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초    록

방사선 방호제(Radioprotector)란 정상 조직과 세포를 방사선의

영향으로부터 보호하는 물질로, 방사선에 의한 세포 내 DNA 손상의 억제, 

생존율 증가 등의 효과를 가진다. 방호 효과가 좋은 화학적 방호제는

독성이 강하여 사용에 제약이 따르기 때문에, 최근에는 식물화학추출물,

비타민 등 독성이 적은 천연 방호제에 대한 연구들이 활발히 진행되고 있다.

물의 전기 분해 중 음극으로부터 생성되는 전해 환원수(Electrolyzed 

reduced water)는 강한 환원력을 지닌 물질로, 수소 분자, 수소 원자 및

백금 나노 입자를 포함한 것으로 알려져 있다. 선행 연구들을 통해 전해

환원수의 화학 약품, UV 방사선, 열 스트레스 등의 외부 인자에 대한 방호

효과가 확인되었으나, 현재까지 전리 방사선에 대한 방호 효과는 확인된 바

없다. 그러나 UV 방사선에 대한 전해 환원수의 방호 효과와 주요 방호

인자인 수소 분자의 방사선 방호 효과를 고려할 때 전해 환원수 역시 전리

방사선에 대한 방호 효과를 지닐 것이라 기대해볼 수 있다.

본 연구에서는 전해 환원수의 방사선 방호제로서의 활용 가능성을

확인하기 위하여 세포에 대한 독성 평가와 엑스선에 대한 방호 효과 확인을

위한 실험들을 수행하였다. 우선, 엑스선의 경우 직접적인 작용보다

활성산소종에 의한 DNA 손상 비율이 크다는 점에서 전해 환원수 처리

유무에 따른 활성산소종의 정량적 양을 평가하였다. 또한 전해 환원수

처리에 따른 DNA 손상에 의해 유발되는 세포 자살 비율을 확인하고

세포군집형성능 실험을 통한 세포 생존율을 대조군과 비교하였다. 이 때

엑스선 선량과 선량률 및 에너지를 달리함으로써 전해 환원수의 방호 효과

정도 차이를 확인하고자 하였다. 그 결과 전해 환원수의 처리는 정상



ii

세포에 대한 유의미한 독성이 없는 반면 암세포에서 독성 효과를

나타내었으며, 엑스선 조사 조건에서 활성산소종 감소, 세포 자살 억제, 

그리고 세포 생존율의 증가가 나타나 전해 환원수가 방호 효과를 지님을

확인하였다. 엑스선의 선량 및 선량률에 따른 효과 차이는 없었으나

에너지가 낮을수록 그 효과가 크게 나타났는데, 이는 전해 환원수 내

포함된 금속 나노 입자의 영향을 일부 받은 것으로 추측된다.

본 연구에서는 전해 환원수의 전리 방사선에 대한 방호 효과를

확인하기 위해 in vitro 실험을 수행하였으며, 이에 관한 in vivo 상의

추가적인 실험이 요구된다. 비록 다른 방호제와 비교 시 방호 효과가 낮게

나타났지만, 전기 분해 조건 변화를 통해 더 높은 농도의 전해 환원수를

얻고 추가적인 처리를 통해 전해 환원수 내 금속 입자들을 제거한다면 더

좋은 방호 효과를 나타낼 것으로 기대된다. 또한 암세포보다 정상세포에서

그 효과가 크게 나타났다는 점을 통해 방사선 진단 및 치료 측면에서 전해

환원수의 방사선 방호제로서의 활용성을 기대해 볼 수 있다.

주요어 : 방사선 방호제, 전해 환원수, 세포 독성, 방사선 방호, 방사선의

생물학적 영향

학   번 : 2017-23750
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제 1 장 서    론

전리 방사선은 DNA와 직접적으로 반응하는 직접 작용과 활성산소종

(Reactive Oxygen Species, ROS) 생성을 통한 간접 작용으로 인체에 위

해를 가한다. 이러한 방사선의 생물학적 영향으로부터 정상 조직 및 세포를

보호하기 위하여 방사선 피폭 시점 혹은 그 전에 처리하는 물질을 ‘방사선

방호제’라 한다. 주로 계획 피폭 상황, 방사선 사고 상황 및 방사선 치료에

대비하여 사용되며, 전리 방사선의 경우 간접 작용의 영향이 크기 때문에

활성산소종의 제거 능력은 방사선 방호제의 필수 요건이다[1]. 방사선 방호

제는 활성산소종 제거 능력 외에 체내 항산화제의 유도, 지질 과산화의 감

소, 세포 자살 감소 등을 통한 세포 생존율 향상 및 항염증 효과를 수행할

수 있어야 한다[2]. 현재까지 유일하게 FDA 승인을 받은 Amifostine과 같

이 대부분의 화학적 방호제는 방호 효과가 좋은 반면 독성과 부작용때문에

인체에 대한 사용에 제약이 따른다[3]. 따라서 최근에는 인체에 대한 독성

이 적으면서 활성산소종을 효율적으로 제거할 수 있는 식물 내 함유된 화학

물질, 비타민 등 천연 방호제에 대한 연구들이 활발하게 진행되고 있다[4].

전해 환원수(Electrolyzed reduced water, ERW)는 물의 전기 분해 중

음극에서 생성되는 강한 환원력을 띈 물질로, 활성산소종 제거를 통한 화학

약품과 열 스트레스 등의 외부 인자에 대한 방호 효과를 지닌다. 인체에 대

한 독성이 없으며, in vitro 및 in vivo 실험들로부터 DNA 손상의 완화, 세

포 자살의 억제, 염증 완화 및 암세포의 성장 억제 효과들이 확인되었다[5].

화학약품 H2O2 처리에 대해 다른 항산화제와 그 효과를 비교할 때 L-NAC

와 효과가 비슷하고, ASA 효과보다는 낮아 어느 정도의 방호 효과 경쟁력
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을 가짐을 알 수 있다[6]. 정확한 메커니즘이 밝혀지지는 않았으나 전해 환

원수 내 용존되어 있는 수소 분자와 수소 원자 및 백금 나노 입자가 항산화

효과의 주요 인자로 제시되고 있으며[7], 각 인자들에 대한 방사선 방호 효

과가 확인된 바 있다. 특히 전해 환원수 방호 메커니즘의 주요 인자인 수소

분자는 강한 산화력을 지닌 활성산소종을 선택적으로 제거함으로써[8] 항

산화 과정 및 다양한 신호 전달 조절을 통해 항염증, 세포 자살의 억제 등

방사선 방호 효과들을 지니는 것으로 확인되었다[9].

현재까지 전해 환원수를 이용하여 엑스선 혹은 감마선에 대한 방호 효

과를 확인한 선행 연구 사례는 없으나, 낮은 에너지의 방사선인 자외선에

대해 방호 효과가 확인된 점[10, 11]과 주요 방호 인자인 수소 분자가 방

사선 방호 효과를 지닌다는 점[12, 13]에서 전해 환원수 역시 방사선 유도

의 활성산소종을 제거함으로써 방호 효과를 지닐 것이라 예상하였다. 따라

서 본 연구는 엑스선을 이용한 in vitro 실험을 통하여 전해 환원수의 방사

선 방호 효과를 확인하고자 하였다.

본 연구에서는 전해 환원수가 Rat diencephalon cell과 Rat

gliosarcoma cell에 대하여 독성을 띄는지를 확인한 다음 세 가지 end 

point를 통한 방사선 방호 효과를 확인하였다. 우선 DCFDA assay를 이용

하여 전해 환원수 처리에 따른 세포 내 활성산소종의 정량적 평가를 실시하

였으며, 방사선 유도의 활성산소종 생성에 의해 나타나는 세포 자살

(Apoptosis) 비율을 Annexin V/7-AAD를 이용하여 확인하였다. 세포군집

형성능 실험 수행을 통해 전해 환원수 처리에 따른 세포 생존율과 선량 감

소 인자를 확인함으로써 전해 환원수의 방사선 방호제로서의 사용 가능성을

탐색하고자 하였다. 이 때 다양한 엑스선 선량과 선량률, 그리고 에너지 조

건에서 실험을 수행하여 조사 조건에 따른 방호 효과 차이를 확인하고자 하

였다. 실험 결과를 통해 전해 환원수의 방사선 방호 효과와 엑스선 에너지
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에 따른 효과 차이를 확인하였으며, 전해 환원수의 엑스선 방호 효과 유무

를 확인한 연구로서 의미를 지닌다.
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제 2 장 배경 이론

제 1 절 전리 방사선의 생물학적 영향

방사선 피폭은 방사선 에너지가 유기 분자, DNA 등에 직접 반응하는

직접 작용이나 물 분자의 이온화 및 여기로 생성된 활성산소종을 통한 간접

작용으로 인체에 위해를 가할 수 있다. 엑스선과 같은 낮은 LET(Linear 

Energy Transfer) 특성의 방사선은 활성산소종 매개의 간접 작용에 의한

손상 비율이 크다. 활성산소종의 경우 적정 농도에서는 신호 전달과 같은

긍정적인 역할을 수행하지만, 피폭에 의해 그 양이 과도해져 균형이

무너지면 산화 스트레스를 유발하고 이중나선절단(Double Strand Break, 

DSB)과 같은 손상을 일으킨다. 그로 인해 나타날 수 있는 결과는 주로

세포 증식능(Cellular reproductive integrity)의 상실로, 손상 정도가 커서

세포가 스스로 회복할 수 있는 능력을 넘어서면 세포 자살(Apoptosis)이나

세포 괴사(Necrosis)의 과정에 따라 세포 죽음(Cell death)으로 나타난다. 

