
 

 

저작자표시-비영리-변경금지 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

비영리. 귀하는 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 없습니다. 

변경금지. 귀하는 이 저작물을 개작, 변형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


박 사 학 위 논 문

병풀추출물을 함유한 지질 기반 

나노베지클의 특성과 피부투과 연구

이 은 희

제주대학교 대학원

화학과

2023년 8월



병풀추출물을 함유한 지질 기반 

나노베지클의 특성과 피부투과 연구

이 논문을 이학 박사 학위논문으로 제출함

이 은 희

제주대학교 대학원

화학과

지 도 교 수 윤 경 섭

이은희의 이학 박사 학위논문을 인준함

2023년 6월

심사위원장      현 창 구         인

위      원      이 남 호         인

위      원      박 경 순         인

위      원      한 신 호         인

위      원      윤 경 섭         인



 A Study on the Characteristics and 
Skin Absorption of Lipid-Based 

Nano Vesicle Containing 
Extrat of Centella asiatica

 A Dissertation submitted to the graduate school of
Jeju National University in partial fulfillment of
the requirements for the degree of Doctor of            

Philosophy in Chemistry
     under the supervision of Kyung-Sup Yoon

The dissertation for the degree of Doctor of Philosophy

by Eun-hee Lee

has been approved  by the dissertation committee.

2023. 06.

Chair            CHANG-GU HYUN       

Member            NAM HO LEE           

Member            KYUNG SOON PARK    

Member            SIEN-HO HAN          

Member            KYUNG-SUP YOON     



- i -

목차

List of Tables ···················································································································· ⅲ

List of Figures ·················································································································· ⅳ

Abstract ······························································································································· ⅷ

Ⅰ. 서론 ·································································································································· 1

Ⅱ. 재료 및 방법 ················································································································ 14

2.1. 시약 및 기기 ·············································································································· 14

2.2. Liposome & Transfersome 제조 ········································································ 15

2.3. Ethosome 제조 ········································································································· 19

2.4. Transethosome 제조 ······························································································ 19

2.5. Nano vesicle의 안정성 측정 ················································································· 22

2.6. 최적화된 nano vesicle 제조 ················································································ 24

2.7. Madecassoside의 HPLC 분석 ············································································· 25

2.8. 최적화된 nano vesicle의 in vitro 피부흡수 실험 ··········································· 28

2.9. 최적화된 nano vesicle의 약물 방출 실험 ·························································· 30

2.10. 최적화된 nano vesicle의 캡슐 효율 ·································································· 30

2.11. 최적화된 nano vesicle의 형태 관촬 (TEM) ····················································· 30

2.12. 최적화된 nano vesicle의 인지질 종류에 따른 피부투과율 ··························· 33

2.13. 통계학적 검증 ·········································································································· 33

Ⅲ. 결과 ································································································································ 36

3.1. Liposome & Transfersome의 물리화학적 특성 및 최적화 ··························· 36

3.2. Ethosome의 물리 화학적 특성 및 최적화 ·························································· 43

3.3. Transethosome의 물리 화학적 특성 및 최적화 ··············································· 50



- ii -

3.4. Madecassoside 함량 분석 ······················································································ 57

3.5. 최적화된 제형의 약물 방출 (Drug release) ······················································· 57

3.6. 최적화된 제형의 캡슐 효율 ··················································································· 57

3.7. 피부흡수율 및 피부 흡수 플럭스 (Flux) ······························································ 63

3.8. 최적화된 제형의 형태학적 관찰 (TEM) ································································ 67

3.9. 인지질 종류에 따른 피부흡수율 및 피부 흡수 플럭스 (Flux) ······················· 69

Ⅳ. 결론 ································································································································ 75

Ⅴ. 참고문헌 ························································································································ 79



- iii -

List of Tables

Table 1. Structure and HLB value of edge activator ······································· 17

Table 2. Preparation of liposome & transfersome using different edge 

activator ····························································································································· 18

Table 3. Preparation of ethosome with different EtOH contents ················ 20

Table 4. Preparation of transehtosome with different EtOH contents & 

edge activator ·················································································································· 21

Table 5. Preparation of optimized nano vesicle ················································· 26

Table 6. HPLC condition for determination of Madecassoside ····················· 27

Table 7. Franz diffusion cells operation and condition ·································· 29

Table 8. Penetrant rating chart for permeability coefficients ······················ 29

Table 9. Preparation of optimized nano vesicle with Lipoid S75 ················ 34

Table 10. Preparation of optimized nano vesicle with Lipoid P100 ············ 35

Table 11. Results of dialysis membrane method capsulating efficientcy · 62

Table 12. Mass balance of skin absorption and kinetic parameters of 

Madecassoside through the Strat-M membrane ······················································ 66



- iv -

List of Figures

Figure 1. Cetella Asiatica of main ingredient ························································ 3

Figure 2. Schematic illustration of the anatomy of the skin (A) and 

schematic representation of epidermis layer of skin (B) ·································· 5

Figure 3. Schematic representation of transdermal drug delivery 

mechanisms ························································································································· 6

Figure 4. (A) Structure of phospholipid and (B) structure of liposome ····· 9

Figure 5. Structure and type of phospholipid ······················································ 9

Figure 6. (A) High-pressure homogenizer and (B) principle of High- 

pressure homogenizer ··································································································· 11

Figure 7. Classification of vesicle size and lamellarity ··········································· 13

Figure 8. Different vesicular carriers with defined layers and composition 

··············································································································································· 13

Figure 9. Method of manufacturing liposomes ··················································· 16

Figure 10. Principles of dynamic (static) light scattering and fluctuation in 

intensity of the scattered light from suspensions of different size particles ·· 23

Figure 11. Traditional experimental setup of an in vitro drug release 

using dialysis tubing as a separation method (a) and Schematic 

representation of dialysis (b) ····················································································· 32

Figure 12. Particle size data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

liposome and transfersome. The results were expressed as the mean ± 

SD (N = 3), *p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data ················ 37

Figure 13. Plot of particle size (R3) versus elapsed time (day) at (a) 25 ℃ 

and (b) 45 ℃ on liposome and transfersome ························································· 38

Figure 14. PDI data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on liposome and 

transfersome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3), *p 



- v -

< 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data ··············································· 39

Figure 15. Zeta potential data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

liposome and transfersome. The results were expressed as the mean ± 

SD (N = 3), *p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data ················ 41

Figure 16. pH data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on liposome and 

transfersome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3) ··········· 42

Figure 17. Particle size data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

ethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3), *p < 0.05, 

**p < 0.01 compared with each 1 d data ································································· 45

Figure 18. PPlot of particle size (R3) versus elapsed time (day) at (a) 25 

℃ and (b) 45 ℃ on ethosome ··················································································· 46

Figure 19. PDI data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on ethosome. 

The results were expressed as the mean ± SD (N = 3), *p < 0.05, **p < 

0.01 compared with each 1 d data ········································································· 47

Figure 20. Zeta potential data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

ethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3), *p < 

0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data ··················································· 48

Figure 21. pH data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on ethosome. The 

results were expressed as the mean ± SD (N = 3) ·············································· 49

Figure 22. Particle size data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

transethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3), *p 

< 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data ··············································· 52

Figure 23. Plot of particle size (R3) versus elapsed time (day) at (a) 25 ℃ 

and (b) 45 ℃ on transethosome ··············································································· 53

Figure 24. PDI data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on transethosome. 

The results were expressed as the mean ± SD (N = 3), *p < 0.05, **p < 0.01 

compared with each 1 d data ······················································································ 54



- vi -

Figure 25. Zeta potential data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

transethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3), *p < 

0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data ······················································· 55

Figure 26. pH data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

transethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3) · 56

Figure 27. Madecassoside  calibration curve using HPLC system ·············· 59

Figure 28. HPLC chromatograms; (a) madecassoside, asiaticoside, 

madecassic acid and asiatic acid peaks of Centella quatro, (b) 

madecassoside standard peak, detected at 202 nm ········································· 60

Figure 29. Drug release of 4-types formulation in madecassoside by 

dialysis membrane method for 24 h (N = 3) ······················································· 61

Figure 30. Cumulative skin absorption of madecassoside over time by 

Franz diffusion cell test of four formulations by Strat-M membrane ······ 64

Figure 31. Comparison of four formulations for Flux (μg/cm2/h) of 

madecassoside over time by Franz diffusion cell test by Strat-M 

membrane ·························································································································· 65

Figure 32. Cryo-TEM images of a liposome (A), transfersome (B), 

ethosome (C), transethosome (D) ············································································· 68

Figure 33. Cumulative skin absorption of madecassoside over time by 

Franz diffusion cell test of four formulations using P 75 

phosphatidylcholine by Strat-M membrane ························································· 71

Figure 34. Comparison of four formulations for Flux (μg/cm2/h) of 

madecassoside over time by Franz diffusion cell test using P 75 

phosphatidylcholine by Strat-M membrane ························································· 72

Figure 35. Cumulative skin absorption of madecassoside over time by 

Franz diffusion cell test of four formulations using P 100 

phosphatidylcholine by Strat-M membrane ························································· 73



- vii -

Figure 36. Comparison of four formulations for Flux (μg/cm2/h) of 

madecassoside over time by Franz diffusion cell test using P 100 

phosphatidylcholine by Strat-M membrane ························································· 74



- viii -

Abstract

A Study on the Characteristics and Skin Absorption of Lipid-Based 
Nano Vesicle Containing Extrat of Centella asiatica

 In this study, the physicochemical characteristics and skin permeability 

of various forms of liposomes containing centella asiatica extract were 

compared. The physicochemical properties and skin absorption rates of 

liposome and tranfersome using various surfactants as edge activators, 

ethosome prepared by varying the content of ethanol, and transethosome 

containing various edge activators and ethanol were compared. The 

particle size, PDI, zeta potential, and pH of the nano vesicles were 

observed at 25℃ and 45℃ for 60 d. First, after 60 d of manufacture, the 

particle size of liposome and tranfersome did not change significantly at 

25℃, but the size of the transfersome containing span 80 (HLB 4.3) and 

Tween 85 (HLB 11) increased, and the smaller the surfactant HLB value, 

the particle size tended to increase. This is believed to be due to the 

Ostwald ripening in which when the HLB value of the non-ionic 

surfactant is large, the surfactant in the small particles melts into the 

medium more and is adsorbed to the large particles. It was confirmed 

that the zeta potential, PDI, and pH were stable because there was no 

significant change from 25℃. Ethosome confirmed that the higher the 

content of ethanol, the higher the particle size and PDI. It was confirmed 

that the zeta potential decreased slightly when stored at a 45℃, and the 

pH did not change significantly. Through this, when the content of 

ethanol is 5%, the particle size is the smallest and the PDI and zeta 
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potential are stable.

