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난소 적출 흰쥐 골다공증 모델에서

金銀花가 골밀도 증가에 미치는 효과
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ABSTRACT

Objectives : Osteoporosis is a systemic skeletal disease that decreases bone density and increases the risk of fractures. 

Bisphosphonates and SERMs are mainly used to treat osteoporosis, but, long-term use increases the risk of side effects 

such as jaw bone necrosis and breast cancer. Therefore, it is necessary to develop a therapeutic agent for a natural 

product with few side effects. Water extract of Lonicerae Japonicae Flos (wLF) was mainly found to have anti-cancer 

and anti-inflammatory effects. However, the effect of wLF on osteoporosis has not been elucidated. Therefore, this 

experiment investigated the effect of wLF on osteoclasts, osteoblasts and osteoporosis models.

Methods : In order to study the effect of wLF on osteoporosis, the OVX-induced rat model was used for in vivo study. 

After 8 weeks, we measured body weight, uterine weight, liver weight, femur weight, bone density, trabecular area 

and tibia ash weight. To determine the effect of wLF on osteoclast differentiation, we measured the number of TRAP- 

positive cells and TRAP activity. To examine the effect of wLF on the expression of osteoblast-related genes, we 

measured the mRNA expression of alkaline phosphatase (ALP, Alpl) and osteocalcin (OCN, Bglap2). 

Results : In vivo experiment, wLF inhibited the reduction of femur weight, trabecular area, bone density and tibia ash 

weight. In vitro experiment, wLF had no significant effect on osteoclast differentiation. However, wLF increased the 

mRNA expression of Alpl and Bglap2 in MC3T3-E1 cell. 

Conclusions : This result suggested that wLF may be used for the treatment and prevention of postmenopausal 

osteoporosis.  1)
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Ⅰ. 서   론

세계보건기구(World Health Organization, WHO)는 골

다공증을 골량의 감소, 골조직 미세구조의 약화를 특징이며, 

골절의 위험을 증가시키는 질환으로 정의하고 있다1). 또한 골

다공증으로 인해 골밀도가 감소하면 작은 충격에도 골절 발생

률이 높아진다2). 골다공증으로 인해 발생하는 대퇴골 골절의 

경우 20∼30%가 1년 이내에 관련 합병증으로 사망하기 때문에, 

골다공증에 대한 예방 및 치료는 매우 중요하다고 볼 수 있다3). 

기존의 골다공증 치료제 중 bisphosphonate는 강력한 골

흡수억제제로 골다공증 치료제의 약 80%를 차지하며, 골다공증 

치료에 가장 많이 사용되는 치료제이다. 하지만, bisphosphonate 

장기 투여 시, 턱뼈 괴사 그리고 비전형 대퇴골 골절과 같은 

부작용이 보고되고 있다3,4). 또한 bisphosphonate는 위장장애, 

식도염 그리고 위궤양 등의 부작용이 생길 수 있고, 복용이 까

다로운 단점이 있다5). 이 밖에 골다공증 치료제로 사용되는 선

택적 selective estrogen receptor modulators (SERMs)의 경우 

척추골절 예방에는 효과가 있지만, 하지 부종, 안면홍조 그리고 

경련 등과 같은 부작용이 나타날 수 있어 주의가 필요하다6). 

따라서 기존의 골다공증 치료제의 부작용이 적고, 안전한 치료

제 개발은 매우 중요하다.

한의학적 관점에서의 골다공증은 黃帝內經 素問7)에서 찾아

볼 수 있다. 『素問·宣明五氣論』에서 “腎主骨”이라 하였고, 

『素問·痿論』에서 “腎氣熱則 腰脊不擧骨枯而髓減 發爲骨痿”
라고 하여 腎이 骨 및 骨髓의 生化를 주관하는 臟이며, 腎氣가 

熱하여 발생하는 骨痿가 골다공증과 유사한 개념으로 볼 수 

있다. 또한, 면역체계가 어떻게 면역과 골격계의 접점을 통해 

뼈 재형성에 영향을 주고 조절하는지를 밝히는 과정에서, 골다

공증이 만성 면역 매개 질환의 한 종류라는 새로운 개념이 밝

혀지게 되었다8,9). 노화로 인해 말단소체의 단축, 내장 비만, 

골수 지방과다증이 야기되면 이로 인해 염증성 cytokine의 

발현이 증가하여 조골세포의 증식과 분화는 감소 되고, 파골

세포의 활성은 증가하게 되면서 골다공증이 발생한다고 보고 

있다. 골다공증이 없는 여성과 비교했을 때, 골다공증이 있는 

여성의 골수세포에서 염증성 cytokine들이 더 많이 밀집되어 

있으며10), 염증성 cytokine들이 증가하게 되면 특정 경로를 

통해 조골세포의 증식과 분화를 감소시킬 수 있다고 알려져 

있다8). 최근의 연구 동향으로 볼 때 여성의 골다공증과 염증과

의 관련성이 많이 대두되고 있는 바10,11), 항염증 효과를 가진 

한약물에서의 골다공증 치료 효능에 대한 연구 또한 필요할 

것으로 사료된다.

