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ABSTRACT

InfluenceofCarthamustinctoriusseedextract

ontheproliferationanddifferentiation

inMC3T3-E1osteoblasticcellline

Lee,Seung-Yong

Advisor:Prof.Kim,Su-Gwan,D.D.S.,Ph.D.

DepartmentofDentalScience,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Bonehomeostasisrequiresbalancedinteractionsbetweenosteoblastsand

osteoclasts.New boneformationsareprimarilyafunctionoftheosteoblasts

andtherapeuticagentsregulating new boneformationareabletoactby

increasing the proliferation and differentiation ofosteoblasts.Carthamus

tinctoriusisamemberofthefamilyCompositaeorAsteraceaeandhasbeen

recommendedasafunctionalmaterialbecauseofitsseveralbioactivities

such as purgative, alexipharmic effects, fever reducer, blood stasis,

promotionofboneformationandthepreventionofosteoporosis.Although

numerous literatures are available on the pharmacologicaland biological

activities,thebiologicalactivityofCarthamustinctoriusinboneregeneration

processhasnotyetbeenwelldefined.Inthisstudy,theeffectofCarthamus

tinctoriuswas,therefore,investigatedintheproliferationanddifferentiation

ofMC3T3-E1osteoblasticcellline.

To determine the characteristic alteration of MC3T3-E1 cells by

Carthamustinctoriusin theproliferation anddifferentiation ofMC3T3-E1
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cells,itwasexaminedby cellculture,MTT assay,Von Kossastaining,

RT-PCRand quantitativereal-timePCRanalysisinMC3T3-E1cells.The

resultsareasfollows.

1.ThetreatmentofCarthamustinctoriusdidnotsignificantlyaffectthecell

proliferationinMC3T3-E1cells.

2. Carthamus tinctorius significantly accelerated the mineralization as

comparedwiththecontrolcultureinthedifferentiationofMC3T3-E1

cells.

3.Carthamus tinctoriussignificantly increased the expression ofalkaline

phosphatase (ALP) mRNA as compared with the control in the

differentiationofMC3T3-E1cells.

4.Carthamustinctoriussignificantlyacceleratedthedecreaseofosteonectin

(ON) mRNA expression as compared with the control in a

time-dependentmannerinthedifferentiationofMC3T3-E1cells.

5.Carthamustinctoriussignificantlyincreasedtheexpressionofosteocalcin

(OC)mRNA as compared with the controlin the differentiation of

MC3T3-E1cells.

These results suggest that the Carthamus tinctorius facilitate the

osteoblast differentiation and mineralization in the differentiation of

MC3T3-E1 osteoblastic cells,and therefore,thatitmay have potential

propertiesfordevelopmentanditsclinicalapplicationofboneregeneration

materials.

----------------------------------------------------------------

KEYWORDS:Boneregeneration,Carthamustinctorius,Differentiation,

Mineralization,Osteoblasts,Proliferation



- 1 -

I. 서   론

골을 형성하는 데 관여하는 세포는 조골세포(osteoblast)와 파골세포(osteoclast)

로서,이 두 가지 세포에 의하여 골 형상이 유지되고 대사되며,그 외 골세포와

골표면세포는 골 흡수와 형성의 균형 상태를 유지하는 골 재형성과 관련하여

골조직에 가해지는 기계적 자극을 감지하는 센서 역할을 한다[1].골은 조골세

포와 파골세포에 의해 새로운 골이 형성되고,오래된 골은 분해되는 동적인 대

사조직으로 조골세포와 파골세포의 적절한 활성에 의해서 진행된다[2].골조직

은 주로 수산화인회석(hydroxyapatite)의 결정구조와 아교질,조골세포에 관여

하는 비아교질성 단백질인 오스테오칼신,세포와 골기질 간의 결합을 촉진하는

단백질인 오스테오폰틴,골기질을 이루는 구조성 단백질인 시알로단백질 및 프

로테오글리칸을 포함한 다양한 종류의 세포외기질 단백질로 구성되어 있다[1,3].

골다공증은 조골세포에서의 골형성 관련 국소인자의 발현저하 및 파골세포에

의한 골흡수 작용의 상대적인 증가에 의해 골밀도가 낮아지는 질환이다[4-7].

