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난소 출 마우스를 이용한 골다공증 개선효과를

나타내는 巴戟天과 肉蓗蓉 熱水 抽出物의 복합 최

조성 선택 실험
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ABSTRACT

Selection of the Fittest Anti-osteoporotic Mixed Compositions Consist of
Morindae Radix and Cistanchis Herba Aqueous Extracts on Ovariectomized Mice

Tteul-E-Bom An, Dong-Chul Kim
Dept. of Korean Obstetrics & Gynecology, College of Korean Medicine,

Daegu Haany University

Objectives: To select the optimal ranges showing obvious synergic anti-osteoporotic
potential after adjust mixed formula consisted of Morindae Radix (MR) and Cistanchis
Herba (CH) as compared with those of each single formula or risedronate sodium
(RES) using bilateral ovariectomized (OVX) female mice.

Methods: Fourteen groups, total eight sham or 104 OVX mice were selected based
on the body weights at 34 days after OVX surgery. After that, 9 types mixed compositions,
single formula of MR and CH, and RES were orally administered for 35 days. And
we measured changes in body weight and gain, femur weight, bone mineral density
(BMD), bone strength (failure load) and mineral content - calcium (Ca) and inorganic
phosphorus (IP), osteocalcin contents and bone specific alkaline phosphatase (bALP)
activities of all mice.

Results: The OVX-induced estrogen-deficient osteoporotic signs were significantly
inhibited by 35 days of continuous oral treatment of all treated mice as compared
with OVX control mice. Especially, MR:CH 1:3 and 1:1 mixed formula treated mice
showed significantly more favorable inhibitory activities against estrogen-deficient
osteoporosis symptoms as compared to those of each single formula of MR and CH.
Although RES also ameliorated the decreases of the femur BMD, strength and
trabecular bone architectures through the inhibited the increases of bone turnover,
but they did not critically influenced on the bone formations.

Conclusions: The results suggest that MR:CH 1:3 mixed formula showed somewhat
lower anti-resorptive effects as compared to those of RES, but they also showed bone
formation effects. therefore, it is expected that MR:CH 1:3 mixture will be promising
as a potent protective agents for relieving the osteoporosis in menopausal women.
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Ⅰ. 서 론

골다공증은 불균형한 형성에 의해

의 양이 어들어 결국 골 로 이어질

수 있는 사 장애이다1). 미국에서는 골

다공증의 유병률이 앞으로 수십 년 동안

빠르게 증가 할 것으로 상되며, 국내

에서도 증가하는 추세이다1,2).

골다공증을 유발하는 두 가지 주요

험 요소는 질량 부족과 노령화 폐

경으로 인한 빠른 손실이다3,4). 골다

공증은 한 폐경의 만성 질환으로 정의

되는데, 여성들은 나이가 들수록 여성 호

르몬이 감소되어 골다공증의 험에

노출되기 때문이다5). 골다공증은 X선 검

사로 진단되고 T 수가 2.5 미만인 경우

진단한다6). 의학에서는 비스포스포

네이트, 선택 여성 호르몬 수용체 조

제, 여성 호르몬, tibolone, 칼시토닌,

denosumab, 부갑상선 호르몬 등을 사용

하여 조 하고 있는데, 골다공증의 첫

번째 치료제로 자주 사용되는 비스포스

포네이트의 경우 턱괴사나 비정형 퇴부

골 과 같은 부작용의 험을 고려해야

하며, 한 선택 여성 호르몬 수용체

조 제는 발 과 같은 다른 갱년기 증상

을 악화시킬 수 있고 여성 호르몬 요법은

유방암의 험을 증가시키는 것과 같은

한계가 있는 실정이다7-9).

골다공증의 유병률이 차 높아지면서

한의학에서도 다양한 의약품 임상 응

용에 한 연구가 증가하고 있다10). 한

의학에서는 신장이 와 한 계가

있기 때문에 양상태가 좋지 않고 의

힘이 감소된 증상을 보이는 腎氣虛의 변

증이 골다공증에 가까운 것으로 보고 있

다11,12). 따라서 腎臟의 陰陽을 補하여 强

骨하여 골다공증의 증상 완화 치료를

유도 할 수 있을 것으로 여겨진다13).

극천(Morindae Radix, MR)은 한약재

하나인 Morinda officinalis의 건조한

뿌리 부분으로 腎陽을 보충하는 효과가

있어 류머티즘, 야뇨증, 불임 등의 많은

질병을 치료하는데 2,000년 이상 리 사용

되고 있다14,15). 그리고 Cistanche deserticola

Y. C. Ma(Orobanchaceae)의 체 건조 식

물인 육종용(Cistanchis Herba, CH)은 발

기 부 , 불임, 조루와 같은 증상으로 腎虛

을 치료하는 데 주로 사용되는 補陽劑이

다16). 이 두 가지 약재는 오래 부터 자주

병용되어 사용되었으나17), 병용했을 때의

효과나 조성비에 한 연구는 지 까지

진행되지 않았다. 그래서 난소 제술을

한 쥐에서 이 두 가지 허 의 최 조성비

를 조사하 고, 그 결과를 얻었기에 보고

하는 바이다.

Ⅱ. 실 험

1. 동물 사육방법

160마리의 암컷 SPF/VAF outbred CrljOri

:CD1[ICR] mice(7-week old; OrientBio;

Seungnam, Korea)을 7일간의 순화과정을

거쳐 사용하 다. 사육장은 습도 45-55%,

온도 20-25℃로 조 하 고, 명암주기는

12시간씩으로 하 다. 사료(standard rodent

chow Cat. No 38057 Purinafeed, Seungnam,

Korea)와 음수는 자유롭게 공 하 다.

이 연구는 구한의 학교 동물실험윤

리 원회(Gyeongsan, Gyeongbuk, Korea

Approval No DHU 2017-033, April 11,

2017)의 승인을 받아 진행하 다. 양측난
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소 제수술(bilateral ovariectomy, OVX)

후 34일에 모든 실험체의 체 을 측정하

여 그 편차를 참고하여 실험군을 배정하

다(Table 1, Fig. 1). 마우스들은 OVX,

첫 경구투여 조직 출 18시간 동안

식하 고, 음수는 자유롭게 허용하 다.