金銀花 (Lonicerae Japonicae Flos)는 忍冬科에 속한 다

년생 半常綠纏繞性의 木質藤本植物인 忍冬 (Lonicera Japonica 

Thunb)의 花蕾이다. 性味는 甘, 寒하고 肺, 胃, 大腸에 歸經

하고, 淸熱解毒과 약한 疏散의 효능이 있다12). 이전 연구에 

따르면, 金銀花는 항암효과 및 면역반응에 대한 억제 효과가 

밝혀졌고13), 金銀花는 손상된 간 조직 세포를 복구하는 효과가 

밝혀졌다14). 또한, LPS로 유도된 염증성 cytokine의 생성을 

억제한다고 밝혀졌다15). 金銀花는 항염증 및 항암 효과를 보

였지만, 골다공증에 대한 金銀花의 효과는 밝혀지지 않은 상

태이다. 

이에 저자는 金銀花가 골다공증의 예방 및 치료에 미치는 

효과를 살펴보고자 하였다. In vivo 연구로 폐경기 성 골다공

증을 유발한 뒤, 金銀花를 8주간 구강 투여하였다. 이후, 몸

무게와 장기 무게의 변화, 대퇴골의 골밀도, 경골의 회분함량 

그리고 대퇴골 조직에서의 골소주 면적을 관찰하였다. In vitro 

연구로 RAW 264.7 세포에서의 파골세포의 분화 억제 및 

tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 활성도 측정, 

MC3T3-E1 세포에서의 조골세포 분화 관련 alkaline 

phosphatase (ALP, Alpl), osteocalcin (OCN, Bglap2)의 

mRNA 발현을 통해 골 형성 지표 분석을 시행하여, 이에 대

해 유의한 결과들을 얻었기에 보고하는 바이다.   

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

Receptor activator of nuclear factor-kB ligand 

(RANKL)은 Peprotech (London, UK)에서 구매하였으며, 

세포 배지인 Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)은 

Welgene (Daejeon, Korea)에서 구매했다. Alpha-minimum 

essential medium (α-MEM)과 penicillin/streptomycin 

(P/S)은 Gibco (Grand Island, NY)에서 구매하였다. Fetal 

bovine serum (FBS)는 Atlas Biologicals (Fort Collins, 

Colo)에서 구매하였다. Ascorbic acid와 beta-glycophosphate 

disodium은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)에서 구매하였고, 

CellTiter 96 Aqueous non-radioactive cell proliferation 

kit (MTS)는 Promega (Madison, WI), TRAP Kit는 Sigma- 

Aldrich (Saint Louis, MI)에서 구매하였다. Reverse 

transcription kit는 Invitrogen (Carlsbad, CA), Taq 

polymerase는 Kapa Biosystems (Wilmington, MA)에서 

구매하였다. PCR primer는 Genotech (Daejeon, Korea)에서 

구매하였다.

2. 시료의 준비

본 실험에서 사용한 金銀花는 옴니허브에서 구매하였으며, 

金銀花 약재의 표본은 경희대학교 한의과대학 해부학교실에 

보관되어 있다. 10 L의 둥근 플라스크에 건조된 金銀花 700 

g과 7 L의 증류수를 넣고, 전탕기를 이용하여 2시간 동안 열수 

추출하였다. 추출액은 실온에서 충분히 식혀 준 후 Whatman 

filter paper no. 3 (Whatman, Maidstone, Kent, UK)를 

사용하여 여과하였다. 여과액은 rotary vacuum evaporator 

(N-1200, EYELA, Tokyo, japan)을 이용하여 감압 농축한 후 

동결건조 하여 金銀花 물 추출물 (water extract of Lonicerae 

Japonicae Flos, 이하 wLF) 194.53g을 얻었고, 수득율은 

27.8%였다, 실험에 사용되기 전까지, 냉동고 (-20℃)에 보

관하여 사용하였다. 세포 실험 시, pore size 0.22 μm 필터를 

이용하여 여과하여 사용하였다. 

3. 난소절제 유사 폐경기 골다공증 모델 유발

실험동물은 평균 체중 250 g, 12주령의 암컷 Sprague- 

Dawley rat (SD-rat)을 나라바이오텍(서울, 한국)에서 구매
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하였다. 이후, 실험실 환경에서 1주간 적응시킨 후 사용하였다. 

모든 동물은 온도 22 ± 3℃, 습도 55∼60%, 낮과 밤 주기는 

각각 12시간으로 상시 유지되는 동물 사육실에서 사료와 물을 

자유롭게 섭취할 수 있도록 했다. 동물 실험은 경희대학교 동

물 실험 윤리 위원회의 지침에 따라 수행되었다 (KHUASP 

(SE)-15-101). 유사 폐경기 골다공증 모델에서 wLF가 미치는 

영향을 조사하기 위해, 난소절제술 (ovariectomy; OVX)을 

시행하였다. 모든 동물은 가스 마취기 (SurgiVet, Norwell, 

MA, USA)를 이용하여 5% isoflurane 와 100% O2를 이용해 

깊게 호흡 마취한 후, 수술을 진행했다. OVX 그룹은 양측 옆

구리 및 등 쪽을 제모한 후 난소 위치의 피부 및 근육을 절개

하여 난관과 난소를 드러냈다. 노출된 난관은 실로 결착한 후 

난소를 절제하고, 근육과 피부를 봉합한 다음 8주간 골다공증을 

유발했다. 수술 중 isoflurane은 2~3%로 조절되었다. Sham 

그룹은 난소 및 난관을 노출한 후 난소를 절제하지 않고, 같은 

스트레스만 주었다. 수술 후 감염 방지를 위해 gentamicin 4 

mg/kg을 3일간 복강 투여하였다. 실험군의 분류는 다음과 

같이 하였다. 

