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ABSTRACT

Inhibitory Effects of Achyranthis Radix Extract Mixed with Hydrogel
on Osteoclast Differentiation
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Kyung-Sub Lee, Jin-Moo Lee

Dept. of Oriental Gynecology, college of Oriental Medicine, Kyung-Hee University

Purpose: This study was conducted to evaluate the inhibitory effect of Achyranthis
Radix extract(ARE) loaded hydrogel on osteoclast differentiation.

Methods: MTT-assay was performed to estimate cytotoxicity of ARE, Achyranthis
Radix-alginate hydrogel disk(ARHD) in bone marrow macrophages stimulated(BMMs)
with human receptor activator of nuclear factor-ƙB ligand(RANKL), human
macrophage-colony stimulating factor(M-CSF). Tartrate resistant acid phosphatase
staining and RT-PCR were performed to know the inhibitory effect on osteoclast
differentiation. Reactive oxygen species and actin ring formation were analysed to
observe the effect of ARHD.

Results: ARE has no cytotoxicity at the concentration of 0.1 ㎎/㎖ or lower. ARE
decreased the number of TRAP positive cells in RANKL, M-CSF stimulated BMMs
and the gene expression. ARHD has no cytotoxicity at the concentration of 10 ㎍/㎖
(24, 48hours), 50 ㎍/㎖ (24 hours). ARHD restrained the synthesis of reactive oxygen
species and the formation of actin ring.

Conclusions: Achyranthis Radix has the inhibitory effect of osteoclast differentiation
and bone resorption. Further studies are needed to treat osteoporosis by Achyranthis
Radix.
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Ⅰ. 緖 論

골다공증은 고령층 인구가 당면한 가

장 중요한 질병 중 하나이다. 여성은 폐

경을 전후하여 에스트로겐이 부족해지고

이는 파골세포의 apoptosis 감소, 조골세

포의 apoptosis 증가를 가져와 폐경기 골

다공증 발병의 원인이 된다
1,2)
.

파골세포(osteoclast)는 골흡수에 관여

하는 다핵세포이다. 골의 항상성은 새로

운 골기질을 형성하는 조골세포와 오래

된 골기질을 흡수하는 파골세포의 적절한

균형에 의해 유지된다. 골다공증은 이

두 세포 사이의 불균형에 의해 골의 흡

수가 골의 형성을 초과하여 발생한다3-5).

한의학적으로 骨은 腎主骨, 腎生骨髓

로써 腎과 밀접한 관련을 갖는다
6)
. 골다

공증은 骨痺, 骨痿 등의 병증과 유사성

을 찾을 수 있고, 腎의 盛衰와 관련되어

腎虛로 辨證할 수 있다
7)
. 갱년기 여성의

근본 병인 병기 역시 腎虛이다8).

牛膝(Achyranthis Radix)은 비름과

(Amaranthaceae)에 속한 다년생 초본의

뿌리로 藥性은 平 無毒, 味는 苦酸, 歸經

은 肝, 腎이며 효능은 補肝腎, 强筋骨, 散

瘀血, 消癰腫이다
9)
. 최근 牛膝의 파골 세

포 분화 억제에 관한 연구10)는 골다공증

치료에 관한 한의학적 접근을 제시하고

있다.

이에 저자는 牛膝의 파골세포 분화 억

제 작용 및 牛膝의 지속적인 적용을 위

해 하이드로젤에 탑재한 牛膝-하이드로

젤 지지체의 세포 독성 및 ROS, 골 재

흡수에 미치는 영향을 관찰하여 유의한

결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 實 驗

1. 材 料

1) 牛膝 추출물

비름과 (Amaranthaceae)에 속하는 多

年生 草本인 쇠무릅 Achyranthes japonica

Nakai의 뿌리 (Achyranthis Radix)를 시

료:3차증류수=1:10의 비율로 3시간정도

약탕기에서 추출한 후 filtering하고 Freeze

dryer로 물을 제거하여 제조한 한국식물

추출물은행의 제품 (CW02-083)을 구매

하여 멸균된 3차 증류수로 희석하여 0.22

㎛ 필터 (Millopore Carrigtwohill, Ireland)

에 여과하여 4 ℃에 보관하였으며 생약

추출물은 용액제조 후 15일 이내에 사용

하였다.

