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Abstract

Recently, photothermal therapy (PTT) technique is greatly considered in cancer therapy 

owing to its unique advantages of specificity. Among a range of materials have been 

applied in photothermal therapy, single-walled carbon nanotubes (SWNTs) are 

considered to be an efficient material owing to their unique properties such as strong 

optical light absorption of near-infrared (NIR) light and efficient conversion of light to 

heat. Further, the combined photo-thermal therapy with chemotherapy is an effective 

approach in cancer treatment. In this way, we propose the modification of SWNTs with 

anticancer drug Doxorubicin (DOX) loading and anti-HER-2 antibody Herceptin 

conjugation to target breast cancer. The modified-SWNTs with DOX and Herceptin were 

utilized for PTT therapy under 808 nm NIR laser irradiation onto the HER-2-positive 

SK-BR-3 breast cancer cells. The anticancer drug, DOX and Herceptin conjugated 

SWNTs exhibited an excellent anticancer therapeutic efficiency via HER-2-receptor 

mediated enhanced-endocytosis and NIR-promoted chemo/photothermal damage 

following NIR light irradiation. These results suggest that the combination of the targeted 
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chemo/photothermal therapy might result in the effective photothermal ablation of tumor 

cells.

Keywords: photothermal therapy, single-walled carbon nanotubes, Herceptin, NIR laser 

irradiation, endocytosis
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1. 서론

1.1. 유방암의 특성과 치료 방법

유방암은 전세계 여성 암의 23%로 최다 발생률을 보이며, 최근 서구

화된 생활로 인해 우리나라에서도 그 발생률이 빠르게 증가하고 있는

추세이다(서연옥 2007). 서구 여성의 경우에는 60대 이후에서 유방암의

발병율이 상대적으로 많이 발생하는 데에 비해, 우리나라에서는 비교

적 젊은 40대나 50대의 나이에서 유방암이 많이 발생하며, 다른 암에

비해 조기 발견 빈도가 높아 수술에 대한 예후가 좋으나 수술 후에 재

발의 위험성이 가장 높고 5년 이후에도 재발할 수 있어 지속적인 약물

복용 및 검사 등의 재발 방지 관리가 중요하다(민효숙, 박선영 et al. 

2008) . 

유방암 환자들은 유방암의 제거를 위해 종양을 축소하고 수술의 효

과적인 치료 결과를 위하여 수술에 보조적으로 항암 치료를 시행하고, 

치료와 재발 방지를 위해 오랜 기간 동안 약물의 독성에 노출되어 심

각한 항암제의 부작용이 발생하고 치료 효율이 감소하는 문제점이 발

생하고 있다. 또한, 유방암은 항암치료나 방사선치료만으로 완벽하게

치료하기 어려워 외과적인 수술을 통해 치료를 하고 있는데, 수술 후

합병증 및 유방 복원 성형술 등의 부작용이 발생하여, 부작용을 최소
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화하는 새로운 비침습적 유방암의 치료가 요구된다(Camejo, Castillo et al. 

2017).

1.2. 광열 치료 요법

암의 치료를 위해 수술, 화학 요법 및 방사선 치료가 주요한 방법으

로 시행되고 있지만, 수술적 절제로 인한 조직 및 장기의 소실 및 항

암 치료에 대한 부작용이 빈번히 발생하므로 비침습적이고 부작용이

적은 암 치료에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 이러한 암 치료

방법 중의 하나인 광열 치료는 암 부위에 나노입자를 전달한 후 근적

외선 레이저를 조사할 때 발생되는 열로 인해 상대적으로 열에 대한

저항성이 낮은 암세포를 선택적으로 죽이는 방법으로 (Brust, Walker et 

al. 1994) (Brust, Walker et al. 1994), 수술이나 화학치료법을 사용할 때 고

통과 부작용을 줄일 수 있고, 치료 효과를 높일 수 있어 최근 화학요

법과 결합하여 새로운 치료법으로 주목 받고 있다 (Kang, Guo et al. 

2017). 하지만, 광열 치료의 문제점은 열을 발생시키기 위해 생체 내에

주입한 광열물질이 체외로 배출이 되지 않을 경우에는 잠재적인 독성

의 위험이 있으며 암 세포 부위로의 정확한 전달이 어려워서 실제 암

치료 기술로 적용하기에 한계를 가진다 (West, Hasanjee et al. 2017). 본

연구에서는 이러한 문제점을 해결하기 위하여, 광열물질이 정상세포가
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아닌 암세포에만 선택적으로 결합하는 표적화 된 광열물질을 이용하여

화학/광열 치료의 결합요법에 의해 암 치료 효과를 높이고자 한다

(Zou, Wang et al. 2016) (Park, Yang et al. 2009).

1.3. 표적 지향형 치료제

항암제는 암세포뿐만 아니라 정상적인 세포에도 모두 영향을 주지만, 

표적치료 항암제는 암세포에서 발현이 증가되는 특정 표적인자만을 선

택적으로 결합하여 그 작용을 억제하여 정상세포에의 부작용을 최소화

하고 암세포에 대한 치료 효과를 향상시키는 장점을 가진다. ‘HER-

2’(인간표피 성장 수용체-2)는 세포의 성장에 관여하는 단백질로 HER-

2 과발현 유방암은 전체 유방암의 20~30%를 차지하며, 암세포가 빠르

게 성장하도록 신호를 보내기 때문에 HER-2 과발현 유방암의 경우 재

발하는 경우가 많으며 치료 예후가 좋지 않다. 한국 로슈의 ‘허셉

틴’(성분명 트라스투주맙)은 유방암의 대표적 표적 치료제로서, 유방암

세포의 HER-2 단백질 수용체를 표적으로 하여 작용을 나타내는데, 암

세포 표면의 HER-2에 결합하여 신호전달을 차단하고 암세포 성장을

억제해주며, 체내 면역체계 활성화를 도움을 주는 역할을 한다. 허셉틴

은 HER-2 수용체에 결합하며 종양세포가 복제하여 종양이 증식되는

것을 막아 종양의 진행을 늦출 수 있을 뿐 아니라, HER-2를 과발현 하
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는 전이성 유방암에서 기존의 항암제와 병용 적용하는 경우 좋은 효과

를 내고 있으며, 최근에는 허셉틴이 유방암뿐만 아니라, HER-2 과발현

된 진행성 위암에도 효과가 있는 것으로 확인되었다 (Peiris, Spector et al. 

