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Objectives  The main purpose of this study was to evaluate the bone healing effect of 

Pahyeolsandong-tang (PHT)(Poxiesanteng-tang) extract in tibia fracture-induced mice.

Methods  PHT was extracted using a solution of 35% ethanol in 60°C for 8 hours. Mice 

were randomly divided into 4 groups (normal, control, PHT 50 and PHT 100). Mice of 

experimental groups were medicated with PHT 50 or 100 mg/kg for 7 to 21 days. To 

clarify the effect of bone fracture healing, relative messenger RNA (mRNA) ex-

pressions of osteocalcin (OCN), runt-related transcription factor 2 (Runx2), osterix 

(OSX), Sox9, collagen type Ⅱ alpha 1 chain (Col2a1), receptor activator of nuclear fac-

tor kappa-B ligand (RANKL), osteoprotegerin (OPG) were examined.

Results  In in vitro experiment, relative mRNA expression of OCN, Runx2, Col2a1 was 

significantly increased in PHT treated group to compare with control differentiation 

group. In in vivo experiment, relative mRNA expression of OCN, Runx2, OSX, Sox9, 

Col2a1, RANKL, OPG was significantly increased in PHT treated group.

Conclusions  This study showed that PHT accelerates bone fracture healing through 

the activation of osteoclasts and osteoblasts. It was showed that PHT significantly 

promotes osteoblasts differentiation by osteoblast differentiation markers such as 

OCN, Runx2, Col1a2. Also it was investigated that PHT had stimulatory effect on 

osteoblasts function through enhancing OCN, Runx2, OSX, Sox9, Col2a1 and, os-

teoclasts function through enhancing RANKL and OPG markers. PHT effectively 

promotes bone fracture healing process through activation of osteoblasts and 

osteoclasts. (J Korean Med Rehabil 2020;30(4):1-16)

Key words Pahyeolsandong-tang (Poxiesanteng-tang), Osteoblasts, Osteoclasts, 

Chondrogenesis, Fracture healing

서론»»»

골절이란 뼈의 연속성이 완전하게 또는 불완전하게 

소실된 상태를 말하며 골조직 뿐 아니라 피부, 피하조

직, 근육, 혈관, 신경 등의 손상이 같이 나타날 수 있다1). 

골절은 흔한 손상의 하나로 대개는 교통사고, 폭력, 낙
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Herb name Amount (g/cheop)

Hirudo nipponica Whitman 11.25

Forsythia suspensa Vahl 7.5

Angelica gigas Nakai 7.5

Bupleurum falcatum Linné 7.5

Caesalpinia sappan Linné 5.625

Ostericum koreanum Maximowicz 3.75

Saposhnikovia divaricata Schiskin 3.75

Cassiae cortex Interior 3.75

Moschus moschiferus Linné 1.875

Total 52.5

Table Ⅰ. Herbal Composition of Pahyeolsandong-tang (Poxiesanteng-

tang)

상, 스포츠 손상과 같은 외상에 의해 발생하지만 골다

공증과 같이 비외상성으로 발생하는 경우도 있다. 골절

의 일반적인 증상으로는 통증 및 압통, 골절단의 출혈, 

연부조직 손상 등으로 인한 부종, 각종 기능장애, 구조 

변형, 신경과 혈관의 손상 등이 나타날 수 있다2).

한의학에서는 골절에 해당하는 개념으로 折骨, 折傷, 

骨斷, 傷折, 骨損 등의 용어를 사용해왔다3). 최초로 골

절의 명칭이 등장한 것은 �外臺秘要�4)의 ‘救急療骨折, 

接令如故, 不限人畜也方’이란 구절이었으며 치료법으로 

고정의 필요성을 제시하였다. �東醫寶鑑�5)에서는 골절

을 骨折筋斷傷이라 하였으며 ‘骨折損折肘臂腰膝出臼蹉

跌, 須用法整頓歸元, 先用麻藥與服 使不知痛 然後可用手

法’의 구절에서 골절 시 올바른 정복 및 수기법에 대한 

필요성을 언급하였다. 한편 �聖濟總錄�6)에서는 골절 치

료에 대한 약물 치료 원칙을 제시하였는데 초기에 活血

化瘀, 消腫止痛을 위한 외용약 및 내복약을 활용하고, 

중기에 接骨續斷을 위한 약물을 사용하며 후기에 기능

적 회복을 위하여 補氣養血, 補益肝腎, 强壯筋骨하는 약

물을 사용한다고 정리되어 있다. 한약치료는 이와 같이 

골절상 이후 시기와 단계에 맞게 응용이 가능하기 때문

에 골절 치료에 보다 효과적으로 적용할 수 있는 장점

이 있다.

이에 저자는 골절상을 입었을 때 나타나는 어혈 및 

종창에 대한 치료를 위해 �東醫寶鑑�의 파혈산동탕(破

血散疼湯)을 사용해 왔으며 그 효과에 대해 규명해보고

자 본 연구를 진행하였다. 파혈산동탕의 주치증은 ‘治墮

落損傷, 跌其腰脊, 惡血留於脇下, 痛楚不能轉側’5)으로, 

이는 파혈산동탕이 각종 타박 및 추락과 같은 외상성 

손상에 쓰이는 것을 알 수 있으며 외상으로 발생한 골

절 초기에 나타나는 어혈성 증상의 치료와 연관성이 있

다고 판단하였다. 한편 파혈산동탕의 각종 효과에 대한 

실험 및 증례 연구는 아직까지 보고된 바가 없기 때문

에 저자는 파혈산동탕의 어혈 제거 및 골절 유합에 대

한 효과를 확인하고 이에 대한 근거를 정립하기 위하여 

본 연구를 수행하였다.

본 처방의 골 유합 효과를 확인하기 위하여 mouse에 

인위적인 경골 골절을 일으킨 후 파혈산동탕 추출물을 

투여하여 실험을 진행하여 파혈산동탕의 골 유합 촉진

에 대한 유의한 결과를 얻었기에 이를 보고하는 바이다.

재료 및 방법»»»

1. 재료

1) 시약

Dexamethasone, red blood cell lysis buffer, nefopam 및 

기타 화학약품들은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 

USA)에서 구입하였다. 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 

5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay에 필요한 

alpha-modified minimal essential medium (α-MEM), fe-

tal bovine serum (FBS) 및 penicillin-streptomycin는 Life 

Technologies, Inc. (Grand Island, NY, USA)에서 구입하

였다. Polymerase chain reaction (PCR)에 사용된 SYBR 

green master mix는 Applied Biosystem (Waltham, MA, 

USA)로부터 구입하였으며, oligonucleotide primers는 

Bioneer (Daejeon, Korea)에서 구입하였다.

2) 약재

�東醫寶鑑�에 수록된 파혈산동탕의 처방 구성은 水

蛭, 連翹, 當歸, 柴胡, 蘇木, 羌活, 防風, 桂心, 麝香이다. 

각각의 약재는 모두 태양한약국(Wonju, Korea)에서 구

입하였다. 1첩에 대한 개별 약재의 양은 Table I과 같다.

3) 실험 동물

본 실험에는 대한바이오링크(Eumseong, Korea)에서 

분양받은 11주령 수컷 C57BL/6J mouse (23-26 g) 36마

리가 사용되었다. 실험에 사용된 mouse들은 환기가 잘 
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되는 22±2℃의 온도, 12시간 간격의 명암주기, 55±9% 

습도에 해당하는 변형된 환경에 적응하기 위하여 1주

일간 적응 기간을 거쳤다. 적응 기간 내 실험동물들은 

물과 음식을 자유롭게 먹을 수 있도록 하였다. 본 실험

은 상지대학교 실험동물윤리위원회의 허가를 받아 진

행되었다(승인번호: 2019-4).

4) 실험 세포

본 실험에서 세포 배양을 위해 사용된 전조골세포인 

MCT3-E1 (subclone 4) 세포는 ATCC (Manassas, VA, 

USA)에서 구매하였다. 해당 세포들은 10% FBS와 pen-

icillin-streptomycin 100 μg/mL이 첨가된 37℃, 5% CO2 

환경하의 α-MEM 배지에서 배양되었다. 세포 배양 배

지는 3일마다 신선한 것으로 교체되었다.