2) 시 약

Human receptor activator of nuclear

factor-ƙB ligand (이하 RANKL)과 Human

macrophage-colony stimulating factor (이

하 M-CSF)는 Peprotech 사(London, UK)

에서 구입하였다. Tartrate resistant acid

phosphatase (이하 TRAP) staining solution

은 Sigma Aldrich사 (St. Louis, MO, USA)

에서 구입하였으며, α-minimum essential

medium (이하 α-MEM), 10% Fetal bovine

serum (이하 FBS), antibiotic, Dulbecco’s

Phosphate-Buffered Saline (이하 DPBS)

는 Gibco사 (Rockville, MD, USA)에서

구입하였으며 1% Triton X-100는 Sigma

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서

구입하였다. 또한 2’,7’-dichlorofluorescein

diacetate (DCFH), rhodamin-conjugated

phalloidin은 Molecular Probes (Eugene,

OR, USA)에서 제품을 구입하였다.

3) 파골세포의 배양 및 분화
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6주령의 수컷 ICR 생쥐를 희생 시킨

후 antibiotic을 첨가한 α-MEM을 1 ㏄

주사기에 충전하여 경골 및 대퇴골에서

골수를 채취하였다. 채취한 골수세포에서

적혈구를 제거한 후 FBS과 M-CSF 30 ng/

㎖를 첨가한 α-MEM배지에서 5% CO2,

95% 습도 및 37 ℃의 배양기조건으로 3일

간 배양하였다. 배양 후 부착된 세포를 파

골전구세포로서의 대식세포 (bone marrow

macrophages, 이하 BMMs)로 사용하였다.

2. 方 法

1) 牛膝-alginate 하이드로젤 제작

Sodium alginate를 2 wt% DMEM에

24시간 300 rpm으로 충분히 용해하였고,

calcium sulfate를 DPBS에 충분히 분산

시켰다. 용해된 이 두 가지 용액인 2

wt% alginate solution과 calcium sulfate

를 주사기에 연결하여 혼합하고 동시에

牛膝 추출물 10 ㎍/㎖과 50 ㎍/㎖를 첨

가하여 상온에서 15분간 하이드로젤을

架橋시켰다. 架橋된 牛膝-alginate 하이

드로젤 disk를 15 mm지름과 1 mm의 두

께를 가지는 disk로 제작하여 사용하였다.

2) 세포독성 측정

BMMs를 96-well plate에 1×104cells/well

로 분주하고 M-CSF 30 ng/㎖를 처리한

후 牛膝 추출물 0.01 ㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖,

0.1 ㎎/㎖ 및 1 ㎎/㎖를 첨가하여 24, 48

시간 배양하였다. 10 ㎍/㎖과 50 ㎍/㎖

牛膝-하이드로젤 지지체를 이용하여 같

은 방법으로 배양하였다. 그 후 각각의 well

에 cell counting kit (CCK-8, Dojindo,

Japan) 용액을 처리하고 2시간 동안 incubation

한 후 ELISA microplate reader (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)를 이용하여 405 ㎚

에서 흡광도를 측정하였다. 세포독성 효

과는 시료를 첨가하지 않는 대조군에 대

한 백분율(%)로 표시하였다.

3) TRAP 활성 측정

BMMs를 48-well plate에 2×104cells/well

로 분주하고 RANKL 100 ng/㎖와 M-CSF

30 ng/㎖로 처리한 배지에 牛膝 추출물

10 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 100 ㎍/㎖를 맞추

어 첨가하고 배양하였다. 3일 후 배양액

을 교환한 후 추가로 2일을 더 배양하고

부착세포를 DPBS로 2회 세척한 후 1%

Triton X-100으로 용해시킨 후 TRAP

용액으로 염색하여 보라색의 TRAP 양

성세포를 파골세포로 인정하였다. 염색

된 파골세포 중 핵이 3개 이상인 세포의

개수를 현미경에서 직접 관찰하여 확인

후 통계 처리하여 그래프에 나타내었다.

