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서    론

    골다공증은 골강도의 약화로 골절의 위험이 증가되는 전신적인 
골격계 질환으로 골밀도와 골의 질 감소, 골조직 미세구조의 약화
를 특징으로 한다. 골다공증은 가장 대표적인 노인성 질환 중 하나
로, 인구가 점차 고령화됨에 따라 골다공증에 대한 사회적 관심이 
대두되고 있다1).
    골다공증 환자는 막연한 요통 이외에는 뚜렷한 자각증상이 없
으나 작은 충격이나 외상에 의해 척추, 고관절, 손목, 상완골 등 다
양한 부위의 골절이 나타날 수 있다. 그 중에서 가장 심각한 골절
은 고관절 골절로, 20 ~ 30%가 1년 이내에 관련 합병증으로 사망

한다고 알려져 있다2,3).
    이로 인해 골절이 나타나면 치료비용은 물론, 장기간의 후유증 
및 삶의 질에 큰 영향을 주게 되어 본인뿐만 아니라 주변 가족까지 
고통을 받게 되기 때문에 사회적, 경제적 손실이 발생하게 된다. 
이에 골다공증의 예방과 치료를 위한 다양한 연구와 대책이 경제, 
복지, 보건 의료적 측면에서 중요해지고 있다4).
    한의학에서는 골다공증을 骨痿, 骨痺, 骨枯 등과 연관시키는
데, 임상 논문에서는 骨痿의 개념이 가장 유사하다고 보고 있다5). 
骨痿는 광의적으로 우리 몸의 근간인 뼈에 전반적 영양부족 상태가 
오는 것을 말하고, 협의적으로는 골형성의 감소, 골흡수의 증가와 
골기질의 무기질 침착이 충분하지 못하여 전체 골량이 감소되고 골
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     This study was conducted to evaluate the efficacy of Cheongawongagam on osteoporosis rat. A total of 35 rats 
were divided into seven groups; Normal control(SD-Nr), experimental control group(OVX-CTL), positive control 
group(OVX-17β-E2) and herb extracts group[Eucommia ulmoides(OVX-EU-E), Juglandis semen(OVX-JR-SE), 
Acanthopanax senticosus(OVX-AS-E) extract and Cheongawongagam extracts(OVX-JAEG-E)]. All control group, and 
herb extracts group were ovariectomized. After the 3 weeks recovery period, herb extract group were orally 
administered 200 mg / kg of the EU-E, JR-SE, AS-E and JAEG-E for 12 weeks. In the OVX-CTL, 17β-estradiol(E2) was 
administered subcutaneously on the back of the rats at a dose of 0.03 ug/sc. Their body weight, serum total 
cholesterol, triglyceride, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), 
Leukotriene B4 (LTB4), calcium (Ca), estradiol, osteocalcin, and deoxypyridinoline (DPD) concentration were measured. 
Also, we investigated mRNA expression of inflammatory cytokine, MMP-2, MMP-9, and bone tissue. As a result, total 
cholesterol was significantly decreased in the OVX-AS-E and OVX-JAEG-E. ALP was significantly increased and 
osteocalcin, DPD was significantly decreased in OVX-JAEG-E. The expression of inflammatory mediators (TNF-α, IL-1β, 
LTB4, COX-2, NOS-2), inflammatory cytokines IL-1β and MMP-9 mRNA were significantly decreased in OVX-JAEG-E. 
Histologic examination of the femur showed that bone mineral density, and bone mass were increased and bone 
marrow were decreased in the OVX-JAEG-E group. The above experiment shows that cheongawongagam extract were 
effective in the prevention and treatment of osteoporosis.
keywords : Osteoporosis, Eucommia ulmoides, Juglandis semen, Acanthopanax senticosus, Cheongawongagam extract

  

* Corresponding author

Hyun Lee, Department of Acupuncture & Moxibustion Medicine, Cheonan Korean Medical Hospital of Daejeon University, 4, Notaesan-ro, Seobuk-gu, 

Cheonan-si, Chungcheongnam-do, 331-958, Republic of Korea

·E-mail : lh2000@dju.kr  ·Tel : +82-41-521-7578

·Received : 2019/11/02  ·Revised : 2019/12/13  ·Accepted : 2020/01/31

ⓒ The Society of Pathology in Korean Medicine, The Physiological Society of Korean Medicine

pISSN 1738-7698  eISSN 2288-2529  http://dx.doi.org/10.15188/kjopp.2020.02.34.1.14

Available online at https://kmpath.jams.or.kr

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.15188/kjopp.2020.02.34.1.14&domain=http://jppkm.org/&uri_scheme=http:&cm_version=v1.5


