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 We examined the potential of cationic nanoparticle – polyethyleneimine-
introduced chitosan shell/poly (methyl methacrylate) core nanoparticles (CS-PEI) for 
siRNA delivery. Initially, DNA delivery was performed to validate the capability of CS-
PEI for gene delivery in the human cervical cancer cell line, SiHa. siRNA delivery were 
subsequently carried out to evaluate the silencing effect on targeted E6 and E7 
oncogenes. Physicochemical properties including size, zeta potential and morphology of 
CSPEI/ DNA and CS-PEI/siRNA complexes, were analyzed. The surface charges and 
sizes of the complexes were observed at different N/P ratios. The hydrodynamic sizes 
of the CS-PEI/DNA and CS-PEI/siRNA were approximately 300–400 and 400–500 nm, 
respectively. Complexes were positively charged depending on the amount of added 
CS-PEI. AFM images revealed the mono-dispersed and spherical shapes of the 
complexes. Gel retardation assay confirmed that CS-PEI nanoparticles completely 
formed complexes with DNA and siRNA at a N/P ratio of 1.6. For DNA transfection, CS-
PEI provided the highest transfection result. Localization of siRNA delivered through CS-
PEI was confirmed by differential interference contrast (DIC) confocal imaging. The 
silencing effect of siRNA specific to HPV 16 E6/E7 oncogene was examined at 18 and 
24 h post-transfection. The results demonstrated the capacity of CS-PEI to suppress the 
expression of HVP oncogenes. 
Keywords : Chitosan, Polyethyleneimine, Core/shell nanoparticle, DNA delivery, siRNA 
delivery 
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งานวิจัยนี้เปนการทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนประจุบวก Polyethyleneimine-
Introduced Chitosan Shell/Poly (methyl Methacrylate) CoreNanoparticles (ตัวพา CS-PEI) 
สําหรับระบบนําสง siRNA โดยเบื้องตนจะทดลองนําสง DNA เขาสูเซลลมะเร็งปากมดลูกกอน 
จากน้ันจึงนําสง siRNA เพ่ือประเมินผลยับยั้งการแสดงออกของอองโคยีนของเชื้อ Human 
papillomavirus (HPV) ในเซลลมะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa สําหรับการตรวจสอบคุณสมบตัิทาง
เคมีกายภาพของตัวพา CS-PEI จะศึกษา ขนาด, ประจุ และลักษณะทางสัณฐานวิทยาเม่ือทาํจับ
กับ DNA และ siRNA    (CS-PEI/DNA, CS-PEI/siRNA) ที่อัตราสวนโมลของหมูเอมีน (N) บน
ตัวพา ตอหมูฟอสเฟต (P) บนกรดนวิคลีอิก (N/P) ตาง ๆ ผลทีไ่ดพบวา CS-PEI/DNA และ 
CS-PEI/siRNA มีขนาดประมาณ 300-400 และ 400-500 นาโนเมตร โดยความเปนประจุบวก
ของ complex จะเพ่ิมตามปริมาณของตัวพา CS-PEI และผลจากกลอง Atomic force 
microscopy (AFM) พบลักษณะของ complex เปนทรงกลมขนาดเล็ก มีการกระจายตัวที่ดี เม่ือ
ทดสอบความสามารถในการจับกับ DNA และ siRNA โดยการทํา Gel retardation พบวาตวัพา 
CS-PEI จับไดอยางสมบูรณที่อัตราสวน N/P เทากับ 1.6 นอกจากนี้ตัวพาดังกลาวใหผลการ
นําสง DNA เขาสูเซลลสูงสดุ และเม่ือใชตัวพา CS-PEI นําสง siRNA ใหผลยบัยั้งการแสดงออก
ของอองโคยีน E6 และ E7 ที่เวลา 18 และ 24 ชั่วโมง จากน้ันตรวจสอบเพื่อยนืยันการเขาสู
เซลลมะเร็งปากมดลูกดวยภาพจากกลอง differential interference contrast (DIC) confocal 
จากผลการทดลองที่ไดพบวาตวัพา CS-PEI สามารถนําสง siRNA เพ่ือกดการแสดงออกของ
อองโคยีนดังกลาวได 
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บทที่ 1 
บทนํา 

Human papillomavirus (HPV) เปนไวรัสที่มีดีเอ็นเอสายคู (Double-stranded DNA 

virus) บางชนิดสามารถกอโรคได โดยทําใหเกิดการติดเชื้อบริเวณเนื้อเยื่อจนกอใหเกิดหูด 

(Warts) หรือชักนําใหเกิดมะเร็งได [1] การติดเชื้อ HPV กลุมสายพันธที่มีความเสี่ยงสูง (High-

risk HPV) จะกอใหเกิดมะเร็งปากมดลูก ไดแกสายพันธที่ 16 และ 18 เปนตน [2] นอกจากนี้

ไวรัสดังกลาวยังทําใหเกิดการติดเชื้อบริเวณปากมดลูก โดยจะติดตอเขาสูรางกายเปนสวนใหญ

ทางเพศสัมพันธ ปจจุบันการรักษามะเร็งปากมดลูกน้ันอาศัยวธิีการผาตัด, การบําบัดดวยรังสี 

และการใชสารเคมีบําบัด อยางไรก็ตามยังไมมีวิธีใดที่ใหผลการรกัษาอยางสมบูรณแบบและใน

บางคร้ังตองใชหลายวิธีประกอบกัน ซึ่งวิธีการใหเคมีบําบัดหรือการฉายรังสีรักษาน้ันสงผลเสี่ยง

ทําใหเซลลเปนพิษไดขึ้นอยูกับปจจัยแวดลอมตาง ๆ ไดแก ปริมาณและระยะเวลาในการรับรังสี

หรือความไวของเน้ือเยื่อปกติตอการทําเคมีบําบัด ดังนั้นการควบคุมปจจัยตาง ๆ ใหเหมาะสม

จะมีผลดีตอการรักษามะเรง็ดังกลาวได [3] 

จากการคนพบกระบวนการทํางานของ RNA inference (RNAi) ปจจุบันจึงไดมีความ

พยายามที่จะใช RNAi ในการรักษามะเร็งปากมดลูก โดยเฉพาะ siRNA (small interfering 

RNA) ซึ่งที่ผานมาไดมีการศึกษาเก่ียวกับการใช siRNA ยับยั้งการแสดงออกของยีนไวรัสที่

เขารหัสสังเคราะห HPV E6 และ/หรือ E7 oncoproteins [4, 5] เพราะหากโปรตีนดังกลาวมีการ

แสดงออกอยางตอเน่ืองจะมีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลลปกติบริเวณปากมดลูก 

(Cervical epithelial cell) กลายเปนมะเร็งปากมดลูก (HPV positive cervical cancer cell) [6] 

ในกระบวนการกอมะเร็ง E7 oncoprotein จะมีบทบาทเปนตวักระตุนใหเซลลเกิดการแบง

ตัวอยางรวดเร็วโดยควบคมุไมได [7] รวมถึง E6 oncoprotein ที่ทําหนาที่เปนตัวยบัยั้ง

กระบวนการ Apoptosis ทําใหเซลลปกติที่ไดรบัความเสียหายหรือมีการเปลี่ยนรูปรางไมถูก

ทําลายและสามารถเจริญเตบิโตตอไปไดจนกอใหเกิดเซลลมะเร็งขึ้นในที่สุด [8] ประสิทธิภาพใน

การทํางานของกระบวนการ siRNA นั้นขึน้กับระบบทีใ่ชในการนําสง ซึ่งเปนปญหาคลายกับการ

นําสงเพ่ือทํายีนบําบัด (Gene therapy) กลาวคือเม่ือ siRNA ถูกนําสงเขาสูรางกายโดยตรงแลว

นั้น มีโอกาสสูงที่จะเกิดการยอยสลายโดยงายสงผลใหมีจํานวน siRNA กระตุนใหเกิด

กระบวนการ RNAi นอยลงรวมถึงความเสถียรทีต่่ําภายในกระแสเลอืดอีกดวย [9, 10] ปจจุบันมี

การศึกษาระบบนําสง siRNA โดยใชตัวพา (vector) ซึ่งแบงออกเปน 2 ระบบหลกัไดแก ระบบที่
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อาศัยไวรัสเปนตัวพา (Viral vector) และระบบที่ไมอาศัยไวรัสเปนตวัพา (Non-viral vector) 

การใชระบบท่ีอาศัยไวรัสเปนตัวพานัน้ใหประสิทธิภาพการนําสงที่สูงแตอาจมีผลในทางลบจาก

การตอบสนองทางระบบภมิูคุมกันในรางกาย เพราะไวรัสสามารถแทรกยีนของตัวเองเขากับ

จีโนมของเซลลเจาบานได กอใหเกิดความเสี่ยงตอการชักนําใหเกิดเปนมะเร็งจากการนําสงดวย

วิธีดังกลาว [11] ดวยเหตุผลขางตนทาํใหระบบการนําสงแบบไมอาศัยไวรัสเปนตัวพาจึงเปน

ทางเลือกที่ไดรับความสนใจมากขึ้นเม่ือคํานึงถึงความปลอดภัย โดยไดพัฒนาระบบใหมี

ประสิทธิภาพในการนําสงทีดี่ขึ้น รวมถึงการเพ่ิมรูปแบบการนําสงใหมีความหลากหลายมาก

ยิ่งขึ้น เชน การเพ่ิมความจําเพาะตอเซลลหรือบริเวณเปาหมาย และการพัฒนาตวัพาใหมีความ

หลากหลาย (Multifunctional nanocarrier) เปนตน โดยสวนใหญระบบนําสงดังกลาวจะนยิมใช

สารจําพวกไขมันประจุบวก (Cationic lipid) และพอลเิมอรประจุบวก (Cationic polymer) ซึ่งมี

ความปลอดภัยสูง, เตรียมไดงาย, ราคาไมแพงและสามารถผลติไดในปริมาณมาก [12, 13] 

ในชวงทศวรรษที่ผานมาไคโตซาน (Chitosan) นับเปนพอลิเมอรที่ไดมาจากธรรมชาต ิ

และไดรับความสนใจในการนํามาใชในทางการแพทยรวมถึงการนําสงยา เน่ืองจากคุณสมบัตทิี่

ยอยสลายไดตามธรรมชาตแิละไมเปนพิษตอเซลล [14, 15] รวมถึงคุณสมบตัิของไคซานที่มี

ประจุบวกทําใหสามารถจับกับประจุลบของหมูฟอสเฟตซึ่งเปนสวนประกอบหนึ่งของกรด

นิวคลีอิก (Nucleic acid) นอกจากนี้เม่ือนําพอลิเอทิลนีอิมีน (Polyethylenimine or PEI) ซึ่งเปน

พอลิเมอร ประจุบวกมาใชรวมกบัไคโตซานในการนําสงยีนหรือดีเอ็นเอที่สนใจในการศกึษา 

พบวาสามารถเพิ่มประสทิธิภาพในการนําสงเขาไปในเซลลสูงขึ้นและลดความเปนพิษของพอลิ

เมอรตอเซลลที่ถูกนําสงเขาไปได [16] ดังนั้นการใชไคโตซานรวมกบัพอลิเอทลิีนอิมีน (PEI) จึง

มีศักยภาพที่จะใชเปนตวัพาในระบบนําสง  

 ในงานวิจัยนีผู้วิจัยมีเปาหมายท่ีจะทดสอบระบบนําสง siRNA แบบไมอาศัยไวรัส       

เปนตวัพา เพ่ือพัฒนาระบบนําสง siRNA ในการยบัยั้งการแสดงออกของยีน E6/E7 ในระดับ 

mRNA ของ HPV transformed cell โดยใชอนุพันธผสมของไคโตซานรวมกับพอลิเอทิลีนอิมีน

เปนตวัพา (Chitosan-PEI nanoparticle) ซึ่งมีคุณสมบัติทีเ่พ่ิมความเปนประจุบวกมากขึ้นและ

ลดความเปนตอเซลลลง [17] จากการศึกษาทีผ่านมายังไมมีการนําอนุพันธผสมดังกลาวมาใช

นําสง siRNA เพ่ือยับย้ังการแสดงออกของในระดับ mRNA ของ HPV oncogenes มากอนซึ่ง

คาดวาจะเปนประโยชนอยางมากสําหรับการเลือกระบบนําสงที่เหมาะสมในการยบัยั้งยีนกอโรค

นําไปสูการเพ่ิมทางเลือกใหมในการรักษามะเร็งปากมดลูกตอไป 



3 
 

บทท่ี 2 

วิธีการทดลอง 

2.1 เซลลเ์พาะเลี้ยง สารเคมีและวสัดอุปุกรณ์ 

2.1.1 เซลลม์ะเรง็ปากมดลกูเพาะเลี้ยง 

 เซลลมะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa เปนเซลลเพาะเลี้ยงแบบเกาะ ไดมาจากช้ินสวน

เน้ือเยื่อ Squamous cell บริเวณปากมดลูก (Squamous cell carcinoma) ภายในเซลลมีเชื้อ 

HPV สายพันธุที่ 16 อาศัยอยู 1-2 Copies และจัดเปนเซลลในผูปวยมะเร็งปากมดลูกระยะที่ 2  

 เซลลมะเร็งปากมดลูกชนิด HeLa เปนเซลลเพาะเลีย้งแบบเกาะไดมาจากสวนเยื่อบุผิว

บริเวณปากมดลูก (Adenocarcinoma) ภายในเซลลมีเชื้อ HPV สายพันธุที่ 18 อาศัยอยู [18] 

เซลลมะเร็งปากมดลูกชนิด C33A เปนเซลลเพาะเลีย้งแบบเกาะไดมาจากสวนเยื่อบุผิว

บริเวณปากมดลูกภายในไมมีเชื้อ HPV อาศัยอยู [19] 

2.1.2 พลาสมิด, siRNA และตวัพาสาํหรบันําส่งยีน 

 พลาสมิด DNA ชนิด pGL3-basic vector containing CMV enhancer promoter 

(pGL3-CMV) ไดมาจาก Tencomnao และคณะในป 2008 ดังภาพที่ 1 [20] โดย พลาสมิด

ดังกลาวมีการบรรจุยีนเครื่องหมาย Luciferase ซึ่งอยูภายใตการควบคมุของ CMV 

enhancer/promoter ที่เหมาะสมสําหรับการแสดงออกของเอนไซม Luciferase ในเซลลสตัว

เลี้ยงลูกดวยนม  

 

 
 

ภาพที่ 1 ลักษณะโครงสรางของพลาสมิด DNA ชนิด pGL3-CMV [21] 
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siRNA ที่ใชนาํสงเขาสูเซลลมะเร็งปากมดลูก SiHa สังเคราะหดังลาํดับเบสของ Putral 

และคณะในป 2005 ซึ่งมีลําดับดังนี้ Sence: 5’-GCAACAGUUACUGCGACGUUU-3’ และ 

Antisence 3’-UUCGUUGUCAAUGACGCUGCA-5’ [22] โดย siRNA ดังกลาวมีคุณสมบตัทิี่

จําเพาะกับยีน E6 ของเชื้อ HPV สายพันธุที่ 16 ที่ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 123-141 ซึ่งเม่ือชัก

นําใหเกิดกระบวนการ RNAi จะสามารถกดการแสดงออกของ E6/E7 mRNA ดังภาพที่ 2 

ก) 

 

ข) 

 
 

ภาพที่ 2 ลักษณะรูปแบบของ mRNA ที่สรางจากยีน E6 และ E7 ของเชื้อ HPV โดย

สวนที่มีการคดัลอกรหัสจะแทนดวยรูปสีเ่หลี่ยมทบึและสวนของ Intron จะแทนดวยจุดประ 

(ภาพ ก), ตําแหนง sequence 10 (นิวคลีโอไทดที ่123-141) ของยีน HPV 16E6 ซึ่งเปนบริเวณ

ที่ จําเพาะกับ siRNA (ภาพ ข) [22] 
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ตัวพาประเภทพอลิเมอรประจุบวกที่ใชนําสงพลาสมิด pGL3-CMV และ siRNA เขาสู
เซลลมะเร็งปากมดลูก คือ Polyethyleneimine-Introduced Chitosan Shell/Poly(methyl 
Methacrylate) CoreNanoparticles (CS-PEI) ไดมาความอนุเคราะหจาก ดร.ณัฎฐพร พิมพะ 
[17] ตัวพานีเ้ปนตวัพาที่สงัเคราะหใหผวิเปนพอลเิมอรผสมระหวาง PEI และ Chitosan ทีมี่ 
Methyl Methacrylate เปนแกนกลางดังภาพที่ 3 โดยมีอัตราสวนโดยนํ้าหนัก (w/w) ของ 
CS/PEI เปน 0.5/0.5 

  

 
 

ภาพที่ 3 ตัวพาประเภทพอลิเมอรประจุบวกชนิด CS-PEI nanoparticle (ตัวพา CS-PEI) [17] 

 

ตัวพาประเภทไขมันประจุบวกชนิด Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, New York, 

USA) ใชในการนําสงพลาสมิด DNA pGL3-CMV และ siRNA เพ่ือเปนกลุมตวัแปรควบคุม

เปรียบเทียบกับกลุมการทดลองที่นําสงโดยใชตัวพา CS-PEI 

 
 

ภาพที่ 4 ตัวพาประเภทไขมันประจุบวกชนิด Lipofectamine™ 2000 [23] 
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2.2 การเตรียมตวัพา CS-PEI, พลาสมิด pGL3-CMV และ siRNA 

 ปรับความเขมขนของตวัพา CS-PEI และพลาสมิด pGL3-CMV ใหเปน 1 μg/μl โดยใช

น้ํากลั่นเปนตวัปรับความเขมขนในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ขณะที่ siRNA ใชตวัทําละลาย

เปนนํ้ากลั่นทีป่ราศจากเอนไซม Ribonuclease ดวยสาร Diethylpyrocarbonate (DEPC) 

 
2.3 การตรวจสอบความสามารถในการจบั DNA และ siRNA และคณุลกัษณะทางเคมี

กายภาพของตวัพา CS-PEI 

 2.3.1 การตรวจสอบความสามารถของตวัพา CS-PEI ในการจบักบั DNA และ 

siRNA โดยวิธี Gel retardation assay 

เพ่ือศึกษาความสามารถในการจับกับ DNA และ siRNA ของตัวพา CS-PEI ที่

อัตราสวนโมลอะตอมของไนโตรเจนบนตัวพากบัฟอสเฟตบนกรดนิวคลีอิก (N/P ratio) ตาง ๆ 

เพ่ือหาอัตราสวนของ complex ที่สามารถจับกันไดอยางสมบูรณ โดยเตรียม complex ระหวาง

ตัวพา CS-PEI กับพลาสมิด pGL3-CMV ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ทีอั่ตราสวน N/P 

เทากับ 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.6 และ 4 โดยตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เม่ือ

ครบเวลาที่กําหนดใหนํา complex ดังกลาวผสมกับ 1X loading dye แลวหยอดลงเจลอะกาโรส

ที่มีความเขมขน 1% เพ่ือทํา Gel electrophoresis โดยใชความตางศกัยที่ 90 โวลตเปนเวลา 30 

นาที จากน้ันนําเจลที่ไดไปยอมกับ Ethidium bromide และสองดูภายใตแสง Ultraviolet (UV) 

ดวยเครื่อง Gel documentation systems (Syngene, Cambridge, United Kingdom) โดยปกติ

แลว DNA และ siRNA จะเคลื่อนที่จากขั้วลบไปหาขัว้บวกในการทํา Gel electrophoresis แต

