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조각자 에탄올 추출물 및 그 분획의 항염증 및 진통효능
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Abstract − Traditionally, the thorns of Gleditsia sinensis LAM. (GS) have been used for the treatment of various types of can-

cer and heart, skin, vascular and inflammatory diseases. However, there have been no reports on the antinociceptive or anti-

inflammatory properties of the thorn of GS. The present study was carried out to evaluate the anti-inflammatory and anti-

nociceptive effects of the ethanolic extract of GS (EEGS) and its sub-fractions. The administration of EEGS (500 mg/kg) or

its butanolic fraction (50 and 100 mg/kg) reduced the frequency of the acetic acid-induced writhing reflex in mice. In addition,

the administration of the butanolic fraction of EEGS (50 and 100 mg/kg) prolonged the latency of reaction at the hot plate in

mice. The butanolic fraction of EEGS also inhibited lipopolysaccharide-induced nitric oxide, prostaglandin E
2
, and tumor

necrosis factor-á production in the RAW 264.7 cell line. These results suggest that EEGS has anti-inflammatory and analgesic

properties and is a potential therapeutic for inflammation and nociception.
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통증은 삶의 질과 연관되어 있으며, 만성적인 통증은 불

안, 우울 등의 정신질환을 야기하기도 한다.
1-3)
 통증은 직접

적인 화학자극 또는 자가면역반응에 의한 2차 반응에 의해

야기되는 염증이 중요한 원인이며,
4)
 조직 손상, 감염, 종양

의 성장 등으로 야기되는 염증은 지속적이고 장기적인 통

증을 유발하기도 한다.
5)
 진통제는 수십 년간 가장 일반적으

로 사용되는 치료법 중 하나였으나, 일부 진통제는 의존성,

내성, 변비, 오심, 구토 등의 부작용을 야기하기도 한다. 그

러므로, 원하는 부위에만 작용하고 사용에 더 안전한 진통

제의 개발이 요구되고 있으며, 천연물은 상대적으로 적은

부작용을 가지고 있어 천연물 유래의 진통제 개발에 관심

이 증가하고 있는 상황이다.
6)

조각자(Gleditsia sinensis LAM., GS) (콩과, Leguminoceae)

는 한국, 중국 등이 주산지인 다년생 관목으로, 조각자의 가

시는 암 뿐만 아니라, 심장질환, 피부질환, 혈관질환, 염증

성 질환 등의 치료에 사용되어 왔다.
7)
 또한, 조각자 추출물

은 LPS로 유도된 NO생성, 대식세포의 iNOS 발현, 비만세

포에 의한 아나필락시스성 쇼크에 대한 억제 효능 및 항균

작용 등이 보고되어 있으나,
8-10)

 조각자의 진통효능 및 항염

증 효능은 현재까지 보고되어 있지 않다. Pilot study에서

RAW 264.7세포주에서 조각자의 에탄올 추출물 (EEGS)의

항염증 작용을 관찰하였으며, 조각자의 에탄올 추출물 뿐만

아니라 그 분획물에서도 항염증 효능이 나타나는지 확인하

였다. 본 연구자들은 EEGS 분획의 항염증 효능을 평가하

기 위하여 RAW 264.7 세포주를 사용하였으며, 말초성 통

증에 대한 진통 효능을 평가하기 위해서 acetic acid로 유도
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된 writhing test를 실시하였으며, 중추성 통증에 대한 진통

효능을 평가하기 위하여 hot plate test를 실시하였다.
11)
 

재료 및 방법

동물 및 실험재료 − 수컷 ICR mice (체중 25-30 g)는 오

리엔트 (대한민국 서울)에서 구매하였다. Mice는 cage당 5

마리씩 사육하였으며, 물과 음식은 자유롭게 공급하였으며,

주야 주기 12시간 (주간: 07:00-19:00), 온도 23±1×C, 습도

60±10% 조건하에서 사육하였다. 동물의 처치 및 유지는 The

Principle of Laboratory Animal Care (NIH publication No.

85-23, revised 1985) 및 경희대학교 동물관리규정에 따라

실시하였다.

Indomethacin, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide (MTT), sulfanilamide, 및 lipopoly-

saccharide (LPS) (Escherichia coli, serotype 0111:B4) 등의

시약은 Sigma (St. Louis, MO, 미국), Dulbecco's modified

Eagle's minimum essential medium (DMEM), fetal bovine

serum (FBS), penicillin 및 streptomycin은 Life Technologies

(Grand Island, NY), prostaglandin (PGE2)과 tumor necrosis

factor-α (TNF-α)를 확인하기 위한 ELISA kit는 R&D

Systems (Minneapolis, MN)에서 각각 구매하였다. 다른 모

든 시약은 확보할 수 있는 최상 등급의 시약을 사용하였다.

