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ABSTRACT

Objectives : This study aimed to investigate the synergistic effect of combining Cynanchi Wilfordii Radix extract with 

Humuli Lupuli Flos extract on estrogenic and anti-osteoclastogenic activity.

Methods : Estrogenic effect of a mixture of Cynanchi Wilfordii Radix extract and Humuli Lupuli Flos extract (CWHL), 

Cynanchi Wilfordii Radix extract, Humuli Lupuli Flos extract, caudatin (an active ingredient of Cynanchi wilfordii 

Radix extract) and 8-prenylnaringenin (an active ingredient of Humuli Lupuli Flos extract) were examined by 

proliferation E-screen assay and expression of estrogen inducible gene, pS2 via Real Time-PCR (RT-PCR) in MCF-7 

estrogen responsive cells. And their estrogenic activities were investigated how to modulate Estrogen receptor β by 

binding affinity assay. Inhibitory effect of CWHL, Cynanchi Wilfordii Radix extract, Humuli Lupuli Flos extract, 

caudatin and 8-prenylnaringenin on RANKL-induced osteoclast differentiation were tested by TRAP (Tartrate-resistant 

acid phosphatase) staining in osteoclastogenic RAW 264.7 cells.

Results : CWHL, Humuli Lupuli Flos extract and 8-prenylnaringenin accelerated the proliferation of MCF-7 and the 

expression of pS2 in MCF-7. CWHL, Cynanchi Wilfordii Radix extract, Humuli Lupuli Flos extract, caudatin and 

8-prenylnaringenin bind to estrogen receptor β. CWHL, Cynanchi Wilfordii Radix extract, Humuli Lupuli Flos extract, 

caudatin and 8-prenylnaringenin inhibited RANKL-induced osteoclastogenesis in osteoclastogenic RAW 264.7. CWHL 

is more effective for all markers than Cynanchi Wilfordii Radix extract or Humuli Lupuli Flos extract alone.

Conclusions : CWHL may a potential therapeutic agent for menopause and osteoporosis as a natural food resource. 

CWHL as a natural food source has therapeutic potential in cases of menopause and osteoporosis.   1)
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Ⅰ. 서   론

갱년기에는 여성호르몬인 에스트로겐 분비 감소에 따른 신체 

내 호르몬 결핍이 주된 원인으로 혈관 운동 이상, 비뇨기성 

위축, 골다공증, 심혈관 질환, 심리적 불안감 증상이 심신 전

반에 두드러지게 나타난다1-2). 한의학에서 갱년기 질환은 여

성호르몬인 陰의 기운이 약화되어 陽氣 제어가 어려워지고 虛

熱이 얼굴로 올라오는 陰虛火動의 증상으로 볼 수 있다. 양쪽 

광대뼈 부근이 붉게 변하는 兩顴潮紅은 안면홍조로, 가슴이 

답답해지고 불안감이 가중되는 煩躁易怒, 손, 발, 가슴에 열이 

느껴지는 五心煩熱 등과 함께 陰虛火動에 의해 발생하는 대표적 

갱년기 증상이다. 더불어 갱년기에는 腎氣의 쇠퇴로 天癸가 

竭하고 衝任脈이 허해지며 생식과 관련된 臟腑의 기능이 약화

되어 신체의 陰陽平衡이 발생하므로 腎虛가 병인의 기본이다3). 

갱년기 질환의 원인, 기전 및 증상을 고려할 때 임상적으로 

骨痿, 骨痺의 범주에 속하는데, 骨은 腎主骨, 腎生骨髓의 이

론으로 腎과 밀접하게 관련되어 있고, 임상에서는 골다공증을 

腎虛, 腎陰虛, 腎陽虛, 肝腎虧虛, 脾腎兩虛 등의 변증으로 나

눈다4). 갱년기 여성들은 주로 에스트로겐 투여를 통해 증상 

완화 치료를 받지만, 장기간 주입된 에스트로겐은 유방암, 자궁

내막암, 고혈압, 혈전 생성을 증가시킨다는 보고가 있다5-7). 

에스트로겐 주입 치료를 대체하고 폐경 증상을 완화하고자 에스

트로겐과 유사한 기능을 가지고 있으면서, 식품으로 사용해온 

식물성 에스트로겐에 대한 다양한 연구가 진행된 바 있다8-9).

