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본 발명은 FRET 매개 바이오센싱을 위한 백색발광 그래핀 퀀텀닷 조성물 및 이의 제조방법에 관한 것이다.

본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 단일물질만으로 백색광을 발현하며 그래핀 구조를 가져 광학조절성이 우수

하며 세포독성이 미미하고 광안정성이 뛰어난 퀀텀닷으로서 열분해방법으로 제조하므로 종래의 제조방법에 비해 
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제조비용이 저렴하며 제조가 용이한 장점이 있다. 또한 본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀닷 및 산화망간이 피복된

백색발광 그래핀 퀀텀닷은 음전하의 표면전하를 가지고 있으며 20㎚의 평균입경을 가지고 있어 생체안정성이 뛰

어나고 세포막 투과성이 뛰어난 장점이 있다. 본 발명의 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 과산화수

소 또는 글루타티온에 의해 환원되는 산화망간으로 피복하여 FRET 매개 형광 소광효과를 부여하므로 생체시료에

존재하는 과산화수소 또는 글루타티온을 감지 또는 농도수치를 산출 할 수 있는 효과가 있다. 상기 산화망간은

생체에 존재하는 단백질, 다당류, 아미노산등에 의해 환원되지 않고 과산화수소 또는 글루타티온에 의해서만 환

원되는 특이성이 있으므로 생체시료내에 존재하는 과산화수소 또는 글루타티온에 선택적으로 형광을 발현하는 장

점이 있다. 본 발명의 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷이 포함된 조성물은 종래의 라벨에 의한 과산화

수소 또는 글루타티온의 검출방법에 대비하여 제조가 저렴하며 뛰어난 선택성을 가지고 있어 이를 대체할 수 있

는 차세대 과산화수소 또는 글루타티온 검출 조성물로 사용될 것으로 기대된다.  
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

산화망간(MnO2)이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white colored emitting graphene quantum dot)을 포함하는

과산화수소(H2O2) 감지용 또는 수치 측정용 조성물에 있어서,

상기  백색  발광  그래핀  퀀텀닷은  육각형  패턴의  그래핀  구조를  가지며,  평균  -50  mV의  제타포텐셜(zeta

potential)을 가지며, 평균 20㎚의 입경을 가지는 것을 특징으로 하는 과산화수소(H2O2) 감지용 또는 수치 측정

용 조성물

청구항 2 

삭제

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 빛파장 345 내지 355㎚에서 여기(excitation)하여 빛파장

475  내지 485㎚에서 백색광을 방출(emission)하며 5  내지 6%의 광루미네선스(photoluminescence)  퀀텀수율을

보이는 것을 특징으로 하는 조성물

청구항 4 

제  1  항에  있어서,  상기  산화망간은  상기  백색  발광  그래핀  퀀텀닷을  피복하여  FRET  매개  소광효과

(fluorescence resonance energy transfer mediated quenching effect)를 보이는 것을 특징으로 하는 조성물 

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 과산화수소(H2O2)의 감지 또는 수치측정은 상기 과산화수소에 의해 상기 산화망간(MnO2)이 망

간이온(Mn
2+
)으로 환원되어 상기 백색 발광 그래핀 퀀텀닷의 백색 발광이 복원되는 현상을 이용하는 것을 특징으

로 하는 조성물

청구항 6 

제 1 항에 있어서, 상기 과산화수소(H2O2)의 수치측정은 0.001 내지 1.5m㏖/L의 과산화수소 농도범위에서 수행되

는 것을 특징으로 하는 조성물

청구항 7 

삭제

청구항 8 

디옥시콜릭산(deoxycholic  acid)을 히팅맨틀(heating  mantle)에서 350 내지 450℃의 조건으로 5 내지 15분간

가열하여 백색발광 그래핀 퀀텀닷을 제조하는 단계;
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과망간산칼륨(KMnO4)을 수산화나트륨에 용해하여 산화망간(MnO2)을 제조하는 단계; 및

상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷과 상기 산화망간을 각각 5 내지 20 : 1의 중량비로 혼합하여 산화망간(MnO2)이 피

복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white colored emitting graphene quantum dot)를 제조하는 단계;

를 포함하는 것을 특징으로 하는 산화망간(MnO2)이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white  colored  emitting

graphene quantum dot)을 포함하는 과산화수소(H2O2) 감지용 또는 수치 측정용 조성물의 제조방법

청구항 9 

제 8 항에 있어서, 상기 조성물은 생체조직, 세포, 혈액, 소변, 체액 시료에 존재하는 세포의 용해를 방지하는

BSA, 다당류, 또는 아미노산을 추가적으로 포함하는 것을 특징으로 하는 산화망간(MnO2)이 피복된 백색 발광 그

래핀 퀀텀닷(white colored emitting graphene quantum dot)을 포함하는 과산화수소(H2O2) 감지용 또는 수치 측

정용 조성물의 제조방법

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 FRET  매개 바이오센싱을 위한 백색발광 그래핀 퀀텀닷(White  Colored  Emitting  Graphene  Quantum[0001]

Dots) 조성물 및 이의 제조방법에 관한 것이다. 상세하게는 열분해방법(pyrolysis)을 이용하여 제조한 백색발광

그래핀 퀀텀닷에 산화망간(MnO2)을 피복하여 FRET 매개 형광 소광효과를 구현한 후 시료에 존재하는 과산화수소

또는 글루타티온(gutathione)에 의해 상기 피복된 산화망간이 선택적으로 환원되고 그로 인하여 상기 백색발광

그래핀 퀀텀닷의 백색형광효과가 복원되는 정도를 측정하므로 시료에 존재하는 과산화수소 또는 글루타티온을

감지하거나 농도수치를 산출할 수 있는 백색발광 그래핀 퀀텀닷, 이를 포함하는 조성물 및 이의 제조방법에 관

한 것이다.

배 경 기 술

백색발광물질은 발광소자개발에 있어서 많은 가능성을 가지고 있기 때문에 센서, 광학 디스플레이 및 차세대 조[0003]

명장치로의 응용 및 개발에 많은 기대가 되는 물질이다. 통상적으로 백색발광물질은 다른 종류의 기본적인 형광

물질(빨강, 녹색, 파랑) 또는 보완적인 형광물질(노랑, 터키옥색)을 혼합하여 제조한다. 최근 연구에 따르면,

백색발광물질을  제조하기  위해  유기분자,  희토류  금속,  고분자,  맹독성  퀀텀닷(양자점)  물질  및  유기뼈대

(organic framework)를 이용하는 방법이 제시되었다. 그러나 상기 물질들은 독성이 있고 상대적으로 가격이 비

쌀 뿐 아니라 각각의 형광물질로부터 발광하는 형광의 세기를 정량적으로 조절하기 어려워 결과적으로 백색발광

을 오히려 저해하는 단점이 있다. 넓은 가시광선영역을 커버할 수 있는 단일 인광물질은 백색발광의 재료로서

각광받아  왔다.  나노사이즈이며  차원이  없고  결정  그래핀에  기반한  그래핀  퀀텀닷(Graphene  Quantum  Dots,

GQDs)은 퀀텀닷의 제한, 크기의존 및 밴드 갭 매개에 의한 광학 조절성, 낮은 세포독성 및 향상된 광안정성으로

종래의 퀀텀닷을 뛰어넘는 편의성을 가지고 있어 그 응용이 주목된다. 특히 GQDs의 상기 독특한 특징들은 의학,

바이오센서 및 광전자 기기등 다양한 분야에 응용되기에 적합하다. 

GQDs의 특징들 중 가장 흥미로운 하나는 조절 가능한 광루미네선스(Photoluminescence, PL)이다. 정확한 기작은[0004]

알려지지 않았으나 GQDs의 광루미네선스는 컨쥬게이션된 π-전자로 제한된 퀀텀에 의해 향상되는 것으로 이해되

고  있으며  상기  퀀텀은  크기,  화학적  기능화,  형상,  이질원자도핑(heteroatom  dopping),  모서리 구성(edge

configuration) 및 결함에 예민한 것으로 알려져 있다. 여러 선행연구에 의해 조절 가능한 GQDs의 여기 및 방출

특성이 보고되었으나 백색광을 제조하기 위한 GQDs의 응용에 관하여는 거의 알려진 바가 없다. 

