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Objectives : BHH10 is traditional medicine herb used for enhancing body resistance against various

diseases. The aim of this study was to identify BHH10 extract induces osteogenic activity in human

osteoblast-like MC3T3-E1 cells.
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Methods : MC3T3-E1, pre-osteoblast cell line, were treated with BHH10 of various concentrations(0.1

㎍/mL, 1 ㎍/mL, 10 ㎍/mL). And then, the effect of BHH10 on osteoblast differentiation was examined by

alkaline phosphatase(ALP) activity, von Kossa staining and RT-PCR for osteoblast differentiation markers

such as osteocalcin(OCN), osteopontin(OPN).

Results : BHH10 had dose-dependent effect on the viability of osteoblastic cells, and dose-dependently

increased alkaline phosphatase(ALP) activity. BHH10 markedly increased mRNA expression for OCN, OPN

in MC3T3-E1 cells. Also, BHH10 significantly induced mineralization in the culture of MC3T3-E1 cells.

Conclusions : In conclusion, these results propose that BHH10 can play an important role in

osteoblastic bone formation, osteogenesis, and may possibly lead to the development of bone-forming

drugs.

Key Words : BHH10, ALP activity, OCN, OPN, mineralization

Ⅰ. 서  론

골은 석회화된 견고한 표면과 골수로 불리는 내부

의 세포 성분이 결합된 특수조직이다. 생리적으로 상

이한 이 두 구조의 결합은 일생을 두고 지속되는 골

의 재형성(bone remodeling) 과정에 기인한 것인데,

이는 골에 가해지는 호르몬이나 물리적 자극에 의

해 골수에 있는 파골세포(osteoclast)들이 골의 표면

으로 모여 골을 파들어가면서 파괴하는 골 흡수(bone

resorption)가 일어난 자리에 모여든 조골세포(osteoblast)

에 의한 골기질의 합성(bone formation)으로 설명된

다1). 골 표면에 위치하는 조골세포는 세포막에 당단

백 효소인 알칼리 포스파타제(alkaline phosphatase,

ALP)를 가지고 있으며 오스테오칼신(osteocalcin,

OCN), 오스테오폰틴(osteopontin,OPN), 뼈 시알로단

백(bone sialoprotein, BSP)과 같은 골 기질 물질을 분

비하고 석회화시키는 역할을 한다2). 골은 조골세포와

파골세포 활성의 균형을 유지하므로 골 양이 일정하

게 유지되며 이들의 활성으로 골의 재생이 지속적으

로 일어난다. 그러나 조골세포보다 파골세포의 활성

이 증가할 때 골량이 감소하여 골다공증을 유발하고,

폐경기 이후의 여성은 혈중 에스트로겐 농도 감소로

골다공증을 유발한다3-7).

골다공증은 만성 난치성 질환으로서 전 세계적으

로 심혈관계 질환 다음으로 유병률이 높으며 폐경기

이후 여성에서 두드러지게 발생된다. 특히 65세 이상

의 여성 2명 중 1명, 남성의 경우 5명 중 1명에서 골

다공증이 발생하고, 그 원인이 골절에 의한 것으로 약

12～20 % 정도는 사망에 이르고 있다8,9).

기존 제품의 경우 약의 흡수율이 낮으며, 위장장애

및 심혈관계 질환발생 등과 같은 부작용이 있고, 현재

까지의 골다공증 치료제에 관한 기술은 뼈가 녹아내

리는 현상을 막아 진행을 억제 시키는 ‘뼈 재흡수 차

단제제’로 단순한 증상완화 수준의 약효만을 보일 뿐,

근원적 치료를 위한 ‘골 재형성 촉진’면에서는 어려움

을 겪고 있다.

기존 골다공증 치료제가 뼈 성분이 빠져 나가는 것

을 억제하는 골흡수 억제제였던 것에 비해, 최근에는

조골세포의 생성과 활동을 증가시킴으로써 새로운 뼈

가 자라도록 돕는 골형성 촉진제로 진화했다10,11).

골다공증 시장에서 주도권을 잡기 위해서는 기존

치료제 기술의 단점을 보완하면서, 손상된 뼈까지도

재생이 가능한 치료제 개발이 절실히 필요하며, 안전

성이 확보된 치료제 개발이 필요하다. 이에 기존 한의

서 및 한방 임상에서의 안전성이 검증되고, 탁월한 효

능이 있는 한방제제 개발이 필요하다.

