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ABSTRACT 
Project Code: RMU5480003 

Project Title: การสงัเคราะห์สารไขมนัประจุบวกเพื่อนาํส่งยาไปยงัเซลลเ์ป้าหมาย 

Investigator: บุญเอก ยิง่ยงณรงคก์ลุ 
E-mail Address: boonek@ru.ac.th 

Objectives: เพื่อสงัเคราะห์สารไขมนัประจุบวก (cationic lipids) ชนิดใหม่ นาํสารท่ีสงัเคราะห์
ไดม้าทดสอบความสามารถในการจบั (bind) กบัดีเอน็เอ (DNA) และเพื่อทดสอบความสามารถของ
ไขมนัประจุบวกในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ นาํไขมนัประจุบวกท่ีมีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอ
เขา้สู่เซลลท่ี์ดีมาใชเ้ป็นระบบนาํส่งยาหรือสารออกฤทธ์ิจากผลิตภณัฑธ์รรมชาติไปยงัเซลลเ์ป้าหมาย 
Methodology: สงัเคราะห์ดว้ยวิธีการสงัเคราะห์บนวฏัภาคของแขง็ ทดสอบประสิทธิภาพในการ
จบัดีเอน็เอ การพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ทดสอบความเป็นพิษของสารต่อเซลลท์ดสอบ และนาํส่งยาหรือ
สารออกฤทธ์ิจากผลิตภณัฑธ์รรมชาติไปยงัเซลลเ์ป้าหมาย 
Results: ไดส้งัเคราะห์ไขมนัประจุบวกชนิดใหม่ทั้งหมด 34 สาร ซ่ึงมีความหลากหลายทาง
โครงสร้าง นาํสารทงัหมดไปทดสอบประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ พบสาร 4 สาร มี
ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ ไดดี้กวา่สารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 ไขมนั
ประจุบวกท่ีมีคอเลสเตอรอลเป็นส่วนหางไม่มีขั้วสามารถกกัเกบ็สารผลิตภณัฑธ์รรมชาติ เคอร์คูมิน 
และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการเขา้เซลลแ์ละฆ่าเซลลม์ะเร็งไดสู้งข้ึน 2-8 เท่า 
Discussion and Conclusion: จากการประเมินประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลข์อง
ไขมนัประจุบวกของแต่ละกลุ่ม ทาํใหเ้ขา้ใจความสมัพนัธ์ระหวา่งโครงสร้างและฤทธ์ิทางชีวภาพไดดี้
ข้ึน ไขมนัประจุบวกท่ีมีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอและสารธรรมชาติเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ สามารถใช้
เป็นสารนาํในการศึกษาสารระบบนาํส่งยาในการศึกษาขั้นต่อไป 
Suggestion/ Further Implication/ Implementation: ควรทาํการการปรับเปล่ียนโครงสร้าง
สาร หรือสงัเคราะห์สารท่ีมีโครงสร้างต่างออกไปเพ่ือใหมี้ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล์
ไดดี้ข้ึน ควรใชส้ารนาํ (lead compound) ไปศึกษาเป็นสารนาํส่งยาในสตัวท์ดลองเพื่อศึกษาความ
เป็นไปไดใ้นการใชเ้ป็นสารนาํส่งยาต่อไป 

Keywords: การสงัเคราะห์บนวฏัภาคของแขง็ ไขมนัประจุบวก ไลโปโซมประจุบวก การนาํดีเอน็
เอ การนาํส่งยา  
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ABSTRACT 
Project Code: RMU5480003 

Project Title: Synthesis of cationic lipids for drug delivery to targeted cells 
Investigator: Boon-ek Yingyongnarongkul 
E-mail Address: boonek@ru.ac.th 

Objectives: To synthesize new cationic lipids by solid phase chemistry and evaluate 

their DNA binding and transfection efficiency and to use cationic liposome to deliver 

cytotoxic natural products into cancer cells 
Methodology: Cationic lipids were synthesis by solid phase chemistry. DNA binding, 

transfection efficiency and cytotoxicity of the synthesized compounds were evaluated. 

Delivery of cytotoxic natural products into targeted cells using synthesized lipids was 

also studied. 
Results: Thirty four cationic lipids with structural diversity have been synthesized. The 

synthesized lipids were tested for their transfection efficiency. Four compounds 

exhibited higher transfection efficiency than commercially available agents, 

LipofectamineTM 2000. The cholesterol-based cationic lipid was able to encapsulate the 

natural products, curcumin. Liposomal curcumin exhibited 2–8 times higher 

cytotoxicity than free curcumin against cancer cells. 

Discussion and Conclusion: Transfection efficiency evaluation of the synthesized 

compounds had led to a better understanding of structure-activity relationships of the 

synthesized cationic lipids. Cationic lipids with high DNA and natural products 

delivery efficiency could be used as lead compounds for further study for drug delivery 

system. 
Suggestion/ Further Implication/ Implementation: Further work on structure 

modification of lead compounds or synthesis of novel cationic lipids for better 

transfection efficiency should be conducted. Further study of lead compound as in vivo 

drug delivery system should be carried out. 
Keywords: Solid phase synthesis, cationic lipids, cationic liposome, DNA delivery, 

drug delivery 
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EXECUTIVE SUMMARY 
 

การสังเคราะห์สารไขมันประจุบวก เพือ่นําส่งยาไปยงัเซลล์เป้าหมาย 

 

 โครงการวิจยัน้ีแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มยอ่ย ผลงานวิจยัท่ีไดด้าํเนินการมาในรอบ 3 ปีมีดงัน้ี 
 

1. การสังเคราะห์ไขมันประจุบวกทีมี่ di(hydroxyethyl)amino เป็นโครงสร้างหลกั 

 

 ในการสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวกท่ีมี di(hydroxyethyl)amino เป็นโครงสร้างหลกั ดว้ย
เทคนิคการสงัเคราะห์บนวฏัภาคของแขง็ได ้ 21 สาร การหาเอกลกัษณ์ของสารดงักล่าวอาศยัขอ้มูล
ทาง IR 1H NMR และ MS สเปกโทรสโกปี จากการทดสอบเบ้ืองตน้พบวา่ไขมนัประจุบวก 5 ชนิด
คือ Fb-Gc แสดงประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ HeLa ไขมนัประจุบวก Ga แสดง
ประสิทธ์ิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ HeLa ไดดี้ท่ีสุด ซ่ึงมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากบัสารเกรด
การคา้ LipofectamineTM 2000 นอกจากน้ีไขมนัประจุบวกชนิดน้ีไม่มีความเป็นพษิต่อเซลล ์

 

2. การสังเคราะห์ไขมันประจุบวกทีมี่คอเลสเตอรอลเป็นโครงสร้างหลกัสําหรับนําส่งเคอร์คูมินเข้าสู่
เซลล์ 

 

 ไดท้าํการสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวกชนิดใหม่ท่ีมี cholesterol เป็นส่วนหางไม่มีขั้ว พิสูจน์
เอกลกัษณ์ของสารดงักล่าวอาศยัขอ้มูลทาง IR 1H NMR และ MS สเปกโทรสโกปี ไลโปโซม
เตรียมจากไขมนัประจุบวกผสม DOPE มีประสิทธิภาพในการกกัเกบ็เคอร์คูมินได ้ 68% ไลโปโซม
ชนิดน้ีสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการคงตวั และเพิม่ประสิทธิภาพในการเขา้สู่เซลลข์องเคอร์คูมิน
ไดเ้ป็นอยา่งดี นอกจากน้ียงัพบวา่เคอร์คูมินท่ีถูกกกัเกบ็ในไลโปโซมมีประสิทธิภาพในการฆ่า
เซลลม์ะเร็ง HeLa, A549, HepG2, K562 และ 1310 ไดดี้กวา่การใชเ้คอร์คูมินถึง 2-8 เท่า และไล
โปโซมท่ีใชน้ี้ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลท์ดสอบโดยมีค่า ED50 ท่ี 90-210 M  

 

3 ผลของสารผสมไขมันประจุบวกทีมี่ต่อประสิทธิภาพในการ พาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ 
 

 จากการศึกษาผลของสารผสมไขมนัประจุบวกต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์
พบวา่ไลโปโซมผสม Ga และ Ab ซ่ึงมีส่วนของส่วนหวัมีขั้ว โครงสร้างส่วนกลาง และ ส่วนหางไม่มี
ขั้วท่ีต่างกนั สามารถออกฤทธ์ิเสริมกนั ซ่ึงมีประสิทธิภาพดีกวา่สารเกรดการคา้ LipofectamineTM2000 
มากกวา่ 3 เท่า ไลโปโซมผสม Ga และ Ab มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้กวา่ไลโป
โซมท่ีเตรียมจาก Ga และ Ab เด่ียว ๆ ถึง 6 และ 17 เท่า ตามลาํดบั นอกจากน้ีไขมนัประจุบวกผสมน้ีมี
ความเป็นพษิต่อเซลลน์อ้ยกวา่สารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 



 VIII

4 การสังเคราะห์และประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ของไขมันประจุบวกทีมี่โครงสร้าง
ส่วนกลางทีห่ลากหลาย 
 

 ในการสังเคราะห์ไขมนัประจุบวกท่ีมี spermine เป็นส่วนหัวมีขั้ว และมีโครงสร้าง
ส่วนกลางท่ีต่างกัน 4 ชนิดคือ di(hydroxyethyl)-amino, carbonyl-di(hydroxyethyl)amino, 
aminoglycerol และ 2-amino-1,3-propaindiol ดว้ยเทคนิคการสังเคราะห์บนวฏัภาคของแขง็ได ้12 
สาร การหาเอกลกัษณ์ของสารดงักล่าวอาศยัขอ้มูลทาง IR 1H NMR และ MS สเปกโทรสโกปี จาก
การศึกษาผลของโครงสร้างส่วนกลางของไขมนัประจุบวกต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอ็นเอเขา้สู่
เซลล ์พบว่าไขมนัประจุบวกท่ีมีโครงสร้างส่วนกลางทั้งส่ีชนิดจาํเป็นตอ้งใชไ้ขมนัตวัช่วย (DOPE) 
เพื่อใหมี้ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอไดสู้ง ไขมนัประจุบวก Cy และ Cz ซ่ึงมี aminoglycerol เป็น
โครงสร้างส่วนกลางมีประสิทธิภาพในการพาดีเอ็นเอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ในสภาวะไม่มีซีรัม ในขณะท่ี
ไขมนัประจุบวก Dx ซ่ึงมี 2-amino-1,3-propanediol เป็นโครงสร้างส่วนกลางมีประสิทธิภาพในการ
พาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ในสภาวะมีซีรัม และมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา่สารมาตรฐาน LipofectamineTM 

2000 ไขมนัประจุบวกทั้งสามชนิดน้ีไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์
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การสังเคราะห์สารไขมันประจุบวก เพือ่นําส่งยาไปยงัเซลล์เป้าหมาย 
 
บทนํา 
 ในปัจจุบนัมนุษยไ์ดมี้การพฒันาวิธีการต่างๆในการป้องกนัและรักษาโรคภยัไขเ้จบ็ต่างๆ ในท่ีน้ี
รวมถึงการพฒันาตวัยาชนิดใหม่ๆทั้งจากการสงัเคราะห์ทางเคมี และการหาสารออกฤทธ์ิจากธรรมชาติ โรค
ร้ายต่างๆท่ีเกิดข้ึนนั้นมีหลายสาเหตุ เกิดไดจ้ากสารเคมี หรือจากเช้ือจุลินทรียต่์างๆ แต่สาเหตุของโรคดงักล่าว
สามารถป้องกนัหรือแกไ้ขได ้ สาํหรับโรคท่ีเกิดจากพนัธุกรรม เป็นโรคท่ีป้องกนัยากและการรักษาตอ้งแกท่ี้
รหสัพนัธุกรรม (DNA) ดว้ยวิทยาการท่ีกา้วไกลการรักษาระดบั DNA กมี็ทางเป็นไปได ้ ซ่ึงวิธีการรักษาระดบั 
DNA มีวิธีการหลกัอยู ่3 วิธี ดงัน้ี 
 1. Antigene Therapy1-6 เป็นวิธีการท่ีมีการพา oligonucleotide เขา้สู่นิวเคลียส เพื่อท่ีเขา้ไปจบักบั DNA 
ท่ีมีความผดิปกติ DNA น้ีกไ็ม่สามารถถอดรหสั เพื่อสงัเคราะห์โปรตีนท่ีผดิปกติได ้
 2. Antisense Therapy7-10 เป็นวิธีการท่ีมีการพา oligonucleotide เขา้สู่เซลล ์ เพื่อท่ีเขา้ไปจบักบั mRNA 
ท่ีผดิปกติ เม่ือ mRNA เกิดการรวมตวัเป็นสายคู่ (duplex) บางส่วนกบั oligonucleotide mRNA น้ีกไ็ม่สามารถ
ผา่นขบวนการ translation ในการผลิตโปรตีนได ้และ mRNA น้ีกจ็ะถูกทาํลายโดย nuclease ท่ีมีอยูใ่นเซลล ์
 3. Gene Correction11-14 เป็นการพาช้ินส่วน DNA บางส่วนเขา้ไปในนิวเคลียสเพ่ือไปแทนท่ีส่วนท่ี
ผดิปกติ โดยเกิดผา่นขบวนการ trans-splicing กจ็ะได ้DNA ท่ีมีความปกติกลบัมา 
 ส่ิงสาํคญัอยา่งหน่ึงท่ีจะทาํใหว้ิธีการรักษาโรคทางพนัธุกรรม หรือ Gene Therapy (โดยผา่นขบวนการ
ทั้งสามชนิด) จะประสบความสาํเร็จไดคื้อ ตวัพา (vector) ซ่ึงตวัพามีอยู ่ 2 วิธีหลกัคือ 1) viral vector15,16 เป็น
เทคนิคการใชไ้วรัสเป็นตวัพา DNA เขา้สู่เซลล ์ วิธีการน้ีจะมีประสิทธิภาพสูง แต่มีปัญหาเก่ียวกบัภูมิคุม้กนั
บกพร่อง 2) non-viral vector17 เป็นเทคนิคท่ีไม่ใชไ้วรัสเป็นตวัพา DNA เขา้สู่เซลล ์ ซ่ึงมีอยูด่ว้ยกนัหลายวิธี 
เช่น micro injection,18 electroporation,19 calcium phosphate,20 cationic lipid21 และ dendrimer ซ่ึงแต่ละวิธีมี
ขอ้ดีและขอ้เสียต่างกนัไป cationic lipid เป็นวิธีการหน่ึงท่ีมีความเป็นไปไดสู้งท่ีจะประยกุตใ์ชส้าํหรับ gene 
therapy ทั้งน้ีเม่ือเทียบกบั viral vector แลว้ cationic lipid สามารถพา DNA ท่ีมีขนาดใหญ่กวา่เขา้สู่เซลลไ์ด ้
วิธีการเตรียมไม่ยุง่ยาก และไม่มีผลขา้งเคียง หรือเป็นพิษกบัเซลล ์

เน่ืองจากไลโปโซมมีสมบติัในการสลายตวัได ้(biodegradable) ไม่มีผลต่อระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย 
และสามารถท่ีนาํพา (carry) ตวัยาทั้งท่ีมีขั้วและไม่มีขั้วได ้ จึงมีการพฒันาการใชไ้ลโปโซมเป็นระบบนาํส่งยา 
โดยเฉพาะยาตา้นมะเร็ง22-25 ซ่ึงการใชไ้ลโปโซมเป็นระบบนาํส่งยาไดถู้กพฒันาจนเป็นผลิตภณัฑแ์ละกาํลงัอยู่
ระหวา่งทาํ clinical trials อีกจาํนวนหน่ึง24 
 ส่วนประกอบของไขมนัประจุบวกประกอบไปดว้ยสามส่วนสาํคญัคือ ส่วนหวัประจุบวก (cationic 
head) ส่วนไขมนัส่วนหาง (hydrophobic tail) และ ส่วนตวัเช่ือม (linker) ส่วนหวัประจุบวกมีไดต้ั้งแต่ประจุ
เดียวจนถึงหลายประจุ ส่วนมากส่วนหวัประกอบดว้ยเอมีนชนิดต่างๆ หรือกวันิดีน (guanidine) ส่วนไขมนั
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ส่วนหาง ประกอบดว้ยสองกลุ่มหลกัคือ กลุ่ม long-chain fatty acid จาํนวน หน่ึงหรือสองสายโซ่ และกลุ่มส
เตียรอยด ์เช่น cholesterol หรือ bile acid สาํหรับส่วนตวัเช่ือม (linker) คือพนัธะเคมีท่ีเช่ือมต่อระหวา่งส่วนหวั
ประจุบวกและส่วนไขมนัส่วนหาง โดยพนัธะดงักล่าวเป็นไดท้ั้งพนัธะท่ียอ่ยสลายไดง่้าย เช่น พนัธะเอสเทอร์ 
และ เอไมด ์และพนัธะท่ียอ่ยสลายไดย้าก เช่น พนัธะอีเธอร์  

การสงัเคราะห์เพื่อปรับเปล่ียนส่วนต่างๆ ทาํใหไ้ดไ้ขมนัประจุบวกชนิดต่างๆท่ีมีประสิทธิภาพในการ
พาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลท่ี์แตกต่างกนั ไขมนัประจุบวก 1–621,26-30 เป็นตวัอยา่งของไขมนัประจุบวกท่ีใชอ้ะมิโนกรี
เซอรอล (aminoglycerol) เป็นโครงสร้างหลกั ซ่ึงไขมนัประจุบวกท่ีไดมี้โครงสร้างของส่วนหางไม่มีขั้วเป็น
แบบไม่สมมาตร ผูว้ิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวกท่ีมีส่วนหางไม่มีขั้วเป็นแบบสมมาตร 
การสงัเคราะห์น้ีจะใช ้ di(hydroxyethyl)amino เป็นโครงสร้างหลกั ในการสงัเคราะห์น้ีจะทาํการปรับเปล่ียน
ส่วนหวัประจุบวกและส่วนไขมนัส่วนหาง เพื่อใหไ้ดไ้ขมนัประจุบวกมีความหลากหลายทางโครงสร้าง 
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 เน่ืองจากการพายนีเขา้สู่เซลลป์ระกอบดว้ยหลายขั้นตอน ดงันั้นการศึกษาความสมัพนัธ์ระหวา่ง
โครงสร้างและฤทธ์ิทางชีวภาพจึงทาํไดย้าก ไขมนัประจุบวกเป็นสารท่ีมีขั้วสูง ทาํใหก้ารสงัเคราะห์แบบ
ธรรมดา ตอ้งใชเ้วลามากในการสงัเคราะห์สารแต่ละตวั การสงัเคราะห์โดยใชเ้ทคนิค การสงัเคราะห์บนวฏัภาค
ของแขง็ จึงเป็นแนวทางหน่ึงท่ีสามารถใชส้งัเคราะห์ไขมนัประจุบวก ท่ีมีความหลากหลายทางโครงสร้างใน
เวลาอนัสั้นได ้ คณะผูว้จิยัจึงมีจุดประสงคท่ี์จะใชว้ิธีการสงัเคราะห์บนวฏัภาคของแขง็ มาใชส้งัเคราะห์สาร
ไขมนัประจุบวก เน่ืองจากการสงัเคราะห์บนวฏัภาคของแขง็เป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการสงัเคราะห์
สาร รวมทั้งลดขั้นตอนในการทาํสารใหบ้ริสุทธ์ิ 
 
วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อสงัเคราะห์สาร ไขมนัประจุบวก (cationic lipids) ชนิดใหม่ 
2. เพื่อนาํสารท่ีสงัเคราะห์ไดม้าทดสอบความสามารถในการจบั (bind) กบัดีเอน็เอ (DNA) 
3. ทดสอบความสามารถของไขมนัประจุบวกในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์และทดสอบความเป็นพษิ

ต่อเซลล ์
4. เพื่อศึกษาความสมัพนัธ์ระหวา่งโครงสร้างและฤทธ์ิทางชีวภาพของสารท่ีสงัเคราะห์ได ้
5. เพื่อเลือกไขมนัประจุบวกท่ีมีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลท่ี์ดี มาทดสอบการนาํส่งยา

หรือสารออกฤทธ์ิผลิตภณัฑธ์รรมชาติหรือเอนาลอกไปยงัเซลลเ์ป้าหมาย 
6. เพื่อประเมินศกัยภาพการนาํไปพฒันาใชใ้นอนาคต 
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โครงการย่อยที ่1 
การสังเคราะห์ไขมนัประจุบวกทีม่ ีdi(hydroxyethyl)amino เป็นโครงสร้างหลกั 
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โครงการย่อยที ่1 
การสังเคราะห์ไขมันประจุบวกทีมี่ di(hydroxyethyl)amino เป็นโครงสร้างหลกั 

ผลการศึกษา 
การสังเคราะห์ไขมันประจุบวก Aa-Gc 
 การสงัเคราะห์สารไขมนัประจุบวก (cationic lipid) ท่ีมี di(hydroxyethyl)amino เป็นโครงสร้างหลกั 
ดว้ยเทคนิคทาง solid phase synthesis แสดงดงั Scheme 1 การสงัเคราะห์มีสองแนวทางข้ึนกบัชนิดของ amine 
หรือ polyamine (รูปท่ี 1) ท่ีใช ้คือ แนวทางท่ี 1 (route A) ใชส้งัเคราะห์ไขมนัประจุบวก AaEc และแนวทาง
ท่ี 2 (route B) ใชส้งัเคราะห์ไขมนัประจุบวก FaGc  
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Scheme 1.1. Reagents and conditions: a) diamines A-E (excess) (ดูรูปท่ี 1.1), CH2Cl2; b) bromoethanol, 
DIEA, DMF; c) fatty acids a-c (ดูรูปท่ี 1), DIC, CH2Cl2, DMF; d) 20% TFA, CH2Cl2; e) polyamines F and 
G (excess) (ดู รูปท่ี 1.1), CH2Cl2; f) Dde-OH, CH2Cl2, MeOH; g) Boc2O, pyridine, CH2Cl2; h) 2% N2H4, 
DMF. 
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รูปที ่1.1 โครงสร้างของ diamine, polyamine และ fatty acid ท่ีใชใ้น Scheme 1 

 
การสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวก AaEc เร่ิมจากนาํ resin 1 มาทาํปฏิกิริยากบั diamine A–E ท่ีมากเกิน

พอในตวัทาํละลาย CH2Cl2 เป็นเวลา 16 ชัว่โมงได ้ resin 2(A–E) หลงัจากการลา้งตามปกติ สามารถยนืยนัวา่มี
หมู่เอมีนอิสระอีกดา้นหน่ึงโดยการทดสอบดว้ยสารทดสอบ ninhydrin31 ซ่ึงในท่ีน้ีจะใหส้ารละลายสีนํ้าเงินเขม้ 
นาํ resin 2(A–E) มาทาํปฏิกิริยากบั bromoethanol โดยมี DIEA เป็นเบสได ้ resin 3(A–E) ทดสอบการ
เกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์ดว้ยสารทดสอบ ninhydrin จะใหผ้ลเป็นลบ นาํ resin ท่ีไดม้าลา้งตามปกติ แบ่ง resin 
3(A–E) ออกเป็น 3 ส่วน แต่ละส่วนนาํไปทาํปฏิกิริยากบั long-chain fatty acid แต่ละชนิด (ดูรูปท่ี 1.1) โดยใช ้
diisopropylcarbodiimide (DIC) เป็น coupling reagent และใช ้ N,N-dimethylaminopyridine (DMAP) เป็น
ตวัเร่งปฏิกิริยา ลา้ง resin ท่ีไดส้ะอาดดีแลว้ นาํมาทาํปฏิกิริยากบั 20% TFA ในตวัทาํละลาย CH2Cl2 นาน 2 
ชัว่โมง หลงัจากระเหยตวัทาํละลายออกจะไดผ้ลิตภณัฑ ์AaEc 
 

การสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวก FaGc (Scheme 1.1, route B) ทาํเช่นเดียวกบัการสงัเคราะห์ไขมนั
ประจุบวก AaEc แต่ตอ้งเพ่ิมขั้นตอนการใส่และการกาํจดัหมู่ป้องกนั การสงัเคราะห์เร่ิมจากนาํ resin 1 มาทาํ
ปฏิกิริยากบั polyamine F และ G ในตวัทาํละลาย CH2Cl2 นาน 16 ชัว่โมง ได ้resin 4F และ 4G ซ่ึงมีหมู่ amino 
ชนิด ปฐมภูมิ และ ทุติยภูมิ ทาํการป้องกนัหมู่ amino ชนิดปฐมภูมิดว้ยหมู่ป้องกนั Dde32 และหมู่ amino ชนิด
ทุติยภูมิดว้ยหมู่ป้องกนั Boc หลงัจากนั้นกาํจดัหมู่ป้องกนั Dde ออกดว้ย 2% N2H4 ได ้ resin 5F และ 5G 
จากนั้นนาํ resin 5F และ 5G มาทาํปฏิกิริยากบั bromoethanol ต่อดว้ยการทาํ esterification หลงัจาก cleavage 
ไดผ้ลิตภณัฑ ์Fa–Gc ตามตอ้งการ วิเคราะห์โครงสร้างของไขมนัประจุบวกท่ีสงัเคราะห์ไดด้ว้ย IR, NMR และ 
MS 
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การศึกษาการพาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ของไขมันประจุบวก 
 เพื่อศึกษาความสมัพนัธ์ระหวา่งโครงสร้างและฤทธ์ิการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ นาํไขมนัประจุบวก Aa-
Gc ทดสอบประสิทธ์ิภาพในการพาดีเอน็เอท่ีมี green fluorescence protein (GFP) เป็นยนีรายงานผล เขา้สู่ 
human cervical cancer (HeLa) เซลล ์นาํไขมนัประจุบวกมาเตรียมเป็นไลโปโซม โดยเตรียมแบบใชแ้ละไม่ใช ้
egg phosphatidylcholine (EPC) เป็นไขมนัตวัช่วย อตัราส่วนของดีเอน็เอต่อไลโปโซมโดยนํ้าหนกัท่ีทดสอบ
เบ้ืองตน้คือ 1:20 ในการทดลองน้ีใช ้LipofectamineTM2000 เป็นสารเปรียบเทียบ ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 2 
จากผลการทดลองพบวา่ไขมนัประจุบวกท่ีไม่ใช ้ EPC เป็นไขมนัตวัช่วย ไม่แสดงประสิทธ์ิในกการพาดีเอน็เอ
เขา้สู่ซลล ์(ไม่ไดแ้สดงไวใ้นรูปท่ี 2) ไขมนัประจุบวกท่ีมีไฮโดรคาร์บอนและอีเธอร์เป็น spacer (lipids Aa-Ec) 
ไม่มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ สาํหรับไขมนัประจุบวกท่ีสงัเคราะห์จากพอลิเอมีน F และ G 
แสดงประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ จากการทดสอบเบ้ืองตน้สรุปวา่ชนิดของเอมีนท่ีใชใ้นการ
สงัเคราะห์ไขมนัประจุบวกชนิดใหม่ท่ีมี di(hydroxyethyl)amino เป็นโครงสร้างหลกัมีผลต่อประสิทธิภาพใน
การพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ 
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รูปท่ี 1.2 ประสิทธิภาพของไขมนัประจุบวก Aa-Gc ในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์

