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摘  要 

目的：建立以硬质胺制备载MicroRNA阳离子脂质体中RNA含量测定的方法。方法：采用Q5000微量紫外

–可见分光光度计，检测波长为260 nm，进行标准曲线绘制，精密度，重复性，稳定性及回收率等考察，

建立可靠的、灵敏的RNA含量测定方法。结果：得到MicroRNA的线性回归方程：Y = 1.0378X − 4.054 
6，(R2 = 0.9984)，在3.32~1091.22 ng/μL范围内具有良好的线性关系，精密度RSD值为0.41%，重复

性RSD值为3.62%，稳定性RSD值为0.63%，加样回收率平均值为99.80%，RSD值为1.81%。阳离子脂

质体中MicroRNA含量为200.73 ± 10.31 ng/μL。结论：本实验方法简便准确、重复性好、灵敏度高、含

量测定方法稳定可行，适用于阳离子脂质体中MicroRNA的含量测定。 
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Abstract 
Objective: To establish a method for the determination of RNA in MicroRNA cationic liposomes pre-
pared with Stearic amine. Methods: A Q5000 UV-visible spectrophotometer was used with the detec-
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tion wavelength of 260 nm, and the standard curve drawing, precision, repeatability, stability and 
recovery were investigated to establish a reliable and sensitive method for the determination of 
RNA content. Results: The linear regression equation for MicroRNA was obtained: Y = 1.0378X − 
4.0546, (R2 = 0.9984), with good linearity in the range of 3.32~1091.22 ng/μL, precision RSD value 
of 0.41%, repeatability RSD value of 3.62%, stability RSD value of 0.63%, mean spiked recovery of 
99.80%, and the RSD value was 1.81%. The content of MicroRNA in cationic liposomes was 200.73 
± 10.31 ng/μL. Conclusion: The established present experimental method was simple, accurate, re-
producible, sensitive, stable and could be used for the determination of MicroRNA in cationic lipo-
somes. 

 
Keywords 
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1. 引言 

MicroRNA(miRNA)是一类内生的、长度约为 20~24 个核苷酸的小 RNA，是短的非编码 RNA 调控元

件，其在细胞内具有多种重要的调节作用[1]。以 RNA 为技术原理在医疗领域进行治疗病症事业已然有

了一定的初步发展，到目前为止，已有 Patisiran，Givlaari，Oxlumo，Leqvio 和 Amvuttra 等五种 RNA 药

物递送系统获得美国食品和药物管理局批准并上市[2]。脂质体介导的基因传递是最早的用于把外源性遗

传物质引入宿主细胞的策略之一[3] [4]。在 20 世纪 80 年代，有研究证明使用脂质体可以向宿主细胞传递

外源性的球蛋白信使 RNA (Globin mRNA)、DNA 和染色体[5]。脂质体是一种以脂质为基础的囊泡系统，

最常使用的阳离子脂质体是两亲性分子，其共有结构由一个带正电荷的头基和一个或两个由烃链或甾类

结构组成的疏水尾部区域组成[6] [7]，且具备较好的安全性和生物降解性。 
结合国内外研究，现有的 RNA 含量测定方法有如下几种：普通紫外–可见分光光光度法[8] [9]、凝

胶电泳法、荧光分光光度法、高效液相色谱法[10] [11]。普通紫外–可见分光光度法在药物分析[12]、标

准物质研制[13]等领域都发挥着重要的作用。普通紫外–可见分光光度计利用核酸分子在 260 nm 处具有

最大吸收峰，可进行定量分析[14]。但是普通紫外–可见分光光度法用于核酸标准物质特性量值确定时，

只适用于浓度高，纯度大的 RNA 样品[8]。 
凝胶电泳法进行 RNA 电泳是常用的分子生物学实验技术，可分为非变性电泳和变性电泳[15]。目前，

最常用的变性电泳为甲醛琼脂糖凝胶电泳[16]。琼脂糖凝胶机械强度较差，容易破碎，保存不方便，配置的

时间需要临近使用的时间，RNA 浓度过低时条带不明显；最终测得的结果定量精确性差[17]。荧光分光光度

法在近年来在 RAN 含量测定领域被应用。但是，用于 RNA 定量研究的荧光染料其自身有较高的本底荧光，

对于<50 bp 基因片段灵敏度较低，也并不适合 21 bp 的 siRNA 含量测定等研究[18] [19]。同时，在荧光的光

强并不高时，呈线性情况并不是很理想；受某些离子的干扰影响，荧光会湮灭，实验速度必须要快[20] [21]。
因此，开发同时具备操作简便、灵敏度高、样品量小的核酸类药物含量测定方法具有较大的必要性。 

