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ABSTRACT

Osteogenic effect of Terminalia cebula Retzius

extract in pre-osteoblastic cell, MC3T3-E1

Sang-Yoen Park

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

Department of Dental Biology

Graduates School of Chosun University

The World Health Organization (WHO) has advised that the use of

natural products and plant extracts be investigated and a number of

clinical studies have shown the effects of bone formation prepared from

extracts of herbs. The plant Terminalia chebula (family Combretaceae, T.

chebula) has been reported to possess antimicrobial and anticariogenic

properties in addition to its antidiabetic, hepatoprotective,

anti-inflammatory, antioxidant and many other effects. The ripe fruits of

T. chebula have been used in the prevention and treatment of dental

caries, gingivitis and stomatitis and previous studies demonstrated that T.

chebula containing mouth rinses have antimicrobial effects against oral

bacteria. The plant has a long history of use and is considered safe. As

the increasing of elderly population due to development of clinical health

care increases and the lifestyle of westernized eating, patients with

requirement of bone graft in the periodental disease have being rapidly

increased in the modern society. Therefore, the screening of medicinal

herbal plants associated with bone formation have being required to
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develop the therapeutic clinical reagent in the dental science.

  
In the present study, T. chebula Retzius extracts have been shown the

similar metabolic features that appear in the process of bone formation in

vivo and osteoblast cell proliferation, differentiation, and calcification in

mouse calvaria-derived MC3T3-E1 osteoblast cells. The detailed results

are as follows.

  
1. To access the cell cytotoxicity of T. chebula, both human normal oral

keratinocytes and MC3T3-E1 mouse osteoblastic cells were stimulated

with 10, 50 and 100 µg/mL of T. chebula methanol extract for 24 hrs.

After stimulation, the cell cytotoxicity on the both cells were accessed

by MTT assay and Cell live & Dead assay. The methanol extract of

T. chebula did not show the cell cytotoxicity in both cells.

Furthermore, cell linve & dead assay have been showed the similar

results with MTT assay.

  
2. The activities and mRNA level of alkaline phosphatase were accessed

by Alkaline phosphatase activity assay and quantitative PCR,

respectively. The alkaline phsophatase activity was significantly

up-regulated by T. chebula in the MC3T3-E1 mouse osteoblastic cells

as the dose dependent manner. Furthermore, the mRNA level of

alkaline phsophatse was increased by T. chebula as well as the result

of alkaline phosphatase activity, dose-dependently. To evaluate

day-course of ALP activity of T. chebula extracts.

  
3. The mineralization of MC3T3-E1 mouse osteoblistic cells was accessed

by Alizarin Red staining. The mineralization of MC3T3-E1 cell

stimulated with 50 μg/mL T. chebula methanol extract was

significantly up-regulated as the day-dependent manner compared with

control. Furthermore, the mRNA level of osteocalcin, which is a marker

of calcification, was significantly up-regulated by T. chebula methanol

extract compared with control. In addition, the mRNA level of collagen

Type I and type X, which are a major component of extracellular

matrix in the osteoblast, were increased by T. chebula methanol extract
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as the dose-dependent manner in the MC3T3-E1 mouse osteoblastic

cells.

These results showed that the crude extracts of T. chebula Retzius

roots could be use as a useful material for the osteoblast cell

differentiation and calcification in osteoblast cells. Furthermore, this study

suggested that the extracts of T. chebula can use as a natural material of

functional foods for the osteoporosis. However, biological compounds with

bone formation should be identified through more research in the future.
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제 1장 서론

골조직은 교원질(Collagen), 비교원성단백질(Noncollagenous proteins) 및

무기질인 수산화인회석(Hydroxyapatite, HA, Ca10(PO4)6(OH)2) 등으로 구성된

세포 외 기질(Extracellular matrix)
1)
과 조골세포(Osteobalat), 파골세포

(Osteocalst), 골세포(Osteocyte) 등 여러 종류의 세포들로 구성되어 있는 매

우 복잡하고 활동적인 조직으로서, 조골세포와 파골세포의 작용을 매개로 일

생동안 지속적인 형성과 흡수를 반복하며 골재형성 과정을 반복 한다2).

조골세포는 뼈의 신생(新生)에 관여하는 세포로서 과립구계(顆.粒球系)나

적아구계(赤芽球系)의 세포부담은 크고 핵(核)이 편재하며, 형질세포와 닮은

형태를 말한다
3)
. 이러한 조골세포는 인접하는 세포나 골조직을 향하여 세포

질 돌기를 늘리며 골세포 등과 간극결합을 하고, 이것에 의해 Ca 이온을 비

롯하여 여러 가지 물질을 이동, 또는 호르몬 등의 자극을 골조직을 구성하고

있는 세포에 빠르게 전달시킨다4).

