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����� ���� �� ���� ���� ����	�� ���� ���� 
�. ���� ���� �
���� �� ��� ���� ����� �� ��� ��. � ��� ��� ���� ��� ����

� � � �� ���� ���� ���� ���. ���� ���� ��� 1,2-����-sn-���-3-
�������� (DSPE)� ���� ���� ������� (PEI)� ���� ���� ��� ���

�� �����. ��� ��� �� ��� �� ��	� ���� �����. � �� ����� ��

�� �� ��� �� ��� 	� ��� �� ��� ���� �����. � �� 
�� ��� �
��� ���� ��� 	� ��� 7 �� ���� �����. ���� ���� � �� ����

� �� �� �� ���� �����. �� �� ��� ���� ��� ��� ���� ���� 
��� � �� ����. ���� �������� ��� ���� �� ��� � �� ��� ��

� ��� ��� ������ �� ���� ��. ��, ��� ���� � �� ��� 7 �� 
��� ���� �����. 
 
���������Cationic liposomes for cancer treatment have been developed in the field of chemotharpy. It was 
well combined on the surface of anionic tumor cell membrane by electrostatic interaction. Thus, the object of this 
study was to prepare the cationic liposomes capable of forming an ionic complex with the anionic cell membrane. 
To prepare the cationic liposomes, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DSPE) as a cationic lipid 
material and polyethylenimine (PEI) as a cationic polymer were synthesized. Ionic property on the surface of 
liposomes was determined by the zeta potential. The adsorption characteristics of plasma protein for liposome in 
bovine serum were determined by the particle size and turbidity change. To estimate the stability of liposome in 
buffered solution, the change of particle size was measured at room temperature for seven days. The cationic 
liposomes were absorbed a large amount of plasma protein in bovine serum because plasma protein having 
anionic charge was fixed on the surface of cationic liposomes. This result indicate that the modification on the 
surface of liposomes using cationic polyethylenimine enhances the protein adsorption in bovine serum. 
Additionaly, cationic liposomes showed good stability in buffered solution for seven days. 
 
Keywords�cationic liposomes, poly(ethylenimine), protein adsorption, stability. 
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�� ���� ��� � �� ���� ���� �� 

�� ��� ���� ���� ��� ��� �	�

��� ��.2,3 ��, ������� ��� �� ���, 

��� ��� ��� ���� �� ���, ���� 

��� ��� ��� �� ���� ����� ��� 

�	���� ��.4 � ��� ��� ��� ��� �

�� �	�� ��� ��� ��� ��� �� ��

�� ��� ���� 
��� ��� �� ��� �

�� ��� ��� �	�� ��. ����� ��� 

���� ���� ���� ���� �� ��� �� 

����� ���� ��, ����� ��� ���� 

���� ��� �� ����� ��� ����� �

� ��� ���	��� �� ����� �� ���

��� ��.5,6  

� ����� ���� �	�� ��� ��� ��

�� ���	��� ���� �� �� ���� ��

�� ���. ���� �	�� �� ���� ��� �

�� 600� �������� ��� ��� �� ��

� ��� �� �� ���� ��� � �� ��� �

�� ��� �� �� ���� �� �����.7-10 �

�� PEI� �� ��� �� ��� �� ���� �

���� ����� ��� DSPE� PEI� ���� �

����. ��� DSPE-PEI� ���� ��� ����

�� DSPE� �	
��� ����� ��� ��� 

���� ����� ���. ��, ��� ��� ��

� PEI� �� PEI� ����� ���� �� ��� 

��
��� �����. ��, ��� ��� PEI ��

� �� � �� ��� ��� ��� �� ��� �

� ��� ���� 	� �� ��� ���� �� � 

���� ���� �� ��� �����.  

 
�������

 

��� ���� ���� ��� ��� ���� 1,2- 

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC), L-a-pho-

sphatidylcholine (soy-Hydrogenated) (HSPC), ����� 

(CHOL), ��� DSPE� Avanti Po lar Lipids Inc. (Ala baster, 

AL, USA)�� �	�� �����. �� ���� ��

��� ��� �� doxorubicin (DOX)� Sigma-Aldrich Co. 

