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1.����

 

��� ��� ��� ��� ��� ��� ����� ���

� �� ���� ���� ������ ��� ������ �

���� ���� ����� ��� ��� ����� ����

� ��� �� ��� �� ����� ��� ��� ��� 	�

� �
�� ����� ��� �	��� ��� � �� ��

���.1-4  

�� ���� �� ���� ��� ����� ���� ��

� ��� ��, ���� ����� ��� ���� ��� �� 

��� �� ��� ��� � ��, ��� ����� ��� 

��� ����� ��, ��� ��� �� ��, ��� ��� 

��� ��� ���� ��. ��� �� ����� ��� ��

���� ��� ����. �������(retro virus),5,6 ����

���(adeno virus)7,8 � ��� �� ����(adeno-associated virus)

��
9,10 ���� ����� ��� ��� �� �� � ��� �

�� �� ���� ���� ��� ��� 	�� � �� ��

�� ��� ��� ��. ����� ��� ��� ���� �

��� ��� ���� ��� ������ ��� �� ��	

�����������������������

�������������������

�����������
�
�

��������������

�������������������������	��������
�

�

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

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

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

Nanobiomaterials Laboratory, Korea Research Institute of Chemical Technology, 

 100 Jang Dong, Yuseong, Daejeon 305-606, Korea 

 (Received January 27, 2005;accepted April 21, 2005)�

��� ������ DNA ��� ��� �� ��	� ���� ��	� ����� �� 
��� ��. � 


���� ������ ��� ����� ��	� ���� ������	(PEI)� ���� ���� � ���

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

� PEI� ���� ��� �����. 1,2-������-sn-����-3-�����(DSPC), L-α-�������(��-

��������) (HSPC), �����(CHOL) � ��� PEI-DSPE� ���� ���� �����. ��� ��� 

��� 	�� �� ��	�� ��� PEI-DSPE� �� ����� �
���. ��� ���� ��� PEI-DSPE

� ���� ����� ������ ���� ���� �� �� ��� ���� ��� � ���. PEI-DSPE 

�� ��� �� ��� ���� ���� DNA� ��� ��� �� �� ��� ���� 	�� ����� 

DNA�� ��� ��� ��	� ���� � �� �	� �� ��� � ���� ��� ���� ��� ��

� 	�� ����� ��	� ��� ���� ��� � ���. ���� � 
��� ��� PEI-DSPE� ��

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

 

Abstract:�Recently, various carriers prepared by the modification both cationic polymers and liposomes have been 
examined. In this work, we prepared the lipid with polyethylenimine (PEI) to investigate the possibility as effective DNA 
carrier. Cationic lipid (PEI-DSPE) was synthesized by the reaction of PEI and 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phosphoetha-
nolamine (DSPE). The liposomes were prepared by the concentration changes of PEI-DSPE for a mixture of 1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DSPC), L-α-phosphatidylcholine, hydrogenated (HSPC) and cholesterol (CHOL). Particle size 
decreased as PEI-DSPE concentration increased. In addition, the charge of liposome surface increased to positive value 
according to increasing the relative of PEI-DSPE concentration. The complexation of DNA was confirmed by gel 
retardation assay and fluorescence measurement. The surface charge of liposome/DNA complexes increased as the 
liposome concentration or surface charge of liposome increased. In conclusion, we confirmed that the prepared liposomes 
have the possibility as a DNA carrier. 
 

Keywords: PEI-DSPE, liposome, gene carrier. 
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���, �29� �3�, 2005� �

� ���11-13 � ��	� ��� ��14-16 ����, �� ��� 


�	�� DNA� 	��� ��� �� ���� ���� ��

� ���� ����� ��� ��.  

