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Резюме
Введение. Генная терапия активно развивается благодаря использованию мРНК-агентов для лечения и профилактики 
различных заболеваний. Для проявления терапевтического эффекта необходимо доставить мРНК в клетки-мишени и 
вызвать синтез целевых белков. Основные задачи включают разработку безопасных и эффективных систем доставки. 
Критическими показателями качества для липидных наночастиц (ЛНЧ) являются средний размер частиц, индекс 
полидисперсности и значение ζ-потенциала.
Цель. Изучение и оптимизация условий сборки липидных наночастиц для управления их основными характеристиками.
Материалы и методы. Ионизируемый липид гептадекан-9ил(Z)-N-((4-диметиламино)бутил)тио)карбонил)-N-(2-(нон-
2-ен-1-илокси)-2-оксоэтил)глицинат (ИЛ) и хелперные липиды – дипальмитоилглицерофосфат (DPPC), холестерол и  
a-(3’-[1,2-ди(миристилокси)пропанокси]карбониламино}пропил)-w-метоксиполиоксиэтилен (DMG-PEG2000). Растворители: 
абсолютный спирт, вода очищенная. Буферные растворы: ацетатный буферный раствор (рН 4,5), фосфатный буферный 
раствор (рН 7,4). Оборудование: микрофлюидная установка Dolomite (Dolomite Microfluidics, Великобритания), Y-образный 
полимерный микрофлюидный чип с пассивным микромиксером типа «катушка Тесла», анализатор наноразмерных  
частиц Nanosizer Zeta Pro (ООО «Микротрак», Россия).
Результаты и обсуждение. В рамках исследования было изучено воздействие критических параметров процесса, таких 
как общая скорость потока (ОСП) и соотношение скоростей потоков (ССП) на свойства ЛНЧ. Были проанализированы  
такие характеристики, как гидродинамический диаметр (Z-average), средний диаметр частиц (D50), индекс  
полидисперсности (ИПД, PDI) и ζ-потенциал. Исследование подтверждает, что при увеличении ССП средний 
гидродинамический и медианный размер частиц уменьшается. Увеличение ОСП также уменьшает гидродинамический 
и медианный размер частиц за счет гидродинамической фокусировки, но при ОСП = 3200 мкл/мин размер частиц 
увеличивается из-за снижения стабильности наноэмульсии и агрегации мелких частиц. В исследовании не выявлена  
прямая зависимость между FRR и ИПД. Наноэмульсии с ССП 1 : 3 и 1 : 4 показали наибольшую однородность. При  
увеличении ОСП полидисперсность наночастиц снижается. В исследовании не обнаружена зависимость ζ-потенциала 
липидных наночастиц от оцениваемых параметров процесса. Однако с увеличением ОСП наблюдается тенденция к 
повышению ζ-потенциала.
Заключение. В исследовании были оптимизированы условия сборки липидных наночастиц (ЛНЧ) с помощью 
микрофлюидного метода. Предложены математические модели для управления характеристиками наночастиц. 
Оптимальные условия получения ЛНЧ: ССП = 1 : 3; 1 : 4; ОСП от 2000 до 3000 мкл/мин. При использовании ССП = 1 : 5  
и/или ОСП > 3000 мкл/мин показатели могут выйти за пределы оптимального диапазона, что требует дополнительной 
оценки рисков. 
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Abstract
Introduction. Gene therapy is actively developing through the use of mRNA agents for the treatment and prevention of  
various diseases. To manifest a therapeutic effect, it is necessary to deliver mRNA to target cells and induce the synthesis of  
target proteins. Key challenges include developing safe and efficient delivery systems. The critical quality attributes for lipid 
nanoparticles are average particle size, polydispersity index, and ζ potential.
Aim. To study and optimize the assembly conditions of lipid nanoparticles to control their basic characteristics.
Materials and methods. Ionizable lipid heptadecan-9yl(Z)-N-((4-dimethylamino)butyl)thio)carbonyl)-N-(2-(non-2-en-1- 
yloxy)-2-oxoethyl)glycinate (IL) and helper lipids – dipalmitoylglierophosphate (DPPC), cholesterol, and a-(3"-[1,2-di (myristyloxy)
propanoxy]carbonylamino}propyl)-w-methoxypolyoxyethylene (DMG-PEG2000). Solvents: absolute alcohol, purified water. 
Buffer solutions: acetate buffer solution (pH 4.5), phosphate buffer solution (pH 7.4). Equipment: microfluidic installation  
Dolomite (Dolomite Microfluidics, Великобритания), Y-shaped polymer microfluidic chip with passive micromixer type "tesla  
coil", Nanosizer Zeta Pro nanoscale particle analyzer (LLC "Microtrack", Russia).
Results and discussion. The study examined the effects of TFR and FRR parameters on LNF properties. Characteristics 
such as hydrodynamic diameter (Z-average), average particle diameter (D50), polydispersity index (PDI) and ζ potential were  
analyzed. The study confirms that with increasing FRR, the average hydrodynamic and median particle sizes decrease.  
Increasing TFR also decreases Z-average and D50 through hydrodynamic focusing, but at TFR = 3200 μl/min, particle size  
increases due to decreased nanoemulsion stability and fine particle aggregation. The study did not reveal a direct relationship 
between FRR and PDI. Nanoemulsions with FRRs of 1 : 3 and 1 : 4 showed the greatest homogeneity. As TFR increases, the 
polydispersity of the nanoparticles decreases. In the study, the dependence of the ζ potential of lipid nanoparticles on the  
estimated process parameters was not found. However, as TFR increases, the ζ potential tends to increase.
Conclusion. In the study, the conditions for assembling lipid nanoparticles (LNP) using the microfluidic method were optimized. 
Mathematical models are proposed to control characteristics of nanoparticles. Optimal conditions for producing LNP: FRR = 1 : 3; 
1 : 4; TFR 2000 to 3000 µL/min. If FRR = 1 : 5 and/or TFR > 3000 µL/min are used, the values may be outside the optimal range,  
which requires additional risk assessment.