(Louis, M O, USA)�� �	�� �����. ��� ��

�� ���� ��� �� � (MWCO 3,500; Slide-A-Ly 

zer dialtsis cassette, USA)� ����. PEI� glutaric anhy-

dride (GA)� Sigma-Aldrich Co. (Louis, MO, USA)�� �

	�� �����. ���� ��� PEI� �� ���

� ��� ��� NHS-fluorescein (5(&6)-carboxyfluo-

rescein N-succinimydyl ester)� Sigma-Aldrich Co. (Louis, MO, 

USA)�� �	�� �����. � �� ���� Sigma- 

Aldrich Co. (L ouis, MO, USA)�� �	�� �����. �

����� �� 	�, ������� (MC), N-(3-Dimeth- 

ylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimidehydrochloride (EDC) �

�� N-Hydroxy-succinimide (NHS) �� �	� � �� 

����� �����.  

��� ��� �� � ��� ���� ��� �� �

�� ��� ���� ��� (Buchi Rotavapor R-200, Swi-

tzerland)� �����, ���� 	� �� �	� � 

��� ��� ��� �

�� (Nort-hern Lipids Ins.)� 

�����. ����� ���� �� � �� ��	� 

	� ��� (ELS-8000, Otus-ka, Japan)� �����. ��

� �	�� ��� ��� ��� PEI� �� �� �

� ��	 (Barns tead, Apogent Tech, USA)� ���� �

����. ��� DSPE� PEI� 1H  �� 

 ��	 

(NMR, Bruker, Avance 500)� ���� �� ��� ���. 

��� ���� �� �� ��� UV-visible �� �

�	 (UV mini 1240, Shimazu Inc., Japan)� ���� ���

� �����.  

����	��
����� DSPE� PEI� ��� �
, PEI 

(1 mmol, MW 600)� ��	� ����� �� �	 MC 

50 mL� ���� PEI� ���� � 10 mL MC� ��

�� GA (0.01 mmol) ��� 1 mL/min� 
�� ��� 

��� � ���� 10�	 �� ����� ��� �

����. �� � 20 ��� ���� ���� ���� 

MC� �
��� ��� ��� ��� �� PEI (PEI-

co)� �����. PEI-co� DSPE� ��� ��� �� 

���� �	���. PEI-co (0.83 mmol)� EDC (0.83 

mmol)� NHS (0.83 mmol) ��� ����� 50 mL� � 

��� ��	� ����� �� 30� �� ���� 

������ �	���. DSPE (0.83 mmol)� ����

� 20 mL� �����, �� � PEI-co� ���� �

� ��	� ����� DSPE ���� ����� 10

�	 �� ���� �����. �� � 20 ��� �

��� ���� ���� ������ �� �
��

�, ���� DSPE-PEI ����� ���� ���� 

� �� �� �� 2 ��� 72�	 �� ���� ��

�� �����. ���� 	� ��� ��� �� �

��� ���� 82% ��� DSPE� ����� PEI� 

�����.  

������� Table 1� ���� �� ��� ��� 

	� ��� �����. ���� �� ��� �� 10 

mmol� ����� DPPC, CHOL, HSPC, DSPE� DSPE-

PEI� � ��� �	�� �����. ��� ��� 	
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��� �� CHCI3:CH3OH (2:1 (v/v)) 	� �	� ��

�� � ��	� ����� ��, ���� ���� �

��� �� �	� ���� ��� ���� �� ��

� ���. DOX� 17 mmol/mL� ����� 10 mmol PBS 

(Phosphate buffered saline) � ��� �� � ��� �

��� �� ��	� ����� 	��� 60 ��� �

�� ���. ��� � � ��� �	� ��� ��

� freeze-thaw ��� 5� �	����, freeze� thaw �

�� -15, 60 ��� �� 7� 	�� �	 � �
 
�

� (polycarbonate membrane pore size; 100 nm)� 50 ��

� ���� ���� 	� ��� �	���. ���

� �	�� � �� ��� ��� 4 ��� 48�	 �

� ��� (MWCO 3500)� �	�� �����.  

��������������� PEI� ��� ���� 	

� ��� �� �� ��� ���� ��� 	� ���

� ���� 	� ��� �� ��	� �����. �

���� ���� PBS � ���� ��� �, 25 �

�� �� ��	� 	� ��� �����. ����

� DOX� �	� ��� �� �� ��	� ���� 

TritonX-100 (10%, v/v)� ���� ���� ���� �

� �� ��� �� �� ��� �� �����.  