2017).

1.4. 허셉틴의 한계 및 부작용

HER-2 표적치료제인 허셉틴은 HER-2 양성 유방암 환자에 60% 이상

의 뛰어난 병리학적 치료결과를 나타내기도 하며, 수술 전 후 항암화

학약품과 함께 쓰이는 보조요법으로 종양의 크기를 줄여주는 용도로

사용되는 한계가 있어 단독으로 사용 시에는 그 치료 효과가 크게 줄

어든다. 그래서, 허셉틴의 치료는 항암화학요법과 병용하는 방법이 보

편적이며, 방사선 치료, 광열 효과 등 다른 치료와 동시에 병용할 경우

치료효과가 증대된다. 허셉틴의 표적 치료 방법은 기존의 항암 약물요

법과 같은 부작용이 관찰되지는 않았으나, 일주일에 한번 또는 3주일

에 한번을 30~90분에 걸쳐 정맥주사로 1년의 오랜 기간 동안 투여 받

아야 함으로 허셉틴 치료 환자의 22% 정도에서 심장 기능 이상의 부

작용이 보고되었다. 그래서, 심장기능에 이상이 있는 환자에게는 투여

가 제한되고 규칙적인 심장 기능 평가가 필요한 단점이 있다.
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Fig. 1. The scheme of Herceptin working for HER-2 protein positive breast cancer.

(출처; Target therapy for breast cancer Mammology-Breast Surgery-Eurodoctor.ru -

2008)
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1.5. 허셉틴이 결합된 다기능성 탄소나노튜브 제조

단일벽 탄소나노튜브(SWNT)는 구조적, 전기적 특성 때문에 근적외선

영역의 레이저를 흡수하여 비침습적인 광열치료의 광흡수제로 사용이

가능하다. 단일벽 탄소나노튜브가 포함된 암세포가 근적외선(NIR)에 노

출되면 탄소나노튜브의 광에너지가 열에너지로 전환되어 세포를 죽일

수 있어 암세포를 제거하기 위한 표적화 된 암세포 치료에 적용이 가

능하다. 또한, SWNT의 넓은 표면 구조적 특징을 이용하여 다양한 약물, 

단백질 및 항체를 결합시킬 수 있어 암 치료 및 검사에 다양한 생의학

적 적용이 가능하다 (Kim, Ramasamy et al. 2014).

SWNT는 소수성으로 물에 불용성이며 독성의 문제가 제기되어 수용성

화 및 생체 적합형으로 변형이 필요한데, PL-PEG(Polyethylene glycol 

phospholipid)는 소수성인 SWNT의 표면을 코팅시켜 수용성화할 뿐 아

니라, 나노입자가 종양세포에 흡수되는 것을 촉진하고, 암세포 내에 머

무는 시간을 연장시키는 효과가 있고, 또한 PEG 분자의 말단에 작용기

를 이용함으로 쉽게 허셉틴을 화학적으로 결합시킬 수 있어 표적화 할

수 있는 구조를 가진다 (Liu, Tabakman et al. 2009) (Kohay, Sarisozen et al. 

2017). 허셉틴이 결합된 PL-PEG 코팅 SWNT는 HER-2가 과발현된 암세

포에 대해 표적화 할 수 있는 장점을 가지며, 암 발병 부위로의 선택

적인 열전달 효능을 향상시켜 열치료의 효율성과 안정성을 높여 광열
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치료의 효과를 극대화 시킬 수 있다.

1.6. 탄소나노튜브를 이용한 광음향 이미지

탄소나노튜브는 근적외선 범위에서 강한 흡광도와 높은 열팽창 계수

를 가진다. 이러한 적외선 영역에서의 광학적인 특성으로 인해 탄소나

노튜브는 근적외선을 이용한 종양의 광열치료와 동시에 광음향 이미징

(photoacoustic imaging)에의 적용이 가능하다 (De La Zerda, Zavaleta et al. 

2008).

광음향 이미지 기술은 광학기법과 초음파 영상법을 결합한 기술로

생체 조직을 이온화시키지 않는 비침습적인 진단기술로서, 우수한 명

암비와 대조능을 가지고 있기 때문에 차세대 고분해능 의료영상 기술

로 많은 관심을 받고 있다. 또한 암세포와 결합한 광열물질을 검출하

는데 2인치의 영상 투과 및 비침습적인 방법으로 인해 유방암의 조기

진단에 이용이 가능하다. 특히, 표적화 된 약물인 허셉틴이 결합된 기

능화 된 탄소나노튜브를 이용하여 기존의 조직검사를 통해 얻기 어려

웠던, 비침투성, 생분해성, 생체적합형 운반체로서 암세포 주변 혈관을

통해 전달된 나노입자의 암세포를 치료하는 과정을 실시간 평가 및 모

니터링으로 향후 조기암 진단율의 획기적 향상뿐 아니라 진단과 치료

제의 두 가지 역할을 동시에 수행할 수 있게 해주어 암치료에 크게 기
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여하리라 기대된다.