2. 실험방법

1) 약재 추출

�東醫寶鑑�에 기재된 파혈산동탕의 탕전 방식은 酒

水相半煎(주수상반전)이므로, 이를 구현하고자 파혈산

동탕 8첩 분량을 60℃의 물에 8시간 동안 35%의 에탄

올 중탕시킨 용액을 사용하여 추출하였다. 해당 과정을 

거친 추출물(Pahyeolsandong-tang, PHT)은 10 μm 거름

종이로 정제하였다. 이후 회전증발농축기(EYELA, Tokyo, 

Japan)를 사용하여 에탄올을 제거하였다. 모든 처리 과

정을 거친 추출물을 동결건조하였고 수율은 13%로 계

산되었다. 실험을 위해 분말을 증류수에 용해시켜 사용

하였으며 잔류 분말은 -20°C에서 보관하여 필요한 시

점에 사용할 수 있도록 하였다.

2) in vitro 실험 방법

(1) 조골세포생성 분석

조골세포 분화(differentiation)를 촉진하기 위해 MC3T3-E1 

세포를 1 mL당 5×104의 밀도로 된 6-well plate에서 분주

(seeding)하였다. 세포들은 PHT 농도 차와 관계없이 골 형

성 배지(50 μg/mL ascorbic acid, 10 mM β-glycerophosphate, 

and 1 μM dexamethasone)에서 배양되었다. 세포 배양 

배지는 2일마다 신선한 것으로 교체하였다.

Alkaline phosphatase (ALP) 염색을 위해 MC3T3-E1 

세포는 골 형성 배지에서 배양하였고, 다양한 농도

(15.6-1,000 μg/mL)의 PHT 용액으로 처리하였다. 7일 

후, 염색 kit (Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan)를 사용하

여 ALP 염색을 진행하였다. 염색된 세포들을 Leica DM 

IL LED microscope (Leica, Wetzlar, Germany)을 통하여 

관찰하였다.

PHT 투여에 대한 효과를 확인하기 위하여 MC3T3-E1 

세포를 7일 동안 각각 PHT 12.5, 25, 50 μg/mL의 농도

로 처치하였다. 조골세포의 분화를 확인하고자 PCR 분

석을 통해 osteocalcin (OCN), runt-related transcription 

factor 2 (Runx2), collagen type Ⅱ alpha 1 chain (Col2a1) 

등 표지자들의 상대적 messenger RNA (mRNA) 발현량

을 수치화하였다.

(2) 세포 독성 유무 확인

세포 독성 유무를 알아보고자 MTT assay를 사용하

여 세포 생존능(cell viability)을 평가하였다. MC3T3-E1 

세포들을 세포 분화 조건의 유무에 상관없이 1 well당 

2×104의 밀도로 된 96-well plate로 분주하였고, 이어서 

이를 지정된 농도의 PHT에서 5%의 CO2를 머금고 있

는 37℃의 가습된 공기에서 48시간 동안 처리하였다. 

처리 후, MTT 용액 5 mg/mL을 첨가하여 4시간 동안 

세포를 염색하였다. 상등액을 세척한 후, 세포 속에 갇

혀있던 불용성 formazan 결정을 dimethyl sulfoxide에 

용해시켰다. 이를 가지고 Epoch® microvolume spec-

trophotometer system (BioTek Instruments Inc., Winooski, 

VT, USA)를 통해 570 nm에서 흡광도를 측정하여 세포 

생존능을 확인하였다. 상대적 세포 생존능은 PHT를 처

치하지 않은 군의 생존율을 100%로 기준을 잡고 대조군

들에서 나타나는 흡광도 수치를 비교하여 산출하였다.

3) in vivo 실험방법

(1) 경골 골절 유발 및 골편 채취

본 연구의 골절 model로 mouse 우측 경골 부위의 골

수 내에 needle을 고정시켜 이를 바탕으로 경골의 개방

형 횡상 골절을 유발하는 방법을 사용하였다7).

윤리적 동물 실험을 실행하기 위하여 Zoletil 50 (Virbac, 

Carros Cedex, France)을 20 mg/kg 용량으로 복강 내 주

사를 통해 마취시켰으며, mouse의 통증을 줄이기 위해 

nefopam 20 mg/kg/day을 복강 내 주사로 골절 시술 30분 

전 및 시술 이후 3일 동안 사용하였다8). 마취 이후 mouse

의 무릎 주변을 면도한 후 povidone (Green Pharmaceutical 
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Group Numbers Intervention

Normal 9 Non-fractured group

Control 9 Bone fractured with non-treated group

PHT 50 9 Bone fractured with PHT-treated group (PHT 50 mg/kg)

PHT 100 9 Bone fractured with PHT-treated group (PHT 100 mg/kg)

PHT: Pahyeolsandong-tang.

Table II. Classification of Each Group

Co., Ltd., Seoul, Korea)을 도포하여 소독하고 외과용 

가위로 내측 슬개골 부위를 절개하였다. 슬개골 인대 

외측으로 경골의 상관절면을 통하여 경골의 골수강을 

향해 26 gauge 주사기의 needle (Kovax-Syringe 1 mL; 

Korea Vaccine Co., Ltd, Seoul, Korea)이 경골부위 고정

을 위해 주입되었다. 절개 부위의 상처는 항생제 용액

으로 소독하였고, 봉합사 5-0 (B. Braun, Melsungen, 

Germany)을 사용하여 봉합되었다. 시술이 이루어진 부

위의 연부 조직을 보호하고자 붕대로 처치하였다.

경골 내 needle 고정을 마친 후 일관된 경골 골절 유발 

및 주변 연부조직 손상을 최소화하기 위하여 Bonnarens

와 Einhorn9)이 시행한 방법을 변형하여 진행하였다. 실

험 mouse의 경골 부위를 수평한 판에 고정시키고, 그 

위로 17 g의 쇠구슬을 1 m 높이에 지름 20 mm인 유리

관을 통해 약 4.42 m/s로 해당 부위에 떨어뜨려 골절을 

인위적으로 유발하였다.

골절을 일으키고 7, 14, 21일 후에 mouse의 경골 골

절 부위에서 골편을 절개하여 채취하였다. 이후 채취된 

골편을 바로 액화질소에 담그고 RNA 추출 전에 분말 

형태로 분쇄하였다.

(2) 실험군 분류

본 실험에서 사용된 mouse들은 무작위로 4개의 군으

로 나누었다. 정상군(normal group)은 골절을 일으키지 

않은 그룹이고, 대조군(control group)은 골절을 일으킨 

후 아무런 처치를 하지 않은 그룹이다. 실험군은 경골 

골절 유발 후 PHT 50 mg/kg 투여군 및 PHT 100 mg/kg 

투여군으로 분류하였으며, 1일 1회 오전 10시에 용량별

로 PHT를 경구 투여하였다. 각 군의 배정은 Table II와 

같다. 대조군 및 PHT 50 및 100 mg/kg 투여한 2개 군에

서는 골절 발생 7, 14, 21일 후에 각 3마리씩 치사하여 

골편을 채취하였다.

(3) PHT의 간독성 및 신독성 평가

PHT의 간독성 및 신독성을 평가하기 위하여 11주령

의 C57BL/6J mouse를 PHT 투여군을 대상으로 진행하

였다. PHT 50 mg/kg 투여군에 2마리, 100 mg/kg 투여

군에 2마리씩 배정하였으며 약물 투여 28일이 지난 후 

혈액을 채취하였다. 혈액 채취 전 12시간 동안 공복 상

태를 유지하게 하였으며, Zoletil 50 (20 mg/kg)을 복강 

내로 주사하여 마취시켰다. 혈액 채취는 안구 뒷면의 

출혈 부위를 통해 이루어졌다. 이를 통해 확보한 혈액 샘

플에서 1,000×20분 동안 4℃에서 원심분리를 통해 혈장

을 분리하였다. 분리된 혈장에서 alanine aminotransferase 

(ALT), aspartate aminotransferase (AST)의 수치를 해당 

kit (Asan Pharmaceutical. Co. Ltd., Seoul, Korea)를 통

해 측정하였으며, creatinine, blood urea nitrogen (BUN)

의 수치도 해당 kit (BioaAssay Systems, Hayward, CA, 

USA)를 통해 측정하였다.

