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초록: 세포질로의 siRNA 전달을 위해, 본 연구는 양이온성의 키토산과 음이온성인 tripolyphosphate(TPP)의 이온결           

합을 이용하여 유전자 나노전달체(Chi-TPP-siRNA)를 제조하였다. 키토산의 분자량 및 키토산과 TPP의 몰비에 따른           

나노입자(Chi-TPP)의 물리화학적 특성을 동적광산란기(DLS)와 전자 현미경(EM)으로 확인하였다. siRNA 담지 효과         

는 전기영동으로 확인하였다. MDA-MB-231에 대한 나노전달체의 생물학적 특성을 공초점현미경으로 확인하였다.         

모델 siRNA 담지 Chi-TPP-siRNA 나노전달체는 직경과 다분산도가 각각 223.5 nm, 0.229인 구형으로 형성되었다.            

나노전달체 처리군(500 μg/mL)에서의 세포 생존율은 88% 이상이었다. siGFP를 담지한 나노전달체(Chi-TPP-siGFP)         

는 48.1%의 green fluorescent protein(GFP) 유전자 억제 효율을 보였다. 결과적으로 생체친화성의 Chi-TPP-siRNA           

나노전달체는 다양한 유전자 치료에 이용될 수 있다.

Abstract: This study is to prepare chitosan-based siRNA nano-carriers (Chi-TPP-siRNA) using ionic gelation between 

cationic chitosan and anionic tripolyphosphate (TPP) for delivery of siRNA to cytoplasm. We studied the effect of the 

molecular weight of chitosan and the mole ratio of chitosan/TPP on the physicochemical properties of Chi-TPP nanopar-

ticles by using dynamic light scattering and electron microscopy. The siRNA encapsulation was evaluated by using elec-

trophoresis. The biological properties of Chi-TPP-siRNA on MDA-MB-231 cells were evaluated by using confocal laser 

microscopy. The resulting Chi-TPP-siRNAs, using control siRNA, were formed in sphere shape. The diameter and the 

PdI value of Chi-TPP-siRNA were 223.5 nm and 0.229, respectively. The cell viability of Chi-TPP-siRNA at the con-

centration of 500 μg/mL was above 88%. Green fluorescent protein (GFP) silencing effect of Chi-TPP-siGFP was eval-

uated to be 48.1%. In conclusion, the biocompatible nano-carrier, Chi-TPP-siRNA, could be used in various gene therapy.

Keywords: molecular weight of chitosan, tripolyphosphate, siRNA carrier, monodispersity.

서  론

유전자 치료는 질병의 치료에 요구되는 단백질을 생성 또       

는 억제하는 유전자를 세포 내로 이입하여 질병을 치료하는       

방법이다.1,2 그 중에서도 RNA 간섭(RNA interference,     

RNAi)는 21-23개의 뉴클레오타이드가 결합된 double-stranded    

small interfering RNA(siRNA)를 이용하여 messenger RNA    

(mRNA)를 분해하고, 질병을 일으키는 단백질의 발현 정도를    

낮춰 질병을 치료하는 기술이다.3,4 이러한 RNAi 분야는 이    

론적으로 모든 유전자의 발현을 억제시킬 수 있기 때문에 기    

존의 약물 치료가 어려웠던 질병에 대해 다른 치료 기술보다    

훨씬 더 큰 잠재력을 지닌다.5 RNAi 치료 기술은 다양한 질    

병의 치료에 효과적인 적용이 가능함에도 불구하고, siRNA    

의 생체 내 불안정성, 전달의 비효율성 등의 문제점으로 인    

해 치료제로서의 개발이 제한 받고 있는 상황이다.6

이러한 문제점을 해결하기 위하여 양이온성 인지질이나 생    
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체 고분자를 이용하여 siRNA를 세포 내로 전달하는 연구가       

