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서 론

일반적으로 나노입자는 입경 100 nm 이하의 초

미세입자(Ultrafine particle)를 말한다. 어떤 물질이

그 크기가 분자 또는 원자 수준으로 작아지게 되

면 원재료의 물리화학적 성질과는 전혀 다른 새로

운 성질이 나타나는데 이를 이용하면 다양한 용도

의 신소재를 개발할 수 있게 된다. 나노산업의 발

전과 더불어 나노입자의 독성연구도 활발히 수행

되고 있는데 나노물질의 독성발현과 관련하여서는

원료성분의 화학적 특성에 의한 것이라기 보다는

물리적 특성에 의해 발현된다는 가설이 지배적이

다(Oberdorster et al., 2005). 탄소 나노물질의 경우,

원료성분은 화학적으로 모두 탄소이지만 입자, 막

, 튜브, 구형 등 다양한 형태로 존재하며 존재형

태에 따라 다양한 물리적 성질이 발현된다. 따라서

이들 물질이 생체에 노출될 경우에도 물리적 특성

에 따라 서로 다른 생체반응이 나타날 것으로 추

정된다(Oberdoster, 2004). 구리, 카드뮴, 은, 티타늄,

금, 알루미늄, 아연 등의 금속 성분도 그 크기가 나

노수준으로 작아지게 되면 크기에 따라 서로 다른

파장의 형광을 방출하게 되는 등 다양한 물리적

특성을 갖게 된다. 동일한 화학성분의 금속성분이

라 할 지라도 입자크기에 따라 다르게 나타나는
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ABSTRACT

Nanomaterials have been used to create unique devices at the nanoscale level. However, the toxicities of

nanomaterials have not been fully tested and the risk of nanomaterials has been raised as an emerging issue in

these days. In this study, the cytotoxicity of silver nanoparticles was tested using cultured mouse leydig cells.

As results, silver nanoparticles showed cytotoxicity with the generation of reactive oxygen species (ROS). With

the increased level of ROS, intracellular glutathione level was decreased. DNA fragmentation and caspase-3

activation suggested the apoptotic mechanism of cell death in leydig cells treated with silver nanoparticles. 
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물리적 성질이 생체반응을 결정할 것이라는 의견

이 지배적이다(Bhattacharya et al., 2006; Danscher

and Stoltenberg, 2006; Cho et al., 2007; Pierrat et al.,

2007). 

본질적으로 나노물질의 새롭고 다양한 특성은

지금까지 알려지지 않은 새로운 생체반응을 유도

할 수 있으며, 이로 인해 최근에는 나노물질의 인

체독성과 환경에 미치는 잠재적 위해성이 독성학

분야의 새로운 이슈로 등장하게 되었다 (Park,

2005). 나노물질의 독성과 관련한 연구논문은 2005

년 이후 급격히 빠른 속도로 발표되고 있다. 나노

물질이 폐포를 통과하여 혈관계로 쉽게 유입되며,

여러 조직으로 분포될 뿐만 아니라 이들 조직에서

활성산소를 생성시키거나 염증반응을 유발하기도

한다는 연구결과가 발표된 바 있다. 또한 기관지에

침적시킨 탄소나노튜브가 폐포내 이물질 반응에

의한 염증성 결절(육아종, granuloma)을 생성하는

것이 알려지는 등 독성반응에 한 연구결과가 다

양하게 보고되고 있다(Braydich-Stolle et al., 2005;

Holsapple et al., 2005; Hussain et al., 2005; Ober-

dorster et al., 2005; Thomas and Sayre, 2005). 이와

함께 나노물질의 생체노출에 관한 연구결과도 보

고되고 있는데 나노물질의 노출경로별 흡수, 사,

분포 및 배설에 관한 연구는 내적용량 산정과 관련

하여 인체위해성평가에 매우 중요한 정보를 제공하

고 있다 (Chen et al., 2003; Al-Jamal et al., 2006;

Elder et al., 2006; Peters et al., 2006; Lee et al.,

2007). 