Keywords: lipid nanoparticles, critical quality attributes, microfluidic method
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время одной из широко изучае-

мых областей генной терапии является применение  
мРНК-агентов для лечения и профилактики различ-
ных заболеваний. Для достижения терапевтического 
эффекта мРНК необходимо достигнуть клеток-мише-
ней и вызвать продукцию достаточного количества 
целевых белков. Обеспечение целенаправленной  
доставки мРНК, а также защита генотерапевтическо-
го агента от воздействия организма является важной  
задачей при разработке новых генотерапевтических 
лекарственных препаратов и требует создания безо-
пасных и эффективных систем доставки [1].

Наиболее перспективными наноносителями, по-
мимо вирусных векторов, являются липидные нано-
частицы (ЛНЧ), которые позволяют молекулам мРНК 
преодолевать биологические барьеры и защищают 
от воздействия внешних факторов, например нукле-
аз. ЛНЧ способны осуществлять целенаправленную 
доставку терапевтических агентов в клетки-мишени  
с последующей ее интернализацией. Различные мо-
дификации, например включение ПЭГ-липидов, до-
полнительно позволяют снизить распознавание на-
ноносителей мРНК иммунными клетками и клиренс  
при почечной фильтрации [2].

В настоящее время существуют разные способы 
получения ЛНЧ. Традиционными методами получе-
ния считаются: метод Бангхэма, метод инжекции раст- 
ворителя, метод удаления детергента, обратнофазо- 
вое испарение и метод множественных/двойных 
эмульсий. К современным относятся микрофлюидные 
методы, сублимационная сушка, а также применение 
сверхкритических жидкостей [3].

