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Abstract

Menopause is often associated with several chronic diseases, including osteoporosis, cardiovascular disease,
and obesity. In this study, we investigated the ability of Eisenia bicyclis (EB) to prevent bone loss in ovariectom-
ized rats, a model for postmenopausal osteoporosis. Extracts from EB obtained using ethanol or hot water were
analyzed for total polyphenol content and osteoporosis effects in vivo. Total polyphenol content was higher
with extraction by hot water compared to ethanol extraction. Fifty 8-week-old female Sprague-Dawley rats
were randomly assigned to four groups: the group were sham-operated rats (SHAM), ovariectomized rats
(OVX-CON), and ovariectomized rats that were treated with EB at 50 mg/kg body weight (OVX-EB50) and
200 mg/kg body weight (OVX-EB200), respectively. The diets were fed to rats for 6 weeks after their operation.
We found that the alkaline phosphatase (ALP) activity was lower in the EB extract group compared to the
OVX-CON group. Collagen and pyridinoline content, in bone and cartilage, were reduced by ovariectomy, but
the supplemented EB extract groups exhibited higher concentrations in their bones. These results suggest that
EB can be used for the industrial development of foods with therapeutic functions.
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서 론

갱년기로 인한 일차적 estrogen 결핍은 bone turnover 증

가 및 파골세포(osteoclast)의 활동력 증가, 골재흡수(bone

resorption)의 증가로 인한 골 손실을 급속하게 유발하고, 이

차적으로는 폐경기 여성에 있어 골 형성 능력이 감소하게

되어 서서히 골 손실이 일어나는 것으로 보고되고 있다(1).

또한 폐경 후 20년간 골 손실의 75% 이상은 estrogen 결핍에

서 기인하는 것으로 알려져 있다(2). 골다공증은 다양한 발

생 원인에 기인되고 그에 따라 서로 다른 여러 종류의 병인

이 관련되어 있어 그 원인을 간단히 이해하기에는 어려운

질환에 해당한다. 그러나 골다공증 발생에 영향을 미치는

주요 인자들 중에서 골밀도가 직접적인 요인이 되고 있다.

골밀도는 성장과정에서 점진적으로 증가하다가 사춘기를

통하여 급속하게 증가되어 약 25세경에 최대 골밀도 치에

도달한 후 35～49세까지 유지되고, 그 이후부터는 노화와 더

불어 골 손실이 진전되며 남녀 모두 3～5%의 비율로 손실되

고 여성의 경우는 폐경 이후 45～74세 사이에 평균 감소율이

9%에 이른다(3). 골다공증의 원인 규명을 위한 학자들의 연

구는 최근 많은 발전을 보이고 있으며, 골밀도는 폐경기간에

따라 차이가 있으며 폐경기간이 길수록 골밀도가 점차로 감

소한다고 보고하고 있다(4). 실험동물에서 난소절제는 혈중

estrogen 농도를 감소시키는 대표적인 방법으로서 골다공증

의 연구에서 광범위하게 이용되고 있으며, 골다공증에서 나

타나는 골 손실을 유발시키는 인자규명 및 골 손실을 방지하

는 요인에 관한 연구가 다양하게 이루어지고 있다. Kimble

등(5)은 흰쥐에서 난소를 절제하면 골의 교환(turnover)이

가속되고 골의 밀도가 현저하게 감소된다고 하며, 연골 또는

골 등의 결합조직을 구성하고 있는 콜라겐은 난소절제 시

그 함량이 감소하는 것으로 알려져 있다. 또한 Dempster(6)

는 난소를 절제한 흰쥐에서 해면골(cancellous bone)의 소실

이 유발되었으며 이는 estrogen의 감소가 파골세포의 활성

을 촉진시키고 다시 골 조직의 연결을 약화시키기 때문이라

고 하였다. 한편 연골 또는 골 등의 결합조직을 구성하고

있는 콜라겐은 연령과 함께 변화하며, 특히 콜라겐 가교 형

성은 결합조직의 강도를 유지하기 위하여 필요하다(7-11).

