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Abstract

This study aimed to investigate the effects of aqueous extract of Pelodiscis Carapax 
(PCE) in monosodium iodoacetate (MIA)-induced osteoarthritis (OA) mice. PCE (200 
mg/kg) was orally administered to C57BL/6 mice for 2 weeks. After MIA injection (75 
mg/mL), we performed a behavior test (open field test, rotarod test) followed by 
micro-computed tomography, histopathological analysis, and real-time quantitative PCR 
analysis on knee joint tissues. PCE treatment improved general gait locomotor activity, 
joint morphological features, and histopathological features compared to the 
MIA-induced mice. In addition, it confirmed that the mRNA expression levels of tissue 
inhibitor of metalloproteinases (TIMP)-1 in the joint tissues were increased in the 
PCE-treated group. Our result revealed that PCE treatment phenotypically improved 
OA symptoms.
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서론

최근 한방의료이용 및 한약소비실태조사 결과에 따르면 한방의료를 이용한 질환 중 다빈도 처방
(조제)된 질환으로 근골격계통 질환이 가장 높은 순위로 나타났다. 등통증, 디스크, 어깨병변, 관절
염 등이 포함되는 근골격계통 질환은 치료법별(한약제제, 첩약, 약침, 한방 물리요법 등) 건강보험급
여 확대 시 우선 적용이 필요한 질환에 1순위로 나타나 한방의료 이용자들의 근골격계 질환에 대한 
이용실태와 관심이 매우 높은 것을 알 수 있다1).
근골격계 질환은 통증이 주요 원인으로 삶의 질을 저하시키고, 유병률이 높은 것으로 알려져 있어 

고령화가 증가하는 추세에 따른 사회적 비용 부담은 더욱더 증가할 것으로 예측된다2). 이에 속하는 
골관절염은 관절을 보호하고 있는 연골의 손상이나 퇴행성 변화로 인해 관절을 이루고 있는 뼈와 
인대 등에 손상이 생겨 염증과 통증이 동반되는 질환이다. 그 중에서도 관절에서 염증성 질환이 
가장 높은 빈도를 차지하며, 노화, 비만, 관절 외상이나, 이형성증, 유전적 소인 등에 의해 관절 
연골조직이 점차적으로 퇴행하여 파괴되는 과정으로 진행된다3).
만성 통증은 골관절염의 주요 임상적 특징이며, 동물모델에서 통증에 대한 평가는 유용성을 평가

하는 데 필수적이고, 통증 및 관절 운동 개선 지표를 통해 증상 개선 여부를 확인할 수 있다. 통증을 
객관적으로 평가하기는 어렵지만, 골관절염 동물모델에서 통증 평가는 주로 행동 실험을 기반으로 
하며, 직간접적인 다양한 방법들을 통해서 이루어지고 있다4).
현재까지 퇴행성 변화가 발생한 관절을 정상으로 복구할 수 있는 치료법은 없는 것으로 알려져 

있으며, 증상 완화와 악화 요인의 개선을 통해 관절염의 진행과정 지연과 통증 개선을 중심으로 
치료가 이루어지고 있다3). 또한, 노령화와 관련된 만성질환자 수의 증가에 따라 질병의 치료와 더불
어 예방의 중요성이 부각되고 있으며5), 상대적으로 부작용의 우려가 적은 천연물을 소재로 한 연구
가 활발히 이루어지고 있다.
그중에서도 미래 먹거리로 주목받고 있는 곤충 등을 포함하는 《동의보감(東醫寶鑑)》 속 충부(蟲部) 