본 연구에서는 HER-2가 발현된 유방암에 특이성을 갖는 표적지향형

탄소나노튜브와 결합된 암세포의 광음향 이미지의 획득으로 비침습적

으로 생체내부의 암세포 진단 및 샘플의 위치 관찰이 가능하고, 동시

에 병변 부위에 약물 전달 시스템과 근적외선 레이저를 이용한 광열치

료 적용의 시너지 효과로 암 치료효과를 극대화시키며 부작용을 최소

화하는 데 목적이 있다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 재료 및 시료 합성

가. 시약

본 연구에 사용된 Hipco single-walled carbon nanotubes는 Unidym (Snnyvale, 

CA, USA)에서 구입하였으며, 제조사의 protocol에 따라 정제하였다. 1,2-

distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(amino (polyethylene-glycol)-2000) 

(PL-PEG)는 Avanti Polar Lipids Inc에서 구입하였고, Doxorubicin hydrochloride 

(DOX), Sulfo-SMCC, Traut’s reagent 및 EDTA는 Sigma-Aldrich Chemical Co. 

(St. Louis, MO, USA)에서 구매하였다. Sodium bicarbonate, Chloroform, 

ethanol와 Dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Junsei chemical Co. (Tokyo, 

Japan)로부터 구입하였다. Phosphate –Buffered Saline (PBS)와 Dulbecco’s 

Phosphate- Buffered Saline (DPBS)는 Hyclone (UT, USA)에서 구입하였으며, 

herceptin은 부산대학교병원에서 연구용으로 제공 받았으며, 모든 시약은

정제 없이 그대로 사용하였다.
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나. 허셉틴이 결합된 표적 지향형 다기능성 탄소나노튜브 제조

가) PL-PEG 가 코팅된 수용성 SWNT (SP)제조

허셉틴과 독소루비신이 결합된 다기능성 탄소나노튜브는 기존의

연구에서 보고된 방법을 사용하여 3 단계로 제조하였다 (Liu, Tabakman et 

al. 2009). 먼저, 1 mg 의 Raw Hipco SWNT 를 5 mg 의 PL-PEG 를 5 mL 의

물에 가한 후 초음파 분산기에서 1 시간동안 반응시켰다.

초고속원심분리기를 이용하여 24,000 rpm 에서 6 시간 동안 원심분리 후

상층액을 분리하였다. 과량의 PL-PEG 를 제거하기 위하여 100 kDa 의

centrifugal filter device 를 이용하여 4,000 rpm 에서 10 분간 원심분리하고, 이

과정을 4~5 회 반복 시행하였다. 808 nm 에서 흡광도를 측정하여 제조된

SP(몰흡광계수 =0.0465 cm-1cm-1)의 농도를 측정한다. 

나) 허셉틴이 결합된 표적 지향형 SWNT 제조 (SP-HER)

다음으로, Her-2 에 세포 특이성을 가지는 허셉틴은 SWNT 표면에

코팅된 PL-PEG 말단의 NH2- group 의 반응을 통해 결합되었다. 요약하면, 

0.5 mL 의 SP(50 mg/mL)를 0.5 mg 의 sulfo-SMCC 및 60 mL 의 PBS (10X)와

2 시간 반응시켜 활성화 시켰다. Sulfo-SMCC-SWNT 는 1.7 mL/ml Traut’ 

reagent (5 mM)과 1 mL EDTA (0.5 M)로 활성화 된 6 mL 의 허셉틴(140 mM) 
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과 4°C 에서 2 시간 반응시켰다. 그리고, 반응 용액에 50 mL PBS (1X)와 0.5 

M EDTA 를 가한 후 4°C 에서 24 시간 반응시킨 후 10 KDa centrifugal filter 

device 를 사용하여 생성물을 정제하였다.

다)독소루비신이 결합된 SP-HER (SP-DOX-HER)

항암제인 독소루비신을 SWNT 의 표면에 결합시키기 위하여, 1mL SP(50 

mg/mL)를 60 mL DOX (10 mM), 40 mL PBS (10X)와 2 mL NaHCO3 (0.5 M)를

4°C 에서 24 시간 반응시킨 후, 10 KDa centrifugal filter device 를 사용하여

미반응된 DOX 를 제거하고 생성물을 정제하였다.  

2.2. 특성 분석

제조된 다기능성 SP-DOX-HER 의 평균 길이는 mica substrate 위에서

contact mode 로 Atomic microscope (AFM; Bruker, Icon-PT-PLUS, Germany)를

이용하여 측정하였으며, 분광학적 특성은 Raman spectroscopy (Nanofinder 30, 

Tokyo Instrument, Japan )에 의해 측정되었다. 또한, SP 와 SP-DOX 의

광학적 특성 및 농도는 UV-vis spectroscopy (Beckman Coulter, Fullerton, CA, 

USA)를 이용하여 측정하였다.
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2.3. 약물 결합량 측정

SWNT 표면에 결합된 결합된 DOX 의 함량은 490 nm 에서 DOX 결합

전후의 흡광도의 차이와 490 nm 에서 DOX 의 표준 검량곡선을 바탕으로

계산되었다 (Kim, Ramasamy et al. 2014). 또한, SWNT 에 코팅된 PL-PEG 

말단에 결합된 결합된 허셉틴의 양을 정량하기 위해 BCA protein assay 를

시행하여 탄소나노튜브의 결합된 허셉틴의 양을 계산하였다 (Smith, Krohn 

et al. 1985).

2.4. DOX 약물 방출 거동

DOX 약물의 방출 거동을 측정하기 위하여, 1 mL SP-DOX-HER 샘플이

담긴 dialysis tube (MWCO = 10,000 Da, spectra/Por)을 10 mL pH 7.4 (PBS 

buffer)와 pH 5.5 (acetate buffer)의 용액에 담근 후, 37°C에서 100 rpm으로 교

반한다. 808 nm 레이저(1W/cm2)를 5분간 조사하여 레이저 조사 전×후의 약

물 방출 거동을 비교한다 (Liu, Ko et al. 2014). 일정 시간 간격으로 tube 외

곽 용액을 UV-vis spectroscopy에서 490 nm의 흡광도를 측정하여 SWNT 표

면으로부터 방출된 DOX의 양을 정량하고 누적 방출률을 시간에 따라 표

시한다.
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2.5. 광열 효과 측정

제조된 SP-DOX-HER 의 광열효과를 측정하기 위하여, 여러가지 농도(0 

2.5, 5, 10, 20 mg/mL)와 레이저의 세기(0, 0.5, 1, 2 W/cm2)의 808 nm 의

근적외선을 조사하여 thermocouple 을 이용하여 1 초 시간 단위로 용액의

온도를 측정하였다. 이 때, 대조군으로는 증류수를 사용하였다. 또한, 

적외선 화상 카메라(FLIR i5, FLIR instrument, MA, USA)로 용액의 온도

변화 및 분포도를 관찰하였다.

