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摘要

药品包封⽤脂质的成分对于药品的结构-功能特性⾄关重要，在制剂开发或质量控制测试中，必须对脂质纳⽶颗粒

中所含脂质进⾏可靠的定量分析。使⽤正表⾯电位固定相和较简单的流动相，开发出⼀种分离Patisiran 

(ONPATTRO)脂质纳⽶颗粒制剂中所⽤四种脂质的耐⽤⽅法。利⽤表⾯带电杂化颗粒使可电离脂质DLin-MC3-

DMA获得了对称窄峰。低疏⽔性苯⼰基键合相促进了疏⽔性极强的磷脂（⼆硬脂酰磷脂酰胆碱）的洗脱。检测模

式采⽤蒸发光散射，但应⽤电雾式检测和电喷雾电离MS (ESI-MS)时拥有同样的潜⼒。

优势

简单的流动相组成，同时兼容ELS和MS检测■

ACQUITY UPLC Premier CSH苯⼰基柱技术使可电离的阳离⼦脂质DLin-MC3-DMA获得尖锐的窄峰■

低疏⽔性苯⼰基键合相促进了疏⽔性极强的分析物的洗脱，例如DSPC（⼆硬脂酰磷脂酰胆碱）■
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简介

由于药品包封⼩分⼦⼲扰RNA (siRNA)和新型mRNA疫苗的有效性得到证实，⽽疫苗成功取决于安全⾼效的递送载

体的可⽤性，因此，有关脂质纳⽶颗粒的研究和药理学试验呈爆炸式增⻓。⽤于颗粒形成的脂质可赋予包装RNA

更⾼的⽣物利⽤度，使制剂药的整体结构保持稳定。脂质纳⽶颗粒制剂优化的典型例证即Patisiran (ONPATTRO)

的开发，它是美国⻝品药品监督管理局(FDA)批准的第⼀种siRNA药物，于2018年获批。在该制剂开发过程中获得

的知识必定对快速开发COVID-19 mRNA疫苗有所帮助1。

随着脂质纳⽶颗粒技术在药物递送中的应⽤越来越多，因此亟需⼀种快速、耐⽤的⾊谱分析⽅法来测定制剂中脂

质的相对含量。本应⽤纪要展⽰了在脂质纳⽶颗粒成分分析中，带正电表⾯电位修饰的低疏⽔性固定相作为⼀个

⾮常有⽤的起点所发挥的优势。开发反相分离⽅法时的⼀个常⻅挑战是实现所需的保留⽔平，难保留的极性⼩分

⼦酸通常⾯临这⼀挑战。不过，疏⽔性极强的化合物（例如脂质）也可能存在这⼀挑战，即可能难以获得⾜够⾼

的洗脱强度来洗脱分析物。为此，我们评价了六种不同的反相固定相在分离Patisiran脂质纳⽶颗粒所含化合物⽅

⾯的适⽤性。本研究的分析⽬标是在6 min梯度内分离四个脂质峰，使Patisiran药品中使⽤的各种脂质（图1）获

得对称窄峰。本研究采⽤蒸发光散射作为检测模式，但使⽤挥发性流动相，在应⽤电雾式检测和电喷雾电离MS 

(ESI-MS)⽅⾯拥有同样的潜⼒。  

图1.四种脂质纳⽶颗粒成分的化学结构

2通过表⾯带电杂化颗粒苯⼰基柱分离与蒸发光散射检测分析脂质纳⽶颗粒成分



实验

保留因⼦检测条件

使⽤⼩分⼦标记物苊测定保留因⼦，以确定⾊谱柱的相对疏⽔性。所⽤流动相为⼄腈和⽔70/30 (v/v)，流速为300 

µL/min。样品浓度为硫脲10 μL/mL (Vo)、苊200 μg/mL。

数据管理： Empower 3 FR4⾊谱数据软件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class

