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Gamma camera/MR dual imaging liposome
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ABSTRACT Liposomes are defined as spherical, self-closed structures formed by lipid bilayers containing aqueous phase. 
Most liposomes are composed of various amphipathic lipids such as phospholipids and cholesterol. We 
used amphipathic lipids (DPPC, DPPG) as liposome components and prepared around 100 nm liposomes 
by standard extrusion method. Nuclear/MR dual imaging agents based on liposome platform were prepared 
by adding radioactive 131I-HIB (hexadecyl-4-tributylstannylbenzoate) and Gd-DTPA into liposome bilayer and 
inside liposome, respectively. Gamma camera and MR imaging both showed signal increases in liver.
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Introduction 

리포좀은 지질이 하나 또는 두 개 이상의 층을 형성하여 

구의 모양을 이루고 있는 것을 말한다(1). 리포좀을 합성하

기 위해서는 분자 내부에 물에 섞일 수 있는 친수성기와 물

에 잘 용해되지 않는 친유성기를 동시에 가지고 있는 양친매

성 물질이 필요하다(2). 일반적으로 리포좀을 제조할 때 사

용하는 양친매성 지질은 머리와 꼬리로 나타내며, 머리부분

이 친수성 부분이고 꼬리부분이 탄화수소의 사슬부분으로 친

유성기에 해당한다. 수성인 용매에서 친유성 꼬리가 두 줄인 

지질은 지질끼리 서로 엉키게 되므로 지질 이중층이 형성되

며(21), 이 때 지질의 친수성기는 리포좀 표면과 리포좀 안

쪽에 위치하게 되고 친유성기는 지질 이중층의 내부에 위치

하게 된다. 약물 수송 및 영상 조영제의 역할로 생체내부에 

적용을 하고자 할 때는 작은 단층 소포(Small, Unilamella 

vesicle) 리포좀이 적당하다. 그 이유는 작은 단층 소포의 적

당한 크기는 몸 속에서 역할을 다 한 후 몸 밖으로 배출도 용

이하기 때문이다. 작은 단층 소포 리포좀을 만들기 위해서는 

먼저 큰 다층 소포(Large, Multilamella vesicle) 리포좀을 

만든 후, 압출하여 생성하고 그 크기는 일반적으로 50~150 

nm 정도이다(28). 

분자영상은 생체의학의 한 분야로서 세포나 분자수준으로 

생명체의 내부의 대사과정 및 병리적 특성을 영상화하여 시

각적으로 규명하여 주는 것을 말한다. 분자 영상의 종류로는 

광학 생물발광, 광학 형광, 초음파, 자기공명영상(MRI), 감

마카메라(Gamma camera) 영상 등이 있다(25). 감마카메라 

영상은 방사성 동위원소를 이용한 핵의학 분자영상이다. 이

것은 방사성 동위원소가 발산하는 감마선을 검출하여 이미지

화 하는 원리로 작동된다. 감마카메라 영상은 미량의 방사성 

동위원소에도 이미지를 얻을 수 있으며 의약품의 종류에 따
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라 여러 가지 검사가 가능하므로 다양한 분야의 임상에 적용

할 수 있다는 장점을 가지고 있다(27). MR이미지는 비침투적

인 방법으로 질병을 진단하는 대표적인 분자영상 기술인데, 

강한 자기장이 흐르는 공간에서 인체 내부에 강한 라디오파

를 보내 공명하고 반사되는 전자기파를 측정하여 영상화하는 

것을 말한다(18). 하지만 이것은 방사성 동위원소를 이용하

는 핵의학 분자영상에 비교하여볼 때 감도가 약하여 다양한 

조영제가 요구된다(19). 

나노 입자에 관한 활발한 연구가 진행되면서 분자영상

을 위한 다양한 조영제가 개발되어왔다(3,4,15,24,29,30). 

