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요 약

본 연구에서는 전기천공시스템에서 형광 염료를 사용한 세포 생존율 평가와 형광 염료를 전달 물질로 하여 세포 내

부로의 전달 효율 평가를 통해 세포의 생존율과 전달 물질의 전달 효율 평가에 사용하기 적합한 형광 염료의 선정 및

사용에 적절한 농도에 대한 가이드라인을 제시 할 수 있는 기초 연구를 수행하였다. 형광 염료로는 Propidium Iodide

와 Yo-Pro-1을 사용하였다. Propidium Iodide과 Yo-Pro-1을 사용한 세포 생존율 평가와 전달 효율의 평가에서 각 형광

염료의 유세포 분석 히스토그램의 모양은 형광 염료의 종류와 사용한 농도에 따라 다른 것을 확인하였다. 이는 사용하

는 형광 염료의 특성과 연관이 있는 것으로 이 결과를 통해 세포 분석에 사용하는 형광 염료의 특성에 따라 분석 결

과가 달라지는 것을 알 수 있었다. 형광 염료 자체가 세포 생존률에 미치는 영향은 크지 않음을 확인하였다. 또한 두

종류 이상의 형광 염료를 사용하여 분석을 하는 경우 발생할 수 있는 형광 신호 간의 간섭 영향을 확인하였다. 간섭의

영향은 Yo-Pro-1의 농도가 높을수록 큰 것으로 확인되었으며 Propidium Iodide의 농도는 형광 신호의 간섭에 큰 영향

을 미치지 않음을 확인하였다. 본 연구를 통해 형광 염료의 종류와 농도에 따라 세포 생존율 평가와 전달 효율의 평가

결과가 영향을 받는 것을 확인했으며 이는 형광 염료의 특성과 연관이 있는 것으로 판단된다. 또한, 본 연구 결과를 토

대로 세포 생존율 평가와 전달 효율 평가에 적절한 형광 염료의 선정과 사용에 적절한 농도를 제시하였다.

Abstract − In this study, basic research was conducted to provide guidelines for selecting fluorescent dye and using proper

concentration of fluorescent dye to use evaluation of cell viability and fluorescent dye delivery efficiency. Propidium

iodide and Yo-Pro-1 were used as fluorescent dyes. In the evaluation of cell viability and the efficiency of delivery using

Propidium Iodide and Yo-Pro-1, the histogram of each fluorescent dye was different depending on the type of fluorescent dye

and the concentration used. These results were related to the characteristics of the fluorescent dyes used. This was related to

the properties of the fluorescent dyes used. From these results, it was found that the analytical results depending on the

characteristics of the fluorescent dyes used in the cell analysis. The effect of the fluorescent dye on the cell was confirmed,

but it was confirmed that it did not affect the analysis result. In addition, the influence of interference between fluorescent

signals was confirmed when two or more kinds of fluorescent dyes were used for analysis. The higher the concentration

of Yo-Pro-1 was, the larger the effect of interference was, and the concentration of Propidium Iodide did not affect the

interference of fluorescence signal. This study confirmed that the evaluation of the cell viability and the evaluation of the

delivery efficiency were influenced by the type and concentration of the fluorescent dyes and it was related to the

characteristics of the fluorescent dyes. Based on the results, appropriate concentrations of fluorescent dyes suitable for

evaluation of cell viability and delivery efficiency were suggested.
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1. 서 론

일반적으로 임피던스 세포 측정법, 세포 이동분석 등의 물리적인

방법을 이용한 분석 방법과 유세포 분석, 라만 분광법 등의 화학적

인 방법을 이용한 분석 방법 등 다양한 방법으로 세포 분석이 이루

어지고 있다[1]. 최근에는 형광 염료를 사용하여 세포를 분석하고

있다. 이 방법은 형광을 나타내지 않는 분자 등을 보기 위하여 형광

물질을 첨가하여 형광 신호를 얻는 방법이다. 이런 형광 염료를 이

용하면 원하는 분자의 위치와 정량 정보를 연구자에게 제공할 수

있다. 형광 염료는 형광 현미경으로 관찰 할 때 단일 분자를 확인

할 수 있을 정도의 감도를 제공한다. 그러므로 각각의 세포에 대한

분석이 가능하다. 분자생물학에서 형광 염료를 사용한 분석이 가지

는 가장 큰 잠재력은 다양한 형광 염료를 사용하여 생물 분자의 특

성을 확인 할 수 있는 센서로 사용이 가능하다는 점이다[2]. 이러한

형광 염료의 장점으로는 항체 또는 핵산의 결합 부분과 특이적으로

결합하여 세포 내부의 표적 분자를 선택적으로 검출 할 수 있으며,

여러 종류의 형광 염료를 사용하여 단일 분석에서 여러 표적을 다

중으로 검출 할 수 있다는 장점이 있다. 그리고 분석 결과가 실시간

으로 수집되기 때문에 분석 결과의 시각화가 가능하다[3]. 세포 분

석에 사용되는 형광 염료의 종류는 분석 목적에 따라 다양하게 사

용되고 있으며 Propidium Iodide, Yo-Pro-1, PicoGreen, YO-YO-1,

SYBR-14 등이 있다[4-14]. 

