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ABSTRACT

Antioxidative, Antihistamine and Antiinflammatory

Effect of Chamaecyparis Obtusa Oil by Supercritical

Carbon Dioxide Extraction and German Chamomile Oil

Pyo, Ae Ja

Advisor : Prof. Lee, Mi Ja

Department of Complementary and Alternative Medicine,

Graduate School of Chosun University

Atopic dermatitis (AD) is one of the most common allergic diseases along with

allergic rhinitis and bronchial asthma. The of AD patients rapidly increases every

year, and its prevalence especially among children and adolescents has been

steadily increasing. AD is considered as rather severe and intractable condition.

The cause and mechanisms of AD have not been clearly identified yet. AD is

being treated by using antihistamine, an antibiotic drug to prevent inflammation

and infection, and steroid, an immunosuppressive and antiinflammatory agent.

However, its treatment is difficult because there are various mechanisms of AD

and the side effects caused by drugs cannot be neglected.

Recently, some research suggest that aromatherapy using oils extracted from

plants with antioxidant effects is effective in treating AD, and it has been gaining

much attention for the medical community that such aromatherapy can be a form

of medicine for AD treatment. Therefore, this study intends to verify the Anti

oxidative, Antihistamine and Antiinflammatory effects on AD of the Chamaecyparis
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obtusa oil extracted through supercritical carbon dioxide extraction process and

German chamomile oil.

As for the research method, RBL-2H3 cells, a mast cell line, were treated with

supercritical carbon dioxide extracted Chamaecyparis obtusa oil (C oil), German

chamomile oil (G oil) and the mixed oil of Chamaecyparis obtusa and German

chamomile (CG oil) to perform the electron donating ability (EDA) test, the

superoxide dismutase (SOD) like activity test, the lipid peroxidation activity (LPA)

analysis, the analysis on their inhibitory effects on mast cell degranulation and

mast cell histamine release, the β-hexosaminidase release assay and the IL-4

and TNF-α secretion assay.

The results of the research showed that the EDA of both C oil and G oil was

high, especially with CG oil displaying a considerably high antioxidant capacity

of 92.3% (p<0.001). The results of measuring SOD like activity showed that the

SOD like activity of both C oil and G oil was high, especially with CG oil

displaying a considerably high SOD like activity effect of 91.0% (p<0.001). The

results of measuring LPA also showed that the LPA of both C oil and G oil

was high, with CG oil displaying a considerably high LPA of 97.9% (p<0.001).

This indicates a high antioxidant capacity of C oil, G oil and CG oil. Regarding

the inhibitory effect on the histamine release from RBL-2H3 cells, both C oil and

G oil displayed an inhibitory effect in comparison with control groups and CG

oil displayed a considerable synergy effect of 33.10% (p<0.01). As for the inhibitory

effect on the β-hexosaminidase secretion, both C oil and G oil displayed an

inhibitory effect and CG oil displayed a synergy effect of 38.39% (p<0.01). With

regard to the inhibition of IL-4 and TNF-α production, both C oil and G oil

displayed an inhibitory effect, and CG oil displayed synergy effects of 27.98%

(p<0.05) and 22.32% (p<0.01) as to IL-4 and TNF-α, respectively.

The results of the research have confirmed that supercritical carbon dioxide

extracted Chamaecyparis obtusa oil (C oil) and German chamomile oil (G oil) are

worth utilizing in the alternative medicine treatment of AD and that a mixture
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of Chamaecyparis obtusa and German chamomile oils (CG oil) has a synergy

effect. From the results of the research, such utilization is expected the clinical

treatment using aromatherapy.

Key Words : Supercritical carbon dioxide extracted Chamaecyparis obtusa oil,

German chamomile oil, Atopic dermatitis, Mast cell granulation,

Antioxidant activity, Antihistamine, Antiinflammatory
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I. 서 론

아토피 피부염(atopic dermatitis, AD)은 알레르기 비염, 기관지 천식과 함께 가장

대표적인 알레르기성 질환으로 지난 수 세기 동안 유아와 청소년에서 꾸준한 증가

로 유병률이 2～3배 증가하였다[1, 2]. 산업화가 가속된 선진국에서는 2000년대

접어들면서 유병률이 15∼30% 이상이 넘을 정도로 매우 빠른 속도로 증가하고 있다.

성인의 경우에도 매우 빠르게 증가로 2～3% 이상이 고통 받고 있어 인류가 해결

해야 할 중요한 난치성 피부질환으로 인식되고 있다[3].

AD는 IgE 합성 증가와 연관된 만성 재발성 염증성 피부 질환으로 유전적, 면역

학적, 환경적인 요인 등 다양한 유발요인에 의해 발생한다[4]. 건조증, 비강진, 습진

등의 징후와 가려움, 피부장벽의 손상, IgE 증가 등이 개인에 따라 다양하게 나타

난다[5, 6]. 체내에서 단순포진, 특정 미생물에 대한 지연성 면역반응 감소, IgE 증가,

접촉 알러지에 대한 감수성 감소, 항원에 대한 임파구의 반응 감소, 과립구와 단핵

구의 화학주성 감소와 같은 현상이 나타난다[6]. 감염, 스트레스, 계절과 기후변화,

자극에 의해 호전과 악화를 반복하고, 가족력을 특징으로 한다[7, 8].

AD를 비롯한 각종 피부염의 초기 증상들은 비만세포에서 분비되는 히스타민에

의해 일어나며 치료를 위해 항히스타민 계열의 약물을 사용하는 것이 일반적으로

[9] 임상적인 약물 치료는 사이토카인을 억제하는 스테로이드제제인 prednisone,

dexamethasone, 천연물제제인 cyclosporin A, tacrolimus, sirolimus, 면역억제제인

pimecrolimus 등을 사용한다[10]. 그러나 이러한 방법들은 치료직후는 효과를 나타

내나 환경조건이나 환자의 인체상태가 달라질 경우는 아토피 피부염이 재발되고

반복되는 특성을 가지고 있다[11]. 특히 장기간 스테로이드제를 사용할 경우 피부가

위축되거나 성장지연, 혈관확장, 저색소 침착, 백내장, 골다공증, 쿠싱증후군 유발

등의 여러 가지 부작용이 보고되고 있다[12, 13]. 스테로이드가 포함되어 있지 않은

면역억제제인 pimecrolimus를 사용하더라도 피부에 홍반, 가려움, 건조, 부종과 혈종,

짓무름, 태선화 등이 생기며 면역력이 약화되는 단점이 있다[14].

AD와 같은 만성질환에 대한 지속적인 약물치료 부작용에 대한 우려로 인해 대체

의학적 보완요법에 대한 관심이 증가하고 있다. 최근에는 천연추출물을 이용한
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치료에 대한 관심이 높아지면서 아토피 피부염의 효과가 있는 식물이나 전통 한약

제제에 대한 효능에 대해 검증 절차도 빠르게 진행되고 있다. 오래 사용하더라도

부작용이 없으면서 효과가 좋고 아토피 증상이 재발되지 않는 근본적인 아토피 치료

약물과 치료방법을 찾아내는 것이 시급한 실정이다. 이러한 흐름 속에서 관심의

대상이 되고 있는 것 중 하나가 아로마테라피의 에센셜 오일이다.

에센셜 오일은 100% 천연 정유(natural essential oil)로 독특한 향기와 치료성분

을 가진 휘발성 유기화합물로 알코올, 알데하이드, 에스테르, 케톤, 옥사이드 등을

포함하는 여러 가지 유기화합물로 구성되어 있다. 피부, 순환계, 후각계를 통하여

뇌의 변연계(limbic system)를 자극하며 종류에 따라 불안, 스트레스 해소, 피로

회복, 근육이완, 불면증, 항히스타민 작용, 항알러지 작용, 면역증진 등의 효과를

나타낸다[15]. 이러한 약효성분이 있는 천연 오일을 치료 목적으로 사용하는 것을

아로마테라피라 불리고 있으며 단순한 미용적 효과뿐만 아니라 아토피를 포함한

만성적이고 고질적인 난치성 질환에 까지도 치료 효과가 있다고 보고[16, 17]되고

있다.

편백(Chamaecyparis obtusa)은 구과목 측백나무과(Cupressaceae)에 속하며 노송

나무라고 한다[18]. 편백 정유는 다양한 생리활성을 갖고 있는 것으로 보고되고 있

는데 활성산소를 제거하는 항산화효과가 있으며[19, 20], 피부사상균, 목재부후균,

식물 병원균뿐만 아니라 식중독을 야기하는 박테리아에 대한 생장을 억제하는 등

넓은 스펙트럼의 항 미생물 활성을 보이는 것으로 보고되고 있다[21, 22, 23]. 최근

에는 편백 정유의 항아토피 피부염 개선효과[24] 및 항염증 효과[25]가 입증되면서

AD의 염증을 악화시키는 활성산소를 억제시키는 천연 항산화 물질로의 편백나무

의 활용성에 대한 기대가 높아지고 있다.

