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ABSTRACT - The bones of the human body support the structures of the body and provide protection for a per-

son’s internal organs. Bone metabolic diseases are on the rise due to a significant increase in life expectancy over a

short period of time. Therefore, we investigated the osteoblast differentiation promoting and osteoclastogenesis inhib-

itory activities of fermented Benincasa hispida cong. (HR1901-BS, HR1901-BSaf). We evaluated the alkaline phos-

phatase (ALP) activity of MC3T3-E1 mouse calvarial-derived osteoblasts. We also evaluated expression of ALP,

osteocalcin (OCN), and runt-related transcription factor 2 (Runx2), which regulate osteoblast differentiation. To

assess effects on osteoclast formation, tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity in RAW264.7 cells was ana-

lyzed. ALP activity increased by 121-136% and 140-156%, respectively in the presence of HR1901-BS and HR1901-

BSaf. Expression of osteoblast differentiation factor also increased significantly. We also confirmed that HR1901-BS

and HR1901-BSaf decreased TRAP activity in osteoclasts by 35-47% and 23-39%, respectively. Our results showed

that fermented Benincasa hispida cong. (HR1901-BS, HR1901-BSaf) increase bone mineralization and osteoblast dif-

ferentiation activity in MC3T3-E1 cells, and inhibit bone resorption activity in RAW264.7 cells. In conclusion, fer-

mented Benincasa hispida cong. (HR1901-BS, HR1901-BSaf) can be used as an effective natural resource for

preventing and treating bone-related diseases.
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뼈는 칼슘과 인이 무기질화된 조직으로, 미네랄의 저장

창고이며 몸을 지탱하고 보호하는 역할을 한다1,2). 골 조

직은 골 형성(osteogenesis), 무기질화(mineralization), 재형

성(remodeling)의 과정을 거쳐 만들어지며, 이 과정은 오

래되거나 손상된 뼈를 제거하는 파골세포(osteoclast)와 새

로운 뼈를 생성하는 조골세포(osteoblast)의 상호작용에 의

해 항상성을 유지한다3,4). 조골세포는 osteocalcin (OCN),

alkaline phosphatase (ALP) 및 제1형 콜라겐(type I collagen)

을 포함하는 골 기질 단백질을 생산하며, 제1형 콜라겐은

전체 골기질의 90% 이상을 이루고 있다. 조골세포의 무

기질화는 세포 및 세포외 기질(extracellular matrix)에 칼

슘, 무기질이 침착되어 hydroxyapatite라는 무기물질을 형

성하게 된다5). 파골세포는 콜라겐을 용해시키는 cathepsin

K, OSCAR, TRAP 등의 단백질 분해효소 및 산의 분비를

통해 뼈를 분해한다6). 조골세포와 파골세포의 균형이 깨

진 경우 골다공증(골소실) 또는 골경화증(골 증가)와 같은

병리학적 상태가 초래될 수 있다7).

동과(Benincasa hispida cong.)는 박과(Cucurbitaceae)의

1년생 덩굴식물로 원산지는 동남아시아, 인도, 중국 남부

지역 및 한국의 전라도 일부 지역으로 추정된다. 동과의

형태는 줄기가 굵고 단면이 사각이며, 잎은 심장형이다.

과실은 호박과 비슷하게 긴 타원형 또는 원형이며 껍질의

색은 녹색, 과육은 희고 두텁고 종자는 백색 또는 황백색

이다8,9). 우리나라에서는 겨울 가까이 수확하여 1년간 저

장하여 먹기 때문에 동과(冬瓜)로 불리우며, 성숙한 과실
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표면에 특유한 흰 납(wax) 물질이 덮혀 있어 영어로는

White gourd, Wax gourd, Ash gourd 등 다양하게 불린다10).