다수 이루어지고 있다.6,7 그 중에서도 양이온성 고분자인      

polyethylenimine(PEI), poly-L-lysine(PLL) 및 키토산 등이 제     

안되고 있다.8-10 이러한 양이온성 고분자는 음이온성 siRNA      

와 이온결합이 가능하고, 혈중 존재하는 RNase로부터 siRNA      

를 보호하는 역할을 한다.11,12 또한 세포막과 정전기성 상호       

작용을 통해 효과적인 세포 내 이입이 가능하다.4,10,13 

특히 양이온성 고분자 중에서도 키틴의 탈아세틸화물인 키      

토산은, N-acetyl-D-glucosamine과 D-glucosamine의 공중합체   

이다.14-17 키토산은 생분해성, 생체 적합성, 항균성, 지혈능 등       

을 지닌 천연 고분자 물질로,18-22 중성 조건에서는 녹지 않지        

만, 약산성 조건에서는 D-glucosamine group이 양전하를 띄      

면서 용해된다.23-26 따라서 키토산과 siRNA와의 정전기적 결      

합을 이용한 전달체가 보고되었지만,24,27 키토산/siRNA 복합     

체는 생리학적 pH 조건에서의 낮은 용해도 및 전달 효율을28        

갖기 때문에, 이를 해결하기 위하여 키토산 유도체29-32 및       

PEGylation33 등을 이용한 연구가 현재까지 보고되고 있다.34      

하지만 이러한 키토산 유도체의 구조와 생리 활성 사이의 관        

계가 불명확하다는 한계점이 있기 때문에,8 키토산과 siRNA      

사이의 직접적인 정전기적 상호작용을 조절할 수 있는      

tripolyphosphate(TPP) 또는 disulfide 등과 같은 이온성 가교      

제를 이용하여 세포 적합성을 가지는 siRNA 전달체로 활용       

하려는 연구가 다수 보고되고 있다.1,35 Katas 등은 CHO K1        

세포의 생존율이 약 60-70%인 수용성 키토산-TPP 나노입자      

를 보고하였고,34 Rafa 등은 가교제 종류에 따라 DLD-1 세포        

의 생존율이 약 75-85%로 다소 개선됨을 보고하였지만, 제       

조된 siRNA 담지 키토산 나노입자의 분산도가 0.3 이상으       

로,35 아직 해결해야 할 문제가 남아있다.

이를 위해 본 연구에서는 먼저 키토산의 분자량 및 음이온        

성 가교제인 TPP와의 몰비에 따른 키토산 기반 나노입자의       

분산성을 확인한 다음, siRNA가 도입된 키토산 기반의 siRNA       

전달체의 물리화학적 특성을 분석하였다. 또한 유방암 치료      

연구에서 널리 이용되는 삼중 음성 유방암 세포주인 MDA-       

MB-23136,37을 대상으로 세포친화성 및 유전자 억제 효율 등       

으로 나노전달체의 생물학적 특성을 평가하였다.

실  험

시약 및 재료. 키토산 (Chi; 점도=80 cps. 탈아세틸화도       

=98%)은 Ara-bio(Korea)에서 구매하였으며, Tripolyphosphate   

(TPP)는 Merck(Germany)에서 구매하였다. 실험에 이용한    

siRNA는 Bioneer(Korea)에서 구매하였으며, 총 3종류이다.    

siRNA 담지 여부 확인에 이용한 siRNA는 Bioneer에서 판매       

되는 control siRNA이며, green fluorescent protein(GFP) 유      

전자 억제 실험에 이용한 siGFP의 시퀀스는 다음과 같다.       

Sense: 5’-AAG CUG ACC CUG AAG UUC AUC-3’, 및        

antisense: 5’-GAU GAA CUU CAG GGU CAG CUU-3’.     

세포 내 이입을 확인하기 위한 siRNA는 5번 말단에 형광물     

질이 표지된 siRNAFITC (fluorescein-labeled 5’ sense strand)     

를 이용하였다. 실험에 이용한 MDA-MB-231 세포는 American     

Type Culture Collection (ATCC, USA)에서 구매하였으며, 세     

포 실험에 이용되는 Roswell Park Memorial Institute Medium     

1640(RPMI 1640), fetal bovine serum(FBS), 및 antibiotic     

antimycotic solution(penicillin/streptomycin, P/S)는 Welgene   

(USA)에서 구매하여 이용하였다. 

