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굴 패각 구연산칼슘이 Papain으로 유도된 골관절염 
C57BL/6J Mice에 미치는 영향
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ABSTRACT This study investigated the effects of calcium citrate on papain-induced osteoarthritis in C57BL/6J mice. 
Osteoarthritis was induced by injecting 6 μL of papain into the knee joints of mice. Calcium citrate was made by 
crushing the centrifuged precipitate after reacting 0.5 M citric acid with 1 kg of oyster shell extract. The mice were 
divided into five groups (n=8). The normal group was untreated, whereas the papain group was induced to have 
osteoarthritis and treated with 200 μL of water per day. The papain+DS group was treated with diclofenac sodium. 
The papain+calcium citrate groups were treated with calcium citrate at 150 and 300 mg/kg/bw for 28 days. Proteoglycan 
contents in articular cartilages were measured by safranin O/fast green staining and hematoxylin & eosin staining. 
Histopathological changes in cartilages were analyzed by the Rudolphi score approach. Contents of pro-inflammatory 
cytokines including TNF-α, IL-1β and IL-6 in plasma, were measured by the ELISA method. Body weights among 
the treated groups were not significantly different compared with that of the normal group. Cartilage loss and joint 
instability in the calcium citrate group improved significantly (P<0.05) in a dose-dependent manner compared with 
the papain group. Further, proteoglycan content of the calcium citrate group was considerably (P<0.05) higher than 
that of the papain group. Osteoarthritis scores in the calcium citrate group were considerably (P<0.05) reduced compared 
with the papain group. In the group treated with calcium citrate, contents of TNF-α, IL-1β and IL-6 in plasma were 
significantly (P<0.05) reduced in a dose-dependent manner in comparison with the normal group. Based on these 
results, we suggest that calcium citrate is effective for treatment of osteoarthritis.
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서   론

골관절염은 관절연골이 닳아 없어지면서 비롯되는 질환

으로 일차적으로 국소적인 퇴행성 변화가 일어나고 이로 인

해 관절 통증, 골극 형성, 근육 위축 및 근력 약화 등의 이차

적인 변화를 초래한다. 특히 체중 부하를 많이 받는 슬관절 

및 고관절, 수지관절, 척추 등에서도 발생하며 여성에게는 

더욱 빈번하게 나타나는 질환이다. 골관절염의 원인은 정확

히 규명되지 않았지만 대사성, 염증성 인자 등이 나이, 성별, 

유전적 인자들과 관련되어 관절연골을 파괴함으로써 골관

절염을 유발하는 것으로 알려져 있다(1,2). 특히 50세 이상

에서 갑자기 발생이 증가하여 60세 이상 노인에서 약 80%, 

75세 이상의 노인에게 약 95% 이상의 높은 발병률을 나타

내는 가장 흔한 골관절계 질환 중 하나이기도 하다(3). 하지

만 노화에 따른 퇴행 현상으로 보는 시각으로 인해 치료나 

질병 관리 면에서 간과되고 있는 실정이다. 이러한 골관절염

의 치료방법에는 체중조절, 운동치료, 약물치료, 수술치료 

등이 있다. 흔히 사용되는 약물치료 방법으로는 스테로이드 

관절 내 주사, 비 스테로이드성 소염진통제 등이 있다(4). 

스테로이드 관절 내 주사는 강력한 항염증 작용이 있지만 

2차 감염, 연골파괴, 전신 부작용 등의 위험이 있어 반복적

으로 사용하는 것을 제한하며(5), 소염진통제를 장기간 사용

하는 경우에는 프로스타글란딘의 합성이 억제되어 신장애, 

위장관 장애 등의 합병증을 초래한다고 알려져 있다(6). 수

술치료의 경우에는 수술 후 관절의 강직, 감염 등의 부작용

이 나타날 수 있어 시술이 제한적으로 이루어진다(7). 이처

럼 골관절염의 적절한 치료법은 아직 미흡한 수준이며 검증

된 과학적 근거가 없는 약물이나 민간요법 등에 의존하는 
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경우가 많은 실정이다(8). 따라서 보다 안전하고 효과적인 

골관절염의 새로운 치료제의 개발이 요구되는 실정이다. 

본 실험의 시료인 구연산칼슘은 구연산의 칼슘염으로 보

존제, 연수제 등의 식품첨가제로 흔히 사용되는 물질이다. 