동과는 한약재로서 과육은 수종, 발열, 소갈, 어지러움, 호

상, 기미 등을 치료하며, 종자는 충수염, 폐열, 기침, 신장

염, 요도염, 부종, 페농양, 임질, 각기 치질 등을 다스리며

껍질은 수종, 설사, 종기, 배뇨곤란, 중풍 등에 효능이 있

는 것으로 알려져 있다11). 동과의 항염증 효과, 위보호 효

과, 지방세포 분화 억제, 혈당강하 효과 등의 연구가 진행

되고 있으나, 동과의 뼈 건강에 미치는 영향에 대한 연구

는 진행된 바 없다12-17).

생물전환(biotransformation)이란 생합성(biosynthesis), 생

촉매(biocatalysis) 등의 용어와 의미상 중복성을 지니는 용

어로, 미생물의 효소적 기능을 이용하여 전구물질로부터

원하는 산물을 제조하는 기술을 말한다. 즉, 미생물 발효

또는 효소처리 등의 생물학적 방법을 통해 천연물 생리활

성물질의 구조적 변화를 유도하여 유효성분의 함량 증가,

흡수율 개선 및 새로운 기능성분의 생성에 기여할 수 있

는 것으로 알려져 있다18-20). 이처럼 생물 전환 공정은 천

연물이 가진 성분이나 소재의 활용성을 증진시키기 위해

의약품, 화장품, 식음료 등 다양한 분야에서 활용되고 있다.

따라서 본 연구에서는 Bacillus subtilis CJH 101 및

Bacillus safensis CJH 102에 의해 발효된 동과 발효물의

골 형성에 미치는 영향을 세포수준에서 연구하였으며, 조

골세포 전구세포인 MC3T3-E1 세포와 파골세포 전구세포

인 RAW 264.7 세포를 이용하여 조골세포 및 파골세포의

증식 및 분화에 동과 발효물이 미치는 영향을 분석하였다.

Materials and Methods

사용 균주 및 배양 조건

본 연구에 사용된 균주는 청국장으로부터 분리하였으며,

분리된 균주는 NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)의 GenBank

database를 이용하여 BLAST search를 통해 분석하였다. 분

석된 Bacillus subtilis CJH 101(등록번호 MW063656) 및

Bacillus safensis CJH 102(등록번호 MW188550) 균주를

동과 발효에 사용하였다.

동과 발효물 제조

본 연구에서는 충북 괴산에서 2020년 8월에 수확한 동

과(Benincasa hispida cong.)를 사용하였으며, 동과 열매 중

껍질과 씨앗을 제외한 과육 부분을 사용하였다. HR1901-

BS의 발효는 멸균한 동과 분쇄물 150 g에 12 시간 배양

한 Bacillus subtilis CJH 101 (초기 균수 7 × 106CFU/ml)

6 mL을 접종한 뒤 30oC 배양기(FMT ST-S, Fermentech,

Korea)에서 72 시간 동안 진행하였다. HR1901-BSaf의 발

효는 멸균한 동과 분쇄물 150 g에 12 시간 배양한 Bacillus

safensis CJH 102 (초기 균수 2 × 107CFU/mL) 6 mL을 접종

한 뒤 25oC 배양기(FMT ST-S, Fermentech, Korea)에서 72

시간 동안 진행하였다. 동과 발효물에 5 배의 물을 넣고

120oC에 4 시간 동안 끓여 추출한 다음 여과하여, 농축기

로 10-20 brix로 농축한 다음 동결건조기(Labconco, Kansas

City, Mo, USA)를 이용하여 분말화 하였다. HR1901-BS

의 수율은 건조물 대비 1.6%, HR1901-BSaf의 수율은 건

조물 대비 2.4%를 나타냈다.

세포배양

조골전구세포(pre-osteoblast)인 MC3T3-E1은 한국세포주

은행(Seoul, Korea)에서 분양 받아 αMEM (Gibco RBL

Co., Grand Island, NY, USA) 배지에 10% Fetal bovine

serum (Gibco RBL Co., Grand Island)과 100 units/mL

penicillin-streptomycin (Hyclone Laboratories, Logan, UT,

USA)을 첨가하여 사용하였다. 대식세포(murine macrophage

cell line)인 RAW 264.7은 한국세포주은행에서 분양 받아

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (Hyclone Laboratories)

배지에 10% Fetal bovine serum (Gibco RBL Co.)과 100

units/mL penicillin-streptomycin (Hyclone Laboratories)을

첨가하여 사용하였고 37oC, 5% CO2 incubator (311GP,

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 배양

하였다.

