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특허청구의 범위

청구항 1 

음이온성 단백질 약물을 포함하는 약물 수용액을 내부 노즐에 주입하고, 키토산 또는 그 유도체를 포함하는 용

액을 외부 노즐에 주입하여 동축전기방사시켜 얻어진 나노섬유를 알칼리 용액 중에 중성화시킨 나노섬유로서,

코어에 음이온 단백질을 함유하고 쉘에 키토산을 함유하는 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 키토산 나노섬유. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 약물 수용액은 폴리비닐알콜, 폴리부텐, 폴리아크릴산나트륨, 포비돈, 폴리포스포릴콜린

글라이콜아크릴레이트, 잔탄검, 구아검, 젤라틴, 메틸셀룰로오즈, 하이셀, 카보폴프리젤, 및 이들의 조합으로

구성된 군에서 선택된 점도 조절제를 더 포함하는 것인 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 키토산 나노섬유. 

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 음이온성 단백질은 인간성장호르몬, 소혈청 알부민(BSA), 홍합 접착 단백질, 및 이들의

조합으로 구성된 그룹에서 선택되는 것인 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 키토산 나노섬유.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 키토산 유도체는 아크릴화 키토산, 티올화 키토산, 또는 포스포릴화 키토산인 음이온성

단백질 약물 전달을 위한 키토산 나노섬유. 

청구항 5 

음이온성 단백질 약물의 수용액을 듀얼노즐의 내부 노즐에 주입하는 단계;

키토산 또는 그 유도체를 포함하는 용액을 듀얼노즐의 외부 노즐에 주입하는 단계;  

전압을 20 ~ 27 kV 가하면서, 내부 노즐 및 외부 노즐의 유속을 각각 0.05~0.1 ml/h 및 0.5~1.5 ml/h로 가하여

동축전기방사하여 나노섬유를 제조하는 단계; 및 

상기 제조된 나노섬유를 알칼리용액 중에서 중성화하는 단계를 포함하는 제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 따

른 키토산 나노섬유의 제조방법.

청구항 6 

제 5 항에 있어서, 상기 음이온성 단백질 약물의 수용액은 폴리비닐알콜, 폴리부텐, 폴리아크릴산나트륨, 포비

돈, 폴리포스포릴콜린글라이콜아크릴레이트, 잔탄검, 구아검, 젤라틴, 메틸셀룰로오즈, 하이셀, 카보폴프리젤,

및 이들의 조합으로 구성된 군에서 선택된 점도 조절제를 더 포함하는 제조방법. 

청구항 7 

제 5 항에 있어서, 상기 키토산 또는 그 유도체를 포함하는 용액의 용매는 트리플루오로 아세트산 및 디클로로

메탄의 혼합용매 또는 헥사플루오로이소프로판올 및 트리플루로로 아세트산 혼합용매인 제조방법. 

청구항 8 

삭제

청구항 9 

제 5 항에 있어서, 상기 알칼리용액은 탄산나트륨, 탄산칼슘, 탄산칼륨, 또는 인산나트륨 용액인 제조방법. 

청구항 10 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 따른 키토산 나노섬유를 포함하는 음이온성 단백질의 경점막 투여제.

등록특허 10-1386096

- 3 -



청구항 11 

제10항에 있어서, 구강 점막을 통한 음이온성 단백질 약물의 전달을 위한 경점막 투여제.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 키토산 나노섬유, 그 제조방법, 및 그 키토산 나노섬유를 포함하[0001]

는 경점막 투여제에 관한 것으로, 보다 구체적으로는 동축전기방사법(coaxial electrospinning)에 의해 제조되

는 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 키토산 나노섬유, 그 제조방법, 및 그 키토산 나노섬유를 포함하는 경점

막 투여제에 관한 것이다. 

