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凝胶电泳法及荧光光度法测定 siRNA 阳离子脂质体的含量和包封率 

沈  雁, 涂家生*, 庞  卉, 朱家壁* 

(中国药科大学药剂学教研室, 江苏 南京 210009) 

摘要: 建立 siRNA 含量测定方法，用于阳离子脂质体中 siRNA 的含量和包封率测定。利用荧光染料 SYBR 
Gold 和 Ribogreen 与 siRNA 结合后能发出强烈荧光的原理，分别采用电泳法和荧光分光光度法测定脂质体中的

siRNA 含量, 计算阳离子脂质体的包封率。SYBR Gold 电泳法的检测线性范围为 0.2～2.0 μmol·L−1 (R=0.993 0), 
高、中、低 3 个浓度的回收率分别为 96.35%、96.92%和 100.74% (n = 3); 日内日间精密度的 RSD 均小于 5% (n = 
5)。Ribogreen 荧光分光光度法的检测线性范围为 10～50 nmol·L−1 (R = 0.997 1), 高、中、低 3 个浓度的回收率

分别为 98.22%、99.88%和 99.64% (n = 3)；日内日间精密度的 RSD 均小于 5% (n = 5)。利用这两种方法所测得 3
批阳离子脂质体中 siRNA 平均含量分别为 98.52%和 97.85%，平均包封率分别为 99.20%和 96.45%，经方差分析, 
两种方法无显著性差异。两种方法准确可靠、稳定性高和方便实用，均可用于阳离子脂质体中 siRNA 的含量和

包封率测定。 
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Electrophoresis and fluorospectrophotometry methods to determine the 
content and entrapment efficiency of siRNA in cationic liposomes 
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(Department of Pharmaceutics, China Pharmaceutical University, Nanjing 210009, China) 
 

Abstract: To develop different methods for determining siRNA content and the entrapment efficiency of 
siRNA loaded liposomes, SYBR Gold electrophoresis method and Ribogreen fluorospectrophotometry method 
were used respectively.  SYBR Gold electrophoresis method has a good linear relation in a range at 0.2 − 2.0 
μmol·L−1 (R = 0.993 0), and the recovery at the high, middle and low concentrations were 96.35%, 96.92%, and 
100.74%, respectively (n = 3).  The intra-day and inter-day RSD were far below 5% (n = 5). Ribogreen 
fluorospectrophotometry method has a good linear relation in a range at 10 − 50 nmol·L−1 (R = 0.997 1), and the 
recovery at the high, middle and low concentrations were 98.22%, 99.88% and 99.64%, respectively (n = 3).  
The intra-day and inter-day RSD were far below 5% (n = 5).  The content and the entrapment efficiency of three 
batches of siRNA cationic liposomes were 98.52%, 97.85% and 99.20%, 96.45%, respectively, with these two 
methods.  And there is no significant difference by ANOVA.  Both of the two methods are accurate, sensitive, 
convenient method for determination of the siRNA content and the entrapment efficiency of siRNA loaded   
cationic liposomes. 

Key words: electrophoresis; fluorospectrophotometry; siRNA; cationic liposome 

                                                                 

               

                                         
收稿日期: 2008-12-01. 
基金项目: 国家科技支撑计划(2008BA155B03). 
*通讯作者 Tel: 86-25-85338217, E-mail: Zhujiabi001@yahoo.com;  

Tel: 86-25-85332352, E-mail: jiashengtu@yahoo.com.cn 

RNA 干扰（RNAi）技术是最近几年发展起来的

一门在转录水平上的基因阻断技术，具有序列特异

性、时效性、高效性和易操作性等优势。最新的研究

结果显示，小分子干扰 RNA (siRNA) 是 RNAi 的最
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主要作用因子。最有效的 siRNA 抑制靶基因表达效

