
J Appl Biol Chem (2023) 66:2, 7−14

https://doi.org/10.3839/jabc.2023.002

Online ISSN 2234-7941

Print ISSN 1976-0442

Article: Food Science

Effects of Fermented Achyranthes japonica Nakai, Angelica gigas Nakai, 
and Eucommia ulmoides Oliver Extracts on Regulation of 
Apoptosis in Articular Chondrocytes

Dakyung Kim1  · Wonhee Jo1  · Minhee Lee1  · Hyun Cheol Jeong2  · 

Sung-Jin Lee2  · Seunghun Lee2  · Jeongmin Lee1,3 

Primary Chondrocytes에서 발효우슬, 당귀, 두충 복합물의 

세포사멸 조절 효과

김다경1 · 조원희1 · 이민희1 · 정현철2 · 이성진2 · 이승훈2 · 이정민1,3

Received: 9 December 2022 / Accepted: 6 January 2023 / Published Online: 17 January 2023

© The Korean Society for Applied Biological Chemistry 2023

Abstract The effects of fermented Achyranthes japonica Nakai,

Angelica gigas Nakai, and Eucommia ulmoides Oliver extracts

(FAAE) on regulation of inflammation and apoptosis were

investigated in primary cultured rat cartilage cells. To identify the

protective effects of FAAE against H2O2, cell survival was

measured by MTT assay. Smad3, Collagen type I, MMP3, and

MMP13 were measured by real-timpe PCR and westernbot and

the inflammatory (NF-κB pathway, COX-2, iNOS) factors were

determined by western blot. The apoptosis related factors (JNK, c-

Fos, c-Jun, caspase 3, Bax, and Bcl-2) were determined by

western blot. FAAE significantly increased the follwing: H2O2

treated cell survival, mRNA and protein expression of Smad 3,

collagen type I. In addition, FAAE significantly decreased the

protein expression of inflammatory and apoptosis related factors.

This study suggests that FAAE have a protection effect of

chondrocytes through inhibition of inflammation and apoptosis.

Thus, FAAE is a therapeutic potential food componet in

osteoarthritis.
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서 론

골관절염(osteoarthritis)은 연골의 점차적인 손실로 인한 염증성

질환으로 대표적인 만성 퇴행성 질환 중 하나로 2021년 건강보

험심사평가원에서 발표한 통계에 따르면 70대가 가장 많은 비

중을 차지하고 있는 것으로 보고되었다[1]. 관절연골에 존재하

는 유일한 세포인 연골세포(chondrocyte)는 synovial fluid로부터

영양분과 외부 화학적 신호를 공급받아 세포 외 기질(extracellular

matrix, ECM)을 생산 및 유지하는 역할을 한다. 그러나 노화

및 외부 자극에 의해 발생한 연골의 손실로 인해 관절강직(joint

stiffness), 부종 및 통증이 발생하며, 연골에서 퇴행성 변화가 발

생하게 되면 세포 외 기질이 감소하거나 파괴되고 연골세포 수

가 감소하게 되는데 이는 세포자멸사(apoptosis)와 관련이 있다

[2,3]. 외부 자극에 대한 보호 작용을 하는 염증(inflammation)이

일어나는 동안 cyclooxygenase (COX)와 nitric oxide synthase

(NOS)와 같은 생리활성물질과 염증성 사이토카인, 금속단백질
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분해효소(metalloproteinases, MMPs), 단백질가수분해효소

(proteolycans), 전사인자(nuclear factor kappa-chain enhancer

of activated B cell, NF-κB) 등이 생성된다[4,5]. 또한 과도한

염증 발생은 세포자멸사를 발생하게 하는데, 세포자멸사는 인체

의 발생과정, 노화 및 항상성 유지에 가장 기본적이고 중요한

역할을 하는 것으로, 골관절염에서는 병리발생에 주요인자로 여

겨진다[6]. 미토콘드리아에서 호흡으로 인해 발생하는 중간 대

사 산물 중 하나인 H2O2는 과도하게 발생하게 되면 산화적 스

트레스를 발생시키고, 세포벽의 구성 성분 중 하나인 lipopoly-

saccharide (LPS)는 세포를 자극하여 염증 매개인자들을 발현시

키게 된다. 이러한 H2O2와 LPS는 세포 실험에서 염증 반응을

재현할 때 주로 쓰리는 물질이다[7,8]. 관절염을 치료하는 방법

으로는 수술적 치료 및 약물적 치료가 있지만 합병증과 감염,

면역체계 약화, 인지장애, 과민반응 등과 같은 부작용의 위험이

나타나 인체에 안전하면서도 효능이 입증된 건강기능식품과 같

은 대체의학에 대한 기호도 및 수요가 증가하고 있다[9-11].