배 경 기 술

단백질 약물을 체내로 전달하기 위한 방법에는 미립구에 의한 투여, 또는 고분자 결합 방식에 의한 투여 등이[0002]

있다.  그러나, 이러한 제제를 이용하여 경구투여 할 경우, 간과 위에 의한 초회통과효과 때문에 체내로의 전달

효율이 매우 낮다.  이러한 문제점을 보완하기 위해 w/o/w 이중 유제, 리포좀 등의 방법이 개발되기도 했지만,

이러한 방법들은 제조단계가 복잡하고 단백질 변성이 일어나거나 물리적으로 강도가 약하기 때문에 단백질 약물

이 손상을 받게 되는 한계점이 존재했다.  또, 다른 방법인 점막투여 제형의 경우, 단백질 약물을 혈관 내에 직

접 주입하여 체내로의 전달효율을 높이고자 하였다.  그러나, 이 방법은 주사기 바늘에 대한 두려움과 약물이

주입될 때의 통증 때문에 환자들에게 거부감을 불러 일으킨다.  또한 주입된 단백질 약물이 혈관 내에서 순환하

면서 손실되는 양이 많아, 단백질 약물의 효과가 발현되기 위해서는 다량의 단백질 약물을 주입해야 하므로 경

제적 손실이 발생한다.  따라서, 단백질 약물의 체내 흡수를 증진시키기 위해서는 효율적인 약물 전달 시스템이

필요하다. 

단백질 약물의 체내 흡수를 증진시키기 위한 투여 방법으로 구강 점막을 통한 약물 전달 방법이 제안되었다.[0003]

구강 점막은 혈관이 잘 발달되어 있어 단백질, 약물등과 같은 물질 전달에 효과적이며, 효소에 의한 활성도가

낮은 특성을 가진다.  또한, 다른 점막조직과 비교하여 알레르기 항원에 잘 견디고 국소 및 전신 투여 모두를

위한 약물전달이 가능하다.  더욱 중요한 것은, 구강점막을 통해 단백질 약물이 투여되면 간과 위에 의한 초회

통과효과를 피할 수 있어 약물의 손실을 최소화 할 수 있다는 점이다.  따라서, 최근에는 구강 점막을 통해 단

백질 약물을 전신투여 하고자 하는 연구가 활발하게 진행되고 있다. 

단백질 약물의 체내 흡수를 증진시키기 위해 제제로서 나노 섬유가 제안되었다.  나노 섬유는 전기방사기술을[0004]

이용해 제조되는데, 바늘 끝에 맺힌 고분자 용액에 그 표면장력보다 큰 힘의 고전압을 가하여 고분자 용액을 한

줄기의 고분자 유체(fluid)로 만들어 수집기 전극(collector  electrode)에 쌓이게 하여 만들어진다.  상기 고

분자로는 폴리비닐피롤리돈, 폴리카프롤락톤, 또는 폴록사머 등과 같은 고분자가 사용된다.  이렇게 만들어진

나노 섬유는 부피 대비 매우 넓은 면적을 가지며, 나노 사이즈의 섬유들이 서로 얽혀서 쌓여있는 다공성의 구조

이다.  따라서 그 나노섬유의 다공성 구조의 내부에 약물 등의 물질을 함유시킬 수 있고 피부 점막에도 쉽게 접

착된다.  그러나, 단일 노즐(nozzle)에서 방사되는 나노 섬유의 경우, 약물 담지 시 약물이 초기에 급격하게 방

출되는 단점이 있는데, 이는 높은 농도의 약물이 체내에 한꺼번에 방출되어 부작용을 일으키게 된다.  그리고,

전기방사를 위한 고분자 용액의 용매로는 주로 유기용매가 이용되는데, 단백질과 같은 물질을 고분자와 함께 단

일 노즐로 전기방사 할 경우 용액의 준비과정에서 단백질이 유기용매에 오랜 시간 노출되어 단백질이 변성되고

체내에서의 활성을 잃게 되는 문제가 있다.  또한, 전기방사 시 고분자 물질을 수용액 중에 단백질과 함께 고르

게 분산시키는 것이 쉽지 않기 때문에 단백질 약물을 나노 섬유 내에 포접시키는 것은 더욱 힘들다. 

