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ABSTRACT

Objectives : The purpose of this study is to prove the effect of Gamikyejakjimo-tang (jiāwèiguìsháozhīm-tāng, 

GK) on rheumatoid arthritis.

Methods : We checked viability and measured production of IL-1β, IL-6, IL-17, TNF-α in RAW 264.7 cell 

after treat by GK. Then we measured rheumatoid arthritis index score of DBA/1 mice with rheumatoid arthritis 

induced by CIA after GK oral administration, checked IL-1β, IL-6, IL-17, TNF-α and hs-CRP tests in serum. 

Also we were observed mRNA expression of IL-1β, IL-6, IL-17 and TNF-α in spleen by RT-PCR.

Results : GK showed cell viability of 100% or higher in all concentration in RAW 264.7 cells. GK inhibited 

LPS-induced productions of rheumatoid arthritis mediators cytokine in RAW 264.7cells. GK treated group 

showed improvement from rheumatoid arthritis at decreased the index score. Also, GK treated group decreased 

level in serum of IL-1b, IL-6, IL-17, TNF-a and hs-CRP tests by 31%, 35%, 20%, 57% and 58% respectively. 

Finally, GK treated group showed decrease expression of IL-1β, IL-6, IL-17 and TNF-α mRNA in spleen by 

46%, 51%, 25% and 42% respectively.

Conclusions : In this study, in-vitro and in-vivo results observed rheumatoid arthritis factors cytokine of IL-1

β, IL-6, IL-17 and TNF-α decrease in RAW 264.7 cells, serum, mRNA expression. Also, GK showed decrease 

of inflammation figure in hs-CRP tests depending on effect of rheumatoid arthritis. Thus, these results can 

used as a effective drug of GK for rheumatoid arthritis.

Key words : Cytokine, hs-CRP, Gamikyejakjimo-tang, mRNA, Rheumatoid arthritis, serum

서 론1)

류마티스 관절염 (Rheumatoid Arthritis, 이하 RA)은 자

가 면역 기전으로 관절 활막에 만성 염증이 발생하여 국소적

인 관절 내 골 파괴와 전신적인 골감소를 특징으로 하는 자가

면역 질환이다1). 주로 40대에서 70대 사이의 연령대에 가장 

흔하며 발병율은 연령에 따라 증가한다2).

RA는 세포매개성 면역반응 (cell mediated immune response)

을 하는 협조/유도 T 세포 (CD4+) 중 제 1형 T 세포 (type 

1 helper cell, Th1)가 Th2 세포보다 편향되어 발달함으로써 

Th1 사이토카인이 대량 생산되어 유발된다3,4). 

Th1 사이토카인은 IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-γ 등이 

대표적으로 알려져 있는데, 이들 사이토카인은 염증반응을 촉

진시킴으로써 RA를 더욱 악화시킨다5,6). 또한, 최근에는 

Th17이 관절 내 세포들로부터 TNF-α와 IL-1 같은 주요 

cytokine들과 IL-6, 단백분해 효소 등의 분비를 유도하여 염

증 반응을 심화시켜 급성 관절염을 만성화 시킨다는 것이 많

은 연구 결과들을 통해 밝혀짐에 따라 RA의 새로운 매개체로 
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대두되고 있다7-9). 그러므로  RA의 초기 및 진행단계에서 이

와 같은 Th1과 Th17 cytokine을 억제하는 것이 중요하다고 

할 수 있다10). 

현재 류마티스성 관절염 치료제로 아스피린, 비스테로이드성 

소염제, 단순 소염제, 부신피질호르몬, 질환 변형 약제 (DMARD 

: disease modifying anti rheumatic drug), 항TNF-α제

제, 면역억제제, 세포독성 억제제 등이 광범위하게 사용되고 

있다11,12). 그러나 이러한 치료제들은 myelosuppression, 고

혈압, 간과 신장의 기능장애 등의 심각한 부작용으로 인하여 

사용에 제약이 따르는 경우가 많아 보다 효과적이며 안전성이 

입증된 치료제의 개발을 위한 연구가 필요한 실정이다13).

