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리포솜 이중층의 stigmasterol이 포집된 ascorbic acid의 안정성에 미치는 영향
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Effect of stigmasterol in liposome bilayer on the stabilization of
encapsulated ascorbic acid
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Abstract The effect of stigmasterol (SS), a phytosterol, in the liposome bilayer on the stability of encapsulated ascorbic
acid (ASA) was evaluated. Liposomes, consisting of phosphatidylcholine (PC) and SS, and ASA were encapsulated by the
dehydration/rehydration method. The average particle size of the liposome increased with increasing SS content. SS
significantly increased the stability of encapsulated ASA. For example, ASA remaining in the liposomes of 100:0, 90:10,
and 70:30 (PC:SS, w/w) ratios was 34.12%, 49.88%, and 58.58%, respectively, after storage for 8 days at 4oC, while only
7.66% ASA remained in the buffer under the same conditions. These results indicated that SS in liposomes increased the
stability of encapsulated ASA.
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서 론

리포솜은 단일 또는 다중의 인지질 이중층으로 구성된 구형의

구조물을 지칭하며, 인위적 세포막으로 인식되어 막의 특성 연구

에 많이 이용되어왔다. 또한 리포솜의 표면에 표적 단백질을 붙

여 원하는 조직(또는 세포)에 도달할 수 있어 의약품의 전달(drug

delivery system)에 널리 응용되었다. 리포솜을 구성하는 인지질은

세포의 구성 성분으로 인체에 유해하지 않으며 다양한 첨가물로

특성을 조절할 수 있는 장점이 있다. 한편, 리포솜은 내부의 공

간에 친수성 물질을, 인지질 이중층 사이에는 소수성 물질을 포

집할 수 있어 화장품 산업과 식품 산업에도 활용되고 있다

(Akbarzadeh 등, 2013; Daraee 등, 2016). 특히, 외부 영향에 민감

한 유용 식품소재를 리포솜에 포집하면 안정성을 향상시킬 수 있

다(Emami 등, 2016; Lee 등, 2002). 또한 리포솜을 구성하는 인

지질에 콜레스테롤을 첨가하면 막이 안정화되어 포집된 물질의

안정성을 향상시킨다(Lee 등, 2005; Rhim 등, 1999). 그러나, 인

체에서 과다한 콜레스테롤은 동맥경화를 유발하며 심근 경색, 뇌

졸중 등의 각종 질환을 유발하는 나쁜 물질로 인식되어 그 사용

에 한계가 있다(Kratz, 2005).

SS은 식물의 세포벽 물성과 구조 유지에 관여하는 식물성 스

테롤(phytosterol)의 일종이며 영국과 유럽연합에서는 식품첨가물

로 인정되어 있다. SS은 콜레스테롤과 스테로이드 고리 부분은

일치하지만 곁사슬에서 차이를 보인다(Fig. 1). SS은 체내에서

LDL 콜레스테롤 함량을 낮추는 효과가 있으며 여성 호르몬인 프

로게스테론과 비타민 D의 전구체로 알려져 있다(Cabral과 Klein,

2017). 한편, ASA는 비타민 C로 잘 알려진 필수영양소로서 인체

에서 항산화와 콜라겐 합성 효소 보조인자 등의 여러 생리 기능

을 하는 것으로 보고되었다(Arrigoni와 De Tulino, 2002). 그러나

ASA는 외부 환경요인에 민감하여 저장이나 가공 중에 산화되는

경우가 많다(Herbig와 Renard, 2017). ASA와 같은 항산화제는 식

품과 화장품 산업에서 매우 중요한 소재이며 이를 안정하게 보

호하기 위한 수단으로 리포솜이 추천되고 있다(Tran 등, 2019).

따라서 본 연구에서는 콜레스테롤과 비슷한 구조이지만 인체에

유익한 기능을 가진 SS을 리포솜 인지질층에 함유시켜 포집된

ASA의 안정성에 미치는 영향을 분석하고자 하였다.

재료 및 방법

시약

본 연구에 사용된 L-ASA, ascorbate oxidase (AAO), 3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), egg

yolk L-α-phosphatidyl choline (PC, 60% pure), phenazine metho-

sulfate (PMS), SS은 Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA)

에서 구입하였으며, 그 이외의 다른 시약들은 분석용 특급을 사

용하였다.

