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The purpose of this study was to assess the efficacy of 
photodynamic therapy (PDT) using erythrosine and a 
halogen light source to treat a biofilm formed on a mac-
hined surface titanium disk in vivo. Ten volunteers carried 
an acrylic appliance containing six machined surface 
titanium disks on the upper jaw over a period of five days. 
After the five days of biofilm formation period, the disks 
were removed. PDT using 20 μM erythrosine and halogen 
light was then applied to the biofilms formed on the disks. 
Experimental samples were divided into a negative control 
group (no erythrosine and no irradiation), E0 group 
(erythrosine 60s + no irradiation), E30 group (erythrosine 
60s + halogen light 30s), and E60 group (erythrosine 60s + 
halogen light 60s). Following PDT, the bacteria in the 
biofilm were found to be detached from each disk. Each 
suspension with detached bacteria were diluted and 
cultivated on a blood-agar plate for five days under 
anaerobic conditions. The cultivated bacterial counts in the 
E60 group were significantly lower than the control group 
(86.4%) or E0 group (76.7%). In the experimental groups 
also, the light exposure time and bacterial counts showed a 
negative correlation. In conclusion, PDT using erythrosine 
and halogen light has bactericidal effects on biofilms 

formed on a titanium disk in vivo. Notably, applying 20 μM 
erythrosine and 60 seconds of halogen light irradiation had 
a significantly potent effect. 
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서 론

구강 내에 식립된 치과용 임플란트에 병원성 구강세균

이 군집하면 치주염과 유사한 임플란트 주위염의 발생 가

능성이 증가한다[1]. 임플란트에 바이오필름이 부착되면 

임플란트 인접 조직에 염증과 골흡수가 나타나며, 이것

은 임플란트의 실패와 직결된다[2,3]. 임플란트의 구성요소 

중에서 상부보철물과 지대주는 구강 세균에 노출되기 가

장 쉬운 부분이며, 일반적으로 임플란트의 지대주는 기계

절삭형 표면을 갖는 티타늄이 가장 보편적으로 사용된다.

Mombelli 등 [4]은 임플란트 주위염을 치료하기 위해

서 질병의 진행 정도에 따라 누적차단유지요법(cumu-

lative interceptive supportive therapy; CIST)을 제안하였다. 

이러한 누적차단유지요법에서 가장 기본이 되는 방법이 

기계적 세정이다. 기계적 세정에는 초음파 치석제거기, 

금속 큐렛, 티타늄 합금 큐렛, 공기 분말 마모기기 등이 

사용될 수 있으나, 이러한 기구들의 사용은 티타늄 표면

에 손상을 준다고 보고되었다[5,6]. 손상된 티타늄 표면
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에는 구강 바이오필름의 형성이 더 용이하므로[7-9], 티

타늄 표면을 손상시키지 않고 치주병원균을 제거하는 방

법의 필요성이 요구되어 왔다.

광역학 치료(photodynamic therapy, PDT)는 티타늄 표면 

손상 없이 세균을 제거할 수 있는 방법 중 하나이다. 의료

계에서 암의 치료를 위해 개발된 광역학 치료는 세포에 

흡수되는 특정 파장의 빛을 통해 활성화되는 광민감제가 

산소가 있는 환경에서 일중항 산소와 활성 산소를 형성

하여, 세포를 사멸시킨다는 개념에 기초한다 [10]. 치과영

역에서의 광역학 치료는 두경부 암 치료뿐만 아니라, 치

아와 점막의 감염 치료를 위해 다양한 연구들이 진행되고 

있다[11].

구강 내의 바이오필름 형성은 서로 다른 500여종의 세

균이 관여하는 복잡한 과정이고[12-16], 실험실에서 재현

에 한계가 있다. 이를 극복하기 위해 Al-Ahmad 등 [17]은 

구내 가철성 장치를 이용해 바이오필름을 형성하는 방

법을 제안하였고, 구내 장치를 5일간 장착한 후 얻어진 

바이오필름의 두께는 디스크의 종류에 따른 유의한 차

이를 보이지 않는다고 보고하였다. 