약재들의 다양한 효능의 근거를 기반으로한 유효성 실험 결과들이 많이 보고됨에 따라 현대의학에
서 매우 중요한 치료 의약 소재로서 그 가치를 입증하고 있다6). 충부 약재에 속하는 별갑(鼈甲)은 
기원이 자라 Pelodiscus sinensis (Wiegmann) (자라과 Trionychidae)의 등딱지[背甲]로 되어 
있다7,8). 별갑의 한의학적 적응증 중에서 골증노열(⾻蒸勞熱)은 오후나 밤이 되면서 낮은 열이 발생
하여 마치 골내(⾻內)에서 외부로 향하여 투발(透發)하는 듯한 열감이 있는 병증으로, 예로부터 뼈마
디 사이의 노열을 내리는 데 사용되었다고 한다9,10). 이와 관련하여 별갑의 열증 증상의 치료 근거를 
통해 관절의 움직임이나 염증이 생겨 불편한 증상에 도움이 되고 치료 효과를 기대할 수 있어 골관
절염에 대한 효과 연구의 필요성이 제기된다. 별갑에 관한 최근 연구에서 항산화 활성, 방사선에 
의한 고환 손상 보호 효과 및 골다공증 효과가 보고되었으나11-13), 골질환 관련 효과에 대한 연구가 
많이 이루어지지 않은 상황이다. 따라서, 한의학적 효능과 연계하여 별갑은 골질환 관련 효과에 
대한 가능성을 제시하므로, 본 연구에서는 monosodium iodoacetate (MIA) 유도 마우스 모델을 
이용하여 별갑추출물의 골관절염 개선 효과를 확인해보고자 수행하였다.

Keywords: Pelodiscis Carapax, Monosodium iodoacetate, Osteoarthritis, Locomotor activity, Tissue inhibitor 
of metalloproteinases (TIMP)-1
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본론

1. 재료 및 방법

1) 실험재료 및 추출물 제조
본 실험에서 사용한 별갑은 광명당제약(울산, 한국)에서 구입하였고, 최고야 박사(한국한의학연구

원)의 형태 감별을 통해 실험에 사용하였으며, 시료 표본은 한국한의학연구원 한약표준표본관에 
보관되어 있다(표본관 코드 KIOM, 표본 번호 2-14-0119). 추출물 제조방법은 이전 보고에 자세히 
설명된 바와 같이12) 잘게 절단된 별갑을 환류추출한 후 감압농축기로 농축한 다음 동결건조하여 
물추출물을 얻었다(수득율 3.80%, w/w).

2) 실험동물 및 실험디자인
C57BL/6J 암컷 마우스(7주령, 20~23g)는 두열바이오텍㈜(서울, 한국)에서 구입하여 한국한의학

연구원 한약자원연구센터내 동물실에서 온도, 습도, 조명이 자동조절기에 의해 조절되는 환경에서 
일주일간 순화시킨 후 사용하였고, 물은 자유급수와 일반 고형사료를 충분히 공급하였다. 본 실험은 
한국한의학연구원 동물실험 윤리위원회의 승인을 받아 진행하였다(승인번호 KIOM 20-028).
마우스는 대조군(Control), 골관절염 유발군(MIA), 골관절염 유발과 별갑 추출물 투여군(PCE) 

총 3그룹(n=6-7 per group)으로 무작위로 나누었고, 실험진행 절차는 그림 1A와 같다. 골관절염
의 별갑에 대한 예방효과를 확인하기 위해, 추출물 투여군은 관절염 유발 전 2주 동안 200 mg/kg 
용량으로 경구투여하였고, 용량 수준은 예비실험 결과 및 선행연구12-14)를 참고하여 선정하였다. 
골관절염 유발을 위해 MIA 유도 동물모델을 이용하였고, 이전 보고를 토대로 무릎 주변을 제모한 
후 MIA (0.75㎍/10 μL)를 오른쪽 무릎 관절강 내에 주사하였다15).

3) 보행 운동 기능성 평가
마우스의 일반 보행활동성 평가는 MIA 유도 후 7일이 경과한 시점에서 Truscan 동물 활동 자동 

모니터링시스템(Coulbourn Instruments, 앨런타운, 미국)을 이용하여 측정하였다. 마우스(n=5 
per group)를 투명한 챔버(40 × 40 × 40 cm) 중앙에 배치하고, 방음실에서 10분 동안 자유롭게 
탐색이 가능하도록 하였다. 시스템은 수평(XY-move time)과 수직활동(rearing)을 별도로 모니터
링 할 수 있도록 설계되었으며, 측정된 변수들(Total distance moved distance, total move-
ment time, rearing time, rearing frequency)을 산출하여 보행 운동 활동성을 평가하였다.
Rotarod 검사는 MIA 유도 후 마우스(n=5 per group)를 rotarod treadmill (Rotamex, 

