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요 약 문

제 목.Ⅰ

우슬의 항관절염 생리활성 규명과 고부가가치 제품 개발

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

본 연구사업은 국내에서 생산되는 우슬(Archyranthes Radix 을 이용하여 성분의)
추출 분석 등을 통하여 유효 성분의 생체 내 생리활성 메카니즘 규명 및 항관절염,
효과에 관한 효능을 연구한다 또한 우슬의 고부가가치 제품으로서 관절염을 치료.
할 수 있는 치료용 연고제 및 크림제를 개발하며 아울러 관절염환자는 물론 예방,
적 차원에서 음용할 수 있는 기능성 음료 차 를 개발을 목적으로 한다( ) .

우리나라는 예부터 우수한 생약재의 보고 로 알려져 왔고 종류를 셀 수 없( ) ,寶庫

을 만큼 많은 생약재가 자생하며 같은 생약재라도 중국이나 일본 것보다 훨씬 우,
수한 성분과 약효를 가지고 있다 그중 우슬에는 여러 기능성 성분들이 다량 함유.
되어있고 혈액순환 골다공증 관절염 월경불순 자궁무력증 난산 등의 여성 질환, , , , , ,
에 효과가 좋은 것으로 보고되고 있다 이러한 생약자원인 우슬의 생산량 증대와.
경쟁력을 갖는 하나의 농촌 산업으로 육성하기 위해서는 이로부터 고부가가치성 물

질의 개발과 제품화가 전제되어야 한다.
관절염은 골관절염이라고도 불리며 퇴행성 골관절염과 자가면역질환의 일종인 류

마티스 관절염으로 대별된다 이들 관절염은 만성질환으로서 기존의 단순 소염 진. ․
통제만으로는 그 질환을 효과적으로 조절하기 어려울 뿐 아니라 장기간 복용에 따

른 부작용으로 노년층 환자들에게 많은 불편을 초래하고 있는 실정이다 본 연구는.
국내산 우슬을 대상으로 하여 성분분석을 통해 생리활성물질을 규명하고 우슬의,
관절염 효과를 체계적으로 연구한 후 가공기술을 개발 기능성 식품 또는 식품의약, ,
소재로 개발하여 농산물시방개방시대에 부응할 수 있는 고부가가치의 대체작물로서

의 가능성을 검토하여 농촌경제의 활성화를 이루고자 한다.
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기술적 측면1)
우슬 은 비름과( ) (牛膝 Amaranthacea 의 쇠무릎e) (Achyranthes radix 의 뿌리를 기)

원으로 하여 한국과 일본 중국에 분포하며 자라지만 효능면에서는 우리나라 것이, ,
월등히 우수한 것으로 알려져 있다 전국 산야에서 생산이 가능하지만 지역에 따라.
고랭지나 준고냉지에서는 겨울에 얼어 죽지만 중부이남지역에서는 월동하며 온난

습윤한 남부의 따뜻한 지역에서 재배하는 것이 유리하다 현재 남부지역에서 일부.
재배되어 한약재 등으로 공급하고 있으나 아직은 연구 상태가 미비한 실정이기 때

문에 국내산 우슬의 고유한 특성을 살릴 수 있는 제품의 제조기술이 필요하다.
다양한 연령층의 요구에 기여할 수 있는 물질을 추출 가공하여 공급한다면 지역․

특산품으로서의 개발 및 많은 수요를 창출 할 것이며 이에 필요한 우슬이 가지는,
기능성 성분을 최대로 추출할 수 있는 전 처리법 확립과 원료 자체의 쓴맛 색깔,
등 식품으로써 부적합한 문제를 해결하여 기호성을 증진시킬 수 있는 가공기술의

개발이 필요하다 특히 본 과제에서 개발하려고하는 치료용 연고제는 기존의 화학. ,
적 합성에 의해 이루어지며 구강을 통해 섭취하는 약물과 달리 생약재를 이용한다,
는 점과 직접 우리가 원하는 부위에 바를 수 있다는 많은 기술적 장점을 내포하고

있다 산 학과 연계하여 우수한 생약재의 유효 성분에 대한 연구를 체계적이고 과. ,․
학적 인 연구를 하는 과정에서 생약재의 추출 분리 및 효능 평가에 대한 새로운,
기술 개발은 지역 농업 사회에 이바지 하는 생약재 산업화에 기여 할 수 있을 것이

다.

경제 산업적 측면2) ⋅
우슬은 월에 종자 파종하여 월에 수확할 수 있으며 퇴비를 주는 조건4 5 10 11 ,～ ～

만으로도 수확이 가능하여 재배하기가 쉬우며 건강에 대한 증대 관심 및 전통적인,
약효능이 알려지면서 국내 전체 생산량이 점차적으로 늘어나고 있다 비름과에 속.
하는 다년초 식물인 쇠무릎의 뿌리를 말린 약재인 우슬 은 현재 가격으로 볼( )牛膝

때 당 약 원으로 계산하면 경지 평당 원이며 평이 경작지에서1 6,000 1 24,000 , 1,000㎏
약 원의 소득을 올릴 수 있는 고소득 작물로 볼 수 있다 예를 들어 우슬24,000,000 .

으로 음료를 제조 시에 약 를 만들 수 있으며 당 원 현재 시1 70 , 100 10,000 (㎏ ℓ ㎖
가 으로 계산하면 원의 소득을 올릴 수 있는 고소득 작물로 볼 수 있다) 7,000,000 .
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아울러 본과제가 선정되어 치료용 연고제로 개발한다면 우슬의 부가가치는 기타의,
기능성 음료의 수배에 이를 것이다.

또한 최근 건강에 대한 관심이 높아짐에 따라 영세 업체를 중심으로 생약재를 이

용한 건강음료 및 건강식품이 나타나고 있으나 효능에 대한 과학적이며 체계적인

연구 부족 및 음료식품으로써의 품질이 열악한 실정이다 이러한 다기능성 음료를.
개발함으로서 우슬의 부가가치를 높여 농가소득 증대에 기여하며 양질의 우슬 재,
배와 더불어 지역 생약재 산업의 경쟁력을 높이고자 한다 또한 생약재의 수급 및.
가격안정을 확보하여 지속적으로 농가소득 증대를 가져올 수 있다.

우슬의 기능성 활용을 위한 산업은 현재 농가 차원에서도 다양한 재배방법이 실

용화되어 우슬의 생산기술이 개발되어가고 있기 때문에 신 기능성 자원으로서의 활

용방안이 제시된다면 농가소득증대 및 식 약품 산업으로서 혈액 순환제 관절염,․
치료제 기능성 음료 등으로 개발되어 농가 소득증대의 일익을 담당할 수 있다, .

사회 문화적 측면3) ⋅
생약재는 국민들의 건강을 지키는 의약품이자 농가소득원으로서 오랫동안 우리

생활과 밀접한 관계를 맺어 왔으며 특히 최근에는 웰빙을 선호하는 국민들의 소비,
패턴과 건강 및 전통한약에 관한 관심 증대되고 있다 또한 생약성분에 대한 기대. ,
가 화학물질보다 높다는 점에서 볼 때 우슬을 원료로 하는 기능성 물질의 공급은

사회적 요구도에 부응한다 또한 국내 생약재 유통면에서 품질의 규격화나 표준화. ,
가 미흡하고 수급과 가격이 매우 불안정하며 수입 한약재가 국산과 뒤섞여 유통되, ,
고 있다는 점에서 차별적인 가공기술 개발을 통해 생산자와 소비자를 보호해야 할

필요성이 있다 관절염의 원인은 여러 가지가 있고 그 증상 또한 다양하다 그러나. .
젊어서 일을 많이 하거나 노화로 인한 퇴행성 무릎 관절염과 류마티스성 무릎 관절

염의 경우에는 통증이 심하여 일상생활에 불편을 끼치며 치료해도 별 효과가 없는,
질환 중 하나다 그러므로 퇴행성 관절염과 류마티스성 관절염의 경우에는 무엇보.
다도 예방이 중요하다.

관절염의 대표적인 치료로는 외과적 치료와 약물 치료가 있는데 약물치료로 치,
료약을 복용한 많은 사람들이 일련의 위장장애 등의 부작용이 심각하다 생약 추출.
물을 활용하여 치료제 연고를 만든다면 특히 기존의 화학약물들이 가지고 있는 위
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장장애 등과 같은 부작용이 거의 없다는 측면과 국민들의 일반적인 화학약품에 의

한 부작용과 주사제에 대한 거부감을 줄일 수 있고 사용하기가 용이하다, .
이러한 측면에서 볼 때 전통적인 한약재 중심의 단순한 제품구성과 의약품으로서

가공 및 유통상의 규제로 인해 소비자들의 기호에 부응하는 다양한 생약 제품 개발

과 수요 창출이 제한되고 있는 실정에서 생약추출물을 이용한 의약품의 개발이 절

실히 요구되고 있으며 우슬을 기능성 생약자원으로써 고급 문화산업의 기초를 마,
련 할 수 있다는 점에서도 중요성을 가지고 있다.
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연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

차년도1

생약 성분 우슬 에 대한 조사를 위해( ) 식물 분류법에 따른 우슬의 형태와 약효 성,
분 조사하고 우슬에 대한 정보를 수집 분류한다, , . 우슬의 유효성분에 대해 조사하여

추출 분획 등의 공정설계와 제품화를 위한 연구를 한다, . 우슬 추출용매 선택하고 우,
슬 주요성분 추출 및 분석한 후 유효 물질을 찾는다 우슬을 이용한 연골. 세포에

독성 실험 및 대사활성 기능 실험과 관절염 유발 동물 모델을 만들기 위한 예비 실

험을 하여 차년도에 동물임상실험을 시행할 수 있도록 준비한다2 .

차년도2

전년도 연구를 토대로 우슬의 유효성분 추출물의 항관절염 연고제 실용화 실증

실험을 통해 전년도에 했던 실험 결과들을 토대로 하여 확립된 퇴행성 관절염과 류

마티스 질환 에 우슬 경구 투여와 제작한 우슬 추출물이 함유된 크림제를 처Model
리하여 관절 연골 및 활액막 조직의 조직병리학적 병변 변화 행동학적 평가를 관, ,
찰한다.

우슬의 음료 제조하고 우슬의 기능성 음료를 제품화하기 위하여 음료 시작품을, ,
제조하여 안전성 및 맛을 향상시킬 수 있는 방법을 규명함과 동시에 좀 더 받아들

이기 쉽게 하기 위한 보완제 등을 조사한다 위의 연구를 토대로 우슬 추출물 음료.
의 기능성 검증과 더불어 이를 소재로 한 음료 차 를 개발한다( ) .
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연구개발 결과 및 활용에 대한 건의.Ⅳ

우슬의 항관절염 예방 및 치료제로서의 특성 조사 물질 분리 및 생리기능성1. ,
연구

우슬 ( ,牛膝 Achyranthes Radix 은 비름과) (Amaranthaceae 종에 속하는 다년생)
식물로서 우리나라 각지의 들판이나 길가에 자생되고 있으며 우리나라를 비롯하여,
중국 베트남 등에 널리 분포하고 있다 키는 정도 자라고 줄기는 녹자색, . 60 150cm～
으로 모난 각형을 이루며 그 마디 부위는 특별히 굵어 쇠무릎이라고 한다 우슬은4 .
항관절염 최음효과 항바이러스 지사효과(antiarrthritic), (aphrodisiac), (antiviral),

항경련 항고혈압 항응고 효과(laxative), (antispasmodic), (antihyperten- sive),
이뇨 및 항암효과 등이 알려진 약재이다 우슬(anticoagulant), (diuretic), (antitumor) .

의 함유성분을 밝히는 많은 연구가 이루어져 왔고 특히, rutin, saponin,
achyranthine, caffein aicd, oleanolic acid, inokosterone, ecdysterone, rubbrosterone
및 등이 함유된 것으로 보고되고 있다 최근에 많은 연구를 통해physcion . in vitro
실험상에서 우슬의 면역 조절작용 급성 및 아급성 염증에 대한 항염증효과에 대한

효과가 알려져 있다 우슬의 뿌리에는 계 과 계. oleanolic saponin steroid
등의 성분이 함유되어 있어 예로부터 귀중한 한약재로 사inokosterone, ecdysterone

용하기도 하였으며 약리 효과는 진통 작용 혈압강하작용 등이 있어 고혈압 류마티, ,
스 및 관절통과 같은 울혈의 치료제 이뇨 및 강장제 등의 치료제 및 민간요법으로,
널리 쓰여 지고 있다 우슬 성분에 있어서 뿌리에는 칼슘염 및 점액질. saponin, ,

화합물을 함유하고 있는데 은 물에서 분해하면 를 형steroid , saponin oleanolic acid
성하고 화합물은 곤충변태 호르몬으로, steroid ecdysterone, inokosterone,

등을 함유하며 약리작용에서는 우슬의 곤충변태 호르몬은 강한 단백rubrosterone ,
질 합성촉진 작용이 있으면서 다른 약물과 달리 부작용이 적다고 알려져 있다.

는Ecdysteroid ecdysone(C27H44O6: 2 , 3 , 14 , 22 R , 25-pentahydroxy-β β α 〔 〕
과7-cholesten-6-one) 20-hydroxyecdysone(C27H44O6: 2 , 3 , 14 , 20 , 22,β β α β

에 관계된 군을 형25-hexahydroxy-7-cholesten-6-one) polyhydroxy- ecdysteroids
성한다.
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세포막 내에서 염증을 일으키는 의 과다 분비를 막아주는 작용을 하cathepsin B
는 우슬의 20-hydro 을 지표물질을 정하여 분리 및 함량 건조감량xyecdysone , , ,
회분 및 산불용성회분을 정량한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다. 우슬

추출물의 분획으로부터 각종 를 실시하여MeOH EtoAC column chromatography
지표 물질인 을 단리하였다 건조감량은 로20-hydroxyecdysone 206.5 . 3.340 %㎎
규정된 이하에 적합하였고 회분함량은 로 규정된 이하에 적합하17 % 9.545 % 10 %
였으며 산불용성 회분 함량은 로 규정된 이하에 적합하였다 우슬의1.270 % 1.5 % .
성분인 을 지표물질로 하여 로 함량을 분석한 결과20-hydroxyecdysone HPLC ,

의 함량은 를 나타내었다 이상의 결과로 우슬 중20-hydroxyecdysone 2.192 % .
의 함량은 이상으로 규정하는 것이 타당하다고 사료된20-hydroxyecdysone 2.18 %

다.
배양한 관절연골세포에 우슬을 농도별로 처리하여 연골세포의 증식을 관찰한 결

과 에서부터 증가하여 까지 유의한 세포증식의 효과를 보이다가5 / 25 / 50㎍ ㎖ ㎍ ㎖
에서부터 세포증식이 유의하게 억제되었다 시간별 처리 시 에서는/ . 10 / 12㎍ ㎖ ㎍ ㎖

시간부터 세포증식에 유의한 증가효과를 보였다 과산화수소를 이용한 관절연골세.
포에 미치는 산화적 손상 영향은 시간 동안 과산화수소를 농도별 처리 시에9 10 μ

에서부터 농도 의존적으로 세포증식의 유의한 억제 효과를 보였으며 시간별로M ,
관찰한 결과 과산화수소 로 처리 시 시간째부터 유의한 세포증식의 억제 효50 M 3μ
과를 보였다 세포의 산화적 손상 유도 후 유의하게 증가되었던(P<0.05). PGE2는 우

슬 처리 시 유의하게 감소되었다 본 연구결과 우슬은 지표물질인5, 10, 25 / .㎍ ㎖
이 이상 함유되었고 우슬 추출물을 관절연골세포에 처20-hydroxyecdysone 2.18 % ,

리 시 증식 효과 및 산화적 손상으로 인한 염증성 물질의 증가를 억제하는 효과를

보여 관절염 치료를 위해 중요한 데이터로 활용 할 수 있을 것이다, .
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퇴행성 관절염과 류마티스 관절염에서의 우슬의 효과2.

퇴행성 골관절염은 관절연골세포와 세포외기질간의 형태적 생화학적 분자적 그, , ,
리고 생역학적 변화가 분명하고 임상적으로 관절통 압통 움직임의 제한 뼈 마찰, , , ,
음 염증 등을 특징으로 한다 연골 세포의 정상 기능을 이루기 위해 관절 연골의, .
구조적인 통합이 이루어지는데 국소적인 주사는 연골세포 내의, MIA

의 활동억제로 인하여 해당 작용의 대glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
사 작용 파괴로 관절 연골의 퇴행화를 유도한다, .

관절 통각은 활액막 내 자유 신경 종말로부터 관절염이 있을 때 유발되며, MIA
유발 관절염 모델은 초기에 일시적 활막염을 유발한다 처치 후 염증 외에 연. MIA
골하 골과 연골에 물리적 힘을 가함으로서 더욱 관절에 염증과 통증을 발생시키게

된다 본 연구결과에서 관절염 유발 후 실험 대조군에서 연골 전체적으로 두께와. ,
세포충실성 이 현저히 감소하였고 퇴행성병변이 관절 모든 부분에서 잘(cellularity) ,
관찰되었다 우슬 연고제를 처치한 후 각 실험군들에서 연골세포의 두께가 대조군.
에 비해 증가하였다 또한 이러한 조직학적 변화를 로 측정한 결과. Mankin's score
실험대조군에 비해 처치한 각 실험군들에서 점수의 유의한 감소 효과를 관찰하였

다 이상의 연구 결과로 보아 로 유도한 퇴행성 관절염 백서에서 우슬 엑스가. MIA
함유된 크림과 초음파를 처치 시 실험대조군에 비해 실험군들에서 관절 연골의 침

식 정도가 많이 호전됨이 관찰되었다.
우슬이 류마티스 관절염에 미치는 영향을 알아보기 위하여 류마티스 관절염 흰쥐

모델을 대상으로 우슬추출물의 경구투여와 제작한 연고제를 일 동안 적용한 후28
족부의 체적변화 관절염지수 관절염의 배측굴곡 및 저측굴곡 통증지수 기계적 이, , ,
질통 검사 그리고 조직학적인 검사 및 면역조직학(H & E, Safranin O-fast green)
적인 검사 그리고(COX-2), PGE2의 농도 변화를 측정하여 염증 및 통증반응에 미

치는 영향을 알아보고자 하였다 모든 실험결과는 치료적 중재를 실시한 후 측정한.
결과를 토대로 하였으며 다음과 같은 결론을 얻었다 류마티스 관절염의 유발 전, . ․
후의 육안적인 소견을 비교하여 볼 때 유발 후 발적과 부종 및 홍반이 관찰되었으

며 를 통한 조직학적인 소견에서도 유발 후에 관절연골의 파괴와 골침식 및, H & E
염증세포의 침윤을 확인할 수 있었다 족부의 체적 변화 관절염 지수 검사 관절염. , ,
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의 배측굴곡과 저측굴곡 통증지수에서 류마티스 관절염 유발 일째에 관절염 군에28
비하여 우슬 경구투여와 연고제 처리 군에서 통계적으로 유의한 감소를 확인할 수

있었다 특히 병합투여한 군이 다른 군들에 비해 수치상으로 유의한 감소를 확인할.
수 있었다. 류마티스 관절염의 기계적 이질통 검사결과 유발 전에는 각 실험군은 통,
증역치가 높았으나 유발 후 족부의 민감화로 인하여 낮아졌던 역치가 점차 높아지고

있음을 확인할 수 있었다 특히 유발 일째에는. , 28 병합투여한 군이 다른 군들에 비해

수치상으로 유의한 감소를 확인할 수 있었다. 슬관절 부위의 Safranin O-fast green
염색결과를 관찰하여 조직학적인 지수로 표현한 결과 관절염만 유도한 군보다 경구,
투여와 연고제 처리한 군에서 염증 세포침윤과 활액막의 과증식 과도한 섬유, 성 판

누스 형성 연골파괴 지수가 통계적으로 유의한 감소를 보였다 또(fibrous pannus) , .
한 병합처리한 군이, 수치상으로 유의한 지수의 감소를 보였다 이는 지수가 낮아지.
면 통증역치가 증가됨을 의미한다. 슬관절의 활액막 부위에서 의 면역조직화COX-2
학반응 결과 실험종료 후에 관절염 유도군의 활액막 부위에서는 다발성의 양성 세,
포의 발현을 관찰할 수 있었으나 우슬을 처리한 군들의 활액막 부위에서는 국소적,
으로 감소된 양성 세포의 발현을 관찰할 수 있었다. 

이상의 연구 결과에 의하면 퇴행성 관절염과 류마티스 관절염에 대한 치료적 중

재 방법으로 우슬추출물을 이용한 연고제와 경구투여는 염증 및 통증반응의 감소에

긍정적인 영향을 주는 것을 확인할 수 있었고 더 나아가 행동학적으로 제한되었던,
관절의 기능적 회복에까지 영향을 미칠 것으로 사료된다.
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활용에 대한 건의3.

