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It is desirable that a wound healing membrane acts as a barrier for coverage of a damaged skin and has the biological 

activities such as anti-inflammatory effects. In this study, we prepared the hydrogel film containing the propolis 

nanoparticles as a wound healing membrane. The propolis nanoparticles were prepared by incorporation of propolis into 

the hydrophobic core of γ-cyclodextrin. The incorporation efficiency of propolis in the nanoparticles was 50 ± 2.3%. 

Propolis nanoparticles observed by a scanning electron microscope (SEM) were spherical with the size of 30~40 nm. 

The swelling behaviors of the hydrogel film containing propolis nanoparticles showed a similar pattern with the hydrogel 

film without propolis nanoparticles. The cumulative amount of propolis released from the hydrogel film containing 

propolis nanoparticles in the buffer of pH 7.4 and 5.5 was 86.0 ± 2.0% and 64.6 ± 1.0% of total propolis loaded in the 

hydrogel film within 9 h, respectively. These results provide a rationale for studying wound healing application of the 

hydrogel film containing propolis nanoparticles in a clinical setting. 
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피부는 외부 환경으로부터 인체를 보호하는 기능을 갖

는 기관으로 피부가 손상을 입게 되면 위험한 상황에 노

출된다. 외부에서 가해진 힘에 의한 외상, 피부질환에 의

한 피부 손상, 화상 등과 같은 피부의 결손은 일상 중 

흔하게 일어난다. 피부의 결손이 심한 경우 일차봉합이 

불가능하여 이차적으로 각종 감염 등에 노출되기 쉽다. 

따라서 손상된 피부 조직이 부작용 없이 복구되도록 신

속한 치료가 필요하며 적절한 창상피복재를 이용한 상처

치료가 필수적이다 (Sun et al., 2011). 기존의 창상피복재

는 물리적인 얇은 막을 상처 부위에 덮음으로써 외부로

부터 결손 부위를 보호하고 상처 부위가 마르지 않게 하

여 육아 조직의 형성을 촉진하는 기능을 한다. 창상피복

재로는 하이드로젤 (hydrogel) 필름, 나노섬유 필름 등이 

사용되고 있고 피부 손상 부위를 외부와 격리시키는 막 

(barrier)의 역할을 한다 (Grinstaff, 2007). 보다 바람직한 

창상피복재는 피부 결손 부위에 물리적인 막으로 작용할 

뿐만 아니라 항염증 (anti-inflammation) 등과 같은 생리활

성을 갖는 치료제를 포함한다면 효과적으로 피부 결손 

부위를 치료하는데 도움을 줄 수 있을 것이다 (Ayvazyan 

et al., 2011). 

Propolis는 식물들이 자신을 보호하기 위해 분비하는 

수지성 화합물을 꿀벌들이 채취하여 타액과 혼합하여 만

든 황갈색 또는 암갈색 수지상 물질이며, 벌집 내부를 미

생물 등으로부터 보호해 주는 역할을 한다. Propolis는 주

로 resin, balsam, 그리고 phenol 화합물로 구성되어 있고, 

phenol 화합물의 주된 구성성분은 flavonoids이다. Propolis

는 항균 (Velikova et al., 2000), 살균 (Madhubala et al., 

2011), 항염증 (Sartori et al., 2011), 항바이러스 (Amoros 

et al., 1992), 항암 (Watanabe et al., 2011), 항산화 (Isla et 

al., 2001) 및 항궤양 (Barros et al., 2008) 작용을 가지고 있
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으며, 면역조절 (Dimov et al., 1991)에도 관여한다고 알려

져 있다. 이러한 생리활성들은 페놀화합물과 수지상 물질

들의 복합작용에 의해 상승효과를 갖는다 (Burdock, 1998; 

Markham et al., 1996). Propolis가 다양한 생리활성을 갖고 

있음에도 불구하고 식품, 의약품, 화장품 등과 같은 산

업에 응용하기 위해서는 해결해야 할 문제점들이 있다. 

Propolis는 물에 용해되지 않는 난용성 성질, 강한 맛과 

독특한 향을 가지고 있다. 이를 개선하기 위해, alginate

와 gelatin 등의 고분자를 활용하여 propolis를 캡슐화하는 

연구들이 많이 진행되고 있다 (Kalogeropoulos et al., 2009; 

Durán et al., 2007). 이에 본 연구에서는 propolis를 나노입

자 형태로 제형화함으로써 물에서의 분산성을 향상시키

고, 독특한 향을 억제시켰다. Propolis 나노입자를 창상용

피복재로 사용 가능한 하이드로젤 필름에 첨가함으로써 

피부 결손 부위에 물리적인 막을 형성시키고 동시에 다

양한 생리활성이 있는 propolis의 피부 상처 복구 도움 

효과를 기대할 수 있을 것이다. 하이드로젤에 포함된 나

노입자로부터 propolis의 방출 정도를 조사하고 propolis의 

창상피복재 내 치료용 조성 물로서의 이용 가능성을 살

펴보았다. 

