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서   론

골다공증(osteoporosis)은 다양한 원인에 의해 일어나는 골
격계 만성질환으로 뼈의 질량과 강도가 감소하여 약화되며, 미
세구조적인 변형의 원인이 되어 골절의 위험성이 증가되는 골
격계 질환이다(Kim et al., 2014). 국내에서는 인구대비 골다공
증의 의사진단 환자비율은 매년 8.7%씩 증가하는 양상이며, 
2005년부터 2008년까지 50세 이상의 골다공증성 골절의 발
생은 연평균 3.8%씩 발생수가 증가하는 양상으로 보고되고 있
다(Kim, 2011). 세계보건기구 WHO의 보고에 의하면 전 세계

적으로도 골다공증 환자는 7천만 명 이상에 이르며, 매년 9백
만 명의 새로운 골다공증 환자가 발생하는 것으로 보고하였다
(Jennings et al., 2010). 골다공증은 남성보다 여성에서 높은 발
병률을 보이는데 이는 여성이 최대 골 질량이 낮고 골 손실이 
빨리 시작되기 때문으로 알려져 있다. 특히 폐경기 이후 여성
호르몬인 estrogen의 감소가 조골세포(osteoblast) 및 파골세포
(osteroclast)에 영향을 미치어 골 손실율이 가속화된다(Park et 
al., 2012). 골밀도는 성장기를 통해 최대 골밀도치에 도달한 후 
일정기간 유지되고, 여성의 폐경 이후에는 매년 2% 정도씩 골
밀도의 손실이 진행된다(Lane and Nydick, 1999). 평균수명과 
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사회활동이 길어지는 고령화 사회로 진입한 현재, 골다공증 및 
이와 관련된 골절 질환자의 수치는 지속적으로 증가될 것으로 
예상되며 이는 심각한 사회적인 문제로 대두될 수도 있다고 보
고되고 있다(Jang, 1994). 골다공증과 관련한 칼슘흡수의 부족 
및 칼슘대사의 불균형은 전반적인 골량의 감소로 이어지며, 이
는 성장기에서부터의 칼슘섭취부족에서 기인하는 것으로 판단
되고 있다(Kim et al., 2013). 인체에서 가장 높은 함유량을 보이
는 무기질인 칼슘은 99%가 뼈와 치아에 존재하며, 부족시 뼈 건
강 뿐만 아니라 순환기 질환, 고혈압, 성인병 등과도 연관된다고 
알려져 있다(Park and Yoon, 2001). 
골다공증에 관한 연구는 난소적출로 인위적으로 골다공증을 
유발시킨 실험동물로 많은 연구가 이루어져 왔다. 탄산칼슘, 해
조칼슘, 젖산칼슘, 유기태칼슘 등 칼슘의 종류별로 체내 칼슘
흡수율과 이용능에 관한 보고들(Cho et al., 2013; Kim et al., 
2013)이나 각종 한약처방이나 식물, 해조류 등의 추출물의 골
다공증 증상개선에 관한 보고 등이 이어지고 있다(Park et al., 
2008; Hwang et al., 2010; Jeon and Kim, 2011). 본 연구진은 
대표적인 칼슘의 보고인 멸치젓에서 추출한 칼슘이 수컷 흰쥐
(Sprague-Dawley)에서 칼슘대사와 관련된 호르몬의 변화와 대
퇴골의 골밀도 증가에 긍정적인 영향을 부여한다는 것을 보고
한 바 있다(Kim et al., 2013). 이번 보고에서는 난소적출로 골
다공증을 유발시킨 암컷 흰쥐(SD)에서 멸치젓 잔사 분말칼슘
의 투여가 골다공증 증상의 개선에 미치는 영향에 대해 유의할 
만한 결과를 확보하였으며 이에 보고하고자 한다.