저먼 캐모마일 오일(German chamomile oil)은 캐모마일 꽃을 수증기로 증류하여

추출한 것으로 학명은 Matricaria chamomile로 사용된다. 유럽에서는 오래 전부터

캐모마일을 항염증제로 사용해 왔으며[17], 최근에 캐모마일의 항염증 효과는 페놀성

화합물(polyphenolic compound)에 연유하는 것으로 알려져 있다[26, 27, 28]. 캐모

마일의 페놀성 화합물은 apigenin, quercetin, patuletin, luteolin이 있는데[28], luteolin

이 항염 효과에 주요성분으로 알려져 있다[26]. 이 외에도 캐모마일은 진경 및

진정작용[29, 30] 등 다양한 약물 효능이 있는 것으로 보고되고 있다.
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본 연구는 AD의 염증을 개선시킬 수 있는 소재를 발굴하고자 항염 및 항균작용을

하는 것으로 알려져 있는 편백 초임계 오일(Chamaecyparis obtusa oil, C oil)과

저먼 캐모마일 오일(German chamomile oil, G oil) 및 편백 초임계-저먼 캐모마일

혼합오일(CG oil)을 이용하여 항산화 활성을 검증하기 위한 전자공여능(Electron

donating ability, EDA), superoxide dismutase (SOD) 유사활성 및 지질과산화능

(Lipid peroxidation activity, LPA)에 미치는 영향과 RBL-2H3 세포를 이용하여

비만세포 탈과립 및 cytokine 생산억제 효과를 조사함으로서 에센셜오일을 이용한

아로마테라피적 측면에서 AD와 염증성 질환들에 대한 증상 개선 및 치료적 접근을

위한 유용성 있는 소재탐색을 위한 일환으로 본 연구를 시행하였다.
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II. 연구재료 및 방법

A. 재료 및 기기

1. 시약

본 실험에 사용한 오일은 편백 초임계 추출 오일과 저먼 캐모마일 오일, 캐리어

오일인 호호바 오일(Jojoba oil)을 사용하였으며, 편백 초임계 추출 오일은 (재)전남

생물산업진흥원 나노바이오연구센터(전남, Korea)에서 분양받아 사용하였으며 저먼

캐모마일 오일과 호호바 오일은 G.R. Davis Pty. (Queanbeyan, Australia)의 제품을

구입하여 사용하였다. 또한 비만세포의 일종인 RBL-2H3 세포(rat basophilic

leukemia)는 American Type Culture Collection (ATCC)에서 분양 받아 사용하였

으며, 실험에 사용된 시약인 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), L-ascorbic acid,

Ethanol (99%), MTT 용액(5.0 mg/mL in DPBS)은 Sigma Aldrich (St. Louis,

MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. 에센셜 오일의 농도 희석에는 ethanol 99%를

사용하였다.

세포배양에 사용된 10% FBS와 0.05% trypsin-EDTA soulution 은 Gibco BRL

(Grand NY, USA) 제품을, DMEM (Dulbecco's Modified Eagles Medium), pyrogallol,

linoleic acid, ammonium thiocyanate, ferrous chloride, Compound 48/80, anti-DNP

IgE는 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), Tris-HCI, PBS (pH 7.0), DNP-HSA,

Siraganian buffer, substrate buffer는 Biosciences Pharminge Co. (USA) 제품을,

기타 시약은 분석용 등급 이상의 시약을 사용하였다.

2. 기기

CO2 incubator, 48 well plate (Corning, USA), ELIZA reader는 Biosciences

Pharminge Co. (USA), Microplate reader는 Molecular Devices Co. Ltd. (USA)
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제품을 well plate는 Corning사 (USA), 원심분리기 등을 사용하였다.

B. 실험 방법

1. 오일성분 및 제조

(1) 시료 오일의 조제

편백 초임계 추출 오일과 저먼 캐모마일 오일 및 편백 초임계-저먼 캐모마일

혼합오일(1 : 1)을 100 mL 호호바오일(캐리어 오일)에 25, 50, 75 및 100 μL의

저장용액을 만들어 차광병에 넣어 냉암소에 보관하였다. 오일의 각 시료액 조제는

100 mL에 에탄올 전체 총액의 1%에 해당하는 1 mL를 넣어 녹인 후 실험에 필요한

오일농도는 저장액을 최종 농도로 희석 후 사용하거나 또는 직접 필요한 농도를

배양액에 첨가 사용하였다.

(2) 시료 오일의 성분

편백 초임계 추출 오일과 저먼 캐모마일 오일의 주요 성분을 Table 1과 Table 2

에 나타내었다.
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Chemotype Compound Content(%) Distillation(%)

Monoterpene

sabinene 2.61-5.93 12.40

β-myrcene 0.70-1.73 6.43

limonene 1.27-3.10 8.94

γ-terpinene 0.35-1.01 5.75

delta-3-carene 0.39-1.20 -

bornyl-acetate 5.20-7.13 5.21

α-terpinyl acetate 15.36-19.61 10.77

Sesquiterpene

widdrene 0.26-2.24 0.11

β-cubebene 0.75-0.99 2.62

germacrene-D 2.30-4.19 0.40

cubedol 7.81-12.29 1.84

elemol 17.76-20.34 13.64

germacrene-D-4-ol 1.35-4.95 -

α-cedrol 0.15-0.95 0.15

γ-eudesmol 0.34-0.78 4.13

beta-eudesmol 1.44-1.72 4.17

Diterpene

stachen 3.54-15.06 2.44

totarol 0.58-1.66 0.01

ferruginol 1.00-3.79 0.02

Lignan

hinokinin 0.68-1.08 -

asarinin 1.14-2.90 -

racemic savinin 1.34-2.91 -

Lipid octadecyl
hexadecanoate

0.42-1.94 0.01

Table 1. The component of Chamaecyparis obtusa oil extracted by the

supercritical carbon dioxide extraction
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Compound Content(%)

cis-β-ocimene 0.22

trans-β-ocimene 1.14

artemisia cetone 0.41

trans-β-farncacne 44.71

germacrene D 4.86

trans-α-farnesene 8.88

bisabolol oxyde B 3.51

α-bisabolol 5.86

chamazulene 0.90

bisabolol oxyde A 4.41

the others 25.1

Table 2. The component of German chamomile oil
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2. 세포배양

비만세포의 일종인 RBL-2H3 세포를 10% fetal bovine serum (FBS)와 1%

Antibiotic Antimycotic solution (ABAM, 1X)이 함유된 DMEM을 배양액으로 하여

37℃, 5% 조건에서 CO2 incubator에서 배양하였다. 세포증식에 따른 과밀도 현상을

해소하기 위하여 0.05% trypsin - EDTA soulution를 처리하여 세포를 부유시킨 다음

계대 배양하였으며, 실험과정의 모든 세포는 subculture passages 10이하의 세포를

사용하였으며 80∼90%의 배양도를 기준으로 측정하였다.

3. MTT법을 이용한 세포독성 검정

MTT 시약이 살아있는 세포내로 흡수된 후 미토콘드리아의 succinate dehydronase

에 의해 환원되어 보라색의 불용성 formazan을 형성하는데, 이 물질의 세포내

축적은 미토콘드리아의 활성, 넓게는 세포의 활성을 의미하는 것으로써 이들 용해

액의 발색정도를 흡광도로 측정함으로써 세포의 생존율을 측정하는 대표적인 방법

이다[31].

시료에 의한 세포에 미치는 영향은 Mosmann[32]의 MTT 방법을 참고하여

측정하였다. 10% FBS와 1% ABAM (1X)이 함유된 DMEM을 배양액으로 하여 48

well plate (Corning, USA)에 5×10⁴cells/mL의 세포수가 되도록 분주하여 37℃

5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 시료를 농도별(0, 25, 50, 75 및 100

mg/mL)로 처리하고 24시간 배양한 후 MTT 용액 (5.0 mg/mL in DPBS)을 가하여

4시간 동안 환원반응을 유도하였으며 DMSO를 150 μL 씩 분주하여 well에 생성된

formazan이 잘 녹을 수 있게 충분히 흔들어 모두 녹인 후 570 nm에서 흡광도를

측정하여 평균값과 표준 편차를 구하였다. 대조군에는 시료 대신 phosphate buffered

saline (PBS)를 사용하였다.

4. 항산화 활성 측정

(1) 전자공여능(Electron donating ability, EDA) 측정
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전자공여능(Electron donating ability, EDA)의 측정은 Blois[33]의 방법을 변형

측정하였다. 에탄올에 녹인 시료용액 2 mL에 0.2 mM의 DPPH 1 mL를 넣은 후

이를 votex mixer를 이용하여 10초 동안 교반 후 실온에서 30분 동안 방치한 다음

ELIZA reader로 517 nm에서 흡광도를 측정하여 대조군과 비교 조사하였다. 전자

공여능은 시료용액 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.