1) Sham 그룹: 모의 수술 후 증류수 구강투여  

2) OVX 그룹: 난소 적출 후 증류수 구강투여

3) 17β-estradiol (E2)그룹: 난소 적출 후 17β-estradiol 

(100 μg/kg) 구강투여 

4) wLF-L그룹: 난소 적출 후 wLF (37 mg/kg) 저농도 

구강투여

5) wLF-H그룹: 난소 적출 후 wLF (370 mg/kg) 고농도 

구강투여

실험동물의 체중은 매주 1회씩 동일한 시간에 측정되었다. 

실험에 사용한 동물은 각 군당 8마리로 진행하였으며, 실험 

하는 동안 약물은 같은 시간에 매일 1회 투여했다. 동물 투여 

용량은 다음과 같이 결정했다. 한의학에서 일반적으로 성인 

(60kg 기준)의 1일 투여량은 8g이다. 따라서 wLF (수율: 

27.8%)에 8g을 대입하면, wLF-L은 37 mg/kg이 투여되었다. 

또한 쥐의 대사는 사람과 비교해 6.4배 높다고 알려져 있다16). 

따라서 wLF-H군은 236.8 mg/kg이 투여되었다. 유발 8주 

후, 모든 동물은 5% isoflurane와 100% O2를 이용해 깊게 

마취하고 치사량의 심장 천자를 통해 혈액을 채취했다. 이후, 

심장이 완전히 멈춘 것을 확인하고 경추 탈골 하여 희생시켰다. 

그 후, 대퇴골과 자궁을 채취하여 무게를 측정하였다. 

4. 골밀도 측정

골밀도는 아르키메데스의 원리17)를 이용하여 측정하였다. 

무게를 측정한 오른쪽 대퇴골은 중간 골간을 절단하여 골수를 

세척 한 후, 대퇴골 내의 공기를 제거하기 위해 증류수가 채

워진 유리병에 넣은 후 90분 동안 감압하였다. 감압이 끝난 

대퇴골은 거즈를 사용하여 물기를 제거하고 무게를 측정했다. 

이후, 대퇴골을 다시 증류수가 채워진 유리병에 넣고, 물속에

서의 무게를 재측정하였다. 밀도는 g/cm3 bone volume으로 

계산하였다. 

5. 경골의 회분함량 측정

회분 함량 측정을 위해, 마취 후 희생한 흰쥐의 경골을 분리

하여 전기 회화로 (Electric Muffle Furnare, JISICO, Korea, 

J-FM3)를 이용하여 900℃에서 24시간 동안 회화했다. 충분

히 식힌 후 ash의 무게를 측정하였다.

6. 조직학적 검사

왼쪽 대퇴골은 neutral buffered formalin (NBF)에 고정

한 후, 흐르는 물에 24시간 동안 수세 하였다. 이후 

ethylenediaminetetracetic acid disodium (EDTA)로 3주

간 탈회했다. 에탄올을 이용하여 탈지, 탈수과정을 거쳐 파라

핀 포매 하였다. 조직은 microtome (Carl Zeiss AG)을 이용

하여 5 μm로 절편 했다. 이후, hematoxylin and eosin 

(H&E)으로 염색하였으며, 염색한 조직은 광학현미경을 이용

하여 40배, 100배 시야에서 관찰하였다. 골 소주 면적은 대퇴

골 근위부에서 성장판 아래 부분 중 가로 길이가 성장판 길이

의 2/3가 되는 부위를 100배율로 capture 하여 이미지 분석 

프로그램 (Image J, Ver. 1.46, National Institutes of 

Health)를 사용하여 측정하였다.

7. RAW 264.7 세포와 MC3T3-E1 세포의 배양 

및 세포 생존율 측정

마우스 대식세포인 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행 

(서울, 한국)에서 구매하였고, 생쥐 두개관 유래 세포인 

MC3T3-E1 세포는 American Type Culture Collection 

(ATCC, Manassas, VA)에서 구매했다. RAW 264.7 세포와 

MC3T3-E1 세포는 10% FBS와 1% P/S를 함유한 α-MEM

에서 37℃ 그리고 5% CO2 세포 배양기에서 2일마다 계대 배

양하였다. 각 세포에서 wLF의 독성을 측정하기 위해 MTS 

용액을 사용하였으며, 방법은 다음과 같다. MC3T3-E1 세포를 

1×104 cell/well 밀도로 96-well plate에 분주하고 24시간 

안정화했다. 이후, wLF을 다양한 농도로 처리하였다. 72시간 

후 각 well에 MTS 용액을 20 μL 첨가하여 2시간 동안 반응

시킨 후 ELISA reader (Molecular Device, Sunnyvale, CA, 

USA)를 사용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이후, 

RAW 264.7 세포를 5×103 cell/well 밀도로 96-well plate에 

분주하고 24시간 안정화하고, wLF을 다양한 농도로 처리하

였다. 24시간 후 각 well에 MTS solution을 20 μL 첨가하여 

2시간 동안 반응시킨 후 ELISA reader (Molecular Device, 

Sunnyvale, CA)를 사용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 약물을 처리하지 않은 세포의 생존율을 백분율로 계산

했다. ISO 10993-5기준에 따라, 약물 처리한 군의 세포 생존

율이 80% 이하일 때, 세포 독성을 갖는다고 판단하였다18,19).

8. 파골세포의 분화 억제 및 TRAP 활성도 측정

wLF의 파골세포 분화 능을 분석하기 위해, RAW 264.7 

세포를 5×103 cell/well 밀도로 96-well plate에 분주하였다. 