우슬(Achyranthes japonica Nakai)은 한의학에서 골관절염 환

자에게 사용되어 오는 약재로, inokosterone, oleanolic acid,

saponin, ecdysone과 같은 성분이 골관절염 및 염증을 억제하는

효과가 있음을 많은 논문에서 보고되었다[12-14]. 당귀(Angelica

gigas Nakai)는 참당귀의 뿌리를 건조하여 사용하고, decursin이

라는 성분이 항염증, 혈액 순환, 항암 등에 효과가 있는 약재이

다[15]. 또한 두충(Eucommia ulmoides Oliver)은 나무껍질을 말

려 사용하며 lignan, phenol, seroid, iridoid, flavonoid 등과 같

은 다양한 화학 성분을 함유하고 있고 이러한 성분들이 항염증,

항산화, 항균, 항암 등의 효과를 가지는 것으로 보고되어 있다

[16,17]. 선행 연구를 통해 발효우슬, 당귀, 두충 추출복합물이

골관절염 유발 동물모델에서 염증성 사이토카인 (tumor necrosis

factor alpha; TNF-α, interleukin-1 beta; IL-β, IL-6) 농도 감

소, MMPs (MMP-3, MMP-7)의 발현 감소 등 항관절염 효과

를 확인하였다[18,19].

본 연구에서는 primary chondrocyte를 이용하여 발효우슬, 당

귀, 두충 추출 혼합물(FAAE)의 염증 및 세포자멸사(apoptosis)

에 미치는 영향을 검정하고자 하였다.

재료 및 방법

추출 및 재료

본 연구에 사용된 발효우슬, 두충, 당귀 복합물(FAAE)은 ㈜

Hyndaibioland (Ansan, Korea)에서 제공받은 것으로 우슬의 뿌

리는 4시간 동안 95 oC에서 열수추출한 후 Lactobacillus plantarum

300 mL를 접종한 후 37 oC에서 배양하였다. 발효 후 적어도 14

brix로 농축시켰다. 당귀와 두충은 6시간 동안 95 oC에서 열수

추출하여 여과 후 농축시켰다. 제조조건 선정을 위해 다양한 비

율 복합물의 비교 실험을 통해 확립된 우슬 :당귀 :두충 : β-

cycoldextrin = 30:22:15:33의 비율로 각 추출물을 혼합하여 분

무 건조시켜 분화화한 시료를 사용하였다[20].

연골세포 (chondrocyte) 분리 및 배양

연골세포 분리를 위해 Sprague-Dawley (SD) Rat (수컷, 5주령)

을 ㈜새론바이오(Uiwang-si, Korea)로부터 공급받았다. 호흡 마

취 기기(NORVAP, North Yorkshire, UK)와 이소플루란(Piramal

Critical Care Inc, Bethlehem, PA, USA)을 사용하여 희생시킨

rat의 뒷다리 무릎관절 끝 부분의 연골을 1-2 mm 정도 얇게 채

취하였다. 연골 세포 분리는 선행 연구[9]를 참고하여 진행하였

고, 본 연구는 경희대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아

진행되었다(KHGASP-22-276).

Cell viabiliry 측정

96 well plate에 분리한 연골세포를 1×104 cells/well로 분주하

고 overnight하여 안정화시킨 후 FAAE를 100, 200, 400 μg/

mL 농도로 처리한 후 24시간 배양하였고 그 후 200 μM H2O2

를 2시간 처리한 후 MTT 20 μL씩 처리하여 최대 4시간 동안

5% CO2, 37 oC에서 배양하였다. MTT 시약과 배지를 모두 제

거 후 DMSO를 200 μL씩 처리하여 540 nm에서 ELISA reader

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)를 이용하여 흡광

도를 측정하였다.