피부 섬유아세포 중의 콜라겐은 estrogen에 의하여 생성량

이 증가한다는 연구보고도 있으나(12), 연령과 함께 나타나

는 골기질량의 감소와 콜라겐 변화에 관해서는 불명확한 점

이 많다. Pyridinoline은 골과 연골에 주로 존재하기 때문에
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Table 1. Experimental design of animals

Group (No.)1) Treatment

SHAM (10)
OVX-CON (10)
OVX-EB50 (10)

OVX-EB200 (10)

sham-operated rats
ovariectomized rats
ovariectomized rats supplemented
Eisenia bicyclis ethanol extracts
at 50 mg/kg bw/day
ovariectomized rats supplemented
Eisenia bicyclis ethanol extracts
at 200 mg/kg bw/day

1)
No: Number of rats.

파골세포에 의한 골질 파괴 시 소변으로 유리되는 성질을

가지고 있으며, 이는 골대사의 변질, bone cancer, 골다공증

과 같은 각가지의 병리형태에서 골분해의 평가를 위한 bio-

maker로서 임상에 이용되고 있다(13). 또한 ALP는 폐경 시

estrogen의 결핍으로 인하여 뼈 전환이 증가하기 때문에 폐

경 후 여성의 골다공증에서 증가하는 양상을 보이며(14), 성

인기 여성에서는 골절과의 관련성을 보여 폐경 전후 여성에

게 있어 뼈 형성 지표로써 널리 사용되고 있다(15).

해조류는 식이성 섬유소인 복합다당류를 다량 함유하고

있을 뿐 아니라 여러 비타민과 무기질이 비교적 풍부하고

그 독특한 맛과 향기가 우수한 알칼리성 기호식품으로서 가

치가 높은 것으로 알려져 있다(16). 특히 갈조류에는 중성

다당류인 laminaran과 황산기를 함유한 산성 다당류가 다량

함유되어 있으며, 그 대표적인 것이 함황 산성 다당류인 fu-

coidan과 alginate이고, fucoidan은 항산화 활성, 항 혈액응

고 작용 이외에 면역 등의 활성이 있다는 보고가 있다

(17-20). 우리나라 울릉도 부근에 주로 분포되어 있는 대황

(Eisenia bicyclis)은 다시마목(Laminariales) 미역과(Alar-

iaceae)에 속하는 다년생 식물로 연안 수심 10 m 내외에서

서식하고 있으며, 줄기는 원기둥 모양이고 뿌리는 수지상이

고 길이는 1～2 m에 달하며 지름은 2～3 cm로 중앙부가

좀 굵고 실질이다(21). 대황은 다른 갈조류의 알긴산이나

fucoidan과 달리 함황당류인 laminaran을 함유하고 있으며,

대황 성분들의 항고지혈증(22,23), 항산화 및 항당뇨 기능도

(24) 보고된 바 있다. 최근 일본에서는 기능성 신소재로 각광

을 받고 있으나 국내에서는 아직까지 대황의 기능성성분 분

석 및 그를 이용한 가공식품의 개발에 관한 연구는 미비한

실정이다.

본 연구에서는 대황 추출물을 시료로 하여 in vivo 실험을

통하여 갱년기 장애 시 나타날 수 있는 골 손실 개선효과를

검토하고자 하였다. 우선 대황을 열수 및 에탄올로 추출하여

항산화 성분인 polyphenol 함량이 많이 포함된 추출물을 선

택하여 동물실험에 이용하였다. 실험동물에 인위적으로 폐

경을 야기하여 estrogen 분비가 저하되었을 때 대황 추출물

을 투여하여 골 형성 지표인 alkaline phosphatase(ALP) 활

성 및 결합조직 중의 콜라겐 합성량 및 콜라겐 성숙가교인

pyridinoline 함량을 측정하였다.

재료 및 방법

추출물의 제조

본 실험에 사용한 대황(Eisenia bicyclis)은 2010년 4월

울릉도 해안일대에서 채취된 것을 구입하여 물로 7～8회 씻

어 염분과 불순물을 제거하고 동결건조 후 분쇄하여 실험에

사용하였다. 건조된 대황은 추출방법에 따른 최적 추출조건

을 선정하기 위해 각 건조된 시료 100 g을 80% 에탄올로 80
o
C에서 추출하였고, 동량의 증류수로 같은 방법으로 추출하

였다. 위의 과정을 2회 반복하여 얻은 추출물을 감압 하에

건조하여 각각의 폴리페놀 함량을 측정하였고, 동물실험은

체중 kg 당 투여량 1 mL 중 50 mg 및 200 mg 되도록 용해하

여 사용하였다.