최근 천연물을 이용하여 뼈 형성을 촉진하기 위한

골 형성 및 골다공증 치료제로 개발하려는 사례가 있

다. 예로 숙지황과 오가피의 혼합 생약제 추출물로 뼈

형성 촉진치유로 특허가 출원된 바 있다. 다른 한편으

로는 줄기세포를 이용하여 골유합 및 골재생 치료법

이 시도되고 있다12). 환자 자신의 골수에서 채취한 성

체줄기세포를 골 형성세포로 분화시킨 뒤 대량증식
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배양시킨 후 환자에게 주사하는 세포치료 연구가 진

행되고 있다. 그러나 기존 골다공증 치료약제들은 골

흡수만을 차단시키거나 골 형성을 촉진시키는 효능만

이 있으며 장기간 투여 시 많은 부작용을 유발하고

있다13,14). 따라서 장기간 투여에도 지속적인 골밀도

증가 효과를 나타내고 부작용이 적은 안전한 치료제

개발이 요구되고 있다.

BHH10은 경희대학교 골관절질환 한방연구센터에

서 골유합치료 한약물 개발을 위한 한약물 검색 연구를

진행하여 황기(Astragalus membranaceus BGE.)ㆍ계지

(Cinnamomum cassia)ㆍ황백(Phellodendron amurensis)

추출물을 함유한 골다공증 및 골질환의 예방 및 치료

용 조성물로 개발되었다.

황기의 효능으로는 보기승양(補氣升陽), 고표지한

(固表止汗: 피부의 방어기능을 강화하여 땀을 멈추게

하는 치료법), 이수소종(利水消腫: 배뇨를 원활하게

하여 부은 것을 가라앉게 하는 치료법), 탁독배농(托

毒排膿: 기혈을 보익하는 약물을 사용하여 정기를 보

조해서 병독을 밖으로 밀어 냄으로써 내부의 농을 배

출하는 치료법) 등이 있다. 따라서 황기는 만성 쇠약,

특히 비위기(脾胃氣) 허약에 효과가 있으며, 중추신경

계의 흥분작용 효과도 있다. 최근 연구 보고에 따르

면, 황기는 면역력을 높여주며 조혈기능을 높여줌으

로써 방사선치료를 받고 있는 암환자의 치료 및 회복

에 도움을 주는 처방에 사용한다고 보고되었으며15),

난소 절제술을 실시한 동물모델(OVA rat model)에

황기 분획　추출물을 경구함으로써 골 대사 작용을

촉진시키는 결과 등이 보고된 바 있다
10)
. 그러나 현재

까지 황기의 골 파괴 억제，골 형성 및 골 재생 촉진

에 의한 치료 효과가 보고된 바는 없다.

계지(Cinnamomum cassia)는 장나무과의 상록교목

식물인 계수나무(또는 계피나무라고도 함)의 어린 가

지로, 맵고 달며 성질은 따뜻하고 심과 폐와 방광에

작용한다. 위를 튼튼하게 하고, 중풍을 억제하며 진통,

강심작용이 있다. 피부혈관을 확장시키고 한선을 자

극하여 땀을 내어 해열작용을 하며 바이러스의 억제

작용을 한다고 알려져 있다. 오한, 발열, 두통, 몸의

통증, 땀이 나지 않는 경우나 심계항진 등에도 사용한

다. 계지의 약리실험 결과로 발한작용, 해열작용, 진통

작용, 강심작용, 항알레르기작용, 항바이러스작용 및

억균작용 등이 밝혀졌다17-20).