Real-time polymerase chain reaction에 의한 유전자 발현 측정

6 well plate에 chondrocytes 세포를 5×105 cells/well씩 분주하

고 안정화시킨 뒤 FAAE를 100, 200, 400 µg/mL 농도로 처리

하고, 200 µM의 H2O2를 2시간 동안 처리하였다. RNA 추출 및

cDNA 합성, real-time PCR은 선행 연구[21]의 실험방법으로 진

행하였다. 유전자 증폭 반응에 사용할 각각의 Primer 염기서열

은 Table 1에 나타내었다. 결과의 분석은 Bio-Rad에서 제공하

는 CFX MaestroTM Analysis Software (Bio-Rad Laboratories)

로 분석하였다.

Western blot에 의한 단백질 발현 측정

6 well plate에 chondrocytes 세포를 5×105 cells/well씩 분주하

고 안정화시킨 뒤 FAAE를 100, 200, 400 µg/mL 농도 처리하

고 H2O2는 200 µM의 농도로 2시간, LPS는 50 µg/mL의 농도

로 24시간 처리하였다. Western blot은 Kim 등[22]의 실험방법

을 참고하여 진행하였다. 1차 항체 Smad3, p-Smad3, MMP’s

(3, 13), Collagen type I, IκBα, p-IκBα, p65, COX-2, iNOS,

JNK, p-JNK, c-Fos, p-c-Fos, c-Jun, p-c-Jun, caspase 3, cleaved

casapse 3, Bax, Bcl-2, beta-actin (Cell signaling Technology,

Table 1 Primer sequences used in Real-time PCR quantification of

mRNA

Gene Primer sequences

Smad3
F: 5'-CGC ATG AGC TTC GTC AAA GG-3'

R: 5'-CCG ATC CCT TTA CTC CCA GTG-3'

Collagen Type I
F: 5'-GAG CGG AGA GTA CTG GAT CGA-3'

R: 5'-CTG ACC TGT CTC CAT GTT GCA-3'

MMP-3
F: 5'-GAG TGT GGA TTC TGC CAT TGA G-3'

R: 5'-TTA CAG CCT CTC CTT CAG AGA-3'

MMP-13
F: 5'-TGA TGG GCC TTC TGG TCT TCT-3'

R: 5'-CCC CGC CAA GGT TTG G-3'

GAPDH
F: 5'-TGG CCT CCA AGG AGT AAG AAA C-3'

R: 5'-CAG CAA CTG AGG GCC TCT CT-3'
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Beverly, MA, USA)를 사용하였고, horseradish peroxidase가

중합된 2차 항체(Cell signaling Technology)를 사용하였다.

Enhanced chemiluminescent (ECL, Amershampharmacia Biotech,

Buckinghamshire, UK)를 이용해 발색한 후 Easy photo를 사용

하여 촬영하였다. 촬영된 western blot band 이미지들은 Image

J software (NIH, Bethesda, MD, USA)를 사용하여 band의 밀

도를 측정하였다.

통계처리

본 실험 결과의 분석은 통계프로그램 SPSS (Statistical package

for social science version 25.0, SPSS Inc., Chicago, IL,

USA)를 사용하였으며, 각 실험 항목의 측정 결과를 평균±표준

편차(mean ± SD)로 표시하였다. 그룹 간 평균 차이는 one-way

ANOVA로 확인하였고 통계적 유의성은 Duncan’s test를 실시하

여 p <0.05 수준에서 검정하였다.

결과 및 고찰

H2O2 산화적 독성에 대한 세포사멸 억제 효과

연골세포의 사멸억제와 세포재생은 골관절염에 있어서 가장 중

요하게 여겨지고 있다. SD rat 관절에서 primary한 chondrocyte

에 FAAE와 200 μM H2O2를 처리하여 세포사멸 억제 효과를

알아본 결과(Fig. 1A), H2O2만을 처리한 control (C)군에서

H2O2를 처리하지 않은 normal control (NC)군에 비해 cell

viability가 59.6% 유의적으로 감소하였다(p <0.05). 이는 H2O2에

의해 세포사멸이 나타났음을 의미한다. FAAE를 각 농도별로

처리한 후 H2O2를 처리한 군들의 cell viability는 C군에 비해

각각 45.6%, 73.7%, 104.5% 유의저으로 증가함을 확인하였다

(p <0.05). 이러한 결과는 FAAE가 H2O2에 의해 나타나는 세포

사멸을 억제하는 것을 의미한다.

