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서론»»»

골관절염 은 가장 흔한 형태의 관절염으(osteoarthritis)

로 관절 연골의 국소적인 파괴 인접한 뼈의 과증식 반, , 

응으로 인한 골극 형성과 연골하골의 경화 다양한 정도, 

의 활막 염증 관절막 비후 인대 및 반월 연골판 등 주, , 
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Objectives  To evaluate whether Dokhwalgisaeng-tang (DGT) reduces progression of 

disease in a monosodium iodoacetate (MIA)-induced osteoarthritis animal model.

Methods  Osteoarthritis was induced by intra-articular injection of MIA in rats. DGT 

was orally administered for 14 days at low (240 mg/kg) or high (479 mg/kg) doses, 

with indomethacin (2 mg/kg) used as a positive control. Outcome measures included 

hind limb weight-bearing distribution, oxidative stress markers, inflammatory cyto-

kines, cartilage matrix components, matrix metalloproteinases (MMPs) and tissue in-

hibitors of MMPs (TIMPs), and histopathological changes in joint cartilage.

Results  DGT significantly improved hind limb weight-bearing distribution in MIA-in-

duced osteoarthritic rats, suggesting pain relief. It dose-dependently reduced serum 

reactive oxygen species and significantly decreased malondialdehyde levels in serum 

and joint tissue. DGT also attenuated inflammatory responses by reducing serum tu-

mor necrosis factor- and interleukin-6 levels. In joint tissues, DGT suppressed inα -

ducible nitric oxide synthase, cyclooxygenase-2, tumor necrosis factor- , and interα -

leukin-1 expression, which was associated with inhibition of nuclear factor- B and β κ

p38 signaling pathways. In addition, DGT regulated nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate oxidase (NOX)-related proteins, including NOX2, p22phox, and p47phox, sup-

porting its antioxidative and anti-inflammatory effects. High-dose DGT preserved 

cartilage matrix components, maintaining aggrecan and glycosaminoglycan levels rel-

ative to controls. It also inhibited cartilage-degrading MMPs, including MMP-1, 

MMP-2, MMP-8, and MMP-13, while modulating TIMP-3. Histopathological analysis 

showed reduced cartilage erosion and proteoglycan loss in DGT-treated rats.

Conclusions  DGT showed protective effects against MIA-induced osteoarthritis by 

reducing oxidative stress and inflammation and preserving cartilage integrity. (J 

Korean Med Rehabil 2026;36(2):1-21)
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flammatories, Antioxidant
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위 조직의 손상을 특징으로 한다1,2). 

골관절염은 관절 연골의 진행성 퇴행 활막 염증 골극, ,  

형성 등을 특징으로 하는 대표적인 만성 퇴행성 관절 질

환으로 고령화와 비만 인구 증가에 따라 유병률과 사회, 

경제적 부담이 지속해서 증가하고 있다3-5).

증상을 완화하고 연골 구조를 변화시키기 위해 다양

한 치료가 시도되었으나 만족스러운 효과가 입증된 것

은 없으며 여러 임상 지침에 따르면 무릎 골관절염의 , 

비수술적 치료로 운동과 체중 관리 생체역학적 중재, , 

비스테로이드성 항염증제 관절 내 코르티코이드 주사 , 

치료가 권장된다6-9) 그러나 이러한 약물들은 위장관 출. 

혈 간 독성 신기능 장애 면역 기능 저하 등의 부작용, , , 

을 동반할 수 있어 장기간 투여에는 제한이 따른다10,11). 

따라서 보다 효과적이고 안전한 치료제나 치료법이 필

요한 실정이다.

독활기생탕( , 獨活寄生湯 Dokhwalgisaeng-tang, DGT)

은 의 孫思邈 備急千金要方� �12) 중 에 수 卷二十七 諸風方

록되어 있는 처방으로, 東醫寶鑑� �13)에서는 “治肝腎虛弱 

라 하여 근골격계의 강직”筋攣 骨痛 脚膝偏枯 緩弱冷庳

과 통증뿐만 아니라 하지의 무력감 및 냉비 증상을 수 

반하는 만성 퇴행성 질환에 활용되는 처방으로 알려져 

있다 의 근골격계 질환에 대한 효능은 기존의 임. DGT

상증례 보고14,15) 및 고찰 연구 16)를 통해 일부 보고된 바 

있으나 특정 병태 모델에서의 분자 생물학적 기전 연구, 

는 여전히 미비하다 특히 . monosodium iodoacetate (MIA)

로 유도된 골관절염 모델에서 의 항염증 및 연골 DGT

보호 효과에 대한 체계적인 검증은 부족한 상태이다.

이에 본 연구에서는 유도 골관절염 모델을 MIA rat 

활용하여 경구 투여가 통증 완화뒷다리 체중 부DGT (

하 산화적 스트레스 억제 염증 관련 인자 및 콜라겐 분, , 

해 효소 발현에 미치는 영향을 다각도로 평가함으로써, 

의 골관절염 치료 효과와 기전를 알아보고자 한다DGT .

재료 및 방법»»»

재료1. 

실험 시약 1) 

본 실험에서 사용된 gallic acid, Folin-Ciocalteu's phe-

nol reagent, quercetin, potassium phosphate monobasic, 

potassium phosphate dibasic, potassium persulfate, 2,2- 

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2 -azino-bis(3-ethyl′ -

benzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), MIA, indomethacin, 

p 는 henyl methyl sulfonyl fluoride Sigma-Aldrich Co. (St. 

에서 구입하였다 와 Louis, MO, USA) . Sodium carbonate

p 는 otassium acetate Daejung chemicals & metals Co., Ltd. 

에서 구입하였으며 와(Siheung, Korea) , aluminum chloride  

는 L-(+)-ascorbic acid Alfa Aesar (Ward Hill, MA, USA)

에서 구입하였다 와 . Ethylenediaminetetraacetic acid pro-

는 tease inhibitor mixture Wako Pure Chemical Industries, 

에서 구입하였으며Ltd. (Osaka, Japan) , pierce bicincho-

는 ninic acid (BCA) protein assay kit Thermo Fisher 

에서 구입하여 사용하였다Scientific (Waltham, MA, USA) . 

과 Nitrocellulose membranes ECL western blotting de-

t 는 ection reagents Amersham GE Healthcare (Little Chalfont, 

B 에서 구입하였고ucks, UK) , 2',7'-dichlorofluorescein di-

acetate 는 (DCF-DA) Molecular Probes (Eugene, OR, USA)

에서 구입하였으며, phosphate-buffered saline (PBS)는 

에서 구Hyclone Laboratories Inc. (Logan, UT, USA) 입하여 

사용하였다 은 . Isoflurane Troikaa Pharmaceuticals Ltd. 

에서 (Ahmedabad, Gujarat, India) 구입하였다. Glyceraldehyde- 

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, SC-365062), nic-

otinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 2 (NOX2, 

SC-130543), p22phox (SC-271968), p47phox (SC-17845), 

phosphatidylinositol 3-kinase p85 (PI3K, SC-1637), α nu-

clear factor kappa B p65 (NF- B p65, SC-8008), phosphκ o- 

nuclear factor kappa B p65 (p-NF- B p65, SC-136548), κ

inhibitor of nuclear factor kappa B- (I B- , SC-1643), α κ α

phospho-inhibitor of nuclear factor kappa B- (p-I B- , α κ α

SC-8404), tumor necrosis factor- (TNF- , SC-133192), α α

interleukin-1 (IL-1 , SC-12742), matrix metalloproteinase-1 β β
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(MMP-1, SC-21731), matrix metalloproteinase-2 (MMP-2, 

SC-13595), matrix metalloproteinase-8 (MMP-8, SC-514803), 

tissue inhibitors of matrix metalloproteinases-1 (TIMP-1, 

SC-21734), tissue inhibitors of matrix metalloproteinases-3 

는 (TIMP-3, SC-373839) Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

에서 구매하였으며(Dallas, TX, USA) , matrix metal-

는 loproteinase-13 (MMP-13, ab39012) Abcam (Cambridge, 

에서 구매하였다Cambs, UK) . Phospho-phosphatidylinosi-

tol 3-kinase p85/p55 (p-PI3K, #4228), Akt (#9272), phos-

pho-Akt (p-Akt, #9275), p38 mitogen-activated protein 

kinase (p38, #9212), phospho-p38 mitogen-activated pro-

tein kinase (p-p38, #9211), inducible nitric oxide synthase 

는 (iNOS, #68186), cyclooxygenase-2(COX-2, #12282)

에Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA, USA)

서 구매하였다 차 항체는 . 2 GeneTex, Inc. (Irvine, CA, 

에서 구매하여 사용하였다USA) .

