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Osteoporosis is a major worldwide public health 
problem that poses a great economic burden to soci-
ety. Puerariae Radix, the dried root of Pueraria lobata 
(Wild.) Ohwi, has been widely used in Asia. This study 
investigated the effects of Puerariae Radix (PR) on 
bone loss in ovariectomized (OVX) mice. C3H/HeN 
mice (10 weeks old) were divided into sham and OVX 
groups. The OVX mice were treated with vehicle, 
17β-estradiol (E2), PR (oral administration, 250 mg/
kg/day) or PR (intraperitoneal administration, 50 mg/
kg/every other day) for 6 weeks. Grip strength, uterus 
weight, serum alkaline phosphatase (ALP), estradiol 
concentration and osteoclast surface levels were mea-
sured. Tibiae were analyzed using microcomputed 
tomography. There were no significant differences in 
the degree of grip strength, body weight and uterine 
weight between OVX group and PR-treated group. As 
compared with the OVX group, the serum estradiol 
levels were significantly increased in the PR-treated 
group. PR (i.p.) significantly preserved trabecular 
bone volume, trabecular bone number, structure 
model index and bone mineral density of proximal 
tibiae metaphysic. The administration of PR lowered 
serum ALP and osteoclast surface levels in OVX mice, 
suggesting that PR can reduce the bone turnover rate 
in mice. The results indicate that the supply of PR can 
prevent OVX-induced bone loss in mice.
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Introduction
골다공증은 뼈량의 감소와 뼈 조직의 미세구조 결함에 

따라 뼈의 취약성이 증가하고, 골절의 가능성이 증가하는 

전신적 골격질환으로서, 골밀도(bone mineral density)를 

기준으로, 젊은이의 평균에서 표준편차 범위내의 수치일 

경우 정상, 표준편차의 1-2.5배 감소 수치일 경우 

골감소증(osteopenia), 표준편차의 2.5배 이상 감소 

수치일 경우를 골다공증(osteoporosis)으로 정의하였으며, 

취약골절(fragility fracture)의 뼈 상태로 표현하였다. 

취약골절은 골다공증의 특징이며, 전신 골격의 어디에서나 

발생하나, 특히 척추, 엉덩부위 및 상완골 원위부의 골절이 

일반적이다[1, 2]. 뼈 건강에 좋은 요인으로는 칼슘, 구리, 

아연, 불소, 마그네슘, 인, 칼륨, 비타민 C, D, K 및 B 

복합체, n-3 지방산, 식물에스트로겐(phytoestrogen) 

등이며, 위해 요인은 과도한 알코올, 카페인, 염분, 불소, 인 

및 n-6 과불포화 지방산이며, 과도하거나 불충분한 단백질 

및 비타민 A 등이다[2].

에스트로겐의 부족은 골다공증 발생의 주요 요인 중 

하나이며, 호르몬대체치료(hormone replacement 

therapy, HRT)가 폐경기 여성에서 뼈 소실 예방을 위한 

방법으로 알려져 있다[3].  그러나 HRT의 영향으로 

악성종양 발생 증가를 비롯한 부작용들은 물론, HRT 

제제의 흡수 저하 등에 따라 HRT의 대체 또는 부가제로서 

식이성 식물에스트로겐이 관심의 대상이 되고 있다[4, 5]. 

식물에스트로겐은 식물유래 식품 특히 콩과 식물을 비롯한 

식품에 존재하는 비스테로이드성 물질이며, 에스트로겐과 

구조적으로 유사하고 에스트로겐 수용체에 경쟁적으로 

결합하는 물질이다[5, 6]. 폐경초기 여성에서 콩 유래의 

isoflavone의 뼈대사 및 골밀도 개선효과에 관한 역학적 

보고[7] 등이 있으나, 식물에스트로겐의 뼈 개선 효과에 

대한 여러 평가에서 개선 효과의 결론적 제시가 미흡하며, 

따라서 골다공증 예방에 대한 더 많은 연구가 필요하다고 

하였다[2, 8]. 

