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ABSTRACT

Objectives：The objective of this study was to investigate the therapeutic effect of Corni Fructus 30% ethanol 

extract (CFE) on the monosodium iodoacetate (MIA)-induced osteoarthritis rats. 

Methods：The subjects were divided into 4 groups ; Normal  group (N, n=10), MIA-induced osteoarthritis control 

group (Con, n=10), indomethacin 5 ㎎/㎏ treated group (INDO, n=10), CFE 200 ㎎/㎏ treated group (CFE, n=10). 

Blood and articulation tissues were collected after two weeks of drug administration. Oxidative stress was analyzed 

with reactive oxygen species (ROS), peroxynitrite (ONOO-). And the Nuclear factor erythroid-2 (Nrf2), heme 

oxygenase-1 (HO-1), superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione peroxidase-1/2 (GPx-1/2), Nuclear 

Factor Kappa B p65 (NF-Bp65), cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible nitric oxide synthase (iNOS), tumor 

necrosis factor-alpha (TNF), interleukin-6 (IL-6), Interleukin 1 (IL-1), matrix metalloproteinase-1 

(MMP-1), and tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) were investigated by western blot.

Results：The administration of CFE showed a significant reduction of changes in relative hind paw weight 

distribution. Reactive oxygen species (ROS) and peroxy nitrite (ONOO-) levels of articulation tissues were 

significantly decreased in CFE compared to the control group. Western blot measurements of Nrf2, HO-1, SOD, 

catalase, GPx-1/2 showed that the CFE group was increased compared to the Con group. And western blot 

measurements of NF-Bp65, COX-2, iNOS, TNF, IL-6, IL-1 showed that the CFE group was reduced 

compared to the Con group. Also CFE group decreased MMP-1 and increased TIMP-1.

Conclusion：Based on the above results, it can be seen that osteoarthritis is improved when Corni Fructus 30% 

ethanol extract treated. 1)
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Ⅰ. 서   론

골관절염(osteoarthritis)은 관절을 보호하는 연골의 손상

이나 퇴행성 변화로 인하여 관절을 이루고 있는 인대와 뼈 등에 

손상이 일어남에 따라 통증이나 염증 증상이 나타나는 만성 

골관절염 질환으로 알려져 있으며, 일반적으로 강직, 근육경련, 

통증이나 부종 등의 증상이 나타나고 그 원인으로는 감염, 외상, 

퇴행성 변화, 면역계 이상, 대사 장애 등이 알려져 있다1,2).  

골관절염의 유발률은 고령일수록 높아지고 있으며, 현재 

우리나라는 고령화 사회를 넘어 고령 사회로 넘어가는 추세이

기에 골관절염의 치료를 위한 지속적인 연구가 필요한 상황이

다3). 현재 골관절염의 치료제로는 이부프로펜과 나프록센 등

의 비스테로이드성 소염진통제와 다양한 스테로이드제들이 

사용되지만4), 복용을 오래할 경우 심혈과, 위장관과 같은 부

작용들로 인한 문제점들이 있다고 알려져 있다5).

한의학에서 관절염은 關節痺證에 해당하는 질환 중 하나로 

風寒濕의 三氣가 들어와 氣血의 흐름을 막고 經絡의 운행을 

방해하여 肢體不利해지고, 腫脹, 麻痹 등의 증상들이 나타나

고, 치법으로는 强筋骨, 祛風濕, 活血祛瘀를 사용한다4,6).

Monosodium iodoacetate (MIA)는 투여 농도에 따라 여

러 수준으로 관절의 기능장애와 퇴화를 유발할 수 있고, 그렇

게 유발된 관절의 퇴행된 수준에 따라서 통증 정도를 평가할 

수 있다고 알려져 있다7).

山茱萸 (Corni Fructus)는 층층나무과에 속하는 산수유나

무 (Cornus officinalis Siebold & Zucc.)의 열매살로, 가을

에 성숙한 붉은빛의 열매를 씨를 제거하고 건조한 과육을 山

茱萸라 한다8). 山茱萸에는 타닌 (tannin), 코르닌 (cornin), 

모로니사이드 (morroniside), 로가닌 (loganin), 사포닌 

(saponin) 배당체와 사과산, 주석산, 포도주산 등의 유기산이 

함유되어 있으며, 그 외에 비타민 A와 다량의 당도 함유되어 

있다9).

山茱萸의 약리작용으로는 함암, 이뇨, 항균작용, 혈압강하 

등이 알려져 있으며, 특히 山茱萸 종자의 물 추출물의 항히스

타민 효과, 항당뇨 효과, 항산화 효과, 항균효과 등이 알려져 

있으며 山茱萸의 주요 화학 성분에 대한 연구가 보고되어져 

있다10). 하지만 아직 山茱萸가 골관절염에 미치는 영향에 대

한 연구는 알려진 바가 없다.