본 연구개발 결과의 활용분야 및 방법 범위는 의약품의 개념보다는 독성이 없이,
관절염을 조절할 수 있는 인체 친화적이고 안정성이 있고 비록 효능은 합성제재,
보다는 약하더라도 의약부외품이나 식품으로 치료보조제로서 활용이 가능할 것이

다 또한 우슬 생약재를 다량 확보하기 위해 지역 내 약용작물의 생산기반을 구축.
으로 한 고부가가치 농업작물로서 활용할 수 있다고 생각된다 본 연구를 통해 우.
슬 고유의 생리활성 성분을 분리하는 방법을 확립하였고 관절염에 대한 기초 자료,
를 제공하였다 또한 기능성 성분의 분자량. 및 구조를 확인하는 방법을 통하여 다

양한 종류의 새로운 기능성 성분의 탐색을 가능케 할 것으로 사료된다.
기존 문헌을 통한 자료 확보와 과학적인 연구를 통하여 우리 농산물을 건강기능

성 원료 성분으로 등록시키기 위한 안전성 및 건강기능성 입증 자료를 확보할 수․
있다 우리나라는 예로부터 생약 및 한약초 재배에 유리하며 최근 친환경 농업 및. ,
생약 분부에도 관심이 고조되고 있는 실정이다 국내 농촌지역에서는 약용작물단지.
와 산약초단지가 조성되는 등 지역 특성화 분야로 생약생산기반조성이 활발하게 진

행되고 있으며 이를 활용하여 우슬의 대량생산을 통한 지역 생약 산업의 발전에 기

여할 것이다 또한 본 연구소와 근접한 지역과 연계사업 등 긴밀한 관계를 유지하.
며 새로운 생약 농업기반이 구축될 것이다 우리 농산물인 우슬을 건강기능성 원.
료 성분으로 등록 수행이 가능할 것으로 보이며 연구실에서 축적된 를, know-how․
바탕으로 이를 적극 활용하여 생약추출물이 함유된 항관절염 치료 연고제 및 기능,
성 음료 개발이라는 축적과 이후 개발될 생약추출물을 이용한 고total know-how
부가가치 제품화를 위한 자원으로 활용할 것이다.

또한 우슬 생약재 산업화는 생물자원의 다양성 확보와 이들 자원을 지적재산권,
으로써 보존한다는 차원에서도 의미가 크며 이런 사회 문화적인 중요성에 입각하, ․
여 수입 한약재에 대응한 품질 경영체제를 구축하고 우슬을 원료로 하는 기능성,
물질의 개발은 사회적 요구도에 부응한다고 볼 수 있다.

개발기술의 특허화 및 산업화를 통하여 시장전망이 밝은 국내 및 세계 기능성 식

품 시장으로의 진출 기대된다 일본의 기능성식품 시장은 억엔 규모이고 미국. 7,000
은 억불수준으로서 국내에서는 건강보조식품 원료를 연간 억원 이상 수입110 1,000
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하고 있어 본 기술이 실용화되면 연간 억원의 수입대체 효과를 얻을 수 있다500 .
기능성생리활성 물질의 대량 생산으로 연간 억 규모의 농가소득 증대기 기대된150
다 한약재를 이용한 한방의료 산업이나 민간처방은 우리의 전통문화이자 생활양식.
의 한 부분으로 계승 발전시켜야 할 대상이며 기능성 생물자원으로써 고급 문화산· ,
업의 기초가 될 수 있다는 점에서도 중요성을 가지고 있다 생약재 산업화는 생물.
자원의 다양성 확보와 이들 자원을 식품 및 제약 산업으로 발달 하여 지역 내 생약

재배 활성화에도 일조할 것이다.
우슬 추출물을 가지고 항관절염 효과에 대한 연구가 전무한 실정에서 지역 내 잉

여 우슬을 가지고 고부가가치상품을 제품화 한다면 지역 농민들에게도 경제적 수익

증대가 클 것이다 체제 출범 이후 시장 개방과 농산물 수입에 따른 국내 농. WTO
가 보호 및 농가 소득 증대 그리고 국산 생약재의 우수함을 입증하여 국제 경쟁력

을 갖춘 고소득 작물로서의 경제 산업적 의미가 크다 건강기능성을 가진 우리 농.․
산물을 건강기능식품 생산에 적극 활용함으로써 수입 건강기능식품에 대한 능동적

인 대응 및 국내 건강기능식품 산업을 육성할 수 있을 것으로 보인다.
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SUMMARY

. TitleⅠ
Development of high value-added products and anti-arthritis physiolog

ical activity of Achyranthes Radix

. Goal and Significance of the StudyⅡ
The purpose of this investigation was to examine osteoarthritis and

rheumatoid arthritis effects of Achyranthes Radix by cream with Archyranthes
Radix extract. In addition, Development of high value-added products of
Achyranthes Radix.

. Research and ScopeⅢ
The dried root of Achyranthes japonica Leveille et Vaniot(Amaranthaceae, AJ)

is one of the source plants of Achyranthes root. AJ could be activated the blood
circulation in human. The active ingredients of AJ were oleanolic acid, saponin
and 20-hydroxyecdysone. 20-hydroxyecdysone was a potent inhibition substance
of excess secretion of Cathepsin B causing an inflammation. In this study, we
tried to isolate and evaluated loss on drying, total ash, acid-insoluble ash of
20-hydroxyecdysone from Achyranthis Radix. In order to evaluate quantitative
determination of 20-hydroxyecdysone in AJ HPLC method had been used.
Separation and quantitative determination of 20-hydroxyecdysone from AJ has
been conducted by using HPLC method. 20-hydroxyecdysone in a methanol
extract from the raw drug was separated on a reverse phase column using
n-hexane : ethanol : methanol(1:3:3) solvent system. Content of
20-hydroxyecdysone in AJ showed average 2.18% in samples collected throughout
the regions of Korea.
Osteoarthritis(OA) is a degenerative joint disease characterized by fibrillation
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and erosion in cartilage, chondrocyte proliferation and osteophyte formation at
the joint margins, and sclerotis of subchondral bone. Archyranthes Radix has
had extensive therapeutic application, and there has been increasing interest in
its biological effects. However, the biochemical and histological effects of
Archyranthes Radix on chondrocyte have never been systematically investigated.
Therefore, the objective of this study was to investigate the effects of
Archyranthes Radix on role of anti-oxidant and anti-inflammation on oxidative
stress induced by H2O2 in rat articular chondrocytes. Articular cartilage was
harvested from rat articular cartilage and osteoarthritis models was induced
from MIA. Cartilage explants and isolated chondrocytes from articular cartilage
were treated in various conditions as monolayer culture. After Archyranthes
Radix treatment, the time-dependent effects of Archyranthes Radix was
evaluated by measuring cell proliferation and by analysing cell morphology and
expression of cartilage apoptotic protein using XTT. Archyranthes Radix
resulted in a time- and dose-dependent cell proliferation, which was largely
attributed to apoptosis. Cell death caused by H2O2, was inhibited by
Archyranthes Radix. Histological findings that are similar to those observed in
human osteoarthritis, such as disorganization of chondrocytes, erosion and
fibrillation of cartilage surface, and subchondral bone exposure were observed in
a MIA-induced osteoarthritis model. Safranin O-fast green staining revealed that
marked diffuse reduction of proteoglycans treated with MIA. The Mankin's
score were closely correlated to the grade of histological findings.
This study was performed to investigate the effects in inflammatory and pain

status on rheumatoid arthritis(RA) induced rats by achyranthes radix(AR) extracts
ointment according to the application methods with the change of
motor-behavioral and immunohistochemistry study through the change of COX-2
in the knee joint and PGE2 concentration production in serum (pre, 3st, 7st, 14st,
21st, 28stday). The results of this study were as follows:
In result of gross & histological examination, after RA induction were observed
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reddening, edema and erythema. And H&E stain were observed the destruction of
articular cartilage, bony erosion and the infiltration of inflammatory cells after RA
induction. In result of volume change of hind paw edema and arthritis indices
test and arthritic dorsal flexion & plantar flexion pain test, group , ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ
were showed that significantly decrease to arthritis indices compared with group
at 28Ⅰ th day of RA induction. In result of mechanical allodynia test, After RA

induction were observed lowering of the mechanical threshold when compared to
the pre RA induction. Because of RA induced rats developed mechanical
hypersensitivity. Especially, group , , were showed that significantlyⅡ Ⅲ Ⅳ
increase mechanical threshold compared with group Ⅰ. In result of safranin
o-fast green stain were showed histological indices, group , , wereⅡ Ⅲ Ⅳ
showed that significantly decrease the scores of cellular in filtra tion and
synovial hyperplasia, pannus formation and cartilage destruction compared with
group Ⅰ at 28th day of RA induction and group were the most decreasedⅣ
compared with group , at 28Ⅱ Ⅲ th day of RA induction. In result of
immunohistochemistric response of COX-2, group , , were showed thatⅡ Ⅲ Ⅳ
lower response effect compared with group at 28Ⅰ th day of RA induction.
Group wereⅠ multicentric response but group , , were lower localⅡ Ⅲ Ⅳ
response at synovial tissue. In result of prostaglandin E2 concentration in serum
were investigated at the end of experiment. The PGE2 concentration of the
experimental group were increasedⅠ when compared to the pre RA induction.
But the PGE2 concentration of the group , , were decreased compared toⅡ Ⅲ Ⅳ
the group .Ⅰ

. SuggestionⅣ
In conclusion, Content of 20-hydroxyecdysone in Archyranthes Radix showed
average 2.18% in samples collected throughout the regions of Korea. In addition,
Archyranthes Radix in osteoarthritis results are consistent with the hypothesis
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that under conditions of oxidative stress, the H2O2-induced inhibition of cell
proliferation in the rat chondrocyte is mediated through a modulation of
Archyranthes Radix, promoting further anti-arthritis effect, indicating a
potentially important role in cartilage repair and in the treatment of
osteoarthritic cartilage. The above results suggest that Achyranthes radix extracts
ointment effective acts were the most therapeutic intervention in inflammatory,
pain control and motor-functional recovery in osteoarthritis and rheumatoid
arthritis induced rat.
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제 장 연구개발과제의 개요1
제 절 연구개발의 목적과 필요성1

국내에서 생산되는 우슬을 이용하여 성분의 추출 분석 등을 통하여 유효 성분,
의 생체 내 생리활성 메카니즘 규명 및 항관절염 효과에 관한 효능을 연구한다 또.
한 우슬의 고부가가치 제품으로서 관절염을 치료할 수 있는 치료용 연고제를 개발

하며 아울러 관절염환자는 물론 예방적 차원에서 음용할 수 있는 기능성음료 차 를, ( )
개발을 목적으로 한다.

본 연구는 국내산 우슬을 대상으로 하여 성분분석을 통해 생리활성물질을 규명

하고 우슬의 관절염 효과를 체계적으로 연구한 후 가공기술을 개발 기능성 식품, , ,
또는 식품의약 소재로 개발하여 농산물시방개방시대에 부응할 수 있는 고부가가치

의 대체작물로서의 가능성을 검토하여 농촌경제의 활성화를 이루고자 한다.

기술적 측면1)

우슬 은 비름과 의 쇠무릎 의 뿌리를( ) (Amaranthaceae) (Achyranthes japonica)牛膝

기원으로 하여 한국과 일본 중국에 분포하며 자라지만 효능면에서는 우리나라 것, ,
이 월등히 우수한 것으로 알려져 있다 다년생 초본식물로 약리 및 생리활성에 관.
한 구전이 많았던 작물이다 여러해살이 식물로 뿌리는 황토색이며 인. 50 100cm～
삼과 비슷하게 향긋한 냄새가 난다 줄기는 대형이고 단면은 정방형으로 원줄기는.
높이 까지도 자라며 가지는 대생한다 마디가 굵어져 소의 무릎처럼 볼록하게1m .
보이므로 쇠무릎이라 한다.

전국 산야에서 생산이 가능하지만 지역에 따라 고랭지나 준고냉지에서는 겨울에

얼어 죽지만 중부이남지역에서는 월동하며 온난 습윤한 남부의 따뜻한 지역에서 재

배하는 것이 유리하다 현재 남부지역에서 일부 재배되어 한약재 등으로 공급하고.
있으나 아직은 연구 상태가 미비한 실정이기 때문에 국내산 우슬의 고유한 특성을

살릴 수 있는 제품의 제조기술이 필요하다 우슬은 계. oleanolic ( ) saponin, steroid系

계 등의 성분을 주축으로 여러 기능성 화합물을 함유하고 있으며( ) inokosterone ,系



- 30 -

민간약으로 관절염 월경불순 산후복통 근육통 신경통에 사용되고 있다 이러한, , , , .
천연 화합물은 처리 조건에 따라 그 구조가 쉽게 변형되거나 분해되어 효능이 달라

지는 경우가 있어 일정 성분을 활용하기 위해서는 균일화된 처리 공정의 확립이 중

요하며 이들 성분을 정확히 동정하기 위한 기술이 필요하다 더욱이 현대화되는 사.
회분위기에 따라 다양한 맛과 기능을 가진 건강 보조물질의 출연이 요구되는 시점

이다 다양한 연령층의 요구에 기여할 수 있는 물질을 추출 가공하여 공급한다면. ․
지역 특산품으로서의 개발 및 많은 수요를 창출 할 것이며 이에 필요한 우슬이 가,
지는 기능성 성분을 최대로 추출할 수 있는 전 처리법 확립과 원료 자체의 쓴맛,
색깔 등 식품으로써 부적합한 문제를 해결하여 기호성을 증진시킬 수 있는 가공기

술의 개발이 필요하다 특히 본 과제에서 개발하려고하는 치료용 연고제는 기존의. ,
화학적 합성에 의해 이루어지며 구강을 통해 섭취하는 약물과 달리 생약재를 이용,
한다는 점과 직접 우리가 원하는 부위에 바를 수 있다는 많은 기술적 장점을 내포

하고 있다 산 학과 연계하여 우수한 생약재의 유효 성분에 대한 연구를 체계적이. ․
고 과학적 인 연구를 하는 과정에서 생약재의 추출 분리 및 효능 평가에 대한 새, ,
로운 기술 개발은 특허나 이와 연관된 방법적 기술을 확보하여 지역 농업 사회에

이바지 하는 생약재 산업화에 기여 할 수 있을 것이다.

경제 산업적 측면2) ⋅

세계무역기구 쌀 협상 타결 자유무역협정 체결 확대 농촌 인구 고(WTO) , (FTA) ,
령화 등 농촌의 여건이 빠르게 악화 되면서 현시대에 부응하는 농촌의 경쟁력이 있

는 경제작물의 개발 공급이 필요하다 한방의료보험제도 의 실시에 따라 한약재. '' ''․
의 소비는 급증하고 있으나 국내 농촌의 한약재 생산은 경작규모가 영세하며 또한

인건비의 상승 그리고 생산기반 구축이 어려운 산간 구릉지에서 재배되고 있기 때, ·
문에 기계화를 통한 생산비 절감이 어렵다 때문에 경작 비용이 저렴하면서 척박한.
토양에서도 잘 자랄 수 있는 다년생 초본인 우슬과 같은 우수 생약 작물을 재배할

수 있는 환경을 만든다면 농촌의 한약재 생산의 경쟁력 증대에 좋은 영향을 줄 것

이다.
우슬은 월에 종자 파종하여 월에 수확할 수 있으며 퇴비를 주는 조건4 5 10 11 ,～ ～
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만으로도 수확이 가능하여 재배하기가 쉬우며 건강에 대한 증대 관심 및 전통적인,
약효능이 알려지면서 국내 전체 생산량이 점차적으로 늘어나고 있다 비름과에 속.
하는 다년초 식물인 쇠무릎의 뿌리를 말린 약재인 우슬 은 혈액이 잘 돌게 하( )牛膝

고 어혈을 없애는 성질이 있어 쇠무릎의 뿌리를 말린 한약재는 월경불순 난산 산, ,
후복통 산후자궁무력증 타박상 부스럼 등에 쓰이고 있으며 이뇨작용 자궁수축작, , , , ·
용 식균작용 항알레르기 작용 등이 있는 것으로 밝혀졌고 특히 태음인 체질에게 좋· · ,
은 한약재이다 현재 가격으로 볼 때 당 약 원으로 계산하면 경지 평당. 1 6,000 1㎏

원이며 평이 경작지에서 약 원의 소득을 올릴 수 있는 고소득24,000 , 1,000 24,000,000
작물로 볼 수 있다 예를 들어 우슬 으로 음료를 제조 시에 약 를 만들 수. 1 70㎏ ℓ
있으며 당 원 현재 시가 으로 계산하면 원의 소득을 올릴 수, 100 10,000 ( ) 7,000,000㎖
있는 고소득 작물로 볼 수 있다 또한 최근 건강에 대한 관심이 높아짐에 따라 영.
세 업체를 중심으로 생약재를 이용한 건강음료 및 건강식품이 나타나고 있으나 효

능에 대한 과학적이며 체계적인 연구 부족 및 음료식품으로써의 품질이 열악한 실

정이다 이러한 다기능성 음료를 개발함으로서 우슬의 부가가치를 높여 농가소득.
증대에 기여하며 양질의 우슬 재배와 더불어 지역 생약재 산업의 경쟁력을 높이고,
자 한다 또한 생약재의 수급 및 가격안정을 확보하여 지속적으로 농가소득 증대를.
가져올 수 있다.

또한 우슬의 기능성 활용을 위한 산업은 현재 농가 차원에서도 다양한 재배방법

이 실용화되어 우슬의 생산기술이 개발되어가고 있기 때문에 신 기능성 자원으로서

의 활용방안이 제시된다면 농가소득증대 및 식 약품 산업으로서 혈액 순환제 관,․
절염 치료제 기능성 음료 등으로 개발되어 농가 소득증대의 일익을 담당할 수 있,
다 현재 국내 노령 인구층에서 가장 많은 만성 질환으로 관절염을 꼽을 수 있으며. ,
이로 인해 신체적 활동에 제약을 받게 되는 인구는 심장병이나 암 또는 당뇨병에,
의한 경우보다 훨씬 많아 육체적 불구를 야기하는 가장 큰 원인이 되고 있다 보건.
복지부 발표에 따르면 국내 급성질환으로는 감기 만성질환으로는 위가 관절염으, , 1
로 인구 명당 명으로 년에 인구 명당 명이던 것이 년 후인 년1,000 63.9 95 1,000 34 3 98
에 명으로 배에 가깝게 증가했고 년 후인 년에는 명으로 증가추세가 크61 2 3 2001 64
게 둔화되었으며 지금까지 이어지고 높은 비율로 유지되고 있으며 이로 인한 경제,
적 손실은 무려 조원에 이른다 년 세계보건기구와 국제은행이 전 세계의 질5 . 1996 ‘
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병으로 인한 손실 보고서 라는 제목의 연구 결과에(The Global Burden of Disease)’
서 년까지 세 이상의 인구수는 두 배가 될 것으로 예상했으며 이런 추세와2020 50 ,
함께 인구의 노령화에 따라 근골격계 질환 인구도 급속히 증가할 것으로 예상했다.
전 세계적으로 근골격계 질환으로 인해 사망하거나 불구가 되는 사람도 많아질 것

으로 보이며 따라서 이 분야에 대한 연구 증대 질병 교육 확대 접근 가능한 치료, ,
제 등의 개발이 필요하다고 하였다.

사회 문화적 측면3) ⋅

생약재는 국민들의 건강을 지키는 의약품이자 농가소득원으로서 오랫동안 우리

생활과 밀접한 관계를 맺어 왔으며 특히 최근에는 웰빙을 선호하는 국민들의 소비,
패턴과 건강 및 전통한약에 관한 관심 증대되고 있다 또한 생약성분에 대한 기대. ,
가 화학물질보다 높다는 점에서 볼 때 우슬을 원료로 하는 기능성 물질의 공급은

사회적 요구도에 부응한다 또한 국내 생약재 유통면에서 품질의 규격화나 표준화. ,
가 미흡하고 수급과 가격이 매우 불안정하며 수입 한약재가 국산과 뒤섞여 유통되, ,
고 있다는 점에서 차별적인 가공기술 개발을 통해 생산자와 소비자를 보호해야 할

필요성이 있다 관절염의 원인은 여러 가지가 있고 그 증상 또한 다양하다 그러나. .
젊어서 일을 많이 하거나 노화로 인한 퇴행성 무릎 관절염과 류마티스성 무릎 관절

염의 경우에는 통증이 심하여 일상생활에 불편을 끼치며 치료해도 별 효과가 없는,
질환 중 하나다 그러므로 퇴행성 관절염과 류마티스성 관절염의 경우에는 무엇보.
다도 예방이 중요하다.

관절염의 대표적인 치료로는 외과적 치료와 약물 치료가 있는데 약물치료로는,
지금까지 통증이 있는 근골격계 질환에 대표되는 치료제인 항염증제 등 의(NSAID )
약물을 사용하나 를 복용한 많은 사람들이 일련의 위장장애 등의 부작용이NSAID
심각하다 생약 추출물을 활용하여 치료제 연고를 만든다면 특히 기존의 화학약물.

들이 가지고 있는 위장장애 등과 같은 부작용이 거의 없다는 측면과 국(NSAIDs)
민들의 일반적인 화학약품에 의한 부작용과 주사제에 대한 거부감을 줄일 수 있고,
사용하기가 용이하다 우슬 은 혈액이 잘 돌게 하고 어혈을 없애는 성질이 있. ( )牛膝

어 관절염 신경통 월경불순 난산 산후복통 산후자궁무력증 타박상 등에 쓰이고, , , , , ,
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있으며 이뇨작용 자궁수축작용 식균작용 항알레르기 작용 등이 있는 것으로 민간요, · · ·
법으로 이용되고 있다 이러한 측면에서 볼 때 전통적인 한약재 중심의 단순한 제.
품구성과 의약품으로서 가공 및 유통상의 규제로 인해 소비자들의 기호에 부응하는

다양한 생약 제품 개발과 수요 창출이 제한되고 있는 실정에서 생약추출물을 이용

한 의약품의 개발이 절실히 요구되고 있다 우슬을 이용한 한방의료 산업이나 민간.
처방은 우리의 전통문화이자 생활양식의 한 부분으로 계승 발전시켜야 하며 기능· ,
성 생약자원으로써 고급 문화산업의 기초가 될 수 있다는 점에서도 중요성을 가지

고 있다.
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제 절 연구개발의 범위2

차년도1
생약 성분 우슬 에 대한 조사를 위해( ) 식물 분류법에 따른 우슬의 형태와 약효 성,

분 조사하고 우슬의 정보를 수집 분류한다, , . 우슬의 유효성분이 관절염에 미치는 영

향과 성분 추출 분획 등의 공정설계와 제품화를 위한 연구를 한다, . 우슬 추출용매 선

택하고 우슬 주요성분 추출 및 분석한 후 유효 물질을 찾는다 우슬을 이용한, . 세포

독성 실험 및 대사활성 기능 실험과 관절염 유발 동물 모델을 만들기 위한 예비 실

험을 하여 차년도에 동물임상실험을 시행할 수 있도록 한다2 .

