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ABSTRACT

Background: The objectives of our study were to assess the effects of oxidative stress on the proliferation, 

differentiation and apoptosis of human bone marrow stromal cell (BMSC)-derived osteoblasts and to explore 

pathways by which osteoblast cell apoptosis was induced.

Methods: Mononuclear cells including BMSCs were cultured to osteoblastic lineage. Different doses of 

hydrogen peroxide (H2O2) were added to the culture media. The colony forming units-fibroblastic (CFU-Fs) 

were stained with crystal violet and alkaline phosphatase (ALP). The MTT assay was done to see the effect 

of H2O2 on cell viability. The effect of H2O2 on osteocalcin gene expression was determined by RT-PCR. The 

matrix calcification measurement was performed. FACS analysis was performed to determine the osteoblasts 

apoptosis. Caspase-3, -8 and 9 activity assay and cytochrome c release were measured. 

Results: The size and number of ALP (+) CFU-Fs were also decreased by H2O2 treatment. When compared 

with the control group, H2O2 significantly decreased the total number of cells of each culture well during MTT 

assay. H2O2 significantly diminished expression of osteocalcin mRNA. N-acetylcystein (NAC) blocked the 

diminution of cell viability and the inhibition of osteocalcin mRNA expression by H2O2. H2O2 reduced matrix 

calcification. FACS analysis revealed H2O2 increased percentage of apoptotic cells. Addition of H2O2 resulted 

in the increase of caspase-9 and -3 activity but not caspase-8, and release of cytochrome c to the cytosol. 

Conclusion: These data suggest that, in primary human BMSCs, oxidative stress inhibits proliferation of 

stromal cells and inhibits the differentiation to osteoblastic lineage. In addition, oxidative stress induces 

apoptosis of human BMSC-derived osteoblasts and this may be mediated by mitochondrial pathway of 

apoptotic signal. (J Kor Soc Endocrinol 21:222~232, 2006)
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서   론

Superoxide anion, hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl 

radicals 등의 활성화 산소(reactive oxygen species, ROS)는  

산소의 환원 대사물로서 미토콘드리아나 peroxisome 등의 정

상 세포 내 대사과정이나 세포질 내 효소들의 작용으로 내

부로부터 형성되거나, 다양한 외부 요소에 의해 형성되는

데, DNA, 단백질과 지방의 심한 손상을 일으킨다. 세포들

은 ROS의 축적에 대항하기 위한 항산화방어기전들을 가

지고 있으나, ROS의 발생이 세포 내 항산화능력을 초과하

는 경우 산화스트레스에 노출된다. 산화스트레스는 뇌허

혈, 동맥경화, 당뇨병, 폐섬유증, 관절염 및 치매 등의 여

러 질환과, 노화의 중요 병인으로 알려져 있다[1,2]. 

성인의 골량은 파골세포에 의한 골흡수와 이에 따른 조

골세포에 의한 골형성이 반복되는 골재형성 과정을 통하여 

일정하게 유지된다[3,4]. 골소실은 파골세포에 의한 골흡수

의 증가와 조골세포에서의 골형성의 감소로 인해 발생하는

데[5,6], 특히 나이가 많아짐에 따라 발생하는 노인성 골다

공증은 조골세포 및 전구조골세포의 수 감소 및 기능 결핍

에 의한 골형성의 감소가 더욱 중요한 요인으로 받아들여지

고 있다[7]. 저자들은 선행 연구[8]에서 노화가 진행될수록 

조골세포의 모세포가 되는 골수 내 기질세포의 수가 감소하

고, 증식과 분화능이 젊은 사람에 비해 감소하는 것을 확인

할 수 있었다.

최근 들어 산화스트레스와 골다공증의 연관성에 대한 관

심이 고조되고 있다. 임상연구에서 산화스트레스의 증가와 

골밀도 간에는 유의한 음의 상관관계가 있었고[9], 골다공증 

여성에서 혈중 항산화제의 농도가 감소되어 있었으며[10], 

항산화비타민을 섭취한 경우 골밀도가 높았다[11]. 또한 실

험실적 연구에서도 ROS는 파골세포의 활성도를 증가시키

고[12,13] 조골세포의 대사를 저해하였다. Mody 등[14]은 

H2O2를 이용한 연구에서 세포 내 산화스트레스의 증가는 

전구조골세포주인 MC3T3-E1 세포와 골수기질세포주인 

M2-10B4 세포의 조골세포로의 분화를 저해함을 밝혔고, 

Nicholson 등[15]도 H2O2 처리 후 조골세포의 수와 분화가 

감소됨을 보고하였다. 이러한 산화스트레스로 인한 조골세

포 대사의 저해는 항산화제의 투여로 차단되었다.  

세포자멸사(apoptosis) 기전은 골격계의 발생과 재형성

에 중요한 역할을 하는 것으로 알려지고 있다. 조골세포와 

파골세포 모두 세포자멸사 기전을 통해 제거되며, 특히 조

골세포의 세포자멸사 정도는 조골세포의 수명과 골형성의 

양을 결정짓는 중요한 인자가 된다. H2O2, superoxide 등

의 ROS에의 직접적인 노출은 세포자멸사를 유발하는 것

으로 알려져 있으나 관여된 기전은 잘 알려져 있지 않고, 

Kikuyama 등[16]의 보고에 의하면 H2O2 처리 시 caspase

의 활성화 과정을 통하여 골세포가 세포자멸사된다고 하

였다.

