, Haepyoijin-tang extracts administration not only decreased the activated helper T cell but also Th2 cell population in lung. Additionally, regulatory T cell population was increased in Haepyoijin-tang administration group. Our findings proved that Haepyoijin-tang extract have anti-inflammatory efficacy by suppressing Th2 cell activation and promoting regulatory T cell population.
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      서 론
      천식은 기도의 과민성(airway hyper-responsiveness), 점액 과분비 및 호산구를 비롯한 염증세포 침윤등 복합적인 염증작용에 의해 유발되는 질환이다1). 천식은 유전적인 소인이 있는 개인이 외부 알레르겐(allergen)과 같은 환경적 요인에 노출되었을 때 발생하는 것으로 알려져 있다2). 지난 20동안 천식의 유병률은 급격하게 증가하였으며, 그 이유는 위생의 개선과 대기 오염에 의한 것으로 생각된다3). 즉, 선진국 질환으로 알려진 알레르기 천식의 경우 청소년기에 알레르기 비염 및 아토피 피부염과 함께 높은 빈도로 발생한다4). 천식의 면역학적 병리기전을 살펴보면, 만성적인 기도염증, 2형 보조 T 세포(Th2 cell)의 활성 및 Interleukin (IL)-5와 같은 사이토카인의 분비 증가이다. 특히 IL-5는 호산구의 생존과 활성을 증가시키며, 결과적으로 세포 독성을 유발하여 천식 악화에 기여한다5).

      알레르기성 천식을 유발하는 알레르겐은 실내와 실외 기원으로 구분할 수 있다. 실내 알레르겐은 통년성 알레르겐으로 정의되며 진균류(fungus), 고양이등 동물의 비듬(dander), 바퀴벌레(cockroach) 및 집 먼지 진드기(house dust mite)가 대표적이다. 실외 알레르겐은 계절성 알레르겐으로 정의되며 꽃가루(pollen)가 대표적이다6,7). Aspergillus oryzae (누룩곰팡이)와 같은 진균류 유래 알레르겐의 호흡기 염증유도 메커니즘 연구는 많이 진행되었는데, 주된 내용은 다음과 같다. 1) 혈관 및 림프관의 투과성을 증가시키고 2) 보체 단백질을 활성화하며 3) 기도 상피세포의 염증유도 cytokine의 생성을 유발한다6,7). 천식을 유발하는 진균류는 11종 이상 알려져 있으며 Aspergillus oryzae, Aspergillus fumigatus, Penicillium citrinum, Cladosporium herbarum 및 Alternaria alternate등이 대표적이다.

      천식 유발 동물모델은 많이 개발되어 있는데, 가장 대표적인 방법은 chicken egg ovalbumin (OVA)을 항원으로, aluminum sulfate (Alum)를 adjuvant로 혼합하여 감작(sensitization)하고, 호흡기에 OVA를 투여하는 것이다8). 상기 모델은 실제 환자의 천식 유발 병리기전과는 차이가 있어, 최근에는 좀 더 질병의 발생 과정과 유사한 진균류 알레르겐을 이용하여 천식을 유도하는 방법이 점차 활용되고 있다9).

      해표이진탕은 『古今醫鑑』에서 처음 기재된 처방으로 哮喘證을 치료하는 것으로 알려져 있다. 哮喘證은 風寒에 의해 痰飮이 유발되어 喘이 유발되는 證으로서 현대의 알레르기 천식과 유사한 것으로 설명할 수 있다. 기존의 해표이진탕 선행 실험 연구결과를 살펴보면 폐 손상 회복 효과10), Guinea Pig의 기관지 평활근 이완에 미치는 효과11) 및 OVA를 이용한 기관지 염증의 완화 효과12)가 대표적이다. 그러나 실제 천식 환자의 유발 환경과 유사한 진균류 유도 천식 모델에서 해표이진탕의 효과를 살펴본 연구결과는 부족하다. 따라서 본 연구에서는 Aspergillus oryzae protease를 이용하여 천식을 유도한 모델에서 해표이진탕의 염증 완화효과를 확인하고 그 메커니즘을 규명하고자 한다.