2.6. 세포 실험

가. 세포 배양

본 연구에서 사용된 MDA-MB-231 과 SK-BR-3 human breast cancer cells은

한국 세포주 은행(KCLB; Seoul, Korea)으로부터 구입하였으며, 10% fatal 

bovine serum (FBS; Hyclone)과 1% penicillin/streptomycin (Hyclone)을 포함한

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Hyclone) 배지를 이용하여 온도

37°C, 5% CO2조건의 incubator에서 배양하였으며 세포 배지는 2~3일

간격으로 교환해 주었다.
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나. 세포 생존력(cell viability) 측정

항암제와 광열효과에 의한 세포 증식 억제 및 사멸을 알아보기 위해

세포 생존력을 MTT assay를 이용하여 측정하였다. SK-BR-3 세포를 96 well 

plate에 2 × 104cells/well의 밀도로 24 시간 배양시킨 후, 시료를 농도별로

처리하여 24 시간 후에 배지를 제거하고 0.5 mg/mL MTT solution을 첨가한

후 4시간 동안 incubator에서 반응시키고 PBS로 2 회 세척 후 100 mL의

DMSO로 가하여 활성화 세포에 의해 형성된 formazan crystals을 녹인 후, 

GENios microplate reader (GENios, TECAN, Männedorf, Switzerland)를

이용하여 540 nm 파장에서 흡광도를 측정하고, 시료를 가하지 않은

대조군(Control)의 흡광도와 비교하여 세포 생존력을 퍼센트 비율로

나타내었다.

다. 세포내의 약물 전달 효과 측정

약물 전달효과에 의해 항암제인 DOX의 세포내의 결합은 confocal 

microscope에 의해 측정되었다. SK-BR-3 세포들은 35 mm confocal dish에 2 

´ 10 5의 세포 밀도로 배양되었다. DOX, SP-DOX 및 SP-DOX-HER 샘플과

2시간 처리한 후 808 nm 레이저(1W/cm2)를 5분간 조사하고 추가적으로

2시간동안 배양하였다. 배양한 세포들을 차가운 PBS로 세척 후 4%의

파라포름알데하이드 용액에서 고정시킨 후 세포핵을 Hoechst 33342로
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20분간 염색하였다. 세포를 PBS로 세척 후 confocal microscope(ZEISS, LSM 

700, Jena, Germany)를 이용하여 세포내의 DOX의 붉은 형광 분포를

관찰하였다.

또한, 세포내의 DOX 약물 결합의 세기를 정량화하기 위하여, 배양된

SK-BR-3 세포를 DOX, SP-DOX-HER와 SP-DOX-HER+레이저의 조건에서

처리한 후, 차가운 PBS로 세척 후 트립신으로 수확하여 PBS에

resuspension하고 flow cytometry (BD FACSVerse, BD Biosciences, CA, 

USA)에서 붉은 형광의 세기를 측정하였다.

라. 세포사멸(Apoptosis) 효과 분석

세포의 산화적 스트레스에 의한 apoptosis의 분석은 Annexin V-FITC/PI 

double staining kit (BD Bioscience, CA, USA)를 이용하여 flow cytometer에서

측정하였다. 세포를 60 mm cell culture dish에 5 ´ 105cells의 밀도로 24 시간

배양시킨 후, 시료를 처리하고 24시간 더 배양시킨다. 부착 세포를

trypsin으로 떼어내어 세포를 수확한 후 원심분리하고 차가운 PBS로

washing한다. 100 mL의 1X binding buffer를 가하고 cell을 resuspension하고

annexin V-FITC/PI stock solution을 각각 5 mL와 10 mL을 가하고 빛을 차단한

후 실온에서 15분간 방치한다. 400 mL의 1X binding buffer을 가한 후
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FACS를 이용하여 apoptotic cell을 정량하였다.

2.7. 동물 실험

가. 암세포 발현 마우스의 준비 및 약물 처리 프로토콜

본 실험에서 사용된 암세포 발현 마우스 모델은 18-21 g의 7주령의

BALB/C 암컷 누드 마우스를 Orient Bio Inc. (Gyeonggi-Do, Koprea)에서

공급받아 22 ± 3°C, 상대 습도 50 ± 20%, 조명 12시간, 조도 150~300 Lux의

청정동물사육실의 사육 조건하에서 1주일간 적응시킨 후 실험에

사용하였다.

동물실험의 모든 과정은 부산대학교병원 동물실험윤리위원회의 승인을

받아 수행하였다. 암세포 발현 마우스 모델을 준비하기 위하여

플라스크에 배양된 4 ´ 106 개의 SK-BR-3 세포를 마우스 옆구리

피하지방에 주입한 후 종양의 크기가 ~160 mm3가 되면 치료를

진행하였다.

나. 종양의 절제술

암이 발현된 마우스의 종양 부위에 100 mL의 시료를 주입하여 종양에

국소적으로 머물게 한 후, 808 nm 레이저(1W/cm2)를 5분간 2회 조사하여
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42~45°C의 열을 발생시켰다. 이 때, thermometer probe를 시료가 주입된

종양의 가운데에 위치시킨 후 레이저 조사 시 사간에 따른 온도 변화를

측정하였고, 열화상카메라로 마우스 종양 부위의 온도 분포도를

관찰하였다. 광열 치료효과를 검증하기 위하여, 광열 치료 후 2일

간격으로 2주간 다음의 식에 따라 종양의 크기를 측정하였다 (Niu, Xu et al. 