เม่ือเกิดการจับกันกับตัวพา CS-PEI ซึ่งมีประจุบวกจะทําใหเกิดการตานการเคลื่อนที่ของกรด

นิวคลีอิกดังกลาว สงผลใหมีระยะทางการเคลื่อนที่สั้นลงอันเนื่องมาจาก complex ที่เกิดขึ้นมี

ขนาดและประจเุปนบวกมากขึ้น ในกรณีที่ตวัพา CS-PEI ที่สามารถจับไดอยางสมบูรณจะทําให

ไมพบแถบการเคลื่อนทีข่องกรดนิวคลีอิกบนแผนเจล 

 สําหรับ complex ระหวางตัวพา CS-PEI กับ siRNA ทําการทดลองเชนเดียวกับวธิี

ขางตนซ่ึงใชอัตราสวน N/P เทากับ 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 1.6, 4 และ 8 โดยทํา gel retardation 

assay ที่ความตางศักย 70 โวลตเปนเวลา 30 นาที 
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  2.3.2 การตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ CS-PEI/DNA และ CS-

PEI/siRNA complex โดย Atomic force microscope (AFM) 

 ลักษณะทางสณัฐานวทิยาของอนุภาคนาโน CS-PEI/DNA และ CS-PEI/siRNA ที่เกิดขึ้น

สามารถตรวจสอบไดดวย กลองจุลทรรศนแบบแรงอะตอม (Atomic force microscope: AFM) 

ซึ่งเปนเครื่องมือที่ใชในการตรวจสอบลักษณะพื้นผวิวสัดุในระดับนาโน อาศัยหลกัการของอันตร

กิริยาของแรงระหวางอะตอม (Atomic force) ระหวางหัวเข็มวัดในระดับนาโนกบัพื้นผิวของสาร

และจะทําการประมวลผลออกในลักษณะของภาพพ้ืนผิว ซึ่งจะทําใหเราเห็นลักษณะรูปรางของ 

complex ที่เตรียมได การทดลองนี้ไดใช CS-PEI/DNA และ CS-PEI/siRNA ที่อัตราสวน N/P 

เทากับ 1.6 และ 4 ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml บมใหเกิดการคดแนนของ complex เปนเวลา 

30 นาทีแลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 20 μl จากน้ันหยดลงบนแผนไมกาแลวทิ้งไวให

แหงประมาณ 5 นาที เพ่ือใหอนุภาคจับเกาะและระเหยน้ํา ภาพ AFM ในงานวิจัยนี้ใชวิเคราะห

ดวย AFM Seiko SPA4000 (Chiba, Japan) เพ่ือตรวจสอบ complex ในบริเวณ 5 μm x 5 μm 

ดวยความเร็วของเข็ม 1.0 Hz 

 

2.3.3 การตรวจสอบขนาดและค่าประจพืุน้ผิวของ complex ด้วยการวดั Zetasizer  

 เพ่ือศึกษาหาขนาดและคาประจุของ CS-PEI/DNA และ CS-PEI/siRNA complex ที่

อัตราสวน N/P ตาง ๆ ดวยใชเครื่องวัด Zetasizer ZS ซึ่งเปนเครือ่งมือที่ใชสําหรับวัดหาขนาด

อนุภาคของสารในชวง 0.6 nm ถึง 6 um โดยใชหลกัการ Dynamic Light Scattering (DLS) 

และสามารถหาคา Zeta Potential หรือคาประจุรวมบนพื้นผิวของอนุภาคนาโนได เตรียม               

CS-PEI/DNA complex ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.4, 0.8, 1.6, 4 และ 8 และเตรียม               

CS-PEI/siRNA complex ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.4, 0.8, 1.6 และ 4 โดยเตรียมในหลอด

ทดลองขนาด 1.5 ml ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาท ีจากน้ันปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่

ใหเปน 1 ml แลวนําไปวดัขนาดของอนุภาคและประจุบนผวิดวยเครื่อง Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) ที่อุณหภูมิ 25 OC ผลที่ไดรายงานเปนคาเฉลี่ยของ

ขนาดตวัอยางที่ทําการวัด 3 คร้ัง พรอมคา standard deviation (SD) 
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2.3.4 การตรวจสอบร้อยละของการจบั siRNA ของตวัพา CS-PEI   

 ความสามารถในการจับ siRNA ของตวัพา CS-PEI สามารถหาไดจากหารอยละของการ

จับ  siRNA ของตัวพา CS-PEI (% Binding capacity) ที่อัตราสวน N/P ตาง ๆ โดยใชชุด 

Quant-iT™ RiboGreen® RNA Reagent (Invitrogen, New York, USA) ซึ่งมีสาร 

Fluorophores ที่มีคุณสมบัตใินการจับกับ siRNA แลวเกิดการเปลงแสงฟลูออเรสเซนตขึ้น ซึ่ง

คา Fluorescence intensity ที่วัดไดจะแปรผันตามปริมาณของ unbound-siRNA ที่ลอยอยูใน

สารแขวนลอยทําใหสามารถใชคํานวณตอไปไดวา siRNA ถูกจับไวอยูบนตวัพา CS-PEI ไดคิด

เปนรอยละเทาใดเม่ือเทียบกับ siRNA เริ่มตน 

 วิธีการวิจัยทําโดยตรียม complex ระหวางตัวพา CS-PEI กับ siRNA ที่อัตราสวน N/P 

เทากับ 0.4, 0.6, 0.8, 1.6, 4 และ 8  ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 

นาที จากน้ันนําไปปนที่ความเร็ว 12,000 g เปนเวลา 15 นาทีแลวปรับปริมาตรใหเปน 100 μl 

ดวย 1X TE buffer ใน 96-well microplate เติมนํ้ายาที่ใชตรวจสอบหาปริมาณ siRNA จาก        

Quant-iTTM Ribogreen® RNA Assay Kit ลงไปหลุมละ 100 μl บมเปนเวลา 5 นาทีแลวนําไป

อานคา Fluorescence intensity ดวยเครื่อง EnSpire® Multimode Plate Reader 

(PerkinElmer, Inc. Massachusetts, USA) ที่ความยาวคลื่น 485/530 ทําการทดลอง 3 คร้ัง

สําหรับการหาคาเฉลี่ย และคา SD นําคาที่ไดมาคํานวณเปนคารอยละของการจับ siRNA ดังนี้ 
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2.4 การทดสอบประสิทธิภาพการนําส่งยีนและความเป็นพิษต่อเซลลข์องตวัพา CS-PEI 

 2.4.1 การประเมินประสิทธิภาพการนําส่งยีนโดยตรวจการแสดงออกของ 

Luciferase 

เพ่ือประเมินประสิทธิภาพเบื้องตนของตวัพา CS-PEI ในการนําสงพลาสมิด DNA ชนิด 

pGL3-CMV ที่บรรจุยีนเคร่ืองหมาย Luciferase เขาสูเซลลมะเร็งปากมดลูกชนิดตาง ๆ โดยวดั

ปริมาณเอนไซม Luciferase ที่สรางจากพลาสมิดนําสงดวยวธิี Luciferase assay โดยแสง 

Luminescence ที่วัดไดเกิดจากปฏิกิริยา Oxidation ทางเคมีของสารตั้งตน Luciferin เกิดเปน 

Oxyluciferin โดยการทํางานของเอนไซม Firefly Luciferase ที่สรางจากพลาสมิด pGL3-CMV 

ซึ่งคาที่ไดจะแปรผันตามปริมาณของเอนไซมดังกลาว ดังภาพที่ 5 

 

ภาพที่ 5 ปฏิกิริยา Bioluminescence จากการทํางานของเอนไซม Firefly Luciferase [24] 

วิธีการทดลองเร่ิมจากการเลีย้งเซลลมะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa, HeLa และ C33A ใน

อาหารชนิด  Minimum   Essential Medium (MEM) Alpha media ซึ่งมี Fetal bovine serum 

(FBS) อยู 10% เม่ือเซลลเจริญเติบโตไดประมาณ 80-90% Confluence ใหถายเซลลลงใน      

96-well microplate โดยใชปริมาณเซลลหลุมละ 30,000 หลังจากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C 

ในสภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 5% บมเปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือรอทําการถายโอนยีนตอไป 

เตรียม CS-PEI/DNA โดยใชอัตราสวน N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4 และ 8 โดยมีตัวพาไขมันประจุ

บวกชนิด Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, New York, USA) เปนชุดควบคุมในการประเมิน

ประสิทธิภาพการนําสงโดยใชปริมาณ 0.4 μl ตอพลาสมิด DNA 1 μg เปลี่ยนอาหารของเซลลที่

เตรียมไวเปน Serum free media กอน แลวใส CS-PEI/DNA complex, Lipofectamine™ 

2000 และ naked DNA บมกับเซลลเปนเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากน้ันจึงเปลี่ยนอาหารกลับมาเปน 

10% FBS MEM Alpha media เลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง จึงวัดปริมาณเอนไซม Luciferase 

โดยดูดอาหารเลี้ยงเซลลแตละหลุมออกแลวเติมนํ้ายา Cell culture lysis reagent ลงไปหลุมละ 

30 μl เพ่ือยอยเซลล  จากน้ันทําการวัดปฏิกิริยา Bioluminescence โดยใชชุด Luciferase 

assay system ซึ่งจะใชเซลลหลังจากการยอยปริมาณ 10 μl ตอนํ้ายาวัดเอนไซม Luciferase 
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ปริมาณ 90 μl ของแตละหลุมของ 96-well luminescence plates จากน้ันนําไปวัดคาดวยเครือ่ง 

VICTOR™ X3 Multilabel Plate Reader เพ่ือดูปริมาณของเอนไซม Luciferase โดยคาที่วัดได

จะรายงายเปนหนวยของ Relative Luminescence Units (RLU) และถูก normalize ดวยการหา

ปริมาณ Total protein ของเซลลในแตละหลุมดวยวิธี Bradford protein assay ตามวิธีมาตรฐาน 

[25] เติมเซลลหลังจากการยอยลงใน 96-well microplate หลุมละ 5 μl แลวเติม Bradford 

reagent หลุมละ 250 μl จากน้ันตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 5 นาทีแลววัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 595 nm ดวยเครื่อง Synergy Mx Monochromator-Based Multi-

Mode Microplate Reader (Biotek instruments, inc., Vermont, USA) จากน้ันคํานวณหา

ปริมาณโปรตนีจากการเทียบกับกราฟ Standard curve เพ่ือทาํ Normalization กับผล 

Luciferase ใหอยูในหนวยของ RLU/mg protein 

 

  2.4.2 การตรวจสอบความเป็นพิษของระบบนําส่งท่ีมีต่อเซลลม์ะเรง็ปากมดลูก

โดยวิธี MTT assay 

วิธี MTT assay เปนวิธีมาตรฐานที่ใชตรวจสอบความเปนพิษของเซลลตอตวัอยางที่ใช

ทดสอบ เปนการวัดการทํางานของเอนไซม Mitochondrial reductase ในเซลลทีมี่ชีวิต ซึ่งจะทํา

ปฏิกิริยา Reduction กับน้ํายา (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) (MTT) กลายเปนตะกอน Formazan สีมวงที่ไมละลายนํ้า โดยสามารถละลายไดใน 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) ซึ่งจะใหคาการดูดกลืนแสงในชวง 570 nm ในการทดลองนี้

ตองการทดสอบความเปนพิษของตวัพาตอเซลลโดยใชเซลลมะเร็งปากมดลูกเพาะเลี้ยง SiHa, 

HeLa และ C33A เปนเซลลทดสอบ เลี้ยงเซลลทั้งสามชนิดใน 10% FBS MEM Alpha media 

เม่ือเซลลโตไดประมาณ 80-90% Confluence ถายเซลลลง 96-well microplate หลุมละ 30,000 

เซลล จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 24 

ชั่วโมง เตรียม complex ระหวางตวัพา CS-PEI กับพลาสมิด pGL3-CMV และ Lipofectamine 

เชนเดียวกับการทดลองประเมินประสิทธภิาพการนําสงโดยการวัดสัญญาณ Luciferase แลว

นําสงเขาสูเซลล จากน้ันตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลโดยวธิี MTT assay โดยใสน้ํายา MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ในแตละหลุมของเซลลใช

ความเขมขนที่ 0.1 mg/ml แลวนําเซลลไปบมที่ 37 °C สภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 5% เปน

เวลา 4 ชัว่โมงจากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกใหหมดแลวละลายตะกอนสีมวงที่เกิดขึ้นดวย 



11 
 

DMSO 150 μl นํา plate ไปปนที่ความเร็ว 2,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที แลวดูดสวนใส

จํานวน 100 μl มาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm ดวยเครื่อง Synergy Mx 

Monochromator-Based Multi-Mode Microplate Reader นําคาที่วัดไดมาคํานวณหารอยละ

การรอดชีวิตของเซลล (% cell viability) ดังนี้ 

 
 

2.5 การตรวจสอบผลการนําส่ง siRNA เข้าสู่เซลลม์ะเรง็ปากมดลกู 

 2.5.1 การตรวจสอบผลการยบัยัง้การแสดงออก ของยีน HPV E6/E7 ในเซลลม์ะเรง็

ปากมดลกูด้วยวิธี RT-PCR 

 ประสิทธิภาพการนําสง siRNA ดวยตวัพา CS-PEI เขาสูเซลลมะเร็งปากมดลูก โดยอาศัย

การชักนําใหเกิดกระบวนการ RNAi เพ่ือยับยั้งการแสดงออกของยีน HPV E6/E7 ในระดับ 

mRNA สามารถตรวจสอบดวยวธิี RT-PCR เนื่องจาก RNAi เปนกระบวนการควบคุมการ

แสดงออกของยีนในระดับ mRNA ซึ่งจะตองอาศัยโมเลกุล RNA สายคูขนาดเล็ก เชน siRNA ที่

จําเพาะตอยีนของเชื้อ HPV ในการชักนําใหเกิดกระบวนการดังกลาว โดยอาศยัตวัพา CS-PEI 

นําสงเขาสูเซลล หลังจากน้ันจึงวัดระดับการแสดงออกของ HPV E6/E7 mRNA โดยวิธี RT-

PCR ซึ่งผลการยับยั้งการแสดงออกที่ไดจะแปรผันตรงกับประสทิธิภาพในการนําสงของตัวพา

ดังกลาว งานทดลองนี้เลือกใชเซลล SiHa ในการทดสอบ โดยเลี้ยง SiHa ในอาหารเลี้ยงเซลลที่

มี 10% FBS MEM Alpha media เม่ือเซลลเจริญไดประมาณ 80-90% Confluence ถายเซลล

ลง 12-well cell culture plate หลุมละ 30,000 เซลล จากน้ันนําไปบมที่ 37 °C สภาวะทีมี่

คารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมงเพ่ือใชรอนําสงเขาสูเซลล จากน้ันเตรียม complex 

ระหวางตวัพา CS-PEI กับ siRNA ที่อัตราสวน N/P 1.6 โดยมีตัวพา Lipofectamine เปนกลุม

ตัวแปรควบคุม กอนทําการทดสอบใหเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเปน Serum free media กอน

แลวนําสง complex ดังกลาวเขาสูเซลลเปนเวลา 4 ชั่วโมง จากน้ันจึงเปลี่ยนกลับเปน 10% FBS 

MEM Alpha media และเลีย้งเซลลตอทีช่วงเวลา 12, 18, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง สกัด RNA 

จากเซลลหลังจากการนําสงที่ชวงเวลาดังกลาว โดยดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจนหมดแลวเตมิ
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น้ํายา TRI Reagent® ลงไปหลุมละ 1 ml บมเปนเวลา 5 นาที จากน้ันดูดสวนใสทั้งหมดใส

หลอดทดลองขนาด 1.5 ml แลวเติม Chloroform ลงไปหลอดละ 200 μl ผสมใหเขากันดวย

เคร่ือง Vortex mixer (FINEPCR, Gyenggi-do, Korea) แลวนําไปปนที่ความเรว็ 12,000 g เปน

เวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C ดวยเครื่อง Micro high speed refrigerated centrifuge ดูดสวน

ใสดานบนไปใสหลอดทดลองขนาด 1.5 ml หลอดใหมแลวเติม 100% Isopropanol ลงไปใน

หลอดจํานวน 500 μl แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 30 นาที ปนตกตะกอนที่

ความเรว็ขางตนอีกคร้ัง เทสวนใสทิ้งไปและเติม 70% Ethanol in DEPC ลงไป 1 ml แลวปน

ลางที่ความเร็ว 7,500 g เปนเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิ 4 °C เทสวนใสทิ้งอีกคร้ังแลวตากตะกอน 

RNA ที่สกัดไดใหแหงแลวละลายตะกอน RNA ดวยน้ํากลั่น DEPC-treated Water เพ่ือนําไปทํา 

RT-PCR โดยใชชุด Transcriptor One-Step RT-PCR Kit (Roche) ตอไป 

 กอนการทํา RT-PCR จะตองมีขั้นตอนการกําจัด DNA ที่ปนเปอนมาในขั้นตอนของการ

สกัด RNA โดยใชชุด RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Wisconsin, USA) ซึ่งใชความ

เขมขนเริ่มตนของ RNA ทีส่กัดไดเทากับ 55 ng โดยเตรียมสัดสวนของสารเคมีตาง ๆ ในหลอด

ทดลองขนาด 1.5 ml ประกอบไปดวยสารตาง ๆ ดังนี้ 

ตารางที่ 1 แสดงชนิดและปริมาณของสารเคมีที่ใชในขัน้ตอนการกาํจัด DNA จากส่ิงตัวอยาง 

สารเคมีที่ใช ปริมาณที่ใช (μl) 

RQ1 DNase 10X Reaction Buffer 1

RQ1 RNase-Free DNase 1

RNA ความเขมขน 55 ng/μl 1

DEPC-treated water 7

 เม่ือเตรียมสารดังกลาวครบแลวใหนําหลอดทดลองดังกลาวไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 °C เปน

เวลา 30 นาที จากน้ันเติม Stop Solution ลงไป 1 μl แลวนําไปบมตอที ่อุณหภูมิ 65 °C อีก 10 

นาทีแลวนํา RNA ที่ผานการกําจัด DNA ที่ปนเปอนไปทํา RT-PCR ตอไปโดยใชสัดสวน

สารเคมีในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยา RT-PCR ดังนี้ 
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ตารางที่ 2 แสดงชนิดและปริมาณของสารเคมีที่ใชในขัน้ตอนการทํา RT-PCR 

สารเคมีที่ใช ปริมาณที่ใช (μl) 

5X Reaction buffer (vial 2) 3

Forward primer (ตารางที ่3) final concentration 0.4 μm 

Reward primer (ตารางที่ 3) final concentration 0.4 μm 

Transcriptoe Enzyme Mix (vial 1) 0.2

Water PCR Grade (vial 3) Final volume 15 μl 

Template RNA (5 ng/μl) 1

 หลังจากเตรียมสารที่ใชทํา RT-PCR เสรจ็สิ้นขั้นตอนตอไปก็จะนําหลอดทดลอง PCR ไป

ใสในเครื่อง Thermal Cycler รุน DNA Engine โดยตั้งโปรแกรมขัน้ Reverse Transcription ที่

อุณหภูมิ 50 °C 30 นาทีตอดวยขั้น Initial Denaturation ที่ 94 °C 7 นาที ตามดวยขัน้ 

Standard PCR profile แบงออกเปน Denaturation ที่ 94 °C 10 วินาที, Annealing ที่ 58 °C 

30 วินาท ีและ Elongation ที่ 68 °C  30 วินาทีโดยตัง้คาไว 30 รอบในการทํา จากน้ันเขาสูขัน้ 