여성의 경우 폐경 후 여성 호르몬인 에스트로겐의 분비감소에 의해 골다공증의

발병율이 남성에 비해 현저히 높으며,남성의 경우도 노화가 진행되면서 골다공

증의 발병률이 증가한다[4,8].남성과 여성 모두 노화과정에서 파골세포 작용의

증가로 인하여 골다공증의 발병율이 증가하며,특히 여성의 경우 폐경 이후에

에스트로겐 분비감소에 의해 골밀도의 감소 현상이 더욱 심하여 골다공증에 대

한 발병률이 남성보다 현저히 높은 것으로 알려져 있어,이에 대한 연구가 매우

활발히 진행되고 있다[4-7].최근 들어 골다공증 치료를 위한 에스트로겐 투여

의 여러 부작용을 보완하기 위해,한약재 및 식품 등 천연물의 활성성분을 이용

한 대체 요법의 연구가 활발히 진행되고 있으며[9-13],골다공증 예방과 치료를
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위한 대체요법으로 식물성 에스트로겐(phytoestrogen)의 경구투여 또는 이를 다

양 함유하고 있는 식품의 섭취가 시도되고 있다[14].

식물성 에스트로겐에는 isoflavone,coumestan,lignan 등이 있으며 이 중

isoflavone은 골대사와 관련하여 활발히 연구가 진행 중인 대표적인 식물성 에

스트로겐이다[9,14].홍화(Carthamustinctorius)는 홍남화 또는 우리말로는 잇꽃

이라고 하며,국화과의 한해살이풀로서 약용식물로 알려져 있다[10,15].홍화는

항응혈 효과,항염효과 및 통경효과 등이 확인된 바 있고,동양의학에서 어혈,

냉증,갱년기 장애를 위한 치료제로 전래되는 약제로서 골 재생효과도 있는 것

으로 알려져 골다공증의 민간요법으로 사용되고 있다[15-17].그러나 홍화의 직

접적인 골유도 여부에 관해서는 아직 정확히 알려져 있지 않으며,골을 형성하

는 데 중요한 요소인 조골세포의 증식과 분화과정에서 홍화의 생물학적 기능도

명확하게 밝혀지지 않았다.

따라서 본 연구에서는 조골세포로서 생쥐 두개관 조골세포주 MC3T3-E1의

증식과 분화과정에서 홍화에 의한 세포주의 특성변화를 분석하여,골결손 질환

의 치료 및 예방을 위한 천연물 소재개발의 토대를 제공하고자 하였다.
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Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide(MTT)는

Sigma(St.Louis,MO,USA)에서 구입하였으며,TRIreagentkit는 Molecular

Research Center, Inc.(Cincinnati, OH, USA)에서 구입하여 사용하였다.

M-MLV reversetranscriptase와 RNasin® plusRNAseinhibitor및 dNTP는

Promega(Madison,WI,USA)에서 구입하였으며,AccuPower® PCR premix는

Bioneer(대전,대한민국)에서 구입하여 사용하였다.BrilliantⅢ Ultra-Fast

SYBR
®
Green qRT-PCR mastermix는(AgilentTechnologies(Santa Clara,

CA,USA)에서 구입하였으며,Vonkossa염색을 위한 Silverstainingkitacc.

to von Kossa와 Nuclear fast red-aluminum sulfate solution은 Merck

KGaA(Darmstadt,Germany)에서 구입하여 사용하였다.기타 분석시약들은

analyticalgrade를 구입하여 사용하였다.

본 연구에 사용한 생쥐 두개관 조골세포주 MC3T3-E1은 American Type

CultureCollection(ATCC,Rockville,MD,USA)에서 제공받아 실험에 이용하였

으며,그 광학현미경 사진은 Fig.1에 나타내었다.

2. 식물재료와 추출(홍화 에탄올 추출)

건조된 홍화(Carthamustinctorius)를 Jeonnam HerbalMedicineFarmer's

Cooperative(전남,대한민국)에서 구입하여,흐르는 물에 세척 후 불순물을 제거
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한 다음 분쇄하였다.분쇄한 후 10배의 95% 에탄올을 이용하여 실온에서 24시

간 동안 침지하여 추출하였다.추출물은 AdvantecNo.2여과지를 이용하여 여

과한 후,rotaryevaporator(N-1000V-W,Eyela,Japan)를 이용하여 감압 농축

하였다.농축된 추출물을 -40℃에서 3일 동안 동결건조 하였으며,2°C에서 보

관하며 본 실험의 시료로 사용하였다.

Fig.1.Microphotographsshow MC3T3-E1mouseosteoblasticcells;A (×

40),B(×100).

