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Methotrexate의 제어방출을 위한 

멜라닌이 함유된 셀룰로오스 기반의 분자 각인 필름

김  예  슬

전남대학교대학원 바이오메디컬공학협동과정

(지도교수 : 이창문)

(국문초록)

 본 연구에서는 methotrexate(MTX)의 방출을 제어할 수 있는 경피 약물전달   

시스템(transdermal drug delivery system: TDDS)의 개발을 위해 광열 제제인  

멜라닌을 함유한 셀룰로오스 기반의 분자 각인 필름(molecularly imprinted 

polymer film: MIP film)을 제조하고 TDDS로서의 가능성을 평가하였다. 기능성 

모노머인 methacrylic acid(MAA)를 carboxymethyl cellulose(CMC)에       

그래프트 시킨 후 주형분자인 MTX를 MAA에 수소 결합 시켰다. 그 다음     

가교제인 ethylene glycol dimethacrylate(EGDMA)를 이용하여 가교 시킨 후 

MTX를 제거함으로써 MTX가 각인된 MIP를 제조하였다. 제조한 MIP 용액에  

멜라닌을 분산시킨 후 casting method를 통해 최종적인 MIP film을 제조하였다. 

성공적으로 제조된 MIP film의 표면은 MTX가 각인되지 않은 film과 비교해   

볼 때 균일한 크기의 기공이 발견되었으며 그 기공에 존재하는 기능기가 MTX를 

재인식 하였다. MIP film의 MTX에 대한 선택적 인식을 확인하기 위해 MTX와 

유사한 화학 구조를 가진 folic acid(FA)을 사용하여 인식 실험을 수행하였다. 

그 결과 MIP film은 FA보다 MTX를 선택적으로 인식하였다. 808 nm 파장의    

근적외선 레이저를 0.7 W/cm2 세기로 10분 동안 조사한 후 MIP film의 온도는 

69℃까지 상승하였고, MTX는 MIP film으로부터 pH 7.4와 pH 5.5에서 각각 

73.81±9.85% 및 90.06±8.69% 12시간 동안 방출되었다. 또한, 레이저를     
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추가적으로 조사 시 약물 방출 속도는 순간적으로 증가하였다. 이러한 결과로  

부터 MIP film은 약물의 제어방출을 위한 TDDS의 제제로서의 가능성을 기대해 

볼 수 있다.



- 1 -

1. 서 론

가. 연구배경 

1) 경피약물전달시스템

 대부분의 질병 치료는 질병을 초기에 진단하여 최소한의 외과적인 수술 혹은 

약물 투여를 통해 치료 효과를 최대화하는 것을 목표로 한다. 이 때, 투여되는 

약물의 방출 속도를 조절하거나 약물을 목표 부위에 효율적으로 전달하여     

치료의 부작용을 줄이고 효능을 극대화할 수 있다. 이를 약물전달시스템(drug 

delivery system: DDS)이라고 한다[1]. 대표적으로 경구(oral), 주사(injection), 

경피(transdermal) 등을 통한 투여가 있다. 이 중 경구 투여를 통한 DDS는    

위장관의 효소 및 pH에 의한 약물의 비활성화 및 낮은 흡수와 관련된 문제를  

가지고 있다. 패치와 같은 경피약물전달시스템(transdermal drug delivery 

system: TDDS)은 비침습적 약물 투여 경로로서 경구 투여를 통해 발생하는  

문제를 해결할 수 있는 대안으로 사용되고 있다[2]. 이는 일정한 혈장 농도를 

위한 투여 횟수 감소, 지속적인 약물 전달, 초회통과 대사를 피함으로써       

부작용을 감소시키고 환자의 순응도를 개선한다는 이점을 가지고 있다[3,4].

 많은 연구자들은 TDDS를 통하여 약물을 효과적으로 전달하기 위해 일반적으로 

천연 및 생분해성 고분자 백본을 변형 및 개질시켜 패치 등을 제조해왔다. 그 중  

자연에서 생산되는 가장 풍부한 생체재료로서 다당류인 셀룰로오스(cellulose)는 

수백에서 수천 개의 D-glucose 단위체들이 β(1→4) 글리코사이드 결합으로   

연결된 구조를 가지고 있어 사슬을 단단하게 하고 기계적으로 안정적이다. 또한, 

생체적합성과 생분해성이 뛰어나고 무독성이며 저비용 및 재생 가능하다는    

이점을 가지고 있다. 따라서 효과적인 TDDS를 위해 고분자 백본으로서       

셀룰로오스의 사용은 적합한 선택이다[5,6]. 특히, 제어 가능한 약물방출을 위해 

친수성 매트릭스로 제조된 셀룰로오스는 유망한 생체 재료이며 그 예로       

하이드록시 프로필 셀룰로오스(hydroxypropyl cellulose), 하이드록시프로필   

메틸셀룰로오스(hydroxypropyl methyl cellulose)와 카르복시메틸 셀룰로오스

(carboxymethyl cellulose, CMC) 등이 있다[7].  
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2) 외부자극 반응성 약물전달시스템

 약물의 특이성과 효율성을 높이고 잠재적인 부작용과 독성을 최소화하기 위해  

외부 자극, 즉 빛, pH, redox, 열 반응성 생채재료를 이용하여 특정 부위에서  

약물 방출을 제어할 수 있는 방법은 지속적으로 모색되어왔다[8-10]. 

