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Abstract

The inhibitory effect of ethanol extracts from Curdrania tricuspidata leaves (CTL) on osteoarthritis was inves-
tigated in primary cultured rat cartilage cells and a monosodium-iodoacetate (MIA)-induced arthritis rat model.
To identify the effects of CTL 80% ethanol extracts (CTL80) and CTL 10% ethanol extracts (CTL10) against
H2O2 treatment in vitro, cell survival was measured by the MTT assay. Cell survival after H2O2 treatment in-
creased with CTL80 and CTL10 close to normal up to 300 μg/mL H2O2. The mRNA expression of matrix metal-
loproteinases (MMPs) was determined MMP-7 and MMP-13 (known catabolic factors), were significantly in-
hibited by CTL 80 and CTL10; a 200 μg/mL dose of CTL80 especially decreased MMP-13 expression. In vivo,
osteoarthritis was induced by an intra-articular injection of MIA into the knee joints of rats, then CTL80 and
CTL10 orally administered daily for 35 days. After the animals were sacrificed, histological evaluations of their
knee joints revealed a reduction in polymorphonuclear cell infiltration and smooth synovial lining in the
CTL80-500 group. Micro-CT analysis of hind paws from CTL80-500 and CTL10 showed a protection against
osteophyte formation, soft tissue swelling, and bone resorption. In conclusion, CTL ethanol extracts are effective
in ameliorating joint destruction and cartilage erosion in MIA-induced rats. CTL decreases and normalizes artic-
ular cartilage through preventing extracellular matrix degradation and chondrocyte injury, and could potentially
serve as a therapeutic treatment for humans.

Key words: Curdrania tricuspidata, osteoarthritis, primary culture, chondrocytes, monosodium iodoacetate, MMPs

†
Corresponding author. E-mail: jlee2007@khu.ac.kr
†Phone: 82-31-201-3779, Fax: 82-31-204-8119

서 론

1998년과 2001년도 국민건강영양조사에 의하면 관절염은

45세 이상에서 흔한 만성질환이었으며 관절염의 유병률은

연령에 따라 증가하여 65세 이상 인구에서는 1998년 천명당

356.7명, 2001년 364.2명을 차지하였다(1). 최근 ‘2010년 고령

자 통계’에 따르면 우리나라 65세 이상 노인인구 비율은

11%로서 인구구조의 고령화에 따라 만성퇴행성 질환 유병

률 또한 증가하고 있고, 연간 유병률이 높은 만성질환으로서

관절염이 43.1% 이상 차지하고 있다(2). 관절염이란 관절에

일어난 염증으로 흔히 통증, 강직 및 부종이 동반되고 그

원인은 퇴행성 변화, 면역계 이상, 감염, 외상, 대사 장애 등

이며 그 종류는 100여 가지가 넘는다(3). 그중 골관절염

(osteoarthritis)과 류마티스(rheumatoid arthritis, RA) 관절

염이 전체 관절염의 80%를 차지하고 있으며 근골격계 질환

으로 인한 부담 중 가장 많은 부분을 차지한다. 골관절염의

발병과 관련된 인자들을 크게 분류해 보면 단백질 가수분해

효소(proteolytic enzymes), cytokines, 그리고 nitric ox-

ide(NO)가 주요 인자들로 알려져 있다(4-7). 연골조직에서

의 물질 대사 과정은 연골조직의 퇴화에 중추적인 역할을

하며(8), 대표적으로 matrix metalloproteinases(MMPs)는

골 및 연골의 기질 구성요소를 파괴하는 단백 분해효소로서

관절염 등의 병적인 상태에서도 발현되어 병인에 주요한 역

할을 하는 것으로 알려져 있다(9,10). 관절염 발병시 발현이

증가하는 MMPs로 MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8,

MMP-9, MMP-7 그리고 MMP-13 등이 있으며, 특히

MMP-7과 MMP-13의 경우 골관절염에서 발현이 증가하는

것으로 보고되고 있다(11).

꾸지뽕나무(Cudrania tricuspidata)는 뽕나무과(Mor-

aceae)에 속하는 낙엽활엽교목으로 동아시아나 우리나라 전

라도, 경상도, 충청남도 등에 분포하며 최근 꾸지뽕나무의

항산화(12), 항염(13), 항당뇨, 고혈압 억제(14) 등에 관한 연
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구가 보고되었으며, 이러한 생리활성 작용은 꾸지뽕나무의

페놀성 화합물을 생리활성 성분에 기인하는 것으로 보이며

(15,16) 이에 따라 꾸지뽕나무의 기능성 입증에 관한 연구에

대해 관심이 증가하고 있다.

