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[Abstract]
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Purpose : The first purpose of this study is to find out whether the water extract of 
Rehmanniae Radix Preparat(RRP), Cuscutae Semen(CS) and their combination(Ssangbohwan, 
SBH) have the  effect of suppressing Receptor activator of nuclear factor kappa-B 
ligand(RANKL)-induced osteoclast differentiation. The second purpose of this study is to 
find out whether the water extract of RRP, CS and SBH have the effect of inhibiting 
osteoporosis in an osteoporosis model induced by lipopolysaccharide(LPS).

Methods : After promoting differentiation of osteoclasts by treating the RANKL, we observed 
the effect by the administration of RRP, CS and SBH. In addition, by means of Reverse 
transcription polymerase chain reaction(RT-PCR), we assayed mRNA expression levels of 
NFATc1, c-Fos, TRAP and GAPDHS(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, spermatogeni) 
from bone marrow macrophages(BMMs). Similarly, the protein expression levels of NFATc1 
(Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic1), C-Fos, MAPKs(Mitogen-activated 
protein kinases) and β-actin in cell lysates were analyzed by means of Western Blotting. 
Finally, we determined the anti-osteoporotic effects of RRP, CS and SBH, through the 
use of Lipopolysaccharide-induced bone-loss mouse.

Results : RRP, CS and SBH showed remarkable inhibitive effect on RANKL-treated osteoclast 
differentiation without cytotoxicity. SBH inhibited the phosphorylation of p38, Jun N-terminal 
kinases(JNK), and I-κB and down-regulated the induction of c-Fos and NFATc1 by RANKL. 
RRP, CS suppressed degradation of I-κB, but it did not affect c-Fos and NFATc1 by RANKL. 
Lastly, in vivo data showed that RRP and SBH prevented bone erosion by LPS treatment. 

Conclusions : These results demonstrate SBH can be effective remedy for bone-loss diseases 
such as osteoporosis.
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Ⅰ. 서  론

노인 연령에서 주로 발생하는 뼈 질환인 골다공증은 70

세 이상 성인 전체의 41.8 %의 유병률로 흔한 질환이다1). 

보통은 경미한 낙상으로 손목이나 고관절의 골절이 생기고 

나서야 골다공증임을 알게 된다. 하지만 고관절 골절은 때

로는 치명적일 수 있다2). 더불어 우리 사회가 골다공증에 

부담해야하는 비용이 점차 증가하고 있는 상황이다3). 

골다공증의 발병 원인은 흡연과 같은 잘못된 식습관, 노

화, 만성적인 염증 등 다양한 원인에 의해 발생되지만, 여

성은 폐경기 이후 에스트로겐의 결핍으로 골 밀도가 감소

되어 골다공증이 발생하는 것이 가장 흔하다2). 이와 같은 

뼈 질환인 골다공증은 뼈의 밀도를 조절하는 두 가지 세포

인 뼈를 흡수하는 파골세포와 뼈를 형성하는 조골세포의 

불균형에 의해 이루어진다. 일반적으로 골다공증은 파골세

포의 과도한 형성과 활성에 의해 발생하게 된다4). 따라서 

파골세포의 억제는 골다공증과 같은 뼈 질환의 치료에 중

요한 단서가 될 수 있다.

이 연구에서 저자는 오래전부터 사용되어 온 한약제를 

이용한 파골세포 억제 물질을 찾고자 하였다. 토사자는 파

골세포를 억제한다고 알려져 있었고5), 숙지황과 가시오가

피 복합 추출물이 난소를 절제한 흰쥐의 골 밀도에 긍정적

인 효과를 나타낸다는 보고가 있다6). 또한 숙지황과 토사

자의 혼합물인 쌍보환이 골다공증에 미치는 영향을 규명하

고자 하는 연구도 선행되었다7). 하지만 이것은 난소적출로 

골다공증을 유발한 마우스를 이용한 것으로 생화학적 지표 

검사를 통한 변화 결과만을 도출한 것으로, 골다공증에 구

체적인 약효를 발휘하는 작용기전을 밝히지 못한 한계가 

있다7-9).

이에 저자는 본 연구를 통하여, 파골세포를 억제하는 

정도와 작용을 밝힘으로써 숙지황과 토사자 및 쌍보환의 

물 추출물 효과에 대하여 세포 수준에서 조사해보고자 하

였다. 그리고 그 결과를 통하여 병용 투여와 각각의 약물

의 투여가 어떤 차이를 가지는지 알아보고자 하였다. 또

한 lipopolysaccharide(LPS)로 골다공증을 유발시킨 마

우스에 대한 실험을 통하여 생체 내 염증성 골소실에 미

치는 작용을 알아보고자 실험을 하였다. 이에 다양한 연

구를 진행하였고, 유의한 결과를 얻었기에 이를 보고하는 

바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

연구에 사용된 시약은 human receptor activator of 

nuclear factor kappa-B ligand(RANKL)와 M-CSF는 

Peprotech(London, UK)사에서 구입하였다. 그리고 XTT 

assay kit는 Roche (Indianapolis, IN, USA)사에서 구입

하였다. Phospho-c-Jun N-terminal kinases(p-JNK), 

JNK, phospho- Extracellular signal-regulated kinases 

(p-ERK), extracellular signal-regulated kinases(ERK, 

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

(Beverly, MA, USA)사의 제품을 사용하였다. c-Fos, nuclear 

factor of activated T-cells(NFATc1), cytoplasmic 1, β- 

actin 항체는 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz, 

CA, USA)사에서 구입하였다.

2. 방법

1) 약물의 추출 및 제조

본 실험에 사용한 숙지황과 토사자는 ㈜ 옴니허브를 통

해 구입하였고, 중국에서 수입된 것이다.

숙지황과 토사자를 고루 잘라 30분간 냉침시키고 heating 

mantle에서 2시간 끓인 후에 농축하여 동결 건조한 시료

를 사용하였으며 수율은 Table 1과 같다. 약재는 각 100 g

에 정제수 1ℓ를 넣고 glas-col(Terre Haute, IN, USA) 

heating mantle로 2시간 동안 가열하여 추출하였다. 얻은 

추출액을 여과한 후 여액을 감압농축기(Rotavapor R-124, 

Buchi, Switzerland)로 감압농축한 후 동결건조기로 건조

하여 최종적으로 파우더 형태로 각각의 실험약물을 얻었다

(Table 1). 쌍보환 추출물은 숙지황 추출물과 토사자 추출

물의 비율을 1 : 1로 섞어 실험하였다.

