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Abstract: Lung cancer and pulmonary metastasis are the leading cause of cancer mortality worldwide. Survival for

patients with lung metastases is about 5%. Nanoparticles have been developed for the imaging and treatment of var-

ious cancers, including pulmonary malignancies. In this work, we report lipid coated polymeric nanoparticles (LPNs)

with an average diameter of 154 nm. In vivo performance of LPNs was characterized using optical imaging system.

We expect this nanoparticle can be used for finding lung cancer or lung metastasis. Eventually loading therapeutic

drug with the nanoparticle will be utilized for cancer diagnosis and effective therapy at the same time.
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I.  서 론

미세먼지, 과체중, 신체 활동 부족, 흡연 및 고령화 사회

로 인해 전세계적으로 암 발생률 및 사망률이 증가하고 있

다. 그 중에서도 특히 폐암의 발생률은 전체 암 발생률 중,

남성은 1위(16%), 여성은 3위(8.8%)이고, 사망률은 남성은

1위(23.6%), 여성은 2위(13.8%)로 매우 높은 수치를 나타

낸다[1]. 폐암은 증상이 초기에 나타나지 않아 조기 진단이

어렵고, 폐암 전이가 진행됨에 따라 효과적인 치료방법이 없

어 진단과 치료에 많은 어려움이 있다 [2]. 암 치료의 주된

방법은 외과적 치료, 방사선 치료, 항암화학요법이 주를 이

루고 있다. 가장 대표적인 항암 화학제의 경우 정상세포와

암세포의 구분없이 비특이적으로 체내에 분포함으로서 암세

포를 죽일 수 있는 충분한 양의 약물 농도를 얻기 어려우며

동시에 정상세포에 미치는 독성으로 인해 부작용이 발생해

효과적인 치료가 이루어지지 못하고 있다[3,4]. 이러한 문제

점을 개선시키기 위해 나노 입자를 이용한 약물전달시스템

이 활발히 연구되고 있다[5]. 나노 입자를 활용하면 항암제

만 투여했을 때 보다 특정 세포에 특이적으로 약물을 전달

할 수 있기 때문에 충분한 양의 약물 농도를 얻어 효과적으

로 치료가 가능하며 부작용도 줄일 수 있다[6]. 예를 들어,

Huan Meng et al. 의 연구는 대표적인 항암제 Doxorubicin

을 단독으로 투여하는 것보다 나노 입자에 적재하여 투여하

는 것이 치료 효과가 더 높은 것으로 보고하였다[7]. 또한,

나노 입자를 활용하면 약물의 안정성 향상, 친유성 및 친수

성 약물 모두를 운반 할 수 있다는 장점이 있으며, 현재 나

노 입자를 활용해 임상에서 치료용으로 사용하고 있다[8,9].

나노 입자가 암세포에 전달되는 메커니즘은 Enhanced

Permeability and Retention (EPR) effect로 설명되어진

다[10]. EPR effect란 Solid tumor에서의 신생 혈관의 높
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은 혈관 밀도와 tumor의 혈관벽에 존재하는 내피세포의 간

극이 넓은 특성에 따라 macromolecule의 축적이 용이한 특

성을 나타낸다. 이를 이용하면 나노 입자를 활용한 anticancer

therapy가 가능하게 된다[11]. 한편, 20-200 nm의 크기인

나노 입자가 이러한 EPR effect에 효과적이라고 보고되어

있다[12]. 본 연구팀에서 보고한 lipid nanoparticle은 이

러한 EPR effect를 이용하여 암세포 주변에 효과적으로 축

적될 수 있고, 암 진단 및 치료용으로 활용될 수 있는 가능

성을 보고하였다[13-15]. 한편, 이러한 입자가 폐 전이 암

모델에서의 활용도에 대해 평가된 적이 없다. 따라서 본 연

구에서는 폐 전이 암 모델에서의 lipid nanoparticle의 활

용 가능성에 관해 실험하였다. 