Final Elongation ที่ 68 °C 7 นาที เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยานํา PCR product ที่ไดไปตรวจสอบโดย

การทํา Agarose Gel Electrophoresis โดยใชความเขมขนของเจล 3% และใชความตาง

ศักยไฟฟาที่ 90 โวลต 30 นาที จากน้ันยอมเจลดวย Ethidium bromide แลวนําไปสองภายใต

แสง Ultraviolet ดวยเครื่อง Gel documentation (Gel doc) systems (Syngene, Cambridge, 

United Kingdom)   

ตารางที่ 3 แสดง Primer ที่ใชในการทํา RT-PCR [26]  

Primer Sequence 
ความยาวของ 

PCR product 

E6  
forward primer 5’  TGAGGTATATGACTTTGCTTTTC 3’ 

297 bp 
reverse primer 5’  CAAGACATACATCGACCGGTCC 3’ 

E7 
forward primer 5’  AAATGACAGCTCAGAGGAGGAG 3’ 

209 bp 
reverse primer 5’  GTTTCTGAGAACAGATGGGGCAC 3’ 

GAPDH 
forward primer 5’  GACCACAGTCCATGCCATCACT 3’ 

452 bp 
reverse primer 5’  TCCACCACCCTGTTGCTGTAG 3’
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2.5.2 การตรวจสอบผลการนําส่ง siRNA เข้าสู่เซลลด้์วยวิธี Confocal laser scanning 

microscopy  

เพ่ือศึกษาผลการนําสง siRNA โดยตัวพา CS-PEI เขาสูเซลลมะเร็งปากมดลูก

เพาะเลีย้ง โดยอาศัยการยอมสีเซลลและติดฉลาก siRNA ดวยสีฟลูออเรสเซนตชนิด 

Rhodamine โดยใชชุด Label IT® siRNA Tracker Intracellular Localization Kit ตรวจสอบผล

ดวย    Confocal laser scanning microscopy โดยชุดนํ้ายา The Label IT® siRNA Tracker 

Kits ที่ใชติดฉลากมีคุณสมบัติในการจับกับสวนของ siRNA โดยไมไปเปลี่ยนแปลงโครงสราง

และคุณสมบตัใินการชักนําใหเกิดกระบวนการ RNAi หลังจากนําสง siRNA ที่ติดฉลากเขาสู

เซลลแลวตรวจสอบโดยการทํางานของ Confocal laser scanning microscopy จะอาศยัแสง 

Laser เปนแหลงกําเนิดแสงสองผานไปยังวัตถุ เม่ือวตัถุไดรบัพลังงานจากแสง Laser ก็จะ

ปลดปลอยพลงังานออกมาในรูปแบบของการเรืองแสง ซึ่งจะใชในการวิเคราะหเซลลหรือเน้ือเยื่อ

ตาง ๆ ทําใหเราทราบลักษณะของเซลลมะเร็งปากมดลูกที่ไดนําสง siRNA เขาไปภายในเซลล 

ในขั้นตอนแรกจะเร่ิมจากการติดฉลาก siRNA ที่จะใชในการนําสงดวยสีฟลูออเรสเซนต

ชนิด Rhodamine โดยใชชุด Label IT® siRNA Tracker Intracellular Localization Kit (Mirus 

Bio Corporation) ซึ่งมีสัดสวนของสารเคมีตาง ๆ ดังตอไปน้ี  

 

ตารางที่ 4 แสดงชนิดและปริมาณสารเคมีที่ใชในการติดฉลาก siRNA ดวยสี Rhodamine 

สารเคมีที่ใช ปริมาณที่ใช (μl) 

H2O (Molecular biology grade) 70 

10X labeling Buffer A 10 

siRNA duplex ความเขมขน 1 μg/μl 10 

Label IT siRNA Tracker Reagent 10 

 

หลังจากที่เตรียมสารดังกลาวในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml เสร็จแลว ใหนําไปบมที่

อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 60 นาที (เม่ือผานไป 30 นาทีแรกใหนาํหลอดทดลองออกมา Spin 

down) เม่ือครบเวลาใหเตมิ 5M NaCl จํานวน 10 μl รวมกับ 100% Ethanol ที่แชเย็น ลงไป 

250 μl จากน้ันผสมใหเขากันแลวนําไปไวที่อุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 30 นาที ขัน้ตอนตอมาให

นําไปปนที่ความเร็ว 13,500 g เปนเวลา 15 นาที 4 °C แลวดูดสวน Ethanol ออกจากน้ันลาง
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ตะกอนอีกรอบดวย 70% Ethanol ปริมาณ 500 μl ปนที่ความเรว็เดิมแลวดูดเอาสวนใสออก จะ

ไดตะกอนของ siRNA ที่ตดิฉลากดวยส ี Rhodamine ขั้นสุดทายใหละลายตะกอนดวย siRNA 

Dilution buffer 40 μl เพ่ือใชในการนําสงเขาสูเซลลตอไป 

เลี้ยงเซลล SiHa ใน 10% FBS MEM Alpha media เม่ือเซลลเจริญไดประมาณ 80-

90% Confluence ถายเซลลลง 6-well cell culture plate ที่มี Cover slip ขนาด 35 mm2 อยูที่

กนหลุมโดยใชปริมาณเซลลหลุมละ 500,000 นําไปบมที่ 37 °C สภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 

5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

เตรียม complex ระหวางตวัพา CS-PEI กับ siRNA ที่ติดฉลากดวยสีฟลูออเรสเซนต

ชนิด Rhodamine ที่อัตราสวน N/P เทากับ 1.6 เม่ือเตรียม complex เสร็จส้ินจึงเปลี่ยนอาหาร

เลี้ยงเซลลเปน Serum free media กอนแลวนําสง complex ดังกลาวเขาสูเซลลเปนเวลา 4 

ชั่วโมงจากนั้นเปลี่ยนกลับมาเปน 10% FBS MEM Alpha media แลวเลีย้งตอไปอีก 18 ชั่วโมง 

เม่ือครบเวลาใหดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจากหลุมใหหมดแลวลางดวย Phosphate 

buffered saline (PBS) สองรอบจากน้ัน Fixed cell ดวยใส 100% Ethanol จํานวน 2 ml ลงไป

ในหลุมที่มีเซลลแลวจับเวลา 10 นาทีทีอุ่ณหภูมิหองจากน้ันดูดออกแลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล 2 

ml ที่ผสมกับสีชนิด Hoechst 33258 จํานวน 40 μl (ความเขมขน 0.1 mg/ml) แลวนําไปบมในตู

เลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 30 นาทีจากน้ันจึงดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกลาง PBS แลว

นาํแผน Cover slip ดานใตของหลุมซ่ึงมีเซลลทีย่อมอยูมาเตรียมเปนแผนสไลดเพ่ือตรวจสอบ

ตอไปดวยกลอง Confocal laser scanning microscopy รุน Olympus FluoView 1000 

(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) 

 

2.6 การวิเคราะหก์ารทดลอง 

ผลการทดลอง Luciferase assay, รอยละของการกักเก็บ siRNA ภายในตวัพา CS-

PEI, Cell viability และการยับยั้งการแสดงออกในระดับ mRNA จะแสดงเปนคา Mean ± 

Standard deviation (SD) โดยทําซํ้า 3 คร้ัง และในการวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ยใน

แตละกลุมการทดลองจะใชสถิติ One-way analysis of variance (One-way ANOVA) ตามดวย

ทดสอบความแตกตางของคาเฉลีย่แบบจับคูพหุคูณของ Tukey's HSD (honestly significant 

difference) test ที่ระดับนยัสําคญั 0.05 ดวยโปรแกรมคํานวณทางสถิติ SPSS รุน 17.0 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

3.1 ผลการตรวจสอบคณุลกัษณะและคณุสมบติัของตวัพา CS-PEI 

3.1.1 ผลการตรวจสอบความสามารถในการจบักนัของตวัพา CS-PEI กบั DNA 

และ siRNA โดยวิธี Gel retardation assay 

ความสามารถในการจับ DNA และ siRNA ของตัวพา CS-PEI ทดสอบไดโดยการทํา 

Gel retardation assay วธินีี้ยังใชหาอัตราสวนที่เหมาะสมของ complex ที่เกิดการจับของ CS-

PEI และ DNA ไดอีกดวย การจับตวัพาของ DNA เตรียมโดยผสม CS-PEI/DNA complex ที่

อัตราสวน amine/phosphate molar ratio (N/P) ของอนุภาคและพลาสมิด CS-PEI/pGL3-CMV 

เปน 0.4, 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 และการจับกบั siRNA เตรียมโดยผสม CS-PEI/siRNA 

complex ที่อัตราสวน N/P เปน 0.4, 0.6, 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 เม่ือเกิดการจับกันระหวางตัว

พา CS-PEI ซึ่งมีประจุบวกกับ DNA หรือ siRNA ซึ่งมีประจุลบทีอั่ตราสวนแตกตางกัน จะเกิด 

complex ที่มีขนาดและประจุที่แตกตางกัน มีผลตอลักษณะการเคลื่อนทีข่อง complex 

ตรวจสอบไดดวยการทํา Gel electrophoresis หากมีการจับกันอยางสมบูรณระหวาง CS-PEI  

และ DNA หรือ siRNA ทําใหไมสามารถเคลือ่นที่ไดอยางอิสระ ถูกหนวงจนไมสามารถ

ตรวจสอบพบ DNA หรือ siRNA ในเจลไดเม่ือยอมดวย ethidium bromide 
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ผลการทํา Gel retardation assay พบวาที่อัตราสวน N/P เทากับ 1.6 ตวัพา CS-PEI 

สามารถจับกับทั้ง DNA และ siRNA ไดอยางสมบูรณเปรียบเทียบกับลักษณะแถบของ DNA 

และ siRNA เปลาที่ไมไดจับกับตัวพา (Naked DNA และ Naked siRNA) ในขณะที่อัตราสวน 

N/P เทากับ 0.4 ถึง 0.8 ยังคงเห็นแถบการเคลื่อนอันเนื่องมาจากการจับกันที่ไมสมบูรณของตวั

พาดังภาพที่ 6 

 
ภาพที่ 6 ผลการทํา Gel retardation assay โดยใชตวัพา CS-PEI จับกับ DNA (pGL3-

CMV) และ siRNA (Si16E6-Sequence 10) ที่อัตราสวน N/P ตาง ๆ  
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3.1.2 ผลการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ CS-PEI/DNA และ CS-

PEI/siRNA complex โดย Atomic force microscope (AFM) 

การตรวจสอบรูปรางของตวัพา และ complex ที่เกิดจากการจับกันของ CS-PEI และ 

DNA ทําไดโดยใช AFM ซึ่งเตรียมตวัอยางสําหรับสองกลองดวยการหยดตัวอยางลงบนแผน 

mica เม่ือตัวอยางแหงแลว นํามาสแกนภาพดวยเข็มที่ความเรว็ 1.0 Hz ในบริเวณ 5 μm × 5 

μm ดวย Dynamic force microscope (DFM) mode (Seiko SPA4000, Japan) ผลการ

วิเคราะหดังภาพที่ 7 พบวา complex N/P 1.6 และ 4.0 มีขนาดมากขึ้นเนื่องจากการจับของ 

DNA ซึ่งใหผลที่สอดคลองกับผล gel retardation ที่ complex เกิดการจับกันอยางสมบูรณที่ 

N/P ดังกลาว นอกจากนี้ยังพบวา complex มีลักษณะเปนทรงกลมขนาดเลก็มีการกระจาย

ตัวอยางอิสระและมีขนาดสม่ําเสมอ และมีขนาดใหญวาตัวพาปกติเนื่องจากการสะสมของ DNA  

ในการทดลองนี้ไดตรวจตาม CS-PEI/siRNA complex เชนกัน แตเน่ืองจาก siRNA มี

ขนาดเล็กและสั้นทําใหเปนขอจํากัดสําหรับการตรวจตามผลการจับดวย AFM ผลที่ไดจึงไม

พบวาแตกตางระหวางตวัพาและ CS-PEI/siRNA complex (ภาพที่ 8) 

 
 
ภาพที่ 7 ลักษณะทางสัณฐานวทิยาของตัวพา CS-PEI และ complex ระหวาง CS-PEI 

กับ DNA (pGL3-CMV) ที่อัตราสวน N/P เทากับ 1.6 และ 4   
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ภาพที่ 8 ลักษณะทางสัณฐานวทิยาของตัวพา CS-PEI และ complex ระหวาง CS-PEI 

กับ siRNA (Si16E6-Sequence 10) ที่อัตราสวน N/P เทากับ 1.6 
 
3.1.3 ผลการตรวจสอบขนาดและค่าประจพืุน้ผิวของ CS-PEI/DNA และ CS-

PEI/siRNA complex ด้วยการวดั Zetasizer 

คุณสมบัตทิางเคมีกายภาพของ CS-PEI/DNA complex อันประกอบดวยขนาดของ

อนุภาคแขวนลอย (Z-average hydrodynamic diameter) และคาประจุพ้ืนผิวของอนุภาค ไดถูก

วิเคราะหดวย dynamic light scattering (DLS) (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, 

UK) ผลที่ไดรายงานเปนคาเฉลี่ยของตวัอยางที่ทําการวดั 3 คร้ัง พรอมคา standard deviation 

(SD) 

ขนาดและคาประจุพ้ืนผิวของ CS-PEI/DNA complex เม่ือวัดดวย DLS แสดงผลใน

ภาพ 9 พบวาไมมีความแตกตางในกลุมของ CS-PEI/DNA ที่มีอัตราสวน N/P เปน 0.4, 0.8, 

1.6, 4.0 และ 8.0 ขนาดของ complex ที่เกิดขึ้นอยูในชวง 300 ถงึ 400 nm ซึ่งเปนขนาดที่

ยอมรับไดสําหรับการถายโอนยีน [27, 28] จากเดิมที่คาประจุของอนุภาค CS-PEI เทากัน 

22.23 mV แตเม่ือเกิดเปน complex แลวคาประจุของ complex เปลี่ยนไปที่ N/P ratio ตาง ๆ 

ผลของคาประจุที่วดัไดสอดคลองกับผลของ gel retardation กลาวคอื ที่ N/P 0.4 และ 0.8 ประจุ

รวมของ complex solution มีคาเปนลบและประจุมีคาเปนบวกเพิ่มเร่ือย ๆ โดยเม่ือ N/P 1.6, 

4.0 และ 8.0 มีคาประจุเปน 32.80, 45.36 และ 45.80 mV ตามลําดับ  
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ผลการวัดขนาดพบวา CS-PEI/siRNA complex ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.4, 0.6, 

0.8, 1.6 และ 4.0 ก็มีแนวโนมเชนเดียวกบั CS-PEI/siRNA complex ขนาดที่ไดอยูในชวง 400-

500 nm และคาประจุเพ่ิมขึน้ตามการเพ่ิมของ N/P ratio ดังภาพ 10 คาประจุที่เปนบวกนี้จะเปน

ประโยชนสําหรับการนําสงเน่ืองจาก complex ประจุบวกมีความชอบและจับไดดีกับผนังเซลลซึ่ง

มีประจุเปนลบไดดี 

 
ภาพที่ 9 คาขนาดและประจุของตัวพา CS-PEI และ complex ระหวาง CS-PEI กับ 

DNA (pGL3-CMV) ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.4, 0.8, 1.6, 4, และ 8 
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ตารางที่ 5 คาขนาดและประจุของตวัพา CS-PEI และ complex ระหวาง CS-PEI กับ 
DNA (pGL3-CMV) ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.4, 0.8, 1.6, 4, และ 8 

 

 

 

Sample N/P Size (nm) Zeta (mV) 

CS-PEI 305 ± 59 22 ± 1.0 

CS-PEI/DNA 0.4 293 ± 52 -31 ± 1.0 

CS-PEI/DNA 0.8 380 ± 24 -17 ± 0.5 

CS-PEI/DNA 1.6 356 ± 37 32 ± 6.0 

CS-PEI/DNA 4.0 402 ± 18 45 ± 0.6 

CS-PEI/DNA 8.0 388 ± 7 45 ± 3.0 
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ภาพที่ 10 คาขนาดและประจุของ complex ระหวางตวัพา CS-PEI กับ siRNA 

(Si16E6-Sequence 10) ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.4, 0.6, 0.8, 1.6 และ 4  

 

ตารางที่ 6 คาขนาดและประจุของ complex ระหวางตวัพา CS-PEI กับ siRNA 
(Si16E6-Sequence 10) ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.4, 0.6, 0.8, 1.6 และ 4  

Sample N/P Size (nm) Zeta (mV) 

CS-PEI/siRNA 0.4 455 ± 22 -14 ± 0.7 

CS-PEI/siRNA 0.6 409 ± 29 -12 ± 0.5 

CS-PEI/siRNA 0.8 509 ± 31 -7 ± 1.7 

CS-PEI/siRNA 1.6 545 ± 65 24 ± 3.1 

CS-PEI/siRNA 4.0 475 ± 101 30 ± 0.8 
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3.1.4 การวิเคราะหค์วามสามารถในการจบั siRNA เชิงปริมาณ 

ความสามารถในการจับ siRNA ของตัวพา CS-PEI เม่ือเตรียม complex ที่อัตราสวน 

N/P เทากับ 0.4, 0.6, 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 สามารถวิเคราะหออกมาในเชิงปรมิาณไดดวยชุด 

Quant-iT™ RiboGreen® RNA reagent (Invitrogen, New York, USA) ผลการทดลองสรุปดัง

ตารางที่ 7 ซึ่งเปนผลที่สอดคลองกับผล gel retardation กลาวคือ gel retardation พบวา 

complex เริ่มเกิดอยางสมบูรณที่ N/P 1.6 ซึ่งตรงกับคา binding capacity ที่ 99.5 ± 0.50 % 

แสดงวาแทบจะไมมีปริมาณ unbound siRNA เหลอือยู และแมวาจะใสอนุภาคเพ่ิมขึ้นที่ N/P 

มากขึ้นเปน 4.0 และ 8.0 คา binding capacity ก็ยังมีคาใกลเคียงเดิมคือ 99.3 ± 0.30 % และ 

97.9 ± 0.50 ตามลําดับ การทดลองนี้แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพในการจับ siRNA และยืนยนั

วาผลการจับอยางสมบูรณเกิดขึ้นไดเม่ือ N/P เทากับ 1.6 หรือมากกวา ดังนั้นสําหรับการนําสง 

siRNA เพ่ือยับย้ังการแสดงออกของยีนจึงเลือก N/P 1.6 สําหรับการศึกษาตอไป 

ตารางที่ 7 ความสามารถในการจับ siRNA ของ CS-PEI ในเชิงปริมาณ 

CS-PEI/siRNA (N/P)  Binding capacity (%) 

0.4  35.9 ± 12.8 

0.6  59.7 ± 14.7 

0.8  72.5 ± 13.3 

1.6  99.5 ± 0.50 

4.0  99.3 ± 0.30 

8.0  97.9 ± 0.50 
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3.2 ผลการทดสอบการนําส่งยีนและความเป็นพิษด้วยตวัพา CS-PEI 

 3.2.1 ผลการประเมินประสิทธิภาพการนําส่งโดยการวดัสญัญาณ Luciferase 

กอนที่จะมีการทดสอบการนําสง siRNA เขาสูเซลลมะเร็งปากมดลูกน้ัน งานวจัิยนี้ได

ทดลองนําสงยีนเพื่อเปนประเมินความสามารถของตวัพา CS-PEI ในเบื้องตน โดยใชตวัพา      

CS-PEI นําสงพลาสมิด DNA เขาสูเซลลมะเร็งปากมดลูก HeLa, SiHa และ C33A เปน

การศึกษานํารองเพ่ือยืนยันวาตวัพาทีใ่ชสามารถนําสงเขาสูเซลลมะเร็งปากมดลูกไดจริง อีกทั้ง

