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The preventive effect of Salvia miltiorrhiza extracts (SM) with or without high molecular weight soluble kitosan (K) on

the progress of bone loss induced by ovariectomized (OVX) was studied in rats. From light microscopic analyses in

histochemistry data, trabecular bone area in OVX rats was significantly decreased compared with that in sham rats. The

decrease was regulated by administration of SM and especially the combination of SM and K (SM + K) for 7 weeks.

In addition, the numbers of osteoblasts and osteoclasts were regulated in SM + K-administered rats but not different

from those in either SM or K-administered rats. In OVX rats, free Triiodothyronine (T
3
) and Thyroxine (T

4
) were simi-

lar to control, ruling out the involvement of abnormal thyroid hormone. Although serum calcium is similar among all

the groups, estrogen level was higher especially in SM+K-administered rats. These results strongly suggest that SM+K

are effective in preventing the development of bone loss induced by OVX in rats.
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골다공증은 정상적으로 단단하여야 할 뼈가 유전적 또는

후천적 요인인 폐경, 노화, 잘못된 생활 습관 (불충분한 칼슘

섭취, 운동 부족, 일조량 부족, 흡연, 지나칠 정도의 음주, 카

페인등), 여러 가지 골다공증을 유발하는 질환 (위장관 질환,

간질환, 갑상선 질환, 부갑상선 질환, 고유즙분비혈증)과 약

물 (제산제, 간질약, 관절염약, 변비약, 부신피질호르몬, 항응

고제, 항대사약)등 여러 원인에 의해서 뼈를 구성하는 미네

랄 (특히 칼슘) 과 기질이 감소한 상태이며 결국 골절이 쉽

게 일어날 수 있는 상태이다. 주로 손목, 발목, 늑골, 척추,

대퇴골 경부 혹은 엉덩이 뼈에 골절이 잘 일어난다.1,2)

골다공증의 치료를 위하여, 종래에는 골 흡수 억제 약물로

서 여성호르몬, 비스포스포네이트, 랄록시펜, 캘시토닌, 비타민

D 활성유도체 등을 투여하거나, 골 생성 촉진 약물로서 불소,

성장 호르몬, 부갑상선 호르몬 등을 투여하거나, 기타 비타민

D 대사물질, 칼슘, 이프리플라본 등을 투여하여왔다.3,4)

단삼(丹蔘) (Salvia miltiorrhiza)은 쌍떡잎식물 통화식물목

꿀풀과의 여러해살이풀로서 꿀풀과에 속하고 중국, 한국(경

북·강원), 일본 등에 분포한다. 높이 40~80 cm. 전체에 황백

색의 부드러운 털과 선모로 뒤덮여 있다. 뿌리는 긴 원주형

으로 외피는 주홍색을 띤다. 잎은 마주나고, 홑잎 또는 2회

깃꼴겹잎이다. 꽃은 5~6월에 자주색으로 피고, 층층으로 달

리며 수술이 길게 밖으로 나온다. 약재는 근경이 짧고 거칠

며 정단에는 보통 줄기가 붙었던 자국이 남아 있다. 뿌리는

긴 원주형으로 때로는 1~2개 또는 여러 개로 갈라졌고 길이

8~25 cm, 지름 3~10 mm이다. 바깥면은 적갈색~어두운 적갈
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색이며 거칠고 세로주름이 있다.
5)
 한의학에서는 기(氣)와 혈

