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质粒纳米乳剂的制备与阴离子交换色谱测定方法
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摘 要 以纳米乳剂为载体包裹草原兔尾鼠卵透明带 " Z+: 疫苗，制备获得了纳米乳剂 Z+: 疫苗，并对其进行了质量评价。

采用界面乳化法制备质粒纳米乳剂，用电子显微镜测定了其粒径及其分布，根据质粒的带电特性，利用强阴离子 K E-;>70(?-=\

HX 色谱柱分离纳米乳剂和游离质粒，建立了强阴离子交换柱质粒纳米乳剂包封率的快速测定方法。结果表明：制备的纳米乳

剂 Z+: 疫苗的平均粒径为（!" ] &$）C.，包封率为 O$^9_。选择 $^$9 .()‘X 的 =03?PVF) 为平衡液，流速为 $^%.X‘.3C，紫外检测

波长 !#$C.，柱温 "$a，进样量为 !.X 的实验条件，质粒的含量和峰面积的线性关系良好（ * b $^MMO"），加样回收率在 M9_以

上，该方法简便快速、灵敏度高，重复性好，可用于纳米乳剂 Z+: 疫苗包封率的快速测定。
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草原兔尾鼠是新疆主要的荒漠草场害鼠，严重

破坏新疆脆弱的生态环境。但是，采用传统方法灭

杀难以达到长期控制的目的。免疫不育技术在控制

害鼠数量方面显示出良好的应用前景。在免疫不育

研究中，透明带 !（"#$% &%’’()*+,，-.!）通常被作为首

选的靶抗原［/］。012 疫苗是免疫不育研究的一个

活跃领域。本实验室将克隆获得的草原兔尾鼠的

-.! 基因，制备 012 疫苗进行草原兔尾鼠的生育控

制研究，取得了一定的抗生育效果［3］。但 012 疫苗

有效的免疫发送途径仍不理想，发送途径的制约限

制了 -.! 免疫不育 012 疫苗的实际应用。而纳米

载体系统作为发送蛋白、多肽和 012 药物的一种新

型非病毒传递载体备受人们的关注［! 4 5］，纳米载体

系统不仅可以保护 012 免受核酸酶降解［6］，因为其

本身所具有的生物降解性和生物相容性，还可避免

载体效应的发生，并且是巨噬细胞、树突状细胞的首

选吞噬目标，它可以增强抗原提呈细胞对抗原的吞

噬和加工递呈作用，从而提升抗原表达水平，提高

免疫效果［7，8］，因此利用纳米乳剂作免疫佐剂和载体

是一种比较有效的非病毒载体发送系统［9，/:］。为了

提高 !"#! 012 疫苗的免疫效果，探讨不同的发送途

径，本研究利用纳米乳剂包封 !"#! 012 疫苗，制备

了纳米乳剂质粒 012 疫苗，对其性质进行了评价，

根据质粒的带电性质，利用强阴离子交换色谱法

（2;<2 &(=*>*%= 快速纯化系统）建立了一种简单、快

速检测质粒纳米乳剂包封率的方法，实现了对纳米

乳剂包裹质粒包封率的快速测定。

! 材料与方法

!"! 仪器与试剂

2;<2 .(=*>*%= 快速纯化系统（美国 2?%=@A,? 公

司），BC!:/: 紫外分光光度计（日本 D*E,)A* 公司），

33:: 数字式凝胶成像仪（美国 2’&A, F$$#E%)A 公司），

高速冷冻离心机（美国 G%)H?,$ 公司）。电泳仪（美

国 G*#CI,+ 公 司），:JK5!? 滤 膜（美 国 L*’’*&#=% 公

司）。限制性内切酶均为 <,;,I, 公司产品，大豆油、

&#’#M,?%= /88、@&,$ 8: 购自美国 N*O)# 公司。实验用

水为 L*’’*CP 水（/8J!L"·)?）。其他常规化学试剂

均为分析纯产品。

!"# 方法

!"#"! 样品制备

（/）质粒制备及定量：草原兔尾鼠卵透明带 ! 基

因疫苗 &Q012!C2,ECQRL.C !"#!CQ!+!（简称 &2QSQ）

由本实验室构建，将构建好的重组质粒进行酶切鉴

定，鉴定正确后，参照文献［//］，用碱裂解法大量提取

重组质粒 012，聚乙二醇沉淀法纯化质粒 012，用

BC!:/: 紫外分光光度计测定其在 36:$? 和 38:$?
处的吸光度，根据 $36: T$38:的比值估算其纯度，根据

公式（012 浓度 U $36: V 5:!WT?S V 稀释倍数）计算

其质量浓度，保存在 4 3:X用于绘制标准曲线和制

备纳米乳剂包裹的质粒疫苗。

（3）质粒 &2QSQ 纳米乳剂的制备：在无菌条件

下，将 /:?S 含 有 :J35?WT?S 的 &2QSQ 重 组 质 粒

012、/J68?S 大 豆 油 与 8?STS &#’#M,?%= /88 和 8
?STS @&,$ 8: 的混合液，逐滴加入到 8?S 含有 /8?’T
S &#’#M,?%= /88 和 8?STS @&,$ 8: 的水溶液中，室温

