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본 발명은 산화아연 나노스타를 이용한 병원체 용균 및 핵산 추출 방법에 관한 것으로, 본 발명의 산화아연 나노

스타를 이용한 핵산 추출 방법은 용해 완충액의 사용 없이 병원체의 세포를 용해하여 핵산을 추출할 수 있으며,

용해 완충액에 함유되어 있는 높은 농도의 염을 비롯한 다양한 물질에 의한 핵산 분해 (degradation) 및 단편화

(fragmentation)를 방지함으로써 고순도 및 고농도의 핵산 추출을 가능하게 한다. 또한, 본 발명의 산화아연 나

노스타 (200 내지 900 nm)은 종래 산화아연 나노입자 (20 내지 50 nm)에 비하여 세포 용해능이 우수하여 핵산 추

출 효율을 증가시키며, 가열 단계 없이 상온에서 추출이 가능하여 현장 진단 방법으로 활용이 가능하다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

산화아연 나노스타를 포함하는 병원체 용균용 조성물.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 산화아연 나노스타는 200 내지 900 nm의 평균 입경을 가지는 것을 특징으로 하는 병원체

용균용 조성물.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 병원체는 미생물인 것을 특징으로 하는 병원체 용균용 조성물. 

청구항 4 

제 3항에 있어서, 상기 미생물은 바이러스, 세균, 진균, 원충, 리케차 또는 스피로헤타인 것을 특징으로 하는

병원체 용균용 조성물.

청구항 5 

제 1항 내지 제 4항 중 어느 한 항의 조성물을 포함하는 병원체 용균용 키트.

청구항 6 

산화아연 나노스타를 병원체가 함유된 시료에 접촉시키는 단계를 포함하는 병원체 용균 방법.

청구항 7 

제 6항에 있어서, 상기 병원체가 함유된 시료는 병원체에 감염된 것으로 의심되는 객체의  분변, 소변, 눈물,

타액, 피부의 외부 분비물, 호흡관의 외부 분비물, 장관의 외부 분비물, 소화관의 외부 분비물, 혈장, 혈청, 혈

액, 척수액, 림프액, 체액 및 조직으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 하는 병원체 용균

방법.

청구항 8 

제 6항에 있어서, 상기 병원체는 미생물인 것을 특징으로 하는 병원체 용균 방법.

청구항 9 

제 8항에 있어서, 상기 미생물은 바이러스, 세균, 진균, 원충, 리케차 또는 스피로헤타인 것을 특징으로 하는

병원체 용균 방법.

청구항 10 

산화아연 나노스타를 포함하는 핵산 추출용 조성물.

청구항 11 

제 10항에 있어서, 상기 산화아연 나노스타는 200 내지 900 nm의 평균 입경을 가지는 것을 특징으로 하는 핵산

추출용 조성물.

청구항 12 

제 10항에 있어서, 상기 핵산은 DNA 또는 RNA인 것을 특징으로 하는 핵산 추출용 조성물.

청구항 13 
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제 10항 내지 제 12항 중 어느 한 항의 조성물을 포함하는 핵산 추출용 키트.

청구항 14 

산화아연 나노스타를 핵산 시료에 첨가하고 반응시켜 혼합물을 제조하는 제 1단계; 및

상기 혼합물로부터 핵산을 추출하는 제 2단계;를 포함하는 핵산 추출 방법.

청구항 15 

산화아연 나노스타를 핵산 시료에 첨가하고 반응시켜 혼합물을 제조하는 제 1단계;

상기  혼합물에  실란  화합물로  개질된  규조토를  첨가하고,  디메틸  아디프이미데이트(dimethyl  adipimidate;

DMA), 디메틸 피멜리미데이트(dimethyl pimelimidate; DMP), 디메틸 수베르이미데이트(Dimethyl suberimidate;

DMS)  및 디메틸 3,3'-디티오비스프로피온이미데이트(Dimethyl  3,3'-dithiobispropionimidate;  DTBP)로 이루어

진 군에서 선택된 어느 하나 이상을 첨가하여 반응 혼합물을 제조하는 제 2단계; 및 

상기 반응 혼합물로부터 핵산을 추출하는 제 3단계;를 포함하는 핵산 추출 방법.

청구항 16 

제 15항에 있어서,  상기 실란 화합물은 하기 화학식 1로 표시되는 화합물인 것을 특징으로 하는 핵산 추출

방법:

[화학식 1]

상기 식에서, R
1
 내지 R

3
는 각각 같거나 다를 수 있으며, C1 내지 C4의 알킬 또는 C1 내지 C4의 알콕시 중 어느

하나이고,  R
4
는 아미노(C1  내지 C10)알킬,  3-(2아미노(C1  내지 C4)알킬아미노)(C1  내지 C4)알킬 또는 3-[2-

(2-아미노(C1 내지 C4)알킬아미노)(C1 내지 C4)알킬아미노](C1 내지 C4)알킬 중 어느 하나임.