��������������
������� ���� ��/

�� ��� ��� PEI� �� �� �� ��	� ��

�� �����. DSPE-PEI� ���� NHS-fluorescein� 

����� NHS-fluorescein� �� ��� �� �� 490 

nm, �� �� 520 nm�� �����. PEI� ��� 

NHS-fluorescein� ��� �� �� ����� ��� 

��� 2 mL� NHS-fluorescein (0.1 mg/mL dimethyl-

sulfoxide) 100 µL� ��� 2�	 �� 4 ��� ����

� ��� �����. � �, �	��� �� � (MWCO 

3500)� ���� 4 ��� 48�	 �� ���� �	�

��. ���� 	�� PEI� ���� � NHS-fluore-

scein� �
� �, �� �� ��	� ���� NHS-fluo-

rescein� �� ��� ���� ���� ��� PEI� �

� �����. � � ���� ���� �� �� PEI

� �� NHS-fluorescein� ��� �� Triton X-100 (10%, 

v/v) 20 µL� ��� ��� ��� ���� ���� 

�� NHS-fluorescein� ��� ���� �����. �

�� ��� ���� �� PEI� �� �� ��� �

�� ��� �� ��� ���� �� �� � ��� 

	����. ���� ���� �� PEI� �� NHS-

fluorescein� ����� �����.  

��������� � �� ��� �� �� ���� 

�� ����� ��� Lin��� 	�� ��� ��

�� �	���.11 ���� �� 	� ��� �� ��

� ��� ��� ��� �	���. ��� �� (1 mL)

� � �� ��� (1 mL)� 	�� �, 37 ��� ���

�� �� �	 	�� 	� ��� �� ��� UV- 

visible �� ��	� ���� 450 nm�� ���� �

����.  

�������������������� ���� 	� �

�� 	� ���� ���� �����. ��� �� 

(1 mL)� � �� ��� (1 mL)� 	�� �, 37 ��� 

������ �� �	 	�� 	� �� �� �

�� 	� �� ��� �����. ��, ���� ��

�� ���� ��� ����� ���� PBS � �

��� ��� �, �� (25 �)�� 	���� 	�� �

�� �	� �� �����.  

 
������������

 

����	��
����� PEI� �� ���� ��� ��

���� ������ ����� ��� ��� ��

� ��� �� DSPE� ���� �����. PEI� DSPE

� ��� ���� Figure 1� �����. ��� 	� 

�� � �	� ��� ���	, ��� �� �	��

� DSPE�� ��� � � ��� PEI� �� ���� 

��� ��� �	�� ��� GA� �
� 	�� �

��� ��� ��� �	���. � �� �	� PEI-co

� ��� ��� EDC� ��� �� � DSPE� �� 

���� ���� �����. � �	� �� ���� 

DSPE� PEI ��� ��� ��� ����� ���

� ������.  

Figure 2� ��� PEI-co� DSPE-PEI� 1H-NMR �

� ��� �����. PEI-co� ���� PEI� ��� 

�� ��� �� ��� ��� 2.5-3.0 ppm�� ���

���, GA� ��� ��� ��� 2.2 ppm�� ��


��� ��� ��� �	� �� �����. DSPE-

PEI� ���� PEI� �� ���� 
� DSPE� ��

� �� ���� 0.9, 1.25, 1.6, 2.2, 3.75 ppm�� ��	

��� PEI� DSPE� �������� �����. �

�� DSPE-PEI� ���� ���� �
 ���� ��

������� ��� �	�� 
���������� ���� �	�� ������������ ��� ���

�������������������	����� �

 C om position M olar R atio  of Form ulation 
liposom e D PPC :H SPC :C H O L :D SPE  100:50:30:6  

liposom e-PE I 10 m ol%  D PPC :H SPC :C H O L :D SPE -PE I 100:50:30:10 
liposom e-PE I 20 m ol%  D PPC :H SPC :C H O L :D SPE -PE I 100:50:30:20 
liposom e-PE I 30 m ol%  D PPC :H SPC :C H O L :D SPE -PE I 100:50:30:30 
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���.  

����������������� 	� ��� �� �� 

� ��� �	�� Table 2� �����. ����� �

��� 	� ��� 	� ��� 	� ���� ���� 

���� ��� �����. �� 	� ��� 140�160 

nm ���� ��	��� ��� �� 	� ��� 

�� ���� �����. ��� PEI� ��� ���  

��� ���� 	�	� ��� �� ��	� ���

� �� ��� �����. DSPE-PEI� � ��� ���

� ��� ��� ��� �� ��	 �� �����. 

