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Objectives  The object of this study was to assess the effect of Gyejibokryunghwan 

(GBH) on anti-oxidant and anti-inflammatory activities in RAW 264.7 cells and on fac-

tors associated with fracture union in tibia-fractured rats.

Methods  The 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) radical scavenging activity was 

measured to assess anti-oxidant activity. The production of nitric oxide (NO), inter-

leukin-6 (IL-6), interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in the 

RAW 264.7 cells were measured to assess anti-inflammatory activity. The production 

of osteocalcin, calcitonin, carboxy-terminal telepeptides of type II collagen (CTXⅡ), 

transforming growth factor-β (TGF-β), bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) in 

serum of tibia-fractured rats were measured to assess the effects of fracture union. 

X-rays were taken every two weeks from 0 to 4th week to assess fracture union effect.

Results  DPPH radical scavenging activity of GBH was increased according to concen-

tration of GBH in RAW 264.7 cell. NO, prostaglandin E2 (PGE2), IL-6, IL-1β and TNF-α 

were significantly decreased, indicating anti-inflammatory effect. Osteocalcin, calci-

tonin, TGF-β were significantly increased in the experimental groups. CTXⅡ was sig-

nificantly decreased in the experimental groups. BMP-2 was not significantly changed 

in the experimental groups. The X-ray showed that the experimental group has better 

healing effects on tibia-fractured rats than control group.

Conclusions  From above result, GBH has an effect on anti-oxidant, anti-inflammatory 

activities in RAW 264.7 cells. GBH showed significant results in factors related with 

fracture union and radiologic examination. In conclusion, GBH can help fracture union 

and it well be expected to be used actively in clinics. (J Korean Med Rehabil 2019; 

29(4):1-14)
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서론»»»

골절은 뼈에 가해지는 과도한 힘으로 인하여 뼈의 연

속성이 일부 혹은 전체에서 상실된 것을 말하며 대개 

주위의 연부조직 손상을 동반한다1). 골절이 발생하면 

보통 통증과 압통, 종창, 기능장애 등의 국소증상이 나

타나며 심할 경우 호흡곤란, 쇼크 등의 전신증상이 나

타날 수 있다2).

골절은 손상 정도, 합병증의 유무, 손상 부위 등에 따

라 수술적 치료 혹은 보존적 치료로 구분하여 치료하게 

된다3). 골절 치료의 궁극적인 목표는 골 유합을 유도하

여 통증을 완화시키고, 기능을 회복시켜 본래의 생활로 
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Herb name Pharmacognostic name Amount (g)

Poria cocos Wolf Poria cocos  6

Paeonia suffruticosa 

Andrews

Moutan cortex  6

Prunus persica Persicae semen  6

Cinnamomum cassia 

Presl

Cinnamomi ramulus  6

Paeonia lactiflora Pallas Paeoniae radix  6

Total 30

Table Ⅰ. The Compositions of Gyejibokryunghwan Extracts

복귀시키는 것이다1).

골절의 치유 과정은 보통 세 단계로 나누어 설명하는

데 이는 염증기, 복원기, 재형성기이다4). 이 과정에서 적

절한 치료가 이루어지지 않을 경우 지연유합, 불유합, 관

절변형, 외상성 관절염 등의 합병증이 유발될 수 있어 최

적의 치료 계획을 세우는 것은 매우 중요하다2).

골절의 한의학적 치료는 초기에 攻下逐瘀, 行氣消瘀, 淸熱

凉血하며 중기에 和營生新, 接骨續筋, 舒筋活絡하고 후기에 

補氣養血, 調理脾胃, 補益肝腎하는 치법을 활용하며, 瘀血이

라는 병적 개념을 도입하여 치료한다5).

桂枝茯苓丸은 張仲景의 ≪金匱要略≫에 처음 수록된 처방

으로 桂枝, 茯苓, 牧丹皮, 桃仁, 赤芍藥으로 구성되어 있

으며 하복부 瘀血로 인한 婦人의 癥病을 치료하며6), 근

래에 와서 남녀를 불문하고 瘀血 및 그로 인해 유발된 癥

瘕 등의 병증에 활용되고 있다7). 현재까지 계지복령환

과 관련하여 시행된 연구는 자궁경부암7), 자궁근종8), 

배란장애9), 동맥경화10), 혈전증11), 간암12), 비알콜성 간

염13) 등 대부분 부인과 질환, 심혈관 질환 및 간장 질환 

위주로 진행되어 왔다. 최근에는 피부봉합 후의 상처14), 

근육타박상15) 등과 같은 외상으로 인한 瘀血證에 대한 

효과를 알아보는 연구로 범위가 넓어지고 있으나 골절 

치료에 관한 연구는 미진한 실정이다.

이에 저자는 계지복령환이 瘀血에 의한 골절 초기 치

료에 미치는 영향을 확인하고자 RAW 264.7 cell에서 

계지복령환의 항산화 및 항염 효과를 살펴보았다. 또한 

경골 골절을 유발시킨 Sprague Dawley rat (SD rat)에 

계지복령환을 투여한 후 골절유합 관련 인자 및 방사선 

검사를 시행하여 유의한 성적을 얻었기에 보고하는 바

이다.

재료 및 방법»»»

1. 재료

1) 세포

RAW 264.7 cell은 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 

구입 후 사용하였다.

2) 약재

본 실험에 사용한 계지복령환(Gyejibokryunghwan, GBH)

은 ㈜옴니허브(Daegu, Korea)에서 구입하였고, 처방의 

구성은 ≪東醫寶鑑≫16)에 근거하였다. 구성 약재와 분량

(1첩)은 Table I과 같다.

3) 동물 및 사료

실험동물로 5주령의 수컷 SD rat (120~130 g)을 샘타

코 BIO KOREA (Osan, Korea)로부터 공급받은 후 실험 

당일까지 고형사료(Purina, Seongnam, Korea)와 물을 충

분히 공급하며 온도는 22±2℃로 습도는 55±15%로 유

지하여, 12시간-12시간(light-dark cycle) 환경에서 2주

간 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 적응 후 실험 시작

일에 재측정한 SD rat의 체중은 162~172 g이었다. 본 

연구의 동물 실험에 관한 모든 사항은 세명대학교 동물

실험윤리위원회의 승인을 받은 후 진행하였다(승인번

호: smecae 18-12-01).

