
Ⅰ. 서  론

항암제를 이용한 암 치료 방법은 정상세포의 손
상률이 높고 약물의 내성이 생기면 더 많은 약물
을 투여해주어야 하므로, 효과적인 항암치료를 위
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해 대체 치료 방법이 필요하다 [1]. Photo Dynamic 
Therapy (PDT)는 특정 파장대의 광원을 
Photosensitizer (PS)에 조사해 PS가 에너지 흡수 후 
다시 주변으로 에너지를 발산하면 세포내의 이중
산소를 ROS (활성산소종)로 전환시켜 세포사멸을 
일으키는 방법이다 [2-3]. 연구에 많이 사용되는 PS
로는 Chlorin e6 (Ce6), AIPcS4, Purpurin 18, 
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요  약

본 연구에서는 Chlorin e6 (Ce6)를 입힌 자궁경부암세포를 사멸시키기 위해 레이저 또는 LED를 인가
한 PDT (photodynamic therapy)을 실시하고, Ce6 농도와 투여 시간별 사멸도의 변화를 실험하였다. 이
를 위해 자궁경부암세포에 광자극을 인가한 후 영상의 처리 및 CCK-8을 이용한 정량적인 평가를 진행
하였다. 실험 결과, Ce6은 일정 농도가 높아질수록 많은 양의 세포가 사멸되었고, Ce6를 이용한 PDT 
실험군에서 사멸도가 높은 것을 확인하였다. LED와 레이저를 비교하였을 때 레이저는 국소적 위치만 
세포의 사멸이 가능하고 LED는 비교적 넓은 범위의 사멸에 효과적인 결과를 확인하였다. 또한 레이저
와 같이 국소적 위치를 조사하는 경우 세포 생존도 측정 시 해당 위치의 이미지를 획득한 후 영상처리
를 통한 정량분석을 시행하는 방법이 효과적임을 확인하였다. 

ABSTRACT

In this paper, after administration of Chlorin e6 to kill cervical cancer cells, PDT (photodynamic therapy) using 
laser or LED was studied for Ce6 concentration and apoptosis by administration time. After photostimulation was 
applied to cervical cancer cells, qualitative and quantitative evaluation through imaging and quantitative evaluation using 
CCK-8 were performed.As a result of the experiment, as the concentration of Ce6 increased, a large amount of cells 
were killed, and it was confirmed that the Ce6+PDT test group killed more.When comparing the LED and the laser, 
the laser was able to kill cells only at a local location, and the LED showed the result that it was possible to kill the 
cells in a wide range. In addition, when irradiating a local location, such as a laser, when measuring the cell viability, 
it is judged to be accurate to image processing the location.
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m-THPC, ALA등이 있다[4-5]. 이들은 각각 다른 파
장대에 에너지를 흡수하고 발산한다. 본 논문에서
는 그중 낮은 독성과 높은 ROS 생성률을 보이는 
Ce6를 이용하여 자궁경부암 세포에 인가하여 레이
저와 LED를 이용하여 세포 사멸도를 확인하고자 
한다[6]. 또한 각 광원의 특징과 두 가지 정량적 
검출방식을 이용하여 이를 비교하고자 한다.

Ⅱ. 실험 방법

2.1 세포 배양 

실험에는 자궁 경부 암세포 HeLa (한국 세포주 
은행, 대한민국)를 사용하였고, 배지는 DMDM 
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Capricorn 
Scientific GmbH)과 10%의 FBS (Fetal Bovine 
Serum, pH 7.4, Capricorn Scientific GmbH), 1%의 
Penicillin Streptomycin으로 구성해 사용하였다. 
37°C와 5%의 이산화탄소를 포함한 환경인 
incubator에서 증식시켰다. 

2.2 Ce6 처리

Ce6 (chlorin e6, SC-263067, Santa Cruz 
Biotechnology)은 HeLa cell을 96 well plate에 
7×10³ cells/well로 분주하고, 세포의 안정화를 위해 
배양 후 48시간이 지나고 실험을 진행하였다. 0, 
0.25, 0.5, 1, 1.5, 2.5, 5, 7.5, 10 농도로 DMEM
을 이용해 희석해 이용하였으며 투여 시간은 3h, 
6h으로 두 가지 시간으로 나누어 실험을 진행하였
다.

2.3 광 자극 인가

광 자극 시스템은 PDT를 이용하기 위해 Ce6의 
자극 파장대인 623nm LED와 625nm 레이저를 이
용하였다. 실험에 사용된 두 개의 광원을 레이저파
워미터 (US/PM100D, Thorlabs)로 측정한 결과 
LED는 조사 위치에 따라 5mW, 15mW, 100mW로 
측정되었으며 레이저는 8mW로 확인되었다. 또한, 
well의 중앙에 LED가 조사될 수 있도록 3D 프린
터를 사용하여 광 자극 실험용 지지대를 맞춤 제
작하였다. Ce6를 투여한 후에 세포에 바인딩 되지 
않은 Ce6을 제거하고 PBS로 세척 후에 새 배지를 
주입 후에 각 well에 0, 2.5, 5, 7.5, 10분 동안 광 
자극을 인가해 주었다.