Quawell Q5000 是一款微容量的紫外可见分光光度计。在全光谱(200~850 nm)范围内可以测量核酸、

微阵列探针、纯化后的蛋白质和荧光染色蛋白；监测悬浮的细胞、细菌和酵母培养物的密度；同时也可
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以进行一般的实验室紫外–可见光吸光度测量。Q5000 不需要使用比色皿，上样量仅需 0.5~2 ul，并在大

约 8 秒内测量出样品浓度，具有高度的准确性和可重复性。 
本课题采用前期实验研究制备的负载 MicroRNA 的硬脂胺阳离子脂质体(Stearic amine cationic lipo-

some/MicroRNA, SCL/MicroRNA)，使用 Q5000 微量紫外–可见分光光度计对 RNA 含量测定方法的建立，

拟对 RNA 含量测定方法进行补充，为 RNA 药物递送系统的发展提供实验参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 仪器 

Q5000 微量紫外可见分光光度计(上海在途生物科技有限公司)；KQ3200 型超声波清洗器(昆山市超

声仪器有限公司)；IKA RV3 旋转蒸发仪(艾卡仪器设备有限公司)；UPW 型实验室专用纯水仪(成都天莘

宁科技有限公司)；Avanti 脂质体挤出器(美国 Avanti Polar Lipids 公司)。 

2.2. 试药与试剂 

MicroRNA (上海吉玛制药技术有限公司，批号：20240522，20240726，20240810)；甲醇(国药集团化

学试剂有限公司，分析纯，批号：20241127)；DEPC 去酶水(北京 solarbio 公司，批号：20241007)；MicroRNA
阳离子脂质体自制(批号：20240220，20240221，20240224)；大豆磷脂(PC，上海太伟药业有限公司，批

号 202408012，纯度 90%)；胆固醇(CHO，上海源叶生物，批号 57885，纯度 95%)；硬脂胺(上海源叶生

物，批号 F2001126，纯度 97%)。 

2.3. 方法 

2.3.1. 载 MicroRNA 硬脂胺阳离子脂质体(SCL/MicroRNA)的制备 
精密称取 120 mg PC、40 mg CHO、5 mg 硬脂胺溶于 5 mL 无水乙醇，50℃超声溶解，于 50℃水浴

旋蒸除去有机溶剂，加入 12 mL DEPC 去酶水于 50℃水浴超声水合 30 min，于挤出器过孔径为 200 nm 的

聚碳酸酯膜 7 次，得阳离子脂质体 SCL。选择 N:P 为 10:1 作为其最佳复合氮磷比将 SCL 和 MicroRNA
在室温下孵育 30 min，得 SCL/MicroRNA。 

2.3.2. 测定方法 
1. 测定波长的选择 
RNA 在 260 nm 吸收最强，参照(中国药典 2020 版通则 0401)，在 260 nm 处吸收峰的比吸光系数

E1%1 cm 值(207)为计算含量依据。 
2. 对照品溶液的制备 
取购买的 MicroRNA，按照说明书配置成溶液，加入 DEPC 去酶水 31 μL 使其溶解并摇匀，即得浓

度为 1064.00 ng/μL 的 MicroRNA 储备液。 
3. 供试品溶液及空白对照溶液的制备 
分别精密量取实验室前期制备的 SCL/MicroRNA 和 10% Triton X-100 (v/v) 10.0 μL，40 KHz 超声 5 

min 破乳，混匀，即得 SCL/MicroRNA 供试品溶液；精密量取实验室自制 SCL，同法操作，即得空白对

照溶液。 
4. 样品测定 
打开仪器，设置测量对象为 RNA，波长设置为 260 nm，移液枪精密吸取 2.0 μL 空白溶液调零，擦拭

纸搽干空白溶液，移液枪精密吸取 2.0 μL 供试品溶液测量即得 RNA 的浓度。 
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2.4. 方法学考察 

