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서 론

최근 나노기술의 발전으로 이를 이용한 관련 연구와 산업

이 큰 활기를 띠고 있다. 나노입자와 관련한 나노기술의 빠

른 성장은 금속성 혹은 자성의 물질을 수 나노미터 혹은 그

이하로 합성하는 것을 가능하게 하였다. 나노입자는 광범위

한 적용가능성 때문에 의생물학 분야에서 세포 표식 및 표

적화, 조직공학, 약물전달 및 약물 표적화, 자성 약물의 표적

화, 자기공명 이미징, 분자생물학적 분석 등을 위한 목적에
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ABSTRACT

The possibility of nanoparticles (NPs) in biotechnology had been discussed by biomedical investigators. Here we report

to suggest a solution and problems when using electron microscopy to determine the distribution of quantum dots (QDs)

nanoparticles that penetrate skin. The results of this study showed that NPs were able to penetrate stratum corneum (SC)

and sebocyte via hair follicle. However, we have found artifacts such as nanoparticles that are produced from combination

of free fatty acid and osmium tetroxide during specimen preparation. It is usually difficult to identify NPs. Therefore, we

tried to resolve these problems by comparing the cross-correlation image pattern that are derived from the images of sample

that had been processed differently. This method can contribute to more accurate interpretation and minimal errors during

the analysis using quantum dot as tracer.
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사용 되고 있다(Penn et al., 2003; Gupta, 2005; Neuberger et

al., 2005). 지금까지 이러한 나노물질들의 독성학적 그리고

환경적인 영향이 충분히 알려져 있지 않은 상황에서 우리는

새로운 물질들을 안전하게 사용하기 위해 나노입자들의 수

명, 인체 노출경로, 나노입자가 체내에 미치는 영향, 노동자

들의 위험요소 등과 같이 환경과 건강에 대한 보다 많은 이

해가 요구 될 것이다(Dreher, 2004; Hoet et al., 2004; Ober-

dorster et al., 2005; Gwinn & Vallyathan, 2006; Nel et al., 2006;

Nasterlack et al., 2008).

나노입자의 체내 흡수 경로는 일반적으로 호흡기, 피부, 소

화기뿐만 아니라 의도된 주사제 혹은 약물전달시스템을 이

용한 삽입제 등을 통해 유입되는 것으로 알려져 있다(Bianco

et al., 2005; Lademann et al., 2007; Chen & Schluesener, 2008).

특히 피부는 신체 중량의 10% 이상을 차지하는 거대한 기

관으로 외부의 환경에 항시 노출되어 있어 외부의 유해한

환경으로부터 인체를 보호하는 역할 뿐만 아니라 항상성 기

작과 각종 대사 및 다양한 물질 합성 등의 매우 중요한 역

할을 수행하고 있다(Matteo et al., 2009). 외부물질이 피부를

통해 침투되는 경로는 현재까지 4가지의 경로가 있다고 알

려져 있으며, 이는 각질층 사이의 공간, 각질의 직접적인 통

과 그리고 피부 부속기의 두 가지 경로인 모공과 한선이

다(Scheuplein, 1967). 이러한 연구들의 일환으로 경피를 통

한 약물의 흡수 경로를 밝히기 위해 금속성 나노입자를 이용

한 분석법이 관심을 받고 있다. 이는 특정한 나노입자가 경

피로 흡수되는 경로를 마이크로 혹은 나노 미터의 범위에

서 가시화 시켜줄 수 있는 특징들을 갖기 때문이다. 최근

관련 연구들에서 나노 크기의 양자점(quantum dots), 산화

철(iron oxide) 등을 추적자(tracer)로 이용하는 사례를 많이

볼 수 있다(Paliwal et al., 2006).