 桂芍知母湯은《金匱要略》14)에 "祛風散寒除濕 하고 淸熱

한다" 이라고 기재된 이래 오랜 임상 경험을 통하여 관절염을 

비롯하여 광범위하게 응용되는 처방이다. 본 시료인 가미계작

지모탕은 여기에 이미 실험적으로 RA에 효과가 있음이 증명

된 牛膝15), 威靈仙16), 川烏頭17)를 가미한 처방이다.

이에 본 실험에서는 RAW 264.7 세포내  IL-1β, IL-6, IL-17, 

TNF-α 등의 cytokine 생성량 측정과 더불어 collagen-induced 

arthritis (CIA) 병태 모델에서 혈청 내 IL-1β, IL-6, IL-17, 

TNF-α 생성량 및 유전자 발현량을 측정하였다. 이 밖에 육

안적 평가 및 hs-CRP 검사 등의 연구를 통하여 임상에서의 

활용성을 제고함과 동시에 향후 보다 효과적이고 안전한 한의

학적 치료제 개발을 위한 기초적 자료를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 약재

본 실험에 사용한 가미계작지모탕 (Gamikyejakjimo-tang 이

하, GK로 표기)의 구성 약재들은 ㈜옴니허브에서 구입 하였

고, 대전대학교 TBRC-RIC에서 정선 후 사용 하였으며, 그 

내용과 분량 (1첩)은 다음과 같다(Table 1).

Table 1. The prescription of GK

Herbal medicine name Pharmacognostic name Weight(g)

白  朮 Atractylodis Rhizoma Alba 12

威靈仙 Clematidis Radix 12

川烏頭 Aconiti Tuber 12

桂  枝 Cinnamomi Ramulus 9

芍  藥 Paeoniae Radix 9

知  母 Anemarrhenae Rhizoma 9

防  風 Saposhnikoviae Radix 9

麻  黃 Ephedrae Herba 9

牛  膝 Achyranthis Radix 9

乾  薑 Zingiberis Rhizoma 9

甘  草 Glycyrrhizae Radix et Rhizoma 9

附  子 Aconiti Lateralis Radix Preparata 8

Total amount 116

2. 동물 및 사료

실험동물인 수컷 5주령의 DBA/1 mouse (20∼23 g)는 

㈜중앙실험동물에서 공급 받아 실험 당일까지 고형사료 (㈜퓨

리나)와 물을 충분히 공급하고 온도 22 ± 2℃, 습도 55 ±

15%, 12시간 - 12시간 (light-dark cycle)의 환경에서 2주

간 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 본 실험은 대전대학교 동

물실험 윤리 위원회의 승인 (동물사용 윤리위원회 승인 번호 

–DJUARB 2014-014)을 받아 동물윤리 준칙에 의거하여 실

험하였다.

3. 시약 및 기기

사용된 시약은 Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM : Gibco BRL Co., U.S.A.), 우태아혈청 (fetal bovine 

serum: FBS, Invitrogen Co., U.S.A.), lipopolysaccharide  

(LPS : Sigma Co., U.S.A.), cell viability assay kit (Daeillab 

sevice, Korea), penicillin  (Hyclone, Co., U.S.A.), mouse 

cytokine milliplex map immunoassay kit (Millipore Co., 

U.S.A.), Mouse IL-17AF ELISA Ready-SET-Go (eBioscience 

CO., USA), total RNA prep kit (Intronbio., Korea)을 사

용하였으며, 기기는 rotary vacuum evaporator (Büchi B-480 

Co., Switzerland), freeze dryer (EYELA FDU-540 Co., 

Japan), spectrophotometer (Shimadzu Co., Japan), ELISA 

reader (Molecular Devices Co., U.S.A.), PCR machine 

(Thermal Dynamic., U.S.A), thermocycler system (MWG 

Biotech Co., Germany), Luminex (Millipore Co., USA) 

등을 사용하였다. 

4. 시료 추출

GK 1첩 (116 g)에 80% 주정 (C2H5OH) 1000 ㎖을 넣고 

3시간 동안 환류추출 후 여과액을 얻어 rotary vacuum 

evaporator에서 감압 농축 하였다. 농축된 용액을 freeze 

dryer로 동결 건조하여 분말 14.3 g을 얻었으며, 얻어진 분

말은 초저온 냉동고 (-80℃)에서 보관하면서 실험에 따라 필

요한 농도로 증류수에 희석하여 사용하였다.