H2O2 산화적 독성에 의한 연골 생성 및 분해 관련 유전자 및

단백질 발현의 변화

Samd는 receptor regulated Smad (1, 2, 3, 5, 8)과 common

partner Smad (4), inhibitory Smad (4,7)로 분류된다. Smad2/

Smad3이 활성화되면 핵 내 전사인자의 활성화가 나타나고 그

로 인해 collagen type 1의 생성이 촉진시킨다[23]. 연골조직에

는 다양한 collagen type이 존재하는데 Collagen type 1은 연골

세포뿐만 아니라 인체 세포에서 가장 많이 존재한다. Matrix

metalloproteinase (MMPs)는 정성 성장 및 골 손상 후 회복과

정에서 중요한 역할을 하는 효소이지만 골관절염의 발생에서는

ECM 분해를 증가시키는 효소로 tissue inhibitor of MMPs

(TIMPs)에 의해 억제되지만 과도한 염증이 발생하면 TIMPs가

억제되고 MMPs는 증가하게 된다. 따라서 관절염에서 MMPs의

억제는 연골 보호에 핵심적인 기전 중 하나이다. MMP3는

proteoglycan의 퇴화에 결정적인 작용을 하는 금속단백분해효소

이고, MMP13은 collagen type 2의 분해효소로 연골의 콜라겐

생성 및 재생에 중요한 인자이다[24].

SD rat에서 primary한 chondrocyte에 FAAE와 200 μM H2O2

를 처리한 후 연골 생성(collagen type 1, Smad3) 및 분해

(MMP3, MMP13) 관련 유전자 및 단백질 발현 변화를 측정하

였다. 연골 생성 인자인 Smad3 mRNA 발현량의 변화는 H2O2

만을 처리한 C군에서 H2O2를 처리하지 않은 NC군에 비해 유

의적으로 감소하였고, FAAE를 각 농도별로 처리한 후 H2O2를

처리한 군들의 유전자 발현은 C군에 비해 증가하였다. FAAE

100에서는 C군과 유의적인 차이가 나타나지 않았으나 FAAE

200, FAAE 400에서는 유의적인 차이가 나타남을 확인하였다

(Fig. 1B, p <0.05). Collagen type 1 mRNA 발현량의 변화는

H2O2만을 처리한 C군에서 H2O2를 처리하지 않은 NC군에 비해

유의적으로 감소하였고, FAAE를 각 농도별로 처리한 후 H2O2

를 처리한 군들의 유전자 발현은 C군에 비해 증가함을 확인하

였다. FAAE 100에서는 C군과 유의적인 차이가 나타나지 않았

으나 FAAE 200, FAAE 400에서는 유의적인 차이가 나타남을

확인하였다(Fig. 1C, p <0.05). p-Smad3/Smad3 단백질 발현량의

변화를 확인한 결과, H2O2만을 처리한 C군에서 H2O2를 처리하

지 않은 NC군에 비해 유의적 감소하였고, FAAE를 각 농도별

로 처리한 후 H2O2를 처리한 군들의 유전자 발현은 C군에 비

해 증가하였다. FAAE 100에서는 C군과 유의적인 차이가 나타

나지 않았으나 FAAE 200, FAAE 400에서는 유의적인 차이가

나타남을 확인하였다(Fig. 2B, p <0.05). Collagen type 1 단백

질 발현량의 변화를 확인한 결과, H2O2만을 처리한 C군에서

H2O2를 처리하지 않은 NC군에 비해 유의적으로 감소하였고,

FAAE를 각 농도별로 처리한 후 H2O2를 처리한 군들의 유전자

발현은 C군에 비해 유의적으로 증가함을 확인하였다(Fig. 2C,

p <0.05).

연골 분해 인자인 MMP3 mRNA 발현량의 변화는 H2O2만을

처리한 C군에서 H2O2를 처리하지 않은 NC군에 비해 유의적으

로 증가하였고, FAAE를 각 농도별로 처리한 후 H2O2를 처리

한 군들의 유전자 발현은 C군에 비해 감소하였다. FAAE 100

에서는 C군과 유의적인 차이가 나타나지 않았으나 FAAE 200,

FAAE 400에서는 유의적인 차이가 나타남을 확인하였다(Fig.

