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摘要

LNP制剂技术通常耗时且成本⾼昂，由于需要使⽤微流控设备，因此许多样品制备过程难以简化。以下研究为使

⽤Andrew+移液机器⼈开发⼀种⾃动化的⾼通量⽅法。

优势

⾃动化制备LNP制剂，实现⾼通量筛选，可在2⼩时内制备多达96种制剂■

在LNP表征参数⽅⾯，所得结果与⼿动移液和微流控⽅法相当■

制备LNP时，⾃动移液操作具有良好的孔间重现性(n = 8)■

简介
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RNA类疗法进展显著，标志性的成就包括2018年获批的patisiran等开创性治疗药物，以及最近利⽤脂质纳⽶颗粒(

LNP)制剂成功研发出的COVID-19疫苗1-3。 为了优化这些疗法的疗效，研究⼈员利⽤了阴离⼦RNA的静电络合作

⽤，这种⽅法不仅能促进细胞摄取，还能保护RNA（即，避免了RNA被RNA酶降解）这些LNP通常由阳离⼦和可电

离脂质与磷脂酰胆碱(PC)、胆固醇和聚⼄⼆醇(PEG)脂质组合4,5。 颗粒形成过程依靠快速混合程序，精确控制流

速对于产⽣均匀的颗粒⾄关重要。要提⾼mRNA递送效率，必须对制剂组分进⾏全⾯筛选，通常采⽤实验设计等

⽅法6。 借助96孔板的机器⼈⾃动化功能，⾼通量筛选已成为⼀种有效的⽅法，在材料消耗⽅⾯优于微流控⽅法7-

9。 接下来，我们基于Wang等⼈的移液混合⽅法，建⽴了⼀套⾃动化制备LNP制剂⽤于筛选的⽅案，并采⽤

Andrew+液体处理平台，展⽰了与当前最先进⽅法相当的结果10。

实验

材料

编码绿⾊荧光蛋⽩的mRNA (CleanCap EGFP mRNA)购⾃TriLink Biotechnologies（美国圣地亚哥）。可电离脂

质(D-Lin-MC3-DMA)和辅助脂质（DSPC、胆固醇和DMG-PEG2000）购⾃Avanti Polar Lipids（美国伯明翰）。所

有脂质均溶于纯⼄醇中（D-Lin-MC3-DMA：40 mg/mL，辅助脂质：各20 mg/mL）。将PBS⽚剂（Merck 

KGaA，德国达姆施塔特）溶于⽆核酸酶的⽔中，制得磷酸盐缓冲液(PBS)。将27.6 mg⼆⽔合柠檬酸钠和174.1 

mg柠檬酸溶解于100 mL⽆核酸酶⽔中，制得柠檬酸盐缓冲液（10 mM，pH=3）。制剂中使⽤的所有化学品均为

分析纯级别。

⾃动化液体处理步骤由配备10 µL和300 µL单道移液枪、1200 µL 8道移液枪和Peltier+加热装置的Andrew+（沃

特世 - Andrew Alliance，瑞⼠）执⾏。该Domino设置还包括以下实验器⽫的相应Domino：1.5 mL Eppendorf 

Safe Lock管（Eppendorf，汉堡）、购⾃INTEGRA（Integra Biosciences AG，瑞⼠）的10 mL多通道储液瓶

，以及⽤作⽬标实验器⽫的twin.tec®96孔带裙边LoBi板（Eppendorf，汉堡）（图1）。
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图1 A. Andrew+的正视图，B. 为LNP⽅案定位的Domino俯视图。