以 K::=T?*$ 转速搅拌直至形成乳液。将其放于冰浴

中至 温 度 降 为 :X 时，超 声 /:?*$（ 功 率 35:Y，

3:HD"），反复 ! 次，得到淡黄色半透明的质粒纳米乳

剂［7］，经 :J3!? 的滤膜过滤后，于 KX保存。

!"#"# 质粒 &2QSQ 纳米疫苗的理化性质：将制成

的质粒纳米乳剂溶于生理盐水，采用 /Z磷钨酸染

色，在透射电子显微镜下观察其形态，并计算粒径。

质粒 012 与染料溴化乙锭结合后可以通过琼

脂糖凝胶电泳进行检测。根据质粒 012 的这个特

性，将制备好的质粒 012 纳米乳剂通过琼脂糖凝胶

电泳初步检测纳米乳剂包裹的质粒 012 的效果。

!"#"$ 分析条件的建立

（/）色谱条件：色谱柱为强阴离子交换 D*<=,& P
[S 色谱柱，（ :J75)? V /:)?，9:!? ）（2?%=@A,? 公

司）。流动相为：2：:J:5?#’TS <=*@CDQ’ 的平衡液，

G：:J:5?#’TS <=*@CDQ’ \ 3?#’TS 1,Q’ 的洗脱液，流速：

:J7?S T?*$。梯度洗脱程序：:?*$，/::Z 2，:Z G；

!:?*$，/::Z G，:Z 2。平衡后手动进样，进样量：

3?S。检测波长：36:$?。

（3）标 准 曲 线 的 绘 制：核 酸 中 的 碱 基 在 紫 外

36:$?处有吸收，其峰面积（ $36: ）与浓度成比例关

系，由 此 可 以 用 作 质 粒 012 的 定 量 检 测。由 于

2;<2 .(=*>*%= 快速纯化系统能够提供相应的峰面积

与质粒的定量关系，在线测定不同浓度质粒 012 的

峰面积，绘制浓度与峰面积的标准曲线，从而实现对

纳米乳剂包裹质粒包封率的快速测定。

!"#"% 包裹率、稳定性测定：根据质粒的带电性质，

选用 P ]%&A,=#@%<L [S 色谱柱能够将质粒与纳米乳

剂分离，因此在质粒纳米乳剂包封率的检测中，采用

此柱来检测质粒纳米乳剂的包封率，按照 /J3J! 节

（/）中的色谱条件，移取质粒纳米乳剂 3J:?S 上柱，

在线检测，得到质粒纳米乳剂中游离质粒的峰面积，
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以标准曲线为依据算出游离的质粒含量。按公式：

包裹率! "（!总 # !游 ）$!总!%&&! 算出质粒纳米

乳剂的包封率（!总 为制备时使用的质粒总量，!游

为游离质粒的量）。按公式 " !包 $!’!%&&!算出

纳米乳剂的包封量（!包 为纳米乳剂包裹的质粒的

量，!’ 为纳米乳剂的体积）。

! 结果与分析

!"# 质粒 $%&’& 的浓度与纯度

将制备好的原始质粒 ()* 溶液稀释 +&& 倍，用

,-.&%& 紫外分光光度计测定其在 /0&12 和 /3&12
处的紫外吸收，"/0& $"/3& 的比值介于 %43.+ 5 %4360
之间，原始质粒的浓度约为 7+&&!8$29，从测定的结

果可以看出，制备好的质粒具有较高的纯度。

!"! 质粒纳米疫苗的理化性质

制备好的质粒纳米乳剂肉眼观察为乳白色的均

质胶体混悬液，在透射电子显微镜下观察发现质粒

纳米乳剂呈球形（:;8 < %），大小比较均匀，将采集的

图像经计算机图象分析得出纳米乳剂平均粒径为

（/. = %&）12。

将包裹好的不同批次的质粒纳米乳剂和相同浓

度的质粒 ()* 用琼脂糖凝胶电泳检测观察质粒纳

米乳剂的包裹效果。从电泳图中可以看出：空白乳

剂主要是脂类物质不与溴化乙锭结合所以没有检测

到任何条带；不同批次的质粒纳米乳剂的包裹效果

不同，第三泳道的样品包裹效果没有其他批次好，第

6，+，0 泳道的样品包裹效果良好，没有检测到游离

的质粒 ()*；而未包裹的质粒 ()* 显示出非常浓的

条带。初步表明纳米乳剂能够将质粒 ()* 有效地

包裹（:;8 </）。

图 % 纳米乳剂透射电镜观察

:;8< % >?@ A?BCB BD 1E1B@2FGH;B1 IJ
CKE1H2;HH;B1 @G@LCKB2;LKBHLBA@

图 / 质粒纳米乳剂的电泳检测

:;8< / >?@ M@C@LC;B1 BD AGEH2;M 1E1B@2FGH;B1 IJ @G@LCKBA?BK@H;H
N：()* 2EKO@K (9%+&&&；%，/：C?@ IGE1O 1E1B@2FGH;B1；. 5 0：M;DD@K@1C
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!"( 标准曲线的绘制