최근 들어 관절염에 대한 건강기능식품의 기호도 및 수요

가 고령화 사회의 흐름에 부합하여 급격히 증가하고 있으며

대다수의 경우 glucosamine과 chondroitin이 시장성을 형성

하고 있다(17,18). 하지만 일부 의학계에서 기능성식품으로

서의 glucosamine 효과에 대한 의문점을 제기한 바 있고 향

후 지속적인 관절염 건강기능식품의 시장을 유지 형성하고

골관절염 관련 기능성 소재의 개발을 위해서는 이를 대체할

방안이 필요하며 이러한 시점에서 꾸지뽕에 대한 관심이 증

대되고 있다. 꾸지뽕나무를 민간에서는 예부터 그 줄기와

뿌리를 신경통과 간암 등에 달여 마신 점으로 보아, 골관절

질환에도 유의한 효과가 있을 것으로 사료되나 아직 이에

대한 실험적 연구는 미미한 실정이다.

이에 꾸지뽕나무의 관절 질환에 미치는 효능을 실험적으

로 검증하고 향후 기능성 식품 소재의 개발을 위한 가능성을

확인하고자, 세포 수준에서 꾸지뽕잎 추출물의 효과와 약물

로 관절염을 유발한 rat에서 꾸지뽕잎 추출물 투여효과를

관찰하여 검증하기로 하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

영농조합법인 고성꾸지뽕(강원도 고성군)에서 구입한 꾸

지뽕나무의 잎 50 g에 1 L의 10% 에탄올, 80% 에탄올을

가하여 3시간 동안 250oC에서 환류(reflux)하여 추출을 수행

하고, 얻어진 추출물을 여과지(Advantec filter paper 6, 150

mm, Advantec, Toyo Roshi Kaisha Co., Ltd., Tokyo,

Japan)로 여과하였다. 여과액을 회전진공농축기(rotatory

evaporator, N-1N, EYELA, Tokyo, Japan)로 감압 농축하

여 동결시킨 후 건조기(FD8512, ILshin Lab Co., Ltd., Seoul,

Korea)로 건조시키고 분말화하였다.

연골세포의 분리 및 배양

연골 채취를 위한 실험동물은 4～6주령 무게 약 180～200

g 정도의 male Sprague-Dawley rat을 경추탈골 하여 70%

알코올로 피부를 소독하여 절개한 후 관절연골을 2～3 mm

정도 크기로 채취하였고, 채취한 연골조직은 phosphate

buffer saline(Hyclone Laboratories, Logan, UT, USA) 용

액에서 보관하여 clean bench로 옮겼다. 0.1% EDTA-CDMF

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 용액에 30분씩 2회

incubation 시키고(37oC, 5% CO2), 0.25% trypsin으로 1시간

incubation(37oC, 5% CO2) 하였다. 2 mg/mL collagenase

type I(Sigma-Aldrich)를 첨가하여 shaker에 120 rpm으로

12시간 동안 처리하였다. 이렇게 해서 얻어진 세포 부유액을

100 μm pore size cell strainer(BD Falcon, Franklin Lakes,

NJ, USA)에 여과한 후 1,600 rpm으로 10분간 원심분리 하여

원심분리 된 세포를 Hank's balanced salt solution(Hyclone

Laboratories)으로 3회 세척한 후 연골세포를 분리하였다.

분리된 연골세포는 10% FBS(Hyclone Laboratories)와

DMEM(Hyclone Laboratories)에 1% penicillin-strepto-

mycin(Hyclone Laboratories)과 1% L-glutamine(Hyclone

Laboratories), 그리고 0.1% gentamycin(Gibco, Grand

Island, NY, USA)을 첨가하여 75T flask에 넣고 37oC, 5%

CO2의 조건 하에서 배양하였다. 이때 2～3일에 한번씩 배지

를 갈아주고 약 4～5일에 계대하였으며 세포의 passage는

5 이하로 사용하였다.

Cell viability 측정

실험동물에서 분리한 연골세포를 96-well plate에 1×104
cells/well의 농도로 10% FBS를 첨가한 DMEM 배양액에

분주하여 12시간 동안 안정화시킨 후, 꾸지뽕 주정추출물을

농도별로 처리하여 24시간(독성시험) 또는 2시간(H2O2 처리

후 세포재생시험) 동안 배양하였다. 3-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT) 시약을 20 μL

처리하여 최대 3시간 37
o
C incubator에서 배양한 후 배지와

MTT 시약을 제거하고, DMSO 시약 200 μL를 가하여 560

nm에서 ELISA reader(VERSAMAXSL-20, Molecular

Devices, Seoul, Korea)를 이용하여 측정하였으며 3회의 측

정으로 그에 대한 평균값과 표준 오차를 구하였다.