    

    

  
    
      연구대상 및 방법
      
        1. 처방 재료 및 추출과정
        해표이진탕의 구성 본초인 반하(半夏), 진피(陳皮), 적복령(赤茯苓), 자소엽(紫蘇葉), 마황(麻黃), 행인(杏仁), 상백피(桑白皮), 자완(紫菀), 천패모(川貝母), 길경(桔梗) 및 생강(生薑) 11종은 모두 Omniherb에서 구입하였다. 11종 본초를 혼합하여 전기추출기(COSMOS-660; Kyungseo E&P, 인천, 대한민국)를 사용하여 98 kPa 압력에서 2시간 동안 100 °C 증류수에서 추출하였다. 추출 후 표준여과망 (no.270, 53 μm, Chung Gye Sang Gong Sa, 서울, 대한민국)을 이용하여 여과하고 동결 건조하여 분말을 제조하였다. 얻어진 동결건조 분말의 수율은 21.37 %이다. 각 본초의 원산지, 구입처 및 혼합 비율은 별도로 Table 1에 기재하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Composition of Haepyoijin-tang
          
          

        

        
          
            
              	Herbal latin name
              	Place of origin
              	Supplier
              	Ratio (%) / 
Amount (g)
            

          
          
            	Pinelliae Tuber
            	China
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Citri Unshius Pericarpium
            	Republic of Korea (Jeju)
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Poria Sclerotium
            	China
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Perillae Folium
            	Republic of Korea (Yeongcheon)
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Ephedrae Herba
            	China
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Armeniacae Semen
            	China
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Mori Radicis Cortex
            	Republic of Korea (Yeongcheon)
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Asteris Radix et Rhizoma
            	China
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Fritillariae Cirrhosae Bulbus
            	China
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Platycodonis Radix
            	Republic of Korea (Yeongcheon)
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Zingiberis Rhizoma Recens
            	Republic of Korea (Andong)
            	Omniherb
            	9.09/2
          

          
            	Total
            	
            	
            	100(22)
          

        

        

      

      
        2. 동물실험
        
          1) 호흡기 염증 유도 및 약물투여
          Balb/c 마우스 암컷 8주령을 대한바이오링크(충청북도, 대한민국)에서 구입하였다. 모든 실험쥐에게 살균수와 음식이 공급되었으며, 병원균이 없는 상황에서 사육되었다. 실험 목적에 따라서 각 그룹별 7마리씩 4개 그룹으로 구분하였다. 생리식염수 투여군(Saline control; SC), 누룩곰팡이 단백분해효소(Aspergillus oryzae protease; AP / Sigma P6110)와 난황단백(Ovalbumin; OVA / Sigma A5503) 혼합 투여 호흡기 염증 유도군(A), 호흡기 염증 유도 및 해표이진탕 투여군(Haepyoijin-tang), 호흡기 염증 유도 및 덱사메타손(Dexamethasone / Sigma D1756) 투여군(Dex)으로 구분하였다. 염증 유도를 위해 AP 5 μg과 OVA 25 μg을 4일 간격으로 5번 (Day 0, 4, 8, 12, 16) 비강 내(intra-nasal) 투여하였다(Fig. 1). 해표이진탕과 Dexamethasone은 마지막 7일 동안 7번 경구 내(intra-oral)로 각 200 mg/kg과 5 mg/kg이 투여되었다(Fig. 1). 모든 실험 과정 및 동물 사육은 상지대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아 수행되었으며, 규정을 준수하여 실험을 진행하였다(승인번호 2019-12).

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Experiment protocol for respiratory inflammation induction and drug administration
            
            

            

          

        