정량적 미세 단층촬영(microcomputed tomography, 

μCT) 방법은 소형실험동물의 뼈를 마이크로 단위로 단층 

촬영하여 뼈의 총량 및 구조를 나타내는 뼈의 량(bone 

volume/tissue volume, BV/TV), 잔기둥 두께(trabecular 

thickness, Tb. Th.), 분리 정도(trabecular separation, 

Tb. Sp.), 잔기둥 수(trabecular number, Tb. N.), 
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뼈의 량에 무관하게 연결도와 복잡성을 평가하는 지표인 

trabecular bone pattern factor(Tb.Pf.) 그리고 구조적 

모델 계수(structural model index, SMI)를 비롯한 3차원 

및 2차원 뼈 상태 평가 지표를 측정하고, 이상의 지표 

분석을 통하여 뼈의 량, 잔기둥의 구조 및 연결도 등을 

평가한다. BMD의 측정도 2개의 phantom을 측정하고, CT 

analyzer software를 적용하여 상대분석함으로써 기존 

방법에 비해 보다 객관적이고 정확한 평가가 가능하다[9]. 

일부 인체 역학연구에서 악력(grip strength)이 뼈 질의 

변화와 상관관계를 나타내는 지표로 적용 가능하다는 

보고가 있다[10]. 

본 연구에서는 식물성에스트로겐을 함유한 생약으로 

알려진[11] 갈근(Puerariae Radix, PR) 물추출물의 

호르몬성 뼈 소실에 미치는 영향을 형태적 평가, 지표 효소 

분석 및 악력 측정 등의 방법을 적용하여 평가하였다.

Materials and Methods

실험동물 및 난소 절제술 실시

10주령 C3H/HeN 암컷 마우스(오리엔트바이오, 

성남, 한국)를 사용하였다. 동물의 사육은 온도 22 ± 

2℃, 상대습도 50 ± 10%, 조명시간은 12시간(오전 

8시 점등-오후 8시 소등) 및 조도 200-300 Lux로 

설 정 된  시 설 에 서  사 육 하 였 다 .  순 화 기 간 을  거 쳐 

polycarbonate 사육상자에 3마리씩 수용하고, 실험동물용 

고형사료(삼양사료, 원주, 한국)와 정수장치를 통과한 

수도수를 자유롭게 섭취하도록 하였다.  실험동물은 

Institute of Laboratory Animal Resources의 ‘Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animal’(1996, 

USA)에 준하여 취급하였으며, 동물실험은 전남대학교 

동물실험윤리위원회의 승인(CNU-YB-2015-16)하에 

수행하였다. 마취는 Xylazine HCl(바이엘코리아, 서울, 

한국, 23.32 mg/mL)과 Zoletil 50(버박코리아, 서울, 

한국, 0.1 mL/100 g)을 혼합하여 복강 내 주사 마취하고 

동물을 등쪽으로 고정한 후 정중등쪽의 피부를 절개해 

핀셋으로 근육을 관통하여 좌우측 난소를 각각 노출시키고 

적출하였다. 대조군은 난소 적출군과 동일한 방법으로 

난소를 노출시켰다가 원위치로 원상회복하였으며, 각각의 

수술 후 절개부위는 봉합하였다. 수술의 성공 여부는 부검 

시 난소의 부재를 관찰하여 확인하였다.

시험물질 제조 및 투여

갈근(Pueraria lobata Ohwi의 뿌리, Puerariae Radix, 

PR)은 보령당한약방(광주, 한국)에서 구입하였으며, 

세절하여 건조중량 100g  당 증류수 1 ,000  mL의 

비율로 혼합하고 80℃ 수조에서 8시간 중탕 추출한 

뒤 고형분을 제거한 현탁액을 1,000 g에서 30분간 

원심분리시키고 상층액을 여과하여 감압농축하고 동결 

건조시켰다. 실험군의 분류는 정상대조군, 난소절제대조군 

(ovariectomy, OVX), OVX 및 17β-estradiol 투여 

양성대조군, OVX 및 PR 경구투여군, OVX 및 PR 복강 

내 투여군으로 하였으며, 실험군당 6마리를 사용하였다. 

시료 경구투여군은 OVX 다음날부터 체중 kg당 250 mg의 

양으로 매일 투여하였으며, 복강 내 투여군에서는 OVX 

다음 날부터 체중 kg당 50 mg을 2일에 1회씩 주사하였다. 