(2) Superoxide dismutase(SOD) 유사활성 측정

Superoxide dismutase(SOD) 유사활성 물질은 효소는 아니지만 SOD와 유사한

역할을 하는 저분자 물질로 주로 pytochemical에 속하며 superoxide 반응성을 억제

한다. SOD 활성도는 알칼리 상태에서 pyrogallol의 자동 산화에 의한 발색을 이용한

Marklund 와 Marklund의 방법으로 측정하였다[34]. 에탄올에 녹인 각 시료용액

0.2 mL에 Tris-HCI의 완충용액(50mM Tris+10mM EDTA, pH 8.5) 2.6 mL와

환원제 7.2 mM pyrogallol 0.2 mL를 가하여 25℃에서 10분간 반응시켰다 여기에

1N HCI 0.1 mL를 가하여 반응을 멈춘 후 산화된 pyrogallol의 양을 420 nm에서

측정하였다. SOD 유사활성은 100-[(시료첨가구/무첨가구 흡광도)X100]으로 나타내

었다.

(3) 지질과산화능(Lipid peroxidation activity, LPA) 측정

지질과산화능(Lipid peroxidation activity, LPA)의 측정은 Kikuzaki 와 Nakatani

[35]의 방법에 따라 에탄올과 시료를 혼합한 용액을 에탄올에 녹인 2.52% linoleic acid

4.1mL에 0.05 M PBS (pH 7.0)를 7.8 mL를 혼합한 후, 40℃의 암소에서 24시간 동안

배양하였다. 배양 완료 후 0.1 mL의 반응액을 취하여 30% ammonium thiocyanate

와 0.02 M ferrous chloride 0.1 mL를 첨가하여 실온에 3분 동안 방치 후 ELIZA

reader로 500 nm에서 흡광도를 측정하여 대조군인 증류수와 비교·분석 하였다. 지질

과산화 수치는 대조군에 대한 백분율로 표시하였다.
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5. 비만세포 탈과립 측정

비만세포에서의 탈과립(degranulation)을 관찰하기 위하여 Jung et al.[36]의

방법에 따라 RBL-2H3 세포 (2 × 10⁵cells/mL)를 6 well 배양판에서 24시간 동안

배양하고, 여러 농도의 시료 오일을 처리한 후 1시간 동안 배양하였다. 그리고

Compound 48/80 (50 μg/mL)을 처리하여 20분 동안 배양하고 현미경을 이용하여

탈과립 정도를 관찰하였다.

6. 히스타민 정량

RBL-2H3 세포(2 × 10⁵cells/mL)를 24 well plate에 24시간 동안 배양한 후

suction 통해 배지를 제거하고 새 배지를 160 μL를 분주하였다. RBL-2H3 세포의

히스타민 유리에 미치는 영향을 확인하기 위해 각 오일을 25 μL를 처리하여 1시간

동안 배양하였다. 여기에 Compound 48/80 (50 μg/mL)으로 20분간 자극하였다.

히스타민 정량은 세포배양 상층액 100 μL를 96 well plate에 분주하고 200 μL

histamine enzyme assay kit 용액을 첨가하였다[38]. 실온에 30분 동안 방치하고

Microplate reader를 이용하여 450 nm에서의 흡광도를 측정하였다.

7. β-hexosaminidase release assay

알러지 초기반응의 지표인 탈과립에 대한 억제효과를 살펴보기 위하여 β-

hexosaminidase의 분비를 측정하였다[37]. RBL-2H3 세포에 10% FBS를 포함한

DMEM에 현탁 시킨 후 48 well plate 에 5×10⁵cells/mL의 세포수가 되도록 분주

하였다. 그 후 anti-DNP IgE (30 ng/mL)로 감작하고 37℃ 5% CO2 incubator에서

24시간 배양하였다. 각 well의 세포들을 Siraganian buffer (119 mM NaCl, 5 mM

KCl, 0.4 mM MgCl2, 25mM PIPES, 40mM NaOH, pH 7.2)로 2번 세척한 다음 각

well 당 5.6 mM glucose, 1 mM CaCl2와 0.1% BSA가 포함된 Siraganian buffer를

첨가하고 시료를 각각 50 μL, 및 100 μL로 1시간 동안 37℃ 5% CO2 incubator에서

배양 한 후 DNP-HSA (10㎍/mL)로 처리하여 1시간 동안 반응시키고 ice bath에서
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10분 동안 방치한 후 반응을 종결시켰다. 상층액 20 μL를 96 well plate에 옮기고

substrate buffer (4-p-Nitrophenyl-N-acetyl-b-D-glucosami nide 1 mM, sodium

citrate 0.05 M, pH 4.5) 80 μL를 넣고 37℃에서 30분 배양시킨 다음 각 well당

stop solution 200 μL를 첨가하여 반응을 종결시켰다.

Microplate reader를 사용하여 405 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 처리군과

대조군의 흡광도 값으로 다음 식에 의해 inhibition(%)를 산출하였다.

Inhibition(%) =[1-(T-N)/(C-N)]×100

C: Cell (+), DNP-HSA (+), test sample (-)

T: Cell (+), DNP-HSA (+), test sample (+)

N: Cell (+), DNP-HSA (-), test sample (-)

8. IL-4 and TNF-α secretion assay

RBL-2H3 세포를 10% FBS를 포함한 DMEM에 현탁시킨 후 24 well plate에

5×10⁵cells/mL의 세포수가 되도록 분주하였다. 그 후 anti-DNP IgE (30ng/mL)로

감작하고 37℃ 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 각 well의 세포들을

Siraganian buffe로 2번 세척한 다음 각 well 당 5.6 mM glucose, 1mM CaCl2와

0.1% BSA가 포함된 Siraganian buffer를 첨가하였다. 그 후 시료 오일(50, 100 μL)

을 처리하여 1시간 동안 37℃ 5% CO2 incubator에서 배양한 후 DNP-HSA (10

㎍/㎖)를 처리한 후 4시간 동안 반응시키고 ice bath에서 10분 동안 방치한 후

반응을 종결시켰다. 상층액을 분리하여 5,000 rpm에서 10분 동안 원심 분리하여

분리된 상층액을 -70℃에 보관하였다가 IL-4와 TNF-α를 Microplate reader를

사용하여 450 ㎚에서 흡광도를 측정하여 누출된 IL-4와 TNF-α의 양을 계산하였다

C. 통계 처리

본 실험의 모든 자료는 SPSS 12.0 program에 의하여 처리하였으며 모든 실험

자료값은 mean±SD로 나타냈다. Student's t-test에 의하여 통계적 유의성을 비교

하였고 p<0.05 미만을 유의한 수준으로 하였다.
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Chamaecyparis obtusa oil(uL)
Cell viability

P value
% of control

10 98.25±4.20

25 104.47±3.25* p<0.05

50 100.32±2.62** p<0.01

75 108.64±4.32** p<0.01

100 112.70±3.58** p<0.01

Table 3. Effects of Chamaecyparis obtusa oil on the cell viability of

RBL-2H3 cell by MTT assay

III. 결과

A. MTT법을 이용한 세포독성 검정 결과

1. 편백 초임계 추출 오일의 세포독성

RBL-2H3 세포의 생존 및 증식에 미치는 영향을 알아본 결과 편백 초임계 추출

오일 농도를 10, 25, 50, 75 및 100 μL로 처리한 결과를 Table 3에 나타내었다.

세포독성은 대조군 대비 각각 98.25±4.20%, 104.47±3.25%, 100.32±2.62%, 108.64±4.32%

및 112.7±3.58%의 흡광도를 나타내어 모든 농도에서 세포생존 90% 이상의 안전성을

나타내었으며, 특히 100 μL 농도에서는 112.7±3.58%로 나타나 유의한(p<0.01) 세포

증식효과가 나타났다(Figure 1).

The date indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05, **p<0.01
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Figure 1. Effects of Chamaecyparis obtusa oil on the cell viability

of RBL-2H3 cells.

The cells (5×10⁴cells/mL) were treated with the indicated concentrations

(10, 25, 50, 75 and 100 μL) of Chamaecyparis obtusa oil for 24 hr. Cell

viability was evaluated using a colorimetric assay based on MTT assay.

The absorbance was measured at 570 nm using ELISA reader. The results

were presented by the mean±SD. *p<0.05, **p<0.01 vs untreated group.
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German chamomile oil(uL)
Cell viability

P value
% of control

10 98.32±2.45* p<0.05

25 98.02±4.04

50 98.75±4.20** p<0.01

75 96.54±3.76** p<0.01

100 95.70±2.25** p<0.01

Table 4. Effects of German chamomile oil on the cell viability of RBL-2H3

cell by MTT assay

2. 저먼 캐모마일 오일의 세포독성

RBL-2H3 세포의 생존 및 증식에 미치는 영향을 알아본 결과 저먼 캐모마일

오일 농도를 10, 25, 50, 75 및 100 μL로 처리한 결과를 Table 4에 나타내었다.