 
 เพื่อศึกษาหาอตัราส่วนระหวา่งดีเอน็เอและไขมนัประจุบวกท่ีทาํใหมี้ประสิทธ์ิภาพในการพาดีเอน็เอ
เขา้สู่เซลลไ์ดสู้งท่ีสุด จึงนาํไขมนัประจุบวก Fb-Gc มาผสมกบัดีเอน็เอท่ีอตัราส่วนต่างๆ โดยมีปริมาณดีเอน็เอ
คงท่ี (1 g/well) และปรับเปล่ียนอตัราส่วนของดีเอน็เอต่อไลโปโซมจาก 1:1 ถึง 1:40 ผลการทดลองแสดงดงั
รูปท่ี 3 ไขมนัประจุบวก Fb, Ga และ Gc มีประสิทธ์ิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลดี์ท่ีสุดท่ีอตัราส่วนของดี
เอน็เอต่อไลโปโซม 1:15 ในขณะท่ีอตัราส่วนของดีเอน็เอต่อไลโปโซมท่ี 1:5 ทาํใหไ้ขมนัประจุบวก Gb มี
ประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไขมนัประจุบวก Ga ซ่ึงส่วนหางไม่มีขั้ว 12 คาร์บอน มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอ
เขา้สู่เซลลไ์ดดี้ท่ีสุด (จาํนวน transfected cell = 3480 เซลลต่์อตารางเซนติเมตร) ซ่ึงใหผ้ลใกลเ้คียงกบัสาร
มาตรฐาน LipofectamineTM2000 (จาํนวน transfected cell = 3525 เซลลต่์อตารางเซนติเมตร) เม่ือเปรียบเทียบ
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สารในกลุ่มเดียวกนั ไขมนัประจุบวก Gc มีประสิทธิภาพตํ่าท่ีสุด ผลการทดลองน้ีตรงกบัผลการทดลองท่ีเคยมี
รายงานไว ้คือไขมนัประจุบวกท่ีส่วนไม่มีขั้วมีจาํนวนคาร์บอนสั้นกวา่มีประสิทธิดีกวา่27,28  
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รูปท่ี 1.3 ผลของอตัราส่วนของดีเอน็เอต่อไขมนัประจุบวกท่ีมีต่อการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์

 
การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ 
 ส่ิงท่ีตอ้งคาํนึงถึงในการศึกษาสารพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลคื์อความเป็นพษิต่อเซลล ์ นาํไขมนัประจุบวก 
Fa-Gc ผสมกบัดีเอน็เอ และศึกษาความเป็นพิษกบัเซลล ์HeLa โดยวิธี MTT ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4 ท่ี
อตัราส่วนของดีเอน็เอต่อไลโปโซม 1:20 มีจาํนวน cell survival มากกวา่ 75% ในขณะท่ีจาํนวน cell survival 
มากกวา่ 85% ท่ีอตัราส่วนของดีเอน็เอต่อไลโปโซม 1:10 (ยกเวน้ Fb) ดงันั้นไขมนัประจุบวกท่ีมี 
di(hydroxyethyl)amino เป็นโครงสร้างหลกัไม่แสดงความเป็นพษิต่อเซลลใ์นการใชเ้ป็นสารพาดีเอน็เอเขา้สู่
เซลล ์ เม่ือจาํนวนคาร์บอนสั้นลงความเป็นพิษต่อเซลลเ์พิ่มข้ึนเลก็นอ้ย33 ในการศึกษาน้ีไม่ไดท้าํการทดสอบ
ความเป็นพษิต่อเซลลข์อง LipofectamineTM2000 แต่จากขอ้มูลท่ีมีรายงานพบวา่ LipofectamineTM2000 มีความ
เป็นพิษต่อเซลลม์ากกวา่ไขมนัประจุบวก34-36 และ พอลิเมอร์ประจุบวก37 
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รูปท่ี 1.4 ความเป็นพิษต่อเซลลข์องสารประกอบเชิงซอ้นของไลโปโซมและดีเอน็เอ 

 
 ไดท้าํการศึกษาความเป็นพษิต่อเซลลข์องไลโปโซม ต่อ HeLa เซลล ์ โดยไลโปโซมเตรียมจากไขมนั
ประจุบวก Fa-Bc และ EPC ในอตัราส่วน 1:3 โดยโมล ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 1.5 และตารางท่ี 1.1 จาก
ผลการทดลองพบวา่ค่า IC50 ของไลโปโซมมีค่าสูงกวา่ปริมาณของไลโซมสาํหรับใชพ้าดีเอน็เอเขา้สู่เซลลท่ี์มี
ประสิทธิภาพสูง ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ไขมนัประจุบวกท่ีมี di(hydroxyethyl)amino เป็นโครงสร้างหลกัไม่มีความ
เป็นพิษต่อเซลลแ์ละเหมาะสาํหรับใชใ้นการนาํส่งดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์
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รูปท่ี 1.5 ความเป็นพิษต่อเซลลข์องไลโปโซม 
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ตารางท่ี 1.1 ค่า IC50 ของไลโปโซมท่ีเตรียมจากไขมนัประจุบวกและ EPC ต่อ HeLa เซลล ์
 

ไลโปโซม IC50 (g per well) 
Fa 420.9 
Fb 50.3 
Fc 82.0 
Ga 32.3 
Gb 46.4 
Gc 29.3 

 
 
วธีิการ 
1. การสังเคราะห์ไขมันประจุบวก Aa-Ec 
 นาํ resin 1 (1 equiv) มาทาํปฏิกิริยากบั diamine A-E (ดูรูปท่ี 1.1) ท่ีมากเกินพอในตวัทาํละลาย CH2Cl2 
(10 mL) ทาํปฏิกิริยาขา้มคืน ลา้ง resin 2(A-E) ท่ีไดด้ว้ย CH2Cl2, DMF, MeOH, DMF และ CH2Cl2 (3 × 10 
mL) ทาํให ้ resin 2(A-E) แหง้ภายใตสุ้ญญากาศ  นาํ resin 2(A-E) ท่ีไดม้าทาํปฏิกิริยากบั 2-bromoethanol ท่ี
มากเกินพอ โดยมี DIEA (20 equiv) เป็นเบสในตวัทาํละลาย DMF ทาํปฏิกิริยาขา้มคืน ลา้ง resin ท่ีไดด้ว้ย 
CH2Cl2, DMF, MeOH, DMF และ CH2Cl2 (3 × 5 mL) ได ้ resin 3(A-E) แบ่ง resin 3(A-E) ออกเป็น 3 ส่วน แต่
ละส่วนไปทาํปฏิกิริยากบัสารละลายผสมของ fatty acid (4 equiv) (ดูรูปท่ี 1.1) DIC (4 equiv) และ DMAP ใน
ตวัทาํละลายผสม CH2Cl2/DMF (4 : 1) ทาํปฏิกิริยาขา้มคืน ลา้ง resin ท่ีไดด้ว้ย CH2Cl2, MeOH, DMF, MeOH 
and CH2Cl2 (3 × 3 mL) นาํ resin ท่ีลา้งสะอาดแลว้มาเติม 20 % TFA ใน CH2Cl2 (1.5 ml) เขยา่สารผสมนาน 2 
ชัว่โมง กรองและเกบ็ส่วนสารละลาย ลา้ง resin ดว้ย CH2Cl2 2 คร้ัง เกบ็สารละลายท่ีไดร้วมกนั ระเหยเอาตวัทาํ
ละลายออกดว้ยการผา่นก๊าซไนโตรเจน และระเหยซํ้าภายใตล้ดความดนันาน 2 ชัว่โมง ไดไ้ขมนัประจุบวก 
Aa-Ec 
  
2. การสังเคราะห์ไขมันประจุบวก FaGc 
 นาํ resin 1 (1 equiv) มาทาํปฏิกิริยากบั polyamine F และ E (ดูรูปท่ี 1.1) ท่ีมากเกินพอในตวัทาํละลาย 
CH2Cl2 (10 mL) ทาํปฏิกิริยาขา้มคืน ลา้ง resin 4F และ 4G ท่ีไดด้ว้ย CH2Cl2, DMF, MeOH, DMF และ 
CH2Cl2 (3 × 10 mL) ทาํให ้resin 4F และ 4G แหง้ภายใตสุ้ญญากาศ  นาํ resin 4F และ 4G ท่ีได ้มาทาํปฏิกิริยา
กบั Dde-OH ท่ีมากเกินพอในตวัทาํละลาย DMF (5 mL) เขยา่สารผสมขา้มคืน ลา้ง resin ท่ีไดจ้นสะอาด นาํ 
resin ท่ีได ้มาทาํปฏิกิริยาต่อกบั di-tert-butyl dicarbonate (6 equiv) และ pyridine (20 equiv) ใน CH2Cl2 (5 
mL) เขยา่ปฏิกิริยาขา้มคืน ลา้ง resin ท่ีไดด้ว้ย CH2Cl2, MeOH และ CH2Cl2 (3 × 5 mL). หลงัจากนั้นกาํจดัหมู่
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ป้องกนั Dde ออกโดยทาํปฏิกิริยากบั 2% N2H4 ใน DMF (5 mL) นาน 30 นาทีเป็นจาํนวน 2 รอบ  ลา้ง resin 5F 
และ 5G ท่ีไดด้ว้ย CH2Cl2, DMF, MeOH, DMF และ CH2Cl2 (3 × 5 mL) นาํ resin 5F และ 5G มาทาํปฏิกิริยา
กบั 2-bromoethanol เช่นเดียวกบัการเตรียมไขมนัประจุบวก Aa-Ec ตามดว้ยการทาํปฏิกิริยา esterification และ 
cleavage ดว้ย TFA ไดไ้ขมนัประจุบวก Fa-Gc ตามตอ้งการ 
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Aa  
Lipid Aa Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 150.1 mg) 62.4 mg, 67%; IR νmax: 3423, 2923, 2853, 1720, 1676, 1466, 
1432, 1379, 1202, 1136, 837, 800 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  CH3-
fatty acid), 1.23 (br s, 40H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.29 (t, 4H, 2  
COCH2CH2), 3.41–3.56 (m, 6H, N(CH2)3), 3.73 (br s, 2H, NH2CH2), 4.40 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); 13C 
NMR (100 MHz, CDCl3): δ 14.0, 22.0, 24.5, 29.0, 29.3, 29.4, 29.6, 31.9, 33.6, 34.4, 51.5, 53.1, 57.7, 173.4; 
ESMS (+ve): m/z (% rel. abund.) 569 [M + H]+ (100). 
 

H2N
N

O

O

O

O

Ab  
Lipid Ab Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 150.3 mg) 75.3 mg, 73%; IR νmax: 3418, 2917, 2849, 1677, 1467, 1428, 
1383, 1201, 1134, 838, 800, 723 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3,): δ 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  CH3-fatty 
acid), 1.23 (br s, 48H, skeleton CH2-fatty acid), 1.59 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.29 (m, 4H, 2  
COCH2CH2), 3.43–3.56 (m, 6H, N(CH2)3), 3.73 (br s, 2H, NH2CH2), 4.41 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS 
(+ve): m/z (% rel. abund.) 625 [M + H]+ (100). 
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H2N
N

O

O

O

O

Ac  
Lipid Ac Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 150.3 mg) 72.7 mg, 65%; IR νmax: 3443, 2917, 2849, 1729, 1671, 1467, 
1431, 1384, 1200, 1136, 838, 799, 721 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  
CH3-fatty acid), 1.23 (br s, 56H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 2.31 (m, 4H, 2  
COCH2CH2), 3.43–3.55 (br s, 6H, N(CH2)3), 3.72 (br s, 2H, NH2CH2), 4.41 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); 
ESMS (+ve): m/z (% rel. abund.) 681 [M + H]+ (100). 

N
O

O

O

O

Ba

H2N

 
Lipid Ba Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 150.1 mg) 70.9 mg, 74% ; Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 150.1 mg) 62.4 
mg, 67%; IR νmax: 3416, 2924, 1678, 1466, 1431, 1381, 1292, 1203, 1136, 941, 838 cm–1; 1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ 0.85 (t, 6H, J = 6.7 Hz, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 40H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 
(br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.27 (br s, 2H, NH2CH2CH2CH2N), 2.30 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.11 (br s, 
2H, NH2CH2CH2CH2N), 3.40 (br s, 2H, NH2CH2CH2CH2N), 3.50 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O), 4.39 (br s, 4H, 
2  NCH2CH2O); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 14.0, 21.8, 22.6, 24.5, 29.0, 29.2, 29.3, 29.4, 29.6, 31.9, 
33.6, 36.6, 52.6, 57.6, 173.7; ESMS (+ve): m/z (% rel. abund.) 583 [M + H]+ (100). 
 

N
O

O

O

O

Bb

H2N

 
Lipid Bb Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 150.1 mg) 78.0 mg, 74%; IR νmax: 3418, 2934, 2851, 1676, 1468, 1430, 
1205, 1136, 836 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 
48H, skeleton CH2-fatty acid), 1.53 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.22 (br s, 2H, NH2CH2CH2CH2N), 2.29 (m, 
4H, 2  COCH2CH2), 3.11 (br s, 2H, NH2CH2CH2CH2N), 3.40 (br s, 2H, NH2CH2CH2CH2N), 3.50 (br s, 4H, 
2  NCH2CH2O), 4.39 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. abund.) 639 [M + H]+ (100). 
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N
O

O

O

O

Bc

H2N

 
Lipid Bc Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 150.2 mg) 87.4 mg, 76%; IR νmax: 3417, 2917, 2849, 1744, 1679, 1658, 
1468, 1433, 1383, 1201, 1133, 941 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  CH3-
fatty acid), 1.22 (br s, 56H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.22 (br s, 2H, 
NH2CH2CH2CH2N), 2.29 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.11 (br s, 2H, NH2CH2CH2CH2N), 3.40 (br s, 2H, 
NH2CH2CH2CH2N), 3.50 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O), 4.39 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% 
rel. abund.) 695 [M + H]+ (100). 
 

O
N

O

O

O

O

Ca

O
H2N

 
Lipid Ca Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 102.6 mg) 55.1 mg, 74%; IR νmax: 3424, 2922, 2851, 1686, 1629, 1561, 
1430, 1292, 1204 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.84 (t, J = 6.5 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br 
s, 40H, skeleton CH2-fatty acid), 1.55 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.30 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.20 (br s, 
2H, OCH2CH2N), 3.49 (br s, 2H, NH2CH2CH2O), 3.59 (br s, 8H, 2  NCH2CH2 and OCH2CH2O), 3.66 (m, 
2H, OCH2CH2N), 3.81 (br s, 2H, NH2CH2CH2O), 4.42 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 14.0, 22.6, 24.5, 29.0, 29.1, 29.3, 29.4, 29.6, 31.8, 33.7, 39.9, 54.3, 53.4, 58.5, 64.5, 70.0, 173.9; 
ESMS (+ve): m/z (% rel. abund.) 823 [M + H]+ (100). 
 

O
N

O

O

O

O

Cb

O
H2N

 
Lipid Cb Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 102.6 mg) 55.1 mg, 74%; IR νmax: 3424, 2922, 2851, 1686, 1629, 1561, 
1430, 1292, 1204 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br 
s, 48H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.30 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.38 (br s, 
2H, OCH2CH2N), 3.49 (br s, 2H, H2NCH2CH2O), 3.59 (br s, 8H, 2  NCH2CH2O and OCH2CH2O), 3.67 (br 
s, 2H, OCH2CH2N), 3.81 (br s, 2H, NH2CH2CH2O), 4.40 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% 
rel. abund.) 713 [M + H]+ (100). 
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O
N

O

O

O

O

Cc

O
H2N

 
Lipid Cc Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 112.2  mg) 80.1 mg, 85%; IR νmax: 3417, 2918, 2850, 1778, 1681, 1469, 
1202 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.84 (t, J = 6.3 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 56H, 
skeleton CH2-fatty acid), 1.55 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.30 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.23 (br s, 2H, 
OCH2CH2N), 3.49 (br s, 2H, NH2CH2CH2O), 3.60 (br s, 8H, 2  NCH2CH2O and OCH2CH2O), 3.67 (m, 2H, 
OCH2CH2N), 3.80 (br s, 2H, NH2CH2CH2O), 4.42 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. 
abund.) 769 [M + H]+ (100). 
 

N
O

O

O

O

Da

O
OH2N

 
Lipid Da Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 122.0 mg) 66.9 mg, 80% ; Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 122.0 mg) 66.9 
mg, 80%; IR νmax: 3407, 2922, 2852, 1680, 1432, 1293, 1204, 1138 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
0.84 (t, J = 6.8 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 40H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (br s, 8H, 2  
COCH2CH2, OCH2CH2CH2CH2O), 1.93 (m, 4H, H2NCH2CH2CH2O and OCH2CH2CH2N), 2.30 (m, 4H, 2  
COCH2CH2), 3.20 (m, 4H, H2NCH2CH2CH2O and OCH2CH2CH2N), 3.42 (br s, 6H, OCH2CH2CH2CH2O 
and OCH2CH2CH2N), 3.53 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O), 3.62 (m, 2H, H2NCH2CH2CH2O), 4.40 (br s, 4H, 2  
NCH2CH2O); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 14.0, 22.6, 24.5, 24.7, 26.3, 29.0, 29.2, 29.3, 29.4, 29.6, 31.8, 
33.7, 33.9, 40.1, 57.8, 68.6, 70.1, 71.2, 71.3, 173.5; ESMS (+ve): m/z (% rel. abund.) 713 [M + H]+ (100). 
 

N
O

O

O

O

O
O

Db

H2N

 
Lipid Db Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 113.8 mg) 72.9 mg, 76%; IR νmax: 3424, 2918, 2851, 1746, 1676, 1468, 
1382, 1202 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 
48H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (br s, 8H, 2  COCH2CH2, OCH2CH2CH2CH2O), 1.93 (m, 4H, 
H2NCH2CH2CH2O and OCH2CH2CH2N), 2.30 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.20 (m, 4H, H2NCH2CH2CH2O 
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and OCH2CH2CH2N), 3.41 (br s, 6H, OCH2CH2CH2CH2O and OCH2CH2CH2N), 3.53 (br s, 4H, 2  
NCH2CH2O), 3.62 (m, 2H, H2NCH2CH2CH2O), 4.40 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. 
abund.) 769 [M + H]+ (100). 
 

N
O

O

O

O

Dc

O
OH2N

 
Lipid Dc Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 163.9 mg) 79.2 mg, 53%; IR νmax: 3406, 2923, 2852, 1745, 1681, 1433, 
1180 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 56H, 
skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (br s, 8H, 2  COCH2CH2, OCH2CH2CH2CH2O), 1.93 (m, 4H, 
H2NCH2CH2CH2O and OCH2CH2CH2N), 2.30 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.20 (m, 4H, H2NCH2CH2CH2O 
and OCH2CH2CH2N), 3.42 (br s, 6H, OCH2CH2CH2CH2O and OCH2CH2CH2N), 3.54 (br s, 4H, 2  
NCH2CH2O), 3.62 (m, 2H, H2NCH2CH2CH2O), 4.40 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. 
abund.) 825 [M + H]+ (100). 
 

N
O

O

O

O

Ea

O
O

OH2N

 
Lipid Ea Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 163.2 mg) 82.2 mg, 63%; IR νmax: 3423, 2920, 2851, 1681, 1446, 1429, 
1203, 1136 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.84 (t, J = 6.5 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 
40H, skeleton CH2-fatty acid), 1.55 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 1.93 (m, 2H, OCH2CH2CH2N), 2.01 (m, 2H, 
NH2CH2CH2CH2O), 2.32 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.20 (br s, 2H, OCH2CH2CH2N), 3.39 (br s, 2H, 
H2NCH2CH2CH2O), 3.54–3.59 (br s, 12H, 2  NCH2CH2O and OCH2CH2OCH2CH2O), 3.70 (m, 4H, 
H2NCH2CH2CH2O and OCH2CH2CH2N), 4.40 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
14.1, 22.6, 24.7, 26.0, 29.0, 29.2, 29.3, 29.4, 29.6, 31.8, 33.7, 33.9, 39.9, 55.6, 55.8, 57.7, 57.8, 69.5, 69.7, 
70.3, 173.3; ESMS (+ve): m/z (% rel. abund.) 769 [M + H]+ (100). 
 

N
O

O

O

O

O
O

Eb

OH2N
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Lipid Eb Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 163.2 mg) 87.6 mg, 62% Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 163.2 mg) 87.6 mg, 
62%; IR νmax: 3417, 2920, 1745, 1681, 1446, 1354, 1203 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.84 (t, J = 
6.8 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 48H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 
1.93 (m, 2H, OCH2CH2CH2N), 2.01 (m, 2H, NH2CH2CH2CH2O), 2.32 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.20 (br s, 
2H, OCH2CH2CH2N), 3.39 (br s, 2H, H2NCH2CH2CH2O), 3.54–3.59 (br s, 12H, 2  NCH2CH2O and 
OCH2CH2OCH2CH2O), 3.68 (m, 4H, H2NCH2CH2CH2O and OCH2CH2CH2N), 4.40 (br s, 4H, 2  
NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. abund.) 825 [M + H]+ (100). 
 

N
O

O

O

O

Ec

O
O

OH2N

 
Lipid Ec Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 164.4 mg) 78.8 mg, 52%; IR νmax: 3407, 2918, 2850, 1777, 1679, 1484, 
1201, 1180, 1141 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br 
s, 56H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 1.93 (m, 2H, OCH2CH2CH2N), 2.00 (m, 
2H, NH2CH2CH2CH2O), 2.32 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.20 (br s, 2H, OCH2CH2CH2N), 3.39 (br s, 2H, 
H2NCH2CH2CH2O), 3.54–3.59 (br s, 12H, 2  NCH2CH2O and OCH2CH2OCH2CH2O), 3.67 (m, 4H, 
H2NCH2CH2CH2O and OCH2CH2CH2N), 4.40 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. abund.) 
823 [M + H]+ (100). 
 
 

N
H

N
O

O

O

O

Fa

H2N

 
Lipid Fa Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 124.4 mg) 42.5 mg, 51%; IR: νmax 3423, 2923, 2852, 1685, 1637, 1437, 
1411, 1293, 1204, 1137 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.84 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 
1.22 (br s, 40H, skeleton CH2-fatty acid), 1.53 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.29 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 
3.31–3.64 (br s, 10H, 2  NCH2CH2N, NH2CH2CH2NH, NHCH2CH2N and NHCH2CH2N), 3.78 (br s, 2H, 
NH2CH2CH2NH), 4.41 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 14.0, 22.6, 24.5, 29.0, 
29.2, 29.3, 29.4, 29.6, 31.9, 33.6, 33.8, 50.9, 53.2, 53.8, 57.7, 173.5; ESMS (+ve): m/z (% rel. intensity): 
612 [M + H]+ (100). 
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N
H

N
O

O

O

O

H2N

Fb  
Lipid Fb Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 115.2 mg) 61.8 mg, 73%; IR: νmax 3444, 2918, 1730, 1668, 1470, 1434, 
1195, 1137 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 
48H, skeleton CH2-fatty acid), 1.53 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 2.30 (4H, m, 2  COCH2CH2), 3.41–3.71 (br 
s, 10H, 2  NCH2CH2N, NH2CH2CH2NH, NHCH2CH2N and NHCH2CH2N), 3.95 (br s, 2H, 
NH2CH2CH2NH), 4.40 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. intensity): 668 [M + H]+ (100). 
 

N
H

N
O

O

O

O

Fc

H2N

 
Lipid Fc Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 96.4 mg) 52.7 mg, 69%; IR: νmax 3418, 2917, 2850, 1731, 1670, 1469, 
1200, 1134 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.85 (t, J = 6.5 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.22 (br s, 
56H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 2.28 (m, 4H, COCH2CH2), 3.46–3.73 (br s, 
10H, 2  NCH2CH2N, NH2CH2CH2NH, NHCH2CH2NH and NHCH2CH2N), 3.93 (br s, 2H, 
NH2CH2CH2NH), 4.41 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. intensity): 724 [M + H]+ (100). 
 

