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摘要
手持式拉曼光谱仪可以直接穿透棕色瓶选择性地鉴定寡核苷酸原料（也称为亚磷酰
胺）。本应用简报介绍了基于空间位移拉曼光谱 (SORS) 的安捷伦手持式拉曼光谱
系统的原理和部署，用于在良好生产规范 (GMP) 环境中对亚磷酰胺进行化学身份 
验证。 

穿透容器直接鉴定市售寡核苷酸原料
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前言
在 COVID-19 疫情期间，聚合酶链式反应 (PCR) 等常见的诊断
方法被广泛用于快速检测是否存在 SARS-CoV-2。PCR 检测利
用核苷酸或短链 RNA/DNA 分子，这些分子使用称为亚磷酰胺
的受保护核苷作为结构单元合成得到。这些结构单元的不同排
列、化学修饰和数量使它们对 RNA/DNA 靶标序列具有特异性
结合亲和力，可用于疾病筛查、生物医学研究和刑事取证。过
去几年，需要用到寡核苷酸的应用数量急剧增加，寡核苷酸供
应链面临着巨大的产量和质量压力。现行 GMP (cGMP) 规定
的测试（如原辅料进库时的鉴定测试）用于维持寡核苷酸的质
量标准。它们是防止在寡核苷酸生产过程中引入错误原辅料、
劣质原辅料或掺假原辅料的第一道防线。

在本应用简报中，使用 Agilent Vaya 拉曼原辅料身份验证系
统（一种手持式拉曼光谱仪）分析了几种用于合成寡核苷酸
的市售亚磷酰胺。如国际人用药品注册技术协调会 (ICH) 指
南 Q11 所述，这些寡核苷酸可用作起始材料。该分析的目的
是证明在 cGMP 生产环境中，拉曼光谱能够穿透透明和不透
明容器有效鉴定/区分生物药物的原辅料。

拉曼光谱是一种符合大多数药典的鉴定测试要求的光谱技术
拉曼光谱作为一种光学技术，主要通过记录和分析特定分析
物对入射单色光的非弹性散射来实现检测。大多数药典中都
有详细介绍。特别是美国药典 USP <858> 章节拉曼光谱和 
USP <1858> 拉曼光谱 ― 理论与实践，欧洲药典 EP 2.2.48 章
节，中国药典通则第 0421 节和日本药典（增补 II，JP XVII）
第 2.26 节。这些药典介绍了拉曼光谱的相关理论、主要技
术、仪器性能要求和相关应用，以支持医药机构的质量控制工
作。在这些药典章节中，拉曼光谱作为分子光谱（如中红外光
谱）的一种等效技术，可用于原辅料鉴定测试及其随后的生产
放行[1-4]。还提供了关于定性方法开发和验证的建议，以确保
方法的可靠性[5]。 

SORS 是一种符合药典要求的拉曼光谱技术，可用于鉴定
测试
使用手持式背散射拉曼光谱（也称为传统拉曼光谱 (CRS)）进
行鉴定测试在许多药厂仓库中非常常见。它可以穿透透明容
器（如聚乙烯塑料袋或玻璃瓶）快速鉴定原辅料。然而，CRS 
只能穿透透明包装进行检测，这种局限性促使了 SORS 的出
现，SORS 是一种经药典认证的可穿透不透明容器直接分析原
辅料的方法。这类不透明容器包括多层纸袋、白色聚乙烯桶和
蓝色桶。为了穿透容器鉴定原辅料，SORS 通常会在容器表面
进行两次拉曼测量。一次称为“校零”，此时激发区域与检测
区域一致。另一次测量则会“偏移”位置（即激发区域不再与
检测区域重合），通常相隔几毫米。从采集的富含内容物信息
的“位移”光谱中按比例扣除所采集的富含容器信息的“零
位”光谱。然后即可获得不含容器信息的内容物光谱，并将其
与已知的谱库谱图进行比较。例如，对于多层纸袋中的一水合
乳糖，无需知晓纸袋材料或其相对信号贡献即可进行内容物鉴
定检测。