3. 세포배양

생쥐 두개관 조골세포주 MC3T3-E1은 10% fetal bovine serum(FBS,

InvitrogenCo.,Carlsbad,CA,USA)및 항생제(100u/mlpenicillinm,100㎍/ml

streptomysin)가 함유된 37°C의 alpha-minimum essentialmedium(α-MEM,

InvitrogenCo.,Carlsbad,CA,USA)성장배지 하에서 배양하면서 실험에 이용
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하였다.세포분화와 석회화유도를 위하여 세포가 배양접시에서 충만하게 자란

후,동일배지에 ascorbicacid(50㎕/ml)와 β-glycerophosphate(10mM)를 첨가하

여 배양하였다[18,19].

4. MTT 분석에 의한 세포증식 측정

홍화에 의한 생쥐 두개관 조골세포주 MC3T3-E1의 세포증식 효과를 관찰하

기 위해,24wellplate에 4x104cells/well의 MC3T3-E1세포를 접종하였으며,

37°C의 CO2 배양기에서 24시간 배양한 후 새로운 배양배지로 교체하였다.홍화

추출물 1,3,10,30,100및 300μg/ml을 첨가하여 24시간 동안 배양하였으며,세포

증식 효과를 MTT 분석으로 측정하였다.MTT 분석은 MC3T3-E1에 MTT 용

액(MTT최종농도 0.5㎍/㎕)을 37℃에서 4시간 처리한 후,MTT 용액을 제거하

고 0.04N HCl이 함유된 isopropanol로 녹여내어 570nm에서 흡광도를 측정하여

시행하였다[20].

5. Von Kossa 염색을 통한 골기질 형성 분석

생쥐 조골세포주 MC3T3-E1의 석회화 결절을 확인하기 위하여 VonKossa염색

을 시행하였다.분화유도를 위하여 ascorbicacid(50㎕/ml)와 β-glycerophosphate

(10mM)를 첨가하고,홍화 추출물을 처리한 한 각 실험군의 MC3T3-E1세포주

를 PBS로 3회 세척한 후,70% ethanol을 이용하여 10분간 고정하였다.증류수

로 세척한 후,5% AgNO3를 처리하여 30분간 암실에 보관하였으며,증류수를

이용하여 수회 세척하였다.각 실험군의 MC3T3-E1세포주에 자외선을 15분간
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조사한 후,NaHCO3/formalin완충액에 7분간 반응시켰으며,5% Na2S2O3로 여분

의 AgNO3를 중화시켰다.각 실험군에 nuclearfastred색소를 5분간 반응시켰

으며,증류수를 이용하여 수회 세척한 후 색의 변화를 관찰하였다.MC3T3-E1

세포주의 분화유무를 확인하여 위하여 분화배지를 포함하지 않은 대조군을 함

께 관찰하였다.

6. 역전사 중합효소연쇄반응(reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction, RT-PCR) 분석

세포분화와 석회화가 유도된 각 실험군의 MC3T3-E1 세포주에서 TRI

reagentkit(MolecularResearch Center,Inc.,Ohio,USA)를 이용하여 total

RNA를 추출한 후,자외선 분광기(UV spectrometer)를 이용하여 260㎚에서 흡

광도를 측정,추출된 RNA의 농도를 계산하였다.cDNA를 합성하기 위하여 5㎍

의 total RNA를 reverse-transcriptase(Promega, Madison, WI, USA)와

oligo(dT)primer를 이용하여 42℃에서 60분간 역전사 반응을 시행하였다.합성

된 cDNA를 alkalinephosphatase(ALP),osteonectin(ON)및 osteocalcin(OC)

등의 primer(Table1)를 이용하여 중합효소연쇄반응(PCR)을 시행하였다.PCR

반응 조건은 94℃에서 5분,변성(denaturation)반응을 94℃에서 15초,결합

(annealing)반응을 50～55℃에서 30초,중합(extension)반응을 72℃에서 30초간

30주기를 반복하고,마지막 중합반응은 72℃에서 10분간 연장하여 반응시켰다.