2017).

종양의 크기 =
�종양의 길이�´ �종양의 너비�

�

2

다. 생체내의 광음향 이미지 획득

광음향 이미지 시스템은 Bui et al (Bui, Hlaing et al. 2015)에 의해 기술된

바와 같이 측정되었으며, 종양의 크기가 ~ 160 mm3 도달하였을 때, 종양

부위에 직접적으로 10 mg/mL 시료를 100 mL 주입하여 1시간 후 광음향

이미지를 획득하였다. 광음향 시스템은 5 ns의 pulse width와 10 Hz의

repetition rate의 Nd:YAG laser에 의해 구현되는 optical parametric oscillator 

(OPO) laser (Surelite OPO Plus, Continuum, CA, USA)가 장착 되었으며, 10 

MHz의 transducer (Plympus NDT, Waltham, MA, USA)에 의해 x축과 y축으로

100 ´ 100 mm의 scanning step size로 시료 주입 전후의 광음향 이미지를

획득하였다.
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2.8. 통계적 분석

모든 실험들은 3 회 이상씩 독립적으로 실시하였으며, 측정된 결과는

평균과 표준편차로 표시하였고, 각 실험의 대조군에 대하여 student t-

test 를 이용하여 p-value 값이 0.05 이하(p*<0.05)인 경우에는 통계적으로

유의하다고 분석하였다.
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3. 결과 및 고찰

3.1. 나노입자의 특성 분석

본 연구에서는 유방암의 표적치료를 위하여 허셉틴과 DOX 가 결합된

단일탄소나노튜브를 성공적으로 합성하였고, 그 모식도를 Fig. 2 에

나타내었다. 먼저, 불용성인 SWNT 는 생체적합형 물질인 PL-

PEG(Polyethylene glycol phospholipid) amine 을 non-covalent 방법으로

코팅하여 수용성화 한 후, 탄소나노튜브에 코팅된 PL-PEG-amine 의

말단기인 amine 과의 화학적인 결합을 이용해서 허셉틴을 탄소나노튜브에

conjugation 시켜 HER-2 과발현된 유방암에 표적화 하였다. 또한, 약물전달

시스템과 결합하여 암치료 효과를 극대화하기 위해 탄소나노튜브 표면에

hydrophobic interaction 이용하여 항암제인 독소루비신을 결합시켰다. 

합성된 SWNTs (SP)와 SWNTs-Herceptin (SP-HER)은 수용액에서

aggregation이 없이 안정한 상태를 나타내었으며, 합성된 기능성 탄소나노

튜브를 Atomic force microscopy (AFM)과 FT-Raman spectroscopy를 이용하여

구조적인 특성을 조사하고, Fig. 3과 Fig. 4에 나타내었다. 

PL-PEG-amine으로 수용성으로 개질된 SWNT는 수용액에서 aggregation 

없이 안정한 상태를 나타내었으며, Atomic force microscopy (AFM)를 통해

100~150 nm의 균일한 길이를 가지는 것을 확인하였다. Raman spectroscopy
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에서 탄소나노튜브의 특징적인 피크인 G-band (1,580 cm-1), D-band (~ 1,300 

cm-1), RBM modes (100 ~ 300 cm-1)를 확인하였으며, RBM mode의 narrow 

width를 통해 1~1.2 nm의 탄소나노튜브의 지름을 확인하였다 (Michel, 

Paillet et al. 2011). 
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Fig. 2. Structured of functionalized single-walled carbon nanotubes (SP-DOX-HER)
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Fig. 3. An atomic force microscope (AFM) image of SP-DOX-HER conjugates.
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Fig. 4. Raman spectroscopy using the droplets of SP, SP-HER, and SP-DOX-HER 

solution onto glass slide. 
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3.2. DOX 약물 결합 농도 측정

제조된 SP-DOX-HER의 광학적 특성을 UV-vis spectroscopy (Fig. 5)를 이

용하여 측정하고 그 결과를 Fig. 5에 나타내었다. 측정 결과, SWNT는 근적

외선 영역에서의 광범위한 흡광도를 나타내었고, DOX의 결합 후에 490 

nm에의 DOX의 특징적인 peak 생성으로 DOX의 결합을 확인하였다.

다음으로, 약물전달시스템의 효율을 측정하기 위하여 SWNT에 결합된

DOX와 허셉틴의 양을 측정하였다. DOX 결합량을 합성된 490 nm의 파장

에서 SP와 SP-DOX-HER 나노입자의 흡광도의 차이를 계산하고 DOX 표

준 검량선에서 도출된 일차식에서 결합된 DOX를 계산하였다.

SWNT 표면에 π-π interaction으로 결합된 DOX는 490 nm에서의 DOX의

흡광도를 기반으로 하여 1 g SWNT당 3.2 g의 DOX가 결합되어 있음을 계

산하였다 (Liu, Sun et al. 2007). 탄소나노튜브에 결합된 허셉틴의 양을 정량

하기 위해, 탄소나노튜브의 결합된 허셉틴의 양을 BCA protein assay에 의

해 계산하였고, 1 g SWNT당 2.23 g의 허셉틴이 결합되어 있음을 계산하였

다. 

