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ABSTRACT

Chondroprotective Effect of Campylaephora hypnaeoides 

Extract in Rat Chondrocytes.

Jang, Jiyun

Advisor : Prof. Kim, Chun Sung, Ph.D. 

Department of Biodental Engineering

Graduate school of Chosun University

Osteoarthritis (OA) is the most common joint disease in people over the age 

of 65 and is characterized by gradual and irreversible cartilage wear, synovial 

inflammation, and subchondral bone remodeling. Since OA has no early 

symptoms and articular cartilage is a tissue with limited self-healing, it is very 

important to manage and maintain it healthy. Since OA has no early symptoms 

and is a tissue with limited self-healing, it is very important to manage and 

maintain it healthy. In order to maintain healthy joints, the intake of joint health 

functional foods is increasing, but glucosamine and MSM, which account for 

80% of the raw materials of joint health functional foods, are raising concerns 

about efficacy. Therefore, this study aims to develop materials that are safe and 

have significant efficacy and provide scientific basis for joint health.

Campylaephora hypnaeoides (Egonori, C. hypnaoides) is an edible seaweed 

belonging to the red algae, and is distributed along the coasts of Korea and 

Japan. C. hypnaoides is rich in polysaccharides, and has been consumed after 

being boiled since ancient times. Recently, it has been reported that C. 

hypnaoides ethanol extract reduced body fat and alleviates metabolic disorders 

through anti-inflammatory and anti-oxidant activity. However, no other 

functionalities have been reported. Therefore, in this study, the chondroprotective 
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effect and its mechanism of C. hypnaoides fermented ethanol extract (FeCH) 

were analyzed using primary chondrocytes and osteoarthritis-induced experimental 

animals. 

C. hypnaoides was extracted using 30% fermented ethanol. The effect of FeCH 

on chondrocyte viability was analyzed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

iphenyltetrazolium bromide (MTT) assay, which showed no cytotoxicity at 2 

mg/ml. Pretreatment with FeCH in IL-1β-stimulated chondrocytes significantly 

inhibited the accumulation of nitric oxide (NO) and prostaglandin E2 (PGE2), 

which was analyzed using the ELISA assay. In addition, protein expression levels 

of inflammatory-related factors, such as inducible nitric oxide synthase (iNOS), 

cyclooxygenase (COX)-2, interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-

α), and cartilage degrading-related enzymes, such as metalloproteinases (MMP)-1, 

-3, -13 and A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 

(ADAMTS)-4, -5, were significantly decreased in IL-1β-stimulated chondrocytes 

pretreated with FeCH, were analyzed using western blot analysis. In addition, as 

a result of analyzing the content of type II collagen and proteoglycan through 

western blot analysis and alcian blue staining, FeCH pretreatment prevented the 

degradation of collagen type II and proteoglycan. It was analyzed through western 

blot analysis that the chondroprotective effect of FeCH may be mediated through 

MAPK and NF-κB signaling mechanisms. In an in vivo study, a rat model with 

damaged medial meniscus (DMM) was used as an osteoarthritis experimental 

animal model and orally administered daily for 8 weeks after surgery. At the end 

point, knee joints were collected and histologically analyzed with safranin O 

staining.  As a result, articular cartilage was significantly protected in the FeCH 

group compared to the DMM group, without a change in body weight.

These results suggested that C. hypnaeoides as a candidate material for the 

development of food and pharmaceutical materials for the treatment or prevention 

of degenerative arthritis.
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제 1 절  서론

골관절염(Osteoarthritis, OA)은 노인 퇴행성질환 중 가장 대표적인 질환

으로, 비만, 외상 등 다양한 요인에 의해 점진적으로 연골이 마모되어 유발

된다[1,2]. 특히, 골관절염의 초기 단계에서는 충격 흡수기능을 하는 연골 

기질(Extracellular matrix, ECM)의 구조와 구성 성분의 변화가 유발되며, 

이를 회복하기 위해 연골 세포 증식과 ECM 합성이 빠르게 증가한다. 궁극적

으로 이러한 변화는 연골 세포를 자극하여 연골 분해와 관련된 이화인자를 

생성하여 연골 세포사멸 및 관절 연골 손실을 초래한다[1,3]. 

