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摘要

本应⽤纪要介绍因⾊谱柱⾦属硬件（筛板）上发⽣样品吸附导致寡核苷酸损失的原因，并提供改善寡核苷酸分析

的解决⽅案、⾊谱柱和最佳实践。

优势

使⽤MaxPeak HPS技术⽆需进⾏⾊谱柱活化■

⼤幅减少⾦属表⾯的样品吸附■

提⾼分析重现性■

充分发挥开箱即⽤的⾊谱柱性能■

简介

核酸药物是⼀类具有治疗作⽤的新型化合物，其中包括反义寡核苷酸(ASO)1、沉默RNA双链体(siRNA)2、⼩分⼦R 

(miRNA)3和⼤分⼦⽣物聚合物，例如信使RNA (mRNA)或可⽤作疫苗的质粒4。本应⽤纪要将重点介绍寡核苷酸类

药物。
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通常使⽤化学合成法制备15-35 mer的寡核苷酸类药物。使⽤聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)、⽑细管凝胶电泳(CGE)

或阴离⼦交换⾊谱(AEC)进⾏质量控制和表征分析5。 近年来，离⼦对反相液相⾊谱(IP RP LC)已成为寡核苷酸LC

和LC-MS分析的理想选择1,6。 IP RP LC-MS适⽤于对ASO和siRNA类化合物药物进⾏⾼灵敏度分析。

寡核苷酸的IP RP LC分析需要使⽤由疏⽔性胺和酸组成的离⼦对流动相7-9。 例如，其中⼀个可⽤的离⼦对流动相

是⽤⼄酸（⼄酸⼰基铵；HAA）将pH调节⾄7-9的25 mM⼰胺。⽤⼄腈或甲醇梯度从反相柱上洗脱寡核苷酸。柱

温通常设置为60 °C，以消除寡核苷酸⼆级结构及其对LC分离的影响10。 分析时使⽤的碱性pH和⾼温对硅胶基质

⾊谱柱的使⽤寿命均有不利影响。因此，对于寡核苷酸的IP RP LC分离，推荐使⽤有机/⽆机杂化固定相，例如亚

⼄基桥杂化(BEH)⾊谱柱中所⽤的固定相11。 使⽤碱性流动相时，BEH⾊谱柱明显⽐传统硅胶⾊谱柱更稳定12。

超⾼效UPLC⾊谱柱可以从短链合成杂质和寡核苷酸代谢物中有效分离出⽬标寡核苷酸。对于21/20 mer寡核苷酸

，分离度通常可以达到N/N-113。 核酸越⻓，越难分离14,15。 填充亚2 µm颗粒的⾊谱柱可使⽤缓梯度分离⾼达60 

mer的寡核苷酸16。 该分离能⼒⾜以达到⼤多数ASO和siRNA应⽤的要求。

AEC和IP RP LC寡核苷酸分析的原理已为⼈们所熟知。但是，核酸分析领域的专家发现，⾮特异性吸附会对寡核苷

酸的定量分析造成不利影响17。 据了解，带负电荷的核酸会与不锈钢或钛等⾦属表⾯发⽣相互作⽤（螯合），更

准确地说，是与⾦属表⾯上存在的氧化层发⽣相互作⽤18,19。 ⾦属表⾯的吸附可能导致峰拖尾、回收率下降和样

品残留20。 当使⽤先前未暴露于寡核苷酸样品的新⾊谱柱时，该⾏为最为明显，随着⾊谱柱暴露于样品中的进样

次数增加，该⾏为逐渐减少。

⼀些实验室已经开发出⽤于液相⾊谱系统和⾊谱柱活化的⽅案以减轻上述影响。使⽤稀磷酸清洗仪器来执⾏液相

⾊谱系统活化。在分析⽬标寡核苷酸之前，通常以重复进样⽅式消耗寡核苷酸样品进⾏⾊谱柱活化。当分析亚

pmol级样品时，痕量分析中最明显的问题是因⾦属表⾯吸附⽽导致的样品损失。

Waters MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)专为⾊谱柱硬件开发，旨在尽可能减少⾦属表⾯与某些分析物之间的⾮特异性