率可达 90%以上，甚至达 99%。因此，siRNA 作为

基因组功能研究的有利工具给基因治疗带来新希望。

脂质体在所有已用于临床试验的基因载体中仅次于

病毒载体，是最有发展前景的非病毒载体。 
基因的包封率是脂质体的制备工艺和质量评价

中的重要指标, 这就需要对制剂中的 siRNA 含量进

行测定。目前成熟的基因定量方法主要有紫外分光光

度法、荧光分光光度法和电泳法。脂质体材料约在

260 nm 处有吸收，因此紫外分光光度法不适用于非

病毒基因载体中 siRNA 的定量，此外，紫外分光光

度法检测限不能满足要求[1,
 

2]。国外[3]用荧光涨落谱 
(fluorescence fluctuation spectroscopy，FFS) 和荧光相

关谱 (fluorescence correlation spectroscopy，FCS) 技
术测定载体中 siRNA 的含量和包封率，这种方法耗

时短，往往只需几秒，且不受血浆的干扰，适合 siRNA
的测定。但这种方法需要特殊的仪器设备，耗费较多, 
不利于该法的普及使用。荧光分光光度法凭借其较 
高的选择性和灵敏度，近年来被广泛应用。荧光染料

的选择是荧光分光光度法的关键。孙逊等[4]报道了

Hochest 染料-荧光分光光度法测定脂质体中 DNA 的

含量，但 Hochest 是一种选择性高的染料，能与纳克

级的 DNA 特异性地结合, 几乎无 RNA 亲和性, 因此

不适用于 siRNA 的定量测定。用于 RNA 定量研究  
的荧光染料主要有：溴化乙啶 (EB)、SYBR Green II、
SYBR Gold 及 Ribogreen。EB 是一种常用的凝胶染色

荧光染料, 由于其自身有较高的本底荧光, 与 RNA
及单链 DNA 也都有较强的结合能力, 因此不适用 
于特异性 siRNA 准确定量研究[5]。SYBR Green II 已
被研究者证实是一种经济的核酸荧光染色, 并且这

种使用方法已被大部分实验室用于常规实验中。但 
是, 它对于< 50 bp 基因片段染色能力的缺失及其对 
< 100 bp基因片段的低灵敏度是其常规使用的最大障

碍, 因此并不适合于 21 bp 的 siRNA 含量测定研究。

SYBR Gold 对小片段的基因染色能力较强，且具有较

高的热稳定性，故可用于电泳法中 siRNA 的含量测

定研究[6]。Ribogreen 是一种嵌入型荧光染料, 可以 
检测到皮克级的 RNA[7], 受 DNA 及蛋白影响较小, 
故可用于非病毒基因载体中 siRNA 的含量测定。因

此, 选用荧光染料 SYBR Gold 和 Ribogreen，分别  
采用 SYBR Gold—定量电泳法和 Ribogreen—荧光分

光光度法测定制剂中 siRNA 的含量, 国内尚未见报

道。 

材料与方法 
仪器与药品  RF-5000荧光分光光度计 (日本岛

津公司); 凝胶成像系统 (Pharmacia Biotech, 美国); 
电泳仪 (DYCZ-24A，北京六一仪器厂); NIH Image J 
图像处理软件  (Macintosh 公司 , 美国); Ribogreen 
(invitrogen, USA); 注射用大豆磷脂 (上海太伟药业

有限公司); 3β[N-(N ′, N ′-二甲基氨基乙基) 氨甲酰基-
胆固醇 (DC-Chol, 参照文献[8]由本室合成); 肝素钠 
(江苏万邦生化医药股份有限公司 ); SYBR Gold 
(Eugene 分子探针公司, USA); siRNA (上海吉玛公司); 
实验用水均为 Mili-Q 超纯水; 其他试剂均为分析纯。 