用已知浓度的质粒 ()* 配制成浓度分别为：

&4&+，&4%&，&4/&，&46&，&40&，&43& 28$29的标准溶

液，分别进样，在线测定。以浓度为横坐标，峰面积

为 纵 坐 标，作 标 准 曲 线：# " /437&0$ Q 0403.，

% " &4773.，在 &4&+ 5 &43&28$29 之 间 线 性 关 系 良

好。同时测定了检出限 &4&&%28$29（信噪比大于 .
倍），数据表明该方法具有较低的检出限及较宽的线

性范围。

!") 精密度及加样回收率实验

取制 备 好 的 质 粒 ()* 溶 液 &4&+，&46&，&43&
28$29按 %4/4. 节（%）中的色谱条件分别重复进样 +
次，以 + 次平行测定的峰面积计算相对标准偏差，

得到本方法的精密度（见表 %）。采用标准加入法检

验了该方法的回收率，结果见表 %。数据表明，本

方法具有较好的精密度和较高的回收率，方法可行。

表 # 方法的精密度及回收率（! * +）

,-./0 # 10$234567.7/789，-:4 8;0 2063<029（! * +）

RE2AG@ LB1L@1CKEC;B1$（28$29） SR( S@LBT@KJ（SR(）$!

&4&+ /46& %&+（/4+%）

&46 %4%& %&%（.40&）

&43 .4+/ 7743（/477）

!"= > ?0$;-23@0 A’ 强阴离子交换色谱柱对纳米

乳剂和游离的质粒 BC% 的分离

!"="# 质粒 ()* 和空白纳米乳剂的色谱分离：根

据质粒的构象和带电的性质，采用 U R@A?EKBH@ V9
强阴离子交换色谱柱来分离质粒。按 %4/4. 节（%）

中的色谱条件，移取已知浓度的质粒 ()* /<& 29 上

柱，分离图谱如图 . 所示，收集样品后琼脂糖凝胶电

泳检测，表明该色谱柱对质粒 ()* 有良好的吸附能

力。

P.%%张爱莲等：质粒纳米乳剂的制备与阴离子交换色谱测定方法



图 ! 质粒 "#$ 的色谱图

%&’( ! )*+,-./,’+.- ,0 12.3-&4 "#$

取空白乳剂稀释后，在同样的色谱条件下重复

上样 ! 次，每次上样后，空白乳剂在平衡缓冲液的淋

洗下先行流出，用洗脱液进行洗脱后，没有物质被洗

脱下来，说明该色谱柱对空白乳剂不吸附，可以用于

游离质粒和纳米乳剂的分离测定，其相对标准偏差

为 56778。

!"#"! 质粒 "#$ 和纳米乳剂混合物的色谱分离：

精密量取空白纳米乳剂与一定浓度的质粒混合后，

按照 9656! 节（9）的色谱条件，重复上样 ! 次，收集

洗脱样品进行电泳检测，纳米乳剂洗脱峰中没有检

测到质粒 "#$，说明该色谱柱能够将游离质粒 "#$
和纳米乳剂混合物完全分离，可以用于质粒纳米乳

剂包封率的测定，分离图谱如图 : 所示。

!"#"$ 包封率的测定：移取制备好的纳米乳剂质粒

样品 56;-<，混匀后，按照 9656! 节（9）的色谱条件

进样，重复进样 ! 次，在线测定峰面积，代入标准曲

线，计算包封质粒的含量 ! &=/+.2 及包封率 >=8。结

果见 表 5，平 均 包 封 率 为：?;6@8，AB" 低 于 @8
（" C !）。样品包封量为 ;65-’D-<。样品置于 :E冰

箱保存 F 个月后，外观依然为均质胶体混悬液，无分

层和沉淀现象，测载药量和包裹率无明显变化。

表 ! 质粒纳米乳剂的包封率

%&’() ! *+,-&./)+, )00121)+23 40 .(&5/16 +&+4)/7(514+（! 8 $）

#G-HI+ J&=/+.2D-< J/,/.2D-< >=8
9 ;65;F; ;65@; ?56:
5 ;697F@ ;65@; K?6F
! ;65;9@ ;65@; ?;6F

$ 讨论

纳米粒子有许多优点可以作为发送药物和疫苗

的载体，目 前，常 采 用 乳 酸 一 聚 羚 基 乙 酸 共 聚 物

（L<M$ ），海藻酸钠，壳聚糖及其衍生物、脂质体等