Group Surgery Dose (mg/kg/day)

Control Sham Distilled water 10 ml/kg; once a day for 35 days

Control OVX Distilled water 10 ml/kg; once a day for 35 days

Reference OVX RES (2.5 mg/kg); once a day for 35 days

Single formula

Active OVX MR (200 mg/kg); once a day for 35 days

Active OVX CH (200 mg/kg); once a day for 35 days

Mixed formula - MR:CH

Active OVX MR:CH 1:1 (100:100 mg/kg); once a day for 35 days

Active OVX MR:CH 1:3 (50:150 mg/kg); once a day for 35 days

Active OVX MR:CH 1:5 (33:167 mg/kg); once a day for 35 days

Active OVX MR:CH 1:7 (25:175 mg/kg); once a day for 35 days

Active OVX MR:CH 1:9 (20:180 mg/kg); once a day for 35 days

Active OVX MR:CH 3:1 (150:50 mg/kg); once a day for 35 days

Active OVX MR:CH 5:1 (167:33 mg/kg); once a day for 35 days

Active OVX MR:CH 7:1 (175:25 mg/kg); once a day for 35 days

Active OVX MR:CH 9:1 (180:20 mg/kg); once a day for 35 days

Table 1. Experimental Design Used in This Study

Fig. 1. Experimental design used in this study.

2. 시험 물질의 비 투여

Rotary vacuum evaporator(N-1110, Eyela,

Tokyo, Japan)와 programmable freeze-dryer

(FDB-5503, Operon, Kimpo, Korea)를 이

용하여 감압, 농축 동결건조 시키는 표

화된 방법으로 극천(Root of Morinda

officinalis How(Rubiaceae), MR)과 육종

용(whole plant of Cistanche deserticola

Y. C. Ma(Orobanchaceae), CH)의 동결

건조 분말이 비되었다. 약재는 지역의

매상(Jecheon-hanbangyakcho, Jecheon, Korea)

을 통하여 구입하 으며 미경하에서 능
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검사를 통하여 선별 후 사용하 다. 각 약

재 100 g을 증류수 10 L에 60℃에서 4시간

동안 3번 가열 추출한 후 완 히 동결 건

조시켰다. 총 19.50 g(수율=19.50%)의 동

결건조 MR과 21.30 g의 CH(수율=21.30%)

를 얻었으며 실험에 사용하기 까지 -20℃

에 냉동 보 하 다. RES는 TEVA Tapi

(Sheva, Israel)에서 얻었으며 변성을 막기

해 어둡게 보 하고 4℃에서 냉장 보

했다. MR과 CH 혼합물은 총 20 mg/ml

농도 - 10:10, 5:15, 3.3:16.7, 2.5:17.5, 2:18,

15:5, 16.7:3.3, 17.5:2.5, 18:2, 20:10의 비로

MR과 CH를 증류수에 용해시켜 표 2에

나타낸 바와 같이 제조했다(Table 2). 이

는 10 ml/kg의 부피로 합계 200 mg/kg의

당량으로 OVX수술 5주후부터 35일간 하

루 1회 투여 하 다.

RES 조군은 0.25 mg/ml의 농도에서

10 mg/kg(2.5 mg/kg의 당량)의 농도의

RES 증류수 용액을 OVX 수술 후 5주부터

하루 1회씩 35일간 경구 투여하 다.

조군에서는 동일한 양에 해당하는 증류

수를 동일기간 같은 방법으로 경구 투여

하여 스트 스 경험차이를 최소화했다.

MR:CH, 200 mg/kg의 총 투여량은 인

간의 한계 용량을 고려하여 가장 합한

혼합식을 선택하기 한 이 의 효능 실

험을 기 으로 선택되었고18) RES 용량

은 이 에 있었던 골다공증에 한 생체

내 효능 연구를 참고하 다19,20).

Groups
Compositions (mg)

Vehicle (10 ml)
RES MR CH

Controls

Sham 0 0 0 Distilled water

OVX 0 0 0 Distilled water

Reference

RES 2.5 0 0 Distilled water

Single formula

MR 0 200 0 Distilled water

CH 0 0 200 Distilled water

Mixed formula - MR:CH

1:1 0 100 100 Distilled water

1:3 0 50 150 Distilled water

1:5 0 33 167 Distilled water

1:7 0 25 175 Distilled water

1:9 0 20 180 Distilled water

3:1 0 150 50 Distilled water

5:1 0 167 33 Distilled water

7:1 0 175 25 Distilled water

9:1 0 180 20 Distilled water

Table 2. Actual Compositions of Test Substances Used in This Study

3. 양측난소 제

표 설치류흡입마취장치(Surgivet, Waukesha,

WI, USA)를 이용하여 28.5% O2, 70%

N2O 2-3% isoflurane(Hana Pharm.

Co., Hwasung Korea)의 혼합물을 rodent

ventilator(Model 687, Harvard Apparatus,
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Cambridge, UK)를 사용하여 마우스를 마

취시켰다. 수술 과정은 정해진 방법을 따

랐다18,21,22). OVX 처치군은 백색선을 따

라 개복하고 1-0 silk(Camel, Daebo Ind.

Gwangju, Korea)로 연결하 다. 합에

는 용해 가능한 3-0 catgut 합사(4/0;

F1154044, B. Braun Melsungen AG, Hessen,

Germany)를 사용하 다. 조군도 백색

선 개를 하고 합하 으나 OVX는 시

행하지 않았다. 상처 리에는 AlusprayTM

(Vétoquinol, Cedex, France)와 Povidone

Iodine(BetadineTM, Korea Pharma, Hwasung,

Korea)을 사용하 다.

4. 체 의 측정

체 변화의 측정은 OVX 수술 1일 ,

수술일, 약물 투여 1일 , 투여 1, 7, 14,

21, 28, 34일의 투여 후, 그리고 희생직 에

시행하 다. 측정은 automatic electronic

scale(XB 320M, Precisea Instrument,

Dietikon, Switzerland)을 사용하 다. 모

든 마우스는 OVX 수술개시와 희생시에

음식섭취로 인한 체 변화를 최소화하기

해 식시켰다. 체 의 증가량은 아래

수식에 따라 계산하 다.

