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Ⅰ. 서  론

동물실험은 생명공학분야에서 반드시 필요한 실험이다. 
하지만 윤리적인 문제 때문에 실험을 수행하기 위한 절차가 

까다롭고 실험을 할 수 있는 연구실 또한 제한적이다. 현재 

우리나라는 동물보호법에 의거하여 동물실험시설과 동물실

험시행기관을 규정해놓고 있다. 또한, 실험을 하기 위해서는 

동물실험계획서를 제출하여 위원회의 심의를 받고 승인이 나

면 실험이 가능하다. 동물 실험을 진행하기 위해선 3R 대안

법(reduction, refinement, replacement)에 의거하여 최대한 동

물이 겪는 고통을 줄여야 한다. 이러한 제도적 문제는 동물보

호를 위해선 필요한 제도이나, 연구의 실용성과 편의성에는 

큰 제약이다. 이로 인해 동물 실험을 대체할 수 있는 많은 실

험 방법이 고안되었다. 컴퓨터 시뮬레이션이나 기계모델을 

이용한 완전한 대체방안, 미생물이나 식물 등을 이용하는 상

대적 대체방안 등이 그 예이다. 피부투과도 실험은 기계모델

을 이용한 완전한 대체방안으로써 Franz Diffusion Cell을 이

용한다. Franz Diffusion Cell은 피부투과도 실험을 위해 만들

어진 실험장치이다. 제약 및 화장품 분야에선 동물실험을 대

체하기 위해 Franz Diffusion Cell을 많이 이용한다(1-7).
약물은 경구투여할 경우, 체내 전반으로 퍼져 넓은 범위

의 장소에서 효소와 비특이적 상호반응을 통해 전신 부작용

의 위험이 증가한다. 약물을 국소 투여하게 되면 치료 범위

는 국소적으로 제한되나, 전신 부작용의 위험이 크게 감소하

는 이점이 있다. 국소 투여 방법엔 주사나 패치 제품, 연고 

등의 방법이 있으며, 이때 피부에 붙이거나 바르는 제형을 

개발할 때 Franz Diffusion Cell assay가 효과적이다(8, 9).
화장품은 많은 사람들이 이용하는 제품인 만큼 그 안전성

에 대해 관심이 높다. 체내에 유독한 물질은 최소한으로 투

여되어야 비교적 안전한 제품으로 인정받을 수 있다. 또한, 
화장품 특성상 피부에 바르는 제품이 대부분을 차지하기 때

문에 주름 개선, 미백, 보습 등의 효과를 가지는 인자가 얼마

나 피부에 잘 흡수되는지도 중요한 지표로서 작용한다. 이러
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ABSTRACT

In vitro diffusive models are an important tood to screen the penetration ability of active ingredients in various cosmetic 
products. We have invastigated the skin permeability characteristics of acetaminophen using Franz Diffusion Cell assay as a 
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at the concentration of 0.1, 0.2, and 0.4 mg/mL were 9.73, 7.18, and 6.45 cm/hr × 10—3, respectively. The Flux values increased 
in proportion to the concentration over time whereas the Kp values decreased. Based on this study, the transmission speed of 
acetaminophen was found to be at a moderate level as a result of substituting the transmission characteristics of acetaminophen 
into Mazulli’s definition.
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한 내용은 화장품 개발에 Franz Diffusion Cell assay가 중요

하게 작용할 수 있다는 증거이다(10-13).
본 실험에서는 시험 물질로 Acetaminophen을 사용했다. 

Acetaminophen은 해열진통제로 중추신경계의 체온조절 부

위에 직접 작용하여 해열 작용을 나타내고, 시상과 대뇌피

질의 통각에 대한 역치를 증가시켜 진통 작용을 나타낸다. 
시험 물질 선정 이유는 우리 주변에서 쉽게 볼 수 있는 가장 

대표적인 약물이고, 가격이 저렴하고 대량으로 구매할 수 

있기 때문에 초기 실험 method를 정립할 때 쓰일 약물로 적

절하다고 판단되기 때문이다(14)(Figure 1).
본 실험의 목적은 Franz Diffusion Cell assay를 이용하여 

acetaminophen의 피부투과 특성에 대해 알아보고자 하는 것

이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험 재료

실험의 주재료인 acetaminophen은 Sigma-Aldrich(St. Louis, 
MO, USA)사의 제품을 이용하였고, PBS는 Sigma -Aldrich사
의 tablet 형태로 된 제품을 3차 증류수에 녹여 사용했다. 
Methanol과 acetonitrile은 삼전사(Seoul, Korea)의 것을 이용

했다. Membrane은 Cellu Sep T4 dialysis membrane(Seguin, 
USA)을 이용하였고, MWCO는 12,000∼14,000이다. Franz 
Diffusion Cell 기계는 비엔씨테크(Daejun, South Korea)에서 

제공 받았으며, 분석에 사용한 HPLC는 Waters사의 e2695 모
델을 사용하였다.

