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Abstract: Plasma is an ionized gas mixture, consisting of

neutral particles, positive ions, negative electrons, electroni-

cally excited atoms and molecules, radicals, UV photons, and

various reactive species. Also, plasma has unique physical

properties distinct from gases, liquids, and solids. Until now,

non-thermal plasmas have been widely utilized in bio-medi-

cal applications (called bio-plasma) and have been developed

for the plasma-related devices that are used in the medical

field. Although numerous bio-plasma studies have been per-

formed in biomedicine, there is no confirmation of the non-

thermal effect induced by bio-plasma. Standardization of the

biological application of plasma has not been evaluated at the

molecular level in living cells. In this context, we investi-

gated the biological effect of bio-plasma on living cells.

Hence, we treated the fibroblasts with Dielectric Bauvier Dis-

charge bio-plasma (DBD), and assessed the characteristic ch-

ange at the molecular level, one of the typical cellular res-

ponses. Heat shock protein 70 (HSP70) regulates its own pro-

tein level in response to stimuli. HSP70 responds to heat shock

by increasing its own expression at the molecular level in

cells. Hence, we confirmed the level of HSP70 after treat-

ment of mouse embryonic fibroblasts (MEFs) with DBD.

Interestingly, DBD-plasma induced cell death, but there was

no difference in the level of HSP70, which is induced by heat

shock stimuli, in DBD-treated MEFs. Our data provide the

basic information on the interaction between MEFs and DBD,

and can help to design a molecular approach in this field.

Keywords: Heat shock protein 70, HSP70, DBD-plasma,
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1. INTRODUCTION

플라즈마는 이온화된 가스로 고체, 액체, 기체와는 다른 제 4

의 물질상태를 나타내는 말이다 [1,2]. 플라즈마는 전기적인

방전에 의해 생성되며 중성입자, 양이온, 음전자, 전기적으

로 들뜬 원자와 분자, 라디칼, UV 광양자, 다양한 활성종 등

으로 이루어져 있다 [1].

고온 플라즈마 가스의 온도는 수천 K (Kelvin)에 이른다

[1]. 고온 플라즈마 기계들의 경우, 상온보다 훨씬 높은 온도

의 플라즈마를 생성하며 [1] 그 효과는 강력한 열의 전도에

기인하기 때문에 비특이적일 뿐만 아니라 조절제어 하기에

도 어려움이 따른다 [3]. 반면 저온 플라즈마의 경우 상온과

가까운 온도를 유지할 수 있는 것으로 알려져 있다 [1]. 저온

플라즈마는 비활성표면의 살균이나 [4-6] 표면 조작을 통한

세포부착의 조절 [7,8]에 적용되어 왔다. 또한 저온 플라즈마

는 혈액응고를 유도하고 [5,9], 세포증식을 촉진하며 [10], 세
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포의 transfection을 향상하는 [11] 등 의료 및 생물학 연구 분

야에서 다양하게 적용되고 있다. 최근 연구들을 살펴보면 생

체에 직접적으로 적용하기 위한 저온 플라즈마의 필요성이

더욱 부각되고 있으며 이에 따른 연구들이 늘어나고 있다

[1,5].

Dielectric Barrier Discharge (DBD)는 가스 heating이 없는

전기적으로 안전한 플라즈마를 생성하는 것으로 알려져 있

다 [1,12]. 지금까지의 DBD에 의한 열 자극과 관련된 논문은

DBD-플라즈마를 처리한 후, 기계의 온도를 측정하거나 [13]

조직 일부의 외관상 형태 또는 세포의 현미경학적 형태의 변

화를 관찰하는 것뿐이었다 [5,13]. 최근 플라즈마는 의학분

야에서 치료 및 미용의 목적으로 연구가 활발하게 이루어지

고 있다. 따라서 플라즈마에 의한 생체 내 분자적 관점에 관

한 연구의 필요성이 증가하고 있다. 그러나 아직까지 실제로

DBD-플라즈마에 의한 열 자극이 없는지를 세포수준의 분자

적 관점에서 연구한 논문은 없었다.

