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초    록

최근 실크 피브로인 하이드로젤을 제작함에 있어 horseradish 

peroxidase(HRP)와 과산화수소에 의한 효소 가교 방법이 주목 받고

있다. HRP에 의한 가교로 하이드로젤을 제작하면 탄성이 있으며 투명한

하이드로젤을 제작할 수 있으나, 과량의 과산화수소가 존재하면 HRP의

비활성화가 일어난다. 따라서 본 연구에서는 직접적인 과산화수소의

부가를 피하기 위해 연속 효소 반응을 적용하여 포도당과 glucose 

oxidase(GOx)에 의해 실크 피브로인의 젤화를 개시하였다. 연속 효소

반응에서는 먼저 GOx가 포도당과 산소를 각각 글루코노-델타-락톤과

과산화수소로 전환시키고, 이 반응에서 생성된 과산화수소를 기질로

하여 HRP가 실크 피브로인 내의 타이로신 잔기를 산화하여 다이-

타이로신 반응을 촉진한다.

연속 효소 가교 하이드로젤(SF/GOx/HRP)의 특성 분석은 크게 두

가지로 나누어, 초기 젤화 거동과 제작한 하이드로젤의 역학적 성질에

대해 살펴보았다. SF/GOx/HRP의 젤화 시간은 SF/HRP에 비해 약 2.7

배 단축되었는데, 이에 대한 자세한 분석을 위해 반응계 내에 존재하는

화합물들의 영향을 자세히 알아보았다. 그 결과, 과산화수소의 간접적인

공급으로 기존에 제기되었던 HRP의 비활성화 문제를 피할 수 있었던

것으로 생각된다. 한편, SF/GOx/HRP의 역학적 성질을 측정하였을 때

초반에는 탄성률이 낮았으나 시간이 경과함에 따라 베타 시트 구조가

발달하며 탄성률이 증가하였다. 하지만 최종적인 탄성률은 SF/HRP에

비해 낮았으며 이는 내부 구조가 비교적 조밀하게 형성되지 않았기

때문이었다. SF/GOx/HRP는 포도당이 존재할 경우에 GOx에 의해

과산화수소가 방출되는 특징을 가지고 있어 항균성이 나타났다. 이에
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따라 향후 지혈제로서 활용될 수 있을 것으로 기대된다.

주요어: 실크 피브로인 하이드로젤, 연속 효소 반응, horseradish 

peroxidase, glucose oxidase, 포도당, 항균성 하이드로젤

학   번: 2018-28213



iii

목   차

초   록 .................................................................... ⅰ

목    차 .................................................................... ⅲ

List of Tables ........................................................... ⅵ

List of Figures.......................................................... ⅶ

제 1 장 서론 ...............................................................1

제 2 장 문헌 연구 .......................................................4

2.1. 실크 피브로인 하이드로젤..............................................4

2.1.1. 물리적 가교법 .........................................................................4

2.1.2. 화학적 가교법 .........................................................................5

2.1.3. 물리·화학적 가교법...............................................................9

2.2. Horseradish peroxidase에 의한 효소 가교................... 10

2.2.1. Horseradish peroxidase 가교 기작....................................10

2.2.2. Horseradish peroxidase 가교 실크 피브로인 하이드로젤.13

2.2.3. 기질의 다변화-연속 효소 반응............................................14



iv

제 3 장 재료 및 방법.................................................16

3.1. 재료 .......................................................................... 16

3.2. 실크 피브로인 용액의 제조.......................................... 16

3.3. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤 및 동결건조 스펀지의

제작 ................................................................................. 17

3.4. 초기 젤화 거동........................................................... 19

3.5. 효소 반응속도론적 분석............................................... 22

3.6. 역학적 특성................................................................ 23

3.7. 물 함유량 측정........................................................... 24

3.8. 감쇠 전반사 푸리에 전환 적외선 분광 분석................... 25

3.9. X-선 회절 분석.......................................................... 27

3.10. 전계 방사형 주사 전자 현미경.................................... 27

3.11. 과산화수소 방출 분석................................................ 28

3.12. 항균성 평가.............................................................. 28



v

제 4 장 결과 및 고찰.................................................30

4.1. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 제작.................. 31

4.2. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 초기 젤화 거동 ......

........................................................................................ 32

4.2.1. 젤화 시간 및 가교 속도........................................................32

4.2.2. 실험 조건 내 인자의 젤화 시간에의 영향 ...........................37

4.2.3. 실크 피브로인의 효소 활성에의 영향–model study............41

4.2.4. 기질 농도 조건 변화.............................................................44

4.2.5. 효소 농도 조건 변화.............................................................48

4.3.효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 역학적 특성 분석.....

........................................................................................ 51

4.3.1. 점탄성 및 역학적 특성 .........................................................53

4.3.2. 물 함유량 ..............................................................................58

4.3.3. 이차 구조 전이......................................................................60

4.3.4. 형태학적 특성 .......................................................................64

4.4. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 항균 특성 분석 ......

........................................................................................ 66

4.4.1. 과산화수소 방출 거동...........................................................66

4.4.2. 항균성 시험...........................................................................68

4.5. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 응용분야 제언........

........................................................................................ 71

제 5 장 결론 .............................................................73

참고문헌 ................................................................... 75



vi

List of Tables

[Table 1] Methods for preparation of silk fibroin hydrogels..............8

[Table 2] Concentrations of each experimental group......................21

[Table 3] Conformation assignments of the secondary structure of 

silk fibroin in amide I. ............................................................................26

[Table 4] Crosslinking density for SF/HRP and SF/GOx/HRP 

stabilized hydrogel at 0 hr and 24 hr time points. .............................55



vii

List of Figures

[Figure 1] Mechanism of HRP-catalyzed crosslinking process. (a) 

Formation of two phenoxy radicals by HRP, which is oxidized by H2O2, 

in one catalytic cycle. (b) Radical coupling reaction generated by 

HRP/H2O2 system. .................................................................................12

[Figure 2] Schematic representation of enzymatic crosslinked silk 

fibroin hydrogel preparation.................................................................18

[Figure 3] Preparation of enzymatic crosslinked hydrogels via single 

and tandem enzyme reaction. After the reaction was completed, the 

hydrogel was sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 

37℃ for 24 hours. This time point was regarded as a fully stabilized 

hydrogel and was determined as the 0 hr time point. .......................31

[Figure 4] Gelation kinetics of SF/HRP and SF/GOx/HRP hydrogel. 

(a) Gelation time assessed by vial tilting method. (n=4) (b) Intrinsic 

fluorescence of di-tyrosine linkage emission spectrum after excited 

at 315 nm. (n=4) (c) Crosslinking kinetics investigated by intrinsic 

fluorescence of di-tyrosine linkage emitted at 405 nm after excited 

at 315 nm. (n=4) ...................................................................................34

[Figure 5] Blue fluorescence emission images of enzymatically 

crosslinked silk fibroin hydrogel (left) and precursor solution (right) 

when irradiated with DAPI filter. (a) Transmittance image and (b) 

blue fluorescence image. (scale bar = 500 ㎛) .................................35

[Figure 6] Blue fluorescence emission changes of enzymatically 

crosslinked silk fibroin hydrogels over time. (a) Blue fluorescence 



viii

emission images of SF solution, SF/HRP hydrogel and SF/GOx/HRP 

hydrogel after adding each substrate when irradiated with DAPI filter. 

(scale bar = 500 ㎛) (b) Blue color intensity extracted from images.

.................................................................................................................36

[Figure 7] Gelation time of hydrogels with different 

enzyme/substrate conditions, assessed by vial tilting method. 

(n=4).......................................................................................................40

[Figure 8] Representative double-reciprocal (Lineweaver-Burk) 

plot of each enzyme reaction with or without silk fibroin(conc. = 

0.0006 wt%)...........................................................................................43

[Figure 9] Gelation kinetics of SF/HRP and SF/GOx/HRP hydrogels 

with different substrate concentrations. (a) Gelation time assessed 

by vial tilting method(n=4), (b-c) Crosslinking kinetics of (b) 

SF/HRP and (c) SF/GOx/HRP hydrogels with different substrate 

concentrations. Intrinsic fluorescence was emitted at 405 nm after 

excited at 315 nm(n=4). ......................................................................47

[Figure 10] Gelation kinetics of SF/HRP and SF/GOx/HRP hydrogels 

with different enzyme concentration. (a) Gelation time assessed by 

vial tilting method, (b) Crosslinking kinetics of SF/HRP and 

SF/GOx/HRP hydrogels with differenct enzyme concentration. 

Intrinsic fluorescence was emitted at 405 nm after excited at 315 

nm.(n=4) ................................................................................................50

[Figure 11] Representative rheological properties of (a) SF/HRP and 

(b) SF/GOx/HRP stabilized hydrogel over time, by strain sweep 

oscillatory mode. (c) Storage moduli (G') in the linear viscoelastic 

region(LVR).(n=3)



ix

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point................................................54

[Figure 12] Representative rheological properties of (a) SF/HRP and 

(b) SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time, with the shear 

stress(τ) plotted on the x-axis.

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point................................................56

[Figure 13] Representative compressive stress-strain curves of 

(a)SF/HRP and (b)SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time and 

(c)mean compressive modulus at ~10% strain.(n=4)

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point................................................57

[Figure 14] Swelling ratio of SF/HRP and SF/GOx/HRP stabilized 

hydrogels over time, measured by gravimetric method. (n=6)

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point................................................59

[Figure 15] The transition of protein secondary structure. 

Representative ATR-FTIR spectra of (a) SF/HRP and (b) 



x

SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time. (c-d) Relative 

proportions (%) of each secondary structure over time, calculated by 

multi-peak deconvolution. (n=3)

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point................................................62

[Figure 16] The transition of XRD diffraction intensity of (a) SF/HRP 

and (b) SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time.

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point................................................63

[Figure 17] Inner pore structure changes of (a) SF/HRP and (b) 

SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time, investigated by FE-

SEM. (scale bar = 5 ㎛)

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point................................................65

[Figure 18] Quantitative H2O2 assay of SF/HRP and SF/GOx/HRP as-

prepared hydrogel.(n=4)......................................................................67

[Figure 19] Representative antibacterial activity of SF(a), 

SF/HRP(b), SF/GOx/HRP(c) hydrogels showed by zone of inhibition. 

(A) Escherichia coli, (B) Escherichia coli with glucose in growth 

medium, (C) Staphylococcus aureus. (n=3)



xi

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) for 24 hours....70

[Figure 20] Gelation of SF, SF/HRP, SF/GOx/HRP lyophilized sponge 

against glucose solution(conc. = 5.5 mM)..........................................72



1

제 1 장 서    론

실크 단백질은 Bombyx mori 로부터 얻어지는 섬유상의 단백질로, 

구조 유지를 담당하는 피브로인 두 가닥과 이를 접착해주는 세리신으로

이루어져 있다[1]. 이 중 피브로인은 베타 시트 구조로 인한 우수한

역학적 성질과 생체 적합성을 갖기 때문에 다양한 분야에 활용하고자

하는 노력이 이어지고 있다[2]. 따라서 각 분야에 적용될 수 있도록

섬유상의 피브로인 단백질을 하이드로젤[3], 필름[4], 스펀지[5], 

전기방사 매트[6] 등의 다양한 형태로 가공하고자 하는 연구가 활발히

진행되고 있다.

이 중 하이드로젤을 제작하는 기존의 방법은 물리적인 방법으로 랜덤

코일 구조의 수용액 상의 실크 피브로인을 베타 시트 구조로 유도하는

방식이다. 예를 들면 실크 피브로인 수용액에 열을 가하거나[7], 이온

농도를 조절하거나[8], 초음파를 처리하는 방법[9] 등으로 실크

피브로인 사슬 간 거리가 가까워지도록 하여 물리적 가교를 유도한다. 

이 방법은 간단하며 별도의 가교제가 필요 없다는 장점이 있지만, 

약하고 잘 깨지는 성질의 하이드로젤이 형성된다는 단점이 있다[10].

이러한 문제점을 개선하기 위해 화학적 가교를 통해 실크 피브로인

하이드로젤을 제작하는 여러 가지 방법이 제시되었으며[11, 12], 이

경우 탄성이 있는 하이드로젤을 형성할 수 있는 장점이 있다. 그 중

최근에는 실크 피브로인 내의 타이로신 잔기를 대상으로 화학적

가교하는 연구가 활발히 진행되고 있다[13]. 그 방법에는 horseradish 

peroxidase(HRP)를 활용한 효소 가교법[14-16], 

리보플라빈(riboflavin)을 활용한 광가교법[17, 18], 팬톤 반응(Fenton 

reaction) 을 활용한 가교법[19] 등이 있다. 이 연구들의 장점은 개질



2

과정을 거치지 않은 실크 피브로인 용액을 바로 하이드로젤의 제작에

사용할 수 있으며, 사용한 화학 반응의 독성이 비교적 낮다는 것이다.

그 중 효소 가교는 효소의 기질의 특이성으로 인해 부반응 없이

반응을 진행할 수 있으며, 반응이 온화하며 생리적인 조건 하에서

진행된다는 장점이 있어 다양한 고분자의 가교 및 하이드로젤 제작에

활용되었다[20]. 실크 피브로인을 제작하는 데에 적용되는 효소

가교법은 HRP 와 그 기질인 과산화수소의 산화·환원 반응으로, 실크

피브로인 내 타이로신 잔기의 페놀기에 라디칼이 형성되면 라디칼 간

반응이 일어나는 것을 이용해 화학적 가교를 유도한다. 특히 실크

피브로인에는 타이로신 잔기가 약 5 mol% 존재하기 때문에 반응이

충분히 일어날 수 있다[21]. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤은

탄성이 있어 기존 물리적 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 깨지기 쉬운

성질을 극복하였고, 효소 및 기질의 농도를 바꾸어 역학적 성질을 쉽게

조절할 수 있다[13].