การนําสงยีนยังตรวจติดตามประสิทธิภาพไดงายเม่ือเทียบกับการนาํสง siRNA สําหรับ 

complex ของ CS-PEI/DNA ถูกเตรียมโดยใชพลาสมิด DNA ชนิด pGL3-CMV ที่อัตราสวน 

N/P เปน 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 มี Lipofectamine ซึ่งเปนตวัพาทางการคา และพลาสมิดเปลา 

(Naked pGL3-CMV) ใชเปนกลุมควบคมุ ประสิทธิภาพการนําสงวดัไดจากปริมาณของเอนไซม 

Luciferase ที่เปนผลจากการแสดงออกของพลาสมิดที่ถูกนําสงเขาสูเซลล ซึ่งจะวัดออกมาเปน

คา Relative Luminescence Units (RLU) เทียบกับปริมาณโปรตนีแตละหลุมเพ่ือปรับใหอยูใน

รูปของ RLU/mg protein  

ผลการนําสงพลาสมิด DNA เขาสูเซลล SiHa พบวาที่อัตราสวน N/P ระหวางตวัพา 

CS-PEI กับพลาสมิด pGL3-CMV เทากับ 4 ใหประสิทธิภาพการนําสงเขาสูเซลลสูงที่สดุ

รองลงมาคือการนําสงดวยตวัพา Lipofectamine และตวัพา CS-PEI ที่ N/P 1.6 ตามลําดับ ดัง

ภาพที่ 11 

ผลการนําสงพลาสมิด DNA เขาสูเซลล HeLa พบวาที่อัตราสวน N/P ระหวางตัวพา 

CS-PEI กับพลาสมิด pGL3-CMV เทากับ 4 ใหประสิทธิภาพการนําสงเขาสูเซลลสูงที่สดุ

รองลงมาคือการนําสงดวยตวัพา Lipofectamine และตวัพา CS-PEI ที่ N/P 8 ตามลําดับ ดัง

ภาพที่ 12 

ผลการนําสงพลาสมิด DNA เขาสูเซลล C33A พบวาที่อัตราสวน N/P ระหวางตัวพา 

CS-PEI กับพลาสมิด pGL3-CMV เทากับ 4 ใหประสิทธิภาพการนําสงเขาสูเซลลสูงที่สดุ

รองลงมาคือการนําสงโดยใชตวัพา CS-PEI ที่อัตราสวน N/P เทากับ 8 และ 1.6 ตามลําดับ ดัง

ภาพที่ 13 
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ภาพที่ 11 แสดงปริมาณสัญญาณ Luciferase ของเซลลชนิด SiHa เม่ือนําสงพลาสมิด 

pGL3-CMV โดยตัวพา CS-PEI ที่ N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 รวมถึงกลุมควบคุมที่

นําสงดวย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และเซลลเปลา ตามลําดับ 

 

 
 
ภาพที่ 12 แสดงปริมาณสัญญาณ Luciferase ของเซลลชนิด HeLa เม่ือนําสงพลาสมิด 

pGL3-CMV โดยตัวพา CS-PEI ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 รวมถึงกลุม
ควบคุมที่นําสงดวย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และเซลลเปลา ตามลําดับ 
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ภาพที่ 13 แสดงปริมาณสัญญาณ Luciferase ของเซลลชนิด C33A เม่ือนําสงพลาสมิด 

pGL3-CMV โดยตัวพา CS-PEI ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 รวมถึงกลุม

ควบคุมที่นําสงดวย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และเซลลเปลา ตามลําดับ 

ผลการทดลองในภาพที ่ 11, 12 และ 13 แสดงใหเห็นวา CS-PEI สามารถนําสงยีน 
luciferase เขาสูเซลลไดและใหผลดีเทียบเคียงไดกับ Lipofectamine ประสิทธภิาพการนําสง
ของ CS-PEI นั้นขึ้นอยูกับคา N/P ของ complex พบวา N/P ในชวง 1.6 และ 8.0 ใหผลการ
ถายโอนที่ดี โดยจะดีที่สุดที่ N/P 4.0 ในเซลลทั้งสามชนิด หาก N/P ต่ํากวา 1.6 ผลการถายโอน
ยีนจะมีประสทิธิภาพต่ํา อาจเน่ืองมาจากปริมาณของอนุภาคไมเพียงพอที่จะจับ DNA ปริมาณ 1 
μg ไดหมด ทําใหการนําสงและการปกปอง DNA เกิดไดไมเต็มประสิทธิภาพ แตหากถายโอน
ยีนดวย complex ที่ N/P ratio มากเกินไป ปริมาณอนุภาคซ่ึงมีอยูมากเกินพออาจจะชักนําให
เกิดความเปนพิษตอเซลลเนื่องจากประจุบวกที่มากเกินมีแนวโนมทาํใหเซลลรั่วได ซึ่งจะได
ทดสอบความเปนพิษของระบบนําสงวิเคราะหไดโดยการทํา MTT assay ดังที่จะกลาวตอไป  
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3.2.2 ผลการตรวจสอบความเป็นพิษของระบบนําส่งท่ีมีต่อเซลลม์ะเรง็ปาก

มดลกูโดยวิธี MTT assay 

ความเปนพิษของตัวพา CS-PEI ตอเซลลมะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa, HeLa และ 

C33A ที่ไดรบัการถายโอนยีนแลว ตรวจสอบโดยวิธ ี MTT assay เพ่ือหารอยละของอัตราการ

รอดชีวิตของเซลล (% Cell viability) ผลที่ไดเปนดังภาพที่ 15, 16 และ 17 

 ผลการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลล SiHa พบวาเม่ือใชตวัพา CS-PEI ที่อัตราสวน 

N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4 และ 8 ใหอัตราการรอดชีวิตของเซลลเปน 91%, 91%, 70% และ 28% 

ในขณะที่ตวัพา Lipofectamine รวมถึง Naked pGL3-CMV กับกลุมเซลลเปลาใหคาอยูที่ 91%, 

100% และ 100% ตามลําดับ ดังภาพที่ 14 

ผลการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลล HeLa พบวาเม่ือใชตวัพา CS-PEI ที่อัตราสวน 

N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4 และ 8 ใหอัตราการรอดชีวิตของเซลลเปน 94%, 80%, 83% และ 53% 

ในขณะที่ตวัพา Lipofectamine รวมถึง Naked pGL3-CMV กับกลุมเซลลเปลาใหคาอยูที่ 81%, 

112% และ 100% ตามลําดับ ดังภาพที่ 15 

ผลการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลล C33A พบวาเม่ือใชตวัพา CS-PEI ที่อัตราสวน 

N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4 และ 8 ใหอัตราการรอดชีวิตของเซลลเปน 76%, 72%, 67% และ 55% 

ในขณะที่ตวัพา Lipofectamine รวมถึง Naked pGL3-CMV กับกลุมเซลลเปลาใหคาอยูที่ 69%, 

67% และ 100% ตามลําดับ ดังภาพที่ 16 
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 ภาพที่ 14 แสดงรอยละของอัตราการรอดชีวติของเซลล SiHa (% Cell viability) เม่ือใช

ตัวพา CS-PEI นําสงพลาสมิด pGL3-CMV ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 

รวมถึงกลุมควบคุมที่นําสงดวย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และกลุมเซลลตามลําดับ 

 

 
ภาพที่ 15 แสดงรอยละของอัตราการรอดชีวติของเซลล HeLa (% Cell viability) เม่ือใช

ตัวพา CS-PEI นําสงพลาสมิด pGL3-CMV ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 

รวมถึงกลุมควบคุมที่นําสงดวย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และกลุมเซลลตามลําดับ 
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 ภาพที่ 16 แสดงรอยละของอัตราการรอดชีวติของเซลล C33A (% Cell viability) เม่ือใช

ตัวพา CS-PEI นําสงพลาสมิด DNA pGL3-CMV ที่อัตราสวน N/P เทากับ 0.8, 1.6, 4.0 และ 

8.0 รวมถึงกลุมควบคุมทีน่ําสงดวย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และกลุมเซลล 

ตามลําดับ 

 ผลการทดสอบความเปนพิษของตวัพาทีมี่ตอเซลลมะเร็งปากมดลูก SiHa, HeLa และ 

C33A  โดยวิธี MTT assay พบวาเม่ือนําสงดวยตวัพา CS-PEI, Lipofectamine และพลาสมิด     

DNA เปลา เซลลแตละชนดิมีอัตราการรอดชีวติที่แตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของตวัพา โดยใน 

SiHa และ HeLa พบวา CS-PEI/DNA ที่ N/P เทากับ 4 และ 8 จะสงผลทําใหเกิดพิษตอเซลล     

(มีอัตราการรอดต่ํากวา 70 %) สอดคลองกับผลการนาํสง luciferease ทีสะทอนวาหากถายโอน

ยีนดวย complex ที่ N/P ratio มากเกินไป ปริมาณอนุภาคจะชักนําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล

และในที่สุดจะทําใหเซลลรัว่และตายได ดังนั้นการใชตวัพาประจุบวกในการถายโอนยีนน้ันตอง

ใชปริมาณของอนุภาคท่ีพอเหมาะดวย เปนที่นาสังเกตวา C33A มีอัตราการรอดที่ต่ํากวา SiHa 

และ HeLa ดังนั้นสําหรับการนําสง siRNA ผูวิจัยจึงไดเลือกใช SiHa เปนเซลลทดสอบเพียง

อยางเดียว เน่ืองจากเปนเซลลทีเ่พาะเลี้ยงงาย สะดวกตอการสกัด RNA มาวิเคราะหตอไป  
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3.3 ผลการตรวจสอบผลการนําส่ง siRNA เข้าสู่เซลลม์ะเรง็ปากมดลกู 

3.3.1 การยืนยนัการเข้าสู่เซลล ์ (Cellular internalization) ของ CS-PEI/siRNA 

complex 

จากผลการนําสงยีนและความเปนพิษดวยตัวพา CS-PEI ใน SiHa พบวาที่อัตราสวน 

N/P เทากับ 1.6 ใหประสิทธิภาพการนําสงในระดับที่ดีมีคาใกลเคียงกับการนําสงดวยตวัพา 

Lipofectamine รวมถึงความปลอดภัยตอเซลล จึงจะเลอืกอัตราสวนดังกลาวมาใชนําสง siRNA 

ที่จําเพาะตอยีน E6/E7 ของเชื้อ HPV ในเซลลมะเร็งปากมดลูก SiHa โดยในขั้นน้ีจะตรวจสอบ

ความสามารถของตัวพา CS-PEI ในการนําสง siRNA ที่ติดฉลากดวยสี Rhodamine (Rho-

siRNA) แลว โดยเตรียม CS-PEI/Rho-siRNA complex ที่ N/P 1.6 นําสงเขา SiHa เพ่ือ

ตรวจสอบการเขาสูเซลลของ complex หลังจากการทํา transfection 18 ชั่วโมง ดวย 

differential interference contrast (DIC) confocal imaging โดยไดยอมนิวเคลียสของเซลลดวย

สี Hoechst  จากภาพที่ 17 พบสัญญาณของ Rho-siRNA ใน cellular compartment แสดงวา

การนําสง siRNA ดวย CS-PEI ประสบผลสําเร็จ ซึ่งสามารถยืนยันไดจากภาพการทํา  Z-stack 

confocal image โดยยิงแสงเลเซอรผานเซลลเปนชัน้ ๆ ทําใหเห็น siRNA อยูภายในเซลลได  

(ภาพที่ 18)  

 
 
ภาพที่ 17 DIC confocal imaging แสดงผลการตรวจสอบการนําสง siRNA ที่ติดฉลาก

ดวยสี Rhodamine (Rho-siRNA) ดวยตัวพา CS-PEI ที่อัตราสวนของ CS-PEI/Rho-siRNA 
N/P เทากับ 1.6 หลังการนําสงเปนเวลา 18 ชั่วโมง นิวเคลียสของเซลล SiHa ยอมสี Hoechst  
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ภาพที่ 18 ผลการทํา Z-stack ของเซลล SiHa หลังการนําสง 18 ชั่วโมง ดวย CS-

PEI/Rho-siRNA ที่ N/P 1.6 ภาพไดจากการยิงแสงเลเซอรตัดเซลลออกเปน 7 ชั้น 

 3.3.2 ผลการตรวจสอบการยบัยัง้การแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน HPV 

E6/E7 ในเซลลม์ะเรง็ปากมดลกู โดยวิธี RT-PCR 

 ผลการนําสงยนีและความเปนพิษดวยตวัพา CS-PEI ใน SiHa พบวาที่อัตราสวน N/P 

เทากับ 1.6 ใหประสทิธิภาพการนาํสงในระดับทีดี่ มีคาใกลเคียงกับการนําสงดวยตวัพา 

Lipofectamine รวมถึงความปลอดภัยตอเซลล และภาพจาก DIC confocal imaging ชวยยืนยนั

การเขาสูเซลลไดจริงของ siRNA ดังนั้นในการทดลองขั้นน้ีจึงเลือกเตรียม CS-PEI/siRNA ที่

อัตราสวนดังกลาวเพ่ือใชนาํสง siRNA ทีจํ่าเพาะตอยีน E6/E7 ของเชื้อ HPV ในเซลลมะเร็งปาก

มดลูก SiHa ของยีนดังกลาว โดยใช Lipofectamine เปนตัวพาควบคุมในการนําสง และ

วิเคราะหผลการนําสงดวย RT-PCR เพ่ือดูผลการยับยั้งการแสดงออกในระดับ mRNA หลังการ

นําสง 18 และ 24 ชั่วโมง โดยใช Primer ที่จําเพาะตอยีน E6 และ E7 นอกจากนี้ยังมียีน 

GAPDH เปนตัวปรับคาซ่ึงจะรายงานออกมาเปนคา Relative expression levels เซลลที่รับการ

ถายโอน siRNA แบงออกเปน 3 กลุมการทดลองคือ กลุมเซลลควบคุม, กลุมเซลลที่นําสง 

siRNA โดยใช Lipofectamine และ กลุมเซลลที่นําสง siRNA ดวยตัวพา CS-PEI ผลที่ไดแสดง

ภาพที่ 19  

ผลการทดลองพบวาการยบัยั้งการแสดงออกของ E6 และ E7 mRNA เกิดขึ้นทีเ่วลา 18 

และ 24 ชัว่โมงหลังการนําสง siRNA เขาสูเซลลอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p< 0.05) เม่ือเทียบ

กับ กลุมเซลลควบคุม แตประสิทธิภาพการยับยั้งจะลดลงไปเม่ือเพ่ิมเวลาการบมเซลลตอไปอีก
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เม่ือเทียบกบัการบมเซลลหลังการนําสงที่เวลา 18 และ 24 ชั่วโมง เปนที่ทราบกันวา

ความสามารถในการยับย้ังการแสดงออกของยีนดวย siRNA มักจะไมเสถียร ดังนั้นผลการยับยัง้

จะมีการแปรเปลี่ยนไดตามเวลาทีต่รวจสอบ นอกจากนี้ระยะการเจรญิและสภาพของเซลลยังเปน

ปจจัยสําคัญในการศึกษาผลการยับยั้งดวย อยางไรก็ตาม การศึกษาคร้ังนี้แสดงใหเห็นถงึ

ประสิทธิภาพของการนําสง siRNA ดวย CS-PEI เพ่ือกดการแสดงออกของยีนที่เก่ียวกบักับการ

กอมะเร็งปากมดลกู  

 

 
ภาพที่ 19 Semi-quantitative RT-PCR แสดงผลการยบัยั้งการแสดงออกของยีน E6/E7 

ในระดับ mRNA ของเซลล SiHa หลังจากการนําสง siRNA ที่เวลา 18 และ 24 ชัว่โมง 

เปรียบเทียบระหวางเซลลทีถ่ายโอนดวย naked siRNA (1 μg), Lipofectamine 2000™/siRNA 

lipoplex และ CS-PEI/siRNA complex, * = ความแตกตางระหวางกลุมตวัอยางที่คาระดับ

นัยสําคัญ 0.05    (p< 0.05) 
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บทท่ี 4 

บทวิจารณ์ 

 งานวิจัยครั้งน้ีเปนการทดสอบระบบนําสงยีนและ siRNA แบบไมอาศัยไวรัสเขาสู

เซลลมะเร็งปากมดลูกเพาะเลี้ยง โดยใชตวัพาที่ชื่อ PEI-introduced chitosan shell/poly(methyl 

methacrylate) core nanoparticles หรือตัวพา CS-PEI ในการทดลองน้ีไดทําการทดสอบ

เบื้องตนโดยการใชตวัพา CS-PEI เปนตัวพาสําหรับนําสง DNA เขาสูเซลลมะเร็งปากมดลกู 

SiHa เพ่ือหาสภาวะและอัตราสวนทีเ่หมาะสมใชสําหรับนําสง siRNA  

 การทดลองสวนแรกเปนการทดสอบคุณสมบัติของตัวพา CS-PEI กับ DNA และ siRNA 

ดวยการทํา Gel retardation assay โดยเตรียม complex ของ CS-PEI/pGL3-CMV และ CS-

PEI/siRNA ที่อัตราสวน N/P ตาง ๆ จากน้ันแยกความแตกตางโดยอาศัยลักษณะการเคลื่อนที่

ของ complex บนเจลดวยกระแสไฟฟา (Gel electrophoresis) สําหรับรูปแบบการจับกันของตวั

พากับ DNA และ siRNA นั้นอาศัยแรงระหวางประจุของสารทีมี่ขั้วตางกัน (Electrostatic 

interaction) ซึ่งเกิดจากประจุบวกของหมูเอมีนบนตวัพา CS-PEI กับประจุลบของหมูฟอสเฟต

บนสารพันธุกรรมกรดนิวคลีอิกที่ใชนําสง โดยปริมาณของตัวพาที่ใชมีผลตอการเคลื่อนทีข่อง 

complex จากบริเวณความตางศักยที่เปนขัว้ลบไปหาบวก ผลที่ไดพบวาตัวพา CS-PEI 

สามารถจับกับทั้งพลาสมิด DNA และ siRNA ไดอยางสมบูรณที่อัตราสวน N/P เทากับ 1.6  

สังเกตจากการที่ไมพบแถบการเคลื่อนทีข่อง complex บนเจล จากการศึกษาพบวาคา N/P ของ

ทั้ง CS-PEI/DNA และ CS-PEI/siRNA มีคาเทากันแสดงใหเห็นวาความสามารถในการจับ DNA 

และ siRNA ของตัวพา CS-PEI ขึ้นอยูกับปริมาณของหมูเอมีนและฟอสเฟต ไมไดเก่ียวของกับ

ขนาดของ DNA และ siRNA  

การตรวจสอบลักษณะทางสณัฐานวทิยาของตัวพาและ complex ดวย AFM พบวาตวั

พา CS-PEI มีลักษณะเปนทรงกลมขนาดเล็ก กระจายดี แตเม่ือทํา complex กับพลาสมดิ 

pGL3-CMV ที่อัตราสวน N/P เทากับ 1.6 และ 4 พบวาอนุภาคที่ไดมีลักษณะเปนทรงกลมที่มี

ขนาดใหญขึ้น อันเปนผลมาจากการจับกันระหวางตัวพากับพลาสมดิ DNA ดังกลาว นอกจากนี้

ยังพบวาที่อัตราสวน N/P ที่สูงขึ้นจะสงผลทําใหอนุภาคทรงกลมเกิดการเกาะกลุมกัน ซึ่งนาจะ