IL-1β는 ECM을 분해하고 염증을 유발하는 다양한 인자들을 활성화시키기 

때문에 골관절염을 유도하기 위해 in vitro 모델에서 주로 사용하고 있다[4,

5,6]. IL-1β에 의해 유도되는 iNOS 및 PGE2는 골관절염의 진행 과정에서 각

종 염증성 사이토카인의 발현을 유도하여 ECM의 항상성을 무너뜨림으로써 연

골세포 사멸 및 연골기질 분해를 촉진하는 요소이다[3,7,8]. 또, 관절 연골 

ECM의 주요 구성 요소인 col Ⅱ와 proteoglycan은 MMPs와 ADAMTS과 같은 이

화효소에 의해 분해되며[9,10], 이러한 효소는 IL-1β 혹은 IL-1β에 의해 

유도되는 사이토카인의 영향으로 활성화된다. 따라서 OA 발병 기전에서 IL-1

β, MMPs, ADAMTSs의 발현 억제는 관절 개선 소재 개발에서 중요한 지표로 

간주되고 있다[11,12]. 

MAPKs와 NF-κB는 세포 성장, 분화, 사멸 등 다양한 세포 생리활성에 관여

하는 대표적인 신호 전달체계로 알려져 있다[13]. 또, 이들의 신호전달은 연

골세포의 사멸과 연골기질 분해를 유발하는 중요한 기전이다. IL-1β에 의해 

MAPKs는 인산화되어 다른 신호전달체계를 활성화하거나 이화효소들의 발현을 

촉진시키며, NF-κB p65 subunit는 전사인자로써 인산화되어 핵으로 이동하

여 이화효소들의 발현을 유도한다[14,15,16,17]. 따라서, IL-1β에 의해 염

증이 유발된 연골세포에서 이러한 신호전달체계의 활성을 억제하는 것은 궁

극적으로 연골기질을 분해하는 다양한 인자의 발현을 억제하는 것으로 골관

절염 개선에서 매우 중요한 기전이다. 그러나 이러한 연구에도 불구하고 현

재까지 골관절염을 치료하는 뚜렷한 치료약은 없다. 
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현재 OA 치료 중 약물로는 염증을 억제하는 NSAID를 복용하거나 수술로는 

인공관절, 미세천공술과 같은 시술이 있으나, 높은 비용, 한정된 수명, 줄기

세포의 잘못된 분화 등의 부작용이 뒤따른다[18]. 따라서 골관절염은 치료보

다 예방이 더 중요하다고 인식되며[19,20], 상대적으로 저렴하고 안전한 천

연물을 사용하여 골관절염 초기에 골관절염의 진행을 억제하는 것이 주목받

고 있다[3,20,21]. Henrotin Y 등(2013)은 골관절염을 더 안전하게 보완할 

수 있는 치료 물질로 천연물의 가능성 높이 평가하였다[22].

석묵(Campylaephora hypnaeoides)은 비단풀과에 속하는 홍조류로 한국, 일

본 연안에 분포하고 있으며, 오랫동안 음식의 재료로 사용되어져 왔다[23]. 

그러나 산화 스트레스와 염증 억제를 통한 대사 장애 완화에 대한 연구 외에 

석묵의 기능에 대한 과학적 연구는 전무한 실정이다[24]. 따라서, 본 연구의 

목적은 석묵의 연골 보호 효과 및 그 기전을 분석하여 골관절염의 치료 및 

예방을 위한 제품 개발의 유용한 소재로 그 가능성을 제시하고자 한다.
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제 2 절  재료 및 방법

2.1. 실험 재료

2.1.1. 석묵 추출물 준비

전라남도 완도에서 채취한 석묵(Campylaephora hypnaeoides)을 2회 세척 

후, 60도에서 24시간 건조하였다. 이후 30% 발효 주정으로 추출하여 농축, 

동결건조하여 4℃에서 보관하였다. 본 실험에서는 동결 건조된 석묵 추출물

을 complete DMEM/f-12 배지에 2㎎/㎖의 농도로 용해하여 사용하였다.

2.1.2. 시약

Live/Dead™ Viability/Cytotoxicity kit는 Thermo Scientific(Waltham, 

Ma, USA)에서 구입하여 사용하였으며, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide(MTT) 및 4' 6-diamid-ino-2-phenylindole(DAP

I)는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. 1차 항

체 iNOS(#15323), COX-2(#179800), TNF-α(#66579), IL-6(#229381), ADAMTS-5

(#182795), -4(#185722), MMP13(#39012), Abcam(Cambridge, UK), COX-1

(#4841S), MMP-3(#143515), p-ERK(#9101S), ERK(#9102S), p-JNK(#4668S), JNK

(#9252S), p-p38(#4631S), p38(#9212S)은 Cell Signaling Technology(Danvers, 

MA, USA)에서 MMP-1(#352518)은 LSBio(Seattle, WA, USA), α-tubulin(#32-2500), 

collagen type II(#12789), p65(#16545)는 Invitrogen(Waltham, MA, USA), 

Lamin B1(#56144)은 santacruze(Dallas, TX, USA)에서 구입하여 사용하였다.

