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Abstract

Preparationandevaluationof

proliposomesbyfreeze-dryingmethod

Minjukang

Dept.ofPharmaceutics,CollegeofPharmacy

TheGraduateSchool

SeoulNationalUniversity

Purpose.proliposomesarenovelvesiculardrugcarriersystem havingseveral

advantages over conventionalliposomes.However,conventionalmethods of

preparingproliposomeshavelimitationintermsoflow drugcontent.Because

thedrugcontentoftheproliposomesisproportionaltothecontentoflipid,the

aim ofthisstudywastofind anew method toincreasethelipid content,

resultinginincreaseindrugcontent.Simvastatin(SV)wasselectedasamodel

drugtoincreasebioavailabilitybyimprovingitssolubilityanddissolution.

Methods.SV-proliposomes were prepared by freeze-drying technique using

differentcontentsratio oflipid and SV foroptimizing theformulation.The

formulationswerecharacterizedforsurfacemorphology,size,zetapotentialand

encapsulation efficiency. In vitro dissolution study of SV-proliposomes

formulationswascarried outcomparingwithSV powderand commercialSV

tablet.

Results.The particle size of reconstituted liposomes was decreased with

increasing the lipid /drug ratio.The particle size and zeta potentialof

reconstituted particleswereintherangeof525~1090nm and –48.8~46.7mV,

respectively.Thepercentageencapsulationofdrugwasincreasedwithincreasing
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thelipid/drugratio,intherangeof50.8~78.6%.Moreover,SV releasefrom the

formulationwashigherthancommercialtabletandSVpowder.

Conclusion. Drugloadingofproliposomescanbeenhancedbyusingfreeze-

drying method. Improvement in dissolution of SV from proliposomess

formulationssuggeststhepotentialofproliposomesasasuitablecarrierfor

improvingoraldeliveryofSV.

keywords:proliposomes,SV,Dissolutionstudy,Freeze-dryingmethod

StudentNumber :2012-21556
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1. 서론

약물 개발과정에 있어서 new chemical entities (NCEs) 의 약 70% 가 

물에 잘 녹지 않는 성질을 가지고 있으며, 속방형 경구제제의 약물 중 약 

40% 가 용해도 100 μg/mL 미만의 ‘물에 거의 녹지 않음’ 으로 분류되고 있

다 (1). 특히, 난용성이면서 막 투과도는 높아서 BCS class Ⅱ 로 분류되는 

약물의 경우, 체내 생체이용률이 낮은 주요 원인은 약물의 낮은 용해도로 설

명할 수 있으며 (2), 따라서, 약물 개발에 있어서 난용성 약물의 가용화는 

중요한 사항으로 여겨지고 있다. 실제로, 많은 논문에서 이러한 낮은 생체이

용률을 증가시키고자 난용성 약물의 가용화를 시도하였고, 다양한 가용화 기

술을 통해 문제를 극복하였다 (1, 3, 4). 

난용성 약물을 가용화할 수 있는 제형의 하나로 liposomes를 들 수 있다.  

liposomes는 생체 적합한 약물 전달체의 하나로, 약물의 생체막 투과도를 

높일 수 있을 뿐만 아니라 용출을 개선할 수 있는 장점을 갖는다. 또한, 이

것은 화학적인 변화를 거치지 않은 채 친수성, 친유성 약물 모두 봉입 가능

하다 (5-8). 그러나 이러한 장점에도 불구하고 liposomes는 약물의 경구 전

달에 쓰이는 데에 한계가 있다. Liposomes는 물에 분산된 상태로 존재하기 

때문에 저장 기간 동안 침강이나 응집, 인지질의 가수분해 등이 일어나 물리

적으로 불안정하기 때문이다 (9-13).

Proliposomes는 물을 가하면 쉽게 liposomal suspension을 형성하는, 유

동성이 좋은 liposomes 전구체인 고체로 정의된다 (14). Proliposomes의 

경우, powder 내지 granule 정도의 일정한 크기로 취급할 수 있기 때문에 

제제를 다루거나 보관 시에도 용이하다 (15). 또한 제제가 고체 상태이기 때
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문에 온도와 습도가 control 되는 환경에서 장기간 보관 시에도 안정성을 보

일 수 있다 (16). 따라서, proliposomes는 기존 liposomes의 장점을 갖되, 

liposomes의 물리화학적 불안정성을 극복한 새로운 입자성 약물 전달체로 

평가되고 있다 (14).

 Proliposomes의 제법으로는 spray-drying method (17)와, freezing 

and drying method (18), fluidized-bed method (19), film-deposition on 

carriers method (20) 등이 있다. (Figure.1.) 그러나 이러한 제법들은 다공

성 물질인 matrix의 표면에 약물과 인지질을 코팅하여 건조시키는 방식을 

따르며 (13, 21, 22), 이 제법을 통해 만들어진 proliposomes은 약물 함량

이 낮을 수밖에 없다. 이것은, 인지질을 한번에 코팅할 수 있는 양이 한계가 

있고 그 코팅 표면에만 약물이 존재하기 때문에 프로리포솜 내의 약물 함량

이 낮을 수밖에 없기 때문이다. 또한, proliposomes의 약물 봉입률은 제제 

내의 지질의 함량에 비례하므로 지질의 함량이 낮은 이러한 기존 제법들을 

통해서는 proliposomes의 약물 봉입률을 높이는 데에 한계가 있다 (23). 따

라서, 프로리포솜이 갖는 장점은 그대로 살리되, 기존의 프로리포솜의 단점

을 극복할 수 있는, 지질과 약물 함량을 높일 수 있는 proliposomes의 새로

운 제법을 찾는 것이 필요하게 되었다. 