이에 본 연구는 MIA로 골관절염이 유발된 동물모델에서 

산화적 스트레스 소거능과 웨스턴 분석을 통하여 山茱萸 30% 

ethanol 추출물의 골관절염 치료효과를 연구하였고, 유의성 

있는 결과를 나타내었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험 동물

7주령의 Sprague–Dawley (SD) 체중 180~220 g의 웅성 

흰쥐를 하나바이오테크 (경기, 한국) 에서 구매하여, 고형사

료 (조단백질 18% 이상, 조회분 8.0% 이하, 칼륨 0.55% 이

상, 조지방 5.0% 이상, 칼슘 1.0% 이상, 나트륨 0.25% 이상, 

인 0.85% 이상, 조섬유 5.0% 이하, 마그네슘 0.15% 이상 

NIH-41, Zeigler Bros, Inc., USA)와 물을 충분하게 공급

하며 1주간 동물 사육실 환경에 적응시킨 후 실험에 사용 하

였다. 동물 사육실의 조건은 conventional system으로 명암

주기는 습도 50 ± 5%, 12시간 주기, 온도 22 ± 2℃로 조절

하였다. 대구한의대학교 동물 실험 윤리위원회의 승인 

(DHU2019-048)을 얻어 실험을 진행하였으며 동물관리 규

정을 준수하였다. 

2. 시료 추출

본 실험에서는 山茱萸 (CF: Corni Fructus) 300 g에 30% 

ethanol 3 L를 가하여 열탕 추출기를 사용하여 2시간 열수 

추출을 시행하였다. 추출물을 여과한 후 감압 추출장치로 농축

하였다. 농축 후 동결 건조기에서 완전히 건조시켜 24.9 g의 

파우더를 얻었으며 수율은 8.3%였다. 얻은 파우더를 냉동 

(-80℃) 보관하여 실험 직전에 사용하였으며 이를 CFE (Corni 

Fructus 30% ethanol extract)라고 하였다.

3. 시약

본 실험에 사용된 nuclear factor-erythroid 2-related 

factor 2 (Nrf2), heme oxygenase-1 (HO-1), superoxide 

dismutase (SOD-1), catalase, glutathione peroxidase- 

1/2 (GPx-1/2), nuclear factor-kappa B p65 (NF-Bp65), 

inhibitor of Bα (IB), phosphorylated inhibitor of 

Bα (p-IB), cyclooxygenase 2 (COX-2), Inducible nitric 

oxide synthase (iNOS), tumor necrosis factor alpha 

(TNF-), interleukin-6 (IL-6), interleukin-1 (IL-1), 

histone, -actin 및 2차 항체는 Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA, USA)로부터 구입하였다. tissue inhibitor 

of metalloproteinases-1 (TIMP-1), matrix 

metalloproteinase-1 (MMP-1) 1차 항체는 Thermo 

Scientific (Rockford, IL, USA) 구입하였으며, indomethacin, 

7 mM 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6- 

sulphonic acid) (ABTS), 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH), dithiothreitol (DTT), potassium persulfate, 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), monosodium 

iodoacetate (MIA)는 Sigma Aldrich Co., Ltd. (St. Louis, 

MO, USA)에서 구입하였다. 단백질 정량을 위하여 BCA protein 

assay kit는 Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)에서 

구입하였다. Nitrocellulose membranes는 Amersham GE 

Healthcare (Little. Chalfont, UK)에서 구입하였으며, 

Protease inhibitor mixture, Ethylenediaminetetraacetic 

acid (EDTA)는 Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 

(Osaka. Japan)에서 구입하여 사용하였다.

4. 항산화 효능 평가

1) DPPH free radical 소거능 측정

추출물의 항산화 효능을 측정하기 위해 Blosis법11)에 의한 

DPPH free radical 소거법을 사용하였다. 0.2 mM DPPH용액 

100 L와 추출물을 농도별로 희석한 용액 100 L를 혼합하여 
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30분간 암소상태로 방치한 후 540 nm에서 측정하였다. 

L-ascorbic acid을 표준물질로 사용하였으며, 추출물을 넣지 

않은 대조군의 흡광도를 50% 감소하는데 필요한 추출물의 양을 

IC50 값으로 표시하였다. 흡광도는 아래의 식을 사용하여 산

출하였다.

DPPH Radical scavenging activity (%) 

= {(ODcontrol– ODsample)/ODcontrol}×100

ODcontrol : 시료가 들어가지 않은 경우(대조군) 흡광도,

ODsample : 시료가 들어간 경우 흡광도.