선행연구에 의하면 백색발광 그래핀 퀀텀닷 (White light emitting GQDs, WGQDs)을 제조하기 위한 방법으로 휴[0005]

머방법(hummer’s method), 전기화학적 박리, 및 용제유도 자가결합방법 등이 제시되었다. 그 예로서, Sekiya

등은 GQDs를 제조하기 위하여 그래핀 파우더를 사용한 휴머방법을 이용하고 4-propynyloxybenzylamine을 이용한

모서리 기능화를 수행하였으며; Luk 등은 GQD-한천 조성물 및 파란색 LED를 피복하는 방법을 이용하여 백색광을
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제조한 바 있으며;  Gosh 등은 산화 그래핀으로부터 산성가수분해 방법을 이용하여 백색발광 그래핀 산화물 퀀

텀닷(Graphene oxide quantum dots, GOQDs)을 제조하였고; Joseph등은 전기화학적 박리방법을 이용하여 WGQDs

을 제조하였다. 그러나 상기 방법들은 화학적 변화를 유도하거나 가혹한 산처리, 또는 유기용제를 사용하기 때

문에 고비용이 소모될 뿐 아니라 제조된 WGQDs을 분리하기 위해 많은 공정이 필요한 단점이 있다.  

몰리브덴이황화물(MoS2),  황화텅스텐(WS2)  및  이산화망간(MnO2)과  같은  다층전환  금속산화물(Multi-layered[0006]

transition metatal oxide)은 부피 대비 향상된 표면적 및 에너지 수득 특성을 가지고 있다. 상기 금속산화물은

상기 특성으로 인하여 광촉매, 바이오센서 및 광열 치료분야에 적용이 가능하기 때문에 최근 들어 큰 관심을 받

고  있다.  특히  상기  금속산화물은  빠른  전자이동  및  뛰어난  빛  흡수  특성을  가지고  있어  형광소멸자

(fluorescence  quencher)  및 FRET  매개 화학/바이오센싱 기술(Forster  resonance  energy  transfer  mediated

chemo/biosensing technology)로서 광범위하게 고려되고 있다.

글루타티온(Glutathione, GSH) 및 과산화수소(H2O2)는 질병의 진행을 판단하는 기초 바이오마커로서 고려되고 있[0007]

다. 자연에 존재하는 항산화제인 글루타티온은 산화환원 항상성의 유지에 중요한 역할을 수행할 뿐 아니라 자유

라디칼의 생산을 조절하는 중요한 역할을 수행한다. 생체 시스템에서 글루타티온 수준이 비정상으로 측정되면

알츠하이머, 암 및 HIV를 포함한 다양한 질병이 발병했음을 의심할 수 있다. 과산화수소는 다양한 산업 및 생물

학적 응용에 있어서 방부제 및 산화제로 사용되고 있으며 생체시스템의 경우 세포내 과산화수소의 농도상승은

암발생(tumorogenesis)을 판단하는 인자로서 인식될 수 있다. 그 뿐 아니라 방광에 존재하는 과산화수소의 농도

는 몸 전체의 산화스트레스를 판단하는 인자로서 사용될 수 있다. 대부분의 바이오센싱 방법은 생물학적 효소,

유기 형광물질, 전기화학적 방법, 및 효소 면역 분석법을 이용하여 글루타티온 및 과산화수소를 정량적으로 분

석하는 방법에 관한 것이다. 그러나 상기 방법들은 비용이 비싸며 분석을 위한 복잡한 기기가 필요한 단점이 있

기 때문에 상기 바이오마커를 확인하기 위한 라벨 없는 검출방법의 개발이 절실한 실정이다. 

과산화수소 및 글루타티온이 존재하는 환경에서 산화망간(MnO2) 및 망간이온(Mn
2+
)의 선택성 및 해리정도를 측정[0008]

하는 방법은 바이오센싱 방법으로 응용되기에 충분하다. 상기와 같은 바이오센싱 방법의 예로서, Yuan 등은 NIR

흡수 상향변화나노입자(upconversion nanoparticles, UCNP)-산화망간 복합체를 과산화수소 수치의 판단에 사용

한바 있으며; Deng 등은 UCNP-산화망간 복합체를 글루타티온 농도의 판단에 사용 한바 있다. 그러나 상기 UCNP

는 상대적으로 낮은 퀀텀효율(quantum yield)을 가지고 있으며 NIR 흡수능 때문에 과열되는 경향이 있어 실제

응용되는데 한계가 있는 것으로 판단된다. 

열분해방법을 이용하면 WGQDs를 제조할 수 있다. 그러나 상기 열분해방법은 가해진 열에 의해 전구물질이 깨져[0009]

다중 색상 방출 GQDs가 제조되는 단점이 있어 상기 방법으로 제조된 WGQDs 대부분이 일반적인 광전자 공학으로

응용될 뿐 생물학적 배지에서 사용하는것과 같은 생물학에 대한 적용은 거의 알려져 있지 않다. 

본 명세서에서 언급된 특허문헌 및 참고문헌은 각각의 문헌이 참조에 의해 개별적이고 명확하게 특정된 것과 동[0011]

일한 정도로 본 명세서에 참조로 삽입된다. 
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 발광소자개발에 있어서 많은 가능성을 가지고 있으나 퀀텀효율이 낮고 세포독성이 있으며 가혹한[0014]

산처리와 유기용제의 사용으로 제조비용이 상승할 뿐 아니라 복잡한 정제과정을 필요로 하는 퀀텀닷(quantum

dot, 양자점)을 디옥시콜릭산을 이용하여 열분해방법으로 제조하면 그래핀 구조를 가지고 백색광을 발광하는 특

성을 가지며 향상된 퀀텀효율을 가지면서도 세포독성이 미미한 장점이 있는 백색발광 그래핀 퀀텀닷을 제조할

수 있으며 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷에 에너지 수득성능이 뛰어나며 FRET 매개 바이오센싱 기술에 응용이 가

능한 산화망간(MnO2)을 피복하면 바이오마커인 과산화수소(H2O2) 및 글루타티온(glutathione)을 감지하거나 과산

화수소(H2O2) 및 글루타티온(glutathione)의 농도를 산출할 수 있다는 것을 실험적으로 증명하여 본 발명을 완성

하였다. 

따라서 본 발명의 목적은 산화망간(MnO2)이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white colored emitting graphene[0015]
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quantum dot)을 포함하는 과산화수소(H2O2) 감지용 또는 수치 측정용 조성물을 제공하는데 있다.

본 발명의 다른 목적은 산화망간(MnO2)이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white colored emitting graphene[0016]

quantum dot)을 포함하는 글루타티온(glutathione) 감지용 또는 수치 측정용 조성물을 제공하는데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 산화망간(MnO2)이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white colored emitting graphene[0017]

quantum dot)을 포함하는 과산화수소(H2O2) 감지용 또는 수치 측정용 조성물의 제조방법을 제공하는데 있다.

본 발명의 다른 목적 및 기술적 특징은 이하의 발명의 상세한 설명, 청구의 범위 및 도면에 의해 보다 구체적으[0019]

로 제시된다. 

과제의 해결 수단

본 발명의 일  양태에 따르면,  본  발명은 산화망간(MnO2)이  피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white  colored[0021]

emitting graphene quantum dot)을 포함하는 과산화수소(H2O2) 감지용 또는 수치 측정용 조성물을 제공한다. 

본 발명의 다른 일 양태에 따르면, 본 발명은 산화망간(MnO2)이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white colored[0022]

emitting graphene quantum dot)을 포함하는 글루타티온(glutathione) 감지용 또는 수치 측정용 조성물을 제공

한다. 

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 육각형 패턴의 그래핀 구조를 가지며 평[0023]

균 -50mV의 제타포텐셜(zeta potential)을 가지고 평균 20㎚의 입경을 가지고 있다.

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 상기 산화망간은 상기 백색 발광 그래핀 퀀텀닷을 피복하여 FRET[0024]

매개 소광효과(fluorescence resonance energy transfer mediated quenching effect)를 보이며 과산화수소 또

는 글루타티온에 의해 상기 산화망간(MnO2)이 망간이온(Mn
2+
)으로 환원되어 상기 백색 발광 그래핀 퀀텀닷의 백

색발광이 복원되는 현상을 이용하여 시료내에 존재하는 상기 과산화수소 또는 글루타티온을 감지하거나 농도를

산출할 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 산화망간(MnO2)이 피복된 백색 발광 그래[0025]

핀  퀀텀닷(white  colored  emitting  graphene  quantum  dot)을  포함하는  과산화수소(H2O2)  또는  글루타티온

(glutathione) 감지용 또는 수치 측정용 조성물의 제조방법을 제공한다. 

제 1 단계) 디옥시콜릭산(deoxycholic acid)을 히팅맨틀(heating mantle)에서 350 내지 450℃의 조건으로 5 내[0026]

지 15분간 가열하여 백색발광 그래핀 퀀텀닷을 제조하는 단계;

제 2 단계) 과망간산칼륨(KMnO4)을 수산화나트륨에 용해하여 산화망간(MnO2)을 제조하는 단계; 및[0027]

제 3 단계) 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷과 상기 산화망간을 각각 5 내지 20 : 1의 중량비로 혼합하여 산화망간[0028]

(MnO2)이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷(white colored emitting graphene quantum dot)를 제조하는 단계.