检测器： ACQUITY UPLC光电⼆极管阵列检测器

波⻓： 254 nm

柱温： 30 °C

样品温度： 24 °C

进样体积： 1.5 μL

流速： 0.3 mL/min

脂质分析检测条件

利⽤以下实验条件分析ONPATTRO处⽅说明书中提及的四种脂质（图1）。 

注：ACQUITY UPLC蒸发光散射检测器未采⽤⾼性能表⾯，外板标识蓝⾊。该检测器中的组件可能会影响⾦属敏感

分析物的回收率，因此分析⼈员可能需要考虑⽅法条件和样品钝化，以减少损失和峰拖尾。

数据管理： Empower 3 FR4⾊谱数据软件

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier四元系统
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检测器： ACQUITY UPLC蒸发光散射

⽓体压⼒： 40.0 psi

喷雾器模式： 加热

功率级： 70%

漂移管温度： 48 °C

柱温： 50 °C

样品温度： 24 °C

进样体积： 3 μL

流速： 0.4 mL/min

最初采⽤0.1%甲酸的⼄腈溶液执⾏线性梯度，以评价哪种固定相为进⼀步⽅法优化提供了合适起点。梯度1：在6 

min内从输送60%流动相B增加⾄输送100%流动相B；使⽤0.1%甲酸的100%⽔溶液作为流动相A (MP A)，使⽤

0.1%甲酸的100%⼄腈溶液作为流动相B (MP B)。100%流动相B恒定保持2 min，以洗脱在6 min梯度窗⼝内未洗

脱的脂质。总运⾏时间为12 min。梯度2使⽤的流动相为：向MP A和MP B中加⼊恒定量的异丙醇，替换10%的⼄

腈。流动相A为含0.1%甲酸(v/v)的异丙醇:⼄腈:18 MΩ⽔(10/50/40) (v/v/v)溶液。流动相B为含0.1%甲酸(v/v)的

异丙醇:⼄腈:18 MΩ⽔(10/80/10) (v/v/v)溶液。梯度2在6 min内从输送100%流动相A增加⾄输送100%流动相

B，100%流动相B保持2 min。
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梯度表 - 1

梯度表 - 2

Patisiran制剂中使⽤的脂质纳⽶颗粒由四种主要成分制得：中性磷脂、胆固醇、聚⼄⼆醇(PEG)化脂质和可电离

的阳离⼦脂质。可电离脂质DLin-MC3-DMA对于颗粒形成以及siRNA的络合和释放起重要作⽤。PEG2000-C-DMG

有助于LNP在循环中的稳定性，获得理想循环时间，促进Patisiran被肝脏吸收。DSPC和胆固醇赋予LNP理化稳定

性2。 四种脂质的结构如图1所⽰。

脂质标准品从多家供应商购得：DSPC（⼆硬脂酰磷脂酰胆碱）购⾃Sigma (PN 1138)、DLin-MC3-DMA（阳离⼦

脂质）4-(⼆甲基氨基)丁酸(6Z,9Z,28Z,31Z)-庚三⼗碳-6,9,28,31-四烯-19-基脂购⾃Ambeed (Arlington Hts, IL 

60004, USA)、PEG2000-C-DMG（1,2-⼆⾁⾖蔻酰基-外消旋-⽢油-3-甲氧基聚⼄⼆醇-2000）购⾃Avanti Polar 

Lipids、USP胆固醇标准品购⾃Sigma (PN 8667)。标准品储存于-80 °C。

⽤100%甲醇制备1 mg/mL单标储备液，储存于-20 °C。为制备稀释液，在⽤⼄腈稀释之前将储备液升温⾄室温。

制备四种脂质的混合物，PEG2000-C-DMG、DLin-MC3-DMA、胆固醇和DSPC的最终浓度分别为300 µg/mL、100 

µg/mL、50 µg/mL和50 µg/mL。使⽤0.1%甲酸的100%⼄腈溶液将样品定容⾄刻度。利⽤该样品中的浓度进⾏

⽅法开发，并作为代表LNP RNA解离药品的样品浓度起点。阳离⼦脂质、DLin-MC3-DMA和胆固醇的⽤量不到

Partisiran制剂中⽤量的⼀半，DSPC⼏乎等量。由于PEG2000-C-DMG在所选⾊谱条件下呈现为较宽的峰，因此使
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⽤10倍浓度以确保其得到鉴定。