2. HPLC analysis

Solvent A는 3차 증류수, solvent B는 acetonitrile을 사용했

다. 두 용매를 A 80 : B 20 비율의 등용리 조건으로 흘려주었

으며 runtime은 10분이다. 유속은 1 mL/min의 속도로 흘려주

었다. 컬럼은 phenomenex Gemini 5 µm C18 110Å 250 × 4.6 

nm의 제품을 사용하였고, 컬럼 온도는 30℃로 설정하였다. 
PDA detector에서 254 nm의 파장으로 검출되었다. 실험조건

은 Table 1과 같다.
실험에 쓰일 acetaminophen의 정량분석을 위해 acetaminophen 

0.1 mg을 PBS : MeOH(6 : 4) 용액 1 mL에 녹인 것을 stock
으로 하여 2배씩 희석하여 총 8개의 sample을 만들었다. 만
들어진 sample은 바로 HPLC를 통해 정량분석을 실시하였

다. R²값이 0.99996으로 매우 신뢰도 있는 결과를 얻었으며, 
결과는 Figure 2에 첨부하였다.

3. Franz Diffusion Cell assay

이 실험 장치는 크게 Donor chamber와 Receptor chamber로 

이루어져 있으며, Donor chamber와 Receptor chamber 사이에 

membrane을 넣고 clamp를 통해 고정시켜 주었다. Receptor 
chamber엔 receptor fluid를 채우고 magnetic stir bar를 넣어주

었다. Donor chamber엔 피부투과도를 측정할 약물을 주입하

였다. Receptor chamber는 Heater/circulator에 연결하였다. 
Heater/circulator는 물을 데우고 순환시켰다. 순환되는 물의 

온도는 Heater/circulator에서 설정 가능하며, 보통 피부 온도

인 32±1℃ 정도로 설정하였다. 데워진 물은 receptor chamber

Figure 1. Chemical structure of test substance, 
acetaminophen.

Table 1. HPLC analysis conditions

Mobile phase A: water, B: acetonitrile

Flow rate 1 mL/min

Column Phenomenex Gemini 5 µm C18 110Å 
250 × 4.6 nm

Column temperature 30℃

Wave length 254 nm

Runtime 10 min

Method Isocratic 80%(A) : 20%(B)

Figure 2. Calibration curve of acetaminophen.
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의 Jacket으로 들어가서 receptor fluid를 데우고 그 온도를 유

지시켜 주었다. Receptor chamber에는 sampling port가 있어

서 syringe나 micro pipette을 이용하여 sampling이 가능하다. 
이때 sampling한 양과 동량의 receptor fluid를 다시 receptor 
chamber 안으로 주입해주어야 한다. 이는 계속되는 sampling 
과정에서 생길 수 있는 receptor chamber 안의 공기 방울 생

성 방지와 receptor fluid가 실험 도중 모자라는 것을 막아준

다. Sampling time은 24시간 안에서 자유롭게 설정이 가능하

다. Figure 3과 같이 Franz Diffusion Cell을 통해 얻은 sample
은 HPLC를 통한 정량분석을 거쳐 Flux 값과 Kp 값을 구하

고, Marzulli의 정의에 적용하여 피부투과도를 측정하였다.
Acetaminophen의 피부투과 특성을 확인하기 위해 Franz 

Diffusion Cell을 이용해 실험을 진행하였다. 또한, aceta-
minophen의 농도가 피부투과도에 어떤 영향을 미치는지 알

아보기 위해 약물의 농도를 0.1, 0.2, 0.4 mg/mL의 농도로 달

리하여 실험을 진행하였다. Acetaminophen을 receptor fluid
에 녹여 실험용 약물을 제조하였으며, receptor fluid는 PBS
와 MeOH을 6:4의 비율로 혼합한 것을 사용하였다. 먼저 