DNA 손상이 일어나면 세포 내에서는 스스로를 보호하기 위하여 동시에

회복 과정이 일어나며, DNA 손상 회복이 성공적으로 일어나면 세포가

손상없이 생존할 수 있다. 하지만, 회복 과정이 실패하여 DNA 손상을

그대로 가진 채 생존하면 암 유발(Carcinogenesis), 돌연변이

유발(Mutagenesis), 혹은 2차적인 세포 자살 및 세포 괴사를 통한 세포

죽음이 나타날 수 있다. DNA 외에도 방사선은 지질(Lipid)이나 단백질

신호 체계와도 반응하여 전사인자(Transcription factor)의 활성화 등

다양한 메커니즘을 통하여 유전자 표현에 변형을 일으킬 수 있다[14]. 전리

방사선에 의한 신호 체계의 활성화는 세포 주기 조절, DNA 회복, 세포

자살 등 중요한 과정에 영향을 준다.
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제 2 절 방사선 방호제 (Radioprotector)

방사선 방호제(Radioprotector)는 정상 조직과 세포에 대한 방사선의

영향을 감소시키는 물질로, 방사선 치료, 핵 시설 내 응용, 군사적 목적, 계

획 피폭 상황 및 방사선 사고 상황 등 방사선의 원치 않는 영향 방호를 위

해 연구 및 사용된다. Fig. 2.2와 같이 방사선의 생물학적 영향이 피폭 후

굉장히 빠른 시간 내에 이루어지기 때문에 방사선 방호제는 방사선 피폭 전

혹은 적어도 피폭 시점에 존재하여야 그 효과를 나타낼 수 있다. 전리 방사

선의 경우 방사선의 간접적 영향이 큰 부분을 차지하기에 활성산소종과 같

은 반응성이 큰 라디컬을 제거하는 것이 방호 측면에 있어 중요한 목적이자,

방사선 방호제의 필수 요건이다. 이 외에도 체내 자연적으로 생성되는 항산

화제인 SOD(Superoxide dismutase), GSH(Glutathione)의 항산화 능력이

나 Ascorbic acid, Thiols처럼 수소 원자 공여를 통한 자유 라디컬 제거 능

력을 지녀야 방호제로서 역할을 수행할 수 있다[1]. 특히 방사선 피폭에 의

해 생성되는 자유 라디컬들은 일반적인 산화 스트레스에서 발생하는 활성종

에 비해 비교적 활성도가 높기 때문에 일반적인 항산화제보다 더 강한 방호

능력을 지녀야 한다.

합성 티올류 및 천연 항산화제 혼합물 등 다양한 종류의 방사선 방호제

들이 탐색 및 개발되었으나, 현재까지 화학적 방호제인 Amifostine(WR-

2721)만이 유일하게 FDA 승인을 받았다. Amifostine은 체내에서 WR-

1065로 변환되어 작용하며, in vitro 및 in vivo 실험을 통해 다양한 종류의

방사선에 대한 방호 효과를 지님이 확인되었다[15]. 하지만 American 

Society of Clinical Oncology Guideline의 권고에 따라 200mg/m2/d 정량

을 방사선 조사 15~30분 전 정맥 내 주사(Intravenous injection)되어야

한다[3]는 한계와 비교적 강한 독성으로 인한 부작용(설사, 구토, 저혈압
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등) 때문에 사용이 엄격하게 제한되고 있다. 따라서 독성을 최소화하면서

인체에 용인 가능한 투여 방식, 그리고 좋은 방호 효과를 지닌 방호제들을

탐색하여야 하며, 최근에는 다양한 천연 화합물의 방호 효과들이 연구되고

있다[4]. 방사선 방호제로 사용되기 위해서는 in vitro 및 in vivo 실험을

통해 다음과 같은 방호 메커니즘 및 효과를 보여야 한다[2].

1. 자유 라디컬(Free radical) 제거 능력

2. 체내 항산화제(SOD, GSH 등) 유도

3. DNA 손상 감소

4. 지질 과산화(Lipid peroxidation) 감소

5. 세포 생존율 향상

6. 세포 자살(Apoptosis) 비율 감소

7. 세포 주기(Cell cycle)에의 직접적 영향

8. 방사선 피폭 후 염증 반응의 감소
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Fig. 2.2. 전리 방사선 피폭 후 시간에 따른 생물학적 영향과 방사선 방호제

의 개입[1].
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제 3 절 전해 환원수(Electrolyzed reduced water)의 방호

효과

전해 환원수(Electrolyzed reduced water, ERW)는 물의 전기 분해 중

음극에서 생성되는 물질로, 높은 pH 와 낮은 산화환원 퍼텐셜(Oxidation 

Reduction Potential, ORP) 값을 나타내는 강한 환원력을 지닌 물질이다.

In vitro 및 in vivo 실험을 통해 전해 환원수가 다양한 외부 인자에 대한

방호 효과를 가짐이 확인되었다. 세포와 사람 혈액 샘플에 전해 환원수

처리 시 화학약품 H2O2 혹은 당뇨병 유발 물질인 Alloxan 유도의

활성산소종 생성이 억제되어 DNA 손상이 완화되고 세포 자살 비율이

감소하였다[7, 16, 17, 18]. 또한 암세포의 성장을 억제하는 항암효과가

확인되었고[19], 아토피 피부염 유도의 염증전 시토킨을 감소시키는 항염증

반응을 보였다[20]. 전리 방사선에 대한 효과는 확인된 바 없으나 자외선에

의해 생성되는 활성산소종을 감소시킴으로써 세포 자살의 억제, 생존

능력의 증가 등 방사선 방호 효과에 대한 가능성을 보였다[10, 11]. 

아직까지 방호 효과에 대한 정확한 메커니즘이 밝혀진 바는 없지만, 전기

분해 세기에 따라 방호 효과가 증가했으며 그에 용존량이 비례하여

증가하는 수소 분자와 수소 원자, 그리고 소량의 백금 나노 입자에 기인한

것으로 추측하고 있다[7]. 위 세 가지 인자에 대한 방호 효과들은 다음과

같이 다양한 선행 연구들로부터 확인된 바 있다.

수소 분자(Hydrogen molecule, H2)는 잠재적 방사선 방호 물질로, 

인체에 독성이 없고 세포막을 쉽게 통과하여 미토콘드리아, 핵에 확산되기

쉽다는 장점을 지닌다. Ohsawa et al. (2007)의 연구를 통해 수소 분자가

활성산소종 중 산화력이 큰 Hydroxyl radical(∙OH)과

Peroxynitrite(ONOO-)를 선택적으로 제거함이 밝혀진 후 이에 관한
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연구들이 활발히 진행되었다[8]. 정확한 방호 메커니즘이 밝혀지지는

않았으나 선택적 항산화 과정과 신호 전달 조절 작용을 통한 항염증 작용, 

세포 자살의 억제 등 방호 효과를 나타내는 것으로 추정된다[9]. 수소

분자가 실온에서 물에 최대한 용해될 수 있는 농도는 1.6 ppm으로, 0.8 ~ 

1.2 ppm의 수소 분자가 용존된 용액(Hydrogen rich water)을 세포에

전처리한 후 방사선 조사 시 대조군 대비 활성산소종의 양이 감소하였다.

또한 체내 항산화방어기작을 수행하는 SOD, GSH의 활성도가 증가하였고, 

산화 스트레스 손상 시 생성되는 독성 물질인 MDA와 DNA 손상의

부산물인 8-OHdG가 감소하여 수소 분자가 급성 산화 스트레스 영향을

감소시킬 수 있음이 확인되었다[12, 21, 22]. 그에 따라 세포 자살 관련

인자인 Caspase-3 등의 감소, bcl-2 등의 증가를 통해 세포 자살을

억제하였으며[23], 세포 생존율이 증가하였다[12, 13]. 쥐에 대한 Whole 

body irradiation (WBI)을 수행한 in vivo 실험에서도 수소 분자 용존 용액

처리 시 활성산소종의 감소 및 백혈구와 혈소판의 감소 그리고 생존율

증가가 나타났으며[21], 염증 조직의 손상이 억제되었다[24]. 실제 악성

간암으로 방사선 치료를 받는 환자들을 대상으로 수소 분자가 용존된 물을

6주간 음용하도록 한 결과 방사선 치료에 대한 암의 반응에 차이를 주지

않으면서 혈액 내 활성산소 대사 산물들이 감소하고 환자 삶의 질이 향상됨

또한 확인한 바 있다[25].

수소 원자(Atomic hydrogen, H)는 활성산소종에 의한 세포 죽음을

억제할 수 있다는 선행 연구가 보고된 바 있으며[26], 세포에 물 분자로

둘러싸인 수소 원자인 H(H2O)m의 전처리 후 자외선 조사 시 MMP-1, 

COX-2, IL-6, IL-1β 등 형질 발현과 활성산소종이 감소됨이

확인되었다[27]. In vivo 상에서도 자외선 피폭에 의해 나타나는 홍반과

Thymidine dimer을 감소시키는 항염증 효과를 가져 피부 광노화에 대한



10

방호 효과를 나타내었다.