Chi-TPP-siRNA 나노전달체 제조. 키토산은 1% 아세트산     

에 1 mg/mL 농도로 용해한 후, Ultra cell(Sonics, USA)을 이     

용한 초음파처리를 통해 점도를 조절하였으며, 조절된 키토     

산의 점도는 AR 2000ex(TA instruments, USA)을 이용하여     

확인하였다. 초음파 처리는 ice bath 하에서 진행하였으며,     

pulse는 on/off=1/1 sec으로 진행하였다. 

점도가 조절된 키토산을 1% 아세트산에 1 mg/mL 농도로     

용해하여 준비하고, TPP를 증류수에 0.45, 0.90, 1.35, 1.80,     

및 2.25 mg/mL의 농도로 용해하였다. 준비한 TPP 수용액 4     

mL을 상온에서 10 mL의 키토산 용액에 천천히 떨어트리며     

700 rpm으로 1시간 동안 magnetic stirrer을 이용해 교반하여     

Chi-TPP 나노입자를 제조하였다. 제조된 Chi-TPP 나노입자     

는 4 oC에서 20000 g로 15분간 원심 분리하여 상층액을 제     

거하고 증류수에 10 mg/mL 농도로 분산시켜 수득하였다. 

Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 경우, TPP 수용액 4 mL에     

siRNA를 50, 75, 및 100 nmol 첨가하였으며 위와 같은 방법     

으로 제조하였다.

Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 동역학분석 및 전자현미경    

확인. 제조한 Chi-TPP-siRNA 나노전달체를 증류수에 0.1 mg/     

mL 농도로 희석하여 입자의 크기, 분산도 및 표면전하를 동     

적광산란 분석기인 zetasizer(Nano ZS, Malvern, UK)를 이용     

하여 측정하였다. 

Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 형태를 확인하기 위하여 1     

mg/mL로 증류수에 분산한 나노전달체를 carbon coating grid     

(TED PELLA, USA)에 20 μL 떨어트린 후, 20분간 상온에     

서 건조시켜 시료를 준비하였다. 준비한 시료를 투과주사현     

미경(TEM)인 JEM1010(JEOL, USA)를 이용하여 관찰하였으    

며, 전자주사현미경(SEM)의 경우에는 SPT20(COXEM,   

Korea) gold coating 장비를 이용하여 준비한 시료의 gold     

coating을 진행한 후, Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 형태를     

CX-200TM(COXEM, Korea)으로 관찰하였다.

Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 siRNA 담지 효율 확인.     

Chi-TPP-siRNA 나노전달체(10 mg/mL) 10 μL에 6Х loading     

dye(Thermo scientific, USA) 2 μL를 혼합한다. 이 혼합액을     

1% 아가로오스 젤(Bio-Rad, USA)을 이용하여 0.5Х TAE 버     

퍼 하에서 100 V로 20분간 전기영동을 진행한다(Invitrogen,     

USA). 전기영동을 끝난 후, 젤을 TopRed nucleic acid     
폴리머, 제45권 제5호, 2021년
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(Biopure, Korea)를 사용하여 염색하고, UV-illumination    

system(Thermo scientific, USA)을 이용하여 젤에 존재하는     

siRNA를 감지하였다. 

세포 배양. 유방암 세포주인 MDA-MB-231를 10%(v/v)     

FBS와 1%(v/v) P/S가 첨가된 RPMI 1640로 배양하여 37 oC,        

5% CO2 환경을 유지하며 실험에 이용하였다. 

세포 생존율 확인. MDA-MB-231 세포를 6.4 mm 96 well        

plates(Corning, USA)에 2×104 cells/well 농도로 접종하고,     

37 oC, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 그 후, 배지         

에 분산한 Chi-TPP-siRNA 나노전달체를 50-500 μg/mL 농      

도로 처리하여 배양기에서 24시간 배양하였다. 나노전달체의     

세포 생존율 평가를 위한 비교군으로는 Lipofectamine2000     

(Lipo2000; ThermoFisher, USA)을 이용하였다. 이후 10 μL      

의 CCK-8 reagent(Dogen, Korea)를 처리하고 4시간 추가 배       

양하고, Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 독성 여부를 UV-vis     

spectroscopy(SpectraMax M2e, USA)를 이용하여 확인하였다.