양성 대조군으로 17β-estradiol(E2, water soluble, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)은 마우스 마리당 

0.03 μg을 매일 피하주사하였다. 실험동물은 OVX 후 

6주에 에테르 마취 상태에서 혈액을 채취하고 추가 방혈 

안락사 하였다.

악력(grasping strength), 현미경적 관찰, 혈청 alkaline phos-

phatase 및 에스트로겐 측정

투여기간 중 정기적으로 일반 임상증상을 관찰하며 

투여 전 및 부검 시 각각 체중을 측정하였다. 악력시험은 

Meyer 등[12]의 시험방법에 준하여 실시하였으며, 

안락사 직전에 인장력측정기(Iwoo-G-500, IWOO-

Systems 이우과학, 서울, 한국)를 이용하여 측정하였다. 

먼저 측정눈금을 영점으로 하고, 측정봉에 양쪽 앞발을 

잡게 한 다음, 꼬리를 서서히 안정되게 잡아당겨 앞발이 

측정봉에서 떨어질 때의 최대 악력을 측정하였고, 3회 

실시하여 평균값을 산출하였다. 실험동물은 OVX 후 6주에 

안락사 후 부검을 시행하고 정강뼈 및 자궁의 무게를 

측정하였으며 좌측 정강뼈를 미세단층촬영(micro-

computed tomogrphy, μCT) 시까지 70% 에탄올에 

보관하였다. 촬영 후 탈회하고 통상적인 방법에 따라 파라핀 

포매 절편을 제작한 다음 hematoxylin-eosin염색 및 

뼈파괴세포의 활성 관찰을 위해 Gao 등[13]의 방법에 따라 

tartrate-resistant acid phosphatase(TRAP) 염색을 

실시하고, 활성면은 전체 해면뼈면에 대한 양성부위의 

상대면적(osteoclast surface/total trabecular bone 

surface,  Oc.S/BS)으로 구하였다. 부검 시 동물의 

후대정맥에서 혈액을 채취하고 혈청을 분리한 후, alkaline 

phosphatase(ALP)의 수치를 혈액생화학분석기(FDC 

3500s, Fuji film, Japan)를 사용하여 분석하였고, 혈청 내 

에스트로겐의 양은 방사면역측정키트(Estradiol Coat-A-

count, Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA, 

USA) 및 감마카운터(EG & G, 20 Wallace, Finland)를 

사용하여 분석하였다.

미세 전산화 단층 촬영(microcomputed tomogrphy, μCT)

시료의 단층 영상은 μCT(Skyscan 1172; Skyscan, 

Kontich, Belgium)를 이용하여 Yang 등[14]의 방법에 

따라 수행하였다. 간단히 설명하면, 해상도(spat ia l 

resolution)는 17 μm로 조절하였고 채득된 영상은 

150개의 2차원 횡단면으로 재구성되었으며 각 단면간의 

거리는 80 μm로 설정하였다. 정강뼈의 미세구조는 

2차원적으로 채득된 영상의 뼈 영역만을 적용하여 CTan 

소프트웨어(Skyscan, Belgium)로 분석하였다. 해면뼈 

성장판 아래에서 1.5 mm를 측정 대상으로 하였으며, 

재구성된 2차원 이미지로부터 치밀뼈(cortical bone)와 

해면뼈를 구분하여 원형의 관심영역(region of interest)을 

설정한 후, 지표 분석을 통하여 뼈의 양, 잔기둥 구조 및 

연결도 등을 평가하였다. BMD는 2개의 hydroxyapatite 

standard phantom에 대한 Hounsfield unit(HU) 값을 

얻은 후, 측정하고자 하는 시편의 HU 값을 계산식에 
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대응시켜 구하였다. 치밀뼈는 해면뼈 소실 부위 아래부터 

1.0 mm를 측정대상으로 하였으며, 뼈의 양 등의 값을 

측정하였다. 

자료통계 및 분석(statistical analysis)

모든 실험에서 얻어진 자료는 one-way ANOVA(the 

post-hoc Student-Newman-Keuls)의 방법으로 

유의성 검사하고, 그들의 수치는 평균 ± 표준편차(mean 

± S.D.)의 값으로 나타냈다. p값이 0.05보다 작을 때 

유의성이 있는 값으로 정하였다. 

