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Enhancement of Erythrosine Photodynamic Therapy against 
Streptococcus mutans by Chlorhexidine

Jongcheol Park1, Howon Park1, Siyoung Lee2

1Department of Pediatric Dentistry, 2Department of Microbiology and Immunology, Oral Science Research Center, 

College of Dentistry, Gangneung-Wonju National University

The purpose of this study was to investigate the synergistic effects of erythrosine sensitized with a conventional

halogen curing unit and sub-minimal bactericidal concentration(sub-MBC) of chorhexidine on bacterial viability

of Streptococcus mutans in planktonic state.

Sub-minimal bactericidal concentration of chlorhexidine was added into wells containing bacteria and erythrosine.

The range of concentrations tested for chorhexidine was from 0.0000001% to 0.001%. The irradiation of the

bacterial suspensions was performed for 15 sec with a conventional halogen curing unit light. In another set of

experiment, the effects of 0.001% chlorhexidine were observed by adding chlorhexidine into wells containing the

sub-minimal bactericidal concentration of erythrosine. 

At the concetration of 0.001% chlorhexidine, there were no antibacterial effects in the absence of erythrosine

PDT(p < 0.05). At the concentraton of 1 μM erythrosine, there was no photodynamic therapy effect in the

absence of chlorhexidine(p < 0.05). But in the presence of sub-minimal bactericidal concentration of erythrosine

with light exposure, the addition of 0.001% chlorhexidine increased the bactericidal rate(p < 0.05).

A combination of erythrosine PDT with sub-MBC chlorhexidine resulted in a significant reduction in bacterial

counts when compared to the case with the absence of chlorhexidine. 
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Ⅰ. 서 론

치아우식증은 어린이의 구강 질환 중 가장 흔한 범발성 질환

이며, 진행과정이 서서히 이루어져 가는 만성 질환이기도 하다1-3).

치아우식증은 치면세균막내 세균의 당 대사를 통해 생성되는

산에 의해 치질이 탈회되는 과정으로 이루어지는 세균성 치아

경조직 질환이다4). 치아우식증에 관련된 여러 세균 중에서 그람

양성 세균인 Streptococcus mutans가 치아우식증과 직접 연

관되어 있다는 것은 이미 잘 알려져 있다5).

치아우식증을 예방하기 위해서는 잇솔질과 같이 기계적인 방

법으로 치면세균막을 제거하는 것이 가장 효과적인 방법이다6).

그러나 이러한 방법은 환자가 비협조적일 때 치아우식증 예방

효과를 기대할 수 없는 단점이 있다. 백신을 사용하여 구강 내

치아우식 유발 세균을 억제하려는 많은 연구가 행해지고 있지

만, 임상적으로 이용 가능한 백신의 개발에는 많은 어려움이 있

다7). 

치아우식증을 예방하기 위한 또 다른 방법으로 항미생물제제

들이 개발되고 있다. 이러한 항미생물제제 중 치과의사들이 진

료실에서 흔히 사용하고 환자들에게 처방하는 것은 클로르헥시

딘이다. 그러나 항생제를 자주 사용하게 되면 내성을 가진 세균

이 생성되고, 우식유발 세균뿐만 아니라 정상 세균총까지 파괴

되는 문제점이 있다8,9). 그러므로 구강 내 정상 세균총에는 영향
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을 거의 미치지 않으면서 우식 유발 세균에만 선택적으로 작용

하는 강력한 항생 요법이 필요하다.

그리고 치아우식증을 예방하기 위해 최근에 연구되고 있는

방법으로 광역동 치료가 있다. 광역동 치료는 특정 파장의 빛을

흡수하는 광감각제를 사용하며, 광감각제는 세균의 세포벽에

친화성이 있어 광원에 의해 활성화된 분자는 세균을 손상시킬

수 있는 활성산소나 자유 라디칼(free radical)을 생성하여 항

균효과가 발생한다10). 

