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초록: 본 연구에서는 자유라디칼 매개 공유 결합 형성 방법을 이용하여 gallic acid(GA)를 키토산(chitosan)에 공유             

결합하여 제조한 gallic acid-grafted-chitosan(GAC)을 젤(gel) 형태로 제조하여 rat의 창상 모델에서 치유 증진 효과            

를 평가하였다. 대조구로 GA를 첨가하지 않고 제조한 plain 키토산(PC) 젤을 동일하게 제조하였다. GAC 젤은 PC              

젤과 유사하게 높은 농도에서 세포독성을 보이지 않았다. GAC 젤은 RAW264.7세포에서 lipopolysaccharide(LPS)에          

의해 유도된 nitric oxide(NO)의 생성을 효과적으로 저해하였다. 또한, 섬유아세포의 세포 이동성 평가 결과, GAC             

젤은 PC 젤에 비해 세포 이동성을 효과적으로 증진시켰다. Rat의 창상 모델에서 GAC 젤은 창상 부위에 정상 표피                

층이 잘 형성되도록 유도하였고, PC 젤에 비해 보다 빠른 창상 치유 거동을 보였다. 본 연구를 통해 GA를 첨가하                 

여 제조한 기능성 GAC 젤이 PC 젤에 비해 우수한 NO 생성 저해, 세포 이동성 증진 효과를 통하여 창상부위의 치                 

유를 증진시킨다는 것을 알 수 있었다. 따라서, GAC 젤은 창상 치유를 위한 피복재로써 유용할 것으로 사료된다.

Abstract: In this study, gallic acid (GA) was conjugated onto chitosan by free radical-mediated covalent binding and the 

resultant gallic acid-grafted-chitosan (GAC) was prepared in the form of a gel. Compared to the plain chitosan (PC) gel 

prepared without addition of GA, the wound healing effect of the GAC gel was evaluated in a rat wound model. Both 

the PC gel and the GAC gel did not show cytotoxicity and the GAC gel effectively inhibited nitric oxide production 

induced by lipopolysaccharide in RAW264.7 cells. In addition, the GAC gel stimulated more fibroblast migration than 

the PC gel. In wound model of rats, the GAC gel induced the formation of a normal epidermal layer on the wound site 

and showed a faster wound healing behavior than the PC gel. These findings suggest that the GAC gel is considered to 

be useful as a dressing material for wound healing.

Keywords: chitosan, gallic acid, wound healing, cell migration, nitric oxide release.

서  론

일상생활에서 다양한 원인에 의해 흔하게 발생되는 질병      

중의 하나가 피부 결손이다.1 피부의 결손은 1차 면역방어선       

의 붕괴를 의미하고 바이러스나 세균의 감염에 취약하게 된       

다.2 피부 결손의 질환은 계속적으로 발생하고 미용이나 웰빙    

에 대한 관심이 증가함에 따라 피부 결손에 대한 치료제 및    

치료법의 개발이 절실히 요구된다.

창상피복재는 상처 난 피부의 오염을 방지하고 보호할 목    

적뿐 아니라 상처 치유를 촉진하기 위해 사용한다. 현재 사    

용되는 창상피복재는 부직포형, 필름형, 하이드로젤형, 하이    

드로콜로이드 패치형 등의 종류가 있다. 창상 치료를 위해서    

는 상처 부위에 습윤 환경을 유지하고 감염을 방지하는 것이    

중요하고 삼출액과 독성 요소를 제거할 수 있어야 한다.3 하    
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이드로젤(hydrogel)은 3차원 망상 구조를 가지고 있고 고분자      

