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서  론

염증성 구강질환은 구강 내 미생물에 의해 발생하고, 정상적 

상주미생물의 질서가 무너짐으로 치아우식증이나 치주염으로 발

전이 빠르게 진행하게 된다1-3). 특히 Enterococcus faecalis (E. 
faecalis)는 그람 양성 세균으로 구강 내 상주균으로 존재하지만, 
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Objectives: The purpose of this study was to provide photodynamic bactericidal effect against Entero-

coccus faecalis by erythrosine concentrations and LED irradiation times.

Methods: Erythrosine was used as a photosensitizer and green LED (3 Watt, 520-530 nm) was used as 

light source. E. faecalis ATCC 1943 and E. faecalis ATCC 29212 were used in this study. Approximately 

105 CFU of bacteria were added in wells of a 96-well microtitration plate. For examining the effects of 

concentrations of erythrosine, 0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, and 10 M of erythrosine were added in wells 

containing bacteria. The irradiation time with LED was 30 sec. In another set of experiment, the effect of 

irradiation time for killing of bacteria was investigated by increasing irradiation time from 0 to 30 s with 

10 M of erythrosine final concentration. After irradiation, each sample was serially diluted with PBS and 

50 l of diluents was spread on duplicate blood agar plates. The plates were incubated for 72 h at 37oC 

under aerobic conditions and the number of CFU was determined. The experiments were repeated four 

times. The results were analyzed using one-way ANOVA, and Tukey’s multiple comparison at a signifi-

cance level of 0.05.

Results: When the erythrosine concentrations were more than 2.5 M, E. faecalis ATCC 29212 was 

significantly decreased (P<0.05). The more erythrosine concentrations increased, the more E. faecalis 

ATCC 1943 decreased statistically significantly (P<0.05). In another set of experiment, when LED ir-

radiation time was more than 20 s, E. faecalis ATCC 1943 decreased significantly (P<0.05), and if the 

irradiation times was more than 5 s, E. faecalis ATCC 29212 decreased significantly (P<0.05).

Conclusions: PDT using erythrosine and green LED was found to be an effective method in killing E. 

faecalis.
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세 번째로 흔한 원내감염 원인균으로서 임상적 중요성을 갖으며4), 

근관치료 후 근관치료의 약제에 내성이 있고 영양결핍이 지속되

어도 생존 가능하여 근관치료 실패에 있어 중요한 요인이 될 수 있

다5). 또한 근관치료 후 난치성 치근단 치주염과 같은 치주염을 야

기할 수 있기 때문에6,7), 이러한 이유로 E. faecalis를 제거하기 위

한 연구들이 이뤄지고 있다.

구강미생물에 의한 근관 내 감염을 방지하기 위한 방법으로 

항균제를 이용한 근관세정과 근관 내 약제의 사용이 추천되어 왔

지만, 근관의 형태적 복잡성으로 기구 및 세정제의 도달이 어려워 

세균의 완전한 제거에는 한계가 있으며8-10), E. faecalis는 근관 내 

약제로 흔히 사용되는 수산화칼슘에 높은 저항력을 갖는다11). 또

한 근관 내 감염방지를 위한 대안으로 레이저를 통한 항균효과를 

들 수 있는데, 조사된 레이저 빛이 근단공을 넘어설 경우 치아지지

조직과 치아 근처의 이공과 하악 신경관 같은 구조물에 위해를 일

으킬 수 있다12).

이러한 단점은 광감작제(photosensitizer)를 사용하여 이에 

민감한 세균을 사멸함으로써 극복할 수 있는데, 이러한 방법이 광

역학치료(photodynamic therapy, PDT)이다. 그 원리는 체내의 

산소와 외부에서 공급되는 광원, 그리고 그 빛에 민감한 광감작제

를 이용하는 것으로, 광감작제를 세균과 접촉시키고 이를 활성화

시킬 수 있는 적절한 파장의 광원을 적용하여 일중항산소(singlet 

oxygen)과 유리기(free radical)를 형성함으로써13), 사람의 정상

세포에는 영향을 미치지 않으며 세균에 대한 항균효과를 기대할 

수 있다14,15). 따라서 최근에 근관의 미생물을 목표로 하는 PDT의 

적용 가능성에 대한 연구가 활발하다16-18).

PDT에 대한 연구들에서 광원(light source)으로 helium/

neon gas laser, light-emitting diode (LED) 등이 다양하게 사

용되고 있고, 광감작제로 haematoporphyrin, phthalocyanine, 

toluidine blue O, erythrosine 등이 연구되고 있으며19), methy-

lene blue와 적색 광원의 E. faecalis 정균효과도 확인되었다16). 