Fig. 1은 propolis 나노입자가 포함된 하이드로젤의 형태

를 나타내는 모식도이다. Propolis (Biopropolis Technology 

Co., Ltd., Gwangju, Korea)는 γ-cyclodextrin (Wacker Chemie 

AG, Iowa, USA)과 gum arabic (Sigma-aldrich Co., St. Louis 

MO)을 이용하여 나노입자 형태로 제형화 하였다. γ-

cyclodextrin (0.8 g)과 gum arabic (0.2 g)을 50 mL 증류수에 

첨가하고 5시간 동안 교반하여 용해하였다. Propolis (1.0 

g)를 첨가한 후 Ultra Homogenizer (M-110S Microfluidizer, 

Microfluidics Co. Newton, USA)를 이용하여 10,000 rpm에

서 15분간 균질화하여 나노입자를 제조하였고, HITACHI

사의 S-4700 모델 주사전자현미경 (scanning electron 

microscope, HITACHI Co., Kyoto, Japan)을 이용하여 나노

입자의 형태와 입자크기를 관찰하였다. 제조한 나노입자 

용액은 동결 건조를 통해 분말화하였고 냉동보관 하였다. 

나노입자에 포함된 propolis의 양을 측정하기 위해 10 

mg 나노입자를 증류수와 에탄올 (1:1 v/v) 혼합 용액에 

분산시킨 후 ultrasonicator (VCX500, Sonics and Materials 

Inc., Newtown, CT, USA)로 분쇄하고 원심 분리하였다. 상

등액을 취해 플라보노이드 측정방법을 이용하여 UV/VIS 

spectrophotometer (UV-160A, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)로 

420 nm에서 흡광도를 측정하여 정량 분석하였다. 

창상피복재의 형태로 제조하기 위해 propolis가 포함된 

나노입자를 하이드로젤 (propolis-하이드로젤) 제조 시 첨

가하여 필름 형태로 제조하였다. 하이드로젤 제조에 사

용된 시약은 모두 Sigma-aldrich Chemical Co. (St. Louis, 

MO)에서 구입하여 사용하였다. 100 mL 증류수가 포함된 

250 mL 삼각 플라스크에 0.75 g carboxymethyl cellulose 

(CMC), 0.5 g pullulan, 2.0 g gellan gum과 1.8 g agar를 넣은 

후 70℃로 가열하였다. 하이드로젤 용액을 상온에서 냉각

시켜 50℃에 도달하였을 때 0.1 g propolis가 포함된 나노

입자를 첨가한 후 균질기 (Ultra Turrax T-50, Ika, Staufen, 

Germany)로 5~10분간 균일화하였다. 제조한 혼합 용액

을 petri-dish에 부은 후 실온에서 2일간 건조하였다. 하이

드로젤 필름 형성 시 젤화에 참여하지 않은 고분자를 제

거하기 위해 제조된 하이드로젤을 50℃의 증류수에 48

시간 이상 충분히 침지시키고 젤 표면의 물기를 제거하

였다. 하이드로젤 필름을 진공건조기에 넣어 60℃에서 

2일간 건조하여 다음 실험에 사용하였다. 

제조된 하이드로젤 필름의 압축강도는 만능물성시험기 

(Compac-100, Sun Scientific Co., Ltd, Tokyo, Japan)를 이용

하여 상온에서 평가하였다. 하이드로젤 필름의 시편 두께

는 3±0.5 mm이고 지름은 10 mm로 준비하였고 압축강도 

측정 시 크로스 헤드 (cross head) 속도는 120 mm/min이였

으며, 시편이 50% 이상 변형이 이루어 질 때의 값을 측

Nanoparticles including propolis 

γ-cyclodextrin & 
Gum Arabic 

Hydrogel film

Propolis 
Skin

30~40 nm 

Fig. 1. Schematic diagram showing the design of the hydrogel film containing propolis nanoparticles. 
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정하였다. 

하이드로젤 필름의 팽윤도 측정은 건조된 젤 필름을 

상온에서 증류수에 침지시키며 시간 경과에 따른 무게변

화를 측정하였고, 팽윤도 (Qs,%)는 다음 식으로부터 계산

되었다. 

 

Propolis-하이드로젤 필름으로부터 propolis의 방출 패

턴을 살펴보기 위해 하이드로젤 필름 (3 g)을 40 mL의 

pH 7.4와 pH 5.5 용액에 각각 담근 후 shaking incubator 

(VS-8480SF, Vision Scientific Co., Daejon, Korea)에 80 rpm

으로 37℃에서 일정한 시간 간격으로 상등액 1 mL을 취

하여 UV/VIS spectrophotometer (shimadzu-160A, Shimadzu 

Co., Kyoto, Japan)를 이용하여 측정하였다. 

하이드로젤 필름의 세포 독성을 측정하기 위해 멸균

된 하이드로젤 필름을 세포배양액 (DMEM, Dulbecco's 

modified Eagle's medium, Gibco)에 0.1, 1, 10% (w/v)의 농도

로 넣어 37℃에서 24시간 이상 배양하여 용출액을 제조

하였다. 96 well tissue culture plate에 1 × 105 cells/mL로 각 

well 당 100 μL씩 분주하여, 24시간 동안 배양한 RAW 

264.7에 하이드로젤 필름 용출액 (100 μL)를 처리하였

다. 24시간 후 약물이 포함되어 있는 배지에 MTT 용액 

(Sigma-aldrich Chemical Co., St. Louis, MO)을 처리하여 

37℃에서 4시간 동안 반응시킨 후 570 nm에서 ELISA 

reader (ELX808, Biotek Instruments, Vermont, USA)를 이용

하여 측정하였다. 

