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LIVE/DEAD® BacLight™ and alamarBlue® are fluores-
cent materials used for the enumeration of live and dead 
bacteria. LIVE/DEAD® BacLight™ is generally used for 
confocal microscopy applications to differentiate live from 
dead bacteria in a biofilm or planktonic state. AlamarBlue® 
has also been used widely to assay live and dead bacteria in a 
planktonic state. Whilst these materials are successfully uti-
lized in experiments to discriminate live from dead bacteria 
for several species of bacteria, the application of these tec-
hniques to oral bacteria is limited to the use of LIVE/ 
DEAD® BacLight™ in biofilm studies. In our present study, 
we assessed whether these two methods could enumerate live 
and dead oral bacterial species in a planktonic state. We 
tested the reagents on Streptococcus mutans, Streptococcus 
sobrinus, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans and Enterococcus faecalis and found that 
only LIVE/DEAD® BacLight™ could differentiate live from 
dead cells for all five of these oral strains. AlamarBlue® was 
not effective in this regard for P. gingivalis or A. actino-
mycetemcomitans. In addition, the differentiation of live 

and dead bacterial cells by alamarBlue® could not be per-
formed for concentrations lower than 2 × 106 cells/ml. Our 
data thus indicate that LIVE/DEAD® BacLight™ is a more 
effective reagent for this analysis.
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서 론

항균물질이나 항생제의 세균 치사 효과 측정 시, 죽은 세

균과 생존한 세균의 수를 측정하기 위한 고전적인 방법으로 

세균을 고체배지에 도말 배양하여 세균의 집락 형성 단위(co-

lony forming unit, CFU)를 측정하는 방법이 널리 이용되어 

왔다. 집락 수를 측정하여 세균의 치사율을 결정하는 방법은 

세균 배양을 통해 세포분열의 시작과 집락 형성이 될 수 있

는 충분한 시간이 필요하다[1]. CFU 측정 방법은 구강 세균에 

대한 항균효과를 확인하는 데 널리 사용되고 있지만 세균을 

배양하는 데 시간이 걸리고 잘 자라지 않는 세균도 존재하기 

때문에 어려움이 많다. 또한 이러한 고전적인 방법은 균주

를 희석하여 도말하는 과정에서 오차가 발생하며 배지 제작 

과정에 많은 노동력이 필요한 점 등 시간적인 제약과 경제

적이지 못한 점도 있다.

LIVE/DEAD® BacLight™ bacterial viability kit (Invitro-

gen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA)는 생존 세균

과 죽은 세균의 양을 평가하는데 일반적으로 사용되고 있다

[1-3]. LIVE/DEAD® kit는 SYTO-9과 propidium iodide(PI)로 
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구성되어 있다. SYTO-9는 막 투과성이며 모든 세포막을 통

과하여 핵산에 염색되어 녹색 형광을 나타낸다. 반면 PI는 막 

비투과성이며 세포막이 손상된 세균의 핵산에 염색되고 붉

은색 형광을 나타낸다[4]. SYTO-9과 PI 형광물질로 염색 시 

살아있는 세균은 SYTO-9에 의해서 녹색으로 염색이 되며, 죽은 

세균은 PI에 의해서 붉은색으로 염색 된다. LIVE/DEAD® kit

로 염색된 세균 현탁액의 형광을 측정하여 녹색 형광과 붉은색 

형광이 나타내는 수치의 비율(RatioGreen/Red)로 살아있는 세균 

수을 계산할 수 있다. LIVE/DEAD® kit는 마시는 물의 세균 

수 측정[1,2] 등 다양한 환경 시료에서 세균 양을 추정하는 데 

사용[5]되고 있으며, confocal microscopy를 이용한 세균 biofilm 

연구[3,6-8]에도 널리 사용되고 있다.

alamarBlue®(Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, 

USA)는 resazurin을 이용한 염료 환원 시험법의 일종이다. 