 다양한 자극 중에서 빛은 비침습적이고 시간적 및 공간적으로 제어 가능하여 

표적 부위에서 작용을 증가시키고 전신 독성을 감소시키는 장점을 가지고 있어 

빛에 반응하는 생체재료는 약물 방출을 위해 많이 사용되고 있다. 현재 사용되고 

있는 광원에는 다양한 파장의 자외선(ultra violet), 가시광선(visible)과 근적외선

(near infrared: NIR) 등이 있다. 하지만 가시광선 및 자외선은 부적절한 조직 

투과 능력으로 인해 인체 적용이 제한되기 때문에 750-1300 nm 파장의 NIR 

빛을 가장 많이 사용하고 있다[11]. 빛을 이용한 기술 중 하나로 NIR 조사 하에 

열이 발생하는 광열효과(photothermal effect)를 이용하여 약물 방출을 유도할 

수 있다. 빛을 흡수하여 열을 방출시키는 광열 제제로는 탄소나노튜브(carbon 

nanotube), 그래핀(graphene)과 골드나노입자(gold nanoparticle) 등이 있다

[12-14]. 하지만 이러한 물질들은 독성을 유발하는 문제점이 있다. 따라서 생체 

적합한 광열제제의 개발이 필요하다.

 피부색을 결정하는 멜라닌(melanin)은 생물체의 피부 및 눈 속의 멜라노사이트 

(melanocyte)에 의해 멜라노제네시스(melanogeneisis) 작용으로 생성되는     

어두운 색소로 잘 알려져 있다[15]. 또한 생체 내에서 생성되고 분해되는     

물질이기 때문에 생체적합성과 생분해성이 우수한 생체재료이다. 특히, 멜라닌은 

발색단(choromophore)을 가져 넓은 범위의 빛을 효과적으로 흡수하여 열로   

전환시키는 특성을 가지고 있다[16,17]. 따라서 멜라닌을 TDDS에 적용하여   

생성된 열은 약물 방출을 촉진할 수 있다. 

3) 분자 각인 고분자 

 분자 각인 기술은 주형분자(template), 기능성 단량체(functional monomer),    

가교제(cross linker) 및 개시제(initiator)를 사용하여 주형분자에 대한 선택적 

인식 능력을 가진 분자 각인 고분자(molecularly imprinted polymer: MIP)를 

제조하는 방법이다. 일반적인 MIP의 제조는 다음과 같다. (ⅰ) 공유 또는 비공유 
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결합(예: 수소 결합, 쌍극자-쌍극자, 이온, π-π, 소수성 상호 작용 등)을 통해  

형성된 주형 분자와 기능성 단량체(예: methacrylic acid(MAA), 

4-vinylpyridine 등)의 복합체를 제조한다. (ⅱ) 개시제(예: 2,2’-azobis 

(isobutyronitrile) 등)를 이용한 열 중합법 또는 UV 개시법 통해 제조된      

복합체를 가교제(예：ethylene glycol dimethacrylate(EGDMA))와 함께 공중합 

시킨다. (ⅲ) 화학 반응 또는 추출에 의해 주형분자를 제거하여 최종적인 MIP를 

제조한다. 제조된 MIP는 기능성 단량체의 주형분자에 상보적인 결합 부위가   

노출되어 높은 선택성으로 주형분자와 다시 결합할 수 있다(Scheme 1)[18,19]. 

또한 높은 선택성, 안정성, 상대적인 제조 용이성, 저렴한 비용 및 광범위한 표적 

분자에 대한 적용과 같은 이점을 가지고 있어 생화학적 센서, 크로마토그래피  

고정상, 수용체, 항체 및 효소 모방체와 생체분석(체외진단 및 치료) 등과 같은 

광범위한 응용 분야에서 사용되고 있다[20-22]. 특히, 분자 각인 기술은 주변 

환경 특성(예: 빛, pH, 열 등)에 민감하게 반응하여 주형분자를 빠르게 방출할 

수 있는 플랫폼을 제공할 수 있기 때문에 최근 몇 년 동안 약물전달시스템 및 

여러 약물의 제어 방출 장치를 위한 MIP의 사용은 적합하다고 보고되고 있다. 