이러한 문제점의 대안으로, 동축전기방사법(coaxial electrospinning)을 이용하여 제조되는 나노 섬유가 있다.[0005]

동축전기방사에 의한 나노 섬유는 도 1에 나타낸 바와 같은 두 개의 노즐(nozzle)이 한 축을 이루어 주사기를

형성하고 주사기의 말단에 표면장력 보다 고전압을 가하여 수집기 전극 상에 코어(core)와 쉘(shell)의 형태로

나노섬유가 만들어진다.  보통, 코어와 쉘의 용매로 각각 물과 유기용매가 사용되는데, 이 두 가지 용매의 서로

다른 성질에 의해 전기방사 시, 상 분리가 일어나 코어-쉘 구조를 이루게 된다. 이 과정에서 단백질 약물은 유

기용매가 아닌 물에 분산되어 있는 상태로 전기 방사되기 때문에 단백질 변성이 일어나지 않는 장점이 있다.

또한, 동축방사에 의한 나노 섬유는 고분자가 단백질 약물을 포접하는 형태로 제조되는데, 이는 약물이 초기에

다량 방출되는 것을 방지한다(비특허문헌 1).
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그러나, 종래 단백질 약물을 코어로 한 동축전기방사에 의한 나노섬유는 단백질 약물의 포접 효율은 8.3 % 이하[0006]

로서 높지 않았다(비특허문헌 2).  또한, 그러한 나노섬유는 점막과의 부착성이 높지 않은 단점이 있었다.

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  1. Kangjie Zhu et al., Modulation of Protein Release from Biodegradable Core-Shell[0007]

Structured Fibers Prepared by Coaxial Electrospinning, Journal of Biomedical Materials Research Part

B: Applied Biomaterials, 2005, 50-57 

(비특허문헌  0002)   2.  F.Z.  Cui  et  al.,  Electrospun  collagen-chitosan  nanofiber:  A  biomimetic

extracellular matrix for endothelial cell and smooth muscle cell, Acta Biomaterialia, 2010(6), 372-382 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 음이온성 단백질 약물이 급격하게 방출되지 않고, 약물의 포접 효율이 높으며, 구강 점막에도[0008]

잘 부착될 수 있는 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 나노섬유를 제공하는 것이다. 

본 발명의 다른 목적은 상기 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 나노섬유의 제조방법을 제공하는 것이다. [0009]

본 발명이 또 다른 목적은 상기 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 나노섬유를 포함하는 음이온성 단백질 약물[0010]

의 경점막 투여제를 제공하는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위해, 본 발명의 일 측면은 [0011]

음이온성 단백질 약물을 포함하는 약물 수용액을 내부 노즐에 주입하고, 키토산 또는 그 유도체를 포함하는 용[0012]

액을 외부 노즐에 주입하여 동축전기방사시켜 얻은, 코어에 음이온 단백질을 함유하고 쉘에 키토산을 함유하는

음이온성 단백질 약물 전달을 위한 키토산 나노섬유를 제공한다. 

본 발명의 다른 일 측면은 [0013]

음이온성 단백질 약물의 수용액을 듀얼노즐의 내부 노즐에 주입하는 단계;[0014]

키토산 또는 그 유도체를 포함하는 용액을 듀얼노즐의 외부 노즐에 주입하는 단계; 및 [0015]

전압을 20 ~ 27 kV 가하면서, 내부 노즐 및 외부 노즐의 유속을 각각 0.05~0.1 ml/h 및 0.5~1.5 ml/h로 가하여[0016]

동축전기방사하여 나노섬유를 제조하는 단계를 포함하는 상기 본 발명의 일 측면에 따른 키토산 나노섬유의 제

조방법을 제공한다. 

본 발명의 또 다른 일 측면은 상기 본 발명의 일 측면에 따른 코어에 음이온 단백질을 함유하고 쉘에 키토산을[0017]

함유하는 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 키토산 나노섬유를 포함하는 음이온성 단백질의 경점막 투여제를

제공한다. 

이하, 본 발명을 보다 상세하게 설명한다. [0018]

본 발명에서 사용되는 모든 기술용어는, 달리 정의되지 않는 이상, 본 발명의 관련 분야에서 통상의 당업자가[0019]

일반적으로 이해하는 바와 같은 의미로 사용된다.  또한 본 명세서에는 바람직한 방법이나 시료가 기재되나, 이

와 유사하거나 동등한 것들도 본 발명의 범주에 포함된다.  본 명세서에 참고문헌으로 기재되는 모든 간행물의

내용은 본 발명에 전체가 참고로 통합된다. 