조골세포 증식 측정

MC3T3-E1 cell을 5 × 103 cells/100 μL이 되도록 96 well-

plate에 분주하고 24 시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator에

서 배양한 다음 발효물을 48 시간 동안 처리하였다. MTT

시약(DoGenBio, Seoul, Korea)을 첨가하여 2시간 동안 배

양 한 후, microplate reader (Epoch, Biotek Instruments,

Inc., Winooski, VT, USA)를 이용하여 450 nm의 파장에서

흡광도를 측정하였다.

세포 내 ALP 측정

MC3T3-E1를 5 × 103 cells/250 µL로 48well-plate에 분주

하고 24 시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator (311GP, Thermo

Fisher Scientific)에서 배양한 다음, 발효물을 48 시간 동

안 처리하였다. 배양 후 PBS로 세척하고 Lysis buffer를

첨가하여 lysis 시킨 후 12,000 rpm에서 15분간 원심분리

하여 세포막 성분 등을 침전시켜 상층액을 수집하고, 상

층액 내 ALP activity를 ALP assay kit (ab83369, abcam,

Cambridge, UK)를 이용하여 사용자 매뉴얼에 기재된 방

법대로 정량하여 분석하였다.

Western blot

Western blotting 분석법을 통해 조골세포의 분화와 관련

된 단백질들의 발현 양상을 살펴보았다. MC3T3-E1 세포

를 100 mm dish에 일정한 양으로 분주 및 24 시간 배양
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한 후, 분화 유도를 위해 분화 유도 배지로 교환하였다.

분화된 세포에 발효물을 농도별로 처리하여 CO2 incubator

에서 24 시간 동안 분화 배양하였다. 배양된 세포를 원심

분리로 harvest 하여 PBS로 세척 후, RIPA buffer (Sigma,

St. Louis, MO, USA)를 첨가하여 원심 분리한 상층액을

취해 BSA kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여

단백질 농도를 정량하였다. 정량한 값을 10% sodium

dodecyl sulfate (SDS)- polyacrylamaide gel에서 전기영동

을 이용하여 80-90V에서 단백질을 분리하였다. 분리된 단

백질은 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane에 100 V

1 시간 transfer 한 후 5% skim milk에 넣어 상온에서 1

시간 정도 blocking 시킨 후 TBS-T로 15 분간 3 회 세척

하였다. 1:200-1:1000로 희석된 1차 항체를 처리하여 반응

시킨 후 TBS-T로 세척하였다. 그 다음 2차 항체를 1:3,000

로 희석한 Horseradish peroxidase (HRP)가 결합되어 있는

anti-rabbit IgG와 anti-mouse IgG (Cell signaling, USA)를

1 시간 반응 시켰다. 그 후 membrane을 TBS-T로 세척하

였다. 단백질 발현 정도는 ECL kit (Bio-Rad)를 사용하여

membrane 위에 가하여 발광시켜 chemiluminescence로 확

인한 후, imaging densitometer (ImageJ bundled with 64-

bit Java 1.8.0_112)를 사용하여 발현 정도를 정량하였다.

파골세포 세포독성 측정

RAW 264.7 cell을 5 × 103 cells/100 µL 이 되도록 96

well-plate에 깔고 24 시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator

에서 배양한 다음 발효물을 24 시간 동안 처리하였다.

MTT 시약을 첨가하여 2 시간 동안 배양 한 후, microplate

reader (Epoch, Biotek Instruments, Inc., Winooski, VT,

USA)를 이용하여 450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.

