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Abstract

이 논문은 형광을 내는 금 나노클러스터 중심과 실리카 막으로 구

성되어 있는 공유적으로 결합한 복합 나노구조체에 대한 연구이

다. 금 나노클러스터의 리간드인 Glutathione (GSH)과 APTES가

결합 한 후 TEOS와 함께 공 응축 반응을 통해 실리카 막을 만들

게 된다. 이 새로운 방법은 금 나노클러스터가 실리카 막 구조 안

에서 분산되도록 만들어 준다. 이 새로운 복합 나노구조체

(FLASH)는 금 나노클러스터보다 약 4 배 증가된 양자 수율 (QY)

과 형광 세기를 보여준다. 이 복합 나노결정체는 물에 좋은 분산

도와 낮은 세포 독성을 갖고 있을 뿐만 아니라, 자외선 영역의 빛

을 조사받으면 광역동 치료를 위한 활성 산소를 만들어 낸다.

FLASH는 바이오 이미징 및 광역동 치료를 위한 감광제로서 유망

한 복합 나노구조체이다.

주요어 : 금 나노클러스터, 실리카 복합 나노구조체, 바이오 이미

징, 감광제, 광역동 치료.

학 번 : 2014-22395
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1. Introduction

1. 1. 활성 산소 (ROS) 및 광역동 치료 (PDT)

일중항 산소 (O2
1
) 또는 자유 라디칼과 같은 활성 산소 (reactive

oxygen species, ROS)는 광범위한 생리학적 과정에서 중요한 신

호 분자이다. 높은 농도의 ROS는 단백질, 핵산 및 지질에 산화 스

트레스를 유도하여 살아있는 세포에 심각한 손상을 준다. 이 손상

은 암과 신경계 질환을 비롯한 수많은 인체 질환을 유발한다.
1
세

포는 산화 스트레스로부터 세포와 기관을 보호하기 위해 섬세하고

도 복잡한 항산화 보호 시스템을 개발했다. 정상 호기성 세포에서

활성 산소는 Glutathione (GSH)과 같은 생화학적 항산화 물질과

균형을 이룬다. 따라서 ROS의 메커니즘을 이해하는 것은 생물학

적 및 의학적 요법에 필수적이라고 할 수 있다.
2

광역동 치료 (photodynamic therapy, PDT)는 부작용을 줄이고, 세

포의 독성을 줄이며 약물의 내성을 최소화로 시키면서 암을 치료

하기 위한 점진적이고 비수술적인 치료법이다. 광역동 매개의 세

포 사멸은 광에 의해 활성화 된 감광제 (photosensitizer, PS)에 의

해 생성된 활성 산소를 통해 세포 사멸 또는 괴사가 일어난다. (그

림 1)3-4 감광제는 광역동 치료에 광범위하게 사용되어 왔지만 몇

가지 단점이 있다. 포르피린, 빌리루빈, 엽록소와 같은 대부분의

감광제 유도체는 소수성 구조를 가지고 있기 때문에, 감광제들은

수용액에서 응집되어 광역동 효율을 감소시키는 경향이 있다.5-6

또한, 활성 산소의 확산 거리가 상대적으로 짧고 (0.1μm), 특정 세
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포 구조에 대한 감광제의 구조가 유사할 경우에 광 손상이 발생한

다.7 효과적인 광역동 치료를 위해 많은 종류의 나노 물질을 통해

감광제의 캡슐화 또는 암 세포에 대해 표적화를 통해 암 세포로

감광제를 효율적으로 전달하는데 사용되었다.
8-9
그러나 캡슐 안에

있는 감광제는 운반체로부터 조기 방출을 유도하여 PDT의 효율을

감소시킬 수 있는 단점이 있다.10 따라서 새로운 감광제를 발굴하

는 일은 매우 중요한 일이라고 할 수 있다.