금속성 나노입자를 이용한 대부분의 연구들은 형광현미경

또는 전자현미경을 이용하여 분석을 하게 된다. 이때 우리는

전자현미경 상에 나타난 입자들이 의도된 나노입자인지 시

편준비과정에서 발생한 인공물인지를 명확히 구분해야 할

필요가 있다. 왜냐하면 생물시료의 경우 전자현미경 전처리

과정에서 대부분 오스뮴산(osmium tetroxide)을 이용한 후

고정 과정을 거치게 된다. 하나의 오스뮴산은 2개의 지질과

1차적인 결합 반응에 의해 조직의 구조를 2차 고정하는 역

할을 한다. 그것은 불포화 지방산이 오스뮴산에 의해 산화되

는 것으로 이해할 수 있으며, 오스뮴산은 검정색의 금속성 오

스뮴으로 환원된다. 이렇게 환원된 중금속은 생물조직에 전

자밀도를 높여 명암을 증가시켜 준다(Bozzola & Russell,

1998). 그러므로 세포 혹은 조직 내에 존재하는 불포화 지방

산과 같은 분자들과 강한 결합을 형성하여 전자밀도가 높은

오스뮴산의 침착물을 형성할 가능성이 높아 나노입자로 오

인하거나 나노입자들과 중복을 일으켜 의도한 나노입자의 정

확한 위치 추적을 어렵게 만든다.

그래서 이번 연구를 통해 금속성 나노입자가 실험동물의

피부로 흡수되는 경로를 투과전자현미경으로 추적하면서 나

타나는 문제점들과 해석에 있어 오인할 수 있는 점을 분석

하고, 이를 해결하기 위한 방법을 제시해 보고자 하였다.

재료 및 방법

본 실험에서 사용한 동물은 생후 5주령의 암컷 생쥐

(C57BL/6)로 (주)대한바이오링크 (충북, 대한민국)에서 공급

받아 온도 22±2�C, 상대습도 40~60% 사이의 사육조건에

서 3일 동안 동일한 표준 사료와 수분을 공급하고 안정시

킨 후 실험에 사용하였다.

경피침투 경로를 추적하기 위해 에테르로 마취된 생쥐의

등부분을 Clipper (#78005-140, Oster, USA)를 이용하여 털을

깎은 다음 평균 3.3 nm 크기의 양자점(Ca#694649, Sigma-

aldeich, USA) 용액을 올레산(oleic acid)과 1 : 1로 혼합하여

각각 1분, 5분, 30분, 1시간, 6시간, 24시간 동안 피부도포 하

였다. 투과전자현미경 분석을 위하여 실험부위를 0.5 mm×

2.0 mm 크기로 세절하고, 2.5% glutaraldehyde-2% parafor-

maldehyde (in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4)로 4�C 상에서

두 시간 동안 전고정 후 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4)로

5분간 3회 세척 하고, 1% OsO4 (in 0.1 M phosphate buffer,

pH 7.4) (Ca#19100, EMS, USA)로 암조건 하에서 2시간 동

안 후고정 하였다. 모든 고정이 끝난 시료는 0.1 M phosphate

buffer로 5분간 3회 세척 후, 에탄올 농도 상승 순으로 탈수

과정을 거쳐, propylene oxide (Ca#20401, EMS, USA)로 치

환하고 Epon812 mixture (Ca#14900, EMS, USA)로 포매한

후, 60�C에서 48시간 동안 열 중합 하였다. 블록은 초박절

기(Ultracut UCT, Leica, Germany)를 이용하여 1 μm의 박절

편을 만들어 toluidine blue (Ca#22050, EMS, USA)로 염색

후 광학현미경 상에서 관찰하고, 60 nm의 초박절편을 만든

후, 조직 내에 침투한 나노입자를 관찰하기 위해 통상적인

이중염색과정을 생략하고 투과전자현미경(H-7600, Hitachi,

Japan)으로 가속전압 80 kV 상에서 관찰하였다. 또한 조직

내의 나노입자 형태의 침착물 성분을 분석하기 위해서 X선

에너지 분광분석기(EDX, Horiba, England)를 이용하여 정

성 분석을 시행하였다.