청구항 17 

제  16항에  있어서,  상기  실란  화합물은  (3-아미노프로필)트리에톡시실란((3-aminopropyl)triethoxysilane;

APTES),  (3-아미노프로필)트리메톡시실란((3-aminopropyl)trimethoxysilane),  (1-아미노메틸)트리에톡시실란

((1-aminomethyl)triethoxysilane),  (2-아미노에틸)트리에톡시실란((2-aminoethyl)triethoxysilane),  (4-아미

노부틸)트리에톡시실란((4-aminobutyl)triethoxysilane),  (5-아미노펜틸)트리에톡시실란((5-

aminopentyl)triethoxysilane), (6-아미노헥실)트리에톡시실란((6-aminohexyl)triethoxysilane),   3-아미노프

로필(디에톡시)메틸실란(3-aminopropyl(diethoxy)methylsilane;  APDMS),  N-[3-(트리메톡시실릴)프로필]에틸렌

디아민(N-[3-(trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine),  N-[3-(트리메톡시실릴)프로필]디에틸렌트리아민(N-

[3-(trimethoxysilyl)propyl]diethylenetriamine),  [3-(2-아미노에틸아미노)프로필]트리메톡시실란([3-(2-

aminoethylamino)propyl]trimethoxysilane;  AEAPTMS)  및  3-[(트리메톡시실릴)프로필]디에틸렌트리아민(3-

[(trimethoxysilyl)propyl]diethylenetriamine; TMPTA)로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상인 것을 특징

으로 하는 핵산 추출 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 산화아연 나노스타를 이용한 병원체 용균 및 핵산 추출 방법에 관한 것이다.[0001]
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배 경 기 술

핵산은 질병 상태를 확인하기 위한 중요한 분석 수단이며, DNA 생체표지자 (biomarker) 예를 들어, 단일염기다[0002]

형성 (single nucleotide polymorphism; SNP), 돌연변이 또는 DNA 메틸화 (DNA methylation)는 연구자가 암의

원인을 찾도록 돕고 질병의 초기 단계 동안 질병의 상태를 진단하고 관찰하는 것은 물론 예후와 감시에 대한 큰

기회를 제공하는 데 중요한 실마리를 제공한다. 

DNA와 같은 핵산은 단백질과 같은 다른 성분에 비해 매우 낮은 생리적 농도로 존재하기 때문에 (예를 들어, 전[0003]

혈 마이크로리터 당 수십 나노그람의 DNA 대 수십 마이크로그람의 단백질), 임상 시료로부터 DNA를 효과적으로

추출하고 예비 농축하는 것은 증폭 및 검출과 같은 이후의 공정에 매우 중요하다.

최근 들어 생명공학을 비롯한 진단의학, 약물의학, 대사의학 등 다양한 분야에서 고순도로 정제된 핵산의 사용[0004]

량이 늘어남에 따라 다양한 생물 시료로부터 보다 신속하고 순수하게 핵산을 분리하고자 하는 노력이 계속되고

있다.

그러나 현재까지 핵산의 분리 방법에 있어 가장 크게 발전한 부분은 유전체 DNA, 플라스미드 DNA, 메신저 RNA,[0005]

단백질, 세포 잔해 입자 등 세포 용해 용액 내에 포함된 여러 종류의 물질들로부터 특이적으로 핵산만을 흡착시

키는 담체에 관한 기술 등 거의 모든 연구의 초점은 핵산을 흡착시키는 물질에 관한 연구와 개발에 집중되어 있

는 한계가 있었다.

이에, 다양한 생물 시료로부터 보다 신속하고 순수하게 핵산을 분리하기 위하여 무엇보다 세포 잔해 입자와 단[0006]

백질 변성 응집물, 기타 다양한 세포 분해 물질들로부터 신속하게 원하는 핵산만을 분리할 수 있는 기술의 개발

이 절실한 실정이다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 공개특허 제10-2015-0127917호 (2015.11.18. 공개) [0007]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 산화아연 나노스타를 포함하는 병원체 용균용 조성물,  이를 이용한 병원체 용균 방법 및[0008]

키트; 산화아연 나노스타를 포함하는 핵산 추출용 조성물, 이를 이용한 핵산 추출 방법 및 키트;를 제공하는 데

에 있다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 산화아연 나노스타를 포함하는 병원체 용균용 조성물을 제공한다.[0009]

또한, 본 발명은 상기 조성물을 포함하는 병원체 용균용 키트를 제공한다.[0010]

또한, 본 발명은 산화아연 나노스타를 병원체가 함유된 시료에 접촉시키는 단계를 포함하는 병원체 용균 방법을[0011]

제공한다.

또한, 본 발명은 산화아연 나노스타를 포함하는 핵산 추출용 조성물을 제공한다.[0012]

또한, 본 발명은 상기 조성물을 포함하는 핵산 추출용 키트를 제공한다.[0013]

또한, 본 발명은 산화아연 나노스타를 핵산 시료에 첨가하고 반응시켜 혼합물을 제조하는 제 1단계; 및 상기 혼[0014]

합물로부터 핵산을 추출하는 제 2단계;를 포함하는 핵산 추출 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 산화아연 나노스타를 핵산 시료에 첨가하고 반응시켜 혼합물을 제조하는 제 1단계; 상기 혼합[0015]

물에 실란 화합물로 개질된 규조토를 첨가하고, 디메틸 아디프이미데이트(dimethyl adipimidate; DMA), 디메틸

피멜리미데이트(dimethyl pimelimidate; DMP), 디메틸 수베르이미데이트(Dimethyl suberimidate; DMS) 및 디메

틸 3,3'-디티오비스프로피온이미데이트(Dimethyl  3,3'-dithiobispropionimidate;  DTBP)로 이루어진 군에서 선
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택된 어느 하나 이상을 첨가하여 반응 혼합물을 제조하는 제 2단계; 및 상기 반응 혼합물로부터 핵산을 추출하

