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ABSTRACT − Hydrogels are thought to be a promising delivery carrier for protein drugs because of their favorable aque-

ous environment compared with nano/micro-particles of hydrophobic polymer such as PLGA. In this study, nano-sized

hydrogels (nanogels) were fabricated using inverse-miniemulsion polymerization method. The mean size of nanogels in

range of 90-160nm and affected by the preparation parameters such as sonication time and concentration of monomer. While

longer sonication time and lower concentration of acrylamide monomer showed a tendency to produce smaller nanogels and

to have lower lysozyme activity, variation of bis-methylene acrylamide concentration made no difference. Although both

longer soncaton time and lower acrylamide concentration increased in vitro release rate, acrylamide concentration was more

effectively affected to the control of protein release rate, which indicated that the release rate of protein from nanogels

affected by not only their size but also internal structure. In conclusion, nanogels prepared by inverse-miniemulsion can be

a useful carrier for application of protein drug, because of simple process, minimum contact of organic solvent and high

protein activity.
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최근 유전자 치료, 면역치료등과 관련하여 단백질약물의

중요성이 증가하고 있으며 그 시장은 2006년 기준으로 437

억 달러에 규모에 이르고 있고, 앞으로 계속 증가할 것으로

추측된다.1) 하지만 단백질 약물의 경우 가격이 다른 약물에

비해 비싸고, 주위 환경에 의해 쉽게 변성이 일어나며 생체

내에 존재할 수 있는 수명이 짧기 때문에 반복투여가 필수

적이다. 또한, 호르몬 약물처럼 미세한 양에 의해서 생체의

생리활성이 조절되는 경우에는 특히 생체 내에 존재하는 단

백질 약물의 농도를 보다 미세하게 조절하는 것이 필수적이

다.2) 예를 들어 thyroid 호르몬의 경우 건강한 성인남자에게

서 인체 내에서 하루에 100 µg~125 µg을 필요로 하는데, 그

양이 과다하면 Basedow's disease를 일으키고, 결핍이 되면

cretinism이 발생하게 된다.3) 이와 같은 이유로 인해 단백질

약물을 지속적이면서 일정한 농도를 유지할 수 있도록 하는

효과적인 전달체의 개발이 요구되어 왔고 그에 대한 필요성

은 점점 부각 되고 있다.4)

단백질 약물을 전달하는 방법의 하나로 PLGA와 같은 소

수성 및 생분해성 고분자로 이루어진 마이크로 또는 나노입

자를 이용하는 방법이 연구되고 있다.5) 하지만 이와 같은 고

분자 마이크로 및 나노입자를 이용해 단백질 약물을 전달하

는 경우에는, 고려해야 할 몇 가지 문제점이 있는 것으로 알

려져 있다.6) 입자를 제조하기 위해서는 고분자를 녹이기 위

한 유기용매의 사용이 필수적인데, 이 과정에서 단백질이 유

기용매에 접촉하게 되면 변성이 일어날 수 있게 된다. 또한

유기용매가 제거되고 입자가 제조되면 단백질은 소수성인 고

분자와 접촉할 기회가 생기게 되고 이 또한 단백질 변성의

한 요인이 될 수 있다. 뿐만 아니라 PLGA의 ester결합이

가수분해되면서 carboxylic acid가 생성되고 이로 인해 가수

분해는 더욱 촉진되면서 국부적으로 낮은 pH를 형성하게 되

는데, 이와 같은 산성환경 역시 단백질 변성을 유도할 수 있

다. 따라서, PLGA 마이크로 또는 나노입자를 이용한 단백

질 전달의 경우 PLGA의 높은 생체적합성이 가지는 큰 장

점에도 불구하고 이러한 문제점을 극복하기 위해 다양한 시
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도들이 연구되고 있다.7) 이에 반해 친수성 고분자의 가교결

합에 의해 제조되는 수화젤의 경우에는 그 내부가 대부분 물

로 이루어져 있어 친수성인 단백질 약물을 포함하기 쉽고,

단백질이 생체 내에서 존재하는 조건과 유사한 조건을 조성

할 수 있기 때문에 단백질 약물의 안정성을 높일 수 있는

장점이 존재한다. 또한 100 nm급 이하의 입자로 생성하면

세망내피계와 대식세포의 회피를 기대할 수 있어, 생체 이용

률을 높일 수 있기 때문에, 단백질 약물 전달 시스템에 있

어서 하나의 좋은 수단으로 여겨지고 있다.8-10)

