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  Objective: Hemophilic arthropathy, which results from recurrent intra-articular bleeding, is a 
proliferative synovitis, but the sequence of pathogenic events in hemophilic synovitis (HS) is not 
known in detail. To investigate the pathogenic mechanism of HS and to evaluate the suppressive 
effect of rifampicin for HS, we designed this study. 
  Methods: Twenty normal male New Zealand white rabbits weighing approximately 2,000 gm 
were used for this study. We injected 1 mL of autologous whole blood of the rabbits into the 
right knee joint and normal saline into the left knee joint (control) thrice a week for 10 weeks 
and sacrificed 10 of them. We injected 10 mg of rifampicin into the right knee joint of HS, which 
is 5 rabbits of remained 10, once a week from 11th week until 15th week. At 11th week and 
20th week, the rabbits were sacrificed and both knee joints of each rabbit were opened, synovial 
membrane specimens were collected and examined pathologically and biologically such as 
mRNA of IL-1, TNF-α, MMP-1 and MMP-3 in hemophilic synovium using by real-time 
quantitative PCR method (comparative Ct method). 
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  Results: At 20th week, in rifampicin treated group showed decreased proliferative, and 
infiltrated mononuclear cells compared with control group. And mRNA of TNF-α, IL-1 and MMP-3 
levels were decreased also. 
  Conclusion: In animal model of HS, histological changes showed the same as human 
hemophilic synovitis. And this study suggested that rifampicin has a controlling effect on the 
inflammatory process of HS by suppression of inflammatory cytokine production in the 
experimental hemophilic synovitis model. 

  Key Words: Hemophilia, Synovitis, Rifampicin, Cytokine

서      론

  혈우병은 응고인자 VIII, IX의 결핍으로 인한 유전

적 질환으로서, 반복적인 출혈을 초래하는 질환이다. 

근골격계가 출혈이 가장 빈번한 부위이며, 관절내 

출혈은 ‘혈우병성 활액막염 (Haemophilic synovitis, HS)’

이라는 복잡한 염증성 질환을 일으켜 결국 만성적이

고 영구적인 관절염인 혈우병성 관절염 (Haemo-

philic arthropathy)이 발생하게 된다 (1). 반복적인 관

절 내 출혈로 발생되는 혈우병성 관절염은 비교적 

젊은 나이에 심한 불구를 초래하는 (2,3) 심각한 관

절질환으로서, 응고인자 VIII, IX를 투여하여 출혈을 

막으려는 많은 노력에도 불구하고 혈우병에서 가장 

흔하게 발생되는 합병증으로 알려져 있다 (4-6). 관

절 내 출혈이 초기 유발요소라는 것을 제외하고는 

혈우병성 관절염의 병태생리는 자세하게 알려져 있

지 않다. 

  혈우병성 관절염의 병태생리에 관한 현재의 의견

은 반복적인 관절내 출혈이 활액막에 철분 침착을 

유발하고 그로 인해 활액막의 염증과 결국 연골파괴

를 일으키는 이화인자(catabolic factors)가 분비된다는 

것이다 (7). 최근의 보고들에 의하면 혈우병성 관절

염의 병태생리는 류마티스관절염과 비슷하지만, 활

액막 제거술이 혈우병성 관절염 환자의 임상적 상태

를 호전시킬 수는 있어도 연골손상의 진행을 막을 

수는 없고 (8,9), 혈액 그 자체가 생체 내(in vivo) 및 

생체 외(in vitro) 조건하에서 연골세포의 기능장애를 

유발하는 것으로 알려져 있다 (10-12). 

  반복적인 출혈이 일어나는 혈우병성 관절염은 수

술적 활액막 제거술보다 화학적 활액막 파괴술이 더 

효과적인 대처방안으로 생각되고 있다. 이러한 화학

적 활액막파괴술에 임상적으로 응용되고 있는 rifam-

picin은 비감염성 관절병변을 치료하는데 사용되어온 

항생제로, 1980년대부터 류마티스관절염의 치료에 

응용되다가 혈우병성 관절증의 활막증식을 억제하기 

위해 사용되고 있다 (13,14). 본 저자들은 rifampicin

의 혈우병성 관절염의 활막증식억제 효과에서 대해

서 알아보고자 토끼 혈우병성 관절염 모델을 이용하

여 관찰하였다. 

