
47

Inhibitory Effect of Luteolin Liposome Solution by Animal Model
for Atopic Dermatitis in NC/Nga Mice
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Atopic dermatitis is a common chronic inflammatory skin disease, associated with marked inflammatory
cells (of mast cells and eosinophils) and severe itching, which leads to clinical problems in the pediatric
population. This study was designed to investigate the inhibitory effects of luteolin liposome solution, that
is entrapped the hydrophobic luteolin (one of the flavonoids) into ethosome to improve its stability, by
using hapten-induced atopic dermatitis animal model (NC/Nga mice).The luteolin liposome treated mice
showed anti-inflammatory effect as evidenced by the lowering of erythema and edema in clinical
observation, reduction of inflammatory cell infiltration and epidermal thickness in histopathological
examination, when compared with TNCB induced controls. Luteolin liposome solution also reduced the
serum IgE level which played important roles in the atopic dermatitis model. These results suggest that
luteolin liposome solution has some merit in this formulation showing inhibitory effects for the atopic
dermatitis.
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아토피성 피부염은 다양한 요인들의 복합작용에 의해

발생하는 면역과민반응으로 발병원인을 명확히 밝혀내기

어려운 질병으로 알려져 있고, 전체 어린이의 20%, 성인

의 1-3% 정도가 발생하고 있으며, 지속적으로 발생이 증

가하고 있는 질환이다(Schultz-Larsen and Hanifin, 2002;

McGirt and Beck, 2006). 심한 소양감과 염증반응 등을

동반하기 때문에, 이러한 아토피성 피부염의 치료를 위해

서 면역억제제를 이용한 치료가 많이 사용되고 있지만

(Furue et al., 2004; Schuller et al., 2004; Wisselink

and Willemse, 2009), 부작용이 없는 국소적인 항염 및

항알러지제의 필요성이 항상 제기되고 있다. 또한 더 효

율적인 아토피성 피부염 치료를 위해 개발될 물질에 대

한 평가법 연구도 꾸준히 진행되고 있다.

아토피성 피부염의 연구를 위해 많은 연구진에서 NC/

Nga 마우스를 이용한 자연발생 모델(spontaneously developed

dermatitis)을 많이 이용하고 있는데, 최근에 이 모델에

hapten을 도포하여 발병율을 높이고자 하는 시도들이 많

이 소개되어지고 있다(Matsuda et al., 1997; Taniguchi

et al., 2003; Yano et al., 2003). NC/Nga 마우스의 자

연발생 아토피 모델은 면역병리학적 이상이 사람에서 보

여지는 병변과 매우 유사하지만(Shiohara et al., 2004), 자

연 유발률이 낮고(50% 이하), 발병 양상의 편차도 다양

하게 보여지는 단점이 있기 때문에(Matsumoto et al.,

1999; Shiohara et al., 2004), 이런 단점을 보완하기 위

해 hapten 및 mite 추출물의 처치량과 처치시기 등을 적

절히 조절하여 아토피성 피부염의 발현율과 증상이 재현

성 있게 나타나도록 하는 연구가 국내에서도 많이 진행

되어지고 있다(Yun et al., 2008)

루테올린(luteolin; 3',4',5,7-tetrahydroxyflavone)은 대부분

의 과일, 야채 등의 식물에서 많이 함유되어 있는 폴리

페놀의 일종으로서 우수한 항산화, 항염, 항알러지 효과

가 보고되고 있으며 암을 억제하는 능력 또한 매우 우수

하여 의약품, 식품, 화장품 분야에서 활발하게 연구가 진

행되고 있는 물질이다(Chen et al., 2007; Ashokkumar

and Sudhandiran, 2008; Kaefer and Milner, 2008). 그

러나 루테올린은 수용액상에서 불용성이어서 다양한 분
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야에서 널리 활용하는데 어려움이 많고 또한 산화 안정

성이 낮은 단점을 지니고 있어 이러한 문제를 해결하기

위해 ethosome을 이용한 리포좀화를 시도하였다. Ethosome

은 피부투과 증진제로 많이 사용되는 용매인 에탄올에 인

지질을 용해시켜서 만들어지는 carrier로서, 에탄올이 carrier

막의 유연성을 높이고 변형을 유도하면서 계면장력은 낮

추고 동시에 각질층의 피부장벽을 낮추는 역할을 하는 것

으로 보고되어 있다(Touitou et al., 1998; 2000).