한편, HRP 와 과산화수소의 반응에서 가장 큰 단점은 기질로 사용되는

과산화수소가 과량으로 존재하게 될 때 오히려 효소 활성을 낮추어

반응을 저해한다는 것이다[22]. 하지만 효소의 기질의 특이성 때문에

그 기질의 선택에는 제한이 존재하여 과산화수소를 사용할 수밖에 없다. 

이에 대해 기질의 범위를 넓히기 위해 연속 효소 반응을 적용하는

연구가 다수 보고되었다. 반응의 생성물로 과산화수소를 형성하는 다른

효소와 함께 반응을 진행하면, 과산화수소의 직접적인 부가 없이

HRP 의 반응을 간접적으로 개시할 수 있기 때문이다. 예를 들어, 

글루코스 산화효소(glucose oxidase)[23], L-아미노산 산화효소(L-

amino acid oxidase), 갈락토스 산화효소(galactose oxidase)[24] 등을

사용하면 각각의 기질인 포도당, L-아미노산, 갈락토스로부터 반응을

유도할 수 있다.
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HRP 와의 연속 효소 반응에 가장 흔히 사용되는 효소는 글루코스

산화효소(glucose oxidase, GOx)로, PVA[25], 알지네이트[26], 

젤라틴[27] 등의 하이드로젤 제작에 사용된 사례가 있다. GOx 는

산소와 포도당을 각각 과산화수소와 글루코노-델타-락톤(Glucono-

δ-lactone, GDL)으로 전환하는 반응을 촉매한다. GOx 의 기질인

포도당은 독성이 낮고 혈액이나 체액에도 일정 농도로 존재하기 때문에

이로부터 젤화가 가능하다는 장점이 있다. 따라서 산소의 존재 하에

포도당을 첨가하여 반응을 개시하면 과산화수소를 간접적으로 공급하여

HRP 의 가교 반응을 유도할 수 있다. 하지만 아직까지 실크 피브로인의

효소 가교에 GOx/HRP 연속 효소 반응을 활용한 사례는 보고된 바

없다.

본 연구에서는 GOx 와 HRP 의 연속 효소 반응을 적용하여 실크

피브로인의 젤화를 유도하였다. 기존 HRP 단독 효소 반응과의 젤화

거동의 차이점을 규명하고자 하였으며 이를 위해 젤화 시간, 반응

생성물의 영향, 기질 및 효소의 농도 영향 등이 젤화 시간 단축에 미친

영향에 대해 고찰하였다. 또한 이전의 연구에서 시도되지 않은 시간에

따른 효소 가교 하이드로젤의 역학적 특성이 변화하는 이유에 대해

고찰하고자 하였다. 이를 위해 시간에 따른 이차 구조의 변화와

결정화도의 차이 및 내부 공극의 변화 등을 분석하였다. 최종적으로

제조된 SF/GOx/HRP 의 항균 소재로서의 활용 가능성을 검토하기

위하여 그람 양성, 그람 음성균에 대한 항균성을 검토하였다.
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제 2 장 문헌 연구

2.1. 실크 피브로인 하이드로젤

2.1.1. 물리적 가교법

실크 피브로인 하이드로젤을 제작하는 가장 전통적인 방법은 베타

시트의 형성으로 실크 피브로인 고분자 사슬을 물리적으로 가교하는

것이다. 이는 다양한 방법으로 실크 피브로인 용액에 에너지를 가하여

실크 피브로인이 열역학적으로 안정한 베타 시트를 형성하도록 하는

방법이다[10]. 실크 피브로인에는 소수성의 아미노산이 반복되는

구간(GAGAGS 또는 GAGAGY)이 우세하게 나타나기 때문에[28], 

에너지를 가하여 사슬의 운동성을 증가시키거나 용액의 탈수화를

일으키는 방식으로 이들 간의 소수성 상호작용을 촉진한다. 이로 인해

고분자 사슬 간 거리가 가까워지게 되어 광범위한 소수 결합을 하면

베타 시트 구조가 형성되어 별도의 가교제가 필요 없이 하이드로젤이

형성된다는 장점이 있다[29].

Kim et al. [8]은 온도 및 Ca2+. K+이온 농도에 따라 하이드로젤을

제작하여 실크 피브로인이 랜덤 코일에서 베타 시트 구조로 전이하는

것을 확인하였다. 온도가 높을수록 실크 피브로인 사슬 간 상호작용이

증가하여 비교적 빠르게 구조 전이가 일어났으며, K+와 달리 Ca2+

이온은 첨가하였을 때 실크 피브로인 사슬의 음이온과 다가 양이온의

상호작용으로 인해 비교적 빠른 젤화가 일어나는 것으로 보고하였다. 

반면 이러한 방식으로 하이드로젤을 제작하면 짧게는 하루에서 길게는

일주일 이상의 시간이 걸리는 단점이 있었다.

Chen et al. [30]은 실크 피브로인 용액에 에탄올을 처리하였을 때의

구조 전이를 관찰하였다. 알코올을 실크 피브로인 용액에 부가하면 실크
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피브로인 고분자를 수화하고 있던 물 분자가 알코올에 의해 탈수화되어

실크 피브로인 사슬 간 베타 시트의 확산이 일어나는 것으로 설명하고

있다.

이 외에도 pH 의 저하[31], 초음파 및 볼텍싱을 통한 전단력 부가[9, 

32], 계면활성제의 사용[33], 전기장 노출[34] 등의 방법으로 물리적

가교를 통한 실크 피브로인 하이드로젤을 제작할 수 있다.

2.1.2. 화학적 가교법

물리적 가교를 통해 실크 피브로인 하이드로젤을 제작하게 되면 가장

큰 단점으로 잘 깨지는 성질(brittle)의 하이드로젤이 만들어진다[8]. 

이러한 성질의 젤은 다루기가 쉽지 않으므로 이를 극복하기 위해 물리적

가교가 아닌 공유 결합을 통한 화학적 가교로 하이드로젤을 제작하는

연구가 활발하게 이루어지고 있다. 이러한 방식으로 하이드로젤을

제작하면 대부분 탄성이 있는(elastic) 하이드로젤을 만들 수 있는 것이

장점이다.

먼저, 일반적으로 고분자의 가교에 사용하는 에피클로로하이드린

(epichlorohydrin)[35], 글루타르알데하이드(glutaraldehyde)[36]

등과 같은 화학적 가교제를 사용하여 실크 피브로인 하이드로젤을

제작하는 사례가 보고되었다. 이 방법은 단백질 고분자인 실크

피브로인에 풍부하게 존재하는 수산화기 혹은 아민기를 대상으로 가교를

유도하여 간단하게 젤화를 일으키는 장점이 있다. 하지만 사용한

가교제에 따라 독성 문제가 존재하기 때문에 응용 분야에 제한이 있다.

이에 따라 최근에는 독성이 적은 방법으로 실크 피브로인을 가교하여

하이드로젤을 제작하고자 하고 있다. 한 가지 주요 흐름으로, 실크

피브로인에 광중합이 가능한 작용기를 도입하여 광가교 하이드로젤을

제작하는 연구들이 있다. 이 연구들은 메타크릴레이트기(methacrylate)
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[12] 또는 글리시딜 메타크릴레이트기(glycidyl methacrylate)[37]를

아미노기가 있는 리신(Lysine)에 도입하여 실크 피브로인이 광개시제의

존재 하에 광가교 되도록 한다. 이 방법으로 하이드로젤을 제작하면

화학적 가교제를 사용하는 것에 비해 독성이 적으나, 실크 피브로인의

개질 과정을 한 번 더 거쳐야 하기 때문에 그 제작이 비교적 복잡하고

어렵다.

따라서 개질 과정을 거치지 않고 독성이 적은 가교제를 사용하여

화학적으로 가교한 실크 피브로인 하이드로젤을 제작하는 연구 사례가

다수 보고되고 있다. 이 경우 실크 피브로인에 약 5 mol% 있다고

알려진 타이로신 잔기[21]를 대상으로 하여 페놀기 간 결합을 유도해

공유 결합을 형성한다.

실크 피브로인의 효소가교는 Partlow et al. [13]에 의해 제안된

이후로 많은 사례의 연구가 보고되고 있다. 효소 가교는 horseradish 

peroxidase(HRP) 와 과산화수소에 의해 반응이 진행되며, 효소에 의해

실크 피브로인 내의 페놀기에 라디칼이 형성되면 라디칼 간 반응으로

공유 결합을 이루며 가교된다. HRP 는 현재까지 독성이 있다고 밝히고

있는 연구는 없으며, 일반적인 연구에 비해 매우 높은 농도의 HRP 로

하이드로젤을 만들더라도 세포 독성을 보이지 않았다[38].

Kuang et al.[18]은 리보플라빈을 이용한 광가교 방법으로

하이드로젤을 제작하였다. 리보플라빈은 가시광선의 빛을 흡수한 후

HRP 와 마찬가지로 타이로신 잔기에 라디칼을 형성한다. 라디칼 간

공유 결합이 일어나 다이-타이로신 결합을 이루며 가교되어 실크

피브로인 하이드로젤을 제작할 수 있다. 광가교 하이드로젤의 장점을

이용해 해상도가 높은 패턴을 갖는 하이드로젤을 제작할 수 있었다.

Choi et al.[19]은 팬톤 반응(Fenton reaction) 을 이용한

하이드로젤의 제작 가능성을 확인하였다. 과산화수소와 Fe2+ 이온이
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함께 존재하면 산화·환원 반응이 일어나면서 타이로신 잔기에 라디칼을

형성하고 다이-타이로신 결합을 유도할 수 있음을 밝혔다. 또한

아스코르브산(Ascorbic acid) 및 철환제(iron chelator) 을 사용하고

pH 를 조절하는 등의 방법으로 철 이온의 반응을 조절하여 실크

피브로인 하이드로젤의 성질을 조절하였다. 이렇게 제작한 하이드로젤은

세포 독성을 보이지 않았으며 TCP 대조군과 비슷한 수준으로 세포가

자랐다.
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Table 1. Methods for preparation of silk fibroin hydrogels.

Crosslinking Method Reference

Physical

crosslinking

Temperature changes [7, 10]

pH changes [31]

Shearing

Sonication [9]

Voltexing [32]

Electrogel [34]

Surfactant [33, 39]

Chemical

crosslinking

hydroxyl/

amine 

group

Glutaraldehyde [11, 36]

Epichlorohydrin [35]

Genipin [40]

Lysine

Methacrylate [12]

Glycidyl methacrylate [37]

Tyrosine

Horseradish peroxidase [13, 14, 41]

Ruthenium [42, 43]

Riboflavin [17, 18]

Fenton reaction [19]
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2.1.3. 물리 ᠂화학적 가교법

실크 피브로인을 화학적으로만 가교하여 하이드로젤을 제작하면

탄성이 있는 하이드로젤을 얻을 수 있으나 실크 피브로인 자체의 베타

시트 구조로 인한 강직하고(rigid) 질긴(tough) 성질은 얻을 수 없다.

이러한 하이드로젤은 높은 강도가 요구되는 곳에 응용할 수 없다는

한계점을 가지기 때문에, 화학적 가교에 추가적으로 물리적 가교를 하여

높은 강도를 갖는 이중 가교 실크 피브로인 하이드로젤을 제작하기도

한다[44, 45]. 이중 가교 하이드로젤은 외력의 존재 하에 두 종류의

가교 결합 중 더 약한 결합이 먼저 파괴되며 에너지를 분산시켜 높은

강도를 보이는 것으로 밝혀져 있다[46]. 이중 가교 실크 피브로인

하이드로젤은 일반적으로 공유 결합보다는 베타 시트 구조 내의 물리적

결합인 수소 결합이 먼저 끊어진다.

Su et al. [44]는 실크 피브로인을 HRP 로 가교한 뒤 하이드로젤을

에탄올에 침지하여 이중 가교 하이드로젤을 제작하였다. 제작한

하이드로젤은 단순히 물리적으로만 가교한 하이드로젤과 달리 다이-

타이로신 결합이 형성되어 있는 채로 이차 구조가 전이되었기 때문에

공유 결합에 의해 베타 시트의 발달이 제한되어 작은 크기의 베타 시트

영역이 형성되었다. 이로 인해 기존의 물리적 가교 하이드로젤이 잘

깨지는 성질을 갖고 있던 것과 달리 탄성을 유지하며 강도를 높인 젤을

제작할 수 있었다. 이는 힘이 가해졌을 때 작은 크기의 베타 시트

영역이 희생 결합 (sacrificial bond) 으로 작용하였기 때문이다.

Kim et al. [45]은 루테늄(Ruthenium)을 기반으로 한 광가교

방법으로 실크 피브로인 하이드로젤을 제작한 뒤 메탄올에 침지하여

베타 시트 구조를 유도하였다. 이렇게 형성된 하이드로젤은 마찬가지로

탄성을 유지하며 높은 강도를 보였다. 또한 반복 압축 강도 시험(Cyclic 

compression test)을 진행하여 실제로 히스테리시스를 통해 에너지가
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분산되는 정도를 계산하였을 때 20번의 반복 시험 동안 하이드로젤은

파괴되지 않고 5번 이내에 에너지 분산 정도가 정상 상태에 도달하였다.

즉, 화학적 가교 후에 물리적 가교를 하여 높은 인성(toughness)를

보이는 이중 가교 실크 피브로인 하이드로젤을 제작하였다.

2.2. Horseradish peroxidase 에 의한 효소 가교

2.2.1. Horseradish peroxidase 가교 기작

HRP 는 산화·환원 효소의 일종으로 내부에 헴 그룹이 있어 반응에

직접적으로 관여한다. HRP 의 촉매 반응은 순환적으로 일어나며, 헴

그룹의 산화·환원에 각 기질이 참여함으로서 HRP 는 원래의 상태로

돌아오고 반응에 관여한 기질은 산화 또는 환원된다. 이 반응에서

과산화수소는 산화제로, 페놀기는 환원제로 참여한다[47]. 먼저,

과산화수소의 존재 하에 과산화수소는 물로 환원되고 HRP 의 헴 그룹이

Fe(Ⅲ)에서 Fe(Ⅳ)로 산화되면, compound Ⅰ이 형성된다. 산화된

HRP 는 환원제인 페놀기로부터 전자를 받아 compound Ⅱ를 형성하며

또 다른 페놀기로부터 전자를 한 번 더 받아 원래의 상태로 되돌아간다

[48]. 즉, HRP 와 과산화수소의 촉매 반응에 의해 두 개의 페놀기에

라디칼이 형성된다. 페놀기에 형성된 라디칼은 라디칼 간의 반응을 하여

다이머(dimer), 트라이머(trimer) 혹은 올리고머(oligomer)까지 형성할

수 있다.

