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Abstract— In Northeast Asia, Paeoniae Radix has been used in treatments of inflammation-causing diseases such as

arthritis for many centuries. Paeoniflorin, one of the principle bioactive monoterpene glucosides from the paeony root, is

reported to be mostly responsible for the effectiveness of the treatments. However, the anti-inflammatory effect of a monot-

erpene, paeoniflorigenone (PFG) which partially has the moiety of paeoniflorin minus a glucose structure is unknown. Thus,

the aim of this work was to investigate anti-inflammatory activity of PFG. For the investigation, PFG activity on the NO

(nitric oxide) production from LPS-stimulated macrophages, and the anti-inflammatory effect was tested in the animal model

of septic arthritis caused by Candida albicans, a major etiological agent for septic arthritis. For induction of the arthritis,

mice were administered with an emulsion of C. albicans cell wall (CACW) mixed with Complete Freund's Adjuvant (CFA)

via footpad-injection (Day 0); PFG at a dose of 0.5 or 1 mg/mouse (25 or 50 mg/kg of body-weight) was given to the animals

on Day 3, 6, and 9; footpads were scored for arthritis. Moreover, the PFG effect on proliferation of T-lymphocyte that causes

aggravation of arthritis was additionally tested. Data resulting from those tests showed that PFG inhibited the NO pro-

duction from the stimulated macrophage in a dose dependent manner (P<0.05), indicating that PFG is an anti-inflammatory.

To confirm the in-vitro results, anti-inflammatory activity of PFG was determined against C. albicans-caused septic arthritis.

Data showed that PFG-treatment reduced footpad-swelling which indicates that PFG has anti-arthritic effect (P<0.05),

which is therapeutic. The anti-arthritic effect appeared to be mediated by PFG suppression of T-cell proliferation. Ultimately,

PFG, a monoterpene component, has anti-inflammatory activity analogous to paeoniflorin. The anti-inflammatory activity

treats the septic arthritis due to a pathogenic fungus C. albicans.

Keywords □ Paeoniae Radix, paeoniflorigenone, paeoniflorin, anti-inflammatory, septic arthritis, Candida albicans, mac-

rophage, T-lymphocyte, mice

최근, 전 세계적으로 약용식물의 약물효능에 대하여 연구가 활

발하게 진행되고 있다. 이러한 추세에 따라 본 연구실에서는 생

약성분들의 효능에 대하여 다각적인 연구가 진행 중에 있는데,

본 연구에서는 작약 성분의 항염효과를 연구하였다. 작약(Paeonia

lactiflora, Paeoniaceae)은 우리나라를 비롯하여 전 세계적으로 서

식하는 약용식물로 뿌리부위(Paeoniae Radix)를 약용으로 사용

하는데, 뿌리는 잘 꺾이지 않고 그 단면은 치밀하다. 이 약용식

물은 수백 년 동안 우리나라뿐만 아니라 중국과 일본 등에서 사

용되어온 생약제재로서, 한방과 전통적인 민간요법에서는 주로

심혈관질환개선과 관절염치료 등에 적용해왔다.1,2) Paeoniae Radix

에 함유된 성분분석에 대한 연구보고에 의하면, 작약의 다양한

성분들을 크게 monoterpene glucoside와 monoterpene 두 종류

로 구분할 수가 있다. 대표적인 작약성분들을 열거하면,

paeoniflorin, albiflorin, oxypaeniflorin, benzoylpaeoniflorin,

oxybenzoylpaeoniflorin, lactiflorin, galloylpaeonoflorin, paeonin,

paeonolide, paeonol, paeoniflorigenone 등으로 대부분의 성분은

monoterpene 배당체이며 이들 성분 중에서 monoterpene 배당

체인 paeniflorin이 작약의 핵심적인 약물학적효과를 나타내는 성

분으로 알려져 있다.3) Paeoniflorin의 주요약효는 크게 항염효과

(anti-inflammatory effect)와 면역조절작용(immunomodulatory

effect)을 손꼽을 수가 있으며, 항염효과에 대한 검색은 주로 관

절염발현동물모델을 사용하여 조사한 연구결과가 많이 보고되고
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있다. 예를 들면, carrageenan, collagen, 또는 adjuvant 유도에

