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초록: 본 연구에서는 kaempferol 및 nicotiflorin의 피부 전달 시스템으로 인지질(PC)과 계면활성제(cetearyl glucoside)

로 구성된 탄성 리포좀을 제조하였으며, 그 물리적 특성 및 in vitro 피부 투과능을 평가하였다. Kaempferol을 담지

한 리포좀의 입자 크기는 121.5~157.8 nm, 포집 효율은 67.5~81.2%, 가변형률은 2.8~17.6%로 나타났다. Nicotiflorin

을 담지한 리포좀의 입자 크기는 125.1~143.1 nm, 포집 효율은 52.0~66.1%, 가변형률은 1.1~17.7%로 나타났다. In

vitro 피부 투과 실험 결과, 계면활성제가 15%(w/w)인 ELK3 및 ELN3이 일반 리포좀인 CLK 및 CLN보다 더 높은

피부 투과능을 갖는 것을 확인하였다. 최적 조건으로 선정된 EL3은 kaempferol 및 nicotiflorin 피부 흡수 증진을 위

한 유용한 전달체로 이용될 것으로 기대된다.

Abstract: In this study, kaempferol and nicotiflorin loaded elastic liposomes (ELs) were investigated to enhance the

transdermal delivery. The physical properties and in vitro permeation studies were performed using constructed ELs com-

posed of egg phosphatidylcholine (PC) and edge activator (cetearyl glucoside). In kaempferol loaded liposomes, particle

size ranged from 121.5 to 157.8 nm, deformability was recorded as 2.8~17.6%, and loading efficiency was from 67.5

to 81.2%. In nicotiflorin loaded liposomes, particle size ranged from 125.1 to 143.1 nm, deformability was recorded as

1.1~17.7%, and loading efficiency was from 52.0 to 66.1%. In vitro skin permeation studies demonstrated that elastic

liposomes (ELK3 and ELN3) having 15%(w/w) cetearyl glucoside exhibited the higher skin permeability than CLK and

CLN, the conventional liposome without cetearyl glucoside. The findings suggest that EL3 selected as the optimal for-

mulation could be used as useful formulation for transdermal delivery of kaempferol and nicotiflorin. 

Keywords: elastic liposome, kaempferol, nicotiflorin, transdermal delivery, skin permeation.

서 론

돌외(gynostemma pentaphyllum) 및 그라비올라(annona

muricata) 추출물은 항염, 항균 및 항산화 활성과 같은 다양

한 약리학적 활성을 나타내는 작용을 한다.1-3 저자들은 이전

연구에서 돌외 및 그라비올라의 주성분으로 kaempferol과

nicotiflorin이 있음을 보고한 바 있다. 플라보노이드 계열인

kaempferol 및 그 배당체인 nicotiflorin은 산화적 스트레스에

대한 손상 및 지질과산화를 저해한다고 알려져 있다. 또한 라

디칼 소거 활성과 세포 보호 효과 그리고 항염 효과 등이 있

는 것으로 보고되어 있다.4-6 하지만, 우수한 활성에도 불구하

고 열과 빛에 불안정하며, 용해도가 매우 낮은 이유로 화장

품 제형으로 사용할 때 피부에서는 그 효능을 나타내는데 어

려움이 있다.7

피부는 표피, 진피 및 피하지방의 3개 층으로 구성되어 있

고 신체의 전신을 둘러싸고 있다. 그중 표피는 기저층, 유극
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층, 과립층 및 각질층으로 이루어져 있다. 피부의 최외각 층

인 각질층은 각질세포들이 층을 이루고 있고 그 사이는 세포

간지질로 구성되어 있는 brick and mortar 구조이다. 이는 외

부의 자극으로부터 피부를 보호하는 강력한 피부장벽의 역할

을 담당하고 있어 약물을 투과시키는데 어려움이 있다.8,9 약

물의 피부 투과 경로는 크게 피부 부속물을 통한 투과와 각

질층을 통한 투과로 나뉜다. 모공, 땀샘과 같은 피부 부속물

은 피부의 0.1% 정도 밖에 차지하지 않기 때문에 각질층을

통한 투과가 일반적이다. 특히 각질층에서 세포간지질을 따

라 투과하는 것이 보다 효과적인 것으로 보고되고 있다.10 따

라서 이러한 피부장벽을 극복하고 세포간지질의 투과 효율

을 증진시키기 위한 방안으로 다양한 경피 전달 시스템

(transdermal delivery systems, TDS)이 개발되고 있는데, 그

중 대표적인 것이 리포좀이다.