만들어진 프로리포솜을 평가하기 위한 모델 약물을 Simvastatin(SV)으로 

선정하였다. SV (Figure2)은 지질저하제로서 HMG-coA 효소의 억제제로 

작용하여 간에서 콜레스테롤 생합성을 막는 역할을 하며 10-80mg의 비교

적 낮은 용량으로 사용되고 있다 (24). 분자량 418.57의 흰색 고체로, 물에

서의 용해도가 1.45 μg/mL인 난용성인 물질이며 BCS class2 물질로 알려

져 있다. 또한 이 약물은 용출 속도가 위장관내 약물 흡수의 율속 단계이므



9

로 물에 대한 낮은 용해도로 인하여 위장관에서 느리고 불충분한 약물 흡수

가 일어나게 되므로 용해도 개선이 필요하다 (25). SV은 경구투여시 약물의 

생체이용율이 5%로 굉장히 낮은 편이고, 이것은 약물이 난용성일 뿐만이 아

니라 간에서의 초회통과효과 때문이라고 알려져 있다. 낮은 생체이용률과 초

회통과 효과로 인하여 약물 치료 효과가 크게 변동할 수 있어 위험하므로 

SV의 생체이용률을 개선할 필요가 있다. 이러한 SV의 생체이용률을 높이기 

위한 시도로 나노에멀전 (26), SMEDDS (27), liposomes (28) 등 여러 가

지 제형을 통하여 약물의 용해도와 용출개선을 통해 생체이용률을 높이려는 

시도가 이어져 왔다. 하지만, 아직까지 proliposomes를 통하여 생체이용률

을 개선하려는 시도는 없었으며, SV의 용량이 낮고, 낮은 용해도와 낮은 생

체이용률을 보이기 때문에 proliposomes 제제의 좋은 모델 약물이 될 것이

라 생각하여 선정하게 되었다.

따라서, 본 실험에서는 기존의 제법과는 다른 새로운 제법으로 

proliposomes를 제조함으로써 약물 함량이 낮은 기존의 한계를 극복하는 연

구를 진행했으며, 또한 최종적으로 해당 제제에 난용성 약물인 SV을 봉입하

여 용출 개선을 평가하고자했다.

2. 시료 및 실험 방법 

2.1. 시료

 Sorbitol과 sucrose는 서울대학교 약학대학 제약공장에서 소분하여 사용하

였고, poloxamer 188은 BASF Korea(Seoul, Korea)로부터 시료를 얻어 사
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용하였으며 SV는 LUPIN Ltd.(Mumbai, India)에서 구입하였다. Ethanol은 

대정화금㈜ (Siheung, Korea)에서 구입하여 사용하였고, 기타 다른 시약 및 

용매는 HPLC grade의 것을 국내에서 구입하여 사용하였다. 

2.2. Blank proliposomes

2.2.1. Blank proliposomes의 제조

 본 연구에서는 freeze-drying method를 통해 proliosomes를 얻어내는 실

험을진행 하였으나 이전에 기존의 proliposomes 제법과 다른 방법을 통해 

지질 함량, 나아가 약물 함량을 높인 제제를 만들기 위해 freeze-drying 

method 외에도 다양한 제법을 시도하였다. (Fig. 3. a-c) 

그 중 한가지는 spray-dryer 를 이용한 새로운 제법으로 (Fig 3a) matrix

로서 sorbitol, 인지질로서 L- α soybean phosphatidylcholine (SPC), 계면

활성제로서 poloxamer 188 을 70% ethanol 에 모두 녹이고 이것을 

spray-dry하고자 하였다. 다른 방법으로는 melt-extrusion 을 이용한 새로

운 제법으로 (Fig 3b) matrix로서 sucrose, 인지질로서 SPC, 계면활성제로

서 poloxamer 188 을 고르게 섞은 뒤 extruder를 통해 열과 압력을 가해 

고르게 섞인 반죽을 얻어내고 상온에서 굳힌 뒤 분쇄하여 proliosomes 

powder 를 얻었다.

마지막으로 동결건조법을 이용하여 새롭게 proliposomes를 제조하였는데,  

(Fig 3c) matrix로서 sorbitol, 인지질로서 SPC, 계면활성제로서 poloxamer 

188을 사용하였다. 우선, Sorbitol, SPC, poloxamer 188을 70% 에탄올 용

액에 완전히 녹을 때까지 10분간 vortexing 해주고, 이것을 액체질소에서 
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60분 간 동결한 후, 동결건조기를 이용하여 동결건조하여 blank 

proliposome을 제조하였다. 적절한 조성을 찾기 위하여 약물을 제외하고 만

든 blank proliposomes를 통해 지질의 비율을 서서히 높이면서(Table 1) 

재분산된 liposomes의 입자 크기의 변화를 관찰하여 적절한 지질 비율을 선

정하였다. 