리포솜의 조제

ASA를 포집한 리포솜은 탈수/재수화 방법에 의하여 제조하였

다(Kirby와 Gregoriadis, 1984; Lee 등, 1999). 즉, PC와 SS를

100:0, 90:10 및 70:30 (w/w)의 비율로 250 mg이 되도록 하여 50

mL 둥근 플라스크에 넣은 후 10 mL의 chloroform:methanol (2:1,
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v/v)을 가하여 잘 녹여 주었다. 이 용액을 30oC에서 회전 증발기

를 이용하여 플라스크 벽면에 얇은 막을 형성시킨 후, 잔여 용매

를 제거하기 위하여 질소가스를 5분 동안 불어넣었다. 이후, 20

mL의 증류수를 가하여 1.0 g의 유리 구슬과 함께 벽면에 묻어 있

는 막이 완전히 용해될 때까지 회전증발기로 회전시켜 multilamellar

vesicle (MLV)을 만들었다. 이 용액을 6,000 psi 압력에서 5 mL/

min의 유속으로 French® Pressure Cell Press (FA-078, SLM

Aminco, Urbana, IL, USA)에 2회 통과시킨 후, 20 mL의 ASA

용액(20 mM/H
2
O)을 첨가하여 동결건조 하였다. 이후 2 mL의 증

류수를 가하여 수화시켜 탈수/재수화 vesicle 형태의 리포솜을 제

조하였다. 리포솜의 내부에 포집되지 않은 ASA를 제거하기 위

해 PCS buffer (0.134M NaCl, 20 mM Na
2
HPO

4
, 10 mM cit-

rate, pH 3.5) 18 mL를 가하여 희석한 후 4oC에서 12,000×g로 40

분간 원심 분리하여 침전물을 얻은 후, 다시 PCS buffer 20 mL

를 가하여 같은 조건에서 원심 분리하여 침전물을 얻었다. 이 침

전물을 PCS buffer에 분산시켜 시료로 이용하였다.

리포솜의 크기 측정

ASA가 포집된 리포솜 입자의 크기는 입도분석기(LS230, Beck-

man Coulter Inc., Brea, CA, USA)를 이용하여 측정하였다.

ASA 포집 리포솜의 저장

ASA 함유 리포솜의 ASA 농도가 1 mM이 되도록 희석하여 2

시간 동안 실온에 방치하여 산소가 충분히 포화되도록 하였다.

알루미늄 호일로 감싸 빛을 차단한 8 mL 유리병에 2 mL의 리포

솜 용액을 주입한 후 뚜껑을 막아 4oC와 25oC에서 저장하였다.

저장기간은 총 30일로 하여 저장 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30일

시기에 ASA를 측정하였다. 수용액에서의 ASA의 안정성은 동일

한 방법으로 PCS buffer에 1 mM 농도로 녹여 저장실험을 하였다.

ASA의 측정

시료에 함유된 ASA의 환원된 형태만을 측정하기 위하여 AAO

(EC 1.10.3.3)를 이용하여 Beutler의 방법(1984)에 따라 실시하였

다. 이때 리포솜에 포집된 ASA를 노출시키기 위하여 Triton X-

100 (0.03 g/mL)을 함유한 MTT/buffer (MTT, 7.5 mM; phosphate,

0.2 mM; citric acid, 0.2M; EDTA, 2.0 mM, pH 3.5)을 처리하였

다. ASA 분석은 3회 반복으로 이루어졌으며, 그 평균값을 그래

프로 표시하고 오차 범위를 나타내었다.

결과 및 고찰

리포솜 크기

본 연구에서 제조한 리포솜의 크기를 레이저 회절 방식을 이

용한 입도분석기로 측정하여 그 결과를 Fig. 2에 나타내었다. PC,

PC:SS (90:10), PC:SS (90:10) 리포솜의 평균값(mean)은 각각

7.28, 6.00, 10.86 μm이었다. 편차가 큰 분포에서 집단의 대표값으

로 더 적절히 사용되는 중간값(median)으로 확인하였을 때, PC

리포솜은 4.42 μm이며 전체의 75%가 6.65 μm 이내에 분포하였

다. SS가 함유된 리포솜의 경우, PC:SS (90:10)의 중간값은 4.90

μm이며 전체의 75%가 7.50 μm 이내에 분포하였고, PC:SS (70:30)

의 중간값은 6.58 μm이며 전체의 75%가 12.6 μm 이내에 분포하

였다. 즉. SS 함량이 증가할수록 중간값이 증가하였고 그림에서

확인할 수 있듯이 전체적으로 분포도도 넓어진 양상을 보였다.

Rhim 등(1999)과 Lee 등(2005)은 리포솜의 인지질 조성에서 콜레

스테롤 함량이 증가할수록 크기가 증가하였다고 보고하였으며,

Johnson(1973)은 인지질 조성의 10%의 콜레스테롤 함량은 리포

솜 표면적을 30% 증가시킨다고 보고하였다. 인지질 이중층 내에

서 콜레스테롤은 견고성과 정돈된 상태를 향상시키며 반데르발

스 작용에 의해 지방산 사슬을 안정화시킨다(de Meyer와 Smit,

2009). SS은 콜레스테롤과 전체적으로 구조가 유사하며 단지 곁

사슬에서의 탄소수와 이중결합 유무에서만 차이가 난다. 따라서

SS은 인지질 이중층의 소수성 부분에서 콜레스테롤과 유사한 영

향으로 리포솜의 크기를 증가시킨 것으로 유추된다.