图 : 纳米乳剂和质粒 "#$ 分离的色谱图

%&’( : N*I 3I1I+./&,= )*+,-./,’+.- ,0 12.3-&4 =.=,I-G23&,=
$：/*I H2.=O =.=,I-G23&,=；P：/*I 12.3-&4(

可生物降解材料作为发送载体［95 Q 9:］，与传统药物载

体脂质体相比有如下的优势：易于制备，稳定性好，

易于储备和运输，有一定免疫佐剂功效，低毒性，适

于不同免疫途径。R,22I=O,10 等［9@］将构建好的结核

杆菌 "#$ 疫苗与 L<M$ 包裹后免疫小鼠，不但可以

产生较高水平的细胞免疫，而且注射用量比单独用

裸 "#$ 疫苗少。利用纳米载体系统能够特异性激

活巨噬细胞、树突状细胞等 $L)3，增加 $L)3 的摄取

量，提高转运的靶向性和转运效率，增强免疫的效

应［9F］。") 对纳米乳剂摄取效率的提高，首先是由

粒径来决定。纳米药物载体的体内药代动力学研究

也表明，单核吞噬细胞可优先摄取静脉途径给予的

纳米级颗粒［9F］。本研究成功制备的质粒纳米乳剂

粒径 S @;=-，且大小均匀，保证了载体具有纳米微

粒的优良性质，为免疫实验提供了重要的制剂（免疫

实验的结果另文报道）。

本研究将强阴离子交换色谱法（$TN$ 1G+&0&I+
快速纯化系统）这种准确、灵敏的分析方法应用于质

粒纳米乳剂包封率的测定，通过条件的优化，该系统

能够快速，高效地完成包封率的在线检测，使用方

便、重复性好。在分离测定的过程中，纳米乳剂可以

很好的与游离质粒 "#$ 分离。为了避免纳米乳剂

阻塞色谱柱，样品经过稀释后上样，纳米乳剂能够顺

利被洗脱下来。该测定方法可适用于其他样品包封

率的快速分析，为质粒纳米乳剂包封率的测定及研

究提供了一种有效、便捷的新手段。
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生物毒素研究新进展

生物毒素总的来说是有害的，可使生命有机体得病，重者死亡。某些原核生物和真核生物或某些低等

生物和高等生物均有产生毒素的能力。美国一位生理学家曾做过实验，证实人生气时会分泌毒素。把人生

气时呼出的“生气水”注射到大白鼠身上，几分钟后大白鼠就死亡了。生气时的分泌物比任何情绪时都复

杂，更具有毒性。生物毒素固然有其害，但同时亦有其利，“以毒攻毒”，可用于治病。因此，研究者利用它有

针对性地服务于人类。如何利用动物毒素（或毒液）来造福于人类呢？这里介绍两方面研究进展。（Y）利用

蝎子毒液研制成抗癌新药。美国洛杉矶一家医疗中心研究者在以色列黄色毒蝎的毒液中发现一种蛋白质，

用它制成药剂用于脑癌患者，具有抑制癌细胞生长的作用，而对健康细胞没有伤害。在对患者注射放射碘

和源于蝎毒液的合成蛋白质（bLQGFY）混合液时，抑制残留的肿瘤细胞生长，对健康细胞却没有负面影响。研

究者据此认为，这种治疗方法是安全的。在美国，西雅图一家癌症研究中心研究人员从蝎子体内提取出一

种蝎氯毒素（对人无害），与一种能发出近红外光的荧光分子混合而成“涂料”（染色剂），用于染色癌细胞。

其价值在于，当医生为肿瘤患者手术时可能有“逃生”的癌细胞，经“涂料”染色后的癌细胞中含有荧光分子，

其发出的特定波长的光不会被血液、其他体液或者骨骼所阻挡，“逃生”的癌细胞也不会漏网。此项技术有

可能于 !FFZ 年进入临床试验，很有实用价值。（!）蛇毒液已普遍用于治病。如泰国的眼镜蛇的毒液及其提

取物用于治疗多发性硬化症，对人体无明显毒性，神经细胞不受破坏。印度一家生物化学研究所研究人员

发现眼镜蛇等毒蛇的毒液中含有的蛋白素在治疗癌症方面可起很好作用。目前正在从毒蛇毒液中提炼一

种可抑制癌细胞的蛋白素；这种蛋白素对白鼠血液癌、皮肤癌及其他肿瘤等具有一定的作用。总之，毒液中

含有多种不同毒素蛋白和酶，可采用“以毒攻毒”手段杀死癌细胞。

（柯 为）
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