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ABSTRACT − The aim of this study was to evaluate the difference of analytical methods for the pharmacokinetic study

of bromosulfophthalein (BSP), an indicator of hepatobiliary function. The plasma and bile concentrations of BSP after intra-

venous administration were measured according to custom UV spectroscopy and HPLC, respectively. Plasma concentration

of BSP measured by UV spectroscopy was similar to that measured by HPLC. There was no significant difference in the

distribution volume, total body clearance, area under the curve and mean residence time of BSP between different analytical

method groups. However, bile concentration of BSP measured by UV spectroscopy was overestimated compared with con-

centration measured by HPLC method. Biliary clearance of BSP obtained from UV spectroscopy method was almost 3 times

higher than that obtained from HPLC method. Thus, a feasibility of UV spectroscopy method for high throughput phar-

macokinetic evaluation of BSP was limited to the study based on the plasma concentration of BSP, not bile concentration.
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Bromosulfophthalein(BSP)는 유기음이온계 색소로서 간기

능 진단 물질로 오랜 기간 동안 임상에서 사용되어 왔으며,

약물동태학 연구 분야에서도 담즙 배설의 모델 화합물로서

널리 사용되어 왔다.1,2) 특히 BSP의 경우 약물의 담즙 배설

에 중요한 역할을 하는 Multidrug resistance-associated pro-

tein 2(Mrp2)의 대표적 기질로 Mrp2를 매개로 한 다양한

형태의 in vivo 약물동태 실험에 사용되어 왔다.3-5) 특히 최

근에는 BSP의 담즙 배설을 활용하면 P-glycoprotein과

CYP3A에 대한 저해 및 유도 효과를 in vivo에서 고효율로

스크리닝 할 수 있다는 주장이 제기되기도 한 바 있다.6) 이

러한 in vivo 모델 물질로서의 BSP의 활용은 비교적 간단한

혈중 BSP의 정량 가능성에 힘입은 바 크다. 그간 생물학적

시료 중 BSP의 농도 측정은 NaOH를 이용하여 알칼리화

한 후 일어나는 발색반응을 578 nm에서의 흡광도를 측정하

여 농도를 UV흡광광도법(UV 법)에 의해 정량하는 방법이

널리 사용되어 왔다.7)

일반적으로 UV를 활용한 정량법의 경우, 그 방법론의 간

단함에도 불구하고 대사체와 모약물의 분리가 어렵다는 단

점이 있다. BSP의 경우에도 적어도 6개의 대사체가 보고되

어 있으며8) 상당 부분의 대사체가 담즙으로 이행된다고 보

고되어 있음에도9) 아직까지 생체시료에서의 BSP 농도 분석

시, 특히 혈중농도 분석시, UV 법에 의하여 얼마나 효과적

으로 대사체와 모약물이 분리되는 지에 대한 연구는 미진하

다. 특히 약물동태학적 평가가 이들 분석법의 차이에 의해

영향을 받을지의 여부에 대한 연구 결과는 아직 부재하다.

본 연구의 목적은 BSP를 흰쥐에게 투여한 후 얻어진 혈

액 및 담즙 시료에서 BSP 농도 분석시, UV 법의 정확성을

HPLC법을 표준방법으로 사용하여 비교 분석함으로써 현행

UV 법에 의한 고효율 BSP 분석의 타당성을 검증함과 동시

에 분석법의 차이가 BSP의 생체시료 중의 분석 및 약물동

태 평가에 미치는 영향을 고찰하고자 하였다. 
†본 논문에 관한 문의는 이 저자에게로
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실험 방법

시료 및 동물

BSP는 Fluka(St. Louis, MO, USA)에서 구입한 것을 사

용하였다. 수컷 Sprague-Dawley 흰쥐(270~350 g)는 오리엔

트바이오(Seoul, Korea)에서 구입하여, 25oC 온도, 12시간

주기의 명암 조건에서 사육하였으며, 물과 사료는 자유롭게

섭취할 수 있도록 하였다.

In vivo 약물동태학 연구

흰쥐의 대퇴동맥 및 정맥에 SP45 폴리에틸렌 튜브

(Natsme, Japan)를 삽관하여 약물 투여와 혈액 채취에 사용

하였다. 담즙은 담관에 연결된 SP10 폴리에틸렌 튜브

(Natsme, Japan)를 이용하여 경시적으로 채취하였다.

