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This study examined the anti-osteoclastogenic effects of 
baicalin on receptor activator of NF-kB ligand (RANKL)- 
induced RAW264.7 cells. Baicalin is a flavonoid that is 
produced by Scutellaria baicalensis and is known to have 
multiple biological properties, including antibacterial, anti- 
inflammatory and analgesic effects. The effects of baicalin 
on osteoclasts were examined by measuring 1) cell via-
bility; 2) the formation of tartrate-resistant acid phosphatase 
(TRAP) (+) multinucleated cells; 3) RANK/RANKL signa-
ling pathways and 4) mRNA levels of osteoclast-associated 
genes. Baicalin inhibited the formation of RANKL-stimu-
lated TRAP (+) multinucleated cells and also suppressed 
the RANKL-stimulated activation of p-38, ERK, cSrc and 
AKT signaling. Baicalin also inhibited the RANKL-stimu-
lated degradation of IĸB in RAW264.7 cells. In addition, 
the RANKL-stimulated induction of NFATc1 transcription 
factors was found to be abrogated by this flavonoid. Baica-
lin was further found to decrease the mRNA expression of 
osteoclast-associated genes, including carbonic anhydrase 
II, TRAP and cathepsin K in the RAW264.7 cells. Our data 
thus demonstrate that baicalin inhibits osteoclastogenesis by 
inhibiting the RANKL-induced activation of signaling 
molecules and transcription factors in osteoclast precursors.
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서 론

성인에서 골개조 (bone remodeling)는 파골세포에 의해 

오래된 뼈를 제거하고, 조골세포에 의해 새로운 뼈를 형

성하는 과정으로 이러한 과정은 일생 동안 일어나며, 손

상된 뼈를 제거함으로써 뼈의 강도와 완결성을 유지하는

데 필요한 과정이다[1,2].
단핵구/대식세포계통의 세포에서 유래한 파골세포 전구

세포는 macrophage-colony stimulating factor (M-CSF)와 re-
ceptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL)
의 존재하에 파골세포로 분화된다. 이들 두 cytokine은 염

증성 자극을 포함하는 여러 자극에 의해 조골세포가 활성

화 되었을 때 세포막에 결합된 형태이거나 분비된 형태로 
생성이 촉진된다[3,4]. 따라서 여러 자극에 의해 파골세

포의 분화가 촉진되는 경우 뼈파괴와 뼈형성의 불균형의 
결과로 골조직파괴가 일어난다. 

골다공증은 골개조의 불균형으로 일어나는 가장 흔한 

질환이며, 폐경 후 여성에서 가장 흔히 발견된다. 폐경 후 
일어나는 골다공증의 주원인은 에스트로젠의 결핍으로[5], 골

다공증을 완화하기 위해 에스트로젠 대체요법이 사용되

기도 하지만 오랜 기간 사용하면 유방암과 심혈관질환 등

의 부작용이 나타나기도 한다[6]. 민간요법으로 골다공증의 
치료나 예방의 목적으로 다양한 식물과 약초가 사용되어 오
고 있으며, 최근에 골개조에 영향을 미치는 물질을 여러 생

리활성물질을 포함하는 천연물로부터 검사하고 있다[7].
여러 종류의 flavonoid들이 골조직에 존재하는 세포의 
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분화 및 기능에 영향을 미치는 등의 골조직 대사에 관

여함이 밝혀졌다[8-10]. Phytoestrogen 중 8-prenylflavonoids
가 조골세포의 분화 및 활성을 촉진하며 파골세포의 생

성을 억제한다는 보고[11]가 있으며, 또 다른 천연물인 Pa-
nax Notoginseng 추출액의 경우 LPS에 의해 유도된 파

골세포의 생성을 억제한다는 보고가 있다[12].
이전 연구에서 flavonoid의 하나인 baicalin (7-glucuronic acid, 

5,6-dihydroxy-flavone)이 파골세포의 생성을 억제함을 보

고[13]하였으며, 본 연구에서는 다양한 지표를 확인하여 

baicalin이 파골세포의 생성억제에 미치는 기전을 연구하

였다. Baicalin은 꿀풀과에 속하는 다년생초인 Scutellaria baica-
lensis 등에서 분리되며, 이 식물은 중국 북부지방이 원