Korean name
Pharmaceutical 

name
Abbreviation Yield

Sukjihwang
Rehmanniae 
Radix Preparat 

RRP 49.6 %

Tosaja Cuscutae Semen CS 11.9 %

Ssangbohwan Ssangbohwan SBH 15.1%

Table 1. Extraction Yield of Medicinal Herbs 

Used in This Study
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2) 파골세포 배양 및 분화 억제

골수세포는 수컷 5주령 imprinting control region 

(ICR) mice를 경추 탈골로 희생시킨 후 넓적다리골과 정강

골을 분리한 후 1㏄ 주사기를 이용하여 1X antibiotic을 첨

가한 α-MEM으로 골의 속질을 수세하여 얻었다. 얻어진 

골수세포에서 적혈구를 제거한 후 10 % fetal bovine 

serum(FBS), antibiotics, M-CSF (30 ng/㎖)가 포함된 

α-MEM배지에서 3일간 배양하고 림프구를 포함한 부유 

세포는 제거하고 부착된 세포를 파골전구세포로서의 대식

세포(bone marrow macrophages, BMMs)로 사용하여 실

험하였다. 대식세포를 3.5 × 104/well의 밀도로 48-well 

plate에 분주하고 macrophage colony-stimulating 

factor(M-CSF)(30 ng/㎖)와 receptor activator of 

nuclear factor kappa-B ligand(RANKL)(100 ng/㎖)

을 첨가한 배지에 숙지황 추출물, 토사자 추출물, 쌍보환 

추출물을 농도별로 처리하여 배양하였다. 3일 후 배양액을 

교환한 다음 4일째 배양한 세포에 tartrate-resistant 

acid phosphate(TRAP) 용액으로 염색하여 적자색의 

TRAP 양성세포를 파골세포로 인정하였다. 염색된 파골세

포 중, 핵이 3개 이상인 세포의 개수를 통계에 이용하였다. 

3) 독성검사

대식세포를 1 × 104 cells/well의 밀도로 96-well plate

에 분주하고 macrophage colony-stimulating factor 

(M-CSF)(30 ng/㎖)를 처리한 후 추출물을 농도별로 처리

하여 3일간 배양하였다. 3일 후 각각의 well에 50 ㎕의 

XTT(2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2

H-tetrazolium-5-carboxanilide)용액을 첨가하고 4시간 

배양 후 ELISA reader(Molecular Devices, CA, USA)로 

450 nm에서 흡광도를 확인하였다.

4) Western blot analysis

배양된 세포는 잔류물질을 제거하기 위하여 1× 
phosphate-buffered saline(PBS)를 사용하여 2~3번 세

척한 후 lysis buffer(50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 

5 mM ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA), 1 % 

Triton X-100, 1 mM sodium fluoride, 1 mM sodium 

vanadate, 1 % deoxycholate and protease inhibitors)로 

용해하고 원심분리(14,000 rpm, 20 min)하여 순수한 단백

질을 얻었다. 단백질은 DC™ Protein assay kit Protein 

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

준 단백질량과 비교하여 정량화 한 후 동량의 단백질은 

10 % Sodium dodecyl sulfate(SDS)-polyacrylamide 

gel에서 분리하였다. 분리된 단백질은 transfer buffer를 

이용하여 polyvinylidene fluoride(PVDF)-membrane에 

분리된 단백질을 전사시켰다. 비특이반응을 제거하기 위해

서 5 % 비지방 skim milk가 함유된 T-TBS로 실온에서 

1시간 동안 충분히 흔들면서 방치하였다. 반응이 끝난 후 

blocking buffer에 1 : 1,000으로 희석된 1차 항체를 넣고 

4°C에서 반응시켰다. 반응 후 T-TBS로 7분 간격으로 3번 

세척하고 blocking buffer에 1 : 5,000으로 희석한 2차 항

체를 넣고 상온에서 1시간 동안 반응을 시켰다. TBS-T로 

10분 간격으로 3번 세척한 후 ECL kit로 발색시켜 단백질

의 발현 정도를 확인하였다.

5) 역전사 중합반응(RT-PCR) 분석 

세포 내 RNA는 1 ml의 Isol-RNA lysis reagent 

(5 PRIME)을 이용하여 제조자의 설명에 따라 분리하였다. 

분리한 RNA는 0.5 pg ~ 1 ㎍으로 정량하여 ReverTra 

Ace® qPCR RT kit(Toyobo)로 cDNA를 합성하였다. 합성

된 cDNA는 다음과 같은 primer를 이용하여 PCR하였다

(Table 1). PCR에서 annealing time은 30초 정도 하였다. 

PCR을 마친 후 증폭된 각 DNA를 1 % agarose gel에 전기

영동 하였고 Et-Br로 염색하여 ultraviolet(UV)상에서 확

인하였다(Table 2).

Primer Sequence

c-Fos
Forward 5'- CTGGTGCAGCCCACTCTGGTC-3'

Reverse 5'- CTTTCAGCAGATTGGCAATCTC-3'

NFATc1
Forward 5'- CAACGCCCTGACCACCGATAG-3'

Reverse 5'- GGCTGCCTTCCGTCTCATAGT-3'

TRAP
Forward 5'-ACTTCCCCAGCCCTTACTAC-3'

Reverse 5'-TCAGCACATAGCCCACACCG-3'

GAPDH
Forward 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'

Reverse 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'

Table 2. Primers for PCR Amplification

6) 동물실험

생체 내의 골 손실에 미치는 추출물의 효과를 규명하기 

위해 5주령의 수컷 ICR 생쥐 5마리를 한 군으로 하여 각 

군별로 숙지황 추출물, 토사자 추출물, 쌍보환 추출물(생쥐 

g당 0.4 mg or 0.2 mg) 또는 PBS를 10일간 경구투여 하

였다. 골 손실의 유도를 위해 실험군에 LPS(생쥐 g당 5㎍)

를 투여시작일(1일)로부터 4일과 7일 2회에 걸쳐 복강주사

하였고 대조군에는 PBS를 주사하여 실험오차를 제거하였
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다. 10일째 되는 날 생쥐를 희생시키고 대퇴골을 얻어 4 % 

paraformaldehyde로 고정하였다. Skyscan BE/skyscan 

1172로 대퇴골 내부의 3차원적 영상을 얻었다.