Through the optimization of ethosome, it was confirmed that the content 

of ethanol was the most stable when the ethanol was 5%, and 

transethosome was referred to in manufacturing. Span 80, Tween 20, 

Tween 80, and Tween 85 were used as edge activators, and as a result, 

it was confirmed that the particle size was changed by the edge 

activator. The particle size tends to increase as the surfactant HLB value 

decreases, and the particle size is the smallest particle size containing 

Tween 20 with the highest HLB value. It was confirmed that PDI, zeta 

potential, and pH were stable without significant change. Through this, 

the optimized conditions were confirmed, and the ratio of phospholipids 

to surfactants was 80:20, and when Tween 20 was used, it was judged to 

be the most stable formulation when the ethanol content was 5%.

These results were prepared by liposome, transfersome, ethosome, and 

transethosome that perform the capsule efficiency, drug release, skin 

absorption, and TEM. In the capsule efficiency experiment, the efficiency 

was high in the order of ethosome, transethosome, liposome, and 

transfersome, and in the drug release experiment, tranfersome was the 

highest at 46.39±0.16% after 2 h, and the most release occurred at 

94.90±0.26% after 24 h. After 24 hours, liposome, transehtosome, and 

ethosome appeared in the order, it was confirmed that the drug was 

slowly released from four formulations, and it was judged to be an 

appropriate formulation to deliver the drug. As a result of evaluating the 

skin permeability of the four formulations using Franz diffusion cell, the 

skin permeability of transethosome was the highest, followed by 

transosome, ethosome, and liposome. At the skin permeation rate (Flux), 

the speed of liposome and ethosome increased after 2 h of initial 
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permeation, but after 4 h of permeation, it was confirmed that the 

permeation speed of transethosome and transosome increased rapidly. 

This reduces the interfacial tension of the lipid membrane present in the 

stratum corneum because transethosome has both variability and 

flexibility by surfactants and ethanol, and as the skin barrier loosens, 

the delivery of active substances into the skin is effectively delivered 

deeper. 

Cryo-TEM was used for morphological observation of the four 

formulations, all of which identified lipid double layers, and the vesicle 

size of 90-150 nm.

In addition, when the skin absorption rate was investigated according to 

the type of phospholipid, the skin absorption rate was higher when using 

non-hydrogenated Lipoid S75 and Lipoid P100 than the hydrogenated 

Lipoid S75-3, and the overall absorption rate of transethosome was the 

highest. However, it was found that raw materials that were not 

hydrogenated were difficult to store, so it was not easy to use.

Through this study, the physicochemical and morphological 

characteristics of the four formulations were investigated, and through 

skin permeation experiments, transethosome with both variability and 

flexibility had the highest skin permeability and flux. Experiments on 

various formulations have confirmed that nano vesicles containing 

bottled grass quantitative extracts can be used as a cosmetic 

formulation, and it can be expected to play a role not only in cosmetics 

but also in locally affecting skin problems.



- 1 -

Ⅰ. 서론

현대 사람들은 삶의 질이 높아짐에 따라 외모에 대한 관심과 함께 아름다운 삶

에 대한 욕구가 증가하고 있다. 그러나 사람은 노화가 진행됨으로 인하여 피부와 

생리적 특성이 변화되어 피부의 탄력 감소, 주름살, 검버섯 등이 발생하게 된다. 

피부의 노화는 자외선의 노출, 외부 환경, 나이의 증가 등의 원인이 있다. 이러한 

요인으로 인하여 피부의 진피층에 존재하는 섬유아세포의 작용이 감소하고 콜라겐, 

엘라스틴 등의 구조 단백질의 합성량이 감소하며 피부의 수분이 손실된다[1]. 많은 

연구를 통하여 피부노화를 예방하고 치료하려는 노력을 하고 있으며, 노화 방지와 

피부 개선에 효과적인 물질이 많이 연구되어지고 있다. 코스메슈티컬의 관심이 높

아짐에 따라 천연소재에 대한 관심이 높아지고, 그 중에서 병풀추출물에 대한 관심

이 증가하며 다양한 연구가 이루어 지고 있다[2]. 

미나리과 병풀속에 속하는 다년생 포복성 초본인 병풀(Centella asiatica)은 아

프리카의 마다가스카르 섬이 원산지로 알려져 있으나 인도, 스리랑카, 등의 남아시

아와 인도네시아, 말레이시아와 함께 우리나라 제주도 및 남부 도서지방의 고온 다

습한 환경에서도 자생하는 것으로 알려져 있다[3]. 병풀의 다양한 효능은 많은 연

구를 통해 알려져 있으며, 신경세포 보호[4], 황산화[5, 6], 항균[7], 항염증[8], 주

름개선[9], 보습[10], 미백 및 자외선 차단[11], 피부각질 개선[12] 및 피부재생[13] 

등의 다양한 생리활성 증진 효능이 밝혀져 있다. 병풀의 주요 효능성분인 

Madecassic Acid, Asiaticoside, Asiatic Acid, Madecassoside는 Pentacyclic 

triterpene 유도체로 구성되어 있으며(Fig. 1), 피부결합 조직인 섬유아세포와 

glycosaminoglycans의 조절에 중요한 역할을 하며, 각화 세포를 유도하여 빠르고 

건강한 피부로의 성장을 촉진시켜 준다[3].  

피부는 외부 환경으로부터 신체를 보호하는 1차 방어선이며, 인체의 가장 큰 기

관으로서 물리적, 화학적인 외부 장애로부터 신체를 보호하는 기능을 한다[14]. 또
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한 멜라닌이 풍부하기 때문에 자외선(UV)로부터 인체를 보호하며[15], 온도조절을 

통한 항상성을 유지하도록 한다[16]. 피부는 크게 표피, 진피, 피하지방으로 이루어

져 있으며, 피부의 가장 바깥에 위치한 표피는 다시 각질층(Stratum corneum), 

투명층(Stratum lucidum), 과립층(Stratum granulosum), 유극층(Stratum 

spinosum), 기저층(Stratum basale)으로 나누어진다. 각질층은 각질화과정

(cornifcation)에서 기저층에 있는 죽은 케라티노사이트 세포에서 나오는 케라틴 

단백질로 구성되어 있으며, 이 것이 위로 이동하여 최종적으로 각질층에서 떨어져 

나가는데 3-4주가 걸린다[17](Fig. 2). 각질층은 세라마이드, 콜레스테롤, 유리지방

산 등으로 구성되어 있으며 외부 유해물질이나 세균의 침투로부터 피부를 보호하

는 피부장벽의 역할을 한다. 각질층 아래 투명층은 2-3 층의 케라티노사이트 세포

로 구성되어 있으며, 빛을 차단하는 역할을 한다. 그 아래는 과립층이 존재하며, 

각질층과 투명층에 비해 두꺼운 막을 가지고 있다. 과립에서 발견되는 단백질 구조

인 케라토히알린이 축적되어 형성된 살아 있는 세포로 구성되어 있다[18]. 과립층 

아래에는 유극층이 존재하며, 8 - 10층의 케라티노사이트로 구성된다. 

Desmosome이라 부르는 이곳은 세포 사이에 존재하며, 수지상 세포인 랑게르한스 

세포가 이 층에서 발견된다[19]. 마지막으로 표피의 가장 깊은 층인 기저층은 콜라

겐 섬유를 통해 진피와 직접 접촉해 있다. 기저층에서 케라티노사이트가 증식하여 

상부 표피층으로 이동하게 되는 것이다[20]. 감각시스템의 세포인 Merkel cell과 

melanocyte가 기저층에서 발견된다[21]. 표피 아래에 있는 피부는 진피이며, 유두

층과 망상층으로 이루어져 있다. 여기에는 지방세포, 혈관, 림프모세관이 존재한다. 

망상층은 콜라겐 섬유의 함량이 높기 때문에 유두층보다 밀도가 높으며 탄성이 존

재한다[22]. 진피에는 땀과 피지 분비 시스템 존재로 인하여 모낭, 피지선, 땀샘이 

풍부하다[23]. 진피 아래에 가장 깊은 피부층인 피하조직이 있다. 피하층 또는 표

피 근막으로도 알려진 피하조직은 피부, 근육 및 뼈 사이의 연결 조직으로 

proteoglycan과 Glycosaminoglycans이 풍부하다[24].  
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Figure 1. Cetella Asiatica of main ingredient.
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피부는 넓은 표면적 때문에 약물을 흡수 할 수 있는 곳이고, 약물을 함유한 제

형을 피부에 바르면 피부로 흡수되어 방출된다[25]. 그러나 피부를 통한 약물 흡수

는 피부의 구조적인 문제로 인하여 매우 어렵다[26]. 표피의 각질층에는 ‘brick 

and mortar’ 형태로 되어 있으며, 이는 지질과 케라티노사이트로 이루어져 있다

[27, 28]. 약물이 더 깊이 흡수 되기 위해서는 이러한 분자적 구조를 침투해야 한

다. 일반적으로 표피를 통한 약물흡수는 transepidermal과 transappendageal의 

두 가지 경로로 구분할 수 있다(Fig. 3). 첫 번째 주요 흡수 경로는 

transepidermal로 알려져 있으며, intercellular 경로는 표피의 각질세포의 세포

간 지질을 통화 확산되어야 하는 경로이며, 친수성 화합물이나 작은 분자는 이 경

로를 통해 진피까지 전달된다[29]. Transcellular 경로는 표피의 넓은 표면적에 약

물이 확산되어 세포를 통과하는 경로이며, 이는 세포막의 지질 복합체의 소수성 특

성으로 인하여 소수성 약물이 주로 전달되는 경로이다[30]. 두 번째 경로는 

transappendageal로 모낭 또는 땀샘을 통한 약물전달 방법이다. 이 경로는 극성 

또는 이온화 가능한 화합물의 경로이며, 큰 분자의 흡수에 유용하다[30]. 그러나 

이 경로는 피부 전체에서 적은 흡수 면적으로 인하여 다소 제한적이다. 따라서 연

구자들은 화학적, 물리적 방법을 조합하여 피부를 통한 약물 흡수율을 향상시키는 

방법으로 경피전달시스템(transdermal delivery system)에 대한 연구가 이루어졌

다. 경피 흡수를 향상시키기 위해서는 소낭을 이용하는 방법이 연구되었으며, 피부 

구조와 유사한 지질 기반의 인지질을 이용한 나노 소포체인 리포좀(liposome)을 

개발하였다. Liposome은 1964년 Bangham과 Horne이 개발한 최초의 인공 소포

체이며[32], 지질 이중층을 형성하여 친수성과 소수성 물질을 동시에 담지할 수 있

는 장점을 가지고 있어 의약품이나 화장품 산업에 많이 유용된다(Fig. 4A)[33]. 