사슬 내에 다량의 수분을 함유할 수 있는 특징 때문에 창상         

피복재로 활용하고 있다. 하이드로젤은 삼출물을 흡수할 수      

있고 습윤 환경을 제공할 수 있다. 최근, 합성고분자인 폴리        

비닐알콜(polyvinyl alcohol), 폴리에틸렌(polyethylene), 폴리카   

프로락톤(polycaprolactone)과 천연고분자인 키토산(chitosan),  

알지네이트(alginate), 셀룰로오스(cellulose), 콜라겐(collagen),  

젤라틴(gelatin) 등이 하이드로젤형 창상피복재로 사용되고    

있다.4-9

키토산은 효소에 의해 분해되는 특징을 가지고 있으며      

생체적합성과 혈액적합성이 우수하기 때문에 상처 치료용     

드레싱, 항응혈제, 약물전달체 등에 널리 활용되고 있다. 새       

우나 게와 같은 갑각류의 껍질로부터 추출하여 얻는 키틴       

(chitin, -1,4-2-acetamide-2-deoxy-D-glucose)을 탈아세틸화  

(deacetylation)하여 키토산을 제조한다. 최근 키토산의 주사     

슬(main chain)에 gallic acid, caffeic acid, ferulic acid와       

salicylic acid 등과 같은 폴리페놀(polyphenol)을 결합하여 항      

산화 와 항염효과를 증진시킬 수 있어서 식품, 의약품 및 화         

장품 분야에 널리 응용하고 있다.10-12 Gallic acid의 항알레르       

기, 항염효과와 항암활성을 활용한 연구가 활발하게 진행되      

고 있다. 예를 들어, da Rosa 등은 항산화 활성을 향상시키기         

위해 gallic acid가 함유된 키토산을 동결건조하여 활용하였      

고 gallic acid가 함유된 키틴 하이드로젤을 이용하여 상처 치        

유 효과 및 항암 활성 연구결과를 보고하였다.13 키토산에       

gallic acid를 화학적으로 결합하여 연구한 결과는 많이 보고       

되고 있으나 하이드로젤 창상피복재의 기능을 향상시키기 위      

해 키토산에 gallic acid를 도입하는 연구는 보고되지 않고 있        

다.14,15 따라서, 본 연구에서는 키토산에 gallic acid를 화학적       

으로 공유결합하고 하이드로젤 필름 형태로 제조하여 세포독      

성, 세포의 이동성과 렛(rat) 창상 모델에서 상처 치유 효과를        

평가하였다(Figure 1).

실  험

재료. 키토산(평균분자량: 310 kDa, 탈아세틸화도: 90%)은     

키토라이프(서울, 한국)에서 구입하였다. Gallic acid, Folin-     

Ciocalteu’s 시약 및 ascorbic acid는 Sigma Chemical 社(St.     

Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 그 외 나머지 시약은 실     

험용 특급 시약을 사용하였다.

Gallic Acid-grafted-Chitosan(GAC) 제조. GAC는 제조는    

본 연구팀에서 보고한 방법에 따라 시행하였다.16 즉, 0.5 g 키     

토산을 2% 아세트산 용액 50 mL에 완전히 녹인 다음 0.054 g     

의 ascorbic acid가 포함되어 있는 1.0 M H2O2 용액 1 mL를     

첨가하여 30분 동안 상온에서 반응시켰다. Gallic acid를 키     

토산 잔기에 1:1 몰비율로 첨가한 후 24시간 동안 반응시킨     

다음 투석막(1000 Da)을 사용하여 반응하지 않은 gallic acid     

는 모두 제거하였다. Gallic acid를 첨가하지 않는 대조군(plain     

chitosan, PC)도 동일한 과정으로 제조하였다.

GAC의 합성 확인. 제조한 PC 및 GAC는 1H NMR(400     

MHz, JNM ECZ-400, JEOL, Tokyo, Japan), Fourier-transform     

infrared(FTIR, JASCO Inc. Tokyo, Japan), UV-VIS(MultiskanTM     

GO UV-Vis microplate spectrometer, Thermo Scientific,     

Waltham, MA, USA)를 이용하여 분석하였다.

GAC 젤 제조. 제조한 GAC를 기반으로 한 도포형 젤의     

제조는 기존 연구에 사용된 방법을 변형하여 제조하였다.17     

GAC(100 mg), 점증제 carbopol 934®(0.2 g), 보습제 propylene     

glycol(0.2 g), ethanol(5 mL)과 pH 조절제 triethanolamine     

(200 µL)을 증류수에 용해한 후 총량을 100 mL로 맞춘 후     

호모게나이저를 이용하여 충분히 혼합시켜 도포가 가능한 타     

입의 젤을 제조하였다.

