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초록: 본 연구에서는 굴곡이 심한 창상면에서의 밀착성 및 습윤환경이 보장되고 물성이 제어된 주사형 창상치료제를             

개발하고자 티라민이 도입된 알긴산(Alg-Tyr)을 합성한 후, 효소촉매 가교반응을 이용한 알긴산 하이드로젤을 제조하여           

성능을 검증하였다. Alg-Tyr의 개질여부는 attenuated total reflection-Fourier transform infrared spectroscope 및          

proton nuclear magnetic resonance spectrometer을 통해 확인하였다. 알긴산 혼합물의 가교반응에 관여하는 구성물의           

농도 변수에 따른 하이드로젤의 저장탄성률, 젤화시간, 가수분해 거동, in vitro 세포독성을 분석하였으며, 주사형 창             

상치료제로서 최적조건의 하이드로젤은 Alg-Tyr 4 w/w%, horseradish peroxidase 0.2 mg/mL, H2O2 4 µL/mL 농도의             

배합으로 선정하였다. In vivo 창상치유도 및 조직학적 평가결과에서 알긴산 하이드로젤군은 대조군에 비하여 우수            

한 회복속도 및 피부 재생능을 보여주었으며, 주사형 창상치료제로서의 활용이 기대된다.

Abstract: In this study, an alginate hydrogel was prepared and characterized through an enzymatic crosslinking reaction 

of modified alginate with tyramine (Alg-Tyr) in order to develop an injectable wound healing agent that secures a mois-

ture environment and dense adhesion to rough wound surface with controlled physical properties. The modification of 

Alg-Tyr was confirmed through attenuated total reflection-Fourier transform infrared spectroscope and proton nuclear 

magnetic resonance spectrometer. The storage modulus, gelation time, hydrolysis behavior and in vitro cytotoxicity of 

the hydrogel according to the crosslinking and concentration parameters of the alginate mixture were analyzed. The 

optimum hydrogel was selected as Alg-Tyr 4 w/w%, horseradish peroxidase 0.2 mg/mL and H2O2 4 µL/mL concen-

tration of composition. As results of in vivo wound healing rate and histological evaluation, the alginate hydrogel group 

showed superior recovery speed and skin regeneration ability compared to the control group, and it is expected to be 

used as an injectable wound healing agent.

Keywords: alginate, hydrogel, injectable, enzymatic reaction, wound healing agent.

서  론

의료공학 기술의 눈부신 발달과 함께 인체의 장기나 조직의       

결손에 의한 후유증을 완벽히 대체할 수 있는 조직재생기술의       

실현에 대한 도전은 끊임없이 진행되고 있다. 결손된 생체조    

직을 복구하기 위해서는 의료기술과 더불어 다양한 고기능성    

생체재료의 지속적인 연구개발이 동반되어야만 한다.1-3 특히,    

심각한 생체조직의 결손을 비롯하여 경미한 상처의 발생빈도와    

범주 중에서 피부조직과 관련된 사례가 가장 우세하며, 그에    

따른 의료용 생체재료의 적용사례도 많이 보고되고 있다.4 피    

부는 가장 큰 표면적을 가지는 인체조직으로 크게 표피층    

(epidermis), 진피층(dermis), 피하지방층(hypodermis)의 3층   
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구조로 이루어져 있으며, 면역 기능, 외부의 유해환경으로부      

터 보호, 수분 증발 억제 및 항상성 기능을 하고 있다.4 다른          

인체조직에 비해 피부조직은 외부와의 직접적인 접촉이 빈번      

하며 다양한 원인에 의해 창상, 찰과상, 화상, 욕창, 피부질환        

등의 외상이 발생된다. 그 중에서 창상이 가장 흔하게 발생        

하고 치료법도 오랜 역사를 가지고 있다. 창상치료의 중요도       

가 상대적으로 낮았던 시대에는 동물성 유지나 벌꿀, 면화를       

사용하였지만 의료 및 미용에 대한 수요와 관심도의 증가와       

함께 창상의 치료 및 흉터관리 기술에도 많은 연구와 기술개        

발이 이루어져 다양한 제품들이 개발되었다.4-8 창상치유는 크      

게 지혈/염증발생단계, 증식단계, 성숙/수축단계의 일련과정    

으로 진행된다.4 이 과정들은 순차적으로 중첩되어 이루어지      

며, 창상의 양상에 따라 두드러지는 단계가 있다. 조직은 손        

상을 받게 되면 반흔(흉터)을 형성하거나 원래의 조직과 유       

사한 색상과 모양으로 재생됨으로써 복원된다. 이상적으로는     

원래의 조직으로 완벽히 재생되어야 하지만, 피부의 경우 반       

흔을 형성하며 복원되는 것이 대표적이다. 이전까지는 창상      

치유를 위해 거즈나 면을 사용하여 상처를 건조환경 상태에       

서 딱지를 앉게 하였지만 1962년 동물학자 Winter에 의해 습        

윤환경에서 효과적인 치료효과를 보인다는 보고로 인해 최근      

에는 건조환경의 거즈 방법에서 벗어나 습윤환경의 드레싱제      

방법이 널리 통용되고 있다.7 또한, Rovee에 의해 습윤한 환        

경을 유지하여 가피를 형성하지 않는 환경이 상피세포의 이       

동을 용이하게 하면서도 상피의 재생을 촉진시킨다는 연구가      

발표되었으며, 개방이 된 창상의 경우 상피세포의 이동이 새       

롭게 형성된 콜라겐에 의해 방해되고 창상부 분비물이 신생       

혈관의 형성과 상피화를 자극하는 여러 성장인자(growth     

factor)를 없앤다는 연구결과가 이론을 더욱 뒷받침하였다.8 또      

한, 치유기간의 경우 건조한 환경이 습윤 환경보다 2배 정도        

긴 것으로 밝혀지고 있다. 이처럼 인체에서 창상치유에는      

여러 인자들이 관여하게 되며 습윤환경(humidity), 온도     

(temperature), 산소농도(oxygen), 감염(infection) 등을 예로 들     

수 있다. 습윤환경의 경우 재생되는 상피세포의 자유로운 이       

동이 가능하기 때문에 효율적인 상처치료를 위해서 필수적으로      

요구되며, 28 ℃ 이하에서는 세포의 증식과 분열이 크게 장        

애를 받기 때문에 온도 또한 창상 치유와 매우 밀접한 관련이         

있다. 산소농도는 온도가 상승하면 조직에 공급되는 산소의      

농도 또한 증가하기 때문에 세포증식이 촉진되고 창상치유      

속도도 빨라지게 된다. 마지막으로, 세균감염은 창상치유에     

직접적으로 영향을 주는 인자로 감염이 진행된 조직에서는      

상피세포의 이동이 원활하지 못하고 장기간 지속되는 염증은      

후속적 치유단계로의 진입을 지연시킨다. 