4) 시약

시약은 isopropanol (Sigma Co., Cookstown, NJ, USA), 

ethyl ether (Sigma Co.), Dulbecco's modified eagle's me-

dium (DMEM; Gibco BRL Co., New York, NY, USA), 

Dulbecco's phosphate buffered saline (Welgene, Gyeongsan, 

Korea), fetal bovine serum (FBS; Invitrogen Co., Carlsbad, 

CA, USA), dimethyl sulfoxide (Sigma Co.), lipopolysaccharide 

(LPS; Sigma Co.), 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH; 

Sigma Co.), 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid), penicillin (Hyclone Co., Logan, UT, USA), strep-

tomycin (Hyclone Co.), formaldehyde (Sigma Co.), trypan 
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blue (Sigma Co.), Prostglandin E2 (PGE2) ELISA Kit 

(R&D system, Minneapolis, MN, USA), interleukin-1β 

(IL-1β) ELISA Kit (Komatech, Daegu, Korea), interleukin-6 

(IL-6) ELISA Kit (Komatech), tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) ELISA Kit (Komatech), Osteocalcin ELISA Kit 

(R&D system), Calcitonin ELISA Kit (MyBioSource, San 

Diego, CA, USA), Rat cross-linked c-terminal telopeptides 

of type II Collagen ELISA Kit (CTXⅡ; MyBioSource), 

transforming growth factor-β1 ELISA Kit (R&D system), 

bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) ELISA Kit (R&D 

system) 등을 사용하였다.

5) 기기

기기는 rotary vacuum evaporator (Bühi B-480 Co., Flawil, 

Switzerland), ELISA reader (Gen5 [Ver1.10]; BioTek Co., 

Winooski, VT, USA), 동결건조기(Freezone 6; Labconco, 

Kansas City, MO, USA), CO2 incubator (Forma Scientific 

Co., Marietta, OH, USA), clean bench (Vision Scientific 

Co., Daejeon, Korea), autoclave (Sanyo Co., Osaka, Japan), 

vortex mixer (Vision Scientific Co.), centrifuge (Sigma Co.), 

deep-freezer (Sanyo Co.), icemaker (Vision Scientific Co.), 

plate shaker (Lab-Line Co., Woburn, MA, USA), 동결건

조기(IlShinBioBase, Dongducheon, Korea) 등을 사용하

였다.

2. 방법

1) 시료 추출

GBH 5첩(150 g)에 4,000 mL의 Distilled Water를 넣고 

4시간 동안 환류추출한 후에 여과액을 얻어 rotary vac-

uum evaporator를 이용하여 감압 농축을 하였다. 농축된 

용액으로 freeze dryer를 이용해 동결건조된 분말 8.1 g을 

얻었고(수득률 5.4%), 얻어진 분말은 초저온 냉동고(-80℃)

에 보관하면서 필요한 농도로 증류수에 희석하여 사용하

였다.

2) RAW 264.7 cell의 배양

동결건조된 RAW 264.7 cell을 50 mL 튜브로 이동시

켜 PBS 9 mL을 넣고 세포를 부유시킨 후에 1,200 rpm

의 속도로 5분 동안 원심분리한 후, 상청액을 제거하였

다. 세포가 있는 튜브에 1% penicillin과 10% FBS로 조

성된 DMEM에 1 mL 넣어 부유시켰다. 100 mm dish 위

에 9 mL 배지를 넣고, 세포를 부유시킨 뒤 세포배양기

(37℃, 5% CO2)를 이용하여 배양하였다. 계대배양 횟

수는 10회 이하로 하였다. 시료들을 처리하기 전에 24

시간을 적응시켰다.

3) 세포 독성

RAW 264.7 cell은 96 well plate에서 1×105 cells/well

로 분주 후, 24시간 동안 배양하였다. 실험 시작전 새로

운 배양액으로 교체하였고, GBH를 10, 50, 100, 200, 

400 ㎍/mL의 농도로 처리한 후에 24시간 동안 배양하

였다. 배양한 후에 10 μL의 water soluble tetrazolium salt 

solution을 첨가한 후 세포배양기(37℃, 5% CO2)를 이용

하여 30분 동안 반응시켰다. 그리고 450 nm에서 흡광도

의 변화를 측정하여 대조군에 대한 세포의 생존율을 백

분율로 표시하였다.

4) 항산화 효능

(1) DPPH(1,1–diphenyl-2-picryl-hydrazyl) radical 소거

능 측정

GBH 추출물은 10, 50, 100, 200 ㎍/mL의 농도가 되도

록 희석시켰다. 150 μL의 GBH 추출물과 에탄올로 용해

시킨 0.2 mM DPPH 용액을 각 100 μL씩 섞어 37℃에서 

30분간 반응시킨 후 517 nm에서 흡광도 측정을 하였다. 

DPPH 용액의 대조군에는 에탄올을, 시료액의 대조군에는 

증류수를 넣어서 보정값을 얻었다. DPPH radical 소거율

은 아래의 식으로 계산하였다.

소거율 
대조군 흡광도

대조군 흡광도시료 첨가군 흡광도
×

5) 항염증 효능

(1) NO (nitric oxide) 측정

NO의 농도는 griess reagent system을 이용하여 배양

액 내에서 측정하였다. RAW 264.7 cell은 96 well plate

에서 1×105 cells/well로 분주한 뒤 24시간 동안 배양하

였다. 배양 후 배양액을 새로 교체하였고, N1 buffer 50 μL

를 각각의 well에 처리하여 상온에서 10분 동안 반응시

킨 뒤, N2 buffer 50 μL를 각각의 well에 처리하고 10분 
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동안 반응시켰다. 반응 후 흡광도를 540 nm에서 측정하

였다. NO의 농도 측정은 nitrite standard 농도별 표준곡

선을 이용하였다.

