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ABSTRACT 

 

Analysis of the Cytokine in the Bone Marrow on the Effect of 

Musculoskeletal Disorders 

 

Kun Sang Song 

Advisor : Prof. Ha Sang-Ho M.D.  

Department of Medicine, 

Graduate School of Chosun University 

    

Purpose: Purpose: Purpose: Purpose: Cytokines involve in both inflammatory and healing mechanism. The authors 

wanted to evaluate the changing nature of cytokines and thereby appropriate time 

for using bone marrow derived monuclear cells(BM-MNC) to acquire best effect.  

Materials and Methods:Materials and Methods:Materials and Methods:Materials and Methods: Bone marrow was aspirate from patients who consented to the 

procedure. Cytokines from plasma layer acquired from 30 minutes of centrifugation 

at 1,820 rpm was analyzed. Cytokines were evaluated after abstraction of mononuclear 

cells using ficoll method. The cytokines evaluated were Eotaxin, GM-CSF, IFN r, 

IL-1 a, IL-1 b IL-10, IL-12(p40), IL-12(p70), IL-13, IL-15, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a, RANTES, TNF-a. 

ResultsResultsResultsResults: High level of IP-10, IL-12 p40, RANTES were detected after centrifugation. 

Additionally, high level of IL-6, IL-7, IL-8, MCP-1, MIP-1a were noticed 1, 7days 

following culture. 

ConclusionConclusionConclusionConclusion:::: Mononuclear cells derived from bone marrow has high activity character 

and change in cytokine was observed after simple culture. Our results show that  

bone marrow derived mononuclear cells immediately after centrifugation of bone 

marrow is most effective. 

Key WordsKey WordsKey WordsKey Words : Bone marrow, Cytokine, RANTES, IP-10, IL-12 P40 
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서서서서    론론론론 

 

장골에서 유래된 혈액의 치유 능력은 잘 알려진 사실이다. 외상과염과 회전근개 

파열 봉합 후 치유 촉진을 위해 장골에서 채취한 골수를 주입하여 치료 효과를 얻었

고, 이의 과학적 근거를 마련하고 치유 효과를 높일 수 있는 시점을 찾고자 하여, 

이때 주입한 각 골수에서 사이토카인(Cytokine)과 케모카인(Chemokine)을 분석하였

다.  

사이토카인과 케모카인은 생체 변화에 중요한 역할을 하며 염증 변화 및 치유 기

전에 관여하게 된다. 본 연구자들은 골수 추출물의  사이토카인 및 케모카인을 정량

적으로 분석하고, 배양된 골수유래 단핵세포에서 시간차에 따른 변화를 관찰하고 평

가하고자 하였다.  
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연구연구연구연구    대상대상대상대상    및및및및    방법방법방법방법    

    

1.1.1.1.    자가자가자가자가    골수로부터골수로부터골수로부터골수로부터    단핵세포단핵세포단핵세포단핵세포    및및및및    혈장의혈장의혈장의혈장의    분리분리분리분리    

내원한 환자들 (n=8)로부터 동의서를 얻은 후, iliac bone 으로부터 15 ml 내지 20 

ml 가량의 골수 혈액을 채취하였다. 얻어진 골수 혈액 (BM aspirates)를  동일한 양

으로 나누어 하나는 1,820 rpm의 속도로 실온에서 30분간 원심하여 상층에 분리된 혈

장일부와 세포 펠렛층의 일부를 수확해 PBS로 2회 세척한 다음, 얻어진 단핵세포의 

수를 측정하였고 다른 하나는 골수 혈액의 1/2정도 볼륨의 Ficoll에 중첩(loading)

하여, 이를 1,820 rpm의 속도로 실온에서 30분간 원심하여, 중간의 단핵세포층을 따

로 회수하여 이를 2회 세척한 다음, 얻어진 단핵세포의 수를 측정해 위의 두 방법을 

통해 수확된 단핵세포의 수를 비교하였다. 단핵 세포수의 측정은 5% acetic acid와 

1:1로 섞어 5분간 반응시켜서 RBC를 제거한 후, 단핵세포 (mononuclear cells)의 수

를 hemacytometer로 측정하였다. 각각의 골수 혈액으로부터 얻어진 단핵세포의 수는 

다음과 같다(Table 1). 