Equation [1]. Body Weight Gains(g)

OVX recovery/induced periods(35 days)

=Body weight at initial test substance

treatment-body weight at the day of OVX

surgery

After administration(35 days)=Body

weight at sacrifice-body weight at initial

test substance treatment

5. 골 도 측정

신과 오른쪽 퇴골의 평균 골 도

(Bone mineral density, BMD)를 마우스의

마지막 35번째 처치가 끝나고 24시간 후

1회 live dual-energy x-ray absorptionmetry

(DXA; InAlyzer, Medikors, Seungnam,

Korea)을 이용하여 검출하 다.

6. 골 량 측정

OVX 수술 후 35일간의 처치기간이

끝난 뒤 결합 조직, 근육 편을 쥐의

오른쪽 퇴골에서 제하고 조직을

습윤 량 수 에서 측정하 다.

건조 량은 를 200℃의 고온의 오

(LD0-080, Daihan Labtech Co, Seoul,

Korea)에서 8시간 동안 건조시키고, 이를

800℃에서 6시간 동안 탄화시켰다(LEF-

1055-1, Daehan Labtech Co, Seoul, Korea).

이 과정을 통한 잔량은 회분 량

에 해당되며, 개체별 체 차이를 이기

해 희생 시 체 과 습식, 건조,

회분 량에 한 % 상 량을 다음

공식[2]을 이용하여 산출하 다.

Equation [2]. Relative Bone Weights

(% of body weight)=[(Absolute bone

weight/Body weight at sacrifice)×100]

7. 골 강도 측정

골 강도는 컴퓨터시험장비(SV-H1000,

Japan Instrumentation System co., Japan)

를 사용하여 3 굽힘 시험을 통해 우측

퇴 간축의 실패하 뉴턴(N)값을 이

용하여 산출하 다.

8. 채 청분리

실험체의 희생 시, 정맥으로부터

액 1 ml를 채취하 고, 응고된 활성화

청튜 (Becton Dickinson, Franklin lkes,

NJ, USA)를 사용하여 4℃ 미만의 온도

에서 15,000 rpm으로 10 분간 원심 분리
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하고, 분석 까지 -150℃의 온냉장

고(MDF-1156, Sanyo, Tokyo, Japan)를

사용하여 동결시켰다.

9. 청 생화학

Osteocalcin mouse ELISA Kit(Cat. No.,

MBS495064, MyBioSource, San Diego, CA,

USA)를 ng/ml 수 으로 사용하여 청

오스테오칼신 수치를 측정하 고 Mouse

bALP ELISA Kit(Cat. No. MBS2501503,

MyBioSource, San Diego, CA, USA)를

ELISA Reader(Sunrise, Tecan, Männedorf,

Switzerland)를 사용하여 U/L 수 으로

분석하 다.

10. 퇴골 무기질 함량 측정

오른쪽 퇴골의 회분 골 량을 측정 한

후, 분말로 갈아서 질산에 용해시켰다. 희

석된 용액에서 orthocresolphthalein complexon

과 효소법을 사용하여 Ca와 IP 함량을

mg/g으로 계산 하 다21,22). 한, Ca/IP

비율은 아래 수식 [3]과 같이 계산하 다.

Equation [3]. Bone Ca/IP Ratio(%)=

[(Bone Ca contesnts/Bone IP contents)×100]

11. 통계 처리

표 컴퓨터 패키지(SPSS V14K, SPSS

Inc. USA)를 이용하여 통계 분석을 수

행하 고, 모든 값의 표 편차(SD)를

평균으로 나타내었다23). 서로 다른 용량

을 투여한 그룹에 해 여러 비교 분석

을 수행했다. Levene 테스트를 사용하여

분산을 검사하고 차이가 발견되지 않으면

one-way ANOVA을 사용하여 다 비교

테스트를 수행하 다24). Kruskal-Wallis H

테스트를 Mann-Whitney U(MW)테스트

와 함께 사용하여 을 이룬 샘 그룹

간의 차이 을 확인했다. 처치한 약물이

마우스의 에 향을 주었는지 여부를

단하기 해 수술군과 OVX 처치군

의 표본 사이에 발견 된 차이를 다음수식

[4, 5]과 같이 백분율로 계산하 다25,26).

Equation [4]. Percentage Changes as

Compared with Sham Control(%)=[((Data

of OVX control mice-Data of sham control

mice)/Data of sham control mice)×100]

Equation [5]. Percentage Changes as

Compared with OVX Control(%)=[((Data

of test material treated mice-Data of OVX

control)/Data of OVX control)×100]

Ⅲ. 결 과

1. 체 과 체 증가량에 한 효과

각 실험군은 수술군과 비교하여 체

이 유의하게(p<0.01) 증가하 고, OVX

처치 후 34일에 일반 인 난소 출 동물의

상태를 보 다(OVX처치군 : 37.88±1.03 g,

범 35.4-40.2 g; 수술군 : 30.64±1.42 g,

범 28.4-32.7 g). 결과 으로, OVX처치

군에서는 수술군에 비해 체 이 유의하

게(p<0.01) 증가했다. 그러나 MR CH

단일투여군과 1:5, 3:1, 7:1 혼합물 투여

군의 경우 투여 28일부터, 1:7, 1:9, 5:1

9:1 혼합물 투여군의 경우 투여 34일

부터, 그리고 1:1, 1:3 혼합물 투여군의

경우는 투여 14일부터 OVX 조군과 비

교하여 체 증가량의 감소가 찰되었

다. 한, MR CH 단일 복합물 투

여군은 모두 OVX 조군과 비교하여 체

증가량의 유의한(p<0.01) 감소를 보

다. 특히 MR:CH 1:3 1:1 복합물 투

여군의 경우 투여 34일에는 단일조성물

투여군이나 타비율의 복합물 투여군에
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비해 유의한(p<0.05 or p<0.01)체 감소

를 보 다. 이 연구에서 OVX 조군에

비해 RES 처치군의 경우는 체 이나 체

증가에 큰 변화가 없는 것으로 찰

되었다(Table 3, Fig. 2).