2.2.2. Blank proliposomes의 size 측정

 Liposomes의 크기와 표면전하는 전기영동 광산란측정기(electrophoretic 

light scattering spectrophotometer, ELS-Z, Photal; Otsuka Electronics 

Co. Ltd., osaka, Japan)를 사용하여 관찰하였다. Blank proliposomes에 10 

mg/mL의 농도가 되도록 증류수를 가해 9분간 손으로 흔들어 주고, 얻어진 

liposomes 용액 1mL를 분취하여 관찰하였다.

2.2.3. Blank proliposomes의 SEM, TEM 

고체 proliposomes의 표면 형태를 관찰하기 위하여 주사전자현미경을 이

용하였다. Blank proliposomes과 sorbitol, SV, blank proliposomes의 고체 

표면의 형태를 FE-SEM (JSM-6700F) 으로 비교 관찰하였다.

Proliposomes을 물에 재분산시켜 얻어진 liposomes을 관찰하기 위하여 

투과전자현미경을 이용하였다. Proliposomes에 10 mg/mL의 농도가 되도록 

증류수를 가하고 9분간 손으로 흔들어 주어 liposomes을 얻었다. 이 

liposomal suspension을 copper grid coated with carbon film에 올리고 

투과 전자 현미경(transmission electron microscopy; JEM 1010; JEOL, 
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Tokyo, Japan)을 통하여 liposomes의 형태를 확인하였다. 

2.3. SV-proliposomes

2.3.1. SV-proliposomes의 제조

SV-proliposomes의 제조 방법은 위의 blank proliposomes의 제조법과 

동일하였다. Sorbitol, SPC, poloxamer 188, 그리고 약물인 SV을 70% 에

탄올 용액에 완전히 녹을 때까지 10분간 vortexing 해주고, 이것을 액체질

소에서 60분 간 동결한 후, 동결건조기를 이용하여 동결건조하여 

SV-proliposomes을 제조하였다. 적절한 지질 대 약물의 비율을 찾기 위하

여 SV proliposomes의 조성은 Table 2와 같이 다양하게 하였다.

2.3.2. SV-proliposomes의 size, zeta potential 측정

 SV-proliposomes으로부터 얻어지는 liposomes의 크기와 표면전하는 ELS 

(Electrophoretic light scattering spectrophotometer, ELS-Z, Photal; 

Otsuka Electronics Co. Ltd., osaka, Japan)를 사용하여 관찰하였다.  

Blank proliposomes에서와 달리 재분산 방법을 다음과 같이 두 가지로 하

여 결과를 비교하였다. SV-proliposomes에 10 mg/mL의 농도가 되도록 증

류수를 가해 (1) 9분간 손으로 흔들어 준 것과 (2) 2분간 vortaxing 후 7분

간 sonication을 한 것의 두 가지 방법을 통하여 liposome 용액을 얻은 후 
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liposome 용액 1mL를 분취하여 관찰하였다. 

2.3.3. SV-proliposome의 encapsulation efficiency(EE) 측정

 SV-proliposomes에 10 mg/mL의 농도가 되도록 증류수를 가해 앞에서 언

급한 두 가지 방법을 통하여 liposome으로 재분산시켰다. SV은 물에 굉장히 

난용성이므로 proliposomes을 물에 재분산 시킬 경우 봉입되지 못한 SV는 

석출될 것이다. 따라서 proliposomes을 물에 재분산 시킨 용액을 0.2 ㎛ 필

터에 통과시켜 liposomes에 봉입되지 못한 SV을 여과한 뒤 적절히 희석하

여 HPLC를 통하여 샘플들을 분석하였다. 두 가지 방법으로 재분산시켜 얻

은 liposomes에 봉입된 SV의 봉입 효율은 다음과 같은 식에 의하여 계산하

였다.

.2.3.4. SV-proliposomes의 SEM, TEM 사진

 SV-proliposomes의 SEM 이미지는 앞의 blank proliposomes에서와 동일

한 방법을 통해 얻었다. TEM 이미지는 앞의 blank proliposomes에서와 동

일한 방법으로 얻되, 재분산 방법은 앞에서 언급한 두 가지 방법으로 하여 

각 방법을 통해 얻어진 liposomes의 TEM 이미지를 비교 관찰하였다. 

2.3.5. SV-proliposomes의 XRD 측정
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 SV, sorbitol, F1, F2, F3 의 crystallity 를 확인하기 위하여 X-Ray 

diffraction (XRD) 을 측정하였다. XRD 패턴은 X-ray diffractometer (D8 

ADVANCE with DAVINCI, BRUKER, German) 을 사용하여 얻었다. 

Voltage 와 current generator 는 각각 40kV 와 40mA 로 설정하였고, 

10-30 의 ∘2Ɵ 범위에서 샘플을 분석하였다. 분석 스캔속도는 1∘/min 으로 

진행하였다.

