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    마티스 염   신  가 역 질  막 

염증  지  한   변  특징  가지 1,2), 

  증상 는 심막염, 마티스 결 , 폐  등  래

할  다고 알  다3,4). 한, 마티스 염  료  

리에 랜 간  필요  하는 질  에 장 간  약  

여에  약 에 한 내 과 작용  험 에 출 어 다. 

생약 는 양약  각  작용  험  다는 에  많

 심  고 다5-7). 

    연골  붕 는 matrix metalloprote inase (MMP; 질붕

단 질)  주요 원  작용하는 , 질붕 단 질  

MMP-1과 MMP-3는 막 아 포에  는 요효  알

 다8,9). Tumor Necrosis Factor (TNF)-α, IL-1β같  사

토 들   막 포  극하  극  포는 Nuclear 

Factor (NF)-κB  Activator protein (AP)-1 사   

도 어 질붕 단 질  MMP-1과 MMP-3  하게 고, 

 질붕 단 질에 해 연골  해  염  도

다고 알  다10,11).

    (Desmodium styracifolium Merr.)는  과 

가지  말하 , 주산지는 동( )  알  다.  

효능 는 심 에 작용하여 심근  축  증가시키고, 간담

즙   증가시키는 것  보고 어 다12). 한  

 연 에  암 포   억 시키는 효능에 어 

가 NF-κB 억  통하여 MMP-9   억  한다는 보고  

하 다13). 그러나 마티스 염에   효능과  

류마티스 염에서 금 초 추출물의 염 억제 효과
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     Desomodii Herba (DH) has been shown to exhibit pharmacologyical activities, such as increase myocaridal 

contraction and secretion of hepatic bile. DH is used  to reduce pain caused by rheumatoid arthritis(RA) in Korean 

medicine. However, the DH exact(DHE) effect and mechanism on rheumatoid arthritis are unknown. In this study, we 

aimed at the inhibitory effect of DHE on rheumatoid arthritis, and investigated the effect in collagen-induced mice 

arthritis model and TNF-αinduced MMP-1 and MMP-3 expression including the molecular basis in rheumatoid arthritis 

synovial fibroblasts (RASFs).The effect of DHE on RA was measured by clinical scoring system. In RASFs, expression 

of MMP-1 and MMP-3 was assessed by Western blotting and real-time PCR. Also, Western blotting used to evaluate 

the phosphorylation levels of p38, ERK and JNK and activation of NF-κB and AP-1. Our results showed that DHE 

reduced collagen-induced arthritis in mice. DHE inhibits TNF-αinduced MMP-1 and MMP-3 expression and mRNA 

levels in RASFs. The inhibitory effect of DHE was mediated by the inhibition of the AP-1/JNK signaling pathway. Taken 

together, our results suggest that the DHE may have preventive potential for rheumatoid arthritis.
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보고 어 지 않다.   추출  마티스 염에 

요한 MMP 에 효과가  것  사료 어 in vitro 실험에

 염 포  용하여 MMP  억  하 다. 그리고 

collagen   마우스 염모 에 도 MMP  효과  

염 억  효과  하고,    사하여 

 는 결과  도출하 에 보고하는 다.

재료  법

1. 포 양  재료

    마티스 염 에  리한 막 포 (Rheumatoid 

arthritis synovial fibroblasts; RASFs)는 CELL APPLICA 

TIONS 사에  하여 사용하 , DMEM 지에 10%  

아 청과 1% 항생  첨가하여 사용하 고 37℃, 5% CO2가 

든 incubator에  양하 다. TNF-α, MMP-1 antibody, 

MMP-3 antibody는 R&D Systems (R&D systems, Minneapolis, 

USA)에  하 다. Dimethylsulfoxide(DMSO), β-actin 

antibody는 SIAMA에  하 다. 항체 p-c-Jun, p-p38, 

p-ERK, p-JNK, p38, ERK 그리고 JNK는 cell signaling에  

하 다(Beverly, MA, USA). 항체 proliferating cell nuclear 

antigen(PCNA), p65, p50, 그리고 IκBα  차항체는 Santa 

Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)에  하 다. 

High glucose-containing DMEM, 아 청, 항생 , trypsin 

그리고 phosphate-buffered saline (PBS)는 Gibco-BRL 

(Gaithersburg, ME, USA)에  하 다.