Columbus instruments)을 이용하여 일정한 속도로 5분 동안 훈련한 후, 속력 5 rpm에서 30초 
동안 적응한 다음 40 rpm까지 가속력 방법으로 5분까지 세팅해서 시행하는 과정에서 마우스가 
rod에서 떨어지는 시간을 측정하였다. 평가 시 3차례 시도하여 이들의 최대 및 평균 지속시간을 
모두 분석하였다.

4) Micro-CT 분석
실험종료시점에서 마우스를 희생시키고, 오른쪽 무릎 부위를 절단하고 피부와 여분의 조직을 제거

한 다음 10% 포르말린에 고정시켰다. 마우스(n=3 per group)의 연골 하골에서 형태학적 분석을 
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위해 생체내 미세 단층시스템 (in vivo Biograph mCT Series PET/CT Scanner imaging sys-
tem, Siemens, 워싱턴, 미국)을 이용하였다. 이 시스템에서 얻은 이미지 데이터는 3D 뷰어 소프트
웨어를 통해 재구성하고, AccuCT micro-CT 분석 소프트웨어(PerkinElmer, 월섬, 미국)를 이용
하여 분석하였다.

5) 조직병리학적 분석
Micro-CT 스캔 후 고정된 관절 조직은 순차적으로 탈회, 탈수시킨 후 파라핀 블록을 제작한 다음 

연속적으로 표본을 자른 뒤 준비된 절편은 hematoxylin과 eosin (H&E) 및 safranin-O로 염색하
였다. 염색된 슬라이드는 PANNORAMIC desk instrument (3DHISTECH, 부다페스트, 헝가리)
를 이용하여 스캔하였고, 이를 통해 관절연골내 세포, 기질, proteoglycan 등의 조직학적 변화를 
관찰하였다.

6) Real-time qPCR 분석
마우스의 무릎 관절 조직(n=3 per group)에서 총 RNA 분리는 Easy-Spin Total RNA 

Extraction Kit (iNtRON Biotechnology, 서울, 한국)를 사용하였다. cDNA 합성은 
SuperScript4 cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, 월섬, 미국)를 이용하였고, 
qPCR 분석은 SYBR Green Master MIX (Thermo Fisher Scientific)를 사용하여 CFX96 실시
간 PCR 검출 시스템(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)으로 분석하였다.

7) 통계 분석
통계 분석은 GraphPad Prism 7 프로그램(GraphPad Software, 샌디에고, 미국)을 사용하여 

수행하였다. 본 실험결과는 평균±표준편차로 나타냈고, one-way analysis of variance 
(ANOVA)의 다중 비교 검증을 통해 유의성을 검증하였다.

2. 결과

1) 일반 보행 운동 기능성 평가 결과
MIA로 유도된 골관절염 마우스에서 별갑추출물의 효과를 평가하기 위해 오픈필드 시스템과 로타

로드를 이용하여 보행 운동 활동성을 확인하였다. 보행 운동성 결과, MIA에 처리된 마우스가 처리
되지 않은 대조군에 비해 보행 운동 활동성의 모든 지표(총 이동시간, 이동거리, 수직 이동 빈도수 
및 수직이동 시간)에서 유의하게 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 1B). 이러한 결과는 동물 활동성의 
감소가 염증단계에 해당할 수 있음을 시사하고, 설치류 모델에서 임상 골관절염과 운동사이에 관찰
된 연관성을 반영하거나 동물의 염증 단계에 따라 운동 활동성이 변화되었음을 시사한다16,17). MIA 
처리군에 비해 별갑추출물을 섭취한 마우스에서는 총 이동시간 및 이동거리 지표에서 유의적으로 
호전되는 것으로 나타나 운동 활동성이 회복되는 것을 알 수 있었다.
Rotarod 분석은 학습 및 기억 능력뿐만 아니라 무릎관절에 대한 압력 및 스트레스에 따른 운동기