결 과

1. 피부로 침투된 양자점 나노입자와 오스뮴산 침착물의

전자현미경 분석

우리는 양자점 나노입자를 생쥐의 배부에 도포하여 이들

이 피부를 통해 침투되는 양상을 오스뮴산 후고정 단계를
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포함한 일반적인 전처리 과정을 거쳐 관찰하였다. 전자밀도

가 높은 나노입자를 조직 내에서 구분하기 위해 이중염색

을 생략한 결과 Fig. 1에서 보는 것처럼 각질층 최외각의 각

질세포 간 공간(b), 모피지관 내부(c), 피지세포의 세포질 내

부(d), 지방세포의 세포질 내부(e) 등에서 양자점으로 보이

는 나노입자를 관찰할 수 있었다. 이번 실험에 사용한 양자

점은 3~4 nm 크기를 갖고 있으며, 조직 내에서 관찰 할 수

있는 또 다른 나노크기의 침착물들과는 쉽게 구별이 되지

않거나, 또는 섞여 있어 구분이 쉽지 않다. 따라서, 오스뮴산

처리과정에 의해 나타난 나노입자 침착물이 인공형성물인

지를 확인하기 위하여 이미지의 비교 분석을 수행하였다.

2. 피부 부위별 나노입자의 침투 양상 분석

1) 각질층및모공

이처럼 양자점과 세포 내에서 발견되는 나노크기의 침착

물들을 구별하기 위해 우리는 통상적인 투과전자현미경 전

처리에 사용되는 오스뮴산을 처리하지 않고, 양자점이 침투

되었을 가능성이 있는 각질세포와 모낭 부분을 관찰하였다.

Figs. 2, 3에서 보는 것처럼 좌측의 사진은 전자현미경으로

관찰하기 위한 부분을 참고하기 위해 톨루이딘 블루로 염색

된 피부조직의 광학현미경 사진이며 사진 속의 검은색 상자

로 표시된 부분은 우측의 전자현미경 사진상의 위치를 나타

내기 위해 편의상 표기 하였다. 양자점을 도포하지 않고, 오

스뮴산을 조직 전처리 과정에서 생략하여 관찰한 사진(OsO4

free)에서는 어떠한 나노입자도 관찰할 수 없으며, 양자점을

도포하지 않고, 오스뮴산의 처리 과정을 거친 후 관찰한 사

진(Only OsO4)에서 세포의 형태는 명확히 관찰되나 나노입

자는 관찰 할 수 없었다. 하지만 양자점을 도포하고 오스뮴

산을 처리하지 않은 사진(OsO4 free++QDs)에서는 나노입자

(arrows)가 각질층 사이의 지질공간(Fig. 2)과 모낭의 큐티

클 사이 공간(Fig. 3)으로 침투되어 있음을 확인하였다. 또한

양자점을 도포하고, 오스뮴산 처리 과정을 거쳐 관찰한 사

진(OsO4++QDs)에서도 각질층, 모낭에서 OsO4 free++QDs군

과 동일한 양상으로 양자점이 침투되어 있음을 관찰하였다.

2) 지방세포와피지세포

반면 Fig. 4에서 보는 것처럼 지방세포(Fig. 4)의 내부에서

관찰되는 나노입자들은 양자점이 아님을 확인할 수 있다.

이는 사진에서 동일 위치의 각기 다른 처리 조건을 비교해

서 알 수 있듯이 양자점을 도포하고 오스뮴산 전처리를 생

략한 사진(OsO4 free++QDs)에서 나노입자가 발견되지 않은

점으로 보아 오스뮴산을 처리한 군(Only OsO4, OsO4++QDs)

에서 발견된 나노입자들은 양자점이 아님을 판별할 수 있다.

하지만 Fig. 5에서 보이는 피지세포의 경우 양자점을 도포

하고 오스뮴산 전처리를 생략한 사진(OsO4 free++QDs)과 양

자점을 도포하지 않고 오스뮴산을 처리한 군(Only OsO4)에

서 동시에 나노입자들이 관찰되는 것은 양자점이 실제 침투

Fig. 1. Assessment of penetration of quantum dots in topical application treated skin with transmission electron microscopy. (a) The light micro-
scopic image on the left shows each part in skin with the lower magnification. Nano-sized particles (electron-dense spots) were observed in electron
micrograph in stratum corneum (b), pilosebaceous duct (c), sebocyte (d) and adipocyte (e). sc: stratum corneum, ld: lipid droplet, cf: collagen fiber,
mt: mitochondria. Scale bar==1 μm.
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Fig. 2. Transmission electron micrographs of stratum corneum (SC) after topical application of quantum dots for 5 minute. Open arrows in micro-
graph shows that QDs are uniformly distributed in localized pockets of the extracellular domains of the SC. TEM images confirmed the presence
of QDs within intercellular spaces of the SC seen as an electron-dense region in the image (OsO4 free++QDs, OsO4++QDs). OsO4 free : No treatment
with quantum dot and OsO4, Only OsO4 : Treatment with only OsO4, OsO4 free++QDs : Treatment with only quantum dots, OsO4++QDs : Treatment
with quantum dots and OsO4, sc: stratum corneum. Scale bar==1 μm.