세포 내 이입 확인. MDA-MB-231 세포를 25 mm 6 well         

plates(Corning, USA)에 1×106 cells/well 농도로 접종하고,     

37 oC, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 그 후, 배지         

에 분산한 Chi-TPP-siRNAFITC 나노전달체를 50, 100 μg/mL      

농도로 처리하여 배양기에서 4시간 배양하고, LysoTracker     

(Thermofisher, USA)를 50 nM 농도로 처리하고 배양기에서      

30분간 추가 배양하였다. 이후 4% p-formaldehyde를 이용하      

여 고정하고, DAPI(Vectashield, VECTOR Lab., USA)를 이      

용하여 핵을 염색하였다. 이를 공초점현미경(LSM880, ZEISS,     

Germany)을 이용하여 Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 세포 내     

이입 여부를 확인하였다. 

유전자 억제 효율 확인. GFP가 발현을 유도하는 pEGFP-       

N1(Takara, Japan)을 유전자 전달체인 Lipofectamine 3000     

(ThermoFisher, USA)과 결합하여 MDA-MB-231 세포주에 처     

리하였다. pEGFP-N1의 세포 내 이입이 일어나지 않은 세포       

를 제거하기 위하여, 항생제의 일종인 G418(ThermoFisher,     

USA)을 200 μg/mL 농도로 첨가한 배지를 이용하여 14일간       

배양하였다. 최종적으로 GFP가 발현된(MDA-MB-231/GFP)   

세포주를 FACSAria III Cell Shorter(BD bioscience, USA)를      

이용하여 선별하여 수득하였다. 

MDA-MB-231/GFP 세포주를 25 mm 6 well plates(Corning,      

USA)에 1×106 cells/well 농도로 접종하고, 37 oC, 5% CO2 배         

양기에서 24시간 배양하였다. 그 후, 배지에 분산한 Chi-TPP-       

siGFP 나노전달체를 100, 200 μg/mL 농도로 처리하였으며,      

대조군으로 Lipo2000을 처리하였다. 나노전달체 또는    

Lipo2000이 처리된 세포를 배양기에서 24시간 배양하고, 4%      

p-formaldehyde를 이용하여 고정한 후 DAPI를 이용하여 핵      

을 염색하였다. 이후 Chi-TPP-siGFP 나노전달체의 GFP 발      

현 억제 효율을 공초점 현미경을 이용하여 확인하였으며,      

Image J를 이용하여 GFP의 발현 정도를 정량화하였다.

결과 및 토론

Chi-TPP 나노전달체 및 Chi-TPP-siRNA 나노전달체의    

크기 및 형태 확인. 키토산 기반의 나노입자 제조에 있어서     

형태학적 성질과 단분산도는 키토산의 구조적인 성질, 특히     

분자량, 탈아세틸화도 및 가교제의 농도에 영향을 받는 것으     

로 알려져 있다.34,35,38,39 본 연구에서는 키토산의 점도 및 TPP     

의 농도에 따른 Chi-TPP 나노입자의 특성을 먼저 확인하였     

다(Figure 1, Table 1). 키토산의 점도는 초음파 처리 시간에     

따른 점성도 변화로 확인하였다. 초음파 처리하지 않은 키토     

산의 점도는 약 230 mPa·s로 측정되었으며, 초음파 처리 시     

간에 따라 키토산의 점도는 감소하는 것을 확인하였다. 키토     

산의 점도는 30분 초음파 처리를 하였을 때에 약 104 mPa·s     

로 감소하였으며, 1시간 이상 초음파 처리를 하였을 때에는     

10 mPa·s 이하로 측정되었다. 초음파 처리 1시간 이후에는     

점도의 차이가 크지 않기 때문에 1시간을 최적 초음파 처리     

시간으로 선정하였다. 이 결과에 따라 본 실험에서는 1시간     

초음파 처리 후 점도를 확인하고, 점도가 10 mPa·s 이하인     

키토산을 이용하여 나노입자를 제조하였다. 