황백은 약으로 쓰이며 혈당저하 작용을 한다. 또한

폐렴쌍구균, 인형결핵균, 포도상구균 등에 대하여 발

육저지 작용을 함과 동시에 종양세포의 번식을 저지

시키고, 살균작용을 한다. 복용하는 경우에는 미각 반

사의 항진에 의하여 위액의 분비를 촉진시키고, 식욕

의 항진도 가져오게 한다. 또한 일반 알칼로이드가 지

니는 전신작용을 하지 않기 때문에 다량으로 투여해

도 부작용이 없으므로 정장제뿐만 아니라 건위제로도

사용할 수 있다. 또한 이 약제에 대하여 여러 세균의

내성(耐性)도 생기지 않으므로 유행성 눈병이 유행할

때 세안 소독약으로도 사용할 수 있다. 그 외에도 혈

압강하, 중추신경계 억제, 항염증 등의 효과도 보고되

어 있다. 동양의학에서는 황련해 독탕ㆍ시호청간탕ㆍ

형개연교탕 등에 사용되고 있으나, 현재까지 황백의

골형성 및 골재생 촉진에 의한 골다공증치료 효과가

교시되거나 개시된 바는 없다21-24).

BHH10의 개발 경위를 자세하게 살펴보면 민간요

법, 중국ㆍ일본 및 국내외 한의학 고전 처방, 각종 임

상 논문 및 보고서 등 관련 문헌을 통해 신허강화(腎

虛降火) 할 수 있는 처방 및 한약제를 선정하였다. 1

차적으로 처방 및 한약제 중 동물성ㆍ광물성, 강한 독

성이 있는 처방 및 약제는 선별하여 배제하였고, 특허

출원 조사에 따라 후보처방 및 한약제를 72종으로 압

축하여 선정하였다. 이를 대상으로 골형성 활성을 탐

색, 분석, 평가하여 골재형성에 우수한 효능이 있는

처방 10종을 선별하였다. In vivo 및 in vitro 연구를

통하여 골다공증 및 골유합에 가장 뛰어난 효과가 있

는 자신환(滋腎丸)의 가감방인 BHH10처방을 개발하

게 되었다15,25,26).

본 연구에서는 mouse pre-osteoblast cell인

MC3T3-E1에서의 골형성 관련 최적조건 확립 및

BHH10의 효능을 연구하였다.

Fig. 1. BHH10 product development process

mimetic diagram
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Ⅱ. 방  법

1. 계대배양

Mouse calvarial osteoblast MC3T3-E1(subclone

4) 세포주를 American Type Culture Collection(VA)

로부터 구입하여 사용하였다. MC3T3-E1세포를 2～3

일마다 계대배양하여 passage #4부터 #6까지 사용하였

다. 세포는 α-minimal essential medium(WelGENE,

Daegu, South korea) 배지에서 10 % FBS(Lozga,

Walkersville, MD, USA), 1 % Antibiotics(WelGENE,

Daegu, Korea)가 첨가된 성장배지(growth Medium:

GM)로 37 ℃, 5 % CO2 배양기에서 배양하였다.

2. 조골세포주의 시간별 분화

성장배지로 세포를 6-well에(5×104cells/well)분주

하여 90 % 가량 자라면 분화유도배지[differentiation

medium(DM): a-MEM(WelGENE, Daegu, Korea)에

10 mM β-glycerophosphate (Sigma, Louis, MO,

USA)와 50 ㎍/mL ascorbic acid(Sigma) 첨가]에 두

조건으로 나누어 7, 14, 18, 21일간 3일마다 배지를 교

환하여 배양하였다.

1) Alkaline phosphatase staining

분화배지에서 7, 14, 18, 21일 동안 배양된 세포에

alkaline phosphatase 염색(Sigma, Louis, MO, USA)

을 하였다. 배양된 세포의 배양액을 제거한 후 PBS로

두 번 세척하였다. Citrate-acetone-formaldehyde 고

정액으로 실온에서 30초간 고정한 후 alkaline-dye

mixture(Sigma, Louis, MO, USA)를 약 1 mL 첨가하

여 차광하고, 실온에서 30분간 반응시켰다. 멸균수로

세정하고 hematoxyline 용액(Sigma, Louis, MO,

USA)으로 2분간 counterstain하여 다시 멸균된 증류

수로 세정하고 현미경(Axio vision 4.0 microscope,

carl zeiss Inc, Weimar, Germany) 관찰 후 사진 촬영

(100×)하였다.