เปนผลมาจากตัวพา CS-PEI ที่มีประจุบวกมากเกินพอไปแยงจับกันกับพลาสมิด DNA ที่มีประจุ

ลบ อยางไรก็ตาม เทคนคิ AFM ไมสามารถวิเคราะหความแตกตางของ CS-PEI และ CS-

PEI/siRNA complex ได คาดวาเปนเพราะ siRNA นั้นมีขนาดเล็กจนไมสามารถตรวจดวย AFM 
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ได เม่ือวิเคราะหขนาดและประจุพ้ืนผิวสทุธิของ complex พบวา ขนาดของ CS-PEI/DNA อยู

ในชวง 300-400 nm และ CS-PEI/siRNA อยูในชวง 400-500 nm ตัวพา CS-PEI สามารถจับ

ไดทั้ง DNA และ siRNA ที่ปริมาณ 1 μg ไดอยางสมบูรณที่อัตราสวน N/P เทากับ 1.6 และมี

ประจุพ้ืนผิวรวมเปนบวก ขนาดและประจุที่ไดนี้เหมาะสมสําหรับใชนําสงเขาเซลล [29, 30] ใน

สวนของ CS-PEI/siRNA complex นั้น แมจะไมสามารถตรวจพบการจับ siRNA บนอนุภาคได 

แตผลจากการวัดปริมาณการจับ siRNA ดวยเทคนิคการตรวจสอบจากชุด Quant-iT™ 

RiboGreen® RNA Reagent ซึ่งมีหลักการคือสาร Fluorophores มีคุณสมบัตใินการจับกับ 

siRNA แลวเกิดการเปลงแสงฟลูออเรสเซนตขึ้น โดยคา Fluorescence intensity ที่วัดไดจะแปร

ผันตามปริมาณของ unbound-siRNA ที่ลอยอยูในสารแขวนลอย ซึ่งยืนยันไดวา CS-PEI 

สามารถจับ siRNA ไดจริง และที่อัตราสวน N/P เทากับ 1.6 ใหผลการจับไดประมาณ 100 % 

ผลการทดลองในสวนของการทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพของตัวพา CS-PEI ที่ไดมีความ

สอดคลองกับผลการทดลองของ Pimpha และคณะในป 2010 [17] 

จากการทดสอบการนําสงยีนและทดสอบความเปนพิษดวยตวัพา CS-PEI โดยทดลอง

นําสงพลาสมิด pGL3-CMV เขาสูเซลล SiHa, HeLa และ C33A มี Lipofectamine เปนตวัแปร

ควบคุมรวมกบัการนําสงพลาสมิด DNA เปลา องคประกอบหลักของตัวพาดังกลาวประกอบดวย 

Chitosan (CS) ซึ่งเปนพอลิเมอรจากธรรมชาติทําใหมีคุณสมบัติในการเขากันกับเซลลไดดีและ

ยอยสลายงาย แตอยางไรก็ตามความสามารถในการนาํสงยีนเขาสูเซลลของ CS ยังไมดีนัก ซึ่ง

เกิดจากความไมเสถียรของ complex ที่เตรียมได ทาํใหเกิดการเกาะกลุมอยูบริเวณภายนอก

ของเยื่อหุมเซลล สงผลใหประสิทธิภาพการเขาสูเซลลต่ํา [27] แตดวยคุณสมบตัขิอง PEI บนตัว

พาซ่ึงเปนพอลิเมอรประจุบวกสูงทําใหสามารถจับกับยนีไดดีรวมถึงประสิทธิภาพการนําสงที่สูง 

โดยอาศัยคุณสมบัติทีเ่รียกวา “Proton sponge effect” ซึ่งเปนกลไกที่ PEI ใชหลบหลีกออกจาก

สวนของ Endosome ในขั้นตอนการนาํสงเขาสูเซลล [28] ซึ่งผลที่ไดพบวาทีอั่ตราสวน N/P 

เทากับ 4 ใหผลการนําสงดีที่สุด ซึ่งนาจะเกิดจาก complex มีประจุบวกสุทธิเปนบวกสูง ทําให

เขาสูเซลลไดดีและสามารถปกปองพลาสมิดจากการทําลายโดยเอนไซมตาง ๆ ภายในเซลล 

รวมถึงการหลบหลีกออกจากสวนของ Endosome เพ่ือปลดปลอยพลาสมิดเขาสูนิวเคลียสจน

เกิดการแสดงออกในที่สุด โดยสังเกตจากผล Luciferase assay ในการวัดสัญญาณของเอนไซม 

Luciferase ทีส่รางจากพลาสมิดดังกลาวเมื่อนําสงเขาสูเซลล ในขณะที่ Lipofectamine และตวั

พา CS-PEI ที่อัตราสวน N/P 1.6 ใหประสิทธิภาพการนําสงที่รองลงมา แตเม่ือพิจารณาผลการ
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ทดสอบความเปนพิษของตวัพาที่มีตอเซลลควบคูกันไปกลับพบวาทีอั่ตราสวน N/P เทากับ 4 

ใหอัตราการรอดชีวิตของเซลลอยูทีป่ระมาณ 70% ซึ่งเปนพิษตอเซลลสูงกวาเม่ือเทียบกับการ

นําสงดวย Lipofectamine และตวัพา CS-PEI ที่ N/P 1.6 ที่ใหอัตราการรอดชีวิตอยูที่ประมาณ 

90-100 % สาเหตุที่ทําใหเซลลเปนพิษเปนผลมากจากการที่ complex มีประจุสุทธิเปนบวกสูง 

เม่ือเขาสูเซลลจะเกิดการตกคางและเกาะติดในสวนของเย่ือหุมเซลลทําใหการทํางานดังกลาว

ผิดปกติไปจนกอใหเกิดการร่ัวของเยื่อหุมเซลลสงผลใหเซลลตายในทีสุ่ด [31] จากผลการ

ทดลองขางตนผูทําวิจัยจึงเลือกอัตราสวน N/P 1.6 ไปใชในการนาํสง siRNA เขาสูเซลลมะเร็ง

ปากมดลูกตอไปโดยคํานึงถงึประสิทธิภาพการนําสงและความเปนพิษตอเซลลทีต่่ํา 

ในสวนของการนําสง siRNA นั้น ผูวิจัยไดเร่ิมจากการนําสง siRNA ที่ติดฉลากดวย 

Rhodamine เพ่ือยืนยันการเขาสูเซลลของ siRNA ดวยตวัพา CS-PEI ตรวจสอบโดยการ

วิเคราะหภาพจาก DIC-confocal imaging แลวจึงนําสง siRNA เขาสู SiHa เพ่ือยับยั้งการ

แสดงออก ของยีน E6/E7 ในระดับ mRNA ผลการทํา RT-PCR หลังจากนําสงดวยตวัพา CS-

PEI และ Lipofectamine ที่เวลา 18 และ 24 ชั่วโมง พบวาผลการยับยั้งการแสดงออกของยีน 

E6/E7 ที่นําสงดวยตวัพา Lipofectamine ซึ่งใชเปนกลุมการทดลองควบคุมใหผลการยับยั้งใน

ปริมาณที่ไมมากนัก เน่ืองมาจากยังไมมีการทดลองหาปริมาณที่เหมาะของตวัพาดังกลาวเพ่ือใช

ในการนําสง siRNA เขาสูเซลลที่ชวงเวลาที่ทดสอบ ในขณะที่ผลของตัวพา CS-PEI ที่นําสง 

siRNA พบความแตกตางของการแสดงออกในยีน E6/E7 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p< 0.05) 

เม่ือเทียบกบักลุมเซลลควบคุม นอกจากน้ียังพบผลกดการแสดงออกของยีนดังกลาวทีเ่วลา 18 

และ 24 ชั่วโมงอีกดวย ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Putral และคณะในป 2008 ทีใ่ช 

siRNA ที่มีลําดับเบสเชนเดียวกันกับงานวิจัยครั้งน้ีในการยับยั้งการแสดงออกของอองโคยีน 

E6/E7 ของเชื้อ HPV สายพันธุที่ 16 ในเซลลมะเร็งปากมดลูก SiHa โดย siRNA ที่นําสงเขาไป

สามารถชักนําใหเกิดกระบวนการ RNAi และสงผลกดการแสดงออกในระดับโปรตีนของยนี

ดังกลาวจริง [22] แตอยางไรก็ตามการประสิทธิภาพการทํางานของ siRNA ขึ้นอยูกับระยะเวลา

ที่เหมาะสม [32] ซึ่งจะตองอาศัยการทดสอบในหลายชวงเวลาตอไป   

 จากผลการทดลองทั้งหมดทําใหไดขอสรุปวาตวัพา CS-PEI ซึ่งเปนอนุภาคพอลิเมอรป

ระจุบวกซึ่งมีคุณสมบัตเิดนในเรื่องของประสิทธิภาพการนําสงเขาสูเซลลจาก PEI และเขากันกับ

เซลลไดดีรวมถงึการยอยสลายไดเองตามธรรมชาตขิอง CS นั้นสามารถจับกับสารพันธุกรรม

กรดนิวคลีอิกไดทั้งพลาสมิด DNA และ siRNA โดย complex ที่เกิดขึ้นมีลักษณะเปนทรงกลม มี
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ขนาดระดับ sub-micron นอกจากนี้ยังมีประสิทธิภาพในการนําสงพลาสมิด DNA เขาสู

เซลลมะเร็งปากมดลูกไดดี รวมถึงใหผลกดการแสดงออกของยีน E6/E7 ในระดับ mRNA เม่ือ

นําสง siRNA เขาสูเซลลมะเร็งปากมดลูก แตอยางไรก็ตามในการนําสงตองคํานึงปริมาณของตัว

พาที่ใชใหมีความเหมาะสมเพื่อไมใหเกิดพิษตอเซลล จากเหตุผลที่ไดกลาวมาขางตนตวัพา CS-

PEI จึงเปนตวันําสงแบบไมอาศัยไวรัสเปนตวัพาที่นาสนใจและสามารถนําไปพัฒนาตอยอด

การศึกษาในสัตวทดลองตอไปในอนาคต  
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In  this  study,  we examined  the potential  of  cationic  nanoparticle  – polyethyleneimine-introduced  chi-
tosan  shell/poly  (methyl  methacrylate)  core  nanoparticles  (CS-PEI)  for siRNA  delivery.  Initially,  DNA
delivery  was  performed  to validate  the  capability  of  CS-PEI  for gene  delivery  in  the  human  cervical  cancer
cell  line,  SiHa.  siRNA  delivery  were  subsequently  carried  out to  evaluate  the silencing  effect  on  targeted
E6  and  E7  oncogenes.  Physicochemical  properties  including  size,  zeta  potential  and  morphology  of CS-
PEI/DNA  and  CS-PEI/siRNA  complexes,  were  analyzed.  The  surface  charges  and  sizes  of  the  complexes
were  observed  at different  N/P ratios.  The  hydrodynamic  sizes  of  the  CS-PEI/DNA  and  CS-PEI/siRNA  were
approximately  300–400  and  400–500  nm,  respectively.  Complexes  were positively  charged  depending
on  the  amount  of  added  CS-PEI.  AFM  images  revealed  the mono-dispersed  and  spherical  shapes  of  the
NA  delivery
iRNA delivery
uman cervical cancer cell line

complexes.  Gel  retardation  assay  confirmed  that  CS-PEI  nanoparticles  completely  formed  complexes  with
DNA  and  siRNA  at a N/P ratio  of 1.6. For  DNA  transfection,  CS-PEI  provided  the  highest  transfection  result.
Localization  of  siRNA  delivered  through  CS-PEI  was  confirmed  by  differential  interference  contrast  (DIC)
confocal  imaging.  The  silencing  effect  of  siRNA  specific  to  HPV  16 E6/E7  oncogene  was  examined  at  18
and  24 h  post-transfection.  The  results  demonstrated  the  capacity  of  CS-PEI  to suppress  the  expression
of  HVP  oncogenes.
. Introduction

Effective gene delivery is needed for effective DNA and RNA-
ased therapeutics, since both DNA and RNA are easily degraded
y the digestive enzymes in the body. This results in a decrease

n the quantity of DNA or small interference RNA (RNAi) enter-
ng the cells after intracellular delivery. To make DNA and RNA
elivery more efficient, both viral and non-viral carriers have been
eveloped (Mastrobattista, van der Aa, Hennink, & Crommelin,
006; Walther & Stein, 2000). Among the non-viral gene delivery
pproaches, polymeric-based nanoparticles have been intensively
tudied because of their safety and biocompatibility (Anderson,
998; Schaffert & Wagner, 2008).
Adsorption of nucleic acid onto cationic nanoparticles is one
f the approaches used for DNA or RNA delivery (Wong, Pelet, &
utnam, 2007). This technique facilitates the immediate release
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of DNA or RNA at target site. Furthermore, the preparations of
polymer and DNA/RNA complexes by adsorption can avoid the
chemical effects used in other approaches such as encapsulation.
Polyethyleneimine (PEI) is a cationic polymer widely used for
nucleic acid delivery. PEI possesses very high positive charges from
amines in molecules which can form complexes with phosphate
groups of nucleic acids through electrostatic interaction (Bivas-
Benita, Romeijn, Junginger, & Borchard, 2004). The complexes can
later be delivered into the cell through endocytosis (Urban-Klein,
Werth, Abuharbeid, Czubayko, & Aigner, 2005). While PEI is consid-
ered to be the most effective cationic polymer due to its buffering
capacity via the proton sponge effect, it is a highly cytotoxic poly-
mer which presents a major obstacle to applying PEI in human
gene therapy (Boussif et al., 1995; Kunath et al., 2003). Another
polymer that is often used for gene therapy is chitosan which
is well-known as a biocompatible polymer (Kumar, Muzzarelli,

Muzzarelli, Sashiwa, & Domb, 2004). Chitosan is a cationic polysac-
charide, produced by deacetylation of chitin from crustacean shells.
Previously, the gene delivery effectiveness of PEI-introduced chi-
tosan shell/poly(methyl methacrylate) core nanoparticles (CS-PEI
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anoparticles) was demonstrated in rat mesenchymal stem cells
Pimpha, Sunintaboon, Inphonlek, & Tabata, 2010). The study con-
luded that the CS-PEI nanoparticle was a promising carrier for
ene delivery. In the current study, we focused on the application
f CS-PEI nanoparticles for both DNA and siRNA delivery in cervical
ancer cells.

Cervical cancer is a malignant tumor which occurs when abnor-
al cells in the cervical area divide rapidly and grow out of control.

he main cause of cervical cancer is infection by the sexually trans-
itted human papillomavirus (HPV) (Walboomers et al., 1999).
PV is a double-stranded DNA virus, which is divided into low risk
nd high risk categories based on the ability to transform normal
ells into cancer (Bosch et al., 1995; Govan, 2008). Viral DNA repli-
ation, regulatory functions, and activation of the lytic life cycle
re controlled by six early expressed genes (E1, E2, E4, E5, E6 and
7). Meanwhile, the viral capsid protein is regulated by two late
xpressed genes (L1, L2). Malignancy occurs through integration of
he HPV DNA with the host genome, resulting in over-expression
f the viral genes E6 and E7 (Grassmann, Rapp, Maschek, Petry, &
ftner, 1996; Jeon & Lambert, 1995). The HPV oncoproteins E6 and
7 interfere with the cell cycle by inhibiting the two  tumor sup-
ressor proteins, p53 and pRb, which control cell division (Dyson,
owley, Munger, & Harlow, 1989; Werness, Levine, & Howley,
990).

In general, the treatments for cervical cancer are surgery, radi-
tion and/or chemotherapy. However, there is no satisfactory
pproach which completely eliminates cancer. RNA interference
RNAi) is a promising, novel mechanism for gene silencing which is
eing considered for use in cancer therapy. Introduction of exoge-
ous short interfering RNA (siRNA) causes of RNA silencing at the
osttranscriptional level, providing the novel approach to manipu-

ate gene of interest in sequence-specific manner (Hannon, 2002).
he over-expression of the HPV E6/E7 oncogenes results in cellular
ransformation into HPV-positive cervical cancer cells (von Knebel
oeberitz, Rittmüller, Hausen, & dürst, 1992). The loss of E6/E7 gene
ver-expression results in suppression of cervical cancer devel-
pment. Therefore, the use of RNAi to inhibit the expression of
6/E7 genes has been studied intensively (Alvarez-Salas, Benitez-
ess, & DiPaolo, 2003; Butz et al., 2003). Furthermore, several

tudies revealed that treatment of cancer with siRNA was  able to
nhance the effect of anti-tumor drugs such as cisplatin (Tan et al.,
012), doxorubicin, and gemcitabine (Koivusalo, Krausz, Helenius,

 Hietanen, 2005).
The  aim of this study was to develop the nanoparticle for deliv-

ry of siRNA into cervical cancer cells. The feasibility study of the
ole of CS-PEI nanoparticles in siRNA delivery was  validated ini-
ially by DNA delivery. The cervical cell line SiHa was  selected
s a cell model for transfection because SiHa is the cervical can-
er cell infected with high-risk strains of human papillomavirus
ype 16 which is one of the prevalent genotypes of HPV (Howley,

unger, Romanczuk, Scheffner, & Huibregtse, 1991; Khan et al.,
005). After evaluation, we then subsequently performed siRNA
elivery to investigate the potential of CS-PEI as a siRNA carrier.

.  Materials and methods

.1.  Chemicals

Chitosan (Mw  45 kDa) was purchased from Seafresh Chi-
osan Lab, Thailand. Branched PEI (Mw  750 kDa) was  purchased
rom Aldrich, Missouri, USA. The PEI-introduced CS shell/PMMA

ore nanoparticles (w/w, 0.5/0.5) was synthesized as previously
escribed (Inphonlek, Pimpha, & Sunintaboon, 2010). Lipofec-
amine 2000TM was purchased from Invitrogen, New York, USA.
lasmid pGL3-basic containing CMV  promoter/enhancer was used
lymers 90 (2012) 1323– 1329

to  monitor transfection efficiency (Tencomnao, Rakkhitawatthana,
& Sukhontasing, 2008). The plasmids were propagated in
Escherichia coli which were grown in LB broth (10 g/l tryptone,
5 g/l yeast extract and 10 g/l NaCl) supplemented with ampi-
cillin under shaking conditions, 250 rounds per minute at 37 ◦C.
The plasmid was  extracted using the PureLinkTM Hipure Plasmid
DNA Purification Kit (Invitrogen, New York, USA). The extracted
plasmid was observed by electrophoresis on a 1.0% agarose gel.
Plasmid purity and concentration were determined by measur-
ing light absorbance at 260 and 280 nm using a SpectraMax M2
microplate reader (MDS Inc., Canada). The siRNA duplex was
synthesized by Stealth technology (Invitrogen, New York, USA).
The sense strand and antisense strand sequences for siRNA 16E6
sequence 10 were: 5′-GCAACAGUUACUGCGACGUUU-3′ and: 3′-
UUCGUUGUCAAUGACGCUGCA-5′, respectively (Putral et al., 2005).

2.2. Preparation of CS-PEI/DNA and CS-PEI/siRNA 16E6 complexes

CS-PEI/DNA or CS-PEI/siRNA complexes were prepared by
adding CS-PEI particles into DNA or siRNA solutions. Briefly, CS-PEI
was suspended in doubled-deionized water to prepare a stock solu-
tion with final concentration 1 �g/�l. Different amount of CS-PEI
were then mixed with 1 �l of doubled-deionized containing 1 �g of
plasmid. The mixtures of complexes were incubated for 30 min  at
room temperature. The complexes were prepared at various nitro-
gen/phosphate molar ratios (N/P) depending on the amine group
(N) in the nanoparticle and the phosphate group (P) in the DNA or
siRNA. The amount of amine groups on CS-PEI surface was deter-
mined by conventional 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)
assay as previously described in Pimpha et al. (2010).