그림 1. Jablonski 도표를 통한 감광제에 의한 광역동 치료 개략도.
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1. 2. 1. Gold nanocluster (AuNC)

Gold nanocluster (AuNC)는 일반적으로 2 ∼ 5 nm 이하의 크기

를 가지고 있으며, 수십 ∼ 수백 개의 원자로 이루어져 있다.11

AuNC는 다양한 알킬 사슬, glutathione (GSH), bovine serum

albumin (BSA) 과 같은 싸이올(-SH) 작용기가 있는 상태에서 Au

의 전구체를 통해 합성된다.12,13 AuNC는 gold nanoparticle

(AuNP)와 다른 물리적 및 광학적 성질을 나타낸다.14 AuNC는 크

기가 너무 작기 때문에 surface plasmon resonance (SPR) 흡수

밴드가 없다. 그러나 AuNC는 양자 감금 효과 (quantum

confinement effect)에 기반을 둔 광 발광 (photoluminescence, PL)

을 갖는다.2 (그림 2)

AuNC의 PL과 같은 광학적 성질은 입자의 크기, 리간드, 구조 및

전하 효과에 의존한다.15 리간드의 효과에서 AuNC의 최대 형광은

610 nm 부근에서 나타나는데 이 형광은 S 원자에서 Au 중심 원

자로의 전하 이동 (ligand to metal charge transfer, LMCT)이나

또는 리간드-금속-금속 전하 이동 (ligand to metal-metal charge

transfer, LMMCT)에 의해 일어난다.16 또한, AuNC의 광학물리적

특성은 반도체의 전자 구조와 유사하기 때문에 광촉매의 가능성을

가지고 있다.
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그림 2. 형광 AuNC의 합성 전략과 리간드에 의한 AuNC의 형광 개략도.
17
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1. 2. 2. AuNC를 활용한 선행 연구들

이전의 연구들에서 AuNC는 AuNC가 결합 된 TiO2 필름에 의한

일산화탄소 (CO) 환원 또는 수소 (H2) 생성과 같은 촉매 시스템에

이용하였다.18-19 다른 연구들은 AuNC가 활성 산소 (ROS)를 생성

할 수 있음을 보여 주었다.20-21

특히, 소 혈청 알부민 (BSA) 또는 Glutathione (GSH)과 같은 생

체 분자를 이용하여 안정화 된 AuNC는 수용액 내에서 안정하며

세포 독성이 낮은 것으로 알려져 있다.22-23 이러한 종류의 AuNC

는 형광 기반의 검출,24 바이오 이미징,25-27 광역동 치료 (PDT),28

광열 치료 (PTT)29, 약물 또는 유전자 전달 시스템,30-32 광촉매33-34

와 같은 다양한 생물학적 연구에 많이 사용되어 왔다.

하지만 AuNC는 이러한 장점에도 불구하고 여전히 몇 가지 한계

점이 있다. Organic dye보다 약 3 ∼ 6 % 정도의 상대적으로 낮

은 quantum yield (QY)를 가지고 있기 때문에 세포에서 관찰하기

에 어려움이 있다.35 그리고 생물학적 환경에서 AuNC의 리간드 변

화 또는 예상하지 못한 생체 내의 반응의 결과로 형광이 소멸 될

확률도 있다.
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1. 2. 3. AuNC 기반의 복합 나노플랫폼

최근에 AuNC의 낮은 형광 강도를 극복하기 위해 많은 연구자들

이 AuNC의 리간드를 바꾸거나 passivation을 시도했다.36 또는, 생

물학적인 환경에서 AuNC의 바람직하지 않은 반응을 피하기 위해

생체 적합한 물질로 알려져 있는 실리카를 사용하여 AuNC 중심

실리카 막 구조 (AuNC@SiO2)로 만들어서 사용하였다.37 (그림 4)