2) Von Kossa 염색

분화배지에서 7, 14, 18, 21일 동안 배양된 세포에

von Kossa(von Kossa stain kit, IHC World, LLC,

Woodstock, MD, USA)염색을 하였다. 배양된 세포의

배양액을 제거하고 PBS로 두 번 세척하였다. Citrate-

Acetone-Formaldehyde(von Kossa stain kit) 고정액

으로 고정한 후 silver nitrate solution을 약 1 mL 첨

가하여 1시간 동안 UV에 노출시켜 반응한 후 멸균증

류수로 세척하였다. sodium thiosulfate solution(von

Kossa stain kit)으로 2분간 실온에서 반응시킨 후

nuclear fast red solution(von Kossa stain kit)을 5분

간 반응하여 멸균수로 세정하고 현미경 관찰 후 사진

촬영하였다(100×).

3) RT-PCR analysis

분화배지에서 7, 14, 18, 21일 동안 배양된 세포에

서 RNA를 분리하였다. RNA검출 과정은 세 단계로

진행 하였다. Total RNA preparation → reverse tran-

scription → PCR → gel running → EtBr staining

→ UV에서 관찰 및 촬영하였다.

(1) RNA preperation(Trizol kit 사용)

배양된 세포를 PBS로 세척한 후 Trizol 1 mL를

넣었다. Chloroform을 200 ㎕ 넣고 혼합한 후 10분간

실온에서 반응 후 12,000 rpm에서 15분간 원심분리 후

상층액을 수확하였다. 상층액과 동량의 isopropanol을

첨가하고 혼합한 후 12,000 rpm에서 10분간 원심분리

하였다. 상층액을 버리고 차가운 75 % ethanol로 2회

세척하고, pellet을 확인한 후 공기 중에서 건조하였

다. RNase-free water 30 ㎕(e.g. DEPC)에 용해시키

고 RNA를 정량한 후 70 ℃에 보관하였다.

(2) RT-PCR

① Reverse transcription

Ttal RNA 1ug

Oligo dT(15mer) 1㎕

10× reverse transcriptase buffer 3㎕

10 mM dNTP 3 ㎕

RNase inhibitor 0.75 ㎕

Reverse transcriptase(250 unit/㎕)

DEPC water to 30㎕

95 ℃ 5분 : RNA denaturation

42 ℃ 60분 : Reverse transcriptase reaction

65 ℃ 5분 : Enzyme killing

② PCR

cDNA 2 ㎕

5× PCR buffer 4 ㎕
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EX Taq DNA polymerase 0.1 ㎕

5'primer 1 ㎕

3'primer 1 ㎕

Water to 20 ㎕

1단계 : 95 ℃, 5분 1 cycle

2단계 : 30 cycle

95 ℃, 30초 : denaturation

55～60 ℃, 30초 : annealing

72 ℃, 30초 : polymerization

3단계 : 72 ℃, 5분, 1 cycle

골형성에 관여하는 유전자 염기서열은 OPN forward:

5'-TCA CCA TTC GGA TGA GTC TG-3' reverse:

5'-ACT TGT GGC TCT GAT GTT CC-3', OCN

forward: 5'-CTC TGT CTC TCT GAC CTC ACA

G-3' reverse: GGA GCT GCT GTG ACA TCC

ATA C-3', GAPDH forward: 5'-ATC CCA TCA

CCA TCT TCC AGG AG-3' reverse: 5'-CCT GCT

TCA CCA CCT TCT TGA TG-3'이다.

(3) Gel running

1.8 % agarose gel(Carl ROTH)을 건조한 후 PCR 산

물을 6× loading buffer 4 ㎕와 혼합하여 90 V에서 40

분간 전기영동 하였다. EtBr로 염색 후 UV 촬영하였다.

(4) 정량

Image J(NIH program, USA)로 밴드의 intensity

를 정량한 후에 GAPDH로 보완하여, 막대그래프로

표시하였다.

3. 조골세포주에 BHH10 약제처리

1) Cell proliferation

시료의 세포독성을 측정하기 위해 water-soluble

type이 WST-8을 이용한 CCK-8(cell counting kit-8)

로 측정하였다. 배양한 세포를 0.4 % trypan blue염색

법으로 세포수를 측정한 후 1x104cells/well의 농도로

96well-plate에 100 ㎕씩 분주하고 성장배지로 24시간

배양하였다. 새로운 α-MEM 분화배지에 BHH10을

농도별(0, 0.1, 1, 10, 20, 50, 100 ㎍/mL)로 각 well에

넣었다. 48시간 배양한 다음 CCK-8용액 10 ㎕를 각

well에 첨가하고 3시간 동안 배양하였다. 450 nm

(-650 nm)에서 흡광도를 측정하였으며, 세포독성은

시료의 흡광도를 대조군의 흡광도에 대한 백분율로

나타내었다.

