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Characterization of Gold-oligochitosan nanoparticles

and Antibiofilm Effect against Biofilm-forming 

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Jang-won Lee

Department of Food Science and Technology, Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

Being opportunistic pathogen and development of multiple 

antimicrobial resistance properties, there is an alternative demand 

for the combating Pseudomonas aeruginosa infection. Chitosan is 

one of alternative biologically derived product that has been 

proven to be exhibits diverse biological activities. However, the 

low water-solubility of chitosan limits its biological activity and 

the chemical modification, resulting in the study on shortening the 

polymer size as alternate possibilities to maintain its activity. 

Furthermore, nanotechnology is one of the emergence approaches 
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for the enhanced biological activity of any potential drug for 

treating the pathogenic infection. Several reports showed that gold 

nanoparticle will be as a potential candidate for the treating 

bacterial infection. In the present study it synthesized a potential 

chitooligosaccharides-gold nanoparticle by taking 

chitooligosaccharides and chloroauric acid materials. The 

synthesized chitooligosaccharides-gold nanoparticle has been 

characterized by UV-visible spectroscopy, Fourier transform 

infrared spectroscopy, field emission electron microscopy and 

dynamic light scattering. It was observed the treatment of 

chitooligosaccharides-gold nanoparticle to P. aeruginosa resulting 

in a concentration dependent biofilm inhibition and dispersion of 

virulence factors. Furthermore, it showed the suppression of 

swimming and twitching motility by the treatment of nanoparticle, 

whereas it enhanced the swarming motility. Findings from this 

study provide important insights to the potentials of 

chitooligosaccharides-gold nanoparticles as a new effective drug 

for prevention and treatment of P. aeruginosa biofilm-related 

infections.
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Ⅰ. 서 론

환경 중에 부유하던 미생물은 특정 표면에 부착하여 증식된 이후 AI

(autoinducer)를 통한 정족수 감지(quorum sensing, QS)과정을 거쳐 세포

외 고분자물질인 extracellular polymeric substance (EPS)를 생성하게

된다. EPS를 통해 생성된 3차원적인 구조물을 바이오필름(biofilm)이라고

하며 미생물이 환경에서 집락을 형성할 때, 바이오필름의 형성으로 인해

광범위한 만성 감염이 발생하게 된다(Vipin et al., 2019; Lee and Yoon, 

2017; Awad et al., 2018). 바이오필름이 형성되고 난 이후에는 다양한

방식을 통해 외부의 물리적이나 화학적인 자극들에 대한 저항성이

높아지게 된다. 바이오필름을 구성하는 EPS는 단백질 및 세포 외 DNA

(extracelluar-DNA, e-DNA)와 같은 고분자 물질로 구성된

매트릭스로써(Kim and Lee, 2016; Flemming and Wingender, 2010; 

Flemming et al., 2007), 항균 작용을 하는 물질이 바이오필름 내부에

유입되어 세포에 작용하는 것을 차단함으로써 저항성을

증가시킨다(Harmsen et al., 2010; Skariyachan et al., 2018). 또한,

정전기적인 상호작용, 다양한 분해 효소, 바이오필름 내 세포층에 걸친

대사 저하 및 고유 돌연변이의 생성을 통해서 저항성이 높아지기도

한다(Hoiby et al., 2010; Hall and Mah, 2017; Stewart and Costerton, 
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2001). 바이오필름을 가장 많이 생성하는 미생물 중 하나로 알려진

Pseudomonas aeruginosa에 의한 감염은 지난 수 십 년 간 전세계의 식품

안전 및 건강에 대한 심각한 문제를 일으켰다(Rojas et al., 2019; Lund-

Palau et al., 2016; Savoia, 2014, Schroth et al., 2018). P. aeruginosa는

바이오필름의 형성과 함께 다양한 독성 인자의 생성을 통해 병원성을

가지는 것으로 알려져 있다(Harmsen et al., 2010; Pang et al., 2019; 

Chatterjee et al., 2016). P. aeruginosa로부터 유래된 독성 인자를

저해하는 것은 감염에 효과적인 치료법으로 알려져 있으며 다양한 방식의

접근 방법이 연구되고 있다(Pang et al., 2019; Chatterjee et al., 2016; 

Khan et al., 2019a; Khan et al., 2019b).

그 중 하나인 키토산은 새우와 게의 껍데기로부터 유래된 키틴에서

추출한 다당류로써 포도당과 N-아세틸화 포도당으로 구성되어

있으며(Jung and Rark, 2014) 암을 비롯한 다양한 질병의 치료를 목적으로

이용되는 등 생의학 분야에서 키토산의 잠재력을 활용한 여러 연구가

진행되고 있다(Lodhi et al., 2014; Liaqat and Eltem, 2018; Park and Kim, 

2010). 그러나 키토산은 중성 pH 및 높은 점도의 조건에서 제한된

수용성을 가지는 특성으로 인해 실질적으로 활용하기에 어려움을 겪고

있다(Lodhi et al., 2014). 키토산의 한계를 극복하기 위해 분자량을

감소시키거나 화학적 처리를 통한 변형 등 여러 방법들이 이용 되어져

왔다. 키토산올리고당(chitosan-oligosaccharide, COS)은 분자량이 작고

키토산에 비해 수용성이 높은 키토산 유래 물질로써, 병원성 감염을

치료하기 위한 항균제 및 항바이오필름제로 연구되고 있다(Fernandes et 
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al., 2010; Li et al., 2019; Lu et al., 2014; Quintero-Villegas et al., 2013; 

Lu et al., 2019). 

또한, 최근에는 P. aeruginosa의 바이오필름 관련 감염을 치료하기 위한

대안 중 하나로써 경제적이며 생체에 적합하고 무독성을 특징으로 하는

천연 물질을 이용한 나노 제제가 관심을 받고 있다(Khan et al., 2019a; 

Khan et al., 2019b; Busetti et al., 2014; Papa et al., 2015). 이를 이용하여

항균 물질의 효능을 높이고 항생제의 독성 문제를 최소화하기 위해서 나노

물질을 사용한 하이브리드 제제의 사용이 선호되고 있다(Patil and Kim, 

2018; Vinci and Rapa, 2019). 금나노입자(gold nanoparticles, AuNPs)는

미생물 감염의 치료를 위해 연구되고 사용된 물질 중 하나로(Khan et al., 

2019b; Rajkumari et al., 2017; Rice et al., 2019; Khan et al., 2018), 높은

안정성, 넓은 표면적 및 낮은 독성으로 인해 생물학적 연구에 이용되고

있다(Li et al., 2014; Farokhzad and Langer, 2009; Zhao and Jiang, 2013).