최근에는 탄산칼슘과 더불어 칼슘보충제의 구성성분으로도 

사용되어 관절염 및 골다공증 예방의 용도로 사용되기도 한

다. 칼슘보충제로 사용되는 칼슘의 종류에는 탄산칼슘

(calcium carbonate), 구연산칼슘(calcium citrate), 젖산 

칼슘(calcium lactate), 글루콘산칼슘(calcium gluconate), 

코랄칼슘(coral calcium), 염화칼슘(calcium chloride), 수

산화칼슘(calcium hydroxide) 등이 있으며, 가장 많이 사용

되는 것은 탄산칼슘과 구연산칼슘이다(9). 그중에서도 구연

산칼슘은 중량당 칼슘의 보유율은 적으나 칼슘의 흡수율이 

탄산칼슘보다 22∼27% 정도 더 높다. 또한 흡수에 위산이 

필요하여 식사 중 또는 식후에 복용해야 하는 탄산칼슘과는 

달리 구연산칼슘은 위산이 필요하지 않으므로 식사와 상관

없이 복용할 수 있다(10). 이러한 장점들을 근거로 하여 본 

실험에서는 구연산칼슘을 사용하였다. 선행연구에서 구연

산칼슘이 폐경기 여성의 골다공증 위험도를 알 수 있는 골흡

수 표지자를 낮췄다는 결과가 밝혀져 골다공증에는 효과가 

있음을 증명하였다(11). 또한 구연산의 동물모델에서의 염

증세포 감소 작용(12), 구연산이 변형된 형태인 구연산염의 

염증 사이토카인 발현 억제 작용(13) 등 구연산의 항염증에 

관한 연구 등은 시행되었으나 구연산칼슘의 항염증 효과에 

대한 연구는 현재 부족한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 

papain으로 유도된 골관절염 C57BL/6J 마우스를 사용하여 

구연산칼슘의 골관절염 완화 효과를 밝히고자 하였다. 

재료 및 방법

시료의 제조

본 실험에 사용한 구연산칼슘은 굴 패각으로부터 제조하

였다. 굴 패각은 경남 통영시 (주)덕연수산에서 굴 패각시료

를 구입하여 사용하였다. 굴 패각은 세척하여 60°C에서 24

시간 건조기(VS-1202D3, Vision Scientific Co., Ltd., Dae-

jeon, Korea)에서 건조하여 핀밀(HK-50, Powder Tech-

nology & System Engineering Co., Incheon, Korea)로 

100 mesh 크기로 굴 패각 분말을 제조하였다. 구연산칼슘 

제조를 위하여 100 mesh로 분쇄된 굴 패각 분말 1 kg에 

0.5 M 구연산(Daejung Chemicals & Metals Co., Ltd., 

Gyeonggi, Korea)을 30°C에서 12시간 반응시킨 후 원심분

리기(VS-24SMT, Vision Scientific Co., Ltd.)를 사용하여 

4°C 8,000 rpm에서 20분간 원심분리 하였다. 침전물을 회

수하여 60°C에서 24시간 동안 건조한 후 핀밀로 400 mesh 

크기로 분쇄하여 실험에 사용하였다. 구연산칼슘의 순도 검

증을 위해 식품첨가물 공전의 방법(14)에 따라 원자흡광분

광광도계(AA-6300, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 사용

하여 분석한 결과 3회 평균 0.0906±0.001로 측정되었으며 

표준 흡광도와 비교해본 결과 순도 98.48%의 구연산칼슘을 

회수하였으며, 이것을 본 실험에 사용하였다.

실험동물

8주령의 골관절염 동물 모델인 C57BL/6J mouse 40마리

를 (주)중앙실험동물(Seoul, Korea)에서 구입하여 1주일간 

일반식이로 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 사육실의 온도 

및 습도는 20±2°C, 50±10%로 유지하고, 명암은 12시간 

간격으로 점등 및 소등하며 07:00∼19:00에 불을 켜둔다. 

실험기간 동안 사료(Orientbio Seoul, Korea)와 음수는 자

유로이 섭취할 수 있도록 하였다. 본 연구계획은 부산대학교 

동물실험윤리위원회의 승인(PNU-2013-0413)을 받았다.

실험군의 분류 및 골관절염 유발

실험동물을 실험환경에 일주일간 적응시킨 후 체중을 측

정하여 각 군당 체중이 고르게 8마리씩 배정하였다. 정상군

은 우측 슬관절강에 생리식염수 6 μL 주사하고 28일간 1일 

1회 생리식염수 0.2 mL씩 경구 투여하였다. 대조군, 약물투

여군, 샘플 투여군은 우측 슬관절강에 papain 6 μL를 주사

하여 골관절염을 유발 후 대조군은 생리식염수를, 약물투여

군은 diclofenac sodium(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, 

MO, USA) 2 mg/kg/bw를, 구연산칼슘 투여군의 경우 150, 

300 mg/kg/bw를 28일 동안 매일 1회 정해진 시간에 경구 

투여하였다. 