차년도2
우슬의 기능성 음료 제조하고 우슬의 기능성 음료 제품화하기 위하여 음료 시작, ,

품을 제조하여 안전성 및 맛을 향상시킬 수 있는 방법을 규명함과 동시에 좀 더 받

아들이기 쉽게 하기 위한 보완제 등을 조사한다.
위의 연구를 토대로 우슬 추출물 음료 차 의 기능성 검증과 더불어 이를 소재로( )

한 음료 개발한다 또한 우슬의 유효성분 추출물의 항관절염 연고제 실용화 실증.
실험을 통해 전년도에 했던 예비 실험 결과들을 토대로 하여 확립된 관절염 질환

질환에 우슬 유효성분을 경구 투여한 후 치사시켜 관절 연골 및 활액막 조Model ,
직의 조직병리학적 병변 변화를 관찰한다.
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제 장 국내외 기술개발 현황2

중국이나 일본에서는 전통적인 동양의학적 지식을 바탕으로 오래전부터 생약 추

출물로부터 의약품을 발견하고자 노력하였으나 연구 과정에 있어 일본 경우 의약품

전 단계인 건강보조식품으로 시장을 점유하고 있고 중국 경우 아직까지 가시적 연,
구 성과는 얻지 못한 상태이다 국내 경우 한의학적 경험과 지식을 바탕으로 생약.
성분을 추출하여 디자인하여 상품화 한다면 국내 뿐 아니라 세계 시장에서 좋은,
성과를 거둘 것이다.

우슬에 대한 약효는 관절염을 비롯하여 다방면으로 있다고는 알려져 있지만 이에

따른 구체적인 생체 기능성 물질 성분 규명 및 실용화에 대한 연구는 아직 많이 되

어 있으며 일부에서 약리 활성물질과 관련된 연구가 활발하게 진행되고 있는데 이,
중 우슬이 포함되어 있다 일본에서는 우슬의 계 계. oleanolic saponin, steroid

등의 성분이 항종양 활성을 보였다고 일부 보inokosterone, ecdysone -sitosterolβ
고되고 있다.

국내 경우 건강기능성을 지닌 생약재가 한방 이나 민간요법에서 많이 활용( )韓方

되고 있으나 건강 기능성 원료로 하기에는 안전성과 기능성을 입증할 과학적이고,
체계적인 연구가 매우 단편적이거나 아직은 미흡한 실정이다 현재 국내에서 시판.
되는 대부분의 건강식품들은 국내 농산물보다 주로 외국에서 개발된 천연물들을 사

용하여 제조되고 있어 그 수입액이 년간 억 원에 달한다 최근에 와서 생약재1,600 .
를 이용한 건강식품 및 치료제 개발에 관심이 모아지고 있으며 국내 생약재의 건,
강식품 소재화의 경우는 도라지의 약리 작용을 이용한 건강식품 연구 농산물 및,
생약재의 혈당강화 효능 및 이를 활용한 혈당 조절용 식품개발 연구 등 일부 연구

가 진행되어 왔으며 음료의 경우 인삼 석류 대추 오미자 등의 식미가 양호한 생, , ,
약재를 원료로 한 음료가 소비되고 있으나 생약재의 약리적 효과를 기대하는 기능

성 음료로 보기에는 무리가 따른다 또한 일반적으로 반고형 제제는 국소 적용을. ,
목적으로 하는 외용제나 최근 좌제 연고제 겔제를 이용하여 전신 작용을 목적으로, ,
하는 경피 제제 개발이 많이 이뤄지고 있다.
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제 장 연구개발수행 내용 및 결과3

제 절 우슬의 항관절염 예방 및 치료제로서의 특성1
조사 물질 분리 및 생리기능성 연구,

생약 성분 우슬 에 대한 특성 조사1. ( )

최근 경제 성장에 따른 식생활의 변화로 각종 만성퇴행성 질환의 발병과 사망률

이 증가하는 추세이다. 또한 흡연 과음 및 스트레스와 같은 간접적 인자들의 억제,
또는 예방 및 치료를 위한 건강 기능성 식품에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있

다. 이런 활발한 연구는 생약의 추출과 상품화에 대해서도 관심이 많아지고 있다.
예로부터 한약제로 많이 쓰이는 우슬의 유효성분에 대하여 분석하고자 본 연구를

실시한다.
쇠무릎(Achyranthes Radix 은 비름과) (Amaranthaceae 에 속하는 식물로 소의 무)

릎처럼 생겼다고 하여 우슬 이라 한다( ) .牛膝

우슬(Achyranthes Radix

우슬(Achyranthes Radix)은한국각지의들에서자라며심기도한다.  가을에뿌리를캐서물에씻어햇볕에말린다. 
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또한 쇠물팍 접골초 고장근 의 여러 이름도 있다 다년생으로 산야 또는, , ( ) .苦杖根

비교적 습기가 있는 수음지 에서도 잘 자라며 우리나라뿐만 아니라 중국 일( ) ,樹陰地

본 등에도 분포하고 있다.
우슬의 생김새는 정도 곧게 자란다 원줄기는 네모 나 있고 털이 있고40 100 .～ ㎝

뿌리는 가늘고 길며 잎은 대생하고 타원형 또는 도란형이다 화기 는 월이. ( ) 8 9花期 ～
고 녹색의 꽃이 잎자루와 줄기 사이에서 꽃대가 나와 개화하는 수상화서( )穗狀花序

이며 과기는 월이고 뿌리는 가을 또는 그 이듬해 봄에 채취하여9 10～ 흙을 털어내

고 햇빛에 말려 약용한다 줄기와 잎도 약용하는데 이를 우슬 경엽 이라. ( )牛膝莖葉

한다 우슬은 그 포제 방법에 따라 크게 두 가지 효능으로 나누어지는데 생용으로.
사용하면 어혈과 종기 등을 없애는 효능이 있으며 삶게 되면 간과 신을 보호하고,
뼈와 근육을 튼튼하게 하는 효능이 있다 예로부터 한약제로 쓰이며 민간요법으로.
널리 알려져 온 우슬의 약리작용으로는 진통 진경 이뇨 혈압강하 섬유소 용해 등, , , ,
의 효과가 있다 혈액의 순환을 원활하게 하고 어혈을 제거하는 작용을 가지고 있.
어 월경을 조절하는 효과가 있으며 또한 관절의 움직임을 부드럽게 하고 근골을,
강하게 하여 관절이 저리고 아픈 증상 허리와 무릎이 시리고 아픈 증상 근골이 힘, ,
이 없는 증상 등에 효과가 있어 관절통과 같은 울혈의 치료제 이뇨제 고혈압 통, , ,
경제 자궁수축작용 식균작용의 목적으로 사용하였으며 또한 수성엑스는 감작몰모, ,
트 폐절편에 의한 실험에서 항 알레르기작용에 대한 보고가 있다.

우슬의 뿌리에는 식물 호르몬의 일종인 계 및 계 과olenolic glycoside saponin
및caffeic acid, polysaccharides, K-oxalate, -aminobutyric acid, betain hydrateγ

해충 방제에 이용될 수 있는 곤충의 탈피를 촉진하는 호르몬인 nokosterone,
등이 보고되었다 그 외에도ecdysterone . inokosterone, -sitisterol, succunic acid,β
등의 성분이 함유되어 있다stigmasterol . 우슬의 성분에 관한 연구로는 과saponin

및 등의 에 대polysaccharide 20-hydroxyecdysone, inokosterone phytoecdysteroid
해 보고된 바 있다.
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Figure 1-1. Chemical structure of 20-hydroxyecdysone

우슬 중 은 우슬의 생합성으로 만들어 지는 주요성분으로서20-hydroxyecdysone
세포막 내에서 염증을 일으키는 의 과다 분비를 막아주는 작용을 하는cathepsin B
것으로 알려져 있다 본 실험은 지표물질로 정하여 상용되는 우슬의.

의 분리 및 함량 건조감량 회분 및 산불용성회분을 정량하여20-hydroxyecdysone , ,
품질관리 기준을 설정하고자 한다.

우슬의 성분 추출 및 분석2.
가 우슬의 추출용매 선정.

물 메탄올 물 메탄올 혼액 를 추출 용매로 선정하였다 이중, , - (4:1), Ethylacetate .
층에서는 이 존재하지 않았다 이나 물 메Chloroform, Hexane Ecdysone . Methanol -

탄올 혼액 혼액으로 추출 후 증발 농축하고 로 분리 정제한 후(4:1) Ethylacetate
을 용매로 에 전개시켜 확인 가능 하였다Buthanol silica plate TLC .
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용매에 따른 우슬의 주성분 추출Table 1-1.

나 추출조건 확정.
가온추출과 저온추출의 성분 함량을 비교한 결과 큰 차이가 없었다 메탄올이나.

메탄올을 이용하여 실온에서 시간 추출하는 방법이 효과적인 것으로 생각되80% 48
어진다.

우슬의 추출조건에 따른 성분함량 메탄올 우슬Table 1-2. (80% - 400g)

다 분획에 의한 성분 분리.
분획의 순서1)

층 층 층 층Hexane Chloroform Ethyl acetate Butanol→ → →

용매 Saponin Ecdysone 20-hydroxyecdysone
물 o o o

메탄올 o o o
메탄올80% o o o

Chloroform o - -
Hexane - - -
Buthanol o o o
Ethylacetate o o o

추출조건
함량(ug)

Saponin Ecdysone 20-hydroxyecdysone
저온추출 5.4 0.02 0.03
가온추출 5.5 0.02 0.03
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층2) Hexane
차 분획 후 농축되어 얻어진 우슬의 양은 층 우슬성분을 같은2 0.23g. Hexane

판에 점적 한 후 전개 용매 을 사용하여 전개 은 없었다TLC (C:M=5:1) - Ecdysone .

우 슬

메탄올

침전 농축

Hexane
침 전

Chloroform
침 전

Ethyl acetate

침 전 증발농축

Butanol
혹은TLC

분리Column

우슬 주성분의 용매 분리과정Figure 1-2.

우슬 주성분의 에 의한 분리도Table 1-3. TLC (RF value)

용매 Ecdysone 20-hydroxyecdysone Inokosterone

RF value 0.61 0.72 0.43
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층 차3) Chloroform - 3
분획 후 농축되어 얻어진 우슬의 양은 이며 층 우슬성분을 같은1.69g , Chloroform

판에 점적 한 후 전개 용매 하였으나 은 없었다TLC (C:M=5:1) Ecdysone .

층 차4) Ethyl acetate - 7
분획 후 농축되어 얻어진 우슬의 양은 층 우슬 성분을 같은2.32g. Ethyl acetate

판에 점적 한 후 전개 용매 이 존재 확인하였다TLC (C:M=5:1)- Ecdysone .
전개 용매를 등Eonly, Conly, C:M, C:E, E:M, H:C:E, C:M:W, E:M;W, H:E:W

검색한 결과 에서 나온 보다 값이 작게 하기 위하여 저극성의 용매C:M=5:1 spot Rf
를 높여 이 가장 적합하다고 생각되었다C:M=7:1 .

층 차5) Butanol - 2
우슬 층을 같은 판에 점적을 한 후 전개 용매Butanol TLC (C:M=5:1)- Ecdysone

이 존재 확인하였다 분리의 이동상 용매는. Column Chloroform : Methanol = 7 :
로 하였고 칼럼분리는 층에서 얻은 우슬 성분으로 하였으며1 , Ethyl acetate ,

하기에 용이하도록 시료를 이동상 용매 설정하여 에 가injection (C:M=7:1) Methanol
용하였다 과정에서는 시료가 잘 녹는 용매 설정 메탄올 하고 시료를. Dry loading ( ) ,
농축 시킨 후 을 넣어 이 시료를 흡착하였다 에 흡착된, silica gel silica gel . silica gel
시료를 농축 시킨 후 에 충진하였다, dry sylinge .

우슬 주성분의 분리 시간Table 1-4. silica column
용매 Ecdysone 20-hydroxyecdysone Inokosterone

Time(min) 55-72 46-51 86-115
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라 우슬의 부위에 따른 성분함량 비교.
뿌리와 줄기에서 모두 이 검출되었다 특히 뿌리와 줄기 부분에 대한 성ecdysone .

분비교에서 뿌리부위의 함량이 높게 나타났다 주로 당이 많이 검출되었으나 지표.
성분으로 설정하기 곤란하였으며 성분의 검출되었고 항염작용이 있는, saponine ,

과 을 지표 물질로 선정하였다ecdysone 20-hydroxyecdysone .

우슬의 부위별 주요성분의 함량Table 1-5.

류와 당류가 상대적으로 다량 검출되었다 우슬의 주성분으로 알려진Saponin .
로 주로 항염작용을 하는 것으로 과 을 평Ecdysteroid ecdysone 20-hydroxyecdysone

가하였으며 을 고농도로 함유한 제품의 개발 가능성 확인하였, 20-hydroxyecdysone
다.

부 위
함량(ug)

Saponin Ecdysone 20-hydroxyecdysone
뿌 리 5.4 0.02 0.03
줄 기 4.6 0.01 0.02
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우슬의 기능성 물질 분리3.
가 재료 및 방법.

시약 및 재료1)
본 연구에 사용된 표준품은 사 제품을 사용하20-hydroxyecdysone Sigma(USA)

였다. Methanol(MeOH), n-hexane, chloroform(CHCl3), ethyl acetate(EtoAC),
n-butanol(n-BuOH), 을 사용하였다 은methylene chloride(MC) . Column silica gel(70∼
230 mesh, 4.5×28 ,φ ㎝ Fuji chem, Ltd), TLC plate silica gel 60F254(Merck

등을 사용하였다HPTLC, Art.5642) .

기기와 검체2)
본 연구에서 사용한 기기는 cutting mill(Medical Today Planning Co., Seoul.
Korea), Rotary vacuum evaporator R-200(Buchi, Swiss), fraction
collector(EYELA Co., DC-1000), Muffle furnace(Daihan Labtech Co.,

를 사용하였다 또한LEF-205P) . HPLC(SCL-10ATVP System, SPD-10Avp
Det 를 사용하였다ector, Shimadzu, Japan) . 국내에서 시판되고 있는 년산 우슬2007
을 구입하여 분쇄기로 분쇄한 후 다음과 같이 이화학적 실험을 실시하였다.

확인시험3)
검체 에 를 넣어 시간 초음파 처리한 여액을 검액으로 하였2.0 MeOH 10 1ｇ ㎖

다 따로 표준품 을 에 녹여 표준액으로 하였. 20-hydroxyecdysone 1 MeOH 1㎎ ㎖
다 검액 및 표준액 씩을 용 실리카겔을 써서 만든 층판에 점적한 후. 5 TLC㎕
CHCl3 : MeOH : H2 의 하층을 전개용매로 하여 전개시킨 다음O (8:2:0.5) UV 254

의 와l amp 10 % H㎚ 2SO4으로 발색시켜 표준액에서 얻은 반점과 생상 및 Rf값을

비교 측정하였다.

건조감량과 회분시험4)
검체 을 미리 질량을 단 칭량병에 넣어 그 질량을 정밀하게 달아 에서2.0 g 105 ℃
시간 건조 실시 후6 데시케이터 실리카겔 에서 식힌 다음 그 질량을 정밀하게 측정( )

하였다 다시 이것을 에서 건조하여 시간마다 질량을 정밀하게 달아 함량. 105 1℃



- 44 -

이 될 때의 감량을 건조감량 으로 산출하였다(%) . 미리 사기제 도가니를 500~550 ℃
에서 시간 강열하고 방치하여 식힌 다음 질량을 정밀하게1 측정하였다. 분석용 검

체 을 도가니에 넣어 그 질량을 정밀하게 칭량 후 천천히 가열하고 온도를 올2.0 g
려 에서 시간 동안 강열하여 탄화물이 남지 않을 때까지 회화하여 식500~550 4℃
힌 다음 그 질량을 정밀하게 달았다 다시 잔류물을 항량이 될 때까지 회화하고 방.
치하여 식힌 다음 그 질량을 정밀하게 달아 회분량 을 산출하였다(%) .

산불용성 회분시험5)
회분에 묽은 염산 를 분간 약한 열로 끓여 불용물을 정량용 여과지로 여과하25 5㎖

여 잔류물을 열탕으로 잘 씻어 여과지와 함께 건조한 다음 회분항과 같은 방법으로 3
시간 가열하여 데시케이터 실리카겔 에서 식힌 다음 그 질량을 정밀하게 달아 산불용성( )
회분량 을 산출하였다(%) .

추출 및 정제6) 20-Hydroxyecdysone
그림 와 같이 시료 을 로 에서 번 냉침 추출하여 감압 농축2 1,008 g MeOH 50 5℃

시킨 다음 엑스 을 분획하여 개의 분획을 얻을 수 있었다MeOH (226 g) 5 . 각각 분획

별로 사용된 용매와 얻어진 추출량은 다음과 같은데 은Fr. HⅠ 2 은O, Fr.Ⅱ
은n-Hexane(0.23 g), Fr. CHClⅢ 3(1.69 g), Fr. 은 은EtoAC(2.32 g), Fr.Ⅳ Ⅴ

이다n-BuOH(14.31 g) . 여기에서 얻은 개 분획을 을 한 결과 에서5 TLC Fr. (EtoAC)Ⅳ
이 존재하여 분리가 되어 수차례 를 실시하여 개로 얻을20-hydroxyecdysone TLC 1

수 있었다 상 조건의 경우 전개용매는. TLC , CHCl3 로 하여: EtOH : MeOH = 5:2:1
는plate silica gel 60F254 를 사용하였고 발색시약은(Merck HPTLC, Art.5642) 10 %

H2SO4를 가한 후 가열하면서 발색시켰다. 분획을 취하여Fr. (EtoAC) 10 MeOHⅣ ㎖
로 녹인 다음 에 을 깔고 미세한 을drying package column( 4.5x40 ) cotton Silica gelφ ㎝
충진시키고 상층부분에 저어주면서 탈기 후 에 녹인 를 이 부착된 압력MeOH Fr. capⅣ

로 옮겨 에 연결하여 하여 씩 분정도로 개pump fraction collector chromatography 2 5 45㎖
분획을 각각 순차적으로 받아 모았다 이동상( ; CHCl3 : MeOH = 7:1). 또한 개 분획을, 45
전개용매 MC : MeOH : H2 의 비율로 하여 에 희석한O = 6 : 2 : 0.2 MeOH

과 표준품을 에20-hydroxyecdysone sample TLC 10 % H2SO4으로 가열하면서 분무 발
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색시킨 후 표준품과 유사 물질이 존재하여 분리 되어 있다는 것을 확인하여 분획(302.7
을 모았다) .㎎

유사물질은 에 녹인 다음 이동Ecdysteroid MeOH Recycling Preparative HPLC(
상; MC : MeOH : H2 로 분리된 개 유사 물질별로 분O =7 : 1 : 0.1) 2 ecdysteroid
취하여 분획을Fr.2 MC : MeOH : H2 을 전개용매로 하여 에O = 7 : 1 : 0.1 TLC
10 % H2SO4으로 가열하면서 분무 발색시킨 다음에 표준품과 유사물질이 존재하여

분리되는 것을 확인하여 진공 농축 후 을 모았다20-hydroxyecdysone(206.5 ) .㎎

의 분석조건 및 검량선 작성7) HPLC
본 실험에 사용한 는HPLC SCL-10ATVP System, SPD-10AVP Detector,

로서 분석조건은 다음과 같다Shimadzu, Japan . Column : ZorBax sil(4.6×250 , 5㎜
),㎛ Mobile phase : n-Hexane : EtOH : MeOH =1 : 3 : 3, Flow rate : 1.0 ㎖

표준액은 표준품 을 의/min, Detector : UV 254 . 20-hydroxyecdysone 1 1㎚ ㎎ ㎖
에 녹이고 이것을 으로 하여MeOH stock solution 300, 250, 160, 120, 100, 80 /㎍ ㎖

로 단계적으로 희석하여 검액을 만들어 검량용 표준용액으로 하였다 표준용액. 25
를 로 분석하여 의 면적을 구하고 이들의 면적과 표준용액의HPLC chromatogram㎕

농도를 변수로 한 검량선을 작성하였다.
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Dired roots of Achyranthes (1008g)
MeOH ( )冷浸

MeOH ext. (226 g)
H2O

Fr. Ⅰ(H2O)
Fr. Ⅱ(n-Hexane)(0.23 g)

Fr. Ⅲ(CHCl3)(1.69 g)
Fr. Ⅳ(EtoAC)(2.32 g)

Fr. Ⅴ(n-BuOH)(14.31 g)

silica gel 60F← 254 TLC →
(CHCl3 : EtOH : MeOH =5:2:1)

(2.32 g)

← SiO2 gel (CHCl3 : MeOH =7:1)

Fr. Ⅳ1-14 Fr. Ⅳ14-18 Fr. Ⅳ18-23 Fr. Ⅳ24-34 Fr. Ⅳ34-45

silica gel 60F← 254 TLC
(MC : MeOH : H2O =6:2:0.2)

Ecdysteroid - like material (302.7 )㎎
prep. HPLC←
silica gel 60F254 TLC
(MC : MeOH : H2O =7:1:0.1)

Fr. 1 Fr. 2(206.5)㎎

Figure 1-3. Extraction and isolation of 20-hydroxyecdysone from Achyranthes
Radix
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검액의 조제 및 의 함량8) 20-Hydroxyecdysone
우슬 을 취하고 을 가하여 로 시간 동안 추출 후 추50 , MeOH 5 sonicator 1㎎ ㎖

출액 을 취하여 로 여과한 여액을 검액으로 사용하였3 0.45 membrane filter㎖ ㎛
다 전항에서 조제한 각 검액을 씩 로 분석하여 얻은 의. 25 HPLC chromatogram㎕
면적 평균값을 구하여 회귀직선 방정식으로부터 각각의 의 함20-hydroxyecdysone
량을 구하였다.
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나 결과 및 고찰.
확인시험 및 건조함량1)

을 대조물질로 하여 법으로 확인 시험한 결과 표준품과20-Hydroxyecdysone TLC
동일한 반점을 나타내었으며 동일한 값을 나타내었다 건조감량시험에서는 평균Rf .
및 표준편차는 로 시료에 따라 로 차이를 보였3.340±0.279 %(n=3) 3.110 %~3.650 %
으며 시료 모두 대한약전 개정에 규정하고 있는 이하로 적합 판정하였다8 17.0 % .