실크 피브로인에는 약 5 mol%의 타이로신 잔기가 존재하는 것으로

알려져 있다. 타이로신은 페놀기를 포함한 아미노산으로, HRP 와

과산화수소의 반응에 의한 라디칼 생성 및 가교 반응이 활발하게

일어나는 것으로 보고되고 있다[49, 50]. 실크 피브로인과 같이 고분자

내에 페놀기가 존재하지 않더라도, 티라민(Tyramine), 
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타이로신(Tyrosine), 3-하이드록시프로피온산(3-hydroxypropionic 

acid) 등과 같이 페놀성 화합물을 고분자 사슬에 도입하여 HRP 와

과산화수소에 의한 촉매 반응을 통한 효소 가교 하이드로젤을 제작하는

연구도 다수 존재한다[51-53].

한편, 다수의 연구에서 과량의 과산화수소에 의해 HRP 의 효소

활성이 저해되는 것이 확인되었다. 효소의 비활성화 속도는 HRP 및

과산화수소의 농도에 따라 달라지며, 과산화수소가 과량 존재하면

HRP 는 compound Ⅲ를 형성하여 비활성화된다[54]. 이와 같은 효소

비활성화 과정에 대해 반응속도론적 분석을 한 결과, compound Ⅱ가

과산화수소에 의해 산화되어 카탈레이스(catalase)와 같은 역할을 하며

비활성 화합물인 compound Ⅲ를 형성하는 것으로 분석되었다 [55]. 

이는 효소 가교 하이드로젤을 제작할 때도 꾸준히 제기되어 온 문제로,

PEG[22], PPO-PEO[56], 젤라틴[57], 히알루론산[58], 

알지네이트[59] 기반 하이드로젤을 제작할 때 역시 이와 같은 단점이

나타났다. 과산화수소에 의한 HRP 비활성화의 영향으로 젤화 속도의

감소가 나타났다고 보고하고 있다.
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Figure 1. Mechanism of HRP-catalyzed crosslinking process. (a)

Formation of two phenoxy radicals by HRP, which is oxidized by H2O2, 

in one catalytic cycle. (b) Radical coupling reaction generated by 

HRP/H2O2 system. Adapted from reference [50].
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2.2.2. Horseradish peroxidase 가교 실크 피브로인 하이드로젤

HRP 가교 실크 피브로인 하이드로젤은 앞서 설명한 것과 같이

별도의 추가 개질 과정 없이 고분자 사슬 내에 존재하는 타이로신 잔기

간의 라디칼 반응으로 가교하여 제작한다. 효소 가교 실크 피브로인

하이드로젤은 투명하고 탄성이 있으며 효소 및 실크의 농도를 조절하여

제작한 하이드로젤의 특성을 쉽게 조절할 수 있다는 특징이 있다[13].

이에 따라 다양한 응용 분야에 적용할 수 있는 효소 가교 실크 피브로인

하이드로젤에 대한 연구가 활발하게 이루어지고 있다[60-62]. 따라서

하이드로젤 자체의 특성을 분석하여 이해를 도울 필요가 있다.

Tabatabai et al. [63]은 효소 가교 실크 피브로인의 초기 젤화 과정에

주목하여, 가교점인 다이-타이로신의 형성과 유변학적 거동의 변화를

실시간으로 관찰하였다. 실크 피브로인은 다른 연구에서 알려진 바와

같이 형광으로 다이-타이로신이 형성되는 것을 관찰할 수 있다는

장점이 있어[13] 초기 젤화 거동을 분석할 수 있었다. 초기에는

형광값은 증가하지만 유변학적 거동을 살펴보았을 때 여전히 액체 상인

것으로 보아, 다이-타이로신 결합의 형성이 분자 내에 먼저 형성이

되는 것으로 유추하였다. 이후 분자 간 다이-타이로신 결합이 형성되며

저장 탄성률 값이 증가하는데, 값이 급격하게 증가하는 구간은 실크

피브로인 단백질 분자 간 확산하는 네트워크(system-spanning 

network)가 형성되는 것으로 확인되었다. 반면 이후 완만하게 저장

탄성률 값이 증가하는 구간에서는 형광값의 증가는 나타나지 않았으므로

다이-타이로신 보다 고차의 결합인 트라이- 혹은 테트라-타이로신

결합의 형성에 의한 것으로 가능성을 제시하였다.

Mcgill et al. [64]은 실크 피브로인의 농도와 과산화수소의 농도를

달리하여 하이드로젤을 제작하고, 제작한 하이드로젤의 미소 규모와

거시적 규모에서의 분석을 진행하였다. 미소 규모의 분석으로는 LC-
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MS 를 활용하여 하이드로젤에 형성된 가교점인 다이-타이로신(Di-

tyrosine), 트라이-타이로신(Tri-tyrosine), 테트라-타이로신(Tetra-

tyrosine)의 함량을 분석하였으며, 거시적 규모의 분석으로는 점탄성

특성을 분석하였다. 두 분석에서 유사한 경향으로 실크 및 과산화수소의

농도가 특정 구간일 때 가교점의 함량이 높았으며 저장 탄성률의 값도

큰 것을 확인했다. 이로부터 낮은 농도의 과산화수소에서는 라디칼이 잘

생기지 않고, 높은 농도의 과산화수소에서는 효소의 저해가 일어나기

때문에 가교가 잘 일어나지 않는 것으로 기술하였다. 또한 낮은 농도의

실크 용액은 역학적 성질이 낮고, 높은 농도의 실크 용액은 고분자

사슬의 운동성이 저해되어 가교 밀도가 낮아 저장 탄성률이 낮은 것으로

해석하였다.

2.2.3. 기질의 다변화 – 연속 효소 반응

효소 가교 하이드로젤은 다양한 장점이 있음에도 불구하고, 앞서

언급한 것과 같이 과량의 과산화수소가 존재하면 효소의 비활성화가

일어나는 것이 확인되었다. 하지만 효소의 기질 특이성으로 인해

HRP 의 효소 반응에는 그 기질로 과산화수소가 필수적으로 필요하다.

따라서 이를 극복하기 위한 한 방안으로서, 효소 가교 하이드로젤의

제작에 연속 효소 반응을 적용한 연구가 다수 발표되었다[26, 27, 65].

즉, 과산화수소를 HRP 의 반응계에 직접적으로 부가하지 않고 반응의

생산물로 과산화수소를 내놓는 다른 효소와 함께 HRP 를 사용하여

간접적으로 과산화수소를 공급하는 방식으로 HRP 의 활성 저해를

줄이고자 하는 것이다 [23].

Nakahata et al. [24]는 과산화수소를 내놓는 다양한 효소를 활용하여

과산화수소의 직접적인 부가 없이 하이드로젤을 제작할 수 있음을
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보고하였다. 이 연구에서는 L-아미노산 산화효소(L-amino acid 

oxidase), 콜린 산화효소(Choline oxidase), 갈락토스

산화효소(Galactose oxidase)를 활용하여 그 기질의 범위를 넓혔으며,

세 가지 효소 모두 기질의 농도를 증가시켰을 때 젤화 시간이 짧아지는

것을 알 수 있었다. 이는 HRP 가교 하이드로젤을 제작하였을 때

과산화수소의 농도를 증가시키면 젤화 시간이 길어지는 것과 상이한

것으로, 연속 효소 반응을 적용하면 과산화수소에 의해 HRP 가

비활성화되지 않음을 확인하였다.

HRP 연속 효소 반응을 활용하여 하이드로젤을 제작할 때 가장

활발하게 연구가 이뤄지고 있는 효소는 포도당 산화효소(glucose 

oxidase, GOx)로, 알지네이트[26], PVA[25], 히알루론산[66], 

젤라틴[27] 등의 고분자를 활용하여 하이드로젤을 제작한 연구가 있다.

GOx/HRP 연속 효소 반응을 하이드로젤의 가교에 적용하면 포도당으로

젤화 반응이 개시되며 다른 효소를 사용하였을 때와 유사하게 포도당의

농도를 높일수록 젤화 시간이 감소하였다. 특히, 혈액이나 체액 등에

포도당이 함유되어 있기 때문에 이로부터 젤화가 개시될 수 있다는

장점이 있었다.
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제 3 장 재료 및 방법

3.1. 재료

실크 피브로인은 국립농업과학기술원으로부터 제공받은

누에고치(Bombyx mori)에서 추출하였다. 누에고치의 정련에 사용된

탄산 나트륨(sodium carbonate)과 마르세유 비누(sodium oleate)는

JUNSEI(Japan)에서 구매하였으며, 실크 피브로인의 용해에 사용된

리튬 브로마이드(lithium bromide, LiBr)는 Alfa Aesar(UK)에서

구매하였다. 가교에 사용된 HRP (Peroxidase from horseradish, Type 

Ⅵ), GOx (Glucose from Aspergillus niger, Type Ⅶ), H2O2(30% (w/w) 

in H2O)는 Sigma-Aldrich(USA)에서, 포도당(glucose)은

덕산과학(한국)에서 구매하였다. 이외의 시약은 모두 Sigma-

Aldrich(USA)에서 구매하여 사용하였다.

3.2. 실크 피브로인 용액의 제조

누에고치로부터 세리신을 제거하고 피브로인을 얻기 위해 비누 정련

과정을 거쳤다. 탄산 나트륨 0.2% (w/v), 마르세유 비누 0.3% (w/v) 

용액에 4등분 한 누에고치를 1:25의 욕비로 담고, 100℃에서 60분간

가열하였다. 이를 수차례 수세하여 세리신을 완전히 제거하고 건조하여

정련사를 얻었다. 정련사는 9.3 M LiBr 수용액에 10% (w/v)으로

60℃에서 4시간 동안 용해한 후, 증류수에 대해 셀룰로오스 투석막(6-

8 kDa)에서 3일 간 투석하였다. 얻어진 실크 피브로인 용액은 4℃에서

보관하였으며, 용액 내의 실크 피브로인 농도는 수분 측정기(MB45, 

OHAUS, USA)를 이용하여 측정하였다. 그 결과 3.0 – 3.3 wt%의 실크
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피브로인 용액을 얻을 수 있었다.

3.3. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤 및 동결건조

스펀지의 제작

하이드로젤은 실크 피브로인 내 타이로신 잔기의 페놀기가 가교되는

반응을 통해 형성되었다. 대조군으로는 HRP만을 사용한 단독 효소 가교

방법을, 실험군으로는 GOx와 HRP를 사용한 연속 효소 가교 방법을

사용하였다. 가교에 사용되는 효소인 HRP 및 GOx 용액은 최종 농도의

100배인 500, 1000, 2000 U/ml로 제작하였고, H2O2와 포도당 용액은

50, 100, 200, 400, 800 mM로 제작하였다. 하이드로젤의 제조는 먼저

실크 용액 1 ml 당 각 효소 용액을 10 ㎕씩 첨가하여 균일하게 섞어준

후 특정 농도의 과산화수소 또는 포도당 용액을 10 ㎕ 첨가하여 반응을

개시하였다. 하이드로젤은 37℃에서 2시간 동안 충분히 젤화를

진행하였다.

포도당 용액에 의해 실험군을 동결건조한 스펀지의 젤화 여부를

확인하기 위해 실크 피브로인 용액, 실크 피브로인과 HRP 혼합 용액,

실크 피브로인과 GOX, HRP 혼합 용액을 제작하여 동결 건조하였다.

적당한 크기로 제작하기 위해 24 well plate에 1 ml씩 분주하여 넣어

스펀지를 제작하였다. 동결 건조가 완료된 후에는 냉장 보관을 하여

효소의 활성이 유지될 수 있도록 하였다.
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Figure 2. Schematic representation of enzymatic crosslinked silk 

fibroin hydrogel preparation.
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3.4. 초기 젤화 거동

젤화 시간은 바이알 기울기 시험을 통해 측정하였다. 실크 피브로인

용액에 효소를 첨가하여 균일하게 섞어준 후, 과산화수소 또는 포도당을

첨가하여 반응을 개시하고 30초 간격으로 바이알을 뒤집어 더 이상

흐르지 않는 시점을 젤화 시간으로 결정하였다. 5 ml 바이알에 반응이

개시된 용액을 250 ㎕씩 분주하여 담고, 37℃에서 보관하며 젤화를

관찰하였다. 

다이-타이로신 형성에 따른 형광을 분석하기 위해 마이크로플레이트

리더기(Synergy H1, BioTeck, USA)를 사용하였다. 반응이 개시된 실크

피브로인 용액을 96 well 검정색 마이크로 플레이트에 200 ㎕씩

분주하여 담고 37℃에서 형광 방출 거동을 측정하였다. 먼저

하이드로젤의 최대 형광 방출 파장을 측정하기 위해 200 ㎕씩 분주하여

담은 용액을 2시간 동안 완전히 반응시키고 315 nm에서

여기(excitation)시킨 후 350-500 nm에서의 형광값을 확인하였다[13]. 

그 결과 405 nm에서 최대로 형광을 방출하는 것을 확인하였으며 이후

용액의 형광 속도 분석을 위한 실험에서는 405 nm에서의 형광 방출을

1시간 동안 측정하였다. 초기 가교 속도를 반영하는 형광 스펙트럼의

초기 기울기는 원점에서 첫 관측값까지의 기울기로 생각하였다.