리포좀은 양친매성 인지질로 구성된 구형 소포체로 피부

지질막과 유사한 지질 이중층 구조이다. 따라서 생체 친화성

이 높으며 친수성 또는 소수성 약물을 모두 포집시켜 피부흡

수를 증진시키는 전달체이다.11-13 하지만, 리포좀은 낮은 포집

효율, 제형 내에서의 불안정성, 활성 성분의 물에 대한 낮은

용해도, 지질의 산화 및 가수분해 가능성 등의 여러 단점을

가지고 있다. 이러한 문제점을 개선하기 위해 에토좀, 탄성

리포좀, 코팅 리포좀, 양이온 리포좀 등 새로운 전달체 개발

에 대한 연구들이 활발히 진행되고 있다.14,15

탄성 리포좀은 1990년대 초 G. Cevc가 새롭게 제안한 피부

전달체로 transfersome, deformable liposome, elastic liposome

등으로 불리우며, 구성은 인지질과 단일 사슬 계면활성제로

되어 있다. 이 시스템에서 계면활성제는 edge activator로 작

용하여 높은 곡률 반경을 갖게 하고, 지질 이중층 막에 탄성

및 유연성을 갖게 한다. 이러한 특징으로 인하여 탄성 리포

좀은 자신의 크기보다 더 작은 각질층의 구멍을 통과할 수

있기 때문에, 기존 리포좀에 비해 유효 성분을 효과적으로 피

부에 전달할 수 있는 것으로 알려져 있다.16 탄성 리포좀의 연

구에서 edge activator로는 sodium cholate, Tween 80, Span

80 등의 계면활성제가 주로 사용되었다.17-19 화장품 제형에서

널리 사용되는 계면활성제 polyethylene glycols(PEG)은 무독

성 수용성 고분자 물질로 자체는 독성이 없지만 화장품 제조

공정에서 1,4-dioxane이 부산물로 생성될 수 있으며 독성과

민감성 피부 반응이 보고된 바 있기 때문에 사용이 감소하는

추세이다.20 Cetearyl glucoside는 코코넛 유래의 cetearyl

alcohol과 glucose의 축합반응으로 얻을 수 있는 천연 계면활

성제로 사용감이 우수하고 피부에 부담을 주지 않는 순한 원

료로 각광받고 있다.21 따라서 본문에서는 PEG-free 계면활성

제인 cetearyl glucoside를 사용하여 탄성 리포좀을 제조하고

자 하였다.

본 연구에서는 항산화 및 피부 세포 보호활성이 있는 플라

보노이드 계열의 난용성 물질인 kaempferol 및 nicotiflorin의

피부 흡수 증진을 위한 약물 전달 시스템으로 인지질과 비이

온 계면활성제 cetearyl glucoside를 이용한 탄성 리포좀을 제

조하였다. 또한 탄성 리포좀의 입자크기, 포집 효율, 가변형

률, 제형의 안정성 및 경피 흡수능을 측정하여 비교하였다.

이러한 연구를 통하여 천연 항산화제인 플라보노이드를 담지

한 탄성 리포좀 제형이 피부 전달에 어떠한 효과를 나타내는

지를 확인함으로써 항노화 및 항산화 화장품 제형으로서의

이용 가능성을 알아보고자 하였다.

실 험

시약 및 기기. L-α-Phosphatidylcholine(from egg yolk,

≥60%, egg PC)는 Sigma-Aldrich(USA)사에서 구입하여 사용

하였다. 비이온 계면활성제인 cetearyl glucoside은 한국콜마

㈜로부터 제공받았다. 제형 내 담지물질인 kaempferol 및

nicotiflorin은 코아사이언스(Korea)사에서 구입하여 사용하였

으며 그 구조는 Figure 1에 나타내었다. Folin-ciocalteu’s phenol

reagent 및 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-di-phenytetrazolium

bromide(MTT)는 Sigma Chemical Co.(USA)에서 구입하였고,

1,3-butylene glycol, methanol, ethanol, chloroform, acetic

acid, acetonitrile 등은 시판 특급시약을 사용하였다.

리포좀 제조에는 회전 증발기(Buchi, Switzerland)와 초음

파 파쇄기(Branson, USA)를 사용하였고, 제형의 입자 크기는

ELS-Z2(Otsuka, Japan)를 사용하여 측정하였다. 리포좀의 가

변형률 측정은 mini extruder(Avanti polar lipids)와 syringe

pump(KDS330 Revodix, Korea)를 사용하여 수행하였다. 포

집효율 측정에는 정량 분석을 위해 high-performance liquid

chromatography(HPLC)는 Shimadzu(Japan)사 제품을 사용하

였으며, 피부 투과 실험에는 Permegear(USA)사의 9 mm

Franz diffusion cell(receptor volume 5 mL)과 V6A Stirrer

모델을 사용하였다. MTT 실험에서 사용되는 ELISA reader

는 Tecan(Austria)사의 제품을, pH 미터는 Mettler-Toledo

(Switzerland)를 사용하였다.

탄성 리포좀의 제조. 탄성 리포좀은 얇은 막 수화법으로

Figure 1. Chemical structures of kaempferol and nicotiflorin (kae-

mpferol-3-O-rutinoside).
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제조하였으며, 구성 성분과 조성은 Table 1에 나타내었다.

