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Photobiomodulation Mediated by Red and Infrared Light:  
A Study of Its Effectiveness on Corneal Epithelial Cells and Wound Healing
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In this study, we have investigated the effect of photobiomodulation (PBM) on corneal wound healing, using a low-power light-emitting diode (LED) 
at different wavelengths. We found that LEDs with wavelengths ranging from 623 to 940 nm had no significant cytotoxic effects on corneal epithelial 
cells. The effect of PBM on promoting cell migration was analyzed by scratch assay, and it was found that PBM at 623 nm significantly increased 
cell migration and promoted wound healing. Furthermore, the expression of genes related to cell migration and wound healing was analyzed, and 
it was found that PBM at 623 nm upregulated the expression of the genes FGF-1 and MMP2, which are known to promote cell proliferation and 
extracellular matrix degradation. These findings suggest that PBM with low-powered light at specific wavelengths, particularly 623 nm, could be 
utilized to treat corneal injury.
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적색 및 적외선 빛을 이용한 Photobiomodulation:  
각막상피세포에 대한 효과와 상처 치유에 관한 연구
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본 연구에서는 다양한 파장의 저출력 light-emitting diode (LED)를 이용한 photobiomodulation (PBM)이 각막 상처 치유에 미치는 영

향을 분석하였다. 각막상피세포에 623 nm에서 940 nm 범위의 파장의 LED를 조사한 결과, 유의미한 세포독성 영향을 미치지 않는 것을 확

인하였다. PBM의 세포이동 촉진 효과를 세포 이동능 평가 시험을 통해 분석한 결과 623 nm 파장의 광조사에 의한 PBM이 세포이동을 크게 

증가시키고 상처 치유를 촉진하는 것으로 나타났다. 또한, 세포이동 및 상처 치유와 관련된 유전자의 발현을 분석한 결과, 623 nm 파장의 광

조사에 의한 PBM이 세포 증식과 세포 외 기질 분해를 촉진하는 것으로 알려진 FGF-1과 MMP2 유전자의 발현을 상향 조절한다는 사실을 발

견했다. 이러한 연구 결과는 특정 파장, 특히 623 nm 파장의 저출력 빛을 이용한 PBM이 각막 손상 치료에 활용될 수 있는 가능성을 시사한

다.
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I. 서    론

각막 상피는 눈의 가장 바깥쪽 층으로, 각막을 보호하는 장

벽의 기능을 하며 지속적으로 세포를 재생하여 표면을 유지한

다. 각막 상피 조직은 물리적 자극에 의해 쉽게 벗겨질 수 있고 

화학 물질이나 강한 자외선에 노출이 지속되면 손상된다[1,2]. 

이는 통증, 부종, 눈부심, 이물감, 충혈 등을 유발하고 상처 부

위의 세균, 곰팡이균 감염으로 인한 각막염, 각막궤양과 같은 

합병증을 발생시킨다. 또한, 외상의 깊이가 깊어 상피층을 넘

어 기질층까지 손상되면 각막혼탁으로 인한 시력저하가 생길 

수 있다.

각막 상피의 상처가 치유되는 동안, epidermal growth 

factor (EGF)는 상피 세포 및 기질 섬유모세포에서 핵산 합성

을 촉진할 뿐만 아니라 피브로넥틴(fibronectin) 생성을 자극

하여 증식과 이동을 매개한다[3,4]. 손상에 대한 반응으로 IL-1

과 TNF-α와 같은 염증성 사이토카인이 방출되고 hepato-

cyte growth factor (HGF), keratinocyte growth factor 

(KGF)와 같은 성장인자를 생성한다[4,5]. Insulin-like growth 

factor (IGF)와 transforming growth factor-beta (TGF-β)

는 기질각화세포 및 상피세포의 분화와 성장을 조절하고 다양

한 신호 전달 경로의 상호작용을 통해 치유 과정을 거친다[6].