전해 환원수의 고압 살균(Autoclaving)을 통해 기체 요소를

제거하였을 때에도 여전히 활성산소종 제거 효과가 나타났고 동일 농도의

수소 용존 용액과 비교했을 때 전해 환원수가 더 우수한 효과를 지닌다는

점에서 수소 분자 외의 방호 요소가 있을 것이라 추측되었다[7]. 이에

대하여 전해 환원수 내 포함된 다양한 원소들을 ICP-MS를 통해

분석하였고, 전기 분해 세기에 비례하여 그 양이 증가하는 백금 나노

입자를 그 요인으로써 추측하였다. 백금 나노 입자는 전기 분해 중

백금으로 코팅된 티타늄 전극에서 떨어져 나와 소량 함유된 것으로

확인되었다. 질량 대비 표면적이 넓은 백금류 입자는 환원제로서

사용되는데, 백금 나노 입자는 생물체 내 촉매 반응을 일으켜 활성산소종을

제거하는 항산화제로서의 역할을 수행할 수 있다고 알려져 있다[28]. 백금

나노 입자가 SOD나 Catalase를 모방하는 효과를 보임이 확인된 바

있으며[29], 자외선 유도 활성산소종의 감소를 통해 세포 죽음을 예방한

결과가 보고되기도 하였다[30]. 특히 암 세포의 성장을 억제하는

항암제로도 사용되는데, 저농도인 10-2 mg/l에서도 그 효과를 지니는 것이

확인되었다[31]. 그러나 전해 환원수 내 포함된 백금 나노 입자의 양이

0.1-2.5 ppb 정도의 매우 소량인 관계로 방호 효과에 직접적으로

관여하기보다는 ligand로써 간접적인 역할을 수행하는 것으로 추측하고

있다[7, 32]. 실제로 전해 환원수에 백금 나노 입자를 추가적으로

주입하였을 때 더 강한 환원 효과를 보임이 선행 연구로부터

확인되었다[32, 33].
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제 3 장 대상 및 방법

제 1 절 세포 및 세포 배양

본 연구에서는 쥐의 정상 간뇌 세포인 Rat normal diencephalon cell 

[CRL-2005, ATCC, Manassas, VA, USA]과 신경 교종 세포인 Rat 

gliosarcoma cell [CRL-2200, ATCC, Manassas, VA, USA]을 사용하였

다. 두 세포 모두 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS) (GIBCO)을 보충

한 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO, Grand Island, 

NY, USA)를 사용하여 37 ℃, 10% CO2 환경의 인큐베이터에서 배양되었

다.
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제 2 절 전해 환원수의 생성

30 V 전원 장치와 백금으로 코팅된 티타늄 전극을 이용하여 NaCl 0.5 

M이 첨가된 증류수(MilliQ, Merck Millipore, Darmstadt, Germany)의 전

기 분해를 통해 선행 연구와 동일한 방식으로 음극으로부터 전해 환원수를

얻었다. 전해 환원수는 초기 pH가 강한 염기성을 나타내어 세포에 직접 처

리하기 적합치 않아 1시간동안 인큐베이터에서 보관하였고, 그에 따른 pH

와 ORP의 변화는 Table 3.2와 같다. 산화환원력을 나타내는 값인 산화환

원퍼텐셜(ORP)은 음의 값을 가질 때 환원력을 가지며 전해 환원수의 경우

강한 환원력을 지님을 알 수 있다. ORP가 pH에 의존하는 성질에 따라 인

큐베이터 보관 후 값이 처음보다는 증가하였지만, 그럼에도 증류수 대비 큰

환원력을 지님을 확인할 수 있다. 모든 실험에서 ERWLV1 조건의 전해 환원

수를 세포 배양액과 1:1의 비율로 혼합하여 방사선 조사 전 30분간 전처리

하였으며, 세포 군집 형성능 실험에서 전해 환원수 농도에 따른 방호 효과

차이를 확인할 때에만 전기 분해 시간을 2배로 하여 얻은 ERWLV2를 추가

적으로 사용하였다.
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Table 3.2. 증류수와 여러 조건에서 전해 환원수의 pH 및 ORP.

pH ORP

증류수 7.145 ± 0.245 214.4 ± 14.151 mV

전해 환원수 11.587 ± 0.156 - 586.75 ± 54.793 mV

1 시간동안 인큐베

이터 보관한 전해

환원수 (ERWLV1)

7.522 ± 0.098 - 241.667 ± 13.642 mV

전기 분해 시간을 2

배로 하여 얻은 전

해 환원수를 1 시간

동안 인큐베이터 보

관한 경우(ERWLV2)

7.682 ± 0.076 - 296.667 ± 17.638 mV
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제 3 절 방사선 조사

방사선 조사는 서울대학교 방사선 생명공학 연구실의 엑스선 빔 튜브

(Model 450-D08, YXLON, Germany)를 사용하여 수행하였다[34]. 본 실

험에서는 엑스선 장치의 인가 전압 150 kVp에서의 선량률 1.01 Gy/min

(전류 10 mA)과 0.16 Gy/min (전류 1.6 mA), 그리고 60 kVp에서 선량률

0.16 Gy/min (전류 10 mA) 조건에서 선량에 따른 세포 반응을 확인하였

다. 다양한 에너지 영역에서 전해 환원수의 방호 효과 확인을 위해 80 kVp

와 90 kVp 전압을 추가적으로 사용하였으며, 장치의 한계 상 60 kVp에서

의 최대 전류 10 mA일 때 선량률 0.16 Gy/min에 맞추기 위해 각 전압에

서의 전류를 조정하였다. 주로 사용된 전압 60 kVp와 150 kVp는 그림 3.3

의 엑스선 스펙트럼에서 각각 최대 에너지를 60 keV와 150 keV를 가진

것으로 확인하였다.
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Fig. 3.3. YXLON model 450-D08 모델의 60 kVp와 150 kVp에서의 에너

지 스펙트럼.
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제 4 절 세포 내 활성산소종의 정량적 평가 (DCFDA assay)

화학약품 혹은 방사선 유도에 의해 생성되는 활성산소종의 경우 2’, 7’

–dichlorofluorescein diacetate (DCFDA)의 2’, 7’–dichlorofluorescein 

(DCF)로의 산화 과정을 이용하여 정량적 양을 탐색할 수 있다. 무형광의

DCFDA 혼합물은 활성산소종과 반응하여 형광성이 높은 물질인 DCF로 산

화되며, 형광 분광법(Fluorescence spectroscopy)을 이용하여 구한 DCF

의 형광량을 통해 활성산소종의 양을 측정할 수 있다. 

본 실험은 Cellular ROS detection assay kit (ab113851, ABcam, 

Cambridge, UK)를 이용하여 수행하였다. Rat diencephalon cell과 Rat 

gliosarcoma cell에 10 μM의 DCFDA를 처리하여 15분간 인큐베이터에

보관한 후 전해 환원수를 30분간 처리하였고, 그 후 각 조건에서 방사선 조

사를 수행하였다. 조사 후 20분간 인큐베이터에 보관한 뒤 서울대학교 공동

기기원의 FACSAria-II (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)를 이용하여

형광 분석을 시행하였다. DCF의 형광은 최대 여기 및 방출 스펙트럼 495 

nm, 529 nm에서 확인하였으며, DCF의 형광량, 곧 활성산소종의 양은 형광

량의 수치를 나타내는 RFU(Relative fluorescence unit)로 나타내었다. 방

사선과 전해 환원수를 처리하지 않은 Control 값을 1000으로 정규화하였

고, 각 조사 조건에 따른 DCF 평균 형광량의 비를 계산하여 나타내었다.
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제 5 절 세포 자살 분석 (Apoptosis assay)

세포 자살은 Annexin V와 7-amino-actinomycin D (7-AAD) 

solution의 첨가를 통해 전체 세포에 대한 비율로 분석할 수 있다. 세포 자

살 신호로써 세포 막 표면에 Phosphatidylserine(PS)가 외재화되면 이와

친화성이 큰 Annexin V를 부착시켜 세포 자살 진행 중인 세포 비율을 확

인할 수 있다. 7-AAD의 경우 세포막이 붕괴되었을 때 세포 내 물질과 반

응하기에 Dead cell marker로써 이용되며, 이와 반응할 경우 세포 자살 후

기나 세포 죽음 단계인 것으로 구분해낼 수 있다. 따라서 Annexin V와 7-

AAD의 원리에 따라 다음과 같이 세포 자살 단계를 구분한다.

1. Viable cells: Annexin V (-) and 7-AAD (-)

2. Early apoptotic cells: Annexin V (+) and 7-AAD (-)

3. Late apoptotic cells or dead by apoptotic mechanism: Annexin V 

(+) and 7-AAD (+)

4. Dead cells (not through the apoptotic pathway): Annexin V (-) 

and 7-AAD (+)

본 실험에서는 Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit 

(MCH100105)를 사용하여 세포 자살 비율을 분석하였다. 전해 환원수를

30분 동안 전처리한 뒤 선량, 선량률 그리고 에너지 조건에 따라 엑스선을

조사하였다. 조사 후 세포를 인큐베이터에 24시간동안 배양하고 Annexin 

V/7-AAD solution을 처리하여 20분 동안 염색한 뒤 유동 계수법(Flow 

cytometry)을 이용한 Muse cell analyzer를 통해 세포 자살 비율을 확인

하였다.
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제 6 절 세포군집형성능 실험 (Clonogenic cell survival 

assay)

세포군집형성능은 단일 세포가 군집으로 성장해가는 능력에 근거하여

방사선 조사 후 세포의 증식 능력을 측정하는 실험 방식이다. 세포 죽음을

나타내는 가장 흔하고 중요한 특징은 ‘증식능(Reproductive integrity)의

상실’로, 단백질이나 DNA 합성 능력을 보유하더라도 한 두 번의 유사분열

후 더 이상 분열할 수 없는 세포는 죽은 것으로 간주한다. 반면 무기한으로

분열하고 증식하는 능력을 보유한 세포의 경우 큰 군집을 형성할 수 있는데, 

이를 ‘Clonogenic(클론원성)’이라 부른다. 최소 50개의 세포들로 구성된 군

집을 형성하는 단일 세포의 능력은 그 세포가 재생산하는 능력을 보유함을

의미하며, 군집의 수를 계수함으로써 증식능을 보유한 세포 비율을 확인할

수 있다.