结果与讨论

本研究评价了六种不同反相固定相的分离度、选择性和保留性，这些固定相具有各种类型的键合相和表⾯电位

，包括ACQUITY Premier CSH C18 (CSH C18)⾊谱柱、ACQUITY UPLC Premier BEH C18 (BEH C18)⾊谱柱、

Atlantis Premier BEH C18 AX (BEH C18 AX)⾊谱柱、ACQUITY UPLC BEH C8 (BEH C8)⾊谱柱、ACQUITY 

Premier CSH苯⼰基（CSH苯⼰基）⾊谱柱和ACQUITY UPLC BEH苯基（BEH苯基）⾊谱柱。所有固定相的⾊谱

柱配置均为2.1 × 50 mm，1.7 µm颗粒；CSH C18⾊谱柱和CSH苯⼰基柱采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)硬件评

价，BEH苯基柱和BEH C8⾊谱柱采⽤ACQUITY不锈钢硬件评价。之前的评价结果表明，在疏⽔性较强的C18固定

相上，溶⾎⽢油磷酸胆碱往往以峰形不佳的宽峰洗脱。磷脂在苯基固定相上的保留性最低3。 较低的脂质保留性可

减少脂质在⾊谱柱⼊⼝处积聚⽽导致⾊谱柱性能下降的问题。

在使⽤脂质分析物评价⾊谱柱性能之前，先⽤⼩分⼦标记物苊评价⾊谱柱以确定相对疏⽔性，如表1所⽰。

ACQUITY Premier CSH C18 1.7 µm、ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 µm和Atlantis Premier BEH C18 AX 1.7 µm三

种⾊谱柱使苊的保留因⼦达到3.0或更⾼。其余三种⾊谱柱ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱1.7 µm、ACQUITY 

UPLC BEH苯基柱1.7 µm和ACQUITY BEH C8 1.7 µm对苊的保留因⼦较低，约为1.5。 

表1.使⽤⼄腈/⽔(70/30, v/v)时苊的保留因⼦

蒸发光散射检测⽅法可⽤于等度或梯度模式，使⽤各种流动相和添加剂。推荐的流动相通常与质谱(MS)兼容，为

将分析转移⾄MS检测提供了⼀个合理的起点。梯度1仅使⽤含0.1%甲酸的⼄腈梯度，对CSH C18和BEH C8⾊谱柱

进⾏初步筛选。这两种⾊谱柱均使DSPC峰在梯度的最后2 min保持段洗脱，表明梯度对于化合物⼏乎没有作⽤。
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此外，这两种⾊谱柱得到的峰⾯积均显著下降，如图2中的BEH C8⾊谱柱所⽰，表明0.1%甲酸的⼄腈/⽔溶液流动

相的强度可能不⾜以从这两种固定相中洗脱磷脂（峰1）。对于这两种固定相，未完全洗脱的样品可能积聚在⾊谱

柱上，导致⾊谱柱性能随着时间的推移⽽下降3。 对这些固定相使⽤其他有机溶剂（例如异丙醇和甲醇）或溶剂组

合的替代流动相可能是更好的选择，可作为替代⽅法开发选项进⾏探索。例如，其他研究⼈员使⽤⼄腈/甲醇

(60/40, v/v)的等度⽅法洗脱胆固醇4。 但是，基于该初步结果，未进⼀步评价BEH C18和BEH C18 AX⾊谱柱，因

为我们倾向于找到与较简单的流动相组成相匹配的保留性。

图2.使⽤6 min梯度（40%流动相A和60%流动相B，流动相B随后增加⾄100%，并在最

终条件下保持2 min，流动相A为0.1%甲酸的100%⽔溶液，流动相B为0.1%甲酸的

100%⼄腈溶液）⽐较三种固定相。峰鉴定结果为：1.)DSPC，2.)DLin-MC3-DMA，3.)