2. 퇴골 량에 한 효과

수술군과 비교하여 OVX 조군의 상

습윤 량과 상 건조 량,

퇴부 조직의 회분 량이 유의하게(p<0.01)

감소되었다. 퇴골 조직 건조 량 회

분 량이 OVX 조군(p<0.05 는 p<0.01)

에 비해 RES처치군을 포함한 모든 약물

처리군에서 유의하게 증가했다. 특히,

MR:CH 1:3 1:1 혼합물 투여군은

퇴골 조직의 상 건조 량

회분 량이 단일 복용군에 비해 유의하게

증가하 다(p<0.05 or p<0.01). 모든 OVX

군에서 수술군에 비해 퇴부 습

윤 량에 유의한 변화는 없었으며 RES

처치군 모든 MR CH 단일 는

혼합물 투여군에서는 OVX 조군과 비교

하여 상 퇴 습윤 량의 유의

한 변화가 나타나지 않았다(Table 4, 5).

Periods
Groups

Body weights (g) Body weight gains (g)

At OVX
[A]*

At initial
treatment [B]*

At sacrifice
[C]*

OVX recovery
[B-A]

Treatment
[C-B]

Control

Sham 25.80±0.95 27.34±1.64 28.76±1.58 1.54±0.98 1.43±0.59

OVX 25.76±1.18 34.84±1.28†† 40.20±2.07†† 9.08±0.80** 5.36±0.98*

Reference

RES 25.83±0.85 34.98±0.76** 39.74±1.68†† 9.15±0.62** 4.76±1.28*

Single formula 200 mg/kg

MR 25.80±0.97 34.88±1.28** 37.96±0.95††§§ 9.08±0.57** 3.09±1.14‡

CH 25.54±0.55 34.63±0.67†† 37.86±0.87††§§ 9.09±0.58** 3.24±0.72‡

Mixed formula - MR:CH 200 mg/kg

1:1 25.68±0.87 34.86±1.15** 36.59±1.05††‡‡∥∥¶¶ 9.19±0.44** 1.73±0.70‡∥¶

1:3 25.85±0.99 34.96±1.11** 36.41±0.84††‡‡∥∥¶¶ 9.11±0.62** 1.45±0.95‡§¶

1:5 25.74±1.12 34.86±1.14** 37.93±1.29††§§ 9.13±0.21** 3.06±0.65‡

1:7 25.64±1.22 34.86±1.60** 37.70±1.64††§§ 9.23±0.47** 2.84±0.81‡

1:9 25.63±0.89 34.88±0.92†† 37.58±1.39††§§ 9.25±0.26** 2.70±0.69‡

3:1 25.61±1.03 34.66±0.93†† 37.56±1.51††§§ 9.05±0.27** 2.90±1.02‡

5:1 25.64±1.03 34.74±0.95** 37.94±1.10††§§ 9.10±0.24** 3.20±0.42†‡

7:1 25.70±0.91 34.86±1.15** 37.46±2.19††§§ 9.16±0.25** 2.60±1.23‡

9:1 25.68±0.84 34.68±1.02** 37.54±1.15††§§ 9.00±0.43** 2.86±0.63‡

Values are expressed mean±S.D. of eight mice.
*p<0.01 and †p<0.05 as compared with sham control by LSD test
‡p<0.01 as compared with OVX control by LSD test
§p<0.01 and ∥p<0.05 as compared with MR single formula by LSD test
¶p<0.01 as compared with CH single formula by LSD test
*p<0.01 and ††p<0.05 as compared with sham control by MW test
‡‡p<0.01 and §§p<0.05 as compared with OVX control by MW test
∥∥p<0.05 as compared with MR single formula by LSD test
¶¶p<0.05 as compared with CH single formula by LSD test

Table 3. Body Weight Gains in Sham or OVX Operated Mice
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Fig. 2. Body weights observed in sham or OVX operated mice.
Values are expressed as Mean±S.D. of eight mice. O-1 means 1 day before OVX surgery. O means
the day of OVX operation. -1 means 1 day before start of administration at 34 days after OVX
surgery. 0 means at start of administration, at 35 days after OVX. 35 means 35 days after start of
administration, at sacrifice. All mice were deprived of food before the procedures, surgery and sacrifice.

Items (unit)
Groups

Absolute weights (g)

Wet Dry Ash

Controls

Sham 0.093±0.008 0.065±0.009 0.049±0.006

OVX 0.093±0.008 0.044±0.006* 0.024±0.006*

Reference

RES 2.5 mg/kg 0.096±0.005 0.067±0.006‡ 0.050±0.005‡

Single formula 200 mg/kg

MR 0.091±0.006 0.052±0.005*§ 0.034±0.004*‡

CH 0.091±0.006 0.052±0.005*§ 0.032±0.003*‡

Mixed formula - MR:CH 200 mg/kg

1:1 0.090±0.007 0.060±0.005‡¶‡‡ 0.043±0.006†‡∥**

1:3 0.089±0.003 0.061±0.003‡∥** 0.047±0.005‡∥**

1:5 0.090±0.005 0.051±0.007*§ 0.032±0.004*‡

1:7 0.093±0.005 0.054±0.008*‡ 0.035±0.004*‡

1:9 0.093±0.005 0.052±0.006*‡ 0.034±0.005*‡

3:1 0.092±0.007 0.051±0.007*§ 0.033±0.005*‡

5:1 0.093±0.004 0.052±0.006*‡ 0.035±0.005*‡

7:1 0.090±0.007 0.053±0.006*‡ 0.034±0.006*‡

9:1 0.093±0.006 0.052±0.006*‡ 0.034±0.007*‡

Values are expressed mean±S.D. of eight mice.
*p<0.01 and †p<0.05 as compared with sham control by LSD test
‡p<0.01 and §p<0.05 as compared with OVX control by LSD test
∥p<0.01 and ¶p<0.05 as compared with MR single formula by LSD test
**p<0.01 and ‡‡p<0.05 as compared with CH single formula by LSD test

Table 4. Right Femur Absolute Weights in Sham or OVX Operated Mice
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Items (unit)
Groups

Relative weights (% of body weight)