산지이며 한국에서도 자생하고 있고, 한약제로도 사용되

고 있다. Baicalin은 다양한 생물학적 활성을 나타내는 물질

로, 항염증, 진통, 항균작용을 나타낸다고 알려져 있다[14]. 
또한 최근 baicalin이 Wnt/β-catenin 신호를 통해 조골세포

의 분화를 촉진함이 보고되었다[8]. 
본 연구에서는 baicalin이 골조직의 주요세포인 파골세포

의 분화과정 동안 미치는 영향을 관찰하고자 하였다. 즉 RANKL
을 처리하여 파골세포 분화에 중요한 전사인자인 NFATc1
의 변화를 관찰하고, RANKL 신호의 하위단계인 주요한 세 
가지 mitogen-activated protein kinase (MAPK)의 변화를 

관찰하였다. 또한 carbonic anhydrase II (CA II), tartrate- 
resistant acid phosphatase (TRAP)와 cathepsin K와 같은 파

골세포 내의 효소의 변화를 관찰하였다.

재료 및 방법

연구재료
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), α-minimum 

essential medium (α-MEM), fetal bovine serum (FBS), trypsin- 
EDTA 및 배양에 필요한 시약들은 Hyclone laboratories (Logan, 
Utah, USA)로부터 구입하였다. 재조합 사람 RANKL은 

PeproTech EC Ltd (Peprotech Inc., Rocky Hill, NJ, USA)
으로부터 구입하였으며, baicalin은 Sigma Aldrich (St. Louis, 
MO, USA)로부터 구입하였다. p-38, JNK, ERK, IĸBα, cSrc, 
phospho-cSrc과 actin에 대한 항체는 Santa Cruz Biotech-
nology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA)로부터 구입하였으며, 
phospho-p38, phospho-JNK와 phospho-ERK에 대한 항체는 
Cell Signaling (Danvers, MA, USA)으로부터 구입하였다. 
NFATc1에 대한 항체는 BD Pharmingen (San Diego, CA, 
USA)으로부터 구입하였다. Customized primer는 Bioneer 
(Daejeon, Korea)로부터 구입하였고, 그 외 시약은 Sigma 
Aldrich로부터 구입하였다.

세포 배양
흰쥐 단핵구/대식세포인 RAW264.7 세포 (ATCC, Manassas, 

VA, USA)를 10% FBS가 포함된 DMEM에서 5% CO2, 37°C
의 환경하에 배양하였으며, 배양액은 3일마다 교환하였다.

세포 생존율 검사
천연물의 독성을 간접적으로 평가하고, RAW264.7 세

포 생존율에 미치는 영향을 알아보기 위하여 3-(4, 5-dime-
thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 방

법을 이용하였다. RAW264.7 세포를 96-well plate에 well당 
5 × 103개가 되도록 분주하고 10% FBS가 포함된 DMEM 
을 배양액으로 사용하여 24시간 배양한 후, 일정 농도로 
연속적으로 희석한 baicalin을 첨가한 새 배양액으로 교

환하였다. 시료 첨가 후 5일간 배양한 후 세포배양액에 MTT 
용액을 0.5 mg/ml 첨가하였다. 3-4시간 추가 배양한 후 

생성된 formazan crystals을 용해하여 염색된 정도를 흡

광광도계 (SLT 400 SFC, SLT Labinstruments, Austria)를 

이용하여 540 nm에서 측정하였다.