2) ABTS free radical 소거능 측정

추출물의 항산화 효능을 측정하기 위해 ABTS free radical 

소거능을 측정하였다12). 2.4 mM의 potassium persulfate와 

7 mM ABTS용액을 혼합하여 실온에서 차광한 상태에서 약 

16시간 이상 ABTS+을 형성시킨 후 사용하였다. 415 nm, 

30℃에서 흡광도 값이 0.70 ± 0.02이 되게 ethanol로 희석한 

ABTS 용액 95 L에 시료 5 L를 가하여 15분간 반응시킨 후 

415 nm, 30℃에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질으로 L- 

ascorbic acid를 사용하였다. 흡광도는 아래의 식을 사용하여 

산출하였다.

ABTS Radical scavenging activity (%) 

= {(ODcontrol– ODsample)/ODcontrol}×100

ODcontrol : 시료가 들어가지 않은 경우(대조군) 흡광도,

ODsample : 시료가 들어간 경우 흡광도.

5. 골관절염 효능 평가

1) 골관절염 유발

골관절염 유발을 위하여 실험동물의 오른쪽 무릎의 주변 

털을 깨끗하게 제거한 후, 0.9% saline으로 희석한 MIA 

(monosodium iodoacetate)를 0.3 mL insulin syringe를 

사용하여 무릎 관절강 내에 50 L (80 mg/mL)씩 주입하여 

골관절염을 유발하였다.

2) 군 분리 및 약물투여

MIA로 골관절염 유발 1주일 후 뒷다리 체중 부하 검사를 

통해 골관절염이 유발된 실험동물을 각 군당 10마리씩 4 

group으로 구분하여 실험을 진행하였다. 실험군은 골관절염을 

유발하지 않은 정상군 (N), 골관절염 유발 후 약물처치를 하지 

않은 대조군 (Con), 유발 후 indomethacin을 5 mg/kg로 투여

해주는 양성대조군 (INDO), 유발 후 山茱萸 30% ethanol 추

출물을 200 mg/kg로 경구 투여한 약물처치군 (CFE)으로 2

주간 약물투여를 진행하였다.

3) 체중 및 식이섭취량 측정

실험동물의 체중은 전자체중계를 이용하여 2일에 한번 동일 

조건에서 측정하였고, 식이섭취량은 제공된 사료에서 2일간 

섭취 후 남아있는 사료의 양을 측정하여 각 실험군의 하루 사료 

섭취량을 계산하였다.

4) 뒷다리 체중 부하 측정

MIA로 골관절염을 유발하기 하루 전, 유발 1주 후, 투여 1주 

후, 투여 2주 후에 측정하였다. Incapacitance tester (Ser 

No. 01/45/25, Linton instrument Co., UK)를 이용하여 

뒷다리 양쪽의 부하 무게를 측정하였다. 뒷다리 체중 부하 측정 

결과는 MIA로 골관절염이 유발된 오른쪽 뒷다리의 체중 부하

량에 정상적인 왼쪽 뒷다리 부하량을 계산하여 체중 부하 비

율을 구하였다. 정상군의 체중 부하 비율에 각 군의 체중 부하 

비율을 계산한 후 평균 ± 표준편차로 나타내었으며, 아래의 

식을 사용하였다.

∫ 체중부하비율 =관절염이유발된뒷다리의체중부하량
정상뒷다리의체중부하량

∬ 상대적 체중 부하 = 정상군의평균체중부하비율
각군의체중부하비율

×

5) 산화적 스트레스 바이오마커 측정

관절조직 내의 reactive oxygen species (ROS)를 측정하기 

위하여 25 mM DCFH-DA를 혼합한 후, 형광 광도계를 이용

하여 emission wavelength of 530 nm와 excitation 

wavelength of 485 nm에서 5분씩 간격을 두어 0분부터 30

분간 측정한 값을 통해 산출하였다13). 그리고 ONOO-를 측

정하기 위하여, Kooy 등의 방법을 시행하여 측정하였다14). 

각 샘플을 pH 7.4의 rhodamine buffer와 5mM DHR123과 

섞은 후 5분간 37℃에서 흔들어 준 후 5분 간격으로 emission 

wavelength of 535 nm와 excitation wavelength of 480 

nm를 이용하여 0분부터 30분간 측정하여 나온 값을 통해 산

출하였다.