Propidium Iodide는 세포 생존 능력평가와 세포 주기 분석에 주로

사용되며 Excitation / Emission (Ex/Em)은 535/617 nm이다[7].

Yo-Pro-1은 주로 세포의 자가 사멸을 분석하는 용도로 사용되며

Ex/Em은 491/509 nm이다[8]. 세포 분석에 사용되는 Propidium

Iodide와 Yo-Pro-1은 널리 사용되는 형광 염료이므로 적절 농도를

선택할 때 많은 자료를 참고할 수 있다. 하지만 Propidium iodide는

분석하고자 하는 목적과 사용하는 경우에 따라 500 nM~20 mM의

다양한 농도 범위에서 사용되고 있다. 그렇기 때문에 세포 분석을

위한 Propidium Iodide의 적절 농도의 범위를 제시하기에는 어려움

이 있다[10-14]. 보편적으로 Propidum Iodide는 세포 생존율 및 세

포 주기 분석을 위해 사용하며, Yo-Pro-1은 세포 자가 사멸 분석을

위해 사용된다. 하지만 보편적으로 사용하는 목적이 아닌 다른 목

적으로 분석에 사용할 경우에 대하여 알려진 정보가 부족하다. 보

편적으로 사용하는 목적이 아닌 다른 목적으로 분석에 사용하는 예

시로는 형광 염료를 전달 물질로 사용하여 형질전환을 연구하는 것

이다. 이런 형질전환 연구에서 형광 염료는 전달 물질의 전달 여부

를 확인하는 지표로 사용된다. 형광 염료를 사용한 세포 분석은 형

광 신호를 사용하여 분석을 한다. 이런 형광 염료를 세포 내부로의

전달 물질로 사용하면, 형질전환 연구에서 전달 물질의 전달 효율

을 정량적으로 분석 할 수 있다. 본 연구에서 사용된 Yo-Pro-1의 형

광은 세포 내부의 DNA 또는 RNA와 같은 핵산과 결합하여 초록색

형광을 나타낸다. 이 초록색 형광은 공초점 현미경으로 전달 여부

를 확인 할 때, 세포의 Chlorophyll의 붉은색 형광과 구분이 용이하

므로 전달 물질로 사용하였으며, Propidium Iodide는 선행된 연구

에서 세포 생존율 평가를 위한 형광 염료로 사용되었으나 전달 물

질로 사용할 경우 Yo-Pro-1과의 비교를 위해 사용하였다. 하지만

형광 염료를 사용하여 전달 효율을 평가하는 것과 같이 보편적으로

사용되는 목적이 아닌 다른 목적으로 형광 염료를 사용하는 경우에

는 목적에 맞는 형광 염료의 종류와 적절한 농도에 대한 정보가 부

족하다[15-17].

따라서 본 연구에서는 전기천공시스템에서 형광 염료를 사용한

세포 생존율과 형광 염료를 전달 물질로 하여 세포 내부로의 전달

효율의 평가를 통해 분석에 사용 적합한 형광 염료의 선정 및 적절

한 농도에 대한 가이드라인을 제시 할 수 있는 연구를 수행하였다.

형광 염료는 세포 생존능력 평가에 주로 사용되는 Propidium

Iodide와 세포의 자가 사멸을 분석하는 용도로 주로 사용되는 Yo-

Pro-1을 사용하였다. 다른 형광 염료를 동일한 농도로 사용하여 세

포 생존율과 전달 효율을 비교하여 세포 생존율과 전달 효율의 평

가에서 형광 염료의 차이를 살펴보았다. 형광 염료의 농도를 달리

하여 세포 생존율과 전달 효율 평가를 비교하여 세포 분석 시 형광

염료의 농도가 세포 분석에 미치는 영향에 대해 살펴보았다. 또한

형광 염료가 세포에 미치는 영향을 알아보기 위해 형광 염료 농도

와 염색 시간에 따른 세포의 생존율을 비교하였다. 마지막으로 형

광을 이용하여 세포 분석을 하는 방법이므로 형광 염료 간의 간섭

여부가 분석 결과에 어떠한 영향을 미치는지 살펴보았다.

2. 실 험

2-1. 실험 장치

액적 접촉 충전 현상[18-27] 기반 디지털 전기천공 시스템[28-

31] 의 개략도는 Fig. 1에 나타난 바와 같다. 디지털 전기천공 칩은

2.54mm의 핀 헤더 소켓을 5개 연결하여 하단 전극부분을 만들었다.