Real-time polymerase chain reaction에 의한 MMPs

발현 측정

실험동물에서 분리한 연골세포를 6-well plate에 5×106
cells/well의 농도로 10% FBS를 첨가한 DMEM 배양액에

분주하여 12시간 동안 안정화시킨 후, 꾸지뽕잎 주정 추출물

을 H2O2와 함께 연골세포에 2시간 동안 처리한 후 0.25%

trypsin-EDTA로 세포를 수집하여 RNeasy extraction

kit(QIAGEN, Valencia, CA, USA)로 제조사의 manual에 따

라 total RNA를 추출하고 cDNA의 합성을 위해 iScriptTM

Select cDNA Synthesis Kit(BIO-RAD, Hercules, CA,

USA)을 이용하여 5 μg의 total RNA에 5× iScript select
reaction mix를 4 μL, oligo(dT) primer set 2 μL(Table 1),

RNA sample 5 μL, nuclease-free water 8 μL를 각각 넣고

마지막에 iScript Reverse Transcriptase 1 μL를 넣어 pipet

으로 up & down 하여 골고루 섞어주었다. 42oC에서 60분,

85
o
C에서 5분간 반응시킨 후 합성된 cDNA를 PCR 반응에

사용하였다. Rael-time PCR 실험 시 사용한 기계는 Step

One Real-Time PCR system(Applied Biosystems, Foster

City, CA, USA)이며 iQ SYBR Green Supermix(BIO-RAD)

의 protocol에 따라 수행하였다. PCR을 위한 혼합액 최종농

도는 cDNA 2 μL(10～100 ng), 2× iQ SYBR Green Super-
mix 10 μL, forward & reverse primer 각 1 μL(250 nM),

H2O 7 μL가 되도록 하였다. 95oC에서 10분간 hot start 한
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Table 1. Primer set sequence used for real-time PCR

Sequence name Forward sequence Reverse sequence NCBI reference

GAPDH
MMP-13
MMP-7

TGG CCT CCA AGG AGT AAG AAA C
ACG TTC AAG GAA TCC AGT CTC TCT
ACT CTA GGC CAT GCC TTT GC

CAG CAA CTG AGG GCC TCT CT
GGA TAG GGC TGG GTC ACA CTT
CCA TCC GTC CAG TAC TCA TCC T

BC087743.1
NM_133530.1
NM_012864.2

Table 2. Experimental design animals (n=4/group)

Groups
Induced
arthritis

Dietary
administration

Orally
administration

Normal
Control
MTX
CTL10-200
CTL10-500
CTL80-200
CTL80-500

－
＋
＋
＋
＋
＋
＋

AIN 93G diet
AIN 93G diet
AIN 93G diet
AIN 93G diet
AIN 93G diet
AIN 93G diet
AIN 93G diet

Methotrexate 2 mg/kg
CTL10-200 mg/kg
CTL10-500 mg/kg
CTL80-200 mg/kg
CTL80-500 mg/kg

후 95oC에서 15초간, 55oC에서 15초, 72oC에서 30초간 40

cycling으로 PCR을 수행한 후 마지막으로 95
o
C에서 15초,

60oC에서 1분, 95oC 15초간 polishing step을 거쳐 PCR 분석

을 시행하였다. 반응에 사용한 primer는 Table 1에 제시하였

다.

실험동물 및 군 분류

실험동물은 6주령의 male Sprague-Dawley(SD) rat

(Daehanbiolink, Eumseong, Korea)을 군당 4마리씩 총 28마

리를 cage에 각각 넣고 일주일 동안 순화시킨 뒤 사용하였

다. 사육실의 온도는 25±2oC, 습도 55±10%로 유지하였으

며 명암은 12시간 주기로 하였고, 물과 고형사료는 자유롭게

공급하였다. 실험군 분류는 Table 2에 제시하였다.