Photobiomodulation (PBM)은 특정 파장대의 가시광선 

및 근적외선 스펙트럼을 기반으로 광원을 적절한 강도로 조사

하여 세포의 기능을 자극, 치유 및 재생시키는 광선 요법의 한 

형태로 정의된다. 적색광 및 근적외선은 세포 내 미토콘드리

아에서 작용하는 cytochrome c oxidase (CCO)와 같은 광

감작성 분자에 흡수되어 adenosine triphosphate (ATP) 합

성을 증가시키고 세포의 대사활동을 촉진시킨다[7,8]. PBM 치

료법은 면역 조절과 상처 치유를 촉진하고 통증 및 염증을 완

화하는 효과가 있는 것으로 보고되었다[9,10].

최근 안과에서는 안구건조증, 마이봄샘기능장애(meibo-

mian gland dysfunction, MGD)의 새로운 치료방법으로 

intensive pulsed laser (IPL) 사용이 증가하고 있다[11,12]. 

IPL은 막힌 기름샘과 눈물샘의 분비를 원활하게 하고, 눈꺼

풀 혈관의 헤모글로빈에 흡수되어 혈관 수축과 염증을 감소시

킴으로써 근본적인 치료에 도움이 된다. 최근 연구에 따르면, 

저출력 광원의 PBM 효과를 이용한 치료법도 세포증식(cell 

proliferation) 및 세포이동(cell migration) 촉진, 신경 재생 

촉진, 과민성 감소 등 다양한 메커니즘을 통해 각막 상처 치유

를 촉진할 수 있는 것으로 나타났다[13,14]. 그러나 각막 상처 치

유를 위한 PBM 치료의 최적 파라미터와 메커니즘을 이해하

기 위해서는 더 많은 연구가 필요하다.

본 연구에서는 자연치유보다 광치료가 더 빠르게 각막상피 

손상을 회복할 수 있다는 가정 하에 PBM의 각막상피 상처치

유 효과에 대해 확인하였다. 본 연구에서는 적색 및 적외선 영

역의 다양한 파장의 LED 광원을 사용하여 각막상피세포에서 

세포이동 촉진효과가 가장 우수한 광원파장을 도출하고, 해

당 실험군에 대해 광조사에 의해 발현되는 유전자를 분석하여 

PBM에 의한 각막상피 상처치유의 메커니즘을 분석하였다.

II. 실험 방법

2.1. 세포 배양
본 연구는 보건복지부 지정 공용기관생명윤리위원회 심의

를 거치고 연구윤리승인을 받아 시행되었다(승인번호: P01-

202303-02-001). Human corneal epithelial (HCE) 세포

는 American Type Culture Collection (ATCC, VA, USA)

으로부터 분양받았다. 세포의 배양 배지는 corneal epithe-

lial cell basal medium에 corneal epithelial cell growth 

kit (apo-transferrin, final concentration 5 µg/mL; epi-

nephrine, final concentration 1.0 µM; Extract P, final 

concentration 0.4%; hydrocortisone hemisuccinate, final 

concentration 100 ng/mL; L-glutamine, final concen-

tration 6 mM; Rh insulin, final concentration 5 µg/mL; 

CE growth factor, final concentration 0.2%)와 1% peni-

cillin/streptomycin (100 U/mL penicillin, 100 mg/mL 

streptomycin), 그리고 항생제로 penicillin-streptomycin-

amphotericin B solution (final concentration penicillin: 

10 units/mL, streptomycin: 10 µg/mL, amphotericin B: 

25 ng/mL)을 추가하여 complete medium으로 만들어 사

용하였으며, 세포는 37 ℃, 5% CO2 습윤 배양기에서 배양하

였다. 모든 세포들은 ATCC에서 제시한 프로토콜에 따라 계

대배양을 진행하였으며, 계대배양 시에는 primary 세포용 

trypsin-EDTA (0.05% trypsin; 0.02% EDTA)를 처리하여 

탈착시킨 후 trypsin neutralizing solution을 추가하여 세포

의 손상을 막고, 부유 상태의 세포들을 800 rpm에서 20 ℃로 

5분 동안 원심 분리시켜 수확하였다. 상기의 세포 배지 및 첨

가물의 시약들은 모두 ATCC에서 구매하여 사용하였다. 세포

의 배양은 실험목적에 따라 24-well plate 또는 6-well plate

에 각각 5 × 104 cells/well, 2.5 × 105 cells/mL의 농도로 

분주하였다.