그러나 대부분의 광감작제가 인체사용에 있어 한계점을 가지고 있

는 반면에 erythrosine은 치과에서 치면착색제로 널리 사용되며 

인체에 무해하기 때문에 그 편의성과 안전성을 갖고 있다. Eryth-

rosine을 광감작제로 사용하는 것에 대해 의견이 분분하지만, 이

를 광감작제로 하여 LED를 이용한 연구에서 구강 세균에 대한 효

과가 입증되고 있으므로 치료효과에서도 광감작제로서 이점이 있

을 수 있다20). 그러나 E. faecalis에 대한 erythrosine의 효과에 대

한 연구는 전무한 실정이다. 

따라서 본 연구의 목적은 치면착색제로 널리 이용되고 있는 

erythrosine을 이용한 PDT가 E. faecalis에 미치는 영향을 평가

하고자 하였다.

연구대상 및 방법

1. 광감작제와 광원
광감작제는 erythrosine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)을 사용하고, 광원은 파장이 520-530 nm인 3 watt 녹색

(green) LED (Photron Co. Ltd., Seoul, Korea)를 사용하였다.

2. 세균과 배양조건
한국구강미생물자원은행(Chosun University, Gwangju, 

Korea)으로부터 E. faecalis ATCC 1943과 E. faecalis ATCC 

29212을 제공받았다. 세균들은 Brain Heart Infusion broth 

(BHI; Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA)

에서 37oC 호기환경 하에 18시간 동안 배양하였다. 분광광도계

(Smart Plus 2700, Young-woo Inst., Seoul, Korea)를 이용하

여 660 nm에서 세균현탁액의 탁도를 측정하였다. 미리 준비한 

표준곡선(탁도 vs. 세균 수)으로 세균수를 측정하였으며, 세균은 

PBS (phosphate buffered saline)를 이용하여 1×107 CFU/ml

로 희석하였다.

3. 광감작(Photosensitization) 과정
약 105 CFU의 세균을 96-well microtitration plate (SPL 

Lifesciences, Pocheon-Si, Gyeonggi-Do, Korea)의 well에 추

가하였다. Erythrosine의 농도에 따른 효과를 검사하기 위해, 각

각 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0 M의 erythrosine을 세균이 포함

된 wells에 주입하였다. 모든 군에서 녹색 LED를 이용하여 광원

을 30초간 조사하였다. 세균사멸에 있어서 광원의 조사시간에 따

른 효과를 평가하기 위하여, 10 M의 erythrosine이 주입된 배지

에 0-30초로 광원조사 시간을 증가하면서 측정하였고, 광원과 표

본과의 조사거리는 1 cm이었다. 각 실험군은 duplicate wells로 

구성하였다. 광조사 후, 각 표본들은 PBS를 이용하여 희석하고, 

희석액의 50 l을 duplicate blood agar plates (Hanil-KOMED, 

Sungnam, Gyounggi-Do, Korea)에 도말하였다. Plates는 37oC 

호기환경 하에 72시간 동안 배양하고 automatic colony counter 

(IUL, Barcelona, Spain)를 이용하여 CFU를 측정하였다. 실험

은 4회 반복하였다.

4. 통계분석
각 군 간의 차이를 비교하고자 one-way ANOVA를 시행하였

고, Tukey 사후분석을 시행하였다. 통계분석프로그램으로 PASW 

19.0을 사용하였다.

연구성적

1. PDT 적용 후 표준균주 별 erythrosine 농도에 따른 세균 수
Erythrosine을 넣지 않은 것과 비교하였을 때, E. faecalis 

ATCC 1943는 erythrosine의 농도가 0.625 M이상에서부터 

통계적으로 유의하게 감소하였고(P<0.05), E. faecalis ATCC 

29212는 erythrosine의 농도가 2.5 M이상에서부터 통계적으로 

유의하게 감소하였다(P<0.05). 두군 모두에서 erythrosine의 농

도 5 M 이상에서 그 이하보다 유의하게 세균의 수가 통계적으로 

유의하게 감소하였다(P<0.05) (Table 1).
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2. PDT 적용 후 표준균주 별 광조사 시간에 따른 세균 수 
E. faecalis ATCC 1943는 LED 조사 시간이 15초 이상일 

경우 그 이하보다 더 많은 감소를 보였고(P<0.05), E. faecalis 

ATCC 29212는 조사 시간이 10초 이상일 경우 그 이하보다 더 많

은 감소를 보였다(P<0.001) (Table 2).