본 연구에서는 Poly (D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA)

를 이용하여 나노 입자를 합성하였고, positron emission

tomography (PET) 진단에 사용되는 zirconium-89 (89Zr, t1/2

= 78.41 h)을 표지하기 위하여 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolnamine-deferoxamine (DFO-DSPE)를 사

용하였다 [16]. 이러한 입자의 체내 분포와 폐 전이 암에 대한

약물 전달체로서의 가능성을 평가하기 위해서 Cyanine 5.5

(Cy5.5)를 입자에 로딩하였다. 입자의 안정한 정도와 입자가 얼

마나 균일하게 형성되었는지를 나타내는 지표인 polydispersity

index (PDI)를 통해 입자의 안정성을 평가하였다[17]. 이외

에도 생성한 나노 입자가 실제 암 조직에 축적이 되는지 알아

보기 위해 squamous cell carcinoma 7-green fluorescent

protein (SCC7-GFP) 편평 상피 암세포를 이용하여 폐 전이

암 모델을 준비하였고, 입자의 축적률을 평가하였다.

II. 연구방법

1. Materials

입자를 구성하는 Resomer RG 504 H, Poly (D,L-lactide-

co-glycolide) (PLGA) (acid terminated, lactide:glycolide

50:50, Mw 38,000-54,000) (719900 ALDRICH, SIGMA-

ALDRICH Co, Saint Louis, MO, USA), Poly (ethylene

glycol) dimethacrylate (PEG) (average Mn 750) (437468

ALDRICH, SIGMA-ALDRICH Co, Saint Louis, MO,

USA), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-

deferoxamine (DFO-DSPE), Cyanine 5.5 NHS ester

(Cy5.5) (27020, LUMIPROBE Co, Hunt Valley, FL,

USA)를 구매하여 합성을 진행하였다.

2. DFO-LPNs 생산공정

나노 입자는 Nanoprecipitation method를 활용하여 합

성하였다[15]. PEG solution (1.33 mM, 증류수 용매),

DFO-DSPE solution (133 mM, CHCl3+ MeOH 용매),

water 2.5ml을 혼합한 후 probe type sonicator를 사용하여

homogenization하였다. 이러한 혼합액에 PLGA solution

(3.23µM, CHCl3 용매)을 drop-let 방식으로 넣었다. 이 혼

합물을 상온에서 교반하면서 유기 용매를 증발시킨 후, 나

노 입자를 염색하기 위해 Cy5.5를 추가하였다. Overnight

교반 후, 원심 분리시켜 상층액을 제거하여 불순물과 나노

입자를 분리하였다. 

3. DFO-LPNs의 특성 분석

이 연구에서 Zeta sizer (Nano zs90, Malvern Instruments,

UK)를 이용하여 나노 입자의 평균 크기, 표면 전하(zeta

potential), PDI 를 측정하였다. 이러한 특성 외에도 Nuclear

magnetic resonance spectroscopy (NMR)을 이용하여

PLGA, PEG, DFO-DSPE가 실제로 합성한 나노 입자에 존

재하는지 알아보았으며, Transmission electron microscopy

(TEM)을 이용하여 DFO-DSPE가 실제로 합성한 나노 입

자의 표면에 존재하는지 알아보았다.

4. SCC7-GFP 세포 및 배양

암세포 배양은 10% fetal bovine serum (FBS,

GibcoBRL Co., USA)과 1%의 페니실린-스트렙토마이신,

minimal essential medium (MEM) (Invitrogen, Grand

Island, NY, USA) 을 혼합하여 사용하였다. 세포는 37oC,

5% CO2 조건의 배양기에서 배양하였다.