식이 및 급여

꾸지뽕 잎 에탄올 추출물 투여에 따른 관절염 예방 효과를

관찰하기 위해 관절염 유발 2주일 전부터 1일 1회 경구투여

를 실시하고, 유발 후 3주간 지속적으로 투여하고 관찰하였

다. 독성실험을 통해 결정된 200 mg/kg, 500 mg/kg을 적정

농도로 하여 시료를 제조하였으며 양성대조군으로는 항관

절염 효과가 있는 약물인 methotrexate(Sigma-Aldrich)를

사용하였다(19). Methotrexate 투여군은 존대를 이용하여

주 1회 일정시간에 2 mg/kg을 경구투여 하였으며 나머지

모든 실험군에서 시료를 증류수에 녹인 후 매일 일정시간

6주간 경구투여를 실시하였다. Methotrexate는 장기적인 투

여 시 나타나는 독성과 투여기간 동안 약물의 반감기로 인해

효과가 감소할 것을 우려하여 주 1회 2 mg/kg으로 경구투여

하였고 식이는 3일에 한 번씩 교환하고, 이때 잔여무게(일부

cage 안으로 떨어진 것을 회수)를 측정하여 섭취량을 환산

하였다. 물에 대한 접근은 임의대로 하였으며 음용한 양은

3일에 한 번씩 측정하고 새로운 물로 교환하였다.

관절염 모델

6주령의 male SD rat을 이용하며 Zoletil(cat. No. 06516,

Virbac, Carros, France)과 Rumpun(cat. No. 41882, Bayer

Korea, Seoul, Korea)을 2:1 비율로 희석한 후에 복강주사로

마취시켰다. 마취시킨 rat의 무릎 주변을 제모하고 골관절염

유발물질인 MIA(Sigma-Aldrich)를 1 mL 주사기로 양쪽

무릎 관절강 내에 50 μL(60 mg/mL)씩 주사하였다. MIA 희

석 시에는 saline 용액을 사용하고 약물 주사 7일 후에 관절

부위 부종정도와 실험동물의 걷는 상태를 관찰하여 관절염

유발 확인 후 실험을 진행하였다.

병리조직학적 평가를 위한 표본제작 및 염색

실험 종료 후 rat을 경추 탈골하여 병리조직학적 관찰을

위해 슬관절을 채취하였다. 슬관절의 고정을 위해 적출 즉시

10% formaldehyde(Junsei, Tokyo, Japan)로 24시간 고정하

였고, Calci-Clear Rapid(National Diagnostics, Atlanta, GA,

USA)로 24시간 간격으로 72시간 동안 용액을 교환하면서

탈회를 실시하였다. 파라핀 블록의 제작과 냉각은 자동 포매

장치(Tissue-Tex 4701, Sakura Co., Tokyo, Japan)를 사용

하였다. 제작된 블록은 회전식 미세 박절기(rotary michro-

tome 2040, Sakura Co.)를 사용하여 조직을 수직방향으로

7 μm 두께로 연속 절편 하여, 부유 온수조와 신전기 과정을

거쳐 슬라이드에 부착시켰다. 제작된 조직 슬라이드는 염증

성 침윤 정도를 평가하기 위해 Hematoxylin & Eosin(H&E)

염색을 실시하였다.

관절염 유발에 따른 골구조 측정

실험 종료 후 실험군별 rat의 골구조 변화를 측정하기 위

해 three-dimensional micro-CT 촬영을 시행하였다. 동물

을 희생시켜 양쪽 앞다리를 적출하여 formaldehyde(Junsei)

에 고정시킨 후 중앙실험동물(주)(Seoul, Korea)에 의뢰하

여 high resolution micro-CT(Skyscan 1172, Skyscan,

Kontich, Belgium)로 왼쪽 앞발을 촬영하였다. 골 부피

(bone volume, BV), 골 표면적(bone surface area, BS), 조직

전체 부피(total tissue volume, TV)를 바탕으로 골의 부피

와 조직 전체 부피의 비율(BV/TV), 골표면적과 골부피의

비(BS/BV), 치밀골의 두께(trabecular thickness, Tb.Th.)

등 분석결과를 바탕으로 관절염 유발에 따른 SD rat의 골지

표를 분석하였다.

통계처리

모든 실험은 3회 반복 실시하였으며 얻어진 결과는 SPSS

20.0 software(SPSS, Chicago, IL, USA)를 이용하여 분석하

였으며, 모든 측정 항목의 결과는 평균(mean)±표준편차

(standard deviation, SD)로 표시하였다. 실험군간 평균 차
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Fig. 1. Cell viability of primary cultured rat cartilage cells,
determined by MTT reagent, with treatment of CTL extracts
at various concentrations. Data are expressed as mean±SD
(n=4/group). Significant differences were determined by Dun-
can's multiple range test at p<0.05.
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Fig. 2. Effects of CTL extracts on cell survival against 300
μM H2O2 treatment. Data are expressed as mean±SD (n=4/
group). Significant differences were determined by Duncan's
multiple range test at p<0.05.

이를 one-way ANOVA로 확인한 후 그룹간의 통계적 유의

성을 Duncan's multiple range test를 이용하여 검증하였으

며 5% 이내에서 통계적 유의성을 부여하였다(p<0.05).