Heat shock proteins (HSPs)는 유도성이고 (inducible) 구성

적으로 발현 (constitutively express)되는 방어관련 단백질으

로 다양한 스트레스로부터 단백질 품질관리 시스템의 조절

을 통해 세포의 항상성을 유지한다. Heat shock protein 70

(HSP70)은 misfolding된 단백질을 refolding하는 분자 샤페론

으로서 기능을 주로 하는 중요한 세포단백질이다 [14]. 세포

는 자극조건에서 살아남기 위해 복잡한 매커니즘을 통한 반

응을 한다 [15,16]. Heat shock protein 70 (HSP70)은 열 자극,

UV, oxidative stress, γ radiation 등의 다양한 자극에 의해 heat

shock response를 일으킨다[17]. Heat shock response 매커니

즘은 다음과 같다. 세포의 세포질에서 HSP70이 heat shock

transcritption factor 1 (HSF1)과 결합해있다가 세포가 스트레

스를 받으면 HSP70과 HSF1이 분리된다. HSP70은 세포 내

의 스트레스에 의해 변성된 단백질과 결합한다. 반면, HSF1

은 phosphorylation과 trimerization되어 핵으로 이동한 후

HSP70의 발현을 조절하는 프로모터인 heat shock element

(HSE)에 결합하여 HSP70의 발현을 증가시킨다 [18,19]. 이러

한 과정을 거쳐 HSP70은 스스로 발현 양을 조절한다.

세포에 열 자극을 주어 세포내의 HSP70의 양을 증가시키

고 이에 따른 세포 내의 매커니즘을 연구한 논문들이 있다

[20,21]. HSP70은 U937 세포에서 42oC 30분의 열 자극을 준

후 37oC에서 12시간을 배양하였을 때 그 양이 증가하였다는

보고가 있었다 [21]. 또한 세포사멸의 일종인 apoptosis의 과

정 중 최종적으로 일어나는 것은 DNA의 단편화인데 [22],

U937세포에 43oC 열 자극을 20분 이상 주었을 때 DNA의 단

편화가 43oC 열 자극을 주는 시간이 증가할수록 대조군보다

증가 폭이 훨씬 크다는 보고가 있었다 [21]. 이들을 종합해보

면, 세포가 받은 열 자극이 세포에서 HS70의 양을 증가시키

고, 이 자극이 보다 치명적일 경우 DNA의 단편화가 일어나

는 세포사멸의 유형 중 하나인 apoptosis를 유도한다. 세포가

열 자극을 받으면 세포 내에 misfold된 단백질들이 생성되며

이 단백질들은 세포 내에서 응집되고 heat shock response에

의해 증가된 HSP70에 의해 제거된다 [20].

지금까지 서술하였듯이, 세포에 열 자극이 주어질 경우 세

포는 생체의 시스템을 통해 이러한 반응들을 일으킨다. 이

논문에서 우리는 세포가 자극을 받았을 때 반응하여 세포 내

에서 스스로 양을 증가시키는 HSP70의 특징을 이용하여

DBD-plasma에 의한 열 자극의 여부를 세포수준의 분자적

관점에서 조사하고자 한다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 세포배양

사용한 MEF는 배 발생으로부터 14.5일째 된 mouse embryo

(E14.5)로부터 분리된 섬유모세포이다. 이 세포를 10% fetal

bovine serum (FBS, Life technologies, California)과 1X penici-

llin/streptomycin (50 units/ml of penicillin and 50 mg/ml of

streptomycin)을 첨가한 Dulbecco’s Modified Eagles Medium

(DMEM, Life technologies)배지에서 37oC, 5% CO2 상태로

배양하여 실험에 사용하였다.

2.2. DBD-플라즈마의 처리

MEF는 60 mm dish에 약 80% confluence가 되게 배양하였다.

배양된 세포는 dish의 바닥에 attach된 상태로 배양액에 잠긴

채 DBD-플라즈마의 처리가 이루어졌다. 2000 cc/min air gas

를 주입하면서 플라즈마를 각각 3, 5, 10분을 처리한 후 7시

간 동안 37oC, 5% CO2 상태로 배양한 후 세포를 수거하였다.