白首烏는 큰조롱(Cynanchum wilfordii (Maxim.) Hemsl.) 

의 덩이뿌리로 性味는 苦甘澁, 苦澁, 苦鹹, 微溫하고, 작용부

위는 肝, 膀胱, 脾, 腎, 胃이다. 健脾和氣, 益氣補虛, 益精血의 

효능이 있어, 자양강장, 보혈, 강근골, 신경쇠약 증상에 처방

한다10). 白首烏는 고지혈증 및 당뇨유발쥐의 혈청지질성분 및 

효소 활성에 도움을 준다는 연구 결과도 있다11). 白首烏는 

acetophenone과 polyoxypregnane 배당체가 주성분이라는 보

고가 있으며12), phosphatidyl choline, phosphatidyl inositol 

등 인지질 성분과 wilforside와 caudatin, penupogenin이 

함유되어 있다는 선행 연구가 있다. Caudatin (CD)은 항비만, 

간염 바이러스 억제, 항암 효과가 연구된 바 있다13-16). 

啤酒花는 호프(Humulus lupulus L.)의 꽃으로, 性味가 苦, 

微凉하고 安神 효과가 있어 膽氣虛, 膽熱로 발생하는 陽氣躁動, 

心悸, 失眠, 驚癇에 작용해 정서적 안정감을 준다고 알려져 

있다17). 啤酒花에는 phloroglucinol계 대표 화합물로서 α- 

acid에 속하는 humulone, β-acid에 속하는 lupulone이 있

다18). 啤酒花의 isoxanthohumol은 식물성 에스트로겐으로 

사람의 장내 미생물에 의해 대사된다19). 대사체 중 8- 

prenylnaringenin (PN)은 항암, 항산화, 항염증 효과가 있

다고 알려져 있다20-24). 따라서 본 연구를 통해 골다공증에 효

과가 있다고 알려져 있는 白首烏열수추출물(CW)과 식물성 에스

트로겐을 함유하고 있는 啤酒花주정추출물(HL)을 복합 처리 

했을 시 단독 대비 세포 수준의 상승효과가 있는지 확인했고, 

그 결과를 보고하고자 한다.    

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료 

白首烏는 ㈜휴먼허브(Daegu, Korea)에서 구입하여 대동

고려삼(Geumsan, Korea)에서 제조하였다. 10배의 열수

(100℃) 로 1차는 3일간 추출, 2차는 1일간 추출하였다. 추출

물은 농축하여 건조분말화하였고 수율은 44%였다. HL 

(LifenolⓇ, GA502090)은 NATUREX (Avignon, France)에서 

구입하였다. CWHL 제조를 위해 CW와 HL을 2:1로 혼합하

였으며 대동고려삼(Geumsan, Korea)에서 제조하였다(혼합 시 

수득율 100%). 각 추출물은 DMSO에 녹여서 실험을 수행했다.

2. 액체 크로마토그래피 질량분석기(LC-MS) 분석 

白首烏는 caudatin을, 호프는 8-prenylnaringenin을 함유

하고 있다. 본 시험에서 사용한 CW와 HL의 성분을 분석하고자 

고성능 액체 크로마토그래피(HPLC)를 사용하였다. 분석 표준

품은 Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltd. (Sichuan, 

China)와 Sigma-Aldrich (Burlington, USA)에서 구입했다. 

추출물 100 mg을 메탄올 100 ml로 정용하여 60 분간 초음파 

추출하였다. Caudatin 분석은 추출물을 0.2 ㎛ syringe filter를 

사용하여 필터 후 이를 시료로 하였고, 8-prenylnaringenin은 

추가로 5배 희석하여 이를 실험에 이용하였다. 성분분석을 위해 

TSQ Quantum Access Max (Thermo Fisher Scientific) 

시스템을 이용하였고, 분석 컬럼은 Agilent POROSHELL 

120 EC-C18 (C18, 2.7 ㎛, 4.6 mm X 50 ㎜)을 사용하였다. 

0.1% 포름산이 함유된 정제수(용매 A)와 0.1% 포름산이 함

유된 acetonitrile(용매 B)을 이동상으로 사용하였다. 이동상 

조건은 A:B = 42:58 (0min)에서 5분 동안 유지, 이후 6분부터 

10분 동안 이동상 B, 17분부터 27분간 A:B = 43:58 으로 

0.5 ml/min 유속으로 분석하였다. Caudatin은 2.8 min, 

8-prenylnaringenin은 2.08 min에 확인되었고 각각 모분자

(m/z) 490.840, 338.794 중 308.697, 218.792를 정량이온

으로 하여 분석을 진행하였다. 그 결과 본 CW의 caudatin 함

량은 0.28 mg/g, HL의 8-prenylnaringenin 함량은 2.21 

mg/g, CWHL은 caudatin과 8-prenylnaringenin을 각각 

0.19 ㎎/g, 0.73 ㎎/g 함유하였다.