의한 다양한 관절염모델을 통해서 paeoniflorin의 항관절염효과

를 규명하였다.1,4) 이 항염효과의 작용기전조사를 위해서 LPS

(lipopolysaccharide)로 활성화된 macrophage에서 생성되는 NO

(nitric oxide), reactive oxygen species, PGE2(prostaglandin

E2) 등의 염증발현물질에 대한 억제효과의 검색이나 cyclooxy-

genase 효소의 염증활성작용 억제유무를 통해서 규명되었다.5,6)

이와 유사한 방법을 통해서 작약의 또 다른 종류의 monoterpene

배당체 성분의 항염효과를 규명하였다.1,2)

하지만 작약의 monoterepene 배당체 성분인 paeoniflorin과

albiflorin 등의 항염효과에 대한 다양한 연구보고에 비견할 때,

이 monoterpene 배당체들에서 당(glucose)이 없이 그 밖의 화학

구조 모핵(moiety)과 매우 유사해서 마치 이들 배당체의 비당부

(aglycone)와 같은 작약의 monoterpene 성분의 항염효과에 대해

서는 알려진 바가 없다. 이에 본 연구에서는, 작약의 monoterpene

배당체인 paeoniflorin의 화학구조와 거의 유사하되 glucose 화

학구조가 없는 paeoniflorigenone(PFG)를 선정하여(Fig. 1) 항염

효과를 조사하였다. 최근까지 알려진 PFG의 약물효능은 신경근

접합부를 차단하는 항경련작용 효과7,8) 이외에는 특별히 알려진

약물효능이 없다.

PFG의 항염효과를 조사하기 위해서 본 연구실의 기연구에서

고안한 감염성관절염(septic arthritis 또는 infectious arthritis)

동물모델을 사용하였다.9,10) 일반적으로 관절염질환은 류마티스

관절염(rheumatoid arthritis)과 주로 노화에 의한 퇴행성관절염

인 골관절염(osteoarthritis)으로 구분한다. 류마티스 관절염 경우

에는 감염이 진행되는 동안에 야기되는 일시적 관절염과 항생제

요법에 의해서 감염균이 제거된 후에도 관절염이 지속되는 만성

적 경우가 있는데, 후자 형태의 관절염을 특히 감염성관절염이

라고 한다. 감염성관절염은 최근에 증가추세에 있으며, 그 이유

는 암환자, 당뇨병환자, 간 질환자, 신부전 환자, 저체중 신생아,

장기이식 수술시 면역억제제 사용 경우, AIDS(후천성면역결핍)

환자 등의 증가 때문인 것으로 알려지고 있다.11,12) 본 연구에서

적용한 병원균인 Candida albicans는 감염성관절염을 유발하는

병원성 진균 중에서 가장 대표적인 원인균으로,12-14) 이 진균에

의한 관절염은 최근에 들어 점차 증가하고 있는 추세이다.13,14)

그러므로, 본 연구에서는 PFG의 항염효과 규명과 이 과정을

통해서 PFG의 C. albicans 세포벽으로 인한 관절염에 대한 약물

효능을 아울러 조사하였다.

재료 및 실험방법

실험동물

본 실험에 사용된 생쥐는 6~7주령의 BALB/c 암컷생쥐(Orient

Inc.-Charles River Lab, Seoul)를 사용하였으며, 멸균된 filter-

top cage에서 멸균된 사료와 물을 자유롭게 먹게 하였다. 구입한

생쥐는 온도 20±2oC, 습도 50±10%로 유지하고 12시간 간격으

로 밤과 낮을 조절한 동물실 환경에서 사육하며 실험에 사용하

였다. 동물관리는 동덕여자대학교 동물관리규정에 따라 취급하였다.

Paeoniflorigenone(PFG)

작약(Paeonia lactiflora)의 뿌리에서 분리한 PFG 성분은 김영

식 교수(서울대학교 약학대학)로부터 기증을 받아서 본 연구에 사

용하였으며, 실험에 사용하기 전에 성분내의 내독소(endotoxin)의

혼재유무를 먼저 확인하고 사용하였다. 내독소 검색은 상업용 테

스트 kit(Sigma, St. Louis, MO, US)을 구입하여 조사하였다.