최근 몇 십년간 AuNC 중심 - 실리카 막 구조 (AuNC@SiO2)는

Stöber 방법으로 합성되었다.38 이 중심 - 막 구조는 AuNC의 바

람직하지 않은 반응을 막아주고, 실리카 막의 표면은 쉽게 개질

될 수 있다. 그러나 중심 - 막 구조의 성질은 실리카 막의 두께에

따라 변화 될 수 있으며 AuNC가 막의 내부에서 응집되어 형광의

소강을 초래할 수 있다.39-40

따라서 우리는 바이오 이미징과 감광제를 위해 공 응축 반응으로

AuNC가 실리카에 연결된 실리카 복합 나노 구조체 (FLASH)를

합성했다. (그림 3) 중심-막 구조와 달리, 이 나노 복합 구조체에

서 AuNC의 리간드인 GSH는 APTES와 공유 결합을 통해 실리카

매트릭스 구조에 연결되어 있다.
41
이러한 복합 나노구조체는 형광

의 세기를 수십 배 정도 향상시킬 수 있다.
42
합성 된 복합 나노구

조체는 세포 내 형광 기반의 바이오 이미징으로 사용가능하고 막

표면을 쉽게 기능화 할 수 있다. 또한, 생물학적 환경 하에서 화학

적 안정성과 형광 안정성을 가지고 있다. AuNC와 달리 FLASH는

자외선 조사 하에서 충분한 활성 산소를 생성 할 수 있어 광역동

치료 (PDT)에 도 사용될 수 있다. 즉, FLASH는 생물학적 환경에
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서 보다 높은 cell viability, 수용성 및 안정성과 증가된 형광 세기

와 광촉매 역할을 보여줌으로써 유망한 감광제 및 바이오 이미징

이 되는 복합 나노구조체임을 알 수 있다.

그림 3. FLASH 합성 절차 및 FLASH 중재 바이오 이미징 및 광역동 치료의

전략에 대한 개략도.
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그림 4. AuNC@SiO2 복합 나노플랫폼의 응용. a) Jianping Xie와 동료들이

개발한, Au(I)-SG 착물 및 Au(I)-SG2@SiO2 NPs의 금속 이온에 유도 된

뭉침에 의한 발광(AIE)의 개략도.
37
b) Chungang Wang과 동료들이 개발한,

pH에 의존한 약물 전달을 위한 AAuNC@PAA/mSiO2 NP에 대한 합성 전략 및

생체 내 및 세포 내에서 간암의 이중 CT 및 형광 이미징 및 화학 요법의

개략도.
43
c) Xiaoyuan Chen와 동료들이 개발한, 광역동 치료를 위한 Ce6가

결합한 실리카가 코팅 된 금 나노클러스터 (AuNCs @SiO2-Ce6)의 합성 과정

개략도.
6
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2. Experimental section

2. 1. Materials

Hydrogen tetrachloroaurate (III) hydrate 은 Kojima Chemicals

(Sayama, Saitama, Japan)에서 구입하였다. L-Glutathione

reduced (GSH), (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES),

Tetraethyl Orthosilicate (TEOS), N-Hydroxysuccinimide (NHS)

는 Sigma (St. Louis, MO, U.S.A.)에서 구입하였다.

1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride

(EDC)는 TCI Co., Ltd. (Tokyo, Japan)에서 구입하였다.

Ammonium hydroxide (25%), ethyl alcohol (95%), hydrochloric

acid (35%)은 DAEJUNG chemical & metals (Siheung,

GyeongGi, Republic of Korea)에서 구매하였다. 10X

phosphate-buffered saline (PBS), Dulbecco's modified eagle's

medium (DMEM) 그리고 fetal bovine serum (FBS)는 WelGENE

(Seoul, Republic of Korea) 구매하였다. LIVE/DEAD

Viability/Cytotoxicity Assay Kit는 Molecular Probes Invitrogen

(Carlsbad, CA, U.S.A.)에서 구매하였다. 15 mL 부피의 10K

Amicon filter는 Millipore(Billerica, MA, USA)에서 구매하였다.

