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ณััฐกานต์์ มิ่่�งงามทรััพย์์1  วิิภาวีี วงศ์ชนะ1 พุ ุธิิตา โชคเหรีียญสุุขชััย1  อชิิระ นามจัันทร์์1  และ สุุภาพร ภููมิิอมร2

1สถาบัันชีีววััตถุุ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000
2สำนัักวิิชาการวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์การห่อหุ้มเอ็มอาร์เอ็นเอ 
ในอนุภาคนาโนไขมันของวัคซีนโควิด 19 

โดยวิธีฟลูออเรสเซนซ์

บทคัดย่อ  วัคซีนป้องกันโรคโควิด 19 ชนิด mRNA มีสาย mRNA ที่ถูกห่อหุ้มในอนุภาคนาโนไขมัน เพื่อป้องกัน 
การเสือ่มสลายของ mRNA เมือ่ฉดีเขา้สูร่า่งกายและสามารถกระตุ้นภมูคิุม้กันได้อยา่งมปีระสทิธภิาพ รอ้ยละของการหอ่หุม้ mRNA 
ในอนุภาคนาโนไขมนัเปน็วธิหีนึง่ในการควบคมุคณุภาพวคัซีนทีอ่งคก์ารอนามยัโลกกำ�หนด ในสถานการณร์ะบาดของโรคโควดิ 19 
ทำ�ให้ขณะนั้นไม่มีข้อมูลจำ�เพาะของวิธีทดสอบและไม่มีสารมาตรฐานจากผู้ผลิตวัคซีนเพื่อนำ�มาใช้ในการควบคุมคุณภาพ 
การวจิยันีจ้งึไดพั้ฒนาวธีิในการนำ� Ribogreen ในชดุน้ำ�ยาสำ�เรจ็รูปซ่ึงเปน็สียอ้มเรอืงแสง มาใชใ้นการวเิคราะหป์รมิาณ mRNA 
ในวัคซีนตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ร้อยละของ mRNA ที่ถูกห่อหุ้มในอนุภาคนาโนไขมัน โดยเติม Triton X-100 ในตัวอย่างวัคซีน
เพื่อหาปริมาณ mRNA ทั้งหมด และเมื่อหาปริมาณ mRNA อิสระจะไม่มีการเติมสารดังกล่าว ผลพบว่าวิธีนี้สามารถวิเคราะห์
ปริมาณ RNA มาตรฐานและตรวจติดตาม mRNA ในวัคซีนตัวอย่างได้ โดยสามารถสร้างกราฟมาตรฐานเชิงเส้นตรงและ 
มชีว่งทีส่ามารถวเิคราะหป์รมิาณ RNA มาตรฐานความเขม้ขน้ต่ำ�และความเขม้ขน้สงูไดท้ี ่2.5–25 และ 50–500 นาโนกรมั/มลิลลิติร 
ตามลำ�ดับ ทุกสภาวะมีค่า R2 มากกว่า 0.99 ค่า %RE และ %CV น้อยกว่าร้อยละ 10 ช่วงที่เหมาะสมในการเจือจางตัวอย่าง
วัคซีนเพื่อหา mRNA อิสระ และ mRNA ทั้งหมดของวัคซีนในการศึกษาน้ี น้อยกว่า 1:100 และ 1:1,000 ตามลำ�ดับ 
เมื่อคำ�นวณหาร้อยละของ mRNA ที่ถูกห่อหุ้ม พบว่ามีค่าใกล้เคียงกับผลการทดสอบจากวิธีของผู้ผลิต วิธีนี้จึงมีความเป็นไปได้
ในการวิเคราะห์การห่อหุ้ม mRNA ในวัคซีนป้องกันโรคโควิด 19 รวมถึงสามารถนำ�ไปเป็นต้นแบบเพื่อพัฒนาเป็นวิธีวิเคราะห์
สำ�หรับวัคซีนชนิด mRNA ที่อยู่ในการพัฒนาและการศึกษาทางคลินิกในประเทศไทยต่อไป

คำ�สำ�คัญ: วัคซีนโควิด 19, วัคซีนชนิดเอ็มอาร์เอ็นเอ, อนุภาคนาโนไขมัน, การหาปริมาณ mRNA, วิธีฟลูออเรสเซนซ์
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Development of Determination of mRNA Encapsulation 
in Lipid Nanoparticles of COVID-19 Vaccines 	 Natthakarn Mingngamsup et al.

บทนำ�

ความก้้าวหน้้าที่่�สำคััญของการพััฒนาวััคซีีนชนิิด 

เอ็ม็อาร์เ์อ็น็เอ (mRNA) คือื  ความรวดเร็ว็ในการสร้า้งและ

ผลิิตวััคซีีนของผู้้�ผลิิต และความจำเป็็นที่่�ต้้องให้้ได้้วััคซีีน

เพื่่�อต่่อต้้านเชื้้�อโรคอุุบััติิใหม่่ โดยเฉพาะไวรััสโรคระบบ

ทางเดินิหายใจรุนุแรงเฉียีบพลันั SARS-CoV-2 ซึ่่�งเป็น็

สาเหตุขุองโรคติดิเชื้้�อไวรัสัโคโรนา 2019 (COVID-19) 

โดยวััคซีีนป้้องกัันโรคโควิิด 19 ชนิิด mRNA ที่่�นำเข้้ามา 

ใช้้ในประเทศไทยและใช้้กัันอย่่างแพร่่หลายในหลาย

ประเทศ คืือ วั ัคซีีน Comirnaty™ ของบริิษััทไฟเซอร์์  

(Pfizer-BioNTech) และวััคซีีน Spikevax™ ของ

บริษิัทัโมเดอร์น์า (Moderna) รวมทั้้�งวััคซีนี mRNA อื่่�นๆ 

ที่่�อยู่่�ในการพััฒนาและการศึึกษาทางคลิินิิกในช่่วงเวลา 

ดัังกล่่าว ทั้้�งนี้้�กลไกของการทำงานของวััคซีีน mRNA คืือ 

การนำส่่ง mRNA ที่่�สามารถแปลรหััสเป็็นโปรตีีนหรืือ

แอนติเิจนที่่�ต้อ้งการ ให้เ้ข้า้สู่่�เซลล์โ์ดยการห่อ่หุ้้�ม mRNA 

ดัังกล่่าวในอนุุภาคนาโนไขมััน (lipid nanoparticle, 

LNP) เพื่่�อป้้องกัันการเสื่่�อมสลายของ mRNA และ

เพื่่�อช่่วยการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ(1–4) 