C. albicans 세포벽(CACW)의 분리

CACW의 추출분리는 본 연구실의 기 연구에서 사용된 방법으

로,15,16) GYEP(glucose-yeast extract peptone) 액체배지에 배양

한 C. albicans를 수집하여 disodium EDTA와 trisodium EDTA

로 연속 처리한 후에 2-mercaptoethanol로 30분 동안 실온에서

처리하고 상등액을 수집하여 투석막(Sigma, membrane cut-off=

12,000 Da)에 넣고 탈 이온수에 대하여 3일 동안 투석하였다. 투

석이 완료된 후에 투석막 내부물질을 동결건조(Eyela FD-1000,

Tokyo, Japan)하여 분말화 하였고, 분리한 CACW는 desiccator

안에 저장보관하며 본 실험에 사용하였다.

PFG의 nitiric oxide(NO) 생성억제 검색

본 연구실의 기 보고에 기술한 실험방법9)을 사용하여 PFG의

NO생성 억제여부를 검색하였다. 즉, RPMI 1640 배지에 배양한

RAW 264.7 monocyte/macrophage cell line에 일정량의 LPS

(lipopolysaccharide; Sigma)와 다양한 농도의 PFG를 각각 투여

한 후, 일정시간 동안 세포배양을 지속한 다음에 Griess 시약을

첨가하여 NO 생성 정도를 측정하였다. 이 결과를 LPS만으로 처

리한 macrophage(양성대조군)에서 생성하는 NO의 양과 비교하

여 PFG의 항염효과 여부를 검색하였다.

CACW 유발성 염증에 대한 PFG의 항염효과 검색

PFG의 항염효과를 확인하기 위하여 본 연구실의 기연구에서

Fig. 1 − The chemical structures of (A) paeoniflorin and (B)

paeoniflorigenone (PFG). The PFG consists of an almost

identical moiety of paeoniflorin without a glucose portion.
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고안한 관절염 동물모델9)을 사용하여 검색하였다. 이 방법을 요

약하면 다음과 같다. 1 ml CFA(Complete Freund's Adjuvant;

GibcoBRL, NY, USA)에 1 ml DPBS(Dulbecco's phosphate

buffered saline solution; Sigma)에 용해한 CACW(1 mg)을 혼합

하고 sonicator로 유화시킨 염증발현물질(CACW/CFA)을 생쥐의

오른쪽 뒷발바닥에 50 µl/mouse 용량으로 피하 주사하여 족부종

을 유발시킨 후(0일), 이 생쥐에게 DPBS에 용해한 PFG를 3, 6,

9일째에 총 3회 복강으로 투여하였다. 1회 용량은 0.5 mg/mouse

또는 1 mg/mouse(=app. 50 mg/kg) 농도로 사용하였다. 음성대

조군 생쥐에게는 PFG가 첨가되지 않은 DPBS만을 동일한 투여

경로로 생쥐에 투여하였다. 염증(족부종)의 정도는 3일에 한번씩

dial calipers(Mitatoyo Co., IL, USA)로 측정하였다. 각 그룹 생

쥐의 수효는 5마리씩 사용하였다. 부종의 억제정도는 [(약물투여

군의 일정시간 후의 평균 부종율-대조군의 일정시간후의 평균 부

종율)/대조군의 일정시간 후의 평균부종율]×100으로 계산하여

부종억제율(%)로 환산하였다.

PFG의 T-임파구 증식에 대한 효과

 일반적인 염증 억제 작용기전은 다양한데, 본 연구에서 선정

한 특정 염증으로서 관절염을 선택했기 때문에 PFG의 항관절염

효과의 작용기전 규명의 일환으로서 T-임파구의 증식에 대한 억

제효과의 유무를 검색하였다. 이 실험을 위한 방법9)을 간략하게

기술하면 다음과 같다. 6주령의 Balb/c 암컷생쥐에서 무균조작으

로 적출한 비장(spleen)으로부터 splenocyte를 채취하여 RPMI

1640(Sigma) culture medium에 넣고 35Co-CO2 배양기에서 24

시간 배양한 splenocytes(5×106 cells/well)에 concanavalin A

(Con A; 5 mg/ml; C2010; Sigma)를 투여하고 다양한 농도의

PFG를 첨가한 후, 동일한 배양조건에서 72시간 지속적으로 배

양하였다. 72시간 배양 후에 CCK-8(Cell Count Kit-8; Dojindo

Lab; Japan)를 투여하고 3시간 더 배양한 후에 T-임파구의 증식

억제 여부를 검색하였다.

