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摘要

近年来，基于基因和核酸的治疗⽅法受到了⼴泛关注。为了使这些疗法达到预期的⽬标，需要⼀种合适的递送载

体来保持稳定性和⽣物利⽤度。脂质纳⽶颗粒(LNP)已被证实是⼀种⾼效的递送载体。仔细分析LNP相关物质种类

对确保其在开发和⽣产过程中的安全性和有效性⾄关重要。在这些⼯作流程中，蒸发光散射(ELS)是⼀种有效的

“通⽤”检测技术。优化检测器响应以提⾼以检测限(LOD)表⽰的灵敏度，可提⾼LNP及其相关杂质分析的可信度

。本研究展⽰了利⽤ELSD的LNP⼯作流程的系统优化，包括优化样品复溶溶剂和ELS检测的参数。最终优化的⽅

法在不增加分析时间和样品消耗量的条件下，将四个脂质成分检测的信噪⽐平均提⾼了五倍。这些结果显⽰，花

时间仔细优化⼯作流程可显著改善LNP的分析。

优势

易⽤的ACQUITY™ ELSD可在常规检测⼯作流程中检测脂质纳⽶颗粒成分■

系统优化检测参数可以提⾼脂质分析的灵敏度■

对流动相成分进⾏简单的修改可提⾼多分散化合物的分离度和检测能⼒，⽽不牺牲分析通量■
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简介

由于新型冠状病毒(COVID-19)在全球肆虐，mRNA疫苗和其他基因和核酸治疗⽅法越来越受到⼈们的关注。为了

确保mRNA到细胞的靶向传递，需要使⽤递送载体进⾏包装，以确保mRNA的稳定性和⽣物利⽤度。LNP已被开发

为⾼效的mRNA递送载体，使对抗新型冠状病毒(COVID-19)的疫苗成功研发出来1。 这些脂质外壳由四种脂质构成

。起主要作⽤的是可电离脂质，它与带负电荷的mRNA结合并稳定LNP2。 这种可电离脂质约占LNP成分的50%。

另外三种脂质包括为脂质外壳提供流动性的胆固醇(CHO)、作为辅助脂质的磷脂（例如⼆硬脂酰磷脂酰胆碱(

DSPC)）以及产⽣亲⽔微胶粒外表⾯的聚⼄⼆醇脂质(PEG)2。 这三种脂质确切的百分⽐取决于治疗⽅法，通常被

视为知识产权。确保不同脂质成分以正确的⽐例制备LNP，以及评估⽤于制备LNP的原料的纯度和质量，是确保

LNP作为递送载体的安全性和有效性的关键步骤。

有⼏个平台可⽤于从开发到⽣产的LNP分析⼯作流程。对于上游⼯作流程，例如发现和表征，通常采⽤液相⾊谱(

LC)和质谱联⽤。对于下游流程，包括检测和⽣产⼯作流程，使⽤紫外(UV)或荧光检测等光学⽅法和LC分离。以上

检测⽅法需要分析物分⼦中包含发⾊团，然⽽，并⾮所有脂质中都包含发⾊团。另外，蒸发光散射检测(ELSD)，通

常称为“通⽤”检测技术，可检测⾮挥发性和半挥发性化合物，使其成为下游⼯作流程中脂质纳⽶颗粒分析的合理

选择。ACQUITY ELS检测器包含优化的漂移管、喷雾器和⽓体流量，以尽可能减少扩散，得到理想的UPLC™系统

性能。此外，该检测器体积⼩巧，易于集成到现有的UPLC系统配置中（包括带光学检测的系统配置）。

ELS检测的⼀般机制如图1的⽰意图所⽰。样品从⾊谱柱中洗脱出并进⼊检测器后，与氮⽓载⽓混合并被雾化成液

滴⽓溶胶。较⼤的液滴落到雾化室的外壁上，并被转移到废液，⽽较⼩的液滴由氮⽓携带到漂移管中。在漂移管中

，挥发性流动相被蒸发产⽣粒⼦，然后粒⼦通过⼀段光路。然后根据散射的光量来检测粒⼦，这与化合物的含量有

关。谨慎优化影响这⼀过程的每个参数⾄关重要，因为它会影响液滴颗粒的形成，并影响最终的检测结果。在本研

究中，我们系统地评估和优化了ELSD参数，⽤于在常规检测⼯作流程中分析LNP组分。
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图1.ELS检测机制概览