5. 실험동물

본 연구에서 실시한 동물실험은 연세의료원 동물실험 윤

리위원회의 승인(승인번호: 2015-0046)을 받았으며, 실험동

물의 관리와 사용에 관한 관리규정을 준수하였다. 실험 동물

은 7주령의 암컷 Balb/c 누드마우스를 (주)오리엔트(성남, 한

국)으로부터 구입하였다. 실험동물실에서 1주일동안 사육하

여 안정화 시킨 후 상태가 양호한 5마리를 선별하여 실험하

였다. SCC7-GFP 세포를 1 × 107 개/ml로 희석한 후 30

gauge 1/2 바늘을 이용하여 Balb/c 누드마우스의 꼬리정맥

내에 0.1 ml를 주사하였다. 종양세포 주입 후 14일째 미세

전산화단층촬영(micro-computed tomography, micro-

CT) (NFR Polaris-G90, NanoFocus Ray Co., JeonJu,

Korea)을 이용하여 종양의 해부학적 위치를 확인하였다. 통

계적 유의성을 위해 모든 경우에 대하여 3회 반복 실험하였다.

6. 소동물 광학 생체영상 

폐 전이 종양 마우스에서의 광학 생체 영상은 IVIS®

spectrum imaging systems (Caliper Life Sciences,

Hopkinton, MA, USA)을 사용하여 획득하였다. 폐 전이 종

양 마우스를 2% isoflurane으로 호흡 마취시킨 후, 1 mg/
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ml으로 희석된 Cy5.5-DFO-LPNs 100 µl (n = 3)를 꼬리 정

맥을 통하여 주사하였다. 주사 후 6시간 및 24시간 경과 후,

마우스에서 혈액, 간, 심장, 폐, 비장, 신장, 근육을 적출한

후 발광 영상을 획득하였다. 획득한 영상자료는 Living

Imaging Software version 4.4 (Caliper Life Science)를

이용하여 분석하였다. 정량분석을 위하여 각 장기 별로 관심

영역(Region of interest)을 설정 한 후, 관심 영역 내에서 발

생하는 광자방출량을 radiant efficiency ([photons/sec/cm2/

sr]/[µW/cm2])로 측정하여 분석하였다.

Ⅲ. 연구결과 및 고찰

1. DFO-LPNs의 물리적 특성

그림 1A 는 합성한 나노 입자가 어떤 구조로 결합되어 있

는지를 나타내는 모식도이다. 일반적으로 PLGA와 PEG는

자기 조립(self-assembly) 형태로 결합하며, sonication을

해주는 이유는 물과 유기용매를 잘 혼합하기 위함이다. 또,

이 모든 과정은 water 상에서 진행하기 때문에 DFO-

DSPE의 hydrophilic 성질을 띄고 있는 head 부분이 바깥

쪽을 향하며, 반대로 hydrophobic 성질을 띄고 있는 tail 부

분은 안쪽을 향하게 된다. 그림 1B는 DFO-LPNs 나노 입

자의 평균 크기 및 분포도와 zeta potential, PDI 값의 크

기를 나타내었다. DFO-LPNs의 평균 크기는 154.1nm,

zeta potential은 −30.1 mV로 음전하를 띄고 PDI는 0.191

그림 1. 나노 입자의 크기 분석(A. 나노 입자의 모식도, B. Dynamic light scattering (DLS) 결과, C. TEM 결과).

Fig. 1. Size analysis of DFO-LPNs (A. schematic illustration of DFO-LPNs, B. result of Dynamic light scattering (DLS), C.

result of TEM).

그림 2. NMR 결과 (빨간 선 : DFO-LPNs, 검은 선 : LPNs).

Fig. 2. Result of NMR (red line : DFO-LPNs, black line :

LPNs).
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이다. PDI가 0.1 이하에 대해서는 입자가 monodisperse하

다고 정의하고, 0.1 이상에서는 polydisperse하다고 알려져

있다. 예를 들어, Masarudin et.al.의 연구에서 PDI가 작

을 수록 균일하게 분포된 나노 입자를 Atomic Force

Microscopy (AFM) 에서 관찰하였고, PDI값이 0.5이상이

면 aggregated nanoparticles로 보고하였다 [17]. 따라서

DFO-LPNs는 균일하게 분포하고 안정적으로 합성되있음을

알 수 있다. 그림 1C는 입자의 TEM 사진이다. DFO-

DSPE가 나노 입자를 7.56nm의 두께로 코팅하고 있는 것

을 확인할 수 있다. 

