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ABSTRACT

EffectofCornusofficinalisextractonthedifferentiation

ofMC3T3-E1osteoblast-likecells

Varioustraditionalherbalmedicineshaveattractedinterestsbecausetheyhave

fewerside-effectsandareavailableforsafeuse,andarerelativelyinexpensive.

Cornusofficinalishasbeen widely used asaherbalmedicineexerting various

pharmacologicalactionssuchasdiuretic,anti-allergic,hypotensiveandantibiotic

activities.Thuswestudied theeffectofCornusofficinalison theproliferation,

differentiationandmatrixmineralizationofMC3T3-E1osteoblast-likecellline.

To do the experiments,Cornus officinalis extract(COE)was prepared using

ethanolat different concentrations.The cytotoxic effect and the osteogenic

differentiation were examined using MTT assay,alkaline phosphatase (ALP)

activity,ALPstaining,Alizarinredsstainingandreversetranscriptase-polymerase

chainreactionforosteogenicdifferentiationmarkerssuchascollagenttypeI(Col-I),

ostoecalcin(OCN).

Theresultsindicatedthattherewasnoeffectoncellproliferationonboth1
st

and3
rd
daysaftertreatmentinMC3T-E1cells.ThelevelofALPwassignificantly

higherinCOE treatedgroupthannontreatedgroupondays7and14,andthe

Ming-ZhenZheng
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levelwashighestonday14.Theresultsfrom ALPstaining,showedbasicallythe

sameresults.ThelevelofCol-ImRNA washigherinCOEtreatedgroupthannon

treatedgroupondays7,14and21,andthelevelwashighestondays7.The

levelofOCN mRNA washigherinCOEtreatedgroupthannontreatedgroupon

day14,anditwashighestonday21.Also,thelevelofmineralizednodulewas

higherinCOEtreatedgroupthannontreatgroupondays21and28,andhighest

onday28.

OurresultssuggestthattheCOE promotestheosteoblast differentiationand

mineralizationwithoutobservablecytotoxicity.Therefore,itmayplayanimportant

roleinosteoblasticboneformation,andmaypossiblytobeaneffectivemeasure

forbonehealingpromotioninregenerativeapplications.
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Ⅰ.서 론

치주질환으로 인한 치조골 소실,장기간 동안 사용된 의치로 인한 치조제 위축,외

상으로 인한 치조골 결손 등은 임플란트 식립을 어렵게 하는 요인 중 하나이다.이

러한 치조골 결손이나 위축으로 인해 이상적인 혹은 보철적으로 안정적인 위치에 임플

란트를 식립하기가 어려운 경우가 종종 발생한다.만약 잔존하는 골에 맞추어 임플란

트를 식립했을 경우 기능적,심미적으로 적절하지 않은 임플란트 수복이 이루어질 가

능성이 높으며 이상적인 위치에 임플란트를 식립하기 위해서는 부가적인 골 재생술식

이 필요한 경우가 많다.

이러한 골 결손부의 재건에 있어서 가장 많이 사용되는 것이 골 이식술로 자가골,

동종골,이종골,합성골 등이 사용 된다.이중 자가골 이식은 골형성,골유도,골전도

능력을 가지며 면역 거부반응이 없고 빠른 치유를 보이는 장점을 가지고 있으나,채취

량이 제한적이고 이식 후 불가피한 흡수와 공여부에 이차 결손을 유발하는 것이 최대

의 단점이다.동종골의 대표적인 탈회 동결 건조골은 골유도능을 가지는 골형성 단백

질의 존재와 양에 대해 많은 의문이 제기되고 있으며 기증자로부터 질병전염의 가능성

을 전혀 배제할 수 없고 임상 사용시 부적절한 흡수율로 인한 문제점을 가진다.이

러한 이유로 현재 이종골이나 합성골과 같은 골대체 생체재료가 많이 개발되고 있다.

또한 이러한 골대체재들은 골전도체로 숙주골이 자라 들어올 수 있는 공간만 유지해

주는 역할만 할뿐 골형성 및 골유도능은 없어 골재생의 치유 시간이 길어지고 광범위

한 결손부의 경우 불완전한 치유가 일어날 가능성이 높다.이러한 문제를 해결하기 위

하여 골결손부 주위로부터 전구세포나 미분화간엽세포의 이주를 촉진하고 이들 세포를

골모세포로 분화시켜 골 형성을 유도함으로써 골재생을 촉진시키기 위한 여러 가지 연

구들이 지속적으로 보고되어 왔다.예를 들면 plateletrichplasma(PRP),plateletrich

fibrin(PRF)와 같은 자가혈액 응축물을 이용하는 방법 ,저강도 파동형의 초음파를

이용하는 생체물리적인 자극을 가하는 방법 ,그리고 발광다이오드를 이용하는 광치

료법 등이 시도되고 있다.

그 외에 bonemorphogeneticprotein(BMP),plateletderivedgrowthfactor(PDGF),

transforminggrowthfactorbeta(TGF-)등과 같은 생물학적인 성장인자를 이용하는

방법도 활발히 연구되어 왔다.그중 가장 많이 연구가 되어있는 것이 골형성 단백질

(BMP)계열이다.이미 BMP-2는 강력한 골화를 촉진하는 물질로 알려져 있어 이를
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이용하여 골조직을 손쉽게 만들기 위한 연구들이 진행되었다.PDGF도 골모세포의

증식을 자극하는 것이 알려졌고 치과 영역에서 골 형성의 뚜렷한 효과를 보이고 있다

 .TGF-역시 골막에서 유래하는 간엽줄기세포의 증식과 분화를 촉진해 연골형성

과 골재생을 촉진하기 위해 사용되어 왔다.그러나 이러한 생물학적인 성장인자들은

그 투여 용량과 적당한 매개체가 아직 결정되지 않았으며 국소 투여 시에 혈류나 주변

조직을 통해 확산되어 인체 내 타 기관에 미칠 수 있는 영향을 잘 알지 못하고 경제적

인 면에서도 부담이 된다.