7) 통계분석

각각의 실험군은 4개체 이상 수행하였고 평균값과 표준

편차를 계산하였다. 모든 실험은 3회 이상 반복하여 동일

한 실험결과를 얻은 것을 실험결과로 사용하였으며, 정량

적인 결과의 통계는 SPSS 12.0프로그램으로 비모수 검정

을 수행하였다. 두 군 간의 비교분석은 Mann-Whitney 검

정을, 세 군 간의 비교분석은 Kruskal-Wallis 검정을 이

용하여 분석하였고, 군 간 차이가 인정될 때 사후검정 결과 

p 값이 0.05 이하를 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.

Ⅲ. 결  과

1. 파골세포 분화 억제 효과

1) 쌍보환 추출물이 RANKL에 의해 유도되는 

파골세포 분화에 미치는 영향 

파골세포는 뼈를 흡수 하는 세포로 파골세포의 분화가 

파골세포 유발에 중요하게 작용한다. 쌍보환 추출물이 파

골세포의 분화에 미치는 영향을 알아보기 위해 BMM에 

M-CSF와 RANKL을 처리한 후 쌍보환 추출물 100 ㎍/㎖

의 농도로 처리하여 배양한 후 TRAP 양성 뼈 파골세포의 

형성 및 다핵의 성숙된 뼈 파골세포로서의 분화를 확인하

였다. 그 결과 M-CSF와 RANKL만 처리한 대조군에 비하

여 쌍보환 추출물을 처리한 실험군에서 TRAP 양성 파골세

포의 형성 및 다핵의 성숙된 파골세포로서의 분화가 억제

됨을 확인하였으며(Fig. 1A), TRAP 염색 후, 염색된 파골

세포 중, 핵이 3개 이상이 융합되어 있는 세포의 개수를 측

정하여 정량적 분석한 결과 쌍보환 추출물을 처리한 실험

군에서 유의성 있게 억제됨을 확인하였다(Fig. 1B).

2) 쌍보환 추출물 구성 약재인 숙지황 

추출물, 토사자 추출물이 RANKL에 의해 

유도되는 파골세포 분화에 미치는 영향

쌍보환 추출물을 구성하는 약재인 숙지황 추출물과 토사

자 추출물을 단독으로 처리하여 파골세포 분화에 미치는 

영향을 확인하였다. BMM에 M-CSF와 RANKL을 처리한 

후에 쌍보환 추출물 100 ㎍/㎖의 농도를 기준으로 숙지황 

A

B

Fig. 1. Ssangbohwan(SBH) inhibits osteoclast 

differentiation
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 Ssangbohwan. 

A : after 4 d, cells were fixed in 3.7 % formalin, permeabilized

in 0.1 % triton x-100, and stained for TRAP. 

B : TRAP-positive cells were counted as osteoclasts. 

Asterisks(*) indicate statistical differences from the control(* : 

p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001). 
N=4

추출물과 토사자 추출물의 배합비율 1 : 1의 비율을 고려하

려 숙지황 추출물과 토사자 추출물의 농도는 50 ㎍/㎖의 

농도로 처리하여 확인하였으며, 그 결과 M-CSF와 RANKL

만 처리한 대조군에 비하여 숙지황 추출물, 토사자 추출물

을 처리한 실험군에서 TRAP 양성 파골세포의 형성 및 다

핵의 성숙된 파골세포로서의 분화가 억제되었지만 약간의 

파골세포들이 보였으며(Fig. 2A), 숙지황 추출물보다는 토

사자 추출물이 파골세포 분화 억제 효과가 더 있었다. 

TRAP 염색 후, 염색된 파골세포 중, 핵이 3개 이상이 융합

되어 있는 세포의 개수를 측정하여 정량적 분석한 결과 숙

지황 추출물, 토사자 추출물을 처리한 실험군에서 유의성 

있게 억제됨을 확인하였다. Kruskal-Wallis 검정을 통

해 유의성 있음을 확인하였으며, 사후검정에 대한 결과는 

Fig. 2B에 표시하였다.

2. 쌍보환, 숙지황, 토사자 물 
추출물의 세포독성

숙지황 추출물, 토사자 추출물, 쌍보환 추출물의 파골세

포 분화 억제 효과가 세포독성과의 관련성을 배제하기 위
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A

B

Fig. 2. Rehmanniae Radix Preparat(RRP) and 

Cuscutae Semen(CS) inhibits osteoclast differentiation
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 Rehmanniae Radix Preparat and Cuscutae 
Semen.
A : After 4 d, cells were fixed in 3.7 % formalin, permeabilized 

in 0.1 % Triton x-100, and stained for TRAP. 

B : TRAP-positive cells were counted as osteoclasts. 

Asterisks(*) indicate statistical differences from the control(* : 

p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001). 
N=4

Fig. 3. The effect of Rehmanniae Radix Preparat

(RRP), Cuscutae Semen(CS) and Ssangbohwan

(SBH) on cell viability
BMMs were cultured for 3 d with M-CSF(30 ng/ml) in the 

presence or absence of Rehmanniae Radix Preparat, 

Cuscutae Semen and Ssangbohwan. 
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.

해 각 약물을 농도별로 처리한 BMMs에서 XTT assay로 탐

색한 결과 숙지황 추출물, 토사자 추출물, 쌍보환 추출물 

25, 50, 100 ㎍/㎖의 농도에서 세포독성이 나타나지 않음

을 확인하였다(Fig. 3).