결과 및 고찰

MTT에 의한 실험 적정농도의 결정

Primary culture된 연골세포에 대한 꾸지뽕 잎 추출물의

적정농도를 결정하기 위해 MTT assay를 수행하였다. 꾸지

뽕 잎 10% 에탄올(CTL10), 80% 에탄올(CTL80) 추출물 가

운데 CTL10의 1,000 μg/mL 농도를 제외한 모든 농도에서

독성을 나타내지 않았으며, CTL10 1,000 μg/mL 농도에서만

74.3±12.9%로 유의적으로 세포생존율을 감소시켜 세포에

서 독성이 나타난 것으로 확인되었다(Fig. 1).

H2O2 산화적 독성에 대한 세포사멸 억제효과

골관절염 실험에 대한 in vitro 모델은 LPS 또는 H2O2로

염증을 유발하는 것이 일반적으로 알려져 있다(20,21). 골관

절염에 있어서 가장 중요하게 여겨지는 점은 연골세포의 사

멸억제와 세포재생에 초점이 맞추어져 있다. 단순히 염증만

을 유발할 경우는 LPS로도 충분하겠지만 세포사멸을 유도

하기 위해서는 H2O2로 실험하는 것이 적절할 것으로 판단하

여(22) 시간별, 농도별로 실험한 결과 H2O2 300 μM에서 2시

간을 처리할 경우 시험대조군에서 50～68% 정도의 사멸을

나타내는 것으로 확인되었다(data not shown). 따라서 이러

한 기존의 실험을 바탕으로 꾸지뽕 잎 추출물을 처리한 결과

CTL80의 경우 200 μg/mL 농도에서 H2O2 비처리 정상세포

군의 수준까지 연골세포사멸 억제효과가 나타났으며, CTL10

에서는 300 μg/mL 농도에서 대조군에 비해 유의적으로 연

골세포 재생이 나타난 것으로 관찰되었다(Fig. 2). 따라서

CTL80의 200 μg/mL 농도와 CTL10의 300 μg/mL 농도에서

세포사멸억제가 가장 효과적으로 나타나는 것을 확인하였

으며 동물실험 시료 사용에 있어서 적정농도를 결정하는 기

준으로 참고하였다. 그러나 두 샘플의 500 μg/mL 농도에서

모두 세포사멸억제에 대한 샘플의 효과가 감소하는 것으로

나타났으며 시험대조군과 유의적 차이가 나지 않았다.

H2O2 산화적 독성에 대한 MMPs mRNA 발현의 변화

연골조직이 파괴되면 일반적으로 MMPs가 활성화되어

발현이 증가한다. MMPs는 골 및 연골의 기질 구성요소를

파괴하는 단백 분해효소로서 정상조직의 분화, 창상 치유,

기관 형성, 생식, 혈관생성, 조직흡수 및 재형성 등의 과정에

주요한 역할을 하며 관절염 등의 병적인 상태에서도 발현되

어 병인에 주요한 역할을 한다(23,24). MMP-7과 MMP-13

의 경우 류머티스관절염에 비해 골관절염에서 특히 발현이

증가하는 것으로 알려져 있어(11) 관절염 유발에 대한 바이

오마커로 선정하여 실험을 진행하였다. 앞선 H2O2 산화적

독성에 의한 세포사멸 실험 결과에서 CTL80과 CTL10 모두

500 μg/mL 농도에서 세포사멸억제 효과가 감소한 것으로

나타나, MMPs 발현 변화 측정 실험에서는 샘플의 최대농도

를 300 μg/mL로 하여 실험을 진행하였다.

H2O2 산화적 독성에 대한 연골세포의 MMPs 유전자 발현

량 변화를 측정한 결과 MMP-7과 MMP-13 모두에서 정상

세포에 비해 H2O2만을 처리한 세포에서 발현정도가 유의적

으로 증가하는 것을 확인하였다. MMP-7 발현 측정 결과,

CTL80과 CTL10의 모든 농도에서 유의적으로 발현이 감소

되었으며 CTL10의 경우 100 μg/mL 농도에서 가장 효과가

좋은 것으로 관찰되었다(Fig. 3A). MMP-13 발현 측정 결

과, CTL80의 100, 200, 300 μg/mL 농도에서 유의적으로 발

현이 감소하는 것으로 나타났으며, 10, 50 μg/mL의 낮은 농

도에서는 아무것도 처리하지 않는 세포와 유의적으로 차이

가 없는 것으로 나타났다. CTL10의 경우 10, 50, 100 μg/mL

농도에서 오히려 MMP-13의 발현이 증가하는 것으로 나타

났으며, H2O2만 처리한 세포와 비교하여 유의적인 차이는

없었다. 이에 비하여 200, 300 μg/mL의 농도에서 유의성 있

게 MMP-13의 발현이 감소하는 것을 확인하였으며, 이는

낮은 농도에서는 연골세포의 보호효과가 미미하며, 일정한
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Fig. 3. Effects of CTL on genetic expression of catabolic fac-
tors (MMPs) in primary cultured cells. A, MMP-7; B, MMP-13.
Data are expressed as mean±SD (n=4/group). Significant differ-
ences were determined by Duncan's multiple range test at p<0.05.