능을 평가할 수 있어 골관절염 모델에서 통증 및 보행 능력 평가에 사용된다18). 본 실험에서는 MIA 
유도 마우스는 rod에서 떨어지는 시간이 대조군에 비해 유의적으로 낮아졌고, 그에 비해 별갑추출
물 섭취군은 MIA 유도군 대비 평균 지속시간이 길게 나타났다(Fig. 1C). 따라서 이로 인해 MIA 
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유도군에 비해 보행운동 기능성이 높은 것을 확인할 수 있었다.

Figure 1. Effects of Pelodiscis Carapax extract (PCE) on open field and rotarod analysis in monosodium iodoacetate 
(MIA)-induced Osteoarthritis (OA) mice. (A) Experimental scheme of oral pretreatment of PCE. (B) At 
7 days after MIA injection, behavioral and locomotor activity was measured by an open field test with 
monitoring system. (C) Rotarod test was analyzed by rotarod treadmill. Data were analyzed with one-way 
analysis of variance (ANOVA) (n=5 per group). * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 vs. MIA group. Con, 
untreated with saline; MIA, MIA-injected with pretreatment of saline; PCE, MIA-injected with pretreat-
ment of PCE mice.
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2) 관절조직의 형태학적 구조 변화 결과
관절조직의 형태학적 구조 변화는 micro-CT 분석에 의한 이미지를 통해 연골주변 대퇴골과 경골 

부위를 관찰하였다. MIA 유도 골관절염 유발 실험군의 관절 주변 대퇴골과 경골에서는 골관절염의 
특징인 뼈곁돌기(osteophytes)와 연골하 미세골절(subchondral microfracture)들이 관찰되었으
나 별갑추출물 섭취군에서는 뼈곁돌기와 미세골절의 경향이 감소하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 
2A & B). 또한 연골하골 이미지 분석에서도 동일한 결과를 확인할 수 있었다. 추가적인 micro-CT 
분석 결과에서는 골밀도(bone mineral density)와 골부피(bone volume)는 골관절염 유도에 의
한 변화는 없었으나, 피질골 두께는 증가하는 경향을 보여주었다(Fig. 2D).

Figure 2. Effects of Pelodiscis Carapax extract (PCE) on micro-computed tomography (micro-CT) images and 
quantitative parameters in MIA-induced OA mice. (A) Representative 3D micro-CT images of whole 
knee joint (B) Coronal views of the images (C) 2D reconstruction of subchondral bone of mouse tibia 
(D) Histomorphometric parameters of subchondral bone. Data were analyzed with one-way analysis of 
variance (ANOVA) (n=3 per group). * p <0.05 vs. MIA group. Con, untreated with saline; MIA, MIA-in-
jected with pretreatment of saline; PCE, MIA-injected with pretreatment of PCE mice.
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3) 관절조직의 조직병리학적 변화 결과
관절조직의 H&E와 safranin-O 염색으로 조직병리학적 분석을 통해 별갑추출물의 효과 여부를 

확인하였다. 관절조직의 H&E에서는 연골부위의 손상을 확인할 수 있었다(Fig. 3A). 또한 관절 주위
의 부종과 대식세포, 과립구세포 등의 침윤이 관찰되었다. 골의 퇴행성 정도를 평가하기 위하여 
safranin-O 염색을 실시한 결과에서는 MIA에 의해 골관절염이 유도된 대퇴골과 경골의 연골에서
는 섬유조직의 증가, 연골조직 상실 및 fibrous covering 소실 등이 관찰되었으나, 별갑추출물 
섭취군에서는 이러한 병리학적 진행이 경감되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3B).