        
          2) 기관지 폐포 세척액(Bronchoalveolar lavage fluid; BALF)의 획득 및 면역세포 분석
          기관지 폐포 세척액(BALF)의 획득은 최종 염증 유도 및 약물 투여 후 18시간 뒤 수행되었다. BALF를 얻기 위해 20 게이지 카테터(Jelco, St. Paul, 미네소타, 미국)를 사용하여 기관에 삽입하였다. 그 후 PBS (한림제약, 서울, 대한민국) 1.0 ml를 주입하여 세척한 후, 약 0.8 ml를 획득하였다. BALF 내 세포는 HEMA3 용액(Fisher HealthCare, 피츠버그, 미국)을 이용하여 고정하였다. 그 후 cytospin (Shadon Cytospin4, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 메사추세츠, 미국)을 이용하여 원심 분리하였다. 고정 된 세포는 상온에서 건조 후 라이트 김자(Wright-Giemsa) 방법을 이용하여 염색하였다. 그 후 도립 형 위상차 현미경(Zeiss, 오버코헨, 독일)을 이용하여 세포를 관찰하였다. 각 마우스 개체별로 총 세포수를 분석하였으며, 각 세포는 호산구, 호중구, 대식세포 및 림프구로 분류하였다. 총 세포 수에 각 세포의 비율을 곱하여 각 세포 수를 도출하였다. 분석은 연구자가 각 실험 군에 대해 블라인드 처리된 상태에서 진행되었다.

        

        
          3) 폐세포(Lung cell)의 획득 및 유세포 분석(Flowcytometry analysis)
          폐 조직에서 단일 세포(single cell suspension)를 획득하기 위해 기존 연구방법을 이용하였다13). 간략히 설명하면, 폐 조직을 Lung dissociation kit (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany)를 사용하여 연화한 후 gentleMACSTM Dissociator (Miltenyi Biotec)를 이용하여 분해하였다. 폐 조직 생존 단일세포의 수(total live lung cell)는 TC20 automated cell counter (Biorad, 캘리포니아, 미국)를 이용하여 측정하였다. 유세포 분석은 이전 연구에서 수행한 방법으로 진행하였다14). 유세포 분석을 위해 다음과 같은 형광 항체를 이용하여 염색하였다. Fluorescence isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD4 (GK1.5), phycoerythrin (PE)-conjugated anti-GATA3 (16E10A23), Allophycocyanin (APC)-cy7 conjugated anti-CD25 (PC61), Alexa 647 conjugated anti-Foxp3 (MF-14) (Biolegend, 캘리포니아, 미국)를 이용하여 세포에 항체를 부착하였다. LSRFortessa X-20 (BD Bioscience, 캘리포니아, 미국)을 이용하여 데이터를 획득하였고, FlowJo 소프트웨어(Treestar, 오리건, 미국)를 이용하여 데이터 분석을 진행하였다.

        

        
          4) Interleukin (IL)-5 분석
          IL-5 분석은 폐 조직을 단일세포로 분획한 후 96시간 동안 배양하여 그 상층 액을 획득 한 후 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 기법을 이용하여 측정 하였다. 간략하게 설명하자면, 0.2 x 106의 세포를 24 well plate에 배양하면서 자극 없이 배양한 조건(Spontaneous)과 anti-CD3와 anti-CD28 항체(BD Bioscience)를 이용하여 자극한 조건(re-stimulation)으로 구분하여 96시간 후 그 상층액을 TRFK5 항체와 TRFK4 항체(BD Bioscience)를 이용하여 cytokine 수준을 측정하였다.

        

      

      
        3. 통계분석
        데이터는 평균 ± SEM으로 표시하였고 생리 식염수 그룹과 AP OVA 유도 염증 그룹 간 차이, AP OVA 염증 그룹과 해표이진탕 및 Dexamethasone 그룹 간 차이는 일원배치 분산분석(one way analysis of variance; one way ANOVA) 검정을 이용하였다. 사후 검정 방법으로 던넷 검정(Dunnett’s test)을 이용하였다. P<0.05의 경우 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다. 또한 Prism v.10 software (GraphPad Inc., 캘리포니아, 미국)를 사용하여 분석하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 해표이진탕 투여에 의한 폐기도세척액(BALF)의 총 염증세포와 폐 세포 수 감소
        대조군에 비해 AP OVA로 유도된 염증 그룹에서 BALF의 총 염증세포 수가 통계적으로 유의하게 증가한 것을 확인하였다(Fig. 2a). 또한, 양성 대조군인 dexamethasone을 투여한 경우 선행 연구결과와 같이 BALF 내 총 염증세포 수가 통계적으로 유의한 수준으로 감소한 것을 확인하였다15)(Fig. 2a). 해표이진탕 투여에 의해 AP OVA로 증가된 BALF 내 총 염증세포 수가 감소한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2a). 대조군 대비 AP OVA로 유도된 쥐에서 폐 세포 수가 통계적으로 유의한 수준으로 증가하였으며, 해표이진탕 투여에 의해 dexamethasone과 유사한 수준으로 감소하였다(Fig. 2b). 본 결과를 통해 AP OVA 투여가 호흡기 염증을 효과적으로 유도하였으며, 해표이진탕 투여는 양성대조군인 dexamethasone과 유사한 수준으로 BALF 내 총 면역세포 수와 폐 세포 수를 감소시키는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of Haepyoijin-tang on total inflammatory cell counts in BALF and total live lung cell counts. (a) Effect of Haepyoijin-tang on total cell counts in BALF cells. (b) Effect of Haepyoijin-tang on total live lung cell counts. SC, saline control group; A, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with vehicle group; Haepyoijin-tang, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with Haepyoijin-tang group; DEX, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with dexamethasone group. Data are expressed as the mean ± SEM (n=7). ##P<0.01, ####P<0.0001 compared with the SC group, *P<0.05, ****P<0.0001 compared with the A group.
          