대상 및 방법

1. 연구대상

  국내의 Samtako사로부터 뉴질랜드 백색 토끼 수컷 

20마리를 (평균체중±표준편차 2.20±0.07 kg) 공급 받

았으며, 이 토끼들은 실험 전 2주간 우리(cage)에서 

적응과정을 거쳤다. 일반적인 상업용 사료와 물을 

임의로 공급하여 사육하였다. 

2. 방법

  토끼 귀 정맥에서 자가 전혈을 채취한 후 케타민

(ketamine hydrochloride; 유한양행)을 사용하여 단기 

마취 시행 하에 우측 슬관절에 10주간 1주 3회 1 cc

씩 주사하였다. 대조군으로서 좌측 슬관절에는 바늘 

자체로 인한 염증 가능성을 배제하기 위해 생리식염

수 1 cc를 주사하였다. 적어도 2일에 1시간씩 운동

시키면서 병리학적, 방사선학적 변화 및 염증매개물

질인 cytokine의 변화를 관찰하였다. 전혈 주사 후 

11주째부터 15주까지 남은 10마리 중 5마리의 토끼

에 1주 1회씩 혈우병성 활액막염이 발생한 우측슬관

절에 10 mg의 rifampicin을 주사하였다. 주사 시행 

11주와 20주에 각각 10마리씩 토끼를 희생하여 양측 

슬관절에서 활액막을 채취하고, 슬관절을 채취한 후 
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Table 1. Primer and PCR protocol according to each cytokine

Cytokine Primer PCR cycle Fragment size

IL-1beta 5’-AACCAACAAGTGGTGTTCTC-3’ Denaturation for 40 sec at 94
o
C

5’-GACTCAAATTCCAGCTTGTC-3’ Annealing for 40 sec at 62
o
C 223bp

Primer extension for 1 min at 72oC×35 cycle

TNF-α 5’-CACCACTTAGAAACCTGGAC-3’
Denaturation for 40 sec at 63

o
C 216bp

5’-TAGGTCTGGGTGACAACTTC-3’

MMP-1 5’-ACCAAAACGAGAGTGCTGCT-3’
Annealing for 40 sec at 61

o
C 272bp

5’-AAGCTGAAGTTCGGGTGAGA-3’

MMP-3 5’-GCTTTGCTCAGCCTATCCAC-3’
Primer extension for 1 min at 72

o
C×35 cycle 282bp

5’-GTGCCAGGGAAGGTACTGAA-3’

Fig. 1. The blood injected knee of rabbit (arrow) was 

more swollen compared with the other knee.

시상면으로 양측으로 절개하여 한쪽은 조직학적 검

사를 시행하고 반대쪽은 실시간 PCR 정량분석으로 

TNF-α, IL-1β, MMP-1과 MMP-3의 mRNA를 측정하

였다. 

3. 활액막과 연골세포 배양 검사

  1) 활액막 세포의 채취와 배양: 실험적인 혈우병성 

관절염의 활액 표본을 여러 조각으로 나누어 37
o
C에

서 30분간 2 mg/mL의 collagenase (Sigma, U.S.A)와 

RPMI1640 (GibcoBRL, Gaithersgurg, MD)의 DNase에

서 분해시켜 활액막 세포를 분리하였다. 원심분리 

후에 세포들은 10% FCS및 2 mM L-gultamin과 항생

제의 혼합체(100 U/mL penicillin and 100 ug/mL stre-

ptomycin)가 첨가된 완전한 DMEM (low glucose Gib-

ocoBRL) 용액 속에 부유상태로 있게 되며, trypsin- 

EDTA method를 사용하여 배양하였다. 10% FBS와 

100 units/mL penicillin과 100 ug/mL streptomycin이 

함유된 5 mL의 DMEM 배지에 5×10
3
의 활액막 세포

를 부유시켜 아랫부분이 평평한 96-용기 트레이

(Falcon, Becton Dickinson Labware, New Jersey)의 각 

용기에 넣어 5% CO2가 함유된 습윤된 배양기에서 

배양하였다. 2시간의 배양 후에, 비 부착성의 세포를 

제거하고 부착성의 세포를 완전한 DMEM 배지에서 

배양하였다.