2.2. 실험 방법

2.2.1. 흰쥐 연골세포 분리 및 배양
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동물실험은 조선대학교 Institutional Animal Care and Use Committee의 

심의 및 승인(CIACUC2022-A0019) 후 수행하였다. 5일령 SD 흰쥐로부터 연골

조직을 분리한 후 0.15% collagenase II를 15시간 처리하여 연골세포를 획득

하였다. 분리한 연골세포는 10% fetal bovine serum(FBS; iNtRON biotechno-

logy, Sungnam, Korea)과 항생제(100 U/㎖ penicillin, 100 U/㎖ streptomyc

-in)가 포함된 Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Nutrlent Mixture F-12(D

MEM/F12; Welgene, Gyeonsan, Korea)를 이용하여 5% CO2, 37℃ 조건에서 배

양하였다.

2.2.2. 면역세포화학법

분리한 세포가 연골세포가 맞는지 확인하기 위해 면역세포화학법을 수행하

였다. 4-well chamber slide에 4×105개 cell/㎖ 비율로 연골세포를 분주한 

후, 3일간 배양하였다. 4% paraformaldehyde로 10분간 고정하고 PBS로 세척 

후, 0.1% Triton X-100을 첨가하여 5분간 동안 고정하였다. 1% BSA로 30분 

동안 blocking한 후, 1차 항체인 collagen type II를 첨가하여 4℃에서 24시

간 동안 반응하였다. PBS로 세척 후, 빛을 차단한 뒤 2차 항체를 첨가하여 

상온에서 1시간 동안 반응하였다. DAPI 용액을 첨가하고 5분간 염색한 뒤, 

형광 현미경(Eclipse TE2000; Nikon- Instruments, Tokyo, Japan)을 사용하

여 촬영하였다.

2.2.3. 세포생존률 분석

석묵 추출물에 대한 연골세포의 생존율을 MTT 기법을 이용하여 분석하였

다. 12-well culture plate에 1.5×106개 cell/㎖의 연골세포를 분주하고 24

시간 동안 배양한 후, 0.25, 0.5, 1, 2㎎/㎖ 추출물을 처리하여 24시간 추가 

반응한 후, complete DMEM/F-12(c/DMEM/F-12) 배양액 1㎖당 MTT(5 ㎎/㎖) 용

액 100㎕를 첨가하고 37℃, 5.6% CO2 조건에서 2시간 동안 반응시켰다. 반응 

후 배양액을 제거하고 formazan salt를 DMSO로 녹인 후 ELISA reader(Epoc-
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h; BioTek instruments, Winooski, VT, USA)를 이용하여 590nm 흡광도에서 세

포 생존율을 측정하였다. 대조군의 흡광도를 100%로 하고, 추출물을 처리한 

실험군의 흡광도를 대조군과 비교하여 백분율(%)로 나타내었으며, 그 계산식

은 다음과 같다.

 

  


2.2.4. 질산염, PGE2, TNF-α 측정

12-well culture plate에 1.5×106개 cell/㎖의 연골세포를 분주하고 24시

간 동안 배양한 후, 0.25, 0.5, 1, 2㎎/㎖ 추출물을 1시간 전처리하고 IL-1β

(5 ng/㎖)를 처리하여 24시간 반응하였다. 세포 밖으로 분비되어 배지에 축적

된 질산염, PGE2, TNF-α의 양을 ELISA kit를 이용하여 측정하였다. 

2.2.5. 단백질면역발색법

12-well culture plate에 1.5×106개 cell/㎖의 연골세포를 분주하고 24시

간 동안 배양한 후, 0.25, 0.5, 1, 2㎎/㎖ 추출물을 1시간 전처리하고 IL-1β

(5 ng/㎖)를 처리하여 24시간 반응하였다. 총 단백질은 PRO-PREP 단백질 추

출 용액(iNtRON Biotechnology, Korea)을 이용하여 획득하였다. 분리된 단백

질의 농도는 albumin(2 ㎎/㎖, ThermoScientific, IL, USA)을 이용하여 정량

하였다. 단백질(15 ㎍)을 8% 또는 10% SDS-PAGE를 사용하여 분리한 다음 pol

yvinylidene difl-uoride membrane(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, US