Table 3. Weight gain and food efficiency ratio (FER)

Groups Induced arthritis Weight gain (g)
1)

Food intake (kcal/day) FER
2)

Normal
Control
MTX
CTL10-200
CTL10-500
CTL80-200
CTL80-500

－
＋
＋
＋
＋
＋
＋

229.85±8.86a
207.88±3.17a
193.20±9.31b,c
219.9±6.64c
206.18±8.67c
190.30±7.09c
173.73±4.62c

86.53±9.05a
81.20±9.41a
81.34±10.73a
83.90±5.05a
85.63±4.37a
89.09±8.31a
87.36±6.84a

0.068±0.025
0.075±0.010
0.061±0.049
0.067±0.032
0.062±0.070
0.055±0.022
0.051±0.048

1)
Weight gain (g)=final body weight (g)－initial body weight (g).
2)FER (food efficiency rate)=gain of body weight (g)/ food intake calories (kcal/day)
Data are expressed as mean±SD (n=4/group). Significant differences were determined by Duncan's multiple range test at p<0.05.

         Normal          Control           MTX         CTL10-200      CTL10-500      CTL80-200      CTL80-500

Fig. 4. Histological investigations in knee joints of normal rat and MIA rat with and without CTL treatments. Rats were sacrificed
after 6 week experiment and their knee joints were analyzed for histology after H&E staining.

농도범위에서 연골세포 보호효과가 효과적으로 나타난 것

으로 생각된다(Fig. 3B).

이상의 실험결과를 통해서 꾸지뽕나무의 잎 에탄올 추출

물이 산화적 독성에 의해 증가한 MMPs의 발현을 감소시키

고 연골세포에서 보호효과가 나타나는 것을 확인하였다. 따

라서 꾸지뽕나무 잎에서 관절염 증상을 완화시키고 연골 보

호 및 예방 효능을 지니는 기능성 소재로써 활용가치 및 실

용가능성이 있을 것으로 기대할 수 있다.

실험 기간 중 mouse 체중의 변화 및 식이섭취 효율

총 실험기간 6주 동안 매주 2회 식이섭취량과 체중을 측정

하였으며, 실험 기간 동안 급여한 물과 식이는 자유롭게 섭

취할 수 있도록 공급하였다. 하루 한 마리의 섭취량을 계산

하여 칼로리로 변환 후 식이섭취 효율로 나타내었다. 6주 동

안 rat의 몸무게 변화에서는 Normal 군에 비해 Control 군에

서 유의적으로 몸무게 증가량이 감소한 것으로 나타났고 식

이섭취 효율의 경우 CTL80-500군에서 효율이 감소한 것으

로 나타났으나 그룹 간 유의적인 차이는 없었으며, 이러한

결과로 미루어 볼 때 꾸지뽕잎의 섭취가 몸무게 증가 및 증

상에 영향을 미치지 않았다는 것을 확인하였다(Table 3).

골절염 유발에 따른 골구조의 형태학적 변화

MIA(Sigma-Aldrich) 주입에 의한 골관절염 유발모델에

서 SD rat의 chondrocyte의 metabolism 저해로 인해 뼈의

구조 및 밀도의 양적 변화가 발생하며(25), 이러한 병리학적

변화를 관찰하기 위하여 동물을 희생시킨 후 각 실험군별

동물의 왼쪽 앞발을 micro-CT로 촬영하여 사진과 함께 분

석수치를 제시하였다. Micro-CT 사진으로 관절염 유발에

따른 뼈 조직의 확연한 차이를 구분할 수는 없었으나(Fig.