성장인자의 이런 제한점에 반해 부작용이 적고 장기적 사용,경구 투여가 가능하며

안전하고 경제적이라는 장점을 가진 여러 가지 생약제제들이 주목 받고 있다.최근 천

연물을 이용하여 뼈 형성을 촉진하기 위한 골형성 및 골다공증 치료제로 개발하려는

과학적인 접근이 시도되고 있다.대표적인 생약제제로 홍화씨,녹용,후박,천궁 등을

들 수 있다   .1800년대 중반 방약합편에는 육미지황탕이라는 처방전이 기재되어

있으며 여기에는 6가지 약재인 숙지황,산약,산수유,백복령,목단피,택사로 구성되어

있다 .육미지황탕의 실험적 연구에는 골다공증 억제기전에 관한 연구,골형성에 미

치는 영향,인중합체 함량과 골형성 관련유전자의 전사활성에 대한 연구 등이 보고되

어 있다   .또한 육미지황탕의 구성 성분중 하나인 산수유도 예로부터 간과 신장을

보호하여 정력을 강화하고 뼈를 강화하는데 도움을 준다고 보고되고 있다.

본 연구에서 사용된 산수유(CornusofficinalisSieboldetZuccarin)는 층층 나무과

(Cornaceae)에 속하는 낙엽활목으로 주로 약용수로 이용하기 위하여 식재되고 있다.

산수유중 생약재로 이용되는 부분은 열매(CorniFructus)를 건조한 것으로 늦은 가을

과 초겨울에 과피가 홍색으로 변한 것을 채취하여 씨를 제거한 다음 햇볕에 말린 것을

사용한다.산수유 열매는 편압된 긴 원형이고 길이 1.5-2cm,너비 약 1cm 이다.바깥

면은 암적색을 띠며 윤이 나고 거친 주름이 있으며 기부에 과병의 자국이 있다.질은

부드러우며 약간 특이한 냄새와 신맛이 있고 약간 달다.예로부터 다뇨증,요통,이

명,폐결핵 등의 치료제로 사용되어 왔으며 과실은 자양,강장에 약효가 있고 간경(肝

经),신경(肾经)에 좋고 이뇨작용,혈압강하 작용,항암 및 항균 작용이 있다고 한의학

에서는 보고되어 있다. 산수유의 성분으로는 cornin을 비롯하여 loganin,

morroniside,tannin,saponin등의 배당체와 ursolicacid,oleanolicacid,gallicacid,

palmiticacid등의 유기산이 함유되어 있고 그밖에 비타민 A와 다량의 무기질 그리고

풍부한 K,Ca,Mg,아미노산을 함유하고 있다고 보고되었다 .산수유의 생리활성

에 관한 연구로는 항균 및 항산화성 효과,동물에서의 항당뇨 및 항염증 효과,소염작
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용과 부종의 억제 효과,정자의 운동성 증가에 미치는 효과,B16/F10melanoma세포

주의 멜라닌 생성에 미치는 영향 등이 보고되어 있다   .

이처럼 산수유는 다양한 생리활성 물질을 함유하지만 산수유가 골 형성에 미치는

영향에 관한 연구는 미흡한 실정이다.따라서 본 연구에서는 세포수준에서 산수유가

골 형성에 미치는 영향을 검토하고자 골모유사세포인 MC3T3-E1세포를 이용하여 골

모세포의 증식， ALP활성도,collagentypeI및 osteocalcinmRNA 발현,석회화 결

절 형성을 관찰함으로써 산수유 추출물이 MC3T3-E1세포의 골 형성능에 미치는 효

과를 평가하였다.
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Ⅱ.연구재료 및 방법

1.연구 재료 및 시약

1.1.식물 재료

본 실험에 사용한 재료는 광주 광역시 한의원에서 음건된 형태로 시판되는 국내산

산수유 한약규격품을 구입하여 냉장 보관하며 분쇄한 후 시료로 사용하였다.

1.2.시약

세포 배양에 사용된 alpha-Minimum EssentialMedium(-MEM)은 Gibco(BRL,Gr

andIsland,NY,USA)로부터 구입하였으며,3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide(MTT)시약,dimethylsulfoxide(DMSO),Alkalinephosphatasest

ainingkit,Alkalinephosphatase활성 측정 시약과 AlizarinRedS염색 시약은 Sigm

a-Aldrich(St,Louis,MO,USA)에서 구입하여 사용하였다.PolymeraseChainReactio

n(PCR)에 사용된 Primer는 Bioneer(Bioneer.Co.,NY,USA)에서 구입하였고,RNA추

출에 사용된 TRIREAGENT
®
는 MolecularResearchCenterInc.(Cincinnati,OH,US

A),Chloroform(JUNSEI,JAPAN),2-Propanol(SIGMA,USA)를 사용하였으며,cDNA

합성은 M-MLV cDNA Synthesiskit(EnzynomicsCo.,KOREA),Reversetranscripta

sePCR은 RockeScriptReverseTranscriptase(Bioneer,Co.,NY,USA),DNA ladder

는 Bioneer(Bioneer.Co.,NY,USA)에서 구입하여 사용하였다.기타 사용된 시약들은

특급시약들을 구입하여 사용하였다.
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2.산수유 추출물 제조

건조된 산수유 과육을 물에 세척하여 불순물을 제거하고 건조한 후 분쇄하여 사용하

였다.분쇄한 건조 시료 300g에 95% 에탄올 2L를 가하여 실온에서 24시간 진탕하

였다.추출물을 여과지(Advantec.Toyo No.2)로 여과한 후 감압 농축장치(IKA,

RV10B,Germany)로 농축하였다.이상과 같은 과정을 3회 반복하여 추출물을 제조하

였으며,최종적으로 농축된 시료를 동결 건조(Bondiro,IlsinLabCo.,Korea)한 후,4

℃에 보관하며 DMSO에 녹여 실험에 사용하였다.

3.세포 배양과 분화유도

생쥐 두개골 유래의 골모세포주 MC3T3-E1세포(RCB1126,osteoblast-likecellline

from C57B/6mousecalvaria)는 10% fetalbovineserum(FBS,Gibco,BRL,Grandi

sland,NY,USA),1% 항생제(100U/mLPenicillin,100µg/mLstreptomycin)를 함유

한 -MEM (growthmedium,GM)배지를 사용하여 37℃,5% CO2환경에서 배양

하였다.세포가 80% 자라면 분화유도를 위하여 10mM -glycerolphosphate와

50µg/mLascobicacid를 첨가하였으며 (differentiationmedium,DM),MC3T3-E1세

포의 분화 유무를 확인하기 위하여 음성 대조군(negativecontrol)에는 GM을 넣고 양

성 대조군(positivecontrol)에는 DM을 넣어 배양하였다.각 배지는 3일 간격으로 신선

한 것으로 교환하였다.