각 primer의 Tm 값을 고려하여 ON과 GAPDH의 결합반응 온도는 55℃,ALP와

OC의 결합반응 온도는 50℃로 시행하였다.RT-PCR후 1.5% agarosegel에서

전기영동하여 각각의 PCRproduct를 확인하였다.
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7. 정량 PCR 분석

세포분화와 석회화가 유도된 각 실험군의 MC3T3-E1 세포주에서 OC의

mRNA 발현을 정량 PCR 분석으로 재확인하였다.BrilliantⅢ Ultra-Fast

SYBR
®
GreenqRT-PCRmastermix(AgilentTechnologies,SantaClara,CA,

USA)를 이용하여 cDNA 1㎍,2XSYBRGreenmastermix10㎕,각 primer1

㎕,100mM DTT 0.2㎕ 및 RT/RNaseblock1㎕를 혼합한 후,전체 부피가 20

㎕가 되도록 DEPC를 처리한 물로 적정하였다.Exicycler
TM
96(Bioneerco.,

Daejeon,Korea)을 이용하여 95℃에서 15분간 반응시킨 후,94℃에서 15초,5

5℃에서 30초,70℃에서 30초를 45회 반복하여 반응시켰다.정량 PCR 결과를

qcalculator1.0program(InstitutofPharmacology& Toxicology,Universityof

Bonn,Bonn,Germany)을 이용하여 Ct값에 따른 mRNA양을 정량적으로 계산

하여 분석하였다.정량을 위한 내부 대조군(internalcontrol)으로는 GAPDH를

이용하였으며,정량 PCR 분석에 사용한 OC primersequence는 RT-PCR에서

의 경우와 동일한 것을 사용하였다.

8. 실험자료의 통계학적 검정

모든 실험성적은 mean±SEM으로 나타내었고,각 실험군 간의 유의성 검

정은 ANOVA 후에 Student'st-test를 하였으며,pvalue가 0.05미만(p<0.05)

의 경우에서 통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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Table1.PrimersequencesforPCR

PrimerNames Sequence(5'→3') PCRProduct(bp)

ALP(sense) CTCTCCGAGATGGTGGAGGT

430

ALP(antisense) GTCTTCTCCACCGTGGGTCT

ON(sense) ACGGCCATACCTACAGCTCT

268

ON(antisense) AACCAGTCACGGAGCCTATC

OC(sense) CCACAGCCTTCATGTCCAAG

173

OC(antisense) GGCAGAGAGAGAGGACAGGG

GAPDH(sense) GGTGCTGAGTATGTCGTGGA

196

GAPDH(antisense) CAGTTGGTGGTGCAGGATG

ALP:alkalinephosphatase

ON:osteonectin

OC:osteocalcin
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Ⅲ. 실 험 결 과 

1. 홍화 추출물에 의한 MC3T3-E1 세포주 증식 효과

생쥐 두개관 조골세포주 MC3T3-E1세포주에서 홍화 추출물의 생존 및 증식

에 미치는 효과를 알아보기 위해 MTT assay를 실시하였다.홍화 추출물 1～

300μg/ml을 24시간 처리한 결과,홍화 추출물은 MC3T3-E1세포주의 증식에는

영향을 주지 않았으나,300μg/ml에서 MC3T3-E1세포주의 증식을 약간 감소시

키는 경향이 있었다(Fig.2).따라서 이후 본 연구에서는 홍화 추출물 100μg/ml

을 이용하여 MC3T3-E1세포주 분화에 미치는 여러 가지 효과를 조사하였다.

2. 조골세포주 MC3T3-E1 분화과정에서 석회화 결절형성에 미

치는 홍화의 효과

생쥐 조골세포주 MC3T3-E1의 석회화 결절형성에 미치는 홍화의 효과를 확인

하기 위하여,MC3T3-E1세포주 분화과정에서 홍화 추출물 100μg/ml처리한

후 무기질이 침착된 기질을 갈색으로 표현하는 VonKossa염색을 시행하였으

며,분화유도를 위하여 ascorbicacid(50㎕/ml)와 β-glycerophosphate(10mM)를

첨가하였다.분화유도 10일째에서부터 대조군과 홍화 추출물 처리군에서 석회화

결절형성이 일어나기 시작하였으며,분화유도 15일째에서는 대조군에 비해 홍화

추출물 처리군에서 석회화 결절정도가 약간 증가하는 경향을 보였으나 뚜렷한

차이는 없었다(Fig.3).그러나 분화유도 20일째와 21일째는 대조군에 비해 홍화

추출물 처리군에서 석회화 결절의 뚜렷한 증가를 확인할 수 있었다(Fig.3).
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Fig.2.Concentration-dependenteffectsofCarthamustinctoriusonthecell

proliferationinMC3T3-E1mouseosteoblasticcells.TheMC3T3-E1

cells were treated with various concentrations of Carthamus

tinctoriusfor24hours.Thecellproliferationsweredeterminedby

theMTT assays.Thepercentageofcellproliferationwascalculated

as a ratio ofA570nms ofCarthamustinctoriustreated cells and

untreatedcontrolcells.Eachdatapointrepresentsthemean±SEM

ofthreeexperiments.
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Fig.3.Mineralizednoduleformationin MC3T3-E1cells.Themineralized

noduleformationinducedbythedifferentiationmediaandCarthamus

tinctoriuswasexaminedafter0,5,10,15,20and21daysofculture.