(2) PGE2 측정

GBH 추출물은 10, 50, 100, 200 ㎍/mL의 농도가 되

도록 희석시켰다. 각 well에 50 μL의 primary antibody 

solution를 넣은 후 500±50 rpm으로 설정된 수평 궤도 

마이크로 플레이트 셰이커(0.12" 궤도)에서 1시간 정도 

쉐이킹하였다. 플레이트를 세척하지 않고 각 well에 50 μL

의 PGE2 conjugate를 추가한 후 새 플레이트 실러로 덮고 

셰이커(0.12" 궤도)에서 실온에서 2시간 동안 배양하였다. 

각 well을 aspirate하고 워시 버퍼(400 μL)를 사용하여 총 

4회 세척한 후 각 well에 200 μL의 substrate solution을 

첨가하였다. 빛을 차단하고, 상온에서 30분 정도 기다린 

다음 각 well에 100 μL의 stop solution을 첨가하고 450 nm

에서 흡광도를 측정하였다.

(3) Cytokine 측정

12 well plate에서 RAW 264.7 cell을 1×105 cells/well

로 분주한 후 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 배양액

을 새로 교체하여 GBH 추출물을 1, 10, 100 ㎍/mL의 

농도와 LPS 1 ㎍/mL의 농도로 처리하여 세포배양기

(37℃, 5% CO2)를 이용하여 24시간 동안 재배양하였

다. 원심분리 후에 얻어진 상청액으로 Lumine x를 이용

하여 IL-1β, TNF-α, IL-6을 측정하였다.

6) 경골 골절 유발

실험동물에 1 mg/kg 졸레틸을 복강내 주사하여 마취

하였다. 마취 후 실험동물의 좌측 뒷다리를 평평한 판

에 위치시키고 너비 1.5 cm, 두께 2 mm의 탄소강으로 

만들어진 무딘 날을 경골 중간에 위치시켰다. 무딘 날 

위로 내부 지름 3.5 cm, 길이 70 cm 정도의 관을 세운 

후, 지름 3 cm, 무게 200 g의 쇠로 된 추를 떨어뜨렸다. 

X-ray로 골절을 확인한 후 (주)금정화학의 정형외과 스

프린트용 고정테이프(Hwaseong, Korea)로 골절 부위를 

고정시켰다.

7) 그룹 배정 및 시료 처리

실험은 경골 골절을 유발하지 않은 정상군, 경골 골

절 유발 후 증류수를 투여하는 대조군, 경골 골절 유발 

후 GBH를 200 mg/kg의 농도로 투여하는 실험군 등 모

두 3개의 그룹으로 나누었으며, 각 그룹당 12마리씩 배

정하여 실험을 시행하였다. 실험 2주차, 3주차, 4주차에 

각 그룹당 3마리씩 치사하였다. 1일 1회, 오후 2시에 식

약처 동물실험 가이드라인에 따라 SD rat 기준으로 100 g 

당 경구투여 허용 용량인 1 mL을 넘지 않도록 2 mL씩 

경구 투여하였다. 실험기간 동안 자유 식이를 하였다. 경

골 골절을 유발시킨 시점을 0주차로 하여 총 4주간 경구 

투여를 실시하였다.

8) 혈청 분리

실험 0, 1, 2, 3, 4주차에 ethyl ether로 마취한 뒤 심장천

자 채혈의 방법으로 혈액을 채취하였고, 15분간 3,000 rpm

의 속도로 원심 분리하여 골절유합 관련인자들을 측정

하였다.

9) 골절유합 관련 인자 측정

(1) Osteocalcin 측정

Osteocalcin은 osteocalcin ELISA kit의 측정방법을 이

용하여 측정하였다. 각 well에 biotinylated osteocalcin을 

100 μL씩 분주하여 30분간 plate mixing시켜 코팅을 진

행하였다. 코팅된 plate를 washing 완충 용액으로 세척한 

후에 primary antibody, primary incubation buffer, stand-

ard, control, 혈청을 넣고 1시간 동안 plate mixing을 하였

다. 그 후, washing 완충 용액으로 다시 세척한 뒤 각 well

에 secondary antibody를 100 μL씩 넣어 15분간 plate 

mixing을 하고, stop solution 100 μL를 넣은 후 ELISA 

reader를 이용하여 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하

였다.

(2) Calcitonin 및 CTXⅡ 측정

Calcitonin 및 CTXⅡ는 calcitonin과 CTXⅡ ELISA kit

의 측정방법을 이용하여 측정하였다. 각 well에 standard, 

control, 혈청을 50 μL씩 분주하고, horse radish perox-

idase-conjugate 100 μL를 가하여 혼합한 뒤, 37℃의 인

큐베이터에 넣어 1시간 동안 반응시켰다. 반응 후 washing 

완충 용액으로 세척하고 chromogen solution 용액 100 μL

씩을 넣은 뒤 다시 37℃의 인큐베이터에서 15분간 반응

시켰다. 마지막으로 stop solution 50 μL를 넣고 ELISA 

reader를 이용하여 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하

였다.
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Fig. 1. Cell viability of GBH extract in RAW 264.7 cells. Each cell was treated with 0, 10, 50, 100, 200 and 400 ㎍/mL of 

GBH extract for 24 hr. The results were presented by the mean±standard deviation from three independent experiments. GBH: 

Gyejibokryunghwan.

(3) TGF-β 및 BMP-2 측정

TGF-β 및 BMP-2는 TGF-β와 BMP-2 ELISA kit의 측

정방법을 이용하여 측정하였다. 우선, TGF-β 측정을 위

하여 혈청 40 μL에 1 N HCI 용액을 가해 37℃의 인큐베

이터에서 10분간 반응시킨 뒤, 10 μL 1.2 N NaOH/0.5 

M HEPES를 혼합해 샘플을 만들었다. 그 후 각 well에 

TGF-β 측정을 위해서 assay diluent를 50 μL를 넣었으며, 

BMP-2 측정을 위해서는 100 μL를 넣은 뒤 standard, 

control, 혈청을 50 μL 씩 넣고 TGF-β 측정 plate는 2시간 

동안 37℃의 인큐베이터에서 반응시키고, BMP-2 측정 

plate는 mixing을 시켰다. 그 후 washing 완충 용액으로 세

척을 하고 100 μL의 TGF-β conjugate와 200 μL의 BMP-2 

conjugate를 넣어 다시 2 시간 동안 반응시켰다. 반응 후 

재차 washing 완충 용액으로 세척하고 substrate solution을 

각각 100 μL와 200 μL를 넣어 30분간 반응시키고 stop 

solution 100 μL과 50 μL을 취하여 ELISA reader를 이용

하여 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

10) 방사선 검사

실험 0, 2, 4주차에 Inalyzer (Medikors Inc., Seongnam, 

Korea)를 사용하여 X-ray 촬영을 실시하였다.