리포솜 내에 포집된 ASA의 안정성

수용액 상에서 ASA의 안정성은 급속히 떨어진다. Fig. 3에 나

타낸 바와 같이 4oC에 존재할 때 ASA는 저장 8일째에 7.66%만

이 잔존하였고, 10일째에 모두 산화되었다. 25oC에서는 더욱 급

속히 산화되어 수용액에서 4일째에 이미 환원 형태의 ASA는 존

재하지 않았다. 리포솜은 내부에 포집된 ASA의 안정성을 향상

시켰다. 4oC에 저장한 경우, PC로만 구성된 리포솜에 포집된 ASA

는 저장 8일째에 측정하였을 때 34.12%가 산화되지 않았으며, 저

장 20일째에 6.23%가 잔존하였다. SS을 함유한 리포솜에 포집된

ASA의 안정성은 더욱 증가하였다. PC:SS (90:10)의 경우, 저장 8

일째에 49.88%가 잔존하였고, 20일째에는 11.89%가 잔존하였다.

PC:SS (70:30) 리포솜에서는 포집된 ASA의 안정성이 대체로 향

상된 경향을 보였으며, 저장 20일째에 14.89%가 잔존하였다. 25oC

Fig. 1. Structure of (A) cholesterol and (B) stigmasterol.
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에 저장한 경우에는 저장 2일째에는 리포솜이 포집된 ASA의 안

정을 증가시켰으나, 이후 포집된 ASA도 급속히 산화되어 저장

4일 후에 모든 리포솜에서 5% 내외의 ASA만 잔존하였다.

이상의 결과에서 4oC에 저장하였을 때 리포솜은 포집된 ASA

의 안정성을 크게 향상시켰고 리포솜을 구성하는 인지질에 SS를

첨가하면 더욱 ASA의 안정성이 증가하는 것을 확인하였다. Rhim

등(1999)은 리포솜의 콜레스테롤 함량이 증가할수록 포집된 ASA

의 안정성이 향상된다고 보고하였으며, 이는 콜레스테롤이 막의

포화도를 증가시키고 이로 인해 내부물질의 유출을 억제하여 포

집된 물질의 안정성 향상을 유도한다고 설명하였으며, Coderch

Fig. 2. Size distribution of ASA encapsulated liposome composed of (A) PC, (B) PC:SS (90:10, w/w), and (C) PC:SS (70:30, w/w). PC,
phosphatidylcholine; SS, stigmasterol.

Fig. 3. Stability of ASA in PCS buffer (pH 3.5) during storage at (A) 4oC and (B) 25oC. (○) naked ASA. ASA encapsulated in liposome
composed with (◇) PC; (△) PC:SS (90:10); and (□) PC:SS (70:30).
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등(2000)도 콜레스테롤은 리포솜의 유동성을 감소시킨다고 보고

하였다. SS도 콜레스테롤과 구조가 같은 스테로이드 핵을 가지

고 있으며 이는 막의 안정성에 크게 기여한 것으로 생각된다. 본

실험과 다소 차이는 있지만 pH 5.0, 4oC, 빛을 차단한 조건에서

콜레스테롤이 10% 함유되었을 때 포집된 ASA의 약 50% 내외

가 잔존하였다(Rhim 등, 1999).

그러나 25oC에서는 리포솜이 ASA의 안정성에 크게 기여하지

못하였고 SS도 큰 역할을 하지 못함을 알 수 있었다. 인지질은

온도에 따라 비교적 단단한 구조인 gel state와 느슨한 구조의

liquid crystalline state의 상전이(phase transition)가 일어난다. 본

실험에 사용한 것과 같은 egg yolk PC의 상전이 온도는 −5.8±

6.5oC이며(Koynova와 Caffrey, 1998), 25oC에서는 느슨한 구조가

형성된다. 리포솜에 함유된 콜레스테롤은 PC의 상전이에 큰 영

향을 주지 못하여 고온에서는 포집된 ASA의 안정성에 크게 기

여하지 못하였다(Rhim 등, 1999). 본 연구에 사용한 SS도 콜레스

테롤과 유사하게 PC의 상전이 온도보다 훨씬 높은 25oC에서는

포집된 ASA에 대하여 큰 보호 효과를 나타내지 못하였다.

요 약

SS은 식물성 스테롤로서 인체에 유익한 생리활성을 나타낸다.

리포솜 인지질을 PC과 SS로 구성하고, ASA를 탈수/재수화 방법

에 의해 포집시킨 후, ASA의 안정성을 분석하였다. 리포솜의 평

균 크기는 SS 함량이 증가할수록 증가하였으며, SS는 포집된

ASA의 안정성을 향상시켰다. 예를 들어, 완충용액에 존재하는

ASA는 4oC에서 8일간 저장하면 7.66%가 잔존하지만, 100:0,

90:10, 70:30 (PC/SS)로 조성된 리포솜에 포집된 ASA는 같은 조

건에서 각각 34.12, 49.88, 58.58%가 잔존하였다. 이러한 결과는

리포솜에서 SS가 포집된 ASA의 안정성을 향상시킴을 의미한다.
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