세포독성은 대조군 대비 각각 98.32±2.45%, 98.02±4.04%, 98.75±4.20%, 96.54±3.76%

및 95.7±2.25%의 흡광도를 나타내어 모든 농도에서 세포생존 90% 이상(p<0.05)의

안전성을 나타내었다(Figure 2).

The date indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05, **p<0.01
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Figure 2. Effects of German chamomile oil on the cell viability of

RBL-2H3 cells.

The cells (5×10⁴cells/mL) were treated with the indicated concentrations

(10, 25, 50, 75 and 100 μL) of German chamomile oil for 24 hr. Cell

viability was evaluated using a colorimetric assay based on MTT assay.

The absorbance was measured at 570 nm using ELISA reader. The results

were presented by the mean±SD. *p<0.05, **p<0.01 vs untreated group.
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Chamaecyparis obtusa oil(uL)
Electron donating ability

P value
% of control

25 17.8(0.29±0.06)* p<0.05

50 39.9(0.67±0.04)* p<0.05

75 57.8(0.97±0.19)** p<0.01

100 82.7(1.39±0.15)*** p<0.001

Table 5. The electron donating ability of Chamaecyparis obtusa oil

B. 항산화 활성측정

아토피 피부염을 악화시키는 원인이 되는 활성산소와 같은 산화 스트레스 물질

에 대한 항산화 효능을 알아보기 위해 항산화 효능 측정기준으로 사용되고 있는

전자공여능, SOD 유사활성 효과 및 지질과산화능에 미치는 영향을 조사하였다.

1. 전자공여능(EDA) 측정

(1) 편백 초임계 추출 오일의 전자공여능 측정

편백 초임계 추출 오일의 EDA를 알아보기 위하여 각각 25, 50, 75, 100 uL가

포함된 에탄올 시료를 분석한 결과를 Table 5에 나타내었다.

EDA는 대조군 대비 각각 17.8±2.5% (p<0.05), 39.9±3.9% (p<0.05), 57.8±3.5%

(p<0.01), 82.7±5.8% (p<0.001)로 나타났으며 이는 모두 대조군에 비하여 유의한

증가를 나타내었다(Figure 3).

The date indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figure 3. The electron donating ability of Chamaecyparis obtusa oil

(C oil).

Initially, 2 mL of ethanol sample solutions containing 25, 50, 75 and 100

μL of C oil was added to 1 mL of 0.2 mM DPPH and was left to stand

for 30 min. Then, the absorbance at 517 nm was measured, and the

decreasing absorbance rates of the oil-treated groups and control group

were expressed as percentages. The C oil showed statistically significant

increases compared with those of the control group, with 100 μL treatment

in particular leading to a higher statistically significant increase. The data

are shown as the M±SD for triplicate experiments, with the significance

of the difference from the control given as *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.

EDA, electron donating ability; C oil, Chamaecyparis obtusa oil; DPPH,

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; M±SD, mean±standard deviation.
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German chamomile oil(uL)
Electron donating ability

P value
% of control

25 14.8(0.20±0.06)** p<0.01

50 33.0(0.45±0.07)
* p<0.05

75 53.7(0.73±0.11)** p<0.01

100 72.8(0.99±0.08)** p<0.01

Table 6. The electron donating ability of German chamomile oil

(2) 저먼 캐모마일 오일의 전자공여능 측정

저먼 캐모마일 오일의 EDA를 알아보기 위하여 각각 25, 50, 75, 100 uL가

각각 포함된 에탄올 시료를 분석한 결과를 Table 6에 나타내었다.

EDA는 대조군 대비 각각 14.8±2.8% (p<0.01), 33.0±3.6% (p<0.05), 53.7±5.4%

(p<0.01), 72.8±4.7% (p<0.01)로 나타났으며 이는 모두 대조군에 비하여 유의한

증가를 나타내었다(Figure 4).

The date indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control.
*p<0.05, **p<0.01



- 19 -

Figure 4. The electron donating ability of German chamomile oil

(G oil).

Initially, 2 mL of ethanol sample solutions containing 25, 50, 75 and 100

μL of G oil was added to 1 mL of 0.2 mM DPPH and was left to stand

for 30 min. Then, the absorbance at 517 nm was measured, and the

decreasing absorbance rates of the oil-treated groups and control group

were expressed as percentages. The G oil showed statistically significant

increases compared with those of the control group, with 100 μL treatment

in particular leading to a higher statistically significant increase. The data

are shown as the M±SD for triplicate experiments, with the significance

of the difference from the control given as *p<0.05, **p<0.01. EDA, electron

donating ability; G oil, German chamomile oil; DPPH, 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl; M±SD, mean±standard deviation.
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Chamaecyparis obtusa-

German chamomile oil(uL)

Electron donating ability
P value

% of control

25 20.4(0.29±0.06)* p<0.05

50 44.4(0.63±0.06)
*

p<0.05

75 70.6(0.87±0.06)** p<0.01

100 92.3(1.27±0.06)*** p<0.001

Table 7. The electron donating ability of Chamaecyparis obtusa-German

chamomile oil

(3) 편백 초임계-저먼 캐모마일 오일의 전자공여능 측정

편백 초임계-저먼 캐모마일 오일의 EDA를 알아보기 위하여 각각 25, 50, 75,

100 uL가 각각 포함된 에탄올 시료를 분석한 결과를 Table 7에 나타내었다.

EDA는 대조군 대비 각각 20.4±3.7% (p<0.05), 44.4±5.3% (p<0.05), 70.6±4.3%

(p<0.01), 92.3±5.8% (p<0.001)로 나타났으며 이는 모두 대조군에 비하여 유의한

증가를 나타내었다(Figure 5).

The date indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figure 5. The electron donating ability of Chamaecyparis obtusa-

German chamomile oil (CG oil).

Initially, 2 mL of ethanol sample solutions containing 25, 50, 75 and 100

μL of CG oil was added to 1 mL of 0.2 mM DPPH and was left to stand

for 30 min. Then, the absorbance at 517 nm was measured, and the

decreasing absorbance rates of the oil-treated groups and control group

were expressed as percentages. The CG oil showed statistically significant

increases compared with those of the control group, with 100 μL treatment

in particular leading to a higher statistically significant increase. The data

are shown as the M±SD for triplicate experiments, with the significance

of the difference from the control given as *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.

EDA, electron donating ability; CG oil, Chamaecyparis obtusa oil-German

chamomile oil; DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; M±SD, mean±stand

ard deviation.
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Chamaecyparis obtusa oil(uL)

Superoxide dismutase

like activity P value

% of control

25 14.8(0.17±0.007)* p<0.05

50 18.3(0.21±0.007)* p<0.05

75 40.0(0.46±0.007)** p<0.01

100 79.1(0.91±0.007)*** p<0.001

Table 8. The superoxide dismutase like activity of Chamaecyparis

obtusa oil

2. Superoxide dismutase (SOD) 유사활성 측정

(1) 편백 초임계 추출 오일의 SOD 유사활성 측정

편백 초임계 추출 오일의 SOD 유사활성을 알아보기 위하여 각각 25, 50, 75

및 100 μL가 포함된 에탄올 시료를 분석한 결과를 Table 8에 나타내었다.

SOD 유사활성은 대조군 대비 각각 14.8±1.4% (p<0.05), 18.3±2.3% (p<0.05), 40.0±

3.8% (p<0.01), 79.1±1.9% (p<0.001)로 나타났으며, 이는 모두 대조군에 비하여

유의한 증가를 나타내었다(Figure 6).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control.
*
p<0.05,

**
p<0.01,

***
p<0.001
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Figure 6. The superoxide dismutase like activity of Chamaecyparis

obtusa oil (C oil).

Chamaecyparis obtusa oil were reacted with tris-HCl buffer (pH 8.5) 2.6

mL. and 7.2 mM pyrogallol 0.2 mL. for 10 min 25℃ and SOD like activity

determined at 420 nm after stopping the reaction by adding 0.1 mL of

1N HCl. The data are shown as the M±SD for triplicate experiments,

with the significance of the difference from the control given as *p<0.05,

**p<0.01 and ***p<0.001. SOD, superoxide dismutase; C oil, Chamaecyparis

obtusa oil; M±SD, mean±standard deviation.
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German chamomile oil(uL)

Superoxide dismutase

like activity P value

% of control

25 9.5 (0.04±0.007)* p<0.05

50 13.6 (0.09±0.007)* p<0.05

75 34.8 (0.23±0.007)** p<0.01

100 62.1 (0.41±0.007)*** p<0.001

Table 9. The superoxide dismutase like activity of German chamomile oil

(2) 저먼 캐모마일 오일의 SOD 유사활성 측정

저먼 캐모마일 오일의 SOD 유사활성을 측정한 결과 25, 50, 75 및 100 μL가

포함된 에탄올 시료를 분석한 결과를 Table 9에 나타내었다.