본 연구에서는 H2O2 처리로 증가된 산화스트레스가 인체 

조골세포의 전구세포인 골수기질세포로부터 조골세포로 증

식 및 분화와 세포자멸사 과정에 미치는 영향을 관찰하여, 

골다공증의 원인으로 알려진 조골세포의 활성 감소에 산화

스트레스가 관여하는지를 살펴보고자 하였다. 또한 항산화

제의 투여가 H2O2 처리로 유발된 산화스트레스에 미치는 

영향도 관찰하였다. 

대상 및 방법

1. 재료 

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipheyltetrazolium 

bromide (MTT, thiazolyl blue), caspase-3, caspase-8 kit 

등은 Sigma Chemical사(USA)에서 구입하였고, TRIzol 

reagent는 Invitrogen사(USA), reverse treanscriptase 

(AMV), 1st strand cDNA synthesis kit for RT-PCR (#1 

483 188)은 Roche사(USA), PCR premix는 Bioneer사(한

국), Annexin V-FITC apoptosis detection kit는 BD 

bioscience사(USA), caspase-9 kit는 Oncogene사(USA), 

Mitochondria/cytosol Fractionation kit는 Biovision사(USA), 

mouse anti-cytochrome c 항체와 goat anti-mouse IgG 

(H+L) HRP conjugate는 Biotechnology사(USA)에서 구입

하였다.

2. 인체 골수의 배양 및 실험 개요

20세부터 40세까지의 건강한 골수 공여자(남자 8명, 여

자 11명)로부터 골수 채취 전 임상시험 동의서를 얻었으며, 

모든 실험은 헬싱키 선언에서 명시된 원칙을 따랐다. 채취

한 골수를 각각 Ficoll-Hypaque centrifugation을 이용하여 

단핵구를 분리한 다음, 20% heat inactivated FBS와 100 

unit/mL의 penicillin-streptomycin, 10
-8 M vitamin-K가 포

함된 α-MEM 배양액에 4×105 cell/mL 농도로 CO2 

incubator (5% CO2, humidified, 37℃)에서 배양하였다. 다

음날 10-8 M dexamethasone과 당일 준비한 50 μg/mL 

ascorbic acid를 첨가한 다음 골수 기질세포들이 배양용기에 

부착하도록 4~5일 동안은 그대로 두었다. 이후 기질세포들

이 부착된 것이 확인되면 배양액을 교환한 다음, 매 2일 마

다 배양액을 교환하였다. 약 2주 후 세포가 80~90% 정도 

배양용기 바닥에 자라게 되면 0.25% trypsin/1 mM EDTA

로 처리하여 세포를 분리한 다음 5×10
4 cell/mL 농도로 다

른 배양용기에 옮겨 계대 배양하였다. 이때부터의 배양액에

는 FBS는 10%로, dexamethasone은 10
-7 M 농도로 하고 β

-glycerophosphate는 10 mM이 되도록 기존 배양액에 추가

하였다. 



― 대한내분비학회지: 제 21 권 제3 호 2006 ―

- 224 -

3. Hydrogen Peroxide (H2O2) 및 항산화제 처리

일차배양에서는 4일째 첫 배양액 교환시 0.1 mM, 0.3 

mM 농도의 H2O2를 첨가한 후 각 배양액 교환 시 H2O2를 

함께 처리하였고, 12일째 Crystal Violet 염색과 알카리성 

포스파타제 염색을 시행하였다. 

이차배양에서는 일차배양에서와 마찬가지로 대조군, 0.1 

mM, 0.3 mM, 0.5 mM H2O2 처리군과 항산화제로 5 mM 

N-acetylcystein (NAC)과 0.5 mM H2O2 동시 처리군으로 

나누어 배양하였다. 2일째 첫 배양액 교환 시 각 농도의 

H2O2를 함께 처리하였다. 이후 매일 배양액을 교환하였고, 

교환 시 마다 H2O2를 첨가하였으며, 80%의 세포가 자란 

5~6일째에 분석을 하였다. 0.5 mM H2O2과 5 mM NAC를 

동시 처리 시에는 NAC를 2시간동안 전처리 후 0.5 mM의 

H2O2를 처리하였다. 

4. 산화스트레스 생성의 측정 

세포들을 10 cm dish에 분주, 배양 후 80~90% 자랐을 

때, Kreb's Ringer buffer로 2차례 세척 후 원심분리(300 

g, 10분)하였다. 이후 4 mL의 Kreb's Ringer buffer에 재

부유하여 20 mM DCF 15 mL를 추가하고, 실온의 암실에

서 20분간 유지하였다. 세포 내 산화스트레스는 Hitachi 

F-4010 (Tokyo, Japan)를 이용하여 480 nm의 excitation 

파장, 522 nm의 emission 파장에서  세포 내 DCFH를 형

광학적으로 측정하였다. 산화스트레스는 H2O2 0.1 mM, 

0.3 mM , 0.5 mM 처리군으로 나누어 처리하였고, 2시간

에 걸쳐 10분마다 측정하였다. 총 5예에서 실험하였으며, 

결과는 평균 ± 표준오차로 표시하였고, 각 실험은 2차례 

반복하였다.

