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ABSTRACT

Objectives : Aconiti Lateralis Preparata Radix (Aconitum Carmichaeli, AC) and Cinnamomi Cortex (Cinnamomi 

Cortex, CC) have been treated to elderly for kidney yang enhancement in Korean traditional medicine. In this 

study, the effects of water extract of AC and CC on RANKL (Receptor Activator for Nuclear Factor κB 

Ligand)-induced osteoclast differentiation were evaluated in culture system.

Methods : MTT assay was used to evaluate the potential cytotoxicity of AC and CC extracts in bone 

macrophage marrows (BMMs) stimulated with M-CSF. TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) staining and 

TRAP activity were performed to know the inhibitory effect on osteoclast differentiation. The protein expression 

levels of nuclear factors such as activated T cell(NFAT)c1, c-Fos, MAPKs and β-actin in cell lysates treated 

with AC and CC extracts were analysed by western blotting.

Results : AC, CC extracts and their co-administration inhibited significantly RANKL-induced osteoclast differentiation 

in BMMs in a dose dependent manner without toxicity. Each AC and CC extracts inhibited the phosphorylation 

of p38. Also, AC and CC extracts, respectively, inhibited the protein expression of c-Fos and NFATc1 more 

than Co-administration of AC and CC even if all treatments did. It was observed that RANKL-induced 

degradation of I-κB is significantly suppressed by all treatments.

Conclusions : Taken together, It was concluded that AC and CC have beneficial effect on osteoporosis by 

inhibition of osteoclast differentiation. Thus, Atractylodis AC and CC could be a treatment option for osteoporosis.

Key words : Aconiti Lateralis Preparata Radix, Cinnamomi Cortex, Bone marrow macrophage, RANKL

서 론1)

해마다 평균수명이 늘어감에 따라 고령인구의 비중이 증가

하면서 골다공증과 같은 골 질환이 급격히 증가되어 골 관련 

질환에 대한 관심이 늘고 있다. 골다공증의 진행은 나이에 비

례하는데 50~60세 사이에서 주로 발병하며 특히 폐경기 여

성에서 두드러지게 나타난다. 골다공증이 증가되는 70대의 대

퇴골 골절은 사망위험이 높다고 보고되었다1). 특히 현재 고령
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인구들 중에는 천식이나 류머티즘 등과 같은 만성 질환으로 

스테로이드계열 약물을 장기적으로 사용함에 따라 골다공증의 

위험에 더욱 노출되어 있는 경우가 많다2). 현재 임상에서 골

다공증의 치료목적으로써 사용하고 있는 약물들은 두 가지 종

류로 Bisphosphonate, Calcitonin, Estrogen 요법제 등의 

골 흡수 억제제와 Teriparatide 제제 등의 골 형성 촉진제가 

있다. Bisphosphonate 계열의 약물은 파골세포의 골 흡수 

기능에 대해 기계적인 저해효과가 있으며 파골세포의 세포사

멸을 유도한다3). 그러나 치주염이 동반된 환자에서 하악골 괴

사와 관련한 치명적인 부작용을 포함하여4) 여러 부작용이 이

미 알려져 있다. 이러한 부작용이 발생함에 따라서 위험성이 

적고 효과도 좋은 천연물신약이 각광을 받게 되었다. 기존에 

삼백초, 산수유, 모과, 우슬 등이 RANKL로 유도한 파골세포

의 분화를 억제하고 LPS로 유도된 생체의 골 손실을 억제한

다고 보고된 바 있다5-8).

인체의 골격을 구성하는 조직인 골은 흡수와 생성이 지속

된다. 골의 생성을 담당하는 조골세포 (Osteoblast)와 골의 

흡수를 담당하는 파골세포 (Osteoclast)의 균형이 인체의 골

격 유지에 중요하다9). 조혈모세포에서 유래되는 파골세포는 

단핵구/대식세포의 융합으로 다형 핵 세포로 분화되는 과정을 

거쳐 골을 흡수한다10). 파골세포의 전구세포가 발현하는 tumor 

necrosis factor (TNF) 계열의 수용체인 receptor activator 

of NF-κB (RANK)와 조골세포에서 발현되는 RANK ligand 

(RANKL)와의 결합은 파골세포의 분화를 유도한다11,12). 