또한 젤의 형광 이미지는 형광 현미경(Celena S, logos Biosystems, 

South Korea)의 DAPI 필터를 사용하여 얻었다[67]. 실크 피브로인

용액에 효소를 첨가하여 균일하게 섞어준 후, 과산화수소 또는 포도당을

첨가하여 반응을 개시하고 5분 간격으로 이미지를 촬영하였다. 얻은

이미지의 정량적인 비교᠂분석을 위해 파이썬 소프트웨어를 이용해

이미지 내 모든 픽셀의 RGB 중 B 값을 추출하고 평균 내어 계산하였다.

실험 조건 내의 인자들이 젤화 시간에 미치는 영향을 확인하기 위해



20

6 가지의 실험군을 설계하였다. 각 실험군을 제작할 때에는 효소 및

기질의 농도는 하이드로젤을 제작할 때와 동일한 농도로 첨가하였다. 즉

효소인 HRP와 GOx는 10 U/ml로, 기질인 과산화수소와 포도당(Glc)은

2 mM로 첨가하였으며, GDL은 첨가한 포도당이 모두 산화하였을 때를

가정하여 2 mM을 첨가하였다. 각 실험군의 상세한 조성은 실크

피브로인 용액을 기반으로 Table 2와 같으며, 최종 농도를 기준으로

작성하였다.
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Table 2. Concentrations of each experimental group.

HRP GOx H2O2 Glc GDL

HRP/H2O2 10 2

HRP/GOx/Glc 10 10 2

HRP/H2O2/GDL 10 2 2

HRP/H2O2/Glc 10 2 2

HRP/GOx/H2O2 10 10 2

HRP/GOx/ H2O2/Glc 10 10 2 2

* Units for HRP and GOx: U/ml

* Units for H2O2, Glc and GDL: mM
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3.5. 효소 반응속도론적 분석

모든 효소의 농도는 UV-Vis 분광 광도계(UV-Vis spectrometer, 

Optizen POP Bio, Mecasys, Korea)를 통해 정량하였다. GOx의 결정

계수는 280 nm에서 2.67 105 M-1cm-1이고, HRP의 결정 계수는 403 

nm에서 1.0 105 M-1cm-1이다[68]. 시간에 따른 효소 활성은 UV-

Vis 분광 광도계(UV-Vis spectrometer, Optizen 2120UV plus, 

Mecasys, Korea)를 이용하여 측정하였다. 최종 생성물인 ABTS 

라디칼 양이온의 결정 계수는 415 nm에서 3.6 104 M-1cm-1이다[69].

HRP의 활성 검정을 위해서 최종적으로 1 nM의 HRP, 2 mM의

ABTS와 6.25-200 μM의 H2O2를 1차 증류수에 용해하여 수용액을

제작하였다. GOx의 활성 검정을 위해서는 최종적으로 1 nM의 GOx, 20 

nM의 HRP, 2 mM의 ABTS와 0.78125 – 200 mM의 포도당을 1차

증류수에 용해하여 수용액을 제작하였다. 실크 피브로인의 저해 작용을

확인하기 위해서 하이드로젤 제작 시 사용하는 실크 피브로인 용액(~3 

wt%)을 최종적으로 HRP와 동일한 배수로 희석하여 사용하였다.

UV-Vis 분광 광도계 내부의 온도는 37℃로 유지하였고 415 

nm에서의 흡광도를 4초 간격으로 15분 간 측정한 후, 효소의 초기

속도는 형성 농도-시간 그래프의 초기 100초 간의 기울기로

계산하였다. 얻어진 효소의 초기 속도를 바탕으로 매트랩 소프트웨어의

Enzkin을 사용하여 Michaelis-Menten plotting 및 Lineweaver-Burk 

plotting을 진행하였다[70]. 이로부터 효소 속도 상수 및 실크

피브로인의 저해제 작용 여부를 확인하였다.
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3.6. 역학적 특성

제작한 하이드로젤의 점탄성을 회전형 레오미터(HAKKE MARSⅢ, 

Thermo Scientific, USA)을 이용하여 측정하였다. 반응이 끝난

하이드로젤은 24시간 동안 37℃에서 PBS(pH 7.4)에 침지하여 충분히

팽윤하였고, 이 시점을 완전히 안정화 된 하이드로젤으로 보고 0 hr 

시점으로 결정하였다. 점탄성은 안정화 후 0 hr, 24 hr 시점의

하이드로젤에 대해 측정하였다.

하이드로젤은 각 시점마다 8 mm 생검 펀치(biopsy punch)를

이용하여 직경 8 mm, 높이 1-2 mm로 제작하였다. 습윤 상태의

하이드로젤의 G’ 및 G”을 진동 모드(oscillatory mode) 중 strain 

sweep 모드로 변형률 0.1-100%, 진동수 1 Hz, 온도 25℃ 조건으로

측정하였다. 측정 시에는 parallel plate geometry를 사용하였으며, 전단

저장 탄성률은 선형 점탄성 영역(linear viscoelastic region, 

LVR)에서의 평균값으로 계산하였다. 또한, 이렇게 얻은 전단 저장

탄성률로부터 하이드로젤의 가교 밀도(ν)를 다음의 식(1)에 의해

구하였다 [71]. 이 때 G’은 전단 저장 탄성률, R은 기체 상수(8.314 

J·mol-1·K-1), T는 절대 온도(K)이다.

G′ = νRT 식 (1)

제작한 하이드로젤의 압축 강도를 만능 재료 시험기(Lloyd 

instruments, Chichester, UK)를 사용하여 측정하였다. 반응이 끝난

하이드로젤은 24시간 동안 37℃에서 PBS(pH 7.4)에 침지하여 충분히

팽윤하였고, 이 시점을 완전히 안정화 된 하이드로젤으로 보고 0 hr 

시점으로 결정하였다. 압축 강도는 안정화 후 0 hr부터 120 hr 시점의

하이드로젤에 대해 24시간 간격으로 측정하였다.

하이드로젤은 각 시점마다 8 mm 생검 펀치(biopsy punch)를
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이용하여 직경 8 mm, 높이 1-2 mm로 제작하였다. 0, 24 hr

하이드로젤은 10 N 로드 셀을 사용하여, 48 hr 이후의 하이드로젤은

500 N 로드 셀을 사용하여 5 mm/min 의 압축 속도로 하이드로젤에

대한 압축 응력-변형률 그래프를 얻었다. 압축 탄성률은 초기

10%까지의 기울기로 계산하였다.

3.7. 물 함유량 측정

제작한 하이드로젤의 물 함유량을 중량 측정 및 계산을 통해 구하였다. 

반응이 끝난 하이드로젤은 24시간 동안 37℃에서 PBS(pH 7.4)에

침지하여 충분히 팽윤하였고, 이 시점을 완전히 안정화 된

하이드로젤으로 보고 0 hr 시점으로 결정하였다. 물 함유량은 안정화 후

0 hr부터 120 hr 시점의 하이드로젤에 대해 24시간 간격으로

측정하였다.

하이드로젤은 각 시점마다 8 mm 생검 펀치(biopsy punch)를

이용하여 직경 8 mm, 높이 1-2 mm로 제작하였다. 하이드로젤의 습윤

무게(Ws)을 측정한 뒤, PBS 염을 제거하기 위해 증류수로 수세하였다. 

이 후 충분한 시간 동안 하이드로젤을 건조한 뒤 건조 무게(Wd)를

측정하고, 다음 식(2)에 따라 물 함유량을 계산하였다.

Water content�
g
g� � =

�� −��

��
식 (2)
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3.8. 감쇠 전반사 푸리에 전환 적외선 분광 분석

하이드로젤의 시간 경과에 따른 이차 구조 분석을 위해 감쇠 전반사

푸리에 전환 적외선 분광분석기(attenuated total reflectance-fourier 

transform infrared spectroscopy, ATR-FTIR, Nicolet 6700, Thermo 

Scientific, USA)를 사용하였다. 반응이 끝난 하이드로젤은 24시간 동안

37℃에서 PBS(pH 7.4)에 침지하여 충분히 팽윤하였고, 이 시점을

완전히 안정화 된 하이드로젤으로 보고 0 hr 시점으로 결정하였다. 

적외선 분광분석을 위해서 안정화 후 0 hr부터 72 hr 시점의

하이드로젤에 대해 24시간 간격으로 동결 건조하여 시료를 준비하였다.

amide Ⅰ 스펙트럼(1705 – 1595 cm-1)은 해상도 8 cm-1, 스캔 수

32 회로 측정하여 얻었다. 이 후 하이드로젤의 이차 구조 조성의 정량

분석을 위하여 푸리에 셀프 디컨볼루션(Fourier self deconvolution, 

FSD) 후 가우시안 커브 피팅(Gaussian curve fitting)을 진행하였다. 

FSD는 OMNIC 소프트웨어에서 스펙트럼의 베이스 라인을 맞춘 후

25cm-1의 반차폭, 2.7의 Enhancement로 수행하였다. FSD를 진행한

곡선에 대해 가우시안 커브 피팅을 진행하기 위해 파이썬 소프트웨어의

LMFIT(non-linear least-squares minimization and curve-fitting for 

python) 패키지를 사용하였다[72]. 이 후 문헌에 따라 11개의 이차

구조 피크를 설정하여 커브 피팅하였다(Table 3).
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Table 3. Conformation assignments of the secondary structures of 

silk fibroin in amide I [73].

Wavenumber(cm-1) Conformation assignment

1697-1703 Intermolecular β-sheet

1686-1696 Turns

1671-1685 Turns

1663-1670 Turns

1656-1662 α-helices

1647-1655 Random coils

1638-1646 Random coils

1628-1637 Intramolecular β-sheets

1622-1627 Intermolecular β-sheets

1616-1621 Intermolecular β-sheets

1605-1615 Aggregated strands
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3.9. X-선 회절 분석

또한 시간 경과에 따른 이차 구조 및 결정화도 분석을 위해 X-선

회절 분석기(XRD, D8 Advance with Davinci, Brucker, Germany)를

사용하였다. 반응이 끝난 하이드로젤은 24시간 동안 37℃에서 PBS(pH 

7.4)에 침지하여 충분히 팽윤하였고, 이 시점을 완전히 안정화 된

하이드로젤으로 보고 0 hr 시점으로 결정하였다. X-선 회절분석을

위해서 안정화 후 0 hr부터 48 hr 시점의 하이드로젤에 대해 24시간

간격으로 동결 건조한 후 동결 파쇄하여 가루 형태로 만들어 시료를

준비하였다. 측정 시 스캔 속도는 0.5 sec/step로 하였으며 2θ=5-40°

범위에서 측정되었다. 기존 문헌에 따르면, silk Ⅰ 결정 구조는 12.2°, 

19.7°, 24.7°, 28.2°에서 회절 피크가 나타나고, silk Ⅱ 결정 구조는

9.1°, 18.9° and 20.7°에서 피크가 나타난다 [74, 75].

결정화도(XC)는 스펙트럼에 디컨볼루션을 시행하여 무정형의 피크와

결정형의 피크를 구한 후 전체 밑넓이 대비 결정형 피크의 밑넓이로

구하였으며, 그 식은 다음과 같다[76].

��(%) =
��

�� + ��
× 100 식 (3)

3.10. 전계 방사형 주사 전자 현미경

시간 경과에 따른 하이드로젤 내부 미세 공극 구조의 관찰을 위해

전계 방사형 주사 전자 현미경(Field-emission scanning electronic 

microscopy, FE-SEM, Auriga, Carl Zeiss, Germany)을 사용하였다. 

반응이 끝난 하이드로젤은 24시간 동안 37℃에서 PBS(pH 7.4)에

침지하여 충분히 팽윤하였고, 이 시점을 완전히 안정화 된

하이드로젤으로 보고 0 hr 시점으로 결정하였다. 주사 전자 현미경을
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통한 관찰을 위해 안정화 후 0 hr부터 72 hr 시점의 하이드로젤을

24시간 간격으로 동결 건조한 후 단면을 관찰할 수 있도록 시료를

준비하였다.

3.11. 과산화수소 방출 분석

효소 가교 하이드로젤로부터 방출되는 과산화수소의 거동을 분석하기

위해 과산화수소 정량 검정 키트(Pierce™ Quantitative Peroxide 

Assay Kit, Thermo Scientific, USA)를 사용하였다. 이 키트는

과산화수소가 Fe2+를 Fe3+로 산화시키는 반응을 통해 과산화수소를

정량한다.

하이드로젤의 과산화수소 방출 거동을 위해, 24 well 마이크로

플레이트에 1 ml씩 실크 피브로인과 효소가 균일하게 섞인 용액을

분주한 후 과산화수소 및 포도당을 첨가하여 반응을 개시한다. 30분간

젤화를 시키면 젤이 형태를 유지하고 PBS(pH 7.4)를 첨가하였을 때

정확히 상이 분리되었으므로 PBS 버퍼를 각 well에 1 ml씩 첨가하였다. 

이후 시점별로 20 ㎕의 버퍼를 채취하여 96 well 마이크로 플레이트에

담아 검정 키트의 용액을 200 ㎕씩 첨가하였다. 상온에서 15분간

반응한 후 마이크로플레이트 리더기(Synergy H1, BioTeck, USA)를

사용해 595 nm에서 흡광도를 측정하였다. 과산화수소의 농도를 알고

있는 용액으로 검정 곡선을 그려 농도를 계산하였다.

3.12. 항균성 평가

항균성 평가를 위하여 하이드로젤을 제작하기에 앞서, 실크 피브로인

용액 및 효소·기질 용액을 0.2 ㎛ 필터에 투과시켜 멸균 과정을

거쳤다[77].
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항균성 시험은 ㈜제노젠에 위탁하여 진행하였다. 효소 가교

하이드로젤의 E. coli(Escherichia coli, ATCC 8739) 및 S. 

aureus(Staphylococcus aureus, ATCC 6538) 균주에 대한 항균 활성

효능을 확인하기 위해 paper disk agar diffusion assay를 수행하였다. 

동결 보관한 각 균주를 해동하여 배지에 접종하고 진탕배양 (37℃, 130 

rpm)한 후, 각 균주의 660 nm에서의 흡광도를 측정하여 1 이상이 되는

배양액을 시험에 사용하였다. 전배양 종료 후, 균 배양액을 한천배지에

분주한 후 굳히고 직경 8 mm의 하이드로젤을 올려 37℃에서 24시간

동안 배양하였다. 배양이 완료된 후에 하이드로젤 주위의 투명환(clear 

zone)의 직경을 측정하였다.