1D, p <0.05). MMP13 mRNA 발현량의 변화는 H2O2만을 처

리한 C군에서 H2O2를 처리하지 않은 NC군에 비해 유의적으로

증가하였고, FAAE를 각 농도별로 처리한 후 H2O2를 처리한 군

들의 유전자 발현은 C군에 비해 감소하였다. FAAE 100에서는

C군과 유의적인 차이가 나타나지 않았으나 FAAE 200, FAAE

400에서는 유의적인 차이가 나타남을 확인하였다(Fig. 1E, p <0.05).

MMP3 단백질 발현량의 변화를 확인한 결과, H2O2만을 처리한

C군에서 H2O2를 처리하지 않은 NC군에 비해 유의적 증가하였

고, FAAE를 각 농도별로 처리한 후 H2O2를 처리한 군들의 유

전자 발현은 C군에 비해 증가하였다. FAAE 100에서는 C군과

유의적인 차이가 나타나지 않았으나 FAAE 200, FAAE 400에

서는 유의적인 차이가 나타남을 확인하였다(Fig. 2D, p <0.05).

MMP13 단백질 발현량의 변화를 확인한 결과, H2O2만을 처리

한 C군에서 H2O2를 처리하지 않은 NC군에 비해 유의적으로

증가하였고, FAAE를 각 농도별로 처리한 후 H2O2를 처리한 군

들의 유전자 발현은 C군에 비해 유의적으로 감소하였다(Fig. 2E,

p <0.05). 이상의 실험 결과에 따라 H2O2산화적 독성에 의해 발

생한 연골의 생성 관련 인자 억제 및 분해 관련 인자 증가가

FAAE에 의해 연골 생성 인자를 증가시키고, 분해 관련 인자를

억제시켜 연골 세포 보호 효과가 있을 것으로 생각된다.
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LPS에 의한 염증 관련 인자 단백질 발현 변화

LPS는 toll-like receptor (TLR) 4에 의해 인식되는 박테리아 내

독소로, 세포실험에서 염증실험에서 주로 쓰이는 물질이다. TLR4

에 의해 LPS가 인식되어 전달된 활성화 신호는 inhibitior κB

(IκB) kinase (IKK)를 통해 IκB와 p65를 인산화시켜 NF-κB를

활성화시킨다. 활성화된 NF-κB는 핵 내로 이동하여 케모카인,

염증성 사이토카인, inducible NOS (iNOS), COX-2와 같은 효

소의 유전자 발현을 증가시켜 염증반응을 유발시킨다. 또한 LPS

는 L-arginine으로부터 NO를 생성하는 iNOS 발현을 직접적으

로 증가시켜 염증 반응을 유발하기도한다[25].

SD rat에서 primary한 chondrocyte에 FAAE와 LPS를 처리한

후 염증 관련 단백질 발현 변화를 측정하였다. p-IκB/IκB 단백

질 발현을 측정한 결과, LPS만을 처리한 C군에서 LPS를 처리

하지 않은 NC군에 비해 유의적으로 증가하였고, FAAE를 각

농도별로 처리한 후 LPS를 처리한 군들의 단백질 발현은 C군

에 비해 유의적으로 감소하였다(Fig. 3B, p <0.05). p-p65/p-65

단백질 발현을 측정한 결과, LPS만을 처리한 C군에서 LPS를

처리하지 않은 NC군에 비해 유의적으로 증가하였고, FAAE를

각 농도별로 처리한 후 LPS를 처리한 군들의 유전자 발현은 C

군에 비해 감소하였다. FAAE 100에서는 C군과 유의적인 차이

가 나타나지 않았으나 FAAE 200, FAAE 400에서는 유의적인

차이가 나타남을 확인하였다(Fig. 3C, p <0.05). iNOS와 COX-

Fig. 1 Effect of FAAE on protecetion (A) and mRNA expression of

Smad 3 (B), collagen type I (C), MMP3 (D), and MMP13 (E) in H2O2-

treated chondrocytes. The cells were treated for 24 h with various

concentrations (100, 200, and 400 μg/mL) of FAAE were incubated for

2 h with 200 μM H2O2. The results were expressed in mean ± SD values.