24시간 후 배지를 제거하고, RANKL 100 ng/mL과 wLF를 
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농도별 (50, 100, 200 μg/mL)로 처리하여 5일 동안 배양하

였다. 실험 기간 동안, 2일마다 배지를 교환하였다. 배양이 

끝난 후 세포를 DPBS로 3번 세척 한 뒤, 10% formalin을 사

용하여 10분간 고정하였다. 이후 TRAP staining kit을 이용

하여 TRAP 염색을 시행하였다. 이후 분화된 배지는 새로운 

96-well plate에 50 μL씩 분주하고, TRAP solution (4.93 mg 

Pnpp+850 μL 0.5 M+acetate 용액+150 μL의 tartrate 용

액)을 첨가하여 1시간 동안 반응시켰다. 이후, 0.5 M NaOH

로 반응을 종료시킨 후, ELISA reader를 사용하여 405 nm

에서 흡광도를 측정하였다.

9. Reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR)을 통한 골 형성 지표 분석

골 형성 지표인 ALP와 OCN의 유전자 발현을 분석하기 위해 

RAW 264.7 세포를 5×104 cell/well 밀도로 6-well plate

에 분주하여 24시간 동안 안정화했다. 이후, wLF를 농도별 

(10, 50, 100 μg/mL)로 처리하여 3일, 7일 동안 배양하고 2

일마다 배지를 교환하였다. 3일과 7일째에 배지를 제거한 후 

DPBS를 이용하여 세포를 세척했다. 이후 TriZol Reagent 

(TaKaRa Bio, Otsu, Japan) 1 mL와 chloroform 0.2 mL 

첨가한 후 13,200 rpm 그리고 4℃에서 20분간 원심분리하

였다. 이후 상층액 400 μL에 isopropanol을 400 μL 첨가한 후 

13,200 rpm 그리고 4℃에서 20분간 원심분리하여 RNA를 

추출했다. 추출한 RNA는 75% Et-OH로 세척한 후 7,500 

rpm 그리고 4℃에서 5분간 원심분리하여 침전된 RNA를 

RNAse free water로 녹여 Nano drop (Thermo Fisher 

Scientific, Wilmington, DE, USA)을 이용하여 정량하였다. 

2 μg의 RNA를 primer (Genotech, Daejeon, Korea)와 

SuperScript™ II Reverse Transcriptase (invitrogen, 

Carlsbad, CA)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 이 cDNA를 

이용하여 Gapdh (Gapdh) ALP (Alpl)와 OCN (Bglap2)을 

PCR 방법으로 증폭시킨 후 증폭된 산물은 SYBR green 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 포함한 1.2% agarose

를 이용하여 전기영동 한 후 Gel doc NIC001 (Insun 

science, korea)을 이용하여 확인하였으며, 각 primer의 염기 

서열은 Table 1에 표기하였다. 

Target genes Primers (forward, reverse) Annealing Tm (℃) PCR cycle Product size (bp)

GAPDH
5’-ACTTTGTCAAGCTCATTTCC-3’

57℃ 30 250
5’-TGCAGCGAACTTTATTGATG-3’

ALP
5’-CGGGACTGGTACTCGGATAA-3’

55℃ 45 209
5’-TGAGATCCAGGCCATCTAGC-3’

Osteocalcin
5’-CTTGGTGCACACCTAGCAGA-3’

57℃ 45 208
5’-TTCTGTTTCCTCCCTGCTGT-3’

Table 1. PCR primer sequence for RT-PCR analysis.

10. 통계처리

결과는 평균 ± 표준오차 (mean ± S.E.M.)로 표기하였

으며, 통계 프로그램은 Graph Pad Prism software (Ver. 

5.01, Graph Pad Software Inc, CA, USA)를 사용하였다. 

각 군 간의 차이를 검증하기 위해 one-way ANOVA test를 

사용하여 비교하였으며, P<0.05 이하면 유의성이 있다고 평

가하였다. 사후 검증은 Dunnett’s multiple comparison 

test로 진행하였다.

III. 결   과

1. wLF가 체중 변화 및 장기 무게에 미치는 영향

난소 적출 후 8주간 실험동물의 체중을 측정한 결과, 수술 

2주 후 OVX군이 sham군에 비해 유의하게 증가하기 시작하여, 

실험 종료까지 유의하게 증가하였으며, E2군은 수술 2주 후부터 

8주까지 OVX군에 비해 유의하게 감소하였다 (P<0.01). 그러

나 wLF-L, wLF-H를 처리한 군은 무게 변화에 영향을 미치

지 않았다 (Fig. 1A. and Fig. 1B). 희생 후 적출한 자궁 무

게를 측정한 결과, OVX군이 Sham군에 비해 유의하게 감소

하였으며 (OVX; 0.048 ± 0.003 g, Sham; 0.256 ± 

0.047 g, P<0.01), E2군은 OVX군에 비해 유의하게 증가하

였다(E2; 0.145 ± 0.011 g, OVX; 0.048 ± 0.003 g, 

P<0.01). 그러나 wLF를 처리한 군은 OVX군에 비해 유의한 

차이를 보이지 않았다 (wLF-L; 0.047 ± 0.001 g, 

wLF-H; 0.048 ± 0.003 g, OVX; 0.048 ± 0.003 g) 

(Figure 1C). wLF의 간독성 여부를 확인하기 위해 간의 무

게 측정한 결과, wLF를 처리한 모든 군이 OVX에 비해 유의

한 차이를 보이지 않았다 (wLF-L; 3.007 ± 0.040 g, 

wLF-H; 2.862 ± 0.075 g, OVX; 2.869 ± 0.138 g) 

