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배양된 쥐 골아세포에서 전기장에 의한 Nitric Oxide의 생성
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Nitric Oxide Production of Rat Osteoblast Cells by 
Pulsed Electromagnetic Field Radiation

Seong-Hwan Moon, M.D., Jin-Woo Lee, M.D., Jun-Seop Jahng, M.D.
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Experimental study was conducted to prove the effect of pulsed electromagnetic field(PEMF) on the pro-
duction of Nitric oxide(NO) from the cultured rat osteoblast-like cells. Calvarium of thirty Sprague-Dawley
rats was digested by sequential collagenase and cultured in-vitro. The osteoblast cell phenotype was con-
firmed by expression of osteoclacin by immunohistochemistry. PEMF was generated and applied to cultured
osteoblast cells. Production of NO was measured by Greiss reaction. Ten minute exposure of PEMF to ostoe-
blast cell showed increased NO content at 24 and 48 hours(p<0.05). Cultures with different duration of PEMF
exposure(10, 20, 30 60 minutes) demonstrated similar responses. In conclusion. this study proved that NO can
be generated with PEMF which support the notion that NO can be a possible mediator of PEMF on bone
m e t a b o l i s m .
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서 론

Nitric Oxide(NO)는 Free radical로서 심혈

관계의 항상성유지, 신경전달, 면역기능 등에 중

요한 매개물질이다1 7 ). 골, 연골 등 근골격 조직에

서도 최근 그 중요성이 대두되고 있다4 , 8 ). 골조직

에 자극이 가해질 때 그에 대한 반응으로 N O가

분비되며 이는 골세포 및 파골세포에 작용하여 각

세포의 기능, 성장, 증식에 영향을 미쳐 결국 골
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의 형성과 흡수에 효과를 나타낸다4 ). 현재까지 보

고된 바로는 골아세포( o s t e o b l a s t )는 i n t e r-

l e u k i n - 1β, TNF-α, interferon-γ의 자극으로

N O를 생성 분비하며 2 1 ), dexamethasone,

cyclohexamide, PTH, Vitamine D, TGF-β1

등에 의해서는 분비가 억제된다1 7 , 2 1 ). Estrogen의

골흡수억제 효과는 N O를 매개로 함이 밝혀졌고2 6 )

c a l c i t o n i n에 의한 c A M P의 증가가 i n d u c i b l e

nitric oxide synthase(NOS)의 m R N A의 안정

성을 증가시켜 결국 NO 생성을 증가시킴으로서

골흡수 억제 효과를 나타낸다1 7 ). 거의 모든 세포

는 N O를 생성할 수 있으며 특히 골아세포는 자

신이 다양한 자극에 대해 N O를 생산 분비하여2 2 )

파골세포의 증식 및 활성을 억제하고 저 농도에서

는 골모세포의 증식을 유도하는 역할을 한다7 ).

일부 실험 동물에서는 전자기장이 골절치유 촉

진에 큰 영향이 없다고 보고되었음에도 불구하고6 )

대부분의 임상연구에서는 골절의 불유합과 지연

유합 그리고 척추 유합술등에 직류 전기 및 전자

기장이 사용되어 골유합이 촉진됨이 보고되었다
1 , 2 , 9 , 1 1 , 1 2 ). 이러한 골형성 촉진의 생물학적 효과에

도 불구하고 골형성에 있어 직류 전기 및 전자기

장의 정확한 작용 기전은 아직 완전히 밝혀지지

않았다. 단지 최근에 전자기장이 BMP-2, BMP-

4의 발현을 촉진시키고3 ), 연골의 lysozyme 활성

변화1 9 ), 그리고 세포막 신호전달변화1 3 ), DNA 합

성증가1 8 ) 등이 보고되고 있다. 쥐의 소뇌 추출물

을 전자기장으로 자극을 줬을 때 유의한 농도의

N O가 생성됨을 보고하였는데1 6 ) 이는 골아세포에

도 유사한 환경에서 전자기장을 걸어주면 N O의

생성을 기대할 수 있으며 이러한 N O의 생성이

증명되면 나아가서 전자기장에 의한 골형성 및 골

흡수 지연의 한가지 기전으로 제시할 수 있다. 모

든 세포는 적절한 자극에 N O를 분비할 수 있으

며 신경세포 추출물에서도 증명되었듯이 전자기장

을 골아세포에 조사시키면 그에 반응하여 유의한

농도의 N O를 분비할 것이라는 가정하에 본 연구

를 진행하였다.