实验

本研究中的所有脂质均仅⽤于研究和演⽰⽬的，从以下供应商购买：胆固醇和DSPC购⾃Sigma-Aldrich；DMG-

PEG 2000购⾃Avanti Lipid；SM-102购⾃BroadPharm。

样品描述

每种脂质储备液均使⽤甲醇制备，浓度为1 mg/mL。使⽤90/10的甲醇/⽔(v/v)稀释样品⾄合适的浓度。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY四元溶剂管理器系统

检测条件： ACQUITY UPLC蒸发光散射

⽓流压⼒： 20.0 psi

喷雾器模式： 加热
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功率级： 80%

漂移管温度： 48 °C

样品瓶： TruView™最⼤回收样品瓶(P/N: 186005662CV)

样品瓶盖： 聚⼄烯⽆隔膜螺旋盖(P/N: 186004169)

⾊谱柱： ACQUITY Premier CSH™苯⼰基柱, 1.7 µm, 2.1 

mm x 50 mm (P/N: 186009474)

柱温： 50 °C

样品温度： 8 °C

进样体积： 3 µL

流速： 0.400 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液(v/v)（LCMS级）

流动相B： 0.1%甲酸/25%异丙醇/75%⼄腈(v/v/v)（LCMS级

）

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3, FR5

结果与讨论
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在LNP的⼯作流程中，对原材料中杂质的灵敏分析和成分⽐的准确定量是确保⽣成的LNP递送载体的安全性和有效

性的关键。在⽅法开发阶段，仔细注意每个参数的影响，并根据具体分析的需要调整⼯作流程很重要，以确保分

析的理想执⾏。在本研究中，我们讨论了各种参数对LNP组分的ELS检测结果的影响。

样品前处理

在制备使⽤任何仪器进⾏分析的脂质样品时，应考虑⽤于进样的样品复溶溶剂的成分。为了尽可能检出每种脂质

，系统地测试了含40-100%甲醇的不同溶剂成分。所得的每个组分的峰⾯积被绘制成甲醇成分的函数，如图2所⽰

。每种组分在不同溶剂成分下的响应值不同，但⼀般来说，甲醇成分越⾼，分析物响应值越⼤，平均90%的甲醇

产⽣的响应值最⼤。这⼀发现与先前发布的数据3⼀致，并与预期⼀致，鉴于评估的脂质结构，除胆固醇外，均由

⼀个极性头部基团和两个疏⽔尾部组成，因此主要具有疏⽔性。因此，本研究采⽤90/10的甲醇/⽔作为样品溶剂

，⽤于所有脂质样品的进样。

图2.样品溶剂成分对每种脂质纳⽶颗粒组分的峰⾯积的影响。每⼀条线表⽰不同的脂质组分，包括可电离脂质(

SM-102)、胆固醇(CHO)、聚⼄⼆醇化脂质DMG-PEG 2000 (PEG)和⼆硬脂酰磷脂酰胆碱(DSPC)。

LC分离

为了保证准确定量脂质纳⽶颗粒组分，优选在低浓度⽔平下充分分离并能可靠地检测的峰。优化LC分离的第⼀步
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是使⽤⼀组适合的⾊谱柱对分析物混合物进⾏⾊谱柱筛选，以根据应⽤需求确定哪种形式和固定相具有理想性能

。这⼀步在之前的沃特世应⽤纪要中已经讨论过，其中ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱被证明能更好地分离四种

