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摘要

本应⽤纪要介绍以waters_connect HUB数据采集处理软件控制BioAccord系统进⾏寡聚核苷酸分析的精简、合规

⼯作流程。 

优势

利⽤符合法规要求的⾃动化LC-MS⼯作流程对修饰和未修饰的寡聚核苷酸进⾏质量数确认 ■

利⽤LC-UV分析⽅法对寡聚核苷酸进⾏纯度分析和杂质相对定量■

简介

近年来，寡聚核苷酸类药物开始作为⼩分⼦及治疗性蛋⽩的有⼒补充1。寡聚核苷酸类药物的⽣产和质量控制需要
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使⽤⾼选择性、⾼灵敏度的LC-MS⽅法。寡聚核苷酸的质谱分析⽅法通常是采⽤多种离⼦对试剂和改性剂在负离

⼦ESI-MS模式下进⾏反相⾊谱分析。最近，寡聚核苷酸分析的集成式LC-MS⼯作流程已成功应⽤于四极杆和QTof 

LC-MS平台2-4。

图1展⽰的BioAccord系统是沃特世于2019年推出的⼀套紧凑、稳定且简便易⽤的平台，可⽤于⽣物药物常规分析

。本⽂介绍以waters_connect HUB数据采集和处理软件控制BioAccord系统进⾏寡聚核苷酸分析的精简、合规⼯

作流程。完全集成式BioAccord LC-MS系统包含⼀套ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统、⼀台ACQUITY UPLC可

变波⻓紫外(TUV)检测器以及电喷雾-⻜⾏时间型ACQUITY RDa质谱检测器。本应⽤纪要提供的所有LC-MS数据均

在全扫描MS模式下采集，并⽤waters_connect进⾏以下处理：⾃动质谱去卷积、完整寡聚核苷酸质量数测定结

果报告以及UV法纯度分析。未修饰和修饰的寡聚核苷酸均采⽤本⽂所述⼯作流程进⾏分析。

图1. Waters BioAccord LC-MS和信息学平台

实验

试剂和样品前处理
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三⼄胺（TEA，纯度99.5%，产品⽬录号65897-50ML）和甲醇（LC-MS级，产品⽬录号34966-1L）购⾃

Honeywell（卡罗来纳州夏洛特），1,1,1,3,3,3-六氟-2-丙醇（HFIP，纯度99%，产品⽬录号105228-100G）购

⾃Sigma Aldrich（密苏⾥州圣路易斯）。HPLC级去离⼦(DI)⽔使⽤MilliQ系统（⻢萨诸塞州⻉德福德密理博公司

）净化。流动相现配现⽤。将MassPREP OST（寡聚核苷酸分离技术）标准品（部件号：186004135）溶于去离

⼦⽔中，制得浓度为1 μM、100 nM和10 nM的稀释系列溶液。25 mer全硫代磷酸化(PPT)寡聚核苷酸(5'-

C*T*C*T*C* G*C*A*C*C* C*A*T*C*T* C*T*C*T*C* C*T*T*C*T*-3')购⾃Integrated DNA Technologies（艾奥

⽡州科尔维尔），并⽤去离⼦⽔稀释，制得浓度为1 μM的溶液。100 mer寡聚核苷酸(5'- TGCCA GTTGC AGTTG 

TTTCC GAGCA GAAAC TCATC TCTGA AGAGG ATCTG GAGCA GAAAC TCATC TCTGA AGAGG ATCTG CACAC 

GCTGG AGCTG CCGCG-3')购⾃Integrated DNA Technologies，并⽤去离⼦⽔稀释，制得浓度为1 μM的溶液。

所有样品的进样体积均为10 µL。 

LC-MS系统：BioAccord，包含ACQUITY RDa质谱检测器、ACQUITY UPLC I-Class PLUS和ACQUITY UPLC TUV

检测器

LC条件

OST⾊谱柱： 2.1 × 50 mm，装填1.7 μm C18颗粒（部件号

：186003949）

柱温： 60℃

流速： 300 μL/min

流动相A： 80 mM HFIP（六氟异丙醇），7 mM TEA（三⼄胺

），溶于去离⼦⽔中

流动相B： 40 mM HFIP，3.5 mM TEA，溶于50%甲醇

样品温度： 6 °C

进样体积： 10 μL

清除溶剂： 50%甲醇
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样品管理器清洗溶剂： 50%甲醇

密封清洗液： 20%⼄腈的去离⼦⽔溶液

梯度表：

MS条件

电离模式： ESI-

⽑细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 40 V
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离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 400 °C