4), 정상군에 비해 Control 군에서는 발가락 전체의 밀도나

두께가 감소하였음을 관찰할 수 있었다. 양성대조군인 MTX

처리군은 Control 군에 비해 전반적으로 좋은 골 상태를 보

이고 있고, CTL80과 CTL10의 경우도 양성대조군과 비슷한

경향을 나타낸 것으로 관찰되었다. Micro-CT 촬영사진 결

과를 정확하게 판독하기 위하여 정량화한 수치로 분석한 결

과는 Table 4에 나타내었다. BS/BV는 관절염의 유발에 따
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Table 4. Values of architectural and mineralization parameters

Groups Induced arthritis BS/BV
1)
(mm

-1
) BS/TV

2)
(mm

-1
) Tb.Th

3)
(mm) Tb.Sp

4)
(mm)

Normal
Control
MTX
CTL10-200
CTL10-500
CTL80-200
CTL80-500

－
＋
＋
＋
＋
＋
＋

4.59±0.18e
6.87±0.05d
5.41±0.05b
6.36±0.25a
5.96±0.38ac
5.70±0.37bc
6.10±0.24a

4.44±0.06c
6.26±0.54b
5.04±0.30a
5.79±0.23d
5.06±0.31a
4.66±0.03ac
4.49±0.21c

0.96±0.09d
0.56±0.03ab
0.67±0.04c
0.58±0.02ab
0.60±0.02a
0.58±0.03ab
0.72±0.02c

0.07±0.01c
0.09±0.01b
0.07±0.01c
0.12±0.00a
0.09±0.01ab
0.09±0.02b
0.07±0.02c

1)
BS/BV: bone surface area/ bone volume.

2)
BS/TV: bone surface area/ total tissue volume.

3)Tb.Th: trabecular thickness. 4)Tb.Sp: trabecular spacing.
Data are expressed as mean±SD (n=4/group). Significant differences were determined by Duncan's multiple range test at p<0.05.

             Normal        Control          MTX        CTL10-200     CTL10-500     CTL80-200    CTL80-500
Fig. 5. Micro-CT analysis of the hind paws of normal rat and MIA rat with and without CTL treatment. Rats were sacrificed
after 6 week experiment and their hind paws were analyzed for histology after micro-CT. Representative micro-CT photos are shown
for each group.

른 골 표면의 복잡성을 나타내는 것으로 수치가 낮을수록

골 강도가 강한데, 이 값은 Control 군의 49.67%에 비하여

CTL80-200군과 CTL10-500군에서 각각 24.18%, 29.85%로

수치가 유의적으로 감소하였다. 전체 조직에 비례한 골 표면

의 밀도를 나타낸 BS/TV의 측정 결과 역시 CTL10과 CTL

80에서 효과가 나타난 것으로 보이며, 특히 CTL80-200군에

서 Control 군의 40.99%에 비해 36.04%로 수치가 감소하였다.

골 소주끼리의 간격을 나타내는 Tb.Sp는 간격이 좁을수

록 골밀도가 강한 것을 나타내며 실험군 간의 큰 차이는 없

었으나, CTL80-500에서 수치가 감소하여 정상군과 비슷한

값을 보였다.

골 소주 사이의 두께를 나타내는 Tb.Th의 경우 관절염

유발에 따라 두께가 감소하며, 즉 Tb.Th의 값이 증가할수록

건강한 골 상태를 나타낸다. 실험결과, Normal 군 100%에

비해 Control 군에서 값이 58%로 낮아져 관절염의 유발로

인한 골 소주 두께의 감소가 나타났음을 확인하였다. 양성대

조군인 MTX 군에서는 Control 군에 비해 수치가 11%로

유의적으로 증가한 것을 관찰하였으며, CTL80-500에서는

이보다 높은 17%로 샘플 투여에 따른 효과가 나타난 것을

확인하였다.

조직학적 결과

MIA(Sigma-Aldrich) 주입에 의한 골관절염 유발모델에

서 SD rat의 골구조 변화의 특징은 chondrocyte의 metabo-

lism 저해로 인해 연골세포가 사멸되어 연골층의 두께가 얇

아지고 활액의 증식과 염증세포의 침투로 연골표면의 모양

이 비정상적으로 변화한다(26,27). 이러한 조직학적 변화를

관찰하기 위하여 동물을 희생시킨 후 각 실험군별 동물의

연골조직을 H&E 염색을 하여 연골세포와 활액주변 변화를

관찰하였다.

일반적으로 정상적인 관절강에서는 세포의 형태가 둥글

게 나타나는 반면 염증이 유발하여 chondrocytes가 사멸하

는 경우 세포가 작게 밀집하거나 형태를 확인하기 어려운

정도로 침윤되기도 한다(28).