 

2. 2. 2. 2. 분리한분리한분리한분리한    혈장의혈장의혈장의혈장의    사이토카인사이토카인사이토카인사이토카인    성분성분성분성분    분석분석분석분석    

내원한 환자들 (n=8)로부터 동의서를 얻은 후, iliac bone으로부터 15 ml 내지 20 

ml 가량의 골수 혈액을 채취하였다. 얻어진 골수 혈액 (BM aspirates)를  동일한 양

으로 나누어 하나는 1,820 rpm의 속도로 실온에서 30분간 원심하여 상층에 분리된 혈

장을 수확하고, 다른 하나는 골수 혈액의 1/2정도 볼륨의 Ficoll에 중첩(loading) 

한 다음, 이를 1,820 rpm의 속도로 실온에서 30분간 원심하여, 상층의 혈장을 수확하

였다. 각각의 방법을 통해 수확된 혈장을 5분의 1로 희석하고, Luminex-200 (MAPTM 

Technology)를 이용하여 혈장 속에 포함퇸 사이토카인의 성분을 분석, 비교하였다. 

Luminex-200을 이용한 사이토카인 분석은 다음과 같이 실시한다. 간단히 요약하면, 

96 well 필터 플레이트에 2배수로 연속해서 희석한 기준(standard) 버퍼와 5분의 1로 

희석한 혈장을 각 well에 50 ul씩 첨가한 후, 잘 섞이게 흔들어 준 다음, 비드(bead)

가 포함된 버퍼를 25 ul씩 첨가하여 호일로 싸서 상온에서 2시간 동안 200 rpm으로 

교반하였다. 1차 반응이 끝난 다음, 진공 장치를 이용해 버퍼를 제거 하고, 사이토카
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인 분석 버퍼를 이용해 필터 플레이트를 씻어주었다. 이 필터 플레이트에 2차 반응 

물질인 바이오틴(biotin) 버퍼를 25 ul씩 첨가하여, 호일로 싸서 상온에서 1시간 30

분 동안 200 rpm에서 교반하였고, 마지막으로 사이토카인 분석 버퍼와 

streptavidin-phycoerythrin 버퍼를 1:12.5로 희석 한 용액을 25 ul씩 넣고 이를 상

온에서 30분 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 필터 플레이트를 beadview 프로그램을 

이용하여 분석하였다. 각각의 방법에 의해 얻어진 혈장액 속에 포함된 사이토카인의 

함유량은 다음과 같다(Table 2, 표에 나타낸 혈장 내 사이토카인 함유량은 5분의 1로 

희석된 양을 의미한다, Fig. 1). 

    

3. 3. 3. 3. 단핵세포단핵세포단핵세포단핵세포    동정동정동정동정    후후후후    배양배양배양배양    

동의서를 받은 환자에서 골수 혈액을 채취하고 헤파린 처리 후 1,820 rpm으로 30분

간 원심분리 후 얻어낸 혈장층에서 사이토카인 분석하고 피콜 방식을 통하여 단핵세

포를 동정한 후 1일, 7일 후 분비한 사이토카인을 평가하였다. 이때 검사한 사이토카

인은 Eotaxin, GM-CSF, IFN r, IL-1 a, IL-1 b IL-10, IL-12(p40), IL-12(p70), IL-13, 

IL-15, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a, RANTES, TNF-a

이었다.  
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결결결결    과과과과 

 

원심분리 만을 시행한 경우 IP-10, IL-12 p40, RANTES가 높은 수치를 보였지만 배

양 1, 7일 후에는 추가적으로 IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1a가 높은 수치를 보였다(Table 

3, Fig. 2).  

이러한 결과는 연령과 성별에 관련이 없었으며, 헤파린 처리군과 피콜 방식으로 

채취한 당일 군에서는 동일한 결과를 관찰 할 수 있었다. 이때 헤파린 처리군은 

1,820rpm으로 원심 분리한 후 얻어진 혈장에서 채취한 값으로 약제를 사용하여 분리

하는 피콜 방식과 유사한 결과를 얻은 것은 초기 사이토카인의 성분이 양군이 유사

함을 의미한다.  

반면 배양된 단핵 세포에서 검사한 사이토카인의 수치 중 IL-6, IL-8, MCP-1 등은 

시간 경과에 따라 증가 양상을 보여준 반면 RANTES와 MIP-1a는 시간 경과에 따라 감

소의 형태를 보여주고 있었다(Table 3). 
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고고고고    찰찰찰찰 

 

정형외과적 치료에서 자가 장골 골 이식(autogenous iliac bone graft)은 골 유합

을 위한 최선의 방법으로서 골 형성능(osteogenic), 골 유도능(osteoinductive), 골 

전도능(osteoconductive)이 가장 뛰어나다40). 실제로 장골의 골수 내에는 다양한 분

화능을 지닌 간엽줄기세포(mesenchymal stem cell)가 존재하고 있고35), 수 많은 연구

에서 자가 장골 내의 골수가 인체의 병적 상태에 대한 치료적 효과를 갖고 있음이 

알려져 있으며, 이 중 자가골 골수 단핵세포(autologous BM-MNC)와 사이토카인

(Cytokine) 그리고 케모카인(Chemokine)이 치료적 효과에 관여하게 된다

6,8,15,20,21,23,28,33).  