평판 배지는 E. coli는 Nutrient medium을 사용하였고, 조성은 beef 

extract 3 g/L, peptone 5 g/L이었다. SF/GOx/HRP의 항균성을 확인하기

위해서 추가적으로 glucose 2.5 g/L를 첨가한 평판 배지에서도 항균성

시험을 진행하였다. S. aureus는 Trypticase soy medium을

사용하였으며 그 조성은 pancreatic digest of casein 17 g/L, pancreatic 

digest of soybean meal 3 g/L, NaCl 5 g/L, K2HPO4 2.5 g/L, glucose 

2.5 g/L 이다.
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제 4 장 결과 및 고찰

4.1. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로겔의 제작

본 연구에서는 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 제작에 있어

과산화수소의 HRP 비활성화 문제를 해결하기 위해 그 기질의 범위를

넓히고자 HRP와 GOx를 함께 사용하여 포도당에 의해 젤화되는

하이드로젤을 제작하고 그 특성을 분석하였다. 따라서 연속 효소 가교

실크 피브로인 하이드로젤(SF/GOx/HRP)을 제작하고, 대조군으로서

과산화수소에 의해 젤화가 시작되는 단독 효소 가교 실크 피브로인

하이드로젤(SF/HRP)을 제작하였다. Figure 3과 같이 하이드로젤을

제작하였으며, 두 하이드로젤 모두 37℃에서 2시간 동안 충분한 젤화가

일어날 수 있도록 하였다. 완전히 젤화가 일어난 후에는

PBS(pH=7.4)에 수세 후 침지하여 37℃에서 24시간 동안

안정화하였다. 제작한 SF/GOx/HRP는 SF/HRP와 유사하게 투명하고

탄성이 있었다.
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Figure 3 . Preparation of enzymatic crosslinked hydrogels via single 

and tandem enzyme reaction. After the reaction was completed, the 

hydrogel was sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 

37℃ for 24 hours. This time point was regarded as a fully stabilized 

hydrogel and was determined as the 0 hr time point.
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4.2. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 초기 젤화

거동

4.2.1. 젤화 시간 및 가교 속도

각 반응계에서 하이드로젤이 잘 형성되는 것을 확인하여, 먼저

SF/HRP와 SF/GOx/HRP가 초기 젤화 거동에서 어떠한 차이를 보이는

지 확인해 보고자 하였다. 초기 젤화 거동은 하이드로젤의 젤화 시간과

형광으로 분석하였다.

먼저 바이알 기울기 시험을 통해 37℃에서의 젤화 시간을 측정하였을

때(Figure 4(a)), SF/GOx/HRP가 SF/HRP 보다 약 2.7 배 빠르게 젤화

가 일어나는 것을 확인하였다(SF/HRP: 5.4±0.2 min, SF/GOx/HRP: 

2.0±0.1 min). 이에 대한 명확한 분석을 위해 다음과 같이 형광 분석을

실시하였다.

하이드로젤은 용액 상태와 다르게 거시적으로 3차원 구조체를 유지할

수 있는 미시적인 물리적·화학적 네트워크 구조가 존재해야 한다[78].

효소 가교 실크 피브로인은 다이-타이로신 결합의 형성으로 네트워크

구조를 이루어 젤화가 일어난다. 실크 피브로인의 다이-타이로신 형성

은 형광 분석을 함으로서 실시간으로 관찰할 수 있기 때문에, 두 가교

반응계의 초기 젤화 거동을 비교하기 위해 형광 분석을 진행하였다

(Figure 4(b-c)).

Figure 4(b)에서는 완전히 젤화가 이루어진 두 하이드로젤에 대하여

315 nm에서 여기(excitation)시켰을 때의 형광 방출 스펙트럼을 얻었다.

이는 실시간으로 다이-타이로신의 형성을 관찰하기에 적합하도록 가장

높은 강도로 형광을 방출하는 파장대를 확인하기 위함이었으며, 두 반응

계 모두 405 nm에서 최고 강도를 보였다. 따라서 Figure 4(c)는 315 

nm 여기(excitation), 405 nm 방출(emission) 형광을 감지하여 두 하



33

이드로젤에서의 다이-타이로신의 초기 형성 거동에 대해 살펴보았다.

SF/GOx/HRP는 초기에 빠르게 형광 세기가 증가하였으나 약 5분 후에

강도가 더 이상 증가하지 않고 정체되었다. 반면 SF/HRP는 비교적 느

리게 형광 세기가 증가하고 약 30분 간 그 강도가 증가한 후 정체되었

다. 또한 최종적으로 도달한 형광 세기는 SF/GOx/HRP가 SF/HRP에

비해 약 2배 더 낮았다. 이 때 Figure 4(a)의 바이알 기울기 시험을 통

해 관찰한 젤화 지점을 Figure 4(c)에 빨간 선으로 표시하였다.

분광 분석법과 더불어서, 형광 현미경을 통해 하이드로젤이 형광을 나

타내는 것을 DAPI 필터로 관찰하여 실시간으로 이미지화 하였다. 먼저

Figure 5와 같이 완전히 젤화가 된 하이드로젤을 관찰하였을 때, 실크

피브로인 용액이 형광을 전혀 보이지 않는 것과 달리 효소 가교 하이드

로젤은 강한 형광을 나타내었다. 따라서 하이드로젤의 젤화가 진행될 때

형광 세기의 변화를 Figure 6과 같이 형광현미경으로 확인하였다. 얻은

이미지를 정량적으로 분석하기 위해 각 이미지의 RGB 중 Blue 값을 추

출하여 비교하면 Figure 4(c)와 유사한 양상을 보였다. SF/GOx/HRP는

초기에는 SF/HRP에 비해 높은 형광을 보이다 어느 정도 수준의 형광

세기에 도달하면 더 이상 증가하지 않고 정체되었고, SF/HRP는 초기에

는 형광을 보이지 않다가 형광 세기가 크게 증가하는 양상을 보였다.

초기 젤화 거동을 바이알 기울기 시험 및 형광으로 살펴보았을 때,

SF/GOx/HRP는 연속 효소 반응으로 반응 단계가 하나 더 추가되었음에

도 불구하고 초기 젤화가 더 빠르게 일어났다. 또한 빠른 가교와 달리

SF/HRP에 비해 최종 가교 밀도는 낮았다. 이에 대해 먼저 빠른 젤화

속도에 대한 이해를 위해 다양한 조건에서의 초기 젤화 시간을 확인하여

그 원인을 알아보고자 하였다.
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Figure 4. Gelation kinetics of SF/HRP and SF/GOx/HRP hydrogel. (a) 

Gelation time assessed by vial tilting method. (n=4) (b) Intrinsic 

fluorescence of di-tyrosine linkage emission spectrum after excited 

at 315 nm. (n=4) (c) Crosslinking kinetics investigated by intrinsic 

fluorescence of di-tyrosine linkage emitted at 405 nm after excited 

at 315 nm. (n=4)
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Figure 5. Blue fluorescence emission images of enzymatically 

crosslinked silk fibroin hydrogel (left) and precursor solution (right) 

when irradiated with DAPI filter. (a) Transmittance image and (b) 

blue fluorescence image. (scale bar = 500 ㎛)
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Figure 6. Blue fluorescence emission changes of enzymatically 

crosslinked silk fibroin hydrogels over time. (a) Blue fluorescence 

emission images of SF solution, SF/HRP hydrogel and SF/GOx/HRP 

hydrogel after adding each substrate when irradiated with DAPI filter. 

(scale bar = 500 ㎛) (b) Blue color intensity extracted from images.
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4.2.2. 젤화 시간에 영향을 미치는 인자에 대한 고찰

SF/GOx/HRP가 SF/HRP보다 빠르게 젤화가 나타나는데, 그렇다면

SF/GOx/HRP의 젤화를 빠르게 하는 인자가 무엇인가를 살펴보고자 반

응에 관여하는 화합물의 영향을 확인하였다. 반응에는 효소인 GOx와

HRP, 그리고 각각의 기질인 포도당(Glucose, Glc)과 과산화수소(H2O2)

가 존재하며, GOx와 포도당의 반응으로 물과 글루코노-델타-락톤

(Glucono-δ-lactone, GDL)이 생성된다. 따라서 반응계에 존재하는

모든 인자들의 영향을 독립적으로 확인할 수 있는 실험군을 설정하고 각

경우 젤화 시간이 어떻게 바뀌는지를 확인하여 각 인자의 영향을 살펴보

고자 하였다. 실크 피브로인 용액을 기본으로 하여, 다음과 같은 6 가지

조합의 실험군을 설계하였다.

1. HRP/ H2O2: 단독 효소 가교 반응 조건

2. HRP/GOx/Glc: 연속 효소 가교 반응 조건

3. HRP/H2O2/GDL: GDL의 영향 확인

4. HRP/H2O2/Glc: 포도당의 영향 확인

5. HRP/GOx/H2O2: GOx의 영향 확인

6. HRP/GOx/H2O2/Glc: 각 효소의 기질을 모두 부가한 조건

이와 같이 실험을 설계하였을 때, Figure 7에서 확인할 수 있듯이 조

건 2를 제외하고는 조건 1과 유사한 젤화 시간을 보였다. 조건 3에서는

SF/GOx/HRP 반응 시에 부가적으로 생성되는 GDL의 영향을 알아보았

다. GDL은 수용액 상에서 글루콘산(gluconic acid)으로 가수분해가 일어

나 수소 이온을 생성하는데, 기존의 연구에서 GDL의 첨가에 따라 실크

피브로인의 젤화가 단축되는 것을 확인한 바 있다[79]. 본 연구에서는

포도당이 GOx에 의하여 100% GDL로 전환된다는 가정 하에 2mM의

GDL을 첨가하였으나 Figure 7에서 보듯 젤화 시간의 단축은 관찰되지
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않았다. 이는 기존의 연구에서 사용된 30mM의 GDL에 비하여 매우 적

은 양이 부가되었기 때문에 그 영향이 미비한 것으로 생각된다. 조건 4

에서는 SF/GOx/HRP 반응 시에 기질로 첨가되는 포도당의 영향을 알아

보았다. 포도당은 HRP 내의 시스테인 잔기의 산화·환원 반응에 관여하

며, 이 반응의 결과로 HRP의 활성 부위와 무관하게 직접 과산화수소를

발생한다고 알려져 있다[38]. 하지만 이러한 결과는 고농도의

HRP(~300 U/ml)와 고농도의 포도당(~250 mM) 조건에서 발생하는

것이므로 본 실험의 조건(HRP(~10 U/ml), 포도당(~2 mM))에서는 젤

화 시간의 단축을 촉진할 정도의 영향을 주지는 않는 것으로 보인다. 조

건 5에서는 GOx가 HRP의 효소 활성을 증가시키거나 HRP와 과산화수

소의 반응을 촉진하는지를 알아보고자 하였다. 일부 연구에서는 GOx와

HRP가 근접해 있는 경우 효소의 활성이 증가한다는 보고가 있다[80].

하지만 이 실험 조건에서는 GOx는 오히려 과량의 과산화수소 하에서

비활성화 될 가능성이 있고[81], 최근의 연구에 의하면 두 효소가 자유

롭게 존재하면 HRP와 GOx 간의 효소 활성 영향은 없는 것으로 보고되

었다[68]. 따라서 GOx 자체가 HRP와 과산화수소의 반응을 증대시키지

는 않는 것으로 생각된다. 조건 6에서는 각 효소의 기질을 모두 부가하

였음에도 불구하고 젤화 시간을 단축하지 못하였다.

이로부터 SF/GOx/HRP에서 특정 화합물의 생성 또는 존재로 인하여

젤화가 촉진되는 것이 아님을 확인할 수 있다. 젤화 시간이 지연된 조건

1, 3-6을 살펴보면 모두 과산화수소가 직접적으로 부가된 조건이었다.

이는 기존 문헌에서 확인할 수 있듯이 과산화수소로 인하여 HRP가 비

활성화되어 효소 활성이 저해되기 때문에[22, 56-59] 젤화 속도가 지

연된 것으로 보인다. 반면 SF/GOx/HRP는 SF/HRP와 달리 과산화수소

가 간접적으로 적은 양이 꾸준히 공급된다. 따라서 반응의 단계가 더 추

가되었음에도 불구하고 HRP의 비활성화를 최소화하며 반응이 진행되어
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빠르게 젤화가 일어나는 것으로 생각된다.

이와 같이 다양한 조건의 젤화 시간을 측정하여 과산화수소가 HRP의

활성에 있어 일종의 저해제로 작용하는 것을 확인하였다. 하지만 설계한

6개의 실험군에는 실크 피브로인이 포함되어 있기 때문에 실크 피브로

인이 효소 반응속도에 미치는 영향은 확인할 수 없었다. 따라서 실크 피

브로인의 첨가에 따라 각 효소의 활성이 달라지는지를 확인해 볼 필요가

있다.
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Figure 7. Gelation time of hydrogels with different enzyme/substrate 

conditions, assessed by vial tilting method. (n=4)
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4.2.3. 실크 피브로인의 효소 활성에의 영향– model study

실크 피브로인은 과거 GOx의 고정화 지지체로 사용이 되었으며 GOx

의 활성을 오랜 기간 유지하는 데 도움을 준다고 알려져 있다[82]. 따

라서 본 연구에서도 실크 피브로인이 GOx의 활성에 영향을 미쳐

SF/GOx/HRP의 젤화 시간 단축에 일조할 수 있다. 이에 따라 실크 피

브로인의 존재 유무에 따른 효소의 반응속도론적 분석을 진행하였다.