G. W. Yun et al 15

조직이 약화되며 변형되는 질환을 총칭한다6). 
    골다공증 치료와 관련하여 한의학적 연구 동향을 보면 두충, 
녹용, 홍화자 등 한약 단독 추출물 혹은 육미지황탕, 청아지황탕 
등 복합 추출물을 투여한 연구들이 진행되었고 특히 단독 약물을 
투여한 경우가 복합 약물을 투여를 한 경우보다 많았다7). 기본적인 
치료법으로는 補益藥을 바탕으로 하여 補肝腎 强筋骨의 기능을 가
진 약재들을 다루었으며 골다공증의 원인을 腎虛로 접근하여 치료
한 연구가 보고되었다8).
    청아원은 두충, 보골지, 호두, 생강으로 구성된 처방으로, 《東
醫寶鑑》에서 腎氣가 허약하여 발생한 요통에 다용되었다9). 이전 연
구에서 노화질환에 관여하는 활성질소 제거를 활성화시킨다는 보고
가 있으며, 이를 활용한 임상 연구에서 골다공증 개선에 유효성 및 
안전성을 나타내었다10,11). 다만 청아원의 구성성분 중 보골지는 다
량 복용시 간독성 혹은 과민반응으로 복용시 신중해야 한다는 보고
가 있어 보골지 대신 補肝腎 强筋骨하며 임상에서 안전하게 다용
되는 오가피로 대체하였다12,13).
    이에 본 저자는 두충, 호두, 오가피 단독 추출물 및 청아원가
감 추출물을 이용하여 골다공증 예방 및 치료에 미치는 효과를 살
펴보고자 하였다. 난소를 적출하여 에스트로겐 결핍성 골다공증을 
유발한 흰쥐에 3 주간의 회복기 후 두충, 호두, 오가피 단독 추출
물 및 청아원가감 추출물을 12 주간 경구 투여하여 비교 분석한 
결과 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다. 

재료 및 방법

1. 재료
 1) 동물
    실험동물은 7 주령의 암컷 Sprague-Dawley(SD) rat(SLC, 
Japan)를 구입하여 온도(20-25℃)와 습도(40-45%)를 유지한 사육
실의 polycarbonate cage에 5 마리씩 사육했다. 명암주기는 낮과 
밤 12 시간: 12 시간으로 하였으며, 수술 후 사료와 물은 자유롭게 
공급하였다. 실험물질은 난소적출 3 주일의 회복기 후 투여를 시작
하였고, 사용된 실험동물 관리 및 모든 실험 과정은 대전대학교 동
물실험윤리위원회의 승인 하에 동물실험의 윤리적, 과학적 타당성
과 효율적 관리를 검토 받았다. (승인번호: DJUARB2017-037)
 2) 약재
    본 실험에 사용한 국내 한약공급업체인 옴니허브㈜에서 구입, 
정선하여 사용하였다. 두충, 호두, 오가피 각각 1000 g과 청아원가
감 추출물 (두충1:호두1:오가피1:생강1)을 한일분쇄기(FM-700SS, 
한국)로 분쇄하여 환류 추출기에 넣고 45℃에서 30% 에탄올을 3 
ℓ 가하여 60 분 추출한 후 다시 30% 에탄올 3 ℓ를 가하여 같은 
조건으로 60 분 동안 재탕하였다. 그 후 농축과정을 거치고 건조하
여 두충추출물 (38.28 g, 수율 3.828%), 호두추출물 (13.08 g, 수
율 1.308%), 오가피추출물 (17.16 g, 수율 1.716%), 4종 혼합추출
물 (14.19 g, 수율 1.419%)을 얻었다.

