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ABSTRACT

PhotodynamicAntimicrobialEffectwithChlorinee6

HwangDeokHo
Advisor:Prof.Jung-HoonYoon,DDS,PhD
DepartmentofDentalEngineering,
GraduateSchoolofChosunUniversity

Recently,new antibacterialstrategyhasbeendemandedbecauseoftheincreased
occurrenceofdrug-resistantbacteria.Accordingly,photodynamictherapyhasbeen
attempted for clinical application against drug-resistant bacteria.Antimicrobial
photodynamic therapy combines a nontoxic photosensitizerwith harmless visible
lighttogeneratesingletoxygenandfreeradicalsthatkillmicroorganism.Inthis
study,theauthorinvestigatedbactericidaleffectofphotodynamictherapybyusing
photosensitizer chlorin e6 to pathogenic bacteria including a gram-positive
Staphylococuusaureusandgram-negativestrainsincludingPseudomonasaeruginosa,
Escherichia coli, and Salmonella enterica serovar Typhimurium. To examine
antimicrobialeffectofphotodynamictherapy,wemeasuredinhibitionzone,colony
formingunits(CFU),andinsituviabilityofbacterialcellsafterilluminationwithan
energydensity(DiodepumpedlaserdriverLD2030)of20J/cm2inthepresenceof10
μM chlorin e6.We found the increase ofinhibition zone on agarplates,the
reduction ofCFU,and therapid decreaseofviablecellnumberofallbacterial
speciesexaminedwhilethoseofcontrolbacteriatreatedsolelywitheitherlightor
photosensitizer were unchanged.The mostsensitive bacteria examined was S.
aureus,and the E.colishowed the smallestgrowth inhibition.These findings
suggestthatthissystem canbeclinicallyapplicableasanalternativeantibacterial
strategytotreatmultipledrug-resistantbacteria. Itisfurthernecessarytodevise
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suitablestrategieswhich enhancethepermeability oftheouterwallin orderto
makegram-negativebacteriasensitivetotheactionofphotodynamicprocesses.It
shouldbeadditionalinvivoexperimenttoseepossibilityofclinicaltreatment.
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I.서론
                                   

 광역학 치료는 레이저 빛에 예민한 반응을 보이는 광민감제(photosensitizer)를 종양에
투여하고,광민감제가 활성화되는 특정 파장의 빛을 조사하여 광화학적,광생물학적 기
전에 의해 암 조직을 특이적으로 손상시키는 암 치료 방법으로 잘 알려져 있다.광역학
치료에 의한 세포내 작용기전의 시작은 광물리 현상으로,바닥상태의 광민감제를 특정
파장의 빛으로 활성화시켜 단일항 상태나 삼중항 상태로 되고 여기서 바닥상태로 될 때
방출되는 에너지가 산소와 반응하여 활성산소(O2)를 생성시키거나 (TypeⅡ반응),감작
제가 전자전달계에 관여하는 경우 자유라디칼이 형성되어 (TypeⅠ반응)세포파괴가 일
어난다.즉,현재까지 알려진 광역학 치료의 원리는 비독성 광활성 염색 분자인 광민감
제가 세포내에 투과된 후,빛에 의해 활성화되면 singletoxygen등 freeradical을 형성
하여 세포내 구성분자를 파괴하는 것이다1-4).
최근 와 실험에서 광역학 치료에 의해 세균을 사멸시키는 것이 가능하
다고 보고하였다5-12).광역학 치료에 이용되는 다양한 광감작제와 빛이 세균의 DNA 손
상을 초래하며,또한 세균의 세포막 이동계통과 효소의 비활성 및 세포성분의 약화에
따른 세포막 손상으로 일으켜서 세균의 비활성화에 영향을 미치는 것으로 알려져 왔다
1,4,13,14).더욱이 광역학 치료는 병원성 미생물에서 유래한 감염질환의 치료에 대해 항균
스펙트럼이 넓고,항생제 내성 균주를 효과적으로 불활성화 시키며,돌연변이 가능성이
낮고,광 내성 세균이 없다는 몇 가지 유리한 특징을 가지고 있다4,5).따라서 광역학 치
료가 감염성 질환의 치료에 실용적인 대안이 될 수 있음을 강력하게 뒷받침 하고 있
다.
감염성 질환의 치료는 항생제가 널리 이용되고,이에 따라 전 세계적으로 항생제 내성
균의 증가는 보건의료계에 큰 문제로 대두되고 있다5).우리나라에서도 감염질환의 치료
내성 뿐 만 아니라 농축산업 및 어업에서도 항생제 오남용이 심각하여 항생제 내성의
발생률이 상당히 높다. 특히 Methicillin 내성 포도상구균 (Methicillin-resistant