세포독성평가. 제조한 GAC 젤의 세포독성은 MTT assay     

를 이용하여 평가하였다. MTT assay를 수행하기 위해 GAC     

젤의 용출액을 제조하였다. GAC 젤 100 mg을 10 mL     

DMEM에 담근 후 37°C에서 24시간 동안 용출한 용액을 실     

험에 사용하였다. 정상 세포인 RAW264.7 세포(Korea Cell     

Line Bank, KCLB, No. 40071, 1×105 cell/wll)를 96 well     

plate에 분주하고 24시간 동안 배양한 후 배지를 제거하였다.     

GAC 젤의 용출물을 배지와 혼합하여 100, 250, 500, 그리고     

1000 µg/mL의 농도로 맞춘 후 200 µL씩 well에 넣어서 48     

시간 배양하였다. 배양 완료 후 배지를 제거하고 각각의 well     

에 5 µL MTT용액(5 mg/mL in PBS)을 첨가하였다. 4시간     

배양 후에 100 µL DMSO를 첨가하고 microplate reader     

(ELX800, Biotek Instruments, VT, USA)를 이용하여 570     

nm에서 흡광도를 측정하여 세포생존률을 평가하였다.

염증 활성 저해 평가. GAC 젤의 용출액이 세포의 NO 생     

성을 저해하는 효과가 있는지 평가하기 위해 RAW264.7 세     

포(5×104 cell/well)를 96 well plate에 분주하고 12시간 배양     

하였다. GAC 젤의 용출물을 배지와 혼합하여 100, 250, 500,     

그리고 1000 µg/mL의 농도로 맞춘 후 200 µL/well을 첨가     

하였다. 배양 1시간 후 LPS(1 µg/mL)를 각 well에 첨가하여     

24시간 동안 배양하였다. 배지의 상등액(100 µL)을 취한 후     
Figure 1. Schematic illustration for evaluating wound healing effect 

of gallic acid-grafted-chitosan (GAC) gel in wound model of rats.
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 1, 2023
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동량의 Griess reagent(100 µL)를 넣어 총량이 200 µL 되도        

록 맞추고 상온에서 10분간 반응시켰다. RAW264.7 세포가      

생성하는 NO의 양은 microplate reader를 이용하여 540 nm       

에서 흡광도를 측정하여 평가하였다. 

세포 이동성 평가. GAC 젤이 세포 이동에 미치는 영향을        

평가하기 위해 세포를 단층으로 배양한 후 scratch를 가해 빈        

공간을 만들고 GAC 용출액을 처리하여 세포의 증식을 관찰       

하였다. NIH 3T3 섬유아세포(fibroblast, 5×104 cell/well)를     

48 well plate에 분주하고 5% CO2 배양기에서 24시간 배양        

하였다. 형성된 세포 단층에 200 µL pipet tip으로 scratch를        

가해 빈 공간을 만들고 용출물을 200 µL를 처리한 후 24시         

간 배양하고 세포의 증식 및 이동 정도를 현미경을 이용해        

빈 공간의 간격을 측정하여 대조군과 비교하였다.