4) 유전자 분석 방법

(1) Total RNA 추출

Easy-Blue® 시약(Intron Biotechnology, Seongnam, Korea)

을 사용하여 가골과 MC3T3-E1 세포에서 total RNA를 

분리하였다. Epoch® microvolume spectrophotometer sys-

tem을 이용하여 분리된 Total RNA를 정량화하였다.

(2) Complementary DNA 합성

분리된 total RNA (1 μg), d(T)16 primer, avian myer-

oblastosis virus 역전사효소를 사용하여 complementary 

DNA를 합성하였다.

(3) Quantitative real-time polymerase chain reaction 

(qRT-PCR) 분석

PHT가 골절 치유과정에 미치는 영향을 확인하고자 

SYBR green PCR master mix 및 oligonucleotide primer를 

사용한 real-time PCR을 실시하여 골 유합 관련 표지자들
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Gene Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’)

Col2a1 ACTGGTAAAGTGGGGCAAGAC CCACACCAAATTCCTGTTCA

OSX CGCTTTGTGCCTTTGAAAT CCGTCAACGACGTTATGC

OCN AAGCAGGAGGGCAATAAGGT TTTGTAGGCGGTCTTCAAGC

Runx2 ACTCTTCTGGAGCCGTTTATG GTGAATCTGGCCATGTTTGTG

Sox9 GAGGCCACGGAACAGACTCA CAGCGCCTTGAAGATAGCATT

OPG TGAGAGAACGAGAAAGACCTGC CGGATTGAACCTGATTCCCTAT

RANKL GTACTTTCGAGCGCAGATGG TCCAACCATGAGCCTTCCAT

GAPDH GACGGCCGCATCTTCTTGT CACACCGACCTTCACCATTTT

PCR: polymerase chain reaction, Col2a1: collagen type Ⅱ alpha 1 chain, OSX: osterix, OCN: osteocalcin, Runx2: runt-related transcription 

factor 2, OPG: osteoprotegerin, RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase.

Table III. The Primer Sequences for Quantitative Real-time PCR

Fig. 1. The comparison of tibial X-ray before and after fracture in mouse.

의 상대적인 유전자 발현을 검출하였다(Table III). 실험 

기기는 Real Time PCR System 7500 (Applied Biosystems)

을 사용하였다.

유전자 발현 정도를 객관적으로 나타내기 위하여 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)의 

Ct값을 사용하였다. 이 수치를 기반으로 하여 조골 및 

파골작용과 관련이 있는 Col2a1, osterix (OSX), OCN, 

Runx2, Sox9, receptor activator of nuclear factor kap-

pa-B ligand (RANKL), osteoprotegerin (OPG) 유전자 

발현의 상대적 수치를 도출해 냈고, Gene express 2.0 

program (Applied Biosystems)을 사용하여 GAPDH의 Ct 

값으로 정규분포화 하였다. 유전자 발현의 배수 변화를 

계산하기 위하여 comparative Ct 방법을 사용하였다.

5) X-ray 상 골절 확인

골절을 유발한 후 골절 여부를 확인하기 위하여 X-ray 

검사를 진행하였다. X-ray 검사기(Galaxy A26430, Medien 

International Co. Ltd., Seoul, Korea)로 촬영한 결과 Fig. 

1과 같이 경골 골절 여부를 확인하였다.

6) 통계 분석

각각의 결과값은 삼중 실험에서 나온 평균±표준편차

(mean±standard deviation) 수치로 표시하였다. GraphPad 

Prism (version 5.01; GraphPad Software, Inc., San Diego, 

CA, USA)를 사용하여 통계 분석을 하였다. MTT assay 

및 MC3T3-E1 유전자 분석에서는 one-way analysis of 

variance (ANOVA) 시스템을 이용한 Dunnett's post hoc 

test를 사용하였고, qRT-PCR 분석결과 해석에서는 two-way 

ANOVA 시스템을 사용한 Bonferroni post hoc test를 사

용하였다. 통계학적 유의 수준은 p-value<0.05로 하였다.
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Fig. 2. Effect of PHT on the viability of MC3T3-E1 cells. 

MC3T3-E1 cells were treated by various concentrations of 

PHT for 48 hours in presence or absence of differentiation

conditions, and their viability was estimated using MTT assay. 

PHT: Pahyeolsandong-tang, MTT: 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,

5-diphenyl tetrazolium bromide. The values are represented as

mean±standard deviation. ###p<0.001 vs. control group, *p<0.05

vs. differentiation group, ***p<0.001 vs. differentiation group.

Significances were determined using one-way analysis of 

variance followed by Dunnett's post hoc test.

Fig. 3. Effect of PHT on osteogenesis of MC3T3-E1 cells. 

MC3T3-E1 cells were stimulated by osteoinductive media in

presence or absence of indicated PHT concentrations for 7 

days and subjected to ALP staining. The stained cells were 

visualized using Leica DM IL LED microscope (Leica, Wetzlar,

Germany) at 100X magnification. PHT: Pahyeolsandong-tang,

ALP: alkaline phosphatase.

결과»»»

1. in vitro 실험결과

1) 세포 생존능에 대한 영향

MTT assay를 사용하여 PHT를 다양한 농도(15.6-1,000 

μg/mL)에 걸쳐 분화 조건의 유무에 따라 48시간 동안 

처리하고 이를 바탕으로 PHT의 MC3T3-E1에서 세포 

생존능에 대해서 알아보았다.

PHT를 처치하지 않은 분화군의 세포 생존능은 

100.00±3.76%로 나타났고 미분화군은 66.39±3.99%로 

나타났다.

분화된 MT3T3-E1에 PHT 15.6 μg/mL 처치군의 세포 

생존능은 91.83±7.54%로 측정되었고, PHT 31.2 μg/mL 

처치군은 90.77±3.19%로 측정되었으나 통계적 유의성

이 나타나지 않았다.

PHT 62.5 μg/mL 처치군에서 세포 생존능은 87.93±8.60%

이었고, PHT 125 μg/mL 처치군은 74.75±5.66%, PHT 

250 μg/mL 처치군은 68.65±2.21%, PHT 500 μg/mL 처

치군은 66.83±3.12%으로 각각 나타났다. 세 그룹 모두 

세포 생존능에 영향이 없었고 통계적 유의성을 나타냈

다. 한편, PHT 1,000 μg/mL 처치군에서 세포 생존능은 

53.90±3.19%로 측정되었으며 통계적으로 대조군 대비 

유의미하게 낮게 나와 세포 독성이 있음을 확인하였다

(Fig. 2). 따라서 이후의 실험에서는 500 μg/mL 이하의 

농도를 사용하였다.

2) 조골세포분화 촉진에 대한 효과

PHT가 조골세포 분화를 촉진하는지 확인하고자 7일 

동안 골 유도 배양 후 ALP 염색을 수행하였다. 100배

율 사진 확인 결과, 조골세포 분화가 있었으면서 PHT

를 각각 15.6, 31.2, 62.5 μg/mL 처치한 군에서 상대적으

로 짙게 염색되어있음을 확인하였다. 이는 62.5 μg/mL 

농도 이하의 PHT 투여군에서 조골세포 분화 촉진 작용

을 활발하게 이루어지고 있음을 나타내고 있다(Fig. 3). 

따라서 이후의 실험에서 62.5 μg/mL 이하의 농도로 투

여된 군을 사용하였다.

3) 조골세포 분화관련 표지자 발현에 대한 효과

(1) OCN 유전자 발현에 미치는 영향

대조군의 OCN 상대적인 mRNA 발현은 1.00±0.09로 

나타났다. PHT 12.5 μg/mL 투여군은 1.81±0.15, PHT 

25 μg/mL 투여군은 2.06±0.04, PHT 50 μg/mL 투여군은 

2.53±0.15로 나타났다. OCN의 상대적 mRNA 발현은 모
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Fig. 4. Effect of PHT on mRNA level of OCN in MC3T3-E1

cells on 7 day after osteogenesis inducing. MC3T3-E1 cells 

were cultured in osteoinductive media in presence or absence

different concentrations of PHT (12.5, 25 and 50 μg/mL) for

7 days for subsequent PCR analyses. The mRNA level of OCN

was detected by qRT-PCR. PHT: Pahyeolsandong-tang, mRNA:

messenger RNA, OCN: osteocalcin, PCR: polymerase chain 

reaction, qRT-PCR: quantitative real-time-PCR. Values are the

mean±standard deviation. ***p<0.001 vs. the PHT-treated groups.