2) Alkaline phosphatase staining

세포를 6-well에 (5×104 cells/well)분주하여 90 %

가량 자라면 BHH10을 농도별 (0, 0.1, 1, 10 ㎍/mL)

로 각 well에 처리하고, 7일 동안 배양한 후 alkaline

phosphatase 염색(Sigma, Louis, MO, USA)을 하였

다. 염색은 2. 2). (1)의 방법과 같이 시행하였다. 염색

된 세포는 현미경(Axio vision 4.0 microscope, carl

zeiss Inc, Weimar, Germany) 관찰 후 사진 촬영

(100×)하였다. ALP의 intensity는 isolution image분석

software를 이용하여 측정하였다(IMT echnology,

Canada).

3) Von Kossa 염색 및 정량

세포를 6-well에(5×104 cells/well)분주하여 90 %

가량 자라면 BHH10을 농도별 (0, 0.1, 1, 10 ㎍/mL)로

각 well에 처리하고, 14일 동안 배양한 후(von Kossa

stain kit, IHC World, LLC, Woodstock, MD, USA)

을 하였다. 염색은 2. 2). (2)의 방법과 같이 시행하였다.

4) RT- PCR

세포를 6-well에 (5×104 cells/well)분주하여 90 %

가량 자라면 BHH10을 농도별 (0, 0.1, 1, 10 ㎍/mL)

로 각 well에 처리하고, 7, 14, 18, 21일 동안 배양한

후 골형성 관련 유전자(OPN, OCN)를 확인 하였다.

2. 2). (3)과 동일한 방법으로 RT-PCR을 시행하고,

정량하였다.

4. 통계처리

실험결과는 GraphPad prism을 이용하여 paired

t-test 통계처리 하였다.

Ⅲ. 결  과

1. 조골세포주 분화에 따른 시간별

ALP 변화확인

MC3T3-E1세포는 mouse calvaria로부터 유래한

osteoblastic cell로 생체 내에서 일어나는 조골세포의
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Fig. 2. Time dependent expression of alkaline

phosphatase by ALP staining in MC3T3-E1

cells(100×)

증식, 분화, 석회화 등의 유사한 대사적 특징이 있으

며, 특히 세포막에 당단백질인 ALP가 있어 골 형성

과 관련된 연구에서 유용하게 사용된다.

본 실험에서는 MC3T3-E1 세포주에 7일, 14일, 18

일, 21일 동안 분화배지에서 배양 후 조골세포의 분화

를 ALP 염색을 통하여 발현 정도를 확인하였다.

ALP염색 결과, 7일째에 ALP 활성이 가장 많이 증

가하였고, 14, 18, 21일째로 가면서 점차 감소하였다

(Fig. 2).

2. 조골세포주 분화에 따른 시간별

mineralization

뼈는 강도와 크기를 얻기 위하여 칼슘을 축적하는

데, von Kossa 염색법은 이러한 칼슘성분과 반응하여

흑갈색으로 발색된다.

Fig. 3. Time dependent mineralization by von

Kossa staining in MC3T3-E1 cells

Von kossa staining showing increse of ostegenic
mineralization deposition(100×).

본 실험에서는 MC3T3-E1 세포주에 7일, 14일, 18

일, 21일 동안 분화배지에서 배양 후 von Kossa염색

을 실시하였다.

염색 결과 7일, 14일, 18일, 21일로 시간이 증가함

에 따라 칼슘축적이 증가하였고, 14일째 칼슘의 축적

이 가장 많이 발현되었다(Fig. 3).

3. 조골세포주 분화에 따른 시간별
골형성 유전자 발현

RNA 수준에서 골의 유기적 구성요소의 하나인

Osteocalcin(OCN), 세포외기질 단백으로 골 형성에

관여하는 산성 당단백 성분인 osteopontin(OPN)과 같

은 특이적 osteogenic 유전자가 발현된다.