脂质纳⽶颗粒组分4。

基于之前的研究结果，对⾊谱柱柱⻓和分离时间相对于理论塔板数和梯度进⾏了评估，作为进⼀步提⾼峰间（尤其

是CHO和PEG峰间）分离度的⼿段。为了评估这些⽅⾯，测试了50 mm和100 mm两种⾊谱柱柱⻓。在每根⾊谱柱

上以三种不同的梯度运⾏LNP混合物，包括6 min（最陡）、10 min和12 min（最缓）梯度。图3显⽰了每个分离

得到的⾊谱图。正如预期的那样，峰到峰的分离度随着梯度变缓⽽增加，如从左到右所⽰。⽐较图3中的上⾯⼀⾏

和下⾯⼀⾏可以看出，随着⾊谱柱柱⻓的增加，峰到峰的分离度也会增加，但6 min梯度例外，因为没有⾜够的时

间让化合物从100 mm⾊谱柱中洗脱。在这两种情况下，可以观察到PEG峰的峰展宽增加，如图3的插图所⽰，可

能是由于样品的⾮均质性和纵向扩散增加。这种峰展宽会导致PEG变得更加难以检测，并降低了分析的总体灵敏度

。

图3.分离⻓度对⾊谱分离度的影响，包括三种不同的梯度⻓度（从左到右分别为6 min、10 min和12 min）和两种

不同的⾊谱柱柱⻓（上⾯为50 mm，下⾯为100 mm）。插图显⽰，由于保留时间的增加，对聚⼄⼆醇化脂质的峰

展宽效应。

为了在不影响PEG检测的情况下提⾼峰分离度，根据洗脱强度评估流动相组成，以改善传质和整体峰形。以往的
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研究表明，异丙醇(IPA)可以增加流动相的洗脱强度，从⽽改善反相技术中脂质的分离5。 在本研究中，评估了向

流动相B（0.1%甲酸的⼄腈溶液）中加⼊IPA⾄50% (v/v)的影响。如图4所⽰，流动相B中IPA的含量增加到25% (

v/v)可以改善PEG的峰形，从⽽提⾼CHO和PEG之间的分离度。IPA的含量为50%时，当使⽤相同的梯度时，增加

的洗脱强度使CHO和PEG再次共洗脱。为此，在如图所⽰的6 min梯度中，流动相B中IPA浓度为10%~25%时可获

得最⾼的峰间分离度。

图4.流动相B中异丙醇(IPA)体积百分⽐的增加对四种脂质纳⽶颗粒组分⾊谱分离的影响。插图显⽰了对胆固醇和

PEG分离度的影响。

ELSD参数

影响⽓溶胶和颗粒形成的三个主要ELSD参数是漂移管温度、喷雾器功率和整个仪器中的⽓体流速。通常建议针对

每个应⽤优化这些参数，因为它们会随着流动相、流速和样品稳定性⽽变化。

漂移管是喷雾器中形成的液滴产⽣颗粒的地⽅。图5为漂移管温度对胆固醇峰响应的影响。漂移管温度为48 °C时

，各个峰强度最⾼。为了确保信号增加不会同时导致基线噪⾳增加，还计算了每个峰的信噪⽐(S/N)。其趋势与峰

强度相似，降低漂移管温度(48 °C)提⾼了每个峰的S/N。然⽽，将温度降低到48 °C以下可能会导致信号丢失，这

表明流动相⽆法从分析物化合物中蒸发。
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图5.漂移管温度对分析物响应的影响，包括胆固醇⾊谱图的叠加图（左），以及每个组分峰强度（上）和信噪⽐(

S/N)（下）的数值，包括可电离脂质(SM-102)、胆固醇(CHO)、聚⼄⼆醇化脂质DMG-PEG 2000 (PEG)和⼆硬脂酰

磷脂酰胆碱(DSPC)。

喷雾器功率设置为相对于漂移管温度的百分⽐。例如，如果漂移管温度设置为48 °C，喷雾器功率100%表⽰48 °

C，⽽80%表⽰42 °C等。在雾化过程中，因为流动相与载⽓混合，可以通过加热或冷却影响⽓溶胶的产⽣。图6显

⽰了喷雾器功率对产⽣的峰信号的影响，包括冷却模式和加热模式下的5个不同功率等级。随着喷雾器功率的增加

，每个组分的峰强度和S/N都增加了。这⼀趋势也可以在图6的⾊谱图中看到。在本研究中，发现当喷雾器功率为

80%时，其S/N最⾼，⽽功率设置⼤于80%对S/N的影响可以忽略不计。
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图6.喷雾器功率对分析物响应的影响，包括⾊谱图的叠加图（左），以及每个组分峰强度（上）和信噪⽐(S/N)