3.3. 약물 방출 속도 거동

암세포에서의 항암제 약물의 전달효율을 측정하기 위하여, 정상세포인
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pH 7.4과 암세포의 pH 5.5 완충용액에서의 조건에서 약물 방출률을 측정하

였다. SWNT에 결합된 DOX의 방출 속도는 암세포의 낮은 pH와 광열치료

의 조건하에 약물방출이 크게 향상되는 것을 확인하였다. DOX는 SWNT 

표면에 p-p interaction 으로 약하게 결합되어 있어 산성의 조건에서는

DOX이 protonation 되어 암세포의 낮은 pH 조건에서는 용해도가 증가하여

SWNT 표면에서 쉽게 해리된다 (Gu, Cheng et al. 2011). 특히, 약물 전달시

스템과 광열치료의 결합으로 인해 뛰어난 시너지 효과를 나타내었다. 결

과적으로, 탄소나노튜브에 결합된 항암제가 암세포의 낮은 pH와 근적외선

결합시 약물 방출 속도가 증가되고, 암세포 내로 결합되는 약물의 양이

증가되어 적용되는 약물의 양을 줄일 수 있을 뿐 아니라 정상세포에 대한

부작용을 줄여 줄 수 있을 것으로 기대된다.



26

Fig. 5. UV-vis spectroscopy of SP, SP-HER, free Herceptin and DOX. The 

concentration of SP and loaded DOX content onto SP were dtermined by absorption 

peak at 808 nm and 498 nm, respectively.
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Fig. 6. In vitro drug release profiles of SP-DOX-HER at different condition (pH 7.4 

of PBS buffer solution and pH 5.5 of sodium acetate buffer solution with or without 

808 nm laser irradiation).
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3.4. 근적외선 레이저 조사에 의한 광열 효과

808 nm의 근적외선 레이저를 이용하여 합성된 다기능성 SWNTs (SP-

DOX-HER) 용액의 농도와 레이저의 세기에 따른 광열 효과를 측정하였

고, 그 결과를 Fig. 7에 나타내었다. 생체내의 광열효과를 예측하기 위해

시료의 농도와 레이저의 세기를 변수로 하여 광열 효과에 의한 온도 변

화를 측정하였다. 합성된 SWNT 수용액에서의 광열 치료에 의한 온도 변

화를 측정한 결과, 샘플의 농도와 laser power가 증가함에 따라 광열 치료

온도도 증가하였다. 수용액과 tissue phantom에서 발열효과에 의한 thermal 

image를 측정한 결과, 빠른 대류영향(convection effect)으로 인해 반응 용기

내에서 균일한 온도 분포도를 나타내었고 열 손실(heat loss)로 인해 일정

시간이 지나 후 평형에 도달하였다. SWNT의 넓은 적외선 영역 범위의

광학적 특성으로 인해 광열치료 적용 시에 빠른 열적 반응 및 높은 열전

환 효율을 나타내는 것을 실험 결과를 통해 확인하였다.
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Fig. 7. Determination of the photothermal response of SP-DOX-HER (a) Thermal 

elevation of SP-DOX-HER aqueous solution at different concentration (0, 5, 15, 20, 

and 20 mg/mL) under 808 nm laser at power density of 1 W/cm2. (b) Temperature 

elevation of 2.5 mg/mL of SP-DOX-HER as a function of laser power densities (0.5, 

1, 1.5 and 2 W/cm2). 
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Fig. 8. Thermal IR image of aqueous solution of SP-DOX-HER at different 

concentrations (0, 5, 15, 20, and 20 mg/mL) under 808 nm laser at power density of 

1 W/cm2 for 10 min.
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3.5. In vitro study

합성된 허셉틴과 독소루비신이 결합된 탄소나노튜브를 이용하여 세포실

험을 통한 최적의 광음향/표적 광열 치료 효율을 위한 탄소나노튜브의 농

도를 검증하고, 표적화된 탄소나노튜브의 세포 내 안정성 검증을 시행하

였으며, HER-2에 양성인 SK_BR-3 유방암 세포주에서의 표적 치료 효과를

비교하였다.

가. 세포 독성 실험

제조된 다기능성 SWNT의 암세포 치료효과를 확인하기 위하여 세포내

독성 실험을 실시하고 그 결과를 Fig.8~Fig.10에 나타내었다. 허셉틴의

potential toxicity 측정 결과, HER-2 negative cells인 MDA-MB-231 cells의 경우

에는 80 mg/mL 이하의 농도와 72 시간 이내의 조건에서는 세포 독성의 영

향이 적었으나, HER-2 positive SK-BR-3 cells은 Herceptin 농도와 incubation 

time에 따라 세포독성이 크게 증가하는 것으로 확인되었고, 농도에 의한

영향보다 incubation time에 의한 영향이 더 큰 것으로 사료된다.

항암제 약물에 의한 세포 독성을 확인한 결과 DOX가 결합된 SWNT는

DOX 단독으로 적용할 경우에 세포 독성은 약간 낮게 나타났으며, 

Herceptin과 DOX를 결합 시에 Herceptin을 결합시키지 않은 경우에 비해

10% 정도의 증가된 암세포 치료효과를 나타내었다. 특히, Herceptin과
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DOX가 결합된 SWNT를 광열치료와 결합시켰을 경우에는 생존 세포수가

10% 이하로 크게 감소하여 광열치료와 약물치료의 결합에 의해 항암 효

과가 크게 증가한 것으로 사료된다.