현재, 창상치료용 제품으로 시판중인 습윤 드레싱제는 반      

투과성 필름(film), 하이드로콜로이드(hydrocolloid), 폼(foam),   

하이드로젤(hydrogel) 형태 등이 있다. 그 중에서 하이드로젤      

드레싱제는 1960년대에 개발되었으며, 친수성 부분을 가지는     

불용성 가교 고분자로 약 90% 이상의 물을 함유한 젤형태의     

드레싱제이다.5 하이드로젤 형태의 창상치료제로 활용된 천     

연소재로는 히알루론산, 알긴산, pectin, carrageenan, chondroitin     

sulfate, dextran, dextran sulfate, chitosan, polylysine, collagen,     

gelatin, carboxymethyl chitin, fibrin, agarose, pullulan 등이     

다양하게 보고되어 있다.6 하이드로젤 자체의 물성은 약하지     

만 생분해가 가능하기에 약물전달이나 세포전달체로 사용하     

기 쉬우며, 초기에는 액상형태이기에 다양한 제재(주사형, 스     

프레이형)로 만들 수 있어 사용이 편리하고 위생적이며, 상처     

표면과의 밀착능이 우수하다.9-14 특히, 주사형 하이드로젤은     

노즐을 통해서 사출되어야 하므로 효율적으로 사용하기 위해     

서는 유동성을 가져야 하며 창상표면에 균일하게 도포가 완     

료된 후에는 물리적, 화학적 반응에 의해 신속하게 젤화가 이     

루어져야 한다. 분자의 얽힘이나 수소결합, 이온결합, 소수성     

상호작용을 포함한 이차결합에 의해 하이드로젤을 형성하는     

경우 가역적 혹은 물리적 하이드로젤이라고 부른다. 물리적     

하이드로젤은 사슬의 중간부 혹은 말단이 일시적으로 결합이     

되는 상태라 균일하지 못한 형태이다. 이러한 물리적 하이드     

로젤은 물리적 조건이 변하면 쉽게 붕괴될 수 있다. 이외에     

공유결합에 의해 가교된 하이드로젤의 경우 화학적 하이드로     

젤이라고 부르고 있다.15,16 물리적 하이드로젤의 경우 균일성     

이 부족하며 지속시간과 강도가 부족하여 많은 분야에서 화     

학적 가교방법을 주로 사용하게 된다. 이 때 사용할 수 있는     

방법으로는 Michael-type 방법과 disulfide bond formation 방     

법, 그리고 aldehyde-mediated cross-linking 방법이 가장 널리     

알려져 있다.17-20 화학적 하이드로젤의 장점은 가교점의 수를     

조절함으로서 하이드로젤의 역학적 강도를 조절할 수 있고,     

생분해성도 조절이 가능하다는 것을 의미하며 하이드로젤의     

강도를 조절함에 따라 세포의 성장과 그에 의해 수반되는 조     

직의 기능성 구현에도 영향을 주게 된다. 하이드로젤 모델에     

서 가장 중요한 문제는 다양한 종류의 젤 전구체와 가교제의     

농도에 큰 영향을 받으며, 가교제는 생물학적 독성 및 원치     

않는 기계적 물성의 변화를 초래하기도 한다는 점이다.21-26 이     

러한 문제점을 극복하고자 천연물질에서 추출한 물질을 사용     

하는 등의 여러 연구가 진행되고 있으며 특히, 서양 고추냉     

이에서 추출한 효소인 horseradish peroxidase(HRP)는 많은     

주목을 받고 있는 물질이다.27-30 HRP의 경우 과산화수소(H2O2)     

와 함께 반응하여 화학적 가교제 역할을 수행하면서 생분해     

성과 생체적합성이 우수한 가교제로 알려져 있다. HRP는     

H2O2에 의해 산화되고 산화된 HRP는 페놀그룹을 산화시켜     

중간체를 형성하게 되며 이렇게 생성된 물질이 가교점 역할을     

하게 되어 네트워크 구조를 형성하게 된다. 이러한 이유로     

HRP 및 H2O2의 농도를 조절하여 하이드로젤의 탄성률, 젤화     

시간, 가수분해시간을 제어할 수 있다.27

본 연구에서는 생체적합성 및 생분해성을 위해 천연고분자인     

알긴산(alginate sodium salt)을 하이드로젤의 주재료로 하여     
폴리머, 제47권 제4호, 2023년
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제작하고자 하였다. 알긴산은 갈조류의 구성성분으로 α-L-     

guluronic acid(G-blocks) 단량체와 β-D-mannuronic acid(M-    

blocks) 단량체가 반복된 선형 구조를 가지는 블록공중합체이      

다.6,12,13 알긴산은 carboxyl기를 갖는 음이온 중합체로써 Ca2+,      

Ba2+와 같은 2가 양이온과 상호 작용에 의해 젤화가 될 수 있          

으며, 이의 점착특성은 조직재생을 위한 기질로 이용이 가능       

하다.6,7,11 그러나 알긴산 하이드로젤은 생분해도 조절이 어렵      

고, 2가 양이온이 소실되면 쉽게 분해되는 문제로 인해 단독        

으로 하이드로젤을 만들기 보다 다른 물질과 공유결합된 형       

태로 쓰이고 있다. 이와 같은 이유로 알긴산을 아민기(-NH2)와       

페놀그룹(ArOH)을 동시에 가지고 있는 티라민(tyramine)으로    

개질하여 효소촉매 가교반응이 가능하도록 고안하였다. 가교     

제로는 H2O2, 촉매로는 HRP를 사용하였으며, HRP에 있는      

철(Fe) 원자와 H2O2가 반응하여 산화라디칼 형성에 의해 개       

질된 티라민의 그룹간 가교반응을 촉진할 수 있다. 본 연구        

에서는 이러한 특성을 이용하여 티라민으로 개질된 알긴산      

및 효소촉매 가교제인 HRP와 H2O2의 최적 농도배합비를 저       

장탄성율, 젤화시간, 가수분해 시간 등을 고려하여 선정하였      

고, 주사형으로 간편하게 주입함과 동시에 생화학적 가교반      

응이 진행되도록 알긴산 하이드로젤을 설계하였다. 최종적으     

로, 주사형 알긴산 하이드로젤을 창상치료제로 적용하여 in      

vitro 세포독성 및 in vivo 동물모델 실험을 통하여 평가한 검         

증내용을 정리하였다.

