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  요  약 : 본 연구는 CIA에 의해 유발된 DBA/1 마우스를 통해 류마티스관절염 바이오마커에 대한 두
충 추출물의 효과를 평가하였다. 평가를 위해 류마티스관절염 동물모델 제작 후 100 ㎎/㎏/day로 4주간 
경구 투여하고 혈청 바이오마커, 방사선, 구조적 매개변수 분석을 통해 치료 효과를 확인하였다. 음성대
조군과 비교하여, 두충 추출물은 염증 및 면역글로불린 마커(TNF-α, IgG 및 hs-CRP)의 생성을 유의
하게 감소시켰고, 백혈구의 단핵구 수를 유의적으로 감소시켰다. 또한, 두충 추출물은 관절 파괴를 효과
적으로 보존하고 관절 변형을 줄였으며, 골 밀도의 증가와 유의적으로 골 염증을 감소시켰다. 이러한 결
과는 두충 추출물이 류마티스관절염 증상을 개선하는 것을 나타낸다. 따라서, 두충 추출물은 류마티스관
절염 관리를 위한 새로운 치료 옵션이 될 수 있음을 보여준다.

주제어 : 관절, 두충, 류마티스관절염, 자가면역 및 염증성 질환, 의약품 소재

  Abstract : The present study aimed to evaluate the effect of Eucommia ulmoides extracts on 
rheumatoid arthritis biomarker in a CIA-induced DBA/1 mice. For evaluation, Eucommia ulmoides 
extracts was administered orally at dose of 100 ㎎/㎏/day for 4 weeks after production of an 
animal model of rheumatoid arthritis and we confirmed the treatments’ effects based on serum 
biomarker, radiological, structural parameter analysis. Compared to the negative control group, the 
Eucommia ulmoides extracts treatments significantly reduced the serum level of inflammation and 
immunoglobulin markers (i.e., TNF-α, IgG, and hs-CRP), and significantly decreased the 
monocyte count of white blood cells. Furthermore, the Eucommia ulmoides extracts treatments 
effectively preserved the joint destruction, and little the joint deformation. Moreover, compared to 
the negative control group, the Eucommia ulmoides extracts treatments increased the bone volume, 
and significantly decreased bone inflammation. The results indicate that the Eucommia ulmoides     
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extracts improved rhrumatoid arthritis symptoms. Thus, the Eucommia ulmoides extracts may be a 
novel therapeutic option for the management of rheumatoid arthritis.

Keywords : autoimmune and inflammatory disease, Eucommia ulmoides, joint, rheumatoid arthritis, 
therapeutic option

1. 서 론

  류마티스관절염(Rheumatoid arthritis)은 관절 
활막염과 연골 및 조직 손상에 의한 골 파괴와 
골 감소를 특징으로 하는 만성 자가면역질환으로 
전 세계 성인인구의 1%의 환자가 고통받고 있다
[1-3]. 
  이와 같은 류마티스관절염은 비약적인 생명공
학 발전을 기반으로 다양한 병인 연구를 통해 
CD4+ T 세포의 기능인 Th1/Th2 패러다임 이외
에도 새로운 세포군으로 알려진 T helper 17 
(Th17)에서 분비되는 IL-17, IL-23와 같은 사이
토카인이 신규 치료 표적 바이오마커로 주목받게 
되었다[4-6]. 이로 인해 초기 표적치료제인 종양
괴사인자(TNF) 억제제, 인터루킨(IL)-6 억제제 
개발 이후 최근에는 세포 내 염증성 사이토카인
의 신호전달물질인 야누스 인산화효소(Jannus 
kinase)를 표적으로 하는 소분자 억제제가 승인되
어 경구 용법을 통한 다양한 종류의 소분자 억제
제의 활용 가치가 매우 높아졌다[4]. 다만, 류마
티스관절염 시장에서는 생물학적제제 및 소분자 
억제제 사용에 있어 고비용과 더불어 감염 발생
(결핵)의 안전성과 표적 치료 떨어질 수 있다는 
문제점이 해소되지 않아 이를 해소할 수 있는 천
연물 소재에 관한 연구가 현대의학 및 한의학계
에서도 주목받고 있다[4,7]. 따라서 류마티스관절
염 치료제의 주요 기전인 TNF-α, IL-6, IL-17 
등과 같은 사이토카인의 억제와 더불어 임상적 
증상인 관절 이상에 효과적인 천연물 소재 치료
제는 조기 진단에 의한 약물치료를 통해 관절 변
형 예방과 치료결과 향상이라는 결과가 수반되어 
사회, 경제적으로 환자의 부담을 완화할 수 있다.
  본 연구에서 사용한 두충(Eucommia ulmoides)
은 두충과의 낙엽 지는 큰키나무인 두충
(Eucommia ulmoides Oliv.)의 나무껍질로써 
syringaresinol, Pinoresinol, Cycloolivil, 
Medioresinol, eucommin A 등의 성분을 기반으
로 혈압 강화, 진정, 항염, 면역 증강, 항암 등의 