Wet Dry Ash

Controls

Sham 0.324±0.041 0.227±0.040 0.171±0.024

OVX 0.231±0.023∥ 0.108±0.015∥ 0.060±0.014*

Reference

RES 2.5 mg/kg 0.242±0.015∥ 0.168±0.015∥¶ 0.125±0.013*†

Single formula 200 mg/kg

MR 0.239±0.014∥ 0.136±0.013∥¶ 0.088±0.011*†

CH 0.241±0.014∥ 0.136±0.012∥¶ 0.083±0.008*†

Mixed formula - MR:CH 200 mg/kg

1:1 0.245±0.018∥ 0.163±0.011∥¶††‡‡ 0.117±0.015*†‡§

1:3 0.243±0.009∥ 0.169±0.010∥¶††‡‡ 0.129±0.014*†‡§

1:5 0.239±0.018∥ 0.134±0.021∥** 0.086±0.012*†

1:7 0.247±0.012∥ 0.142±0.019∥¶ 0.092±0.013*†

1:9 0.247±0.013∥ 0.138±0.015∥¶ 0.090±0.011*†

3:1 0.246±0.020∥ 0.136±0.019∥** 0.088±0.015*†

5:1 0.245±0.015∥ 0.138±0.017∥¶ 0.093±0.016*†

7:1 0.241±0.016∥ 0.141±0.017∥¶ 0.090±0.016*†

9:1 0.249±0.023∥ 0.139±0.018∥¶ 0.090±0.021*†

Values are expressed mean±S.D. of eight mice.
*p<0.01 as compared with sham control by LSD test
†p<0.01 as compared with OVX control by LSD test
‡p<0.01 as compared with MR single formula by LSD test
§p<0.01 as compared with CH single formula by LSD test
∥p<0.01 as compared with sham control by MW test
¶p<0.01 and **p<0.05 as compared with OVX control by MW test
††p<0.01 as compared with MR single formula by LSD test
‡‡p<0.01 as compared with CH single formula by LSD test

Table 5. Right Femur Relative Weights in Sham or OVX Operated Mice

3. 청 조직학에서의 효과

OVX 조군에서 수술군과 비교하여

청 오스테오칼신 농도의 유의한(p<0.01)

증가 청 bALP 활성의 유의한(p<0.01)

감소를 보 으며, OVX 조군과 비교하여

청 bALP 활성의 증가와 청 오스테

오칼신 농도의 감소가 모든 MR CH

단일 복합물 투여군에서 찰되었다.

특히, MR:CH 1:3 1:1 혼합물 투여

군은 단일조성물 투여군이나 타비율의

복합물 투여군에 비해서도 청 오스테

오칼신 농도의 유의한(p<0.05 or p<0.01)

감소 청 bALP 활성의 증가를 보

다. 본 연구에서는 RES처치군 한 OVX

조군에 비하여 정 오스테오칼신 수

치의 유의한(p<0.01)감소를 보 으나,

청 bALP수치에서는 OVX 조군에 비하

여 큰 차이가 없었다(Fig. 3, 4).
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Fig. 3. Changes on the serum osteocalcin levels in sham or OVX operated mice.
Values are expressed mean±S.D. of eight mice.
*p<0.01 and †p<0.05 as compared with sham control by LSD test
‡p<0.01 as compared with OVX control by LSD test
§p<0.01 and ∥p<0.05 as compared with MR single formula by LSD test
¶p<0.01 and **p<0.05 as compared with CH single formula by LSD test

Fig. 4. Changes on the serum bALP levels in sham or OVX operated mice.
Values are expressed mean±S.D. of eight mice.
*p<0.01 and †p<0.05 as compared with sham control by MW test
‡p<0.01 and §p<0.05 as compared with OVX control by MW test
∥p<0.01 as compared with MR single formula by MW test
¶p<0.01 as compared with CH single formula by MW test

4. 퇴골 도에서의 효과

OVX 조군의 체 우측 퇴골 평균

BMD는 수술군에 비해 유의하게(p<0.01)

감소했다. 그러나 MR 단일 제형을 포함한

모든 약물 투여군에서 OVX 조군과 비교

하여 체 퇴골 평균 BMD의 유의한

(p<0.05 or p<0.01) 증가가 검출되었다. 특

히, MR:CH 1:3, 1:1 혼합물 투여군은

한 각 단일물 는 타비율 복합물투여군

과 비교해서도 유의한 체 우측

퇴골 골 도의 증가를 보 다(Table 6).

5. 골강도에 한 효과

OVX 조군의 우측 건조 퇴골 간
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축 역의 강도는 수술군과 비교하여

유의하게(p<0.01) 감소했지만, OVX 조

군과 비교하여 퇴골 골강도의 유의한

(p<0.01) 증가가 모든 약물투여군에서 나

타났다. 특히, MR:CH 1:3 1:1 복합

물 투여군의 경우 단일물 투여군이나 타

비율 복합물 투여군에 비해서도 유의한

(p<0.01) 퇴골 간축 강도의 증가를

보여주었다(Table 6).

Items (unit)
Groups

BMD (mg/cm2) Strength (Newton)

Total body Femur Femur

Controls

Sham 0.0244±0.0007 0.0271±0.0015 12.77±1.49

OVX 0.0213±0.0004¶ 0.0227±0.0006¶ 5.78±1.33*

Reference

RES 2.5 mg/kg 0.0242±0.0011** 0.0264±0.0018** 11.59±1.44†‡

Single formula 200 mg/kg

MR 0.0223±0.0004¶** 0.0239±0.0004¶** 8.23±0.56*‡

CH 0.0219±0.0002¶** 0.0237±0.0003¶** 7.75±0.94*‡

Mixed formula - MR:CH 200 mg/kg

1:1 0.0230±0.0005¶**‡‡§§ 0.0248±0.0006¶**‡‡§§ 10.00±0.77*‡§∥

1:3 0.0236±0.0009**‡‡§§ 0.0260±0.0008**‡‡§§ 11.27±1.09*‡§∥

1:5 0.0221±0.0005¶** 0.0241±0.0007¶** 8.34±1.00*‡

1:7 0.0221±0.0004¶** 0.0240±0.0006¶** 8.30±1.04*‡

1:9 0.0222±0.0006¶** 0.0239±0.0007¶** 8.03±1.13*‡

3:1 0.0222±0.0007¶†† 0.0239±0.0006¶** 8.44±1.27*‡

5:1 0.0222±0.0004¶** 0.0238±0.0005¶** 8.21±0.76*‡

7:1 0.0222±0.0002¶**∥∥ 0.0237±0.0004¶** 8.26±0.97*‡

9:1 0.0221±0.0007¶†† 0.0237±0.0003¶** 8.17±0.92*‡

Values are expressed mean±S.D. of eight mice.
*p<0.01 and †p<0.05 as compared with sham control by LSD test
‡p<0.01 as compared with OVX control by LSD test
§p<0.01 as compared with MR single formula by LSD test
∥p<0.01 as compared with CH single formula by LSD test
¶p<0.01 as compared with sham control by MW test
**p<0.01 and ††p<0.05 as compared with OVX control by MW test
‡‡p<0.01 as compared with MR single formula by LSD test
§§p<0.01 and ∥∥p<0.05 as compared with CH single formula by LSD test