;MRSA)에 의한 사망률이 미국의 경우 에이즈에 의한 사망률보
다 높아졌다는 최근 보고는 항생제 내성균의 위험성을 단적으로 보여주는 실례이다.그
러므로,세균의 항생제 내성기작에 대한 연구 및 새로운 항생제의 개발 또는 제어기술
이 절대적으로 필요하다15-17).그러나,우리나라 뿐 만 아니라 주요 선진국에서 많은 연
구가 수행되고 있음에도 불구하고,현재까지 가시적인 제어기술이 개발되지 않고 있으
며,많은 환자가 감염된 조직의 외과적 절제와 대증치료에 의존하고 있으며,이 후에도
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다른 조직으로 확산과 재감염되어 사망하게 된다.
따라서 이 연구에서는 다양한 감염성 질환을 초래하는 세균인 대장균 (

살모넬라( )포도상구균 ( )슈도모나스
( )균에 광역학 치료 방법을 적용하여 inhibitionzone을 분석
하고,colonyformingunit(CFU)을 측정하며,세균의 생존율을 측정하여 살균효과를
확인하고자 하였다.이 연구를 통해 추후 항생제 내성균을 포함한 난치성 세균 감염질
환에 대한 새로운 치료방법을 제시하고,실제 임상에서 적용할 수 있는 시스템을 구축
할 기초자료를 확립하고 이 연구를 시행하였다.
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II.연구재료 및 방법

111...세세세균균균배배배양양양
실험에 이용한 세균은 그람 양성 ,그람 음성

을 이용하였다.
모든 세균은 1% sodium chloride,5% yeastextract,1% tryptone이 포함된 LBliquid
media에 37℃ 조건으로 24시간 배양하였다.
실험에 이용한 세균은 그람 양성 (KCTC 3881),그람 음성

(KCTC 2004), (MG 1655),
(14028 S)을 이용하였다.모든 세균은 1% sodium

chloride,5% yeastextract,1% tryptone이 포함된 LB liquidmedia에 37℃ 조건으로
24시간 배양하였다 (Table1).

TTTaaabbbllleee111...BBBaaacccttteeerrriiiaaassspppeeeccciiieeesss

BacteriaBacteriaBacteriaBacteria strainstrainstrainstrain MediumMediumMediumMedium
S. aureus MG 1655 LB

P. aeruginosa 14028 S LB

E. coli KCTC 3881 LB

Salmonella KCTC 2004 LB

222...광광광민민민감감감제제제 (((PPPhhhoootttooossseeennnsssiiitttiiizzzeeerrr)))및및및 광광광원원원 (((LLLiiiggghhhttt)))
실험에 이용한 광민감제는 chlorine6(Ce6)로 LS-Pharm (Gwangju,Korea)으로부터
제공받아 사용하였다.Ce6의 구조는 Fig1과 같으며,10μM,20μM이 되게 멸균 생리식
염수에 녹인 뒤 세균에 농도별로 처리하여 실험하였다.

FFFiiiggg...111...SSStttrrruuuccctttuuurrreeeooofffccchhhlllooorrriiinnneeeeee666
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광원은 diodelaser(DiodepumpedlaserdriverLD2030,GeumkwangLtd.,Daejeon,
Korea)를 이용하였고,chlorine6처리 후 24시간 뒤에 660nm파장,10J/cm2와 20J/cm2로
bacteria에 직접 조사하였다.Inhibitionzone분석에서는 LBagarplate상에서 직경 1cm
이 되도록 광언의 초점을 위치한 후 10J/cm2(17s), 20J/cm2(34s), 30J/cm2(51s),
40J/cm2(68s),50J/cm2(85s)로 조사하였다.
모든 실험에 사용된 세균은 아무것도 처리하지 않은 군과 laser만 조사하거나 chlorin
e6만 처리한 군,chlorine6와 laser두 가지 모두 처리한 군으로,4그룹으로 나누어
각각 2번 이상 분석하였다.

333...IIInnnhhhiiibbbiiitttiiiooonnnzzzooonnneee분분분석석석
Chlorine6매개 PDT에 의한 광 독성 효과를 알아보기 위하여 inhibitionzone분석을
수행하였다.요약하면 OD600값 0.01이 되도록 resuspension된 200㎕의 세균을 각각
chlorine610μM,20μM과 1:2비율이 되도록 혼합하여 15분간 어두운 실온에서 처리한
후 suspension의 200㎕를 LB agarplate에 옮겨 spreading하였다.Diodelaser는 LB
agarplate에 직경 1cm이 되도록 위치하고 10J/cm2(17s),20J/cm2(34s),30J/cm2(51s),
40J/cm2(68s),50J/cm2(85s)로 각각 조사하였으며,37℃의 조건 하에 2일간 배양하면서
inhibitionzone을 관찰하였다.