나. HER-2 에 양성/음성인 cell line 에서의 표적치료 효과 및

광열치료 효과 연구

HER-2에 양성과 음성인 SK-BR-3와 MDA-MB-231 유방암 세포에 대하여

FITC가 표지된 Herceptin-conjugated SWNT와 DOX의 형광 강도를 비교한

결과 양성인 SK-BR-3에서의 형광 강도가 증가하고, NIR laser irradiation 후

nucleus에 약물의 축적이 증가한 것을 확인하였고, 광열치료 적용 후에 대

부분의 세포에서 cytoplasm이 손실과 더불어 세포내의 핵에서의 약물의

sub-cellular localization이 증가한 것을 3D confocal microscopy와 flow 

cytometry를 통해 검증하였다.
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Fig. 9. In vitro cell cytotoxic effect of Herceptin antibody conjugated SWNT (SP-

HER) against HER-2 negative MDA-MB-231 breast cancer cells for 24 h, 48 h and 

72 h.
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Fig. 10. In vitro cell cytotoxic effect of Herceptin antibody conjugated SWNT (SP-

HER) against HER-2 positive SK-BR-3 breast cancer cells for 24 h, 48 h and 72 h.
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Fig. 11. In vitro cell cytotoxicity of free DOX, DOX- and DOX/HER- conjugated 

SWNTs-treated SK-BR-3 cells with different sample concentration. 
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Fig. 12. In vitro photothermal cytotoxic effect of DOX-, SP-DOX-HER and SP-

DOX-HER with laser irradiation at laser power density of 1 W/cm2 for 5 min onto 

the SK-BR-3 breast cancer cells. Quantitative analysis of live cells and were 

analyzed by flow cytometry (FACS). The cells were treated with 12.5 mg/mL of SP-

DOX-HER and corresponding conjugated-DOX concentration with or without NIR 

laser irradiation. After 2 h, the cells were stained by 7-AAD.



37

다. 세포내 약물 전달 효과

세포핵(Nucleus)은 세포의 유전자의 정보가 저장되어 있는 곳으로 약물

내성을 줄이고 약물전달 효과를 증가시키기 위해서는 세포내기관인

nucleus에의 약물 축적이 무엇보다도 중요하며, 세포핵(nucleus)으로의 확

산을 증가시키기 위해서는 미토콘드리아 막(mitochondria membrane)의 손실

(loss)이 수반되어야 한다.

약물전달의 메커니즘을 이해하기 위해 세포(cell)에 결합된 SWNT를 확인

하기 위해 Herceptin과 DOX가 결합된 SWNT에 FITC를 이용한 세포 라벨

링(cell labeling)을 하고 세포 내 결합을 confocal microscopy로 측정하고 Fig. 

13~15에 나타내었다. 시간이 증가할수록 DOX의 세포핵(nucleus)에서의 축

적이 증가하였으며, free DOX와 Herceptin에 표적화 된 SK-BR-3에서의 축

적농도가 증가하였다. FITC는 레이저 조사(laser irradiation) 전에는 세포(cell)

의 cytoplasm에 분포하고 있으나, 레이저 조사(laser irradiation)에 의해 세포

핵(nucleus)에도 localization된 것을 확인하였고, 이는 laser irradiation에 의해

mitochondria membrane loss에 의해 DOX가 nucleus로 확산되어 nucleus 

accumulation이 증가할 뿐 아니라 SWNT도 세포핵(nucleus)으로 entering되

는 것으로 사료된다. 
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Fig. 13. Comparison of DOX cellular uptake with 15 mg/mL of free DOX 

concentration for 1 h and 2 h onto the SK-BR-3 breast cancer cells.
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Fig. 14. Comparison of DOX cellular uptake with 5 mg/mL of SP-DOX-FITC for 1 h 

and 2 h with or without 808 nm NIR laser irradiation at laser power density of 1 

W/cm2 for 10 min onto the SK-BR-3 breast cancer cells.
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Fig. 15. Comparison of DOX cellular uptake with 5 mg/mL of SP-DOX-HER-FITC 

for 1 h and 2 h with or without 808 nm NIR laser irradiation at laser power density 

of 1 W/cm2 for 10 min onto the SK-BR-3 breast cancer cells.
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Fig. 16. Comparison of DOX cellular uptake and sub-cellular accumulation onto the 

SK-BR-3 breast cancer cells. (a) DOX fluorescence (FL) intensity of at the various 

condition after 2 h with or without 808 nm NIR laser irradiation at laser power 

density of 1 W/cm2 for 10 min. (b) Quantitative analysis of intracellular DOX FL 

intensity measured by flow cytometry.
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3.6. 동물 모델에서의 암치료 적용을 위한 분자 영상

이미지 획득

가. 동물 실험 모델 준비 및 약물 주입

동물 실험을 시행하기 위하여 HER-2와 과발현된 유방암 전이 동물 모

델을 준비하기 위해 HER-2 양성인 5×106개의 SK-BR-3 유방암 세포를 누

드 마우스(nude mouse)의 피하조직에 주입하고 종양이 발현되기를 기다렸

다. 동물 모델에서의 종양이 발현되면 합성된 허셉틴과 DOX가 결합된

탄소나노튜브를 종양 조직에 직접적으로 주입하여 종양 조직 내에서의

SP-Herceptin의 광음향 이미지 획득하였고, 광음향 이미징 유도를 통한

HER-2 발현된 종양 부위에서의 근적외선 레이저 조사에 의하 광열 치료

효과를 유도하고 광열 치료에 의한 온도 분포도를 측정하였다. 또한, 실

시간으로 암 치료 전후의 동물 모델에서의 암세포의 실시간 성장 속도

및 치료 속도 정량화 및 종양의 생체 이미지를 획득하여 광열 치료 및

약물 전달 시스템의 결합에 의한 암세포의 성장을 관찰하고 암 치료 효

과를 검증하였다.

나. 동물 모델에서의 암치료 적용을 위한 분자 영상 이미지 획득

생체 내에서의 광음향 이미지 획득을 위하여, 합성된 SP-DOX- HER-FITC
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를 동물모델의 종양 조직에 intratumor injection하고 광음향 이미지를 측정

하였고 그 결과를 Fig. 17에 나타내었다. 광음향 이미지 측정 결과, 시료

주입 후 2시간 경과 후에도 SP-DOX- HER-FITC 시료에 의한 선명한 광음

향 이미지를 획득하였고, 이 결과 SP-HER-DOX-FITC는 광음향 시스템의

나노프로브(nanoprobe)로 사용될 수 있음을 입증하였다.

다. 동물모델에서의 암치료 적용

표적화 된 SP-DOX-HER-FITC를 종양 조직에 직접적으로 주입하였다. 