（下）的数值，包括可电离脂质(SM-102)、胆固醇(CHO)、聚⼄⼆醇化脂质DMG-PEG 2000 (PEG)和⼆硬脂酰磷脂

酰胆碱(DSPC)。

载⽓既负责在ELSD的⼊⼝雾化液滴，⼜负责让颗粒通过漂移管并将其送⼊检测器。⽓体压⼒可以设置为20~60 

psi之间，相当于⼤约1.5 L/min~3.5 L/min的⽓体流量。测试了整个范围内的⽓体压⼒，结果如图7所⽰。⽓体压

⼒较低时每个峰的强度和S/N更⾼，这也可以在所⽰的⾊谱图中看到。这些结果表明，较低的⽓体压⼒可以改善脂

质纳⽶颗粒组分的检测。
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图7.载⽓压⼒对分析物响应的影响，包括⾊谱图的叠加图（左），以及每个组分峰强度（上）和信噪⽐(S/N)（下

）的数值，包括可电离脂质(SM-102)、胆固醇(CHO)、聚⼄⼆醇化脂质DMG-PEG 2000 (PEG)和⼆硬脂酰磷脂酰胆

碱(DSPC)。

与检测器相关的其他⼏个参数经常被忽略，包括增益、采样速率和时间常数。增加检测器的增益会增加峰信号和

S/N（未显⽰数据）。然⽽，应考虑每个检测器的饱和上限。虽然增加检测器的增益可以降低检测限，但它不会提

⾼单个组分的动态范围，应该根据分析的样品量进⾏调整。根据其他研究，步进增益设置还可以⽤于根据保留时

间调整不同响应的分析物的增益6。 采样速率和时间常数分别是指每秒采集的数据点数和应⽤于数据的⾼频噪⾳滤

波器。这些参数设置不适当会导致峰畸变和灵敏度损失。因此，建议在优化⽅法时也考虑这些设置。

与光学检测相⽐，在处理ELSD数据时需要考虑的⼀个重要问题是，产⽣的检测器响应依赖于⽓溶胶的产⽣，导致

含量和峰⾯积之间呈⾮线性关系，这可以⽤幂函数(A=aMb)来模拟，其中A=峰⾯积，M=浓度，a和b为常数。然⽽

，在绘制校准曲线时通过对⽅程两边进⾏对数变换(log A = b log M + log a)可以实现线性关系7。

为了说明系统优化⽅法的优势，图8显⽰了优化前的⼀般ELSD⽅法和最终优化⽅法间的并排⽐较。从⾊谱图可以

看出，采⽤优化的ELSD参数和LC流动相时，峰更容易被检测到。峰强度提⾼了13倍，S/N提⾼了9倍，表明LNP

组分的检测得到改进。图8中的表列出了⽤于LNP分析的最终优化参数。
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图8.总结通过优化⼯作流程参数所获得的改进，包括展⽰检测改进的⾊谱图（左），以及每个组分峰强度（上）和

信噪⽐(S/N)（下）的数值，包括可电离脂质(SM-102)、胆固醇(CHO)、聚⼄⼆醇化脂质DMG-PEG 2000 (PEG)和

⼆硬脂酰磷脂酰胆碱(DSPC)。每个集合旁边的数字表⽰⽤优化⽅法增加的倍数。最终优化条件如右表所⽰。

结论

在整个开发和制造过程中仔细分析LNP相关物质种类对确保其作为治疗递送载体的有效性⾄关重要。花时间系统

地优化整个分析⼯作流程的条件可以⼤⼤提⾼分析性能。本研究探讨了各个参数对ELSD灵敏分析的影响，包括样

品复溶溶剂和合适的检测器设置。分析物响应的改进表明了针对每种应⽤的优化⽅法的优势。本研究中描述的设

置和条件可⽤于在各种分析⼯作流程中改善通过ELSD进⾏的LNP分析。
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