相互作⽤，例如寡核苷酸、磷酸肽、⼩分⼦有机磷酸酯，以及其他已被证明对⾦属表⾯有很强亲和⼒的分析物。

采⽤MaxPeak HPS技术的MaxPeak Premier⾊谱柱硬件可以在流路的⾦属表⾯与样品之间形成屏障，⼤幅减少分

析物与⾊谱柱硬件之间的相互作⽤。本应⽤纪要介绍了使⽤ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱对寡

核苷酸分析的改进。液相⾊谱系统优化的考虑因素将在单独的应⽤纪要中予以讨论。

实验

MISER（⼀次实验多次进样）的实验条件
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样品前处理：

将25 mer硫代磷酸酯(PS)寡核苷酸CTC TCG CAC CCA TCT CTC TCC TTC T（分⼦量7776 Da，GEM 91）以2 

pmol/µL的浓度溶于流动相⽔性缓冲液中。将1 µL (2 pmol)样品重复进样分析20-90次。 

仪器： ACQUITY UPLC H-Class Bio，

⽤500 pmol的39 mer寡聚脱氧

胸苷活化

数据管理： Empower 3.0软件，MISER实验

由FTN样品管理器固件1.65.356 

(MISER_HT_V13)提供⽀持。在

FTN仪器⽅法注释窗⼝中指定进

样次数、进样频率和间隔时间等

特定的MISER命令。

⽅法条件

⾊谱柱： MISER实验不使⽤⾊谱柱，⽽是

在进样器前、检测器后的流路⽀

架中放置2.1 mm UPLC⾊谱柱

筛板。在对照实验中，将带有筛

板的⽀架替换为PEEK两通接头

（不含⾦属的流路）。

流动相1： 10 mM⼄酸⼰基铵(HAA)缓冲⽔

溶液，pH 7

流动相2： 10 mM⼄酸铵(AmAc)缓冲⽔溶

液，pH 4.5

流动相3： 10 mM⼄酸铵(AmAc)缓冲⽔溶

液，pH 5
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流动相4： 10 mM⼄酸铵(AmAc)缓冲⽔溶

液，pH 6

流动相5： 10 mM⼄酸铵(AmAc)缓冲⽔溶

液，pH 7

流动相6： 10 mM⼄酸铵(AmAc)缓冲⽔溶

液，pH 8

等度条件： 0.2 mL/min，指定流动相

实验温度： 25 °C

检测(UV)： 260 nm PDA，5 µL钛检测池

进样体积： 1 µL

离⼦对反相液相⾊谱实验条件

样品前处理：

MassPREP寡核苷酸标准品（部件号：186004135 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186004135> ）包含1 nmol的15、20、25、

30和35 mer寡聚脱氧胸苷。将样品瓶内容物溶于200 µL去离⼦⽔中，最终浓度为5 pmol/µL。将2 µL该样品进样

⾄⾊谱柱(10 pmol)。

仪器： ACQUITY UPLC H-Class Bio，⽤500 pmol的39 

mer寡聚脱氧胸苷活化

数据管理： Empower v3.0软件

⽅法条件
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⾊谱柱： ACQUITY Premier C18, 130 Å, 1.7 µm, 2.1 × 50 

mm寡核苷酸分析专⽤柱（部件号：186009484）

流动相A： 25 mM HAA⽔溶液，⽤⼄酸将pH调节⾄6、7或8.5

流动相B： 50%流动相A和50%⼄腈(v:v)