2.3. 열 자극의 처리

새로운 배양액에 열처리를 하여 37oC와 45oC까지 각각의 온

도를 올린 후 세포의 기존 배양액을 제거한 후 열처리한 배

양액으로 교체한다. 각각의 온도로 설정한 드라이오븐에 1

분 동안 넣어 두었다가 배양액을 제거한다. 그 후 가열 처리

되지 않은 배양액으로 교체 후 24시간 동안 37oC, 5% CO2 상

태로 배양한 후 세포를 수거하였다.

2.4. 면역블로팅 (Immunoblotting, IB)

배양한 MEF를 scraper로 긁어 harvest 후, RIPA lysis buffer

[20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1%

Tryton X-100, 1% sodium deoxycholate]와 protease inhibitor

의 mixture로 suspension하여 ice에 30분간 incubation하였다.

Cell debris를 제거하기 위해서 4oC에서 13,200 rpm으로 30분

간 centrifugation한 후, cell lysate를 회수하였다. Bradford pro-

tein assay (Bio-Rad, CA, USA)로 cell lysate 내 단백질 농도를

정량하였다. Protein sample (25 mg)은 12% sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)를 사용

하여 분리하였다. 면역블로팅 분석을 위해 gel을 nitrocellu-

lose membrane (Whatman, German)으로 transfer시켰다. Nitro-

cellulose membrane을 blocking용액 (5% non-fat dried milk in

TBS-T)에 넣어 상온에서 30분 동안 incubation한 후, TBS-T

[10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20]로
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10분간 3회 반복 세척하였다. Nitrocellulose membrane은 블

로킹용액에 β-tubulin antibody (Sigma) 1 / 2000, β-actin anti-

body (Sigma) 1 / 5000 그리고 HSP70 anti-  body (stressgen) 1 /

1000으로 각각 희석한 용액에 1시간 동안 incubation하였다.

그리고 HRP-conjugated secondary antibody가 1 / 5000으로 희

석된 블로킹용액으로 상온에서 1시간 동안 다시 incubation

하였다. 중간 세척은 TBS-T로 10분간 3회 반복하였다. 마지

막으로 nitrocellulose membrane은 화학발광키트 (ECL, Amer-

cham Bioscience, UK) 용액에 2분간 incubation한 후, X-ray

필름 (AGFA, Mortsel, Belgium)에 현상하였다.

2.5. 세포사멸 분석 (Apoptosis assay)

세포사멸 (Apoptosis)는 annexin V staining을 이용해 측정하

였다. MEF 세포에 2000 cc/min의 Air gas를 주입하면서 플라

즈마를 각각 3, 5, 10분을 처리한 후 7시간 동안 배양하였다.

세포의 배양액을 제거하고 phosphate-buffered saline (PBS)

로 5분간 2회 세척하였다. 그리고 annexin-binding buffer (BD

Pharmingen, 559763)를 넣고 5분간 상온에서 incubation하였

다. Annexin V-Alexa Fluor647 (Invitrogen, A23204)를 5 µL

넣고 빛을 차단한 상태에서 15분간 incubation 시켰다. 마지

막으로 annexin-binding buffer로 5분간 2회 세척한 후 현미경

으로 관찰하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Observation of physics term: Evaporation of steam