Table 6. Total Body and Right Femur BMD, Right Femur Strength in Sham or
OVX Operated Mice

6. 퇴 무기질 함유량에 한 효과 -

칼슘(Ca)과 인(IP)

OVX 조군에서 수술군에 해 퇴골

Ca IP 함량의 감소가 유의하게(p<0.01)

나타났다. 그러나, 모든 약물투여군에서

는 OVX 조군과 비교하여 퇴골 Ca

IP 함유량의 유의한(p<0.05 or p<0.01)증

가가 찰되었다. 특히, MR:CH 1:3

1:1 복합물 투여군의 경우는 단일 는

타비율 복합물 투여군에 비해서도 유의

한(p<0.05 or p<0.01) 퇴골의 Ca IP

함유량의 증가를 보 다. OVX 조군에
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서는 수술군과 비교하여 Ca/IP 비율의

변화는 보이지 않았고 다른 모든 약물투

여군에서도 찰되지 않았다(Table 7).

Items (unit)
Groups

Mineral contents (mg/g bone) Ratio

Ca [A] IP [B] Ca/IP [A/B]

Controls

Sham 61.81±10.20 51.52±9.45 1.20±0.04

OVX 33.15±3.98* 27.78±3.62* 1.20±0.04

Reference

RES 2.5 mg/kg 57.49±12.09‡ 48.31±11.75‡ 1.20±0.07

Single formula 200 mg/kg

MR 39.46±3.30*§ 33.12±3.29*§ 1.19±0.06

CH 38.71±3.18*§ 32.16±1.90*§ 1.20±0.07

Mixed formula - MR:CH 200 mg/kg

1:1 47.12±4.90*‡¶** 39.53±4.33†‡∥** 1.20±0.10

1:3 51.56±5.01†‡∥** 42.94±5.56†‡∥** 1.21±0.05

1:5 40.37±2.84*‡ 33.52±3.30*‡ 1.21±0.06

1:7 38.97±3.52†‡ 32.87±3.75*§ 1.19±0.04

1:9 40.27±5.00*‡ 33.88±4.45*§ 1.19±0.03

3:1 39.98±4.30*§ 33.48±3.75*§ 1.20±0.03

5:1 40.52±6.91*§ 34.06±5.20*§ 1.19±0.05

7:1 38.78±3.18*§ 32.62±2.83*§ 1.19±0.04

9:1 38.26±2.41*§ 32.00±1.80*§ 1.20±0.03
Values are expressed mean±S.D. of eight mice.
*p<0.01 and †p<0.05 as compared with sham control by MW test
‡p<0.01 and §p<0.05 as compared with OVX control by MW test
∥p<0.01 and ¶p<0.05 as compared with MR single formula by MW test
**p<0.01 as compared with CH single formula by MW test

Table 7. Right Femur Mineral Contents (Ca and IP) in Sham or OVX Operated Mice

Ⅳ. 고 찰

골다공증과 같은 골 질환의 방 치

료에서 골재형성은 골건강과 골 방에

요한 역할을 한다27). 골 질환을 방하

거나 치료할 수 있는 의약 보조제를 개발

하기 한 시도는 오랫동안 있어왔다28).

다양한 항 흡수제가 범 하게 사용되어

왔지만, 그보다 더 우수한 안 성 효능

을 갖는 효과 인 재흡수 억제제가 여 히

필요한 실정이다. 골 형성을 자극 할 수

있는 약물 단백 동화 작용제에 해선

아직 항 흡수제에 비해 깊게 알려진 바가

없다29). 재 골아 세포 분화와 골 형성에

한 지식에 기 하여, 단백 동화 인자의

개발이 계속 시도되고 있다22).

극천(MR)과 육종용(CH)은 통 한

방 치료제이며 月經不順, 요슬산연과 같은

신양허 치료에 사용되어 왔으며14), 최근에

극천과 육종용의 항골다공증 효과에

한 잠재력은 다른 연구자들에 의해 충분히

입증되었다30-2). 그리고 여러 연구에서 천

연 제품의 다양한 약리학 효과가
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한 혼합 배합에 의해 상승 으로 증가한

다는 사실이 보고되었다18,33). 특히 천연

약제간의 한 혼합은 생리 활성 성분

의 다양성을 증가시키고 이러한 반응을

통해 보존 효과가 강화되는 것으로 생

각되고 있다34,35). 그래서 MR과 CH로 구

성된 한 혼합물이 생리 활성 성분의

다양성을 증가시키는 것과 같이 유리한

시 지 효과를 통해 항골다공증 효과를

강화시킬 것이라고 생각하 고, 실험을

시도하 다. 이 실험은 인간 골다공증과

유사한 상태를 보이는 난소 출술을 시

행한 암컷 쥐18,22)를 사용하여 각 단일 제

제의 항골다공증 효과에 해 시 지 효과

를 명확하게 보여주는 MR:CH 조성비를

찾고자한 것이다.

OVX 수술 후 35일 째에 9가지 유형 혼

합 조성물 200 mg/kg(MR:CH=1:1, 1:3,

1:5, 1:7, 1:9, 3:1, 5:1, 7:1 9:1)과 각

단일 약물을 35일 동안 매일 각 실험군에

경구 투여 한 후 실험 기간 동안 체 과

증감량, 퇴부 량, 골 도, 골 강도(골

하 ), 미네랄 함량(Ca IP), 청검

사(오스테오칼신 함량 bALP 활성도)를

측정하 다. 본 연구에서는 시험 물질의

결과를 골의 수산화인회석에 결합하여

골 세포 매개성 골 흡수 과정을 억제하는

경구투여 비스포스포네이트의 일종인 RES

와 비교 하 다. MR:CH 혼합물의 투약

량은 인간의 제한 용량을 고려하여 가장

합한 조성비를 선택하기 해 이 의 효

능 시험을 기 으로 선택되었다18). 그리고

단일 실험에서 각 단일 MR CH 제제

의 투여량을 MR:CH 혼합제제에 동일한

용량으로 조정하여 효능의 직 비교를

하 으며, RES의 투여량 한 생체 내 항

골다공증 효능 연구에 근거하여 선택되

었다19,20).