柱温： 60 °C

检测条件(UV)： 260 nm PDA，5 µL钛检测池

进样体积： 2 µL

梯度

数据处理和分析：

在MISER实验中，根据观察到的寡核苷酸峰⾯积估算相对回收率。使⽤PEEK两通接头时，或⽤过量寡核苷酸样品

活化ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱后，可获得代表100%回收率的峰⾯积。 

对于OST MassPREP标准品，100%的回收率被视为⾊谱柱经过活化后获得的单次或多次500 nmol 39 mer寡核苷

酸进样的峰信号。 

结果与讨论
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不锈钢筛板上的寡核苷酸吸附

在初步实验中，使⽤经过活化的ACQUITY UPLC H-Class Bio系统评估25 mer硫代磷酸酯(PS)寡核苷酸的吸附损失

。该实验的⽬的是估计单个2.1 mm不锈钢筛板（UPLC⾊谱柱硬件中使⽤的同⼀款筛板）造成的分析物损失。使⽤

内径为75 µm、⻓40 cm的PEEK管将筛板外壳的出⼝连接⾄PDA检测池。该实验不使⽤⾊谱柱。 

采⽤在⼀次实验中多次进样(MISER)的数据采集⽅法21。在单次运⾏中，执⾏⾄多90次25 mer寡核苷酸进样。进样

间隔为30秒，每10次进样后插⼊30秒间隔以优化结果视图（图1）。在初步测试中，使⽤pH 7的10 mM⼄酸⼰基

铵(HAA)流动相。图1A中的红⾊⾊谱图表⽰在PEEK两通接头上进样20次寡核苷酸样品得到的结果。观察到峰⾼⼀

致。图1A中的峰⾯积代表100%寡核苷酸回收率。然后，将PEEK两通接头替换为包含2.1 mm内径不锈钢筛板的⽀

架，并且将同⼀样品进样分析50次。图1B中的⾊谱图表⽰因筛板表⾯发⽣吸附⽽造成的寡核苷酸样品损失。初始

峰较低，但在随后的进样中增加。这是因为过量样品逐渐使⾦属筛板上的活性吸附位点达到饱和。这种作⽤称为液

相⾊谱系统/⾊谱柱活化。利⽤图1A所⽰实验的平均峰⾯积定量图1B中不锈钢筛板上的分析物损失。第50次寡核苷

酸进样得到的回收率为71%。50次进样后峰信号达到平稳状态；在随后的进样中仅观察到峰⾯积略微增加（数据

未展⽰）。 

图1.MISER实验的结果，包括2 pmol的25 mer PS寡核苷酸在PEEK两通接头上的20次连

续进样结果（红⾊⾊谱图）。随后将两通接头替换为⽀架中的2.1 mm不锈钢筛板，并且

将相同的样品进样分析50次（蓝⾊⾊谱图B）。实验条件：10 mM HAA，pH 7（流动相

1）。

流动相pH对⾦属表⾯寡核苷酸吸附的影响
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第⼆项研究考察了寡核苷酸吸附与流动相pH的关系。流动相为10 mM⼄酸铵⽔溶液，⽤⼄酸或氢氧化铵调节⾄不

同的pH值。同样利⽤2.1 mm内径的不锈钢筛板进⾏观察，各pH研究实验均使⽤新的筛板。图2所⽰结果表明，酸

性pH下的寡核苷酸损失更明显。在pH 7‒8的条件下（寡核苷酸分离的常⽤条件），样品损失不太明显，但在任何

给定的实验条件下，最初的10‒20次进样仍然⾯临挑战。利⽤由图2获得的数据估算每次pH实验中前50次进样的累

积寡核苷酸损失。根据不锈钢筛板上每次进样的峰⾯积(A筛板)以及在对照实验中使⽤PEEK两通接头获得的峰⾯积(

APEEK)计算损失。 

公式1

pH 5、pH 6、pH 7和pH 8实验中的累积寡核苷酸损失分别为39.9、24.1、13.8和7.4 pmol。此估算值为液相⾊谱

系统/⾊谱柱活化提供了重要指导。在寡核苷酸分析实践领域经验丰富的分析⼈员通常会先执⾏⼀系列进样消耗寡

核苷酸，然后再分析⽬标样品。根据累积回收率结果得出以下结论：应使⽤10 pmol以上（约100 pmol以上更好

）的样品进⾏UPLC系统和⾊谱柱活化，以便使⽤pH值为7‒8的流动相实现⾼效活化。使⽤10 mM HAA缓冲液或

10 mM⼄酸三⼄铵(TEAA)缓冲液进⾏的实验表现出类似的寡核苷酸吸附量（数据未展⽰）。
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图2.MISER实验结果，包括在2.1 mm不锈钢筛板上对2 pmol的25 mer寡核