2. 방법
 1) 실험군의 분류

    실험군은 아래와 같이 일곱 군으로 분류하였고 각 군마다 5마
리씩 실험동물을 배정하였다.
  (1) SD-Nr군: SD rat-normal 정상군으로 양측의 난소를 노출 
시킨 뒤 제거하지 않고 복강을 폐쇄한 난소 비적출군
  (2) OVX-CTL군: 난소를 절제한 후 0.5% carboxymethylcellulose 
(0.5% CMC, vehicle)를 경구 투여한 실험 대조군
  (3) OVX-17β-E2군: 난소를 절제한 후 17β-estradiol(E2)을 
0.03 ug/sc의 용량으로 등 부위에 피하 주사한 양성 대조군
  (4) OVX-JR-SE군: 난소를 절제한 후 호두추출물을 200 mg/kg 
경구 투여한 군
  (5) OVX-AS-E군: 난소를 절제한 후 오가피추출물을 200 
mg/kg 경구 투여한 군
  (6) OVX-EU-E군: 난소를 절제한 후 두충추출물을 200 mg/kg 
경구 투여한 군
  (7) OVX-JAEG-E군: 난소를 절제한 후 호두, 오가피, 두충, 생강 
혼합추출물 (청아원가감 추출물)을 200 mg/kg 경구 투여한 군
 2) 골다공증 모델 유발 
    난소 적출군을 ketamine hydrochloride(ICN Biochemicals 
Inc., USA)와 Xylazine hydrochloride (Wako Pure Chemical 
Industries Ltd., Japan)로 마취하여 개복한 뒤, 하복부의 피부, 지
방, 근육 층을 절개하여 난소를 노출시켰다. 5-0 (쥐) 견사로 결찰
하여 난소를 절제했고, 난소 비적출군에선 양측의 난소를 노출 시
킨 뒤 난소를 제거하지 않고 복강을 폐쇄했다.
 3) 약물 투여
    시료 추출물을 증류수에 녹여 체중 kg 당 0.2 ml의 용량으로, 
난소 적출 3 주 후부터 15 주간 경구용 zonde가 부착된 3 ml 
syringe를 이용하여 투여하였으며, 대조약물인 17β-estradiol(E2)
는 0.03 ug/sc의 용량으로 등 부위에 피하 주사하였다.
 4) 체중 측정
    수술 당일, 난소 적출 1 주일 후, 투여 시작 시 및 최종 희생 
시를 포함해 투여 기간 동안 매주 실험동물용 체중계 (Ohaus, 
USA, Adventure-pro AVG 812)를 사용하여 측정하였다.
 5) 혈청 생화학 검사 
    동물실험 종료 후 전날 절식하여 공복상태에서 마취하고, 심장
에서 혈액을 채혈하였다. 흰쥐를 희생하여 대정맥에서 1 ml의 정
맥혈을 채취하고, 실온에서 15 분간 3,000 rpm으로 원심 분리 하
였다. 혈청 중 Leukotriene B4 (LTB4), Deoxypyridinoline 
(DPD), Osteocalcin (OC), Calcium (Ca), ALP, Triglyceride, 
total cholesterol, AST, ALT를 측정하였다. 
    17β-estradiol (E2)은 항원 효소 복합 용액을 만들어 항원항체 
반응을 시킨 후 17β-estradiol color solution으로 발색하였으며 
17β-estradiol stop solution을 첨가하여 450 nm에서 측정하였다.
 6) 골 Real-Time Quantitative PCR 분석
    추출한 RNA를 diethyl pyrocarbonate (DEPC)를 처리한 증
류수에 녹인 후, 불활성화시켜 first strand cDNA 합성에 이용하
였다. 역전사 반응은 total RNA 3 ㎍을 DNase I (10 U/㎕) 2 
U/tube로 37℃ heating block에서 30 분간 반응시킨 후 75℃에
서 10 분간 변성시키고, 이것을 2.5 ㎕ 10 mM dNTPs mix, 1 ㎕ 
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random sequence hexanucleotides (25 pmole/ 25 ㎕), RNA 
inhibitor로서 1 ㎕ RNase inhibitor (20 U/㎕), 1 ㎕ 100 mM 
DTT, 4.5 ㎕ 5×RT buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 375 
mM KCl, 15 mM MgCl2)를 넣은 후, 1 ㎕의 M-MLV RT (200 
U/㎕)를 다시 작용시키고 DEPC 처리된 증류수를 섞어서 최종 부
피를 20 ㎕로 만들었다. 이 20 ㎕의 반응 혼합액을 섞어 2,000 
rpm에서 5 초간 원심 분리하여 60 분 동안 37℃ heating block
에서 반응시킨 후 first-strand cDNA를 합성하였다. 그 뒤 5 분간 
95℃에서 방치하였고 M-MLV RT를 불활성화시켜 합성이 완료된 
cDNA를 polymerase chain reaction (PCR)에 사용하였다. Real 
time quantitative PCR은 Applied Biosystems 7500 Real-Time 
PCR system (Applied Biosystems, USA)를 이용하였다. 염증사이
토카인 유전자 발현은 TaqMan probe (FAM dye-labeled, ABi, 
USA)를, internal standard는 Mouse GAPDH probe set; 
Endogenous Control (VIC®/MGB Probe, Probe limited) from 
Applied Biosystems (4352339E)를 사용했고, primer의 최종 농도
가 200 nM이 되도록 반응시켰다. 실험군 및 대조군은 internal 
standard로 G3PDH를 사용하였다. Target group의 Quantitative 
PCR는 
    y = x(1+e)n (x = starting quantity, y = yield, n = 
number of cycles = efficiency)로 계산하여 RQ (relative 
quantitative)을 측정하였다.

Table 1. Probe Sequence for Real-time PCR Analysis
Target gene Probe Sequences

GAPDH VIC 5'-TGCATCCTGCACCACCAACTGCTTAG-3'
IL-1β FAM 5'-CTGTGTAATGAAAGACGGCACACCCACC-3'
IL-6 FAM 5'-CAGAATTGCCATTGCACAACTCTTTTCTCA-3'

TNF-α FAM 5'-CACGTCGTAGCAAACCACCAAGTGGA-3'
IL-17A FAM 5'-CTCTCCACCGCAATGAAGACCCTGA-3’
RANKL FAM 5'-CCAGTGAAGCAGCAGCCAGCAT-3’
OPG FAM 5'-CCAAGACATTGACCTCTGTGAAAGCA-3’

MMP-1 FAM 5'-CTCTCCTTCCACAGAGGAGACCATGGTGA-3'
MMP-3 FAM 5'-AGGTTATCCTAAAAGCATTCACACCCTGGGTCT-3'
MMP-13 FAM 5'-AAGGTTATCCCAGAAAAATATCTGACCTGGGATTC-3’
TIMP-1 FAM 5'-CTCATCACGGGCCGCCTAAGGAAC-3’

 7) 조직학적 검사
    흰 쥐의 우측 대퇴골을 분리하여 10% neural buffered 
formalin (NBF)에 고정하여 칼슘제거 용액 (24.4% formic acid 
and 0.5 N sodium hydroxide)을 5일간 이용하여 탈회시켰다. 이 
후 파라핀에 봉입한 다음, 3~4 μm의 연속절편을 제작하였고, 조직
병리검사는 표준방법에 의하여 Hematoxylin and Eosin (H&E)으
로 염색하였으며, 염색한 조직은 광학현미경 (Optical & light 
microscopy, Olympus BX51, Olympus Optical Co., Tokyo, 
Japan)을 이용하여 100 배 시야에서 관찰하였다.
 8) 통계 분석
    각 군의 결과값을 mean ± standard deviation (SD)으로 표
기하였으며, SPSS 22.0 software (IBM-SPSS Inc., Chicago, IL)
를 이용하여 One-way ANOVA 한 뒤에 Duncan’s multiple 
comparison tests로 유의성을 검증하였다. p 값이 0.05, 0.01 혹

은 0.001 보다 작은 경우를 구분하여 분석하였으며 (#p<0.05, 
##p<0.01, ###p<0.001 vs. SD-Nr; *p<0.05, **p<0.01 and 
***p<0.001 vs. OVX-CTL), 각 경우에 해당 시 통계적으로 유의
한 차이가 있는 것으로 판정하였다.