2.3.6. SV-proliposomes DSC 측정

 SV, sorbitol, F1, F2, F3 의 Tm 등의 물리적 상태를 확인하기 위하여 

differential scanning calorimetry (DSC) 를 측정하였다. DSC 패턴은 

differential scanning calorimeter (DSC-Q1000, TA Instrument, UK) 를 

사용하여 얻었다. 샘플들은 알루미늄 팬에 밀폐하여 놓아졌으며, 20-180℃ 

의 범위에서 10℃/min 으로 샘플들을 스캔하였다.

2.4. 용출 평가

2.4.1. 용출액의 선정

SV의 용해도를 증가시키기 위해 용출액(pH7.0 sodium phosphate 

buffer)에 가해진 sodium lauryl sulfate(SLS)가 liposome의 안정성에 미치

는 영향을 관찰하였다. 용출액에 0.02, 0.05. 0.1, 0.2 및 0.5%(w/v)의 SLS
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를 가하고 F1 SV-proliposomes 제제를 10 mg/mL의 농도로 재분산하였

다. 시간에 따른 liposomes의 크기와 강도의 변화를 ELS를 사용하여 세시

간 동안 확인하여, 계면활성제가 첨가된 용출액에서의 liposomes의 안정성

을 확인하였다. 

2.4.2. pH 별 용출시험

SV-proliposomes과 대조군 제형의 SV의 in vitro 용출 특성을 계면활성

제 존재하에 pH 1.2, pH 4.0, pH 7.0에서 용출기(Electrolab TDT-08L, 

USP XXIII)를 통하여 비교 관찰하였다.

비교 용출은 시험약 또는 대조약을 취하여 대한약전 일반시험법 용출시험

법 중 제 2법(패들법)에 따라 50 rpm으로 시험하였다. 대조약은 Zocor정

(20 mg)과 pure SV powder 20 mg을 사용하였고, 시험약은 SV 

proliposomes 제제(F1,F2,F3)를 250 mg으로 하여 캡슐에 넣었다. 캡슐의 

경우 대한약전에서 규정하는 sinker를 사용하여 위로 부유하는 것을 방지하

였다. pH 별 각 용출액의 조성은 대한약전 일반시험법 기준을 따랐으며, 

0.02%(w/v) SLS를 사용하였다. 용출액 900mL의 온도는 37 ± 0.5°C로 유

지하였고, 용출 개시 후 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180분에 용출액을 5ml씩 

채취하고 새로운 용출액을 다시 채워주어 총 부피를 맞춰주었다. 리포솜에서 

용출된 약물량은 얻은 용출액 샘플을 0.2 μm filter로 여과 후 적절히 희석

하여 HPLC를 통하여 정량하여 계산하였다. 또한, 용출액 샘플을 여과하지 

않고 HPLC를 통하여 분석함으로써 liposomes안에 봉입되지 않은 약물까지

도 정량하여 약물의 전체량도 확인하였다. 용출 마지막 시간에 용출 용기에 
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가라안은 제제가 있는지의 여부도 육안으로 확인하였다.

2.5. HPLC 분석법 

 SV의 정량은 HPLC system (Waters Co., Milford, MA)을 통하여 하였고, 

UV detector (Waters 2487 dual λ absorbance detector)를 사용했다. 

Column은 phenomenex C-18 column(5 ㎛, 250 x 460 mm)을 45°C 상태

로 유지하여 사용하였으며 이동상으로 아세토나이트릴(ACN)과 pH5.6 

20mM potassium phosphate buffer 을 80:20으로 혼합한 용액을 사용하였

고, 이 이동상을 유속 1.0 ml/min으로 유출시켰다. 주입 부피는 20 ul로 하

여 파장 238 nm에서 약물을 검출하였다. Stock solution은 SV 5 mg을 

ACN 25 mg에 녹여 200 μg/mL의 농도로 제조하였다. Standard solution은 

SV stock solution을 serial dilution하여 제조하였고 최종 농도가 0.05-20 

ug/mL가 되도록 하였다. 이를 토대로 검량선을 작성하였고, 미리 작성한 검

량선과 비교하여 SV의 농도를 정량하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. Blank proliposomes

   기존의 단점을 극복한 proliposomes를 제조하기 위하여 세 가지 새로운 

제법을 통해 제제를 설계하였다. 세 가지 제법 모두 기존의 matrix 에 인지
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질 solution 을 분사하여 코팅하는 제법이 아닌 matrix, 인지질, 계면활성제

를 모두 섞어서 제조하여 제제 안의 인지질의 함량을 늘리려 하였다. 하지

만, spray-drying method (Fig 3a)와 melt-extrusion method (Fig 3b)으

로는 proliposomes를 재현성 있게 제조하는데 실패하였다. Spray-drying 

method에서는 용매인 70% ethanol를 evaporation 시키기 위한 온도를 설

정하는 과정에서 용매를 원활히 날리기 위한 온도가 인지질의 녹는점 보다 

크게 높았다. 그 결과, spray 된 인지질이 녹아버려 spray-dryer의 벽면에 

끈적하게 부착되었고 이를 회수하지 못하였다. 또한, melt-extrusion 

method는 온도를 높여 넣어준 mixture 가 유동성 있는 반죽을 만들게 되는

데, 해당 온도에서 matrix로서 넣어준 sucrose 가 캐러맬화 되는 현상이 발

생하여, 실험의 재현성 측면에 문제가 있어 실험을 진행할 수 없었다. 따라

서 온도를 높이지 않고, 실험의 재현성을 확보할 수 있는 freeze-drying 

method (Fig 3c)를 통해 새롭게 proliposomes를 제조하기로 하였다.