항생제와 광역동 치료를 병용하면 항생제를 단독으로 사용할

때보다 더 큰 효과가 있을 것이다. 두 가지 치료법을 병용하였

을 때 더 큰 항균효과가 나타난다면, 항생제를 적은 양 사용할

수 있는 장점이 있다. 따라서 이번 연구의 목적은 최소살균농도

이하(sub-minimal bactericidal concentration)의 클로르헥

시딘과 erythrosine 광역동 치료를 병용하였을 때, 부유상태의

S. mutans에 미치는 두 가지 치료법의 상승효과를 평가하기

위함이다. 

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 세균과 배양조건

치아우식 유발 세균인 S. mutans ATCC 25175를 사용하였

다. 실험에 사용한 표준 균주는 5% CO2의 호기성 조건에서 37℃

의 온도로 18시간 동안 뇌심장침출 액체배지(Becton,

Dickinson and Company, USA)에서 배양되었다. 세균 부유

용액의 혼탁도는 분광광도계(Smart Plus 2700, Young-Woo

Inst., Korea)를 이용하여 측정하였다. 표준 곡선을 이용하여

세균의 수를 조정하였으며, 세균의 수는 인산 완충 생리식염수

(PBS)를 이용해 107 Colony Forming Unit(CFU)/ml로 희

석하였다. 

2. 광감각제와 광원

광역동 치료를 위한 광감각제로 erythrosine(Sigma-

Aldrich Co., USA)을 사용하였다. 실험에 사용하기 위해 시판

되는 erythrosine 용액을 인산 완충 생리식염수(PBS, pH 7.2)

를 이용하여 최종농도 1 mM의 erythrosine 용액을 제조하였으

며, 이렇게 만들어진 용액을 실험에 사용하기 전에 -20℃의 암

실에서 보관하였다. 

광역동 치료를 위한 광원으로 할로겐 광중합기(XL 3000,

3M ESPE, USA)를 사용하였다. 할로겐 광중합기의 광조사

직경은 8 mm였다. 광원의 출력량은 500 mW/cm2이었으며,

방사계(Light intensity meter, Dentamerica, USA)를 이용

해 모든 실험마다 출력량을 점검한 후 사용하였다. 광조사를 시

행한 시간은 15초였으며, 광원과 샘플 간의 거리는 2 cm으로

설정하였다. 광조사 후 각각의 샘플을 PBS를 이용하여 희석하

였고, 희석한 용액을 50 μL 채취한 후 혈액한천배지(Hanil-

KOMED, Korea)에서 배양하였다. 5% CO2의 호기성 조건에

서 37℃의 온도로 72시간 동안 배양한 후 CFU의 수를 측정하

였다. 

3. 클로르헥시딘 최소살균농도의 측정

이번 실험에 사용한 클로르헥시딘은 부광약품주식회사

(Hexamedine, 0.1% chlorhexidine digluconate, Korea)를

통하여 구매하였다. 최소억제농도(minimal inhibitory con-

centration, MIC) 측정을 위해 클로르헥시딘을 2배씩 희석하

여 여러 가지 농도의 용액을 준비하였다. 표준 균주를 접종한

BHI 액체 배지를 96-well microtitration plates를 5% CO2

의 호기성 조건에서 37℃의 온도로 20시간 동안 배양하여 육안

으로 최소억제농도를 결정하였다. 

그 후 최소살균농도를 결정하기 위해, 육안으로 관찰하여 세

균 번식의 억제를 보인 세균 부유물을 혈액한천배지(Hanil-

KOMED, Sungnam, Gyounggi-Do, Korea)에 획선하였다.

5% CO2의 호기성 조건에서 37℃의 온도로 72시간 동안 배양

한 후, 세균의 99.9%가 사멸된 클로르헥시딘의 최소 농도를 최

소살균농도로 결정하였다. 

4. Erythrosine 광역동 치료에서 최소살균농도의 측정

Erythrosine 광역동 치료에서 erythrosine 최소살균농도를

결정하기 위해 erythrosine 농도를 달리하여 항균효과를 비교

하였다. 실험에 사용된 erythrosine 농도는 1 μM, 5 μM, 10 μM

이었으며, 각각의 erythrosine 농도에서 할로겐 광중합기를 사

용하여 15초 동안 광조사를 시행하였다. 각각의 농도에서 세균

수를 비교하여 erythrosine 광역동 치료의 항균효과를 측정하

였다.