재료 및 방법

멸치젓 잔사 분말칼슘 준비

멸치(Engraulis japonicus)젓 잔사 분말칼슘은 (주)지에스피
(Busan, Korea)로부터 분말형태로 제공받았으며, 생산공정을 
간략하면 다음과 같다. 멸치액젓을 가공하고 남은 잔사를 자
숙, 수세 및 탈수공정을 3회 반복하여 이물질 및 염분을 제거
하였다. 열풍건조기에서 8시간 충분히 건조한 후 분쇄기로 500 
mesh가 되도록 분쇄하여 소분한 후 -80℃에 보관하면서 실험
에 사용하였다.

실험동물

실험에 사용한 동물은 중앙실험동물(주)(Seoul, Korea)로부
터 구입한 4주령의 암컷 Sprague-Dawley (SD)계 흰쥐를 사용
하였다. 동의대학교 블루바이오소재개발센터의 실험동물시설
에서 1주일 간 순화 적응시킨 후 일반증상을 관찰하여 이상이 
없는 건강한 동물을 선택하여 사용하였다. 시험동물사육은 온
도 23±2℃, 상대습도 50±10%, 환기 횟수 10-18회/시간, 조
명시간 12시간(오전8시-오후8시) 및 조도 150-300 lux로 설정
된 사육환경을 유지하였으며, 방사선 멸균된 실험동물용 고형
사료(AIN-93G)와 고압멸균한 1차 증류수를 자유롭게 섭취할 

수 있게 하였다. 사육에 필요한 기구는 0.4% EDTA로 씻은 후 
증류수로 헹구어 사용하였다. 동물실험은 동의대학교 동물실
험윤리위원회의 사전 심의 및 승인(승인번호 A2014-001)을 받
아 동물실험윤리위원회의 규정에 따라 수행하였다. 

난소절제술 및 실험군 분류

실험동물을 폐경 이후의 호르몬 분비상태로 변화시켜 골다공
증을 인위적으로 유발시키기 위하여 양측 난소 절제술(ovariec-
tomy, OVX)을 시행하였다. 무균 조작 하에 일반적인 수술 전 
처치방법에 따라 10% 포비돈 요오드로 수술부위 및 주위를 소
독한 후, 양쪽 등의 피부, 근육, 복막의 절개를 시행하여 양쪽 난
소를 모두 노출시킨 후 난소를 적출하고 절제부위는 흡수성 봉
합사로 결찰 및 봉합하였다. 
난소절제술의 영향을 배제하기 위하여 난소절제술과 동일하
게 수술하였지만 난소를 제거하지 않은 대조군(sham-opera-
tion, Sham군)과, 난소적출군(OVX), 난소적출 후 멸치칼슘투
여군(OVX-AC) 등 3개 군으로 분류하였다

투여용량 설정 및 투여 방법

시험물질 투여 전 4시간 동안 절식시킨 다음, 체중을 측정하여 
체중 범위에 따른 무작위법에 의거하여 암컷 Sprague-Dawley 
(SD)계 흰쥐 24마리의 실험동물을 8마리씩 실험군을 분리하였
다. 멸치칼슘분말의 투여 용량은 이전의 보고(Kim et al., 2013)
를 참고하여 투여용량을 정하였다. 멸치젓 잔사 분말칼슘 시료
(AC)는 100 mg/day를 실험동물 마리당 투여하였다. 
실험군에 따라 정해진 용량을 경구투여용 스테인레스 재질 

sonde를 이용하여 8주간 경구투여하였다. 실험군인 OVX-AC
군에는 AC 분말(100 mg/day)을 멸균된 생리식염수에 현탁하
여 투여하였으며, Sham군과 OVX군에는 생리식염수 동량을 
같은 방법으로 투여하였다. 실험동물의 개별특성에 따라 한꺼
번에 투여가 불가능할 경우에는 같은 날에 2회에 걸쳐 나누어 
투여하였다. 시험물질 투여 후 2시간 동안은 사료를 제한하였으
며, 음수는 제한 없이 계속 공급하였다. 