총폴리페놀 함량 측정

총 페놀함량은 Folin-Denis법(25)으로 측정하였다. 시료

1 mL에 95% 에탄올 1 mL, 정제수 5 mL 및 50% Folin-

Ciocalteu reagent(Sigma, St. Louis, MO, USA) 0.5 mL를

혼합하여 5분간 방치한 후 5% Na2CO3 1 mL를 첨가하여

교반한 다음 1시간 동안 암소에 둔 후 catechin을 표준시약

으로 사용하여 725 nm에서 흡광도를 측정하였다.

실험동물 사육조건

체중이 200～205 g인 7주령의 암컷(Sprague-Dawley) 쥐

40마리를 (주)오리엔트바이오(Seongnam, Korea)에서 분양

받아 1주일간 적응시킨 후, 난소절제 수술(ovariectomy)을

하였고 비 난소절제 대조군에게는 sham-operation을 실시

하였다. 수술 후 1주일간 고형 사료를 주어 상처가 회복되면,

난괴법(randomized complete block design)에 의해 군을 나

누었다(Table 1). 즉 실험동물은 비 난소절제 대조군(SHAM),

난소절제 대조군(OVX-CON), 난소절제 후 대황 추출물 50

mg/kg 투여군(OVX-EB50), 난소절제 후 대황 추출물 200

mg/kg 투여군(OVX-EB200)으로 각 10마리씩 4군으로 나

누어 1 mL의 시료를 매일 경구 투여하며, 6주간 사육하였다.

실험기간 동안 식이 섭취량과 체중은 매일 일정한 시간에

측정하였다. 동물실험실의 사육조건은 온도 24±2oC, 습도

50～55%를 유지시켰고 물과 식이는 제한을 두지 않고 제공

하였으며, 실험 시료는 증류수로 용해하여 대조군은 동일

용량의 증류수를 투여하였다.

난소절제시술

1주일 동안 주위환경에 적응시켜 체중에 따라 난괴법에

의해 군을 나누어 난소절제 수술을 실시하였다. 수술은 에테

르로 마취하여 심마취기에 이르면 복부를 절개하여 난소를

제거하고 절개부는 봉합하였다. 수술 후 일주일간 일반 식이

로 상처를 회복시킨 후 각 추출물 시료를 증류수에 용해하여

경구 투여하였다. 또한 대조군 설정을 위하여 비 난소절제군

은 복막 절개까지 난소절제 수술과 같은 방법으로 시행하고,
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Table 2. Instrumental conditions for pyridinoline analysis by
HPLC

Item Conditions

Apparatus
Detector
Column
Fluent

Flow rate
Excitation wavelength
Emission wavelength

Shimadzu LC
Fluorescence HPLC RF
Inertsil ODS-25 μm (250×4.6 mm id)
Acetonitrile / 0.1 M sodium
phosphate buffer pH 3.5 (25:75)
containing SDS and Na2EDTA
0.5 mL/min
295 nm
395 nm

Table 3. Yields and total polyphenol contents of Eisenia bi-
cyclis extracts (%)

Samples Yields Total polyphenol contents

H2O ex.
EtOH ex.

34.5
21.6

6.9±0.7a
10.5±1.2b

1)
Values with different alphabets are significantly different at
p<0.05 using Tukey's test.

양측의 난소를 노출하였다가 절제하지 않고 복막 속으로 다

시 넣어 난소절제와 같은 스트레스를 주고 다시 봉합하는

모의수술(sham operation)을 시행하여, 이들을 대조군으로

사용하였다.

혈액 및 조직 채취

혈액은 실험동물을 해부 전 24시간 절식시킨 후 에테르

마취하에 개복한 후 복대동맥에서 채취하여 혈류 측정을 위

해 헤파린 처리된 튜브를 사용하고, 혈액응고 실험을 위해

3.2% sodium citrate를 1:9의 비율로 혼합하여 분석에 사용

하였다. 또한 혈액의 생화학적 분석을 위해 상온에서 30분간

방치한 후, 3,000 rpm에서 10분간 원심분리 하여 혈청을 분

리하여 사용하였다. 늑골과 연골은 경계면에서 분리하였으

며 피부는 털을 잘라내고 표피 위의 지방을 제거하여 무게를

잰 후 실험 시까지 -70oC에 보관하였다.

