
I. 서론

염증성질환인치주염은치태세균에의한직

접적인작용 또는 세균에대한 염증 및 면역반

응에 의하여 치주조직이 파괴되는 질환으로서

치아를 지지하고 있는 치조골의 파괴가 주된

증상이다1 ). 따라서 골조직의 재생은 치주치료

의 이상적인목표로서골조직을재생시키기위

한 많은 연구가 진행되어 왔다2 ). 특히 파괴된

골의 재생을 목적으로 조골세포분화를 유도하

는성장인자에대한관심이높아져bone mor-

phogenetic protein(BMP)에 대한 연구가 활

발히 진행되고있다3 ). BMP는 골 및 상아질에

존재하는강력한골흡수유도인자로인정을받

았으며4 , 5 ) 동물실험에서도 치주염시 야기되는

치조골재생에 효과가 있는 것으로 보고되었으

나6 , 7 )아직임상에적용되지는않고있다.

한방에서오래전부터사용되어온녹용은숫

컷 사슴의 갓자란 뿔을 가공하여 말린 것으로

의방류취, 명의별록, 약성론및본초경소론에서

는노화방지, 다뇨증, 피부소양감, 허리와등의

통증에효능이있는것으로기록되어있다8 ). 사

슴의뿔은몇해에한번씩새로나며이때섬유

성조직과 연골조직 그리고 맥관들로 이루어져

있는유년조직이자라나오게되며밑부분이차

츰 연골로 변하고 나중에는 석회화 과정을 거

쳐 단단한뼈조직으로 성장하게 된다. 이와 같

이 사슴뿔은 절단 후 다시 성장하므로 포유동

물의 골격의 성장 및 분화기전을 연구하는데

좋은모델로제시되었다9 , 1 0 ). 사슴의뿔은 계속

성장하며일부약전에서녹용이이와뼈를튼튼

하게하는것으로기록되어있는것으로보아8 )

녹용에는 골의 성장 및 석회화를 조절하는 성

분이함유되어있을것으로추정된다. 현재까지

사슴뿔의성장및 석회화시골단백기질의발현

및 호르몬변화에 대한 연구가 진행되어 있을

뿐1 1 - 1 6 ) 실제로 녹용에 골형성에 관여하는 조

골세포의 분화를 조절할 수 있는 성분이 함유

되어 있는지, 있다면 어떤 성분에 의한 것인지

밝혀져 있지 않다. 따라서 치주치료에 활용이

될 수 있는 새로운 골형성 유도물질의 개발을

목적으로 본 연구에서는 일차적으로 유기용매

로 녹용 추출물을 분리한후 이들 추출물의 조

골세포분화능을 연구하여 녹용의 치주 치료제

로서의개발가능성을평가하였다.
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II. 실험재료 및 방법

1. 녹용에서 조골세포분화 유도물질의 분리

녹용은 시중에서 판매되는 대만산 꽃사슴

(Cervus nippon)을 사용하였다. 녹용(3 ㎏)을

잘게부순뒤녹용이잠길정도의 n- h e x a n e을

넣고 4 0℃에서 2시간동안 증류장치로가열하

여 추출하고 이를 여과하였다. 이 여과액을 감

압하여용매를제거하고 hexane 추출물( C N -

H) 27.07g을 얻었다. 동일한 방법으로 잔사를

c h l o r o f o r m으로 추출하여 chloroform 추출물

(CN-C) 23.55g을 얻었다. 이렇게 얻은 추출

물들은 건조하여 보관하였으며 d i m e t h y l s u l-

foxide 및 ethyl alcohol 혼합용액으로 1 ㎎/㎖

의농도로용해하여실험에사용하였다( F i g u r e

1) 

2. 조골세포의 분리 및 배양

녹용 추출물에 의한 조골세포분화능은 전구

조골세포주인 MC3T3 세포에서 측정하였다.