산화상태에서는 푸른색이지만 살아있는 세포가 존재하여 

염료가 환원되면 보라색으로 변하고 최종적으로 무색을 나타

내게 된다[9]. 이 물질은 세포 막 투과성이며 독성이 없고, 푸

른색일 때 형광을 나타내지 않는 반면 보라색일 때 높은 형광

을 나타내게 되므로, 살아있는 세포의 환원 능력을 사용하여 

살아 있는 세균의 양을 측정하는 데 사용된다. alamarBlue®는 

인간의 혈액 내 세균에 대한 항균물질의 효과 확인[10]과 세

균의 생존을 신속하게 분석하는 방법[11]으로 사용되었다.

구강 세균, 특히 구강혐기성 세균의 경우 CFU측정을 위한 

배지를 제작하는 과정이 까다로우며, 배지에 도말하기 위해 

희석하는 과정에서 오차가 많이 발생한다. 또한 일부 구강

세균들은 성장 속도가 느리고 배양 조건이 까다로워 집락이 

형성되기까지 많은 시간이 소요된다. 앞선 연구에서 LIVE/ 

DEAD® BacLight™를 legionella 균종에 적용하여 이 세균

의 생존과 치사를 측정한 연구가 보고되었으며[12]. 또 다른 연

구에서는 LIVE/DEAD® BacLight™를 이용하여 Lactobacillus 

rhamnosus 와 Bifidobacterium animalis 의 생존여부를 확인

[13]한 연구가 보고되었다. 그러나 구강세균의 경우에는 

LIVE/DEAD® kit를 이용하여 biofilm을 염색하고 confocal mi-

croscopy를 사용하여 세균의 생존과 치사를 관찰한 실험이 

대부분이며[14] LIVE/DEAD® kit 혹은 alamarBlue®를 현탁액 

상태에서 구강세균의 생존과 치사의 정량적 측정에 사용한 

보고는 아직 없다. 본 연구에서는 현탁액 상태의 구강세균

의 생존과 치사의 측정에 LIVE/DEAD® BacLight™ bacterial 

viability kit와 alamarBlue® 방법을 적용할 수 있는지 여부를 조

사하여 세균 종에 따른 차이, 측정 방법의 민감도를 관찰하였다.

재료  방법

세균 및 배양 방법

본 연구에서는 Streptococcus mutans KN405, Streptococ-

cus sobrinus 6715, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 33384, Ente-

rococcus faecalis KCTC 3206을 사용하였다. 구강연쇄구균

은 강릉원주대학교 치과대학 미생물교실에 보관되어 있는 

균주이고 다른 균주들은 조선대학교 치과대학의 한국구강

미생물자원은행에서 분양을 받았다. 죽은 세균이 거의 없

는 세균 현탁액을 얻기 위하여, 각각의 세균은 세균성장곡선을 

측정하여 초기 log phase까지 배양한 세균을 실험에 사용하

였다. S. mutans, S. sobrinus, E. faecalis는 Brain Heart Infusion 

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

액체배지에 37℃, 6시간 배양되었으며, P. gingivalis과 A. actino-

mycetemcomitans는 Trypticase Soy Broth(Becton, Dickinson 

and Company)에 yeast extract 1 mg/ml(Becton, Dickinson and 

Company), hemin 5 μg/ml(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA)과 menadione 1 μg/ml(Sigma Chemicals Co.)을 첨가한 

배지를 사용하여 90% N2, 5% CO2, 5% H2를 포함하는 혐기성 

환경(Bactron Anaerobic Chamber, Sheldon Manufacturing 

Inc. Cornelius, Oregon, USA)에서 18~20시간 배양되었다. 