6) 관절조직 Western blotting

2주간 투여가 끝난 뒤 오른쪽 무릎 부위를 절단하여 1.5 M 

sucrose, protease inhibitor cocktail, 0.1 M DTT, 100 

mM Tris-HCl (pH 7.4), 2 mM MgCl2, 5 mM Tris–HCl 

(pH 7.5), 15 mM CaCl2,를 첨가시킨 buffer A를 넣은 후 

tissue grinder (Bio Spec Product, USA)로 분쇄하여 10% 

NP-40 용액을 첨가하였다. 이후 ice 위에서 20분간 정치시

킨 후, 12,000 rpm으로 2분간 원심분리시켜 세포질을 포함

한 상층액을 분리하였다. 핵을 얻기 위해 상층액을 따고 남은 

물질에 10% NP-40가 더해진 buffer A에 두 번 헹구고 100 

L의 buffer C (50 mM HEPES, 0.1 mM EDTA, 1mM 

DTT, 50 mM KCl, 0.3 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, 10% 

glycerol)를 첨가해 재 부유시킨 후 10분간격으로 vortex를 3번 

하였다. 4℃에서 12,000 rpm으로 10분간 원심 분리 한 후 

핵을 포함하고 있는 상층액을 얻어 −80℃에서 각각 냉동 보관

하였다. 세포질 내의 MMP-1, TIMP-1, iNOS, COX-2, 

IL-6, TNF-, -actin 등의 단백질 발현을 측정하기 위해 

10 g의 단백질을 8~15% SDS-polyacrylamide gel을 이

용하여 전기영동 후, acrylamide gel을 nitrocellulose 

membrane으로 이동시켰다. 그 다음, membrane에 각각의 

1차 antibody를 처리하여 4℃에서 overnight 시킨 다음 
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PBS-T로 6분마다 5회 세척하고, 각각 처리된 1차 항체에 사

용되는 2차 항체 (PBS-T로 1:3000로 희석 후 사용)를 사용

하여 상온에서 2시간 반응시킨 후, PBS-T로 6분마다 8회 세

척하였다. 그리고 enhanced chemiluminescence (ECL) 용

액에 노출시킨 다음, Sensi-Q2000 Chemidoc에 감광시켜 

단백질 발현을 확인한 후, ATTO Densitograph Software 

(ATTO Corporation, Tokyo, Japan) 프로그램을 사용하여 

해당 band를 정량하였다.

6. 통계분석

모든 수치는 평균과 표준편차로 표시하였으며, SPSS 

(Version 22.0, IBM, Armonk, NY, USA)를 사용하여 

one-way analysis of variance (ANOVA) test를 사용한 후, 

least-significant differences (LSD) test로 사후검정을 실

시하여 각 군 간의 평균차이에 대한 통계적 유의성을 

p-value < 0.05에서 검증하였다.

Ⅱ. 결   과

1. DPPH 및 ABTS free radical 소거능 측정

CFE의 항산화능을 측정하기 위해 DPPH 및 ABTS free 

radical 소거능을 측정하였다. DPPH free radical 소거능 측

정 결과, CFE의 IC50 값은 34.10 ± 3.35, 표준물질인 

L-ascorbic acid의 IC50 값은 1.66 ± 0.01으로 측정되었다. 

CFE의 ABTS free radical 소거능 측정 결과, CFE의 IC50 값

은 66.78 ± 0.30, 표준물질인 L-ascorbic acid의 IC50 값은 

3.39 ± 0.08으로 측정되었다 (Fig. 1).

Fig. 1. Scavenging activity of CFE on DPPH and ABTS free radical.
DPPH free radical scavenging acitivity of L-ascorbic acid; (A), DPPH free radical scavenging acitivity of CFE; (B), ABTS free radical 
scavenging acitivity of L-ascorbic acid; (C), ABTS free radical scavenging acitivity of CFE; (D).

2. 체중 및 식이섭취량

2주 약물투여 기간 동안 체중의 변화량은 N군 60.30 ± 

2.01, Con군 58.94 ± 2.29, INDO군 61.86 ± 0.83, CFE

군 61.50 ± 1.76으로 각 군간 유의성은 나타나지 않았다. 

식이섭취량은 하루 평균 N군 40.94 ± 5.92, Con군 38.88 

± 5.57, INDO군 39.39 ± 6.30, CFE군 40.39 ± 6.42으

로 각 군간 유의성은 나타나지 않았다 (Table. 1).