발명의 효과

본 발명은 FRET 매개 바이오센싱을 위한 백색발광 그래핀 퀀텀닷 조성물 및 이의 제조방법에 관한 것이다.[0030]

본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 단일물질만으로 백색광을 발현하며 그래핀 구조를 가져 광학조절성이 우수[0031]

하며 세포독성이 미미하고 광안정성이 뛰어난 퀀텀닷으로서 열분해방법으로 제조하므로 종래의 제조방법에 비해

제조비용이 저렴하며 제조가 용이한 장점이 있다. 또한 본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀닷 및 산화망간이 피복

된 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 음전하의 표면전하를 가지고 있으며 20㎚의 평균입경을 가지고 있어 생체안정성이

뛰어나고 세포막 투과성이 뛰어난 장점이 있다. 본 발명의 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 과산화

수소 또는 글루타티온에 의해 환원되는 산화망간으로 피복하여 FRET 매개 형광 소광효과를 부여하므로 생체시료

에 존재하는 과산화수소 또는 글루타티온을 감지 또는 농도수치를 산출 할 수 있는 효과가 있다. 상기 산화망간

은 생체에 존재하는 단백질, 다당류, 아미노산등에 의해 환원되지 않고 과산화수소 또는 글루타티온에 의해서만

환원되는 특이성이 있으므로 생체시료내에 존재하는 과산화수소 또는 글루타티온에 선택적으로 형광을 발현하는

장점이 있다. 본 발명의 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷이 포함된 조성물은 종래의 라벨에 의한 과
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산화수소 또는 글루타티온의 검출방법에 대비하여 제조가 저렴하며 뛰어난 선택성을 가지고 있어 이를 대체할

수 있는 차세대 과산화수소 또는 글루타티온 검출 조성물로 사용될 것으로 기대된다.   

도면의 간단한 설명

도 1의 패널 A)는 상이한 합성온도에 제조한 WGQDs의 형광세기 차이를 보여준다. 패널 B)는 상이한 합성온도에[0033]

서 제조된 WGQDs  5㎎/㎖에 대하여 UV 램프 365 nm  파장에서 촬영한 사진을 보여준다. 패널 C)는 온도의존성

WGQDs의  형광방출결과를 보여주는 CIE 1931 측색표준관측자를 나타낸다.

도 2의 패널 A)는 WGQDs의 FE-SEM 이미지(스케일 바: 100㎚)를 보여준다. 패널 B)는 구형의 형태(붉은 점선)를

가지는 WGQDs의 FE-SEM 이미지를 보여준다. 패널 C)는 개발된 WGQDs의 AFM이미지를 보여준다. 패널 D)는 AFM 현

미경을 이용하여 측정한 WGQDs의 크기프로파일을 보여준다.

도 3의 패널 A)는 WGQDs의 기본 구성물질을 확인한 EDS 스펙트럼을 보여준다. 패널 B)는 WGQDs의 FTIR 스펙트럼

을 보여준다.

도 4는 WGQDs(1㎎/㎖)의 제타포텐셜 분석결과를 보여준다.

도 5의 패널 A)는 WGQDs(5㎎/㎖)의 UV-Vis 흡수 스펙트럼을 보여준다. 패널 B)는  WGQDs의 여기와 방출 프로파

일을 보여준다. 상기 방출 프로파일은 360㎚에서 WGQDs의 여기에 의하여 기록된 것이다. 패널 C)는 WGQDs의 농

도에 따른 광루미네선스 스펙트럼을 보여준다. 패널 D)는 각 330 내지 510㎚의 다른 파장에서 WGQDs(5㎎/㎖)의

여기에 따른 형광방출을 보여준다. 

도 6의 패널 A)는 532.01㎚의 파장을 가지는 레이저에 의해 여기된 1357㎝
-1
 주위의 D 밴드 및 1520㎝

-1
 주위의

G 밴드를 나타내는 WGQDs의 전형적인 라만 스펙트럼을 보여준다. 패널 B)는 2860㎝
-1
 주위의 2D 밴드와 2953㎝

-1

주위의 D+G 밴드를 보여주며 상기 밴드를 통해 본 발명의 그래핀 퀀텀닷이 성공적으로 합성된 것을 확인할 수

있다.

도 7은 4시간동안 WGQDs 0.5㎎/㎖를 처리한 KB 세포주의 공초점 레이저 현미경 이미지를 보여준다. 

도 8의 패널 A)는 KB 세포주의 WGQDs 처리시간 및 농도에 따른 세포내 흡수결과를 보여준다. 패널 B)는 24시간

동안 다른 농도의 WGQDs을 처리한 KB 세포주의 독성학적 프로파일을 보여준다. 

도 9의 패널 A)는 WGQDs의 농도에 따른 쥐혈액의 용혈활성을 보여준다. 패널 B)는 적혈구의 용해로 인해 방출된

헤모글로빈을 보여준다. 양성 대조군은 Triton X-100 0.3%를 사용하였고 음성대조군은 PBS를 사용하였다. 

도 10의 패널 A)는 WGQD-MnO2 복합체의 FE-SEM 이미지를 보여준다. 내부 그림패널은 WGQD-MnO2 복합체 나노입자

를 확대한 그림을 보여준다. 패널 B)는 과망간칼륨 및 WGQD-MnO2 복합체의 흡수 스펙트럼을 보여주며 패널 C) 및

D)는 각각 산화망간의 흡수스펙트럼과 360㎚에서 여기된 WGQDs의 광루미네선스 스펙트럼을 보여준다. 

도 11은 TGA 스펙트럼을 보여준다. 패널 A)는 WGQDs의 TGA 스펙트럼을 보여주며 패널 B)는 WGQD-MnO2 복합체 나

노입자의 TGA 스펙트럼을 보여준다.

도 12의 패널 A)는 다양한 농도의 과망간산칼륨(mM)이 처리된 WGQDs의 광루미네선스 스펙트럼을 보여준다. 패널

B)는 WGQD-MnO2 복합체 나노입자에 첨가된 과산화수소에 의해 복원된 WGQDs의 형광세기를 보여준다. 패널 C)는

다양한 농도의 과산화수소에 의해 처리된 WGQD-MnO2 복합체 나노입자의 형광세기를 보여준다. 

도 13은 WGQD-MnO2 복합체 나노입자에 GSH를 첨가한 후 회복된 WGQD의 형광세기를 보여주며 패널 C)는 WGQD-

MnO2 복합체 나노입자에 다양한 농도의 GSH를 첨가한 후 측정한 형광세기를 보여주며 이를 통하여 다양한 간섭물

질에 대한 WGQD-MnO2 복합체 나노입자의 선택성을 확인할 수 있다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본  발명의  일  양태에  따르면  본  발명은  산화망간(MnO2)이  피복된  백색발광  그래핀  퀀텀닷(white  colored[0034]

emitting graphene quantum dot)을 포함하는 과산화수소(H2O2) 감지용 또는 수치 측정용 조성물을 제공한다.
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본  발명의  다른  양태에  따르면  본  발명은  산화망간(MnO2)이  피복된  백색발광  그래핀  퀀텀닷(white  colored[0035]

emitting graphene quantum dot)을 포함하는 글루타티온(glutathione) 감지용 또는 수치 측정용 조성물을 제공

한다.

본 발명의 조성물은 산화망간(MnO2)이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷이 생체조직, 세포, 혈액, 소변, 체액에[0036]

존재하는 과산화수소 또는 글루타티온을 감지하거나 과산화수소 또는 글루타티온의 농도수치를 측정하여 산출한

다.

본 발명의 일 구현예에 따르면,  상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 육각형 패턴의 그래핀 구조를 가지며 평균[0037]

-50mV의 제타포텐셜(zeta potential)을 가지고 평균 20㎚의 입경을 가진다. 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 육

각형 패턴의 그래핀 구조를 가지고 있어 광학조절성이 뛰어나고 세포독성이 낮으며 광안정성이 향상된 장점이

있다. 또한 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 음전하의 표면전하를 가지고 있어서 음전하를 가지는 단백질의 흡착

을 예방하여 옵소닌작용(opsonization)을 저해하는 효과가 있다. 상기 옵소닌작용은 생체내에 투입되는 외부입

자가 식세포에 의해 용이하게 섭취되어 제거되도록 하기 위하여 상기 외부입자를 수식하는 현상을 의미한다. 따

라서 본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 상기 옵소닌작용이 저해되므로 생체이용률이 향상된 장점이 있다. 상

기 외부 입자의 표면전하가 평균 -50mV보더 커 음전하량이 적으면 생체내에 존재하는 단백질에 의해 수식되어

옵소닌작용 저해효과가 반감될 수 있다.