4) Reverse Transcriptase-Polymerase Chain

Reaction (RT-PCR) 분석

BMMs를 6-well plate에 1×105cells/well

로 분주하고 RANKL 100 ng/㎖와 M-CSF

30 ng/㎖로 처리한 배지에 牛膝 추출물

10 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 100 ㎍/㎖를 첨가

하고 5일 동안 배양 후 파골세포를 harvest

하여 RNA RNeasy kit (Qiagen, Valencia,

CA, USA)를 이용하여 총 RNA를 분리

하였다. 추출한 RNA의 1 ㎍을 oligo-dT

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 사용

하여 cDNA로 합성하였다. 합성된 cDNA

를 PCR preMix (Bioneer, DaeJeon, Korea)

로 중합효소연쇄반응을 수행하였다. 중합

효소연쇄반응에 사용된 primer는 파골세

포 분화의 지표로 사용된 TRAP, GAPDH

유전자 부분을 주형으로 제작하였다. Primer

은 TRAP were 5'-ACT TCC CCA GCC

CTT ACT ACC G-3' (sense) and 5'-TCA

GCA CAT AGC CCA CAC CG-3' (antisense),

and the Primers for GAPDH were 5'-ACT
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ARE Concentration
(㎎/㎖)

Time
Cell

Viability

Control
24hr 100.00±6.48

48hr 100.00±2.58

0.01
24hr 100.87±6.82

48hr 98.99±1.66

0.1
24hr 102.27±1.93

48hr 97.34±3.82

0.5
24hr 67.21±2.62*

48hr 50.22±6.10*

1
24hr 40.40±2.00*

48hr 18.67±2.57*
Values are the mean±SD of the four independent
experiments
* Statistical significances were tested by ANOVA.

TTG TCA AGC TCA TTT CC -3' (sense)

and 5'-TGC AGC GAA CTT TAT TGA

TG -3' (antisense)와 같이 제작되었으며

증폭은 94 ℃ 30초, 57 ℃ 30초, 72 ℃ 30초

로 30회 반응시킨 후 Ethidium bromide이

포함된 1% agarose gel에 전기영동을 걸어

분리하여 UV상에서 band를 관찰하였다.

5) Reactive oxygen species (ROS) 염색

BMMs를 24-well plate에 5×104cells/well

로 분주하고 RANKL 100 ng/㎖, M-CSF

30 ng/㎖ 및 牛膝-하이드로젤 지지체 10

ng/㎖ 및 50 ㎍/㎖를 첨가하여 같은 배

양조건에서 1일 경과 후, 세포를 PBS로

세척하고 10uM DCFH-DA을 30분 동안

처리하였다. 3번의 세척 과정을 거친 후

DCF의 형광은 confocol laser scanning

microscopy로 관찰하였다.

6) Actin-ring 염색

BMMs을 24-well plate에 5×104cells/well

로 분주하고 RANKL 100ng/㎖, M-CSF

30 ng/㎖를 처리하여 파골 세포 분화를

6일간 유도시켰다. 그 후 牛膝-하이드로

젤 지지체 10 ㎍/㎖ 및 50 ㎍/㎖를 첨가

하여 1일 동안 배양한 후 세포를 3.7%

formaldehyde에 10분간 고정하고 PBS로

세척 후에 rhodamin-conjugated phalloidin

을 처리하여 30분간 배양하였다. Actin-ring

형성은 형광현미경 Olympus IX71-F32PH

모델을 사용하여 관찰하였다.

7) 통계분석

실험결과에 대한 통계처리는 SPSS (Stastical

Package for the Socail Sciences, version

13.0, SPSS INC. IL)을 이용하였다. 실

험군과 대조군의 비교는 one-way analysis

of variances (ANOVA)를 사용하였고, p<0.05

일 때 통계적으로 유의한 차이가 있다고

판정하였다.