5. 최소살균농도 이하인 0.001% 클로르헥시딘과 1 μM

erythrosine 광역동 치료 병용시 항균효과 비교

최소살균농도이하인0.001% 클로르헥시딘이1 μM erythrosine

광역동 치료에 미치는 효과를 평가하기 위해, 다음과 같이 8개

의 실험군으로 나누어서 실험을 수행하였다.

1 군 - 클로르헥시딘 없음

2 군 - 클로르헥시딘 없음, 1 μM erythrosine

3 군 - 클로르헥시딘 없음 + 광조사

4 군 - 클로르헥시딘 없음, 1 μM erythrosine + 광조사

5 군 - 0.001% 클로르헥시딘

6 군 - 0.001% 클로르헥시딘, 1 μM erythrosine

7 군 - 0.001% 클로르헥시딘 + 광조사

8 군 - 0.001% 클로르헥시딘, 1 μM erythrosine + 광조사

클로르헥시딘과 erythrosine 광역동 치료의 상승효과를 평가

하기 위해, 0.001% 클로르헥시딘과 1 μM erythrosine 광역동

치료를 병용한 후 세균수를 측정하였다.  
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6. 통계 분석

통계 분석은 SPSS V19.0 프로그램으로 수행하였으며, 각각

의 실험군에서 평균과 표준편차를 표시하였다. 각각 3가지 최

소살균농도 이하의 클로르헥시딘 농도에서 광역동 치료 여부에

따른 효과를 비교하였으며, 이것을 Student t-test를 통하여

검정하였다. 각각 3가지 최소살균농도 이하의 클로르헥시딘 농

도에서 광역동 치료를 시행하지 않은 실험군과 광역동 치료를

시행한 실험군을 비교하기 위해 95%의 신뢰도로 일원배치 분

산분석을 이용해 각각의 군 간 차이를 비교하였다. 그리고 최소

살균농도 이하인 1 μM erythrosine 농도의 광역동 치료에서

0.001% 클로르헥시딘의 유무에 따른 세균수 감소 효과를 비교

하기 위해 95%의 신뢰도로 일원배치 분산분석을 이용해 각각

의 실험군 간 차이를 비교하였다.

Ⅲ. 연구 결과

1. 클로르헥시딘 최소살균농도 결정

S. mutans ATCC 25175에 대한 클로르헥시딘 최소억제농

도는 0.00005%였으며, 최소살균농도는 0.00625%였다. 

2. Erythrosine 광역동 치료에서 최소살균농도 결정(Fig. 1,

Table 1)

Erythrosine 광역동 치료에서 최소살균농도를 결정하기 위

해 erythrosine 농도를 1 μM, 5 μM, 10 μM로 조정하여 항균

효과를 비교하였다. 5 μM, 10 μM의 erythrosine 농도에서 광

역동 치료를 시행한 결과 대조군인 0 μM보다 통계적으로 유의

하게 세균수가 감소하였다(p < 0.05). 그러나 1 μM erythrosine

농도에서 광역동 치료를 시행한 경우 대조군과 비슷한 세균수

를 보여 1 μM erythrosine 농도에서의 광역동 치료는 항균효

과가 없었다. 

3. 최소살균농도 이하인 0.001% 클로르헥시딘과 1 μM

erythrosine 광역동치료를병용시항균효과(Fig. 2, Table 2)

최소살균농도 이하인 1 μM erythrosine 광역동 치료만 단독

으로 시행한 때에는 세균수의 유의미한 감소를 보이지 않았다.