파골세포의 생성 측정 
RAW264.7 세포를 파골세포로 분화시키기 위하여 96- 

well plate에서 well당 104개가 되도록 분주하고 10% 
FBS가 포함된 α-MEM을 배양액으로 사용하여 24시간 

배양한 후, 100 ng/ml의 RANKL과 일정 농도로 연속적

으로 희석한 baicalin을 첨가한 배양액으로 교환하고, 분

화의 상태를 확인하면서 5내지 7일간 배양하였다. 배양이 
끝난 후 citrate-acetone-formaldehyde 용액으로 고정하고 

TRAP 염색을 시행하여 파골세포의 생성정도를 평가하였

다. TRAP 염색은 제조사 (TRAP 염색용 kit, Sigma Ald-
rich)의 지시에 따라 시행하였으며, 기질로 naphthol AS-BI 
phosphate를 이용하였고, 염색제로는 fast Garnet GBC 용

액을 사용하였다. 염색이 끝난 후 광학현미경을 이용하여 
핵이 3개 이상인 TRAP 양성 다핵세포를 계수하여 파골

세포의 생성지표로 삼았다.

TRAP 활성 측정
RAW264.7 세포를 96-well plate에서 well당 104개가 되

도록 분주하고 10% FBS가 포함된 α-MEM을 배양액으로 
사용하여 24시간 배양한 후, 100 ng/ml의 RANKL과 일정 
농도로 연속적으로 희석한 baicalin을 첨가한 배양액으로 

교환하고, 4일간 배양하였다. 배양이 끝난 후 0.05% Triton 
X-100/saline로 처리하여 세포 추출액을 만들어 TRAP 효

소의 활성을 측정하였다.
효소활성의 측정은 세포추출액을 기질인 100 mM p-nit-

rophenyl phosphate와 10 mM sodium tartrate가 포함된 50 
mM citrate 완충액 (pH 4.7)에서 30분간 반응시킨 후 pNPP
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에서 분해된 p-nitrophenol의 양을 흡광광도계 (SLT 400 SFC, 
SLT Labinstruments, Austria)를 이용하여 405 nm에서 측

정하였다. 단백질은 BCA 단백질 (Pierce Biotechnology, Rock-
ford, IL, USA) 정량법으로 측정하고, 효소활성을 nmole 
substrate cleaved/min/mg protein으로 측정하였으며 대조

군에 대한 백분율로 나타냈다. 

RT-PCR 분석 
NFATc1, CA II, TRAP, cathepsin K의 발현을 관찰하기 

위해 RAW264.7 세포를 6-well plate에 well 당 5 × 105 개

가 되도록 분주하고 10% FBS가 포함된 α-MEM 을 배양

액으로 사용하여 24시간 배양한 후, 100 ng/ml의 RANKL
과 일정 농도로 연속적으로 희석한 baicalin을 24시간 처리

하였다. 배양이 끝난 후 easy-spin™ Total RNA Extrac-
tion Kit (Intron Biotechnology, Sungnam, Gyeonggy, Korea)
를 이용하여 mRNA를 분리하였다. One-step RT-PCR premix 
kit (Intron Biotechnology, Sungnam, Gyeonggy, Korea)를 이

용하여 cDNA를 합성한 후 특정 primer를 이용하여 

cDNA를 증폭하였다. PCR primer 순서는 다음과 같다. : 
NFATc1, 5’- CAACGCCCTGACCACCGATAG-3’과 5’-GGCT-
GCCTTCCGTCTCATAGT-3’, CA II, 5′-CTCTCAGGACA-
ATGCAGTGCTGA-3′과 5′-ATCCAGGTCACACATTCCAG-
CA-3′; TRAP, 5′-ACTTCCCCAGCCCTTACTACCG-3′과 5′- 
TCAGCACATAGCCCACACCG-3′; Cathepsin K, 5′-CTGAAG-
ATGCTTTCCCATATGTGGG-3′과 5′-GCAGGCGTTGTTCT-
TATTCCGAGC-3′; GAPDH, 5'-ACTTTGTCAAGCTCATT-
TCC-3'과 5'-TGCAGCGAACTTTATTGATG-3'. DNA 풀림

온도는 각각 56°C, 55°C, 57°C, 56°C 및 57°C 였다.