Results
OVX군에 비해 PR투여군에서 악력, 체중 및 자궁 무게는 

차이를 보이지 않았다(Fig. 1). 혈청 생화학적 지표의 

변화는 Fig. 2와 같다. OVX군과 비교하여 PR투여군에서, 

혈청 에스트로겐의 수치는 높게 나타났고, ALP 수치는 

복강 내 주사군에서 감소하였으며, TRAP 양성 부위 분포는 

유의성 있게 낮았다(Fig. 3). 각 군을 대표하는 μCT 

정강뼈 이미지는 Fig. 4에 정리하였다. 영상을 분석한 결과 

OVX에 따라 해면뼈의 양은 정상대조군에 비해 약 80% 

감소하였으며, OVX군에 비해 PR투여군에서 BV/TV, Tb.N 

및 BMD는 증가하였다. 경구투여의 경우 BV/TV 및 BMD 

평균치에서 증가의 경향이나 개체 차로 인해 유의성은 

없었다. Tb.Pf와 SMI는 PR투여군에서 감소하였다(Fig. 5). 

치밀뼈의 양은 PR투여군에서도 변화는 관찰되지 않았다. 

Fig. 1. Effect of Puerariae Radix (PR) on grip strength, body weight and uterine weight in OVX mice. C3H/HeN mice were treated with 
vehicle, 17 β-estradiol (E2, 0.03 μg/head/day, s.c.) or PR (250 mg/kg/day, p.o., or 50 mg/kg/every other day, i.p.) for 6 weeks. Data are 
expressed as means ± S.D. (n = 6). *p< 0.05, †p<0.01 vs. OVX group at corresponding parameters. 

Fig. 2. Effect of Puerariae Radix (PR) on serum alkaline phosphatase (ALP), estradiol and osteoclast surface levels in OVX mice. Data 
are expressed as means ± S.D. (n = 6). *p<0.05 vs. OVX group at corresponding parameters.

Fig. 3. Representative tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 
stain images of trabecular architecture of tibia in sham (top), 
OVX (middle) and Puerariae Radix (bottom)-treated group.
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Discussion
식물에스트로겐은 심혈관 질환, 골다공증, 당뇨, 비만, 

폐경기 증상, 신장질환 및 각종 암에 대한 예방 및 치료 

효과 가능성으로 인하여 관심의 대상이 되고 있다[5]. 

이들 물질은 충분한 양이 섭취되었을 때 건강에 도움이 

되는 효과를 나타내지만, 반대로 환경문제를 일으킬 수 

있는 내분비 장해물질로 분류되어 있고 생식기계에 유해한 

효과를 나타내기도 한다[15]. 덩굴콩과식물 Pueraria labata 

Ohwi의 뿌리인 갈근(Puerariae Radix)은 한국, 중국 

및 일본 등에서 오랫 동안 각종 질환 치료에 적용되어온 

생약이다. 갈근은 주로 인플루엔자 감염, 손목 및 어깨 

경직 완화 또는 알코올섭취 거부제(antidipsotropic 

agent)로 적용되어 왔고, 과거 수년간 중국에서 고혈압 

및 협심증 치료에도 효과가 있다고 보고되었으며[16], 

또한 에스트로겐 결핍에 의한 뼈 소실을 방지하는 것으로 

알려진 daidzein 및 genistein과 같은 isoflavonoid를 다량 

함유하고 있다고 알려져 있다[11, 17].