골관절염은 papain(type Ⅳ, double crystallized, 15 

units/mg, Sigma-Aldrich Co.)은 농도가 1.0%(w/v)가 되

도록 조정하여 papain이 활성화되도록 0.03 M L-cystein 

HCl(Sigma-Aldrich Co.)을 보충한 다음 슬개골 인대를 통

과하여 우측 슬관절강에 6 μL를 투여하여 골관절염을 유발

시켰다. Papain 용액은 투여 전 0.2 μm syringe filter에 

통과시켜 박테리아를 제거하였다.

체중의 측정

실험개시일, 7, 14, 21, 28일에 모든 개체의 체중을 전자

저울(KB-500, Kyung-in Ind., Gyeonggi, Korea)을 이용

하여 g 단위로 측정하였다.

표본의 처리

실험 종료일에 모든 개체를 ether로 가볍게 마취시켜 심

장 채혈하고, 혈액을 원심분리기(Union 32R Plus, Hanil 

Science Ind Co., Ltd, Incheon, Korea)를 사용하여 2,600 

rpm으로 15분간 원심분리 하여 혈청을 분리하였다. 심장 

채혈 직후에 우측 고관절 및 족근관절을 분리하여 슬관절 

부위가 손상되지 않도록 적출하였다. 우측 슬관절의 경골은 

10% 중성 포르말린액에 24시간 고정한 후 관절의 육안 관

찰 및 병리학적 관찰에 사용하였다. 경골 근위단의 관절 표

면이 노출되도록 주위 조직을 세밀하게 제거한 후 safranin 

O 염색에 사용하였다.
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Table 1. Criteria for histopathological score of osteoarthritic lesions
Matrix structure    Cellularity

0
1
3
6
8

Normal
Surface irregularities
Superficial fibrillation
Clefts in deep zone
Massive loss of cartilage

0
2
5
8

Normal
Reduced
Strongly reduced
Total loss of cartilage and cells

Subchondral bone Synovial membrane
0
3
8

Normal
Remodeling processes
Thickening, strong sclerosis

0
3
5
8

Normal
Mild hyperplasia
Severe hyperplasia
Hyperplasia with infiltration of inflammatory cells

Table 2. Effects of calcium citrate treatment on the body weights of papain-induced osteoarthritic mice

Group
Body weights (g)

0 day 7 days 14 days 21 days 28 days
Normal
Papain 
Papain+DS 
Papain+Ca-citrate (150)
Papain+Ca-citrate (300)

23.56±1.28NS

23.72±1.20
22.93±0.73
23.02±0.41
24.28±1.14

24.98±1.70
25.07±1.31
24.13±0.63
25.18±1.11
25.98±1.58

25.24±1.38
25.20±1.49
24.07±0.68
25.08±1.03
25.92±1.85

25.24±1.22
25.28±1.05
24.38±1.14
25.44±0.88
25.73±1.24

25.52±1.19
25.36±1.16
24.65±1.00
25.64±0.85
25.92±1.31

Each value is expressed as mean±SD (n=8). 
Normal: saline injected and treated with water group. Papain: papain injected and treated with water group. Papain+DS: papain
injected and treated with diclofenac sodium (2 mg/kg/bw) group. Papain+Ca-citrate (150): papain injected and treated with Papain+
Ca-citrate (150 mg/kg/bw) group. Papain+Ca-citrate (300): papain injected and treated with Papain+Ca-citrate (300 mg/kg/bw) group.
NS: not significant. 

혈액 내 사이토카인 함량 측정

혈액 내 tumor necrosis factor-α(TNF-α), interleukin- 

1β(IL-1β), interleukin-6(IL-6)의 함량을 각각 enzyme- 

linked immunosorbent assay kit(Komabiotech, Seoul, 

Korea)를 사용하여 측정하였다.