방사선 조사를 하지 않은 대조군에서도 세포들이 seeding한 만큼 모두

군집을 형성하는 것은 아니기 때문에 아무 처리를 하지 않은 세포로부터 생

성된 군집의 수를 측정하여 Plating efficiency(PE)로 잡고 값을 보정할 필

요가 있다. Surviving fraction(SF)은 배양 접시에 seeding된 후 방사선 조

사에도 증식능을 잃지 않고 군집으로 자라난 대조군에 대한 세포 비율로,

PE와 SF는 다음 식 1, 2와 같이 계산할 수 있다.

PE =
������	��	��������	�������

������	��	�����	������
Ⅹ 100 (%)   (1)

SF =
��	��	�������	������

��	��	�������
    (2)

본 연구에서는 조건 별로 계수된 세포들을 6-well plates(NUNC)에
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seeding하고 6시간동안 인큐베이터에 보관하여 세포들이 plate에 완전히

부착되도록 하였다. 그 후 전해 환원수를 30분동안 전처리한 뒤 다양한 조

건의 방사선을 조사하였다. 10일간 배양 후 형성된 군집을 계수하기 위해

에탄올으로 세포를 고정시키고 5 % Giemsa(Sigma-Aldrich) 용액으로 염

색하였다. 전해 환원수 처리 유무에 따라 각각 방사선을 조사하지 않았을

때의 세포 생존율 비율을 1로 정규화하였고, 그에 따른 방사선 선량에 따른

세포 군집 형성능 비율을 구하여 비교하였다.
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제 7 절 통계적 분석

실험 결과들은 ‘평균 값 ± 표준 오차’로 제시하였다. 전해 환원수의

방호 효과 확인을 위한 대조군과 전해 환원수 처리군의 결과 비교에는

통계적 분석의 Student’s T-test 를 수행하였으며, 신뢰도 90%와 95%에

대하여 확인하였다. 그에 따라 확인된 유의 확률 p 값이 0.1 보다 작을

때(신뢰도 90%) 확연한 차이가 보이지만 유의미하지는 않은 것으로

판단하였으며, 0.05 보다 작을 때(신뢰도 95%) 유의미한 차이가 있다고

판단하였다.
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제 4 장 결과 및 분석

제 1 절 전해 환원수의 세포에 대한 독성 확인

방사선 조사를 하지 않았을 때 전해 환원수 처리 유무를 달리하여 세포

생존력과 세포 증식능, 두 가지 측면에서 전해 환원수 자체의 독성 여부를

확인하였다.

Fig. 4.1 (a), (b)는 Rat diencephalon cell와 Rat gliosarcoma cell을

대상으로 방사선 조사를 하지 않았을 때 전해 환원수 처리에 따른 세포 생

존력(Cell viability)을 비교한 결과이다. 앞서 확인한 Annexin V와 7-

AAD의 원리에 따라 두 시약에 반응하지 않는 세포를 Viable cell으로 분류

하여 세포 seeding 후 24시간 뒤 세포 생존력을 확인하였다. 전해 환원수

처리 시 전반적으로 세포 생존력이 감소하였으나, T-test 결과 Rat 

diencephalon cell에서는 유의미한 차이가 없었고 Rat gliosarcoma cell의

경우 유의미한 독성 효과를 나타내는 것으로 확인되었다. Fig. 4.1 (c), (d)

는 방사선 조사를 하지 않았을 때 전해 환원수 처리에 따른 세포 생존율

(Clonogenic cell survival)을 비교한 결과이다. 대조군의 생존율을 1로 정

규화한 뒤 그에 따른 전해 환원수 처리군의 비율을 계산하였으며, 이 때 생

존율은 세포의 증식능을 뜻한다. 앞선 결과와 마찬가지로 전해 환원수 처리

에 의한 전반적인 세포 생존율 감소는 나타났지만, Rat diencephalon cell에

서는 유의미한 차이가 없었고 Rat gliosarcoma cell에 유의미한 독성 효과

를 지닌 것으로 확인되었다.

Fig. 4.1.2는 기존 농도의 전해 환원수에서 전기 분해 시간을 2배로 하

여 얻은 더 높은 농도의 전해 환원수, ERWLV2에 대하여 위와 같은 방식으
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로 세포 생존력 및 증식력 측면에서 독성 평가를 실시한 결과이다. 마찬가

지로 Rat diencephalon cell에서는 유의미한 독성이 없는 반면, Rat 

gliosarcoma cell에 유의미한 독성 효과를 나타냈다. 이 때 ERWLV1에 비하

여 생존력 및 증식력이 다소 감소하기는 하였으나 그 차이는 유의미하지 않

았다.

전해 환원수가 Rat gliosarcoma cell에서 독성 효과를 보이는 것은 전

해 환원수가 암 세포의 세포 생존율을 억제한다는 선행 연구들과 일치한다. 

전해 환원수는 암 세포 내 활성산소종을 제거함으로써 암 세포의 생장을 억

제한다는 사실이 in vitro 실험들을 통해 확인된 바 있다[35, 36]. 방사선

조사와 관계없이 전해 환원수가 정상 세포에서는 독성을 띄지 않으면서 암

세포에만 독성 효과를 나타내는 것은 방사선 진단 및 치료 부분에서 장점으

로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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Fig. 4.1.1. 세포 배양액에 전해 환원수의 처리 유무를 달리하였을 때 (a) 

Rat diencephalon cell, (b) Rat gliosarcoma cell에서의 Annexin V와 7-

AAD에 반응하지 않는 viable cell 비율, (c) Rat diencephalon cell, (d)

Rat gliosarcoma cell에서의 세포 군집 형성능 비율. ** P value < 0.05.

(a)                                     (b)

(c)                                    (d)
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Fig. 4.1.2. 세포 배양액에 높은 농도의 전해 환원수(ERWLV2)의 처리 유무

를 달리하였을 때 (a) Rat diencephalon cell, (b) Rat gliosarcoma cell에

서의 Annexin V와 7-AAD에 반응하지 않는 viable cell 비율, (c) Rat 

diencephalon cell, (d) Rat gliosarcoma cell에서의 세포 군집 형성능 비율. 

** P value < 0.05.

(c)                                    (d)

(a)                                  (b)
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제 2 절 세포 내 활성산소종의 정량적 평가 결과

활성산소종의 제거 능력은 방사선 방호제의 필수 요건으로, 본 실험은

전해 환원수가 방사선 피폭에 의해 생성된 세포 내 활성산소종의 양을 감소

시켜 방호 효과를 지닐 수 있는지를 확인해보고자 수행하였다.

Fig. 4.2.1의 전해 환원수를 처리하지 않은 대조군 결과를 통해 동일

선량 및 선량률에서 서로 다른 최대 에너지를 가진 엑스선 전압 조사 시 전

압간 활성산소종 생성량에는 유의미한 차이가 없음이 확인되었다. 그러나

150 kVp보다 60 kVp 조건에서 비교적 활성산소종 생성량이 더 많았으며,

엑스선 전압이 작을수록 활성산소종 생성량이 많아지는 경향은 Rat 

diencephalon cell에서 더 확연하게 나타났다. 이는 저에너지 방사선에서

컴프턴 반응보다 광전 효과의 확률이 증가하여 2차 전자의 에너지 스펙트

럼 변형이 일어나 방사선 유도의 생물학적 영향 차이가 나타난 것으로 추측

된다. 저에너지 광자의 광전 효과에 따라 생성되는 2차 전자의 경우 낮은

에너지를 가지며, 전자는 에너지가 낮을수록 큰 LET를 가진다. 따라서 낮

은 에너지의 광자가 높은 에너지의 광자보다 더 큰 생물학적 영향을 지닐

수 있음이 다양한 선행 연구의 염색체 이상이나 세포군집형성능 실험 및 몬

테칼로 시뮬레이션을 통해 제시되었다[37, 38]. 따라서 본 실험 결과는 이

러한 선행 연구들과 일관성이 나타난 것으로 볼 수 있다. 또한 Fig. 4.2.2를

통해 동일 전압 및 선량률에서 1 Gy와 4 Gy 비교 시 활성산소종의 생성량

이 엑스선 선량에 의존한다는 선행 연구와 일치함을 확인하였고[39, 40], 

Fig. 4.2.3을 통해 동일 전압 및 선량에서 선량률에 따른 활성산소종 생성

량은 유의미한 차이가 없음을 확인하였다.