파골세포 생성억제(TARP assay)

Raw 264.7 세포를 5 × 103 cells/250 µL로 48well-plate에

분주하고 M-CSF (10 ng/mL)와 RANKL (100 ng/mL)을

첨가한 배지에 발효물을 농도별로 처리하여 파골세포 분

화를 확인하였다. 배양 후 PBS로 세척하고 Lysis buffer를

첨가하여 lysis 시킨 후 12,000 rpm에서 15 분간 원심분리

하여 세포막 성분 등을 침전시켜 상층액을 수집하고, 상

측액 내 TRAP activity를 TRAP assay kit (K411-500,

BioVision, Milpitas, CA, USA)를 이용하여 사용자 매뉴얼

에 기재된 방법대로 정량하여 분석하였다.

통계처리

실험에서 얻어진 통계적 유의성은 Graph Pad Prism 8.0

(Graph Pad software, San Diego, CA, USA) package

program을 이용하여 실험군 당 평균과 표준편차로 표시하

였고, Student’s t-test와 one way analysis of varance

(ANOVA) test를 실시한 유의성을 검정하였다.

Results and Discussion

조골세포의 증식에 미치는 영향

조골세포는 세포 및 세포외 기질에 칼슘, 무기질이 침

착되는 무기질화를 통해 뼈를 생성하며, ALP, OCN등의 뼈

기질 단백질을 분비하고 parathyroid hormone, estrogen 수용

체 등을 함유하고 있다21,22). MC3T3-E1 세포는 mouse

calvarial 유래의 pre-osteoblastic cell로 조골세포 활성의

초기 마커인 ALP 활성 및 세포 무기질화 등을 기반으로

골 형성 관련 연구에서 유용하게 사용되고 있다23,24). 따

라서 조골세포의 증식에 미치는 동과 발효물의 효능을

확인하기 위해 MC3T3-E1 세포에 HR1901-BS 및

HR1901-BSaf 을 처리하여 48시간 동안 배양한 후 MTT

assay kit를 이용하여 조골세포 증식을 확인하였다.

Fig. 1. Effect of HR1901-BS (a) and HR1901-BSaf (b) on the proliferation of osteoblast cells. All values are expressed as the mean±stan-

dard deviation. *P <0.05, ** P <0.01, and *** P <0.001 when compared with the control.
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HR1901-BS 및 HR1901-BSaf 100 μg/mL, 1000 μg/mL

처리군에서 대조군 대비 각각 123%, 138% 및 118%,

131% 수준으로 증가하는 경향을 보였다(Fig. 1).

조골세포의 alkaline phosphatase 활성에 미치는 영향

염기성 인산분해 효소(ALP)는 모든 조직에 존재하며, 골

조직에 존재하는 ALP는 조골세포 분화 초기에 발현되며

골 성장이 증가함에 따라 그 생성이 증가한다. ALP는 조

골세포 표면 및 기질 소포에서 관찰되는 인자이며, 조골

세포의 분화 및 조골세포의 무기질화 과정 동안 무기인산

운반, 세포 분열, 분화의 조절자로 알려져 있으며, 세포의

표현형 또는 발달 성숙도를 평가하는 biomarker로 사용되

고 있다25,26). 동과 발효물이 ALP 활성에 미치는 영향을

확인한 결과는 Fig. 2와 같다. HR1901-BS 및 HR1901-

BSaf 100 μg/mL, 1000 μg/mL 처리군에서 각각 control 대

비 약 121%, 136% 및 140%, 156%의 유의성 있는 증가

를 나타냈다. Moon 등27)의 연구에 따르면 Bacillus subtilis

MV1로 발효 된 Malva verticillata 잎에서 MC3T3-E1 조골

세포의 ALP 활성이 증가되었으며, 수성 추출물보다 약 2-

3배 증가하였다.

조골세포 분화 관련 인자에 미치는 영향

조골세포는 중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell;

MSC)에서 유래하는 세포이며 이는 지방세포(adipocyte),

근모세포(myoblast), 연골모세포(chondroblast) 계통으로 분

화될 수 있다28-30). 조골세포 계통으로의 후속 분화는 runt-

related transcription factor 2 (Runx2)의 활성화가 관여한

다. 조골세포로 분화하기 위한 중간엽 줄기세포의 증식은

fibronectin, collagen, osteoponitin을 발현하며, 세포 주기의

종료 후 ALP와 콜라겐 분비를 통해 세포외 기질의 성숙

을 유도하는 조골세포 분화의 초기 인자이며, 분화 후기

에 나타나는 기질의 광물화는 organic scaffold에 광물성

물질의 침착을 촉진하는 OCN이 풍부할 때 발생한다31,32).