2.4.1. 线性关系 
精密量取对照品的储备液，用 DEPC 去酶水分别配置成 4.16、16.63、66.50、133.00、266.00、532.00、

1064.00 ng/μL 的样品。用微量紫外–可见分光光度计在 260 nm 波长处测定浓度，以理论浓度为横坐标，

实际浓度为纵坐标，绘制标准曲线。 

2.4.2. 精密度考察 
取 MicroRNA 对照品溶液 20 μL，将溶液摇匀，平行制备 6 份，连续 6 次测定 RNA 浓度，记录测定

结果并计算 RSD。 

2.4.3. 重复性试验 
取制备好的 SCL/MicroRNA 样品 6 份，按照“2.3.2.3”法制备供试品溶液，按“2.3.3.4”测定浓度，

记录测定结果并计算 RSD。 

2.4.4. 溶液稳定性试验 
1. 对照品冻融稳定性 
取“2.3.2.2”的对照品溶液，于−20℃反复冻融 1、2、3、4、5、6 次后测定 RNA 浓度，记录测定结

果并计算 RSD。 
2. 供试品储存稳定性 
取“2.3.2.3”供试品溶液，分别室温下储存 0、0.25 h、0.5 h、1 h、2 h、4 h、6 h、12 h、24 h、48 h

后按“2.3.3.4”测定浓度，记录测定结果并计算 RSD。 

2.4.5. 加样回收试验 
分别精密量取 6 份 MicroRNA 含量为 219.36 ng 的 SCL/MicroRNA 样品 2 μL，置 1.5 mL EP 管中，

并精密量取 MicroRNA 对照品溶液 2 μL(每 2 μL 中 miR-126 含量为 532.00 ng)加样，按“2.3.2.3”供试品

溶液的制备方法制备加样回收样品溶液，按“2.3.3.4”测定浓度，计算回收率。 

2.4.6. 含量测定 
分别取 3 批 MicroRNA 阳离子脂质体制剂样品，按“2.3.2.3”项下供试品溶液的制备方法制备，按

“2.3.3.4”测定浓度，并计算阳离子脂质体中 MicroRNA 含量。 

3. 结果 

3.1. MicroRNA 线性考察结果 

用微量紫外–可见分光光度计在 260 nm 波长处测定浓度，以理论浓度为横坐标，实际浓度为纵坐

标，绘制标准曲线。拟合得 MicroRNA 的线性回归方程为(n = 7) Y = 1.0378X − 4.0546，(R2 = 0.9984)，在

3.32~1091.22 ng/μL 范围内线性关系良好，标准曲线见图 1。 

3.2. 精密度考察 

MicroRNA 对照品溶液连续检测 6 次，计算得精密度 RSD 为 0.41%，表明仪器精密度良好。考察结

果见表 1。 

3.3. 重复性试验 

重复性试验测得 RSD 值为 3.62%，结果表明重复性良好。考察结果见表 2。 
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Figure 1. MicroRNA linear experimental results 
图 1. MicroRNA 线性实验结果 

 
Table 1. Precision test results 
表 1. 精密度试验结果 

编号 浓度(ng/μL) 平均浓度(ng/μL) RSD 

1 281.13 

282.75 0.41% 

2 283.34 

3 282.33 

4 282.60 

5 284.61 

6 282.50 

 
Table 2. Repeatability test results 
表 2. 重复性试验结果 

编号 浓度(ng/μL) 平均浓度(ng/μL) RSD 

1 176.39 

188.30 3.62% 

2 185.08 

3 195.78 

4 190.16 

5 189.75 

6 192.65 

3.4. 稳定性试验 

稳定性考察对照品溶液测量得到 RSD 为 0.63%，供试品溶液 RSD 为 2.75%；表明对照品在−20℃条

件下保存，反复冻融 6 次基本稳定，供试品溶液在室温条件下，至少 48 h 内基本稳定。对照品稳定性见

表 3，供试品稳定性结果见表 4。 
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Table 3. Stability test results of reference substance 
表 3. 对照品稳定性试验结果 

