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관절염 치료에 사용되는 한약재들의 항 염증 활성과 기전에 관한 
연구

김유현, 박  호

원광보건대학교 임상병리과

When inflammatory reaction is in progress, the macrophages release inflammatory cytokines, such 
as interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor- (TNF-), and product inflammatory mediators, 
including inducible nitric oxide synthase (iNOS) and prostaglandin E2 (PGE2). We conducted this 
study to evaluate the anti-inflammatory efficacy on each water extract of Acanthopanacis cortex, 
Achyranthes radix, and Eucommiae cortex, and to investigate whether they inhibit the expression 
of pro-inflammatory cytokine. Acanthopanacis cortex, Achyranthes radix, and Eucommiae cortex 
were extracted with water and freeze-dried. Acanthoside D, 20-hydroxyecdysone, and pinoresinol 
diglucoside as an index material were analyzed by high-performance liquid chromatography 
(HPLC) to ensure that the components of each extracts were extracted well. RAW 264.7 cell line, 
stimulated with lipopolysaccharide (LPS) to cause an inflammatory response, was treated with 
each water extract at various concentrations to determine the anti-inflammatory efficacy. Then, the 
anti-inflammatory efficacy was confirmed by a nitric oxide (NO) assay, and the mRNA expression 
levels of pro-inflammatory cytokines were measured by real time PCR. As a result, the indicator 
materials were detected from each extract, and Acanthopanacis cortex water extract (ACWE) and 
Achyranthes radix water extract (ARWE) were shown to have a high activity than Eucommiae cortex 
water extract (ECWE) in NO assay. In Korea, traditionally it prescribed a combination of medicinal 
herbs. This study confirmed the anti-inflammatory response of these medicinal plants in arthritis 
and its synergistic effect when used in combination with western medicine.
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서  론

염증은 생체조직이 손상되었을 때 원래의 상태로 복구시키려는 

방어작용 중 하나이다. 외부자극에 반응하여 혈관 내에서 serotonin, 

histamine, prostaglandin 등의 물질이 분비되어 혈관투과성이 증

대되면 염증반응이 진행된다[1]. 이때 작동되는 면역세포 중 대표

적인 세포가 대식세포이다[2]. 염증반응이 진행되면 대식세포에서 

interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor- (TNF-) 등의 

cytokine들이 발현되어 inducible nitric oxide synthase (iNOS), 

prostaglandin E2 (PGE2) 등의 염증 유발인자가 생성된다[3]. 이

러한 과정을 in vitro 실험에서 재현할 때, 주로 사용되는 물질이 

lipopolysaccharide (LPS)이며, LPS는 그람 음성세균의 세포벽의 
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Table 2. Gradient condition of 20-hydroxyecdysone

Time (min)
Mobile phase

Acetonitrile Water

0 15 85
8 15 85
15 30 70
30 30 70

Table 1. Gradient condition of acanthoside D

Time (min)
Mobile phase

10% Acetonitrile 30% Acetonitrile

0 90 10
5 85 15
15 85 15
20 90 10
30 90 10

구성성분 중 하나로 대식세포를 자극하여 염증 매개인자들을 발현

시키는 대표적인 물질이다[4]. 임상적으로 항 염증 작용에 주로 사

용되는 비 스테로이드성 진통소염제(non-steroidal anti-inflam-

matory drugs, NSAIDs)로는 asprin, magnesium salicylate, 

salsalate, diclofenac, etodolac, fenoprofen, flurbiprofen, 

ibuprofen, indomethacin, ketoprofen, meclofenamate, 

meloxicam, nabumetone, naproxen, piroxicam, sulindac, 

tolmetin, zaltoprofen, celecoxib 등 많은 종류가 있다. 그러나 이

들 제제는 위장관 부작용, 간 독성, 신장 기능 저하, 인지 장애, 혈소

판 기능 저하, 알레르기성 피부 반응 등 부작용이 알려져 있다[5-7]. 