50 mL 둥근 바닥 플라스크에 kaempferol 및 nicotiflorin을 각

각 0.5 mM이 되도록 넣은 후, 인지질과 계면활성제를 각기

다른 비율(100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20)로 하여 메탄올과

클로로포름 1:5(v/v%) 혼합 용액에 용해시킨다. 회전 증발농

축기를 이용하여 유기용매를 완전히 제거한 후 벽면에 얇은

지질막을 형성시켰다. 형성된 지질막을 phosphate buffer

(1.6 mM NaH2PO4 · 2H2O과 9.6 mM Na2HPO4 · 12H2O, pH

7.4) 10 mL로 수화하여 탄성 리포좀을 형성시킨다. 이렇게 얻

어진 탄성 리포좀의 입자 크기를 균일하게 하기 위하여 glass

beads를 넣고 30% 세기로 10분 동안 초음파 파쇄기를 가해

주었다. 제조된 리포좀 현탁액을 1.2 µm syringe filter

(Minisart CA 26 mm, Germany)를 이용하여 포집되지 않은

kaempferol 및 nicotiflorin을 제거한다. 탄성 리포좀 제형의 지

질과 계면활성제의 총 함량은 1.0%(w/v)로 하였다.

입자 사이즈 및 제타 포텐셜. 리포좀의 입자 사이즈는

dynamic light scattering(Otsuka ELS-Z2, Otsuka Electronics,

Japan)을 이용하여 측정하였다. 측정 온도는 25 oC, 산란각은

165o, 광원으로는 argon 레이저를 사용하였다. 평균 입자 크

기는 cumulative 분석법으로 나타내었고 분포도는 contin 법

으로 해석하였다. 제타 포텐셜은 zetasizer(Malvern Instruments,

UK)를 이용하여 측정하였다. 입자 사이즈는 70번씩 3회 측

정하여 평균을 나타내었으며, 제타 포텐셜은 10번씩 3회 측

정하였다.

약물 포집 효율. 리포좀 현탁액 1 mL를 취하여 에탄올

10 mL를 넣고 리포좀 막을 파괴시킨다. 회전 증발기를 이용

하여 용매를 증발시킨 후 다시 1 mL 에탄올을 넣어준다.

Kaempferol 및 nicotiflorin의 농도를 HPLC를 이용하여 정량

하였다. 분석용 column으로는 Shimpack VP-ODS C18

column(4.6×250 mm, 5 μm; Shimadzu, Japan)을 사용하였다.

이동상 용매는 B용매 0.5% acetic acid/50% acetonitrile으로,

유속은 1.0 mL/min, 시료는 10 μL를 주입하여 B용매 100%

로 10분간 수행하였다. Column 오븐 온도는 40 oC로 설정하

고, UV wavelength는 nicotiflorin 348 nm, kaempferol 367 nm

로 고정하여 수행하였다. 표준용액을 이용하여 농도별

kaempferol 및 nicotiflorin의 표준 검정 곡선을 작성한 후 포

집된 kaempferol 및 nicotiflorin의 농도를 산출하였고, 나온

값을 식 (1)에 대입하여 리포좀의 포집 효율을 계산하였다.

Entrapment efficiency(%) = (1)

CT: 처음 넣어준 약물의 농도

CF: 1.2 μm syringe filter를 통과한 약물의 농도

가변형률. 리포좀 막의 변형률을 평가하기 위해 mini

extruder를 사용하였다. 즉, 리포좀에 0.2 MPa의 압력을 1분

동안 가했을 때 0.08 μm 크기의 기공을 갖는 폴리카보네이트

막을 통과시켰다. 압출 전후의 리포좀 입자 크기를 dynamic

light scattering를 이용하여 측정하였다. 변형률은 식 (2)에 대

입하여 계산하였다.

Deformability(%) = (2)

SB: 압출 전 입자 크기

SA: 압출 후 입자 크기

탄성 리포좀의 안정성. 제조된 리포좀 제형들의 물리적 안

정성을 확인하기 위해 리포좀 현탁액을 4주간 4 oC에서 냉장

보관하며 관찰하였다. 4주간 입자 크기, 다분산 지수

(polydispersity index, PDI)값 변화를 측정하였으며 침전 형성

의 여부를 관찰하였다. 입자 크기와 PDI값 측정은 앞서 언급

한 방법과 동일하게 진행하였다.

형태학적 관찰. 제조된 탄성 리포좀의 형태학적 관찰을 위

해 scanning electron microscope(SEM, Tescan Vega3, Tescan,

Czecho)을 이용하였다. 알루미늄 호일 위에 각 샘플을 10 μL

씩 적하하여 24시간 동안 자연 건조시킨 후 Pt로 코팅하여

관찰하였다.

세포배양. 사람 각질형성 세포주인 HaCaT 세포는 Dr.

Fusenig(German Cancer Research Center, DKFZ)로부터 분

양받아 사용하였다. 세포배양에 사용된 배지(Dulbecco’s

modified Eagle’s medium, DMEM, Capricorn, Germany)는

10% fetal bovine serum(FBS, PAA, Austria), 1% penicillin/

streptomycin(P/S, PAA, Austria)을 혼합하여 사용하였고,

C
F

C
T

------ 100×

S
B

S
A

–

S
B

---------------- 100×

Table 1. Composition of Different Types of Liposomes

Containing either Kaempferol or Nicotiflorin

PCa

(w/w%)
Sb 

(w/w%)
Kaempferol 

(mM)
Nicotiflorin 

(mM)