수화젤 입자의 제조는 유기용매치환방법과 inverse-

miniemulsion polymerization 방법이 크게 이용되고 있다.11)

그 중 inverse-miniemulsion polymerization 방법의 경우 입

자의 크기가 고르며 그 크기조절도 생성 조건에 따라 설계

가 가능하며, 유기용매의 선택이 비교적 용이하기 때문에

100 nm급의 친수성 입자제조에는 inverse miniemulsion

polymerization 방법이 사용되고 있다. 또한 단백질 약물은

수용액 층에 포함되어 있어 유기용매와 접촉되는 경계면을

제외하면 유기용매에 의한 변성을 피할 수 있다. 하지만 일

반적인 inverse-miniemulsion polymerization 방법의 경우,

공정과정에서 사용되는 유기용매를 제거하기 위해 증발시키

는 과정을 동반시키게 되는데 데 그 시간이 오래 걸리고 시

간을 단축하기 위해서는 높은 온도를 사용해야 하기 때문에

단백질 약물의 안정성을 떨어뜨릴 수 있다. 

따라서 본 연구는 단백질 약물을 함유하는 나노크기의 수

화젤(나노젤)을 제조하는데 있어서 inverse miniemulsion방법

을 사용하되 짧은 시간 내에 제조하고 유기용매를 증발시킬

필요 없이 젤을 회수할 수 있도록 하는 방법을 사용함으로

써, 기존의 공정시간보다 줄이면서 포함된 단백질 약물의 안

정도를 높일 수 있는 지 여부를 조사하고자 한다. 또한 제

조된 수화젤의 제조 조건에 따라 그 물리화학적 특성과 약

물 방출 양상을 비교함으로써 제조된 나노젤이 단백질 약물

의 전달체로 활용할 수 있는 지 그 가능성을 연구하고자

한다.

실험 방법

시약

나노젤을 제조하기 위해 N-hepthane, span80, acrylamide,

bis-methylene acrylamide, ammonium persulfate (AP),

N,N,N',N'-tetramethylethylene diamine (TEMED)과, 모델약

물로써 라이소자임 (lysozyme)을 사용하였으며, 라이소자임

활성도 평가를 위해서 Micrococcus lysodeikticus 박테리아를

사용하였다. 이들 모두 Sigma-Aldrich Korea Inc. (Seoul)

에서 구입하였으며 다른 화학적 처리 없이 사용하였다. 라이

소자임을 제외한 모든 재료는 실험 30분전에 4oC에서 보관

하여 사용하였다.

 

나노젤의 제조 

Inverse-miniemulsion polymerization 방법을 이용한 나노

젤의 제조과정은 Figure 1에서 나타내었다. Acrylamided와

bis-methylene acrylamide의 농도 및 초음파처리의 시간에

따라 다양한 나노젤을 제조하였으며 각 제조조건은 아래

Table I과 같다. 주어진 농도의 acrylamide, bis-methylene

acrylamide 및 라이소자임을 녹인 수용액 10 mL (수용액층)

를 50 mL의 튜브에 넣은 후, 0.5%(v/v) span80을 포함하는

유기용매층(N-hepthane) 30 mL를 첨가하였다. 1%(w/v)의

AP 수용액 40 µL과 TEMED 20 µL를 첨가한 후 sonicator

(HD2070, Sonoplus)를 이용하여 정해진 시간에 따라 초음파

처리(출력 90%) 하였다. 초음파가 처리되는 동안 고분자 중

합반응이 완료되어 나노젤이 형성되며, 초음파처리가 끝난

후 일정시간 안정화 시키면 다시 층 분리가 일어나게 되고

나노젤은 하부층인 수용액층에 모이게 된다. 라이소자임의

Figure 1−Inverse miniemulsion polymerization method for preparation of nano-sized hydrogel (nanogel).
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활성을 유지하기 위해 상기의 실험과정은 저온(4oC)을 유지

한 상태에서 진행하였으며, 특정하게 언급되지 않은 경우, 하

부층에서 취한 나노젤을 즉시 사용하였다. 

나노젤의 크기 측정

제조된 나노젤 입자의 크기 분석은 particle size analyzer

(BI-90 Plus, Brookhaven, USA)를 이용하여 분석하였다.

