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자성 산화철(iron oxide) 나노입자를 이용한 DNA 센서 개발
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요 약

자성 산화철 나노입자(iron oxide nanoparticle, γ-Fe2O3) 표면을 기능성 유기 분자를 이용하여 아민기(-NH2), 카르복실기

(-COOH)로 표면 처리 하였으며, 이들 기능기로 표면 처리된 산화철 나노입자를 FT-IR을 이용하여 나노입자 표면을 분석하였

다. 아민기, 카르복실기로 표면처리된 산화철 나노입자 표면에 특정 배열을 갖는 21-base pair 길이의 프로브 DNA를 고정하

였고, 형광 라벨(Cy5)이 부착된 상보적, 비상보적 타게트 DNA를 이용하여 고정된 프로브 DNA와 hybridization을 진행하였다.

각각의 상보적, 비상보적 타게트 DNA와 hybridization 처리한 산화철 나노입자를 confocal microscopy를 이용하여 관찰하였으

며, 그 결과 산화철 나노입자를 이용하여 특정 배열의 DNA검출에 성공하였다.

Abstract

The surface of magnetic iron oxide nanoparticles (γ-Fe2O3) is functionalized (-NH2, -COOH) with bifunctional organic

molecules and evaluated using FT-IR (Fourier transform infrared spectroscopy). We immobilize 21-base pair probe DNA

and hybridize fluorescence-labeled (Cy5) target DNA onto the functionalized iron oxide nanoparticles. The fluorescence

images obtained from a confocal microscopy show that the functionalized iron oxide nanoparticles should detect the

hybridization of complementary and noncomplementary DNA.
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Ⅰ. 서  론

질병 및 유전병의 조기 진단을 위해 특정 배열의

DNA(deoxyribonucleic acid) 검출을 이용한 방법은 전

세계적으로 많은 연구가 진행되고 있다[1～3]. 이러한

DNA를 검출하기 위한 방법으로 형광 라벨을 이용하는

방법이 널리 퍼져 있으며, 또한 형광 라벨이 갖고 있는

문제점을 해결하기 위한 전하검출 방식이 시도되고 있
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다
[4～5]

.

나노입자를 이용한 DNA 검출 센서는 많은 관심을

받고 있으며 다양한 재질의 나노입자들이 응용되고 있

다
[6～7]

. 본 논문에서는 여러 재질의 나노입자들 중 자성

나노입자(magnetic nanoparticle)를 이용하여 특정 배열

의 DNA을 검출하였다. 일반적으로 자성 나노입자는

MRI(magnetic resonance imaging) 조영제, 자기력 선

별(magnetic separation), 생체물질 검출등 그 활용 범

위가 다양하다
[8～9]

.

이러한 자성 나노입자는 입자 크기 조절이 쉽고, 자

성이 강하며, 가격이 저렴한 산화철 나노입자(iron

oxide nanoparticle, γ-Fe2O3)를 이용한 방법이 널리 연

구되고 있다
[10]

. 본 논문에서는 산화철 나노입자 표면을

유기 분자를 이용하여 아민기(-NH2), 또는 카르복실기

(-COOH)로 개질하였으며 개질된 산화철 나노입자 표
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면에 특정 배열의 DNA를 고정하고 상보적 DNA의

hybridization을 형광 라벨을 이용하여 검출하였다. 본

논문에서 사용한 유기 분자는 기존에 발표된 표면 개질

방법대비 산화철 나노입자 표면과 결합력이 우수하며

처리 공정이 간단한 장점을 가지고 있다.

Ⅱ. 실  험

1. 재료

산화철 나노입자는 입자가 가지고 있는 자성에 의해

주변 산화철 나노 입자들과 상호작용에 의해 쉽게 결합

하는 특성을 갖고 있다. 산화철 나노입자들이 결합하는

것을 방지하고, 나노입자 표면에 DNA, 단백질등 생체

물질을 고정하기 위해서 입자 표면 개질은 매우 중요하

다. 이러한 자성 나노입자의 표면 개질을 위한 목적으

로 고분자, 실리카등을 이용한 방법이 발표되고 있다[11].

본 논문에서는 산화철 나노입자 표면을 개질하기 위해

유기 분자인 dimercaptosuccinic산(DMSA)과 terephthalic

산(TPA)을 이용하였다. TPA는 2개의 카르복실기

(-COOH)를 갖고 있으며, DMSA는 2개의 카르복실기

와 2개의 사이올기(-SH)를 가지고 있다.