RANTES (Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted)는 섬유

모세포(fibroblast)26,36), 상피세포(epithelial cell)18,26,41)와 내피세포(endothelial 

cell)10,32), 활성화된 T-세포(activated T-cell)34) 그리고 대식세포(macrophage)13)에

서 생산되는 CC chemokine 의 일종이며, RANTES의 발현은 tumor necrosis factor-α 

(TNF-α), interleukin-1ß (IL-1ß) 그리고 interferon-r(IFN-r)18,22,26,32,36,41)에 의

해 유도될 수 있다. 또한 T 세포, 단핵세포(monocyte), 호산구(eosinophil) 그리고 

호염구(basophil)를 활성화시키는 강력한 화학유도물질이다1,39). 

골에 대한 연구에서 RANTES는 류마토이드 관절염, 골관절염, 골수염, 외상후 반응 

등에 있어 병적인 진행에 연관된다는 보고27,47)가 있으며, 염증 유도 cytokine인 

TNF-α, IFN-r,IL-1 등이 비조혈세포(nonhematopoietic cell)에서의 RANTES 발현을 

현저하게 상승 조절(Up-regulation)시켜 host의 tissue damage를 초래한다는 보고도 

있다7,9,25,37). 

 그러나 RANTES는 파골세포와 조골세포 사이에서 중요한 역할을 하고 있다고 알려져 

있으며, PI3K 경로를 통해서 조골세포의 이동에 관여하고 있고, 조골세포의 

apoptosis에 저항하는 역할을 하고 있으며 이는 골형성에 도움이 되는 것으로 보인

다.48). 

Forsberg 등15)은 심각한 사지의 창상에서 분비되는 표지자를 연구함으로써 창상 

치유와 관련된 사이토카인 및 케모카인에 대하여 연구하여 창상이 치유될 것인지 봉
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합이 터져 벌어지게(dehiscence)될 것인지 예측하였다. 창상의 유출액을 분석한 후 

6주간 추시 관찰하여, 창상 치유 여부와 비교 분석하였다. 분석한 사이토카인과 케

모카인은 Procalcitonin, Eotaxin, granulocyte macrophage colony stimulating factor, 

IFN-r, IL-1,2,3,4,5,6,7,8,10,12,13,15, IFN-r inducible protein-10(IP-10), 

Monocyte chemotactic protein-1(MCP-1), Macropahge inflammatory protein-1α(MIP-1

α), RANTES, TNF-α 이다. 창상 유출액 분석상 Procalcitonin의 증가, RANTES의 감

소, IL-13의 감소가 창상 봉합, 치유 실패와 연관이 있었고, Procalcitonin 농도가 

220 pg/ml 미만, IL-13의 농도가 12 pg/ml 이상, RANTES의 농도가 1000 pg/ml 이상인 

경우는 치유에 실패하지 않았다.  

 창상 치유에 관련하여 혈청과 창상에서 각각의 사이토카인 및 케모카인의 정량적 

분석하여 서로 다른 결과15)를 보이고 있으며, 이는 병변 또는 치료의 효과를 얻고자 

하는 부위에서의 사이토카인 및 케모카인의 상태가 중요함을 대변해 줌과 동시에, 

치료 효과가 있는 사이토카인 및 케모카인을 병변에 직접 주입하는 방법이 치료 효

과가 더 클 것임을 시사한다. 

병변의 치유를 위해서 병변에 혈류량을 증가시키고 신생 혈관 형성을 촉진하여 치

료의 효과를 증대하는 것은 중요한 일이다. 특히 허혈 상태로 인한 병적인 상태의 

지속은 치료가 더디게 되므로, 자가 골수 세포와 사이토카인 그리고 케모카인의 투

여를 통하여 좋은 혈류 상태를 유지하고 신생 혈관을 촉진하여 치료적 효과를 증대

할 수 있겠다5,11,14,15,21,23). 자가 골수 단핵 세포에는 내피 전구 세포(endothelial 

progenitor cell)이 존재하며 이는 nitric oxide의 분비를 통해 신생 혈관 촉진과 성

숙한 내피 세포의 재생을 촉진하게 된다4). 혈관 확장을 통한 혈류량의 증가와 신생

혈관의 촉진에 nitric oxide가 중요한 역할을 하고 있지만, nitric oxide의 농도가 과

도하게 높은 경우는 RANTES의 형성을 촉진하기 위하여 TNF-α의 농도가 상승하더라

도 RANTES의 형성을 억제할 수 있다16). 