N
O

O

O

O

Ga

H
N

N
H

H2N

 
Lipid Ga Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 153.4 mg) 60.0 mg, 50% ; IR: νmax 3425, 3038, 2921, 2851, 1667, 1469, 
1427, 1201, 1136 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.81 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.20 (br 
s, 40H, skeleton CH2-fatty acid), 1.54 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 1.74 (br s, 4H, NHCH2CH2CH2CH2NH), 
2.08 (m, 4H, NH2CH2CH2CH2NH, NHCH2CH2CH2N), 2.28 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 2.95–3.30 (m, 10H, 
NH2CH2CH2CH2NH, NHCH2CH2CH2CH2N and NHCH2CH2CH2N), 3.30 (br s, 2H, NH2CH2CH2CH2NH), 
3.43 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O), 4.36 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 13.9, 
20.7, 22.6, 24.5, 29.0, 29.2, 29.4, 29.5, 30.0, 31.8, 33.6, 44.6, 45.7, 46.9, 51.5, 52.0, 57.9, 173.3; ESMS 
(+ve): m/z (% rel. intensity): 711 [M + H]+ (100). 
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N
O

O

O

O

H
N

N
H

Gb

H2N

 
Lipid Gb Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 152.4 mg) 44.2 mg, 34%; IR: νmax 3442, 2918, 2851, 1627, 1468, 1430, 
1202, 1136 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.23 (br s, 
48H, skeleton CH2-fatty acid), 1.55 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 1.71 (br s, 4H, NHCH2CH2CH2CH2NH), 
2.07 (m, 4H, NH2CH2CH2CH2NH, NHCH2CH2CH2N), 2.29 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 3.02–3.47 (m, 12H, 
NH2CH2CH2CH2NH, NHCH2CH2CH2CH2NH and NHCH2CH2CH2H), 3.50 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O), 4.38 
(br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. intensity): 767 [M + H]+ (100). 
 

N
O

O

O

O

Gc

H
N

N
H

H2N

 
Lipid Gc Yield: (resin: 1.1 mmol/g, 152.2  mg) 57.4 mg, 42% ; IR: νmax 3435, 2918, 2850, 1671, 1469, 
1202, 1136 cm1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.80 (t, J = 6.7 Hz, 6H, 2  CH3-fatty acid), 1.18 (br s, 56H, 
skeleton CH2-fatty acid), 1.52 (br s, 4H, 2  COCH2CH2), 1.72 (br s, 4H, NHCH2CH2CH2CH2NH), 2.02 (br 
s, 4H, NH2CH2CH2CH2NH, NHCH2CH2CH2N), 2.26 (m, 4H, 2  COCH2CH2), 2.97–3.42 (m, 12H, 
NH2CH2CH2CH2NH, NHCH2CH2CH2CH2NH and NHCH2CH2CH2N), 3.62 (br s, 4H, 2  NCH2CH2O), 4.35 
(br s, 4H, 2  NCH2CH2O); ESMS (+ve): m/z (% rel. intensity): 823 [M + H]+ (100). 
 
3. การเตรียมไลโปโซมและสารประกอบเชิงซ้อนไลโปโซมและดีเอน็เอ 
 ไลโปโซมเตรียมจากสารผสมของไขมนัประจุบวกและEPC ในอตัราส่วนต่อโมล 1:3 โดยใชว้ธีิ 
sonication กล่าวคือผสมไขมนัประจุบวกและEPC ในตวัทาํละลายอินทรีย ์ (CHCl3 และ MeOH) ระเหยตวัทาํ
ละลายอินทรียอ์อกโดยใชแ้ก๊สไนโตรเจน นาํฟิลม์สารท่ีไดไ้ปใส่ใน desiccators ขา้มคืน นาํฟิลม์สารมาทาํให้
ช้ืนดว้ย Tris buffer (pH 7.4) และ sonicate ประมาณ 30 นาที ไดไ้ลโปโซม นาํไลโปโซมท่ีเตรียมไดม้าผสมกบั
ดีเอน็เอในอตัราส่วนตามตอ้งการ ปิเปตข้ึนและลงท่ีอุณหภูมิหอ้ง ตั้งไว ้30 นาทีก่อนการใชง้าน 
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4. การศึกษาการพาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ 
 เตรียม HeLa เซลล ์ (2x104 เซลลต่์อหลุม) ใน complete medium (MEM ประกอบดว้ย 10% fetal 
bovine serum, supplemented with 1 % L-glutamine, 1% non-essential amino acids solution, 100 U/mL 
penicillin and 100 μg/mL streptomycin) บ่มท่ี 37 C และ 5% CO2 ก่อนการทดลอง 1 วนั ในวนัทาํการทดลอง 
ท้ิง medium แลว้ใส่สารประกอบเชิงซอ้นไลโปโซม-ดีเอน็เอ ใน medium ท่ีไม่มี serum บ่ม 24 ชม นาํเซลลม์า
ลา้งดว้ย PBS buffer (pH 7.4) และใส่ complete medium แทน วิเคราะห์ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่
เซลลโ์ดยนบัจาํนวนเซลลท่ี์ปรากฏการเรืองแสงสีเขียวดว้ยกลอ้ง fluorescence microscope (excitation filter 
480/40 and emission filter 535/50). 
 
5. การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ 
 ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยวิธี MTT เตรียม HeLa เซลล ์ (8x103 เซลลต่์อหลุม) ใน complete 
medium บ่มท่ี 37 C และ 5% CO2 ก่อนการทดลอง 1 วนั ท้ิง medium แลว้ใส่สารประกอบเชิงซอ้นไลโปโซม-ดี
เอน็เอ ใน medium ท่ีไม่มี serum บ่ม 24 ชม นาํเซลลม์าลา้งดว้ย PBS buffer (pH 7.4) และใส่ medium ท่ีมี 
MTT (1 mg/mL) บ่ม 4 ชม หลงัจาก 4 ชม ใส่ DMSO เพื่อละลายผลึก formazan ท่ีเกิดข้ึนจากเซลลท่ี์รอดชีวิต 
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง microplate reader 
 
สรุปผลการศึกษาและวจิารณ์ผล 
 
 จากการสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวกดว้ยเทคนิคการสงัเคราะห์บนวฏัภาคของแขง็ เบ้ืองตน้สามารถ
สงัเคราะห์สารไดท้ั้งหมด 21 ชนิด การหาเอกลกัษณ์ของสารดงักล่าวอาศยัขอ้มูลทาง IR 1H NMR และ MS 
สเปกโทรสโกปี จากการทดสอบเบ้ืองตน้พบวา่ไขมนัประจุบวก 5 ชนิดคือ Fb-Gc แสดงประสิทธิภาพในการ
พาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ ไขมนัประจุบวก Ga แสดงประสิทธ์ิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ท่ีสุด ซ่ึงมี
ประสิทธิภาพเทียบเท่ากบัสารเกรดการคา้ LipofectamineTM2000 นอกจากน้ีไขมนัประจุบวกชนิดน้ีไม่มีความ
เป็นพิษต่อเซลล ์
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โครงการย่อยที ่2 
การสังเคราะห์ไขมนัประจุบวกทีม่คีอเลสเตอรอลเป็นโครงสร้างหลกัสําหรับนําส่งเคอร์

คูมนิเข้าสู่เซลล์ 
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โครงการย่อยที ่2 
การสังเคราะห์ไขมันประจุบวกทีมี่คอเลสเตอรอลเป็นโครงสร้างหลกัสําหรับนําส่งเคอร์คูมินเข้าสู่เซลล์ 

 
ผลการศึกษา 
 ในปัจจุบนั ระบบนาํส่งยาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิไดรั้บความสนใจในการศึกษาวิจยั 
ซ่ึงประกอบดว้ย พอลิเมอริกไมเซลล ์ (polymeric micelles) และ พอลิเมอริกเวสิเคิล (polymeric vesicles)1-3 
เดนไดรเมอร์ (dendrimers)4,5 ไลโปโซม (liposomes)6,7 ไมเซลล ์ (micelles)7 และ นาโนเจล (nanogels)8,9 จาก
ระบบนาํส่งท่ีกล่าวมา ไลโปโซมจดัเป็นระบบนาํส่งชนิดหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพสามารถประยกุตก์ารใชไ้ด้
หลากหลายในการนาํส่งยารวมถึงการนาํส่งยนีดว้ย10-12 ไดมี้การศึกษาการใชไ้ลโปโซมประจุบวก (cationic 
liposomes) ในการนาํส่งยาเน่ืองจากไลโปโซมประจุบวกสามารถสามารถสะสมในเซลลเ์น้ืองอกได้13 
นอกจากน้ี ไลโปโซมประจุบวกยงัช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการเขา้เซลลแ์ละเพิ่มฤทธ์ิทางชีวภาพของยาท่ีถูก
ห่อหุม้ ซ่ึงผลดงักล่าวเกิดจากความสามารถของไลโปโซมประจุบวกเกิดอนัตรกิริยากบัประจุลบของผนงัเซลล ์
ซ่ึงเหน่ียวนาํใหเ้กิดเอนโดไซโตซิส (endocytosis)14 ทาํใหย้าเขา้สู่เซลลไ์ด ้
 ไดมี้รายงานการใชไ้ลโปโซมประจุบวกท่ีมีคอเลสเตอรอลเป็นโครงสร้างหลกัในการนาํส่งยนีเชา้สู่
เซลลเ์ล้ียงลูกดว้ยนม15-20 คอลเสเตอรอลเป็นท่ีนิยมใชเ้ป็นส่วนไขมนัไม่มีขั้วเน่ืองจากทาํใหไ้ดไ้ลโปโซมท่ีมี
ความเสถียร และมีความเป็นพิษตํ่าต่อเซลลท์ดสอบ21 ดงันั้นในการวิจยัน้ี ไดอ้อกแบบไขมนัประจุบวกท่ีมี
คอเลสเตอรอลเป็นโครงสร้างหลกั (โครงสร้างท่ี 1) ซ่ึงสามารถใชเ้ตรียมไลโปโซมประจุบวกสาํหรับนาํส่งดี
เอน็เอหรือนาํส่งยาท่ีไม่มีขั้วได ้ จากโครงสร้างของสารไขมนัประจุบวกดงักล่าวยงัสามารถเช่ือมต่อกบัตวัยา
ดว้ยพนัธะเคมีได ้
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Cationic lipid (1)  
 
 การสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวก 1 แสดงใน Scheme 2.1 เร่ิมจากการเตรียม N-(tert-butoxycarbonyl)-
1,3-diaminopropane (3) โดยใชว้ิธีการสงัเคราะห์แบบเจือจาง22 หลงัจากนั้นนาํสาร 3 ไปทาํปฏิกิริยาต่อกบั 
chloroacetyl chloride ไดส้ารประกอบเอไมด ์4 ในการเตรียมสาร 4 โดยทาํปฏิกิริยา 2 ขั้นตอน ไดเ้ปอร์เซ็นต์
ผลิตภณัฑ ์ 72% นาํสาร 4 มาเช่ือมต่อกบัสาร 6 ไดส้ารผลิตภณัฑ ์ 7 (72%) โดยท่ีสาร 6 เตรียมจากการทาํ
ปฏิกิริยาระหวา่ง cholesteryl chloroformate (5) และ 1,3-diainopropane (2) ในขั้นตอนสุดทา้ย ทาํการกาํจดัหมู่



 -24-

ป้องกนั Boc ออกโดยนาํสาร 7 มาทาํปฏิกิริยากบั 20% TFA ในตวัทาํละลาย CH2Cl2 ไดผ้ลิตภณัฑ ์ 1 (93%) 
วิเคราะห์โครงสร้างของสาร 1 ดว้ยเทคนิค IR NMR และ MS 

 

H2N NH2

BocHN NH2

BocHN N
H

Cl

O

O

Cl O

O

N
H

OH2N

O

N
H

ON
H

H
N

O

BocHN

O

N
H

ON
H

H
N

O

H2N

a

b

c

d

e

2

5

64

3

7

1  
Scheme 2.1. การสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวก 1. Reagents and conditions: (a) Boc2O, CH2Cl2, rt., 89%; (b) 
chloroacetyl chloride, pyridine, 0C, 81%; (c) 1,3-diaminopropane, CH2Cl2, rt., 97%; (d) Et3N, EtOH, 
reflux, 72%; (e) TFA, CH2Cl2, 93%. 
 
 หลงัจากเตรียมไขมนัประจุบวก 1 ไดแ้ลว้ ทาํการศึกษาผลของไขมนัประจุบวกต่อการกกัเกบ็สารและ
การพาสารเขา้สู่เซลลม์ะเร็ง โดยเลือกเคอร์คูมิน (Curcumin) เป็นสารท่ีใชใ้นการศึกษาเร่ิมตน้ เคอร์คูมินเป็น
สารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพหลากหลาย เช่น ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ23

 ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ24-26
 ฤทธ์ิตา้นมะเร็ง23,24,27,28 

และฤทธ์ิตา้นเช้ือเอชไอวี (HIV)29,30 อยา่งไรกต็าม เคอร์คูมินไม่ไดรั้บการพฒันาไปเป็นยาไดเ้น่ืองจากเคอร์
คูมินมีชีวปริมาณออกฤทธ์ิ (bioavailability) ตํ่า อยา่งไรกต็าม ไดมี้การศึกษาการใชไ้ลโปโซมในการเพ่ิมชีวปริ
มาณออกฤทธ์ิและเพิ่มฤทธ์ิทางชีวภาพของเคอร์คูมิน31-33 ส่ิงสาํคญัประการหน่ึงของระบบนาํส่งชนิดไลโป
โซมคือประสิทธิภาพในการกกัเกบ็สาร ในการทดลองน้ีการเตรียมการกกัเกบ็เคอร์คูมินในไลโปโซมโดยใช้
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วิธีการเตรียมแบบฟิลม์บาง (thin-film)34 ซ่ึงไลโปโซมเตรียมจากสารผสมของไขมนัประจุบวก 1 และ DOPE 
ในอตัราส่วน 1:1 โดยนํ้าหนกั และอตัราส่วนโดยนํ้าหนกัของเคอร์คูมินต่อไลโปโซมเท่ากบั 1:20 จากการ
วิเคราะห์พบวา่เคอร์คูมินถูกกกัเกบ็ในไลโปโซม 68% ทั้งน้ีเคอร์คูมินเป็นสารมีขั้วตํ่า ดงันั้นเคอร์คูมินถูกกกั
เกบ็ในส่วนไม่มีขั้วของไลโปโซม ผลท่ีไดน้ี้สอดคลอ้งกบัตวัยาชนิดมีขั้วตํ่าชนิดอ่ืน34,35 
 
 นาํเคอร์คูมินท่ีถูกกกัเกบ็ในไลโปโซมมาทาํการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล ์ 5 ชนิด ไดแ้ก่ 
เซลลม์ะเร็งปากมดลูก (cervical epithelial adenocarcinoma, HeLa) เซลลม์ะเร็งปอด (lung epithelial 
adenocarcinoma, A549) เซลลม์ะเร็งตบั (liver hepatocellular carcinoma, HepG2) และ เซลลม์ะเร็งเมด็เลือด
ขาว 2 ชนิด (erythromyeloblastoid leukemia, K562 และ T cell lymphoblastic leukaemia, 1301) ในการ
ทดลองเบ้ืองตน้ ทาํการหาอตัราส่วนระหวา่ง เคอร์คูมินและไลโปโซมท่ีเหมาะสม ไดท้าํการเตรียมส่วนผสม
ของเคอร์คูมินต่อไลโปโซม โดยนํ้าหนกั ท่ีอตัราส่วน 1:5, 1:10, 1:20, 1:40 และ 1:80 โดยใหเ้คอร์คูมินมีความ
เขม้ขน้คงท่ี ๆ 10.8 M และทาํการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล ์HeLa นอกจากน้ีไดท้าํการทดสอบความเป็น
พิษของไลโปโซมเทียบดว้ย ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 2.1 ไลโปโซมท่ีความเขม้ขน้สูงแสดงความเป็นพษิ
ต่อเซลล ์ กล่าวคือ สารผสมเคอร์คูมินต่อไลโปโซมท่ีอตัราส่วน 1:80 แสดงความเป็นพษิต่อเซลลท์ดสอบ
เทียบเท่ากบัไลโปโซมในปริมาณเดียวกนั สารผสมเคอร์คูมินต่อไลโปโซมท่ีอตัราส่วน 1:20 ทาํใหเ้ซลล์
ทดสอบตายไป 60% ในขณะท่ีไลโปโซมในปริมาณเดียวกนั ซ่ึงมีความเขม้ขน้เท่ากบั 120 M ทาํใหเ้ซลล์
ทดสอบตายไปเพียง 25% ดงันั้นจึงเลือกใช ้ สารผสมเคอร์คูมินต่อไลโปโซมท่ีอตัราส่วน 1:20 ในการทดลอง
ถดัไป 

 
รูปท่ี 2.1 ความเป็นพิษต่อเซลล ์HeLa ของ ไลโปโซม เคอร์คูมิน และ เคอร์คูมินท่ีกกัเกบ็ในไลโปโซม 

 
 ไดมี้รายงานวา่ไลโปโซมแสดงความเป็นพษิต่อเซลลช์นิดต่าง ๆ36,37 ดงันั้นจาํเป็นตอ้งทดสอบความ
เป็นพิษของไลโปโซม ต่อเซลลท์ดสอบทั้ง 5 ชนิด ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 2.1 ไลโปโซมแสดงความ
เป็นพิษต่อเซลลท์ดลองตํ่า โดยมีค่า ED50 เท่ากบั 180, 210, 105, 165 และ 90 M ต่อเซลล ์ HeLa, A549, 
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HepG2, K562 และ 1301 นอกจากน้ีไดน้าํไลโปโซมมาศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลป์กติดว้ย ซ่ึงพบวา่ไลโป
โซมไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 600 M จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ ไลโป
โซมชนิดน้ีเหมาะสาํหรับใชเ้ป็นระบบนาํส่งยาได ้ ไดมี้การรายงานถึงการเพ่ิมความเป็นพษิของสารทดสอบ
โดยการใชไ้ลโปโซมเกรดการคา้ต่อเซลลต่์าง ๆ31-33,38 ดงันั้นจึงทาํการทดสอบการเพ่ิมประสิทธิภาพของเคอร์
คูมินต่อความเป็นพิษของเซลลโ์ดยใชไ้ลโปโซมท่ีสงัเคราะห์ข้ึน จากผลการทดลองพบวา่ ความเป็นพิษของ
เคอร์คูมิน และเคอร์คูมินท่ีถูกกกัเกบ็ในไลโปโซม ข้ึนอยูก่บัชนิดของเซลลท่ี์ทดสอบ (ตารางท่ี 2.1) ไดมี้
รายงานวา่เคอร์คูมินไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลดี์39 นอกจากน้ีเม่ือมนุษยรั์บประทานเคอร์คูมิน 8 กรัมต่อวนัเป็น
ระยะเวลา 3 เดือน40 หรือใหห้นูกินเคอร์คูมินปริมาณ 5 กรัมต่อนํ้าหนกัหนู 1 กิโลกรัม41 จะไม่แสดงความเป็น
พิษ จากการทดลองพบวา่เคอร์คูมินแสดงความเป็นพษิท่ีตํ่ากวา่เคอร์คูมินท่ีถูกกกัเกบ็ในไลโปโซม ทั้งน้ีเคอร์
คูมินแสดงความเป็นพิษตํ่า เน่ืองจากการเขา้เซลลต์ ํ่าและสลายตวัไดง่้าย สาํหรับเคอร์คูมินท่ีกกัเกบ็ในไลโป
โซมแสดงความเป็นพิษต่อเซลล ์A549, HepG2 และ K562 ไดดี้กวา่เคอร์คูมิน 5-8 เท่า และแสดงความเป็นพิษ
ต่อเซลล ์HeLa และ 1301 ไดดี้กวา่ 2-3 เท่า 
 

ตารางท่ี 2.1 ความเป็นพษิต่อเซลล ์ของ ไลโปโซม เคอร์คูมิน และ เคอร์คูมินท่ีกกัเกบ็ในไลโปโซม  

Tested  

preparation 

ED50 (M) 

HeLa A549 HepG2 K562 1310 

Free curcumin 17 50 30 20 8 

Liposomal curcumin 8 10 4 2.5 3.1 

Empty liposomes 180 210 105 165 90 

 

 ผลการศึกษาการเขา้สู่เซลล ์HeLa ของเคอร์คูมิน และเคอร์คูมินท่ีกกัเก็บในไลโปโซมแสดงในรูปท่ี 
2.2 จากผลการทดลองพบว่า ไลโปโซมช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการเขา้สู่เซลล์ของเคอร์คูมิน ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากประจุบวกของไลโปโซมสามารถเกิดอนัตระกิริยากบัผนงัเซลลท่ี์เป็นประจุลบและเหน่ียวนาํใหไ้ล
โปโซมเขา้สู่เซลลไ์ด ้จากผลการทดลองพบว่าเคอร์คูมินท่ีถูกกกัเก็บในไลโปโซมสามารถเขา้สู่เซลลไ์ดภ้ายใน 
5 นาที เม่ือเวลามากข้ึนความเขม้แสงของเซลลท่ี์เกิดจากเคอร์คูมินยิ่งเพิ่มมากข้ึน นอกจากไลโปโซมช่วยใน
การเขา้สู่เซลลข์องไลโปโซมแลว้ ยงัช่วยเพิ่มความเสถียรของเคอร์คูมินในเซลลอี์กดว้ย เคอร์คูมินก็สามารถเขา้
เซลล์ได้ภายใน 5 นาที แต่ความเขม้ของแสงน้อยกว่า และจะไม่ปรากฏแสงหลังจาก 20 นาที ทั้ งน้ีอาจ
เน่ืองมาจาก เคอร์คูมินไดส้ลายตวัไปหมดแลว้ ซ่ึงเป็นขอ้สรุปไดว้่าไลโปโซมสามารถเพ่ิมความเสถียรของ
เคอร์คูมินได ้
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รูปท่ี 2.2. Fluorescence microscopy images of HeLa cells incubated for 5, 10 and 60 min at 37C. Row (A): 
PBS; row (B): 40 M curcumin, and row (C): 40 M liposome-encapsulated curcumin. 
 
วธีิการ 
1. การสังเคราะห์ไขมันประจุบวก 1 
 
การเตรียม N-(tert-Butoxycarbonyl)-1,3-diaminopropane (3) นาํ Di-tert-butyl dicarbonate (5.9 g, 0.0269 
mol) ละลายใน CH2Cl2 (50 ml) และค่อยๆหยดลงในสารละลาย 1,3-diaminopropane (2) (10 g, 0.134 mol) ใน
ตวัทาํละลาย CH2Cl2 (200 ml) คนสารละลายขา้มคืน ระเหยตวัทาํละลายออกใหเ้หลือตวัทาํละลายประมาณ 
100 ml นาํสารท่ีไดใ้ส่ลงในกรวยสกดั เติมนํ้า (100 ml) เขยา่ แยกชั้นอินทรียเ์กบ็ไว ้นาํชั้นนํ้ามาสกดัซํ้าดว้ย 
CH2Cl2 (100 ml) รวมชั้นสารละลายอินทรียเ์ขา้ดว้ยกนั ดูดนํ้าออกดว้ย Na2SO4 ระเหยตวัทาํละลายออกภายใต้
ลดความดนั นาํสารท่ีไดไ้ปแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช ้ CH2Cl2-MeOH เป็นตวัทาํละลาย โดย
ค่อยๆ เพิ่มปริมาณของ MeOH ไดส้ารผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ (4.2 g, 89%). ขอ้มูลทางสเปกโตรสโกปีของสาร
ดงักล่าวตรงกบัค่าท่ีรายงานไว้ 42 
 
การสังเคราะห์ N-(tert-Butoxycarbonyl)-N-(chloroacetyl)-1,3-diaminopropane (4) นาํ N-(tert-
Butoxycarbonyl)-1,3-diaminopropane (3) (1.88 g, 0.0108 mol) มาละลายใน dry pyridine และคนท่ีอุณหภูมิ 
0oC นาน 10 นาที เติม chloroacetyl chloride (1.46 g, 0.0129 mol) คนปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 12 ชัว่โมง เท
ปฏิกิริยาลงในนํ้าเยน็ (100 ml) สกดัดว้ย EtOAc (350 ml) นาํสารสกดัท่ีไดม้าทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย . คอลมัน์โคร
มาโทกราฟี โดยใช ้ CH2Cl2-MeOH เป็นตวัทาํละลาย โดยค่อยๆ เพิ่มปริมาณของ MeOH ไดส้ารผลิตภณัฑท่ี์
ตอ้งการ (2.21 g, 81%) ไดส้ารเป็นผลึกสีขาวมีจุดหลอมเหลว 4345C  
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 IR (KBr): vmax 3359, 3197, 2956, 2923, 2852, 1660, 1640, 1553, 1468, 1411, 1173, 1137, 702 cm-1; 1H-
NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.30 (9 H, s, CH3-Boc), 1.53 (2 H, quint, J 6.0 Hz, H-2), 3.01 (2 H, br. d, J 5.4 
Hz, H-1), 3.20 (2 H, q, J 5.5 Hz, H-3), 3.90 (2 H, s, H-4), 5.27 (1 H, br. s, NHCOO), 7.40 (1 H, br. s, 
NHCO); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 28.1 (CH3-Boc), 29.4 (C-2), 36.4 (C-1), 37.0 (C-3), 42.2 (C-5), 79.1 
(C-Boc), 156.5 (NHCOO), 166.7 (NHCO); MS (ES+): m/z 273.7 ([M + Na]+, 100%); HR-TOFMS (ESI+): 
m/z 273.0982 [M + Na]+; calcd for C10H19N2O3 + Na, 273.0976. 
 