본 발명자들은 음이온성 단백질을 보다 효율적으로 포접할 수 있으며, 점막에 용이하게 부착하여 단백질 약물[0020]

전달을 향상시킬 수 있는 경점막 투여 가능한 나노섬유 제제에 대해 연구한 결과, 고분자로서 키토산 또는 키토

산 유도체를 이용하여 동축전기방사법에 의해 쉘을 구성하도록 하고 음이온성 단백질 약물을 코어를 구성하는

나노섬유를 동축전기방사법에 의해 제조하면 상기 목적을 달성할 수 있음을 발견하여, 본 발명을 완성하게 되었
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다. 

따라서, 본 발명은 일 측면에 있어서, [0021]

음이온성 단백질 약물을 포함하는 약물 수용액을 내부 노즐에 주입하고, 키토산 또는 그 유도체를 포함하는 용[0022]

액을 외부 노즐에 주입하여 동축전기방사시켜 얻은, 코어에 음이온 단백질을 함유하고 쉘에 키토산을 함유하는

음이온성 단백질 약물 전달을 위한 키토산 나노섬유를 제공한다. 

상기 음이온성 단백질 약물을 포함하는 약물 수용액은 폴리비닐알콜, 폴리부텐, 폴리아크릴산나트륨, 포비돈,[0023]

폴리포스포릴콜린글라이콜아크릴레이트,  잔탄검,  구아검,  젤라틴,  메틸셀룰로오즈,  하이셀,  카보폴프리젤,  및

이들의 조합으로 구성된 군에서 선택된 점도 조절제를 더 포함할 수 있다.  이는 동축전기방사에 의한 나노섬유

제조 시, 코어에 부가되는 수용액의 점도가 떨어지면 섬유 형태의 모양이 만들어지지 않고, 부분적으로 비드가

발생될 수 있기 때문이다.   

상기 음이온성 단백질 약물은 인체의 점막에 국소적으로 적용할 필요가 있거나 전신투여할 필요가 있는 임의의[0024]

음이온성 단백질 약물이 사용될 수 있다.  이러한 음이온성 단백질은 인간성장호르몬, 소혈청 알부민 (BSA), 홍

합 접착 단백질, 및 이들의 조합으로 구성된 그룹에서 선택되는 것일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

상기 키토산 유도체는 아크릴화 키토산, 티올화 키토산, 또는 포스포릴화 키토산일 수 있으며, 이에 한정되는[0025]

것은 아니고, 상기 동축전기방사법에 의해 나노섬유를 제조할 수 있는 임의의 키토산 유도체일 수 있다.

상기 키토산은 갑각류의 껍질에 풍부하게 함유된 물질인 키틴을 탈아세틸화하여 얻어진 고분자로서, 글루코사민[0026]

과 N-아세틸글루코사민의 공중합체이다.  키토산은 최근 FDA에 의해 의료용으로 또는 식용으로 승인이 나는 등

뛰어난 생체 적합성을 가진다.  또한, 버려지기 쉬운 게나 새우의 껍질에서 얻기 때문에 단가가 매우 저렴하고

장내 세균 등에서 분비되는 키티나제(chitinase)에 의해 체내에서 분해될 수 있다.  상기 키토산 또는 그 유도

체의 분자량은 70 ~ 500K 일 수 있으며, 바람직하게는 50  ~ 300K 이며, 가장 바람직하게는 100K이다.  키토산

이 상기 분자량을 벗어날 경우, 나노섬유 제조 시, 비드가 생성되는 등 섬유의 형태가 유지되지 않아 나노섬유

를 제조할 수 없는 문제가 발생될 수도 있다.       

본 발명은 다른 일 측면에 있어서,[0027]

음이온성 단백질 약물의 수용액을 듀얼노즐의 내부 노즐에 주입하는 단계;[0028]

키토산 또는 그 유도체를 포함하는 용액을 듀얼노즐의 외부 노즐에 주입하는 단계; 및 [0029]

전압을 20 ~ 27 kV 가하면서, 내부 노즐 및 외부 노즐의 유속을 각각 0.05 ~ 0.1 ml/h 및 0.5 ~ 1.5 ml/h로 가[0030]

하여 동축전기방사하여 나노섬유를 제조하는 단계를 포함하는 상기 본 발명의 키토산 나노섬유의 제조방법을 제

공한다. 