본 연구의 목적은 최적의 골생성 능력을 보이는

전자기장으로 쥐의 골아세포를 자극시키고 과연

자극된 골아세포가 N O를 분비하는지를 알아보는

것이다.

연구재료 및 방법

1. 쥐 골아세포의 체외배양

생후 1일 이내의 Sprague-Dawley rat 30마리

의 두정골부를 무균조작하에 적출하여 연부조직을

육안으로 제거하고 Phosphate buffered

saline(PBS) 속에서 잘게 썰어 1 - 2㎣ 크기의 조각

으로 만든 후 미세 골편들을 차가운 P B S로 세척한

다. 이 골편들을 0.1% collagenase, 0.05%

trypsin, 136mM NaCl, 2.6mM KCl,

0.36mM NaH2PO4, 5mM EDTA를 함유한 효

소용액에 넣고 3 7°수조에서 2 0분간 반응시키는

과정을 4회 반복한다. 3, 4회의 용해에서 나오는

상층액을 취하여 nylon mesh를 통과시킨 후 남아

있는 효소용액을 제거하기 위하여 D u l b e c c o’s

modified eagle’s medium (DMEM) 10cc로 세

척하고 원심 분리하는 과정을 2회 반복한다. 원심

분리후의 침전물을 10% Fetal calf serum(FCS)

를 포함한 D M E M으로 세포수가 5×1 05/㎖의 밀

도로 희석하여 tissue culture flask(25㎠)에 분

주한 후 C O2 i n c u b a t o r에 배양한다( 3 7。C, 5%

C O2). 배양을 시작한지 2 4시간, 3일, 7일째 배양

액을 교환하였으며 7일째 세포의 100% 포화상태

를 확인한 후 계대배양을 실시하였다.

2. 골아세포의 동정(Osteocalcin 면역화학검사)

배양 7일째 세포는 4% paraformaldehyde로

4°C에서 고정된 후 protein blocking agent로

5분 동안 처리한다. Rat osteocalcin anti-

s e r u m ( 1 : 1 0 0 0 )을 처리하여 4°C 습기상태에서

하루밤 보관한다. 잘세척한 후 b i o t i n - s t r e p t a-

vidin-peroxidase 기법(Lipshaw, Pittsburgh,

P A )을 이용하여 i m m u n o r e a c i t v i t y를 측정하였

다. 일차 항체를 제외하고 시행한 세포의 염색은

염색 대조군으로 정하였다.

3. 전자기장 발생

전자기장 발생장치는 McLeod 등1 5 )의 고안과 유
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사하게 제작되었다. 평면에서 배양되는 세포에 균

일하게 전자기장을 걸어주기 위하여 1 2㎝ 직경과

3 0㎝ 높이의 원통형 polyethylene tube 바깥면

에 절연된 구리선을 촘촘히 감아 전기 공급장치에

연결시겼다. 배양된 세포군은 원통형 용기의 3차

원적 중간 부위에 배치되었다. 구리선은 650 Ω의

저항을 이루게 제작되었고 전원을 연결하였을 때

1.8millitelsa(mT) magnetic flux density

(Walker Mode MG2A gaussmeter)를 발생하

도록 설계되었다. 30㎐의 sinusoidal 파장을 발생

시키기 위한 파장 발생기를 제작하여 전원 공급장

치에 연결시켜 전원 연결시 1 . 8 m T의 전자기장이

3 0㎐의 sinusoidal 파장을 형성하도록 하였다.

4. 전자기장 조사

1) 단기( 1 0분) 전자기장 노출 후 시간별

2. NO 생성

배양된 골아세포를 전자기장 발생장치에 올려놓

고 전자기장을 걸기 전에 배양액( 5 0㎕)을 채취하

였고 1 0분간 파동성 전자기장에 노출시킨 후 세

포를 다시 C O2 i n c u b a t o r에서 배양하면 후 6시

간 간격으로 4 8시간까지 배양액을 채취하고 배양

액을 - 8 0。로 동결 보관하였다.

2) 전자기장 노출 시간에 따른 NO 생성

배양된 골아세포를 전자기장 발생 장치에 올려

놓은 후 각각 10, 20, 30, 60분간 파동성 전자기

장에 노출시키고 다시 C O2 i n c u b a t o r에 추가로

4 8시간 배양한 후 각각에서 배양액을 채취하여 -

8 0。로 동결 보관하였다.