Fig. 4. Time dependent expression of osteogenic-

specific markers including osteocalcin, osteopontin and

collagen I by RT-PCR analysis in MC3T3-E1 cells

(A) RT-PCR and (B) quantified by densitometric analysis
of osteoblast-specific genes induced after osteogenic
differentiation.
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본 실험에서는 MC3T3-E1 세포주에 7일, 14일, 18

일, 21일 동안 분화배지에서 배양 후 조골세포의 골형성

촉진 유전자인 OCN, OPN의 발현 변화량을 RT-PCR

로 측정하였다.

실험 결과, OCN은 각 날짜별 대조군(GM)과 비교

했을 때 14일째 약 12배 유의성 있게 증가하였고, 18

일째에 약 2.3배 증가하였다(Fig. 4A). OPN도 각 날

짜별 대조군(GM)과 비교했을 때 OPN과 마찬가지로,

14일째 약 6배 증가하여 날짜별 가장 높은 발현 양을

보였으며 18일째는 약 1.4배 증가 하였다. 시간 변화

에 따른 조골세포의 골형성 유전자 OPN, OCN은 14

일째 가장 높게 발연함을 확인하였다(Fig. 4B).

4. 조골세포주에서의 BHH10 세포생존율

BHH10의 MC3T3-E1세포 증식에 미치는 영향을

관찰 한 결과, 0.1, 1, 10, 20, 50, 100 ㎍/mL의 모든

농도에서 95 % 이상의 높은 생존율을 보여 세포독성

이 없음을 확인 하였다(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of BHH10 on the viability of

MC3T3-E1 cells by the CCK-8 assay

Results were presented as means±SD.(n≥6)

5. BHH10 처리된 조골세포주의 ALP

BHH10은 조골세포에 대해 독성이 없으면서 우수

한 활성을 보여 이를 농도별로 처리하였다.

조골세포의 세포막에 존재하는 ALP는 세포의 외

막과 석회화 조직에서 높은 농도로 발견되어 석회화

과정 동안 무기인산의 운반, 세포분열이나 분화의 조

절자 역할을 하며, 조골세포 활성의 표지인자로 널리

알려져 있다.

앞에서 시행된 조골세포주 분화에 따른 시간별

ALP의 변화 확인 결과 7일째 가장 높게 나타남을 확

Fig. 6. Effect of BHH10 on the alkaline

phosphatase of MC3T3-E1 cells at 7 days

(A) microscope (100x) (B) staining intensity. GM: Growth
medium, DM: Differentiation medium

 (B)

인하였다. 그 결과에 따라 BHH10이 조골세포의 활성

에 미치는 영향을 알아보기 위해 분화배지에서 7일

동안 BHH10을 농도별로 처리하였다. ALP의 효소활

성을 현미경으로 관찰한 결과 BHH10을 1 ㎍/mL 처

리했을 때 가장 많이 ALP가 염색되었으며(Fig. 6A),

ALP효소의 활성을 isolation image로 분석한 결과 역

시 1 ㎍/mL의 저농도에서 분화배지만 처리한 군보다

증가함을 확인하였다(Fig. 6B).

6. BHH10 처리된 조골세포주의

mineralization

Osteogenic으로 분화를 유도한 후 이를 확인하기

위하여 세포를 silver nitrate 용액으로 처리하여 조직

내에 침착된 calcium염에서 calcium 대신 은이온을

치환시킨 후 흑갈색으로 침착된 calcium의 정도를 측

정하게 된다.
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조골세포주 분화에 따른 시간별 mineralization 실

험을 통하여 14일째 칼슘의 축적이 가장 높음을 확인

하였다. 이를 바탕으로 BHH10이 처리된 조골세포주

의 mineralization을 조사하였다.

Von Kossa염색을 통하여 칼슘의 침착정도를 현미

경으로 확인한 결과 0.1, 1, 10 ㎍/mL에서 모두 증가

함을 확인하였다(Fig. 7A). Staing된 particle의

number를 counting한 결과 역시 0.1, 1, 10 ㎍/mL 모

든 농도에서 particle의 수가 증가함을 확인할 수 있

었다(Fig. 7B).

(B)

Fig. 7. Effect of BHH10 on the ostegenic

mineralization of MC3T3-E1 cells by (A) von

Kossa staining(100x) and (B) number of particle

GM : Growth medium., DM: Differentiation.