5. Crystal violet 및 알카리성 포스파타제 조직

화학염색 

일차배양에서 Crystal Violet 염색은 배양된 세포를 4℃ 

phosphate-buffered saline (pH 7.4)로 세척한 후, 0.5% 

crystal violet (in ethanol)로 10분간 염색한 후 PBS로 씻어

내고 육안 및 광학 현미경으로 세포 집락의 수 및 크기를 

관찰하였다. 그리고 알카리성 포스파타제 조직화학염색은 

배양된 세포를 4℃ PBS (pH 7.4)으로 세척한 후 4℃ 2% 

paraformaldehyde/0.1M cacodylic buffer로 고정하였다. 이

후 20 mg/mL의 naphthol AS-MX phosphate disodium salt

와 40 mg/mL의 Fast Red TR salt가 첨가된 Tris-maleate 

buffer (pH 8.4)에 37℃에서 30분간 배양하였다. 이후 0.1 

M cacodylic buffer로 씻어낸 다음 육안 및 광학 현미경으

로 관찰하였다. 총 9예에서 실험하였다.

6. MTT 측정 

세포의 활성도를 관찰하기 위하여 이차배양 시 세포가 

80% 자랐을 때 대조군, H2O2 0.1 mM 처리군, 0.3 mM 처리

군, 0.5 mM 처리군과 H2O2 0.5 mM과 5 mM NAC 동시 처

리군으로 나누고, 해당 농도의 H2O2를 2일간 처리 후 MTT측

정을 시행하였다. 24-well plate에 5×104
 cells/well/0.5 mL의 

농도로 분주하여 배양한 세포를 PBS로 세척한 후 MTT용

액(5 mg/mL)을 50 μL씩 넣고 실온에서 2시간 동안 보관시

켰다. 상층액을 버린 후 40 mM HCl-isopropanol을 2 mL

씩 첨가한 후 ELISA reader (Bio-tek instrument, USA)로 

470 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 총 8예에서 실험하

였으며, 각 실험은 4회 반복하였다. 

7. 반정량적 역전사 중합효소연쇄반응 (Semiqu- 

antitative reverse transcription-polymerase 

chain reaction)

6-well plate에 well당 1×105 cells/mL로 세포를 분주 후 

12일간 배양하였다. 이후 2일간 대조군, H2O2 0.1 mM 처

리군, 0.3 mM 처리군, 0.5 mM 처리군과 H2O2 0.5 mM과 

5 mM NAC  동시 처리군으로 나누어 배양하였다. cDNA 

합성을 위해 total RNA 1 μg을 역전사 반응 완충용액(10 

mM Tris, 50 mM KCl; pH 8.3), 5 mM MgCl2, 1.6 μg 

oligo (dT), dNTP 혼합용액(dATP, dGTP, dCTP, dTTP 각

각 1 mM), 20 unit AMV reverse transcriptase가 포함된 혼

합용액에 넣고 diethylpyrocarbonate (DEPC)로 처리된 증

류수를 가해 총 부피가 20 μL되게 하였다. 반응은 25℃에서 

10분 동안과 42℃에서 60분 더 가온한 후 반응을 중지시켰

고 반응물은 즉시 얼음으로 옮긴 후 -70℃에 보관하였다 

[17]. 합성된 cDNA 반응물로부터 1 μL를 취하여 PCR 

pre-mix 를 사용하여 PCR 자동화장치(Perkin Elmer 9600, 

USA)에서 94℃ 2분간 초기 변성시킨 후 94℃ 1분 변성반

Table 1. Primers for semiquantitative reverse transcriptation polymerase chain 

reaction of the osteocalcin mRNA and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)

Sense primer of osteocalcin 5'-CCTGAAAGCCGATGTGGTC-3’

Antisense primer of osteocalcin 5'-CTCACACTCCTCGCCCTAT-3’

Sense primer of GAPDH 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'

Antisense primer of GAPDH 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'
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응, 55℃ 1분의 결합반응, 72℃ 1분간의 연장반응의 순환과

정을 30회 실시하였다. 마찬가지로 glyceraldehyde-3- 

phosphate dehydrogenase (GAPDH)의 PCR 과정도 

GAPDH의 sense primer 및 anti-sense primer (Table 1)를 

이용하여 같은 순환과정을 25회 실시하였다. 생성된 PCR 산

물은 1.5% agarose gel에서 전기영동한 후 ethidium bromide

로 염색하여 300 nM UV-영상분석기(Vilber lourmate, 

France)에서 분석하였다. 각 시료 중의 오스테오칼신 증폭산

물을 GAPDH 증폭산물로 보정하여 비교하였다. 총 3예에서 

실험하였다. 