는 제 3단계;를 포함하는 핵산 추출 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 산화아연 나노스타를 이용한 핵산 추출 방법은 용해 완충액 (lysis buffer)의 사용 없이 병원체의 세[0016]

포를 용해하여 핵산을 추출할 수 있으며, 용해 완충액에 함유되어 있는 높은 농도의 염을 비롯한 다양한 물질에

의한 핵산 분해 (degradation) 및 단편화 (fragmentation)를 방지함으로써 고순도 및 고농도의 핵산 추출을 가

능하게 한다. 또한, 본 발명의 산화아연 나노스타 (200 내지 900 nm)는 종래 산화아연 나노입자 (20 내지 50

nm)에 비하여 세포 용해능이 우수하여 핵산 추출 효율을 증가시키며, 가열 단계 없이 상온에서 추출이 가능하여

현장 진단 방법으로 활용이 가능하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 (A) 산화아연 나노스타 및 (B) 산화아연 나노입자의 크기 및 형태를 비교한 것이다.[0017]

도 2는 산화아연 나노스타 및 산화아연 나노입자의 구조를 라만 기법으로 비교한 것이다.

도 3은 브루셀라균을 이용한 산화아연 나노스타의 용해능 및 핵산 추출 효율을 산화아연 나노입자 및 종래 핵산

추출 키트 (Qiagen)와 비교한 것이다.

도 4는 브루셀라균, 대장균, 황색포도상구균 및 바실러스 세레우스균을 이용한 산화아연 나노스타의 용해능 및

핵산 추출 효율을 종래 핵산 추출 키트 (Qiagen)와 비교한 것이다.

도 5는 산화아연 나노스타를 종래 핵산 추출 키트 (Qiagen)의 컬럼과 접목시켜 핵산 추출이 가능함을 확인한 것

이다.

도 6은 산화아연 나노스타를 규조토 또는 동형2기능성 이미도에스터와 접목시켜 핵산 추출이 가능함을 확인한

것이다.

도 7은 대장암 세포주인 HCT116을 이용하여 입자 크기에 따른 산화아연 나노스타의 핵산 추출 효율을 산화아연

나노입자와 비교한 것이다.

도 8은 대장암 세포주인 HCT116을 이용하여 종래 핵산 추출 키트 (Qiagen), 산화아연 나노스타, 산화아연 나노

입자의 (A) DNA 추출 및 (B) RNA 추출 효율을 비교한 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 보다 상세하게 설명한다.[0018]

본 발명의 발명자들은 병원체 용해 및 핵산을 추출할 수 있는 추출 방법을 개발하였으며, 본 발명의 산화아연[0019]

나노스타 (ZnO nanostar; ZnO NS)는 종래 산화아연 나노입자와 비교하여 병원체의 세포막 및 핵의 용해능을 증

가시킬 수 있는 크기 및 형태를 가짐으로써 고농도의 핵산을 추출할 수 있으며, 또한, 본 발명의 산화아연 나노

스타를 이용한 핵산 추출 방법은 용해 완충액 (lysis buffer) 및 가열 단계 없이 고순도 및 고농도의 핵산을 추

출하여 현장 즉시형 진단이 가능함을 밝혀내며 본 발명을 완성하였다.

본 발명은 산화아연 나노스타를 포함하는 병원체 용균용 조성물을 제공한다.[0021]

상기 산화아연 나노스타는 복수 개의 뾰족한 돌기가 환상으로 배열된 나노입자를 의미한다.[0022]

상기 산화아연 나노스타는 200 내지 900 nm의 평균 입경을 가지며, 바람직하게는, 350 내지 900 nm의 평균 입경[0023]

을 가지며, 더욱 바람직하게는 500 nm의 평균 입경을 가질 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아님을 명시한다.

 상기 병원체는 미생물이며, 상기 미생물은 바이러스, 세균, 진균, 원충, 리케차 또는 스피로헤타일 수 있으나,[0024]

이에 제한되는 것은 아님을 명시한다.
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또한, 본 발명은 상기 조성물을 포함하는 병원체 용균용 키트를 제공한다.[0026]

또한, 본 발명은 산화아연 나노스타를 병원체가 함유된 시료에 접촉시키는 단계를 포함하는 병원체 용균 방법을[0028]

제공한다.

상기 병원체가 함유된 시료는 병원체에 감염된 것으로 의심되는 객체의  분변, 소변, 눈물, 타액, 피부의 외부[0029]

분비물,  호흡관의  외부  분비물,  장관의  외부  분비물,  소화관의  외부  분비물,  혈장,  혈청,  혈액,  척수액,

림프액, 체액 및 조직으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아님을 명시한

다.

상기 병원체는 미생물이며, 상기 미생물은 바이러스, 세균, 진균, 원충, 리케차 또는 스피로헤타일 수 있으나,[0030]

이에 제한되는 것은 아님을 명시한다.

또한, 본 발명은 산화아연 나노스타를 포함하는 핵산 추출용 조성물을 제공한다.[0032]

상기 산화아연 나노스타는 복수 개의 뾰족한 돌기가 환상으로 배열된 나노입자를 의미한다.[0033]

상기 산화아연 나노스타는 200 내지 900 nm의 평균 입경을 가지며, 바람직하게는, 350 내지 900 nm의 평균 입경[0034]

을 가지며, 더욱 바람직하게는 500 nm의 평균 입경을 가질 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아님을 명시한다.