3. 세포 배양 

사람 유방암 세포주 MCF-7 세포주는 American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassas, USA)에서 분양받았

으며, 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, New york, 

USA)를 함유한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM, Gibco, New york, USA)으로 2-3일 간격으로 배

양하였다. 쥐 유래 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한국세

포주은행(Seoul, Korea)으로부터 분양받았으며, 10% fetal 

bovine serum (FBS, Gibco, New york, USA)를 함유한 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco, 
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New york, USA)으로 2-3일 간격으로 배양하였다.

4. MCF-7 증식능 평가

MCF-7 세포주를 24-well plates에 7 × 104 cell/well이 

되도록 분주하였다. 24시간 후 5% charcoal-stripped FBS 

(Gibco, New york, USA)를 포함한 phenol red-free DMEM 

(Gibco, New york, USA)으로 교체하였으며 CWHL (10, 15, 

20, 30 μg/ml), HL (5, 10 μg/ml), CW (5, 10, 15, 20 μg/ 

ml), 8-prenylnaringenin (PN 4, 8, 16 ng/ml) 또는 17β- 

estradiol (E2 3 ng/ml) 처리 후, 3일 간 배양하여 CCK-8 

(Cell Counting Kit-8, Dojindo Molecular Technologies, 

Rockville, USA)용액을 처리하여 흡광도(450 nm)를 측정하

였다.

5. pS2 유전자 발현 평가

MCF-7을 24-well plates (2.5 × 105 cell/well)에 배양한 

후 새로운 배지에 CWHL (15, 30 μg/ml), HL (5, 10 μg/ml), 

CW (10, 20 μg/ml), 8-prenylnaringenin (PN 10, 20 

ng/ml), Caudatin (CD 3, 6 ng/ml) 또는 17β-estradiol 

(E2 3 ng/ml) 24시간 처리하고 RT-PCR을 실시하였다. 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Maryland, USA)를 사용해 

RNA를 분리하고, cDNA 합성 Kit (Phile Korea, Daejeon, 

Korea)로 cDNA를 합성하였다. 그 후, pS2 (Hs00907239_m1) 

또는 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, 

Hs02758991_g1)에 대한 TaqMan probe (Waltham, Thermo 

Fisher Scientific)를 사용하여 수행하였으며 데이터는 

GAPDH로 보정된 2-ΔΔCT 값과 vehicle 처리 군과 비교하여 

유의차를 분석하였다.

6. 에스트로겐 베타 수용체 결합 친화도 평가

에스트로겐 베타 수용체 결합 친화도를 평가하기 위해 

Human ERβ Reporter Assay System kit (IB00411-32, 

Indigo Biosciences, State College, USA)를 구매해서 사용

했다. 양성대조군으로 E2를 사용했고, 제조사에서 제시하는 

사용법에 따라 실험을 진행했다. 발광도는 microplate reader 

(Synergy H1MF, Biotek, Winooski, USA)로 측정했고 측정 

시간은 500 ms 였다.

7. 파골세포 분화 유도 및 억제 실험 

RAW 264.7 세포를 96-well plates (1 × 104 cells/well)에 

분주한 뒤, RANKL (Receptor activator of nuclear factors 

κB ligand) 50 ng/ml을 처리해 파골세포 분화를 유도하였으며, 

CWHL 30 μg/ml, CW 20 μg/ml, HL 10 μg/ml, CD 6 

ng/ml, PN 20 ng/ml 혹은 CD와 PN 복합 26 ng/ml 처리 후 

3일마다 배지와 시료를 재처리하며 12일 배양한 후, TRAP 

kit (tartrate-resistant acid phosphatase, MK300, Takara, 

Kusatsu, Japan)를 활용해 세포를 염색하여 현미경으로 관

찰하였다.