A)으로 옮겼다. Transblotting 된 membrane을 0.1% Tween 20(TBST)을 함유하

는 5% Bovine serum albumin(BSA)에 넣어 50분 동안 반응한 후, membrane을 

특이 1차 항체와 함께 4℃에서 24시간 동안 반응한 뒤, TBST로 10분마다 세 

번 세척하였다. 세척 후, membrane을 2차 항체와 함께 실온에서 50분 동안 

반응하였으며, 단백발현 검출에는 enhanced chemiluminescence(ECL) kit(Mil
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lipore, Bedford, MA, USA)를 사용하여 이미지 판독기(Ras-4000, Fujifilm, 

Tokyo, Japan)로 시각화하였다.

2.2.6. Alcian blue 염색

6-well culture plate에 2 x 105개 cell/㎖의 연골세포를 분주하고 24시간 

동안 배양한 후, 0.25, 0.5, 1, 2㎎/㎖ 추출물을 1시간 전처리하고 IL-1β 

(5 ng/㎖)를 처리하여 24시간 반응하였다. 연골세포는 실온에서 1시간 동안 

70% EtOH로 고정한 후, PBS로 세척한 다음 1% alcian Blue 용액으로 2시간 

동안 염색한 후 증류수로 가볍게 세척한 뒤 이미지를 촬영하였다. 촬영 후 6 

M guanidine-HCL으로 녹여 620nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.2.7. 흰쥐 내측 반월판 손상 골관절염 질환 실험 돔물 모델 제작

6주령 수컷 SD 흰쥐는 다물사이언스(대전, 대한민국)로부터 공급받았다. 

실험동물은 21±1℃ 온도 및 55±5% 습도 조건에서 사육하였으며, 물과 사료

를 자유롭게 식이하도록 하였다. 모든 실험동물은 일주일간의 순치기간 후 

실험에 이용되었다. 인간 골관절염과 유사한 병인을 유도하기 위해 동물 모

델 무릎에 일반적으로 사용되는 내측 반월상 연골 불안정화(DMM) 수술을 시

행하였다. 수술 전 이소플로란으로 흡입마취를 하였으며, 실험동물의 양 무

릎관절의 내측 반월판을 blade를 이용하여 손상을 가하였다. 이후 근육, 피

부 순으로 봉합한 뒤 소독하였다. 수술 후, 다음날부터 8주간 매일 석묵 추

출물을 경구투여하였다; 그룹 1(대조군), 그룹 2(DMM), 그룹 3,4(DMM, 각각 

25, 50㎎/㎏, 석묵 추출물), 그룹5(celecoxib). 경구투여 종료 다음날 모든 

실험동물을 희생한 뒤 무릎 조직을 채취하였다.

2.2.8. 조직학적 분석

무릎 관절 샘플은 10% neutral buffered formalin(NBF)를 넣어 하루 동안 

고정한 뒤, 4주 동안 0.5 M EDTA(pH7.4)에 넣어 칼슘을 제거하였다. 이후, 
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차례로 70, 80, 90, 100% 에탄올 용액에 넣어 탈수작업을 한 뒤 100% xylene

을 넣어 에탄올을 제거하였다. 작업이 끝난 샘플은 파라핀 블록에 포매하였

다. 그 후 8㎛ 간격으로 절편하여 slide warmer에 24시간동안 건조시켰다. 

이후, safranin-O와 fastgreen으로 염색하였고, OA 심각도는 국제 골관절염 

연구 학회(OARSI) 점수를 기준으로 블라인드 평가하였다.

2.2.9. 실험자료의 통계학적 검정

모든 실험은 독립적인 3건의 반복 실험을 통해 얻었으며, 결과는 표준편차 

값으로 나타내었다. 각 실험군간의 유의성 검정은 GraphPadPrism 5.0 

software의 Dunnett test, analysis of variance(ANOVA)를 이용하여 유의성 

검증을 하였으며, p-value가 0.05 미만의 경우에 통계적으로 유의하다고 판

단하였다.
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제 3 절  결과

3.1. 석묵 추출물의 초대배양 연골세포의 생존률에 미치는 영향

분리한 세포가 연골세포인지 확인하기 위해 collagen type II를 이용하여 

면역세포화학기법을 수행하였다. 그 결과, 녹색의 collagen type II는 세포

질에 분포하고 있는 것으로 나타났다. Collagen type II는 연골세포 기질의 

구성 성분으로 세포질에 분포하고 있으므로, 이러한 결과는 분리한 세포가 

연골세포임을 시사한다(Fig. 1A). 연골세포 생존율에 미치는 추출물의 영향

을 분석하기 위해 MTT 기법을 수행하였다. 석묵 추출물을 2㎎/㎖까지 처리한 

결과, 세포 생존율에는 영향을 미치지 않았다. 이후 실험은 0.125, 0.25 및 

0.5㎎/㎖의 농도로 추출물을 처리하였다(Fig. 1B).
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Figure 1. Effects of fermentation ethanol of Campylaephora hypnaeoides(FeCH) 