Микрофлюидика – это технология управления по-
токами жидкости в каналах размером в десятки мик- 
рометров, при которой небольшие объемы жидко- 
стей быстро смешиваются в микроканале, образуя на- 
норазмерные везикулы с настраиваемой и воспроиз-
водимой структурой, которые можно адаптировать 
для доставки лекарств [4]. Использование микрофлю- 
идной технологии позволяет осуществлять получе-
ние наночастиц с помощью непрерывного процесса 
производства, используя только один тип оборудо- 
вания. Данные преимущества в совокупности с воз-
можностью контролировать критические показатели 

получаемых наночастиц за счет изменения парамет- 
ров процесса открывают широкие возможности для 
оптимизации и масштабирования технологии, а так-
же обеспечения устойчивого поведения наночастиц  
в процессе производства [4].

Несмотря на возросший интерес к использова-
нию наноразмерных носителей в терапии различных 
заболеваний, технологические аспекты получения 
наночастиц при помощи микрофлюидных техноло-
гий остаются недостаточно изученными. Ряд иссле-
дователей освещает данный вопрос в научных рабо-
тах, так, например, аналогичное исследование было 
проведено для нескольких ионизируемых липидов 
в разных композициях [5, 6]. Однако состав липид-
ных смесей предполагает различия в условиях тех-
нологического процесса, что обуславливает необхо-
димость проведения таких исследований для каждой 
новой композиции, которая будет использована в  
качестве носителя генотерапевтического лекарствен-
ного средства. 

В ряде работ транслируются результаты изуче-
ния физико-химических свойств ЛНЧ для уже вы-
бранных условий процесса, при этом порядок вы- 
бора и подробное изучение влияния технологи-
ческих условий на свойства получаемых частиц не 
приводится [7, 8].

Данная проблема наиболее актуальна для новых 
методов получения наночастиц, в частности для мик- 
рофлюидного метода. Достижение и обеспечение оп-
тимальных значений критических показателей качест- 
ва (КПК) при разработке наноразмерных носителей 
оказывает значительное влияние на эффективность 
и безопасность лекарственных препаратов на их ос-
нове. Для ЛНЧ такими показателями являются сред-
ний размер частиц ≤300 нм, индекс полидисперсно- 
сти (PDI) ≤0,3 и значение ζ-потенциала ≥|30| мВ [9]. 

Цель исследования: изучение и оптимизация  
условий сборки липидных наночастиц для управле- 
ния их основными характеристиками.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе были использованы ионизируемый ли- 

пид гептадекан-9ил(Z)-N-((4-диметиламино)бутил)тио) 
карбонил)-N-(2-(нон-2-ен-1-илокси)-2-оксоэтил)гли-
цинат (ИЛ) и хелперные липиды – дипальмитоилгли- 
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церофосфат (DPPC), холестерол и a-(3’-[1,2-ди(мири-
стилокси)пропанокси]карбониламино}пропил)-w- 
метоксиполиоксиэтилен (DMG-PEG2000) (ShoChem  
Co., Ltd., Китай). Для приготовления липидной смеси  
ионизируемый и хелперные липиды растворяли в аб- 
солютном спирте и смешивали в мольном соотно-
шении 50 : 10 : 38,5 : 1,5 (ИЛ : DPPC : холестерин : DMG-
PEG2000 соответственно). Соотношения липидов выб- 
раны в качестве экспериментальных на основании 
данных литературы. В качестве компонентов водной 
фазы были использованы ацетатный буферный раст- 
вор (рН 4,5) и вода очищенная. Для нейтрализации  
рН получаемой наноэмульсии в приемник добавля-
ли 100  мкл фосфатного буферного раствора (рН 7,4). 
В качестве липидной фазы использовали приготов-
ленную ранее липидную смесь с концентрацией  
4 мкг/мкл [14].

Для получения ЛНЧ микрофлюидным методом  
была использована микрофлюидная установка Dolo- 
mite (Dolomite Microfluidics, Великобритания). Смеши-
вание жидких фаз проводилось на Y-образном поли-
мерном микрофлюидном чипе с пассивным микро-
миксером типа «катушка Тесла».