이번 시험에서는 앞서 언급된 NC/Nga 마우스에서

hapten을 이용하여 유도한 아토피성 피부염 모델에서, 루

테올린 리포좀 용액을 경피도포하여 아토피 피부염 증상

을 완화하는지 여부를 확인해 보았다.

재료 및 방법

실험동물 및 사육조건

7주령의 암컷 NC/Nga 마우스를 오리엔트바이오(경기도

성남)로부터 구입하여, 7일간 적응시킨 다음 실험에 사용

하였다. 실험동물실의 환경은 온도 23±3oC, 습도 40-60%,

명암 주기 12시간으로 유지하였으며, 실험동물용 사료(퓨

리나코리아)와 음수(여과멸균정제수)를 제한없이 공급하였

다. 본 연구에서의 동물실험은 동물보호법의 3R 및 실험

윤리위원회(Institutional Animal Care and Use Committee,

IACUC)의 원칙을 준수하고 윤리적인 측면을 고려하면서

수행하였다.

시험물질(루테올린)의 ethosome 제조

Ethosome막의 주성분인 HPC (hydrogenated phosphatidyl

choline)와 루테올린(Wilshire Tech)을 9:1의 비율로 섞은

혼합물 1 g을 에탄올 1 mL와 함께 플라스크에 넣은 후

입구를 마개로 막고 60oC의 온도가 유지되는 항온조에서

완전히 녹인 후, 졸 상태의 용액이 된 상태에서 증류수

1 mL를 넣고 2분 이상 자석교반 시키면 수화액정(hydrated

liquid crystal)이 형성시켰다(수화단계). 그후 교반기를 계

속 돌린 상태로 전단력을 가하면서 정량송액 펌프를 이

용 증류수 60 mL를 약 5 mL/min의 속도로 한 방울씩 서

서히 첨가하여 수화 액정을 나노 크기의 carrier 형태 입

자로 분산하여 ethosome을 만들었다. 항온조에서 위 과

정을 총 10분가량 진행한 후 플라스크를 bath type의

sonicator에 옮겨 10분간 초음파를 가한 후 상온으로 옮

겨 약 1시간 정도 자석교반 시키면서 서서히 냉각시켰다.

시험군의 구성

7일간의 적응 후, 체중을 기초로 시험군 당 5마리씩 4

군으로 나누었다. 모든 시험군의 경우, 시험물질 투여 전

날 등부위를 제모하였으며, 이중 3개군에서의 아토피성

피부염 유발은 이전의 연구를 참고하여(Taniguchi et al.,

2003), 첫 주에 5% TNCB (1-Chloro-2,4,6-trinitrobenzene,

Aldrich) 150 µL를 등부위에 1회 도포한 후, 2주째부터

1% TNCB를 주 1회 5주간 등부위에 발라주어 아토피 피

부염을 유발하였다. 마지막 TNCB (1%) 도포한 후, T1군

은 루테올린 리포좀 용액을, T2군은 루테올린 물질을

PEG400에 녹여 0.1% 농도가 되도록 마리당 150 µL씩 주

5회 2주간 경피 도포하여, TNCB 대조군 및 NC(정상대

조군)과 결과를 비교 분석 하였다.