일반증상 관찰 및 체중측정

시료 투여 당일에는 투여 직후 30분 동안에는 이상증상 유무
에 대해 지속적으로 관찰하였고, 투여 후 6시간까지 매 시간, 투
여 후 1일부터 8주간 1일 1회 일정한 시간에 일반 상태의 변화, 
중독 증상의 발현, 사망 동물의 유무 및 기타 이상 증상에 대하
여 관찰하였다. 체중변화 관찰은 모든 동물에 대하여 1주일에 1
회, 시료 투여 직전에 실험동물용 저울을 이용하여 측정하였다.

혈액채취 및 부검

실험동물을 희생하기 전 12시간 절식 시킨 흰쥐를 마취시키
고 개복하여 멸균주사기를 이용하여 심장 채혈법에 따라 혈액
을 채취하였다. 또한 주요 내부 장기의 병변유무를 시험물질 비
투여군과 비교하여 육안적으로 확인하였다. 
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대퇴골의 골밀도 측정

8주간의 시험물질 투여 후 실험동물을 희생시키고 양쪽의 대
퇴골을 분리하여 적출한 다음 골격에 붙어있는 근육, 인대 및 
지방을 제거하고 생리식염수로 세정한 후, 50℃에서 건조하여 
대퇴골 시료를 준비하였다. 소동물용 에너지 방사선 골밀도 측
정기(pDEXA X-ray bone densitometer, Norland medical sys-
tems Inc., USA)를 사용하여 대퇴골의 골밀도를 측정하였다. 
해상도는 1.0×1.0 mm, 스피드는 20 mm/sec, 샘플의 길이는 
1.60 cm, 폭(너비)은 3.90 cm로 설정하여 측정하였다. 

혈청 중의 지표인자 측정

실험동물의 심장으로부터 채취한 혈액은 실온에서 30분 방
치 후 3,000 rpm, 4℃, 15분간 원심분리(Avanti centrifuge J-
20XP, Beckman coulter, USA)하여 분리된 혈청을 -80℃에서 
냉동 보관하며 실험에 사용하였다. 
혈청 중의 osteocalcin 함량은 The Rat Gla-Osteocalcin High 

Sensitive EIA Kit (Cat #MK126, Clontech Laboratories, Inc., 
CA, USA)와 자동생화학 분석기(BS-390 Automatic biochem-
istry analyzer, Medista, Korea)를 사용하여 면역혈청학적 방법
에 의하여 측정하였다. 염기성 인산분해효소 alkaline phospha-
tase (ALP) activity 측정은 Kind-King법에 따라 ALP 분석 kit 
(Asan Pharm., Anseong, Korea)를 사용하였으며, spectropho-
tometer를 이용하여 500 nm에서 정량하였다. 혈청 중의 glu-
tamate-oxaloacetate transaminase (GOT)와 glutamic-pyruvic 
transaminase (GPT)는 자동 생화학분석기를 이용하여 분석하
였다. 

통계처리

실험 결과는 SPSS Package Program (version 20.0, SPSS 
Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 평균과 표준편차를 구하
였으며 실험군 간의 차이의 유의성은 one-way ANOVA와 Stu-
dent t-test에 의하여 P<0.05 수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

실험동물의 체중변화와 임상증상 관찰

실험동물의 체중변화 관찰은 모든 동물에 대하여 12시간 동안 
절식시킨 다음 실험동물용 저울을 이용하여 1주일에 1회, 일정
한 시간에 8주간에 걸쳐 측정하였다. 대조군으로 사용된 Sham
군의 경우에는 체중이 완만하게 증가하여 8주 후에는 최초에 
비해 43.9% 증가한 반면, 난소를 적출하여 골다공증이 유발된 
OVX군의 경우에는 상대적으로 높은 체중 증가율을 나타내어 
8주 후에는 약 92.5% 증가하였고, Sham군과 비교하여 평균 약 
48.6% 더 증가하였다. OVX 처리를 한 후 시료AC를 투여한 실
험군 OVX-AC군의 경우에도 정상군에 비해서는 체중 증가현
상이 있었으나 OVX군에 비해서는 유의한 차이의 체중 감소의 