산화철 나노입자의 표면개질, 세정작업 및 그 외 공

정에 필요한 약품인 2,3-dimercaptosuccinic산 (DMSA),

terephthalic산 (TPA), dimethylsulfoxide (DMSO),

dimethylformamide(DMF), n-hydroxysuccinimide(NHS),

n-ethyl-n’(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC)등

모든 화학 약품은 Aldrich & Sigma에서 구입하였으며,

추가 정제 과정은 시행하지 않았다. 산화철 나노입자(γ

-Fe2O3)는 Aldrich에서 구입하였으며, 구입한 나노입자

크기는 5～25 ㎚이다. 21-bas pair 길이의 특정 배열의

DNA는 IDT(integrated DNA technologies)에서 구입하

였으며, 각각의 DNA 배열은 다음과 같다.

- Probe DNA 배열:

NH2-(CH2)6-5'-CCACGGACTACTTCAAAACTA-3'

SH-(CH2)6-5'-CCACGGACTACTTCAAAACTA-3'

- Target DNA 배열:

Cy5-(CH2)6-5'-TAGTTTTGAAGTAGTCCGTGG-3'

(상보적 DNA; complementary DNA),

Cy5-(CH2)6-5'-GATCGATCGATCGATCGATCG-3'

(비상보적 DNA; noncomplementary DNA)

2. 유기 분자를 이용한 산화철 나노입자 표면 개질

구입한 산화철 나노입자(γ-Fe2O3) 표면에 잔존하는

화학 물질등의 오염 물질을 제거하기 위하여 에탄올/헥

산 용액(2:1 vol. %)에 나노입자를 넣고 30분 동안 초음

파 처리를 하였다. 초음파 처리 후 분산된 나노입자를

수집하기 위하여 자석을 이용 나노입자를 용기에 고정

시킨 후 에탄올/헥산 용액과 분리시켰으며 순도를 높이

기 위해 이러한 과정을 3번 반복하여 실시하였다. 구입

한 산화철 나노입자의 세정공정이 끝나고 표면 처리를

위해 2종류의 기능성 유기물(DMSA, TPA)를 사용하였

다. DMSA를 이용한 산화철 나노입자 표면 개질 경우,

산화철 나노입자(10 ㎎)가 분산되어 있는 톨루엔

(toluene) 1㎖ 용액과 DMSA(10 ㎎)가 용해되어 있는

DMSO 1㎖용액을 혼합하고, 혼합한 용액을 20분 동안

초음파처리 후 24시간 동안 볼텍스 혼합 처리를 하였

다. 볼텍스 혼합 처리 후 자석을 이용하여 표면 처리된

산화철 나노입자를 혼합용액으로부터 수집 하였으며 잔

존하는 DMSA를 제거하기 위하여 에탄올 용액을 이용

하여 3회 세정하였다. 에탄올 용액을 이용한 산화철 나

노입자 세정 후 분산된 나노입자를 에탄올 용액으로부

터 수집하기 위하여 앞에서 언급한 것처럼 자석을 이용

하여 수집하였다. TPA를 이용하여 산화철 나노입자 표

면 개질은 산화철 나노입자(10 ㎎)가 분산되어 있는 톨

루엔 1㎖ 용액과 TPA(10 ㎎)가 용해되어 있는 DMF 1

㎖용액을 혼합하고, 혼합한 용액을 20분 동안 초음파처

리 후 24시간 동안 볼텍스 혼합 처리를 하였다. 볼텍스

혼합 처리 후 세정공정은 에탄올 용액을 이용하여

DMSA와 동일하게 진행하였으며 분산된 나노입자를

자석을 이용하여 혼합 용액으로부터 수집하였다.

3. DMSA 또는 TPA로 표면처리한 산화철 나노입자 

표면에 프로브 DNA고정 및 상보적/비상보적 

DNA hybridization

DMSA로 기능화된 산화철 나노입자에 프로브 DNA

를 고정하기 위하여 5'말단이 사이올기(-SH)로 처리된

프로브 DNA 20 μM 농도를 갖는 TE 버퍼(10 mM

Tris-HCl, 1mM EDTA and 1M NaCl) 용액에 DMSA

처리된 산화철 나노입자를 넣고 볼텍스 혼합 처리를 2

시간 동안 상온에서 진행하였다. 이 공정으로 프로브

DNA는 DMSA로 기능화된 산화철 나노입자 표면에 이

황화 결합(disulfide bonding)을 통해 그림 1(a)에서와

같이 결합한다. 프로브 DNA 고정 후 산화철 나노입자
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그림 1. DMSA(a)와 TPA(b)를 이용한 자성 산화철 나노

입자의 표면처리 및 표면처리한 산화철 나노입

자 표면에 DNA고정 및 hybridization

Fig. 1. Scheme of the surface moification of magnetic

iron oxide nanoparticles and the immobilization

and hybridization of DNA on the magnetic iron

oxide nanoparticles by using (a) DMSA and (b)

TPA.