골격계는 크게 다른 두 가지 구조를 포함하는 기관이다. 골의 외부는 석회

화된 기질인 견고한 결합조직으로 구성되어 있으며 내부쪽은 골수로 불리는

세포성 결합조직으로 이루어져 있다. 그리고 골조직은 생체의 주요한 지지조

직으로 충분한 강도를 요하며 골강도는 기본구조인 HA의 인산칼슘 결정이

질서 있게 배열하여 기질단백질에 의해 형성되는 골의 기질이 된다, 이러한

골격계는 조골세포에 의한 골기질 단백질 합성 작용과 파골세포에 의한 무기

질화된 뼈의 흡수가 연계되어 일어나는 골개조(Bone remodeling)가 일생동안

계속되며 평형을 유지하게 된다2).

현대인들에게는 스트레스, 흡연, 음주, 환경오염물질, 방사선 등의 유해물질

에 다양한 경로로 노출이 되어 인체면역기능이 상당히 약화되어 있다. 또한,

유전적, 생리적, 환경적 인자의 변화와 더불어 조골세포의 활성도가 약화되어

골형성이 감소되거나 파골세포의 활성도 강화로 골흡수가 증가되는 경우, 또

는 두 가지 요소가 동시에 작용되는 경우에 골대사질환이 발생하게 된다5).
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대표적인 골대사질환의 골다공증(Osteoporosis)은 골대사에 이상을 일으키는

질환이나 약물복용 유무에 따라 원발성과 속발성으로 나눌 수 있으며, 원발

성 골다공증은 다시 폐경 이후 급격한 estrogen 감소로 인해 골흡수가 증가

되어 골량이 감소하는 제 1 형 폐경성 골다공증 (Postmenopausal

osteoporosis; type Ⅰ osteoporosis)과 70 세 이후 골흡수는 그리 심하지 않으

나 골형성능이 감소하여 골량 감소를 초래하는 제 2 형 노인성 골다공증

(Senile osteoporsis; type Ⅱ osteoporsis)으로 분류할 수 있다6). 폐경성 골다

공증의 치료를 위해 투여되는 estrogen은 생체 내에서 성호르몬의 기능 외에

도 조골세포의 estrogen receptor α(ER α) 혹은 β(ER β)와 결합한 후 핵으

로 이동하여 골대사에 관여하는 국소인자 유전자의 전사활성을 조절할 뿐만

아니라, Collagen 발현, 칼슘과 인 대사에 관여하는 Alkaline phosphatase

(ALP)의 활성 및 성장인자인 Insulin-like growth factor Ⅰ(IGF-I)의 생성과

유전자의 발현을 증가시킴으로써 골 형성에 관여하는 것으로 보고되고 있다

7-12). 그리고 조골세포를 자극하여 골의 mineralization을 촉진하고, 파골세포

의 생성을 촉진하는 Receptor activator for nuclear gactor κ B ligand

(RANKL)의 분비를 억제하여 새로운 파골세포의 생성을 억제하는 한편, 기

생성된 파골세포의 세포사멸(Apoptosis)를 촉진하는 것으로 보고된 바 있다1).

하지만 장기간 사용 시 오심, 체증증가, 불규칙한 자궁출혈, 자궁내막암 및

유방암과 같은 부작용을 유발하기도 하여 최근에는 그 위험성을 보완하기 위

해 다른 부작용 없이 골손실을 최소화하면서 골형성을 촉진할 수 있는 한약

재 및 식품 등의 천연물유래 활성성분을 이용한 대체요법 연구가 활발히 진

행되고 있다13-17).

현재 콩과식물(Legumes)과 곡물(Whole grains)에 널리 존재하는

Genistein, Daidzein을 비롯하여18-19), Luteolin20), Apigenin21), Resveratrol22) 등

의 Estrogen 유사 효과 등이 보고되고 있으며, 이를 다량 함유한 식품의 섭

취를 통한 식물성 에스트로젠(Phytoestrogen) 대체요법이 시도되고 있다23-24).

이렇듯 다양하게 유발되는 건강문제를 해결할 방안으로 생약제재에 대한 관

심이 증가되고 있는 추세이다. 이는 생약제재에 대한 관심 증가는 현대의학

이 가지고 있는 질병치료의 한계 및 합성의약품이 지니는 부작용 등 여러 문

제점을 대체의학으로서 기대가 증가하고 있기 때문이다.
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가자(Terminalia chebula Retzius ; T. chebula Retzius)는 인도, 미얀마,