          

          

        

      

      
        2. 해표이진탕 투여에 의한 폐기도세척액(BALF)의 호산구(eosinophil) 감소
        알레르기 반응에서 핵심적인 염증유도 선천 세포인 호산구를 분석한 결과 대조군 대비 AP OVA 투여에 의해 그 비율과 수가 통계적으로 유의하게 증가한 것을 확인하였다(Fig. 3). 양성 대조군인 dexamethasone을 투여한 경우 호산구의 비율과 수가 크게 감소한 것을 확인하였다(Fig. 3). 해표이진탕을 투여한 경우 호산구의 비율과 수가 역시 통계적으로 유의한 수준으로 감소한 것을 확인하였다(Fig. 3). 본 결과는 Fig. 2에서 해표이진탕 투여에 의해 총 염증 세포 및 폐 세포가 감소한 결과를 구체적으로 분석한 것으로, 해표이진탕이 알레르기 특이적인 항염증 효과가 있는 것을 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of Haepyoijin-tang on eosinophil counts in BALF. (a) Effect of Haepyoijin-tang on proportion of eosinophils in BALF cells. (b) Effect of Haepyoijin-tang on counts (number) of eosinophils in BALF cells. SC, saline control group; A, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with vehicle group; Haepyoijin-tang, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with Haepyoijin-tang group; DEX, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with dexamethasone group. Data are expressed as the mean ± SEM (n=7). ##P<0.01, ####P<0.0001 compared with the SC group, **P<0.01, ***P<0.001 compared with the A group.
          
          

          

        

      