on primary rat chondrocytes viability. (A) Immunocytochemistry (ICC) staining of 

chondrocytes  using collagen type Ⅱ antibody after 3 days of culture. (B) 

primary rat chondrocytes were treated with FeCH (0.25, 0.5, 1 and 2 mg/mL) for 

24 h, and viability was determined by MTT assay. Data are represented as mean 

± SD of three independent experiments. 
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3.2. 흰쥐 초대배양 연골세포에서 IL-1β에 의해 유도된 NO, iNOS, COX-2, 

COX-1, TNF-α, IL-6 및 PGE2 발현에 대한 석묵 추출물의 억제효과 

NO, iNOS, PGE2 COX-2와 같은 전염증성 사이토카인의 발현으로 인한 염증

은 골관절염 발병의 주요 요인 중 하나이다[3,7]. 따라서, 석묵 추출물이 항

염증 효과가 있는지 평가하기 위해, 연골세포에 석묵 추출물을 전처리하여 I

L-1β에 의해 유도된 NO, PGE2, COX-2 및 TNF-α와 같은 염증 매개체의 발현

을 분석하였다. IL-1β로 자극된 연골세포는 자극되지 않은 연골세포에 비해 

NO, iNOS, PGE2 및 TNF-α의 분비가 증가하였으며, 단백발현 역시 유의하게 

증가하였다(Fig. 2A-E). 반면, 추출물을 전처리한 연골세포에서는 IL-1β에 

의해 유도된 NO, iNOS, PGE2, COX-2, TNF-α 및 IL-6의 발현을 농도-의존적

으로 억제하였다(Fig. 2A-E). 또, 위장 점막 보호 효소와 관련 있는 COX-1은 

염증 유발 여부와 상관없이 일정하게 나타났다(Fig. 2D). 이러한 결과는 석

묵 추출물이 항염증 효과가 있음을 시사한다.
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Figure 2. Inhibitory effects of FeCH on IL-1β-induced nitrite, PGE2, TNF-α, 

IL-6 and COX-2 in primary rat chondrocytes. Primary rat chondrocytes were 

pretreated with FeCH (0.125, 0.25, and 0.5 mg/mL) for 1 h, followed by IL-1β 

(5 ng/mL) for 24 h. Nitrite production (A), PGE₂production (B), TNF-α

production (C) in the medium was determined by ELISA kit. (D) Expression of 

iNOS, COX-2, TNF-α, IL-6 and COX-1 expression was determined by western 

blot. (E) Quantitative data of (D) were analyzed using Image J software. Data 

are represented as mean ± SD of three independent experiments. α-tubulin 

served as an internal control. ##p<0.01 vs. control; *p<0.05, **p<0.01, and 

***p<0.001 vs. IL-1β treated group.
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3.3. 흰쥐 초대배양 연골세포에서 IL-1β에 의해 유도된 ADAMTS-5, 

ADAMTS-4, MMP-1, MMP-3, MMP-13 발현에 대한 석묵 추출물의 억제효과 

연골기질을 분해하는 효소의 활성에 대한 석묵 추출물의 효과를 평가하기 

위해, ADAMTSs와 MMPs의 발현을 분석하였다. IL-1β에 의해 ADAMTS-5, -4, M

MP-1,-3,-13의 발현이 현저히 증가하였으나, 석묵 추출물의 전처리에 의해 

이들의 활성이 점차 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 3A and B) 이러한 결과

는 석묵 추출물이 연골기질을 분해하는 효소들의 활성을 억제함으로써 연골

보호 효과의 가능성을 시사한다(Fig. 3A and B).
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Figure 3. Inhibitory effects of FeCH on IL-1β induced ADAMTS-5, -4 and 

MMP-1, -3, -13 in primary rat chondrocytes. Primary rat chondrocytes were 

pretreated with FeCH (0.125, 0.25 and 0.5 mg/mL) for 1 h, followed by IL-1β 

(5 ng/mL) for 24 h. (A) Protein levels of matrix degrading enzymes 

(ADAMTS-5, -4 and MMP-1, -3, -13) was determined by western blot. (B) 

Quantitative data of (A) were analyzed using Image J software. Data are 

represented as mean ± SD of three independent experiments. α-tubulin served as 

an internal control. ##p<0.01 vs. control; *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 vs. 