통계 처리

실험결과는 평균±표준오차(Mean±S.E.)로 계산하였다. 각 군

간의 유의성 검증은 Student's t-test를 사용하였고 값이 5% 미

만일 때에 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

결 과

NO 생성 억제효과

LPS만으로 처리된 macrophage[대조군(*)]에 비교하면 PFG로

처리된 macrophage에서의 NO 생성은 농도 의존적으로 현저하

게 억제되었다(Fig. 2). 일예로, 40 µM PFG의 농도로 처리된 경

우에 약 85% 정도의 NO 생성이 억제되었으며, 이 결과를 양성

Fig. 2 − PFG inhibits the production of nitric oxide (NO) from LPS-

stimulated macrophage. PFG at 40 µM inhibited approxi-

mately 90% of the NO production when compared with

control (P<0.05). These values were averages of triplicate

repeated experiments. Bar indicates S.E.

Fig. 3 − PFG has a therapeutic anti-inflammatory effect on the C.

albicans cell wall (CACW)-caused inflammation in the

mouse footpad. The footpad-swelling of the PFG given mice

were far less severe than that of the mice that received no

PFG. The difference between these two groups was

statistically significant (P<0.05). Thickness of the swelling

was measured by a dial gauger in arbitrary unit (AU). Each

group contained five mice. Bar indicates S.E.
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대조군의 경우와 비교하면 통계적으로 매우 유의성이 있었다

(P<0.05)(Fig. 2).

CACW 기인성 관절염증에 대한 치료효과

생쥐에 CACW(C. albicans 세포벽)으로 족부종 염증을 먼저

유발시킨 다음에 약물(PFG)를 투여하여 치료효과를 검색한 결

과, 이 작약성분을 투여한 생쥐군은 전체적으로 족부종이 감소

되었다(Fig. 3). 즉, 족부종의 염증이 가장 절정에 이르는 관측 9

일째와 12일째 기간의 족부종을 음성대조군(*)에 비교할 때,

0.5 mg PFG(대략 25 mg/kg) 용량을 투여한 실험군에서는 대략

35% 정도의 족부종의 감소가 있었고, 2배의 PFG 용량을 투여

한 경우에는 약 60% 정도의 족부종이 억제되어서 PFG는 CACW

기인성 감염성관절염에 대하여 치료효과가 있으며, 이 효과는 농

도의존성임을 알 수 있었다(P<0.05)(Fig. 3).

T-임파구의 증식(proliferation) 억제효과

T-임파구는 대표적인 염증질환인 관절염을 악화시킨다.17,18)

PFG의 항관절염증 효과의 작용기전의 일환을 조사하기 위해서,

PFG 작약성분의 T-임파구의 증식에 대한 억제 여부를 검색하였

다. 이 효과측정을 위해서 T-임파구에 증식효과가 있는 Con A

로 처리한 다음에 다양한 농도의 PFG를 첨가한 후 증식억제효

과를 측정하였다. 실험결과, PFG는 농도의존적으로 T-임파구의

증식을 억제하였다(Fig. 4). 특히, 40 µM의 PFG 농도로 처리된

T-임파구의 경우를 대조군[Con A로만 처리된 T-임파구(*)]에 비

견해볼 때 90% 이상의 T-임파구 증식억제효과가 있었다(P<0.05)

(Fig. 4).