최근 은나노 입자에 한 산업적 응용이 증가하

고 있는데 은은 예로부터 사진, 보석, 배터리, 전기

제품 등에 사용되어 왔다. 특히, 이미 오래 전부터

항균력이 인정되어 의약품으로 사용되어 왔으며

현재에도 화상치료제 성분으로 광범위하게 사용되

고 있다. 의약품으로서의 질산은 (AgNO3)에 한

독성은 이미 오래 전부터 연구된 바 있으며 피부

도포제로서의 은 제제는 상 적으로 독성이 높지

않은 것으로 평가되어 왔다. 그러나 최근 입자형태

의 은나노 물질의 산업적 용도가 증가하면서 은나

노 물질 물리적 특성에 따른 독성연구가 매우 심

도있게 연구되고 있다(Hollinger, 1996; Drake and

Hazelwood, 2005; Soto et al., 2006). 은을 소재로한

나노물질의 제조 및 이의 특성을 이용한 산업적

응용이 증가하자 미국 등 환경선진국에서는 은의

살균소자를 사용하는 제조업체들은 자신이 생산한

나노물질이 환경 및 인체에 악 향을 주지 않는다

는 과학적인 증거를 제공해야 한다는 분위기가 고

조되고 있다. 이와 같은 결정은 은나노의 잠재적

위험성에 한 결론이 아직까지 충분하지 않다는

것을 의미하며 이와 같은 분위기는 최종적으로 살

균과 항균의 목적으로 은나노를 사용하는 세탁기

나 공기청정기 등 산업계에 향을 미치게 될 것

이다. 이와 같이 나노입자에 의한 환경 및 인체 유

해성에 한 논란은 더 이상 과학자들의 관심사에

만 머무르지 않고, 산업 경제적인 측면으로까지 떠

오르고 있다는 사실은 그 시사하는 바가 크다. 

본 연구에서는 최근 논란의 상이 되고 있는 은

나노 입자의 독성과 관련하여 우선 테스토스테론

을 생산하는 레이디히세포 (leydig cell)에 미치는

은나노 물질의 세포독성을 평가하 다. 아울러 세

포독성과 산화적 스트레스와의 관련성을 연구하고

자 하 다.

재료 및 방법

1. 은나노입자 처리 및 세포독성시험

은나노입자(150 nm)는 (주)나노기술( 전, 한국)

으로부터 구입하 다. 은나노입자 일정량을 배양배

지에 넣은 후 사용직전에 초음파 처리한 후 세포

에 투입하 다. 마우스의 leydig cell에서 유래한

TM3 cell line을 한국세포주은행에서 분양 받아

10%FBS (Fetal Bovine Serum)와 1% penicillin-strep-

tomycin을 함유하는 RPMI 배지를 이용하여 CO2

배양기에서 계 배양하 다. 계 배양한 TM3

cell을 트립신으로 처리하여 회수한 후 FBS-free

media로 2회 세척하고 96 well plates에 분주하여

37�C, 5% CO2 배양기에서 24시간 동안 부착시켰

다. 은나노 입자를 각 농도별로 처리하고 각각 24,

48, 72, 96시간씩 노출시킨 후 2 mg/mL의 MTT(3-

[4, 5-dimethylthiazol-2-yl] -2, 5-diphenyl tetrazolium

bromide)용액을 well당 40µL씩 넣어 배양기내에

서 4시간 정도 반응시켰다. platet상에 존재하는 상

등액을 제거하고 DMSO (Dimethyl Sulfoxide)를

well당 150µL씩 넣어 준 후 30분 정도 가볍게 흔

들어 주고 540 nm에서 흡광도를 측정하 다. 각 농

도당 4 well씩 3회 이상 시험하 으며 각각의 O.D
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값을 조군의 O.D값과 비교하여 백분율로 표시하

다(Hsiao et al., 2000; Choi et al., 2004).

2. ROS 측정

세포내의 ROS측정을 위해 세포를 12 well plate

에 분주한 후 24시간 동안 부착시키고 은나노 입

자를 각 농도별, 시간별로 처리하고 PBS (Phosphate

Buffered Saline)로 세척한 후 DCFH-DA (2′, 7′-
dichlorofluorescein diacetate)를 가하여 37�C에서

30분 동안 반응시켰다. 다시 PBS로 세척한 후 1 M

NaOH를 well당 400µL씩 넣어 세포를 분해시키고

일정량을 96 well black plate으로 옮겨 480 nm (Ex.)

및 530 nm (Em.)에서 형광을 측정한 후 단백질(µg)

당 흡광도를 조군의 백분율로 나타내었다. ROS

의 생성 세포에 한 형광이미지 제작을 위해서는

8 chamber slide에 TM3 cell을 2×103 cells로 분주

하고 은나노 입자를 처리하여 24시간 동안 부착시

킨 후 DCFH-DA를 37�C에서 30분 동안 반응시켰

다. PBS로 세척한 후 형광현미경으로 관찰하 다

(Elbekai and El-kadi, 2005; Fotakis et al., 2005; Park

and Park, 2006). 