RANK가 RANKL에 의해 활성화되는 초기의 신호 전달 경로에서 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) 계열인 extracellular 

signal-regulated kinase (ERK), c-Jun-N-terminal kinase 

(JNK), p38은 RANK의 신호전달에 중요한 역할을 하는 단

백질이다13). NF-κB, c-Fos, nuclear factor of activated 

T cells cytoplasm 1 (NFATc1) 등의 인자는 파골세포의 전

구세포에서 파골세포로 분화하는 과정에서 발현되는 특이전사

인자들이다14). 파골세포 분화 초기에서 발현되는 c-Fos는 

MAPK 신호 전달 경로를 통해 파골세포 분화에 필수적인 전

사인자 NFATc1의 발현을 촉진시키는 중요한 역할을 한다15).

선행연구에서 부자와 육계는 모두 면역조절효과가 있고 2

형 당뇨억제에도 효과가 있으며16) 부자는 중추 진통효과, 체

온상승효과, 혈액순환촉진효과가 있고17,18) 육계는 해열 및 소

염진통효과, 혈압강하효과, 수면연장효과, 위산분비 억제효과

가 있는 것으로 현재까지 밝혀져 있다19,20).

신주골(腎主骨)의 오행배속에서 착안하여 신양을 보하는 부자

와 육계가 신양이 허해지는 고령에서 발병 가능성이 높아지는 

골다공증에 효과가 있을 것이라는 가능성을 확인하고자 본 연구

에서는 부자와 육계의 물 추출물 각각과 병용투여시 RANKL로 

유도된 파골세포의 분화억제 효과에 대해 연구하였다.

재료 및 방법

1. 시료

부자는 중국산, 육계는 베트남산 YB 1등급으로 (주)옴니허

브에서 구입하였다. 약재를 고루 잘라 30분간 냉침시키고 

Heating mantle에서 2시간 끓인 후에 농축하여 동결 건조한 

시료를 사용하였으며 부자는 20.02 %, 육계 4.64 %의 수율

로 건조파우더를 얻었다. 실험 사용하기 전까지 -15℃ 냉동

고에 보관하였으며, 사용 전 3차 증류수로 용해 후 사용하였

다. 부자와 육계 병용투여에 있어서는 부자와 육계 비율은 

2:1로 수행되었다. Human RANKL과 M-CSF는 Peprotech 

(London, UK)사에서 구입하였고, XTT assay kit는 Roche 

(Indianapolis, IN, USA)사에서 구입하였다. P-JNK, JNK, 

P-p38, p38, I-κB 항체는 Cell Signaling Technology 

(Beverly, MA, USA)사의 제품을 사용하였다. c-Fos와 NFATc1 

항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)

사에서 구입하였다.

2. 파골세포 분화

5주령 ICR 수컷 생쥐를 경추 탈골로 희생시킨 후 비골과 

경골을 분리한 후 1 ml 주사기를 이용하여 골의 속질을 수세

하여 골수세포를 얻었다. 분리된 골수세포는 10% FBS, 항생

제, M-CSF (30 ng/ml)가 포함된 α-minimum essential 

medium (α-MEM)배지 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, 

USA)에서 3일간 배양하였다. 3일 후, plate에 부착된 세포를 

포식세포 (bone marrow macrophage, BMM)로 사용하여 

실험하였다. 포식세포는 M-CSF (30 ng/ml)와 RANKL(100 

ng/ml)을 처리하고, 부자와 육계 물 추출물을 포식세포에 농

도별로 처리하였다. 배양 4일 후, 배양한 세포를 TRAP 용액 

(Sigma Aldrich, USA)으로 염색하고 붉은색으로 염색된 세

포를 성숙된 파골세포로 간주하고 숫자를 세었다.