특히 위장관 부작용이 가장 많이 보고되고 있으며 이는 소염제 특

성상 위장관 점막의 손상과 prostaglandin 생성의 억제가 원인이

다. 규칙적으로 NSAIDs를 처방 받는 환자의 약 30%가 위나 십이지

장의 궤양을 보이고 위출혈, 위 천공, 위장관 폐색 등의 부작용을 보

이기도 한다[8]. 최근의 염증분야 연구에서는 신령버섯 자실체의 

메탄올 추출물이 LPS로 자극한 RAW 264.7 세포주에서 유의적인 

항 염증 효능이 있다는 보고와 같이 염증 매개물질의 생산과 분비

를 억제하는 천연적인 소염물질을 찾는 경향을 보인다[9]. 이는 기

존 합성제제들 같은 소염제가 부작용을 보이기 때문이다[10]. 우리

나라의 전통적인 치료법은 여러 가지 한약재를 조합하여 처방하여 

왔다. 이것은 한약재를 단독으로 사용하는 것보다 조합을 통하여 

시너지 효과를 보이거나 질병치료에 불필요한 성분을 중화시키는 

것을 목적으로 한 것이다. 관절염 치료에 주로 사용되어 왔던 오가

피(Acanthopanacis cortex), 우슬(Achyranthes radix), 두충

(Eucommiae cortex) 등도 이렇게 조합에 의해 사용되어 왔던 대

표적인 한약재들이다. 그러나 이들 한약재들의 치료제로서의 과학

적 근거는 매우 미흡한 실정이다. 본 연구에서는 마우스의 대식세

포주인 RAW 264.7 세포주에 LPS를 사용하여 염증을 유발하고, 한

약재인 오가피, 우슬, 두충의 항 염증 활성과 그의 기전을 확인하여 

항 염증에 있어 시너지효능에 대한 근거를 마련하고자 한다. 

재료 및 방법

1. 오가피, 우슬, 두충의 추출

건조 및 분쇄한 오가피, 우슬, 두충은 각각 100 g씩을 1 L의 증류

수에 넣은 후 103oC의 heating mentle로 3시간 동안 교반하며 환

류 추출하고 여과하였다. 잔류액을 모두 감압 농축한 후 동결건조

하고 건조약재 대비 동결건조 분말로 하였다.

2. 오가피, 우슬, 두충 추출물의 HPLC 분석

오가피, 우슬, 두충을 추출하여 동결 건조시킨 분말을 1 mg/mL

의 농도로 각각 에탄올에 녹여 초음파 추출 한 후 pore size 0.2 m

에 여과하여 high-performance liquid chromatography (HPLC; 

Agilent, Santa Clara, CA, USA)로 분석하여 유효성분 추출의 정도

를 확인 하였다. 각 약재에 대한 지표물질로 오가피는 acanthoside 

D, 우슬은 20-hydroxyecdysone, 두충은 pinoresinol diglucoside

를 모두 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 

사용된 유기용매는 모두 HPLC grade (J.T Baker, USA) 를 사용하

였다. 각 지표물질은 에탄올에 녹여 1 mL/min의 농도로 만들고, 2 

배수 희석을 통해 희석한 후 pore size 0.2 m에 여과하여 HPLC로 

분석하였다. Acanthoside D의 분석은 C18 (4.6×250 mm, 5 m, 

Agilent) 컬럼을 사용하고, 컬럼 온도는 40oC, 검출기는 UV 210 

nm, 이동상으로는 10% acetonitrile과 30% acetonitrile을 사용하

여 gradient profile로 실시하였으며 유속은 1 mL/min으로 하였

다. Gradient 조건은 Table 1과 같다[11]. 20-hydroxyecdysone

의 분석조건은 C18 (4.6×250 mm, 5 m, Agilent) 컬럼을 사용하

고, 칼럼 온도는 35oC, 검출기는 UV 254 nm, 이동상으로는 100% 

acetonitrile과 물을 gradient profile로 하였고, 그 조건은 Table 2

와 같으며 유속은 1 mL/min으로 실험하였다[12]. 두충의 지표물

질인 pinoresinol diglucoside는 대한약전의 두충 정량법으로 분

석하였다. C18 (4.6×250 mm, 5 m, Agilent) 컬럼을 사용하고, 

컬럼 온도는 35oC, 검출기는 UV 230 nm, 이동상으로는 0.1% 

formic acid의 물과 100% acetonitrile을 사용하여 gradient 

profile로 실시하였고, 유속은 1 mL/min으로 하였다. Gradient 조

건은 Table 3과 같다. 오가피, 우슬, 두충 추출물에 대한 유효성분
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Table 3. Gradient condition of pinoresinol diglucoside