상기 핵산은 DNA 또는 RNA일 수 있다.[0035]

또한, 본 발명은 상기 조성물을 포함하는 핵산 추출용 키트를 제공한다.[0037]

또한, 본 발명은 산화아연 나노스타를 핵산 시료에 첨가하고 반응시켜 혼합물을 제조하는 제 1단계; 및 상기 혼[0039]

합물로부터 핵산을 추출하는 제 2단계;를 포함하는 핵산 추출 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 산화아연 나노스타를 핵산 시료에 첨가하고 반응시켜 혼합물을 제조하는 제 1단계; 상기 혼합[0041]

물에 실란 화합물로 개질된 규조토를 첨가하고, 디메틸 아디프이미데이트(dimethyl adipimidate; DMA), 디메틸

피멜리미데이트(dimethyl pimelimidate; DMP), 디메틸 수베르이미데이트(Dimethyl suberimidate; DMS) 및 디메

틸 3,3'-디티오비스프로피온이미데이트(Dimethyl  3,3'-dithiobispropionimidate;  DTBP)로 이루어진 군에서 선

택된 어느 하나 이상을 첨가하여 반응 혼합물을 제조하는 제 2단계; 및 상기 반응 혼합물로부터 핵산을 추출하

는 제 3단계;를 포함하는 핵산 추출 방법을 제공한다.

상기 실란 화합물은 하기 화학식 1로 표시되는 화합물일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아님을 명시한다.[0042]

[화학식 1][0043]

[0044]

상기 식에서, R
1
 내지 R

3
는 각각 같거나 다를 수 있으며, C1 내지 C4의 알킬 또는 C1 내지 C4의 알콕시 중 어느[0045]

하나이고,  R
4
는 아미노(C1  내지 C10)알킬,  3-(2아미노(C1  내지 C4)알킬아미노)(C1  내지 C4)알킬 또는 3-[2-

(2-아미노(C1 내지 C4)알킬아미노)(C1 내지 C4)알킬아미노](C1 내지 C4)알킬 중 어느 하나임.

상기 실란 화합물은 (3-아미노프로필)트리에톡시실란((3-aminopropyl)triethoxysilane; APTES), (3-아미노프로[0046]
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필)트리메톡시실란((3-aminopropyl)trimethoxysilane),  (1-아미노메틸)트리에톡시실란((1-

aminomethyl)triethoxysilane),  (2-아미노에틸)트리에톡시실란((2-aminoethyl)triethoxysilane),  (4-아미노부

틸)트리에톡시실란((4-aminobutyl)triethoxysilane),  (5-아미노펜틸)트리에톡시실란((5-

aminopentyl)triethoxysilane), (6-아미노헥실)트리에톡시실란((6-aminohexyl)triethoxysilane),   3-아미노프

로필(디에톡시)메틸실란(3-aminopropyl(diethoxy)methylsilane;  APDMS),  N-[3-(트리메톡시실릴)프로필]에틸렌

디아민(N-[3-(trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine),  N-[3-(트리메톡시실릴)프로필]디에틸렌트리아민(N-

[3-(trimethoxysilyl)propyl]diethylenetriamine),  [3-(2-아미노에틸아미노)프로필]트리메톡시실란([3-(2-

aminoethylamino)propyl]trimethoxysilane;  AEAPTMS)  및  3-[(트리메톡시실릴)프로필]디에틸렌트리아민(3-

[(trimethoxysilyl)propyl]diethylenetriamine;  TMPTA)로  이루어진  군에서  선택된  어느  하나  이상일  수

있으나, 이에 제한되는 것은 아님을 명시한다.

또한,  본  발명은  질산아연  6수화물  (zinc  nitrate  hexahydrat)  및  헥사데실트리메틸암모늄  브로마이드[0048]

(hexadecyltrimethylammonium bromide)를 물에 첨가하여 혼합물을 제조하는 제 1단계; 상기 혼합물을 85 내지

95℃에서 30 내지 80분 동안 가열하여 반응 혼합물을 제조하는 제 2단계; 및 상기 반응 혼합물에 수산화 암모늄

을 적가하여 콜로이드 용액을 제조하는 제 3단계;를 포함하는 산화아연 나노스타의 제조방법을 제공한다.

이하에서는 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구[0050]

체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다

는 것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예 1 : 화학 물질 및 시약[0052]

모든 시약은 분석 등급으로 정제없이 사용하였다.  질산아연 6수화물 (zinc  nitrate  hexahydrate;  Zn  NO3  *[0053]

6H2O, 98%), 수산화 암모늄 용액 (ammonium hydroxide solution; H2O 중 28% NH3, 99.99% 미량 금속 기준), (3-

아미노프로필)트리에톡시실란 ((3-aminopropyl)triethoxysilane; APTES, 98%)은 Sigma-Aldrich (St Louis, MO,

USA)에서  구매하였다.  헥사데실트리메틸암모늄  브로마이드  (hexadecyltrimethylammonium  bromide  =

cetyltrimethylammonium bromide; CTAB) (C19H42BrN, > 98%)는 Tokyo Chemical Industry에서 구매하였다. 상업

용 산화아연 나노입자 (분산액, H2O 중 40 nm 미만의 사이즈 20 wt%)는 대조군으로 사용하였다. 새로운 핵산 추

출 시스템을 설계하기 위해, Sigma-Aldrich에서 생체 적합성 규조토 (diatomaceous earth) 분말을 구매하였다.