회분시험2) 및 산불용성 회분시험

회분함량시험에서는 평균 및 표준편차는 로 시료에 따라9.545±0.378 %(n=3)
로 차이를 보였으며 시료 모두 대한약전 개정에 규정하고 있는9.130 %~9.870 % , 8

이하로 적합 판정하였다 산불용성 회분시험에서는 평균 및 표준편차는10.0 % .
로 시료에 따라 로 차이를 보였으며 시료 모1.270±0.285 %(n=3) 1.020 % 1.580 %～

두 대한약전 개정에 규정하고 있는 이하로 적합 판정하였다8 1.5 % .

추출 및 정제3) 20-Hydroxyecdysone
우슬 을 로 냉침 추출하여 감압 농축한 후 얻은 추출물을 증류수에1008 g MeOH

현탁시킨 다음 n-hexane, CHCl3 및 로 용매분획 하였다, EtoAC n-buOH . EtoAC
분획물을 및 을 사용한drying package column silica gel column chromatography
를 반복 실시하여 단일 반점을 얻었으나 에 의해 혼합물이 확인되어HPLC
recycling preparative HPLC(MC : MeOH : H2 를 실시한 후 순수한O =7:1:0.1)

을 단리하였다20-hydroxyecdysone 206.5 .㎎

의 검량선4) 20-Hydroxyecdysone
의 표준 검량선을 작성하고 정량에 이용할 목적으로20-Hydroxyecdysone stock

을 만들고 이를 희석하여 표준용액을 제조 후 각 표준용액의solution
으로부터 얻은 면적과 농도와의 관계로부터 검량선을 작성한chromatogram peak

결과 의 농도범위에서 그 직선성이 유효하며 이때의 회귀직선 방정식80~300 /㎍ ㎖
은 이며 상관계수는 로써 에 근접하였다y=16303x-35.68 0.9999 1.0 .



- 49 -

y  = 16303x - 35.68

R2 = 0.9999
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Figure 1-4. Calivration curve of 20-hydroxyecdysone.

의 함량5) 20-Hydroxyecdysone
우슬의 지표물질인 의 함량을 측정하기 위하여 을 이20-hydroxyecdysone HPLC

용하여 정량하였다 은 을 사용하였다. Column ZorBax sil . n-hexane : EtOH :
을 이동상으로 사용하였다 유속은 으로 하였으며 검출파장MeOH(1:3:3) . 1.0 /min㎖

은 에서 고정하여 실시하였다 이때 의 이254 . 20-hydroxyecdysone retention time㎚
약 분에서 나타나며 다른 물질의 와 양호하게 분리되므로 적합한 분석조건2.7 peak
이라고 사료된다. 이상과 같은 조건에서 를 실시하여 함량을HPLC 20-hydroxy ecdysone
시험하여 건조중량 중의 함량을 구하여 를 산출하였다 상기 회귀직선방정식으로부터(g) % .
그 함량을 구한 결과 를 나타내었으며 그 평균값 및 표준편차는2.186~2.199 % 2.192±0.006

이였다 따라서 우슬 중 의 함량은 이상으로 규정하는 것이% . 20-hydroxyecdysone 2.18 %
타당하다고 사료된다.



- 50 -

Table 1-6. The contents of 20-hydroxyecdysone, loss on drying, total ash and
acid-insoluble ash from Achyranthes Radix.

AJ Loss
on Drying (%)

Total Ash
(%)

Acid-insoluble
Ash (%) Content (%)

1 3.650 9.635 1.580 2.191

2 3.110 9.870 1.020 2.186

3 3.260 9.130 1.210 2.199
Mean±
S.D. 3.340±0.279 9.545±0.378 1.270±0.285 2.192±0.006
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추출차의 제조4.

우슬 추출차를 제조하기 위해 건조한 우슬의 줄기 뿌리 잎 등을 약 정도 크, , 5㎜
기로 절단하여 주재료로 하였다 첨가재료로는 국내산 오가피 두충 목. (15%), (10%),
과 속단 대계 감초 국내에서 생산되지 않는 감초는 중국산(10%), (10%), (10%), (5%)
을 적정량씩 평량하여 무명으로 만든 추출용자루에 혼합한 후 압력반응기를 활용하

여 반응온도 반응시간 시간 반응압력 약 기압 등의 조건으로 차 및95~98 , 6 , 1.5 1℃
차 추출하여 제조하였다2 .
일반적으로 한약재료는 평균 시간 정도 약한 불에 다려 약액이 초기의 정도4 1/2

로 줄어든다 이 약액에 재탕분을 혼합하여 복용하는 것으로 알려져 있다 따라서. .
우슬음료 제조공정에서도 초탕용 차 반응조와 재탕용 차반응조 및 혼합 포장조1 2
등 개의 반응조로 구성하여 우슬 차를 생산할 수 있는 파이로트 설비를 하였다3 .
이 설비는 쉽게 사용하기 위하여 스테인레스스틸로 제작하였으며 에너지는 전기를

사용하도록 하였고 각 추출기에는 온도조정 센서를 부착하여 자동온도조절기능을

갖도록 하였다.
차 추출조는 스테인레스 스틸로 만들어야 하며 상부에는 밀폐가 가능한 캡슐을1

달아 재료를 쉽게 넣거나 꺼낼 수 있도록 한다 하부에는 전기 또는 가스 버너를.
설치하였다 추출조에는 을 달아 추출조의 온도를 일정하게 유지할. thermo couple
수 있도록 한다 추출조내의 물은 상부쪽 파이프라인을 통해 넣고 하부쪽에서 드레.
인 하여 혼합포장조로 유동시킬 수 있도록 한다 추출용 지하암반수 또는 천연약수. ( )
는 미리 수처리과정을 거쳐 스테인레스 탱크에 저장하면서 필요할 때 사용할 수 있

도록 한다 소형 크레인을 활용하여 추출조에 추출용 원료를 넣거나 꺼낼 수 있도.
록 한다 추출온도는 로 하여 밀폐된 공간에서 가열하기 때문에 증기압이 발생. 98℃
하여 고압상태가 유지되어 용출속도를 빠르게 한다.

차 추출조는 차 추출조와 같은 조건과 기능을 갖도록 하며 차 추출조에서 꺼2 1 1
낸 원료를 새로운 지하암반수에 재추출하여 혼합포장조에서 차 추출액과 혼합하도1
록 한다.

혼합포장조는 상기와 같이 제조한 우슬과 첨가재료 차 및 차 추출액을 동시에1 2
혼합포장조로 이동시켜 혼합한 다음 온도가 떨어지지 않도록 하면서 재질CPP/PET
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로 된 파우치백으로 포장하였다 파우치 팩은 재질과 재. CPP/PET CPP/Al-foil/PET
질 등이 있으나 재질은 불에 타지 않을 뿐만 아니라 전자레인지CPP/Al-foil/PET
등에 넣어 가열할 수 없는 단점이 있다 재질의 파우치 팩을 사용하는 것. CPP/PET
이 경제적이다 그러나 판매측면에서 볼 때는 좀더 보기 좋은 포장재를 선호하고.
있어 재질을 불가피하게 사용할 경우도 있을 것으로 보여진다CPP/Al-foil/PET .

Figure 1-5. The manufactory progress of Archyranthes Radix extract tea
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따라서 우슬의 생산에서 제품의 출하까지의 전공정을 그림과 같이 설계할 수 있

으며 정수장치에서 물을 생산하는 경우와 천연 약수를 구매하여 사용할 수 있다.
또한 우슬은 농산물이기 때문에 생산시기의 기후에 따라 건조 분쇄 등의 조건이,
달라질 수 있으며 처리해야할 체적이 큰 경우는 소형 건조기와 같은 장치로 건조하

기에는 한계가 있다.
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우슬의 연골 세포5. 독성 실험 및 대사활성 기능 실험

가 재료 및 방법.
시약 및 재료1)

본 실험에서 사용할 우슬은 동결 건조하여 분말로 얻었으며 우슬 을, 1 80%㎏
메탄올 메탄올 물 에 넣고 환류 냉각기를 장치한 후 수욕조에( : =4:1) 5 L 95℃
서 시간 동안 온탕 하였다 이 추출액을 약 정도로 냉각시키고 여러 겹의 거12 . 50℃
즈로 여과하여 상등액을 취하였다 이와 같은 추출 및 여과 조작을 회 반복하여. 3
상등액을 합하고 회전증발장치를 이용하여 감압 하에서 메탄올을 완전히 증발시켜

농축하였다 이를 소량의 증류수에 용해하였다 최종적으로 얻은 우슬 추출물 용액. .
을 에서 얼린 후 동결 건조하여 분말을 얻어 실험에 사용하였다-80 .℃

Figure 1-6. Dried powder of Archyranthes Radix root.
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연골세포 분리 및 배양2)
연골 채취를 위한 실험동물로는 무게 약 정도의 를300 g Sprague-Dawley rat

사용하였으며 각 실험을 위한 세포들은 백서를 경추탈골한 후 슬관절 부위를 베타

딘과 알코올로 소독하고 피부절개 후 관절 연골을 채취하였다 채취한 연골70% .
조직은 용액에4 phosphate buffer saline(Calcium & Magnesium free, pH 7.4)℃
보관하였다 연골은 크기가 로 잘게 잘라 하여 에서 분 동안. 2 3 mincing 37 30～ ㎜ ℃

용액에 회 넣어10 , 0.1% EDTA-CMFT(calcium magnesium free tyrode) 2㎖
에 시간0.15% trypsin(GIBCO, 840-7072IL, NY) 1 , 2  / collagenase (Sigma,㎎ ㎖ Ⅰ

에 시간 동안 흔들면서 세포 부유액을 얻었다 이 부유액은C0130, USA) 3 . 120 ㎛
의 나일론 여과지로 여과한 후 으로 분간 원심분리 하여 원심pore size 1,500 rpm 5

분리 된 세포를 으로 회Hank's balanced salt solution(GIBCO, 450-1200EA, NY) 3
세척한 후 연골세포를 얻었다 얻어진 세포는. 10% FCS(fetal calf serum, GIBCO,

와26140-038, NY) DMEM(Dulbecco's modified Eagle's medium: GIBCO
에 항생제 를 첨가하여213000-025, NY) (penicillin 100 U, strepto- mycin 50  g/ )μ ㎖

배양 접시에 각 당35 well 5 × 10㎜ 4 cells/cm2 밀도로 분주하였으며, 37 , 5%℃
CO2 하에서 배양하였다 일 간격으로 배지를 교환해주었고 약 일 간 배. 2 3 , 10 14～ ～
양한 후 배양접시가 완전히 차면 모든 세포는 회 계대 배양 후 사용하였다1 .

Figure 1-7. Primary cultured rat chondrocyte
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관절연골세포의 자가고사 유도3)
관절 연골세포의 자가고사를 위해 과산화수소수(H2O2 를 이용하여 다양한 농도와) ,

시간별로 처리하여 나온 결과 값 중 가장 적합한 농도와 시간을 표준으로 하여 세포

의 자가고사를 유도하였다.

를 이용한 연골세포의 증식 변화4) XTT
XTT(sodium 3'-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy

는 미토콘드리아의 에 속-6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate) respirator chain
하는 에 의해서 염색으로 대사되므로 살succinate-tetrazolium reductase formazan
아있는 세포에 의해서만 분해되어 방사성 동위원소를 사용하지 않고도 세포 증식과

생존율을 확인할 수 있으며 대사산물이 수용성이므로 와 같은 용해과, MTT assay
정을 필요로 하지 않는 장점을 가지고 있다 를 이용한 비색법으로 관절연골세. XTT
포의 증식에 미치는 영향을 보기 위하여 실시하였다 시약은 가 들. XTT phenol red
어있지 않은 배지에 를 로 용해시킨 용액RPMI 1640 XTT 1 / XTT (ab7963,㎎ ㎖

과 로 용해시킨abcam, cambridge, UK) 5 PBS 1.25 mM N-methyl㎖
용액 을 전자 공유 시약으로 사용dibenzo-pyrazine methyl sulfate (PMS) 0.1 ㎖

직전에 혼합하여 제조하였다 세포를 로 회 세척한 후 와. PBS 2 96 well culture plate
배양 접시에 각 마다 우슬을 처리하여35 well 37 , 5% CO㎜ ℃ 2 배양기에서 배양

하고 배양이 끝난 후 를 로 용해시키고 에 로 용해시킨, XTT 1 / PBS 1.25 mM㎎ ㎖
용액에 를 사용 직전에 혼합하여 각 당 첨가하고 배양기에서 시PMS 100 well 5㎕

간 반응시킨다 반응이 끝나면 로. ELISA reader(Bio-Rad, Hercules, Calif) 500 nm
의 파장에서 흡광도를 측정하였다.
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나 결과 및 고찰.
우슬 농도에 따른 증식률1)

일정기간 동안 배양한 연골세포에서 우슬을 농도별 로 시간 처(0 200 / ) 24～ ㎍ ㎖
리하여 연골세포 증식률을 관찰하였다 우슬을 처리하지 않았을 때. 97.61± 10.23%,

처리 시 처리 시1 / 96.37±8.67%, 5 / 118.52± 11.86% (P<0.01) , 10 /㎍ ㎖ ㎍ ㎖ ㎍
처리 시 처리 시129.21±17.47%(P<0.001), 25 / 114.96±11.25 %(P<0.01), 50㎖ ㎍ ㎖

처리 시 처리 시/ 83.36±11.21%(P<0.05), 100 / 75.64± 8.35%(P<0.01), 200㎍ ㎖ ㎍ ㎖
처리 시 의 세포 증식률을 나타내었다/ 62.85±9.33%(P<0.001) .㎍ ㎖

우슬 처리 후 배양시간에 따른 증식률2)
일정기간 동안 배양한 연골세포에서 우슬을 시간별 시간 로 처리하여 연(0 72 )～

골세포 증식률을 관찰하였다 우슬을 처리하지 않았을 때 시간 처리. 94.36±11.24%, 1
시 시간 처리 시 시간 처리 시93.61±10.89%, 6 91.33±13.21 %(P<0.05), 9

시간 처리 시 시간 처리 시99.74±15.98%(P<0.01), 12 105.40±10.24 %(P<0.05), 24
시간 처리 시 시간 처리 시124.21±11.21%(P<0.05), 48 132.51± 12.54%(P<0.01), 72

의 시간 의존적 세포 증식률을 나타내었다135.1±13.55%(P<0.001) .



- 58 -

Figure 1-8. Dose-and time-dependent effects of Archyranthes Radix in
chondrocyte proliferation.
Values are means±S.E. of three independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01,
***P < 0.001 vs. AR non-treatment. The autoradiographs are representative of
two independent experiments.
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과산화수소수 농도에 따른 세포 증식률3)
일정기간 동안 배양한 연골세포에서 과산화수소수 처리 농도별(0 300 M)～ μ

연골세포 증식률을 관찰하였다 과산화수소수 처리에서 세포생존율은. 0 Mμ
에서 에서 에100.00±8.67%, 5 M 94.61±9.64%, 10 M 88.24±10.21%(P<0.05), 25 Mμ μ μ

서 에서 에서79.64±9.64%(P<0.01), 50 M 74.51±8.99%(P<0.01), 100 Mμ μ
에서 에서52.34±6.54%(P<0.001), 200 M 45.31±6.32%(P<0.001), 300 M 22.45±μ μ

로 나타났으며 농도 의존적으로 세포의 증식이 감소됨을 관찰하였5.64%(P<0.001) ,
다.

과산화수소수 처리 후 배양시간에 따른 세포 증식률4)
일정시간 동안 배양한 연골 세포에서 과산화수소수 처리 후 배양 시간별(0～
로 세포 증식에 미치는 영향을 조사하였다 과산화수소수를 처리하지 않은48 hr) .

세포생존율은 대조군 시간 이 인데 비해 분 처리 시(0 ) 100.00±8.67% 5 100.00±9.86%,
시간은 시간은 시간1 98.64±11.54%, 3 91.33±10.29%(P<0.05), 6 87.33±9.67%(P<0.05),
시간은 시간은 시간9 75.34±10.24%(P<0.01), 12 65.97±9.35% (P<0.001), 24

시간은 로 시간 의존적으로 유의하45.64±11.25%(P<0.001), 48 39.58±10.24%(P<0.001)
게 세포 증식이 억제되는 것으로 나타났다.
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Figure 1-9. Dose-and time-dependent effects of H2O2 in rat chondrocyte.
Values are means±S.E. of three independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01,
***P < 0.001 vs. control. The autoradiographs are representative of two
independent experiments.
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우슬이5) prostaglandin E2에 미치는 영향

우슬이 염증에 관여하는 PGE2에 미치는 영향에 대해 알아보기 위해 를ELISA
이용하여 PGE2 농도 변화를 관찰하였다. PGE2 농도 변화는 과산화수소수를 처리하

지 않았을 때 였고 처리 시에 로 유의하게 증가되었0.30±0.04 ng/ 0.83±0.03 ng/㎖ ㎖
다 우슬을 농도별로 처리 시에 일 때 일(P<0.05). 5 / 0.28±0.02 ng/ , 10 /㎍ ㎖ ㎖ ㎍ ㎖
때 일 때 로 우슬 만 처리 시에는0.26±0.05 ng/ , 25 / 0.34±0.06 ng/ PGE㎖ ㎍ ㎖ ㎖ 2의

농도 변화에 큰 영향을 미치지 않았다 세포고사 유도 후 우슬 처리 결과는 다음과.
같다 우슬 일 때 우슬 일 때 우슬. 5 / 0.80±0.03 ng/ , 10 / 0.64±0.01 ng/ ,㎍ ㎖ ㎖ ㎍ ㎖ ㎖

일 때 로 유의한25 / 0.7±0.04 ng/ PGE㎍ ㎖ ㎖ 2의 농도의 감소를 보였다(P<0.05).

Figure 1-10. The change of prostaglandin E2 concentration in AR treatment
after chondrocyte apoptotic cell death.
Values are means±S.E. of three independent experiments. *P < 0.05, vs. non-treated, **P < 0.05, vs.
H2O2 alone treated.
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제 절 우슬의 퇴행성 관절염과 류마티스 관절염에 우슬2
의 효과

퇴행성 관절염에서 우슬이 미치는 영향1.
가 서설.

실험적 퇴행성 골관절염은 외과적 수술방법 세포외 기질의 변성, , collagenase
등의 효소이용 와 등을 이용한 연골세포의 대사 방해 등 여, vitamin A iodoacetate
러 방법에 의해 유도되어 진다 연골 세포의 정상 기능을 이루기 위해 관절 연골의.
구조적인 통합이 이루어지는데 국소적인 주사는 연골세포 내의, MIA

의 활동억제로 인하여 해당 작용의 대glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
사 작용 파괴로 관절 연골의 퇴행화를 유도한다 이러한 모델에서 관절 퇴행화의, .
조직학적 변화는 사람의 골관절염의 상태와 매우 유사하다고 하였다 따라서 이러.
한 유사성 때문에 퇴행성 골관절염의 병태생리학적인 실험과 약물 연구에 많이 사

용하고 있다 따라서 본 연구에서는 로 퇴행성 관절. monosodium iodoace tate(MIA)
염을 유발하여 사람과 유사한 퇴행성 관절염 모델을 유도 후 우슬 추출물을 함유,
한 크림제가 관절조직 내에 어떠한 영향을 미치는지 조직학적 관찰을 통하여 관찰

하고자 하였다 특히 본 연구에서는 관절염 치료에 적용하는 우슬 크림제가 실제.
어떠한 효과를 발휘하는지 세포조직 수준에서의 연구가 매우 미진한 실정이기에,
우슬 크림제의 치료효과에 대해 정확한 근거를 제시하는데 큰 목적이 있다.
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나 재료 및 방법.
실험동물1)

본 연구에서는 체중이 약 의 계 흰쥐 주령 웅성 대한250±50 g Sprague-Dawley (8 , ,
실험동물 를 관절염 유발 확인을 위해 치료 전에 마리를 사용하였고 군당 마리씩) 20 , 8

마리를 사용하여 총 마리를 사용하였다 사육실의 온도는 습도40 60 . 25±1 , 55±10%℃
를 유지하였으며 명암은 시간 주기로 하였다 물과 사료는 자유롭게 급여하였다, 12 . .
우슬 크림제를 처리하기 전에 퇴행성 관절염을 유발하는 기간 동안 주사 전 주, MIA
사 후 일 일 일에 각각 마리씩 부검하여 관절염 유발을 확인하였다 실험동물3 , 7 , 14 5 .
은 정상군은 정상 대조군 실험대조군은 퇴행성 골관절염 유발군 실험군(n=8), (n=8),

은 우슬 크림제 처치군 실험군 는 우슬 크림제 처치군100mg (n=8), 500mg (n=8)Ⅰ Ⅱ
그리고 실험군 는 우슬 크림제 처리군 으로 나누었다1,000mg (n=8) (Table 2-1).Ⅲ

Table 2-1. Classification of experimental groups

Groups Composition of experimental

Normal (n=8) Normal

Control (n=8) MIA induced osteoarthritis

Group (n=8)Ⅰ OA and Archyranthes Radix(AR) extract cream 100㎎
Group (n=8)Ⅱ OA and Archyranthes Radix(AR) extract cream 500㎎
Group (n=8)Ⅲ OA and Archyranthes Radix(AR) extract cream 1,000㎎
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퇴행성 골관절염 모델2)
사람과 유사한 퇴행성 골관절염 유발 모델을 제작하기 위해 MIA(monosodium

로 관절염을 유발하였다 실험 동물실에서 적응된 흰쥐를 마취 챔버iodoacetate) . (Royal
한국 에 넣고medical, ) , 70% N2 와O 28.5% O2 가스에 엔플루란 을 혼2.0% (enflurane)

합시킨 마취가스로 흡입전신마취 후 수술대에 고정시키고, monosodium
를 오른쪽 슬관절의 슬개골 인대를 통해 관절 내iodoacetate(I2512, Sigma, Poole, UK)

주사( 를 하였다 는 에 마리당 의intraarticular injection) . MIA 0.9% sterile saline 3㎎
농도가 되게 용해하여 한 관절 당 씩 를 사용하여 주사하였다 정상50 26 gauge .㎕
군은 동일한 위치에 씩 주사하였다 주사 후 일 정0.9% sterile saline 50 . MIA 5㎕
도까지 실질성 염증이 관찰되어졌으며 일반적인 건강상태를 관찰하였으나 특별한,
소견은 관찰되지 않았다 관절염. 유발에 관한 병리학적 평가는 퇴행성 골관절염 유

발 전 유발 일째에 각각 마리씩 부검하여 퇴행성 골관절염 유발 정도를 조, 3, 7, 14 5
직학적으로 확인하였다.