BSP는 20 mg/kg의 용량으로 대퇴정맥을 통해 투여되었으

며, 투여 후 각 1, 3, 5, 7 및 10분에 300 µL의 혈액을 대

퇴동맥을 통해 경시적으로 채취하였다. 담즙은 약물투여 전

10분부터 약물투여 후 50분까지 매 10분 간격으로 채취하였

다.

혈액 시료는 탁상형 원심분리기를 이용하여 12000 rpm으로

2분간 원심분리하여 혈장을 분리하고 HPLC 분석에 사용할

시료는 두 배 량의 아세토니트릴을 사용하여 제단백 한 후 분

석시까지 영하 80oC에서 보존하였다.10) 또한 HPLC 분석에

이용할 담즙의 경우에도 두 배 량의 아세토니트릴을 사용하

여 제단백 한 후 분석시까지 영하 80oC에서 보존하였다. UV

흡광광도법에 의해 분석할 시료는 혈장 및 담즙 상태로 분

석시까지 영하 80oC에서 냉동보존하였다.

약물분석조건

UV 법에 따른 BSP의 분석은 다음과 같이 수행하였다.

먼저 시료를 1 N NaOH를 이용하여 알칼리화 한 후 일어나

는 발색을 578 nm에서 OPTIZEN 2120 UV(Mecasys,

Korea)를 이용하여 측정하였다.7) HPLC법에 따른 분석은

Itagaki 등이 보고한 방법에 따라 시행하였다.10) HPLC 시스

템은 Hitachi L-7110 펌프, L-7250 자동시료주입기 및

Hitachi L-7420 UV 검출기로 구성되었으며, 칼럼은 YMC-

Pack Pro C18 RS-303 column (250×4.6 mm)을 사용하였

다. 이동상은 아세토니트릴과 100 mM pH 7.4 인산완충용액

을 4:6의 부피비로 혼합한 것을 사용하였다. 검출파장은

279 nm를 사용하였다.

약물동태학적 결과 해석

곡선하면적(AUC)은 사다리꼴공식을 이용하여 구하였으며,

전신 및 담즙 클리어런스는 각각 투여 용량 및 담즙 배설

총량을 AUC로 나누어 구했다. 평균체류시간(MRT) 및 분포

용적은 모델비의존적 방식에 따라 구하였다.11) 통계적 해석

은 paired t-test를 유의수준 0.05 기준에서 행하였다. 모든

결과는 평균±표준편차로 표시하였다.

결과 및 고찰

HPLC법과 UV 법에 의해 얻어진 BSP 농도의 상관관계

HPLC법에 따른 혈액 및 담즙 중의 BSP 분리 정량은 양

호하게 이루어 졌다(Figure 1). Figure 2는 BSP 투여 후

얻어진 혈중 및 담즙 중 BSP 농도를 각각 HPLC 및 UV

법에 의해 분석한 결과이다. 혈중농도의 경우, 두 분석법간

의 유의적인 차이는 관찰되지 않았다. HPLC법과 UV 법의

상관도는 y=1.003x−10.029로서 0.963의 상관계수를 보여

혈중농도 분석에 있어서 두 분석법은 실질적인 농도 차이를

보이지 않았다. 다만 담즙 중 농도의 경우, HPLC법과 UV

법의 상관도는 y=2.995x−293.688이며 UV 법이 HPLC법

보다 거의 3배 이상 과대 평가된 농도를 나타내었으며, 상

관계수도 0.756으로 비교적 낮은 상관관계를 나타내었다. 이

Figure 1− HPLC Chromatogram of A) blank Bile and B) bile sam-
ple at 10~20 min after administration of BSP.
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러한 결과는 Sano 등이 보고한 바와 같이 BSP의 상당 부

분이 간에서 포합 반응을 거쳐 포합대사체의 형태로 담즙 중

으로 배설됨에 따라 담즙 중 BSP의 대사체가 UV 법에 의

해 같이 분석된 결과로 여겨진다.9) 특히 각 시료에서의 대

사체 비율이 각각 다르기에 이로 인한 분석방법의 상관관계

도 상이한 결과를 나타낸다고 생각된다. 이에 반하여 혈중

시료의 경우 담즙에서와는 달리 분석에 영향을 미칠 정도의

BSP 대사체가 실질적으로 존재하지 않고 따라서 HPLC 및

UV 법에 의하여 거의 동일한 혈중농도가 계산된 것으로 추

정된다. 이러한 결과로부터 현재 신속한 BSP 농도의 정량에

이용되고 있는 UV 법의 경우, 혈중농도 분석에서는 그 타

당성이 확보되나 담즙 농도에 있어서는 정확한 값을 측정하

지 못함을 확인할 수 있었고, 특히 HPLC법과 UV 법의 상

관성이 낮기에 담즙 중 농도의 간이적 추정에 활용 할 수

있는 비례식의 설정 또한 불가능 하였다. 