또한, 18 MΩ 보다 큰 저항값을 가지는 Milli-Q 물, 99% 에틸 알코올, 인산완충식염수 (PBS, 10x, pH 7.4) 및

스트랩타비딘 (streptavidin) 결합 자성 비드 (Dynabeads® MyOne ™ Streptavidin C1)를 사용하였다.

실시예 2 : 실험 기기[0055]

시료의 형태학 (morphology)은  주사  전자 현미경 (field-emission  scanning  electron  microscopy;  FE-SEM,[0056]

JEOL JSM-7500F)을 이용하여 분석하였다. 산화아연 나노물질의 결정 구조를 분석하기 위해, 연속 스캔 2θ 모드

로 40 kV 전압 및 30 mA 전류에서 X-선 회절 (X-ray diffraction; XRD, Scintag-SDS 2000)을 수행하였고, 시료

의  화학적  특성을  분석하기  위해,  푸리에  변환  적외선  분광학  (Fourier  transform  infrared  (FT-IR)

spectroscopy, Nicolet 6700)을 수행하였다. 라만 (raman) 측정은 Via 라만 현미경 시스템 (Renishaw, UK)의

Renishaw를 이용하여 수행하였다. 또한, DNA 추출을 위해, 상업용 QIAamp DNA/RNA 미니 키트 (Spin Colum)를

사용하였다. 원심 분리기 (CF-5, 100 내지 240 Vas, 50/60 Hz, 8 W), 볼텍서 (Vortex Mixer, T5AL, 60 Hz, 30

W,  250  V)  및   MSH-30d  교반-가열기는  Dortan  Scientific  Co에서  구매하였다.  Ariamx  실시간  PCR  시스템

(Agilent technologies), Gene Amp PCR 시스템 9700 (LSK), 전기영동 장치 (Submerge-Mini), 전기영동 겔 기록

장치 (Gel documentation system) 및 Nanodrop 2000 (PeqLab)은 핵산 검출 실험을 위해 사용하였다.

실시예 3 : 세포 및 병원균[0058]

공개특허 10-2019-0117358

- 8 -



실험에  사용된  세포는  대장암  세포주인  HCT116  (ATCC  CCL-247)을  사용하였고,  병원균으로는  브루셀라균[0059]

(Brucella  ovis,  ATCC  25840),  대장균  (Escherichia  coli;  E  coli,  ATCC  25922),  황색포도상구균

(Staphylococcus aureus; S. aureus) 및 바실러스 세레우스균 (Bacillus cereus; B cereus)을 사용하였다.

실시예 4 : 산화아연 나노스타의 합성 및 형태학 분석[0061]

산화아연 나노스타 (Zno nanostar; Zno NS) 결정체는 알칼리성 배지에서 수열 법 (hydrothermal method)으로[0062]

합성하였다.

1 M의 질산아연 6수화물 1 ㎖과 1 M의 CTAB 1 ㎖를 Milli-Q 물 98 ㎖이 담긴 플라스크에 적정한 순서로 첨가하[0063]

고, 90℃에서 50분 동안 가열하면서 교반 (500 rpm) 하였다. 이후, 안정한 교반 조건 하에서, 수산화 암모늄 용

액 2 ㎖를 반응 혼합물에 적가하고, 유백색 콜로이드 용액이 생성될 때까지 몇 분간 교반하였다. 

산화아연 나노스타의 균일한 생성을 위해, 반응 온도, 반응 시간 및 교반 속도를 조절하였다. 산화아연 나노스[0064]

타의 생성을 조절하기 위해, 얼음 상자의 반응 플라스크를 바로 꺼내어 원심 분리하고, 실온에서 건조시킨 후,

Milli-Q 물로 세척하였다. 모든 합성은 특별한 처리없이 수행하였고, 마지막으로 시료는 에탄올 (99 %)에 보관

하였다.

도 1을 참조하여 보면, (A) 산화아연 나노스타는 평균 200 내지 600 nm의 입자 크기를 가지며 복수 개의 뾰족한[0066]

돌기가 환상으로 배열된 입자 형태를 나타내었으며, (B) 산화아연 나노입자는 평균 20 내지 60 nm의 입자 크기

를 가지며 불규칙한 구형의 입자 형태를 나타내는 것을 확인하였다.

또한, 도 2를 참조하여 보면, 산화아연 나노스타와 산화아연 나노입자의 구조가 서로 상이한 것을 라만 기법으[0067]

로 확인하였다.

따라서, 본 발명의 산화아연 나노스타는 종래의 산화아연 나노입자에 비해 큰 입자 크기를 가지며, 복수 개의[0068]

뾰족한 돌기가 환상으로 배열된 모양의 입자 형태를 가져 병원균의 세포막 및 핵을 더 용이하게 용해할 수 있음

을 확인하였다. 

실시예 5 : 산화아연 나노스타의 용해능 검증[0070]

상용화 키트는 산화아연 나노스타의 용해 특성을 비교 분석하는데 사용하였다. [0071]

먼저, 시료 (브루셀라균)를 용해하기 위해, 시료 1.5 ㎖에 AL 완충액을 첨가하고, DNA 추출을 위해 56℃에서 10[0072]

분 동안 배양한 후, RNA 추출을 위해 상온에서 1분간 배양하였다. 준비된 시료를 Qiagen 컬럼으로 옮기고, 세척

및 용출 단계를 수행하였다.

