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Abstract

Inflammation Relief Effect through ECS Control of 
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2Dept. of Korean Pediatrics, Korean Medicine Hospital, Pusan National University
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Objective
The purpose of this study was to confirm the effects of Galgeunhwanggeumhwangryeon-tang in reducing inflammation 

through the endocannabinoid system (ECS) control in atopic dermatitis.

Methods
8-week-old Balb/C mice were divided into 4 groups: contorl group (Ctrl), lipid barrier elimination group (ADE), 

palmitoylethanolamide treated group after lipid barrier elimination (PEA), and Galgeunhwanggeumhwangryeon-tang 

applied group after lipid barrier elimination (GGRT). After inducing atopic dermatitis, cannabinoid receptor (CB) 

1, CB2, CD68, phosphorylated inhibitor kappa B (p-IκB), inducible nitric oxide synthase (iNOS), substance P and 

serotonin were observed to confirm the regulation of the ECS, macrophage activity and mast cell activity. 

Results
CB1 and CB2 showed higher positive reactions in the GGRT than in the LBE and PEA. CD68, p-IκB and iNOS 

showed higher positive reaction in the LBE, PEA and GGRT than in the Ctrl, but the increase in the positive 

reaction was lower in the GGRT compared to the LBE and PEA. Substance P and serotonin showed higher positive 

reaction in the LBE, PEA and GGRT than in the Ctrl, but the increase in the positive reaction was lower in the 

GGRT compared to the LBE and PEA.

Conclusions
The effects of Galgeunhwanggeumhwangryeon-tang were confirmed though the regulation of the ECS, 

macrophage activity and mast cell activity.
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Ⅰ. Introduction

아토피피부염 (Atopic dermatitis)은 만성 염증성 피

부질환으로, 5세 미만 소아에 발병이 집중되어 있는 소

아유병률이 높은 질환이다1). 원인은 다양하며 복합적

으로 작용하여 발생하며, 홍반과 부종, 심한 가려움, 삼

출, 인설 등의 증상을 호소한다2). 유전적 소인이 관여

하는 것으로 알려져 있으며, 아토피피부염을 가진 소

아는 알레르기 비염과 천식으로 발전하는 경우가 많다3). 

최근 산업화로 인한 환경의 변화와 부적절한 식생활 

습관, 스트레스 등으로 만성으로 진행되어 성인까지 

지속되고 있다4).

한의학적으로 아토피 피부염은 奶癬, 胎癬, 濕疹, 濕
瘡, 淫瘡 등의 범주에 해당된다5). 선천적으로 약하여 

습열이 생기거나, 외부의 풍열이 침입하고 내부에 습

열이 쌓여서 발생하며, 거풍청열 (祛風淸熱), 양혈윤조 

(養血潤燥) 등의 치법이 사용된다6). 따라서 임상현장에

서도 아토피피부염 치료에는 청열 (淸熱) 효과가 있는 

한약재들이 많이 사용되고 있다7).

갈근황금황련탕 (Galgeunhwanggeumhwangryeon-tang, 

GGRT)은 갈근 (葛根, Pueraria lobata (Willd.) Ohwi), 황

금 (黃芩, Scutellaria baicalensis George), 황련 (黃蓮, Coptis 

japonica Makino), 감초 (Glycyrrhiza uralensis Fischer)로 구

성되어져 있으며, 상한론에서 설사를 하법으로 오치

한 경우에 사용되는 처방이다. 그러나 구성약물인 갈

근, 황금, 황련은 청열해독하는 효과가 있어 피부의 염

증질환에 다양하게 연구되어져 왔다8-14). 갈근은 콩과

에 속한 칡의 뿌리로서, 발한해기 (發汗解肌), 해표투

진 (解表透疹), 생진지갈 (生津止渴), 해주독 (解酒毒)