3. 통계처리

SPSS 18.0 통계 프로그램(IBM Corp., Armonk, NY, USA)

을 이용하여 결과는 평균 ± 표준편차(mean±standard de-

viation)로 표시하고 one-way repeated analysis of variance, 

post-hoc Duncan을 이용하여 p<0.05, p<0.01, p<0.001 

수준에서 유의성을 검증하였다.

결과»»»

1. 안전성

1) RAW 264.7 cell에 대한 세포 독성

RAW 264.7 cell에서 세포 독성을 측정한 결과, 대조군을 

100.0±1.2%로 나타냈을 때 GBH 추출물의 10, 50, 100, 200, 

400 ㎍/mL 농도에서 98.37±2.6%, 97.60±1.3%, 95.55±3.6%, 

91.10±3.84%, 87.93±2.74%의 세포 생존율을 나타내었고, 

통계적으로 유의하지는 않지만 400 ㎍/mL에서 10% 이

상의 세포독성이 관찰되어 본 실험에서는 200 ㎍/mL 농

도까지를 실험농도로 설정하였다(Fig. 1).\
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Treatment PGE2 (pg/mL)

Normal group 72.3±0.9

Control group (㎍/mL GBH extract) 779.8±8.7

10 754.4±21.7

50 651.2±14.1

100 620.6±4.9

200 517.4±45.5*

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan, LPS: lipopolysaccharide, PGE2: 

prostaglandin E2,
*
significantly different (p＜0.05).

Table IV. Effect of GBH Extract on LPS-induced PGE2 Production

in RAW 264.7 Cells

Treatment IL-1β(pg/mL)

Normal group 114.9±1.0

Control group (㎍/mL GBH extract) 258.4±19.9

10 246.0±17.7

50 242.3±35.5

100 191.9±20.0*

200 183.8±36.5*

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan, LPS: lipopolysaccharide, IL-1β: 

interleukin-1β.
*
significantly different (p＜0.05).

Table Ⅴ. Effect of GBH Extract on LPS-induced IL-1β Production

in RAW 264.7 Cells

Treatment NO

Normal group 9.5±1.0

Control group (㎍/mL GBH extract) 100.0±12.3

10 91.8±11.1

50 81.0±11.5

100 71.9±10.6

200 63.2±8.8*

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan, LPS: lipopolysaccharide, NO: nitric 

oxide.
*
significantly different(p＜0.05).

Table Ⅲ. Effect of GBH Extract on LPS-induced NO Production

in RAW 264.7 Cells

Treatment (㎍/mL GBH extract) Scavenging activity

10 11.8±0.6

50 23.7±0.3

100 44.2±1.4

200 62.6±3.0

Values are presented as means±standard deviation.

DPPH: 1,1-diphenyl-1-picrylhydrazyl, GBH: Gyejibokryunghwan.

Table Ⅱ. DPPH Free Radical Scavenging Activity of GBH

Extract at Various Concentration

2. 항산화 효능

1) DPPH radical 소거능

GBH 추출물의 농도에 따른 DPPH 소거율을 측정한 

결과, 농도 의존적으로 radical 소거능이 증가함을 보였

다(Table Ⅱ).

3. 항염증 효능

1) NO 생성량

RAW 264.7 cell에서 GBH 추출물의 농도에 따른 NO 

생성량을 측정한 결과, 농도 의존적으로 NO 생성량이 

감소하였으며 대조군에 비하여 200 ㎍/mL의 농도에서 

유의하게(p<0.05) 감소하였다(Table Ⅲ).

2) PGE2 생성량

RAW 264.7 cell에서 GBH 추출물의 농도에 따른 

PGE2 생성량을 측정한 결과, 농도 의존적으로 PGE2 생

성량이 감소하였으며 대조군에 비하여 200 ㎍/mL의 농

도에서 유의하게 (p<0.05) 감소하였다(Table IV).

3) Cytokine 생성량

(1) IL-1β

RAW 264.7 cell에서 GBH 추출물의 농도에 따른 IL-1β 

생성량을 측정한 결과, 농도 의존적으로 IL-1β 생성량이 

감소하였으며 대조군에 비하여 100 ㎍/mL와 200 ㎍/mL

의 농도에서 유의하게(p<0.05) 감소하였다(Table Ⅴ).

(2) IL-6

RAW 264.7 cell에서 GBH 추출물의 농도에 따른 IL-6 

생성량을 측정한 결과, 농도 의존적으로 IL-6 생성량이 

감소하였으며 대조군에 비하여 100 ㎍/mL와 200 ㎍/mL

의 농도에서 유의하게(p<0.05) 감소하였다(Table Ⅵ).
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Treatment IL-6 (pg/mL)

Normal group 76.1±1.9

Control group (㎍/mL GBH extract) 368.7±31.6

10 335.7±25.0

50 316.4±25.0

100 278.7±49.0
*

200 186.4±11.4*

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan, LPS: lipopolysaccharide, IL-6: 

interleukin-6.
*
significantly different (p＜0.05).

Table Ⅵ. Effect of GBH Extract on LPS-induced IL-6 Production

in RAW 264.7 Cells

Treatment TNF-α (pg/mL)

Normal group 78.1±1.3

Control group (㎍/mL GBH extract) 3,270.4±324.4

10 3,214.9±186.6

50 3,083.6±279.1

100 2,810.2±205.7

200 2,635.3±273.0*

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan, LPS: lipopolysaccharide, TNF-α: 

tumor necrosis factor-α.
*
significantly different (p＜0.05).