혈청 중의 alkaline phosphatase 활성 분석

골격 형성 지표인 혈청 중 alkaline phosphatase(ALP) 활

성은 측정용 kit(FUJIFILM Co., Tokyo, Japan)를 사용하였

다. FUJI DRI-CHEM SLIDE 위에 분리한 혈청 10 μL를

점착하여 DRY CHEM(3600i, Fuji Co, Asaka, Japan)을 사

용하여 500 nm의 파장에서 분석하였다.

결합조직 중의 콜라겐 함량 측정

적출한 결합조직 골 및 연골에 6 N HCl 10 mL를 첨가하여

110oC에서 20시간 가수분해한 후 여과 농축하여 증류수로

5배 희석한 후 시료용액으로 하였다. 결합조직의 콜라겐 함

량은 Woessner법(26)을 이용하여 분석하였다. Hydroxy-

proline의 정량분석을 위해 조제한 시료를 다시 증류수로 일

정량 희석한 후 실험에 사용하였다. 반응액은 UV spectro-

scopy(Ultrospec 2100 pro, GE Healthcare Bioscience,

Uppsala, Sweden)를 이용하여 흡광도 560 nm에서 측정하

였다. 표준 곡선을 이용하여 hydroxyproline 양을 구한 다음

콜라겐 양으로 환산하였다. 골 및 연골 콜라겐의 아미노산

조성으로부터 콜라겐 중의 hydroxyproline 비율은 평균 110

잔기/1000잔기이므로 콜라겐 양의 환산은 일반적으로 다음

식에 준한다.

Collagen (μg)＝9.09×hydroxyproline (μg)

HPLC를 이용한 pyridinoline 함량 측정

콜라겐 중의 가교물질인 pyridinoline 함량 측정은 위의

방법에서 얻어진 콜라겐 분석시료를 0.45 μm disc filter를

이용하여 여과시킨 후, Arakawa 등의 방법(27)에 의해

HPLC(Shimadzu LC, Kyoto, Japan)를 이용하여 분석하였

다. HPLC 분석은 Table 2에서 나타낸 바와 같이 고정상으로

Inertsil ODS-2 column을 사용하였고, 이동상은 SDS와

Na2EDTA를 함유하는 acetonitrile와 0.1 M 인산완충액(pH

3.5, 25:75)을 이용하여 Ex 295 nm 및 Em 395 nm에서 수행

하였다. 결과에 관한 분석은 standard의 peak를 이용하여

pyridinoline의 peak를 파악한 후 standard area % 농도와

시료의 area % 농도를 계산하여 pyridinoline/collagen으로

나타내었다.

통계처리

연구결과 얻어진 자료를 SPSS(statistical package for

social science, version 12.0, Raleigh, NC, USA) 통계 프로

그램을 사용하여 통계 분석하였다. 실험군당 평균±표준오

차로 표시하였고, 통계적 유의성 검정은 일원배치 분산분석

(one-way analysis of variance)을 한 후 p<0.05 수준에서

Tukey's test를 이용하여 상호 검정하였다.

결과 및 고찰

추출물의 수율 및 총폴리페놀 함량

폴리페놀성 물질은 활성 프리라디칼(reactive free radi-

cal)에 수소원자를 제공하여 안정한 비 라디칼(non-radical)

을 만들어 줌으로써 항산화효과를 나타내며, 해조류 중의

polyphenol성 물질은 estrogen의 활성이 있는 것으로 보고

된 바 있다(28). 폴리페놀 함량이 높은 추출 방법을 이용하는

것이 estrogen의 활성이 높을 것으로 예상되어 본 연구에서

는 용매에 따른 폴리페놀 함량을 측정하였다. 대황의 열수와

에탄올 두 용매를 이용하여 추출한 결과는 Table 3과 같다.

열수를 이용하여 추출한 경우 에탄올보다 수득율은 높았으

나 총 폴리페놀 함량은 에탄올 추출에서 더 높은 것으로 나

타났다. 따라서 수득율은 열수에 비해 낮지만 폴리페놀 함량

이 더 높은 대황 에탄올 추출물을 동물 실험의 시료로 사용

하였다.