冻融次数(次) 浓度(ng/μL) 平均浓度(ng/μL) RSD 

1 282.60 

282.48 0.63% 

2 282.18 

3 282.93 

4 284.15 

5 283.82 

6 279.19 
 

Table 4. Test results of stability of test sample 
表 4. 供试品稳定性试验结果 

储存时间(h) 浓度(ng/μL) 平均浓度(ng/μL) RSD 

0 199.27 

206.17 2.75% 

0.25 198.91 

0.5 201.59 

1 202.36 

2 205.26 

4 207.67 

6 208.87 

12 209.14 

24 213.47 

48 215.19 

3.5. 加样回收率试验 

按公式：回收率 = (加标试样测定值 − 试样测定值)/加标量 × 100%，平均回收率为 99.80%，RSD 值

为 1.81 %，该含量测定方法加样回收率平均值为 99.80%。结果见表 5。 
 

Table 5. Experimental results of sample recovery rate 
表 5. 加样回收率实验结果 

序号 取样量/μL 样中量/ng 加入量/ng 测得量/ng 回收率/% 平均值 RSD% 

1 2.00 219.36 564.66 763.08 96.29 

782.90 1.81% 

2 2.00 219.36 564.66 798.76 102.61 

3 2.00 219.36 564.66 796.00 102.12 

4 2.00 219.36 564.66 793.86 101.74 

5 2.00 219.36 564.66 760.28 95.80 

6 2.00 219.36 564.66 785.38 100.24 

3.6. 含量测定 

三批阳离子脂质体中 MicroRNA 平均含量分别为 211.43 ng/μL，190.85 ng/μL，199.92 ng/μL。RSD 值
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分别为 2.6%，0.82%，0.73%，表明该阳离子脂质体中的 MicroRNA 含量较稳定。结果见表 6。 
 

Table 6. Experimental results of content determination (n = 3) 
表 6. 含量测定实验结果(n = 3) 

样品 批号 含量(ng/μL) RSD 

1 20240220 211.43 2.6% 

2 20240221 190.85 0.82% 

3 20240224 199.92 0.73% 

4. 讨论 

目前，RNA 含量测定方法主要有普通紫外–可见分光光度法、凝胶电泳法、荧光分光光度法等；但

均存在精密度不高，灵敏度较差，操作过程繁琐，用量大等一种或多种同时存在的缺点。本课题使用微

量紫外–分光光度计测量 MicroRNA 的含量，设定好检测对象和最大吸收波长后可直接测量得到 RNA 的

浓度；操作简便、检测范围较广。 
在实验过程中，由于 MicroRNA 是核酸的一种，而核酸又存在易被酶解或聚集等缺点，因此在测量

时需使用无酶枪头，以防止 MicroRNA 被酶解，每次测量前需吹打样品数次保证测量结果的准确性。SCL
阳离子脂质体由 PC、CHO 和硬脂胺按一定比例制备，辅料在 260 nm 处会出现一定吸收，从而干扰最终

测得 MicroRNA 的浓度，因此在测定 MicroRNA 供试品浓度时务必使用空白 SCL 溶液调零。同样，在对

供试品进行稳定性实验时，温度和时间都会对其结果造成影响，在 4℃条件下存放测得结果不稳定，RSD
值较大，可能是由于阳离子脂质体在 4℃条件下可能发生相变，导致脂质双分子层排列紊乱(如从液晶相

转变为凝胶相)。这种相变会破坏脂质体与 microRNA 的静电复合结构，使包封的核酸释放。研究显示，

DOTAP/DOPE 脂质体在低于相变温度(Tm)时粒径会增大 20%~40%。在室温下只能保证存放 48 h 内 RSD
值在规定范围内，若室温放置时间增加，则 RSD 值会随着时间的增加而增大。因此，考虑将脂质体制备

成冻干粉针剂，可能是实验室自制的 MicroRNA 阳离子脂质体稳定性改进的一个理想方法。 
通过方法学研究与验证，本文建立的以 MicroRNA 为模型测定 RNA 含量的微量紫外–分光光度法

线性、精密度、加标回收率等均良好，可以对 RNA 含量测定方法进行补充，为 RNA 药物递送系统发展

提供实验参考。随着核酸药物(如 mRNA 疫苗、siRNA、ASO 等)的快速发展，准确、高效、稳定的含量

测定技术成为质量控制的关键环节；未来核酸药物含量测定技术的发展将围绕高灵敏度、自动化、智能

化、无损化方向发展，并结合微流控、CRISPR 检测、AI 分析等前沿技术。 
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