Fig. 3. Transmission electron micrographs of hair follicle after topical application of quantum dots for 5 minute. Open arrows in micrograph shows
that QDs are uniformly distributed in localized pockets of the intercellular domains between hair shaft (hs) and inner root sheath (irs). TEM images
confirmed the presence of QDs within intercellular spaces between hair shaft and inner root sheath seen as an electron-dense region in the image
(OsO4 free++QDs, OsO4++QDs). OsO4 free : No treatment with quantum dot and OsO4, Only OsO4 : Treatment with only OsO4, OsO4 free++QDs :
Treatment with only quantum dots, OsO4++QDs : Treatment with quantum dots and OsO4, hs: hair shaft, irs: inner root sheath. Scale bar==1 μm.
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Fig. 4. Transmission electron micrographs of adipocyte in subcutaneous fat layer after topical application of quantum dots for 5 minute. Closed
arrows in micrograph shows that nano-sized osmium compounds are uniformly distributed in localized pockets of the intracellular domains of the
adipocyte. TEM images confirmed the absense of QDs within intercellular spaces of adipocyte in the image (OsO4 free++QDs). OsO4 free : No
treatment with quantum dot and OsO4, Only OsO4 : Treatment with only OsO4, OsO4 free++QDs : Treatment with only quantum dots, OsO4++QDs :
Treatment with quantum dots and OsO4, ld: lipid droplet, cf: collagen fiber. Scale bar==1 μm.

Fig. 5. Transmission electron micrographs of sebocyte in dermis after topical application of quantum dots for 30 minute. Closed arrows and open
arrows in micrograph shows that mixed nano-sized osmium compounds and QDs are uniformly distributed in localized pockets of the intracellular
domains of the sebocyte. TEM images confirmed the presence of both osmium compounds and QDs within intracellular spaces of sebocyte in the
image (OsO4++QDs). OsO4 free : No treatment with quantum dot and OsO4, Only OsO4 : Treatment with only OsO4, OsO4 free++QDs : Treatment
with only quantum dots, OsO4++QDs : Treatment with quantum dots and OsO4, ld: lipid droplet, nu: nucleus. Scale bar==1 μm.



하였으나 오스뮴산에 의한 침착물과 중복되어 관찰된다는

것(OsO4++QDs)을 확인할 수 있다.

3) 지방세포와피지세포에서의나노인공형성물

이처럼 양자점이 아닌 나노입자들이 일부 세포내에서 발

견 되는 것은 오스뮴산 처리 과정에 의한 세포 내 침착물임

을 비교사진을 통하여 확인 할 수 있었다. 즉 양자점을 도포

하지 않음에도 불구하고 세포 내 나노 입자가 관찰된 지방

세포와 피지세포(Figs. 4, 5)의 공통점은 오스뮴산을 처리한

군의 사진(Only OsO4)에서 전자밀도가 높은 나노입자들이

관찰 되었는데, 이 두 세포 모두 세포질 내에 불포화 지방

산의 함유가 높은 세포들이라는 것이다. 또한 TEM상에서

EDX분석을 통하여 양자점를 도포하지 않은 실험군에서 관

찰되는 나노입자가 대부분 오스뮴 성분으로 구성되어 있음

을 확인 하였다(Fig. 6).

고 찰

우리는 이번 연구를 통하여 피부에 도포한 양자점 나노입

자는 피부 손상이 없는 정상의 동물모델에서 최외각의 각질

층으로부터 2~3층 깊이까지 각질세포 사이의 지질 공간을

통해 침투되며, 모공을 통해 피지세포의 세포질 내부까지 침

투됨을 관찰하였다. 이는 기존의 연구자들에 의해 밝혀져 있

는 나노입자의 경피 흡수에 대한 결과와도 일치되는 부분이

었다. 하지만 우리는 나노입자를 이용한 피부침투 실험에서

나타나는 문제점과 이를 효과적으로 해결할 수 있는 방법

론적인 결과를 제시 하는데 초점을 두었다.