5. 세포 배양

실험에 사용된 RAW 264.7 세포는 한국 세포주 은행에서 

구입하였다. 동결된 RAW 264.7 세포를 50 ㎖ 튜브에 옮기

고 PBS 9 ㎖을 넣어 세포를 부유시킨 뒤 1,200 rpm에서 5

분간 원심분리 하여 상등액을 제거하였다. 세포는 10% fetal 

bovine serum (FBS)와 1% penicillin으로 조성된 DMEM 

배지 1 ㎖을 넣어 부유시켜 세포배양기 (37℃, 5% CO2) 에

서 배양하였다. 계대배양 횟수는 5회 이상 으로 하였고, 시료

들을 처리하기 전에 24시간을 적응시켰다.

6. 세포독성 측정

RAW 264.7 세포는 96 well plate에 2×104 cells/well로 

분주하여 24시간 동안 배양 하였다. 새로운 배양액으로 교체한 

후 GK를 각각 1, 10, 100 (㎍/㎖)의 농도로 처리하여 다시 

24시간 동안 배양하였다. 배양 후 10 ㎕의 WST solution을 

첨가하여 세포배양기 (37℃, 5% CO2)에서 30분간 반응 시켰

다. 반응 후 450 ㎚에서 ELISA reader기를 이용하여 흡광도
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의 변화를 측정한 후 대조군에 대한 세포 생존율을 백분율로 

표시 하였다.

7. 세포 내 cytokine 측정

세포 내 염증성 cytokine 측정은 luminex를 사용하였다. 

12 well plate에 RAW 264.7 세포를 2×105 cells/well이 

되게 분주하여 24시간 동안 배양 후 새로운 배양액으로 교체

하였고, GK를 1, 10, 100 (㎍/㎖)의 농도로 처리하고, LPS 

1 ㎍/㎖의 농도로 처리하여 다시 24시간 동안 세포배양기 

(37℃, 5% CO2)에서 배양하였다. 원심분리 후 상청액으로 

IL-1β, IL-6, IL-17, TNF-α를 측정하였다.

8. 관절염 유발

2 mg/mL 농도의 Bovine 제2형 콜라겐 용액을 동일한 농

도의 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 1차 시기와 동

일하게 CFA 대신 incomplete Freund's adjuvant (IFA)과 

혼합하여 한쪽 발바닥에 주사하여 유발하였다. 실험은 4개의 

군으로 나누었으며 매일 1회, 오후 2시에 정상군, 대조군에는 

증류수를, 양성대조군인 indomethacin (이하, Indo) 투여군

과 GK 투여군은 각각 200 ㎕ (200 ㎎/㎏) 씩 투여하였다. 

실험이 진행되는 동안 자유 식이를 하였다.

9. Rheumatoid Arthritis Index(AI) 측정

RA 지수 (Rheumatoid Arthritis index score) 확인을 위

하여 2차 주사 이후에 CIA생쥐의 각 4개의 발 (paw)에서 각 

발마다 0∼4점 (총 0∼16점)의 임상점수, 발목 두께의 변화, 

발생률 등을 측정하였다. 측정은 9주차부터 13주차까지 매주

마다 기록하였으며 기준은 다음과 같다(Table2).

Table 2. Standard of Arthritis index score

Arthritisindex Inflammation-induceddegree

0 no arthritis

1 small degree of arthritis

2 light swelling

3 medium swelling

4 severe swellin

10. 혈청 내 cytokine 측정 및 혈액 내 hs-CRP 

검사

실험 종료 후 ether로 마취한 상태에서 심장 천자법을 이

용하여 채혈한 다음 6,500 rpm에서 20분간 원심 분리하여 

혈청을 분리하였다. 분리된 혈청을 가지고 IL-1β, IL-6, 

TNF-α는 custom-made 6-plex cytokine Milliplex panel

을 이용하여 Luminex로 측정하였으며, IL-17 생성량 측정

은 ELISA kit를 이용하여 ELISA reader 450 ㎚에서 흡광

도를 측정하였다. 고감도 C 반응성 단백검사법 hs-CRP 

(high-sensitivity C-reactive Protein) 검사는 실험 종료 

후 심장 천자법을 이용하여 혈액을 채취하였다. 혈액을 30분

간 상온에서 굳힌 뒤 3,000 rpm에서 15분간 원심분리 후 혈

청을 분리하여 서울의과학 연구소에 분석 의뢰 하였다.