3. 뒷다리 체중 부하 측정 결과

뒷다리 체중 부하는 골관절염을 유발하기 하루 전, 유발 후 

7일, 14일, 21일 총 4번 측정하였다. 정상군의 뒷다리 체중 

부하 비율을 100으로 하였을 때, 약물투여 2주 후 각 군의 상

대적 뒷다리 체중 부하의 변화를 측정한 결과. Con군 204.09 

± 12.43, INDO군 142.05 ± 9.85 (p<0.001), CFE군 

147.32 ± 3.40 (p<0.001)으로 INDO군, CFE군 모두 유의

하게 감소하는 경향을 나타내었다 (Fig. 2).
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Group Initial body weight (g) Final body weight (g) Body weight gain (g) Food intake (g/day)

N 297.88 ± 4.26 358.18 ± 5.31 60.30 ± 2.01 40.94 ± 5.92

Con 286.67 ± 5.54 345.61 ± 7.60 58.94 ± 2.29 38.88 ± 5.57

INDO 289.50 ± 3.25 348.07 ± 2.56 61.86 ± 0.83 39.39 ± 6.30

CFE 282.17 ± 5.25 343.67 ± 5.21 61.50 ± 1.76 40.39 ± 6.42

N； normal rats, Con； MIA-induced osteoarthritis rats, INDO ; MIA-induced osteoarthritis rats treated with indomethacin 5 mg/kg body 
weight, CFE； MIA-induced osteoarthritis rats treated with Corni Fructus 30% ethanol extract 200 mg/kg body weight. All data are 
expressed means ± SD, n=10 rats per group.

Table 1. Body Weight and Food Intake

Fig. 2. The changes in relative hind paw weight distribution in 
MIA-induced osteoarthritis rats.
N； normal rats, Con； MIA-induced osteoarthritis rats, INDO ; MIA-
induced osteoarthritis rats treated with indomethacin 5 mg/kg 
body weight, CFE； MIA-induced osteoarthritis rats treated with 
Corni Fructus 30% ethanol extract 200 mg/kg body weight. All 
data are expressed means ± SD, n=10 rats per group. 
Significance: *p < 0.05, *p < 0.01, ***p < 0.001 vs. MIA- 
induced osteoarthritis rats by student LSD test.

4. 산화적 스트레스 바이오마커 측정 결과

관절조직 내 산화적 스트레스 마커인 ROS, ONOO-를 측

정하였다. ROS를 측정한 결과, N군 84,310 ± 24,957 대비 

Con군은 168,978 ± 22,555 (p<0.01)으로 유의하게 증가하

였으며, INDO군, CFE군은 각각 89,054 ± 24,521 (p<0.05), 

99,705 ± 15,335 (p<0.05)으로 유의하게 감소하였다. 

ONOO-를 측정한 결과, N군 23,460 ± 3,035 대비 Con군

은 36,425 ± 1,397 (p<0.001)으로 유의하게 증가하였으며, 

INDO군과 CFE군은 각각 23,654 ± 1,595 (p<0.001), 

28,196 ± 574 (p<0.01)으로 유의하게 감소하였다 (Fig. 3).

Fig. 3. Oxidative stress biomarker in articulation tissues.
Oxidative stress biomarker reactive oxygen species (ROS) and produces peroxynitrite (ONOO-) in articulation tissues. N； normal rats, 
Con； MIA-induced osteoarthritis rats, INDO ; MIA-induced osteoarthritis rats treated with indomethacin 5 mg/kg body weight, CFE； 
MIA-induced osteoarthritis rats treated with Corni Fructus 30% ethanol extract 200 mg/kg body weight. All data are expressed means ± 
SD, n=10 rats per group. Significance:  ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared vs. normal group and *p < 0.05, *p < 0.01, ***p < 00.001 vs. 
MIA-induced osteoarthritis rats by student LSD test.

5. 관절조직 내 항산화 관련 인자 발현량 분석

관절 조직 내 항산화 관련 인자의 발현량을 western blot

으로 분석하였다. Nrf2 측정 결과, N군 1.00 ± 0.11 대비 

Con군은 0.64 ± 0.02 (p<0.001)으로 유의하게 감소하였으

며, INDO군, CFE군은 각각 0.83 ± 0.04 (p<0.05), 0.93 

± 0.03 (p<0.01)으로 Con군 대비 유의하게 증가하였다. 

HO-1 측정 결과, N군 1.00 ± 0.06 대비 Con군은 0.82 ± 

0.03 (p<0.05)으로 유의하게 감소하였으며, INDO군, CFE군은 

각각 0.90 ± 0.08, 0.84 ± 0.03으로 Con군 대비 증가하는 

경향이 나타났다. SOD 측정 결과, N군 1.00 ± 0.02 대비 

Con군은 0.88 ± 0.01 (p<0.001)으로 유의하게 감소하였으

며, INDO군, CFE군은 각각 0.95 ± 0.01 (p<0.01), 1.02 

± 0.02 (p<0.001)으로 Con군 대비 유의하게 증가하였다. 
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catalase 측정 결과, N군 1.00 ± 0.06 대비 Con군은 0.60 

± 0.04 (p<0.001)으로 유의하게 감소하였으며, INDO군, 

CFE군은 각각 0.79 ± 0.03 (p<0.01), 0.91 ± 0.03 

(p<0.001)으로 Con군 대비 유의하게 증가하였다. GPx-1/2 

측정 결과, N군 1.00 ± 0.10 대비 Con군은 0.78 ± 0.01 

(p<0.01)으로 유의하게 감소하였으며, INDO군, CFE군은 각

각 0.89 ± 0.01, 0.91 ± 0.02으로 Con군 대비 증가하는 

경향이 나타났다 (Fig. 4).