생체 조직에서 나노입자를 이용한 침투 연구 시 발생할

수 있는 문제점은 침투되는 조직의 부위에 따라 의도하지

않은 인공산물이 생성된다라는 점이다. 이러한 인공산물이

의도적으로 침투시키고자 하는 나노입자와의 명확한 구분

이 어려울 경우 결과 해석에 있어 오류를 범하거나 데이터

의 오차를 발생시키는 원인이 될 수 있다. 이번 연구 과정 중

양자점 나노입자를 도포하지 않은 대조군에서 지방세포와

피지세포 등 자유지방산의 함량이 높은 세포 내부에 전자밀

도가 높은 나노입자들이 관찰되는 것을 발견하고 (Fig. 1), 이

러한 나노입자가 세포 내 존재하는 자유 지방산이 시료 전

처리 과정에서 오스뮴산의 결합에 의해 나타날 수 있다는 점

을 문헌을 통해(Frasca et al., 1965; Bozzola & Russell, 1998;

Dalila et al., 2009) 인지하고, EDX 분석을 통하여 실제 오스

뮴산에 의한 결합물임을 확인 할 수 있었다(Fig. 6).

피부로 침투된 양자점 나노입자와 오스뮴산 처리에 의해

생성된 나노입자를 명확히 구분하기 위해 양자점과 오스뮴

산 모두 처리하지 않은 군, 양자점 도포 없이 오스뮴산을 처

리한 군, 양자점 도포 후 오스뮴산 처리 과정을 생략한 군,

양자점과 오스뮴산 모두 처리한 군의 4가지 처리 방법에 의

한 동일 부위를 비교 하므로 실제 침투된 양자점 나노입자

의 진위를 판별하고 분포를 확인하였다.

이러한 방법을 이용하면 Biancamaria et al. (2007)의 연구

에서처럼 침투된 나노입자를 성분분석법에 의존하지 않고서

도 의도한 나노입자의 피부침투 유무와 위치를 정확히 구

분해 낼 수 있으며, Paliwal et al. (2006)의 연구에서 처럼 나

노입자의 침투 양상을 표피의 각질층과 과립층에 한정하지

않고 보다 다양한 영역에서의 침투 유무를 검증해 볼 수도

있을 것이다.

나노산업의 발달은 이를 이용한 응용 연구 분야의 발전을

가속화 시켜가고, 나노입자를 이용한 다양한 연구들이 진행

될 수 있는 기반을 만들어 가고 있다. 이번 연구의 결과는

나노입자를 이용한 경피흡수 연구뿐만 아니라 이를 이용한

다양한 응용연구에서 보다 신뢰성 있고 정확한 전자현미경

적 분석 결과를 얻기 위한 방법론적인 측면에서 매우 유용

하게 활용 될 수 있을 것으로 사료된다.
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⁄국문초록¤

나노입자의 가능성은 의생물학 분야의 연구자들에 의해 열띤

토론이 되어지고 있다. 우리는 일종의 추적자인 양자점(quantum

dots)을 이용하여 피부로 침투된 나노입자의 분포를 전자현미경

으로 확인하는 과정에서 나타나는 문제점과 이를 해결하기 위한

방법을 제안해 보고자 하였다. 나노입자는 피부의 각질층과 모공

을 통한 일부 피지세포 내부까지 침투되는 것을 확인하였다. 이

과정에서 오스뮴산이 세포 내 지방산과의 결합에 의해 나노입자

형태의 축적물이 생성되는 것을 확인할 수 있었고, 이것은 의도

한 나노입자(양자점)의 분포를 확인하는데 간섭을 주는 요인이

되는 문제점을 발견하였다. 이를 해결하기 위해, 양자점과 오스

뮴산을 달리 처리하는 방법을 통하여 각각의 사진에서 나타나는

나노입자의 진위 여부를 비교하므로 의도한 나노입자의 정확한

분포를 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 의생물 분야에서 생체

내 나노입자의 분포를 확인하기 위한 연구 시 오차를 감소시키

고, 보다 정확한 분석을 제공할 수 있을 것으로 기대해 본다.