Для оценки влияния параметров процесса на КПК 
при получении ЛНЧ использовали соотношения ско-
ростей потоков (ССП, FRR) липидной и водной фаз  
1 : 1, 1 : 2, 1 : 3, 1 : 4, 1 : 5 и следующие общие скорости по-
тока (ОСП, TFR): 1200, 1700, 2200, 2700 и 3200 мкл/мин.  
Полученные ЛНЧ диализировали в течение 1 ч в фос-
фатном буферном растворе (рН = 7,4), затем образ-
цы разбавляли до концентрации липидной фазы 0,3– 

0,4  мкг/мкл и анализировали по показателям «раз- 
мер частиц» и PDI, ζ-потенциал. КПК оценивали с  
использованием анализатора наноразмерных частиц 
Nanosizer Zeta Pro (ООО «Микротрак», Россия). Для  
полученных данных рассчитывали среднее значение  
и стандартное отклонение по каждому КПК, выборка 
составляла не менее 6 значений.

Построение математической регрессионной мо-
дели проводили с помощью Google Colab.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Основными преимуществами микрофлюидного  

метода являются высокая воспроизводимость от се-
рии к серии и возможность проводить настройку па-
раметров процесса таким образом, чтобы регули-
ровать определенные показатели ЛНЧ [3]. В данном 
исследовании изучалось влияние критических пока- 
зателей процесса (КПП), таких как ОСП и ССП, на кри-
тические показатели качества (КПК) ЛНЧ, а именно: 
гидродинамический размер частиц (Z-average), ме-
дианные значения размера частиц (D50), индекс по- 
лидисперсности (ИПД, PDI) и ζ-потенциал.

Полученные результаты по показателям Z-average 
и D50 представлены в таблицах 1 и 2.

Согласно литературным данным, ССП оказывает 
значительное влияние на размер наночастиц  [5, 10]. 
Результаты исследования подтверждают, что для ЛНЧ, 
полученных микрофлюидным методом, характерно  
снижение среднего гидродинамического и медиан- 
ного размера частиц при увеличении ССП. Аномаль-

Таблица 1. Изменение гидродинамического размера частиц (нм) в зависимости от ОСП (мкл/мин) и ССП

Table 1. Z-average variation (nm) by TFR (µl/min) and FRR 

ОСП
TFR

1200 1700 2200 2700 3200
ССП
FRR
1 : 1 160,63 ± 42,45 195,55 ± 12,79 180,95 ± 7,03 154,22 ± 7,41 167,33 ± 5,81
1 : 2 4586,68 ± 1802,39 632,93 ± 41,73 849,15 ± 338,86 441,75 ± 116,16 683,80 ± 30,13
1 : 3 456,08 ± 15,50 123,13 ± 3,43 171,67 ± 5,09 180,18 ± 6,29 184,68 ± 4,32
1 : 4 157,77 ± 17,04 168,25 ± 6,90 201,10 ± 11,26 146,97 ± 8,17 141,32 ± 3,74
1 : 5 211,27 ± 72,10 214,90 ± 97,98 161,42 ± 13,22 223,68 ± 8,80 182,07 ± 23,40

Таблица 2. Изменение медианного значения размера частиц (нм) в зависимости от ОСП (мкл/мин) и ССП