IP-10의 주화성에 대한 특성(chemotactic property)은 T-cell에 Ca 이온을 유입하

는데 유도작용29)을 하며, monocyte의 주화성42), endothelial cell의 증식억제30), 혈

관 신생2,3), hematopoietic progenitor에 의한 colony 형성의 억제38), natural killer 

cell의 주화성 및 세포내 Ca 이동31), 그리고 lymphocyte 주화성42-44) 등이 있다. 
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이러한 IP-10(interferon-r-inducible protein-10)의 lymphocyte에 대한 주화성은 

창상 치료에 중요한 역할을 하고 있다. 이는 B형 간염과 같은 만성 바이러스성 감염

에서는 세포 손상을 유발하는 것으로 알려져 있으나45), 수상 후 창상 연구에서, 면

역 염색을 통한 검사상, IP-10 및 MIG 의 수치가 상승됨을 확인 할 수 있었다12). 

IL-12의 subunit인 P40은 치상세포(dendritic cell)에서 분비되며 폐렴(pneumonia)

과 건선(psoriasis)과 같은 감염성 알러지성 질환의 면역에 관여하는 것으로 알려져 

왔다. 반면 C형 간염에서는 세포 매개 면역에 관여하여 자가 또는 interferon의 메

커니즘과 연계하여 바이러스 감염 세포를 치료하는데 역할을 하고 있다19,49). 또한 

다발성 외상 후에 IL-12의 상승이 관찰되고 있으며, 패혈증 및 다발성 장기 기능 부

전으로 사망한 경우 IL-12가 감소함이 보고되고 있다24,46). 본 연구에서 증가된 

IL-12 p40의 의미는 손상된 세포 조직의 재건과 동시에 재형성에 관여하는 것으로 보

인다.  

 한편 염증 매개 사이토카인인 Monocyte Chemotactic Protein-1(MCP-1/JE)과 

macrophage Inflammatory Protein-1α(MIP-1α)의 배양 시 증가는, 치료적 효과를 기

대하는 사이토카인만을 획득하고자 하는데 있어 원하지 않은 결과라고 할 수 있으며, 

이러한 염증 매개 사이토카인이 증가된 상태의 혈장 성분의 투여는 치료적 효과를 

반감시킬 수도 있을 것이라고 생각된다.  

위에서 기술된 사이토카인 및 케모카인은 신체의 특정 부위에서, 조직 소실과 동

시에 생성의 작용을 가지고 있다. 이는 골의 항상성에서도 골 파괴와 형성의 조화 

속에서 건강한 치유가 이루어 짐과 같은 현상으로 볼 수 있다. 

치료적 효과를 위해서 단순한 조직 치유 및 형성 능력 만을 가진 인위적 치료 방

식 보다는 조화를 가진 자가 골수 세포가 조직의 항상성 유지에 도움이 될 것이며 

과도한 조직의 형성이나 자연사(apoptosis)를 부적절하게 방어하여 발암 요인을 유

발하는 폐해를 예방할 수 있을 것으로 보인다. Sodium salicylate를 이용한 골수 세

포에서의 chemokine 유전자 발현 연구에서, MCP-1/JE 와 IP-10 mRNA의 발현을 저해시

키는 결과17)를 얻음으로써 특정한 조작을 통한 특정 인자의 발현 조절이 가능함을 

알 수 있다. 따라서 본 연구의 가치는 조직의 치유 기전에 관여할 수 있는 장골 골

수 혈장과 얻어진 단핵 세포의 항상성의 기능을 평가함에 있다. 



 

- 9 - 

본 연구에서 Mononuclear cell 을 동정하고, 각 배양 시기별 사이토카인과 케모카

인의 구성물을 조사함으로써, 임상 적용 및 병변에 주입하는 시점을 파악 할 수 있

고, 유해한 사이토카인 및 케모카인의 효과로 인한 부작용을 최대한 줄이며, 치료적 

효과를 얻기위한 것은 중요한 일이라 할 수 있다. 

단핵구를 배양시 사이토카인과 케모카인의 성상 변화는 배양액의 상태, 자극 요인 

및 첨가제에 따라 다양한 결과를 유발하며 심지어 자가 면역을 유발할 수도 있다. 