11. RNA 분리 및 realtime PCR 분석

비장조직에서 발현된 mRNA를 측정하기 위해 RT-PCR을 

시행하였다. 분리한 비장 조직을 동결시킨 뒤 total RNA 

prep kit을 이용하여 RNA를 추출하였다. 역전사 반응은 추

출한 RNA를 RT premix kit의 mixture를 사용하여 first-strand 

cDNA를 합성하였으며 M-MLV RT를 불활성화시킨 후 합성

이 완료된 cDNA를 polymerase chain reaction (PCR)에 사

용하였다. RT-PCR은 DNA polymerase 1U/tube에 250 mM 

dNTPs mix, RT buffer (10 mM Tris-HCl, pH 9.0, 30 

mM KCl, 1.5 mM MHCl2)를 포함한 mixture에 각 샘플과 

primer를 넣고 PCR을 시행하였다. 사용된 primer는 아래와 

같다(Table 3). 1% agarose gel에 전기영동 후 유전자발현

의 여부를 UV로 촬영하여 각 그룹별로 band를 확인하고, 

RNA 발현을 나타내었다.

Table 3. The Sequences of Primers

Primer F/R Sequences

IL-1β
F GTT GAC GGA CCC CAA AAG AT

R AAG GTC CAC GGG AAA GAC AC

IL-6
F CCT ACC CCA ATT TCC AAT GC

R CGC ACT AGG TTT GCC GAG TA

IL-17
F AAC CAA AAC CAG GGC ATT TC

R GAT TTC TTG CTG AAT GGC GA

TNF-α
F CTA CTC CTC AGA GCC CCC AG

R AGG CAA CCT GAC CAC TCT CC

12. 통계처리

실험 결과는 실험 결과는 SPSS 11.0의 unpaired student's 

T-test 및 ANOVA를 사용하여 통계처리 하였으며 p<0.05,  

p<0.01 및 p<0.001 수준에서 유의성을 검정하였다.

결 과

1. 세포 독성

RAW 264.7 세포주 세포 생존율을 측정한 결과, 대조군을 

100.0 ± 1.0%로 나타냈을 때 GK 투여군 1, 10, 100 (㎍/

㎖) 농도에서 110.7 ± 4.8%, 108.1 ± 1.6%, 101.8 ± 3.7%

의 세포 생존율을 나타내었다(Fig. 1).
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Fig. 1. Cell viability of GK extracts in RAW 264.7 cells. The results 
were expressed as mean ± S.D.

2. 세포 내 cytokine 생성에 미치는 영향

RAW 264.7 세포 내 IL-1β 생성량은 대조군이 28.6 ±

1.7 pg/㎖을 나타낸 반면, GK는 1, 10, 100 (㎍/㎖) 농도에

서 29.1 ± 3.4 pg/㎖, 25.8 ± 2.7 pg/㎖, 14.8 ± 3.0 pg/

㎖로 나타났으며, IL-6 생성량은 대조군이 4347.0 ± 233.4 

pg/㎖를 나타낸 반면, GK는 1, 10, 100 (㎍/㎖) 농도에서 

3151.8 ± 578.3 pg/㎖, 2096.5 ± 130.0 pg/㎖, 1137.5 ±

173.5 pg/㎖로 나타나 대조군에 비하여 10, 100 (㎍/㎖)의 

농도에서 유의성 있는 (** : p <0.01) 감소를 나타내었다. 