8. 칼슘 침착 측정 

이차배양에서 24-well plate에 5×10
4
 cells/well/0.5mL의 

농도로 분주한 후, 세포가 80% 자랐을 때 대조군, H2O2  

0.1 mM 처리군, 0.3 mM 처리군, 0.5 mM 처리군으로 나누

어 해당 농도의 H2O2를 2일간 처리하고 배양기를 PBS로 

깨끗하게 세척한 다음 0.1 N HCl을 500 μL넣고 실온에서 

하루 동안 보관 후 상층액을 수거하여 유리되어 나온 칼슘

을 o-cresophthalein complexone 방법으로 측정하였다. 배

양기를 다시 PBS로 세척한 후 배양기에 0.1 N NaOF/0.1% 

sodium dodesyl sulfate를 1 mL 넣고 실온에서 하루 동안 

보관 후 단백질 함량을 측정하여 기 측정한 칼슘치를 보정

하였다. 총 4예에서 실험하였으며, 각 실험은 2회 반복하였

다.

9. 유세포 측정기(Flow cytometry)를 이용한 세

포자멸사 측정

이차배양에서 5×104 cell/mL로 분주하여 80% 증식하였

을 때 0.5 mM H2O2를 가하여 4시간동안 처리 후, Annexin 

V-FITC apoptosis detection kit을 이용하여 flow cytometer 

(Becton Dickinson, USA)로 측정하였다. FITC+/PI- 인 세

포를 세포자멸사된 세포로 하였다. 

10. Caspase-3, caspase-8, caspase-9 활성도 

측정

이차배양에서 10 cm dish에 세포를 분주 후 80% 정도 세

포가 자라면 caspase-3, caspase-8 측정용 배양세포에는 0.5 

mM의 H2O2를 16시간동안 처리하였고, caspase 9은 0.5 

mM의 H2O2를 24시간동안 전 처리 후 측정하였다. 세포들

을 400 μL의 lysis buffer로 용해시켜 분주한 후 37℃에서 1

시간 동안 300 μL의 반응 혼합액(200 mM HEPES, pH 7.4, 

1% CHAPS, 50 mM DTT, 20 mM EDTA)에 섞인 50 μM

의 enzyme substrate (Ac-DEVD-AMC substrate for 

caspase-3, Ac-IETD- AMC substrate for caspase-8, LEHD 

AFC for caspase-9)와 반응시켰다. 유리된 AMC의 형광을 

380 nm의 excitation 파장, 460 nm의 emission 파장에서, 

유리된 AFC를 510 nm의 excitation 파장, 460 nm의 

emission 파장에서 flourometer (Hidex, Finland)로 측정하

였다. 총 3예에서 실험하였으며, 각 실험은 3회 반복하였다. 

11. Western blot 분석 

세포들은 10 cm dish에 계대 배양후 0.5 mM H2O2를 5

시간동안 처리하였다. Cytochrome c의 세포질로의 유출을 

관찰하기 위하여 Mitochondria/cytosol Fractionation kit을 

사용하여 세포질 분획과 미토콘드리아 분획으로 분리하였

다. 세포용해질을 12% SDS-polyacrylamide 겔을 이용해 

분리하였다. 이를 nitrocellulose membrane에 전기 이동 시

킨 후 PBS solution과 5% skim milk가 함유된 완충액에 일

차항체로 anti-cytochrome c monoclonal antibody를 1:500

으로 희석하여 4℃ 에서 밤새 반응시킨 후, 이차항체인 

Goat anti-Mouse IgG (H+L) HRP conjugate를 1:2000

으로 희석한 것을 넣어 2시간동안 반응시키고, enhanced 

chemiluminescence reagent (Amersham International, NJ)

를 이용하여 관찰하였다.  

12. 통계처리

결과는 평균 ± 표준오차로 표시하였고, 유의성은 Student's 

t-test와 Wilcoxon signed rank test를 이용하여, P값 0.05 

이하를 의미 있게 판정하였다. 

결   과

1. 인체골수기질세포에 H2O2 처리 후 산화스트레

스의 증가  

H2O2 처리 30분 후부터 0.3 mM과 0.5 mM 처리군에서 

DCF 형광발현이 대조군에 비해 의미 있게 증가하였고(대조

군: 17.43 ± 5.01, 0.3 mM 처리군: 22.70 ± 4.91, 0.5 mM 

처리군: 23.08 ± 5.10, P < 0.05), 처리 60분부터는 모든 농

도에서 DCF 형광발현이 각 농도의 대조군에 비해 의미 있

게 증가하였다(P < 0.05)(Fig. 1).

2. 일차배양 후 CFU-Fs의 수 및 면적의 비교

일차배양 15일째, crystal-violet 염색 후 관찰한 CFU-F

의 평균수는 0.3 mM 처리군에서 대조군에 비해 유의하게 

감소되었으며(대조군: 77.9 ± 23.5, 0.3 mM 처리군: 39.8 ± 

15.1, P < 0.05), CFU-F의 평균면적과 총면적도 0.3 mM 

처리군에서 대조군에 비해 유의하게 감소되었다(평균면적; 

대조군: 12.9 ± 3.0 mm
2, 0.3 mM 처리군: 7.6 ± 3.0 mm2, 

P < 0.05, 총면적; 대조군: 767.4 ± 238.5 mm
2/dish, 0.3 

mM 처리군: 367.8 ± 205.0 mm2/dish, P < 0.05)(Fig. 2, 

3). 
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3. H2O2 처리 후 세포 활성도의 감소 