2. 2. AuNC의 합성

Jinbin Liu 등에 의해 보고 된 방법을 이용하여 AuNC를 합성하였

다.47 간단히 말하면, 3.6 mM L-Glutathione 용액 50 mL를 95 ℃
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의 오일 배스에서 가열하였다. 그런 다음, 2 시간 동안 격렬히 교

반하면서 0.248 M HAuCl4 용액 605 μL를 첨가 하였다. 합성 된

AuNC는 반응 후 aggregate를 제거하기 위해 17,000g에서 원심 분

리하여 정제 하였다. 추가로 정제하기 위해 상층액을 20 mM 염산

수용액을 사용하여 용액의 pH를 3 ∼ 4로 맞춘 후, 용액에 에탄올

을 넣어 침전시켰다. 생성물을 원심 분리기 5810R (Eppendorf,

Germany)에 의해 6500 rpm에서 10 분 동안 3 회 에탄올을 사용

하여 정제 하였다. 침전물을 진공 오븐에서 건조시키고 50 mL의

1X PBS 완충액에 재 분산시켰다.

2. 3. AuNC와 APTES와 결합

11 mg의 EDC와 8 mg의 NHS 모두 20 mL의 AuNC 용액을 15

분 동안 교반하면서 첨가하여 카르복실기 (-COO-)를 활성화시켰

다. 사전 활성화 후, 용액에 APTES 25 μL를 첨가하고 교반하면서

4 시간 동안 반응시켰다. 생성물을 15 mL의 Amicon 필터를 사용

하여 6500 rpm에서 10 분 동안 3 회 증류수로 정제 하였다. 마지

막으로, APTES 변형 된 AuNC를 5 mL의 증류수에 재 분산시켰

다.

2. 4. FLASH의 합성

200 μL의 APTES와 결합한 AuNC와 5 μL의 TEOS를 1 mL의 에

탄올에서 혼합 하였다. 그 후, 1 mL의 에탄올과 300 μL의 증류수

및 30 μL의 25 % NH4OH 용액에 첨가한다. 공 응축 반응으로 실
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온에서 3 시간 동안 반응시켰다. 반응 후, 상층액이 자외선 아래에

서 미 반응된 AuNC의 형광을 방출하지 않을 때까지 생성물을

8000 rpm에서 10 분 동안 증류수로 3 회 정제 하였다.

2. 5. 광촉매 활성 (Photocatalytic activity)

각각의 1 mL 안에 나노 물질이 없는 20 μM methylene blue

(MB), 100 μg / mL의 실리카 나노 입자 (SN)가 포함 된 20 μM

MB, 이론적으로 FLASH와 동일한 농도인 187.7 nM AuNC가 포

함된 20 μM MB, 100 μg / mL의 FLASH가 있는 20 μM MB 4

가지 종류의 샘플을 준비한 후, 90 분 동안 48W

UV-transilluminator (ATTO, Republic of Korea)를 사용하여 샘

플에 조사하였다. 1 시간 동안 매 10 분마다 측정 후 마지막 90

분을 측정하였으며, MB의 광분해는 UV-Vis 분광법으로 측정되었

다.

2. 6. 입자의 특성 결정 (Characterization)

나노 입자의 이미지를 얻는 데 Energy-filtering transmission

electron microscope LIBRA 120 (Carl Zeiss, Germany),

high-resolution TEM (JEM-2100F, USA)가 사용되었다 . Energy

dispersive spectroscopy elemental mapping은 HADDF-STEM 통

해 얻었다. UV-Vis absorption spectra을 얻는데 UV-Vis

spectrophotometer S-3100 (Scinco, Republic of Korea)를 사용하

였다. 형광은 spectrofluorometer FP-8300 (Jasco Inc., U.S.A.)을



12

사용하여 측정하였다. 365 nm 레이저 조사는 365-nm LED

(Shanghai Yulitech Co., Ltd., China, 0.2 W/cm2)을 사용하였다.

양자 수율 (quantum yield, QY)은 Quantum Efficiency

Measurement System QE-1200 통해 얻었다. Photoluminescence

(PL)은 ACTON spectrometer (Acton, Massachusetts, U.S.A.)를

사용하여 얻었다. Fourier transform Infrared (FT-IR) spectra는

VERTEX 70 (Bruker, USA) 와 HYPERION microscope를 통해

얻었다.