위의 초음파 처리한 키토산과 5가지 다른 농도의 TPP를 이     

용하여 Chi-TPP 나노입자를 제조하였으며 그 농도는 키토산     

의 아민그룹(NH3
+)과 TPP의 수산화그룹(O-)의 비율에 따라     

결정하였다(Table 1). TPP 농도가 높아질수록 전체적으로 나     

노입자의 크기가 작아지는 경향을 보이지만 키토산과 TPP의     

비율이 [NH3
+: O-]=1:0.5의 경우에는 나노입자의 응집이 일어     

나며 입자의 크기가 커지는 것을 확인하였다. 또한 표면전하     

인 zeta-potential의 경우에도 [NH3
+: O-]=1:0.5에서 현저히 낮     

Table 1. Particles Size, PdI, Zeta-potential, and Yield of Chi-

TPP Nanoparticles Prepared at Different TPP Concentrations, 

(n=4)

[NH3

+:O-] size (nm) PdI ZP (mV) Yield (%)

1:0.1 235.3±69.1 0.358±0.131 28.0±2.8 -

1:0.2 193.3±51.1 0.177±0.029 29.7±1.0 5.1

1:0.3 167.6±19.6 0.210±0.087 31.9±2.5 6.3

1:0.4 201.1±74.1 0.176±0.060 31.6±2.8 16.1

1:0.5 267.4±83.8 0.224±0.053 23.5±1.2 32.5

Figure 1. Viscosity of chitosan according to sonicated time.
 Polym. Korea, Vol. 45, No. 5, 2021
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아지는 것을 확인할 수 있었다. 반면 나노입자의 단분산도를       

나타내는 지표인 PdI 값은 [NH3
+: O-]=1:0.2 이상의 비율에서       

는 0.3 이하로 단분산성 나노입자가 수득됨을 확인하였으며,      

[NH3
+: O-]=1:0.4 이상일 경우, 16%의 수득률을 보였다. 이와       

같은 특징을 고려하여 단분산도 및 높은 수득률을 갖는 제조        

조건인 [NH3
+: O-]=1:0.4의 조건을 최적 조건으로 선정하였다.

상기 조건을 기반으로 siRNA가 담지된 Chi-TPP-siRNA 나      

노전달체를 제조하고 나노전달체의 특성을 확인하였다(Figure    

2). Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 크기는 약 223.5 nm 정도       

로 형성되었으며, 분산도는 0.229로 단분산성을 확인하였다.     

또한 나노전달체의 zeta-potential은 31.2 mV를 갖는 것을 확       

인하였다. 또한 Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 형태를 TEM     

과 SEM을 이용하여 균일한 구의 형태를 갖는 것을 확인하        

였다. 

Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 siRNA 담지 효율확인.    

Chi-TPP 나노입자와 siRNA 사이의 상호작용을 확인하기 위      

하여 키토산의 amine 부분과 siRNA의 phosphate 기의 비율       

인 N:P ratio를 300:1, 450:1, 600:1이 되도록 siRNA을 담지        

하였으며, 담지 여부를 전기영동을 이용하여 확인하였다.     

Figure 3의 전기영동 결과를 보면, Chi-TPP-siRNA 나노전달      

체가 아가로오스 젤의 담지 부분에서 확인되는데, 이는 siRNA     

가 안정적으로 Chi-TPP 나노입자에 담지되어 있음을 의미한     

다. siRNA의 양이 늘어날수록 발현되는 밴드의 강도가 강해     

지는 것을 통해 siRNA가 안정적으로 나노전달체에 담지 되     

었음을 알 수 있다. 반면 음성 대조군으로 이용한 Chi-TPP     

나노입자에서는 band가 나타나지 않는 것으로 보아 siRNA     

가 특이적으로 나타남을 확인하였다. 결과적으로 소량의 나     

노전달체를 이용하여 다량의 siRNA 전달하기 위하여     

N:P=300:1의 비율이 최적임을 확인하였으며 이는 본 연구에     

서 제조한 Chi-TPP 나노입자의 siRNA 전달체로써의 이용 가     

능성 보여주었다. 

Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 세포 생존율 확인. Chi-     

TPP-siRNA 나노전달체 제조에 이용된 키토산, siRNA는 독     

성이 없는 물질로 이미 알려져는 반면,40 TPP의 경우 단독으     

로 이용했을 경우, 0.39 mg/mL 이상의 농도에서 세포 독성     

이 나타난다.41 하지만 본 논문에서 제조한 Chi-TPP-siRNA     

나노전달체는 500 μg에 함유되어 있는 TPP의 양이 0.06 mg     

수준이다. 이러한 소량의 TPP가 함유된 Chi-TPP-siRNA 나     

노전달체의 세포 안전성 확인을 위하여 Chi-TPP-siRNA 나     

노전달체를 MDA-MB-231 세포에 처리한 후 세포 미토콘드     

리아의 활성을 CCK-8 assay를 통해 확인하였다. Figure 4 결     

과를 보면, Chi-TPP-siRNA 나노전달체를 50, 100, 200 및     

500 μg/mL 농도로 처리하였을 때, 세포 생존율이 각각 92.5,     

91.2, 88.7 및 88.1%로 나타났으며, 이는 비교군으로 이용한     

Lipo2000의 세포 생존율을 64.2%인 것과 비교하였을 때 모     

두 1.4배 이상 높은 수치이다. 이러한 결과는 본 연구에서 제     

조한 Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 생체 적합성을 나타내며     

이는 화학적 항암 요법에 있어 부작용 감소와 적용가능성을     

시사한다. 

Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 세포 내 이입 확인. Chi-     

TPP-siRNA 나노전달체의 세포 내 이입을 확인하기 위하여     

siRNA의 말단에 FITC 형광이 결합되어 있는 siRNAFITC를 이     

Figure 4. MDA-MB-231 cell viability after treatment with Chi-

TPP-siRNA carriers or lipofectamine 2000 (positive control) for 

24 h.

Figure 3. The encapsulation of siRNA with Chi-TPP-siRNA car-

riers using 1% agarose gel: lane (a) Chi-TPP-siRNA carriers 

(N:P=300:1); lane (b) Chi-TPP-siRNA carriers (N:P=450:1); lane 

(c) Chi-TPP-siRNA carriers (siRNA N:P=600:1); lane (d) Chi-TPP 

carriers 20 μL.

Figure 2. Physical properties of Chi-TPP-siRNA carriers: (a) the 

size distribution; (b) SEM and TEM (inset) of Chi-TPP-siRNA car-

riers (SEM scale bar=1 μm; TEM scale bar=200 nm).
폴리머, 제45권 제5호, 2021년
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용한 Chi-TPP-siRNAFITC 나노전달체를 제조하였다. 제조된    

나노전달체를 세포 생존율 결과에 기인하여 90% 이상의 생       

존율을 보이는 50 μg/mL과 100 μg/mL 농도로 MDA-MB-       

231 세포주에 처리한 후, 세포 내 이입을 공초점현미경을 이        

용하여 확인하였다. Figure 5의 결과를 보면, Chi-TPP-      

siRNAFITC 나노전달체는 녹색형광으로 나타나며 세포의 라이     

소좀은 적색형광으로 나타난다. 나노전달체를 처리하지 않은     

군은 녹색 형광이 나타나지 않고, 적색 형광이 세포질 전체     

에 고르게 분포하는 것으로 보아 라이소좀의 염색이 제대로     

되었음을 알 수 있다. 또한 Chi-TPP-siRNAFITC 나노전달체를     

처리한 군에서는 녹색 형광과 적색형광이 같은 위치에 나타     

나는 것으로 보아 나노전달체가 세포 내에 효율적으로 이입     

된 것을 알 수 있으며, 이는 나노전달체의 농도가 50 μg/mL     

일 때보다 100 μg/mL 일 때 더욱 많은 부분에서 나타나는     

것으로 보아 나노전달체의 농도에 비례하여 세포 내 이입이     

늘어나는 것을 알 수 있다. 이러한 결과는 본 연구에서 제조     

한 Chi-TPP-siRNA 나노전달체는 세포 내 이입효율이 높고     

이입효율은 나노전달체의 농도에 비례하였다.