이차배양에서 시행한 MTT측정에서, 0.3 mM과 0.5 mM

의 H2O2 처리 시 세포의 활성도는 대조군에 비해 의미 있게 

감소하였다(대조군: 0.270 ± 0.007, 0.3 mM 처리군: 0.195 

± 0.006, 0.5 mM 처리군: 0.142 ± 0.007, P < 0.01). 또한 

5 mM의 NAC를 0.5 mM H2O2 처리군에 병합 투여 시, 0.5 

mM H2O2 단독 처리군에 비하여 활성도가 의미 있게 회복

되었다(0.5 mM H2O2 단독처리군: 0.142 ± 0.007, 0.5 mM 

H2O2와 5 mM NAC 동시처리군: 0.218 ± 0.006, P < 0.05) 

(Fig. 4).

4. H2O2 처리에 따른 오스테오칼신 mRNA의 발현

GAPDH의 발현 정도에 따라 보정한 오스테오칼신 

mRNA의 발현은 0.5 mM H2O2 처리군에서 대조군에 비해 

의미 있게 감소되었다(대조군: 0.80 ± 0.24,  0.5 mM 처리

군: 0.49 ± 0.22, P < 0.05). 0.5 mM의 H2O2와 5 mM의 

NAC 동시처리 후 감소된 오스테오칼신 mRNA 발현이 회

복되는 경향을 관찰할 수 있었다(0.5 mM H2O2 처리군: 

0.49 ± 0.22, 0.5 mM H2O2 와 5 mM NAC 동시 처리군: 

0.69 ± 0.24)(Fig. 5).

5. H2O2 처리에 따른 기질 무기화의 변화 

조골세포로의 분화 정도를 비교하기 위하여 이차배양 17

Fig. 1. Oxidative stress measurements. Increased accumulation 

of ROS in human bone marrow derived stromal cells 

stimulated by H2O2. Even number of cells were loaded with 20 

μg/ml DCHF-DA for 20 minutes. The cells were then treated 

with 0.1 mM, 0.3 mM and 0.5 mM H2O2. DCF fluorescence 

was monitored over the course of 2 hour. The results are 

presented as a mean ± SEM, n = 5, each performed in 

duplicate.

* P < 0.05 compared with their control groups.

Fig. 2. Effects of H2O2 on CFU-Fs and ALP (+) CFU-Fs formation. CFU-F formation from human bone marrow 

cells of the same donor. 4×105 mononuclear cells, which were derived from the bone marrow aspirated from the iliac 

crest, were plated in 10 cm Petri dishes in α-MEM with 20% heat-inactivated FBS, 10 mM β-glycerophosphate and 

50 μg/mL ascorbic acid, and grown for 15 days in the control (A) and presence of 0.1 mM (B) or 0.3 mM (C) H2O2. 

H2O2 was added after the attachment period (4 to 5 days). The colonies were fixed and stained with crystal violet 

(upper panel) and alkaline phosphatase (lower panel).
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일째에 단백질 양으로 보정한 기질 내 칼슘 침착을 측정하

여 이를 대조군과 비교하였다. 후기 조골세포 분화 지표인 

기질 내 칼슘양은 0.5 mM H2O2 투여 시 의미 있게 감소하

였다(대조군: 100% ± 15%, 0.1 mM 처리군: 114.8 ± 22%, 

0.3 mM 처리군: 102.7 ± 28%, 0.5 mM 처리군: 35.0 ± 

12%, P < 0.05)(Fig. 6). 

6. H2O2 처리 후 FACS를 이용한 세포자멸사 관찰

H2O2 유발 세포자멸사를 관찰하기 위하여, FACS 분석

을 시행하였다. 그 결과  H2O2를 처리한 군에서 대조군보다 

세포자멸사가 증가함을 관찰하였다(Fig. 7).

7. H2O 처리군에서 caspase-3과 caspase-9의 

활성화

0.5 mM의 H2O2를 16시간동안 반응시킨 후 관찰한 결과 

caspase-3와 caspase-9의 활성도는 대조군에 비하여 의미 

있게 증가하였지만[caspase-3 활성도; 대조군 67.6 ± 22, 

0.5 mM 처리군: 118.9 ± 38(pmol of AMC), P < 0.05, 

Fig. 3. Effects of H2O2 on CFU-Fs formation. Effects of H2O2 on the number (A), the mean colony area (B) and the total 

colony area of CFU-Fs (C). The bone marrow was aspirated from the iliac crest of 9 young donors. Mononuclear cells were 

seeded in 10 cm dishes. 0.1 mM or 0.3 mM H2O2 was added after the attachment period. After 15 days, the cultures were 

fixed, stained, and the number and size of the CFU-Fs were determined. The results are shown as a mean ± SEM.

* P < 0.05 compared with its control group. 

A

       

B

       

C 

Fig. 4. Effect of H2O2 on cell viability in the secondary 

culture of human bone marrow derived stromal cells. The 

cells were treated with the vehicle or either doses (0.1 mM, 

0.3 mM, 0.5 mM) of H2O2 or 5 mM N-acetylcysteine (NAC) 

or 5 mM NAC + 0.5 mM H2O2  for 48 hours. The MTT 

assay was done as described in the method. The results are 

presented as a mean ± SEM, n = 8, each performed in 

quadriplicate.