3. RANKL에 의한 파골세포 유도인자 

발현 억제효과

1) 쌍보환 추출물이 RANKL에 의한 유전자 

발현에 미치는 효과 

RANK는 RANKL과의 결합 이후 세포내의 신호 전달 체

계를 거쳐 전사인자인 c-Fos나 NFATc1의 발현을 촉진시

키며 이들로 인해 파골세포의 지표라 할 수 있는 TRAP의 

발현을 유도하였다. 쌍보환 추출물이 RANKL에 의해 발현

되는 유전자인 c-Fos, NFATc1, TRAP의 발현을 확인하기 

위하여 RT-PCR을 수행하였으며, 그 결과 RANKL에 의한 

c-Fos, NFATc1, TRAP의 mRNA 발현이 1~2일에 증가하

였으며, 쌍보환 추출물을 처리한 실험군에서는 TRAP을 제

외한 c-Fos, NFATc1의 mRNA 발현이 유의성 있게 억제 

되었다(Fig. 4). Mann-Whitney 검정을 통해 유의성 있음

을 확인하였다.

A

B

Fig. 4. Ssangbohwan(SBH) suppresses RANKL-

induced c-Fos, NFATc1 and TRAP expression
BMMs were pretreated with or without Ssangbohwan(100 μ
g/ml) for 1 h and then stimulated with RANKL(100 ng/ml) for

the indicated times. 

A : each mRNA were analyzed by RT-PCR. 

B : quantitative analysis by image J program.

Significance(*) indicates significance for the difference between

control and extraction treatment group(* : p<0.05, ** : p<0.01, 

*** : p<0.001).
Error bars indicate SDs; N=4.
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2) 쌍보환 추출물 구성 약재인 숙지황 

추출물, 토사자 추출물이 RANKL에 의한 

유전자 발현에 미치는 효과 

RANKL에 의해 유도되는 유전자 발현을 확인하고자 역

전사중합반응 분석을 통해 c-Fos, NFATc1, TRAP의 발현

을 확인하였다. 그 결과 RANKL에 의한 c-Fos, NFATc1, 

TRAP의 mRNA 발현이 1~2일에 증가하였으나 숙지황 추

출물을 처리한 군에서는 c-Fos, NFATc1의 mRNA 발현이 

억제되지 않았으며, TRAP의 mRNA에서는 미미하게 억제

되었다. 그러나 토사자 추출물을 처리한 군에서는 2일째 

c-Fos, NFATc1의 mRNA 발현이 억제되었다. Kruskal- 

Wallis 검정을 통해 유의성 있음을 확인하였으며, 사후검

정에 대한 결과는 Fig. 5에 표시하였다.

A

B

Fig. 5. Rehmanniae Radix Preparat(RRP) and 

Cuscutae Semen(CS) suppresses RANKL-

induced c-Fos,  NFATc1 and TRAP expression
BMMs were pretreated with or without Rehmanniae Radix 
Preparat and Cuscutae Semen(50 μg/ml) for 1 h and then 

stimulated with RANKL(100 ng/ml) for the indicated times.

A : each mRNA were analyzed by RT-PCR.

B : quantitative analysis by image J program.

Significance(*) indicates significance for the difference

between control and extraction treatment group(* : p<0.05,

** : p<0.01, *** : p<0.001). 
Error bars indicate SDs; N=4.

4. RANKL에 의해 유도되는 c-Fos와 

NFATc1 단백질 발현 억제 효과

1) 쌍보환 추출물이 RANKL로 유도되는 

c-Fos와 NFATc1 발현에 미치는 효과 

파골세포 전구세포에서 골 흡수하는 파골세포로의 분화

는 RANK와 RANKL이 결합되어 c-Fos와 NFATc1의 발현

을 유도하며 이는 뼈 파골세포의 분화에 중요한 역할을 한

Fig. 6. Ssangbohwan(SBH) suppresses RANKL- 

induced c-Fos and NFATc1 expression
BMMs were pretreated with or without Ssangbohwan(100 μg/ml) 
for 1 hour and then stimulated with RANKL(100 ng/ml) for the 

indicated times.

The cell lysates were analyzed by western blotting with 

antibodies for c-Fos, NFATc1, and β-actin.

다. 쌍보환 추출물이 파골세포 분화 억제효과에 있어 

c-Fos와 NFATc1의 단백질 발현에 미치는 영향을 확인하

고자 western blotting을 수행하였다. RANKL을 처리한 

후 12, 24, 48시간에서 NFATc1과 c-Fos의 발현이 증가하

였다. 그러나 쌍보환 추출물을 처리한 실험군에서는 

NFATc1와 c-Fos의 발현이 억제되었다(Fig. 6).

2) 숙지황 추출물, 토사자 추출물이 

RANKL에 의해 유도되는 c-Fos와 

NFATc1 발현에 미치는 효과

쌍보환 추출물은 구성 약재인 숙지황 추출물과 토사자 

추출물이 c-Fos와 NFATc1 발현에 미치는 영향을 확인하

였다. 그 결과. RANKL을 처리한 후 12, 24, 48시간에서 

NFATc1과 c-Fos의 발현이 증가하였지만, 숙지황 추출물

과 토사자 추출물을 처리한 실험군에서는 NFATc1과 

c-Fos의 발현이 억제되지 않았다(Fig. 7). 숙지황 추출물

과 토사자 추출물 단독 처리보다는 숙지황 추출물과 토사

자 추출물을 배합한 쌍보환 추출물을 처리할 때 RANKL에 

의해 유도되는 c-Fos와 NFATc1 발현에 억제효과가 나타

남으로써 숙지황 추출물, 토사자 추출물 단독처리보다 쌍

보환 추출물이 상승효과를 보임을 확인하였다.

Fig. 7. Rehmanniae Radix Preparat(RRP) and 

Cuscutae Semen(CS) suppresses RANKL-induced 

c-Fos and NFATc1 expression
BMMs were pretreated with or without Rehmanniae Radix 
Preparat and Cuscutae Semen(50 μg/ml) for 1 hour and then 
stimulated with RANKL(100 ng/ml) for the indicated times. 