Western blot 측정 
RANKL에 의한 신호전달과정을 관찰하기 위해 RAW-

264.7 세포를 6-well plate에 well 당 5 × 105 개가 되도록 분
주하고 10% FBS가 포함된 α-MEM을 배양액으로 사용

하여 24시간 배양한 후, 6시간 동안 혈청이 없는 배지로 
교환하여 배양하였다. 그 후 일정 농도로 연속적으로 

희석한 baicalin을 2시간 처리하고 100 ng/ml의 RANKL을 
15분 또는 24시간 처리하였다. 배양이 끝난 후 RIPA 완

충액으로 용해하여 단백질 시료를 준비하고, 30 μg의 시

료를 SDS-PAGE로 분리한 후 PDVF 막에 옮긴 후 특정 
항체를 이용하여 반응시키고 chemiluminescence system (Amer-
sham Biosciences, England, UK)과 X-ray 필름(FUJI Photo 
Film Co., Ltd)의 노출을 통해 단백질 밴드를 관찰하였다.

통계처리방법
본 실험의 통계처리는 Student's t test 방법을 사용하

였으며, 값은 평균과 표준 오차로 나타냈다.

결 과

파골세포의 분화단계에 필수적인 신호물질인 RANKL을 
처리하여 RAW264.7세포의 분화를 유도하면서 baicalin을 
처리하여 전사인자인 NFATc1과 신호과정 중의 MAPK, cSrc 
및 AKT의 변화를 관찰하였다. 또한 CA II, TRAP과 ca-
thepsin K와 같은 파골세포 내의 효소의 변화를 관찰하

였다.
파골세포의 분화에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 TRAP 

염색을 시행하여 TRAP 양성 다핵세포의 생성을 확인한 

결과 대조군에 비해 baicalin 1 및 10 ug/ml의 농도를 처리

한 경우 파골세포의 생성이 현저히 억제되었으며 (Fig 1A, 
C), 세포추출액을 만들어 TRAP 효소의 활성을 측정한 결

과 TRAP 효소의 활성이 현저히 억제되었다 (Fig 1D). 
파골세포 생성 및 TRAP 효소활성의 억제효과가 세포 

독성에 의한 것인지 확인하기 위하여 RAW264.7 세포를 

배양하면서 0.4에서 50 ug/ml의 농도까지 처리하였으나, 
실험에 사용한 모든 농도에서 세포독성은 나타나지 않

았다 (Fig 1B).
파골세포가 분화되는 동안 baicalin이 신호전달과정에 

미치는 영향을 확인하기 위하여 MAPK, cSrc, AKT 및 

IĸBα의 활성 등을 검사하였다. Baicalin을 처리 후 RANKL
로 15분 활성화하고 세 종류의 MAPK 분자, 즉 p38, 
JNK와 ERK1/2 MAPK를 western blot 방법으로 확인하였

다. RANKL에 의해 세 종류의 MAPK 모두 즉, p38, 
JNK와 ERK1/2의 인산화가 유도되었으며 (Fig. 2A), 
baicalin은 RANKL에 의해 활성화된 p38와 ERK1/2분자의 