실험구성도3)

Figure 2-1. Diagram of osteoarthritis in vivo experimental.
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우슬 크림 제조4)
우슬을 이용한 경피투과제의 제조 시 용매에 우슬의 양을 일정하게 취하여 각

각 용해시켰다.

위의 물질을 각각 에서 가온하면서 교반 후 용융 상태에서 교반하면서 혼합70℃
하였으며 서서히 식혀 크림제를 제조하였다 이와 같이 얻은 경피투과제는 밀봉하.
여 사용할 때까지 보관하였다 각 실험군에 연고도포 방법은 우슬 엑스가 함유. 5%
된 크림을 관절염 유발 일째부터 일 동안 슬관절 부위에 고르게 펴서 도포하였15 21
다.

Vaseline 60
Stearyl alcohol 200

PG 120
Caster oil 100
Tween 80 10

Methyl paraben 1
Propyl paraben 1
Mineral oil 100

우슬 엑스 5% 100.0
Ethanol 750
정제수 850
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Figure 2-2. Cream of Archyranthes Radix extract

조직학적 검사5)
슬관절의 관절염의 파괴와 회복정도를 확인하기 위해 병리학적 평가를 실시하

였다 관절염 유발 전. , 유발 일째 유발 일째 유발 일째에 각각 마리씩 부검하3 , 7 , 14 5
여 슬관절을 채취하였으며 치료 종료 후 군별로 채취하였다 채취한 슬관절은, . 10%
포르말린(formalin)에 시간 고정하였고 그 후 파라핀 포매 전 로24 , 10% formic acid

시간 동안 탈회하였다 조직은72 . 일반적인 탈수 투명 및 침투 과정을 자동 조직 처,
리장치 기기를 사용하여 시간 동안 처리하였다 파라핀 블(4640B, Sakura, Japan) 14 .
록의 제작과 냉각은 자동 포매 장치 를 사용하였으며 제작된(Tissue-Tex, Japan) ,
파라핀 블록은 회전식 미세 박절기 를 사용하여(Rotary Microtome 2040, Japan) 쥐

의 우측관절 내측면에서 간격을 두고 두께 로 박절하여250 7 ,㎛ ㎛ 부유 온수조와

신전기 과정을 거쳐 슬라이드에 부착시켰다.
슬관절 절편은 관절 조직 및 주변 조직의 염증성 침윤 정도를 평가(infiltration)

하기 위해 슬라이드에 부착시켜 염색을 실시하였Hematoxylin & Eosin (H & E)
고 연골의 퇴행성 정도를 측정하기 위하여 염색을 실시하였, safranin-O fast green
다.
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염색(1) Hematoxylin & Eosin (H & E)
박절한 조직 절편은 탈파라핀 과정을 거쳐 Hematoxylin(HHS32, Sigma, St

으로 염색 한 다음Louis, USA) & Eosin(HT110232, Sigma, St Louis, USA)
과염색된 부분은 흐르는 수돗물에 분 정도 수세한 다음 핵이 청명한 색이5 10～
되도록 세포질 대조 염색으로 염색한 다음 초간 과도한 용액을 흐르는15 Eosin
물로 세척하고 탈수 및 투명과정을 거쳐 봉입하였다.

(2) Safranin O-fast green 염색

각 조건에 따라 초음파와 우슬이 처리된 연골조직의 세포외기질 변화를 관찰하

기 위하여 연골조직에 특이적인 기질인 당단백의 기에 반응하는 원리를 이sulfur
용한 S 염색법을 실시하였다 이 염색은 탈파라핀과 함수 처리afranin O-fast green .
과정을 거친 후 Weigert’s iro 용n hematoxylin(HT110232, Sigma, St Louis, USA)
액에 분간 반응시킨 후 분간 흐르는 물에 수세하고10 10 , 0.02% fast green (FCF)
용액 에 분간 염색하였다 요액에(F7258, Sigma, St Louis, USA) 5 . 1% acetic acid

초간 반응시킨 후 용액에 분간10 15 0.1% safranin O(S2255, Sigma, St Louis) 5～
염색하였다 으로 염색된 슬라이드는 분 정도 충분히. Safranin O-fast green 5 10～
세척하여 핵이 청명한 색이 되도록 하고 탈수 및 투명과정을 거친 후 봉입하였다, .
그 후 광학현미경 을 사용하여 각각의(Olympus BX50, Olympus Optical Co. Japan)
조직절편의 염증세포의 침윤정도 연골과 뼈의 파괴 유무 세포 파괴 유무를 관찰하, ,
였으며 현미경에 장착된 디지털 카메라, CCD (Charge-coupled device) (Foculus,

로 각 군의 조직들을 촬영하였다IEEE 1394, Germany) .

조직학적 평가(3)
퇴행성 골관절염 부분의 정도를 평가하기 위하여 를 측정하였다Mankin's score .

는 명의 독립된 관찰자에게 단계에 대해 설명한 후 등급을 매기게Mankin's score 2
하였다 이 점수는 조직 구조 세포형. (structure), (cellularity), safranin o-fast green
염색 연골세포층의 비대 두께 골 재, (thickness of hypertrophic chondrocyte layer),
형성과 골파괴 등으로 구분화하여 점수화하였으(bone remodelling and osteolysis)
며 표 와 같다 전체 점수의 합계는 총 점으로 하였다2 . 15 .
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Table 2-2. Scale of osteoarthritis lesion (Mankin's score)
Grade State

Structure
0 Normal
1 Pannus and surface irregularities
2 Clefts to transitional zone
3 Cleft to radial zone
4 Cleft to calcified zone
5 Complete disorganization

Stain
0 Normal
1 Slight reduction
2 Moderate reduction
3 Severe reduction

Cellularity
0 Normal
1 Diffuse hypercellularity
2 Cloning
3 Hypocellularity

Thickness of hypertrophic chondrocyte layer grade
0 Normal
1 Moderate decrease
2 Total decrease

Bone remodelling and bone osteolysis were grade & Respectively
0 No 1 Yes
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다 결과 및 고찰.

퇴행성 골관절염 유발 시 병리조직학적 평가1)
주사 전 주사 후 일째 실질성 초기 염증 반응을 보기 위하여 백MIA , 3, 7, 14

서의 우측 슬관절을 와 염색을 통해 조직학적 변화를H & E safranin O-fast green
관찰하였다 주사 전 와 은 정상 관절 상태이며 일째. H & E safranin O-fast green , 3
에 연골의 침습 정도를 확인한 결과 본 실험에서 슬관절의 연골 부분에서 염증성

소견이 확인되었다 이 염증은 활액막의 팽창에 의하며 단백성 부종액 대식세포 침. ,
윤 호중구 형질세포와 림프구 등에 의해 활성화 되어진다 주사 일째에서, , . MIA 14
연골의 심부를 통하여 세포외 기질의 소실을 확인하였으며 연골층이 많이 소실됨,
을 확인하였다.
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G H

Figure 2-3. Histological change of articular cartilage and synovial membrane
pre- and post-monosodium iodoacetate (MIA) injection (H & E, safranin
O-fast green, × 200).
(A) & (B) control group, (C) & (D) After 3 days of MIA-induced
osteoarthritis, (E) & (F) After 7 days of MIA-induced osteoarthritis, (G) &
(H) After 14 days of MIA-induced osteoarthritis.

A B

C D

E F
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치료 종료 후 병리조직학적 소견2)

퇴행성 골관절염 유발 후 우슬 크림제를 처치 한 후 일째 연골의 변화를 보21
기 위하여 백서의 우측 슬관절을 와 염색으로 관찰하H & E safranin O-fast green
였다 실험 종료 후 일째 에 의해 연골의 침습 정도를 확인. 28 safranin O-fast green
한 결과 실험대조군에서 슬관절의 연골 부분에 미약한 염증성 소견이 발견되었다

이 염증은 활액막의 팽창에 의한 것으로 보여 진다 실험군(Fig. 2-4A). . (Fig.Ⅰ
에서는 경증의 활막염이 관절 부분에서 관찰2-4B), (Fig. 2-4C), (Fig. 2-4D)Ⅱ Ⅲ

되었으며 약간의 의 소실과 세포질이 관절의 일부 구획에서 관찰되었, proteoglycan
으나 연골층이 대조군에 비해 많이 호전됨을 확인할 수 있었다, (Fig. 2-4).
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G H

Figure 2-4. Histological change of cartilage undergoing a treatment during
osteoarthritis rats (21 days, H & E, safranin O-fast green, × 200).
(A) & (B ) MIA induced osteoarthritis group, (C) & (D) Experimental group . (E) & (F)Ⅰ
Experimental group . (G) & (H) Experimental group .Ⅱ Ⅲ

A B

C D

E F
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치료 종료 후 병리조직학적 평가3)

우슬 크림제 처치 후 일에 백서의 우측 슬관절을 와21 H & E safranin-O fast
염색으로 관찰하고 이를 토대로 로 측정한 결과 그림 와green , Mankin's score 2-5

같다 일째에 실험대조군은 점 실험군 은 점 실험군 는. 21 7.2±0.54 , 5.8±0.52 ,Ⅰ Ⅱ
점 실험군 은 점으로 실험군들에서 대조군에 비해 유의하게 점수5.1±0.73 , 4.8±0.76Ⅲ

가 감소하여 치료 이후에 손상되었던 관절연골이 조직의 구조 세포의 형태 주위, , ,
세포외 기질의 염색성 등의 현미경적 소견이 어느 정도 정상 연골 조직으로 수복되

어가고 있는 과정임을 관찰하였다(P<0.05)(Fig. 2-5).



- 74 -

Figure 2-5. Influence of a calibrated effort on histological lesions (according to
Mankin's score) in post-monosodium iodoacetate (MIA) injection.
Values are showed mean±S.E. Statistically significant as compared with control
group, *P<0.05.
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또한 우슬 투여군의 경우에는 생약자체의 독성 유무 혹은 정도를 알아보기 위

하여 간 신장에 대해서 병리조직학적 검사를 아울러 실시하였다 정상군에 비하여, .
실험군 에서는 간 과 신장 의 염증성 소견이 관찰되는데 반하(Fig. 2-6) (Fig. 2-7)Ⅰ
여 관절염 유발 후 우슬을 투여한 처치 약물의 독성과 관련된 어떠한 병리조직학,
적 변화도 관찰할 수 없었다.

Figure 2-6. Effect of Achyranthes Radix on the histopathological change of
liver tissue in type collagen induced arthritis modelsⅡ (H & E stain ×100, A:
Control group, B: Group , C: Group , D: Group ).Ⅰ Ⅱ Ⅲ
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Figure 2-7. Effect of Achyranthes Radix on the histopathological change of
kidney tissue in type collagen induced arthritis modelsⅡ (H & E stain ×100, A:
Control group, B: Group , C: Group , D: Group ).Ⅰ Ⅱ Ⅲ

퇴행성 골관절염은 관절연골세포와 세포외기질간의 형태적 생화학적 분자적, , ,
그리고 생역학적 변화가 분명하고 임상적으로 관절통 압통 움직임의 제한 뼈 마, , , ,
찰음 염증 등을 특징으로 한다 관절염에 많이 사용되는 우슬은 주요 성분으로, .
saponin, betaines, achyranthine, amino acid, inokosterone, glactose, -ecdysone,β

와 미량원소인 티타늄 등이 함유되어 있다고 보고되었다 이와 같이 우슬flavonoids .
의 성분 등의 연구가 일부 보고된바가 있으며 실제 임상에서 퇴행성 골관절염 환,
자에게 민간요법으로 우슬을 많이 이용하고 있으나 치료 효과는 많이 밝혀져 있지,
않다.

실험적 퇴행성 골관절염은 외과적 수술방법 등의 효소이용, collagenase ,
등을 이용한 연골세포의 대사 방해 등 여러 방법에 의해 유도되어 진다vitamin A .

연골 세포의 정상 기능을 이루기 위해 관절 연골의 구조적인 통합이 이루어지는데,
국소적인 주사는 연골세포 내의MIA glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
의 활동억제로 인하여 해당 작용의 대사 작용 파괴로 관절 연골의 퇴행화를 유도,
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한다.
관절 내 주사는 초기 염증반응을 보이며 단백 부종액 섬유소 대식세포MIA , , , ,

중성구 형질세포 대식구 등을 보인다고 하였다 더욱이 로 유도한 관절염 동, . MIA
물 모델에서 초기 염증반응은 후기 상태에서 차 구심성 섬유의 말초 수용기 감작1
을 유도하여 특성화된 반응을 보이며 이는 섬유와 관련하여 척수로 들어가는 입, C
력을 더 증가시키고 활막의 손상과 연골하 골의 노출로 사람과 같은 관절통이 발,
생되게 된다 따라서 이러한 유사성 때문에 퇴행성 골관절염의 병태생리학적인 실.
험과 약물 연구에 많이 사용하고 있다 관절통각은 활액막 내 자유 신경 종말로부.
터 관절염이 있을 때 유발되며 유발 관절염 모델은 초기에 일시적 활막염을, MIA
유발한다 국소 부위에 와 같은 물질의 유. substance P, bradykinin, prostaglandins
리를 유도하며 관절염에서 대식세포의 역할에 대해 확인된바가 있다 처치, . MIA
후 염증 외에 연골하 골과 연골에 물리적 힘을 가함으로서 더욱 관절에 염증과 통

증을 발생시키게 된다 본 연구결과에서 관절염 유발 후 실험 대조군에서 연골 전.
체적으로 두께와 세포충실성 이 현저히 감소하였고 퇴행성병변이 관절, (cellularity) ,
모든 부분에서 잘 관찰되어 퇴행성 골관절염이 유발되었음을 조직학적 검사 및 평

가를 통해 확인할 수 있었다 처치 종료 후 각 실험군들에서 연골세포의 두께가 대.
조군에 비해 현저히 증가하였다 또한 이러한 조직학적 변화를 로. Mankin's score
측정한 결과 실험대조군에 비해 처치한 각 실험군들에서 점수의 유의한 감소 효과

를 관찰하였다.
이상의 연구 결과로 보아 로 유도한 퇴행성 관절염 백서에서 우슬 엑스가MIA

함유된 크림제를 처치 시 실험대조군에 비해 실험군들에서 관절 연골의 침식 정도

가 많이 호전됨이 관찰되었다 따라서 우슬 크림을 처치하였을 때 연골세포의 퇴행.
화를 많이 억제하는 것으로 보여지며 정확한 기전을 밝히는데 더 많은 연구가 필,
요할 것으로 사료된다.
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류마티스 관절염에서 우슬이 미치는 영향2.

가 서설.
관절부위의 질환에 대한 연구는 수십 년 전부터 실험동물을 이용하여 집중적으

로 연구되어 왔으며 그 중 다발성 관절염 모델은 약 년 전부터, (Poly arthritis) 50
어쥬번트 를 실험적으로 유도하여 연구되어 왔다 이러한 관절염 모델은(Adjuvant) .
활막의 비후와 염증세포의 침윤을 특징적으로 반복 진행하게 되어 관절의 연골과

골을 파괴시켜 변형을 유도하는 자가면역질환 으로써 인간의(Autoimmune disease) ,
질환과 유사한 병리학적 특징을 나타내는 류마티스 관절염 이(rheumatoid arthritis)
라고도 불린다 이러한 류마티스 관절염은 초기에는 외부의 감염물질에 대항하여.
보호하려는 면역반응을 통해 세포가 활성화되어 염증반응이 시작되는 것으로 보T
이며 말기로 진행되면 세포의 영향력은 감소하고 활막세포의 비정상적인 증식과T
활성화로 인해 연골 파괴 분해효소 및 골 파괴인자의 활성화를 야기시키고 이로,
인해 관절의 염증과 파괴가 지속적으로 나타나게 된다.

그러나 정확한 원인과 병태생리는 밝혀져 있지 않지만 류마티스 관절염 환자의

약 에서 면역글로불린 의 에 결합하는 자가항체가 검출되며 관75% IgG Fc portion ,
절내 type collagen, collagenase, prostaglandin EⅡ 2(PGE2), stromelysin,

등이 증가되는 것으로 보고되고 있다 이러한 분비 물질의plasminogen activator .
증가는 비정상적인 과민면역반응에 의해서 발생되고 조직 내에서는 prostaglandin,
histamine, bradykinin, serotonin, substance P, TNF- , IL-1 , IL-1, IL-6, IL-8,α β

등 많은 종류의 화학매개물질 이 염chemokine, growth factor (chemical mediators)
증세포와 손상조직 신경 말단 등에서 유리되어 조직의 해부학적 생리학적 변화를, ,
유발한다.

이러한 염증반응을 통하여 발적 열감 부종 통증과 기능소실이 나타나며 일반, , ,
적으로 좌상 혹은 관통상과 같은 외상에 의해 발생되는 질환과는 다른 신체의 제한

이 뒤따른다 이로 인하여 발생되는 통증은 조직의 손상으로부터 보호하기 위한 신.
체기작이고 다양한 자극에 의해 몇 가지 형태로 유도된다 통증 섬유는 지속적 자.
극에 의한 통증과 같은 느린 통증에서 더 높은 흥분이 나타나며 유수 신경 섬유나,
무수 신경 섬유의 활동이 증가하게 되면 이들 신경 섬유들이 함유하고 있는
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들이 말초 조직으로 분비되어 이로 인해 염증이 일어날 수 있으며 염증으Peptide , ,
로 인한 통증이 발생될 경우에는 신경계 내부의 변형을 초래하여 지속적인 통증을

일으키는 것으로 생각되고 있다 그러므로 관절염의 치료를 위해서는 염증에 대한.
치료와 더불어 동반되는 통증을 조절하는 것이 매우 중요하다.

한편 염증성 싸이토카인 억제 물질인 IL-10, Transforming growth
factor-beta(TGF- ), IL-1 receptor antagonist(IL-1RA), Soluble Tumor necrosisβ

의 발현 증가도 보고되고 있으나 염증성 싸이토카인의 작factor- receptor(TNFR)α
용을 중화시키기에는 충분하지 않은 것으로 생각된다 따라서 염증성 싸이토카인을.
포함한 염증 물질과 항염증 물질의 불균형에 의해 류마티스 관절염이 지속되고 악

화되어 염증과 통증을 야기하는 것으로 추측된다.
현재 류마티스 관절염의 약물치료방법은 크게 세 가지로 분류할 수 있다 첫째.

로는 가 있고 두 번째로는DMARDs(Disease modifying anti-rheumatic drugs) ,
가 있으며 세 번째로는 방steroid , NSAID(Non-steroidal anti-inflammatory drugs)

법이 있다 는 현재 질환의 초기에 사용되어 관절의 파괴를 예방하는데. DMARDs
효과가 있으나 골수억제 간기능 손상 등 나아가 발암의 가능성을 아직 배제하지,
못하고 있는 실정이다 그리고 제제 약물은 단기간 사용에는 효과적이나 장. steroid
기간 사용하면 체중증가 여드름 신장피질괴사 골다공증 감염 근력감소 골괴사, , , , , ,
증 의인성 쿠싱 증후군 고혈압 당뇨병 위궤양을 유발하여 장기간 사용이 어렵다, , , , .
반면 은 세계에서NSAID 가장 널리 사용되고 있는 약물이며, Cycloxygenase(COX)
를 억제하여 합성을 억제함으로써 항염 및 진통작용을 나타내는Prostaglandin(PG)
긍정적인 효과가 있는 것으로 알려져 왔다.

대개 는 를 로 전환시키며 형과 형의 두 가지 효소COX Arachidonic acid PG Ⅰ Ⅱ
로 구성되어 있다 은 그 효소가 어느 조직에서나 발현하기 때문에 부작용도. COX-1
위장관이나 신장에서 다양하게 나타나는 반면 이 효소의 아형인 는 여러 종, COX-2
류의 자극에 의해 나타나는 유도 효소로서 염증이 있는 조직에서만 발현되어 염증,
과 통증에 중요한 역할을 하는 의 생성을 조절하여 통증의 중추전달에 중요한 역PG
할을 한다고 알려져 있다 염증에 의해 발생된 통증에 를 척수의 척수강에. NSAID
주사하거나 복강 내나 피하로 자극제를 주사하여 유도한 통증을 의미 있게 감소시

킨다는 결과가 보고된 이후 항염제로 많이 사용되고 있다 그러나 여전히 증상 조.
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절에 필요시 되고 있지만 가장 큰 문제는 위장관 출혈 항응고 작용 수분저류 등, , ,
부작용이 심하게 나타난다는 점이다 그래서 억제에 따른 부작용을 최소화. COX-1
하고 원하는 진통 효과 및 항염증 효과를 얻기 위한 시도로써 선택적 억제, COX-2
제에 대한 연구가 많이 진행되고 있다.