3.1.1. Blank proliposomes의 size

약물이 포함되지 않은 blank proliposomes의 특성을 관찰하면서 적절한 지

질 비율을 선정하였다. Proliposomes의 약물 봉입률은 지질 함량에 비례하

므로, 적절한 흐름성과 점도를 갖는 proliposomes이 생성될 수 있는 최대 

지질 비율을 찾도록 하였다. Table 2와 같이 1%부터 20%까지 지질의 비율

을 높여 proliposomes을 제조한 후, 재분산된 liposomes의 크기를 ELS를 

통하여 관찰한 결과 Figure 4와 같이 liposomes의 크기가 지질비율의 증가

에 따라 증가함을 확인할 수 있었다. 지질의 비율을 20%로 높였을 때에 평
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균 입자의 크기가 1 ㎛인 liposomes을 얻었으며, 약물 전달체로서 

liposomes이 더욱 효과적으로 작용하기 위하여 liposomes의 size가 더욱 

증가하지 않도록 지질의 비율을 20% 이상 높이지 않는 것으로 하였다 

(29-31). 따라서 Proliposomes 제조시 지질의 비율은 20%로 정하여 뒤의 

처방 조성에 이용하였고, 20%의 지질 비율을 갖는 blank proliposomes의 

intensity, volume, number distribution 은 Fig 4와 같았다.

3.1.2. Blank proliposomes의 SEM, TEM 사진

 Matrix로서의 sorbitol과 약물, blank proliposomes의 표면을 주사전자현

미경으로 관찰한 결과는 Fig 5의 (a-c)와 같았고, blank proliposomes을 물

에 재분산하여 얻어진 liposomes을 투과전자현미경을 통해 관찰한 결과는 

Fig 6(a)와 같았다. 이러한 결과를 바탕으로 20%의 지질 비율로 

proliposomes을 제조하였을 때에도 liposomes이 생성됨을 확인할 수 있었

다.

3.2. SV-proliposomes

3.2.1. SV-proliposomes의 size, zeta potential, encapsulation 

efficiency

 일반적으로 proliposomes를 경구 투여할 경우 위장에서 proliposomes는 
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인위적인 큰 에너지 없이 생체액과 만나 부드럽게 섞여 재분산이 될 것이다. 

따라서 새로운 제법인 동결건조법을 통하여 만들어진 고체가 물과 접촉시 

큰 에너지가 필요 없이 즉시 liposomes을 형성하는지를 확인하기 위하여 만

들어진 제제를 두 가지 방법으로 물에 풀어 물성을 확인하였다. 큰 에너지 

없이 손으로 9분간 부드럽게 흔들어 proliposomes을 물에 재분산시키는 방

법을 통해 얻은 liposomal suspension과 (Table3), 전통적으로 liposomes

을 형성하기 위한 에너지를 가해 (32) vortexing과 sonication을 통하여 얻

어지는 liposomal suspension (Table 4)의 물성확인 결과를 비교하여 손으

로만 흔들어도 충분히 liposomes이 형성될 수 있음을 확인하고자 하였다. 

Table 3에서 볼 수 있듯이, 제제를 에너지 없이 손으로만 흔들어 재분산 시

에도 평균입자경 500-1000 nm 인 liposomes을 얻을 수 있었으며 약물 봉

입률은 50~80% 대의 결과를 얻을 수 있었다. 또한 지질 대비 약물 loading 

비율이 높은 제제일수록 재분산 시 liposomes의 평균입자경이 커지고 약물 

봉입률은 감소하는 경향을 보였다. 에너지를 가하여 재분산한 Table 4의 결

과에서는 Table 3의 결과에 비해 liposomes의 평균입자경이 작았고 약물 

봉입률은 전체적으로 커졌으나, 약물 loading량에 따른 liposomes의 평균입

자경과 약물 봉입률의 변화는 같은 경향성을 보였다. 이것은 지질의 양이 약

물을 충분히 봉입하기에 부족하여, 약물 loading량이 낮을수록 높은 봉입률

을 보인 것으로 생각된다 (33). Table 3과 4의 평균입자경과 봉입률 변화가 

일치하는 경향으로 보아, 손으로만 흔들어 재분산하여도 약물이 봉입된 

liposomes이 충분히 형성될 수 있음을 확인하였다.