생체내의 광열 치료 결과, 광열치료에 의해 온도의 증가를 확인하였고 광

열 치료 및 약물 전달 시스템의 결합에 의한 치료의 효과를 검증하였으며, 

치료온도 50  ℃ 전후로 10분 동안 치료 시 14일 후에 종양이 치료되는 것

을 확인하였다. SP-DOX-HER-FITC를 종양 조직에 직접주입하고 종양이 발

현된 마우스의 혈관에 분포하는 SP-DOX-HER-FITC의 광음향 이미지를 획

득한 결과, 암세포 주변 혈관을 통해 전달된 나노입자의 분포가 확인되었

으며, 이를 통해 암세포를 치료하는 과정을 실시간 평가 및 모니터링 하

였으며, 나노입자 및 암세포 분포 부위에 광열치료를 적용함으로 암 치료

효과를 극대화 할 수 있었다. 또한, 암 치료 전후의 동물 모델에서의 암세

포의 실시간 성장 속도 및 치료 속도 정량화 및 종양의 생체 이미지를 획

득하였다.
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Fig. 17. In vivo photoacoustic image of (a) before and (b) after intratumor injection 

of SP-DOX-HER (250 μg/mL) in tumor-bearing mouse.
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라. 동물 모델에서의 분자 영상 이미지 획득과 치료 효과 검증

분자영상 이미지를 통해 암을 진단하고 암세포의 크기에 적용될 약물

용량을 예상하고 intratumor injection 된 SWNT 는 암세포 내에 높은 농도로

집중되어 우수한 치료효과를 나타내었다. 종양에 직접 주입하는 경우는

혈관 내에 주입하는 경우보다 발열효과 및 암세포의 치료효과가

증가하였고, 치료하는 동안 thermal camera 로 발열효과를 모니터링 하여

국소 부위에 높은 농도로 분포되어 있는 나노입자의 높은 발열로 인한

주변 조직에의 부작용을 최소화하였고, 같은 물질과 같은 농도라도 나노

입자의 주입 방법 및 분포에 따라 발열효과는 다를 수 있으므로 보다

폭넓은 적용 연구 결과가 필요하다. 

약물전달 효과와의 시너지 효과로 인해 50  ℃ 이하의 낮은 광열치료 온도

범위의 적용으로도 우수한 암 치료 효과를 보였으며 치료 부위의 상처가

적으며 예후가 좋았다. 허셉틴이 결합된 PL-PEG 코팅 SWNT는 HER-2가

과발현된 암세포에 대해 표적화 할 수 있는 장점과 동시에 광음향이미징

의 뛰어난 조영제(contrast agent)로 사용 가능하여, 정맥주사(intravenously 

injection) 후 암세포 주변의 혈관의 이미지 강도가 증가하여 암세포 주변

혈관을 통해 전달된 Herceptin-conjugated SWNT의 실시간 분포를 확인할

수 있었으며, 그 결과 암세포를 치료하는 과정을 실시간 평가 및 모니터

링으로 향후 조기 암 진단율의 획기적 향상뿐 아니라 진단과 치료제의 두
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가지 역할을 동시에 수행할 수 있게 해주어 초기 암 진단을 완성함으로써

암에 의한 사망과 고통을 감소시킬 수 있을 것으로 기대된다.
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Fig. 18. In vivo photothermal heating responses. Tumor-bearing mice were 

intratumor injected with 200 mL of 5 mg/mL of SP-DOX-HER when the tumor 

volume reached ~150 mm3. (a) Temperature changes of PBS and SP-DOX-HER

injected tumor and (b) IR thermographic images of PBS and SP-DOX-HER injected 

tumor-bearing mouse with 808 nm NIR laser irradiation at 1 W/cm2 for 5 min and 

10 min.
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Fig. 19. The digital photographs of chemo/photothermal treated tumor-bearing mice 

after 14 days. Tumor-bearing mice were intratumor injected with 200 mL of 5 

mg/mL of SP-DOX-HER when the tumor volume reached ~ 150 mm3. Subsequently, 

tumor-bearing mice were treated with 808 nm NIR laser irradiation at 1 W/cm2 for 

10 min. 
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Fig. 20. In vivo photothermal ablation of cancer cells. Tumor-bearing mice were 

intratumor injected with 200 mL of 5 mg/mL of SP-DOX-HER when the tumor 

volume reached ~ 150 mm3. Subsequently, tumor-bearing mice were treated with 

808 nm NIR laser irradiation at 1 W/cm2 for 10 min. Tumor volume growth curves 

of mice at different treatments indicated in 14 days. Data is expressed as mean ± SD 

of the three experiments.
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4. 결론

표적물질인 허셉틴과 약물이 결합된 표적 지향형 다기능성 탄소나노

튜브를 제조하고 HER-2 과발현된 유방암에 세포 독성이 증가하는 것

을 확인하였고, 광열효과의 결합에 의해 우수한 암치료 효과를 확인하

였다. Herceptin이 결합된 기능성 탄소나노튜브는 HER-2 단백질의 표적

화에 의해 세포내의 결합이 증가되었으며, 근적외선 레이저 파장의 조

사 후에 항암제인 DOX의 형광이미지가 증가되는 것으로 인해 세포

내의 축척이 증가하는 것을 확인하였다. 

근적외선 영역의 레이저 파장을 이용하여 광열 효과를 유도하고 실시

간으로 다기능성 탄소나노튜브의 열적 이미지 영상을 획득하고 치료효

과를 검증하였으며, 동물 모델에서의 종양의 생체 이미지를 획득하고

암세포의 실시간 성장 속도 및 암세포 크기의 정량화 가능성을 확보하

였다. 앞으로의 지속적인 연구로 항암 효과를 가지는 생체 친화 물질

의 조영제를 개발하고 이의 임상적인 실험을 통해 구체적인 조건을 확

립하고 기술적인 성과로의 연계가 기대된다.
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