空白阳离子脂质体的制备  称取 DC-Chol 和大

豆磷脂各约 10 mg, 氯仿为溶剂；有机相与水相（5%
葡萄糖溶液）的比例为 2.5∶1，在水浴超声仪中处理

20 min 得到初脂质体混悬液。充氮气、探头超声、过

0.22 μm 聚碳酸酯膜,得空白阳离子脂质体。 
载基因阳离子脂质体的制备  siRNA 和阳离子

脂质体分别用去离子水稀释，将稀释的空白阳离子脂

质体（DC-Chol 浓度为 250 μmol·L−1）2 mL 逐滴加入

500 μL siRNA (25 μmol·L−1)溶液中，使得+/−电荷比约

为 1∶1。室温下混合后放置 15～20 min, 即形成载药

的阳离子脂质体。其中 siRNA 和空白阳离子脂质体

的相对量以+/−电荷比表示：正电荷以脂质体中

DC-Chol 的含量计算，即每摩尔 DC-Chol 带 1 个单位

的正电荷；负电荷以 siRNA 中的碱基数量计算,每摩

尔碱基带 1 个单位的负电荷，每摩尔的 siRNA 约带

有 40 个单位的负电荷。 
SYBR Gold—定量电泳法   
荧光染料 (SYBR Gold) 配制  将 SYBR Gold 荧

光染料用 TBE (10.8 g·L−1 Tris 碱, 5.5 g·L−1 硼酸和

0.58 g·L−1 EDTA) 缓冲液稀释 10 000 倍。 
标准曲线  取 5 μmol·L−1 siRNA 溶液, 分别吸取

1.0、2.0、4.0、5.0、8.0 和 10.0 μL 于聚乙烯离心管

中，分别加入 Hepes 缓冲液 19.0、18.0、16.0、15.0、
12.0 和 10.0 μL，充分混合后得一系列 siRNA 标准溶

液。于各离心管中加入上样缓冲液（50%蔗糖-溴酚

兰溶液）5 μL，涡旋离心后分别在 20%聚丙烯酰胺凝

胶（PAGE）各泳道中加入上述溶液 5 μL，100 V 电

压下电泳 2 h 后，将凝胶放入 SYBR Gold 荧光染料

中染色 20 min 后在凝胶成像系统中（254 nm）观察

siRNA 条带并拍照。用 ImageJ (Wayne Rasband 编写)
软件对电泳条带图谱进行光密度曲线的数字化转换, 
以样品浓度为横坐标，图像分析软件计算出的样品条

带的光密度曲线积分面积为纵坐标作标准曲线[9]。 



· 432 · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2009, 44 (4): 430−435   

 

回收率实验  取空白脂质体胶体溶液 10 μL, 分
别加入高、中、低 3 个浓度的 siRNA 标准溶液 5 μL, 
静置 15 min 后，加入 0.1 mol·L−1 Triton X-100 溶液和

0.1%肝素溶液各 2 μL[10]，使 siRNA 从阳离子脂质体

中完全释放。再加入 RNA 提取试剂 (氯仿∶苯酚∶异

戊醇 = 25∶24∶1) 25 μL, 平衡15 min后, 在10 000×g, 
4 ℃条件下离心 20 min。收集含 siRNA 的水相部分, 
并加入上样缓冲液 6 μL，充分混合后吸取 5 μL 于凝