(Figure 1D). 대퇴골의 무게는 OVX군이 Sham군에 비해 유

의하게 감소하였으며 (OVX; 0.489 ± 0.007 g, Sham; 

0.596 ± 0.022 g, P<0.01), E2군은 OVX군에 비해 유의하

게 증가하였으며 (E2; 0.553 ± 0.010 g, OVX; 0.489 ± 

0.007 g, P<0.01), wLF-L군과 wLF-H군도 OVX군에 비해 

유의하게 증가하였다 (wLF-L; 0.536 ± 0.007 g, 

wLF-H; 0.528 ± 0.010 g, OVX; 0.489 ± 0.007 g, P< 

0.01) (Figure 1E).
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Fig. 1. The change of body, uterus, liver and Femur weight in OVX-induced rats. (A) Weekly change of body weight after OVX surgery. 
(B) Body weight gain after OVX-induced surgery. The uterus, liver and femurs were collected and weighed after all animals were 
sacrificed. (C) Uterus weight and (D) liver (E) femur weights per 100 g body weight. Each data value represents the mean ± standard 
error of mean (SEM, n=8). ##p<0.01 compared with Sham-group, **p<0.01 compared with OVX-group. 

2. wLF가 골밀도 및 경골 회분에 미치는 영향

골밀도의 차이를 분석한 결과, OVX군은 Sham군에 비해 

유의하게 감소하였으며 (OVX; 1.456 ± 0.005 g/cm3, Sham; 

1.507 ± 0.019 g/cm3, P<0.01), E2군은 OVX군에 비해 유

의하게 증가하였으며 (E2; 1.487 ± 0.013 g/cm3, OVX; 

1.456 ± 0.005 g/cm3, P<0.05), wLF-L군은 OVX군에 비해 

차이가 없었으며 (wLF-L; 1.461 ± 0.010 g/cm3, OVX; 

1.456 ± 0.005 g/cm3), wLF-H군은 OVX군에 비해 유의

하게 증가하였다 (wLF-H; 1.481 ± 0.006 g/cm3, OVX; 

1.456 ± 0.005 g/cm3, P<0.01) (Figure 2A). 체중 대비 

경골의 회분 함량은 OVX군이 Sham군에 비해 유의하게 감소

하였으며 (OVX; 0.089 ± 0.002 g, Sham; 0.109 ± 

0.007 g, P<0.01), E2군은 OVX군에 비해 유의하게 증가하

였다 (E2; 0.100 ± 0.001 g, OVX; 0.089 ± 0.002 g, 

P<0.01). wLF-L군과 wLF-H군은 OVX군에 비해 유의하게 

증가하였다 (wLF-L; 0.094 ± 0.002 g, wLF-H; 0.094 ± 

0.002 g, OVX; 0.089 ± 0.002 g, 각각 P<0.05) (Figure 2B).

Fig. 2. Effect of wLF on BMD and tibia ash weight in OVX-induced rats. (A) BMD was measured by Archimedes' principle. (B) Tibia ash 
was weighed after all animals were sacrificed. Each data value represents the mean ± standard error of mean (SEM, n=8). ##p <0.01 
compared with sham group and *p<0.05, **p<0.01 compared with OVX-induced group.

3. wLF가 골소주 면적의 변화에 미치는 영향

골소주 면적은 OVX군이 Sham군에 비해 유의하게 감소하

였으며 (OVX; 53.12 ± 1.46%, Sham; 61.97 ± 1.32%, 

P<0.01), E2군은 OVX군에 비해 유의하게 증가하였고 (E2; 

60.12 ± 1.65%, OVX; 53.12 ± 1.46%, P<0.05), 

wLF-L과 wLF-H군은 OVX군에 비해 유의하게 증가하였다 

(wLF-L; 62.25 ± 3.12%, wLF-H; 59.23 ± 1.46%, 

OVX; 53.12 ± 1.46%, 각각 P<0.05) (Figure 3A and 3B).
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(A)  

(B)  

Fig. 3. Effect of wLF on trabecular area in OVX-induced rats. Femur sections (A) were stained with H&E staining and trabecular area (B) 
was measured by Image J software. Each data value represents the mean ± standard error of mean (SEM, n=8). ##p<0.01 compared 
with Sham group and *p<0.05, **p<0.01 compared with OVX-induced group. 

4. wLF가 RAW 264.7 세포에 미치는 독성 평가

wLF가 RAW 264.7 세포에 미치는 세포 독성을 알아보기 

위해 다양한 농도의 wLF (10, 50, 100 μg/mL)를 24시간 

동안 반응 시킨 후 MTS assay를 이용해 분석했다. 실험 결과, 

wLF는 RAW 264.7 세포에서 독성을 보이지 않았다. (Figure 4).

Fig. 4. Effect of wLF on RAW 264.7 cell viability. Cell viability 
was measured by MTS assay. RAW 264.7 cells were seeded 
into 96 well plate. After 24 h, cells were treated with various 
concentrations of wLF (1, 10, 100 and 200 μg/mL) for 24 h and 
then the cells were treated with MTS solution 20 μl. After 2 h, 
optical density was measured at 490 nm with an ELISA reader. 
Data represent the mean ± standard error of mean (SEM) of 
three independent experiments.

5. wLF가 파골세포의 분화 억제 및 TRAP 활성

도에 미치는 영향

wLF가 RAW 264.7 세포의 파골세포 분화 및 활성에 미치는 

영향을 알아보기 위해 RANKL 100 ng/mL과 wLF 50, 100, 

200 μg/mL을 RAW 264.7 세포에 처리한 후 5일간 배양했다. 