실험 동물2) 

주령 수컷 을 7 (220~240 g) Sprague-Dawley rat DBL 

C 에서 구입한 후 일주일간 동o., Ltd. (Eumseong, Korea) , 물 

사육실 환경에 적응시켰다 사육 환경은 온도 . 22±2 , ℃

습도 명암 주기 시간 으로 유50±5%, 12 (light:dark cycle)

지되었으며 실험 전까지 고형사료, (Zeigler Bros, Inc., 

G 와 물을 충분히 제공하였다 동물 실ardners, PA, USA) . 

험의 윤리적 과학적 타당성 검토 및 효율적 관리를 위해,  

대구한의대학교 동물실험윤리 위원회(institutional ani-

m 로부터 승인al care and use committee) (DHU2024-049)

을 받아 진행하였다.

실험 기기3) 

본 실험에서 전자저울(CAS Co. Ltd., Yangju, Korea), 

열탕 추출기(DWT-1800T; Daewoong Bio, Inc., Hwasung, 

회전식 감압 농축기Korea), (N-1100; EYELA, Tokyo, 

동결건조기Japan), (FreeZone 1 Liter Benchtop Freeze 

Dry System, Labconco Corp., Kansas City, MO, USA), 

analog vortex mixer (VXMNAL, OHAUS Corp., Parsippany, 

NJ, USA), incapacitance tester (Ser No. 01/45/25; Linton 

Instruments, Palgrave, UK), centrifuge (GYROZEN Co. 

Ltd., Seoul, Korea), tissue grinder (BioSpec Products, 

Inc. Bartlesville, OK, USA), microplate reader (Infinite 

M200 pro; Tecan, Zürich, Switzerland), ELISA kit (TNF-

: α K0331196P, IL-6: K0331229P; Komabiotech, Inc., 

Seoul, Korea), UV-VIS microplate reader (Infinite F200 

pro; Tecan), Vilber Fusion Solo X (Vilber Lourmat Sté, 

Collégien, France), Evolution Capt software (ver. 18.12; 

를 사용하였다Vilber Lourmat Sté) .

실험 약재 4) 

본 실험에 사용된 은 DGT , , , 獨活 當歸 白芍藥 桑寄生 

2.8 g, , , , , , , , 熟地黃 川芎 人蔘 白茯苓 牛膝 杜沖 秦艽 細

으로 구성되었으, , 2 g, 1.2 g, 4 g辛 防風 肉桂 甘草 生薑 

며 모든 약재는 옹기한약국 에서 구입하, (Daegu, Korea)

였다. 

첩 분량에 배수의 증류수를 가하여 DGT 8 10 100 ℃

에서 시간 동안 열탕 추출하였다 이후 회전식 감압 농2 . 

축기로 농축한 뒤 동결건조기를 사용해 완전히 건조하, 

여 파우더 을 얻었다수율 37.26 g ( 12.8%).

의 투여용량 계산은 다음과 같다 의 첩 무DGT . DGT 1

게는 이며 이를 열탕 추출 후 동결 건조하면 약 36.4 g , , 

의 파우더가 얻어지는데수율 이를 4.66 g ( 12.8%), 60 kg 

성인의 하루 복용량으로 가정하였다 실험에 사용된 . rat

의 체표면적 환산 계수인 을 적용하여 복용량을 6.17 계

산한 결과 첩 분량은 로, 1 0.479 g/kg (4.66 g/60 kg× 6.17)  

고농도 로 하였으며 반첩 분량은 저농도(DGTH) , (DGTL)

로 설정하여 실험에 사용하였다.

방법2. 

약물 투여 골관절염 유발 및 군 분리1) , 

본 실험에서 실험군은 총 개의 군으로 아무런 처치5

를 하지 않은 정상군 로 골관절염을 유발(normal), MIA

한 후 증류수를 경구 투여한 대조군 로 골(control), MIA

관절염을 유발한 후 indomethacin 2 mg/kg body weight 

경구 투여한 양성 대조군 로 골관절염을 (INDO), MIA

유도한 후 경구 투여한 실DGT 240 mg/kg body weight 

험군 로 골관절염을 유발한 후 (DGTL), MIA DGT 479 

경구 투여한 실험군 으로 구mg/kg body weight (DGTH)

성하였다(Fig. 1).

정상군을 제외한 모든 동물은 골관절염 유발을 위해 
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오른쪽 무릎 주변의 털을 제모한 후 주사, 31 G insulin 

기(8 mm; Becton Dickinson & Co., Franklin Lakes, NJ, 

를 사용하여 의 를 씩 오른쪽 USA) 80 mg/mL MIA 50 Lμ

무릎 관절강에 주입하였다.

골관절염 유발 후 주일이 지난 시점에서 뒷다리 체1

중 부하를 측정하여 유발 정도를 확인한 뒤 골관절염, 

이 유발된 동물만 선별하여 사용하였다 각 군은 뒷다. 

리 체중 부하 값의 평균에 유의미한 차이가 없도록 각 

군별 마리씩 군 분리를 하였으며 대조군과 실험군은 10 , 

매일 일정한 시간에 존대를 이용하여 증류수 혹은 약물

을 경구 투여하였다.

총 폴리페놀과 총 플라보노이드 측정2) 

총 폴리페놀 함량은 방법Folin-Ciocalteu 17)을 이용해 

측정하였으며 표준물질로 를 사용하였다 이, gallic acid . 

를 위해 각 농도로 희석한 와 , DGT 100 L 7.5% sodium μ

carbonate 400 L, Folin-Ciocalteu's phenol reagent 500 μ

μ 를 에 넣고 혼합한 후 실온에서 차광 상태로 L e-tube , 30

분 동안 반응시켰다 반응이 완료되면 . microplate reader

로 에서 흡광도를 측정하여 표준 곡선을 이용해 765 nm , 

으로 환산하였다mg (gallic acid equivalents, GAE)/g .

총 플라보노이드 함량은 비색법aluminum chloride 18)

을 사용하여 을 표준물질로 측정하였다 각 농quercetin . 

도로 희석한 에 증류수 DGT 100 L 560 L, 1 M potasμ μ -

sium acetate solution 20 L, 10% aluminum chloride solμ -

ution 2 를 에 혼합하여 넣0 L, methanol 300 L e-tubeμ μ

은 후 실온에서 차광 상태로 분 동안 반응시켰다 이, 30 . 

후 로 에서 흡광도를 측정하고microplate reader 415 nm , 

표준 곡선을 통해 으로 mg (quercetin equivalents, QE)/g

환산하였다.

자유 라디칼 소거능 측정3) DPPH 

자유 라디칼 소거능은 DPPH Blois19)의 방법을 사용

하여 측정하였으며 양성 대조군으로 , L-(+)-ascorbic 

를 사용하였다 에 농도별로 희석한 acid . 96-well plate

또는 와 DGT L-(+)-ascorbic acid 100 L 60 M DPPH μ μ

용액 를 분주한 후 실온에서 차광 상태로 분100 L , 30μ

간 반응시켰다 반응이 완료되면 로 . microplate reader

에서 흡광도를 측정하였고 아래 식을 통해 자540 nm , 

유 라디칼 소거능을 계산하여 소거능을 나타내는 50% 

농도를 IC50 값으 (half-maximal inhibitory concentration) 

로 나타냈다.

DPPH free radical scavenging activity (%)





   

   × 

ODsample: absorbance of sample, ODblank: absorbance 

without sample

Fig. 1. Experimental schedule. MIA: monosodium iodoacetate, DGT: Dokhwalgisaeng-tang. INDO: MIA-induced osteoarthritis, 

indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced 

osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, SD: sprague-dawley.
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라디칼 소거능 측정4) ABTS 

라디칼 소거능은 등ABTS Re 20)의 방법을 사용하여 

측정하였으며 양성 대조군으로 를 , L-(+)-ascorbic acid

사용하였다 와 . 2.4 mM potassium persulfate 7 mM ABTS 

시약을 혼합하여 실온에서 약 시간 동안 차광 상태로 16

반응시켜 ABTS+를 생성하였다 이후 . microplate reader

를 사용하여 에서 흡광도가 가 30 °C, 415 nm 0.70±0.02

되도록 로 조정하였다 에 농도별로 ethanol . 96-well plate

희석한 또는 를 분주하고 DGT L-(+)-ascorbic acid 5 Lμ

용액 를 첨가한 뒤 실온에서 차광 상태로 ABTS 95 L , μ

분간 반응시켰다 반응이 완료된 후 15 . microplate reader

로 에서 흡광도를 측정하였고 아래 식을 30 °C, 415 nm , 

통해 라디칼 소거능을 계산하여 소거능을 나타내50% 

는 농도를 IC50 값으로 표시하였다 .