胶加样孔中，并按凝胶电泳步骤观察 siRNA。按照标

准曲线方程求出 siRNA 的浓度, 计算回收率。 
精密度实验  按“标准曲线的绘制”项下操作

方法，于日内及日间 (5 日) 测定高、中、低 3 种浓

度的 siRNA 含量，计算精密度。 
阳离子脂质体中 siRNA 的含量测定  精密量取

载基因阳离子脂质体胶体溶液 10 μL，按以上操作方

法，求出 siRNA 的浓度。 
载基因阳离子脂质体包封率测定  被阳离子脂

质体包裹的 siRNA 会滞留在凝胶孔中，而游离的

siRNA 会随着电泳过程在凝胶中形成条带，使得游离

的 siRNA 与载基因脂质体分离。精密量取载基因阳

离子脂质体胶体溶液 15 μL, 加入上样缓冲液 5 μL 后

充分混合, 取 5 μL 加入到凝胶孔中, 电泳完毕后观

察游离 siRNA 的条带并按标准曲线项下的方法计算

游离 siRNA 浓度 (Cfree); 同时精密量取载基因阳离

子脂质体胶体溶液 10 μL, 按含量测定项下方法计算

阳离子脂质体中 siRNA 的总浓度 (Ctotal), 则包封率 = 
(Ctotal − Cfree) / Ctotal × 100%。 

Ribogreen—荧光分光光度法 
荧光扫描  取 25 nmol·L−1 siRNA溶液与Ribogreen

染液 2 mL 均匀混合。参照文献[9], 先固定激发波长

在 500 nm 处, 扫描发射波长。再在最大发射波长处, 
扫描激发波长 (激发和发射狭缝宽度为 5 nm, 荧光

池厚度为 1.0 cm)。 
标准曲线  分别吸取 0.1 μmol·L−1 siRNA 溶液

0.1、0.15、0.2、0.25、0.30、0.35、0.40 和 0.45 mL
于聚乙烯离心管中，加 Ribogreen (×200) 荧光染料

0.5 mL，充分混合后，分别加入 0.4、0.35、0.30、0.25、
0.2、0.15、0.1 和 0.05 mL 的 TBE 溶液, 使得终体积

为 2 mL。固定最大激发和发射波长, 测定荧光强度。 
回收率实验  取空白脂质体胶体溶液在 10 000×g 

(4 ℃) 条件下离心1.5 h, 取上清液250 μL, 分别加入

高、中、低 3 个浓度的 siRNA 标准溶液 250 μL, 再
加入 Ribogreen (×200) 荧光染料 0.5 mL, 用 TBE 缓

冲液定容到 2.0 mL, 测定荧光强度值。空白对照液用

上清液 250 μL 与 Ribogreen (×200) 荧光染料 250 μL
充分混合后, 用 TBE 缓冲液定容到 2 mL 制得。按照

标准曲线方程求出 siRNA 的浓度, 计算回收率。 
重复性实验  取载基因脂质体胶体溶液超速冷

冻离心后的上清液 250 μL, 加入Ribogreen (×200) 荧
光染料 0.5 mL, 用 TBE 缓冲液定容到 2.0 mL, 测定

荧光强度值。按照标准曲线方程求出 siRNA 的浓度, 
连续测定 5 d。 

样品稳定性  荧光样品在放置过程中其荧光强

度会发生衰减, 给样品的测定带来误差, 因此需要进

行 Ribogreen-siRNA 样品的稳定性考察。于 0、0.5、
1.0、2.0、4.0、8.0、12.0 和 24.0 h 测定其荧光强度, 以
考察放置时间对荧光强度的影响。 

阳离子脂质体中 siRNA 的含量测定  精密吸取

载基因脂质体 500 μL，加入 0.1 mol·L−1 Triton X-100
溶液 250 μL，涡旋 2 min 后，加入 Ribogreen (×200) 荧
光染料 0.5 mL, 用 TBE 缓冲液定容到 2.0 mL, 测定

荧光强度值。带入标准曲线方程，计算载基因载体中

siRNA 总浓度 (Ctotal)。 
载基因阳离子脂质体的包封率测定  取载基因

阳离子脂质体溶液 500 μL, 在 10 000 × g (4 ℃) 条件

下离心 1.5 h, 精密量取上清液 250 μL 于离心管中, 
加入 Ribogreen (×200) 荧光染料 0.5 mL, 用 TBE 缓

冲液定容到 2.0 mL, 测定荧光强度值。带入标准曲线

方程, 计算载基因载体中游离 siRNA 的浓度 (Cfree)。
则包封率 = (Ctotal − C free) / Ctotal × 100%。 
 

结果 
1  SYBR Gold—定量电泳法 
1.1  标准曲线的绘制  按标准曲线项下操作方法所

得凝胶成像图如下 (图 1), 将各 siRNA 条带标记后, 
用 ImageJ 软件将条带亮度转化成光密度曲线, 以积

分后得到的数量值 (Area) 为纵坐标, siRNA 样品浓 

 

 
Figure 1  Gel assay of different concentrations of siRNA 
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度 (C, μmol·L−1) 为横坐标, 得到标准曲线。Area =   

1 160.9 × C + 105.19, R2 = 0.986 9。线性关系良好。 
1.2  回收率实验  结果表明，高、中、低 3 种浓度

的回收率在 95.0%～101.0%，RSD<2.0% (表 1), 符合

方法学要求。 
 
Table 1  Results of recovery experiments for electrophoresis 
method 

Added 
/μmol·L−1 

Measured 
/μmol·L−1 

Recovery/%
Average 

recovery/% 
RSD/%

0.21 0.198 94.286 96.35 1.99 

 0.203 96.667   

 0.206 98.095   

1.05 0.996 94.857 96.92 1.95 

 1.022 97.333   

 1.035 98.571   

1.98 1.974 99.697 100.74 0.96 

 1.998 100.91   

 2.012 101.62   

 
1.3  精密度实验  结果表明，高、中、低 3 种浓度

的日间和日内变异均小于 5.0% (表 2)，符合方法学要

求。 
 
Table 2  Precision of the determination for electrophoresis 
method (n = 5, x ± s) 