이전의 연구들에 의하면 AuNPs는 단일로 사용되거나 다른 물질과 합성된

이후 사용되었을 때, 다양한 그람 음성균 및 그람 양성 세균의 바이오필름

형성 억제에 효과적인 것으로 보고되었다(Khan et al., 2019b; Mu et al., 

2016; Ramasamy et al., 2017). 이에 본 연구에서는 키토산올리고당-

금나노입자(COS-AuNPs)의 합성 및 특성을 확인하고 COS-AuNPs가 P. 

aeruginosa의 바이오필름 제어, 독성 인자 생성 저해 및 운동성에 미치는

영향에 대해 규명하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험 재료

본 연구에는 Korean Collection for Type Cultures (KCTC, Daejeon, 

Korea) 로부터 분양 받은 표준 균주인 KCTC 1637 Pseudomonas 

aeruginosa PAO1을 사용하였다. P. aeruginosa의 배양에는 tryptic soy 

broth (TSB; Difco, Detroit, MI) 와 tryptic soy agar (TSA; Difco)를 사용

하였다. 배양 온도는 35℃로 설정하여 일정하게 유지되도록 하였다. >10 

kDa의 분자량을 가지는 COS (80% deacetylation 된 키토산 유래)는 Kitto 

Life Co., Ltd. (Seoul, Korea)로부터, hydrogen tetrachloroaurate (III) 

(HAuCl4·3H2O)는 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)로 부터 구입하였다.
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2. 실험 방법

2.1 COS-AuNPs 합성 및 특성 확인

COS-AuNPs의 합성은 이전에 연구되었던 방법을 토대로 진행하였다

(Manivasagan et al, 2016). >10 kDa COS 50 mg를 교반 상태 하에 있는

80℃의 10 mL HAuCl4 · 3H2O (10-4 M) 수용액에 혼합함으로써 COS-

AuNPs를 합성하였다. 합성은 루비 레드 색상의 외관을 통해 일차적으로

확인되었으며 이후 UV-visible spectrophotometer (Beckman Coulter;

Fullerton, CA)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 다음으로 12,000 × g의

조건 하에서 30분 동안 원심분리기를 통해 가용성 COS-AuNPs를 pellet

상태로 만들었으며 증류수로 여러 차례 세척하였고 12 kDa 이상의 분자량

을 제한할 수 있는 투석 튜브를 사용하여 Pellet 이외의 불순물들을 제거

하였다. 수득된 COS-AuNPs은 분말 형태가 되도록 동결 건조하였으며 이

분말을 항생 물질 분석 및 특성 분석에 사용하였다. 먼저, 푸리에 변환 적

외선 분광기(Spectrum Two; PerkinElmer Inc., Waltham, MA)로 400 ~

500 cm-1의 파장 범위를 스펙트럼 스캐닝에 사용하여 COS-AuNPs에 존

재하는 각기 다른 작용기의 존재 유무를 확인하였다. COS-AuNPs의 입자

크기는 동적 광산란(dynamic light scattering, DLS) 분광 광도계(ELS-

8000; OTSUKA Electronic Co. Ltd., Osaka, Japan)를 사용하였고 형태의
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확인은 전계 방사 투과 전자 현미경(FE-TEM, JEM-2100F; JEOL Ltd., 

Tokyo, Japan)를 사용하였다. COS-AuNPs의 결정 특성 확인을 위해 X-선

회절 분석기(XRD, X'Pert-MPD system; Philips, Almelo, Netherlands)을

사용하였으며 원소 조성을 분석에는 에너지 분산형 분광분석기(EDX, S-

2400; Hitachi, Tokyo, Japan)을 사용하였다.

2.2 Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum 

bactericidal concentration (MBC) assay

P. aeruginosa에 대한 COS-AuNPs의 MIC 및 MBC를 확인하기 위해, P.

aeruginosa을 35℃에서 밤새 배양 후 TSB를 이용하여 600 nm optical 

density (OD600)의 조건에서 0.05가 되도록 희석한 뒤, 희석된 배양액 250 

μL를 96 well microtiter plate (SPL Life Sciences Co. Ltd., Pocheon,

Korea)로 옮긴 후 COS-AuNPs의 농도가 16 ~ 8,192 μg/mL가 되도록 첨

가하였다. Microtiter plate reader (Synergy HTX Multi-Mode Reader;

BioTek, Winooski, VT)를 이용하여 96 well microtiter plate를 35℃에서

24시간 동안 교반 상태(567 cpm) 하에 배양하였다. 배양 후, 600 nm의 파

장에서 배양액의 OD를 측정하였고 MIC에 사용하였던 96 well microtiter 

plate를 사용하여 COS-AuNPs의 MBC 실험을 진행하였다. 모든 well로부

터 100 μL 배양액을 TSB로 107배 연속 희석하고 희석액 100 μL를 TSA

plate에 분주하여 스프레딩 한 뒤 35℃에서 24시간 동안 배양하였다. 배양
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후, TSA plate에 형성된 집락수를 계수하였다. 모든 평가는 3회의 시험을

진행하였고 평균값을 제시하였다.

2.3 생육저해 효과 확인

생육 저해 효과 확인 시험은 MIC 수준 이하인 16 ~ 1,024 μg/mL의 농

도 범위에서 진행되었다. P. aeruginosa을 35℃에서 밤새 배양 후 TSB를

이용하여 OD600에서 0.05가 되도록 희석하고 COS-AuNPs의 각 농도에

맞게 96 well microtiter plate에 300 μL 분주하여 진행하였다. 배양은

microtiter plate reader 내에서 교반 상태(567 cpm)로 35℃, 24시간의 조

건으로 진행되었으며 OD600에서 2시간 간격으로 배양액을 측정하였다. 모

든 평가는 3회의 시험을 진행하였고 평균값을 제시하였다.