制备负载mRNA的LNP

微流控⽅法

在⼄醇中将适量的脂质混合物（摩尔组成⽐为50:10:38.5:1.5）与含有mRNA的⽔相（10 mM柠檬酸缓冲液）使⽤

微流控微混合器(NanoAssemblr® Ignite™)按照1:3的有机相:⽔相体积⽐混合，制得LNP。使⽤Amicon Ultra离⼼

过滤器（Merck Millipore，截留分⼦量30 kDa）去除⼄醇和柠檬酸盐缓冲液。

⼿动移液⽅法

该程序涉及使⽤96孔板制备LNP。⾸先，将脂质混合物中的每种成分（6.2 µL D-Lin-MC3-DMA、3.1 µL DSPC、

5.8 µL胆固醇、1.5 µL DMG-PEG）加⼊到⼀个孔中。在另⼀个孔中，制备柠檬酸盐缓冲液（58 µL，10 mM，pH 

4）与mRNA（2 µL，1 mg/mL）的混合物，并充分混合。将获得的mRNA-缓冲稀释液(60 µL)快速移⼊脂质混合

物-⼄醇溶液中，⽔相与⼄醇溶液的体积⽐率为3:1。持续20-30秒快速有⼒的移液操作对于确保LNP的正确形成⾄

关重要；否则可能会导致LNP的多分散性以及包封率不⾜。在室温下孵育15分钟后，可以使⽤透析管（即，Pur-

A-Lyzer Midi 3500）和1× PBS进⾏透析，以去除⼄醇和酸性缓冲液（可选操作）。然后将溶液转移⾄⽆RNA酶

的试管中，并使⽤1× PBS将体积调整⾄200 µL，使mRNA的最终浓度为10 µg/mL。所得溶液可以在4°C下储存数

天以备使⽤。

⾃动移液⽅法

最终⽅案涉及12个LNP制备步骤（表1）。⾸先将孔板温度设置为20 °C。脂质组分事先在Eppendorf管(#1)中预混

合。另外，将柠檬酸盐缓冲液（48 µL × 孔数量）转移⾄另⼀个Eppendorf管(#2)中，然后加⼊mRNA（2 µL × 
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孔数量）。接下来，向每个孔中加⼊50 µL稀释后的mRNA，随后⽤迅速移取16.6 µL脂质混合物加⼊每个孔中，然

后⽴即通过快速上下移液（六次）进⾏混合。然后将样品板孵育15分钟，然后停⽌加热。最后向每个孔中加⼊152 

µL PBS，完成LNP的形成过程。

图2.⽅案开始时OneLab™⼯作台的截图。
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表1.⽅案的分步说明。

对于所有移液⽬标，枪头都根据所有源中的液体定位，⽽在⽬标位置则是根据液体定位或者在移动中定位。对于

低粘度溶液，即脂质和mRNA，使⽤了⽓底垫。混合步骤如表1所⽰。每次分液后均执⾏了“吹出”(Blowout)处

理。除有⼀次混合mRNA与脂质应⽤了快速混合以外，⽅案中将抽吸和分配的速度均设置为正常速度。

LNP表征和⾼通量体外筛选

LNP表征

利⽤1× PBS中的动态光散射检测（Zetasizer，Malvern Instrument）测定纳⽶颗粒的流体动⼒学粒径和多分散

性指数(PDI)。直径报告为最⼤强度平均峰值，代表了样品中超过95%的纳⽶颗粒。为计算核酸包封效率，根据制

造商的说明使⽤Quant-iT RiboGreen RNA定量试剂盒(Invitrogen)。

体外转染效率

在37 °C和5% CO2的条件下，使⽤含10%胎⽜⾎清和1%⻘霉素-链霉素的⾼糖杜尔⻉科改良伊格尔培养基（含

GlutaMAX补充剂，ThermoFisher）对HepG2细胞（美国典型培养物保藏中⼼，美国）进⾏培养。对于体外转染

，在转染前⼀天接种10,000细胞/孔到96孔板中。次⽇，以100 ng mRNA/孔的最终颗粒浓度将颗粒移取到细胞中(
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n = 8)。将⼿动制备的纳⽶颗粒⽤作阳性对照。孵育24⼩时后，使⽤流式细胞仪（MACSQuant Analyzer 