Significances between groups were determined using one-way

analysis of variance followed by Dunnett's post hoc test.

Fig. 5. Effect of PHT on mRNA level of Runx2 in MC3T3-E1

cells on 7 day after osteogenesis inducing. MC3T3-E1 cells 

were cultured in osteoinductive media in presence or absence

different concentrations of PHT (12.5, 25 and 50 μg/mL) for

7 days for subsequent PCR analyses. The mRNA level of Runx

2 was detected by qRT-PCR. PHT: Pahyeolsandong-tang, 

mRNA: messenger RNA, Runx2: runt-related transcription factor

2, PCR: polymerase chain reaction, qRT-PCR: quantitative 

real-time-PCR. Values are the mean±standard deviation. *p<0.01

vs. the PHT-treated groups. Significances between groups were

determined using one-way analysis of variance followed by

Dunnett's post hoc test.

Fig. 6. Effect of PHT on mRNA level of Col2a1 in MC3T3-E1

cells on 7 day after osteogenesis inducing. MC3T3-E1 cells 

were cultured in osteoinductive media in presence or absence

different concentrations of PHT (12.5, 25 and 50 μg/mL) for

7 days for subsequent PCR analyses. The mRNA level of 

Col2a1 was detected by qRT-PCR. PHT: Pahyeolsandong-tang, 

mRNA: messenger RNA, Col2a1: collagen type Ⅱ alpha 1 

chain, PCR: polymerase chain reaction, qRT-PCR: quantitative

real-time-PCR. Values are the mean±standard deviation. 

***p<0.001 vs. the PHT-treated groups. Significances between

groups were determined using one-way analysis of variance 

followed by Dunnett's post hoc test.

든 실험군에서 대조군 대비 유의하게 증가하였다(Fig. 4).

(2) Runx2 유전자 발현에 미치는 영향

대조군의 Runx2 상대적 mRNA의 발현은 1.00±0.23

로 나타났다. PHT 12.5, 25 μg/mL 투여군은 각각 1.12±0.09, 

0.79±0.09로 나타났고, 통계적 유의성이 없었다. PHT 

50 μg/mL 투여군은 1.42±0.18로 나타났으며 대조군 대비 

mRNA 발현량이 유의한 수준으로 증가하였다(Fig. 5).

(3) Col2a1 유전자 발현에 미치는 영향

대조군의 Col2a1 상대적 mRNA 발현은 1.00±0.25로 

나타났다. PHT 12.5 μg/mL 투여군은 2.17±0.11로 측정

되었으며 대조군 대비 mRNA 발현량이 유의하게 증가

하였다. PHT 25 μg/mL 투여군은 1.35±0.02로 측정되었

으나 통계적으로 유의하지 않았다. PHT 50 μg/mL 투여

군은 2.77±0.17로 측정되었으며 대조군 대비 mRNA의 

상대적 발현량이 유의하게 증가하였다. Col2a1의 상대

적 mRNA 발현은 PHT 12.5, 50 μg/mL 투여군에서 대

조군 대비 유의하게 증가하였다(Fig. 6).
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Groups
Parameters

ALT (IU/L) AST (IU/L) Creatinine (mg/dL) BUN (mg/dL)

PHT 50 mg/kg 50.45±0.00 113.16±51.95 0.27±0.19 17.62±0.96

PHT 100 mg/kg 40.55±6.99 85,69±5.98 0.34±0.10 18.51±2.27

Normal range for mouse 25-60 50-100 0.097-0.184 10-33

PHT: Pahyeolsandong-tang, ALT: alanine aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, BUN: blood urea nitrogen.

Table IV. Effect of PHT on Level of ALT, AST, Creatinine and BUN in Mice

Fig. 7. Effect of PHT on mRNA level of OCN in bone callus

from mouse tibia on 7th, 14th, and 21st day post fracture. 

C57BL/6J mice had tibia fracture and were treated with 50 

and 100 mg/kg of PHT daily for 7, 14 and 21 days. Total

RNA was isolated from bone callus of fractured tibia from

non-treated and PHT-treated mice. RNA was subjected to 

qRT-PCR to measure expression of OCN gene with SYBR 

green. BF: bone fracture with non-treated group (control group), 

PHT 50: bone fracture with PHT-treated group (50 mg/kg), 

PHT 100: bone fracture with PHT-treated group (100 mg/kg),

PHT: Pahyeolsandong-tang, mRNA: messenger RNA, OCN: 

osteocalcin, qRT-PCR: quantitative real-time polymerase chain

reaction. Values are the mean±standard deviation. ***p<0.001 

vs BF group. Significances between groups were determined 

using two-way analysis of variance followed by a Bonferroni

post hoc test.

2. in vivo 실험 결과

1) PHT의 간독성 및 신독성 평가 결과

PHT의 간독성 및 신독성을 확인하기 위하여 ALT, 

AST 및 creatinine과 BUN 수치를 평가하였다. PHT 50 

mg/kg 투여군은 AST와 creatinine이 각각 113.16±51.95

와 0.27±0.19로 정상수치보다 소폭 높게 나왔으며, PHT 

100 mg/kg 투여군은 creatinine이 정상 수치인 0.097-0.184

보다 높은 0.34±0.10로 나왔다. 나머지 지표들은 모두 

정상범위 이내로 나왔다 (Table IV).

2) 골 유합 관련 표지자 발현에 대한 효과

in vivo 실험에서 조골세포의 분화에 대한 PHT의 영

향을 객관적으로 나타내기 위하여 골 유합과 관련된 표

지자들인 OCN, Runx2, OSX, Sox9, Col2a1, RANKL, 

OPG 유전자의 상대적인 mRNA 발현량을 측정하였다.

(1) OCN 유전자 발현에 미치는 영향

OCN 유전자 발현은 골절 발생 7일 후 대조군이 

1.00±0.20였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 

투여군은 각 0.12±0.03, 0.21±0.02로 나타났으며 통계적

으로 유의하지 않았다. 골절 발생 14일 후 대조군이 

1.00±0.40였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 

투여군은 각 2.68±1.50, 1.18±0.04로 나타났으며 통계적

으로 유의하지 않았다.

골절 발생 21일 후 대조군이 1.00±0.31였을 때 PHT 

50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 투여군은 각 6.26±1.32, 

12.83±2.86으로 나타났으며 모두 대조군 대비 유의미하

게 증가하였다(Fig. 7).

(2) Runx2 유전자 발현에 미치는 영향

Runx2 유전자 발현은 골절 발생 7일 후 대조군이 

1.00±0.25였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군은 0.59±0.14로 

통계적으로 유의미하게 발현량이 감소하였다. 한편 골

절 발생 7일 후 PHT 100 mg/kg 투여군은 0.74±0.04로 

감소를 보였으며 통계적 유의성은 없었다. 골절 발생 

14일 후 대조군이 1.00±0.01이었을 때 PHT 50 mg/kg 

투여군은 2.40±0.33를 보였고 통계적으로 유의하게 증

가하였다. 한편 PHT 100 mg/kg 투여군은 0.52±0.05로 

나타났으며 통계적으로 유의하게 감소하였다.

골절 발생 21일 후 대조군이 1.00±0.19였을 때 PHT 

50 mg/kg 투여군은 1.17±0.01로 나타났으나 통계적 유

의성은 없었다. PHT 100 mg/kg 투여군은 2.42±0.16으

로 나타났으며 유의한 증가를 보였다(Fig. 8).
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Fig. 8. Effect of PHT on mRNA level of Runx2 in bone callus

from mouse tibia on 7th, 14th, and 21st day post fracture. 

C57BL/6J mice had tibia fracture and were treated with 50 

and 100 mg/kg of PHT daily for 7, 14 and 21 days. Total

RNA was isolated from bone callus of fractured tibia from

non-treated and PHT-treated mice. RNA was subjected to 

qRT-PCR to measure expression of Runx2 gene with SYBR 

green. BF: bone fracture with non-treated group (control group), 

PHT 50: bone fracture with PHT-treated group (50 mg/kg), 

PHT 100: bone fracture with PHT-treated group (100 mg/kg),

PHT: Pahyeolsandong-tang, mRNA: messenger RNA, Runx2:

runt-related transcription factor 2, qRT-PCR: quantitative real-time

polymerase chain reaction. Values are the mean±standard deviation.