2.  추출  리

    는 당(울산, 한민 )에  하  원 학

 한 과 학 본 학 실에  진  여  검증 았고, 추출

 아래  같  리하 다.  100 g  70% 에탄 에 2시

간 동안 출시킨 후  솜  용하여 여과한 후  생

지 않도  45℃에  Rotary Evaporator(N-1000SWD, EYELA, 

JAPAN)  용하여 축한 다  건 하여 12.1 g  득하여 4℃

에  보 하  실험에 사용하 다

3. Western blot analysis에 한 단 질  

    RASFs에  추출  1시간 동안 처리 후에 TNF-α

 처리하고 37℃ 양 에  양하 다. 포내 단 질 리는 

M-PER (Mammalian Protein Extraction Reagent) (Pierce 

Biotechnology, Rockford, IL, USA)  사용하 다. 단 질 (20 

㎍)  동  시행하여 리하 고, Hybond™-polyvinylidene

fluoride membranes (GE Healthcare Life Sciences, 

Buckinghamshire, UK)  사용하여 단 질  동하 다. 각각

 membrane  5% bovine serum albumin 는 5% skim 

milk  사용하여 2시간 동안 킹 하 고, 차항체는 1 ㎍/㎖

 사용하여 4℃ 냉장고에  18시간 처리하 다. 차항체는 HRP- 

conjugated IgG (1:2000 dilution)  사용하 다. 단 질 양  

image analyzer (Uvitex, Cambri dge, UK)  사용하여 하 다.

4. 실시간 역 사 효  합  (Quantitative real-time 

polymerase chain reaction – Real time RT-PCR)

    MMP-1과 MMP-3    양  하  해 포에

 RNA  Trizol Reagent (Life Technology, USA)  용하여 

추출하 고, 1μg RNA는 PrimeScript™ RT reagent Kit 

(TaKaRa, Shiga, Japan)  용하여 cDNA  합 하 다. 

MMP-1과 MMP-3  양  StepOnePlus system과 

SYBR Green (Applied Biosystems, USA)  용하여 Real time 

RT-PCR  행하 고, housekeeping gene (GAPDH)과 하여 

량 하 다.

    MMP-1 (NM 002424.2) primer: sense, 5'-AGTGACTG- 

GGAAACCGATGCTGA-3' and antisense, 5'-CTCTTGGCAAATC 

TGGCCTGT AA-3'; MMP-3 (NM 002422) primer: sense, 

5'-ATTCCATGGA GCCAGGCTTTC-3' and anti sense,5'-C 

ATTTGGGTCAAACTCCAACTGTG-3' and GAPDH (NM 002046) 

primer: sense, 5'-ATGGAAATCCCATCACCATCTT-3' and anti 

sense, 5'-CGCCCCACTTGATT TTGG-3’

5. 핵산 추출 (Preparation of nuclear extract)

    RASF에  추출  1시간 처리 후 TNF-α  3시간 

동안 처리하 다. 차가운 PBS  척 후, cytoplasmic과 nuclear 

리는 NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction 

Reagents (Thermo Scientific. Rockford, USA)  사용하 다.

6. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)  용한 AP-1

 도  

    AP-1   결합 능   해 AP-1 consensus 

binding site  가진 biotin  붙  oligonucleotide probe 

(5'-CCGGTTAA CAGAGGGGGCTTTCCGAG-3') oligo  사용하

, 포에  리한 핵 단 질  2.5% (v/v) glycerol, 5 mM 

MgCl2, 50ng/㎕ poly(dI-dC), and 0.05% (v/v) NonidetP –40, 

400 fmol oilgo  binding buffer  어 상 에  20 간 

시킨 후 4% polyacrylamide gel에 걸어 동  한 후, 0.45 

μm nylon membranes (Hybond-N+; Amersham, Bucks, UK)

에  동 시킨 후 crosslinker (CL-1000 ultraviolet 

crosslinker; UVP Inc, Upland, USA)  사용하여 고 시 다. 

membrane  학  핵산   (Thermo Scientific, 

Rockford, USA)과 image analyzer(Uvitex, Cambridge, UK)  

사용하여 미지  얻었다.

7. Collagen induced arthritis  작   추출  여

    6주  컷 DBA/1 마우스  하여 (Orient, Seoul, 

Korea) 1주  동안  안  간  거  후 CIA  도하 다. 

150ug 2  겐 (Chondrex, Redmond, USA)과 300ug  

complete Freund adjuvant (CFA)  균질  용하여 1:1  

 후 마우스 리  1cm에 피내 주사하 다. 3주 후 생리식

염 에  같  양  겐  복강에 여하고, 1주  뒤 

5ug LPS (Chondrex, Redmond, USA)  복강 여하여 CIA  
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시 다. CIA에   추출  향  알아보  해 각 

실험  7마리  하 고,  추출  (250mg/kg)  CIA

도 첫날  28  동안 매  경 여 하 다. 