3. 독성검사

포식세포는 1×104/well의 밀도로 96-well plate에 첨가

하고 M-CSF (30 ng/ml)와 부자와 육계 물 추출물을 농도

별로 첨가하여 3일간 배양하였다. 3일 후, XTT 용액 50 µl
를 각각의 well에 첨가하고 4시간 배양 후 ELISA reader 

(Molecular Devices, CA, USA)를 이용하여 450 nm에서 

흡광도를 확인하였다.

4. Western blot 분석

배양된 세포는 lysis buffer (50 mM tris-Cl, 150 mM 

NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1 mM sodium 

fluoride, 1 mM sodium vanadate, 1% deoxycholate, protease 

inhibitors)를 이용하여 용해하고 원심분리 (13,200 rpm)를 

수행하여 순수한 단백질을 얻었다. 단백질은 DC Protein 

assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 정

량하고 동량의 단백질은 10% SDS-polyacrylamide gel에서 

분리하였다. 

분리된 단백질은 PVDF 막 (Amersham Biosciences)으로 

옮기고 PVDF 막은 5% non-fat dry milk를 처리하여 비특

이 단백질이 붙는 것을 방지하였다. 그리고 1차 항체 및 2차 

항체를 처리했다. TBS-T 로 PVDF를 세척하여 enhanced 

chemiluminescence를 이용해 단백질 발현을 관찰했다. 
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5. 통계분석

각각의 실험군은 3개 이상 수행하였고 평균값과 표준편차

를 계산하였다. 모든 실험은 3회 이상 반복하여 동일한 실험

결과를 얻은 경우 실험결과로 사용하였으며, 정량적인 결과의 

통계는 One-way ANOVA를 이용하여 분석하였고 p 값이 

0.05 이하인 경우 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.

결 과

1. 부자와 육계 물 추출물의 파골세포 분화 억제효과

파골세포는 골 흡수를 하는 세포이므로 파골세포의 분화가 

골다공증에 중요하게 작용한다. 본 저자는 파골세포의 분화에 

부자와 육계 물 추출물이 미치는 영향을 검증하였다. BMM에 

M-CSF와 RANKL을 처리한 후에 부자와 육계 물 추출물을 

농도별로 처리하여 배양한 결과 M-CSF와 RANKL만 처리한 

대조군에 비하여 부자와 육계 물 추출물을 2:1의 비율로 함

께 처리한 경우에 농도 의존적으로 유의성 있게 TRAP 양성 

파골세포의 형성 및 다핵의 성숙된 파골세포로서의 분화가 억

제되었음을 확인하였다(Fig. 1).

Fig. 1. Aconiti Lateralis Preparata Radix and Cinnamomi Cortex 
inhibits osteoclast differentiation. A) Bone marrow macrophages 
(BMMs) were cultured for 4 d with M-CSF (30 ng/ml) and RANKL 
(100 ng/ml) in the presence or absence of Aconiti Lateralis Preparata 
Radix and Cinnamomi Cortex. After 4 d, cells were fixed in 3.7% 
formalin, permeabilized in 0.1% Triton x-100, and stained for TRAP. 
B) After TRAP staining, TRAP-positive cells were counted as 
osteoclasts. *indicates significance for the difference between normal 
and control group (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

2. 세포독성

부자와 육계의 파골세포 분화 억제 효과가 세포독성과의 

관련성을 배제하기 위해 각 약물을 농도별로 처리한 BMMs에

서 XTT assay로 탐색한 결과 부자는 100 µg/ml 이하, 육계

는 50 µg/ml 이하의 농도에서 세포독성을 나타내지 않았음

을 확인하였다(Fig. 2).

Fig. 2. The effect of Aconiti Lateralis Preparata Radix and Cinnamomi 
Cortex on cell viability. BMMs were cultured for 3 d with M-CSF 
(30 ng/ml) in the presence or absence of Aconiti Lateralis Preparata 
Radix and Cinnamomi Cortex. After 3 d, each well were added 
with XTT solution and incubated for 4-6 h. The plate was measured 
at 450 nm using a microplate reader.