LIVE/DEAD® BacLight™와 alamarBlue®사용방법

LIVE/DEAD® BacLight™와 alamarBlue®에서 제공하는 세

균염색방법[9,15]을 따랐다. 세균을 30 ml 액체배지에 초기 

log phase까지 배양하고 원심분리(10,000 rpm, 5분, 4℃)하

였으며 0.85% NaCl 용액을 이용하여 2회 세정하였다. 100% 

치사 세균을 얻기 위하여 70% isopropyl alcohol로 세균을 1시

간 처리하고 0.85% NaCl 용액으로 1회 세정하였다. 준비된 

‘Live’세균과 ‘Dead’세균은 각각 SMART PLUS 2700(UV/ 

VIS spectrophotometer, Youngwoo Instruments Corp, Seoul, 

Korea)를 사용하여 OD660값을 측정하고 세균 대 OD값의 표

준곡선을 이용하여 세균 수 2×107 cells/ml의 세균 현탁액을 

얻었다. ‘LIVE’세균과 ‘DEAD’세균을 일정 비율 혼합하여 ‘LIVE’

세균의 비율이 0, 10, 50, 90, 100%(0:100, 10:90, 50:50, 90: 

10, 100:0)인 세균 현탁액을 각각 준비하였다. 혐기성세균의 

준비에는 혐기성배양기에서 2일 이상 pre-reduce된 용액을 사

용하였다. LIVE/DEAD® BacLight™와 alamarBlue®을 이용

한 측정방법과 직접세균배양방법을 비교하기 위하여 %LIVE 

(0:100, 10:90, 50:50, 90:10, 100:0) 세균현탁액을 각각 100배 

희석하여 각 세균 종의 고체배지에 100 ㎕씩 도말하여 배양

한 후 CFU를 측정하였다. 

LIVE/DEAD® BacLight™는 SYTO-9 6 ㎕ 와 PI 6 ㎕를 

dH2O 2 ml에 희석하고 세균 100 ㎕당 희석한 시약을 100 ㎕

씩 넣어주고 상온의 어두운 곳에서 15분 반응 시킨 후 Mul-

tilabel Reader(PerkinElmer, Turku, Finland)를 이용하여 형

광을 측정하였다. 여기파장 485 nm, 방출파장 535 nm로 살
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아있는 세균에 해당하는 녹색을 측정하고, 여기파장 485 nm, 

방출파장 610 nm로 손상된 세균을 나타내는 붉은색을 측정

하였다. 실험은 세 개 한 벌로 시행하였으며 측정한 값의 평

균을 이용하여 RatioGreen/Red(RatioG/R)값을 얻었다.

alamarBlue®는 혼합한 세균 100 ㎕당 시약을 10 ㎕씩 처리

한 뒤 S. mutans, S. sobrinus, E. faecalis는 일반배양기에 P. 

gingivalis, A. actinomycetemcomitans는 혐기성배양기에서 

24시간 배양하고 Multilabel Reader(PerkinElmer, Turku, Fin-

land)를 이용하여 여기파장 544 nm, 방출파장 610 nm로 살

아있는 세균의 양을 측정하였다. 실험은 세 개 한 벌로 시행

하였다. 

세균 수에 따른 민감도 측정방법
세균 수에 따른 측정 방법의 민감도를 조사하기 위하여 S. 

mutans KN405를 실험에 사용하였다. 위와 동일한 방법으

로 세균을 준비하고 2×105, 2×106, 2×107, 2×108 cells/ml 세균

농도로 희석하여 준비하고 %LIVE 비율(0, 10, 50, 90, 100%)

로 섞었다. LIVE/DEAD® BacLight™와 alamarBlue®시약을 

‘LIVE/DEAD® BacLight™와 alamarBlue®사용방법’에서 기

술한 대로 처리하고 형광을 측정하였다.

결 과

LIVE/DEAD® BacLight™를 이용한 생존 세균 수 측정 
LIVE/DEAD® BacLight™를 이용하여 세균 현탁액 내 생

존세균의 비율과 RatioG/R값의 상관관계를 조사하였다(Fig. 1). 