체중 증가량, 식이 섭취량 및 장기 중량

폐경 후 여성의 비만은 독특한 생리적 현상으로 실제로
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Table 4. Body weight gain, food intake and food efficiency ratio of rats supplement with Eisenia bicyclis ethanol extracts
for 6 weeks

Group1) Final body weight (g) Body weight gain (g/day) Food intake (g/day) Food efficiency ratio (FER)2)

SHAM
OVX-CON
OVX-EB50
OVX-EB200

267.8±15.63)b4)
334.4±12.6a
327.1±18.3a
331.8±20.4a

3.24±1.37NS5)
5.37±3.68
5.13±4.34
5.39±4.28

14.38±1.56b
21.35±4.29a
22.18±3.78a
21.78±3.52a

0.22±0.14NS
0.25±0.19
0.23±0.18
0.25±0.16

1)
Refer the legend to Table 1.

2)
FER: Body weight gain/ Food intake.

3)Values are mean±SD (n=10). 4)Values with different alphabets are significantly different at p<0.05 using Tukey's test.
5)
Not significantly different.

Table 5. Organ weight of rats on supplementation of Eisenia bicyclis ethanol extracts

Group1) Liver Heart Lung Spleen Adrenal Uterus

SHAM
OVX-CON
OVX-EB50
OVX-EB200

8.81±1.472)NS3)
8.46±0.88
8.99±1.71
8.83±1.62

0.94±0.08NS
1.01±0.21
0.99±0.19
1.09±0.21

1.10±0.17NS
1.14±0.11
1.16±0.11
1.28±0.12

0.58±0.14a4)
0.67±0.13ab
0.66±0.10ab
0.72±0.71b

0.07±0.04NS
0.04±0.02
0.06±0.02
0.06±0.03

0.54±0.15b
0.08±0.01a
0.08±0.03a
0.07±0.02a

1)
Refer the legend to Table 1.
2)
Values are mean±SD (n=7). 3)Not significantly different.
4)
Values with different alphabets are significantly different at p<0.05 using Tukey's test.

Table 6. Effect of Eisenia bicyclis ethanol extracts on serum
alkaline phosphatase activities in ovariectomized rats

Group1) ALP2) (U/L)

SHAM
OVX-CON
OVX-EB50
OVX-EB200

401.9±121.13)b4)
581.9±166.2a
458.0±179.1b
522.9±137.1ab

1)
Refer the legend to Table 1.
2)Alkaline phophatase.
3)
Values are mean±SD (n=7).
4)Values with different alphabets are significantly different at
p<0.05 using Tukey's test.

폐경 후의 여성이나 난소를 제거한 동물의 경우 음식물 섭취

가 촉진되고, 몸무게와 지방조직이 증가되는 것으로 알려져

있다(29-31). 난소절제 및 대황 추출물의 투여에 따른 체중

변화와 식이 섭취량은 Table 4와 같다. 실험 종료 시 체중은

난소를 절제한 군(OVX)이 난소를 절제하지 않은 군(SHAM)

에 비하여 높은 경향을 보였다. 이는 흰쥐에서 난소를 제거

하면 성장속도가 증가하여 체중이 증가하는 것이며, 체중

증가의 대부분은 체내 지방의 축적에 기인하는 것으로 보인

다. 한편 난소절제 군에서의 체중 증가는 여러 연구 결과가

보고되어 있는데, 특히 Gale와 Sclafani(32)는 난소절제는 식

이 섭취량과 식이효율을 증가시켜 과식증(hyperphagia)과

비만을 야기한다고 보고하였으며, Lee 등(33)은 난소 절제한

쥐들의 체중과 체지방 무게의 증가를 보고하였다. 본 연구에

서도 난소절제 후 대황 추출물을 투여한 모든 군에서 정상군

인 SHAM군과 비교해 높은 체중 증가량을 보였다. 이는

SHAM군에 비해 난소절제 군의 사료섭취량 증가로 인해

체중 증가를 초래한 것으로 추측된다. Table 5는 각 실험동

물의 장기 중량을 나타낸 것이다. 간, 심장, 폐, 비장 및 부신

의 무게는 난소절제의 유무와 관계없이 각 군 간의 유의적인

차이를 보이지 않았다. 일반조직은 난소 절제에 의해 중량

변화와 같은 영향을 받지 않는 것으로 알려져 있으나, 자궁

의 경우 체내 estrogen의 작용 여부를 잘 나타내주는 것으로,

난소를 절제한 OVX-CON군과 난소를 절제한 후 대황 추출

물을 투여한 OVX-EB50 및 OVX-EB200군에서 SHAM군

에 비해 유의적으로 감소하였다. 이는 난소 절제로 인한 자

궁의 퇴화에 의한 것으로 보이며, 대황 추출물의 투여가 자

궁의 무게 변화에는 영향을 미치지 않았다.