필요에 따라 MIP는 모놀리스(monoliths), 멤브레인(membrane) 및 입자

(particle)와 같은 다양한 형식으로 제조할 수 있다[23]. 
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Scheme 1. Schematic illustration of the principle of molecularly imprinted polymer. 
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나. 연구목적 

 본 연구에서는 효과적인 TDDS의 개발을 위해 멜라닌을 함유한 셀룰로오스   

기반 분자 각인 필름(MIP film)을 제조하여 NIR 레이저 조사 하에 

methotrexate (MTX)의 방출 속도를 증가하고자 하였다(Scheme 2a). MIP    

film은 기능성 단량체로서 MAA를 CMC에 공중합하여 주형분자인 MTX와 함께 

수소 결합을 통해 고분자 중합체를 제조하였다. 그 다음 가교제로서 EGDMA를 

사용하여 가교한 후 MTX를 제거하고 멜라닌을 함유시켜 제조하였다(Scheme 

2b). 주사 전자현미경, 에너지 분산 X선 분광기, 푸리에 변환 적외선 분광기를 

이용하여 제조된 MIP film의 물리화학적 특성을 평가하였다. MIP film의   

MTX에 대한 선택적 흡착은 MTX와 구조적으로 유사한 folic acid(FA)를      

사용하여 평가하였다. 또한 MIP film의 광열 전환 특성을 평가하기 위하여 NIR 

레이저를 다양한 세기로 조사하여 온도 변화를 관찰하였다. 마지막으로 NIR   

레이저 조사에 의한 약물 방출 거동을 pH 7.4와 pH 5.5에서 평가하였다.  
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Scheme 2. Schematic illustration for (a) release of MTX from MIP film by 808 nm NIR laser irradiation and (b) 

synthesis of the MIP film containing melanin for MTX release.
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2. 재료 및 방법

가. 시약 및 재료 

 Carboxymethyl cellulose(CMC, Mw 90,000 Da), potassium persulfate(KPS),  

methacrylic acid(MAA), methotrexate(MTX), ethylene glycol dimethacrylate 

(EGDMA), melanin, acetonitrile과 folic acid(FA)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA)에서 구입하였다. Ethyl alcohol(EtOH)과 dimethyl sulfoxide 

(DMSO)는 DUKSAN-REAGENTS(Ansan, Korea)에서 구입하였으며 phosphate 

buffer saline(PBS) 는 LONZA(Basel, Switzerland)에서 구입하였다. 

나. MIP film 제조 

 MTX가 각인된 MIP film은 이전에 보고된 연구에서 변형된 자유라디칼 중합 

방법을 이용하였으며 두 단계를 거쳐 제조하였다[24]. 먼저 60℃로 조정된 

교반기에서 CMC(62.5 mg)를 증류수(5 ml)에 용해한 후 degassing을 하였다. 

교반기의 온도를 70℃로 다시 조정하여 KPS 용액(0.25 mg/ml, 5 ml)과 MAA 

(91.6 mg)를 차례대로 첨가한 후 용액이 불투명해질 때 까지 충분히 

교반하였다. 반응에 참여하지 않은 KPS 및 MAA를 제거하기 위해, 위의 

반응물을 3일 동안 투석막(MWCO 12,000 Da, Sigma-Aldrich, st. Louis, MO, 

USA)을 이용하여 투석시킨 후 동결건조(freeze dryer, Ilshinbiobase Co., Ltd., 

Dongducheon, Korea)하여 CMC에 MAA가 중합된 CMC-PMAA를 제조하였다. 

건조된 CMC-PMAA(62.5 mg)를 증류수(5 ml)에 용해하고 MTX(5 mg)를 

첨가한 후 MTX와 MAA의 pre-assembly를 위해 충분한 시간 동안 water bath 

sonicator(NXP- 1002, Hansol tech Co., Ltd., Seoul, Korea)를 이용하여 

sonication 하였다. 혼합물을 degassing 한 후 가교를 위해 EGDMA(2.1 mg)를 

첨가한 후 1시간 동안 교반하였다. 반응에 참여하지 않은 MTX 및 EGDMA를 

제거하기 위해서 위의 반응물을 3일 동안 투석하였다. Melanin(1 mg)을 투석한 

용액에 분산시킨 후 40℃로 조정된 오븐에서 casting method를 통해 건조하여 

film을 형성하였다. 마지막으로 주형분자인 MTX를 제거하기 위해서 분광광도계 
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(T60U, PG Instruments Limited, UK)를 이용하여 345 nm 파장에서 MTX가 

검출되지 않을 때까지 EtOH 및 acetonitrile 혼합 용액(8:2, v/v)에 

film(0.5×0.5 cm2)을 담가 최종적인 MTX가 각인된 MIP film을 제조하였다. 