2.2. 광원
실험에 사용된 LED (Solis® high-power LEDs for mi-

croscopy; Thorlabs Inc., NJ, USA)는 중심 파장이 각각 

λ = 623, 660, 740, 850, 940 nm로 지그에 장착하여 24-

Keywords: 각막상피세포, 저출력광치료, 광생물조절, 상처치료
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well plate에 조사되었다. 각 실험조건마다 24-well plate의 

상부에 제작한 마스크를 고정하여, 단일 well에만 LED가 조

사되도록 하였다. 24-well plate 하부에는 포토다이오드 센

서(PD300-MS; Ophir Optronics Solutions, Jerusalem, 

Israel)를 설치하여 마스크를 통과한 광량을 측정하고, 세포 

시료에 조사하는 모든 LED 모듈의 광량을 일정하게 하였다. 

실험장치는 이산화탄소 세포배양기(Forma 371; Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA) 내에 설치하여 실험 중 일정한 

환경이 유지되도록 하였다[그림 1(a)]. LED 조명 모듈의 출력 

중심파장, 출력 스펙트럼은 스펙트로미터(USB4000; Ocea-

nInsight, FL, USA)를 사용하여 측정하였다[그림 1(b)]. 모든 

실험과정에서 LED의 총 에너지 양은 3–10 J/cm2 범위에서 

조사하였다.

2.3. 세포 생존률 측정
세포 생존률은 EZ-Cytox kit (DaeilLab, Seoul, Korea)를 

사용하여 분석하였다. 간단하게는, 살아있는 세포의 탈수소 

효소(dehydrogenase)로 water soluble tetrazolium salt 

(WST)를 반응시켜, 오렌지 색의 수용성 포르마잔(formazan)

이 생성되는 양을 흡광도로 측정하여 세포의 생존률을 측정

하였다. 우선, HCE 세포를 24-well plate에(5 × 104 cells/

well) 시딩(seeding)하고 24시간 동안 배양시켜 완전히 부착된 

것을 확인한 다음, HCE 세포에 적색(λ = 623, 660 nm) 및 적

외선 LED (λ = 740, 850, 940 nm)를 5 J/cm2, 10 J/cm2의 

에너지로 조사하고, 24시간 동안 37 ℃, 5% CO2 습윤 배양

기에서 추가로 배양하였다. 다음날, 배양액에 각 well 당 EZ-

Cytox 용액을 100 µL씩 첨가한 뒤, 4시간 동안 추가로 배양

(incubation)하였다. 흡광도를 측정하기 전, 1분 정도 부드럽

게 흔든 후 microplate reader (Epoch; BioTek, VT, USA)

를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존률

은 광 조사를 하지 않은 그룹의 흡광도 수치를 기준으로 한 상

대 비율 값으로 계산하였다.

2.4. 세포이동 측정
HCE 세포를 6-well plate에 2.5 × 105 cells로 분주하여 

24시간 동안 배양한 다음, 다음날 멸균된 200 μl 피펫 팁을 

수직으로 반듯이 세워 단일층으로 자란 세포면 중앙에 한 줄

로 균일하게 세로 방향으로 긁어낸다. 긁어내는 과정에서 분

리된 세포조각(cell debris)은 배지 제거를 통해 조심스럽게 

제거하고, 불필요하게 떨어진 나머지 세포들 또한 인산완충생

리식염수(phosphate-buffered saline)를 이용하여 세척한 

뒤, 배양배지로 교환한다. 이때, 스크래치(scratch)된 부위의 

세포를 Olympus CKX53 현미경(Olympus, Tokyo, Japan)

을 통해 40× 배율에서 관찰하고 카메라를 이용하여 사진 촬

영한다. 이후, 스크래치된 세포는 2.2절에서 제시된 바와 같은 

광 조사 조건에 노출시킨 후 24시간 동안 추가 배양(37 °C, 

5% CO2)하고, 세포이동이 진행된 이미지를 상기와 같은 조건

으로 사진으로 촬영한다.