3. GSH 측정

세포내의 환원형 루타치온의 감소는 ortho-

phthaldialdehyde를 기질로 이용하여 측정되었다.

간략히 설명하면, 먼저 세포를 6 well plate에 분주

한 후 24시간 동안 부착시켰다. 은나노 입자를 각

농도별, 시간별로 처리한 후 트립신으로 처리하여

세포를 회수하 으며 PBS로 1회 세척하고, 1%

perchloric acid로 세포를 용해시켰다. 얼음 위에서

10분간 방치한 후, KH2PO4/EDTA로 희석한 1 mg/

mL의 orthophthaldialdehyde를 넣고 30분간 실온에

서 반응시켰다. 350 nm (Ex)과 420 nm (Em)에서 형

광을 측정한 후 조군에 한 백분율로 나타내었

다(Elbekai and El-kadi, 2005; Fotakis et al., 2005). 

4. 유전자 발현

조군과 은나노 처리군에서 추출한 RNA를 이

용해 RT-PCR과 PCR을 실행하여 개별 유전자의

발현을 확인하 다. RNA 1µg에 oligo dT, reverse

transcriptase 및 nucleotide가 혼합된 반응액 20µL

를 42�C에서 60분간 반응시켜 cDNA를 얻은 후

Taq polymerase 및 nucleotide 등이 혼합된 (주)바이

오니아 ( 전, 한국)의 PCR premix tube에 각각의

합성된 primer와 RT-PCR에서 얻은 반응생성물 1

µL를 넣고 95�C에서 30초, 55�C에서 30초, 72�C에

서 30초씩 25회 반응시켰다. 마지막 반응 이후에

72�C에서 15분간 더 증폭시켰다. 증폭을 통해 생성

된 반응물을 ethidium bromide (10 mg/mL)를 함유

하는 1.5% 아가로즈 겔상에서 TAE완충용액을 사

용하여 전기 동하 다(Park and Park, 2006).

5. Caspase-3 활성 측정

Caspase-3 activity는 (주)펩트론에서 구입한 cas-

pase-3 fluorescent assay kit을 이용하여 실행하 다.

프로토콜에 따라 세포를 24시간 동안 부착시킨 후

은나노 입자를 각 농도별, 시간별로 처리하고 트립

신을 이용하여 세포를 회수한 후 용해완충액을 이

용하여 용해산물을 만들었다. 세포용해물을 fluoro-

genic caspase-specific substrate (DEVD-AMC)와

37�C에서 30분 동안 반응시킨 후, 360 nm (Ex)과

460 nm (Em)에서 형광을 측정한 후 조군에 한

백분율로 나타내었다(Park and Park, 2006). 

6. 통계

실험결과는 Students’t-test로 통계 분석하여 유의

성을 검증하 다.

결과 및 고찰

은나노 입자를 5, 10, 20, 40 ppm 농도로 각 농도

마다 24, 48, 72, 96시간씩 노출시키고 생존율을 평

가하 다. 그 결과 은 나노입자는 레이디히세포의

생존률을 감소시키는 것이 확인되었으며 24시간

처리한 경우 세포의 생존률은 86.2~96.2%, 40 ppm

을 96시간 동안 처리한 경우에는 약 70% 정도로

감소하 다(Fig. 1). 그러나 예상과는 달리 최저농

도인 5 ppm 농도와 최고농도인 40 ppm에서 생존률

의 차이는 크지 않았다. 이는 본 실험에서 사용한

농도의 차이가 입자의 물리적 특성을 강화시키지

는 못하기 때문이거나 이미 5 ppm농도에서 세포반

응이 최고도에 달해 농도증가에 따른 생존률의 변
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화는 더 이상 심화되지 않기 때문으로 판단된다. 

최근 세포내 ROS의 농도증가를 나노입자의 세

포독성기전으로 설명하고자 하는 연구결과들이 보

고되고 있다(Kuhn et al., 2003; Oberdorster, 2004).

본 연구에서도 은나노 입자의 세포독성기전이 ROS

의 증가에 의해 야기되는지를 평가하기 위해 DCFH

-DA를 사용한 형광분석법을 실시하 다. 은나노

입자를 5, 10, 20, 40 ppm으로 처리하여 24시간 동

안 37�C, 5% CO2 배양기에서 배양한 후 세포에서

발생한 ROS를 측정한 결과 농도의존적으로 흡광

도가 증가하 으며, 최고농도인 40 ppm으로 24시

간 처리한 경우 약 1.7배의 증가율을 나타내었다.