대조군으로서 MTX가 각인되지 않은 film(non-imprinted polymer film: NIP 

film)은 동일한 방법으로 제조 되었으나 MTX 첨가를 생략하였다. 

다. MIP film 특성 평가

 MIP film의 합성 및 MTX 인식 부위를 확인하기 위해 주사전자현미경, 에너지  

분산 X선 분광기, 푸리에 변환 적외선 분광기를 실시하였다.  

1) 주사전자현미경&에너지 분산 X선 분광기 

 CMC film, MIP film, MTX가 재인식된 film(MIP@MTX film) 및 NIP film의   

표면을 주사전자현미경(scanning electron microscope: SEM, sigma 500, Carl 

ZEISS Co., Ltd., Oberkochen, Germany)을 통해 관찰하였다. CMC film은 

CMC (62.5 mg)을 증류수(5 ml)에 용해하여 40℃로 조정된 오븐에서 casting 

method를 통해 건조하여 제조하였으며 MIP@MTX film은 DMSO에 용해된 

MTX(1 mg/ml) 용액에 담가 12시간 동안 쉐이커에서 흔들어 준비하였다.     

다음으로 MIP film 및 MIP@MTX film에 존재하는 탄소(C) 및 산소(O)와 같은 

주요 화학 성분을 에너지 분산 X선 분광기(energy dispersive X-ray 

spectroscopy: EDS, sigma 500, Carl ZEISS Co., Ltd., Oberkochen, 

Germany) 스펙트럼을 통해 관찰하였다. MIP@MTX film은 MTX-DMSO 용액

(1 mg/ml)에 담가 12시간 동안 쉐이커에서 흔들어 준비되었다.     

2) 푸리에 변환 적외선 분광기 

 CMC film, MAA, EGDMA, MIP film, MTX, MIP@MTX film의 화학 구조와   

작용기는 푸리에 변환 적외선 분광기(fourier transform infrared spectroscopy: 

FT-IR, VERTEX70, Bruker Co., Ltd., MA, USA)를 이용하여 얻어진 

4500-500 cm-1  범위에서 스펙트럼 데이터를 통해 확인하였다. CMC film은 

CMC(62.5 mg)를 D.W(5 ml)에 용해한 후 40℃로 조정된 오븐에서 casting 
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method를 통해 건조하여 제조하였으며 MIP@MTX film은 MTX-DMSO 용액 

(1 mg/ml)에 담가 12시간 동안 쉐이커에서 흔들어 준비하였다. 

라. MTX에 대한 MIP film의 선택적 흡착 평가

 MIP film의 선택적 흡착을 확인하기 위해 다양한 농도의 MTX-DMSO 용액

(0.02-0.8 mg/ml)에 MIP 및 NIP film(0.5×0.5 cm2)을 담가 12시간 동안       

쉐이커에서 흔들어 MTX를 흡착시켰다. 또한 MTX와 화학적 구조가 비슷한    

FA를 사용하여 MIP film의 흡착을 추가적으로 확인하였다. 다양한 농도의 

FA-DMSO 용액(0.02-0.8 mg/ml)에 MIP 및 NIP film(0.5×0.5 cm2)을 담가  

12시간 동안 쉐이커에서 흔들어 FA를 흡착시켰다. MIP 및 NIP film을 각     

용액에서 건져 DMSO를 이용하여 물리적으로 흡착된 MTX 및 FA를 제거한 후 

EtOH 및 acetonitrile 혼합 용액(8:2, v/v)을 이용하여 흡착된 MTX 및 FA를  

제거하였다. 그 후, EtOH 및 acetonitrile 혼합 용액을 오븐에서 증발시킨 후  

남아있는 MTX 및 FA를 PBS에 재분산시켜 분광광도계를 이용하여 흡광도를  

측정하였다(λMTX: 345 nm,  λFA: 280 nm). 흡착량(Q, mg/g)은 아래와 같은 식 

(1)을 통해 계산하였다[25]. 

                   (1)

이 때, C0와 Ce(mg/ml)는 각각 MTX 및 FA의 초기 농도와 standard curve을   

이용하여 계산한 흡착된 MTX 및 FA의 농도이며 V(ml)는 반응용액의 총 부피, 

m(g)은 MIP 및 NIP film의 질량이다. 또한 imprinting factor(IF)는 아래와 같은 

식 (2)을 통해 계산하였다[26].  

                 (2)

이 때, Qm와 Qn(mg/ml)은 각각 MTX 및 FA에 대한 MIP film 및 NIP film의   

흡착된 양이다. 
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마. MIP film의 광열효과 평가

1) 광열효과 

 MIP film의 광열효과를 확인하기 위해 MIP film(0.5×0.5 cm2)을 홀더에 고정  

시킨 후 5 cm 거리에서 808 nm 파장대의 NIR 레이저(LDH840-30-3, 

Laserlab Co., Ltd., Seoul, Korea)를 다양한 세기(0.5, 0.7와 0.88 W/cm2)로 

10분 동안 조사하였다. 시간에 따른 온도 변화는 적외선 카메라(C2, FLIR 

System Inc., Sweden)를 이용하여 관찰하였다.