TRAP에 양성을 보이는 다핵세포의 형성 및 TRAP의 활성도를 

관찰 분석하였다. 그 결과, wLF는 RAW 264.7 세포의 파골세

포로의 분화 억제 및 TRAP 활성도 억제에 영향을 미치지 않

았다. (Figure 5A and 5B).

6. wLF가 MC3T3-E1 세포에 미치는 독성 평가

wLF가 MC3T3-E1 세포에 미치는 세포 독성을 알아보기 

위해 다양한 농도의 wLF (10, 20, 40, 60, 80, 100 μg/mL)를 

72시간 동안 반응 시킨 후 MTS assay를 이용해 분석했다. 

실험 결과 wLF는 MC3T3-E1 세포 독성에 영향을 미치지 않

았다 (Figure 6).
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(A)  

(B)  

Fig. 5. The effect of wLF on RANKL-induced osteoclast formation in RAW 264.7 cells. (A) TRAP-positive cells were stained with TRAP 
staining kit, and captured using inverted microscope (‘100). (B) TRAP activity were analyzed with enzyme-Linked immunosorbent assay 
(ELISA) reader. Data represent the mean ± standard error of mean (SEM) of three independent experiments.

Fig. 6. Effect of wLF on MC3T3-E1 cell viability. Cell viability was
measured by MTS assay. MC3T3-E1 cells were seeded into 96 
well plate. After 24 h, cells were treated with various 
concentrations of wLF (10, 20, 40, 60, 80 and 100 μg/mL) for 
72 h, and then the cells were treated with MTS solution 20 μL. 
After 2 h, optical density was measured at 490 nm with an ELISA
reader. Data represent the mean ± standard error of mean (SEM)
of three independent experiments.

7. wLF가 골형성 지표인 ALP와 OCN의 mRNA 

발현에 미치는 영향

wLF가 조골세포의 골형성 지표의 발현에 미치는 영향을 

알아보기 위해 wLF 10, 50, 100 μg/mL를 MC3T3-E1 세

포에 처리한 후 3일 그리고 7일간 배양 후 ALP (Alpl)와 

OCN (Bglap2) 의 mRNA 발현을 관찰하였다. wLF 처리 3일 

후 Alpl의 발현을 분석해 본 결과, 약물을 처리하지 않은 실험 

대조군에 비해 wLF를 처리한 실험군의 Alpl가 증가하는 경향

을 보였으나 유의하지는 않았다 (Figure 7A). wLF 처리 7일 

후 Bglap2의 발현을 분석해 본 결과, 아무것도 처리하지 않은 

실험 대조군에 비해 wLF를 처리한 군은 실험 대조군에 비해 

농도 의존적으로 Bglap2의 발현이 유의하게 증가하였다 

(P<0.05) (Figure 7B).



88 大 韓 本 草 學 會 誌 ― Vol. 36 No. 5, 2021

Fig. 7. Effect of wLF on mRNA expression of ALP and osteocalcin in MC3T3-E1 cells. (A) ALP (Alpl) was meseured by RT-PCR. Alpl
normalized to Gapdh (Gapdh). (C) OCN (Bglap2) was meseured by RT-PCR. Alpl normalized Gapdh. Data represent the mean ± standard 
error of mean (SEM) of three independent experiments. *p<0.05 compared with Normal group (non-treated group).

Ⅳ. 고   찰

wLF가 골다공증에 미치는 영향을 살펴보기 위해 본 연구

에서는 in vivo 및 in vitro 골다공증 모델을 활용하여 wLF 물 

추출물의 골다공증 억제 효과 연구를 진행하였다. 난소 적출로 

골다공증을 유발한 흰쥐를 통한 in vivo 실험에서 wLF를 처리

하여 관찰한 결과, 체중 증가율 및 자궁과 간 무게의 변화 없이 

대퇴골 무게와 경골의 회분 함량, 대퇴골의 골 소주 면적이 

OVX군에 비해 유의하게 증가하였고, wLF를 고농도로 투여한 

wLF-H군에서는 골밀도 또한 유의하게 증가했다. 이에 세부 

기전을 알아보기 위해 RAW 264.7 세포를 이용한 in vitro 

실험에서 RANKL과 wLF를 처리하여 파골세포의 분화 및 활

성에 미치는 영향을 알아본 결과, wLF는 파골세포 분화 및 

TRAP 활성도에는 효과가 없었다. MC3T3-E1 세포에 wLF를 

처리하여 조골세포의 골 형성 지표인 ALP 및 OCN의 발현에 

미치는 영향을 알아본 결과, wLF군에서 세포 독성을 유발하

지 않으면서 아무것도 처리하지 않은 대조군과 비교해 농도 

의존적으로 OCN의 mRNA 발현이 유의하게 증가하였음을 확

인할 수 있었고, ALP의 경우 wLF를 처리한 실험군이 아무것

도 처리하지 않은 대조군에 비해 ALP의 mRNA 발현이 통계

적으로 유의하지는 않았지만 증가하는 경향을 보였다. 

폐경기 여성은 에스트로겐 결핍으로 인해 과도한 파골세포의 

활성이 증가하여 골다공증의 발병 위험이 증가한다1,2). 이에 

wLF가 폐경기 이후의 골다공증에 미치는 영향을 알아보기 

위해 난소 적출로 유발한 유사 폐경기 골다공증 모델에서 wLF

가 미치는 영향에 대해 확인하였다.