7. BHH10의 MC3T3-E1세포주 골형성

관련 유전자 확인

앞선 조골세포주 분화에 따른 시간별 골형성 유전

자 발현을 확인한 결과, 골형성에 관여하는 유전자

OCN, OPN은 14일째 가장 높게 발현함을 확인하였

다. 이러한 결과를 토대로 BHH10을 처리한 조골세포

주에서 osteoblast분화 marker인 OCN, OPN을 조사

하였다.

BHH10이 10 ㎍/mL 처리된 MC3T3-E1 세포주에

서의 유전자 발현 양을 RT-PCR로 측정하였다. OCN

은 14일째 가장 높은 증가율을 보였다. 음성대조군

(GM)에 비하여 양성대조군(DM)에서 1.6배 증가 하였

고, BHH10 처리 시 1.5배 더 증가하였다(Fig. 8A).

OPN 역시 14일째 BHH10을 처리한 군이 분화배지만

Fig. 8. Expression of BHH10 on the osteogenic-

specific markers of MC3T3-E1 cells by RT-PCR

and quantified by densitometric analysis

(1) GM(control).
(2) DM(positive control).
(3) 10 ㎍/mL BHH10.
Each value is expressed as relative level of target gene to
GAPDH.
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처리한 양성대조군 보다 높은 발현 양을 나타내었다

(Fig. 8B).

결과적으로 BHH10의 처리가 골형성 관련 유전자

의 발현양을 증가시킨 다는 것을 확인 할 수 있었다.

Ⅳ. 고  찰

본 연구는 골다공증, 골형성 촉진 및 골유합 기반

기술을 응용한 선행연구를 바탕으로 자신환 가감방인

BHH10처방의 골형성 촉진의 효능을 연구하였다.

Mouse pre-osteoblast cell인 MC3T3-E1에서의 골형

성 관련 최적조건을 ALP활성과 mineralization, 골형

성 유전자 발현을 확인함으로서 확립하였다. 또

pre-osteoblast MC3T3-E1 세포주의 골형성 분화 최

적 조건을 확립한 후 BHH10처방이 골 형성에 미치는

영향을 검토하고자 BHH10을 농도별로 osteoblastic

MC3T3-E1 세포주에 처리하여 그 효능을 확인하였다.

실험결과 ALP의 활성은 7일째 가장 높았으며, von

Kossa염색결과 14일째가 가장 높았다. 골 형성 관련

유전자인 OCN과 OPN은 14일째 골형성 촉진이 가장

우수했다.

또 조골세포주의 세포성장에 BHH10이 미치는 영

향을 관찰하였고, 0.1, 1, 10, 20, 50, 100 ㎍/mL의 모

든 농도에서 95 % 이상의 높은 생존율을 보여 세포

독성이 없음을 확인하였다. 이러한 결과를 바탕으로

BHH10을 조골세포주에 농도별로 처리하여 von Kossa

staining을 통하여 조골세포의 발현을 확인하였다.

BHH10은 7일째 ALP를 증가시켰고, 저농도인 1 ㎍

/mL에서 높은 효과를 확인하였다. Von Kossa염색을

통하여 calcium의 침착을 확인한 결과 0.1～10 ㎍/mL

까지 농도 의존적으로 증가시켰다. 또한 BHH10 10

㎍/mL 을 처리한 조골세포주에서 osteoblast분화

marker인 OCN, OPN을 조사하였다. 그 결과 OCN과

OPN 모두 14일째 발현 양이 가장 높게 나타났다.

BHH10처방이 세포독성이 없고, ALP활성과 miner-

alization을 초기에 저농도에서 증가시키며, 골 형성

촉진 효능이 우수함을 확인하였다.