고  안

치수 및 치근단 질환의 원인균들은 근관 내벽에 세균막 형태

로 존재하여 병소를 유발하는데21), 그 중 E. faecalis은 변연치주

염과 근관주위염의 원인균이며22,23), 감염된 근관의 52.94%에서 

발견되는 주요 균종으로24,25) 생존력이 우수한 특징을 갖고 있다5). 

반면에 감염근관에서 완벽히 제거하기엔 가장 어려운 균주로 알

려져 있다26). PDT는 미생물에 대한 항균효과를 목표로 하는 새로

운 대안으로, 기존의 항미생물 요법에서 보고되고 있는 세균 내성

이 이 PDT에서는 발생하지 않는다는 것이 중요한 시사점이다27).

PDT에는 세균에 대한 항균효과를 발휘할 수 있도록 적절한 

광감작제와 광원이 필요한데, 본 연구에서는 erythrosine과 녹색 

LED를 이용하였다. Erythrosine은 치면세균막 착색제로 치과에

서 흔하게 사용하는 제제인데 적외선의 빛을 흡수하여 광화학적 

반응을 일으킬 수 있어서 광감작제로 사용하는데에 효과적이다28). 

LED는 치과에서 충전재료의 중합을 위해 일반적으로 사용하는 

광원으로, 레이저보다 저렴하고 사용이 용이하기 때문에 레이저

의 대체로서 제안되었다29). 이전에 erythrosine과 LED를 이용하

여 세균에 대한 PDT의 효과를 확인한 연구20)에서 520-530 nm 

녹색 LED가 다른 파장의 LED에 비해 Streptococcus mutans
와 Streptococcus sobrinus에 대한 항균효과가 우수함을 확인하

였기에 이를 근거로 본 연구에서는 520-530 nm 녹색 LED를 광

원으로 사용하였다. 동일한 광감각제라고 하더라도 어떤 파장의 

빛이 조사되는지에 따라 그 효과가 차이가 나기 때문이다. Eryth-

rosine에 520-530 nm 녹색 LED를 조사하면, erythrosine 광감

작제는 높은 에너지를 갖는 삼중항상태(triplet –state)로 변화되

며, 생체분자와 반응하여 유리기를 형성하거나 산소분자와 반응

하여 일중항산소를 만들어내어 세균의 원형질과 DNA를 산화시

키므로써 세균을 사멸시킨다13).

Erythrosine의 농도에 따른 항균효과는 E. faecalis ATCC 

1943와 E. faecalis ATCC 29212에서 erythrosine을 5 M 이

상 적용하였을 때, 그 이하를 사용한 군에 비해 통계적으로 유의하

게 증가하였으며, erythrosine의 농도가 증가할수록 CFU가 통계

적으로 유의하게 감소하는 결과를 보였다(Table 1). 이는 S. mu-
tans에 대해 광감작제로 erythrosine을 사용한 Jung 등30)의 연구

에서도 동일하게 나타났는데, erythrosine의 농도가 증가할수록 

항균효과가 증가하며, 5 M 이상에서 통계학적 감소를 보임을 확

인할 수 있었다.

LED 조사시간에 따른 효과에서는 E. faecalis ATCC 1943

가 LED 조사 시간이 15 이상일 경우 그 이하보다 더 많은 세균 

수의 감소를 보였고(P<0.001), E. faecalis ATCC 29212는 조

사 시간이 10초 이상일 경우 그 이하보다 더 많은 감소를 보였다

(P<0.05)(Table 2). Metcalf 등31)이 erythrosine을 이용하여 S. 

Table 1. CFU/Well (×104) of E. faecalis by erythrosine concentration after PDT

Contents LED irradiation time (seconds) Erythrosine concentration (M) CFU/Well (×104) (Mean±SD) P-value

E. faecalis ATCC 1943
 
 
 
 
 
E. faecalis ATCC 29212
 
 
 
 
 

30
 
 
 
 
 
30
 
 
 
 
 

10
5
2.5
1.25
0.625
0
10
5
2.5
1.25
0.625
0

2.39±0.82a

3.82±0.24a

11.70±0.66b

16.51±3.98c

17.30±0.99c

23.82±1.81d

0.74±0.25a

3.25±2.22a

7.27±0.66b

9.32±0.66bc

8.81±0.86bc

10.71±1.18cd

<0.001
 
 
 
 
 

<0.001
 
 
 
 
 

a,b,c,dThe same letter indicates no significant difference by one-way ANOVA and Tukey's multiple comparison at =0.05.