from cell culture media for 1 min- DBD-plasma treatment

최근 우리의 연구논문에서 MEF 세포에 argon-plasma jet (Ar-

PJ)를 처리하여 항암제 개발의 중요한 타겟으로 알려진 세포

내 골격구조를 이루는 미세섬유인 액틴의 골격구조를 붕괴

시키는 현상을 관찰하였다 [23]. 이때 사용하였던 injector는

펜의 형태로, 플라즈마의 조사는 전체 MEF 세포들이 깔려있

는 부분들 중 일정 부위에 집중적으로 이루어졌다. 이 부위

(dead zone)의 세포들은 물리적인 힘에 의해 cover glass로 부

터 떨어져나가기도 하였고 각각의 다른 zone들의 세포에 미

치는 영향에 차이가 있었다 [23]. 우리는 플라즈마를 조사하

기 위한 실험들을 setting하는 과정에서 펜의 형태인 plasma

jet는 물리적인 힘에 의한 효과를 배제할 수가 없다는 생각이

들었다. 따라서 세포들이 분포하는 전체의 면에 동일하게 플

라즈마를 조사할 수 있는 DBD-플라즈마로 조사하였다. 또

한 플라즈마를 생체에 적용하기 위해서는 실질인 생체의 조

건에서 플라즈마가 조사되어야 하므로, 세포들은 60 mm의

dish에 부착 (attach)된 채 배양액이 있는 상태에서 플라즈마

의 처리가 이루어졌다 (Fig. 1).

1분 동안 플라즈마의 처리 후, 플라즈마 처리된 배양액을

담은 dish의 배양액 위쪽으로 수증기가 맺히는 현상을 발견

할 수 있었다. 이는 플라즈마가 배양액에 열 자극을 주어 수

증기가 발생하였을 가능성이 있다. 1분간 플라즈마를 조사

한 DBD-플라즈마 기계의 온도가 30oC 미만이고 5분을 조사

하였을 때 device의 온도가 35oC를 유지하였다는 논문이 발

표되었다 [13]. 하지만 4분 사이에 기계의 온도가 5oC나 올라

갔으며 1분간 플라즈마 조사를 받은 배양액에서 수증기가

나왔기 때문에 플라즈마에 의해 세포가 받은 자극 - 특히 열

자극 - 에 대해 확인해 볼 필요가 있다.

3.2. Observation of microscopic term: Induction of cell

death by DBD-plasma of MEFs

우리는 MEF 세포에 플라즈마 처리를 하였을 때 어떠한 변화

를 일으키는지 확인해 보기로 하였다. 플라즈마를 처리한 후

세포들의 형태를 관찰한 결과 세포사멸이 일어난 것을 확인

하였고 세포사멸이 일어났음을 확인하는 실험을 진행하였

다. 그 1차 적인 방법으로 플라즈마를 3, 5, 10분 처리한 후 세

포사멸 - 특히 apoptosis - marker로 알려진 Annexin V로 염색

을 한 후 현미경을 통해 확인해보았다. 플라즈마를 처리하지

않은 MEF세포의 모양은 세포 양단에 세포질 돌기를 가진 평

평하고 긴 fibroblast의 전형적인 형태를 보인다. 반면 3, 5, 10

분의 플라즈마 처리 시간에 따라 MEF세포는 둥근 모양으로

응축된 세포사멸이 일어난 세포의 수가 증가하는 것을 볼 수

있다. 그리고 플라즈마의 처리시간이 증가할수록 Annexin V

에 의해 염색이 된 세포의 수 또한 증가하는 것을 알 수 있다

(Fig. 2). 이로써 플라즈마는 세포에 자극을 주어 세포사멸을

유도한다는 것을 알 수 있으며 이러한 효과가 순수한 플라즈

마에 의한 효과인지 앞서 의혹을 제기한 열이 발생하여 생긴

효과인지 확인해 볼 필요가 있다고 판단하였다.

3.3. Observation of molecular term: No response to DBD-

associated heat stimulus of MEFs

지금까지는 세포수준에서 분자적 매커니즘을 통해 열 자극

을 받았는지를 확인한 논문은 없었다. 세포는 미세한 자극에

도 반응을 하여 분자적인 매커니즘을 일으키며 자극에 의해

특정 유전자를 발현시킨다 [24-26]. 그렇기 때문에 세포수준

에서 열 자극을 받았는지 확인하기 위해 열 자극에 반응을

Fig. 1. Schematic setup of the DBD-bio-plasma treatment on the

cell. Cells were attached to the bottom of the 60 mm that was filled

with media. Under these conditions, cells were treated with DBD-

plasma.
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하는 분자의 변화를 확인해보기로 하였다.