상기 음이온성 단백질 약물의 수용액은 폴리비닐알콜, 폴리부텐, 폴리아크릴산나트륨, 포비돈, 폴리포스포릴콜[0031]

린글라이콜아크릴레이트, 잔탄검, 구아검, 젤라틴, 메틸셀룰로오즈, 하이셀, 카보폴프리젤, 및 이들의 조합으로

구성된 군에서 선택된 점도조절제를 더 포함할 수 있다.  상기 음이온성 단백질 수용액의 농도는 음이온성 단백

질 0.001 ~ 0.007 g/mL, 점도조절제 0.005 ~ 0.05 g/mL의 범위일 수 있다.  상기 농도 범위를 벗어날 경우는

단백질이 나노섬유 내에 적게 포접 되는 문제점 또는 내부 노즐 용액의 농도가 적절하지 않아, 나노섬유를 제작

하는데 어려움이 발생할 수도 있다.

상기 키토산 또는 그 유도체를 포함하는 용액의 용매는 트리플루로로 아세트산 및 디클로로메탄의 혼합용매, 헥[0032]

사플루오로이소프로판올 및 트리플루로로 아세트산 혼합용매와 같은 산성 용액일 수 있다.  상기 키토산 또는

그 유도체를 포함하는 용액의 농도는 0.05 ~ 0.1 g/mL의 범위일 수 있다.  상기 농도 범위를 벗어날 경우는 용

액의 낮은 점성에 의해 비드가 형성되는 문제점 또는 높은 점성으로 인해 전기방사 도중 불안정한 전류가 흘러

불꽃이 발생할 수 있어 문제가 된다.

상기 내부 노즐 및 외부 노즐의 유속은 바람직하게는 각각 0.07~0.09 ml/h 및 0.9~1.1 ml/h로 할 수 있다. [0033]

상기  제조된  나노섬유는  키토산의  아민기가  용매  중의  트리플루로로  아세트산(TFA)과  극성이  높은  염  (-[0034]

NH3
+
CF3COO

-
)을 형성하여, 나노섬유가 물에 잘 용해될 수 있는 문제가 있다.  이를 방지하기 위해, 상기 제조방

법은 나노섬유를 제조하는 단계 후에 알칼리 용액 중에서 나노섬유를 중성화하는 단계를 더 포함할 수 있다. 

상기 알칼리 용액은 예를 들어 탄산나트륨, 탄산칼슘, 탄산칼륨, 또는 인산나트륨 등의 수용액 일 수 있다.  상[0035]
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기 알칼리 용액의 농도는 1 ~ 6 M 일 수 있으며, 약 6 ~ 24 시간 동안 방치함으로서 중성화할 수 있다.  상기

중성화 하는 단계에 의해 나노섬유의 직경은 팽창될 수 있으나, 나노섬유의 형태는 일정하게 유지되는 것으로

확인되었다. 

상기 본 발명에 따른 나노섬유는 음이온성 단백질이 내부 코어에 존재하고 키토산 또는 그 유도체가 그 음이온[0036]

성 단백질을 감싸는 형태를 가진다.  본 발명의 일 구현예에 따라 음이온 단백질로서 인성장호르몬(hGH)을 사용

하여 동축전기방사법에 의해 제조된 나노섬유의 단면도를 도 2에 나타내었다.  도 2에 나타난 바와 같이, 본원

발명의 동축전기방사법 의해 수집기 전극(collector elelctrode)에 수집된 나노섬유의 단면은 쉘 부분에 키토산

이 감싸고 있고 코어 부분에 음이온성 단백질에 해당하는 hGH이 존재하는 형태를 갖는다.    

 키토산은 아민기의 존재로 인해 양이온성을 띠므로 내부에 음이온성 약물을 안정적으로 포접할 수 있다.  따라[0037]

서, 본 발명에 따른 동축전기방사법에 의한 나노섬유는 음이온성 약물을 매우 효율적으로 포접할 수 있는 장점

이 있다.  