그림 2는 DFO-LPNs의 NMR spectrum을 나타내었다.

그래프에서 PLGA는 1.6 ppm, PEG는 3.65 ppm, DFO-

DSPE는 2.0 ppm에서 피크가 나타난다. 따라서, DFO-

LPNs는 나노 입자를 구성하는 PLGA, PEG, DFO-DSPE

를 모두 함유하고 있는 것으로 확인되었다.

2. 폐 전이 종양 마우스 모델

꼬리 정맥 내 SCC7-GFP 세포를 주입한 후 14일의 사

육 후 micro-CT를 이용하여 종양의 해부학적 위치를 확인

한 결과 대조군에서는 전혀 종양 형성이 이루어지지 않았으

나, SCC7-GFP 세포를 주입한 실험군에서는 폐 내 종양의

형성을 관찰할 수 있었다(그림 3). 타 장기로의 전이 여부

를 확인하기 위하여 안락사 시킨 후 해부를 시행하여 주요

장기를 채취 후 IVIS® spectrum을 이용하여 GFP의 발현

(Excitation: 465/Emission: 520)을 획득 하였다. Ex vivo

영상에서 혈액, 간, 심장, 비장, 신장, 근육에서는 GFP 발현

이 관찰되지 않았으나 폐에서만 GFP 발현이 관찰되었다. 정

상 마우스모델과 비교하였을 때 폐 전이 종양 마우스모델에

서만 폐에서 GFP 발현이 관찰되어 폐 전이가 성공적으로

진행된 것을 확인할 수 있었다(그림 4).

3. DFO-LPNs의 생체분포

폐 전이 종양 모델을 이용하여 DFO-LPNs의 생체 분포

를 평가하였다. DFO-LPNs에 Cy5.5를 표지 후 폐 전이 종

양 마우스에 100 µg의 Cy5.5-DFO-LPNs를 정맥 내 주사

하였고, 6시간과 24시간 경과 후 주요 장기를 적출하여 광

학 영상을 획득하였다(그림 5A). 주요 장기의 ex vivo

imaging에서 Cy5.5-DFO-LPNs는 간에 가장 많이 축척 되

었다는 것을 확인할 수 있었다. 폐에서의 광자방출량을

radiant efficiency ([photons/sec/cm2/sr]/[µW/cm2])로 변

환하여 측정한 결과에서는 투여 후 6시간에 8.2 ± 2.5에서

24시간 후 6.5 ± 1.7로 감소하였으나, 간에서의 형광량은 투

여 후 6시간에 30.5 ± 4.5에서 24시간 후 41.7 ± 5.6으로 증

가하였다(그림 5B). 비장에서는 투여 후 6시간에 3.1 ± 0.2

에서 24시간 후에도 2.9 ± 0.1로 큰 변화 없이 일정량을 유

지하였다. 

Cy5.5-DFO-LPNs 투여 후 24시간에 IVIS® spectrum을

이용하여 폐에서의 GFP의 발현과 Cy5.5 의 형광(Excitation:

675/Emission: 720) 영상을 획득 후 Living Imaging

Software의 spectral unmixing tools을 활용하여 융합하

였다(그림 6). 융합영상에서 GFP의 발현과 축적된 Cy5.5-

DFO-LPNs에서 방출되는 Cy5.5의 형광의 분포가 유사한

것을 확인할 수 있었다. 

Ⅳ. 결 론

본 연구에서는 긴 반감기를 가진 방사선 동위원소 89Zr을

적재하기 위한 DFO-LPNs를 생산하였다. 합성한 나노 입

자의 기본적인 특성인 평균 크기, 표면 전하, 안정성 정도를

측정한 결과 DFO-LPNs의 평균 크기는 154.1 nm로 EPR

effect에 적합한 크기이고, zeta potential은 −30.1 mV,

PDI는 0.191 이었다. 또한 NMR spectrum 분석을 통해

합성한 나노 입자가 PLGA, PEG, DFO-DSPE로 구성되

었다는 점을 확인하였고, TEM의 영상에서 DFO-DSPE가

나노 입자에 7.56 nm의 두께로 코팅된 것을 확인하였다. 