(血)이 잘 소통되지 못하고 막히거나 바람과 찬 기운, 습기

등이 어울려 뼈에 침입한 경우 여러 가지 병이 온다고 한다

. 골다공증은 근본적으로 신장의 정기가 손상되어 뼈를 자양

할 수 없는 것이 주된 원인이다. 여기서 신장의 정기란 인

체에 축적된 영양소를 말하는 것이다. 때문에 평소 영양을

잘 섭취하고 과로로 인한 영양결핍을 피하며 기혈을 잘 소

통시키기 위해서는 규칙적인 운동을 해야 하며, 또한 기와

혈을 잘 소통시키기 위해서 단삼을 복용하였다. 단삼의 효능

은 사물탕의 효능을 능가한다고 기술하고 있다. 그만큼 혈액

순환을 촉진시키는 효능이 강하다는 것을 의미한다. (신농본

초경 神農本草經). 또한, 단삼은 탄시논, 밀티론, 탄시놀, 비

타민 E 등으로 구성된 약물이다. 혈관 확장 작용, 항균작용,

진정, 진통 작용의 효능을 가지고 있는데, 항암 실험 결과

암세포의 호흡(에너지 대사)을 억제하고 당발효 분해를 억제

하는 효과가 있다고 한다.6) 이 외에도 단삼은 간경화, 알레

르기성 자반증, 관상동맥경화, 자궁 질환에도 많이 사용되는

약이다.
7)

또한 본 연구팀은 단삼자체만으로 골다공증억제효과가 있

음을 제시한바 있으며,
8)
 다른 연구팀에 의하여서 단삼의 성

분인 Tanshinone IIA등이 그 유효성분으로 Nuclear factor of

activated T-cells (NFAT)의 조절을 통하여 파골세포의 활성을

억제함을 기전으로 제시된 바 있다.
9,10)

 또한 Kim et al에서

는 단삼의 적절농도에서 Tanshinone의 함량을 제시하여 보다

구체적인 원료와 성분과의 관계를 제시한 바 있다.
11)
 또한

키토산은 천연(게, 새우껍질, 갑각류 등)에 존재하는 키틴을

탈아세틸화시킨 물질로써 글루코사민이 -1,4로 결합된 천연

고분자 다당류이다. 이러한 키토산은 여러 가지 생리활성에

도 불구하고 그 분자량이 매우 크고 우리 몸에 이를 분해하

는 효소가 존재하지 않으므로 그 응용 폭이 제한되고 그대

로 섭취 시, 대부분 흡수되지 않고 체외로 배출된다. 천연에

존재하는 키틴은 부분적으로 탈아세틸화되어 있는 것이 보통

인데 이러한 키틴의 단량체에서 아세틸기가 떨어져 나간 형

태가 바로 키토산이다.12) 이 실험에서 사용되는 키토올리고

당은 키토산의 부분분해물로써 우리 몸에서 흡수가 잘되며

물에 잘 녹기 때문에 어떤 식품에도 첨가 및 주성분의 원료

로 사용이 용이하다. 또한 높은 수용성으로 체내 흡수율이

뛰어나 면역증강, 항균작용, 콜레스테롤 조절, 칼슘 흡수 촉

진 등의 광범위한 고 기능성 생리활성물질로 밝혀 짐으로서

관심이 집중되는 생리기능성 신소재이다.

키토산은 골대사기전에 영향을 미침으로써 골의 조성에 도

움이 되어진다는 보고가 있으며13)
 인지능 개선에 도움이 될

수 있다는 보고로 최근 여러 가지 음료 등에 혼합되어서 많

이 사용되어지고 있다. 또한 키토산이 조골세포로의 분화를

촉진한다는 연구결과가 여러가지 형태의 키토산을 활용하여

보고되어 왔다.14,15) 본 연구는 골생성/골흡수의 총체적 조절

이 골의 생리에 중요하다는 것을 배경으로 파골세포에 영향

을 주는 것으로 알려진 단삼과 조골세포로의 분화를 촉진되

어짐이 보고 되어진 키토산의 조합을 통하여 본 연구자들은

단삼과 키토산의 적정배합을 통하여 난소적출후 골손실 방지

효과가 있을 수 있음을 가정하고 본 연구를 시행하게 되었다.

실험재료 및 방법

단삼 추출물과 키토산의 준비

단삼 뿌리(이레제약(주), 파주, 한국)를 마쇄하고 회전식 감

압 증발 농축장치 (Rotary Vacum Evaporator) 를 사용하여

단삼 파우더 300 g에 에탄올 2 L를 넣고 70~80oC에서 1시간

환류추출하였다. 1시간 후 온도가 40oC까지 내려갔을때 찬물

로 식혀주는 냉각과정을 거친 후, 삼각플라스크에 부어서 여

과시킨다. 3번째 여과된 것까지 모은 단삼 추출물 10%을 수

득하여 하기 실험 예에 사용하였다. 키토산은 (주)자광 (안성,

한국)에서 제조한 수용성 고분자 키토산을 이용하였다. 실험

에 사용된 화학제품은 Sigma-aldrich (St. Louis, MO, USA)

에서 구입하였다.