또한, 생체의 점막은 음이온을 띠므로, 상기 본 발명에 따른 나노섬유는 쉘 부분이 양이온을 띠는 키토산으로[0038]

구성되어, 생체 점막에 적용 시 점막과의 부착력이 높다.  따라서, 본 발명에 따른 나노섬유는 구강 점막에 적

용 시, 구강 점막과의 부착력이 높아 음이온성 단백질의 구강 점막을 통한 약물전달이 촉진될 수 있어 바람직하

다.  또한, 본 발명에 따른 나노섬유는 나노섬유의 코어 내에 음이온성 단백질이 존재하여 생체에 적용 시 약물

의 방출의 급작스럽게 이루어지지 않고 서서히 방출할 수 있는 장점도 있다.     

따라서, 본 발명은 다른 일 측면에 있어서, 상기 본 발명에 따른 음이온성 단백질 약물 전달을 위한 키토산 나[0039]

노섬유를 포함하는 음이온성 단백질의 경점막 투여제를 제공한다.

상기 점막은 약물의 투여가 가능한 임의의 점막일 수 있으며, 예를 들어 구강 점막, 눈 점막, 비 점막, 귀[0040]

점막, 위장 점막, 질 점막, 또는 항문 점막 등일 수 있다.  바람직하게는, 상기 경점막 투여제는 구강 점막을

통한 투여제일 수 있다. 구강 점막은 앞서 언급한 바와 같이, 혈관이 잘 발달되어 있어 단백질 약물 전달에 효

과적이며, 구강점막을 통해 단백질 약물이 투여되면 간과 위에 의한 초회통과효과를 피할 수 있어 약물의 손실

을 최소화 할 수 있다는 점에서 매우 바람직하다.  

상기 본 발명에 따른 나노섬유를 실제로 경점막 투여제로 적용하기 위해서는 그대로 이용될 수도 있으며, 경점[0041]

막 투여제로 제제화하기 위해 당해 기술분야에 공지되어 있는 통상적인 제제화 기술이 이용될 수도 있다.   

발명의 효과

앞서 설명한 바와 같이, 본 발명에 따른 나노섬유는 동축전기방사법에 의해 쉘 부분에 키토산 또는 그 유도체가[0042]

감싸고 있고 코어 부분에 음이온성 단백질이 포접되는 형태를 가져, 음이온성 단백질을 보다 효율적으로 포접할

수 있으며, 쉘 부분의 키토산의 존재로 인해 점막에 용이하게 부착하여 단백질 약물의 체내 전달력이 매우 우수

하다.  또한, 약물이 코어 부분에 존재하여 약물이 급격히 방출되지 않아, 급격한 약물의 흡수에 따른 부작용을

방지하고 약물을 지속적으로 체내에 전달할 수 있는 장점이 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 코어-쉘 나노섬유를 제조할 수 있는 동축전기방사에 의한 나노 섬유의 제조 실험장치를 나타낸 것이다.[0043]

도 2는 본 발명의 일 구현예에 따라 동축전기방사법에 의해 제조되는 나노섬유 및 그 나노섬유의 단면도를 함께

나타낸 것이다. 

도 3은 본 발명의 일 구현예에 따라 제조된 나노섬유의 중성화 단계 전 및 후의 사진을 배율을 달리하여 전계방

사형주사전자현미경으로 관찰한 결과를 촬영한 사진이다. 

도 4는 동축전기방사법에서 내부 노즐 및 외부 노즐의 유속을 변화시켜 가면서 제조된 나노섬유 및 단일 노즐을

이용해 제조된 나노섬유를 광학현미경으로 관찰한 사진이다. 

도 5는 동축전기방사법에서 내부 노즐 및 외부 노즐의 유속을 변화시켜 가면서 제조된 나노섬유에서 내부 노즐

의 FITC-BSA가 나노섬유의 내부로 들어가는 양상을 확인하기 위한 공초점 레이저 현미경사진이다. 

도 6은 증류수 중의 FITC-BSA 농도에 따른 형광 값을 나타내는 표준곡선이다.
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 실시예를 통하여 더욱 상세히 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0044]

기 위한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다. 