������ ��� ���� � ���� ����� ���� 

��� �� �� ���� ��. ���� ���� ���� �

�-DNA ���� �����, ���� �� ���� �� ��

� 
� ������ �� ��� ��.17 ���� ��� ��� 

��� ��� ���� ��� ����� ��� �� ��� �

��, ��� ������ ��� ���, DNA� �� ���� 

��� �� ��	�� ��, ����� ����� �� ��� 

��� ��� �� ����, ��� �� DNA� ��� �� � 

��, ���� ��� ��� ��� � ��� ��� �� ��

��� ��� � � ��.18-21 
�� ��	� ��� �� ���� 

������	(PEI)� �� ��	�� ��� � �� ����� 

�� DNA� ���� ����, �� �� ��
 DNA� ���

� endocytic vesicle� ���� ��� ��� ����� ���� 

��� � ��� ���� ��. � �	�� PEI� proton-sponge 

��� �� DNA� ��� ����� ��� ��� ��� �

�� �� in vitro �� in vivo�� ��� �� �� �� ���

�.22-27 ���� ���� ��� ��� ���� �� �	 �

��	 ��� ��� �� ���� ������ ���� �

� ��	� ���� ��� ���� ���� ��� ����

�	�� �� 
�� ��� �
 ���28,29 �� Yamazaki� �

�� ��� ��	� ���� ��������	� ��� ��

�� �� ��� ��� ��� 
�� �� ���� ��	�

� ������
30-33 

� ����� �� ��	�� ��� �� 

��� ���� � ��	� ���� PEI � ���� ��

�� PEI� �� 	� ���� �����
34 �� ��� ��	� 

���� ���� ��� ������ ���� ����� ��

�.  

 

2. ��  
 

2.1 �� 

������	(PEI, Mw; 600 g/mol), ���
�������

(GA), 1-[3-(������)��]-3-��������� ������

���(EDC), ��� N-�����-�����(NHS)� Aldrich Che-

mical Co. (USA)�� ���� �����. ���� ���� �� 

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

������-sn-����-3-�����(DSPC), L-α-�������

(��-��������) (HSPC), ��� �����(CHOL)� Avanti 

Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL, USA)�� ���� �����. DNA

� pEGFP(4.5 kb, Clonetech, USA)� �����, ���� MWCO 

1000(Viskase Co., USA)� �����. ��� �����(MC) � 

������ ����� �����.  

2.2 �� 

PEI� DSPE� ���� � �� ��� �� ����� 0.05 wt%

� �������(TMS)� �	� CDCl3(Aldrich Chemical Co., USA)

� ��� �� 1H-NMR(Bruker DRX-300 FT-NMR Spectrometer, USA)

� ���� ����� �����, ��� ����� 	��� 

���(Buchi Rotavapor R-200, Switzerland), �
� ���(Ultrasonicator, 

500, Fisher Scientific, USA), �����(Northern Lipids Inc. Canada)

� �����. ��� ���� ����� ���� �	� ��

���(ELS-8000, OTUSKA Electronics Co., Japan)� ������, 

��� ���� DNA ��� ��� RAGE(Rapid Agarose Gel Elec-

trophoresis, RGX-60, Cascade biologics. Inc.)� ���� �����. 

�� �� �	� �������(F-4500, Hitachi, Japan)� ���� 

�	���.  

2.3 ���������������������������

PEI ��� ������ ������ ���� ��� �
� 

�� �	� �����. PEI(0.6 g, 1 mmol)� ��� ��� �� �

	 ����� �� MC 60 mL� ���� � 10 mL MC� ���

� GA(0.0011 g, 0.01 mmol) ��� 1 mL/min� ��� ������, 

�	�� 10�
 �� ����� ���� ���. �� � 20 �

�� 	����� ���� MC� �����, 96% �� ��� 

��� ��� PEI-Co� �����.  

2.4 ���������������������������� 

PEI-Co� DSPE� ���� �
� �� �	�� �
���. 

PEI-Co(0.5 g, 0.83 mmol)� EDC(0.1591 g, 0.83 mmol)� NHS(0.0955 

g, 0.83 mmol) ��� ����� 50 mL� � ��� �� �	 �

���� �� �	�� 30� �� ����� ��� �
���. 

DSPE(0.6208 g, 0.83 mmol)� ����� 20 mL� �����, �� 

� PEI-Co� ���� �� ���	 ����� DSPE ��� �

���� 10�
 �� ���� �����. �� � 20 ��� 	

����� ���� ������ � �����, ���	 �

���� ���� PEI-DSPE �� ��� ���� ���� � �

��� 
� 2 ��� 72�
 �� � ��� ���� �� � �

��� �����. � ��� �� 	�� ��� ������ �

��� 93% �� DSPE� ���� PEI� �����.  

2.5 �������������������� 

���� ���� ��� ���� 10 mmol� �	����, DSPC, 

HSPC � CHOL� 100:50:30� � �� �	� ���, DSPE 10 

mmol� ��� PEI-DSPE� 10, 20, 30 � 40� � �� ����

� ���� �����(Table 1). DP10� �� ��� ��� ��. 