การสังเคราะห์ 3β-Cholest-5-en-3-yl-N-(3-aminopropyl)carbamate (6) ค่อยๆหยดสารละลาย cholesteryl 
chloroformate (5) (6.1 g, 0.013 mol) ในตวัทาํละลาน CH2Cl2 (50 ml) ลงในสารละลาย 1,3-diaminopropane 
(11 g, 0.14 mol) ในตวัทาํละลาย CH2Cl2 (200 ml) คนสารละลายขา้มคืน เติมนํ้า (200 ml) ลงในปฏิกิริยา และ
สกดัดว้ย CH2Cl2 (3×50 ml) นาํสารสกดัท่ีไดม้าทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช ้ CH2Cl2-
MeOH เป็นตวัทาํละลาย โดยค่อยๆ เพิ่มปริมาณของ MeOH ไดส้ารผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ (6.1 g, 97%) 
IR (KBr): vmax 3422, 2926, 2852, 1685, 1466, 1382, 1122, 1045 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.62 (3 
H, s, Me-Chol), 0.81 (6 H, d, J 6.5 Hz, Me-Chol), 0.86 (6 H, d, J 6.5 Hz, Me-Chol), 0.881.50 (21 H, m, 
CH-Chol), 1.57 (2 H, quint, J 6.4 Hz, H-2'), 1.62.3 (7 H, m, CH-Chol), 2.72 (2 H, t, J 6.5 Hz, H-3'), 3.20 (2 
H, br. d, J 5.0 Hz, H-1'), 4.42 (1 H, br. s, CH-Chol), 5.19 (1 H, br. s, NHCO), 5.34 (1 H, br. s, CH-Chol); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 11.7, 18.6, 19.2, 20.9, 22.4, 22.7, 23.7, 24.1, 27.9, 28.10, 28.14, 31.7, 31.8, 
33.0, 35.7, 36.0, 36.4, 36.9, 38.5, 38.7, 39.4, 39.6, 42.2, 49.9, 56.0, 56.5, 74.0, 122.3, 139.7, 156.2; MS 
(ES+): m/z 487.4 ([M + H]+, 100%); HR-TOFMS (ESI+): m/z 487.4278 [M + H]+; calcd for C31H54N2O2 + H, 
487.4258. 
 
การสังเคราะห์สาร 7 นาํสารละลายผสมของสาร 4 (0.367 g, 146 mmol) สาร 6 (0.715 g, 146 mmol) และ Et3N 
(0.61 ml, 0.044 mol) ในตวัทาํละลาย EtOH (10 ml) มา refluxed นาน 6 ชัว่โมง เม่ือปฏิกิริยาเกดิสมบูรณ์ นาํ
ปฏิกิริยามาสกดัดว้ย EtOAc (3×100 ml) นาํสารสกดัท่ีไดม้าทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช ้
CH2Cl2-MeOH เป็นตวัทาํละลาย โดยค่อยๆ เพิ่มปริมาณของ MeOH ไดส้ารผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ (0.735 g, 
72%) 
IR (KBr): vmax 3364, 2928, 2852, 1720, 1689, 1660, 1545, 1527, 1461, 1366, 1272, 1253, 1174 cm-1; 1H-
NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.63 (3 H, s, Me-Chol), 0.82 (6 H, d, J 6.5 Hz, Me-Chol), 0.87 (6 H, d, J 6.5 Hz, 
Me-Chol), 0.96 (3 H, s, CH-Chol), 1.001.31 (10 H, m, CH-Chol), 1.39 (9 H, s, CH3-Boc), 1.441.52 (9 H, 
m, CH-Chol), 1.61 (2 H, t, J 6.0 Hz, H-2), 1.70 (2 H, quint, J 6.4 Hz, H-2'), 1.792.29 (7 H, m, CH-Chol), 
2.65 (2 H, t, J 6.4 Hz, H-3'), 3.11 (2 H, br. d, J 6.0 Hz, H-1'), 3.253.30 (6 H, m, H-1, H-3, H-4), 4.43 (1 H, 
br. s, CH-Chol), 5.06 (1 H, br. s, NH), 5.13 (1 H, br. s, NH), 5.34 (1 H, br. s, CH-Chol), 7.65 (1 H, br. s, 
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NH); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 11.8, 18.6, 19.2, 20.9, 21.4, 22.5, 22.7, 23.7, 24.2, 27.9, 28.12, 28.18, 
28.3, 29.4, 29.9, 31.8, 35.7, 36.1, 36.5, 36.9, 37.1, 38.1, 38.5, 39.4, 39.6, 42.2, 46.7, 49.9, 51.8, 56.0, 56.6, 
74.3, 79.2, 122.5, 139.7, 156.4, 170.9, 175.7; MS (ES+): m/z 701.5 ([M + H]+, 100%); HR-TOFMS (ESI+): 
m/z 701.5577 [M + H]+; calcd for C41H72N4O5 + H, 701.5575. 
 
การสังเคราะห์ไขมันประจุบวก 1 นาํสารละลายสาร 7 (0.20 g, 0.285 mmol) ในตวัทาํละลาย CH2Cl2 (5 ml) มา
เติม trifluoroacetic acid (1.0 ml) คนปฏิกิริยานาน 10 นาที กาํจดัสารละลายออกโดยใชก๊้าซไนโตรเจน ไดส้าร
ผลิตภณัฑต์ามตอ้งการ (0.16 g, 93%) 
IR (KBr): vmax 3395, 2929, 2852, 1715, 1679, 1554, 1519, 1462, 1202, 1135 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ 0.65 (3 H, s, Me-Chol), 0.84 (6 H, d, J 6.0 Hz, Me-Chol), 0.87 (6 H, d, J 5.4 Hz, Me-Chol), 0.97 
(3 H, s, CH-Chol), 1.021.52 (20 H, m, CH-Chol), 1.831.97 (10 H, m, H-2, H2', CH-Chol), 2.25 (2 H, br. 
s, CH-Chol), 2.94 (2 H, br. s, H-3'), 3.08 (2 H, br. s, H-3), 3.20 (2 H, br. s, H-1), 3.30 (2 H, br. s, H-1'), 3.79 
(2 H, br. s, H-5), 4.36 (1 H, br. s, CH-Chol), 5.31 (1 H, br. s, CH-Chol); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 11.8, 
18.7, 19.1, 21.0, 22.5, 22.7, 23.9, 24.2, 26.4, 27.8, 28.0, 28.2, 31.8, 35.8, 36.2, 36.5, 36.8, 37.4, 38.2, 39.5, 
39.7, 42.3, 49.9, 56.2, 56.6, 114.0, 116.9, 122.8, 139.4, 158.0, 166.3; MS (ES+): m/z 601.5 ([M + H]+, 
100%); HR-TOFMS (ESI+): m/z 601.5089 [M + H]+; calcd for C36H64N4O3+H, 601.5051. 
 
2. การเตรียม liposome-encapsulated curcumin  Bilayer lipids for liposomes were cationic lipid 1 and 
dioleoyl-L-α-phosphatidylethanolamine (DOPE) taken equivalent weight ratio; different total lipid/curcumin 
ratios were used. An appropriate quantity of curcumin dissolved in EtOH (1 g/l) and lipid in CHCl3 (1 
g/l) were mixed in Eppendrof tube, organic solvents were evaporated under a stream of nitrogen and 
residue was dried under high vacuum for 2 h. The resulting thin film was hydrated with phosphate-buffer 
saline (PBS, pH 7.4, 20 μl) at room temperature. The mixture was vortexed for 30 s and sonicated for 20 
min; concentration of curcumin in each case was the same. The resulting liposomal curcumin was used 
immediately. Free curcumin was prepared by dissolving in DMSO and the final concentration of DMSO was 
0.5% (v/v). 
 
3. การหา Curcumin encapsulation efficiency The amount of curcumin incorporated in liposome was 
determined using HPLC using Waters Model 515 liquid chromatograph. Cationic lipid (1) and DOPE were 
mixed in the ratio of 1 : 1 (w/w) in CHCl3. The known amount of curcumin in EtOH was added to the lipid 
solution in the weight ratio of 1 : 20 (drug/lipid). The organic solvents were evaporated under a stream of 
nitrogen and further dried under high vacuum for 2 h. The resulting thin film was hydrated with PBS at 
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room temperature. The mixture was vortexed for 30 s and sonicated for 20 min. The supernatant containing 
liposomal-curcumin complex was separated from insoluble un-encapsulated curcumin by centrifugation at 
3000 rpm for 5 min on Eppendrof miniSpin. The curcumin pellet obtained was washed twice with water, 
dissolved in CH2Cl2 and assayed by HPLC (Waters Model 515 device, Model 2487 UV detector, 250×4.60 
mm column, luna 5μ silica Phenomenex, CH2Cl2/ MeOH, 90/10, v/v). 
 
4. Cell cultures HeLa cells were cultured in growth medium, consisting of S-MEM, 5% horse serum, 5% 
fetal bovine serum, 1% L-glutamine and 1% gentamicin-kanamycin. A549 and HepG2 cells were cultured in 
D-MEM with 10% fetal bovine serum, 1% L-glutamine and 1% penicillin-streptomycin. K562 and 1301 
cells were cultured in RPMI1640 media with 10% fetal bovine serum, 1% L-glutamine and 1% penicillin-
streptomycin. HEK293 cells were cultured in MEM supplemented with 10% fetal bovine serum. Cells were 
incubated at 37C, 5% CO2. 1 × 105 attached cells (HeLa, A549 and HepG2) and 5 × 105 suspension cells 
(K562 and 1301) were plated in 500 μl of growth medium in 24-well plate so these cells would be 8090% 
confluent at the time of testing. 
 

5. Cell uptake studies HeLa cells were seeded in 24-well plates at a seeding density of 1 × 105 cells per well 
in 500 μl of growth medium and were allowed to attach for 24 h. For the studies of concentration-dependent 
uptake, cells were treated with 40 M of liposomal curcumin or curcumin and were incubated for 5, 10, 20 
and 60 min. Each time point, the medium was removed and the cells were washed three times with PBS and 
visualized using an Nikon ECLIPSE TE 300 microscope (λex = 460490 and λem = 510520 nm). 
 
6. Cytotoxicity assays In 24-well plates, 100,000 cells were plated per well and allowed to grow overnight. 
Curcumin at final concentrations of 5, 10, 20, 40 and 80 M and liposomal curcumin at final curcumin 
concentration of 1.25, 2.5, 5, 10, 20, and 40 M was added in wells (in triplicate) and incubated at 37C in 
CO2 incubator for 6 h. The medium was removed and the cells were washed thrice with PBS buffer before 
being changed to complete medium. The cells were incubated at 37C in CO2 incubator for 48 h prior to 
testing for apoptosis by staining with propidium iodide and Annexin V-FITC and then detected by flow 
cytometer.43 Data (Table 2.1) show the mean of at least three independent experiments ± SD. 
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โครงการย่อยที ่3 
ผลของสารผสมไขมนัประจุบวกทีม่ต่ีอประสิทธิภาพในการ พาดเีอน็เอเข้าสู่เซลล์ 
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โครงการย่อยที ่3 
ผลของสารผสมไขมันประจุบวกทีมี่ต่อประสิทธิภาพในการ พาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ 

 
ผลการศึกษา 
 ไขมนัประจุบวกเป็นระบบนาํส่งชนิดไม่ใช่ไวรัส (non-viral vector) เป็นระบบนาํส่งท่ีมีผูใ้หค้วาม
สนใจศึกษากนัอยา่งกวา้งขวาง ทั้งน้ีเน่ืองจากไขมนัประจุบวกสามารถเตรียมไดง่้าย ไม่มีความเป็นพิษกบัเซลล ์
สามารถนาํส่งดีเอน็เอ และยาทั้งมีขั้วและไม่มีขั้วเขา้ไปในเซลลไ์ด ้อยา่งไรกต็ามประสิทธิภาพของไขมนัประจุ
บวกในการเขา้สู่เซลลย์งัตํ่าอยู ่ เม่ือเทียบกบัระบบนาํส่งท่ีใชไ้วรัส (viral vector) แต่เน่ืองจากปัญหาของระบบ
นาํส่งประเภทไวรัส ยงัประสบปัญหาสาํคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบัภูมิคุม้กนั จึงไดมี้การศึกษาระบบนาํส่งชนิดไม่ใช่
ไวรัส โดยเฉพาะไขมนัประจุบวก เพื่อใหมี้ประสิทธิภาพท่ีสูงข้ึน โดยนกัวจิยัเนน้หลกัไปทางการสงัเคราะห์
ไขมนัประจุบวกชนิดใหม่ ๆ เพื่อใหมี้ประสิทธิภาพท่ีสูงข้ึน การเพิ่มประสิทธิภาพในการเขา้สู่เซลลข์องไขมนั
ประจุบวกทาํไดโ้ดยการผสมไขมนัตวัช่วย (helper lipid) เช่น DOPE (1) หรือ cholesterol (2) นอกจากน้ีไดมี้
การศึกษาการใชไ้ขมนัประจุบวกตั้งแต่สองนิดมาผสมกนัเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์
เช่น ในการผสมระหวา่ง DMTAP (3) และ DOTAP (4)1 ซ่ึงไขมนัประจุบวกทั้งสองชนิด มีส่วนหวัมีขั้วและ
โครงสร้างหลกัท่ีเหมือนกนั แต่แตกต่างตรงความยาวของส่วนไขมนัไม่มีขั้ว จากการทดลองพบวา่
ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลเ์พิ่มข้ึนเม่ือไขมนัประจุบวกผสมมีปริมาณของ DOTAP (2) ท่ีเพิ่มข้ึน 
นอกจากกน้ีการใชไ้ขมนัประจุบวก 4 ชนิดคือ DOTAP (4), DOPC (5), DC-Chol (6) และ DOPE (1) มี
ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้กวา่การใชส้ารผสมของ DOTAP (4) กบั DOPC (5) และสาร
ผสมของ DC-Chol (6) กบั DOPE (1)2 
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 เม่ือไม่นานมาน้ี ไดร้ายงานการสงัเคราะห์และศึกษาประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลข์อง
ไขมนัประจุบวกท่ีมีโครงสร้างหลกัต่างกนัสองชนิดคือ Ab3 และ Ga4 โดยท่ี Ab มี aminoglycerol เป็น
โครงสร้างหลกั ในขณะท่ี Ga มี dihydroxyethyl amino เป็นโครงสร้างหลกั ซ่ึงสารสั้ งสองมีประสิทธิภาพใน
การพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ เพื่อศึกษาผลของการใชไ้ขมนัประจุบวกผสมเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการพาดี
เอน็เอเขา้สู่เซลล ์ นาํไขมนัประจุบวก Ab และ Ga มาผสมกนัท่ีอตัราส่วนโดยนํ้าหนกัต่าง ๆ และทดสอบ
ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์HEK293 ในการทดลองน้ีใชด้เ้อน็เอท่ีมี -galactosidase เป็นโปรตีน
รายงานผล ใชอ้ตัราส่วนผสมของดีเอน็เอต่อไลโปโซมต่อนํ้าหนกัท่ี 1:20 และใช ้ LipofectamineTM 2000 เป็น
สารสารมาตรฐาน ผลการทดลองแสดงในรูปที ่3.1 จากการทดลองพบวา่ ไขมนัประจุบวกผสม Ab และ Ga มี
ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลดี์ท่สุดท่ีอตัราส่วน 1:1 และมีประสิทธิภาพมากกวา่การใชไ้ขมนั
ประจุบวกของแต่ละชนิดเด่ียว ๆ การใช ้DOPE เป็นไขมนัตวัช่วย ไม่ไดเ้พิม่ประสิทธิภาพของไขมนัประจุบวก
ท่ีใชท้ดสอบมากนกั นอกจากน้ี ไขมนัประจุบวกผสม Ab และ Ga มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์
HEK293 ไดดี้กวา่สารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 มากกวา่ 2 เท่า 
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รูปที ่3.1 ผลของอตัราส่วนของไขมนัประจุบวก Ab และ Ga ต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์
 
 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลท่ี์ดีท่ีสุดของไลโปโซมผสม Ab และ Ga จึง
ทาํการศึกษาผลของอตัราส่วนของดีเอน็เอต่อไลโปโซมท่ีมีต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ ใน
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การทดลองน้ีเตรียมอตัราส่วนของดีเอน็อต่อไลโปโซมผสม ท่ีอตัราส่วนโดยนํ้าหนกัจาก 1:5 ถึง 1:50 ผลการ
ทดลองแสดงดงัรูปที ่ 3.2 ประสิทธิภาพของไขมนัประจุบวกผสมเพ่ิมข้ึน จนมีประสิทธิภาพในการนาํส่งดีเอน็
เอดีท่ีสุดท่ีอตัราส่วนของดีเอน็เอต่อไลโปโซม 1:20 หลงัจากนั้นประสิทธิภาพกจ็ะลดลง ท่ีอตัราส่วนดีเอน็เอ
ต่อไลโปโซมท่ีสูงข้ึนอาจมีผลทาํใหมี้ความเป็นพิษต่อเซลล ์ จึงทาํใหป้ระสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล์
ลดลง  
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รูปที ่3.2 ผลของอตัราส่วนของดีเอน็เอ และไลโปโซมผสม Ab และ Ga ต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้
สู่เซลล ์
 
 เพื่อศึกษาปริมาณดีเอน็เอต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ นาํดีเอน็เอมาผสมกบัไลโป
โซมท่ีเตรียมจากไขมนัประจุบวกผสม Ab และ Ga ท่ีอตัราส่วนโดยนํ้าหนกัคงท่ี ๆ 1:20 และปรับเปล่ียน
ปริมาณดีเอน็เอ 0.1, 0.2 และ 0.4 g ต่อ well และทาํการทดสอบกบัเซลล ์HEK293 ผลการทดลองแสดงดงั รูป
ที ่ 3.3 จากผลการทดลองพบ วา่ปริมาณดีเอน็เอท่ีเหมาะสมต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ท่ี 
สุด คือ 0.1 g ต่อ well เม่ือปริมาณดีเอน็เอเพิ่มข้ึนส่งผลใหป้ระสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลล์ดลง 
ทั้งน้ีเป็นเพราะวา่ การใชป้ริมาณดีเอน็เอท่ีสูงข้ึนปริมาณของไลโปโซมท่ีใชก้สู็งข้ึนตาม ซ่ึงสงผลใหมี้ความ
เป็นพิษต่อเซลล ์ซ่ึงผลน้ีสอดคลอ้งกบัการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลใ์นรูปที ่3.4 
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รูปท่ี 3.3 ผลของปริมาณดีเอน็เอต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์

 
 ความเป็นพษิต่อเซลลข์องระบบนาํส่งเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการนาํไปประยกุตใ์ช ้ เพื่อศึกษาความ
เป็นไปไดใ้นการนาํไลโปโซมผสม Ab และ Ga ไปประยกุตใ์ชเ้ป็นระบบนาํส่งยา จึงจาํเป็นตอ้งศึกษาความ
เป็นพิษต่อเซลล ์ในการทดลองน้ีทาํการศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล ์HEK293 ของไลโปโซม และไลโปเพลก็ซ์ 
(ไลโปโซมผสมดีเอน็เอ) โดยใชว้ิธี MTT assay การทดลองน้ีไดศึ้กษาความเป็นพิษของสารมาตรฐาน 
LipofectamineTM 2000 เพือ่เปรียบเทียบ ผลการทดลองแสดงดงัรูปที ่ 3.4 จากผลการทดลองพบวา่ ทั้งไลโป
โซมและไลโปเพลก็ซ์มีความเป็นพิษต่อเซลลสู์งข้ึนเม่ือปริมาณไขมนัประจุบวกผสม Ab และ Ga มากข้ึน 
ปริมาณไขมนัประจุบวกท่ีมีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ท่ีสุดมีค่าเทียบเท่ากบั 2 g ต่อ well 
ท่ีความเขม้ขน้น้ีมีปริมาณเซลลท่ี์รอดชีวิต (cell viability) ประมาณ 70 % ซ่ึงพบวา่มีความเป็นพิษท่ีนอ้ยกวา่
สารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 (cell viability ~ 55%) ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะนาํไลโปโซมท่ี
เตรียมจากไขมนัประจุบวกผสม Ab และ Ga ไปศึกษาเพื่อเป็นระบบนาํส่งยาต่อไป 
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รูปท่ี 3.4 ความเป็นพิษต่อเซลลข์องไขมนัประจุบวกผสม Ab และ Ga 
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 ขนาดและประจุของไลโปโซมมีส่วนสาํคญัประการหน่ึงต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์
ไลโปโซมท่ีมีขนาดเลก็มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ ดงันั้นจึงนาํเอาไลโปโซมท่ีเตรียมจาก
ไขมนัประจุบวก Ga, Ab และ Ga ผสม Ab มาวิเคราะห์หาขนาดและประจุดา้ยเคร่ือง nanosizer ผลท่ีไดแ้สดง
ดงัตารางที ่ 3.1 จากผลการทดลองพบวา่ ไขมนัประจุบวก Ga ซ่ึงมี spermine เป็นส่วนหวัมีขั้ว เม่ือเตรียม
เป็นไลโปโซม จะมีขนาด 54.8 ± 16.7 nm และมีค่า Zeta potential เท่ากบั 49.35 ± 4.75 mV ในขณะท่ีไขมนั
ประจุบวก Ab ซ่ึงมี amine เป็นส่วนหวัมีขั้ว เม่ือเตรียมเป็นไลโปโซม จะมีขนาด 589.6 ± 81.6 nm และมีค่า 
Zeta potential เท่ากบั 13.08 ± 1.73 mV ไลโปโซม Ga มีค่า Zeta potential มากกวา่ไลโปโซม Ab เน่ืองมาจาก
ส่วนหวัมีขั้วของ Ga เป็นแบบ polycationic เม่ือเทียบผลประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ (รูปที ่ 3.1) 
จะเห็นวา่ไลโปโซม Ga มีประสิทธิภาพดีกวา่ไลโปโซม Ab เม่ือเตรียมไลโปโซมจากสารผสม Ga และ Ab 
พบวา่ ขนาดของไลโปโซมมีค่าเท่ากบั 116.9 ± 17.6 และมีค่า Zeta potential เท่ากบั 41.46 ± 1.48 mV จะเห็น
วา่ขนาดของไลโปโซมมีขนาดเลก็ แต่ยงัคงมีค่า Zeta potential ท่ีสูง ทั้งน้ีค่า Zeta potential ของไลโปโซมท่ีสูง 
ส่งผลใหก้ารจบักบัดีเอน็เอ และเกิดอนัตรกิริยากบัผนงัเซลลไ์ดดี้ จึงส่งผลใหป้ระสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอ
เขา้สู่เซลลไ์ดดี้ดว้ย 
 

        ตารางที ่3.1 Particle size และ Zeta potential ของไลโปโซม Ga, Ab และ ไลปโซม Ga ผสม Ab 

Liposome 
Particle size 
(nm ± SD) 

Zeta potential 
(mV ± SD) 

Ga 54.8 ± 16.7 49.35 ± 4.75 
Ab 589.6 ± 81.6 13.08 ± 1.73 

Ga + Ab 116.9 ± 17.6 41.46 ± 1.48 
 
 
วธีิการ 
1. การเตรียมไลโปโซมและสารประกอบเชิงซ้อนไลโปโซมและดีเอน็เอ 
 ไลโปโซมเตรียมจากสารผสมของไขมนัประจุบวก Ga, Ab และ Ga ผสม Ab โดยใชว้ิธี sonication 
กล่าวคือนาํไขมนัประจุบวกละลายในตวัทาํละลายอินทรีย ์ (CHCl3 และ MeOH) ระเหยตวัทาํละลายอินทรีย์
ออกโดยใชแ้ก๊สไนโตรเจน นาํฟิลม์สารท่ีไดไ้ปใส่ใน desiccators ขา้มคืน นาํฟิลม์สารมาทาํใหช้ื้นดว้ย PBS 
buffer (pH 7.4) และ sonicate ประมาณ 30 นาที ไดไ้ลโปโซม นาํไลโปโซมท่ีเตรียมไดม้าผสมกบัดีเอน็เอใน
อตัราส่วนตามตอ้งการ ปิเปตข้ึนและลงท่ีอุณหภูมิหอ้ง ตั้งไว ้30 นาทีก่อนการใชง้าน 
 ไลโปโซมผสม Ga และ Ab เตรียมโดยละลาย Ga และ Ab ในตวัทาํละลายอินทรีย ์ (CHCl3 และ 
MeOH) ปิเปตสารละลาย Ga และ Ab มาผสมกนัในอตัราส่วนโดยนํ้าหนกัต่าง ๆ นาํสารละลายผสม Ga และ 
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Ab ระเหยตวัทาํละลายอินทรียอ์อกโดยใชแ้ก๊สไนโตรเจน นาํฟิลม์สารท่ีไดไ้ปใส่ใน desiccators ขา้มคืน นาํ
ฟิลม์สารมาทาํใหช้ื้นดว้ย PBS buffer (pH 7.4) และ sonicate ประมาณ 30 นาที ไดไ้ลโปโซม 
 
2. การศึกษาการพาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ 
 เตรียม HEK293 เซลล ์ (2x104 เซลลต่์อหลุม) ใน complete medium (MEM ประกอบดว้ย 10% fetal 
bovine serum, supplemented with 1 % L-glutamine, 1% non-essential amino acids solution, 100 U/mL 
penicillin and 100 μg/mL streptomycin) บ่มท่ี 37 C และ 5% CO2 ก่อนการทดลอง 1 วนั ในวนัทาํการทดลอง 
ท้ิง medium แลว้ใส่สารประกอบเชิงซอ้นไลโปโซม-ดีเอน็เอ ใน medium ท่ีไม่มี serum บ่ม 24 ชม นาํเซลลม์า
ลา้งดว้ย PBS buffer (pH 7.4) และใส่ complete medium แทน วิเคราะห์ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่
เซลลโ์ดยนบัจาํนวนเซลลท่ี์ปรากฏการเรืองแสงสีเขียวดว้ยกลอ้ง fluorescence microscope (excitation filter 
480/40 and emission filter 535/50). 
 
3. การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ 
 ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยวิธี MTT เตรียม HEK293 เซลล ์ (8x103 เซลลต่์อหลุม) ใน complete 
medium บ่มท่ี 37 C และ 5% CO2 ก่อนการทดลอง 1 วนั ท้ิง medium แลว้ใส่สารประกอบเชิงซอ้นไลโปโซม-ดี
เอน็เอ ใน medium ท่ีไม่มี serum บ่ม 24 ชม นาํเซลลม์าลา้งดว้ย PBS buffer (pH 7.4) และใส่ medium ท่ีมี 
MTT (1 mg/mL) บ่ม 4 ชม หลงัจาก 4 ชม ใส่ DMSO เพื่อละลายผลึก formazan ท่ีเกิดข้ึนจากเซลลท่ี์รอดชีวิต 
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง microplate reader 
 
สรุปผลการศึกษาและวจิารณ์ผล 
 
 จากการศึกษาผลของสารผสมไขมนัประจุบวกต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ พบว่าไล
โปโซมผสม Ga และ Ab สามารถออกฤทธ์ิเสริมกนั ซ่ึงมีประสิทธิภาพดีกวา่สารเกรดการคา้ 
LipofectamineTM2000 มากกวา่ 3 เท่า ไลโปโซมผสม Ga และ Ab มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล์
ไดดี้กวา่ไลโปโซมท่ีเตรียมจาก Ga และ Ab เด่ียว ๆ ถึง 6 และ 17 เท่า ตามลาํดบั นอกจากน้ีไขมนัประจุบวก
ผสมน้ีมีความเป็นพิษต่อเซลลน์อ้ยกวา่สารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 

 
เอกสารอ้างองิ 
1. Wang, L. and MacDonald R.C. Mol. Pharm. 2007, vol. 4, pp. 615–623. 
2. Caracciolo, G., Pozzi, D., Caminiti, R., Montani, M., Amici, A. and Amenitsch, H. Appl. Phys. Lett. 

2006, vol. 89, pp. 2339031–2339033. 



 -41-

3. Yingyongnarongkul, B., Radchatawedchakoon, W., Krajarng, A., Watanapokasin, R., and 
Suksamrarn, A. Bioorg. Med. Chem. 2009, vol. 17, pp. 176-188. 

4. Paecharoenchai, O., Niyomtham, N., Apirakaramwong, A., Ngawhirunpat, T., Rojanarata, T., 
Yingyongnarongkul, B., and Opanasopit, P. AAPS Pharm. Sci. Tech. 2013, vol. 13, pp. 1302-1308. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครงการย่อยที ่4 
การสังเคราะห์และประสิทธิภาพในการพาดเีอน็เอเข้าสู่เซลล์ของไขมนัประจุบวกทีม่ี

โครงสร้างส่วนกลางทีห่ลากหลาย 
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โครงการย่อยที ่4 
การสังเคราะห์และประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ของไขมันประจุบวกทีมี่โครงสร้างส่วนกลางที่

หลากหลาย 
 
ผลการศึกษา 
 ไขมนัประจุบวกเป็นระบบนาํส่งชนิดไม่ใช่ไวรัส (non-viral vector) เป็นระบบนาํส่งท่ีมีผูใ้หค้วาม
สนใจศึกษากนัอยา่งกวา้งขวาง ทั้งน้ีเน่ืองจากไขมนัประจุบวกสามารถเตรียมไดง่้าย ไม่มีความเป็นพิษกบัเซลล ์
สามารถนาํส่งดีเอน็เอ และยาทั้งมีขั้วและไม่มีขั้วเขา้ไปในเซลลไ์ด ้ ไขมนัประจุบวกส่วนใหญ่ มีส่วนหวัมีขั้วท่ี
มีประจุบวกหน่ึงหรือหลายประจุ และมี aminoglycerol เป็นโครงสร้างส่วนกลาง ตวัอยา่งเช่น DOTMA (1),1 
DMRIE (2),2 DORIE (3),2 DOTAP (4)3 และ DOSPA (5)4 นอกจากน้ียงัมีรายงานไขมนัประจุบวกท่ีมี
โครงสร้าง aminoglycerol เป็นโครงสร้างส่วนกลางอีกหลายชนิดท่ีมีรายงานการสงัเคราะห์และทดสอบฤทธ์ิ
ทางชีวภาพ5 
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 เม่ือไม่นานมาน้ี ไดร้ายงานการสงัเคราะห์และศึกษาประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลข์อง
ไขมนัประจุบวกท่ีมีโครงสร้างหลกัต่างกนัสองชนิดคือ Ab (6)6 และ Ga (7)7 โดยท่ี Ab มี aminoglycerol เป็น
โครงสร้างหลกั ในขณะท่ี Ga มี dihydroxyethyl amino เป็นโครงสร้างหลกั ซ่ึงสารสั้ งสองมีประสิทธิภาพใน
การพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ อยา่งไรกต็าม สารทั้งสองมีส่วนหวัมีขั้วท่ีต่างกนั ส่วนหวัมีขั้วเป็นส่วนสาํคญั
อยา่งหน่ึงสาํหรับทาํใหไ้ลโปโซมมีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ พอลีเอมีน โดยเฉพาะการใช ้
spermine เป็นส่วนหวัมีขั้วในการสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวกท่ีมีคอเลสเตอรอลเป็นส่วนไม่มีขั้ว เช่น lipid 67 
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(8)8 และ 99 แต่จากการศึกษาไม่พบวา่มีการรายงานการใช ้spermine ในการสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวกท่ีมีสาย
โซ่ไฮโดรคาร์บอนเป็นส่วนไม่มีขั้วมาก่อน ดงันั้นในการวิจยัน้ีทาํการสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวกท่ีมี spermine 
เป็นส่วนหวัมีขั้ว และใชก้รดไขมนัท่ีมีความยาวคาร์บอน 12, 14 และ 16 อะตอม และทาํการปรับเปล่ียน
โครงสร้างหลกัเป็น di(hydroxyethyl)amino (A), carbonyl-di(hydroxyethyl)amino (B), aminoglycerol (C) 
และ 2-amino-1,3-propaindiol (D)  
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รูปท่ี 4.1 โครงสร้างหลกัท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวก 

 
การสังเคราะห์ไขมันประจุบวก Ax-Dz 
 การสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวก Ax-Dz แสดงใน Scheme 4.1 และ 4.2 โดยเร่ิมจากนาํ resin 1010 มาทาํ
ปฏิกิริยากบั spermine ท่ีมากเกินพอในตวัทาํละลายผสม CH2Cl2/DMF ไดส้าร 11 ทาํการป้องกนัหมู่เอมีนชนิด
ปฐมภูมิดว้ยหมู่ Dde-OH และป้องกนัหมู่เอมีนชนิดทุติยะภูมิดว้ยหมู่ Boc หลงัจากนั้นกาํจดัหมู่ป้องกนั Dde 
ออกดว้ย 2% N2H4/DMF ไดส้าร 12 ทาํการเปล่ียนหมู่เอมีนชนิดปฐมภูมิของสาร 12 ใหไ้ดโ้ครงสร้างหลกั 
di(hydroxyethyl)amino ดว้ย 2-bromoethanol ในสภาวะเบส (DIPEA) ในตวัทาํละลาย DMF ไดส้าร 13 นาํสาร 
13 ท่ีไดม้าทาํปฏิกิริยากบักรดไขมนัท่ีมีจาํนวนคาร์บอนต่าง ๆ (รูปท่ี 2) โดยใช ้DIC เป็นสาร coupling ไดส้าร 
14 นาํสาร 14 ไปทาํปฏิกิริยากบั 20% TFA/CH2Cl2 หลงัจากระเหยตวัทาํละลายออกไดส้าร Ax-Az ตาม
ตอ้งการ 
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Scheme 4.1. Reagents and conditions: a) spermine (excess) CH2Cl2:DMF; b) 2-acetyl-5,5-dimethyl-
cyclohexan-1,3-dione, CH2Cl2; c) Boc2O, pyridine, CH2Cl2; d) 2% N2H4, DMF; e) 2-bromoethanol, DIPEA, 
DMF; f) fatty acids x-z (รูปท่ี 4.2), DIC, CH2Cl2, DMF; g) 20% TFA, CH2Cl2. 
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รูปท่ี 4.2 กรดไขมนัท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวก 
 

 การสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวก Bx-Dz แสดงดงั Scheme 4.2 โดยนาํสาร 12 ซ่ึงมี spermine ท่ีใส่หมู่
ป้องกนัไวแ้ลว้ มาทาํปฏิกิริยากบั 4-nitrophenyl chloroformate โดยมีเบส pyridine ไดส้าร 15 นาํสาร 15 มาทาํ
ปฏิกิริยากบัเอมีนชนิดต่าง ๆ ไดส้าร 16B, 16C และ 16D ซ่ึงมีโครงสร้างหลกั carbonyl-
di(hydroxyethyl)amino, aminoglycerol และ 2-amino-1,3-propaindiol ตามลาํดบั นาํสาร 16B-16D ทาํปฏิกิริยา
กบักรดไขมนัชนิดต่าง ๆ (รูปท่ี 4.2) หลงัจากนั้นทาํ)กิกิริยาต่อกบั 20% TFA/CH2Cl2 ไดส้าร Bx-Dz 
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Scheme 4.2. Reagents and conditions: a) p-nitrophenyl chlorofornate, CH2Cl2, pyridine; b) bis(2-
hydroxyethyl)amine (for 16B) or 1-amino-2,3-propanediol (for 16C) or 2-amino-1,3-propanediol (for 16D) 
(excess); c) fatty acids x-z (ดูรูปท่ี 2) , DIC, CH2Cl2, DMF; d) 20% TFA, CH2Cl2. 
 
การศึกษาการจับดีเอน็เอของไขมันประจุบวก Ax-Dz 
 นาํสารสงัเคราะห์ไขมนัประจุบวกท่ีมีโครงสร้างหลกัต่างกนัมาศึกษาประสิทธิภาพในการจบั (bind) ดี
เอน็เอ ในการทดลองน้ีใชว้ธีิการทางอิเลก็โตรโฟเรซีส เพื่อดูการหน่วงการเคล่ือนท่ีของดีเอน็เอ ในการศึกษาน้ี 
เตรียมดีเอน็เอต่อไลโปโซมในอตัราส่วน 1:5, 1:10 และ 1:20 โดยนํ้าหนกั ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.3 
พบวา่ ไขมนัประจุบวกทุกสารสามารถจบักบัดีเอน็เอไดดี้ ยกเวน้ไขมนัประจุบวก Ax และ Dz จบักบัดีเอน็เอ
ไดบ้างส่วนท่ีอตัราส่วนดีเอน็เอต่อไลโปโซม 1:5 ในการศึกษาเบ้ืองตน้น้ีสรุปไดว้า่โครงสร้างหลกัท่ีต่างกนัไม่
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ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการจบักบัดีเอน็เอ การท่ีสารสงัเคราะห์ดงักล่าวจบักบัดีเอน็เอไดดี้อาจมีผลมาจากการ
ใช ้spermine เป็นส่วนหวัมีขั้ว 
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รูปท่ี 4.3 การทดสอบการหน่วงการเคล่ือนท่ีของดีเอน็เอของไขมนัประจุบวก Ax-Dz 
 
การศึกษาการพาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ของไขมันประจุบวก Ax-Dz 
 ในการศึกษาประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลข์องไขมนัประจุบวก Ax-Dz ในเบ้ืองตน้ศึกษา
ผลของไขมนัตวัช่วยต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่ HeLa เซลล ์โดยเตรียมไลโปโซมจากไขมนัประจุ
บวก และไขมนัประจุบวกผสม DOPE ในอตัรา 1:1 (โดยนํ้าหนกั) ใชอ้ตัราส่วนดีเอน็เอต่อไลโปโซม 1:20 
(โดยนํ้าหนกั) และปริมาณดีเอน็เอ 0.1 g ต่อหลุม ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.4 จากผลการทดลองพบวา่ 
ไขมนัประจุบวกเกือบทั้งหมดจาํเป็นตอ้งใชไ้ขมนัตวัช่วย ในการเพิ่มประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์
ไขมนัประจุบวก Cy, Cz และ Dx มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้กวา่สารมาตรฐาน 
LipofectamineTM 2000 (L2K) และยงัพบวา่ไขมนัปจะจุบวก Ay และ By มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่
เซลลไ์ดดี้ แต่กย็งัมีประสิทธิภาพตํ่ากวา่ไขมนัประจุบวก Cy, Cz และ Dx จากผลการทดลองทาํใหท้ราบวา่ 
โครงสร้างส่วนกลางของไขมนัประจุบวกมีผลต่อประสิทธ์ิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ ไขมนัประจุบวกท่ี
มี aminoglycerol (ไขมนัประจุบวก Cy และ Cz) เป็นโครงสร้างส่วนกลางมีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอได้
ดีท่ีสุด นอกจากน้ียงัพบวา่ความยาวของสายโซ่ของส่วนไม่มีขั้วกมี็ความจาํเป็นต่อการมีประสิทธิภาพในการ
พาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลเ์ช่นกนั ซ่ึงพบวา่ไขมนัประจุบวกท่ีมีโครงสร้างส่วนกลางเหมือนกนัมีประสิทธิภาพใน
การพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลดี์ท่ีสุดเม่ือมี myristic acid (14 คาร์บอน) เป็นส่วนไม่มีขั้ว ยกเวน้ไขมนัประจุบวก Dx 
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ซ่ึงมี 2-amino-1,3-propanediol เป็นโครงสร้างส่วนกลาง มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอดีท่ีสุดเม่ือมีส่วนไม่
มีขั้วยาว 12 คาร์บอน  
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รูปท่ี 4.4 ผลของไขมนัตวัช่วยต่อการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลข์องประจุบวก Ax-Dz 

 
ผลของซีรัมต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ 
 ปัจจยัหน่ึงท่ีเป็นตวับ่งช้ีวา่สามารถนาํไขมนัประจุบวกไปศึกษาการใชเ้ป็นระบบนาํส่งยาคือ ผลของ 
serum ต่อประสิทธิภาพการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลล ์ซ่ึงไขมนัประจุบวกส่วนมากมีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอ
เขา้สู่เซลลต์ ํ่าลงเม่ือทาํการทดลองในสภาวะท่ีมีซีรัม ดงันั้นเพื่อทาํการศึกษาผลของโครงสร้างส่วนกลางต่อ
ประสิทธิภาพในกาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลใ์นสภาวะท่ีมีซีรัม นาํไขมนัประจุบวก Ay, By, Cy, Cz และ Dx มาศึกษา
ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่ HeLa เซลล ์ โดยการทดลองน้ีจะใชส้ภาวะท่ีมีปริมาณของ serum 10% 
และใช ้ LipofectamineTM 2000 เป็นสารมาตรฐาน เพื่อทาํการศึกษาใหเ้ห็นถึงจาํนวนเซลลท่ี์แทจ้ริงในการรับดี
เอน็เอ ในการทดลองน้ีใชดี้เอน็เอท่ีมี green fluorescence protein (GFP) เป็นโปรตีนแสดงผล โดยทาํการ
ทดลองเทียบกบัสารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 (L2K) ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.5  
 
 จากผลการทดลองพบวา่ ไขมนัประจุบวก Cy และ Cz มีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่ HeLa 
เซลลใ์นสภาวะไม่มีซีรัม ไดดี้เทียบเท่าสารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 เป็นท่ีน่าสนใจวา่ ไขมนัประจุ
บวก Dx ซ่ึงมี 2-amino-1,3-propanediol โครงสร้างส่วนกลาง มีประสิทธิภาพสูงข้ึนในการพาดีเอน็เอเขา้สู่
เซลล ์ HeLa ในสภาวะท่ีมีซีรัม 10% ในขณะท่ีไขมนัประจุบวก Cy, Cz และ LipofectamineTM 2000 มี
ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลท่ี์ตํ่าลง โดยเฉพาะสารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 มี
ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลท่ี์ตํ่าลงมาก 
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รูปท่ี 4.5 ผลของซีรัมต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลข์องไขมนัประจุบวก 

 
 
ความเป็นพษิต่อเซลล์ของไขมันปรจุบวก 
 ความเป็นพษิของระบบนาํส่งเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีจาํเป็นตอ้งศึกษาการนาํไปพฒันาใช ้ ดงันั้นจึงทาํการ
ทดสอบความเป็นพิษของไขมนัประจุบวก Cy, Cz, Dx และ LipofectamineTM 2000 โดยใชว้ิธี MTT และ
ทดสอบกบัเซลล ์HeLa การทดลองน้ีใชส้ภาวะในการทดลองเช่นเดียวกบัการทดสอบประสิทธิภาพในการพาดี
เอน็เอเขา้สู่เซลล ์ กล่าวคือ ใชป้ริมาณดีเอน็เอเท่ากบั 0.1 g/well และทาํการทดลองท่ีอตัราส่วนโดยนํ้าหนกั
ของไลโปโซมต่อดีเอน็เอตั้งแต่ 5-50 ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.6 จากการทดลองพบวา่ไขมนัประจุบวก 
Cy และ Cz ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลท์ดสอบ โดยเทียบกบัผลการทดสอบการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลท่ี์
อตัราส่วน ไลโปโซมต่อดีเอน็เอ เท่ากบั 20 ปริมาณเซลลอ์ยูร่อด (cell viability) ประมาณ 100 % ในขณะท่ี ไล
โปโซม Dx มีปริมาณเซลลอ์ยูร่อดท่ี 80% ซ่ึงถือวา่มีความเป็นพษิตํ่า สารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 
(L2K) ซ่ึงมีปริมาณเซลลอ์ยูร่อด 90% เม่ือเพิ่มปริมาณไลโปโซมมากข้ึน (weight ratio 30-50) พบวา่ไขมนั
ประจุบวก Cy และ Cz ยงัมีปริมาณเซลลอ์ยูร่อดท่ีมากกวา่ 85% ในขณะท่ีปริมาณเซลลอ์ยูร่อดประมาณ 75% 
เม่ือทดสอบดว้ยไลโปโซม Dx ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะนาํไลโปโซมท่ีเตรียมจากไขมนัประจุบวก Cy, 
Cz และDx ไปศึกษาเพื่อเป็นระบบนาํส่งยาต่อไป 
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รูปท่ี 4.6 ความเป็นพิษต่อเซลล ์HeLa ของไขมนัประจุบวก 
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วธีิการ 
1. การสังเคราะห์ไขมันประจุบวก Ax-Az 
 นาํสารละลาย spermine (0.328 g. 1.62 mmole) ในตวัทาํละลาย CH2Cl2/DMF (8:2, 10 มล.) เติมลงใน 
resin 10 เขยา่สารผสมท่ีไดข้า้มคืน กรอง และลา้ง resin ดว้ยตวัทาํละลาย CH2Cl2, DMF, MeOH, DMF และ 
CH2Cl2 (จาํนวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 มล.) ได ้ resin 11 นาํสารละลาย Dde-OH (0.295 g, 1.62 mmole) ในตวัทาํ
ละลาย CH2Cl2 (5 มล.) เติมลงไปใน resin 11 เขยา่สารผสมท่ีไดข้า้มคืน กรอง และลา้ง resin ดว้ยตวัทาํละลาย
ขา้งตน้ นาํ resin ท่ีไดไ้ประเหยตวัทาํละลายออกภายใตล้ดความดนั อยา่งนอ้ง 2 ชม. เติมสารละลาย Boc2O 
(0.531 g, 2.43 mmole) ในตวัทาํละลาย CH2Cl2 ลงใน resin ขา้งตน้ เขยา่สารผสมท่ีไดข้า้มคืน กรอง และลา้ง 
resin ดว้ยตวัทาํละลายท่ีเหมาะสม นาํ resin ท่ีลา้งสะอาดแลว้มาเติม 2% N2H4 ในตวัทาํละลาย DMF เขยา่
ปฏิกิริยานาน 30 นาที ลา้ง resin ดว้ย CH2Cl2 และ DMF นาํ resin ท่ีไดม้าทาํปฏิกิริยากบั 2% N2H4 ในตวัทาํ
ละลาย ซํ้านาน 30 นาที ลา้ง resin ท่ีไดด้ว้ยตวัทาํละลายอินทรียจ์นสะอาดได ้ resin 12 นาํ resin 12 มาเติม
สารละลาย 2-bromoethanol ท่ีมากเกินพอในตวัทาํละลาย DMF เขยา่สารผสมขา้มคืน นาํ resin ท่ีไดล้า้งดว้ยตวั
ทาํละลายขา้งตน้ ได ้resin 13A 
 แบ่ง resin 13A ออกเป็น 3 ส่วน แต่ละส่วนนาํมาทาํปฏิกิริยากบักรดไขมนั x หรือ y หรือ z (6 equiv) 
(รูปท่ี 2) และ DIC (6 equiv) ในตวัทาํละลาย CH2Cl2/DMF (2:1) เขยา่สารผสมขา้มคืน ลา้ง resin ท่ีไดใ้ห้
สะอาดดว้ยตวัทาํละลายชนิดต่าง ๆ ได ้resin 14Ax-14Az นาํ resin ท่ีไดไ้ประเหยตวัทาํละลายภายใตสุ้ญญากาศ
นาน 2 ชม. นาํ resin 14Ax-14Az มาเติม 20% TFA/CH2Cl2 (1.5 มล.) เขยา่ปฏิกิริยานาน 2 ชม. กรอง และเกบ็
ส่วนสารละลาย ลา้ง resin ดว้ย CH2Cl2 (2 มล.) เกบ็สารละลายไปรวมกบัส่วนแรก ระเหยตวัทาํละลายออกดว้ย
แกส็ไนโตรเจน ไดส้าร Ax-Az นาํสารทาํไดไ้ประเหยออกภายใตล้ดความดนั 2 ชม. 
 
2. การสังเคราะห์ไขมันประจุบวก Bx-Dz 
 ละลาย 4-nitrophenyl chloroformate (1.215 g, 6.03 mmole) ในตวัทาํละลาย CH2Cl2 (12 มล.) เติม
สารละลายท่ีไดล้งใน resin 12 ค่อย ๆ เติม pyridine (1 มล.) เขยา่ปฏิกิริยานาน 6 ชม. กรอง resin 15 ท่ีได ้และ
ลา้งดว้ยตวัทาํละลาย CH2Cl2, MeOH และ CH2Cl2 (3 x 15 มล.) นาํ resin 15 ระเหยตวัทาํละลายออกภายใตล้ด
ความดนั แบ่ง resin 15 ออกเป็น 3 ส่วน (ส่วนละ 0.350 g, 0.469 mmole) นาํส่วนท่ี 1 ไปทาํปฏิกิริยากบั 
bis(hydroxyethyl)amine (20 equiv) ส่วนท่ี 2 ไปทาํปฏิกิริยากบั 3-amino1,2-propanediol (20 equiv) และส่วน
ท่ี 3 ไปทาํปฏิกิริยากบั 2-amino-1,3-propaindiol (20 equiv) ในตวัทาํละลาย CH2Cl2/DMF (5 มล.) เขยา่
ปฏิกิริยาขา้มคืน กรอง และ ลา้งปฏิกิริยาดว้ย CH2Cl2, DMF, MeOH, DMF and CH2Cl2 (3 × 5 มล.) ระเหยตวั
ทาํละลายออกภายใตล้ดความดนั 2 ชม. ได ้resin 16B-16D  
 แบ่ง resin 16B-16D แต่ละสารออกเป็น 3 ส่วน (ส่วนละ 100 mg, 0.134 mmole) นาํแต่ละส่วนไปทาํ
ปฏิกิริยากบักรดไขมนั (รูปท่ี 2) (6 equiv) โดยใช ้ DIC (6 equiv) เป็นสารตวัเช่ือม และ DMAP เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยา ในตวัทาํละลาย CH2Cl2/DMF (2:1, 1.5 มล.) เขยา่ปฏิกิริยาขา้มคืน กรองและลา้ง resin ท่ีไดด้ว้ย 
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CH2Cl2, MeOH, DMF, MeOH และ CH2Cl2 (3 × 3 มล.) ระเหยตวัทาํละลายออกภายใตล้ดความดนั 2 ชม. นาํ 
resin ท่ีไดม้าทาํปฏิกิริยากบั 20% TFA/CH2Cl2 (1.5 มล.) เขยา่ปฏิกิริยานาน 2 ชม. กรอง และเกบ็ส่วน
สารละลาย ลา้ง resin ดว้ย CH2Cl2 (2 มล.) เกบ็สารละลายไปรวมกบัส่วนแรก ระเหยตวัทาํละลายออกดว้ยแกส็
ไนโตรเจน ไดส้าร Bx-Dz นาํสารทาํไดไ้ประเหยออกภายใตล้ดความดนั 2 ชม. 
 