전해 환원수의 엑스선 유도 활성산소종 생성에 대한 효과는 다음과 같

다. 우선 각 세포에서 방사선 조사를 하지 않았을 때 전해 환원수를 처리할
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경우 대조군 대비 활성산소종의 양이 감소됨을 확인하였다. 세포는 기본적

으로 적정 농도의 활성산소종을 지니며 이를 전해 환원수가 일부 감소시키

는 것으로 보인다. Rat diencephalon cell에서 그 감소율은 15.8%, Rat 

gliosarcoma cell에서의 감소율은 20.9%로 확인되었으며, T-test 결과

Rat gliosarcoma cell에서만 유의미한 차이를 보였다. 암세포는 세포 자체

에서 활성산소종을 생성하여 그를 매개로 생장하는데, 전해 환원수가 이를

제거함으로써 암 세포 성장을 억제하여 항암 효과를 지니는 것으로 보이며

선행 연구와 그 결과가 일치함을 확인하였다. 따라서 대조군에서의 전해 환

원수 처리에 따른 암 세포의 유의미한 활성산소종 감소는 이와 같은 맥락으

로 이해된다. 엑스선 조사 조건에서도 전해 환원수 처리 시 대조군 대비 전

반적으로 세포 내 활성산소종의 양이 감소함이 확인되었다. Fig. 4.2.1(a)에

서 Rat diencephalon cell에 대한 동일 선량률 0.16 Gy/min 및 선량 1 Gy

에서 서로 다른 최대 에너지를 가진 전압 조건을 비교하였을 때 60 kVp에

서 49.2%, 80 kVp에서 46.0%, 90 kVp에서 39.7% 그리고 150 kVp에서

31.1%가 나타나 엑스선의 에너지가 낮을수록 전해 환원수에 의한 활성산

소종의 감소율이 더 큼을 확인하였다. T-test 수행 시에도 저에너지 영역

대인 60, 80, 90 kVp에서만 유의미한 차이를 보였다. Rat gliosarcoma cell

을 대상으로 동일하게 수행한 Fig. 4.2.1 (b)에서는 60 kVp에서 24.0%, 80 

kVp에서 15.6%, 90 kVp에서 11.0% 그리고 150 kVp에서 11.0%의 감소

율을 보여 마찬가지로 저에너지의 엑스선 전압에서 전해 환원수에 의한 활

성산소종의 감소율이 더 큼과 전반적으로 Rat diencephalon cell에서의 감

소율보다 낮음을 확인하였다. T-test 수행 시에는 60 kVp 조건에서만 유

의미한 차이를 보였다. Fig. 4.2.2에서는 동일 전압 150 kVp 및 선량률

1.01 Gy/min에서 서로 다른 선량을 조사하여 전해 환원수의 효과를 확인하

였다. (a) Rat diencephalon cell에서 1 Gy 조사 시 32.6%, 4 Gy 조사 시

21.6%가 감소되어 저선량에서 비교적 감소율이 높았으며, (b) Rat 
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gliosarcoma cell에서는 1 Gy 조사 시 9.1%, 4 Gy 조사 시 9.9%가 감소

하여 감소율 간의 차이가 없었다. Fig. 4.2.3에서는 동일 전압 150 kVp 및

선량 1 Gy에 대하여 서로 다른 선량률을 조사하였을 때 실험 결과를 확인

하였다. (a) Rat diencephalon cell에 대하여 0.16 Gy/min에서 31.1%, 

1.01 Gy/min에서 32.6% 감소하였고, (b) Rat gliosarcoma cell에 대하여

0.16 Gy/min에서 11.0%, 1.01 Gy/min에서 9.1% 감소하여 선량률 간의

감소율 차이는 없는 것으로 확인되었다. Fig. 4.2.2 ~ 4.2.3은 높은 최대 에

너지의 전압 150 kVp에서 수행된 실험으로 Fig. 4.2.1에서 확인한 바와 같

이 전해 환원수 처리에 따른 유의미한 효과는 나타나지 않았다.

따라서 전해 환원수는 방사선 유도의 세포 내 활성산소종 양을 감소시

킴으로써 방사선 방호 효과를 지닐 수 있음과 동일 선량률 및 선량에서 저

에너지의 엑스선일수록 활성산소종 감소 비율이 더 큼을 확인하였다.
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Fig. 4.2.1. (a) Rat diencephalon cell, (b) Rat gliosarcoma cell에 동일 선

량률 0.16 Gy/min 및 선량 1 Gy에서 서로 다른 최대 에너지를 가진 전압

60, 80, 90, 그리고 150 kVp 조건의 엑스선 조사 시 전해 환원수 처리 유

무에 따른 DCF 평균 세기의 비교. * P value < 0.1, ** P value < 0.05.

(a)

(b)
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Fig. 4.2.2. (a) Rat diencephalon cell, (b) Rat gliosarcoma cell에 동일 전

압 150 kVp 및 선량률 1.01 Gy/min에서 서로 다른 선량 1 Gy와 4 Gy 조

건의 엑스선 조사 시 전해 환원수 처리 유무에 따른 DCF 평균 세기의 비

교. * P value < 0.1, ** P value < 0.05.

(a)

(b)
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Fig. 4.2.3. (a) Rat diencephalon cell, (b) Rat gliosarcoma cell에 동일 전

압 150 kVp 및 선량 1 Gy에서 서로 다른 선량률 0.16 Gy/min와 1.01 

Gy/min 조건의 엑스선 조사 시 전해 환원수 처리 유무에 따른 DCF 평균

세기의 비교. * P value < 0.1, ** P value < 0.05.

(a)

(b)
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제 3 절 세포 자살 분석 결과

세포 자살은 방사선 피폭과 같은 외부 자극에 의해 유전적 변형이 일어

나 암이나 돌연변이가 유발되는 것을 막고자 일어나는 계획된 세포 죽음

(Programmed cell death)이다[41]. Amifostine, Isofraxidin 등을 이용하

여 실험을 수행한 선행 연구들로부터 방사선 방호제는 방사선 피폭에 따라

활성산소종 제거를 통해 세포 자살을 억제시키는 것으로 확인되었다[42]. 

따라서 전해 환원수 처리를 통해 세포 자살 비율이 감소할 것을 예측하며

본 실험을 수행하였다.

Fig. 4.3.1의 Rat diencephalon cell 대조군에서 낮은 최대 에너지의

60 kVp에서 150 kVp보다 세포 자살 비율이 더 높게 나타난 것은 앞선 활

성산소종 실험 결과와 같이 동일 선량 및 선량률에서 광자의 에너지가 낮을

수록 생물학적 영향이 더 크게 나타난 것으로 그 경향성이 일치함을 확인할

수 있다. 또한 Fig. 4.3.3 (a), (b)의 대조군에서 선량과 선량률에 따라 세포

자살 비율이 증가함을 확인하였다. 이는 세포 자살 비율이 방사선 선량에

의존함[43]과 높은 선량률에서 세포 자살 비율이 큼[44]을 확인한 선행 연

구들과 일치한다. 반면 Fig. 4.3.2와 4.3.3 (c), (d)를 통해 확인한 Rat 

gliosarcoma cell의 결과들은 Rat diencephalon cell과 달리 세포 자살 비

율에서 방사선 선량이나 선량률에 대해 뚜렷한 경향성이 확인되지 않았으며,

그 비율이 7-10 % 내로 비슷한 값을 가짐을 확인하였다. 이는 낮은 방사

선 민감도(Radiosensitivity)를 가지는 세포일수록 선량 및 시간과 관계없

이 세포 자살 비율이 크게 변하지 않음을 확인한 선행연구로부터 그 이유를

추측할 수 있다[45]. 위 선행 연구에서 세포의 방사선 민감도에 따라 세포

자살 비율이 다른 형태로 나타날 수 있음이 확인되었으며, 따라서 낮은 방

사선 민감도를 지닌 Rat gliosarcoma cell은 방사선 유도 세포 자살 비율이
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대조군 대비 큰 변화가 없는 것으로 추측된다. 전반적으로 Rat 

diencephalon cell에서 Rat glosarcoma cell보다 세포 자살 비율이 높게 나

타난 결과 또한 세포간의 방사선 민감도의 차이에 따른 것으로 확인된다.

방사선을 조사하지 않았을 때 전해 환원수 처리 시 대조군 대비 세포

자살 비율이 유의미하게 증가하였음이 확인되었다. 이는 전해 환원수가 세

포에 영향을 줄 수 있는 외부 인자로 인식되어 그에 세포가 스스로를 보호

하기 위한 방어 작용으로서 세포 자살이 일어난 것으로 추측된다. Fig. 

4.3.1 ~ 4.3.2는 Rat diencephalon cell와 Rat glosarcoma cell에 동일 선

량률 0.16 Gy/min 및 선량 (a) 1 Gy, (b) 4 Gy에서 서로 다른 최대 에너

지의 전압 60 kVp와 150 kVp 조사 시 전해 환원수 처리에 따른 세포 자

살 비율 결과이다. 두 세포에서 모두 전해 환원수 처리 시 대조군에 비해

전반적으로 세포 자살 비율이 감소하였으나, 더 낮은 최대 에너지를 가진

전압 60 kVp에서만 유의미한 감소가 나타났다. Fig. 4.3.3은 두 세포에 대

해 동일 전압 150 kVp의 선량 1 Gy와 4 Gy에서 선량률을 0.16 Gy/min과

1.01 Gy/min로 달리하여 확인한 결과이다. 높은 최대 에너지의 전압 150 

kVp에서 조사되어 (a), (b)의 Rat diencephalon cell의 경우 확연한 감소가

나타났지만 유의미한 차이는 아닌 것으로 판단되며, (c), (d)의 Rat 

gliosarcoma cell의 경우 대조군 대비 큰 차이가 보이지 않았다. 이 때 선

량 및 선량률에 따른 감소율의 차이는 확인되지 않았다.