관절연골의 proteoglycan 함유율 평가

채취한 슬관절은 10% formalin에 24시간 고정하고 그 

후 파라핀 포매 전 10% formic acid로 72시간 동안 탈회하

였다. 탈회된 경골 근위단의 정중 관상단면을 만들고 일반적

인 조직 처리 과정을 거쳐 파라핀 포매하고 5 μm 두께로 

박절하여 슬라이드에 부착시켰다. 경골 근위단 관절연골 내

의 proteoglycan 변성을 확인하기 위하여 박절편된 표면을 

safranin O 및 hematoxylin 대조염색을 실시하였다. 칼라

영상분석기(Media Cybernetics, Image-ProPlusm, Rock- 

ville, MD, USA)를 이용하여 모든 관절연골에서의 평균 투

과도를 측정하였다. 정상군에서 측정된 평균 투과도의 평균

을 100%로 설정하고 대조군, 약물 투여군, 샘플 투여군의 

투과도를 환산하여 proteoglycan 함유율을 평가하였다.

병리조직학적 관찰 및 골관절염 지수의 평가

대퇴골 및 경골의 내측과(medial condyle) 관절면과 슬

관절낭이 포함되도록 슬관절 시상단면을 만들고 일반적인 

조직 처리 과정을 거쳐 파라핀 포매하여 5 μm 두께로 박절

하여 슬라이드에 부착시켰다. 슬관절 박절편을 hematox-

ylin과 eosin(H&E) 및 safranin O-fast green으로 염색하

고 광학 현미경으로 관절연골 및 활막의 병리조직학적 변화

를 관찰하였다. 골관절염 지수는 관절연골 및 활막에서 관찰

된 병리조직학적 병변을 Rudolphi 등(15)의 방법에 준하여 

계수화 하였다(Table 1).

통계분석

대조군과 각 시료들로부터 얻은 실험 결과들은 mean± 

SD로 표시하였고, 각 시료 간의 유의성은 one-way ANOVA 

(analysis of variance)로 사전 검증한 후 Duncan's multi-

ple range test에 의해 사후 검정하였다.

  

결   과

체중 변화

실험기간 동안 마우스의 체중 변화를 Table 2에 나타내

었다. Papain 투여군, DS 및 구연산칼슘 처치군은 실험기간 

동안 정상군과 비교하여 유의적 차이를 나타내지 않았으며, 

papain 투여로 인한 마우스 간의 체중 변화는 없는 것을 확

인할 수 있었다. 

혈액 내 사이토카인 변화

Papain 주입에 의해 관절염이 유발된 동물에서 다량 생성
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Fig. 1. Effects of calcium citrate on the TNF-α contents in plas-
ma of papain-induced osteoarthritic mice. Each value is expre-
ssed as mean±SD (n=8). Values with different letters above the
bars are significantly different at P<0.05 as analyzed by Dun-
can's multiple range test. Groups are the same as in Table 2.
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Fig. 2. Effects of calcium citrate on the interleukin-1β contents
in plasma of papain-induced osteoarthritic mice. Each value is
expressed as mean±SD (n=8). Values with different letters above
the bars are significantly different at P<0.05 as analyzed by Dun-
can's multiple range test. Groups are the same as in Table 2.
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Fig. 3. Effects of calcium citrate on the interleukin-6 contents 
in plasma of papain-induced osteoarthritic mice. Each value is
expressed as mean±SD (n=8). Values with different letters above
the bars are significantly different at P<0.05 as analyzed by Dun-
can's multiple range test. Groups are the same as in Table 2.

Table 3. Effects of calcium citrate treatment on the proteoglycan
contents in articular cartilages of papain-induced osteoarthritic 
mice

        Group1) Proteoglycan
contents (%)

Normal
Papain
Papain+DS
Papain+Calcium citrate (150)
Papain+Calcium citrate (300)

100.00±4.51a2)

 46.51±3.02e

 87.24±5.31b

 68.46±3.52d

 77.41±6.03c

1)Groups are the same as in Table 2.
2)Each value is expressed as mean±SD (n=8). Values with differ-
ent letters are significantly different at P<0.05 as analyzed by 
Duncan's multiple range test.

되는 염증 사이토카인인 TNF-α, IL-1β, IL-6에 대한 구연

산칼슘의 효과를 측정하기 위하여 ELISA 방법으로 측정하

였다. 

혈액 내 TNF-α의 함량은 papain 투여군이 정상군에 비

해서 유의성 있게 높았으며, DS 및 구연산칼슘 투여군은 

papain 투여 대조군에 비해서 유의성 있게 낮았다. 구연산칼

슘-300 투여군이 구연산칼슘-150 투여군에 비해 낮게 나

타났지만 유의성은 없었다(Fig. 1).

혈액 내 IL-1β 함량은 papain 투여군이 정상군에 비해서 

유의성 있게 높았으며, DS 및 구연산칼슘 처치군은 papain 

투여군에 비해서 유의성(P<0.05) 있게 낮았다. 구연산칼슘 

처치군 간의 유의성은 없었으나 구연산칼슘-300 처치군이 

구연산칼슘-150 처치군에 비해 낮았다(Fig. 2).