Table Ⅶ. Effect of GBH Extract on LPS-induced TNF-α

Production in RAW 264.7 Cells.

Group 0 week 1 week 2 weeks 3 weeks 4 weeks

Normal 0.72±0.04  0.69±0.02 0.73±0.03 0.73±0.05 0.74±0.04

Control 0.62±0.12 10.36±0.09 9.98±0.48 8.95±0.45 4.49±0.24

GBH 0.77±0.02 10.17±0.38 10.80±0.79 10.13±0.24 9.72±0.65*

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan.
*
significantly different (p＜0.05).

Table Ⅷ. Effect of GBH on the Osteocalcin Level in the Serum of Tibia-fractured Rat

Group 0 week 1 week 2 weeks 3 weeks 4 weeks

Normal 2.40±0.05 2.28±0.43 2.41±0.08 2.51±0.05 2.21±0.05

Control 2.51±0.05 2.21±0.21 2.24±0.26 2.53±0.08 2.83±0.56

GBH 2.53±0.05 2.40±0.43 2.11±0.08 3.46±0.05 4.57±0.05*

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan.
*significantly different (p＜0.05).

Table Ⅸ. Effect of GBH on the Calcitonin Level in the Serum of Tibia-fractured Rat

(3) TNF-α

RAW 264.7 cell에서 GBH 추출물의 농도에 따른 TNF-α 

생성량을 측정한 결과, 농도 의존적으로 TNF-α 생성량이 

감소하였으며 대조군에 비하여 200 ㎍/mL의 농도에서 

유의하게 (p<0.05) 감소하였다(Table Ⅶ).

4. 골절유합 관련 인자 측정

1) Osteocalcin 생성량

GBH 투여가 osteocalcin 생성량에 미치는 영향을 확

인하기 위하여 경골 골절을 유발한 0주차부터 4주차까

지 1주 간격으로 혈청을 채취해 측정한 결과, GBH 투여

군은 실험 4주차에서 대조군에 비해 유의하게(p<0.05) 증

가하였다(Table Ⅷ).

2) Calcitonin 생성량

GBH 투여가 calcitonin 생성량에 미치는 영향을 확인

하고자 경골 골절을 유발한 0주차부터 4주차까지 1주 

간격으로 혈청을 채취하여 측정한 결과, GBH 투여군은 

실험 4주차에서 대조군에 비해 유의하게(p<0.05) 증가

하였다(Table Ⅸ).
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Group 0 week 1 week 2 weeks 3 weeks 4 weeks

Normal 499.78±1.52 498.70±1.83 501.29±2.44 498.91±2.13 499.35±0.91

Control 499.78±0.30 1,105.44±71.50 1,053.58±37.28 1,021.17±59.28 590.96±23.52

GBH 527.87±43.08 1,238.76±7.63 1,252.16±15.58 1,185.60±56.53* 848.53±35.13

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan, TGF-β: transforming growth factor-β.
*
significantly different (p＜0.05).

Table Ⅺ. Effect of GBH on the TGF-β Level in the Serum of Tibia-fractured Rat

Group 0 week 1 week 2 weeks 3 weeks 4 weeks

Normal 150.60±1.84 149.30±4.91 150.17±1.22 149.73±4.29 144.96±2.45

Control 150.17±1.22 184.46±17.80 198.65±17.80 165.36±5.52 168.4±25.77

GBH 126.43±2.03 182.83±27.93 172.05±13.71 141.16±0.50 144.39±17.27

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan, BMP-2: bone morphogenetic protein-2.

Table Ⅻ. Effect of GBH on the BMP-2 Level in the Serum of Tibia-fractured Rat

Group 0 week 1 week 2 weeks 3 weeks 4 weeks

Normal 871.3±42.4 961.4±28.3 911.3±14.1 881.3±28.3 911.3±14.1

Control 911.3±70.8 1,231.8±184.1 1,101.6±56.6 1,362.0±28.3 1271.9±70.8

GBH 951.4±42.4 941.4±28.3 851.2±14.6 931.4±70.8* 911.3±42.4

Values are presented as means±standard deviation.

GBH: Gyejibokryunghwan, CTXⅡ: carboxy-terminal telepeptides of type II collagen.
*
significantly different (p＜0.05).

Table Ⅹ. Effect of GBH on the CTXⅡ Level in the Serum of Tibia-fractured Rat

3) CTXⅡ 생성량

GBH 투여가 CTXⅡ 생성량에 미치는 영향을 확인하

고자 경골 골절을 유발한 0주차부터 4주차까지 1주 간

격으로 혈청을 채취하여 측정한 결과, GBH 투여군은 

실험 3주차에서 대조군에 비해 유의하게(p<0.05) 감소

하였다(Table Ⅹ).

4) TGF-β 생성량

GBH 투여가 TGF-β 생성량에 미치는 영향을 확인하

기 위하여 경골 골절을 유발한 0주차부터 4주차까지 1

주 간격으로 혈청을 채취해 측정한 결과, GBH 투여군

은 실험 3주차에서 대조군에 비해 유의하게(p<0.01) 증

가하였다(Table Ⅺ).

5) BMP-2 생성량

GBH 투여가 BMP-2 생성량에 미치는 영향을 확인하

기 위하여 경골 골절을 유발한 0주차부터 4주차까지 1주 

간격으로 혈청을 채취해 측정한 결과, 대조군과 GBH 투

여군은 통계적으로 유의한 차이가 없었다(Table Ⅻ).

5. 방사선 소견

GBH 투여가 경골의 골절유합에 미치는 영향을 확인

하고자 경골 골절을 유발한 날부터 4주까지 2주 간격으

로 대조군 및 GBH 투여군 각각 3마리씩 경골 X-ray 촬

영을 하였다. 대조군 3마리 모두 0주차부터 4주차까지 

골절이 유발된 부위의 경계선이 관찰되었고 유합이 아

직 많이 이루어지지 않았다(Fig. 2). 반면, GBH 투여군 

A와 B는 경계선이 거의 없어지고 뼈의 윤곽이 뚜렷하

게 관찰되며 C는 경계선이 관찰되나 대조군에 비해 유

합이 촉진된 모습이 관찰되었다(Fig. 3).
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Fig. 2. Image of bone regeneration using X-ray in control group. The portable X-ray system was used to take a tibia X-ray after 

anesthesia of rat. Circle indicated the fracture site. Control group: The tibia-fractured rats were treated orally with distilled water.