2. 7. Cell culture

인간 자궁 경부암 세포주인 HeLa cell은 4.5 g/L D-glucose를 함

유한 DMEM에서 culture하였으며 10%의 fetal bovine serum

(FBS), 100 units/mL의 penicillin 그리고 100 g/mL의

streptomycin을 추가하였다. 세포들은 37℃, 5% CO2 조건에서 습

도가 유지되는 incubator에서 유지하였다.

2. 8. 세포 독성 실험 (CCK-8 assay)

AuNC의 정량적인 cell viability을 조사하기 위해 HeLa 세포 (1 ×

104 개의 세포 / 웰)를 96-웰 플레이트에 seeding 후 24 시간 동안

배양하고, 이론적으로 FLASH와 동일한 양의 다양한 농도의

AuNC를 배양하였다. 24 시간 배양 한 후 세포를 1x PBS로 조심

스럽게 세척하고 CCK-8 분석 용액을 무 혈청 배지로 1 시간 동

안 첨가 한 후 마이크로 플레이트 판독기 (Molecular Devices,
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Inc., USA)를 사용하여 450 및 670 nm 파장에서의 흡광도를 측정

하였다. 모든 실험은 3 중으로 수행되었다.

FLASH의 광역동 효과와 관련된 정량적인 cell viability을 조사하

기 위해, HeLa 세포 (1 × 104 개의 세포 / 웰)를 96- 웰 플레이트

에 seeding 후 24 시간 동안 배양하고, 다양한 농도의 FLASH를

배양하였다. 배양 12 시간 후 365 nm LED (Shanghai Yulitech

Co., Ltd., China, 0.2 W / cm2)를 10 분간 조사한 후 혈청을 함유

한 배지로 교체 하였다. 12 시간 배양 한 후 세포를 1x PBS로 조

심스럽게 세척하고 CCK-8 분석 용액을 무 혈청 배지로 1 시간

동안 첨가 한 후 마이크로 플레이트 판독기 (Molecular Devices,

Inc., USA)를 사용하여 450 및 670 nm 파장에서의 흡광도를 측정

하였다. 모든 실험은 3 중으로 수행되었다.

2. 9. 세포 내 광역동 치료효과

세포 내에서 광역동 치료의 치료 효과를 알아보기 위해 미리 24

시간 배양 한 HeLa 세포 (1.2 × 105 개의 세포 / 웰)12- 웰 플레

이트에서 혈청이 없는 배지를 사용하여 각각 FLASH (200 μg /

mL)와 이론적으로 동일한 농도의 AuNC를 12 시간 동안 처리하였

다. 혈청이 함유된 배지로의 배지 교환 후, 세포를 365 nm LED

(0.2 W / cm2)로 10 분 동안 조사 하였다. 추가로 12 시간 배양

한 후, 각 웰을 제조자의 프로토콜에 기초한 live / dead 분석 시

약으로 처리 하였다. 세포의 밝은 필드와 형광 이미지는 4X 목적

으로 역 형광 현미경, IX70 (Olympus, Japan)를 사용하여 얻었다.

얻은 이미지는 내부에 제공된 소프트웨어를 사용하여 의사 착색
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(pseudo-coloring), 형광 강도 및 배경 제거 과정을 진행하였다.

2. 10. 세포 내 형광 이미지

HeLa 세포 (5.0 × 104 개의 세포 / 웰)를 8-웰 유리 챔버에

seeding하고 24 시간 동안 배양 후 각 웰에 FLASH (200 μg/

mL)가 포함된 무 혈청 배지 조성으로 4 시간 동안 처리하였다. 배

양 후, 세포를 1x PBS로 조심스럽게 헹구고 배지를 혈청이 함유

된 신선한 배지로 교체하였다. 제조사의 프로토콜에 따라 Hoechst

33342 염색 키트로 핵을 염색 한 후, 밝은 영역 및 형광 이미지를

60x 대물렌즈를 갖는 델타 비젼 엘리트 현미경 시스템을 사용하여

이미지를 얻었다. 얻은 이미지는 내부에 제공된 소프트웨어를 사

용하여 의사 착색 (pseudo-coloring), 형광 강도 및 배경 제거 과

정을 진행하였다.
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3. Results and Discussion