4.골모세포의 생존력 및 증식률 분석

산수유 추출물에 의한 MC3T3-E1세포의 증식률은 MTT assay방법을 사용하여

측정하였다.96wellplate에 1x10/well의 세포를 분주하고 10% FBS가 함유된 

-MEM 배양액을 넣은 후 배양기에 배양하였다.세포가 각 well에 80%정도 자랐을

때 실험군에는 각 농도별로 준비된 산수유 추출물을 첨가하여 배양하였고 대조군은 배
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지만 넣고 다른 조건은 동일하게 배양하였다.배양 1일,3일 후 MTT(5mg/mL)시약

을 20µL씩 각 well에 첨가하여 4시간동안 배양기에서 배양하였다.4시간 뒤 반응액을

제거하고 200µL의 dimethylDMSO를 첨가하여 15분간 실온에서 세포내에 형성된

formazan결정을 용해한 후 ELISA reader(BiotekInstrumentsLtd.,KOREA)를 이용

하여 540nm 파장에서 흡광도를 측정하였고 실험군의 흡광도를 대조군의 흡광도에 대

한 백분율로 나타내었다.

5.Alkalinephosphatase(ALP)활성도 측정

산수유 추출물의 골모유사세포에 대한 분화능을 확인하기 위하여 골모세포가 분화과

정에 특이적으로 발현하는 ALP 활성을 측정하였다.6 wellplate에 1×10/well의

MC3T3-E1세포를 분주하고 세포가 각 well에 80%정도 자라면 음성 대조군에는 성

장배지만,양성 대조군에는 분화배지만,실험군에는 분화배지에 산수유 추출물을 첨가

하여 넣고 배양하였다.분화유도 1,7,14,21일 후 각군의 배양액을 제거하고 PBS용액

으로 3회 세척한 후 scraper로 세포를 수확하여 phosphataseinhibitor가 함유되지 않

은 lysisbuffer로 현탁하고 4℃에서 1시간동안 lysis시킨 후 12,000rpm에서 20분간

원심분리 하였다.원심분리한 후 5µL상층액을 취하여 BCA proteinassaykit를 이용

하여 단백질량을 정량 하였다.정량한 값에 따라 96wellplate에 똑같은 양의 단백질을

넣은후 p-nitrophenylphosphate(p-NPP)solution을 200µL씩 추가하고 30분간 반응

시킨 후 ELISA reader를 이용하여 405nm 파장에서 흡광도를 측정하였고 실험군의

흡광도를 음성 대조군의 흡광도에 대한 백분율로 나타내었다.

6.Alkalinephosphatase(ALP)염색

MC3T3-E1세포를 24wellplate에 1×10/well로 분주하고 세포가 각 well에 80%

정도 자라면 음성 대조군에는 성장배지만,양성 대조군에는 분화배지만,실험군에는 분

화배지에 산수유 추출물을 첨가하여 넣고 배양하였다.분화유도 1,7,14,21일 후 각

군의 배양액을 제거하고 PBS용액으로 세척한 후 Citrate-acetone-formaldehyde고정
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액으로 실온에서 30초간 고정하였다.다음 멸균 증류수로 세척한 후 alkaline-dye

mixture를 첨가하여 빛이 차단된 실온에서 15분간 염색시켰다.염색 결과는 육안으로

관찰하고 다시 100배 확대율의 현미경(NikonInstrumentsInc.Japan)으로 관찰 후 사

진 촬영 하였다.

7.reverse transcriptase-polymerase chain

reaction(RT-PCR)분석

MC3T3-E1세포를 음성 대조군,양성 대조군 및 실험군으로 나누어 1,7,14,21일

배양하고 RT-PCR분석을 통하여 골모세포가 분화과정에서 발현되는 collagentypeI

과 osteocalcin 유전자의 발현을 분석하였다. 배양된 세포를 DEPC(diethyl

pyrocarbonate)water로 세척한 후 TRIolreagent1mL 넣어 RNA를 추출한 후

Chloroform을 200µL넣고 10분간 반응 후 12,000rpm에서 15분간 원심분리하여 상층

액을 수확하였다.상층액과 동량의 2-propanol을 첨가하여 혼합한 다음 다시 12,000

rpm에서 10분간 원심분리 하였다.상층액을 버리고 75% ethanol로 세척하고 pellet을

확인 후 자연 건조시켰다.RNasefreewater30µL에 RNA를 녹이고 60℃로 가온 후

정량하고 –80℃에 보관하였다.대조군 및 실험군에서 각각 분리한 1µg의 total

RNA에 Oligo(dT)1µL,Rnasefreewater를 넣은 후 혼합하여 70℃ 반응시킨다.4

℃에서 약 10분간 방치한 다음 10x reverse transcriptase buffer2 µL,Reverse

transcriptase0.5µL(200unit/µL),2mM dNTPs(deoxyribonucleosidetriposphates)2

µL,RNaseinhibitor0.5µL(40unit/µL),DEPC water를 첨가하여 42℃에서 60분간

역전사 반응을 시행하였다. 합성된 cDNA는 GAPDH, collagen type I(Col-I),

osteocalcin(OCN)을 Table1.에 나열한 조건에 따라 중합효소연쇄반응 (polymerase

chainreaction,PCR)을 시행하였다.20µL반응액 내에는 합성한 cDNA 1µL,nTaq

DNApolymerase0.2µL,10xnTaqbuffer1µL,dNTPmixture1µL,primer1µL를

포함시켰다.증폭된 PCR산물은 6xDNA loadingDye와 혼합하여 1.0% agarosegel

에서 전기영동 하였으며 EtBr로 염색 후 UV 촬영하였다.촬영한 band는 ImageJ

program을 사용하여 각각의 Banddensity를 측정한 후 GAPDH 양을 기준으로 표준

화하여 그래프로 표시하였다.
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Table1.primersequenceforRT-PCR.