말레이시아, 중국 사천성 등에 자생하는 열대성 큰키나무로서 성숙한 열매에

서 씨를 제거하고 말린 과실이다. 성상은 긴 원형 또는 남원형이고 길이 2

∼ 4cm, 지름 2 ∼ 2.5cm이다. 표면은 황갈색이고 조금의 광택이 나며 세로

로 능선이 5 ∼ 6 줄 융기해 있고 불규칙적인 주름이 나있으며, 기부(基部)에

는 원형의 과병(果柄)의 흔적이 있고 질은 단단하며 과육은 두께가 2 ∼ 4

mm 다갈색 또는 황갈색을 띠고 있다. 과핵(果核)이 붙어 있지 않아 쉽게 박

리되며, 긴 방추형이고 길이는 1.5 ～ 2.5cm, 지름은 1 ∼ 1.5cm이며 담황색

을 띠고 거칠고 단단하다. 핵각(核殼)의 두께는 3 ∼ 4mm이고, 핵각(核殼)을

깨면 막질(膜質)의 내종피가 보이며 자엽(子葉)은 2편, 백색이고 겹쳐 감겨있

다. 약성은 쓰고 조금 떪으며 따뜻한 성질을 가지고 있으며, 이명으로는 가여

륵(訶黎勒, Chebulinic fructus) 이라는 약재로 사용되고 있다. 이에 대한 주요

약리활성물질로써는 Chebulinic acid, Corilagin, Glucogallin, Terchebin,

Ellagic acid 등등이 함유되어 있다고 알려져 있다25). 한방약리효능으로는 수

렴(收斂)작용, 지혈, 전해제로서 만성 후두염, 장출혈, 치루 출혈, 후두 결핵,

부녀자궁출혈, 만성 자궁염, 대하(帶下), 이질, 구해천급(久咳喘急), 실음(失音)

등의 증세에 사용되고 있다. 또한 삽(澁)한 맛과 온(溫)한 약성은 허약한 장

관(腸管)을 따뜻하게 하므로 설사와 이질을 그치게 하여, 폐의 기능이 감퇴되

어 일어나는 천식, 해수 및 오랜 기침으로 음성이 변한 것을 치료한다고 한

다26-28). 이밖에도 가자는 적혈구를 응집시키는 물질, 적혈구 응집소라고 불리

는 렉틴이 존재한다고 알려져 있다. 렉틴(Lectin)은 면역계가 발달되지 않는

식물계, 미생물계 및 하등 척추동물에서 항체대신 외부 침입에 대한 자기 방

어 기작으로 생성되는 물질로 세포막 표면의 당과 결합하여 적혈구나 다른

여러 종류의 세포들을 응집시키는 성질을 가지고 있다고 한다. 일반적으로

렉틴은 포유동물의 적혈구에 대하여 선택적으로 혹은 비선택적으로 응집현상

이 있는 것으로 보고된 바 있다29).

약리학적 연구로 가자의 과실에는 Tannin이 함유 되어 있어 수렴지사(收斂

止瀉) 작용이 있다고 보고된바가 있으며, 녹농균, 디프테리아균, 황색포도상구

균, 용혈성연쇄상구균에 억제작용을 일으킨다고 알려져 있다30-32).

활성산소(Reactive oxygen species, ROS)는 화학적 반응성이 매우 강한 물

질로써, 세포구성 성분인 지질, 단백질, 당, DNA 등에 대하여 비선택적, 비가
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역적 파괴 작용을 함으로써 암을 비롯하여 뇌졸중, 파킨슨병(Parkinson's

Disease)등의 뇌질환과 심장질환, 동맥경화, 염증 등의 각종 질병과 노화를

야기 시키는 것으로 알려져 있다33-34). 특히 과산화수소(H2O2)는 조골세포에서

DNA합성의 감소와 석회화 과정에 관여하는 ALP 및 석회화된 골기질

(Mineralized bone matrix)의 활성을 감소시키며, 염증성 매개물질로 작용하

는 Cytokine인 Tumor necrosis factor-a (TNF-α), Interleukin-6 (IL-6),

nitric oxide (NO) 등의 생성을 유발하는 것으로 보고되고 있다35-38). 따라서

이러한 활성산소로부터 세포를 보호하고, 염증성 매개물질을 억제하는 것은

골다공증의 예방 및 치료에 의미가 있다.

이에 본 연구에서 사용한 Mouse calvaria 유래의 MC3T3-E1 Osteoblastic

cell은 in vivo 뼈형성 과정에서 나타나는 세포의 증식, 분화, 석회화 등 조골

세포와 유사한 대사적 특징을 가지고 있는 MC3T3-E1 조골세포를 이용하여

가자 추출물이 조골세포에 미치는 영향을 확인하고자 하였다.
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제 2장. 실험재료 및 방법

1. 연구 재료 및 시약

가. 식물 재료

본 실험에 사용한 재료는 전남 화순군 “전남생약협동조합”에서 전량 확보

하였다. 확보한 가자는 온대나 열대지방에서 서식하는 식물로서 전량 수입한

것으로 건조시켜 분쇄한 후, 500g의 가자 가루를 얻어 이 실험에 사용하였다.