조각자는 서울 소재의 약재 공급자에게 구입하여 경희대

학교 약학대학 한약학과 명예교수인 육창수 교수의 감수를

받아 실험을 진행하였다 (Voucher No. KHOPS 2009-15).

추출물의 제조 − 조각자는 60
o
C의 수욕상에서 약재 무게

10배량의 70% 에탄올로2시간씩 2회 추출하였다. 에탄올 추

출물은 여과하여 농축 후, 동결 건조하였다 (model FD-5N;

Eyela, Tokyo, Japan) (이하 동결건조물을 EEGS로 칭함, 수

율 8.2%). EEGS의 분획은 Fig. 1과 같이 진행하였으며,

EEGS를 증류수에 녹여 2시간 동안 헥산을 넣어 분획하였

다. 헥산 분획은 농축하여 동결 건조하였으며 (수율: 0.39%),

클로로포름, 에틸아세테이트, 부탄올, 물 분획도 같은 방법

으로 제조하였다. 각 분획의 수율은 각각 0.06%, 0.24%,

1.86%, 2.05%였다.

세포배양 및 MTT 측정 − RAW 264.7 macrophage 세포

주는 한국세포주은행 (서울)으로부터 얻었으며, 이 세포는

10% FBS와 페니실린 (100 units/ml), streptomycin sulfate

(100 µg/ml)의 조성의 배지에서 시험 군에는 시험물질을 처

리하고, 5% CO2 조성의 37
o
C 상의 인큐베이터에서 배양하

였다. MTT는 세포독성을 평가하는데 사용되는 방법으로서,

세포 (5 × 10
4
)를 96 well plate에서 10% FBS를 함유한

100 µl DMEM 배지에 배양하며, 24시간 후, 여러 농도의

EEGS 분획을 넣었다. 48시간 후, 50 µl의 MTT을 첨가하고

4시간 동안 추가로 배양하였다. 배지는 제거하고, 세포에서

생성되는 formazan blue는 100 µl DMSO에 녹였다. Optical

density는 microplate reader (Perkin Elmer Cetus, Foster

City, CA)에서 540 nm의 파장으로 측정하였다.

Nitrite 정량 − 세포 배양액에 있는 nitrite는 Griess 반응

에 의한 NO 생성의 지표로서 즉정하였다.
12)
 실험방법을 요

약하면, 100 µl의 세포 배양액에 동량의 Griess reagent [(5%

(v/v) phosphoric acid에 녹인 1% (w/v) sulfanilamide와

0.1% (w/v) naphtylethylenediamine-HCl 동량)]를 넣어 10분

간 실온에서 배양하고, microplate reader에서 540 nm의 파

장으로 측정하였다. 신선한 배양액을 blank로 사용하였다.

EEGS 분획의 적용으로 생성되는 nitrite의 양은 sodium

nitrite의 계대희석에 의한 standard curve를 이용하여 측정하

였다. 양성대조군으로는 iNOS 억제제인 L-N6-(1-iminoethyl)

lysine (L-NIL)을 사용하였다.

PGE2와 TNF-α의 정량 − RAW 264.7 macrophage 세포

는 1시간 동안 EEGS 분획에 전처리하고, LPS (1 µg/ml)로

24시간 동안 독성을 유도하였다. Macrophage 배양액의 PGE2

와 TNF-α 농도는 ELISA kit를 이용하여 정량하였다. PGE2

생성 억제 실험의 양성대조군은 선택적 COX-2 억제제인

N-[2-(cyclohexyloxy)-4-nitrophenyl] methanesulfonamide

(NS-398)를 사용하였다. 

초산 유도 writhing test − 초산 유도 writhing test는 기

존 논문의 방법을 약간 변경하여 실시하였다.
13)
 초산용액 (1

%, v/v)을 마우스에 복강투여하고, 마우스는 각각 관찰자가

보이지 않도록 하여 사육용 투명 케이지 가운데에 넣고, 20

분간 writhing 횟수를 측정하였다. 마우스는 초산 복강투여

1시간 전에 10% Tween 80 solution (v/v) (대조군), EEGS

(62.5, 125, 250, 및 500 mg/kg), 그 부탄올 분획 (12.5, 25,

50, 및 100 mg/kg), 또는 indomethacin (10 mg/kg, 양성 대

조군)을 각각 경구 투여하였다.