  2) IL-1β, TNF-α, MMP-1 and MMP-3의 측정: 하

룻밤의 배양 이후 토끼 활액막에서 모든 RNA를 

Trizol Reagent (GibcoBRL)를 이용하여 추출하였다. 

RNA의 총량은 분광학적으로 계측하였다. 역전사 반

응은 1 ug의 RNA 전부를 5 mM MgCL2, 1 mM 

dNTP, 0.125 uM oligo-dT, 1 unit/uL의 리보뉴클레아

제 억제제와 0.25 unit/uL AMV Reverese Transcriptase 

XL (TaKaRa)를 함유한 20 uL의 반응량에서 배양하

여 얻을 수 있었다. 반응 혼합체는 iCycler Thermal 

cycler (Bio-Rad, U.S.A)를 사용하여 42
o
C에서 60분 

배양 후 99
o
C에서 5분간 배양되었다. cDNA 표본은 

PCR 분석을 시행할 때까지 4
o
C에서 보관 되었다. 

PCR 반응은 1X PCR buffer, 0.4 mM dNTPs, 10 

pmole forward and reverse primers, 2.5 unit Taq Poly-

merase (TaKaRa)와 20 uL에 1 uL의 cDNA solution으

로 이루어졌다. IL-1β, TNF-α, MMP-1 and MMP-3

는 각각의 프로토콜에 따라 증폭되었다(표 1). PCR

의 생성물은 ethidium bromide의 존재 하에 1.5% 

agarose gels에서 분석되었으며, 실시간 정량적 PCR 

분석을 시행하였다. 
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Fig. 2. The blood injected right knee shows degenerative change by X-ray.

Fig. 3. The synovium of blood injected knee shows proliferation and fat tissue was increased under 

synovium (A) normal saline injected knee synovium (B) blood injected knee synovium (H&E 

stain, ×400).

결      과

1. 11주 이후 혈우병성 활액막염 토끼모델

  자가 전혈을 주사한 군은 대조군에 비해서 11주에 

경도의 부종을 보였다(그림 1). 그러나, 다른 조직학

적 변화나 생리학적 표지자들은 대조군에 비해서 큰 

차이를 보이지 않았다.

2. 11∼15주 rifampicin 투여 후 혈우병성 

활액막염 토끼모델

  조직학적 검사를 시행하기 전에 방사선학적 검사

를 시행하였다. 전혈을 주사한 슬관절은 퇴행성 변

화를 보였다(그림 2).

  1) 조직학적 분석: 20주째 실험동물의 슬관절에서 

연골과 활액막을 채취하였다. 전혈을 주사한 관절에

서 체중부하부분은 대조군에 비해 연골의 감소와 활
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Fig. 4. The expression of TNF-α, IL-1, MMP-1 and 

MMP-3 mRNA in synovium of animal model of 

Hemathrosis (HA) by real time-PCR. Control is 

saline-injected knee, HA is blood-injected 

synovium without rifampicin, and RFP is 

blood-injected synovium treated with rifampicin.

액막의 증식을 보였다. 전혈을 주사한 군에서 얻은 

활액막은 정상적인 유백색의 부분 주위로 갈색의 증

식된 부분을 보였다(그림 3).

  2) 실시간 PCR 분석: 생리식염수를 주사한 군, 전

혈만 주사한 군 및 전혈을 주사한 뒤 rifampicin을 

투여한 군의 활액조직에서 mRNA를 추출하여 TNF-

α, IL-1β, MMP-1 및 MMP-3 발현을 실시간 PCR로 

양을 비교하였다. Real time PCR 분석결과 TNF- 

alpha, IL-1, MMP-1 및 MMP-3의 mRNA 발현은 대

조군에 비해 혈관절증(hemarthrosis) 모델에서는 증가

하였으며, rifampicin을 투여한 군에서는 TNF-α, IL-1 

및 MMP-3 mRNA의 발현이 현저하게 감소되었으나 

MMP-1 mRNA는 변화가 없었다(그림 4). 

고      찰

  혈우병성 관절증은 혈우병의 가장 흔한 합병증이

며, 활액막의 철분 침착이 특징으로 나타난다. 이러

한 관절내 혈액의 침착은 운동장애를 일으키며 또 

다른 반복적인 관절내 출혈을 야기하게 된다. 혈우

병성 관절증의 병태생리는 부분적으로만 알려져 있

으며, 반복적인 출혈이 활액막의 증식과 비후 및 신

생혈관화와 활액막의 염증을 일으켜 염증세포에 의

한 이화 효소와 cytokine의 생산이 야기시키는 것으

로 알려져 있다 (15). 