혈액 내 IL-6의 함량은 papain 투여군이 정상군에 비해서 

유의성 있게 높았다. DS 및 구연산칼슘 처치군이 papain 

투여군에 비해서 유의성 있게 낮았다. 구연산칼슘-300 처

치군이 구연산칼슘-150 처치군에 비해 IL-6 함량이 낮게 

나타났지만 유의성은 없었다(Fig. 3).

관절연골의 proteoglycan 함유율

실험 종료 후 safranin O 염색을 실시하여 관찰한 결과는 

Fig. 4와 같다. 정상군의 관절연골은 전 층이 짙은 적색으로 

염색되어 proteoglycan의 함량이 풍부한 것을 확인할 수 

있다. 그에 비해 papain 투여 대조군은 정상군과 비교하였을 

때 훨씬 엷게 염색되거나 거의 염색이 되지 않아 proteo-

glycan의 손실이 많음을 알 수 있다. DS 처치군은 정상군보

다는 엷지만 papain 투여군보다는 진하게 염색되어 있어 

proteoglycan의 함량이 회복되었음을 알 수 있다. 구연산칼

슘 처치군의 경우 정상군과 비교 시에는 관절연골의 염색 

범위가 감소하였으나, papain 투여 대조군과 비교 시에는 

보다 짙은 적색으로 염색되어 DS 처치군처럼 proteoglycan

의 함량이 회복됨을 관찰할 수 있었다. 특히 구연산칼슘

-300 처치군이 구연산칼슘-150 처치군보다 좀 더 진하게 

염색된 것을 확인할 수 있었다.

각 군에서 칼라영상분석기를 통해 측정한 safranin O 염

색 정도를 관절연골 내 proteoglycan 함유율로 평가하였으

며 그 결과는 Table 3에 나타내었다. Proteoglycan 함유율

은 papain 투여 대조군이 정상군에 비하여 유의성(P<0.05) 

있게 낮았으며, DS 처치군은 papain 투여 대조군에 비해 
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Fig. 4. Safranin O stain intensity of articular cartilage of tibial platues. (A) Stain intensity of red color increased in proportion 
to proteoglycan content. (B) The red color disappeared in most of articular cartilage. (C) The red color remained in periphery of 
necrotic area with papain+DS group. (D) Proteoglycan contents in articular cartilages of the Ca-citrate 150 treated group were 
increased compared with papain group. (E) Proteoglycan contents in articular cartilages of the Ca-citrate 300 treated group were 
increased compared with Ca-citrate 150 group or papain group.

유의성(P<0.05) 있게 높았다. 구연산칼슘 처치군 역시 pa-

pain 투여 대조군에 비해 proteoglycan 함유율이 유의하게

(P<0.05) 높았으며, 구연산칼슘-300 처치군이 구연산칼슘

-150 처치군보다 높았다. 

병리조직학적 소견

본 연구에서는 papain으로 유도된 골관절염에 구연산칼

슘이 미치는 영향을 확인하기 위하여 동물을 희생시킨 후 

동물의 관절조직을 H&E 염색을 하여 연골세포와 활액 주변 

변화를 관찰하였고, 그 결과는 Fig. 5와 같다. 

정상군은 모든 개체의 슬관절을 구성하는 대퇴골 및 경골

의 관절연골이 정상적인 구조를 유지하고 있었고 관절낭의 

활막도 활막세포로 피복된 정상적인 상태를 유지하고 있었

으며, 퇴행성 변화를 관찰할 수 없었다. Papain 투여군에서

는 모든 개체에서 관절연골의 퇴행성 변화가 관찰되었다. 

슬관절을 구성하는 대퇴골 및 경골의 관절연골이 변성 및 

괴사되었으며, 연골 내 존재하는 연골세포의 손실도 관찰되

었다. 또한 대부분의 연골층이 탈락되어 연골하 골조직이 

노출되어 있거나 연골세포의 윤곽이 사라졌다. 연골층 탈락

으로 관절강 내로 노출되어 있는 연골하 골조직은 파골세포

의 활성으로 인한 골조직 침습 및 섬유조직의 증식이 관찰되

었다. DS 처치군은 연골의 표층에서 연골 및 연골세포의 

탈락이 관찰되었으나 변성 괴사된 관절연골의 범위가 감소

되어 있었다. Papain 투여군과 비교하였을 때 염증세포의 

침윤과 활막의 비후가 억제되었으며 관절면의 연골손실이 

적은 것을 관찰할 수 있었다. 