많은 연구들이 치주질환을 유발하는 세균에 대한 광역

학 치료의 효과를 보고하였지만[18-20], 대부분 실험실에

서 배양한 현탁액 상의 세균이나 단일 세균종의 바이오필

름을 이용한 연구였다. 실험실에서 배양한 바이오필름에 

대한 광역학 치료의 효과는 다양한 세균종이 형성하는 구

강 바이오필름에 대한 효과와 다를 수 있다. 또한, 현재

까지 구강 내에서 티타늄 표면에 형성한 바이오필름을 이

용해 광역학 치료의 효과를 평가한 연구는 드문 실정이다.

이번 연구는 구강 내에서 티타늄 표면에 형성한 바이오

필름에 erythrosine과 치과용 할로겐 램프를 이용한 광역학 

치료의 효과를 평가하였다. 

재료 및 방법

티타늄 디스크의 준비
직경 5 mm, 두께 1 mm의 티타늄 디스크를 300번과 

800번 실리콘 카바이드 사포를 사용하여 균일한 표면을 

갖도록 만들었다. 디스크를 각각 유리튜브에 넣고 trich-

lorethylene과 순수 에탄올을 각각 사용한 초음파 세척을 

15분간 2회 시행하고, 50°C 오븐에서 24시간 동안 건조

한 후 멸균하였다. 준비가 완료된 디스크 중 4개는 SurfTest 

SJ-400(Mitutoyo, Japan)으로 표면 거칠기를 측정하였다.

연구 대상 및 장치
전신질환이 없고, 최근 6개월 이내에 항생제를 사용

하지 않은 19명의 지원자가 연구에 참여하였다. 연구 대

상의 평균 연령은 22.9세(19세~26세)로 남성이 13명, 여

성이 9명이었다. 대상자의 상악 인상을 채득하여 얻은 

모형을 이용해, Al-Ahmad 등 [17]이 고안한 가철성 장치

를 응용하여 장치를 제작하였다. 각 장치에는 양쪽으로 

3개씩, 총 6개의 티타늄 디스크를 치과 인상용 콤파운드

(Peri-Compound, Nimi Chemical Indurstrial Co., Japan)를 

이용하여 고정하였다(Fig. 1). 장치의 티타늄 디스크를 

70% 에탄올로 닦고, 멸균된 생리식염수로 헹궈낸 후, 실

험 대상자의 구강에 장착하였다. 대상자는 5일간, 식사 시

와 구강위생행위 시를 제외하고 항시 장치를 장착하도록 

하였다. 구강에서 장치를 제거한 경우에는 생리식염수에 

보관하도록 하였다.

각 연구 대상에게 연구의 목적 및 취지를 설명하고 동

의를 구하였다. 이 연구는 강릉원주대학교 치과병원 임

상시험심사위원회의 승인을 받았다. (IRB 2011-10-1)

광민감제와 광원
Erythrosine (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 

광민감제로 사용하였으며, 1 mM의 용액을 phosphate buf-

fered saline (PBS, pH 7.2)로 만든 후, 필터(0.22 µm)를 

사용하여 멸균하고 -20℃에 보관하며 실험에 사용하였다. 

Erythrosine에 대한 광원은 통상적으로 사용되는 직경 8 

mm의 halogen curing unit (XL 3000, 3M ESPE, St. Paul, 

MN USA)를 사용하였으며, power output은 radiometer 

(Light intensity meter, Dentamerica, San Joes, CA, USA)로 

측정하여 500 mW/cm2 이었다.

광역학 치료
5일 후 대상자의 구강에서 장치를 수거하여, 디스크

가 매몰되어 있는 콤파운드 부위만 분리하여 즉시 멸균

된 phosphate buffered saline(PBS)이 채워진 수조에 보관

하였다. PBS 내에서 티타늄 디스크를 바이오필름이 손

Fig. 1. Acrylic appliance. Three titanium disks placed on each 
side of appliance.
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Table 1. Surface roughness of titanium disk

Disks Ra (µm)

Disk 1 0.42

Disk 2 0.37

Disk 3 0.31

Disk 4 0.36

Mean ± SD 0.36 ± 0.04

상되지 않게 치과용 탐침으로 조심스럽게 장치로부터분

리하였다(Fig. 2). 6개의 디스크 중 무작위로 선택된 3개

는 대조군으로 사용하고, 나머지 3개의 디스크는 각각 

E0군, E30군, E60군으로 설정하여 erythrosine를 이용한 

광역학 치료를 시행하였다(Table 2). 