혈청 중 alkaline phosphatase 활성

Alkaline phosphatase(ALP)는 간 이외에도 뼈, 소장, 신

장, 태반 등 조직 중에 다양하게 분포하고 있으며, 세포 외에

서 세포 내로의 기질 운반에 관여하고 있다(34). 조골세포는

ALP를 생성하여 조골 세포막의 소포에 저장하는데, 이 중

일부가 혈액 내로 유리되어 나온다(35). 따라서 조직에 이상

이 생기거나 골육종(osteosarcoma)의 경우 혈청 내에서

ALP의 활성도가 증가하게 된다(36). ALP는 폐경 시 estro-

gen의 결핍으로 인하여 뼈 전환이 증가하기 때문에 폐경 후

여성의 골다공증에서 증가하는 양상을 보이며(14), 성인기

여성에서는 골절과의 관련성을 보여 폐경 전후 여성에게 있

어 뼈 형성 지표로써 널리 사용되고 있다(15). Table 6의

ALP 활성 결과에서 난소를 절제한 OVX-CON군이 난소를

절제하지 않은 SHAM군에 비해 ALP 활성이 유의적으로

증가하는 경향을 보였으나, 대황 추출물의 투여 군에서는

OVX-CON군에 비해 감소하는 경향을 보였다. 이것은 난소

절제 후 estrogen의 분비가 감소되는 것에 반해 대황 추출물

의 투여가 estrogen 대체 작용을 함으로써 난소절제로 인한

골 손실 정도를 완화시켜준 것으로 추측되어 대황 추출물의

골 흡수 저해 효과가 기대된다.

결합조직 중의 콜라겐 함량

인체의 정상 골은 파골세포(osteoclast)에 의한 골 흡수와
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Table 7. Effect of Eisenia bicyclis ethanol extracts on colla-
gen content in cartilage and bone of ovariectomized rats

Group1) Cartilage (mg/g) Bone (mg/g)

SHAM
OVX-CON
OVX-EB50
OVX-EB200

119.1±17.22)b3)
103.6±15.4a
102.3±16.8a
107.7±13.4ab

134.8±17.6bc
116.9±10.4a
119.1±10.9ac
122.4±10.1c

1)
Refer to comment in Table 1.
2)All values are mean±SD.
3)
Values with different alphabets are significantly different at
p<0.05 using Tukey's test.

Table 8. Effect of Eisenia bicyclis ethanol extracts on pyr-
idinoline content in cartilage and bone of ovariectomized rats

Group
1)

Cartilage (mg/g) Bone (mg/g)

SHAM
OVX-CON
OVX-ES50
OVX-ES200

5.53±0.642)b3)
4.88±0.48a
4.57±0.43a
4.83±0.55a

1.17±0.07b
0.98±0.07a
1.10±0.08bc
1.06±0.1ac

1)
Refer to comment in Table 1.
2)
All values are mean±SD.
3)
Values with different alphabets are significantly different at
p<0.05 using Tukey's test.

그에 따른 조골세포(osteoblast)에 의한 새로운 골 기질 형성

과정이 끊임없이 반복적으로 일어난다. 폐경 후 estrogen의

감소에 의해 파골세포에 의한 골 흡수가 폐경 전에 비해 매

우 많아져 1～5%의 빠른 골 손실을 초래한다고 한다(37).