따라서 현재의 연구 단계에서는 수술 당시에 원심분리를 시행한 상층액과 단핵구 층 

만을 포함하는 것이 혈색소 독성에 의한 염증 변화를 유발하지 않고 투여할 수 있어 

안전할 수 있다.  

본 연구의 결과에서 자극 요인이 없는 상태에서는 염증성 사이토카인의 수치가 증

가함을 관찰할 수 있었으며, 이는 물리적, 생화학적 자극이 상존하는 생체내 환경과

는 차이가 있는 것으로 보인다.  

이러한 결과에서, 처치를 시행하지 않은 추출 후 즉시 얻어낸 골수 혈장액이 가장 

안전하고 효과적인 투여 방식으로 보인다.  

향후 특수한 배양 방법의 개발로 치료에 이득이 되는 효과를 보이는 것을 증가시

키고, 사이토카인 및 케모카인에 의한 조직 청소 및 재건의 동시 기능을 파악하고 

조절하게 됨으로써 과도한 염증 유발 물질, 자연사를 막고 치유를 도모할 수 있는 

연구가 필요하다. 
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결결결결        론론론론 

 

현재 연구에서는 수술 당시 채취한 혈장에서 면역학적으로 생화학적으로 안전한 

치료방식으로 보이며 골수 유래 단핵세포는 활성도를 가진 세포로서 단순한 배양 시

간에 따라서도 사이토카인과 케모카인의 변화를 관찰할 수 있었으며 효과적인 치료 

능력을 가진 단핵구의 투여의 시기 및 배양 조건에 대한 추가적인 연구와 동시배양

(Co-culture) 연구를 시행하여 과학적 근거를 마련할 수 있을 것으로 보인다.  
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TTTTable able able able 1111.... 골수혈액에서 단핵세포의 분리(피콜-중첩과 비교). 

BM aspirate (volume) --> Total MNC no.(x106 cells) 
Case no. Age Sex 

w/  Ficoll w/o Ficoll 

1 70 Male 6 ml --> 2.18 6 ml --> 5.36 

2 48 Female 6 ml --> 1.68 6 ml --> 4.56 

3 47 Male  6 ml --> 14.24  6 ml --> 12.32 

4 ND Male 10 ml --> 30.08 10 ml --> 26.24 

5 77 Female  8 ml --> 29.12  8 ml --> 20.48 

6 35 Male  8 ml --> 12.58  8 ml --> 29.12 

7 58 Male  8 ml --> 25.92  8 ml --> 30.72 

8 40 Male 8 ml --> 9.92  8 ml --> 62.72 
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Table Table Table Table 2222.... 골수혈액에서 얻은 혈장내 사이토카인 함유량(피콜-중첩과 비교).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cytokines from hBM derived Serum (1,820 rpm/ 30 min) 
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Table 3. 단핵세포 동정 후 1일, 7일째 분비한 사이토카인 

TypeTypeTypeType    EotaxinEotaxinEotaxinEotaxin    GMGMGMGM----CSFCSFCSFCSF    IFN rIFN rIFN rIFN r    ILILILIL----1 a1 a1 a1 a    ILILILIL----1 b1 b1 b1 b    ILILILIL----10101010    ILILILIL----12(p40)12(p40)12(p40)12(p40)    ILILILIL----11112(p70)2(p70)2(p70)2(p70)    

day 1day 1day 1day 1    205.4 30.9 93.7 132.3 55.4 196.6 435.4 23.5 

day 7day 7day 7day 7    90.3 42.9 149.4 353.1 44.5 207.1 335.8 24.8 

TypeTypeTypeType    IL-13 IL-15 IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 

day 1day 1day 1day 1    16 50.6 31.6 18.1 30.1 17.8 12576.3 56.4 

day 7day 7day 7day 7    31.6 58 148 35.1 36.3 39.8 19579.6 49.8 

TypTypTypTypeeee    ILILILIL----8888    IPIPIPIP----10101010    MCPMCPMCPMCP----1111    MIPMIPMIPMIP----1a1a1a1a    RANTESRANTESRANTESRANTES    TNFTNFTNFTNF----aaaa      

day 1day 1day 1day 1    18248.8 15618.8 19420.1 9981.4 18499.9 33.8   

day 7day 7day 7day 7    18833.5 18883.3 19782.5 3340.8 13853 38   
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Fig. 1.Fig. 1.Fig. 1.Fig. 1. 채취 당일 검사한 헤파린 처리후 검사한 값과 피콜 방식으로 얻어진 결과치 
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Fig. 2. Fig. 2. Fig. 2. Fig. 2. 단핵구에서 1일, 7일째 측정한 cytokine 값. 
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