*
 
P < 0.01 compared with its control group.

†P < 0.05 compared with 0.5 mM H2O2 cultures.

†

†

Fig. 5. Effect of H2O2 on osteocalcin gene expression  

determined by RT-PCR. The cells were seeded in 6 well 

culture plates at a density of 1×10
5 cells per well and grown 

for 12 days in secondary culture. The cells were then treated 

for 2 days with various dose of H2O2. 1 μg of the total RNA 

from each culture was reverse transcribed and subjected to 

PCR for osteocalcin analysis. GAPDH mRNA expression 

was also examined by RT-PCR as an internal reference. 

Representative PCR band and mean data of 3 experiments 

were shown. The results are presented as a mean ± SEM.

* P < 0.05 compared with control.
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caspase-9 활성도: 대조군: 383.0 ± 43.4, 0.5 mM 처리군: 

558.0 ± 34.5(pmol of AMC), P < 0.05], cytochrome c 비

의존적 세포자멸사 경로의 대표적 효소인 caspase-8의 활성

도의 증가는 관찰할 수 없었다(Fig. 8).

8. H2O2 처리 후 미토콘드리아 cytochrome c의 

세포질 내로의 유출

H2O2 처리 후 미토콘드리아 cytochrome c의 세포질 내

로의 유출을 관찰하였다. H2O2를 처리하지 않은 경우 인체 

조골세포의 미토콘드리아로부터 세포질 내로의 cytochrome 

c의 유출은 거의 관찰되지 않았으나, 0.5 mM의 H2O2에 5

시간동안 처리 시 미토콘드리아로부터 세포질로 cytochrome 

c가 유출됨을 관찰할 수 있었다(Fig. 9).

고   찰

 

최근 활성산소가 노화의 주된 원인이며 나이가 많아짐에 

따라 산화손상의 지표들이 증가되는 것으로 알려지고 있고

[18,19], 조기 노화의 쥐 모델에서 관찰되는 골다공증도 산

화스트레스의 결과로 여겨지고 있다[20,21]. 또한 여러 임상 

연구들에서도 산화스트레스가 골다공증과 밀접한 연관이 

있음이 보고 되고 있어[9~11] 산화스트레스와 노화 및 골다

공증간의 연관성에 대한 관심이 증가되고 있다. 하지만 산

화스트레스와 골다공증의 연관성에 대한 기존의 연구는 세

포주를 이용한 실험실적 연구 또는 동물실험인 반면, 본 연

구는 산화스트레스가 인체의 골수로부터 얻은 골수기질세

포 유래 조골세포의 증식과 분화에 미치는 영향을 관찰한 

첫 번째 실험이라는데 의의가 있다.  

본 연구에서 골수기질세포의 증식능을 알아보기 위하여 

일차배양에서는 CFU-F의 평균면적과 갯수를 관찰하였고 

계대 배양 후 이차배양에서는 MTT측정을 하였다. 일차배

양과 이차배양에서 모두 처리한 H2O2 농도에 의존적으로  

세포증식이 유의하게 감소하였다. 이는 산화스트레스가 증

가할수록 골수기질세포의 증식능이 감소한다는 것을 시사

한다. 또한 H2O2 처리군에서 일차배양에서 알카리성 포스

파타제 염색에 양성인 CFU-F가 감소되었고, 이차배양에서

도 조골세포 특이 분화 표지자인 오스테오칼신 mRNA의 

발현과 칼슘의 침착이 감소된 것으로 보아 조골세포의 분화

가 감소됨을 확인할 수 있었다. 

Fig. 6. Effect of H2O2 on matrix calcification. 5×104 

mononuclear cells were plated in 24 well plates in α-MEM 

with 10% heat-inactivated FBS, 10 mM β-glycerophosphate, 

and 50 μg/mL ascorbic acid in secondary culture. After the 

attachment period, the stromal cells were treated with H2O2. 

The calcium content of the matrix was determined and 

normalized to the protein content. The normalized value 

obtained from the cells incubated under the control conditions 

was set at 100%. The results are presented as a mean ± SEM, 

n = 4, each performed in duplicate.

* P < 0.05 compared with control. 

Fig. 7. Effect of H2O2 on apoptosis of human bone marrow stromal cell-derived osteoblasts.  Cells were treated with 

or without 0.5 mM H2O2 for 4 hours, and apoptosis was measured by flow cytometric analysis after staining with 

annexin V-FITC and propidium iodide. Apoptotic cells were annexin V-positive and PI-negative (A, control; B, 0.5 

mM H2O2). 
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H2O2가 조골세포의 증식 및 분화에 미치는 영향에 관한 

연구는 많지 않다. Bai 등[22]이 H2O2 처리 시 토끼 골수 

기질세포와 두개골 조골세포에서 조골세포의 분화가 감소

됨을 보고하였고, 또한 쥐 두개골 조골세포의 분화의 감소

도 보고 되고 있다[23]. 또한 H2O2 처리는 파골세포의 수를 

증가시키고, 성숙한 파골세포의 활성을 증가시켜, 골흡수를 

증가시키는 것으로 알려져 있다[12,13,24]. 즉 H2O2 처리는 

골흡수를 증가시키고, 조골세포의 분화를 저해하여 골감소

를 유발시킬 수 있으리라 여겨진다.

