
 

用 Stunner实现简易的无染料 LNP载荷定量 

简  介 

每个处理过脂质纳米颗粒 (LNP) 的人都曾使用荧光染料法来定确定其配方和

生产过程中 RNA 的含量和包封效率 (EE%)。而且几乎每个人都对这些检测感到

厌倦；昂贵的试剂、两组不同的校准曲线以及每个孔中要添加的许多试剂，使这

些检测既耗时又繁琐。 

现在有了 Stunner (图 1)。使用 Stunner 进行测量时，您不仅可以获得颗粒大小

和 PDI，还可以全面量化样品中的 RNA。在这份应用说明中，我们将详细介绍如

何使用 Stunner 减少染料法检测的负担，从而在日常工作流程中为您节省时间、

金钱和不必要的麻烦。 

 

图 1：Stunner——定量和粒径测量工具 

常规荧光实验方法 

典型 LNP 中的 RNA 定量通常涉及使用如 RiboGreen 或 SYBR Gold 等染料，

这些染料在与 RNA 结合时荧光会变得高亮。 

EE%测定要求将样品稀释到染料的适宜浓度范围。在添加至空白缓冲液后，定量

游离 RNA；在添加含有表面活性剂的缓冲液以裂解 LNP 并释放 RNA 负载后，

定量总 RNA (图 2)。 



 

图 2：LNP 的荧光染料检测示意图 

不要产生任何气泡，否则你得用针逐个刺破它们以获得干净的读数！含表面活性

剂和无表面活性剂的样品需要各自的校准曲线和空白，因为表面活性剂 (常用的

是 Triton X-100) 本身具有固有的荧光 (图 3)。样品必须经过孵育以让表面活

性剂发挥作用，之后将荧光染料加入每个待测孔中。样品再次孵育以使染料与

RNA 结合，然后终于可以进行测量，处理校准曲线并获得结果。真是大费周章！ 

 

图 3：荧光染料检测的典型板布局 

计算总 RNA 和游离 RNA 浓度后，通过以下公式得出包封效率 (EE%)： 

 

这种方法下一个 96 孔板只能检测至多 12 个样品 (含副孔)，并可能需要一个经

验丰富的操作员一小时或更长时间，仅染料的成本就超过 50 美元，并涉及 266

次不同的移液操作——想想都累。想要检测更多的样品？你将不得不从头运行整

个实验，包括校准曲线和所有步骤。 



Stunner 解决方案 

让 Stunner 来帮您解决这一困扰！由于利用了先进的旋转角动态光散射技术

(RADLS)，Stunner 能提供市面上最敏感的动态光散射。标准的 LNP 分析将使

用 7 个角度，包括背向和前向散射，提供比以往更多的样品信息以计算粒径以及

颗粒计数。你还可以获得溶液中 RNA 的 UV/Vis 定量，通过 Unmix 算法将 RNA

的吸光度从其他颗粒成分中分离出来 (图 4)。所有工作都在 Stunner 96 孔微流

控板中完成，每个样品只需 2 µL，即可实现快速筛选 LNP 而不遗漏任何信息。 

这意味着可以将基于染料检测的工作量减半——加样数减半，校准曲线减半，孵

育时间减半，总时间减少一半以上——而且不再需要处理产生气泡的表面活性剂！

只需要在稀释样品中加入染料并使用一组校准曲线来测量游离 RNA，然后利用

Stunner 提供的总 RNA 浓度进行计算。你甚至可以在 Stunner 收集数据时同步

检测以加快工作流程 (表 1 和表 2)。EE%的计算方法与之前相同，但麻烦减少

一半，数据却多得多！请查看附录中的标准操作程序 (SOP)，该方法能将移液操

作的次数从 266 次减少到 114 次。 

 

图 4：Stunner 的 RNA-LNP 应用能够分离 RNA、脂质、浊度和其他因素的紫外/可见

光信号。对于此 RNA-LNP 样品，RNA 吸光度 (绿色) 用于计算 LNP 样品中 RNA 的

总浓度。浊度以灰色显示，总吸光度以黑色显示，颗粒和缓冲液成分的吸光度以蓝色

显示 



 

表 1：Stunner——染料混合分析法同时运行所需的预计时间 

 