반응속도론적 분석을 위해서는 ABTS assay를 진행하고 라인위버-버

크(Lineweaver-Burk) 근사를 하였다. ABTS assay는 실제 하이드로젤

을 제작할 때와 동일한 효소 농도로 진행할 수 없기 때문에 선행 연구

[68]와 비슷한 수준의 농도에서 실험을 진행하였다. 실크 피브로인의

농도도 동일한 배수로 희석하여 실제 젤화 조건과 유사한 환경을 만들고

자 하였다. 라인위버-버크 근사는 특정 물질이 효소의 활성에 미치는

영향을 보다 정확히 알 수 있다는 장점이 있어[83], 이를 본 실험에 적

용하여 실크 피브로인의 존재 유무에 따라서 효소 활성이 바뀌는지를 알

아보았다.

Figure 8은 각 효소의 활성에 실크 피브로인이 미치는 영향을 살펴본

것이다. 검은 선은 효소 단독이며, 붉은 선은 실크 피브로인 존재 하에

서의 라인위버-버크 근사선이다. 실크 피브로인이 첨가된 경우 각 효소

의 활성이 저해되는 것처럼 보이나 통계적 유의성은 없었다. 따라서 실

크 피브로인의 존재가 HRP와 GOx의 활성을 촉진하거나 저해하는 영향

을 준다고 볼 수 없다. GOx를 실크 피브로인에 고정화한 경우 효소의

활성이 오랜 기간 유지되는 것은 실제 효소의 활성이 증가되었다는 것을

의미하지는 않는다. 따라서 실크 피브로인이 GOx의 고정화 지지체로서

효소 활성의 유지에 도움을 줄 수는 있으나 자유 상태로 존재할 때

GOx의 활성 증가에 영향을 미치지는 않는 것으로 보인다.

한편, SF/GOx/HRP 반응은 기존 SF/HRP 반응에 GOx의 반응을 추가
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한 것이다. 따라서 GOx에서 생성된 과산화수소가 HRP에 도달하는 것

을 고려하기 위해 과산화수소의 확산 속도를 계산해보았다. 과산화수소

의 용액 상에서의 확산 계수는 1.83×10-9 m2s-1 (at 37℃)이며[84] 1 

nM HRP, 1 nM GOx가 용액 상에서 자유롭게 존재할 때 GOx와 HRP 간

평균 거리는 1 μm인 것으로 보고되어 있다[85]. 따라서 이 거리에서

는 GOx에서 생산된 과산화수소가 약 0.62 ms 만에 HRP까지 확산되기

때문에 과산화수소의 확산에 걸리는 시간은 무시할 만하다[68].

4.2.2와 4.2.3의 결과, 초기 젤화 거동에 반응계 내에 존재하는 과산

화수소 외의 다른 화합물은 영향을 주지 않는 것을 확인하였다. 따라서

SF/GOx/HRP에서 젤화가 빨리 일어나는 원인은 과산화수소를 간접적으

로 공급함으로서 과량의 과산화수소로 인한 HRP의 활성 저하가 일어나

지 않기 때문인 것으로 생각된다.
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Figure 8. Representative double-reciprocal (Lineweaver-Burk) plot 

of each enzyme reaction with or without silk fibroin(conc. = 0.0006 

wt%).



44

4.2.4. 기질 농도 조건 변화

앞선 절에서는 HRP 가교 실크 피브로인 하이드로젤을 제작하는 기존

의 연구[41, 64]에서와 비슷한 수준의 과산화수소 농도에 대해 대표적

으로 실험을 진행하였다. 선행 연구에서는 단독 효소 가교 반응에서 직

접적인 과산화수소의 부가에 의해 HRP가 비활성화되고, 과산화수소의

농도가 달라짐에 따라 그 젤화·가교 속도 및 가교 밀도가 달라진다고

하였다[22, 56-58]. 따라서 SF/GOx/HRP에서 포도당의 농도의 변화에

따라 발생하는 젤화 거동의 차이에 대해 알아보고자 하였다. 이에 따라

과산화수소 및 포도당의 농도를 기존의 2 mM을 기준으로 하여 0.5 –

8.0 mM로 다양하게 설정하여 가교 속도 및 밀도를 형광으로 분석하였

다.

먼저 Figure 9(a)에서는 바이알 기울기 시험으로 과산화수소와 포도

당의 농도에 따른 젤화 시간을 측정하였다. SF/HRP에서는 과산화수소의

농도가 증가함에 따라 젤화시간도 함께 지연되는 것을 확인하였다. 이는

기존 연구[57, 59]에서의 보고와 유사한 결과로, HRP 가교 반응은 과량

의 과산화수소의 존재 하에서 효소가 비활성화되기 때문에 오히려 과산

화수소의 농도가 증가할수록 젤화 시간은 느려지는 양상을 보였다. 반면

에 SF/GOx/HRP에서는 포도당의 농도가 2 mM 이하일 때 젤화 시간이

길어졌으며, 이는 효소 가교에 의한 젤화가 일어날 정도의 충분한 과산

화수소가 공급되지 못한 것으로 생각된다. 한편 포도당의 농도가 2 mM

이상에서는 큰 차이 없이 비슷한 수준의 젤화 시간(약 2분 가량)을 나

타내었다. 이는 연속 효소 가교 반응에서 GOx의 농도 및 활성은 일정하

므로 간접적으로 과산화수소가 공급되는 속도가 일정하기 때문이다.

이러한 경향은 Figure 9(b-c)의 다이-타이로신 형광 분석을 통해서

재확인 가능하다. SF/HRP의 초기 가교 속도를 확인해보면 과산화수소의

농도가 높아질수록 기울기가 완만해지며 다이-타이로신의 형성 속도가
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감소하는 것을 확인할 수 있다. 반면에 SF/GOx/HRP에서는 포도당의

농도가 높아질수록 기울기가 비교적 증가하다 포도당의 농도가 2 mM

이상일 때는 초기 기울기가 유사하였다. 이는 앞서 확인한 Figure 9(a)

의 결과와 동일한 이유로 설명 가능하다.

여기서 초기 형광 세기가 증가한 이후 더 이상 형광이 증가하지 않는

구간은 다이-타이로신 가교가 더 이상 진행되지 않아 형광 세기가 정체

되거나 감소하는 것으로 생각할 수 있다. 따라서 이 구간의 형광 세기는

최종적으로 제작된 하이드로젤의 다이-타이로신 가교 밀도를 반영한다

고 볼 수 있다. 따라서 최종 형광 세기를 비교하여 각 하이드로젤의 가

교 밀도의 차이를 비교·분석하고자 한다.

첫번째로 SF/GOx/HRP에서는 모든 포도당 농도에서 SF/HRP에서보

다 최종 형광 세기가 낮았다. 이는 Figure 4(c)에서 확인된 결과와 마찬

가지이다. SF/GOx/HRP에서 포도당의 농도가 2 mM 이상일 때의 최고

형광 세기는 SF/HRP에서의 과산화수소 농도 0.5 mM 일 때의 최고 형

광 세기와 유사한 수준을 보였다. 이로부터 GOx에 의해 과산화수소를

방출하게 될 때 모든 포도당이 반응에 참여하는 것이 아니라는 것을 유

추할 수 있다. 이에 따라 실제로 효소에 의한 가교가 개시되고 난 후에

SF/HRP와 SF/GOx/HRP에서 잔존하는 과산화수소의 양을 살펴보았다.

하이드로젤 내부의 과산화수소를 직접적으로 정량하는 데에는 어려움이

있어 하이드로젤이 형성된 직후에 PBS 용액에 침지하여 확산되는 과산

화수소를 정량하였다. SF/HRP에서는 과산화수소가 약 68 μM, 

SF/GOx/HRP에서는 약 0.28 μM 이 확산되었다. 따라서

SF/GOx/HRP에서는 비교적 적은 양의 과산화수소가 존재하기 때문에

HRP의 비활성화를 일으키지 않아 초기 젤화가 빨라질 수 있었던 것으

로 보인다. 하지만 전체적으로는 적은 양의 과산화수소가 공급되어 최종

가교 밀도가 낮은 것으로 생각된다. 
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두번째로 SF/HRP에서는 과산화수소의 농도가 2 mM일 때의 형광 세

기가 가장 높았는데 이는 기존 연구[64]와 유사한 결과이다. 즉, 최적

농도 범위보다 낮은 농도의 과산화수소를 부가하면 가교가 적게 일어나

고 그보다 높은 농도의 과산화수소를 부가하면 HRP의 비활성화에 의해

가교 밀도가 낮아진 것으로 생각된다.

한편 포도당이 4.0, 8.0 mM 첨가되었을 때 최고 형광 강도가 나타났

다가 감소하는 양상을 보였다. 이러한 형광 값의 후기 감소 경향은 선행

연구에서도 보고된 바 있다. 이에 대해 Tabatabai et al.[63]은 다이-타

이로신 결합이 트라이-타이로신 결합으로 전환되었을 가능성을 제시하

였다. HRP 가교 실크 피브로인 하이드로젤 내에 트라이-타이로신과 테

트라-타이로신의 존재가 이미 보고된 바 있기 때문이다[64]. 따라서 오

히려 다이-타이로신 결합의 감소가 발생하여 형광 값의 감소가 야기될

수 있다고 보고하였다.

따라서 SF/GOx/HRP에서는 GOx의 반응에 의해 과산화수소가 공급되

므로 포도당이 충분히 부가된다면 포도당의 농도는 젤화 시간에 영향을

미치지 않았다. 또한 최종 가교 밀도가 동량의 과산화수소를 부가한

SF/HRP에 비해 낮은 것으로 보아 부가한 포도당이 모두 반응에 참여하

지는 않는 것으로 보인다. 이로부터 SF/HRP와 달리 기질인 포도당의

농도가 높아져도 HRP의 비활성화를 일으키지 않는 낮은 농도의 과산화

수소를 생성하는 것으로 생각된다.
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Figure 9. Gelation kinetics of SF/HRP and SF/GOx/HRP hydrogels 

with different substrate concentrations. (a) Gelation time assessed 

by vial tilting method(n=4), (b-c) Crosslinking kinetics of (b) 

SF/HRP and (c) SF/GOx/HRP hydrogels with different substrate 

concentrations. Intrinsic fluorescence was emitted at 405 nm after 

excited at 315 nm(n=4).
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4.2.5. 효소 농도 조건 변화

앞선 절에서는 효소의 농도를 고정하고 기질인 과산화수소와 포도당의

농도를 변화하여 초기 젤화 거동의 차이에 대해 알아보았다. 이번에는

과산화수소와 포도당의 농도를 2 mM로 고정하고, GOx와 HRP의 효소

농도 비율을 기존의 조건인 1:1을 기준으로 2:1, 1:2로 변화하며 초기

젤화 거동을 살펴보았다. 이 때 GOx의 농도는 10 U/ml로 고정하였으며,

HRP의 농도를 5 – 20 U/ml로 조절하였다.

먼저 Figure 10(a)에서 바이알 기울기 시험으로 젤화 시간을 확인해

보면 효소의 농도 비율에 관계 없이 SF/GOx/HRP가 SF/HRP에 비해

빠르게 젤화가 일어난 것을 확인할 수 있었다. SF/GOx/HRP 실험군 내

에서는 농도 비율이 2:1일 때 젤화 시간이 지연되었다. 반면 HRP의 농

도가 기존 실험 조건인 1:1 보다 더 높아져도 젤화 시간의 단축이 나타

나지는 않았다. 이는 Figure 10(b)에서 형광을 통해 다이-타이로신 형

성 속도를 확인해보았을 때도 마찬가지의 경향을 확인할 수 있었다. 즉,

GOx/HRP 농도 비가 2:1일 때 가교 밀도가 더 천천히 증가하였고 1:1

과 1:2 조건에서의 가교 속도는 유사하였다. 한편, 형광으로 확인한 최

종 가교 밀도는 SF/GOx/HRP 실험군 간의 차이가 나타나지 않았다. 이

러한 차이는 일원 배치 분산 분석법(One-way ANOVA)과 Bonferroni 

사후 검정을 통해 확인하였다.

GOx가 HRP보다 높은 농도일 때는 생성된 과산화수소의 양에 비해

HRP가 적게 존재한다. 따라서 간접적으로 과산화수소가 공급되었지만

HRP의 비활성화가 일어났기 때문에 젤화 시간이 지연된 것으로 생각된

다. 반면 GOx가 HRP보다 같거나 낮은 농도일 때는 효소 농도 비가 초

기 젤화 및 가교 속도에 큰 영향을 미치지 않았다. Zhang et al.[68]은

GOx의 농도가 더 낮은 경우에는 HRP 보다 항상 반응 속도가 느리며,

이에 따라 GOx가 속도 결정 단계가 되기 때문에 GOx/HRP 전체 반응
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속도는 GOx의 반응 속도로 수렴한다고 보고하였다.

따라서 연속 효소 반응으로 HRP의 비활성화를 피해 젤화 시간을 단

축할 수는 있으나 그 효소 농도 비에 따라 그 영향이 달라지는 것으로

보인다. GOx의 농도가 HRP보다 높으면 HRP의 비활성화를 야기할 수

있다. 하지만 GOx의 농도가 HRP보다 낮을 때는 결국 GOx의 반응 속

도에 수렴하므로 효소 농도 비율에 관계 없이 젤화 시간이 단축되는 것

으로 보인다. 하지만 형광 값의 증가가 끝난 후의 최종 형광 세기는

SF/GOx/HRP 실험군 간 차이가 없었으므로 최종 가교 밀도에는 효소

농도 비율의 영향이 적은 것으로 생각된다.
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Figure 10. Gelation kinetics of SF/HRP and SF/GOx/HRP hydrogels 

with different enzyme concentration. (a) Gelation time assessed by 

vial tilting method (n=4, ***p<0.005), (b) Crosslinking kinetics of 

SF/HRP and SF/GOx/HRP hydrogels with differenct enzyme 

concentration. Intrinsic fluorescence was emitted at 405 nm after 

excited at 315 nm(n=4). 
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4.3. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 역학적 특성

분석

4.3.1. 점탄성 및 역학적 특성

SF/GOx/HRP의 초기 젤화 거동을 살펴본 후, 제작한 SF/GOx/HRP

의 역학적 특성을 확인하였다. 화학적 가교 실크 피브로인 하이드로젤은

시간이 경과함에 따라 압축 탄성률이 증가한다는 연구가 다수 보고되어

있다[60, 86]. 실크 피브로인은 화학적 가교를 하여도 여전히 열역학적

으로 안정한 베타 시트 구조로 자가 조립 하기 때문이다. 베타 시트 구

조는 실크 피브로인의 강도를 담당하는 이차 구조이므로 베타 시트가 발

달하면 하이드로젤은 점차 탄성을 잃고 강도가 증가한다. 따라서 시간에

따른 역학적 특성의 변화 거동에 대해 살펴보았다.