또한, 노출시간에 따른 변화를 관찰하고자 40 ppm

의 은나노입자를 각각 3, 6, 12, 24시간으로 처리한

결과, 시간의존적으로 ROS의 생성이 증가하는 것

을 확인할 수 있었다. 특히 ROS는 12시간까지는

완만히 증가하다가 24시간 노출의 경우 급격히 증

가하 다(Fig. 2). ROS의 생성을 시각적으로 확인

하기 위하여 10, 20, 40 ppm의 은나노 입자를 24시

간 동안 처리한 후, DCFH-DA와 반응시키고 형광

현미경으로 관찰한 결과에서도 농도의존적으로 형

광강도가 증가하는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 3).

40 ppm 농도로 24시간 은나노를 처리한 레이디히

세포의 세포질에서는 조군에 비해 강한 형광이

발생되었으며 고배율로 관찰할 경우 세포질 형광

은 세포질 부위에서 발생하는 것이 확인되었다. 향

후 ROS의 생성이 마이토콘드리아에서 기인하는
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Fig. 1.Effect of Ag nanoparticles on the viability of cultured
leydig cells. Cells were treated with the indicated
concentration of Ag nanoparticles for 24, 48, 72 and
96 hr. Cell viability was assessed by MTT assay.
Data are presented as the percentage of the control
group. Cell viability was greatly reduced in a con-
centration- and time-dependent manner by Ag nano-
particles. Results represent the mean of three inde-
pendent experiments, and error bars represent the
standard error of the mean. 
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Fig. 2.Effect of Ag nanoparticle on ROS production in cul-
tured leydig cells. Cells grown in confluent were
pretreated with Ag nanoparticles, washed with phos-
phate buffered saline, and then incubated with DCFH
-DA 40 µM. At the end of DCFH-DA incubation,
the cells were lysed with 1 M NaOH and fluores-
cence of aliquot was measured. Results represent
means of three independent experiments, and error
bars represent the standard error of the mean. (A) :
concentration-dependent change, (B) : time-depen-
dent change. Asterisks indicate a statistically signifi-
cant difference (*: p⁄0.05, **: p⁄0.01) from the
control group. 



지 등 보다 자세한 연구를 위해서는 마이토콘드리

아의 전자전달계 억제제 등을 전처리하여 ROS의

증가를 평가함으로써 가능할 것이다.

한편, 메탈로치오닌은 금속류에 의해 발현되는

표적인 단백질이며 카드뮴, 납, 아연 등 중금속

노출에 의해 강하게 유도된다. 최근에는 중금속 노

출의 생체지표로서 다양한 연구가 시도되었으며

아울러 생물학적 기능에 한 연구도 광범위하게

수행되고 있다. 특히, 메탈로치오닌은 중금속과 결

합하여 중금속의 독성을 경감시킬 뿐만 아니라 중

금속에 의해 유도된 산화적 스트레스를 경감시키

는 항산화 역할을 하는 것으로도 보고되었다(Va-

sak, 2005). 본 연구에서는 은나노 입자에 의한 메

탈로치오닌의 mRNA발현에 해 평가하 는데 은

나노입자를 10, 20, 40 ppm농도로 24시간 처리한

결과 조군에 비해 메탈로치오닌의 유전자 발현

이 현저히 증가하는 것을 확인할 수 있었다(Fig.

4). 이는 금속류인 은 나노입자가 카드뮴, 납, 수은
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Fig. 3.Qualitative characterization of ROS generation by DCFH-DA staining using fluorescence microscopy. (A): Cells
grown in confluent were pretreated with Ag nanoparticle, washed with PBS, and then loaded with 40µM DCFH-DA.
After washing with PBS, cells were visualized by fluorescent microscopy (×100). (B) : Images of phase contrast
microscope (×100) are shown in lower panel.

Con. 10 20 40 ppm

Fig. 4.Effect of Ag nanoparticles on the induction of met-
allothionein in cultured leydig cells. Cells were treat-
ed with the indicated concentration of Ag nanopar-
ticles for 24 hr. mRNA transcription was detected by
RT-PCR analysis using respective primers is left:
TCCTGAGTACCTTCTCCTCA, right: AGGTGC-
ACTTGCAGTTCTT.

