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서  론

구강질환의 예방 및 적절한 치료는 단순히 구강건강관리 차원

이 아니라 인체 전반의 건강과 직결되므로 매우 중요하다 할 수 있

다. 인체가 질병에 이환 시 가장 먼저 증상을 보이는 곳이 대부분 

구강이며, 구강에서 발생한 질환이 전신질환으로 연결되기도 한

다. 구강내는 여러 정상 세균총이 상주하여 존재하고 있으며, 이러

한 정상 세균총은 숙주의 면역체계나 구강환경에 따라 병원균으

로 작용하게 되며1), 구강내 감염에 영향을 미치게 된다.

이렇듯 숙주의 면역체계가 정상적이지 않을 경우 기회감염을 

일으키는 균은 여러 가지가 있으나 대표적인 기회감염 진균으로 

Candida albicans (C. albicans)를 들 수 있다. 또한, 후천성 면역

결핍증 환자, 면역 억제제 복용환자, 당뇨병 환자, 구강위생이 불

량한 환자에서 C. albicans에 쉽게 이환되어 나타난다2). 또한, 전

암 병소인 백반증(leukoplakia)과 캔디다 감염이 관련이 있다는 

연구가 보고 되고 있으며3), 구강내 발생하는 상피암에 있어 C. al-
bicans가 구강암의 개시와 관련이 있다는 연구가 보고되고 있다4). 

C. albicans를 광범위한 부위에 적용하기 위해서는 구강 소독액이
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Objectives: The aim of the present study was to evaluate the stability of non-thermal atmospheric-

pressure plasma on Candida albicans in hairless mouse-2 (HRM-2) tissues.

Methods: HRM-2 mice were subjected to non-thermal atmospheric-pressure plasma jet treatment us-

ing an optical fiber probe and monitored using a thermometer. The skin of HRM-2 mice was treated with 

plasma jet for 0, 60, 180, and 300 s per day for 5 days. After plasma treatment, morphological changes 

in Candida albicans on the skin of these mice were examined using a scanning electron microscope. 

Biopsy of the plasma-treated skin was performed and the tissues were histologically analyzed using he-

matoxylin and eosin (H&E) and Masson’s trichrome stains.

Results: The scanning electron microscopic images revealed the morphological changes in the mem-

brane structure of the plasma-treated Candida albicans. Histological analysis showed that non-thermal 

plasma treatment did not cause epidermal damage or tissue inflammation and did not significantly 

modify the collagen layers of the mouse skin.

Conclusions: The results of this study suggest that non-thermal atmospheric-pressure plasma might 

be safe and effective for clinical applications in the field of dentistry.
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나 항생제와 같은 약물을 사용할 수 있으나, 구강소독액 오남용시 

포함되어 있는 알콜 성분등으로 인해 구강건조증과 같은 부작용을 

초래하게 된다. 그러므로 국소적인 부위에 구강 내 세균 질환 감염

시 조직의 손상 없이 효과적으로 세균을 사멸 시킬 수 있는 장치의 

개발이 필요하며, 최근 저온 상압 플라즈마 장치는 박테리아 살균

에 효과적임이 보고되고 있다5). 

본 연구에서 사용한 플라즈마란 제 4의 상태로서, 고체는 에너

지 중 가장 적은 열 에너지를 가지고 있으며, 열에너지를 지속적으

로 가할 경우 액체, 기체 상태가 되며 기체 상태에서 다시 열에너

지를 가하면 전자가 에너지를 받아 제 4의 상태인 플라즈마 상태

가 된다6). 플라즈마는 실생활에서 많이 사용되고 있는 네온사인, 

형광등과 공업 분야인 용접, 절단, 표면 처리 등에 있어서도 다양

하게 사용되고 있다7). 또한 플라즈마는 ion, ultraviolet, 전기장, 

reactive oxygen 등 다양한 활성종들이 발생하며, 이러한 특징들

이 의학적 응용에 주목을 받기 시작하면서 최근 암 치료8,9), 박테

리아 살균10), 치아미백11,12), 혈액응고13), wound care14) 등의 다양

한 분야에서 적용되고 있다. 본 연구에서 사용한 저온의 상압 플라

즈마 장치는 안정성이 높고 휴대가 용이한 장치로서 본 연구자는 

선행연구를 통해15) 구강 내 대표적인 기회 감염 균인 C. albicans
가 in vivo 및 in vitro 실험 시 저온 상압 플라즈마 처리 후 효과적

으로 감소하는 것을 증명하였다. 그러나 본 연구자는 플라즈마를 

이용한 C. albicans의 소독효과 뿐만아니라 플라즈마 장치가 조직

에 미치는 영향, 즉 안정성 여부를 증명하는 지속적인 연구가 필요

함을 인지하였다. 그러므로 본 연구에서는 저온의 상압 플라즈마 

장치를 이용하여 마우스 표면에 C. albicans를 처리 후 플라즈마 

장치의 온도, 처리시간, 반복처리 여부에 따른 조직에 미치는 안정

성을 in vivo 실험을 통하여 입증하고자 한다.