The cell lysates were analyzed by Western blotting with 

antibodies for c-Fos, NFATc1, and β-actin.
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5. 파골세포 분화의 신호전달 경로에 

미치는 효과

1) 쌍보환 추출물이 RANKL로 유도되는 뼈 

파골세포 분화의 신호전달 경로에 미치는 

효과

쌍보환 추출물이 뼈 파골세포 분화 억제 작용기전을 규

명하기 위하여 RANKL에 의해 유도되는 주요 신호전달체

계에 쌍보환 추출물이 미치는 영향을 western blotting을 

수행하여 확인하였다. BMM에 쌍보환 추출물을 전 처리하고 

RANKL을 0, 5, 15, 30분 간격으로 처리한 결과 MAPKs의 

인산화가 증가되었지만, 쌍보환 추출물을 처리한 실험군에

서는 P38, JNK, I-κB의 인산화가 억제되었다(Fig. 8). 

Fig. 8. Ssangbohwan(SBH) inhibits RANKL 

signaling pathways
BMMs were pretreated with or without Ssangbohwan(100 μg/ml) and 
further stimulated with RANKL(100 ng/ml) for the indicated time. 

The cells were lysed and proteins were revolved by 10 % 

SDS-PAGE and subjected to western blot analysis.

2) 숙지황 추출물, 토사자 추출물이 

RANKL로 유도되는 뼈 파골세포 분화의 

신호전달 경로에 미치는 효과

쌍보환 추출물을 구성는 숙지황 추출물과 토사자 추출물

이 파골세포 분화 억제 기전에 있어 RANKL에 의해 유도되

는 주요 신호전달체계에 미치는 효과를 확인하고자 western 

blotting을 수행하였다. BMM에 숙지황 추출물과, 토사자 

추출물을 전 처리하고 RANKL을 0, 5, 15, 30분 간격으로 

처리한 다음 시간대별로 MAPKs의 인산화가 증가됨을 확

인하였고 숙지황 추출물을 처리한 실험군에서는 RANKL로 

인해 유도되는 I-κB의 인산화만 억제되었으며, 토사자 추

출물을 처리한 실험군에서는 RANKL에 의해 유도되는 I-κB 

감소를 억제하였다(Fig. 9).

 

Fig. 9. Rehmanniae Radix Preparat(RRP) and 

Cuscutae Semen(CS) inhibits RANKL signaling 

pathways
BMMs were pretreated with or without Rehmanniae Radix 
Preparat and Cuscutae Semen(50 μg/ml) and further 

stimulated with RANKL(100 ng/ml) for the indicated time. 

The cells were lysed and proteins were revolved by 10 % 

SDS-PAGE and subjected to western blot analysis.

6. LPS-유도 골 손실에 미치는 효과

생체 내에서 쌍보환의 물 추출물과 이를 구성하고 있는 

약재인 숙지황과 토사자의 추출물이 미치는 영향을 검증하

고자 염증성 골 손실 동물 모델을 이용하여 확인하였다. 생

쥐에 1회 / 3일 복강주사를 통하여 LPS(5 ㎍/g)를 투여하

였으며 각 추출물은 농도별로 1회/1일 경구 투여하였다. 

LPS로 유도되는 골 손실에 대한 영향은 Skyscan 

BE/skyscan 1172로 대퇴골 내부의 3차원적 영상을 얻었으

며 이 결과를 바탕으로 분석하였다(Table 3).

대조군에 비해 LPS 처리군에서는 평균 18 % 정도의 골 

손실을 보였으며 LPS와 단일 약물을 동시 처리한 군에서

는 토사자에서 골 손실이 심화되었다. 하지만 숙지황과 

LPS 동시 처리군에서는 골 손실이 다소 회복되었다. 또한 

쌍보환 추출물은 200 mg/kg/day와 400 mg/kg/day의 농

도로 처리했을 때 유의성 있는 결과는 얻지 못하였지만, 

400 mg/kg/day보다는 200 mg/kg/day의 농도에서 bone 

volume/ tissue volume(BV/TV)이 LPS군에 비해 숙지황 

처리군과 같은 수준으로 골 손실이 회복되었으며, 또한 

trabecular thickness, trabecular separation, trabecular 

number도 회복되었음을 확인할 수 있었다(Fig. 10).
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A

B

Fig. 10. Skyscan analysis of LPS-induced bone loss in mice
A : Mice were oral-treated Rehmanniae Radix Preparat(RRP), Cuscutae Semen(CS) and Ssangbohwan(SBH) extracts(200 or 

400 mg/kg/day) or 1×PBS for every 10 days. LPS(5 ㎍/g of body weight) or 1×PBS was administered intraperitoneally on 

day 4 and 7, and the femurs were collected on day 10 after the first of PPR, CS and SBH extracts. Radiographs were 

taken with a Skyscan.

B : Bone volume/ tissue volume(BV/TV), trabecular thickness, trabecular separation and trabecular number was analyzd 

using the histomorphometric results. Asterisks indicate statistical difference from the Lipopolysaccharide(LPS) group. * : 

p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001.

CTR RRP200 CS200
LPS + 

- RRP200 CS200 SBH200 SBH400

BV/TV(%) 32.3±3.1 29.5±3.4 28.0±1.6 26.5±0.6 29.4±0.6 21.6±1.9 29.7±2.4 26.1±1.0

Trabecular 

thickness(㎛)
16.0±1.1 13.9±0.6 13.8±0.2 14.7±0.5 15.8±0.1 13.0±0.4 16.3±2.1 14.6±1.4

Trabecular 

separation(㎛)
33.5±2.7 33.4±3.9 35.6±2.3 41.0±2.0 37.9±0.8 50.3±0.8 38.4±0.6 41.4±2.2

Trabecular 

number(1/㎛)
0.021±0.0 0.021±0.0 0.020±0.0 0.018±0.0 0.019±0.0 0.016±0.0 0.018±0.0 0.018±0.0

CTR : control group. RRP : Rehmanniae Radix Preparat. CS : Cuscutae Semen. SBH : Ssangbohwan. 
LPS : lipopolysaccharide.