동물실험. 본 연구에서 실시한 동물실험은 조선대학교의     

동물실험 윤리위원회의 사전승인 이후 설치류 사육실에서 조      

선대학교의 표준 작업지침에 따라 수행하였다. SD rat      

(Female, 300-350 g)을 24시간 동안 절식시켰고, 창상을 유발       

하기 위해 졸레틸과 럼푼을 1:2 비율로 혼합하여 근육주사 하        

였다. 마취를 확인하고 전기제모기로 rat의 등 부위 털을 제        

거하였다. 등 부위에 10% povidine-iodine과 70% 에탄올을      

각각 도포하여 소독한 뒤 가로세로 각각 2 cm×2 cm의 크기         

로 진피층을 포함한 전층 결손 창상을 유발하였다. 생리식염       

수만 창상부위에 처리한 그룹, PC가 함유된 젤을 창상부위에       

처리한 그룹, GAC 젤을 창상부위에 처리한 그룹으로 나누어       

창상치유 효과를 평가하였다. 창상부위 위에 멸균된 3M 테       

가덤(Tegaderm®, 3M Healthcare, USA)를 덮고 그 위에 탄력       

밴드 (Coban®, 3M Healthcare, USA)로 움직임에 지장이 없       

도록 감아주었다. 상처치료의 진행 과정을 관찰하기 위해 창       

상 유발 시작부터 3, 7, 14, 21일에 digital camera        

(CAMEDIATM, Olympus Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 정      

해진 일정거리에서 촬영하여 상처 변화를 관찰하였다. 객관      

적인 지표로 나타내기 위하여 ImageJ(NIH, USA) 프로그램      

을 활용하여 창상의 면적을 비교하였다.

통계처리. 실험결과는 평균±표준편차로 표기하였고, 통계    

적 유의성은 Student’s t-test로 판별하였다. 통계적 유의성은      

p<0.05의 값으로 설정하였다.

결과 및 토론

GAC 특성 분석. GAC의 제조는 본 연구팀에서 보고한 방        

법에 따라 제조한 다음 1H NMR, FTIR, UV-VIS를 이용하여        

합성 성공 여부를 이전 논문에 보고하였다.16,18 이전 논문에서       

보고한 1H NMR 결과, GAC에서는 PC와 비교하여 7.04 ppm        

에서 새로운 피크가 관찰되었는데 이것은 gallic acid의 방향       

족 수소에 의한 것이고 나머지 피크들은 PC와 마찬가지로 전        

형적인 키토산 피크로 확인되었다. FTIR 분석에서는 gallic      

acid의 결합으로 인한 새로운 C=O 흡수밴드가 PC의 amide     

I과 동일한 부근에서 겹쳐서 나타났다. UV-VIS 스펙트럼에     

서는 PC의 경우 200에서 500 nm가지 어떠한 흡수 피크도     

나타나지 않았으나 gallic acid는 208 및 258 nm에서 흡수 피     

크가 관찰되었으며 GAC의 경우에는 258 nm 피크가 265 nm     

로 이동된 것을 확인할 수 있었는데 이것은 gallic acid가 PC     

에 공유결합에 의한 것으로 확인된다. GAC에 결합한 gallic     

acid의 함량을 측정한 결과 111 mg gallic acid/g GAC로 측     

정되었다.

GAC 젤의 세포독성 평가. GAC 젤의 세포독성을 평가하     

기 위해 국제표준화기구 기준(ISO 10993)의 시험방법으로 평     

가하였다. GAC 젤의 용출물을 RAW264.7 세포에 처리하고     

세포의 생존율을 MTT 분석법으로 조사하여 독성 여부를 확     

인하였다. Figure 2에서 볼 수 있듯이, GAC 젤 500 µg/mL     

의 용출물을 처리한 후 RAW264.7 세포는 90.2±1.7%의 생     

존율을 보였고, 1000 µg/mL의 용출물을 처리했을 때     

81.2±5.2%의 생존율을 보였다. 반면에 PC 젤 500 µg/mL의     

용출물을 처리한 후 RAW264.7는 89.7±1.7%의 생존율을 보     

였고 1000 µg/mL의 용출물을 처리했을 때 80.7±4.8%의 생     

존율을 보였다. PC 젤과 GAC 젤의 용출물의 모든 처리 농     

도에서 세포생존률은 80% 이상을 보여 두 시료는 처리 농도     

에서 세포독성을 나타내지 않는다고 판단되었다. Gallic acid     

와 키토산은 세포에서 독성을 보이지 않는다고 잘 알려져 있     

다.19,20 최근에 Kaparekar 등은 gallic acid가 함유된 키토산 나     

노입자를 제조하고 창상 부위에 적용하여 치료효과를 평가하     

였다.21 Kaparekar 등의 연구에서 볼 수 있듯이 gallic acid를     

함유한 키토산 나노입자는 고농도(20 mg/L)에서 NIH3T3세     

포에서 독성을 보이지 않았다. 