Control 10 ppm

20 ppm 40 ppm



등 중금속과 마찬가지로 메탈로치오닌 유전자 전

사를 증가시킨다는 것을 확인한 결과이며 아울러

은나노입자에 의해 생성된 산화적 스트레스도 자

신이 유도한 메탈로치오닌에 의해 어느 정도는 경

감될 수 있을 것으로 판단된다. 

세포질내의 ROS의 증가는 세포내의 환원형

루타치온(reduced glutathione, GSH)의 감소와 매우

접하게 관련되어 있다. 은나노 입자를 5, 10, 20,

40 ppm으로 처리하여 24시간 동안 37�C, 5% CO2

배양기에서 배양한 후, 회수한 lysate에 기질로서 o-

phthaldialdehyde를 반응시켜 세포내의 GSH농도의

변화를 관찰한 결과, 농도의존적으로 감소하는 것
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Fig. 5.Effect of Ag nanoparticles on the level of intracellu-
lar reduced glutathione. Fluorometric method using
o-phthaldialdehyde was used to measure the intra-
cellular GSH. Results represent the average of three
different analyses. GSH was calculated as nmol of
glutathione per mg of protein and then was presented
as the percentage of the control group. (A): concen-
tration-dependent change, (B): time-dependent
change. All treated group showed statistically sig-
nificant difference by Student’s t-test (p⁄0.01) from
the control group. 

Fig. 6.Effect of Ag nanoparticles on the caspase-3 activity
in cultured Leydig cells. The cell lysastes were test-
ed for the protease activity by the addition of a cas-
pase specific substrate DEVD-AMC. The cleavage
of the peptide by the caspase released the chromo-
phore pNA, which could be quantified using fluo-
rescent microplate reader at a wavelength of 360
(ex) and 460 (em). (A): concentration-dependent
change, (B): time-dependent change. Asterisks indi-
cate a statistically significant difference (*: p⁄0.05,
**: p⁄0.01) from the control group. 



을 확인할 수 있었으며, 40 ppm으로 24시간 처리한

경우 조군에 비해 약 70% 정도로 감소하 다. 아

울러 은나노 입자의 노출시간이 증가함에 따라 시

간의존적으로 GSH의 농도가 점진적으로 감소하는

것을 확인할 수 있었다(Fig. 5A, 5B). 은나노 입자에

의해 세포내에 ROS가 증가함에 따라 ROS를 경감

시키기 위한 생체방어기전으로서 항산화작용을 갖

는 GSH가 소비된 결과로 판단된다. 이는 여러 중

금속에 해서도 동일한 결과들이 보고되어 있다. 

ROS는 생체내 반응의 다양한 시그날로 작용하

는데 그 표적인 것 중의 하나가 caspase cascade

를 자극시키는 것으로 알려져 있다. Caspase cas-

cade는 잘 알려진 바 로 세포사멸기전과 매우

접한 관련이 있다. 은나노 입자의 세포독성이 본

질적으로 ROS생성과 이에 자극 받는 caspase 활성

에 의한 세포사멸기전(apoptosis)을 통해 나타나는

지를 평가하기 위해 은나노 입자를 처리한 후 apop-

tosis 과정의 최종단계에 해당하는 caspase-3 활성을

측정하 다. 레이디히세포에 은나노 입자를 5, 10,

20, 40 ppm 농도로 24시간 처리한 결과 caspase-3

의 활성이 농도의존적으로 증가하는 것을 확인할

수 있었으며 (Fig. 6A), 경시변화 관찰을 위해 40

ppm으로 24시간 처리한 경우의 caspase-3의 활성

은 조군에 비해 약 2배정도 증가하는 것을 알

수 있었다(Fig. 6B). caspase-3의 활성은 은나노 입

자 노출 8시간부터 유의적으로 증가하 다. 이와

같은 결과는 은나노 입자의 세포독성이 세포사멸

기전을 통해 발현된다는 것을 강하게 시사한다고

볼 수 있다.

결론적으로 은나노 입자는 배양 레이디히 세포

에 독성을 나타내며 독성은 ROS생성에 의한 GSH

감소 및 caspase-3 활성을 통한 세포사멸기전을 통

해 나타나는 것으로 판단된다. 아울러 다양한 크기

의 나노 입자에 한 독성연구와 세포반응 연구가

지속되어 산업적 응용이 증가하고 있는 은나노 입

자에 한 위해성평가가 시급히 이루어져야 할 것

으로 판단된다. 
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