반면, 본 발명에서는 상용화 AL 완충액 대신 산화아연 나노스타를 이용하여 대량으로 고품질의 핵산을 추출하기[0073]

위한 조건을 최적화하였고, 추출 방법을 단순화하였다. 

추출된 핵산의 양 및 순도는 Ariamx 실시간 PCR 시스템, Gene Amp PCR 시스템 9700, 전기영동 장치, 전기영동[0074]

겔 기록장치 및 Nanodrop 2000으로 측정하였다.

도 3 및 하기 표 1은 브루셀라균의 핵산 추출에 있어서, 종래의 핵산 추출 키트 (Qiagen) + 용해 완충액 사용,[0076]

산화아연 나노입자 +  용해 완충액 미사용,  산화아연 나노스타 +  용해 완충액 미사용,  종래 핵산 추출 키트

(Qiagen) + 용해 완충액 미사용 조건으로 핵산을 추출하여 용해능을 비교한 결과로, 본 발명의 산화아연 나노스

타의 핵산 추출이 가장 우수한 것을 확인하였다.

표 1

Cq (△R)[0078] Tm Product 1 (-R'(T)) 10^5 브루셀라균 (RT) 

23.74 81.5 Qiagen + 용해 완충액
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25.38 81.5 산화아연 나노입자 (RT)

21.5 81.5 산화아연 나노스타 (RT)

25.45 81 Qiagen

35.4 83.5 음성 대조군

또한, 상기 방법과 동일하게, 브루셀라균, 대장균, 황색포도상구균 및 바실러스 세레우스균을 이용하여 산화아[0080]

연 나노스타의 용해 특성을 비교 분석하였다. 

그 결과, 도 4를 참조하여 보면, 상기 4종류의 균 모두에서 본 발명의 산화아연 나노스타가 종래의 핵산 추출[0081]

키트보다 용해능 및 핵산 추출이 우수한 것을 확인하였다.

또한, 도 5는 본 발명의 산화아연 나노스타가 종래의 핵산 추출 키트 (Qiagen) 컬럼에 접목하여 핵산 추출이 가[0083]

능한지를 분석한 것이다. 하기 표 2와 같이 조건을 달리하여 핵산 추출 효율을 비교한 결과, 산화아연 나노스타

는 가열 단계 없이 상온에서도 효율적인 핵산 추출이 가능함을 확인하였다.

표 2

[0085] A1 A2 B1 B2 C1 C2

핵산 추출 조
성물

Qiagen Qiagen Qiagen +

산화아연 나
노스타

Qiagen +

산화아연 나
노스타

Qiagen Qiagen

용해 

완충액

사용 사용 미사용 미사용 미사용 미사용

온도 (℃) 56 상온 56 상온 56 상온

시간 (분) 10 10 10 10 10 10

실시예 6 : 단일 튜브 핵산 추출을 위한 기능화된 규조토 및 광학 산화아연 나노스타의 용해능 검증[0087]

산화아연 나노스타의 용해 특성을 추가적으로 분석하기 위해, 단일 튜브 핵산 추출 시스템을 사용하였으며, 이[0088]

는 이전 논문 (Biosensors and Bioelectronics 99 (2018) 443-449.)을 참고하여 수행하였다. 

간략하게, (1) 규조토의 기공 구조는 다양한 분자를 수용할 수 있고, 벽에 있는 고밀도의 실라놀기 (silanol[0089]

group)는 기능성 아민기와 연결하는데 유리하기 때문에, 세척한 규조토를 APTES로 기능화하였다. 상세한 실험

과정은 하기와 같다.

i) APTES 2 ㎖를 95% 에탄올 용액 100 ㎖에 적가하고 상온에서 400 rpm으로 3분 동안 교반하였다. [0091]

ii) 세척한 규조토 500 ㎎을 상기 용액에 600 rpm으로 4시간 동안 분산시켰다. [0092]

iii) 개질 후, 유리 실라놀을 제거하기 위해, 침전물을 에탄올로 2회 세척하였다. [0093]

iv) 원심 분리하여 APTES로 기능화된 규조토를 획득하고, 진공 하에 상온에서 밤새 건조시켰다. [0094]

v) 마지막으로 APTES로 기능화된 규조토를 증류수에 50 ㎎/㎖ 농도로 분산시켰다. [0095]

APTES로 기능화된 규조토 및 순수한 규조토의 특성은 전계 방출 주사 전자 현미경, 푸리에 변환 적외선 분광학[0097]

및 라만 현미경 시스템으로 분석하였다.
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(2) 상기 개질에 기초하여, APTES로 기능화된 규조토 및 이미도에스터 가교제 (Dimethyl suberimidateㆍ2 HCl,[0099]

DMS)를 준비된 생물학적 시료가 담긴 5 ㎖ 튜브에 첨가하여 핵산을 추출하였다. 상세한 실험 과정은 하기와 같

다.

i) 시료 용액 100 ㎕를 프로테아제 K 10 ㎕와 용해 완충액 (M-SDS 용해 완충액 또는 산화아연 나노스타 용액)[0101]