Intra-day Inter-day Added 
/μmol·L−1 Measured/nmol·L−1 RSD/% Measured/nmol·L−1 RSD/%

0.21 0.199 ± 0.004 2.01 0.204 ± 0.002 1.13 

1.02 1.012 ± 0.016 1.58 1.018 ± 0.011 1.08 

1.97 2.021 ± 0.022 1.08 1.992 ± 0.032 1.61 

 
2  Ribogreen—荧光分光光度法测定 siRNA 含量方

法学考察 
2.1  最大激发波长和最大发射波长的确定  按标 
准曲线项下操作方法, 得到 Ribogreen 结合 siRNA  
的最大激发波长和最大发射波长见图 2。由图可见, 

Ribogreen 结合 siRNA 的最大激发波长和最大发射波

长分别是 492 和 525 nm。 
2.2  标准曲线  在 10～50 nmol·L−1 时荧光强度和浓

度成良好的线性关系，其线性方程为 Fi = 2.761C + 
2.694，R2 = 0.994。 
2.3  回收率实验  结果表明，相对回收率在 95.0%～

101.0%，RSD<2.0% (表 3)，符合方法学要求。 
 
Table 3  Results of recovery experiments for flurospectropho-
tometry method 

Added 

/nmol·L−1 

Measured

/nmol·L−1 Recovery/% 
Average 

recovery/% 
RSD/%

10.52 10.21  97.05 98.22 1.09 

 10.43  99.14   

 10.36  98.48   

25.31 25.19  99.53 99.88 0.48 

 25.23  99.68   

 25.42 100.4   

48.76 48.65  99.77 99.64 0.13 

 48.59  99.65   

 48.52  99.51   

 
2.4  精密度实验  结果表明，高、中、低 3 种浓度的

日间和日内变异均小于 5.0% (表 4)，符合方法学要求。 
 
Table 4  Precision of the determination for flurospectropho-
tometry method (n=5, x ± s) 

Intra-day  Inter-day Added
/nmol·L−1

Measured/nmol·L−1 RSD/%  Measured/nmol·L−1 RSD/%

10.32 10.19 ± 0.34 3.36  10.14 ± 0.26 2.56 

25.64 25.55 ± 0.26 1.03  25.46 ± 0.57 2.24 

49.48  49.32 ± 0.062 0.12  49.34 ± 0.22 0.45 

 
2.5  样品稳定性  由表 5 可以看出，室温条件下荧

光样品可以放置 2 h 左右，因此，Ribogreen 荧光测

试样液必须临用现配。 

 
Figure 2 The max fluorescence emission (EM) and excitation spectrum (EX)of Ribogreen-siRNA solution 
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Table 5  The stability of Ribogreen-siRNA samples at room 
temperature (25 ℃, x ± s) 

Time/h Fi  Time/h Fi 

0 96.43 ± 2.67   4 85.78 ± 3.43 

0.5 95.74 ± 3.12   8 76.31 ± 2.18 

1 95.01 ± 2.64  12 54.32 ± 3.47 

2 93.63 ± 1.87  24 26.74 ± 2.66 

 
3  两种方法测定载基因阳离子脂质体中 siRNA 含

量和包封率 
分别按前述两种含量测定和包封率测定方法操

作，测得 3 批载基因脂质体中 siRNA 含量和包封率

见表 6。经 t 检验，两种方法无显著性差异（P > 0.05）。 
 
Table 6  The content and entrapment efficiency (EE%) of 
siRNA liposomes (n = 3, x ± s) 

 SYBR-Gold Ribogreen 

Content/% 98.52 ± 2.64 97.85 ± 3.71 

EE/% 99.20 ± 1.38 96.45 ± 2.65 

 