실험동물의 난소제거수술 및 단삼 추출물과 키토산의 투여

200-300 g의 암컷 70마리(각군당 7마리)의 SD쥐를 다물사

이언스 (대전, 한국)에서 구입하였으며 그 동물을 온도

25±2oC, 습도 55%±5%, 12시간/12시간 일광과 일광차폐를

순환으로 해서 동물을 사육하였다. 그 쥐를 개별로 기준된

규격의 우리를 마련하였고 1.2%칼슘과 0.8% 인이 함유된 상

업적으로 판매하는 표준식이(다물사이언스, 대전, 한국)를 하

였다. 8주가 된 쥐는 난소제거수술(ovariectomized, OVX)과

개복수술을 시행하였으며 혹은 아무런 수술적 처치를 하지

않았다. 염산케타민(유한양행, 서울, 한국)을 복강 내로 투여

하여 마취한 뒤에 양쪽의 난소제거를 수행하였다. 비교수술

은 난소를 외부로 꺼내는 똑같은 자극의 수술을 하였다

(Sham). 아무런 수술적 처치를 하지 않은 군을 control군으로

하였다. 난소가 제거된 쥐는 단삼 (0.25, 2.5 mg/kg), 키토산

(1, 2.5 mg/kg), 단삼 (0.25, 2.5 mg/kg) +키토산(1 mg/kg), 에

스트라디올 (0.4 mg/rat/10day 복강내 주입; 에스트라디올-데

포, 제이텍바이오젠, 서울, 한국) 혹은, 생리 식염수를 2 mL

씩 경구 투여하는 8개 군으로 분류하였다. 약물을 투약한지

7주가 지난 뒤에 혈액을 모아서 생화학적 측정을 하기 전까

지는 -70
o
C에서 보관하였다. 대퇴골과 경골을 해부하였다.

오른쪽 대퇴골을 부착되어 있는 근육을 깨끗하게 제거하고

살균한 식염수에 넣어서 8-16시간 4oC에서 보관하였다. 왼쪽

대퇴골과 그룹당 임의로 선택된 쥐의 샘플를 버크하트 고정

액으로 고정하고 조직학적검사를 의해 사용하였다. 모든 실

험과정은 한국 생리학회에 올려진 생리학적 과학영역에서 사

용한 동물의 지침원리에 따라 사육 되어진 동물을 사용하였
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으며 운반되어질 때 따라서 온 지침서대로 사육하였다.

생화학적 분석

serum내의 칼슘, Alkaline phosphatases, Triiodothyronine

(T3), Thyroxine (T4) 및 estrogen의 함량을 분석하였다.

serum내의 유리 T4(FT4)와 유리 T3(FT3)는 Sephadex LH-20

크로마토그라피를 이용하여 호르몬 크로마토그라피층을 분리

한 뒤에 Liso-Phase kit (Technogenetics, Milan, Italy)로 측정

하였다.

골조직검사(Bone histomorphometry)

왼쪽대퇴골을 24시간 버크하트 고정액으로 24시간동안 고

정한뒤에 다이아몬드톱으로 2등분으로 절단했다. 메탄올로

탈수하고 메틸 메타클레이트로 포매하였다. 세로로 절단된

대퇴골을 Ao Autocut/Jung 1150 마이크로톰을 이용하여

4 um 굵기로 잘랐다. 조직학적 진행과정과 조직 검사 분석을

하기 위하여 대퇴골목의 중앙부분에 인접한 골강이 있게 절

단된 것을 선택하였다. 4 um 두께로 절단된 부분을 골의 망

상조직면적과 골모세포의 외관과 파골세포의 외관을 측정하

기 위하여 테트라크롬 대조염색을 하는데 Von cossa 방법을

따라서 염색하였다. 모든 골조직의 분석은 이전의 문헌에 묘

사되어있는 Bioquant Bone Morphometry System (R&M

Biometrics Corp. Nashville,TN) 으로 하였다. 골망상조직의

측정은 대퇴골에서 인접한 1 mm를 시작으로 하는 영역에서

성장판과 뼈몸통끝접합과 더 확장하여 대퇴골목의 접합과 보

다 큰 대퇴골상부의 돌기를 측정하였다. 골망상조직 면적은

200배율에서 측정하는데 총 망상조직의 시야를 백분율 대 본

조직의 면적과 골모세포와 파골세포외관을 백분율로 하였다.