MC3T3 세포는10% 우태아혈청이함유된 α-
MEM 배지에서 배양하여 사용하였다. 세포를

세포배양배지 5 ml당 8 x 105 되게 6 0 - m m

d i s h에 분주하여 5 % CO2가유지되는 3 7℃ 세

포배양기에서배양하였다. 세포가 단층을형성

한 후 대조군에서는 50 ㎍/㎖ a s c o r b i c

acid(AA), 10 mM β- g l y c e r o p h o s p h a t e ( G P )
가 함유된 α-MEM 배지(이하 조골세포 배양
배지라 함)에서 배양하였고, 실험군에서는 위

의 성분과 CN-C, CN-H가 각각 일정한농도

(10 ㎍/㎖)로함유된배지에서1 6일 간배양한

후 아래와 같이 Von Kossa 염색을 실시하여

이들 녹용 추출물에 의하여 형성된 석회화 결

절을관찰하였으며R N A를 분리하여N o r t h e r n

b l o t으로 조골세포의 분화표식인자인 a l k a l i n e

phosphatase(ALP), bone sialoprotein(BSP)

및 o s t e o c a l c i n ( O C )의 발현 정도를 확인하였

다.

3. mRNA 분리 및 Northern blot

녹용 추출물로 처리한 M C 3 T 3세포로부터

Trizol 용액(GIBCO BRL, USA)을 이용하여

R N A를 분리하였다. 분리한 RNA 20 ㎍를

f o r m a l d e h y d e를 함유한 1% agarose gel상에

서 전기영동한후 Nylon plus membrane에전

이시킨후 ultraviolet radiation으로R N A를 고

정시켰다. RNA가 부착된 막을 t u b e에 넣고

hybridization buffer(0.1㎎/㎖의 s a l m o n

sperm DNA가 함유된 50% formamide/5x

Denhardt's 용액/5xSSC/0.5% SDS 용액)를

가하고 4 2℃가 유지되는 hybrid minihy-

bridization oven에서 3 0분간 p r e h y b r i d를 실

시하였다. 그 후 동위원소로 표지화된 A L P ,

BSP 및 OC 유전자표식자를첨가하여 4 2℃에

서 1 5시간 h y b r i d i z a t i o n을 실시하였다. RNA

표식자는 아래와 같은 c D N A를 이용하여

[3 2P]dCTP(3,000 Ci/mmol, Dupont NEN

Research Products, Boston, MA, USA)로표

지화 하였으며 random primed DNA labeling

kit(GIBCO BRL, USA)를 이용하여 합성하였

다. 2.4kb의 rat ALP cDNA insert; 1.165 kbp

의 rat BSP cDNA insert; 520bp의OC cDNA

insert. Nylon membrane을 세척액으로 세척

하고 이를 - 7 0℃에서 Kodak X-OMAT film

에 감광시킨 후 현상하였다. 전기영동한 R N A

의농도는G A P D H를기준으로분석하였다.

4. Von Kossa staining 

녹용 추출물로처리한 M C 3 T 3세포는 10 %

neutral formaldehyde용액으로고정한후 2 . 5

% silver nitrate용액에서 3 0분간 처리하여 세

척하였다. 세포를 다시 sodium carbonate

f o r m a l d e h y d e용액에서 2 - 3분간 처리하고세

척하여육안으로검은색의석회화결절의형성
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여부를대조군과비교하여관찰하였다. 