나. 시약

세포배양에 사용된 Minimum Essential Medium (α-MEM)는 Gibco (BRL,

Grand Island, NY, USA)로부터 구입하였으며, 세포 증식검사에 사용된

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromide (MTT) 시약

그리고 ALP 효소측정과 염색에 사용한 시약은 모두 SIGMA(Sigma co, St.

louis, MO, USA)의 제품을 사용하였다. Polymerase Chain Reaction (PCR)에

사용된 Primer는 Bioneer (Bioneer. Co., N.Y, USA)사로부터, RNA추출을 위

하여 사용한 시약은 Trizol solution (Molecular Research Center, Inc. Ohio,

USA), Chloroform (JUNSEI, JAPAN), 2-Propanol (SIGMA, USA)를 사용하

였으며, Reverse transcriptase - PCR은 Rocke Script Reverse

Trancriptase(Bioneer, co., NY., USA), cDNA 합성은 M-MLV cDNA

Synsthesis kit (Enzynomics Co., KOREA), DNA ladder는 Nanohelix

(Nanohelix Co., KOREA)사의 제품을 구입하여 사용하였다.

2. 가자 추출물의 제조

500 g의 건조된 과육을 물로 수세하여 1 차 증류수로 다시 수세한 후, 분
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쇄하여 사용 하였다. 분쇄된 시료에 99%의 에탄올을 5배 용량으로 첨가하여

50℃에서 약 10시간 Sonication (KODO, FD8508) 한 후, Filter paper로 여과

한 다음, 감압농축장치(IKA, RV10B) 플라스크에 담아 농축하였다. 이상과 같

은 과정을 3회 반복하여 추출물을 조제하였으며, 최종적으로 농축된 시료를

Deep freezer (-80℃: Ilshin Lag Co, FD8508)에서 12시간 반응시킨 후,

Freezing dryer (Ilshin Lag Co. FD8505)로 동결 건조하여 사용하였다.

3. 조골세포 및 정상세포의 배양

MC3T3-E1 세포(RCB1126, ostoblast-like cell line from C57BL/6 mouse

calvaria)는 세포 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% 항생

제 (100 U/mL penicillin-100 µg/mL streptomycin)를 함유한 α-MEM (Gibco

BRL, Grand Island, NY, USA) 배지로 37℃, 5% CO2 이하에서 배양하며 세

포밀도가 70%정도 포화되면 0.02% EDTA-0.05% Trypsin 용액을 사용하여

계대배양하면서 실험에 시용하였다. 분화유도를 위하여 10mM β-glycerol

phosphate 50µg/mL, ascorbic acid를 첨가하여 분화유도배지로 사용하였으며,

6일간 배지를 교환해주었다.

Human Normal Oral Keratinocyte (HNOK)는 ScienCell Research

Laboratories (ATCC, Manassas, VA, USA)로부터 구입하여 사용하였으며

HNOK 배양 방법은 제조회사로부터 제공된 세포 배양법 및 성장인자가 포함

된 Keratinocyte Growth Media (KGM, Clonetics Co., San Diego, CA) 로 5

% CO2, 95% 습도가 유지되는 항온항습기에서 배양하였다.

4. 조골세포의 증식률 및 세포 독성 분석

시료의 농도별 처리에 따른 조골세포의 증식 정도는

3-(3,4-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-disphenyl tetrazolium bromide (MTT)

assay로 측정하였다. MTT assay는 Mitochondria의 탈수소효소작용에 의하

여 노란색의 수용성 기질인 MTT가 불용성의 Formazan으로 환원되는 원리

를 이용하여 생성된 Formazan을 DMSO에 현탁시킨 후 이에 대한 상대적인
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흡광도로 세포증식률을 비교하였다.

먼저 96well plate에 1×105/well의 조골세포를 분주하여 2일간 배양한 후,

시료의 최종 농도가 3, 10, 30, 100 및 200µg/mL이 되도록 배양약에 첨가하

여 20시간 동안 배양하였다. 배양 후 MTT 시약을 5mg/mL 농도로 20µL 각

well에 첨가하여 4시간 더 배양한 후 배지를 제거하고 DMSO (Dimethyl

sulfoxide)를 200µL씩 첨가하여 생성된 불용성의 Formazan 결정을 용해시켜

ELISA reader (Biotek Instruments Ltd., KOREA)로 540nm에서 흡광도

(Optical Density, OD)를 측정하였다. 세포의 증식률은 시료의 흡광도를 대조

군의 흡광도에 대한 백분율로 나타내었다.