연구대상 및 방법

1. 플라즈마 장치
본 연구에서 사용한 저온 상압 플라즈마 장치는 900 MHz, 

2.5 W의 마이크로파 전력으로 아르곤 가스를 이용하여 플라즈마 

jet를 생성할 수 있도록 고안되었다16,17). 입력전원을 측정하기 위

해 RF Power meter (EPM-441A; HP, Georgia, USA)를 사용하

였으며 분당 3리터(liter per minutes)의 가스유량으로 실험을 진

행 하였다. 보다 효과적이고 안정적으로 플라즈마를 발생시키기 

위하여 아크릴 캡을 플라즈마 장치끝에 부착하였으며, 아크릴 캡

은 4 mm 크기의 구멍을 내어 실험에 적용하였다. 마우스 조직과 

플라즈마 장치의 거리는 10 mm로 고정하여 시행하였다(Fig. 1).

2. 플라즈마 장치 온도측정
저온 상압 플라즈마 장치의 온도를 측정하기 위하여 광섬유 

탐침(Fiso-10 fiber optic conditioner)을 이용하여 플라즈마 발

생부위의 온도를 측정하였다. 측정결과 저온의 상압 플라즈마 장

치의 온도는 39oC를 유지함을 확인하였다(Fig. 2).

3. 실험동물
본 연구에 사용한 마우스는 5주령 hairless mouse-2 (HRM-

2) 수컷 마우스(Central Lab. Animal Inc. Seoul. Korea)을 대

상으로 하였다. 본 실험은 동물실험 수행을 하기 위하여 양산부산

대학교병원 동물실험윤리위원회에서 승인(IRB NO: PNUH No. 

2012-0033)을 받았으며, 동물 실험 시 모든 실험 과정에서 PNU-

IACUC의 규정에 따라 동물실험에 관한 윤리 과정을 준수하여 

연구를 진행 하였다. 실험군의 마우스에 30 mg/kg zolazepam 

hydroxide (zoletil 50; Virbac, Sao Paulo, Brazil)과 10 mg/kg 

xylazine hydroxide (Rumpun; Bayer, Shawnee Mission, KS)

을 피하 주사하여 마취하였다. 마취시킨 마우스 등에 C. albicans
를 처리하기 위하여 포비돈 소독 후 알코올로 닦아내는 과정을 2

회 반복 하였다. C. albicans를 처리할 마우스 등 부위에 marker

Fig. 1. Non-thermal atmospheric pressure plasma source and 
treatment of a HRM-2 mouse tissue.

Fig. 2. The measurement of microwave plasma temperature using 
optical fiber. The input power is 2.5 W, and the argon flow is 3 slm.
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를 이용하여 표시한 후 C. albicans 균주를 5 μl를 접종 후 상온에

서 5분간 건조시켰다. 플라즈마 jet과 마우스 피부조직과는 1 cm

으로 고정하였다. 플라즈마 처리 시간은 본 연구진이 앞서 발표한 

사멸효과 논문15)과 동일하게 0초, 60초, 180초, 300초간 동일하

게 처리하였다. 또한, C. albicans의 사멸효과를 증대시키기 위해 

플라즈마를 각 시간대별로 1회에서 3회 반복 처리하였다.

4. 플라즈마 처리 및 생검
HRM-2 수컷 마우스에 졸레틸과 럼푼을 섞어 피하조직에 주

사하여 마취하였다. 마취된 마우스 등 부위를 포비돈과 알코올을 

이용하여 소독한 후 플라즈마를 처리할 부위를 1×1 cm 크기로 

표시한 후 C. albicans 균을 오염시켜 플라즈마를 처리하였다. 플

라즈마의 안정성을 확인하기 위해 5일 동안 위의 방법으로 반복 

처리하였으며, 이틀 뒤인 7일째에 생검을 실시하였다.