이와 관련된 대표적인 질환인 골다공증(osteoporosis)은 골

의 균형이 파괴되는 모근 조건에서 유발될 수 있으나 여성에

서 폐경에 의한 혈중 estrogen의 감소가 가장 일반적인 원인

으로 알려져 있다(38). Estrogne 결핍에 의한 골다공증은 골

절이 쉽게 일어날 수 있는 조건이 되며, 이 경우의 estrogen

투여는 골의 무기질성분 증가와 함께 교원섬유의 조성에도

영향을 미쳐서 골절의 예방에 효과를 지닌다고 보고되고 있

다(39). 본 연구에서는 난소절제로 인하여 estrogen이 결핍

되었을 때 콜라겐 생성 변화에 있어 대황 추출물의 영향에

대하여 검토하였다(Table 7). 연골의 경우 비 난소절제군인

SHAM군에 비해 난소절제군인 OVX-CON군의 콜라겐 함

량이 유의적으로 감소하여, 난소절제로 인한 estrogen 결핍

으로 콜라겐 생성량이 감소한 것으로 나타났다. 난소절제

후 대황 추출물을 200 mg/kg/day 투여한 OVX-EB200군의

경우 대조군인 OVX-CON군에 비해 증가하는 경향을 나타

내었으나 유의적인 수준은 아니었다. 골 조직에서 또한 난소

를 절제한 OVX-CON군이 난소를 절제하지 않은 SHAM군

과 비교해 유의적으로 감소하는 결과가 나타났다. 한편 난소

를 절제한 후 대황 추출물을 50 mg/kg/day 투여한 OVX-

EB50군에서 대조군에 비해 콜라겐 함량이 증가하는 경향이

나타났으며, 200 mg/kg/day 투여한 OVX-EB200군의 경우

유의적으로 증가하였다. 따라서 골 조직의 콜라겐 합성에는

추출물의 양을 50 mg/kg/day 정도로는 부족하여 적어도

200 mg/kg/day 정도는 투여해야 할 것으로 추측된다. 한편

여성호르몬인 estrogen은 피부 진피층의 섬유아세포를 자극

하며 섬유아세포 중의 콜라겐은 estrogen에 의하여 생성량

이 증가한다고 알려져 있다(12). 또한 아울러 콜라겐의 대사

에 관여하는 분해효소 matrix metalloproteinase-1(MMP-

1)의 발현을 조절하여 콜라겐의 분해를 억제하며, estrogen

이 결핍되면 비정상적으로 골재형성과정이 촉진되고 조직

내의 콜라겐 손상은 연골 조직의 노화와 골 관절염, 골다공

증 병인의 원인이 된다고 한다(40). 이상의 실험 결과, 연골

보다 골 조직에서 난소 절제로 인하여 감소된 콜라겐의 함량

이 대황 추출물을 투여함으로써 회복되는 경향을 보였다.

이러한 변화는 estrogen 부족으로 인한 골 손실에 대황 추출

물이 유익한 영향을 줄 가능성이 있는 것으로 보이며, 대황

추출물 중의 phytoestrogen 및 항산화 물질 등이 복합적으

로 작용하였을 것으로 사료되어진다.