체 의 변화는 OVX 처치한 설치류에

서 골 도 변화의 측인자로 사용된다36).

생쥐의 체 에 한 OVX 효과에 한

기존 데이터는 일 되지 않다. 한 연구에

서 OVX가 체 증가를 유발하는 것으로

나타났지만37), 그 지 않은 보고도 있다38).

일반 으로 체 의 감소나 체 증가량의

감소는 정상 상태에서는 독성학 징후로

간주되었지만 비만과 같은 특정 질병 상태

에서는 유리한 징후로 간주되어왔다18,22).

본 실험에서는, 수술군과 비교하여 모

든 OVX 처치군에서 체 체 증가

량이 유의하게 증가하 고, 이는 폐경 후

에스트로겐 결핍의 일반 인 증후이다. 그

러나 MR CH 단일투여군과 1:5, 3:1,

7:1 혼합물 투여군의 경우 투여 28일부

터, 1:7, 1:9, 5:1 9:1 혼합물 투여군

의 경우 투여 34일부터, 그리고 1:1, 1:3

혼합물 투여군의 경우는 투여 14일부터

OVX 조군과 비교하여 체 증가량의 감

소가 찰되었다. 한, MR CH 단일

복합물 투여군은 모두 OVX 조군과

비교하여 체 증가량의 유의한(p<0.01)감

소를 보 다. 특히 MR:CH 1:3 1:1

복합물 투여군의 경우 투여 34일에는 단

일조성물 투여군이나 타비율의 복합물

투여군에 비해 유의한(p<0.05 or p<0.01)

체 감소를 보 다. 이 연구에서 OVX

조군에 비해 RES 처치군의 경우는 체

이나 체 증가에 큰 변화가 없는 것

으로 찰되었다(Table 3, Fig. 2). 이러

한 결과는 MR:CH 1:1 1:3 혼합물이

OVX 유발성 사 장애에 해 MR

CH 단일 제제의 억제 활성을 상승 으로

증가시키는 간 인 증거로 생각된다.

한, MR:CH 1:1 혼합물보다 1:3 혼합
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물이 서로의 활성을 증가시키는 데에 더

유리하다고 보여진다.

비록 골 량의 변화가 회분 골 량

을 제외하고 항골다공증 제제의 효능을

검출하는 요한 지표는 아니지만39) 일반

으로 상 골 도의 증가 경향은 항

골다공증 활동의 요한 지표로 간주되

어왔다18,22). 이 연구에서는 한 수술

군에 비해 OVX 조군에서 퇴의 상

습윤 량, 상 건조 량 회

분 량의 감소가 나타났다. 반면, OVX

조군에 비해 퇴 건조 회분 량의

한 증가가 RES투여군을 포함하여

모든 시험물질투여군에서 나타났다. 특

히, MR:CH 1:3 1:1 혼합물 투여군

은 MR CH 단일 투여군에 비해서도

한 상 건조 량 회분

량의 증가를 보 다(Table 4, 5). 따라서

OVX 처치로 유도 된 량 감소에

한 MR CH 단일 제형의 억제 활성

은 MR:CH 1:3 1:1 비율의 혼합 조

성에서 상승 으로 증가하는 것으로 생

각된다. 모든 OVX처치군에서 수술군

에 비해 습윤 량의 유의한 차이는

업었고 RES를 포함하여 모든 MR

CH 단일 는 혼합물 투여군 한 OVX

조군과 비교하여 상 퇴 습

윤 량의 유의한 변화가 없었다.

비록, 채 시간, 연구의 성격, 사용된

동물 등에 따라 다양한 변화가 있고 골

교체와 형성에 근거한 해석에 해 다소의

논쟁이 있지만, 청 오스테오칼신수치는

일반 으로 골교체율의 지표로, bALP수

치는 골형성의 지표로 여겨진다18,22,40,41).

그러나 osteocalcin은 골아세포가 분비하는

비타민 K 의존성 alpha-carboxyglutamic

acid이며 청 오스테오칼신 농도는 골

형성의 지표로도 간주된다41,42). 본 연구

에서는 OVX 조군에서 수술군과 비

교하여 청 오스테오칼신 수 의 유의

한 증가와 청 bALP 활성의 유의한 감

소가 각각 검출되었고, 반면 OVX 조군

과 비교하여 MR CH로 구성된 단일

혼합물 투여군의 경우 청 오스테오

칼신 수 의 유의한 감소 bALP 활성

의 증가를 보 다. 특히 MR:CH 1:3

1:1 혼합물 투여군은 MR CH 단일

투여군에 비해서도 청 오스테오칼신

수치의 유의한 감소와 bALP 활성의 유

의한 증가를 보 다(Fig. 3, 4). 청 생화

학 분석에서 나타난 이러한 결과는 OVX

처치군에 있어, 골 형성과 골교체억제에

한 MR CH 각각의 활성이 1:3

1:1 복합조성에서 상승 증가된다는 명백

한 증거가 된다. RES투여군은 OVX 조

군과 비교하여 청 오스테오칼신의 유

의한 감소를 나타내었으나, bALP 활성

은 OVX 조군과 유사한 수 으로 나타

났다.

일반 으로 골다공증의 진행에 따라

골 무기질 함량은 유의하게 감소하는 것

으로 알려져 있다18,22). 골 무기질 함량

에서, Ca과 IP의 수치가 유의하게 감

소하는 미네랄 수치이나, 골조직 내에서

둘은 동시에 감소하므로 비율은 거의 고

정된다18,22,43,44). 본 연구의 조직학 분석

에서는, 수술군과 비교하여 OVX 처치

군의 퇴조직 표본의 Ca IP 수 이

유의한 감소를 나타냈다. 모든 실험 물질

투여군에서 분석한 퇴조직내의 Ca와

IP는 유의하게 증가하 다. 특히, MR:CH

1:3 1:1 혼합물 투여군은 MR CH

단일 투여군과 비교하여 우측 퇴골에서

Ca IP 함량이 유의하게 증가하 다.
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이러한 결과는 MR:CH 1:3 1:1 혼합

물이 OVX로 유발된 골 무기질 손실에

해 각 MR CH 단일제제의 억제력를

상승시켰고, 그 상승효과는 특히 MR:CH

1:3 혼합물에서 더욱 유리하게 나타났다.