专用于原辅料鉴定的快速 SORS

安捷伦推出了公司第一款用于 cGMP 环境的手持式 SORS 光
谱仪 ― Agilent Vaya。在药物原辅料进库时，可以使用 Vaya 
合理安排检测并加速对原辅料的鉴定测试。Vaya 基于 SORS 
技术，使仓库人员能够穿透透明和不透明容器直接对里面的赋
形剂、活性药物成分和其他起始材料进行化学鉴定（图 1）。
无需打开容器、无需取样、无需搬动容器，也不需要取样间。
Vaya 利用 SORS 技术检测分析物的不同振动模式，从而获得
独特的化学指纹图谱并确认分析物。它还可以区分分析物与类
似物（如非对映异构体、位置异构体或多晶型结构），可靠性
高且不存在假阳性。仓库工作人员和质量控制小组可以使用 
Vaya 对来料进行快速验证，数小时内即可放行投入生产。相
比之下，使用中红外、近红外或 CRS，这一过程可能需要几
天时间。
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轻松部署 Vaya 

随着切合需求的手持式解决方案的普及，现在已经从传统的
分子光谱技术（包括中红外和近红外）转向部署其他替代性
鉴定解决方案，如 Vaya。向新的鉴定技术的过渡遵循一条简
单的监管路径。在大多数地区，可以通过年度报告（美国）
或 30 天内回复的电子申请（欧洲）提交生产变更申请，以增
加替代方法。申请时提交的证明材料十分典型，即测试结果、
与旧鉴定技术的可比性方案（可选）和/或比较验证数据。为
了支持申请要求、获取证明材料以及后续部署，Vaya 具有支
持美国联邦法规 (CFR) 第 21 章第 11 款 (21 CFR Part 11) 和 
GMP 要求的功能。Vaya 基于向导的鉴定方法开发和验证模块
使高级用户能够开发符合 USP <1225> 或 ICH Q2 (R1) 要求的
可靠方法。 

在验证模块中，可以将开发中的方法与生产中的其他现有方法
进行交叉检查，以验证是否存在鉴定冲突（图 2）。

此外，可以利用阳性和阴性挑战样品来测试方法的稳定性和有
效性（图 3）。Vaya 会邀请用户测试不同批次：容器中装有正
确原辅料时在不同位置处取样，用于阳性挑战测试；以及可能
进入仓库的结构高度相似的化学品，用于阴性挑战测试。在 
cGMP 合规性和审计方面，验证模块包括自动报告和审计追踪
追溯功能。

图 1. Agilent Vaya 拉曼光谱系统可以穿透棕色瓶直接验证寡核苷酸原料

A

B

图 3. DMT-2’O-甲基-rA(bz) 亚磷酰胺的 (A) 阳性挑战测试和 (B) 阴性挑
战测试扫描结果

图 2. 方法评估：对照生产中使用的 DMT-dA(bz) 亚磷酰胺方法进行交叉
检查，(A) 在添加类似样品之前，(B) 在添加类似样品（即 DMT-2’O-甲
基-rA(bz) 亚磷酰胺）之后

A

B
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部署后，硬件/软件和方法的定期性能确认 (PQ) 足以证明其适
用性。Vaya 包括一个系统检查模块（图 4），数秒内即可根据 
USP <858> 和 EP 2.2.48 的光度和波长准确度、光度精密度以
及激光功率要求完成仪器性能验证。

图 4. 使用系统检查模块，可以根据 USP 和 EP 要求轻松检查 
Agilent Vaya 拉曼光谱系统的性能

使用现有的保留材料或标准品运行简单的鉴定测试，可以很容
易地重新验证这些方法。SORS 拉曼光谱/信号仅取决于分析
物的化学组成，而不像 NIR 那样会受到分析物物理特性的影
响，因此无需进行方法维护。 

在仓库中，几乎无需培训即可使用 Vaya 执行多项任务。身份
验证测试（也称为“批处理扫描”，图 5）使用严格的专用工
作流程并可提供有意义的答案，使非技术用户也能够轻松地在
仓库中执行分析。

A

B

C

图 5. Agilent Vaya 拉曼光谱系统用不同的颜色来表示原辅料身份验证
的通过 (A) 或失败 (B) 结果。还可以对照参考模型显示分析物的光谱，
以供进一步确认 (C)
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实验部分
所有低聚亚磷酰胺结构单元均由 Sigma Aldrich 提供。为每种
寡核苷酸结构单元材料创建身份验证方法。开发这些方法是为
了能穿透制造商提供的棕色瓶直接进行身份验证。测试的几种
寡核苷酸具有非常相似的光谱，能够证明该技术具有优异的选
择性。每种方法都是基于对容器中的材料进行 10 次扫描获得
的平均值创建的，并将光谱非常相似的材料作为类似样品添加
到每种方法中，以提高选择性。在开发的验证阶段，根据预期
的通过扫描（容器中的目标材料）和预期的失败扫描（容器中
的不同类似材料）对生成的模型进行测试。最后，为了确认每
个模型的选择性，每种寡核苷酸针对每个模型进行三次测试。 