10 mL의 큐벳에 나노젤을 10%로 증류수를 이용하여 희석하

였으며, 나노젤의 크기를 측정하기 직전에 10초동안 초음파

(30 Hz)처리를 거쳐 입자의 크기를 측정하였다. 입자의 사이

즈는 1분간 10초 간격으로 6번 측정하였다.

 

In-vitro 약물 방출 실험 

라이소자임이 포함되어 있는 나노젤 입자 10 mL를

50 mL phosphate buffer solution (0.1 M, pH 7.4)에 넣어

37oC의 인큐베이터에서 intelli-mixer (MyLab, SLRM-2M)를

이용하여 흔들며 보관하였다. 정해진 시간마다 1 mL를 뽑아

낸 후 10000 rpm로 1분간 원심분리(Biospin, Hanil)하여 상

층부를 추출하였고 UV/VIS spectrometer (S-3100, Scinco)

이용하여 흡광도를 측정하였다. 상층부에 포함된 라이소자임

의 농도는 아래의 Warburg-Christian방법12)을 이용하여 결정

하였다.

Warburg-Christian Assay = (1552×A280)-(757.3×A260)

라이소자임 활성도 평가 

Phosphate buffer solution (0.1 M, pH 6.2)을 이용하여

제조된 0.01 %(w/w)의 Micrococcus lysodeikticus 박테리아

수용액 5 mL에 나노젤 입자 100 µL를 첨가하였다. 4oC를 유

지한 상태에서 UV/VIS Spectrometer (S-3100, Sinco)를 이

용하여 2분 동안 10초 간격으로 450 nm에서 감소하는 흡광

도(A)의 변화(∆A/min)를 측정하였으며,13) 첨가된 라이소자임

의 질량에 대한 흡광도의 변화율(∆A/min/mg)을 라이소자임

활성도(lysozyme activity)로 정하였다. 상대적인 라이소자임

활성도(relative lysozyme acitivity, %)는 순수한 라이소자임

의 활성도(대조군)에 대한 나노젤에 포함된 라이소자임의 활

성도(실험군)를 비교하여 계산하였으며 그 식은 아래와 같다. 

Relative lysozyme acitivity (%) =

 ×100

결과 및 고찰

나노젤의 입자크기 및 초기의 라이소자임 활성 평가

나노젤의 생성 조건에 따른 입자의 크기와 제조된 직후에

측정된 초기의 라이소자임 활성도를 측정하였고 그 결과는

Table II에 나타내었다. 입자크기의 경우 약 90-160 nm의 크

기를 가졌다. 

라이소자임 활성도의 경우에는 모든 경우에 90% 이상의

활성도를 가지고 있음을 확인할 수 있었다. 제조과정에 유기

용매를 사용하였음에도 90% 이상의 높은 활성도를 가졌다

는 것은 본 연구에서 제시된 제조과정을 이용하게 되면 유

기용매의 영향을 최소화할 수 있다는 것을 보여준다. 다시

말해, 초음파처리를 통해 에멀젼이 생성되는 짧은 시간(10초

-60초)동안만 에멀젼의 표면에서 유기용매를 접촉할 기회가

있으며, 또한 빠른 시간 안에 수용액층으로 다시 모이게 됨

으로써 단백질의 활성도를 최대한 유지할 수 있을 것으로 생

각된다. 

나노젤에 포함된 라이소자임 활성도(실험군)

순수한 라이조사임 활성도(대조군)

Table I−Preparation conditions for nanogels

Sample 
Acrylamide 
monomer 

Bis-Acrylamide 
monomer 

Sonication 
time 

A30-B3-S10 30 % 3 % 10 sec 

A30-B3-S20 30 % 3 % 20 sec 

A30-B3-S30 30 % 3 % 30 sec 

A30-B3-S60 30 % 3 % 60 sec 

A30-B1-S30 30% 1% 30 sec 

A30-B5-S30 30% 5% 30 sec 

A30-B10-S30 30% 10% 30 sec 

A5-B3-S30 5% 3% 30 sec 

A10-B3-S30 10% 3% 30 sec 

A50-B3-S10 50% 3% 30 sec 

Table II− Mean size and lysozyme activity of nanogel

Sample Size (nm) lysozyme Activity (%)