SOD 유사활성은 대조군 대비 각각 9.5±0.9% (p<0.05), 13.6±1.2% (p<0.05), 34.8±

2.7% (p<0.01), 62.1±3.9% (p<0.001)로 나타났으며, 이는 모두 대조군에 비하여

유의한 증가를 나타내었다(Figure 7).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figure 7. The superoxide dismutase like activity of German

chamomile oil (G oil).

German chamomile oil were reacted with tris-HCl buffer (pH 8.5) 2.6 mL.

and 7.2 mM pyrogallol 0.2 mL. for 10 min 25℃ and SOD like activity

determined at 420 nm after stopping the reaction by adding 0.1 mL of

1N HCl. The data are shown as the M±SD for triplicate experiments, with

the significance of the difference from the control given as *
p<0.05,

**p<0.01 and ***p<0.001. SOD, superoxide dismutase; G oil, German

chamomile oil; M±SD, mean±standard deviation.



- 26 -

Chamaecyparis obtusa-

German chamomile oil(uL)

Superoxide dismutase

like activity P value

% of control

25 11.3 (0.09±0.007)* p<0.05

50 21.2 (0.17±0.011)** p<0.05

75 45.0 (0.36±0.024)*** p<0.001

100 91.0 (0.67±0.042)*** p<0.001

Table 10. The superoxide dismutase like activity of Chamaecyparis

obtusa-German chamomile oil

(3) 편백 초임계-저먼 캐모마일 오일의 SOD 유사활성 측정

편백 초임계-저먼 캐모마일 오일의 SOD 유사활성을 알아보기 위하여 각각 25,

50, 75 및 100 μL가 포함된 에탄올 시료를 분석한 결과를 Table 10에 나타내었다.

SOD 유사활성은 대조군 대비 각각 11.3±1.5% (p<0.05), 21.2±2.8% (p<0.01),

45.0±3.1% (p<0.001), 91.0±2.9% (p<0.001)로 나타났으며, 이는 모두 대조군에 비하

여 유의한 증가를 나타내었다(Figure 8).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figure 8. The superoxide dismutase like activity of Chamaecyparis

obtusa-German chamomile oil (CG oil).

Chamaecyparis obtusa-German chamomile oil were reacted with tris-HCl

buffer(pH 8.5) 2.6 mL and 7.2 mM pyrogallol 0.2 mL for 10 min 25℃ and

SOD like activity determined at 420 nm after stopping the reaction by

adding 0.1 mL of 1N HCl. The data are shown as the M±SD for triplicate

experiments, with the significance of the difference from the control given

as *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. SOD, superoxide dismutase; CG oil,

Chamaecyparis obtusa oil-German chamomile; M±SD, mean±standard

deviation.
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Chamaecyparis obtusa oil(μL)
Lipid peroxidation activity

P value
% of control

25 69.4 (0.522±0.17)** p<0.01

50 75.3 (0.566±0.14)** p<0.01

75 85.8 (0.645±0.18)*** p<0.001

100 92.6 (0.696±0.32)** p<0.01

Table 11. The lipid peroxidation activity of Chamaecyparis obtusa oil

3. 지질과산화능(LPA) 측정

(1) 편백 초임계 추출 오일의 지질과산화능 측정

편백 초임계 추출 오일의 LPA를 조사하기 위하여 각각 25, 50, 75, 100 μL가

포함된 에탄올 시료를 분석한 결과를 Table 11에 나타내었다.

LPA는 대조군 대비 각각 69.4±3.9% (p<0.01), 75.3±2.7% (p<0.01), 85.8±4.6 (p<0.001),

92.6±5.4% (p<0.01)로 나타났으며, 이는 모두 대조군에 비하여 유의한 증가를 나타

내었다(Figure 9).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. **p<0.01, ***p<0.001
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Figure 9. The lipid peroxidation activity of Chamaecyparis obtusa oil

(C oil).

The activity of Chamaecyparis obtusa oil was assessed at concentrations

of 25, 50, 75 and 100 uL. The data are shown as the M±SD for triplicate

experiments, with the significance of the difference from the control given

as **p<0.01, ***p<0.001. LPA, lipid peroxidation activity; C oil, Chamaecyparis

obtusa oil; M±SD, mean±standard deviation.
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German chamomile oil(uL)
Lipid peroxidation activity

P value
% of control

25 61.6 (0.462±0.07)** p<0.01

50 68.4 (0.514±0.09)** p<0.01

75 78.8 (0.592±0.11)** p<0.01

100 80.5 (0.605±0.22)** p<0.01

Table 12. The lipid peroxidation activity of German chamomile oil

(2) 저먼 캐모마일 오일의 지질과산화능 측정

저먼 캐모마일 오일의 LPA를 조사하기 위하여 각각 25, 50, 75, 100 μL가

포함된 에탄올 시료를 분석한 결과를 Table 12에 나타내었다.

LPA는 대조군 대비 각각 61.6±3.2% (p<0.01), 68.4±4.8% (p<0.01), 78.8±5.7%

(p<0.01), 80.5±3.8% (p<0.01)로 나타났으며, 이는 모두 대조군에 비하여 유의한

증가를 나타내었다(Figure 10).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. **p<0.01.
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Figure 10. The lipid peroxidation activity of German chamomile oil (G oil).

The activity of German chamomile oil was assessed at concentrations of

25, 50, 75 and 100 uL. The data are shown as the M±SD for triplicate

experiments, with the significance of the difference from the control given

as **p<0.01. LPA, lipid peroxidation activity; G oil, German chamomile oil;

M±SD, mean±standard deviation
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Chamaecyparis obtusa-

German chamomile oil(μL)

Lipid peroxidation activity
P value

% of control

25 72.2 (0.543±0.19)

50 84.4 (0.635±0.17)** p<0.01

75 88.3 (0.664±0.21)* p<0.05

100 97.9 (0.736±0.17)
***

p<0.001

Table 13. The lipid peroxidation activity of Chamaecyparis obtusa-German

chamomile oil

(3) 편백 초임계-저먼 캐모마일 오일의 지질과산화능 측정

편백 초임계-저먼 캐모마일 오일의 LPA를 조사하기 위하여 각각 25, 50, 75,

100 μL가 포함된 에탄올 시료를 분석한 결과를 Table 13에 나타내었다.

LPA는 대조군 대비 각각 72.2±4.2%, 84.4±3.6% (p<0.01), 88.3±5.3% (p<0.05), 97.9

±2.8% (p<0.001)로 나타났으며, 이는 모두 대조군에 비하여 유의한 증가를 나타내

었다(Figure 11).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 11. The lipid peroxidation activity of Chamaecyparis obtusa

-German chamomile oil (CG oil).

The activity of Chamaecyparis obtusa-German chamomile oil was assessed

at concentrations of 25, 50, 75 and 100 uL. The data are shown as the

M±SD for triplicate experiments, with the significance of the difference

from the control given as *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. LPA, lipid

peroxidation activity; CG oil, Chamaecyparis obtusa oil-German chamomile;

M±SD, mean±standard deviation.
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C. 비만세포 탈과립

1. 히스타민 유리 억제 효과

RBL-2H3 세포를 Compound 48/80으로 자극시키면 히스타민과립은 세포내부에

서 외부로 이탈한 히스타민의 량을 측정한 결과를 Table 14에 나타내었다. 대조군

의 히스타민 방출량 100% (16.37±0.027)을 기준하여 25 μL가 포함된 편백 초임계

추출 오일, 저먼 캐모마일 오일, 편백 초임계-저먼 캐모마일 오일로 처리 시 각각

50.88±4.2%, 62.0±3.6%, 33.10±4.8%로 나타났다(Figure 12). 무처리 세포의 히스타민

과립양은 0.23±0.014 ppm 이었다.

Treatment
of cell Absorbance

Histamine (ppm)
P value

% of control

Control (C48/80) 1.377 100(16.37±0.027)

Compound
48/80

Chamaecyparis

obtusa oil
1.287 50.88(8.33±0.021)* p<0.05

German

chamomile oil
1.261 62.0(10.15±0.032)** p<0.01

Chamaecyparis

obtusa-German

chamomile oil

0.757 33.10(5.42±0.021)** p<0.01

Table 14. The histamine secretory volume of the RBL-2H3 cell within

extracts treatment

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05, **p<0.01
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Figure 12. Inhibitory effects of Chamaecyparis obtusa oil, German

chamomile oil and Chamaecyparis obtusa-German

chamomile oil against histamine release from RBL-2H3 cells.