IL-17 생성량은 대조군이 20.7 ± 2.6 pg/㎖을 나타낸 반면, 

GK는 1, 10, 100 (㎍/㎖) 농도에서 13.9 ± 1.1 pg/㎖, 

12.4 ± 3.0 pg/㎖, 13.1 ± 1.9 pg/㎖로 나타나 대조군에 비

하여 1, 10, 100 (㎍/㎖)에서 유의성 있는 (* : p <0.05) 감

소를 나타냈으며, TNF-α 생성량은 대조군이 5449.8 ±

466.2 pg/㎖를 나타낸 반면, GK는 1, 10, 100 (㎍/㎖) 농

도에서 4190.5 ± 543.9 pg/㎖, 3966.6 ± 502.4 pg/㎖, 

3653.5 ± 518.1 pg/㎖로 나타나 대조군에 비하여 10, 100 

(㎍/㎖)의 농도에서 유의성 있는 (* : p <0.05) 감소를 나타

내었다(Fig. 2).

Fig. 2. Effects of GK on the level of IL-1β, IL-6, IL-17 and TNF-
α in RAW 264.7 cells. The results were expressed as mean ±
S.D (Significance of results, ** : p <0.01, * : p <0.05).

3. 육안적 관찰 및 Rheumatoid Arthritis Index(AI) 

측정

2차 유발 이후부터 실험 종료까지 2주 간격으로 관찰 및 RA 

지수를 확인한 결과, 육안적 관찰 시 대조군은 발 (paw)과 발

목 및 마디 등에 부종이 지속되는 반면, GK 그룹은 점차 감소

되어 13주차에 대조군에 비하여 큰 감소를 나타내었다(Fig. 3).

RA 지수를 측정한 결과에서도 GK 투여군은 대조군에 비하여 

모두 유의성 있는 (*** : p <0.001) 감소를 나타내었다(Fig. 4).

Control Indo GK

9
w

11
w

13
w

Fig. 3. Comparison of Rheumatoid Arthritis manifestation in DBA/1 
mice between control and experimental group.

Fig. 4. Effects of GK on Rheumatoid Arthritis index score in 
CIA-induced DBA/1 mice (Significance of results, *** : p <0.001).

4. 혈청 내 cytokine에 미치는 영향

GK 투여 종료 후에 혈청 내 cytokine을 측정한 결과, 

IL-1β는 대조군이 755.0 ± 68.4 pg/㎖을 나타낸 반면, GK

는 523.1 ± 49.7 pg/㎖ 으로 유의성 있는 (* : p <0.05) 감
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소를 나타냈으며, IL-6는 대조군이 675.9 ± 107.5 pg/㎖를 

나타낸 반면, GK는 440.9 ± 99.0 pg/㎖으로 유의성 있는 (* 

: p <0.05) 감소를 나타내었다. IL-17은 대조군이 13.4 ±

1.3 pg/㎖을 나타낸 반면, GK는 10.7 ± 1.2 pg/㎖로 나타

나 대조군에 감소를 나타냈으며, TNF-α는 대조군이 274.4

± 37.2 pg/㎖를 나타낸 반면, GK는 117.3 ± 36.3 pg/㎖로 

나타나 대조군에 비하여 유의성 있는 (* : p <0.05) 감소를 

나타내었다(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of GK on the level of IL-1β, IL-6, IL-17 and TNF-
α in the serum of CIA-induced  Rheumatoid Arthritis model of 
DBA/1 mice (Significance of results, ** : p <0.01, * : p <0.05).

5. 비장조직에서 RA 인자의 발현량 측정

GK 투여 종료 후에 비장 조직에서 유전자 발현량을 측정한 

결과, IL-1β는 대조군을 100.0 ± 1.0%로 나타내었을 때 GK 

투여군은 43.9 ± 4.7%로 나타나, 대조군에 비하여 감소를 나

타내었으며, IL-6는 대조군을 100.0 ± 1.1%로 나타내었을 

때 GK 투여군은 38.7 ± 5.0%, IL-17은 대조군을 100.0 ±

1.0%로 나타내었을 때 GK 투여군은 75.5 ± 5.6%, TNF-α

는 대조군을 100.0 ± 1.2%로 나타내었을 때 GK 투여군은 

47.8 ± 3.3%로 나타나, 모든 유전자 발현량이 대조군에 비하

여 감소를 나타내었다.(Fig. 6).