24-well plate에 티타늄 디스크가 잠길 수 있도록 20 

µM erythrosine 500 µL를 채운 후 티타늄 디스크의 바이

오필름이 형성된 면을 위로 향하게 하여 위치시켰다. 60

초 후 티타늄 디스크와 1 cm 의 거리를 유지하면서 치

과용 할로겐 광중합기(XL 3000, 3M ESPE, St. Paul, MN 

USA)를 이용하여 E30군은 30초, E60군은 60초 동안 광

조사를 시행하였다. 

세균배양
PDT 후, 디스크를 2 ml의 PBS와 직경 1 mm의 유리구

슬 5개가 담긴 시험관으로 이동하였다. 각 시험관을 15분 

이상, 디스크 상의 바이오필름이 육안으로 확인되지 않을 

때까지 vortexing을 시행하여 부착된 세균을 디스크로부

터 떨어뜨려 현탁액을 만들었다. 현탁액은 PBS로 단계 희

석 하였고, 각 희석액 중 50 µL 를 혈액한천배지 (Blood 

Agar Plate, 한일코메드, 대한민국)에 도말하고, 37°C, 90% 

질소, 5% 이산화탄소, 5% 수소 조건의 혐기성 배양기

Table 2. Photodynamic therapy protocol 

Group Treatment N

Control No treatment 29

E0 20 µM Erythrosine 60 sec. 10

E30 20 µM Erythrosine 60 sec. + Halogen light 30 sec. 10

E60 20 µM Erythrosine 60 sec. + Halogen light 60 sec 10

Fig. 2. Titanium disk used in biofilm formation. After disk 
preparation (left) and biofilm formation (right).

(Bactron Anaerobic Chamber, Sheldon Manufacturing Inc., 

USA) 내에서 5일간 배양하였다. 실험 대상자의 구강에서 

장치를 수거한 후 세균 배양까지의 과정은 2시간 이내

에 완료되었다. 

5일 후, 대상자 당 모든 군의 군락형성단위(colony for-

ming unit; CFU)가 측정이 가능한 희석농도에서 각 배지

에 형성된 군락을 계수화 하였다. 각 군락의 수에 희석

농도를 역으로 계산하여 디스크 상의 생활력이 있는 세

균의 수를 산출하였다.

통계학적 분석 
각 군간 세균배양 결과의 차이를 분석하기 위해 SPSS 

statistics 19(IBM, USA)를 이용하였고, 통계적 유의수준은 

95% 신뢰구간으로 설정하였다. 세균 배양 결과에 대한 

각 군간의 차이를 알아보기 위해 비모수적 분석법 중 

Kruskal-Wallis 검정을 시행하였고, 사후 검정은 Bonfer-

roni 검정을 시행하였다. 실험군에서 광조사 시간과 세균 

배양 결과의 상관관계를 조사하기 위해 Spearman의 rho 

상관계수 분석을 시행하였다.

결 과

무작위로 선택된 4개 디스크의 평균 표면거칠기 값은 

0.36 ± 0.04 µm로 비교적 일정한 표면거칠기를 가짐을 

확인할 수 있었다(Table 1).

총 19명의 실험 대상자 중 6명은 장치 장착 시 불편

감을 원인으로 장치장착을 중단하여 실험에서 제외하였

다. 13명 중 1명은 실험기간 중 항생제 복용으로, 2명은 

Fig. 3. Counts of live bacteria. Count of cultivated bacteria in 
E60 group was significantly less than control group and E0 
group (P < 0.0125). Control No treatment, E0 20 µM 
Erythrosine 60 sec, E30 20 µM Erythrosine 60 sec. + Halogen 
light 30 sec, E60 20 µM Erythrosine 60 sec. + Halogen light 
60 sec.
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Table 3. Counts of live bacteria from biofilm on titanium disk

Control (CFU/ml) E0 (CFU/ml) E30 (CFU/ml) E60 (CFU/ml)