8. 통계분석

각각의 실험군은 3번 이상 반복 수행하였고 결과는 평균 ± 

표준 편차로 나타내었다. 결과 사이의 통계적 유의성은 R 

program (ver 4.2.1, R-foundation, Vienna, Austria)을 

이용했다. 일원배치 분산분석법(One-way ANOVA)을 이용해 

통계적 유의성을 검증했으며, 군 간 다중 비교는 Tukey HSD 

방법으로 사후 검증 하였다. p < 0.05에서 통계적으로 유의하

다고 판정하였다.

Ⅲ. 결   과

1. CWHL의 MCF-7 세포 증식 효과

Isoxanthohumol와 같은 식물성 에스트로겐은 MCF-7 세

포의 에스트로겐 수용체에 결합하여 세포 성장을 촉진하고 pS2 

유전자 발현을 증가시킨다25). 따라서 CWHL, CW 그리고 

HL을 농도 별로 MCF7 세포에 처리해 증식 촉진 여부를 확인

했다. CW 단독 처리에 의한 효과는 없었고 HL 단독 처리 시 

MCF-7 세포 증식이 무처리군 대비 유의미하게 증가하였다. 

비록 CWHL 15 μg/ml (복합비 2 : 1) 일 때 HL 5 μg/ml 

단독 대비 MCF-7 세포 증식 효과가 유의미한 차이는 없었지

만(p = 0.08), 10 μg/ml (1 : 1)(p = 1.00), 20 μg/ml (3 : 1) 

(p = 0.85) 대비 높은 경향을 보였다(Fig. 1A). 따라서 CW와 

HL의 복합비를 2 : 1 고정한 후 농도 별로 실험한 결과, 농도

의존적으로 효과가 유의미하게 증가했는데(p < 0.05), 특히 

CWHL 고농도 30 μg/ml에서는 HL 10 μg/ml, CW 20 μg/ 

ml 단독 대비 통계적으로 유의미한 군 간 차이를 보였다(Fig. 

1B). HL의 성분인 8-prenylnaringenin (PN)도 농도의존적

으로 효과가 상승했고 8 ng/ml 이상에서 무처리군 대비 유의

미한 효과를 보였다(Fig. 1C). 그러나 CW 성분 caudatin (CD) 

은 효과가 없었다(Fig. 1D).

2. CWHL의 MCF-7 세포의 pS2 유전자 발현 

증진 효과

CWHL의 MCF7 내 에스트로겐 반응성 유전자인 pS2 발현 

증진 효과를 확인하고자 했다. CW (10, 20 μg/ml), HL (5, 

10 μg/ml) 단독 처리 대비 CWHL 각각 복합(10+5, 20+10 

μg/ml) 처리 시 통계적으로 유의미하게 상승했다(Fig 2A). 

PN 0.02 μg/ml 처리 시 무처리군 대비 유의미하게 pS2 발

현을 증가시켰으나 CD는 모든 실험 농도에서 pS2 발현에 영

향이 없었다(Fig 2B). 
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Fig. 1 Effect of estrogenic activity on proliferation of MCF-7 cells. Bars mean relative absorbance at 450 nm vs (-) control and present the 
mean ± SD. E2; 17β-estradiol, CWHL; Mixture of Cynanchi Wilfordii Radix and Humuli Lupuli Flos extract, HL; Humuli Lupuli Flos extract, 
CW; Cynanchi Wilfordii Radix extract. PN; 8-prenylnaringenin, CD; Caudatin. Statistical significance; (A, C and D), *p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001 vs (-) control. (B) Each alphabet groups were significantly different, p < 0.05.

Fig. 2 Effect of CWHL on pS2 mRNA expression in MCF-7 cells. Bars mean relative pS2 mRNA level vs (-) control and present the mean
± SD. E2; 17β-estradiol, CWHL; Mixture of Cynanchi Wilfordii Radix and Humuli Lupuli Flos extract, HL; Humuli Lupuli Flos extract, CW; 
Cynanchi Wilfordii Radix extract. PN; 8-prenylnaringenin, CD; Caudatin. Statistical significance; (A) Each alphabet groups were significantly 
different, p < 0.05. (B) *p < 0.05, **p < 0.01 vs (-) control.