Mast cells (3×10⁴cell/mL, 100 μL) were incubated for 24 hr in CO2

incubator and then pre-treated 25 μL of Chamaecyparis obtusa oil, German

chamomile oil and Chamaecyparis obtusa-German chamomile oil (final

concentration 0.5 mg/ml) for 15 min. Supernatants were collected, freeze

-dried, and resuspended with 100 μL of PBS. Histamine were measured

by competitive ELISA methods. The data are shown as the mean±SD of

three independent experiments. *p<0.05 versus Control; **p<0.01 versus

compound 48/80 only group.
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2. β-hexosaminidase 분비에 미치는 영향

항원-항체 결합단계에서 β-hexosaminidase 분비량을 측정한 결과를 Table 15에

나타내었다. 50 μL 농도에서 편백 초임계 추출 오일, 저먼 캐모마일 오일, 편백

초임계-저먼 캐모마일 오일에서 각각 50.29±8.50% (p<0.05), 43.42±4.50% (p<0.01),

40.19±5.50% (p<0.05)로 나타났으며, 100 μL 농도에서 각각 50.36±6.06% (p<0.05),

41.28.±6.06% (p<0.05), 38.39±6.10% (p<0.01)로 나타났다(Figure 13). 이는 모든

농도에서 유의성 있는 효과를 나타내었다.

β-Hexosaminidase release

% of control

50(μL) 100(μL)

Chamaecyparis obtusa oil 50.29±8.50* 50.36±6.06*

German chamomile oil 43.42±4.50** 41.28±6.06*

Chamaecyparis obtusa-

German chamomile oil
40.19±5.50* 38.39±6.10**

Table 15. Effects of Chamaecyparis obtusa oil, German chamomile oil and

Chamaecyparis obtusa-German chamomile oil on β-Hexosaminidase

release of RBL-2H3 cells

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05, **p<0.01
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Figure 13. Effects of Chamaecyparis obtusa oil, German chamomile

oil and Chamaecyparis obtusa-German chamomile oil on

β-Hexosaminidase release of RBL-2H3 cells.

The cells (5×10⁵cells/mL) were sensitized with IgE (30ng/mL) overnight

and treated with Chamaecyparis obtusa oil (C oil), German chamomile oil

(G oil) and Chamaecyparis obtusa-German chamomile oil (CG oil) (50 and

100 μL) for 1 hr prior to their DNP-HSA stimulation. The absorbance

was measured with a microplate reader at 405 nm. Results represent as

the mean±SD. *p<0.05, **p<0.01 vs stimulated group.
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Chamaecyparis obtusa oil(μL)
IL-4 cytokine (pg/mL)

P value
% of control

anti-DNP IgE 100 (10.08±0.76)

50 53.76 (5.42±0.26)
*

p<0.05

100 39.48 (3.98±0.34)* p<0.05

Table 16. Effects of Chamaecyparis obtusa oil on the production of IL-4

cytokine

D. Cytokine 생산에 미치는 영향

1. IL-4 생성량에 미치는 영향

RBL-2H3 세포에서 분비된 IL-4의 양은 아무런 처리를 하지 않은 세포에서 1.32

±0.10 pg/mL이었으며, 항원으로 자극한 세포에서 10.08±0.76 pg/mL로 아무런 처리를

하지 않은 세포에 비해 유의한(p<0.05) 증가를 나타내었다.

(1) 편백 초임계 추출 오일

편백 초임계 추출 오일을 50, 100 μL 농도별로 처리한 RBL-2H3 세포에서

분비된 IL-4의 양을 Table 16에 나타내었다. IL-4의 양은 항원으로 자극한 세포

대비 각각 5.42±0.26 pg/mL, 3.98±0.34 pg/mL로 항원으로 자극한 세포에 비해

유의한 (p<0.05) 감소를 나타내었다(Figure 14).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05
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Figure 14. Effects of Chamaecyparis obtusa oil (C oil) on the

production of IL-4 cytokine in RBL-2H3 cells.

The cells (5×10⁵ cells/mL) were sensitized with anti-DNP IgE (30 ng/mL)

for 24 hr and stimulated by DNP-HSA (10 μg/mL). C oil (50 and 100 μL)

was pretreated for 1 hr prior to DNP-HSA stimulation for 4 hr. IL-4

concentration was measured from cell supernatant using ELISA method.

The absorbance was measured at 450 ㎚ using ELISA reader. Results

represent as the mean±SD. #p<0.05 vs vehicle group,
*
p<0.05 vs stimulated

group.
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German chamomile oil(μL)
IL-4 cytokine (pg/mL)

P value
% of control

anti-DNP IgE 100 (10.08±0.102)

50 63.29 (6.38±0.35)* p<0.05

100 42.16 (4.25±0.48)* p<0.05

Table 17. Effects of German chamomile oil on the production of IL-4 cytokine

(2) 저먼 캐모마일 오일

저먼 캐모마일 오일을 50, 100 μL 농도별로 처리한 RBL-2H3 세포에서 분비된

IL-4의 양을 Table 17에 나타내었다. IL-4의 양은 항원으로 자극한 세포 대비 각각

6.38±0.35 pg/mL, 4.25±0.48 pg/mL로 항원으로 자극한 세포에 비해 유의한(p<0.05)

감소를 보였다(Figure 15).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05
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Figure 15. Effects of German chamomile oil (G oil) on the production

of IL-4 cytokine in RBL-2H3 cells.

The cells (5×10⁵ cells/mL) were sensitized with anti-DNP IgE (30 ng/mL)

for 24 hr and stimulated by DNP-HSA (10 μg/mL). G oil (50 and 100 μL)

was pretreated for 1 hr prior to DNP-HSA stimulation for 4 hr. IL-4

concentration was measured from cell supernatant using ELISA method.

The absorbance was measured at 450 ㎚ using ELISA reader. Results

represent as the mean±SD. #p<0.05 vs vehicle group,
*
p<0.05 vs stimulated

group.
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Chamaecyparis obtusa-

German chamomile oil(μL)

IL-4 cytokine (pg/mL)
P value

% of control

anti-DNP IgE 100 (10.08±0.102)

50 39.29 (3.96±0.19)* p<0.05

100 27.98 (2.82±0.15)
* p<0.05

Table 18. Effects of Chamaecyparis obtusa-German chamomile oil on the

production of IL-4 cytokine

(3) 편백 초임계-저먼 캐모마일 오일

편백 초임계-저먼 캐모마일 오일을 50, 100 μL 농도별로 처리한 RBL-2H3

세포에서 분비된 IL-4의 양을 Table 18에 나타내었다. IL-4의 양은 항원으로 자극한

세포 대비 각각 3.96±0.19 pg/mL, 2.82±0.15 pg/mL로 항원으로 자극한 세포에

비해 유의한 (p<0.05) 감소를 보였다(Figure 16).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. *p<0.05
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Figure 16. Effects of Chamaecyparis obtusa-German chamomile oil

(CG oil) on the production of IL-4 cytokine in RBL-2H3 cells.

The cells (5×10⁵ cells/mL) were sensitized with anti-DNP IgE (30 ng/mL)

for 24 hr and stimulated by DNP-HSA (10 μg/mL). CG oil (50 and 100 μL)

was pretreated for 1 hr prior to DNP-HSA stimulation for 4 hr. IL-4

concentration was measured from cell supernatant using ELISA method.

The absorbance was measured at 450 ㎚ using ELISA reader. Results

represent as the mean±SD. #p< 0.05 vs vehicle group, *p<0.05 vs stimulated

group.
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Chamaecyparis obtusa oil(μL)
TNF-α (pg/mL)

P value
% of control

anti-DNP IgE 100 (35.04±0.81)

50 65.47 (29.94±0.53)** p<0.01

100 29.33 (25.27±1.24)** p<0.01

Table 19. Effects of Chamaecyparis obtusa oil on the production of TNF-α

cytokine

2. TNF-α 생성량에 미치는 영향

RBL-2H3 세포에서 분비된 TNF-α의 양은 아무런 처리를 하지 않은 세포에서

16.03±0.78 pg/mL이었으며, 항원으로 자극한 세포에서 35.04±0.71 pg/mL로 아무런

처리를 하지 않은 세포에 비해 유의한(p<0.05) 증가를 나타내었다.

(1) 편백 초임계 추출 오일

편백 초임계 추출 오일을 50 및 100 μL 농도별로 처리한 RBL-2H3 세포에서

분비된 TNF-α의 양을 Table 19에 나타내었다. TNF-α의 양은 항원으로 자극한

세포대비 각각 29.94±0.53 pg/mL, 25.27±1.24 pg/mL로 나타나 항원으로 자극한

세포에 비해 유의한 (p<0.01) 감소를 보였다(Figure 17).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. **
p<0.01
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Figure 17. Effects of Chamaecyparis obtusa oil (C oil) on the

production of TNF-α cytokine in RBL-2H3 cells.

The cells (5×10⁵ cells/mL) were sensitized with anti-DNP IgE (30 ng/mL)

for 24 hr and stimulated by DNP-HSA (10 μg/mL). C oil (50 and 100 μL)

was pretreated for 1 hr prior to DNP-HSA stimulation for 4 hr. TNF-α 

concentration was measured from cell supernatant using ELISA method.