Ⅲ. 結 果

1. 牛膝 추출물(Achyranthis Radix extract,

이하 ARE)의 세포 독성 평가

BMMs에 대한 牛膝 추출물의 세포 독

성을 측정한 결과 0.1 ㎎/㎖ 이하의 농도

에서 세포 독성이 없는 것으로 평가되었

다(Table 1, Fig. 1).

Table 1. Cytotoxicity Test of ARE in
RANKL, M-CSF Stimulated BMMs for
24, 48 Hour Incubation

Fig. 1. Cytotoxicity Test of ARE in
RANKL, M-CSF Stimulated BMMs for
24, 48 Hours Incubation.
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ARE Concentration
(㎍/㎖)

Cell count*

Control 139.33±13.50
a

10 57.67±7.64b

50 25.00±5.29c

100 9.67±2.52
c

Values are the mean±SD of the three independent
experiments
* Statistical significances were tested by
ANOVA. The same letters indicate non-significant
difference between groups based on Duncan's
test

Table 2. Effects of ARE on the Formation
of TRAP(+) Cell in RANKL, M-CSF
Stimulated BMMs.

ARHD
Concentration(㎍/㎖)

Time
Cell

Viability

Control
24hr 100.00±8.68

48hr 100.00±3.05

10
24hr 92.68±2.82

48hr 102.50±3.75

50
24hr 91.48±5.47

48hr 89.97±3.36*

Values are the mean±SD of the four
independent experiments
* Statistical significances were tested by
ANOVA.

Table 3. Cytotoxicity Test of ARHD
in RANKL, M-CSF Stimulated BMMs
for 24, 48 Hours Incubation

2. 牛膝 추출물에 의한 파골세포 분화

억제

1) TRAP (+) cell counting

TRAP 염색 후 TRAP(+) cell을 측정한

결과 대조군 139.33±13.50에 비해, 10 ㎎/

㎖군 57.67±7.64, 50 ㎎/㎖군 25.00±5.29,

100 ㎎/㎖군 9.67±2.52로 통계적으로 유

의한 파골세포 분화 억제 효과를 나타냈

다(Table 2, Fig. 2).

Fig. 2. Effects of ARE on the Formation
of TRAP(+) Cell in RANKL, M-CSF
Stimulated BMMs.

2) TRAP (+) cell gene expression

牛膝 추출물 농도별로 TRAP gene

expression이 감소됨을 확인하였다(Fig. 3).

Fig. 3. Effects of ARE on the Formation
of TRAP(+) Gene Expression in RANKL,
M-CSF Stimulated BMMs.

3. 牛膝-alginate 하이드로젤 disk

(Achyranthis Radix-alginate hydrogel

disk, 이하 ARHD)의 세포 독성 평가

BMMs에 대한 牛膝-alginate 하이드로

젤 disk의 세포 독성을 측정한 결과 10

㎍/㎖ (24, 48시간), 50 ㎍/㎖ (24시간)

에서 세포 독성이 없는 것으로 평가되었

다(Table 3, Fig. 4).
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Fig. 4. Cytotoxicity Test of ARHD in
RANKL, M-CSF Stimulated BMMs for
24, 48 Hours Incubation.

4. 牛膝-alginate 하이드로젤 disk의 ROS

억제

牛膝-alginate 하이드로젤 disk 10 ㎍/㎖,

50 ㎍/㎖에서 농도 의존적으로 ROS 생

성이 억제됨을 확인하였다(Fig. 5).

Fig. 5. Effects of ARHD on ROS Production
in RANKL, M-CSF Stimulated BMMs.

5. 牛膝-alginate 하이드로젤 disk의 bone

resorption 억제

Actin ring 염색을 실시한 결과 牛膝

-alginate 하이드로젤 disk 10 ㎍/㎖, 50

㎍/㎖에서 actin ring 형성이 억제됨을

확인하였다(Fig. 6).

Fig. 6. Effects of ARHD on Actin Ring
Formation in RANKL, M-CSF Stimulated
BMMs.