결    과

1. 체중 변화
    난소절제술을 시행한 후 3 주간의 회복기를 거쳐 실험기간인 
15 주 동안 일주일에 1 회 체중을 측정한 결과, 정상 SD-Nr군에 
비하여 난소절제 대조군 (OVX-CTL)과 양성대조군 (OVX-17β-E2)
이 약간 증가하였으나, 약물실험군과 정상군 간의 체중변화는 유의
한 차이가 관찰되지 않았다(Fig. 1).

Fig. 1. The comparison of absolute whole body weight of OVX rats 
during the study. Values are means  ± SEM (n = 5), The statistical 
significance was revealed by ANOVA.

Fig. 2. Clinical Chemistry changes of triglyceride (A) and total 
cholesterol (B) of OVX rats after 15 weeks treatment. # p<0.05, ## 
p<0.01 and ### p<0.001 compared with SD-Nr, *p<0.05, **p<0.01 and 
***p<0.001 compared with OVX-CTL, Values are means  ± SEM (n = 5), 
The statistical significance was revealed by ANOVA.

2. 혈액 생화학적 검사
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    대사성질환의 지표인 중성지방과 총콜레스테롤을 분석한 결과, 
중성지방은 OVX-AS-E 군만이 대조군 (OVX-CTL)에 비하여 유의
성 있게 감소하였다(p <0.01). 혈청 내 총콜레스테롤 함량은 정상
군(SD-rat normal)에 비하여 대조군 (OVX-CTL)이 유의성 있게 
증가하였고 (p<0.05), 양성대조군과 AS-E, JAEG-E 투여군도 대조
군 (OVX-CTL)에 비하여 유의성 있게 감소하였으며 OVX-AS-E 
군에서의 총콜레스테롤 함량이 가장 낮았다 (p<0.05)(Fig. 2).

3. 혈청 변화
    혈청 AST, ALT, ALP 수준을 측정한 결과, AST, ALT 수준은 
모든 약물실험군에서 간수치가 유의미하게 증가하지 않았고, 
OVX-JAEG-E 군은 AST가 대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였
다 (p<0.001). ALP 수준은 정상군에 비하여 대조군이 2 배 이상 
감소하였고 (p<0.01), OVX-JAEG-E 군은 대조군에 비하여 유의성 
있게 증가하였다(p<0.001).
    15 주 후 혈청내 칼슘농도는 정상군에 비하여 대조군이 2 배 
이상 증가하였다(p<0.01). 양성대조군을 포함한 약물실험군에서 혈
청내 칼슘농도가 대조군에 비하여 감소하였다. 양성대조군을 제외
한 모든 약물실험군은 대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였고 
OVX-EU-E 군에서의 칼슘농도가 가장 낮았다(p<0.05, p<0.01) 
(Fig. 3).

Fig. 3. Clinical Chemistry changes of AST & ALT (A), ALP (B), Ca (C) 
of OVX rats after 15 weeks treatment. # p<0.05, ## p<0.01 and ### 
p<0.001 compared with SD-Nr, *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 
compared with OVX-CTL, Values are means  ± SEM (n = 5), The statistical 
significance was revealed by ANOVA.

4. 혈청내 염증매개인자 
    염증매개인자인 IL-1β, TNF-α, LTB4를 ELISA를 통해 측정한 
결과, 혈청내 염증 사이토카인 TNF-α 수준에서는 정상군에 비하
여 대조군이 2 배 이상 증가하였고 (p<0.001), 양성대조군을 포함
한 모든 약물실험군은 대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였다 
(p<0.05, p<0.01). 
    혈청내 염증 사이토카인 IL-1β 수준에서는 정상군에 비하여 
대조군이 현저히 증가하였고 (p<0.01), EU-E와 JAEG-E 투여군은 
대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였으며(p<0.05), 양성대조군과 
JR-SE, AS-E 투여군은 대조군에 비하여 감소하였으나 유의성은 
없었다.
    또한 혈청내 염증매개인자인 LTB4 수준에서는 정상군에 비하
여 대조군이 2 배 이상 증가하였고(p<0.01), AS-E와 JAEG-E 투여
군은 대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였으나 (p<0.05, 
p<0.01), 양성대조군과 JR-SE, EU-E 투여군에서는 유의성이 없었
다(Fig. 4). 

Fig. 4. Clinical changes of TNF-α (A), IL-1β (B) and LTB4 (C) level in 
serum (ELISA) of OVX rats after 15 weeks treatment. # p<0.05, ## 
p<0.01 and ### p<0.001 compared with SD-Nr, *p<0.05, **p<0.01 and 
***p<0.001 compared with OVX-CTL, Values are means  ± SEM (n = 5), 
The statistical significance was revealed by ANOVA.

5. 혈청내 Osteocalcin과 DPD 
    실험 종료 후 골대사지표인 Osteocalcin과 DPD 단백질 수준
을 ELISA를 통해 측정한 결과, 혈청내 골대사지표인 Osteocalcin 
단백질 수준에서는 정상군에 비하여 대조군이 2 배 이상 증가하였
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고 (p<0.001), 양성대조군을 포함한 모든 약물실험군은 대조군에 
비하여 감소하였으며, 유의성은 JR-SE 투여군을 제외한 양성대조
군과 AS-E, EU-E, JAEG-E 투여군에서 나타났다 (p<0.05, 
p<0.01, p<0.001). 
    그리고 DPD 단백질 수준에서는 정상군에 비하여 대조군이 2 
배 이상 증가하였고 (p<0.01), JR-SE와 JAEG-E 투여군은 대조군
에 비하여 유의성 있게 감소하였으나 (p<0.05, p<0.01), 양성대조
군과 AS-E, EU-E 투여군은 대조군에 비하여 감소하였으나 유의성
은 없었다(Fig. 5).