2) 광열안정성

 MIP film의 광열안전성을 확인하기 위해 MIP film(0.5×0.5 cm2)을 홀더에   

고정시킨 후 5 cm 거리에서 808 nm 파장대의 NIR 레이저를 0.7 W/cm2     

세기로 5번 on-off cycle(on: 10 min, off: 5 min)에 걸쳐 조사하였다. 각 

cycle 동안의 온도 변화는 적외선 카메라 이용하여 관찰하였다. 

바. 광열효과에 의한 MIP film으로부터 MTX 방출 평가 

 MIP film의 광열효과에 의해 유도되는 약물 방출을 확인하기 위해 변형된 

Franz diffusion cell 방법을 이용하여 실험을 진행하였다[26]. 투과 장벽으로서 

사용된 낮은 분자량 물질을 투과할 수 있는 투석막은 0.5×0.5 cm2 크기의    

필름이 위치한 donor와 pH 7.4 또는 pH 5.5의 PBS(10 ml)로 채워진 acceptor 

구획 사이에 고정시켰다. MIP film에 808 nm 파장대의 NIR 레이저를 0.7 

W/cm2 세기로 10분 동안 조사(1번 또는 4번)하거나 조사하지 않은 후 

acceptor 구획에 채워진 PBS를 50 rpm으로 교반시켰다. 일정 시간 간격으로 

분광광도계를 이용하여 345 nm 파장에서 acceptor 구획의 PBS(1 ml)의      

흡광도를 측정하였으며 MTX standard curve를 통해 방출된 약물의 양을     

계산하였다.   

사. 통계 분석 

 이 연구 결과들은 반복적인 실험을 통해 얻어졌으며 통계적 유의성은 t-test를 

사용하여 평가하였다. 결과는 평균 ± standard deviation(SD)로 표시하였다. 
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3. 결과 및 고찰 

가. MIP film 특성 평가 

1) 주사전자현미경 & 에너지 분산 X선 분광기 

 MIP film의 표면 형태는 SEM을 이용하여 관찰하였다. CMC film과 NIP film은 

매끄럽고 균일한 표면이 관찰되었다(Figure 1a, b). 반면에, MIP film의       

표면에서는 비슷한 크기의 기공들이 관찰되었다(Figure 1c). 이는 주형분자인 

MTX의 제거 후에 인식 부위가 형성된 것으로 판단된다[5,27]. Figure 1d는 

MTX가  재인식된 MIP@MTX film 표면의 SEM 이미지이다. MIP film 표면의 

기공들과 비교하여 MIP@MTX film 표면의 기공들이 채워져 있음을 볼 수 있다. 

이는 MIP film 인식 부위에 MTX 분자들의 흡착으로 인한 것으로 생각된다. 

 MIP film에 주형분자인 MTX가 성공적으로 흡착됨을 확증하기 위해 EDS    

스펙트럼을 통해 MIP film 및 MIP@MTX film의 주요 화학 성분을 비교하였다. 

Figure 2a는 MIP film의 EDS 스펙트럼으로 CMC, MAA, EGDMA 등의 주요 

화학 성분인 탄소(C) 및 산소(O)등의 시그널이 관찰되었다. 반면에 MIP@MTX 

film의 EDS 스펙트럼에서는 탄소(C) 및 산소(O) 등의 시그널뿐만 아니라   

MTX가 가지고 있는 질소(N)의 시그널이 추가로 관찰되었다(Figure 2b). 이러한 

결과들을 통해 주형 분자인 MTX가 성공적으로 제거되고 MTX의 인식 부위가 

형성되었으며 MTX가 흡착 할 수 있는 MIP film이 성공적으로 제조됨을 확인할 

수 있었다[28].   
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Figure 1. SEM images for surface morphology of (a) CMC film, (b) NIP film, 

and MIP film (c) before and (d) after MTX recognition. 
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Figure 2.  EDS spectra of (a) MIP film and (b) MIP@MTX film.
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2) 푸리에 변환 적외선 분광기 