Ⅳ. 考 察

폐경기 여성에 있어 에스트로겐의 감

소는 퇴행성 골다공증의 가장 주요한 원

인이다11). 에스트로겐은 파골세포 분화

및 골의 재흡수 작용을 억제하여 골다공

증 발생을 막는다
12,13)
. 따라서 호르몬 대

체 요법은 부작용14)에도 불구하고 폐경

기 여성의 골다공증 및 그로 인한 골절

예방의 명확한 치료지침이 된다
15)
.

일생동안 골은 지속적으로 재흡수와

합성을 통해 remodeling 과정을 겪는다.

파골세포는 단핵세포 전구체의 융합으로

형성되는 monocyte/macrophage 계에 속

하는 다핵세포의 일종으로 골의 재흡수

를 수행한다. 파골세포 분화 과정을 매

개하는 가장 중요한 것은 TNF-related

activation-induced cytokine (TRANCE)

인 RANKL과 polypeptide 성장 인자인

colony-stimulating factor-1 (CSF-1)이

다
16,17)
. 따라서 RANKL 신호 과정의 각

단계별 차단을 통한 과도한 파골세포 형

성의 억제는 골다공증에 대한 치료적 접

근을 가능하게 할 것이다.

牛膝은 神農本草經
18)
에 “牛膝, 味苦酸,

主寒濕痿痺, 四肢拘攣, 膝痛不可屈伸, 逐

血氣傷, 熱, 火, 爛, 墮胎. 久服輕身耐老.

一名百倍 生川谷”이라 처음 수재되었다.
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懷牛膝(Achyranthes bidentata), 土牛膝

(Achyranthes japonica)로 나누어지며 각

각 補肝腎 强筋骨과 活血祛瘀하는 효능

이 있다. 현재 대한약전에 수록되어 있

는 것은 土牛膝(쇠무릎)이다19).

牛膝은 신경보호작용
20)
, 항암 효과

21)
,

항체 증강 효과
22)
, 항통각-항염증 효과

23)
,

항산화 효과24), 항균 효과25), 류마티스

관절염 증상 완화 작용
26-28)

등이 다양하게

알려져 있다. 골다공증 관련해서는 골아세

포 증식29), 골밀도 증가30), osteoprotection31),

천연물의 파골세포 억제
32)

효과가 있다.

이
33)
는 약 159가지 식물 생약 중 우슬이

파골세포 분화 억제에 있어 가장 우수함을

밝혔다. 이에 기반하여 RANKL, M-CSF로

자극한 BMMs에 牛膝 추출물 및 牛膝

추출물의 지속적인 적용이 가능한 牛膝

-alginate 하이드로젤 disk의 파골세포 분

화 억제 효과에 대해 실험하였다.

牛膝의 세포 독성여부를 확인하기 위

해 牛膝 추출물에서의 cell viability를 살

펴본 결과 牛膝 추출물 0.5 ㎎/㎖ 이상에

서 24, 48시간 배양시 유의한 세포 독성

이 나타났다. 따라서 본 실험에서 사용

할 牛膝 추출물의 농도를 10, 50, 100 ㎍

/㎖로 선택하여 실험을 진행하였다.

TRAP은 파골세포에 나타나는 골분해

효소로 ATP, nitrophenyl phosphate 존

재 하에 활성을 나타내어 파골세포의 분

화 정도를 측정할 수 있는 지표 효소이

다. TRAP은 성숙한 파골세포에서 발현

되는 것으로 TRAP(+) cell은 파골세포

분화 여부를 판단하는 기준으로 이용될

수 있다
34)
. 牛膝의 파골 세포 억제 효과

를 확인하기 위해 TRAP 염색을 시행한

결과 牛膝 추출물 10, 50, 100 ㎍/㎖를

첨가한 군은 牛膝 추출물 처리를 하지

않은 군에 비해 각각 41.4%, 17.9%, 6.9%

통계적으로 유의한 감소를 나타내었다.