본 연구에서 사용할 쇠무릎 의(Achyranthes japonica LEVEILLENet VANIOT)
뿌리로 불리는 우슬(Achyranthes Radix 은) Oleanolic acid, Saponin, Metamorphosis
hormone, -sitosterol, stigmasterol, Rubrosterone, Inokosterone, Phytoecdysteroid,β

등의 여러 가지 성분이 분리되어 보고되었다 또한 진통과 소염작용Ecdysteroid . ,
면역기능 조절작용 혈압강하작용 항노화작용 이뇨작용 항알레르기 효과 등이 알, , , ,
려져 있어 고혈압 류마티스 관절염과 같은 울혈의 치료 이뇨 및 강장제 등의 치, , ,
료 및 민간요법으로 널리 사용되어 왔다 현재 우슬을 이용한 관절의 통증이나 염.
증성 질환에 관련된 여러 연구가 진행되고 있으나 구체적인 성분과 활성의 연구와,
관련지어 보고된 경우는 거의 없는 실정이다.

따라서 본 연구에서는 류마티스 관절염 흰쥐를 대상으로 천연물질인 우슬추출물

을 함유 크림제를 적용하여 항염증의 효능을 평가하고 이에 더불어 통증의 감소에

어떠한 영향을 미치는지 알아보고자 하였다.
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나 재료 및 방법.
실험동물1)

본 연구는 생후 주된 무게의 계 흰쥐 웅성 대한실7 250 ± 25 g Sprague-Dawley ( ,
험동물 를 각 군당 마리씩 할당하여 마리를 사용하였다 항온항습이 되는 사) 27 108 . ․
육실의 온도는 습도 를 유지하였으며 명암은 시간 주기로 하25 ± 1 , 55 ± 10% , 12℃
였고 물과 고형사료는 자유롭게 공급하였다, .

류마티스 관절염을 유발한 후 육안으로 관절의 발적 부종 및 염증을 형성하는 개,
체를 선별하여 실험에 착수하였으며 각 실험군 구성은 다음과 같다 실험군 은 류마, . Ⅰ
티스 관절염을 유발한 후 아무런 처치도 하지 않은 군 실험군 는 류마티스(n=27), Ⅱ
관절염을 유발한 후 우슬추출물의 연고도포 군 실험군 은 류마티스(100mg) (n=27), Ⅲ
관절염을 유발한 후 우슬추출물의 연고도포 군 실험군 는 류마티스(500mg) (n=27), Ⅳ
관절염을 유발한 후 우슬추출물의 연고도포 군 으로 나누었다 또한 류(1,000mg)(n=27) .
마티스 관절염을 유발하기 전 을 제외한 유발 일째 유발(n=8) , 3 , 7일째 유발 일째 유, 14 ,
발 일째 유발 일째에 각 군당 마리씩 할당하여 운동21 , 28 5 행동 반응평가와 면역조직화학

적 검사 및 를 이용한 검사를 실시하였다ELISA (Table 2-3).

Table 2-3. The Number of rats used in each experimental groups

Groups Training Period(days)
Pre 3rd 7th 14th 21th 28th

: RAⅠ Induced(n=27)

n=8

n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
: RA InducedⅡ + AR Ointment 100 mg(n=27) n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
:Ⅲ RAInduced + AR Ointment 500 mg(n=27) n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

:Ⅳ RA Induced + AR Ointment 1,000 mg(n=27) n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Total(n=108) n=8 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
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류마티스 관절염 모델2)
을 아세트산에Chicken type collagen(Sigma, St, Louis, MO, USA) 0.1 M 4Ⅱ

의 농도로 에서 시간 정도 저어준 다음 동량의/ 4 12 Freund's incomplete㎎ ㎖ ℃
와 혼합하여 유탁시켰다 그 후 흰쥐의 족척Adjuvant(Sigma, St, Louis, MO, USA) .

부위에 유탁액을 의 용량으로 총 회 주입하였다 일차접종은 우측 족척의200 2 .㎍
중족골 부위에 주입하고 이차접종은 일차주사 후 일 후에 꼬리기시부의 번째, 7 1 3～
부위에 동량의 유탁액을 주입하여 유발하게 된다 마지막 접종일로부터 일째에. 14
육안으로 관절주위부의 발적이나 부종 등의 임상적 관절염 증후를 관찰 및 평가하

여 개체를 선별한 후 다음날부터 실험을 하였다.

우슬추출물 경피투과제의 제조 및 연고도포방법3)
앞서 퇴행성 관절염과 동일한 방법으로 제조하여 사용하였으며 이와 같이 얻은, ,

경피투과제는 밀봉하여 사용할 때까지 냉장실 에 보관하였다 각 실험군에(2 3 ) .～ ℃
연고도포 방법은 우슬추출물을 이용한 크림제를 유발 일째부터 일 동안 슬관절14 28
에 고르게 펴서 도포하였다.

행동학적인 관찰 평가4)
관절염의 임상적인 평가를 위해 류마티스 관절염을 유발하기 전 일간 행동학적3

인 평가를 통해 실험전의 값을 산출하였다 행동학적인 평가에는 족 부종의 체적변.
화 관절염지수의 임상평가(volume change of hind paw edema), (clinical
assessment of arthritis indices) 관절염의 배측굴곡과 저측굴곡 통증 지수, (scoring

기계적 이질통of arthritic dorsal flexion & plantar flexion pain test),
에 대한 역치 검사를 포함하였다 흰쥐에 한(measurement of mechanical allodynia) .

가지 행동학적인 평가 후 분 후에 다른 행동학적인 평가를 실시하였으며 이러한30 ,
행동학적인 관찰 평가 방법은 크림제 도포 전에 매일 오후 사이에 유13:00 17:00～
발 일 일 일 일 일째에 각각 측정하였다3 , 7 , 14 , 21 , 28 . 행동학적인 관찰의 정량적 분석

을 위해 실험군과 대조군을 인지하고 있지 않은 두 명의 관찰자가 수행하여 관찰자

에 의한 오차를 최소화하였다.
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족 부종의 체적변화(1)
W 방법에 의하여 유발 전 용적 을 대조용적ater-displacement (volume) (control volume)

으로 하여 매일 같은 시각에 측정, 한 용적과의 차이를 비교하였다 또한 족 부종의 체.
적측정은 유발 전 유발 후 일째에 각각 회 반복 측정하여 평균, 3, 7, 14, 21, 28 3
을 내어 체적 을 산출하였다( ) .㎖

관절염 지수의 임상적 평가(2)
등 의 연구방법을 수정한 것으로 관절염의 중증도를 정량적으로Hughes (1994)

평가하고자 흰쥐의 각 지절에서 관절 주위부의 염증이나 발적 및 부종과 같은 임상

적 관절염의 증상을 육안으로 관찰한 후 흰쥐의 후족부를 점에서 점으로 점수를0 4
배점하였고 다시 사지의 점수를 합산하여 각각의 개체에 최대 점으로 채점하여, 16
관절염 지수를 구하였다(Table 2-4).

관절염의 배측굴곡과 저측굴곡 통증 지수(3)
흰쥐의 족관절을 저측방향으로 초 간격으로 번씩 부드럽게 굴곡시킨다 이와5 5 .

같은 방법을 적용할 때 족관절에 가하는 힘은 혈액순환의 차단을 관찰하기 위해 엄

지발가락의 색깔 변화를 관찰하면서 적용하였다 각각의 개체에 대하여 총 발회피.
점수는 점 사이에서 얻을 수 있으며 정상측과 비교하여 빠르지 않은 발회피반0 5 ,～
응을 보이면 점 정상측과 비교하여 활발한 발회피반응을 보일 경우를 점으로 주0 , 1
었다 이와 같은 점수방법을 배측굴곡의 발회피 반응에도 적용하여 점수를 내었다. .
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Table 2-4. Clinical assessment of arthritis indices
Grade Clinical symptom
0 Paws with no swelling and focal redness

1 Paws with swelling of finger joints

2 Paws with mild swelling of ankle or wrist joint

3 Paws with severe inflammation of the entire paws

4 Paws with deformity or ankylosis

기계적 이질통 측정(4) (Measurement of mechanical allodynia)
외부자극에 대한 통각 회피 역치검사는 Shimizu 등 의 연구방법을 수정 보(2005)

완하였으며 라고 불리는, von Frey filament Touch-TestTM Sensory Evaluator
을 방법을 사용Instructions(North Coast Medical Inc., CA 95037, USA) up-down

하여 자극하였다 검사를 위해 흰쥐의 발바닥에 매우 쉽게 접근할 수 있도록 만들.
어진 금속철망 의 위에 사각형 모양의 투명한 플라스틱을 올려놓고 흰쥐(10×10 )㎝
를 실험 상자에 넣고 분 이상 적응시켰다 그 후 흰쥐의 움직임이 없고 조용해지15 .
면 를 사용하여 낮은 강도에서 높은 강도로 번째 발바닥의von Frey filament , 3 4～
밑에서부터 수직으로 올려 초간 유지할 때 흰쥐가 신속한 회피반응을 보이거5 6～
나 를 뗄 때 즉시 움찔하거나 발바닥을 핥으면 양성자극으로 간주하였다 이, hairs .
와 같은 방법으로 반응에 대한 역치 값을 찾은 후 각 개체에 회의 자극에 대해 반6
응을 얻을 때까지 계속하였다 이때 의 구부리는 힘은. , von Frey filament 1.0, 1.4,

및 을 사용하였는데 자극시 구부리는 힘이 체중2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0, 15.0 26.0 g ,
의 를 초과할 경우 능동적인 이 아니라 수동적인 가10% “foot withdrawal” “foot lift”
되는 결과를 초래하기 때문에 을 최대로 구부리는 힘으로 하였다26.0 g .
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조직학적 검사5) (Histological assessment)
조직 표본제작(1)

류마티스 관절염 유발 전 유발 후 일째에 전신 마취제인 럼푼, 3, 7, 14, 21
바이엘코리아 을 복강주사(Rompun, ) 하여 마취한 후 중성 포르말린(0.6 / ) , 10%㎎ ㎏

용액 으로 심장관류고정을 실시하였다 적출된 슬(neutral buffered formalin: NBF) .
관절을 액에 침지하여 시간 이상 고정하였으며 질산 용Bouin 24 , 10% (Nitric acid)
액에서 일에 한번씩 질산액을 교환하면서 총 일 동안 탈회 를 실2 , 7 (decalsification)
시하였다 그 후 탈회된 슬관절 조직을 세척한 후 중성포르말린용액에서 시. 10% 48
간 동안 후고정을 실시한 후 파라핀을 포매한 다음 미세절단기(Sakura 2040,

를 이용하여 두께로 박절하였다Japan) 5 .㎛

류마티스 관절염 유발 전후 슬관절의 병리조직학적인 관찰(2) ․
박절한 슬관절 절편은 염증침윤정도를 관찰하기 위해 젤라틴으로 코팅 처리된

슬라이드에 부착시켜 염색을 시행하였다 염색 후Hematoxylin & Eosin (H & E) .
통상의 탈수와 투명화 과정을 거쳐 봉입하였다 각각의 조직절편은. 광학현미경

에 디지털 카메라(Olympus BX50, Olympus Optical Co. Japan) CCD (FOculus,
를 장착하여 각 군의 조직들을 촬영하였다IEEE 1394, Germany) .

실험 종료 후 슬관절의 병리조직학적인 관찰(3)
S 염색은 탈 파라핀 과정을 거친 후afranin O-fast green Weigert’s iron

용액에 분간 반응시킨 후 분간 흐르는 물에 세척하고hematoxylin 10 10 , fast
에 분간 염색하였다 에 초간 반green (FCF) solution 5 . 1% acetic acid solution 10

응시킨 후 에 분간 염색하였다0.1% safranin O solution 5 . Safranin O-fast green
으로 염색된 슬라이드는 분 정도 충분히 세척하여 핵이 청명한 색이 되도록5 10～
하고 탈수 및 투명과정을 거친 후 봉입하였다 그 후 광학현미경, . (Olympus BX50,

에 디지털 카메라Olympus Optical Co. Japan) CCD (FOculus, IEEE 1394,
를 장착하여 각 군의 조직들을 촬영하였다Germany) . 이를 등 와Beehler (2003)

등 및 등 의 방법을 응용하여 세포침윤McCarney-Francis (2003) Thompson (1993) ,
활액막의 과다증식 판누스 형성 연골의 파괴정도를, , 조직학적 지수(Histological index)
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로 구분하여 0(normal), 1(mild changes), 2(moderate changes), 3(severe changes)
으로 점수화하여 평가 하였다.

6 단백질에 대한 면역조직화학 염색) COX-2
인 의 윤활관절막내 발현량의 변화를 관찰하기 위Inflammatory cytokine COX-2

해 면역조직화학 염색 방법을 이용하였다 우선 박절된 슬관절 조직절편을. 0.01 M
로 여러 번 세척한 후 남아있는 고정액 성분을 제거하기 위하여 의 온도에PBS 37℃

서 으로 시간 처리하였다 면역화학염색을 위한 전처리1% normal blocking serum 1 .
과정으로 의 과산화수소수 용액에 분간 처리하여 조직0.3% (hydrogen peroxide) 30
내의 내재된 활성을 차단하였다 다시 로 회 세척한 후 각각peroxide . 0.01 M PBS 3
의 조직절편을 로 에서anti COX-2(N-20, cat# sc-1746, 1:500, Santa Cruz, CA) 4℃

시간 처리한 후 로 수세하고24 0.01 M PBS , anti-biotinylated universal
로 시간 반응시켰다 다시secondary(cat# PK-8800, Vectastain, USA) 1 . 0.01 M PBS

로 분씩 회 수세한 후 로 분간 반응시켰으며10 3 Strepta- vidin/peroxidase 60 , 0.01
로 수세과정을 거쳐 분간M PBS 1 DAB(3,3-Diaminobenzidine, 60382248, ZYMED

로 발색을 실시하였다 로 분씩 회 증류수로 분씩Lab, Germany) . 0.01 M PBS 10 3 , 10
회 수세한 후 으로 대조염색한 후 탈수 및3 Hematoxylin(MHS-32, Sigma, USA)

투명화 과정을 거쳐 광학현미경 으로(Olympus BX50, Olympus Optical Co. Japan)
관찰한 후 현미경에 장착된 디지털 카메라 로CCD (FOculus, IEEE 1394, Germany)
각 군의 조직들을 촬영하였다 의 발현 정도는 면역조직화학법으로 처리한. COX-2
조직절편을 광학현미경 하에서 다음과 같이 반정량적 척도(×200) (semiquantitative

로 구분하여 로 평가하였다scale) negative(-), mild(+), moderate(++), severe(+++) .

7 혈청에서의) Prostaglandin E2의 농도 측정

혈청에서 PGE2의 측정은 PGE2 assay kit(R & D System Inc., Minneopolis,
를 사용하여 측정하였다 측정방법은 류마티스 관절염 유발 전 유발 후 일USA) . , 28

째에 각 군으로부터 심장 채혈하여 혈청을 분리하였다 먼저. Calibrator Diluent
를 비특이적 결합 을 한 에 첨가하고RD5-39 (nonspecific binding, NSB) well 150 ,㎕

를 첨가하여Calibrator Diluent(RD5-3950) 100 zero standard(B㎕ 0 을 만들었) well
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다 다음으로 에 과 의 용액을 첨가하였다 또. microplate well sample 100 standard .㎕
한 와 을 제외한 나머지 에 의blank NSB well sample well 50 PGE㎕ 2 primary

을 첨가하고 를 제외한 나머지 에 의 를antibody solution , blank well 50 Conjugate㎕
첨가하였다 마지막으로 실온에서 시간 동안 반응시킨 후 로. 2 wash buffer(200 ) 4㎕
번 깨끗이 수세한 후 암실에서 을 각각의 에 첨가하여substrate solution well 200 ㎕

분간 반응시켰다 마지막으로 의 을 첨가하여 분간 반응시킨30 . 50 stop solution 30㎕
후 의 기기로 에서 흡광microplate reader(Model 680, BIO-RAD Inc., Japan) 450 ㎚
도를 측정하였다.



- 88 -

다 결과.
류마티스 관절염의 육안 및 조직학적 유발 소견1)

흰쥐의 족부에서 관찰되는 발적과 홍반 및 부종을 동반하는 관절염의 육안적 소

견은 과 같았다 으로 관절염을 유발시킨 후 일Fig. 2-8 . Chicken type collagen 14Ⅱ
째에 정상개체와 실험군 을 염색을 통하여 조직Hematoxylin & Eosin(H & E)Ⅰ
학적으로 관찰하여 본 결과 관절연골의 파괴와 골침식 및 염증세포의 침윤 등 기타

염증의 소견을 뚜렷하게 관찰할 수 있었다.

Figure 2-8. Erythematous swelling of the hind paw of a rat 2 weeks after the
secondary immunization with Chicken type Ⅱ collagen(Right) and normal hind
paw(Left)

행동학적인 관찰 평가2)
족 부종의 체적변화(1)

류마티스 관절염 차 유발 후 각 실험군의 시기별 족 부종의 체적변화를 일요인2 ,
분산분석으로 유의성검정을 실시한 결과 실험적 중재 이후 일째 일째 일째, 3 , 7 , 14 , 21
일째에는 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않았으나 실험적 중재 이후(p>.05),

일째 실험군들 간에 유의한 차이를 보였다 의 다중범위검정으로 사28 (p<.01). Duncan
후검정을 실시한 결과 일째에는 실험군 과 실험군 사이에는 유의한, 28 , ,Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
차이를 보였으며 실험군 사이에는 수치상의 차이는 있으나 통계(p<.05), , ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ
학적으로 유의한 차이는 보이지 않았다 실험군별 측정시기에 따른 변화를(p>.05).
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일표본 대응 검정T ( 으로 실시한 후 류마티스 관절염 유발 일째와 비paired t-test) 3
교하여 보면 군은 유발 일째 유발 일째 일째 에서 호전된, 14 (p<.05), 21 , 28 (p<.001)Ⅰ
차이가 각각 유의하게 나타났고 군은 유발 일째 일째 일째, 14 (p<.05), 21 (p<.01), 28Ⅱ

에서 호전된 차이가 각각 유의하게 나타났다 또한 군은 유발 일째(p<.001) . , 21Ⅲ
일째 에서 호전된 차이가 유의하게 나타났으며 군에서는 유발(p<.01), 28 (p<.001) , Ⅳ

일째 일째 에서 호전된 차이가 각각 유의하게 나타났다21 (p<.05), 28 (p<.01) .

Figure 2-9. Volume change of hind paw edema in rheumatoid arthritis rat.
Values are showed mean±SD, Tested by One-way ANOVA(##: p<.01).
Values with different alphabet within the column are significantly different by Duncan's
multiple range test(p<.05).
Significantly different as compared with 3rd days by paired t-test(*: p<.05, **:
p<.01, ***: p<.001).
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(2) 관절염 지수의 임상적 평가

류마티스 관절염 차 유발 후 각 실험군의 시기별 관절염 지수의 임상적인 평2 ,
가의 변화를 일요인 분산분석으로 유의성검정을 실시한 결과 실험적 중재 이후, 3
일째 일째 일째 일째에는 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않았으나, 7 , 14 , 21

실험적 중재 이후 일째 실험군들 간에 유의한 차이를 보였다(p>.05), 28 (p<.01).
의 다중범위검정으로 사후검정을 실시한 결과 일째에는 실험군 과 실Duncan , 28 Ⅰ

험군 사이에는 유의한 차이를 보였으나 실험군 사이에, , (p<.05), , ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
는 통계학적으로는 유의한 차이는 보이지 않았지만 수치상의 차이는 있었다

실험군별 측정시기에 따른 변화를 일표본 대응 검정(p>.05)(Fig. 2-10). T (paired
으로 실시한 후 류마티스 관절염 유발 일째와 비교하여 보면 군은 유발t-test) 3 , Ⅰ

일째 유발 일째 일째 일째 에서 호전된 차이가 각각 유의하14 (p<.01), 7 , 21 , 28 (p<.001)
게 나타났고 군은 유발 일째 일째 일째 일째에서 호전된 차이가, 21 (p<.01), 7 , 14 , 28Ⅱ
각각 유의하게 나타났다 또한 군은 유발 일째 일째 일째(p<.001). , 7 , 28 (p<.01), 14 ,Ⅲ

일째 에서 호전된 차이가 유의하게 나타났으며 군에서는 유발 일째21 (p<.001) , 7 ,Ⅳ
일째 일째 일째 에서 호전된 차이가 각각 유의하게 나타났다14 , 21 , 28 (p<.001) .
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Figure 2-10. Change of arthritic index in rheumatoid arthritis rat.
Values are showed mean±SD, Tested by One-way ANOVA(##: p<.01).
Values with different alphabet within the column are significantly different by Duncan's
multiple range test(p<.05). Significantly different as compared with 3rd days by
paired t-test(**: p<.01, ***: p<.001).