Table 3. Skyscan Analysis of LPS-induced Bone Loss in Mice
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Ⅳ. 고  찰

노인 연령에서 흔하게 발생하는 뼈 질환인 골다공증은 

뼈의 파괴와 재생과정에서 이상이 발생하여 생긴 질환으로 

뼈가 약해져 부러지기 쉬운 질환이다2). 나이가 들어감에 

따라 뼈는 점점 얇아지고 가벼워져, 70세에 이르면 40세에 

비하여 3분의 1 정도로 가벼워진다. 골다공증으로 알려진 

골밀도의 손실은 뼈의 자연적인 파괴가 재생보다 빨리 일

어나서 발생한다4). 결과적으로 모든 노인들은 골다공증이 

있지만 그 심한 정도는 사람에 따라 다양하다. 보통은 마르

고, 운동을 거의 하지 않으며, 친척이 골다공증을 가지고 

있는 사람들은 다른 사람들보다 골다공증을 앓을 가능성이 

높다. 많은 사례에서 경미한 낙상으로 손목이나 고관절의 

골절이 생기고 나서야 골다공증이 있다는 것을 알게 된다. 

노년기 골절의 주요한 원인이 골다공증이며, 특히 고관절 

골절이 많이 일어난다. 노인에서 고관절 골절이 생기면 거

동을 불가능하게 하며, 때로 치명적일 수 있다2).

골다공증의 일반적인 진단원칙은 폐경 후 여자, 혹은 50세 

이상 남자에서 요추 혹은 대퇴경부, 골반골 골밀도 검사를 

하는 것이며, 검사에서 T-score -2.5 이하일 때를 골다공

증으로 진단한다. 65세 이상 성인 전체의 골다공증 유병률

은 34.0 %, 남성의 유병률은 9.1 %, 여성의 유병률은 51.4 %

이다. 70세 이상 성인 전체의 골다공증 유병률은 41.8 %, 

남성의 유병률은 12.3 %, 여성의 유병률은 59.8 %이다1). 

더불어, 2010년 발표된 국내 경기도 안성 지역 코호트 연

구 결과에서는 척추 골절의 50세 이상 성인의 유병률은 여

성 16.5 %, 남성 12.1 %로 나타났다10). 골다공증은 연령이 

증가할수록 그리고 여성이 남성보다 유병률이 높음을 알 

수 있고, 골다공증에 의한 골절도 노년기에 매우 흔함을 알

려 준다.

건강보험심사평가원이 2007년부터 2011년까지 5년간의 

자료를 이용하여 ‘골다공증(M80-M82)’에 대해 분석한 결

과를 보면 진료인원은 2007년 53만 5천 명에서 2011년 77만 

3천 명으로 5년간 약 44.3 %가 증가하였고, 연평균 증가율

은 9.7 %로 나타났다1). 이를 보면 우리 사회가 골다공증에 

대해 부담해야하는 비용이 점차 증가함을 알 수 있다. 

골다공증은 중년의 건강을 위협하는 흔한 질환일 뿐 아

니라 노년의 삶의 질과 수명까지 결정할 수 있는 심각한 질

환으로 인식되며, 그렇기 때문에 이미 많은 골 질환 치료제

가 사용되고 있다. 골 질환 치료제로는 주요 호르몬과 이차

성 호르몬, 비호르몬성 제재로 나뉜다. 주요 호르몬으로는 

parathyroid hormone(PTH)를 말할 수 있으며, 이것은 비

타민 D와 함께 칼슘과 인산염의 항상성을 조절한다. 이차

성 호르몬으로는 칼시토닌, 프롤락틴, 성장호르몬, 인슐린, 

갑상선호르몬, 당질코르티코이드, 성호르몬 등이 있다. 그 

밖에 비호르몬성 치료제로 나트륨과 불소, 칼슘과 인산염, 

비스포스포네이트, 플리카미신, 이뇨제 등이 사용되고 있

다11). 이렇게 다양한 종류의 약이 사용되고 있으나, 현재는 

그에 따른 부작용도 대두되었다12). 그렇기 때문에 최근에

는 이러한 부작용이 덜하며 골다공증에는 유효한 작용을 

하는 한약재에 대한 연구가 점차 증가하고 있다13-15). 

한의학에서 골다공증과 일치하는 병명은 없다. 그렇기에 

골다공증과 가장 유사한 표현을 찾아보면, ≪黃帝內經≫ 에

서 骨痺와 骨痿를 찾을 수 있다. 그 외에도 虛勞나 虛痺, 骨

寒, 骨熱, 骨虧, 骨枯, 骨痛 등의 질환을 골다공증의 범주에 

포함시킬 수 있을 것이다16). 그리고 한의학에서 腎臟은 오

장육부에서 贓精, 主骨, 生骨髓를 담당하고 骨의 생장발육

을 주관하는 기관으로 인식되고 있다17). 그렇기 때문에 골

다공증에 관한 한의학적 해석에는 언제나 腎의 개념이 동

반된다. 실제로 腎虛에 도움을 주는 補益藥, 補陽藥 계통의 

약재들이 골다공증에 대해 유효한 효과를 나타내는 것으로 

조사되었다18). 

雙補丸은 宋代 陳의 ≪壽親養老新書≫에 처음 수록되었으

며, 補血의 熟地黃 半斤과 補精의 菟絲子 半斤으로 구성되어 

“治下部虛冷平補, 不燥不熱”한다 하였고, 특히 골다공증에 

사용되는 補腎劑의 구성약물로 임상에서 활용되고 있다19).

熟地黃(Rehmanniae Radix Preparat)은 玄蔘科(Scrop-

hulariaceae)에 속하는 多年生草本 地黃(Rehmannia glutinosa 

Liboschitz)을 포제 가공한 것으로, 熟地라고도 하며 性味 

및 歸經은 甘, 微溫, 無毒하고 肝 腎 二經에 작용한다고 하

였다20,21). ≪景岳全書≫ 중 補益藥에 대표적인 補血藥으로 

滋陰補血, 益精塡髓의 효능이 있어 腎陰虛와 血虛로 인한 腰

膝酸軟, 骨蒸潮熱, 盜汗遺精, 內熱消渴,血虛萎黃, 心悸, 怔忡, 

眩暈, 耳鳴 등의 치료에 응용되고 있다22-26).