2.4 세포 생존도 분석

세포 생존율의 정량적인 분석을 위해 CCK-8(cell 
counting kit 8/WST-8, abcam)를 이용해 Microplate 
Reader (Synergy HT,BioTek)로 흡광도 측정을 진행

하였다. 생존도의 측정은 광자극을 인가하고 24시
간 후에 새로 배지를 교체한 후 CCK-8을 주입해 
2시간 동안 incubator 후에 460nm에서 흡광도를 측
정하였다. 그림 1과 같이 well에 살아있는 세포 수
의 양을 알기 위해서 세포 수별 흡광도를 측정하
여 실험 결과와 비교하였다.

 

그림 1 HeLa cell 개수 별 흡광도

2.5 Calcein AM 형광 영상처리 및 정량분석

세포 이미지는 실험 전과 후에 역상 광학 현미
경(Inverted fluorescent microscope, IX73, Olympus, 
Japan)을 이용하여 촬영하였다. 또한, 살아있는 세
포 수를 확인하기 위해서 살아있는 세포에만 염색
이 되는 형광염료 Calcein AM (invitrogen,USA)을 
이용하였다. 광 자극을 조사하고 24시간 후에 well
에 Calcein AM을 넣어 30분간 staining 한 후 
PBS로 세척 후 새 배지를 넣어 형광 이미지를 관
측하였다. 추가로 현미경으로 획득한 형광 이미지
들은 MATLAB (MathWorks, Natick, MA, USA)을 
이용하여 촬영 위치에 대한 세포 생존도를 분석하
였다. 

Ⅲ. 실험 결과

세포의 사멸 실험을 위해 실험군은 6개의 그룹 
(대조군, LED 인가 그룹, Laser 인가 그룹, 다양한 
농도의 Ce6 그룹, Ce6+LED 그룹, Ce6+레이저 그
룹)으로 나누어 실험을 진행하였으며, 광 자극만 
인가한 그룹의 경우 LED는 100mW의 높은 전력에
도 사멸이 되지 않은 것을 확인할 수 있다. 하지만 
Ce6만 인가한 그룹에도 2.5초과에서는 세포 생
존율이 줄어든 것으로 볼 수 있다. Ce6의 농도가 
높아질수록 광 자극을 인가해 주었을 때는 Ce6 단
독인가 보다 생존율이 많이 감소한 결과를 보였다. 
두 광원 중 LED로 광 자극을 인가한 경우 2.5
이상에서는 거의 모든 세포가 사멸한 것을 볼 수 
있었다. 레이저 자극을 인가한 경우에는 레이저 위
치로 원형의 경계가 생겨 레이저의 조사 위치를 
확인할 수 있어 광자극에 의한 세포의 사멸인 것
을 정확하게 확인할 수 있었다. 또한 CCK-8은 
well의 전체의 세포생존도를 분석할 수 있는 데 반
해 Matlab을 이용하여 세포 생존도를 분석할 때는 
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해당 부위만 촬영된 이미지를 이용했기 때문에 자
극의 크기가 well의 크기보다 작은 레이저인 경우
에 더 정확한 값을 얻을 수 있었다.

Ⅳ. 결론

본 연구에서는 두 가지 광원을 이용한 Ce6의 농
도별 자궁경부암세포 사멸도를 확인하였다. 세포의 
사멸도는 Ce6의 농도가 높아질수록 강하게 나타났
으며 농도가 높은 경우 PDT를 진행하지 않아도 세
포사멸이 나타났다. 이는 실제 암 치료에 이용 시 
Ce6 농도 조절의 필요성을 보인다. LED와 레이저 
두 가지 광원은 각각 장단점이 보였다. 레이저는 
국소적인 부분에만 광 자극을 인가 가능한 것을 
Calcein AM 염색을 통한 현미경사진으로 명확하게 
확인할 수 있었다. 반면, LED는 비교적 넓은 영역
으로 광원이 발산되는 경향이 있으므로 광범위한 
부분에 암세포가 퍼져있는 경우나 종양의 크기가 
클 때 이용이 가능할 것으로 보이며 레이저보다 
저렴한 가격에 제작이 가능할 것으로 보인다. 따라
서 자궁 경부 암세포에는 소량의 Ce6를 이용하여 
PDT 요법을 이용하면 높은 사멸을 일으킬 수 있다
는 것을 볼 수 있다. 추가적으로 레이저를 이용하
여 well의 일부분에 자극을 인가하는 실험인 경우, 
well 전체의 세포생존도를 보는 경우인 CCK-8보다 
이미지를 이용한 생존도 분석이 더 정확하다고 볼 
수 있다. 향후 다양한 광원의 인가 방법을 응용하
거나, PDT와 추가적인 요법을 추가해 정상세포에 
적은 독성을 가지면서 암세포의 높은 사멸도를 나
타나도록 실험을 진행할 예정이다 [4-8].
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