DSPE-PEI� ���� � ���� 
� ���� ��

���. DSPE-PEI� ��� ���� �� ��� ���

�� ���� ��� � ���, DSPE- PEI� � ��

� ����� ����� �	 ���� �� ���

��. ��� ���� ���� PEI� ���� ���

� ����� ��� �� ����. ��, �� ��	

� ���� ��
� �� ����� ��	� ��� 

� ���. ��, ����� ����� DOX� �	

�� ���� �� ������ ���� �����.  

��������������
������� ��� ��� 

PEI� ��� ����� ���� �� ��� PEI� �

N OH
H

H P O
O

O

O
OH

O

O
DSPE

H2N N
H

H
N N H

N NH2

NH2

x y m

PEI (MW 600)

OO O

H2N N
H

H
N N H

N NH

NH2

x y m
C
O

C OH
O

H2N N
H

H
N N H

N NH

NH2

x y m
C
O

C
O

N O

H

H P O
O

O

O
OH

O

O

CH2Cl2

EDC, NHS, CHCl3

�
��������� Synthesis of DSPE-PEI.�

a

C
O

C OH
O

PEI
ab

b

d

e

fk

C
O

C
O

N O
H

H P O
O

O
O

OH

O

O
PEI d

d

ef

h

k

-0.50.00.51.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.0

-0.50.00.51.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.0

h

a

C
O

C OH
O

PEI
ab

C
O

C OH
O

PEI
ab

b

d

e

fk

C
O

C
O

N O
H

H P O
O

O
O

OH

O

O
PEI d

d

ef

h

k
C
O

C
O

N O
H

H P O
O

O
O

OH

O

O
PEI d

d

ef

h

k

-0.50.00.51.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.0

-0.50.00.51.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.0

-0.50.00.51.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.0

-0.50.00.51.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.0

h

�

������� �� 1H-NMR spectrum of the synthesis DSPE-PEI in 
CDCl3.�

����������� ��!�������������������������������������	�

������������� ����"#����������#�����������$��������

����������������!�����������%�������� �

 
D iam eter 

(nm ) 
Poly-

d ispersity 
Z eta Potential  

(m V ) 
M obility  

(cm 2/V s,10 -5) 
D O X  L oading  
E fficiency(% ) 

liposom e 141 2 .8  0 .14  0 .10  67 .5  
liposom e-PE I 10  

m ol%  
164 2 .2  5 .16  4 .09  53 .7  

liposom e-PE I 20  
m ol%  

160 1 .9  11 .62  9 .22  35 .2  

liposom e-PE I 30  
m ol%  

141 1 .6  16 .65  13 .23  38 .5  

���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ����	�����
��� ���� ���� ���� ���� ����

�
��� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ����	����
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� �����. ��� ��� ��� PEI� �� PEI� 

���� ��� NHS-fluorescein� �� ��� ���� 

�����. DSPE-PEI� ���� ���� ��� �� 

NHS-fluorescein� ��� � �� ��� ��� ��. 

Table 3� PEI� 	�� �
 ��� ��� ���� PEI

� �� �����. ��� ��� ���-PEI 10 mol%

� 	�� ����� �� ��� ��� 0.14 mg/mL 

���� ���� ���. ���-PEI 20 mol%� ��

��� �� ��� 0.25 mg/mL ���� ��� PEI� 

���� ������ ���-PEI 30 mol%� ����

� ��� 0.29 mg/mL ���� ��� ���� �� 

�� ��� � ���.  