반대로 0.001% 클로르헥시딘만 단독으로 적용한 경우에도 세

균수의 유의한 감소를 보이지 않았다. 그러나 최소살균농도 이

하인 1 μM erythrosine에 광조사를 시행하면서 0.001% 클로

르헥시딘을 추가하는 경우에는 대조군과 비교하여 세균수가 유

Table 1. Bacterial growth following exposure of bacterial suspension with erythrosine to halogen light
Erythrosine (μM)

p-value0 1 5 10
CFU/ml(×104) 43.1 ± 2.8 39.4 ± 6.6 27.5 ± 5.5 5.3 ± 2.0 .000

T a a b c
Statiscal significances were tested by one-way analysis of variences among groups. The same letters indicate non-significant difference between groups
based on Tukey's multiple comparison test.

Fig. 1. Bacterial growth following exposure of bacterial suspension with
erythrosine to halogen light. The growth of samples exposed to light for
15 s in the absence of chlorhexidine is expressed as CFU counts. Statiscal
significances were tested by one-way analysis of variences among
groups(* : p < 0.05).

Fig. 2. Bacterial growth following exposure of bacterial suspension with
0.001% chlorhexidine to halogen light in combination with sub-MIC of
erythrosine. The growth of nonexposed(control) bacterial samples and
samples exposed to light for 15 s in the absence or presence of chlorhexi-
dine is expressed as CFU counts. Statiscal significances were tested by
one-way analysis of variences among groups(* : p < 0.05).
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의하게 감소하였다(p < 0.05). 

Ⅳ. 총괄 및 고찰

치아우식을 예방하기 위해서 많은 전략이 개발되고 있으며, 광

감각제를 사용하여 치아우식을 유발하는 세균을 억제할 수 있는

광역동 치료는 1990년대부터 꾸준히 연구되어 오고 있다11-13).

이전 연구에 따르면 erythrosine과 할로겐 광중합기를 사용한

광역동 치료에서 부유상태의 S. mutans에 항균효과가 있다고

보고하였다14,15). 광역동 치료가 항균효과를 갖는 기전은 다음과

같다. 광역동 치료에 사용되는 광감각제는 세균의 세포벽에 친

화성이 있으며, 광조사에 의해 활성화되어 세균의 세포벽에 손

상을 일으키게 된다. 이렇게 활성화된 광감각제 분자는 인접 세

포벽 분자에 에너지를 전이시키고, 세균을 손상시키거나 사멸

시킬 수 있는 활성 산소나 자유 라디칼을 생성하게 됨으로써 항

균효과를 갖게된다16-19). 

본 교실에서 시행한 이전의 연구에서는 광역동 치료에서

90% 이상의 세균 사멸을 얻기 위해서는 최소 5 μM 이상의

erythrosine 농도를 사용하여야 하는 결과를 얻었다14). 그러나

이번 실험에 사용된 erythrosine 농도는 최소살균농도 이하인

1 μM을 사용하였다. 최소살균농도 이하인 1 μM erythrosine

농도에서 클로르헥시딘을 병용하지 않으면 항균효과가 없었다

(Fig. 1, Table 1). 

이번 연구에서 최소살균농도 이하의 erythrosine과 클로르헥

시딘을 사용하였으며, 각각을 단독으로 사용하였을 때 항균효

과가 없었다. 그러나 최소살균농도 이하의 1 μM erythrosine

광역동 치료와 0.001% 클로르헥시딘을 같이 사용하였을 때에

는 항균효과가 나타났다. 1 μM erythrosine 광역동 치료와

0.001% 클로르헥시딘을 같이 사용하였을 때, 세균의 숫자가

61% 감소하여상승효과가있음을알수있었다(Fig. 2, Table 2).

클로르헥시딘을 고농도로 장기간 사용할 때 구강 내 정상 세

균총의 균형이 깨지는 문제가 있으며, 치면과 혀의 착색, 미각

이상, 보철물의 변색, 구강 점막의 통증 등이 나타나는 부작용

이 있다. 구강 내 정상 세균총의 파괴를 최소화하면서 항균효과

를 얻기 위해서는 최소살균농도 이하의 클로르헥시딘을 사용해

야 한다. 광역동 치료는 장소 특이적이므로, 광감각제와 광원이

존재하는 영역에서만 항균효과가 있다. 따라서 광원을 적용하

더라도 erythrosine이 도포된 치면에서만 항균효과를 갖기 때

문에 구강 점막과 혀 등에 존재하는 정상세균총의 파괴를 방지

할 수 있다. 