ABTS radical scavenging activity (%) 





   

   × 

ODsample: absorbance of sample, ODblank: absorbance 

without sample

뒷다리 체중 부하 측정5) 

측정은 총 회 진행되었으며 를 경구 투여하기 3 , DGT

전인 일과 를 경구 투여한 후 일 일에 각각 실0 DGT 7 , 14

시하였다 를 사용하여 쥐가 자연. Incapacitance tester 스

럽게 서 있을 때 오른쪽과 왼쪽 뒷다리의 무게 를 측(g) 정

하였다 에 의해 골관절염이 유도되면 은 를 . MIA rat MIA

투여하지 않은 왼쪽 뒷다리에 의지하여 안tester holder 

에 서게 된다 이때 왼쪽과 오른쪽 각각의 뒷다리 무게. 

를 측정하여 기록하였다.

실험 결과는 왼쪽 뒷다리정상 뒷다리의 체중 부하( )

량을 기준으로 골관절염이 유도된 오른쪽 뒷다리의 체

중 부하량을 나누어 체중 부하 비율 을 평가하였다(%) . 

이후 정상군의 평균값을 으로 설정하여 각 실험군100

의 체중 부하 비율을 산정하였으며 결과는 , mean (%)± 

으로 나타냈다standard error of the mean (SEM) .

체중 부하 

비율(%)
=

골관절염 유도 뒷다리 체중 

부하량 ×100

정상 뒷다리 체중 부하량

상대적 체중 

부하 비율(%)
=

각 군의 체중 부하 비율
×100

정상군의 체중 부하 비율

혈청 내 간 손상 지표 측정6) 

주간의 약물 투여 종료 후 실험동물에서 채취한 혈2 , 

액을 에서 으로 분간 원심분리로 혈청을 4 °C 1,508 ×g 10

분리하였다 분리된 혈청은 실험에 사용하기 직전까지 . 

에서 보관하였다-80 °C .

이후 분리된 혈청 내 간 손상 지표인 , aspartate trans-

와 수치를 측aminase (AST) alanine transaminase (ALT) 

정하였다 수치를 측정하기 위해 에 의 . AST e-tube 25 Lμ

기질액을 넣고 분간 에서 방치한 후 혈청 5 37 °C , 5 Lμ

를 추가하고 시간 동안 에서 반응시켰다 이후 1 37 °C . 

의 정색 시약을 넣고 실온에서 분간 반응시킨 25 L 20μ

다음 의 를 넣고 실온에서 분간 , 250 L 0.4 N NaOH 10μ

반응시켰다 최종적으로 씩 에 분주. 150 L 96-well plateμ

하고 를 사용해 에서 흡광도를 microplate reader 505 nm

측정하였다 측정된 값은 표준 검량선에 대입하여 . AST 

수치를 구하였다.

수치를 측정하기 위해 에 의 기질액ALT e-tube 25 Lμ

을 넣고 분간 에서 방치한 후 의 혈청을 추5 37 °C , 5 Lμ

가하고 분 동안 에서 반응시켰다 그 후 30 37 °C . 25 Lμ

의 정색 시약을 넣고 분간 실온에서 반응시킨 다음20 , 

의 를 넣고 분간 실온에서 반응시250 L 0.4 N NaOH 10μ

켰다 분 후 씩 에 분주하고 . 10 , 150 L 96-well plate miμ -

를 사용해 에서 흡광도를 측정하croplate reader 505 nm

였다 측정된 값은 표준 검량선에 대입하여 수치. ALT 

를 구하였다.

혈청 내 산화적 스트레스 바이오마커 측정7) 

혈청 내 는 다음과 같reactive oxygen species (ROS)

은 방법으로 측정되었다21) 의 혈청 의 . 5 L , 95 L 50 μ μ

그리고 의 mM phosphate buffer, 25 L 1.25 M DCF-μ μ  

를 에 넣고 를 DA black 96-well plate , microplate reader

사용하여 에서 흡광도를 측정하였ex 480 nm/em 535 nm

다 측정된 흡광도는 정상군 대비 로 계. (fold of normal)



나복연 이상훈 김영준 우창훈⋅ ⋅ ⋅

6 J Korean Med Rehabil 2026;36(2):1-21.

산하여 수치를 나타내었다ROS .

혈청 및 관절 조직 내 지질과산화 지표 측정8) 

지질과산화 부산물인 를 혈malondialdehyde (MDA)

청 및 관절 조직에서 측정하기 위해 thiobarbituric acid 

측정법을 이용하였다reactive substances 22) 먼저 . e-tube

에 혈청 또는 관절 조직 샘플 의  100 L , 50 L 1% μ μ

H3PO4 및 의 를 넣고  167 L 0.67% thiobarbituric acid 45μ

분 동안 에서 가열하였다 그 후 얼음을 사용해 뜨95 °C . 

거운 열기를 내려주고 을 넣은 후 , 500 L n-butanol 848 μ

의 조건으로 분 동안 원심분리하였다 이후 상층액 ×g 10 . 

를 에 분주한 후150 L 96-well plate , microplate readerμ

를 사용해 에서 흡광도를 측정하였다 측정된 값540 nm . 

은 표준 검량선에 대입하여 혈청 및 관절 조직 내 MDA 

수치를 구하였다.

혈청 내 전염증성 사이토카인 측정9) 

혈청 내 전염증성 사이토카인 와 수치를 TNF- IL-6 α

를 사용하여 측정하였으며 구체적인 측정 방ELISA kit , 

법은 다음과 같다 각각의 를 세척 용액으. 96-well plate

로 세척한 다음 의 표준물질 또는 혈청을 분주, 100 Lμ

하고 시간 동안 실온에서 배양하였다 그 후 잔여물을 2 . 

제거하고 세척 용액으로 세척한 후 검출 항체를 100 L μ

넣고 실온에서 시간 배양하였다 그다음 세척 용액으2 . 

로 세척하고 으로 희석한 1:20 100 L streptavidin-horseμ -

를 넣고 실온에서 분간 배radish peroxidase conjugate 30

양하였다 남아있는 용액을 제거한 후 세척 용액으로 세. 

척하고 각 에 well 100 L 3,3 ,5,5 -tetramethylbenzidine μ ′ ′

을 넣고 적절한 발색이 나타날 때까지 실온에서 solution

배양한 다음 을 넣어주었다 그리고 100 L stop solution . μ

를 사용해 에서 흡광도를 측정microplate reader 450 nm

하였으며 측정된 값을 표준 검량선에 대입하여 수치를 , 

구하였다. 

관절 조직 내 단백질 발현량 분석 10) 

적출한 관절 조직의 단백질 분석을 위해 1% sodium 

deoxycholate, 25 mM Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM NaCl, 

와 를 포함한 0.1% SDS, 1% NP-40 protease inhibitor ra-

버퍼를 사용하여 조직을 dioimmunoprecipitation assay 

분쇄하였다 분쇄된 조직을 얼음 위에서 분간 방치한 . 20

후 원심 분리 분하여 단백질을 함, (13,572 ×g, 4 , 20 )℃

유한 상층액을 분리하였다 단백질 정량은 . BCA protein 

를 사용하여 측정하였다assay kit .

관절 조직에서 GAPDH, NOX2, p22phox, p47phox, p-PI3K, 

PI3K, p-Akt, Akt, p-p38, p38, p-NF- B p65, NF- B p65, κ κ

p-I B- , I B- , iNOS, COX-2, TNF- , IL-1 , MMP-1, κ α κ α α β

의 단백질 MMP-2, MMP-8, MMP-13, TIMP-1, TIMP-3

발현량을 확인하기 위해 8~12% SDS-polyacrylamide gel

을 제작하였다 의 단백질을 전기영동하여 . 10 µg SDS- 

p 에서 으로 이동olyacrylamide gel nitrocellulose membrane

시킨 후 에 분석하고자 하는 차 항체, membrane 1 (PBS-T

로 희석를 처리하여 에서 배양하1:1,000 ) 4 overnight ℃

였다 로 분마다 회 세척하고 차 항체에 적합. PBS-T 8 6 , 1

한 차 항체 로 희석를 사용하여 상온에2 (PBS-T 1:5,000 )

서 시간 분 반응시킨 후 로 분마다 회 세척1 30 , PBS-T 8 5

하였다.