Time (min)
Mobile phase

Acetonitrile 0.1% Formic acid

0 5 95
8 20 80
15 20 80
30 5 95

은 각 지표물질의 농도 별로 얻어진 값으로 표준곡선을 그리고, 기

울기 값에 지표물질 분석조건과 같은 방법으로 얻어진 각 약재 추

출액의 peak 면적 값을 대입하여 계산하였다.

3. 세포배양

마우스의 대식세포인 RAW 264.7 세포주는 한국세포주은행

(No. 40071; KCLB, Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 세

포는 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, Rockville, MD, USA)

과 1% antibiotic-antimycotic이 함유된 Dulbecco’s minimum 

essential medium (DMEM; Gibco)을 사용하여 37oC와 5% CO2 

조건하에서 배양하였다.

4. 오가피, 우슬, 두충 추출물의 NO assay

RAW 264.7세포주가 활성화되면 NO를 생성하고 생성된 NO는 

세포배양 배지에서 NO2의 형태로 존재한다. 그 양을 Griess 시약

[0.1% N-(1-naphthyl) ethylene diamide dihydrochloride, 1% 

sulfanilamide in 5% phosphoric acid; Sigma Aldrich]과의 반응

을 통해 측정하였다. RAW 264.7 세포주를 96 well plate에 1×106 

cell/mL의 농도로 분주하고 37oC와 5% CO2 incubator에서 24시

간 동안 배양하였다. 1 g/mL LPS (Sigma Aldrich)로 자극시킨 후 

각각의 추출물을 다양한 농도(200, 100, 50, 25 g/mL)로 처리한 

후 24시간 동안 배양하였다. 상층액을 옮겨 담고 Griess 시약을 동

량 첨가한 후 540 nm의 microplate reader (Tecan, Australia)로 

흡광도를 측정하여 NO2의 농도는 sodium nitrite의 표준곡선에 대

입하여 계산하였다. Griess 활성시험 후, 각 well에 MTT [3-(4, 

5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide; 

Sigma Aldrich] 용액(최종 0.5 g/mL)을 첨가하고 4시간 동안 37oC

에서 배양하였다. 배지를 제거하고 dimethyl sulfoxide (DMSO; 

Samchun Chemical, Korea)를 첨가하여 생성된 formazan을 용

해시켰다. 570 nm에서 흡광도를 측정하였고 control group과 비

교하여 세포생존율(%)을 측정하였다.

5. 역전사 중합반응

1 g/mL의 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포주에 오가피, 우슬, 

두충 각각의 추출물을 농도별(200, 100, 50, 25 g/mL)로 처리한 

후 TRI regent (Sigma Aldrich)를 이용하여 총 cellular RNA를 추

출하였다. 1 g의 RNA를 oligo-(dT)15 primer와 avian myelo-

blastosis virus (AMV) reverse transcriptase (Promega, USA)를 

이용하여 역전사 반응을 진행하였다. PCR은 cDNA, 0.2 mM 

dNTP mixture (Promega, Madison, WI, USA), 10 pmol target 

gene-specific primers와 0.25 unit Taq DNA polymerase 

(Promega)를 섞은 후 GeneAmp PCR system 2400 (Applied 

Biosystems, Foster, CA, USA)을 이용하여 증폭하였다. 초기 

denaturation을 94oC에서 4분간 진행하고 25∼30 cycle로 하였

으며 denaturation은 94oC 에서 4분, annealing은 55oC 에서 30

초, elongation은 72oC 에서 30초, extension은 72oC 에서 5분간 

진행하였다. PCR산물을 확인하기 위하여 2% agarose gel로 전기

영동 하였고 SYBR-Gold (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)

와 영상분석장치를 이용하였다.