脱溶剂⽓体(N2)压⼒： 6.5 bar

TOF质量范围： 400〜5000

采集速率： 2 Hz

时时校正标准液： waters_connect时时校正标准液（部件号

：186009298）

数据采集软件： waters_connect

数据处理软件： waters_connect

结果与讨论

如图2所⽰，使⽤ACQUITY UPLC OST⾊谱柱和实验部分列出的离⼦对RP条件，聚脱氧胸苷(polyT)寡聚核苷酸及

其截断序列杂质在8分钟内即实现了出⾊分离。UV和TIC⾊谱图中均检出多种微量寡聚核苷酸杂质，这有助于根据

相应的负离⼦模式ESI-MS谱图对所有截断的寡聚核苷酸物质进⾏指认。OST MassPREP标准品中确认共有26种寡

聚核苷酸组分，其中5种主要组分（dT15、dT20、dT25、dT30和dT35）的ESI-MS谱图⻅图3A。所有谱图中的电

荷态均呈双峰分布，且每种寡聚核苷酸的低电荷态（-3~-5）和⾼电荷态（-7~-15）均达到了各⾃的最⼤值。这是

寡聚核苷酸离⼦对反相分离的典型谱图特征，能够提供⼴泛的质量范围（m/z = 600~3000）以及数量相对较多的

电荷态(6~12)便于去卷积。ACQUITY RDa质谱检测器的分辨率(>10,000)⾜以分辨⾼电荷态寡聚核苷酸离⼦的同位

素，如图3B所⽰，可以看到dT35寡聚核苷酸[M-12H]-12电荷态的单同位素峰明显区分。上述对各电荷态的同位素

分辨率有助于BayesSpray去卷积算法5在计算寡聚核苷酸的去卷积平均质量数时得出更加准确的测定结果。
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图2. OST MassPREP标准品中主要和次要寡聚核苷酸组分的TUV和TIC分离⾊谱图。五种主要寡聚核苷酸（dT15、

dT20、dT25、dT30和dT35）的柱上进样量各为10 pmol。根据TIC⾊谱图中各寡聚核苷酸峰的去卷积平均质量数

鉴定峰，结果⻅插图。
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图3. OST MassPREP标准品中五种主要组分的ESI-MS谱图(A)。检出的所有电荷态谱图均呈双峰分布（采⽤离⼦对

RP条件分离寡聚核苷酸化合物时的典型特征）。dT35寡聚核苷酸[M-12H]-12电荷态(10,585 Da MW)的详细视图
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，其中展⽰了m/z=880.6301处的单同位素峰信号(B)。BioAccord系统的质量分辨率>10,000，能够分离中等⼤⼩

寡聚核苷酸的⾼电荷态。

根据图2所⽰UV⾊谱图中提供的数据（每种寡聚核苷酸组分的保留时间），在waters_connect中创建⾃动化数据

处理⽅法，对UV⾊谱图中的26种寡聚核苷酸组分全部进⾏峰积分，计算每种寡聚核苷酸的丰度。此外，该处理⽅

法还将BayesSpray去卷积算法⽤于同⼀组分（采集⾃TIC谱图）的原始ESI-MS谱图，从⽽准确计算平均去卷积质

量数。数据处理结果的截图⻅图5，其中列出了⽅法预测的寡聚核苷酸准确平均质量数、实验测定的质量数以及对

应的质量精度误差。在分析的所有组分中，质量精度误差均低于15 ppm（不受丰度影响），26种组分测定结果的

综合质量精度误差为5.3 ppm。

图4. 展⽰BioAccord系统在1 μM OST标准品稀释100倍（上样量100 fmol）时性能的TUV和TIC⾊谱图。五种主要

寡聚核苷酸均在UV和TIC⾊谱图中清楚检出，表明该LC-MS系统和⽅法的灵敏度⾜以检出微量寡聚核苷酸杂质。
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图5. waters_connect⾃动处理⽅法结果截图。OST样品中全部26种寡聚核苷酸组分均可检出并测定含量，质量精

度误差低于15 ppm且不受⾃⾝丰度影响。

表1详细汇总了每种寡聚核苷酸组分的元素组成、RT（保留时间）和丰度(%)以及准确平均去卷积质量数计算结果

和质量数误差。图5和表1所⽰结果清楚地表明了waters_connect⼯作流程能够对主要寡聚核苷酸及其杂质进⾏快

速、准确的纯度分析以及完整质量数确认。
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表1. MassPREP OST标准品中鉴定出的26种寡聚核苷酸组分。使⽤BioAccord LC-MS系统分析每种寡聚核苷酸时