(3)관절염의 배측굴곡 통증 지수

류마티스 관절염 차 유발 후 각 실험군의 시기별 관절염 배측굴곡 통증 지수의2 ,
변화를 일요인 분산분석 으로 유의성검정을 실시한 결과 실험적(One-way ANOVA) ,
중재 이후 일째 일째 일째 일째에는 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않3 , 7 , 14 , 21
았으나 실험적 중재 이후 일째 실험군들 간에 유의한 차이를 보였다(p>.05), 28

의 다중범위검정으로 사후검정을 실시한 결과 일째에 실험군(p<.01). Duncan , 28 Ⅰ
과 실험군 사이에는 유의한 차이를 보였으며 실험군 사, , (p<.05), , ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
이에는 수치상의 차이는 있으나 유의한 차이는 보이지 않았다 실험군별 측(p>.05).
정시기에 따른 변화를 일표본 대응 검정T ( 으로 실시한 후 류마티스paired t-test)
관절염 유발 일째와 비교하여 보면 군은 시기별로 호전된 차이가 유의하지 않았3 , Ⅰ
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으나 군은 유발 일째 에서 호전된 차이가 유의하게 나타났다 또(p>.05), 28 (p<.01) .Ⅱ
한 군은 유발 일째에는 호전된 차이가 유의하지 않았으나 유발 일째, 7 (p>.05), 14 ,Ⅲ

일째 유발 일째 에서 각각 호전된 차이가 유의하게 나타났으며21 (p<.01), 28 (p<.001) ,
군에서는 유발 일째 일째에는 호전된 차이가 유의하지 않았으나 유발7 , 14 (p>.05),Ⅳ
일째 와 유발 일째 에서는 호전된 차이가 각각 유의하게 나타났다21 (p<.05) 28 (p<.01) .

Figure 2-11. Change of scoring of arthritic dorsal flexion pain test in
rheumatoid arthritis rat.
Values are showed mean±SD, Tested by One-way ANOVA(##: p<.01).
Values with different alphabet within the column are significantly different by Duncan's
multiple range test(p<.05).
Significantly different as compared with 3rd days by paired t-test(*: p<.05, **:
p<.01, ***: p<.001).
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관절염의 저측굴곡 통증 지수(4)
류마티스 관절염 차 유발 후 각 실험군의 시기별 관절염 저측굴곡 통증 지수의2 ,

변화를 일요인 분산분석으로 유의성검정을 실시한 결과 실험적 중재 이후 일째, 3 , 7
일째 일째 일째에는 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않았으나 실, 14 , 21 (p>.05),
험적 중재 이후 일째에는 실험군들 간에 유의한 차이를 보였다 의28 (p<.01). Duncan
다중범위검정으로 사후검정을 실시한 결과 일째에 실험군 과 실험군, 28 , ,Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
사이에는 유의한 차이를 보였으며 실험군 사이에는 수치상의 차(p<.05), , ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ
이는 있으나 유의한 차이는 보이지 않았다 실험군별 측정시기에 따른 변화(p>.05).
를 일표본 대응 검정T ( 으로 실시한 후 류마티스 관절염 유발 일째와paired t-test) 3
비교하여 보면 군 군에서는 유발 일째 에 호전된 차이가 유의하게 나, , 28 (p<.01)Ⅰ Ⅱ
타났다 또한 군에서는 유발 일째 와 유발 일째 에 호전된 차이. , 21 (p<.01) 28 (p<.001)Ⅲ
가 유의하게 나타났으며 군에서는 유발 일째와 유발 일째에 호전된 차이가, 21 28Ⅳ
유의하게 나타났다(p<.001).

Figure 2-12. Change of scoring of arthritic plantar flexion pain test in
rheumatoid arthritis rat.
Values are showed mean±SD, Tested by One-way ANOVA(##: p<.01).
Values with different alphabet within the column are significantly different by Duncan's
multiple range test(p<.05).
Significantly different as compared with 3rd days by paired t-test(**: p<.01, ***:
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p<.001).

기계적 이질통의 변화(5)
각 군의 류마티스 관절염 차 유발 후2 , 각 실험군의 시기별 관절염의 기계적 이

질통의 변화를 일요인 분산분석 으로 유의성검정을 실시한 결과(One-way ANOVA) ,
실험적 중재 이후 일째 일째 일째 일째에는 통계학적으로 유의한 차이를 보3 , 7 , 14 , 21
이지 않았으나 실험적 중재 이후 일째에는 실험군들 간에 유의한 차이를(p>.05), 28
보였다 의 다중범위검정으로 사후검정을 실시한 결과 일째에 실험(p<.01). Duncan , 28
군 과 실험군 사이에는 유의한 차이를 보였으나 실험군, , (p<.05), , ,Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅱ Ⅲ

사이에는 유의한 차이를 보이지 않았다 또한 실험군별 측정시기에 따른(p>.05).Ⅳ
변화를 일표본 대응 검정T ( 으로 실시한 후 류마티스 관절염 유발 일paired t-test) 3
째와 비교하여 보면 군은 각 시기별로 호전된 차이가 유의하지 않았으나, (p>.05),Ⅰ

군은 유발 일째 에 호전된 차이가 유의하게 나타났으며 군에서는 유발28 (p<.01) ,Ⅱ Ⅲ
일째 와 유발 일째 에 호전된 차이가 유의하게 나타났으며 군에21 (p<.05) 28 (p<.01) , Ⅳ

서는 유발 일째 와 유발 일째 에 호전된 차이가 유의하게 나타났다21 (p<.05) 28 (p<.01) .

Figure 2-13. Change of mechanical allodynia in rheumatoid arthritis rat.
Values are showed mean±SD, Tested by One-way ANOVA(##: p<.01).
Values with different alphabet within the column are significantly different by Duncan's
multiple range test(p<.05). Significantly different as compared with 3rd days by
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paired t-test(*: p<.05, **: p<.01).

조직화학적 평가3)
슬관절의 염색을 통한 조직화학적 반응(1) Safranin O-fast green

류마티스 관절염 유발 일 후 각 실험군에서 염색을28 , Safranin O-fast green
통하여 슬관절의 조직화학적 소견을 관찰한 결과 실험전에서는 대퇴 와 슬개(femur)
골 의 관절연골 연골하 골조직 활액막 관절강 및 관절낭 등에서 정상적인(patella) , , ,
조직소견을 볼 수 있었다 류마티스 관절염 실험종료 후 실험군 은(Fig. 2-14A). , Ⅰ
슬관절의 활액막의 과다증식으로 인하여 염증 세포침윤과 과도한 섬유성 판누스

를 형성하고 있었다 이로 인하여 관절연골(fibrous pannus) . 연(Articular cartilage),
골하 골조직 이 심하게 파괴되었음을(subchondral bony tissue) 관찰할 수 있었다

(Fig. 2-14B) 반면 실험군 에서는 만성 염증성 세포침윤과 활액막의 과다. , , ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ
증식은 거의 보이지 않았으며, 섬유성 판누스의 형성 관절연골의 파괴는 현저하게,
감소함을 관찰할 수 있었다. 특히 골간단 부위에서는 골외막의 증식성(metaphysis)
변화와 신생골조직의 증식이 관찰되었다(Fig. 2-14C-E).
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Figure 2-14. Histological change of cartilage undergoing a treatment during RA
rats (21 days, H & E, safranin O-fast green, × 200).

슬관절의 염색을 통한 조직학적인 지수 평가(2) Safranin O-fast green
류마티스 관절염 유발 일 후 각 실험군에서 슬관절부위에28 , Safranin O-fast

염색을 실시하여 세포침윤 활액막 과다증식 판누스 형성 연골의 파괴정도green , , ,
를 측정하였으며 실험군간 변화를 일표본 대응 검정 을 통해 비교, T (paired t-test)
한 결과는 다음과 같다 류마티스 관절염 실험종료 후 실험군 과 비교하여 본 결. Ⅰ
과 세포침윤정도는 실험군 에서 호전된 차이가 유의하게 나타났으며, ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ

활액막 과다증식 정도는 실험군 에서 호전된 차이가 유의하게 나(p<.05), , ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ
타났고 판누스 형성정도는 실험군 에서 호전된 차이가 유의하게(p<.05), , ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ
나타났으며 또한 연골의 파괴정도는 실험군 에서 호전된 차이가(p<.01), , ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ
유의하게 나타났다 염색을 실시하여 의 소실 정도를(p<.01). Safranin-O proteoglycan
관찰한 결과 정상군은 관절연골표면이 골고루 염색된 반면 실험군 인 류마티스유Ⅰ
도군은 염색성이 많이 떨어짐을 확인할 수 있었고 우슬 처치시는 많이 호전됨이,
관찰되었다.

Table 2-5. Change of histological score by safranin O-fast green stain in
rheumatoid arthritis rat. (score)

Groups
Day of examination

Pre Cellular
in filtra tion

Synovial
hyperplasia

Pannus
formation

Cartilage
destruction

Ⅰ 0 2.80±0.44 2.60±0.54 2.80±0.44 2.60±0.54
Ⅱ 0 2.00±0.01* 1.60±0.54* 1.60±0.54** 1.40±0.54**

Ⅲ 0 1.80±0.44* 1.60±0.54* 1.60±0.54** 1.20±0.44**

Ⅳ 0 1.80±0.44* 1.40±0.54* 1.20±0.44** 1.20±0.44**

Values are showed mean±SD.
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Significantly different as compared with experimental group by pairedⅠ
t-test(*: p<.05, **: p<.01).

(3) 슬관절의 단백질의 발현 면역조직화학적 반응COX-2
류마티스 관절염 유발 일 후 슬관절 조직에서 발현되는 에 대한 면역조직28 COX-2

화학적 반응을 검사하였다 면역조직화학적 방법으로 표본을 염색한 결과 의. , COX-2
면역반응은 진한 갈색 과립상으로 관찰되었으며 주로 윤활관절막의 주변 영역에서 면,
역 양성 반응을 보인 세포 수의 증가를 확인할 수 있었다 류마티스 관절염 유발 일. 28
후 슬관절 조직에서 발현되는 를COX-2 반정량적으로 평가한 결과 실험군 은Ⅰ

실험군 는 실험군 은 실험군 는 로 관찰되었으며(+++), (++), (++), (++)Ⅱ Ⅲ Ⅳ
유발 후 아무런 치료도 하지 않은 실험군 에 비해 치료적 중재를(Table 2-6), Ⅰ

실시한 실험군 에서 발현이 현저히 감소됨을 관찰할 수 있었다, , COX-2 .Ⅱ Ⅲ Ⅳ

Figure 2-15. Effect of Achyranthes Radix ointment and swimming exercise on
the immunostaining of COX-2 in representative synovial tissue sections from
rats with rheumatoid arthritis (Hematoxylin counterstained; original
magnification, × 250).
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Table 2-6. Change of Cox-2 immunoreactive cell in knee joint
Group Cox-2 immunoreactive cell
Ⅰ +++
Ⅱ ++
Ⅲ ++
Ⅳ ++

-: Negative, +: Mild expressed, ++: Moderate expressed, +++: Severe expressed

4) 혈청에서의 Prostaglandin E2(PGE2 의 농도 변화)
류마티스 관절염 유발 일 후 각 실험군들에 대해 를 이용하여 혈청에서28 , ELISA

의 PGE2의 농도를 분석 하였다 실험군 의 농도는 유발 전 정상 과 비교하여 통계. ( )Ⅰ
적으로 유의하게 증가함을 볼 수 있었다(p<.001) 반면에 아무런 처치도 하지 않은 실.
험군 의 농도와 비교하여 볼 때 각각 우슬 연고를 처치한 실험군 의 농도, ,Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
는 통계적으로 유의하게 감소함을 볼 수 있었다(p<.01).

Table 2-7. Change of concentration on prostaglandin E2 production in serum
(ng/ml)

Values are showed mean±SD.
Significantly different as compared with pre and experimental group by pairedⅠ

Prostaglandin E2 concentration p-value
Pre 0.54±0.07 -

Ⅰ 4.34±0.05✝✝✝ 0.000

Ⅱ 3.71±0.17** 0.003

Ⅲ 3.65±0.17** 0.002

Ⅳ 3.37±0.16** 0.001
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t-test(✝✝✝: p<.001). Significantly different as compared with experimental group Ⅰ
and group , , by paired t-test(Ⅱ Ⅲ Ⅳ **: p<.01).

혈청에서의 염증성 사이토카인의 농도 변화5)
류마티스 관절염 에 대한 우슬의Model in vivo 상에서 혈청을 분리하여 전염,

증성 사이토카인인 과 를 측정하여 보았다interleukin-1 tumor necrosis factor- .α
이들 사이토카인은 윤활관절막에 비정상적인 면역 반응이 일어나는 질병인 류마티

스 관절염에서 나타나게 된다 본 실험에서 혈청 과. interleukin-1 tumor necrosis
의 농도를 분석하여 본 결과 류마티스 관절염 유발한 실험군 에서는factor-α Ⅰ

과 의 농도가 높은 반면 우슬 투여시 감소하IL-1(Fig. 2-16A) TNF- (Fig. 2-16B)α
였고 특히 에서 유의한 감소를 보였다 또한 류마티, 500 / (P<0.05)(Fig. 2-16).㎎ ㎏
스 관절염시 마커로 쓰이는 반응단백의 검사 결과에서도 류마티스 유도군에서C-
는 증가한 반면 우슬 처치 시 유의한 감소를 보였으며 백혈(P<0.05)(Fig. 2-17A),
구 수에 있어서도 우슬처치군에서 많이 호전됨을 보였다 생약의 간(Fig. 2-17B).
독성을 확인하기 위하여 혈청 와 소견을 확인AST(Fig. 2-18A) ALT(Fig. 2-18B)
한 결과 우슬이 간독성에 영향을 미치지 않은 것으로 나타났다.
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Figure 2-16. Effect of Achyranthes Radix on the TNF- (A) and IL-1(B)α in type
collagen induced arthritis models .Ⅱ

Significantly different as compared with experimental group by pairedⅠ
t-test(*: p<.05, **: p<.01).

Figure 2-17. Effect of Achyranthes Radix on the CRP(A) and WBC(B) in type Ⅱ
collagen induced arthritis models .
Significantly different as compared with experimental group by pairedⅠ
t-test(*: p<.05, **: p<.01).
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Figure 2-18. Effect of Achyranthes Radix on the AST(A) & ALT(B) in type Ⅱ
collagen induced arthritis models .
Significantly different as compared with experimental group by pairedⅠ
t-test(*: p<.05, **: p<.01).

방사선학적 소견6)

류마티스 관절염 에 대한 우슬의Model in vivo 병리조직학적 검사를 한 결과,
육안검사에서 약간의 개선이 관찰되었으며 방사선 검사에서는 방사선상에서 또렷,
하게 관찰될 정도의 현저한 골변화는 염증 상태에 장기간 노출되어야 하기 때문에

증상 변화가 관찰되지 않았다 그러나 가장 중요한 소견인 병리조직학(Fig. 2-19).
적 검사에서 염색을 실시하여 관절면을 관찰한 결과 정상군은 활액막의 증H&E
식이나 염증세포 소견이 관찰되지 않았으며 실험군 에서는 전반적으로, synovialⅠ

이 중등도로 되어 있었으며 혈관 반응과 함께 단핵구의 침윤lining cell hyperplasia ,
이 관찰되었고 국소적으로 심한 연골 소실을 확인할 수 있었다 또한 대체적으로, .

가 많이 감소되어 있었고 불규칙한 배열을 띄고 있었다 우슬 실험군chondrocyte .
는 확대 관찰 하여 본 결과 일부 활액막에서 만성 염증성 세포의 침윤(100 )Ⅱ ㎎

이 관찰되었다 실험군 에서도 대조군에 비해 연골의 회복이 관찰되었. (500 )Ⅲ ㎎
고 염증 세포의 침윤이 완화됨을 관찰할 수 있었다, .

이상의 결과로 보아 우슬 크림제 처치군은 류마티스 관절염 치료에 있어 병리조
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직학적으로 유의적인 효과를 보이는 것으로 나타났으며 보다도, 100 500 ,㎎ ㎎
에서 좋은 효과를 나타내었다1,000 .

Figure 2-19. Effect of Achyranthes Radix on the radiolological change in type
collagen induced arthritis modelsⅡ (A: Normal group, B: Group , C: Group ,Ⅰ Ⅱ

D: Group ).Ⅲ
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라 고 찰.
의학과 과학기술의 발달로 인하여 인구의 고령화가 진행되고 있으며 이로 인해

여러 가지 난치성 질환이 문제점으로 대두되고 있는데 그중 하나가 류마티스 관절,
염이다 이 질환은 만성적인 염증질환으로 초기에는 관절부위 중 활막. (synovial

에 부종 및 동통을 초래하며 점차적으로 관절변형과 관절강직이 유발되membrane)
는 질환이며 여기서 활막은 관절액을 분비하고 관절에서 생기는 노폐물을 흡수하,
여 처분하는 얇은 막으로써 보통 만성이라고 하는 것은 활막의 염증이 주 이상, 6
지속됨을 의미한다 본 연구에서도 관절의 부종과 염증이 유지되는 것으로 보아 만.
성적인 류마티스 관절염이 지속되었음을 관찰할 수 있었다.

대부분의 류마티스 관절염 환자들은 약 의 유전적인 소인과 의30 40% 60 70%～ ～
환경적인 요인들이 복합적으로 작용하여 발생하는 것으로 알려져 있으며 지금까지,
알려진 발병기전은 크게 항원 특이적 기전 과 항원 비특이적- (Antigen-specific) -

기전으로 나뉜다 항원 특이적 기전은 세포 항원이 바이러(non-antigen-specific) . - T
스나 세균에 의한 것으로 추측하고 있으며 특히 특이적인 주 조직 적합항원(Class

과 림프구 활성에 관여하는 부수분자들major histocompatibility complex, MHC)Ⅱ
이 발현되어 침윤된 세포를 활성화시켜 자가항원과 교차반응을 하여 대식세포를T
자극하여 관절염을 유도하게 되는 기전이다 또한 항원 비특이적 기전에서 관절염. -
의 발생은 감염이나 조직손상 및 예방접종 등과 같은 비특이적 자극이 대식세포를

활성화시키고 활성화된 대식세포로부터, Tumor necrosis factor- (TNF- ),α α
등의 싸이토카인에 의해 수지상세포 의 분화가 유도되고Interleukin (Dendritic cell) ,

수지상세포가 자가 항원을 자동반응 세포 에 전달함으로써T (Autoreactive T cell) T
세포가 자극되어 관절염이 유도되는 기전이다.

본 연구에서 사용한 우슬(Achyranthes Radix)의 성분 중 는 곤충Ecdysteroid 의 변태호

르몬으로서 ecdysone(2 , 3 , 14 , 22 R ,β β α 〔 〕 과25-pentahydroxy-7-cholesten-6-one)
과20-hydroxyecdysone(2 , 3 , 14 , 20 , 22, 25-hexahydroxy-7-cholesten-6-one)β β α β

관련된 군을 형성하며 곤충의 성장 과정에서 짧은 기간에polyhydroxyecdysteroids
생산과정이 시작되고 조절되기에 관련학자들에게 의 동정과 정량에 대ecdysteroids
한 관심을 가져왔다 비록 가 곤충에서 분리되었지만 식물에 훨씬 많이. ecdysteroids
존재한다고 알려져 있어 몇 가지의 식물들은 원으로 주목되고 있으며ecdysteroids ,
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그 외에도 우슬의 여러 성분들은 항염증 진통 진경 이뇨 항알레르기 효과 외에, , , ,
혈류개선 효과, 항산화작용으로 인한 항노화 효과가 있다고 알려지고 있다.

본 연구에서는 류마티스 관절염 모델 흰쥐를 대상으로 우슬추출물을 이용한 연

고제를 실험적 중재방법으로 실시한 후 네 가지의 행동학적인 검사와 항염증과 진

통효과에 중요한 역할매개체인 와COX-2 PGE2의 발현양상을 관찰 및 평가하여 임

상적 효율성을 위한 기초 자료로 제공하고자 실시하였다.
먼저 네 가지의 행동학적인 검사방법의 결과는 다음과 같다 첫째로 족 부종의. ,

체적검사와 관절염 지수에서는 일째에서 통계적으로 유의한 감소를 보였으며28
실험군 과 비교하여 볼 때 시간이 지남에 따라 실험군 에서 통계(p<.01), ,Ⅰ Ⅱ Ⅲ

적으로 유의한 족부의 염증반응 감소를 확인할 수 있었으며 실험군 에서(p<.05), Ⅳ
는 수치상으로 실험군 보다 더 긍정적인 결과를 보이고 있다 특히 이러한 염, .Ⅱ Ⅲ
증반응 감소의 결과와 함께 관절염의 배측굴곡 및 저측굴곡 검사 기계적 이질통,
검사를 통하여 통증의 변화도 측정하였다 배측굴곡 및 저측굴곡 통증지수 검사 결.
과에서는 일째에 통계적으로 유의한 감소를 확인할 수 있었으며 특히 실28 (p<.01),
험군 에서는 수치상으로 실험군 에 비하여 통증의 결과가 같거나 감소하는,Ⅳ Ⅱ Ⅲ
경향을 보였다 기계적 이질통 검사 결과에서는 유발 전에는 모든 실험군에서. hair
의 높은 역치 값을 확인할 수 있었으나 유발 후에는 모든 실험군에서 의 역치, hair
값이 급격히 낮아짐을 볼 수 있었다 이러한 이유는 족부의 염증과 통증이 심해짐.
에 따라 족부의 민감화를 초래하기 때문이라고 생각되어진다 또한 치료적 중재를. ,
실시한 후 시간이 지날수록 족부의 역치 값이 증가하는 것으로 보아 염증과 통증반

응이 감소되고 있음을 확인할 수 있었다 특히 일째에는 의 역치 값이 통계적. 28 hair
으로 유의하게 증가함을 확인할 수 있었다 결과적으로 우슬추출물을 이용한(p<.01).
크림제의 치료적 중재방법은 류마티스 관절염 흰쥐에서 염증과 통증반응의 감소에

효과적이었으며 시간이 지날수록 더 긍정적인 효과가 있을 것으로 사료된다, .
한편 흰쥐의 슬관절 부위의 염색 결과H & E , 관절연골의 파괴와 골침식 및 염

증세포의 침윤 등 기타 염증의 소견이 관찰되었으며 이는 류마티스 관절염이 유발되.
었다고 할 수 있다 또한 실험종료 후 염색 결과 실험 전에는. Safranin O-fast green ,
대퇴와 슬개골의 관절연골 연골하 골조직 활액막 관절강 및 관절낭 등의 정상적, , ,
인 조직소견을 볼 수 있었으나 실험종료 후 실험군 은 슬관절 부위의 활액막의, , Ⅰ
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과다증식으로 인하여 염증 세포침윤과 과도한 섬유성 판누스 를 형(fibrous pannus)
성하고 있었으며 이로 인하여 관절연골, 연골하 골조직(articular cartilage),

이 심하게 파괴되었음을(subchondral bony tissue) 관찰할 수 있었다 반면 실험군. ,
에서는 만성 염증성 세포침윤과 활액막의 과다증식은 거의 보이지 않았으, ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ

며, 섬유성 판누스의 형성 관절연골의 파괴는 현저하게 감소함을 관찰할 수 있, 었

다. 특히 골간단 부위에서는 골외막의 증식성 변화와 신생골조직의 증(metaphysis)
식도 관찰할 수 있었다. 이처럼 우슬 추출물이 염증과 통증반응의 감소에 지대한

영향을 주었고 결과적으로는 행동학적인 기능수준의 향상을 가져올 것으로 사료된,
다.