3. CWHL의 에스트로겐 베타 수용체(ERβ) 결합 친화도

에스트로겐은 세포질 내 ER에 결합해 핵 내로 이동해 관련 

유전자 상 전자조절인자 내 에스트로겐 수용체 연관서열

(ERE)에 결합하여 표적 유전자 발현을 전사 수준에서 조절한

다26). 따라서 CWHL의 에스트로겐 베타 수용체(ERβ) 결합 

친화도를 알아보고자 ERβ/ERE/luciferase 유전자가 삽입된 

벡터가 도입되어 있는 중국햄스터 난소세포(Chinese hamster 

ovary cell, CHO)에 CWHL, CW, HL을 처리해 ERβ 결합을 

통해 유도되는 발광도를 평가하였다. CWHL 처리 결과, ERβ 

결합 친화도는 농도에 따라 증가해 24 μg/ml에서 무처리군 

대비 최대 19배 상승효과를 보였다(Figure 3A). CW (4, 8, 

16 μg/ml), HL (2, 4, 8 μg/ml) 단독 처리 시에도 농도 증

가에 따라 활성 증가를 보였는데 상대적으로 HL의 활성이 CW 
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대비 높았으며, CWHL (CW+HL 4+2, 8+4, 16+8 μg/ml) 

처리 시 개별 소재 대비 통계적으로 유의미한 상승 효과를 보

였다(Fig. 3A). 또한 앞서 MCF-7 증식 촉진 및 pS2 발현에 

효과가 있는 PN 또한 농도의존적으로 친화도를 증가시켰다

(Figure 3B). CW의 성분 CD 또한 농도의존적 효과가 있긴 

하나 상대적으로 PN 대비 높은 농도를 처리해야 무처리군 대비 

유의미한 증가 효과를 보였다(Figure 3C).

Fig. 3 Induction of the ERβ binding affinity assays. Bars mean relative ERβ binding affinity level vs (-) control and present the mean ± SD.
E2; 17β-estradiol, CWHL; Mixture of Cynanchi Wilfordii Radix and Humuli Lupuli Flos extract, HL; Humuli Lupuli Flos extract, CW; Cynanchi
Wilfordii Radix extract. PN; 8-prenylnaringenin, CD; Caudatin. Statistical significance; (A) Each alphabet groups were significantly different 
; p < 0.05. (B, C) * ; p < 0.05, ** ; p < 0.01, *** ; p < 0.001 vs (-) control.

     

Fig. 4 The effect of CWHL on Inhibition of osteoclast differentiation in RANKLE induced osteoclastogenic RAW 264.7. CWHL; mixture of 
Cynanchi Wilfordii Radix and Humuli Lupuli Flos extract 30 μg/ml, HL; Humuli Lupuli Flos extract 10 μg/ml, CW; Cynanchi Wilfordii Radix 
extract 20 μg/ml, PN; 8-prenylnaringenin 20 ng/ml, CD; Caudatin 6 ng/ml, CDPN; mixture of caudatin and 8-prenylnaringenin 26 ng/ml. 
The osteoclast differentiation was observed through TRAP staining (Scale bar= 200 μm). 
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4. CWHL의 파골세포 형성 억제 효과

체내 에스트로겐 결핍이 발생하는 갱년기 여성은 점차 골 

파괴는 증가하고, 골 생성은 감소하므로 골다공증에 걸릴 가

능성이 매우 높다27-28). 따라서 에스트로겐 활성 및 ERβ 활

성효과가 높았던 CWHL, CW, HL의 Receptor activator of 

nuclear factor kappa-Β ligand (RANKL)로 유도한 파골

세포 분화 억제 여부를 확인하고자, RAW 264.7 쥐 대식세포

주에 각 소재를 RANKL 50 ng/ml 와 함께 12일 간 처리하

였다. 12일 후, RANKL 50 ng/ml만 처리한 군에서는 분화

된 다핵 파골세포가 다수 관찰되었으나 CWHL 30 μg/ml, 

CW 20 μg/ml, HL 10 μg/ml을 처리한 경우 다핵 파골세포 

수가 적었고, 특히 CWHL에서 더욱 그 수가 적었다(Fig. 

4A). CD 6 ng/ml과 PN 20 ng/ml을 각각 처리했을 시 다핵 

파골세포 생성이 억제되었는데, 복합 처리할 경우 그 수가 단독 

대비 적게 관찰되었다(Fig. 4B).