8. 염  평가

    염  생  도는  사지에      

 평가하 고, 등  께는 electrical caliper  사용하여 

 하 다. 평가는 실험 과  알지 못하는 찰 가 

하 다. 3주  주 2  찰하여 시 별  증도  평가하여 

 하 다14). 증도 평가는, 증도 0  나 창  없는 

경우, 증도 1  경도 과 , 증도 2는 목 에  

에 걸  뚜 한 과 , 증도 3  목 에  가

에 걸  뚜 한 과 , 증도 4는 목에  가 에 걸  

  심한 붓  하여 평가하 다. 

9. 통계처리

    실험 결과는 mean ± S.E.M  시하 ,  검

 One-Way anova test (Microcal Origin; version6.0; 

Microsoft; USA)  사용하 다. 그리고 p < 0.05  것만 한 

것  하 다.

결    과

1.  추출  TNF-α 도 MMP-1과 MMP-3 에 

한 효과

    마티스 염에  MMPs  는 하나  지  작용하

, 여러 가지 MMP들  MMP-1과 MMP-3는 막 포에  만들

어지 , 마티스 염  액에 매우 높  양  재한

다고 알 다8,15,16). , RASFs에  실험  염증  

 도하  하여 TNF-α 처리한 후 MMP-1과 MMP-3  증

가에 한  추출  효과  하 다. TNF-α 처리에 

해 증가  MMP-1과 MMP-3는  처리에 해 

 억 었다(Fig. 1A). 한 Real time PCR 법  용하여 

mRNA  사한 결과  추출  TNF-α에 해 증가

하는 MMP-1과 MMP-3  mRNA   게 억 함  

하 다(Fig. 1B).

A

B

Fig. 1. Inhibition of TNF-α-induced expression of MMP-1 and MMP-3 

in RASFs. RASFs were pre-treated with DHE for 1 h  and stimulated with 

10 ng/ml TNF-α for 24 h. (A) Total cellular protein was analysed by 

western blotting with anti-MMP-1 and anti-MMP-3 and anti-β-actin was 

used for confirm equal loading. (B)The MMP-1 and MMP-3 mRNA levels 

were measured using real-time qPCR method. Each value represents the 

mean ± the SME of three independent experiments. #P<0.05 vs untreated 

control; *P<0.05 vs TNF-α

2.  추출  TNF-α 극에  Mitogen-activated 

protein kinase (MAPK)/AP-1 신  경  에 한 효과

    TNF-α 극에  MMPs 에 요한 역할  하는 사

 알 진 NF-κB  AP-1  MPAK family에 해 다

고 알  다10). MAPK는 p38, ERK  JNK  어 , 

 가진 산  태가 직에  검출 다고 알  다
17). ,  추출  MAPK 억  효과  하  하

여, western blot 법  용하여 MAPK  하 다. 그

림 2A에  보는 것과 같  TNF-α는 MAPK 원  p38, ERK, 

JNK  산  매우 효과  증가시키 ,   처리는 

러한 산  억 하 다.  추출  MMP-1과 

MMP-3 억  효과  포 내   하게 규  하여 

사  에 한 향  western blot, EMSA 법  용하여 

하 다. 그 결과 TNF-α 처리에 해 NF-κB    

p65  p50  핵  동 증가, NF-κB  매개체  IκBα  

붕 증가, AP-1    c-Jun  산 가 증가하 고, 

 추출   처리하   NF-κB  억 하지 않았

, 직 c-Jun  산 만 억 는 것  하 다(Fig. 2B). 

한, 사   EMSA 법  사용하여  한 결과 

 추출  AP-1  DNA 결합 능  한 억 하는 것  

하 다(Fig. 2C). 러한 결과는  추출  특  TNF-

α 극에 한 신  에  AP-1  억 함  나타낸다. 
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Fig. 2. DHE inhibits TNF-α-induced MAPKinase and AP-1 activation in 

RASFs. (A) Cells were pre-treated with DHE 1 h and treated with TNF-α 

30 min. The cell lysates were analysed by western blotting with indicated 

antibodies. (B) RASFs were pretreated with DHE for 1 h, and then TNF-α 

was added. Expressions of p-c-Jun, p65 and p50 in nucleus and IκBα in 

cytoplasm were determined by western blotting. (C) DNA bindg of AP-1 

was analyzed by electrophoretic mobility shift analysis.