실시예 1: 동축전기방사법을 이용한 키토산/FITC-BSA 나노섬유 제조[0045]

키토산/FITC-BSA 나노섬유는 쉘에는 키토산(Mw 100,000, Wako)이, 코어에는 플루오레세인 5(6)-이소티오시아네[0046]

이트  (FITC)  (Mw  389.38,  Sigma)가  결합한 소혈청알부민(BSA)(Mw  66,000,  Sigma)  및  폴리비닐알콜(PVA)(Mw

27,000, Sigma)로 구성된다.  외부 노즐의 키토산 용액은 트리플루오로아세트산(TFA): 디클로로메탄(DCM)(7:3,

v/v)의 혼합용매에 7% (w/v)의 농도로 준비하였다. 내부 노즐의 용액은 FITC-BSA를 1% (w/v) PVA 용액에 0.35

mg/ml의 농도로 녹였다.  듀얼 노즐의 내부 노즐에서는 FITC-BSA/PVA 용액이, 외부 노즐에서는 상기 키토산 용

액이, 각각  0.08 및 1.0 ml/h의 유속으로 제공되었다(이하, "0.08-1.0 ml/h"로 표시한다). 전체 전압은 25 kV

를 가하며, 바늘과 접지 간 사이의 거리는 15 cm를 유지하였다.  

실시예 2: 키토산/FITC-BSA 나노섬유의 중성화[0047]

키토산의 아민기에 의해 양이온성을 띄고 있는 키토산/FITC-BSA 나노섬유를 중성화하기 위하여 나노섬유를 4 M[0048]

탄산나트륨 용액에 12 시간동안 37℃ 온도를 유지하며 담가 두었다.  이후, 증류수로 10 회의 세척을 거친 후

동결건조 하였다.

그리고, 중성화 하기 전 후의 나노섬유의 형태를 전계방사형주사전자현미경으로 관찰하였으며, 그 결과를 촬영[0049]

한 사진을 도 3에 나타내었다. 

도 3은 본 발명의 일 구현예에 따라 제조된 나노섬유의 중성화 단계 전 및 후의 사진을 배율을 달리하여 전계방[0050]

사형주사전자현미경으로 관찰한 결과를 촬영한 사진이다. 

키토산 나노섬유의 굵기는 중성화하기 전과 후가 각각 122.6±32.5 nm, 252.5±98.4 nm로 관찰되었다.  나노섬[0051]

유가 탄산나트륨에서 중성화 되는 과정에서 팽창될 수 있기 때문에 나노섬유의 직경이 약 두 배로 늘어났지만,

키토산 나노섬유의 형태는 일정하게 유지되는 것으로 확인되었다.

실험예 1: 유속의 변화에 따른 나노섬유의 변화[0052]

상기 실시예 1에서 유속을 내부 노즐의 FITC-BSA/PVA 용액 및 외부 노즐의 키토산 용액을 0.05-1.0 ml/h, 0.1-[0053]

1.0 ml/h로 하는 것을 제외하고, 상기 실시예 1과 동일한 방식으로 나노섬유를 제조하였다.  

또한, 싱글 노즐을 사용하여 나노섬유를 제조하였다.  구체적으로는, 전기방사에 필요한 용액은 트리플루오로아[0054]

세트산 (TFA)  :  디클로로메탄 (DCM)  (7:3,  v/v)의 혼합용매에 0.7  g/ml의 농도의 키토산을 녹이고,  여기에

0.0035 g/ml의 농도의 소혈청알부민 (BSA), 0.01 g/ml의 점도 조절제(폴리비닐알콜)을 첨가하였다. 그리고 단일

노즐에 이 용액을 가하고, 0.8 ml/h의 유속으로 공급하면서, 전체 전압은 25 kV를 가하며, 바늘과 접지 간 사이

의 거리는 10cm를 유지하였다.

상기 실시예 1에서 제조된 나노섬유와 함께, 상기 제조된 나노섬유에 대해 섬유 모양을 광학 현미경으로 관찰한[0055]

결과를 도 4에 나타내었다.     

도 4는 동축전기방사법에서 내부 노즐 및 외부 노즐의 유속을 변화시켜 가면서 제조된 나노섬유 및 단일 노즐을[0056]

이용해 제조된 나노섬유를 광학현미경으로 관찰한 사진이다. 