Table 2. CFU/Well (×104) of E. faecalis by LED irradiation time after PDT

Contents
LED irradiation 
time (seconds)

CFU/Well (×104)
(Mean±SD)

P-value

E. faecalis 
ATCC 1943

 
 
 
 
 
E. faecalis 

ATCC 29212
 
 
 
 
 

0
1
5
10
15
20
30
0
1
5
10
15
20
30

24.44±5.91a

26.56±7.22a

22.21±2.24a

21.84±3.30a

12.20±3.31b

9.12±1.29b

4.78±0.53b

7.26±1.20a

7.40±1.47a

6.36±1.15a

4.04±0.46b

2.93±0.27bc

2.54±0.38bc

0.89±0.81c

<0.001
 
 
 
 
 
 

<0.001
 
 
 
 
 
 

a,b,cThe same letter indicates no significant difference by one-way ANOVA 
and Tukey’s multiple comparison at =0.05.
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mutans에 대한 조사시간에 따른 PDT의 효과를 확인하고자 시행

한 연구에서는 광조사 5분 동안 세균의 98%까지 사멸되었고, 그 

후의 세균 수의 감소 속도가 줄어드는 것으로 나타났다. 본 연구

에서 사용한 광원과 조사시간 단위의 차이가 있어서 비교하는 것

에는 한계가 있으나, 시간의 경과에 따라 세균 수의 감소가 둔화

되는 유사한 결과를 확인하였으며, 추후 보다 다양한 단위의 조사

시간에 따른 변화를 연구할 필요가 있다. Kaushik 등32)은 여러 가

지 근관세정액의 E. faecalis에 대한 항균효과를 생체외 실험실으

로 생리식염수와 비교 연구하였는데, 이 중에서 효과가 높았던 제

제는 5.25% NaOCl가 약 85%, 3% H2O2가 약 45%의 항균효과

를 가진다고 보고하였다. 본 연구에서는 10 M의 erythrosine이 

주입 하에서 빛을 조사하지 않았을 때와 비교하여 30초간 빛을 조

사하였을 때 약 80-88% 항균효과를 나타내었다. 실험조건이 다르

기 때문에 직접적 비교는 어렵지만 E. faecalis에 대한 PDT의 항

균효과는 기대할 만한 수준이라고 판단된다. 그러나 본 연구에서

는 세균현탁액 상태(planktonic)의 E. faecalis를 대상으로 실험

하였으므로 이 세균이 biofilm을 형성하고 있는 상태에서의 PDT 

효과에 대한 연구도 앞으로 필요할 것으로 생각된다.

본 연구는 E. faecalis에 광감작제와 광원으로 erythrosine과 

녹색 LED를 이용한 유일한 연구라는 점에서 그 의미가 있다. 추

후 본 연구에서 얻은 결과를 토대로, 보다 적용 가능한 erythro-

sine의 농도와 LED의 조사시간, 조사거리 등 적용방법에 대한 후

속연구가 필요하며, 나아가 실제 치아의 근관 내에서의 항미생물 

효과와 근관치료 과정에서의 적용가능성에 대한 임상시험이 진행

되어야 할 것이라 생각된다.

결  론

PDT는 기존의 항미생물 치료법의 대안 또는 보조적 방법으

로 제시되고 있기 때문에, 이에 본 연구는 구강 내 상주균이자, 근

관치료의 결과 및 관련 치주염의 원인이 되는 E. faecalis에 대

하여 erythrosine 농도와 녹색 LED의 조사시간에 따른 PDT

의 효과를 확인하고자 진행되었다. 연구결과에 따르면, LED의 

조사시간이 30초 일 경우, erythrosine 농도가 5 M 이상에서 

E. faecalis 수가 통계적으로 유의하게 감소하였으며(P<0.05), 

erythrosine 농도가 10 M 일 경우, LED의 조사시간이 10-15

초 이상에서 E. faecalis 수가 통계적으로 유의하게 감소하였다

(P<0.05). 이상의 연구결과를 통해 erythrosine과 녹색 LED를 

이용한 PDT가 E. faecalis에 대한 항균 효과가 있음을 확인하였

으며, erythrosine의 농도증가와 LED 조사시간 증가에 따라 항

균효과도 증가하였다. 추후 효과적인 PDT 적용 방법과 구강 내에

서의 실용가능성에 대한 후속 연구가 필요할 것이다.
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