2.3. Characterization of complexes by AFM analysis, size and zeta
potential  measurement

The  AFM images of CS-PEI/DNA and CS-PEI/siRNA 16E6 com-
plexes were obtained using a dynamic force microscope (DFM)
mode (Seiko SPA4000, Japan). Samples were prepared by drop-
ping the complex solutions on a mica surface and leaving them
for air drying. All images were obtained with a scanning speed of
1.0 Hz over 5 �m × 5 �m areas. The Z-average hydrodynamic diam-
eter, polydispersity index (PDI), and surface charge of methylated
Ch derivatives/DNA complexes were determined by dynamic light
scattering (DLS) using a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, UK) at room temperature. The complexes
were prepared and made up to 1 ml  with DI water. All samples
were measured in triplicate.

2.4.  Gel retardation assay

The ability of CS-PEI to bind DNA or siRNA was confirmed using
gel retardation. The CS-PEI/DNA and CS-PEI/siRNA complexes were
mixed and incubated at room temperature for 30 min  at different
N/P ratios. Then, their DNA binding affinity was analyzed using
1% agarose gel containing 0.1 mg/ml  of ethidium bromide (EtBr).
The gel electrophoresis was  performed at 100 V for 30 min  in a
TAE buffer solution (40 mM Tris–HCl, 1%, v/v, acetic acid and 1 mM
EDTA). The gel were visualized under a UV transilluminator using
a GelDoc imaging system (G:box, Syngene, Cambridge, UK).

2.5.  In vitro gene transfection and luciferase assay

SiHa (HPV type 16 positive) was  grown in MEM  alpha supple-

mented with 10% FBS containing 0.1 mM non-essential amino acids
(100 �g/ml l-glutamine, 100 �g/ml streptomycin and 100 U/ml
penicillin). Cells were grown at 37 ◦C in a humidified atmosphere
containing 5% CO2. The medium was  changed every other day.
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or cell study, SiHa were plated in T-75 ml  culture flasks. For
n vitro transfection, SiHa cells were seeded in a 96-well plate
t a density of 1 × 105 cells/well. Prior to transfection, the media
ere removed and the cells were rinsed twice with PBS then
lated and incubated with serum-free media. Cells were incu-
ated with complexes at 37 ◦C for 4 h then replaced with growth
edia. Twenty-four hours post transfection, the luciferase activ-

ty in each well was determined according to the manufacturer’s
ecommendations (Promega, Wisconsin, USA). Luciferase expres-
ion was quantified as relative light units (RLU) using a luciferase
ssay system (Promega, Wisconsin, USA). Luciferase activity was
ormalized for protein concentration using the Bradford assay.
ipofectamine 2000TM (Invitrogen, New York, USA) was used as

 control carrier for gene transfection.

.6. Evaluation of cytotoxicity

MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
romide) assay was performed to evaluate cell viability after
reating with the complexes. Cells were seeded at the same
ensity as during transfection and were incubated overnight at
7 ◦C in humidified air with a 5% CO2 atmosphere. The assay was
erformed 24 h after transfection according to the manufacturer’s
ecommendations.

.7. Determination of siRNA 16E6 loading efficiency

The CS-PEI/siRNA complexes at N/P ratios of 0.4, 0.6, 0.8, 1.6, 4.0
nd 8.0 were centrifuged at 13,000 × g for 15 min. The siRNA loaded

n nanoparticles was detected by Quant-iTTM RiboGreen® RNA
eagent (Invitrogen, New York, USA) which is an ultra-sensitive
uorescent nucleic acid stain for quantization of RNA in solution.
he siRNA loading efficiency was calculated from the percentage

ig. 1. Gel retardation analysis of CS-PEI/DNA complexes at different N/P ratios. One mic
mages of the topology of CS-PEI/DNA complexes (b). Size and zeta-potential of CS-PEI/DN
lymers 90 (2012) 1323– 1329 1325

difference  between the total amount of siRNA added and the
amount of non-loaded siRNA. Three replicate experiments were
conducted to obtain data for statistical analysis.

2.8. Internalization of CS-PEI/siRNA complexes

siRNA was  labeled with CX-Rhodamine using a Label IT® siRNA
Tracker Intracellular Localization Kit (Mirus Bio Corporation, Madi-
son, USA). The labeled-siRNA was  utilized to form complexes with
CS-PEI resulting in CS-PEI/Rho-siRNA complexes. SiHa cells were
seeded on a cover slip in a 35 mm2 petri dish at a cell density of
5 × 105 cells. The CS-PEI/Rho-siRNA complex with a N/P ratio of 1.6
was incubated with the cells for 4 h at 37 ◦C. 18 h after transfection,
cells were fixed using 70% ethanol for 10 min  and were stained with
Hoechst 33258 solution. Confocal imaging was observed using an
Olympus FluoView 1000.

2.9.  siRNA delivery, RNA isolation and gene silencing
determination

For siRNA delivery, CS-PEI was diluted to a concentration of
1 �g/�l and mixed with 1 �g of siRNA to form complexes with
N/P ratios of 0.8 and 1.6. The complexes were incubated at room
temperature for 30 min. A day before transfection, plated cervical
cancer cell lines in a 96-well plate at a density of 3 × 105 cells/well
and incubated the cells at 37 ◦C in a CO2 incubator for 24 h. The CS-
PEI/siRNA complexes were incubated with cells for 4 h and then
replaced with growth media for detecting gene silencing using RT-
PCR. Cells transfected with naked siRNA and normal cells were used

as controls.

Total RNA from SiHa and SiHa transfected with CS-PEI/siRNA
complexes was extracted after transfection for siRNA delivery and
incubation for 18 and 24 h. One hundred milliliters of Trizol reagent

rogram of DNA was  applied to form a complex (a). Atomic force microscope (AFM)
A at different N/P ratios (c).
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Invitrogen, New York, USA) was added to the cells and incubated
t room temperature for 10 min. Then 200 �l of chloroform was
dded to extract the RNA in the aqueous layer after centrifugation
t 4 ◦C 12,000 × g for 15 min. The RNA was precipitated using 500 �l
f isopropanol, washed with 75% ethanol, dried, and then dissolved
n DEPC-treated water. For the RT-PCR, the isolated RNA samples

ere treated with RNase-Free DNase (Promega, Wisconsin, USA)
o removed double-stranded and single-stranded DNA from the
NA sample. The resulting RNA was finally diluted to a concen-
ration of 5 ng/�l for RT-PCR. Gene silencing was monitored by

 one-step reverse-transcription-polymerase chain reaction (RT-
CR). A transcriptor one-step RT-PCR kit (Roche, Indiana, USA) was
sed to synthesize cDNA and to carry out the PCR reaction. The
rimer sequences for HPV type 16 E6, E7, and GAPDH are shown in
able 2. GAPDH gene expression was also measured to be a factor
or normalization of E6 and E7 gene expression. RT-PCR products
ere separated on a 3% agarose gel at 100 volts for 30 min. The RT-

CR products were analyzed by the GeneTools program in a G:Box
Syngene, Cambridge, UK).

.10. Statistical analysis

Luciferase  assay, siRNA loading efficiency, cell viability, and gene
ilencing assay were performed in triplicate. One-way ANOVA with
ukey’s post hoc test was applied in the statistical analysis with

 < 0.05 considered as a statistically significant difference.

. Results and discussion

.1.  CS-PEI/DNA complex formation and physicochemical
haracterization

The CS-PEI/DNA complexes were prepared simply by physically
ixing CS-PEI nanoparticles and DNA via a micropipette. The mix-

ures were then incubation for 30 min  at room temperature to
romote electrostatic interaction. Gel retardation was employed
o monitor the binding affinity of DNA on the CS-PEI surface. The
omplexes were prepared by fixing 1 �g of plasmid DNA to form a
omplex with CS-PEI at N/P ratios of 0.4, 0.8, 1.6, 4.0 and 8.0. The

esults revealed that DNA binding affinity increased in parallel with
S-PEI concentration (Fig. 1a). The complexes were completely
ormed since no DNA migration was found on the gel with a N/P
atio of 1.6. The AFM result for N/P ratios of 1.6 and 4.0 revealed

ig. 3. Gel retardation analysis of CS-PEI/siRNA at different N/P ratios. One microgram of
omplexes (b).
SiHa. The results are compared to positive control Lipofectamine 2000TM (Invitro-
gen,  USA) (Lipo), naked plasmid pGL-3-basic containing CMV  promoter/enhancer
(Naked)  and control free cells (Cell).

the adsorption of DNA onto nanoparticles as shown in Fig. 1b. The
adsorption of the DNA strands was visible especially at N/P ratios
of 1.6 but the complex was difficult to see at a N/P ratio of 4.0. This
may have been because of the high number of particles forming
complexes with DNA in the mixture. The particle size and zeta-
potential were determined at a pH of 7.4. As shown in Fig. 1c, there
were no size differences among CS-PEI/DNA-formed complexes at
different N/P ratios. Generally, the average size of the complexes
ranged from approximately 300–400 nm which is acceptable for
transfection (Rakkhithawatthana et al., 2010; Tencomnao et al.,
2011). Zeta potential measurements exhibited a dynamic change

in total surface charge in proportion to the CS-PEI concentration.
The CS-PEI nanoparticles exhibited a zeta potential of 22.23 mV in
accordance with their cationic properties. Similar to the gel retar-
dation results, at N/P ratios of 0.4 and 0.8, the total surface charge

 siRNA was applied to form a complex (a). Size and zeta-potential of CS-PEI/siRNA
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ig. 4. Confocal images of CS-PEI/siRNA complexes in a SiHa cell. The blue fluorescen
iRNA (a). Confocal Z-stack series of images of a SiHa cell 18 h post-transfection by 

he  reader is referred to the web  version of the article.)

f all nanoparticles was negative while the complexes were not
ompletely formed. Supplementation with more CS-PEI in the for-
ulation induced an increase in zeta potentials to 32.80, 45.36 and

5.80 mV at N/P 1.6, 4.0 and 8.0, respectively. These zeta values
ere strongly positively charged and facilitated cellular uptake.

his result, taken together with the results from gel retardation
nd AFM, confirmed that the adsorption of DNA onto the surfaces
f CS-PEI nanoparticles occurred through charge neutralization.
herefore, the CS-PEI nanoparticle has promise for use as a car-
ier for gene delivery. This result is corresponded with the previous
tudy of Pimpha et al. (2010).
.2.  CS-PEI/DNA delivery into human cervical cells

In this study, we aimed to silence the expression of onco-
enes in cervical cancer cell lines. Therefore, the human cervical
he nucleus of a SiHa cell and the red fluorescence is the signal of rhodamine-labeled
I/Rho-siRNA (b). (For interpretation of the references to color in this figure legend,

cancer  cell, SiHa (HPV type 16 positive) was selected to investi-
gate the transfection efficiency of CS-PEI. To evaluate the ability of
CS-PEI, in vitro DNA transfection was performed with 1 �g of plas-
mid pGL3-CMV promoter/enhancer containing a luciferase gene
marker for quantitative gene expression signals (Tencomnao et al.,
2008). Control-free cells, cells incubated with naked DNA, and cells
transfected with DNA-loaded Lipofectamine 2000TM were used as
controls. As shown in Fig. 2a, the results demonstrated the potency
of CS-PEI as a gene carrier since the DNA cargo was successfully
introduced and expressed. The transfection efficiency depended on
the N/P value. Compared with the control-free cells and cells trans-
fected with naked DNA, the optimal transfection efficiency was

obtained from CS-PEI/DNA complexes at N/P ratios in the range
of 1.6–4.0. At an N/P ratio lower than 1.6 or higher than 4.0, the
transfection efficiencies were low indicating that transfection effi-
ciency depended on CS-PEI concentration. Complex formation at
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Table  1
Binding capacity of siRNA 16E6 sequence 10 (Putral et al., 2005) to the CS-PEI at N/P
ratios of 0.4, 0.6, 0.8, 1.6, 4.0 and 8.0.

CS-PEI/siRNA (N/P) Binding capacity (%)

0.4 35.9 ± 12.8
0.6 59.7 ± 14.7
0.8 72.5 ± 13.3
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Fig. 5. Determination of E6 and E7 mRNA expression of a SiHa-transfected cell at 18
and 24 h post-transfection. The siRNA strands were delivered in the form of naked
siRNA (1 �g), Lipofectamine 2000TM/siRNA lipoplex and CS-PEI/siRNA complex. The

T
P

1.6 99.5 ± 0.50
4.0 99.3 ± 0.30
8.0 97.9 ± 0.50

ow N/P ratios is not effective due to remnant unbound DNA while
he excess complexes can cause toxicity to the cells. To evaluate
he cytotoxicity of CS-PEI, we employed the MTT  assay on SiHa
ransfected with the CS-PEI/DNA complex at different N/P ratios.

hile the viability of control cells and cells transfected with naked
NA remained constant, cytotoxicity of the CS-PEI/DNA complex
hich was dependent on the N/P ratio was induced (Fig. 2b). Excess
S-PEI can induce cell membrane leakage due to the aggressive
enetration of highly positively charged complexes (Godbey, Wu,

 Mikos, 1999). Therefore, the use of cationic nanoparticles needs
o be considered carefully because excess amounts of particles will
ltimately induce cellular leakage.

.3. CS-PEI/siRNA complex formation

CS-PEI/siRNA complexes were prepared and characterized for
iRNA delivery. Similar to CS-PEI/DNA complexation, the com-
lex formation of CS-PEI/siRNA was confirmed by gel retardation
sing 1 �g of siRNA. The results indicated that siRNA strands were
dsorbed onto CS-PEI as a result of retardation of siRNA migration
y gel electrophoresis (Fig. 3a). Complete binding occurred at a N/P
atio of 1.6. The bind affinity corresponded with the CS-PEI con-
entration. The complexes were approximately 400–500 nm in size
Fig. 3b) and the zeta potential increased with increasing N/P ratio.
nlike the CS-PEI/DNA complex, there was no distinction observed
etween CS-PEI and CS-PEI/siRNA using AFM analysis due to the

imitation of AFM in detecting the siRNA strand (data not shown).

.4.  Binding capacity of siRNA on CS-PEI

The binding capacity of siRNA adsorbed on the surfaces of CS-PEI
t N/P ratios of 0.4, 0.6, 0.8, 1.6, 4.0 and 8.0 was measured quantita-
ively using the Quant-iTTM RiboGreen® RNA reagent (Invitrogen,
ew York, USA). As shown in Table 1, almost 100% siRNA-binding
apacities were detected in CS-PEI/siRNA complexes at N/P ratios
f 1.6, 4.0, and 8.0. The results suggest that the adsorption of siRNA
s dependent on CS-PEI. This result corresponds well with gel retar-
ation in which no migrated bands of siRNA were observed for the
omplexes with N/P ratios ranging from 1.6 to 8.0.

.5.  Cellular internalization of the CS-PEI/siRNA complex
Cellular internalization of the siRNA complex was confirmed by
ifferential interference contrast (DIC) confocal imaging (Fig. 4a).
t 18 h after transfection, a siRNA signal (red fluorescence) was

able 2
rimers for RT-PCR (Divya & Pillai, 2006).

Gene Sequence 

HPV type 16 E6 Sense strand: 5′-TGAGGTATATGACTTTGCTT
Antisense strand: 5′-CAAGACATACATCGACC

HPV type 16 E7 Sense strand: 5′-AAATGACAGCTCAGAGGAG
Antisense strand: 5′-GTTTCTGAGAACAGATG

GAPDH  Sense strand: 5′-GACCACAGTCCATGCCATCA
Antisense  strand: 5′-TCCACCACCCTGTTGCT
expression profiles were investigated by semi-quantitative RT-PCR. Samples were
prepared in triplicate and statistically analyzed by one-way ANOVA (p < 0.05).

detected in the cellular compartment. A Z-stack confocal image
confirmed the localization of siRNA inside the SiHa cell (Fig. 4b).
These results suggest that siRNA can be delivered into the cell by
CS-PEI.

3.6. Gene silencing efficiency

The  role of CS-PEI as a DNA carrier in HPV-transformed cells was
verified. Based on the same strategy, CS-PEI was  expected to be a
carrier of siRNA as well. In vitro transfection was  performed in SiHa
cells. We  inhibited the activity of two oncogenes encoded by HPV,
namely E6 and E7, through the activity of siRNA. These two genes
are best known for their ability to inactivate the tumor suppressors,
p53 and pRb, respectively (Schwock, Pham, Cao, & Hedley, 2008).
After transfection, the cells were continually incubated for 18 and
24 h. The RNA was then isolated for RT-PCR as described in Section 2.
The RT-PCR was performed to examine E6 and E7 expression using
the primer (Table 2) (Divya & Pillai, 2006). The expression signals of
both E6 and E7 were normalized by GAPDH, a house-keeping gene.
The differences in the expression levels of E6 and E7 between free
cells and transfected cells were detected using gel electrophoresis.

The gene silencing effects were evaluated as presented in Fig. 5.
It is noted that amount of Lipofectemine 2000TM used in this study
was not optimized the time period for transfection with our siRNA
and cell. Lipofectemine 2000TM was  used to be the control for our
experimental procedure. Therefore, the gene knockdown efficiency
obtained from Lipofectamine 2000TM may  not represent its best
result. For CS-PEI-mediated siRNA, expression of E6 and E7 genes
was statistically significant different compared with free cell. The
achievement of siRNA mediated CS-PEI delivery to silence of E6
and E7 expressions was verified at 18 and 24-h post transfection.

However, siRNA suppression of gene expression usually is time
dependent (Liao et al., 2010). Therefore, the silencing effect of siRNA
may vary over time. The use of CS-PEI is proposed here as the

Size (bp)

TTC-3′

GGTCC-3′
297

GAG-3′

GGGCAC-3′
209

CT-3
GTAG-3′

452
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arrier of choice for both DNA and siRNA delivery using cationic
olymeric-based nanoparticles.

.  Conclusions

The capacity of CS-PEI to deliver nucleic acids to cervical cancer
ell lines was reported here. CS-PEI can form a complex with either
NA or siRNA via electrostatic interaction between the amine
roups of cationic polymers and the phosphate groups of nucleic
cids. The binding affinities of both DNA and siRNA to the surfaces
f CS-PEI nanoparticles were confirmed by gel retardation assay.
he results indicated that the complexes were completely formed
t a N/P ratio of 1.6. The particle sizes were 300–400 nm on aver-
ge while the zeta potentials became positively charged when the
/P ratio of the complex was 1.6. The optimal transfection effi-
iency of CS-PEI/DNA complexes delivered into SiHa was  detected
t a N/P ratio of 1.6. A confocal laser scanning microscope con-
rmed the penetration of siRNA-bound CS-PEI complexes. In vitro
iRNA delivery revealed gene silencing efficiency at 18 and 24 h
ost-transfection. As a result, CS-PEI nanoparticles show potential
s carriers for both gene and siRNA into cervical cancer cell lines.
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Background: The purpose of this study was to demonstrate the potential of magnetic poly(methyl 

methacrylate) (PMMA) core/polyethyleneimine (PEI) shell (mag-PEI) nanoparticles, which pos-

sess high saturation magnetization for gene delivery. By using mag-PEI nanoparticles as a gene 

carrier, this study focused on evaluation of transfection efficiency under magnetic induction. The 

potential role of this newly synthesized nanosphere for therapeutic delivery of the tryptophan 

hydroxylase-2 (TPH-2) gene was also investigated in cultured neuronal LAN-5 cells.