2.4 바이오필름 생성 저해 정량

Crystal violet 염색 및 생균수 실험의 두 가지 방법을 통하여 sub-MIC

에서의 COS-AuNPs의 항바이오필름 효과를 정량화 하였다. 바이오필름의

crystal violet 염색은 이전 연구된 방법을 토대로 약간의 수정을 거쳐 진

행되었다(Khan et al., 2019a). 먼저 96 well microtiter plate를 P.
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aeruginosa의 바이오필름 생성 표면으로 이용하였다. 밤새 배양한 P.

aeruginosa 배양액의 OD600를 TSB를 이용하여 0.05가 되도록 희석하고

96 well microtiter plate에 COS-AuNPs의 농도가 16 ~ 512 μg/mL가 되

도록 하여 300 μL의 배양액을 분주하였다. 35℃에서 24시간 동안 배양한

뒤, 부유 세균을 제거하고 증류수로 3회 세척한 다음, 20분 간 300 μL의  

0.1% crystal violet으로 염색을 진행하였다. 다시 물로 3회 세척하고 300 

μL의 95% ethanol에 재현탁 한 뒤 microtiter plate reader를 이용하여

OD570에서 측정하였다. 

다음으로, 부유 세균 및 바이오필름 내 세포의 생존력에 대한 sub-MIC

에서의 COS-AuNPs의 효과를 평가하기 위해 생균수 실험이 진행되었다

(Artini et al., 2018). 밤새 배양한 P. aeruginosa 배양액의 OD600를 TSB를

이용하여 0.05가 되도록 희석하고 96 well microtiter plate에 COS-AuNPs

의 농도가 16 ~ 512 μg/mL가 되도록 하여 300 μL의 배양액을 분주하였다.

35℃에서 24시간 동안 배양한 뒤, 각 well의 배양액을 TSB로 107배 연속

희석하고 희석액 100 μL를 TSA plate에 분주하여 스프레딩하였다. 이후,

부착되어 있는 바이오필름 내부에 존재하는 균을 정량하기 위해서 각 well

을 TSB로 2회 세척하였다. 다시 TSB를 분주하고 멸균 팁을 이용하여 바

이오필름을 긁어낸 후 TSB를 이용하여 107배 연속 희석하고 희석액 100

μL를 TSA plate에 분주하여 스프레딩 하였다. 35℃에서 24시간 동안 배양

하고 TSA plate에 형성된 집락수를 계수하였다. 모든 평가는 3회의 시험

을 진행하였고 평균값을 제시하였다.
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2.5 Scanning electronic microscopy (SEM) and fluorescence 

microscopy assay

P. aeruginosa에 대한 COS-AuNPs의 영향을 시각적으로 확인하기 위해

형광현미경(fluorescence microscopy)과 주사전자현미경(scanning 

electronic microscopy, SEM)을 이용하였다(Khan et al., 2019a). 두 경우

모두, 밤새 배양한 P. aeruginosa 배양액을 TSB를 이용하여 OD600 값이

0.05가 되도록 희석한 뒤, 512 μg/mL COS-AuNPs로 처리하여 바이오필

름을 형성되도록 하였다. SEM 분석에서는 나일론 막(0.5 × 0.5 cm)을 24 

well microtiter plate에 넣은 후, 35℃에서 24시간 동안 배양하고

2% formaldehyde와 2.5% glutaraldehyde를 사용하여 세포를 4℃에서

12시간 동안 고정시켰다. 이 후, 0.1 M phosphate buffer saline (PBS, pH 

7.2)를 이용하여 나일론 막을 세척하고 50% 및 100%의 에틸 알코올로

순차적으로 탈수하였다. 탈수 후 세포가 부착된 막을 동결 건조기(FD8518;

IlShinBiobase Co. Ltd., DONGDUCHEON, Korea)를 사용하여 동결 건조한

후 이온 스퍼터(E-1010; Hitachi, Tokyo, Japan)를 이용해서 120초 동안

금으로 코팅하였다. 이후, SEM (JSM-6490LV; JEOL, Tokyo, Japan)를 사

용하여 × 5000 배율 및 15 kV의 전압에서 촬영하였다. 

형광 현미경 분석에서는 P. aeruginosa을 1 × 1 cm의 유리 표면을 배양

액에 넣어 표면에 바이오필름이 생성되도록 하였다(Khan et al., 2019a). 이

후, acridine orange의 농도가 10 μg/mL가 되도록 하여 염색한 뒤, 0.1 M 
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PBS로 세척하였다. 이후, 형광 현미경(Leica DMI300B; Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany)를 이용하여 × 40 배율에서 촬영하였

다.
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2.6 생성된 바이오필름에 대한 제거 정량

P. aeruginosa에 의해 생성된 바이오 필름에 대한 COS-AuNPs의 제거

특성 정량은 crystal violet 염색 및 생균수 실험을 통해 확인 하였다(Khan 

et al., 2019a). 먼저, crystal violet 염색은 35℃에서 밤새 배양한 P. 

aeruginosa의 배양액 OD600을 0.05가 되도록 TSB로 희석하여 96 well 

microtiter plate에 300 μL를 분주한 뒤, 96시간 동안 35℃에서 배양하였다. 

배양액을 제거하고 TSB 배지를 이용하여 3회 세척하였다. 각 well에 대해

COS-AuNP의 농도가 sub-MIC (16~1,024 μg/mL)가 되도록 300 μL의

TSB와 함께 분주한 뒤 35℃에서 24시간 동안 배양하였다. 배양액을 제거

하고 증류수를 이용하여 모든 well을 3회 세척한 후 300 μL의 0.1%

crystal violet으로 20분 간 염색하였다. crystal violet을 제거하고 다시 증

류수로 3회 세척한 후 300 μL ethanol로 재현탁 한 뒤, Microtiter plate 

reader에서 OD570에서 측정하였다. 

생균수 실험은 35℃에서 밤새 배양한 P. aeruginosa의 배양액을 OD600에

서 0.05가 되도록 TSB로 희석하여 96 well microtiter plate에 분주한 뒤, 

96시간 동안 바이오 필름을 생성하고 TSB 배지를 이용하여 3회 세척하였

다. 다음으로, 각 well에 COS-AuNP의 농도가 sub-MIC (16 ~ 1,024 

μg/mL)가 되도록 300 μL의 TSB와 함께 분주한 뒤 35℃에서 24시간 동

안 배양하였다. 배양액을 제거하고 TSB 배지로 2회 세척한 뒤, TSB 배지

300 μL을 분주하고 microtiter plate의 표면에 존재하는 바이오필름을 멸
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균된 팁을 사용하여 긁어내었다. 이후, TSB 배지로 10-7배 연속 희석하고, 

희석된 현탁액 100 μL을 TSA plate에 스프레딩하여 35℃에서 24시간 동

안 배양하였다. 배양 후, TSA plate에 생성된 집락을 계수하여 CFU를 계

산하였다. 모든 평가는 3회의 시험을 진행하였고 평균값을 제시하였다.