CLK 100 - 0.5 -

ELK1 95 5 0.5 -

ELK2 90 10 0.5 -

ELK3 85 15 0.5 -

ELK4 80 20 0.5 -

CLN 100 - - 0.5

ELN1 95 5 - 0.5

ELN2 90 10 - 0.5

ELN3 85 15 - 0.5

ELN4 80 20 - 0.5

aPC: Egg phosphatidylcholine, bS: Cetearyl glucoside, CLK:

Kaempferol loaded conventional liposome, ELK: Kaempferol loaded

elastic liposome, CLN: Nicotiflorin loaded conventional liposome,

ELN: Nicotiflorin loaded elastic liposome.
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37 oC, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

MTT Assay. 세포 생존율은 MTT assay를 이용하여 측정

하였다. 살아있는 세포의 미토콘드리아는 dehydrogenase 효

소를 가지고 있는데 이 효소는 노란색의 수용성 기질인 MTT

를 진청색의 비수용성 formazan으로 변환시킨다. 따라서 생

성된 formazan의 양을 측정하면 살아있는 세포 수를 알 수

있다. 실험군을 농도 별로 10배 희석하여 세포에 24시간 처

리한 후, DPBS로 2회 세척하고 2 μg/mL 농도의 MTT 용액

(Sigma, USA)을 첨가하여 30분 동안 반응시켜 formazan 결

정을 생성시켰다. MTT 용액을 제거하고 생성된 formazan 결

정을 DMSO에 용해하여 570 nm 파장에서 ELISA reader로

흡광도를 측정하였다.22 실험군으로는 빈 탄성 리포좀,

kaempferol 및 nicotiflorin을 담지한 탄성 리포좀, 그리고 양

성대조군으로서 sodium laureth sulfate(SLES)를 탄성 리포좀

의 계면활성제 함량과 동일하게 제조하여 사용하였다.

In Vitro 피부 투과. 탄성 리포좀의 in vitro 피부 투과 연

구는 Franz diffusion cells(Permegear, USA)를 이용하여 수행

하였다. Hairless mice(6 weeks, female)의 등에서 적출한 피

부는 피하지방과 과도한 조직들은 제거한 후 사용하였다.

Donor와 receptor phase 사이에 각질층이 위로 향하도록 피부

를 고정시켰다. 샘플이 적용되는 피부의 면적은 모두

0.6362 cm2로 모두 통일하여 진행하였다. Receptor chamber

에 receptor phase(EtOH:PBS = 3:7(v/v %))를 채우고 24시간

동안 150 rpm으로 교반하였다. 항온수조를 이용하여 온도는

37 oC로 유지하였다. Donor compartment 내 피부에 동일한

농도의 시료 0.4 mL를 처리하였다. 24시간 후 sampling port

를 통해 receptor phase를 채취하였다. 각질층과 피부가 함유

하고 있는 kaempferol 및 nicotiflorin의 양을 측정하기 위해

피부의 표면은 PBS 용액을 이용하여 세척하였다. 각질층은

3 M scotch tape(Korea 3M)를 이용하여 stripping 방법으로 3

회 제거하였고, 이 후 tape와 피부 내에 있는 kaempferol 및

nicotiflorin은 각각 100% 에탄올로 sonication을 이용하여 용

해시켰다. 채취된 kaempferol 및 nicotiflorin의 농도는 UV/Vis

분광 광도계로 결정하였다.

결과 및 토론

입자 사이즈 및 제타 포텐셜. Kaempferol 및 nicotiflorin을

담지 혹은 담지하지 않은 일반 리포좀 및 탄성 리포좀을 준

비하고 물리화학적 특성을 비교하였다. 제조된 리포좀들의 입

자 사이즈, PDI 및 제타 포텐셜 값은 Table 2에 나타내었다.

제조된 탄성 리포좀 ELK 및 ELN은 계면활성제의 함량이

5~15%(w/w)로 증가할수록 평균 입자 크기가 각각 157.8~

121.5 nm, 143.1~125.1 nm로 감소하였다. 특히, 탄성 리포좀

(ELK 및 ELN)의 경우 일반 리포좀(CLK 및 CLN)에 비해

사이즈가 상당히 감소하는 경향을 보였다. 이는 계면활성제

인 cetearyl glucoside의 첨가로 인해 막의 유동성이 증가하고

리포좀의 계면장력이 감소되었기 때문이라고 사료된다.23,24 입

Table 2. Mean Particle Size, Polydispersity Index, and Zeta Potential of Liposomes Containing either Kaempferol or Nicotiflorin

Formulation codes CLK ELK1 ELK2 ELK3 ELK4

Size of kaempferol loaded 
liposome (nm)

157.8±8.1 133.5±1.6 128.7±7.0 121.5±2.9 138.6±5.7

Zeta potential (mV) -5.7±0.9 -5.7±0.6 -7.0±1.1 -6.9±1.6 -6.6±1.4

PDI value 0.256±0.003 0.264±0.008 0.269±0.006 0.271±0.006 0.275±0.005

Formulation codes CLN ELN1 ELN2 ELN3 ELN4

Size of nicotiflorin loaded 
liposome (nm)