하지만 이것은 골드 나노입자(23), 퀀텀닷(quantum dot, 

Q-dot)과 같이 금속에 기반한 나노 크리스털 입자에 관련

한 것이 많은 부분을 차지하고 있다(25). 이것은 체내에 적용

할 경우 천천히 배출되는 문제점을 가지고 있어 임상의 적용

에는 더 많은 연구가 필요하다(5-7). 이런 문제와 대조적으

로 나노 입자 중 하나인 리포좀은 커다란 이점을 가지고 있

다. 그것은 바로 체내에 투입되었을 경우에 인체 독성이 없

고 임상적용이 쉽다는 점이다. 또한 다양한 방법으로 약물을 

전달 할 수 있는데(14), 리포좀은 소포체의 형태이므로 소포

의 내부에 약물을 담아 수송할 수도 있으며(12,17,26), 지질

층에 약물을 끼워 넣어 수송할 수도 있다(9,16). 리포좀은 만

드는 방법이 잘 정립되어 있고, 크기 조절이 용이하며, 표면 

개질이 쉽고, 수송 용량이 크고, 체내에서 안정하므로 차세대 

체내 물질 수송체로 각광받고 있으며(13,18,20), 이미 많은 

리포좀 약물 수송체들이 미국 FDA의 승인을 받았다(10,11).

본 연구에서는 이렇게 많은 장점을 가진 리포좀에 상자성 

물질과 방사성 물질을 모두 포함하는 두 가지 분자 영상에 활

용하고자 한다. 특히 방사성 물질을 표지하는 방법은 리포좀 

내부에 삽입하거나 캡슐화하는 방법이 아닌 방향족 탄화수소

고리를 가진 물질에 먼저 방사성 요오드를 표지하고, 그것을 

지질과 함께 지질 이중층에 끼어들어가도록 하고, Gd을 리

포좀의 중심에 캡슐화하여 체내에서 유리되지 않는 안정성

이 높은 리포좀을 제조하고자 한다. 이렇게 만들어진 리포좀

은 감마카메라/MR 이중 조영제 역할을 할 것으로 기대된다. 

Materials and Methods 

1. 리포좀(liposome)의 제조

리포좀을 제조하기 위한 이중층을 형성하는 지질로 본 

연구에 사용된 물질은 두 가지이며 그 중 첫 번째 지질은 

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC)

이다. DPPC의 상전이 온도는 41 °C 이며 불포화도가 0인 

인지질이며 분자의 형태는 Figure 1a와 같다. 또 다른 지

질은 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-(1-

glycerol) sodium salt (DPPG)이며 상전이 온도는 41 °C이

며 불포화도가 0인 인지질이고 분자의 형태는 Figure 1b와 

같다. 콜레스테롤(Figure 1c.)은 리포좀의 안정도를 높여주

어 체내에 주입했을 때 온도의 변화에 크게 영향을 받지 않

도록 해줄 목적으로 넣어 주었다. 또한 상자성 물질은 Gd-

DTPA이며 Figure 1d와 같다. 리포좀을 만들기 위하여 지

질 용액(lipid solution)을 제조하는데 사용된 지질의 비율은 

DPPC:DPPG:콜레스테롤의 함량이 1:1:1(각 5 mg)이 되도록 

하였으며 용매로 에탄올과 클로로포름을 각각 5mL씩 취하

Figure 1. a. DPPC,  b. DPPG,  c. cholesterol,  d. Gd-DTPA e. schematic diagram 
of encapsulated 131I-HIB-labeled liposome containing Gd-DTPA
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여 세가지 물질을 함께 녹인 후 소량씩 사용하였다. 본 연구

에서 제조한 모든 리포좀은 이 지질 용액 0.5 mL을 넣어 제

조하였다. 지질 막은 지질 용액의 용매인 에탄올과 클로로포

름을 증발시키면서 용액에 녹아있는 양친매성 지질을 플라스

크 벽에 얇게 코팅하여 제조할 수 있다. 이때 지질 막을 균일

하고 얇게 코팅하기 위해서 둥근 바닥 플라스크를 100 mL 

용량을 사용하였다. 회전 증발기(rotary evaporator)의 수조

의 온도는 상전이 온도보다 높은 60 °C 이상을 유지하면서 진

공상태에서 30분 동안 건조하여 용매를 완전히 제거하였다. 