2.7 용혈 활성 및 독성 인자 저해 확인

용혈 활성 및 독성 인자 생성 저해 실험은 이전에 연구된 방법에 따라

수행되었다(Khan et al., 2019a; Lee et al., 2012). 모든 실험에서 P. 

aeruginosa를 밤새 배양하여 배양액의 OD600 값이 0.05가 되도록 TSB를

이용하여 희석한 뒤 취하였다. 용혈 활성 실험에서 배양액을 상이한 COS-

AuNPs 농도로 처리하고 진탕 배양기에서 250 rpm의 조건으로 35℃에서

24시간 동안 배양하였다. 배양액 50 μL를 500 μL의 적혈구(red blood cell, 

RBC)와 혼합하고 35℃에서 250 rpm의 교반 조건 하에 60초 동안 배양하

였다. 이후, 상등액을 취하여 543 nm에서 측정하였다. 

COS-AuNPs의 농도에 따른 P. aeruginosa의 pyocyanin 생성 저해 효

과는 이전의 연구에 따라 진행되었다(Essar et al., 1990). 각각의 COS-

AuNPs 농도와 함께 TSB에서 P. aeruginosa를 250 rpm의 교반 조건 하

에 12시간 동안 35℃에서 배양한 후 10,000 rpm에서 10분간 원심분리한

뒤, 상등액 5mL와 chloroform 3 mL을 첨가하여 pyocyanin을 추출하고
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상등액을 제거한 후, pyocyanin을 0.2 N HCl로 산성화시켰다. 분홍색의 산

성추출물에 대해 OD520에서 값을 측정하였다. 

Rhamnolipid의 정량화는 이전의 연구에서 진행되었던 orcinol을 이용한

비색법에 따라 수행되었다(Wilhelm et al., 2007). 각각의 COS-AuNPs 농

도와 함께 300 μL의 TSB에서 P. aeruginosa를 250 rpm의 교반 조건 하

에 12시간 동안 35℃에서 배양한 후, 배양액의 2배 양만큼 diethyl ether

를 첨가하고 원심분리하여 상등액을 건조하였다. 증류수 100 μL, 1.6% 

orcinol 100 μL 및 60% 황산 800 μL를 순서대로 첨가하고 80℃에서 250 

rpm의 교반 조건 하에 30분간 가열하였다. 이후, OD421에서의 값을 측정하

였다.

Pyoverdin의 정량화는 이전의 연구에 따라 수행되었다(Stintzi et al., 

1998). Pyoverdin의 정량화를 위해 P. aeruginosa 배양액을 1:100으로 희

석한 후 2% sodium succinate를 추가한 minimal salt 배지(minimal salt 

medium, MSM)에서 각 농도에 따라 COS-AuNPs를 첨가한 뒤 250 rpm의

교반 조건 하에 12시간 동안 35℃에서 배양하였다. 사용된 MSM 배지의

조성은 다음과 같다: 증류수 1 L 당 Na2HPO4 4.0 g, KH2PO4 2.0 g,

MgSO4 0.8 g, (NH4)2SO4 0.8 g 및 trace element solution (TES) 1.0

mL. TES의 조성은 증류수 1 L 당 Al(OH)3 0.1 g, SnCl2 0.05 g, KI 0.05

g, LiCl, 0.05 g, MnSO4·4H2O 0.08 g, H3BO3, 0.5 g, ZnSO4.7H2O, 0.1

g, CoCl2.6H2O, 0.1 g, NiSO4.6H2O 0.1 g, BaCl2 0.05 g, 

(NH4)6Mo7O24.4H2O 0.05 g이었다. 배양 후, microtiter plate reader을 이
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용하여 OD405에서의 값을 측정하였다. 모든 평가는 3회의 시험을 진행하였

고 평균값을 제시하였다.
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2.8 운동성 분석 시험

COS-AuNPs가 P. aeruginosa의 swimming, swarming 및 twitching의 3

가지 운동성에 미치는 영향을 확인하기 위해 이전에 진행되었던 다른 연구

들의 방법을 일부 수정하여 분석하였다(Khan et al., 2019a; Wu et al., 

2011). 각각의 운동성 분석은 특정 성분으로부터 제조된 한천 배지를 사

용하여 수행하였다. Swarming 실험에 사용된 고체 배지는 luria britani 

broth (LB; Difco)에 0.5% casamino acids, 0.5% glucose 및 0.4% bacto 

agar (Difco)을 첨가하여 제조하였다. Swimming 실험에 사용된 고체 배지

는 증류수에 0.2% casamino acids, 30 mM glucose 및 0.3% bacto agar을

첨가하여 제조하였다. Twitching 실험에서는 0.2% casamino acids, 1.5%

bacto agar 및 30 mM glucose를 증류수에 첨가하여 제조한 배지를 사용

하였다. Swimming 배지와 swarming 배지는 121℃에서 15분 간 멸균한

뒤, COS-AuNPs를 상이한 농도로 첨가하여 plate에 부은 후 굳혔다. 이후,

밤새 배양한 P. aeruginosa의 배양액 5 μL을 plate 중앙에 분주하였다.

Twitching 실험은 멸균한 이쑤시개를 이용하여 plate의 중앙에 P.

aeruginosa의 배양액을 묻힌 후, 멸균한 twitching 배지를 부어서 굳혔다.

모든 plate는 35℃에서 24시간 동안 배양하였다. Swimming 플레이트와

swarming 플레이트는 배양 이후 표면에서 확인되는 P. aeruginosa의 영역

에 해당하는 직경을 측정하였다. Twitching의 경우, 직경을 측정하기 위해

배지를 조심스럽게 제거하고 0.1% crystal violet으로 20분 간 염색한 뒤,
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증류수를 이용하여 세척하고 건조한 후 염색된 직경을 측정하였다.

2.9 통계 분석

본 연구의 결과에 제시된 그림들은 GraphPad Prism 7.0 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA)을 통해 나타내었으며 결과는 평균 ± 표준

편차로 제시하였다. 실험 결과들의 유의성을 검증하기 위해 각 데이터의

통계 분석은 분산 분석(ANOVA)을 사용하여 수행되었다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 합성된 COS-AuNPs의 특성 분석 결과

P. aeruginosa에 의해 생성된 바이오필름으로 인한 감염은 식품뿐만 아

니라 건강을 비롯한 다양한 분야에서 심각한 문제가 되었다(Rybtke et al., 

2015). 또한, 다양한 메커니즘을 가진 항생제에 대한 P. aeruginosa의 내

성 증가로 인해 다른 대안들이 필요하게 되었다(Chatterjee et al., 2016). 