143.1±9.0 139.3± 3.1 137.7±8.2 125.1±7.4 131.6±5.7

Zeta potential (mV) -6.6±1.6 -7.2±2.0 -6.4±1.1 -8.2±2.0 -9.0±1.0

PDI value 0.265±0.021 0.279±0.004 0.276±0.004 0.281±0.001 0.285±0.002

Values are presented as mean±SD (n=3).
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자 사이즈가 작을수록 피부 각질층을 통과하기가 유리하기

때문에 이러한 경향은 활성물질의 투과 효율 증진에 매우 효

과적일 것으로 사료된다. 그러나 계면활성제 비율이 20%인

ELK4 및 ELN4 제형은 입자 크기가 커진 것을 확인할 수 있

었는데 이는 계면활성제가 edge activator로서 기능할 수 있

는 비율 이상으로 과량 첨가되어 지질막을 붕괴시켜 불안정

해지면서 입자 크기가 커진 것으로 사료된다. 또한 ELN1~3

이 ELK1~3보다 입자 사이즈가 크게 나타났다. 이는

nicotiflorin에 당이 붙어있어 입체 효과로 인해 입자 사이의

간격이 커지면서 나타난 결과로 보여진다. PDI는 모든 제형

에서 약 0.3 이하로 입자가 단분산된 형태를 나타내는 것을

알 수 있다.

제타 포텐셜은 리포좀 표면의 정전기적 반발력으로 리포좀

과 피부간 상호작용뿐만 아니라 리포좀의 물리적 안정성에도

영향을 미친다. 리포좀 표면의 정전기적 반발력의 존재는 리

포좀간의 응집을 방해한다.25 Kaempferol 및 nicotiflorin을 담

지한 모든 제형에서 제타 포텐셜 값은 -10~-5 mV의 음의 전

하 값을 나타내었다. 이는 pH 7.4 buffer에서 PC의 인산기가

음전하를 띠기 때문이다.26

약물 포집 효율. 제형 내 kaempferol 및 nicotiflorin의 포집

효율은 Figure 2에 나타내었다. CLK 및 ELK1~3의 포집 효

율은 각각 71.2, 67.5, 76.4, 81.2%로 나타났다. CLN 및

ELN1~3의 포집 효율은 각각 52.0, 56.6, 61.5, 66.1%로 나타

났다. 계면활성제 함량이 5~15%로 증가할수록 kaempferol 및

nicotiflorin의 포집효율이 증가함을 확인하였다. 반면, 계면활

성제 비율이 20%인 ELK4 및 ELN4는 각각 77.9, 53.9%로

ELK3 및 ELN3보다도 포집효율이 감소하였다. 특정 농도 이

상의 계면활성제가 사용되면 마이셀이 형성되어 제형 내에

마이셀과 리포좀이 혼합되므로 리포좀의 포집효율을 감소시

킨 것으로 사료된다.27 따라서 활성 물질의 피부 전달 효율을

낮추는 결과를 가져올 수 있다. 또한 모든 제형에서 nicotiflorin

보다 kaempferol의 포집 효율이 다소 높게 나타났다. 이러한

포집 효율의 차이는 당의 유무에 따른 구조적 차이에 의한

것으로 보인다. 리포좀이 형성될 때 비배당체인 kaempferol

은 지질막을 따라 인지질 이중층 내부로 포집되지만, 배당체

인 nicotiflorin은 수상과의 친화성으로 인해 지질막 바깥쪽에

안정하게 존재할 것이다. 따라서 nicotiflorin은 리포좀 외부의

수상에 존재하는 양이 더 많기 때문에 포집효율이 더 낮게

나타난 것으로 보인다.

가변형률. 탄성 리포좀의 막 유연성은 피부를 통과하기 힘

든 기존의 리포좀과 차별화할 수 있는 특성이다. 리포좀 막

의 유연한 특성으로 인해 리포좀 자체의 크기보다 훨씬 작은

각질층의 구멍을 통과할 수 있도록 하여 유효성분을 피부 깊

숙이 전달할 수 있도록 한다.28 결과적으로 리포좀은 피부 각

질층을 통해 침투할 때 주변 응력 또는 공간 제한에 의해 막

이 변형되게 되는데, 이 때 탄성 리포좀은 모양에 변화를 주

어 리포좀 막의 변형 및 파열을 최소화한다. 제조된 제형들

의 가변형률은 extruder 장치를 사용하여 평가하였으며 그 결

과는 Table 3에 나타내었다. 측정 결과, 계면 활성제가 첨가

되지 않은 CLK 및 CLN의 변형률은 각각 17.6, 17.7%로 나

타났다. 계면활성제가 첨가된 ELK1~4의 변형률은 각각 12.2,

5.0, 2.8, 6.2%로 일반 리포좀보다 변형률이 낮았으며, ELK3

이 가장 변형이 적었다. ELN1~4의 변형률 또한 10.1, 2.8,

1.1, 3.0%로 일반 리포좀보다 변형률이 낮았으며, ELN3이 가

장 변형이 적었다. 계면활성제 비율이 일정 농도 이상으로 증

가하면 마이셀이 형성되어 막의 유동성을 상실하고 변형률이

Figure 2. Entrapment efficiency of different liposomal preparations

that contained kaempferol and nicotiflorin. *p<0.05 compared with

CLK, #p<0.05 compared with CLN. Values are presented as mean±

SD (n=3).