Liposome은 구성성분인 지질의 구조 및 배열과 밀접한 관계가 있으며 극성을 띄

는 하나의 친수성(Hydrophilic) 머리부분과 탄화수소로 이루어진 두 가닥의 소수

성(Hydrophobic) 꼬리부분을 가지는 양친매성 물질이다. 이 분자구조는 인지질이 

물에 분산되어 자발적으로 지질 이중층을 형성하게 된다(Fig. 4B)[34, 35]. 
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Figure 2. Schematic illustration of the anatomy of the skin (A) and 

schematic representation of epidermis layer of skin (B)[31].
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Figure 3. Schematic representation of transdermal drug delivery 

mechanisms[31].
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인지질은 세포막을 구성하는 성분으로, 무해하며 양쪽 이온성 계면활성제 성질을 

가지고 있어 오래 전부터 liposome에 많이 사용되어졌다. 실제 liposome 제조시

에는 대두, 계란 등에서 추출한 천연인지질인 phosphatidylcholine (PC), 

Ethano-lamin (PE), serine, sphigomyelins, card iolipins, plasmalogens, 

phosmalogens, phophatidic acid (PA), cerebroside, phosphatidyl glycerol 

(PG) 같은 인지질 등이 많이 사용되어 지며, 이는 인산기에 결합한 알킬기의 종류

에 따라 분류된다(Fig. 5). 인지질의 인산기는 중성에서 이온화되어 극성머리 부분

은 전하를 갖는다. 물에 인지질을 분산시키면 인지질은 정렬된 구조로 재배열되고 

인지질의 소수성기는 안쪽으로 모이고 동시에 친수성인 극정 머리기는 물쪽으로 

향하게 된다. 인지질이 수용액상에 존재할 때, 수용상과 킨 탄화수소 지방산 사슬

과의 불리한 상호작용을 최소화 하기 위해서 분자들의 결집상태가 마이셀 구조보

다는 이중층 판상구조로 배열된다. 판상의 가장자리에서 물과 탄화수소 사슬의 상

호작용은 판상이 굽어져 폐쇄된 소낭을 형성하는데, 이 이중층 소낭이 liposome이

다. 인지질은 피부 생체막의 물리적 성질에 큰 영향을 미치며 생리활성 및 

barrier 기능에 중요한 역할을 한다. 인지질은 하나의 친수기에 두개의 친유성 사

슬을 지닌 구조로 보통 친수기의 종류에 따라 분류된다. 일반적으로 인지질 대부분

은 이중막구조(bilayer)를 형성하여 물에 분산하면 자발적으로 liposome 구조를 

형성한다. 

레시틴(Lecithin)은 1847년 Maurice Gobley가 난황(Lekithos)으로부터 분리하

여 얻은 물질이며, 통상적으로 인지질이라고 부른다[36]. 레시틴은 모든 세포막의 

필수 성분으로서 식물, 잉어알, 혈액 등에서 분리 가능하다. 처음 레시틴의 분리는 

난황이었지만, 이 후 콩기름에서 분리 성공으로 인하여 콩으부터 레시틴 분리가 이

루어졌으며 대두 레시틴이 가장 많이 사용되어 지고 있다. 레시틴은 천연계면활성

제로서 콜레스테롤이나 지질을 혈액속에 분산시켜 인체기관과 동맥에 지방이 추척

되는 것을 방지하는 생리적 유화제(Biological emulsifier)로서 작용하며, 생체에 

높은 생분해성(Biodegradability), 인체 친화성(Compatibility) 및 무자극성
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(Non-irritant)과 무독성(Non-toxic)의 특징을 가진다[37-39].

이러한 레시틴은 불포화 레시틴(Unsaturated lecithins)과 포화레시틴

(Hydrogenated lecithin)으로 나눌 수 있는데, 불포화 레시틴은 오일에 잘 녹지 

않는 특징이 있으며 오일에 녹일 때 많은 시간과 고온의 조건이 필요한 제약이 따

른다. 포화레시틴은 불포화된 레시틴에 촉매 수소 첨가로 얻은 천연물질이다. 포화

레시틴은 다양한 유화제와 함께 사용되었을 때, 안정적으로 잘 융합되며 원료 상태

에서도 안정적으로 보관이 가능하다. 

Liposome을 제조할 때, 크기를 감소시키고 입자를 균질화하기 위해서는 주로 

extruder, high-pressure homogenizer, ultrasonic homogenizer 등을 사용한

다. 각각의 기기들은 liposome의 양과 포집하는 성분의 특성을 고려하여 선택하게 

되며, 일반적으로 high-pressure homogenizer의 경우 많은 양의 liposome을 손

쉽게 균질화 할 수 있다는 장점이 있다. 본 연구에서는 크기를 감소시키고 균질화 

시키기 위하여 high-pressure homogenizer를 사용하였다. 원리는 유체가 관을 

통과할 때, 입자 간 충돌이 이루어지며 충돌로 인하여 미세하게 파괴된다. 이후, 

초음속으로 관을 통과하는 유체는 속도차 및 마찰과 같은 저항의 의해 유체 내 전

단력이 작용하여 입자가 끊어지는 현상이 발생하고 초고압에 의해 발생된 초음속 

유체는 압력의 의해 공동화 현상이 발생하여 유체의 분자간 응집력이 파괴되어 나

노사이즈의 liposome이 만들어지는 원리이다(Fig.6). 

Liposome의 종류는 이충증의 수나 liposome 크기에 따라 크게 MLV 

(multilamellar vesicle), LUV (large unilamellar vesicle), SUV (small 

unilamellar vesicle)로 분류한다. MLV는 구형의 소포체가 여러 겹으로 만들어져 

있으며, 직경은 0.1 ㎛ 이상이며, LUV는 이중층이 단일막으로 형성되어 있으며 직

경은 0.1 ㎛이상, SUV는 이중층이 단일막으로 형성되어 있으며 0.1 ㎛ 이하의 직

경을 가지고 있는 liposome을 말한다[40]. 또한 1 ㎛ 이상의 크기는 가지는 

GUV(giant unilamellar vesicle)와 MLV와 유사한 OLV (oligolamellar vesicle)
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Figure 4. (A) Structure of phospholipid and (B) structure of liposome.

 Figure 5. Structure and type of phospholipid.
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도 있다(Fig. 7)[41]. 

또한 1 ㎛ 이상의 크기는 가지는 GUV(giant unilamellar vesicle)와 MLV와 유

사한 OLV (oligolamellar vesicle)도 있다(Fig. 7)[41]. MLV와 liposome의 크기는 

크면 클수록 안정성이 저하되고 작을수록 안정성이 커지나 반면 liposome 크기가 

너무 작으면 약물 수용력이 감소 된다. 따라서 알맞은 liposome의 크기를 80 nm 

– 200 nm 사이라고 보고되고 있다[42, 43]. 

그러나 liposome의 단점은 소낭체가 불안정하여 누출이 발생하고, 물에 분산된 

상태에서 입자크기가 증가하여 안정성이 낮으며, 낮은 포집효율로 인하여 효과를 

기대하기 어려운 경우가 많이 보고 되고 있다[44-48]. 또한 효능 성분이 피부에 깊

게 침투하지 못하고 각질층의 위쪽 부분에만 존재하는 것으로 보고되고 있다[49]. 

이러한 liposome의 문제를 보완하기 위하여 1990년 초 G. Ceve는 지질 이중층에 

단일 사실 계면활성제인 edge activator를 사용하여 vesicle 막을 불안정하게 하

여 막에 가변성을 형성하도록 하는 트랜스퍼좀(Transfersome)을 제안하였다[50]. 

가변성을 가진 liposome은 탄성을 가지게 되어 효능성분이 경표피 삼투압 기울기

의 영향으로 각질층의 세포간 지질 경로로 빠르게 침투할 수 있다고 보고되고 있

다[51-55]. 또한 Touitou등이 개발한 에토좀(Ethosome)은 에탄올에 인지질을 용

해시켜 만들어지는 vesicle로 에탄올이 vesicle 막의 유연성을 높여 변형을 유도하

면서 계면장력을 낮추고 동시에 각질층의 피부장벽을 낮추는 역할을 하여 피부침

투에 더 용이하게 한다고 보고되고 있다[45, 56, 57]. 에탄올의 탄소 꼬리의 소수

성 특성은 지질 이중층의 소수성 사슬 영역에서 훨씬 쉽게 침투하고 지질과 주변 

수분 사이의 계면 영역에 가깝게 응축하는 에탄올 분자를 만든다고 보고되고 있다. 

에탄올의 밀도는 ethosome의 표면에 영향을 끼치므로 정전기적 반발로 인하여 안

정성이 향상되며, 피부층의 지질을 교란시켜 피부조직 깊숙이 약물이 침투하도록 

도와준다고 보고되고 있다[56]. 2012년 Song 등이 처음 보고한 트렌스에토좀

(Transethosome)은 ethosome의 기본 적인 구성과 추가적으로 edge activator를 

첨가하여 만들어졌다[58]. 이는 transfersome과 ethosome의 장점을 합친 것으로 
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Figure 6. (A) High-pressure homogenizer and (B) principle of 

High-pressure homogenizer.
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가변성과 유연성을 동시에 가져 약물이 피부조직에 더욱 깊숙이 침투할 수 있도

록 한다(Fig. 8). 

본 연구에서는 병풀추추물을 함유한 지질기반의 nano vesicle인 liposome, 

transfersome, ethosome, transethosome의 물리 화학적 특성과 제형의 최적 

조건을 찾고, 피부 투과 효율 비교를 연구하고자 하였다. 
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Figure 7. Classification of vesicle size and lamellarity[41].

Figure 8. Different vesicular carriers with defined layers and 

composition[59].