Target 

Genes

Primer sequence Reaction Condition PCR 

product 

size

NCBI gene

NumberForward Reverse
Cycle 

number
Denaturation Annealing Extension

Collagen I
5’-AGGCAGAGATGG

TGTTGATG-3’

5’-CACCAGGCTGTC

CCTTTAAT-3’
28 94℃ (20초) 62℃ (20초) 72℃ (40초) 449bp NT_007743.2

Osteocalcin
5’-TCATGTCCAAGC

AGGAGGGCAATA-3’

5’-TGACACCATACT

TGCAGGGCAGA-3’
30 95℃ (20초) 63.3℃ (20초) 72℃ (40초) 223bp NM_007541.2

GAPDH
5’-AACTTTGGCATT

GTGGAAGGGCTC-3’

5’-TGGAAGAGTGGG

AGTTGCTGTTGA-3’
30 94℃ (20초) 56℃ (15초) 72℃ (40초) 382bp NM_039595.8
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8.AlizarinRedS염색을 통한 석회화 결절 형성 분석

MC3T3-E1골모유사세포의 석회화 결절을 확인하기 위하여 AlizarinRedS염색을

시행하였다.6wellplate에 1×10/well로 분주하고 세포가 각 well에 80%정도 자라면

음성 대조군에는 성장배지만,양성 대조군에는 분화배지만,실험군에는 분화배지에 산

수유 추출물을 첨가하여 넣고 배양하였다.분화유도 1,14,21,28일 후 세포 배양액을

제거하고 PBS로 세척한 후 4% paraformaldehyde로 20분 동안 상온에서 고정시켰다.

다음 멸균 증류수로 세척하고 2% AlizarinRedS용액(1% ammonium hydroxide로

pH 4.2)으로 10분 동안 염색하고 멸균 증류수로 세척하여 육안으로 붉은 색의 석회화

결절 형성 여부를 대조군과 비교하고 관찰하였으며 100배 확대율의 현미경(Nikon

InstrumentsInc.Japan)으로 관찰 후 사진 촬영하였다.

9.통계처리

실험결과는 SPSS18.0통계분석 프로그램(SPSS,Chicago,IL,USA)을 사용하여 분

석하였다.모든 실험 결과는 평균 ± 표준편차로 표시하였고 각 군간의 차이에 대한

통계적 유의성 검증은 DunnettT3test와 Mann-WhitneyUtest를 이용하여 시행하고

p<0.05인 경우에서 유의성이 있는 것으로 판정하였다.
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Ⅲ.실험 결과

1.세포 생존율 분석 결과

산수유 추출물이 MC3T3-E1세포 증식에 미치는 영향을 관찰한 결과 1,10,50,

100,200µg/mL의 모든 농도에서 94% 이상의 생존율을 보여 세포 독성이 없음을 확

인하였다.1일째에 대조군의 생존율은 100.24± 7.42， 산수유 추출물 농도 1,10,50,

100,200µg/mL 군의 생존율은 각각 102.55 ± 8.87,98.83 ± 6.91,98.72 ± 5.26,

101.63± 5.78,94.08± 5.50이었다.3일째에는 대조군의 생존율은 100.07± 3.87,산수

유 추출물 농도 1,10,50,100,200µg/mL군의 생존율은 각각 109.73± 4.92,108.94

± 6.66,111.81± 3.62,112.43± 5.45,95.33± 7.64이었다.1일째에는 산수유 추출물

의 농도 증가에 따라 대조군과 통계적으로 유의적인 증가를 보이지 않았다(p>0.05).3

일째에는 산수유 추출물 농도 1,10,50,100µg/mL에서는 대조군에 비해 생존율이

유의적으로 약간 증가(p<0.05)하였고 200µg/mL에서는 대조군에 비해 약 4.7% 낮은

생존율을 보였지만 통계적으로 유의적인 결과는 아니었다(p>0.05)(Figure1).따라서

이후 본 연구에서는 실험군의 산수유 추출물 농도는 100µg/mL로 적용하였다.
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Figure1.EffectofCornusofficinalisextract(COE)on theproliferation of

MC3T3-E1 cells. The cells were cultured in the presence of various

concentrationsofCOE for1dayand3days,respectively,andcellviabilitywas

measuredbyMTT assay.Resultswereexpressedas% ofcontrolanddatawere

mean± S.Dofthreeindependentexperiments.*,p<0.05ascomparedwithcontrol.
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2.Alkalinephosphatase(ALP)활성도 측정 결과

골모세포 분화의 지표인 ALP활성도를 측정하기 위하여 산수유 추출물을 첨가하여

1,7,14,21일 배양한 후 MC3T3-E1세포의 ALP활성도를 분석하였다.분화 유도 1

일째를 제외한 모든 그룹에서 양성 대조군이 음성 대조군보다 통계적으로 유의하게 증

가하였는데 분화 7일째부터 ALP의 활성도가 증가하기 시작하였으며,14일째에 가장

높게 증가하였고,21일째에는 다시 감소하는 경향을 보였다.분화 유도 7일째에는 산수

유 추출물 처리군이 음성 대조군에 비해 3.6배 증가하였고 양성 대조군에 비해 1.2배

증가하였으며,14일째에는 음성 대조군에 비해 4.3배,양성 대조군에 비해 1.1배 유의성

있게 증가하였다.분화 유도 21일째에는 산수유 추출물 처리군이 음성 대조군에 비해

3.5배 증가하였지만 양성 대조군과 통계적으로 유의한 차이가 없었다.즉 산수유 추출

물 처리군은 분화 유도 7일,14일째에는 대조군보다 높은 활성도를 보였다(Fig2).
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Figure2.EffectofCornusofficinalisextract(COE)treatmentonosteoblast

differentiation by ALP activity in MC3T3-E1 cells.Cellswerecultured in

differentiationmedium(DM)orwith100µg/mLofCOE(DM+COE).ALPactivitywas

determinedondays1,7,14and21.Cellsculturedingrowthmedium(GM)alone

servedasanegativecontrol.Thevaluesareexpressedasthemean± S.D,n=3.

*,p<0.05ascomparedwithcontrol.
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3.Alkalinephosphatase(ALP)염색 결과

산수유 추출물에 의한 MC3T3-E1세포의 ALP 변화를 육안으로 확인하기 위해

ALP염색법을 시행하였다.각 군별 ALP염색 결과를 육안으로 관찰시 모든 음성 대

조군에서는 거의 염색되지 않았으며 분화 유도 1일째를 제외한 7일,14일,21일째에서

모두 양성 대조군 및 산수유 추출물 처리군에서 염색된 것을 관찰할 수 있었다.분화

유도 7일째부터 산수유 추출물 처리군에서 양성 대조군에 비해 더 뚜렷하게 염색되었

고 14일째에는 그 차이가 더 뚜렷하였으며 21일째에는 두 그룹간에 선명한 차이가 거

의 없었다.즉 분화 유도 7일,14일에서는 실험군의 염색 정도가 대조군에 비해 증가하

였지만 21일째에는 두 그룹사이에 뚜렷한 차이가 없었다(Fig3).100배의 확대율 현미

경으로 관찰한 사진에서도 음성 대조군에서는 거의 염색되지 않았으며 분화 유도 7일

째부터 대조군과 산수유 추출물 처리군에서 모두 염색되기 시작하였으며,분화 유도

14일째에는 두 그룹 모두 염색정도가 더 증가하였으며 분화 유도 21일째에는 다시 염

색 정도가 감소하였다(Fig4).
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Figure3.EffectofCornusofficinalisextract(COE)treatmentonosteoblast