실  험

티라민이 도입된 알긴산의 합성. 하이드로젤의 주재료인     

알긴산(alginate sodium salt, 15~20 cP; 1% 수용액)은 Sigma       

Aldrich(USA)에서 구매하였다. 알긴산의 카복실 그룹에 티라     

민(tyramine hydrochloride, ≥98%, Sigma Aldrich, USA)을     

도입하는 방법은 다음의 순서로 진행하였다. 먼저, 알긴산 분       

말(1.38 wt%)을 3차 정제수에 약 3시간동안 교반하여 균일       

하게 용해시킨 후, 커플링제인 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-    

ethylcarbodiimide hydrochloride 0.66 wt%(EDC, ≥98%, Tokyo     

Chemical Industry Co., Ltd, Japan) 및 N-hydroxysuccinimide      

0.40 wt%(NHS, ≥98%, Wako, Japan)와 가교점 역할을 하는       

티라민(1.20 wt%)을 투입하였다. 이어서, 1 N HCl 수용액을       

이용하여 혼합용액을 pH 4.0로 조정하고, 약 20시간 동안 교        

반하여 합성반응을 진행하였다. 그 후, 티라민이 도입된 알긴       

산과 미반응 물질이 혼합된 용액을 dialysis membrane tube       

(MWCO: 12,000~14,000, Viskase, USA)에 주입하고 0.1 M      

NaCl 용액에서 48시간, 25% ethanol 용액과 증류수에서 각       

각 24시간씩 총 4일간 투석하여 미반응물을 제거하였다. 투       

석이 완료된 용액은 동결건조를 통해 티라민이 도입된 알긴       

산 화합물(Alg-Tyr)을 스폰지 형태로 수득한 후, 밀봉보관 하       

였다. 

티라민이 도입된 알긴산의 개질 확인. Alg-Tyr의 개질 유     

무를 확인하기 위해 attenuated total reflection-Fourier transform     

infrared spectroscope(ATR-FTIR, Nicolet 6700, Thermo Scientific,     

USA)를 이용하여 측정조건은 해상도 0.2 cm-1, scan 수 16회,     

scan 범위 600~4000 cm-1로 설정하였다. 또한, proton nuclear     

magnetic resonance spectrometer(1H NMR, BRUKER BIOSPIN/     

AVANCE III 400, 400 MHz FT-NMR, Bruker, Germany)를     

이용하였으며, 각 시료는 deuterium oxide(D2O, Sigma, USA)에     

용해하여 측정하였다. 티라민 그룹의 관능기 및 특성피크를     

대조분석하여 개질여부를 확인하였다. 개질조건을 설정할 때     

알긴산 1 g 당 존재하는 카복실기의 몰수를 계산하여 알긴산     

에 도입할 수 있는 이론적인 티라민의 몰수를 계산하고 개질     

전의 기준 수소피크의 몰당 적분값과 개질후의 티라민 수소     

피크의 몰당 적분값을 정량하여 티라민의 치환율을 산출하였다.

알긴산 하이드로젤의 제조. 동결건조된 Alg-Tyr 스폰지는     

1~6 wt% 농도가 되도록 인산완충생리식염수(PBS, pH 7.2,     

Gibco, USA)로 약 30분간 용해시켜 용액상으로 준비하였다.     

효소촉매 가교반응을 통한 하이드로젤화는 완전히 용해된     

Alg-Tyr 용액에 HRP(specific activity 220~250 units/mg,     

Amresco, USA)와 H2O2(30 v/v%, Daejung, Korea)를 혼합하     

여 진행하였다. Alg-Tyr 용액에 HRP와 H2O2를 동시에 첨가     

할 경우, 가교반응이 즉각적으로 진행되기 때문에 넓은 창상     

표면상의 균일한 도포가 어렵다. 이를 보완하고자 이액형 주     

사기(5 + 5 mL, EVICEL®, USA)에 HRP를 첨가한 Alg-Tyr     

용액(5 mL)과 H2O2를 첨가한 Alg-Tyr 용액(5 mL)을 각 실     

린더에 투입하여 효소촉매반응에 의한 즉각적인 가교를 방지     

하고 mixing nozzle(EVICEL®, USA)을 사용하여 사출과 동     

시에 혼합되면서 가교반응을 개시하는 젤화 방식을 이용하여     

하이드로젤을 제조하였다.

알긴산 하이드로젤의 유변학적 특성 및 가수분해 거동 분석.     

알긴산 하이드로젤의 제조 시, Alg-Tyr 용액, 효소촉매인 HRP     

및 H2O2의 농도 및 티라민의 도입량에 따른 유변학적 특성을     

분석하기 위해 물질의 점도, 탄성률, 응력, 전단속도와 같은     

유변학적 물성을 측정해주는 modular compact rheometer     

(Physica MCR 301, Anton Paar, Austria)를 사용하였다. Alg-     

Tyr 용액, HRP 및 H2O2 농도에 따른 저장탄성률(storage     

modulus, G')의 값을 측정하여 유변학적 변화를 확인하였다     

(온도: 36.5 ℃, gap: 1 mm, interval: 5초, 측정시간: 300초,     

dynamic frequency 모드). 이후 vial에 다양한 농도의 HRP,     

H2O2 및 Alg-Tyr 용액을 넣어준 뒤, 용액이 흘러내리지 않는     

시간을 측정하여 최적화된 젤화시간을 채택하였다. 