อย่่างไรก็็ตามยัังมีีความกัังวลในเรื่่�องความปลอดภััย 

การผลิิต และกฎระเบีียบที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับเทคโนโลยีีใหม่่นี้้� 

องค์์การอนามััยโลก (WHO) ได้้มีีคำแนะนำในการ

ประเมิินคุุณภาพ ความปลอดภััย และประสิิทธิิภาพของ

วััคซีีน mRNA ที่่�ใช้้ในการป้้องกัันโรคติิดเชื้้�อในมนุุษย์์ 

การประเมินิดังักล่า่วต้อ้งคำนึึงถึงึ คุณุสมบัตัิทิางภูมูิคิุ้้�มกััน 

กายภาพเคมีี และโครงสร้้างของ mRNA และ LNP 

ซึ่่�งเป็็นองค์์ประกอบสำคััญของวััคซีีน เพื่่�อให้้แน่่ใจว่่า 

มีีความเสถีียรและความปลอดภััยในร่่างกาย รวมถึึงการ 

นำส่่งที่่�มีีประสิิทธิิภาพ(5)

อย่่างไรก็็ตามร้้อยละของการห่่อหุ้้�ม mRNA ใน 

LNP มีีความสำคััญ WHO จึ ึงกำหนดให้้การวิิเคราะห์์

ดัังกล่่าวเป็็นหนึ่่�งในการควบคุุมคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์วััคซีีน

สำเร็็จรููปชนิิด mRNA เพื่่�อให้้แน่่ใจว่่าระบบนำส่่งมีี

ประสิทิธิภิาพและวัคัซีนีมีคีวามเสถียีร(5) ทั้้�งนี้้�การวิเิคราะห์์

ร้อ้ยละของ mRNA ที่่�ถูกูห่อ่หุ้้�มอยู่่�ใน LNP นั้้�นทำได้โ้ดย

การหาปริมิาณ mRNA อิสระในวัคัซีนี และนำมาคำนวณ

อัตัราส่่วนร้อ้ยละเปรีียบเทีียบกัับปริิมาณ mRNA ทั้้�งหมด

ที่่�วิิเคราะห์์ได้้ เมื่่�อแยก mRNA ที่่�อยู่่�ภายใน LNP ด้้วย

สารลดแรงตึึงผิิว (Triton X-100)(6–8) อย่่างไรก็็ตาม

ปัญัหาของการวิเิคราะห์ค์ุณุภาพในห้อ้งปฏิบิัตัิกิารภาครัฐั 

ในช่่วงสถานการณ์์ระบาดโรคโควิิด 19 นั้้�น เกิิดจากการที่่�

ไม่ม่ีขี้อ้มููลจำเพาะของวิิธีทีดสอบและสารมาตรฐานสำคััญ

จากผู้้�ผลิิต โดยเฉพาะ mRNA มาตรฐานและสารช่่วย

ทางเภสััชกรรม (excipients) ของวััคซีีน ผู้้�วิ ิจััยจึึงได้้

พััฒนาวิิธีีการวิิเคราะห์์และประเมิินการห่่อหุ้้�ม mRNA  

ในอนุุภาคนาโนชนิิดไขมััน โดยนำชุุดน้้ำยาทดสอบ 

Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent and Kit 

ที่่�มีีการอ้้างอิิงและนำมาใช้้ในการหาปริิมาณ mRNA(6–8) 

ซึ่่�ง Ribogreen เป็็นสีีย้้อมเรืืองแสง (fluorescent dye) 

ถููกพััฒนาขึ้้�นเพื่่�อใช้้ในการหาปริิมาณกรดนิิวคลิิอิิกทั้้�ง 

RNA และ DNA โดยไม่่ถููกรบกวนด้้วยโปรตีีนหรืือ

สารอื่่�นๆ ในระบบ(9) ทั้้� งนี้้�ในการศึึกษานี้้�ได้้นำ RNA 

มาตรฐานที่่�อยู่่�ในชุุดทดสอบมาทดแทนสารมาตรฐาน

จากผู้้�ผลิิต รวมถึึงวิิเคราะห์์การรบกวนในการหาปริิมาณ 

mRNA เมื่่�อมีี Triton X-100 ในการทดสอบ และ 

ความจำเพาะของชุุดน้้ำยาทดสอบต่่อการหาปริิมาณ 

mRNA ในวััคซีีนตััวอย่่าง นอกจากนี้้�ได้้ทำการหาช่่วง 

ที่่�เหมาะสมในการวิิเคราะห์์ปริมิาณ mRNA ที่่�อยู่่�ในวััคซีนี

ตััวอย่่าง เพื่่�อรองรัับการพััฒนาสููตรของวััคซีีน mRNA 

ที่่�ความเข้้มข้้นต่่างๆ การศึึกษานี้้�จึึงจััดทำขึ้้�นเพื่่�อให้้เกิิด 

องค์์ความรู้้�และเป็็นแนวทางการควบคุุมกำกัับทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการภาครััฐในการควบคุุมคุุณภาพและความ

ปลอดภััยของวััคซีีนชนิิด mRNA รวมถึึงสามารถนำไป 

เป็็นต้้นแบบ เพื่่�อพััฒนาเป็็นวิิธีีวิิเคราะห์์วััคซีีนชนิิดนี้้� 

ที่่�อยู่่� ระหว่่ างการพััฒนาและการศึึกษาทางคลิินิิก 

ในประเทศต่่อไป

วัสดุและวิธีการ

วััคซีีนป้้องกัันโรคโควิิด 19 ชนิิด mRNA ตััวอย่่าง

วััคซีีนป้้องกัันโรคโควิิด 19 ชนิิด mRNA ที่่�มี

การนำเข้้ามาทดสอบคุุณภาพทางห้้องปฏิิบััติิการระหว่่าง 

ปีี พ.ศ. 2564–2565 ได้้แก่่ วั ัคซีีน Comirnaty™  

ของบริิษััทไฟเซอร์์ (Pfizer-BioNTech, USA) และ

วััคซีีน Spikevax™ ของบริิษััทโมเดอร์์นา (Moderna, 

USA) จำนวน 4 รุ่่�นการผลิิต
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วิิธีีวิิเคราะห์์การห่่อหุ้้�มเอ็็มอาร์์เอ็็นเอในอนุุภาคนาโนไขมัันของวััคซีีนโควิิด 19 	 ณััฐกานต์์ มิ่่�งงามทรััพย์์ และคณะ