��� ��� �� ����� DSPC 0.0415 g, HSPC 0.0240 g, 

CHOL 0.0061 g, PEI-DSPE 0.0071 g � ����� 50 mL� ���� 

��� ���� � 	� ���� ���� ������ ��� 

���� �� ���� �	� ��� ���� 	� �� ��

��, 10 mmol PBS(phosphate buffered saline) 20 mL� �
�� 5�


 ������, 60 ��� ��� ���. ��-�� �	� 5	 

������ ��� ���	� -70 �� 60 ��� �� 5� 


�� �
���. ��(polycarbonate membrane pore size: 100 nm)� 

40 ��� ���� ���� ����� �����.  

Table 1. The Composition and the Formulation of Liposomes Mo-
dified with PEI 

Name Composition 
Molar ratio of 
formulation 

DP0 DSPC:HSPC:CHOL:DSPE 100:50:30:10 
DP10 DSPC:HSPC:CHOL:DSPE-PEI 100:50:30:10 
DP20 DSPC:HSPC:CHOL:DSPE-PEI 100:50:30:20 
DP30 DSPC:HSPC:CHOL:DSPE-PEI 100:50:30:30 
DP40 DSPC:HSPC:CHOL:DSPE-PEI 100:50:30:40 



 ������	�� ��� ��	 ���� �� � ��� ������ �� 279�

  Polymer(Korea), Vol. 29, No. 3, 2005�

2.6 ��������������������

��� ���� ����� ����� ��� ��� ���� 

�	���. ��� �� 1 Ml� ��� ��� 2 mL� ��� �, 

25 ��� ����� ����� �����.  

2.7 ����� ��������������������������

�������������

1 µg� DNA� �� ��� ���� �� 0.25, 0.5, 1, 3, 5 � 10 

µL
 ���� DNA� ��� ��� 
� �, 3� ���� ��

�� �
��� 200 µL� ��� ����, ���� ���� 


���� �	�� 30�
 �����
� ���. 0.8% ����

�� ��� ��� 30 µL
 ��� 100V�� 20�
 ����� 

���, ����� �� ������ UV� ���� �� ��

� �� ���. �� ��� ������ 150 µL
 ��� �

����� ���� ���� �� � ����� �	���.  

2.8 ����������������������

��� ���� ��� ��� ��� ��� 10 µL� EtBr� �

������, �������� ���� ����� 510 nm, ��

��� 590 nm�� �	���.  

 

3. �� � ��  
 

3.1 ������������������������ 

��	� ��� ��� ���� ��� 2��� ������, 

� � �� ����� GA� ��� �� PEI ��� ����

�� ������ ������(PEI-Co), � � ��� PEI-Co� 

������ EDC, NHS� ����� � DSPE� �	���� �

��� PEI-DSPE� 93%� �� �� �� �����.34  

3.2 ���������������� 

Table 1� ��� ��� �� ��
� �� ���� ��. �

��� �� ��� �� 10 mmol� �	��� DSPC, HSPC, CHOL, 

DSPE� 
��� PEI-DSPE� � �� ���� �����. �� 

Figure 1� ��� ��� ��� DSPC, HSPC � PEI-DSPE ��� 

���� ���� ��.  

Figure 2��� PEI-DSPE� �� �� �� ��� ��� DP0, 

DP10, DP20, DP30 � DP40� �	 ����� ���� ��. PEI- 

DSPE� ���� �� DP0� 517 nm���� PEI-DSPE� ��� 

DP10� 234 nm, DP20� 215 nm, DP30� 184 nm ��� DP40� 157 

nm�� ��� � ���. ����� ��� �� � PEI-DSPE� 

�� ����� ��� ���� �� ��� � ���� ��

� ��� ��� ��� PEI� ��
 ����� ���� ��

� PEI 	�� ��	� �� ���� ��� ���� ��� �

���.35-37  

Figure 3��� PEI-DSPE� �� ��� �� ���� ���� 

�	��� ���� ��. DP0� 	� ���� �� -6.4 mV� �

� 	�� DP10� 8.4 mV, DP20� 14.3 mV, DP30� 19.9 mV ��� 

DP40� 27.2 mV� �� 	� �� ��� � ����, ���� 

�� ���� ��� ��� ��� ��	�� �	�� ��� 

�� PEI�� ��� ��� ��� ����. ���� PEI-DSPE

� ���� �� ��� ��� ��	� ��� � ��� �� 
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Figure 1. Structures of DSPC, HSPC and PEI- DSPE. 

Figure 2. Particle size of liposomes(DP0, DP10, DP20, DP30 and DP40) 
prepared by using different ratio of PEI-DSPE for a mixture of DSPC, 
HSPC and CHOL. 