전해 환원수 처리에 따른 세포 자살 비율 감소 경향성은 앞선 활성산소

종의 정량적 평가 실험에서 확인한 활성산소종 제거에 따른 후속 반응으로

써 기대할 수 있다. 특히 낮은 에너지에서 세포 자살 비율의 감소율이 큰

특이점 또한 활성산소종 감소율 경향과 같음이 확인되었다. 따라서 본 실험

의 전해 환원수 처리에 따른 세포 자살 비율 감소 효과는 전해 환원수가 활

성산소종을 제거함으로써 나타나는 결과로 이해될 수 있다.
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Fig. 4.3.1. Rat diencephalon cell에 동일 선량률 0.16 Gy/min 및 선량 (a) 

1 Gy, (b) 4 Gy 엑스선 조사 조건에서 전해 환원수 처리를 달리하였을 때

서로 다른 최대 에너지의 전압 60 kVp와 150 kVp 조건에 따른 세포 자살

비율의 비교. * P value < 0.1, ** P value < 0.05.

(a)

(b)
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Fig. 4.3.2. Rat gliosarcoma cell에 동일 선량률 0.16 Gy/min 및 선량 (a) 

1 Gy, (b) 4 Gy 엑스선 조사 조건에서 전해 환원수 처리를 달리하였을 때

서로 다른 최대 에너지의 전압 60 kVp와 150 kVp 조건에 따른 세포 자살

비율의 비교. * P value < 0.1, ** P value < 0.05.

(a)

(b)
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Fig. 4.3.3. Rat diencephalon cell(a, b)와 Rat gliosarcoma cell(c, d)에 대

하여 동일 전압 150 kVp에서 선량률을 0.16 Gy/min(a, c)과 1.01 

Gy/min(b, d)으로 달리하여 전해 환원수를 처리하였을 때 세포 자살 비율

의 비교. * P value < 0.1, ** P value < 0.05.

(a) (b)

(c) (d)
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제 4 절 세포군집형성능 실험 결과

각 조사 조건에서 방사선 선량에 따른 세포 생존율은 식 3과 같이

Linear Quadratic(LQ) 모델에 근거하여 세포 생존율 그래프로 확인할 수

있다. 이 때 D는 방사선 선량으로, α와 β는 각각 저선량, 고선량에서의

생존 곡선 기울기를 결정한다.

Surviving Fraction (SF) = exp(-(αD+βD2))     (3)

Fig. 4.4.1 ~ 4.4.5는 Rat diencephalon cell과 Rat gliosarcoma cell을

대상으로 전해 환원수 처리 유무에 따른 방사선 조사 조건에서의

세포군집형성능 실험을 수행한 결과이다. 전해 환원수 처리 시 대조군에

비해 세포 생존율이 전반적으로 증가하였으나, Fig. 4.4.1 ~ 4.4.2와 같이

더 낮은 최대 에너지를 가진 60 kVp 조건에서 생존율이 유의미하게

증가하였다. Fig. 4.4.3 ~ 4.4.4와 같이 150 kVp에서 선량률을 달리하였을

경우 방호 효과는 큰 차이가 없음을 확인하였다. Fig. 4.4.5는 60 kVp, 0.16 

Gy/min 조사 조건에서 전해 환원수의 농도를 ERWLV1, ERWLV2로 달리

하였을 때의 결과로, 더 높은 농도의 ERWLV2 처리 시 세포 생존율이

ERWLV1 처리보다 전반적으로 증가함을 확인하였다. 그러나 Rat 

gliosarcoma cell의 경우 ERWLV1, ERWLV2 간의 효과 차이가 없는 것으로

확인된다.

Fig. 4.4.6 ~ 4.4.7은 방사선 방호제의 효과성을 나타내는 지표인 선량

감소 인자 (Dose Reduction Factor, DRF)를 식 4와 같이 계산한 결과이다. 

선량 감소 인자는 방호제 유무에 따라 같은 위해를 가할 수 있는 방사선

선량의 비로, 1 이상의 값을 가질 시 방호 효과가 있는 것으로 판단한다. 본

연구에서는 위해 정도를 각 그래프에서의 10%의 생존율로 지정하여

계산하였다.
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DRF = 
���� �� ��������� �� �������� �� ����

���� �� ��������� �� ������� �� ����
for same lethality     (4)

Fig. 4.4.6은 Fig. 4.4.1 ~ 4.4.4를 바탕으로 각 조사 조건에서 구한 선

량 감소 인자의 비교 그래프이다. 두 세포 모두 60 kVp 조건에서 150 kVp

보다 더 높은 선량 감소 인자를 가져 더 좋은 방호 효과를 나타내었으며,

Rat gliosarcoma cell의 경우 Rat diencephalon cell보다 선량 감소 인자가

다소 낮음을 확인하였다. Fig. 4.4.7는 Fig. 4.4.5의 선량 감소 인자 값으로

전해 환원수의 농도를 높인 ERWLV2 에서 더 높은 선량 감소 인자를 가짐을

확인하였다. 따라서 낮은 에너지의 엑스선 조건에서 전해 환원수의 농도가

높을 때 더 좋은 방호 효과를 나타낼 수 있을 것이라 추측된다.



38

Fig. 4.4.1. Rat diencephalon cell에 동일 선량률 0.16 Gy/min에서 서로

다른 최대 에너지를 가진 전압 (a) 60 kVp, (b) 150 kVp 조건의 엑스선 조

사 시 전해 환원수 처리 유무에 따른 세포 생존율 곡선. 이 때 error bar는

4~6세트 수행된 실험 결과의 표준 오차를 나타냄. * P value < 0.1, ** P 

value < 0.05.

(a)                                      (b) 
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Fig. 4.4.2. Rat gliosarcoma cell에 동일 선량률 0.16 Gy/min에서 서로 다

른 최대 에너지를 가진 전압 (a) 60 kVp, (b) 150 kVp 조건의 엑스선 조사

시 전해 환원수 처리 유무에 따른 세포 생존율 곡선. 이 때 error bar는

4~6세트 수행된 실험 결과의 표준 오차를 나타냄. * P value < 0.1, ** P 

value < 0.05.

(a)                                      (b) 
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Fig. 4.4.3. Rat diencephalon cell에 동일 전압 150 kVp에서 서로 다른 선

량률 (a) 0.16 Gy/min, (b) 1.01 Gy/min 조건의 엑스선 조사 시 전해 환원

수 처리 유무에 따른 세포 생존율 곡선. 이 때 error bar는 4~6세트 수행

된 실험 결과의 표준 오차를 나타냄. * P value < 0.1, ** P value < 0.05.

(a)                                    (b) 
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Fig. 4.4.4. Rat gliosarcoma cell에 동일 전압 150 kVp에서 서로 다른 선

량률 (a) 0.16 Gy/min, (b) 1.01 Gy/min 조건의 엑스선 조사 시 전해 환원

수 처리 유무에 따른 세포 생존율 곡선. 이 때 error bar는 4~6세트 수행

된 실험 결과의 표준 오차를 나타냄. * P value < 0.1, ** P value < 0.05.

(a)                                        (b) 
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Fig. 4.4.5. (a) Rat diencephalon cell, (b) Rat gliosarcoma cell에 60 kVp, 

0.16 Gy/min엑스선 조사 시 전해 환원수 처리 유무 및 농도에 따른 세포

생존율 곡선. 이 때 error bar는 4~6세트 수행된 실험 결과의 표준 오차를

나타냄. * P value < 0.1, ** P value < 0.05.

.

(a)                                        (b) 
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Fig. 4.4.6. Rat diencephalon cell 와 Rat gliosarcoma cell 에 대한 각

엑스선 조사 조건에서의 선량 감소 인자(Dose reduction factor) 비교.
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Fig. 4.4.7. Rat diencephalon cell 와 Rat gliosarcoma cell 에 대한 60 kVp, 

0.16 Gy/min 엑스선 조사 조건에서의 전해 환원수 농도에 따른 선량 감소

인자(Dose reduction factor) 비교.
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제 5 장 논    의

제 1 절 전해 환원수의 전리 방사선에 대한 방호 메커니즘

분석

본 연구에서는 Rat diencephalon cell(RDC)과 Rat gliosarcoma 

cell(RGC)에 대한 전해 환원수의 전리 방사선 방호 효과를 in vitro 실험을

통해 확인하고자 하였다. 현재까지 전해 환원수를 이용하여 전리 방사선에

대한 방호 효과를 확인한 선행 연구는 없지만, 엑스선보다 낮은 에너지의

방사선인 자외선에 대하여 실험하여 얻은 선행 결과들과 비교할 때 본

연구의 결과들은 활성산소종의 감소, 세포 자살의 억제 및 세포 생존율

증가 효과를 나타내어 선행 연구와 일치함을 확인하였다. 본 연구에서는

10%의 세포 생존율을 보이는 선량에 대해 선량 감소 인자를 계산하여

방호 효과를 비교하였으며, 다른 방호제를 사용한 in vitro 상의 선행

연구들과 비교할 때 Table. 5. 1 과 같이 전해 환원수가 방사선 방호

인자로서 활용될 수 있음을 확인하였다. 전해 환원수의 농도를 높였을 때

선량 감소 인자가 증가함에 따라 농도를 높이면 더 좋은 선량 감소 인자

값을 가질 수 있을 것이라 기대된다. 또한 구체적인 방호 메커니즘이

확인된 바는 없지만, 본 연구를 통해 확인한 방호 효과들은 전해 환원수가

활성산소종을 제거함으로써 일어난 효과로써 유추할 수 있다.