Fig. 6. The level of IL-1β, IL-6, IL-17 and TNF-α mRNA in 
spleen from CIA-induced Rheumatoid Arthritis model of DBA/1 
mice. The results were expressed as mean ± S.D.

6. 혈액 내 hs-CRP 검사

GK 투여 종료 후에 혈액 내 hs-CRP 검사를 실시한 결과, 

대조군이 0.87 ± 0.06 ㎎/L에 비하여 GK 투여군은 0.37 ±

0.06 ㎎/L로 나타나 대조군에 비하여 모두 감소를 나타내었

다(Fig. 7).

Fig. 7. Effects of GK on the level of hs-CRP in the serum of 
CIA-induced Rheumatoid Arthritis model of DBA/1 mice. The results 
were represent the mean ± S.D.
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고 찰

한의학에서 류마티스성 관절염은 '痺證'의 범주에 속하는 것

으로 인식되고 있는데18), 특히 관절의 痺證은 風寒濕熱의 邪氣

가 인체가 虛弱한 틈을 타서 인체의 經絡을 침입하거나 관절

에 응체됨으로써 血氣의 운행을 막아 筋骨, 關節, 筋肉에 疼

痛, 腫脹, 變形 등을 초래하는 병증으로 정의되고 있다19-21).

본 연구에서 사용한 加味桂芍知母湯(GK)은 歷節風에 사용하

는 처방인 桂芍知母湯14)에 川烏頭, 牛膝, 威靈仙을 가미한 처방

으로 현재 RA에 대한 急·慢性 치료로 임상에서 사용되고 있다. 

특히, 박15) 등은 구성 약물 중 牛膝이 콜라겐 유도 관절염 생

쥐에 대한 개선 효과를 보고한 바가 있으며, 이16) 등은 威靈仙 

藥鍼이 Collagen, Adjuvant, LPS 및 PLA2 유발 류마티스성 

관절염에 미치는 영향을 보고한 바 있고, 최17) 등은 歷節病에 

관한 연구에서 RA에 대한 烏頭의 효능을 보고한 바 있다.

우선, 세포독성 평가를 실시한 결과, GK가 모든 실험 농

도에서 100% 이상의 세포 생존율을 나타내어 안전한 것으로 

확인되었다.

RA는 크게 두 단계로 이루어진 여러 병리적 발생 기전을 

거쳐 진행된다. 초기 단계에는 관절 구성 성분에 대한 자가 

면역성을 확립하여 결국 관절 조직 파괴적인 면역 반응으로 

발전하게 된다. 말초 림프 조직 (peripheral lymphnode)에서 

T 세포가 자가 항원을 제시하는 항원제시세포 (APC, antigen 

presenting cell)를 인식하여 반응하면 Th1세포로 분화하고 

관절 내로 모여들게 된다. 이 Th1세포는 TNF-α, IL-1β, 

IFN-γ와 같은 염증성 cytokine 및 chemokine을 분비하여 

대식세포 (macrophage), 호중성구 (neutrophil)과 같은 염증

성 세포들을 유인하는 동시에 활성을 높여줌으로서 자가 면역

반응을 진행 한다1,22). 다음 단계에는 관절 내 침투한 다양한 

세포와 관절에 존재하는 활액세포 (synovial cell)에 의해 생

산되어지는 염증성 cytokine이 관절 및 골조직의 파괴에 중

요한 역할을 담당 한다23). 이러한 과정을 거쳐 류머티스 활막

은 활성화된 림프구, 대식세포 등의 세포가 생산하는 분비물

이 존재하게 됨으로써, cytokine의 국소적인 생산물이 RA의 

병리적, 임상적 양상의 원인으로 인식되고 있다24). RA 조직

에서 cytokine mRNA와 protein을 측정해 보면 모든 환자에

서 IL-1, IL-6, TNF-α 등과 같은 pro inflammatory 

cytokine이 풍부한 것으로 보고25)되었으며, 최근 많은 연구 

결과들을 통해 RA의 핵심적인 기전이라 알려진 Th17 세포 

분화의 대표적인 IL-17이 관절 내 세포들 (대식세포, 활막세포, 

연골세포)로부터 TNF-α, IL-1 같은 주요 cytokine과 IL-6, 

IL-8 등의 단백분해 효소 등의 분비를 유도 하여 RA를 더욱 

심화시키는 것으로 보고되었다2).