The absorbance was measured at 450 ㎚ using ELISA reader. Results

represent as the mean±SD. #p<0.05 vs vehicle group,
**
p<0.01 vs stimulated

group.
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German chamomile oil(μL)
TNF-α (pg/mL)

P value
% of control

anti-DNP IgE 100 (35.04±0.81)

50 69.32 (30.28±1.37)** p<0.01

100 32.25 (27.45±1.15)** p<0.01

Table 20. Effects of German chamomile oil on the production of TNF-α cytokine

(2) 저먼 캐모마일 오일

저먼 캐모마일 오일을 50 및 100 μL 농도별로 처리한 RBL-2H3 세포에서

분비된 TNF-α의 양을 Table 20에 나타내었다. TNF-α의 양은 항원으로 자극한

세포대비 각각 30.28±1.37 pg/mL, 27.45±1.15 pg/mL로 나타나 항원으로 자극한

세포에 비해 유의한 (p<0.01) 감소를 보였다(Figure 18).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. **p<0.01
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Figure 18. Effects of German chamomile oil (G oil) on the

production of TNF-α cytokine in RBL-2H3 cells.

The cells (5×10⁵ cells/mL) were sensitized with anti-DNP IgE (30 ng/mL)

for 24 hr and stimulated by DNP-HSA (10 μg/mL). G oil (50 and 100 μL)

was pretreated for 1 hr prior to DNP-HSA stimulation for 4 hr. TNF-α 

concentration was measured from cell supernatant using ELISA method.

The absorbance was measured at 450 ㎚ using ELISA reader. Results

represent as the mean±SD. #p<0.05 vs vehicle group,
**
p<0.01 vs stimulated

group.
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Chamaecyparis obtusa-

German chamomile oil(μL)

TNF-α (pg/mL)
P value

% of control

anti-DNP IgE 100 (35.04±0.81)

50 60.53 (23.21±0.42)** p<0.01

100 22.32 (18.73±1.15)
** p<0.01

Table 21. Effects of Chamaecyparis obtusa-German chamomile oil on the

production of TNF-α cytokine

(3) 편백 초임계-저먼 캐모마일 오일

편백 초임계-저먼 캐모마일 오일을 50 및 100 μL 농도별로 처리한 RBL-2H3

세포에서 분비된 TNF-α의 양을 Table 21에 나타내었다. TNF-α의 양은 항원으로

자극한 세포대비 각각 23.21±0.42 pg/mL, 18.73±1.15 pg/mL로 항원으로 자극한

세포에 비해 유의한 (p<0.01) 감소를 보였다(Figure 19).

The data indicates the mean±SD for triplicate experiments and significantly

different from the control. **p<0.01
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Figure 19. Effects of Chamaecyparis obtusa-German chamomile

oil (CG oil) on the production of TNF-α cytokine

in RBL-2H3 cells.

The cells (5×10⁵ cells/mL) were sensitized with anti-DNP IgE (30

ng/mL) for 24 hr and stimulated by DNP-HSA (10 μg/mL). CG oil

(50 and 100 μL) was pretreated for 1 hr prior to DNP-HSA stimulation

for 4 hr. TNF-α concentration was measured from cell supernatant

using ELISA method. The absorbance was measured at 450 ㎚ using

ELISA reader. Results represent as the mean±SD. #p<0.05 vs vehicle

group,
**
p<0.01 vs stimulated group.
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Ⅳ. 고 찰

아토피성 피부염은 알레르기성 비염, 천식과 함께 대표적인 아토피성 질환으로서

알레르기성 습진, 소아 습진, 굴절부 습진, 범발 신경 피부염 등으로 불리기도 한다

[39]. 아토피성 피부염은 비정상적인 피부혈관 반응이나 면역학적 반응을 동반하고

홍반, 부종, 심한소양증, 삼출, 부스럼 딱지와 인설(鱗屑)을 특징으로 한다[40]. 염증

세포의 침윤이 특징인 만성 소양성 염증 피부질환[41]으로 환경 및 생활방식 요인

과 화약제품 사용의 증가가 아토피성 피부염의 발병 증가 원인으로 알려져 있다

[42]. 아토피성 피부염의 초기반응은 항원의 자극에 의해 항체 IgE가 생산된 후

항체가 비만세포 표면의 high affinity receptor에 결합하였을 때 항원이 재침입하면

수용체와 결합하고 있는 항체와 결합하여 비만세포 내로 신호를 빠르게 전달하여

알레르기를 일으키는 화학적 매개물질(cytokine, histamine, leukotrienes)을 분비하

여 염증과 가려움증을 나타낸다[43]. 최근 활성산소(ROS)가 아토피 피부염의 유발

요인의 하나로 알려지면서 아토피 피부염과 ROS간의 상호작용을 밝히려는 연구가

시도되고 있다[44]. ROS는 체내의 신호전달 체계를 망가뜨리고 노화촉진, 암, 관절염,

에이즈, 피부질환, 피부주름, 색소침착, 여드름, 아토피 등 생리적인 항상성이 깨지

면서 면역력과 저항력을 떨어뜨리는 등 신체와 피부에 문제를 일으키게 된다[45].

아토피 피부염 환자의 각질층에는 활성산소에 의해 손상된 단백질들이 정상인에

비해 크게 증가되며, SOD의 활성도가 크게 감소해 있다는 연구결과가 있다[46].

본 연구에서는 허브에서 추출한 에센셜 오일에서 항히스타민 작용, 항알러지

작용, 면역증진 등에 유효한 효능이 있다고 밝혀져 있는[15], 편백 초임계 추출

오일과 저먼 캐모마일 오일에 대하여 AD의 치료적 대체물질로 활용 가능성을

연구하였다.

먼저 RBL-2H3 세포에 대하여 편백 초임계 추출 오일과 저먼 캐모마일 오일의 10

uL에서 부터 100 uL의 농도에서 MTT-assay로 세포에 대한 안전성을 검증한 결과

농도 범위 내에서 세포 독성이 나타나지 않았다.

한편 항산화능력의 조사에 있어서 전자공여능(EDA), SOD 유사활성, 지질과산화능

(LPA)의 측정결과는 편백 초임계 추출 오일, 저먼 캐모마일 오일 및 편백 초임계-
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저먼 캐모마일 혼합오일 모두에서 대조군 대비 유의한 증가를 나타났으며, 농도에

비례하여 증가하였다. 특히 100 uL의 처리의 경우 매우 유의한 효과를 나타냈다.

따라서 본 연구에서 편백 초임계 추출 오일과 저먼 캐모마일 오일은 모두 항산화

능을 가지고 있음을 알 수 있었으며, 혼합오일의 처리가 단독 처리보다 혼합오일의

상승효과를 확인하였다.

서영미[44]는 라벤다 오일과 프랑킨센스 오일의 DPPH radical 소거능과 SOD

유사활성은 시료 모두에서 농도에 비례하여 증가하였고, 각각의 오일 처리에서

대조군에 비하여 활성이 농도에 비례하여 증가하는 한편 지질과산화능은 대조군에

비하여 70-90%의 유의한 저해능을 나타내었으며, 혼합오일 처리에서는 단독 처리

보다 상승효과를 나타냈다고 하였다. 조영재 등[47]은 캐모마일 추출액의 전자공여

능을 측정한 결과 높은 전자공여능을 보여주었다고 하였으며, 조소은[46]은 편백잎

증류추출물의 SOD 유사활성을 측정한 결과 항산화 활성 효과를 농도 의존적으로

높게 나타났다고 하였다. 또한 김선주[48]는 달맞이꽃종자 오일의 지질과산화능

측정에서 대조군에 비하여 농도 의존적으로 유의하게 증가하였다고 하였다. 이는

본 실험 결과와 일치하는 것으로 편백 초임계 추출 오일과 저먼 캐모마일 오일은

항산화 효과가 있음은 물론 혼합한 편백 초임계-저먼 캐모마일 오일의 경우 상승

효과가 있음을 시사하고 있다.

히스타민은 비만세포의 탈과립에 의해 분비되는 물질 중에서 가장 잘 알려져 있고

즉시형 과민 반응을 일으키는 중요한 인자이며[49] 가려움증, 발진과 같은 알러지

반응을 유도하는 매개 물질로 알려져 있다[50].

본 실험에서 RBL-2H3세포에 대한 히스타민 유리 억제 효과는 25 μL가 포함된 편백

초임계 추출 오일, 저먼 캐모마일 오일 및 편백 초임계-저먼 캐모마일 혼합오일로

처리 시 Compound 48/80으로 자극시킨 히스타민 방출량 대비 각각 50.88%, 62.0%,

33.10%로 나타났다.

β-hexosaminidase는 비만세포의 과립 내에 저장되어 있으며 비만세포가 면역적

활성을 일으킬 때 탈과립되어 분비된다[51]. 그러므로 β-hexosaminidase의 측정은

비만세포의 활성과 탈과립을 억제하는 효능을 조사하는데 널리 활용되는 방법이다[52].