또한, 젤의 강도는 알긴산 하이드로젤의 가수분해시간에도     

영향을 주기 때문에 여러 농도의 HRP, H2O2 및 Alg-Tyr 용     

액을 일정한 크기의 몰드(PVC 재질, 7 × 7 × 5 mm)에서 반     

응시켜 하이드로젤을 제작하여 가수분해 거동을 조사하였다.     

실험방법을 간략히 서술하면, 하이드로젤을 PBS가 담긴     
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 4, 2023
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conical tube에 투입하고 shaking water bath(DS-23SN,     

DASOL SCIENTIFIC, Korea)에서 일정한 환경(37 ℃, 1000      

rpm)을 유지시켜 주었고, 이후 매 24시간 주기로 관찰하여 알        

긴산 하이드로젤이 완전히 분해되어 액상이 되는 시점을 측       

정하여 각 하이드로젤의 가수분해 거동을 측정하였다.

In vitro 세포독성 평가. 창상조직에 직접적으로 접촉하는      

의료용 창상치료제는 생물학적 안전성 평가가 요구된다. 알      

긴산 하이드로젤은 생체적합성 시험법 중에서 기본적으로 시      

행되고 있는 세포독성평가(cytotoxicity test)를 실시하였다. 세     

포독성 평가는 ISO 10993-5:2009, biological evaluation of      

medical device 중 extract test법으로 평가를 진행하였으며, 평       

가에는 마우스의 섬유아세포(mouse embryonic fibroblasts,    

NIH-3T3, Korean Cell Line Bank, Korea)를 계대배양하여 사       

용하였다. 용출배지는 20 mL Dulbecco’s modified Eagles      

medium(DMEM) 배지에 4 g의 알긴산 하이드로젤을 투입하      

고 인큐베이터(37 ℃, 5% CO2) 내에서 24시간 용출하여 수        

득하였다(ISO 10993-12:2012). 그 후, 증식된 세포를 회수하      

여 준비된 세포 현탁액을 2×105 cells/well의 농도로 6-well       

plate에 분주하고, 24시간동안 배양하였다. 이후, 기존의     

DMEM 배지를 제거한 뒤, 수득한 용출배지를 투입하고 48       

시간 동안 배양 후, 광학현미경(ECLIPSE TS100, Nikon Corp.,       

Japan)을 통해 세포의 성장 및 형태를 관찰하였으며 1 mL의        

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) stock solution을 첨가하여 4시간 동안 MTT assay를       

진행하였다. MTT stock solution과 남아있는 배지를 제거한      

뒤 dimethyl sulfoxide(DMSO)로 처리하였으며, 수득한 용액을     

96-well plate에 200 µL씩 분주하여 microplate reader      

(PHOmo, Autobio Labtec Instruments Co., Ltd., China)를      

이용하여 흡광도(450 nm)를 측정하여 세포생존율을 산출하     

였다.

In vivo 창상회복률 분석. 본 연구에서 제조된 알긴산 하        

이드로젤의 창상치유효과를 평가하고자 실험대상으로 male    

Sprague Dawley(SD) rat(8주령, 250~300 g, 효창사이언스,     

Korea)을 이용하여 피부전층창상모델 실험을 진행하였다. 동     

물실험은 경북대학교병원 동물실험윤리위원회의 시행규정 및    

승인(동물윤리 승인번호: 2017-0131)에 의해 진행하였다. SD     

rat의 수술을 시행하기 전 일주일 동안 항온항습 사육실(온도       

22±5 ℃, 습도 50±5%)에서 적응시켰다. 대조군으로는 멸균된      

거즈를 사용하였고, 실험군은 하이드로젤을 드레싱제로 사용     

하였다. 동물실험은 마취된 SD rat의 등부분에 직경 2 cm 원         

판형의 피부전층창상을 유발하여 각각의 창상에 샘플을 두고      

시간 경과 후 대조군과 실험군의 창상치유거동을 확인하였다.      

본 실험에서는 3, 5, 7, 10, 14일 시점의 창상부위를 관찰하고         

사진을 촬영하였으며 영상분석프로그램(IMT I-Solution Lite,    

Image and Microscope Technology Inc., Korea)으로 창상면      

적을 측정하여 회복률을 산출하였다. 

조직학적 평가. In vivo 실험 후, 채취한 조직의 피부전층     

창상 치유도, 표피형성과 진피의 성숙도 및 염증세포 분포를     

평가하기 위해 hematoxylin-eosin(H&E) 및 Masson’s trichrome     

염색을 실시하였다. 먼저, 채취한 조직을 10% 포르말린 용액     

에 넣어서 고정시킨 후 헹구어낸 다음, 자일린으로 용매를 치     

환하였다. 그리고 조직을 파라핀으로 포매한 후, 조직절편기     

를 이용하여 5 µm 정도의 두께로 절편하였다. 절편조직을 슬     

라이드글라스 위에 고정하고 세척한 뒤 염색 및 봉입하였다.     

완성된 조직시편을 광학현미경(ECLIPSE TS100, Nikon    

Corp., Japan)으로 관찰하여 디지털 카메라를 이용하여 촬영     

하였다. 

통계분석. 정량적인 측정수치의 유의성 평가는 통계분석     

소프트웨어(KyPlot version 2.0, KyensLab, Inc., Japan)를 사     

용하여 분석하였다. 각 수치는 평균 ± 표준편차로 표기하였으     

며 significance level은 parametric Student’s t-test와 one-way     

ANOVA(analysis of variance)의 Tukey 사후검증법으로 판별     

하였다. 통계적 유의성은 p < 0.05의 값으로 설정하였다.

결과 및 토론

알긴산은 갈조류의 주요 구성성분으로 천연에 풍부하게 존     

재하며 독성이 없으므로 생체재료로 다양하게 사용되고 있다.     