5. NO의 측정

N O의 농도는 N O의 안정한 산화 산물인

n i t r i t e ( N O2- )를 배양액에서 측정하였다. Nitrite

농도는 Greiss 반응1 0 )을 이용한 s p e c t r o p h o t o-

metric assay로 측정하였다. 생물학적 용액에서

생성된 N O는 동등한 농도의 N O2-와 N O3-로 안

정화됨으로 Greiss 반응으로 측정한 N O2-의 농도

를 계산하여 N O농도를 추정하였다2 4 ). 각 실험군

에서 3번 측정하여 그 평균치를 구한 다음 세포배

양 없이 순순한 배양액만의 용기에서 측정한 N O

농도를 감하고 배양 말기의 세포수를 이용하여

NO 농도를 정상화( n o r m a i l z a t i o n )하였다.

6. 통 계

NO 농도는 동일한 조건으로 3번 시행한 후 측

정한 수치의 평균±표준편차로 표시하였으며 자료

의 정리와 통계분석은 SPSS(SPSS Inc, Chica-

go, IL)를 사용하였으며 단기 전자기장 노출에 따

른 대조군과 실험군과의 N O농도 비교는 t - t e s t를

사용하여 검증하였고 전자기장 노출 시간에 따른

N O농도의 비교는 분산분석( A N O V A )를 이용하

여 비교하였다. 유의 수준은 p < 0 . 0 5로 정하였다.

연구 결과

1. 골아세포 배양 및 동정

골아세포는 체외배양 일주일 후 배양 용기에

포화상태에 달했으며 그 이후는 계대 배양되었

다. osteoclacin 면역화학염색상 무작위적으로

선택한 현미경 시야에서 9 0 %이상의 세포에서 발

현됨으로 보아 배양된 세포는 골아세포로 동정되

었다(Fig. 1).

2. 단기( 1 0분) 전자기장 노출 후 시간별

2. NO 생성

1 0분간의 전자기장 노출의 효과로 노출 후 6시

— 1 2 1 —

Fig. 1.Immunohistochemical staing for osteocalcin in cultured
osteoblast-like cells from calvarium of Sprague-Dawley
rat(X 200)



간부터 N O생성이 측정되어 4 8시간 후 최대치를

보였다. 24시간 및 4 8시간 추가 배양 후 생성된

N O치는 전자기장 무노출군에 비해 통계적으로

유의하게 증가된 NO 생성을 보였다( p < 0 . 0 5 )

(Fig. 2).

3. 전자기장 노출 시간에 따른 NO 생성

전자기장 노출 시간에 따른 N O의 생성은 1 0 ,

20, 30, 60분 각각의 노출시간의 경우 4 8시간 추

가 배양 후 측정한 NO 치는 전자기장 무노출군에

비해서는 유의하게 증가된 NO 생성을 보였다

(p<0.05). 전자기장 노출군간의 비교에서는 통계적

으로 유의한 NO 생성의 차이는 없었다(Fig. 3).

고 찰

전자기장이 골절치유에 긍정적인 영향을 미친다

는 연구 결과는 소수의 동물 실험을6 ) 제외하고는

임상적 불유합 및 지연 유함, 동물실험 등에서 효

과적으로 검정되었다1 , 2 , 9 , 1 1 , 1 2 ). 저자들은 본 연구를

고안함에 이미 보고된 여러 기초 실험에 근거하여

골아세포와 전자기장의 관계는 단순한 물리적 효

과 및 세포내 신호전달 기전을 이용한 다양한 생

물학적 반응으로 결국에는 골형성 및 골 흡수 억

제의 효과를 나타낼 것으로 추론하고 이러한 복잡

한 생물학적 반응에서 N O가 하나의 신호전달의

매개 물질이 될 것이라는 가정하에 본 연구를 진

행하였다.

본 연구에서 저자들은 전자기장에 골아세포를

노출시키고 노출에 따른 시간별 NO 생성과 노출

시간에 따른 및 NO 생성을 알아보았는데 논문

서두에 제시한 가정에 맞게 전자기장 자체가 골아

세포를 자극하여 유의한 농도의 NO 생성이 가능

함을 증명하였다.