3. 1. AuNC의 물리적 특성

AuNC의 평균 크기는 high-resolution transmission electron

microscopy (HR-TEM)으로 측정 한 결과 약 3 ∼ 5 nm였다. (그

림 1b) AuNC가 크기가 너무 작기 때문에 SPR peak가 없고, 200

nm에서 강한 흡광을 나타내다가, 500 nm 파장 이상에서 광학 특

성을 나타내지 않고 기하급수적으로 감소했다. 반면에,

photoluminescence (PL)는 LMCT와 같은 리간드 효과에 의존하여

461 nm에서 최대 excitation을 보이고 605 nm에서 최대 emission

이 나왔다 (그림 1a). 유사하게, AuNC의 3D 형광 스펙트럼은 λex

/ λex = 445 / 613 nm로 나타났다. 365 nm 자외선을 조사하면 주

황색 형광이 방출된다. (그림 1c). AuNC의 양자 수율은 λex :

394nm 에서 3 %이었다.
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그림 1. AuNC의 특성 a) UV-Vis 및 photoluminescence (PL) 스펙트럼. b)

HR-TEM 이미지 c) 3D-형광 스펙트럼 (주변 및 자외선 하에서 얻어진 사진

삽입).
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Glutathione (GSH) 으로 안정화 된 AuNC는 높은 수용성을 가지

며, 카르복실 작용기(-COO-)를 가졌다. 공 응축 반응으로 AuNC에

실리카 막을 생성하기 위해 AuNC의 리간드인 GSH와 APTES가

EDC/NHS 반응을 통해 결합하게 된다. PL 스펙트럼에서 최대

excitation 과 emission에 큰 차이를 보이지 않았지만 3D 형광 스

펙트럼에서 APTES와 결합한 AuNC는 최대 excitation 파장이

458 nm에서 405 nm로 blue shift를 제외하고는 광학 특성이 변하

지 않았다. (그림 2)

그림 2. APTES와 결합된 AuNC의 특성 a) UV-Vis 및 photoluminescence

(PL) 스펙트럼. b) 3D-형광 스펙트럼 (주변 및 자외선 하에서 얻어진 사진 삽

입).
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3. 2. FLASH의 물리적 특성

FLASH는 TEOS와 APTES와 결합한 AuNC를 사용하여 공 응축

반응으로 합성되었다. FLASH의 평균 크기는 TEM 사진 (n = 30)

에서 중심 및 막에 대해 103.9 및 28.6 nm 이었고 DLS 측정에서

유체 역학 크기는 164 nm이었다. (그림 3b) FLASH의 TEM 사진

에서 AuNC가 실리카 매트릭스에 분포되어 있음을 보여 준다. 또

한, FLASH의 energy dispersive spectrometer (EDS) elemental

mapping을 통해서 AuNC의 중심-막 구조를 확인 할 수 있다. (그

림 4).

FLASH는 금 나노클러스트와 마찬가지로 SPR peak를 갖지 않았

다. 그러나 FLASH의 경우 800 nm 파장까지 흡수가 점진적으로

감소하여 광학 특성이 향상되었다. FLASH의 AuNC는 실리카 매

트릭스 안에 위치했기 때문에 실리카의 반사 지수 (reflex index)

가 다르기 때문에 APTES와 결합한 AuNC보다 최대 excitation

파장이 405 nm에서 370 nm로 blue shift 했다. FLASH는 394 nm

excitation 하에서 467 nm에서 상대적으로 약한 방출 peak가 나오

고 610 nm에서 강한 방출 피크를 나타내었으며, 4 배 높은 QY인

12.8 %를 보였다. (그림 3a, c)마찬가지로, FLASH는 λex : 394 nm

에서 동일한 농도 (100 nM)의 AuNC보다 4.3 배 강한 PL 강도를

나타냈다. 이것은 PL 강도와 양자 수율 (QY)의 부합되는 결과임

을 알 수 있다. (그림 5).
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그림 3. FLASH의 특성 결정 a) UV-Vis 및 photoluminescence (PL) 스펙트럼.

b) TEM 이미지 및 DLS 결과 c) 3D-형광 스펙트럼 (주변 및 자외선 하에서

얻어진 사진 삽입).
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그림 4. FLASH의 STEM 이미지와 EDS elemental mapping (Au Lα, O Kα,

Si Kα).