통계

실험결과는 대조군과 각각의 실험군, 실험군과 실험군간의

two-tailed student’s t test를 활용하였으며 p value <0.05를

유의성이 있다고 고려하였다. 

실험결과 및 고찰

골다공증 억제에 대한 효과를 직접눈으로 확인하기 위해

뼈의 골밀도를 간접적으로 측정하는 방법인 해면골 면적(%)

을 측정하였다. 해면골은 골대사작용이 가장 활발한 곳이어

서, 외부효과에 의한 뼈의 골생성 및 골흡수 작용이 가장 빠

르게 반응하여 나타나는 곳이다. 따라서 해면골 면적을 측정

함으로 골다공증을 진단할 수 있으며, 골다공증 유발 억제효

과를 판단할 수 있는 지표로 사용되기도 한다. 

해면골 면적은 대조군에 비해 난소적출군에서 현저히 적게

나타났다. 그러나, 키토산을 단독 투여된 쥐에서 해면골 면

적은 1 mg/kg를 투여한 쥐에서 난소적출군에 비하여 더욱

유의하게 증가되는 경향을 보였으며, 단삼을 단독 투여한 쥐

에서도 농도의존적인 결과는 나타나지 않았지만 0.25 mg/kg

를 투여한 쥐에서 난소적출군에 비해서 더욱 유의하게 증가

하는 경향을 보였다. 단독 투여한 쥐의 결과에 비교하여 단

삼 (0.25 mg/kg)과 키토산 (1 mg/kg)을 함께 투여된 쥐에서

해면골 면적이 실험군중에서 가장 높게 나타났다. 하지만 단

삼과 키토산 단독 처리한 군과 비교시 증가하는 경향은 보

였지만, 현저한 유의성은 발견되지는 않았다 (Fig. 1). 해면

골 표면에 위치한 파골세포 및 해면골의 단위 면적(mm2)당

Fig. 1. Effect of K and SM on the femoral trabecular histometry

(Femoral trabecular bone area) in OVX rats. Values indicate

mean±standard deviation. C: non-operated control; S: sham-

operated; OVX: ovariectomized; OE: 17β-estradiol-injected OVX

rats; K: Kitosan-treated (mg/kg) OVX rats; SM: Salvia

miltiorrhiza-treated (mg/kg) OVX rats. *Statistical significance as

compared with the OVX group (*p < 0.05).

Fig. 2. Effect of K and SM on the osteoclast number in OVX rats.

Values indicate mean±standard deviation. C: non-operated

control; S: sham-operated; OVX: ovariectomized; OE: 17β-

estradiol-injected OVX rats; K: Kitosan-treated (mg/kg) OVX

rats; SM: Salvia miltiorrhiza-treated (mg/kg) OVX rats.

*Statistical significance as compared with the OVX group (*p <

0.05).
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파골세포 평균수가 10개 실험군에서 Fig. 2에 보여진다. 골

면적 당 파골세포수는 난소적출에 의해 현저하게 영향을 받

았다. 난소적출군에 비교하여서 단삼 혹은 키토산 단독군에

있어서 파골세포 수에 유의성있는 조절효과를 보였으며

(Fig. 2), 단삼과 키토산을 함께 투여한 군에서 가장 높은 조

절효과를 보였다. 효과적인 억제효과는 해면골면적에 처리한

농도와 비슷한 경향을 보였다. 또한 조골세포의 수에 있어서

도 난소적출군에 비교하여서 단삼, 키토산 단독군에서 유의

성있는 증가효과를 나타내었으며, 단삼과 키토산을 함께 투

여한 군에서는 단삼 단독, 키토산 단독군에 비하여 조골세포

증가효과는 난소 적출군 및 단독군에 비해 유의성있게 증가

하였다 (Fig. 3). 위의 결과에 의하면 전체적으로 단삼

(0.25 mg/kg)과 키토산 (1 mg/kg)을 함께 투여한 군이 난소적

출군에 비하여서 가장 높은 효과를 나타낸다.