表 2：传统 DLS 和整套染料分析方法所需的预计时间 

检测过程 

筛选 PolyA-LNP 

让我们看看具体操作——使用 Sunscreen (Unchained Labs 的自动化高通量微

流控脂质纳米颗粒配方筛选解决方案) 对 3 种 LNP 配方进行重复制备。使用了

两种不同的反应缓冲液，20 mM 柠檬酸盐和 20 mM 醋酸盐，以评估哪一种更

有效。使用了 PolyA 作为低成本 RNA 类似物，然后将颗粒透析至 1XPBS 中。 

Stunner 生成的 DLS 数据突出了使用不同反应缓冲液时颗粒大小和分布的差异

——醋酸盐缓冲液在所有三种配方中都形成了更小的颗粒，尽管在 LNP-X 中这

一差异较小。LNP-Z 在醋酸盐缓冲液中形成了质量更高的 LNP，具有更低的 PDI

和不到柠檬酸盐缓冲液中颗粒平均粒径的一半。所有样品的 PDI 均小于 0.2，除

了在柠檬酸盐缓冲液中制备的 LNP-Y 和 LNP-Z 之外，所有颗粒的平均粒径均

小于 100 nm (图 5)。 



 

图 5：在 Sunscreen 上制备的 LNP 的粒径和 PDI。进行了 2 次技术重复 

透析后的颗粒总数约为 9E+11，随着颗粒大小的不同略有变化。显著的例外是

LNP-Z，其中在柠檬酸盐缓冲液中制备的样品颗粒数量显著较少，这是由于颗粒

非常大 (图 6)。 

 

图 6：在 Sunscreen 上制备的 LNP 的颗粒数量计数。进行了 2 次技术重复 

上述样品的浓度数据计算，使用了基于 Poly A 序列自定义的 RNA 分析物，以从

Unmix 算法中获得最准确的数据，并消除由脂质引起的浑浊和干扰 (图 7)。通过

Stunner 测得的总 RNA 和 RiboGreen 测得的游离 RNA，可以按照之前的公式 1

计算 EE%。 

两种方法的比较显示，总 RNA 和 EE%的数值非常一致，两者的差异通常在 1%

以内。两种方法都突出了 LNP-Z 的总 RNA 浓度比其他配方高，且当使用柠檬

酸反应缓冲液时，包封效率较低（图 7 和图 8）。 



 

图 7：由 Stunner 和 RiboGreen 分布测量的 LNPs X、Y 和 Z 中 PolyA 的总浓度。进

行 2 次技术重复 

 

图 8：使用 Stunner-RiboGreen 混合检测和标准 RiboGreen 检测测量的 EE%，进行

2 次技术重复 

可靠的结果 

使用荧光素酶 (FLuc) mRNA 合成的颗粒 

使用最优缓冲液 (pH 4.00，20 mM 醋酸盐) 的三种配方用于包裹萤火虫荧光

素酶 RNA (mFLuc)，并保留之前实验中的其他条件。最终生产的颗粒与使用

PolyA 载荷的颗粒相似。所有颗粒的多分散指数 (PDI) 均为 0.2 或以下，表明颗

粒粒径分布较窄 (图 9)。 

 

图 9：RNA-LNP 颗粒粒径数据。误差棒为三次重复的标准差 



总 RNA 测量结果再次表明 RiboGreen 和 Stunner 的结果非常相似——Stunner

软件中的 RNA 分析物设置为 2 kb (图 10)。三次重复的 Stunner 数据的变异系

数 (CV) 小于1%，显示了出色的精确度。RiboGreen数据的CV在0.2%到5.2%

之间。 

 

图 10：Ribogreen 和 Stunner 分布定量 mFLuc mRNA 浓度的比较。误差棒为三次重

复的标准差 

所有配方的 EE% (包封效率) 都很高，无论使用哪种测量方法，EE%均在 90%

以上 (图 11)。LNP-Z 的 EE%最低，在 Stunner/RiboGreen 混合测定法中测得

为 91%。 

 

图 11：LNPs X、Y 和 Z 的封装效率，由 Stunner 混合检测法或标准 Ribogreen 检测

法测量 

独特的是，Stunner 还能轻松追踪您的 RNA 浓度在整个生产过程中的变化 (图

12)。当比较 LNP Y 和 Z 的过程收率时，两者都显示了预期中由于与脂质有机相

混合而导致的投料浓度与初始未经透析和稀释的 LNP 之间下降约 25%。然而，

LNP-Z 在透析后显示出 98%的材料保留，而 LNP-Y 则总体下降了 22%。这给

出了 LNP-Z 的总体、最终封装收率为 85%，而 LNP-Y 为 71%，表明配方或

工艺存在改进的潜力。 



 