만들어진 하단 전극부분은 외부에 PDMS (Polydimethylsiloxane)로

케이스를 만들어 미네랄 오일을 채울 수 있도록 하였다. 디지털 전

기천공 칩은 상단에 전기천공용 전극(EP needle)을 사용한다. 전기

천공용 전극의 표면은 소수성이 요구되므로 시판되는 초소수성 코

팅제 스프레이를(Never Wet multipurpose kit, RUST-OLEUM) 이

용하여 코팅하였다. 전기천공용 전극과 하단 전극은 전원공급장치

(Keithly 2450)와 릴레이 스위치에 연결된다. 전원공급장치는 세포

액적에 가해지는 전압을 조절하고, 전류를 흘려준다. 스위치를 켜

고 끄는 역할을 하는 릴레이 스위치를 이용하여 전기 펄스의 횟수

와 인가 시간을 조절 하였다. 자세한 펄스 조건은 결과부분에서 다

룰 것이다.

기본적으로 디지털 전기천공은 미네랄 오일이 담긴 디지털 전기

천공 칩에 Cell/DNA 혼합물의 액적을 넣어 실험한다. Cell/DNA

액적은 상단의 전기천공용 전극과 하단의 전극 부분 사이에 놓인다.

이때, Cell/DNA 액적은 2.5 µl를 사용하며 전극 사이에 1 mm가 되

도록 놓이게 된다. 하지만 이번 연구에서는 Cell/DNA의 혼합물이

아닌 Cell/Fluorescent dye의 혼합물을 사용하여 실험을 진행하였다.

기존 디지털 전기천공실험의 분석은 전기천공이 끝난 Cell/DNA

혼합 액적은 회수 후, 13,500 rpm에서 5분간 원심분리하여 미네랄

오일을 제거한다. 미네랄 오일을 제거한 Cell/DNA 혼합 액적은

1ml의 TAP 배양액에서 24시간 배양 후 FACS 분석을 하였다. 이번 디

지털 전기천공 실험에서 분석은 전기천공이 끝난 Cell/Fluorescent

dye의 혼합 액적 또는 Cell의 액적을 회수 후, 13,500 rpm에서 5분

간 원심분리하여 미네랄 오일을 제거하였다. 미네랄 오일을 제거한

Cell/Fluorescent dye 또는 Cell의 액적에 500 µl의 TAP 배양액을

사용하여 액적을 풀어준 후 FACS 분석을 하였다. 이번 전기천공실

험의 분석은 TAP 배양액에서 24시간의 배양 시간을 거치지 않고

분석을 진행하였다는 점이 기존의 디지털 전기천공실험 후 분석과
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다른 부분이다. 실험 간의 오염 방지를 위해 EP needle과 주사기는

매 실험마다 새 것을 사용하였다.

세포 생존율 및 전달 물질의 전달 효율을 평가하기 위해서 유세

포분석기(fluorescent activated cell sorter, FACS)의 분석 결과 히스

토그램을 이용하여 분석하였다. 세포 생존율 및 전달 효율의 평가

비교는 히스토그램의 모양과 피크의 위치를 중점으로 비교하였다.

2-2. 실험 재료

실험에는 액체 배양액인 TAP (Tris/Acetate/Phosphate) 배양액

(14 ml)에서 일정한 배양조건(조도: 1250 lx, 온도: 25 oC, 습도:

75%)을 유지한 식물 세포 배양기(JSPC-200C, JSR, Korea)에서 배

양한 Chlamydomonas reinhardtii (세포벽을 가진 야생종: cc-125)를

사용하였다. 지수로그 성장기에 해당하는 세포를 사용하여 실험을

하기 위해 실험 48~60시간 전 세포는 새 배지에 옮겨 배양하였다.

실험 전, 분광광도계(OPTIZEN NANO Q, Mecasys, Korea)를 사

용하여 세포를 포함한 배양액의 흡광도를 측정하여 세포의 농도를

확인하였다. 1×106 개에 해당하는 세포를 e-tube에 준비하였다. 준

비된 세포를 원심분리를 하여 배양액을 제거한 후, 형광 염료와 소

량의 배양액을 추가하여 Cell/Fluorescent dye 혼합액 10 µl를 만들

었다. 실험에 사용된 형광 염료는 Yo-Pro-1 (Ex/Em : 491/509, 1 mM

solution in DMSO, Thermo Fisher)과 Propidium Iodide (Ex/Em :

533/617, 1 mg/ml, Sigma-Aldrich) 두 종류의 형광 물질을 사용하

였다. 선행된 연구에서는 Yo-Pro-1은 0.1~1.0 mM 범위의 농도에서

전달 효율 평가 실험을 진행하여 전달 효율 평가에 적절한 농도가

0.1 mM임을 확인하였다. 세포 분석을 위한 Propidium Iodide은

500 nM에서 20 mM 범위의 농도에서 사용되고 있다. 선행된 연구

에서 세포 생존율 평가를 위해 사용한 Propidium Iodide의 농도는

0.075 mM이다. 서로 다른 농도 범위에서 사용 중인 두 형광 염료

의 농도에 따른 세포 분석 결과의 영향을 비교하기 위해 두 염료 모

두 0.01 mM에서 1.0 mM의 농도 범위를 사용하여 실험을 하였다

[9-14].