고 찰

작약성분 중에서 monoterpene glucoside의 일종인 paeoniflorin

은 항염효과가 있으며 최근의 연구에 의하면 면역조절효과도 보

고되고 있다.1,3,5) 하지만 이 성분의 거의 비당부(aglycone)라고

할 수 있는 대표적인 PFG에 대한 약물효능에 대한 연구보고는

매우 미미하며, 특히 PFG의 항염효과에 대해서는 보고된 바가

없다. 이에 본 연구에서는 PFG의 항염효과를 in-vitro 상에서 조

사하고, 본 실험실에서 고안한 C. albicans 기인성 감염성관절염

동물모델을 사용하여 이 성분의 항관절염효과를 최초로 검색하

였다. 먼저, PFG의 항염효과를 조사하기위해서 macrophage가

염증 유발물질에 자극되어 활성화(activation)되면 NO를 생성하

는 방법을 응용하여 항염효과를 검색하였다. 즉, LPS로 활성화

된 macrophage에 PFG를 투여해서 이 macrophage에서 NO의

생성이 억제되면 항염효과가 있는 것으로 간주하는데, PFG는

NO의 생성을 억제하였고 이 억제효과는 농도 의존적 이었다. 이

in-vitro 항염효과를 확신하기 위해서 감염성관절염 동물모델을

사용하여 PFG의 항관절염효과를 조사하였다. 이 경우에 감염균

으로 사용한 병원균은 진균 중에서 가장 빈번한 문제를 야기하

는 C. albicans를 사용하였다. 이미, 방법 난에서 기술하였듯이,

동물(Balb/c 생쥐)에 족부종 염증을 유발시키기 위해서 C. albicans

세포벽물질을 현탁액으로 제조하여 사용하였는데, 이 제조과정

에 CFA를 첨가한 까닭은 관절염을 악화시키기 위함이었다.9) 이

렇게 C. albicans 세포벽 기인성 감염성관절염모델을 사용하여

PFG의 항염효과를 검색한 결과, 족부종이 가장 최고조에 달하

는 9일에서 12일의 관측기간 동안에 실험군(PFG로 처리된 생쥐

그룹)과 음성대조군(PFG로 처리되지 않은 생쥐그룹)을 상호비교

해보면 확연한 족부종의 감소가 있었다. 일예로, 높은 PFG 농도

(1 mg/mouse; 50 mg/kg)에서는 거의 60%의 부종감소가 측정되

었는데, 이 결과로 PFG가 감염성관절염증에 치료효과가 있음이

확인되었다(Fig. 3 참조바람). 이 시점에서 PFG의 항염효과를 분

명히 하기 위해서, 감염성관절염의 치료효과의 작용기전의 작용

기전을 검색하였다. 검색방법의 타당성은, 일반적으로 관절염이

유발되면 macrophages가 관절염 발생부위로 유입되어 부종이 형

성되고,16,19) 자극된 macrophage에서 NO가 생성 분비되어서 주

변의 세포와 조직을 파괴하기 때문에 통증이 야기된다.20,21) 그러

므로, 이미 상기에서 언급하였듯이, PFG의 NO 생성억제효과도

감염성관절염 치료효과의 작용기전으로 관주될 수가 있다. 하지

만, 면역학적 측면에서 고찰해 볼 때, CD4+T-임파구가 관절염

발병의 주된 원인이므로 T-임파구 증식의 방해로 인한 T-임파구

Fig. 4 − PFG blocks the proliferation of T-cells. PFG at a dose of
40 µM resulted in approximately 90% reduction of the

proliferation (P<0.05). In addition, this effect was dose-

dependent. These values were averages of triplicate

repeated experiments. Bar indicates S.E.
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의 수효감소는 관절염치료의 한 방법이 될 수 있다. 그래서 임상

에서는 이러한 목적을 위해서 anti-CD4 monoclonal antibody를

적용하기도 하다.17,19) 이런 관점에서, PFG의 T-임파구 증식에

대한 억제효과를 검색하였는데, PFG는 Con A로 처리된 T-임파

구의 증식을 억제하여서 항염효과를 발현하는 것으로 사료된다.

결 론

결론적으로, PFG는 NO 생성억제와 T-증식억제 등에 의한 항

염효과가 있는데, 이 항염효과는 특정적인 염증질환의 일종인 감

염성관절염에 치료효과가 있는 것으로 규명되었다. PFG 성분이

C. albicans 기인성 관절염치료에 효과 있다는 발견은, 부작용이

많은 기존의 진균 기인성 관절염치료제에 새로운 대안 물질로서

예단해 볼 수가 있다.

현재, 본 실험실에서는 PFG 성분을 나노입자에 부착해서 성

분이 가급적 오래 체내에 머물러서 PFG 항관절염 효과를 중대

시키기 위한 연구가 진행 중에 있다. 이 나노입자 제형화의 배경

은 본 교신저자의 이전의 항원의 면역세포에 지속적 제시를 연

구한 결과를15) 응용한 것으로 일종의 서방형 약물제형의 개발의

초기라고 간주할 수 있겠다.
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