약리 작용이 있어, 근육과 골질을 강화하고 안태 
작용을 하므로 요통, 슬관절염, 골다공증 등에 적
용하고 성장 촉진, 유산 방지 등의 효능이 있다
고 알려져 있다[8]. 류마티스관절염과 연관된 국
내 연구에서 항염증 효능을 비롯하여 뼈모세포의 
증식과 세포자멸사 억제, 뼈 파괴 세포의 생성 
억제, IGF-1 농도와 성장판의 연골 형성을 증가 
등의 연구와 발효우슬, 당귀와의 복합추출물의 항
골관절염 및 항관절통 효과에 관한 결과가 보고
되었으며[9-15], 현재 한의학 임상에서는 우슬, 
오가피, 방기 등의 한약재와 함께 류마티스관절염 
처방으로 활용되고 있으나 치료 소재로서의 단독 
후보군 연구는 진행된 바가 없다.
  따라서 신규 치료 소재로서의 기초적 자료를 
제공하고자 두충 추출물을 collagen으로 류마티스
관절염 모델을 제작하여 경구 투여 후 류마티스
관절염에 관한 기전 중 IL-6, IL-17, TNF-α 
등의 사이토카인 생성량과 hs-CRP 검사 및 면역 
관련 매개체 등의 혈액 변화와 방사선 분석을 통
한 임상적 증상 개선을 확인하였기에 보고하는 
바이다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시료 및 추출

  본 연구에 사용된 두충(Eucommia ulmoides)은 
경상북도 하양에서 작업한 약재를 ㈜옴니허브에
서 구매하여 사용하였다. 
  추출은 두충 50 g에 DW 500 ㎖을 넣고 3시
간 동안 환류 추출 후 여과액을 얻어 rotary 
vacuum evaporator에서 감압 농축하였다. 이후 
농축된 용액을 freeze dryer로 동결 건조하여 분
말을 얻었으며, 얻어진 분말은 초저온 냉동고 
(-80℃)에서 보관하면서 실험에 따라 필요한 농
도로 증류수에 희석하여 사용하였다.
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2.2. 시약 및 기기

  시약은 Immunization Grade Bovine Type II 
Collagen, Solution (Chondrex Co., U.S.A.), 
Incomplete Freund's Adjuvant (Chondrex Co., 
U.S.A.), complete Freund's Adjuvant (Chondrex 
Co., U.S.A.), Mouse cytokine milliplex map 
immunoassay kit (Millipore Co., U.S.A.), 
Indomethacin (Sigma Co., U.S.A.), Mouse IgG 
ELISA kit (eBioscience CO., U.S.A.) 등을 사용
하였다. 
  기기는 rotary vacuum evaporator (Büchi 
B-480 Co., Switzerland), freeze dryer (EYELA 
FDU-540 Co., Japan), CO2 incubator (Forma 
scientific Co., U.S.A.), plate shaker (Lab-Line 
Co., U.S.A.), ELISA reader (Molecular Devices 
Co., U.S.A.) 등을 사용하였다.