종래의  나노입자는  평균  100㎚  미만의  입경을  가지면  세포막을  자유롭게  통과하는  특성이  있는  것으로[0038]

알려졌다. 그러나 표면전하가 음전하를 띄는 나노물질의 경우 세포막의 표면전하가 음전하이므로 세포막과의 반

발력으로 인해 더 작은 입경을 가져야 세포막을 통과할 수 있는 특성이 있다. 본 발명의 일 실시예에 따르면,

본 발명의 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 표면에 음전하를 가지고 있어 세포막에 대한 반발력이 존재함에도 불구하

고 평균입경이 20㎚에 불과하여 세포막을 효율적으로 통과하는 장점이 있다. 

본 발명의 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 산화망간이 피복된 후에도 상기 표면전하 및 입경의 변[0039]

화가 미미하여 피복되지 않은 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷과 동일한 물리적 성질을 가진다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 345 내지 355㎚에서 여기(excitation)하여[0040]

475  내지 485㎚에서 백색광을 방출(emission)하며 5  내지 6%의 광루미네선스(photoluminescence)  퀀텀수율을

보인다.

본 발명의 일 실시예에 따르면, 본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 디옥시콜릭산(deoxycholic acid)을 전구물[0041]

질로 하여 사용하며 열분해방법(pyrolysis)을 통해 제조할 수 있다. 상기 열분해방법으로 제조된 백색발광 그래

핀 퀀텀닷은 탄소 65 내지 75 중량% 및 산소 25 내지 35중량%로 구성된다. 바람직하게는 상기 백색발광 그래핀

퀀텀닷은 탄소 68 내지 72 중량% 및 산소 28 내지 32중량%로 구성되며 바람직하게는 탄소 70 중량% 및 산소 30

중량%로 구성된다. 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 열분해 방법에 따라 퀀텀닷의 형광 특성이 달라질 수 있다. 

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 상기 디옥시콜릭산(deoxycholic acid)을 전구물질로 하여 400℃에서 열처리를[0042]

수행하면 480㎚에서 가장 큰 방출을 보여 백색광을 방출하나 상기 디옥시콜릭산(deoxycholic acid)을 전구물질

로 하여 200℃에서 열처리를 수행하면 410㎚에서 가장 큰 방출을 보여 파란색의 광을 방출하는 것이 확인된다.

따라서 본 발명의 백색 발광 그래핀 퀀텀닷을 제조하기 위한 열처리는 350 내지 450℃의 조건에서 수행되며 바

람직하게는 380 내지 420℃의 조건에서 수행되며 보다 바람직하게는 400℃의 조건에서 수행된다.

본  발명의  일  구현예에  따르면,  본  발명의  백색발광  그래핀  퀀텀닷은  5  내지  6%의  광루미네선스[0043]

(photoluminescence) 퀀텀수율을 보인다. 

종래의 방법에 따르면 백색발광 퀀텀닷은 빨강, 녹색, 파랑색의 퀀텀닷을 혼합하여 제조한다. 그러나 상기 혼합[0044]

방법을 통해 백색광을 구현하는 것은 색강도의 조절이 어려워 백색광을 구현하기 매우 어렵다. 따라서 단일물질

로 백색을 발광하는 물질의 수요가 증가하고 있는 실정이다. 본 발명의 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 백색광을 발

현하는 단일물질이며 광루미네선스를 발현하는 퀀텀수율 또한 5 내지 6%이어서 실제 산업상 응용에 적용이 가능

한 장점이 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 산화망간을 이용하여 피복하므로 FRET 매[0045]

개 소광효과(fluorescence resonance energy transfer mediated quenching effect)를 구현한다. 

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 피복된 산화망간은 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷 100중량%에[0046]
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대하여 0.5 내지 1.5중량%로 피복된다. 바람직하게는 산화망간이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷 100중량%에

대하여 0.8 내지 1.2중량%로 피복되며 보다 바람직하게는 1중량%로 피복된다. 상기 산화망간은 다층전환 금속산

화물(Multi-layered transition metal oxide)의 하나로 부피대비 향상된 표면적을 가지며 향상된 에너지 수득

특성을 가지는 장점이 있다. 또한 상기 다층전환 금속산화물은 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷을 피복하여 퀀텀닷

의 여기 및 방출을 억제하는 FRET 매개 소광효과를 나타낸다. 따라서 상기 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀

퀀텀닷은 광루미네선스 특성을 가지지 않는다. 다층전환 금속산화물은 산화망간을 비롯하여 몰리브덴이황화물

(MoS2)과 황화텅스텐(WS2)이 있으나 상기 몰리브덴이황화물(MoS2)과 황화텅스텐(WS2)은 본 발명의 백색발광 그래

핀 퀀텀닷을 피복하는 데는 부적절하다. 

본 발명의 산화망간이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 생물학적으로 응용되어 시료에 존재하는 과산화수소[0047]

및 글루타티온을 감지하거나 이의 농도수치를 산출하는데 이용된다. 상기 산화망간은 과산화수소 또는 글루타티

온에 의해 망간이온과 산소로 환원된다(하기 화학식 1 내지 2 참조). 따라서 본 발명의 산화망간이 피복된 백색

발광 그래핀 퀀텀닷이 시료에 첨가되어 시료에 존재하는 과산화수소 또는 글루타티온과 반응하게 되면 피복된

산화망간이 이온상태로 환원되어 산화망간 피복이 제거되므로 퀀텀닷의 광루미네선스 특성이 회복된다. 이 때

회복되는 광루미네선스의 양을 측정하고 그래프를 통해 분석하게 되면 시료내에 존재하는 과산화수소 또는 글루

타티온을 감지하거나 이의 농도수치를 산출할 수 있다. 그러나 다른 다층전환 금속산화물인 몰리브덴이황화물과

황화텅스텐은 과산화수소 또는 글루타티온에 의해 환원되지 않는다. 따라서 상기 백색 발광 그래핀 퀀텀닷이 몰

리브덴이황화물 또는 황화텅스텐에 의해 피복되면 시료내에 존재하는 과산화수소 또는 글루타티온에 의해 광루

미네선스 특성을 회복되지 않으므로 상기 몰리브덴이황화물 또는 황화텅스텐을 본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀

닷의 피복재료로 사용하는 것은 부적절하다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 과산화수소의 존재여부[0048]

를 감지할 뿐 아니라  0.01 내지 1.5m㏖/L의 과산화수소 농도범위에서 과산화수소의 농도를 수치로 산출할 수

있다. 시료에 존재하는 과산화수소의 농도를 수치로 산출하기 위해서는 과산화수소에 의해 복원되는 광루미네선

스(형광)의 양과 시료에 존재하는 과산화수소의 양이 1에 가까운 상관계수를 가지는 선형관계를 이루어야 한다. 

본 발명의 일 실시예에 따르면, 본 발명의 산화망간이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 0.001 내지 1.5m㏖/L[0049]

의 과산화수소 농도범위에서 과산화수소의 농도를 수치로 산출할 수 있으며 바람직하게는 0.005 내지 1m㏖/L의

과산화수소 농도범위에서 과산화수소의 농도를 수치로 산출할 수 있다. 보다 바람직하게는 본 발명의 산화망간

이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 0.008 내지 0.5m㏖/L의 과산화수소 농도범위에서 과산화수소의 농도를 수

치로 산출할 수 있으며 이때 상관계수는 0.9905이다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 산화망간이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 글루타티온의 존재여[0050]

부를 감지할 뿐 아니라  0.005 내지 0.7m㏖/L의 글루타티온 농도범위에서 글루타티온의 농도를 수치로 산출할

수 있다. 바람직하게는 0.0065 내지 0.7m㏖/L의 글루타티온 농도범위에서 글루타티온의 농도를 수치로 산출할

수 있다. 보다 바람직하게는 본 발명의 산화망간이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 0.007 내지 0.5m㏖/L의

글루타티온 농도범위에서 글루타티온의 농도를 수치로 산출할 수 있으며 이때 상관계수는 0.9977이다.