일반상태 및 긁는 횟수 측정

시험기간 동안 매일 1회씩 임상 증상 및 사망여부를

관찰하였다. 실험동물의 소양감을 군간 비교하기 위해, 마

지막 처치 다음날 및 부검 전에 캠코더를 이용하여 30

분간 긁는 횟수를 촬영 분석한 후 군간 비교하였다. 긁

는 행동은 소양감에 의한 행동외에 정상적인 grooming

행동일 수도 있으므로(Carstens and Kuraishi, 2004), 앞다

리를 이용하여 안면 혹은 귓바퀴 부위를 긁는 행동(facial

scratching)은 제외하고 뒷다리를 이용하여 등 부위의 아

토피 유발 부위 피부를 긁는 행동(hindlimb scratching)만

을 긁는 행동의 횟수로 측정하였다.

피부 측정

TNCB 마지막 처치시와 시험종료시에 피부측정장치인

Tewameter (TM300, CK electronic GmbH, Germany)

를 이용하여 TEWL (transepidermal water loss)를 측정하

였으며, Corneometer (CM825, CK electronic GmbH,

Germany)를 이용하여 수분함유량를 측정하여 군간 비교

하였다.

피부 육안병변 관찰 및 조직병리학적 검사

시험물질 투여로 인해 피부에 보여질 수 있는 피부염

증상들(염증, 출혈, 습진, 홍반, 가피탈피 등) 을 주의깊게

관찰하였고, 부검 시 등피부를 적출하여 10% neutral

formalin에 고정하고 탈수시킨 후 paraffin으로 포매하여

조직절편을 제작하였다. 제작된 조직절편은 H&E 염색을

실시하여 표피와 진피에서 피부염에 관련된 병변을 관찰

하였으며, 표피의 두께를 군당 비교하였다. 또한 toluidine

blue 염색을 통해 비만세포 수와 탈과립 양상을 분석하

였다.

혈청 내 IgE 및 Histamine 측정

Th2 cytokine의 영향을 받아 B cell에 의해 분비되어지

는 혈청 내 IgE level은(Renz et al., 1994), 세포 면역능

의 편향성을 평가하여 아토피성 피부염 발현유무를 판단

하는 중요한 지표가 되므로 측정하였다. 혈청 내 IgE 분

석을 위한 Enzyme-Linked Immunosorbent (ELISA) Assay

를 위해 실험 종료 시 각 동물을 isoflurane 마취 하에 개
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복하여 후대정맥으로부터 혈액을 채취하고 원심분리기에

넣어 3,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 혈청을 분리하

였으며, 이를 −20oC에 보관하여 분석에 사용하였다. IgE

의 수준 측정은 sandwich ELISA 방법에 의하여 실시하였

다(SHIBAYAGI ELISA kit, Japan).

통계처리

통계적 분석은 SPSS 17.0 for windows (SPSS Inc.,

USA)를 이용하여 one-way ANOVA를 이용하였고 각 군

간의 차이를 검증하기 위하여 Duncan's multiple range

test를 이용하여 사후 분석을 실시하였고, 통계적 유의수

준은 P<0.05로 하였다.

결 과

일반상태 및 긁는 횟수 관찰

시험기간 중 시험물질에 기인한 변화로 인정되는 임상

증상 이상과 체중변화는 관찰되지 않았으며 사망한 개체

도 없었다(data not shown). 피부 긁는 횟수에 있어서 정

상 대조군(NC)에 비해 TNCB 대조군은 유의성 있는 증가

가 관찰되었고(P<0.05), 시험물질 처치군은 유의성은 없

었지만 모두 감소하는 경향을 보였다(Table 1).

피부측정 결과

TEWL수치의 경우 시험물질 처치군인 T1 (Luteolin

Liposome solution) 및 T2 (Luteolin)군은 처치전(0 week)

에 비해서는 2주 후 유의성 있는 감소를 보였지만

(P<0.01), TNCB 대조군도 유의한 감소를 보여(P<0.01)

자연회복에 의한 결과로 큰 의미는 없는 수치라 판단되

며, 시험종료시 측정결과 TNCB 대조군과 비교해 볼 때

시험물질처치군인 T1 및 T2군은 유의성은 없지만 비슷하

거나 약간 감소하는 경향을 보였다(Table 2).