2.3. 실험동물 및 사육

  실험동물인 수컷 5주령의 DBA/1 mouse (20∼
23 g)는 ㈜라온바이오에서 공급받아 실험 당일까
지 고형사료와 식수를 충분히 공급하고 온도 
22±2℃, 습도 55±15%, 12시간-12시간 
(light-dark cycle)의 환경에서 2주간 적응시킨 
후 실험에 사용하였다. 본 실험은 동물 실험 윤
리위원회의 승인(승인 번호–DJUARB 2020- 
035)을 받아 동물윤리 준칙에 의거하여 실험하였
다. 

2.4. 류마티스관절염 유발 및 그룹 배분

  2 ㎎/㎖ 농도의 Bovine 제2형 콜라겐 용액을 
동일한 농도의 complete Freund’s adjuvant 
(CFA)와 1：1의 비율로 혼합하며, 혼합액 0.1 
mL (제2형 콜라겐 100μg)을 꼬리의 기저부에서 
1.5∼3 cm 아래쪽의 피내를 통해 천천히 주입하
여 1차 유발을 하였다. 1차 유발 후 2주 후에 1
차 시기와 동일하게 CFA 대신 incomplete 
Freund’s adjuvant (IFA)과 혼합하여 한쪽 발바
닥에 주사하여 유발하였다. 
  실험은 류마티스관절염을 유도하지 않고 자유 
식이를 하는 정상군(이하, Normal), 류마티스관
절염 유도 후 증류수를 투여하는 음성대조군(이
하, Control), 2.5 ㎎/㎏/day의 indomethacin을 
투여하는 양성대조군(이하, Indo) 및 두충 추출물
을 100 ㎎/㎏/day로 투여하는 실험군(이하, 
EUD) 등 총 4개 그룹으로 나누었으며, 그룹 당 
실험동물은 8마리씩 설정하였다. 투여 액량은 체

중에 따라 10 ㎖/㎏으로 설정하여 2차 유발 후부
터 4주간 경구 투여하였다.

2.5. 혈액 및 조직 분리

  실험 종료 후 심장에서 채혈한 혈액 중 면역 
세포 수 분석을 위한 전혈은 EDTA 튜브에 담고 
남은 혈액을 30분간 상온에서 굳혀 3,000 rpm에
서 15분간 원심 분리하여 혈청을 분리하여 초저
온 냉동고 (-80℃)에 보관하였다.
  방사선 분석을 위한 류마티스관절염을 유도한 
후족부의 시편을 사후 경직이 일어나기 전 최대
한 발가락을 편 후, 10% 포름알데히드 용액에 
고정하였다.

2.6. 사이토카인 생성량 측정

  분리한 혈청으로 IL-6, IL-17, TNF-α 농도
는 custom-made 6-plex cytokine Milliplex 
panel을 이용하여 다음과 같이 측정하였다. 각 
well에 50배 희석한 혈청 25 ㎕씩 분주하고 
assay buffer 및 matrix buffer, antibody- 
immobilized beads를 각 25 ㎕씩 가하여 혼합한 
후 2시간 동안 실온에서 반응시키고 washing 완
충 용액을 이용하여 2회 세척하였다. 이를 다시 
25 ㎕의 detection antibody을 가하여 1시간 동
안 실온에서 암소 반응시키고 추가로 25 ㎕의 
Streptavidin-Phycoerythrin을 가하여 30분 동안 
실온에서 반응시킨 후 washing 완충 용액을 이용
하여 2회 세척하였다. 세척 후 PBS를 150 ㎕ 넣
고 5분간 shaking한 후 Luminex를 이용하여 측
정하였다.