5. Alkaline phosphatase (ALP) 활성 측정

염기성 인산분해효소 (Alkaline phosphate; ALP)의 활성측정은

p-nitrophenyl phosphate의 가수분해 반응에 ALP가 촉매로 작용하는 원리를

이용하여, 가수분해 산물인 p-nitrophenyl의 양을 측정함으로써 ALP의 농도

를 산출하는 방법이다. MC3T3-E1 세포를 2 × 104cell/well 농도로 96well

plate에 분주한 후 세포가 90% 포화되게 자라면 5mM β-glycerophosphate와

50µg/mL ascorbic acid를 함유한 배지로 교환하여 2일 마다 배지를 갈아주며

분화를 유도하고, 6일 후 각 농도별 시료와 48시간 배양하였다. 배양한 세포

는 DPBS로 세척한 후 0. 1% Triron X-100을 첨가해 30분간 세포를 lysis

시킨 후 13,000rpm에서 5분간 원심분리하여 상등액을 취하고 ALP kit (아산

제약)를 사용하여 ALP 활성을 측정하였다. 단백질량은 상등액 50㎕ 중 5㎕를

취하여 96well plate에 넣은 후 BCA protein assay kit를 이용하여 정량하였

고, p-nitrophenol의 흡광도(Optical Density, OD)로부터 산출한 활성도를 정

량한 단백질량으로 나누어 단위단백질 함량 당 효소 활성도 (Unit/mg

protein)를 산출하였다. 효소활성은 대조군에 대한 백분율로 나타내었다.

6. Collagen 함량 측정

조골세포의 Collagen 합성능력은 Tullberg-Reinert 등의 방법에 따라
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Sirius red-based colorimetric assay를 측정하였다. MC3T3-E1 세포를 2 ×

104cells/well 농도로 48well plate에 분주한 후 세포가 90% 포화되게 자라면

10mM β-glycerophosphate와 50µg/mL ascorbic acid를 함유한 배지로 교환

하여 2일마다 배지를 갈아주며 분화를 유도하고, 6일 후 각 농도별 시료와

배양한 세포는 Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS)로 세척한 후

주로 동물조직 고정에 사용되는 Bouin's fluid (Saturated picric acid: 35%

Formaldehyde : Glacial acetic acid = 15 : 5 : 1)로 1시간 고정하였다. 이 후

3 차 증류수로 세척한 후 건조하여 Sirius red 염색액(1 mg/mL sarurared

picric acid)으로 1시간 동안 흔들어주며 염색하고 0.01 N HCl로 세척한 후

0.1 N NaOH 0.2mL을 첨가하여 용해시켜 ELISA reader (Biotek

Instruments Ltd, KOREA)를 사용하여 550nm에서 흡광도를 측정하였다.

Collagen 함량(µg per 2×104 cell)은 대조군에 대한 백분율로 나타내었다.

7. Mineralization 측정

Bone 형성능은 조골세포의 분화에 중요한 표식인자이다. Alizarin은 식물성

염료로서 Calcuim에 높은 흡착력을 가지고 있다. 이것은 무기질화된 세포의

세포외 기질에 염색되므로 무기질화 된 양과 염색된 정도가 상호 비례한다

47,48). MC3T3-E1 세포를 1 × 104cells/well 농도로 6cm diameter에 분주한 후

세포가 90% 포화되게 자라면 10mM β-glycerophosphate와 50µg/mL

Ascorbic acid를 함유한 배지로 교환하여 2일마다 배지를 갈아주며 분화를

유도하고, 7일 후 각 농도별 시료 처리군과 시효 및 0.3mM H202를 함께 처

리한 군으로 나누어 24시간 배양하였다. 분석을 위해 배지를 제거하고, PBS

로 세척한 뒤, 70% EtOH로 실온에서 1시간 동안 고정시켰다. 세포를 고정시

킨 후 40mM Alzarine red (AR) solution으로 10분간 염색하고 PBS로 세척

한 뒤 염색된 정도를 ELISA reader (Spectra MAX M2, Molecular Device,

USA)를 이용하여 561nm에서 흡광도를 측정하였다. 석회화 (Mineralization)

정도는 대조군에 대한 백분율로 나타내었다.

8. Total RNA 분리 및 정량
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세포를 RNase free water로 washing 세척한 후 1㎖ TRIzol reagent

(Invitrogen, USA)를 처리하여 총 RNA를 분리하였다. 분리한 RNA 용액에

200 의 Chloroform을 넣고 ice에서 반응시켰다가 12,000rpm으로 원심분리하

여 상층액 500㎕를 분리하였다. 0.5㎖ Isopropyl alcohol을 가하여 -20℃에서

12시간을 침전시킨 후 12,000rpm으로 10분간 원심 분리하였다. 상층액을 버

린 후80% 에탄올로 세척하고 자연 건조시켰다. RNase free water에서 RNA

를 녹인후 -80℃에서 저장하였다.