Significance were indicated using Duncan’s test at p <0.05
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2 단백질 발현을 측정한 결과, LPS만을 처리한 C군에서 LPS

를 처리하지 않은 NC군에 비해 유의적으로 증가하였고, FAAE

를 각 농도별로 처리한 후 LPS를 처리한 군들의 단백질 발현

은 C군에 비해 유의적으로 감소하였다(Fig. 3D, 3E, p <0.05).

이상의 실험 결과에 따라 LPS 처리로 인해 발생한 염증 관련

단백질 발현이 FAAE에 의해 감소함으로써 연골 세포 보호 효

과가 있을 것으로 생각된다.

LPS에 의한 세포사멸 관련 인자 단백질 발현 변화

Apoptosis가 일어나는 과정에서 Bcl-2 famaily와 mitogen-

actiated protein kinase (MAPK) signal pathway가 중요하게 작

용한다. Bcl-2 family는 anti-apoptotic 및 pro-apoptotic intrinsic

pathway를 조절하는 단백질로 미토콘드리아 막투과를 매개하여

apoptosis가 일어나게 되고, MAPK signal pathway는 extracellular

signal-regulated kinase, Jun Kinase (JNK/SAPK), p38 등 3가

지가 매우 특징적인데, 주로 염증성 사이토카인에 의해 JNK,

p38 등이 활성화가 나타나 apoptosis가 일어나게 된다. MAPK

signal pathway에서 가장 많은 영향을 받는 인자는 AP-1으로

Jun과 Fos famaily 단백질로 구성되어있다. c-Jun과 c-Fos의

heterodimer 형태로 존재할 때 가장 높은 전사활성을 가지는데,

외부 환경의 자극, 사이토카인, 성장인자 등에 의해 c-Jun과 c-

Fos의 단백질 발현이 증가하고 c-Jun은 JNK와 p38에 의해 인

산화되어 활성화된다. 또다른 apoptosis의 기전으로는 Fas ligand

나 TNF-α가 세포막의 수용체와 결합하여 신호를 전달하면 세

포 내 caspase 9 또는 caspase 8이 활성화되어 procaspase3를

caspase 3로 활성화시켜 apotosis가 일어나게 된다[26,27].

SD rat에서 primary한 chondrocyte에 FAAE와 LPS를 처리한

후 세포사멸 관련 단백질 발현 변화를 측정하였다. p-JNK/JNK

단백질 발현을 측정한 결과, LPS만을 처리한 C군에서 LPS를

처리하지 않은 NC군에 비해 유의적으로 증가하였고, FAAE를

Fig. 2 Effect of FAAE on protein band (A) and protein expression of p-

Smad3/Smad 3 (B), collagen type I (C), MMP3 (D), and MMP13 (E) in

H2O2-treated chondrocytes. The cells were treated for 24 h with various

concentrations (100, 200, and 400 μg/mL) of FAAE were incubated for 2

h with 200 μM H2O2. The results were expressed in mean ± SD values.

Significance were indicated using Duncan’s test at p <0.05
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각 농도별로 처리한 후 LPS를 처리한 군들의 단백질 발현은 C

군에 비해 유의적으로 감소하였다(Fig. 4A, p <0.05). p-c-Fos/c-

Fos 단백질 발현을 측정한 결과, LPS만을 처리한 C군에서 LPS

를 처리하지 않은 NC군에 비해 유의적으로 증가하였고, FAAE

를 각 농도별로 처리한 후 LPS를 처리한 군들의 유전자 발현

은 C군에 비해 농도의존적으로 감소하였다(Fig. 4B, p <0.05).

p-c-Jun/c-Jun 단백질 발현을 측정한 결과, LPS만을 처리한 C군

에서 LPS를 처리하지 않은 NC군에 비해 유의적으로 증가하였

고, FAAE를 각 농도별로 처리한 후 LPS를 처리한 군들의 단

백질 발현은 C군에 비해 유의적으로 감소하였다(Fig. 4C, p <0.05).

Cleaved caspase 3/caspase3 단백질과 Bax/Bcl-2 단백질 발현을

측정한 결과, LPS만을 처리한 C군에서 LPS를 처리하지 않은

NC군에 비해 유의적으로 증가하였고, FAAE를 각 농도별로 처

리한 후 LPS를 처리한 군들의 단백질 발현은 C군에 비해 농

도의존적으로 감소하였다(Fig. 4D, 4E, p <0.05). 이상의 실험

결과에 따라 LPS 처리로 인해 발생한 세포사멸 관련 단백질 발

현이 FAAE에 의해 감소함으로써 연골 세포 보호 효과가 있을

것으로 생각된다.