Figure 3. Effects of Pelodiscis Carapax extract (PCE) on histology features of knee joint lesions in MIA-induced 
OA mice. Representative photographs of knee joint sections stained with (A) hematoxylin and eosin 
(H&E) and (B) Safranin O-fast green. Scale bars = 400 μm. Con, untreated with saline; MIA, MIA-in-
jected with pretreatment of saline; PCE, MIA-injected with pretreatment of PCE mice.
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4) 관절조직내 유전자 발현 양상 결과
관절조직에서 qPCR 분석을 이용한 골관절염 관련 주요 인자들의 유전자 발현양상 결과, MIA 

처리마우스에서 matrix metalloproteinases (MMP)-2가 유의적으로 증가하였고, 그 염증성인자
인 IL-4와 iNOS 모두 MIA에 의해 증가 양상을 보였다. MIA처리군에 비해 별갑추출물 섭취군은 
모두 낮아지는 경향성을 보였다. 또한, 별갑추출물 섭취군은 TIMP1과 TIMP2 발현양상 모두 증가
시키는 것으로 나타났다(Fig. 4).

Figure 4. Effects of Pelodiscis Carapax extract (PCE) on mRNA expression of osteoarthritis related genes in 
MIA-induced OA mice. Data were analyzed with one-way analysis of variance (ANOVA) (n=3 per group). 
* p <0.05 vs. MIA group. Con, untreated with saline; MIA, MIA-injected with pretreatment of saline; 
PCE, MIA-injected with pretreatment of PCE mice.

3. 고찰

별갑(鼈甲)은 자라과(Trionychidae)에 속하는 자라의 등딱지로서 한방에서는 이를 채취하여 잔육
을 제거하고 햇볕에 말린 것을 사용한다8). 별갑의 효능과 관련하여 기존 선행 연구를 살펴본 결과, 
아토피 피부염 동물모델에서 알러지성 염증 반응에 억제 효과14)가 있었고, 별갑약침이 두통 환자(3
례)의 증상개선에 유의한 치료 효과19)를 확인할 수 있었으며, 녹각, 구판, 별갑 등의 한약재로부터 
교질(콜라겐) 성분을 추출해 만든 백절탕의 관절 연골 보호 효과20)를 입증하였다. 따라서, 별갑의 
한의학적 효능9,10)과의 연계성 및 선행 연구를 토대로 골관절 질환에 대한 유효성을 기대할 수 있으
며, MIA 유도 골관절염 모델은 연골 손상, 통증 및 기능장애 등이 실제 임상에서의 골관절염 증상과 
유사하여21) 이를 대상으로 한약의 유효성 연구에서 많이 사용되고 있다22,23). 따라서, 본 연구에서는 
MIA 유도 마우스 모델을 대상으로 별갑 추출물의 골관절염에 대한 보호 효과 확인하기 위해 행동실
험 기반인 보행운동 기능성 평가와 무릎 관절 조직의 형태학적 구조변화 분석, 조직병리학적 분석 
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및 관절조직내 유전자 발현 분석을 수행하였다.
통증은 골관절염에서 염증과 함께 나타나는 주요 증상으로, 신체 불균형을 초래하여 운동장애를 

유발한다. 골관절염에서 주요 증상으로 수반되는 통증을 평가하기 위해 동물모델에서 행동 테스트 
기반 광범위한 평가들이 이루어지고 있다. 골관절염의 동물모델에서 통증 평가지표들은 임상적 증
상을 나타내어 약물의 효과 여부에 대해 객관적으로 평가할 수 있어 이들을 해석하는데 필수적인 
지표 중 하나이다4). 본 실험에서는 오픈필드 시스템과 rotarod를 이용하여 보행 운동 활동성을 
확인한 결과, MIA 유도군에 비해 별갑 물추출물 섭취군에서 총 이동시간 및 이동거리지표 및 rod에
서의 평균 지속시간 증가로 보행 운동 기능성이 호전되는 것을 확인하였다.
통증 완화 효과로 인한 보행 행동기능 회복 현상을 확인하기 위해 Micro-CT를 촬영하여 분석한 