สารอ้้างอิิงมาตรฐานและชุุดน้้ำยาตรวจ

สารมาตรฐาน E. coli 16S and 23S Ribosomal 

RNA (Component C) ของชุุดน้้ำยาตรวจปริิมาณ 

อาร์เ์อ็น็เอ Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent 

and Kit (Invitrogen, USA)

การเตรีียมสารมาตรฐาน RNA

นำสารมาตรฐาน E. coli 16S and 23S rRNA 

(Component C) ของชุุดน้้ำยาตรวจปริิมาณอาร์์เอ็็นเอ 

Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent 

and Kit มาวางไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง 15–20 นาทีี จากนั้้�น

เจืือจาง RNA มาตรฐาน ที่่�มี ความเข้้มข้้นเริ่่�มต้้น 100 

ไมโครกรัมั/มิลิลิลิิติร ในสารละลาย 1X TE (Invitrogen, 

USA) ให้้ได้้ความเข้้มข้้น 0-2,000 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร 

จากนั้้�นเติิมสารละลาย 1X TE (สำหรัับวิิเคราะห์์ปริิมาณ 

mRNA อิ ิสระ) หรืือสารละลาย 1X TE ที่่�มี ี 2% 

Triton X-100 (v/v) (Sigma, USA) (สำหรัับการ

วิิเคราะห์์ปริิมาณ mRNA ทั้้� งหมด) ลงในเพลทหลุุม

ทดสอบ (Thermo Fisher Scientific, USA) จากนั้้�น

เติมิ RNA มาตรฐานที่่�ความเข้ม้ข้น้ต่า่งๆ ลงในแต่ล่ะหลุมุ

การทดสอบในอััตราส่่วน 1:1 (ความเข้้มข้้นสุุดท้้ายของ 

Triton X-100 (v/v) เป็น็ 1%) และเติมิ Quant-iT™ 

RiboGreen™ RNA Reagent ปริมิาตร 100 ไมโครลิติร 

ลงในทุุกหลุุม โดยเจืือจางน้้ ำยา Quant-iT™ 

RiboGreen™ RNA Reagent ที่่�ความเจืือจาง 1:200 

ด้้วยสารละลาย 1X TE สำหรัับช่่วงการทดสอบปริิมาณ 

RNA ความเข้้มข้้นสููง 20-1,000 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร 

และเจืือจาง 1:2,000 สำหรัับช่่วงการทดสอบปริิมาณ 

RNA ความเข้้มข้้นต่่ำ 1-50 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร 

ปิิดเพลทด้้วยอะลููมิิเนีียมฟอยล์์และนำไปวััดค่่าความเข้้ม 

ของการเ รืืองแสง (Fluorescence emission 

intensity: FLU) ทันทีีด้ว้ยเครื่่�องวััดค่่าการดููดกลืืนแสง 

ไมโครเพลท (SpectraMax® iD5, Molecular 

Devices, USA) ที่่� ความยาวคลื่่�น 480 นาโนเมตร  

และ emission ที่่� 520 นาโนเมตร 

การเตรีียมวััคซีีนป้้องกัันโรคโควิิด 19 ชนิิด mRNA 

ตััวอย่่าง

นำวัคัซีนีโควิิด 19 ชนิดิ mRNA ตัวัอย่่าง มาวางไว้้ 

ที่่�อุณภููมิิห้้องให้้ละลายประมาณ 15–20 นาทีี จากนั้้�น 

เจือืจางในสารละลาย 1X TE โดยกำหนดให้้ช่ว่งความเจือืจาง 

อยู่่�ระหว่่าง 1:100−1:1,000 

 

วิิธีีการหาปริิมาณ mRNA ในวััคซีีนตััวอย่่างด้้วยชุด

น้้ำยา Quant-iT™ RiboGreenTM 

เติิมสารละลาย 1X TE ลงในหลุุมการทดสอบ 

เติมิวัคัซีนีตัวัอย่า่งที่่�ความเจือืจางต่า่งๆ ในสารละลาย 1X 

TE ปริิมาตร 100 ไมโครลิิตร ในอััตราส่่วน 1:1 เพื่่�อหา 

ปริิมาณ mRNA อิิสระในวััคซีีน และเติิมวััคซีีนตััวอย่่างที่่�

ความเจือืจางต่า่งๆ ในสารละลาย 1X TE ที่่�มี 2% Triton 

X-100 (v/v) ปริิมาตร 100 ไมโครลิิตร ลงในหลุุม

ในอััตราส่่วน 1:1 ในการหาปริิมาณ mRNA ทั้้� งหมด

ในวััคซีีน จากนั้้�นเติิม Quant-iT™ RiboGreen™ 

RNA Reagent ลงในทุุกหลุุม โดยเจืือจาง 1:200 

ของน้้ำยาสำหรัับช่่วงการทดสอบปริิมาณ mRNA 

ความเข้้มข้้นสููง 20−1,000 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร 

ปิดิเพลทด้ว้ยอะลููมิเินียีมฟอยล์ ์และนำไปวัดัค่า่ความเข้ม้ 

ของการเรืืองแสงทัันทีีด้้วยเครื่่�องวััดค่่าการดููดกลืืนแสง 

ไมโครเพลทที่่�ความยาวคลื่่�น 480 นาโนเมตร และ 

emission ที่่� 520 นาโนเมตร

การสร้้างกราฟมาตรฐานเพื่่�อหาปริิมาณ mRNA และ

การคำนวณหาร้้อยละของ mRNA ที่่�ถููกห่่อหุ้้�มด้้วย

อนุุภาคนาโนไขมัันในวััคซีีน

สร้้างกราฟมาตรฐานโดยใช้้สารมาตรฐาน E. coli 

16S and 23S rRNA (Component C) ของชุุดน้้ำยาตรวจ 

Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent and Kit 

สำหรัับการหาปริิมาณ mRNA อิ ิสระ และสำหรัับ 

การหาปริิมาณ mRNA ทั้้�งหมด โดยให้้ค่่าความเข้้มข้้น 

ของสารมาตรฐานเป็็นแกน x และค่่าความเข้้มของ 

การเรืืองแสงของสารมาตรฐานแต่่ละความเข้้มข้้นเป็็น

แกน y เพื่่�อสร้้างสมการเส้้นตรงของกราฟ y = ax + b  
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จากนั้้�นแทนค่่าความเข้้มของการเรืืองแสงของวััคซีีน