Table 3. Deformability of Liposomes Containing either

Kaempferol or Nicotiflorin

Formulation codes Deformability (%)

CLK 17.6±4.0

ELK1 12.2±4.7

ELK2 5.0±3.1

ELK3 2.8±1.2

ELK4 6.2±1.5

CLN 17.7±3.9

ELN1 10.1±4.7

ELN2 2.8±1.2

ELN3 1.1±3.4

ELN4 3.0±3.0

Values are presented as mean±SD (n=3).
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증가한 것으로 사료된다.27 결과적으로 일반 리포좀은 압출

후에 크기가 크게 감소된 반면, 계면활성제를 포함하는 최적

화된 비율의 탄성 리포좀(ELK3 및 ELN3)은 압출 후 원래의

크기로 거의 회복됨에 따라 연성이 있음을 확인하였다. 이는

리포좀 내 계면활성제가 지질막 이중층에 존재하는 인지질의

패킹에 변화를 줌으로써 막의 탄성이 증진된 결과로 볼 수

있다.29

탄성 리포좀의 안정성. 탄성 리포좀의 저장 기간에 따른

입자 크기 및 PDI 변화는 리포좀 막의 물리적 안정성을 평

가하는데 중요한 지표로 작용한다. 일반적으로 리포좀 막이

불안정해지면 리포좀 입자간의 간격이 좁아지게 되면서 입자

크기가 커지는 경향이 있는 것으로 보고되고 있다.30 본 연구

에서는 안정성을 평가하기 위해서 리포좀을 제조한 직후와

4 oC에서 4주 동안 보관한 후에 입자 크기 및 PDI 값을 비교

하였다. 그 결과 모든 리포좀 제형에서 입자 크기 변화는 제

조 직후와 큰 차이를 보이지 않았으며, PDI 값은 0.3 미만으

로 일정하게 유지하였다(Figure 3). 또한 관찰 시에 눈에 띄

는 응집, 상 분리 현상이 관찰되지 않았다. 따라서 4 oC에서

4주 동안 제형의 안정성이 유지됨을 확인할 수 있었다.

또한 다양한 환경 조건에서의 안정성 확인을 위해 25 oC와

pH 5.5에서 입자사이즈, PDI 및 제타 포텐셜 수치 변화를 확

인하였다. 25 oC에서 CLK 및 CLN의 입자사이즈는 145.2 및

165.5 nm였고, PDI 값은 0.259 및 0.258이었고, 제타 포텐셜

은 -8.4 및 -4.8 mV이었다. 3주 후에는 입자사이즈가 137.9

및 173.2 nm였고, PDI 값은 0.263 및 0.277이었고, 제타 포

텐셜은 -13.1 및 -8.7 mV이었다. 그리고 ELK3 및 ELN3의

입자사이즈는 141.5 및 142.8 nm였고, PDI 값은 0.273 및

0.274이었고, 제타 포텐셜은 -5.5 및 -8.8 mV이었다. 3주 후

에는 입자사이즈가 132.6 및 152.5 nm였고, PDI 값은 0.27 및

0.279이었고, 제타 포텐셜은 -10.2 및 -16.3 mV이었다.

pH 5.5에서 CLK 및 CLN의 입자사이즈는 96.2 및 105.3 nm

였고, PDI 값은 0.258 및 0.262이었고, 제타 포텐셜은 -9.1 및

-6.7 mV이었다. 3주 후에는 입자사이즈가 88.2 및 106.1 nm

였고, PDI 값은 0.262 및 0.278이었고, 제타 포텐셜은 -12.3

및 -10.6 mV이었다. 그리고 ELK3 및 ELN3의 입자사이즈는

118.3 및 123.5 nm였고, PDI 값은 0.263 및 0.264이었고, 제

타 포텐셜은 -8.9 및 -7.4 mV이었다. 3주 후에는 입자사이즈

가 111.0 및 134.5 nm였고, PDI 값은 0.264 및 0.276이었고,

제타 포텐셜은 -12.1 및 -13.3 mV으로 나타났다(data not

shown). 따라서 25 oC 및 pH 5.5에서 3주 동안 제형의 안정

Figure 3. Storage stability of liposomes containing either kaempferol or nicotiflorin: (A) change of particle size of liposomes loaded with kae-

mpferol; (B) change of polydispersity index of liposomes loaded with kaempferol; (C) change of particle size of liposomes loaded with nico-

tiflorin; (D) change of polydispersity index of liposomes loaded with nicotiflorin over 1 month. Values are presented as mean±SD (n=3).
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성이 유지됨을 확인할 수 있었다.

형태학적 관찰. Kaempferol 및 nicotiflorin을 담지한 탄성

리포좀의 형태를 관찰하기 위하여 SEM을 통해 확인하였다

(Figure 4). 높은 포집효율과 낮은 막 변형률을 갖는 계면활

성제 15%(w/w)의 제형 ELK3과 ELN3을 최종적으로 선정하

여 관찰하였다. 개발된 제형이 안정한 구형을 이루고 있는 것

을 확인하였다.