The cells were grown in the presence ofascorbic acid and β

-glycerophosphate for inducing the mineralization and were

examinedtheeffectofCarthamustinctoriusonmineralizednodule

formation.ThenodulesweredetectedbyVonKossastaining.
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3. 조골세포주 분화과정에서 분화 특이유전자들의 발현에 미치는 

홍화의 효과 

생쥐 조골세포주 MC3T3-E1에 ascorbicacid와 β-glycerophosphate를 첨가

하여 석회화 결절의 형성을 유도한 배양과정에서 홍화의 효과를 분석하기 위해,

MC3T3-E1 세포주 분화과정에서 홍화 추출물 100μg/m을 처리한 후 ALP,

ON및 OC각각의 primer(Table1)를 이용하여 RT-PCR을 시행하였다.

ALPmRNA의 발현은 MC3T3-E1세포주의 분화유도 과정에서 증가하였다

(Fig.4).대조군에서는 배양 7일째에 배양 0일째보다 6.66배의 ALPmRNA 발

현을 보이기 시작하였으며,15일째에서는 4.82배,20일째에서는 5.14배의 ALP

mRNA 발현을 관찰할 수 있었다(Fig.4).홍화 추출물 처리군에서는 7일째에

배양 0일째보다 7.30배의 ALPmRNA 발현을 보였고,15일째에서는 6.05배,20

일째에서는 5.89배의 ALPmRNA 발현을 관찰할 수 있었으며,본 연구의 결과

로 MC3T3-E1세포주의 분화유도 과정에서 홍화는 ALPmRNA의 발현을 증

가시킴을 알 수 있었다(Fig.4).

본 연구에서 MC3T3-E1세포주에서 분화를 유도한 후 ON mRNA의 발현이

감소하는 것을 관찰할 수 있었다(Fig.5).대조군에서 ON은 배양 7일째에서 배

양 0일째보다 0.77배의 발현을 보였으며,15일째에서 0.78배,20일째에서는 0.80

배로 발현이 감소하였다(Fig.5).홍화 추출물 처리군에서는 배양 7일째에 배양

0일째보다 1.15배의 ON mRNA 발현을 보였고,15일째에서 0.54배,20일째에서

는 0.65배로 발현이 감소하였으며,본 연구의 결과로 MC3T3-E1세포주의 분화

유도 과정에서 홍화는 ONmRNA의 발현을 감소시킴을 알 수 있었다(Fig.5).
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Fig.4.EffectofCarthamustinctoriusonalkalinephosphatase(ALP)mRNA

expression.ThefirststandcDNAspreparedfrom theMC3T3-E1cell

totalRNAswereusedastemplateforPCR amplification.ThePCR

productswereelectrophoresisona1.5% agarosegelandvisulaized

withethidium bromide.A.Agarosegelelectrophoresiswasperformed

on the RT-PCR products from MC3T3-E1 cells (ALP;430 bp,

GAPDH;196bp)(0;0dayaftertreatmentwithdifferentiationmedia,

7;7daysaftertreatmentwithdifferentiationmedia,15;15daysafter

treatmentwithdifferentiationmedia,20;20daysaftertreatmentwith

differentiation media,Control;treatmentwith differentiation media

only,Carthamustinctorius;treatmentwithdifferentiationmediaand

Carthamustinctorius)B.ThepercentageofALPmRNA expression

wascalculatedasaratioofGAPDHband.
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Fig.5.EffectofCarthamustinctoriusonosteonectin(ON)mRNA expression.

A.Agarose gelelectrophoresis was performed on the RT-PCR

productsfrom MC3T3-E1cells(ON;173bp,GAPDH;196bp)B.