폐 전이 종양 마우스모델을 micro-CT를 통해 종양의 형성

그림 3. Micro-CT를 이용한 정상 폐와 폐 전이 암의 영상.

Fig. 3. Normal lung and lung metastasis image by micro-CT.

그림 4. IVIS® 스펙트럼을 이용한 정상 및 암 전이 주요장기들의 GFP

발현 영상.

Fig. 4. GFP expression image in major organs using the

IVIS® spectrum.
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을 관찰하였다. 타 장기로의 전이 여부를 IVIS® spectrum을

이용해 GFP의 발현을 확인해 본 결과 혈액, 간, 심장, 비장,

신장, 근육에서는 GFP 발현이 관찰되지 않았으며 폐에서만

GFP 발현이 관찰되어 폐 전이 종양 마우스모델이 확립되

었음을 확인할 수 있었다.

폐 전이 종양 마우스모델에 Cy5.5-DFO-LPNs를 투여 후

6시간과 24시간 경과 후 주요 장기를 적출하여 영상을 획

득하였다. 주요 장기 중 간에 가장 많이 축적이 된 것을 확

인할 수 있었다. 폐에서는 6시간 후에 8.2 ± 2.5 에서 24시

간 후 6.5 ± 1.7로 감소하였으나, 간에서의 형광량은 투여 후

6시간에 30.5 ± 4.5에서 24시간 후 41.7 ± 5.6으로 증가하

였다. IVIS® spectrum을 이용하여 관찰한 영상을 보면 폐

의 암 조직에서 발현하는 GFP와 Cy5.5-DFO-LPNs에서

발현하는 Cy5.5의 위치가 유사한 것을 확인 할 수 있었다.

그림 5. SCC7-GFP 종양을 가진 마우스의 절개된 기관에 대한 체외 광학 영상 (A. Cy5.5-DFO-LPNs 정맥 주사 후 6시간, 24시간 후 마

우스의 절개된 기관에 대한 IVIS® 영상, B. 절개된 기관의 형광 정량화).

Fig. 5. Ex vivo optical imaging of SCC7-GFP tumor-bearing mice (A. Representative IVIS® images at 6 h and 24 h after

intravenous injection of Cy5.5-DFO-LPNs, B. Fluorescence quantification, expressed as the radiant efficiency ± standard

deviation (SD)).

그림 6. Cy5.5-DFO-LPNs 주입 6시간 후의 해부된 폐 조직의 체외 광학 영상.

Fig. 6. Representative ex vivo optical imaging of lung tissue 6h after intravenous injection of Cy5.5-DFO-LPNs.



폐 전이 암에 대한 Lipid Coated Polymeric Nanoparticles에 관한 연구 -박준영 ·박상효 ·조예림 ·정민지 ·김인우 ·강원준 ·기재홍

152

기존 나노 입자에 관한 선행 연구에 따르면 Free Cy5.5 역

시 암 주변에 축적되는 것으로 보고되어 있지만 나노 입자

를 통해 전달된 Cy5.5의 경우, EPR effect로 인하여 약 3.8

배에서 13배 더 많은 양이 암 주변 및 암세포에 축적된 것

으로 보고되었다[18,19]. 또한, 본 연구팀의 선행 연구에서

폐 전이 암이 형성되지 않은 모델과 본 연구에서의 폐 전이

암 모델의 실험결과를 바탕으로 비교하였을 때, 간 대비 폐

의 축적률이 약 7.6% 더 높은 것을 확인할 수 있었다

[13,14]. 따라서, 본 연구의 LPNs는 Lung metastasis에

대한 약물 전달체로서의 활용 가능성을 나타내었다. 

따라서 본 연구결과를 바탕으로 DFO-LPNs는 방사선 영

상을 이용한 폐 질환 진단 및 치료를 위한 나노 입자로 평

가될 계획이다.
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