3. RANKL로 유도되는 MAPKs에 대한 부자 물 

추출물의 억제효과

본 저자는 부자 물 추출물이 파골세포 분화 억제에 대한 

작용기전을 규명하기 위하여 RANKL에 의해 유도되는 주요 

신호전달체계에 부자 물 추출물이 미치는 영향을 검증하였다. 

RANKL은 p38, JNK의 인산화를 유도하였으나 부자 물 추

출물을 처리하였을 때 5~15분 이후부터 p38의 인산화가 억

제되었다(Fig. 3A). 또한 RANKL로 c-Fos와 NFATc1의 인

산화를 유도하였으나 부자 물 추출물을 처리하였을 때에는 

c-Fos와 NFATc1의 인산화를 억제하였다(Fig. 3B).

Fig. 3. Aconiti Lateralis Preparata Radix inhibits RANKL signaling  
pathways. BMMs were pretreated with or without Aconiti Lateralis 
Preparata Radix(100 µg/ml) and further stimulated with RANKL 
(100 ng/ml) for the indicated time. (A) Whole Cell lysates were 
subjected to western blotting with phospho-JNK, anti-JNK, phospho-P38, 
anti-P38 and IκB antibodies. (B) Whole Cell lysates were subjected 
to western blotting with c-Fos and NFATc1 antibodies.
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4. RANKL로 유도되는 MAPKs에 대한 육계 물 

추출물의 억제효과

본 저자는 육계 물 추출물이 파골세포 분화 억제 작용기전

을 규명하기 위하여 RANKL에 의해 유도되는 주요 신호전달

체계에 육계 물 추출물이 미치는 영향에 대하여 실험하였다.

RANKL은 p38, JNK의 인산화를 유도하였으나 육계 물 

추출물은 p38의 인산화를 강하게 억제하였다(Fig. 4A). 또한 

RANKL로 c-Fos와 NFATc1의 인산화를 유도하였으나 육계 

물 추출물을 처리하였을 때에는 c-Fos와 NFATc1의 인산화

를 억제하였다(Fig. 4B).

Fig. 4. Cinnamomi Cortex inhibits RANKL signaling pathways. BMMs 
were pretreated with or without Cinnamomi Cortex (50 µg/ml) and 
further stimulated with RANKL (100 ng/ml) for the indicated time. 
(A) Whole Cell lysates were subjected to western blotting with 
phospho-JNK, anti-JNK, phospho-P38, anti-P38 and IκB antibodies. 
(B) Whole Cell lysates were subjected to western blotting with 
c-Fos and NFATc1 antibodies.

5. RANKL로 유도되는 MAPKs에 대한 부자 육

계 물 추출물의 병용투여시 억제효과

본 저자는 부자와 육계 물 추출물을 병용투여 하였을 때 

파골세포 분화 억제 작용기전을 규명하기 위하여 RANKL에 

의해 유도되는 주요 신호전달체계에 부자와 육계 물 추출물이 

미치는 영향을 검증하였다.

RANKL은 p38, JNK의 인산화를 유도하였으나 부자와 육

계 물 추출물을 각각 50 µg/ml, 25 µg/ml의 농도로 병용투

여 하였을 때 5~15분 이후부터 p38의 인산화가 억제되었고 

부자나 육계 한가지 씩 처리했을 때와 비교하면 병용투여 하

였을 때는 IκB가 지속적으로 발현함을 확인하였다(Fig. 5A). 

또한 RANKL은 c-Fos와 NFATc1의 발현을 유도하였으나 

부자와 육계 물 추출물을 병용 투여하였을 때에는 c-Fos와 

NFATc1의 발현을 억제하였다(Fig. 5B).