그림 5. 394 nm에서의 excitation에서 같은 농도(100 nM)의 FLASH와 AuNC

의 PL intensity 비교.
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3. 3. FT-IR 분석

우리는 Fourier transform 적외선 분광기 (FT-IR)로 AuNC의 변

형을 관찰했다. 스펙트럼 (그림 2)에서 알 수 있듯이 AuNC는

1600 ∼ 1700 cm-1에 GSH (C = O 대칭 스트레칭)의 아미드 Ⅰ과

1533 cm-1에 GSH (C-N 신축)의 아미드 Ⅱ를 가지고 있다. 또한

1403 cm-1에서 카르복실기 (COO-) 대칭 스트레칭 밴드를 보였다.

그러나 카복실 그룹 (COO-) 비대칭 스트레칭 밴드는 아미드 Ⅰ

스트레칭 밴드와 겹치기 때문에 구별 될 수 없었다. (그림 6a)

APTES와 결합한 후, APTES의 Silane 스트레칭 밴드에 해당하는

919 cm
-1
와 1090 cm

-1
에서 새로운 강한 피크가 나타났다.

41,44
이

결과는 APTES가 GSH와 공유 결합 된 것을 말해준다.(그림 6b)

FLASH에 대해 실리카 막 형성의 검증은 APTES가 결합한

AuNC가 없는 실리카 나노 입자 (SN)와 비교하여 FT-IR로 측정

하였다. 아미드 Ⅰ & Ⅱ 밴드는 APTES가 결합된 AuNC의 존재

로 인해 FLASH에서만 관찰되었으며, SN에 비해 약 1,250 cm-1의

강한 shoulder 밴드는 Si-O-Si 스트레칭과 Si-O-M 스트레칭 피

크의 중첩임을 추측 할 수 있다.45-46(그림 6c,d)
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그림 6. FT-IR 스펙트럼 a) AuNC b) APTES와 결합한 AuNC c) FLASH

d) 실리카 나노입자 (SN)



24

3. 4. 광촉매 활성 (Photocatalytic activity) 측정

FLASH의 광촉매 활성을 조사하기 위해, UV 영역의 레이저 조사

아래에서 FLASH에 의해 생성된 활성 산소로 인한 메틸렌 블루

(MB)의 광분해를 통해 특징지었다. 90 분 동안 100 μg/mL

FALSH의 광촉매 반응으로 MB의 86 %가 분해되었다. AuNC의

경우, 이론적으로 FALSH와 동일한 농도(187.6 nM)에서 MB의 41

%가 로 분해되었다. 대조적으로, 나노 물질이 없는 MB와 실리카

나노 입자가 있는 경우는 UV 영역의 레이저 조사 90 분 동안

MB의 4 %와 8 % 만 분해되었다 (그림 7). 이 결과는 FLASH가

광역동 치료 (PDT)에 사용될 수 있음을 보여준다.
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그림 7. 자외선 조사 하에서 Methylene Blue (MB)의 분해에 따른 UV-Vis 스

펙트럼 변화 a) 나노 물질이 없이 MB만 있는 경우 b) FLASH와 MB 경우

c) SN과 MB 경우 d) AuNC와 MB 경우
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3. 5. 세포 내 광역동 치료효과

우리는 세포 카운팅 키트-8 (CCK- 8) 분석을 사용하여 인간 자궁

경부암 세포 라인 (HeLa)에 대한 FLASH와 AuNC의 세포 생존

능력을 조사했다. (그림 8a) FLASH는 500 μg/mL 처리 농도까지

UV 영역의 레이저 조사 없이 세포 생존율의 91 % 이상이 관찰되

었다. 마찬가지로, 이론적으로 동일한 농도의 AuNC도 88 % 이상

의 세포 생존율이 나왔다.