9. cDNA 제조

대조군 및 실험군에서 각각 분리한 Total RNA 액 1㎕(1 ㎍ RNA)에

dNTPs (deoxyribonucleoside triposphates) 2㎕, DTT (Dithiothreitol) 2㎕,

Reaction buffer 4㎕, Reverse transcriptase (RT) Enzyme 1 unit/㎕, Rnase

inhibitor 0.5㎕ Diethyl pyrocarbonate (DEPC) 8.5㎕을 넣은 후 혼합한 다음

37℃에서 1분간 Incubation하였다. Primer가 Annealing 하도록 4℃에서 약 5

분간 방치한 다음, RT buffer, dNTP, RNase inhibitor, DTT (100nM),

Reverse transcriptase (M-MLV 200 unit/㎍)을 첨가하여 혼합하였다. 이 후.

42℃ 에서 90분간 Incubation 한 후, 95℃에서 5분간 처리한 후 합성된

cDNA를 정량 PCR을 위한 Template로 사용하였다.

10. PCR (Polymerase Chain Reaction) 분석

PCR은 total volume 20㎕에 10X PCR buffer, 10 mM dNTPs, 10 pmole의

GAPDH, Collagen Ⅰ, Collagen X, Osteocalcin primer를 각각 넣은 혼합액에

cDNA와 1 Unit의 Taq polymerase (Promega, NY. USA)을 넣어 PCR을 시

행하였으며 각각의 유전자에 대한 Primer Sequence 및 반응 조건은 Table 1.

과 같다.

증폭된 PCR 산물을 1.0% Agarose gel에 전기영동하였다. 전기영동 결과
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나온 Band를 Density 분석 프로그램인 Gel-Pro analyzer 3.1(Media

Cybernetics. USA)을 이용하여 각각의 유전자에 대한 증감여부를 분석하였

다.

11. 통계처리

본 실험결과는 3 회 이상의 반복 실험을 걸쳐 평균±표준편차로 표시하였

다. 자료의 통계분석은 SPSS 18.0 software (SPSS, Chicago, IL, USA)를 사

용하였다. 유의적 차이를 확인하기 위해 One-way ANOVA를 수행하였고, 군

별 차이는 Duncan의 다중검정법을 이용하여 시려간 유의적 차이를 p < 0.01

에서 검증하였다.
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Table 1. PCR primer sequence and PCR condition

Gene name
Primer sequence Reaction Condition

PCR product 
size

NCBI gene
NumberForward Reverse Cycle 

number Denaturation Annealing Extention

GAPDH 5’-AACTTTGGCATT
GTGGAAGGGCTC-3’

5’-TGGAAGAGTGGG
AGTTGCTGTTGA-3’ 38 94℃ (40초)

55℃

(20초)

75℃

(50초)
382bp NT_039595.8

Collagen I 5’-TGGCATAGCAAC
TAAGGGCCTCAA-3’

5’-TGAAGCCTGATC
CAGGTAGCCTTT-3’ 35 95℃ (20초)

55℃

(40초)

72℃

(40초)
204bp NM_000089.3

Collagen X 5’-TGGCATAGCAAC
TAAGGGCCTCAA-3’

5’-TGAAGCCTGATC
CAGGTAGCCTTT-3’ 35 95℃ (20초)

55℃

(40초)

72℃

(40초)
478bp NM_000493.3

Osteocalcin 5’-TCATGTCCAAGC
AGGAGGGCAATA-3’

5’-TGACATCCATAC
TTGCAGGGCAGA-3’ 35 95℃ (20초)

63℃

(40초)

72℃

(40초)
223bp NM_007541.2
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제 3장. 연구결과

1. 추출물의 세포 독성 분석

가자 추출물이 조골세포 증식에 미치는 영향을 분석하기 앞서 정상세포와

MC3T3-E1에서 가자 추출물의 독성평가를 수행하였다. 정상세포의 독성평가

는 Fig. 1.과 같이 배양전 HNOK와 MC3T3-E1에 가자 추출물 0, 10, 50 및

100µg/mL을 각각 처리 후 24시간 후에 MTT 방법으로 세포독성을 분석한

결과 10µg/mL, 50µg/mL에서 Control과 유사한 세포생존율을 나타내었으며

Fig. 1C.와 같이 100µg/mL은 Control에 비하여 약 5%의 세포생존율이 감소

하였으나 유의적인 차이는 없었다.
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Figure 1. The cytotoxicity of TCE on the human normal oral

keratinocytes (HNOKs) and MC3T3-E1 cells. TCE did not affect the

cell viability and proliferation on both HNOKs (A) and MC3T3-E1 (B).