알긴산의 화학적 구조는 carboxyl기를 포함하기 때문에 2가     

양이온과의 상호작용으로 물리적인 젤화가 가능하다. 그러나     

알긴산 자체만으로 하이드로젤의 분해도를 일정하게 조절할     

수 없으며 2가 양이온이 소실되면 쉽게 분해가 되기 때문에     

알긴산에 EDC/NHS 커플링 반응을 통해 화학적 가교점 역     

할을 하는 티라민을 도입하였다. 본 연구에서의 티라민이 도     

입된 알긴산의 개질 농도조건을 설정할 때, 알긴산 1 g 당 존     

재하는 카복실기의 몰수를 계산하여 알긴산에 도입할 수 있는     

이론적인 티라민의 몰수를 계산하고, 과량의 농도로 티라민과     

커플링제를 투입하여 최대한의 티라민이 도입될 수 있도록     

Alg-Tyr 시료를 제조하였다. 하이드로젤 가교를 위해서는 가     

교제가 요구되며, 창상모델에 적용하기 위해서는 생물학적 안     

전성이 검증된 가교제의 적용이 요구된다. 그래서, 본 연구에     

서는 알긴산에 티라민을 도입하여 가교점을 형성하고 서양     

고추냉이에서 추출한 효소인 HRP와 H2O2를 사용하여 효소     

촉매 가교반응을 이용하여 알긴산 하이드로젤을 제조하였다. 

티라민이 도입된 알긴산의 화학적 분석. 다당류인 알긴산에     

페놀 그룹을 가지고 있는 티라민 그룹의 도입여부 검증은 개     

질된 알긴산의 특성피크를 ATR-FTIR을 이용하여 확인할 수     

있었다. EDC/NHS 반응을 통해 티라민 그룹이 도입된 알긴     

산(Alg-Tyr)은 순수한 알긴산과는 달리 티라민 그룹의 특성     

피크가 나타나는 것을 확인하였다(Figure 1). 알긴산은 3200-     

3400 cm-1 O-H stretching, 2924 cm-1 C-H stretching, 1600-     

1410 cm-1 -COO-그룹 및 C-O-C stretching, 1043 cm-1 C-O     
폴리머, 제47권 제4호, 2023년
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stretching, 960 cm-1 C-H stretching의 피크를 나타내었다. 그     

리고, 티라민은 3100 cm-1 및 1750 cm-1 N-H stretching, 1615     

및 1590 cm-1 aromatic C=C stretching, 1210 cm-1 C-O, 1115     

cm-1 C-N stretching에서의 고유한 특성 피크를 나타내었다.14,22     

티라민으로 개질된 알긴산의 스펙트럼(Figure 1(c))과 알긴산     

과 티라민이 가지는 특성피크들의 비교를 통하여, O-H     

stretching 및 C-H stretching, N-H stretching aromatic, 그리고     

C=C stretching 피크가 확인되어, 합성반응에 의한 개질여부를     

확인할 수 있었다. 특히, 개질된 알긴산의 1640 cm-1에서 새     

로운 피크가 검출되었는데, 이는 알긴산에 존재하는 -COO-     

그룹(1600 cm-1)과 티라민의 -NH2 그룹이 결합 반응하여 -CONH     

그룹을 형성함에 의한 것으로 보인다. 

알긴산에 티라민의 도입여부 및 치환율은 1H NMR을 통해서     

추가적으로 확인하였다. 순수한 알긴산과 EDC/NHS반응을    

통하여 합성된 Alg-Tyr을 비교하여 6.9 ppm과 7.2 ppm 부근     

에서 나타나는 벤젠고리의 특성피크가 Alg-Tyr에서 나타나는     

것을 분석함으로써 티라민 그룹이 도입된 것을 확인할 수 있     

었다(Figure 2). 본 연구에서의 티라민이 도입된 알긴산의 개     

질조건을 설정할 때, 알긴산 1 g 당 존재하는 카복실기의 몰     

Figure 1. ATR-FTIR spectra of (a) the alginate; (b) the tyramine; 

(c) the modified alginate with tyramine (Alg-Tyr). The peaks of the 

Alg-Tyr compound of -CONH group at 1640 cm-1 and of O-H 

stretching at 3300-3200 cm-1 were originated from alginate and tyra-

mine by EDC/NHS coupling reaction.

Figure 2. 1H NMR spectra of (a) the alginate; (b) the modified alginate with tyramine (Alg-Tyr) compound. The characteristic peaks of tyra-

mine moiety in Alg-Tyr compound specimen were detected at (A) 6.9 ppm; (B) 7.2 ppm. The hydrogen peaks at (C) 5 ppm indicate reference 

peak of the alginate.
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 4, 2023
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수를 계산하여 알긴산에 도입할 수 있는 이론적인 티라민의       

몰수를 계산하고, 과량의 티라민을 투입하여 최대한의 티라      

민이 도입될 수 있도록 Alg-Tyr 시료를 제조하였다. 또한, 각        

스펙트럼의 5 ppm에서 나타나는 수소피크의 적분값과 벤젠      

고리 특성 수소피크(6.9 ppm, 7.2 ppm)의 적분값의 몰비 1/4을        

정량적으로 산출하였으며, 알긴산 주쇄의 카복실그룹 중에서     

티라민으로 치환된 비율이 약 4.9%임을 도출하였다.

알긴산 하이드로젤의 유변학적(저장탄성률, 젤화시간) 특    

성분석. 하이드로젤형 창상치료제의 특징은 습윤환경 유지와     

더불어 입체적인 피부조직 표면과의 밀착성이다. 그러므로 창      

상부의 피부조직과 유사한 정도의 탄성을 가지는 하이드로젤      

로 제작하는 것이 밀착성과 이물감 측면에서 선호되며 표피       

및 진피조직층에서 증식하는 섬유아세포의 이동자유도를 보     

장할 수 있다. 시료의 저장탄성률(G')을 측정할 수 있는 유변        

학적 특성분석은 하이드로젤의 점탄성을 평가할 수 있으며,      

Alg-Tyr 용액, HRP 및 H2O2의 농도배합비에 따른 하이드로       

젤의 저장탄성률 측정 및 최적화 조건을 확립할 수 있다. 더         

불어, 주사형 하이드로젤은 노즐에서 혼합되어 사출되는 과      

정에서 유동성을 가지고 창상표면에서 균일하게 도포가 완료      

된 후에는 신속하게 젤화가 진행되어야 한다. 그러므로, 알긴       

산 하이드로젤 전구체 구성물의 배합농도비에 따른 젤화시간      

의 최적화 조건도 저장탄성률의 조건과 동시에 고려되어야      

한다.