MTT Assay. 새로운 약물 전달 시스템을 개발하였을 때,

실제 적용에 있어서 생물학적 안전성을 평가하는 것은 매우

중요하다. 본 연구에서는 사람 각질 형성세포주인 HaCaT 세

포를 이용하여 탄성 리포좀의 세포 독성 평가를 수행하였다

(Figure 5). 최적의 조건으로 선정된 계면활성제 15%(w/w)의

제형 ELK3과 ELN3, 그리고 담지물질 kaempferol 및

nicotiflorin이 미치는 영향을 배제하기 위해 빈 탄성 리포좀

(EL3)을 사용하여 함께 비교하였다. 실험은 세포 독성의 차

이를 확연히 나타낼 수 있는 농도 범위(2, 5 및 10%)에서 수

행하였다. 모든 제형에서 5% 농도까지는 세포 생존율이 80%

이상으로 나타났다. 그러나 10% 농도에서 EL3은 세포 생존

율이 73.9%로 감소하였다. 반면, ELK3은 가장 높은 세포 생

존율을 나타냈는데, 이는 제형에 담지한 활성물질 kaempferol

이 세포 보호 작용이 뛰어나 나타난 결과로 사료된다.31 피부

자극 시험에서 대조군으로 사용되는 SLES의 세포 생존율은

현저히 감소하는 것을 확인했다. 비록 농도가 증가함에 따라

생존율이 감소하는 경향이 관찰되었지만 cetearyl glucoside는

매우 낮은 자극성을 갖는 안전한 계면활성제임을 알 수 있

다. 이는 개발된 탄성 리포좀이 천연 계면활성제를 사용함으

로써 잠재적인 무독성 경피 전달 시스템이라는 것을 입증한

다. 본 연구에서 제시된 MTT 결과는 개발된 탄성 리포좀이

경피 전달체로서 응용 가능성이 있음을 시사한다.

In Vitro 피부 투과. 본 연구에서는 돌외 및 그라비올라의

플라보노이드로 알려진 kaempferol과 nicotiflorin의 피부 흡수

증진을 위해 탄성 리포좀 경피 전달 시스템을 개발하였다. 또

한 개발된 전달 시스템이 기존 전달 시스템과 비교하여 피부

흡수능에 어떠한 영향을 미치는지 알아보고자 Franz diffusion

cell을 이용하여 in vitro 피부 투과 능력을 평가하였다(Figure

6). 실험에는 최적의 조건으로 선정된 계면활성제 15%(w/w)

의 제형 ELK3과 ELN3, 그리고 일반 리포좀인 CLK와 CLN,

그리고 대조군으로 1,3-butylene glycol(1,3-BG)에 녹인

kaempferol 및 nicotiflorin을 사용하였다. 본 실험에 사용된

kaempferol 및 nicotiflorin 담지 제형들은 밀폐된 조건 하에

24시간 동안 도포되었다. 결과는 24시간 후 kaempferol 및

nicotiflorin의 양을 정량하여 나타낸 것으로, 각질층에 존재하

는 물질의 양(tape), 각질층을 제외한 표피와 진피에 존재하

는 물질의 양(skin), 피부를 투과한 양(transdermal)으로 구분

하여 나타내었다. 개발된 탄성 리포좀을 이용한 결과, 각질층

에 존재하는 양(tape)은 대조군과 유사하게 나타났지만, 표피

와 진피에 존재하는 양(skin)은 약간 증가하였고 피부를 투과

한 양(transdermal)은 크게 증가하였다. 결과적으로 총 피부 흡

수능은 대조군인 1,3-BG의 경우 nicotiflorin 7.8%, kaempferol

9.9%로 실험군에 비하여 낮은 피부 흡수능을 보였고, 일반

Figure 4. SEM images of (A) kaempferol loaded elastic liposomes;

(B) nicotiflorin loaded elastic liposomes.

Figure 5. Cell viability of unloaded EL, kaempferol loaded EL,

nicotiflorin loaded EL, and SLES solution in HaCaT cell system.

(EL3: unloaded elastic liposome with 15%(w/w) surfactant, SLES:

sodium laureth sulfate). *p<0.05 compared with SLES. Values are

presented as mean±SD (n=4).
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리포좀의 경우 nicotiflorin 17.5%, kaempferol 31.1%로 대조

군에 비해 크게 향상된 피부 투과능을 나타내었고, 탄성 리

포좀의 경우 nicotiflorin 23.7%, kaempferol 36.8%로 일반 리

포좀에 비해 더욱 향상된 피부 투과능을 나타내었다. 이는 탄

성 리포좀의 작은 입자 크기와 막 유연성이 약물의 높은 피

부 투과능에 영향을 미쳤다고 사료된다. 즉, 탄성 리포좀은

지질막 사이에 첨가된 계면활성제가 지질막의 유연성을 증가

시키며, 이러한 특성은 리포좀이 셍체막과 융합하는 것을 촉

진시켜 약물의 피부 투과를 증진시킬 수 있다.32 또한

kaempferol의 피부 투과율이 nicotiflorin보다 현저히 높게 나

타났다. 이는 비배당체 구조가 배당체보다 지질막 사이를 투

과하는데 유리하여 나타난 결과로 여겨진다. 이렇게 피부에

전달된 kaempferol 및 nicotiflorin은 산화적 스트레스에 대한

세포 보호 효과 및 항산화 효과를 나타내어 콜라젠이나 엘라

스틴과 같은 피부조직의 절단 및 비정상적인 가교결합을 억

제할 것이다. 또한 사람 피부 세포에서 콜라젠 및 엘라스틴

분해효소인 matrix metalloproteinases(MMPs)의 활성을 억제

하여 피부 노화억제에 효과적으로 작용할 것으로 사료된다.