한편, 경구투여된 proliposomes이 장내에서 재분산될 경우 특별히 

liposomes의 크기가 일정해 지도록 filtration을 거치는 과정이 없으므로, 제
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제의 물성 평가 시에도 filtration 과정을 거치지 않았다. 때문에 liposomes

의 크기 분포가 넓었으며, 미처 녹지 않은 약물이나 지질 덩어리 등이 매우 

큰 입자 크기대에서 검출될 수도 있다. 이에 따른 blank proliposomes와 

SV-proliposomes을 물에 재분산시켜 ELS를 통해 intensity, volume, 

number distribution을 비교한 결과가 Figure 5,8,9 에 나타나있다.  Figure 

5에서 볼 수 있듯 약물이 들어가지 않은 blank proliposomes를 재분산 한 

결과에서는 10 ㎛ 이상의 크기를 갖는 입자가 관찰되지 않은 반면, 약물이 

들어간 SV-proliposomes을 재분산 한 결과(Fig 7과 8)에서는 눈에 띄게 관

찰되었다. 또한, F1과 F2, F3에서의 결과에서 지질 대 약물의 비율이 가장 

높은 F1에서 10 ㎛ 이상의 크기를 갖는 입자들이 많이 관찰됨을 확인할 수 

있었다. 이러한 결과로 미루어 보았을 때 이런 크기의 입자들은 liposomes

로 보기에 어렵고, 봉입 되지 않은 약물이라고 추측할 수 있었다. 그렇기 때

문에 blank proliposome 재분산 시에는 관찰이 되지 않았던 것이고, 지질 

대비 약물 비율이 가장 낮은 F3에서 가장 적게 관찰되었던 것으로 추측된

다. 또한 이것은 실제로 약물 봉입률(Table 3과 4) 결과와도 일치하였다.

F1과 F2, F3의 봉입효율을 비교해 보면(Table3과 4), 약물 loading 양이 많

을수록 liposomes에 봉입되는 약물의 비율이 낮아짐을 확인할 수 있었다. 

즉, 지질 대 약물의 비율이 높을수록 liposomes에 봉입되지 못하고 

liposomes 밖에 존재하는 약물의 비율이 높아짐을 의미한다. 약물 봉입률이 

가장 높은 F3 조성에서 10 ㎛ 이상의 크기를 갖는 입자가 가장 적었던 size 

distribution 결과를 통해, liposomes에 봉입되지 못한 약물들은 물에 굉장

히 난용성이므로 녹지 않고 큰 입자로 존재하게 되며 이것이 10 ㎛ 이상의 

크기를 갖는 입자들을 나타낼 것이라는 추측이 가능하다.
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3.2.3. SV-proliposomes의 SEM 및 TEM 사진

 SV, sorbitol, blank proliposomes과 SV proliposomes의 표면을 주사 전

자 현미경을 통해 관찰한 결과는 Fig 6과 같다. 그리고 SV-proliposomes을 

두 가지 방법을 통하여 물에 재분산하여 얻어진 liposomes을 투과 전자 현

미경을 통하여 관찰한 결과는 Fig 7과 같다. 이러한 TEM 사진 비교를 통해

서 SV- proliposomes을 vortexing과 sonication과 같이 큰 에너지를 가하

지 않고서 손으로 흔들어 재분산했을 시에도 충분히 liposomes 입자가 생성

됨을 확인할 수 있었다.

3.2.5. SV-proliposomes의 XRD

SV, sorbitol, F1, F2, F3 의 XRD 패턴은 Fig 10과 같았다. SV 의 경우 회

절각 (°2Θ) 이 7.6, 9.3, 10.9, 15.5, 16.5, 17.1, 17.8, 18.7, 19.5, 22.5 에

서 특징적인 피크가 관찰되었다. 또한 sorbitol 의 경우, 11.8, 18.7 에서 특

징적인 피크가 관찰되었다. 이는 이들의 고유한 crystalline 특성을 나타내는 

피크인 것으로 보여진다 (34, 35). 하지만, F1, F2, F3 조성에서는 다음과 

같은 특징적인 피크가 사라졌고, 피크자체가 매우 broad 해짐을 알 수 있었

으며, 그 intensity 또한 매우 작음을 알 수 있었다. 이는 F1, F2, F3 의 제

조과정에서 SV 의 고유한 crystallinity 가 사라져 SV 의 일부가 

amorphous 한 형태로 바뀌었음을 의미하며, 이로써 SV 자체의 용해도가 증

가할 것으로 예상된다 (34). 또한, 이것은 이후의 F1, F2, F3 조성으로부터
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의 용출 증가 현상을 설명할 수 있는 근거가 되는 결과이다 (35). 

3.2.4. SV-proliposomes의 DSC

SV, sorbitol, F1, F2, F3 의 DSC 패턴은 Fig 11 에 나타내었다. SV 의 경

우, 138°C 에서 흡열성의 피크가 관찰되었고, sorbitol 의 경우, 100°C 에서 

피크가 관찰되었다. 이는 이들의 고유한 melting temperature 에서의 흡열

성의 피크인 것으로 보여진다 (34, 36). 하지만, F1, F2, F3 의 제제에서는 

SV melting temperature 에서의 피크는 완전히 사라졌으며, 오히려 흡열성

의 피크가 78°C 로 이동한 것을 볼 수 있다. 이는 만들어진 제제가 인지질 

내에 SV 가 봉입된 새로운 particle 이 되었음을 의미한다 (37). 또한, 일반

적으로 약물의 녹는점과 관련된 흡열성의 피크가 사라진 것은 만들어진 제

제에서 약물의 crystalline 구조의 결여와 관련된 것으로 여겨지고 있다 

(34). 따라서, 만들어진 proliposomes 제제에서 SV 의 고유한 crystalline 

구조가 변하였음을 알 수 있었고, 이는 이전의 XRD 패턴과 일치하는 결과라 

말할 수 있다.