Nitric Oxide 생성 저해 효과. 대식세포는 lipopolysaccharide     

(LPS)에 노출되면 reactive oxygen species(ROS)나 nitric     

oxide(NO)와 같은 염증 관련 물질 생성하고 이를 통하여 면     

역반응을 일으킨다.22 LPS를 처리한 RAW264.7에 PC 젤과     

Figure 2. Cell viability of RAW264.7 cells treated with the extracts 

of PC gel or GAC gel at various concentrations. 
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GAC 젤의 용출물을 처리한 후 NO의 생성량을 측정하였다.       

Figure 3에서 볼 수 있듯이 LPS만을 처리하고 24시간 후에        

NO의 생성량은 400 µg/mL 이상이었다. 반면에 PC 젤 100,        

250, 500 µg/mL의 용출물을 처리하고 LPS를 처리한 세포에       

서 NO의 생성량은 각각 240.1±18.4, 206.9±14.5, 210.4±26.9      

µg/mL이었다. 동일 농도의 GAC 젤 용출물을 처리하고 LPS       

를 처리한 세포에서 NO의 생성량은 각각 207.3±8.0,      

115.7±8.0, 77.9±2.6 µg/mL이었다. PC 젤과 GAC 젤의 용출       

물은 모두 NO의 생성을 농도 의존적으로 저해하는 효과를       

보였다. 특히, GAC 젤의 용출물은 보다 효과적인 NO 생성        

저해 효과를 보였다. Gallic acid는 천연 페놀계 항산화제이       

며 식품, 의약품 및 화장품에 널리 사용되고 있다.23 폴리페        

놀은 일반적으로 다양한 생물학적 활성을 가지고 있다고 알       

려져 있으며, 특히 최근에는 항산화제로 주목을 받고 있다.24

세포 이동성 평가. 세포의 이동은 발생 단계의 조직 형성        

부터 상처의 치료나 조직 복구에 필수적이다. GAC 젤의 용        

출물이 세포의 이동에 미치는 영향을 살펴보기 위해 NIH 3T3        

섬유아세포를 단층배양하고 scratch를 가해 빈 공간을 만들고      

젤의 용출물을 처리하여 세포의 이동성을 평가하였다. Figure      

4에서 볼 수 있듯이, 아무것도 처리하지 않은 control 세포의        

scratch 간격에 비해 PC 젤의 용출물을 처리한 세포의 scratch        

간격이 좁아진 것을 볼 수 있다. 특히, GAC 젤의 용출물을         

처리한 세포의 scratch 간격이 가장 좁아졌고, 24시간 후에는       

대부분의 scratch 간격이 사라지는 것을 알 수 있었다. 키토        

산은 창상 치유 과정 중에 세포의 이동과 치유과정을 촉진시        

킨다고 알려져 있다.25 이 외에도 골조직 형성 증진에 효과가        

있다고 알려져 있다.26 Gallic acid는 탄닌산을 가수분해해서      

얻을 수 있고 독성이 적으며 우수한 항산화 효과를 보인다.27        

따라서, 키토산과 gallic acid의 특성을 고려해 볼 때 GAC는        

세포의 이동을 증진시키는 효과를 나타낸다고 생각된다. 

창상치유효과 평가. Rat의 창상 부위에 PC 젤과 GAC 젤        

을 도포한 후 21일 동안 회복되는 정도를 모니터링했다. Figure     

5(a)는 rat의 등 부위에 창상을 만든 후 젤을 도포한 사진     

이다. 21일 후 사진에서 볼 수 있듯이 GAC 젤을 도포한 rat     

의 창상 부위의 크기가 가장 작았다. 디지털 카메라로 촬영     

한 후 ImageJ 프로그램을 이용하여 창상 부위의 회복을 평가     

하여 Figure 5(b)에 나타냈다. 창상 부위를 만든 후 7일까지     

모든 그룹에서 창상 부위의 회복 정도는 유의한 차이를 보이     

Figure 3. Inhibition effects of PC gel or GAC gel on LPS-induced 

NO production in RAW264.7 cells. *p<0.01, **p<0.05

Figure 4. Photographs of NIH 3T3 cells for migration on scratch 

site under treatments of the extracts of PC gel or GAC gel. 