표면에 물리적 흡착 및 잔존하는 프로브 DNA를 제거

하기 위하여 TE 버퍼 용액을 이용하여 3회 세정하였다.

산화철 나노입자 표면에 고정된 프로브 DNA와 상보적

/비상보적 배열을 갖고 있는 타게트 DNA를

hybridization하기 위해 형광 라벨(Cy5)이 있는 타게트

DNA 농도가 1 μM인 1 ㎖ TE 버퍼 용액에 프로브

DNA가 고정된 나노입자를 넣고 90분 동안 상온에서

볼텍스 혼합 처리하였다. 상보적/비상보적 타게트 DNA

의 hybridization 후 물리적 흡착 및 잔존하는 타게트

DNA를 제거하기 위하여 TE 버퍼 용액을 이용하여 3

회 세정하였다.

그림 1(b)에서와 같이 TPA로 기능화된 산화철 나노

입자에 프로브 DNA 고정 및 타게트 DNA

hybridization 공정은 DMSA 처리한 산화철 나노입자와

는 다르게 진행하였다. 먼저, 프로브 DNA를 TPA로 기

능화된 산화철 나노입자 표면에 고정하기 위하여 5' 말

단이 아민기(-NH2) 처리된 프로브 DNA를 사용하였으

며, TPA에 의해 카르복실기(-COOH)로 기능화된 산화

철 나노입자를 아민기 처리된 프로브 DNA 농도 20 μ

M인 3×SSC(sodium saline citrate) 버퍼 용액에 넣었

다. 이 과정에서 카르복실기와 아민기의 커플링 효율을

높이기 위해 0.1 M EDC와 0.4 M NHS를 용액에 넣고

볼텍스 혼합 처리를 2시간 동안 상온에서 진행하였다
[12]

. 이 공정으로 프로브 DNA는 TPA로 기능화된 산화

철 나노입자 표면에 아미드 결합(amide bonding)을 통

해 그림 1(b)에서와 같이 결합한다. 프로브 DNA 고정

후 나노입자 표면에 물리적 흡착 및 잔존하는 프로브

DNA를 제거하기 위하여 0.1% Tween20을 포함하고

있는 PBS(phosphate buffered saline) 버퍼 용액을 이용

하여 세정하였으며, SSC 버퍼 용액으로 3회 세정하였

다. TPA로 개질된 산화철 나노입자 표면에 고정된 프

로브 DNA와 상보적/비상보적 배열을 갖고 있는 타게

트 DNA를 hybridization하기 위해 형광 라벨(Cy5)이

있는 타게트 DNA 농도가 1 μM인 1 ㎖ SSC 버퍼 용액

에 프로브 DNA가 고정된 나노입자를 넣고 90분 동안

상온에서 볼텍스 혼합 처리하였다. 상보적/비상보적 타

게트 DNA hybridization 후 물리적 흡착 및 잔존하는

타게트 DNA를 제거하기 위하여 0.38 M SDS 버퍼 용

액을 이용하여 1회 세정하였으며, 이후 SSC 버퍼 용액

을 이용하여 3회 세정하였다.

4. Infrared spectroscopy와 confocal 

 microscopy

FT-IR(Fourier transform infrared spectroscopy) 스

펙트럼은 순수 산화철 나노입자, DMSA, DMSA로 개

질된 산화철 나노입자, TPA, TPA로 개질된 산화철 나

노입자를 대상으로 각각의 KBr 펠렛을 만들어 Bruker

optics IFS 66 v/S 진공 FT-IR 장비를 이용하여 측정

하였다. 상보적/비상보적 타게트 DNA hybridization에

따른 Cy5 형광 검출은 LIF confocal microscope(Leica

TCS SL, 633 ㎚ He-Ne 레이저) 장비를 이용하여 측정

하였다.

Ⅲ. 결과 및 토의 

그림 1은 각각의 유기 분자를 이용한 산화철 나노입

자 표면처리, 프로브 DNA 고정 및 타게트 DNA

hybridization 공정을 도시하고 있다. 그림 1에서와 같

이 DMSA는 2개의 카르복실기와 2개의 치올기를 가지

고 있으며, 카르복실기는 산화철 나노입자와 결합하고

치올기는 치올처리된 프로브 DNA와 결합한다. TPA는

para-benzene ring에 2개의 카르복실기를 가지고 있으

며, 1개의 카르복실기는 산화철 나노입자와 결합하고

(520)
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나머지 카르복실기는 아미노기를 갖는 프로브 DNA와

결합한다.