0 week 2 weeks 4 weeks

Name A

Name B

Name C

Fig. 3. Image of bone regeneration using X-ray in GBH group. The portable X-ray system was used to take a tibia X-ray after 

anesthesia of rat. Circle indicated the fracture site. GBH group: The tibia-fractured rats were treated orally with GBH 200 mg/kg/day. 

GBH: Gyejibokryunghwan.
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고찰»»»

골절은 교통사고, 산업재해, 골다공증 같은 질병, 스

포츠 손상 등에 의해 발생하며17) 통증, 기능장애, 심리

적 불안 등을 야기하여 삶의 질을 저하시키고 사회적 

및 경제적 손실을 초래한다18).

골절의 치유 과정은 조직학적으로 편의상 세 단계로 

나뉘는데 이는 염증기, 복원기, 재형성기이다1). 염증기

는 골절이 발생한 직후부터 시작되는데 연관된 혈관이 

파열되고 혈종이 발생하면서 염증세포 및 섬유세포가 동

원된다19). 이어서 혈소판과 염증세포는 염증성 cytokine

을 분비하고, 혈종은 점차 육아 조직으로 대치된다19). 섬

유모세포는 새로운 기질을 만들기 시작하고 파골세포

가 출현하기 시작하여 골흡수를 시작한다1). 복원기에는 

조골세포, 연골모세포 등의 세포들이 증식되면서 혈종

이 있던 부위에는 섬유성 조직과 초자연골 및 미성숙 

골로 이루어진 가골이 형성된다3). 이어서 섬유성 조직

과 초자연골도 미성숙 골로 치환된다3). 재형성기에는 

불필요하고 과잉 형성된 가골이 파골세포에 의해 흡수

되고 조골세포에 의해 성숙한 골이 만들어지면서 골절

이 임상적 그리고 방사선적으로 유합되어 모든 골의 상

태가 정상으로 되돌아간다3).

한의학에서 골절은 ≪外臺秘要≫20)에서 처음으로 “救急

療骨折, 接令如故, 不限人畜也方”라고 언급되어 골절은 

빨리 치료하여 원래대로 붙게 해야 하는데 이는 사람뿐

만 아니라 짐승들도 이 방법을 따른다 하였고, ≪醫宗金

鑑≫21)에서는 “此膏治跌打損傷, 筋斷骨折, 腫硬青紫”로 

외상으로 힘줄이 끊어지고 골절이 되면 손상 부위가 붓고 

청자색이 되는데, 이는 膏藥으로 치료한다 하였고, ≪傷

科補要≫22)에서는 “或有从高倒坠, 天柱骨折, 致颈插入腔

内”로 높은 곳에서 떨어져 경추가 골절되면 목이 흉강 

내로 함입된다 하여 골절의 원인, 증상, 손상 형태, 치료

에 대한 구체적 언급이 있었다.

골절이 발생하면 뼈와 연부조직, 주위의 혈관 및 신

경 등이 손상되고 이어서 기혈의 운행이 통하지 못하게 

되어 국소에 血流가 壅結되면서 腫痛을 일으키기 때문

에 골절 기전에 瘀血이라는 병적 개념을 도입하여 치료

하고 있다23).

계지복령환은 張仲景의 ≪金匱要略≫에 최초로 수록

되었으며 桂枝, 茯苓, 牧丹皮, 桃仁, 赤芍藥으로 구성되어 

있다6). 桂枝는 發汗解肌, 溫經通脈의 효능이 있고 茯苓

은 利水滲濕, 健脾寧心하고 牧丹皮는 淸熱凉血, 活血散瘀

하고 桃仁은 活血祛瘀, 潤腸通便하고 芍藥은 養血柔肝, 

緩中止痛, 斂陰收汗하여24) 이를 종합하면 계지복령환은 

活血祛瘀, 理氣止痛, 破瘀消癥 등의 치료효과가 있다25).

계지복령환은 임상에서 瘀血證 치료에 계지복령환을 

처방한다는 응답이 74%에 달해 당귀수산 다음으로 활

용도가 높은 처방이다26). 그동안 계지복령환의 실험적 

연구로는 부인과 질환6-8), 심혈관질환9,10), 간장질환11,12) 

등에 관한 것이 대다수였지만 최근에는 피부의 창상치

유13), 타박상을 입은 근육의 재생14) 등에 긍정적인 효과

가 있다는 것이 밝혀져 계지복령환의 활용 범위가 넓어

지고 있다. 그런데 골절과 관련한 연구는 미흡한 실정

이며, 계지복령환이 가지고 있는 活血祛瘀, 理氣止痛, 破

瘀消癥의 효과가 어혈로 인한 골절 초기의 치료 방법과 

부합하므로 계지복령환이 골절의 유합을 촉진시킬 것

이라는 가설을 세웠다.

이에 저자는 계지복령환이 골절유합에 미치는 영향을 

살펴보기 위하여 RAW 264.7 cell을 이용하여 항산화 및 

항염증의 효능을 측정하였다. 또한, 경골 골절을 유발한 

SD rat을 이용하여 골절유합 관련 인자 및 방사선 검사를 

시행하였다.

활성산소는 세포 내의 에너지 대사 과정에서 산소가 

불완전하게 환원된 형태를 말하며 골절 발생 시 손상된 

조직에서도 발생할 수 있다27). 활성산소는 염증반응을 

유발하는 원인 중 하나가 되며28), 세포를 구성하는 단백

질, DNA 등과 반응하여 세포 손상을 유발하기 때문에 

골절이 발생할 경우 뼈의 발생과 성장을 조절하는 골모

세포 등에 영향을 끼쳐 골절 치유를 지연시킬 수 있다29). 