Heater/circulator에 물을 채운 뒤 온도를 32±1℃로 설정해 놓

았다. 그 후 receptor chamber에 receptor fluid를 가득 채워주

었다. 이때 표면장력이 생길 때까지 가득 채워주지 않으면 

membrane을 위에 올렸을 때 공기 방울이 생길 수 있다. 공기 

방울은 membrane과 receptor fluid 사이에 빈 공간을 만들어 

drug release를 방해하는 가장 큰 요인 중 하나이다. Heater/ 
circulator를 작동시켜, receptor fluid를 피부 온도와 유사한 온

도로 데워준다. 끓인 3차 증류수에 30분간 담구어 불려준 

membrane을 receptor chamber 위에 올려놓고, 그 위에 donor 
chamber를 덮어준 뒤 clamp로 고정한다. Donor chamber 안에 

약물을 2 mL 주입하고 알루미늄 호일로 sampling porter 부분

과 donor chamber 윗부분을 막아 receptor fluid의 증발을 최소

화해준다. 기계 전원을 작동시켜 magnetic stir bar를 이용해 

receptor fluid를 교반한다. 1, 2, 4, 6, 8, 12시간 포인트별로 

sampling해준다. 각 sample들은 바로 냉장 보관되었으며, 
sampling한 뒤 24시간이 지나기 전에 HPLC로 분석하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. Acetaminophen의 drug release

Acetaminophen의 피부투과도를 측정한 결과, 시간이 지남

에 따라 Area 값이 증가하는 것을 볼 수 있었다. 결과는 

Figure 4와 같다.
이는 drug release가 잘 이루어지고 있다는 의미로 해석할 

수 있다. 

2. Acetaminophen의 Flux 값

Flux 값은 단위 시간당 일정한 피부 면적을 통과한 시료의 

양을 나타낸 값이다. Acetamnophen의 Flux 값은 농도에 비

례하게 높아지지만, 시간이 지남에 따라 값이 낮아지는 경향

을 보인다. 그 결과는 Figure 5와 같다.
이는 acetaminophen의 투과 특성이 초반에 빨리 용출되고, 

시간이 지남에 따라 용출속도가 감소하는 것으로 판단된다. 

3. Acetaminophen의 Kp 값

Kp 값은 Flux 값에서 시료의 초기농도를 나눠준 값으로, 
각 물질의 흡수 특성을 대변할 수 있다. Acetaminophen의 Kp 
값은 시간이 지남에 따라 감소하는 경향을 보이며, 농도에 

반비례한 것으로 나타난다. 결과는 Figure 6과 같다.
Kp 값이 시간이 지남에 따라 감소하는 것은 Flux 값에서 

본 acetaminophen의 투과 특성을 대변하는 것으로 보인다. 
Flux 값과 Kp 값이 농도에 관해서 반대되는 양상을 보이는 

것은 농도가 높아지면서 투과되는 용질의 양 자체는 많아졌

으나, 투과의 정도를 투과율은 감소한 것으로 보인다. 

Figure 3. Photos of Franz Diffusion Cell and HPLC.
Figure 4. Area values according to drug concen-

tration of acetaminophen.
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4. Marzulli의 정의에 적용

Marzulli의 정의에 실험 결과를 적용하기 위해 각 농도별 

약물에서 얻은 Flux 값과 Kp 값의 평균을 구했으며, 결과는 

Table 2와 같다.
Marzulli의 정의에 실험 결과를 적용한 결과, acetamino-

phen의 투과속도는 보통(moderato)으로 판단된다. 결과는 

Figure 7과 같다.

Ⅳ. 결  론

Acetaminophen의 피부투과 특성을 알아보기 위해 Franz 
Diffusion Cell assay를 이용하여 실험을 진행하였다. 이번 연

구를 통해 acetaminophen이 초반에 빠르게 흡수되고, 시간이 

지남에 따라 천천히 흡수된다는 것을 알게 되었다. Acet-
aminophen은 대표적인 경구투여 약물이며(15), 피부투과 특

성에 대한 연구가 많이 이루어진 물질로서 후속 연구에 사용

될 활성을 지닌 플라보노이드 및 스틸베노이드계의 수용성 

및 지용성 물질에 대한 피부투과 특성 연구를 진행하는 데 

도움이 될 것으로 예상된다.
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