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요약. 세포내의 중금속이온의 형광검출은 유기분자화학과 세포생물학분야에서 높은 관심을 갖는다. 이 연구는 형광화학센

서(FS)를 이용한 Hg2+ 과 Zn2+의 세포 내 검출을 목적으로 하였다. FS는 약한 형광을 나타내지만 Zn2+와 결합 시에는 강한 방출

형광은 낸다. 2FS/Zn2+의 형광증가는 FS-Hg2+결합의 형성할 때 Hg2+ 1당량만 추가에도 완전한 형광감소를 나타낼 수 있었다. 
네가지의 세포주(LLC-MK2, Hela, HT29 and AMC-HN3)는 공촛점 현미경에 대한 형광이미지를 위하여 사용하였다. 세포생

존능은 LLC-MK2 세포주에 FS, Zn2+, FS-Zn2+, Hg2+의 처리 후에 평가하였다. FS의 세포독성능은 80%이상의 생존능을 보였

다. 본 연구에서는 FS가 살아있는 세포내의 Hg2+ 과 Zn2+의 선택적 이미지를 검출할 수 있음을 보여주었다.

주제어: 형광센서, 수은, 아연

ABSTRACT. The fluorescence detection of intracellular metal ions are high interest in the fields of organic molecular chemistry
and cellular biology. This study was purposed to detection for mercury and zinc in the cell using fluorescent chemosensor (FS). FS
exhibits a weak fluorescence, but emits strong fluorescence upon Zn2+ complexation. The increased fluorescence of the 2FS/Zn2+

can be quenched completely by addition of only 1 equiv of Hg2+ with the formation of complex FS-Hg2+. Four cell lines (LLC-MK2,
Hela, HT29 and AMC-HN3) were used for fluorescence imaging by confocal microscope. The cell viability MTT (3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay was evaluated after cell treatment of FS, Zn2+, FS-Zn2+, Hg2+ on LLC-MK2
cell line. The cytotoxicity of FS was showed to viability over 80%. This study has shown that FS can be detected for selective 
imaging of Zn2+ and Hg2+ in living cells.
Keywords: Fluorescent chemosensor, Mercury, Zinc
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서론

화학센서는 분석물과 감응물질과의 화학적 반응을 통해 

분석물을 선택적으로 인지하고 이를 통하여 특정물질을 실

시간으로 분석할 수 있는 기술이다. 화학센서를 통해 기본적

으로 분자간의 선택적 상호인식작용을 이용하여 질병의 원

인이 되는 화학물질에 대한 화학센서의 개발은 질병진단 및 

치료의 수단으로 쓰일 수 있다.1-3

최근 들어 환경오염이 날로 증가되고 있고 그 중의 중금속 

물질이 인체에 치명적인 영향을 미친다고 알려져 있으며 관

심 또한 높아지고 있다. 그 중에 아연은 인체의 면역시스템에

서 규칙적인 세포주기에 관여를 하며 단백질합성에도 이용

되는 중요한 미네랄 요소이다.4 아연결핍은 중요한 대사의 장

애를 일으키며 어린이들의 성장저하와 남성과 여성들의 불

임, 저혈당증, 골육저하, 뇌기능이상, 고지혈증 등을 야기시

킨다.5,6 아연은 메탈로치오닌과 결합하여 납과 같은 중금속

을 해독하는 기능을 가지기도 한다.7 주로 고 농도의 수은은 

간과 신장, 비장에 축적되어 유전자 손상을 유발하고 세포의 

유사분열의 장애나 신경계 손상을 일으킨다.8,9 
이런 중금속들의 측정방법으로 현재까지 알려진 분석방

법은 크게 파괴법과 비파괴법이 있는데 주로 널리 사용되어

지는 것은 파괴법이다. 이런 파괴법으로 산을 이용해 중금속
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성분을 용해시킨 후 유도결합 플라즈마 질량분석(inductively 
coupled plasma-mass spectrometry, ICP-MS)나 원자흡광광