에 을 ECL solution (GE Healthcare, IL, UK) membrane

노출시킨 후 를 , Vilber Fusion Solo X (Vilber Lourmat)

사용하여 감광시키고 해당 단백질 발현을 확인하였다. 

발현된 는 band Evolution Capt Edge software (Vilber 

프로그램을 이용하여 정량하였으며 정상군의 Lourmat) , 

값을 로 설정하여 각 군의 단백질 발현 수준을 상대적 1

비율로 나타내었다.

관절 조직 내 와 aggrecan (AGC) glycosaminoglycans 

수치는 를 사용하여 측정하였다(GAGs) ELISA kit . 

수치를 측정하기 위해 에 관절 조직 AGC 96-well plate

샘플 또는 표준물질 를 분주하고 에서 100 L 37 °C 90μ

분간 배양하였다 그 후 용액을 제거하고 각 에 . well 100 

의 검출 용액 를 넣고 에서 분간 배양하였L A 37 °C 45μ

다 이후 용액을 제거하고 세척 용액으로 세척한 다음. , 

의 검출 용액 를 추가하고 다시 에서 100 L B 37 °C 45μ

분간 배양하였다 세척 과정을 거친 후 의 기질액. , 90 Lμ

을 추가하고 에서 적절한 발색이 나타날 때까지 37 °C

배양하였다 마지막으로 의 을 넣고. 50 L stop solution , μ

를 사용해 에서 흡광도를 측정microplate reader 450 nm

하였으며 측정된 값은 표준 검량선에 대입하여 수치를 , 

구하였다.

수치를 측정하기 위해 를 세척 용GAGs 96-well plate

액으로 세척한 후 관절 조직 샘플 또는 표준물질 , 50 μ

와 를 넣고 에서 L biotin-labeled antibody 50 L 37 °C 45μ
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분간 배양하였다 이후 세척 과정을 거쳐 의 . 100 Lμ

을 추가하고 streptavidin-biotin complex working solution

에서 분간 배양하였다 그 후 세척 용액으로 세37 °C 30 . 

척한 다음 의 기질액을 추가하고 에서 적절, 90 L 37 °Cμ

한 발색이 나타날 때까지 배양하였다 마지막으로 . 50 μ

의 을 넣고 를 사용해 L stop solution , microplate reader

에서 흡광도를 측정하였으며 측정된 값은 표준 450 nm , 

검량선에 대입하여 수치를 구하였다.

조직병리 분석11) 

부검 후 적출한 관절 조직은 , hematoxylin & eosin 

( 염색 및 염색을 위해 포르말린 용H&E) Safranin O 10% 

액에 고정한 뒤 에 의뢰하여 OBEN (Suwon-si, Korea) 분

석을 진행하였다 고정된 조직은 알코올 알. 70% , 95% 코

올 알코올 순서로 탈수 과정을 거쳐 파라핀 블록, 100% 

화되었으며 이후 , microtome (RM 2255; Leica Biosystems, 

을 사용하여 두께로 절단하였Nussloch, Germany) 4 m μ

다 절단된 샘플은 및 염색을 실시한 후. H&E Safranin O , 

디지털 슬라이드 스캐PANNORAMIC 250 Flash III 너

를 통해 이미(3DHISTECH Ltd., Budapest, Hungary) 지를 

촬영하였다 마지막으로 촬영된 이미지는 . , CaseViewer 

프로그램 을 사용하여 관찰하였으며(3DHISTECH Ltd.) , 

는 proteoglycan area (%) ImageJ 1.52 software (NIH, 

를 통해 정량화하였다Bethesda, MD, USA) .

통계처리12) 

모든 수치는 평균 과 표준오차 로 나타내(mean) (SEM)

었으며, SPSS (version 29.0; IBM, Armonk, NY, USA)

을 이용하여 를 수행한 one-way analysis of variance test

뒤 를 실시하였다 각 군 , least-significant differences test . 

간의 평균 차이에 대한 통계적 유의성은 에서 검p<0.05

증하였다.

결과»»»

총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량1. 

의 총 폴리페놀 함량은 으DGT 20.20±0.09 mg GAE/g

로 플라보노이드 함량은 으로 측정, 2.43±0.02 mg QE/g

되었다.

자유 라디칼 소거능2. DPPH 

의 항산화 활성을 평가하기 위한 자유 라DGT DPPH 

디칼 소거능 분석에서 양성 대조 물질 , L-(+)-ascorbic 

의 acid IC50 값은 로 측정되었고 1.60±0.14 g/mL , DGTμ

의 IC50 값은 로 측정되었다 85.18±0.49 g/mL (Fig. 2).μ

라디칼 소거능3. ABTS 

의 항산화 활성을 평가하기 위한 라디칼 DGT ABTS 

소거능 분석에서 양성 대조 물질 의 , L-(+)-ascorbic acid

IC50 값은 로 측정되었고 의  3.54±0.06 g/mL , DGT ICμ 50 

값은 로 측정되었다160.51±1.20 g/mL (Fig. 3).μ

뒷다리 체중 부하의 변화 4. 

골관절염이 유도된 의 통증 변화를 평가하기 위해 rat

뒷다리에 가해지는 체중 부하를 측정하였다 정상군의 . 

뒷다리 체중 부하를 으로 설정했을 때 투여 후100 , MIA  

에 모든 골관절염 유도군에서 정상군 대비 유의하0 day

게 감소되었다 그러나 약물 투여 에 대조군과 비. 7 days

Fig. 2. DPPH free radical scavenging activity of DGT. The 

DPPH free radical scavenging activity was expressed as IC50

( g/mL). Values are mean of three replicate determinations±Sμ EM.

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, DGT: Dokhwalgisaeng-tang,

SEM: standard error of the mean.
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교하여 약물 처리군에서 유의하게 증가함을 관찰할 수 

있었으며 이 효과는 까지도 지속되었(p<0.001), 14 days

다 실험 후 뒷다리 체중 부하(p<0.001). 14 days , 는 정

상군에 비해 대조군 군 군66.1%, INDO 81.6%, DGTL  

군 를 지지하는 것으로 나타났다74.5%, DGTH 81.3%

(Fig. 4).

체중 변화 식이 섭취량 및 식이 효율 변화5. , 

실험 기간 동안의 체중 변화 결과 정상군 (g) , 47.5±2.3

이었고 대조군은 , 60.4± 으로 배 유의하게 증가1.9 1.3 하

였다 대조군 대비 군 과 (p<0.001). INDO (53.0±1.9, p<0.05)

군DGTL 은 유의하게 적었으며(51.1±2.3, p<0.01) , DGTH

군 은 감소하는 경향을 보였다(55.5±1.5) (Table ). Ⅰ

식이 섭취량은 군에서 대조군 대비 감소DGTL 6.4% 

하였으며 다른 약물 처리군에서는 유의한 차이가 나타, 

나지 않았다(Table ). Ⅱ

마지막으로 체중 변화량 식이 섭취량을 이용해 식이 , 

효율 을 구한 결과 정상군 였던 반면 대조(%) , 20.6±0.9%

군은 로 유의하게 높았다 군26.6±0.7% (p<0.001). INDO

Fig. 3. ABTS radical scavenging activity of DGT. The ABTS

radical scavenging activity was expressed as IC50 ( g/mL). μ

Values are mean of three replicate determinations±SEM. ABTS:

2,2 -azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), DGT: ′

Dokhwalgisaeng-tang, SEM: standard error of the mean.

Group Initial (g) Final (g) Change (g)

Normal 277.5±3.8 325.0±4.4 47.5±2.3

Control 265.5±4.7* 325.9±5.9 60.4±1.9†

INDO 264.9±3.3 317.9±4.4 53.0±1.9‡

DGTL 262.0±4.7 313.1±6.2 51.1±2.3§

DGTH 261.8±3.9 317.3±3.7 55.5±1.5

Body weight change was calculated by subtracting the initial body weight from the final body weight. All values are expressed 

as mean±SEM (n=10/group). 