모든 실험 결과는 평균값 (mean)과 표준편차 (standard 

deviation, SD)로 표시하였다. 대조군과 실험군 사이의 통

계학적 유의성 검정은 Student's t-test로 비교하였으며 P< 

0.05일 때 유의한 차이가 있는 것으로 판단하였다. 

γ-cyclodextrin과 gum arabic을 이용하여 제조한 propolis 

나노입자는 주사전자현미경으로 관찰하였을 때 구 (sphere)

의 형태였으며 30~40 nm의 크기를 가지고 있음을 확인

할 수 있었다 (Fig. 2). 나노입자 내 propolis의 담지효율

을 평가한 결과, 처음 첨가량의 50 ± 2.3%가 담지되었

다. γ-cyclodextrin은 화학적으로 하이드록실기가 외부로 

배향되어 있어 겉으로는 친수성을 띠고 있으나, C-H 기

와 에테르 결합은 내부로 배향되어 있어 내부는 소수성

을 띠는 캡슐 형태의 모양을 하고 있다 (Lee et al., 2002). 

따라서, γ-cyclodextrin은 소수성 생리활성 물질을 내부에 

담지할 수 있는 특징이 있어서 화장품, 식품, 의약품, 및 

농약 등 많은 분야에서 이용되고 있다. 소수성을 가진 

propolis는 γ-cyclodextrin의 내부에 쉽게 담지될 수 있다. 

Gum arabic은 비이온성 계면활성제 역할로 propolis가 담

지된 γ-cyclodextrin을 구형으로 제형화하는데 도움을 줄 

수 있다 (Charoen et al., 2011). 

Propolis-하이드로젤 필름의 강도는 51.60 g · cm이었고, 

propolis 나노입자가 포함되지 않은 하이드로젤 필름의 

강도는 68.97 g · cm였다. 하이드로젤 필름 사이에 propolis 

나노입자는 필름의 압축강도를 감소시키는 역할을 하는 

것으로 생각된다. 

Fig. 3은 하이드로젤 필름의 팽윤 실험 결과를 보여주

Swelling (Qs, %) 

(the weight of the swollen hydrogels - 

the weight of the dried hydrogels 
= 

the weight of the dried hydrogels 
×100

Fig. 2. Scanning electron microscopy (SEM) image showing 
the nanoparticles containing propolis. 

Fig. 3. Swelling properties of the hydrogel film containing 
propolis nanoparticles. 
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고 있다. 하이드로젤 필름은 증류수에 담근 후 20시간 

만에 건조 무게의 13.2배까지 팽윤하였고, 26시간까지 무

게의 감소는 관찰되지 않았다. Propolis-하이드로젤 필름

은 팽윤 실험 20시간에 건조 무게의 13.8배까지 증가하

였고 그 이후로 무게가 감소하여 26시간에 12.2배였다. 

Propolis-하이드로젤 필름으로부터 propolis의 방출특성

을 Fig. 4에 나타내었다. 정상 조직과 염증 병소의 pH를 

고려하여 방출 실험은 pH 7.4와 pH 5.5 조건에서 각각 수

행하였다. Propolis는 하이드로젤 필름으로부터 pH 7.4와 

pH 5.5 버퍼에서 9시간 동안 각각 86.0 ± 2.0%와 64.6 ± 

1.0%의 방출을 보였다 (P<0.001). 

Propolis-하이드로젤 필름의 세포 독성을 살펴보기 위

해 RAW264.7 세포에 propolis-하이드로젤 필름 용출액을 

처리한 후 세포 생존율을 평가하였다. Fig. 5에서 볼 수 있

듯이 propolis-하이드로젤 필름은 세포 독성을 유발하지 

않았으며 세포 생존율은 propolis-하이드로젤 필름을 처리

하지 않은 세포와 크게 차이를 보이지 않았다 (P>0.05). 

본 연구의 결과, propolis가 담지된 30~40 nm 크기와 

구형의 나노입자를 성공적으로 제조할 수 있었다. 창상피

복재로의 응용은 propolis 나노입자를 하이드로젤 필름에 

혼합 첨가함으로써 피부에 적용할 수 있는 형태로 제조

할 수 있었다. Propolis-하이드로젤 필름은 세포 독성을 

보이지 않았으며, 하이드로젤 필름으로부터 propolis를 

9시간 동안 서서히 방출하는 특징을 보였다. 이러한 결과

들을 종합해 볼 때, propolis 나노입자를 포함한 하이드로

젤 필름은 손상된 피부 부위와 외부 환경 사이의 물리적

인 막을 형성할 수 있을 뿐만 아니라 propolis의 항균, 항

염증과 같은 생리활성을 기대할 수 있어서 창상피복재로

의 응용이 기대된다. 
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