Fig. 5. Aconitum Carmichaeli and Cinnamomi Cortex inhibits RANKL 
signaling pathways. BMMs were pretreated with or without Aconiti 
Lateralis Preparata Radix(50 µg/ml) and Cinnamomi Cortex (25 
µg/ml) and further stimulated with RANKL (100 ng/ml) for the 
indicated time. (A) Whole Cell lysates were subjected to western 
blotting with phospho-JNK, anti-JNK, phospho-P38, anti-P38 and 
IκB antibodies. (B) Whole Cell lysates were subjected to western 
blotting with c-Fos and NFATc1 antibodies.

고 찰

골은 신체의 지지, 장기 보호, 칼슘 저장, 조혈작용 등 다

양한 역할을 수행한다. 그러나 폐경기 여성의 다수는 에스트

로젠의 결핍으로 심각한 골다공증이 유발된다. 비록 골다공증 

자체로는 고통을 수반하지 않지만 이로 인한 고령에서의 대퇴

골 골절은 정상적인 삶을 이어갈 수 없게 하는 치명적인 질환

으로 사망률이 높다21,22). 그러므로 노령에서 삶의 질과 연관

된 인자 중 중요한 부분을 차지하는 것이 근 골격계의 안정성

이며 골절은 환자의 운동범위를 제한시키며 삶의 질을 현저히 

저하시키는 원인이 된다. 골절을 예방하기 위해서는 골다공증

의 예방과 치료가 필수적인데 임상적으로 Bisphosphonate 

계열의 약제가 가장 많이 사용되고 있다. 하지만 하악골 괴사

나4) 노령에서 부정맥을 유발하는 부작용이 있고23) 장기간 사

용 시 오히려 골절의 위험을 증가시킨다는 연구가 있어24) 사

용에 제한을 받고 있는 현실이다. 그러므로 최근에 각광받는 

천연물 중 부작용이 없는 새로운 골다공증 치료제의 개발이 

시급히 필요하다.

지체(肢體)의 근맥이 이완되고 연약 무력해져 팔(肘), 손목

(腕), 무릎(膝), 발꿈치 등에 운동 불능을 야기시키는 일련의 

병증을 위증(痿證)이라 한다. 혈위(血痿), 육위(肉痿), 근위(筋

痿), 맥위(脈痿), 골위(骨痿) 등 오위(五痿)는 폐열상진(肺熱傷

津), 습열침음(濕熱浸淫), 간신휴허(肝腎虧虛), 기혈(氣血)부족

으로 인해 발생한다. 이 중에 요배연약(腰背軟弱)으로 굴신거

동(屈伸擧動)이 불리하고 하지(下肢)의 위약무력(萎弱無力) 등

의 증상을 보이는 골위(骨痿)25) 와 현대의 병명인 골다공증은 

서로 부합하는 점이 많다.
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부자와 육계는 수많은 본초들 중 온리약의 대표라 할 수 

있는 약재이다. 두 약재 모두 전통적으로 신양(腎陽)을 온보

(溫補)하는 작용이 뛰어나 팔미지황환(八味地黃丸) 이나 우귀

환(右歸丸) 등의 빈용되는 보익제 처방에서 두 약물을 배합하

여 사용하는 경우를 확인할 수 있다26). 자음청열(滋陰淸熱), 

보신익기(補腎益氣)하는 골위의 치법 중에 보신익기25) 및 신

주골(腎主骨)의 오행배속에서 착안하여 이렇게 전통적으로 신

양을 보하는 목적으로 사용해왔던 두 약물의 고령의 골다공증

에 대한 가능성을 확인하기 위해 각각 처리한 경우 그리고 각

각 독성을 나타내지 않는 농도에서 병용한 경우를 비교하여 

실험하였다. 부자와 육계 병용투여에 있어서 육계에서 파골세

포에 대한 독성이 있어 부자와 육계 비율을 2:1로 실험을 수

행하였다.