� ��� ���� PEI� ���� ��� ���� 

��� �� �����. PEI� 	�� ����� �� 

���� ��� ��� PEI� �� ���� ��� 
 

� ���. ��� ��� �� ��� �� ��� ��

���� ���� �� �����. ��� � ��� 

������ �� ��� ���� ��� �� PEI� 

���� �� �� 	 � ���. Harashi ��� �� �

�� �� ���� �� ����� ��� ��� �

��� �� ��
�� ��� ��� ���� ��

� �� ���� �� �� ����� ���.12  

����������� ���� � �� ��� ���

� �� �� ��� ���� �� ���� ���� 

� �� ���� 	� ��� ��� ���� ��� 

	����.11 	� ��� �� ��� Figure 3� ��

���. ���� ��� ��� ���� ���� �

�� ���� ��� ��� ��� 	�	��. ��

� �� � ��� ���-PEI 10, 20, 30 mol%� 7�	 

�� ���� ��� �����. 7�	 �� ���� 

� ��� ���� �� 
 � ���, PEI� �� �� 

��� ���� � �� �����. PEI� �� ��

� ��� �� ��� �� ��� ����� ��� 

���� �
�� �� � �� ���� ��� �� 

���	 ��
� 	 � ���. ��� ���� ��

�� �� ��� ��� �� �� Liu ��� Mercadal 

��� ��� 	����.13,14 ��� �� ��� ��

�� ��� ��� � �����. � ����� ��

� ��� �� ��� PEI� �� ����� ���

�� ���� ����� �� �� ��� �� ��

� ����� �� 	 � ���. ��� ��� �� 

��� ���� ���� ���� �� �	� 	�

�� ����.  

�������������� Lin ��� � �� ����

� 	� ��� ��� ���� �� �� ��� ��� 

��� ��� �� 	����.11 ���� �� �� �

�� ���� �� ���� 	� �� ��� ����

�. ���� �
�� �� � �� ���� �� �

�� 37 ��� 	� ��� ��� ���� ����

�. Figure 4� � �� ���� 	��� ��� �	� 

�� ���� ���� 	� ��� �����. ��

��� ���� ��� �� 	� ��� 100 nm� ��

�� ���. ���� �� 	� ��� 48�	 �� � 

�� ���� 	��� ��� 100�� 700 nm �� �

����. PEI� � ��� ���� ��� ���� 	

�� ��� 900, 1000, 1100 nm���� �����. 

	� ��� �� ��� 
� PEI� �� ����� 

	� ��� �� ��� �� ��� � ���. ��� 

��� 	�� ��� ���� ��� �� ���� �

��� ���� ��� ���� ���� �� ��

���. ���� ���� ���� ����� ���

�������&��'����������	����������	�������()�����#����!�������������� �

Liposome 
Initial Concentration of PEI  

(mg/mL Liposome)  
Inner Surface 

(mg/mL Liposome) 
Outer Surface 

(mg/mL Liposome) 
Total PEI 

(mg/mL Liposome) 
PEI 10 mol% 0.7 0.33 0.14 0.47 
PEI 20 mol% 1.4 0.17 0.25 0.42 
PEI 30 mol% 2.1 0.14 0.29 0.43 

�������&� Turbidity change with time in bovine serum containing 
liposomes at 37��liposome (�), liposome-PEI 10 mol% (�), 
liposome-PEI 20 mol% (�), liposome-PEI 30 mol% (�).�
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���, �28� �6�, 2004�  ���� ���� �� ��� � � ����

�	�� �� ���� ����� ��� � �� �

�� ������ ��� ����. 

���������������������� PEI� ��� 

��� ��� ���� 	�	� ��� � ��� �

��� �� (25 �)�� 7 �� �	� �
 	� ��

� ���� Figure 5� �����. ����� ���� 

��� �� 	� ��� 100 nm� ���� ���. ��

�� 	� ��� �	� ��� �� �� ����

�. ����� ���� � ���� 	�� ��� 

�
� �� ��� �� DSPE-PEI� ��� ���� 

���� 	� ��� �� 6�	 ���� �� ���

��� 6�	 ���� ���� ��� �
�� �

���, �� ��� ��� ��� �� �� ��� �

��� ��. ��� ���� ���� ���� �

�� ����� ��� � ���.  

 
�������

 

� ����� ���� ���� ���� ��� 

DSPE-PEI� ���� ���� �����, ��� �

��� ���� ���� �� �� ��� ����

�. DSPE-PEI� ��� ��� ���� ��� ���

�� ��� ��� ����� ����� ���� 

NHS-fluorescein� ���� ��� ��� PEI� ��� 

�����. ���� �
� � �� ������ ��

�� 	� ��, ��� ��� PEI� �� ��� ���

�� ���� �� �����. �� ����� �	

�� ��� ���� ���� ��� ����� �� 

� � ���. � ��� ���� ����� �	�� 

���� ��� ��� ���� ���� ���� �

� ���� ������� �� ���� ����� 

��� ���� � �� ������ ��� �� �

��� ��� ��� ���.  

 

��� ��� ��� ����� ��� ���� �

���� �		�����
 IMT-2000 ��� ����

�
���� ���� ��� �� ������.  
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