2.5. Real-time PCR
각 파장별 광 조사가 세포이동의 어떠한 분자 발현에 영향

을 미치는지를 조사하고자, real-time polymerase chain 

reaction (PCR)을 수행하여 관련 유전자의 발현을 분석하였

다. 6-well에 배양된 세포에 상기의 세포이동 실험을 수행한 

후, RNeasy kit (Qiagen, MD, USA)를 이용하여 mRNA를 

분리하였다. 분리된 mRNA 1 µg을 PrimeScriptTM RT Re-

agent Kit (Takara Biotechnology, Tokyo, Japan)와 제조

사에서 제시한 프로토콜에 따라 cDNA를 합성하였다. 합성된 

Fig. 1. Representative picture of the experimental setup and emission spectra of light-emitting diodes (LEDs). (a) LEDs were irradiated to the 
24-well plate from the top and a single-well-shaped mask was fixed on the top surface of the well plate to prevent LED light from being irradiated 
to adjacent wells. The power of LED light transmitted through the mask was measured with a photodiode sensor to derive the amount of light 
energy irradiated to the sample. (b) Normalized spectra of LED light sources.

(a) (b)
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cDNA를 대상으로 Power SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, CA, USA) 시약과 혼합하여 Quant-

Studio 3 real-time PCR system (Applied Biosystems, 

CA, USA) 기기를 이용하여 real-time PCR을 수행하였다. 

분석 결과는 2−∆∆CT method로 상대적인 발현양으로 계산되었

으며, 가사유전자(housekeeping gene)로서의 glyceralde-

hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)의 발현을 대

조군으로 사용하여 정규화(normalization)를 수행하였다. 타

깃 유전자에 대한 프라이머(primer) 정보는 표 1에 나타냈다.

2.6. 통계 처리
본 실험의 데이터는 GraphPad Prism 5 (GraphPad, CA, 

USA)를 사용하여 분석되었으며, 실험결과는 독립적인 3반복 

실험의 평균 ± 표준편차로 나타냈다. 그룹 간의 차이는 un-

paired two tailed t-test 방법을 이용하여 유의성을 분석하

였으며, P < 0.05이 통계적 유의성을 가지는 것으로 정의되었

다.

III. 결    과

3.1. 세포 생존률 평가
HCE 세포에 대한 적색 및 근적외선 LED의 세포 독성과 실

험에 사용될 총 에너지량을 결정하기 위해 MTT assay를 수

행하였다. HCE 세포에 적색(λ = 623, 660 nm) 및 적외선 

LED (λ = 740, 850, 940 nm)를 5 J/cm2, 10 J/cm2의 에너

지로 조사한 결과, 모든 군에서 독성이 나타나지 않아 세포 생

존율에 큰 영향을 나타내지 않음을 확인하였다(그림 2). 이후, 

모든 실험은 세포 독성이 나타나지 않은 광 조사 조건에서 진

행하였다. 광조사가 실시된 그룹들 전반적으로 대조군(비 광

조사군)에 비해 세포 생존율(cell viability)이 높아진 것이 관

찰되었으며, 이러한 경향은 세포 증식에 적외선을 포함한 근

적외선 파장 광조사가 미친 영향이라고 생각된다[13].