2.7. Immunoglobulin G (IgG) 생성량 측정

  분리한 혈청으로 IgG 생성량의 측정은 ELISA 
kit를 이용하여 다음과 같이 측정하였다. 항체를 
coating 완충 용액에 희석하여 microwell에 
coating한 후 4℃에서 overnight 하였다. 각 well
은 3회 washing 완충 용액으로 세척한 후 50배 
희석한 혈청을 100 ㎕씩 분주하였다. 이를 1시간 
동안 실온에서 반응하고 washing 완충 용액으로 
2회 세척한 다음, avidin-HRP conjugated 
antibody 100 ㎕를 처리하고 1시간 실온에서 반
응시킨 후 다시 세척하였다. 여기에 TMB 기질을 
100 ㎕씩 분주하고 암소에서 30분간 반응시킨 
다음 50 ㎕의 Stop solution을 처리한 후 ELISA 
reader 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.
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2.8. 면역 세포 수 및 hs-CRP 분석

  분리한 전혈(단핵구-대식세포)과 혈청(hs-CRP)
을 분석하기 위해 검사 기관인 KPNT (Korea)에 
의뢰하였다.

2.9. 방사선 분석

  분리 후 포르말린에 고정한 후족부를 검사 기
관인 KPNT (Korea)에 Micro-CT 촬영 및 
Structural Parameter를 의뢰하였다. Micro-CT 
촬영은 후족부 전체를 촬영한 후 3D 작업을 진
행하였으며, Structural Parameter 측정은 중족골
을 기준으로 BV (bone volume)와 BS (bone 
surface)에 대한 ratio를 산출하여 관절의 염증 정
도를 나타내었다.

2.10. 통계처리

  모든 실험 결과는 평균값±표준편차(mean±S.D)
로 표시하였다. 그룹별 비교는 one-way analysis 
of variance (ANOVA) 방법을 이용하였고, 
student’s t-test를 사용하여 통계적 유의성을 검
증하였다(***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05).

3. 결과 및 고찰   

3.1. 사이토카인 생성량

  류마티스관절염의 병리적 기전의 주된 특징은 
사이토카인 생성량 증가가 나타나게 된다. 일차적
으로 관절 내 활막조직 세포의 활성화와 염증세
포의 침윤을 통해 대식세포가 IL-6, IL-17, 
TNF-α 등과 같은 사이토카인이 생성되며 관절 
내 염증반응을 증폭시키게 된다[16-18]. 그 결과, 
연골 파괴와 관절의 변형과 기능 파괴 등을 초래
하는 것으로 알려져 있는데, 이는 많은 임상 결
과를 통해 류마티스관절염 환자의 혈액과 활액에
서 IL-6, IL-17, TNF-α 등의 염증성 사이토카
인이 높은 것으로 보고되었고 현재 치료제로 사
용되는 IL-6, TNF-α 억제제가 이를 근거로 사
용된다는 점에서 볼 때 사이토카인 생성 억제는 
예방과 치료에서 중요한 바이오마커임을 보여주
고 있다[19-21].
  두충 추출물이 류마티스관절염의 대표적 사이
토카인 생성량 억제를 확인한 결과, 음성대조군 
대비 IL-6, IL-17 생성량 억제에는 큰 차이를 
보이지는 않았으나(Fig. 1-A, B), TNF-α 생성
은 약 32% 정도의 유의적인 감소가 나타났다

(Fig. 1-C). 이와 같은 결과는 김유현과 박호[22]
가 보고한 관절염 치료에 사용되는 한약재에 관
한 항염증 연구 결과와 이부균 등[23]이 collagen 
Ⅱ로 유도한 관절염 생쥐에서 두충과 속단 복합
물이 TNF-α 생성을 억제했다는 점에서 두충 
추출물이 류마티스관절염 개선을 위해 TNF-α 
억제제 소재로서의 가능성을 보여주고 있다.