5. 조직학적 검사
대조군 및 실험군 HRM-2 마우스 조직을 4% paraformal-

dehyde 용액에 12시간 동안 고정시킨 후 탈수과정을 거쳐 파

라핀 왁스에 포매하여 4 μm 두께로 절편을 제작 하였다. 조직

학적 평가를 위하여 Hematoxylin-Eosin (H&E)과 Masson’s 

trichrome 염색을 실시하였다. H&E 염색은 마우스 조직의 표피

와 진피부분의 변화를 확인 하 기 위해 시행하였으며, Masson’s 

trichrome 염색은 콜라겐 섬유의 변화 및 교원질 침착(collagen 

deposition)를 확인하기 위해 실시하였다. Masson’s trichrome 

염색시 콜라겐 섬유는 푸른색, 세포핵은 검은색, 근육·세포질·

케라틴 부위는 붉은색으로 나타난다. 염색 후 광학현미경(Axios-

kope, Carl Zeiss, German)을 이용하여 400배 배율로 촬영을 실

시하였다.

6. 주사전자현미경 분석
저온 상압 플라즈마 처리 후 C. albicans 균주의 형태와 구조

적 변화를 확인하기 위하여 주사전자 현미경(SEM, Scanning 

Electron Microscopy) 촬영을 시행하였다. 마우스 피부조직에 

C. albicans를 오염시킨 후 저온의 플라즈마를 0초, 60초, 180초, 

300초간 처리 후 조직을 대조군과 플라즈마를 처리한 실험군을 

마우스 피부조직에 적용시켜 0.8×0.8 cm 크기로 생검 하였다. 생

검한 조직을 2.5% glutaraldehyde 용액에 2시간 30분 동안 적용

시킨 후 1% 사산화 오스뮴 용액에 2시간 동안 처리하였다. 처리

된 마우스 조직을 알코올 용액에 탈수 과정을 거친 후 hexameth-

yldisilasane (HMDS) 용액을 이용하여 처리한 다음, 자연 상태

에서 건조시켰다. 준비된 조직 마우스 조직 시료는 주사전자현미

경(S3500N, HITACHI, Tokyo, Japan)을 이용하여 관찰하였다.

연구성적

1. 주사전자현미경을 이용한 세포의 형태학적 손상 
주사전자현미경을 이용하여 관찰한 결과 마우스 조직 표면에 

저온 상압 플라즈마 장치를 적용하는 시간이 증가함에 따라 실험

군에서 C. albicans의 형태학적 변화 및 손상이 증가하였다. 플라

즈마를 처리하지 않은 대조군에서는 C. albicans의 전형적인 형태

인 타원형의 형태를 나타내고 있었으며, 세포벽의 형태 또한 손상 

없이 매끈한 형태를 보였다(Fig. 3A). 반면 플라즈마를 60초, 180

Fig. 3. Scanning electron photomicro-
graphs of C. albicans on mouse tissue 
treated with microwave plasma.(A) none 
treatment of plasma (B) plasma treatment 
for 60 sec, (C) plasma treatment for 180 
sec, (D) plasmatreatment for 300 sec. 
Magnification ⅹ2,000.
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Fig. 4. The histological analysis using H&E staining against the mouse tissue after treatment of microwave plasma. After the repeated microwave 
plasma treatment for 5 days, the biopsies were performed 7 days. Plasma treated for (A) 0 sec (without plasma treatment), (B) 60 sec, (C) 180 sec 
and (D) 300 sec, there is notissue morphological change. Magnification ⅹ400.

Fig. 5. Masson’s trichrome staining indicates distinct collagen structures formed in dermal layer. After the repeated microwave plasma treatment 
for 5 days, the biopsies were performed 7 days. Collagen layers,nuclei and keratins were no significant different to compare control and experiment 
groups. Plasma treated for (A) 0 sec (without plasma treatment), (B) 60 sec, (C) 180 sec and (D) 300 sec. Magnification ⅹ400.
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초, 300초 처리 시 적용 시간이 증가함에 따라 C. albicans의 형태

가 대조군과 비교 결과 타원형의 형태에서 편평해지고, 세포가 손

상되어 불규칙적인 형태를 보였다(Fig. 3B-D).