본 발명의 일 실시예에 따르면, 본 발명의 백색 발광 그래핀 퀀텀닷 및 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀[0051]

텀닷은 미미한 세포독성을 가지며 뛰어난 세포흡수능을 가지고 있다. 또한 본 발명의 백색발광 그래핀 퀀텀닷

및 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 단백질, 다당류 및 아미노산에 의해 산화망간 피복이 환원되지

않는다. 따라서 본 발명의 백색 발광 그래핀 퀀텀닷 및 산화망간이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷은 조직, 세

포, 혈액, 소변, 체액을 시료로 사용함에 있어서 세포 및 조직의 보존성을 향상시키기 위한 BSA 단백질, 다당류

또는 아미노산이 추가적으로 포함된 조성물로서 제조될 수 있다. 

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀[0052]

닷을 포함하는 과산화수소 또는 글루타티온 감지용 또는 수치 측정용 조성물의 제조방법을 제공한다.

제 1 단계: 디옥시콜릭산(deoxycholic acid)을 히팅맨틀(heating mantle)에서 350 내지 450℃의 조건으로 5 내[0053]

지 15분간 가열하여 백색발광 그래핀 퀀텀닷을 제조하는 단계;

제 2 단계: 과망간산칼륨(KMnO4)을 수산화나트륨에 용해하여 산화망간(MnO2)을 제조하는 단계; 및[0054]

제 3 단계: 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷과 상기 산화망간을 각각 5 내지 20 : 1의 중량비로 혼합하여 산화망간[0055]

(MnO2)이 피복된 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white colored emitting graphene quantum dot)을 제조하는 단계.
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상기 백색 발광 그래핀 퀀텀닷의 제조(제 1 단계)를 구분하여 상세히 살펴보면 다음과 같다.[0057]

1-1 단계) 디옥시콜릭산 0.3-0.7g을 흰색에서 갈색으로 변할 때까지 5-15분간 350-450℃ 히팅맨틀에서 가열하여[0058]

백색발광 그래핀 퀀텀닷을 제조한다. 바람직하게는 상기 디옥시콜릭산은 0.5g  디옥시콜릭산나트륨을 사용하며

370-420℃ 히팅맨틀에서 7-12분간 가열하며 보다 바람직하게는 0.5g 디옥시콜릭산나트륨을 사용하며 400℃ 히팅

맨틀에서 10분간 가열한다.

1-2 단계) 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷에 증류수 40-60㎖을 첨가하고 25-35분간 초음파 처리를 수행하여 백색[0059]

발광 그래핀 퀀텀닷 분산용액을 제조한다. 바람직하게는 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷에 증류수 50㎖을 첨가하

고 30분간 초음파 처리를 수행하여 백색발광 그래핀 퀀텀닷 분산용액을 제조한다.

1-3 단계) 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷 분산용액에 대하여 증류수를 이용하여 2일간 투석하여 잔존하는 디옥시[0060]

콜릭산을 제거한다.

1-4 단계) 상기 투석이 끝난 백색발광 그래핀 퀀텀닷 분산용액을 동결건조하여 백색발광 그래핀 퀀텀닷 분말을[0061]

수득한다.

상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷에 산화망간을 피복하는 과정(제 2 단계 및 제 3 단계)을 구분하여 상세히 살펴보[0063]

면 다음과 같다.

2-1 단계) 과망간산칼륨(KMnO4)을 1N 수산화나트륨(NaOH)에 용해시켜 1-3㎎/㎖의 산화망간용액을 제조한다. 바[0064]

람직하게는 상기 과망간산칼륨(KMnO4)을 1N 수산화나트륨(NaOH)에 용해시켜 2㎎/㎖의 산화망간용액을 제조한다.

2-2 단계) 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷 분말에 증류수를 첨가하여 4-6㎎/㎖의 백색발광 그래핀 퀀텀닷 용액을[0065]

제조한다. 바람직하게는 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷 분말에 증류수를 첨가하여 5㎎/㎖의 백색발광 그래핀 퀀

텀닷 용액을 제조한다.

2-3 단계) 상기 산화망간용액과 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷 용액을 혼합하여 백색발광 그래핀 퀀텀닷 및 산화[0066]

망간이 각각 0.5 내지 10㎎ 및 0.05 내지 0.2㎎ 포함된 백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 혼합용액을 제조한다.

바람직하게는 과산화수소 감지 및 수치측정용 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 백색발광 그래핀 퀀

텀닷 10mg 및 산화망간 0.2mg이 포함된 백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 혼합용액을 제조하며 글루타티온 감지

및 수치측정용 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷은 백색발광 그래핀 퀀텀닷 0.5mg 및 산화망간 0.05mg

이 포함된 백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 혼합용액을 제조한다.

2-4 단계) 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 혼합용액은 색이 핑크색에서 녹색으로 변화하고 최종적으로[0067]

갈색으로 변화할 때까지 5-15분간 상온에서 교반하여 백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 복합체를 합성한다.

2-5 단계) 상기 백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 복합체가 합성된 백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 혼합용액[0068]

을 10,000g에서 10분간 원심분리하여 침전물(백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 복합체)을 수득하고 상기 침전물

에 대하여 에탄올을 이용하여 2회 이상 세척한다.

2-6 단계) 상기 세척된 백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 복합체를 건조하여 분말형태로 수득한다.[0069]

상기 수득한 산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷(백색발광 그래핀 퀀텀닷-산화망간 복합체)는 조직, 세[0070]

포, 혈액, 소변, 체액을 시료로 사용함에 있어서 세포 및 조직의 보존성을 향상시키기 위한 BSA 단백질, 다당류

또는 아미노산이 추가적으로 포함된 조성물로서 제조될 수 있다. 

실시예 [0073]

실험방법[0075]

1) 백색발광 그래핀 퀀텀닷의 합성[0076]

백색발광 그래핀 퀀텀닷(WGQDs)은 전구물질로서 디옥시콜릭산(Deoxycholic acid, DOCA)을 사용하였으며 열분해[0077]

방법(pyrolysis)을 통하여 제조하였다. WGQDs  및 온도의존성(Temperature  dependent)  WGQDs의 합성을 위하여

디옥시콜린산(Deoxycholic  acid)은 시그마-알드리치사(MO, USA)에서 구입하였다. 먼저 WGQDs의 합성을 위하여

상기 디옥시콜릭산 500mg을 유리병에 넣고 히팅맨틀(heating mantle)에서 400℃에서 10분간 가열하여 수행하였

다. 가열 10분 후 디옥시콜릭산이 흰색에서 갈색의 변하면 증류수 50㎖을 첨가하고 30분 동안 수조에서 30분간

초음파 처리를 수행하였다. 상기 용해된 WGQDs 용액은 2일간 증류수를 이용하여 투석하였으며 6시간 간격으로
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증류수를 교체하였다. 투석된 샘플은 냉동건조하여 보관하였다.

온도 의존성 WGQDs(Temperature dependent WGQDs)는 상기의 방법으로 제조하되 가열온도를 200 내지 300℃로[0078]

수행하였다. CIE 1931 측색표준 관측자는 색측정기 소프트웨어를 이용하여 기록하였다.

2) WGQDs-산화망간(MnO2) 복합체 나노입자의 합성[0080]

WGQDs-산화망간 복합체 나노입자(산화망간이 피복된 백색발광 그래핀 퀀텀닷)는 상기 실시예 1에서 제조한 5㎎/[0081]

㎖ WGQDs 용액 2㎖에 2㎎/㎖ 산화망간(KMnO4)용액 100㎕을 첨가하여 제조하였다. 상기 산화망간용액은 15㎎/㎖

과망간산칼륨(KMnO4)  30㎕를 1N 수산화나트륨(NaOH)  5㎖에 용해시켜 제조하였다. 상기 샘플은 상온에서 WGQDs

용액의 색이 어두운 갈색으로 바뀔 때 까지 10분간 교반하였다. 상기 용액의 색은 핑크색에서 녹색으로 변하며

최종적으로 갈색이 된다. 상기 샘플은 추후 분석에 사용하였다. 상기 샘플은 10분간 10,000g에서 원심 분리하였

으며 에탄올을 이용하여 2회 세척하고 물을 이용하여 추가세척을 수행하였다.