，准确平均质量数测定结果的质量精度误差均低于15 ppm。

为证明BioAccord LC-MS系统⽤于寡聚核苷酸分析时的灵敏度，本研究还使⽤相同的仪器分析了经过100倍稀释的

OST样品(10 nM)。该样品（五种主要寡聚核苷酸的柱上进样量为100 fmol）的UV和TIC⾊谱图如图5所⽰。两张

谱图中五种主要组分均清晰可⻅，表明BioAccord系统在光学检测和质谱检测模式下均能够检出微量的寡聚核苷酸

。

寡聚核苷酸类药物包含⼀段天然DNA/RNA序列，通常需要进⾏化学修饰以防⽌被天然存在的核酸酶降解。化学修

饰主要有三种类型，包括⻣架修饰、糖修饰和核酸碱基修饰。寡聚核苷酸类药物最常使⽤⻣架修饰和糖基修饰

，但对于分⼦诊断⽤途的寡聚核苷酸，则⾸选核酸碱基修饰。⾸先介绍的⻣架修饰是以硫原⼦取代磷酸⻣架中的

氧原⼦，从⽽得到硫代磷酸化(PPT)寡聚核苷酸。此类型分⼦需要使⽤独有的同位素模型进⾏多电荷去卷积以得到

准确平均质量数。PPT寡聚核苷酸同位素模型考虑了硫同位素的天然丰度。为展⽰PPT寡聚核苷酸的完整蛋⽩质量
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数分析，本研究使⽤BioAccord系统以及与OST寡聚核苷酸分析相同的实验条件分析了25 mer全硫代磷酸化寡聚

核苷酸（序列为5'-C*T*C*T*C* G*C*A*C*C* C*A*T*C*T* C*T*C*T*C* C*T*T*C*T*-3'）。该寡聚核苷酸的UV和

TIC谱图如图6A所⽰。按照元素组成(C237 H310 N72 O131 P24 S24)进⾏计算，该寡聚核苷酸的准确平均质量数为

7,776.3314 Da。在waters_connect中使⽤BayesSpray和PPT寡聚核苷酸同位素模型对25 mer PPT寡聚核苷酸

的ESI-MS谱图（图6B）进⾏多电荷去卷积，然后将去卷积质量数与预测的准确平均质量数进⾏⽐较。

如waters_connect报告所⽰（⻅图6B插图），测得的质量数误差为1.5 ppm。显然，在使⽤PPT寡聚核苷酸同位

素模型对硫代磷酸化寡聚核苷酸进⾏去卷积时，BioAccord系统能够测定准确质量数。
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图6. 25 mer全硫代磷酸化(PPT)寡聚核苷酸的TUV和TIC⾊谱图(A)，以及25 mer PPT寡聚核苷酸的ESI-MS谱图(B)

。插图为waters_connect处理⽅法中的截图，表明去卷积质量数测定结果与MW计算结果仅相差1.5 ppm。
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接下来的实验将介绍CRISPR应⽤领域常⽤的⻓寡聚核苷酸分析。使⽤BioAccord系统和经过改良的10 min梯度

（梯度开始为35%洗脱液B，梯度结束为45%洗脱液B，洗脱液B：3.5 mM TEA，40 mM HFIP，溶剂均为50%甲

醇）分析100 mer寡聚核苷酸（序列为5'- TGCCA GTTGC AGTTG TTTCC GAGCA GAAAC TCATC TCTGA AGAGG 

ATCTG GAGCA GAAAC TCATC TCTGA AGAGG ATCTG CACAC GCTGG AGCTG CCGCG-3'）。对应的UV和TIC⾊

谱图（⻅图7A）表明，主要寡聚核苷酸在6.9 min时流出。

按照元素组成(C975 H1223 N384 O595 P99)进⾏计算，该100 mer寡聚核苷酸的平均质量数为30,907.7613 Da。在

waters_connect中使⽤BayesSpray多电荷去卷积算法对该寡聚核苷酸的ESI-MS谱图（⻅图7B）进⾏⾃动去卷积

，结果表明，实验测得的去卷积质量数与预期质量数相差26.9 ppm，如图7B中的截图所⽰。表明即使⽤于⻓寡聚

核苷酸（单体数>100的寡聚体），BioAccord系统仍然能够提供⾼准确度的质量数确认结果。 

采⽤本⽂所述⼯作流程时，BioAccord LC-MS系统有助于⽤⼾对各种修饰和未修饰的寡聚核苷酸进⾏快速、准确

的完整质量数确认和纯度分析⼯作。
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图7. 100 mer寡聚核苷酸的TUV和TIC⾊谱图(A)，以及100 mer寡聚核苷酸的ESI-MS谱图(B)。插图为

waters_connect处理⽅法中的截图，表明该寡聚核苷酸的去卷积质量数测定结果与准确平均质量数计算结果相差
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26.9 ppm。

结论

本⽂所述waters_connect⼯作流程能够对不同⻓度的寡聚核苷酸(10~35 mer)以及硫代磷酸化寡聚核苷酸进⾏

⾼质量精度(5~15 ppm)的完整质量数确认。 

■

此外，本研究开发的⾃动处理⽅法还能够为离⼦对反相⾊谱法分离的所有寡聚核苷酸样品组分提供纯度信息。 ■

这套符合法规要求的⾃动化LC-MS⼯作流程可为寡聚核苷酸的快速质量数确认和纯度分析提供稳定且简便易⽤

的解决⽅案。

■
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