큰 다층 소낭(Large, Multilamella vesicle) 형태의 리포좀

을 제조하기 위해 지질 막이 코팅되어 있는 플라스크에 수용

성인 식염수 500 μL를 넣고 60 °C 수조에서 연속적으로 회

전시키면서 30분간 수화(hydration) 시켜주었다. 이때 지질 

막이 용액 쪽으로 에멀젼을 형성하면서 큰 덩어리 없이 잘 녹

아 들어가는 것을 확인할 수 있었다. 리포좀의 크기 제어는 

압출(extrusion)의 방법을 사용하였으며 이때 사용한 압출기

(extruder)는 Mini Extruder (Avanti Polar Lipids, USA)

를 사용하였다. 압출기의 막 필터는 100 nm 포어(pore) 크기

를 이용하였고, 1 mL 용량 기밀 유리주사기(gas-tight glass 

syringe) 2개를 사용하였다. 가열 블록의 온도는 양친매성 지

질의 상전이온도 이상인 45~50 °C로 유지시켰으며 압출하기 

약 30분 전부터 압출기의 가열 블록을 온도제어장치의 가열 

판 위에 올려두어 예열시켜 사용하였다. 리포좀의 안정도를 

높이기 위해 압출하기 전에 뿌옇게 수화된 큰 다층 소포 상태

의 리포좀을 영하 4 °C의 냉동고에 넣었다가 60 °C 수조에 넣

기를 3번 반복하였다. 이 용액을 기밀 유리주사기에 넣고 압

출기의 한 쪽에 장착하고, 반대편에 피스톤의 공기를 완전히 

빼 눈금이 0이 되도록 한 기밀 유리주사기를 꽂았다. 압출기

에 장착된 두 개의 주사기를 가열 블록의 양쪽 고정창치에 고

정시키고 수화된 큰 다층 소포 리포좀 용액의 온도가 가열 블

록의 온도와 평형이 되도록 5분 정도 기다린 후 용액이 들어

있는 주사기 막 필터 반대편으로 밀어내 빈 주사기로 리포좀

을 압출시켰다. 피스톤 왕복횟수는 홀수로 하였으며, 처음에 

수화한 용액을 넣어준 주사기의 반대편 주사기에서 압출 용

액을 회수해야 크기가 작아진 상태의 리포좀만 회수할 수 있

기 때문이다. 이렇게 만들어진 리포좀은 ELS–Z size 측정

장치(Zeta-potential & Particle size Analyzer)를 사용하

여 빛 분산 방법으로 평균입자의 크기를 측정하였다. 상온에

서 리포좀 제조과정에 형성된 다양한 크기의 리포좀 용액 20 

μL를 채취하여 식염수 1 mL로 희석하여 측정하였다. 본 연

구에서 크기를 측정하는 리포좀은 수화 직 후 형성된 큰 다층 

소포 리포좀, 막 필터의 포어(pore) 크기가 100 nm, 50 nm

로 압출한 작은 단층 소포 리포좀이다. 

2. 방사성 리포좀 제조

방사성요요드(131I) 표지를 위해 hexadecyl-4-tributy

lstannylbenzoate (HIB) 전구체를 사용하였다(31). 1-헥사

데카놀(1-hexadecanol)와 4-요오도벤조일 클로라이드 

(iodobenzoyl chloride) 1.32 g, 트리에틸아민(triethylamine) 

1.15 mL와 디클로로메탄(dichloromethane) 30 mL를 섞은 용

액을 상온에서 반응시켜 얻는 결정체가 HIB (hexadecyl-4-

iodo-benzoate)이며, HIB 전구체는 Hexabutylditin을 무

수 톨루엔과 HIB를 넣은 용액을 반응시켜 얻을 수 있었다. 

131I-HIB-리포좀을 만들기 위해 먼저 지질 용액 500 μL와 

131I-HIB을 클로로포름 500 μL에 녹인 용액을 함께 플라스

크에 넣고 지질막을 제조하였다. 이 외의 조건(온도 및 시간)