Normal: normal rats without MIA injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced 

osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: 

MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, DGT: Dokhwalgisaeng-tang, SEM: 

standard error of the mean.
*p<0.05 and †p<0.001 indicate a significant difference from the normal group, while ‡p<0.05 and §p<0.01 indicate a significant 

difference from the control group. 

Table .Ⅰ  Body Weight Change

Fig. 4. Effect of DGT on hindpaw weight bearing distribution.

Changes in hindpaw weight bearing distribution were 

monitored at weekly intervals following MIA injection. All

values are expressed as mean±SEM (n=10/group). DGT:

Dokhwalgisaeng-tang, Normal: normal rats without MIA 

injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered,

INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body

weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg 

body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 

mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, SEM: 

standard error of the mean. *p<0.001 indicates a significant 

difference from the normal group, while †<0.001 indicates a

significant difference from the control group.
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과 군 은 (24.0±0.9%, p<0.05) DGTL (24.1±1.0%, p<0.05)

대조군 대비 각각 와 유의하게 감소하였으9.8% 9.4% 

나 군 은 유의미한 차이를 보이지 않, DGTH (25.0±0.7%)

았다(Table ).Ⅱ

혈청 내 간 기능 지표 분석6. 

간 기능 지표인 의 수치 를 분석한 결과 정AST (IU/L) , 

상군 였으나 대조군은 로 배 유의하15.1±1.2 , 20.7±0.5 1.4

게 증가하였다 그러나 군 (p<0.001). INDO 18.1±0.7, DGTL

군 군 모두 대조군 대비 유의18.6±0.7, DGTH 18.1±0.4 

하게 감소하였다(p<0.05). 

의 수치ALT 에서는 정상군이 인 반면(IU/L) 6.4±0.3 , 대

조군은 로 배 유의하게8.2±0.4 1.3 증가하였다 (p<0.001). 

군 과 군 INDO 7.1±0.2 (p<0.05) DGTH 7.1±0.1 (p<0.05)

은 대조군 대비 유의하게 감소하였으나 군 DGTL 7.6± 

은 감소하는 경향을 보였다0.3 (Fig. 5).

혈청 내 산화적 스트레스 바이오마커 분석7. 

혈청에서 산화적 스트레스 마커인 를 측정한 결ROS

과 골관절염이 유도된 대조군에서는 정(fold of normal), 

Group
Body weight change

(g/14 days)

Food intakes

(g/14 days)

Feed efficiency ratio 

(%)

Normal 47.5±2.3 231.1±1.9 20.6±0.9

Control 60.4±1.9* 226.9±4.2 26.6±0.7*

INDO 53.0±1.9† 221.0±1.5 24.0±0.9†

DGTL 51.1±2.3‡ 212.3±1.6§ 24.1±1.0†

DGTH 55.5±1.5 222.2±2.9 25.0±0.7

Feed efficiency ratio (%) was calculated by dividing the change in body weight by the amount of food intake. All values are 

expressed as mean±SEM (n=10/group). 

Normal: normal rats without MIA injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced 

osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: 

MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, DGT: Dokhwalgisaeng-tang, SEM: 

standard error of the mean.
*p<0.001 indicate a significant difference from the normal group, while †p<0.05, ‡p<0.01, and §p<0.001 indicate a significant 

difference from the control group. 

Table .Ⅱ  Body Weight Change, Food Intakes, and Feed Efficiency Ratio

Fig. 5. Effect of DGT on serum AST and ALT in MIA-induced osteoarthritis rats. AST and ALT levels were measured in serum 

using commercial kits. All values are expressed as mean±SEM (n=10/group). DGT: Dokhwalgisaeng-tang, AST: aspartate 

transaminase, ALT: alanine transaminase, MIA: monosodium iodoacetate, Normal: normal rats without MIA injection, Control: 

MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: 

MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, 

SEM: standard error of the mean. *p<0.001 indicates a significant difference from the normal group, while †p<0.05 indicates 

a significant difference from the control group.
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상군에 비해 수준이 배 유의하게 증가하였다ROS 2 (p< 

이러한 증가는 경구 0.001). 투여된 약물에 의해 유의하

게 감소하였으며 감소율은 군은 , INDO 40.8 군%, DGTL

은 군은 로 나타났다36.7%, DGTH 41.3% (p<0.001) (Fig. 6).

혈청과 관절 조직 내 지질과산화 지표 분석8. 

혈청 및 관절 조직에서의 지질과산화 지표인 수MDA 

준을 측정하였다 . 

혈청 수치 를 분석한 결과 정상군은 MDA (nmol/mL) , 

이었으나 대조군은 으로 배 유의하1.4±0.08 , 2.4±0.13 1.7 게 

증가하였다 그러나 군(p<0.001). INDO (1.8±0.09), DGTL

군(2.0±0.08), 군 모두 대조군 대비 유의DGTH (1.9±0.16) 

하게 감소하였으며 특히 처리군에서는 농도의존, DGT 

적으로 감소하였다.

관절 조직 내 수치 를 분석한 MDA (nmol/mg protein)

결과 정상군은 이었으나 대조군은 , 11.4±0.12 , 20.6±1.01

로 배 유의하게 증가하였다 그러나 1.8 (p<0.001). INDO

군 군 군(14.4±0.94), DGTL (16.4±1.02), DGTH (15.7±1.07) 

모두 대조군 대비 유의하게 감소하였다 특히 처. DGT 리

군에서 농도의존적으로 감소하였고 군은 , DGTH DGTL

군에 비해 관절 조직 내 를 더 감소시켰다MDA 4.3% 

(Fig. 7). 

혈청 내 전염증성 사이토카인 분석9. 

혈청에서 염증성 사이토카인을 측정한 결과(pg/mL), 

에 의해 골관절염이 유도된 대조군에서는 와 MIA TNF-α

수준이 정상군에 비해 각각 배 배 유의하게 IL-6 1.8 , 2.2

Fig. 6. Effect of DGT on serum ROS in MIA-induced 

osteoarthritis rats. The oxidative stress marker ROS was 

measured in serum. All values are expressed as mean±SEM

(n=10/group). DGT: Dokhwalgisaeng-tang, ROS: reactive oxygen

species, MIA: monosodium iodoacetate, Normal: normal rats

without MIA injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water

administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 

2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, 

DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis,

DGT 479 mg/kg body weight, SEM: standard error of the

mean. *p<0.001 indicates a significant difference from the 

normal group, while †p<0.001 indicates a significant difference

from the control group.

Fig. 7. Effect of DGT on serum MDA and tissue MDA in MIA-induced osteoarthritis rats. The lipid peroxidation marker MDA 

was measured in both serum and tissue. All values are expressed as mean±SEM (serum, n=10/group; tissue, n=7/group). DGT: 

Dokhwalgisaeng-tang, MDA: malondialdehyde, MIA: monosodium iodoacetate, Normal: normal rats without MIA injection, 

Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, 

DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body 

weight, SEM: standard error of the mean. *p<0.001 indicates a significant difference from the normal group, while †p<0.05, 
‡p<0.01, and §p<0.001 indicate a significant difference from the control group. 
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증가하였다 이러한 염증 마커들의 증가는 (p<0.001). DGT

의 경구 투여에 의해 유의하게 감소하였으며 는 , TNF-α

군에서 군에서 감소하였다DGTL 24.0%, DGTH 31.4% . 

는 군에서 군에서 감소IL-6 DGTL 32.4%, DGTH 44.3% 

하였으며 군은 군에 비해 를 , DGTH DGTL TNF- 9.7%, α

를 더 감소IL-6 17.6% 시켰다(Fig. 8). 

관절 조직 내 전염증성 사이토카인 발현 분석 10. 

관절 조직에서 을 통해 와 의 western blot TNF- IL-1α β

단백질 발현을 확인한 결과 의 (fold of normal), TNF-α 발

현은 정상군 대비 대조군 1.00±0.06 1.61±0.10 (p<0.001)

에서 유의하게 증가하였으나 약물 투여군에서는 , INDO

군 군 1.17±0.04 (p<0.001), DGTL 1.34±0.06 (p<0.01), 

군 으로 유의하게 감소하였다DGTH 1.32±0.05 (p<0.01) . 