ตััวอย่่างแต่่ละความเข้้มข้้นของ mRNA อิ ิสระ และ 

mRNA ทั้้�งหมดในวััคซีีน ในตััวแปร x เพื่่�อคำนวณหาค่่า

% ห่่อหุ้้�ม mRNA =
  (mRNA ทั้้�งหมด – mRNA อิิสระ)  

× 100
               mRNA ทั้้�งหมด 

ผล

การหาปริิมาณ RNA ที่่�สภาวะต่่างๆ โดยใช้้ชุุดน้้ำยา 

Quant-iT™ RiboGreen™ 

ในสภาวะที่่�  RNA มาตรฐานอยู่่�ในสารละลาย 

1X TE หรืือในสารละลาย 1X TE ที่่�มี ี 1% Triton 

X-100 สามารถหาความสััมพัันธ์์เชิิงเส้้นตรงระหว่่าง

ปริมิาณ RNA ที่่�ความเข้ม้ข้้นต่า่งๆ (นาโนกรัมั/มิลิลิิลิติร) 

กัับค่่าความเข้้มข้้นของ Fluorescence Emission 

Intensity ได้้ ดั ังแสดงในภาพที่่�  1 และพบว่่าน้้ำยา 

Quant-iT™ RiboGreen™ สามารถตรวจ mRNA  

ในวััคซีีนตััวอย่่างได้้ โดยพบว่่าค่่า Fluorescence   

Emission Intensity ลดลงแปรผกผัันกัับการความ 

เจืือจางที่่�เพิ่่�มขึ้้�นของตััวอย่่างวััคซีีน ในขณะที่่�ตััวอย่่าง

วััคซีีนที่่�ไม่่มีีการเติิมน้้ำยา Quant-iT™ RiboGreen™ 

ไม่่มีีความแตกต่่างของค่่า Fluorescence Emission 

Intensity ในทุุกค่่าการเจืือจาง ดัังแสดงในตารางที่่� 1

ภาพที่่� 1	 RNA มาตรฐานที่่�ถููกเจืือจางด้้วย A. สารละลาย 1X TE (ใช้้ในการวิิเคราะห์์ปริิมาณ mRNA อิ ิสระ) 

	 หรืือ B. สารละลาย 1X TE ที่่�มี ี 1% Triton X-100 (ใช้้ในการวิิเคราะห์์ปริิมาณ mRNA ทั้้�งหมด) 

	ก่ ่อนการเติิมสาร Quant-iT™ Ribogreen™ เพื่่�อวิิเคราะห์์การเรืืองแสง โดย RNA มาตรฐานมีี 

	 ความเข้้มข้้นระหว่่าง 50−500 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร 

ตารางที่่� 1	 การตรวจติิดตาม mRNA ในวััคซีีนตััวอย่่างที่่�เจืือจางในสภาวะต่่างๆ โดยใช้้ Quant-iT™  RiboGreen™

สภาวะ
ความเจืือจาง

ของตััวอย่่างวััคซีีน

ค่่าเฉลี่่�ย Fluorescence  Emission Intensity (FLU) (n = 2) 

มีี Ribogreen ไม่่มีี Ribogreen

ไม่่มีี Triton X-100 
มีี Triton X-100 

200x
400x
800x
1,600x

1,282,479 
9,928,958 
5,152,459 
2,814,004 

74,027 
71,348 
71,221 
71,599

ปริมิาณของ mRNA อิสิระ และ mRNA ทั้้�งหมดในวัคัซีนี

โดยหาร้้อยละของ mRNA ที่่�ถููกห่่อหุ้้�มด้้วยอนุุภาคนาโน 

ดัังสมการ



457วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

วิิธีีวิิเคราะห์์การห่่อหุ้้�มเอ็็มอาร์์เอ็็นเอในอนุุภาคนาโนไขมัันของวััคซีีนโควิิด 19 	 ณััฐกานต์์ มิ่่�งงามทรััพย์์ และคณะ

ช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการหาปริิมาณ RNA 

มาตรฐาน และช่ว่งการเจืือจางตัวัอย่า่งวัคัซีนีที่่�มีคีวาม

เข้้มข้้นเริ่่�มต้้น 0.1 มิิลลิิกรััม/มิิลลิิลิิตร

การวิิเคราะห์์ช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของความ

สััมพัันธ์์ระหว่่างปริิมาณ RNA มาตรฐานที่่�ความเข้้มข้้น

ต่่างๆ กั ับค่่า Fluorescence Emission Intensity 

(FLU) เพื่่�อใช้้เป็็นกราฟมาตรฐานสำหรัับการวิิเคราะห์์

ปริิมาณ mRNA ในสภาวะที่่�ไม่่มีีและมีี Triton X-100 

ผลพบว่่าสามารถวิิเคราะห์์ปริิมาณ mRNA ได้้ 2 ระดัับ 

คืือ ในระดัับ mRNA ปริิมาณน้้อย และระดัับ mRNA 

ปริมิาณมาก โดยในสภาวะที่่�ไม่่มีี Triton X-100 สามารถ

วิเิคราะห์์ปริมิาณ mRNA ได้ร้ะหว่่าง 5.0−25 นาโนกรัมั/

มิิลลิิลิิตร และ 50−500 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร ในขณะที่่�ใน

สภาวะที่่�มีี Triton X-100 ระหว่่าง 2.5 − 25 นาโนกรััม/ 

มิิลลิิลิิตร และ 50−500 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร และ 

ทุุกสภาวะมีี R2 ที่่� มากกว่่า 0.99 ดั ังแสดงในตารางที่่�  2 

และช่่วงการเจืือจางตััวอย่่างวััคซีีน พบว่่าสามารถคำนวณ

หาปริิมาณ mRNA อิ ิสระจากตััวอย่่างวััคซีีนได้้ เมื่่�อ

ตัวัอย่่างวัคัซีนีเจือืจางในสารละลาย 1X TE ที่่�การเจืือจาง 

น้้อยกว่่า 1:100 และสามารถหาปริิมาณ mRNA 

ทั้้�งหมดจากตััวอย่่างวััคซีีน เมื่่�อตััวอย่่างวััคซีีนถููกเจืือจาง 

ในสารละลาย 1X TE ที่่�มี  1% Triton X-100 โดย

มีีการเจืือจางน้้อยกว่่า 1:1,000 ดั ังแสดงในตารางที่่�  2 

ทั้้�งนี้้�ตัวอย่่างวััคซีีนต้้องมีีระดัับความเข้้มข้้นเริ่่�มต้้นที่่� 100  

นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร ค่ า cut-off กำหนดจากค่่า FLU 