Cells were cultivated and stimulated with defined concentration of TCE

for 24 hrs. Cell cytotoxicity was measured by MTT assay. Analysis of

variance was performed using StatView 5.0 software. p-values lower than

0.05 were considered significant. C, cell survial assay was measured using

Green calcein AM to stain live cells, and ethidium bromide homodimer to

stain dead cells.
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2. Alkaline phosphatase (ALP) 활성 측정

ALP는 칼슘과 인 대사에 관여하는 효소로서, 세포외막과 석회화 조직의

기질세포에서 높은 농도로 발견 되며 염기성 pH 8-10 에서 최적의 활성을

나타낸다. 가자 추출물의 조골세포 활성 및 분화효과를 확인하기 위한 지표

로 ALP 활성을 측정한 결과 Fig. 2 와 같이 10, 50 및 100µg/mL 농도에서

농도 의존적인 증가 경향을 보였으며 100µg/mL 농도에서 가장 많이 ALP 활

성이 나타내는 것을 확인하였다 (p < 0.05).
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Figure 2. The up-regulation of activity and mRNA induction of

alkaline phosphatase in MC3T3-E1 osteoblastic cells stimulated with

TCE as the dose-dependent manner. A, MC3T3-E1 cells were

cultivated and stimulated with defined concentration of TCP. The activity

of alkaline phosphatase was accessed at defined time points. B, The

mRNA induction of alkaline phosphatase was accessed by quantitative

PCR after stimulation with defined concentration of TCP for 24 hrs. PCR

products were electrophorized in 1.2% agarose gel, visualized on UV, and

photographed. The quantification of mRNA induction was accessed by

densitomatric analysis using imageJ software. Analysis of variance was

performed using StatView 5.0 software. p-values lower than 0.05 were

considered significant.
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3. Mineralization 측정

조골세포의 분화를 확인하기 위해 Alizarine Red S staining을 이용하여 골

형성능을 평가하였다. MC3T3-E1에 가자 추출물 50µg/mL을 0, 7 및 14일 동

안 처리한 결과 mineralized nodule이 형성됨을 확인하였다 (Fig. 3A). 또한

colorimetric spectrophotometry을 이용하여 Fig .3B와 같이 석회화를 정량한

결과 7, 14일에 유의적 차이를 나타냄을 확인하였다(p < 0.05). 이를 바탕으

로 MC3T3-E1에 가자 추출물 0, 10 및 50µg/mL을 24시간 동안 처리하여

osteocalicin의 함량을 quantitative PCR로 확인하였다. 그 결과 Fig .3C와 같

이 가자 추출물 10µg/mL, 50µg/mL을 처리하였을 때 유의적 차이를 나타내

었다(p < 0.05).
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Figure 3. The TCE-induced mineralization in MC3T3-E1 cells. A,

Mineralized nodule formation in MC3T3-E1 cells. MC3T3-E1 cells were

stimulated with 50 μg/mL TCE for defined culture periods, and

mineralization was evaluated by Alizarin Red S staining. B, The

mineralization was quantified by colorimetric spectrophotometry. C. The

quantification of osteocalcin by quantitative PCR. The mRNA induction of

osteocalcin was accessed by quantitative PCR after stimulation with

defined concentration of TCP for 24 hrs. PCR products were

electrophorized in 1.2% agarose gel, visualized on UV, and photographed.

The quantification of mRNA induction was accessed by densitomatric

analysis using imageJ software. Analysis of variance was performed using

StatView 5.0 software. p-values lower than 0.05 were considered

significant.
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4. Collagen 함량 측정

가자 추출물 처리 시 Collagen 함량은 Fig. 4A와 같이 농도 의존적인 증가

경향을 보였으며 50µg/mL 농도에서 Control에 비해 60.92%의 함량 증가를

나타내어 유의적인 차이를 보였다(p < 0.05). 조골세포의 초기 본화 지표인

ALP 활성 측정 결과에서와 마찬가지로 가자 추출물이 조골세포의 Collagen

합성능을 증가 시키는 가능성이 있음을 유추해볼 수 있다.

PCR에 의해 얻어진 골기질 단백질을 전기영동으로 확인해 본 결과Fig. 4.

B. 와 같이 MC3T3-E1 세포의 6일간 배양에 따른 분화인자 mRNA 발현양

을 나타낸 것으로 Collagen Type I, Collagen Type X 및 Osteocalcin의 발현

이 대조군에 비해 높게 발현 되었다.
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Figure 4. The up-regulation of collagen content in MC3T3-E1 cells

stimulated with TCE. A, The measurement of collagen content in

MC3T3-E1 cells after stimulation with TCE. MC3T3-E1 cells were

stimulated with 50μg/mL TCE for defined culture periods. The collagen

contents were evaluated by Sirus Red staining. B, The induction of

collagen type I & X were quantified by quantitative PCR after stimulation

with defined concentration of TCP for 24 hrs. PCR products were

electrophorized in 1.2% agarose gel, visualized on UV, and photographed.