兎絲子(Cuscutae Semen)는 旋花科(Convolvulaceae)에 

속하는 1年生 寄生性 초본인 갯실새삼(Cuscuta chinensis 

Lam)의 성숙한 씨앗(ripe seed)이다21). 性味 및 歸經은 辛, 

甘, 平 無毒하고 肝 腎 二經에 작용한다고 하였다27). 기능

으로는 전통적으로 肝과 腎臟機能을 補하고 눈을 밝게 하며 

설사를 멈추고 태아를 편안하게 하는 약물로 사용되어 왔

다21,27). 또한 최근에는 부인과질환, 만성 기관지염과 암신

생의 억제효과를 보인다고 보고되었다28-30).

현재까지 숙지황 추출물과 토사자 추출물 및 쌍보환 추

출물이 골다공증에 미치는 영향에 대하여 진행된 실험은 

란소적출로 골다공증을 유발한 마우스를 이용하여 연구되

었다. 이것은 in vivo에서 혈청성분, 요 성분, 골밀도 등의 

생화학적 지표 검사를 통한 골다공증에 대한 효능을 시험
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한 것이었다7-8,10). 그래서 숙지황과 토사자 및 쌍보환의 물 

추출물에 대하여 염증성 골 손실에 미치는 작용을 마우스

를 통하여 확인하고, 세포 수준에서 파골세포의 분화를 억

제하는 정도와 작용기전에 관해 좀 더 알아보고자 실험을 

진행하였다. 또한 그 결과를 통하여 병용 투여와 각각의 약

물의 투여가 어떤 의미가 있는지 알아보고자 하였다.

TRAP assay로 파골세포 형성을 확인한 결과, 숙지황 추

출물과 토사자 추출물이 파골세포의 분화를 억제함을 확인

하였다. 그리고 단일 추출물보다 쌍보환 추출물이 세포 독

성이 없는 파골세포 분화 억제에 효과가 더 좋다는 점을 확

인할 수 있었다(Fig. 1~3). 

c-Fos와 NFATc1의 유전자를 결핍시킨 세포는 파골세

포로 분화되지 않는다는 다수의 연구 결과 보고가 있다31). 

따라서 쌍보환 추출물의 파골세포 분화 억제 효과 확인 후, 

c-Fos와 NFATc1 발현의 관련성을 조사하였다. 그 결과 

쌍보환 추출물은 c-Fos와 NFATc1의 mRNA와 단백질 발

현을 억제함을 알 수 있었다(Fig. 4, 6). 그러나 토사자 추

출물과 숙지황 추출물은 파골세포의 분화를 억제하였지만, 

숙지황 추출물은 c-Fos와 NFATc1 발현을 억제하지 못하

였고, 토사자 추출물은 2일째 c-Fos의 mRNA 발현만을 억

제하였다(Fig. 5, 7). 이들의 결과로 추론해보면, 비록 숙

지황 추출물과 토사자 추출물이 c-Fos와 NFATc1 발현을 

억제하지 못하지만 두 가지 추출물의 처방전인 쌍보환 추

출물이 c-Fos와 NFATc1 발현을 억제하는 것은 두 가지 

추출물 성분의 상호작용으로 나타난다고 사료된다.

RANKL은 tumor necrosis factor(TNF) 계열의 사이토

카인으로, 수용체인 receptor activator of nuclear factor 

kappa-B(RANK)와 결합하여 다양한 신호전달 단백질을 

활성화 하고 파골세포 분화에 필수적인 전사인자 발현을 

촉진한다32). 특히 MAPK 중에서 p38은 전사인자인 MITF

를 활성화 하여 파골세포의 표지 유전자인 TRAP의 발현에 

관여하고 c-Fos, NFATc1 등과 함께 파골세포 표지 유전

자 발현을 촉진한다고 알려져 있다33). 또한 JNK는 전사인

자 c-Jun의 활성을 촉진하여 c-Fos와 함께 전사인자인 

AP-1 형성을 유도한다고 보고되었다34). 또한 NF-κB는 

c-Fos 발현에 중추적인 역할을 한다고 잘 알려져 있다31). 

NF-κB는 세포질 내에서 I-κB와 결합을 하여 핵 내로 이

동하는 것을 저해받는다. 만약 RANKL에 의해 I-κB 단백

질이 분해되면, NF-κB는 핵 내로 이동하게 된다. I-κB

의 지속적인 발현은 NF-κB의 작용 억제를 의미하며 결과

적으로 파골세포로의 분화자체가 억제된다35).

따라서 저자는 쌍보환, 숙지황, 토사자 물 추출물의 파

골세포 분화 억제 작용기전을 규명하기 위해 MAPK의 활

성을 확인함으로써 쌍보환, 숙지황, 토사자 물 추출물의 영

향을 검증하였다. 그 결과 쌍보환 추출물은 p38, JNK, 

NF-κB의 활성을 억제함을 알 수 있었다(Fig. 8). 그러나 

토사자 추출물, 숙지황 추출물은 오직 NF-κB의 활성을 

미미하게 억제하였다(Fig. 9). 이들의 결과로 쌍보환 추출

물이 p38, JNK, NF-κB의 활성을 억제하여 전사인자 

c-Fos와 NFATc1의 발현을 억제한다고 할 수 있을 것이다. 

또한 숙지황 추출물과 토사자 추출물이 c-Fos와 NFATc1 

발현을 억제하지 못하는 것은 전사인자 발현에 중요한 신

호전달 단백질 활성에 큰 영향이 없기 때문으로 사료된다. 

결과적으로 단일 추출물은 파골세포 분화 억제 효과가 미

미하지만 배합처방인 쌍보환 추출물은 상승작용으로 파골

세포 분화 억제효과를 나타내는데 그 상승효과는 본 연구

에서 명확히 규명하지는 못했지만, 숙지황과 토사자를 같

이 추출한 물질이 각각 추출한 물질과 성분의 차이가 있어 

파골세포 분화 억제 상승효과를 낸다고 생각되는 바이다.