도계(atomic absorption spectrophotometry, AAS)을 이용하

여 분석하는 것이다.10 이런 검사법은 여러 가지 중금속이온

을 동시에 검출하는 장점은 있으나 장비의 가격이 비싸고 복

잡한 전처리 과정과 오염에도 노출되어있는 것이 단점이며, 
가장 큰 단점은 살아있는 생명체의 모니터링을 할 수 없는 것

이다. 그러나 형광센서를 이용하여 중금속을 검출한다면 다

양한 시료에서 검출과 복잡한 전 처리과정과 고가의 장비가 

필요 없으며, 높은 선택성과 10-9 몰 농도까지 측정 할 수 있는 

뛰어난 감도로 신속히 검출 할 수 있는 장점이 있다. 무엇보다

도 살아있는 생명체의 모니터링이 가능하다는 것이다. 
형광물질 역시 분자를 인식하는데 있어서 중요한 수단이 

된다. fluoroionophore가 화학적 센서로서의 기능을 효과적

으로 수행할 수 있기 위해서는 분자를 선택적으로 인식할 수 

있어야 하고 그 결과를 형광의 변화로 쉽고 민감하게 나타낼 

수 있어야 한다.11-13 이온 수용체에 형광물질이 접목된 fluoro-
ionophore는 상당수 알려져 있으며, 금속 이온과의 착물형성

의 결과로 나타나는 형광 스펙트럼은 photo-induced electron 
transfer (PET)14,15/charge transfer (PCT),16 metal-toligand 
charge transfer (MLCT)17,18/energy transfer,19 inter-/intramole-
cular excited state proton transfer (ESPT),20 fluorescence re-
sonance energy transfer (FRET)21 그리고 excimer/exciplex 형
성22과 같은 다양한 메커니즘을 통해 일어나며 그에 따른 분

자의 행동에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있다. 높은 이온 

선택성과 감도를 가진 유기형광 화학센서는 세포 내 침투가 

가능하여 인체내의 중금속이온의 국소적 노출 및 인체장기

의 축적 시 중금속 검출에 용이하다.
본 저자들은 수은과 아연에 높은 선택성을 지닌 유기형광

화학센서를 이용하여 다양한 유기질과 무기질과의 경쟁실험

을 통한 높은 선택성과 감도를 측정하고자 하였으며, 형광화

학센서를 이용하여 생물학적 적용을 위해 살아있는 다양한 

세포주에서 적용을 시도하여 보았다.

실험 방법

형광센서
Intramolecular chage transfer (ICT)-based molecular로서 

5-(4-nitrobenzene diazo)-8-benzenesul fonamamidoquinaldine
이란 구조를 지니고 nitroazobenzene 발색단과 benzenesulfon-
amido quinaldine 형광단으로 이루어진 형광센서(fluorescent 
chemosensor, FS)이다.

UV 스펙트럼과 형광 스펙트럼
용액의 준비

본 실험에 사용된 용매 및 시약은 정제과정 없이 사용하였다.

Acetonitrile (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, USA) me-
thanol (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, USA), dimethyl 
sulfoxide (Merck, Mumbai, India), 중금속 이온은 Li+, Na+, 
K+, Rb+, Cs+, Mg2+, Ca2+, Sr2+, Ba2+, Cu2+, Cd2+, Hg2+, Zn2+를 

metal perchloride (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, USA)
을 사용하였으며, Hg2+는 metal chloride (Aldrich Chemical 
Co., Milwaukee, USA)을 사용하였다.

사용기구

UV/Vis 스펙트럼은 S-3100 series PDA UV/Vis (Scinco Co., 
Seoul, Korea) 분광 광도계(spectro- photometer)를 사용하였

고, 형광 스펙트럼은 spectrofluorophotometer (RF-5301PC, 
Shimadzu Co., Kyoto, Japan)을 사용하였다.