Fig. 4. Expression anti-oxidant enzyme in articulation tissue.
anti-oxidant enzyme Nrf2; (A), HO-1; (B), SOD; (C), catalase; (D), GPx-1/2; (E). N； normal rats, Con； MIA- induced osteoarthritis 
rats, INDO; MIA-induced osteoarthritis rats treated with indomethacin 5 mg/kg body weight, CFE； MIA-induced osteoarthritis rats 
treated with Corni Fructus 30% ethanol extract 200 mg/kg body weight. All data are expressed means ± SD, n=10 rats per group. 
Significance: #p < 0.05, ##p < 00.01, ###p < 0.001 compared vs. normal group and *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 00.001 vs. MIA-induced 
osteoarthritis rats by student LSD test. 

6. 관절조직 내 염증성 단백질 발현량 분석

1) NF-Bp65p, p-IB 염증성 단백질 발현량 분석

관절조직에서 염증성 매개인자인 NF-Bp65p, p-IB를 

측정하였다. NF-Bp65p 측정 결과, N군 1.00 ± 0.10 대비 

Con군은 1.43 ± 0.06 (p<0.001)으로 유의하게 증가하였으며, 

INDO군, CFE군은 각각 1.35 ± 0.04, 1.03 ± 0.04 (p<0.001)

으로 Con군 대비 CFE군이 유의하게 감소하는 것을 확인하였다. 

p-IB 측정 결과, N군 1.00 ± 0.04 대비 Con군은 1.26 

± 0.06 (p<0.01)으로 유의하게 증가하였으며, INDO군, 

CFE군은 각각 1.02 ± 0.05 (p<0.05), 1.03 ± 0.10 

(p<0.05)으로 Con군 대비 유의하게 감소하였다 (Fig. 5).

Fig. 5. Expression inflammation-related proteins in articulation tissue.
Inflammation-related proteins NF-κBp65; (A), p-IκBα; (B). N； normal rats, Con； MIA-induced osteoarthritis rats, INDO; MIA-induced
osteoarthritis rats treated with indomethacin 5 mg/kg body weight, CFE； MIA-induced osteoarthritis rats treated with Corni Fructus 30% 
ethanol extract 200 mg/kg body weight. All data are expressed means ± SD, n=10 rats per group. Significance: #p < 0.05, ##p < 0.01, 
###p < 0.001 compared vs. normal group and *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. MIA-induced osteoarthritis rats by student LSD test.
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2) COX-2, iNOS, TNF- , IL-6, IL-1 염증성 단백질 

발현량 분석

관절조직 내 염증성 매개인자인 COX-2, iNOS, TNF-, 

IL-6, IL-1의 단백질 발현량을 측정하였다. COX-2 측정 

결과, N군 1.00 ± 0.06 대비 Con군은 1.39 ± 0.10 (p< 

0.05)으로 유의하게 증가하였으며, INDO군, CFE군은 각각 

1.14 ± 0.14, 1.02 ± 0.11 (p<0.05)으로 Con군 대비 CFE

군이 유의하게 감소하는 것을 확인하였다. iNOS 측정 결과, 

N군 1.00 ± 0.08 대비 Con군은 1.35 ± 0.03 (p<0.001)으

로 유의하게 증가하였으며, INDO군, CFE군은 각각 1.16 ± 

0.06 (p<0.05), 1.21 ± 0.07으로 Con군 대비 CFE군이 유

의하지는 않지만 감소하는 경향을 나타냈다. TNF- 측정 

결과, N군 1.00 ± 0.03 대비 Con군은 1.70 ± 0.12 (p< 

0.001)으로 유의하게 증가하였으며, INDO군, CFE군은 각각 

1.09 ± 0.06 (p<0.001), 1.17 ± 0.026 (p<0.001)으로 Con

군 대비 유의하게 감소하였다. IL-6 측정 결과, N군 1.00 ± 

0.04 대비 Con군은 1.41 ± 0.07 (p<0.001)으로 유의하게 

증가하였으며, INDO군, CFE군은 각각 1.01 ± 0.05 (p< 

0.001), 1.09 ± 0.03 (p<0.001)으로 Con군 대비 유의하게 

감소하였다. IL-1 측정 결과, N군 1.00 ± 0.03 대비 Con

군은 1.54 ± 0.04 (p<0.001)으로 유의하게 증가하였으며, 

INDO군, CFE군은 각각 1.24 ± 0.04 (p<0.001), 1.25 ± 

0.03 (p<0.001)으로 Con군 대비 유의하게 감소하였다 (Fig. 6).