또한 의 발현 역시 정상군 대비 대조, IL-1 1.00±0.03 β

Fig. 8. Effect of DGT on serum TNF- and IL-6 in MIA-induced osteoarthritis rats. The inflammatory cytokines TNF- and α α 

IL-6 were measured in serum. All values are expressed as mean±SEM (n=10/group). DGT: Dokhwalgisaeng-tang, TNF: tumor 

necrosis factor, IL: interleukin, MIA: monosodium iodoacetate, Normal: normal rats without MIA injection, Control: MIA-induced 

osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced 

osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, SEM: standard 

error of the mean. *p<0.001 indicates a significant difference from the normal group, while †p<0.01 and ‡p<0.001 indicate a 

significant difference from the control group.

Fig. 9. Effects of DGT on TNF- and IL-1 protein expressions. The inflammatory cytokines, such as TNF- and IL-1 , were α β α β

analyzed using Western blot. All values are expressed as mean±SEM (n=7/group). DGT: Dokhwalgisaeng-tang, TNF: tumor necrosis 

factor, IL: interleukin, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Normal: normal rats without MIA injection, Control: 

MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: 

MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, 

MIA: monosodium iodoacetate, SEM: standard error of the mean. *p<0.001 indicates a significant difference from the normal 

group, while †p<0.05, ‡p<0.01, and §p<0.001 indicate a significant difference from the control group.
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군 에서 유의하게 증가하였으며 약1.42±0.06 (p<0.001) , 

물 투여군에서는 군 군 INDO 1.22±0.03 (p<0.01), DGTL

군 으로 1.25±0.06 (p<0.05), DGTH 1.20±0.05 (p<0.01)

유의하게 감소하였다(Fig. 9).

관절 조직 내 과 분석11. AGC GAGs 

관절 조직 내 과 를 분석하였다 관절 조직 AGC GAGs . 

내 수치를 분석한 결과 정상군은 AGC (ng/mg protein), 

이었으나 대조군은 로 유의하53.6±2.3 , 37.4±2.9 30.2% 게 

감소하였다 그러나 군(p<0.01). INDO (52.0±4.5), DGTL

군(49.5±4.1), 군 모두 대조군 대비 유의DGTH (55.1±3.7) 

하게 증가하였다 특히 처리군에서는 농도의존적. DGT 

으로 증가하였으며 군은 군보다 관절 조직, DGTH DGTL  

내 수치를 배 더 증가시켰다AGC 1.1 . 

관절 조직 내 수치를 분석한 결과GAGs (ng/mg pro-

tei 정상군은 이었으나 대조군은 로 n), 33.9±2.0 , 12.7±3.2

62.5 유의하게 감소하였다 그러나 군% (p<0.001). INDO

( 군 에서는 대조군 대비 유의하27.2±4.9), DGTH (32.4±2.9)

게 증가하였다 반면(p<0.01, p<0.001, respectively). , DGTL

군은 로 증가하는 경향을 보였다20.0±3.1 (Fig. 10).

 

관절 조직 내 12. NOX2, p22phox 및  p47phox 분석  

관절 조직에서 을 통한 western blot NOX2, p22phox 및  

p47phox의 단백질 발현을 확인하였다 그 결과. (fold of 

정상군 대비 대조군 에서 normal), (1.00±0.03) (1.53±0.05)

발현이 유의하게 증가하였다 그러나 NOX2 (p<0.001). 

IN 군 군DO (1.25±0.07, p<0.01), DGTL (1.28±0.07, p<0.01), 

군 에서는 대조군 대비 유의하DGTH (1.18±0.06, p<0.001)

게 감소하였으며 특히 군에서 로 가장 큰 , DGTH 22.9%

감소 효과를 보여주었다. 

또한, p22phox와 p47phox의 단백질 발현을 확인한 결과

정상군 대비 대조군은 각각 배(fold of normal), 1.34 , 1.42

배 유의하게 증가하였다 (p<0.01, p<0.001, respectively). 

p22phox에서 처리는 농도의존적으로 단백질 발현을DGT  

감소시켰으며 특히 군에서 대조군 대비 로 , DGTH 23.9%

약물 처리군 중 가장 큰 감소 효과를 나타냈으며(p<0.01), 

p47phox에서는 대조군 대비 의 감소 효과를 나타냈18.3%

다(p<0.05) (Fig. 11). 

관절 조직 내 와 분석 13. p-PI3K p-Akt 

관절 조직에서 을 통해 와 의 western blot p-PI3K p-Akt

단백질 발현을 확인한 결과 의 발(fold of normal), p-PI3K

현은 정상군 대비 대조군 1.00±0.06 1.37±0.04 (p<0.001)

Fig. 10. Effect of DGT on tissue AGC and GAGs in MIA-induced osteoarthritis rats. AGC and GAGs, which are components 

of the cartilage matrix, were measured in tissue. All values are expressed as mean±SEM (n=7/group). DGT: Dokhwalgisaeng-tang, 

AGC: aggrecan, GAGs: glycosaminoglycans, MIA: monosodium iodoacetate, Normal: normal rats without MIA injection, Control: 

MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: 

MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, 

SEM: standard error of the mean. *p<0.01 and †p<0.001 indicate a significant difference from the normal group, while ‡p<0.05, 
§p<0.01, and ∥p<0.001 indicate a significant difference from the control group.
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에서 유의하게 증가하였으나 약물 투여군에서는 군, INDO  

군 1.11±0.07 (p<0.01), DGTL 1.18±0.06 (p<0.05), DGTH

군 으로 유의하게 감소하였다1.15±0.08 (p<0.05) . 

또한 의 발현 역시 정상군 대비 대조, p-Akt 1.00±0.03 

군 에서 유의하게 증가하였으며 약1.40±0.11 (p<0.001) , 

물 투여군에서는 군 INDO 1.00±0.07 (p<0.001), DGTL

군 군 으1.13±0.05 (p<0.01), DGTH 1.05±0.04 (p<0.01)

로 유의하게 감소하였다. 

Fig. 11. Effects of DGT on NADPH oxidase (NOX2), p22phox, and p47phox protein expressions. The protein expressions of 

NOX2, p22phox, and p47phox, subunits of NADPH oxidase responsible for ROS production, were examined using western blot. 

All values are expressed as mean±SEM (n=7/group). DGT: Dokhwalgisaeng-tang, NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Normal: normal rats without MIA injection, Control: 

MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: 

MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, 

MIA: monosodium iodoacetate, ROS: reactive oxygen species, SEM: standard error of the mean. *p<0.01 and †p<0.001 indicate 

a significant difference from the normal group, while ‡p<0.05, §p<0.01, and ∥p<0.001 indicate a significant difference from 

the control group.

Fig. 12. Effects of DGT on p-PI3K and p-Akt protein expressions. The expression of p-PI3K and p-Akt, which are intracellular 

signaling factors that regulate cell activation, physiological responses, and inflammation, was evaluated using western blot. All 

values are expressed as mean±SEM (n=7/group). DGT: Dokhwalgisaeng-tang, PI3K: phosphoinositide 3-kinase, Normal: normal 

rats without MIA injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, 

indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced 

osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, SEM: standard error of the mean. *p<0.001 indicates 

a significant difference from the normal group, while †p<0.05, ‡p<0.01, and §p<0.001 indicate a significant difference from the 

control group.
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결과적으로 와 의 단백질 발현은 p-PI3K p-Akt DGT 

처리에 의해 감소하였다(Fig. 12). 

관절 조직 내 및 14. p-p38, p-NF- B p65 κ

분석 p-I B-κ α 

관절 조직에서 을 통해 western blot p-p38, p-NFκB p65 

및 의 단백질 발현을 확인한 결과 p-I B- (fold of norκ α -

의 발현은 정상군 대비 대조군 mal), p-p38 1.00±0.06 1.54± 

0 에서 유의하게 증가하였으나 약물 투여군.08 (p<0.001) , 

에서는 군 군 INDO 1.20±0.07 (p<0.01), DGTL 1.33±0.08 

군 으로 유의하게 감(p<0.05), DGTH 1.24±0.06 (p<0.01)

소하였다. 

또한 의 발현 역시 정상군 대, p-NF- B p65 1.00±0.04 κ

비 대조군 로 배 유의하게 증가하1.55±0.11 (p<0.001) 1.55

였다 군 군 . INDO 1.23±0.05 (p<0.01), DGTH 1.28±0.07 

으로 유의하게 감소하였으나 군 (p<0.01) , DGTL 1.44±0.04

로 감소하는 경향을 보였다. 