IL-1β treated group.
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3.4. 흰쥐 초대배양 연골세포에서 IL-1β에 의해 유도된 collagen typeⅡ와 

proteoglycan 분해에 대한 석묵 추출물의 보호효과 

ECM 성분인 col II와 proteoglycan은 정상 연골에 풍부하게 존재하며 연골

이 손상될수록 함량이 감소한다. 전처리된 추출물이 col II 분해를 억제함을 

확인하기 위해 Western blot을 통해 확인하였다. 연골세포에서 IL-1β에 의

해 염증이 유발되었을 때 col II의 농도는 감소하였으나, 추출물이 전처리된 

연골세포에서는 농도 의존적으로 증가하였다(Fig. 4 and B). 또한, 전처리된 

추출물이 proteoglycan의 분해를 억제함을 확인하기 위해 alcian blue stain

을 통해 측정한 결과, IL-1β에 의해 염증이 유발되었을 때 proteoglycan의 

농도는 감소한 반면, 석묵 추출물이 처리된 연골세포에서는 농도 의존적으로 

증가하였다(Fig. 4C and D).
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Figure 4. Effect of FeCH on collagen type II and proteoglycan in IL-1β–

stimulated primary rat chondrocytes. Primary rat chondrocytes were pretreated 

with FeCH (0.125, 0.25, and 0.5 mg/mL) for 1 h, followed by IL-1β (5 ng/mL) 

for 24 h. (A) Protein levels of collagen type Ⅱ degradation was determined by 

western blot. (B) Quantitative data of (A) were analyzed using Image J software. 

(C) proteoglycan degradation was determined by alcian blue stain. Data are 

represented as mean ± SD of three independent experiments. α-tubulin served as 

an internal control. ##p<0.01 vs. control; *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 vs. 

IL-1β treated group.
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3.5. 흰쥐 초대배양 연골세포에서 IL-1β에 의한 NF-κB p65의 핵 전이 및 

MAPKs 인산화 억제를 통한 석묵 추출물의 연골보호 효과 기전

추출물의 처리에 따른 염증 신호전달 경로 마커인 MAPKs의 인산화와 MMP의 

전사를 조절하는 NF-κB p65 subunit의 전사 여부를 Western blot을 통해 확

인하였다. IL-1β로 자극된 연골세포는 ERK, JNK 및 p38을 포함한 MAPKs의 

인산화를 활성화시켰으나, 추출물 전처리된 연골세포에서는 ERK, JNK, p38의 

인산화가 농도 의존적으로 억제되었다(Fig. 5A and B). IL-1β에 의해 염증

이 생긴 연골세포에서는 NF-κB p65의 인산화가 일어나고, 핵으로 이동되었

다(Fig. 5C and D). 반면, 추출물이 전처리된 연골세포는 농도 의존적으로 N

F-κB p65의 인산화를 억제하여 핵으로의 이동이 일어나지 않았다(Fig. 5C a

nd D). 이러한 결과는 흰쥐의 연골 세포에서 IL-1β에 의해 유도된 연골 분

해 효소의 발현이 MAPKs와 NF-κB의 신호 전달을 통해 매개되었으며, 추출물

이 ECM 분해를 유도하는 신호 경로를 억제함을 시사한다.
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Figure 5. Effect of FeCH on phosphorylation of MAPKs and activation of NF-κ

B in IL-1β–stimulated primary rat chondrocytes. Primary rat chondrocytes were 

pretreated with FeCH (0.125, 0.25 and 0.5 mg/mL) for 1 h, followed by IL-1β 

(5 ng/mL) for 24 h. (A) Protein levels of phosphorylation of MAPKs was 

determined by western blot. (B) Quantitative data of (A) were analyzed using 

Image J software. (C) phosphorylation levels of NF-κB p65 determined by 

western blot. (D) Quantitative data of (C) were analyzed using Image J software. 