3. การเตรียมไลโปโซม 
 ไลโปโซมเตรียมจากไขมันประจุบวก นาํไขมนัประจุบวก Ax-Dz ละลายในเอทานอล ระเหยตวัทาํ
ละลายอินทรียอ์อกโดยใชแ้ก๊สไนโตรเจนทาํใหเ้กิดฟิลม์บาง นาํฟิลม์สารท่ีไดร้ะเหยตวัละลายออกภายใตล้ด
ความดนัอยา่งนอ้ย 2 ชม. นาํฟิลม์สารมาทาํใหช้ื้นดว้ย PBS buffer (pH 7.4) โดยเตรียมใหมี้ความเขม้ขน้ 1 
g/l และ sonicate ประมาณ 30 นาที ไดไ้ลโปโซมท่ีไม่มีส่วนผสมของ DOPE 
 ไลโปโซมเตรียมจากไขมันประจุบวกผสม DOPE นาํไขมนัประจุบวก Ax-Dz ละลายในเอทานอล 
และละลายไขมนัตวัช่วย (helper lipid) ละลายใน CH2Cl2 ปิเปตสารละลายไขมนัประจุบวกและสารละลาย
ไขมนัตวัช่วย มาผสมกนัในอตัราส่วนโดยนํ้าหนกัต่าง ๆ นาํสารละลายผสมท่ีไดม้าระเหยตวัทาํละลายอินทรีย์
ออกโดยใชแ้ก๊สไนโตรเจน นาํฟิลม์สารท่ีไดไ้ปใส่ใน desiccators ขา้มคืน นาํฟิลม์บางของสารมาทาํใหช้ื้นดว้ย 
PBS buffer (pH 7.4) และ sonicate ประมาณ 30 นาที ไดไ้ลโปโซมท่ีมี DOPE เป็นส่วนผสม 
 
4. การเตรียมสารประกอบเชิงซ้อนไลโปโซมและดีเอน็เอ 
 ปิเปตดีเอน็เอ (0.1 g/L) ท่ีมี -galactosidase เป็นเอน็ไซมแ์สดงผล ลงใน Eppendrof ปิเปตไลโป
โซม (1 g/L) ปริมาณท่ีตอ้งการลงไปผสมกบัดีเอน็เอ ตั้งท้ิงไว ้20 นาที เติม PBS buffer (pH 7.4) ลงไปใน
สารผสมใหมี้ความเขม้ขน้ดีเอน็เอ 0.1 g/10 L  
 
5. การศึกษาการพาดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์ 
 เตรียม HeLa เซลล ์ (1x104 เซลลต่์อหลุม) ใน complete medium (MEM ประกอบดว้ย 10% fetal 
bovine serum, supplemented with 1 % L-glutamine, 1% non-essential amino acids solution, 100 U/mL 
penicillin and 100 μg/mL streptomycin) บ่มท่ี 37 C และ 5% CO2 ก่อนการทดลอง 1 วนั ในวนัทาํการทดลอง 
ท้ิง medium แลว้ใส่สารประกอบเชิงซอ้นไลโปโซม-ดีเอน็เอ ใน medium ท่ีไม่มี serum บ่ม 24 ชม นาํเซลลม์า
ลา้งดว้ย PBS buffer (pH 7.4) และใส่ complete medium แทน วิเคราะห์ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่
เซลลโ์ดยนบัจาํนวนเซลลท่ี์ปรากฏการเรืองแสงสีเขียวดว้ยกลอ้ง fluorescence microscope (excitation filter 
480/40 and emission filter 535/50). 
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6. การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ 
 ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยวิธี MTT เตรียม HeLa เซลล ์ (1x104 เซลลต่์อหลุม) ใน complete 
medium บ่มท่ี 37 C และ 5% CO2 ก่อนการทดลอง 1 วนั ท้ิง medium แลว้ใส่สารประกอบเชิงซอ้นไลโปโซม-ดี
เอน็เอ ใน medium ท่ีไม่มี serum บ่ม 24 ชม นาํเซลลม์าลา้งดว้ย PBS buffer (pH 7.4) และใส่ medium ท่ีมี 
MTT (1 mg/mL) บ่ม 4 ชม หลงัจาก 4 ชม ใส่ DMSO เพื่อละลายผลึก formazan ท่ีเกิดข้ึนจากเซลลท่ี์รอดชีวิต 
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง microplate reader 
 
สรุปผลการศึกษาและวจิารณ์ผล 
 จากการศึกษาผลของโครงสร้างส่วนกลางของไขมนัประจุบวกต่อประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่
เซลล ์ พบวา่ไขมนัประจุบวกท่ีมีโครงสร้างส่วนกลางทั้งส่ีชนิดจาํเป็นตอ้งใชไ้ขมนัตวัช่วย (DOPE) เพื่อใหมี้
ประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอไดสู้ง ไขมนัประจุบวก Cy และ Cz ซ่ึงมี aminoglycerol เป็นโครงสร้าง
ส่วนกลางมีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ในสภาวะไม่มีซีรัม ในขณะท่ีไขมนัประจุบวก Dx 
ซ่ึงมี 2-amino-1,3-propanediol เป็นโครงสร้างส่วนกลางมีประสิทธิภาพในการพาดีเอน็เอเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ใน
สภาวะมีซีรัม และมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา่สารมาตรฐาน LipofectamineTM 2000 ไขมนัประจุบวกทั้งสามชนิด
น้ีไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์
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Abstract

Yellow head virus (YHV) is a viral pathogen of

shrimp that has caused high economic loss in the

Thai shrimp farming industry, and the RNA inter-

ference mechanism has potential as a virus control

strategy, as previous studies have shown that

injection of virus specific double-stranded RNA

(dsRNA) can inhibit viral replication in shrimp.

However, to date, complete inhibition viral replica-

tion has not been achieved. This study sought to

determine whether cationic liposomes mixed with

an antiviral dsRNA (YHV-Pro-dsRNA) were able to

enhance protection against YHV. The results

showed that injection of a YHV-Pro-dsRNA/cat-

ionic liposome complex markedly increased protec-

tion against YHV as compared with naked

YHV-Pro-dsRNA, suggesting that cationic lipo-

somes enhance the uptake of protective dsRNA

into shrimp cells.

Keywords: yellow head virus, shrimp, double-

stranded RNA, cationic liposome, RNA interfer-

ence

Introduction

Yellow head virus (YHV) is an enveloped virus

containing an approximately 27 kb positive single

stranded RNA genome (Tang & Lightner 1998)

that can infect many species of penaeid shrimp

(Flegel 1997). Upon infection shrimps show signs

of yellowing of the cepharothorax area and gen-

eral bleaching of body colour (Boonyaratpalin,

Supamattaya, Kasornchandra, Direkbusaracom,

Aekpanithanpong & Chantanachooklin 1993), and

shrimps die some 2–4 days post infection. Over

the last few years, YHV has had a major impact

on shrimp aquaculture in Thailand, causing signifi-

cant economic loss (Limsuwan et al. 2008; Senapin,

Thaowbut, Gangnonngiw, Chuchird, Sriurairatana &

Flegel 2010) and prompting investigation into

strategies to prevent, control or treat infection

with YHV.

RNA interference (RNAi) is an efficient and spe-

cific gene silencing mechanism activated during

development that additionally functions as a

defence mechanism in various organisms (Hannon

2002), and a number of studies have used RNAi

as a therapeutic tool against viral infection of

plants, humans and animals (Schwind, Zwiebel,

Itaya, Ding, Wang, Krczal & Wassenegger 2009;

Hunter, Ellis, Vanengelsdorp, Hayes, Westervelt,

Glick, Williams, Sela, Maori, Pettis, Cox-Foster &

Paldi 2010; Chen, Wang, He, Song, Wu, Gao, Liu,

He, Yang, Chen, Wang, Li, Li, Kaplan & Zhong

2011; Gish, Satishchandran, Young & Pachuk

2011; Jahan, Khaliq, Samreen, Ijaz, Khan,

Ahmad, Ashfaq & Hassan 2011; Ma, Song, Wu,

Jiang, Li, Zhu & Wen 2011). In penaeid shrimp,

double-stranded RNA (dsRNA) injection has been

shown to activate the RNAi pathway and results

have shown that dsRNAs directed against specific

viral sequences can interrupt or inhibit viral repli-

cation (Robalino, Bartlett, Shepard, Prior, Jara-

millo, Scura, Chapman, Gross, Browdy & Warr

2005; Yodmuang, Tirasophon, Roshorm, Chin-

nirunvong & Panyim 2006; Tirasophon, Yodmu-

ang, Chinnirunvong, Plongthongkum & Panyim

2007; Shekhar & Lu 2009), and this methodology

has been used to cure naturally infected shrimp

(Attasart, Kaewkhaw, Chimwai, Kongphom &
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Panyim 2011). However, to date the methodology

has utilized the injection of naked dsRNAs into

shrimp which may not be a particularly effective

methodology in ensuring delivery of the dsRNA

construct to cells, resulting in less than optimal

protection or cure.

A number of biomaterials including cationic

liposomes have been used to deliver either drugs

or nucleic acids through the circulatory system to

target cells while protecting the bioactive molecule

from enzymatic degradation (Iwanaga, Ono, Nario-

ka, Morimoto, Kakemi, Yamashita, Nango & Oku

1997; Mohammed, Westonb, Coombes, Fitzgerald

& Perrie 2004; Mavichak, Takano, Kondo, Hirono,

Wada, Hatai, Hatai, Inagawa, Takahashi, Yoshim-

ura, Kiyono, Yuki & Aoki 2010). Cationic lipo-

somes are small artificial spherically shaped

vesicles with membranes composed of phospholipid

bilayers. They can be made from natural nontoxic

phospholipids and cholesterol with one or multiple

concentric bilayers capable of encapsulating

hydrophilic and hydrophobic molecules. A special

characteristic of cationic liposomes that makes

them suitable for biomolecule delivery is that they

allow both water-soluble and water-insoluble

materials to be encapsulated together with water-

soluble materials being entrapped in the aqueous

core, whereas water-insoluble and oil soluble

hydrophobic molecules reside within the lipid

bilayer (Wang, Wang, Chen & Shin 2009; Yang,

Jin, Jiang, Li, Di, Ni & Fu 2011). In contrast to

neutral or positively charged liposomes, cationic

liposomes efficiently interact with negatively

charged molecules (such as nucleic acids, includ-

ing plasmids, messenger RNAs and synthetic oligo-

nucleotides, as well as proteins and peptides),

mainly through electrostatic interactions. These

complexes are formed by incubation of both com-

ponents and this process does not require an

encapsulation step which has limited the develop-

ment of classical liposomes as carriers (Lonez, Van-

denbranden & Ruysschaert 2008). Electrostatic

interactions between the positively charged cat-

ionic lipid complex and negatively charged cell

membranes significantly improve uptake by cells,

leading to improved nucleic acid delivery (Felgner,

Gadek, Holm, Roman, Chan, Wenz, Northrop, Rin-

gold & Danielsen 1987; Elouahabi & Ruysschaert

2005; Karmali & Chaudhuri 2007). This study

therefore sought to determine whether encapsula-

tion of dsRNA in cationic liposomes enhanced

delivery of dsRNA to penaeid shrimp.

Materials and methods

Preparation of cationic liposomes

[(N′-(3-aminopropyl)-N-(3′-(carbamoyl cholesteryl)

propyl)-glycine amide; AmGly-Chol]

Catioinc lipid was synthesized by reacting 1,3-dia-

minopropane with Boc2O using the high dilution

method to give N-(tert-butoxycarbonyl)-1,3-diami-

nopropane. Condensation of N-(tert-butoxycarbonyl)-

1,3-diaminopropane with chloroacetyl chloride in

the presence of pyridine base at 0°C gave N-(tert-

butoxycarbonyl)-N′-(chloroacetyl)-1,3-diaminopropane.

3b-Cholest-5-en-3-yl-N-(3-aminopropyl) carbamate

was also prepared using the same methodology as

for N-(tert-butoxycarbonyl)-1,3-diaminopropane.

Alkylation of 3b-Cholest-5-en-3-yl-N-(3-aminopro-

pyl) carbamate with N-(tert-butoxycarbonyl)-N′-

(chloroacetyl)-1,3-diaminopropane to give a mono-

alkylated product which was achieved by refluxing

in EtOH and in the presence of Et3N. Finally, the

Boc protecting group of the monoalkylated product

was removed by treating with TFA in CH2Cl2 to

produce cationic lipids with a good yield. A total

of 1 mg of cationic lipid (AmGly-Chol) was dis-

solved in 1 mL of CHCl3 in an Eppendorf tube.

The organic solvent was evaporated under a

stream of nitrogen and further dried under high

vacuum for 24 h. When required, the resultant

thin film of AmGly-Chol was hydrated with buffer

containing 150 mM NaCl at room temperature

and the mixture vortexed for 30 s and sonicated

for 20 min.

Double-stranded RNA production and dsRNA-

cationic liposome complex production

A recombinant clone expressing the stem loop of

the YHV-protease (Pro) RNA was used to produce

YHV-Pro-dsRNA as previously described (Yodmu-

ang et al. 2006). Briefly, a single colony of the

recombinant clone was cultured at 37°C in 2x YT

medium containing 100 lg mL�1 of Ampicillin

and 12.5 lg mL�1 of Tetracyclin until an OD600

of 0.4 was reached after which IPTG was added to

a final concentration of 0.4 mM and cells incu-

bated for a further 4 h. The bacterial cells (10

OD600) were pelleted by centrifugation and resus-

pended in phosphate-buffered saline containing

0.1% (w/v) SDS. The sample was boiled for 2 min

and immediately cooled on ice. To destroy single

stranded RNA from the bacterial host and in the
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loop region of the stem loop of the YHV-Pro,

RNase A buffer (300 mM sodium acetate, 10 mM

Tris-HCl, pH 8.0) and 1 lg RNase A was added

and samples incubated for 30 min at 37°C. The

double-stranded RNAs were extracted using the

TRI Reagent (Molecular Research Center) accord-

ing to manufacturer’s protocol. Finally, the dsRNA

was dissolved in 150 mM NaCl. The dsRNA con-

centration was determined using spectrophotome-

try at OD260, and samples were stored at �80°C
until use. dsRNA/cationic liposome complexes

were prepared by mixing 20 lg of cationic lipo-

some with 1 lg dsRNA and incubated at room

temperature for 30 min.

Transmission electron microscopy

A total of 10 lL of cationic liposomes or dsRNA/

cationic liposome solution was dropped onto form-

var grids and samples were left to stand at room

temperature for 1 min. Excess water was removed

by touching the edge of the droplet to the edge of

a filter paper, leaving a thin aqueous film on the

grid. Subsequently 10 lL of a solution of 2% (w/v)

potassium phosphotungstate (PTA) was applied to

the grid and left it stand for 1 min with excess

solution removed as stated earlier. The negatively

stained cationic liposomes were allowed to dry

overnight in a desiccator. The samples were subse-

quently observed under a transmission electron

microscope operated at 200 kV.

Yellow head virus stock

YHV titre was determined using primary lymphoid

organ cell culture of Penaeus monodon as described

elsewhere (Assavalapsakul, Smith & Panyim

2003). The YHV stock used in this study had a

titre of 2 9 109 TCID50 mL�1. The diluted YHV

stock (104 TCID50 mL�1) was used to inject into

shrimp a dose that caused shrimp to die 3–4 days

post infection.

Shrimp culture

Healthy Pacific white shrimps (Litopenaeus vanna-

mei) (3 g) were purchased from commercial farms

in Thailand. The shrimps were cultured in 80 L

tanks containing artificial seawater at 10 ppt

salinity with aeration. The shrimps were accli-

mated for 2–3 days at 28 ± 1°C before use in the

experiments.

dsRNA/cationic liposome complex injection, YHV

challenge and RT-PCR analysis

Healthy Pacific white shrimps (8 or 10 shrimps

per group) were co-injected with 50 lL mixture of

104 TCID50 mL�1 of YHV and either cationic lipo-

some, YHV-Pro-dsRNA or YHV-Pro-dsRNA/cat-

ionic liposome complex. The ratio of cationic

liposomes: YHV-Pro-dsRNA (lg lg�1) used was

20:1. Based on the amount of dsRNA, 2.5 lg of

dsRNA per gramme shrimp was used for shrimp

injection in all treatments. Injection was into the

haemolymph through the arthrodial membrane of

the fifth walking leg by means of a 1 mL syringe

with a 29 gauge needle. Negative control shrimps

were injected with either 150 mM NaCl or cat-

ionic liposomes in 150 mM NaCl. Following injec-

tion, shrimp mortality was recorded daily for

2 weeks. To evaluate YHV presence in shrimps,

gill tissues were collected from individual shrimp

for RNA extraction and RT-PCR analysis as previ-

ously described (Assavalapsakul, Chinnirunvong &

Panyim 2009). Briefly, two to three pieces of gills

from individual shrimp were collected and used to

extract RNA using TRI Reagent (Molecular

Research Center). One microgram of total RNA

was used for cDNA synthesis using Impromp II

reverse transcriptase (Promega, Madison, WI,

USA) with oligo dT18 primer as described by the

manufacture. Multiplex PCR was performed to

amplify YHV genomic RNA and actin mRNA to

monitor YHV level and for RNA normalization

and internal control respectively. Experiment was

undertaken as three independent replicates.

Statistical analysis

All data obtained from the experiments were anal-

ysed using one-way ANOVA (GraphPad Prism pro-

gram). A value of P < 0.05 was considered

statistically significant.

Results and discussion

Transmission electron microscopy

The morphology of cationic liposome and dsRNA/

cationic liposomes was observed using transmis-

sion electron microscopy after negative staining.

The diameter of cationic liposomes ranged from

0.1 to 0.4 lm as shown in Fig. 1a, whereas YHV-

Pro-dsRNA/cationic liposome complexes were
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found to be large spherical aggregates with a

diameter ranging from 0.5 to 1 lm (Fig. 1b). The

large aggregates of YHV-Pro-dsRNA/cationic lipo-

some complex are probably due to the positively

charged cationic liposomes efficiently interacting

with negatively charged dsRNA molecules to form

dsRNA/lipoplexes in a manner analogous to DNA/

lipoplexes (Sternberg, Sorgi & Huang 1994; Lin,

Slack, Ahmad, George, Samuel & Safinya 2003).

Protection of YHV infection in shrimp by dsRNA-

cationic liposome complexes

To determine whether the YHV-Pro-dsRNA/cat-

ionic liposome complexes increased the efficiency

of dsRNA mediated protection against YHV

infection, healthy pacific white shrimps were co-

injected with 104 TCID50 mL�1 of YHV and either

cationic liposomes, YHV-Pro-dsRNA or YHV-Pro-

dsRNA/cationic liposome complexes. Mortality was

recorded daily for 2 weeks and samples of gill tis-

sue taken immediately from dead shrimps and

from all shrimps at the end of 2 weeks. RNA was

extracted from all gill samples and the presence of

YHV determined by RT-PCR in parallel with

amplification of actin as a control. Dead shrimps

were excluded from further analysis if the RT-PCR

for YHV was negative.

The result of RT-PCR analysis showed that all

shrimps in the control group (Fig. 2a) were

infected with YHV, whereas three of eight YHV-

Pro-dsRNA injected shrimps (Fig. 2b) and two of

eight YHV-Pro-dsRNA/cationic liposome complex

injected shrimps (Fig. 2c) were infected with YHV.

Moreover, on the fourth day of injection, the

cumulative mortality of control group (YHV/cat-

ionic liposome) was 100% (P < 0.0001), whereas

cumulative mortality of injected shrimp with YHV/

YHV-Pro-dsRNA and YHV/YHV-Pro-dsRNA/cationic

liposome was approximately 30% (P < 0.0001) and

10% (P < 0.0001) respectively (Fig. 3). By day 10

post infection, cumulative mortality in the YHV-

Pro-dsRNA group had reached 50%, whereas the

cumulative mortality in the YHV-Pro-dsRNA/cat-

ionic liposome injected group remained constant

at approximately 10% (Fig. 3).

In this study a total of 2.5 lg of YHV-Pro-

dsRNA per gramme shrimp was used which is

consistent with several previous studies that have

shown inhibition of YHV replication with this dos-

age (Yodmuang et al. 2006; Tirasophon et al.

2007; Assavalapsakul et al. 2009), whereas the

titre of YHV used was some 10 times higher to

maximize any possible difference between the two

dsRNA treatment groups (with or without cationic

liposomes). The RT-PCR analysis and cumulative

mortality showed that shrimp injected with YHV-

Pro-dsRNA/cationic liposome complex had both

lower numbers of infected shrimp as well as an

increased rate of survival as compared with naked

YHV-Pro-dsRNA injected shrimp. These results

suggest that the cationic liposomes increase deliv-

ery of YHV-Pro-dsRNA to target cells. Most cat-

ionic liposomes share the characteristic of

condensing DNA into small particles which facili-

tate cellular uptake via endocytosis through

charge-charge interaction with anionic sites on

cell surface (Gao, Kim & Liu 2007). It seems likely

(a) (b)

Figure 1 Transmission electron microscopy (TEM) of cationic liposome and YHV-Pro-dsRNA/cationic liposome.

Either cationic liposomes (a) or YHV-Pro-dsRNA/cationic liposomes (b) was stained with PTA and observed under a

TEM. The bar represents 1 lm.
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therefore that dsRNA might behave in a manner

similar to DNA molecules. Alternatively, a dsRNA-

degrading nuclease has been identified in Bombyx

mori (Arimatsu, Kotanib, Sugimurab & Furusawa

2007) and this nuclease was found in tissues, hae-

molymph and the gut lumen, and it is possible

therefore that other arthropods such as shrimp

may similarly express dsRNA nucleases. In this

case, the cationic liposomes may also protect the

dsRNA cargo from nuclease digestion in the hae-

molymph.

In this study the dsRNA-cationic liposome com-

plex was co-injected with YHV, and further studies

will be required to determine the length of protec-

tion that the complexes can confer. However, the

current method of dsRNA delivery, injection, has

limited potential application to commercial shrimp

farming. Other studies, however, have shown that a

crude extract of bacterially expressed VP28dsRNA

administered orally can provide therapeutic protec-

tion against White spot syndrome virus (WSSV)

challenge (Sarathi, Simon, Venkatesan & Hameed

2008) and that a DNA construct containing the

VP28 gene of WSSV when administered orally as a

complex with chitosan nanoparticles was able to

protect shrimp from subsequent challenge

(Rajeshkumar, Venkatesan, Sarathi, Sarathbabu,

Thomas, Anver Basha & Sahul Hameed 2009).

Both of these studies show that oral administration

is a viable therapeutic or protective route, and sug-

gest that YHV-Pro-dsRNA/cationic liposome com-

plex coated with shrimp food might be of possible

future application to shrimp farming industries.
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In recent years, drug delivery systems enhancing
efficacy of bioactive compounds attract wide atten�
tion. These delivery systems include polymeric
micelles and vesicles [1–3], dendrimers [4, 5], lipo�
somes [6, 7], micelles [7], and nanogels [8, 9]. Among
these, liposomes are considered as promising carriers
for an extensive range of applications in drug as well as
gene delivery [10–12]. Cationic liposomes have been
studied as drug carriers also because of their selective
accumulation in tumor endothelial cells [13].
Enhancement of cellular uptake of drug�loaded cat�
ionic liposomes as well as their in vitro cytotoxicity
have been demonstrated and those results were attrib�
uted to the ability of cationic liposomes to interact
with cells via electrostatic interaction, which could
induce endocytosis of the liposomes and also facilitate
drug release to the cytosol by endosomal escape [14].
These properties of cationic liposomes have been
applied to the delivery of nucleic acid as well as cyto�
toxic compounds.

Curcumin (Fig. 1), a major component of tur�
meric, is used for centuries in Asian countries includ�
ing Thailand as a spice. Curcuminoids exhibited many
interesting biological activities including anti�inflam�

1 The article is published in the original.
2 These authors contributed equally to this work. 
3 Corresponding author: phone: +66 2 3190931; fax: +66 2 3191900;

e�mail: boonek@ru.ac.th.

matory [15], antioxidant [16–18], anticancer [15, 16,
19, 20] and anti�HIV activity [21, 22]. The pharmaco�
logical safety and efficacy of curcumin makes it a
potential compound for treatment and prevention of a
wide variety of human diseases. However, curcumin
has not yet been approved as a therapeutic agent
because of problems arising from its poor bioavailabil�
ity. Phospholipid�based liposomes have been demon�
strated to enhance bioavailability and biological activ�
ity of curcumin [23–25]. Some of the liposome for�
mulations incorporated cholesterol as a helper lipid
for curcumin delivery [23, 25]. The synthetic choles�
terol�based cationic lipids have been reported as gene
delivery into mammalian cells [26–31]. Cholesterol
was often used here as a lipid anchor due to its lipid
bilayer stabilizing activity [32] and minimal toxicity to
the treated cells. However, the use of cationic lipid
with cholesterol tail to encapsulate and deliver cur�
cumin into cells has not been reported. In this work,
we report the synthesis of new cholesterol�based cat�
ionic lipid (I) (Fig. 1) and evaluation of cellular uptake
and cytotoxicity of curcumin encapsulated into lipo�
somes prepared on the basis of lipid (I).

RESULTS AND DISCUSSION

The designed cholesterol�based lipid (I) was syn�
thesized by solution�phase chemistry (Scheme).
N�(tert�Butoxycarbonyl)�1,3�diaminopropane (III)
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was prepared by high dilution method [33] and then
transformed into amide (IV) by condensation with
chloroacetyl chloride in the presence of pyridine base
at 0°C (72% yield over two steps). 3β�Cholest�5�en�3�
yl�N�(3�aminopropyl)carbamate (VI) was also pre�
pared in excellent yield by high dilution method in the
same manner as the compound (III). Care must be
taken for the alkylation step of amine (VI) with alkyl
chloride (IV), since the dialkylation product might
have taken place to give undesired product. The
monoalkylation product (VII) was obtained in a good
yield by refluxing compounds (VI) and (IV) in EtOH
in the presence of Et3N. Finally, the Boc protecting
group of derivative (VII) was removed by treating with
TFA in CH2Cl2 to afford lipid (I) in 93% yield. The
structures of the synthesized compounds were estab�

lished on the basis of IR, 1H, 13C NMR, and high res�
olution mass spectral analysis.

An important parameter to be evaluated for a lipo�
somal delivery system is the loading efficiency. The
thin�film evaporation method was used to obtain the
curcumin liposomal preparation [34]. The liposome
formulation composed of cationic lipid (I) and dio�
leoylphosphatidylethanolamine (DOPE) at 1 : 1
(wt/wt) containing curcumin and lipid in the weight
ratio of 1 : 20; this formulation was found to have mod�
erate curcumin encapsulation efficiency (68%). We
suppose that the hydrophobic nature of curcumin
allows it to become incorporated into the lipid bilayer
region of the liposome and improves the encapsulation
efficiency. Similar observations for the hydrophobic
drug have been previously reported [34, 35].
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The cytotoxic activity of free and liposomal encap�
sulated curcumin in five different human cancer cell
lines, cervical epithelial adenocarcinoma (HeLa),
lung epithelial adenocarcinoma (A549), liver hepato�
cellular carcinoma (HepG2), erythromyeloblastoid
leukemia (K562), and T cell lymphoblastic leukaemia
(1301), was determined. To find the optimal cur�
cumin/liposome ratio, cytotoxic activities of liposo�
mal curcumin and free liposomes were evaluated
against HeLa cells. Preparations of curcumin/lipid at
1 : 5, 1 : 10, 1 : 20, 1 : 40 and 1 : 80 wt/wt ratios were
prepared, the concentration of curcumin in each for�
mulation being constant at 10.8 μM. Empty liposomes
at the same concentration were also tested for compar�
ison. The results are shown in Fig. 2. At high weight
ratio (1 : 80), cytotoxic activity of liposomal curcumin
and liposomes was the same. This shows that the high
concentration of liposomes was toxic to the tested
cells. At curcumin/lipid ratio of 1 : 20, the concentra�
tion of liposome lipid was equivalent to 120 μM; treat�

ment of tested cells with empty liposomes of the same
concentration gave 25% of apoptotic cells, whereas
the apoptotic cells of liposomal curcumin was at 60%.
Thus, the curcumin/liposome weight ratio of 1 : 20 was
used for the next experiments.