따라서 조골세포 분화의 핵심 전사인자라 할 수 있는 ALP,

OCN, Runx2의 발현에 미치는 동과 발효물의 영향을 확

인하였다. 양성대조군으로 사용한 genistein은 에스트로겐

과 유사한 구조 및 기능을 가지는 식물 유래 화합물인 식

물성 에스트로겐이며 폐경 후 골다공증의 예방 및 골형성

자극 경로인 Runx2를 활성화하여 ALP, OCN 및 OPN의

발현을 유도한다고 알려져 있다33-36). 또한 파골세포의 TRAP

활성 억제 및 파골세포 형성 억제 효능이 보고되었다37,38).

조골세포의 분화 마커와 관련된 인자의 발현을 확인하기

위해 HR1901-BS 및 HR1901-BSaf을 10, 100, 1000 μg/mL

처리 하고 24시간 배양 한 후 western blot을 통해 단백질

발현을 확인하였다. 그 결과는 Fig. 3과 같다. 세포외 기

질의 광물화 조건을 만들어 조골세포 분화에 관여하는

ALP의 경우 HR1901-BS의 10, 100, 1000 μg/mL 처리농도

에서 양성대조군으로 사용한 genistein대비 각각 79%, 97%,

106%를 나타냈으며, HR1901-Bsaf의 10, 100, 1000 μg/mL

처리농도에서 genistein대비 각각 85%, 93%, 104%를 나

타냈다. 조골세포 분화 후기에 관여하는 OCN의 경우

HR1901-BS의 10, 100, 1000 μg/mL 처리농도에서 genistein

대비 각각 37%, 82%, 124%를 나타냈으며, HR1901-Bsaf

의 의 10, 100, 1000 μg/mL 처리농도에서 genistein 대비

각각 80%, 105%, 136%를 나타냈다. 조골세포의 골형성

촉진의 핵심 조절인자인 Runx2의 경우 HR1901-BS의 10,

100, 1000 μg/mL 처리농도에서 genistein 대비 각각 100%,

126%, 154%를 나타냈으며, HR1901-Bsaf의 10, 100,

1000 μg/mL 처리농도에서 genistein 대비 각각 76%, 98%,

116%를 나타냈다.

파골세포의 TRAP 활성에 미치는 영향

Fig. 2. Effect of HR1901-BS (a) and HR1901-BSaf (b) on the ALP activity of osteoblast cells. All values are expressed as the mean ±

standard deviation. *P <0.05, ** P <0.01, and *** P <0.001 when compared with the control.
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Fig. 3. Effects of HR1901-BS and HR1901-BSaf on the protein expression levels of alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin (OCN) and

runt-related transcription factor 2 (Runx2) in the MC3T3-E1 cells. Modulation of Osteoblast differentiation related protein expressions

by HR1901-BS and HR1901-BSaf was evaluated by Western blot analysis. β-actin was used as an internal control. As a positive control,

20 μg/mL of genistein was used. All values are expressed as the mean ± standard deviation. *P <0.05, ** P <0.01, and *** P <0.001

when compared with the control.
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파골세포는 hematopoietic stem에서 유래된 단핵구/대식

세포(monocyte/macrophage) 계통의 세포이며, macrophage

colony stimulation factor (M-CSF) 및 NF-κB ligand

(RANKL)의 두가지 사이토카인을 통해 세포가 융합되면

서 다핵의 파골세포를 형성하게 된다. M-CSF 자극은 파

골세포 전구체 증식을 촉진하며, RANKL은 파골세포 전

구체를 자극하여 세포 주기를 종료하고 최종적으로 파골

세포로의 분화가 이루어진다39,40). 파골세포는 골 표면에 부

착되어 actin ring을 형성하여 골 기질을 분해/흡수하며 산

생성이 활발하고 tartrate resistant acid phosphatase (TRAP)