differentiationbyALPstaininginMC3T3-E1cells.Theresultobservedunder

macroscopic images of whole culture dishes. ALP staining intensity was

proportionaltothecontentofALP secreted from MC3T3-E1cells.Cellswere

cultured for1,7,14and 21 daysin thedifferentiation medium(DM)orwith

100µg/mLCOE(DM+COE).Forthenegativecontrol,cellswereculturedingrowth

medium(GM)alone.
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Figure4.EffectofCornusofficinalisextract(COE)treatmenton theALP

staining in MC3T3-E1cells.Theresultobservedundermicroscopewith10X

magnification.Cellswereculturedfor1,7,14and21daysinthedifferentiation

medium(DM)orwith 100µg/mL COE(DM+COE).Forthenegativecontrol,cells

wereculturedingrowthmedium(GM)alone.
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4.골형성 관련 유전자 발현 분석 결과

4.1.CollagentypeImRNA 발현

산수유 추출물 처리에 의한 collagentypeI(Col-I)유전자 발현은 역전사 중합효소

연쇄반응을 통해 분석하였다.분화 유도 1일째에는 양성 대조군과 산수유 추출물 처리

군에서 모두 음성 대조군보다 낮게 발현 되었으며,분화 유도 7,14,21일째에는 양성

대조군이 모두 음성 대조군보다 높게 발현 되었으며 분화 7일째에 가장 높게 발현되고

14일,21일째로 가면서 점차 감소하였다.분화 유도 7일째에는 산수유 추출물 처리군에

서 음성 대조군보다 2.8배,양성 대조군보다 1.2배 높게 발현 되었으며,14일째에는 음

성 대조군보다 2.1배,양성 대조군보다 1.2배 높게 발현 되었고,21일째에는 음성 대조

군보다 1.5배,양성 대조군보다 1.23배 높게 발현 되었다.즉 분화 유도 1일째를 제외한

7,14,21일째에 collagentypeI유전자 발현이 산수유 추출물 처리군에서 양성 대조군

보다 모두 높게 발현 되었다(Fig5).
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Figure 5.Semi-quantitative RT-PCR analysis of collagen type I(Col-I)

mRNA expression in MC3T3-E1 cells treated with Cornus officinalis

extract(COE).A,Cells were cultured in differentiation medium(DM)orwith

100µg/mLofCOE(DM+COE)for1,7,14and21days,andcDNA wereamplified

byPCRusingspecificprimers.ThePCRproductswereelectrophoresisona1.0%

agarosegel,visualizedonUV,andphotographed.GAPDH wasusedastheinternal

control.B,ThequantificationofmRNA expressionwasaccessedbydensitometric

analysisusingimageJsoftware.ThepercentageofCol-ImRNA expressionwas

calculatedasaratioofGAPDHband.
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4.2.OsteocalcinmRNA 발현

osteocalcin(OCN)은 골이나 상아질 및 석회화된 연골에서 발현되는 특이적인 유전자

로서 본 연구에서는 산수유 추출물 처리에 의한 OCN 유전자 발현은 역전사 중합효소

연쇄반응을 통해 분석하였다.분화 유도 1일째에는 세 그룹 사이에 큰 차이가 없었으

며,분화 유도 7,14,21일째에는 양성 대조군이 모두 음성 대조군보다 높게 발현 되었

으며 7일째부터 높게 발현되기 시작하여 21일째에 가장 높게 발현 되었다.분화 유도

7일째에는 산수유 추출물 처리군에서 음성 대조군보다 1.8배 높게 발현 되었으나 양성

대조군과는 차이가 없었으며,14일째에는 음성 대조군보다 1.8배 높게 발현되었고 양성

대조군보다 1.1배 높게 발현 되었다.21일째에는 음성 대조군보다 1.8배 높게 발현 되

었으나 양성 대조군과는 차이가 없었다.즉 분화 유도 14일째에만 OCN유전자 발현이

산수유 추출물 처리군에서 양성 대조군보다 약간 높게 발현 되었다(Fig6).



- 20 -

Figure 6.Semi-quantitative RT-PCR analysis ofosteocalcin(OCN)mRNA

expressioninMC3T3-E1cellstreatedwithCornusofficinalisextract(COE).

A,Cells were cultured in differentiation medium(DM) or with 100µg/mL of

COE(DM+COE)for1,7,14and21days,andcDNA wereamplifiedbyPCRusing

specificprimers.ThePCR productswereelectrophoresisona1.0% agarosegel,

visualizedonUV,andphotographed.GAPDH wasusedastheinternalcontrol.B,

Thequantification ofmRNA expressionwasaccessedby densitometricanalysis

usingimageJsoftware.ThepercentageofOCN mRNA expressionwascalculated

asaratioofGAPDHband.
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5.석회화 결절 형성 분석 결과

산수유 추출물에 의한 석회화 결절 형성을 분석하기 위해 칼슘만 특이적으로 염색하

는 AlizarinRedS염색을 시행하였으며 형성된 결절이 석회화 결절인지 현미경으로

재확인하였다.육안으로 관찰시 분화 유도 1.14,2128일째의 모든 음성 대조군에서는

석회화 결절이 관찰되지 않았으며,분화 유도 21일째부터 염색 정도가 증가하여 28일

째에 양성 대조군과 산수유 추출물 처리군에서 석회화 결절이 형성되기 시작하였다.