경향을 보였다(Fig. 1). 
난소를 적출하여 골다공증을 유발시킨 실험동물은 estrogen
의 결핍 때문에 전반적으로 체중이 증가하는 것으로 알려져 있
다(Mobasseri et al., 2004). 이러한 OVX군의 체중증가는 이와 
같은 갱년기 여성에 있어 체중증가가 일어나는 현상과 일치한
다. 한편 실험군 OVX-AC군에서의 상대적 체중감소는 이러한 
갱년기 이후에 동반되는 골다공증에 대한 선별된 시험시료 AC
의 개선효과의 가능성을 시사하는 결과로 판단된다.

혈액채취 및 육안적 부검소견

마취시킨 실험동물의 하복부를 개복하고, 멸균주사기를 이
용하여 심장 채혈법으로 혈액을 채취하였다. 혈액채취 후에 주
요 내부 장기의 병변을 각 실험군과 대조군을 육안적으로 관
찰하여 이상 유무를 확인하였다. 실험에 사용된 동물들 모두에
서 주요 내부 장기들의 특이한 이상함은 관찰되지 않았으나, 뚜
렷한 체중증가가 이루어진 OVX군과 OVX-AC군에서는 내장
지방이 Sham군에 비해 상대적으로 많이 관찰되었다(data not 
shown).

대퇴골의 골밀도 측정

8주 간의 시험물질 투여 후 실험동물을 희생시키고 양쪽의 대
퇴골을 분리하여 생리식염수로 세정한 후, 50℃에서 건조하여 
준비한 대퇴골 시료를 소동물용 에너지 방사선 골밀도 측정기
를 사용하여 골밀도를 측정하였다. 각각의 실험군에서 8마리의 
SD-rat을 이용하여 측정한 결과, Sham군과 OVX군의 경우에
는 상대적으로 낮은 골밀도를 나타내었으며, OVX-AC군의 경
우에는 골밀도의 증가가 통계적으로 유의미하게 나타났다(Fig. 
2). Sham군은 평균 0.186±0.007 g/cm2, 난소적출을 실시하여 
골다공증을 유발한 OVX군은 평균 0.170±0.014 g/cm2으로 
골밀도가 약간 저하된 것으로 나타났으나, 통계적(P<0.05)으
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Fig. 1. Changes of body weight in SD-rats. Sham, sham-operated; 
OVX, ovariectomized; OVX-AC, ovariectomized and AC admin-
istered group (n=8). 
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로는 유의미하지 않은 차이로 분석되었다. 한편 분말시료 AC
를 투여한 OVX-AC 실험군에서는 평균 0.270±0.006 g/cm2

의 골밀도를 나타내어 Sham군과 OVX군에 비교하여 유의적
(P<0.01)으로 높아진 골밀도를 나타내었다. 이소플라본, 녹각, 
상표소, 젤라틴 등의 골다공증에 대한 영향을 본 다른 보고들의 
경우, 정도의 차이는 있지만 골다공증이 유도된 실험동물의 경
우에 골밀도가 정상군에 비해 상대적으로 저하되며, 시료를 투
여한 실험군의 경우에는 증가하는 현상과 일치하는 경향을 나
타내었다(Kim et al., 2009a; Lee et al., 2009; Hwang et al., 
2010; Park et al., 2012). 