혈중 BSP 농도곡선 및 담즙 중 BSP 배설곡선

Figure 3은 UV 법과 HPLC법에 의해 분석된 BSP의 혈

중농도 곡선 및 담즙 배설 곡선이다. Figure 2에서 예측되었

듯이 두 방법에 의해 분석된 BSP의 혈중농도는 거의 일치

하였으나, BSP 담즙배설은 UV 법과 HPLC법 사이에 3배

정도의 차이를 나타내었다. 특히 각 시간대별 담즙 중 BSP

농도에서 UV 법과 HPLC법의 평균 차이는 초기시간 0~10

분에서는 1.5배의 차이를 보였으나 20~30분에서는 최고 3.6

배의 차이를 보였고 이는 담즙 중 BSP 모약물과 BSP 대사

체의 비가 시간에 따라 달라지기 때문으로 추정된다.9)

분석법에 따른 약물동태학적 해석의 차이

Table I에 두 가지 분석법에 따라 계산된 약물동태학적 파

라미터를 기술하였다. 

AUC, 반감기, 클리어런스, 분포용적, 평균체류시간(MRT),

Figure 2−Comparison of analytical method for BSP concentration in
plasma and bile: A) plasma concentration and B) bile concentration.

Figure 3−Difference of analytical method for BSP profile:
A) plasma concentration-time curves of BSP and B) cumulative bile
excretion amount of BSP following the intravenous administration of
BSP (20 mg/kg) (mean±SD, n=3).
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소실속도정수 등 혈중농도를 기초로 한 파라미터의 경우, 두

분석법 간의 유의성 있는 차이는 없었다. 특히 AUC 및

MRT와 같은 경우, 오차의 누적으로 인하여 작은 혈중농도

의 차이에 의해서도 유의적인 차이를 나타내기 쉬운 파라미

터임에도 분석법이 실험결과에 영향을 미치지 않았다는 사

실은 고효율 분석방법으로서 UV 법의 타당성이 입증되는

예라 할 수 있다. 다만 예상되었던 것처럼 담즙 중 농도에

기반을 둔 담즙으로의 클리어런스의 경우, 3배 정도 뚜렷한

차이를 나타내며 이러한 차이는 Figure 2의 상관관계 식에

서 예측된 바와 일치하고 있다. 이러한 사실로부터 UV 법

은 혈중농도에 기반을 둔 해석에는 고효율 분석법으로 충분

한 정확성을 나타냄이 입증되었으나, BSP가 담즙 배설의 지

표물질로 사용될 경우, 즉 담즙 배설 등의 연구에 있어서는

반드시 HPLC 등과 같은 모약물과 대사체를 분리할 수 있

는 분석법의 사용이 필수적임을 시사하고 있다.12,13) 

결 론

BSP의 혈중농도 분석 및 담즙 중 농도 분석에 기존에 사

용되고 있던 고효율 UV 법을 HPLC법을 표준으로 비교한

결과, 담즙 중 농도의 경우, UV 법에 의해 BSP 농도가 3

배 정도 과대 평가 되었으며, 이는 담즙 중의 BSP 포합대

사체가 같이 정량되었기 때문으로 추측된다. 이에 반하여 혈

중농도의 경우, 실질적으로 UV 법과 HPLC법에 의해 유사

한 농도가 계산되었다. 약물동태학적 파라미터의 경우에도

혈중농도에 기반을 둔 AUC, 반감기, 전신클리어런스, 분포

용적, 평균체류시간 등의 파라미터에서는 두 분석법간 차이

가 발견되지 않았으나, 담즙으로의 클리어런스의 경우에는 3

배 정도의 차이가 관찰되었다. 이러한 결과는 혈중농도를 기

반으로 한 BSP의 약물동태학적 평가에 있어서는 기존의 고

효율 UV 법으로도 정확한 결과를 얻을 수 있는 반면, 담즙

중 농도를 기반으로 한 해석, 예를 들어 Mrp2를 매개로 한

담즙이행 등의 연구에는 HPLC 등의 포합대사체와 모약물

을 분리할 수 있는 분석법의 사용이 필요하다는 점을 제시

하고 있다.
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