- 14 -

Ⅱ. 재료 및 방법
2.1 시약 및 기기 

본 연구에서 사용한 인지질은 수소 첨가를 통해 불포화 성분을 없앤 

Hydrogenated lecithin (Lipoid S75-3 75%, Lipoid, Germany)를 사용하였으며, 

edge activator로 계면활성제인 Polysorbate 20 (Tween 20, Merck, Germany)

을 사용하였다. 병풀의 주요 효능 성분을 포함한 Centella Quatro (Biospectrum, 

Korea)을 Butylenglycol (1.3-Butylenglycol, 대정화금, Korea)에 5%가 되도록 

가온하여 녹인 후 사용하였고, 지표물질로는 병풀의 주요성분 중 Madecassoside 

(Aladdin, China)을 사용하였다. Edge activator로 사용된 계면활성제는 

sorbitan monooleate (HLB 4.3, Span 80, Sigma, USA), polysorbate 20 

(HLB 16.7, Rheodol TW-L 120V, Tween 20, Kao, Japan), polysorbate 60 

(HLB 14.9, Rheodol TW-S120V, Tween 60, Kao, Japan), polysorbate 80 

(HLB 15, Rheodol TW-O120V, Tween 80, Kao, Japan), polysorbate 85 (HLB 

11, Tween 85, TCI, Japan)을 사용하였으며, 화학구조를 Table 1에 나타내었다. 

이외에 glycerin (Glycerin, Acid Chem Co., India), water (정제수)는 증류수 제

조기(Pure RO 130, Human Co., Korea)에서 제조한 것을(< 0.1 μS/cm) 사용하

였다. 언급되지 않은 다른 모든 화학 성분은 분석용 등급을 사용하였다. Nano 

vesicle은 High-pressure nanodisperser (NLM100, Ilshin Autoclave, Korea)

를 사용하여 제조하였으며, 입자크기, PDI, Zeta potential은 Zetasizer (Nano 

ZS, Malvern Instrument LtD, UK)를 통하여 분석하였다. Madecassoside의 함

량은 High performance liquid chromatography (HPLC, e2695, Waters, 

USA)를 사용하였다. 형태학적 관찰을 위하여 Glacios microcscope (Cryo-TEM, 

Thermo Fisher Scientific, USA)을 사용하여 관찰하였으며, 피부투과시험은 

Franz Diffusion Cell (DHC-6TD, Logan instrument, USA)을 사용하였고, 사용

한 피부는 인공피부(Strat-M membrane 25 mm discs, Merck Millipore, USA), 
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마이크로 피그(Franz Cell Membrane, 400㎛, 2㎠, 6-month-old, Apures, 

korea), 카데바 연구용 피부(실제사람피부, Epidermis & dermis, 2㎠, Western 

Australia University, USA))을 사용하였다. 

2.2. Liposome & Transfersome 제조

Liposome과 transfersome을 제조하기 위하여 인지질인 Lipoid S75-3을 사용

하였으며, transfersome에는 edge activator로 다양한 HLB value를 가진 계면활

성제를 사용하였다(Table 1). 사용된 계면활성제 Span 80 및 Tween 20, 60, 80, 

85를 인지질과 80:20의 비율로 구성된 된 유상(oil phase)과 5% Centella quatro

로 구성된 수상(water phase)을 각각 70 ℃까지 가온하여 용해한 후 유상에 수상

을 천천히 넣고 homo-mixer (T.K. auto homomixer mark Ⅱ 2.5, 

Tokushukika, Japan)를 사용하여 3,000 rpm의 속도로 5 min 동안 유화시켜 제

조하였다. 유화된 것을 high-pressure homogenizer (nanodisperser, 

NLM1000, Ilshin autoclave, Korea)에 700 bar의 압력으로 2회 통과시켜 nano 

size의 liposome과 transfersome을 제조하였다(Fig. 9, Table 2). 
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Figure 9. Method of manufacturing liposomes.
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Table 1. Structure and HLB value of edge activator. 

No Name INCI Structure
HLB 
val
ue

1
Span 

80
Sorbitan 

monooleate
4.3

2
Tween 

20
Polysorbate 

20
16.7

3
Tween 

60
Polysorbate 

60
14.9

4
Tween 

80
Polysorbate 

80
15.0

5
Tween 

85
Polysorbate 

85
11.0
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Table 2. Preparation of liposome & transfersome using different edge 

activator. 

Part
Ingredient 

name
Liposome TS-1 TS-2 TS-3 TS-4 TS-5

Oil 

phase

Lipoid S75-3 2.00 1.60 1.60 1.60 1.60 1.60

Span 80 - 0.40 - - - -

Tween 20 - - 0.40 - - -

Tween 60 - - - 0.40 - -

Tween 80 - - - - 0.40 -

Tween 85 - - - - - 0.40

Glycerin 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00

Water

phase

5% Centella 

quatro

Stock sol.

10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00

Water up to 100
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2.3. Ethosome 제조

Ethosome을 제조하기 위하여 에탄올의 비율을 달리하여 제조 하였다. 인지질 

Lipoid S75-3을 사용하였고, 에탄올의 비율을 5.0 ~ 30.0 %로 구성된 유상(oil 

phase)과 5% Centella quatro로 구성된 수상(water phase)을 각각 70℃까지 가

온하여 용해한 후 유상에 수상을 천천히 넣고 homo-mixer (T.K. auto 

homomixer mark Ⅱ 2.5, Tokushukika, Japan)를 사용하여 3,000 rpm의 속도

로 5 min 동안 유화시켜 제조하였다. 유화된 것을 high-pressure homogenizer 

(nanodisperser, NLM1000, Ilshin autoclave, Korea)에 700 bar의 압력으로 2

회 통과시켜 nano size의 ethosome을 제조하였다(Table 3). 

2.4. Transehosome 제조

 Transethosome을 제조하기 위하여 에탄올의 비율을 고정하고, edge activator

로 span 80, Tween 20, Tween 85을 사용하여 제조 하였다. 인지질 Lipoid 

S75-3을 사용하였고, 에탄올과 edge activator로 구성된 유상(oil phase)과 5% 

Centella quatro로 구성된 수상(water phase)을 각각 70℃까지 가온하여 용해한 

후 유상에 수상을 천천히 넣고 homo-mixer (T.K. auto homomixer mark Ⅱ 

2.5, Tokushukika, Japan)를 사용하여 3,000 rpm의 속도로 5 min 동안 유화시

켜 제조하였다. 유화된 것을 high-pressure homogenizer (nanodisperser, 

NLM1000, Ilshin autoclave, Korea)에 700 bar의 압력으로 2회 통과시켜 nano 

size의 transethosome을 제조하였다(Table 4). 
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Table 3. Preparation of ethosome with different EtOH contents. 

Part Ingredient ET -1 ET -2 ET -3 ET -4

Oil

phase

Lipoid S75-3 2.0 2.0 2.0 2.0

Ethyl alcohol 5.0 10.0 20.0 30.0

Glycerin 5.0 5.0 5.0 5.0

Water

phase

5% Centella 

Quatro
10.0 10.0 10.0 10.0

Water Up to 100
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Table 4. Preparation of transehtosome with different EtOH contents & 

edge activator.

Part Ingredient TE -1 TE -2 TE -3 TE -4

Oil

phase

Lipoid S75-3 1.6 1.6 1.6 1.6

Span 80 0.4 - - -

Tween 20 - 0.4 - -

Tween 80 - - 0.4 -

Tween 85 - - - 0.4

Glycerin 5.0 5.0 5.0 5.0

Ethyl alcohol 5.0 5.0 5.0 5.0

water

phase

5% Centella 

Quatro
10.0 10.0 10.0 10.0

Water Up to 100
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2.5. Nano vesicle의 안정성 측정

 각각 제조된 nano vesicle을 상온(25℃), 항온(45℃)에 보관하여 30 d 및 60 d 

동안의 상의 분리, 색상 및 석출여부에 대한 경시변화를 관찰하였다. 제조된 nano 

vesicle의 평균 입자크기(Particle size), 다분산지수(Polydispersity index, PDI) 

및 제타전위(Zeta potential, ZP)를 측정하기 위해 동적 광산란(dynamic light 

scattering, DLS) 방식을 활용한 zetasizer를 사용하여 측정하였다. 동적 광산란은 

통상적으로 분자 및 1㎛ 미만 크기 범위 크기 및 분포를 측정하기 위한 방법이다. 

측정원리는 입자가 분산 된 상태의 시료를 레이저 빔에 노출시켜 입자가 빛을 산

란시킴으로 발생되는 파장 신호 변화를 통해 입자의 크기를 분석한다. 측정 시간이 

10 min 미만으로 정도로 짧고 별도의 보정이 필요하지 않지만 입자 크기 분산도

가 큰 물질의 경우 정확한 값을 얻기는 힘들다[60]. 현탁액에서 입자는 브라운 운

동(Brownian motion)을 하는데, 레이저를 통하여 속도를 산출하고 그에 따라 입

자크기를 산출한다(Fig. 10). 즉, 크기가 작은 입자일수록 좀 더 빠른 브라운 운동

을 하기 때문에 확산계수에 관한 Stoke-Einstein 관계식 (1)에 의해 입자크기가 

결정된다[61]. 

)                                 (1)

여기서 KB는 볼츠만상수, T는 절대온도, η는 점도, d는 입자의 지름을 각각 나타

내며, 식 (1)은 단지 구형의 입자에서만 적용 가능하다. 입자의 지름은 유체역학적 

크기를 의미한다. 즉 Van der Waals 인력에 대한 안정성 유지에 영향을 미치는 

정전기적 층(Steric layer)까지의 영역을 크기로 읽기 때문에 다른 측정법에서 보

다 좀 더 큰 값을 나타낸다. 고정된 검출각이 다르므로 다분산 특성을 가진 입자

의 경우 평균 입자의 크기에 대한 편차가 크게 나오기도 한다. 광산란 방식은 측

정시간이 빠르고 사용자가 다루기에 쉬운 장점을 가지고 있지만 정확한 분산도 값

을 얻기는 어려우며, 단지 분산도의 대략적인 값만을 얻게 된다. 또한 브라운 운동
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Figure 10. Principles of dynamic (static) light scattering and fluctuation 

in intensity of the scattered light from suspensions of different size 

particles[63]. 
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에 의해 입자의 크기를 분석하므로 브라운 운동의 효과가 사라지는 3 ㎛ 이상의 

입자 크기를 갖는 물질에 사용하기에는 적절하지 않다[62]. 

다분산지수(Polydispersity index, PDI)는 입자의 분산정도를 나타내는 지표로써 

범위는 0에서 1 내로 표시된다. 입자의 분산지수가 0.3 이하에서는 단분상상 형태, 

0.3 – 0.6 범위는 중분산상 형태, 0.6 이상은 다분산상 형태의 입자가 분포되어 

있음을 의미한다[64]. 화장품에서는 값이 0.25 이하인 경우, 안정한 상태의 단분산

에 가까운 입자 분포를 갖는 것으로 알려져 있다[65]. Zeta potential은 colloidal 

시스템에서 안정성은 브라운 운동 시 존재하는 Van der Waals force와 전기 이

중층에 의한 척력의 힘으로 결정된다. 모든 입자가 같은 전하를 띄고 있을 때, 서

로 반발하는 경향을 가지며 서로 결합하려 하지 않아 colloidal에서는 안정하게 된

다. 또한 pH 및 conductivity에 영향을 받는데, 입자가 주변의 이온과 함께 움직

일 때, shear plane이 나타나며 이때의 potential을 zeta potential 이라고 하며, 

일반적으로 ±30 mV 이상일 때, 안정하다고 판단한다[66]. 측정을 위해 제조된 

nano vesicle은 증류수에 10배 희석 후 측정하였으며, 온도는 25℃ 및 45℃로 일

정하게 유지되도록 하였고 1 d, 30 d 및 60 d 동안 측정하였다. 