RANK와 RANKL이 결합되면 파골세포 분화과정에서 중요

한 유전자인 c-Fos와 NFATc1의 발현이 증가되고 

tartrate-resistant acid phosphate (TRAP), 

osteoclast-associated receptor (OSCAR)의 발현 또한 상

승시킨다고 알려져 있다27,28). 또한 TNF receptor 

associated factor (TRAF) 6와 같은 TRAF family의 집합

을 유도하고 AKT와 p38, JNK 그리고 NF-κB 등을 포함한 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) 경로를 활성화 

시킨다는 것으로 알려져 있다29). 그중에서도 p38 인산화는 

파골세포 분화 초기에 매우 중요하게 작용하며 MITF의 활성

을 촉진하여 TRAP의 발현을 유도한다고 보고되어있다30). 또

한 p38 MAPK 억제제인 SB203580은 RANKL에 의한 파골

세포의 형성과 TRAP 발현을 억제한다고 보고되었다31). 따라

서 p38 MAPK의 활성은 파골세포 형성에 중요한 신호전달경

로라 할 수 있다. 또한 JNK는 파골세포가 생존하고 분화하는 

과정에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다32). 그리고 

NF-κB의 발현을 억제할 경우에는 파골세포로의 분화 자체가 

억제된다는 것이 알려져 있다33). 선행논문으로 부자와 육계가 

포함되어 있는 처방인 우귀음이 난소적출 흰쥐의 폐경 후 골

다공증 모델에서 ALP (alkaline phosphatase) 농도 감소, 

피질골 부분의 피질 두께는 증가되고 파골세포 수와 골아세포 

표면이 감소됨을 확인하여 노화나 폐경에 의한 골다공증의 예

방효과를 확인34)한 것과 가미팔미지황탕 및 가미강활속단탕 

처방의 경우 난소적출 흰쥐의 골다공증 모델에서 혈청 내 

cathepsin L, K의 활성의 억제와 혈청과 골수 내 IL-6 함량

이 억제됨을 확인한 결과가 있었다35). 본 연구 결과는 부자와 

육계 단독 투여과 부자와 육계 병용 투여시 파골세포분화에 

중요한 신호 전달 경로인 p38과 JNK의 활성 억제와 c-Fos

와 NFATc1의 활성 억제효과로 인해 류마티스 관절염, 골다

공증과 같은 만성 염증성 골 질환 치료제의 가능성을 제시한 

것으로 부자와 육계 단독투여 보다는 처방에서 부자와 육계를 

병용 투여하는 것이 더 효과적인 골다공증 치료제가 될 수 있

다는 것을 입증한 것이다.

결 론

부자와 육계 물 추출물이 RANKL로 유도한 파골세포 분화

억제에 미치는 영향을 살펴보았다.

1. 부자와 육계 물 추출물을 각각 처리하였을 때보다 함께 

병용투여 하였을 경우 RANKL로 유도한 파골세포 분

화억제에 효과가 있음을 알 수 있다.

2. 부자 물 추출물 50, 100㎍/㎖, 육계 물 추출물 25, 50

㎍/㎖ 농도에서 세포독성이 나타나지 않았으며, 이들의 

병용투여는 부자와 육계 2:1 비율로 수행하였으며 세포

독성이 없음을 알 수 있다.

3. 부자는 RANKL로 유도되는 신호전달 경로들 중 c-Fos

와 NFATc1, p38의 인산화를 억제하여 파골세포 분화

를 억제하였다.

4. 육계는 RANKL로 유도되는 신호전달 경로들 중 c-Fos

와 NFATc1, p38의 인산화를 억제하여 파골세포 분화

를 억제하였다.

5. 부자와 육계 병용투여 시 RANKL로 유도되는 신호전달 

경로들 중 c-Fos와 NFATc1, p38의 인산화를 억제하

여 파골세포 분화를 억제하였다.

이상의 결과로 보아 부자와 육계는 단일 투여에 비하여 병

용투여 시 파골세포 분화 억제 효과에 보다 유의함을 알 수 

있었으며 앞으로 부자와 육계 주성분 사이의 상승효과를 검증

하는 후속연구가 진행 되어야 할 것이다.
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