Methods: The mag-PEI nanoparticles were prepared by one-step emulsifier-free emulsion 

polymerization, generating highly loaded and monodispersed magnetic polymeric nanoparticles 

bearing an amine group. The physicochemical properties of the mag-PEI nanoparticles and 

DNA-bound mag-PEI nanoparticles were investigated using the gel retardation assay, atomic 

force microscopy, and zeta size measurements. The gene transfection efficiencies of mag-PEI 

nanoparticles were evaluated at different transfection times. Confocal laser scanning microscopy 

confirmed intracellular uptake of the magnetoplex. The optimal conditions for transfection of 

TPH-2 were selected for therapeutic gene transfection. We isolated the TPH-2 gene from the 

total RNA of the human medulla oblongata and cloned it into an expression vector. The plasmid 

containing TPH-2 was subsequently bound onto the surfaces of the mag-PEI nanoparticles via 

electrostatic interaction. Finally, the mag-PEI nanoparticle magnetoplex was delivered into 

LAN-5 cells. Reverse-transcriptase polymerase chain reaction was performed to evaluate TPH-2 

expression in a quantitative manner.

Results: The study demonstrated the role of newly synthesized high-magnetization mag-PEI 

nanoparticles for gene transfection in vitro. The expression signals of a model gene, luciferase, 

and a therapeutic gene, TPH-2, were enhanced under magnetic-assisted transfection. An in vitro 

study in neuronal cells confirmed that using mag-PEI nanoparticles as a DNA carrier for gene 

delivery provided high transfection efficiency with low cytotoxicity.

Conclusion: The mag-PEI nanoparticle is a promising alternative gene transfection reagent 

due to its ease of use, effectiveness, and low cellular toxicity. The mag-PEI nanoparticle is 

not only practical for gene transfection in cultured neuronal cells but may also be suitable for 

transfection in other cells as well.

Keywords: magnetic nanoparticle, non-viral vector, gene delivery, tryptophan hydroxylase-2, 

LAN-5, neuronal cells

Introduction
Magnetic nanoparticles have previously been used in biomedical applications, especially 

in the area of medical imaging,1 and drug and gene delivery.2 Magnetic-assisted gene 
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transfection could improve transfection efficiency by using 

magnetic force induction to introduce a therapeutic gene into 

a target cell. Application of an external magnetic field for gene 

delivery was first reported by Mah et al.3 Magnetic micropar-

ticles were coated with adenoassociated virus encoding green 

fluorescent protein. It was demonstrated that adenoassociated 

virus conjugated with magnetic microparticles enhanced 

transduction efficiency both in vitro and in vivo. Since then, 

several intensive studies of magnetic-based gene delivery 

have been performed.4,5 Magnetic-assisted gene delivery 

can be applied to transfection reagents and gene therapeutic 

vehicles, and the first report focusing on the use of magnetic-

assisted targeted gene delivery used polyethyleneimine (PEI)-

coated nanoparticles for in vitro gene transfection.6 The study 

demonstrated the advantages of magnetic-assisted transfec-

tion in terms of reducing incubation time and DNA dose. To 

date, magnetic-assisted transfection has been demonstrated 

as one of the approaches for nucleic acid transfer, includ-

ing DNA and RNA interference, in various cell lines. For 

example, the combination of cationic lipid-coated magnetic 

nanoparticles with transferrin and PEI was developed for 

transfection in a human cervical cancer cell line. This sys-

tem enhanced the transfection efficiency by approximately 

300-fold compared with control transfection reagents in the 

presence of an external magnetic field.5 A hybrid nanoparticle 

system consisting of superparamagnetic nanoparticles and 

PEI was used as a vehicle to transfer the interleukin-10 gene 

into vascular endothelial cells.4 This particle showed high 

transgene expression using a very low vector concentration 

and in a very short incubation time. This system is promising 

for treatment of patients with vascular disorders who require 

fast and target-specific delivery of the genes concerned. Apart 

from being an effective transfection reagent, incorporation of 

magnetic nanoparticles into lipid-based or polymeric-based 

carriers has also been considered as an alternative approach 

for improvement of non-viral vector-based gene therapy.7,8 

At present, many research groups are aiming to develop a 

vehicle which could facilitate gene therapy in several genetic 

disorders, including the hematological,9 cardiovascular,10 and 

immunogenic systems.11

Non-viral approaches for nucleic acid delivery have also 

become a novel strategy for treating neurological disease.12 

Neuron-targeted nucleic acid therapy remains one of the 

few options available for the treatment of neurodegenerative 

disease. In previous studies, viral vectors were used as the 

gene carrier for transfer of nucleic acid into target neuron 

cells, and adenoassociated virus was the most common 

viral vector for gene transfection.13–15 However, there has 

been a recent focus on non-viral vector-based gene vectors 

for neuron systems, with some reported examples, includ-

ing lipid-based and polymeric-based carriers. PEGylated 

immunoliposome-mediated brain-specific delivery of a gene 

encoding tyrosine hydroxylase for the treatment of patients 

with Parkinson’s disease has been studied successfully in 

an animal model.16 Modified transfection reagents, ie, PEI-

PEG and Tet1 complexes, demonstrated increased luciferase 

expression levels in neural progenitor cells compared with 

unmodified PEI-PEG complexes.17

In this study, we investigated the use of novel synthesized 

magnetic nanoparticles for gene delivery in neuronal cells. 

Magnetic PEI/poly(methyl methacrylate) (PMMA) core-shell 

(mag-PEI) nanoparticles were prepared using ultrasonication-

assisted emulsifier-free emulsion polymerization. Loading of 

magnetic nanoparticles enhanced gene transfection efficiency 

by accelerating the cellular uptake of nanoparticles. The 

physicochemical properties and morphology of the mag-PEI 

nanoparticles were characterized, and a feasibility study was 

performed to evaluate the gene transfection efficiency of the 

mag-PEI nanoparticles using plasmid pGL3-basic containing 

cytomegalovirus (CMV) promoter/enhancer encoding the 

luciferase reporter gene (pGL3-CMV). In vitro transfection 

of pGL3-CMV could be measured quantitatively using the 

luciferase assay system. Different N/P ratios of magnetoplex 

were prepared to investigate the transfection efficiency 

at different transfection times with and without magnetic 

induction. The cytotoxicity of the mag-PEI nanoparticles was 

examined using the MTT assay. Transfection under magnetic 

induction strongly promotes cell internalization, as shown by 

confocal laser scanning microscopy. Optimal conditions were 

selected for transfection of pGL3-CMV, a plasmid containing 

tryptophan hydroxylase-2 (TPH-2), a rate-limiting enzyme 

for production of the serotonin neurotransmitter.18 This study 

proposes an alternative nanocarrier, which is applicable for 

neuronal gene therapy.

Materials and methods
Materials
Ferrous chloride tetrahydrate (FeCl

2
 ⋅ 4H

2
O), ferric chloride 

hexahydrate (FeCl
3
 ⋅ 6H

2
O), methyl methacrylate (MMA), 

and t-butyl hydroperoxide were purchased from Fluka 

(St Louis, MO). PEI (molecular weight of 25  kDa) was 

purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). All chemi-

cals were of analytical grade and used for synthesis of mag-

netic core/shell nanoparticles. Lipofectamine 2000™ was 

purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA). A PolyMAG and 

magnetoFACTOR-96 plate was purchased from Chemicell 
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GmbH (Berlin, Germany). Plasmid pGL3-basic containing 

CMV promoter/enhancer, which is an expression vector for 

human cell lines, was used to monitor transfection efficiency.19 

Plasmid DNA was propagated in Escherichia coli, which 

were grown in Lysogeny broth (10 g/L tryptone, 5 g/L yeast 

extract, and 10 g/L NaCl), and supplemented with ampicillin 

under shaking conditions of 250 rounds per minute at 37°C. The 

plasmid was extracted using the PureLink™ Hipure Plasmid 

DNA purification kit (Invitrogen). The extracted plasmid 

was observed by electrophoresis on 1.0% agarose gel. 

Plasmid purity and concentration were determined by 

measuring light absorbance at 260 nm and 280 nm using a 

SpectraMax M2 microplate reader (MDS Inc, Sunnyvale, 

CA). Primers for reverse-transcriptase polymerase chain 

reaction (RT-PCR) of GAPDH and TPH-2 genes are listed 

in Table 1.

Preparation of magnetic  
core/shell nanoparticles
Mag-PEI nanoparticles with a PMMA core and PEI shell 

were prepared by emulsion polymerization.20 In brief, iron 

oxide at a concentration of 25 mg was dispersed thoroughly 

with 2 g of MMA using an ultrasonicator for 5 minutes. For 

a total of 50 g of solution, the iron oxide-MMA dispersion 

was mixed with 47 g of PEI solution containing 0.5 g of PEI 

using a homogenizer (Sonics Vibra cell, amplitude 40%). The 

dispersion was homogenized for 15 minutes and then trans-

ferred into a water-jacketed flask equipped with a condenser, 

a magnetic stirrer, and a nitrogen inlet. The dispersion was 

purged with nitrogen for 30 minutes, followed by addition 

of t-butyl hydroperoxide aqueous solution (1 g, 0.5 mM) to 

initiate polymerization. The mixture was then continuously 

stirred at 80°C for 2 hours in a nitrogen environment. After 

the reaction, the particle dispersion was purified by repeated 

centrifugation (13,000 rpm), decantation, and redispersion 

until the conductivity of the supernatant was close to that of 

the distilled water used. The amine density on the surface 

of the nanoparticles was evaluated using a typical acid-base 

titration method.21 The titration was carried out with an 

Autotitrator (Mettler Toledo, T50, Columbus, OH) and a 

pH glass sensor (Mettler Toledo, DGi115-SC) using 0.01 M 

NaOH standardized by potassium hydrogen phthalate as a 

titrant. The sample preparation was performed using an aque-

ous solution composed of 0.5 mL of the sample suspension 

(30–40 mg/mL), 50 mL of deionized water, and 0.40 mL of 

0.1 M HCl. Each value reported was an average of at least 

three measurements. The characteristics of mag-PEI nano-

particles were then observed through a transmission electron 

microscope at an accelerating voltage of 80 kV.

Preparation of magnetoplex
For the feasibility study of mag-PEI nanoparticles in 

gene delivery, plasmid DN and pGL3-CMV encoding the 

luciferase reporter gene at a concentration of 1 mg/mL was 

mixed with mag-PEI nanoparticles at the same concentra-

tion to form the mag-PEI nanoparticle/DNA magnetoplex. 

The magnetoplex was prepared at various N/P ratios, ie, 

0.4/1, 0.8/1, 1.6/1, 4.3/1, 8.7/1, and 17.5/1. The solutions of 

magnetoplex were subsequently incubated at room tempera-

ture for 30 minutes before use. The optimal N/P ratio from 

pGL3-CMV transfection was used for pGL3-CMV-TPH-2 

transfection, in which the magnetoplex was prepared in the 

same manner.

Gel retardation assay
After forming the magnetoplex, loading dye was added and 

mixed before loading into 1.0% agarose gel. Electrophoresis 

was carried out at 100 V for 60 minutes. Agarose gel was 

stained in 1 µg/mL ethidium bromide. The presence of plas-

mid DNA was visible under an ultraviolet transilluminator 

(Syngene, Cambridge, UK). The shifted bands, correspond-

ing to free plasmid, were determined.

Atomic force microscopy analysis
Atomic force microscopic images of magnetoplex were 

obtained using a dynamic force microscope (Seiko SPA4000, 

Table 1 Polymerase chain reaction primers used for tryptophan hydroxylase-2 cloning and semiquantitative assay of GAPDH and 
tryptophan hydroxylase-2 gene expressions

Primer Sequence Product (Kb) Reference

TPH-2-NheI_pGL-CMV 5′-CCT gCT AgC gCC TTC CTC TCA ATC TC-3′ 1.5 The present study
TPH-2-XbaI_pGL-CMV 5′-CCC gCT CTA gAT AgT TCC Agg CAT CAA ATC C-3′
GAPDH sense 5′-gAC CAC AgT CCA TgC CAT CAC T-3′ 0.4 Divya and Pillai22

GAPDH antisense 5′-TCC ACC ACC CTg TTg CTg TAg-3′
TPH-2 sense 5′-AAC CAC TAT TgT gAC gCT gAA TCC TCC AgA gAA-3′ 0.2 The present study
TPH-2 antisense 5′-ACC CAT AAC CCA TCg CCA CAT CCA CAA AA-3′
Abbreviations: CMV, cytomegalovirus; TPH-2, tryptophan hydroxylase-2.
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Tokyo, Japan). All samples were prepared by dropping the 

magnetoplex solution onto a mica surface for air-drying. All 

images were obtained with a scanning speed of 1.0 Hz over 

a 2 µm × 2 µm area.

Size and zeta potential analysis
The mean zeta hydrodynamic diameter, polydispersity index, 

and surface charge of the magnetoplex were determined by 

dynamic light scattering using a Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instruments Ltd, Malvern, Worcestershire, UK) at room 

temperature. The magnetoplex was prepared and combined 

to achieve 1 mL in deionized water. All samples were mea-

sured in triplicate.

Cell culture
In this study, human neuroblastoma (LAN-5) cells were used 

as the neuronal cell culture model. The cells were cultured in 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco-BRL, Grand 

Island, NY) supplemented with 10% fetal bovine serum 

(HyClone, South Logan, UT) and incubated for 24 hours at 

37°C with 5% CO
2
 before use.

Transfection and cytotoxicity
To evaluate the transfection efficiency of the mag-PEI 

nanoparticles, LAN-5 cells were seeded into a 96-well plate 

at a density of 5 × 104 cells per well. Before transfection, the 

medium was removed, the cells were rinsed with phosphate-

buffered saline twice, and then plated and incubated with 

serum-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium. Cells were 

incubated with the magnetoplex at 37°C for 15, 30, 60, 120, 

and 180 minutes with or without magnetoFACTOR-96, in 

serum-free medium which was then replaced with growth 

medium. Twenty-four hours after transfection,19 luciferase 

activity was determined in accordance with the manufacturer’s 

recommendations (Promega, Madison, WI). Luciferase activity 

was quantified as relative light units using a luciferase assay 

system (Promega). Luciferase activity was normalized for 

protein concentration using the Bradford assay. The commercial 

transfection reagents, Lipofectamine 2000 and PolyMAG, were 

used as positive controls for comparison of their transfection 

efficiency with our synthesized mag-PEI nanoparticles. Naked 

DNA (DNA transfected without a gene carrier) was used as 

the negative control for transfections. The Lipofectamine/DNA 

complex and PolyMAG/DNA magnetoplex were prepared 

according to the manufacturer’s directions.

MTT assays were performed to evaluate cell viability 

after treatment with magnetoplex. LAN-5 cells were seeded 

at the same density used for transfection. The cells were 

cultured at 37°C under 5% CO
2
 overnight. The assay was 

performed 24  hours after transfection according to the 

manufacturer’s recommendation. Percentage viability was 

calculated for cells transfected with naked DNA.

Magnetoplex internalization into cells
LAN-5 cells were seeded onto glass coverslips in 6-well plates 

at densities of 7.5 × 105 cells per well. Before transfection, the 

medium was removed, the cells were rinsed with phosphate-

buffered saline twice, and then plated and incubated with 

serum-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium. Cells were 

incubated with rhodamine-B-isothiocyanate (RITC)-labeled 

mag-PEI nanoparticle/DNA magnetoplexes at 37°C for 

60 and 180 minutes with and without a magnetoFACTOR-96 

plate in serum-free medium which was then replaced with 

growth medium. Twenty-four hours after transfection, the 

transfected cells were stained with acridine orange then 

washed with phosphate-buffered saline twice and visualized 

under a confocal laser scanning microscope (LSM 700, Carl 

Zeiss Inc, Oberkochen, Germany) with a 100× objective lens 

under 405 nm excitation for acridine orange and 561 nm 

excitation for RITC. The results were analyzed using LSM 

700 ZEN software.

Isolation of TPH-2, cloning,  
and construction of expression vector
cDNA for the TPH-2 gene was synthesized by RT-PCR using 

human brain medulla oblongata total RNA (Clontech cDNA 

panels, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) as a template. 

The RT-PCR reaction was performed using ImPromt-II™ 

reverse transcriptase in accordance with the manufacturer’s 

recommendations (Promega). The resulting cDNAs were 

used as a template for PCR using TPH-2-NheI_pGL-CMV 

and TPH-2-XbaI_pGL-CMV as forward and reverse primers, 

respectively (Table 1). The specific PCR products were then 

cloned into the pGEM-T™ easy vector (Promega) to verify 

TPH-2  sequences by restriction enzyme digestion using 

HindIII (Fermentas, Glen Burnie, MD) and XbaI (NEB, 

Hitchin, UK) as the restriction enzyme and confirmed this 

result by DNA sequencing. The TPH-2  gene was finally 

cloned into pGL3-basic containing CMV promoter/enhancer, 

generating pGL3-CMV-TPH-2.

Monitoring of TPH-2 expression  
by RT-PCR
To determine TPH-2 expression, LAN-5 cells were seeded into 

6-well plates at a density of 7.5 × 105 cells per well. pGL3-

CMV-TPH-2 was mixed with mag-PEI nanoparticles to prepare 

submit your manuscript | www.dovepress.com

Dovepress 

Dovepress

2786

Tencomnao et al

www.dovepress.com
www.dovepress.com
www.dovepress.com


International Journal of Nanomedicine 2012:7

magnetoplex at an N/P ratio of 0.8, which was previously 

optimized. PolyMAG and Lipofectamine 2000 were used as 

positive controls and naked DNA was used as a negative control 

for transfection. Cells were incubated with the magnetoplex 

at 37°C for 60 minutes with and without external magnetic 

induction in serum-free medium which was then replaced with 

growth medium. Twenty-four hours after transfection, RNA 

extraction with TRIzol (Invitrogen) was performed according to 

the manufacturer’s recommendations. The quantity and integrity 

of the RNA obtained were evaluated by spectrophotometry and 

gel electrophoresis stained with ethidium bromide. The RNA 

samples obtained were then treated with a deoxyribonuclease 

I amplification grade kit (Promega) at 37°C for 30 minutes 

to eliminate any contaminated DNA. Two steps of RT-PCR 

were carried out using Impromt II reverse transcription to 

synthesize first-strand cDNA. Taq polymerase (NEB) was 

then used for PCR under the following conditions: 95°C over 

2 minutes for the TPH-2 gene and 94°C over 5 minutes for the 

GAPDH gene, followed by 35 cycles of denaturation (95°C 

over 30 seconds for the TPH-2 gene and 94°C over 15 seconds 

for the GAPDH gene), annealing (60°C over 30 seconds for 

the TPH-2 gene and 55°C over 15 seconds for the GAPDH 

gene), extension (68°C over 30 seconds for the TPH-2 gene 

and 72°C over 15 seconds for the GAPDH gene), and finally a 

single extension (68°C over 10 minutes for the TPH-2 gene and 

72°C for 15 minutes for the GAPDH gene). A control negative 

RT-PCR was performed in the absence of reverse transcriptase 

to check for DNA contamination in the RNA preparation. Each 

TPH-2 expression was normalized against expression of the 

GADPH gene to eliminate the effect of the cell population. 

Each relative TPH-2 expression was then compared with naked 

DNA transfected cells.