퇴행성 관절염은 연골조직이 점차적으로 손상되어 염증과 통

증을 수반하는 60세 이상 노인의 1/3에서 발생하는 흔한 만성

퇴행성 질환이다. 퇴행성 관절염의 치료법으로는 비스테로이드

계 항염제, 마약성 진통제 등 경구용 약제, 스테로이드제, 히알

루론산 등 관절강 내 주사제, 또는 수술요법 등 다양하지만 장

기복용 부담 및 부작용 등의 문제가 나타나면서 관절염에 대한

건강기능식품의 수요가 급격히 증가하고 있는 추세이다. 본 연

구에서는 발효우슬, 당귀, 두충 추출 복합물(FAAE)을 이용하여

연골세포에서 세포사멸에 미치는 영향을 확인하고자 연구를 진

행하였다. Primary 한 연골세포에 FAAE를 처리한 후 Smad3,

Fig. 3 Effect of FAAE on protein band (A) and protein expression of p-

IκB/IκB (B), p-p65/p65 (C), iNOS (D), and COX-2 (E) in LPS-treated

chondrocytes. The cells were treated with 50 μg/mL LPS except NC and

incubated for 24 h with various concentrations (100, 200, and 400 μg/

mL) of FAAE. The results were expressed in mean ± SD values.

Significance were indicated using Duncan’s test at p <0.05
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collagen type 1과 같은 연골 생성 인자들의 발현을 증가시키고,

MMPs와 같은 연골 분해 인자들의 발현을 감소시키는 것을 확

인하였다. 또한 FAAE가 iNOS, COX-2, NF-κB 활성을 감소시

켜 항염증에도 효과 있는 것으로 확인하였다. 그리고 LPS 처리

로 증가된 JNK/c-Fos/c-Jun/Caspase 3의 활성 및 Bax/Bcl-2의

활성 또한 감소시켜 apoptosis 억제 효과에도 영향을 주는 것을

확인하였다. 이상의 결과는 발효우슬, 당귀, 두충 추출 복합물

이 연골 내 염증 및 apoptosis를 억제시켜 연골 건강에 도움을

줄 수 있는 건강기능식품의 소재로서 가치가 있으며, 본 연구

가 연골 건강에 도움을 줄 수 있는 건강기능식품을 개발하기

위한 기초로 활용 가능할 것으로 보여 진다. 또한 본 연구는 세

포 연구에 대한 결과이므로, 동물 실험을 통해 발효우슬, 당귀,

두충 추출 복합물이 소화흡수 된 후 연골 세포 내 염증 및

apoptosis에 미치는 영향에 대한 추후 연구가 필요하 것을 사료

된다.

Fig. 4 Effect of FAAE on protein expression of p-JNK/JNK (A), p-c-Fos/c-Fos (B), p-c-Jun/c-Jun (C), cleaved caspase 3/caspase 3 (D), and Bax/Bcl-2

(E) and protein band (F) in H2O2-treated chondrocytes. The cells were treated for 24 h with various concentrations (100, 200, and 400 μg/mL) of FAAE

were incubated for 2 h with 200 μM H2O2. The results were expressed in mean ± SD values. Significance were indicated using Duncan’s test at p <0.05
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초 록

SD rat에서 primary culture한 chondrocyte에서 발효우슬, 당귀,

두충 추출 복합물(FAAE)이 염증 및 세포사멸 조절에 미치는

영향을 알아보고자 하였다. FAAE는 H2O2에 대한 세포 생존률,

Smad3, Collagen type 1의 mRNA 및 단백질 발현을 증가시켰

고, 염증 및 세포사멸 관련인자(NF-κB pathway, COX-2,

iNOS, JNK, c-Fos, c-Jun, caspase 3, Bax, Bcl-2)의 단백질

발현을 감소시켰다. 본 연구는 FAAE가 염증 및 세포 사멸 억

제를 통해 연골세포 보호효과가 있음을 시사한다.

Keywords 당귀 · 두충 · 발효우슬 · 세포사멸 · 연골세포
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