3) WGQDs의 물리적 및 화학적 특성 평가[0083]

WGQDs  및  WGQDs-산화망간  복합체의  형태는  주사전자현미경(Transmission  electron  microscope,  TEM,  JEOL,[0084]

Japan)을  이용하여  측정하였다.  WGQDs의  형태  및  크기는  원자간력현미경(atomic  force  microscope,  AFM,

Digital instrument Nanoscope IV, Veeco, Santa Barbara, CA, USA)을 이용하였으며 상온에서 탭팅(tapping)모

드를 통하여 측정하였다.  WGQDs  및 WGQDs-산화망간 복합체의 형태는 JSM-7610F   전계방출형 주사전자현미경

(field  emission  scanning  electron  microscope,  FESEM;  Jeol,  Tokyo,  Japan)을 이용하여 측정하였다. 상기

JSM-7610F   전계방출형  주사전자현미경에  설치된  에너지분산형  X선  분광분석기(Energy-dispersive  X-ray

spectrometer, EDS, 51-XMX1034; Oxford Instruments, Abingdon, UK)를 5KV 전압 조건으로 WGQDs 및 WGQDs-산

화망간에 존재하는 탄소, 질소, 및 망간의 상대적인 함량을 분석하였다. 퓨리에 변환 적외선 스펙트럼은 FT-IR

spectrometer (Bruker, Billerica, MA, USA)를 이용하여 획득하였다. WGQDs의 UV 흡수는 UV 분광기 (Mecasys

Co.  Ltd,  South  Korea)를 이용하여 측정하였다. WGQDs의 형광세기는 광루미네선스 분광기(Photoluminescence

spectroscope,  Sinco,  South  Korea)를 이용하여 특정하였다.  WGQDs  및 WGQDs-산화망간 복합체의 열안정성은

TA-Q50 열중량분석기(TA, DE)를 이용하였으며 질소분위기하에서 분당 10℃의 가열속도로 800℃까지 가열하여 측

정하였다. WGQDs의 라만 스펙트럼은 라만 미니분광기(Jasco, NRS-3200)를 이용하였으며 514.5㎚의 파장을 가지

는 레이저를 이용하여 측정하였다. 

4) In vitro 세포흡수 평가 [0086]

WGQDs의 세포흡수는 KB 세포주와 공초점 레이져 스캐닝 현미경(Zeiss LSM510, Germany)을 이용하였다. KB 세포[0087]

주는 한국세포주은행(서울, 한국)에서 제공받았다. 동결건조된 WGQDs를 깨끗한 RPMI 배양액에 용해시켜 WGQDs

용액(100㎍/㎖)을 제조하고 상기 WGQDs 용액을 KB 세포주가 배양되는 세포배양액에 첨가한 후 4시간동안 37℃,

5% CO2 분위기하에서 배양하였다. 4시간의 배양 후 세포를 수득한 후 PBS를 이용하여 2회 세척하고 4% 포름알데

히드를 첨가하여 고정하였다.  상기 모든 과정은 빛이 차단된 상태에서 수행하였다.  세포이미지는 long-pass

emission 필터(88543 nm)가 장착된 공초점 레이저 스캐닝 현미경을 이용하여 수득하였고 세포내의 GQD를 시각화

하였다. 시간 및 농도에 따른 세포흡수를 평가하였다. KB 세포주(1 x 10
4
 세포/웰)를 96웰 플레이트에 접종하고

37℃ 5% CO2분위기하에서 24시간동안 배양하였다. RPMI 배양액에 다양한 농도의 WGQDs를 용해시킨 후 세포배양

액을 WGQDs가 용해된 배양액으로 교환하였다. 일정 시간 후 세포에 대하여 PBS를 이용하여 3회 세척하고 세포융

해완충용액에서 세포를 융해시킨 후 동결건조하였다. 상기 동결건조된 세포에 대하여 다중모드 스캐너(Ex: 350

nm and Em: 480 nm)를 이용하여 광일루미네선스를 측정하였다.

5) In vitro 세포독성평가[0089]

KB 세포주를 96웰에 1 x 10
6
 세포/웰로 접종한 후 24시간동안 배양하였다. WGQDs를 0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25,[0090]

0.5 및 1㎎/㎖의 농도로 96웰에 첨가하였다. 세포배양액을 37℃이며 빛이 차단된 환경에서 24시간동안 더 배양

하였다.  MTT  액상  용액  50㎕를  배양  20시간에  각각의  웰에  첨가하고  4시간을  더  배양한  후  상층액을

제거하였다. MTT 에세이 키트, 트립신-EDTA, 및 2,7-디클로로플루오레신디아세테이트(2,7-dichlorofluorescein

diacetate, DMA)는 시그마-알드리치사(MO, USA)에서 구입하였다. MTT 용해 용액(100㎕)을 각각의 웰에 첨가하고

파이페팅을  수행하여  포르마잔  크리스탈을  용해시켰다.  그  후  570㎚의  파장에서  Varioskan  flash  (Thermo

Scientific, USA)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 상기 흡광도결과는 표준곡선을 이용하여 세포활성도로 변환
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하여 분석하였다. 세포활성도는 다음의 수식을 통해 산출하였다. 세포활성도(%)=(sample 세포의 흡광도/control

세포의 흡광도) X 100.

6) In vitro 용혈에세이[0092]

용혈(Hemolysis) 에세이는 참조문헌 30에 따라 수행하였다. 생후 7주된 암컷 SD쥐로부터 선혈 2㎖을 EDTA가 피[0093]

복된 튜브를 이용하여 채취하고 4℃ 2500rpm에서 10분간 원심분리하였다. 상층액은 제거한 후 침전물을 PBS를

이용하여 3회 세척하였다. 그 후 침전물은 PBS 1㎖을 이용하여 용해시킨 후 실험에 사용하였다. WGQDs가 존재하

는 조건에서 적혈구 용해를 분석하기 위하여 다양한 농도의 WGQDs를 PBS 1㎖에 용해시키고 상기 분리된 적혈구

50㎕를 첨가하였다. Triton X100 0.3%와 PBS를 각각 양성 대조군과 음성대조군으로 하였다. 샘플은 37℃에서 60

분간 배양하였으며 배양된 샘플은 4℃ 2500rpm에서 10분간 원심분리하였다. 상층액을 모아 Optical Density 540

㎚에서 적혈구의 용혈정도를 측정하였다. 

7) WGQD-산화망간 복합체 나노입자에 의한 과산화수소와 글루타티온의 감지[0095]

WGQD-산화망간 복합체 나노입자의 과산화수소 감지에 대하여 확인하기 위하여 5㎎/㎖ WGQDs 2㎖을 2㎎/㎖ 과망[0096]

간산칼륨(KMnO4) 100㎕와 혼합하고 상온에서 10분간 인큐베이션 하였다. 그 후 다양한 농도의 과산화수소 용액

을 첨가하고 광루미네선스 스펙트럼(Photoluminescence spectrum)을 측정하였다. 

WGQD-산화망간 복합체 나노입자의 글루타티온(GSH) 감지능력을 확인하기 위하여 0.25㎎/㎖ WGQDs 2㎖에 산화망[0097]

간 25㎕를 첨가하고 혼합하였다. 상기 샘플을 상온에서 10분간 인큐베이션한 후 다양한 농도의 GSH용액을 첨가

하였다. GSH가 첨가된 샘플의 광루미네선스 스펙트럼은 10분 후에 측정되었다. 모든 샘플의 광루미네선스 스펙

트럼은 350㎚에서 나노입자를 여기 시킨 후 기록되었다. WGQD-산화망간 나노입자의 GSH 및 과산화수소의 선택성

을 판단하기 위해 상이한 종류의 간섭물질을 GSH 및 WGQDs와 유사한 농도로 WGQD-산화망간 용액에 첨가하고 350

㎚에서 나노입자를 여기 시킨 후 광루미네선스 스펙트럼을 측정하였다.

2. 실험결과[0099]

1) WGQDs의 합성 및 특성평가 결과[0100]

WGQDs는 탄소의 공급원으로서 디옥시콜릭산나트륨(sodium deoxycholic acid, DOCA)을 사용하였다. 상기 DOCA는[0101]

각각의 온도(200℃, 300℃ 및 400℃)에서 열분해를 수행하였으며 광루미네선스 분광학을 통하여 광루미네선스

특성이 평가하였다. 휴머(hummers) 방법 또는 용액유도 자가결합방법과 같은 종래의 WGQDs 제조방법은 산처리

또는 거친 화학처리를 필요로 한다. 그러나 본 발명의 열분해 방법은 간단하며 높은 수득율을 가지고 있어 효율

적이고 한 시간 이하의 시간으로 WGQDs를 제조할 수 있는 장점이 있다.