유기 분자와 산화철 나노입자 표면의 결합을 확인하

기 위하여 FT-IR을 이용하였다. 그림 2에는 산화철 나

노입자, TPA 처리된 산화철 나노입자, 그리고 TPA의

FT-IR 결과를 도시하였다. 그림 2(b)는 TPA의 FT-IR

특성을 나타내며, 표면처리 하지 않은 산화철 나노입자

의 경우 그림 2(a)에서와 같이 Fe-O 특성 피크가

700-449 ㎝
-1

에서 나타난다. TPA 처리한 산화철 나노

입자의 경우 그림 2(c)에 보인 것처럼 TPA 특성 C=O

피크가 1704 ㎝-1에서 나타나며 Fe-O 피크는 산화철 나

노입자와 동일하게 700-449 ㎝
-1

에서 나타난다. 또한,

TPA에 의해 표면 처리된 산화철 나노입자의 경우

TPA와 비교하여 그림 2(c)와 같이 이중 카르보닐 결합

(double carbonyl bonding)에 의해 대칭 COO
-
피크가

1590㎝
-1

에서 나타나며, 비대칭 COO
-
피크가 1400㎝

-1

에서 나타나는 것을 알 수 있다. 이러한 특성 피크를 통

해 TPA가 산화철 나노입자 표면과 결합하여 산화철

나노입자 표면에 카르복실기가 존재하고 있다는 것을

확인할 수 있었다.

DMSA 처리한 산화철 나노입자의 FT-IR 특성을 그

림 3에 도시하였다. DMSA 처리한 산화철 나노입자(그

림 3(c))의 경우 표면처리 하지 않은 산화철 나노입자

(그림 3(a))와 비교하여 C=O, COO
-
(대칭), COO

-
(비대

칭) 피크가 1704 ㎝
-1

, 1624 ㎝
-1

, 1430 ㎝
-1

에서 각각 보

이는 것을 알 수 있다. 그리고 Fe-O 피크는 표면처리

그림 2. Aldrich에서 구입한 산화철 나노입자, TPA, TPA

처리한 산화철 나노입자의 FT-IR 스펙트럼

Fig. 2. FT-IR spectra of magnetic iron oxide

nanoparticles purchased from Aldrich, TPA, and

TPA-coated magnetic iron oxide nanoparticles.

하지 않은 산화철 나노입자와 동일하게 700-449 ㎝
-1

에

나타난다. DMSA의 경우(그림 3(b)) S-H 피크가 2553

㎝
-1

에서 미세하게 나타나지만, DMSA 처리된 산화철

나노 입자에서는 그 피크가 나타나지 않는다. 이는

S-H 특성 피크 자체가 FR-IR에서 매우 약한 피크이고

또한 산화철 나노입자 표면에 결합한 DMSA양이 아주

미량이어서 S-H 피크가 나타나지 않는 것으로 판단된

다. 그러나 DMSA로 표면처리한 산화철 나노입자의 경

우 표면처리 하지 않은 산화철 나노입자에서 볼 수 없

는 여러 DMSA 특성 피크가 보이므로 DMSA 표면처

리 공정에 의해 산화철 나노입자 표면이 기능화 되었음

을 알 수 있다.

산화철 나노입자를 이용 특정 DNA의 hybridization

을 검출하기 위하여 21-base pair의 프로브 DNA를

DMSA 및 TPA로 표면처리한 산화철 나노입자에 고정

하였다. TPA 및 DMSA 처리한 산화철 나노입자 표면

에 프로브 DNA를 고정하기 위해 5' 말단이 각각 다른

기능기로 처리된 2종류의 프로브 DNA를 이용하였다.

그림 1에서와 같이 5' 말단이 아민기(-NH2)로 처리된

프로브 DNA는 TPA 처리한 산화철 나노입자 표면의

카르복실기와 아미데 결합(amide bonding)으로 고정하

였고, 5' 말단이 사이올기(-SH)로 처리된 프로브 DNA

는 DMSA 처리한 산화철 나노입자 표면에 이황화 결합

(disulfide bonding)을 통해 산화철 나노입자 표면에 고

정하였다.