Data are represented as mean ± SD of three independent experiments. α-tubulin, 

Lamin B1 served as an internal control. ##p<0.01 vs. control; *p<0.05, **p<0.01, 

and ***p<0.001 vs. IL-1β treated group.
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3.6. 골관절염 질환 실험동물에서 석묵 추출물의 연골보호 효과

DMM 유발 OA model에서 추출물의 연골보호 효과를 조사하기 위해 Safranin

-O/Fast green 염색 및 OARSI 점수를 사용하여 관절 연골의 구조적 무결성을 

평가하였다. 그룹 2(DMM)는 대조군에 비해 심한 골관절염이 발생하여 관절 

연골에서 proteoglycan의 감소와 연골 표면의 손상이 일어나는 등의 연골 결

손이 관찰되었으며, OARSI 점수 역시 5.5±0.5로 평가되었다(Fig. 6A, 6B). 

그러나 25, 50 ㎎/㎏ 추출물이 처리된 OA 그룹은 관절 연골에서 proteoglycan 

손실이 적고 연골 파괴가 적어 연골 결손이 감소하는 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 6A). 또한, 블라인드 테스트에서 낮은 OARSI 점수(각각 3±1, 1.25±

0.25)로 평가되었다(Fig. 6B). 이러한 결과는 추출물의 처리가 흰쥐 OA 모델

에서 OA 진행을 억제하였음을 시사한다. 
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Figure 6. Histological evaluation of cartilage-protective effect of FeCH against 

cartilage degradation in a DMM model. (A) In vivo schemic. (B) Rat underwent 

surgical destabilization of the medial meniscus (DMM). The day after the DMM 

surgery, rats were orally administered with FeCH (25 and 50 mg/kg) or celecoxib 

(2 mg/kg) daily for 8 weeks. Histological analysis of cartilage destruction was 

evaluated by safranin O/fast green staining.



- 20 -

제 4 절  고찰

골관절염은 주로 65세 이상에서 흔히 발생하며, 관절 연골의 마모로 인해 

통증과 움직임에 불편함을 유발하여 건강한 노화를 방해하는 대표적인 질환

이다[1]. 기존에는 관절의 만성 과부하 및 손상으로 인해 관절 연골 파괴와 

염증이 발생한다고 생각하였으나, 현재 골관절염은 염증 및 대사 요인을 포

함한 더욱 복잡하고 다양한 과정이라 보고되고 있다[25]. 퇴화된 연골은 윤

활막 세포 내에서 이물질 반응을 유도하여 염증성 사이토카인 생성 및 MMPs, 

NF-κB 신호를 통해 염증을 유발하고 연골을 파괴한다[3,26,27]. 골관절염은 

통증과 삶의 질 감소 및 높은 의료비용이 수반되는 질환으로 현재 치료법은 

관절 완화와 통증 관리에 국한되며, 연골 및 위장관이 보호되지 않는 등의 

부작용이 있다[28,29]. 또한, 진단 당시 연골 파괴가 상당히 진행된 경우가 

많아 완전한 관절염 치료가 어려워 예방이 중요하게 여겨진다[30,31]. 최근

에는 골관절염 예방이 가능하고 상대적으로 저렴하며 안전하게 관절 건강을 

증진시키는 천연물 소재를 식별하는데 관심이 커지고 있다[19,22]. 

석묵은 한국과 일본의 해안에 분포하며, 예로부터 삶아서 굳힌 형태로 섭

취되어온 해조류이다. Murakami S 등(2022)은 석묵 에탄올 추출물이 항염증 

및 항산화 작용을 통해 대사장애를 완화시킨다고 보고하였다[24]. 이에 본 

연구에서는 석묵 발효주정 추출물을 사용하여 연골세포에서 MAPKs, NF-κB 

신호전달 경로를 통한 연골보호 효과를 조사했으며, 그 효과를 DMM OA model

에서 입증하였다.

본 연구에서 사용된 추출물과 유사한 효과는 다양한 천연물의 관절염 방지 

및 연골보호 효과에 대한 이전 연구에서 관찰되었다. Mével E 등(2016)은 올

리브 및 포도씨 추출물이 IL-1β에 의해 유도된 NO, PGE2 및 MMP-13 발현을 

억제하여 외상 후 골관절염 손상을 예방한다고 보고하였으며[32], Nazir M 등

(2017)은 wogonin(5,7-dihydroxy-8-methoxyflavone)이 염증 매개체(nitrite o

xide, PGE2, COX-2 및 iNOS) 및 ECM 단백질분해효소(MMP-3, MMP-13 및 ADAMT

S-4)발현을 억제하여 연골보호 효과를 가진다고 보고하였다[33]. 또한, Han 

SJ 등(2021)은 safflower seed 추출물이 NF-κB 신호경로를 차단하여 MMPs, 



- 21 -

ADAMTS 등 이화인자의 발현을 억제하여 골관절염을 약화시킨다고 보고하였으

며[34], Nam DE 등(2014)은 보스웰리아 추출물이 NF-κB의 활성을 억제하여, 

NF-κB와 TNF-α가 서로 재활성화 시키는 양성피드백을 억제한다고 보고하였

다[35]. 