세포 자살은 미토콘드리아를 매개로 한 Intrinsic pathway와 외부

receptor을 매개로 한 Extrinsic pathway의 두 가지 방식으로 일어날 수

있다[41]. 전리 방사선 피폭에 따라 활성산소종이 생성되면 미토콘드리아에

영향을 가해 세포 자살의 Intrinsic pathway를 유발할 수 있으며, 

활성산소종은 NF-kB, AP-1, p53과 같은 핵 전사 인자(Nuclear 
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transcription factor)의 활성화를 일으켜 death protein의

upregulation이나 survival protein의 inhibitor 생성을 유도하여 세포

자살을 유발할 수 있다. 따라서 활성산소종은 직접적인 세포 자살 유발

외에도 death receptor을 매개로 한 세포 자살을 유발할 수 있기에 전해

환원수 처리에 따른 활성산소종 생성의 감소는 세포 자살 발생에 영향을 줄

수 있다. 앞선 결과들을 통해 전해 환원수 처리 시 방사선 유도의

활성산소종 생성이 억제됨을 확인하였으며, 특히 에너지가 낮을수록 그

방호 효과가 크게 나타난 것으로 확인하였다. 이는 낮은 에너지에서 세포

자살 비율의 감소율이 큰 것과 경향이 같음을 확인할 수 있다. 따라서 본

실험의 전해 환원수 처리에 따른 세포 자살 비율 감소 효과는 전해

환원수가 활성산소종을 제거함으로써 나타나는 결과로 이해할 수 있다.

형태학적, 생화학적, 기능적 관점에서 세포 죽음의 정의와 해석에 대한

지침을 만들어내는 Nomenclature Committee on Cell Death 

(NCCD)에서는 세포의 필수적인 기능이 비가역적으로 사라지고 세포

구조성을 상실할 때 세포 죽음으로 판단하며[46], 세포 죽음은

형태학적으로 세포 자살(apoptosis), 자가 포식(autophagy) 및 세포

괴사(necrosis)로 분류된다고 정의하고 있다. 활성산소종은 세포의 단백질,

지질, 핵산 등의 직접적인 산화와 일반적인 손상 유발 외에 다양한 신호

체계에 영향을 가하여 위의 세포 죽음 과정을 일으킨다. 앞서 확인한 바와

같이 직간접적으로 세포 자살을 유발하고 MAPK family 의 활성화 등을

통해 간접적으로 자가 포식을 조절하며 TNF 자극 등을 통해 세포 괴사를

유발할 수 있다[47]. 따라서 전해 환원수 처리에 따라 활성산소종 생성이

억제되면 세 형태의 세포 죽음이 감소될 수 있다.

본 연구를 통해 전해 환원수 처리 시 전리 방사선 유도의 활성산소종의

제거와 세포 자살 비율의 감소 및 세포 생존율의 증가를 확인하였으며, 이
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방호 효과들은 활성산소종의 제거를 근본으로 하여 나타난 결과들로 이해할

수 있다.
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Table 5.1. In vitro 실험으로 진행된 다양한 방사선 방호제들의 선량 감소

인자 비교[48]. 이 때 선량 감소 인자는 모두 세포 생존율 10%를 보이는

선량 값에 대한 계산함.

Radioprotector Cell line Concentration Dose reduction 

factor

WR1065 CHO 4 uM 1.9

V79 4 uM 1.5

Hoechst 33342 KHT 10 uM 1.8

V79 21 uM 1.3

Proamine V79 84 uM 1.7

Dithiotheritol V79 10 mM 1.4

ERW RDC LV2 1.29

RGC LV2 1.16
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제 2 절 세포의 방사선 민감도 및 특성 차이

활성산소종, 세포 자살 및 세포 생존율을 확인한 실험 결과에서 전해

환원수 처리와 상관없이 두 세포에서 결과 경향성이 일부 다르게

나타났으며, 전해 환원수 처리에 따른 방사선 방호 효과는 Rat 

gliosarcoma cell 에 비해 Rat diencephalon cell 에서 더 크게 나타났다.

이는 세포 간의 방사선에 대한 민감도 차이 및 세포 특성에 따른 것으로

보인다.

Fig. 5.2 로부터 Rat diencephalon cell 가 Rat gliosarcoma cell 보다

더 높은 방사선 민감도를 나타내어 동일한 조사 조건의 엑스선 피폭에도

세포 생존율이 더 감소함을 알 수 있다. 이 방사선 민감도 차이에 따라

전해 환원수 처리와 상관없이 다양한 방사선 조사 조건에서의 실험 결과

경향성이 일부 다르게 나타난 것으로 보인다. 즉, Rat gliosarcoma cell 의

방사선 민감도가 낮기 때문에 방사선 조사 여부에 따른 영향을 덜 받아

방사선 민감도를 갖는 세포보다 전해 환원수의 효과가 적게 나타난 것으로

추측된다. 또한 암 세포의 일종인 Rat gliosarcoma cell 의 경우 정상

세포와 DNA 회복 기작, 물질 대사 체계 등이 다른 방식으로 이루어지기

때문에 전해 환원수의 효과 정도에 차이가 나타나는 것으로 추측된다.

건강한 정상 세포의 경우 세포 분열이 화학적 과정을 통해 엄격히 조절되어

성장이 이루어지지만, 암세포의 경우 그러한 신호에 응하지 않고 조절없이

분열이 지속되는 특징을 지닌다. 주요 방호 인자인 수소 분자의 메커니즘이

선택적 항산화 과정 외 신호 전달 조절 작용에 기반한 것을 감안할 때,

전해 환원수 또한 세포 내 신호 전달에 영향을 줄 수 있으며 암 세포의

경우 이러한 역할에 영향을 덜 받은 것으로 추측할 수 있다.
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방사선 치료에 있어 방사선 피폭으로부터 정상 조직을 보호하면서 암

세포에의 방호 효과가 적거나 없을 때 높은 치료 이득(Therapeutic 

gain)을 얻을 수 있다. 정상 세포와 암 세포간의 반응 차이는 세포 종류,

방호제 종류 등에 따라 다르게 나타나기 때문에 방사선 치료 시 적절한

방호제를 사용하는 것이 중요하다. WR-2721 의 경우 방사선 피폭으로부터

암 조직에 방호 효과가 적거나 없으면서 정상 조직을 방호하여 그 가능성을

보인 바 있다. 전해 환원수 또한 Rat gliosarcoma cell 을 엑스선으로부터

방호하는 효과를 지니지만, 효과 정도가 정상 세포인 Rat diencephalon 

cell 에 비하여 작다는 점에서 방사선 치료 중 방호제로서의 사용 가능성을

지닌다.
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Fig. 5.2. 150 kVp, 1.01 Gy/min 에서 Rat diencephalon cell 와 Rat 

gliosarcoma cell 의 조사 선량에 따른 세포 생존율. 
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제 3 절 금속 나노 입자의 방사선 선량 증가 영향

전해 환원수는 수소 분자와 수소 원자 이외에 금속 나노 입자를 소량

함유하고 있는 것이 특징으로, 특히 전기 분해 세기에 따라 그 양이

증가하는 백금 나노 입자는 활성산소종을 제거하는 환원제로 활용되어 방호

효과에 도움이 될 것이라 평가되고 있다. 하지만 본 연구는 전리 방사선을

이용한 실험으로, 백금과 같은 높은 원자 번호의 금속 입자는 방사선 조사

시 방사선과 물질의 반응 단면적(cross section)을 증가시켜 국소 부위의

흡수 에너지를 증가시키는 선량 증가제로써 활용될 수 있음을 함께

고려하여야 한다. 광전 효과(Photoelectric effect)는 방사선 에너지가

낮을수록, 그리고 반응하는 물질의 원자 번호가 클수록 그 발생 확률이

증가한다. 광전 효과 중 생성되는 2 차 전자들은 방사선이 보통 최내각인

K 각에 속한 전자와 반응하여 생성되기에 물질의 K 각 에너지 이상의

에너지를 가져야 반응이 일어날 수 있다.

서울대학교 공동기기원의 ICP-Mass Spectrometer (NexION 350D, 

PerkinElmer SCIEX)를 사용하여 증류수와 전해 환원수에 포함된 다섯

가지 입자들의 농도를 측정하였다. 이 때 측정한 금속 입자는 철(Fe), 

티타늄(Ti), 백금(Pt), 은(Ag) 그리고 하프늄(Hf)으로, 선행 연구를 통해

측정된 증류수와 전해 환원수에 포함된 입자들 중 차이가 있는 것으로

확인된 입자들로 선정하였다[7]. 측정 결과는 Table 5.3 과 같으며, 금속

입자들을 대략 총 0.1 ppm 을 함유한 것으로 확인되었다. 포함이 확인된

입자인 철, 티타늄, 백금에 대하여 Fig. 5.3 과 같이 keV 단위의 광자에서

물질과의 총 반응 단면적과 광전 효과의 반응 단면적을 확인하였다. 광자와

물질과의 반응 종류 중 광전 효과 발생 비율이 매우 크며, 철과 티타늄의
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경우 10 keV 이하의 광자에서 K 각 에너지를 지니고 백금의 경우 78.39

keV 에서 그 에너지 값을 지님을 확인하였다.