퇴골의 Ca/IP 비율은 수술군과 비교

하여 OVX처치군에서 차이가 없었고 OVX

처치군과 약물 투여군을 비교 시에도 차

이가 없었다(Table 7).

골 도는 특히 인간의 경우 치료실에서

골질 변화를 평가하는 데 유용한 지표로

간주되어 왔으며 원인(유발시킨 방법, 상

황)에 상 없이 모든 골다공증 동물에서

크게 감소했다18,22,45,46). 임상 연구는 골

도의 진단 기 을 제공하며 동시에 효과

인 골다공증 제제가 얼마나 효과 일

지에 한 측 가능한 정보를 제공 할 수

있는데, 이런 연구들을 통해 원인에 계

없이 골다공증에서 골 강도가 하게

감소한다는 사실을 발견하 다18,22,45,46). 본

실험에서, 체 퇴골의 평균 BMD.

퇴골 조직의 강도는 수술군에 비해

OVX 조군에서 감소했다. 그러나 OVX

조군에 비해 모든 약물처치군에서 체

퇴골 평균 골 도는 유의하게 증가

했다. 특히, MR:CH 1:3 1:1 혼합물

투여군은 MR CH 각각의 단일 투여

군의 경우와 비교하여 체 퇴부

평균 BMD가 유의하게 증가하 다(Table

6). 이 결과는 MR:CH 1:3 1:1 혼합

물 투여군에서 각각의 MR CH 단일

제제의 골질량 골강도 보존 활성을

시 지로 상승시켰고, MR:CH 1:3에서

1:1보다 유리하게 나타났다.

OVX 처치를 받은군은 체 과 청

오스테오칼신 수치가 하게 증가함과

동시에 청 bALP 활성도, 퇴부 조직

의 습윤, 건조 회분 량과 칼슘과

IP 농도, 골 도 등이 수술군과 비교

하여 유의하게 감소하 다. 이것은 골조

직의 교체 증가와 골다공증에서의 새로운

골조직 형성의 감소가 에스트로겐 결핍

으로 인한 것임을 나타낸다. 그러나 이러

한 OVX에 의한 에스트로젠 결핍성 골

다공증의 골 교체율 증가 새로운 골

조직 생성 억제는 MR CH로 구성된

모든 단일 혼합물의 35일간 유지된

경구 투여군에서 OVX 조군과 비교하

여 유의하게 억제되었다. 특히 MR:CH

1:3 1:1 혼합물 투여군은 MR CH

단일 투여군과 비교하여도 OVX로 폐경

기 증상을 유발 한 마우스에서 에스트로

겐 결핍성 골다공증에 해 지속 으로

훨씬 우수한 항골다공증 활성을 보 다.

RES는 골교체율 증가를 억제하여 OVX

로 유발 된 폐경기 후 에스트로겐 결핍

마우스에서 퇴골 골 도, 골 강도

골소 골 구조의 감소를 유리하게 개선했

지만, 이는 새로운 골 형성과 골 도 증

가에는 한 향을 미치지 않았다.

청 bALP 활성도는 다른 연구자가 수행

한 이 실험과 일치했다22,36). 이러한 결

과는 MR:CH 1:3 1:1 혼합 제제가

어도 하나이상의 활성 성분의 다양성

을 증가시킴으로써 OVX 처치군에서 MR

CH의 각 단일 제제의 항골다공증 잠

재력 효과를 상승 으로 증가시켰다는 것

을 시사한다.

신농본 경14,47)에서는, 본 를 배합하

면, 특별한 계가 성립한다고 보았다.

이것을 七情이라고 한다며, 이 각 기

능이 합해져서 효과를 상승시키는 것을

相須라고 하고, 主藥과 輔助藥이 정해져

있어 主藥의 효과를 강화시키는 것을 相
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使라고 한다. 극천과 육종용은 둘다

腎陽을 補하는기능이 있는데, 극천은

强筋骨하는데 강한 효과를 가지며, 육종

용도 腎陽을 올려주나, 그 기능이 순하

고 부드럽다. 두 본 의 계에서, 1:3

복합제제가 가장 항골다공증 효과가 높

은 것을 고려했을 때, 육종용이 극천

의 효과를 腎陰을 채워주면서 강화시키

므로. 相使와 계로 시 지효과를 낸다

고 보여진다.

OVX 처치군에 한 재 실험의 조

건에서, MR:CH 1:3 혼합물 투여군은

RES투여군에 비해 다소 낮은 재흡수억

제 효과를 보 으나 RES에서는 증명되

지 않은 골형성효과를 보여 주었다. 따

라서 MR:CH 1:3 혼합제제는 RES에

필 할만한 항골다공증 효과를 가졌다고

생각된다. 그러므로 MR:CH 1:3 혼합물

은 폐경기 여성에서 골다공증을 완화시

키는 새로운 강력한 보호제로서 기 해

직하다. 그러나 MR CH는 매우 다

양한 활성 화합물을 갖는 천연 약제이므

로, 생물학 활성에 해 보다 상세한

메커니즘과 풍부한 동물 연구가 미래에

수행되어야 한다고 생각된다.

V. 결 론

이 연구를 통해, 우리는 다음과 같은

결과를 얻었다.

1. 난소 출로 유도된 한 체

청 오스테오칼신 수치의 증가와 청

bALP 수치, BMD, 골 량, 골장력

골형성의 감소는 극천 육종용 단

일 복합 추출물에 의해 유의하게

억제되었다.

2. 특히, 극천:육종용 1:3 1:1 혼합

추출물의 경우 모든 수치에서 에스트

로겐 감소와 련한 골다공증성 증상

을 억제하는데 가장 효과 이었다.

그러므로 극천:육종용 혼합 추출물

은 폐경성 골다공증에 한 약물로서 잠

재력이 있다고 보여지므로, 세부 인 기

과 임상연구가 추가 으로 필요하다.
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