흰쥐에서 난소를 절제하게 되면 에스트로겐 결핍으로 인하여 

과도한 지방 축적으로 체중이 증가하게 된다20). 이는 난소절제 

후 지방세포로 지방을 축적하는 효소인 lipoprotein lipase가 

늘어나서 지방세포 내 지방이 축적된다. 따라서 체중은 증가

하고, 자궁 무게는 감소한다. 반면에, 에스트로겐의 활성형인 

E2를 투여하게 되면 이러한 지방 축적이 줄어든다21). 본 실험

에서 실험동물의 체중 및 자궁 무게를 측정한 결과 Sham군 

대비 OVX군에서 유의하게 체중이 증가했고, 자궁 무게는 감소

했다. 이러한 결과는 유사 폐경기 성 골다공증 모델이 성공적

으로 확립되었음을 나타낸다. OVX군 대비 E2군에서 체중이 

유의하게 감소했고, 자궁 무게 또한 증가했다. OVX군 대비 

wLF군에서 체중 감소와 자궁 무게는 유의하지 않았다. 이러한 

결과는 wLF이 에스트로겐 유사 활성을 나타내지 않는 것을 

나타낸다. wLF의 간독성 여부를 확인하기 위해 간의 무게를 

측정한 결과, wLF를 처리한 모든 군이 OVX군에 비해 유의한 

차이를 보이지 않아 우려할 만한 간독성은 없었던 것으로 보

인다. 난소 절제로 유도한 유사 폐경기 성 골다공증 모델의 

대퇴골의 무게는 감소하며, 대퇴골의 무게 증가는 간접적으로 

골 형성을 촉진한 것으로 볼 수 있다2,22). 본 실험에서 Sham

군에 비해 OVX군의 대퇴골 무게가 유의하게 감소하였고, 
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OVX군에 비해 E2군과 wLF군의 대퇴골 무게가 유의하게 증

가하였다. 이러한 결과는 wLF 투여가 OVX로 유도한 골다공

증 모델에서 대퇴골의 무게 감소를 억제하는 효과가 있음을 

나타낸다.

골밀도는 단위 면적당 무기질의 평균 농도로 정의되는데, 

골절을 유발하는데 필요한 최소의 힘과 관련이 있어 골절의 

위험도를 예측할 수 있는 지표가 되며, 따라서 골다공증의 최적 

표준 검사 (gold standard)가 된다23). 본 실험에서 대퇴골의 

골밀도 변화는 OVX군이 Sham군에 비해 유의하게 감소하였

으며, OVX군 대비 E2군과 wLF-H군은 유의하게 증가하였으나 

wLF-L군은 OVX군에 대비 유의하지 않았다. 골밀도 변화와 

관련해서는 wLF 고농도 투여군에서 유의한 효과를 보여 난

소절제 골다공증 동물 모델에서 효과가 있음이 확인되었다. 

골의 회분함량 측정은 OVX로 유도된 골 손실 보호 효과를 평

가하는 지표가 된다24). 본 실험에서 wLF가 난소절제로 유도

된 골다공증에 미치는 영향을 알아보기 위해 체중 대비 경골의 

회분함량을 측정한 결과 Sham군 대비 OVX군에서 유의하게 

감소하였으며, OVX군 대비 E2군과 wLF군 모두 유의하게 증가

하였다. 골다공증이 발생하면 골 소주의 두께를 얇게 하고 구

조적 연결성을 약하게 만들기 때문에 중요한 지표가 된다25). 

난소 절제 유사 폐경기 성 골다공증 모델에서는 골 소주의 두

께와 수는 감소한다고 밝혀졌다26). 본 실험에서 wLF가 난소

절제로 유도된 골다공증에 미치는 영향을 알아보기 위해 대퇴골 

골 소주의 면적을 측정한 결과 Sham군에 비해 OVX군에서 유

의하게 감소하였으며, OVX군에 비해 E2군과 wLF군 모두 유

의하게 증가한 것을 확인하였다. 이는 wLF의 투여가 골소주 

면적의 감소를 억제함으로써 골 손실이 발생하는 것을 보호하는 

효과가 있음을 의미한다.

골 항상성 (bone homeostasis)은 파골세포에 의한 골의 

재흡수와 조골세포에 의한 골의 형성으로 유지되는 것으로 알

려져 있다27). 이전 연구에 따르면, 조골세포는 특정 신호를 

통해 파골세포의 세포예정사를 유도하는데, 난소절제 골다공증 

모델 흰쥐에서 유래된 조골세포는 이 신호의 발현이 감소 되고 

파골세포의 세포예정사 또한 감소 되어 골의 재흡수가 증가한

다는 연구 결과가 밝혀졌다28). 파골세포와 조골세포의 상호 

작용의 불균형은 골 재흡수가 골 형성보다 증가함으로써, 골다

공증과 같은 골 질환을 유발한다. 따라서 난소절제로 유도된 

골다공증에 대한 wLF의 효과 기전을 알아보기 위해 in vitro 

연구로 파골세포와 조골세포를 함께 살펴보았다.

RAW 264.7 세포는 마우스 대식세포에서 유래하며 파골세포 

형성 및 기능에 대한 연구에 적합한 것으로 밝혀졌다29). wLF가 

RAW 264.7 세포에 미치는 세포 독성을 알아보기 위해 MTS 

assay로 세포 독성을 평가했다. 실험결과, wLF는 RAW 

264.7 세포 독성에 영향을 미치지 않았다. wLF는 파골세포 

분화 억제 및 TRAP 활성도 억제에는 효과가 없었다. 이에 

wLF의 골다공증에 대한 효과 기전을 확인하기 위해 추가적

으로 골 형성과 관련된 조골세포의 지표들을 분석하였다.