ThepercentageofON mRNA expressionwascalculatedasaratio

ofGAPDHband.OtherlegendsarethesameasinFig.4.
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OC mRNA의 발현은 MC3T3-E1세포주의 분화유도 과정에서 증가하였다

(Fig.6).대조군에서는 배양 7일째에 배양 0일째보다 1.21배의 OCmRNA 발현

을 보이기 시작하였으며,15일째에서는 1.25배,20일째에서는 1.18배의 OC

mRNA 발현을 관찰할 수 있었다(Fig.6).홍화 추출물 처리군에서는 7일째에

배양 0일째보다 1.57배의 OCmRNA 발현을 보였고,15일째에서는 1.43배,20일

째에서는 1.29배의 OC mRNA 발현을 관찰할 수 있었으며,본 연구의 결과로

MC3T3-E1세포주의 분화유도 과정에서 홍화는 OCmRNA의 발현을 증가시킴

을 알 수 있었다(Fig.6).

4. 조골세포주 분화과정에서 정량 PCR에 의한 분화 특이유전자

의 발현분석

세포분화와 석회화가 유도된 각 실험군의 MC3T3-E1 세포주에서 OC의

mRNA 발현을 정량 PCR분석으로 재확인하기 위해,MC3T3-E1세포주 분화

과정에서 홍화 추출물 100μg/m을 처리한 후 OCprimer를 이용하여 정량 PCR

을 시행하였다.RT-PCR결과에서 OCmRNA의 발현이 가장 많았으며 대조군

과 가장 차이가 컸던 배양 7일째에서의 정량 PCR결과,OCmRNA는 대조군

에 비해 홍화 추출물 처리군에서 그 발현이 1.70배 증가하였으며(Fig.7),정량

PCR에 의한 miRNA 발현분석 결과는 RT-PCR 분석결과와 일치함을 확인할

수 있었다.
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Fig.6.EffectofCarthamustinctoriusonosteocalcin(OC)mRNA expression.

A.Agarose gelelectrophoresis was performed on the RT-PCR

productsfrom MC3T3-E1cells(OC;268bp,GAPDH;196bp)B.

ThepercentageofOC mRNA expressionwascalculatedasaratio

ofGAPDHband.OtherlegendsarethesameasinFig.4.
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Fig.7.EffectofCarthamustinctoriusonOCmRNA expressionbyreal-time

quantitative RT-PCR (qRT-PCR).The expression levelof OC

mRNA was calculated by using qcalculator 1.0 program after

internalcontrolu6normalization.Eachrelativecopynumbervalue

representsthemeanofthreeindependentexperiments.Therelative

expressionofOC mRNA wasaccessedbyqRT-PCR accordingto

methodsdescribedin'MaterialsandMethods'.
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Ⅳ. 총괄 및 고안

골의 재형성 과정은 오래된 뼈가 새로운 뼈로 전환되는 과정으로,이러한 과

정은 증식,분화 및 세포외 기질의 석회화유도 등의 단계를 거쳐 진행되며,일

반적으로 골 형성과 흡수 과정은 조골세포와 파골세포의 상호작용에 의해 균형

을 이루면서 뼈의 건강을 유지한다[1].그러나 이러한 조골세포와 파골세포의

불균형이 생기면 골다공증과 같은 대사성 골 관련 질환이 유발될 수 있다[4-7].

고령화 사회로 접어들면서,노년층 특히 여성에서 여성호르몬 저하에 의한 골다

공증 발병 문제가 더욱 부각되고 있다[4,8].골다공증 예방 및 치료에 사용되는

치료제는 대부분 골흡수를 억제하는 작용을 하기 때문에 진행성 골소실은 완전

히 회복할 수 없어,골다공증의 발생을 완전히 예방할 수 없는 것이 현실이며,

따라서 골다공증의 예방과 치료를 위한 골형성 증가에 관련된 몇 종류 천연물

의 효능을 근거로 다양한 천연물들의 골조직 재생능력에 미치는 영향 등에 대

한 연구가 많이 이루어지고 있다[9-13].

골형성은 여러 단계의 분자생물학적 과정에 의하여 이루어지며,골 관련 유전

자들의 발현에 의하여 조절된다[1,3].골형성 과정의 초기에 교원질이 침착되어

세포외 기질을 형성한 후,비교원성 단백질을 침착시키고 수산화인회석으로 석

회화된다[1,3].이 과정에 관여하는 유전자는 세포외 β-glycerophosphate를 분

리하는 alkalinephosphatase(ALP),석회화를 개시하는 bonesialoprotein(BSP),

교원질 교차결합을 유도하는 procollagenlysylhydroxylase-2(PLOD-2),석회화

결절형성을 조절하는 osteonectin(ON),osteocalcin(OC)및 osteopontin(OP)등이

있다[1,3].