*p<0.05 vs BF group, **p<0.01 vs BF group, ***p<0.001 vs 

BF group. Significances between groups were determined 

using two-way analysis of variance followed by a Bonferroni

post hoc test.

Fig. 9. Effect of PHT on mRNA level of OSX in bone callus

from mouse tibia on 7th, 14th, and 21st day post fracture. 

C57BL/6J mice had tibia fracture and were treated with 50 

and 100 mg/kg of PHT daily for 7, 14 and 21 days. Total

RNA was isolated from bone callus of fractured tibia from

non-treated and PHT-treated mice. RNA was subjected to 

qRT-PCR to measure expression of OSX gene with SYBR 

green. BF: bone fracture with non-treated group (control group), 

PHT 50: bone fracture with PHT-treated group (50 mg/kg), 

PHT 100: bone fracture with PHT-treated group (100 mg/kg),

PHT: Pahyeolsandong-tang, mRNA: messenger RNA, OSX: 

osterix, qRT-PCR: quantitative real-time polymerase chain 

reaction. Values are the mean±standard deviation. ***p<0.001 

vs BF group. Significances between groups were determined 

using two-way analysis of variance followed by a Bonferroni

post hoc test.

(3) OSX 유전자 발현에 미치는 영향

OSX 유전자 발현은 골절 발생 7일 후 대조군이 

1.00±0.30였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군은 1.12±0.19로 

나타났으며 통계적으로 유의성이 없었고 PHT 100 mg/kg 

투여군은 2.48±0.52로 유의한 증가를 보였다. 골절 발생 

14일 후 대조군이 1.00±0.00였을 때 PHT 50 mg/kg 투여

군은 3.23±0.00로 나타났으며 유의한 증가하였다. PHT 

100 mg/kg 투여군은 1.51±0.00로 나타났으며 통계적으로 

유의성이 없었다. 골절 발생 21일 후 대조군이 1.00±0.32

였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 투여군은 

각 3.27±0.63, 6.19±0.51으로 나타났으며 모두 통계적으

로 유의하게 증가하였다(Fig. 9).

(4) Sox9 유전자 발현에 미치는 영향

Sox9 유전자 발현은 골절 발생 7일 후 대조군이 

1.00±0.27였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 

투여군은 각 0.44±0.05, 1.25±0.28로 나타났으며 통계적

으로 유의성이 없었다. 골절 발생 14일 후 대조군이 

1.00±0.09였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 투

여군은 각 4.18±0.54, 3.01±0.66으로 나타났으며 통계적

으로 유의한 증가를 보였다. 골절 발생 21일 후 대조군이 

1.00±0.11이었을 때 PHT 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 

투여군은 각 2.88±0.19, 3.86±0.02로 나타났으며 모두 

통계적으로 유의한 증가를 나타냈다(Fig. 10).

(5) Col2a1 유전자 발현에 미치는 영향

Col2a1 유전자 발현이 골절 발생 7일 후 대조군이 

1.00±0.07였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 

투여군은 각 0.04±0.01, 0.13±0.03으로 나타났으며 통계

적으로 유의하게 감소하였다. 골절 발생 14일 후 대조군

이 1.00±0.22였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 

투여군에서 각 2.36±0.80, 2.39±0.64로 나타났으며 통계

적으로 유의하게 증가하였다. 골절 발생 21일 후 대조군

이 1.00±0.28이었을 때 PHT 50 mg/kg 투여군은 0.15±0.02

로 나타났으며 통계적으로 유의한 감소하였고, PHT 

100 mg/kg 투여군은 0.46±0.13으로 나타났으며 통계적

으로 유의하지 않았다(Fig. 11).

(6) RANKL 유전자 발현에 미치는 영향

RANKL 유전자 발현은 골절 발생 7일 후 대조군이 



신우석⋅Kira Parichuk⋅차윤엽

10 J Korean Med Rehabil 2020;30(4):1-16.

Fig. 10. Effect of PHT on mRNA level of Sox9 in bone callus

from mouse tibia on 7th, 14th, and 21st day post fracture. 

C57BL/6J mice had tibia fracture and were treated with 50 

and 100 mg/kg of PHT daily for 7, 14 and 21 days. Total

RNA was isolated from bone callus of fractured tibia from

non-treated and PHT-treated mice. RNA was subjected to 

qRT-PCR to measure expression of Sox9 gene with SYBR 

green. BF: bone fracture with non-treated group (control group), 

PHT 50: bone fracture with PHT-treated group (50 mg/kg), 

PHT 100: bone fracture with PHT-treated group (100 mg/kg),

PHT: Pahyeolsandong-tang, mRNA: messenger RNA, qRT-PCR:

quantitative real-time polymerase chain reaction. Values are 

the mean±standard deviation. ***p<0.001 vs BF group. Significances

between groups were determined using two-way analysis of 

variance followed by a Bonferroni post hoc test.

Fig. 11. Effect of PHT on mRNA level of Col2a1 in bone 

callus from mouse tibia on 7th, 14th, and 21st day post 

fracture. C57BL/6J mice had tibia fracture and were treated 

with 50 and 100 mg/kg of PHT daily for 7, 14 and 21 days. 

Total RNA was isolated from bone callus of fractured tibia 

from non-treated and PHT-treated mice. RNA was subjected 

to qRT-PCR to measure expression of Col2a1 gene with SYBR

green. BF: bone fracture with non-treated group (control group), 

PHT 50: bone fracture with PHT-treated group (50 mg/kg), 

PHT 100: bone fracture with PHT-treated group (100 mg/kg),

PHT: Pahyeolsandong-tang, mRNA: messenger RNA, Col2a1:

collagen type Ⅱ alpha 1 chain, qRT-PCR: quantitative real-time

polymerase chain reaction. Values are the mean±standard

deviation. **p<0.01 vs BF group, ***p<0.001 vs BF group. 

Significances between groups were determined using two-way

analysis of variance followed by a Bonferroni post hoc test.

Fig. 12. Effect of PHT on mRNA level of RANKL in bone 

callus from mouse tibia on 7th, 14th, and 21st day post 

fracture. C57BL/6J mice had tibia fracture and were treated 

with 50 and 100 mg/kg of PHT daily for 7, 14 and 21 days. 

Total RNA was isolated from bone callus of fractured tibia 

from non-treated and PHT-treated mice. RNA was subjected 

to qRT-PCR to measure expression of RANKL gene with 

SYBR green. BF: bone fracture with non-treated group (control

group), PHT 50: bone fracture with PHT-treated group (50 mg/kg),

PHT 100: bone fracture with PHT-treated group (100 mg/kg), PHT: 

Pahyeolsandong-tang, mRNA: messenger RNA, RANKL: 

receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand, qRT-PCR:

quantitative real-time polymerase chain reaction. Values are the

mean±standard deviation. *p<0.05 vs BF group, ***p<0.001 

vs BF group. Significances between groups were determined 

using two-way analysis of variance followed by a Bonferroni

post hoc test.

1.00±0.22였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군은 2.97±0.10로 나

타났으나 통계적으로 유의하지 않았다. PHT 100 mg/kg 

투여군은 11.17±2.88로 나타났으며 통계적으로 유의하

게 증가하였다. 골절 발생 14일 후 대조군이 1.00±0.03

였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군은 3.77±0.77로 나타났으

며 통계적으로 유의하게 증가하였다. PHT 100 mg/kg 

투여군은 2.27±0.49로 나타났으며 통계적 유의하지 않

았다. 골절 발생 21일 후 대조군이 1.00±0.27였을 때 PHT 

50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 투여군은 각 0.58±0.15, 

0.26±0.02로 나타났으며 모두 통계적으로 유의하지 않

았다(Fig. 12).