3.2. 세포이동
각 파장의 광조사에 따른 HCE 세포의 상처 치유(wound 

healing) 영향을 조사하고자, 단일층(monolayer)으로 준비

된 세포에 스크래치를 만들어 그 사이를 세포가 이동(migra-

tion)하면서 채워 나가는 효과를 관찰하였다. 세포의 스크래

치는 모두 균일하게 형성하였으며[그림 3(a), 0 h], 각 파장 별

로 단위면적당 10 J/cm2의 광 조사 후 세포이동을 관찰한 결

과 그림 3(a) (48 h)에서 보이듯 623 nm의 광 조사 시 스크래

치 간격 사이로 세포이동이 촉진됨으로 인해 그 폭이 대조군

에 비해 더 좁아진 것을 확인할 수 있었다. 623 nm 파장의 세

포이동에 대한 영향을 추가로 확인하기 위해서 광 조사를 에

너지 별로(3 J/cm2, 5 J/cm2, 10 J/cm2) 실시하고 경과시간 

Table 1. Primer name, sequence, and target gene used in the present study

Name Sequence (5' → 3') Target Gene
hGAPDH_F
hGAPDH_R

accccttcattgacctcaac
cttgacggtgccatggaatt GAPDH

hIL-1α_F
hIL-1α_R

ggtagtagcaaccaacggga 
cttcatcttgggcagtcaca IL-1α

hTGF-β1_F
hTGF-β1_R

gggactatccacctgcaaga 
cggagctctgatgtgttgac TGF-β

hIGF-2_F
hIGF-2_R

caccctccagttcgtctgtg 
ttgggtgggtagagcaatca IGF-2

hFGF-1_F
hFGF-1_R

agcccacagagcctgaattt 
caggaaggacaaaagggagc FGF-1

hCOL3A1_F
hCOL3A1_R
hMMP-2_F
hMMP-2_R

cctccaactgctcctactcg 
tcgaagcctctgtgtccttt 

gctggagaaccaaagtctga 
cagtgccctcttgagacagt 

Col3A1

MMP2

Fig. 2. Cell viability measurement by red light-emitting diode (LED) and infrared LED irradiation with fluences of (a) 5 J/cm2 and (b) 10 J/cm2. 
All groups showed no cytotoxicity compared to the control group. Every assay was performed 3 times and the results are expressed as mean ± 
standard deviation (SD). An unpaired two tailed t-test was used for comparisons between two means.

(a) (b)
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Fig. 3. Images of cell migration assay of human corneal epithelial (HCE) cells. HCE cells were inoculated into 6 wells at 2.5 × 105 cells per well. 
The next day, cell monolayers were scratched using a sterile 200 μL pipette tip followed by the indicated LED irradiation. (a) Scratched cells were 
exposed to 623, 660, 740, 850, and 940 nm LED light with an intensity of 33.3 mW/cm2 and total energy of 10 J/cm2. (b) Scratched cells were 
exposed to 623 nm LED light with an intensity of 0, 3, 5, and 10 J/cm2. Cell migration was observed using an inverted microscope (Olympus 
CKX53; Olympus) and a digital camera at 0, 24, and 48 hours after scratching. (c) Cell wound area at 24 and 48 hours after wounding [(healing 
area/wounding area) × 100%].

(b)

(a)

(c)
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별로(24 h, 48 h) 분석한 결과, 그림 3(b)와 같이 623 nm 광

조사 그룹의 세포이동 효과가 대조군인 비조사군에 비해 증가

하는 것이 관찰되었으며, 이를 상처 치유 면적으로 계산하여 

본 결과 그림 3(c)에서 보이듯 623 nm의 3 J/cm2 조사군에

서 가장 높은 상처 치유 효과를 관찰할 수 있었다.

3.3. Real-time PCR
HCE 세포의 세포이동에 있어 623 nm의 LED가 어떠한 분

자 발현에 영향을 미치는지를 분석하고자, 세포이동에 관련된 

유전자들의 발현을 real-time PCR을 수행하여 분석하였다. 

IL-1α, TGF-β, IGF2, fibroblast growth factor 1 (FGF-1), 

Col3A1, matrix metalloproteinase-2 (MMP2) 유전자의 

발현을 대조군인 비조사군과 비교한 결과, FGF-1과 MMP2

유전자의 발현이 유의적으로 증가함을 관찰하였으며, IGF-2

유전자의 경우 통계적으로 유의적이진 않지만, 대조군에 비해 

광조사군에서 증가하는 경향을 확인할 수 있었다(그림 4).

FGF-1 유전자는 산성 섬유아세포 성장 인자로서, 사람 또

는 소의 각막 내피세포의 상처 치유를 촉진시키는 역할을 하

Fig. 4. Effect of 623 nm light-emitting diode (LED) irradiation on the expression of migration-related genes in human corneal epithelial (HCE) 
cells. The expression of the target gene was analyzed by real-time polymerase chain reaction (PCR) in HCE cells. Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) was used as the endogenous control gene for the normalization of mRNA expression. Relative expression of (a) IL-1a, 
(b) TGF-b, (c) IGF-2, (d) FGF-1, (e) Col2A1, and (f) MMP-2. The data presented are the mean ± standard deviation (SD) of three independent 
experiments. P < 0.05 compared with the control (non-irradiation group).