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0���

���

���

���

���

�

M
ea

n 
di

am
et

er
(n

m
)  

�	�� �	��� �	��� �	��� �	���

Liposome 



280� ����������� 

���, �29� �3�, 2005� �

� ��	 �� ��� � �
� �����.  

3.3 �����������������

Figure 4� ��� ���� DNA�� ��� ��� �� �� 

�� ��� ��� ����. DP0� ��� 	� ��� ��� �

�� � ��� ��� ���. ��� DP10� DP20� 	� DNA 

�� ��� �� ��� �� ��� ��� ��� 1300�1400 

nm� �� 5��� ��� ������ DP30� DP40� ��� 

���� 	� 229�379 nm 	�� ����� 	� �
� ��

���. ��� DP10� 20� 	� DP30� DP40�� ����� �

� ���� �� ��� ��� ��� �� � DNA� �� �

��� ��� �� ���� ����. ����� ��� ��� 

��	�� �� ��� DP30, DP40� 	� ��� ���� ��

� 	�� ����� ��	� ��� � ���.  

Figure 5� ��� ���� DNA�� ��� �� � �	� �

���� ���� ��. DP0� 	� � �� ����� 
�� 

�� ���� ���, DP10, DP20, DP30 � DP40� 	� DNA 1 

µg� �� ��� �� ����� �� ��� ���� ����

� ���� ��� � ���. 

Figure 6� ��	� ���� 
�	� DNA�� ��� ��� 

��� �� ����� ���� ��� ���� ��. (a)� DP0

� DNA ���� �������� DP0� �� DNA� �� 10

� ����� ���� ���� �
� �����. (b)� DP10� 

DNA�� ���� ����, 10� ��� ���� �����

� (c) DP20� 5��, (d) DP30� 3��, ��� (e) DP40� 1���

� ���� ��	� ��� � ���. ��� �� ��� �� 

Figure 3. Zeta potential of DP0, DP10, DP20, DP30 and DP40 liposomes. 
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Figure 4. Particle size for the DNA/liposome complexes formed with 
concentration changes of various liposomes(DP0, DP10, DP20, DP30 and 
DP40). (-�-DP0/DNA, -�-DP10/DNA, -�-DP20 /DNA, -�-DP30/DNA 
and -�-DP40/DNA). 
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Figure 5. Zeta potential for the DNA/liposome complexes formed with 
concentration changes of various liposomes (DP0, DP10, DP20, DP30 
and DP40). (-�-DP0/DNA, -�-DP10/DNA, -�-DP20 /DNA, -�-
DP30/DNA and -�-DP40/DNA). 
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(d) DP30/DNA�
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(e) DP40/DNA 

Figure 6. Gel retardation assay of DNA/liposome complexes. Lane 1 
indicates naked DNA as control. Lane 2�6 indicate the complexes at 
µL/µg ratios of 0.25, 0.5, 1, 3, 5 and 10, respectively. Lane 7 indicates 
each liposomes without DNA. (a) DP0/DNA complexes, (b) DP10/DNA 
complexes, (c) DP20/DNA complexes, (d) DP30/DNA complexes, and 
(e) DP40/DNA complexes. 
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� ��� PEI-DSPE 	�� ����� �� ��	�� ��� 

��� ����� �� ���, ����� ��	�� ���� 

DNA�� ��� ��� �����  � ���. EtBr� DNA� 

intercalating reagent�� DNA� �� � 590 nm�� �� ����

� ����. DNA� ��� ����� ��	� ���� ���

� ��	� �� � ����� ��� ����. ���� DNA
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DP0, DP10, DP20, DP30 ��� DP40� ���� ��� DNA ��

�� EtBr� �� ���� ����� �	�� � ��� Figure 
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� ����� ��� ���� ���. ��� ��� ��� ��

� DP10, DP20, DP30 � DP40� 	� ��� �� ����� ��

��� ��� ���� ��� � ���. �� ��� ��� �

�	� �� ���� ���� ��� ��� ���, ��� �

� ����� �� ��� ���� ��� � ���.  
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�� �� 234�157 nm� ���� ��� � ���, PEI-DSPE 
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�� �� ��.  
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Figure 7. Plot of fluorescence intensity versus DNA/liposome ratios (-�-
DP0/DNA, -�-DP10/ DNA, -�-DP20/DNA, -�-DP30/DNA and -�-
DP40 /DNA). The resulted fluorescence intensity was measured at 510 
nm excitation and 590 nm emission. 
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