결과, 별갑 물추출물은 통증을 유발하는 주요 요인으로 알려진 뼈곁돌기 발생의 감소와 함께 연골하 
미세골절의 감소가 확인되었다. 이러한 결과를 종합하면 별갑 물추출물의 투여는 골관절염으로 유
발되는 뼈곁돌기와 연골하 미세골절을 감소시켜 통증의 완화를 유도하고 이로인해 보행 운동 기능
성 회복에 영향을 주는 것으로 판단할 수 있었다.
골관절염은 관절내 연골 기질이 감소하고 파괴되어 골 경화, 미세골절, 활막 염증 등과 같은 병리

적 특징을 나타내는 데 본 실험에서 별갑추출물은 미세골절의 감소 경향과 병리학적 진행 양상이 
완화되는 것을 확인할 수 있었다.
또한, 별갑 추출물은 연골 손상인자인 matrix metalloproteinase (MMP)-2와 염증성 인자인 

IL4, iNOS 유전자 발현 패턴을 감소시키고, MMP 저해인자인 tissue inhibitor of metal-
loproteinase (TIMP)1과 TIMP2를 증가시키는 것으로 나타났다. 관절연골은 연골기질이 주성분
으로 이루어져 있고, 골관절염에서는 이러한 성분들이 분해되는데 그 과정 중에 MMP, TIMP 등 
주요 효소들이 관여하는 것으로 잘 알려져 있다24). 내인성 단백질 분해효소 억제제인 TIMPs는 
MMPs의 활성을 저해시키는데, 그 중에서도 본 결과에서 별갑추출물에 의해 유의적으로 증가한 
TIMP1은 MMP13과의 결합 친화력이 매우 높아서 MMP13 관련 연골세포 노화 및 연골 기질 변화
를 기능적 조절자 역할을 통해 TIMP1의 활성 조절은 골관절염을 치료하는 효과적인 방법으로 간주
된다25,26). MMP와 TIMPs 사이의 균형은 관절 연골의 효소적 이화작용에 필수적이며27), 별갑추출
물은 이들의 조절에 일부 관여하는 것으로 보인다.
본 연구는 행동분석 기반 MIA에 의해 유도된 골관절염 마우스에서 별갑추출물의 효과를 통해 

한의학적 효능과 연계하여 골관절염 질환에 대한 효과를 확인한 것에 의미가 있다. 결과적으로 별갑
은 골관절염 질환에 대한 유용한 소재로서의 가치를 기대할 수 있고, 유효성을 보이는 추가 작용기
전 연구가 필요할 것으로 판단된다.

결론

본 연구에서는 MIA 유도 골관절염 마우스 모델을 이용하여 별갑 물추출물의 골관절염 개선 효과
를 확인하고자 일반 보행 운동 기능성 평가, 관절조직의 형태학적 구조 분석, 조직병리학적 분석 
및 유전자 발현 변화를 분석하였다.

1. 일반 보행 운동 기능성 평가 결과 별갑 추출물 섭취군은 MIA 유도군 대비 총 이동시간 및 
이동거리 지표에서 유의적으로 증가했고, rotarod에서도 MIA 유도군에 비해 평균 지속시간 
증가로 보행 운동 기능성이 호전되는 것을 확인하였다.
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2. 관절조직의 형태학적 구조변화 결과 별갑 추출물 섭취군은 MIA 유도군에 비해 뼈곁돌기 발생
과 연골하 미세골절을 감소시키는 것으로 확인되었다.

3. 관절조직의 조직병리학적인 변화 결과 별갑 추출물 섭취군에서 관절 주위의 골관절염 병리학적 
진행 양상이 완화되는 것을 확인할 수 있었다.

4. 관절조직내 골관절염 관련 인자들의 유전자 발현양상 결과 MIA 유도군 대비 별갑추출물 섭취
군에서 MMP2, IL-4, iNOS 모두 낮아지는 경향성을 확인하였고, TIMP1, TIMP2 모두 증가 
양상을 나타내었다.

이상의 결과에서 별갑 물추출물은 골관절염 유도 마우스에서 일반 보행 운동기능성을 회복시켜 
통증을 완화시키고, 연골과 관절조직을 보호하는 효과를 확인할 수 있었다. 추후 이에 대한 추가 
작용기전 연구가 필요하다.
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