보통 열분해 방법은 파란색 GQDs가 제조되는 경우가 있다. 흥미롭게도 상기 제조된 WGQDs의 형광 특성은 온도[0102]

의존성이다. 도 1의 패널 A는 각기 다른 온도에서 제조된 GQDs의 광루미네선스 분광분석결과를 보여준다. 상기

결과에 따르면, 200℃에서 제조된 GQDs는 광루미네선스 스펙트럼에서 파란색 이동(blue shift)이 관찰되는 반면

400℃에서 제조된 GQDs는 480㎚에서 가장 큰 방출(emission)을 보인다. 추가적으로 도 1의 패널 B에는 GQDs의

색이 온도 의존적으로 변화한다는 것을 보여준다. DOCA가 200℃에서 열분해되면 제조된 GQDs는 파란색을 나타낸

다. 그러나 열분해 온도가 400℃가 되면 제조된 GQDs는 흰색(white-GQDs, WGQDs)을 가지게 된다. 도 1의 패널C

의 CIE 1931 측색표준관측자는 WGQDs의 합성온도가 증가함에 따라 GQDs의 CIE 좌표가 파란색에서 흰색으로 변동

되는 것을 보여준다. 추가적으로 400℃에서 합성된 WGQDs의 CIE 좌표(0.26, 0.34)는 백색영역에 포함된다. 상기

결과는  하기  WGQDs의  합성에서  확인된다.  400℃에서  합성된  상기  WGQDs는  5.58%의  광루미네선스

(photoluminescence) 퀀텀수율을 가진다. 상기 결과는 추후 더 확인된다. 

WGQDs의 물리적 형태에 대하여 FE-SEM, FE-TEM 및 AFM 현미경을 이용하여 분석하였다. 도 2의 패널 A) 및 도 4[0103]

의 패널 B)의 FE-SEM 및 FE-TEM 이미지는 0.275±0.035㎚의 격자공간을 가지며 평균 입자 크기가 20㎚인 구형형

상의 WGQDs를 보여준다. 추가적으로 도 4의 패널 B)에 개시된 고속 퓨리에 변화 패턴에 따르면 WGQDs는 육각형

패턴의 그래핀 구조를 가지고 있는 것으로 확인되었다. 도 2의 패널 C) 및 패널 D)에 개시된 AFM이미지는 또한

그래핀 산화막 5 내지 6장의 두께와 유사한 2.8㎚를 가진 WGQDs의 구형형상을 보여준다. EDS 스펙트럼의 기본적

인 구성들은 WGQDs에 69.63%의 탄소 및 30.37%의 산소가 존재한다는 것을 보여준다(도 3의 패널 A 참조). 더 작

은 크기의 나노입자들은 세망내피계(Reticulo endothelial system)를 통과할 수 있어 용이하게 타겟세포에서 기

능을 수행할 수 있으므로 생체의학의 용도에 적합하다. 본 발명의 WGQDs은 평균 20nm의 크기를 가지고 있기 때

문에 생체의학의 용도에 적합한 것으로 판단된다. FTIR을 이용하여 WGQDs 에 분포되어 있는 기능기(functional
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group)을 확인하였다(도 3의 패널 C 참조). 3400㎝
-1
에서 확인되는 강한 피크는 WGQDs에 존재하는 수소기를 나타

내며 2863㎝
-1
 및 2963㎝

-1
에서 확인되는 피크는 WGQDs의 C-H 스트레칭(C-H stretching)을 나타낸다. 또한 1043

㎝
-1
에서 확인되는 피크는 WGQDs의 C-O 스트레칭(C-O stretching)을 나타내며 1560㎝

-1
, 1406㎝

-1 
및 1656㎝

-1
에서

확인되는 피크는 WGQDs에 존재하는 COO-기의 비대칭 및 대칭 스트레칭을 나타낸다. 본 실험을 통하여 본 발명의

WGQDs는 카르복실기 및 히드록실기가 넓은 범위에 걸쳐 분포되어 있다는 것이 확인되었으며 그에 따라 WGQDs가

음수의 표면제타포텐셜(surface zeta potential)을 가진다는 것이 확인되었다. 추가적으로 WGQDs의 표면전하에

대하여 분석하였다(도 4 참조). 분석결과 평균 -50mV인 WGQDs 제타포텐셜은 생체의학 응용에 더 적합한 것으로

판단되는데 그 이유는 본 발명의 음수의 제타포텐셜을 가지는 WGQDs가 응집을 억제할 수 있기 때문이다.  또한

본 발명의 WGQDs는 생체내에 존재하는 음전하를 가지는 단백질의 흡착을 방지하여 옵소닌작용(opsonization)을

저해하기 때문에 생체내 순환시간을 향상시키는 장점이 있다. 상기 단백질의 흡착 및 옵소닌 작용은 면역체계의

활성화 및 생체시스템의 초기 나노입자 제거기작과 관련된 가장 일반적인 요소이다. 결과적으로 본 발명의 음전

하를 가지는 WGQDs는 음전하를 가지는 단백질의 흡착을 방지하므로 WGQDs의 생체이용율을 향상시키는데 기여한

다. 도 5의 패널 A)에 개시된 WGQDs의 흡수 스펙트럼에 따르면 WGQDs는 250㎚에서 강한 흡수정도를 보이는 것이

확인된다. 도 5의 패널 B)에 개시된 광루미네선스 여기 및 방출 스펙트럼에 따르면 WGQDs는 350㎚ 및 480㎚에서

각각 가장 큰 여기 및 방출을 보인다. 도 5의 패널 C)에 개시된 농도 의존성 방출 스펙트럼은 WGQDs의 농도가

줄어듦에 따라 형광세기가 줄어드는 것을 보여준다. 본 발명의 GQDs는 종래의 GQDs와 유사한 여기에 따른 방출

프로파일을 보인다. 도 5의 패널 D)에 따르면, 상기 WGQDs는 여기파장이 350㎚에서 500㎚로 증가함에 따라 방출

파장이 적색이동(450-600㎚)하는 것이 확인된다. 상기 방출현상에 따른 여기특성은 다양한 생물학 및 생체의학

의 응용에 유용하며 파란색 GQDs에 비교하여 더 깊은 조직까지 빛을 침투시킬 수 있다. WGQDs의 물리화학적 특

성을 분석하기 위하여 라만 분광학을 이용하였다. 도 6의 패널 A)에 의하면 1357㎝
-1
 및 1520㎝

-1
에서 관찰되는

두 개의 피크는 각각 GQDs의 방향적 도메인(domain)의 D밴드 및 G밴드를 의미한다. 추가적으로 도 6의 패널 B)

에 의하면, 2860㎝
-1
에서 확인되는 2D밴드는 WGQDs의 그래핀 퀀텀닷 구조를 보여준다. 흥미롭게도 WGQDs에 있어

서 D’밴드는 1600cm
-1
 주변에서 확인되며  D+G밴드는 2960cm

-1
 주변에서 확인된다. 선행연구에 따르면,  D’밴

드 및 D+G밴드는 포논산란기작 때문에 관찰되는 것으로 알려져 있으며 그래핀 구조에서 비정렬된 상태로 확인되

는 것이 알려졌다. 상기 결과는 탄소핵(carbon core)에서 다양한 방출위치가 분포하도록 할 뿐 아니라 백색 방

출을 하도록 하는 것으로 하는 것으로 판단된다. 그러나 크기 분포 또는 방출 트랩(trap)위치와 같은 다른 기작

들 또한 확인되어야 할 필요가 있다.  

2) WGQDs의 세포흡수 및 세포독성 평가결과[0105]

KB 세포주를 이용하여 WGQDs의 세포흡수를 분석하였다. 도 7에 의하면 WGQDs을 처리한 세포에서 밝은 형광이 확[0106]

인된다. KB 세포주를 이용하여 시간에 따른 세포의 WGQDs 흡수정도를 확인하였다. 도 8의 패널 A)에 보는 바와

같이 세포의 WGQDs 흡수는 4시간 동안 처리하였을 경우 WGQDs 0.25㎎/㎖의 농도로 처리한 것보다 WGQDs 1㎎/㎖

의 농도로 처리한 경우 세포흡수정도가 상승된 것이 확인되었다. 또한 시간에 따른 WGQDs의 세포흡수 실험을 수

행한 결과 유사한 프로파일을 보이는 것이 확인되었다.  WGQDs의 인큐베이션 시간을 증가시킴에 따라 세포의

WGQDs 흡수양이 증가하는 것이 확인되었다. 생체물질의 세포독성은 생체의학적 응용성을 판단하는 가장 중요한

기준이다. GQDs는 QDs의 높은 독성 때문에 종래의 퀀텀닷에 대한 대체제로서 제안되어야 한다. 본 발명에서는

WGQDs의 독성학적 프로파일을 분석하기 위하여 용혈분석 및 In vitro 세포독성을 분석하였다. KB 세포주에 대한

MTT 에세이 결과에 따르면 본 발명의 WGQDs는 1㎎/㎖의 높은 농도로 처리하여도 미미한 독성 프로파일을 보이는

것으로 확인되었다. 도 9의 패널 A)에는 용혈분석 결과를 보여주며 혈액내의 WGQDs가 미미한 수준의 독성 프로

파일을 보이는 것이 확인되었다. 도 9의 패널 B)에 의하면 적혈구의 파괴정도는 PBS를 처리한 혈액과 비슷한 수

준인 것이 확인되었다. 또한 WGQDs를 처리한 혈액샘플과 PBS를 처리한 혈액샘플의 OD값을 비교한 결과 유사한

값을 가지는 것으로 보아 WGQDs의 독성이 미미한 것으로 판단된다. 