 MIP film 내의 화학적 기능기를 FT-IR 스펙트럼을 통해 확인하였다. 화학     

구조는 IR 스펙트럼에서 구조의 흡수 밴드의 모양, 사라짐, 위치, 모양과 강도의 

변화에 의해 결정될 수 있다. 이를 통해 MIP film의 구성 및 MIP film과 MTX 

사이의 결합을 확인할 수 있다[29]. 그림 Figure 3a는 CMC film, MAA, 

EGDMA와 MIP film의 스펙트럼을 보여준다. CMC에서 1096 cm-1, 1675 cm-1 

및 3488 cm-1 피크는 각각 –C-O-stretching, –C=O stretching, -O-H 

stretching을 보여준다[30]. 기능성 단량체인 MAA에서 1202 cm-1, 1632 cm-1 

및 1690 cm-1 피크는 각각 –C-O stretching, –C=C- stretching 및 –C=O 

stretching을 나타낸다. 가교제인 EGDMA에서 1145 cm-1, 1637 cm-1, 1716 

cm-1 및 2959 cm-1 피크는 각각 -C-O stretching, –C=C- stretching, -C-H 

bending을 나타낸다. 이들 대부분 피크는 MIP film에서도 볼 수 있으며 특히 

MTX와 수소결합을 할 수 있는 MAA의 카르복시기와 관련된 피크가 존재함을 

볼 수 있다. 반면에 –C=C- stretching과 관련된 피크는 중합 과정 중 사라짐을 

볼 수 있다. 이러한 결과들을 통해 MIP film이 자유라디칼 중합에 의해       

성공적으로 제조되었으며 미반응 기능성 단량체 및 가교제가 존재하지 않음을 

확인할 수 있다[29,31].     

 MIP film이 주형분자인 MTX를 흡착시킬 수 있는지 확인하기 위해 MIP film과 

MIP@MTX film의 FT-IR 스펙트럼을 비교하였다. Figure 3b의 MTX에서 관찰  

되는 1644 cm-1, 2953 cm-1 및 3394 cm-1 피크는 각각 –C=O stretching, 

-C-H bending, 하이드록시기 및 아미노기 bending을 나타낸다[32]. 이러한  

피크는 MIP@MTX film에서도 관찰되었다. 하지만 MIP@MTX film 하이드록시 

피크가 MTX 하이드록시기의 피크보다 낮은 주파수 영역으로 이동하고 MIP 

film의 하이드록시기의 피크보다 더 높은 주파수 영역으로 이동함을 볼 수 있다. 

이러한 결과는 MIP film과 MTX를 사이에 수소 결합이 형성되어 흡착됨을 보여

준다[33].   
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Figure 3. FT-IR spectra of (a) CMC film, MAA, EGDMA, MIP film, (b) MTX, MIP film and MIP@MTX film. 
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나. MTX에 대한 MIP film의 선택적 흡착 평가   

 수소결합은 MIP가 주형분자를 효율적으로 인식하기 위한 결합 메커니즘 중     

하나이다. MIP film에는 기능성 단량체인 MTX에 대한 MAA의 상보적인 결합   

부위가 노출되어있기 때문에 MTX를 선택적으로 흡착시킬 수 있다. 이를      

확인하기 위해 MIP film의 MTX 흡착 정도를 확인하였다. DMSO에 대한    

MTX의 용해도는 대부분의 다른 용매보다 우수하기 때문에 특정 농도의 

MTX-DMSO 용액을 사용하여 실험을 진행하였다. MTX를 제거한 MIP film은 

초기 농도(C0)가 0.02-0.8 mg/ml인 MTX-DMSO 용액에 첨가되었다. Figure  

4는 MIP 또는 NIP film의 MTX 흡착량(Q)을 보여준다. NIP film의 경우 농도가 

증가하여도 Q값이 크게 증가하지 않는 반면 MIP film의 경우 농도가 증가함에 

따라 Q값이 꾸준히 증가할 뿐만 아니라 NIP film에서의 Q값과 유의한 차이를 

보였다(p<0.001). 추가적으로 MIP film이 MTX만을 선택적으로 흡착할 수    

있는지 확인하기 위해 화학적 구조가 비슷한 FA를 사용하여 흡착 정도를      

확인하였다. MTX를 제거한 MIP film은 초기 농도(C0)가 0.02-0.8 mg/ml인 

FA-DMSO 용액에 첨가되었다. MIP 및 NIP film의 두 경우 모두 농도가      

증가하여도 Q값이 크게 증가하지 않을 뿐만 아니라 MIP film의 MTX Q값과  

유의한 차이를 보였다(p<0.001). 이러한 Q값들을 이용하여 계산된 IFMTX 및 

IFFA는 2.62 및 1.06이었다. 이러한 MTX에 대한 MIP film의 흡착 정도를 통해 

MIP film에 MTX가 선택적으로 흡착되었으며 각인부위가 존재함을 확인할 수 

있다[34].
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Figure 4. Selective adsorption of MTX or FA with different MIP film and 

NIP film (n=3, ***p<0.001). 
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다. MIP film의 광열효과 평가

1) 광열효과 

 MIP film의 광열전환 특성은 808 nm 파장의 레이저를 다양한 세기(0.5, 0.7과 

0.88 W/cm2)로 조사하여 온도 변화를 통해 평가하였다. Figure 5a, b는 각각   

시간에 따른 열 생성을 적외선 카메라로 확인한 이미지와 온도 변화를 보여준다.  