구연산칼슘 처치군에서 슬관절을 구성하는 관절연골의 

병리조직학적 병변은 관절연골의 변성 및 괴사된 범위가 

papain 투여군에 비해 감소되어 있었다. 또한 활막세포의 

증식으로 인한 활막의 비후 정도도 억제된 것을 관찰할 수 

있었다. 구연산칼슘-300 처치군은 구연산칼슘-150 처치군

보다 관절연골의 표층에서 연골 및 연골세포의 탈락이 적게 

관찰되었으며, 연골 내 존재하는 연골세포의 손실도 적게 

관찰되었다.

Rudolphi 등(15)의 방법에 준하여 계수화한 골관절염 지

수의 결과는 Table 4와 같다. Papain 투여 대조군의 골관절

염 지수가 유의성 있게 가장 높았으며, DS 및 구연산칼슘 

투여군은 papain 투여 대조군에 비해 골관절염 지수가 유의

성 있게 낮았다. 특히 구연산칼슘-300 투여군이 구연산칼

슘-150 투여군보다 골관절염 지수가 낮았지만 유의적 차이

는 없었다. 

  

고   찰

골관절염은 물리적인 힘, 생화학적 요인, 유전 등 여러 

요인에 의한 지속적인 관절연골 손상으로 관절 간격의 감소, 

연골하 골의 퇴행성 변화를 유발하는 질환으로 통증, 관절 

변형, 기능 약화를 일으키는 만성질환이며, 퇴행성 관절염 

또는 퇴행성 관절질환이라고도 한다(16). 골관절염의 병태

생리에는 여러 주장과 가설들이 있지만 크게 두 가지로 설명



굴 패각 구연산칼슘의 골관절염 효과 1515

                   A                            B

Normal

     

Papain

    C                            D                            E

Papain+DS

     

Papain+Calcium citrate (150)

     

Papain+Calcium citrate (300)

Fig. 5. Microphotograph of articular structure of knee joint. (A) In normal group, articular cartilages (*) are well developed. (B) 
In papain group, most of articular cartilage was degenerated and desquamated. (C) In papain+DS group, most of articular cartilages
(*) are degenerated and appeared homogeneous, but chondrocytes in periphery of degenerated area are remained. (D) In papain+Ca-cit-
rate 150 group, most of articular cartilages (*) are degenerated, and appeared homogeneous. But chondrocytes are remained. (E)
In papain+Ca-citrate 300 group, most of articular cartilages (*) are degenerated, and appeared homogeneous. But many of chondrocytes
are remained. And proliferation of synovial cell layer is more mild than papain group.

Table 4. Effects of calcium citrate on the histopathological osteoarthritic scores of the knee joints of papain-induced osteoarthritic 
mice

         Group1) Matrix structure Cellularity Subchondral bone Synovial membrane Sum of 
osteoarthritic score

Papain
Papain+DS
Papain+Calcium citrate (150)
Papain+Calcium citrate (300)

5.3
2.5
4.8
4.6

5.0
2.3
3.2
2.4

4.4
1.2
2.7
2.6

5.4
1.6
3.4
3.0

20.1±4.68a2)

 7.6±3.12b

14.1±5.11ab

12.6±4.62ab

1)Groups are the same as in Table 2.
2)Each value is expressed as mean±SD (n=8). Values with different letters are significantly different at P<0.05 as analyzed by Duncan's 

multiple range test.

할 수 있다. 첫 번째는 연골기질의 손상과 변화이고, 두 번째

는 조직의 손상에 의한 연골세포의 감소이다. 여러 기계적인 

자극이나 염증으로 인한 효소반응, 대사의 변화 등으로 손상

이 시작되어 기질 고분자의 격자가 파괴되고 수분함량의 변

화가 일어난다. 연골세포가 조직손상이나 변화를 감지하게 

되면 동화 및 이화작용이 증가되어 주로 IL-1β 및 TNF-α

와 같은 cytokine에 의해 이뤄지는 파괴와 재형성 과정이 

일어나게 된다. 이러한 점진적인 관절연골의 소실과 세포사

멸에 의해 골관절염의 진행이 촉진된다(17). 최근 감초부자

탕, 부자탕, 가감소속명탕 등의 한약 재료와 봉독 등 다양한 

재료를 이용한 골관절염에 대한 실험적 연구들이 많이 시행

되었으나(18-20), 기능성 소재를 이용한 연구는 미비한 실

정이다. 