분화 유도 1일째와 14일째에는 산수유 추출물 처리군과 양성 대조군사이에 뚜렷한 차

이가 없었으며,분화 유도 21일째부터 산수유 추출물 처리군에서 양성 대조군에 비해

약간의 증가를 보이기 시작하였으며,28일째에는 두 그룹간의 차이가 더 뚜렷하게 관

찰되었다(Fig7).100배의 확대율 현미경으로 관찰한 사진에서도 음성 대조군에서는 모

두 석회화 결절이 관찰되지 않는 반면,분화 유도 14일째부터 양성 대조군과 산수유

추출물 처리군에서 석회화 결절이 형성되기 시작함을 확인할 수 있었으며,28일째에

석회화 정도가 가장 강하게 나타났다.분화 유도 14일째부터 산수유 추출물 처리군에

서는 양성 대조군에 비해 칼슘 축적이 증가하였으며 28일째에는 그 차이가 더 뚜렷하

였다.즉 분화 유도 14,21,28일째에 실험군의 석회화 결절 형성 정도가 대조군에 비

해 더 뚜렷하게 증가하였다(Fig8).
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Figure 7. Effect of Cornus officinalis extract(COE) treatment on the

formationofmineralizednoduleinMC3T3-E1cells.Thecellsobservedunder

macroscopicimagesofwholeculturedishes.Cellwereculturedfor1,14,21and28

daysinthedifferentiationmedium(DM)orwith100µg/mLCOE(DM+COE).Forthe

negativecontrol,cellswereculturedingrowthmedium(GM)alone.
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Figure8.EffectofCornusofficinalisextract(COE)treatmenton thebone

nodule formation in MC3T3-E1 cells.Theresultobserved undermicroscope

with 10X magnification.Cellswereculturedfor1,14,21and28daysin the

differentiationmedium(DM)orwith100µg/mL COE(DM+COE).Forthenegative

control,cellswereculturedingrowthmedium(GM)alone.
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Ⅳ.고 찰

일반적으로 광범위한 골 결손부의 회복이나 성공적인 임플란트 시술 등을 위해 필요

한 골질과 골량을 얻기 위해 골 이식재를 이용하여 치조골의 재생을 도모하는 술식이

필요하다.최근에는 조직 공학적 골 형성이 골 결손을 치료할 수 있도록 많은 연구가

진행되고 있는데,이러한 조직공학을 위해서는 골형성 세포와 이러한 세포들이 살 수

있는 기질,유도분화를 촉진하는 신호전달 물질이 필요하며 각각의 성분은 동시에 영

향을 주고 적절한 시간과 환경을 유지해주면 골 조직을 형성할 수 있게 되었다 .이

러한 골 조직 공학을 이용하여 단지 골전도성만 지닌 여러 골대체재의 골형성능을 획

기적으로 증진하고자 하는 방법으로 현재 연구의 대세를 차지하고 있는 골형성 단백질

또는 세포부착펩타이드의 적용에 관한 연구가 많이 이루어지고 있다.또한 현재 상용

화된 골형성 단백질이 결합된 콜라젠 스폰지의 경우 일반적인 임상 케이스에 적용하기

에는 무리가 있는 고가의 제품이다.또한 체내 안전성이 입증된 부분적으로 골활성 효

과가 있는 후보 물질의 골이식재의 적용에 관해서는 크게 진전된 연구가 없는 실정이

며 본 연구에서는 저비용 고효율의 골형성능을 지닌 천연물 후보물질을 탐색하고자 산

수유 추출물이 골모세포의 증식 및 분화에 대한 효과를 평가하였다.

골의 생성과정은 골모세포의 증식과 분화,세포외 기질 형성 및 석회화의 세 단계로

이루어 진다.골 조직은 교원질이 침착되어 세포외기질이 형성된 후 비교원성 단

백질이 침착되고 수산화인회석으로 석회화 된다.골 표면에 위치하는 골모세포는 세포

막에 당단백 효소인 alkalinephosphatase(ALP)가 있고 활성화된 골모세포는 골 기질

을 생성하는데 collagen type I(Col-I),osteopontin(OPN),osteonectin(ON),bone

sialoprotein(BSP),osteocalcin(OCN)등과 같은 물질을 합성하여 석회화 과정에 중요

한 역할을 한다고 알려져 있다 .

본 연구에 사용된 생쥐 두개골 유래의 MC3T3-E1osteoblast-likecell은 적절한 자

극 하에 골수의 stromalcell이나 결합조직의 mesenchymalstem cell이 분화되어 생긴

것으로,골모세포 전구체(osteoprogenitor)로부터 전골모세포(pre-osteoblast),골모세포,

골내막세포(boneliningcell)및 골세포(osteocyte)로 분화되는 과정에 속하는 세포이다

.또한 MC3T3-E1세포는,골형성 과정에 나타나는 세포의 증식,분화,석회화 등

골모세포와 유사한 대사적 특징을 가지고 있으므로,골모세포의 분화와 관련된 연구에

서 유용하게 이용되고 있다.
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골의 생성과정에서 첫번째 단계인 골모세포의 증식에 대한 산수유 추출물의 효과를

알아보기 위하여 MTT assay를 시행한 결과 1-200µg/mL의 모든 농도에서 94% 이

상의 생존율을 보여 세포 독성이 없음을 확인하였다.1일째에는 산수유 추출물의 농도

증가에 따라 대조군보다 유의적인 증가를 보이지 않았으며,3일째에는 산수유 추출물

100µg/mL의 농도에서 112%의 생존율을 보였으며 200µg/mL에서는 대조군에 비해

생존율이 약간 감소하였으나 유의적인 차이는 없었다.따라서 골모세포의 증식을 저해

하지 않는 추출물의 적절한 농도가 100µg/mL라고 생각된다.

골기질의 형성 단계는 Col-I,ALP,OPN,ON 등과 같은 골 분화 표지자로 확인할

수 있으며 본 연구에서는 골모세포의 표지 효소로 보고된 ALP의 활성과 초기분화 표

지자인 Col-I유전자 발현 정도를 분석하였다.