寡核苷酸样品为：

 – DMT-2’O-甲基-rA(bz) 亚磷酰胺

 – DMT-dA(bz)-CPG

 – DMT-dG(ib) 亚磷酰胺

 – DMT-dT 亚磷酰胺

 – DMT-dA(bz) 亚磷酰胺

结果与讨论
图 6 显示了穿透棕色玻璃瓶获得的亚磷酰胺材料的光谱数据。
DMT-dG(ib) 亚磷酰胺和 DMT-dA(bz)-CPG 的光谱在 1000 cm-1 
和 1500 cm-1 区域表现出较大的光谱差异，很容易与其他四种
寡核苷酸材料区分开来。然而，叠加谱图也表明三种寡核苷酸 
（DMT-2’O-甲基 - rA(bz)  亚磷酰胺、DMT-dT 亚磷酰胺和  

DMT-dA(bz) 亚磷酰胺）具有非常相似的光谱，这对于开发具
有高选择性的可靠鉴定方法是一项挑战。在多个模型中，这些
结构单元的得分很可能高于用于鉴定的双决策标准阈值，从而
造成假阳性鉴定结果。

DMT-2’O-甲基-rA(bz) 亚磷酰胺

DMT-dA(bz)-CPG

DMT-dG(ib) 亚磷酰胺

DMT-dT 亚磷酰胺

DMT-dA(bz) 亚磷酰胺
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图 6. 穿透棕色玻璃采集的亚磷酰胺的拉曼光谱叠加图
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图 7 中的挑战测试矩阵以图形方式展示了在未向方法中添加
相似样品的情况下，Vaya 如何区分寡核苷酸的光谱。在挑战
测试矩阵中，使用针对同一类别中每种分析物开发的鉴定测试
方法对该类别中的每种分析物进行鉴定测试。对于一个理想的
挑战测试矩阵，沿矩阵对角线只应有“通过率分数”（用绿色
表示），表明该方法可以出色地鉴定相应的材料。在非对角线
区域，理想矩阵应该只展示失败得分率（以红色方块表示），
表明该方法可准确排除非目标分析材料。在此例中，矩阵不是
完美的，三种最相似的材料之间存在明显的假阳性匹配。在这
类情况下，如果样品组的化学性质和得到的光谱非常相似，以
致于无法完全区分，Vaya 允许在方法创建中添加类似样品的
光谱。通过添加这些额外的数据，仪器算法可以自动调整扫描
得分阈值，以实现更准确的鉴定，避免出现假阳性结果。

理想矩阵可以证明一组方法的假阳性水平极低，可以在仓库环
境中实施。图 8 显示了寡核苷酸结构单元挑战测试矩阵，其
中通过添加相应的类似物样品对方法进行了优化，增强了选择
性。这表明 Vaya 可以穿透棕色玻璃轻松区分所有亚磷酰胺。

利用 Vaya 确定通过或失败结果
前一节中展示的 Vaya 的强大选择性，一部分原因是使用了基
于相关系数 (R2) 和线性模型系数 (LMC) 的双得分决策引擎。
双得分系统具有诸多优势，因为 R2 是拉曼光谱中常用的定量
指标，可确保未知样品光谱与方法中的模型光谱足够相似。
LMC 则提供额外的检查，以增强决策引擎的特异性。LMC 基
于将挑战材料（即分析物光谱）等更多光谱纳入模型中，并观
察其对 LMC 得分的影响。 
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图 8. 向方法中添加类似样品后的亚磷酰胺挑战测试矩阵图 7. 未向模型中添加类似样品时的亚磷酰胺挑战测试矩阵
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结论
使用 Agilent Vaya 拉曼光谱系统，可以随时验证寡核苷酸原
料（如亚磷酰胺），而无需打开容器。Vaya 可以快速评估原辅
料，并快速检测装运错误，以及用高度相似的低成本类似物进
行有意替换。使用 Vaya 可以在几秒钟内验证寡核苷酸和其他
生物药物的原辅料。
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