2-3. 실험 방법

전기천공실험 1회에 사용된 세포의 수는 1×106 개이다. 1회 실험

에는 10 µl의 Cell/Fluorescent dye 혼합액을 사용하였다. 이때 사용

된 형광 염료의 농도는 0.01~1.0 mM이며, 세포의 수는 동일하게

유지하고 농도를 맞추기 위해 추가한 세포 배양액(TAP medium)의

부피를 조절하여 해당 농도를 맞추었다. 마이크로피펫을 사용하여

2.5 µl의 Cell/Fluorescent dye 액적을 상단의 EP needle 과 하단의

전극 사이에 1 mm 간격으로 위치하도록 하여 실험을 진행하였다.

전기천공실험 1회는 2.5 µl씩 4번을 반복하였다. 

전기천공실험 후 3시간이 지난 뒤 FACS를 통해 세포 생존율과

전달 효율을 분석하였다. 이 결과를 히스토그램을 이용하여 정량화

하여 세포 생존율과 전달 효율을 평가하였다. 세포 생존율 평가를

위한 형광 물질의 염색은 FACS 분석 진행 전 실험 조건으로 설정

한 농도의 형광 염료를 첨가하여 10분간 방치 후 분석을 진행하였다.

전달 효율 평가에는 형광 염료를 전달 물질로 하는 Cell/Fluorescent

dye 혼합액을 디지털 전기천공시스템을 이용하여 세포 내부로 전달

하였으며, 2.5 µl씩 4회에 걸쳐 총 10 µl의 Cell/Fluorescent dye 혼

합 액적에 대해 디지털 전기천공을 수행하였다. 세포 생존율 평가

와 달리 전달 효율 평가에서는 전달 물질의 형광 신호만을 확인하

기 위해 FACS 분석 시 추가적인 형광 염료의 염색 없이 분석을 수

행하였다(구체적인 실험조건과 방법은 결과에서 기술).

FACS 히스토그램의 분석은 전기천공 후 세포의 FACS 분석을

통해 얻어진 히스토그램을 비교하는 것으로 수행하였다. FACS 분

석에는 Yo-Pro-1의 형광을 확인하기 위한 필터로 FITC (Spectral

band transmitted : 530±30 nm) 필터를 사용하였으며 Propidium

iodide의 형광을 확인하기 위한 필터로는 PI (Spectral band transmitted :

630±22 nm) 필터를 사용하였다. FACS 히스토그램을 이용한 분석은

Fig. 2에 표시된 102에 해당하는 빨간색 선을 기준으로 히스토그램

의 전체적인 모양과 위치를 이용하여 분석하였다. 전기천공실험 전

에는 102보다 낮은 형광 신호의 세기를 가지는 세포의 수가 대부분

을 차지해 기준으로 사용한 빨간색 선의 좌측에 피크가 위치하는

것을 알 수 있으며 기준선 좌측에서 하나의 피크만이 확인된다. 하

지만 전기천공실험 후에는 기준인 102의 우측에서도 또 다른 피크

를 확인 할 수 있다. 일반적으로 전기천공을 진행하고 난 후의 분석

Fig. 1. Schematic diagram of the digital electroporation system. 

Fig. 2. Analysis of the histogram based on the fluorescence signal

strength of 102. The control group had a fluorescent signal

lower than the reference and the peak was located on the

left side of 102. On the other hand, the experimental group

has a peak located on both the left and right sides of the ref-

erence, compared with the control group. 
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결과는 Fig. 2의 아래쪽 히스토그램에서 나타난 바와 기준선을 중

심으로 좌, 우에 뚜렷하게 피크가 구분된다.

3. 결과 및 고찰

3-1. Propidium Iodide와 Yo-Pro-1을 동일한 농도로 사용하여

세포 생존율과 전달 효율 평가 비교

세포 생존율 평가 실험과 전달 효율 평가 실험 모두 형광 염료를

사용한다는 공통점을 가지고 있으나 전기천공에 사용되는 액적의

구성과 분석 시 추가적인 염색의 여부에 차이가 있다. 세포 생존율

평가 실험은 형광 염료 없이 세포만으로 이루어진 액적에 전기천공

을 하고, FACS분석을 하기 전 형광 염료로 염색을 하여 세포의 생

존율을 평가하는 것을 목적으로 실험하였다. 전달 효율 평가 실험은

형광 염료를 전달 물질로 한 Cell/Fluorescent dye 혼합 액적을 세

포 내부로 전달하기 위해 디지털 전기천공시스템을 수행하고,

FACS 분석을 통해 확인된 세포 내부에서 전달 물질로 사용한 형광

염료의 신호를 이용하여 전달 효율을 평가하였다. 세포 생존율 평

가 실험과 달리 전달 효율 평가 실험에서는 전달 물질로 사용된 형

광 염료의 신호만을 확인하기 위해 FACS 분석 시에는 추가적인 형

광 염료의 염색 없이 실험을 진행하였다. Fig. 3 상단의 2개 히스토

그램은 동일한 농도의 Propidium Iodide와 Yo-Pro-1을 사용하여 세

포의 생존율을 평가한 결과이며 Fig. 3 하단의 2개 히스토그램은

동일한 농도의 Propdium Iodide와 Yo-Pro-1을 전달 물질로 사용하

여 전달 효율을 평가한 결과이다. 