A30-B3-S10 162 ± 21 99 ± 2 

A30-B3-S20 138 ± 41 97 ± 2 

A30-B3-S30 97 ± 37 95 ± 3 

A30-B3-S60 94 ± 27 91 ± 4 

A30-B1-S30 96 ± 26 94 ± 3 

A30-B5-S30 99 ± 33 93 ± 4 

A30-B10-S30 101 ± 28 91 ± 5 

A5-B3-S30 81 ± 37 97 ± 2 

A10-B3-S30 92 ± 24 96 ± 2 

A50-B3-S10 127 ± 23 90 ± 5 
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나노젤의 제조조건에 따른 입자의 크기 및 초기의 라이소

자임 활성 평가

먼저 초음파 처리시간(10초-60초)에 따른 나노젤의 평균

입자크기를 관찰하였을 때, 초음파 처리시간이 길어질수록

평균입자의 크기는 작아지는 것을 관찰할 수 있었다. (Figure

2 (A)) 비록 오차의 범위를 고려하였을 때 유의미한 차이를

보이지 않는 경우도 있었으나 초음파 처리시간과 평균 입자

크기의 상관 관계 및 그 경향성은 충분히 관찰할 수 있었다.

특히 초음파 처리를 10초간 한 것과 60초간 한 것을 비교

하였을 때는 유의미한 차이를 나타내었다. (p<0.05) 이는 초

음파 처리시간이 길어질수록 생성되는 에멀젼의 크기가 작

아지고 이에 따라 최종 생성되는 나노젤의 크기 또한 작아

지게 되는 것이라 판단된다. 반면에 초음파처리 시간이 길어

질수록 초기 라이소자임의 활성도를 떨어지는 것으로 관찰

되었다. 이는 초음파가 직접적으로 라이소자임의 활성에 직

접 영향을 미쳤거나 초음파를 가했을 때 발생되는 열에 의

해 라이소자임이 손상되었을 수도 있었다고 생각된다. 

다음으로, Figure 2 (B)에서 볼 수 있듯이 나노젤의 가교

결합에 관여하는 bis-methylene acrylamide 농도(1, 3, 5,

10%)에 따른 변화를 관찰하였을 때 bis-methylene acrylamide

의 농도 즉, 가교결합의 정도는 제조된 나노젤의 크기와 초

기 라이소자임 활성에 있어서 큰 영향을 미치지 않는 것으

로 관찰되었다. 

마지막으로, 단량체로 사용된 acrylamide 농도(5, 10, 30,

50%)를 변화시키면서 그 특성을 관찰하였다. Figure 2 (C)

에서와 같이, acrylamide의 농도가 높아질수록 대체로 나노

젤 입자의 크기는 더 커지고 라이소자임의 활성도는 더 작

아지는 경향을 관찰할 수 있었으나 오차의 범위를 고려하였

을 때 유의미한 변화는 아니었다. 다만 acrylamide의 농도가

높으면 그 점성이 높아져, 초음파를 처리하였을 때 보다 큰

에멀젼이 생성되고 이는 보다 큰 나노젤의 생성으로 연결될

수 있는 가능성이 있다.14) 그리고 acrylamide의 농도가 높아

질수록 젤 가교결합에서 일어나는 발열반응 때문에 라이소

자임의 활성도는 떨어진다고 판단된다.

In-vitro 약물방출 평가

제조된 나노젤의 라이소자임 방출특성을 평가하였으며 그

결과는 Figure 3과 같다. Figure 3 (A)에서 보는 바와 같이

초음파의 처리시간(10초-60초)이 길어질수록 라이소자임의

방출속도가 증가하고 있음을 관찰할 수 있었다. 입자크기에

서와 같이, 오차 범위를 감안하면 비록 그 차이가 유의미하

지 않은 경우도 있으나 그 경향은 관찰할 수 있으며, 10초

와 60초의 경우를 비교하면 의미 있는 차이를 관찰할 수 있

었다. (p<0.05) 이는 나노젤 입자크기의 결과와 관계가 있다

고 판단된다. 즉, 초음파의 처리시간이 길어질수록 보다 작

은 나노젤이 생성되고 따라서 그 표면적이 크기 때문에 빠

른 방출을 나타낸다고 볼 수 있다. 