444...CCCooolllooonnnyyy---fffooorrrmmmiiinnnggguuunnniiitttsss(((CCCFFFUUU)))측측측정정정
모든 세균을 phosphatebufferedsaline(PBS)으로 두 번 세척하고 OD600값 0.01이 되
도록 PBS에 resuspension하였다.Chlorine610μM,20μM을 각각 bacterialsuspension
과 1:2비율이 되도록 혼합하여 어두운 실온에서 15분 처리하였다.세균 혼합액의 100㎕
를 직경 1cm되는 well에 옮겨 diodelaser20J/cm2(34초)로 조사하였다.Chlorine6와
laser가 처리된 suspension은 10-3,10-4,10-5,10-6이 되게 PBS에 희석 한 후 각각의
200㎕를 agarplates에 옮겨 37℃의 조건 하에 24시간 배양한 후 CFU의 수를 측정하
였다.

555...세세세균균균 생생생존존존율율율 측측측정정정
Chlorin e6매개 PDT에 의한 세균의 생존율을 확인하기 위해 L7012LIVE/DEAD
BacLighTM BacterialViability Kit를 이용하여 수행하였다.이를 요약하면,세균을
OD600값 0.06이 되도록 0.85% Nacl에 resuspension하고,chlorine610μM,20μM과 1:2
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비율이 되도록 혼합하여 어두운 실온에서 15분 처리하였다.직경 1cm되는 well에 100㎕
를 옮겨 diodelaser10J/cm2(17초),20J/cm2(34초)로 각각 조사하였다.Chlorin e6와
laser처리한 세균 100㎕에 SYTO9과 Propidium iodide가 동량으로 혼합된 용액을 곧
바로 첨가하여 15분 동안 처리한 후 형광현미경 (OlympusIX 71,OlympusAmerica
Inc.,Melville,NY)으로 관찰하였다.SYTO9과 Propidium iodide를 merging한 후 양성
인 세균의 수는 ×200시야에서 가장 많은 5부위의 평균을 구하였다.

666...통통통계계계 분분분석석석
각 그룹의 평균값을 구하고 평균 SD로 표현하였다.모든 통계적 계산은 Microsoft
Excel을 사용하여 산출하였다.
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III.연구결과

111...IIInnnhhhiiibbbiiitttiiiooonnnzzzooonnneee분분분석석석
Chlorin e6 10μM,20μM을 처리한 세균을 LB agarplat에 옮겨 10J/cm2(17s),

20J/cm2(34s),30J/cm2(51s),40J/cm2(68s),50J/cm2(85s)로 각각 조사한 후 2일간 배양하
면서 inhibitionzone을 관찰한 결과,24시간 후 그람 양성인 와 그람 음성인

에서는 chlorine610μM과 laser에너지 20J/cm2부터 inhibitionzone이 형
성되었고,에너지가 증가함에 따라 점차 inhibition zone이 뚜렷이 형성되었다 (Fig
2A).그러나 그람 음성세균인 와 에서는 inhibitionzone이 관찰되
지 않았다 (Fig2B).
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222...CCCooolllooonnnyyy---fffooorrrmmmiiinnnggguuunnniiitttsss(((CCCFFFUUU)))측측측정정정
CFU의 측정에 의한 세균의 생존율을 알아보기 위해, chlorine610μM,20μM을 24시
간동안 처리한 후 laser20J/cm2(34초)로 조사하여 10-3,10-4,10-5,10-6로 각각 agar
plates에서 CFU의 수를 측정하였다.그 결과 와 에서는 대조군
에 비해 chlorine610μM과 20μM에 laser20J/cm2처리한 군에서 CFU가 급격히 감소
하였다 (Fig3A,B).그러나 와 는 대조군에 비해 chlorine610μ
M과 laser20J/cm2처리 후 50%정도의 CFU 감소를 보였고,chlorine620μM과 laser
20J/cm2처리 후에는 60% 이상 감소됨을 보였다 (Fig3C,D).
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333...BBBaaacccttteeerrriiiaaalllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyy측측측정정정...
Chlorine6매개 PDT에 대한 세균의 생존율을 측정하기 위해 BacterialViabilityKit
를 이용하여 실험하였다.chlorine610μM,20μM과 laser20J/cm2을 조사한 후 모든 세
포를 염색하는 SYTO 9과 손상된 세포를 염색하는 propidium iodide(PI)를 혼합하여
세균에 처리하고 merge한 결과, 와 의 생존 세균수는 대조군에
비해 PDT 처리된 군에서 세균의 생존율이 감소되었고 chlorine6의 농도가 10μM 보
다는 20μM에서 세포 생존율이 더욱 감소하였다 (Fig4A-D).
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IV.고찰