It has been reported that liposomes are toxic to var�
ious cells [36, 37]. First, we investigated whether our
synthetic liposome formulation without curcumin was
toxic to the tested cells. Five cell lines were treated
with liposomes of a range of concentrations; the
results are shown in table. ED50 values of empty lipo�
somes against HeLa, A549, HepG2, K562 and 1301
cells were 180, 210, 105, 165 and 90 μM, respectively.
It was suggested that our cationic liposomes were
weakly toxic to tested cells. The synthetic liposomes
were also tested against normal cells, human embry�
onic kidney (HEK293). In contrast with the previ�
ously reported data on the cytotoxicity of cationic
lipid to the normal cells, we have found that our lipo�
somes were not toxic to the normal cells with the IC50

Fig. 2. Effect of empty liposomes and liposomal curcumin on apoptotic cells. The concentration of curcumin was 10.8 µM in each
liposomal curcumin formulation. The DMSO concentration was 0.5%.
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value of 600 μM (data not shown). This data suggest
that our liposomes were suitable as delivery system
with the minimal adverse effects on normal cells. Most
of the commercial liposomes have been reported to
enhance cytotoxicity of encapsulated compounds on
various cells [23–25, 38]. We then investigated
whether our synthetic liposomes enhance cytotoxic
activity of curcumin. Cytotoxicity of liposomal and
free curcumin was evaluated by staining with Annexin
V�FITC and analyzed by flow cytometry. The results
indicated that cytotoxic activity of liposomal and free
curcumin was dependent on cell types (table). Cur�
cumin has been reported to be non�toxic to normal
cells [39]. The pharmacological safety of curcumin
was also shown by the non�toxic consumption of up to
8 g/day for 3 months in humans [40] and up to 5 g/kg
in rats [41]. In our experiment, free curcumin showed
lower cytotoxicity compared to the liposomal cur�
cumin. The low cytotoxicity of free curcumin might be
due to low intracellular uptake and its rapid degrada�
tion. Different types of cancer cells respond to cyto�
toxic drug differently. Encapsulation of curcumin in
our synthetic liposomes increased its cytotoxicity 5–
8 times against A549, HepG2 and K562 cells, and 2–
3 times against HeLa and 1301 cells.

The cellular uptake of liposomal and free curcumin
into HeLa cells was observed under fluorescence
microscope and the results are shown in Fig. 3. Cat�
ionic liposome demonstrated enhanced cellular
uptake of curcumin into tested cells. This might be due
to cationic charge of cationic liposomes, which can
induce electrostatic interaction with negatively�
charged cell membrane and facilitate cellular uptake.
The cellular uptake of liposomal curcumin occurred as
early as 5 min after exposure to cells. The fluorescence
intensity increased upon increasing exposure time. It
was clearly seen that at 60 min all the cells were fluo�

rescent with high intensity. We suppose that cationic
liposomes may protect curcumin from degradation in
cells and gradually release it. Curcumin itself was also
uptaken into cells as early as after 5 min incubation but
with low fluorescence intensity, then the fluorescence
disappeared after 20 min (data not shown). This result
might indicate that most of the uptaken curcumin was
metabolized in the cell and prove the suggestion that
our synthetic liposomes are efficient in delivering cur�
cumin to the tested cells by enhancing cellular uptake.

In summary, our synthetic cholesterol�based cat�
ionic lipid could be used as a basic component of
delivery system capable to enhance stability, cellular
uptake and cytotoxicity of curcumin. The cytoxicity of
liposome�encapsulated curcumin has 2–8 times
higher activity than that of free curcumin. Based on
the structure of synthetic cationic lipid, the polar part
would allow the targeting vehicle to attach to the des�
tination cells and enhance the selectivity in delivering
encapsulated cytotoxic compound. Due to its cellular
entry ability, this cationic lipid might also be used as a
transfection agent.

EXPERIMENTAL

All chemicals were purchased from Sigma�Ald�
rich�Fluka. Pyridine was dried over KOH. Solvents

(a)

(b)

(c)

5 min
Phase

contrast Fluorescence

10 min
Phase

contrast Fluorescence

60 min
Phase

contrast Fluorescence

Fig. 3. Fluorescence microscopy images of HeLa cells incubated for 5, 10 and 60 min at 37°C. Row (a): PBS; row (b): 40 µM
curcumin, and row (c): 40 µM liposome�encapsulated curcumin.

ED50 of curcumin, liposomal curcumin and empty liposomes

Tested preparation
ED50 (µM)

HeLa A549 HepG2 K562 1310

Free curcumin 17 50 30 20 8

Liposomal curcumin 8 10 4 2.5 3.1

Empty liposomes 180 210 105 165 90
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were purchased from commercial suppliers and used
without further purification. Column chromatography
and TLC were carried out using Merck silica gel 60
(<0.063 mm) and precoated silica gel 60 F254 plates,
respectively. Spots on TLC were detected by spraying
with anisaldehyde–H2SO4 and ninhydrin reagents fol�
lowed by heating. IR spectra were recorded in KBr on
a Perkin�Elmer FT�IR Spectrum BX spectrophotom�
eter. NMR spectra were recorded on a Bruker
AVANCE400 spectrometer. Electrospray (ES) mass
spectra were obtained using a Finnigan LC�Q mass
spectrometer. High resolution mass spectra were
obtained using a Bruker micrOTOF mass spectrome�
ter.

N�(tert�Butoxycarbonyl)�1,3�diaminopropane (III).
Di�tert�butyl dicarbonate (5.9 g, 0.0269 mol) in
CH2Cl2 (50 mL) was added dropwise to 1,3�diamino�
propane (II) (10 g, 0.134 mol) in CH2Cl2 (200 mL)
and the mixture was stirred overnight. Then solvent
was evaporated, the residue was suspended in water
(100 mL) and filtered. Filtrate was extracted by
CH2Cl2 (3 × 50 mL). The combined organic phase was
dried (Na2SO4) and concentrated in vacuo. The crude
product was purified by column chromatography
using a CH2Cl2–MeOH system to yield the title com�
pound (4.2 g, 89%). The spectroscopic data were in
agreement with those found in the literature [42].

N�(tert�Butoxycarbonyl)�N′�(chloroacetyl)�1,3�di�
aminopropane (IV). Amine (III) (1.88 g, 0.0108 mol)
was dissolved in dry pyridine and stirred at 0°C for
10 min. Chloroacetyl chloride (1.46 g, 0.0129 mol)
was then added. The reaction mixture was allowed to
warm up to ambient temperature, and stirring contin�
ued for 12 h. The reaction mixture was poured into
crushed ice and thoroughly extracted with EtOAc
(3 × 50 mL). Column chromatography using
CH2Cl2–MeOH gradient of the residue from extract
yielded the desired product (2.21 g, 81%). White solid,
mp 43–45°C; IR (KBr): νmax 3359, 3197, 2956, 2923,
2852, 1660, 1640, 1553, 1468, 1411, 1173, 1137,
702 cm–1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.30 (9 H, s,
CH3�Boc), 1.53 (2 H, quint, J 6.0 Hz, H�2), 3.01
(2 H, br. d, J 5.4 Hz, H�1), 3.20 (2 H, q, J 5.5 Hz, H�
3), 3.90 (2 H, s, H�4), 5.27 (1 H, br. s, NHCOO), 7.40
(1 H, br. s, NHCO); 13C NMR (100 MHz, CDCl3)
28.1 (CH3�Boc), 29.4 (C�2), 36.4 (C�1), 37.0 (C�3),
42.2 (C�5), 79.1 (C�Boc), 156.5 (NHCOO), 166.7
(NHCO); MS (ES+): m/z 273.7 ([M + Na]+, 100%);
HR�TOFMS (ESI+): m/z 273.0982 [M + Na]+; calcd.
for C10H19N2O3 + Na, 273.0976.

3β�Cholest�5�en�3�yl�N�(3�aminopropyl)carbama�
te (VI). Cholesteryl chloroformate (V) (6.1 g, 0.013 mol)
in CH2Cl2 (50 mL) was added dropwise to 1,3�diami�
nopropane (11 g, 0.14 mol) in CH2Cl2 (200 mL) and
the mixture was stirred overnight. Water (200 mL) was
added to the reaction mixture and extracted with
CH2Cl2 (3 × 50 mL). Column chromatography of the
product using CH2Cl2–MeOH mixtures gave the title

compound as neat oil (6.1 g, 97%). IR (KBr): νmax
3422, 2926, 2852, 1685, 1466, 1382, 1122, 1045 cm–1;
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.62 (3 H, s, Me�
Chol), 0.81 (6 H, d, J 6.5 Hz, Me�Chol), 0.86 (6 H, d,
J 6.5 Hz, Me�Chol), 0.88–1.50 (21 H, m, CH�Chol),
1.57 (2 H, quint, J 6.4 Hz, H�2'), 1.6–2.3 (7 H, m,
CH�Chol), 2.72 (2 H, t, J 6.5 Hz, H�3'), 3.20 (2 H, br.
d, J 5.0 Hz, H�1'), 4.42 (1 H, br. s, CH�Chol), 5.19 (1
H, br. s, NHCO), 5.34 (1 H, br. s, CH�Chol); 13C
NMR (100 MHz, CDCl3) 11.7, 18.6, 19.2, 20.9, 22.4,
22.7, 23.7, 24.1, 27.9, 28.10, 28.14, 31.7, 31.8, 33.0,
35.7, 36.0, 36.4, 36.9, 38.5, 38.7, 39.4, 39.6, 42.2,
49.9, 56.0, 56.5, 74.0, 122.3, 139.7, 156.2; MS (ES+):
m/z 487.4 ([M + H]+, 100%); HR–TOFMS (ESI+):
m/z 487.4278 [M + H]+; calcd. for C31H54N2O2 + H,
487.4258.

Compound (VII). A solution of chloroamide (IV)
(0.367 g, 146 mmol), compound (VI) (0.715 g,
146 mmol) and Et3N (0.61 mL, 0.044 mol) in EtOH
(10 mL) was stirred and refluxed for 6 h. After comple�
tion of reaction (control by TLC using 10%
MeOH/CH2Cl2 as eluent), the reaction mixture was
extracted with EtOAc (3 × 100 mL); after common
treatment, the product was purified by column chro�
matography using a CH2Cl2–MeOH as eluting solvent
to give compound (VII) as neat oil (0.735 g, 72%). IR
(KBr): νmax 3364, 2928, 2852, 1720, 1689, 1660, 1545,
1527, 1461, 1366, 1272, 1253, 1174 cm–1; 1H NMR
(400 MHz, CDCl3) δ 0.63 (3 H, s, Me�Chol), 0.82
(6 H, d, J 6.5 Hz, Me�Chol), 0.87 (6 H, d, J 6.5 Hz,
Me�Chol), 0.96 (3 H, s, CH�Chol), 1.00–1.31 (10 H,
m, CH�Chol), 1.39 (9 H, s, CH3�Boc), 1.44–1.52
(9 H, m, CH�Chol), 1.61 (2 H, t, J 6.0 Hz, H�2), 1.70
(2 H, quint, J 6.4 Hz, H�2'), 1.79–2.29 (7 H, m, CH�
Chol), 2.65 (2 H, t, J 6.4 Hz, H�3'), 3.11 (2 H, br. d,
J 6.0 Hz, H�1'), 3.25–3.30 (6 H, m, H�1, H�3, H�4),
4.43 (1 H, br. s, CH�Chol), 5.06 (1 H, br. s, NH), 5.13
(1 H, br. s, NH), 5.34 (1 H, br. s, CH�Chol), 7.65 (1
H, br. s, NH); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 11.8,
18.6, 19.2, 20.9, 21.4, 22.5, 22.7, 23.7, 24.2, 27.9,
28.12, 28.18, 28.3, 29.4, 29.9, 31.8, 35.7, 36.1, 36.5,
36.9, 37.1, 38.1, 38.5, 39.4, 39.6, 42.2, 46.7, 49.9,
51.8, 56.0, 56.6, 74.3, 79.2, 122.5, 139.7, 156.4, 170.9,
175.7; MS (ES+): m/z 701.5 ([M + H]+, 100%); HR�
TOFMS (ESI+): m/z 701.5577 [M + H]+; calcd. for
C41H72N4O5 + H, 701.5575.

Cationic lipid (I). To a solution of compound (VII)
(0.20 g, 0.285 mmol) in CH2Cl2 (5 mL) trifluoroacetic
acid (1.0 mL) was added and the solution was stirred
for 10 min. The solvent was removed under stream of
nitrogen to give designed product as neat oil (0.16 g,
93%). IR (KBr): vmax 3395, 2929, 2852, 1715, 1679,
1554, 1519, 1462, 1202, 1135 cm–1; 1H NMR
(400 MHz, CDCl3) δ 0.65 (3 H, s, Me�Chol), 0.84
(6 H, d, J 6.0 Hz, Me�Chol), 0.87 (6 H, d, J 5.4 Hz,
Me�Chol), 0.97 (3 H, s, CH�Chol), 1.02–1.52 (20 H,
m, CH�Chol), 1.83–1.97 (10 H, m, H�2, H2', CH�
Chol), 2.25 (2 H, br. s, CH�Chol), 2.94 (2 H, br. s, H�
3'), 3.08 (2 H, br. s, H�3), 3.20 (2 H, br. s, H�1), 3.30
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(2 H, br. s, H�1'), 3.79 (2 H, br. s, H�5), 4.36 (1 H, br.
s, CH�Chol), 5.31 (1 H, br. s, CH�Chol); 13C�NMR
(100 MHz, CDCl3) 11.8, 18.7, 19.1, 21.0, 22.5, 22.7,
23.9, 24.2, 26.4, 27.8, 28.0, 28.2, 31.8, 35.8, 36.2,
36.5, 36.8, 37.4, 38.2, 39.5, 39.7, 42.3, 49.9, 56.2,
56.6, 114.0, 116.9, 122.8, 139.4, 158.0, 166.3; MS
(ES+): m/z 601.5 ([M + H]+, 100%); HR�TOFMS
(ESI+): m/z 601.5089 [M + H]+; calcd. for
C36H64N4O3+H, 601.5051.

Preparation of liposome�encapsulated curcumin.
Bilayer lipids for liposomes were cationic lipid (I) and
dioleoyl�L�α�phosphatidylethanolamine (DOPE)
taken equivalent weight ratio; different total lipid/cur�
cumin ratios were used. An appropriate quantity of
curcumin dissolved in EtOH (1 μg/μL) and lipid in
CHCl3 (1 μg/μL) were mixed in Eppendrof tube,
organic solvents were evaporated under a stream of
nitrogen and residue was dried under high vacuum for
2 h. The resulting thin film was hydrated with phos�
phate�buffer saline (PBS, pH 7.4, 20 μL) at room tem�
perature. The mixture was vortexed for 30 s and soni�
cated for 20 min; concentration of curcumin in each
case was the same. The resulting liposomal curcumin
was used immediately. Free curcumin was prepared by
dissolving in DMSO, and the final concentration of
DMSO was 0.5% (v/v).

Curcumin encapsulation efficiency. The amount of
curcumin incorporated in liposome was determined
using HPLC using Waters Model 515 liquid chro�
matograph. Cationic lipid (I) and DOPE were mixed
in the ratio of 1 : 1 (w/w) in CHCl3. The known
amount of curcumin in EtOH was added to the lipid
solution in the weight ratio of 1 : 20 (drug/lipid). The
organic solvents were evaporated under a stream of
nitrogen and further dried under high vacuum for 2 h.
The resulting thin film was hydrated with PBS at room
temperature. The mixture was vortexed for 30 s and
sonicated for 20 min. The supernatant containing
liposomal�curcumin complex was separated from
insoluble un�encapsulated curcumin by centrifuga�
tion at 3000 rpm for 5 min on Eppendrof miniSpin.
The curcumin pellet obtained was washed twice with
water, dissolved in CH2Cl2 and assayed by HPLC
(Waters Model 515 device, Model 2487 UV detector,
250 × 4.60 mm column, Luna 5μ silica Phenomenex,
CH2Cl2/ MeOH, 90/10, v/v).

Cell cultures. HeLa cells were cultured in growth
medium, consisting of S�MEM, 5% horse serum, 5%
fetal bovine serum, 1% L�glutamine and 1% gentami�
cin�kanamycin. A549 and HepG2 cells were cultured
in D�MEM with 10% fetal bovine serum, 1% L�
glutamine and 1% penicillin�streptomycin. K562 and
1301 cells were cultured in RPMI1640 media with
10% fetal bovine serum, 1% L�glutamine and 1% peni�
cillin�streptomycin. HEK293 cells were cultured in
MEM supplemented with 10% fetal bovine serum.
Cells were incubated at 37°C, 5% CO2. 1 × 105 attached
cells (HeLa, A549 and HepG2) and 5 × 105 suspen�
sion cells (K562 and 1301) were plated in 500 μL of

growth medium in 24�well plate so these cells would be
80–90% confluent at the time of testing.

Cell uptake studies. HeLa cells were seeded in
24�well plates at a seeding density of 1 × 105 cells per
well in 500 μL of growth medium and were allowed to
attach for 24 h. For the studies of concentration�
dependent uptake, cells were treated with 40 μM of
liposomal curcumin or curcumin and were incubated
for 5, 10, 20 and 60 min. Each time point, the medium
was removed and the cells were washed three times
with PBS and visualized using an Nikon ECLIPSE TE
300 microscope (λex = 460–490 and λem = 510–
520 nm).

Cytotoxicity assays. In 24�well plates, 100000 cells
were plated per well and allowed to grow overnight.
Curcumin at final concentrations of 5, 10, 20, 40 and
80 μM and liposomal curcumin at final curcumin con�
centration of 1.25, 2.5, 5, 10, 20, and 40 μM was added
in wells (in triplicate) and incubated at 37°C in CO2
incubator for 6 h. The medium was removed and the
cells were washed thrice with PBS buffer before being
changed to complete medium. The cells were incu�
bated at 37°C in CO2 incubator for 48 h prior to testing
for apoptosis by staining with propidium iodide and
Annexin V�FITC and then detected by flow cytometer
[43]. Data (table) show the mean of at least three inde�
pendent experiments ± SD.
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Nonionic Surfactant Vesicles Composed of Novel Spermine-Derivative Cationic
Lipids as an Effective Gene Carrier In Vitro
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Abstract. In the present study, nonionic surfactant vesicles (niosomes) formulated with Span 20, choles-
terol, and novel synthesized spermine-based cationic lipids with four hydrocarbon tails in a molar ratio of
2.5:2.5:1 were investigated as a gene carrier. The effects of the structure of the cationic lipids, such as
differences in the acyl chain length (C14, C16, and C18) of the hydrophobic tails, as well as the weight ratio
of niosomes to DNA on transfection efficiency and cell viability were evaluated in a human cervical
carcinoma cell line (HeLa cells) using pDNA encoding green fluorescent protein (pEGFP-C2). The
niosomes were characterized both in terms of morphology and of size and charge measurement. The
formation of complexes between niosomes and DNA was verified with a gel retardation assay. The
transfection efficiency of these cationic niosomes was in the following order: spermine-C18 > spermine-
C16 > spermine-C14. The highest transfection efficiency was obtained for transfection with spermine-C18
niosomes at a weight ratio of 10. Additionally, no serum effect on transfection efficiency was observed.
The results from a cytotoxicity and hemolytic study showed that the cationic niosomes were safe in vitro.
In addition, the cationic niosomes showed good physical stability for at least 1 month at 4°C. Therefore,
the cationic niosomes offer an excellent prospect as an alternative gene carrier.

KEY WORDS: cationic lipid; cationic niosomes; gene carrier; gene transfection; nonionic surfactant
vesicles; spermine derivatives.

INTRODUCTION

Gene therapy has been widely endorsed as a promising
therapeutic approach for many incurable diseases related to
gene function, such as genetic diseases, cancer, cardiovascular
diseases, and autoimmune diseases (1). Successful gene ther-
apy requires not only therapeutically suitable genes but also a
safe and efficient gene carrier (2). To avoid severe side effects
resulting from viral vectors, such as immunogenicity, muta-
genesis, and carcinogenesis, nonviral vectors offer an attrac-
tive alternative. Cationic liposomes, a vesicular system widely
investigated as effective gene carriers, are one of the preferred
nonviral vectors (3,4). In addition, several studies have report-
ed on the use of another vesicular system, nonionic surfactant
vesicles (niosomes), as a gene carrier that can potentially be
substituted for liposomes (4–6).

Niosomes are nonionic surfactant vesicles formed by the
self-assembly of nonionic amphiphiles into a bilayer structure
in an aqueous medium (7). The nonionic surfactants

preferably used to prepare niosomes include alkyl ethers
and alkyl glyceryl ethers (Brij), sorbitan fatty acid esters
(Span), and polyoxyethylenefatty acid esters (Tween) (7–9).
Cholesterol is usually combined with a nonionic surfactant in a
1:1 molar ratio in niosome formulations (10,11). Niosomes can
be prepared in the same way as liposomes and possess similar
structure and physical properties. However, niosomes have sev-
eral advantages over liposomes, including low production costs,
high purity, uniform content, greater stability, and the ease of
storing nonionic surfactants (12). Cationic niosomes used as
gene carriers are usually composed of nonionic surfactants
(i.e., Tween and Span), cholesterol, and cationic lipids (10,13).
One of themajor factors affecting gene transfectionmediated by
cationic niosomes is niosome composition, including the types of
surfactants and cationic lipids used (5,6).

The cationic lipids used as transfection reagents usually
contain three parts: a hydrophobic group, a linker group, and a
positively charged head group that can interact with DNA and
cause DNA condensation. The polyamines furnish one of the
most effective cationic lipid head groups (14). Among the poly-
amines, spermine, a well-known polyamine consisting of a
tetraamine with two primary and two secondary amino groups,
plays an important role as a gene carrier (15). Spermine-deriv-
ative cationic lipids commercially available for gene delivery
applications include dioctadecylamidoglycylspermine (DOGS)
and dipalmitoylphosphatidyl ethanolamidospermine (DPPES)
(16–18). In the present study, cationic niosomes formulated with
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Span 20, cholesterol, and novel synthesized spermine-based
cationic lipids with four hydrocarbon tails, namely, Tetra-
(N1,N1,N14,N14-myristeroyloxyethyl)-spermine (spermine-
C14), Tetra-(N1,N1,N14,N14-palmitoyloxyethyl)-spermine
(spermine-C16), and Tetra-(N1,N1,N14,N14-steroyloxyethyl)-
spermine (spermine-C18) (Fig. 1), in a molar ratio of 2.5:2.5:1
were investigated as gene carriers. Factors affecting transfection
efficiency and cell viability, including cationic lipid structure (i.e.,
differences in the acyl chain length (C14, C16, and C18) of the
hydrophobic tails as well as the weight ratio of niosomes to
DNA) were evaluated in a human cervical carcinoma cell line
(HeLa cells) using pDNA-encoded green fluorescent protein
(pEGFP-C2). The morphology, size, and charge of these
niosomes/DNA complexes were characterized, and agarose gel
electrophoresis was performed. Moreover, the physical stability
of these cationic niosomes was evaluated with size and charge
measurements.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Sorbitan monolaurate (Span 20) was obtained from
Sigma-Aldrich, MO, USA. Cholesterol was purchased from
Carlo Erba Reagenti, MI, Italy. Spermine-based cationic lipids
as shown in Fig. 1a–c were synthesized via solid phase synthe-
sis. The synthesis and characterization procedure of these
compounds were described in the previous report (19).
HeLa cells, the human cervical cancer cell line, were obtained
from American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD, USA). Modified Eagle’s medium (MEM), trypsin-
EDTA, penicillin–streptomycin antibiotics, and fetal bovine
serum (FBS) were purchased from GIBCO-Invitrogen, NY,
USA. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) was obtained from Sigma-Chemical Co.,
MO, USA. The pEGFP-C2 plasmid DNA, encoding green
fluorescent protein (GFP), was obtained from Clontech,
CA, USA. The λHindIII were obtained from Promega,
CA, USA. LipofectamineTM 2000 was purchased from
Invitrogen, NY, USA. The human leukocyte-poor packed
red cells (LPRC) preserved with SAGM red cell preservation
solution (dextrose monohydrate 0.9 g, sodium chloride 0.877 g,
mannitol 0.525 g, and adenine 0.0169 g dissolved in 100 ml
water for injection) was donated from National Blood
Centre Thai Red Cross Society, Bangkok, Thailand. All
other reagents employed were of cell culture and molecular
biology quality.

Plasmid Preparation

pEGFP-C2 was propagated in Escherichia coli DH5-α
and purified by using the Qiagen endotoxin-free plasmid pu-
rification kit (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA). DNA con-
centration was quantified by measuring UV absorbance at
260 nm using a GeneRay UV Photometer (Biometra®,
Goettingen, Germany). The purity of the plasmid was verified
by gel electrophoresis (1% agarose gel) in Tris acetate-EDTA
buffer, pH 8.0 (TAE buffer) using λDNA/HindIII as a DNA
marker.