2.6. 최적화된 nano vesicle 제조

 Liposome, transfersome, ethosome, transethosome을 각각 조건을 달리하여 

제조하였으며, 물리화학적 및 안정성 평가를 통하여 최적의 조건을 확인하였다. 

Transfersome은 인지질과 계면활성제의 비율이 80 : 20일 때, Tween 20을 사용

하였을 때 입자크기가 가장 작고 안정함을 확인하였다. Ethosome은 에탄올의 함

량이 5% 일 때 입자크기가 가장 작으며, 60 d 이후에도 안정함을 확인하였다. 

Transethosome은 Tween 20을 사용하고, 에탄올 함량이 5% 일 때, 입자크기가 

가장 작고 안정함을 확인하였다. 이러한 정보를 이용하여 최적화된 nano vesicle

을 제조하였으며, in vitro 피부흡수, 캡슐효율, 약물방출 실험, TEM을 활용한 형

태학적 관찰을 수행하였다(Table 5). 
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2.7. Madecassoside의 HPCL 분석

 병풀추출물의 주요성분인 madecassoside의 함량을 C. Monton 등의 방법[67]을 

변형하여 high performance liquid chromatography (HPLC, e2695, Waters, 

USA)로 분석하였다. 검출기는 PDA detector를 이용하여 202 nm로 측정하였으

며, 유속 1.0 mL/min의 조건으로 분석하였다. 이동상으로 0.01% phosphate 

buffer와 acetonitrile을 이용하였고 gradient로 이동상의 비율을 달리하여 분석을 

진행하였다(Table 6). 
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Table 5. Preparation of optimized nano vesicle. 

Part Ingredient Liposome Transfersome Ethosome Transethosome

Oil

phase

Lipoid S75-3 2.0 1.6 2.0 2.0

Tween 20 - 0.4 - 0.4

Ethyl alcohol - - 5.0 5.0

Glycerin 5.0 5.0 5.0 5.0

Water

phase

5% Centella 

Quatro
10.0 10.0 10.0 10.0

Water Up to 100
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Table 6. HPLC condition for determination of Madecassoside. 

HPLC Condition

Instrument e2695 Waters, USA

Column
Kromasil C18 colunm, 5 ㎛, 4.6x250 mm 

(AkzoNobel, Netherlands)

Mobile phase

Time 

(min)

Composition

0.01% Phosphate 

buffer (%)
Acetonitrile (%)

5 80 20

10 60 40

12 40 60

14 20 80

20 80 20

Detector 

wavelength
UV 202 nm

Injection volume 10 μL

Flow rate 1 mL/min

Column 

temperature
40 ℃

Run time 20 min
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2.8. 최적화된 nano vesicle의 in vitro피부투과 실험

병풀추출물을 함유한 liposome과 transfersome의 피부흡수율을 확인하기 위하

여 T. I. Hyeon 등의 방법[33]을 변형하여 Franz diffusion cell system 

(HDC-6TD, Logan instruments, USA)을 사용하였다. 사용된 피부는 인공피부

(Strat-M membrane 25 mm discs)를 사용하였다. 피부를 적용칸(donor 

chamber)과 회수칸(receptor chamber) 사이에 고정하고 용매로 20 % ethanol 

수용액을 사용하였다. 실험이 진행되는 동안 온도를 37 ± 1℃로 유지하였으며 1, 

2, 4, 8, 12 및 24 h 후 회수칸에서 용액을 채취하여, HPLC system을 이용하여 

madecassoside의 함량을 분석하였다. 또한, 24 h 후 적용칸과 인공피부

(membrane)에 흡수된 madecassoside 함량을 측정하기 위하여 methanol로 희

석 후 분석하였다(Table 7). 지표성분 고유의 흡수특성을 확인하기 위하여 피부 플

럭스(Flux, μg/cm2/h)와 흡수계수(KP, cm/h)를 확인하였다. 흡수계수는 누적흡수

량 그래프에서 정상상태(steady-state) 구간의 선형 회귀(linear region) 분석을 

통해 계산하였으며, 피부 플럭스에서 지표성분의 초기 농도로 나누어 계산하였다. 

흡수 정도는 F. N. Marzulli 등의 분류 기준[68]에 따라 확인하였다(Table 8). 
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Table 7. Franz diffusion cells operation and condition. 

Table 8. Penetrant rating chart for permeability coefficients. 

Franz diffusion cells Condition

Instrument DHC-6TD, Logan

Skin Strat-M membrane

Volume of sample solution 0.5 mL

Receptor medium 2% Polysorbate 20 in 20% EtOH

Temperature 37 ℃

Stir bar speed 600 rpm

Sampling aliquot 12 mL

Sampling time 1, 2, 4, 8, 12, 24 h

Absorption coefficient Absorption rating

KP > 6 × 10-3 Very fast

6 × 10-4 < KP ≤ 6 × 10-3 Fast

6 × 10-5 < KP ≤ 6 × 10-4 Moderate

6 × 10-6 < KP ≤ 6 × 10-5 Slow

KP ≤ 6 × 10-6 Very slow
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2.9. 최적화된 nano vesicle의 약물 방출 실험 (Drung release)

4가지의 최적화된 제형에 대한 활성물질인 madeacassoside의 방출을 확인하기 

위하여 dialysis membrane을 이용하여 실험을 진행하였다. 이 방법은 반투과성 

막을 사용하여 liposome 현탁액에서 작은 분자들을 제거 하기 위한 방법으로, 적

절한 기공 크기를 가지는 membrane을 사용하여 liposome이 통과하는 것을 막으

면서 포집되지 못하거나 liposome에서 빠져나온 약물이 자유롭게 확산을 통해 

membrane을 통과하는 방법이다[69]. 300 kDa의 dialysis membrane 

(Spectra/por Dialysis membrane Bio Tech CE, Spectrum laboratories, 

New Zealand)에 4가지의 nano vesicle을 각각 2 ml 씩 넣고 집게로 잘 봉입하

였다. 0.85% NaCl이 포함된 1xPBS용액 200 ml에 넣은 후 37℃, 200 rpm의 조

건으로 교반하면서 투석을 시작하였다. 2, 4, 8, 12, 24 h 시간 마다 용매를 취해 

보관하였고 이 후 새로운 매로 완전 교환을 해주었다. 용매 속에 방출된 

madecassoside를 HPLC system을 이용하여 분석하였다(Fig. 11). 

2.10. 최적화되 nano vesicle의 캡슐효율

 제조된 nano vesicle에 대한 캡슐효율(capsulating efficiency)을 측정하기 위하

여 dialysis membrane을 이용하였다. 최적화된 4가지의 nano vesicle 1.0 ml을 

300 kDa의 분자량 한계인 dialysis membrane에 넣은 후 0.85% NaCl을 함유한 

1xPBS 용매 200 ml에 넣은 후 37 ℃, 200 rpm의 속도로 교반시켜 주었다. 4 h 

후 membrane을 통과한 물질이 포함된 용매와 membrane 안의 남아 있는 제형

을 각각 취하여 HPLC system으로 분석 하였다. Membrane 을 통과한 물질은 캡

슐화 되지 못한 물질로 판단하여 캡슐효율을 계산하였다.

2.11. 최적화된 nano vesicle의 형태 관찰 (TEM)

Nano-vesicle의 형태학적인 관찰을 하기 위하여 Cryo-TEM을 사용하여 확인하였
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다. 시료 1.5~3 μL를 Copper grid (R1.2/1.3 300, Quantifoil, USA)에 도포하고 

전처리는 동결처리를 위하여 Vitrobot markⅣ (Thermo Fisher Scientific, 

USA)를 사용하였고 liquid ethane을 이용하여 급속 동결 하였다. Glacios 

microcscope (Cryo-TEM)으로 촬영한 후 관찰하였다.
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Figure 11. Traditional experimental setup of an in vitro drug release 

using dialysis tubing as a separation method (a) and Schematic 

representation of dialysis (b)[69]. 
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2.12. 최적화된 nano vesicle의 인지질 종류에 따른 피부투과율

 Nano vesicle을 제조 할 때 사용한 Lipoid S75-3은 하이드로겐화 된 

phosphatidylcholine 70 %가 함유된 인지질이다. 하이드로겐화되어 안정적인 파

우더형태로 존재하여 사용에 용이하다. 그러나 이러한 하이드로겐화 된 인지질은 

피부흡수율이 다소 떨어진다고 알려져 있어, 이 외에 두 가지의 인지질을 사용하여 

4가지 type의 nano vesicle을 만들어 피부투과율을 비교해 보았다. 사용한 인지질

은 Lipoid S75-3 (hydrogenated with 70% phosphatidylcholine), Lipoid S75 

(70% phosphatidylcholine), Lipoid P 100 (90% phosphatidylcholine)을 사용

하였다. 제조방법은 앞의 최적화 실험과 동일하며, in vitro 피부투과 실험은 인공

피부인 Strat M membrane을 사용하였고 방법은 동일하다(Table 9, 10). 

2.13. 통계학적 검증

 실험은 3회 반복 측정 한 후 실험결과를 평균값과 표준편차로 나타내었다. 유의

성은 student’s t-test로 진행하였으며, 유의성에 따라 *P<0.05, **P<0.01로 나타

내었다. 
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Table 9. Preparation of optimized nano vesicle with Lipoid S75.

Part Ingredient Liposome Transfersome Ethosome Transethosome

Oil

phase

Lipoid S75 2.0 1.6 2.0 2.0

Tween 20 - 0.4 - 0.4

Ethyl alcohol - - 5.0 5.0

Glycerin 5.0 5.0 5.0 5.0

Water

phase

5% Centella 

Quatro
10.0 10.0 10.0 10.0

Water Up to 100
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Table 10. Preparation of optimized nano vesicle with Lipoid P100.