하는 효능이 있으며, Interleukin (IL)-3, IL-4, Tumor ne-

crosis factor α (TNF-α) 등의 분비를 억제시켜서 아토피

피부염의 염증반응을 조절한다8). 황금은 청열조습 (淸
熱燥濕), 청열해독 (淸熱解毒)하여 옹종(癰腫), 정창 

(疔瘡) 같은 질환에 사용되며, 임상적으로 아토피피부

염이나 습진 같은 피부 염증질환에 많이 사용된다9). 또

한 황금은 피부에서 항염증과 표피 회복 효과가 우수

하다10,11). 황련은 청열조습 (淸熱燥濕), 사화해독 (瀉火
解毒)하는 효능이 있고, 항바이러스, 항균 등의 효능도 

있다12,13). 이전 연구14)를 보면, 황련은 청열해독하는 효

능이 있어 염증을 억제하고 화상의 피부손상을 회복하

는데도 효과가 있다. 따라서, 갈근황금황련탕의 피부

손상 억제와 손상된 피부장벽 회복을 통하여 아토피피

부염의 치료제로서의 가능성을 확인하고자 하였다.

본 연구는 갈근황금황련탕 추출물의 cannabinoid re-

ceptor (CB)1, CB2를 통하여 Endocannabinoid system 

(ECS)조절을 확인하였다. 또한 Cluster of Differentiation 

68 (CD68), phosphorylated inhibitor kappa B (p-IκB), 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) 변화를 통한 

Macrophage 활성 조절과 Substance P, Serotonin 변화를 

통한 Mast cell 활성 조절을 확인하였다. 이를 통해 갈

근황금황련탕 추출물이 아토피피부염의 염증반응을 

완화시킬 수 있는 가능성을 확인하였기에 보고하는 바

이다.

Ⅱ. Materials and Methods

1. Materials

1) 실험동물

자바이오 (수원, 대한민국)에서 분양 받은 무균사육

장치내에서 2주일동안 적응시킨 후 선별한 체중 20 ± 

1.5g의 태령 6주 수컷 Balb/C계 생쥐를 사용하였다. 대

조군 (Control, Ctrl), 지방장벽제거군 (lipid barrier elim-

ination group, LBE), 지방장벽제거 후 palmitoylethano-

lamide (PEA) 투여군 (PEA treated group after atopy der-

matitis elicitation, PEA), 지방장벽제거 후 갈근황금황

련탕 투여군 (Galgeunhwanggeumhwangryeon-tang ex-

tract treated group after lipid barrier elimination, GGRT)

으로 나누었다. 각 군에 10마리씩 배정하였다. 동물실

험은 세명대학교 동물실험윤리위원회의 승인 (IACUC 

No. smecae 21-08-01) 후 실시되었고, 실험실 동물의 관

리와 사용에 대해서는 NIH 가이드라인에 따라 시행되

었다.

2) 실험약물

갈근황금황련탕 105 g (Table 1) - 갈근 (Pueraria lobata 

(Willd.) Ohwi) 52 g, 황금 (Scutellaria baicalensis George) 

20 g, 황련 (Coptis japonica Makino) 13 g, 감초 (Glycyrrhiza 

uralensis Fischer) 20 g -을 증류수 2000 ㎖에 넣고 3시간

동안 전탕한 후 여과하였다. 그 여액을 rotary evaporator

를 이용하여 100 ㎖으로 감압 · 농축한 후 동결 건조하

여 추출물 20.4 g (수득률 19.4%) 획득했다. GGRT 추

출물을 생리식염수에 녹인 후 0.2 ㎖씩 지방장벽제거 

후 5일 동안 340 ㎎/㎏ 경구투여하였다. 한편 대조약물
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로 사용된 PEA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 각각 

생리식염수 (100 ㎕)에 녹인 후 아토피피부염 유발 후 

5일동안 10 ㎎/㎏ 경구투여하였다.

Herb Scientific Name Dose

葛根 Pueraria lobata (Willd.) Ohwi 52

黃芩 Scutellaria baicalensis George 20

黃連 optis japonica Makino 13

甘草 Glycyrrhiza uralensis Fischer 20

Total Dose 105

Table 1. Prescription of Galgeunhwanggeumh- 
wangryeon-tang

2. Methods

1) 지방장벽제거

지방장벽제거는 생쥐 등쪽 부위 피부를 면도한 다

음 Tape (3M, St. Paul, MN)를 이용하여 각질층의 탈락

막 (desqumation)을 제거하였다. 10% sodium dodeecyl 

sulfate (SDS : Sigma-Aldrich) 500 ㎕를 도포한 후 면봉

을 이용하여 30회 문질러서 각질층의 lipid lamella를 

제거하였다.