클로르헥시딘은 양이온의 성질을 가지는 소수성이며 친지질

성의 분자이며, 그람 양성 및 음성 세균에 대해 항균효과가 있

다20). 세균의 세포벽에 존재하는 인산 그룹은 음이온의 성질을

가지기 때문에, 양이온의 성질을 가지는 클로르헥시딘은 세균

의 세포벽에 작용하여 삼투압 평형을 파괴하는 과정을 통해 항

균효과를 갖게 된다21). 그러나 클로르헥시딘은 농도에 따라 다

른 작용을 나타낸다. 최소억제농도 이하의 낮은 농도에서는 세

포막의 변형만 일으키며, 높은 농도에서는 세포막에 존재하는

분자의 응집을 유도하여 항균효과가 나타난다22). 

Erythrosine 광역동 치료에서는 활성산소나 자유 라디칼 같

은 반응성 산물이 생성되기 때문에 세포벽뿐만 아니라 세포 내

로의 침투가 가능하여 항균효과를 나타낸다. 1 μM erythrosine

광역동 치료와 0.001% 클로르헥시딘을 각각 사용하였을 때에

는 항균효과를 나타내지 않았으나, 두 가지 치료법을 같이 사용

하였을 때에는 통계적으로 유의한 항균효과를 나타내었다. 이

러한 상승효과가 나타나는 이유는 서로 작용하는 곳이 다르기

때문으로 생각되며, 상승효과에 대한 두 가지 용액의 작용기전

에 관한 추가적인 연구가 필요하리라 생각된다. 

이번 실험에 사용된 광감각제인 erythrosine은 치과 진료실

에서 흔히 사용되는 치면세균막 착색제이다. 치과 진료실에서

erythrosine을 구강위생이 불량한 환자에게 바르고, 착색된 치

면의 잔류 치태를 제거하기 위한 잇솔질 교육을 시행할 때 자주

이용된다. 그리고 치과 진료실에서 광중합 재료를 충전할 때 주

로 사용되는 광원으로는 할로겐이 있다. 이처럼 치과 진료실에

서 흔히 접할 수 있는 재료인 치면 착색제를 광감각제로 이용하

고, 광원으로 할로겐 광중합기를 이용함으로써 누구나 쉽게 접

근할 수 있는 광역동 치료의 방법을 제시하였다는 점에서 의의

가 크다고 할 수 있다.

이번 연구에서는 우식유발 세균인 S. mutans에 대해 최소살

균농도 이하의 클로르헥시딘과 erythrosine 광역동 치료의 상

Table 2. Bacterial growth following exposure of bacterial suspension with 0.001% chlorhexidine to halogen light in combination with sub-MIC of erythrosine

Condition
Light(-) Light(-) Light(+) Light(+)

p-value0 μM E 1 μM E 0 μM E 1 μM E
No CHX 46.1 ± 1.8 40.9 ± 1.5 14.3 ± 2.8 39.4 ± 6.6 .126

T a a a a

0.001% CHX 42.5 ± 4.8 41.5 ± 3.9 36.2 ± 5.1 15.5 ± 7.9 .000
T a a a b

CHX = chlorhexidine, E = erythrosine
Statiscal significances were tested by one-way analysis of variences among groups. The same letters indicate non-significant difference between groups
based on Tukey's multiple comparison test.
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승효과를 알아보기 위해 부유상태에서 실험하였다. 그러나 구

강 내 치면에서 치아우식을 유발하는 세균들은 바이오 필름의

형태로 조직화되어 있으며, 바이오 필름의 형태로 존재하는 경

우 세포 외 다당류의 존재, 세포 대사 활성의 차이, 유전자 발현

의 차이 등으로 부유 상태에서와는 다른 특성을 갖게 된다. 이

러한 차이점을 고려해 볼 때, 바이오 필름 상태로 성장하는 세

균은 광역동 치료에 대해 더 큰 저항성을 갖고 있을 것이다. 따

라서 바이오 필름 상태에서 클로르헥시딘과 erythrosine 광역

동 치료의 상승효과를 알아보는 연구가 추후 진행될 필요가 있

을 것으로 생각된다.  