그러므로 항산화 작용은 골절 후 염증반응의 유발을 감

소시키고 골유합을 유도하는데 기여를 할 수 있다27).

DPPH는 free radical 중 하나로 항산화 효과가 있는 물

질과 반응하면 전자를 내어주면서 free radical이 소멸되

어 색깔이 탈색되는 원리로 항산화 활성을 측정한다30).

GBH의 DPPH 소거율을 측정한 결과 radical 소거능이 

농도 의존적으로 증가되는 것이 확인되어 GBH에 항산화 

효능이 있음을 알 수 있었다.

골절이 발생하면 다른 외상과 동일하게 일단 염증성 

반응이 나타나며, 골절 직후엔 대식세포가 염증인자인 

NO, PEG2를 생성하고 염증성 cytokine인 IL-1β, TNF-α, 
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IL-6의 발현이 극적으로 항진된다31). 이들은 골모세포

의 증식을 조절하고 파골세포의 분화와 활성화에 작용

하여 골흡수를 촉진하여 골유합을 지연시킨다32).

NO는 L-arginine에서 NO synthase에 의해 생성되며 

특히 TNF-α와 같은 염증성 cytokine의 자극이 있을 때 

발현되어 염증유발에 중요한 역할을 한다33). 과도한 NO

의 형성은 정상세포의 손상을 초래하여 염증을 유발시

키며 조직 손상, 혈관 확장, 신경 손상 등을 유발한다34). 

NO는 염증반응을 가속화하는 역할을 하므로 NO 생성

의 억제는 항염 역할을 할 수 있다33).

GBH는 농도 의존적으로 NO의 생성량을 감소시켰으

며, 200 ㎍/mL의 농도에서 대조군에 비하여 유의하게 

감소시켰다.

PGE2은 cycloxygenase와 prostaglandin E synthase에 

의해 생성되며 모세혈관의 강력한 혈관 확장, 혈관 투

과성의 증가를 일으켜 염증반응을 일으키고 골흡수를 

촉진시키는 역할을 하는 것으로 알려져 있다35).

GBH는 농도 의존적으로 PGE2 생성량을 감소시켰으

며, 200 ㎍/mL의 농도에서 대조군에 비하여 유의하게 

감소시켰다.

TNF-α는 IL-1β, IL-6 등의 생성을 유발하여 염증을 

증폭시키고36), 골아세포의 collagen과 alkaline phospha-

tese의 합성을 억제하며37), 연골세포의 사멸을 유발한다38). 

IL-1β는 파골세포의 조혈전구세포를 증식 및 분화시켜

서 골흡수를 일으킨다39). IL-6은 골아세포에서 분비되

는데 IL-1β와 TNF-α에 의해 분비가 촉진되며 파골세포 

분화를 증가시켜 골흡수를 촉진하여 골생성을 방해한

다40). 이러한 염증성 cytokine의 발현이 지속되어 염증

기가 길어질수록 연골 형성이 지연되며 가골의 크기는 

작아진다41). 그러므로 이들의 발현을 억제시켜주는 방

법은 골절의 치유를 유도할 수 있다.

본 연구에서는 골절 시 발생되는 염증반응에 대한 

GBH의 항염증 효과를 알아보고자 RAW 264.7 cell에서 

cytokine 중 IL-1β, TNF-α, IL-6의 생성량을 측정하였는

데 IL-1β와 IL-6은 대조군에 비하여 GBH 100㎍/mL와 

200 ㎍/mL의 농도에서 유의한 감소를 보였고, TNF-α

는 대조군에 비하여 GBH 200 ㎍/mL의 농도에서 유의

한 감소를 보였다.

위의 결과로 볼 때 GBH가 염증 관련 인자들인 NO, 

PGE2, IL-1β, TNF-α, IL-6의 생성량을 유의하게 감소시켜 

골절 후 초기 염증 반응을 감소시키고 조골세포의 증식을 

유도하며 골흡수를 억제시켜 염증기의 기간을 단축해 골

절유합을 촉진할 수 있을 것으로 생각된다.

골대사의 지표는 골형성과 골흡수지표로 나뉘는데 골

형성지표는 조골세포가 생산하는 효소나 단백을 측정하

거나 골형성 중에 유리되는 성분을 측정하며 골흡수지

표는 골흡수과정 중 유리되는 골기질 성분이나 파골세

포에서 만들어내는 효소를 측정한다42).

Osteocalcin은 골아세포에서 생성되는 산성단백질로 

뼈에서 가장 풍부한 비교원성 단백질이며 골 재형성에 

중요한 기능을 한다43). Osteocalcin은 골아세포의 활성

도를 반영하는 대표적인 골형성지표 중 하나로44), os-

teocalcin의 발현이 골절 치유의 초기에는 낮게 나타나

지만, 가골의 골화가 진행될 때에 증가한다45). 즉, 혈청 

중의 osteocalcin의 농도가 증가하는 것은 골 재형성이 

활발히 일어나는 것이다46).

GBH 투여군은 2주차부터 대조군보다 증가된 osteo-

calcin 생성량을 나타내었으며, 특히 실험 4주차에서 대

조군에 비해 유의한 증가를 보였다. Osteocalcin 생성량

이 증가된 것은 GBH 투여가 골 재형성을 촉진하는 것

으로 생각된다.

Calcitonin은 갑상선에서 생성되는 호르몬으로 부갑

상선 호르몬, vitamin D3와 함께 칼슘대사를 조절하는 

중요한 호르몬 중의 하나이다47). 이는 파골세포 기능을 

억제하여 칼슘농도를 조절한다. 혈장 내의 칼슘 농도가 

증가하면 calcitonin 분비가 증가하여 골흡수를 억제하

여 칼슘 농도를 낮추며, 칼슘 농도가 정상 이하가 되면 

분비는 중지된다48). 즉, calcitonin의 수치가 증가되면 

파골세포의 기능을 억제하여 골흡수가 억제되는 상황

이 유발된다.