6. 통계

모든 실험은 최소 3회 반복하였으며 데이터는 평균±표준편차

로 표시하였다. 통계처리는 analysis of variation (ANOVA) 방식으

로 SPSS 버전 18.0 (IBM, Armonk, NY, USA)을 사용하였다. 

결  과

1. 오가피, 우슬, 두충의 추출

오가피, 우슬, 두충을 열수로 환류 추출하고 여과 후 동결 건조하

여 분말의 무게를 측정하였다. 각각 19.3±1.27%, 38.2±1.49%, 

14.2±0.76%의 수율을 보였으며 HPLC 분석결과 모든 약재에서 

각각의 지표성분이 검출되었다. 우슬의 20-hydroxyecdysone과 

오가피의 acantoside D는 지표성분의 검출이 어렵지 않았으나 두

충의 pinoresinol diglucoside는 분석이 용이하진 않았지만 HPLC

의 UV 검출기로 가능하였다(Fig. 1).

2. 오가피, 우슬, 두충 추출물의 NO assay

NO는 LPS의 자극으로 인하여 활성화되는 것으로 NO 합성효소

에 의하여 생성된다. RAW 264.7 대식세포주에 LPS로 자극시키면 

다량의 NO를 생성하며 이에 의한 세포 독성은 염증반응, 종양발생 

등에도 관여한다[13]. 본 연구에서는 오가피, 우슬, 두충 각각의 추

출물에 대하여 NO assay를 진행하고 항 염증 활성을 농도 별로 비
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Fig. 2. Inhibitory effects of each of the medicine hot water 
extracts on LPS-induced NO production in macrophage cells. 
(a) RAW 264.7 cells were stimulated with 1 g/mL LPS in a 
presence or absence of ACWE, ARWE, ECWE. (b) The cell 
viability was measured by MTT method. After 20 h, cultured 
media were collected and analyzed nitrite concentration using 
Griess reaction. The values are means±SD. ***p＜.0001, 
**p＜0.001, *p＜0.05 compared to the control (LPS treated 
group). +p＜0.05 compared to ECWE. #p＜0.05 compared to 
ARWE. ‡p＜0.05 compared to ACWE. Abbreviation: ACWE, 
Acanthopanacis cortex water extract; ARWE, Achyranthes radix 
water extract; ECWE, Eucommiae cortex water extract.

Fig. 1. Analysis of the indicator components for each of the medicines. (a) Acanthoside D and ACWE, (b) 20-hydroxyecdysone 
and ARWE, (c) Pinoresinol diglucoside and ECWE. The chromatogram of the standard material above is gray and chromatogram 
of the following medicines is black. Abbreviation: ACWE, Acanthopanacis cortex water extract; ARWE, Achyranthes radix water 
extract; ECWE, Eucommiae cortex water extract.

교하였다. 전체적으로는 샘플의 농도가 높아질수록 발생되는 NO

의 량이 감소하는 것으로 보아 농도 의존적으로 항 염증 효능이 있

다는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 우슬, 오가피에 비하여 두충은 

유의적으로 낮은 활성을 보였다(Fig. 2a). 실험에 사용된 오가피, 우

슬, 두충 추출물의 농도 별 세포독성을 확인한 MTT assay에서는 모

든 농도에서 85% 이상의 생존율을 보여 각 추출물은 RAW 264.7 

세포주에서 독성을 나타내지 않음을 확인하였고 NO assay의 결과

가 세포사멸에 의한 것이 아님을 확인 할 수 있었다(Fig. 2b).

3. 역전사 중합반응

오가피, 우슬, 두충 추출물 각각의 항 염증 기전을 확인하기 위하

여 iNOS, TNF-, IL-6의 mRNA 발현량을 real time PCR로 확인

하였다. iNOS와 IL-6의 억제율은 NO를 생성시키는 pathway에 

속하는 pro-inflammatory cytokine이기에 NO와 비슷한 경향으

로 발현됨을 확인하였다(Fig. 3a,c). 그러나 TNF- 억제율에서는 

NO assay에서 낮은 항 염증 활성을 보인 우슬 추출물이 가장 높은 

활성을 보였다(Fig. 3b). 오가피, 우슬과 두충은 서로 다른 기전으로 

항 염증 활성을 이끌었으므로 오가피와 두충, 또는 우슬과 두충의 

조합은 in vivo 또는 임상실험에서 충분한 시너지를 보일 가능성이 

높았으며 이들의 조합은 양질의 천연 소염제를 개발하는 데에 충분

한 가능성을 시사하였다.