여성호르몬과 bisphosphonate 등의 골흡수 저해제와 부

갑상선호르몬 등의 골형성 촉진제의 기전이 밝혀지면서 골

형성과 골흡수간의 균형을 매개하는 세포자멸사에 대한 연

구가 활발히 진행되고 있다[3,25,26]. 

H2O2가 조골세포의 세포자멸사에 미치는 영향에 대한 연

구는 드물어서 chick 골세포의 세포자멸사 증가에 대한 보

고가 있다[16]. 본 연구에서 Annexin V labeling을 이용한 

FACS 결과 H2O2 처리군에서 조골세포의 세포자멸사가 증

가됨을 관찰할 수 있었고, 증가된 세포자멸사가 조골세포의 

증식과 분화를 감소시키는데 일조함을 알 수 있었다. 또한 

caspase-9와 caspase-3이 활성화되고 cytochrome c의 세포

질로의 유출이 증가되는 것으로 보아 미토콘드리아를 통한 

세포자멸사 경로가 관여함을 확인할 수 있었다. H2O2 등의 

Fig. 8. Effects of H2O2 on casase-3, casase-8, and caspase-9 activity. Human bone marrow stromal cell-derived 

osteoblasts were treated for 16 hours with 0.5 mM H2O2. For each analysis, extracts were prepared from 1×106 cells 

and incubated with caspase-3 (A), caspase-8 (B), or caspase-9 (C) fluorogenic substrates. Fluorescence was measured 

as released picomoles of AMC in a spectrofluorometer. Triplicated samples were compared with untreated cell lysates. 

* P < 0.05 compared with control.

Fig. 9. Effects of H2O2 on cytochrome c release into 

cytoplasm. Mitochondrial and cytosolic fractions were 

prepared from cells treated with 0.5 mM H2O2 for 5 hours. 

Western blot analysis was carried out with mouse 

anti-cytochrome c antibody. 

Cytosol cyto c

Mito cyto c

－    ＋      H2O2 0.5mM
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ROS는 파골세포[27], 인체 인대 섬유아세포[28] 및 연골세

포[29,30]의 세포자멸사를 유발하는데, 역시 주된 세포자멸

사 기전은 미토콘드리아 경로였다. 

H2O2는 다양한 세포의 기능을 조절하는 것으로 알려져 

있고, 0.01 mM - 5 mM의 농도범위에서 Jurkat cell, 심근

세포, 연골세포와 피부 섬유아세포 등의 세포자멸사를 유도

한다[28]. Chen 등[31]에 의하면 쥐 두개골세포에 0.025 

mM의 H2O2를 투여한 결과 1시간부터 세포 내 ROS의 증

가가 발생하였으며, 세포활성도가 시간에 비례하여 감소되

었다. Bai 등[32]에 의하면 쥐 조골세포와 MG-63 세포주에 

0.05-0.5 mM의 H2O2 투여 시 세포 내 ROS가 증가되었고, 

0.5-1 mM을 투여하면 심한 세포사(cell death)를 일으켰다. 

인체 골수기질세포에 대한 연구는 많지 않으나, HS-5 인체 

골수기질세포주에 0.3 mM의 H2O2 투여 시 세포 내 ROS 

및 세포사가 증가됨이 보고된 바 있다[33]. H2O2농도에 따

라 세포자멸사 또는 세포괴사(necrosis)를 야기할 수 있는데, 

Park 등[34]의 논문에 따르면 MC3T3-E1 쥐 조골세포주에 

H2O2를 0.1-1 mM의 농도로 24시간 투여 후 관찰한 결과 

0.5 mM의 농도에서 41%, 0.7 mM에서 54%의 세포활성도

의 감소가 관찰되었고, 1 mM의 농도에서는 세포자멸사가 

아닌, 전적으로 세포괴사에 의해 세포사가 발생되었다. 세포

사중에서 0.5 mM에서 44%, 0.7 mM에서 56%가 세포자멸

사에 의한 세포사였다. 하지만 골수기질세포를 조골세포로 

직접 분화시키면서 H2O2를 처리하여 증식, 분화, 세포자멸

사를 관찰한 논문은 없었다. 

본 연구에서 2일간 H2O2 처리 후 세포활성도를 관찰한 

결과, 0.3 mM에서 28%, 0.5 mM에서 46%가 감소되었다. 

0.3 mM 이상의 H2O2 처리군에서 세포 증식이 감소되었으

며, 0.5 mM 농도에서 분화가 감소되었다. 예비실험에서 세

포자멸사의 초기 단계에 발생하며, 세포자멸사의 예민한 지

표인 cytochrome c의 유출과, FACS로 관찰한 세포자멸사

된 세포의 증가가 0.5 mM 처리군에서 명확해지기 시작하

였다. 또한 2일간의 상대적으로 높은 농도의 H2O2처리가 인

체 내에서 지속되는 저용량의 ROS와 견줄 수 있을 것으로 

여겨 0.5 mM의 H2O2처리 후 세포자멸사에 대한 연구를 진

행하였다. 향후 인체 조골세포에 대한 H2O2의 역할을 좀 더 

명확히 규명하기 위하여서는 다양한 농도와 처리시간에 따

른 관찰이 필요하겠다. 또 세포자멸사에 각 caspase가 관여

됨을 정확히 알기 위해서는 caspase 억제제를 이용한 실험

이 도움이 될 수 있겠다.   