혈청 중의 osteocalcin 측정

Osteocalcin은 골아세포와 상아아세포에서만 생산되는 골격
의 산성단백질로, 골아세포에서 생성되어 일부는 골 기질에 축
척되고, 일부는 혈액 속으로 방출된다. 따라서 혈청 내의 osteo-
calcin 농도는 골아세포의 활성을 반영하는 것으로 알려져 있다
(Jayachandran and Miller, 2002). Osteocalcin은 뼈의 구조에
서 칼슘과 단단하게 결합되어 있는데, 새로운 뼈를 형성할 경우
에 뼈의 모세포의 활성을 간접적으로 반영하는 뼈의 형성지표
로서의 역할 또한 한다. 또한 난소적출을 실시하면 혈청 중의 함
량이 다소 감소한다고 보고되고 있다(Duda et al., 1998). 
실험동물의 혈액 속의 osteocalcin을 측정한 결과, OVX 
군의 경우에는 1.23±0.09 ng/mL로 정상군인 Sham군의 
1.57±0.04 ng/mL 보다 현저하게 낮게 나타났다. 시험시료를 
투여한 실험군 OVX-AC군은 1.46±0.07 ng/mL로 OVX에 비
해서는 증가된 수치를 보였으나 Sham군 보다는 약간 낮은 경향
을 나타내었다. 이 결과는 시료 AC의 투여가 골다공증을 유발
시킨 흰쥐에 있어서 혈청 중의 osteocalcin 농도를 증가시킬 수 
있음을 나타낸다. 본 연구의 시료 투여가 난소절제로 인해 유발
된 골다공증의 뼈에서 모세포를 활성화시키고 뼈의 파괴세포의 
활성도는 감소시켰을 것으로 추정된다(Fig. 3). 

혈청 중의 ALP activity 측정

염기성 인산분해효소인 ALP는 조골세포의 분화 초기 단계에 
나타나는 생물학적 지표로써 특히 골조직에서 골 성장이 활발
히 일어날 때 그 활성이 증가한다고 알려져 있다. 즉, 혈중 ALP 
농도의 증가는 조골세포의 초기 활성도나 세포 분화가 증가했
음을 의미한다. 골다공증 유발의 경우 골교체가 증가하게 되면 
선행하는 골흡수와 뒤따르는 골의 재형성이 모두 증가하게 되
는데, 이 중 골의 재형성 증가 과정에서 조골세포의 초기 활성
도 증가가 그 지표인 ALP의 활성도 증가로 나타나게 된다(Cho 
et al., 2010). 난소제거한 실험동물과 폐경기 골다공증 환자에
서 ALP의 활성이 증가한다는 보고는 여러 연구를 통해 알려져 
있다(Cho et al., 2011). 
본 연구의 실험결과 혈청 중 ALP의 함량을 보면, 골다공증
이 유발된 OVX군(116.39±1.11 U/L)에서는 8주 처리 후
에 Sham군(112.38±0.69)에 비하여 유의하게 증가하였다
(P<0.05). 한편 시료AC를 투여한 실험군에서는 110.27±0.58 
U/L로 Sham군과 OVX군에 비해 유의성 있게 감소한 결과를 
보였다(P<0.05) (Fig. 4A). 이는 난소절제 후 에스트로겐 호르
몬의 결핍에 의해 골 교체율의 증가가 초래하여 OVX군에서는 
ALP 활성의 증가가 일어났으나, AC의 투여효과에 의해 골다
공증 현상이 개선됨과 함께 ALP활성이 낮아졌음을 의미한다
고 판단된다. 

혈청 중의 calcium 농도 측정

혈청 중 calcium 농도의 변화는 골흡수를 나타내는 지표 중
의 하나이다. 뼈에 존재하는 calcium은 혈청 중 calcium 농도
에 영향을 끼치게 되고, 혈청 중 calcium 농도의 변화는 골흡
수율과 관련이 있다(James et al., 1994). 혈청 중 calcium 함
량을 보면, OVX군(10.84±0.51 mg/dL)에서는 Sham군
(12.31±0.66 mg/dL)에 비하여 유의성 있게 혈청 중 calcium
량의 감소를 나타내었다(P<0.05). 시험물질 AC를 투여한 실험
군(13.35±0.44 mg/dL)에서는 OVX군과 Sham군에 비하여 
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Fig. 3. Effect of AC supplementation on osteocalcin concentra-
tion in the blood of experimental rats (n=8). All values are means 
SD. Means with different superscript are significantly different 
(P<0.05).
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Fig. 2. Effect of AC supplementation on femur bone mineral 
density (BMD) of experimental rats (n=8). All values are means 
SD. Means with different superscript are significantly different 
(P<0.05).
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그 값이 유의성 있게 증가하였다(P<0.05). 이는 시험물질 투여
군에서 상대적으로 골재생 활동이 활발해지고 있다는 것을 의
미한다(Fig. 4B).