2) 면역조직화학

피부는 vascular rinse와 10% 중성 포르말린용액 

(neutral buffered formalin, NBF)으로 심장관류고정을 

실시하였다. 얻어진 등쪽 피부를 10% NBF에 실온에

서 24시간 동안 고정한 후 통상적인 방법으로 paraffin

에 포매하고 5 ㎛ 두께로 연속절편을 만들었다.

피부 진피내 ECS 변화는 항 CB1, 항 CB2로, 큰포식

세포의 활성 변화는 항 CD68, p-IκB, iNOS로, 그리고 

비만세포 활성변화는 항 Substance P와 Serotonin의 항

체를 이용한 면역조직화학적 염색을 실시하였다.

우선 피부절편을 proteinase K (20 ㎍ /㎖, Agilent 

Dako, Santa Clara, CA)에 5분 동안 proteolysis 과정을 

거친 후 1% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO)이 포함된 10% normal goat serum (Vector Lab, 

Burlingame, CA)에서 12시간동안 blocking 반응시켰다. 

1차 항체인 mouse  anti-CB1 (1:100, Santa Cruz Biotec, 

Dallas, TX), mouse anti-CB2 (1:50, Santa Cruz Biotec), 

mouse anti-CD68 (1:50, Santa Cruz Biotec), mouse an-

ti-p-IkB (1:500, Abcam, Cambridge, UK), mouse an-

ti-iNOS (1:250, Abcam), mouse anti-substans P (1:100, 

Santa Cruz Biotec) 그리고 mouse anti-serotonin (1:50, 

Santa Cruz Biotec)에 4℃ humidified chamber에서 72시

간 동안 반응시켰다. 2차 항체인 biotinylated goat an-

ti-mouse IgG (1:100, Abcam)에 실온에서 24시간 link 

하였고, avidin biotin complex kit (Vector Lab)에 1시간 

동안 실온에서 반응시켰다. 0.05% 3,3'-diaminobenzidine과 

0.01% HCl이 포함된 0.05 M tris-HCl 완충용액 (pH 7.4)

에서 발색시킨 후, hematoxylin으로 대조염색하였다.

3) 영상분석

면역조직화학의 결과는 image Pro 10 (Media cy-

bernetics, Rockville, MD)를 이용한 영상분석을 통해 수

치화 (means ± standard error) 되었다. 각 군의 피부표본 

10개를 임의로 선정한 후 x200 배율에서 촬영한 다음 

positive pixels (intensity 80~100) /20,000,000 pixels로 

영상분석하였다.

4) 통계

통계는 SPSS software (SPSS 25, SPSS Inc., Chicago, 

IL)를 이루어졌으며, one-way ANOVA 시행을 통해 유

의성 (p <0.05)을 검증하고, 사후 검증은 Tukey HSD를 

실시하였다.

Ⅲ. Results

1. ECS 조절

CB1 양성반응은 Ctrl (6,170 ± 387 /20,000,000 pix-

el)에 비해 LBE, PEA, GGRT 모두에서 증가하였다. 

LBE (49,633 ± 1,775 /20,000,000 pixel)는 Ctrl에 비해 

704% 증가하였고, PEA (66,616 ± 1,373 /20,000,000 

pixel)는 978%, GGRT (80,796 ± 1,527 /20,000,000 pix-

el)는 1,210% 증가하였다. GGRT는 LBE에 비해 63%, 

PEA에 비해 21% 유의성있게 증가하였다 (Figure 1).

CB2 양성반응은 Ctrl (6,554 ± 373 /20,000,000 pix-

el)에 비해 LBE, PEA, GGRT 모두에서 증가하였다. 