칼슘보충제의 종류에는 여러 가지가 있으며 그중에서도 

탄산칼슘과 구연산칼슘이 가장 많이 쓰인다. 특히 구연산칼

슘은 흡수율이 탄산칼슘에 비해 22∼27%가 높으며, 흡수 

시에 위산을 필요로 하지 않아 식사와 관계없이 복용 가능하

다는 장점을 가지고 있다(10). 

이에 본 연구에서는 기능성 소재인 구연산칼슘을 사용하

여 골관절염에 대한 효과를 알아보고자 동물 모델 C57BL/ 

6J 생쥐의 슬관절강 내에 papain을 투여하여 골관절염을 유

발한 후, 구연산칼슘을 경구 투여하여 연골의 변성, 염증 형

성 정도 등의 변화를 관찰하였다. 본 연구에 사용된 단백분

해효소인 papain은 관절연골 기질의 당단백질 복합체로부

터 콘드로이틴황산을 분비함으로써 골관절염을 야기하는 

물질로(21), 동물을 대상으로 한 골관절염 유도 실험에서 

조직병리학적 양상이 사람의 골관절염과 유사하다고 보고

되어 흔히 사용되는 방법이다(22,23). 



1516 최은영 ․김학주 ․한지숙

골관절염은 여러 요인에 의한 기계적인 자극이나 염증으

로 인해 연골기질이 손상되거나 변화로 시작되어 이에 대한 

연골세포의 반응으로 사이토카인이 작용하여 동화 및 이화

작용이 나타난다(24). 특히 이화작용이 증가하여 관절 기질

의 주요 요소인 proteoglycan의 합성과 분해의 균형이 깨져 

발생하게 된다(25,26). TNF-α, IL-1β, IL-6 등은 관절염 

진행과정에 관여하는 대표적인 사이토카인이며 특히 IL- 1

β와 TNF-α는 앞서 말한 proteoglycan의 이화작용에 관여

하는 사이토카인이다(27). 

TNF-α는 IL-1β, IL-6 등과 같은 하위염증매개물질의 

생성을 유발하여 염증을 증폭시키고 활막세포의 증식을 증

가시켜(28) proteoglycan의 소실을 증가시키거나 재합성

을 억제함으로써 관절연골을 손상시키고 골관절염의 진행

을 일으킨다(29). IL-1β는 연골세포, 활액, 활막세포 등으

로부터 기질금속 단백분해효소를 생성하고 분비시켜 연골

기질의 고분자를 파괴시키고 증상 발현에 큰 역할을 하는 

prostaglandin E2의 생성을 촉진시켜 proteoglycan의 소실

을 증가시키고 재합성을 억제하게 한다(25,30). IL-6는 

IL-1β와 TNF-α에 의해 분비가 촉진되어 골관절의 염증반

응에 주된 매개 작용을 하고, 손상된 관절의 관절액에서 활

성도가 증가하여 골관절염의 활성도와 관련이 있다(31). 본 

연구에서 혈액 내 TNF-α, IL-1β, IL-6의 함량은 papain 

투여 대조군이 정상군에 비해 유의적으로 증가하였으며 약

물 및 구연산칼슘 투여군은 대조군보다 유의적으로 낮게 나

타났다. 이는 구연산칼슘 투여로 인해 TNF-α, IL-1β, IL-6

의 활성이 억제되어 골관절염의 진행이 억제된 것으로 생각

된다. 

관절연골은 collagen과 proteoglycan으로 구성된다. 

Collagen은 무정형의 세포 사이 물질인 chondroitin sul-

fate, keratin sulfate, hyaluronic acid 등과 같은 glyco-

saminoglycan(GAG)에 의해 둘러싸여 결합되어 있다. 이들 

GAG가 중심단백질과 결합하여 proteoglycan을 형성한다. 

Proteoglycan은 충격 흡수 물질로써 조직의 섬유 성분 및 

세포 성분을 보호하며, 조직 표면에 가해지는 압박을 견딜 

수 있는 탄성을 가지게 하여 생체역학적인 용수철로도 작용

한다. 또한 연골세포에 영양공급을 하게 되며, proteogly-

can membrane을 형성하여 관절면을 보호하는 등 관절을 

정상적으로 유지하게 된다(32,33). 그러나 연골에 기계적 

과부하가 가해지면 proteoglycan의 합성율이 떨어지고 기

질 내 대사성 산물들은 증가하여 연골의 전 층이 손실되는 

골관절염이 초래된다(34). 본 연구에서 측정한 관절연골의 

proteoglycan의 함유율은 구연산칼슘 투여군이 대조군에 

비해 유의성 있게 높았으며, safranin O 염색을 통해 관찰한 

육안적인 관절연골의 변성 정도에서도 대조군에 비해 구연

산칼슘 투여군이 더 진하게 염색되어 proteoglycan의 함량

에 차이가 있음을 알 수 있었다. 따라서 구연산칼슘의 투여

가 골관절염의 진행에서 관절연골 내 proteoglycan의 파괴

를 억제하는 것으로 사료된다.