Hot plate test − Hot plate test는 55 ± 0.5
o
C로 온도를

고정한 hot plate (IITC Inc., model 39, CA)에서 실시하였

Fig. 1. The fraction scheme of the thorn of Gleditsia sinensis.
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다.
11)
 마우스를 hot plate 위에 놓고 뒷발을 핥거나, 흔들거

나 점프하는데 걸리는 시간을 측정한다. 마우스는 실험 1시

간 전에 10 % Tween 80 solution (v/v) (대조군), EEGS

(62.5, 125, 250, 및 500 mg/kg), 그 부탄올 분획 (12.5, 25,

50, 및 100 mg/kg), 또는 indomethacin (10 mg/kg, 양성 대

조군)을 각각 경구 투여하였다.

통계처리 − 실험값은 mean ± S.E.M. 으로 표기하였으며,

군간 비교는 one way analysis of variance (ANOVA)를 이

용하였으며, 유의성이 있는 경우 Student-Newman-Keuls test

를 이용하여 재검정하였다. 유의성 정도는 P < 0.05 수준에

서 판단하였다.

결과 및 고찰

EEGS 분획의 항염증 효능을 확인하기 위하여, LPS로 유

도된 RAW 264.7 macrophage에서 NO, PGE2 및 TNF-α의

생성량을 측정하였다. 세포는 24시간 동안 LPS (1 µg/ml)를

처리하기 전에 1시간 동안 EEGS로 전처리 하였으며, 세포

를 배양한 배지를 수거하여 NO, PGE2 및 TNF-α의 농도를

측정하였다. EEGS의 분획 중에서 부탄올 분획이 LPS로 유

도한 NO, PGE2및 TNF-α의 생성을 가장 많이 억제하였다

(Table I). 그러나, EEGS의 부탄올 분획의 MTT assay결과

낮은 IC50 값을 나타내어 부탄올 분획이 세포 독성을 나타

낼 수 있음을 의미하는 것으로 추후 연구가 필요한 부분으

로 사료된다.

초산 용액의 복강투여는 복강 내에 염증을 유도하여 마우

스에서 writhing reflex를 일으킨다.
13)
 본 연구자들은 EEGS

가 writhing reflex의 횟수를 감소시키는 지의 여부를 확인

하고자 하였다. 실험 결과, 양성 대조군으로 사용한

indomethacin은 대조군과 비교하여 writhing의 횟수를 유의

적으로 감소시켰으며, EEGS (500 mg/kg)도 writhing의 횟

수를 유의적으로 감소시켰다 (Fig. 2A, P < 0.05). 또한, 본

Table I. The effects of each fraction of EEGS on LPS-stimulated nitric oxide (NO), prostaglandin E
2
 (PGE

2
), and tumor

necrosis factor (TNF)-α production and on cell viability in RAW 264.7 cells.

Fraction
IC 

50
 (µg/ml)

a

MTT NO PGE
2

TNF-á

Hexane 105.12 ± 4.6 51.93 ± 1.8 118.5 ± 2.6 68.58 ± 0.9

Chloroform 135.25 ± 5.3 105.13 ± 2.2 209.85 ± 3.3 65.16 ± 0.8

Ethyl acetate 168.27 ± 6.6 96.6 ± 1.9 153.52 ± 2.5 70.85 ± 0.9

Butanol 72.14 ± 3.7 40.72 ± 1.5 63.22 ± 1.8 17.07 ± 0.8

Positive control 15.25 ± 3.1 7.95 ± 0.3

RAW 264.7 cells were pretreated with EEGS for 1 h before LPS (1 µg/ml) treatment. 
a
A dose of required for 50% inhibition

(IC
50
) on cell viability and production of NO, PGE

2
, and TNF-α, respectively. Cell viability after EEGS treatment was assessed

using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. As a positive control, L-NIL was used for
NO production (µM) or NS-398 for PGE

2
 production (nM). Data are expressed as mean±S.E.M. (n=3).

Fig. 2. The effects of the ethanolic extract of the thorn of Gleditsia sinensis (EEGS) in the acetic acid-induced abdominal writhing

test (A) and hot plate test (B). The frequency of writhing was observed for 20 min at 1 h after drug or vehicle treatment. The

latency of time at the hot plate was observed 1 h after drug or vehicle treatment. Data are expressed as mean ± S.E.M (n=10). *P

< 0.05 versus control group.
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실험자들은 열에 의해 유도되는 통증에 대한 EEGS의 진통

효능을 알아보기 위하여 hot plate test를 실시하였다. 양성

대조군으로 사용한 indomethacin은 대조군과 비교하여 hot

plate 위에서 견디는 시간을 유의적으로 증가시켰으며, EEGS

도 모든 용량에서 hot plate 위에서 견디는 시간을 유의적으

로 증가시켰다 (Fig. 2B, P < 0.05).