인산화를 억제한 반면 JNK의 인산화에는 영향을 미치

지 않았다 (Fig. 2A). 
Baicalin은 인산화되지 않은 모든 MAPK 분자에는 영

향을 미치지 않았다(Fig. 2A). 
RANKL에 의해 IĸBα의 분해가 유도되었으며, baicalin은 

RANKL에 의해 유도된 IĸBα 분해를 억제하였다 (Fig. 2B).
파골세포의 기능과 관련된 신호경로인 cSrc에 대한 영

향을 알아보기 위하여 RANKL로 활성화 한 후 cSrc의 인

산화가 유도됨을 확인하였으며, baicalin에 의해 cSrc의 인

산화가 억제되었다(Fig. 3A). 
파골세포의 분화 및 생존과 관련된 신호경로인 AKT에 

대한 영향을 알아보기 위하여 RANKL로 활성화 한 후 

AKT의 인산화가 유도됨을 확인하였으며, baicalin에 의

해 AKT의 인산화가 억제되었다 (Fig. 3B). 
RANKL은 파골세포 분화단계의 주요 전사인자인 



70 Seon-Yle Ko

Fig. 1. Inhibition of osteoclast generation in RAW264.7 cells by baicalin. RAW264.7 cells were seeded in 96-well plates, cultured for 
5 to 7 days in the presence of 100 ng/ml of RANKL and various concentrations of baicalin. A) After culture, the cells were fixed and 
stained for TRAP expression and photographed at 100x. B) The cell viability was assessed using an MTT assay. The cell viability 
was expressed as the absorbance ratio (absorbance of the treated cells/absorbance of control cells x 100). C) The TRAP(+) 
multinucleated cells that contained three or more nuclei were counted. The values are expressed as the mean ± S.E. (n=3). **p < 0.01. 
D) The TRAP activity was assessed. After culture, the enzyme activity was measured by spectrophotometry using p-nitrophenyl 
phosphate as a substrate in tartrate buffer. The total protein content was determined using BCA protein assay reagent.

Fig. 2. (A) Effect of baicalin on the activation of MAPKs by RA-
NKL. (B) Effect of baicalin on the degradation of IkBα by RANKL. 
RAW264.7 cells were serum-starved for 30 min, pretreated with bai-
calin for 2h and then stimulated with 100 ng/ml RANKL for 15 min.

Fig. 3. Effect of baicalin on the activation of cSrc and AKT by 
RANKL. RAW264.7 cells were serum-starved for 30 min, 
pretreated with baicalin for 2h and then stimulated with 100 
ng/ml RANKL for 5 or 15 min.

NFATc1의 분화를 유도하므로, baicalin이 RANKL에 의해 
유도된 NFATc1에 미치는 영향을 RT-PCR과 western blot 
방법으로 관찰하였다. 그 결과 RAW264.7 세포는 RANKL
에 의해 NFATc1의 mRNA발현 및 단백질의 합성을 증가

시키며, baicalin은 RANKL에 의한 증가를 억제하였다 

(Figure 4A, B).
파골세포가 기능을 할 때 발현되는 효소인 CA II, TRAP

과 cathepsin K의 발현에 미치는 영향을 RT-PCR로 관찰한 
결과 RANKL 처리 후 시간이 흐름에 따라 세 종류의 효

소의 발현이 증가되었으며, baicalin을 처리한 경우 억제되

었다 (Fig. 5).

Fig. 4. Effect of baicalin on the expression of NFATc1 by RA-
NKL. RAW264.7 cells were cultured with 100 ng/ml RANKL for 
24 hours. A) The mRNA expression levels of the NFATc1 genes 
were determined by RT-PCR. B) Protein levels of the NFATc1 
were determined by Western blot. 
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Fig. 5. Suppression of RANKL-induced gene expression by 
baicalin. RAW264.7 cells were cultured with 100 ng/ml 
RANKL for 24 hr. The levels of mRNA expression were 
determined using RT-PCR. CA II : carbonic anhydrase II

고 찰

Flavonoid는 여러 식물에서 발견되는 물질로, 현재 4000
여종 이상의 flavonoid들이 확인되었으며[15] 항산화, 항균 
및 항염 작용과 같은 다양한 생물학적 활성을 나타낸다고 
알려져 있다[15-17]. 예를 들어 과일이나 채소에서 발견되