苷酸样品进⾏50次连续进样的结果。实验使⽤10 mM⼄酸铵缓冲液将pH调

节⾄5、6、7和8（流动相2‒6）

⽤寡核苷酸样品对⾦属表⾯进⾏短暂活化

图1和图2的结果说明了在处理液相⾊谱仪和⾊谱柱样品活化时应考虑的重要因素。⾸先，尽管多次重

复进样，分析物信号仍未达到完全100%的回收率。其次，pH 5检测序列中的回收率“下降”（图

2）突出说明：活化并⾮永久策略，只能起到短暂作⽤。回收率下降发⽣在每10次进样后插⼊的时间

间隔之后。在⻓时间清洗期间，使⽤过量流动相可以洗脱筛板表⾯吸附的部分分析物。图2中的所有

实验均出现了“性能降低”现象，只不过在pH 5实验中最明显。图3是使⽤pH值4.5的10 mM⼄酸铵

流动相获得的结果，其中更详细地展⽰了性能降低现象。图3显⽰，延⻓清洗时间会导致筛板的性能

进⼀步降低。分析物从⾦属筛板表⾯逐渐洗脱的现象也很明显，如峰拖尾⼀样。  
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图3.MISER实验结果，包括在2.1 mm不锈钢筛板上对2 pmol的25 mer寡核苷酸进⾏50次进样分析（⿊⾊线条

），然后延⻓时间间隔（每10次进样后间隔2.5 min，代替初始的0.5 min）对相同的样品进⾏40次进样的结果。流

动相为10 mM⼄酸铵，pH 4.5（流动相2）。

由于分析物从⾦属表⾯流出，因此即使进⾏50次进样后，也难以完全活化不锈钢硬件并实现100%的回收率（参⻅

图1B）。实验过程中，筛板上吸附的分析物不断被洗脱。样品流失可能导致寡核苷酸分析中出现难以预料的⾼⽔

平样品残留。⾊谱柱活化解释了安装新⾊谱柱或彻底清洗液相⾊谱系统后样品信号可能突然下降的原因。建议在

发⽣此类事件后重复实施活化⽅案，获得与先前绘制的标准曲线⼀致的结果。

图1-3中显⽰的数据证实，由于液相⾊谱仪器的⾦属组件上发⽣⾮特异性样品吸附，可能导致寡核苷酸液相⾊谱分

析难度变⼤。这种现象会⼲扰定量分析，尤其是在灵敏的LC-MS分析中。我们观察到，⾮特异性吸附并不仅限于

不锈钢表⾯；在钛和有⾊⾦属合⾦上同样观察到不同程度的样品损失（数据未展⽰）。为解决这些样品损失问题

，沃特世开发出MaxPeak⾼性能表⾯技术，可⽤于MaxPeak Premier⾊谱柱。该技术将杂化硅胶的⾼度交联成分

以共价⽅式固定在⾦属表⾯，从⽽在硬件上形成⼀层屏障[Lauber等⼈，沃特世⽩⽪书，720006930EN <

https://www.waters.com/waters/library.htm?lid=135074404> ，2020]。HPS技术⽤于永久性钝化包括筛板

在内的⾊谱柱硬件。MaxPeak Premier⾊谱柱为许多实验室中实施的⾊谱柱短暂活化提供了优异的解决⽅案。

MaxPeak Premier⾊谱柱技术在寡核苷酸分析中的应⽤

选择ACQUITY UPLC BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱进⾏⾼分离度寡核苷酸分析。该⾊谱柱填充有1.7 µm杂化硅胶

颗粒，⾮常适合在中性⾄中等碱性pH条件和⾼温下进⾏分离。ACQUITY BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱使⽤不锈钢

硬件，因此⾦属表⾯的吸附可能导致部分样品损失。相⽐之下，ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱

填充相同的颗粒，但是采⽤MaxPeak HPS⾊谱柱硬件。  以下研究对这两种⾊谱柱进⾏了⽐较。   
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图4展⽰了常规ACQUITY UPLC不锈钢硬件与MaxPeak Premier硬件⾊谱柱（两者填充相同的⾊谱颗粒）的性能⽐