전기천공시스템에서 동일한 농도(0.1 mM)의 Propidium iodide와

Yo-Pro-1을 사용하여 세포 생존율 평가를 하였다. 세포 생존율 평

가에서 전기천공은 96 V의 전압을 50 ms씩 8회에 나누어 가하였다.

형광 염료의 염색은 FACS 분석 5~10분 전 0.1 mM 농도의 형광

염료를 첨가하여 염색하는 방법으로 실험을 진행하였다. Fig. 3의

세포 생존율 평가 결과에서 나타난 바와 같이 사용한 형광 염료의

종류에 따라 히스토그램의 모양이 다른 것을 확인 할 수 있었다. 두

형광 염료를 동일한 농도로 사용하여 세포 생존율을 평가한 결과의

히스토그램에서 가장 뚜렷하게 확인되는 차이는 히스토그램의 위

치였다. Propidium Iodide를 사용하여 세포 생존율 평가 결과 히스

토그램은 분석의 기준이 되는 102의 좌측에서 비교적 큰 크기의 히

스토그램 피크를 확인할 수 있었으며, 기준의 우측에서는 비교적

작은 크기의 히스토그램 피크가 확인되었다. 반면, Yo-Pro-1을 사

용하여 세포 생존율을 평가한 결과 히스토그램은 기준이 되는 102의

우측에 대부분의 집단이 분포하는 것을 히스토그램의 피크와 크기

를 통해 확인 할 수 있었다. 세포 생존율 평가에서는 기준이 되는

102의 좌측의 분포를 생존한 세포로 평가한다. 따라서, Fig. 3의 세포 생

존율 평가 히스토그램을 통해 동일한 농도의 Propidium Iodide와

Yo-Pro-1를 사용하여 세포 생존율을 평가하면 Yo-Pro-1을 사용하

였을 때 세포 생존율이 낮게 평가되는 것을 확인 할 수 있었다. 

전기천공시스템에서 동일한 농도(0.1 mM)의 Propidium Iodide와

Yo-Pro-1을 전달 물질로 사용하여 전달 효율 평가를 하였다. 전달

효율 평가에서 전기천공은 96 V의 전압을 50 ms씩 8회에 나누어

가하였다. 전달 효율 평가 실험에서 두 형광 염료를 사용한 실험 결

과의 가장 큰 차이점은 히스토그램의 모양과 위치이다. Propidium

Iodide를 사용하여 전달 효율을 평가한 히스토그램은 기준인 102의

Fig. 3. Histogram of cell viability and delivery efficiency evaluation using Propidium Iodide and Yo-Pro-1 at the same concentration. Histo-

gram at the top was the histogram that performed the cell viability evaluation, and the histogram at the bottom was the histogram

that performed the delivery efficiency evaluation. In both evaluations, the reference for the intensity of the fluorescent signal was 102.
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좌측에 큰 피크가 위치하며 102의 우측에는 작은 피크가 있는 것을

확인할 수 있었다. 반면, Yo-Pro-1을 사용하여 전달 효율을 평가한

히스토그램에서는 하나의 피크가 기준인 102의 우측에 위치하는 것

을 확인 할 수 있었다. 전달 효율 평가 실험에서는 기준점인 102의

우측에 위치하는 분포를 전달이 이루어진 것으로 평가한다. 따라서,

동일한 농도를 사용하여 전달 효율을 평가하는 실험에서 Propidium

iodide를 사용하면 Yo-Pro-1을 사용하는 경우보다 전달 효율이 낮

게 평가되는 것을 의미한다. 즉, 동일한 전기천공조건에서 실험을

진행한 샘플에 대해 세포 생존율과 전달 효율을 평가할 때 동일한

농도의 형광 염료를 사용하더라도 형광 염료의 종류에 따라 평가

결과가 달라 질 수 있음을 확인하였다. 동일한 농도를 사용했을 때

Propidium iodide보다는 Yo-Pro-1이 보다 잘 전달되고 형광 신호도

강하게 나타남을 확인하였다.