Ⅴ. 결 론

최소살균농도 이하의 클로르헥시딘을 단독으로 사용하는 경

우 S. mutans에 항균효과는 없었다. 그리고 최소살균농도 이

하인 1 μM erythrosine 광역동 치료만을 단독으로 시행할 때

S. mutans에 항균효과는 없었다. 각각의 치료법을 단독으로

시행하는 경우 항균효과가 없었지만, 최소살균농도 이하인

0.001% 클로르헥시딘과 최소살균농도 이하인 1 μM erythrosine

광역동 치료를 병용하는 경우 61%의 S. mutans 세균수가 감

소하였다. 이상의 결과를 종합해 볼 때 S. mutans에 대해 최소

살균농도 이하의 클로르헥시딘과 erythrosine 광역동 치료를

병용하는 경우 상승효과가 있음을 알 수 있다. 
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Streptococcus mutans에 대한

클로르헥시딘과 Erythrosine 광역동 치료의 상승효과

박종철1∙박호원1∙이시영2

강릉원주대학교 치과대학 1소아치과학교실, 2미생물학 및 면역학교실 및 구강과학연구소

이 연구의 목적은 치과 임상에서 널리 사용되는 항미생물제제인 클로르헥시딘과 할로겐을 이용한 erythrosine 광역동 치

료를 병용하였을 때, 부유 상태의 Streptococcus mutans에 미치는 항균효과를 평가하기 위함이다.

S. mutans 표준 균주를 Brain Heart Infusion broth medium에 첨가하여 부유 상태로 배양하였다. 치과용 할로겐 광중

합 장치를 광원으로 사용하였으며 치태 착색제인 erythrosine을 광감각제로 사용하였다. 

클로르헥시딘의 최소살균농도를 측정하고, erythrosine 광역동 치료에서 최소살균농도를 결정하기 위해 1 μM, 5 μM, 10

μM의 erythrosine 농도를 사용하여 할로겐 광중합기로 15초 동안 광조사를 시행한 후 세균수를 측정하였다. 마지막으로 클

로르헥시딘과 erythrosine 광역동 치료를 병용한 경우 나타나는 상승효과를 평가하기 위해, 최소살균농도 이하인 0.001%

클로르헥시딘과 최소살균농도 이하인 1 μM erythrosine 광역동 치료를 병용하여 항균효과를 비교하였다. 

최소살균농도 이하의 클로르헥시딘만 단독으로 사용하는 경우 S. mutans의 세균수가 유의하게 감소하지 않았다(p <

0.05). 또한 erythrosine 광역동 치료만 단독으로 시행한 경우에는 5 μM, 10 μM의 erythrosine 농도에서 유의하게 세균수

가 감소하였지만, 1 μM erythrosine 농도에서는 세균수가 유의하게 감소하지 않았다(p < 0.05). 마지막으로 두 가지 치료

법의 상승효과를 평가하기 위해 최소살균농도 이하인 1 μM erythrosine 광역동 치료와 0.001% 클로르헥시딘을 병용하는

경우에는, 대조군과 비교하여 세균수가 유의하게 감소하였다(p < 0.05).

최소살균농도 이하인 0.001% 클로르헥시딘과 1 μM erythrosine 광역동 치료를 각각 단독으로 시행하는 경우에는 유의

한 항균효과가 없었지만, 두 가지 치료를 병용하는 경우 61%의 S. mutans 세균수가 감소하였다. 이상의 결과를 종합해 볼

때 S. mutans에 대해 최소살균농도 이하의 클로르헥시딘과 erythrosine 광역동 치료를 병용하는 경우 상승효과가 있음을

알 수 있다.

주요어:광역동 치료, Erythrosine, 할로겐, Streptococcus mutans, 클로르헥시딘
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