(7) OPG 유전자 발현에 미치는 영향

OPG 유전자 발현은 골절 발생 7일 후 대조군이 

1.00±0.28였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군은 1.18±0.14로 

나타났으며 통계적 유의성이 없었다. PHT 100 mg/kg 

투여군은 2.38±0.15로 나타났으며 통계적으로 유의하

게 증가하였다. 골절 발생 14일 후 대조군이 1.00±0.16

였을 때 PHT 50 mg/kg 투여군은 0.13±0.04로 나타났으
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Fig. 13. Effect of PHT on mRNA level of OPG in bone callus

from mouse tibia on 7th, 14th, and 21st day post fracture. 

C57BL/6J mice had tibia fracture and were treated with 50 

and 100 mg/kg of PHT daily for 7, 14 and 21 days. Total

RNA was isolated from bone callus of fractured tibia from

non-treated and PHT-treated mice. RNA was subjected to 

qRT-PCR to measure expression of OPG gene with SYBR 

green. BF: bone fracture with non-treated group (control group), 

PHT 50: bone fracture with PHT-treated group (50 mg/kg), 

PHT 100: bone fracture with PHT-treated group (100 mg/kg),

PHT: Pahyeolsandong-tang, mRNA: messenger RNA, OPG: 

osteoprotegerin, qRT-PCR: quantitative real-time polymerase

chain reaction. Values are the mean±standard deviation. *p<0.05

vs BF group, **p<0.01 vs BF group, ***p<0.001 vs BF group.

Significances between groups were determined using two-way

analysis of variance followed by a Bonferroni post hoc test.

며 통계적으로 유의성이 없었다. PHT 100 mg/kg 투여

군은 2.99±1.29로 나타났으며 통계적으로 유의하게 증가

하였다. 골절 발생 21일 후 대조군이 1.00±0.21였을 때 

PHT 50 mg/kg 투여군은 1.30±0.07였으나 통계적으로 유

의하지 않았다. PHT 100 mg/kg 투여군은 2.81±0.80으로 

나타났으며 통계적으로 유의하게 증가하였다(Fig. 13).

고찰»»»

골절의 치유는 외상 등으로 손상된 골조직이 일련의 

과정을 거쳐 골조직의 기질적 회복 및 기능적 회복이 

이루어지는 것을 말한다10). 골절이 발생하게 되면 대부

분 자연적으로 유합되지만 치료를 제대로 받지 못하거

나 대사성 문제, 환경적 문제로 인하여 지연유합 또는 

불유합이 나타날 수 있다11). 골절 치료가 미흡할 경우 

신체적 장애, 심리적 불안 및 경제적 손실 등을 야기하

여 개인과 사회 모두에 막대한 손해를 초래할 수 있기 

때문에 적절한 치료로 골 실질조직의 치유뿐 아니라 기

능적 회복을 통해 일상에 복귀할 수 있게 하는 것이 중

요하다.

골절의 한의학적 치료에 대해 여러 연구가 있었다. 

특히 한약을 이용한 실험 연구로 골절 초기 活血化瘀 

목적으로 사용되는 처방 및 골절 후기에 補腎, 陽虛 상

태 개선을 목적으로 사용되는 처방들에 대한 연구로 분

류할 수 있었다. 活血化瘀의 목적으로 쓰인 처방에 대한 

연구는 Son 등12) 의 순기활혈탕, Keum과 Kim13)의 복원

활혈탕, Hang 등14)의 가미신통축어탕, Jung15)의 당귀수

산, Lee와 Oh16)의 접골산, Ha와 Oh17)의 도홍사물탕, 

Lee18)의 화어전에 대한 연구가 있었다. 補腎, 陽虛 상태 

개선을 목적으로 사용되는 처방들은 Ryum 등19)의 가미궁

귀탕 및 가미궁귀탕가녹용, Li와 Oh20)의 좌귀환, Kim21)의 

청아원, Park과 Oh22)의 진무탕 등이 있었다. 한편 단미

재로 散瘀接骨의 목적으로 사용되는 자연동23,24)에 대한 

실험도 보고된 바 있다.

파혈산동탕은 �蘭室祕藏� 腰痛門에 최초로 기재되었

으며, �東垣試效方�, �醫學綱目�에는 파혈소통탕(破血

消痛湯)이라는 명칭으로 기록된 처방이다. �東醫寶鑑�

에서는 �蘭室祕藏�을 인용하였으며, 처방 구성은 活血

化瘀 효능의 當歸, 蘇木, 水蛭, 破血除風 효능의 桂心, 淸

熱解毒 효능의 連翹, 發散風寒 효능의 羌活, 防風, 發散

風熱 효능의 柴胡, 開竅醒神 효능의 麝香으로 이루어져 

있다5). 한편 �蘭室祕藏�의 본 처방 구성 중 肉桂가 �東

醫寶鑑�에서는 桂心으로 기재되어 있다. 桂心은 肉桂에

서 주피와 겉껍질층을 제거한 것으로 �東醫寶鑑�에서 

‘破血上服內冷痛’, ‘破痃癖癥痂, 消瘀血, 續筋骨, 生肌肉, 

下胞衣’ 등의 효능이 기재되었다5). 이는 溫經通脈하는 

肉桂와 비교하였을 때 어혈 제거 및 근골 유합에 대한 

효능을 최대화하고자 대체한 것으로 생각된다. 본 처방

의 특징 중 하나는 水蛭이 포함된 것이다. 水蛭은 어혈

로 인한 癥痂積聚, 跌撲打傷와 같은 증상에 응용할 수 

있다25). 水蛭의 주성분 중 하나인 hirudin은 fibrinogen이 

thrombin에 작용하는 것을 억제하여 혈액의 항응고작용

을 하며26), 또한 모세혈관을 확장하고 출혈을 유도하는 

작용이 있다고 알려져 있다27). 이러한 연유로 어혈을 

제거하고 혈류를 개선하여 골절 후 회복과정에 영향을 

줄 수 있다고 보았기 때문에 파혈산동탕의 골 유합과 

관련된 효과를 객관적으로 입증하기 위하여 본 실험을 
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진행하였다.

골절이 일어나게 되면 여러 인자들이 복합적으로 작

용하여 치유과정이 진행된다11). 이러한 골절 치유과정

은 크게 염증기(inflammatory phase), 복원기(reparative 

phase), 재형성기(remodeling phase)로 구분할 수 있다1).

염증기에는 혈종(hematoma)이 형성되고, 염증반응이 

일어나면서 골형성 및 신생 혈관 형성을 위한 연쇄 반

응이 나타나기 시작한다28). 복원기에는 혈종의 기질화

(organization)가 나타나게 되며 골세포 및 가골 형성과 

관련된 세포들의 증식과 분화가 나타난다29). 초기에 혈

관이 없는 연성 가골(soft callus)이 형성되며, 점차 연성 

가골에 신생 혈관이 형성되면서 연골내 골화 작용이 일

어난다30). 이 시기를 거치면서 연성 가골은 경성 가골

(hard callus)이 되고 조골세포가 작용하여 유골 및 직골 

등이 만들어진다. 재형성기는 가골이 점차 무기화된 골

조직으로 바뀌고 골수강을 재형성하는 시기이다22). 파

골세포에 의해 불필요한 가골 및 골조직 등이 흡수된 

다음 조골세포에 의해 성숙한 층판골로 대치되어 막내 

골화가 이루어지면서 골 유합을 이루게 된다29).

사람의 경우 염증기는 골절 후 대략 수 시간에서 5일

까지 기간이고, 복원기는 골절 후 4-40일가량 소요되며, 

재형성기는 골절 후 25-50일가량 소요된다1). 재형성기

의 경우 골조직의 강도는 일정부분 회복되지만 원래 뼈 

모양을 회복하기 위해서는 수 년 가량 소요될 수도 있

는 긴 과정이다24). Einhorn31)은 rat model에서 골절 발

생 7일경에 연성 가골이 생성되고, 골절 발생 14일경 

연성 가골이 경성 가골로 바뀌면서 골절 발생 21일경 

골절 부위를 덮은 부위가 모두 경성 가골로 바뀐다고 

하였다. 또한 Isaksson 등32)은 mouse model에서 골절 발

생 21일경에 가골의 크기가 최대치에 이르고 그 이후에

는 점차 크기가 줄어들면서 가골 조직이 점차 성숙한 

골조직으로 바뀌며 재형성기가 진행된다고 하였다. 이

에 mouse model에서 골절 후 7일은 연성 가골 형성기, 

14일은 경성 가골 형성기, 21일은 복원기에서 재형성기

로 넘어가는 시점이라고 판단하였기 때문에 골절 발생 

후 7일, 14일 및 21일을 기준으로 삼아 연구를 진행하

였다.