3-2. Propidium Iodide와 Yo-Pro-1의 농도에 따른 세포 생존

율과 전달효율 평가 비교

전기천공시스템에서 형광 염료의 농도에 따른 세포 생존율과 전

달 효율을 비교하였다. 형광 염료는 0.01~1.0 mM의 범위를 사용해

실험을 수행하였다. Fig. 4의 위쪽 히스토그램이 Propidium Iodide

와 Yo-Pro-1의 농도에 따른 세포 생존율을 평가한 결과들이다. 각

결과에서 가장 위쪽에 위치하는 히스토그램이 0.01 mM 농도의 히

스토그램이며 아래쪽으로 내려갈수록 형광 염료의 농도가 증가하

였을 때의 히스토그램이다. Fig. 4의 좌측 상단 위치한 결과에서 나

타난 바와 같이 Propidium Iodide의 농도가 높아질수록 히스토그램

의 피크가 우측으로 이동하는 것을 확인할 수 있었으며 이는 세포

생존율 평가에 사용된 Propidium Iodide의 농도가 증가할수록 세포

생존율이 낮게 평가되는 것을 의미한다. Fig. 4의 우측 상단에 위치

한 Yo-Por-1을 사용한 세포 생존율 평가 결과에서는 0.01~1.0 mM

의 범위에 해당하는 평가 결과 히스토그램의 피크가 모두 기준인

102의 우측에 위치하는 것을 확인 할 수 있었다. Yo-Pro-1을 이용한

실험 결과도 Propidium Iodide와 마찬가지로 세포 생존율 평가에

사용된 형광 염료의 농도가 높아질수록 히스토그램의 피크가 우측

으로 이동하는 것을 확인 할 수 있었으며 이는 평가에 사용된 Yo-

Pro-1의 농도가 증가할수록 세포 생존율이 낮게 평가되는 것을 의

미한다. 구체적으로 Propidium Iodide를 사용하여 평가한 결과

0.01 mM에서는 세포 생존율이 96%로 평가되었으며 0.1~0.3 mM

에서는 세포 생존율이 65~67%로 평가되었고 0.5~1.0 mM에서는

35% 미만으로 평가되었다. Yo-Pro-1을 사용한 평가 결과 0.01~1.0 mM

의 범위에서 세포 생존율은 30% 미만인 것으로 평가되었다. 선행

된 연구에서 동일한 전기천공조건에서 실험한 결과 세포 생존율이

55~60%임을 고려하면[16] Propidium Iodide를 세포 생존율 평가

에 사용하기 위해서는 0.1~0.3 mM의 농도 범위를 사용하는 것이

적절할 것으로 판단되며, Yo-Pro-1은 0.01 mM보다 낮은 농도를 사

용하는 것이 적절할 것으로 판단된다. 

Fig. 4의 아래쪽 히스토그램이 Propidium Iodide와 Yo-Pro-1을

전달 물질로 하였을 때 전달 효율 평가의 결과이다. 각 결과의 가장

위쪽 히스토그램이 0.01 mM을 사용한 결과이며 아래쪽으로 내려

갈수록 사용한 형광 염료의 농도가 높은 결과이다. Fig. 4의 전달

효율 평가 결과에서 나타난 바와 같이 Propidium iodide를 사용하

여 전달 효율을 평가한 실험 결과 세포 생존율 평가 실험과 마찬가

Fig. 4. Comparison of cell viability and delivery efficiency evaluation according to the concentration of Propidium Iodide and Yo-Pro-1. The

upper histogram was the result of the cell viability evaluation according to the concentration of the fluorescent dye and the lower his-

togram was the result of the delivery efficiency evaluation according to the concentration of the fluorescent dye. 
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지로 사용한 형광 염료의 농도가 증가할수록 히스토그램의 피크가

우측으로 이동하는 것을 확인 할 수 있었다. 0.1 mM까지의 농도

범위에서는 히스토그램의 피크가 기준의 좌측에 위치하였으나 해

당 농도보다 높은 농도를 사용하는 경우에는 히스토그램의 피크가

기준의 우측에 위치하는 것을 확인할 수 있었다. Fig. 4의 Yo-Pro-1

을 사용한 전달 효율 평가 결과는 Propidium Iodide를 사용한 전달

효율 평가 결과와 마찬가지로 사용한 형광 염료의 농도가 증가할수

록 히스토그램의 피크가 기준인 102의 우측으로 이동하는 것을 확

인 할 수 있었다. 따라서, 동일한 조건에서 전기천공실험을 진행하

더라도 사용하는 형광 염료의 종류와 농도에 따라서 세포 생존율과

전달 효율의 평가 결과가 달라 질 수 있는 것을 확인하였다. 선행된

연구에서 Yo-Pro-1의 전달 효율은 0.1 mM에서 최적인 것으로 확

인되었다. 그러므로 Propidium Iodide를 사용한 전달 효율의 평가

에서는 0.1~0.5 mM의 농도 범위를 사용하여 평가를 하는 것이 적

절하다 판단되며, Yo-Pro-1을 사용한 전달 효율 평가에서는 0.01~

0.1 mM의 농도 범위를 사용하는 것이 전달 효율 평가에 적절하다

판단된다.