본 연구에 적용된 실험모델과 갈근 투여용량에서 뼈 

소실 억제 효과는 공히 혈청 ALP 감소와 TRAP 양성부위 

감소와 연관되는 결과를 보였다. 혈청 내 뼈재형성(bone 

turnover) 지표의 수치가 높은 것은 뼈 형성의 비율 증가를 

반영하며, 골다공증 발생에서 빠른 뼈 소실과의 연관성을 

나타낸다[18]. 뼈 재형성 지표의 수치가 높게 나타나고, 

BMD의 수치가 낮게 나타나는 것은 특히 골절 위험도의 

증가를 암시하는 것이며, 이러한 뼈 재형성 지표는 골다공증 

환자에서 치료제의 효능 검증을 위해 임상적으로 사용되고 

있고, 뼈 소실율과 골절 위험도의 간접적 판단기준으로 

적용되고 있다[18, 19]. 본 연구에서 PR을 투여한 결과, 

복강 내 주사군을 중심으로 혈청 내 ALP의 수치 및 

Oc.S/BS가 유의성 있게 감소하였으며, 이는 PR투여의 

효과가 OVX의 결과, 유도되는 뼈 재형성 증가를 억제하는 

효과가 있음을 나타낸다. 또한 BV/TV, Tb.N 및 BMD 

수치를 증가시키고 Tb.Pf와 SMI를 감소시켰다. 이러한 뼈 

소실 억제효과는 여러 연구에서 보고되었던 에스트로겐의 

효과와 유사하다[20]. 본 연구에서 PR의 뼈에 대한 효과는 

에스트로겐과 유사하나, 체중 및 자궁 중량에 대한 효과는 

차이를 나타냈다. 즉, PR투여군에서 자궁의 무게 증가가 

에스트로겐 투여에 비해 경미한 것은 PR이 생식기계 조직의 

증식과 같은 부작용이 적으면서 뼈에 대한 보호효과가 

있을 가능성을 나타낸다. 갈근 투여 후 ALP와 TRAP의 

변화는 몇몇 연구에서 상반된 결과로 보고되었다[21-24]. 

본 연구에서 혈청 ALP 농도와 TRAP 양성 면적은 공히 

감소하는 것으로 나타나 Yuan 등[21] 및 Ok 등[22]의 

연구결과와 일치하였으며, 뼈 재형성의 억제를 통한 뼈 

소실의 감소를 나타내는 것으로 사료된다. 

식물에스트로겐은 저용량에서 뼈 형성을 자극하고, 

고용량에서 반대로 뼈 형성을 억제하는 용량의존적 

양면성을 나타내기도 한다. 투여 용량, 기간 및 실험모델에 

따른 다른 반응 등으로 뼈 보호 효과를 보이거나, 반대의 

Fig. 5. Effect of Puerariae Radix (PR) on trabecular bone properties of tibia in OVX mice. BV/TV: bone volume/tissue volume; Tb.N: 
trabecular number; Tb/Pf: trabecular bone pattern factor; SMI: structure model index; BMD: trabecular volumetric mineral density. 
Data are expressed as means ± S.D. (n = 6). *p< 0.05, †p<0.01 vs. OVX group at corresponding parameters.

Fig. 4. Representative micro-CT three-dimensional images of trabecular architecture of tibia in sham (top), OVX (middle) and Puer-
ariae Radix (bottom)-treated group.
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반응을 나타내는 상반된 결과가 도출될 수 있다[25]. 

따라서 다양한 동물실험모델에서 뼈 보호 효과를 나타내는 

적정용량을 밝히는 것이 필요하다. 본 연구에서 PR 복강 내 

주사의 경우, 에스트로겐의 효과와 유사한 수준의 해면뼈 

소실 예방효과를 나타냈으나, 경구투여의 경우, 각종 뼈 

평가 지표에서 개체 차로 인해 유의성 있는 효과가 관찰되지 

않은 것은 적용된 경구투여 용량이 적정용량이 아닐 

가능성이 있는 것으로 사료된다. 따라서 경구투여에 대한 

효과 평가는 보다 면밀한 추가 연구가 요구된다. Aydin 

등[10]의 연구에서 악력과 BMD 간에 상호 연관관계가 

있다고 보고되었으나, 본 연구에서는 이와 같은 결과는 

관찰되지 않았다. 

결론적으로 요약하면, 식물에스트로겐 성분을 함유하고 

있는 생약으로 알려진 PR이 OVX 마우스에서 난소절제에 

의한 뼈 재형성 증가를 억제하여 해면뼈 소실을 방지하는 

효과를 나타냈으며,  PR이 에스트로겐 감소에 따른 

골다공증의 발생을 예방할 수 있는 가능성을 제시하였으나, 

효과물질로 개발되기 위해서는 적용량, 유효성분 탐색, 

효과에 대한 세포수준 및 분자생물학적 기전에 대한 추가 

연구가 요구된다.
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