본 실험에서 항산화제인 NAC를 H2O2와 동시에 처리시, 

MTT 분석으로 확인한 결과 산화스트레스로 인해 저하된 

세포의 활성도가 회복되며, 성숙된 조골세포의 분화지표인 

오스테오칼신 mRNA의 발현도 다시 증가되는 경향을 관찰

할 수 있었다. 앞으로 항산화제 투여가 조골세포의 증식, 분

화 및 세포자멸사에 미치는 영향에 대한 광범위한 연구가 

뒷받침되어 골량 증가에 도움이 됨을 확인한다면 골다공증

에 대한 미래의 치료 전략이 될 수 있겠다. 

결론적으로 H2O2 처리로 야기된 산화스트레스는 사람 조

골세포의 증식과 분화를 저해하며 세포자멸사를 유발하였

다. 세포자멸사 과정에는 caspase-8의 활성화 없이, 세포질

내로 유출된 cytochrome c가 caspase-9, caspase-3을 활성

화시키는 미토콘드리아 경로가 관여되는 것으로 여겨진다. 

나이가 많아짐에 따라 체내에 축적되는 산화스트레스와 골

수기질세포의 조골세포로의 증식 및 분화에 미치는 영향에 

관한 본 연구는 조골세포 증식과 분화 감소로 야기되는 골

다공증의 예방과 새로운 치료 규명에 중요한 역할을 할 수 

있으리라 생각된다.

요   약

연구배경: 최근 세포주와 동물실험에서 산화스트레스가 

조골세포의 분화를 억제함이 보고 되고 있고, 사람연구에서

도 증가된 산화스트레스가 골밀도의 감소와 연관됨이 보고 

되고 있다. 이에 본 연구는 산화스트레스가 인체 골수에 존

재하는 조골세포의 전구세포인 골수기질세포로부터 조골세

포로 증식, 분화 및 세포자멸사에 미치는 영향을 살펴보고

자 하였다.  

방법: 정상 골수공여자로부터 골수를 채취, 단핵세포를 분

리한 후 조골세포로 분화를 유도하는 배양 조건에서 다양한 

농도의 H2O2 및 항산화제인 N-acetylcystein (NAC)를 처리

하였다. 일차배양에서는 CFU-Fs를 계수하여 골수 내 기질

세포의 수를 추산하였고 알카리성 포스파타제 염색을 통하

여 조골세포로의 분화를 관찰하였다. 계대 배양 후 이차배양

에서는 오스테오칼신 mRNA의 발현과 칼슘 침착을 관찰하

여 H2O2 농도에 따른 분화능 차이를 비교하였으며, MTT 측

정을 하여 세포의 활성도를 관찰하였다. 또한 H2O2가 인체  

골수기질세포의 세포자멸사에 관여하는지를 살펴보고자 

FACS analysis를 시행하였고, 미토콘드리아 cytochrome c 

의 세포질 내로의 유출과 caspase-3, caspase-8, caspase-9의 

활동도를 비교하였다.

결과: 일차배양 15일에 평균 CFU-F의 수, 평균 면적 및 

총 면적은 0.3 mM H2O2 처리군에서 대조군에 비하여 유의

하게 감소되었다. 또한 알카리성 포스파타제 염색 양성인 

CFU-F의 평균 개수와 평균 크기도 0.3 mM H2O2 처리군에

서 의미 있게 감소되었다. 이차배양에서 시행한 MTT 검사

에서 0.3 mM과 0.5 mM의 H2O2 처리군에서 의미 있게 세

포활성도가 감소되었다. 항산화제인 NAC와 동시에 처리한 

경우 H2O2처리에 의해 감소된 세포활성도가 의미 있게 회

복되었다. 이차배양 중에 계측된 오스테오칼신 mRNA의 발

현은 0.5 mM의 H2O2 처리군에서 의미 있게 감소되었다. 

조골세포 분화의 후기 지표인 기질 무기화는 0.5 mM의 
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H2O2 처리군에서 의미 있게 감소되었다. H2O2 처리군에서 

Annexin V-FITC와 PI 이중염색을 이용하여 FACS 

analysis로 관찰한 결과 세포자멸사된 세포의 비율이 증가되

었다. Caspase-3과 caspase-9의 활성은 H2O2 처리군에서 의

미 있게 증가되었으나, caspase-8의 활성도에는 변화가 없

었다. H2O2 처리는 미토콘드리아 내 cytochrome c의 세포

질 내로의 유출을 유도하였다. 

결론: 산화스트레스는 인체 골수기질세포로부터 조골세

포로의 증식과 분화를 저해하였고, 이와 같은 과정에는 미

토콘드리아 경로를 통한 세포자멸사 기전이 관여하는 것으

로 여겨진다.   
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