3) WGQD-MnO2 복합체의 바이오센싱 응용[0108]

본 발명의 WGQDs에 대한 생체의학적 응용을 위하여 WGQDs의 표면을 산화망간(MnO2)으로 피복하였다(도 10의 패[0109]

널 A 참조). 과망간산칼륨(KMnO4)은 WGQD-MnO2복합체를 합성하기 위한 전구물질로서 사용되었다. 우선적으로 550

㎚에서 과망간산칼륨의 피크가 확인되지 않은 것으로 보아 과망간산칼륨이 산화망간으로 변환되었다는 것을 알

수 있다(도 10의 패널 B). 도 10의 패널 A)에 도시된 FE-SEM 이미지는 WGQD-MnO2 복합체의 입자크기가 WGQDs의
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입자크기에 대비하여 약간 증가된 사실을 보여준다. 이미지를 확대하여 분석해보면 산화망간의 내부에 WGQDs의

퇴적물 또는 응집체가 위치하고 있는 것을 확인할 수 있다. 또한 WGQD-MnO2 복합체는 WGQDs에 대비하여 붕괴되는

경향이 더 적은 것으로 확인되는데 이는 WGQDs에 대한 산화망간의 피복에 의한 것으로 판단된다. 선행결과에 의

하면 산화망간은 FRET 기작에 있어서 형광 소광물질(fluorescence quencher)로서 사용되는 것이 알려져 있다.

WGQDs에 대한 산화망간의 피복은 WGQDs의 형광세기에 대한 소광(quenching)으로 이어진다. 도 10의 패널 C)에

의하면 산화망간의 흡수스펙트럼은 WGQDs의 방출스펙트럼과 겹쳐지는 것이 확인되는데 이는 산화망간이 WGQDs에

대하여 FRET 매개 형광 소광효과를 보인다는 것을 의미한다. WGQDs의 형광소광(fluorescence quenching) 효과는

첨가된 과망간산칼륨의 농도에 따라 결정된다. 도 12의 패널 A)에 따르면 소광효율은 과망간산칼륨의 농도에 증

가에 따라 향상된다. 상기 과망간산칼륨 3mM을 사용한 경우 WGQDs에 대한 소광효율이 100%에 달한다. 산화망간

을 피복한 후 제조된 WGQD-MnO2  복합체에 대하여 EDS  스펙트럼을 얻고 이를 분석한 결과 탄소 61.66%,  산소

29.21% 및 망간 0.98%가 포함된 것이 확인되었다(도 10의 패널 D 및 E 참조). 또한 WGQD-MnO2 복합체에 대하여

열분석(thermal  analysis)을 수행한 결과 WGQDs가 390℃에서 분해가 시작된 것에 비하여 WGQD-MnO2  복합체는

400℃보다 높은 온도에서 분해가 시작된 것이 확인되었다(도 11의 패널 A 및 B 참조). WGQD-MnO2 복합체에 대한

EDS 스펙트럼 및 WGQD-MnO2 복합체를 구성하는 기존 구성물질을 보여준다. 본 발명에 따르면, 산화망간이 망간이

온(Mn
2+
)으로 선택적 분해가 되는 것은 과산화수소 및 글루타티온(GSH)의 존재하에서 이루어질 수 있다. WGQDs의

산화망간 매개에 의한 형광소광은 과산화수소를 첨가함으로 되돌릴 수 있다. WGQD-MnO2  복합체에 과산화수소를

첨가하면 산화망간은 망간이온으로 환원되고 이로 인하여 WGQDs의 형광은 복원(형광 ON 상태)된다(도 12의 패널

A) 참조). 과산화수소에 의해 산화망간이 망간이온으로 환원되는 기작은 하기 화학식 1로 설명된다. 

화학식 1

[0110]

도 12의 패널 B)에서 보는 바와 같이 WGQDs 형광의 복원은 과산화수소가 첨가된 후에 나타난다. 점증적인 WGQDs[0112]

형광세기의 복원은 첨가한 과산화수소의 농도에 비례하여 나타난다. 또한 0.9905의 상관계수를 보이는 선형관계

(linear relation)는 0.5 내지 0.0078m㏖L
-1
의 범위에서 관찰된다(도 12의 패널 C) 참조). GSH에 의한 산화망간

과 망간이온의 선택적 해리에 대하여 실험을 수행하였다. 비단백질 화학적 티올(thiol)로 구분되는 GSH는 산화

망간과 선택적 상호관계를 이룰 수 있으며 상기 상호관계에 의하여 산화된 이황화물(oxidized disulfide, GSS

G)이 형성될 수 있다. 하기 화학식 2는 산화망간과 GSH의 상호관계를 보여준다. 

화학식 2

[0113]

따라서, 산화망간이 피복된 WGQDs(WGQD-MnO2 복합체)는 GSH와 선택적으로 상호관계를 이루고 이로 인해 WGQD 형[0115]

광의 복원을 야기하는 것으로 판단된다. WGQD-MnO2 복합체에 다양한 농도의 GSH를 첨가하고 광루미네선스 스펙트

럼을 측정하여 형광세기의 복원효율을 분석하였다. 도 13의 패널 A)에서 보는 바와 같이 GSH의 농도가 증가함에

따라 WGQDs의 형광세기 또한 증가하는 것이 확인되었다. 또한 WGQDs는 0.0313 내지 1m㏖L
-1
의 범위에서 상관계수

0.9977을 보여 훌륭한 선형관계(linear relation)를 보이는 것이 확인되었다(도 13의 패널 B) 참조). 혈액 또는

소변에 존재하는 어떤 종류의 화학적 또는 생물학적 간섭물질들은 제거하기가 어렵거나 정제된 단일 바이오마커

로서 수득하기 위하여 광범위한 정제방법이 동원되는 경우가 있다. 그러나 상기 방법들은 고비용이며 감지효율

에 영향을 주는 경우가 있다. 따라서 바이오센서는 선택적이며 예민하게 원하는 바이오마커를 판별하여야 한다.

마지막으로 다양한 화학적 간섭물질 및 생물학적 간섭물질에 의한 WGQD-MnO2 형광 ON/OFF의 선택성을 확인하였

다. 도 13의 패널 C)에 따르면, GSH 및 과산화수소의 WGQDs 선택성은 다른 간섭물질에 대비하여 뛰어난 것이 확

인되었다. 더하여 BSA와 단백질, 프룩토오스(fructose)와 같은 다당류 및 아미노산에 의해 형광의 세기가 회복
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되지 않는 것이 확인되었다. 상기 결과들에 따라 WGQD-MnO2 복합체를 GSH 및 과산화수소의 감지에 적용하는 것

은 매우 효과적일 것으로 판단된다. 

3. 결론[0117]

본 발명에서는 저비용의 장점을 가진 열분해방법을 이용하여 신규한 백색 발광 그래핀 퀀텀닷(white  colored[0118]

emitting graphene quantum dots, WGQDs)을 합성하였다. 상기 합성된 WGQDs는 뛰어난 광루미네선스 특성을 가

지면서도 미미한 세포독성을 가지는 것이 확인되었다. 본 발명에서는 WGQDs의 표면에 산화망간(MnO2)을 코팅하

여 WGQDs-MnO2 복합체 나노입자를 제조하고 상기 나노입자가 GSH 및 과산화수소 감지용 바이오센서로서 적용이

가능한지 여부에 대하여 확인하였다. 확인결과, 본 발명의 WGQDs-MnO2 복합체 나노입자는 GSH 및 과산화수소에

대하여 각각 0.0313 내지 1mmol/L 및 0.5 내지 0.0078 mmol/L 범위의 감지한계를 가지는 것이 확인되었다. 따라

서 본 발명의 WGQDs는 생체의학 또는 바이오센서 플랫폼으로서의 GSH 및 과산화수소를 감지하는 다양한 응용이

가능할 것으로 판단된다. 

본 명세서에서 설명된 구체적인 실시예는 본 발명의 바람직한 구현예 또는 예시를 대표하는 의미이며, 이에 의[0120]

해 본 발명의 범위가 한정되지는 않는다.  본 발명의 변형과 다른 용도가 본 명세서 특허청구범위에 기재된 발

명의 범위로부터 벗어나지 않는다는 것은 당업자에게 명백하다.  

도면

도면1
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