파혈산동탕의 골 유합 촉진 효과를 보기 위하여 본 

연구를 설계하고 추출물(PHT)을 이용하여 실험을 실시

하였다. in vitro 실험에서 PHT의 세포 독성 여부를 판

단하고자 조골세포의 전구체에 해당하는 MT3T3-E1 세

포를 배양한 후 MTT assay를 실시하여 세포 생존능을 

산출하였다. 그리고 PHT 투여 후 골 형성에 영향 주는 

표지자들을 측정하여 상대적 유전자 발현량을 분석하

였다. in vivo 실험에서 간독성 및 신독성을 확인하고자 

혈액 생화학적 검사를 진행하였으며 PCR 분석을 통해 

골 유합 관련 표지자들의 상대적인 유전자 발현량을 측

정하였다.

in vitro 실험에서는 분화된 MT3T3-E1에 PHT를 각

각 15.6-1,000 μg/mL의 농도로 처리한 것으로 MTT as-

say를 진행하였다. 15.6, 31.2 μg/mL 처치 군에서 대조

군 대비 세포 생존능이 100% 이상으로 나왔으나 통계

적으로 유의하지 않았고, 62.5-500 μg/mL 투여군에서는 

대조군 대비 세포 생존능이 높게 나왔으며 통계적으로 

유의하였다. 한편 1,000 μg/mL 투여군에서는 대조군 대

비 세포 생존능이 낮게 나왔으며 통계적으로 유의하였

기 때문에 이후 PHT를 500 μg/mL 이하로 투여하여 사

용하였다. 또한 ALP 염색을 실시하여 PHT 투여 후 

MT3T3-E1에서 ALP 증가 여부를 확인하였다. ALP는 

체내 여러 조직에 존재하는 세포외효소이며, 부위별로 

다양한 종류의 ALP 동위효소가 존재하는데 뼈와 간에

서 약 95%가량 생성된다33). 그 중 bone-specific ALP는 

조골세포에 의해 생산되기 때문에 조골세포 활성 증가

를 암시한다34). 또한 bone-specific ALP는 골 기질화에 

일차적으로 작용하며 반감기가 상대적으로 길어 일중 

변이가 거의 없기 때문에 골 형성에 대한 반응을 알아

보기 위해 유용하다35). 염색 실시 후 100배율 사진에서 

PHT 62.5 μg/mL 농도 이하로 처치한 군들에서 염색이 

짙게 된 것을 관찰하였다. 이를 통해 PHT 62.5 μg/mL 

이하로 투여된 군들에서 조골세포의 분화가 비교적 활

성화되었음을 확인하였다.

in vivo 실험에서는 PHT의 생체 안전성을 평가하기 

위해 mouse의 혈액을 채취하여 혈액 생화학적 검사를 

시행하였다. 간독성 및 신독성 여부를 판단하기 위하여 

AST, ALT, creatinine 및 BUN을 분석하였다. AST, ALT

는 간 실질 세포의 손상에 민감한 편으로 간 손상과 관

련이 있으며36), BUN과 creatinine은 신장을 통해 배설되

는데 BUN은 혈중 요소를 나타내는 지표이고, creatinine

은 creatine phosphate가 무효소적 변환을 거치면서 생산

되며 BUN과는 달리 근육의 양에 비례하지만 식이 단백
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의 양에 따라 변화하지 않아 신기능을 비교적 정확하게 

반영하는 지표이다37). 본 연구에서 ALT와 BUN은 모두 

정상 범주 이내였다. 하지만 AST의 경우 PHT 50 mg/kg 

투여군에서 정상치보다 높게 나왔다. AST에 대한 결과

는 농도에 따라 일정한 상승을 보이지 않고 편차가 크

게 나타났기 때문에 AST에 대한 유의미한 상승을 야기

한다고 단정할 수 없으나 추후 간실질 조직에 대한 조

직학적 검사 등 추가적인 검사가 보완되어야 한다고 생

각한다. Creatinine의 경우 PHT 50 mg/kg, 100 mg/kg 투

여군 모두에서 정상 범주를 상회하였다. 이는 약의 용

량과 투여 기간에 따라 신 기능에 영향을 줄 가능성이 

있기 때문에 추후 glomerular filtration rate 등 신장 기

능을 잘 반영할 수 있는 지표를 통한 후속 연구가 필요

하다고 본다.

본 저자는 PHT의 골 유합에 대한 효과를 보고자 mouse

에 인위적으로 경골 골절을 유발하였고, 골절 유발 7, 

14, 21일 후에 골절 유합 과정에서 나타나는 조골세포, 

연골세포 및 파골세포 관련 인자의 상대적 유전자 발현

량을 PCR을 통해 측정하였다. 이를 통해 PHT가 OCN, 

Runx2, OSX, Col2a1, Sox9, RANKL, OPG의 발현량에 

유의미한 영향을 미치는지 살펴봤다.

OCN은 칼슘이온과 결합력이 높고 골 흡수 및 골 재

형성에 관여하며 조골세포에서 생성되어 조골세포의 

후기 분화단계 동안 나타난다38). Lee 등39)은 OCN의 발

현이 경성 가골로의 변화 및 골 재형성에 기여한다고 

하였다. 따라서 OCN 발현의 가속화는 골절 치유에 대

한 지표로 볼 수 있다. 본 연구에서 OCN은 골절 발생 

21일 후의 PHT 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 투여군

에서 유의미한 증가를 보였다. 이는 PHT가 골유합과정

에서 복원기 경성 가골이 형성된 후 재형성기에 넘어갈 

무렵 즈음에 OCN 발현량 증가를 유도함으로써 골 유

합 및 골절 부위 안정성 유지에 도움이 될 수 있을 것으

로 보인다.

Runx2는 중간엽 줄기세포가 조골세포로 분화하기 위

해 필요한 인자로 조골세포로 발생할 수 있는 골전구세

포 유도에 관여하여 조골세포의 증식을 조절한다40). 따라

서 Runx2 발현은 조골세포의 활성화를 유도할 수 있어 

골형성 증가를 나타내는 지표로 볼 수 있다. 본 연구에서 

Runx2의 발현량은 골절 발생 14일 후에서 PHT 50 mg/kg 

투여군과 100 mg/kg 투여군에서 모두 유의미한 증가를 

보였으며, 골절 발생 21일 후에 PHT 100 mg/kg 투여군

에서 유의미하게 증가하였다. Runx2의 발현증가가 경

성 가골 형성기 무렵에는 상대적으로 저농도의 PHT에 

반응하였고, 재형성기 무렵에는 상대적으로 고농도에 

반응하여 나타났다고 볼 수 있다. 투여 용량과 투여 시

기에 따라 효과가 다르게 발생할 수 있음을 암시하고 

있다. 한편 골절 발생 7일 후 PHT 50 mg/kg 투여군 및 

14일 후 PHT 100 mg/kg 투여군에서는 유의미하게 감

소하였다. 이는 연성 가골기와 경성 가골기에는 오히려 

Runx2 발현을 감소시킬 가능성을 암시하기 때문에 골

절 치유 과정에 영향을 줄 수 있다고 본다. 추후 약재의 

투여 시기와 농도에 따른 반응에 대한 추가적 연구가 

필요하다고 판단하는 바이다.

OSX는 Runx2와 더불어 전조골세포를 성숙한 조골

세포로 분화하는데 필요한 인자로 Runx2보다 하위 단

계에서 작용한다41). Nishio 등42)은 OSX를 knock-out시

킬 경우 중간엽 줄기세포에서 골모세포로 분화가 억제

되어 막내 골화가 일어나지 않는다고 하였다. 이처럼 

OSX는 Runx2와 마찬가지로 조골세포의 발생에 관여

하기 때문에 OSX의 발현은 골 치유과정의 지표가 된다

고 볼 수 있다. 본 연구에서 OSX는 골절 발생 7일 후의 

PHT 100 mg/kg 투여군, 골절 발생 14일 후 50 mg/kg 투

여군 및 골절 발생 21일 후 PHT 50 mg/kg과 100 mg/kg 

투여군에서 유의하게 증가하였다. 전반적인 시기에 따라 

유의한 증가가 보였고 특히 21일 후에서 50, 100 mg/kg 

투여군에서 현저하게 증가하였다. 이는 PHT가 골절 후 

연성 가골 형성기 및 경성 가골 형성기에도 작용할 수 

있지만, 특히 재형성기로 넘어갈 무렵에 OSX 발현의 

증가를 유도함으로써 골 치유과정의 단축에 기여할 수 

있다고 본다.