LIVE/DEAD® BacLight™측정 결과 실험에 사용한 모든 구

강세균종에서 현탁액 내 %LIVE 세균비율이 증가함에 따라 

RatioG/R수치가 비례하여 증가하는 것이 관찰되었다. S. mutans

와 S. sobrinus의 경우에는 같은 Streptococci임에도 불구하고 

동일한 %LIVE 세균비율에서도 RatioG/R수치가 일치하지는 

않았다. P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans와 E. faecalis

의 경우에도 현탁액 내 %LIVE 세균비율이 증가함에 따라 

RatioG/R수치가 비례하여 증가하였다. LIVE/DEAD® BacLight™

을 이용한 측정방법과 직접세균배양 방법을 비교하기 위하

여 %LIVE 세균비율이 다른(0:100, 10:90, 50:50, 90:10, 100:0) 

세균현탁액을 각 세균 종의 고체배지에 도말하여 배양한 

후 CFU를 측정한 결과 LIVE/DEAD® BacLight™를 이용한 

%LIVE 세균 비율과 동일하게 CFU도 측정되었다.

alamarBlue®를 이용한 생존 세균 수 측정
alamarBlue®을 이용하여 세균의 살아있는 비율을 측정한 

결과는 Fig. 1에 보였다. S. mutans와 S. sobrinus는 생존세균

수의 증가에 따라 형광이 비례하여 증가하였지만, P. gin-

givalis, A. actinomycetemcomitans의 경우에는 생존세균수

Fig. 1. Relationship of % live bacteria and fluorescence by LIVE/ 
DEAD® BacLight™ and alamarBlue® for enumeration of live and 
dead oral bacteria. Values indicate means of triplicate determi-
nations; standard deviations of the mean (error bars) are in-
dicated by vertical lines.

의 증가가 형광의 증가와 연관이 없었다. E. faecalis는 P. 

gingivalis와 A. actinomycetemcomitans의 경우보다는 생존

세균수와 형광의 강도 간의 비례 관계를 보였지만 구강연

쇄구균에 비하여 생존세균수의 차이에 따른 형광의 차이가 

크지 않았다.

세균 수에 따른 민감도 차이
세균 수에 따른 민감도의 차이를 확인하기 위하여 S. 

mutans를 사용하여 세균 수에 따른 민감도를 비교 실험을

Fig. 2. Relationship of % live bacteria and fluorescence by LIVE/ 
DEAD® BacLight™ and alamarBlue® for enumeration of diffe-
rent concentration of live and dead S. mutans. Values indicate 
means of triplicate determinations; standard deviations of the mean 
(error bars) are indicated by vertical lines.
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하였다(Fig. 2). 2×106 cells/ml 이상 농도의 세균 현탁액에서

는 생존세균수의 증가에 따라 LIVE/DEAD®의 RatioG/R수치

가 비례하여 증가하였지만 2×105 cells/ml에서는 생존세균수

에 비례하여 LIVE/DEAD®의 RatioG/R수치가 일정하게 증가

하지는 않았다. alamarBlue®도 세균 수가 2×107 cells/ml 이

상일 때부터 연관성이 증가하는 것을 관찰하였다.

고 찰

본 연구에서는 LIVE/DEAD® BacLight™과 alamarBlue®

를 이용하여 현탁액 상태의 구강세균의 생존세균수와 치사

세균수를 측정할 수 있는지를 조사하였다. LIVE/DEAD® 

BacLight™와 alamarBlue®를 이용한 생존세균수와 형광 수

치의 연관 관계 측정 결과에서 전반적으로 alamarBlue®보

다는 LIVE/DEAD® BacLight™의 연관성이 크게 나타났다. 