3.2. IgG 생성량

  인체에 침투한 물질에 대항하는 당단백질인 
IgG는 면역반응에 주요 역할을 수행하며, 이차 
면역에서 보체 연쇄 반응을 통해 대식세포의 식
균작용을 돕는 것으로 알려져 있다[16]. 특히, 사
이토카인과 함께 류마티스관절염 진단 매개체로 
IgG가 사용되는 이유는 자가 항체의 일종인 류마
티스 인자(Rheumatoid factor, RF)와 cyclic 
citrullinated peptide에 대한 항체(항CCP 항체)가 
류마티스관절염의 진단과 병인에 중요하다고 알
려져 있기 때문이다[16].
  두충 추출물의 IgG 생성량 억제를 확인한 결
과, 음성대조군 대비 약 25% 정도의 유의적인 
감소가 나타났다(Fig. 2). 이와 같은 결과는 이부
균 등[23]이 collagen Ⅱ로 유도한 관절염 생쥐에
서 두충과 속단 복합물이 IgG 생성을 억제하지 
않았다는 결과와는 상반되는 결과가 도출되었다. 
이는 본 연구 결과의 두충 효능을 기반으로 저하
된 원인이 속단과의 배합을 통한 반감 또는 원산
지 차이에 의해 발생한 결과인지는 추후 연구가 
필요한 부분으로 남아있지만, 본 연구에서의 두충
은 TNF-α 및 IgG 생성을 억제함에 따라 류마
티스관절염에 효능을 나타낼 수 있는 천연물임을 
보여주고 있다.

3.3. 대식세포 수 및 hs-CRP 검사

  류마티스관절염 환자는 관절 내 존재하는 항원 
단백질에 반응하는 자가항원반응성 T세포가 지속
적인 활성화로 인해 대식세포가 활막세포와 함께 
관절 염증을 증폭시키게 된다[16-18]. 이로 인해 
대식세포가 생성하는 물질인 사이토카인의 국소
적 생산물이 류마티스관절염의 병리, 임상적 양상
의 주된 원인이 되고 있어 대식세포 수의 감소는 
만성 자가면역질환의 개선에 중요한 면역 세포로 
알려져 있다[24].
  또한, hs-CRP 검사는 염증 및 자가 면역질환
과 관련된 질환을 판단하는 임상적 검사 중 하나
로써 염증이나 조직 손상에 반응하여 양이 증가
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Fig. 1. Effects of Eucommia ulmoides extracts on IL-6(A), IL-17(B), and TNF-α(C) level in 
CIA-induced DBA/1 mice. The measured levels were expressed as the mean±standard 
deviation (n = 8/group). ***p<0.001, **p<0.01 indicates a significant difference from the 
control group. Normal, non treatment group; Control, rueumatoid arthritis group; Indo, 
indomethacin was administered orally at doses of 2.5 ㎎/㎏/day; EDU, Eucommia ulmoides 
extracts was administered orally at doses of 100 ㎎/㎏/day.

Fig. 2. Effects of Eucommia ulmoides extracts on IgG level in CIA-induced DBA/1 mice. The 
measured levels were expressed as the mean±standard deviation (n = 8/group). **p<0.01 
indicates a significant difference from the control group. Normal, non treatment group; 
Control, rueumatoid arthritis group; Indo, indomethacin was administered orally at doses 
of 2.5 ㎎/㎏/day; EDU, Eucommia ulmoides extracts was administered orally at doses of 
100 ㎎/㎏/day.
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Fig. 3. Effects of Eucommia ulmoides extracts on monocyte counting(A), and hs-CRP(B) level in 
CIA-induced DBA/1 mice. The measured levels were expressed as the mean±standard 
deviation (n = 8/group). **p<0.01 indicates a significant difference from the control group. 
Normal, non treatment group; Control, rueumatoid arthritis group; Indo, indomethacin was 
administered orally at doses of 2.5 ㎎/㎏/day; EDU, Eucommia ulmoides extracts was 
administered orally at doses of 100 ㎎/㎏/day.

  

하는 CRP(반응성 단백)를 정확히 검출하는 측정 
방법이다[25]. 따라서 hs-CRP 수치의 저하는 만
성 염증 상태인 류마티스관절염 해소의 지표로도 
활용될 수 있다.
  두충 추출물의 대식세포 수 및 hs-CRP 검사
를 진행한 결과, 음성대조군 대비 대식세포 수는 
약 43% 정도의 유의적인 감소가 나타났으며, 
hs-CRP 수치 역시 약 65% 정도의 유의적인 감
소가 확인되었다(Fig. 3). 이와 같은 결과는 대식
세포 수의 감소로 인해 염증성 사이토카인 
TNF-α의 감소 결과를 뒷받침하고 있으며, 
hs-CRP 수치가 낮아짐에 따라 두충 추출물이 류
마티스관절염의 다양한 기전에서 염증 해소에 도
움을 줄 수 있는 원료임을 시사하고 있다.