3-3. Propidium Iodide와 Yo-Pro-1의 농도가 세포에 미치는 영향

비교

앞선 실험에서 형광 염료의 농도에 따라 세포 생존율 평가 결과

히스토그램이 다른 것을 확인하였다. Propidium Iodide와 Yo-Pro-1

의 농도와 염색 시간이 세포에 미치는 영향을 비교하기 위하여 전

기천공을 하지 않은 세포에 형광 염료를 0.1~1.0 mM의 농도로 첨

가하여 염색을 하여 실험을 진행하였다. 세포 생존율 확인을 위해

광학 현미경을 사용하였으며, Trypan blue로 추가적인 염색을 하여

염색 된 세포의 수를 세는 것으로 세포의 생존율을 확인하였다. 염

색 시간에 따른 세포 생존율의 비교를 위해 형광 염료와 Trypan

blue의 염색 후 0~18시간이 경과된 세포의 생존율을 확인하는 방법

으로 실험을 진행하였다. Fig. 5의 결과는 각 형광 염료로 염색 후

18시간이 경과된 세포의 생존율을 형광 염료의 농도에 따라 확인한

결과이다. 

Fig. 5의 결과에서 확인 할 수 있는 것과 같이 18시간이 경과된

세포에서 농도가 높아질수록 Trypan blue로 염색되어 푸른 빛을 띄

는 세포가 증가하였다. 하지만 0.1 mM의 농도에서는 Trypan blue

로 염색된 세포가 없었다. 이를 통해 형광 염료로 염색 후 18시간이

경과하더라도 0.1 mM까지의 농도 범위를 사용하면 형광 염료 자

체가 세포의 생존율에 큰 영향을 미치지 않는 것을 알 수 있다. 반

면에, 1.0 mM의 형광 염료를 사용하여 염색한 경우에는 Trypan

blue로 염색된 세포를 확인 할 수 있었다. 형광 염료의 종류에 따라

비교를 하면 Propidium Iodide보다 Yo-Pro-1을 사용하여 염색을 한

세포에서 18시간이 지난 후 Trypan blue로 염색된 세포의 수가 더

많았다. 형광 염료의 염색 시간에 따른 결과로는 0~5시간까지의 실

험 결과에서 Trypan blue로 염색된 세포를 확인 할 수 없었으며 이

결과를 통해 5시간까지는 형광 염료가 세포의 생존율에 영향을 미

치지 않는다고 판단할 수 있다. 일반적으로 형광 염료를 사용하여

염색 후 5시간 이내에 분석이 이루어지는 것을 고려하면 형광 염료

를 사용하여 세포 생존율을 평가하는 실험에서 형광 염료가 세포의

생존율에 미치는 영향은 고려하지 않아도 될 것으로 판단된다.

3-4. Fluorescent dye의 간섭 영향

두 종류 이상의 형광 염료를 사용하여 분석을 하는 경우에는 각

각의 형광 염료에서 확인 되는 신호가 서로 간섭을 일으킬 수 있다.

FACS 4분면 점도표를 사용하여 Propidum Iodide와 Yo-Pro-1의 농

Fig. 5. The effects of fluorescent dyes on the cell viability after 18 hours of dyeing. The top image was 0.1 mM and the bottom image was 1.0

mM. The distinct green oval was a cell, and it was a living cell that maintains its shape. Blue stained cells were dead cells.
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도에 따라서 형광 염료 간의 간섭 영향을 비교하였다. Fig. 6의 좌

측 점도표는 Propdium Iodide의 농도에 따라서 Propidium Iodide의

형광 신호가 Yo-Pro-1의 형광 신호에 미치는 영향에 대한 결과이다.

Fig. 6의 우측 점도표는 Yo-Pro-1의 농도에 따라서 Yo-Pro-1의 형

광 신호가 Propidum Iodide의 형광 신호에 미치는 영향에 대한 결

과이다. 빨간색 박스 부분이 간섭이 일어나 다른 형광 필터에서 신

호가 감지된 것을 의미한다. Fig. 6의 좌측 점도표의 빨간색 박스에

서 확인 할 수 있는 것과 같이 Propidium Iodide의 농도에 따른 Yo-

Pro-1의 형광 신호에 간섭 영향은 없는 것으로 확인되었다. 하지만

Fig. 6의 우측 점도표의 빨간색 박스에 나타난 바와 같이 Yo-Pro-1을

사용한 결과에서는 0.1 mM과 1.0 mM에서 모두 Propidum Iodide의

형광 신호에 간섭 영향이 발생하였다. 488 nm의 파장을 갖는 레이

저를 사용하였을 때 Propidium Iodide의 방출 파장 영역은 550 nm에서

725 nm이며 Yo-Pro-1의 방출 파장 영역은 480 nm에서 650 nm이

다. 두 형광 염료의 방출 파장은 550 nm에서 650 nm의 범위에서

겹치는 영역이 있으며 이 영역에서 형광 신호 간의 간섭이 발생한

다. 이러한 형광 신호 간의 간섭은 두 가지 형광 염료를 동시에 사

용하여 서로 다른 목적의 분석을 진행할 때 분석 결과에 영향을 미

치게 된다. 따라서, Yo-Pro-1과 Propidium Iodide를 동시에 사용하여

분석을 하기 위해서는 Yo-Pro-1의 농도에 따른 Propidium Iodide와

간섭을 고려하여 높은 농도(1.0 mM)의 Yo-Pro-1 보다는 낮은 농도

(0.1 mM)의 Yo-Pro-1을 사용하는 것이 더 적절하다고 판단된다.