따라서 본 실험에서는 마우스 대식세포인 RAW 264.7 cell

에서 LPS로 자극된 세포에 GK를 처리하여 염증성 cytokine을 

확인한 결과, 대조군에 비하여 GK 1, 10, 100 (㎍/㎖) 농도

에서 IL-1β, IL-6, IL-17, TNF-α의 감소를 확인하여 GK

가 대식세포에서 RA의 대표적인 cytokine에 효과가 있다는 

실험 결과를 바탕으로 in-vivo 실험을 위해 DBA/1 마우스에 

CIA를 통해 RA를 유발하여 5주간 GK를 200 ㎕ (200 ㎎/

㎏) 씩 경구 투여하였다.

RA 환자에서 혈중 IL-1β의 농도와 ESR, 통증의 강도와 비

례하고26) 관절파괴와도 연관이 있음이 알려졌다27). 또한 IL-1

β가 RA 환자의 활액 내에서 높게 검출되고28) IL-1 Ra로 치료

한 RA 환자에서 관절 파괴가 억제되고 활막조직의 염증 세포 

침윤도 감소함을 보여 IL-1이 RA에서 중요한 역할을 함이 증

명되었다29). 본 실험에서 혈청 내 IL-1β cytokine은 대조군

에 비하여 GK 투여군에서 유의성 있는 감소를 나타내었다.

IL-6은 염증 반응시 분비되는 친염증성 cytokine으로, helper 

T세포, 대식세포, 비만세포, 중성구, 상피세포, 섬유아세포 등

에서 분비되어 면역반응, 조혈, 염증을 조절 한다30). RA 환자의 

활액 및 혈청에서 IL-6의 수치가 증가되어 IL-6가 RA의 병

태생리에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다31,32). 본 실험에

서 혈청 내 IL-6 cytokine은 대조군에 비하여 GK 투여군에

서 유의성 있는 감소를 나타내었다.

IL-17은 Th17 세포에서 생성되는 cytokine으로 다발성 경

화증 등의 자가면역 질환의 병인에 중요한 역할을 하며, IL-17

은 관절의 염증과 뼈 및 연골의 파괴를 증가시키며, 항IL-17 

항체를 이용한 IL-17의 차단은 관절염증 및 파괴를 억제한다고 

알려져 있다33,34). 본 실험에서 혈청 내 IL-17 cytokine은 대

조군에 비하여 GK 투여군에서 감소를 나타내었다.

TNF-α는 중요한 염증성 전구 cytokine으로서, RA에 환

자에게서 수치가 증가하며, 항체나 용해성 TNF-α 수용체 융

합단백을 이용하여 차단하면 RA가 호전되는 까닭에 현재 양

방에서 주로 사용되어 지는 치료약물이다. 주로 자극된 대식

세포에서 분비되어 급성 염증반응에서 주요 역할을 한다. 또

한, IL-1과 유사한 기능으로 서로의 생산을 유도하고, 생체 

내에서 상승작용을 일으킨다고 보고 되어있다35). 본 실험에서 

혈청 내 TNF-α cytokine은 대조군에 비하여 GK 투여군 에

서 유의성 있는 감소를 나타내었다.

비장은 오른쪽 복강 상부에 위치한 커다란 알 모양의 2차 

면역기관으로 혈액 내 항원에 대한 면역반응을 시작하는데 중

대한 역할을 한다. 림프절은 국소 조직으로부터 유입되는 항

원을 포획하는데 전문화되어 있는 반면, 비장은 혈액을 여과

하기 때문에 이 과정에 혈액 내 항원을 포획하는데 전문화되

어 있다고 할 수 있다36-38). 본 실험에서는 비장 조직에서의 

유전자 발현에 미치는 영향을 알아보기 위해 실험 종료 후 비

장 조직을 적출하여 유전자 발현을 측정하였다. 그 결과, 

IL-1β, IL-6, IL-17, TNF-α에서 대조군에 비하여 GK 투

여군에서 감소를 나타내었다.