III. 결과

1. 녹용추출물이 석회화결절형성에 미치는
영향

MC3T3 세포를 녹용에서 추출한 CN-H 또
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Figure 1. Schematic diagram of the extraction procedure from deer antler

Figure 2. Phase contrast micrographs of MC3T3 cells cultured with extracts of deer antler. MC3T3
cells were inoculated into 60-mm dishes and cultured in the absence(A) or presence of
extracts of deer antler[CN-H(B), CN-C(C)] with ascorbic acid(50㎍/㎖) and β- g l y c-

Figure 3. Effects of deer antler extracts on bone nodule formation in MC3T3 cell. MC3T3 cells were
inoculated into 60-mm dishes and cultured in the absence(A) or presence of extracts of
deer antler[CN-H(B), CN-C(C)] with ascorbic acid(50㎍/㎖) and β- g l y c e r o p h o s p h a t e ( 1 0
mM) for 16 days. Mineralization nodule were stained by the Von Kossa technique and



는 C N - C가 함유된배지에서배양하면서위상

차 현미경상에서 석회화결절의 형성을 관찰하

였다. 배양1 6일 후 CN-H 또는C N - C가 함유

된 경우에서모두석회화결절의형성을관찰할

수 있었으나시료가첨가되지않은대조군에서

는 석회화결절이 나타나지 않았다(Figure 2).

또한 이를 Von Kossa 염색을 통하여 확인한

결과위상차현미경상에서관찰한결과와동일

하게 녹용추출물로 처리하지 않은 대조군에서

는 석회화결절이 나타나지않았으며, 녹용추출

물로처리한세포에서검은색의석회화결절이

생성되는것을확인할수있었다(Figure 3).

2. 녹용추출물이 골기질 단백질 mRNA 발
현에 미치는 영향
각 녹용 추출물에의한 골형성능을재확인하

기 위하여 M C 3 T 3세포를 각 녹용추출물이 함

유된 배지에서 배양한 후 m R N A를 분리하여

골기질단백질, 즉 ALP, BSP 및 OC mRNA 발

현정도를 대조군과비교하여 분석하였다. 대조

군에서는 ALP 및 O C가 약하게발현이되었으

며B S P는 발현되지않았다. 각각의녹용추출물

로 처리한경우 ALP, BSP 및 OC mRNA 발현

이대조군에비하여증가하였다(Figure 4). 

IV. 고찰

인간에서의 골형성은 조골세포에 의하여 유

도되며, 조골세포의분화는B M P4 , 5 ) , i n s u l i n e -

like growth factor(IGF)1 7 ), melatonin1 8 ) 및

e s t r a d i o l1 9 )과 같은 다양한성장인자들에 의하

여조절된다. 사슴뿔의성장시조골세포의분화

표식인자인 ALP 및 O C의 농도가 증가하며
9 , 1 2 , 1 3 ), 골형성유도 인자인 B M P가 발현되며2 0 )

m e l a t o n i n의 생성도 증가하는1 1 ) 것으로 보고

되었다. 또한 난소가 제거된 사슴에 e s t r a d i o l

투여시뿔의성장이촉진되며1 4 ) 뿔에서분리된

세포를 I G F로 처리한 경우 A L P의 발현 및 증

식능이증가하는것으로보고되었다1 5 , 1 6 ). 이와

같이사슴뿔의성장시골형성조절인자의생성

또는 조골세포분화 표식인자의 발현의 증가는

사슴뿌리의성장및 석회화가사람뼈의형성과

유사한 기전에 의하여 조절될 수 있음을 시사

하며아울러녹용에골형성에관여하는성분이
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Figure 4. Effects of deer antler extracts on mRNA expression of ALP, BSP and OC in MC3T3 cells.
MC3T3 cells were inoculated into 60-mm dishes and cultured in the absence or presence
of extracts of deer antler(CN-H, CN-C) with ascorbic acid(50㎍/㎖) and β- g l y c e r o p h o s-
phate(10mM) for 16 days. After RNA isolation, ALP, BSP and OC were quantified relative to
that of the GAPDH gene by Northern hybridization.



들어있을가능성을제시한다.

녹용추출물에 의한 조골세포 분화능을 관찰

하기위하여본 연구에서는마우스두개골세포

에서 분리한 MC3T3 세포를 사용하였다.