10 ㎕가 담긴 1.5 ㎖ 튜브에 첨가하고, 파이펫을 이용하여 섞어준 후, 상온에서 1분 동안 배양하였다. DNase 10

㎕는 RNA 추출을 위해 첨가하였다.

ii) 이후, 규조토-APTES 2 ㎎/㎖를 첨가한 다음 100 ㎎/㎖ 농도의 DMS 용액 100 ㎕를 첨가하였다. [0102]

iii) 혼합 후, M-SDS 용해를 위해 56℃에서 10분 동안 배양하거나 산화아연 나노스타 용해를 위해 파이펫으로[0103]

섞어주며 상온에서 2분 동안 배양하였다. 

iv) 배양 후, 상층액을 제거하고 침전물을 PBS 200 ㎕로 2회 세척하였다. [0104]

v) 마지막으로, 용출 완충액 (pH ~ 10.6 NaHCO3) 60 ㎕를 첨가하고 실온에서 1분 동안 배양하였다. [0105]

vi ) 원심 분리한 후, 상등액을 1.5 ㎖ 튜브로 옮기고, 추출된 DNA 또는 RNA 는 -20 ℃에서 보관하였다. [0106]

추출된 핵산의 양 및 순도는 Ariamx 실시간 PCR 시스템, Gene Amp PCR 시스템 9700, 전기영동 장치, 전기영동[0108]

겔 기록장치 및 Nanodrop 2000으로 측정하였다.

도 6은 본 발명의 산화아연 나노스타가 APTES로 기능화된 규조토 및 동형2기능성 이미도에스터 [디메틸 아디프[0110]

이미데이트 (Dimethyl adipimidate; DMA), 디메틸 피멜리미데이트 (Dimethyl pimelimidate; DMP), 디메틸 수베

르이미데이트 (Dimethyl suberimidate; DMS) 또는 디메틸 3.3'-디티오비스프로피온이미데이트 (Dimethyl 3,3'-

dithiobispropionimidate; DTBP)]와 접목이 가능한지를 분석한 것이다. 

본 발명의 산화아연 나노스타를 APTES로 기능화된 규조토 및 DMS와 함께 접목시키고, 하기 표 3과 같이, 조건을[0111]

달리하여 핵산 추출 효율을 비교한 결과, 산화아연 나노스타는 가열 단계 없이 상온에서도 효율적인 핵산 추출

이 가능함을 확인하였다. 또한, 용해 완충액을 사용하지 않기 때문에, 핵산에 손상을 적게 주어, 최종적인 PCR

등을 통한 검출 기법에 활용할 수 있을 것으로 사료된다.

표 3

[0113] Qiagen A1 A2 A3 B1 B2 B3

용해 

완충액

사용 사용 산화아연 나
노스타

미사용 사용 산화아연 나
노스타

미사용

온도 (℃) 56 56 56 56 상온 상온 상온

시간 (분) 10 10 10 10 2 2 2

또한, 도 7 및 하기 표 4를 참조하여 보면, 입자 크기에 따른 핵산 추출 효율을 비교한 것으로, 350 내지 900[0115]

nm의 입자 크기를 가지는 산화아연 나노스타의 핵산 추출 효율이 가장 우수하였으며, 특히 500 nm의 입자 크기

를 가지는 산화아연 나노스타가 최적의 조건임을 확인하였다.
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표 4

Cq (△R)[0117] Tm Product 1 (-R'(T)) HCT 116 10^4/ml 100 ㎕ 

(60 ㎕ DNA)

26.63 85 ∼20 nm 산화아연 

나노입자

26.2 85 ∼100 nm 산화아연 

나노스타

25.75 90 ∼350 nm 산화아연 

나노스타

25.21 85.5 ∼500 nm 산화아연 

나노스타

25.25 85.5 ∼900 nm 산화아연 

나노스타

27.21 85 ∼1000 nm 산화아연 

나노스타

30.78 85 음성 대조군

실시예 7 : 산화아연 나노스타를 이용한 핵산 추출 방법[0119]

7-1. 산화아연 나노스타의 합성[0120]

산화아연 나노스타는 알칼리성 배지에서 수열 법으로 합성하였다. [0121]

i) 1 M의 질산아연 6수화물 1 ㎖과 1M의 CTAB 1 ㎖를 Milli-Q 물 98 ㎖이 담긴 플라스크에 적정한 순서로 첨가[0123]

하고, 90℃에서 50분 동안 가열하면서 교반 (500 rpm) 하였다. 

ii) 이후, 안정한 교반 조건 하에서, 수산화 암모늄 용액 2 ㎖를 반응 혼합물에 적가하고, 유백색 콜로이드 용[0124]

액이 생성될 때까지 몇 분간 교반하였다. 

산화아연 나노스타의 균일한 생성을 위해, 반응 온도, 반응 시간 및 교반 속도를 조절하였다. [0126]

iii) 산화아연 나노스타의 생성을 조절하기 위해, 얼음 상자의 반응 플라스크를 바로 꺼내어 원심 분리하고, 실[0128]

온에서 건조시킨 후, Milli-Q 물로 세척하였다. 모든 합성은 특별한 처리없이 수행하였고, 마지막으로 시료는

에탄올 (99 %)에 보관하였다.