실험방법

적정실험에서의 중금속들의 원액(stock 용액)은 acetonitrile
에 metal perchlorate를 이용하여 1 mM로 제조 하였으며. UV/ 
Vis와 형광의 정량실험은 acetonitrile/H2O (9:1) 비율로 만든 

용액으로 FS 10 µM, 20 µM, 50 µM 과 금속이온 염화염의 적

은 농도를 조제하여 실험하였다.
용액의 혼합 과정은 30분 이상 진행되었고, 형광 스펙트럼

의 경우 들뜸 파장을 355 nm로 하여 3.0 slit으로 모든 시료를 

측정하였고, 방출파장은 513 nm로 측정하였다. 연합상수인 

Ka값은 Enzfitter (Elsevier-Biosoft, Cambridge, United King-
dom)의 프로그램에 의해 결정되었다.

계산방법

연합상수(Ka), 자유에너지(∆G)와 추출평형상수(Kex)는 다

음과 같이 정의된다.23

1) [M+ClO4
‒]0 + [H]0   [M+ClO4

‒H]0

2) [M+]l + [ClO4
‒]l + [H]0 

  [M+ClO4
‒H]0

 

3) [M+]l + [ClO4
‒]l  

 [M+ClO4
‒]0

4) Ka = Kex / Kd

5) ∆G = -RT lnKa

세포주의 배양
세포주는 rheses monkey kidney cell (LLC-MK2 cell), human 

epithelial carcinoma cell line (Hela cell), human colon adeno-
carcinoma cell line (HT29 cell), human head and neck cancer 
cell (AMC-HN3 cell)를 계대 배양하였다. 각 세포는 플라스크

(Nunc, Rochester, NY, USA)에서 dulbecco's modified eagle's 
medium (Gibco. BRL, Rockville, NY, USA) media 500 mL에 

10% fetal bovine serum (Gibco BRL, Rockville, NY, USA) 
50 mL과 antibiotic-antimycotic (Gibco BRL, Rockville, NY 
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Fig. 1. UV/Vis spectra of FS (20 µM) in CH3CN/H2O solution 
(1:1, v/v) in the presence of various metal cations (Na+, Li+, K+, 
Cs+, Rb+, Sr2+, Ba2+, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Cd2+, Hg2+ and Zn2+, 200 µM, 
respectively).

USA) 5 mL을 섞은 후 세포배양액으로 37 oC와 5% CO2 조건

이 유지되는 CO2 배양기(Forma, USA)에서 배양하였다. 3일

마다 배지를 교환하였으며, 20세대 이내의 세포들로 실험에 

사용하였다.

살아있는 세포내에 축적된 아연과 수은 이온의 형광검출
지수성장기의 배양된 세포들을 0.05% 트립신을 사용하여 

회수하였다. 회수된 세포를 105 개/mL 로 12 well plate에 분주

하여 plate에 부착 될 때까지 1 - 2일정도의 배양을 시켰다. 그 후 
배양된 세포주에 dulbecco's phosphate buffered saline (DPBS) 
(Gibco BRL, Rockville, NY, USA) 를 1 mL를 분주하여 2번 

세척하였다. 그 다음 배양용 배지를 각 well당 1 mL씩 분주

한 후 FS를 처리하고 수은을 주입하여 살아있는 세포의 형광

이미지는 Zeiss 510 Meta Confocal Microscope (Carl Zeiss, 
Oberkochen, Germany)를 이용하여 관찰하였다.

공촛점 현미경의 투과광도와 조사속도, 밝기, 명암대비를 

고정시키고 대조군과 아연과 수은이 함유된 세포이미지를 관

찰하였다. exitation 파장을 405 nm 파장대의 blue 다이오드

레이저의 빛을 주입시키고 세포 내에서 발광하는 방출파장

의 빛인 BP 505 - 550 nm 필터를 사용하여 형광을 흡수해 내

어 세포 내에서의 아연에서 강한 빛을 내는 이미지를 검출하

였으며, 수은을 처리한 후에 형광이 감소되는 이미지를 검출

하였다.