Propidium Iodide와 Yo-Pro-1을 이용한 세포 생존율 평가와 전달

효율 평가에서 동일한 농도를 사용하더라도 형광 염료의 종류에 따

라 히스토그램의 위치와 모양이 다른 것을 확인하였다. 형광 염료

의 농도에 따른 세포 생존율 평가와 전달 효율 평가에서 형광 염료

의 농도가 증가할수록 세포 생존율과 전달 효율의 평가 히스토그램

이 기준의 우측으로 이동하는 것을 확인하였다. Propidium Iodide는

두 가지 분석에서 0.01~0.3 mM의 범위에서는 유사한 모양의 히스

토그램을 보였으나 1.0 mM에서는 히스토그램의 피크가 기준의 우

측으로 이동하는 것을 확인 할 수 있었다. 반면 Yo-Pro-1은 두 가지

분석에서 모두 0.3 mM이상의 농도에서 히스토그램의 피크가 기준

의 우측으로 이동하는 것을 확인하였다. 이를 통해 형광 염료의 종

류에 따라 분석에 사용하기 적절한 농도 범위가 다르다는 것을 알

수 있었다. Propidium Iodide와 Yo-Pro-1을 함께 사용하여 세포 분

석을 하는 경우에는 형광 염료간의 간섭 현상을 고려해야 한다.

Propidium Iodide는 농도에 따른 Yo-Pro-1의 형광 신호에 간섭하는

영향이 없지만 Yo-Pro-1은 농도에 따른 Propidium Iodide의 형광

신호에 간섭이 발생하므로 Yo-Pro-1과 Propidium Iodide를 함께 사

용하는 경우에는 Yo-Pro-1의 간섭 영향을 고려하여 Yo-Pro-1의 농

도를 선정해야 한다.

4. 결 론

본 연구에서는 디지털 전기천공시스템에서 형광 염료를 사용한

세포 생존율과 전달 효율 평가 실험을 통해 세포 생존율 평가와 전

달 효율의 평가에 적합한 형광 염료의 선정과 적정 농도를 제시하

고자 기초 연구를 수행하였다. 여러 형광 염료 중 본 연구에서는

Fig. 6. The results using fluorescent dye with low concentration (0.1 mM) and with high concentration (1.0 mM). The red box portion was

where the fluorescent dye interference with the signal of the other fluorescent dye.
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Propidium Iodide와 Yo-Pro-1을 사용하여 형광 염료의 종류와 농도

에 따른 세포 생존율과 전달 효율의 평가를 비교하였다. 고전압의

전기천공을 수행하는 도중 Cell/Fluorescent dye 혼합 액적 내의

pH 변화가 다소 발생 할 수는 있으나 이 pH의 변화가 형광 염료의

발광에 영향을 미칠 정도가 아니므로 전기천공 후의 혼합 액적의

pH변화는 고려하지 않아도 된다[32]. 동일 농도에서 세포 생존율과

전달 효율 분석 결과, 두 염료는 서로 다른 히스토그램 특성을 보임

을 확인하였으며 이는 두 염료의 특성 차이에 기인한 것으로 판단

된다. 또한 농도 변화에 따른 히스토그램 특성 분석을 통해 각 염료

의 목적에 따른 최적 농도를 찾았다. 세포 생존율 평가에 사용하기

에는 Propidium Iodide가 보다 적합하며 사용에 적절한 농도는 0.1

~0.3 mM 범위이다. 전달 효율 평가에 사용하기에는 Yo-Pro-1이 보

다 적합하였으며 사용에 적절한 농도는 0.01~0.1 mM 범위였다.

Propidium Iodide와 Yo-Pro-1을 사용한 세포 분석 결과 Yo-Pro-1이

상대적으로 Propidium Iodide 대비 형광 강도 및 전달 효율이 높아

더 낮은 농도에서 세포 분석을 수행하는 것이 적합함을 확인하였다.

세포 생존율 평가에 있어 형광 염료 자체가 세포 생존율에 미치는

영향에 대한 실험 결과 세포에 미치는 영향은 크지 않음을 확인하

였다. 형광 염료 간의 간섭 영향을 확인한 실험 결과 Propidium

Iodide의 농도는 Yo-Pro-1의 형광 신호에 영향을 주지 않았으나

Yo-Pro-1의 농도는 Propidium Iodide의 형광 신호에 영향은 주는

것을 확인하였다. 또한 이러한 형광 신호의 간섭은 Yo-Pro-1의 농

도가 높을수록 이러한 간섭 영향은 커지는 것으로 확인되었다. 본

연구 결과는 형광 염료를 이용해 세포 분석을 하는 연구에 해당 목

적에 적합한 형광염료의 선택과 농도 설정에 필요한 기초 자료로

활용될 것으로 기대된다.
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