Streptococci의 경우 LIVE/DEAD® BacLight™와 alamarBlue® 

모두 적용이 가능할 것으로 생각되며, 같은 streptococci라도 

종이 다르면 측정값이 다르게 관찰되었다. alamarBlue®의 

경우 S. mutans와 S. sobrinus는 생존세균수의 증가에 따라 

형광이 비례하여 증가하였지만, 혐기성 세균인 P. gingivalis

과 미세호기성인 A. actinomycetemcomitans의 경우에는 생

존세균수의 증가가 형광의 증가와 연관이 없었다. 이러한 

차이가 세균의 혐기적 배양과 연관이 있는지를 조사하기 

위하여 S. mutans를 혐기성 환경에서 배양 후 alamarBlue®

를 이용하여 실험해 본 결과, 일반 배양한 결과와 큰 차이를 

보이지 않는 것으로 확인하였다(data not shown). 즉 P. gin-

givalis와 A. actinomycetemcomitans의 경우 alamarBlue®의 

적용이 어려운 이유는 세균의 혐기적 배양 조건 때문이 아

니라 세균 자체의 특성인 것으로 생각된다. 절대 혐기성세

균인 P. gingivalis는 산소가 있으면 살 수 없는데 이는 supe-

roxide dismutase와 카탈라아제 중 하나 또는 둘 다 없기 때

문이다. 미세호기성인 A. actinomycetemcomitans의 경우에도 

alamarBlue®의 적용이 어려운 것으로 보아 P. gingivalis에 

alamarBlue®의 적용이 어려운 이유가 단순히 세균의 혐기적 

성질 때문은 아닌 것으로 생각된다. 이들 세균의 산화반응과 

관련된 생리적인 특성 때문에 이러한 현상을 보인 것으로 생

각되지만 정확한 기전은 더 연구가 되어야 할 것이다. P. gin-

givalis와 A. actinomycetemcomitans는 alamarBlue®보다는 LIVE/ 

DEAD®를 사용한 측정이 더 정확한 것으로 조사되었다. ala-

marBlue®측정을 위한 실험 과정에서 시약의 첨가 후 24시간

까지는 배양 시간이 길수록 정확도가 높아진다고 회사에서 

제공한 설명서에 기술되어 있으나 최소 4시간 배양 후에도 24

시간 경과 후 측정한 결과에서 큰 차이는 보이지 않았다. 세

균 수에 따른 민감도 조사에서 LIVE/DEAD® 와 alamarBlue® 

모두 균주의 농도에 따라서 시약의 민감도가 차이를 보이

는 것을 확인하였으며, 균주의 최소 농도는 2×107 cells/ml가 

되어야 정확도가 높아질 것으로 여겨진다.

이전 연구에서 Lactobacillus 종에 대한 CFU측정과 LIVE/ 

DEAD® BacLight™ 측정결과 비교 시 CFU측정 값보다 LIVE/ 

DEAD®에서 살아있는 세균의 양 측정이 용이하다고 보고

되었다[16]. 구강세균에 LIVE/DEAD® BacLight™과 alamar-

Blue®의 적용은 CFU측정을 위한 희석과정과 배지를 만드

는 어려움을 줄여 줄 것이며, alamarBlue®보다 LIVE/DEAD® 

BacLight™가 구강세균의 치사, 생존 세균수의 측정에 정확

도가 더 높을 것으로 생각된다. 본 연구에서 실험에 사용된 

세균의 종류는 구강 질환에 연관이 되어 있는 대표적인 세

균 중의 일부이지만 구강 내에는 본 실험에 사용된 세균 이

외에도 많은 종류가 분포하고 있기 때문에 다른 구강 세균

에 대한 추가적인 실험이 필요하다고 생각된다. 본 실험에

서는 현탁액 상태의 세균을 대상으로 실험하였는데, 앞으

로 Biofilm상태이거나 덩어리 상태의 세균에서도 LIVE/ 

DEAD® 와 alamarBlue®를 사용하여 치사 세균과 생존 세균

의 정량적인 측정할 수 있는지 조사할 필요가 있다. 본 연구에

서는 현탁액 상태의 구강세균의 생존세균수와 치사세균수

의 측정에 LIVE/DEAD® BacLight™와 alamarBlue® 방법을 적

용할 수 있는지 여부를 조사하였으며, 본 연구를 통하여 구

강세균의 생존과 치사에 따른 세균 수 측정에도 이들 방법, 

특히 LIVE/DEAD® BacLight™이 편리하게 이용될 수 있음

을 보였다. 
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