고  찰

신체에 염증이 발생되면 면역조절의 중요한 인자인 cytokine들

은 감염에 대한 숙주반응으로서 발현된다[14]. NO를 형성하는 

NO synthase (NOS)에는 endothelial NOS (eNOS), neuronal 

NOS (nNOS) 그리고 iducible NOS (iNOS) 세가지가 있다. 이중 

eNOS와 nNOS는 상피세포와 신경에 존재하여 정상적인 생리기능



180   Yoo-Hyun Kim and Ho Park. Anti-Inflammatory Activity and Mechanism of Medicinal Plants

www.kjcls.org

Fig. 3. Effects of ACWE, ARWE, ECWE on LPS-induced pro-inflammatory cytokine mRNA expression in macrophage cells. (a) The 
amount of iNOS was measured in proportion to the -actin and electrophoresis. (b) The amount of TNF- was measured in 
proportion to the -actin and electrophoresis. (c) The amount of IL-6 was measured in proportion to the -actin and electrophoresis. 
RAW 264.7 cells were treated with LPS (1 g/mL) and ACWE, ARWE, ECWE for 4 h. Total RNA was isolated and further analyzed 
by RT-PCR. Data were representative of three separated experiments. -actin was used as an internal standard. The values are 
means±SD. ***p＜.0001, **p＜0.001, *p＜0.05 compared to the control (LPS treated group). +p＜0.05 compared to ECWE. #p＜0.05 
compared to ARWE. ‡p＜0.05 compared to ACWE. Abbreviation: ACWE, Acanthopanacis cortex water extract; ARWE, Achyranthes 
radix water extract; ECWE, Eucommiae cortex water extract.

을 조절하기 위해 지속적으로 NO를 소량씩 생성한다. 하지만 

iNOS는 대식세포나 혈관세포에서 NO를 과량 생성하여 면역질환 

및 패혈증을 야기시킨다[15]. IL-6은 항암효과와 간세포의 단백질 

합성을 유도하고 조직 손상에 대한 발열반응을 초래하며, IL-1과 

협동적으로 작용하여 B세포에서의 면역 글로불린 유리를 촉진시

키고 흉선세포와 T세포의 분화에 관여한다[16,17]. TNF-는 주로 

대식세포에서 생성되어 면역반응을 증가시키고, 혈관 성장 자극, 

에너지유출 증가, 감염, 염증과 창상 치유의 촉진과 종양에 항 증식

작용을 한다[18]. 본 연구에서 시험된 염증성 cytokine들은 염증기

전에서 지금까지 보고되어 온 pathway중 거의 마지막 단계이다. 