 이 연구에서 실험한 대장균 ( ),살모넬라( ),포도상
구균 ( ),슈도모나스 ( )는 다양한 유형
의 질환을 초래한다.특히,포도상구균,대장균과 슈도모나스는 가장 대표적이고 흔한
병원내 감염을 초래한다5).살모넬라균은 편모를 가진 그람 음성 막대균으로서,전 세계
적으로 음식물이나 물을 통해 전파되는 장내 감염의 가장 흔한 원인이다. 는 대
변,소변,구토물,입 분비물 등에 섞여 나오는데 감염된 환자나 회복기 환자뿐만 아니
라 만성 보균자 역시 감염원이 될 수 있다5-8).황색 포도상 구균(

)은 그람 양성 구균으로 다양한 피부 병변,인후염,폐렴,심내막염,식중독,독성
쇼크 증후군 등을 일으킨다.특히 화상이나 수술부위에서 발생하는 병원성 감염의 원인
으로 대장균 다음으로 흔하다.또한 피부,폐,골,심장판막 등을 침범하여 화농성 염증
을 일으켜서 국소적인 조직 파괴를 특징으로 한다.대장균은 그람 음성 장내 세균으로
서 비침습성 공생체로서 동물과 인체의 창자 내강에서 자라고 인체에 해로운 세균의 증
식을 억제하기도 한다.이 균은 유전적으로 가장 다양하며,많은 혈청형 중 소수가 인체
에 독성을 나타내며 대장균 플라스미드와 혈청형에 따라 질병이 달리 나타난다5-8,18,19).
E.coli는 일차적 요로감염의 주요 원인이며,주로 외요도를 통해 방광으로 들어가며,요
관을 타고 역행성 감염을 하여 신장까지 파급되어 국소적인 화농성 병소를 초래한다.
허약한 환자,면역기능이 억제된 경우에서는 호흡기를 침범하여 심한 출혈성 기관지 폐
렴과 균혈증을 나타내며,이 경우 세균의 약제 내성으로 인해 치사율이 높다5-8,20).