Fig. 5. Clinical changes of Osteocalcin (A) and DPD (B) level in serum 
(ELISA) of OVX rats after 15 weeks treatment. #p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001 vs. SD-Nr, *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 vs. OVX-CTL, 
Values are means  ± SEM (n = 5), The statistical significance was revealed 
by ANOVA.

6. 혈청내 17β-estradiol (E2)
    혈청내 17β-estradiol (E2) ELISA를 통해 측정한 결과, 혈청
내 17β-estradiol (E2) 수준에서는 정상군에 비하여 대조군이 2 배 
이상 감소하였고 (p<0.01), 양성대조군은 10 배 이상 현저히 증가
하였다 (p<0.001). 그 외 모든 약물실험군은 대조군에 비하여 유의
성 있게 증가하였다 (p<0.01, p<0.001)(Fig. 6). 

7. Femur joint내 염증성 사이토카인 발현
    동물실험 종료 후 염증 사이토카인인 IL-1β, IL-6, TNF-α 
mRNA 유전자 발현을 분석하였다. 그 결과 IL-1β mRNA 유전자 
발현은 정상군에 비하여 대조군이 현저히 증가하였고 (p<0.01), 
JR-SE, EU-E와 JAEG-E 투여군은 대조군에 비하여 유의성 있게 
감소하였다 (p<0.05). 양성대조군과 AS-E 투여군은 대조군에 비하
여 감소하였으나 유의성은 나타나지 않았다.
    IL-6와 TNF-α mRNA 유전자 발현은 정상군에 비하여 대조군
이 현저히 증가하였고 (p<0.01), 약물실험군과 양성대조군은 대조
군에 비하여 감소하였으나 유의성은 나타나지 않았다(Fig. 7).

Fig. 6. Clinical changes of 17β-estradiol (E2) of OVX rats after 15 
weeks treatment. # p<0.05, ## p<0.01 and ### p<0.001 compared with 
SD-Nr, *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared with OVX-CTL, Values 
are means ± SEM (n = 5), The statistical significance was revealed by 
ANOVA.

Fig. 7. Clinical changes of IL-1β (A), IL-6 (B) and TNF-α (C) mRNA 
expression in Joint/Bone(real-time PCR) of OVX rats after 15 weeks 
treatment. # p<0.05, ## p<0.01 and ### p<0.001 compared with SD-Nr, 
*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared with OVX-CTL, Values are 
means  ± SEM (n = 5), The statistical significance was revealed by 
ANOVA.

8. Femur joint내 염증성매개 유전자 발현
    동물실험 종료 후 COX-2와 NOS-2 mRNA 유전자 발현을 분
석하였다. 그 결과 COX-2 mRNA 유전자 발현은 정상군에 비하여 
대조군이 현저히 증가하였고 (p<0.001), JR-SE, EU-E, 그리고 
JAEG-E 투여군은 대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였으며 
(p<0.05, p<0.01), 양성대조군과 AS-E 투여군은 대조군에 비하여 
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감소하였으나 유의성은 나타나지 않았다. 
    염증매개인자인 NOS-2 mRNA 유전자 발현은 정상군에 비하
여 대조군이 현저히 증가하였고 (p<0.001), JR-SE, EU-E, JAEG-E 
투여군과 양성대조군은 대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였으며 
(p<0.05, p<0.01), AS-E 투여군은 대조군에 비하여 감소하였으나 
유의성은 나타나지 않았다. 
    동물실험 종료 후 전이효소인 MMP-2 mRNA 유전자 발현을 
관절조직에서 분석하였다. 그 결과 MMP-2 mRNA 유전자 발현은 
정상군에 비하여 대조군이 현저히 증가하였고 (p<0.05), 양성대조
군과 모든 약물실험군은 대조군에 비하여 감소하였으나 유의성은 
나타나지 않았다. 
    또한 MMP-9 mRNA 유전자 발현은 정상군에 비하여 대조군
이 현저히 증가하였고 (p<0.01), AS-E, JAEG-E 투여군 그리고 양
성대조군은 대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였으며 (p<0.05), 
JR-SE, EU-E 투여군은 대조군에 비하여 감소했으나 유의성은 나
타나지 않았다(Fig. 8). 

Fig. 8. Clinical changes of COX-2 (A), NOS-2 (B), MMP-2 (C) and 
MMP-9 (D) mRNA expression in Joint/Bone(real-time PCR) of OVX 
rats after 15 weeks treatment. # p<0.05, ## p<0.01 and ### p<0.001 
compared with SD-Nr, *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared with 
OVX-CTL, Values are means  ± SEM (n = 5), The statistical significance 
was revealed by ANOVA.

9. 조직학적 변화
    골소주 면적은 정상군에 비하여 대조군 (OVX-CTL)이 현저하
게 증가하였고, 골 내부에 pore가 많이 나타났으며 지주골이 감소
하는 경향을 보였다. 모든 약물실험군과 양성대조군은 대조군에 비
하여 골 내부에 pore가 감소한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 9).