먼저, HRP의 농도를 0.2 mg/mL, H2O2의 농도를 5 µL/mL로        

고정하고, Alg-Tyr 용액의 농도에 따른 알긴산 하이드로젤의      

유변학적 변화를 측정하였다. 젤화가 진행되기 전 Alg-Tyr 용       

액의 농도가 증가함에 따라 저장탄성률의 급격한 증가가 확       

인되었고 Alg-Tyr 용액의 농도가 증가할수록 G'의 값이 평형       

구간에 이르는 시간이 단축되었으며 최종 G'의 수치도 비례       

하여 높게 나타났다(Figure 3(a)). 이는 하이드로젤을 구성하      

는 주성분인 Alg-Tyr 용액의 농도가 증가함에 따라 알긴산       

하이드로젤을 구성하는 Alg-Tyr 주사슬의 분자량 뿐만아니라     

주사슬에 도입된 티라민 페놀그룹 중간체의 가교점 단위 수     

량이 증가하여 더욱 높은 가교밀도를 형성하고 저농도일 때     

보다 저장탄성률이 높아진 것으로 사료된다. Kiselioviene의     

연구에 의하면 피부조직의 창상피복제는 400-600 Pa 정도의     

탄성률이 적합하다는 보고를 바탕으로 최소한 Alg-Tyr 용액     

3 w/w% 이상의 농도에서 주사형 하이드로젤로 적용가능한     

평형구간의 G' 값을 가지는 것을 확인할 수 있었다.31 창상치     

료용 하이드로젤의 제조에 있어서 저장탄성율과 함께 고려되     

어야 할 요소는 젤화시간이다. Figure 4(a)에서와 같이 Alg-     

Tyr 용액의 농도가 증가할수록 젤화시간은 급격히 단축되었     

다. 앞서 언급한 바와 동일하게, Alg-Tyr 용액에 포함된 가교     

점 단위수의 증가에 따른 젤화속도에 의한 영향인 것으로 사     

료된다. 주사형 창상치료제로 적용하기 용이한 젤화시간을 고     

려하였을 때, 30초 전후의 젤화시간을 가지는 Alg-Tyr 용액     

4 w/w%를 기준농도로 설정하였다. 

Alg-Tyr 용액의 농도를 4 w/w%, H2O2의 농도를 5 µL/mL로     

고정하고 HRP의 농도에 따라 저장탄성률을 측정한 결과,     

HRP의 농도가 증가함에 따라 저장탄성률도 비례하여 증가하     

지만, 50초 이내의 짧은 시간에 모든 HRP 농도 그룹이 평형     

구간에 도달하였다(Figure 3(b)). 이는 Alg-Tyr의 주사슬에 도     

입된 티라민 페닐그룹을 산화시켜 중간체 형성에 영향을 미     

치는 HRP의 농도가 증가함으로써 산화라디칼의 수가 많아     

지고 이에 따라 알긴산 하이드로젤의 저장탄성률이 짧은 시     

간에 급격히 상승하였다고 판단하였다. 따라서 피부조직에 적     

용할 창상치료용 Alg-Tyr 용액의 농도는 4 w/w%, H2O2는 5     

µL/mL, HRP의 농도는 젤화시간의 측정값을 기준으로 설정     

하고자 하였다. Figure 4에서와 같이, HRP의 농도 증가에 따     

라 하이드로젤의 젤화시간은 단축되었다. 이는 HRP의 농도가     

증가할수록 G'의 평형구간에 이르는 시간이 단축된 결과와     

일관성 있는 결과라고 할 수 있다. 본 연구는 창상치유를 위     

Figure 3. The storage modulus (G') of the alginate hydrogels according to concentrations of (a) the Alg-Tyr solution at HRP 0.2 mg/mL, H2O2

5 μL/mL; (b) the HRP at Alg-Tyr 4 w/w%, H2O2 5 μL/mL; (c) the H2O2 at Alg-Tyr 4 w/w%, HRP 0.2 mg/mL, respectively.
폴리머, 제47권 제4호, 2023년
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한 주사형 하이드로젤의 개발이 목표이므로 너무 빠른 젤화       

시간은 상처에 완전히 도포하기에 시간적 여유가 없으며, 오       

히려 너무 느리면 상처에서 쉽게 흘러내리므로 30초 정도의       

젤화시간을 가지는 HRP 0.2 mg/mL의 농도가 적절한 것으로       

사료되어 기준농도로 설정하였다. 

기존의 연구결과에 의하면 젤화반응에 참여하는 H2O2의 농도      

또한 하이드로젤의 유변학적 특성에 영향이 있으며, 본 연구       

에서도 H2O2의 농도가 증가할수록 G' 값이 다소 증가하는 것을        

확인하였다(Figure 3(c)). 다만 앞선 실험결과와는 달리 젤화      

시간은 크게 차이가 없는 것을 확인하였다(Figure 4(c)). 이를       

통해 필요한 G' 값을 얻기 위해서는 H2O2 5 µL/mL 이상이         

되어야하는 것을 확인하였지만, H2O2가 세포에 독성을 나타      

내므로 가교반응에 필요한 최소치인 4 µL/mL를 적절한 농도       

로 설정하였다. Alg-Tyr 용액, HRP 및 H2O2의 농도는 유변        

학적 특성뿐만 아니라 하이드로젤의 물성에도 영향을 준다.      

이와 같이, Alg-Tyr 용액과 HRP 농도의 경우 농도가 높아지        

면 젤화시간이 빨라지며 농도가 낮을 경우 젤화시간이 감소       

되면서 알긴산 하이드로젤의 젤화시간을 조절할 수 있지만      

H2O2는 농도가 변해도 젤화시간에는 거의 영향을 주지 않음       

을 확인하였다. 이는 H2O2의 농도(4 µL/mL)는 이미 초과로       

존재하여 H2O2를 산화시켜 라디칼로 만드는 효소촉매나 가      

교 반응기의 수와 직접적으로 연관되는 Alg-Tyr 용액의 농도       

가 가교속도에 있어서 더욱 주요하게 작용한다고 판단하였다.      