본 연구진은 EEGS의 진통작용 결과를 바탕으로, EEGS

각각의 분획물에 대한 진통효과를 초산 유도writhing reflex

test및 hot plate test를 통하여 확인하고자 하였다. EEGS의

분획물 중 부탄올 분획 (50, 100 mg/kg)이 대조군과 비교하

여 초산으로 유도한 writhing의 횟수를 유의적으로 감소시

켰다 (Fig. 3A, P < 0.05). 그러나, 다른 분획은 writhing의

횟수를 유의적으로 감소시키지는 못하였다 (data not shown).

또한, hot plate test에서 EEGS의 부탄올 분획물이 (50, 100

mg/kg) 대조군에 비하여 hot plate 위에서 견디는 시간을 유

의적으로 증가시켰다 (Fig. 3B, P < 0.05). 이러한 결과는

조각자 추출물 및 부탄올 분획이 우수한 진통 작용을 가지

고 있는 것을 의미한다.

현재 임상에서 다양한 진통제 및 항염증제가 사용되고 있

으나, 이러한 치료제는 위에서 언급한대로 위장관 궤양, 심

장발작, 뇌졸중 등의 여러 예상치 못한 부작용을 야기할 수

있으므로, 새로운 진통제 및 항염증제의 개발이 절실히 요

구되고 있다.
14)
 천연물은 이러한 진통제의 소재의 중요한 원

천으로 여겨지고 있으며,
15, 16)

 그 종류는 Rosmarinus officinalis,

Amaranthus spinosus, Achillea millefolium, Artemisia vulgaris

등이 알려져 있다.
17-19)

본 실험자들은 in vivo에서 EEGS의 진통 효능을 확인하

였다. 조각자의 중추 및 말초신경에서의 진통효과를 확인하

기 위하여, 2가지 실험 모델을 적용하였다. 하나는 hot plate

test이고, 또 다른 하나는 초산 유도 writhing test인데, 전자

는 중추신경의 진통효과를 확인하는 실험이며, 후자는 말초

신경의 진통효과를 확인하는 실험이다.
11)
 본 실험자들은

EEGS가 초산 유도 writhing test와 hot plate test에서 진통

효과를 나타내고 있음을 확인하였다. 또한, in vitro에서

EEGS 분획물에 대한 항염증효과를 확인하였다. 비록 다른

분획에 비해서 부탄올 분획이 약간 높은 세포독성을 나타

내었으나, EEGS의 4개의 분획 중에서 부탄올 분획이 RAW

264.7 cell에서 LPS로 유도된 NO, PGE2, TNF-α의 생성에

대해 가장 낮은 IC50를 나타내었다. 이러한 결과는 EEGS는

cytokine을 방출을 억제함으로써 항염증 효능을 나타내며,

화학적 통증 및 온도에 의한 통증에 대하여 진통 효과를 나

타내는 것으로 보아, EEGS의 부탄올 분획은 중추 및 말초

신경에서의 진통 효과를 모두 나타내고 있음을 확인하였다.

조각자는 전통 의학에서 염증 질환을 포함하는 다양한 질

환에 사용되어 왔다.
7,20)

 본 연구는 조각자의 전통적 사용에

대한 과학적 근거를 제시하고 있다는 데에 그 의의가 있다.

한편, 조각자에는 oleanane형 saponin과 phenolic compound

같은 compound가 많이 함유되어 있는데,
10,20-25) 

Oleanane형

saponin이 풍부한 천연물은 항알러지 및 항염증 효능을 가

지고 있다고 알려져 있다.
26-29)

 본 연구자들은 EEGS의 부탄

올 분획을 활성에 의한 activity-guided fractionation법에 따

라 추가로 분획하여 urolignoside를 분리하였으나,
30)
 안타깝

게도 분리한 양이 충분하지 않아 urolignoside가 진통효능을

나타내는 활성성분인지 아닌지 확인하지 못하였다. 

결 론

본 연구에서 조각자는 항염증 및 진통 효능을 나타냈으며,

Fig. 3. The effects of the butanol fraction of ethanolic extract of the thorn of Gleditsia sinensis (EEGS) in the acetic acid-induced

abdominal writhing test (A) and hot plate test (B). The frequency of writhing was observed for 20 min at 1 h after drug or vehicle

treatment. The latency of time at the hot plate was observed 1 h after drug or vehicle treatment. Data are expressed as mean ±

S.E.M (n=10). *P < 0.05 versus control group.
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비록 결과가 임상적인 의미를 부여하지는 못하나, EEGS는

통증과 염증에 대한 기능성 소재로서 사용될 수 있다고 사

료된다.
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