Corneometer에 의한 수분함유량 측정결과, T1 (Luteolin

Liposome solution) 및 T2 (Luteolin)군은 정상 대조군(NC)

에 비해서 유의성 있게 낮게 관찰되었으며(P<0.05), TNCB

군과도 비슷한 정도로 관찰되었다(Table 3).

피부 육안병변 관찰 및 조직병리학적 검사

부검전 처치부위의 육안관찰에 있어서 TNCB군은 홍

반, 부종뿐만 아니라 가피탈피와 농양성 구진 및 개체에

따라 심한 경우 출혈소견까지 보여 사람의 아토피 피부

염의 증상과 매우 흡사한 피부병변을 나타내었고, T1

(Luteolin Liposome solution)군은 많이 회복되어 관찰되었

지만, T2 (Luteolin)군은 아직도 자극이 남아 있는 양상으

로 관찰되었다(Figure 1). 자극의 지표로 볼 수 있는 표피

의 두께(epidermal hyperplasia, hyperkeratosis)에 있어서는

TNCB 대조군이 정상 대조군에 비해 유의성 있는 증가가

관찰되었고, T1 (Luteolin Liposome solution)군 및 T2

(Luteolin)군에서는 TNCB 대조군에 비해 유의성 있는 감

소를 보여 피부내의 자극은 개선되고 있음을 알 수 있었

다. 조직병리학적으로 염증세포침윤은 TNCB 대조군에 비

해 T1 및 T2군에서 약간 회복되어 관찰되었다(Table 4,

Figure 2).

피부내 비만세포(mast cell) 개수의 경우 TNCB 대조군

은 정상 대조군(NC)에 비해 유의성 있는 증가가 보였고,

TNCB 대조군에 비해 시험물질 처치군인 T1 (Luteolin

Liposome solution) 및 T2 (Luteolin)군에서는 모두 유의성

Table 2. Changes inf transepidermal water loss (TEWL) of NC/Nga mice

Weeks NC TNCB  T1 T2

0 12.08±2.93a 75.04±13.89b 80.28±15.58b 76.44±27.05b

2 12.34±3.78a 41.68±12.78b 38.44±20.27b 038.90±22.51ab

Unit: g/m²/h
NC: Normal control, TNCB: TNCB induced control, T1: Luteolin liposome solution, T2: Luteolin
Values with different superscripts (a,b) in the same row are significantly different (P<0.05) by ANOVA and Duncan’s multiple range test.

Table 3. Changes in water capacity of NC/Nga mice by Corneometer

Weeks NC TNCB  T1 T2

0 37.74±25.79b 16.86±2.93a 14.01±7.27a 16.74±5.04a

2 30.85±4.32b0 019.06±11.22a 19.86±4.37a 20.23±7.19a

Unit: Arbitrary unit
NC: Normal control, TNCB: TNCB induced control, T1: Luteolin liposome solution, T2: Luteolin
Values with different superscripts (a,b) in the same row are significantly different (P<0.05) by ANOVA and Duncan's multiple range test.

Table 1. The frequency of scratching in NC/Nga mice

Weeks NC TNCB  T1 T2

0 0.8±0.8a 6.0±2.6b 5.2±2.6b 5.2±2.2b

2 0.6±0.5a 4.4±2.1b 2.6±1.5ab 2.4±1.7ab

Unit: times in 30 minutes
NC: Normal control, TNCB: TNCB induced control, T1: Luteolin
liposome solution, T2: Luteolin
Values with different superscripts (a,b) in the same row are
significantly different (P<0.05) by ANOVA and Duncan’s multiple
range test.
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있는 감소가 관찰되었다. 탈과립 비율은 유사하게 관찰되

었다(Table 5, Figure 3).