골아세포에서 c y t o k i n e자극에 의해 N O는 그

농도가 기저 농도에 비해 수십배 증가하며 이는

inducible NOS 발현에 의한 N O의 생성이라고

보고되었다2 0 ). 본 연구에서는 전자기장의 자극에

의해 생성된 N O는 기저 농도에 비해 평균 2 . 5

배정도 증가하였는데 이는 분명히 cytokine 자극

에 의한 NO 생성과는 다른 기전이 관여하였을

것으로 유추할 수 있다. 즉 inducible NOS와는

다른 constitutive NOS의 활성증가 등을 생각해

볼 수 있다. 전자기장에 의해 생성된 N O가 저농

도라는 사실은 골조직의 생성 및 흡수의 기전에

있어 많은 함축된 의미가 있다. 저농도의 N O는

골아세포의 생존에 필수적이지만 과량의 N O는

세포독성이 있으므로 결국은 조직 파괴의 원인이

된다2 3 ). 본 연구에서 밝혀진 바와 같이 전자기장

의 자극으로 생성된 N O는 c y t o k i n e에 의해 생

성된 N O의 농도보다는 상당히 낮지만 기저 상태

보다는 높은 농도로서 이는 골조직에서 골흡수의

억제 및 골생성의 증가로 전체적으로는 전자기장

에 의해 골형성이 증가되는 생물학적인 효과를 얻

는 것으로 유추된다.
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Fig. 2.Production of NO(mean ± standard deviation) over

time(0, 6, 12, 24, 36, 48 hour) from cultured rat

osteoblast under the stimulation of pulsed electromagnet-

ic field with 10 minute stimulation *: p<0.05

Fig. 3.Production of NO(mean ± standard deviation) at 48

hour incubation from cultured rat osteoblast under the

stimulation of pulsed electromagenetic field with various

duration(10, 20, 30, 60 minute). *: p<0.05



전자기장에 의한 골아세포의 NO 생성 기전은

본 연구에서는 다루어지지 않았다. 이전의 연구에

의하면 기계적 자극으로 세포막 Integrin recep-

tor, 세포내 m i c r o f i l a m e n t를 경유한 세포내 신

호전달기전이 활성화됨이 보고되었다2 3 , 2 5 ). 이러한

연구 결과와 본 연구에서 증명된 결과를 종합하면

기계적 혹은 전자기장에 의해서 골아세포막의 요

동 그리고 세포막의 분극소실( d e p o l a r i z a t i o n )등

의 자극으로 세포내 신호 전달체제가 활성화되고

이에 따라 N O S가 발현되면서 결과적으로 N O가

생성 유리되는 것으로 가정할 수 있다. 이러한 세

포내 신호전달 기전 및 NOS 발현 등은 추후에

분자 생물학적 기법으로 증명되어야 할 것이다.

본 연구의 중요성은 골아세포를 체외 배양 후

전자기장으로 자극하여 반응 산물인 N O생성을

증명하였으므로 특히 N O의 다양한 생물학적 기

능을 고려하면 전자기장이 골흡수 및 골형성에 미

치는 효과의 중간 매개 인자로 N O의 중요성을

부각시킨 점이다.

본 연구의 제한점은 첫째, 골아세포에서 전자기

장에 의한 NO 생성을 증명했음에도 그 NO 생성

이 inducible NOS 혹은 constitutive NOS의

발현인지는 증명되지 않았다. 둘째, 본 연구에서

는 동일한 파형의 전자기장을 동일한 세기로 조사

시간만 달리하여 골아세포에 노출하여 주파수 빈

도와 절대 전자기장의 세기에 따른 NO 생성은

연구되지 않았다. 셋째 본 연구에서는 일정한 세

포수만 전자기장에 노출되었으므로 세포 농도에

의한 전자기장의 반응은 밝혀지지 않았다. 이러한

제한점들은 향후 지속될 연구에서 해결되어야 할

것이다.

Miura 등1 6 )이 보고한 소뇌추출물에서의 전자기

장에 의한 N O생성을 보고하였는데 본 연구에서

근골격계의 골아세포에서도 그러한 효과가 증명되

었으므로 이는 전자기장에 의한 생체의 반응(골절

의 치유1 , 2 , 9 , 1 1 , 1 2 ), 면역기능1 4 ), 세포 분화에 영향5 ))

에 N O를 매개한 기전을 제시할 수 있을 것으로

사료된다.

본 연구에서는 전자기장에 의한 NO 생성만 초

점을 두고 연구하였으나 향후 전자기장의 노출에

따른 다양한 c y t o k i n e의 생성과 서로와의 연관관

계를 규명하면 전자기장이 골생성 및 골흡수의 기

전의 하나로 제시될 수 있을 것이다.

요약 및 결론

본 연구에서는 전자기장이 골대사에 영향을 미

치는 그 중간 매개 인자로서 N O의 존재를 실험

적으로 증명하였다.
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