LBE (33,941 ± 1,322 /20,000,000 pixel)는 Ctrl에 비해 

418% 증가하였고, PEA (47,312 ± 1,503 /20,000,000 

pixel)는 622%, GGRT (63,806 ± 2,048 /20,000,000 pix-

el)는 874% 증가하였다. GGRT는 LBE에 비해 88%, 

PEA에 비해 35% 유의하게 증가하였다 (Figure 2).
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2. Macrophage 활성 조절

CD68 양성반응은 Ctrl (6,992 ± 318 /20,000,000 

pixel)에 비해 LBE, PEA, GGRT 모두에서 증가하였다. 

LBE (81,081 ± 2,738 /20,000,000 pixel)는 Ctrl에 비해 

1,060% 증가하였고, PEA (47,972 ± 1,314 /20,000,000 

pixel)는 586%, GGRT (32,548 ± 3,240 /20,000,000 pix-

el)는 366% 증가하였다. GGRT는 LBE에 비해 60%, 

PEA에 비해 32% 유의성있게 덜 증가하였다 (Figure 2).

p-IkB 양성반응은 Ctrl (6,464 ± 319 /20,000,000 

pixel)에 비해 LBE, PEA, GGRT 모두에서 증가하였다. 

LBE (76,843 ± 2,084 /20,000,000 pixel)는 Ctrl에 비해 

1,089% 증가하였고, PEA (45,102 ± 1,964 /20,000,000 

pixel)는 598%, GGRT (27,906 ± 2,007 /20,000,000 pix-

el)는 332% 증가하였다. GGRT는 LBE에 비해 64%, 

PEA에 비해 38% 유의성있게 덜 증가하였다 (Figure 2).

iNOS 양성반응은 Ctrl (5,875 ± 311 /20,000,000 pix-

el)에 비해 LBE, PEA, GGRT 모두에서 증가하였다. 

LBE (65,877 ± 2,053 /20,000,000 pixel)는 Ctrl에 비해 

1,021% 증가하였고, PEA (40,631 ± 1,517 /20,000,000 

pixel)는 592%, GGRT (23,598 ± 1,352 /20,000,000 pix-

el)는 302% 증가하였다. GGRT는 LBE에 비해 64%, 

PEA에 비해 42% 유의성있게 덜 증가하였다 (Figure 2).

3. Mast cell 활성 조절

Substance P 양성반응은 Ctrl (7,013 ± 255 /20,000,000 

pixel)에 비해 LBE, PEA, GGRT 모두에서 증가하였다. 

LBE (77,614 ± 1,722 /20,000,000 pixel)는 Ctrl에 비해 

1,007% 증가하였고, PEA (58,824 ± 1,749 /20,000,000 

pixel)는 739%, GGRT (26,935 ± 4,965 /20,000,000 pix-

el)는 284% 증가하였다. GGRT는 LBE에 비해 65%, 

PEA에 비해 54% 유의성있게 덜 증가하였다 (Figure 3).

Serotonin 양성반응은 Ctrl (6,962 ± 429 /20,000,000 

pixel)에 비해 LBE, PEA, GGRT 모두에서 증가하였다. 

LBE (81,334 ± 1,501 /20,000,000 pixel)는 Ctrl에 비해 

1,068% 증가하였고, PEA (50,685 ± 1,574 /20,000,000 

pixel)는 628%, GGRT (32,632 ± 1,453 /20,000,000 pix-

el)는 369% 증가하였다. GGRT는 LBE에 비해 60%, 

PEA에 비해 36% 유의성있게 덜 증가하였다 (Figure 3).

Figure 1. The regulation on ECS by application of Galgeunhwanggeumhwangryeon-tang.

This applications activated ECS on the lipid barrier destruction-induced skin lesions. The expression of CB1 & CB2 (indicates light brown particle)

was significantly decreased in GGRT as compared with LBE. Abbreviations. Ctrl, normal; LBE, lipid barrier eliminate treat mouse; PEA, palmitoylethanolamide

(PEA) feeding treated mouse after lipid barrier elimination; GGRT, Galgeunhwanggeumhwangryeon-tang extract treated group after lipid barrier elimination;

ECS, endocannabinoid system; CB1, cannabinoid receptor 1; CB2, cannabinoid receptor 2; EP, epithelium; DE, Dermis; Bar size, 50㎛.
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Figure 2. The regulation on macrophage by application of Galgeunhwanggeumhwangryeon-tang.