2. 조직학적 검사
저온 상압 플라즈마 처리 시간의 증가와 반복 처리 시 발생할 

수 있는 조직손상 및 염증 효과를 in vivo 연구를 통해 확인 하고

자 하였다. 저온 상압 플라즈마 장치를 HRM-2 마우스 피부 조직

에 0초, 60초, 180초, 300초간 시간대별로 각각 1회에서 3회 적

용하였다. 또한, 5일간 플라즈마를 연속처리 한 후 지연형 염증효

과 가능성을 염두 하여 이틀 뒤인 7일째에 생검을 실시하여, H&E 

염색과 Masson’s trichrome 염색을 실시하였다. H&E 염색 결

과 5일간 연속으로 마우스 조직에 플라즈마를 처리하였으나 표피

와 진피층 부위에 형태학적 변화를 나타내지 않음을 확인 하였다

(Fig. 4). 표피층의 세포들은 규칙적이고 치밀하게 형태의 변화 없

이 위치하며, 세포의 손상이나 핵의 손상 또한 관찰되지 않았다. 

Masson’s trichrome 염색결과 콜라겐 섬유나 근육, 세포 및 진피 

조직 내에서 염증성 변화를 나타내지 않음을 확인 하였다(Fig. 5).

고  안

C. albicans는 곰팡이 균(fungus)인 효모의 일종으로 인체에

서 매우 흔하게 발견되며, 정상 세균총의 불균형 발생 시 인체의 

감염을 일으켜 캔디다증을 유발시키는 것으로 알려져 있다18). 그

러나 캔디다균은 신체의 다양한 부분에 존재하고 있어 숙주의 면

역력이 저하될 경우 인체에 침범하여 장기, 점막, 혈액의 감염을 

일으키게 된다19,20). 또한 습한 환경을 좋아하는 특성으로 인해 여

성의 생식기, 식도, 구강점막에서 호발 하는 특성을 지니고 있다21).

최근 저온 상압 플라즈마의 특징을 이용하여 박테리아 사멸이

나 상처치유에 적용한 연구가 지속적으로 보고되고 있다. 발표된 

연구에 의하면 다양한 저온 플라즈마 장치를 이용하여 동물 조직 

처리 시22) 세포내 독성이나 조직 손상이 없음이 지속적으로 보고

되고 있으나 본 연구에서 사용한 저온의 상압플라즈마 장치를 이

용한 조직에서의 연구는 아직 부족한 실정이며, 안정성에 대한 검

증은 중요하다 할 수 있다.

본 연구자는 선행 연구결과를 통하여 저온 상압 플라즈마 장

치가 HRM-2 조직표면에서 C. albicans의 소독 효과가 매우 효

과적임을 증명하였으며15) 후속 연구로서 플라즈마 장치의 안정

성 실험을 진행 하였다. 본 연구에서는 플라즈마 장치의 온도, 처

리시간, 플라즈마의 반복적용 등의 세 가지 측면에서 분석을 실시

하였다. 첫째, 박테리아의 소독 효과가 저온 상압 플라즈마 장치에

서 발생하는 높은 온도로 인한 효과일 경우 조직 내 손상을 야기하

고 세포의 성장 및 분화에 영향을 미칠 수 있으므로 플라즈마 장치

에서 발생하는 온도에 대한 안정성을 평가하고 검증하는 단계가 

필요하다 사료되었다. 조직이나 세포는 40oC 이상의 온도에 노출

될 경우 손상을 입게 되며, 43oC 이상의 온도에서는 세포의 괴사

가 일어날 수 있으므로 조직에 적용되는 장치에서 발생하는 온도

는 안정성에 있어 매우 중요한 척도라 할 수 있다. 본 실험에서 사

용한 저온의 플라즈마 장치는 사람의 체온과 유사한 39oC 이하를 

유지 하였으므로 본 연구에서 사용한 저온 상압 플라즈마 장치의 

높은 소독효과는 열로 인한 소독의 효과가 아님을 알 수 있다. 즉, 

본 연구에서 사용한 저온 상압 플라즈마 장치는 기존의 고주파 플

라즈마 장치에 비해 현저히 낮은 온도로서 조직의 손상 없이 효과

적으로 국소부위의 박테리아를 사멸시킬 수 있는 장점으로 인해 

biomedical 분야 적용에 매우 적합한 장치라고 할 수 있다.