는 기회감염을 일으키는 그람 음성 막대균이다.화상 후 흔히
감염되어 패혈증을 유발하며, 와 대장균 다음으로 병원 감염의 중요한 원인이
다.다른 그람 음성균과 마찬가지로 녹농균은 털과 접착성 단백을 가지고 있어 상피세
포와 폐 점액에 접착이 용이하며,내독소를 분비하여 패혈증 증상을 보인다5-8,21).
이 연구에서 저자는 다양한 감염성 질환을 초래하는 세균인 대장균 ( ),
살모넬라( ), 포도상구균 ( ), 슈도모나스
( )균에 chlorinee6와 diodelaser를 적용하여 세 가지 방법을
통해 광역학 살균효과를 관찰하였다.Inhibitionzone분석에서 그람 양성인 와
그람 음성인 에서는 chlorin e6 10μM과 laser 에너지 20J/cm2부터
inhibitionzone이 형성되었고,에너지가 증가함에 따라 점차 inhibitionzone이 뚜렷이
형성되었다.그러나 그람 음성세균인 와 에서는 inhibitionzone이
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관찰되지 않았다.CFU 측정 결과도 와 에서는 대조군에 비해
광역학 처리한 군에서 CFU가 급격히 감소하였고,chlorine6농도 증가에 따라 CFU도
감소하였다.그러나 와 는 대조군에 비해 chlorin e610μM과
laser 20J/cm2처리 후 50%정도의 CFU 감소를 보였고,chlorin e6 20μM과 laser
20J/cm2처리 후에는 60% 이상 감소됨을 보여 inhibitionzone분석과 유사한 결과를
보였다.이런 결과를 기초로 하여 그람 음성균인 와 의 광역학 살
균효과가 미약하여 bacterialviability측정은 와 두 균주에서만
시행하였다.그 결과 와 의 생존 세균수는 대조군에 비해 광역
학 처리된 군에서 세균의 생존율이 감소되었고 chlorine6의 농도가 높을수록 세포 생존
율이 더욱 감소하였다.이러한 소견은 chlorine6매개 광역학 치료는 실험한 균주 모두
에서 살균효과를 관찰할 수 있었지만,광역학 반응은 세균의 유형에 따라 다르게 반응
한다고 할 수 있다.가장 민감한 반응을 보인 세균은 이었고 성장억제가 가장
미약한 균주는 였다.이러한 광역학 살균효과의 차이는 세균그람 양성 및 그람
음성 세균들은 3차원적 구조에 있어 뚜렷한 차이 때문인 것으로 생각할 수 있다8,14).특
히 그람 양성 세균에서 15-80nm 두께의 외벽은 lipoteichoicacid와 음전하를 띄는
teichuronic acid와 밀접한 관계가 있는 100개까지의 펩티도글리칸 층을 갖고 있다
16,18-20). 그러므로,그람 양성 세균들은 일반적으로 사용되는 1500-1800달톤을 넘지 않
는 광민감제에 대해 투과성 장벽으로서의 역할을 하지 못하여 쉽게 침투하게 된다.이
와는 대조적으로 그람 음성균은 펩티도글리칸 층 바깥쪽에 10-15nm 두께의 추가적인
구성 요소와 함께 porin기능을 하는 단백질 LPS삼합체,바깥 표면을 치밀한 음전하로
싸여진 유사한 연속체로 만들어주는 지방 단백질 등 매우 이질적 구성요소를 가진다
18-21).이런 체계화된 구조는 숙주세포와 체액성 방어 요소의 투과를 억제하고,일부 항
생제에 대한 내성기전을 촉진시킬 수 있다20). 또한 분자량이 600-700이하인 상대적으
로 친수성 구성요소들만이 porin채널을 통해 확산될 수 있다.그러므로 광역학 살균효
과가 그람 음성 세균에 민감하게 작용하기 위해서는 투과성을 증대시킬 수 있는 전략을
고안하는 것은 필수적이라 할 수 있다17,18).
지금까지 수행되었던 연구결과를 보면 매우 짧은 배양시간,낮은 광민감제의 농도와
적은 용량의 광조사로도 광역학 살균효과가 우수하여 매력적인 감염증 치료전략이라 할
수 있다.일부 연구에서 보인 것과 같이 사람 세포에는 영향을 주지 않는 조건하에서도
병원성 미생물의 선택적 사멸을 가능하게 하기 때문이다19,21).따라서 광역학 살균효과는
적어도 국소화된 감염의 경우에서 미생물 기원의 질병을 치료하는데 특별한 역할을 하
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게 될 것으로 생각된다.아울러 항생제 내성 균주에 대한 광역학 살균효과에 대한 연구
와 함께 에서의 효능 연구가 필요하다고 생각한다.
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V.결론

이 연구에서는 다양한 감염성 질환을 초래하는 세균인 대장균 ( ),살모
넬라( ), 포도상구균 ( ), 슈도모나스
( )균에 광역학 치료 방법을 적용하여 inhibitionzone을 분석
하고,colonyformingunit(CFU)을 측정하며,세균의 생존율을 측정하여 살균효과를
확인하였다.실험결과 chlorine6매개 광역학 치료는 실험한 모든 균주에서 살균효과를
관찰할 수 있었지만,광역학 반응은 세균의 유형에 따라 다르게 반응하였다.가장 민감
한 반응을 보인 세균은 이었고 성장억제가 가장 미약한 균주는 였다.
이러한 광역학 살균효과의 차이는 세균그람 양성 및 그람 음성 세균들의 3차원적 구조
차이로 생각하였다.따라서 광역학 살균효과는 적어도 국소화된 감염성 질환 치료에 특
별한 역할을 하게 될 것으로 생각된다.앞으로 광역학 치료에서 그람 음성 세균의 외벽
을 침투할 수 있는 치료 전략과 함께 항생제 내성 균주에 대한 광역학 살균효과 및
에서의 효능 연구가 필요하다고 생각한다.
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본인이 저작한 위의 저작물에 대하여 다음과 같은 조건아래 조선대학교가 저작물을
이용할 수 있도록 허락하고 동의합니다.

-다 음 -
1.저작물의 DB구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한 저작물의 복제,
기억장치에의 저장,전송 등을 허락함
2.위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집ㆍ형식상의 변경을 허락함.다만,
저작물의 내용변경은 금지함.
3.배포ㆍ전송된 저작물의 영리적 목적을 위한 복제,저장,전송 등은 금지함.
4.저작물에 대한 이용기간은 5년으로 하고,기간종료 3개월 이내에 별도의
의사표시가 없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.
5.해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 또는 출판을 허락을 하였을
경우에는 1개월 이내에 대학에 이를 통보함.
6.조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 타인에
의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음
7.소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한
저작물의 전송ㆍ출력을 허락함.
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저작자: 황 덕 호 (서명 또는 인)
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