IV. 고   찰

갱년기 여성은 체내 에스트로겐 생성이 감소하면서 안면홍

조, 불면, 우울증 증상이 발생되는데, 그 중 골다공증은 병세가 

어느 정도 진행된 이후에야 통증이 발생하므로 통증을 인지한 

시점엔 정상 수준의 복원이 어렵다. 골다공증 치료엔 

Bisphosphonate류 약제가 보편적으로 사용 중이나29) 부정맥, 

하악골 괴사와 같은 부작용30)과 지속적 사용 시 신체 적응에 

따른 효능 저하31) 등과 같은 문제점이 있다. 따라서 장기복용에 

따른 안전성과 효과를 담보할 수 있는 식품 유래 천연물 소재 

연구가 활발하게 진행되고 있고 실제로 숙지황, 녹각, 산수유 

등의 파골세포 분화조절효과와 난소적출 동물모델에서 골다

공증 억제기능이 보고된 바 있다32-34).

본 연구의 천연물 소재의 갱년기 효능을 한의학적으로 접근

하자면 白首烏는 腎에 작용하고 補血의 기능이 있어 골다공증 

개선에 효과가 있고 啤酒花는 安神 작용을 통한 心悸, 煩躁易怒 

등 안면홍조 증상 개선 가능성을 예측해볼 수 있는데, 세포 

수준에서 에스트로겐 활성과 파골세포 분화억제 모델을 활용해 

CWHL 복합물의 개별 소재 대비 유의미한 상승효과를 검증

하고자 했다.

여성호르몬인 에스트로겐은 세포질의 유리 ER에 결합하면 

복합체 형태로 핵으로 이동하여 염기 서열 내 ERE에 작용한 

하위 표적 유전자 발현을 조절한다. 또한 에스트로겐은 세포

막에 있는 ER 및 G protein coupled receptor에 결합해 

PI3K 신호전달회로를 통해 세포 증식을 유도한다35). 따라서 

본 저자는 CWHL, HL, PN을 MCF-7 세포에 처리함으로써 

농도 증가에 따른 세포 증식 촉진 효과 증가를 확인했고, 추

가적으로 CWHL, HL, PN의 pS2 유전자 발현 촉진 효과 및 

ERβ 결합 친화도를 확인함으로써 CWHL, HL, PN이 ERβ와 

결합하고, 그에 따른 에스트로겐 활성이 있다는 걸 유전자 발현 

및 세포 수준에서 확인했다. 그러나 CW와 CD는 ERβ에는 결

합하나 MCF-7 세포 증식 및 pS2 발현에는 영향이 없었는데 

이는 사용한 MCF-7 세포 내 ER 발현 수준의 차이로 판단된

다. MCF7 세포주의 경우, ERβ 발현이 상대적으로 적은 세포

주이고36), CW의 경우 ERβ에 선택적으로 결합하는 촉진자로 

선행 연구된 바 있다37). 본 실험에서 사용한 Human ERβ 

Reporter Assay System kit는 ERβ/ERE/Luciferase가 

CHO 세포주 속에서 안정적으로 발현될 수 있도록 과발현 상

태로 도입되어 상대적으로 낮은 CW의 에스트로겐 활성에도 

민감하게 잘 반응했던 것과 달리, MCF-7 세포 내 상대적으로 

적은 ERβ 수준은 CW, CD 단독으로 세포 증식 활성효과를 

유발하기에 불충분했을 가능성이 있다. 세포 내 ER이 존재하는 

MCF-7에 Charocal stripped FBS가 함유된 phenol-red 

free 배지에 적응시켜 호르몬 자극을 배제한 후 천연물 처리를 

통한 증식능을 확인하는 E-screen assay는 간단하게 천연물의 

에스트로겐 활성을 가늠할 수 있는 방법이다38). 다만 MCF7 

세포주는 사람의 유방암세포주로, 증식을 증가시키는 천연물의 

활성의 안전성에 대해 파악하고자 추가로 CWHL을 자궁적출 

쥐에 7주 간 섭취케 한 결과, 질 또는 자궁의 무게가 유의미하게 

증가하지 않았다(data not shown).