다음으로, Figure 3 (B)에서 보는 바와 같이 bis-

methylene acrylamide의 농도에 따른 방출특성을 비교하였을

때, bis-methylene acrylamide의 농도에 따라 방출속도에 거

의 차이를 나타내지 않았으며, 이는 나노젤 입자크기의 결과

와도 일치하였다. 반면에, acrylamide의 농도에 따른 방출특

Figure 2−Mean size and relative lysozyme activity of nanogel
depending on (A) duration of sonication (B) concentration of Bis-
methylene acrylamide and (C) concentration of acrylamide.
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성을 비교하였을 때, acrylamide의 농도가 변함에 따라 보다

현저한 방출속도의 차이를 관찰할 수 있었다 (Figure 3

(C)). 즉, acrylamide의 농도가 높을수록 보다 현저하게 느린

방출속도를 나타내었다. 앞서 언급한 대로 acrylamide의 농

도가 높을수록 입자의 크기가 커지는 경향이 있기 때문에 이

에 대한 영향으로 볼 수도 있다. 하지만 입자의 크기가 방

출속도의 변화에 주요한 요인이라고 가정한다면, 초음파 처

리시간에 따른 입자 크기의 변화가 acrylamide 농도에 따른

입자 크기의 변화보다 컸기 때문에 초음파 처리 시간에 따

른 방출속도의 차이가 더 현저해야 한다. 하지만 실험결과에

서는 acrylamide 농도에 따른 방출속도의 차이가 더욱 현저

하였으며, 따라서 acrylamide 농도에 따른 방출속도의 현저

한 변화는 입자크기에 의한 것으로만 보기에 어려움이 있다.

다시 말해, 입자크기보다는 내부 구조의 차이가 방출속도에

더 큰 영향을 미쳤다고 판단된다. 

라이소자임이 나노젤로부터 방출되기 위해서는 상호가교

된 acrylamide 수화젤이 이루는 고분자 사슬 사이의 공간을

통해 확산되어야 한다. 따라서 고분자 사슬 사이의 공간 크

기가 확산속도에 영향을 미치게 되며 이는 본 연구에 사용

된 단백질 약물처럼 약물의 크기가 클수록 그 영향은 더욱

커지게 된다.12) 따라서 acrylamide 농도가 증가할수록 입자

의 크기가 커질 뿐만 아니라, 수화젤 내부의 고분자 사슬

사이의 공간이 좁아져 크기가 큰 단백질 약물의 확산속도를

떨어뜨리게 되어 방출속도는 더욱 느려지게 된다고 판단

된다. 

결 론

본 연구에서는 나노젤을 형성하기 위해 이용하는 inverse-

miniemulsion 방법을 사용하였고 나노 크기의 수화젤 및 높

은 라이소자임 활성도를 얻을 수 있었다. 이는 일반적으로

유기용매를 제거하기 위해 사용되는 증발방법을 생략하게 되

고 짧은 시간 안에 입자의 제조가 완료됨으로써 가능하였다

고 판단된다. 입자의 크기에서는 초음파 처리 시간이 길어질

수록, 입자의 크기가 작아지며, acrylamide의 농도가 증가

할수록 입자의 크기가 증가한다. 방출테스트에 있어서는 초

음파 처리 시간이 길어질수록 그리고 acrylamide 농도가 감

소할수록 빠른 방출이 있어났으며, acrylamide 농도의 변화

가 더 큰 효과를 나타내었다. 이는 크기의 변화와 수화젤 내

부 구조의 차이에 기인한다고 판단된다. 라이소자임 활성도

에 있어서는 초음파 처리시간이 짧은 수록 높은 활성도 수

치를 나타내었으며, acrylamide와 bis-methylene acrylamide

의 농도가 높을수록 라이소자임의 활성도가 저하됨을 확인

하였다. 이는 높은 농도의 단량체가 고분자중합 반응동안 더

많은 열을 생성하게 되고 이는 라이소자임 활성도에 부정적

인 영향을 미쳤다고 판단된다. 결론적으로 본 연구에 제시된

inverse miniemulsion방법은 비교적 공정이 간단하고, 약물

봉입을 위한 2차 공정을 필요치 않으며, 신속하게 유기용매

제거가 가능하다는 면에서 유기용매에 예민한 단백질 약믈

을 전달하기 위한 나노젤을 제조하는 방법으로 유용한 방법

이라고 생각된다. 다만 아직 약물의 방출속도가 비교적 빠르

기 때문에 이를 적절히 조절하기 위한 추가적인 연구가 필

요하다고 판단되며, 동물실험 등의 추가적인 연구를 통해 그

유용성을 확인할 필요가 있을 것이다.

Figure 3−In vitro release of lysozyme from nanogel depending on
(A) duration of sonication (B) concentration of Bis-methylene
acrylamide and (C) concentration of acrylamide.
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