자신환(滋腎丸)은 ≪동의보감≫, ≪의학입문≫, ≪경

악전서≫, ≪방약합편≫ 등 대부분의 주요 한의서에

기재되어 있는 처방으로 황기ㆍ계지ㆍ지모로 구성되

어 있다. 주로 신허(腎虛)로 인해 발생하는 제반 증상-

발열, 배뇨장애, 각슬무력(무릎과 다리에 힘이 없음)

등에 사용된다. 자신환의 가감방(BHH10)은 황기ㆍ계

지ㆍ황백의 세 가지 본초로 구성되어 있다. 황기는 보

기(補氣)하는 대표적인 본초 중 하나로 모든 허증과

관련하여 사용할 수 있으며, 정기보허탕(精氣補虛湯),

옥병풍산(玉屛風散) 등의 수많은 처방에서 주약으로

쓰이고 있다. 계지는 부위나 재배기간 차이에 따라서

계지ㆍ계피ㆍ육계ㆍ계심ㆍ관계 등 다양한 명칭으로

사용되고 있으나 그 효능은 대동소이하다고 하겠다.

주로 경락을 따뜻하게 하고 맥의 흐름을 원활하게 하

는 효능이 있어, 몸 전체의 순환과 약 기운의 순환을

도우며 여러 통증 질환과 허증(虛症), 한증(寒症), 외

감(外感) 등에 사용되고 있어 계지탕(桂枝湯), 팔미지

황환(八味地黃丸) 등에서 찾아볼 수 있다. 황백은 열

을 끄고 해독하는 효능이 있으며, 특히 인체의 하초

(下焦: 인체의 장부를 상ㆍ중ㆍ하 세 부위로 나누었을

때 아래쪽에 속함, 주로 신장과 방광이 여기에 해당

함)의 열을 조절하는 효능이 뛰어난 본초로서 지백지

황환(지백지황환), 고정환(고정환) 등의 처방에 포함

되어 있다.

이와 같이 황기ㆍ계지ㆍ황백은 각각이 갖는 특징

적인 효능과 우수한 약효로 인해 개별적으로 다양한

한약 처방에서 사용되고 있으며, 두 개 혹은 세 개가

함께 배합되어 있는 처방도 많이 찾아볼 수 있다.

현재 기존의 골다공증 치료제들은 많은 부작용들

이 보고되고 있다. 한 연구에 의하면 경구비스포스포

네이트 사용자의 38 %가 이상 반응을 경험하였으며

이들의 대부분은 상부 위장관 증세를 호소하였다. 또

한 19 %가 위장관 이상반응으로 투여를 중단하였다.

비스포트포네이트는 체내에 대사되지 않고 골격계 조

직에 축적되므로 장기간 사용 시 골격계에 부정적인

영향을 미치게 될 것이라는 문제가 제기되어 왔다.

etidronate의 장기간 사용 시 골통증, 골절, 골연화증

(osteomalasia)에서 보이는 유골(osteoid)의 축적이 일

어남이 알려져 있고 동물에서 고용량 사용 시 골절치

유 장애가 보고되고 있다. 현재 세계적인 제약회사들

이 여러 종류의 약물들에 대한 임상실험을 진행 하였

거나 진행 중에 있지만 아직 탁월한 차세대 치료제

개발이 진행되지 못한 실정이다27-32).

한약제를 이용한 한약제제 개발은 아직 미개척 분

야로서 조기에 국제경쟁력 확보가 가능하고, 국내외

적으로 한방 의약품 시장이 지속적으로 성장하고 있

어, 한약제제 개발선진국으로 발정가능성이 높으므로,

효율적인 연구투자 및 집중화가 필요하다. 한약제를

이용한 신약개발 수준을 선진국과 비교해 보면, 우리
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나라는 전통의약품에 대한 정보가 풍부하여 선진국과

비교 시 경쟁력을 갖추고 있다. 또 한약물 및 처방에

대한 임상자원이 풍부하고, 효과가 탁월한 품종이 다

량 확보되어 있다. 또 학계, 연구소 및 산업계로의 체

계적 연계가 시도되고 있고, 다국적 제약사들의 낮은

관심으로 상대적 경쟁 우위가 확보된 상태이다.

본 연구진은 앞으로 골다공증 동물모델에서의 BHH10

처방의 골 형성 촉진 및 골 파괴 억제 효능과 기전

보완 연구를 통해 부작용을 최소화하고, 복용하기 편

리하며, 골재형성 효능이 확보된 새로운 골다공증 한

약제제로 개발하여 현재 임상에서 사용 중인 골다공

증치료제(estradiol 및 alrendronate)의 단점이 보완된

한방치료제로 개발하고 한방이론의 과학화에 기여할

것으로 사료된다.
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