H&E 염색의 결과 Normal 군에 비해 Control 군의 관절강

연골층의 모양이 비정상적으로 변한 것을 볼 수 있으며, 양

성대조군인 MTX는 관절강에도 염증의 병변이 나타나지만

Control 군보다는 양호한 것을 확인할 수 있었다. 특히 CTL

80-200군과 CTL10-500군에서 효과가 가장 높게 나타나는

것을 관찰하였다. 조직학적인 변화도 형태학적인 변화를 관

찰한 결과와 비슷한 양상을 나타냈다(Fig. 5).

이상의 실험결과를 통해서 꾸지뽕나무의 잎 80%와 10%

에탄올 추출물이 hydrogen peroxide에 의한 연골세포 손상

에서 연골보호 효과가 증가되었으며, 약물에 의해 유도된

골관절염 모델에서 연골세포의 손상과 뼈조직의 손상 정도

를 완화시켰음을 확인하였다. 따라서 꾸지뽕나무는 골관절

염에 대한 보호효과뿐만 아니라 예방 효능을 지니는 기능성

소재로써 활용가치 및 실용 가능성이 있을 것으로 기대할

수 있다.
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본 실험에서는 primary culture된 연골세포 in vitro 실험

모델과 MIA로 유발한 골관절염 in vivo 실험모델을 이용하

여 꾸지뽕나무 잎 추출물의 관절염 예방 효과를 확인하였다.

먼저 MTT 시험법을 통해 세포 사용 적정농도를 500 μg/mL

이하로 결정하여 연골세포사멸 억제를 확인하고, 이를 근간

으로 골관절염 동물실험 모델에서 골관절염 예방효과를 확

인하였다. H2O2 처리에 따른 산화적 독성으로 연골세포 사

멸을 유도한 실험에서 꾸지뽕 잎 추출물은 정상세포 수준으

로 사멸을 억제하였으며, 이러한 효과는 CTL80의 200 μg/

mL, CTL10의 300 μg/mL 농도에서 비교적 높게 나타났다.

교원질 합성을 억제하고 분해를 촉진시키는 MMPs(MMP-

7, MMP-13)의 발현을 실시간 정량 PCR로 측정하여 발현

변화를 살펴보았다. 그 결과 앞선 세포실험 결과와 마찬가지

로 CTL80과 CTL10 처리군에서 발현이 유의적으로 낮아졌

음을 살펴볼 수 있었다. 특히 CTL80에서 MMP-7과 MMP-

13의 발현이 농도 유의적으로 감소하였으며, CTL10의 경우

200, 300 μg/mL 농도에서 유의적으로 발현이 감소하는 것을

확인하였다. 세포실험 결과를 바탕으로 동물실험에서의 적

정농도를 결정하였으며, 동물독성실험 결과 이상이 없음을

확인하고 실험을 진행하였다. 이때 세포실험결과 선정된 두

농도(200, 300 μg/mL) 간의 차이가 미미하여 동물실험에 적

용할 경우 비슷한 실험결과가 나타날 것으로 사료되어 두

실험군 간의 결과를 정확히 구분 짓기 위해 200, 500 μg/mL

농도를 선정하여 사용하였다. 골관절염 유발 동물모델을 만

들기 위해 SD rat의 관절강에 MIA를 injection 하였으며,

꾸지뽕 잎 에탄올 추출물 투여에 따른 관절염 예방 효과를

관찰하기 위해 관절염 유발 2주일 전부터 1일 1회 경구투여

를 실시하고, 유발 후 3주간 지속적으로 투여하고 관찰하였

다. 동물 관절의 병리학적 변화를 관찰하기 위하여 Micro-

CT 촬영 및 분석을 실시한 결과 Control 군은 골의 강도와

밀도가 감소한 반면, 양성대조군인 MTX 투여군에서 정상

군과 비슷한 수준으로 회복된 것을 확인하였고, CTL80-200

군과 CTL10-500군에서 Control 군에 비해 유의적으로 수치

가 감소하여 골관절염에 따른 손상이 감소한 것을 확인하였

다. 동물의 관절조직의 H&E 염색을 통한 조직학적인 변화

에서는 골관절염 유발로 연골세포의 손상과 뼈조직의 손상

을 관찰하였으며 관절형태를 알아볼 수 없을 정도로 손상된

것을 확인하였다. 반면 CTL80과 CTL10에서는 관절강 세포

의 형태가 정상군과 비슷한 둥근모양을 띤 양상을 보였으며

연골조직의 형태가 잘 유지되어 Control 군에 비해 꾸지뽕잎

의 투여효과가 나타났음을 관찰하였다. 이상의 결과를 통하

여 꾸지뽕 잎 에탄올 추출물은 높은 항관절염 효과가 있을

것으로 사료되며, 항관절염 효능을 지니는 기능성 소재로써

개발 가능성을 확인하였다.
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