Part Ingredient Liposome Transfersome Ethosome Transethosome

Oil

phase

Lipoid P100 2.0 1.6 2.0 2.0

Tween 20 - 0.4 - 0.4

Ethyl alcohol - - 5.0 5.0

Glycerin 5.0 5.0 5.0 5.0

Water

phase

5% Centella 

Quatro
10.0 10.0 10.0 10.0

Water Up to 100
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Ⅲ. 결과 

3.1. Liposome & Transfersome의 물리 화학적 특성 및 최적화

각각 제조된 liposome과 transfersome은 실온과 항온에 보관하여, 1, 30 및 

60 d에 입자크기, 다분산지수, 제타전위 및 pH를 측정하며 경시변화를 관찰하였

다. 실온에서 liposome과 transfersome의 입자크기는 초기 대비 60 d까지 큰 변

화 없이 안정하였다. 친유성 계면활성제인 Span 80 (HLB 4.3)을 사용한 TS-1 

(135 ∼ 143 nm)와 Tween 85 (HLB 11)을 함유한 TS-5 (109 ∼ 119 nm)는 

Tween 20, 60, 80을 사용한 transfersome(92 ∼ 100 nm)보다 입자가 크게 나

타났다. HLB 값이 작을수록 입자크기가 증가하는 경향을 나타내었다. 실온에서는 

60 d 동안 크리밍(creaming), 응집(flocculation), 합일(coalescence)은 물론 오

스트발트 라이프닝(Ostwald ripening) 현상에 견딜 수 있는 안정한 상태임을 알 

수 있었다. 항온에서는 60 d 경과 후, 제형의 입자가 증가한 것으로 관찰되었다

(Fig. 12). Tween 계열의 계면활성제를 함유한 transfersome은 유의하게 크기가 

증가하였으며, Span 80을 함유한 transfersome은 오히려 크기가 작아졌음을 확

인하였다(Fig. 12b). Liposome과 TS-5는 큰 변화가 없었으며, TS-2 ∼ 4는 시간

이 지날수록 입자크기가 증가하는 경향을 보였다. 이는 비이온 계면활성제의 HLB 

값이 큰 경우에, 작은 입자에서의 계면활성제가 매질에 좀 더 녹아들어 간 후 큰 

입자에 흡착되어, 작은 입자는 더욱 작게, 큰 입자는 더욱 크게 커지는 오스트발트 

라이프닝(Ostwald ripening)에 의한 것으로 판단된다(Fig. 13)[70].

PDI 값은 0.25보다 큰 0.3 정도로 실온에서 60 d 동안 큰 변화가 없었으나, 항

온에서는 60 d 경과 후에 Span 80을 함유한 TS-1의 값이 증가하는 것을 확인하

였다(Fig. 14). 이는 오스트발트 라이프닝 속도가 상대적으로 느려, 작은 입자와 큰 

입자들이 공존하여 나타나는 현상으로 보인다.
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Figure 12. Particle size data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

liposome and transfersome. The results were expressed as the mean ± 

SD (N = 3), *p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data.
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Figure 13. Plot of particle size (R3) versus elapsed time (day) at (a) 25 ℃ 

and (b) 45 ℃ on liposome and transfersome.
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Figure 14. PDI data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on liposome and 

transfersome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3),   
*p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data.
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제타전위는 각각 제형에서 60 d 동안의 제타전위를 측정한 결과, 실온에서 60 d 

경과 후에 liposome에서는 감소 경향을 보였으며, transfersome에서는 큰 변화가 

나타나지 않았다. 항온에서는 60 d 경과 후에 값이 증가하는 경향을 보였지만 모

두 절댓값 ±30 mV 이상의 값으로 확인되어 정전기적으로 안정하다고 판단되었다

(Fig. 15).

Liposome과 transfersome의 pH 결과에서는 60 d 동안 실온과 항온에서 변화

가 없이 pH 6.64 ∼ 7.06 정도로 측정되었다(Fig. 16).

다양한 HLB를 가진 계면활성제를 함유한 transfersome의 물리 화학적 특성에

서 HLB가 높을수록 입자의 크기가 작은 것을 확인 하였다. Transfersome을 제조 

시, Tween 20을 적적용하는 것이 최적이라고 판단하였다. 
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Figure 15. Zeta potential data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

liposome and transfersome. The results were expressed as the mean ± 

SD (N = 3), *p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data.
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Figure 16. pH data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on liposome and 

transfersome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3).
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3.2. Ethosome의 물리 화학적 특성 및 최적화

에탄올의 함량별로 제조한 ethosome은 실온과 항온에 보관하여, 1, 30 및 60 d

에 입자크기, 다분산지수, 제타전위 및 pH를 측정하며 경시변화를 관찰하였다. 실

온에서 ethosome의 입자크기는 에탄올 5%를 함유한 ET-1을 제외하고는 모두 30 

d가 경과하였을 때, 유의하게 입자크기가 증가하였다. 에탄올의 함량이 증가할수록 

입자의 크기는 점점 증가함을 확인하였다. 에탄올 5%를 함유한 ET-1과 10%를 함

유한 ET-2를 제외하고는 30 d 경과 후 200 nm 이상의 크기로 증가하였다. 이를 

통해 실온에서ET-1과 ET-2는 60 d 동안 크리밍(creaming), 응집(flocculation), 

합일(coalescence)은 물론 오스트발트 라이프닝(Ostwald ripening) 현상에 견딜 

수 있는 안정한 상태임을 알 수 있었다. 항온에서는 ET-1을 제외하고는 모두 30 

d 경과 후 크게 증가하였고, 60 d가 경과하였을 때, 에탄올 함량이 10% ~ 30%를 

함유한 제형에서는 400 nm 이상의 크기로 응집되는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 

17, 18). 

PDI 값은 실온에서는 60 d 동안 0.2 ~ 0.326 정도로 에탄올 함량 30% 인 

ET-4를 제외하고는 큰 변화가 없이 안정하였다. 항온에서는 60 d 경과 후에 에탄

올 5% 함유한 ET-1을 제외하고는 모두 입자크기 증가와 비슷한 경향으로 PDI 값

이 증가하였음을 알 수 있다(Fig. 19). 

제타전위를 측정한 결과, 실온에서 60 d 경과 후에 ethosome에서는 감소 경향

을 보였으나 큰 변화는 없었다. 항온에서는 60 d 경과 후에 값이 감소하는 경향을 

보였으며, 이는 Van Der Waals 인력이 약하여 반발정도가 충분하지 않아 응집

(coagulation) 현상이 일어나 입자크기가 커지고 제타전위도 낮아 진 것으로 판단

된다. 그러나 모두 절댓값 ±30 mV 이상의 값으로 확인되어 정전기적으로 안정하

다고 판단되었다(Fig. 20).

pH 결과에서는 60 d 동안 실온과 항온에서 변화가 없이 pH 5.00 ~ 5.36 정도

로 측정되었다(Fig. 21).
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에탄올 함량에 따른 ethosome을 제조하였을 때, 에탄올 함량이 5% 함유한 

ET-1이 가장안정적으로 나타났다. 
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Figure 17. Particle size data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

ethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3),       
*p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data.
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Figure 18. Plot of particle size (R3) versus elapsed time (day) at (a) 25 ℃ 

and (b) 45 ℃ on ethosome.
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Figure 19. PDI data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on ethosome. 

The results were expressed as the mean ± SD (N = 3),                  
*p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data.
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Figure 20. Zeta potential data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

ethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3),       
*p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data.
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Figure 21. pH data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on ethosome. 

The results were expressed as the mean ± SD (N = 3).
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3.3. Transethosome의 물리 화학적 특성 및 최적화

Ethosome 제형의 실험을 통해 에탄올 함량 5% 일 때, 가장 안정함을 확인하

여, transethosome을 제조 할 때, 에탄올을 5% 함유하고, edge activator로 

span 80, tween 20, tween 80, tween 85를 인지질과 80 : 20의 비율로 첨가하

여 제조하였다. 그 결과, edge activator에 따라서 입자크기가 달라짐을 확인할 

수 있었다. 실온에서는 친유성 계면활성제인 Span 80 (HLB 4.3)을 사용한 TE-1 

(135 ∼ 169 nm)와 Tween 85 (HLB 11)을 함유한 TE-4 (105 ∼ 200 nm)가 

Tween 20, 80을 사용한 transethosome (95 ∼ 147 nm)보다 크게 나타났다. 계

면활성제 HLB 값이 작을수록 입자크기가 증가하는 경향을 나타내었다. 항온에서는 

60 d 경과 후, 전체적으로 입자크기가 증가하였으며, Tween 계열 계면활성제를 

함유한 transethosome은 30 d 경과 이후부터 증가하였다(Fig. 22). 이는 비이온

성 계면활성제의 HLB 값이 큰 경우에, 작은 입자에서의 계면활성제가 매질에 좀 

더 녹아 들어 간 후 큰 입자에 흡착되어, 작은 입자는 더욱 작게, 큰 입자는 더욱 

크게 커지는 오스트발트 라이프닝 현상에 의한 것으로 판단된다. 입자크기를 

plotting 한 그래프에서 볼 수 있듯이 Tween 85를 함유한 TE-4의 입자가 가파르

게 증가하는 것을 볼 수 있는데, 이는 trans 형의 elaidic acid가 섞여 있는 구조

이기 때문에 증가한 것으로 판단되다(Fig. 23). 

PDI 값은 실온에서 TE-1 ~ 3 은 0.25보다 큰 0.3 정도이며, 60 d 동안 큰 변화

는 없었으나, tween 85를 함유한 TE-4의 값이 다소 높은 것을 확인하였다. 이는 

오스트발트 라이프닝 속도가 상대적으로 느려, 작은 입자와 큰 입자들이 공존하여 

나타나는 현상으로 보인다(Fig. 24). 

제타전위를 측정한 결과, 실온에서 60 d 경과 후에 큰 변화는 관찰되지 않았으

며, 항온에서는 Tween 20을 함유한 TE-2의 값이 다소 감소하였으나 그러나 모두 

절댓값 ±30 mV 이상의 값으로 확인되어 정전기적으로 안정하다고 판단되었다

(Fig. 25). 

pH 결과에서는 60 d 동안 실온과 항온에서 변화가 없이 pH 5.00 ~ 5.18 정도
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로 측정되었다(Fig. 26).

에탄올 5%와 HLB가 다른 계면활성제를 함유한 transethosome은 Tween 20을 

첨가하였을 때, 입자의 크기가 가장 작으며, 가장 안정하다고 판단하였다. 
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Figure 22. Particle size data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

transethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3),  
*p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data.
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Figure 23. Plot of particle size (R3) versus elapsed time (day) at (a) 25 ℃ 

and (b) 45 ℃ on transethosome.
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Figure 24. PDI data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

transethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3),  
*p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data.
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Figure 25. Zeta potential data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

transethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3),  
*p < 0.05, **p < 0.01 compared with each 1 d data.
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Figure 26. pH data over time at (a) 25 ℃ and (b) 45 ℃ on 

transethosome. The results were expressed as the mean ± SD (N = 3).