최근 천연 화합물의 잠재력에 대한 관심이 증가함에 따라, 효과적인 항균

및 항바이오필름 활성을 가진 수많은 화합물이 발견되었다(Mohammadi 

et al., 2019; Saeidi et al., 2015; sadeghian et al., 2012; Mulat et al., 2019; 

Khan et al., 2019c). 키토산 및 키토산 유도체는 이러한 천연 화합물 중

하나로써, 다양한 방법에 의해 여러 형태로 합성될 수 있다(Chopra et al., 

2006; Arguelles-Monal et al., 2018). COS는 키토산의 수용성을 향상시

키기 위해 화학적인 방법이나 효소적인 방법을 통해 합성된 저분자량의

키토산 유도체다(Liang et al., 2018). COS와 AuNPs의 살균력 및 바이오

필름 억제 활성은 이전에 연구되었으며(Sahariah and Masson, 2017), 본

연구에서는 COS와 AuNPs를 합성하여 만든 COS-AuNPs를 이용한 항바

이오필름 활성을 확인하는 연구를 진행하였다. 

우선적으로, 합성된 COS-AuNP의 특성을 확인하는 단계가 수행되었다. 
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UV-visible spectrophotometer를 이용한 흡광도의 확인과 외관의 색상

들 통한 확인이 먼저 진행되었다. COS-AuNPs의 스펙트럼은 532 nm 파

장에서 최대 흡광도 피크를 나타내었으며(Fig. 1A), 외관에서 루비 레드

색상을 확인할 수 있었다. 532 nm에서 최대 흡광 피크를 가지는 스펙트럼

의 결과와 외관의 색상은 이전의 연구들에서 보고되었던 COS-AuNPs의

특성과 일치했다.

COS-AuNPs의 상이한 작용기의 존재는 FTIR 분광법에 의해 확인되었

다(Fig. 1B). FTIR의 결과, 스펙트럼은 1088 cm-1에서 C-O, 1154cm-1에

서 에테르기(-COC-), 1641 cm-1에서 카르보닐기(C=O), 1,526 cm-1에서

-NH의 다양한 작용기들의 존재를 확인할 수 있었다. 

COS-AuNPs의 크기 및 형태는 DLS 및 FE-TEM을 사용하여 확인되었

다. COS-AuNPs의 입자 크기는 평균적으로 56.01 ± 3.48 nm 인 것으로

확인되었으며, 균일하게 분포되어 있었다(Fig. 1C). FE-TEM 분석에서는

COS-AuNPs의 형태가 구형인 것으로 확인할 수 있었다(Fig. 1D). 
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Fig. 1.  Structural analysis of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs). (A) UV–visible absorption 

spectrum, (B) FTIR spectroscopy of COS-AuNPs, (C) DLS histogram, and (D) FE-TEM images.
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COS-AuNPs의 나노입자 특성은 XRD 분석에 의해 확인되었다. XRD 결

과, 2 theta에서 (111), (200), (220), (311)과 같은 상이한 피크를 확인할

수 있었고, 각각의 피크는 38.23 °, 44.58 °, 64.89 ° 및 77.81의 값으로

관찰되었다(Fig. 2A). 따라서, COS-AuNPs는 입방정계(cubic crystalline)

의 외관을 가지고 있었으며 이 결과는 이전 연구에서 보고된 것과 일치하

였다(Manivasagan et al., 2015). 

COS-AuNPs의 특성은 Fig. 2B에서 확인할 수 있는 바와 같이 EDX 스

펙트럼을 분석함으로써 확인되었다. COS-AuNPs에서 Au의 존재는 스펙

트럼의 다양한 피크에서 반영되었으며, 2.2 keV에서 가장 높은 피크가 관

찰되었다. 또한, 다른 피크들로부터 COS-AuNPs에 탄소(C; 0.3 keV), 산

소(O; 0.5 keV) 및 구리(Cu; 8.2 keV)가 존재한다는 것을 확인할 수 있었

다. 이러한 결과는 이전 연구에서 이용된 조류 화합물인 fucoidan으로 덮

인 AuNPs에서의 결과와 일치하였다(Khan et al., 2019b). 

나노입자의 안정성은 항균제로서의 적용을 직접적으로 결정하므로, 합성

된 COS-AuNPs는 6개월 동안 냉장고에서 4°C의 온도 하에 저장한 뒤,

새로 제조한 COS-AuNPs와 비교하여 안정성에 대한 평가를 진행하였다

(Singh et al., 2018). Fig. 2C에서 확인되는 바와 같이, 새로 제조한 COS-

AuNPs와 6개월 동안 보관된 COS-AuNPs는 유사하게 532nm에서 최대

흡광 스펙트럼을 나타냈다. 사전의 연구들에 의하면 이러한 결과는 COS

를 이용한 capping을 통해 얻어지는 안정성으로 6개월간의 저장 기간 동

안 COS-AuNPs의 안정성을 확인할 수 있는 결과이다(Franconetti et al., 
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2019; Mu et al., 2016).
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Fig. 2.  Characterization of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs). (A) XRD spectrum, (B) EDX 

spectrum and (C) Stability analysis of six-month old COS-AuNPs by UV-visible spectrophotometer.
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2. COS-AuNPs의 MIC, MBC 및 생육 저해 결과

P. aeruginosa 성장에 대한 COS-AuNPs의 MIC 및 MBC의 측정은 바

이오필름의 형성 및 독성 인자 생성에 대한 억제 활성의 연구에 앞서 필수

적으로 수행하여야 하는 실험이다. 이 단계에서 P. aeruginosa가 바이오필

름을 형성할 수 있는 적합한 COS-AuNPs 농도 범위를 확인하여 이 후 실

험에 사용될 농도를 결정할 수 있다. P. aeruginosa 에 대한 COS-AuNPs

의 MIC 및 MBC 값은 각각 4,096 μg/mL, 8,192 μg/mL 인 것으로 확인되

었다(Fig. 3). 이 결과는 Fig. 4에서 볼 수 있는 것처럼 생균수 실험에서도

같은 결과를 보였다. COS-AuNPs의 sub-MIC를 결정하기 위해, P. 