The expression of CD68, p-IkB, & iNOS (indicates light brown particle) was significantly decreased in GGRT as compared with LDE. Abbreviations

same as Fig. 1. CD68, Cluster of Differentiation 68; p-IkB, phosphorylated inhibitor kappa B; iNOS, inducible nitric oxide synthase.

Figure 3. The regulation on mast cell by application of Galgeunhwanggeumhwangryeon-tang.

The expression of substance P & Serotonin (indicates light brown particle) was significantly decreased in GGRT as compared with LDE. Abbreviations

same as Fig. 1. 
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Ⅳ. Discussion

아토피피부염은 다양한 연령에서 재발과 증상악화

로 삶의 질을 저하시키는 만성질환이다. 아토피피부염

의 원인은 다양하며, 현재는 증상을 완화시키거나 더 

이상 악화되지 않도록 방지할 뿐 근본적인 치료법은 

부재하다. 현재 아토피피부염의 치료제는 항히스타민

제, 국소 스테로이드 외용제, 경구 스테로이드제를 사

용하고 있으나, 근본적인 치료보다는 일시적인 증상완

화에 불과한 정도이다15).

갈근황금황련탕은 갈근, 황금, 황련, 감초로 구성되

어져 있으며, 청열해독하는 효능이 있어 염증을 억제

하고 피부손상을 회복하는데 효과가 있다8-14). 따라서, 

갈근황금황련탕의 피부손상 억제와 손상된 피부장벽 

회복을 통하여 아토피피부염의 치료제로서의 가능성

을 확인하고자 하였다

Endocannabinoid system (ECS)은 식욕, 통증 감각, 기

분, 기억 등을 조절하는 생물학적 시스템으로, cannabi-

noid receptors (CBRs), CBRs의 endogenous ligands 및 

CB의 합성 및 분해에 관여하는 효소로 구성된다16). 

ECS의 증가나 감소는 다양한 병리적 상태와 연관되어

져 있다17). 이로 인해 ECS의 부적절한 작동은 아토피피

부염의 피부장벽의 기능 장애 같은 피부 병리에 영향

을 줄 수 있다18). ECS 작용의 일시적 변화은 다양한 인

체 보상 반응이나 질병의 진행을 감소시키거나 늦출 

수 있다. 반면 ECS 작용의 활성은 신체 결함을 반영하

거나 병원성으로 작용할 수 있다19). 특히 ECS는 피부 

세포의 다양한 반응에 관여하는데20), 표피 세포에서 

CB1 및 CB2의 활성화는 각질세포 증식과 분화를 억제

하고21), 염증을 유발하고22), 세포사멸 (apoptosis)을 유

도한다23). 또한 다양한 CB는 CB1을 통한 통증 및 가려

움증과 같은 감각 현상을 억제한다24,25). ECS는 피부에

서 세포 분화뿐 아니라 면역과 염증 반응을 조절한다. 

이러한 ECS는 미세한 조정으로도 아토피피부염 같은 

피부질환을 촉진하거나 완화시킬 수 있다26). 이러한 이

유로 피부질환의 새로운 치료법으로 ECS를 이용한 연

구가 대두되고 있다27).

본 연구에서는 GGRT에서 CB1, CB2 양성반응이 

모두 LBE와 PEA보다 유의성있게 증가하였다. 이러한 

연구결과는 GGRT가 CB1, CB2와 같은 ECS 구성 요소

를 생성한다는 것을 의미하며, GGRT가 ECS 작용에 

개입하여 아토피피부염 증상을 완화시킬 가능성을 제

시한다.