Table 2. D50 Variation (нм) by TFR (µl/min) and FRR

ОСП
TFR

1200 1700 2200 2700 3200
ССП
FRR
1 : 1 133,47 ± 17,24 186,03 ± 20,06 166,15 ± 11,03 134,47 ± 18,48 147,82 ± 13,80
1 : 2 198,62 ± 29,43 528,53 ± 107,96 299,87 ± 48,51 288,38 ± 59,28 767,73 ± 249,55
1 : 3 420,03 ± 47,33 125,13 ± 9,12 174,18 ± 8,72 177,37 ± 10,66 187,70 ± 14,52
1 : 4 149,17 ± 16,89 167,73 ± 11,43 160,28 ± 7,48 161,20 ± 19,11 138,32 ± 10,38
1 : 5 175,03 ± 37,10 169,73 ± 22,88 154,88 ± 19,39 203,73 ± 31,13 156,02 ± 34,63
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ные значения, полученные при ССП = 1 : 2, могут быть 
объяснены нестабильностью наноэмульсии и непол-
ным смешением фаз. Помимо этого, полученные дан-
ные демонстрируют, что увеличение ОСП также при-
водят к уменьшению значений гидродинамического 
размера частиц и медианного значения размера за 
счет усиления эффекта гидродинамической фоку-
сировки потока. При этом по достижении значения  
ОСП = 3200 мкл/мин наблюдается увеличение разме- 
ра получаемых ЛНЧ. Предполагается, что это может 
быть связано с уменьшением стабильности наноэмуль- 
сии за счет образования более мелкой дисперсии и 
агрегацией более мелких частиц.

Литературные данные указывают на то, что ССП 
также оказывает влияние и на значение ИПД, отража-
ющее однородность распределения получаемых ЛНЧ 
по размерам [5, 10]. Тем не менее в нашем исследо- 
вании не было обнаружено зависимости между зна-
чениями ССП и ИПД. Однако при значениях ССП 1 : 3 
и 1 : 4 получаемые наноэмульсии характеризовались 
наибольшей однородностью распределения. Также 
было обнаружено, что при увеличении ОСП наблюда-
ется снижение полидисперсности образующихся ЛНЧ.

Результаты измерений по показателю ИПД пред-
ставлены в таблице 3.

Контроль значений ζ-потенциала является важ-
ной задачей при разработке ЛНЧ, поскольку данный 
КПК влияет на проникновение частицы в клетку за 
счет электростатического взаимодействия [11]. Отри-
цательный ζ-потенциал затрудняет трансфекцию ЛНЧ 

из-за одноименного поверхностного заряда мембра-
ны клеток, однако высокие положительные значе-
ния приводят к возникновению цитотоксичности у 
получаемых частиц. Согласно литературным данным, 
значение ζ-потенциала при получении ЛНЧ в боль-
шей степени зависит от молярного содержания за-
ряженных липидов в составе [12, 13]. Однако в дан-
ном исследовании больший интерес представляет 
оценка влияния технологических параметров на дан- 
ный КПК.

По результатам исследования зависимость ζ-по-
тенциала от оцениваемых параметров процесса не 
была обнаружена, однако при повышении ОСП на- 
блюдается тенденция к увеличению ζ-потенциала об-
разовавшихся ЛНЧ, что может указывать на форми-
рование более устойчивых частиц. Важно отметить, 
что большинство полученных значений не превы- 
шает ±30  мВ, что ставит под сомнение долгосрочную 
коллоидную стабильность наночастиц, однако при 
этом может способствовать лучшему проникновению 
наночастиц в исследованиях in vitro (таблица 4).

Таким образом, было сформировано проектное 
поле оптимизации процесса получения с учетом вли-
яния на характеристики образующихся ЛНЧ. Для дос- 
тижения оптимальных значений КПК рекомендуется  
использовать ССП = 1 : 3 или 1 : 4 в сочетании с ОСП  
от 2700 до 3000 мкл/мин.

Для предсказания влияния оцениваемых парамет- 
ров процесса на КПК за пределами проектного поля  
на основе полученных данных были построены ли-

Таблица 4. Изменение ζ-потенциала (мВ) в зависимости от ОСП (мкл/мин) и ССП

Table 4. Change in ζ potential (mV) depending on TFR () and FRR

ОСП
TFR

1200 1700 2200 2700 3200
ССП
FRR
1 : 1 2,45 ± 2,97 –3,22 ± 7,06 –0,867 ± 12,79 –4,63 ± 7,97 13,68 ± 9,01
1 : 2 –3,05 ± 19,76 8,57 ± 13,39 16,07 ± 12,37 3,58 ± 15,94 12,55 ± 1,14
1 : 3 12,73 ± 9,26 24,28 ± 62,92 9,58 ± 2,41 14,92 ± 6,95 18,25 ± 14,99
1 : 4 14,82 ± 6,92 10,82 ± 6,48 13,33 ± 9,51 9,15 ± 5,61 8,65 ± 4,30
1 : 5 –0,67 ± 5,93 –2,67 ± 7,95 0,90 ± 6,03 –2,73 ± 6,32 –3,77 ± 4,15

