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1. 前言

脂质纳米颗粒（LNP）是一种高效的药物递送系统，近年来因

为新冠疫情的缘故，随着mRNA疫苗的发展而备受关注。LNP通常

由四部分结构脂组成：1. 阳离子脂质，药物转染中起到主要作用；

2. 中性脂质，如胆固醇，起到稳定纳米颗粒结构的作用；3. 两性脂

质，辅助性脂质，能够加快LNP在细胞中的结构转化，加速药物释

放；4. PEG-脂质，能够提高纳米颗粒整体的稳定性，延长纳米颗

粒药物在血液中的代谢时间。在酸性介质（pH~4）中，LNP中的阳

离子脂质体可以通过静电作用与核苷酸形成复合物。在生理pH值

7.4，该制剂会带中性电荷，从而更隐蔽，从而抑制与其血液成分

的相互作用。当这些LNP被细胞内化时，这些结构脂质带正电，从

而促进其与带负电的内溶酶体膜的复合。这种与细胞组分的相互作

用会破坏脂质体并将核酸释放到胞浆中，从而发挥作用。

LNP通过自组装工艺形成复杂的球形或圆柱形结构，根据传

递目的不同，粒径大小在70-110 nm不等。不同的脂质组成、粒径

和表面疏水性等会影响LNP的稳定性及传递效率，LNP的表面电

荷还可能与细胞毒性相关。因此，需要对LNP的表面电荷进行分

析。“新型冠状病毒预防用mRNA疫苗药学研究技术指导原则（试

行）”建议结合递送系统与mRNA结合物的结构或特性开展必要的

质量研究，其中理化结构特性研究中就强调了等电点检测，足见

其重要性。

由于L N P粒径较大，因此对于L N P包裹的m R N A（L N P -

mRNA）的等电点评估并非易事。cIEF是一种常用的大分子等电

点分析的方法，它对分析物的粒径大小没有限制，可以直接分析

LNP颗粒。本文利用cIEF方法检测LNP-mRNA疫苗产品的等电点，

不仅可为工艺优化提供信息，还可用于LNP-mRNA产品的批次一

致性及稳定性研究。

2. 实验部分

2.1. 试剂及样品

试剂：cIEF Gel (SCIEX, 477497), cIEF Peptide Marker Kit (SCIEX，

A58481)，两性电解质(Pharmalyte 5-8, Cytiva)，两性电解质

(Pharmalyte 3-10, Cytiva)，磷酸(Sigma-Aldrich)，氢氧化钠(Sigma-

Aldrich)，醋酸(Sigma-Aldrich)，亚氨基二乙酸(Sigma-Aldrich)，精

氨酸(Sigma-Aldrich)，尿素(Sigma-Aldrich)。样品：LNP-mRNA样品

(mRNA浓度为500 μg/ml)。

2.2. 溶液制备

试剂制备：阳极液（200 mM 磷酸）、阴极液（300 mM氢氧

化钠）、化学迁移液（350 mM醋酸）、阴极稳定剂（500 mM精

氨酸）、阳极稳定剂（200 mM亚氨基二乙酸）、4.3M尿素溶液

及3.75M尿素-cIEF胶配置方法请参照《cIEF等电聚焦试剂盒说明

书》。

样品溶液：先将下列试剂混合到0 . 5  m L离心管中得到样

品预混液：200 μL 3.75 M 尿素 -cIEF胶、12.0 μL两性电解质 

(Pharmalyte5-8:3-10=2:1)、20.0 μL 阴极稳定剂、2.0 μL阳极稳定剂

和各2.0 μL的pI 标准品(pI 10.0, 9.5, 5.5)。之后取5 μL LNP-mRNA样品

(LNP中阳离子脂质体的浓度推荐在2.0 mg/ml左右，若浓度低可以
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适当增加样品体积)与120 μL 样品预混液混合，涡旋混匀，若样品

盐浓度高于50 mM，可脱盐处理。

2.3. 仪器及方法

仪器：SCIEX PA 800 Plus药物分析系统，匹配UV检测器，采集

频率：2Hz，检测波长：280 nm；窗口狭缝：100 × 800 μm，中

性涂层毛细管 (PN. 477441)：20/30.2 cm (有效/总长度)，50 μm 内

径；毛细管温度：20 ℃；样品室温度：10 ℃。

分析方法包括condition, separation和shut down的时间程序见

图1。

为保证实验时顺利进行，除了废液瓶中溶液的体积为1.0 ml，

其他缓冲瓶中均装入1.5 ml 的溶液。具体摆放位置见图2。

3. 结果与讨论

采用cIEF方法分析LNP包裹的mRNA疫苗样品的等电点，结果

如图3。pH 5-8的两性电解质与pH 3-10的两性电解质2:1混合时，

LNP-mRNA样品峰型尖锐对称，等电点值为7.02。
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图1. 分析方法中的condition, separation和shut down的时间程序 图3. LNP-mRNA样品等电点结果

图2. 缓冲液托盘中缓冲液小瓶的摆放位置
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1. 去离子水 6. 废液（位置B1和E1）
2. 阳极液 7. 阴极液

3. 尿素溶液 8. 化学迁移剂

4. cIEF胶 9. BI（缓冲液入口板）

5. 化学迁移冲洗液 10. BO（缓冲液出口板）
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为了进一步评估cIEF方法的稳定性，对LNP-mRNA样品进行3次

重复进样，结果如图4。计算得主峰迁移时间的RSD值为1.07 %，pI

的RSD值为0.3 %，结果重复性良好， 

本实验结果表明，cIEF方法结果稳定，非常适用于对LNP-

mRNA样品的等电点表征。cIEF方法分析LNP等电点，为LNP工艺优

化及mRNA疫苗产品的批间一致性及稳定性研究提供了一种有效的

分析手段。
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表1. LNP-mRNA样品等电点重复性结果（n=3）

Main peak (LNP-mRNA)

迁移时间(min) pI

Rep-1 32.60 6.99

Rep-2 33.02 7.03

Rep-3 33.30 7.02

RSD％ 1.07 0.30