콜라겐의 성숙가교인 pyridinoline 함량

콜라겐 성숙은 섬유의 숙성, 즉 가교의 형성에 중요한 역

할을 하고 있다(9). 콜라겐 성숙은 가교의 증가를 의미하나,

콜라겐 가교는 연령과 함께 단순하게 증가하는 것이 아니라

질적으로 변화하는 것으로, 출생 시에는 동물의 콜라겐에

다량으로 함유되어 있으나 성장과 함께 감소하는 미숙가교,

성숙과 함께 증가하는 성숙가교, 그리고 노화와 함께 나타나

는 노화가교가 있다(8). Lysine 및 hydroxylysine 잔유물로

부터 형성된 pyridinoline은 deoxypyridinoline과 함께 콜라

겐 가교를 형성하는 콜라겐의 성숙가교로 알려져 있다(10,

11). 이 교차 화합물의 합성은 콜라겐의 성숙도에 의존적으

로 일어나기 때문에 정상적인 골조직의 형성과 흡수 시에

지속적으로 합성된다. Table 8은 결합조직인 골 및 연골 콜

라겐 중의 pyridinoline 함량을 나타낸 것이다. 연골 및 골

조직 모두 비 난소절제군인 SHAM군에 비해 난소절제군인

OVX-CON군의 pyridinoline 함량이 유의적으로 감소하여,

난소절제로 인한 estrogen 결핍으로 콜라겐 성숙가교 형성

이 제대로 이루어지지 않았음을 나타내었다. 연골의 경우

난소절제 후 pyridinoline 함량은 대조군에 비해 회복된 결과

를 나타내지 않아 콜라겐 함량의 경우와 유사한 결과를 나타

내었다. 한편 골 조직 중의 pyridinoline 함량은 난소절제로

인하여 감소하였으나, 난소 절제 후 대황 추출물을 투여한

군에서 pyridinoline 함량이 증가하는 경향을 나타내어 콜라

겐 성숙가교 형성에도 대황 추출물이 영향을 주는 것으로

나타났다. Holland 등(41)은 폐경기 골다공증 환자에게 피하

estradiol 이식술을 시행한 결과 요추와 대퇴골의 근위부에

서 골밀도의 현저한 증가와 함께 성숙된 가교가 증가되고

교원섬유는 감소되었으며, 이러한 성숙된 교원섬유의 증가

는 골절의 위험을 감소시킬 것 이라고 주장하였다. 이상의

실험 결과 대황 추출물 투여에 의해 난소 절제로 인해 감소

되었던 골 조직 중의 pyridinoline 함량이 증가하여 대황이

콜라겐 성숙가교 형성에 유익한 효과를 주는 것으로 사료되

며, 본 실험에서는 조직 내 콜라겐 중의 pyridionline의 생성
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량을 측정하였으나 정확한 골 분해 평가를 위해 향후 소변

중의 pyridinoline 함량 측정 또한 수행하고자 한다.

요 약

갱년기 여성에는 여러 폐경 증후들이 나타나는데, 특히

estrogen의 감소로 인하여 급격한 골 소실로 골다공증의 위

험성이 높아 이에 대한 예방 및 치료에 대한 연구가 활발히

이루어지고 있다. 본 연구에서는 갈조류인 대황 에탄올 추출

물을 시료로 하여 in vivo 실험을 통하여 갱년기 장애 시

나타날 수 있는 골 손실 개선효과를 검토하기 위하여 골 형

성 지표인 alkaline phosphatase(ALP) 활성, 결합조직 중의

콜라겐 함량 및 pyridinoline 함량을 측정하였다. 폴리페놀

함량이 높은 추출물을 이용하는 것이 estrogen의 활성이 높

을 것으로 예상되어, 대황의 열수와 에탄올 두 용매를 이용

하여 추출한 결과 총 폴리페놀 함량은 에탄올 추출에서 더

높은 것으로 나타나, 동물 실험의 시료로 사용하였다. ALP는

폐경 시 estrogen의 결핍으로 인하여 골 전환이 증가하므로

골 형성의 지표로써 널리 사용되고 있다. 난소절제 시 estro-

gen 결핍으로 bone turnover가 증가되어 비 난소절제군에

비해 혈장 중의 ALP 활성이 증가되었으나, 난소 절제 후

대황 추출물을 투여한 군에서는 그 활성이 유의적으로 감소

하는 경향이 나타났다. 이것은 난소절제 후 estrogen의 분비

가 감소되는데 반해 대황 추출물이 estrogen 대체 작용을

함으로써 난소절제로 인한 골 손실 정도를 완화시킨 것으로

추측되어진다. 대황 추출물이 골 손실 회복에 미치는 영향을

검토하기 위해 연골 및 골 조직의 콜라겐 함량 및 콜라겐

성숙가교인 pyridinoline 함량을 측정하였다. 연골 및 골조직

의 경우 비 난소절제군인 SHAM군에 비해 난소절제군인

OVX-CON군의 콜라겐 및 pyridinoline 함량이 유의적으로

감소하여, 난소절제로 인한 estrogen 결핍으로 그 생성량이

감소한 것으로 나타났다. 대황 추출물 투여에 의한 영향을

검토한 결과, 연골조직의 콜라겐 함량은 200 mg/kg/day 투

여한 OVX-EB200군의 경우 대조군인 OVX-CON군에 비해

증가하는 경향을 나타내었으나 유의적인 수준은 아니었다.

반면 골 조직의 콜라겐 함량의 경우, 난소를 절제한 후 대황

추출물을 50 mg/kg/day 투여한 OVX-EB50군에서 대조군

에 비해 콜라겐 함량이 증가하는 경향이 나타났으며, 200

mg/kg/day 투여한 OVX-EB200군의 경우 유의적으로 증가

하는 결과가 나타났다. 또한 콜라겐 성숙가교인 pyridinoline

함량을 HPLC로 분석한 결과, 골 조직의 pyridinoline 함량이

난소절제 후 감소하였으나, 대황 추출물을 투여한 군(OVX-

EB50)에서 대조군인 OVX-CON군과 비교하여 증가하는 결

과가 나타났다. 이상의 실험 결과는 estrogen 부족 시 일어날

수 있는 골 손실에 대한 예방 소재로써 갈조류인 대황의 활

용 가능성을 시사하고 있으며, 이를 활용한 기능성 소재 개

발도 가능할 것으로 기대된다.
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