Таблица 3. Изменение ИПД в зависимости от ОСП (мкл/мин) и ССП

Table 3. PDI change by TFR (µl/min) and FRR

ОСП
TFR

1200 1700 2200 2700 3200
ССП
FRR
1 : 1 0,287 ± 0,087 0,254 ± 0,037 0,181 ± 0,021 0,152 ± 0,045 0,175 ± 0,045
1 : 2 0,412 ± 0,058 0,250 ± 0,074 0,328 ± 0,009 0,361 ± 0,018 0,194 ± 0,103
1 : 3 0,088 ± 0,096 0,091 ± 0,014 0,090 ± 0,009 0,088 ± 0,018 0,095 ± 0,024
1 : 4 0,091 ± 0,080 0,115 ± 0,018 0,234 ± 0,037 0,165 ± 0,014 0,086 ± 0,021
1 : 5 0,300 ± 0,063 0,315 ± 0,058 0,264 ± 0,020 0,313 ± 0,018 0,294 ± 0,045
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нейные регрессионные математические модели зави-
симости рассматриваемых КПК от настраиваемых па-
раметров процесса получения ЛНЧ микрофлюидным 
методом (1–3).

Z-average = 1925,7 – 139,9 FRR – 0,5 TFR, (1)

D50 = 290,3 – 12,8 FRR – 0,02 TFR, (2)

PDI = 0,260 – 2,648 TFR. (3)

Графическое отображение полученных регресси-
онных моделей представлено на рисунках 1–3. 

Анализ линейных регрессионных моделей пока-
зал, что для составления полной картины влияния 
ОСП и ССП на КПК ЛНЧ необходимо построение бо-
лее сложных математических моделей. Кроме того, 
затруднена оценка совместного влияния ОСП и ССП, 
поскольку оказываемые ими эффекты сильно корре-
лируют друг с другом и могут приводить к возникно-
вению ошибок. Однако данные регрессионные мо- 
дели способствуют пониманию общих закономерно- 
стей, возникающих при изменении параметров про-
цесса при получении ЛНЧ с использованием микро-
флюидного метода.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках проведенного исследования были изуче-

ны и оптимизированы условия сборки липидных на-
ночастиц с использованием микрофлюидного мето-
да, а также предложены математические модели для 
управления их основными характеристиками и прог- 
нозирования поведения наночастиц при изменении 

параметров процесса. Условиями получения ЛНЧ,  
позволяющими достигать целевых значений КПК, яв-
ляются сочетания ССП = 1 : 3; 1 : 4 и ОСП от 2000 до 
3000  мкл/мин. В случае использования при получе- 
нии ЛНЧ ССП = 1 : 5 и/или ОСП > 3000 мкл/мин уве- 
личивается вероятность выхода показателей за пре-
делы оптимального диапазона КПК образующихся  
наноносителей, что требует дополнительной оценки 
рисков и мониторинга при разработке.

Рисунок 1. Графическая модель зависимости гидроди-
намического размера частиц от общей скорости пото- 
ка и соотношения скоростей потоков

Figure 1. Graphical model of hydrodynamic particle size 
dependence on total flow rate and flow rate ratio

Рисунок 2. Графическая модель зависимости медиан-
ного размера частиц от общей скорости потока и соот-
ношения скоростей потоков

Figure 2. Graphical model of median size dependence on 
total flow rate and flow rate ratio

Рисунок 3. Графическая модель зависимости индекса 
полидисперсности от общей скорости потока и соот- 
ношения скоростей потоков

Figure 3. Graphical model of polydispersity index de- 
pendence on total flow rate and flow rate ratio
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