Fig. 6. Expression inflammation-related proteins in articulation tissue.
Inflammation-related proteins COX-2; (A), iNOS; (B), TNF-α; (C), IL-6; (D), IL-1β; (E). N； normal rats, Con； MIA- induced osteoarthritis
rats, INDO; MIA-induced osteoarthritis rats treated with indomethacin 5 mg/kg body weight, CFE； MIA-induced osteoarthritis rats treated
with Corni Fructus 30% ethanol extract 200 mg/kg body weight. All data are expressed means ± SD, n=10 rats per group. Significance:
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared vs. normal group and *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. MIA-induced osteoarthritis rats by
student LSD test.

7. 관절조직 내 TIMP-1, MMP-1 발현량 분석

관절조직 내 TIMP-1의 발현량을 측정한 결과, N군 1.00 

± 0.10 대비 Con군은 0.63 ± 0.11 (p<0.05)으로 유의하게 

감소하였으며, INDO군, CFE군은 각각 0.89 ± 0.07, 0.81 

± 0.14으로 Con군 대비 증가하는 경향을 나타내었다. 

MMP-1을 측정한 결과, N군 1.00 ± 0.07 대비 Con군은 

1.43 ± 0.04 (p<0.001)으로 유의하게 증가하였으며, INDO

군, CFE군은 각각 1.22 ± 0.04 (p<0.05), 1.08 ± 0.11 

(p<0.01)으로 Con군과 대비하여 유의하게 증가하였다 (Fig. 7).

Ⅳ. 고   찰

층층나무과(Cornaceae)에 속하는 山茱萸(Corni Fructus)

의 性味는 酸澁하면서 微溫하고 귀경은 肝腎經이며 澀精固脫, 

補益肝腎하여 腰膝酸痛, 眩暈耳鳴, 遺尿, 陽痿遺精, 大汗虛

脫, 內熱消渴, 尿意頻數, 崩漏帶下 등의 증상에 사용하며, 현

대에는 혈압강하와 다뇨증, 항암, 항균, 요통, 신경쇠약, 이명 

등의 병증에 사용한다15,16). 山茱萸의 주성분으로는 stearic 

acid, saponin, ursolic acid, tyrosine, linolenic acid, 

palmitic acid, morroniside, loganin, valine, oleic acid 

등이 알려져 있으며, 당뇨와 알러지 및 염증 등을 치료하는 

효과가 있는 것으로 알려져 있다17).

골관절염(osteoarthritis)은 연골이 점차적으로 닳아 소실

됨에 따라 연골하골 및 활액막의 2차적인 변화로 나타나는 병

증으로 노년층에서 특히 높은 유병율을 보이는 추세이다18).

한의학에서 골관절염은 關節風, 痺症, 鶴膝風, 脚氣에 속해 

있으며, 신체의 肌肉과 筋骨 등에 생기는 질병으로 麻木, 痛

症 등과 같은 증상이 나타나며, 치료방법으로는 祛風濕, 化濕

痰, 淸血熱 작용을 통하여 氣血을 조화시키고 經脈을 소통시

키기 위해 뜸, 침, 약물 등으로 치료한다19,20).
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Fig. 7. The expression levels of TIMP-1 and MMP-1 in articulation tissue.
TIMP-1; (A), MMP-1; (B). N； normal rats, Con； MIA-induced osteoarthritis rats, INDO; MIA-induced osteoarthritis rats treated with 
indomethacin 5 mg/kg body weight, CFE； MIA-induced osteoarthritis rats treated with Corni Fructus 30% ethanol extract 200 mg/kg 
body weight. All data are expressed means ± SD, n=10 rats per group. Significance: #p < 0.05, ###p < 0.001 compared vs. normal group 
and *p < 0.05, **p < 0.01 vs. MIA-induced osteoarthritis rats by student LSD test.

MIA(monosodium iodoacetate)로 골관절염이 유발된 동

물모델은 연골의 손상 및 통증 등이 실제의 골관절염과 유사

하여21) 한방에서 골관절염를 위해 많은 연구들이 하고 있다. 