Fig. 9. Representative H&E stained sections of femur in OVX rats. A; 
SD-Nr, B; OVX-CTL, C; OVX-17β-E2, D; OVX-JR-SE, E; OVX-EU-E, F; 
OVX-AS-E, G; OVX-JAEG-E (Magnification 100 μm)

고    찰

    골다공증은 골 항상성을 유지하려는 골재형성이 무너졌을 때 
나타나는데, 골재형성은 골을 형성하는 조골세포와 골을 흡수하는 
파골세포의 상호보완 작용으로 유지된다14). 
    최근 우리나라는 노령 인구비가 2008년에 10%, 2012년 
11.7%, 2016년 13.5%로 증가하여, 2000년 이후 불과 17년만에 
14.2%로 고령화 사회에서 고령 사회로 급격하게 진입하였다. 이러
한 인구의 급격한 노령화는 골다공증 유병률을 증가시키고 골다공
증에 대한 예방과 치료가 중요해졌다15,16). 
    골다공증 치료로 식이요법(칼슘, 비타민D 섭취), 근력 강화 운
동, 금연, 금주가 보편적으로 권장되고 있으며 약리학적 치료제로
는 비스포스포네이트, 칼시토닌, 이프리플라본, 랄록시펜 등의 비호
르몬요법과 에스트로겐 제제 등의 호르몬요법이 표준 치료법으로 
사용되고 있다14,17). 임상적으로 비스포스포네이트는 치주 질환 환
자에서 턱뼈의 괴사와 같은 부작용이 발생할 수 있고 랄록시펜, 에
스트로겐 치료제의 경우 혈전 색전증의 위험을 증가시킬 수 있으며 
이외 식도, 위장관의 궤양 및 천공 등의 부작용이 보고되었다18,19). 
이에 장기간 사용에도 부작용이 적은 한약재와 천연물에 대한 관심
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이 증가하고 있다. 
    한의학에서는 골질환은 腎과 밀접한 관계로 보고 腎이 뼈의 
생장과 발육을 주관하는 장기로 인식되고 있다20). 동의보감에 근거
하여 신허 요통을 치료하는 대표적인 처방으로 청아원을 사용하는
데 이는 두충, 호두, 보골지, 생강으로 구성되어 있다9). 임상적으로 
청아원가미방21) 혹은 청아원11,22)을 투여하여 골다공증에 대한 연구
가 진행되어왔다. 이 중 보골지는 다량 복용시 간, 신장에 부담을 
줄 수 있다는 보고에 따라 이를 감하고 한의학 전통문헌과 임상적
으로 다용하는 오가피를 가미하여 두충, 호두, 오가피, 생강 복합추
출물인 청아원가감 추출물을 사용하였다12). 
    두충은 性이 溫하고, 味는 甘微辛 하는데 肝腎을 보하고 筋骨을 
강하게 하는 효능을 갖고 있다13). 실험연구상 두충 추출물이 골밀도 
감소 혹은 미세 구조의 개선과 관련하여 골다공증을 예방한다고 하
였고 파골세포의 분화 및 활성을 억제시킨다고 보고하였다23,24).
    호도는 性이 溫하고, 味는 甘하며 腎을 보하고 精을 수렵하는 
효능으로 임상적인 연구는 많이 없으나 호두 추출물이 조골세포를 
활성화시켜 뼈 손실을 방지한다고 하였다13,25). 
    오가피는 性은 溫, 味는 辛苦하고 두충과 마찬가지로 補肝腎, 
强筋骨 하는 효능을 가지며 임상연구상 오가피 추출물이 폐경기 후 
여성에 있어서 혈청 osteocalcin 농도를 증가시키고 골다공증에 유
효성 및 안전성을 입증하였으며, 난소적출로 인한 骨多孔症에서의 
골손상을 억제하는 효과를 나타내었다고 하였다13,26). 
    생강은 性이 溫하고, 味는 辛하며 解表散寒, 溫中止嘔, 化痰止
咳의 효능을 갖고 있는데 최근 연구에 따르면 생강은 골절염과 골
다공증에서 골흡수를 억제하여 골밀도 감소를 예방한다고 보고하였
고 생강의 생리 활성 성분인 6-gingerol이 ALP 활성과 골아세포 
분화를 자극하여 골 형성 효과를 입증하였다13,27,28).
    이에 본 연구에서는 두충, 호두, 오가피 단독추출물과 청아원
가감 추출물(두충, 호두, 오가피, 생강 복합추출물)이 골다공증에 
미치는 영향을 알아보고자 하였다. 난소 적출을 유발시킨 흰쥐에서
의 골소실은 폐경기의 여성과 비슷한 양상을 나타난다고 하였기에 
흰쥐의 난소적출로 골다공증을 인위적으로 유도하였고 세포실험 연
구에서 파골세포 분화를 억제시키면서 세포독성이 없는 용량을 선
정하여 그 결과 200 ㎍/㎖으로 동물실험을 진행하였다29).
    난소적출 후 3 주간의 회복기 후에 약물을 12 주 간 경구 투
여하여 각 군별 체중 검사, 혈청 검사, 혈청 내 골 대사지표 검사, 
대퇴관절 내 유전자 발현 검사, 조직학적 검사를 통해 두충, 호두, 
오가피 단독 추출물과 청아원가감 추출물이 흰쥐에 미친 영향을 비
교 관찰하였다.
    체중 증가량을 보면 약물실험군인 실험군과 정상군 간의 체중
변화는 유의한 차이가 관찰되지 않았고 약물 투여가 OVX 흰쥐의 
체중을 변화시키는데 영향을 미치지 않는 것으로 확인되었다. 
    폐경기 여성의 경우 노화나 체질량 지수 변화와 무관하게 혈중 
중성지방과 총콜레스테롤의 농도가 증가하는 것으로 알려져 있다
30). 본 연구에서 총콜레스테롤의 경우 정상군에 비해 유의미하게 
증가하였으나, 중성지방은 감소하는 경향으로 위의 결과와는 상반
되게 나타났다. 중성지방의 경우 OVX-AS-E 군에서 대조군
(OVX-CTL)에 비하여 유의성 있게 감소하였고, 총콜레스테롤 함량