는 Kaempferol은 암세포의 세포사멸을 유도함으로써 암

세포의 성장을 억제하고, 신생혈관형성을 억제한다고 알

려져 있다[18]. 또한 녹차의 catechin 및 cranberry의 polyp-
henol과 같은 천연물질이 염증성 골파괴 질환인 치주질

환에 효과가 있음이 보고된 바 있다[19,20].
염증성 cytokine과 prostaglandin등은 조골세포, 활액 섬

유아세포나 활성화된 T 세포에서 RANKL의 발현을 촉

진하며, 증가된 RANKL은 파골세포의 분화, 기능 및 생존

을 촉진한다[21]. 따라서 염증성 골파괴 질환의 치료를 위

해 파골세포의 분화 및 기능을 억제하는 물질을 찾는 것

이 도움이 될 수 있다. 
Flavonoid가 파골세포의 분화에 미치는 영향 및 기전을 

확인하기 위하여 본 연구에서는 RANKL의 처리에 의해 파

골세포로 분화되는 RAW264.7 세포를 사용했다. RAW-
264.7 세포는 골수세포로부터 분리하여 분화시킨 세포보

다 작고 얕은 흡수와를 생성하는 등 RAW264.7 세포와 골

수세포로부터 분리하여 배양한 세포와는 세포특성이 차

이가 있다. 그러나 RAW264.7 세포도 파골세포의 분화의 
기전을 설명하기 위한 실험에 유용하게 사용되고 있다[22].

본 연구에서 baicalin이 파골세포의 생성을 억제하는 동

안 분자수준에서의 변화를 확인하기 위하여 파골세포의 

분화, 활성 및 생존과 연관된 신호전달과정에 있는 분자

의 변화를 확인하였다. 
그 결과 RANKL에 의해 활성화된 ERK1/2, p38, cSrc 및 

AKT분자의 인산화를 억제하였다. MAPK 중 ERK와 p38은 
파골세포의 분화에 관여하며, 그 중 ERK는 분화뿐만 아

니라 파골세포의 생존에도 관여함이 알려져 있다[23,24]. 
따라서 baicalin의 파골세포 생성 억제 기전은 ERK와 p38 

신호과정을 억제함으로 기인하는 것으로 보인다. 
cSrc은 αvβ3 integrin에 의한 신호과정에 주요한 반응

단계에 있고 파골세포의 골흡수 기능에 관여하는 것으로 
알려져 있으며[25,26], AKT는 파골세포의 분화와 생존을 
촉진하는 신호물질로 알려져 있다[27]. 따라서 baicalin이 

cSrc와 AKT의 신호전달 억제를 통해 파골세포의 기능 및 

생존을 억제할 것으로 여겨진다. 
NFĸB 전사인자의 활성은 파골세포의 분화과정에 필수요

소로, NFĸB 유전자 제거 흰쥐에서 골화석증의 특징이 보
고된 바 있다[28]. NFĸB의 활성을 위해서는 NFĸB 이합체와 
결합되어 있는 억제단백질인 IĸB의 분해가 요구된다[29]. 본 

연구에서는 baicalin이 RANKL에 의해 유도된 IĸBα 분해

를 억제하였으므로 baicalin이 IĸBα 분해를 억제함으로써 IĸBα
가 NFĸB와 결합한 상태로 존재하여 NFĸB의 활성을 억제하

는데 관여할 것으로 여겨진다.
파골세포의 분화단계에서 RANKL에 의해 활성화된 MAPK

들은 핵으로 들어가 NFATc1과 같은 전사인자의 활성을 촉

진하며[30,31], 파골세포의 분화를 유도한다. 본 실험에서 

baicalin은 파골세포의 필수 전사인자인 NFATc1의 mRNA의 

발현과 단백질의 합성을 억제하였다. 따라서 baicalin이 
RANKL의 신호에 따른 파골세포의 분화과정 중 MAPK와 
NFĸB의 활성억제와 함께 NFATc1의 발현을 억제함으로써 
파골세포의 분화를 억제하는데 관여하는 것으로 생각된다.

또한 분화하는 동안 파골세포에서는 CA II, TRAP과 cat-
hepsin K 등과 같은 효소들의 발현이 증가된다. CA II에 

의해 생성된 H+은 proton pump에 의해 흡수와로 배출되어 
무기질의 용해에 관여하고[32], cathepsin K와 같은 분해효

소는 교원섬유와 같은 유기기질의 분해에 사용된다[33]. 
연구결과 baicalin은 RANKL에 의해 항진된 CA II, TRAP
과 cathepsin K의 발현을 억제하였다. 따라서 baicalin이 파

골세포의 분화를 억제하기도 하지만, 분화하는 동안 유

도되는 유전자의 조절에도 관여하여 파골세포에 의한 골

흡수의 억제에 관여할 것으로 여겨진다.
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