- 57 -

3.4. Madecassoside 함량 분석

 피부투과율을 측정하기 위하여 지표물질인 madecassoside를 농도에 따른 추세 

곡선을 얻었으며(Fig.27), 이를 이용하여 centella quatro에서의 madecassoside 

함량(32.5±0.81%)을 분석하였다. Centella quatro에서 madecassoside는 

retention time (RT)가 6.426 min으로 확인되었으며, 지표물질인 

madecassoside의 RT는 6.339 min으로 유사한 값을 나타내었다(Fig. 28). 이후, 

Franz diffusion cell system의 회수칸에 시간 별로 투과된 madecassoside의 

농도를 구하여 피부투과율을 계산하였다. 

3.5. 최적화된 제형의 약물 방출 (Drug release)

 최적화된 4가지의 제형에 대한 약물 방출 실험을 실시하였다.  실험은 37 ℃ 

에서 2, 4, 8, 12, 24 h 간격으로 dialysis membrane을 이용하여 측정하였으며, 

시간마다 용매를 채취하고 새로운 용매로 교체하여 주었다. 채취한 것을 HPLC 

system을 이용하여 madecassoside의 함량을 측정한 뒤 누적 방출량으로 

계산하였다. 그 결과, 방출 2 h이 경과 하였을 때, transfersome의 방출이 

46.39±0.16%로 가장 높았으며, 24 h 경과 후에도 94.90±0.26%로 가장 많은 

방출이 일어났다. Liposome과 Transehtosome은 24 h 경과 후 각각 

88.57±0.59%, 88.00±0.44%로 비슷한 방출량이 나타났으며, ethosome은 

82.66±1.78%로 가장 낮은 방출량을 나타냈다(Fig. 29). 이를 통해, liposome과 

transfersome, ethosome 및 transethosome은 서서히 방출됨을 확인하였으며, 

약물을 전달하기에 적절한 제형이라고 판단되어진다. 

3.6.  최적화된 제형의 캡슐효율 

 Dialysis membrane을 이용한 캡슐효율은 HPLC system을 통해 분석하였다. 그 
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결과, ethosome이 51.45±0.16 %로 가장 효율이 좋았으며, transethosoem이 

44.41±0.80 %, liposome이 43.73±0.16 %, transfersome이 36.65±3.70 %의 

순서였다(Tabel. 11). 

Transfersome을 제외한 나머지 제형은 모두 비슷한 포집효율이 나타났으며, 

ethosome이 가장 높은 포집효율을 나타내었는데, 이는 에탄올에 의한 막이 

유연해 지면서 포집효율도 높게 나타났다고 판단하였다. Transfersome은 

계면활성제에 의해 막의 가변성은 있으나 캡슐효율이 낮게 나타난 것은 특정 농도 

이상으로 혼합되었을 때, 마이셀을 형성하기 때문이라고 판단된다.
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Figure 27. Madecassoside  calibration curve using HPLC system. 
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Figure 28. HPLC chromatograms; (a) madecassoside, asiaticoside, 

madecassic acid and asiatic acid peaks of Centella quatro,               

(b) madecassoside standard peak, detected at 202 nm.
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Figure 29, Drug release of 4-types formulation in madecassoside by 

dialysis membrane method for 24 h (N = 3).
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Table 11. Results of dialysis membrane method capsulating efficientcy.

Sample Liposome Transfersome Ethosome Transethosome

Capsulating 
efficiency 

(%)
43.73±0.16 36.55±3.70 54.45±1.53 44.47±0.80
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3.7. 피부흡수율 및 피부흡수 플럭스(Flux)

병풀추출물을 함유한 4가지의 제형의 피부투과율을 비교분석하기 위하여 Franz 

diffusion cells system을 이용하여 피부투과율을 비교분석 하였다. 1, 2, 4, 8, 

12, 24 h 경과 후 시간마다 수용액을 채취 하였으며, 실험 종료 후 membrane과 

공여칸도 함께 지표물질인 Madecassoside의 함량을 HPLC system을 통해 

분석하였다. 피부투과율은 24 h후 인공피부를 통과한 Madecassoside의 

누적투과율로 나타내었으며, 그 결과, transethosome이 45.18%로 

누적피부투과율이 가장 높았으며, transfersome은 43.36%, ethosome은 37.35%, 

liposome은 36.12%의 순으로 나타났다 (Fig. 30). 투과 2 h 까지는 4가지 제형의 

투과율은 비슷하였으나 투과 4 h 이후부터 transethosome의 투과율이 

증가하였고, 이후 transfersome의 투과량도 증가하였다. Transethosome은 

소포체 막의 가변성과 유연성을 동시에 가지게 되므로 피부투과율 가장 높은 

것으로 판단되며, 막의 가변성을 가지는 transfersome과 transethosome이 피부 

전달 능력이 우수함을 확인하였다. 

또한, 피부 투과속도(Flux, μg/cm2/h)는 투과 2 h이 지났을 때 liposome과 

ethosome의 투과 속도가 급격히 증가하고, 투과 4 h 이후에는 transfersome과 

transethosome의 투과 속도가 급격하게 증가되는 것을 확인하였고, 투과 24 h 

이후에는 transethosome은 10.79 μg/cm2/h, transfersome은 10.06 

μg/cm2/h로 투과량이 높게 나타났다(Fig. 31). 이 결과를 통해 transethosome은 

지질막 사이에 첨가된 계면활성제가 지질막을 불안정하게 하여 막의 가변형성을 

증가시키고, ethanol에 의해 피부의 유연성이 증가하여 vesicle이 셍체막과 

융합하는 것을 촉진시켜 약물의 피부 투과를 증진시킬 수 있다. 

F. N. Marzulli 등의 정의에 따라 Kp 정도를 판단하면 모두 ‘very fast’의 

투과도를 나타내었다. Liposome, transfersome, ethosome은 모두 비슷한 값을 

나타내었으나, transethosome은 Kp가 조금 큰 값을 나타내었음을 알 수 

있다(Table 12).  
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Figure 30. Cumulative skin absorption of madecassoside over time by 

Franz diffusion cell test of four formulations by Strat-M membrane.
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Figure 31. Comparison of four formulations for Flux (μg/cm2/h) of 

madecassoside over time by Franz diffusion cell test by Strat-M 

membrane. 
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Table 12. Mass balance of skin absorption and kinetic parameters of 

Madecassoside through the Strat-M membrane.

Formulation
Steady-state flux 

(μg/cm2/h)
Kp (cm/h)

Absorption 
rating

Liposome 9.68 ± 0.15 0.0015 ± 0.00012 Very fast

Transfersome 22.97 ± 0.20 0.0015 ± 0.00004 Very fast

Ethosome 31.39 ± 0.20 0.0015 ± 0.00000 Very fast

Transethosom
e

27.69 ± 0.16 0.0018 ± 0.00002 Very fast
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3.8. 형태학적 관찰 (TEM)

4가지 제형에 대한 형태학적 관찰을 위해 Cryo-TEM을 측정하였다. 입자크기가 

90-150 nm 사이로 측정한 vesicle size와 유사하였으며, 지질 이중층을 이루는 

것을 확인할 수 있었다(Fig. 32). 이를 통하여 liposome과 비교하였을 때, 

transfersome은 지질 이중층에 변형이 일어난 것을 확인할 수 있었다. 또한, 

ethosome의 경우는 ethanol로 인한 큰 변화는 관찰되지 않았지만 liposome의 

형태를 띄고 있는 것을 확인하였고, transethosome의 경우는 transfersome과 유

사한 형태를 확인할 수 있었다(Fig. 32). 
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Figure 32. Cryo-TEM images of a liposome (A), transfersome (B), 

ethosome (C), transethosome (D).
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3.9. 인지질 종류에 따른 피부흡수율 및 피부흡수 플럭스(Flux)

병풀추출물을 함유한 4가지의 제형에 대한 최적화된 조건을 확인하였으며, 인지

질의 종류에 따른 피부흡수율을 비교해보고자 하였다. 최적화 조건에 사용된 

Lipoid S75-3은 하이드로겐화 된 phosphatidylcholine이 70% 이상 함유한 인지

질로 수소첨가로 인하여 원료 보관에 좀 더 안정적이다. 그렇기 때문에 대부분 

liposome을 제조할 때에는 이 원료를 사용한다. Nano vesicle의 최적 조건에서 

인지질만 하이드로겐화 되지 않은 Lipoid S-75(phosphatidylcholine 70%)와 

Lipoid P-100 (phosphatidylcholine 90%)을 이용하여 제형을 제조하고 피부흡수

율에 대한 실험을 실시하였다. 

 피부투과율을 비교분석하기 위하여 Franz diffusion cells system을 이용하여 

피부투과율을 비교분석 하였다. 1, 2, 4, 8, 12, 24 h 경과 후 시간마다 수용액을 

채취 하였으며, 실험 종료 후 membrane과 공여칸도 함께 지표물질인 

Madecassoside의 함량을 HPLC system을 통해 분석하였다. 피부투과율은 24 h

후 인공피부를 통과한 Madecassoside의 누적투과율로 나타내었으며, 그 결과, 

Lipoide S75를 사용한 transethosome이 92.03%로 가장 높은 피부흡수율로 나타

났으며, ethosome이 89.87%, transfersome이 84.81%, liposome이 84.16% 순

서로 확인되었으며, 전체적으로 높은 흡수율을 나타내었다(Fig. 33). 피부 투과속도

(Flux, μg/cm2/h)는 투과 2시간이 지났을 때, 전체적으로 투과 속도가 급격히 증

가하였으며, transethosome의 투과속도가 140.92 μg/cm2/h로 가장 높게 나타났

다. Ethosome, transfersome, liposome 순서로 투과속도가 나타났다(Fig. 34). 

Lipoid P-100을 함유한 제형에서는 liposome이 98.43%로 가장 높은 피부흡수

율을 나타내었으며, transfersome이 97.10%, ethosome이 92.25%, 

transethosome이 90.01%의 순서로 나타났으며, 모두 90% 이상의 높은 흡수율을 

나타내었다(Fig. 35). 피부 투과속도(Flux, μg/cm2/h)는 투과 4시간이 경과 되었
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을 때, 급격하게 증가하였고, 이 때는 transethosome이 160.56 μg/cm2/h로 가

장 높은 투과량을 나타내었으며, liposome이 155.70 μg/cm2/h, ethosome이 

141.16 μg/cm2/h, transfersome이 124.79 μg/cm2/h의 순서로 나타났다. 전체

적인 흡수율은 liposome이 높으나 가장 많이 흡수된 4 시간 경과 후 피부 투과량

은 transethosome이 가장 높게 나타났다(Fig. 36). 