3.3. 용출 평가

3.3.1. 용출액의 선정

 난용성 약물인 SV의 USP에 명시된 용출 기준은 “0.5% SLS in sodium 
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phosphate buffer, pH 7.0” 이다. 하지만 계면활성제는 liposomes를 

micelle로 분해시킬 수 있으므로, 높은 농도의 계면활성제가 함유된 용출액

에서 liposomes은 제제학적으로 불안정성을 보일 우려가 있다 (38). 따라서 

liposomes이 안정하게 유지될 수 있는 용출액을 선정하기 위하여 계면활성

제인 SLS가 다양한 농도로 함유된 용출액에서 liposomes의 안정성을 확인

하였다. SLS가 함유되지 않은 것을 대조군으로 하여, 0.02, 0.05. 0.1, 0.2, 

0.5% (w/v)의 SLS가 함유된 pH 7.0 완충액에서 3시간 동안의 liposomes

의 안정성을 확인한 결과는 Fig 12과 같다.  SLS의 영향이 없는 대조군에서

의 liposomes의 size 결과에 유의적인 차이가 없어야 liposomes가 안정하

다고 판단하여 SLS의 농도를 결정하였다. 그 결과 최대 0.02% (w/v) SLS

를 함유한 용출액에서 liposomes의 안정성에 문제가 없는 것으로 확인이 되

었고, 따라서 제제에 영향을 주지 않는 계면활성제 SLS의 최대 농도를 

0.02% (w/v)로 확립하였다.

3.3.2. pH 별 용출 시험

제제로부터 SV의 용출은 약물의 생체이용률과 관계가 깊으므로, 시험약 및 

대조약의 비교 용출 실험을 통하여 기존 제제에 비하여 SV proliposomes 

제제의 용출이 개선되어있는지를 확인하고자 하였다. 대조약의 용출과 본 연

구의 제제의 용출을 비교한 결과는 Fig. 13과 같았다. 계면활성제가 첨가된 

pH 7.0에서의 용출 결과 대조군에 비하여 세 가지 제제가 약 두 배 가량 높

은 용출률을 보임을 확인할 수 있었다. 이러한 용출률의 증가는 난용성 약물

인 SV가 liposomes의 지질 층 내에 봉입되어 가용화 되었기 때문이라고 여
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겨진다. 뿐만 아니라 앞의 XRD, DSC 결과를 바탕으로 봉입된 약물이 고유

한 crystallity를 잃은 채 amorphous 한 형태로 변했기 때문에 약물의 용해

도 자체가 상승한 이유도 있을 것이다. 제제의 전체 용출률은 약 50% 정도

이며, filtration을 하지 않은 용출 곡선에서는 100%가 나온 것으로 보아 약

물의 약 50% 정도가 liposomes 내에 봉입되어 용출되었고, 나머지 50%는 

liposomes 내에 봉입되지 않은 채로 용출액에 존재함을 알 수 있었다. 하지

만 pH 4.0 에서의 용출 결과 (Fig. 13b)에서는 대조군과 세 가지 제제의 용

출률 (약 10%)이 차이가 없이 낮았으며, filtration을 하지 않은 용출 곡선에

서도 100%가 아닌 약 60%만이 나왔다. pH 1.2에서의 용출 결과 (Fig. 

13c) 에서는 대조군에 비하여 오히려 제제의 용출률이 낮았으며, 약물이 정

량한계 미만의 농도로 검출되었다. 이렇게 pH 1.2와 4.0에서 제제의 용출과 

filtration을 하지 않은 용출이 모두 낮게 나온 것은 Fig 14로 설명 가능하

다. 즉 pH 7.0에서는 용출 시험 종료 직후에 용출용기에 가라앉은 잔류물이 

없이 깨끗함을 알 수 있다. 실제로 pH 7.0에서의 용출 결과, fitration을 하

지 않음으로써  liposome 내에 봉입된 약물과 봉입되지 못하고 liposome 

밖에 존재하는 약물의 합을 정량한 결과가 100%였던 것과 일치하는 결과이

다. 하지만 나머지 pH에서는 용출용기에 뿌옇게 가라앉은 잔류물을 확인할 

수 있었으며, 이것은 산성 환경에서 용출 시험 시 제제가 불안정하여 

liposomes를 형성하지 못하고 가라앉은 것으로 보인다. 이 때문에 제제의 

용출이 낮았을 뿐만이 아니라 filtration을 하지 않은 용출까지도 낮았던 것

으로 생각된다. 이는 pH 1.2에서 용출용기 바닥에 침전물이 많았던 사실과 

이에 따라 용출률 또한 낮았던 것과 일치하는 결과이다. 이러한 결과는 지질

로 사용된 SPC가 산성 환경에서 불안정하기 때문인 것으로 보인다 (39).
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4. 결론