본 실험에서 β-hexosaminidase 분비에 미치는 효과는 편백 초임계 추출 오일,

저먼 캐모마일 오일 및 편백 초임계-저먼 캐모마일 혼합오일 50 μL 농도에서 각각
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50.29%, 43.42%, 40.19%로 나타났으며, 100 μL 농도에서 각각 50.36%, 41.28.%,

38.39%로 나타나 항원으로 유도된 비만세포의 탈과립을 현저히 억제하였으며, 특히

편백 초임계-저먼 캐모마일 혼합오일에서 상승효과를 나타내었다. 이는 편백 초임계

추출 오일, 저먼 캐모마일 오일 및 편백 초임계-저먼 캐모마일 혼합오일의 전 처리가

비만세포의 히스타민 유리를 억제한 것으로 판단되며 이는 향후 부작용이 낮으면

서도 알러지성 질환을 효과적으로 조절하는데 이용될 수 있는 가능성을 제시하여

주고 있다

염증성 질환은 IL-1β, TNF-α, GM-CSF 같은 전구 염증 사이토카인과 IL-2, IL-3,

IL-4, IL-5, IL-6와 IL-13 같은 Th2 사이토카인을 합성하여 분비한다[53, 54]. 이러한

사이토카인은 염증세포의 조직 침투와 후기 알러지 반응의 유도에 중요한 역할을

하며[55], 비만세포나 B 세포를 활성화하여 병변을 더욱 가속화시킨다[56, 57, 58].

특히 IL-4는 AD와 같은 염증성 질환에서 B 세포를 형질세포로 전환시켜 IgE의

항체생성을 자극하는 인자로 작용한다[7, 59]. TNF-α는 주로 비만세포, 대식세포,

호염기구, 호중구, 호산구와 상피세포 등 알러지성 폐의 염증에 반응하여 활성화된

여러 세포에 의해 생산되며, 비만세포와 호염기구에서 항원 항체반응의 결과로 합성,

분비되는 강력한 염증매개 물질이다[60].

본 연구에서는 RBL-2H3 세포에서 분비된 IL-4의 양은 항원으로 자극한 세포에

비해 농도별(50, 100 μL)로 처리한 세포에서 편백 초임계 추출 오일은 각각 53.76%,

39.48%로 유의한 감소를 보였으며, 저먼 캐모마일 오일은 각각 63.29%와 42.16%로,

편백 초임계-저먼 캐모마일 혼합오일은 각각 39.29%와 27.98%로 유의한 감소를

보였다. 또한 RBL-2H3 세포에서 분비된 TNF-α의 양은 항원으로 자극한 세포에

대비하여, 농도별(50, 100 μL)로 처리한 세포에서 편백 초임계 추출 오일은 각각

65.47%와 29.33%로 유의한 감소를 보였으며, 저먼 캐모마일 오일은 각각 69.32%와

32.25%로, 편백 초임계-저먼 캐모마일 혼합오일은 각각 60.53%와 22.32%로 유의한

감소를 보였다.

본 연구결과에서 편백 초임계 추출 오일과 저먼 캐모마일 오일은 IL-4과 TNF-α

의 생산을 유효하게 억제하였으며, 혼합오일의 경우 상승효과가 있음을 시사하고

있다. 구영희[61]는 IL-4 생성을 억제함으로써 과도한 Th2 cell의 세포분화를 조절

하고 초기 아토피 피부염의 진행을 차단시키는 효과가 있다 하였으며, 이러한 결과는
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비만 세포에서 사이토카인의 분비는 아토피와 같은 피부질환의 만성화에 관여하며

이를 조절함으로서 해당 질환의 개선 및 치료에 중요한 역할을 담당하고 있다[62]

는 것과 일치하는 것이다.

편백 초임계 이산화탄소 추출 오일의 경우 monoterpene 보다는 sesquiterpene의

함유량이 높고, stachen과 같은 diterpene이 주요성분으로 구성되어 있는 것으로

조사되었다[63]. Sesquiterpene 성분 중에는 elemol의 함량이 증류법에 의한 편백

정유에 비해 1.5배 높게 나타났으며, 편백정유의 항알러지 효과는 elemol, cedrol,

eudesmol 등의 sesquiterpene에 의해 나타난다고 보고하였다[64, 65]. 편백 초임계

이산화탄소 추출 오일의 경우 monoterpene 보다는 sesquiterpene의 함유량이 높고,

특히 항알러지 효과물질인 elemol의 함유율이 증가하여 항알러지 효과가 증가된 것

으로 보인다.

이상의 결과에서 편백 초임계 추출 오일와 저먼 캐모마일 오일의 전자공여능(EDA),

SOD 유사활성 및 지질과산화능(LPA)과 같은 항산화 효과가 높았으며, 편백 초임계

추출 오일와 저먼 캐모마일 오일의 단독 처리보다 혼합오일 처리가 더욱 유의한

항산화능을 나타내었으며, 히스타민 유리억제 효과와 β-hexosaminidase 분비 억제

효과 및 cytokin (IL-4, TNF-α) 생성 억제효과를 확인하였으며, 특히 혼합오일이

더 높은 효과가 있음을 제시하고 있다. 편백 초임계 추출 오일과 저먼 캐모마일

오일의 AD와 그 외 염증성 질환들에 대한 증상 개선 및 치료적 접근을 위한 유용성

있는 소재로 활용가치가 있을 것으로 확인되었다.
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Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 편백 초임계 추출 오일(C oil) 과 저먼 캐모마일 오일(G oil) 및

편백 초임계-저먼 캐모마일 혼합오일(CG oil)에 대하여 전자공여능(EDA), SOD

유사활성 및 지질과산화능(LPA) 측정을 통하여 항산화 활성을 측정하였으며, 히스

타민 유리 및 β-hexosaminidase 분비측정을 통하여 비만세포의 탈과립에 미치는

영향과 IL-4 생성량, TNF-α 생성량 측정을 통하여 항염 효과에 미치는 영향에

대하여 상호 비교 조사하였다.

연구결과는 다음과 같다.

1. C oil과 G oil 모두에서 RBL-2H3 세포에 대한 세포독성은 10, 25, 50, 75 및

100 μL 농도에서 90%이상의 생존율을 나타내었다.

2. C oil 과 G oil의 항산화 활성을 측정한 결과 전자공여능(EDA), SOD 유사활성

및 지질과산화능(LPA)과 같은 항산화능은 대조군 대비 모두에서 유의한 효과를 나타

내었으며 농도 의존적으로 증가하였다. 특히 C oil과 G oil의 혼합한 CG oil 처리가

단독 오일 보다 더 높은 항산화능을 나타내었다.

3. RBL-2H3세포에서 히스타민 유리 억제 효과는 25 μL가 포함된 C oil, G oil,

CG oil로 처리 시 Compound 48/80으로 자극시킨 히스타민 방출량 대비 각각 50.88%,

62.0%, 33.10%로 억제효과를 나타냈다.

4. β-hexosaminidase 분비에 미치는 효과는 C oil, G oil 및 CG oil 50 μL 농도

에서 각각 50.29% (p<0.05), 43.42% (p<0.01), 40.19% (p<0.05)로 나타났으며, 100 μL

농도에서 각각 50.36±% (p<0.05), 41.28% (p<0.05), 38.39% (p<0.01)로 나타나 C oil,

G oil 및 CG oil이 항원으로 유도된 비만세포의 탈과립을 현저히 억제하였으며,

특히 CG oil에서 상승효과를 나타내었다.
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5. IL-4의 양은 항원으로 자극한 세포에 비해 농도별(50 and 100 μL)로 처리한

세포에서 C oil은 각각 53.76%, 39.48%로 유의한 감소를 보였으며, G oil은 각각

63.29%와 42.16%로, CG oil은 각각 39.29%와 27.98%로 유의한(p<0.05) 감소를

보였다.

6. TNF-α의 양은 항원으로 자극한 세포에 비해 농도별(50 and 100 μL)로 처리한

세포에서 C oil은 각각 65.47%와 29.33%로 유의한 감소를 보였으며, G oil은 각각

69.32%와 32.25%로, CG oil은 각각 60.53%와 22.32%로 유의한(p<0.01) 감소를

보였다.

본 연구 결과로 편백 초임계 추출 오일과 저먼 캐모마일 오일이 항산화 활성,

비만세포 탈과립과 cytokine 생산억제 효과를 확인하였고 에센셜 오일을 이용한

아로마테라피적 측면에서 아토피 피부염과 그 외 염증성 질환들에 대한 증상 개선

및 병변에 효능이 높은 치료적 접근을 위한 유용성 있는 소재로 활용가치가 클 것

으로 판단된다. 향후 아토피 피부염이 유발된 동물모델 연구와 임상적 실험을 통한

가능성과 에센셜 오일의 화학적 특성 등 지속적인 과학적 연구가 필요할 것으로

생각한다.
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