은 양성대조군과 AS-E, JAEG-E 투여군이 대조군 (OVX-CTL)에 
비하여 유의성 있게 감소하였다. 총콜레스테롤, 중성지방은 오가피 
추출물 투여군에서 모두 유효한 결과를 보였기에 혈중 지질 대사와 
관련하여 오가피의 비율 혹은 용량에 따른 청아원가감 추출물간의 
비교연구는 추후 필요할 것으로 보인다. 
    간 독성에 미치는 영향을 알아보기 위해 혈중 AST, ALT 변화
를 관찰하였다. AST, ALT 관련하여 모든 실험 투여군에서 간독성
은 나타나지 않았고, 특히 JAEG-E 투여군에서 AST가 유의미하게 
감소되어 추후 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
    ALP는 간담도의 폐색 및 담즙 배설 장애 시 증가하는 효소로, 
간 이외 뼈에도 많이 존재하여 골다공증뿐 아니라 골 대사 이상 질
환을 진단하며 골 형성을 판단하는 지표로 알려져 있다31,32). ALP 
측정결과 정상군에 비하여 대조군이 2 배 이상 감소하였고, 대조군
에 비하여 양성대조군과 JR-SE, AS-E, EU-E 투여군은 증가하는 
경향을 보였으며, JAEG-E 투여군은 대조군에 비하여 유의성 있게 
중가하였다. 이는 청아원가감 추출물이 조골세포 활성에 영향을 미
쳐 골 성장이 활발히 일어나고 있는 것으로 사료된다. 
    혈청내 칼슘농도 변화는 골흡수와 관련이 있는데, 폐경 후의 
여성은 난소 기능 저하로 인한 에스트로겐의 감소로 칼슘을 뼈에 
저장하지 못하여 혈중 칼슘농도가 상승하게 된다33). 본 연구에서도 
칼슘농도가 정상군에 비하여 대조군이 2 배 이상 증가하여 혈액을 
통한 칼슘의 배출을 예상할 수 있었고, 양성대조군을 제외한 모든 
약물실험군에서 대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였다. 이는 청
아원가감 추출물이 칼슘을 뼈에 저장시켜 골조직 약화를 억제하는 
효능이 있는 것으로 보인다. 
    폐경기 이후 가속화된 뼈 손실의 일차 매개체로서 염증성 사이
토카인을 연관시키는데, 염증성 사이토카인은 골다공증이 있는 여
성의 골수세포에서 상대적으로 증가하며 파골세포의 골 흡수와 관
련되어 있다34,35). 혈청내 염증매개인자 수준을 관찰한 결과, TNF-
α, IL-1β, LTB4 모두 정상군에 비하여 대조군이 유의미한 증가하
였다. TNF-α의 경우 양성대조군을 포함한 모든 약물실험군은 대
조군에 비하여 유의성 있게 감소하였다. 혈청내 염증사이토카인 
IL-1β 수준에서 EU-E와 JAEG-E 투여군은 대조군에 비하여 유의
미하게 감소하였고, 양성대조군과 JR-SE, AS-E 투여군은 대조군에 
비하여 감소하였으나 유의성은 나타나지 않았다. 
    혈청내 염증매개인자인 LTB4는 Arachidonic acid 대사작용
에 생산되는데, AS-E와 JAEG-E 투여군은 대조군에 비하여 유의성 
있게 감소를 나타내었으나, 양성대조군과 JR-SE, EU-E 투여군은 
대조군에 비하여 감소하였으나 유의성은 나타나지 않았다.
    Osteocalcin은 골 특이 단백질로 조골세포의 활성으로 인해 분
비되며 골아세포의 활성이 증가할수록 혈청 osteocalcin의 농도가 
높아진다36,37). 혈청내 Osteocalcin 단백질수준을 보면 정상군에 비
하여 대조군이 2 배 이상 증가하였고, JR-SE 투여군을 제외한 양성
대조군 과 AS-E, EU-E, JAEG-E 투여군에서 유의미하게 감소하였
다. DPD는 혈청내 골대사 염증매개인자인 Arachidonic acid 대사
작용에서 생산되며 골 흡수 표지자로 사용된다38). 본 실험결과 정상
군에 비하여 대조군이 2 배 이상 증가하였고, JR-SE와 JAEG-E 투
여군은 대조군에 비하여 유의성 있게 감소하였다. 이러한 
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Osteocalcin과 DPD의 감소는 선행연구 결과를 참고했을 때 청아원
가감 추출물이 골흡수와 골형성에 영향을 주는 것으로 보인다39).
    본 실험에서는 난소를 적출시킨 흰쥐를 사용하여 에스트로겐 
결핍성 골다공증을 유발시켰는데 이에 17β-estradiol (E2)을 투여
하여 양성대조군으로 설정하고 약물실험군과 비교하였다. 혈청내 
17β-estradiol (E2)을 측정한 결과, 정상군에 비하여 대조군이 2 
배 이상 감소하였고, 양성대조군 은 10 배 이상 현저히 증가하였
다. 그 외 모든 약물실험군은 대조군에 비하여 유의성 있게 증가하
였는데 이는 청아원가감 추출물이 난소절제로 유도되는 에스트로겐 
감소를 억제시킨다는 것으로 보인다. 
    동물실험이 끝난후 염증성 사이토카인인 IL-1β, IL-6, TNF-α 
mRNA 유전자 발현을 분석한 결과 IL-1β, IL-6와 TNF-α mRNA 
유전자 발현은 정상군에 비하여 대조군이 현저히 증가하였다. IL-1
β mRNA 유전자 발현은 JR-SE, EU-E와 JAEG-E 투여군에서 대조
군에 비해 유의미하게 감소하였고, 양성대조군과 AS-E 투여군은 
대조군에 비하여 감소하였으나 유의성은 나타나지 않았다. IL-6와 
TNF-α mRNA 유전자 발현은 양성대조군을 포함한 모든 약물실험
군에서 대조군에 비하여 감소하였으나 유의성은 나타나지 않았다.
    COX-2, NOS-2 mRNA은 Arachidonic acid 대사작용에서 
생산되는데, COX-2, NOS-2 mRNA 유전자 발현은 정상군에 비하
여 대조군이 현저하게 증가하였다. COX-2 mRNA 유전자 발현에
서 JR-SE, EU-E, JAEG-E 투여군은 대조군에 비하여 유의성 있게 
감소하였고, 양성대조군과 AS-E 투여군도 대조군에 비하여 감소하
였으나 유의성은 나타나지 않았다. 염증매개인자인 NOS-2 mRNA 
유전자 발현은 AS-E 투여군을 제외한 모든 약물실험군과 양성대조
군에서 대조군에 비하여 유의하게 감소하였다.
    전이효소인 MMP-2, MMP-9은 주로 골아세포와 파골세포에서 
발현되는데 뼈의 구조 및 생체 역학적 특성에 차별적으로 영향을 
미친다40). MMP-2, MMP-9 mRNA 유전자 발현을 관절조직에서 
분석한 결과, 정상군에 비하여 대조군이 현저히 증가하였다. 
MMP-2 mRNA 유전자 발현은 약물실험군인 양성대조군, 모든 약
물실험군은 대조군에 비하여 감소하였으나 유의성은 없었다. 또한 
MMP-9 mRNA 유전자 발현은 AS-E, JAEG-E 투여군과 양성대조
군에서 대조군에 비하여 유의미하게 감소하였고, JR-SE, EU-E 투
여군에서는  유의성이 없었다.
    대퇴골에서 H&E염색을 통한 조직학적 검사상, 대조군에 비해 
모든 약물실험군에서 골소주 면적 및 골 내부 pore이 감소하는 것
을 관찰 할 수 있었는데 이는 청아원가감 추출물이 골 손실 발생을 
억제시키는 효과가 있음을 의미한다. 하지만 골밀도, 골량, 골소주 
면적과 관련하여 정확한 수치화를 통해 비교하지 못하였기에 추후 
지속적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.
    이상의 결과를 종합해보면, 난소 절제술을 시행한 흰쥐에서 3 
주의 회복기 후 12 주간 두충, 호두, 오가피 추출물 및 청아원가감 
추출물을 경구 투여한 결과 간독성을 보이지 않았으며 골다공증 관
련 염증인자를 억제하는데 유효성이 있는 것으로 나타났다.
    이전 청아원 관련 임상연구에서 골밀도 수치에서는 유의한 결
과를 보였으나 골대사 지표와 관련하여서는 유의성을 보이지 않았
다. 이에 반해 청아원가감 추출물은 두충, 호두, 오가피 추출물과 