      
        3. 해표이진탕 투여에 의한 폐 조직 내 Interleukin (IL)-5 생산 감소
        호산구의 활성 및 생존에 중요한 cytokine으로 알려진 IL-5 수준을 두 조건에서 확인하였다. 첫 번째는, 폐 세포를 96시간 동안 그대로 배양한 것으로(spontaneous culture) 마우스를 부검한 당시 폐 조직의 cytokine 생산 현황을 살펴보기 위한 것이다. 두 번째는, 폐 세포를 anti-CD3/28 항체로 자극한 상태에서 96시간 동안 배양한 것으로(re-stimulation), 항체가 helper T cell을 자극하여 활성을 유도하므로, 부검한 당시 helper T cell 중 type2 helper T cell (Th2)로의 분화 및 활성 정도를 확인하기 위한 것 이다. 특정 자극 없이 배양한 조건에서, 대조군에서는 IL-5가 거의 검출되지 않았다(Fig. 4a). AP OVA 염증 유도군의 폐 조직에서는 IL-5가 매우 증가한 경향성을 보였다(Fig. 4a). Dexamethasone 투여 군에서는 염증 유도 군에 비해 cytokine이 감소한 결과를 확인하지 못하였고, 해표이진탕 투여에 의해 감소한 경향을 확인할 수 있었다(Fig. 4a). Anti-CD3/28 항체 자극 조건에서는 대조군에서도 IL-5가 유의한 수준으로 검출되었으나, 대조군 대비 AP OVA 염증 유도 군에서는 IL-5가 매우 증가한 경향성을 확인할 수 있었다(Fig. 4b). Dexamethasone 및 해표이진탕 투여 군에서는 염증 유도 군에 비해 cytokine 수준이 매우 감소한 경향을 확인하였다(Fig. 4b). 이 실험은 helper T cell의 활성정도를 확인하는 것이 목적 이므로, 그 결과는 다음과 같이 해석 할 수 있다. AP OVA 유도군의 폐 세포를 항체로 자극한 경우 매우 양의 IL-5가 검출된 것은 부검당시 상태가 AP OVA 염증 유도에 의해 Th2 세포가 많이 존재하며 활성화 되어 있는 것으로 이해할 수 있다. AP OVA 염증 유도 군에서 항체 자극 없이 배양한 조건에서 IL-5가 검출된 것도 부검 당시 Th2 세포로 많이 분화되어 활성화 되어 있다는 것을 나타낸다. 또한, 해표이진탕 및 dexamethasone 투여에 의해 IL-5가 감소한 경향성이 있는 것은, 약물 투여에 의해 부검당시 Th2 세포의 비율 및 수가 실험 군에 비해 감소한 것으로 설명할 수 있다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of Haepyoijin-tang on IL-5 in lung. (a) Effect of Haepyoijin-tang on IL-5 in lung (spontaneous culture). (b) Effect of Haepyoijin-tang on IL-5 in lung (antibody re-stimulation). SC, saline control group; A, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with vehicle group; Haepyoijin-tang, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with Haepyoijin-tang group; DEX, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with dexamethasone group. Data are expressed as the mean ± SEM (n=7).
          
          

          

        

      

      
        4. 해표이진탕 투여에 의한 폐 조직 내 활성 보조 T 세포(CD4+CD25+ cell) 및 2형 보조 T 세포(CD4+GATA3+ cell) 비율 및 수 감소
        Fig. 4의 결과를 바탕으로 활성 보조 T세포의 비율과 수를 분석하기 위해 유세포 분석(flowcytometry analysis)을 진행하였다. CD25는 IL-2 receptor의 alpha chain으로 발현이 높을수록 보조 T세포가 활성화 된 것으로 해석할 수 있다16). 대조군 대비 AP OVA 염증 유도 군에서 활성 보조 T 세포의 비율과 수가 통계적으로 유의하게 증가한 것을 확인하였다(Fig. 5). 또한, dexamethasone 투여에 의해 T 세포의 활성이 감소한 것을 확인하였으며, 선행 연구결과와 일치한다17). 해표이진탕 투여에 의해 통계적으로 유의한 수준으로 활성 보조 T 세포의 비율과 수가 감소한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 이 결과는 Figure 4에서 해표이진탕 투여에 의해 항체자극 조건에서 IL-5 수준이 감소한 이유를 더 구체적으로 설명해 주는 결과로, 부검당시 활성 보조 T세포의 비율이 감소한 것을 유세포 분석 기법을 통해 확인한 것이다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of Haepyoijin-tang on activated helper T cell in lung. (a) Representative plots of a single individual from each group. The number inside the plots indicate the frequency of CD4+CD25+ cells. (b) Effect of Haepyoijin-tang on counts of activated helper T cell in lung. SC, saline control group; A, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with vehicle group; Haepyoijin-tang, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with Haepyoijin-tang group; DEX, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with dexamethasone group. Data are expressed as the mean ± SEM (n=7). ##P<0.01 compared with the SC group, *P<0.05, ****P<0.0001 compared with the A group.
          
          

          

        

        Fig. 4와 5의 결과를 종합적으로 분석해보면, 해표이진탕 투여는 IL-5를 생산하는 보조 T 세포의 활성도, 비율 및 수를 감소시키며, ELISA와 유세포 분석 기법을 통해 확인할 수 있었다. 활성 보조 T 세포 중 IL-5를 생산하는 것으로 알려진 2형 보조 T 세포(Th2)18)의 비율과 수를 폐 조직에서 확인하기 위해 유세포 분석 기법을 통해 GATA3가 발현되어 있는 보조 T 세포를 분석하였다. 흥미롭게도, Fig. 4b 및 Fig. 5의 결과와 일치하게 대조군 대비 AP OVA 염증 유도군에서 Th2 세포의 비율과 수가 증가하고 dexamethasone 및 해표이진탕 투여에 의해 감소하는 경향을 확인할 수 있었다(Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effect of Haepyoijin-tang on type 2 helper T cell in lung. (a) Representative plots of a single individual from each group. The number inside the plots indicate the frequency of CD4+GATA3+ cells. (b) Effect of Haepyoijin-tang on counts of type 2 helper T cell in lung. SC, saline control group; A, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with vehicle group; Haepyoijin-tang, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with Haepyoijin-tang group; DEX, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with dexamethasone group. Data are expressed as the mean ± SEM (n=7).
          