새로운 제법인 동결건조법을 통해 인지질, 매트릭스, 계면활성제 그리고 

약물을 이용하여 proliposomes을 제조하였고, 이에 따라 지질의 함량을 

20% 까지 늘려 기존의 단점을 극복한 proliposomes 제제를 개발하였다. 또

한 이를 큰 에너지를 가하지 않고 손으로만 흔들어 물에 재분산시켜도 

500-1000 nm 크기 대와, 50-80% 대의 약물 봉입효율을 가지는 

liposomes 입자가 생성됨을 확인하였다. 용출시험 시 pH 7.0 조건에서 대조

군에 비해 약 2 배 가량 높은 용출률을 보여 난용성 약물의 가용화가 성공

적으로 이루어짐을 확인할 수 있었다. 이러한 난용성 약물의 가용화를 통한 

최종적으로 약물의 생체이용률 증가를 확인하기 위해서는 in vivo 시험이 필

수적이다. 하지만 위의 세 가지 제제 군에서의 용출률 차이가 보이지 않음에 

따라 추후에 제제의 permeation study를 진행하여 제제 간 차이를 보아야 

할 것이다. 또한 산성 조건에서 제제가 불안정하여 용출률이 급감한 자료를 

토대로, 추후 in vivo 시험 시 이러한 위의 산성 환경을 피할 수 있는 제제

의 연구(예, 장용성 제제)가 필요할 것으로 생각된다.
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Soy PC
(%)

Poloxamer
188 (%)

Sorbitol
(%)

1 1 98

2 1 97

5 1 94

7 1 92

10 1 89

12 1 87

15 1 84

20 1 79

Table. 1. Composition of blank proliposomes
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Formulation Soy PC 
(%)

Poloxamer
188 (%)

Sorbitol
(%)

Simvastatin
(%)

Lipid : Drug
Ratio

F1 20 1 79
4 5 : 1

F2 20 1 79
2.66 7.5 : 1

F3 20 1 79
2 10 : 1

Table. 2. Composition of SV-proliposomes 
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Formulation Size (nm) PI Zeta potential 
(mV)

Encapsulation 
efficiency (%)

F1 1090±178 0.411±0.0605 -46.7±1.45 50.8±4.05 

F2 559±52.2 0.258±0.0140 -47.6±0.741 66.7±3.04 

F3 525±7.73 0.327±0.0443 -48.8±2.29 78.6±11.7 

Table. 3. Characterization of proliposomes after reconstitution by 

gentle shaking (mean±S.D).
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Formulation Size (nm) PI Zeta potential 
(mV)

Encapsulation 
efficiency (%)

F1 758±84.0 0.315±0.0266 -53.9±0.712 75.5±2.24 

F2 340±5.52 0.137±0.00681 -55.0±0.692 80.3±5.24 

F3 219±26.1 0.262±0.0528 -45.0±0.932 85.1±3.38 

Table. 4. Characterization of proliposomes after reconstitution by 

vortexing and sonication (mean±S.D).



35

Fig. 1. Preparation methods of proliposomes (a) spray-drying method 

(b) freezing and drying method (c) fluidized bed method 

(d)film-deposition on carriers method.
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Fig. 2. Chemical structure of simvastatin.
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Fig. 3. Novel preparation methods of proliposomes (a) spray-drying 

method (b) melt-extrusion method (c) freeze-drying method. 
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Fig. 4. Effect of lipid content on the size of blank proliposomes  

(mean±S.D).
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(a) (b) (c)

Fig. 5. Particle size distribution of blank proliposomes with 20% lipid 

content ; (a) intensity, (b) volume, and (c) number distribution.
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Fig. 6. SEM images of (a) sorbitol, (b) SV, (c) blank proliposomess, 

(d) F1, (e) F2, and (f) F3,
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Fig. 7. TEM images of proliposomes after reconstitution. (a) blank 

proliposomes, (b) F1, (c) F2, (d) F3 after gentle shaking, (e) F1, (f) 

F2, (g) F3 after vortexing and sonication.
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(a) (b) (c)

Fig. 8. Particle size distribution of F1, F2, and F3 after gentle 

shaking ; (a) intensity, (b) volume, and (c) number distribution.
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(a) (b) (c)

Fig. 9. Particle size distribution of F1, F2, and F3 after vortexing and 

sonication ; (a) intensity, (b) volume, and (c) number distribution.
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Fig. 10.  XRD of SV, Sorbitol, F1, F2, and F3.
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Fig. 11. DSC of SV, Sorbitol, F1, F2, and F3. 
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Fig. 12. Effect of SLS concentration in the release medium on the 

stability of liposomes. (a) Liposome size after 0hr and (b) liposome 

size after 3hr (mean±S.D).

(a)
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Fig. 13. Release profiles of SV from F1, F2, and F3 into the release 

medium with (a) pH 7.0, (b) pH 4.0, and (c) pH 1.2, containing 0.02% 

SLS (mean±S.D).

(b)

(c)

(a)
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Fig. 14. Pictures after 3hr release study ; (a) pH 7.0, (b) pH 4.0, and 

(c) pH 1.2, containing 0.02% SLS.

(a)

(b)
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