Figure 5. (a) Photographs; (b) wound area of wound site in rats 

treated with control (sterile gauze), PC gel, and GAC gel. *p<0.01, 

**p<0.05 
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지 않았다. 반면에, 14일 후에는 거즈만을 도포한 control 그        

룹에 비해 PC 젤 또는 GAC 젤을 도포한 그룹에서의 창상         

부위가 유의한 차이로 회복되는 것을 알 수 있었다(*p<0.01).       

21일 후에는 GAC 젤을 도포한 rat의 창상 부위의 크기가 유         

의하게 가장 작았으며 PC 젤을 도포한 그룹의 창상 부위는        

거즈만을 도포한 control 그룹에 비해 창상 부위의 크기가 작        

아졌다. GAC 젤을 도포한 창상 부위가 다른 그룹에 비해 빠         

르게 회복되는 것을 알 수 있었다. 

창상 부위의 조직을 떼어내고 H&E 염색한 후 관찰한 결        

과를 Figure 6에 나타냈다. Figure에서 볼 수 있듯이 창상을        

만든 후 21일에 거즈만을 도포한 control 그룹의 창상 부위가        

가장 넓게 관찰되고 섬유아세포를 포함한 육아조직과 콜라겐      

의 피부조직 형성이 가장 늦어지는 것을 알 수 있었다. 반면         

에 GAC 젤을 도포한 rat의 정상 표피층이 전체 창상면에 형         

성되고 있는 것을 볼 수 있고 가장 우수한 창상 치유 거동을          

보였다. 창상이 발생하게 되면 염증반응 후 혈관과 섬유아세       

포가 육아조직을 형성하여 상처부위를 채우고 이후 육아조직      

내에 결합조직이 채워지며 마지막으로 콜라겐으로 이루어진     

결합조직이 재생된다.28 

Gallic acid는 항산화 및 항염증 소재로 활용되고 있으며 창        

상치유 과정 중 조직손상을 막고 염증반응이 초기에 줄어들       

면서 전체적인 치료 효과를 상승시킨다.29 Gallic acid를 하이       

드로젤 내에 물리적으로 함유한 경우 gallic acid를 외부 환경        

으로부터 보호하고 효과를 연장시킬 수 있는 반면, gallic acid        

를 키토산과 같은 고분자에 공유결합하여 제조한 하이드로젤      

의 경우 gallic acid가 하이드로 젤에서 방출되지 않고 장기간        

존재할 수 있고 하이드로젤의 수분은 상처 개선에 도움을 준        

다.30,31 

결과적으로, GAC 젤은 창상 부위에 습윤환경을 제공하고      

육아조직의 형성을 증진하고 창상 치유 속도를 가속화하여     

창상 치유에 도움을 주는 것으로 생각된다.

결  론

본 연구에서는 키토산에 gallic acid를 화학적으로 공유 결     

합하고 젤(gel) 형태로 제조하여 키토산 젤에 비해 창상치유     

를 보다 효과적으로 유도할 수 있는지 연구하였다. GAC 젤     

은 PC 젤과 유사하게 세포독성을 보이지 않았으며, RAW264.7     

세포에서 LPS로 유도된 NO의 생성을 PC 젤에 비해 효과적     

으로 저해하였다. 또한, GAC 젤은 섬유아세포의 이동성을 현     

저하게 증진시켰다. In vivo rat의 창상모델에서 GAC 젤은     

PC 젤에 비해 보다 우수한 창상 치유 효과를 보였으며 조직     

염색에서 창상 부위의 회복을 확인하였다. 따라서, 본 연구에     

서 제시한 GAC 젤은 창상 부위에서 습윤환경을 제공하고 항     

산화 작용을 통해 치유를 가속화하는데 도움을 줄 수 있으     

며, 섬유아세포의 이동성을 증진시킴으로써 창상 부위의 회     

복에 유용할 것으로 판단된다.
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