aeruginosa의 생육곡선에 대한 실험을 교반 조건 하에서 MIC이하의 농도

인 16~1,024 μg/mL에서 진행하였다. Fig. 5에서 확인할 수 있듯이 P. 

aeruginosa의 성장은 COS-AuNPs 농도에 따라 변하였고 정지기는 약 12

시간에서 16시간 내에 도달하는 것으로 확인되었다. 1,024 μg/mL 및 512 

μg/mL의 COS-AuNPs 농도에서 P. aeruginosa 성장은 대조군과 비교하여

24시간 배양 후 약간 감소하였다. 결과를 바탕으로 P. aeruginosa에서 바

이오필름 억제 및 독성 인자 저해 실험을 위한 sub–MIC를 16~512 

μg/mL의 농도로 결정하였다.
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Fig. 3. Minimum inhibitory concentration of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs) against

Pseudomonas aeruginosa.
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Fig. 4. Representative colony images of Pseudomonas aeruginosa treated with different concentrations of 

chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs).
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Fig. 5. Effect of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs) on the growth properties of Pseudomonas

aeruginosa.  ○: control, ●: COS-AuNPs (16 μg/mL), □: COS-AuNPs (32 μg/mL), ■: COS-AuNPs (64 μg/mL), △: COS-

AuNPs (128 μg/mL), ▲: COS-AuNPs (256 μg/mL), ▽: COS-AuNPs (512 μg/mL), ▼: COS-AuNPs (1,024 μg/mL)
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3. 바이오필름 저해 효과 및 시각적 분석 결과

Fig. 6A에서 확인할 수 있듯이, COS-AuNPs에 의한 P. aeruginosa의 바

이오필름 생성 저해는 실험을 진행하였던 sub-MIC (16~512 μg/mL) 범위

에서 농도의존적인 경향을 보이는 것으로 확인되었다. 또한, 실험에 이용

된 COS-AuNPs 농도에서는 P. aeruginosa의 생육에 대한 저해 효과는 관

찰되지 않았다(Fig. 6B). 이전 연구들에서 COS와 AuNPs에 대한 바이오필

름 억제 활성은 보고되었으며 특히, 키토산 및 키토산 유도체의 항바이오

필름 특성은 아미노기의 존재에 의해 나타나는 양이온 전하와

exopolysaccharide, e-DNA 및 균체의 세포막으로 인한 바이오필름 외부

의 음이온 전하가 정전기적인 상호작용을 통해 나타나는 것으로 보고되었

다(Costa et al., 2017; Liu et al., 2004; Shi et al., 2016; Zhang et al., 2013). 

AuNPs의 항바이오필름 특성은 정전기적 상호작용 및 세포의 면역 반응에

의해 나타나며(Yu et al., 2016), 이전의 연구들에 의하면 AuNPs만을 이용

하거나 항생제(Mu et al., 2016), 천연추출물(Khan et al., 2019b; 

Ramasamy et al., 2017; Rajkumari et al., 2017) 및 기타 작은 분자량을 가

진 물질(Zhao et al., 2010; Zhao et al., 2013)과의 혼합 시에 나타나는 것

으로 보고되어져 왔다. COS와 AuNPs의 항바이오필름 특성은 이들이 합성

한 이후에도 유지될 것으로 사료된다. P. aeruginosa의 부유 세균 및 바이

오필름 형성 세포의 생존력을 평가하기 위한 생균수 실험 결과 또한 앞서

진행한 crystal violet 염색 실험의 결과와 동일하였다. sub-MIC에서
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COS-AuNPs는 농도 의존적으로 바이오필름 내 P. aeruginosa를 유의적으

로 억제하였다. 특히, 대조군과 비교하여 약 2.7 ~ 2.8 log CFU의 감소와

함께 256 및 512 μg/mL의 농도에서 현저하게 억제되었다(Fig. 7A). 반면, 

sub-MIC에서 COS-AuNPs를 첨가하였을 경우 대조군과 비교하여 부유

세균에는 영향을 미치지 않았다(Fig. 7B). Crystal violet 염색 실험 결과와

생균수 실험 결과를 종합하였을 때, sub-MIC 이하에서 COS-AuNPs는 96

well microtiter plate의 표면에서 부착 세균에 대해 억제 활성을 나타냈다.
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Fig. 6.  Inhibitory effect of sub-minimum inhibitory concentrations of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-

AuNPs) on Pseudomonas aeruginosa biofilm formation. (A) biofilm assay (B) cell growth. *p < 0.05 and **p < 0.01 

indicated statistical significance while ns indicated no statistical significance as compared to the control.
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Fig. 7.  Inhibitory effect of sub-minimum inhibitory concentrations of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-

AuNPs) on P. aeruginosa biofilm formation performed by cell viability assay. (A) CFU of biofilm cells (B) CFU of 

planktonic cells. *p < 0.05 and **p < 0.01 indicated statistical significance while ns indicated no statistical 

significance as compared to the control.
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COS-AuNPs의 바이오필름 생성 억제 활성은 SEM과 형광 현미경을 이

용하여 시각적으로도 의해 확인하였다. COS-AuNPs를 512 μg/mL의 농도

로 처리하였을 때, 나일론 막의 표면에 P. aeruginosa의 부착이 현저하게

억제되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 8A). 처리되지 않은 대조군의 경우,

나일론 막의 표면에 치밀한 바이오필름의 형성을 보였다. 또한, 형광 현미

경 분석은 SEM 결과와 유사한 결과를 나타내었다. COS-AuNPs로 처리한

경우, 대조군과 비교하여 현저히 적은 녹색 형광을 확인할 수 있었다(Fig. 

8B and C).
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Fig. 8.  Morphological analysis of Pseudomonas aeruginosa biofilm architecture by the treatment of 512 μg/mL 

chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs). (A) SEM (Scanning electronic microscopy) images 

of biofilm cells, (B) fluorescence microscopy images of biofilm cells, (C) Relative fluorescence intensity of the 

COS-AuNPs treated biofilm cells.
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4. P. aeruginosa에 의해 생성된 바이오필름 제거 결과

P. aeruginosa에 의해 형성되어 있는 바이오필름을 제거하는 것은 바이오

필름 형성을 억제하는 것과 함께 중요한 바이오필름 제어 방법이다. P. 

aeruginosa는 일반적으로 요도 카테터 및 인공 호흡기와 같은 여러 의료

기기의 표면에 형성되어 장기 생존하며 다양한 환경 조건에 대한 내성을

가지기 위해 바이오필름을 형성하고 이후 환자에게 감염되어 폐렴 및 요로

감염 등의 질환을 유발한다(Zhang et al., 2014; Horii et al., 2003). 따라서

형성된 P. aeruginosa의 바이오필름을 제거하는데 있어서 COS-AuNPs의

MIC 이하 농도에서의 효과 확인이 필요하다(Kim and Lee, 2016; 

Skariyachan et al., 2018). 