이는 김 등
10)
이 밝힌 우슬의 유의한 파

골세포 억제와 비슷한 결과이다. 또한

TRAP gene expression의 감소를 RT-PCR

로 확인하였다.

약물의 효과를 지속적으로 발현할 수

있으며, 국소부위 처리에 유용한 牛膝

-alginate 하이드로젤 disk를 제작 후 세

포 독성 여부를 확인하였다. 그 결과 牛

膝-alginate 하이드로젤 disk 50 ㎍/㎖ 군

에서 48시간 배양 시 세포 독성을 나타

냈다.

파골세포는 ROS 생성을 통하여 분화 촉

진을 유도한다. 이는 파골세포 분화 시 TRAP

이 활성화되면서 TRAP의 redox-active

iron이 hydrogen peroxide와 반응하여 ROS

를 생산하기 때문이다
35)
. 牛膝-alginate

하이드로젤 disk의 파골세포 분화 억제

작용을 알아보기 위해, ROS 생성을 측

정한 결과 농도 의존적으로 억제되었다.

이는 牛膝-alginate 하이드로젤 disk가

효과적으로 파골 세포 분화 억제함을 나

타낸다.

파골세포 표면의 actin ring 구조는 필

수적이며 이를 통해 골기질을 흡수한다36).

파골세포가 분화하면 그 크기가 거대해

지고 표면이 actin ring을 형성하여 골흡

수 과정에 관여하게 된다. 牛膝-alginate

하이드로젤 disk 처리군에서 actin ring

형성이 억제됨을 확인하였다. 이는 牛膝

-alginate 하이드로젤 disk가 골 흡수 과

정에 관여하여 파골세포 분화를 억제함

을 의미한다.

이상의 실험 결과 牛膝 추출물은 세포

독성을 나타내지 않는 범위에서 파골세

포 분화 억제 효과를 나타냈다. 또한 牛
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膝-alginate 하이드로젤 disk 역시 세포

독성을 나타내지 않는 범위에서 ROS 발

생을 감소시켜 파골 세포의 분화를 억제

시키고, actin ring 구조를 붕괴시켜 골

흡수 과정의 억제에 관여함을 확인하였

다. 본 논문은 약물의 지속적 발현이 가

능한 하이드로젤 지지체를 사용한 최초

의 파골세포 억제 연구이며, 또한 ROS

지표를 확인하여 牛膝이 골흡수 과정에

관여함을 밝힌 점에서 의의가 있다. 그

러나 牛膝-alginate 하이드로젤 disk의

파골세포 분화 억제 작용을 TRAP staining

및 RT-PCR로써 확인하지 않은 한계를

갖고 있다. 향후 하이드로젤을 이용한

동물 실험 및 나아가 폐경기 골다공증에

있어 호르몬 대체 요법을 대신할 한약

치료에 대한 임상 연구가 이루어져야 할

것이다.

Ⅴ. 結 論

牛膝 및 牛膝-alginate 하이드로젤 disk

가 파골세포 분화 및 활성 및 골의 재흡

수를 억제하는지 평가하기 위해, 파골세

포 분화, ROS, 골 재흡수에 미치는 영향

을 관찰하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 牛膝 추출물은 0.1 ㎎/㎖ 이하의 농도

에서 세포 독성이 없었다.

2. 牛膝 추출물 10 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖

은 TRAP(+) cell을 통계적으로 유의

하게 감소시켰다.

3. 牛膝 추출물 10 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖

은 TRAP gene expression을 감소시켰다.

4. 牛膝-alginate 하이드로젤 disk는 10 ㎍/㎖

(24, 48시간), 50 ㎍/㎖ (24시간)에서

세포 독성이 없었다.

5. 牛膝-alginate 하이드로젤 disk 10 ㎍/㎖,

50 ㎍/㎖에서 농도 의존적으로 ROS

생성을 억제하였다.

6. 牛膝-alginate 하이드로젤 disk 10 ㎍/㎖,

50 ㎍/㎖에서 actin ring 형성이 억제

되었다.
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