胆固醇，4.)PEG2000-C-DMG。

由于本研究的⽬标之⼀是提供快速分析，因此延⻓采⽤100%有机溶剂时的运⾏时间并不可取。使⽤该流动相体系

时，CSH苯⼰基和BEH苯基柱获得的⾊谱分离结果更为出⾊，如图2所⽰。胆固醇（峰3）和DSPC（峰1）均获得

窄峰。性能差异体现为，采⽤CSH苯⼰基柱时DLin-MC3-DMA（峰2）的峰宽更窄且峰形更对称。

虽然两种固定相均使⽤与BEH颗粒键合的苯⼰基硅烷制得，但CSH苯⼰基固定相还使⽤了在酸性流动相中可重现
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的低⽔平正表⾯电荷5。 此修饰已证明可以改善阳离⼦分析物（例如DLin-MC3-DMA，pKa为6.44）的峰锐度和对

称性。梯度1和梯度2所⽤的低离⼦强度酸性流动相会使质⼦化DLin-MC3-DMA与质⼦化固定相表⾯发⽣离⼦排斥

。采⽤CSH苯⼰基柱时，在13.4%峰⾼处测得的DLin-MC3-DMA峰宽为6.4 s；采⽤BEH苯基柱时（该⾊谱柱填充

的固定相⽆表⾯电荷修饰），测得的峰宽为16.6 s。本研究仍然选择搭载在ACQUITY Premier⾊谱柱上的CSH苯

⼰基固定相，这款⾊谱柱由具有有机-⽆机杂化表⾯的硬件制成。这些表⾯有助于减少⾊谱柱⽼化需求，从⽽帮助

分析⼈员即使在⾸次使⽤，甚⾄处理潜在的⾦属螯合化合物（例如含有磷酸酯基团的DSPC脂质）时，也能获得更

对称的峰。

另⼀种脂质成分值得探讨，即聚⼄⼆醇化脂质。该物质通常被分离为⼀个相对较宽的峰。例如，采⽤上述两种苯

基柱时，PEG2000-C-DMG在13.4%峰⾼处的峰宽约为胆固醇峰宽的4倍。聚⼄⼆醇化脂质在CSH苯⼰基柱上分离得

到的峰宽为17.5 s，⽽胆固醇在同⼀⾊谱柱上分离得到的峰宽为4.5 s。宽峰是PEG2000-C-DMG固有特点，不能归

因于柱效。

结论

脂质在脂质纳⽶颗粒中的应⽤已被证明对siRNA和mRNA疫苗的递送均有效，因此引起⼤量关注。这两种类型包封

药品中所⽤脂质的成分对于药品的结构-功能特性⾄关重要，因此，在制剂开发或质量控制测试中，必须对脂质纳

⽶颗粒中所含脂质进⾏可靠的定量分析。此类分析的可靠性源于⾊谱⽅⾯的考虑因素。

上述结果证明了表⾯带电的低疏⽔性固定相（即CSH苯⼰基固定相）的优势，采⽤此类固定相的⾊谱柱是开发脂

质纳⽶颗粒成分分析⽅法的有效起点。低疏⽔性苯⼰基固定相有助于完全洗脱疏⽔性极强的分析物，例如DSPC（

⼆硬脂酰磷脂酰胆碱）。疏⽔性较⾼的C18固定相在梯度或⾼有机相保持时间内⽆法完全洗脱DSPC。CSH苯⼰基

固定相的CSH技术还具有额外优势，即能够使可电离的阳离⼦脂质DLin-MC3-DMA获得尖锐的窄峰。最后，使⽤

同时适合ELS和MS检测的简单流动相组成，所⽤⽅法只需6 min即可分离Patisiran制剂的4种脂质。
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9通过表⾯带电杂化颗粒苯⼰基柱分离与蒸发光散射检测分析脂质纳⽶颗粒成分
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