7-2. 산화아연 나노스타 및 Qiagen kit를 이용한 핵산 추출 방법[0130]

i) 산화아연 나노스타 용액을 브루셀라균 (CFU: 10^ 5/㎖) 100 ㎕가 담겨 있는 1.5 ㎖ 튜브에 첨가하고, 파이펫[0131]

을 이용하여 상온에서 10분 이내로 부드럽게 섞어주었다.

ii)  이어서,  준비된  시료를  Qiagen  컬럼에  옮기고,  세척한  후  DNA를  Qiagen  용출  완충액   60  ㎕으로[0132]

용출시켰다.

7-3. 산화아연 나노스타, 규조토-APTES 및 이미도에스터를 이용한 핵산 추출 방법[0134]

i) 브루셀라균 100 ㎕를 프로테아제 K 10 ㎕와 용해 완충액 (M-SDS 용해 완충액 또는 산화아연 나노스타 용액)[0135]

10 ㎕가 담긴 1.5 ㎖ 튜브에 첨가하고, 파이펫을 이용하여 섞어준 후, 상온에서 1분 동안 배양하였다. DNase 10

㎕는 RNA 추출을 위해 첨가하였다.
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ii) 이후, 규조토-APTES 2 ㎎/㎖ (50 ㎎/㎖, 40 ㎕)를 첨가한 다음 100 ㎎/㎖ 농도의 DMS 용액 100 ㎕를 첨가[0136]

하였다. 혼합 후, M-SDS 용해를 위해 56℃에서 10분 동안 배양하거나 산화아연 나노스타 용해를 위해 파이펫으

로 섞어주며 상온에서 2분 동안 배양하였다. 

iii) 배양 후, 상층액을 제거하고 침전물을 PBS 200 ㎕로 2회 세척하였다. [0137]

iv) 마지막으로, 용출 완충액 (pH ~ 10.6 NaHCO3) 60 ㎕를 첨가하고 실온에서 1분 동안 배양하였다. [0138]

7-4. DNA 추출 효율 분석을 위한 실시간 PCR[0140]

템플렛 (NA) 5 ㎕를 이용하여 96 웰 플레이트 (96 Well Plate)에서 수행하였다.[0141]

i) 멀티 채널 파이펫을 이용하여 96 웰 플레이트의 각 웰에 master mix 20 ㎕를 분주하였다.[0143]

ii) 상기 master mix에 템플렛 (NA) 5 ㎕를 넣고 파이펫으로 잘 섞어주었다.[0144]

iii) 교차 오염을 방지하고 뚜껑의 표면을 얼룩지게하지 않도록 주의하면서 웰에 광학 스트립 뚜껑을 놓았다.[0145]

iv) 96 웰 플레이트를 2000 rpm으로 1분간 원심 분리하였다.[0146]

v) qPCR 기계에 96 웰 플레이트를 올바른 방향으로 놓고 하기 조건으로 실시간 PCR을 수행하였다.[0147]

   1 단계 : 95℃, 10분[0148]

   2 단계 : 95℃, 10초; 60℃, 20초; 72℃, 20초 (40 내지 45 사이클)[0149]

   3 단계 : 72℃, 10분[0150]

vi) 데이터 분석을 수행하였다.[0151]

실시예 8: 진핵 세포를 이용한 산화아연 나노스타의 용해능 검증[0153]

진핵 세포에서 산화아연 나노스타의 유용성을 검증하기 위해, 대장암 세포주인 HCT116 세포를 1~10
4
 세포/100[0154]

㎕의 농도가 되도록 연속 희석 (serial dilution) 한 후, 산화아연 나노스타, 산화아연 나노입자 및 종래 핵산

추출 키트 (Qiagen)를 이용하여 DNA 및 RNA를 추출 효율을 분석하였다.

그 결과, 도 8을 참조하여 보면, 최적화된 조건으로 본 발명의 산화아연 나노스타를 이용한 경우, DNA 및 RNA가[0155]

모두 1 세포/㎖까지 검출되는 것을 확인할 수 있었다. 산화아연 나노스타의 검출 한계는 종래 핵산 추출 키트보

다 DNA의 경우 100배, RNA의 경우 10배 우수하였다.

또한, 산화아연 나노스타와 산화아연 나노입자의 세포 용해능을 비교한 결과, 산화아연 나노스타가 산화아연 나[0156]

노입자 (20 nm) 보다 DNA 및 RNA를 1~1.5 사이클 더 빨리 검출하는 것을 확인할 수 있었다.

더불어, 산화아연 나노스타는 종래 핵산 추출 키트 보다 고농도 및 고순도로 핵산을 추출하였으며, 심지어 적은[0157]

수의 세포에서도 RNA를 고농도 및 고순도(10
1
 세포/100 ㎕에서 3.5 ± 2.3 ng/㎕ 및 1.73 ± 0.26)로 추출하였

다.

산화아연 나노스타는 다양한 유형의 세포에서 용해 완충액의 사용 없이 상온에서 신속한 세포 용해를 가능하게[0158]

하는 바, 임상 환경에서 진단 시스템으로 유용하게 활용될 수 있다.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술한 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한 구체[0160]

적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다. 따라

서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.

본 발명의 범위는 후술하는 특허청구범위에 의하여 나타내어지며, 특허청구범위의 의미 및 범위 그리고 그 균등[0161]

개념으로부터 도출되는 모든 변경 또는 변형된 형태가 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 해석되어야 한다.

공개특허 10-2019-0117358

- 13 -



도면
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