본 실험에서는 crystal violet 염색 및 생균수 실험을 통해 P. aeruginosa

에 의해 형성된 바이오필름에 대한 COS-AuNPs의 효과를 정량적으로 확

인하였다(Fig. 9, 10). COS-AuNPs의 sub-MIC에서의 결과와 대조군을 비

교하였을 때, P. aeruginosa에 의해 형성된 바이오필름을 상당량 제거할 수

있다는 것을 확인할 수 있었다. 추가적으로, 생균수 결과를 에서 또한, 96

시간 동안 형성된 바이오필름 내 균체에 대해서 COS-AuNPs의 sub-MIC

에 의해 상당량 제거되는 결과를 확인할 수 있었다. COS 및 AuNPs의 병

원성 세균에 대한 바이오필름 제거 특성은 이전 연구들에 의해 보고된 바

있다(Khan et al., 2019b; Li et al., 2019; He et al., 2014). COS-AuNPs와

COS, AuNPs 각각이 형성된 바이오필름 제거에 미치는 영향에 대한 상세
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한 메커니즘은 아직 연구되지 않았으나 AuNPs에 대해 현재 주장되고 있

는 바이오필름 제거 메커니즘은 AuNPs의 표면 전하로 인한 영향이다(Giri 

et al., 2015). COS의 양이온 특성과 함께, 이들의 특성은 합성 후에도 바이

오필름 제거 효과에 기여한 것으로 판단된다. 상기 실험들의 결과를 통해

합성된 COS-AuNPs는 P. aeruginosa에 의해 형성된 바이오필름에 대한

제거능 및 형성된 바이오필름 내 부착 세균에 대한 저해를 가지는 것으로

판단할 수 있다.
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Fig. 9. Eradication effect of different concentrations of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs) on 

preformed mature biofilm of Psudomonas aeruginosa as determined by crystal violet staining assay. **p < 0.01 

indicated statistical significance as compared to the control.
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Fig. 10.  Eradication effect of different concentrations of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs) on 

preformed mature biofilm of Pseudomonas aeruginosa as determined by cell-viability assays. **p < 0.01 indicated 

statistical significance as compared to the control.
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5. COS-AuNPs의 항용혈능 및 항독성 시험 결과

P. aeruginosa은 동물이나 인간의 체내에서 적혈구를 파괴하는 용혈 활

성을 가진다. 따라서, P. aeruginosa에 대한 COS-AuNPs의 용혈 활성 저

해를 확인하기 위해 sub-MIC (32-512 μg/mL)에서 실험을 진행하였다. 그

결과, P. aeruginosa의 용혈 활성을 농도의존적으로 억제하는 경향을 확인

할 수 있었다(Fig. 11A). P. aeruginosa의 용혈 활성의 저해는 512 μg/mL

의 COS-AuNPs 농도에서 약 59%로 나타났다. 이러한 결과는 Fucoidan

과 금나노입자(F-AuNPs)를 합성하여 이용한 이전의 실험에서도 sub-MIC 

수준인 256 μg/mL에서 동일한 비율의 용혈 활성 감소와 농도 의존적으로

감소하는 경향에 대해 보고되었다(Khan et al., 2019b). 

P. aeruginosa가 가지는 병독성을 억제하는 방법은 세균 병원성에 대한

대안적 접근법 중 하나이다(Lee et al., 2012; Morkunas et al., 2016; Naik 

et al., 2013). 균체가 아닌 독성 인자를 타겟으로 항생제를 처리하여 해당

인자가 발현하지 못하도록 하는 이 방법은 균체를 처리하는 것보다 상대적

으로 낮은 농도에서 가능하기 때문에 돌연변이로 인한 항생제 내성 균주의

발생 가능성이 낮으며 수많은 기존 항생제 또한 적용이 가능하여 제안되었

다(Totsika, 2017). 현재까지 제시된 병독성 억제 방법에는 표면에 대한

세균의 부착 방지, 독소 생성 억제, 3형 분비 시스템 제어 및 QS 제어가

있다(Hassett et al., 1992). P. aeruginosa는 pyocyanin, rhamnolipid, 

pyoverdine 및 protease와 같은 여러 가지 독성 인자를 생성하여 숙주의
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감염을 유도하는 과정을 통해 균체가 지속적으로 생존할 수 있도록 한다

(Morkunas et al., 2016; Hassett et al., 1992; Zulianello et al., 2006; 

Michel et al., 2005; Fernandez et al., 2012). 

먼저, pyocyanin의 생성은 COS-AuNPs에 의해 농도의존적으로 억제되

었다(Fig. 11B). 512 μg/mL 농도에서 COS-AuNPs에 의해 P. aeruginosa

의 pyocyanin 생성은 64.6 %까지 감소하는 것으로 확인되었다. 또한, 동

일한 농도의 COS-AuNPs는 rhamnolipid의 생성을 54%까지 감소시키는

것으로 나타났다(Fig. 11C). 그러나, pyoverdine의 경우, 생성이 향상되는

것으로 확인되었다(Fig. 11D). 종합적으로, 본 실험은 COS-AuNPs가 P. 

aeruginosa의 중요한 독성 인자의 생성을 억제하여 잠재적인 항병독성 제

제로 이용될 수 있다는 것을 확인할 수 있었다.
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Fig. 11. Attenuation of virulence different properties of Pseudomonas aeruginosa by sub-minimum inhibitory 

concentrations of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs). (A) Antihemolytic activity of COS-

AuNPs, (B) Reduction of pyocyanin production, (C) Reduction of rhamnolipid production and (D) Effect on 

pyoverdine production. **p < 0.01 indicated statistical significance as compared to the control.
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6. COS-AuNPs에 의한 운동성 조절