홍화는 예로부터 골재생 효과가 있는 약제로 알려져 골다공증 등에 민간요법
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으로 사용되고 있음에도 불구하고 조골세포의 증식과 분화과정에서 홍화의 분

자생물학적 기전은 아직까지 명확히 밝혀져 있지 않다[15-17].따라서 본 연구

에서는 조골세포의 증식 및 분화과정에서 홍화의 효과를 밝히기 위해,생쥐 두

개관 조골세포주 MC3T3-E1에서 분화유도와 홍화 추출물을 처리한 후,

MC3T3-E1세포주의 특성변화를 분석하였다.

생쥐 두개관 조골세포주 MC3T3-E1세포주에서 홍화 추출물의 생존 및 증식

에 미치는 효과를 알아보기 위한 MTT 실험결과,본 연구에서 시험한 농도

(1~300μg/ml)의 홍화 추출물은 MC3T3-E1세포주의 증식에 영향을 주지 않

았다(Fig.2).골형성을 촉진시키는 여러 물질이 조골세포의 증식을 유도한다고

알려져 있으며, 성장호르몬(growth hormone, GH), insulin like growth

factor-I(IGF-I)및 transforming growth factor-β(TGF-β)등이 조골세포의

증식을 촉진하여 뼈의 성장을 촉진하는 성장인자들이다[21,22].또한 platelet

derivedgrowthfactor(PDGF)외 fibroblastgrowthfactor(FGF)같은 성장인자

들은 뼈의 세포외 기질에 저장되어 골의 미세환경에서 조상세포들(progenitors)

의 증식을 촉진하는 국소기전을 제공한다고 알려져 있다[21-23].한편 bone

morphogenicprotein(BMP)의 골 유도효과(osteoinductiveeffect)는 매우 복잡하

며,BMP아형,농도,골조상세포의 표현형에 따라 각각 그 기능이 다르게 나타

난다[24].본 연구에서 홍화 추출물은 MC3T3-E1세포주의 증식에 영향을 주지

않았으며,이 결과는 홍화 추출물이 조골세포의 성장과 증식에는 영향을 주지

않음을 시사한다.

본 연구에서 분화중인 조골세포주 MC3T3-E1의 석회화 결절형성에 미치는

홍화의 효과를 육안으로 확인하기 위하여,MC3T3-E1세포주 분화과정에서 홍

화 추출물을 처리한 후 무기질이 침착된 기질을 갈색으로 표현하는 VonKossa
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염색을 시행하였다.분화유도 10일째에서부터 대조군과 홍화 추출물 처리군에서

석회화 결절형성이 일어나기 시작하였으며,분화유도 20일째와 21일째는 대조군

에 비해 홍화 추출물 처리군에서 석회화 결절의 뚜렷한 증가를 확인할 수 있었

다(Fig.3).본 연구의 결과는 홍화 추출물이 조골세포주 MC3T3-E1의 성장과

증식에는 영향을 주지 않으면서,분화유도 과정에서 조골세포주의 분화를 직접

적으로 촉진시킬 수 있음을 시사하고 있다.

ALP는 거의 모든 조직에 존재하며 골조직에서는 골성장이 활발할 때 그 활

성이 더욱 증가한다[25,26].그러므로 MC3T3-E1세포주의 분화과정에서 조골

세포 활성을 알아보는 표지자로 ALP의 활성을 측정함으로서 홍화 추출물의 조

골세포 활성에 미치는 영향을 관찰하였다.본 연구에서 ALPmRNA의 발현은

MC3T3-E1세포주의 분화유도 과정에서 증가하였으며,홍화 추출물은 ALP

mRNA의 발현을 더욱 증가시켰다(Fig.4).특히 분화유도 초기인 분화 7일째에

ALPmRNA의 발현이 가장 많았다.이 결과로 보아 홍화 추출물이 조골세포

분화과정 중에서 골결절 형성의 초기에 도움을 줄 것으로 예상되며,증가된

ALP합성은 세포외 기질에 calcium phosphate를 침착시켜 골형성 역할을 함으

로써 석회화를 유도하여 조골세포의 분화와 성숙에 중요기능을 담당할 것으로

생각된다[25,26].