비교하여 골형성 지표, 골흡수 지표, 염증매개인자와 관련해 유효
한 결과를 나타내어 좀 더 적극적으로 골다공증 치료 및 예방에 활
용될 수 있을 것으로 사료된다. 향후 지속적인 실험 연구와 임상 
시험을 통한 안전성과 유효성 입증을 위한 연구를 추가적으로 진행
되어야 할 것으로 보이며, 청아원가감 추출물의 구성성분인 두충, 
호두, 오가피 비율 조합에 따른 골밀도에 관한 효능 비교, 기존 골
다공증 치료제와의 비교 연구가 필요할 것으로 사료된다.

결    론

    난소적출을 통한 흰쥐의 골다공증 모델에 두충, 호두, 오가피 
추출물 및 청아원가감 추출물이 골다공증에 미치는 영향을 알아보
기 위해 체중 검사, 혈청 검사, 혈청내 골 대사지표 검사, 대퇴관절 
내 유전자 발현 검사를 관찰한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.
    청아원가감 추출물에서 간독성은 나타나지 않았다.
    청아원가감 추출물에서 골형성 관련지표인 ALP는 유의성 있게 
증가하였고, Osteocalcin과 DPD는 유의성 있게 감소하였다.
    청아원가감 추출물에서 혈청내 칼슘농도는 유의성 있게 감소하
였다.
    청아원가감 추출물에서 혈청내 염증매개인자 수준 TNF-α, 
IL-1β, LTB4는 유의성 있게 감소하였다.
    청아원가감 추출물에서 혈청내 17β-estradiol (E2)은 유의성 
있게 증가하였다.
    청아원가감 추출물에서 염증 사이토카인 IL-1β mRNA 유전자 
발현은 유의성 있게 감소하였고, IL-6, TNF-α mRNA 유전자 발
현은 감소하는 경향을 보였다.
    청아원가감 추출물에서 염증성매개 COX-2, NOS-2 mRNA 유
전자 발현은 유의성 있게 감소하였다.
    청아원가감 추출물에서 MMP-9 mRNA 유전자 발현은 유의성 
있게 감소하였다.
    청아원가감 추출물에서 조직학적으로 골소주 면적 및 골 내부 
pore 의 감소를 보였다.
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