ALP는 골 형성의 지표가 되는 효소로써 그 활성 정도는 골모세포의 분화단계를 상

대적으로 평가하는 수단으로 사용되어 왔다 .ALP는 분화 초기에 발현하며 골의 석

회화가 이루어지는 부위에서 국소적으로 인산이온의 농도를 증가시켜 세포의 기질에

calcium phosphate를 침착시킴으로써 석회화를 유도하는 효소로 알려졌다.ALP활

성 측정은 p-nitrophenylphosphate의 가수분해 반응에 ALP가 촉매로 작용하는 원리

를 이용하여,가수분해 산물인 p-nitrophenyl의 양을 측정함으로써 ALP의 농도를 상

대적으로 측정할 수 있다.본 연구에서 산수유 추출물 처리 후 골모세포의 ALP활성

도 분석 결과 분화 유도 1일째를 제외한 모든 그룹에서 양성 대조군이 음성 대조군보

다 높은 활성을 보였으며,이는 분화배지만 넣은 양성 대조군에서 MC3T3-E1세포가

정상적으로 분화가 일어났음을 의미한다.또한 양성 대조군의 분화 시간에 따른 ALP

활성도를 살펴보았을 때 Lee등 은 MC3T3-E1세포주에서 황기,계지,황백처방

(BHH10)의 골형성 촉진 효능 연구에서 분화 7일째에 ALP활성도가 가장 높았다고

보고한 반면,Ji등의 연구에서 머위 추출물을 처리시 분화배지만 넣은 대조군에서

3일째를 기준으로 시간이 경과함에 따라 ALP활성도가 점차 증가하여 배양 14일째에

효소 활성은 최고에 도달하였고 그 이후 감소하였다고 하였다.본 연구에서도 분화 1

일째를 기준으로 점차 ALP활성도가 증가하기 시작하여 14일째에 가장 높게 증가하

였고 21일째에는 다시 감소하는 경향을 보였다.ALP의 활성이 시간 경과에 따라 감소

하는 것은 OCN이 발현되거나 석회화 결절이 형성되기 때문이며 이들이 형성되기 전

ALP활성은 최고조에 도달한 것으로 생각된다 .양성 대조군과 실험군 사이의 ALP

활성도 비교시 분화 유도 7일째와 14일째에 모두 산수유 추출물 처리군이 양성 대조군

에 비해 활성도가 높았으며,21일째에는 두 그룹간에 유의적인 차이가 없었다.이 결과
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로 보아 산수유 추출물이 골모세포 분화과정에서 ALP발현을 증가시켜 골기질의 형

성에 촉진 작용이 있음이 예상된다.

MC3T3-E1세포의 분화과정에서 산수유 추출물에 의한 ALP발현을 육안으로 확인

하기 위하여 ALP염색법을 시행하였다.분화 유도 1일부터 21일까지 모든 음성 대조

군에서는 거의 염색되지 않았으며 분화 유도 1일째를 제외한 7일,14일,21일째에서 양

성 대조군 및 산수유 추출물 처리군에서 모두 염색된 것을 관찰할 수 있었다.이는 양

성 대조군과 실험군에서 모두 정상적인 분화가 일어났음을 보여준다.Czekanska등 

의 연구에 의하면 MC3T3-E1세포에 분화배지만 넣고 1일부터 28일간 시간 경과에

따라 분화시켰을시 14일째에 ALP염색정도가 가장 높았고 21일째에는 감소하였다고

보고하였다.본 연구에서도 분화 유도 1일째를 기준으로 7일째부터 염색되기 시작하여

14일째에는 염색 정도가 더 강하게 관찰되었으며 21일째에는 감소하였다.이러한 염

색 결과를 통해 ALP발현이 분화 14일째에 최고조에 도달함을 예상할 수 있으며 이

는 ALP활성도 분석 결과와 거의 유사하게 나타났다.양성 대조군과 실험군 비교시

분화 유도 7일째와 14일째에서 모두 산수유 추출물 처리군이 더 뚜렷하게 염색되었으

며 21일째에는 두 그룹간에 큰 차이를 보이지이는 않았다.마찬가지로 100배의 확대율

현미경으로 관찰한 사진에서도 비슷한 결과를 관찰할 수 있으며 이는 산수유 추출물이

골모세포의 분화 과정에서 어느 정도 ALP생성에 촉진 작용이 있음을 시사한다.

골 형성 과정에 합성되는 골기질 단백질인 Col-I은 분화 초기에 형성되는 것으로써

세포외 기질 중 가장 풍부한 단백질이며 뼈의 구조에 대한 단백질 기초를 제공하고 무

기질 침착의 뼈대를 제공한다 .Collagen은 뼈에서 부드러운 골격을 형성하는 단백질

이고 인산칼슘 미네랄이 뼈의 골격을 강하고 단단하게 만들어 준다.또한 collagen은

골조직의 유기물의 대부분을 차지하며 collagen이 적절하게 생성되지 못하는 조건에서

는 골조직의 석회화가 일어나지 않을 뿐만 아니라 ALP활성 저하 및 OCN의 생성 또

한 매우 감소하는 것으로 알려져 있다 .

본 연구에서는 Col-I유전자 발현 분석을 위하여 역전사 중합효소연쇄반응을 시행한

결과 분화 유도 1일째를 제외한 7,14,21일째에 양성 대조군 및 산수유 추출물 처리군

에서 Col-I유전자가 발현 되었으며 분화 유도 7일째에 가장 높게 발현 되었다.이는

Czekanska등의 MC3T3-E1의 분화에 대한 연구와 비슷한 결과를 보여준다.또한

산수유 추출물 처리군에서 대조군에 비해 Col-I유전자 발현이 증가하였으며 이런 결

과는 산수유 추출물이 골형성 초기 단계에서 골기질 단백질의 형성에 촉진 작용이 있

을것으로 예상된다.
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골생성 과정 중 마지막 단계는 석회화 단계로써 성숙한 조골세포에서만 발현하는

OCN,BSP등 표지자로 확인할 수 있으며 석회화 결절의 형성은 칼슘에 특이적으로

흡착력이 높은 AlizarinRedS를 이용하여 확인할 수 있다  .OCN은 성숙한 조골

세포에 의해 생성되며 세포외 기질의 비교원질 단백질 중 가장 풍부하고 골 기질의 석

회화를 촉진하는 요인으로 작용한다 .

본 연구에서 OCN mRNA 발현 분석 결과 분화 유도 1일째를 제외한 그룹에서 모두

유전자 발현을 보였으며 분화 유도 7일째부터 유전자 발현이 증가하기 시작하여 21일

째에 가장 높게 증가하였다.Lee등 의 연구에서는 OCN 유전자 발현이 분화 14일째

에 가장 높게 나타났다고 하였고,Choi등 은 석회화기인 16-30일 경까지는 OCN의

발현이 높게 나타났으며 발현 정도가 28일까지 계속 증가되었다고 보고하였다.이런

OCN유전자 발현의 차이는 배양체계,배지와 세포의 분주량 등의 영향에 기인한 것으

로 사료된다.산수유 추출물에 의한 OCN유전자 발현은 분화 유도 14일째에만 대조군

에 비해 증가하는 양상을 보였으며 그 증가량이 많지 않았다.이러한 결과로 보아 산

수유 추출물은 골모세포의 분화 과정 중 석회화 결절 형성의 초기에만 촉진 작용이 있

음이 예상된다.