본 연구에서는 IL-1β에 의해 염증이 유도된 연골세포에 석묵 추출물을 처

리하였을 때, iNOS, PGE2, ADAMTS-4, -5 및 MMP-1, -3, -13의 발현이 감소하

는 것을 확인할 수 있었다. 또한, MAPKs(ERK1/2, JNK 및 p38)의 인산화와 NF

-κB p65 subunit의 핵이동 억제를 확인할 수 있었다. 이러한 실험 결과를 

통해 석묵 추출물이 MAPKs 및 NF-κB 신호전달 경로에 의해 ECM을 분해하는 

이화효소의 활성을 억제하여 연골 보호 효능을 가지는 것으로 사료된다. 

DMM 유도 OA 모델은 내측 반월판 손상을 통해 연골의 불안정화를 유도하여 

관절 연골의 손실이 진행된다. 이는 부상 및 노화 관련 골관절염과 유사하여 

골관절염 동물모델로 많이 사용된다[36]. Lee H 등(2020)은 서마쑥 추출물을 

경구투여한 DMM 유도 OA model의 조직절편을 safaranin-O 염색하여 연골 두

께 및 연골세포 수의 증가를 확인하였으며, 서마쑥 추출물이 DMM OA 모델에

서 연골보호 효과를 가진다고 보고하였다[37]. 또한, Nanxing 등은 baicalein

이 DMM OA모델에서 연골 표면의 파괴 및 침식을 억제하고, proteoglycan 분

해를 억제하여 연골 두께를 증가시켰다고 보고하였다[38]. 본 연구에서 사용

한 DMM OA 모델의 조직절편을 fastgreen/safranin-O 염색했을 때, 연골에 분

포하는 proteoglycan 함량 및 표면 침식 정도가 석묵 추출물의 농도에 따라 

증가하는 것을 확인하였다. 이러한 실험 결과를 통해 DMM 유발 OA 모델에서 

석묵 추출물이 연골 분해를 억제하고, 관절 연골의 손상을 감소시켰음을 시

사한다. 
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제 5 절  결론

  골관절염은 퇴행성질환 중 65세 노인에게서 흔히 발병하는 질병으로, 관절 

연골의 변형, osteophyte 형성 및 통증을 수반한다. 석묵은 식용가능한 홍조

류에 속하며, 예로부터 한국을 비롯한 아시아 지역에서 음식의 재료로 섭취

해왔다. 석묵은 항염증 및 항산화 효과를 기반으로 대사 장애를 완화시킴으

로써 체지방 감소에 효과가 있다고 보고되어 있다. 그러나 석묵의 골관절염 

개선에 대한 효능은 보고된 바 없다. 따라서, 본 연구에서는 석묵의 골관절

염 개선에 대한 효능을 평가하였다. 

1. 석묵 추출물의 전처리는 아질산염, PGE2, iNOS, COX-2, ADAMTS-5, 

ADAMTS-4, MMP-1, MMP-3, MMP-13을 포함한 염증 매개체 및 연골 분해 효

소의 생성 및 발현을 억제하였다.

2. 석묵 추출물의 전처리는 IL-1β에 의한 Collagen type II 및 

proteoglycan의 분해를 억제하였다.

3. 석묵 추출물의 전처리는 NF-κB p65의 핵 전이를 억제하였으며, ERK, JNK 

및 P38의 인산화를 억제함으로써 연골보호효능을 나타내었다.

4. In vivo study에서 내측 반월판 손상으로 인한 골관절염 실험동물을 구축

하였으며, 석묵 추출물을 8주간 경구투여한 결과 추출물을 섭취한 군에서 

유의적으로 연골이 보호됨을 확인하였다. 

  이러한 결과는 석묵 추출물이 연골보호 효능이 있음을 나타내며, 석묵 추

출물이 골관절염 예방 혹은 지연을 위한 식품 혹은 의약품 개발의 후보 소재

로써 제공 가능함을 시사한다.
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