혈청 중의 GOT와 GPT 농도 측정

실험동물 혈액 중의 지질성분 중에서 GOT와 GPT 등의 지표
를 분석하였다(Fig. 5). GOT와 GPT는 간장이나 심장 등에 다
량 존재하여 아미노산을 분해하는 효소로 간세포가 손상을 받
는 경우에 혈중으로 방출되어 이 수치가 상승하게 되므로 간
장질환의 지표가 된다(Kim et al., 2009b). 본 실험에서는 실험
시료인 AC를 장기간 섭취하였을 경우 나타날 수 있는 간장에 
대한 영향을 알아보기 위해 혈청 중의 GOT와 GPT를 측정한 
결과, 일반 대조군인 Sham군의 수치가 GOT는 120.61±0.79 
U/L, GPT는 48.29±0.99 U/L로 분석되었으며, 난소적출로 골
다공증이 유도된 OVX군의 수치는 각각 242.63±0.90 U/L과 
59.63±1.03 U/L로 GOT는 약 2배, GPT 또한 약 20% 이상 
증가하였음을 알 수 있다. 한편, 실험시료를 급여한 실험군인 
OVX-AC군은 GOT와 GPT의 수치가 각각 198.51±0.66 U/
L와 52.49±1.03 U/L로 모두 유의하게 감소하였다(P<0.05). 8

주간의 투여로 Sham군의 수치까지 감소하지는 않았지만 OVX
군에 비해 현저하게 저하된 수치를 볼 수 있었으며, 통계적으로
도 유의한 것으로 분석되었다. 
이전의 보고(Kim et al., 2013)에서 충분히 발효된 멸치젓갈의 
액젓을 생산 한 후 폐기되거나 사료로 이용되는 잔사를 활용하
여 생산된 AC 시료가 수컷 SD-rat의 칼슘대사에 관련된 호르몬
의 변화나 대퇴골의 골밀도 결과를 분석하여 일반적인 칼슘공
급원으로 사용되는 탄산칼슘 수준과 유사하게 생체내 칼슘대사
에 긍정적인 가치를 부여할 수 있을 것으로 보고하였다. 금번 연
구 결과에서는 AC의 골다공증에 대한 효능을 실제 골다공증을 
유발시킨 암컷 SD-rat에서 확인하였다. 그 결과, 8주간의 AC시
료 투여로 인해 골다공증으로 인해 증가된 체중의 유의한 감소
효과를 관찰할 수 있었으며, 대퇴골의 골밀도의 뚜렷한 개선 또
한 확인할 수 있었다. OVX군에서 골다공증으로 인해 감소되었
던 골다공증 지표성분인 혈액 속의 osteocalcin과 calcium 함량
은 AC 투여로 인해 유의적으로 개선되었다. 골다공증의 또다른 
지표인 ALP 수치 또한 개선되어 AC의 지속적인 투여는 폐경기
로 인해 유발되는 골다공증을 예방 또는 개선 할 수 있을 것으로 
판단되었으며, 이는 향후 멸치 부산물을 활용한 칼슘제 개발에 
응용할 수 있을 것으로 기대된다. 
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Fig. 4. Effect of AC supplementation on (A) ALP and (B) calcium 
concentration in the blood of experimental rats (n=8). All values 
are means ±SD. Means with different superscript are significantly 
different (P<0.05).
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Fig. 5. Effect of AC asupplementation on (A) GOT and (B) GPT 
in the blood of experimental rats (n=8). All values are means±SD. 
Means with different superscript are significantly different 
(P<0.05).
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