과 제조방법은 리포좀의 제조 방법과 모두 동일하다. 압출까

지 모두 진행된 131I-HIB-리포좀의 크기를 측정하고, 방사성 

요오드가 없는 HIB를 이용하여 같은 방법으로 리포좀을 만

든 후 크기를 측정하여 비교하였다. 지질 이중층에 131I-HIB

가 잘 끼어들어간 것도 있지만 그렇지 못한 것은 분리해주어

야 감마카메라 이미지를 얻을 때 방사성 리포좀만의 영향을 

알 수 있다. 따라서 자유 131I-HIB와 131I-HIB-리포좀을 분

리하는 방법으로 PD-10 컬럼(particle size range 85-260 

nm)을 사용하여 입자의 크기가 작으면 천천히 빠져 나오고, 

입자의 크기가 크면 빠져 나오는 속도가 빠른 점을 이용하여 

분리하였다. 이 때 흘려주는 이동상으로 식염수를 사용하였

으며, 이유는 순수한 131I-HIB-리포좀만 분리하여 얻은 용

액을 바로 실험동물에서 영상을 얻기 위한 주사용액으로 사

용 할 때는 쇼크가 없이 주사할 수 있는 용액이 요구되기 때

문이다. PD-10 컬럼 내부로 흘려주는 식염수의 양은 초기에
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는 한번에 500 μL로 많은 용량을 흘려주고 동위원소가 감지

되면 131I-HIB-리포좀이 빠져 나오기 때문에 200 μL씩 흘

려주어 좀 더 많은 방사성 리포좀을 적은 부피에 얻을 수 있

도록 하였다. 

3. 감마카메라/MR 이중 영상 조영 리포좀 제조

감마카메라(Gamma camera)/자기공명(Magnetic Resonance, 

MR) 이중 영상을 얻기 위하여 감마카메라 영상을 얻을 수 있

는 방사성동위원소가 있는 물질과 MR 조영효과를 얻을 수 

있는 물질을 함께 함유한 리포좀을 합성하였다. 이 때 감마카

메라 영상을 얻을 수 있는 방사성동위원소로는 131I을 사용하

고 이것을 HIB에 표지하여 리포좀의 지질 이중층에 끼어들어

가게 하였으며, MR 조영효과가 있는 물질로는 Gd-DTPA를 

사용하고 이것은 리포좀의 중심부(core)에 감싸지도록 캡슐

화(encapsulation) 하여 만들었다(Figure 1e). Gd-DTPA는 

OmniscanTM을 이용하였으며, 이것은 임상에서 널리 쓰이는 

상자성 T1 조영제로 식염수 1 mL 당 Gd-DTPA가 278 mg 

함유되어 있다. 131I-HIB가 함유된 지질막을 수화 시켜줄 때 

OmniscanTM을 500 μL(0.139 g Gd-DTPA, 0.242 mmol) 

넣고 60 °C 수조에서 30분간 회전하며 반응시켰다. 수화 과

정에서 들어간 Gd-DTPA는 리포좀 형성 시 중앙에 감싸지

게 되어 캡슐화된다. Gd-DTPA이 캡슐화 된 131I-HIB-리

포좀을 PD-10 컬럼을 이용하여 순수하게 분리하여 가장 방

사능 양(radioactivity)이 높게 나타난 회수 용액을 950 μL 

주사(4.9 Mbq)하였고 영상은 1시간 이후에 얻었다. MR 조

영 효과 비교를 위해서 주사 하기 직전, 같은 쥐로 영상을 얻

었으며 주사 전과 후 모두 엎드려 있는 자세로 획득하였다. 

Results and Discussion

1. 리포좀의 크기 측정

압출기(extruder)에 들어가는 막 필터의 포어(pore) 크기

를 다르게 하여 제조된 리포좀의 크기를 측정한 결과 포어 크

기가 작을 수록 리포좀의 크기도 작아짐을 확인할 수 있었다. 

수화 직후 생성된 리포좀의 크기와 막 필터의 포어 크기에 따

른 리포좀의 크기는 Figure 2와 같다. 일반적으로 100 nm 정

도 크기의 입자가 조영제로서 효과적으로 작용하고, 적당한 

시간 후 몸 밖으로 효과적으로 빠져나올 수 있으므로 압출 시 

막 필터의 pore 크기는 100 nm가 가장 적당하다.

2. 방사성 리포좀 크기 비교

131I-HIB-리포좀의 크기비교를 위해 동일한 성질을 가지

는 HIB를 넣어서 만든 HIB-리포좀의 입도크기 분석 결과 

리포좀의 수화 직후 평균 입경이 1566 nm로 측정되었고, 

압출 후 147.4 nm로 작아진 것을 확인하였다. HIB-리포좀

의 수화 직후 평균 입경은 1341 nm로 측정되었고, 압출 후 

126.3 nm로 HIB를 넣지 않은 리포좀의 크기보다 더 작았다

(Figure 3). 이것은 HIB가 하나의 긴 꼬리를 가진 방향족 탄

화수소이므로 지질 이중층 사이사이에 잘 위치하여 리포좀의 

Youn Ji Kim, et al

Figure 2. liposomes sizes depending on membrane pore size.  a. before extrusion b. after extrusion using 100nm filter c. after extrusion using 50nm filter
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구조적 안정화에 기여한 것으로 보인다. 