레이저 조사 전 온도는 27°C로 고정되었으며 레이저를 조사하여 시간별로     

확인한 결과 모든 세기에서 온도가 크게 상승함을 볼 수 있다. 레이저 조사 후에 

0.5, 0.7과 0.88 W/cm2 세기로 조사한 MIP film 표면은 각각 56.4, 69.0와 

72.8°C에 도달하였다. 이러한 결과를 통해 멜라닌의 광열 특성으로 인해 MIP 

film은 효과적인 온도 상승을 보였으며 멜라닌이 필름 내에 함유되어도 고유한 

특성을 잃지 않고 광열효과가 유지됨을 알 수 있다. 약물 방출 실험에서는 수소 

결합이 약해지는 온도인 60°C에 도달할 수 있는 최소한의 세기인 0.7 W/cm2를 

선택하여 실험을 진행하였다[35].

               

2) 광열안정성

 레이저 조사에 의한 약물 방출의 제어를 위해 반복적인 레이저 조사에 의해  

광열효과가 일정하게 유지되어야 한다[36]. 따라서 MIP film의 광열안정성을  

확인하기 위해 5번의 레이저 조사 on/off 과정을 통해 일정한 온도 상승을    

확인하였다. 앞의 실험 결과에 따라 레이저는 0.7 W/cm2 세기로 조사하였다. 

MIP film 표면 온도는 각 주기 간의 통계적 차이를 보이지 않았다(Figure 6). 

반복적인 레이저 조사 후 MIP film은 처음에 도달한 온도에 비해 크게 증가   

또는 감소하지 않았다. 이러한 결과를 통해 MIP film는 레이저 조사 후 열 전환 

효과가 안정함을 알 수 있다.
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Figure 5. (a) IR thermal images and (b) temperature change curves of MIP film with 808 nm NIR laser 

irradiation at 0.5, 0.7, and 0.88 W/cm2 for 10 min. 
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Figure 6. Temperature change curve of MIP film with 808 nm NIR laser 

irradiation at 0.7 W/cm2 over five laser on/off cycles.



- 21 -

라. 광열효과에 의한 MIP film으로부터 MTX 방출 평가 

  약물 방출 평가를 진행하기 전에 Franz diffusion cell에서 808 nm 파장의    

레이저를 0.7 W/cm2로 세기로 조사하여 MIP film의 온도 변화를 먼저        

확인하였다. Figure 7에서 볼 수 있듯이 레이저 조사 10분 후 MIP film의     

온도는 43.7°C에 도달함을 볼 수 있다. 이는 수소 결합이 약해지는 온도인   

60°C에 미치지 못하는 온도지만 필름 내부의 온도는 실제로 더 높을 것으로   

예상되며 생체 적용을 고려해 볼 때 적합한 온도이다[37,38]. 광열효과에 의한 

MIP film으로부터 MTX의 방출을 레이저 유무에 따라 평가하였으며, pH 7.4와 

pH5.5 버퍼에서 방출 거동을 평가하였다. Figure 8와 같이, 12시간 후 레이저를 

조사하지 않은 그룹은 pH 7.4 및 pH 5.5에서 약물의 방출량은 각각 

45.96±6.96% 및 59.89±6.96%로 측정되었으며 레이저를 조사한 그룹은 pH 

7.4 및 pH 5.5에서 약물의 방출량은 73.81 ±9.85% 및 90.06±8.69%로      

측정되었다. pH 5.5에서 레이저를 조사한 그룹의 약물의 방출은 나머지 그룹과 

유의한 차이를 보였다. 이러한 결과는 앞에서 말했듯이 수소 결합은 60°C     

이상 온도에서 약해지기 때문이다. 또한 산성 pH에서는 MAA 내 카르복시기가  

이온화가 억제되어 MAA와 MTX 사이의 결합을 부분적으로 파괴하기 때문이다

[39].  

 MIP film으로부터 MTX 방출이 광열효과에 의해 유도되는지 확인하기 위해    

레이저를 추가적으로 조사(4번)하여 약물방출 거동을 확인하였다. Figure 9에서 

볼 수 있듯이, pH 7.4 및 pH 5.5 버퍼에서 모두 레이저를 1, 2와 3시간째에  

추가로 조사 시 약물 방출의 속도는 순간적으로 빨라짐을 볼 수 있다.