16；Miltenyi Biotec，德国）定量eGFP的荧光强度。

结果与讨论

⾃动制备负载mRNA的LNP

本研究的主要⽬标是，在Wang等⼈提出的移液枪混合⽅法的基础上，开发⼀种使⽤Andrew+移液机器⼈的⾃动化

⾼通量⽅法10。 ⽅法和LNP组成经过修改，以适配Andrew+移液机器⼈，并适⽤于筛选各种LNP制剂。

最初，我们进⾏了初步实验，实现了⼿动移液程序的⾃动化。然⽽，含脂质的⼄醇溶液会迅速蒸发，不利于精确

的⽅案转换。接下来，我们通过重量分析评估了⼄醇的蒸发速率，结果表明，⼄醇蒸发速率对室温有显著的依赖

性，⽽这反过来限制了体积损失的计算和校正。随后我们修改了移液顺序。与其在每个孔中单独制备的脂质混合

物中引⼊稀释后的mRNA，不如提前在Eppendorf管中预先制备脂质混合物，尽量减少蒸发的总液体表⾯积。然

后将这种预先制备的脂质混合物引⼊含有稀释mRNA的每个孔中。此外，96孔板在整个过程中保持在20 ℃，以确

保达到制剂所需的理想温度。将整个⽅案中的机械臂运动速度设置为快速，以减少整个⽅案的持续时间并尽量减

少溶剂蒸发。

LNP表征和⾼通量体外筛选

为了进⾏⽐较，我们使⽤⼿动移液⽅法或微流控技术⼿动制备新鲜D-Lin-MC3-DMA颗粒。制备包含mRNA编码绿

⾊荧光蛋⽩(GFP)的制剂后，⾸先表征了粒径、多分散性指数(PDI)和包封效率。观察到Andrew+制备的颗粒的平

均粒径（约200 nm）略⼤于⼿动制备的制剂（约160〜180 nm）。与⼿动混合⽅法相⽐，相对较慢混合速率可能

产⽣较⼤的颗粒。然⽽，观察到两种⽅法都观察到较低的PDI（低于0.2），表明粒径范围⼀致，与备⽅法⽆关。

更重要的是，⽆论采⽤哪种制备⽅法，两种⽅法都显⽰出较⾼的mRNA包封效率（⾼于97%）（表2）。
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表2.LNP表征及不同制备⽅法的⽐较。

为评估两种⽅法的转染效率，以100 ng/孔的最终浓度转染HepG2细胞。两种制剂均展现出优异的⽣物相容性，并

在转染后24⼩时表现出较⾼的转染效率（图3）。最后，我们还注意到，使⽤Andrew+的⾼通量移液⽅法表现出⾜

够⾼的孔间重现性(n = 8)，表明所研究的表征参数具有较⾼的精密度。这些结果表明，Andrew+颗粒的制剂⾮常

适合多个样品的制备，因此可⽤于各种LNP的⾼通量筛选。

图3. 使⽤不同⽅法制备的LNP对HepG2细胞的转染效率⽐较。

结论

本研究从⼿动制备程序出发，使⽤Andrew+移液机器⼈开发了⼀种⾃动化的LNP制剂⽅法，能够实现各种脂质纳

⽶颗粒制剂的⾼通量筛选。通过在Eppendorf管中预先制备脂质混合物并保持恒定温度，克服了最初的障碍（包

括含脂质⼄醇溶液的快速蒸发，以及蒸发速率对室温的依赖性），从⽽显著提⾼了该⽅案的精密度。虽然我们观
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察到与微流控技术和⼿动移液制剂相⽐粒径略有增加，但所有⽅法中粒径的⼀致性和⾼mRNA包封效率均保持⼀

致。此外，HepG2细胞转染效率与⼿动移液⽅法和微流控技术LNP制备⽅法相当。本研究从本质上证明了使⽤

Andrew+简化LNP制剂的可⾏性，从⽽推动了mRNA疗法的发展。
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https://www.onelab.com

>

720008090ZH，2023年11⽉
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