먼저, 효소 가교로 제작한 하이드로젤의 전단 탄성률을 측정하여 비교

하였다. 하이드로젤을 제작한 후 PBS에서 24 시간 동안 안정화 하였으

며, 이 시점을 0 hr로 보았다. Figure 11(a-b)와 같이 0 hr, 24 hr 시점

의 두 하이드로젤의 각 시점 별 저장 탄성률과 손실 탄성률을 측정하였

다. 선형 점탄성 영역(LVR)에서의 저장 탄성률을 Figure 11(c)와 같이

계산하였을 때, SF/GOx/HRP는 시간 경과에 따라 저장 탄성률 값이 약

7.3배 증가하였다. (1.6±0.1 kPa → 11.6±1.0 kPa, mean±s.d.) 반면

SF/HRP는 저장 탄성률 값이 약 1.7배 증가하였다. (3.7±0.1 kPa →

6.5±0.6 kPa, mean±s.d.)

측정한 저장 탄성률로부터 식 (1)에 의해 가교 밀도를 구해 Table 4

과 같이 나타내었다. SF/GOx/HRP의 0 hr 시점에서의 가교 밀도는

SF/HRP보다 2 배 이상 낮았다. 이는 Figure 4(c)에서 형광으로 확인한

바와 일치하였다. 하지만 이후 24 hr 시점에서는 저장 탄성률이 증가하

며 SF/HRP보다 가교 밀도가 높아졌다.
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같은 실험군에 대해 x 축을 전단 응력으로 두어 이에 대한 G’과 G’’

값을 Figure 12와 같이 그래프로 나타내고 G’과 G’’의 교차점

(crossover point)을 확인하여 그 때의 응력을 비교하였다.

SF/GOx/HRP에서는 0 hr 시점에서 G’과 G’’의 교차가 나타나지 않았으

나 24 hr 시점에서는 G’과 G”의 교차가 나타났다. 반면 SF/HRP는 0 hr

시점과 24 hr 시점의 응력은 동일하였다. 이로부터 SF/GOx/HRP는

SF/HRP와 달리 시간 경과에 따라 재료의 파괴에 필요한 응력이 감소하

는 것으로 보인다[87].

24시간 이후의 샘플은 탄성률이 크게 증가하여 기기 상의 한계로 인

해 저장 탄성률을 측정하지 못하였다. 따라서 이후의 샘플은 Figure 13

과 같이 압축 탄성률을 측정하였다. 하이드로젤을 제작한 후 PBS에서

24 시간 동안 안정화 하였으며, 이 시점을 0 hr로 보았고 24시간 간격

으로 120 hr 시점까지의 하이드로젤 압축 탄성률 변화 양상을 확인하였

다. 압축 탄성률은 0 – 10% 변형률에서의 기울기 값으로 구하였다.

24 hr시점까지는 점탄성 분석 결과와 마찬가지의 경향이 나타났다.

SF/GOx/HRP는 0 hr 시점에서 24 hr 시점이 되자 압축 탄성률이 약

6.9 배 증가하였다. (6.4±2.5 kPa → 44.0±5.7 kPa, mean±s.d.) 반면

에 SF/HRP는 동일한 시간 동안 약 1.8 배 증가하였다. (19.4±4.6 kPa 

→ 35.1±7.6 kPa, mean±s.d.) 따라서 SF/GOx/HRP의 강성의 증가가

먼저 진행되기 시작하는 것을 알 수 있다. 하지만 48 hr 후에는

SF/HRP의 압축 탄성률이 크게 증가하여 SF/GOx/HRP 보다도 더 큰

강성을 보였다. 이 시점 이후에는 두 하이드로젤 모두 압축 탄성률의 큰

변화 없는 안정기가 지속되었다.

실크 피브로인 하이드로젤의 이러한 역학적 성질의 변화는 내부 구조

의 변화에 의한 것으로 생각된다. 점탄성 및 역학적 분석 결과를 종합하

면 SF/GOx/HRP는 시간 경과에 따라 강성이 증가하였으며 이러한 변화
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는 SF/HRP에 비해 단계적으로 나타났다. 반면 SF/HRP는 48 hr 시점

에서 급격하게 역학적 성질이 변화하였다. 하이드로젤을 제작하고 난 후

에는 과산화수소 및 포도당의 공급이 없었기 때문에 효소로 인한 추가적

인 화학적 가교의 가능성은 적다. 따라서 이는 실크 피브로인의 이차 구

조 전이에 의한 것으로 추측 가능하다. 이에 대한 보완으로 시간에 따른

가교 밀도의 변화를 간접적으로 추가 분석하였다.
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Figure 11. Representative rheological properties of (a) SF/HRP and 

(b) SF/GOx/HRP stabilized hydrogel over time, by strain sweep 

oscillatory mode. (c) Storage moduli (G') in the linear viscoelastic 

region(LVR) (n=3).

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point.
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Table 4. Crosslinking density for SF/HRP and SF/GOx/HRP stabilized 

hydrogel at 0 hr and 24 hr time points.

SF/HRP SF/GOx/HRP

0 hr 1.479 mM 0.656 mM

24 hr 2.630 mM 4.677 mM
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Figure 12. Representative rheological properties of (a) SF/HRP and 

(b) SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time, with the shear 

stress(τ) plotted on the x-axis.

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point.
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Figure 13. Representative compressive stress-strain curves of 

(a)SF/HRP and (b)SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time and 

(c)mean compressive modulus at ~10% strain(n=4).

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point.
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4.3.2. 물 함유량

하이드로젤의 가교 밀도는 전단 저장 탄성률을 측정하여 식 (1)을 통

해 구할 수 있기 때문에 Table 4과 같이 초기 0, 24 hr 시점은 가교 밀

도를 계산하였다. 하지만 48 hr 시점 이후의 전단 저장 탄성률은 기기

상의 한계로 인해 측정이 어려워 이 시점 이후부터는 하이드로젤의 가교

밀도를 식 (1)에 따라 구할 수 없었다. 따라서 간접적인 방법으로 가교

밀도를 비교하기 위해 식 (2)에 따라 시간에 따른 하이드로젤의 물 함

유량 변화를 측정하였다. 일반적으로 가교 밀도가 증가할수록 하이드로

젤 내부의 물 함유량은 감소하기 때문에 가교 밀도에 대한 간접적인 평

가가 가능하다[41].

Figure 14에서 SF/GOx/HRP는 48 hr 시점까지 꾸준히 물 함유량이

감소하였고 이후에는 변화가 나타나지 않았다. 반면 SF/HRP는 0 hr 시

점에서 24 hr 시점이 되었을 때는 물 함유량의 큰 변화가 없었으나 48 

hr 시점이 되자 물 함유량이 급격하게 감소하였고 이후에는 변화가 나

타나지 않았다. 이는 앞선 압축 탄성률 데이터와 유사한 경향성을 보이

는 것으로, 48 hr 이전의 시점까지 하이드로젤 내 구조의 변화가 일어나

는 것으로 보인다.

점탄성/역학적 특성 및 물 함유량 변화를 통해 경시적으로 하이드로젤

의 변화가 일어나며, 이러한 변화가 추가적인 화학적 가교가 아닌 실크

피브로인의 물리적 상호작용에 기인한다고 생각된다. 따라서 이를 뒷받

침하기 위해 실크 피브로인 하이드로젤의 이차 구조를 분석하였다.
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Figure 14. Swelling ratio of SF/HRP and SF/GOx/HRP stabilized 

hydrogels over time, measured by gravimetric method (n=6).

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point.
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4.3.3. 이차 구조 전이

앞서 나타난 시간 경과에 따른 역학적 성질 및 가교 밀도 변화의 원인

분석을 위해 먼저 두 하이드로젤의 이차 구조 전이를 알아보고자 하였다.

이는 Figure 15(a-b)과 같이 amide Ⅰ 스펙트럼으로 확인하였다. 이

때, 4.3.1-4.3.3 절에서 48 hr 시점 이후에서는 특성 변화가 크지 않았

기 때문에 72 hr 시점까지의 이차 구조만 분석하였다. 스펙트럼 상에서

나타난 결과로부터 SF/HRP는 24 hr 시점까지 랜덤 코일 구조를 유지하

다가 48 hr 시점 이후 베타 시트 구조가 급격하게 발달하는 것을 확인

할 수 있었다. 반면 SF/GOx/HRP는 초기 0 hr 시점에서는 랜덤 코일

구조를 나타내지만 24 hr 시점 이후부터 점차 베타 시트 구조가 발달했

다.

이차 구조의 발달에 대해 보다 정확히 비교하기 위해 Table 3과 같이

11개의 피크로 디컨볼루션을 시행하였다. 각 가우시안 곡선의 밑면적을

계산하고 5개의 이차 구조가 전체에서 차지하는 비율을 계산하여

Figure 15(c-d)와 같이 나타내었다. SF/GOx/HRP는 0 hr 시점에서 베

타 시트의 함량이 약 16%이었으나, 24 hr 시점에서 베타 시트가 약 29%

가 되었다. 이후 48 hr 시점에서 다시 증가하여 베타 시트가 약 37%가

되었으며 72 hr 시점에서 이를 유지하였다. 반면 SF/HRP는 0, 24 hr 시

점에서 베타 시트의 함량이 약 16%이었으며 이는 0 hr 시점의

SF/GOx/HRP와 유사한 수준이다. 48 hr 시점에서는 베타 시트 함량이

2 배 가량 급격히 증가하여 약 37%가 되었으며 마찬가지로 72 hr 시점

에서 더 이상 증가하지 않았다. amide Ⅰ 스펙트럼의 분석을 통해 두 하

이드로젤 모두 시간이 경과함에 따라 이차 구조의 전이가 일어난 것을

확인했다. SF/GOx/HRP는 비교적 빠르게 베타 시트의 발달이 시작되었

기 때문에 Figure 11(c), 13(c)의 전단 탄성률 및 압축 탄성률 결과에

서 SF/GOx/HRP의 24 hr 시점의 강성이 더 크게 나타난 것으로 보인다.
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반면 48 hr 시점 이후에 SF/HRP 및 SF/GOx/HRP에서 베타 시트의 발

달이 일어났기 때문에 두 시료에서 모두 탄성률이 크게 증가하였다. 한

편 48 hr 시점의 전체적인 베타 시트의 비율은 두 하이드로젤에서 동일

하였는데도 불구하고 SF/GOx/HRP의 탄성률이 더 낮게 나타났다. 즉,

최종적인 역학적 성질의 차이에 베타 시트 구조의 함량이 중요한 요인은

아닌 것을 알 수 있다.

이러한 차이에 대한 하이드로젤의 결정화도 분석을 위해 XRD 분석을

진행하였다. XRD 그래프의 해석에 앞서, 31.6°에서 나타난 피크는 하이

드로젤을 보관한 PBS의 NaCl 염에 의해 나타나는 피크로 보인다[88]. 

Figure 16(a)에서 나타난 SF/HRP의 이차 구조 전이 거동을 살펴보면,

0, 24 hr에서는 베타 시트 구조를 나타내는 Silk Ⅱ 피크로 알려져 있는

20.7°의 피크가 나타나지 않고 완만한 스펙트럼을 나타낸다. 하지만

48 hr에서는 20.7°의 피크가 뚜렷하게 나타나며 Silk Ⅱ 구조로 전이

된 것을 알 수 있다. 반면 Figure 16(b)로 SF/GOx/HRP의 이차 구조

전이 거동을 확인해보면 24 hr부터 20.9°의 피크가 나타나며 48 hr에

서 20.7°의 피크가 나타났다. 하지만 최종적으로 나타난 피크에 대해

식(3)과 같이 결정화도(Xc) 분석을 진행해보면 SF/GOx/HRP는 약

17.3%, SF/HRP는 약 18.8%로 두 실험군 간 뚜렷한 차이가 나타나지

않았다. 즉, 하이드로젤의 결정화도 역시 역학적 성질의 차이에 미치는

영향은 적은 것으로 생각된다.
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Figure 15. The transition of protein secondary structure.

Representative ATR-FTIR spectra of (a) SF/HRP and (b) 

SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time. (c-d) Relative 

proportions (%) of each secondary structure over time, calculated by 

multi-peak deconvolution (n=3).

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point.
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Figure 16. The transition of XRD diffraction intensity of (a) SF/HRP 

and (b) SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time.

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point.
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4.3.4. 형태학적 특성

앞서 시간에 따른 하이드로젤의 이차 구조 특성 변화를 살펴 보았고,

SF/GOx/HRP의 단계적인 역학적 성질 변화 양상이 베타 시트 구조의

발달 속도에 기인하는 것을 확인하였다. 하지만 최종적으로 나타나는

SF/GOx/HRP와 SF/HRP의 이차 구조 및 결정화도는 역학적 성질

차이에 거의 영향을 미치지 않는 것으로 생각된다. 이에 따라

추가적으로 하이드로젤 내부의 공극 구조를 살펴보기 위해 주사 전자

현미경을 사용하여 동결 건조한 하이드로젤의 단면을 관찰하였다[89].