Extracellular signal-regulated kinase (ERK)와 c-Jun 

N-terminal kinases (JNK)를 포함한 Mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs)는 nuclear factor-kappa B (NF-κ

B) 활성화를 통해 염증 반응을 조절한다28). NF-kB는 

세포염증반응에서 핵심적인 자리에 있는 regulator로 

IkB와 결합을 이룬 상태로 세포질 내에 비활성 상태로 

존재한다29). 세포가 손상을 받거나 스트레스를 받으면 

IkB kinase인 IKK (IKK α)에 의해 NF-kB가 IkB로 분리

가 되고 핵 안으로 들어가 염증반응을 일으킨다30). 그

리고 NF-kB에 의해 생성된 전염증성 효소에 의해 전사

되는 iNOS는 nitric oxide (NO)를 과도하게 생성하여 

산화적 스트레스를 일으켜 조직손상과 염증반응을 유

발한다31).

본 연구에서는 GGRT의 CD68, p-IkB, iNOS 양성반

응이 모두 LBE와 PEA에 비해 작게 증가하였다. 이러

한 연구결과는 GGRT가 아토피피부염에서 피부장벽 

손상으로 발생하는 염증반응을 억제하여 macrophage 

활성을 조절 할 수 있는 가능성을 제시한다.

심한 소양감 같은 아토피피부염 증상은 IgE에 의해 

매개된 비만세포 (Mast cell)의 탈과립화로 인해 시작

된다32). 비만세포 표면에서 발현되는 수용체에 IgE와 

항원이 결합하면, 비만세포가 활성화되고, 활성화된 

비만세포는 susbstance P, matrix metallopeptidase 9 

(MMP-9) 같은 염증성 매개물질을 분비하여 염증반응

을 유발한다. Substance P는 다양한 cytokine의 분비 조

절 뿐 아니라, 혈관이완과 투과성 증가, histamin 분비 

유발을 통해 염증반응에 관여하고, 가려움을 유발하므

로, 소양감을 확인하는 지표라 할 수 있다.

본 연구에서는 GGRT의 susbstance P, serotonin 양성

반응이 모두 LBE와 PEA에 비해 작게 증가하였다. 이

러한 연구결과는 GGRT가 아토피피부염에서 발생하

는 심한 가려움증을 억제하고 mast cell 활성을 조절 할 

수 있음을 의미한다.

본 연구에서 GGRT은 피부장벽의 병리적 증상과 아

토피피부염 피부 손상을 억제하고 상피 증식을 감소시

켰다. 또한 CB1, CB2와 같은 ECS 성분 생성을 촉진하

고, 염증 세포의 증식 및 침윤을 억제시켰다.

이러한 결과를 종합해 보면, GGRT은 ECS 개입을 

통해 피부 항상성을 유지하고, 피부 장벽 형성을 개선

하고 염증을 억제함으로써 아토피피부염 증상을 완화

시킬 수 있을 것으로 기대된다. 다만 본 연구는 동물실

험에서 제한적으로 진행된 연구이므로 향후 추가적인 
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임상연구가 필요하다.

Ⅴ. Conclusion

본 연구는 갈근황금황련탕 추출물의 CB1, CB2를 통

한 ECS조절과 CD68, p-IκB, iNOS 변화를 통한 

Macrophage 활성 조절, Substance P, Serotonin 변화를 

통한 Mast cell 활성 조절을 관찰한 결과 다음과 같은 

결과를 얻었다.

1. CB1의 양성반응은 GGRT는 LBE에 비해 63%, 

PEA에 비해 21% 유의하게 증가하였다.

2. CB2의 양성반응은 GGRT는 LBE에 비해 88%, 

PEA에 비해 35% 유의하게 증가하였다.

3. CD68 양성반응은 GGRT는 LBE에 비해 60%, 

PEA에 비해 32% 유의하게 덜 증가하였다.

4. p-IkB 양성반응은 GGRT는 LBE에 비해 64%, 

PEA에 비해 38% 유의하게 덜 증가하였다.

5. iNOS의 양성반응은 GGRT는 LBE에 비해 64%, 

PEA에 비해 42% 유의하게 덜 증가하였다.

6. Substance P의 양성반응은 GGRT는 LBE에 비해 

65%, PEA에 비해 54% 유의하게 덜 증가하였다.

7. Serotonin의 양성반응은 GGRT는 LBE에 비해 

60%, PEA에 비해 36% 유의하게 덜 증가하였다.
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