현재까지 단삼에 대한 연구는 주로 파골세포에 집중되어

있어 있다. 이는 단삼이 파골세포에 영향을 미치고 그에 대

한 상대적인 영향을 조골세포에 미칠 수 있다. 그러나, 단삼

과 키토산그룹에서는 난소적출 군의 serum 칼슘 변화에 조

절 효과를 가지지 않았다 (Table 1). Alkaline phosphatase

(ALP)는 골 형성과 관련이 깊은 것으로 대사성 골 질환 등

골 대사 회전이 활발할 때, 즉, 골격 형성 시 조골세포의 활

동이 증가되어 골 교체율 (bone turnover)이 빠를 때 혈장

내에서의 농도가 증가한다. 난소적출 시, estrogen 결핍으로

골 교체율이 증가되어 serum중 ALP의 활성이 증가되었으나,

estrogen 및 단삼, 키토산, 단삼 +키토산의 추출물을 투여한

모든 군에서 그 활성이 감소하는 경향을 확인할 수 있었다.

ALP결과는 단삼 +키토산이 난소절제로 인한 골대사증가를

억제할 수 있음을 보여준다고 할 수 있다. 또한 serum T3

레벨 및 T4 레벨을 Table 1에서 제시하고 있다. 갑상샘 중독

증 (Thyrotoxicosis)은 골 손실을 초래하는 골 교체율의 증가

와 관련된다.16) T3의 양은 대조군과 비교하여 난소적출군에

서 변화되지 않았으며, T4평균값도 난소적출군에서 별 차이

가 없었다. 갑상선 호르몬 측정에 대한 모든 데이터를 평가

하였을 때 단삼, 키토산, 단삼 + 키토산복합투여된 군에서

역시 유의한 차이는 발견되지 않았다. Thyroid호르몬은 골개

조현상에 매우 중요하다.17) 골형태학적 연구에서는 thyroid

hormone이 대퇴골조직내 조골세포, 파골세포의 활성을 증가

시킴을 보여주고 있다. 갑상샘중독증은 골의 변화에 매우 밀

접한 연관을 가지며 골흡수률이 골형성률을 초과하여 골소실

Table 1. Effects of K, SM and K+SM on serum biochemical levels of OVX rats.

Groups No. of  Animals Calcium (mg/dl)
Alkaline phosphatase

(IU/l)
Triiodothyronine

(T3; ng/ml)
Thyroxine
(T4; mg/ml)

Con 7 9.67±0.61 4.07±0.50 45.85±8.97 4.36±1.11

Sharm 7 9.32±0.38 4.57±0.52 48.72±7.85 4.07±0.35

OVX 7 8.83±0.27 7.63±0.66* 47.30±10.65 4.10±0.57

OE 7 9.20±0.52  5.13±1.08** 53.95±19.74 3.72±0.75

K 1 mg/kg 7  9.57±0.10 6.00±0.76 46.88±9.30 4.19±0.67

K 2.5 mg/kg 7 9.15±0.47 6.22±0.54 47.65±8.71 3.98±0.44

SM 0.25 mg/kg 7 9.03±0.28 6.17±0.75 48.48±13.10 4.08±0.68

SM 2.5 mg/kg 7 9.25±0.46 5.85±0.85 46.68±12.19 3.88±0.68

K 1 + SM 0.25 7 9.24±0.33 5.86±0.79 49.00±7.09 4.58±0.34

K 1 + SM 2.5 7 9.01±1.22 6.24±1.02 45.34±12.38 4.10±0.59

Note: Values indicate mean±standard deviation. OVX: ovariectomized. OE: 17β-estradiol–injected OVX rats. K: Kitosan–treated (mg/kg) OVX

rats. SM: Salvia Miltiorrkizae–treated (mg/kg) OVX rats. K+SM: Kitosan+Salvia Miltiorrkizae–treated (mg/kg) OVX rats. *Statistical

significance as compared with the sham group (*p < 0.05). **Statistical significance as compared with the OVX group (**p < 0.05).