M C 3 T 3는 ALP, BSP 및 O C를 발현하지 않는

전구조골세포주로서 ascorbic aicd(AA) 및

β-glycerophosphate(BP) 함유 배지에서 배
양할경우 2 내지 3 주후조골세포로분화하여

시험관내에서 석회화결절을 형성한다1 8 , 2 1 ). 이

렇게 M C 3 T 3세포가 분화하여 형성한 석회화

결절은골조직과유사한구조를지니고있음이

입증이 되어 시험관내에서 물질의 골형성능을

평가하기 위하여 M C 3 T 3가 많이 사용되어 왔

다2 2 ). 본 연구에서도AA 및G P가 함유된기본

배지에서 MC3T3 세포를 배양하여석회화 결

절의형성능을평가하여녹용추출물에의한조

골세포분화능을 평가하였다. 골조직 성분 중

citric aicd의 대부분은 c a l c i u m과 결합된형태

즉 calcium citrophosphate 상태로존재하므로

calcium citrophosphate를 특이적으로 염색하

는 Von Kossa 염색법으로 석회화결절형성능

을확인하였다2 3 ). MC3T3 세포는GP 및A A만

함유된배지에서1 6일간배양한경우에는석회

화결절을 형성하지 않았으나 동일한 세포를

CN-C 또는 C N - H로 처리한 경우에는 많은

수의석회화결절을형성하였다.

조골세포의 분화는 골기질단백질의 발현과

밀접한 관련이 있다2 4 , 2 5 ). 골기질단백질 중

collagen, ALP 및 o s t e o p o n t i n은 분화초기에

발현되며 BSP 및 O C는 성숙된 조골세포에서

만발현이된다2 5 ). 이중 A L P는 유기인산에스

테르를 가수분해하여 골형성이 일어나는 부위

의 인산이온의 농도를 증가시키며2 6 ) B S P는

RGD sequence 및 glutamate rich sequence

를 함유하고있어골조직세포의석회화기질부

착에 관여할 뿐만 아니라 h y d r o x y a p a t i t e

crystal 형성에도 중요한 역할을 하는 것으로

생각되고 있다2 7 - 3 3 ). 또한 O C는 아직 기능은

확실히 밝혀져 있지 않으나 골이나 상아질을

형성하는 세포에서만 발현되어골형성에 있어

서의 역할의 중요성이 강조되어 왔다. 본 연구

에서 CN-C 및 C N - H는 석화화결절의형성을

촉진할뿐 만 아니라실제로석회화과정에중

요한 역할을하는 이들 골기질단백질 즉 A L P ,

BSP 및 O C의 발현을증가시키는 것으로나타

났으며 이는 녹용의 CN-C 및 C N - H에 조골

세포의분화를유도하는물질이함유되어있음

을시사한다.

녹용에는 다당체, 단백질, 지질 및 무기물등

다양한 성분이 함유되어 있으며 지질성분으로

는 prostagalndin 유사물질, phospholipid,

glycolipid 및 g a n g l i o s i d e가 함유되어 있다
3 4 , 3 5 ). 이중 다당체는 궤양 예방효과 있으며3 6 ),