세포독성능 시험(MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) assay)
바이오센서가 세포에 미치는 독성능을 알아보기 위해 MTT 

assay방법을 사용하였다. 지수 성장기의 LLC-MK2 세포주를 
트립신 처리 후 105/mL이 되게 배지로 희석한 후 96 plate 에 

well당 100 µL씩 처리하며 대조군으로 FS를 녹일때 사용된 

용매인 acetonitrile/H2O (9:1) 비율로 만든 용액와 배지를 같

은 농도로 처리하였다. 그리고 72시간을 항온항습기에서 배

양한 후 각각의 well에 pH 7.3의 DPBS (Gibco BRL)에 녹인 

MTT 용액(2 mg/mL sigma) 을 50 µL씩 첨가하고 4시간 동안 

37 oC 가 유지되는 5% CO2 항온항습기에서 배양한다. 배양 후 
각 well의 배지를 모두 제거하고 여기에 150 µL 의 dimethyl 
sulfoxide를 첨가한 후 formazan을 잘 용해시키기 위해 micro-
plate mixer로 10 - 20분간 흔들어 주었으며 흡광도는 ELISA 
reader로 540 nm에서 측정한다. 생존율은 다음의 식을 이용

하여 측정하며 억제제의 농도마다 4개의 well의 평균 흡광도 

값을 계산하여 결과로 사용한다.

Cell viability (%)  = mean optical density in test well   
mean optical density in control well

                                       × 100

결과

형광센서의 UV 스펙트럼
Fig. 1은 형광센서 FS (20 µM)를 acetenitril과 물을 1:1로 

혼합한 용액에 Na+, Li+, K+, Cs+, Rb+, Sr2+, Ba2+, Cu2+, Mg2+, 
Ca2+, Cd2+, Hg2+ and Zn2+와 같은 다양한 금속이온들을 200 µM 
혼합하여 흡수파장 스펙트럼을 관찰하였다. 그 결과, 수은과 

아연은 450 nm 에서 최대흡수파장을 나타냈고 다른 금속이

온들은 410 nm에서 최대흡수파장을 나타냈다.

형광센서의 아연이온의 선택성
FS (10 µM)과 다양한 금속이온을 acetenitril 과 물의 9:1 비

율에 Li+, Na+, K+, Rb+, Cs+, Mg2+, Ca2+, Sr2+, Ba2+, Cu2+, Cd2+, 
Hg2+, Zn2+ 각각 100 µM를 넣어 여기파장 355 nm과 방출파장

은 400 nm에서부터 650 nm까지를 지정하여 spectrofluoro-
photometer를 사용하여 형광을 측정하였다. 그 결과 Fig. 2(a)
는 Zn2+는 513 nm에서 11-fold 형광의 세기를 나타내었고 다