Fig. 3. Effect of K and SM on the osteoblast  number in OVX rats.

Values indicate mean±standard deviation. C: non-operated

control; S: sham-operated; OVX: ovariectomized; OE: 17β-

estradiol-injected OVX rats; K: Kitosan-treated (mg/kg) OVX

rats; SM: Salvia miltiorrhiza-treated (mg/kg) OVX rats.

*Statistical significance as compared with the OVX group (*p <

0.05).
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이 야기되어진다.
17)
 본 연구모델인 난소적출은 갑상선이상과

는 상관이 없음을 시사하고 있다.

골흡수 지표는 현재 진행되는 상황을 나타내는 척도라 한

다면 해면골 면적은 골다공증이 진행된 결과를 나타내는 자

료가 된다. 골다공증과 같은 질병은 치료기간이 길고, 발병

후 약물치료에 의한 치료효과가 크지 않고, 부작용의 위험성

이 커서 예방 및 식이 요법 같은 다각도의 치료방법이 필요

하다. 본 연구를 통하여서 기존의 단삼의 골다공증억제 효과

에 키토산을 첨가시에 골다공증의 예방적 효과가 증가 할

수 있음을 알 수 있다. 즉 본 연구는 단삼이 골밀도 저하를

억제하고 뼈로의 칼슘 흡수를 촉진시키는 뼈건강을 위한 식

물 추출 기능성 원료가 될 수 있음을 다시 한번 보여주는

것인 동시에 키토산의 배합을 통한 유익한 약리활성을 나타

냄을 보여준다. 생물 신소재 및 전통천연물 가운데 골대사질

환을 비롯한 여러 골질환에 효과적으로 쓰일수 있는 물질들

이 계속 보고되어오고 있다. 골흡수억제물질을 스크리닝하는

과정에서 본 연구팀은 단삼과 키토산의 배합물질에 대한 연

구를 시행하였으며 해면골 면적등 해면골의 척도에서 단삼과

키토산의 배합물질의 영향을 정량화하여 제시하고 있다. 난

소적출 군에서는 serum내 칼슘 level에는 변화를 주지못하였

다. Kalu18)등은 난소 적출 후에 serum 칼슘이 감소하였다고

보고하였지만 이는 식이칼슘 측정 수준에서 이루어진 것으로

본 연구와는 해석범위가 다르다. 난소적출 후, 골소실이 나

타나기 전에 칼슘소실이 일어난다는 명확한 근거가 현재로서

는 정립되어 있지 않다. Estrogen은 기존에 골다공증을 비롯

한 여성의 갱년기 장애에 있어서 대안이 된다고 보았지만

현재 암과의 상관성이 알려져 있으며,19,20) estrogen의 처방빈

도도 떨어져있다. 외부에서 주입하는 estrogen이 아니라 천연

estrogen 혹은 체내에서 estrogen을 증가시킬 수 있는 천연물

에 대한 관심사가 높아지고 있는 가운데 단삼과 키토산의

배합제제의 체내 estrogen에 대한 연구가 향후 이루어져서

이 부분에 대한 연관성이 과학적으로 뒷받침되어질 필요가

있다. 

본 실험결과는 난소적출 후, 측정 되어지는 해면골에 미치

는 영향에 대하여서 단삼과 키토산의 배합물의 효과를 보여

주고 있다. 본 연구는 천연물소재에 대한 이해와 적용을 단

삼과 키토산을 통하여 약리활성증가를 보여주고 있으며 이는

향후 많은 후속연구를 거쳐서 적절 배합 조성비율, 제형, 수

송전달방식등에 대한 약제학적 조성물로 이어져서 국민건강

에 이바지할수 있을 것이다. 그리고, 본 연구의 생화학적 수

치나 골조직검사 결과를 dual energy X-ray absorptiometry등

을 통한 골밀도 검사에 의해 확증하는 것이 필요하다.
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