The quantification of mRNA induction was accessed by densitomatric

analysis using imageJ software. Analysis of variance was performed using

StatView 5.0 software. p-values lower than 0.05 were considered

significant.
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제 4장. 결론 및 고찰

최근 고령인구 증가와 서구화된 식습관에 의해 치주질환환자의 급격한 증

가에따라 골손실을 최소화하면서 골형성을 촉진할 수 있는 한약재 및 식품등

의 천연물유래 활성성분을 이용한 대체요법 연구가 활발히 진행되고 있다.

생약제재에 대한 관심 증가는 현대의학이 가지고 있는 질병치료의 한계 및

합성의학이 지니는 부작용 등 여러 문제점을 대체의학로서 기대가 증가하고

있기 때문이라 생각한다.

가자 추출물의 조골세포 활성 및 분화효과를 확인하기 위한 지표로 ALP

활성을 측정한 결과 대조군에 비해 1 ～ 100µg/mL 농도에서 농도 의존적인

증가 경향을 보였으며 100µg/mL 농도에서 가장 많이 ALP 활성을 나타내는

것을 확인하였다 (p < 0.01)

천연물유래 활성성분 연구 보고중 대두에탄올추출물 50µg/mL의 농도롤 조

골세포주에 처리시, 대조군에 비해 최고 380%로 조골세포주의 ALP 할성을

증가시켰다고 보고하였으며 천궁, 오서각, 골쇄보의 추출물이 ALP 활성을 증

가시켰다고 보고하였다39,40). 이러한 결과의 비교는 추출물의 처리시간, 세포

배양시간등 실험조건에서 차이가 많이 나므로 직접적인 비교는 어렵고 간접

적인 비교는 가능하리라 사료된다.

가자 추출물이 조골세포 증식에 미치는 영향을 분석하기 앞서 정상세포에

서의 가자 추출물의 독성평가를 수행하여 분석한 결과 10 및 50µg/mL에서

control과 유사한 세포생존율을 나타내었으며 100µg/mL은 control에 비하여

약 5%의 세포생존율이 감소하였으나 유의적인 차이는 없었으며 가자 추출물

이 조골세포 증식에 미치는 영향을 분석하기 위하여 가자 추출물을 처리한

결과 10 및 50µg/mL는 control에 비해서 각기 8%, 14%의 세포 증식을 확인

하였으나 유의적 차이는 없는 반면 100µg/mL의 가자 추출물 처리에서는

control에 비하여 약 48%의 세포 증식을 확인하였으며 p < 0.01의 유의적인

차이를 나타내었다.

가자 추출물 처리 시 Collagen 함량 측정 결과는 농도 의존적인 증가 경향

을 보였으며 50µg/mL 농도에서 control에 비해 60.92%의 함량 증가를 나타

내어 유의적인 차이를 보였다 (p < 0.01). 조골세포의 초기 본화 지표인 ALP
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활성 측정 결과에서와 마찬가지로 가자 추출물이 조골세포의 Collagen 합성

능을 증가 시켰다.

PCR에 의해 얻어진 골기질 단백질을 전기영동으로 확인해 본 결과

MC3T3-E1 세포의 6일 간 배양에 따른 분화인자 mRNA 발현양을 나타낸

것으로 Collagen Type I, Collagen Type X 및 Osteocalcin의 발현이 대조군

에 비해 높게 발현 되었다.

Collagen은 인체 각 결합 조직에 분포하는 중요한 단백질로서, Collagen

Type I은 피부, 골 및 인대에 풍부하게 존재하며 조골세포에 의해 주로 합성

되고 전체 골단백의 85 ～ 90%를 차지한다고 알려져 있다41,42). 또한, 조직내

의 Collagen 손상은 연골조직의 노화와 골관절염, 골다공증의 원인이 되는 것

으로 보고된바 있다43).

본 연구에서 확인하고자 하였던 가자추출물이 MC3T3-E1 조골세포에 증식

에 미치는 영향은 조골세포 증식에 효과적이며 골형성과 관련 유전자인

Collagen 함량 측정 결과 역시 대조군에 비해 증가함을 확인하였다.

또한 골형성 단백질 유전자의 발현 역시 대조군에 비해 높게 발현됨으로써

가자추출물에 의한 골형성능이 유도됨을 확인하였으며 향후 가자추출물로부

터 골형성능을 유도시키는 단일 화합물의 정제 및 분석이 필요하다고 사료된

다.
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