CW, HL과 CWHL의 RANKL 유도 다핵 파골세포의 분화 

억제에 대한 효과를 확인하고자 TRAP 염색법을 실시한 결과, 

CW와 HL 개별 처리 시 파골세포 전구세포의 분화를 억제하

였는데, CWHL 복합 처리 시 확실히 파골세포 분화 억제 상

승효과가 있었다. CW의 성분 CD, HL의 성분 PN 역시 단독 

처리 시 효과가 있었고, CDPN 복합 처리에 따른 상승효과가 

있었다.

본 연구에서 활용된 白首烏와 啤酒花는 함께 섭취할 시 寒

熱往來의 발현 주증상인 안면홍조에 대처할 수 있는 가능성을 

가지고 있다. 두 소재는 갱년기에 나타나는 호르몬 역조현상의 

결과인 골다공증 증상을 개선해줄 가능성 역시 지니고 있다. 

본 연구의 실험 결과와 본초학 이론 견해의 상관성을 살펴보면, 

白首烏는 腎에 작용하고 補血의 기능이 있어 골다공증 개선에 

효과가 있고, 啤酒花는 安神 작용을 통해 에스트로겐 결핍으로 

인한 陰虛火動 대표 증상인 兩顴潮紅, 煩躁易怒, 五心煩熱 개

선에 효과가 있다.

에스트로겐 활성 효과가 있는 啤酒花와 啤酒花와 복합 시 

ERβ 선택적 촉진 효과에 따른 에스트로겐 활성의 유의미한 

상승효과가 있고 파골세포 분화 억제 효과가 있는 白首烏로 

구성된 CWHL은 전통적으로 사용되어온 생약 소재들로, 본 

연구를 통해 부작용 우려가 큰 호르몬치료요법을 대체할 수 

있는 생약 기원 건강기능식품원료로 활용되어 갱년기 여성의 

에스트로겐 감소 및 결핍으로 인한 다양한 증상을 완화시킬 

수 있을 것으로 기대된다.

Ⅴ. 결   론
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갱년기 여성의 골다공증 완화와 예방에 효과적으로 사용될 

수 있는 白首烏추출물, 啤酒花추출물 그리고 白首烏, 啤酒花

복합물의 에스트로겐 활성 및 파골세포 분화 억제에 대한 영

향을 알아본 결과는 다음과 같다.

1. 白首烏, 啤酒花복합물과 啤酒花추출물의 처리는 MCF-7 

세포를 대조군 대비 통계적으로 유의미하게 증가시켰는

데, 특히 白首烏추출물 : 啤酒花추출물 2 : 1 복합 시, 

비록 통계적 유의차는 없었지만, 1 : 1, 3 : 1 대비 증

식율이 높았고, 2 : 1 복합 저농도 대비 2 : 1 복합 고

농도에서 MCF7 증식율이 통계적으로 유의미하게 상승

했다. 白首烏, 啤酒花복합물 고농도 30 μg/ml에서는 

啤酒花추출물 10 μg/ml, 白首烏추출물 20 μg/ml 단독 

대비 통계적 군 간 유의차가 있었다. 啤酒花추출물 성분 

8-prenylnaringenin은 8 ng/ml 부터 대조군 대비 통

계적 유의미한 차이를 보였고 16 ng/ml 에서 최대 효

과를 보였다. 白首烏,啤酒花복합물, 啤酒花추출물 처리로 

에스트로겐 반응성 유전자 pS2 발현이 최대 3.5배 증가

되었으므로, 에스트로겐 활성을 확인하였다.

2. 白首烏, 啤酒花복합물 처리에 따른 ER-β 결합친화도는 

대조군 대비 통계적 유의차는 물론, 처리 농도 증가에 

따라 농도 별 유의미한 차이를 보였고, 각 단독처리군 

대비 유의미한 차이를 보여 복합에 따른 유의미한 상승

효과를 확인할 수 있었다.

3. 白首烏, 啤酒花복합물 30 μg/ml, 白首烏추출물 20 μg/ml, 

啤酒花추출물 10 μg/ml를 처리한 경우, RANKL 50 

ng/ml 처리한 RAW 264.7의 다핵 파골세포로의 분화가 

억제 되었으며, 白首烏추출물, 啤酒花추출물 단독 대비 

白首烏, 啤酒花복합물 복합 처리 시 다핵 파골세포의 

수가 더 적게 관찰되었다.
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