본 연구에서 이러한 cytokine의 발현량이 차이가 있다는 것은 오가

피, 우슬, 두충의 추출물들이 항 염증효능을 가짐에 있어서 염증을 

차단시키는 경로가 다르다는 것을 의미한다. 두충의 경우에는 

TNF-를 유의적으로 차단시키는 역할을 하였고 오가피, 우슬은 

주로 iNOS를 차단시키는 역할을 했다. 위 결과를 유추해 볼 때, 오

가피와 두충, 또는 우슬과 두충이 조합된 처방은 각각의 한약재의 

약효뿐 아니라 시너지 효과를 보일 수 있다는 것을 알 수 있다. 오가

피는 전통적으로 중국과 우리나라에서 관절염 치료에 사용되어온 

식물로 최근에는 국내에서 많이 자생하고 있는 오가피에 대한 생리

활성 및 가공 적합성에 대한 다양한 연구가 진행되고 있다. 오가피

의 성분은 stigma sterol, campesterol, -sitosterol 등의 sterol, 

sesamin과 savinin, chlorogenic acid, sesquiterpene 등으로 이

루어져 있으며 특히 오가피의 뿌리와 줄기 부분은 대표적인 생리활

성 성분으로 알려져 있는 eleutheroside E, eleutheroside B를 다

량 함유하고 있다고 보고되었다[19]. 우슬은 아시아지역에 광범위

하게 분포하는 다년초 식물뿌리로서 보고된 약리작용으로 부종, 진

통작용, 혈압강하, 이뇨작용, 류머티스 등 면역반응에 대한 민간요

법으로 널리 사용하였다[20,21]. 우슬에는 항 보체 효과를 갖는 

oleanolic acid계 saponin이 함유되어 있으며 중추 미각계의 신호

전달을 억제하는 -aminobutyric acid 등이 알려져 있다[22]. 우
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슬은 그 밖에도 steroid 계열인 -sitosterol, stigmasterol, stig-

masterol glycoside, rubrosterone 등과 triterpenoid 계열의 

inkosterone과 같은 화합물들이 보고 되어있다[23]. 두충은 지금

까지 알려진 오래된 약초 중의 하나로 phytochemical이 많이 들어 

있는데 대표적인 것이 polyphenolics pyrogallol, protocatechuic 

acid, coumaric acid, chlorogenic acid, triterpone, 그리고 

quercetin, kaempherol, astragalin을 함유한 flavonoid 등이 있

다[24]. 이와 같이 두충에는 배당체, alkaloid, pectin, 지질, 유기

산, 당류 및 vitamin C 등과 phenol성 화합물이 함유되어 있어 혈

압강하 작용, 이뇨작용과 항 당뇨 활성, cholesterol 저하 및 비만 

방지의 효과가 있는 것으로 알려져 있다[25]. 오가피, 우슬, 두충은 

한방에서는 관절염치료에 다 빈도로 사용되는 약재이다. 본 연구는 

이러한 약재들의 항 염증 활성과 기전에 대한 연구를 하였으며, 그 

결과 각 약재들이 항 염증활성이 있음을 확인하였고, 관여하는 기

전을 이해함으로 한약재의 조합을 통하여 치료에 시너지 효과를 연

구하는 데에 기여할 수 있기를 바란다. 

요  약

대식세포에서 염증반응이 진행되면, interleukin-6 (IL-6), 

tumor necrosis factor- (TNF-) 등의 cytokine들이 발현되어 

inducible nitric oxide synthase (iNOS), prostaglandin E2 

(PGE2) 등의 염증유발인자가 생성된다. 오가피, 우슬, 두충 각각의 

추출물이 어느 정도의 항 염증 효능을 보이며 어떤 pro-inflam-

matory cytokine의 발현을 억제하는지에 대한 연구를 진행하였

다. 오가피, 우슬, 두충은 물 추출하고 동결 건조시켰다. 각각의 추

출물의 구성 성분들이 잘 추출되었는지 확인하기 위하여 지표물질

인 acanthoside D, 20-hydroxyecdysone, pinoresinol diglu-

coside를 HPLC로 분석하였다. 항 염증 효능을 확인하기 위하여 

lipopolysaccharide (LPS)로 RAW 264.7 세포주를 자극하여 염증

반응을 일으킨 상태에서 각각의 추출물을 농도 별로 처리하고 NO 

assay를 통해 항 염증 효능을 확인하였으며 real time PCR로 

pro-inflammatory cytokine들의 발현량을 측정하였다. 결과적

으로 각각의 추출물은 지표성분들이 검출되었으며 오가피와 우슬

이 두충보다 NO assay에서 높은 활성을 보였다. Cytokine 발현량 

측정에서는 오가피와 우슬은 iNOS와 IL-6의 발현을 억제하였고, 

우슬은 TNF-의 발현을 억제하였다. 우리나라는 전통적으로 약

재를 조합하여 처방하여 왔다. 본 연구는 관절염에 전통적으로 사

용해 오던 약재들이 어떤 기전에 의하여 항 염증 반응을 보이는지 

확인하고 이들을 조합하여 사용하였을 때 어떤 근거에 의하여 시너

지 효능을 보이는지 확인하였다.
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