따라서 가교가 진행되지 않는 3 µL/mL 이하의 H2O2의 농도는        

제외하고 4 µL/mL 이상의 농도를 사용하였다. 즉, 30초 이        

내의 젤화시간을 가지며, 적합한 저장탄성률을 가지는 알긴      

산 하이드로젤은 4 w/w% Alg-Tyr 용액, 0.2 mg/mL HRP, 4         

µL/mL H2O2 농도배합이 적합하다고 판단하였다.

가수분해 거동 평가. 천연고분자인 알긴산은 일정시간이     

경과하면서 임의적인 가수분해에 의한 형태붕괴가 진행된다.6     

반면, 효소촉매 가교반응에 의하여 형성된 하이드로젤의 분      

해거동은 HRP와 H2O2의 배합농도를 통해 조절할 수 있다는       

장점이 있다. 본 연구에서는 in vitro 환경에서의 생리식염수에     

의한 가수분해 거동을 분석하여 창상치료제로서의 최적시점의     

가수분해도를 조사하고자 하였다. 티라민이 도입된 알긴산 하     

이드로젤의 Alg-Tyr 용액농도 4 w/w% 및 H2O2 농도 4 µL/mL     

변수는 고정하고 HRP의 농도에 따른 분해완료 시점을 측정     

하였다. HRP의 농도가 증가할수록 알긴산 하이드로젤의 분     

해가 지연되는 경향을 보였다. 앞서 유변학적 거동에서도 서     

술하였듯이 HRP에 의하여 산화된 페놀그룹 중간체는 가교     

점 역할을 하기 때문에, HRP의 농도에 비례하여 하이드로젤의     

가교밀도를 증가시킴으로 가수분해 종료시점을 지연시키는    

것으로 사료된다(Figure 5). 다음으로, H2O2의 농도에 따른 알     

긴산 하이드로젤의 분해시간을 측정한 결과(Alg-Tyr의 농도     

4 w/w%, HRP의 농도 0.2 mg/mL로 고정), H2O2의 농도가     

증가할수록 분해시간이 단축되는 것을 확인하였다. 이는 H2O2     

Figure 4. Gelation time of the alginate hydrogels according to concentration of (a) the Alg-Tyr solution at HRP 0.2 mg/mL, H2O2 5 μL/mL; 

(b) the HRP (0.2 mg/mL = 460 unit) at Alg-Tyr 4 w/w%, H2O2 5 μL/mL; (c) the H2O2 at Alg-Tyr 4 w/w%, HRP 0.2 mg/mL, respectively 

(n = 3).

Figure 5. Hydrolytic degradation completion time of the alginate 

hydrogels according to the HRP (at Alg-Tyr 4 w/w%, H2O2 4 μL/mL)

and the H2O2 (at Alg-Tyr 4 w/w%, HRP 0.2 mg/mL) ratios, respec-

tively (n = 3).
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 4, 2023
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가 효소촉매 가교반응의 기질 역할을 수행하는 동시에 분해       

에도 영향을 주는 것으로 사료된다. 위 분석결과들을 토대로       

HRP 및 H2O2의 농도를 조절하여 알긴산 하이드로젤의 분해       

속도를 조절할 수 있다. 창상치료제의 가수분해 완료시점을      

15일로 설정하고자 한다면 Alg-Tyr 용액 4 w/w%, HRP 0.2        

mg/mL, H2O2 4 µL/mL 농도의 배합조건으로 알긴산 하이드       

로젤을 제조할 수 있으며, 이후의 모든 실험군에 적용하여 사        

용하였다.

In vitro 세포독성 평가. 창상치료제는 노출된 결손조직과      

직접적으로 접촉되는 의료용 소재로 in vitro 세포독성평가를      

진행하여 생체적합성 확인이 필요하다. 세포독성평가는 국제     

시험규격 ISO 10993-5 중 extract test법을 사용하여 알긴산       

하이드로젤 용출액을 마우스 섬유아세포(NIH-3T3)에 분주하    

여 세포의 형태변화와 생존율의 산출을 통해 독성여부를 평       

가하였다(Figure 6). 알긴산 하이드로젤 실험군 용출액을 적      

용한 세포의 형태적 변화와 탈착정도를 정성적으로 분석한     

결과, 육안으로는 균일한 세포단층을 유지하는 것으로 보였     

으며 광학현미경을 통한 관찰에서도 심각한 성장저해는 관찰     

되지 않았다. 이는 알긴산 하이드로젤의 용출액이 배양세포     

에 대한 독성이 미미하다고 판단할 수 있다. 이후 MTT assay     

를 통한 정량분석 결과 또한 대조군과 비교하여 Alg-Tyr 하     

이드로젤 2, 4, 6 w/w% 용출액 실험군에서 모두 80% 이상의     

세포생존율을 보여주었다. 이는 세포독성 평가기준에 따라     

Grade 1(slightly cytotoxic) 등급으로 판정되며 의료용 창상치     

료제로의 적용이 가능한 수준인 것으로 확인 할 수 있었다.

In vivo 창상치유도 평가. 본 연구의 피부전층창상 동물모     

델 실험은 SD rat의 피부에 임계결손면적(critical defect area)을     

초과하는 원형(직경 2 cm)의 창상을 유발하고, 창상치료용 시     

료를 적용하여 시간경과에 따른 창상의 외형적 성상, 넓이를     

측정하여 치유도를 평가하는 방법이다. In vivo 동물실험에     

적용할 실험군의 알긴산 하이드로젤 창상치료제는 생분해기     

간을 고려하여 Alg-Tyr, 4 w/w%, HRP 0.2 mg/mL, H2O2 4     

µL/mL 농도의 배합비로 2액형 혼합주사기를 이용하여 적용     

하였으며, 대조군으로는 면직물 거즈를 사용하였다. 피부 전     

층창상유발 수술 후, 각 시료를 적용한 창상의 외형을 확인     

한 결과, 5일 및 10일차에서 대조군(거즈)의 창상은 결손조직     

부위에 습윤환경이 형성되지 않아 복막과 결손조직의 경계가     

거칠고 뚜렷한 반면, 실험군(알긴산 하이드로젤)에서의 창상     

표면과 결손조직의 경계부에서는 습윤환경에 의한 부드러운     

상태의 표피형성이 관찰되었다(Figure 7(a)). 또한, 3, 5, 7, 10,     

14일차에서의 창상의 면적을 비교한 결과에서도 알긴산 하이     

드로젤이 대조군으로 사용한 거즈보다 모든 기간에서 높은     

창상치유속도를 나타내었다(Figure 7(b)). 창상면적 그래프에    

서와 같이 3~10일차에서 창상면적의 급격한 축소를 보이다가     

10일차 이후부터는 현저한 차이가 없었다. 이는 창상이 발생     

한 초기단계에서의 알긴산 하이드로젤이 상처에서 발생하는     

Figure 6. Cell viability of alginate hydrogels with various concen-

tration of alginate-tyramine (Alg-Tyr) solutions (at HRP 0.2 mg/mL,

H2O2 4 μL/mL with 2, 4 and 6 w/w% of Alg-Tyr) (n = 5, NS means 

not significant).