          

          

        

      

      
        4. 해표이진탕 투여에 의한 폐 조직 내 조절 T 세포 (CD4+Foxp3+ cell)의 비율 및 수 증가
        Fig. 4에서 6까지 결과를 종합해보면, 해표이진탕 투여에 의해 과민 염증반응의 핵심 염증세포인 호산구가 감소한 것은 해표이진탕이 Th2 세포의 활성 및 수 감소를 유도하여 결국 IL-5의 생산 및 분비가 감소 한 것을 이유로 해석 할 수 있다. 나아가 Th2 세포의 활성 및 수 감소의 세포면역학적 면역기전을 추가로 확인하고자, 염증반응을 억제하고 항상성을 유지하는 것으로 알려진 조절 T 세포19)의 비율과 수를 확인 하였다. 대조군 대비 AP OVA 염증 유도 군에서는, 기존에 알려진 바와 같이 염증상황을 종결하기 위한 반응으로 조절 T 세포의 비율 및 수가 증가한 것을 확인할 수 있었다20). 해표이진탕 투여에 의해 조절 T 세포의 비율과 수가 더욱 증가한 경향을 확인할 수 있었으며, dexamethasone 투여에 의해서는 조절 T 세포의 비율과 수가 증가하지 않은 것을 확인하였다. Dexamethasone이 steroid 계열의 약물로서 전반적인 염증 반응을 억제하여 조절 T세포의 증가를 유도하지 않는다는 것은 기존의 연구결과와 일치한다21).
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            Effect of Haepyoijin-tang on regulatory T cell in lung. (a) Representative plots of a single individual from each group. The number inside the plots indicate the frequency of CD4+Foxp3+ cells. (b) Effect of Haepyoijin-tang on counts of regulatory T cell in lung. SC, saline control group; A, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with vehicle group; Haepyoijin-tang, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with Haepyoijin-tang group; DEX, Aspergillus oryzae and ovalbumin induced respiratory inflammation with dexamethasone group. Data are expressed as the mean ± SEM (n=7).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      천식의 유병률은 지속적으로 증가하고 있으며, 특히 COVID-19와 같은 감염성 호흡기 질환이 발생할 경우, 천식을 기저질환으로 겪고 있는 환자의 사망률이 급격하게 증가하는 등 기저 호흡기 질환은 사회적으로 중요한 문제로 대두되고 있다22). 뿐만 아니라, 미세먼지와 자동차 배기가스등 환경오염 물질 역시 천식을 악화시키는 중요한 요인으로 작용한다. 호흡기 염증성 질환은 한의학에서 哮喘證 또는 肺脹證에 해당하는 것으로 風寒邪氣에 의해 발생하며 痰과 瘀血이 挾雜하게 되면 증후가 지속되며 악화 된다.

      기존 천식 모델은 대부분 OVA를 aluminum sulfate와 함께 복강주입(intra-peritoneal injection)을 통해 감작한 후 추가적인 OVA의 호흡기 투여를 통해 염증을 유도 하였다. 이 모델은 OVA에 특이적인 T 세포 및 B 세포의 활성을 유도하여, 강력한 알레르기 염증반응을 유도할 수 있기에 많이 활용되었다. 그럼에도 불구하고, 실제 환자는 이러한 인위적 감작 없이 알레르겐의 호흡기 노출을 통해 알레르기 천식이 유발되는 점을 고려해보면, 생리적으로 적절하지 않는 모델이라 할 수 있다. 따라서, 호흡기 직접 감작을 통한 염증 유도 모델이 적합하며, 본 연구에서는 처음으로 Aspergillus oryzae protease를 이용하여 해표이진탕의 호흡기 항염증 효과를 규명 하고자 하였다. 특히, 기존의 선행연구결과에서 전통적인 OVA 감작 모델을 이용하여 해표이진탕의 항염증 효과를 규명 하였기에, 본 모델에서 항염증 효과를 재확인하고, 추가적인 메커니즘을 규명하고자 하였다.