较。如预期⼀样，对不锈钢⾊谱柱进⾏短暂活化之前，在若⼲初始进样中观察到少量样品损失。利⽤MaxPeak 

Premier⾊谱柱未观察到明显的样品损失；⾸次进样即观察到寡核苷酸⼏乎完全回收。

图4.使⽤常规⾊谱柱硬件与ACQUITY Premier⾊谱柱硬件进⾏寡核苷酸分析的结果⽐较。将10 pmol的15、20、

25、30和35 mer寡核苷酸（OST MassPREP样品）进样⾄新⾊谱柱（第1次进样）。在不锈钢⾊谱柱上观察到寡核

苷酸回收不完全，⽽使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱则⼏乎完全回收。随后进样1 nmol的39 mer寡核苷酸对⾊谱柱进

⾏活化，并重复分析（⾊谱图标记为“活化后”）。所有实验均使⽤25 mM HAA (pH 7)作为离⼦对流动相。

如上所述，pH的选择是实验中重要的考虑因素。即使使⽤常规⾊谱柱硬件，提⾼pH值也能够改善寡核苷酸的回收

率。但是，pH的选择受到两个因素的限制。⾸先，碱性pH会使⾊谱柱稳定性下降，且pH较⾼可能会缩短⾊谱柱

使⽤寿命。其次，离⼦对保留机制依赖于胺流动相添加剂被质⼦化以有效形成离⼦对。寡核苷酸必须与质⼦化胺

形成离⼦对，才能保留在反相⾊谱柱上。由于⼤多数适合⽤作离⼦对试剂的胺的pKa值为约10.5，因此在pH值⾼

于9.5的流动相中携带的电荷逐渐减少，导致寡核苷酸保留减少，分离度下降。不建议使⽤pH⾼于8.5的流动相进

⾏寡核苷酸的离⼦对反相分离。

在六根先前未⽤过的⾊谱柱上，使⽤三个不同的pH值对30 mer寡聚脱氧胸苷进⾏回收率测定。将25 mM HAA缓

冲液体系的pH值调节⾄6、7和8.5，⽤于⽐较常规不锈钢⾊谱柱与ACQUITY Premier⾊谱柱。务必考虑到液相⾊

谱系统也会因硬件组件上的⾮特异性吸附⽽导致分析物损失。图5所⽰的实验使⽤经过活化的液相⾊谱系统进⾏

，旨在尽量减少混杂效应。在该实验中观察到的回收率如图5所⽰。正如预期所料，提⾼pH值有助于减少分析物

损失。但是，即使在pH 8.5的条件下，不锈钢⾊谱柱仍未实现完全回收。相⽐之下，在研究的pH 6‒8.5范围内，
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MaxPeak Premier⾊谱柱⼏乎实现完全回收。使⽤MaxPeak Premier⾊谱柱观察到少量分析物损失可能是因为液

相⾊谱系统硬件未完全活化。

图5.使⽤新⾊谱柱进⾏的前⼏次进样中，30 mer寡聚脱氧胸苷的回收率。在pH 6.0–8.5

的范围内，使⽤常规不锈钢⾊谱柱观察到回收不完全。使⽤由MaxPeak HPS⾊谱柱硬件

制成的MaxPeak Premier⾊谱柱获得较⾼回收率。

结论

本应⽤纪要提出了实现⾼灵敏度寡核苷酸分析的最佳实践，并证明不锈钢⾊谱柱硬件更容易发⽣⾮特异性寡核苷

酸吸附。重复进样可以逐步对⾊谱柱和液相⾊谱仪中的⾦属表⾯进⾏活化。但是，我们观察到这种活化只是短暂

的；随着流动相不断冲洗，样品逐渐从液相⾊谱系统（和⾊谱柱）的⾦属表⾯洗脱，导致部分硬件的性能降低。 

流动相pH是重要的实验参数。提⾼pH可改善寡核苷酸样品的回收率；但是，该解决⽅案并不如期望的那样有效。

近期推出的MaxPeak HPS技术是⼀种⾮常有潜⼒的⽅法，有望⼤幅减少寡核苷酸与⾦属表⾯的不良相互作⽤。如

今，采⽤这项新技术的ACQUITY Premier⾊谱柱已上市，可⽤于改善寡核苷酸的分析性能。采⽤这项新技术，分
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析⼈员可以提⾼寡核苷酸分析的质量和重现性，其适⽤于常规LC-UV应⽤，尤其是⾼灵敏度LC-MS分析。
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