Chi-TPP-siRNA 나노전달체의 유전자 억제 효율 확인. 유     

방암 세포주인 MDA-MB-231에 대한 유전자 억제 효율은     

GFP 억제 siRNA인 siGFP가 도입된 Chi-TPP-siGFP 나노전     

달체를 제조하여 농도에 따른 영향을 평가하여 Figure 6에 나     

타내었다. Figure 6(a)에서 FACSAria III Cell Shorter(BD     

bioscience, USA)를 이용하여 수득한 MDA-MB-231/GFP 세     

포주에서 GFP의 발현을 확인하였다. Figure 6(b), (c) 그리고     

(d)에서 각각 Chi-TPP-siGFP 나노전달체(100 μg/mL와 200     

μg/mL) 및 200 μg/mL의 Chi-TPP-siGFP 나노전달체 중에 함     

유되어 있는 siGFP와 동일 siRNA 농도를 가지는 Lipo2000     

를 처리하여 이들의 GFP의 발현 정도를 비교 분석하였다.     

Image J를 이용하여 수치적으로 확인한 결과, 100 μg/mL의     

나노전달체를 처리하였을 경우에는 GFP의 발현이 미처리군     

대비 26.5% 억제되었다. 나노전달체를 200 μg/mL의 농도로     

Figure 6. GFP knockdown of Chi-TPP-siGFP carriers (100 or 200 μg/mL) into GFP transgenic MDA-MB-231 using laser confocal micros-

copy (scale bar=100 m).

Figure 5. Cellular uptake of Chi-TPP-siRNA carriers into MDA-

MB-231 cells. Laser confocal microscopy was used to translocation 

of Chi-TPP-siRNAFITC (50 or 100 μg/mL) and Lysotracker (50 nM) 

(scale bar=10 μm).
 Polym. Korea, Vol. 45, No. 5, 2021
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처리했을 때 48.1%의 GFP 유전자 억제 효율을 확인하였지       

만, 비교군으로 동일 siRNA 농도를 함유하고 있는 Lipo2000       

의 경우 19.7% 만이 억제됨을 확인할 수 있었다. 따라서, 본         

연구를 통해 제조된 Chi-TPP-siGFP 나노전달체는 처리 농도      

가 증가됨에 따라 GFP 유전자 억제 효율이 증가되고, 상용        

화된 유전자 전달체인 Lipo2000에 비하여 2.4배 이상의 GFP       

유전자 억제 효율을 확인하였다. 따라서, 본 연구를 통해 제        

조된 Chi-TPP-siRNA 나노전달체는 효율적으로 siRNA를 전     

달하여 유전자 억제 효율을 높일 수 있는 키토산 기반 siRNA         

나노전달체임을 확인할 수 있었다.

결  론

본 연구에서는 지금까지 키토산 나노입자의 문제점인 분산      

성 및 생체적합성을 개선하기 위해, Chi-TPP-siRNA 나노전      

달체의 제조 조건을 최적화하고 물리화학적 및 생물학적 특       

성을 분석하였다. 초음파를 이용하여 10 mPa·s 이하의 점도       

로 조절된 키토산과 이온결합되는 TPP 및 siRNA의 몰비는       

각각 1:0.4의 [NH3
+:O-] 및 300:1의 N:P ratio 조건에서 최적        

의 나노전달체를 제조할 수 있었다. 세포친화성이 88.1% 이       

상인 Chi-TPP-siRNA 나노전달체는 siRNA를 안정적으로 담     

지한 단분산성의 siRNA 나노전달체임을 확인하였다. Chi-     

TPP-siRNA 나노전달체의 MDA-MB-231 세포주 내 이입효     

과를 확인하였고, Chi-TPP-siGFP를 이용한 GFP 유전자 억      

제 효율은 Lipo2000 보다 2.4배 이상의 결과를 보였다. 결론        

적으로 본 연구를 통해 제조된 Chi-TPP-siRNA 나노전달체      

는 안전한 유전자 치료제로써의 가능성을 확인할 수 있었다.
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