이에 따라 전해 환원수 내 포함된 금속 나노 입자들의 선량 증가

영향으로 인해 방호 효과 일부가 상쇄되어 일반적인 방호 효과에 비해

방사선의 방호 효과가 약하게 나타날 수 있음을 추측해 볼 수 있다. 측정된

농도가 비록 저농도이기는 하나, 철과 티타늄의 경우 그의 산화물 형태인

TiO2(Titanium dioxide nanoparticle)와 Fe2O4(Iron oxide 

nanoparticle)가 선량 증가 물질로 활용되고 있어[49, 50] 전해 환원수 내

금속 입자에 의한 선량 증가 효과는 측정된 농도보다 더 클 것이라

예상된다. 이와 같은 금속 나노 입자와 그의 산화물 형태에 의한 선량 증가

효과로 인해 화학약품이나 낮은 에너지의 UV 에서 보인 전해 환원수의

방호 효과가 온전하게 나타나지 못했을 것이라 추측된다. 또한 앞서 확인한

활성산소종, 세포 자살, 세포 생존율의 세 가지 실험 결과에서 전반적으로

에너지가 낮을수록 방호 효과가 더 좋게 나타난 것은 백금 나노 입자의

K-edge 에너지 이상에서 광전 효과가 일어나 방호 효과 일부가 상쇄된

것으로 추측할 수 있다. 특히 Table 5.3 과 같이 150 keV 에서 백금의

광전 효과 반응 단면적이 다른 두 금속보다 높아 높은 에너지의 광자에서는

백금의 영향이 큼을 알 수 있다. 세포에 백금 나노 입자를 처리한 후

방사선을 조사하였을 때 DNA 손상인 단일 나선 절단과 이중 나선 절단

발생 비율이 증가하고, 세포 생존율이 감소됨이 확인된 바 있다[51. 52]. 

특히 방사선의 에너지를 다르게 하였을 때 30 keV, 40 keV 에 비해 K 각

에너지 주변의 78 keV, 78.8 keV 에너지에서 선량 증가 효과가 크게

나타났다[52]. 그러나 측정된 농도가 저농도인 관계로 백금 입자 외의

추가적인 요인으로 인한 영향도 있을 것이라 추측된다.
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Table 5.3. ICP-Mass Spectrometer 를 이용하여 확인한 전해 환원수에

포함된 금속 입자 농도 및 150 keV 에서 광전 효과 반응 단면적.

원소 증류수 내

입자 농도

전해 환원수 내

입자 농도

150 keV 에서

광전 효과 반응 단면적

Fe 0.85 ppb 70.72 ppb 5.215 x 103 barns/atom

Ti < 0.1 ppb 27.54 ppb 2.797 x 103 barns/atom

Pt < 0.1 ppb 7.87 ppb 6.170 x 104 barns/atom

Ag < 0.1 ppb < 0.1 ppb

Hf < 0.1 ppb < 0.1 ppb
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Fig. 5. 3. 광자 에너지 1 ~ 1000 keV 에서 (a) 철(Fe), (b) 티타늄(Ti), (c) 백금(Pt)의 물질과의 총 반응

단면적(반응 확률) 및 광전 효과 반응 단면적. (     Total attenuation,     Photoelectric absorption)

(a)                                   (b)                                    (c)
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제 6 장 결    론

본 연구에서는 전해 환원수가 엑스선 조사 조건에서 방호 효과를 지닐

수 있는지를 in vitro 실험을 통하여 확인하였다. 전해 환원수는 정상 세포

인 Rat diencephalon cell에 독성을 나타내지 않으면서 피폭된 세포의 활성

산소종을 감소시켜 세포 자살을 억제하고 세포 생존율을 증가시키는 방호

효과를 나타내었다. 반면 암 세포인 Rat gliosarcoma cell에 대하여 유의미

한 독성을 나타내어 전해 환원수가 암 세포의 성장을 억제시킬 수 있음을

확인하였고, 방사선 조사 시 방호 효과가 나타났지만 그 효과는 정상 세포

에 비해 적은 것으로 확인하였다. 정상 세포에 독성이 없으면서 방호 효과

를 나타내고 암세포에서 독성을 보이면서 방호 효과가 적게 나타난다는 특

징은 방사선 치료에서의 적절한 적용이 가능할 것으로 보인다.

이 때 전해 환원수의 방호 효과는 엑스선의 에너지가 낮을수록 더 크고

유의미하게 나타났다. 이는 전해 환원수 내 포함된 백금 나노 입자에 의해

고에너지 엑스선에서 광전 효과가 일어나 방호 효과 일부가 상쇄된 것으로

추측된다. 화학약품 등 다른 외부 영향에 대해 방호 인자로서 역할하였던

백금 나노 입자가 방사선과 반응 시 방호 효과를 상쇄시킬 수 있음을 파악

한 것은 본 연구에서 의미를 지닌다. 이에 대해 전극의 교체 및 후속 금속

입자 제거 등 백금 나노 입자의 영향을 없앨 수 있는 방안을 모색하여 반영

한다면 에너지 영역에 상관없이 좋은 방호 효과를 기대할 수 있을 것이다.

또한 전기 분해 시간을 늘림으로써 전해 환원수의 농도를 높였을 때 정상

세포에 대하여 더 좋은 방호 효과가 나타났다는 점에서 농도 조절을 통하여

더 좋은 방호 효과를 기대할 수 있을 것으로 보인다. 또한 저에너지 광자에

대한 방호 효과가 우수하다는 점을 통해 전해 환원수가 저에너지 영역의
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15 keV의 엑스선을 사용한 유방암 검진 기술, 33 keV의 엑스선을 이용한

혈관 촬영법, 100-120 keV 영역대의 흉부 방사선 촬영 등 방사선의 진단

적 측면에서 활용될 수 있을 것으로 보인다.

본 연구는 전해 환원수의 전리 방사선에 대한 방호 효과를 처음으로 확

인하였다는 점에서 의미를 지닌다. 특히 암세포에 비해 정상세포에 대한 방

호 효과가 더 좋고 농도를 높였을 때 정상 세포에서만 그 방호 효과가 좋아

진다는 점에 착안하여 향후 다양한 세포, 전해 환원수의 농도 및 방사선 에

너지에서 실험을 진행한다면 방사선 치료에서의 효과를 기대할 수 있을 것

이다. 그러나 in vitro 실험 결과를 바로 인체에 적용하기에는 한계가 있으

므로 in vivo 상의 추가적인 실험이 요구된다. 또한 고에너지 영역대에서 상

대적으로 적은 방호 효과를 나타낸 것의 원인으로 추정되는 백금 나노 입자

영향에 대하여 추가적인 실험 및 시뮬레이션이 필요할 것으로 보인다.
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Abstract

Study on the Radioprotection Effect 

of

Electrolyzed Reduced Water

Hong Ji won

Department of Energy Systems Engineering
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Radioprotector is a substance that protects normal tissues and cells 

from the harmful effects of radiation, and it inhibits DNA damage in 

cells and increases survival rate. Because chemical protection agents 

with good protection are highly toxic, their use is limited. So 

researches on natural protection agents such as botanical chemical 

extract and vitamins are being carried out actively. Electrolyzed

reduced water produced from cathode during electrolysis of water is a 

highly reductive material known to contain hydrogen molecules, 

hydrogen atoms and platinum nanoparticles. Previous studies have 
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confirmed that it has protective effects on external factors such as 

chemical, UV radiation, and thermal stress, but no effects have been 

identified on ionizing radiation to date. However, it is expected that 

Electrolyzed reduced water will also have protection effect against 

ionizing radiation, given that its protective effects have been identified 

for UV radiation and that hydrogen molecules, the main protection 

factor, are considered as radioprotector.

In this study, experiments were conducted to assess toxicity on

cells and to verify protection effects in order to confirm its availability 

as a radioprotector. First, the quantitative amount of reactive oxygen 

species was assessed given that X-rays have a greater rate of causing 

DNA damage by reactive oxygen species than by direct action. 

Experiments for checking the apoptosis rates caused by DNA damage 

and the cell survival rates were also conducted. At this time, the 

degree of protection effects of electrolyzed reduced water was 

determined by different levels of x-ray dose, dose rate, and energy. 

The results showed that the electrolyzed reduced water had no 

significant toxicity to normal cells, whereas toxic effects on cancer 

cells. X-ray irradiation confirmed that electrolyzed reduced water 

reduced reactive oxygen species, inhibited apoptosis and increased cell 

survival. There were no differences in the effects of dose and dose 

rate of x-rays, but the lower the energy, the greater the effect. This 

is thought to have been partly affected by the metallic nanoparticles 

contained in the electrolyzed reduced water.

This study is an in vitro experiments that confirmed the protective 
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effects of electrolyzed reduced water against ionizing radiation, which 

requires further testing in vivo. Although the protection effect was 

lower compared to other protection agents, it is expected to result in 

better effects in change in electrolysis condition and removal of metal 

particles in electrolyzed reduced water. It is also expected to be used 

as a radiation protection device in radiation therapy in that the

radioprotective effects of normal cells were greater than cancer cells.

Keywords : Radioprotector, Electrolyzed reduced water, Cytotoxicity, 

Radiation protection, Biological effect of radiation

Student Number : 2017-23750
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