먼저 Figure 17에서 시간에 따른 공극 크기의 변화 양상을 살펴보면,

전체적으로 앞선 데이터와 비슷한 경향이 나타났다. 즉, 0 hr 시점에서

SF/GOx/HRP의 공극 크기는 동일 시점의 SF/HRP에 비해 컸다. 이후

24 hr 시점에서 공극의 크기가 감소하였는데 공극 벽이 나타나며

비연속적으로 작은 공극이 형성되는 것이 아닌 미세 섬유 구조가

형성되는 것이 관찰되었다(화살표). 48 hr 시점에서는 공극 벽이

나타나며 공극의 크기가 크게 감소하였으나 각 공극 내부에는

마찬가지로 미세 섬유 구조가 형성되어 있었다(화살표). SF/GOx/HRP의

미세 섬유 구조는 실크 피브로인 고분자 사슬 간 물리적 상호작용인

베타 시트 구조가 형성되었을 때 나타나는 것으로 알려져 있다[90, 91].

공극의 크기 감소가 나타나는 이유는 하이드로젤이 시간에 따라

단단한 구조를 형성하여 동결 과정에서 얼음 결정이 크게 성장하지

못했기 때문이다. 따라서 SF/GOx/HRP의 공극 크기가 시간에 따라

단계적으로 감소하며 역학적 성질 역시 단계적으로 변화한 것으로

생각된다. 한편 48 hr 시점에서 SF/HRP의 내부 공극이 더 조밀한

구조로 발달이 되며 최종적인 역학적 성질을 SF/HRP가 더 높았던

것으로 생각된다.
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Figure 17. Inner pore structure changes of (a) SF/HRP and (b) 

SF/GOx/HRP stabilized hydrogels over time, investigated by FE-

SEM. (scale bar = 5 ㎛)

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) at 37℃ for 24 

hours. This time point was regarded as a fully stabilized hydrogel and 

was determined as the 0 hr time point.
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4.4. 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 항균 특성

분석

4.4.1. 과산화수소 방출 거동

SF/GOx/HRP는 GOx가 하이드로젤 내에서 활성을 유지하는 한 포도

당의 공급 하에서 과산화수소가 방출되는 것이 보고되었다[23, 27]. 이

에 따라 SF/HRP와 SF/GOx/HRP의 시간에 따른 과산화수소 방출량을

정량하였다. 분석을 위해 하이드로젤이 형성되자마자 그 위로 PBS 완충

용액을 올려 과산화수소의 확산 양상에 대해 확인하였다.

Figure 18에서 나타난 바와 같이, SF/HRP는 초기에 과산화수소가 빠

르게 방출이 되고, 그 이후로 방출량이 감소하고 2 시간 만에 과산화수

소의 방출이 더 이상 나타나지 않았다. 반면 SF/GOx/HRP는 초기에는

과산화수소 방출이 확인되지 않았으나 1 시간 이후부터 6 시간 까지 천

천히 과산화수소가 방출되었다. SF/HRP는 하이드로젤을 제작할 때 첨가

한 과산화수소 중 가교 반응에 참여하지 않은 잉여 과산화수소가 방출된

것으로 생각되며, 그렇게 방출된 과산화수소는 빠르게 분해되어 더 이상

검출되지 않은 것으로 보인다. 하지만 SF/GOx/HRP는 반응에 참여하지

않은 포도당이 안정적으로 용액 내에 존재할 수 있기 때문에 GOx와 반

응하며 과산화수소를 꾸준히 방출할 수 있었던 것으로 생각된다.

즉, SF/GOx/HRP는 포도당의 존재 하에 과산화수소를 방출하는 특징

이 있으므로 이를 활용하여 항균성 하이드로젤로의 응용 가능성을 탐색

해보았다.
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Figure 18. Quantitative H2O2 assay of SF/HRP and SF/GOx/HRP 

as-prepared hydrogel. (n=4)
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4.4.2. 항균성 시험

과산화수소는 라디칼을 형성하여 세포막을 파괴하기 때문에 높은 항균

작용을 보이는 것으로 알려져 있어[92], 과산화수소를 방출하는 하이드

로젤의 항균성을 측정하였다. 항균성은 하이드로젤 내부에 효소가 활성

이 남아 있는 상태에서 측정해야 하므로 하이드로젤을 제작하고 PBS 

버퍼 상에서 24 시간 동안 안정화 한 후 바로 항균성 시험을 진행하였

다. 시험을 통해 항균성을 측정한 시료는 총 세 가지로, 실크 피브로인

을 37℃에 보관하여 제작한 하이드로젤(음성 대조군, a)과 SF/HRP(b)

및 SF/GOx/HRP(c)이다.

Figure 19에서, (A)는 E. coli 균이 도말된 평판 배지로 배지의 조성에

포도당이 첨가되어 있지 않은 일반 배지를 사용하였다. 이 경우 세 시료

에 대해 모두 투명환이 나타나지 않아 항균성이 없는 것으로 파악되었다.

반면 (C)에서 S. aureus 균에 대해 항균성을 시험하였는데,

SF/GOx/HRP에 대해서는 투명환이 형성되었으며(15.6±0.3 mm) 이러

한 결과는 배지에 포도당이 포함되어 있기 때문에 하이드로젤 내의

GOx 효소로부터 과산화수소가 방출되었기 때문으로 보인다. 따라서 (B)

와 같이 E. coli 균에 대해 기본 배지 조성에 포도당을 첨가하여 항균성

을 시험하였으며, (A)와 다르게 SF/GOx/HRP에 대해 투명환이 형성되

었다(12.2±0.9 mm).

따라서 SF/GOx/HRP 내 GOx의 존재에 의해 포도당이 존재할 때 과

산화수소가 방출되며, 이에 의해 그람 음성균과 양성균 모두에서 항균성

이 나타나는 것을 확인하였다. 하지만 이러한 결과는 포도당의 존재 하

에서만 나타났으므로, 혈액이나 체액에 노출되는 등의 포도당이 있는 환

경에서 항균성을 나타낼 수 있을 것으로 기대된다. 특히 당뇨 환자의 경

우 작은 상처에도 궤양이 생기기 때문에 상처의 초기 발견과 적절한 드

레싱이 중요하다. 특히 상처 부위의 감염을 막기 위해 항균 작용을 하는
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물질을 첨가하여 드레싱을 하는 경우도 존재한다. 따라서 혈당이 높은

당뇨 환자를 대상으로 한 항균 드레싱으로 활용 가능할 것으로 생각된다.
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Figure 19. Representative antibacterial activity of SF(a), SF/HRP(b), 

SF/GOx/HRP(c) hydrogels showed by zone of inhibition. (A) 

Escherichia coli, (B) Escherichia coli with glucose in growth medium, 

(C) Staphylococcus aureus. (n=3)

After the crosslinking reaction was completed, the hydrogel was 

sufficiently swelled by immersing in PBS (pH 7.4) for 24 hours.
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4.5. 연속 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤의 응용분

야 제언

SF/GOx/HRP는 포도당에 의해 젤화가 개시되며 그 속도가 비교적 빠

르다는 장점과 방출되는 과산화수소에 의해 항균성을 나타낸다는 장점이

있다. 이러한 장점을 활용하기 위한 응용 분야로서 혈액에 존재하는 포

도당으로부터 젤화가 개시될 수 있다는 점에 착안하여 지혈제로서의 활

용 가능성을 제안하고자 한다. WHO 기준에 따르면 공복 혈당이 100 

mg/dL(약 5.5 mM) 이하일 때 정상 범위이기 때문에[93] 실크 피브로

인과 두 효소의 혼합 용액이 이 농도의 포도당 용액으로부터 젤화가 이

뤄지는지 확인하고자 하였다. 5.5 mM 포도당 용액은 실제 혈액을 모사

하기 위하여 유사 생체 용액(Simulated body fluid, SBF)에 포도당을 용

해하여 제조하였다. 또한 실크 피브로인과 효소를 혼합 용액 상태에서

포도당 용액에 노출시키는 방법은 실제로 응용되었을 때 보관 및 사용에

어려운 점이 있다. 따라서 혼합 용액을 동결건조하여 스펀지 형태로 제

조하여 포도당 용액에 노출시켜 실험을 진행하였다.

Figure 20에서 볼 수 있듯이, 실크 피브로인 용액만을 동결 건조한 경

우, 실크 피브로인과 HRP의 혼합 용액을 동결 건조한 경우, 실크 피브

로인과 GOx, HRP의 혼합 용액을 동결 건조한 경우 모두 스펀지 형태로

제작되었다. 이 스펀지에 5.5 mM 포도당 용액을 첨가하고 2분 후에 형

태가 안정하게 유지되며 젤화가 진행되었는지를 살펴보았다. GOx가 존

재하지 않는 동결 건조 스펀지는 용액에 적셔지며 녹은 것 같은 형태가

되었지만 실크 피브로인과 GOx, HRP의 혼합 용액을 동결 건조한 스펀

지는 2분 내로 젤화가 진행되었으며 최종 사진과 같이 하이드로젤이 형

성되었다. 즉 SF/GOx/HRP는 혈액 내의 포도당 성분으로부터 젤화가

진행될 수 있기 때문에 지혈제로서 응용 가능할 것으로 생각된다.
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Figure 20. Gelation of SF, SF/HRP, SF/GOx/HRP lyophilized sponge against glucose solution(conc. = 5.5 mM).
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제 5 장 결    론

본 연구에서는 HRP에 의한 효소 가교 실크 피브로인 하이드로젤을

제작함에 있어 과산화수소의 직접적인 부가에 의한 HRP의 비활성화 문

제를 해결하기 위해 연속 효소 반응을 도입하였다. 연속 효소 반응을 위

해 사용한 효소는 GOx로, 포도당에 의해 반응을 개시하고 과산화수소를

간접적으로 공급하여 실크 피브로인 하이드로젤을 제작하였다. 이에 따

라 SF/GOx/HRP와 SF/HRP의 특성 분석을 진행하여 두 반응계로부터

제작된 하이드로젤을 비교·분석하였다. 이에 따른 결론은 다음과 같다.

1. SF/GOx/HRP는 SF/HRP에 비해 빠르게 젤화가 진행되었다. 이는

기존의 과산화수소에 의한 HRP의 비활성화 문제를 극복한 것으로

보이며 효소의 활성에 실크 피브로인은 영향을 미치지 않았다.

2. 한편, SF/GOx/HRP의 다이-타이로신 형성에 따른 초기 가교 밀도

는 SF/HRP에 비해 낮았다. 이는 HRP의 비활성화 문제와 별개로

GOx에 의해 공급되는 과산화수소의 양이 적기 때문인 것으로 생

각된다.

3. 시간의 경과에 따라 두 하이드로젤의 이차 구조 전이 양상에 차이

가 있었다. SF/GOx/HRP는 단계적으로 이차 구조가 전이되어 역

학적 성질의 향상이 진행되었다. 이는 가교 밀도가 낮아 다이-타

이로신 가교점 간 사슬 자유도 및 유동성이 높기 때문인 것으로

보인다.

4. 하지만 최종적으로 역학적 성질이 정상 상태에 도달하였을 때의

역학적 성질은 SF/HRP가 더 우수하였고 두 하이드로젤 간 베타

시트 구조 함량에는 차이가 없으나 결정화도가 더 높았다. 이는 가
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교 밀도가 높아 더 작고 균일한 베타 시트 구조가 형성되었기 때

문으로 생각된다.

5. 효소의 활성이 유지되는 경우, SF/GOx/HRP는 과산화수소를 방출

하였다. 이에 따른 항균성 시험을 진행하였을 때 배지에 포도당이

첨가되어 있을 때 그람 음성 및 양성균 모두에서 항균성이 나타나

는 것을 확인하였다.

6. 또한 포도당에 의해 젤화가 개시되는 점에 착안하여 혈중 포도당

농도와 동일한 포도당 용액에 의해 SF/GOx/HRP 동결건조 스펀

지의 젤화가 일어나는 것을 확인하여 지혈제로의 응용 가능성을

확인하였다.

본 연구를 통해 연속 효소 반응에 의한 실크 피브로인의 초기 젤화 과

정 및 제작한 하이드로젤의 특성에 대해 분석해보았다. SF/GOx/HRP는

포도당에 의해 젤화가 개시되며, 과산화수소의 방출에 의해 항균성을 갖

는다는 점에서 향후 포도당 감지 하이드로젤이나 지혈제로서 활용될 수

있을 것으로 기대된다.
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Abstract

Gelation of silk fibroin

via tandem enzyme reaction triggered 

by glucose

Jeon, KyoungHwa

Biomaterials Engineering 

The Graduate School

Seoul National University

The enzymatic crosslinking reaction by horseradish 

peroxidase(HRP) and hydrogen peroxide(H2O2) is getting attention

for fabricating silk fibroin hydrogel. HRP-mediated crosslinked 

hydrogel is elastic and optically transparent, yet has the drawback of 

HRP inactivation by excess H2O2. In this study, the tandem enzyme 

reaction was applied to avoid the direct addition of H2O2, which 

triggered the gelation of silk fibroin by glucose and glucose 

oxidase(GOx). In the tandem enzyme reaction with GOx and HRP, 

GOx converts glucose and oxygen into glucono-δ-lactone and H2O2,

and subsequently, HRP consumes indirectly provided H2O2. In 

consequence, HRP oxidizes tyrosine residue and induces di-tyrosine 

linkage of silk fibroin.
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The properties of serial enzymatic crosslinked 

hydrogels(SF/GOx/HRP) were analyzed by dividing them into two 

parts: initial gelation behavior and time-dependent stiffening. The 

effects of chemicals in the reaction system were investigated since 

the gelation time of SF/GOx/HRP was approximately 2.7 times 

shorter than SF/HRP. To sum up, the indirect supply of H2O2 can 

inhibit HRP deactivation. The elasticity was increased over time 

despite lower modulus than SF/HRP at 0 hr because of the β-sheet 

development. However, the final modulus of SF/GOx/HRP was lower 

than that of SF/HRP because the pore structure was not relatively 

dense. In addition, SF/GOx/HRP showed antibacterial activity 

because hydrogel releases H2O2 by GOx when glucose was supplied.

As a result, it is expected to be used for glucose sensing hydrogel or 

hemostatic agent.

Keywords: silk fibroin hydrogel, tandem enzyme reaction, 

horseradish peroxidase, glucose oxidase, glucose, antibacterial 

hydrogel
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