7%(w/v)의 키토산 나노섬유를 단일 노즐을 이용해 1.0ml/h, 25kV로 방사하면 일정한 모양의 나노섬유가 제조된[0057]

다(d). 반면에, 이중 노즐을 이용해 전기방사를 하게 되면 내부 노즐에 증류수가 포함되어 증발성이 낮아지면서

비드가 다수 형성된다(c).  따라서, 외부 노즐의 유속은 1.0 ml/h로 고정하고, 내부 노즐의 유속를 변화시켜 최

적의 나노섬유가 방사되는 조건인 0.08 - 1.0ml/h (내부 노즐- 외부 노즐)(b)를 정립하였다. 

또한, 상기 실시예 1에서 유속을 내부 노즐의 FITC-BSA/PVA 용액 및 외부 노즐의 키토산 용액을 0.02-1.0 ml/h,[0058]

0.04-1.0  ml/h,  0.06-1.0  ml/h로  하는  것을  제외하고,  상기  실시예  1과  동일한  방식으로  나노섬유를
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제조하였다.  그리하여 얻어진 나노섬유 및 상기 실시예 1의 나노섬유에 대해 나노 섬유 내부에 포접되는 FITC-

BSA를 공초점 레이저 현미경으로 관찰한 결과를 촬영한 사진을 도 5에 나타내었다(600배, inner-outer).

도 5는 동축전기방사법에서 내부 노즐 및 외부 노즐의 유속을 변화시켜 가면서 제조된 나노섬유에서 내부 노즐[0059]

의 FITC-BSA가 나노섬유의 내부로 들어가는 양상을 확인하기 위한 공초점 레이저 현미경사진이다. 

도 5에 따르면, 내부 노즐의 유속이 0.02, 0.04 ml/h인 그룹의 경우(a,b)에는 FITC-BSA가 나노 섬유의 일부에만[0060]

포접되어  있고,  0.06  ml/h  그룹(c)에서는  비드의  생성으로  인해  그  주위에만  FITC-BSA가  중점적으로

위치하였다.  이에 비해 0.08-1.0 (inner-outer)ml/h로 방사한 나노섬유(d)에서는 FITC-BSA가 나노섬유의 내부

에 비교적 균일하게 분포해 있는 것을 확인하였다.

실험예 2: FITC-BSA의 포접 효율 측정[0061]

상기 실험예 1 및 2에서 키토산/FITC-BSA 나노섬유의 코어에 함유된 BSA의 포접 효율을 측정하기 위하여, 중성[0062]

화 하기 전의 나노섬유를 무게를 잰 뒤, 1 ml의 증류수에 완전히 녹인 후 형광분광계를 이용하여 형광을 측정하

였다(excitation 495nm, emission 520nm). 표준곡선은 각 농도 별로 증류수에 녹여진 FITC-BSA의 형광 값을 사

용하여 제작하였으며, 도 6에 나타내었다.  구체적으로는 표준곡선은 FITC-BSA의 농도 별(50, 25, 12.5, 6.25,

3.13, 1.56, 0.78, 0.39 mg/ml)의 형광 값으로 구해서 제작하였다. 

도 6은 증류수 중의 FITC-BSA 농도에 따른 형광 값을 나타내는 표준곡선이다.[0063]

샘플 나노섬유에 포접된 FITC-BSA의 포접효율은 하기 식에 의해 산출하였다. [0064]

포접효율(%) = (실제 측정된 FITC-BSA의 양/이론적으로 포접되는 FITC-BSA의 양) x 100[0065]

그 결과를 하기 표 1에 정리하였다. [0066]

표 1

[0067]

상기 표 1의 결과에 따르면, 본 발명에 따라 제조된 나노섬유는 음이온성 단백질을 평균 79.1%의 높은 효율로[0068]

포접할 수 있는 것으로 나타났다.  따라서, 본 발명에 따른 나노섬유는 음이온성 단백질을 높은 효율로 제조할

수 있어, 매우 경제성이 높은 것으로 나타났다.
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도면

도면1

도면2
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도면3

도면4
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도면6
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