른 금속이온들은 형광의 변화가 없는 것으로 나타났다. 그리

고 Zn2+를 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ,10 µM 농도로 

증가시키며 여기파장 355 nm와 방출파장은 400 nm에서부터 
650 nm까지를 지정하여 spectrofluorophotometer를 사용하

여 형광을 측정하였다. 그 결과 Fig. 2(b)는 형광의 세기가 농

도가 증가할수록 세지는 것으로 나타났다.
Zn2+를 1당량 까지 추가시켜서 측정한 결과 0.2당량 에서

도 90%이상 형광이 증가하였고 0.5당량에서 부터는 평행한 

형광의 세기가 나타났다. 이 결과 Fig. 2(b) insert에 따르면 FS
는 Zn2+에 매우 감도가 높고 선택성이 높은 센서인 것으로 나

타났다.
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Fig. 2. Fluorescence responses of FS (10 µM) in CH3CN/H2O solution (9/1, v/v) in the presence of (a) various metal cations (Li+, Na+, 
K+, Rb+, Cs+, Mg2+, Ca2+, Sr2+, Ba2+, Cu2+, Cd2+, Hg2+ and Zn2+, 100 µM, respectively) and (b) increasing concentrations of Zn2+ (0.2, 0.4, 
0.6, 0.8, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 10 µM). Excitation at 355 nm; all cations used as perchlorate salts. Inset 2b: fluorescence intensity of 
FS at 522 nm vs. equiv of Zn2+.
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Fig. 3. Fluorescence changes of the 2FS/Zn2+ (5 µM) in CH3CN/ 
H2O solution (9/1, v/v) upon addition of various concentrations 
of Hg(ClO4)2 (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2, 3, 4 and 5 µM) with an 
excitation at 355 nm. Inset: fluorescence intensity decrease (I0-I) 
at 552 nm of FS vs. equiv of Zn2+.
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Fig. 4. Fluorescence responses of FS (10 µM) at 513 nm with 
various metal cations (Na+, Li+, K+, Cs+, Rb+, Sr2+, Ba2+, Cu2+, 
Mg2+, Ca2+, Cd2+ and Hg2+, 10 µM each) in CH3CN/H2O solution 
(9/1, v/v) upon addition to 10 µM of Zn2+ (I and I0 denote fluore-
scence intensity of FS + various cations in the presence and absence
of Zn2+, respectively).

수은이온의 형광 선택성 실험
5 µM의 2FS/Zn2+ 수용액에 Hg(ClO4)2를 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 

1, 2, 3, 4 and 5 µM 농도로 증가시키며 여기파장 355 nm 와 방

출파장은 400 nm에서부터 650 nm까지를 지정하여 spectro-
fluorophotometer 를 사용하여 형광을 측정하였다. 그 결과 

Fig. 3는 농도가 증가할수록 형광의 세기가 감소되고 완전히 

형광이 사라진 것으로 나타났다. Fig. 3 insert는 Hg2+를 0.4당량 
까지 추가시켜서 측정한 결과 0.05당량에서도 90%이상 형광

이 감소하였고 0.1당량에서 부터는 평행한 형광의 세기가 나

타났다. 이 결과에 따르면 FS는 Hg 2+에 매우 감도가 높고 선택

성이 높은 센서인 것으로 나타났다.

이온의 경쟁실험
FS와 다양한 금속이온들의 혼합액에 Zn2+의 추가시 

형광변화

FS (10 µM)과 다양한 금속이온을 acetenitril 과 물의 9:1 비
율에 Li+, Na+, K+, Rb+, Cs+, Mg2+, Ca2+, Sr2+, Ba2+, Cu2+, Cd2+, 
Hg2+ 10 µM 을 혼합하고 추가적으로 10 µM 농도의 Zn2+를 넣

었다. 이때 Zn2+를 넣기 전과 넣은 후의 형광을 513 nm에서 측

정하였다. 그 결과 Fig. 4는 Hg2+ 이온에서만 형광의 비가 급

격히 감소한 것으로 나타났다. 그러므로 FS투여 후 Hg2+이온

이 존재시에 Zn2+를 첨가하면 형광이 Hg2+이온에서만 선택

적으로 형광이 감소함을 확인하였다.
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Fig. 5. Fluorescence changes of FS (10 µM) at 513 nm in CH3CN/ 
H2O solution (9/1, v/v) upon addition of Zn2+ (10 µM) and sub-
sequent addition of different metal cations (10 µM) (I and I0 denote
fluorescence intensity of FS + Zn2+ in the presence and absence of 
various cations, respectively).
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Fig. 6. Fluorescence changes of 2FS/Zn2+ (10 µM) at 513 nm upon
addition of different metal cations (10 µM) and subsequent addition
of Hg2+ (10 µM) in CH3CN/H2O solution (9/1, v/v) (I and I0 denote
fluorescence intensity of 2FS/Zn2+ + various cations in the pre-
sence and absence of Hg2+, respectively).

                                       (a)                                       (b)                                        (c)                                       (d)

Fig. 7. Confocal fluorescence images of Zn2+ in Hela cells. The excited light is 405 nm (Zeiss LSM 510 META confocal microscope,
× 40 objective lens). (a) Bright-field transmission image of Hela cells with FS (50 µM). (b) Fluorescence image of Hela cells with FS
(50 µM). (c) Fluorescence image of Hela cells with 2FS/Zn2+ (50 µM). (d) An overlay image of a and c.