3.  추출  겐 도 마우스 마티스 염 모 에 

한 효과

     추출  염  생  억 하는지  평가하  

해, CIA 마우스 모  용하 다.  추출  PBS에 250 

mg/kg  여 염 도 1 째  28  동안 경 여 한 

결과 에 해  염  지 가  게 감 하 다 

(Fig. 3A,B and D).  께 (Hind paw thickness)도 40% 상 

통계  하게 억  다(Fig. 3C). 각 그룹간   

는 몸 게 변 는 찰 지 않았다(data not shown).

Fig. 3. Prevention of collagen-induced arthritis (CIA) in DBA/1 mice 

treated with DHE. CIA was induced as described in the Materials and 

methods section. (A) Photographs of the hind paws of CIA mice on day 

35. (B) The cumulative incidence of arthritis, (C) the hind paw thicknesses 

(D) the clinical scores were determined on the indicated days. The Data 

values are the mean and SEM of 3 independent experiments (n= 7 mice 

per group). *P<0.05 vs CIA.

고    찰

    마티스 염   가 역 질  료시  

놓 거나, 료 지 않는 경우   한  장애

생  래할  다18). 마티스 염 에 한 많  연  

료에 진  었 나 높  약 , 다양한 약  작용등  어

움  여  재 하고 다6,7). 그럼에도 하고 많  마티

스 염 들  보 식 나 체 학들  용하고 어, 

들에 한 검증 규  연  요  강 고 다19,20). 
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    (Desmodium styracifolium (Osbeck) Merr.)는 본

학에 하  달  료하고, 결  용해시키 ,  습

진  시킨다고 알  다21). 민간요법  마티스 염 

통증감 에 사용하여 나, 직  효과에 한 연 는 아직

지 행 지 않았다. 에 본 연 에 는  마티스 

염  효능에 한 검증  해  추출  마티스 

 포  동  모  용하여 억 효과   연  시행

하 다.

     추출  겐 도 마우스 마티스 동  모 에

 염  억  효과  보여주었다(Fig. 3). 러한 염 

 억  효과가 어떤 포학   에 해 나타나는지 알아

보  해, 우  마티스 염 에 어 가장 요한 단 질

 MMPs 에 한 효과  하 다. RASFs에  TNF-α에 

한 MMP  찰한 결과 TNF-α에 해 도 는 MMP-1과 

MMP-3   억 하는 것  보여주었다(Fig. 1). 러한 결과는 

 마티스 염   료효과가  시사한다.

    MAPK 신 경 는 포 장, 사 , 사 토  과 MMP 

생  에 어 다고 알  다.  MAPK 태는 

막 직과 양 마티스 염 막 포에  검출 다고 보고

어 , MAPK 억 가 염에 효과가 다는 보고  같

마티스 염 요 신 경  단 질  알  다22-24). 본 

연 에   추출  p38, ERK, JNK  가지 MAPK 

 억 하는 것  보여주었다(Fig. 2).  결과는 가 MAPK

 억 한다는  보고  그 미가 크다고 할  다.  

    NF-κB  AP-1  마티스 병학 에  요한 역할  

하는 사  알  , MMPs 에도 요한 사

 알  다. 한 다양한 사 토 들  마티스 염에  

AP-1과 NF-κB  도한다고 보고 어 다25-27).  본 

연 에  러한 사   한 결과  추출  

NF-κB  억 하지 않았 , 직 c-Jun  산 만 억 에 

한 AP-1   억 시키는 것  하 다(Fig. 2B).

    상  결과  합하여 볼 , 는 마티스 에  

NF-κB 가 아닌, AP-1  억 에 해 MMP-1과 MMP-3 

 억 함  마티스 염  증상  시킬   것

 사료 다.

    향후 본 연  탕   추출  항 마티스 효과

 상  증하  한 후  연 가 행해 야 하 ,  통

해  추출  항 마티스  개  후보 질    

 것 다.

결    

    본 연  통하여  추출  간 막 포에  

TNF-α  도  MMP-1과 MMP-3  하게 억 하 다. 

그 는 MAPK  산  억 하고, 사  AP-1  

 억 하는 것  었다. 러한 결과는 CIA 마우스 모

에 도  염 억 효과  보 는 것  하 다. 

런 결과들   추출  마티스 염에  질  

료  후보 질    는 실험  근거  사용    

것  사료 다. 
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