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The potential health risk from inhalational exposure of diesel exhaust particulates (DEP) has gained considerable 
scientific interests. However, the long-term in vivo behavior of DEP have not been clearly understood due to 
the difficulty of accurate analysis of these substances in a living subject. We herein demonstrate a detail 
protocol for the preparation of radiolabeled DEP using a radioactive-iodine-tagged pyrene analog. The purified 
125I-labeled pyrene ([125I]1) was obtained with a good radiochemical yield (32 ± 4%, n=3) and high radiochemical 
purity (>99%) from the stannylated precursor 2. Next, the purified [125I]1 was successfully assembled into the 
DEP suspension in an efficient manner. The radiolabeled DEP was highly stable in a mouse serum for 7 
days without significant deiodination or dissociation of [125I]1. These results clearly indicate that the present 
radiolabeling method will be useful for biodistribution study of carbonaceous particulates in vivo.
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Introduction  

독성 물질에 대한 노출과 관련된 인체 건강 위험을 더 잘 

이해하려면, 유입 된 물질의 흡수, 이동, 배출 및 생체 내에

서 물질과의 상호작용 등을 연구 하는 것이 필수적이다. 디

젤 연료를 사용하는 엔진에서 발생하는 디젤 배기가스 입자 

(Diesel exhaust particle)는 인간의 건강과 환경에 심각한 

악영향을 미치기 때문에 심각한 문제가 되고 있다(1-3). 최

근 국제 암 연구소는(International agency for research on 

cancer, IARC) 디젤 배출물을 그룹 1의 인체 발암물질로 분

류했으며(4), 몇 가지 독성학 연구에선 디젤 배기가스에 노

출되면 만성폐질환, 천식, 폐암과 같은 호흡기 질환이 발생

한다고 보고하였다(5-7). 디젤 배기가스 입자는 복합적인 혼

합물로, 고체 부분은 주로 다환 방향족 탄화수소(Polycyclic 

aromatic hydrocarbons, PAHs)를 포함한 다양한 유기 물

질들로 구성되어 있고, 이와 관련된 다양한 독성학적 영향

이 있어 우선순위가 높은 오염물질로 인식 되고 있다(8). 다

환 방향족 탄환수소의 생물학적 흡수의 정량적 평가는 많은 

부류의 화합물로 이루어져 있다는 물질의 특성 때문에 어려

움을 겪는다. 실제로, 분자 검출에 주로 사용되는 분석 방법

인 질량 분석법(Mass spectrometry)은 디젤 배기가스 입자

가 넓은 입자 크기 분포를 가진 다양한 다환 방향족 탄화수

소의 응집물로 구성되기 때문에 조직에서 디젤 배기가스 입

자를 분석하기에는 부적합하다. 형광 물질을 이용한 광학 영

상(Optical imaging)기술은 생체 내 분자를 추적하는데 자주 

적용되었지만, 조직 깊은 곳에서 분자의 정량화는 신호 침투 

Protocol
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깊이의 한계로 인해 정확한 분석이 힘들다. 이러한 한계는 방

사성동위원소를 사용하여 생체 내 유입 된 물질의 고감도 검

출을 가능하게 함으로써 극복할 수 있다. 본 연구에서는 체내

에 흡수된 탄소성분의 미세입자를 추적하는데 활용할 수 있

는, 방사성동위원소가 디젤 배기가스 입자 (125I-DEP)를 합

성하는 프로토콜을 소개하고자 한다. 

Materials 

본 연구에 사용된Diesel particulate matter (NISTⓇSRMⓇ2975), 

chloramine-T (#402869), 1-pyrenemethylamine hydrochloride 

(#401633), 4-iodobenzoic acid (#206547), sodium metabisulfite 

(#255556), acetic acid (#A6283), formic acid (#695076)는 

Sigma-Aldrich Korea에서 구매하여 사용하였고, HPLC

용 acetonitrile (#100030)은 Merck에서 구매하였다. 

N-succinimidyl-4-(tributylstannyl)benzoate (#S8930)

는 Synthonix에서 구매하였다. 표지에 사용된 방사성동위원

소 [125I]NaI (in 0.1 M NaOH)는 새한산업에서 구매하였다. 

구매한 모든 시약은 추가적인 정제 과정 없이 사용하였다. 실

험 물질의 방사선량은 PerkinElmer사의 감마 카운터(1480 

Wizard 3)를 사용하여 측정하였다. 물질의 분석과 정제에 

사용된 고성능 액체 크로마토그래피(High performance 

liquid chromatography, HPLC)는 Agilent사의 시스템

(Analytical HPLC: Infinity 1290, Preparative HPLC: 

Infinity 1260)을 사용했으며, 0.1%의 formic acid가 포함

된 물(용액 A)과 0.1%의 formic acid가 포함된 acetonitrile(

용액 B)을 HPLC 용매로 사용하였다. Analytical HPLC 

(Eclipse XDB-C18, 4.6 x 250 mm, 5 μm)는 1 mL/분의 

속도, Preparative HPLC (Eclipse XDB-C18, 21.2 x 150 

mm, 7 μm)는 10 mL/분의 속도로 용매를 흘려주었다. 표지 

반응 후 C18 카트리지는 Waters사의 Sep-Pak plus light 

C18 cartridge (WAT023501)를 구매하여 사용하였다. 혈

청 내 안정성 검사에서는 Sartorius Stedim Biotech 사의 

VIVASPIN 500 원심분리 필터(2 mL)를 사용했다.

Protocol

1. 125I표지된 pyrene의 합성 ([125I]1)

1.1) Tributyl tin을 포함하고 있는 전구체2는 기존 본 연

구팀에서 보고했던 방법을 활용하여 합성하였다(Figure 1) 

(9). 전구체 2 용액(1 mg in 100 μL DMSO)에 acetic acid 

(3μL), [125I]NaI (55.5 MBq, 15 μL in 0.1 M NaOH)를 순서

대로 첨가한다. 