P. aeruginosa의 운동성 유형들은 바이오필름을 형성하기 위한 유기물

또는 무기물의 표면을 탐색하고 부착하는 역할을 하여 바이오필름의 형성

시 중요한 요소로 판단된다. 균체의 운동성은 편모 매개 운동(swimming,

swarming)과 유형IV 선모 매개 운동(twitching)의 두 가지 유형이 있다

(Chang, 2017; Kilmury and Burrows, 2018; Baker et al., 2019). 편모 매

개 운동은 화학 감지에 관여하며 유형IV 선모 매개 운동은 물리적 감지에

관여하고 유기물 또는 무기물의 표면에 부착되도록 한다(Chang, 2017; 

Persat et al., 2015). 특정 표면에 도달하여 부착된 후, 균체는 EPS를 생성

하기 시작하고 다양한 생리학적 상태를 갖는 세포들을 둘러싸는 바이오필

름 구조를 만든다(Flemming and Wingender, 2010; Chang, 2017; O’Toole 

and Kolter, 1998). 따라서, 이러한 운동성 유형을 약화시키는 것은 P. 

aeruginosa의 바이오필름 형성에 의해 야기되는 감염을 억제하기 위한 접

근법으로 생각 할 수 있다. 본 실험에서, COS-AuNPs가 swarming, 

swimming 및 twitching의 3가지 운동에 미치는 영향을 조사했다. 

Swimming과 twitching 운동은 농도에 비례하여 억제되는 것으로 나타났

으나(Fig. 12C, D, E, F), swarming은 높은 농도의 COS-AuNPs에서 강화

되는 것으로 확인되었다(Fig. 12A, B). swimming은 256 μg/mL의 농도에서

69%까지 저해되는 것으로 나타났으며 twitching의 억제는 동일한 농도에

서 약 38% 저해되었다. 제제들을 처리하였을 때, P. aeruginosa의 운동성
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이 증가하는 경우는 이전 연구에서도 찾을 수 있다(Lee et al., 2012). 또한,

편모의 기능에 의존적이며 화학주화성을 가지는 swimming과는 다르게,

swarming은 철 성분의 제한 또는 rhamnolipid와 cis(3′–5′)-cyclic-

diguanylate-monophosphate (c-di-GMP)의 생성 및 유형IV 선모 등 추

가적인 조건들을 필요로 한다(Baker et al., 2019; Kohler et al., 2000; Lin 

et al., 2016; Strehmel et al., 2015; Caiazza et al., 2005).
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Fig. 12. Antimotility properties of chitosanoligosaccharide-gold nanoparticles (COS-AuNPs) on Pseudomonas

aeruginosa such as attenuation of swarming (A and B), swimming (C and D) and twitching (E and F). **p < 0.01 

indicated statistical significance as compared to the control.
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Ⅳ. 요 약

P. aeruginosa는 대표적인 바이오필름 생성 균주로써 다양한 환경에 존재

하며 인간의 건강에 심각한 문제를 야기한다. P. aeruginosa는 특정 표면에

부착한 뒤, 바이오필름을 생성하고 독성 인자의 합성을 통해 만성적인 감

염을 일으키는 것으로 알려져 있으며 바이오필름이 생성되고나면 외부의

자극들에 대해 저항성이 높아지게 된다. 본 연구에서는 P. aeruginosa

PAO1의 바이오필름 및 독성 인자를 제어하기위해 키토산으로부터 유래된

키토산올리고당과 높은 안전성 및 넓은 표면적 등을 특징으로 하는 금나노

입자(gold nanoparticle)를 이용하여 COS-AuNPs를 합성하였고 항바이

오필름 활성 및 독성 인자들에 미치는 효과에 대해 알아보았다. 합성된

COS-AuNPs는 광학적인 분석들을 통해 특성이 확인되었으며, 532 nm에서

최대 흡광도 피크를 가지며 외관상 루비 레드 색상을 가지는 것으로 나타

났다. 또한, C-O, C=O, -COC-, -NH 등의 작용기를 가지는 것으로 확인되

었으며, 입자의 평균 크기는 56.01±3.48 nm이었고 구형의 형태로 나타났

다. 입방정계의 외관을 가지고 있었으며 6개월 간의 안정성을 확인할 수

있었다. P. aeruginosa에 대한 MIC 및 MBC는 각각 4,096 μg/mL, 8,192 

μg/mL로 나타났으며 생육저해실험 결과, 생육에 최소한의 영향을 미치는

것으로 판단되는 512 μg/mL의 농도를 최대 sub-MIC로 설정하여 이후 실

험을 진행하였다. 바이오필름 생성 전에 sub-MIC의 COS-AuNPs를 첨가

하여 배양하였을 때, P. aeruginosa의 성장에는 영향을 미치지 않지만 생성



44

되는 바이오필름은 농도의존적으로 저해되는 결과를 확인할 수 있었으며

이는 생균수 실험에서도 같은 경향을 보이는 것으로 나타났다. 바이오필름

생성 저해는 SEM과 형광현미경을 통해서도 다시 확인할 수 있었으며 512 

μg/mL의 농도로 처리한 경우, 처리하지 않은 대조군에 비해 현저하게 바

이오필름 생성이 저해되는 결과를 보였다. 96시간동안 P. aeruginosa을 배

양하여 바이오필름을 생성한 후 COS-AuNPs를 처리하였을 때, 유의적으

로 바이오필름이 제거되었으며 바이오필름 내 부착 세균에 대해서 또한 농

도의존적인 경향으로 감소되는 결과를 확인할 수 있었다. 독성 인자에 관

한 시험결과에서는 512 μg/mL의 COS-AuNPs가 용혈 활성, pyocyanin 및

rhamnolipid에 대해 각각 59%, 64.6% 및 54%까지 감소시키는 것을 확인

할 수 있었지만, pyoverdine에 대해서는 생성이 증가하는 결과를 보였다.

운동성 조절 실험 결과에서는 swimming과 twitching을 256 μg/mL의 농

도에서 각각 69%, 38%까지 저해하였으며 swarming의 경우에는 향상되는

결과를 나타내었다. 본 물질이 P. aeruginosa에 미치는 영향에 관한 메커

니즘을 확인하기 위해선 차후 바이오 필름 형성, 독성 인자 생성, 운동성

및 QS에 관여하는 유전자 발현을 연구함으로써 각각의 표현형 돌연변이

균주와 비교하거나 야생 균주에 대해 분자 수준에서 상기 언급된 표현형의

특성을 확인해야한다. 이상의 결과들을 종합하여 볼 때, 합성된 COS-

AuNPs는 P. aeruginosa 바이오필름 형성과 관련된 감염을 제어할 수 있

는 잠재적 항바이오필름제제로서 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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