Statistical analysis
Experiments were carried out in triplicate. The independent 

Student’s t-test was used for the statistical analysis, with 

P , 0.05 considered to be statistically significant.

Results and discussion
Fabrication of core shell nanoparticles
Transmission electron microscopy revealed that we could 

obtain magnetic polymeric core/shell nanospheres, ie, 

mag-PEI nanoparticles, with high magnetic nanoparticle 

loading (Figure 1). The size distribution was found to be 

narrow, as indicated in the histogram. The zeta potential 

determined by dynamic light scattering indicated that the 

mag-PEI nanoparticles had positive surface charges around 

39.3 ± 1.9 mV.

Gel retardation assay
DNA binding affinity and magnetoplex formation were 

confirmed using the gel retardation assay. One microgram of 

plasmid pGL3-basic containing the CMV promoter/enhancer 

was applied to a prepared magnetoplex with mag-PEI nano-

particles at different N/P ratios. Trailing of DNA disappeared 

in the gel at an N/P ratio of 0.8/1 (Figure 2). The results 

showed that plasmid DNA was adsorbed onto the mag-PEI 

nanoparticle surface by electrostatic interaction, resulting in 

the magnetoplex. Our cationic mag-PEI nanoparticles could 

neutralize the negative charge of plasmid DNA and increase 

the mag-PEI nanoparticle-induced cationic properties of the 

magnetoplex, corresponding to the results of the dynamic 

light scattering analysis (Table 2).

Figure 1 Transmission electron microscopic image. (A) Mag-PEI and histogram 
showing size distribution. (B) Mag-PEI nanoparticles with high magnetic loading.
Abbreviation: Mag-PEI, magnetic poly(methyl methacrylate) core/polyethyleneimine 
shell.

Figure 2 Gel retardation assay. 
Notes: One microgram of plasmid DNA was applied to the magnetoplex with mag-
PEI nanoparticles at different N/P ratios. Lane 1 is the control DNA without mag-
PEI nanoparticles. Lanes 2–7 represent mag-PEI NP/DNA magnetoplexes with N/P 
ratios of 0.4/1, 0.8/1, 1.6/1, 4.3/1, 8.7/1, and 17.5/1.
Abbreviation: Mag-PEI, magnetic poly(methyl methacrylate) core/polyethyleneimine 
shell.
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Magnetoplex formation
The morphology and size of the magnetoplex were analyzed 

under atomic force microscopy at two different N/P ratios, 

ie, 0.8 and 4.3. Atomic force microscopy detected that the 

magnetoplex appearance was spherical, corresponding to 

the core structures, ie, mag-PEI nanoparticles (Figure  3). 

It is likely that addition of more mag-PEI nanoparticles 

with N/P ratios in the range of 0.8/1–4.3/1 could improve 

the magnetoplex condensation. This result correlated well 

with size analyzed by dynamic light scattering (Table  2). 

However, magnetoplex distribution changed in response to 

changes in the N/P ratio, as shown at ratios of 0.8/1 and 4.3/1 

(Figure 3). As a result, use of excess mag-PEI nanoparticles 

caused aggregation of the magnetoplex (Figure 3C), which 

may have interrupted cell transfection. Therefore, the mag-

netoplex formed at an N/P ratio of 0.8/1 was selected for cell 

transfection in further studies.

Size and zeta potential analysis
The size and zeta potential of the magnetic nanoparticles 

were determined at pH 7.4. During magnetoplex formation, 

a dynamic change in size and charge occurred at N/P ratios 

in the range of 0.4–17.5 (Table 2). The size of the mag-PEI/

DNA was larger than that of mag-PEI, indicating that adsorp-

tion of DNA had occurred on the particle surface. With a 

constant amount of DNA, the total charges at each N/P ratio 

were dependent on the amount of mag-PEI nanoparticles 

added to the DNA solution. At N/P ratios in the 0.4–1.6 

range, the charges increased according to the amount of 

mag-PEI nanoparticles added. However, at N/P ratios in the 

range of 4.3–17.5, the excess amount of mag-PEI nanopar-

ticles destabilized the complex, as indicated by a decrease 

in zeta potential.

Optimal transfection conditions  
and transfection efficiency
Gene transfection was investigated in the human LAN-5 

neuroblastoma cell line. Cells were transfected with the 

magnetoplex at an optimal N/P ratio of 0.8. Gene transfec-

tion was performed by incubation of the magnetoplex with 

cells for 15, 30, 60, 120, and 180 minutes in the presence 

and absence of an external magnetic plate. Transfection via 

Lipofectamine 2000 and PolyMAG, two commercial trans-

fection reagents, was carried out in the positive controls. 

Table 2 Size and zeta potential of mag-PEI nanoparticle/DNA magnetoplex at N/P ratios of 0.4/1, 0.8/1, 1.6/1, 4.3/1, 8.7/1, and 17.5/1

N/P Size (nm) Zeta potential (mV) PDI

Mag-PEI NP 123.8 ± 3.1 39.3 ± 1.9 0.26 ± 0.02
Mag-PEI NP/DNA 0.4/1 231.3 ± 24.7 6.3 ± 1.7 0.36 ± 0.03
  0.8/1 370.0 ± 32.4 25 ± 1.4 0.45 ± 0.05
  1.6/1 298.5 ± 65 34.8 ± 2.3 0.75 ± 0.15
  4.3/1 286.8 ± 23.3 22.4 ± 3.2 0.42 ± 0.06
  8.7/1 251.3 ± 5.1 5.6 ± 0.5 0.34 ± 0.06
  17.5/1 215.4 ± 17.5 3.3 ± 0.7 0.36 ± 0.05

Abbreviations: Mag-PEI NP, magnetic poly(methyl methacrylate) core/polyethyleneimine shell nanoparticles; PDI, polydispersity index.

N/P = 4.3/1N/P = 0.8/1Mag-PEI NP
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Figure 3 Atomic force microscopy images of mag-PEI nanoparticles (A) mag-PEI nanoparticles forming magnetoplexes with DNA at N/P ratios of 0.81/1 (B) and 4.3/1 (C).
Abbreviation: Mag-PEI, magnetic poly(methyl methacrylate) core/polyethyleneimine shell.
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Luciferase signals expressed in transfected cells were 

determined quantitatively. At all tested N/P ratios, the 

results confirm that magnetic-induced transfection was a 

very effective system for gene transfection (Figure  4A). 

Luciferase expression levels were enhanced when DNA 

transfections were stimulated under magnetic force using the 

magnetoFACTOR-96 plate. Our results show that incorpora-

tion of magnetic nanoparticles in polymeric-based vectors 

is an effective strategy to elevate the transfection signal and 

shorten the transfection time. The efficiency of gene trans-

fection was increased through physical stimulation by an 

external magnetic field. Among the N/P ratios in the range 

of 0.4–17.5, the highest transfection efficiency was obtained 

at an N/P ratio of 0.8. This result indicates that transfection 

efficiency was affected by several physicochemical proper-

ties of the magnetoplex. With a low amount of mag-PEI 

nanoparticles (N/P ratio , 0.8), the DNA strands are not 

completely adsorbed onto the nanoparticles. Therefore, the 

DNA delivered into the cells is not properly protected and 

easily digested by intracellular enzymes. The N/P ratio of 

0.8 is probably the optimal condition, including for size, zeta 

potential, and complex stability. Although at an N/P ratio 

of 1.6–4.3 the magnetoplex also has an appropriate size and 

zeta potential, it can also cause cell membrane damage due 

to the greater number of nanoparticles with a positive surface 

charge added to the system. Furthermore, the atomic force 

microscopy results indicated that the magnetoplex at an N/P 

ratio of 4.3 was agglomerated, which was an unsuitable con-

dition for transfection. Therefore, to obtain high transfection 

efficiency, several factors needed to be compromised.

Unlike for PolyMAG, the results indicate that the 

increased transfection efficiency for mag-PEI nanoparticles 

is time-dependent. PolyMAG is a commercially available 

carrier enhancing the transfection signal within a short 

induction time, and expression levels are fairly constant at 

different incubation times. The difference in improvement 

of transfection over time is probably due to the difference 

in magnetic properties between PolyMAG and mag-PEI 

nanoparticles. PolyMAG has very strong magnetic properties, 

which strongly enforces cell internalization of particles into 

the cell within a short time. However, after 120 minutes of 

induction, the transfection efficiency obtained from mag-PEI 

nanoparticles was about the same level as that obtained from 

PolyMAG, and was increased after 180 minutes of induc-

tion time. Apparently, for LAN-5 cells, a magnetic-assisted 

transfection system is more effective than a liposome-based 
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Figure 4 Transfection efficiency (A) and cytotoxicity (B) of mag-PEI nanoparticles at 15, 30, 60, 120, and 180 minutes in LAN-5 cells.
Notes: The transfection efficiency and cytotoxicity was compared with positive control Lipofectamine 2000™, PolyMAG, and negative controls (naked DNA, plasmid pGL-
3-basic containing CMV promoter/enhancer). *Significant differences between cells transfected with and without a magnetic plate in each transfection reagent (P , 0.05). 
The gray and white bars show the results of cells incubated with or without magnetic induction, respectively.
Abbreviation: Mag-PEI, magnetic poly(methyl methacrylate) core/polyethyleneimine shell.
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system like Lipofectamine 2000, and there was no statisti-

cally significant difference between cells transfected with 

and without a magnetic plate.

Evaluation of cytotoxicity
In this study, the toxicity of mag-PEI nanoparticles towards 

LAN-5 cells was investigated using the MTT assay. Cells 

were treated with the magnetoplex under the same conditions 

as the transfection procedures. The viability of LAN-5 cells 

after transfection was in the range of 80%–100% when incu-

bated with magnetoplex at N/P ratios of 0.4/1, 0.8/1, 1.6/1, 

4.3/1, 8.7/1, and 17.5/1 for 15, 30, 60, 120, and 180 minutes 

(Figure 4B). Viability of cells exposed to magnetic induction 

was lower than that of unexposed cells. However, the differ-

ences were not statistically significant. Therefore, this result 

verifies that the cytotoxicity of mag-PEI nanoparticles is very 

low, making these particles suitable for use in gene therapy.

Cellular internalization
Visualization of uptake of mag-PEI nanoparticles into 

LAN-5  cells was observed by confocal laser scanning 

microscopy. The RITC-labeled mag-PEI nanoparticle/DNA 

magnetoplex at an N/P ratio of 0.8/1 was incubated with 

the cells for 60 and 180  minutes. The incubations were 

done separately with and without external magnetic induc-

tion. At 24 hours after transfection, confocal laser scanning 

microscopy images revealed the degree of intensity of the 

magnetoplex entering into LAN-5 cells (Figure 5). At both 

60 and 180 minutes of incubation, the intensities were sig-

nificantly increased when transfection was performed under 

magnetic induction. The results indicate that the magnetoplex 

distributed into the intracellular compartment, the cytoplasm, 

and the region of the nucleus. Internalization was confirmed by 

confocal Z-stack image scanning (data not shown). The result 

corresponded well with the luciferase activity in Figure 4A. 

This provides more evidence of acceleration of the transfection 

period through magnetoplex transfection in neuronal cells.

TPH-2 cloning
cDNA synthesized from human brain medulla oblongata total 

RNA was used as a template for synthesizing the TPH-2 gene 

fragment. PCR was performed using the specific primers 

described in Table 1. The PCR product showed a specific 

band at 1.5 kilobases under an ultraviolet transilluminator 

(Syngene, Cambridge, UK). The band was cut and ligated 

into a pGEM®-T vector (Promega). DNA sequencing veri-

fied that the isolated PCR product had 99.5% similarity to 

Homo sapiens TPH-2  mRNA. The TPH-2  gene was then 

finally transferred into pGL3-CMV basic containing the 

CMV promoter/enhancer.19 The resulting plasmid was used 

for gene transfection into LAN-5 cells.

Role of mag-PEI nanoparticles  
as a carrier for TPH-2 expression
The aforementioned data indicate that mag-PEI nanoparticles 

are a promising carrier for magnetic-assisted transfection 

due to their effectiveness, with low cytotoxicity and a short 

transfection time. We are continuing to test mag-PEI nano-

particles at an N/P ratio of 0.8/1 as a carrier for delivery 

of the neuronal TPH-2 therapeutic gene into LAN-5 cells. 

The magnetic induction time was fixed at 60 minutes. After 

transfection, the cells were incubated for 24 hours and total 

RNA was isolated by the TRIzol reagent, as described earlier. 

Expression of the TPH-2 gene was measured by RT-PCR 

using isolated total RNA as a template. PCR products from 

the housekeeping gene, GAPDH, were used to normalize the 

gene expression values. As a result, mag-PEI nanoparticles 

showed efficiency in induction of TPH-2 expression compa-

rable with that of PolyMAG (Figure 6). Cells transfected with 

the mag-PEI nanoparticle/pGL3-CMV-TPH-2 magnetoplex 

60 minutes

180 minutes
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Magnet (+)

Magnet (–)

Magnet (+)

20 µm
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20 µm20 µm20 µm

20 µm

20 µm20 µm

20 µm 20 µm 20 µm

B

A

Figure 5 Confocal image of LAN-5 cells 24 hours after transfection. Cells incubated 
with or without a magnetic plate for (A) 60 minutes and (B) 180 minutes were used 
for investigation of the cellular uptake of mag-PEI nanoparticles.
Note: Green, acridine orange-stained live cells; red, RITC-stained mag-PEI 
nanoparticles.
Abbreviations: RITC, rhodamine-B-isothiocyanate; Mag-PEI, magnetic poly(methyl 
methacrylate) core/polyethyleneimine shell.
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under magnetic induction showed a signal that was 13 times 

stronger than that obtained without induction. We compared 

the effectiveness of mag-PEI nanoparticles for therapeutic 

gene delivery with that of a liposome-based system, ie, 

Lipofectamine 2000. The results show that the difference 

between TPH-2 expression in cells transfected with and 

without magnetic induction was not significantly different. 

Therefore, this study demonstrates the potential of our syn-

thesized nanoparticle for magnet-assisted gene transfection. 

Mag-PEI nanoparticles successfully enhanced the transfec-

tion efficiency of TPH-2 gene delivery.

Conclusion
In this study, we demonstrated the potential of mag-PEI nano-

particles, possessing high saturation magnetization, for gene 

transfection in vitro. The mag-PEI nanoparticles at an N/P 

ratio of 0.8/1 showed the highest transfection efficiency and 

low cytotoxicity in neuronal LAN-5 cells. The results obtained 

from the luciferase assay were consistent with those of the 

cell internalization investigation by confocal laser scanning 

microscopy. Significant acceleration of transfection efficiency 

within a short induction time revealed that mag-PEI nanopar-

ticles are a promising alternative carrier for gene delivery. 

This newly improved magnetic nanoparticle is suitable for 

magnetic-assisted transfection, which may be further applied 

in gene therapy for neuropsychiatric and other diseases.
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Abstract: This study was performed to validate the capability of CS-PEI for gene delivery 
in human cervical cancer cell line, HeLa, SiHa and C33A. Physicochemical properties 
including size, zeta potential and morphology of CS-PEI/DNA complexes were analyzed. 
The CS-PEI/DNA complexes exhibited positive charges nanoparticles. The morphology of 
complexes was spherical shape under AFM analysis. DNA transfection revealed the 
optimal transfection efficiency at N/P 1.6 which provided 80-90 % cell viability in all cell 
lines. This study verified the potential of CS-PEI as DNA carrier in cervical cancer 
treatment via gene therapy.  
 
Introduction: The adsorption of nucleic acid on cationic nanoparticle is one of the 
approaches used for gene delivery. This method protects nucleic acid from chemical and 
physical effects during fabrication of nanoparticles. Polyethyleneimine (PEI) is a cationic 
polymer which has a very high positive charge from amines in molecules (Bivas-Benita, 
Romeijn, Junginger, & Borchard, 2004). PEI formed complexes with nucleic acids through 
electrostatic interaction. The complexes can be delivered into the cell through endocytosis 
(Urban-Klein, Werth, Abuharbeid, Czubayko, & Aigner, 2005). PEI is considered as the 
most effective cationic polymer due to its buffering capacity via its proton sponge effect 
helping DNA to escape from the endosome (Boussif et a., 1995). Another polymer often 
used for gene therapy is the chitosan. Chitosan is a cationic polysaccharide, produced by 
deacetylation of chitin which is crustacean shells. CS has been widely used in gene 
delivery system because it is known to be a biocompatible, biodegradable and low-toxicity 
(Kumar, Muzzarelli RA, Muzzarelli C, Sashiwa, & Domb 2004). The aim of this study was 
to demonstrate the use of PEI-introduced chitosan shell/poly(methyl methacrylate) core 
nanoparticles (CS-PEI nanoparticles) for delivery of DNA in cervical cancer cell cultures. 
Three different cervical cell lines including HeLa (HPV type 18 positive), SiHa (HPV type 
16 positive), and C33A (HPV negative) cells were selected to be the model in this study. 
 

Materials and methods: Chitosan (Mw of 45 KDa) was purchased from Seafresh 
Chitosan Lab, Thailand. Branch polyethyleneimine (PEI; molecular weight 750 KDa) was 
purchased from Aldrich. The PEI-introduced CS shell/PMMA core nanoparticle was 
synthesized as previously described (Inphonlek, Pimpha & Sunintaboon, 2010). USA. 
Plasmid pGL3-basic containing CMV promoter/enhancer was used to monitor transfection 
efficiency (Tencomnao, Rakkhitawatthana, & Sukhontasing, 2008). CS-PEI/DNA 
complexes were prepared by adding CS-PEI particle into DNA solution. The mixtures of 
complexes were incubated for 30 minutes at room temperature. Physicochemical 
properties of the complexes were analyzed including AFM, size and zeta potential 
measurement. Transfection efficiency and cell viability of CS-PEI/DNA was studied in 
HeLa (HPV type 18 positive), SiHa (HPV type 16 positive) and C33A (HPV negative).  
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Result: The CS-PEI/DNA complexes were simply prepared through physical mixing CS-
PEI nanoparticles and DNA solution by micropipette. This study was performed with a 
series of the CS-PEI/DNA complexes at N/P ratios of 0.4, 0.8, 1.6, 4.0 and 8.0. The 
complexes were completely formed since the N/P 1.6 in which no DNA migration found on 
the gel retardation assay. Under AFM, the adsorptions of the DNA strands were clearly 
observed. Generally, the average sizes of complexes were approximately 300 to 400 nm 
which can be used for transfection. The CS-PEI nanoparticles exhibited zeta potential at 
22.23 mV in accordance with their cationic-based properties. The zeta potential 
measurement indicated that the adsorption of DNA on the surfaces of CS-PEI nanoparticle 
occurred though charge neutralization. The in vitro transfection was performed with 
plasmid pGL3-CMV promoter/enhancer in HeLa, SiHa and C33A. The result demonstrated 
the potency of CS-PEI as a gene carrier because the DNA cargo was successfully 
introduced and expressed. While the viability of control cells and cell transfected with 
naked DNA were retained, the cytotoxicity of CS-PEI nanoparticle at N/P ratios up to 4.0 
was considered at low (70 % cell viability). 
 
Conclusion: The CS-PEI formed a complex with DNA via electrostatic interaction by the 
amine groups of cationic polymers and the phosphate of nucleic acids. The binding affinity 
of DNA on the surfaces of CS-PEI nanoparticles was confirmed. The study found that the 
complexes were completely formed at the N/P 1.6. The particle sizes were 300 to 400 nm 
in average while the zeta potentials turn to positive when N/P of complex was ratio1.6 or 
higher. Cell transfection study revealed the capability of CS-PEI in gene delivery to 
cervical cancer cell lines.  
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