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)



《연구논문》 적색 및 적외선 빛을 이용한 Photobiomodulation: 각막상피세포에 대한 효과와 상처 치유에 관한 연구 ― 안선희ㆍ안재성 외	 51

는 것으로 알려져 있다[15,16]. 본 연구에서 623 nm 광 조사 시, 

세포이동이 촉진되는 결과를 관찰할 수 있었으며 이때 FGF-1

의 발현이 대조군(1.0 ± 0.16)에 비해 광조사군(1.59 ± 

0.25)에서 50% 이상 증가됨을 확인하였다(P = 0.02). MMP2 

유전자는 세포 외 기질 분해 기전에 중요한 기능을 하는 유전

자로서, MMP2의 발현이 각막 상처치유 초기단계에서 기질 회

복(stromal repair)에 역할을 하는 것으로 알려져 있으며[17], 

상처 치유 중 눈물 및 각막 조직, 안구 건조증과 같은 안구 표

면 질환 및 원추 각막과 같은 기질 장애에 존재하는 것으로 보

고되었다[18]. 본 연구결과에서도 이와 비슷하게 세포이동이 촉

진되는 것이 확인된 광조사군에서 MMP2의 발현이 대조군

에 비해 유의적으로 증가(1.0 ± 0.44 vs. 1.88 ± 0.23, P = 

0.04)함을 확인하였다. 뿐만 아니라, IGF-2 유전자의 경우 

insulin-like growth factor 2 유전자로서 쥐(rat)의 각막 내

피세포의 상처유발 시 세포의 성장을 촉진하는 것으로 알려져 

있으며[19], 토끼의 각막 상피세포의 이동 또한 증가하는 것으

로 보고된 바 있다[20]. 본 연구결과에서 IGF-2의 발현은, 비록 

통계적으로 유의성이 드러나지 않았지만, 대조군에 비해 광

조사군에서 증가하는 양상을 관찰할 수 있었다(1.0 ± 0.22 vs. 

9.28 ± 6.65, P < 0.05).

이 외에 세포손상 및 사멸과 관련된 유전자인 IL-1α, 정상

적인 눈물에 존재한다고 알려진 TGF-β, 콜라겐의 단량체 유

형으로 일반적으로 조직 상처치유와 상관관계가 있다고 알려

진 Col3A1의 발현은 광 조사와 유의미한 상관관계가 없음을 

관찰하였다. 따라서, HCE 세포에서 623 nm 광조사에 따른 

세포이동은 FGF-1, MMP2 두 유전자에 의한 것으로 짐작된

다.

IV. 결    론

본 연구에서는 각막상피세포의 상처 치유에 광조사가 미치

는 영향을 알아보기 위해 적색(λ = 623, 660 nm) 및 적외선 

LED (λ = 740, 850, 940 nm)를 사용하여 세포 레벨에서의 

PBM 효과를 분석하였다. LED 광조사에 따른 세포독성이 나

타나지 않음을 확인하고, 각 파장별로 LED 광원을 각막상피

세포에 조사하여 세포이동 결과를 분석한 결과 623 nm LED 

광조사군에서 가장 세포이동이 촉진됨을 확인하였다. 623 nm 

LED 광조사군에 대해 real-time PCR 분석 결과, 상처치유

를 촉진하는 FGF-1과 MMP2의 유전자 발현이 대조군에 비

해 50% 이상 증가함을 확인하였으며, IGF-2 유전자의 경우 

비록 통계적으로 유의성이 드러나지 않았지만, 대조군에 비해 

증가하는 경향을 관찰할 수 있었다. 이러한 연구결과로부터 

623 nm LED의 각막상피세포에 대한 PBM 효과로서 세포이

동이 촉진되고 결과적으로 각막상피세포의 상처치유 개선에 

활용할 수 있는 가능성을 확인하였다. 본 연구 결과는 향후 각

막 상피 세포에 대한 물리적 또는 화학적 손상으로 인한 상처 

치유나 안과 수술 후 빠른 회복을 위한 수단으로 적색광에 의

한 PBM 효과를 이용하는 광치료기기를 개발하는 데에 활용

할 수 있을 것으로 기대한다.
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