결론적으로, 24시간 동안 진행한 피부 침투능 실험으로 대조

군 및 일반 리포좀과 비교하여 탄성 리포좀이 가장 높은 피

부 투과율을 나타내는 것을 확인하였으며, 이는 kaempferol

과 nicotiflorin을 피부에 전달하여 다양한 피부 질환을 방어

하기 위한 효과적인 약물 전달체로 응용될 수 있음을 시사한다.

결 론

본 연구에서는 돌외 및 그라비올라의 플라보노이드로 알려

진 kaempferol과 그 배당체인 nicotiflorin을 보다 효율적으로

피부에 전달하고자 인지질과 비이온 계면활성제로 구성된 탄

성 리포좀을 제조하였으며, 이 제형의 물리적 특성, in vitro

피부 투과능 및 사람 피부 세포에 대한 독성을 평가하여 다

음과 같은 결론을 얻었다.

(1) Kaempferol을 담지한 일반 리포좀 및 탄성 리포좀은

121.5~157.8 nm의 크기를 나타내었고, nicotiflorin을 담지한

일반 리포좀 및 탄성 리포좀은 125.1~143.1 nm의 크기를 나

타내었다. 계면활성제의 함량이 5~15%로 증가할수록 입자

사이즈가 감소하였으며, 계면활성제 함량이 20%에서는 리포

좀 막의 불안정성으로 인해 입자사이즈가 다시 증가하였다.

(2) 일반 리포좀 및 탄성 리포좀에 포집된 kaempferol의 포

집효율은 67.5~81.2%, nicotiflorin의 포집효율은 52.0~66.1%

로 kaempferol의 포집효율이 nicotiflorin보다 높게 나타났다.

계면활성제 함량이 5~15%로 증가할수록 포집효율이 증가하

는 것을 확인하였으며, 계면활성제 함량이 20%에서는 다시

감소하였다. 가장 높은 포집효율을 나타낸 제형은 ELK3

(81.2%) 및 ELN3(66.1%)이었다.

(3) 일반 리포좀 및 탄성 리포좀의 가변형률을 측정한 결

과, CLK 및 CLN은 각각 17.6, 17.7%로 리포좀 크기가 크게

감소하여 막이 파열되었음을 알 수 있었다. 그러나 계면활성

제 함량이 증가할수록 변형률이 2.8, 1.1%까지 감소하여 막

의 유연성이 증가했음을 확인하였다. 그러나 20%의 계면활

성제를 함유한 제형에서는 변형률이 약간 증가하였다. 

(4) 가장 높은 포집효율과 가장 낮은 변형률을 나타낸 최적

의 탄성 리포좀은 ELK3과 ELN3이었다. 따라서 이 제형의

적용을 위해 MTT assay를 이용하여 피부 세포에 대한 독성

을 평가하였다. 리포좀 용액의 5% 농도에서 세포 생존율 80%

이상을 나타내어 독성 안전성에 대한 결과를 확보하였다. 이

는 대조군 SLES에 비해 현저히 높은 생존율이며, 피부 친화

성/안전성이 강조된 제형으로서 가능성을 보여준다.

(5) Kaempferol 및 nicotiflorin을 담지한 탄성 리포좀의 in

vitro 피부 투과능을 측정하였다. 피부 투과능 측정에는 Franz

diffusion cell을 이용하였다. 총 피부 흡수능은 탄성 리포좀

(ELK3 36.8%, ELN3 23.7%) > 일반 리포좀(CLK 31.1%,

CLN 17.5%) > 1,3-BG(kaempferol 9.9%, nicotiflorin 7.8%)

로 나타났다. 탄성 리포좀이 일반 리포좀과 1,3-BG 용액에

비해 더욱 향상된 피부 투과능을 나타내었다.

이상의 결과들은 인지질(egg PC)과 비이온 계면활성제

(cetearyl glucoside)로 구성된 탄성 리포좀이 kaempferol 및

nicotiflorin을 비롯한 유효성분에 대하여 효과적인 피부 흡수

증진 시스템이 될 수 있음을 시사한다.

감사의 글: 본 연구는 보건복지부 보건의료개발사업의 지

원에 의해 수행되었으며 이에 감사드립니다(과제고유번호:

HN15C0104).

Figure 6. Proportions of permeated kaempferol and nicotiflorin in

1,3-BG solution, conventional liposome and elastic liposome after

24 h. (Tape: stratum corneum, Skin: epidermis without stratum cor-

neum and dermis, Transdermal: permeated through skin, 1,3-BG:

1,3-butylene glycol). *p<0.05 compared with 1,3-BG, #p<0.05 com-

pared with conventional liposome. Values are presented as mean±

SD (n=3).
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