MEF에 플라즈마의 처리는 대기 중에서 이루어졌다. 이 세

포들이 플라즈마에 의한 열 자극을 받았는지를 분자수준에

서 확인하기 위해, 우선 똑같이 대기 중에서 MEF세포에 열

자극을 준 후, 열 자극에 반응하는 분자를 확인해보아야 한

다. 우리는 배양액을 각각 37oC와 45oC로 온도를 올렸다. 그

리고 각각의 온도에 해당하는 배양액으로 교체 후 세포를 배

양하는 incubator가 아닌 각각의 온도로 맞춰진 드라이오븐

에 1분 동안 넣어두었다. 그 후, 각각의 배양액을 제거하고

37oC의 배양액으로 교체한 후 24시간을 배양하였다.

HSP70은 열 자극에 반응을 하는 분자 샤페론으로서, U937

세포에 42oC 30분의 열 자극을 준 후 37oC에서 12시간을 배

양하였을 때 그 양이 증가하였다 [21]. 우리는 MEF에 열 자

극을 드라이오븐에서 처리하였으나 세포를 배양하는 incu-

bator에 비해 온도가 떨어질 가능성도 있어 열 자극 온도를

45oC로 설정하였다. 또한 우리는 여러 번의 실험을 통해 플

라즈마의 조사 이후 배양시간이 길어지면 세포들이 죽는 다

는 것을 알았다. 세포들이 죽을 경우 HSP70이 세포 내에서

증가하는 패턴을 볼 수 없기 때문에 배양시간을 7시간으로

설정하였다.

MEF 세포에 45oC의 배양액을 처리했을 때, β-tubulin의 양

이 일정한 반면 HSP70의 양은 대조군에 비해 증가한 것을 알

수 있다. 이 데이터는 MEF 세포가 열 자극에 반응하여 배양

시간 동안 세포 내에서 HSP70의 양을 증가시켰다는 것을 나

타낸다. 그러나 DBD-플라즈마를 3, 5, 10분으로 처리시간을

늘렸음에 불구하고 대조군과 비교해보면 HSP70의 양이 변

화가 없다는 것을 알 수 있다 (Fig. 3). MEF세포에 열 자극을

주었을 때 HSP70의 양이 증가하였으나 DBD-플라즈마를 처

리하였을 때는 변화가 없었다. 이 결과들을 종합해보면

DBD-플라즈마는 MEF세포에 세포사멸을 유도하며 이러한

세포사멸은 열 자극에 의한 것이 아니라는 것을 HSP70이라

는 분자의 양이 증가하지 않았음을 통해 알 수 있다. 또한

DBD-플라즈마는 HSP70을 증가시킬 만큼의 자극을 세포에

주지 않는다. DBD-플라즈마를 처리했을 때 세포 내에서 샤

페론으로 작용하는 분자인 HSP70의 양이 증가하지 않았다

는 것은 DBD-플라즈마가 세포 수준에서 열 자극에 의한 피

해를 주지 않는다고 할 수 있다. 또한 최근 우리가 발표한 논

Fig. 3. There was no DBD bio-plasma-mediated increase in the

expression of HSP70. The expression of HSP70 was increased in

MEFs after 45oC heat shock treatment of our system. We inves-

tigated whether the heat-induced increase in HSP70 expression was

caused by DBD bio-plasma treatment. No difference in the HSP 70

expression was observed in MEFs, regardless of DBD bio-plasma

treatment.

Fig. 2. DBD bio-plasma induces cell death - apoptosis - of MEFs. After treatment with DBD bio-plasma for 0, 3, 5, 10 min, MEF cells

were stained with annexin V-Alexa Fluor647 and analyzed by a fluorescence microscopy (upper, Axiovisoin LE Rel 4.4.). Untreated cells

were primarily annexin V negative, indicating that they were viable and not undergoing apoptosis. Plasma-treated cells were annexin V

positive. This indicates that they were death and undergoing apoptosis. And Morphology of DBD bio-plasma-untreated and treated MEF

cells were visualized by a microscope (lower). Arrows indicate that cells are undergoing apoptosis. Scale bar = 50 µm, red: stained with

Annexin V-Alexa Fluor647.
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문에서 Ar-PJ에 의한 세포 내 골격구조의 붕괴에 관한 효과

가 열 자극에 의한 것이 아니라는 것을 시사한다 [23].