      해표이진탕 투여는 호흡기 염증을 뚜렷하게 완화하는 결과를 나타내었다. BALF 내 총 염증세포 수의 감소 및 폐 조직 세포 수의 감소를 유도하였을 뿐 아니라, 알레르기 천식에서 가장 핵심적인 세포로 알려진 호산구23)의 비율 및 수가 감소한 결과를 확인할 수 있었다. 호산구의 활성 및 생존을 조절하는 IL-5의 수준도 폐 세포 배양을 통해 확인한 결과 해표이진탕 투여군에서 감소한 경향이 있는 것을 확인하였다. 위와 같은 결과를 통해 진균류 호흡기 감작 모델에서도 해표이진탕의 항염증 효과를 확인할 수 있었다. 추가적으로, 염증 완화 효과의 약리 기전을 살펴보고자, 알레르기 후천 면역의 대표적인 조절자(Orchestrator)인 Th2 세포의 활성과 수를 유세포 분석 기법을 활용하여 확인 하였는데, 해표이진탕 투여에 의해 그 활성 및 수가 감소한 것을 확인하였다. 또한, T 세포 및 선천세포의 염증작용을 억제하여 항상성을 유지하는 조절 T 세포의 수를 확인한 결과, 해표이진탕 투여군에서 증가하는 것을 확인할 수 있었다.

      본 연구를 통해 한의학에서 오랜 기간 임상적으로 哮喘證에 사용해온 해표이진탕의 항염증 효과와 그 약리기전을 임상의 질병유발 상황과 가장 유사한 진균류 이용 모델에서 확인할 수 있었다. 앞으로, 한약을 이용한 호흡기 약리기전 연구에서 본 연구 모델을 이용하여 효과를 확인한다면, 전 임상 연구결과의 의미가 더욱 확대될 수 있을 것으로 생각한다. 또한 이번 연구에서는 확인하지 못했지만, 조절 T 세포의 구체적인 억제 기전, 핵심 구성 본초 및 구체적인 세포 내 signaling을 규명하는 연구가 추가적으로 이뤄지길 기대한다.

    

    

  
    
      결 론
      해표이진탕은 AP OVA로 유도된 호흡기 염증 모델에서 염증반응을 완화한다. 해표이진탕 투여에 의해 폐기도세척액(BALF) 및 폐 조직에서 염증세포 수가 감소한 것으로 확인 할 수 있다. 호산구는 알레르기성 호흡기 염증반응에서 가장 핵심적인 역할을 하는 것으로 알려져 있는데, 해표이진탕 투여에 의해 BALF에서 호산구의 수와 비율이 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 또한, 호산구 생존 및 활성 조절에는 IL-5 cytokine이 핵심적인데, 항체를 이용해 보조 T세포를 활성화 한 폐 세포 배양 조건에서, 해표이진탕 투여 마우스의 경우 폐 세포의 IL-5 생산이 감소하는 경향을 확인 하였다. IL-5의 생산을 통해 호산구의 활성을 조절하는 것을 포함하여, 2형 면역 반응(type2 immunity)에서 총괄적인 조절자로 알려진 2형 보조 T 세포(CD4+GATA3+ cell)를 유세포 기법으로 분석 결과, 해표이진탕 투여가 2형 보조 T 세포의 비율과 수를 감소시키는 것을 확인하였다. 세포면역학적 메커니즘을 추가적으로 분석하기 위해, 항상성을 유지하고 염증반응을 억제하는 것으로 알려진 조절 T 세포(CD4+Foxp3+ cell)의 비율과 수를 분석하였다. 해표이진탕 투여는 dexamethasone과는 달리 조절 T 세포의 비율과 수를 증가시켜 염증반응의 억제를 유도하는 것을 확인하였다.
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