MC3T3-E1 세포는 생쥐 두개관 유래 세포로 골 형성 과정

에서 증식, 분화, 석회화 등 조골세포와 유사한 대사적 특징이 

있어 골다공증 연구 중 골 형성과 관련된 연구에 많이 이용되는 

세포이다30). 실험 결과, wLF는 MC3T3-E1 세포에 영향을 

미치지 않았다.

ALP는 조골세포 분화에 있어 초기 단계의 분자적 사건들과 

관련이 있으며, 뼈의 무기 질화의 촉진, 파골세포의 조절과 

관련이 있다고 알려져 있다31,32). 또한 통제조건 하에서 배양

된 사람의 정상적인 조골세포들에서 유의한 양의 ALP의 

mRNA가 발현되었음이 보고된바 있다33). ALP는 잠재적 

Ca2+ 운반체로, 무기질 침착 억제제를 가수분해 함으로써 골

형성 발달에 중요한 역할을 하는 것으로 생각 된다34). ALP와 

반대로 OCN은 조골세포 분화에 있어 후기단계의 분자적 사

건들과 관련이 있으며35), 조골세포에서만 분비되는 non- 

collagenous protein으로 3개의 glutamic acid residue를 

가지고 있다36). 이들이 Ca2+와 만나서 킬레이팅 결합을 하게 

되면 뼈를 이루는 구성성분으로 자리 잡게 된다. OCN은 뼈의 

무기질 침착에 관여하는 것으로 보고 있다37). wLF 처리 3일 

후 ALP의 mRNA 발현을 분석한 결과 약물을 처리하지 않은 

대조군에 비해 wLF를 처리한 모든 군에서 ALP의 mRNA 발

현이 증가하는 경향을 보였으나 통계적으로 유의하지는 않았

다. 또한, wLF 처리 7일 후 약물을 처리하지 않은 대조군에 

비해 wLF를 처리한 군에서 농도 의존적으로 OCN의 mRNA 

발현이 유의하게 증가하는 경향을 보였다. 이러한 결과는 

wLF가 OCN의 mRNA 발현을 농도 의존적으로 증가시켜 조

골세포의 골 형성을 촉진하는 효과가 있음을 알 수 있다.

이상을 종합해보면, wLF의 폐경기 성 골다공증 모델에 대한 

억제 기전은 파골세포의 분화를 억제하여 골의 재흡수를 조절

함으로써 나타나기보다는 조골세포의 분화를 증가시켜 골의 

형성을 촉진 시키는 것으로 보인다. 본 논문의 한계는 다음과 

같다. 이전 연구에 따르면, 골다공증이 발생하면, 염증성 

cytokine들이 증가하여 조골세포의 증식과 분화를 감소시킬 수 

있다고 밝혀졌다8). 하지만, 본 연구에서는 wLF의 파골세포 및 

조골세포와 관련된 지표들을 대상으로만 분석을 진행하였다. 

wLF가 염증성 cytokine에 미치는 영향에 대해 추후 더 많은 

연구가 필요할 것으로 보인다.

Ⅴ. 결   론

wLF가 난소절제로 유도된 흰쥐의 골다공증과 RANKL에 

의한 파골세포 분화와 TRAP 활성, 조골세포의 골 형성 관련 

유전자에 미치는 영향을 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. wLF는 난소절제로 유도된 흰쥐의 골다공증에 있어 체중

증가율과 자궁 무게에는 영향을 미치지 않고 체중대비 

대퇴골의 무게와 경골의 회분 함량, 대퇴골의 골 소주 

면적을 유의하게 증가시켰다. 이는 골다공증을 억제하는 

효과가 있음을 의미한다.

2. wLF는 난소절제로 유도된 흰쥐의 골다공증에 있어 고

농도 투여군에서 골밀도를 유의하게 증가시켰다. 

3. wLF는 RANKL로 유도된 파골세포의 분화 관련 TRAP 

양성 세포 수와 TRAP 활성을 감소시키는 효과는 없었다.

4. wLF는 조골세포의 골형성 관련지표인 ALP의 mRNA 
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발현과 관련하여 실험대조군에 비해 유의하지는 않았으나 

발현을 증가시키는 경향성을 보였다.

5. wLF는 조골세포의 골형성 관련지표인 osteocalcin의 

mRNA 발현과 관련하여 실험대조군에 비해 농도 의존

적으로 유의하게 발현을 증가시키는 경향을 보였다. 이는 

조골세포의 분화와 골 형성을 촉진한다는 것을 의미한다.

이상을 종합해보면, wLF의 폐경기 성 골다공증 모델에 대한 

억제기전은 파골세포의 분화를 억제하여 골의 재흡수를 조절

함으로써 나타나기보다는 조골세포의 분화를 증가시켜 골의 

형성을 촉진 시키는 것으로 보인다. 골다공증이 발생하면, 염

증성 cytokine들이 증가하여 조골세포의 증식과 분화를 감소

시킬 수 있다. 하지만, 본 연구에서는 wLF의 파골세포 및 조

골세포와 관련된 지표들을 대상으로만 분석을 진행하였다. 

wLF가 염증성 cytokine에 미치는 영향에 대해 추후 더 많은 

연구가 필요할 것으로 보인다.
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