FS와 Zn2+의 혼합액에 다양한 금속이온들의 추가시 

형광변화

Acetenitril 과 물의 9:1 비율로 만들어진 용액으로 녹인 FS 
(10 µM)에 10 µM 농도의 Zn2+를 추가하였다. 그리고 각각이 

Li+, Na+, K+, Rb+, Cs+, Mg2+, Ca2+, Sr2+, Ba2+, Cu2+, Cd2+, Hg2+ 
10 µM를 추가하였더니 넣기 전과 후의 형광을 513 nm에서 

비교하였더니 그 결과 Fig. 5는 Hg2+ 이온에서만 형광의 비가 

급격히 감소한 것으로 나타났다.

2FS/Zn2+에 대한 다양한 금속이온을 포함한 혼합액에 

Hg2+ 추가시 형광변화

Fig. 6은 각각의 Li+, Na+, K+, Rb+, Cs+, Mg2+, Ca2+, Sr2+, 
Ba2+, Cu2+, Cd2+, Zn2+ 10 µM 금속용액 위에 acetenitril 과 물의 
9:1 비율로 만들어진 용액으로 녹인 2FS/Zn2+혼합액 10 µM
농도를 추가하였다. 그리고 Hg2+를 10 µM씩 각각 넣어주었

더니 전과 후의 형광을 513 nm에서 비교하였더니 형광의 비 

차이는 없었으나 모든 금속이온들에서 형광강도가 급격히 

감소한 것으로 나타났다.

살아있는 세포내의 중금속이온의 형광검출
세포내의 Zn2+이온검출

Fig. 7(b) 와 Fig. 8(b)는 살아 있는 Hela 세포주, HT29 세포

주에 FS 50 µM만을 넣고 배양 후 공촛점 현미경을 BP 505 - 
550 nm filter를 사용하여 형광을 흡수를 관찰하였더니 미약한 
형광을 관찰 할 수 있었다. 추가적으로 Zn2+ 50 µM (1당량)를 

넣고 37 oC에서 5분간 배양 후 공촛점 현미경으로 형광을 관

찰하였더니 세포 내에서 강한 형광을 관찰 할 수 있었다. Fig. 9
는 신장세포주인 LLC-MK2 세포주도 비슷한 결과로 나왔다.

세포내의 Hg2+이온검출

Fig. 10(a)는 살아있는 AMC-HN3 세포주에 2FS-Zn2+ (50 
µM)를 넣고 5분간 배양 후 형광을 관찰하였더니 아주 강한 형

광을 나타냈다. Fig. 10(b)-(f) 에서는 추가적으로 Hg2+을 5, 10, 
20, 30, 50 µM씩을 넣어주었더니 점차적으로 형광이 소멸하
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                                        (a)                                       (b)                                       (c)                                       (d)

Fig. 8. Confocal fluorescence images of Zn2+ in HT29 cells. The excited light is 405 nm (Zeiss LSM 510 META confocal microscope,
× 40 objective lens). (a) Bright-field transmission image of HT29 cells with FS (50 µM). (b) Fluorescence image of HT29 cells with FS
(50 µM). (c) Fluorescence image of HT29 cells with 2FS/Zn2+ (50 µM). (d) An overlay image of a and c.

                                                              (a)                                       (b)                                       (c)

Fig. 9. Confocal fluorescence images of Zn2+ in LLC-MK2 cells. The excited light is 405 nm (Zeiss LSM 510 META confocal micro-
scope, × 20 objective lens). (a) Fluorescence image of LLC-MK2 cells with FS (50 µM) (b) Bright-field transmission image of 
LLC-MK2 cells with FS (50 µM). (c) Fluorescence image of LLC-MK2 cells with 2FS/Zn2+ (50 µM).