마지막으로 의 발현은 정상군 대, p-I B- 1.00±0.04 κ α 비 

대조군 에서 유의하게 증가하였으1.43±0.04 (p<0.001) 나, 

약물 투여군에서는 군 INDO 1.19±0.03 (p<0.01), DGTL

군 군 로 1.21±0.05 (p<0.01), DGTH 1.06±0.07 (p<0.001)

유의하게 감소하였다. 

결과적으로 세 인자의 단백질 발현은 처리에 의DGT 

해 농도의존적으로 감소하였다(Fig. 13). 

관절 조직 내 와 발현 분석 15. iNOS COX-2 

관절 조직에서 을 통해 와 의 western blot iNOS COX-2

단백질 발현을 확인한 결과 의 발(fold of normal), iNOS

현은 정상군 대비 대조군 1.00±0.05 1.41±0.04 (p<0.001)

에서 유의하게 증가하였으나 약물 투여군에서는 군, INDO  

군 1.12±0.02 (p<0.001), DGTL 1.18±0.07 (p<0.01), DGTH

군 으로 유의하게 감소하였다1.12±0.05 (p<0.001) . 

또한 의 발현 역시 정상군 대비 대, COX-2 1.00±0.06 

조군 에서 유의하게 증가하였으며1.38±0.10 (p<0.001) , 

Fig. 13. Effects of DGT on p-p38, p-NF- B p65, and p-I B- protein expressions. The p-p38/p-NF- B p65/p-I B- pathway κ κ α κ κ α 

is a key signaling axis that regulates inflammation by mediating the phosphorylation and activation of molecules in the NF- B κ

signaling pathway, and was thus evaluated using western blot. All values are expressed as mean±SEM (n=7/group). DGT: 

Dokhwalgisaeng-tang, NF- B: nuclear factor B, I B- : inhibitor of B- , Normal: normal rats without MIA injection, Control: κ κ κ α κ α

MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: 

MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, 

MIA: monosodium iodoacetate, SEM: standard error of the mean. *p<0.001 indicates a significant difference from the normal 

group, while †p<0.05, ‡p<0.01, and §p<0.001 indicate a significant difference from the control group.
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약물 투여군에서는 군 군 INDO 1.06±0.05, DGTL 1.07± 

0 군 로 유의하게 감소하였다.05, DGTH 1.07±0.04 (p<0.01) 

(Fig. 14). 

관절 조직 내 콜라겐 관련 인자 발현 분석 16. 

분석1) Collagenases 

관절 조직에서 을 통해 western blot collagenases (MMP- 

Fig. 14. Effects of DGT on iNOS and COX-2 protein expressions. To assess the downstream effects of NF- B p65 signaling, κ

the protein levels of iNOS and COX-2 were measured by western blot. All values are expressed as mean±SEM (n=7/group). DGT: 

Dokhwalgisaeng-tang, iNOS: inducible nitric oxide synthase, COX-2: cyclooxygenase-2, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase, Normal: normal rats without MIA injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: 

MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, 

DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, SEM: standard error of the 

mean. *p<0.001 indicates a significant difference from the normal group, while †p<0.01 and ‡p<0.001 indicate a significant 

difference from the control group.

Fig. 15. Effect of DGT on tissue collagenase expression levels. MMP-1, MMP-8, and MMP-13 are mainly classified as collagenases, 

enzymes that play a key role in breaking down collagen. Protein expression of MMP-1, 8, and 13 was analyzed using western 

blot. All values are expressed as mean±SEM (n=7/group). DGT: Dokhwalgisaeng-tang, MMP: matrix metalloproteinase, GAPDH: 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Normal: normal rats without MIA injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water 

administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 

240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, SEM: 

standard error of the mean. *p<0.001 indicates significant difference compared with the normal group, †p<0.01 and ‡p<0.001 

indicate significant difference compared with the control group.
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1 의 단백질 발현을 확인한 결과, MMP-8, MMP-13) (fold of 

은 정상군 대비 대조군normal), MMP-1 (1.00±0.10) (1.52± 

0 에서 배 유의미하게 증가하였으며.08, p<0.001) 1.52 , 약

물투여군은 대조군에 비해 유의하게 억제되었다 (p<0.001).

의 단백질 발현 역시 정상군 대비 MMP-8 (1.00±0.06) 

대조군 에서 배 유의하게 증가하(1.52±0.07, p<0.001) 1.52

였고 과 마찬가지로 모든 약물 투여군에서 억, MMP-1

제되었다(p<0.001).

마지막으로 의 단백질 발현을 확인한 결과, MMP-13 , 

정상군 대비 대조군 에서 (1.00±0.03) (1.43±0.04, p<0.001)

배 유의미하게 증가하였고 약물 투여군은 대조군에 1.43 , 

비해 유의하게 억제되었다(INDO, p<0.001; DGTL, p< 

0.01; DGTH, p<0.01) (Fig. 15).

분석2) Gelatinases 

관절 조직에서 을 통해 western blot gelatinases (MMP-2)

의 단백질 발현을 확인한 결과 정상군 대, (1.00±0.045) 

비 대조군 에서 발현이 (1.32±0.054, p<0.01) MMP-2 1.32

배 유의하게 증가하였으나 군과 군에서만 , INDO DGTH

대조군 대비 유의하게 감소하였다 대조군 대비(p<0.05).  

군은 군은 유의하게 감소하INDO 16.7%, DGTH 17.4% 

였다(Fig. 16).

관절 조직 내 발현 분석 17. TIMPs 

관절 조직에서 을 통해 western blot TIMPs (TIMP-1, 

의 단백질 발현을 확인한 결과TIMP-3) (fold of normal), 

은 정상군 대비 대조군TIMP-1 (1.00±0.06) (0.85±0.01, p< 

에서 감소하였으며 군에서만 대조군에 0.05) 15% , INDO

비해 배 유의하게 증가하였다1.2 (p<0.05).

의 단백질 발현도 정상군 대비 대TIMP-3 (1.00±0.03) 

Fig. 16. Effect of DGT on tissue gelatinase expression level.

MMP-2, which degrades key components of the basement 

membrane, is classified under the gelatinase family and was

evaluated by western blot. All values are expressed as 

mean±SEM (n=7/group). DGT: Dokhwalgisaeng-tang, MMP:

matrix metalloproteinase, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase, Normal: normal rats without MIA injection,

Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO:

MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body

weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg

body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479

mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, SEM: 

standard error of the mean. *p<0.01 indicates significant 

difference compared with the normal group, †p<0.05 indicates

significant difference compared with the control group.

Fig. 17. Effect of DGT on TIMPs expression levels. TIMPs, such as TIMP-1 and TIMP-3, are proteins that regulate the activity 

of matrix metalloproteinases and were analyzed using western blot. All values are expressed as mean±SEM (n=7/group). DGT: 

Dokhwalgisaeng-tang, TIMPs: tissue inhibitors of matrix metalloproteinases, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 

Normal: normal rats without MIA injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced 

osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: 

MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, SEM: standard error of the mean. 
*p<0.05 and †p<0.001 indicate significant difference compared with the normal group, ‡p<0.05 and §p<0.01 indicate significant 

difference compared with the control group.
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Fig. 18. Histological observation of joints (H&E staining; magnification ×100, scale bar 100 m). H&E staining is primarily μ

used to observe the structural features of tissue in joint specimens. H&E: hematoxylin and eosin, Normal: normal rats without 

MIA injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg 

body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 

mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, DGT: Dokhwalgisaeng-tang.

Fig. 19. Histological observation of joints and quantification of proteoglycan-positive area (Safranin O staining; magnification 

×50, scale bar 200 m). Safranin O staining is primarily used to assess the condition of cartilage. It strongly binds to μ

glycosaminoglycans, particularly proteoglycans, which are key components of cartilage. All values are expressed as mean±SEM 

(n=3/group). Normal: normal rats without MIA injection, Control: MIA-induced osteoarthritis, water administered, INDO: 

MIA-induced osteoarthritis, indomethacin 2 mg/kg body weight, DGTL: MIA-induced osteoarthritis, DGT 240 mg/kg body weight, 

DGTH: MIA-induced osteoarthritis, DGT 479 mg/kg body weight, MIA: monosodium iodoacetate, DGT: Dokhwalgisaeng-tang, 

SEM: standard error of the mean. *p<0.001 indicates significant difference compared with the normal group, †p<0.05 and ‡p<0.001 

indicate significant difference compared with the control group.
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조군 에서 유의하게 감소하였(0.70±0.02, p<0.001) 30% 

다 특히 군과 군에서만 대조군 대비 배 . , INDO DGTH 1.3

유의하게 증가하였다(p<0.01) (Fig. 17).