세포 실험에서 확인된 파골세포 분화 억제 효과를 생체 

내에서 확인하기 위해 LPS를 주입하여 염증성 골 손실을 

유도한 동물 모델에서 검증하였다. LPS를 주입하여 유도

되는 염증성 사이토카인이나 prostaglandin 같은 염증 물

질의 증가로 골 흡수를 야기하며36), LPS에 의해 TNF-α

가 유도되고 이로 인해 c-src의 발현이 증가하기 때문이라

는 보고가 있다37). 숙지황 추출물은 횐쥐의 난소 적출로 

estrogen 결핍성 골다공증을 유발시킨 마우스 모델에서 체

중에 대한 대퇴골의 무게 비율의 증가, 혈청 중 osteocalcin 

함량 증가, 혈청 중 alkaline phosphatase(ALP) 함량 감

소 등의 효과가 있음이 밝혀져 있으며38), 토사자는 대퇴골

의 무게와 경골의 회분함량이 증가하고 혈청 내 albumin, 

ALT, triglyceride 및 estradiol의 혈중 농도 증가와 AST, 

ALP, total-cholesterol 및 T4는 감소 등의 결과로 폐경기 

후 골다공증에 토사자가 골형성을 촉진하고 골흡수를 예방

하는 효과가 있음이 확인된 바 있다39).

본 연구에서 LPS-유도 골 손실 모델을 이용하여 각 추

출물의 골 손실 영향을 확인한 결과 토사자는 단독으로 사

용하여 효과가 없었으나 숙지황과 쌍보환 추출물에서 bone 

volume/ tissue volume(BV/TV), trabecular thickness, 

trabecular separation, trabecular number가 LPS군보

다 회복되었으며, 쌍보환에서 400 mg/kg/day의 농도보다 

200 mg/kg/day의 농도에서 효과적임을 확인하였다.

저자는 숙지황 추출물과 토사자 추출물 그리고 두 가지 

추출물의 처방전인 쌍보환 추출물을 이용하여 파골세포 분

화 억제 효과를 확인하였는데, 쌍보환 추출물이 신호 전달 

단백질 p38, JNK와 전사인자 NF-κB의 활성을 억제하

고, c-Fos와 NFATc1 발현을 저해하여 파골세포 분화를 

억제한다고 할 수 있다. 또한 in vivo모델에서도 쌍보환 
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200 mg/kg/day 농도는 골 손실 억제 효과가 있었다. 이로

써 숙지황과 토사자의 배합 약물인 쌍보환은 골다공증 치

료제 개발에 유용하게 사용될 수 있을 것이라 생각되는 바

이다.

Ⅴ. 결  론

본 연구는 파골세포의 분화에 숙지황 추출물과 토사자 

추출물 그리고 두 가지 추출물의 처방전인 쌍보환 추출물

이 어떠한 효과를 미치는지 규명하고자 수행하였으며, 다

음과 같은 결론을 얻었다.

1. RANKL에 의해 유도되는 파골세포 분화에 쌍보환 추

출물은 유의성 있게 억제함을 확인하였다.

2. RANKL에 의해 유도되는 파골세포 분화에 쌍보환 추

출물 구성 약재인 숙지황 추출물, 토사자 추출물이 유

의성 있게 억제함을 보여주었다. 

3. 숙지황 추출물, 토사자 추출물, 쌍보환 추출물 25, 

50, 100 ㎍/㎖의 농도에서 세포독성을 나타내지 않음

을 확인하였다.

4. RANKL로 유도되는 c-Fos와 NFATc1 발현에 쌍보환 

추출물을 처리한 후, western blotting와 RT-PCR을 

수행했을 때, NFATc1와 c-Fos의 발현이 억제됨을 

보여주었다.

5. RANKL로 유도되는 c-Fos와 NFATc1 발현에 숙지황 

추출물과 토사자 추출물을 처리한 뒤, western 

blotting와 RT-PCR을 통해 확인한 결과 western 

blotting에서 NFATc1과 c-Fos의 발현이 억제되지 

않았다. RT-PCR의 경우 숙지황 추출물을 처리한 군

에서는 c-Fos, NFATc1의 mRNA 발현이 억제되지 

않았으며, TRAP의 mRNA에서는 미미하게 억제되었

으며, 토사자 추출물을 처리한 군에서는 2일째 

c-Fos, NFATc1의 mRNA 발현이 억제되었다. 

6. RANKL로 유도되는 파골세포 분화에 쌍보환 추출물

을 처리한 후, 신호전달 경로를 확인하기 위해 

western blotting을 수행하면 P38, JNK의 인산화를 

억제하였고, RANKL에 의한 I-κB의 가수분해를 유

의하게 억제함으로써 NF-κB의 활성이 저해됨을 알 

수 있었다.

7. RANKL로 유도되는 파골세포 분화에 숙지황 추출물 

또는 토사자 추출물을 처리한 후, 신호전달 경로를 

확인하기 위해 western blotting을 수행하면 오직 

NF-κB의 활성만 미미하게 억제됨을 알 수 있었다.

8. LPS-유도 골 손실 모델을 이용하여 각 추출물의 골 

손실 영향을 확인한 결과 숙지황과 토사자의 단독 추

출물에서 골 손실의 경향이 보였으며 LPS와 숙지황 

추출물을 동시에 처리한 군에서는 골 손실이 회복되

었다. 또한, 쌍보환은 200 mg/kg/day의 농도에서 

bone volume/ tissue volume(BV/TV)이 LPS군에 

비해 골 손실이 회복되었으며 또한 trabecular 

thickness, trabecular separation, trabecular 

number도 회복되었음을 알 수 있었다.

이상의 실험 결과를 종합해 볼 때, 쌍보환 추출물이 신호 

전달 단백질 p38, JNK와 전사인자 NF-κB의 활성을 억제

하고, c-Fos와 NFATc1 발현을 저해하여 파골세포 분화를 

억제한다고 할 수 있다. 숙지황과 토사자의 단일 추출물은 

파골세포 분화 억제 효과가 미미하지만 처방전인 쌍보환 

추출물 조합은 파골세포 분화 억제 상승효과가 있다고 사

료된다. LPS-유도 골 손실 모델에서 쌍보환과 숙지황은 

골 흡수가 억제되었다. 이로써 숙지황과 토사자의 배합 약

물인 쌍보환은 골다공증 치료제 개발에 유용하게 사용될 

수 있을 것이라 생각되는 바이다.
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