ของ RNA มาตรฐานของแต่่ละการทดสอบ

ตารางที่่� 2	ช่ ว่งความเป็็นเส้้นตรงของการหาปริิมาณ RNA มาตรฐาน และช่่วงการเจืือจางตััวอย่่างวััคซีนีที่่�มีความเข้้มข้น้ 

	 เริ่่�มต้้น 100 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร

ชนิิด RNA 

    ช่่วง RNA มาตรฐาน (นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร) 
ช่่วงการเจืือจาง
วััคซีีนตััวอย่่าง

สำหรัับ RNA ปริิมาณน้้อย สำหรัับ RNA ปริิมาณมาก

R2 R2

RNA มาตรฐานในสภาวะที่่�ไม่่มีี 
Triton X-100
RNA มาตรฐานในสภาวะที่่�มีี 
Triton X-100
ตััวอย่่างวััคซีีน mRNA ในสภาวะที่่�ไม่่มีี 
Triton X-100 
ตััวอย่่างวััคซีีน mRNA ในสภาวะที่่�มีี
Triton X-100
FLU cut-off (นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร) 

5.0-25

2.5-25
 
-

 -

5.0

0.9989

1

- 

- 

50-500

50-500

- 

- 

100.0

0.9999

0.9988

-

-

- 
 
-

< 1:100

'< 1,000x

100**

หมายเหตุุ: เครื่่�องหมาย - หมายถึึง ไม่่มีีข้้อมููล
              **  กำหนดจากค่่า FLU cut-off ตาม RNA มาตรฐาน

ผลการหาปริิมาณ RNA มาตรฐานและ mRNA ใน

วััคซีีนตััวอย่่างโดยใช้้น้้ำยา Quant-iT™ Ribo-

Green™ 

เมื่่�อวััดปริิมาณ RNA มาตรฐาน ที่่�มีีเข้้มข้้น 200, 

300 และ 400 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร พบว่่าสามารถใช้้

วิิเคราะห์์ปริิมาณ mRNA จริิงในวััคซีีนตััวอย่่างได้้จาก

การคำนวณโดยใช้้กราฟมาตรฐานในสภาวะที่่�ไม่่มีีและ

มีี Triton X-100 ในการวิิเคราะห์์ปริิมาณ mRNA  

ปริิมาณมาก มีีค่่า %RE และ %CV ที่่�คำนวณได้้น้้อยกว่่า  

10% ดัังแสดงในตารางที่่� 3 และเมื่่�อนำวััคซีีนตััวอย่่างมา

เจืือจางที่่�ระดัับการเจืือจางต่่างๆ ในสารละลาย 1X TE 

(สำหรัับการหาปริิมาณ mRNA อิิสระ) และ 1X TE ที่่�มีี 

Triton X-100 (สำหรับัการหารปริมิาณ mRNA ทั้้�งหมด) 

พบว่่าสามารถคำนวณหาปริิมาณ mRNA และคำนวณ

กลัับเพื่่�อหาความเข้้มข้้นของ mRNA ตั้้� งต้้นได้้ โดย 

พบว่่าปริิมาณ mRNA อิิสระ ที่่�ความเจืือจาง 1:40 และ 

1:67 มี ีค่่าเฉลี่่�ยเป็็น 7,823 และ 7,748 นาโนกรััม/

มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ ส่ ่วนปริิมาณ mRNA ทั้้� งหมด 
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เปรีียบเทีียบวิิธีหาร้้อยละของ mRNA ที่่�ถููกห่่อหุ้้�ม 

ด้้วยอนุุภาคนาโนไขมัันจากการศึึกษานี้้�กัับผลของ 

ผู้้�ผลิิตวััคซีีน

จากการวิิเคราะห์์หาปริิมาณ mRNA ในวััคซีีน

ตััวอย่่าง ทั้้�งปริิมาณ mRNA อิิสระ และปริิมาณ mRNA 

ตารางที่่� 3  ผลการการวิิเคราะห์์ปริิมาณ RNA มาตรฐาน ในสภาวะที่่�มีีและไม่่มีี  Triton X-100 

ปริิมาณ RNA มาตรฐาน 
(นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร) 

ในสภาวะที่่�ไม่่มีี 
Triton X-100 

ปริิมาณ RNA ที่่�คำนวณได้้ 
(นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร)

ค่่าเฉลี่่�ย SD %CV %RE

1 2 3

200
300
400

196.07
299.43
400.33

190.81
286.97
397.83

194.32
294.55
394.68

193.74
293.65
397.62

2.68
6.28
2.83

1.38
2.14
0.71

3.13
2.12
0.60

ปริิมาณ RNA มาตรฐาน 
(นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร) 

ในสภาวะที่่�มีี 
Triton X-100 

ปริิมาณ RNA ที่่�คำนวณได้้ 
(นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร)

ค่่าเฉลี่่�ย SD %CV %RE

1 2 3

200
300
400

190.93
295.00
402.77

201.07
297.90
410.37

199.21
299.57
401.34

197.07 
297.49 
404.83 

5.40
2.31
4.85

2.74
0.78
1.20

1.47
0.84
-1.21

ตารางที่่� 4  ผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ mRNA อิิสระ และ mRNA ทั้้�งหมด ในตััวอย่่างวััคซีีนที่่�ค่่าการเจืือจางต่่างๆ

การเจืือจาง
วััคซีีนตััวอย่่าง

ปริิมาณ mRNA อิิสระ (นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร)

1 2 3 ค่่าเฉลี่่�ย

1:40
1:67

1:100*

7,879 
7,801 
 -

7,833 
7,668 
 -

7,757 
7,776 
 -

7,823 
7,748
 -

การเจืือจาง
วััคซีีนตััวอย่่าง

ปริิมาณ mRNA ทั้้�งหมด (นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร)

1 2 3 ค่่าเฉลี่่�ย

1:80
1:200
1:400
1:800

1:1,000

103,884 
105,725 
93,064 
80,208 
-

103,510 
99,276 
93,859 
82,079 
-

105,142 
105,755 
98,520 
84,136 
-

104,178 
103,585 
95,148 
82,141 
-

หมายเหตุุ: เครื่่�องหมาย - หมายถึึง ไม่่สามารถคำนวณหาปริิมาณ mRNA ได้้เนื่่�องจากค่่า FLU อยู่่�นอกช่่วงค่่า cut-off 