Figure 1. Synthetic procedure of [125I]1 and radiolabeled DEP (125I-DEP)
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1.2) Chloramine T 를 증류수에 녹이고 (100 mg/mL), 상

온에서 10 μL(1 mg)를 1.1)에 첨가한다.

1.3) 상온에서 30분간 반응시킨 후, Na2S2O5 수용액 (2 

mg/10 μL)을 첨가하여 반응을 종료한다.

1.4) Analytical HPLC (flow rate: 1 mL/min, eluent 

gradient: 40% solvent B in solvent A for 0-2 min; 40-

100% solvent B in solvent A for 2-25 min; 100% solvent 

B in solvent A for 25-35 min; retention time: 15.4 min) 

를 사용하여 표지 반응을 분석한다.

1.5) Preparative HPLC (flow rate: 10 mL/min, eluent 

gradient: 40% solvent B in solvent A for 0-2 min; 40-

100% solvent B in solvent A for 2-25 min; 100% solvent 

B in solvent A for 25-35 min; retention time: 23.2 min) 

로 정제하여 125I가 표지 된 화합물 [125I]1을 얻는다. 

1.6) 정제된 [125I]1 용액에 30 mL의 물로 희석하고 tC18 

light cartridge에 넣어준다. 물 (30 mL)로 씻어준 후, 에탄

올 (2 mL)로 [125I]1을 용출한다.

1.7) 진공 펌프를 활용하여 에탄올을 제거한다.

2. 125I표지된 디젤 배기가스 입자의 합성

2.1) DEP 분말(1.5 mg)에 dichloromethane (DCM, 4 mL)

을 첨가하고 실온에서 1시간 동안 sonication하여 녹인다.

2.2) [125I]1 (17.0 MBq)를 0.5 mL의 DCM에 녹인 후 2.1) 

용액에 첨가한다. 

2.3) 2.2) 용액의 DCM을 질소 가스 불어넣어 제거한다.

2.4) 용매를 완전히 제거한 후 물 (3 mL)를 2.3)에 첨가하

고 75 °C에서 2시간 동안 sonication한다. 

2.5) 원심분리 (13,000 rpm, 30 min, 4 °C)를 이용하여 

125I-pyrene이 도입된 다환 방향족 탄화수소를 정제한다. 

 

2.6) 상등액(supernatant)은 제거하고, Pellet에 물 (2 

mL)을 첨가하여 resuspension 한다.

3. 125I 표지된 디젤 배기가스 입자의 마우스 혈청

   내 안정성 검사.

3.1) 현탁질 (suspension)상태의 125I표지된 디젤 배기가스 

입자 (3.7 MBq/100 μL)을 마우스 혈청 (1 mL)에 첨가하고 

heating bath에서 37 °C를 유지한다.

3.2) 3.1) 부분 샘플(100 μL)을 각 시간(1.5, 5, 21, 28, 

48, 72, 96, 168시간)마다 획득하여 물(400 μL)과 섞어준다.

3.3) 3.2) 혼합물을 molecule weight cut off (5 KDa) 필

터를 사용하여 원심분리 (13,000 rpm, 30 min) 한다.

3.4.) 분리된 상등액과 pellet를 감마 카운터 장비에서 측

정한다.

Results & Discussion 

본 연구의 전체 반응 과정을 요약하면 Figure 1과 같다. 

[125I]1는 preparative HPLC로 정제하여 32 ± 4% (n=3)의 

방사화학적 수율로 얻을 수 있었다. Analytical HPLC 장비

를 사용하여 분석한 결과 정제된 [125I]1은 99% 이상의 방사

화학적 순도와 비 방사성 기준 물질 1과 동일한 retention 

time을 보였다(Figure 2). 디젤 배기가스 입자가 [125I]1 물질

과 잘 조립되었는지 확인하기 위해 원심분리 여과를 했을 때, 

방사능 검출기를 사용한 분석 결과 99% 이상의 방사능이 탄

화수소 pellet에서 검출되었기 때문에 디젤 배기가스 입자에 

[125I]1 물질이 자기 조립(self-assembly) 형태로 결합되었음

을 확인하였다. 125I표지된 디젤 배기가스 입자의 생체 내 안
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정성을 알아보기 위해 진행한 안정성 검사에서 마우스 혈청 

내에서 1주일 후 93.6%의 안정성을 나타냈다 (Figure 3). 따

라서 본 프로토콜을 통해 합성된 물질(125I-DEP)이 장기간 체

내 분포 평가 및 단일 광자 단층촬영을 통한 동태평가가 가

능함을 나타낸다.

Conclusion 

본 프로토콜에서는 다환 방향족 탄화수소 구조를 가진 디

젤 배기가스 입자를 방사성 요오드를 사용하여 표지 하는 방

법을 소개하였다. 이 물질을 사용하여 생체 내에서 유해한 

화학 물질의 행동에 대한 중요한 정보를 제공하며, 궁극적

으로 환경 역학에서 건강 영향을 모델링하는 데 있어 도움

이 될 수 있을 것으로 예상 된다. 이 연구에 사용 된 Diesel 

particulate matter (NISTⓇSRMⓇ2975)외에도 다양한 다환 

방향족 탄화수소로 구성된 미세입자가 보고 되어 있다. 따

라서 본 프로토콜은 한 가지 종류의 디젤 배기가스 입자에

만 국한되지 않고 다른 다환 방향족 탄화수소 기반의 환경독

성 입자 및 탄소 기반 합성 물질의 체내 평가에도 활용될 것

으로 기대된다. 
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