FLASH의 높은 생체 적합성과 비교하여 자외선 조사-매개 광역동

치료는 용량에 따른 의존성을 보이며 세포 viability의 감소를 명백

하게 나타냈다. 10 분간 0.25 / cm2의 365 nm 자외선 조사에 따라

CCK-8 분석을 실시한 결과 과민성 세포의 생존율은 53.67 %

(125 μg/mL), 27.08 % (250 μg/mL) 및 6.32 % (500 μg/mL)로 나

왔다.

광 역동 치료법은 Calcein AM/EthiD-1로 live / dead 염색과 형광

현미경 관찰에 의해 확인하였다. HeLa 세포의 사멸은 UV 영역의

레이저가 처리 된 지정된 영역에서만 선택적으로 나타났다. 반면

에, FLASH와 달리 AuNC는 live/dead 염색 이미지로부터 충분한

광역동 치료 효율을 나타내지 않았다 (그림 8b).
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그림 8. 광역동 치료 가능성을 검증하기 위한 HeLa 세포에 대한 FLASH 세포

독성 분석. (a) AuNC, FLASH의 세포 독성 분석 및 UV 영역의 레이저 조사에

의해 유발 된 FLASH 매개 광 역동 세포 제거 분석 (b) 시각적으로 지정된 부

위에서 선택적 광역동 치료를 뒷받침하는 live / dead 염색. 스케일 바는 100

mm.
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3. 6. 세포 내 FLASH의 형광 이미지

우리는 HeLa 세포에 대해 FLASH를 사용하여 형광 살아있는 세

포에서 바이오 이미징을 수행했다. FLASH를 처리하고 4 시간 동

안 배양 한 후 Hoechst 33342에 의해 세포핵의 염색을 관찰하여

세포 내 FLASH 분포를 명확하게 관찰 하였다. Hoechst 33342

(ex/em = 365/461 nm)와 FLASH (ex/em = 492/575 nm) 신호에

따르면 세포 내로의 성공적인 도입과 FLASH 형광을 통한 세포

내 분포의 바이오 이미징이 확인되었다. (그림 9).

그림 9. FLASH를 처리 한 HeLa 세포의 형광 이미지. 세포 핵은 Hoechst

33342 (청색)에 의해 염색되었고, 도입 된 FLASH는 핵 주위에서 적색 신호로

관찰되었다. 스케일 바는 25 mm.
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4. Conclusion

GSH를 환원제 및 표면 안정제로 사용하여 간편한 방법으로

형광을 내는 AuNC를 합성하였다. APTES의 결합 이후의 공 응축

반응으로 실리카 막 형성으로 형광을 내는 AuNC 중심과 실리카

막의 중심 - 막 구조인 복합 나노구조체 (FLASH)를 생성시켰다.

FLASH는 UV 영역의 빛의 조사 하에서 향상된 양자 수율 (QY)

및 광촉매 활성을 나타냈다. FLASH는 우수한 생체 적합성,

수용액에서 분산성, 향상된 광 발광 및 광촉매 활성을 보여

주므로 FLASH가 다양한 약물 전달 및 생체 의학 응용을 위한

유망한 복합 나노구조체가 될 것으로 기대한다.
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This paper reports a covalently linked hybrid nanocomposites

composed of fluorescent gold nanoclusters (AuNCs) core and

Silica shell (FLASH). Glutathione (GSH), the ligand of AuNCs,

was conjugated with APTES and then co-condensed with

TEOS to make a shell. This newly developed method made it

possible for AuNCs to be distributed in the silica matrix

structure. The novel hybrid nanocomposites (FLASH) exhibited

enhanced quantum yield and about 4 times higher fluorescence

intensity than AuNCs. They showed good water solubility and

low cell cytotoxicity. Also, FLASH generated enough amounts

of reactive oxygen species (ROS) under UV-irradiation for

photodynamic therapy (PDT). FLASH are the promising

nanocomposite as bio-imaging and photosensitizer for PDT.

Keywords : gold nanoclusters, silica hybrid nanocomposite,

Bio-imaging, photodynamic therapy, photosensitizer.
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