GBH 투여군의 calcitonin 생성량은 2주차를 제외한 

0, 1, 3, 4주차에서 대조군보다 많았으며, 특히 4주차에

서 대조군보다 유의한 증가를 보였다. 이는 GBH 투여가 

calcitonin 생성량을 증가시켜 골흡수를 억제함으로써 골

형성을 촉진할 수 있는 것으로 생각된다.

CTXⅡ는 골절시 소변 및 혈중으로 유리되는 콜라겐

으로 뼈와 연골의 소실을 반영하는 골흡수지표이다49). 

GBH 투여군의 CTXⅡ 생성량은 1주차부터 4주차까지 

대조군에 비해 감소되었으며, 특히 실험 3주차에서 대

조군에 비해 유의한 감소를 보였다. CTXⅡ 생성량의 감
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소는 GBH가 골흡수를 억제하는 것으로 생각된다.

TGF-β, BMP는 둘 다 TGF-β superfamily에 속하며 

비분화 줄기세포가 골원성 세포로 분화하여 골 형성을 

하도록 하는 성장인자이다50).

TGF-β는 골아세포에서 교원질의 합성과 증식을 촉

진하고, 간엽세포로부터 연골세포와 골아세포로의 증식 

및 분화를 일으키며 골기질의 합성을 촉진하여 골형성의 

지표가 된다51,52).

실험 시작일로부터 4주차까지 GBH 투여군의 TGF-β 

생성량은 대조군보다 많게 측정되었으며, 실험 3주차에

서는 대조군에 비해 유의한 증가를 보였다. 이는 GBH가 

TGF-β의 발현량을 증가시켜 골형성을 유도할 수 있는 

것으로 생각된다.

BMP는 골형성 단백질로 전체 골 단백질 중량의 0.1%

를 차지하며 골절치유 과정 중 세포 증식, 골 형성, 연골 

형성의 과정에서 핵심적인 역할을 한다53). 그 중에서도 

BMP-2는 연골 및 골모세포 분화를 유도하여 골형성에 

매우 중요하다54). TGF-β는 간엽세포에서의 연골세포 분

화를 촉진하는 활성을 가지며 BMP-2는 이미 분화가 시

작된 세포의 추가적인 분화를 촉진하는데 더 효과적이다55).

GBH 투여군의 BMP-2 생성량은 대조군보다 적은 수

치를 보였으나 통계적으로 유의한 차이는 없어 BMP-2

에는 영향을 미치지 않는 것으로 보인다.

GBH 투여가 골절유합에 미치는 영향을 확인하기 위

하여 실험 시작일로부터 4주차까지 2주 간격으로 대조

군과 실험군 각각 3마리씩 경골 골절 부위 x-ray를 촬영

하였다. 그 결과, 대조군에서는 4주차에 아직 유합이 이

루어지지 않아 골절 부위의 경계선이 뚜렷하게 관찰되

었고, GBH 투여군은 점차 골절 부위의 경계선이 옅어

지면서 4주차에는 골의 윤곽이 드러나 유합이 진행되

고 있는 것이 육안적으로 관찰되었다.

이상의 연구 결과를 종합하면, 계지복령환은 in vitro 

실험에서 DPPH radical 소거능을 농도 의존적으로 증

가시켜 항산화 작용이 있음이 밝혀졌고 염증 관련 물질

인 NO, PGE2, IL-1β, TNF-α, IL-6의 생성량을 유의하게 

감소시켜 항염 작용에도 효과가 있었다. In vivo 실험에

서는 골형성을 나타내는 물질인 osteocalcin, TGF-β의 

생성량을 유의하게 증가시켰고 골흡수 지표인 CTXⅡ 

생성량은 유의하게 감소시켰다. 골흡수를 억제하는 호르

몬인 calcitonin 생성량은 유의하게 증가시켰으며 BMP-2 

생성량에는 영향을 끼치지 못하였다. X-ray 검사에서 대

조군에 비해 골절 유합이 진행된 것을 육안으로 확인할 

수 있었다. 이는 계지복령환이 항산화 및 항염 작용을 

통해 골절 후 염증기를 단축시켜 복원기로 빨리 넘어갈 

수 있게 해주며 골형성 지표를 증가시키고 골흡수 지표

를 감소시켜 골절유합을 촉진시킬 수 있을 것으로 생각

된다.

본 연구는 세포 및 동물 실험을 통해 계지복령환이 골

절 치유에 효과가 있음을 객관적으로 규명한 것으로 앞

으로 임상에서 어혈로 인한 골절 초기 치료에 적극적인 

활용이 기대된다.

결론»»»

계지복령환이 골절유합에 미치는 영향을 살펴보기 위

하여 RAW 264.7 cell로 항산화 및 항염증에 관한 효능을 

평가하였으며, 경골 골절을 유발한 SD rat을 이용하여 

골절유합 관련 인자 및 방사선 검사를 실시하여 다음과 

같은 결론을 얻었다.

1. DPPH 소거능이 농도 의존적으로 증가하였다.

2. NO 및 PGE2의 생성량은 GBH 200 ㎍/mL의 농도

에서 유의하게 감소하였다.

3. IL-1β와 IL-6의 생성량은 GBH 100 ㎍/mL와 200 

㎍/mL의 농도에서 유의하게 감소하였다.

4. TNF-α의 생성량은 GBH 200 ㎍/mL의 농도에서 

유의하게 감소하였다.

5. Osteocalcin 및 calcitonin의 생성량은 GBH 투여군

에서 실험 4주차에 유의하게 증가하였다.

6. CTXⅡ 생성량은 GBH 투여군에서 실험 3주차에 

유의하게 감소하였다.

7. TGF-β 생성량은 GBH 투여군에서 실험 3주차에 

유의하게 증가하였다.

8. BMP-2의 생성량은 GBH 투여군이 대조군보다 적

었지만 통계적으로 유의한 차이가 없었다.

9. 방사선 검사에서 GBH 투여군이 대조군에 비해 골

절의 유합을 촉진함이 육안적으로 관찰되었다.

계지복령환은 항산화 및 항염 작용이 있었고, 골절유

합 관련 인자 및 방사선 검사상 골절유합에 유의한 효

과가 있음을 확인하였다.
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