전통적인 병리 조직 소견 판독법은 hematoxylin과 eosin 

색소(H&E)를 이용하여 염색한 표본에 광학 현미경을 이용

하여 관찰하는 방식이다. 이 방법에서 hematoxylin 색소는 

형태학적 특징을 파악하게 해주고, eosin 색소는 조직 특성

에 따라 미세한 염색 정도의 차이를 구분할 수 있게 해줌으

로써 일상적인 조직 소견 판독에 충분한 형태학적 변별력을 

제공한다(35,36). 본 연구에서 H&E 염색법을 이용해 관찰

한 결과, 구연산칼슘 투여군에서 관절연골의 파괴와 골 침식 

등 연골의 변성 괴사된 범위가 감소되거나 활막의 비후 정도

가 억제되는 등 약물 투여군과 유사한 것으로 보아 구연산칼

슘이 골관절염 치료에 효과가 있는 것을 확인할 수 있었다. 

이전 연구에서 Kang 등(37)에 의하면 calcium gluconate가 

수술로 유도된 골관절염 모델에서 조직, 병리학적 변화를 

억제한다는 것이 보고되었으며, 이는 calcium gluconate의 

항염증 특성 때문이라고 보고하였다. 

이상의 실험 결과를 통해서 구연산칼슘 투여가 papain으

로 유도된 골관절염 동물모델에서 연골파괴와 활막 주변의 

proteoglycan의 파괴를 억제하고, TNF-α, IL-1β, IL-6 등

의 염증성 사이토카인의 생성을 억제하는 등 유의한 효과가 

있음을 알 수 있다. 따라서 추후 구연산칼슘의 항염증 효과 

및 작용기전에 대한 연구와 더불어 임상적인 연구가 이루어

진다면 골관절염의 치료에 구연산칼슘이 활용될 수 있을 것

으로 사료된다. 

요   약

본 연구에서는 구연산칼슘 투여가 papain으로 유도된 골관

절염 동물모델에 미치는 영향을 살펴보았다. 8주령의 C57 

BL/6J 마우스의 우측 슬관절강에 papain 6 μL를 투여하여 

골관절염을 유발하였다. 실험군은 각 군당 8마리씩 체중이 

고르게 배정하여 총 5군으로 나누었다. 정상군은 우측 슬관

절강에 생리식염수 6 μL를 주사하였고, 대조군, 약물투여

군, 구연산칼슘 투여군은 papain 6 μL로 골관절염을 유발하

였다. 정상군과 대조군은 0.2 mL의 생리식염수를, 약물투여

군은 diclofenac sodium 2 mg/kg/bw를, 구연산칼슘 투여

군은 150, 300 mg/kg/bw를 28일간 1일 매일 정해진 시간

에 1회 경구 투여하였다. 실험기간 동안 체중을 측정하였으

며, 실험 종료일에는 부검하여 슬관절의 병리조직학적 관찰

을 하였고 관절연골 내 proteoglycan 함유율, 골관절염 지

수의 변화, 혈액 내 TNF-α, IL-1β, IL-6 함량을 측정하였

다. 체중은 실험기간 동안 모든 개체 간의 유의적인 차이는 

없었다. 혈액 내 TNF-α, IL-1β, IL-6 함량은 papain 투여 

대조군이 정상군에 비해 유의적으로 증가하였으며 약물 및 

구연산칼슘 투여군은 대조군보다 유의성 있게 낮았다. 관절

연골 내 proteoglycan의 함유율은 약물 및 구연산칼슘 투여

군이 papain 투여 대조군보다 유의성 있게 높았다. Hemato-

xylin과 eosin 염색 관찰 결과, 골관절염이 유발된 마우스에 

구연산칼슘을 경구 투여하였더니 관절연골의 파괴와 골 침
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식 등 연골의 변성이 약물 투여군과 유사하게 나타났다. 이

와 같은 결과는 구연산칼슘이 papain으로 유도된 골관절염

에서 연골의 변성을 줄이고 염증을 억제함으로써 골관절염 

치료에 효과가 있은 것으로 사료되며, 추후 더 자세한 연구

가 필요하다.
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