 MTX의 방출로 인한 필름의 형태와 화학성분의 변화를 확인하기 위해 SEM 및 

EDS 분석을 추가로 진행하였다. SEM 결과로부터, MTX 흡착 후 채워져 있던   

기공들이 MTX 방출로 인해 비워져 있는 형태로 관찰되었다(Figure 10a). 또한 

EDS 결과 분석 결과, CMC, MAA, EGDMA 등의 주요 화학 성분인 탄소(C) 및  

산소(O) 등의 시그널이 관찰되는 반면에 질소(N)의 시그널이 관찰되지 않음을 

볼 수 있다(Figure 10b). 이러한 결과들은 레이저 조사로 인해 MIP film으로  

부터 MTX가 방출되었음을 확인할 수 있다. 
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Figure 7.  IR thermal images of MIP film with after 808 nm NIR 

laser irradiation at 0.7 W/cm2 for 10 min in Franz diffusion cell.
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Figure 8. Release profiles of MTX from MIP@MTX film with 808 

nm NIR laser irradiation at 0.7 W/cm2 for 10 min in pH 7.4 or pH 

5.5 PBS buffer (n=3, **p<0.01, **p<0.001). 
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Figure 9. Release profiles of MTX from MIP@MTX film with 4 times irradiation of 808 nm NIR laser at 0.7 W/cm2 for 10 

min in (a) pH 7.4 or (b) pH 5.5 PBS buffer (n=3, **p<0.01). 
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Figure 10. (a) SEM image and (b) EDS spectra of MIP@MTX film after NIR laser irradiation at 0.7 W/cm2 for 10 min. 
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4. 결론

 본 연구에서는 MTX의 제어방출을 위해 멜라닌을 함유한 셀룰로오스 기반의  

분자 각인 필름(MIP film)을 제조하였다. 먼저 CMC와 MAA의 중합체(CMC- 

PMAA)는 개시제인 KPS를 사용하여 자유 라디칼 중합에 의해 제조하였다. MIP 

film은 MTX를 주형분자로, 제조된 CMC-PMAA를 기능성 단량체로, EGDMA를 

가교제로 사용하는 열 중합법에 의해 성공적으로 합성하였다. 제조된 MIP   

film은 MTX가 제거되어 일정한 크기의 기공을 가지고 MTX를 재흡착 할 수  

있음을 SEM 및 EDS를 통해 확인하였다. 또한 MIP film이 성공적으로 중합됨을 

FT-IR을 이용하여 확인하였다. 다양한 농도의 MTX 및 FA 용액을 사용해    

각인된 인식 부위에 재흡착함으로써 인식 효과를 확인하였으며, MIP film에   

의해 결합된 MTX의 양은 각인 되지 않은 NIP film과 비교해 볼 때 현저하게  

높았으며 MTX에 대해 높은 결합 및 선택성을 보였다. 약물 방출을 유도하기  

위한 MIP film의 광열전환 특성은 808 nm 파장의 레이저를 다양한 세기(0.5, 

0.7과 0.88 W/cm2)로 조사하여 평가하였으며 온도가 성공적으로 상승함을    

확인하였다. 또한 반복적인 레이저 조사로 MIP film이 광열 안정성을 가짐을  

확인하였다. 마지막으로 TDDS 필름으로써 적용 가능성을 확인하기 위해 레이저

(0.7 W/cm2) 조사 유무 및 pH 7.4, pH 5.5 버퍼에서 MIP film으로부터 MTX의  

약물 방출 거동을 관찰하였다. 그 결과 레이저 조사 하에 낮은 pH에서 방출   

속도가 빨라짐을 확인하였다. 또한 방출 속도는 레이저를 추가적으로 조사 시  

순간적으로 약물 방출 속도가 빨라졌다. 이러한 결과로부터 MIP film은 MTX  

약물의 제어방출을 위한 TDDS의 제제로서의 가능성을 기대해 볼 수 있다.
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(Abstract)

 The aim of this study is to induce and control  release and permeation 

of methotrexate (MTX) from cellulose-based molecularly imprinted 

transdermal film containing melanin (MIP film) using near infrared (NIR) 

laser for transdermal delivery system (TDDS). For MIP film, methacrylic 

acid (MAA) as functional monomer was grafted carboxymethyl cellulose 

through free radical polymerization. The MTX, template molecule, was 

recognized by hydrogen bonding to MAA. After the MTX was extracted 

from MIP film, approximately equal-sized pore was observed than 

non-imprinted film. To confirm selective recognition of MTX, folic acid 

(FA) with chemical structure similar to MTX was used. The MIP film 

recognized selectively MTX more than FA. After melanin, photothermal 

agent, was added into MIP film, the surface temperature of MIP film rose 

above 60 degrees after 808 nm NIR laser irradiation at 0.7 W/cm2 for 10 

min. The release and permeation rate of MTX from MIP film increased 

rapidly after the NIR laser irradiation. These results indicate that the MIP 
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film is expected to be useful as a transdermal film for transdermal 

delivery system (TDDS).
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