131I-HIB-리포좀이 생성될 때 리포좀의 지질 이중층에 미

쳐 끼어들어가지 못하고 유리된 131I-HIB를 PD-10 컬럼을 

통하여 입자의 크기차이를 이용하여 분리하였다. 이동상으로 

친수성인 식염수를 사용하였는데, 2.0 mL를 흘려줬을 때부

터 방사능 수치를 보이기 시작하여 3.5 mL의 식염수를 흘려 

주었을 때 가장 높은 방사능 수치를 보였다. 그 후 급격히 그 

수치가 감소하여 4.5 mL 지점부터 방사능 수치가 거의 측정

되지 않았다. 크기가 작은 131I-HIB는 결국 컬럼을 빠져 나오

지 못하고 내부에 흡착되어 있다고 생각 할 수 있는데, 이것

은 PD-10 컬럼에 많은 양의 식염수로 씻어낸 후에도 여전히 

방사능 수치가 남아있음으로써 확인할 수 있다. 

3. 감마카메라/MR 이중 영상 결과

감마카메라 영상에서 보면 간(liver)과 비장(spleen)의 섭

취가 확인되었으며, 가장 아래쪽에 검게 보이는 장기는 방

광(bladder)이다. MR 영상에서는 Gd-DTPA 캡슐화된 

131I-HIB-리포좀을 주사하기 전보다 주사한 이후에 전체적

으로 이미지가 밝게 나타난 것을 확인 할 수 있었다(Figure 

4). 특히 화살표가 있는 부분은 확연하게 뚜렷해진 것을 볼 

수 있으며, 근육과 지방도 더 밝게 나타났다. 이것은 확실하

게 Gd-DTPA 캡슐화된 131I-HIB-리포좀의 MR 효과를 증

명해 주는 것이다. 감마카메라 영상을 통해 Gd-DTPA 캡슐

화된 131I-HIB-리포좀의 방사성 조영제의 기능을 확인하였

고, MR 영상에서는 이중 조영 리포좀이 상자성 조영제로도 

Figure 3. Different liposomes size.  a. after hydration process, b. after hydration of 131I-HIB liposome, c. after extrusion of liposome 
d. after extrusion of 131I-HIB liposome

Figure 4. Images in mice after 
injection of encapsulated 131I-HIB 
labeled liposome containing Gd-
DPTA. a. gamma camera image b. 
MR image 
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사용될 수 있음을 확인하였다. 이것은 방사성 및 상자성 이

중 조영제로 적용 가능한 리포좀의 성공적인 제조를 말해주

고 있다. 

Conclusion

본 연구에서 양친매성 지질을 이용하여 수화하는 방법으

로 리포좀을 에멀젼화 하고 막 필터를 사용한 압출을 통하여 

리포좀의 크기를 조절할 수 있었으며, 100 nm 정도의 이상

적인 크기로 제조하여 생체연구에 적용할 수 있는 작은 단층

소포리포좀을 성공적으로 제조하였다. 131I-HIB의 탄화수소

사슬이 지질 이중층 사이에 함께 배열 되면서 리포좀을 용이

하게 방사성표지할 수 있었다. 리포좀의 제조과정 중 리포좀

의 이중층에 131I-HIB가 100% 자리를 잡았다고 볼 수 없으

므로 체내에서 오차 신호를 제공할 수 있는 자유 131I-HIB를 

제거하는 것이 중요한데 PD-10 컬럼을 사용하여 분리에 성

공할 수 있었다. 마지막으로 본 연구에서는 방사성 및 상자

성 물질을 사용한 Gd-DTPA 캡슐화된 131I-HIB-리포좀의 

이중 조영 기능을 감마카메라/MR 영상을 통해 확인하였다. 

이렇게 성공적으로 제조한 감마카메라/MR 이중 조영 리포

좀은 종양의 진단과 치료에 적용하기 위한 영상 연구에 응용

할 수 있을 것이다.
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