Figure 7. (a) Photographs; (b) wound area of in vivo rat skin defect model as a function of period of wounds treated with gauzes and alginate 

hydrogel dressings. Paired student t-test repeat with two groups (n = 5, *p < 0.05).
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삼출물을 보존하고, 상처부위에 밀착하여 외부의 오염물로부     

터 창상면을 보호하는 동시에 습윤환경을 유지시켜 창상면적의      

신속한 수복에 기여한 것으로 사료된다. 특히, 대조군에서는      

창상치유 과정에서 삼출물이 건조드레싱제인 거즈의 면직물     

네트(net)면 사이에서 건조되어 고착되고, 신생조직이 증식하     

면서 거즈 교체 시 2차 손상을 초래하여 출혈이 발생하였으        

며, 이에 의한 치유속도의 지연도 영향이 있는 것으로 판단        

된다. 또한, 거즈는 알긴산 하이드로젤에 비해 2차 감염으로       

보이는 화농성 염증이 관찰되는 개체들이 발생되었다. 반면,      

알긴산 하이드로젤은 창상면에 고착되는 현상이 적었으며, 삼      

출물 흡수로 인한 하이드로젤의 부분적 팽윤(swelling)이 나      

타났다. 각 창상면적 산출값의 통계분석 비교에서도 거즈 대       

조군에 비하여 알긴산 하이드로젤 실험군의 창상치유도 값이      

유의미함을 검증할 수 있었다.

조직학적 평가. SD rat을 대상으로 한 피부전층창상 동물       

모델의 14일차에 조직을 채취하여 조직학적 분석을 진행하      

였다. Figure 8에서와 같이, H&E 및 Masson’s trichrome 조        

직염색을 통하여 결손된 조직경계부 종단면의 염증세포 분포      

와 표피조직의 재생형태 및 진피조직의 성숙도를 분석할 수       

있었다. 창상을 유발한 조직의 14일차는 지혈/염증단계, 육아      

조직 증식단계 및 상피화의 단계 후반부와 중첩된 조직 성숙        

화 단계로 볼 수 있다. 대조군은 결손부 표피조직의 수복이        

불완전하고 진피의 재생정도가 미성숙 상태였으며, 확대한     

H&E 염색사진에서와 같이 육아조직이 과다하게 형성된 표피      

의 하단부에 염증세포 중에서 대식세포들이 많이 관찰되었다.      

반면, 실험군은 진피의 증식상태가 대조군에 비하여 성숙한      

상태였으며 선명하게 수복된 표피의 재생이 관찰되었고 염증      

세포가 거의 관찰되지 않았다. 또한, Masson’s trichrome 염     

색사진에서도 대조군의 과다한 육아조직과 불완전한 표피의     

재생이 관찰되었으나, 실험군에서는 선명한 표피조직 수복 및     

성숙된 진피조직의 콜라겐이 확인되었다. 이는 알긴산 하이     

드로젤이 결손조직의 상부표면에 밀착하여 창상치유과정의    

초기에 발생할 수 있는 과도한 염증반응을 완화하고, 최적의     

습윤환경을 조성함으로써 후속적인 섬유아세포의 증식 및 성     

숙화 단계로의 진입을 촉진한 결과에 의한 것으로 사료된다.

결  론

본 연구에서 제조한 창상치료제는 효소촉매 가교반응을 이     

용한 알긴산 기반의 in situ 하이드로젤이다. 알긴산의 주쇄에     

화학적 가교점 역할을 할 수 있는 티라민을 EDC/NHS 합성     

반응으로 도입하였으며, ATR-FTIR 및 1H NMR을 통하여 개     

질된 알긴산의 관능기를 확인하였다. 알긴산 하이드로젤의 저     

장탄성률은 배합된 Alg-Tyr 용액의 농도에 비례하여 증가하     

였으나, HRP 및 H2O2의 농도에 따른 증가폭은 미미하였다.     

더불어, 알긴산 하이드로젤의 젤화시간은 배합된 Alg-Tyr 용액     

및 HRP의 농도에 비례하여 감소하였으나, H2O2의 농도에 따     

른 변화 경향성은 없었다. 알긴산 하이드로젤의 가수분해 종     

료시점은 배합된 HRP의 농도에 따라 증가한 반면, H2O2의     

농도에 따라 감소하는 것으로 나타났다. Alg-Tyr 용액, HRP     

및 H2O2의 배합농도에 따른 효소촉매 가교반응에서 알긴산     

하이드로젤의 저장탄성률, 젤화시간, 가수분해도의 종합적인    

분석을 통하여 Alg-Tyr 용액 4 w/w%, HRP 0.2 mg/mL,     

H2O2 4 µL/mL의 농도를 의료용 창상치료제로서의 최적화 배     

합농도로 설정하여 성능평가에 적용하였다. In vitro 생체적     

합성이 검증된 알긴산 하이드로젤을 in vivo 피부전층창상 동     

물실험에 적용한 결과, 거즈를 사용한 대조군에 비하여 창상     

피부조직과의 우수한 밀착성 및 습윤환경 조성에 의한 향상     

된 회복속도를 나타내었으며, H&E 및 Masson’s trichrome 염     

색을 통한 조직학적 분석에서도 촉진된 진피 및 표피조직의     

재생능을 보여주었다. 위와 같이 효소촉매 가교반응을 통하     

여 물리화학적 특성이 최적화된 주사형 알긴산 하이드로젤의     

성능이 검증되었으며, 주사형 창상치료제로서의 응용가능성    

이 기대된다.
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