위의 결과를 종합해 볼 때, RA의 대표적인 cytokine으로 

알려진 IL-1β, IL-6, IL-17 및 TNF-α에서 LPS로 유도한 

대식세포를 통한 연구 결과와 혈청을 통한 연구 결과가 대조

군에 비하여 유의성 있게 감소한 점과 비장조직에서의 유전자 

발현량의 결과들이 부합됨으로써 GK가 RA에 효과가 있는 것

으로 나타났다. 

마지막으로 RA 환자들은 CRP 수치가 상승하게 된다. 

CRP(반응성단백)는 대표적인 급성기 반응물질로 염증이나 조

직 손상에 반응하여 양이 증가하거나 감소하게 되는데, 이러

한 이유로 CRP는 급성기 반응물질이라 불리는 여러 단백질

중 하나이며 여러 감염질환 및 자가면역질환과 관련된 염증의 

변화를 감시하는데 사용된다39). 또한, CRP는 RA에서의 혈청 

내 IL-6의 농도와 서로 연관되어 있다40). hs-CRP 검사는 

표준 CRP 검사보다 낮은 농도의 해당 단백질을 더 정확히 

검출할 수 있는 측정 방법이다39). 본 실험에서 hs-CRP 혈액 

검사를 실시 한 결과, GK 투여군은 대조군에 비하여 hs-CRP 
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수치가 감소하였다.

이상의 in vitro와 in vivo 결과는 加味桂芍知母湯이 RA의 

대표적인 인자들의 효과적인 감소를 통해 RA 치료제로서의 

가능성이 있다고 사료된다. 다만 생리활성을 나타내는 화학성

분에 대한 연구와 더불어 활성기전에 대한 분석이 미흡했던 

점은 아쉬운 점으로 향후 이에 대한 추가 연구가 필요할 것으

로 사료된다.

결 론

본 연구에서는 류마티스 관절염을 유발한 마우스에서 현재 

임상에서 사용되고 있는 加味桂芍知母湯(GK)의 류마티스 관

절염에 대한 효능 및 기전을 객관적으로 검증하기 위하여, 

LPS로 활성화된 마우스 대식세포주인 RAW 264.7 세포에서 

세포독성 및 cytokine에 미치는 영향과 동물병태 모델에서 

육안적 평가, 혈청 내 cytokine 및 비장에서의 mRNA 발현

량, 혈청 내 hs-CRP 검사를 연구한 결과 다음과 같은 결론

을 얻었다. 

1. GK는 RAW 264.7 cell에 대한 세포 독성 평가에서 대

조군에 비하여 100% 이상의 세포 생존율을 나타내었다.

2. GK는 LPS로 활성화된 RAW 264.7 cell에 대한 IL-1β, 

IL-6, IL-17, TNF-α의 생성을 대조군에 비하여 감소

시켰다.

3. GK 투여군은 육안적 평가 및 류마티스 관절염 지수 평

가에서 13주차에 유의성 있게 감소시켰다.

4. GK 투여군은 대조군에 비하여 혈청 내 IL-1β, IL-6, 

IL-17, TNF-α 발현을 각각 31%, 35%, 20%, 57%로 

감소시켰다.

5. GK 투여군은 대조군에 비하여 비장 조직에서의 IL-1β, 

IL-6, IL-17, TNF-α 유전자 발현을 각각 46%, 

51%, 25%, 42%로 감소시켰다.

6. GK 투여군은 대조군에 비하여 혈액 내 hs-CRP 비율

을 58%로 감소시켰다.

이상의 결과들로 보아 加味桂芍知母湯는 류마티스 관절염의 

주요 인자들을 감소 효능이 실험적으로 규명되었다. 보다 구체

적인 치료 기전은 향 후 보다 심도있는 연구를 통하여 보완되

어야 할 것으로 보이나 이와 같은 결과는 加味桂芍知母湯이 

류마티스 관절염의 치료제로서 효과가 있으며, 추후 임상적으

로 엄격한 기준을 충족한 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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