과 칼시토닌 수용체를 분비하여 뼈 흡수작용을 한다42). 따

라서 본 연구에서는 미분화된 파골세포 전구세포로부터

파골세포의 생성 및 분화에 미치는 동과 발효물의 잠재적

인 역할을 확인하기 위해 murine macrophage 유래RAW

264.7 세포에 M-CSF 및 RANKL을 처리하여 파골세포 형

성 중 핵심 전사인자인 TRAP 활성을 측정하였다. HR1901-

BS 및 HR1901-BSaf에 대한 세포독성평가에 MTT assay

를 이용하였으며, RAW 264.7 세포의 분화 과정 중에 10,

100, 1000 ug/mL의 HR1901-BS 및 HR1901-BSaf를 처리

하여 세포 독성을 확인하였다(Fig. 4). 동과 발효물을 처

리한 RAW 264.7 세포에서 10, 100, 1000 ug/mL의 모든

농도에서 독성이 없는 것을 확인하였다. 파골세포의 분화

형태를 측정하고자 TRAP 효소 활성을 측정한 결과는 Fig.

5와 같다. HR1901-BS 및 HR1901-BSaf 100 μg/mL, 1000

μg/mL 처리군에서 각각 35%, 47% 및 23%, 39% 감소하

는 것을 확인하였으며, 양성대조군으로 사용한 Genistein

20 μg/mL 처리군에서는 39% 감소하였다. 따라서 HR1901-

BS 및 HR1901-BSaf은 파골세포에 대한 TRAP 활성을 저

해하여 파골세포 활성 억제에 영향을 주는 것으로 사료된

다. 따라서 동과 발효물 HR1901-BS 및 HR1901-BSaf은

Fig. 4. Effect of HR1901-BS (a) and HR1901-BSaf (b) on the cell viability of the RAW 264.7 cells. All values are expressed as the mean

± standard deviation. *P <0.05, ** P <0.01, and *** P <0.001 when compared with the control.

Fig. 5. Effect of HR1901-BS (a) and HR1901-BSaf (b) on the tartrate-resistant acid phosphatase (TARP) activity of the RAW 264.7 cells.

As a positive control, 20 μg/mL of genistein was used. All values are expressed as the mean±standard deviation. *P <0.05, ** P <0.01,

and *** P <0.001 when compared with the control.
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조골세포 증식 및 분화 촉진과 파골세포의 증식 억제 효

능을 확인하였으며, 추후 골질환 관련 기능성식품 소재로

서의 가능성을 확인하였다.
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국문요약

본 연구는 천연물의 효능을 미생물을 이용하여 증가시

키거나 새로운 효능을 도출하고자 하는 연구를 통해 Bacillus

subtilis CJH 101 및 Bacillus safensis CJH 102 로 발효한

동과 발효물(HR1901-BS, HR1901-BSaf)의 뼈 건강 관련

효능을 평가하였다. 뼈를 형성하는 조골세포의 증식을 비

교한 결과, 동과 발효물은 조골세포의 증식을 농도 유의

적으로 증가시키는 것으로 나타났으며 조골세포 분화 유

도 및 무기질화에 관여하는 ALP 활성을 효과적으로 촉진

시켰다. 또한 조골세포 분화를 조절하는 전사 인자인 ALP,

OCN, Runx2의 발현이 증가됨을 확인하였다. 뼈를 흡수하

는 파골세포의 활성을 확인하기 위해 TRAP 활성을 측정

한 결과 동과 발효물은 TRAP 활성을 유의적으로 억제하

는 것을 확인하였다. 따라서 동과 발효물(HR1901-BS,

HR1901-BSaf)은 조골세포의 활성 증가 및 파골세포의 활

성 억제를 통해 골대사에 긍정적인 영향을 미치므로 뼈

대사 및 골다공증 관련 기능성 식품 소재로 활용 가능할

것으로 사료된다.
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