3.4. 방사선 및 structural parameter 검사

  류마티스관절염의 관절 침범은 전신에 적용되
나, 특징적으로 손과 발 관절에서 비세균성 만성 
염증반응으로 인해 통증 및 부어오르는 증상이 
나타나며, 원활한 치료가 진행되지 않으면 관절의 
변형과 파괴, 골 염증에 의한 골 밀도 감소 등이 
나타나게 된다[26,27]
  두충 추출물의 방사선 촬영 후 3D 작업을 수
행한 결과, 음성대조군 대비 중족지 관절과 근위
부 관절의 변형 및 골 마디 사이의 파괴가 적게 
나타났음이 확인되었다(Fig. 4). 또한, structural 
parameter 검사를 통해 골 염증 수치와 골 밀도

를 확인한 결과, 음성대조군 대비 골 염증 수치
가 적고 골 밀도는 높은 것으로 나타났다(Fig. 
5). 이와 같은 결과는 앞서 혈액을 통해 진행한 
류마티스관절염 관련 인자 및 hs-CRP 검사 결과
를 기반으로 두충 추출물의 효능이 방사선, 
structural parameter 검사를 통해 더욱 명확하게 
제시되고 있다. 

4. 결 론   

  본 연구는 두충 열수 추출물(이하, 두충 추출
물)이 류마티스관절염 질환의 치료 소재로써 활
용 가능성을 객관적으로 검증하고자 CIA로 류마
티스관절염을 유도한 동물모델에 경구 투여한 후 
혈액 분석(사이토카인, IgG, 대식세포 수, 
hs-CRP) 및 방사선, structural parameter 검사 
등을 진행하였다.
  음성대조군 대비 두충 추출물은 류마티스관절
염 관련 매개체 중 염증성 사이토카인 TNF-α
의 생성과 면역글로불린 G (IgG) 생성, 대식세포 
수, hs-CRP 수치 등을 유의적으로 감소시켰다. 
또한, 방사선 검사를 통해 중족지 관절과 근위부 
관절의 변형 및 골 마디 사이의 파괴가 적게 나
타났으며, structural parameter 검사를 통해 골 
밀도의 증가, 골 염증의 감소가 확인되었다. 
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Fig. 4. Effects of Eucommia ulmoides extracts on the micro CT in CIA-induced DBA/1 mice. 
Representative morphological images of the right paw was obtained by three-dimension 
micro-computed tomography. Normal, non treatment group; Control, rueumatoid arthritis 
group; Indo, indomethacin was administered orally at doses of 2.5 ㎎/㎏/day; EDU, 
Eucommia ulmoides extracts was administered orally at doses of 100 ㎎/㎏/day.

  

Fig. 5. Effects of Eucommia ulmoides extracts on bone volume(A), and bone surface/bone 
volume(B) ratio in CIA-induced DBA/1 mice. The measured levels were expressed as the 
mean±standard deviation (n = 8/group). *p<0.05 indicates a significant difference from 
the control group. BV; bone volume, BS; bone surface. Normal, non treatment group; 
Control, rueumatoid arthritis group; Indo, indomethacin was administered orally at doses 
of 2.5 ㎎/㎏/day; EDU, Eucommia ulmoides extracts was administered orally at doses of 
100 ㎎/㎏/day.

  이상의 결과를 종합해 볼 때, 두충 추출물은 
류마티스관절염 관련 인자인 사이토카인 및 면역
글로불린, 면역 세포 등의 결과가 염증과 면역반
응 조절을 통한 병리적 진행 억제에 따른 임상적 
증상인 관절 이상에도 효과적임이 확인되었다. 따
라서 선행연구 및 본 연구 결과를 기반으로 볼 
때 류마티스관절염을 비롯한 퇴행성관절염 역시 
공통 인자가 작용하는 만큼 관절염에 효과적인 
천연물 소재로서의 가치가 높을 것으로 판단된다. 
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