ที่่�ความเจือืจาง 1:80, 1:200, 1:400 และ 1:800 มีค่ี่าเฉลี่่�ย

เป็น็ 104,178, 103,585, 95,148 และ 82,141 นาโนกรัมั/ 

มิิลลิิลิิตรตามลำดัับ (ตััวอย่่างวััคซีีนมีีระดัับความเข้้มข้้น 

100 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร) ดัังแสดงในตารางที่่� 4 

ทั้้�งหมด (RNA content) สามารถนำมาคำนวณหา 

ร้้อยละของ mRNA ที่่�ถู ูกห่่อหุ้้�มได้้โดยมีีค่่าใกล้้เคีียง

กัับผลการทดสอบจากวิิธีีของผู้้�ผลิิตวััคซีีน ดั งแสดง 

ในตารางที่่� 5
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วิิธีีวิิเคราะห์์การห่่อหุ้้�มเอ็็มอาร์์เอ็็นเอในอนุุภาคนาโนไขมัันของวััคซีีนโควิิด 19 	 ณััฐกานต์์ มิ่่�งงามทรััพย์์ และคณะ

ตารางที่่� 5	 เปรีียบเทีียบผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ RNA (RNA content) และร้้อยละของ RNA ที่่�ถู กห่่อหุ้้�ม 

	ด้ ้วยอนุุภาคนาโนไขมััน (% Encapsulation) จากการศึึกษานี้้�กัับรายงานผลการวิิเคราะห์์ในผลิิตภััณฑ์์ 

	 สำเร็็จรููปที่่�ระบุุใน Certification of Analysis (COA) ของผู้้�ผลิิตวััคซีีน Comirnaty™ ของบริิษััท 

	 ไฟเซอร์์ (Pfizer-BioNTech) และวััคซีีน Spikevax™ ของบริิษััทโมเดอร์์นา (Moderna)

ตััวอย่่างวััคซีีน

 ผลจากผู้้�ผลิิต  ผลจากวิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�น 

RNA content 
(มิิลลิิกรััม/มิิลลิิลิิตร)

% 
Encapsulation

RNA content
(มิิลลิิกรััม/มิิลลิิลิิตร)

% 
encapsulation

วััคซีีนยี่่�ห้้อ A 0.096 98% 0.097 92.62%

วััคซีีนยี่่�ห้้อ B 0.190 91% 0.184 86.27%

หมายเหตุุ: วั คซีีนยี่่�ห้อ A คื ือ วั คซีีน Comirnaty™ (Pfizer-BioNTech, USA) วั คซีีนยี่่�ห้อ B คื ือ วั คซีีน Spikevax™  
	 (Moderna, USA)