6 8개의 아미노산으로 이루어진 단백질은 항염

작용이있는 것으로3 7 ), 또한 정제하지 않은 녹

용추출물은 노화방지효과가 있으며3 8 ) 녹용의

ethanol 추출물은식균세포의식균작용을촉진

시키며3 9 ), 당뇨병시증가되는혈당을감소시키

며4 0 ), 소수성물질은 Candida albicans의 균사

형성을 선택적으로 억제하는 것으로 보고되었

다4 1 ). 이와같이아직그 구조가확실히밝혀지

지 않았으나 녹용은 다양한 효능을 나타내는

성분을함유하고있다. 본연구에서는처음으로

녹용의 조골세포의 분화능을 입증하였으며

chloroform 및 h e x a n e에 용해되는 성분이 조

골세포분화능을 나타내었다. chloroform 및

h e x a n e에는 단백성분 및 극성 다당체 보다는

비극성 성분이 주로 용해되므로 녹용추출물에

의한 조골세포분화능은 비극성 성분에 의하여

유도되었을것으로추정이되나성분에대해서

는 정확한분석이 필요할것으로 사료된다. 치

주치료의 목표는 원인이 되는 치태의 기계적

제거와 더불어, 치주인대세포와 골조직세포의

증식 및 분화를도모하여, 손상된 조직의 회복

을 이루는것이다4 2 ). 특히 치조골흡수에의한

치아의상실은치주염의주요한증상이므로치

주 치료시 치조골의 회복은 건강한 치아를 유

지하는데중요한요인이다. 따라서앞으로조골
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세포분화촉진능이 있는 녹용성분이 밝혀지며

또한 밝혀진 물질의 생체내 골형성 촉진능이

입증이된다면이는치주치료에활용될가능성

이높을것으로사료된다.

V. 결론

사슴의뿔은 계속성장하며일부약전에서녹

용이 이와 뼈를 튼튼하게 하는 것으로 기록되

어 있는것으로보아녹용에는골의성장및 석

회화를조절하는성분이함유되어있을것으로

추정된다. 따라서치조골파괴가야기되는치주

치료에 활용할 수 있는 새로운 골형성 유도물

질의 개발을 최종 목적으로 본 연구에서는 일

차적으로 녹용의 조골세포분화 유도능을 평가

하였다. 녹용으로부터 chloroform 추출물

(CN-C) 및 hexane 추출물( C N - H )을 분리한

후 이들 추출물이 전구조골세포주인 M C 3 T 3

세포의 석회화결절형성 및 골기질단백물질

(ALP, BSP 및 O C )의 발현에 미치는 영향을

평가하였으며, MC3T3세포의석회화결절형성

능은 칼슘( C a2 +)이 침착된 부위만 특이적으로

염색하는 Von Kossa염색법으로, 골기질 단백

물질의발현은Northern blot로확인하였다. 녹

용추출물로 처리하지 않은 M C 3 T 3세포와 비

교한 경우 CN-C 및 C N - H는 각각 M C 3 T 3

세포의 석회화결절 형성능을 증가시켰으며 또

한 ALP, BSP 및 OC mRNA의 발현을증가시

켰다. 이와같은결과는녹용의CN-H 및C N -

C가 조골세포에 의한 골형성능을 증가시킬수

있음을시사한다.
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Differentiation of MC3T3

Cells 
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U n i v e r s i t y

Deer antler has been widely prescribed in

Chinese and Korean pharmacology.

Although there have been several reports

concerning the effects of deer antler, such

as anti-aging action, anti-inflammatory

activity, antifungal action and regulatory

activity of the level of glucose, the effect on

bone has not determined yet. The purpose

of this study was to examine the effect of

deer antler on osteoblast differentiation.

Hexane extract(CN-H) and chloroform

extract(CN-C) were acquired from deer

a n t l e r (Cervus nippon) and MC3T3-E1

pre-osteoblasts were cultured in the pres-

ence or absence of each extract. Osteoblast

differentiation was estimated with the for-

mation of mineralized nodules and the

mRNA expression of alkaline phos-

phatase(ALP), osteocalcin(OC) and bone

sialoprotein(BSP) which are markers of

osteoblast differentiation. Non-treated

group did not show mineralized nodule.

CN-C or CN-H-treated group showed

minerlaized nodules in 16 days. In northern

blot analysis, CN-C or CN-H-treated

group showed the elevated expression of

ALP, BSP and OC in 16 days. These results

suggest the possibility to develop deer

antler as a bone regenerative agent in peri-

odontal therapy by showing the stimulating

activity of deer antler on differentiation of

o s t e o b l a s t .

Key words: Deer antler extract, MC3T3,

Osteoblast differentiation, bone regenera-

tive agent
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