이에 본 연구에서는 山茱萸 30% ethanol 추출물이 골관절염이 

유발된 동물모델에서 뒷다리 체중 부하 측정, ROS, ONOO- 

측정, 관절조직 western blotting 분석으로 인하여 골관절염에 

효과가 있는지에 대하여 알아보았다.

ROS가 정상적으로 소거되지 않고 체내에 축적되면 세포를 

산화적 스트레스 상태로 만들고, ONOO-는 산화적 스트레스 

상태에서 염증 등과 같은 여러 만성질환의 발생의 원인이 되

기도 한다22). 이러한 ROS와 ONOO-를 측정한 결과, N군에 

비하여 Con군에서 유의성 있게 증가하였으며, Con군에 비하여 

CFE군에서 유의하게 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 

항산화 관련 인자들은 세포 내에서 증가된 산화적 스트레

스의 조절 및 방어기전 역할을 한다고 알려진 바가 있다23). 

이러한 항산화 전사 인자인 Nrf2와 항산화 효소 단백질로 알

려진 HO-1, catalase, GPx-1/2을 관절조직의 western 

blotting으로 분석한 결과, N군에 비하여 Con군에서 유의성 

있게 감소하였고, Con군에 비하여 CFE군에서 증가하는 것을 

확인할 수 있었다.

산화적 스트레스로 인한 염증을 확인하기 위해 관절조직에서 

염증성 사이토카인과 매개인자를 분석한 결과, CFE군이 

NF-Bp65의 발현을 감소시켰으며, COX-2, iNOS, TNF-, 

IL-6, IL-1 및 p-IB의 발현을 유의하게 감소시키는 것을 

확인할 수 있었다.

관절조직 내의 단백질 분해 인자인 MMP-1, TIMP-1의 

발현량을 분석하였다. 기질단백분해효소로 알려진 MMPs 

(Matrix metalloproteinases)는 생명 현상 유지를 위한 필수 

조절 단백이지만, 나이가 들수록 정상보다 많이 발현되어 염

증세포의 섬유화 및 침윤 등의 증상이 나타나게 된다24). 

TIMPs (Tissue inhibitors of metalloproteinases)는 MMPs

와 서로 상호작용으로 인해 MMPs의 분비를 억제하여 활성도 

조절 역할을 하는 것으로 알려져 있다25). TIMP-1 발현량 측정 

결과, N군에 비하여 Con군에서 유의성 있게 감소하였고, 

Con군에 비하여 CFE군에서 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 

MMP-1 발현량 측정 결과, N군에 비하여 Con군에서 유의성 

있게 증가하였고, Con군에 비하여 CFE군에서 유의하게 감소

하는 것을 확인할 수 있었다.

이 결과를 통해 山茱萸 30% ethanol 추출물이 MIA로 유

발된 골관절염 동물모델에 개선효과가 있음을 확인할 수 있

었다.

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 MIA 골관절염 유발 동물모델에서 山茱萸 

30% ethanol 추출물을 경구 투여하여 골관절염 개선 효과를 

확인하였으며, 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 뒷다리 체중 부하 측정 결과, Con군에 비해 山茱萸 

30% ethanol 추출물이 유의성 있게 감소시키는 것을 

확인하였다.

2. 관절조직 내에서 산화적 스트레스 관련 인자인 ROS와 

ONOO-를 측정한 결과, Con군에 비해 山茱萸 30% 

ethanol 추출물이 유의하게 감소하는 것을 확인할 수 

있었다.

3. 관절조직 내에서 Nrf2와 항산화 효소인 HO-1, SOD, 

catalase. GPx-1/2의 발현량을 측정한 결과, 山茱萸 

30% ethanol 추출물이 유의하게 증가시켰다.

4. 관절조직 내에서 NF-Bp65와 p-IB를 측정한 결과, 

山茱萸 30% ethanol 추출물이 IB의 인산화를 감소

시킴으로서 NF-Bp65의 발현을 감소시킴을 확인하였다.

5. 관절 조직 내 단백질 분해 인자의 발현량을 확인하기 위

하여 TIMP-1, MMP-1의 발현을 측정한 결과, 

TIMP-1의 발현량은 Con군에 비해 山茱萸 30% 

ethanol 추출물이 증가하는 것을 확인할 수 있었으며, 
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MMP-1의 발현량은 Con군에 비해 山茱萸 30% 

ethanol 추출물이 유의하게 감소시켰다.

따라서 MIA 골관절염 유발 동물모델에서 뒷다리 부하 무게, 

항산화 관련 인자, 염증 관련 매개인자 및 사이토카인의 발현과 

관절조직 내 단백질 분해 인자의 발현량 측정 결과를 통해 山

茱萸 30% ethanol 추출물이 골관절염 개선 효과가 있다고 사

료된다.
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