Lipoid S75-3, Lipoid S75, Lipoid P100을 비교 하였을 때, 전체적인 흡수율은 

하이드로겐화 된 인지질보다는 phosphatidylcholine이 90% 함유한 P100을 사용

하였을 때 가장 높은 흡수율을 보였고, S75 역시 S75-3 보다 전체적으로 높은 흡

수율을 나타내었다. 각각의 결과에서는 transethosome이 피부 흡수율 및 피부투

과속도가 가장 높음을 확인하였다. 이 결과를 통해 transethosome은 지질막 사이

에 첨가된 계면활성제가 지지막을 불안정하게 하여 막의 가변형성을 증가시키고, 

ethanol에 의해 피부의 유연성을 증가시켜 vesicle이 생체막과 융합하는 것을 촉

진시켜 약물의 피부투과가 증가함을 확인할 수 있었다. 
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Figure 33. Cumulative skin absorption of madecassoside over time by 

Franz diffusion cell test of four formulations using P 75 

phosphatidylcholine by Strat-M membrane.
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Figure 34. Comparison of four formulations for Flux (μg/cm2/h) of 

madecassoside over time by Franz diffusion cell test using P 75 

phosphatidylcholine by Strat-M membrane.
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Figure 35. Cumulative skin absorption of madecassoside over time by 

Franz diffusion cell test of four formulations using P 100 

phosphatidylcholine by Strat-M membrane.
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Figure 36. Comparison of four formulations for Flux (μg/cm2/h) of 

madecassoside over time by Franz diffusion cell test using P 100 

phosphatidylcholine by Strat-M membrane.
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Ⅳ. 결론

본 연구에서는 병출추출물을 함유한 liposome의 다양한 형태에 대한 물리 

화학적 특성과 피부투과율에 대한 비교를 진행하였다. Lipposme과 다양한 

계면활성제를 edge activator로 사용하는 transfersome, ethoanol의 함량을 

달리하여 제조한 ethosome, 다양한 edge activator와 ethanol을 함유한 

transethosome을 제조하였으며, 물리화학적 특성과 피부흡수율에 대한 비교를 

진행하였다. Nano vesicle의 입자크기, 다분산지수, 제타전위, pH에 대하여 실온, 

항온에서 60 d 동안 관찰하였다.

제조 60 d 경과 후, 실온에서 liposome과 transfersome의 입자크기는 큰 변화

가 없었지만, 친유성 계면활성제인 Span 80 (HLB 4.3)을 사용한 TS-1 (135 ∼ 

143 nm)와 Tween 85 (HLB 11)을 함유한 TS-5 (109 ∼ 119 nm)가 Tween 20, 

60, 80을 사용한 transfersome (92 ∼ 100 nm)보다 크게 나타났다. 계면활성제 

HLB 값이 작을수록 입자크기가 증가하는 경향을 나타내었다. 항온에서는 60 d 경

과 후, Tween 계열의 계면활성제를 함유한 transfersome은 유의하게 크기가 증

가하였으며, Span 80을 함유한 transfersome은 크기가 작아졌음을 확인하였다. 

이는 비이온 계면활성제의 HLB 값이 큰 경우에, 작은 입자에서의 계면활성제가 매

질에 좀 더 녹아들어 간 후 큰 입자에 흡착되어, 작은 입자는 더욱 작게, 큰 입자

는 더욱 크게 커지는 오스트발트 라이프닝 현상에 의한 것으로 판단된다. 제타전위

는 실온에서 liposome은 감소하였지만, transfersome에서는 큰 변화가 나타나지 

않았으며, 항온에서는 값이 증가하는 경향을 보였지만 모두 절댓값 ±30 mV 이상

의 값으로 확인되어 정전기적으로 안정하다고 판단하였다. pH는 60 d 동안 실온

과 항온에서 큰 변화가 없음을 확인하였다. Ethosome은 ethanol의 함량이 높을

수록 입자크기가 증가하고, PDI 가 증가하는 것을 확인하였다. 제타전위는 항온에

서 보관 시 조금 낮아지는 것을 확인하였고, pH는 큰 변화가 없었음을 확인하였

다. 이를 통해 ethanol의 함량이 5% 일 때, 입자크기가 가장 작고, PDI, 제타전위
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가 안정적임을 확인하였다. 

Ethosome의 최적화를 통해 ethanol의 함량이 5% 일 때, 가장 안정적임을 확인

하여 transethosome을 제조 시 참고하였다. Edge activator로 Span 80, Tween 

20, Tween 80, Tween 85를 사용하여 제조하였으며, 그 결과, edge activator에 

의해 입자크기가 달라짐을 확인하였다. 실온에서는 친유성 계면활성제인 Span 80 

(HLB 4.3)을 사용한 TE-1 (135 ∼ 169 nm)와 Tween 85 (HLB 11)을 함유한 

TE-4 (105 ∼ 200 nm)가 Tween 20, 80을 사용한 transethosome (95 ∼ 147 

nm)보다 크게 나타났다. 계면활성제 HLB 값이 작을수록 입자크기가 증가하는 경

향을 나타내었다. 입자크기를 plotting 한 그래프에서 볼 수 있듯이 Tween 85를 

함유한 TE-4의 입자가 가파르게 증가하는 것을 볼 수 있는데, 이는 trans 형의 

elaidic acid가 섞여 있는 구조이기 때문에 증가한 것으로 판단되다.  PDI, 제타전

위 ,pH는 큰 변화없이 안정적임을 확인하였다. 이를 통하여 최적화된 조건을 확인

하였고, 인지질과 계면활성제의 비율이 80:20 이며, Tween 20을 사용하였을 때, 

ethanol 함량이 5% 일 때, 가장 안정적인 제형이라고 판단하였다. 

 이 결과를 통화여 최적의 조건에 맞는 liposome, transfersome, ethosom, 

transethosome을 제조하였고, 캡슐효율, 약물방출, 피부흡수, 형태학적 관찰을 

실시 하였다. 캡슐 효율실험에서는 ethosome, transethosome, liposome, 

transfersome의 순서로 나타내었으며, 약물 방출실험에서는 방출 2 h이 경과 

하였을 때, transfersome의 방출이 46.39±0.16%로 가장 높았으며, 24 h 경과 

후에도 94.90±0.26%로 가장 많은 방출이 일어났다. 24 경과 후 liposome은 

88.57±0.59%, transehtosome은 88.00±0.44%로 비슷한 방출량이 나타났으며, 

ethosome은 82.66±1.78%로 가장 낮은 방출량을 나타냈다. 이를 통해, 

liposome과  transfersome, ethosome 및 transethosome은 서서히 방출됨을 

확인하였으며, 약물을 전달하기에 적절한 제형이라고 판단하였다.  Franz 

diffusion cell을 이용하여 4가지 제형에 대한 피부투과 능력을 평가한 결과, 

transethosome의 피부투과율이 가장 높았으며, transfersome, ethosome, 

liposome 순으로 나타났다. 투과 4 h 이후부터 transethosome의 투과량이 
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증가하여 41.8%의 피부투과율로 나타났다. 피부투과 속도(Flux)에서는 초기 투과 

2 h 경과 후 liposome과 ethosome의 속도가 상승하였으나, 투과 4 h 이후, 

transethosome과 transfersome의 투과 속도가 급격히 증가하는 것을 확인할 수 

있었다. 이는 transethosome이 계면활성제와 에탄올에 의해서 가변성과 유연성을 

동시에 가지게 되므로 각질층 안에 존재하는 지질 막의 계면장력을 감소시켜, 

피부장벽이 느슨해지면서 피부 내부로 활성물질의 전달이 효과적으로 더 깊숙한 

곳까지 전달되는 것으로 판단된다[58, 71, 72].

 4가지 제형에 대한 형태학적 관찰을 위해 Cryo-TEM을 이용하였으며, 모두 지질 

이중층을 확인하였고, vesicle size 인 90-150 nm의 크기로 확인되었다. 

 또한, 인지질의 종류에 따라 피부흡수율을 조사하였을 때, 하이드로겐화 된 

Lipoid S75-3보다 하이드로겐화 되지않은 Lipoid S75, Lipoid P100을 사용하였

을 때 더 높은 피부흡수율을 확인하였고, 전체적으로 transethosome의 흡수율이 

가장 높았다. 그러나 하이드로겐화 되지 않은 원료는 보관이 어렵기 때문에, 사용

하기에 쉽지가 않음을 알 수 있었다. 

 이러한 지질 기반 nano vesicle의 연구가 많이 이루어졌으며, 각각의 제형에 대

한 활용이 만힝 보고 되고 있다. 활성물질을 담지한 여러 형태의 지질기반 nano 

vesicle의 결과를 살펴보면, 울금추출물을 함유한 transfersome은 liposome, 

ethosome보다 피부 수분함량 등 개선에 더 용이하다고 보고하였고[73]], 쿼세틴을 

함유한 transfersome에서는 liposome보다 유효성분 전달이 더 높은 것으로 나타

났다[74]. Fraxinus angustifolia의 잎과 껍질 추출물을 함유한 ethosome은 항산

화 및 항염증에 더 효과적이라고 보고하였고[75], 히아루론산을 함유한 ethosome

은 대조구에 비해 5배의 피부투과 효능이 있음을 보고하였다[76]. Miconazole 

nitrate를 함유한 transfersomal gel은 대조구에 비해 항진균 효능이 더 높은 것

으로 나타났으며[77], Brucine과 strychnine을 담지한 transethosome은 표적기

관으로 침투하여 약물 방출을 서서히 진행하여 효과적이라는 결과를 보고하였다
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[78]. 지질기반의 nano vesicle은 화장품 산업뿐만 아니라 다양한 분야에서 활용

되고 있음을 알 수 있다. 

 본 연구를 통해 4가지 제형에 대한 물리화학적 특징과 형태학적 특징을 

알아보았고, 피부투과실험을 통해 가변성과 유연성을 모두 가지는 

transethosome의 피부투과율과 플럭스가 가장 높은 것을 확인하였다. 다양한 

제형에 대한 실험을 통해 병풀추출물을 담지한 nano vesicle은 화장품 

제형으로서의 이용 가능성이 있음을 확인하였고, 화장품 원료뿐만 아니라 

국소적으로 피부의 문제에 효과를 주는 방법의 역할도 기대할 수 있다.
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