วิจารณ์

งานวิิจััยนี้้�มีีแนวคิิดมาจากความพยายามในการ

หาวิิธีีวิิเคราะห์์คุุณภาพวััคซีีนป้้องกัันโรคโควิิด 19 ชนิิด 

mRNA ที่่�ถูกห่่อหุ้้�มด้้วยอนุุภาคนาโนไขมััน (LNP) เพื่่�อ

ให้้สามารถประเมิินคุุณภาพและความปลอดภััยสำหรัับ

วััคซีีนรููปแบบใหม่่ ที่่�มีีการนำมาใช้้ในสถานการณ์์ระบาด

โรคโควิิด 19 ซึ่่� งในขณะนั้้�นมีีข้้อจำกััดของข้้อมููลของวิิธีี

ทดสอบและสารมาตรฐานเพื่่�อใช้้ในการพััฒนาวิิธีี ทั้้� งนี้้�

การหาร้อ้ยละของ mRNA ที่่�ถูกูห่อ่หุ้้�มด้ว้ย LNP จะต้อ้ง

พััฒนาวิิธีีในการวิิเคราะห์์ปริิมาณ mRNA เพื่่�อใช้้ในการ

คำนวณค่่าดัังกล่่าว โดยการหาปริิมาณ mRNA สามารถ

ทำได้้หลายวิิธีี เช่่น การวััดค่่าด้้วย spectrophotometer 

ที่่�ความยาวคลื่่�น 260/280 นาโนเมตร(10,11) หรืือ 

การใช้้น้้ำยา Quant-iT™ RNA ทั่่� วไป(12) ทั้้� งนี้้�วิิธีี 

ดังักล่า่วมีขี้อ้จำกัดั เช่น่ ความไว รวมถึงึมีคีวามเที่่�ยงต่อ่วิธิีี

ต่่อการวััดปริิมาณ mRNA ต่่ำ เป็็นต้้น และเนื่่�องจากใน

วัคัซีนีดังักล่า่ว mRNA ถูกูห่อ่หุ้้�มใน LNP การหาปริมิาณ 

mRNA ทั้้� งหมดในวััคซีีนจะต้้องใช้้ Triton X-100 

ซึ่่�งสามารถรบกวนการวิิเคราะห์์ค่่าการดููดกลืืนแสง  

fluorescent และ UV ได้้(13) จากการทบทวนวรรณกรรม

พบว่่ามีีการนำชุุดน้้ำยา Quant-iT™ RiboGreen™ 

RNA Reagent and Kit มาใช้้ในการวิิเคราะห์์ปริิมาณ 

mRNA ที่่�ถูกูห่อ่หุ้้�มด้ว้ย LNP เมื่่�อทำการศึกึษาผู้้�วิจิัยัได้ใ้ช้้ 

ribosomal RNA จาก E.coli ที่่�อยู่่�ในชุดุน้ำ้ยาเป็น็ RNA 

มาตรฐาน ทดแทนการใช้้ mRNA มาตรฐานจากผู้้�ผลิิต 

และมีีการเติิม 2% Triton X-100 เพื่่�อดููการรบกวน

ของ Triton X-100 ต่่อการวััดปริิมาณ mRNA พบว่่า

กราฟมาตรฐานที่่�ได้้เป็็นเส้้นตรงและสามารถวิิเคราะห์์

ความเข้้มข้้นของ mRNA มาตรฐานได้้ในสภาวะที่่�มีี 

Triton X-100 เช่่นเดีียวกัับในสภาวะที่่�ไม่่มีี Trition 

X-100 พบว่่าค่่า FLU สั มพัันธ์์กัับปริิมาณ mRNA  

ตามรายงานก่่อนหน้้า(14,15) แสดงให้้เห็็นว่่ามีีความเป็็น 

ไปได้้ในการใช้้ชุุดน้้ำยา Quant-iT™ RiboGreen™ 

ตรวจหาปริิมาณ mRNA ในสภาวะที่่�มีี Triton X-100  

โดยไม่่มีีการรบกวนการวิิเคราะห์์ผล และเนื่่�องจาก pKa 

มีผีลต่อ่การปลดปล่่อย mRNA จาก LNP อาจมีกีารพัฒันา 

การใช้้สารละลายที่่�มีีค่่า pH ที่่� เหมาะสมในการทดแทน 

การใช้้ Triton X-100(16) และทำการตรวจติิดตาม 

mRNA ในวััคซีีนตััวอย่่างต่่อไป

เมื่่�อทำการวิเิคราะห์แ์นวโน้ม้ (Trend Analysis) 

คุุณลัักษณะของผลิิตภััณฑ์์จากข้้อมููลผู้้�ผลิิต พบว่่าวััคซีีน

ชนิดิ mRNA มีปีริมิาณ mRNA และร้อ้ยละของ mRNA 

ที่่�ถููกห่่อหุ้้�มด้้วย LNP สม่่ำเสมอในทุุกรุ่่�นการผลิิต โดยมีี

ปริิมาณ mRNA อิิสระ เฉลี่่�ยประมาณ 10% ของปริิมาณ 

mRNA ทั้้�งหมด เมื่่�อผู้้�วิิจััยทำการคำนวณเบื้้�องต้้น เพื่่�อ

พิิจารณาเลืือกช่่วงการวิิเคราะห์์ให้้เหมาะสมกัับปริิมาณ 

RNA มาตรฐานที่่�ใช้้ พบว่่าช่่วงที่่�เหมาะสม คือ ช่วงวิิเคราะห์์ 

RNA ปริิมาณมาก (50–500 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร) 

ซึ่่�งสามารถวิิเคราะห์์ได้้ทั้้�งการหาปริิมาณ mRNA 

อิิสระ และปริิมาณ mRNA ทั้้�งหมดในวััคซีีนตััวอย่่าง 
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Development of Determination of mRNA Encapsulation 
in Lipid Nanoparticles of COVID-19 Vaccines 	 Natthakarn Mingngamsup et al.

จากช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการหาปริิมาณ 

RNA ดัังกล่่าว พบว่่าสามารถกำหนดค่่า FLU cut-off 

เบื้้�องต้้นจากค่่า FLU ที่่�วััดจากปริิมาณ RNA มาตรฐาน

เท่่ากัับ 100 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร โดยการพิิจารณาจาก

ค่่าความคลาดเคลื่่�อนสััมพัันธ์์ (%RE) อย่่างไรก็็ตามค่่า 

FLU cut-off จะสามารถกำหนดเป็็นค่่าคงตััวสำหรัับ

การควบคุมุการทดสอบได้เ้มื่่�อมีข้ี้อมููลเพิ่่�มมากขึ้้�น สำหรับั

การเตรีียมตััวอย่่างวััคซีีน นอกจากค่่า FLU cut-off 

ปริิมาณ mRNA ตั้้� งต้้นในวััคซีีนยัังมีีความสำคััญ 

ต่่อการเจืือจาง เพื่่�อเตรีียมตััวอย่่างวััคซีีนในการวิิเคราะห์์

หาปริิมาณ mRNA อิิสระ และปริิมาณ mRNA ทั้้�งหมด 

ทั้้�งนี้้�งานวิิจััยนี้้�ดำเนิินการโดยใช้้วััคซีีนชนิิด mRNA ที่่�มีี

ความเข้ม้ข้น้ของ mRNA เริ่่�มต้้นที่่� 100 นาโนกรัมั/มิลิลิิตร 

ดัังนั้้�นช่่วงของการเจืือจางอาจแตกต่่างกัันไปในวััคซีีนที่่�มีี

สููตรแตกต่่างกััน สุุดท้้ายเมื่่�อสามารถวิิเคราะห์์หาปริิมาณ 

mRNA ในวััคซีีนตััวอย่่างได้้ ผู้้�วิ จััยจึึงได้้ทำการคำนวณ

ร้้อยละของ mRNA ที่่�ถููกห่่อหุ้้�ม พบว่่าให้้ค่่าสอดคล้้อง

กับัการวิเิคราะห์ข์องผู้้�ผลิติที่่�ใช้ว้ิธิี ีFluorescence Assay 

ที่่�ผู้้�ผลิิตแสดงในเอกสารผลิิตภััณฑ์์ เพื่่�อให้้เหมาะสมกัับ

ผลิิตภััณฑ์์ มีีการใช้้สารมาตรฐานของผู้้�ผลิิตเอง และผ่่าน

การตรวจสอบวิิธีีเป็็นที่่�เรีียบร้้อยแล้้ว โดยเกณฑ์์กำหนด

ค่่าการห่่อหุ้้�ม mRNA ของผลิิตภััณฑ์์ทั้้�งสองยี่่�ห้้อกำหนด

ที่่�ไม่ต่่ำ่กว่า่ 85% แสดงให้เ้ห็น็ว่า่วิธิีดีำเนินิการนั้้�นมีคีวาม

เป็็นไปได้้ในการประเมิินการห่่อหุ้้�ม mRNA ใน LNP 

ของวััคซีีนโควิิด 19 ชนิิด mRNA ได้้ ทั้้� งนี้้�ในอนาคต

สามารถนำมาตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี โดยต้้องแสดง

คุณุลักัษณะของวิธิีซีึ่่�งเป็น็การวิเิคราะห์เ์ชิงิปริมิาณ ในการ

หาปริิมาณ mRNA และการห่่อหุ้้�ม mRNA ใน LNP 

ของวััคซีีนตััวอย่่าง 

ในการตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีีสามารถ

ทำได้้ตามแนวทาง ของ ICH Q2 (R1) เช่่นการประเมิิน

ความแม่่นยำหรืือ Precision (Repeatability และ 

Intermediate Precision) การทดสอบค่่าความเที่่�ยง  

(Accuracy) การหาความเป็็นเส้้นตรง (Linearity) โดย

การหา Linear plot ระหว่า่งปริมิาณ mRNA ที่่�คำนวณได้้ 

(Back calculation concentration) กั บปริิมาณ 

mRNA ที่่�คาดหวังั (Nominal concentration) รวมทั้้�ง 

หาความทนของวิิธีี (Robustness) ได้้แก่่ ระยะเวลาใน

การอ่า่นผลการทดสอบ ปริมิาณ Triton-X  ซึ่่�งอาจมีีความ

แตกต่่างระหว่่างผลิิตภััณฑ์์ รวมทั้้�งความแรงในการผสม 

เนื่่�องจากอาจมีีผลต่่อสภาวะของ mRNA ได้้ เป็็นต้้น 

ทั้้�งนี้้�การตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีสามารถบ่่งชี้้�ได้้ว่่า