칼슘 무기물 침착을 평가하기 위하여 AlizarinRedS염색을 시행하였는데 alizarin

은 식물성 염료로써 칼슘에 높은 흡착력을 가지고 있으며 무기질화된 세포외 기질에

염색되어 석회화 결절을 형성한 양과 염색된 정도가 상호 비례한다.본 연구에서는 육

안으로 석회화 결절 형성을 관찰하였을 때 모든 음성 대조군에서는 석회화 결절이 관

찰되지 않았으며 분화 유도 28일째에 양성 대조군과 산수유 추출물 처리군에서 석회화

결절이 관찰되기 시작하였다.이는 골모세포의 분화 마지막 단계에서 석회화가 일어났

음을 의미하며 시간 경과에 따라 석회화 결절 형성 양이 증가함을 알 수 있다.또한

이런 결과는 Czekanska등 의 연구결과와 유사하였으나,Kim 등 이 견우자 추출물

이 MC3T3-E1조골세포 분화에 미치는 영향에 대한 연구에서 분화 25일째에 육안으

로 확인할 수 있는 뚜렷한 석회화 결절이 형성된 결과와는 석회화 결절의 양이나 형성

된 시간적으로 어느 정도 차이를 보인다.이러한 결과의 차이는 분화배지 및 세포의

분주량 그리고 염색방법의 프로토컬 차이점으로 인한 것으로 고려된다.석회화 결절

형성을 100배의 확대율 현미경으로 관찰한 결과에서 분화 유도 21일째부터 산수유 추

출물 처리군이 양성 대조군보다 더 많이 염색됨을 관찰할 수 있으며 28일째에는 두 그

룹간의 차이가 더 뚜렷하게 나타났다.이는 산수유 추출물이 석회화 단계에서 골모세

포의 분화를 촉진시킬 수 있음이 예상된다.
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결론적으로 본 연구에서 산수유 추출물은 MC3T3-E1골모유사세포의 증식에는 영

향을 미치지 않았으며 골기질의 형성 및 성숙 단계에서 분화 초기 표지자인 Col-1유

전자 발현 및 골 형성 표지자인 ALP활성도를 증가시켰고 분화 마지막 단계인 석회

화 단계에서 OCN 유전자 발현에는 많은 증가를 보이지 못하였으나 석회화 결절의 형

성은 증가시켰다.
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Ⅴ.결 론

본 연구의 결과를 종합하여 볼 때 산수유 추출물이 MC3T3-E1골모유사세포의 증

식에는 영향을 주지 않았으나 골 형성 관련 유전자의 발현,칼슘염의 염색 결과에서

실험군에서 대조군보다 더 뚜렷한 결과로 보아 산수유 추출물이 골모세포의 분화에 촉

진 작용이 있음이 예상되는바 향후 산수유 추출물로부터 골형성을 유도시키는 단일 물

질의 정제 및 분자적 기전에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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것에 비하면 너무 의의가 있고 또 여기에서 공부할 수 있게 되었음을 너무 자랑스럽고

뿌듯하고 영광으로 생각하며 많은 분들의 도움이 있었기 때문에 순리롭게 학업을 마칠

수 있게 되었습니다.저의 졸업 논문이 나오기까지 많은 분들의 도움을 받았습니다.우

선 부족하였던 저를 손수 이끌어 주시고 아낌없이 가르침을 주셨으며 앞으로의 삶의

방향을 제시해주신 존경하는 김병옥 교수님께 진심으로 감사의 인사를 드립니다.또한

항상 따뜻한 관심과 배려를 베풀어주신 유상준 교수님,김수관 교수님께 진심으로 감

사드립니다.졸업 논문 심사위원을 맡아주시고 소중한 조언을 해주신 김명수 교수님,

방일수 교수님,김춘성 교수님,박혁규 박사님께도 깊은 감사를 드립니다.

저한테 한국에 와서 배우고 갈수 있는 기회를 마련해주시고 항상 곁에서 조언을 아

끼지 않으신 방현호 교수님,현운택 교수님께 항상 존경하며 감사함을 이 기회를 빌어

전해드리고 싶습니다. 또한 한국에 와서 지금까지 공부하면서 곁에서 많은 조언을 해

주시고 도움을 주신 김재성 교수님,이숙영 교수님,김도경 교수님,김흥중 교수님,국

중기 교수님,김동기 교수님,황호길 교수님,장현선 교수님,오지수 교수님,문성용 교

수님,Timothy교수님과 여러 교수님들께도 감사의 마음을 전해드리고 싶습니다.그리

고 유학 생활하는 동안 많은 도움을 주신 김성호 원장님,김세훈 원장님,박병기 원장

님,김형석 원장님,이창규 원장님 너무 감사합니다.그리고 가족적 분위기 속에서 연

구생활을 할 수 있도록 도와주신 치주과 의국 선생님들,실험에 많은 도움을 준 민지,

미라,다혜,인하,복희,경록,현정,박상연 선생님,장은숙 선생님,김빈,혁수(형)에게

도 감사하다는 말 전하고 싶습니다.또한 저랑 함께 유학 생활을 하면서 고락을 함께

하고 서로 의지할 수 있었던 정강이,한국에 도착한 첫날부터 지금까지 항상 많은 도
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움을 준 승찬 이에게도 고마운 마음을 전하고 싶습니다.

친숙하면서도 낯선 고국 땅에 와서 어느덧 4년이라는 시간이 흘러 드디어 학업을

마치게 되었습니다.평소에 부끄러워서 말하지 못했지만 항상 저를 믿고 아낌없이 사

랑해주시고 응원해주시는 할아버지,할머니,아버님,어머님,동생 명훈이 그리고 친척

분들께 사랑한다는 말과 감사의 뜻을 전해드리고 싶습니다.그리고 항상 곁에서 지지

해주고 힘이 되어주는,이젠 한 가족이 된 나의 아내에게 특별히 사랑한다는 말 전하

고 싶고,항상 아들처럼 사랑해주시고 아껴주시는 장인어른,장모님께 감사하다는 말을

전해드리고 싶습니다.

감사의 글을 적으면서 많은 분들의 격려와 도움 속에서 학업을 마쳤다는 생각에

너무 행복하고 감사한 마음이 가득해집니다.한국에서 보낸 지난 시간들은 앞으로의

저의 인생에서 많은 영향을 주게 될 것입니다.그리고 기억에 남는 좋은 추억이 될 것

입니다.그동안 많은 것을 배웠고 많은 분들로부터 도움과 사랑을 받았습니다.앞으로

저도 항상 베푸는 마음으로,즐거움을 줄 수 있는 사람이 될 수 있도록 끊임없이 노력

하고 정진하겠습니다.

지금까지 저를 도와주신 모든 분들께 다시 한번 진심으로 감사의 인사를 드립니다.

감사합니다.
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