우슬추출물은 의 억제를 유도하는 중재방법으로서 주요 작용기전은COX-2 ,
대사에서 를 억제하면 의arachidonic acid cyclooxygenase(COX) prostaglandin(PG)

합성을 억제하게 되어 항염증효과를 나타낸다 는. COX-2 LPS, tumor promoters,
과 성장인자와 같은 여러 종류의 자극에oncogenes, mitogens, hormones, cytokine

반응하여 유도되며 섬유모세포와 대식세포를 포함한 여러 세포에서 발현되는,
는 성장인자와 에 유도되어 분비 지속을 통한 다양한COX-2 mitogen prostagladin

만성염증질환 즉 류마티스 관절염 궤양성 대장염, , Crohn's disease, , Helicobacter
유도 위염 등을 유발하며 혈관 이완과 혈관 신생성에도 관여한다 그리고pylori , .

PGE2는 구심성 신경말단 수용체에서 과 등과 반응하여 통증bradykinin histamine
과 감각과민의 상태를 일으키고 부종 강한 발열 및 혈관확장 등의 염증 반응을 일,
으키는 류마티스 관절염의 염증 반응에 가장 중요한 중 하나이다 신체에서PG .
PGE2는 신혈관 확장 위산 분비억제 평활근 이완 또는 수축 혈관 투과성 증가 통, , , ,
증 감수성 증가 비만세포 매개물질 유리억제 세포독성 억제 대식세포에서 여러, , ,
염증 반응을 조절하는 역할을 하게 된다.

따라서 본 연구에서도 염증과 통증감소에 중요한 매개체인 와COX-2 PGE2의
발현량을 관찰하였다 실험종료 후 슬관절 조직의 의 면역조직화학적 염색결. COX-2
과 실험군 의 활막 부위에서 다발성의 양성 세포의 발현을 관찰할 수 있었으나, ,Ⅰ
치료적 중재를 실시한 실험군 의 활막 부위에서는 국소적으로 억제된 양, ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ
성반응 세포의 발현이 관찰되었다 이러한 결과는 류마티스 관절염의 슬관절 조직.
에서의 의 발현이 억제된다는 선행연구 결과와 일치하였다 다음으로 혈청에COX-2 .
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서의 PGE2 농도를 측정한 검사 결과 실험군 의 농도는 유발 전 정상 과 비교하, ( )Ⅰ
여 통계적으로 유의하게 증가하는 것 을 볼 수 있는 반면 실험군 의 농도(p<.001) , Ⅰ
와 비교하여 볼 때 치료적 중재를 실시한 실험군 의 농도는 통계학적으로, ,Ⅱ Ⅲ Ⅳ
유의하게 감소함 을 볼 수 있었다 이러한 결과는 대사에서(p<.01) . arachidonic acid

를 억제하면 의 합성을 억제하게 되어 항염증 효과를 나타낸다COX PG .
이상의 연구 결과에 의하면 우슬 추출물은 류마티스 관절염 흰쥐에서 만성적 염

증 및 통증반응을 악화시키는 COX-2, PGE2 발현을 효과적으로 억제시켰다 이를.
토대로 행동학적인 기능 수준의 향상을 기대할 수 있으며 류마티스 관절염의 임상,
활용에 타당성을 제공할 것으로 사료된다 본 연구에서 얻어진 결과들은 실험동물.
을 대상으로 실시하였고 여러 기전 중 염증과 통증과 관련된 세포의 신호 전달 체,
계의 변화를 관찰한 것이다 따라서 부작용이 없는 더욱 다양한 성분을 이용한 치.
료제를 고려한 객관적인 임상적 연구가 다각적으로 이루어지면 류마티스 관절염의

새로운 치료적 중재 방향도 제시할 수 있으리라 사료된다.
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제 절 우슬 함유 경피 흡수 제제 제조3

경피흡수제1.
가 제조방법. Hydrogel

정제수 적량1) HPMC: 2.0, :
우슬 엑스2) Transcutol: 12.0, : 5.0

3) Methyl paraben: 0.5, Propyl paraben: 0.5
위의 을 각각 에서 가온하면서 교반한 후 과 을 섞고 이를 다시1), 2), 3) 70 1) 3)℃
와 혼합하여 교반하여 제조하였다 필요할 경우 를 이용하였다2) . Homogeniger .

우슬 엑스를 함유한Figure 3-1. hydrogel
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나 의 제조. Cream
크림 제조 첨가물1)

2) 크림 제조 시 우슬 첨가량

과 를 각각 에서 가온하면서 교반 후 용융 상태에서 교반하면서 혼합하였1) 2) 70℃
으며 서서히 식혀 크림제를 제조 하였다.

.

Vaseline 60
Stearyl alcohol 200
PG 120
Caster oil 100
Tween 80 10
Methyl paraben 1
Propyl paraben 1
Mineral oil 100

우슬 엑스 5% 100.0

Ethanol 750

정제수 850
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Figure 3-2. Cream of Archyranthes Radix extract

다 제의 제조. Patch
제의 함유물1) Patch

천연고무 30.0

Polyisobuthylene 30.0

우슬 엑스 5.0

Vaseline 20.0

resin 5.0

PEG 5.0

산화아연 2.0

BHT 1.0
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우슬 함유 는 용융전포법을 사용하여 제조하였는데 박리지지체를 펴고 용융patch
시킨 주성분과 기제 및 우슬 엑스를 녹인 액을 그 위로 전포하고 박리제를 부착시

키는 방식으로 제조한다.

라. I 피부 투과량 측정 실험n vitro
제제의 의 피부 투과율을 관찰하기 위하여 먼저20-hydroecdysone , Hairless

의 등 부위를 절개한 후 피하지방 및 모세혈관을 조심스럽게 제거한 후 사용mouse
하였다 시험액은 을 사용하여 온도를 를 유지하였고 셀 내의 교. 0.1% NaCl 37±0.2℃
반속도는 으로 고정하였다 에 피부를 장착한600rpm . Franz modified diffusion cell
뒤 겔을 피부에 도포하여 피부투과도를 측정하였다 각 시간마다 씩 채취하고. 0.2㎖
시험액을 동량 보충하였다 측정 결과 주성분인 을 피부투과를. 20-hydroecdysone
실험한 결과 겔제에서 가장 높은 투과도를 나타내었으며 크림제는 겔제에 비하여,
약간 낮은 투과도를 그리고 패치제의 경우는 가장 낮은 투과도를 나타내었다, (Fig.
3-3).
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시간에 따른 우슬 함유 제제의 피부투과도Figure 3-3.
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마. 점도 및 유수분배 계수 측정 실험

겔의 외관은 투명한 상태로서 의 점도를 갖고 있으며 는 를1400 mPa s , pH 6.5․
유지하였다 예비실험에서 약물 용해를 위하여 첨가된 의 비율이 높을수. Transcutol
록 겔의 투명도가 떨어짐에 따라 로 고정하였고 제조된 겔과 크림을 에12 % , 50 ℃
서 개월간 보관하였으나 뚜렷한 제제의 변화는 나타나지 않았다 크림제의 점도는6 .

의 점도를 갖고 있으며 는 였으며 역시 개원간 저장 조건에서2200 mPa s , pH 6.9 6․
제제의 외관상 변형은 관찰되지 않았다.

제조된 제제의 점도 및Table 3-1. pH

Preparations Hydrogel
점도(mPa s)․ 1400 ± 250

PH 6.5 ± 0.3
Cream 2200 ± 380

Figure 3-4. 우슬 함유 제patch
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바 흡수촉진제제의 영향 평가.
흡수촉진제로 다양한 종류를 시험하였다 그 결과 에서 가장 높은 투. Transcutol

과도를 나타내었으므로 이를 기준으로 처방을 설정하였다 에 시간 후. Table 3-2 10
우슬 엑스의 투과량을 나타내었다.

상에서 간 후 우슬 엑스의 투과량Table 3-2. In vitro 10

사 점착력 시험.
제조된 패취제의 인장강도를 측정하였다 측정방법은 대한약전 규정에 따랐으며.

정각박리 실험을 실시하였다 제조된 패취의 점착력은 로 우수하게 나타. 60.0gf/FS
나 제제로서 충분한 부착력을 나타낼 수 있을 것으로 사료된다.

Inhancer 투과량(ug/cm2)
Transcutol 213 ± 34
Labrafil 189 ± 28
PEG 1500 185 ± 31

Propyleneglycol 172 ± 29
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경구투여제2.
가 정제의 제조.
우슬엑스를 함유한 정제를 제조하였다 우슬의 함량은 로 하였으며 습식과립. 5%

법으로 제조하였다 처방은 다음과 같다 주성분을 함유한 엑스를 정제수 적당량에. .
녹이고 부현제를 혼합하여 과립을 제조한 후 이를 건조하여 정립하고 활택제를 넣

어 타정하였다 타정은 약 으로 하였으며 여러 가지 실험을 통하여 정제를 평. 350g
가하였다.

우슬엑스 5.0
Lactose 40.0
Starch 15.0
S. paste 10.0
Sodiumbicarbonate 3.0
Ascorbic acid 5.0
Talc 2.0
정제수 적량

우슬 엑스를 함유한 정제제Figure 3-5.
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나 중량편차 실험.
타정된 정제의 중량을 측정하여 분포를 평가하였다 정제의 중량은. 353 으± 15g

로 제조규정에 적합하였다.

다 마손도 측정.
제조된 정제의 마손도는 로 규정인 미만의 규정에 적합하였다5% 8% .

라 붕해시험.
제조된 정제의 붕해시간은 19 분으로 분 이하라는 규정에 적합하였다± 3 30 .
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도4

제 절 연구개발 목표의 달성도1

본 연구를 수행한 결과 국내 농가의 고소득 대체작물로서 생약자원, (우슬;
Achyranthes Radix 을 이용하여 생체 기능성 물질을 탐색 및 추출 연골세포의 산) , ,
화적 스트레스에 의한 우슬의 항산화 효과 임상 동물 모델인 퇴행성 관절염과 류,
마티스 관절염에서의 항관절염과 항염증 효과 및 연고 제조와 기능성 음료 제조를

성공적으로 수행하였다.
세도 별로 노령으로 생각되지 않는 고령화 사회에서 노인들에게 심각한 활동60

제한을 가져오게 하는 퇴행성 관절염은 외국에서는 이미 많은 관심을 모으고 있고

국내에서도 활발한 연구가 진행되고 있다 관절염으로 고생하는 노인인구를 부양하.
기 위하여 사회 경제적으로도 많은 비용이 소모될 것이 예상된다, , .

본 연구과제를 통해 차년도에 우슬에 대한 성분 특성 조사 및 추출용매를 선택1
하여 주요 성분 추출을 하였고 연골세포 배양법을 확립하여 세포배양한 후에 우슬,
을 처리하여 세포 증식에 미치는 영향과 산화적 손상을 유발시킨 후 우슬을 처리

시 염증유발물의 감소를 확인할 수 있었다.
차년도에는 차년도 연구개발을 토대로 우슬의 기능성 음료를 제조하여 우슬2 1

추출물이 함유된 기능성 음료의 제품화를 달성하였다 우슬 추출물이 함유된 연고.
제를 제조하여 퇴행성 관절염과 류마티스 관절염 모델에서 염증성 물질 관절염으, ,
로 인한 부종률 행동반응평가 혈액학적 검사 조직병리학적 방법을 이용한 우슬, , ,
추출물이 함유된 크림제의 관절염에 대한 효능을 평가하였다 이와 같은 연구 결과.
는 관절염의 치료 및 예방에 생약재인 우슬을 이용할 수 있는 가능성을 부여하며,
의미하는 바가 아주 클 것으로 사료된다.
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제 절 관련 분야에의 기여도2

본 연구를 성공적으로 수행한 결과 생약재 산업화는 생물자원의 다양성 확보와

이들 자원을 기능성 식품 및 제약 산업으로 발달시켜 농촌의 생약재배 활성화에도

일조할 것이다 또한 우슬 생약추출물이 함유된 항관절염 치료 연고제 개발 및 천.
연물로부터 추출한 기능성 음료 개발이라는 축적을 통해 이후 개total know-how
발될 생약추출물을 이용한 고부가가치 제품화를 위한 농업활성화 기반 자원으로 활

용 가능성 제시하였다.
우슬 추출물을 가지고 항관절염 효과에 대한 연구가 전무한 실정에서 지역 내 잉

여 우슬을 가지고 고부가가치상품으로 제품화한다면 지역 생약 재배 농민들에게도

경제적 수익증대가 예상되며 판매활성화로 약용식물 재배자 생약 조합원 및 농가, ( ),
유통 등 연관 분야 파급효과가 클 것으로 보여지며 우리 농산물을 건강기능성 원,
료 성분으로 등록 수행이 가능하다.․

우리 농산물의 건강기능성에 대한 과학적인 연구를 통하여 국산 원료를 사용한

건강기능식품에 대한 소비 확대와 부가가치 제고가 가능하다.
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제 장 연구개발결과의 활용계획5

제 절 활용방안1

우슬은 한국에서 생산된 것이 효능이 우수한 것으로 알려져 있으며 세계적으로,
도 관절염 치료에 대한 화학약품보다 생약성분에 대한 수요가 증가하고 있는 추세

이다 특히 생약성분이 함유된 기능성 물질은 건강한 생활을 즐기려는 사람들에게.
더 많은 관심의 대상이 되고 있다 특히 현대인에게 발생하기 쉬운 여러 가지 퇴행.
성 질환에 대한 치료 및 예방 대책으로 우슬과 같은 기능성 물질의 음용은 더욱 증

가할 것으로 보여진다 또한 본 연구개발 결과 제조된 우슬 연고제의 활용분야 및.
방법 범위는 의약품의 개념보다는 독성이 없이 관절염을 조절할 수 있는 인체 친,
화적이고 안정성이 있는 것으로 보며 비록 효능은 합성제재 보다는 약하더라도 의,
약부외품이나 식품으로 치료보조제로서 활용할 계획이다.

또한 생약재를 다량 확보하기 위해 지역 내 약용작물의 생산기반을 구축으로 한 고

부가가치 농업작물로서 활용할 수 있다고 확신한다.
본 연구를 통해 우리 고유 농산물인 우슬의 생리활성 성분을 분리하는 방법을 확립

하고 대량 생산을 위한 기초 자료를 제공하였다 또한, . 기능성 성분의 분자량 및 구조

를 확인하는 방법을 통하여 다양한 종류의 새로운 기능성 성분의 탐색을 가능케 할 것이

다 또한 물리화학적 처리에 의한 다양한 기능성 성분의 추출 및 분석은 새로운 분야의.
학문적 기초 자료를 제공하였다 따라서 우슬은 항산화 및 항염증제로서 활용 될 수 있기.
에 여러 용도의 식품이나 의약품으로서의 응용연구가 가능할 것으로 기대된다.

추출 및 분획 제형 등의 공정을 개선하고 새로운 기능성 물질을 제조할 수 있기 위해서, ,
는 이들 관련 제품의 표준화 및 규격화로 인한 유통망이 확보 또는 개선을 통해 지역 내 생

약자원 산업의 발전을 위한 기초를 마련한다.
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제 절 산업화 추진방안2

우슬의 기능성 활용을 위한 산업은 현재 농가 차원에서도 다양한 재배방법이 실

용화되어 우슬의 생산기술이 개발되어가고 있기 때문에 신 기능성 자원으로서의 활

용방안이 제시된다면 농가소득증대 및 식 약품 산업으로서 혈액 순환제 관절염,․
치료제 기능성 음료 등으로 개발되어 농가 소득증대의 일익을 담당할 수 있다, .

현재 본 협동기관에서는 여러 외용기제 중 생약 추출물의 경피 흡(transdermal)
수성을 높이기 한 연구가 진행되고 있으며 따라서 본 연구에서 우슬에서 추출 및,
분획한 항관절염 효능을 지닌 성분을 연고화하여 제조한 후 농도에 따른 점도 안,
정성 마우스를 이용한 피부투과 실험 및 피부 내 약물을 측정하여 외용제로 개발,
할 수 있다 다기능성 음료를 개발함으로서 우슬의 부가가치를 높여 농가소득 증대.
에 기여하며 양질의 우슬 재배와 더불어 지역 생약재 산업의 경쟁력을 높이고자,
한다 또한 생약재의 수급 및 가격안정을 확보하여 지속적으로 농가소득 증대를 가.
져올 수 있다 현재까지 기술개발로 인한 국내 전문 학술지에 발표하였으며 논문. ,
발표를 통해 우슬의 성분 조성 함량 기능성 물질 생산 생리활성효능 입증자료를, ,
확보함과 동시에 향후 본격적인 우슬 관련 제품생산 및 산업화를 시도할 계획이다.
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제 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정6
보

현재 건강하고 쾌적한 삶 웰빙 을 유지하기 위해 직접적인 먹거리 분야에서부터( )
간접적으로 질병 예방과 건강 유지를 위한 기능성 식음료까지 우리 주위에 다양한

수요를 증가키시고 있다 또한 기능성 식음료에서부터 천연물을 이용한 생약제를.
개발하기 위한 많은 연구들이 시행되고 있다 이러한 관점에서 볼때 자연에서 생산.
되는 우리 농산물로부터의 천연물질 추출 또는 활용의 가능성은 매우 크다 더욱이.
현재 국내에서 생상되는 우슬과 같은 약용식물은 중국산과 비교가 불가능 할 만큼

질적인 면에서 우수하다고 생각되며 한약재료의 재배와 그 성분 활용 기술의 개발,
이 무엇보다 중요하다고 생각된다.
현재 국내에서 브랜드화된 대표적 농업 생산품은 인삼류 외에 거의 없다고 볼수

있으며 국내 기후와 토양 조건으로 볼때 약용작물을 재배하는데 매우 적합한 조건,
을 갖추었다 따라서 우슬과 같은 약용작물에 대한 연구를 수행하여 세계적인 고부.
가가치 상품을 개발해야할 필요성이 있다.
현재 미국 중국 일본 등에서의 전체 관절염 환자 중 이상이 식이요법을 포, , 40%

함한 대체 의학에 의존하고 있다 최근에 미국 식품 의약 및 안전국이 셀레브렉스.
같은 항염증제의 위험성을 소비자에게 경고한 후에는 대체 의학 치료로 눈길을 돌

리는 환자의 수가 증가하고 있는 실정이다 최근 미국 국립 보건국 연구진은 동 연.
구 성과를 에 발표한 논문에서 제로 아스피린이 개발되기Arthritis & Rheumatism
전에 버드나무 껍질이 관절염 증상 완화 치료에 사용된 것처럼 심황 열대성 작물,
의 뿌리에 함유된 물질을 이용하면 관절 염증 및 관절 손상 치료에 많은 도움이 될

수 있을 것으로 보인다고 주장하였다 실험 쥐를 통한 실험을 통하여 생강과의 꽃.
을 피우는 식물인 심황이 관절염 증상 완화에 도움이 된다는 연구 결과를 제시하였

다 심황 추출물이 급성 및 만성 관절염을 예방하며 관절염으로 인한 관절 손상도.
예방할 수 있을 것으로 기대하고 있는데 음식을 통하여 심황을 섭취하면 현재 특,
정한 단백질의 작용에 초점을 맞춘 관절염 치료제와 동일한 치료 효과를 볼 수 있
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을 것으로 해석하고 있다.
일본에서는 약리 활성물질과 관련된 연구가 진행되고 있는데 우슬이 강한 알레르

기 및 항종양 활성을 보였다고 하였으며 년에 특히 및 에 대, 1996 HT-116 B16-F10
해 강한 세포독성 활성을 나타내는 것으로 보고하였다 우슬은 진통작용 혈압강하. ,
작용 고혈압 관절염 및 관절통과 같은 울혈의 치료제 이뇨 및 강장제 등의 치료, , ,
및 민간요법으로 사용되고 있다 우슬은 본 연구를 통해 나온 관절염 효과 외에 혈.
류개선 효과와 항산화작용으로 인한 항노화 효과가 있다고 알려져 있다.

따라서 우슬과 같은 자연에서 생산 및 재배가 가능한 생약성분을 사용하는 건강

을 위한 기능성 물질의 필요성이 강조된다는 현 시점에서 볼때 우슬에서 기능성 성

분을 추출하여 만든 제품의 공급은 국제적 차원에서도 사회적 요구에 부응한다고

볼 수 있다.
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입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림수산식품부에서 시행한 농림기

술개발사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.
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