골 형성은 막내(intramembranous) 골 형성과 연골내

(endochondral) 골 형성의 두 가지 과정을 통해 나타난

다43). 연골모세포는 골 발생에 중요한 연골내 골 형성

에 작용하여 연골을 형성하는데, 이를 통해 형성된 연골 

기질의 주요소는 Type II collagen이다. Type II collagen

은 한 개의 유전자(Col2a1)로 구성되어 있고 a1 chain 3

가닥으로 되어있는 삼중 나선 구조이다44). 따라서 Col2a1

은 골형성에서 연골 조직 발현을 나타내며 Col2a1 발현

의 가속화는 골절 치유과정의 잠재적 지표가 될 수 있

다. 본 실험에서 골절 발생 14일 후 PHT 50 mg/kg과 
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100 mg/kg 투여군 모두에서 Col2a1의 발현이 유의하게 

증가하였다. 이는 PHT가 특히 경성 가골 형성기에 작

용하여 연골 형성에 기여할 수 있다고 생각한다.

골절 치유 과정에서 중간엽 줄기세포는 조골세포와 

연골세포로 분화되어 뼈 형성이 시작되는데 이 중 Sox9

은 중간엽 줄기세포가 골연골 전구체 세포로 분화하는 

것을 조절하는 인자이다11). Sox9이 억제될 경우 연골의 

주성분인 type II collagen과 aggrecan 등의 발현이 감소

하여 연골의 형성 및 발달을 저해한다45). Sox9은 연골

세포 분화에서 핵심적인 전사인자이며, 이는 연골 생성 

뿐 아니라 초기 골격 뼈대(templates) 형성에 있어서도 

중요하게 작용한다46). 따라서 Sox9의 과발현은 골절 치

유 과정의 잠재적 지표로 볼 수 있다. 본 연구에서 Sox9

은 골절 발생 14일 및 21일 후에의 PHT 50 mg/kg과 

100 mg/kg 투여군 모두에서 유의하게 증가하였다. 이는 

PHT가 경성 가골 형성기 및 재형성기로 넘어가는 때 

Sox9 발현을 증가시켜 연골 형성에 작용할 수 있다고 

생각한다.

RANKL은 조골세포 및 활성화된 면역세포에서 생성

되며 파골세포 전구세포의 수용체인 RANK에 결합하여 

파골세포 생성을 활성화하는 역할을 한다47). RANKL은 

골 재흡수를 통한 재형성 과정상 중요한 인자로 Dougall 

등48)은 RANKL이 형성되지 않을 경우 파골세포 생성이 

억제되어 심한 골 석회화증을 야기한다고 하였다. RANKL

은 골절로 인해 손상된 골조직의 재흡수 과정에 작용하

여 골 치유과정에 기여하는 지표로 볼 수 있다. 본 연구

에서 골절 발생 7일 후 PHT 100 mg/kg 투여군 및 14일 

후 PHT 50 mg/kg 투여군에서 유의하게 증가하였다. 이

는 PHT가 골절 유발 후 연성 가골 형성기 및 경성 가골 

형성기에 골편의 재흡수를 위한 파골세포 활성화에 영

향을 미치고 이를 바탕으로 새로운 골조직 형성의 토대

를 형성한다고 생각한다. 다만 재형성기로 넘어가는 시

점에서는 통계적 유의성을 나타내지는 않았지만 농도와 

관계없이 PHT 투여 후 RANKL 발현 정도가 감소하였

다. 때문에 해당 시기에 투여하는 것이 골절 치유형성 과

정에 있어 골 재흡수를 저해시킬 수 있는 가능성이 있기 

때문에 이에 대한 추가적 연구가 필요하다고 생각한다.

OPG는 조골세포 및 골수 내의 다른 세포에서 생산

되며 파골세포 전구세포의 RANK와 RANKL이 결합하

는 것을 막아 파골세포 생성을 억제하는 기능을 한다49). 

또한 성숙한 파골세포의 작용 억제에 관여하여 골흡수 

조절에 중요한 역할을 하고 있다50). 이러한 길항작용을 

통해 OPG는 골절 복구동안 막내 골 형성 및 연골내 골 

형성을 가능하게 한다51). Mizuno 등52)은 OPG가 결여된 

mouse에서 지나친 골흡수 작용으로 인하여 골다공증이 

발생한 것을 확인하였으며, 이는 OPG가 골 형성에 중

요한 작용을 하는 것을 나타낸다. 때문에 OPG는 파골

세포 조절을 통하여 골 형성에 기여하는 지표로 볼 수 

있다. 본 실험에서는 골절 발생 후 7, 14, 21일의 PHT 

100 mg/kg 투여군에서 OPG가 유의하게 증가하였다. 

이는 PHT가 기간에 상관없이 상대적 고농도에서 OPG 

발현을 증가시킬 수 있으며 복원기 및 재형성기 초반에 

과발현된 RANKL에 대한 길항작용을 통해 골 형성에 

기여할 수 있으리라고 보인다.

이를 종합하였을 때 In vitro 실험에서 PHT 처리 시 

Col2a1, OCN, Runx2 및 OSX 등의 조골세포 분화와 관

련된 표지자의 유전자 발현이 유의미하게 증가하였고, 

In vivo 실험에서 PHT 투여군에서 OCN, Runx2, OSX, 

Sox9, Col2a1와 같은 조골세포 및 연골 관련 표지자와 

RANKL, OPG같은 파골세포 관련 표지자들의 유전자 

발현량이 유의미하게 증가하였다. 이는 PHT가 조골세

포 활성화, 연골 형성 및 파골세포의 활성화에 기여하

여 골절 치유에 영향을 미칠 수 있음을 보여주었다.

하지만 본 연구에서는 골 형성 및 치유에 작용하는 

transforming growth factor-β, bone morphogenetic pro-

tein-2, cyclooxygenase-2 등 유전자 발현량을 측정하지 

못하였으며 실험 기간이 3주로 국한되어 복원기 이후

의 과정에 대한 골 유합 효과를 확인하지 못한 한계점

이 있었다. 또한 creatinine의 상승이 관찰되어 생체 독

성에 영향을 미칠 수 있는가에 대한 부분도 추가적인 

연구가 필요하다. 향후 다양한 인자에 대한 유전자 발

현 측정, 실험 기간의 다변화 및 임상적 사용에 대한 추

가 연구를 통해 이러한 부분이 보완되어야 할 것이다.

결론»»»

파혈산동탕이 골절 유합에 어떠한 영향을 미칠 수 있

는지 살펴보고자 본 연구를 진행하였다. 경골 골절을 

유발시킨 mouse에 PHT 투여 후 조골세포 및 파골세포 



경골 파혈산동탕(破血散疼湯)이 골절 생쥐의 골 유합에 미치는 영향

www.e-jkmr.org 15

형성 관련 표지자들에 대한 유전자의 상대적 발현량을 

측정하였고 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. in vitro 실험 결과, MC3T3-E1에 PHT로 처리 시 

조골세포 분화와 관련된 OCN, Runx2, Col2a1의 

유전자 발현이 증가하였다.

2. in vivo 실험에서 PHT 투여군에서 AST와 creatine

의 수치가 대조군과 비교하였을 때 높게 나와 추

후 추가적인 연구가 필요하다.

3. in vivo 실험 결과 PHT 투여군에서 조골 세포 관련 

표지자인 OCN, Runx2, OSX, Sox9, Col2a1 및 파

골세포 관련 표지자인 RANKL, OPG 유전자 발현

이 증가하였다.

상기 결과를 토대로 PHT는 골절 유합을 유의미하게 

촉진시키며 향후 실제 임상에서도 적절한 변증을 통해 

골절 치료에 적용할 수 있을 것으로 생각한다.
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