วิิธีีมีีมาตรฐานและสามารถใช้้สำหรัับหาปริิมาณ mRNA  

รวมถึึงวิิเคราะห์์ร้้อยละของ mRNA ที่่�ถู กห่่อหุ้้�ม

ด้้วยอนุุภาคนาโนไขมัันได้้ต่่อไป อย่่างไรก็็ตามจาก

วััตถุุประสงค์์ของการพััฒนาวิิธีี เพื่่�อนำมาใช้้ในการ

วิเิคราะห์์แนวโน้้มและความสม่่ำเสมอของปริิมาณ mRNA 

และร้้อยละการห่่อหุ้้�ม mRNA ใน LNP ของวััคซีีน ซึ่่�ง

จะสะท้้อนคุุณภาพของผลิิตภััณฑ์์และกระบวนการผลิิต 

เมื่่�อไม่่สามารถหาสารมาตรฐานเฉพาะสำหรัับผลิิตภััณฑ์์ 

หรืือสารมาตรฐานระดัับสากลได้้นั้้�น วิ ธีีนี้้�ยังสามารถ 

ต่่อยอดและนำมาเป็็นวิิธีีอ้้างอิิงหรืือวิิธีีมาตรฐานสำหรัับ

หน่่วยงานควบคุุมกำกัับและผู้้�ผลิิต mRNA วั ัคซีีนได้้ 

เมื่่�อมีีการศึึกษาและสอบเทีียบสารมาตราฐานร่่วมกัับ 

ผู้้�ผลิิตหรืือหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้อง ซึ่่� งจะเป็็นประโยชน์์ต่่อ

การควบคุุมประเมิินวััคซีีนให้้มีีคุุณภาพสอดคล้้องกัับ 

หลัักสากลต่่อไป

สรุป

วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์เพื่่�อหาร้้อยละการห่่อหุ้้�ม 

mRNA ในอนุภุาคนาโนไขมันั (LNP) ของวัคัซีนีโควิดิ 19 

ชนิิด mRNA ด้้วยวิิธีี Fluorescence โดยใช้้น้้ำยาตรวจ

วิเิคราะห์์ปริมิาณอาร์์เอ็น็เอ Quant-iT™ RiboGreen™ 

RNA Reagent and Kit สามารถให้้ผลการวิิเคราะห์์ 

ร้้อยละการห่่อหุ้้�ม mRNA ใน LNP ในตััวอย่่างวััคซีีน 

โควิิด 19 ชนิิด mRNA ได้้ แสดงว่่าวิิธีีการทดสอบ 

เครื่่�องมืืออุปุกรณ์ท์ี่่�ใช้้ และผู้้�ทดสอบของห้้องปฏิบิัตัิกิารนี้้� 

สามารถดำเนิินการดัังกล่่าวได้้ เป็็นการเพิ่่�มขีีดความ

สามารถของห้้องปฏิิบััติิการในประเทศไทยให้้สููงขึ้้�น 

เพื่่�อรองรัับวััคซีีนชนิิด mRNA-LNP อื่่�นๆ ได้้ต่่อไป
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กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณุ นางสายวรุฬุ จดูรูกิติตินิันัท์ ์ผู้้�อำนวยการ 

สถาบัันชีีว วััตถุุ  ที่่�  ให้้คำปรึึกษา นางสาวสกาลิิน 

ไตรศิิริิวาณิิชย์์ หั ัวหน้้ากลุ่่�มวััคซีีนไวรััส และขอขอบคุุณ

สำนัักงานคณะกรรมการส่่งเสริิมวิิทยาศาสตร์์ วิ ิจััยและ

นวััตกรรม (สกสว.) ที่่� ให้้ทุุนสนัับสนุุนการวิิจััย ทำให้้ 

งานวิิจััยนี้้�สำเร็็จลุุล่่วงไปได้้ด้้วยดีี
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Development of Determination of mRNA 
Encapsulation in Lipid Nanoparticles of 

COVID-19 Vaccines using 
Fluorescence Assay

ABSTRACT  The mRNA COVID-19 vaccine contains mRNA strands encapsulated in lipid nanoparticles 
to prevent degradation of the mRNA when injected into the body, and it can effectively induce immunity. 
The percentage of mRNA encapsulated in lipid nanoparticles is one of the quality control guidelines for 
vaccine quality established by the World Health Organization. During the pandemic, the manufacturer 
had not yet revealed the specifications for the relevant test method and standard substances. This study, 
therefore, explored development of the method using Ribogreen, a fluorescent dye available in commercial 
kits, to analyze the amount of mRNA in the lipid nanoparticle-encapsulated mRNA COVID-19 vaccine 
and examine the percentage of mRNA encapsulated. Triton X-100 was added to the vaccine to determine 
the total mRNA while quantifying the free mRNA; however, Triton X-100 was not necessary. The results 
showed that the method could be used to analyze the standard RNA amount and monitor the mRNA in 
the vaccine samples. The linear standard curve was obtained, and the detection ranges were established 
at 2.5–25 and 50–500 ng/mL for the amounts of low and high mRNA, respectively. All conditions had 
R2 values greater than 0.99, and %RE and %CV were less than 10%. The appropriate ranges to dilute 
the vaccine samples in determining the free mRNA and total mRNA were less than 1:100 and 1:1,000, 
respectively. The percentage of encapsulated mRNA calculated was found to be close to the results of  
the manufacturer's method. The method in this study has been proven to have the potential to determine 
the encapsulated mRNA COVID-19 vaccines, which may be useful for the mRNA vaccines under  
development, and in clinical studies in Thailand.

Keywords: Covid-19 vaccine, mRNA vaccine, Lipid nanoparticles, Determination of mRNA, 
	 Fluorescence assay