최근 암 치료를 목적으로 플라즈마를 적용하는 연구들이

증가하고 있다 [1,23,27]. 세포사멸의 종류에는 apoptosis와

necrosis가 있는데, 플라즈마를 처리하여 암세포에서 apop-

tosis를 유도했다는 연구결과들이 있었다 [1,13,28]. 플라즈마

가 항암효과를 거두었다는 연구결과들이 늘어나고 있는 시

점에서, 플라즈마를 처리한 세포에서 HSP70의 양이 증가되

지 않았다는 우리의 결과는 플라즈마에 의한 열 자극에 대한

가능성을 배제할 수 있다. 따라서 생체에 적용할 경우 플라

즈마에 대한 부작용을 일으킬 가능성을 줄일 수 있다는 점을

시사한다.

또한 우리는 이 논문에서 지금까지의 저온 플라즈마 논문

들에서 제기되어온 열 자극의 여부를 조직의 외관상 형태 또

는 세포의 현미경적 형태에서 벗어나 세포수준의 분자적 관

점에서 확인하였다. 플라즈마에 의한 자극을 분자적 매커니

즘의 관점에서 관찰하는 새로운 접근법이 앞으로의 바이오

플라즈마 연구 분야에 많은 기여를 할 것이다.

4. CONCLUSION

본 연구결과에서는 DBD-플라즈마가 MEF세포에 적용되었

을 때 세포사멸이 유도되었으며 이러한 세포사멸이 열 자극

에 의한 것이 아니라는 것을 열 자극에 반응하는 것으로 알려

진 분자 샤페론인 HSP70의 양이 변화하지 않았음을 통해 밝

혔다. 열 자극을 받은 세포들에는 misfold 단백질들이 생성되

며 이 단백질들은 세포 내에서 응집되고 heat shock response

에 의해 증가된 HSP70에 의해 제거된다.[20] 지금까지 서술

하였듯이, 세포에 열 자극이 주어질 경우 세포는 생체의 시스

템을 통해 이러한 반응들을 일으킨다. 지금까지 플라즈마의

연구 분야에서는 저온 플라즈마에 의한 열 자극 여부의 궁극

적인 문제가 해결되지 않고 있었다. 우리는 열 자극의 여부를

조직 일부의 외관상 형태이나 세포의 현미경적 형태의 변화

를 보는 수준을 벗어나 세포에서 일어나는 분자적 매커니즘

을 이용하여 확인하였다. 우리는 이 논문을 통해 DBD-플라

즈마가 MEF세포에 처리되었을 때 세포 내 분자적 수준에서

열 자극을 받지 않았음을 밝혔다. 또한, DBD-플라즈마를 처

리했을 때 세포 내에서 HSP70의 양이 증가하지 않았다는 것

은 DBD-플라즈마가 세포 수준에서 열 자극으로 인한 피해를

주지 않는다는 것임을 알 수 있다.

그리고 HSP70은 세포사멸기전에서 세포사멸을 억제하는

역할을 하며 [29,30], 이러한 기전을 통해 여러 약물이나 자

극에 대한 내성에도 관여하는 것으로 알려져 있다 [31-35].

이 논문에서 DBD-플라즈마에 의해 세포사멸이 유도된 반면

HSP70의 분자의 양이 증가하지 않았다는 결과는 DBD-플라

즈마가 생체에 적용될 경우 제기될 부작용에 관한 가능성을

낮추어 줄 것이다.

플라즈마를 실제 세포와 조직에 조사하고 더 나아가 실제

로 임상적인 연구까지 발전하기 위해서는 플라즈마에 의한

세포수준의 분자적 매커니즘까지 고려해야한다. 이러한 관

점에서 이 논문이 앞으로의 플라즈마의 연구에 많은 기여를

할 것으로 사료된다.
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