图 12：初始水相溶液中，经过透析前的 LNPs 和透析后的 LNPs 中的总 RNA 

结  论 

Stunner 是一款强大的 LNP 分析工具，搭载 RADLS 功能以揭示以前看不见的

聚集物的存在，以及 UV-Vis 功能可以提供荷载信息。 

现在您已经看到通过 Stunner 进行总 RNA 定量可以节省多少时间、金钱和精力，

以及如何用它来替代一半的荧光染料测定工作流程。将 12 个样品加载到

Stunner 板上仅需 5 分钟，而使用典型的 DLS 仪器则需要大量的人工操作时间。

简化的 RiboGreen 测定方法仅需要 114 次的移液操作，而标准的 RiboGreen 板

则需要 266 次，而且该板的准备时间仅需 15 分钟或更短，而经典的测定方法则

需要 45 分钟以上。 

不需要表面活性剂，减半的加样数，以及快速生成数据使得高通量筛选成为可能，

不仅不影响准确性，且能提供比以往更多的信息！ 

附  录 

1. LNP 样品制备 

Sunscreen 的 LNP 合成参数： 

 

配方信息： 



 

所有样品均使用 20K MWCO G3 透析卡盒（Thermo Fisher Scientific）在

1XPBS 中透析 3 小时。 

2. Stunner/RiboGreen 混合分析 SOP： 

此方法是一种混合的 RiboGreen 和 Stunner 测定方法，用于评估 LNPs 的 EE%

和 RNA 含量，适用于每个 96 孔板分析 1 至 24 个样品。 

2.1 Stunner 定量总 RNA 

打开 Stunner 软件客户端，并选择“nanoparticles”测量类型，然后选择 RNA-

LNP 应用程序。根据 Stunner 软件用户指南，输入实验名称和样品放置位置，

在“编辑样品”页面上选择最相关的载荷。对于非标准 RNA 构造，请考虑根据

Stunner 软件用户指南中的说明创建自定义 RNA 分析物。每个样品应该设置三

个重复以获得最佳结果。 

将 2 µL 的 LNP 悬浮液加载到 Stunner 微孔板中。运行实验，并从 Stunner 分

析软件中收集您的颗粒大小信息和载荷浓度。这将提供样品的总 RNA 含量信息。 

2.2 RiboGreen 定量游离 RNA 

要测量游离 RNA，请将 10 µL 的样品稀释于 240 µL TE 缓冲液中，放入一个黑

色、平底的孔板的 A 行和 D 行（样品等于或多于 13 个时）中。 

 



将 100 µL 稀释后的样品加入到原始样品稀释下方的 B 行和 C 行中 (对于第 13-

24 个样品，加入到 E 行和 F 行中)。 

注意：如果样品不在同一板上进行稀释，A 行和 D 行还可以额外用作样品测量

孔，将板的通量增加到 36 个样品。 

 

2.3 RiboGreen 设置校准曲线和空白对照 

在 G 行和 H 行中以重复方式构建校准曲线——将 10、8、6、4、2 和 0 µL 的

20 µg/mL RNA 储备液以 TE 缓冲液稀释到 100 µL，分别加入到 G1-6 孔中，

并在 H1-6 孔中重复。 

在 H10 孔中加入 10 µL 样品缓冲液和 240 µL TE 缓冲液。然后将 100 µL 此溶

液分别加入到 H11 和 H12 孔中。这是样品空白对照。 

 

RiboGreen 标准品的浓度：  



 

2.4 制备和添加 RiboGreen 溶液 

为了计算所需的 RiboGreen 试剂量，将要测量的孔总数乘以 100 µL。例如，上

述的整板需要 48 个孔用于样品测量，12 个用于校准曲线，2 个用于空白，总共

62 个孔，因此需要 6.2 mL 的 RiboGreen 溶液。再加上 500 µL 以弥补损耗。 

制备 RiboGreen 溶液时，将 RiboGreen 染料以 1:100 的比例稀释在 1x TE 缓

冲液中，并涡旋混合。向每个要测量的孔中加入 100 µL 稀释后的 RiboGreen 溶

液。 

2.5 样品测量 

避光孵育 5 分钟，保持室温，然后使用荧光读板仪进行测量，设置如下： 

 

2.6 样品分析 

将空白平均值从所有校准曲线和样品孔中减去。绘制校正后的校准曲线，并将截

距设为 0。使用梯度计算板上每个样品的平均浓度 (RNAplate，公式 1)，并考虑

稀释因素 (公式 2)： 

 



接下来可以使用公式 (公式 3) 评估封装效率 (EE%)： 

 

RNAtotal 由 Stunner 提供，而 RNAfree 由 RiboGreen 检测提供。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