  응고인자에 의한 보전적인 방법으로만은 진행성 

혈관절증을 치료할 수는 없으므로 출혈의 재발을 막

고 관절연골의 진행성 파괴를 막기 위해 활액막제거

술을 실시하게 된다 (16-18). 통상의 관절절개술이나 

활액막제거술은 출혈의 재발을 막기도 하지만 종종 

관절 운동의 제한을 일으키는 단점을 가지고 있다 

(19-21). 비수술적방법으로는 Au-198 colloidal gold, 
32

P-colloidal phosphorus, 90 Y-colloidal yttrium과 186 

Re-colloidal rhenium과 같은 방사성물질을 투여하는 

방법이 알려져 있으나 (16,18,22,23), 성장기에는 연

골에 미치는 독성 때문에 어린 환자들에게는 사용의 

제한점을 가지고 있다. 또 다른 비수술적방법으로 

rifampicin과 같은 화학물질을 투여하는 방법이 알려

져 있으며, 1980년대 후반부터 혈우병 관절염 환자

에게 출혈의 재발을 막을 목적으로 사용되었고, 이 

후 브라질 Sao Paulo, 베네수엘라의 Caracas의 혈우

병 센터에서 혈우병 환자들을 대상으로 rifampicin 

투여의 임상적 실험을 실시하였다 (13). 그 결과 용

량과 투여기간은 달랐지만 두 센터 모두에서 처치 

후 통증을 감소시키거나 출혈의 재발이 멈추는 등 

좋은 예후를 보여주었다. 또한 Caviglia 등 (14)은 

rifampicin의 임상적인 실험의 결과 환자의 나이가 

어리거나, 팔굽관절과 발목관절의 병변에서 더 좋은 

예후를 나타냈다고 보고하였다. 

  본 연구는 혈우병성 관절염 연구 모델로 토끼를 

사용하여 관절 파괴의 기전을 밝히고자 하였고 혈우

병성 관절염에 사용되고 있는 rifampicin이 어떤 기

전으로 혈우병성 관절염에 관절보호효과가 있는지에 

대한 연구로 시행되었다. 반복적인 관절 내 출혈은 

활액막에 철이 침착되고 이로 인한 염증반응이 일어

나 염증전구 cytokine 들이 증가하고 결국 활액막 증

식이 일어나 류마티스관절염과 비슷한 과정으로 관

절을 파괴한다는 것을 알 수 있었다. 조직 소견에서 

활액막의 증식과 혈관의 증식이 보였으며 이로 인하

여 더욱 관절 내 출혈 위험성이 커져 악순환의 과정

을 밟아 관절의 파괴가 일어나는 것으로 생각된다. 

혈우병성 관절염의 토끼모델의 활액막에서 실시간 

PCR를 시행한 결과 반복적인 출혈은 활액막에서 
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TNFα와 IL-1과 같은 염증전구 cytokine의 발현과 

MMP-1과 MMP-3의 생산을 증가되었고 이는 류마티

스관절염과 비슷하게 관절 내 혈액 자체가 염증을 

일으키고 이로 인한 활액막의 증식을 일으킨다는 것

을 시사한다. rifampicin을 투여하면 TNFα IL-1과 

MMP-3는 혈우병성 관절염에 비해 감소하였으나, 

MMP-1은 변화가 없었다. 이러한 결과는 rifampicin

이 염증전구 cytokine을 억제함으로써 활액막염을 억

제하는 효과를 가지고 있으며, 연골조직에서는 Type 

I, II, III collagen보다는 proteoglycan core protein, 

laminin, fibronectin 및 Type IV collagen이 분해되는 

것을 억제하는 효과가 있는 것으로 생각된다. 

결      론

  반복적 혈액의 관절 내 주입으로 조직학적 변화가 

인체에서의 변화와 유사한 혈우병성 관절염 동물 모

델을 성공적으로 만들었으며 rifampicin의 투여는 염

증전구 cytokine을 억제함으로써 활막 증식을 억제하

는 효과를 나타내었다.
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