Preparation of Cationic Niosomes

The cationic niosomes used in the present study were
prepared using a sonication method (20). Briefly, nonionic
surfactants and cholesterol were dissolved in an ethanol/chlo-
roform mixture (1:1 v/v ratio), whereas cationic lipid was
dissolved in a chloroform/methanol mixture (2:1 v/v ratio).
The cationic lipid solution was then added to the solution of
surfactant and cholesterol to obtain a mixed solution of sur-
factant/cholesterol/cationic lipid in a molar ratio of 2.5:2.5:1.
The solvents were evaporated under N2 gas flow to generate a
thin film at the bottom of the test tubes. The thin film was left
in a desiccator overnight to remove the remaining organic
solvents, and thin film hydration was performed using a Tris
buffer (20 mM Tris and 150 mM NaCl, pH 7.4). After hydra-
tion, the dispersion was sonicated using a bath sonicator for
30 min followed by a probe sonicator (Vibra-CellTM

Ultrasonic Processor, Sonics & Materials, Inc., USA), each
for 30 min in two cycles.

Preparation and Characterization of the Niosomes/DNA
Complexes

The niosomes/DNA complexes were prepared at vari-
able-weight ratios of niosomes to DNA by adding the niosome
solution to a DNA solution (the amount of DNAwas fixed at
0.5 μg). The mixture was gently mixed by pipetting up and
down for 3–5 s to initiate complex formation. To complete the
complex formation process, the mixture was left at room
temperature for 30 min. Agarose gel electrophoresis was per-
formed to ensure complex formation using 1% agarose gels
(1 g agarose in 100 ml TAE buffer containing ethidium bro-
mide 0.5 μg/ml) and TAE as a running buffer. The electropho-
resis was performed for 45 min at 100 V. Ten microliters of
niosomes/DNA complexes containing 0.5 μg of DNA were
loaded per well.

Fig. 1. Chemical structure of a Tetra-(N1,N1,N14,N14-myristeroyloxyethyl)-spermine (spermine-C14), b Tetra-(N1,N1,N14,N14-
palmitoyloxyethyl)-spermine (spermine-C16), and c Tetra-(N1,N1,N14,N14-steroyloxyethyl)-spermine (spermine-C18)
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Size and Zeta Potential Measurements

The particle size and surface charge of the cationic
niosomes and niosomes/DNA complexes were determined
by photon correlation spectroscopy using a Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK). The niosomes
and the niosomes/DNA complexes at varying weight ratios
were diluted with distilled water that had been filtered
through a 0.22-μm membrane filter to obtain the volume
required for each measurement (approximately 1 ml). All
samples were measured in triplicate at room temperature.

In Vitro Transfection of Niosomes/DNA Complexes
into HeLa Cells

On the day before transfection, HeLa cells were seeded into
a 48-well plate at a density of 2×104 cells/well in 0.25 ml of
complete medium (MEM containing 10% fetal bovine serum
and supplemented with 1% L-glutamine, 1%nonessential amino
acid solution, and 100 U/ml penicillin and 100 μg/ml
streptomycin) and were incubated at 37°C with 5% CO2

overnight. Prior to transfection, the medium was removed, and
the cells were incubated with 0.25 ml of the niosomes/DNA
complexes in serum-free medium at variable-weight ratios
containing 0.5 μg of pEGFP-C2 for 24 h at 37°C and with 5%
CO2. Cells transfected with naked pEGFP-C2 were used as
negative controls, and cells transfected with LipofectamineTM

2000 complexed with DNA at a weight ratio of 2 were used as
positive controls. On the day after transfection, the cells were
washed with pH 7.4 phosphate-buffered saline (PBS) and
replaced with complete medium. GFP expression was directly
observed under a fluorescence microscope (model: GFP-B;
wavelengths: excitation filter 480/40 and emission filter 535/50).
All transfection experiments were performed in triplicate. A
complete medium containing 10% FBS was used to investigate
the effect of serum on transfection efficiency.

Evaluation of Cell Viability

Cell viability was investigated using an MTT assay. HeLa
cells were seeded into a 96-well plate at a density of 8×103

cells/well in 100 μl of complete medium and were incubated at
37°C and 5% CO2 overnight. Prior to the cytotoxicity study,
the medium was removed, and the cells were treated with the
niosomes/DNA complexes under the same conditions as in the
transfection experiment. On the day after treatment, the cells
were rinsed with PBS and incubated in 100 μl MTT-containing
medium (1 mg/ml) for 4 h. The formazan crystals formed in
living cells were dissolved in 100 μl dimethyl sulfoxide per
well. Relative cell viability (in percent) was calculated based
on the absorbance observed at 550 nm using a microplate
reader (Universal Microplate Analyzer, models AOPUS01
and AI53601, Packard BioScience, CT, USA) and compared
with nontreated cells. The viability of nontreated cells was
defined as 100%.

Hemolytic Assay of Cationic Niosomes and Niosomes/DNA
Complexes

Hemolytic activity was evaluated using human LPRC ac-
cording to (21). Briefly, LPRC was centrifuged at 3,800 rpm for

5min to remove the plasma and additive solution. The red blood
cells (RBCs) were then washed three times with PBS. The
RBCs were distributed in a 96-well plate (100 μl/well), and an
equal volume of cationic niosomes or niosomes/DNA com-
plexes under the same concentration as in the transfection ex-
periment (both diluted with PBS) was added. After incubation
at 37ºC for 1 h, the plates were centrifuged at 800×g for 10 min,
and the supernatant was collected. The absorbance of the su-
pernatant was measured at 550 nm using a microplate reader
(Universal Microplate Analyzer, models AOPUS01 and
AI53601, Packard BioScience, CT, USA). RBCs treated with
PBSwere used as a negative control (normal hemolysis), where-
as RBCs treated with sterile water were used as a positive
control (100% hemolysis). Positive and negative control wells
were added on each plate. The percentage of hemolytic activity
of each sample was estimated from the absorbance at 550 nm
using the following equation: [(A−A0)/(Amax−A0)]×100, where
A0 is the absorbance of the negative control and Amax is the
absorbance of the positive control, corresponding to 100%hemo-
lysis. The percentages of hemolysis (Y axis) were plotted against
the log of niosome concentration (X axis), and the 50%hemolytic
concentration (HC50) value of the niosomes (the niosome
concentration that lyses 50% RBCs) was estimated.

Transmission Electron Microscopy

The morphological analysis of cationic niosomes and
niosomes/DNA complexes was performed with a transmission
electron microscope (JEOL JEM-1230, JEOL, Tokyo, Japan).
A small drop of sample was placed on a 200-mesh carbon-coated
copper grid. The excess samplewas removed using a filter paper,
and the sample was then air-dried and viewed at 80 kV.

Physical Stability of Cationic Niosomes

The physical stability of the cationic niosomes after stor-
age for 30 days at 4°C and 25°C was determined by monitoring
the particle size and zeta potential.

Statistical Analysis

The significance of differences in transfection efficiency and
cell viability was statistically evaluated with a one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by an LSD post hoc test for ana-
lyzing transfection efficiency and a Tukey post hoc test for deter-
mining cell viability. The significance level was set at p<0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of Cationic Niosomes and Niosomes/DNA
Complexes

Cationic niosomes composed of Span 20, cholesterol
(Cho), and spermine-cationic lipids with four hydrocarbon
tails (Fig. 1; A = Tetra-(N1,N1,N14,N14-myristeroyloxyethyl)-
spermine (spermine-C14), B = Tetra-(N1,N1,N14,N14-
palmitoyloxyethyl)-spermine (spermine-C16), and C = Tetra-
(N1,N1,N14,N14-steroyloxyethyl)-spermine (spermine-C18)) in
a molar ratio of 2.5:2.5:1 were prepared. The formulations of
niosomes, particle sizes, and zeta potentials are shown in
Table I. The particle size of the cationic niosomes ranged

Cationic Niosomes as an Effective Gene Carrier



from 385 to 876 nm in the following order: niosomes-C14 >
niosomes-C16 > niosomes-C18. The spermine-cationic lipids
with a long carbon chain may increase the rigidity of the
vesicle due to deeper insertion into the bilayer, thus
increasing the carbon chain length produced a decrease in
vesicle size. The zeta potential of the cationic niosomes
ranged from 42 to 54 mV in the following order: niosomes-
C18 > niosomes-C16 > niosomes-C14. These findings might
result from the intrinsic properties of each spermine-cationic
lipid. The hydrophobic strength of the long-chain carbon was
greater than that of the short-chain carbon. Accordingly, the
long-chain carbon increased the solubility of the cationic lipid
in the niosome bilayer. The amount of long-chain carbon in
the niosome bilayer was higher than that of the short-chain
carbon. Accordingly, the niosomes-C18 showed a higher
zeta potential than the niosomes-C14. These results were
consistent with the findings of a previous study that the
membrane rigidity and stability of polymer-hybridized
liposomes (PHL) increased with the alkyl chain length of
poly(asparagines) grafted with alkyl chains at the same
polymer concentration. It is expected that longer alkyl chains
will have stronger hydrophobic interactions with PC lipids,
producing a tighter PHL lipid bilayer (22).

The conditions for complex formation were optimized
through the use of a gel retardation assay to determine the
degree of binding between the cationic niosomes and DNA at
varying weight ratios. DNA migration will be retarded if the
carrier can form complexes with DNA. Moreover, no DNA
migration is observed if complex formation is complete (23).

In this study, the weight ratios of the cationic niosomes to
DNAwere altered by varying the amount of cationic niosomes
and fixing the amount of DNA. The complex formation
demonstrated by agarose gel electrophoresis is shown in
Fig. 2. The results showed that niosomes-C14, niosomes-C16,
and niosomes-C18 achieved complete complex formation at
weight ratios greater than 130, 100, and 60, respectively
(Fig. 2a–c). It can be concluded that the cationic niosomes
containing spermine-cationic lipids can condense DNA at dif-
ferent binding affinities.

Further investigations of the particle size and zeta poten-
tial of the niosomes/DNA complexes were performed at
weight ratios of 2.5, 10, 20, 30, 40, and 100. The particle size
and zeta potential were plotted against the weight ratios of the
niosomes/DNA complexes (Fig. 3). The particle size of all
formulations of niosomes/DNA complexes did not obviously
change when weight ratio increased from 2.5 to 30, whereas
further increasing the weight ratio from 30 to 100 resulted in
an increase in particle size. A negative value of the zeta
potential of niosomes/DNA complexes in all niosome formu-
lations was observed for weight ratios ranging from 2.5 to
40. The zeta potential changed from negative to neutral as
the weight ratio increased from 40 to 100. It can be
assumed from these findings that the lack of variation in
particle size as well as the negative value of the zeta
potential observed with the increasing weight ratios cited
might be due to the adsorption of anionic DNA molecules
at the cationic surface of the niosomes through electrostatic
interactions.

Table I. Physical Stability of Cationic Niosomes Formulated with Span 20/Cholesterol/Spermine-Cationic Lipid in a Molar Ratio of 2.5:2.5:1
After Storage at 4°C and 25°C for 30 Days. Each Value Represents the Mean ± Standard Deviation (S.D.) from Three Independent

Experiments

Formulations

Particle size (nm) Zeta potential (mV)

Initial (day 0)

Day 30

Initial (day 0)

Day 30

4°C 25°C 4°C 25°C

Niosomes-C14 (Span 20/Cho/spermine-C14) 876±25 893±14 2,459±348 +42±7 +38±5 +1±3
Niosomes-C16 (Span 20/Cho/spermine-C16) 462±10 472±2 2,130±744 +49±1 +47±2 +2±2
Niosomes-C18 (Span 20/Cho/spermine-C18) 385±12 395±3 2,796±616 +54±1 +53±3 +15±1

Fig. 2. Gel retardation assay of niosomes/DNA complexes. Lane 1, λHind III DNA marker; lane 2,
pEGFP-C2; lanes 3–8, niosomes/DNA complexes at weight ratios of 80, 90, 100, 110, 120, and 130 for a
niosomes-C14, weight ratios of 50, 60, 70, 80, 90, and 100 for b niosomes-C16, and weight ratios of 35, 40, 45,
50, 55, and 60 for c niosomes-C18

Paecharoenchai et al.



In Vitro Transfection in HeLa Cells

An effective gene delivery system should provide high
transfection efficiency. To investigate the in vitro transfection
efficiency of cationic niosomes, cationic niosomes carrying
pEGFP-C2 were transfected into a human cervical carcinoma
cell line (HeLa cells). Gene transfection mediated by cationic
niosomes is affected by numerous factors, including the types
of surfactants and cationic lipids that compose the niosomes
(5,6). In this component of the study, the effects of multiple
factors, including the acyl chain length (C14, C16, and C18) of
cationic lipids and the niosomes/DNA weight ratio, on
transfection efficiency were evaluated in comparison with
LipofectamineTM 2000 at a weight ratio of 2 (positive control)
and naked pDNA (negative control) (Fig. 4). The niosomes-
C16/DNA complexes and niosomes-C18/DNA complexes
showed significantly higher transfection efficiency compared
with naked DNA transfection at any weight ratio (Fig. 4b, c),
whereas the transfection efficiency of niosomes-C14/DNA
complexes was only significantly higher than the negative
control at weight ratios of 10–40 (Fig. 4a). In general,
higher weight ratios were correlated with higher transfection
efficiencies. However, a decrease in transfection efficiency was
observed if the weight ratio was increased above that yielding
the highest transfection efficiency. This finding is in agreement
with our previous reports (24,25). The highest transfection
efficiency observed for the niosomes-C14, niosome-C16, and
niosomes-C18 was at weight ratios of 20, 30, and 10,

respectively. The transfection efficiency decreased as follows:
niosomes-C18 (7,993±94 cells/cm2) > niosomes-C16 (5,958±
197 cells/cm2) > niosomes-C14 (2,082±63 cells/cm2).

Among the niosomes, the highest transfection efficiency
was observed in the niosomes-C18 formulation at a weight
ratio of 10. In addition, no significant difference was observed
between the transfection efficiency of the niosomes-C18 for-
mulation at weight ratios from 10 to 20 and that of the
LipofectamineTM 2000 positive control (p>0.05) (data not
shown). These results showed that not only the weight
ratio but also the alkyl chain length of the spermine-
cationic lipids affected the efficiency of gene transfection.
Increasing the alkyl chain length increased the efficiency
of gene transfection. The high transfection efficiency of
niosomes-C18 might be attributed to the small particle
size (385±12 nm), high zeta potential (+54±1 mV), and
complete DNA complex formation at lower weight ratios
(above 60) relative to niosomes-C16 (above 100) and niosomes-
C14 (above 130). Accordingly, the niosomes-C18 (composed of
spermine-C18 cationic lipid) at a weight ratio of 10 serves as an
effective gene carrier in vitro.However, niosomes-C18 achieved
complete complex formation at weight ratios above 60 (Fig. 2c).
Thus, at this weight ratio of 10, where the highest transfection
efficiency was obtained, complex formation was not complete.
This finding is in accordance with our previous report (20) on
gene transfection using cationic niosomes containing another
spermine derivative. In this previous study, the highest gene
transfection efficiency was observed at a weight ratio below

Fig. 3. Particle size (black triangle) and zeta potential (black square) at varying weight ratios of niosomes/DNA complexes; a niosomes-C14, b
niosomes-C16, and c niosomes-C18. Each value represents the mean ± S.D. of three measurements

Fig. 4. In vitro transfection efficiency of niosomes/DNA complexes with weight ratios of 2.5–100 at pH 7.4 in HeLa cells; a niosomes-C14, b
niosomes-C16, and c niosomes-C18. Each value represents the mean ± S.D. of triplicate experiments (Asterisk indicates p<0.05 compared

with naked DNA)
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that at which complete complex formation occurred (partial
complex formation). In contrast, our previous study on
cationic liposomes formulated with the same spermine-C18
cationic lipid and phosphatidylcholine (PC) (liposome-C18)
found that the highest transfection efficiency was obtained at a
weight ratio of 15 (greater than the weight ratio needed for
complete complex formation) (24). This finding might result
from differences between liposomes and niosomes in
intracellular processing or cellular uptake mechanisms.
Experiments on complex formation effects and the possible
cellular >uptake mechanisms of niosomes will be conducted in

the future. The surface modification of cationic liposomes using
sorbitan ester (Span®) can enhance the cellular uptake of
oligonucleotides through an endocytosis-dependent pathway.
The hydrophobicity of cationic liposomes must be appropriate
for the cellular uptake process. Excessively strong hydrophobicity
may impede carrier access to the cell surface, whereas a decrease
in hydrophobicity to a certain level may hinder adhesion and
phagocytosis. Additionally, Span may destabilize the cell
membrane by disordering the liquid crystal structures of lipid
bilayers and could thus facilitate entrance by the cells of
xenobiotics (26). The mechanism of cellular internalization
of surfactant vesicles has also been investigated (27). The
cited study suggested that surfactant vesicles were primarily
internalized through the cholesterol-dependent clathrin-
mediated endocytosis pathway. It is reasonable to suppose that
surfactant vesicles bind nonspecifically to clustered cellular
receptors in coated regions and are then internalized. After
cellular internalization, effective gene carriers should promote
endosomal escape. Zhou et al. investigated the mechanism of
cellular internalization of niosomes-siRNA complexes using
cationic niosomes (SPANosome) formulated with DOTAP/
Span 80/TPGS in a molar ratio of 50:49:1. The niosomes-
siRNA complexes were shown to be internalized by tumor
cells primarily through the caveolae-mediated pathway, which
does not result in lysosomal delivery and is thus less degradative.
In contrast, the pathway used by lipofectamine–siRNA was
primarily clathrin-mediated endocytosis (28). Accordingly, the
present study investigated cationic niosomes containing Span 20
niosomes and spermine-cationic lipids. The high transfection
efficiency found in this study might have occurred because
cationic lipids can be protonated at an intralysosomal acidic
pH, producing endosomal membrane destabilization,
subsequent cytosolic release of the delivered DNA, and,
finally, gene transcription and translation. Lysosomotropic

Fig. 5. In vitro transfection efficiency of niosomes/DNA complexes in
HeLa cells at pH 7.4 in the absence of serum (white bars) and presence
of 10% serum (black bars) with weight ratios of 20, 30, and 10 for
niosomes-C14, niosomes-C16, and niosomes-C18, respectively. Each
value represents the mean ± S.D. of triplicate experiments

Fig. 6. Transmission electron microscope (TEM) images at magnification ×50 k of the cationic niosomes; a niosomes-C14; b niosomes-C16; c
niosomes-C18 and niosomes/DNA complexes; d niosomes-C14/DNA complexes at weight ratio of 20; e niosomes-C16/DNA complexes at

weight ratio of 30; and f niosomes-C18/DNA complexes at a weight ratio of 10
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detergents, such as lipophilic amines, can become protonated at
an intralysosomal acidic pH level, resulting in enhanced
endosomal escape (29). The role of cationic niosomes in gene
delivery, as well as the cellular uptake mechanism and
intracellular process, is interesting and is currently under
investigation in our laboratory.

One of the major factors to be considered regarding
transfection reagents is their ability to function in serum-sup-
plemented cell culture medium. A crucial drawback hindering
the clinical success of cationic transfection lipids is their serum
incompatibility. The in vitro gene transfection efficiency of
cationic amphiphiles is usually adversely affected in the pres-
ence of serum. Generally, gene transfection mediated by cat-
ionic liposomes is inhibited by serum (30). Such serum
incompatibility of cationic transfection lipids is hypothesized
to begin through the adsorption of negatively charged serum
proteins onto the positively charged cationic liposome sur-
faces, preventing the efficient interaction of these proteins
with the cell surface and/or their internalization (31).
Additional investigations of the effect of serum on the transfec-
tion efficiency of cationic niosomes (niosomes-C14, niosomes-
C16, and niosomes-C18) at the weight ratios that provided the
highest gene transfection were conducted (Fig. 5). The transfec-
tion efficiency of all of the niosome formulations did not differ
significantly in the presence (10% FBS) and absence of serum
(p>0.05). This presence of a serum effect appears to be another

advantageous property of these cationic niosomes that facilitates
their use as gene carriers.

Morphological Analysis of Cationic Niosomes and Niosomes/
DNA Complexes

The cationic niosomes and niosomes/DNA complexes
were morphologically characterized with transmission elec-
tron microscopy (TEM). The TEM images demonstrated that
the cationic niosomes had spherical shapes with a smooth
surface and a detached border (Fig. 6a–c). The morphology
of the niosomes/DNA complex at the weight ratio providing
the highest gene transfection is illustrated in Fig. 6d–f. This
complex also had a spherical shape, but the surface of the
complex was rough or hairy, and the particle size was larger.
The hairy surface of the complex in the images shows that
anionic DNA molecules interacted electrostatically with the
cationic niosome surfaces.

Effect of Niosomes/DNA Complexes on Cell Viability

Suitable gene delivery systems require not only high
transfection efficiency but also safety. To assure the safety of
the gene carriers, an MTT assay was performed in HeLa cell
culture (Fig. 7). The cell viability of the niosomes/DNA com-
plex-treated cells was compared with the nontreated cells

Fig. 7. The percentage cell viability of niosomes/DNA complexes with weight ratios of 2.5–100 at pH 7.4 in HeLa cells; a niosomes-C14, b niosomes-
C16, and c niosomes-C18. Each value represents the mean ± S.D. of triplicate experiments (Asterisk indicates p<0.05 compared with control)

Fig. 8. Hemolytic activity of a cationic niosome concentrations of 0.2–2,000 μg/ml and b niosomes/DNA complexes with weight ratios of 2.5–
100 at pH 7.4 in human leukocyte-poor packed red cells (LPRC); niosomes-C14 ( ), niosomes-C16 ( ), niosomes-C18 ( ). Each value

represents the mean ± S.D. of triplicate experiments
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(controls). Safe formulations should result in cell viabilities
similar to those of untreated cells. The results showed that
niosomes-C14 was safe for use at a weight ratio of 2.5–25,
whereas niosomes-C16 and niosomes-C18 were safe at weight
ratios of 2.5–30 and 2.5–15, respectively. Cytotoxicity has been
observed to be correlated with increasing carrier-to-DNA
weight ratios (23). These cationic niosomes possess low toxic-
ity at the weight ratios that provided the highest transfection
efficiency (weight ratios of 20, 30, and 10 for niosome-C14,
niosome-C16, and niosome-C18 formulations, respectively).
Therefore, it can be assumed that these cationic niosomes
are safe for in vitro use.

Hemolytic Assay

The hemolytic activity of cationic niosomes and niosomes/
DNA complexes was determined using RBCs as a marker of
general membrane toxicity (21). To evaluate the hemolytic ac-
tivity of cationic niosomes in terms of HC50, the percentage of
hemolysis was plotted against the log niosome concentration.
All niosome formulations in the concentrations of 0.2 to
2,000 μg/ml used in this study had a low hemolytic effect, and
the estimated HC50 of all formulations was greater than
2,000 μg/ml (the concentration of niosomes prepared in this
study was approximately 2,000 μg/ml) (Fig. 8a). In addition,
the niosomes/DNA complexes at the weight ratios used in the
transfection experiment (weight ratios of 2.5 to 100) also showed
a low hemolytic effect (Fig. 8b).

Due to safety concerns, the internal use of Span is limited
because of its surfactant properties. In this study, however, the
concentration of Span 20 in the niosome formulation that
provided the highest transfection efficiency showed low he-
molytic activity. Additionally, successful topical genetic immu-
nization against hepatitis B in mice using niosomes composed
of Span 85 and cholesterol encapsulating DNA encoding hep-
atitis B surface antigen (HBsAg) has been reported (12).
Consequently, it might be assumed that Span-niosomes repre-
sent a promising alternative for in vivo application.

Physical Stability of Cationic Niosomes

Particle size is an important indicator of the stability
response of colloids. Increases in particle size usually result
from the aggregation and fusion of colloidal vesicles, correlat-
ed with an unstable colloidal system. After storage of the
cationic niosomes at 4°C and 25°C for 30 days, the particle
size and zeta potential of the niosomes were determined
(Table I). The particle size of all niosome formulations stored
at 25°C increased markedly compared with the initial value
(day 0), whereas no alterations in particle size were observed
at 4°C for any formulation. The zeta potential of all niosome
formulations stored at 25°C decreased markedly compared
with the initial value, whereas almost no changes in zeta
potential were observed at 4°C for any formulation.

To prevent aggregation, vesicles must have a high surface
charge to provide sufficient electrostatic repulsion (13).
Cationic niosomes only show good physicochemical stability
after refrigeration (4°C). This result implies that the stability
of cationic niosomes is primarily affected by temperature.
Temperature is associated with energy input, which can induce
changes in the crystalline structure of lipids. This finding was

in agreement with a previous observation (32) that rapid
growth of solid lipid nanoparticles (SLNs) stored at 50°C
occurred in association with a decrease in the zeta potential
of the SLNs. Additionally, high temperatures can induce de-
stabilization due to changes in zeta potential (33). In conclu-
sion, the cationic niosomes were physically stable for at least
1 month at 4°C.

Although the particle size of the niosomes-DNA com-
plexes that provided the highest transfection efficiency was
relatively large (approximately 500 nm), this system might be
used for topical DNA delivery. For cutaneous gene therapy,
several niosome formulations have been successfully reported
to deliver genes to the skin and provide excellent transfection
efficiency (10). The current study shows that niosomes can
potentially be used as a gene carrier in vitro. Several studies
have reported that niosomes can facilitate siRNA delivery
in vitro as well as gene delivery (28,34). Our study also sup-
ported the view that Span 20 niosomes show a low hemolytic
effect and might serve as a promising alternative in vivo.
However, further investigations of intracellular uptake mech-
anisms as well as the in vivo efficacy and safety of this system
are required.

CONCLUSIONS

Cationic niosomes formulated from Span 20, cholesterol,
and novel spermine-based cationic lipids with differences in the
acyl chain length (C14, C16, andC18) of the hydrocarbon tails at
a molar ratio of 2.5:2.5:1 were successfully prepared to enhance
transfection efficiency in vitro. The niosomes composed of
spermine cationic lipid with an acyl chain length of C18 demon-
strated the highest transfection efficiency as well as low cytotox-
icity and a low hemolytic effect in vitro. Additionally, the
cationic niosomes had good physical stability for at least 1month
at 4°C. Consequently, these cationic niosomes show an excellent
potential as an alternative gene carrier.
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