혈청 내 IgE 측정

시험종료시 아토피성 피부염의 대표적인 면역학적 지

표인 혈청내 IgE 수준을 측정한 결과 TNCB에 의한 아토

피 유도군은 정상 대조군 보다 유의성 있는 증가가 관찰

되었으며, 시험물질처치군인 T1 (Luteolin Liposome

solution) 및 T2 (Luteolin) 군의 혈청내 IgE level은 TNCB

대조군에 비해 모두 유의성 있는 감소를 보였다(Table 6).

고 찰

아토피성 피부염에 대한 효과를 정확히 평가하기 위해

서는 신뢰성 높은 평가 모델을 선택하는 것이 중요하다.

효능평가용 아토피성 피부염 in vivo 모델은 발현 시기와

발현 정도에 있어 균일해야 하며, 도출되는 결과도 재현

성이 높아야 한다. 특히 일본에서 많이 연구되어지고 있

는 NC/Nga 마우스의 자연발생 피부염 모델은 발현성이

높지 않아, NC/Nga 마우스에 hapten 처치로 인해 유발

시키는 아토피성 피부염 모델이 현재 각광을 받고 있다

(Shiohara et al., 2004). 본 연구에서도 최근 아토피성 피

부염 치료물질 효능 평가에 가장 많이 사용되어지는

hapten 유발 모델을 이용하여 효능을 평가하였다. 일반적

으로 hapten으로는 DNCB (2,4-dinitrochlorobenzene)

(Lee et al., 2006)나 TNCB (Taniguchi et al., 2003)가

많이 사용되어지고 있는데, 본 평가에서는 TNCB를 사용

하였다. 이와 같은 hapten을 피부에 반복 노출 시 피부

염을 유발하는 것으로 알려져 있으며, 투여농도와 횟수,

그리고 투여 부위에 따라 Th1 면역반응의 우세를 배경으

로 하는 접촉성 피부염을 유도하거나 아토피성 피부염의

특성인 Th2 면역기능 항진을 가져올 수 있다고 알려져

있다(Plitnick et al., 2002; Taniguchi et al., 2003;

Goutet et al., 2005; Cumberbatch et al., 2005).

Figure 1. Gross lesions of NC/Nga mouse skin. A: Normal control, B: TNCB induced control, C: Luteolin liposome solution, D:
Luteolin.

Table 4. Epidermal thickness of NC/Nga mice

Weeks NC TNCB  T1 T2

2 27.54±6.02a 105.63±43.37c 34.87±10.91ab 52.74±17.76b

Unit: µm
NC: Normal control, TNCB: TNCB induced control, T1: Luteolin liposome solution, T2: Luteolin
Epidermal thickness was determined by the average of three sites (short, medium, long-size each) in same fields of microscope.
Values with different superscripts (a,b,c) in the same row are significantly different (P<0.05) by ANOVA and Duncan’s multiple range
test. 
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즉 아토피성 피부염의 경우 동일 hapten이더라도 투여

양, 횟수, 부위에 따라 Th1 혹은 Th2 면역반응으로 치우

칠 수 있다고 보고된 바 있으므로(Mueller et al., 1989;

Goutet et al., 2005; Friedman, 2006), TNCB의 투여횟

수와 기간 등을 정확히 조절하여 아토피를 유발하는 것

이 중요하다고 할 수 있다. 아토피 피부염 유발 결과 피

부의 육안적인 관찰에서 피부염이 확연하게 유발되었으

며, 조직병리학적 검사에서 epidermal hyperplasia와 진피

층 내에 염증세포 침착이 관찰되었고, 도포부위에 피부염

과 소양감이 증가되는 것을 확인할 수 있었다. 특히 기

존 연구(Renz et al., 1994)에서도 설명했듯이 아토피에

있어 가장 중요한 지표인 B 세포에 의한 혈중 IgE 수치

가 Th2 면역반응에 의해 상승되었으므로 시험물질에 의

한 아토피 피부염 효능 평가에 적합한 모델로 형성되었

다고 할 수 있다.