1 4.80×106 6.40×106 9.20×106 6.40×106 3.20×106 1.60×106

2 1.92×107 1.16×107 2.17×108 1.72×107 2.24×107 1.64×107

3 3.60×106 1.60×106 8.00×105 4.00×106 4.00×105 4.00×105

4 4.08×108 3.00×107 1.64×107 4.16×107 2.80×107 2.32×107

5 † 4.40×106 4.80×107 1.08×107 8.00×105 0

6 6.80×106 1.08×107 1.32×107 1.88×107 4.00×106 4.00×105

7 1.08×107 8.00×106 1.00×107 4.80×106 3.60×106 8.00×105

8 3.08×105 9.48×105 1.32×105 1.36×105 2.40×104 4.00×103

9 4.00×106 3.60×106 2.08×107 2.68×107 1.04×107 1.20×106

10 2.68×105 4.60×105 7.76×105 7.60×105 4.04×105 1.56×105

† : Excluded by disk loss

장치 수거 후 실험실에서의 오염으로 인해 제외하여 10

명을 대상으로 60개의 바이오필름이 형성된 디스크를 얻

었다. 60개 중 대조군으로 배정된 하나의 디스크는 실험 

과정 중 소실되어 제외하였다. 

혈액 한천 배지상에 형성된 세균 군락의 수는 대조군

에서 가장 많았고, 광조사 시간이 증가할수록 감소하는 

경향을 보였다. 군락형성단위로부터 계산된 살아있는 세

균의 수(Table 3, Fig. 3)는 E60군과 대조군, E60군과 E0

군이 통계적으로 유의한 차이를 보였고, 대상자 내에서 

E60군은 대조군에 비해 평균 86.4%, E0군에 비해 평균 

76.7%의 세균 수 감소를 보였다. E0군, E30군, E60군은 

광조사 시간의 증가에 따라 세균 수가 감소하는 음의 

상관관계를 나타냈다(correlation coefficient -0.519, P = 0.003).

고 찰

이번 연구에서는 구강 내에서 티타늄 표면에 형성한 

바이오필름에 erythrosine과 치과용 할로겐 램프를 이용

한 광역학 치료의 효과를 평가하였다. 

Wood 등 [21]은 고정성 장치를 이용하여 인간의 구강 

내에서 소의 법랑질 상에 7일 동안 바이오필름을 형성

하였고, 이 바이오필름에 시행한 광역학 치료가 세균 수 

감소에 효과적임을 보고하였다. 또한 Haas 등 [20]은 다

양한 표면의 티타늄 상에 실험실에서 형성한 바이오필

름에 대한 광역학 치료의 결과 역시 세균수 감소에 효

과적임을 보고하였다. 이번 연구에서는 구강 내에서 티

타늄 표면 상에 재현된 바이오필름에 대한 광역학 치료

를 시행하였고, 그 결과 세균 수 감소에 효과적이었다.

Al-Ahmad 등 [17]은 구강위생행위 시를 제외한 5일간

의 구내 장치 장착을 통해 디스크 표면특성과 상관없이 

유사한 두께의 바이오필름이 형성됨을 보고하였다. 

Nakazato 등 [22]은 유사한 연구에서 가철성 장치의 구

내 장착 48시간 후 디스크 상의 세균 부착과 조성은 디

스크의 표면특성에 따른 차이가 없다고 주장하였다. 또

한 Bürgers 등 [9]은 음식 섭취와 구강위생행위를 12시

간 동안 제한하고, 구강 내에 다른 표면 거칠기를 갖는 

티타늄 디스크를 위치시켜 형성된 바이오필름의 차이를 

비교하는 실험을 시행하였고, 더 거친 표면의 디스크 상

에 더 많은 바이오필름이 형성되었다고 보고하였다. 

이번 연구에서는 동일한 기계 절삭형 표면의 티타늄 

디스크상에 구강 바이오필름을 형성하였고, 형성된 바이

오필름은 광역학 치료의 효과를 평가하기에 적절했다. 

그러나 실험 대상자중 31.6%가 장치 장착시의 불편을 

이유로 장착 기간 중에 실험에서 이탈한 것을 고려하면, 

장치의 형태 개선이나 장착시간의 감소를 고려하는 것

도 필요하다. 

이번 연구에서는 전신 병력과 항생제 사용여부만 확

인하고 추가적인 배제요건 없이 대상자를 선정하였다. 

Uzel 등 [23]은 구강위생행위가 없는 상태에서 깨끗한 

치아의 표면상에 치은연상 바이오필름의 형성은 치주염

의 유무에 상관없이 바이오필름의 양과 조성에 차이가 

없다고 밝혔다. 또한, Tanner 등 [24]은 같은 구강 내에

서 임플란트 상의 세균군집은 치아와 유사하다고 하였

다. 이번 연구에 사용된 티타늄 디스크의 상황은 구강 

내의 치은연상과 유사하다고 볼 수 있다. 따라서, 실험 

대상자의 치주질환 유무는 티타늄 디스크상의 세균 조

성에 영향을 끼치지 않았을 것이다. 