讨论 
以计算机技术直接分析电泳图谱不仅是该检测

技术的发展方向，也是现代化高科技检测手段的标

志。ImageJ 是由 Wayne Rasband 编写的 Mac 图像分

析应用程序，可对图像面积、平均密度、重心及用户

定义的多边形区域的分析，自动进行点的分析、测定

路径长度和角度等。用 ImageJ 分析电泳图谱具有良

好的剂量-密度/亮度线性关系、灵敏度高、重复性好、

操作简捷、测定无损、取样量少和电泳图谱可长久保

存等优点。图像分析准确迅速，而且可以集中分析多

个电泳图谱，可大大降低工作人员的劳动强度，提高

工作效率。 
为了使 siRNA 从阳离子材料中释放，必须加入

去缩合剂[8]。本实验中分别选用 50 μg·mL−1 聚天冬氨

酸, 0.1% (w/v) 肝素溶液，4 mol·L−1 氯化钠溶液，最

终确定 0.1% (w/v) 肝素溶液作为阳离子脂质体的去

缩合剂。 
紫外分光光度法是利用所有的核酸在 260 nm 波

长处都有最大吸收峰的特点，用分光光度计检测样品

在该波长的吸光值，从而对核酸进行直接定量。但蛋

白质或酚也能在此波长吸收紫外光，故核酸样品中的

蛋白质对核酸的定量具有较大影响。紫外吸收法具有

简便、快速、灵敏度高等特点，可检测到 3 ng·L−1 的

样品。但此法要求核酸样品的纯度相当高, 而且在检

测RNA过程中环境因素使得RNA降解速度太快, 很
难达到精确的定量。 

ImageJ 处理电泳图谱时，其条带形状对处理的

结果有较大影响。一般来说，扭曲的条带会造成 RSD
的增大。因此，为了确保条带呈水平，在电泳时需注

意以下几点：① 胶时的缓冲液需要和电泳缓冲液同

时配制。电泳时缓冲液高过液面 1～2 mm即可。② 经
常更换新鲜电泳缓冲液，否则缓冲能力减弱，影响电

泳条带的清晰。③ 电泳时电压不要太高，在电泳前

15 min 用较低电压 (3 V·cm−1)，待条带出孔后再调电

压，电泳时电压不应超过 20 V·cm−1，温度低于 30 ℃。

④ 上样时尽量缓慢加样，待样品自然沉降后再加电

压, 上样量在 1～3 µL。 
Ribogreen荧光分光光度法的灵敏度为0.5 nmol·L−1, 

显著高于SYBR-Gold电泳法的灵敏度 (0.625 μmol·L−1), 
且 Ribogreen 荧光分光光度法测定一个样品的时间 
仅为 2 min, 而 SYBR-Gold 电泳法则需要 1～2 h, 故
Ribogreen 荧光分光光度法可用于释放度考察中

siRNA 的含量测定。但 Ribogreen 价格昂贵且用量较

大, 相对而言, SYBR-Gold 电泳法的成本较低, 适合

大量样品的含量测定。 
siRNA 与 Ribogreen 荧光染料的结合需一定的时

间，其混合液应在室温下，避光 5 min 后才能进行荧

光测定[11]。由样品稳定性实验可知，siRNA 与荧光

染料结合后发射的荧光随着时间的延长会有一定程

度的衰减，所以荧光测试液必须临用现配。 
随着分子生物学的广泛应用，核酸的研究已由定

性发展到定量阶段，在核酸的定量研究过程中，近年

发展起来的具有高灵敏度、高通量和具有自动化分析

能力的核酸定量方法, 如: 定量聚合酶链式反应技

术、基因表达系列分析 (serial analysis of expression, 
SAGE)、微阵列技术 (microarrays)、差异显示等[12, 13], 
这些技术成为目前研究的热点。但这些新技术存在精

密度差、需要确定靶基因的序列且费用昂贵等缺点, 
难以推广使用。因此在药剂学领域对于基因载体中 
核酸的定量测定, 荧光凝胶电泳和荧光染料分光光

度法已逐渐成为替代紫外分光光度法的最佳方法。 
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