ON은 비교원성 성분으로 세포와 세포외 기질과의 상호작용을 조절하고 세포

외 기질과 부착을 억제하는 당단백질로 알려져 있으며,성장인자 활동성의 조절

기능과 세포주기 억제 기능이 있다고 알려져 있다[27,28].또한,기저막 내 ON

은 칼슘 및 수산화인회석과 높은 결합 친화성을 보이지만 조직의 석회화 보다

재형성에 관여하는 것으로 알려져 있다[29].본 연구에서 MC3T3-E1세포주 분

화과정에서 ON mRNA의 발현이 감소하였으며,특히 홍화 추출물 처리군에서
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는 석회화 결절이 형성되면서 ON mRNA의 발현이 더욱 감소하였다(Fig.5).

본 연구의 결과는 MC3T3-E1세포주의 분화과정에서 홍화는 세포외 기질과 부

착을 억제하는 당단백질인 ON mRNA의 발현을 감소시켜 석회화 결절 형성을

촉진시킴을 시사한다.

OC는 골형성의 생화학적 표지자로서 조골세포에서 합성되며,비교원성 단백

질로 혈중 농도가 골형성 여부를 확인할 수 있는 요소이다[30].본 연구에서

OC mRNA의 발현은 RT-PCR(Fig. 6)과 정량 PCR(Fig. 7) 결과에서

MC3T3-E1세포주 분화유도 과정 중 증가하였으며,홍화 추출물은 OCmRNA

의 발현을 더욱 증가시켰으나,ALP에 비교해서는 크게 증가하지 않았다.특히

ALP의 경우에서와 유사하게 분화유도 초기인 분화 7일째에 OCmRNA의 발현

이 가장 많았다.OC는 골이나 상아질 및 석회화된 연골에서 발현되는 특이적인

유전자로서,OC의 발현은 골이 석회화되어 결절을 형성하는 시기와 일치하며,

이는 석회화를 촉진시키는 요인으로 작용한다[31].본 연구의 결과로 보아 홍화

추출물은 조골세포 분화과정 중 골결절 형성의 초기에 도움을 줄 것으로 예상

되며,증가된 OC는 조골세포 석회화를 촉진시키는 요인으로 작용할 것으로 생

각된다.그러나 조골세포 분화의 분자적인 기전과 홍화 추출물의 효과에 대한

세포 및 분자적 기전연구는 더 추구하여야 할 과제로 생각된다.

결론적으로,본 연구의 결과로 생쥐 두개관 조골세포주 MC3T3-E1세포주

분화과정에서 홍화 추출물이 조골세포 분화를 촉진시킬 수 있음을 알 수 있었

다.또한 본 실험의 결과로,골결손 질환 및 골재생에 관한 하나의 연구방향을

제시할 수 있을 것으로 사료된다.
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Ⅴ. 결   론

조골세포의 분화과정에서 홍화에 의한 조골세포의 특성변화를 분석하여,골결

손 질환의 치료 및 예방을 위한 천연물 소재개발의 토대를 제공하기 위해,생쥐

두개관 조골세포주 MC3T3-E1의 증식과 분화과정에서 홍화 추출물을 처리한

후,식물재료 추출,세포배양,MTT 분석,VonKossa염색을 통한 골기질 형성

분석,RT-PCR분석 및 정량 PCR분석을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.홍화 추출물은 MC3T3-E1세포주의 증식에 영향을 주지 않았다.

2.MC3T3-E1세포주의 분화유도 과정에서 시간이 경과할수록 대조군에 비해

홍화 추출물 처리군에서 석회화 결절현상이 뚜렷하였다.

3.MC3T3-E1세포주의 분화유도 과정에서 홍화 추출물은 ALPmRNA의 발현

을 증가시켰다.

4.MC3T3-E1세포주의 분화유도 과정에서 홍화 추출물은 ON mRNA의 발현

을 감소시켰다.

5.MC3T3-E1세포주의 분화유도 과정에서 홍화 추출물은 OCmRNA의 발현

을 증가시켰다.

본 연구의 결과로 생쥐 두개관 조골세포주 MC3T3-E1세포주 분화과정에서

홍화 추출물이 조골세포 분화를 촉진시킬 수 있음을 알 수 있었다.또한 본 실

험의 결과로,골결손 질환 및 골재생에 관한 하나의 연구방향을 제시할 수 있을

것으로 사료된다.
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