인간의 구내에서 임플란트 상에 바이오필름 형성을 

조사한 연구들을 살펴보면, 초기에 가장 많은 비율을 차

지하는 세균이 Streptococcus 종이다[22,25,26]. Al-Ahmad 

등 [17]의 연구에 따르면, 가철성 장치를 이용하여 사람
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의 구강에서 5일간 생성한 바이오필름의 조성을 분석한 

결과 디스크 의 종류에 상관 없이 Streptococcus 종이 가

장 우세하였고 (10.67–26.13%), 그 외에, Fusobacterium nuclea-

tum (2.30–5.02%), Actinomyces naeslundii (1.94–5.00%), Veil-

lonella 종(1.13–3.40%) 등이 발견되었다. Streptococcus 종

은 그람 양성 통성 혐기성균으로 이번 연구에서 세균 배

양에 사용된 혐기성 환경과 혈액한천배지는 Streptococ-

cus 종에 대한 광역학 치료의 효과를 평가하기에 적절

하다. 그러나 바이오필름 내에 존재할 것으로 예상되는 다

른 세균에 대한 광역학 치료의 효과를 확인하기 위해서는 

다른 배지나 배양환경, 혹은 추가적인 세균 검출 방법이 

필요하다. 

Zanin 등 [27]의 연구에 따르면 S. mutans 바이오필름에 

광조사만 시행하거나 광민감제만 적용하는 것은 대조군

과 통계적으로 유의한 차이를 나타내지 못하였다. 이 결

과는 이번 연구의 대조군과 erythrosine만 적용한 E0군의 

비교와 유사한 결과이다. 그러나 E0군은 대조군에 비해 

세균수가 감소하는 양상을 보였는데, 이는 이번 실험이 

완전한 암실에서 진행되지 않은 관계로 어느 정도 

erythrosine의 활성화가 이루어 진 것으로 생각된다. 이번 

연구에서는 할로겐 광원을 이용해 광조사만 시행한 실

험군은 포함되지 않았다. 더 정확한 광원의 효과를 알아

보기 위해서는 바이오필름에 광조사만 시행한 연구가 

추가로 필요하다. 

치과영역의 광역학 치료에 사용되는 광민감제 중 하

나인 erythrosine은 식용 염료, 인쇄용 잉크, 치태 착색제 

등으로 사용되는 분홍색의 합성물로, 인체에 독성이 없

음이 확인 되었다 [28]. Wood 등 [29]은 Streptococcus 

mutans 바이오필름에 대한 erythrosine과 methylene blue, 

photofrin을 사용한 광역학 치료의 효과를 비교한 결과 

erythrosine이 methylene blue나 photofrin보다 더 효과적인 

광민감제 임을 확인하였다.

이번 연구에 사용된 광원과 광민감제는 광중합형 레

진의 중합기와 치태착색제로 치과 임상에서 흔히 사용

되는 재료이다. 추가적인 장비의 구입 없이 실제 임상에 

광역학 치료를 도입할 수 있다는 점에서 erythrosine과 

할로겐 램프를 이용한 광역학 치료는 다른 특수한 광민

감제나 저강도 다이오드 레이저 등을 이용한 광역학 치

료에 비해 경제적이다. 

이번 연구에 사용된 할로겐 램프는 400 – 520 nm 파

장의 청색광을 방출한다. 그러나, erythrosine은 약 450 – 

550 nm 파장 영역의 빛을 흡수하고, 최대 효과를 나타

낼 수 있는 λmax 는 530 nm 이다. 이번 연구에서 20 

µM erythrosine 과 할로겐 광원을 이용한 광역학 치료는 

인간의 구강에서 티타늄 디스크에 형성한 바이오필름 내

의 세균 수 감소에 효과적이었지만, 450~550 nm 파장의 

빛을 방출하는 광원을 사용한다면 erythrosine을 광민감

제로 사용하는 광역학 치료의 효과를 더욱 증가시킬 수 

있을 것이다. 향후 erythrosine의 흡수 파장을 고려한 광

원에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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