조직병리학적 변화에 미치는 영향 18. 

연골 손상 보호 상태를 관찰하기 위해 염색을 H&E 

실시한 결과 정상군은 변형 없이 정상적인 연골 상태를 , 

보였으나 대조군에서는 골관절염이 유발되어 불규칙하, 

고 탈락된 연골 표면 등 연골 변성이 현저하게 나타났

다 군과 를 처리한 군은. INDO DGT 대조군에 비해  MIA

에 의한 연골 손상이 효과적으로 억제된 것으로 확인되

었다(Fig. 18).

관절 조직의 소실 정도를 평가하기 위해 proteoglycan 

S 염색을 실시한 결과 대조군에서는 afranin O , proteo-

의 많은 부분이 파괴되어 연골 형태학적 변화가 glycan

발생하였다 반면 군과 를 처리한 군에서는 . , INDO DGT

대조군에 비해 소실이 억제된 것으로 관찰proteoglycan 

되었다 또한 군보다 군에서 . , DGTL DGTH proteoglycan 

파괴 억제 효과가 더욱 두드러지게 나타났다(Fig. 19). 

추가적으로 염색을 통한 , Safranin O proteoglycan-pos-

iti 분석 결과 대조군은 정상군 대비 ve area , (30.93±1.19) 

유의하게 감소하였다 특65.1% (10.79±0.66, p<0.001). 히 

군과 군에서는 대조군 대비 각각 배 및 INDO DGTH 1.8

배 유의하게 증가하였다1.7 (p<0.001) (Fig. 19).

고찰»»»

는 전통적으로 에 해당하는 만성 관절통 DGT 風濕痺

증상에 사용되어 온 처방으로 현대의 실험 및 임상 연, 

구에서도 항염증 항산화 연골 보호 효과가 보고된 바 , , 

있다23-28) 본 연구에서도 는 로 유도된 골관절. DGT MIA

염 에서 감소한 뒷다리 체중 부하를 회복시켜 통증 rat

및 기능장애 개선 가능성을 보여주었다 또한 골관절염 . 

유도 후 증가한 체중과 식이 효율이 일부 조절되었으며, 

와 의 유의한 상승 없이 비교적 양호한 안전성 AST ALT

결과를 나타내어 가 기능적 개선과 안전성 측면을 , DGT

함께 고려할 수 있는 후보 치료제임을 시사하였다.

골관절염의 진행에는 산화적 스트레스와 염증 반응이 

핵심적으로 관여한다29,30) 본 연구에서 대조군은 혈. MIA 

청 와 가 증가하고 관절 조직 내 ROS MDA NOX2, p22phox, 

p47phox 발현이 상승하여 산화적 손상이 항진된 상태를  

보였으나 투여군에서는 이들 지표가 유의하게 감, DGT 

소하였다31) 이는 가 . DGT nicotinamide adenine dinucleo-

tide 경로를 억제하여 생성과 지phosphate oxidase ROS 

질과산화를 완화함으로써 산화적 손상을 줄였음을 시사

한다 아울러 는 와 를 유의하게 감소시. DGT TNF- IL-6α

켰고, PI3K/Akt, p38 ㅏmitogen-activated protein kinase , 

신호전달 경로의 NF- B κ 억제를 확인하였다 이러한 결. 

과는 가 상위 염증 신DGT 호를 조절함으로써 하위 염증 

매개인자의 발현을 억제하고 결과적으로 관절 내 염증, 

Fig. 20. Integrated therapeutic mechanism of Dokhwalgisaeng-

tang in MIA-induced osteoarthritis. MIA: monosodium iodoacetate,

NOX: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase, 

ROS: reactive oxygen species, MDA: malondialdehyde, PI3K:

phosphoinositide 3-kinase, NF- B: nuclear factor- B, I B- : κ κ κ α

inhibitor of B- , TNF- : tumor necrosis factor- , IL: interleukin,κ α α α

iNOS: inducible nitric oxide synthase, COX: cyclooxygenase,

MMP: matrix metalloproteinase, TIMPs: tissue inhibitors of matrix

metalloproteinases, AGC: aggrecan, GAGs: glycosaminoglycans.
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성 미세환경을 완화하는 데 기여했음을 보여준다 32,33). 

이와 함께 투여군에서는 와 발현이 DGT iNOS COX-2 

감소하였고 연골기질 분해에 관여하는 , MMP-1, MMP-8, 

및 의 과발현도 억제되었다MMP-13 MMP-2 34-36) 반면 . 

는 회복되는 양상을 보여 가 간TIMP-3 , DGT MMP/TIMP  

불균형을 일부 개선함으로써 연골기질 분해를 억제했을 

가능성을 시사하였다37,38) 이러한 분자생물학적 변화와 . 

일치하게 와 의 보존이 확인되었으며 조직AGC GAGs , 

학적으로도 연골 표면 손상 연골 두께 감소 염증세포 , , 

침윤 소실이 완화되었다 이는 가 단, proteoglycan . DGT

순히 염증을 억제하는 데 그치지 않고 연골기질 보존과 

구조적 손상 완화에도 관여할 수 있음을 보여주는 결과

이다(Fig. 20).

종합하면 는 유도 골관절염 모델에서 산화, DGT MIA 

적 스트레스와 염증 반응을 동시에 조절하고 연골기질 , 

분해를 완화하며 그 결과 통증 및 기능장애를 개선하는,  

효과를 나타냈다 즉 의 효과는 항산화 항염증 연. , DGT , , 

골 보호 기전이 복합적으로 작용한 결과로 해석될 수 있

다 다만 본 연구는 단일 동물모델과 제한된 투여 기간 . 

및 용량을 바탕으로 수행되었으며 통증 평가를 위해 뒷 , 

다리 체중 부하만을 측정하여 통증의 다각적인 측면을 

평가하기에는 한계가 있다 또한 개별 구성 약재나 활. , 

성물질의 기여도 및 작용기전은 구분할 수 없었으며 제, 

시된 분자생물학적 경로는 관찰된 변화에 근거한 것으

로 인과관계나 선후관계를 확인하기 위해서는 추가 실

험이 필요할 것이다. 

따라서 향후 다양한 골관절염 모델에서의 재현성 검

증 활성 성분 분리 연구 장기 안전성 평가 및 임상 연, , 

구가 추가로 이루어진다면 의 골관절염 치료 가능DGT

성을 보다 명확히 평가할 수 있을 것으로 생각된다.

결론»»»

본 연구에서는 가 로 유도된 골관절염 동물 DGT MIA

모델에 미치는 영향을 평가하기 위해 뒷다리 체중 부

하 산화적 스트레스 관련 인자 염증 관련 지표 연골, , , 

기질 관련 인자 및 조직병리학적 변화를 관찰하였으며, 

다음과 같은 결과를 얻었다.

투여 후 골관절염 유발군에서 뒷다리 체중 1. MIA 

부하가 유의하게 감소하였고 처치는 일째, DGT 7

부터 유의미한 회복을 보였다.

혈청 와 그리고 혈청 및 는 2. ROS MDA, TNF- IL-6α 

골관절염 대조군에서 증가하였으나 투여에 , DGT 

따라 유의하게 감소하였다.

관절 조직 내 와 는 처치에 따라 3. AGC GAGs DGT 

농도 의존적으로 증가하였다.

관절 조직에서 4. NOX2, p22phox, p47phox 발현은  

투여군에서 억제되었으며 및 DGT , PI3K/Akt NF-

경로의 활성 또한 감소하였다B .κ

는 와 함께 5. DGT iNOS, COX-2 MMP-1, MMP-8, 

의 발현을 억제하였고 의MMP-13, MMP-2 , TIMP-3  

회복을 나타냈다.

조직병리학적 분석에서 는 연골 표면 손상 및 6. DGT

소실을 완화하였다proteoglycan .

이상의 결과를 종합하면 는 로 유도된 골, DGT MIA

관절염 동물 모델에서 산화적 스트레스와 염증 반응을 

억제하고 연골기질 분해를 완화함으로써 통증 및 기능, 

장애를 개선하고 연골 손상을 보호하는 효과를 나타냈

다 따라서 는 골관절염의 진행을 완화할 수 있는 . DGT

치료제로서의 가능성을 시사한다.
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