둘째, 본 실험에 사용한 플라즈마 장치는 처리시간이 길어짐

에 따라 박테리아의 사멸 효과가 높아짐이 확인 되었으며15), 이는 

플라즈마의 처리시간이 길어질수록 플라즈마에서 발생하는 다양

한 활성종(active species)이나 하전입자(charged particles)로 

인해 살균효과가 높게 나타나는 것으로 판단되었다. 보고에 따르

면 플라즈마에서 발생하는 다양한 하전입자가 세포벽을 파괴시키

는 것으로 알려져 있다23,24). 본 연구 결과에서도 플라즈마를 60초

간 처리한 실험군보다 300초간 처리 후 SEM 촬영시 C. albicans
의 형태변화가 가장 많이 나타났음을 확인 하였다. 또한, 선행연구

를 통하여 플라즈마 장치를 반복적으로 처리 시 세균의 사멸효과

가 증대됨을 알 수 있다15). 이러한 현상은 저온 상압 플라즈마 처

리 시간을 증가 시키고 반복처리 할수록 플라즈마에서 발생하는 

다양한 활성종과 하전입자 등이 C. albicans의 세포벽을 파괴시키

고 세포벽의 합성을 억제하여 세균의 공동응집력을 감소시켜 살

균효과를 증대시키는 것으로 사료된다. 이를 바탕으로, 저온 상압 

플라즈마 장치의 처리 시간의 증가와 반복 처리 시 조직에 미칠 수 

있는 손상 정도를 확인하기 위하여 HRM-2 마우스 조직 표면에 

C. albicans를 오염시킨 후 저온 상압 플라즈마를 0초, 60초, 180

초, 300초간 각각 1회, 2회, 3회 반복 처리하여 플라즈마로 인한 

조직의 손상과 염증 반응을 유도 하였다. 이러한 과정을 5일 동안 

연속 반복 처리 후 7일째에 생검을 통하여 H&E 염색을 통한 조직 

분석 시 표피층의 핵의 변화나 조직의 손상 등이 전혀 나타나지 않

음을 인지하였다. 또한, 마우스 조직의 표피층 뿐만 아니라 진피층

의 조직의 변화를 알 수 있는 Masson’s trichrome 염색 시행 시 

대조군과 비교하였을 때 형태학적 변화나 콜라겐 층의 변성 등은 

전혀 관찰되지 않았으며(Fig. 4, Fig. 5), 이는 저온 상압 플라즈마 

장치가 조직에 염증이나 손상을 일으키지 않고 C. albicans만을 

효과적으로 사멸시키는 것을 알 수 있다. 이러한 저온 상압 플라즈

마 장치를 조직에 적용 시 구강 내 조직의 표면에 발생한 염증질환 

치료에 매우 효과적으로 사용할 수 있을 것으로 사료되며, 구강 캔

디다증에 치료에 있어 안정성과 더불어 소독 장치로서 중요한 역

할을 할 수 있을 것으로 생각된다. 그러나 본 연구의 한계로써 점

막과 같이 수분을 함유하고 있는 구강 내 환경에서의 소독 효과와 

안정성에 대한 부분을 증명하기 위한 지속적인 연구가 필요하며, 

본 연구에서 사용한 저온 상압 플라즈마 장치는 jet type임을 고려

할 때 넓은 부위가 아닌 국소적인 부위에서만 사용이 가능한 한계

점이 있으므로 보다 넓은 부위에 사용 가능한 장치의 개발이 지속

적으로 진행되어야 할 것으로 사료된다.
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결  론

본 연구에서는 저온의 상압 플라즈마 장치를 Hairless mouse

에 적용하여 안정성을 평가하고자 하였다. 장비의 온도를 측정하

기 위하여 광섬유 탐침을 이용하였으며, SEM 촬영을 통하여 처

리시간이 길어질수록 C. albicans의 형태학적 변화를 확인 하였

으며, 마우스 조직 표면에 플라즈마의 반복처리를 실시 한 후 다음

과 같은 결론을 얻었다.

1. 플라즈마 장치의 온도가 체온과 유사한 39oC 이하를 유지

하였으므로, 높은 온도로 인한 박테리아의 소독 효과가 아님을 확

인하였다.

2. 주사전자현미경 촬영 결과 저온 상압 플라즈마를 300초간 

처리시 C. albicans의 형태학적 변화가 많이 나타나며, 플라즈마

의 처리 시간이 길수록 소독 효과가 높음을 확인하였다.

3. HRM-2 마우스 조직 표면에 C. albicans를 처리하여 0초, 

60초, 180초, 300초간 처리 시 조직의 손상이 없음을 확인 하였으

며, 각 시간대별로 1회에서 3회 동안 저온 플라즈마 장치의 반복 

처리 시 H&E 와 Masson’s trichrome 염색 시 핵의 변화나 콜라

겐 층의 변화가 없었으며 플라즈마 장치가 조직의 손상을 일으키

지 않음을 확인하였다.

따라서, 위의 결과들을 종합하여 볼 때 저온 상압 플라즈마 장

치는 HRM-2 마우스 조직에 염증을 일으키지 않는 안전한 구강내 

소독장비로서 충분한 응용가치가 있다고 사료된다.
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