그림 3. Aldrich에서 구입한 산화철 나노입자, DMSA,

DMSA처리한 산화철 나노입자의 FT-IR 스펙트

럼

Fig. 3. FT-IR spectra of magnetic iron oxide

nanoparticles purchased from Aldrich, DMSA,

and DMSA-coated magnetic iron oxide

nanoparticles.
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그림 4. Confocal microscopy를 이용 TPA 처리한 산화

철 나노입자 표면의 DNA hybridization 검출 이

미지 (a)상보적 DNA, (b) 비상보적 DNA, DMSA

처리한 산화철 나노입자 표면의 DNA

hybridization 검출 이미지 (c) 상보적, (d) 비상보

적 DNA

Fig. 4. Confocal microscopy images of DNA hybridized

on TPA-treated magnetic iron oxide

nanoparticles with (a) complementary and (b)

noncomplementary and DMSA-treated magnetic

iron oxide nanoparticles with (c) complementary

and (d) noncomplementary target DNA.

산화철 나노입자 표면에 고정된 프로브 DNA와

hybridization하는 타게트 DNA는 프로브 DNA와 배열

이 상보적인 DNA와 비상보적인 DNA를 이용하여 각

각의 특성을 비교하였다. 각각의 상보적, 비상보적 타게

트 DNA의 5' 말단에는 형광 라벨(Cy5)이 붙어 있어

hybridization 처리 후 프로브 DNA와 타게트 DNA의

hybridization 유무를 confocal microscopy를 이용하여

검출 가능하게 하였다.

그림 4는 각각의 산화철 나노입자 표면에 고정된 프

로브 DNA와 상보적 및 비상보적 타게트 DNA와의

hybridization 결과를 나타내고 있다. 상보적 타게트

DNA 경우 TPA 처리된 산화철 나노입자 표면(그림

4(a))에 고정된 프로브 DNA 또는 DMSA 처리된 산화

철 나노입자 표면(그림 4(c))에 고정된 프로브 DNA와

hybridization이 진행되어 프로브 DNA가 상보적 타게

트 DNA와 이중나선 구조를 이루며 타게트 DNA의 5'

말단에 고정된 Cy5 형광물질에 의해 confocal

microscopy 영상에 강한 점 형태의 빛(그림 4(a, c))을

나타낸다. 이와 반대로 비상보적 DNA의 경우 표면처리

를 TPA(그림 4(b)), 또는 DMSA(그림 4(d))와는 무관

하게 프로브 DNA와 타게트 DNA 사이 hybridization이

발생하지 않아 5' 말단에 형광물질(Cy5)이 부착된 타게

트 DNA가 산화철 나노입자 표면에 없어 confocal

microscopy 영상에 아무 것도 나타나지 않았다. 또한,

비상보적 타게트 DNA의 경우 confocal microscopy의

형광 영상(그림 4(b), 4(d))이 보이지 않는 것으로 보아

각각의 물질로 표면처리한 산화철 나노입자 표면의 비

상보적 타게트 DNA의 물리적 흡착이 무시할 수준인

것으로 판단된다.

이러한 결과를 통해 본 논문에서는 DMSA, TPA로

표면처리한 산화철 나노입자를 이용하여 상보적 및 비

상보적 DNA의 hybridization 검출이 가능하다는 것을

규명하였다. TPA 및 DMSA를 이용한 산화철 나노입자

표면처리 방법은 매우 효과적이며 각각의 물질로 표면

처리된 산화철 나노입자를 이용한 상보적, 비상보적

DNA의 hybridization 검출은 매우 교과적임을 규명하

였다.

Ⅳ. 결  론 

산화철 나노입자 표면처리는 나노입자를 이용, 특정

바이오물질을 검출하는 바이오센서 분야에 활용하기 위

하여 매우 중요하다. 본 논문에서 사용한 TPA, DMSA

는 나노입자 표면을 카르복실기 또는 치올기로 기능화

할 수 있으며, 이를 통해 나노입자 표면에 DNA등의 바

이오 물질을 고정할 수 있어 산화철 나노입자를 바이오

센서 분야에 활용할 수 있다. 또한, 이러한 표면 처리

방법은 공정이 복잡하지 않고, 경제적이어서 그 활용성

이 높을 것으로 예상된다.

향후, 이러한 산화철 나노입자를 이용하여 본 논문에

서는 다루지 못한 SNP(single-nucleotide polymorphism)

검출관련 연구를 진행할 예정이며, 이를 바탕으로 산화

철 나노입자를 이용한 유전질환 진단을 위한 DNA센서

등에 활용이 가능할 것으로 예상된다. 또한, 본 논문에

서는 산화철 나노입자가 갖고 있는 자성 특성을 세정

및 분리 공정에 활용하였지만, 추후 산화철 나노입자

자성과 GMR(giant magnetoresistance) 센서를 이용하

여 라벨-프리형 바이오센서 개발을 시도할 예정이다.
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