                                                              (a)                                       (b)                                       (c)

                                                              (d)                                       (e)                                       (f)

Fig. 10. Confocal fluorescence image of Hg2+ in AMC-HN3 cells (excitation at 405 nm, Zeiss LSM 510 META confocal microscope, 
× 20 objective lens). (a) Fluorescence image of AMC-HN3 cells with 2FS-Zn2+ (50 µM) and after subsequent treatment with increasing 
concentrations of Hg2+, (b) 5.0 µM, (c) 10 µM, (d) 20 µM, (e) 30 µM, and (f) 50 µM.
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Fig. 11. Confocal fluorescence 3D slice image of Zn2+ in Hela cells incubated with 2FS-Zn2+ (50 µM) (excitation at 405 nm, Zeiss LSM 
510 META confocal microscope, × 60 objective lens).

다가 Fig. 10(f)의 50 µM에서는 형광의 완전한 감소를 확인하

였다.

중금속과 센서의 세포 내 축적 확인검증

Fig. 11는 살아있는 Hela 세포주에 2FS-Zn2+ (50 µM)를 넣

고 5분간 배양 후 형광을 관찰한 후 3차원영상을 위한 얇은 조

각사진으로 FS와 Zn2+의 세포 내 축적을 확인하였다.

세포독성능 검사시험결과
Fig. 12는 Hg2+ 80 µM를 처리하고 계단희석을 한 후 하룻

동안 배양된 LLC-MK2 세포주에서의 세포독성능은 2.5 µM 
까지도 90% 이상의 세포독성능을 보였다. FS 100 µM을 처리

하고 계단희석을 한 결과에서는 95%이상의 세포생존능을 보

였다. 그리고 Hg2+ 40 µM 와 FS 50 µM를 혼합하여 계단 희석

한 결과는 Hg2+농도로 1.25 µM에서 55% 이상의 세포생존능을 
보였다. Zn2+ 80 µM를 처리하고 계단희석을 한 후 하룻동안 

배양된 Hela 세포주에서의 세포독성능은 80 µM에서도 53% 
이상의 세포생존능을 보였다. 그리고 Zn2+ 40 µM와 FS 50 µM
를 혼합하여 계단 희석한 결과는 Zn2+농도 40 µM에서 24% 이
상의 세포생존능을 보였으나 그 이후 농도부터는 50%에 가까

운 세포생존능을 보였다. FS 100 µM만을 처리한 것의 세포생

존능은 83%이상의 생존능을 보였으며, FS 25 µM과 Zn2+20 
µM, Hg2+ 20 µM 를 처리한 세포는 Zn2+, Hg2+ 의 농도 1.25 µM 
농도에서 50%정도의 세포생존능을 보였다.

고찰

본 연구에서 사용된 형광센서인 FS는 513 nm에서 Zn2+만

이 다른 금속이온 보다 11배의 형광증가를 보이는 것으로 나

왔다. Fig. 1(b) insert는 아연 0.2 당량에서 90%의 형광증가를 

보였고 0.5당량에서는 평형을 이루었다. 이것은 FS가 Zn2+의 

정량분석을 위한 매우 좋은 실험방법이고 Zn2+의 지시제로 

감도가 높은 것을 확인 할 수 있었다. 일반적으로 수은중독이

라 함은 혈액에서는 1.0 µM, 소변에서는 3.0 µM 이상일 때를 

말한다.24-26 FS/Zn2+ 복합체는 Fig. 3에서와 같이 수은중독한

계농도인 1.0 µM 에서 뚜렷한 형광감소를 측정할 수 있는 능

력을 가진 센서로 판명되었다. 이로서 혈액이나 소변에서 수

은중독을 비싼 장비가 필요 없이 측정할 수 있는 아주 간편함

을 증명하였다. 
Fig. 12에서는 FS/Zn2+ 복합체에 Hg2+이 함께 존재하면 FS

와 Hg2+이 함께 있을 때 보다 20%정도 세포 생존능이 더 좋은 

것을 볼 수 있었다. 그 이유는 메탈로치오나인과 같이 Zn2+가 

Hg2+의 독성능으로부터 보호와 Hg2+의 분포를 제어하는 기

능을 가졌기 때문이다.27 그리고 FS만이 처리한 군에서도 80%
이상의 아주 좋은 생존능을 보였다. 이 결과는 FS를 인체에 

미치는 영향을 미루어 볼 수 있고 무해함이 입증되었다. 
중금속을 검출 할 수 있는 고분자 센서를 연구하는 많은 연

구자들은 생물학적 적용의 첫 단계로서 살아있는 세포 내에서 
금속이온 검출의 시도가 계속 이어지고 있다. 2005년 Zeng 
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Fig. 12. The cell viability according to the concentration of FS with heavy metals (bars: mean ± standard deviation).