아토피 피부염에서 증가되었던 소양감과 혈중 IgE 수치

는 시험물질(Luteolin Liposome solution 및 Luteolin) 도

포에 의해 감소하는 양상을 보였다. 아토피에서 증가된

혈중내 IgE는 피부내 비만세포(mast cell)의 탈과립을 일으

켜 histamine등의 염증성 매개인자를 분비하여 소양감을

유발하는 것으로 알려져 있는데(Falus와 Merétey, 1992;

Malaviya et al., 1996; Menzies-Gow et al., 2002;

Ying et al., 1999) 시험물질은 IgE 수치를 감소시킴으로서

소양감 억제 기전에 작용 하고 있음을 알려 준다. 마찬

가지로 조직병리학적 검사 결과 염증의 감소와 진피내 비

만세포 수의 감소도 동일한 기전으로 유발된 증상이라 판

단된다.

이번 시험에서는 표피수분 손실량(TEWL)과 피부내 수

분함유량을 측정하였는데, 이는 피부 손상을 간접적으로

평가해 볼 수 있는 지표로 알려져 있다(Elias and Menon,

1991; Hruza and Pentland, 1993). 본 시험결과 자극이

가장 심하게 유도된 TNCB대조군에 비해 약간 개선되는

Figure 2. Histological observation of NC/Nga mouse skin by H&E staining (×100) (red bar=50 µm). A: Normal control, B: TNCB
induced control, C: Luteolin liposome solution, D: Luteolin.

Table 5. Number of mast cells and ratio of degranulation by Toluidine blue staining

NC TNCB  T1 T2

Total No of mast cell 79.2±11.5a 176.6±17.8c 134.0±26.1b 125.3±37.8b

Mean No of degranulation .59±8.6a 0.117±12.9b 101.6±22.9b 00.94±28.4b

Deganulation/total No. 74.5 66.1 75.8 75.2

NC: Normal control, TNCB: TNCB induced control, T1: Luteolin liposome solution, T2: Luteolin
The number of mast cells was determined by the average of five different fields with an eyepiece of ×100 magnification.
Values with different superscripts (a,b,c) in the same row are significantly different (P<0.05) by ANOVA and Duncan’s multiple range
test.
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경향은 보였으나 큰 차이는 관찰되지 않았다.

루테올린(luteolin)은 우수한 항산화, 항염, 항알러지가

있는 폴리페놀의 일종으로 알려져 있어(Chen et al.,

2007; Ashokkumar and Sudhandiran, 2008; Kaefer

and Milner, 2008) 충분히 아토피 치료효과를 기대할 수

있을 거라 판단되지만 수용액에서 불용성이고 안정성이

낮아 본 시험에서는 ethosome을 이용한 리포좀화를 통해

효과를 같이 비교하게 되었다. 시험결과 리포좀화된 루테

올린은 기존의 루테올린과 비교시 아토피 피부염의 중요

지표인 혈중내 IgE 수준은 약간 덜 감소하였지만 비슷한

수준으로 감소하였고, 자극과 염증지표에서는 훨씬 개선

된 양상으로 관찰되어 성공적인 제제로 판단되었다.

결론적으로 본 시험조건에서 Luteolin Liposome solution

은 TNCB유도 아토피 모델에서 TNCB대조군에 비해 표

피수분손실과 수분함유에 있어는 개선을 보이지 못했지

만 병리학적으로 볼 때 피부염증에 있어 개선이 있는 것

으로 판단되고, 특히 혈청내 IgE level과 피부 진피내 비

만세포에 있어 유의한 감소 등을 보여 아토피 피부염에

있어서는 효과가 있음이 인정되었다.
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