등28은 구리센서를 이용하여 HEK293 세포주에서 공촛점 이

미지를 검출하였고, 이 센서의 특성도 본 연구에서 이용된 아

연의 검출 시 11배의 형광증가와 거의 흡사한 10배로 증가되

는 센서로 시도되었다. 그러나 본 연구에 사용된 FS는 Zn2+과 

Hg2+을 동시에 검출할 수 있는 장점을 가진 센서이며 Zeng L 
등의 센서는 구리이온만을 검출하는 센서였다. 2006년 Peng 
등29은 카드뮴센서를 이용하여 수지상세포에서 공촛점 현미

경을 통해 카드뮴이온을 세포 내에서 검출하였다. 
세포내의 Zn2+검출을 위한 시도는 Woodroofe 등30이 Hela 

세포주에서 esterases의 가수분해를 바탕으로 한 Zn2+검출을 

하였으나 사용된 센서의 농도가 10 mM 의 고농도였다. 본 연

구에서 사용한 FS는 50 µM 이였는데 이와 비교해 보면 아주 

적은 농도로도 Zn2+을 검출 할 수 있었다. 그리고 Chang 등31

이 COS-7 cell을 이용한 Zn2+과 산화질소와의 이성화를 이용

한 Zn2+ 센싱을 공촛점 이미지를 통해 검출하였다. 또한 Taki 
등32이 fibroblast cell을 이용하여 Zn2+검출을 하였는데 10 µM 
Zinc sulfate와 20 µM pyrithione을 투여한 후 검출을 하였다. 
세포내의 Hg2+의 검출을 위한 시도는 많은 연구가 이루어지

지 않았으며 그 중 최근의 연구는 Ko 등33은 murine C2C12 
myelobrasts cell과 rat PC12 cell을 이용하여 본 연구와 같은 

저 농도의 센서 50 µM 을 사용하여 Hg2+검출을 하였고 더군다

나 zebrafish을 이용하여 Hg2+의 모니터링을 성공적으로 보

여준 연구도 있었다. 이 연구에서 보듯이 중금속의 검출을 위

한 형광센서개발의 궁극적인 목적은 생물학적 적용인 것이

다. 그래서 생물학적 적용의 중요성과 노력이 날로 증가하고 

있고, 세포 내에서의 중금속이온 검출이야 말로 적용의 좋은 

예가 되고 있다. 이러한 화학센서의 개발은 생물학적 적용의 

단계를 거쳐서 질병의 원인 규명과 진단 및 치료에도 쓰일 수 

있다.

결론

본 연구의 FS는 분광학적인 결과와 같이 전처리 없이 시료 

내 Zn2+와 Hg2+ 농도의 측정뿐만 아니라 다양한 유기물과 무

기질과의 경쟁실험을 통한 높은 선택성과 감도를 측정하였

다. 이로서 체외적 진단에 유용하게 쓰일 수 있고 다양한 검체

에 전처리 필요 없이 바로 Zn2+와 Hg2+ 농도의 측정이 가능하

다 할 수 있다. 그리고 한가지의 센서로 Zn2+와 Hg2+을 검출이 

가능하고 살아있는 세포 내에서 검출을 보여주었다. 그래서 

앞으로 임상적 적용을 위해 생물학적 적용의 첫 단계인 살아

있는 세포 내에서 검출뿐만 아니라 동물실험을 통한 더 많은 

실험이 필요하다고 사료된다.
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