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摘要

质粒的纯度和质量在基因疗法和疫苗的⽣产中起到⾄关重要的作⽤。在质粒的所有亚型中，活性形式为超螺旋
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质粒，开环和线性形式被视为杂质。因此需要监测这些不需要的质粒亚型的⽔平并定量超螺旋质粒的百分⽐。

本应⽤纪要证明，ACQUITY UPLC H-Class Bio系统和Waters Protein-Pak Hi Res Q强阴离⼦交换⾊谱柱可⽤

于分离和定量质粒亚型。

优势

利⽤经优化的Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱分离DNA质粒亚型■

实现亚型混合物中单个质粒亚型的定量分析■

简介

质粒是⼩分⼦环状双链DNA，近年来越来越多地⽤于基因疗法和疫苗的⽣产。⽣产的质粒DNA主要为超螺旋形

式，其具有优异的稳定性和良好的抗原性，因此是所需的构象。然⽽，由于⽣物⼯艺过程中发⽣构象变化，通

常存在其他形式的质粒，例如开环和线性形式。当质粒在⼀条链上带切⼝时，产⽣开环形式；⽽当质粒在两条

链上的同⼀位点处或同⼀位点附近带切⼝时，则产⽣线性形式。这些亚型与其他亚型均被视为质粒杂质，因为

它们可能会影响产品的有效性或安全性1,2。 为此，FDA指导原则建议，超螺旋形式的质粒纯度应⾼于80%2,3

。 为保证⾼纯度和⾼质量，⾏业对超螺旋质粒纯度⽔平的预期通常⾼于90%2,3。 因此，可靠地测量质粒亚型

的相对丰度对于确保批处理、配制和储存⼀致性⾄关重要。

⼏⼗年来，琼脂糖凝胶电泳⼀直是分离质粒亚型的常规分析⽅法4,5。但该技术存在难以定量、通量低且需要⼿

动处理等弊端。⽑细管电泳(CE)也曾⽤于质粒亚型分析4，但它难以分析复杂基质（例如细胞裂解物）中的样品

。阴离⼦交换⾊谱法(AEX)根据分析物在表⾯负电荷数量和定位⽅⾯的差异分离分析物。业界普遍认为，AEX是

⼀种稳定、可重现、易于⾃动化的分析技术，且只需少量样品。由于质粒DNA因⻣架上的磷酸基团⽽带负电荷

，因此AEX是⽤于质粒相关分离和分析的不⼆之选4,5 

。

本应⽤纪要表明，ACQUITY UPLC H-Class Bio系统上配备的Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱可分离和定

量质粒DNA中三种主要亚型（即超螺旋、开环和线性形式）的不同⽔平。 

实验

样品描述



ΦX174 RFI（超螺旋形式，N3021L）、ΦX174 RFII（开环形式，N3022L）和XhoI限制酶（R0146S）购⾃

New England BioLabs。线性形式的ΦX174质粒⽤XhoI酶解ΦX174 RFI获得。随后使⽤New England 

BioLabs的Monarch PCR & DNA净化试剂盒(T1030S)去除酶解混合物中的XhoI。

液相⾊谱条件

系统： ACQUITY UPLC H-Class Bio

检测条件： ACQUITY UPLC TUV检测器，配备5 mm钛合⾦

流通池，波⻓：260 nm

样品瓶： 聚丙烯材质12×32 mm螺纹⼝样品瓶，带瓶盖和

预切割PTFE/硅胶隔垫，容积300 µL，100个/包

（部件号：186002639）

⾊谱柱： Protein-Pak Hi Res Q, 5 µm, 4.6×100 mm（部

件号：186004931）

柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 0.6~10 µL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 100 mM Tris-HCl

流动相B： 100 mM Tris碱

流动相C： 3 M四甲基氯化铵(TMAC)

流动相D： ⽔

提供的缓冲液浓度： 20 mM



梯度表（AutoBlend Plus ⽅法）

在上⾯的梯度表中，缓冲液为20 mM Tris (pH 7.4)。将初始盐浓度设置为0 mM，确保所有分析物均牢固地结

合在⾊谱柱上。然后在分离梯度开始前，将盐浓度迅速增加⾄1690 mM，平衡2 min。对于亚型分离，盐浓度

在10 min内线性增加⾄1750 mM。然后在2 min内升⾄2400 mM，以去除任何剩余的结合分⼦。最后，通过

平衡步骤返回初始条件，准备进⾏下⼀次进样。

通⽤四元液相⾊谱系统的等效梯度表如下所⽰： 



数据管理

⾊谱软件： Empower 3 FR 4

结果与讨论

如图1所⽰，不同质粒亚型在形状和构象上存在差异。AEX利⽤带正电荷的固定相与质粒DNA⻣架上带负电荷

的磷酸基团之间的相互作⽤分离化合物。尽管不同亚型的总体分⼦量和电荷相似，但它们的局部电荷密度因构

象不同⽽存在差异。因此，这些亚型可以在AEX⾊谱柱上得到分离。



图1.质粒的主要亚型图⽰

图2展⽰了ΦX174质粒（约5.4 kbp）三种亚型的混合物在Waters Protein-Pak Hi Res Q强阴离⼦交换⾊谱柱

上的分离。通过将保留时间与单独进样亚型的保留时间相匹配来鉴定这些亚型。超螺旋DNA的电荷密度⾼于更

松弛的开环形式和线性形式，因此与固定相的相互作⽤更强，导致⽐其他两种形式更晚洗脱。

图2.ΦX174质粒亚型在Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱上的分离。20 mM Tris pH 7.4，四甲基氯化铵在

10 min内从1.69 M增加⾄1.75 M。流速：0.4 mL/min。

通过改变pH和柱温优化AEX分离⽅法（图3）。增加流动相pH时，开环形式与线性形式之间的分离度略有下降



，线性形式与超螺旋形式之间的分离度也是如此。因此选择较低的pH值(pH 7.4)。增加柱温时，开环形式与线

性形式之间的分离度有所下降，⽽线性形式与超螺旋形式之间的分离度有所提⾼。由于线性形式与超螺旋形式

在所有测试温度下均得到良好分离，因此选择较低的柱温(30℃)，确保开环形式与线性形式之间获得良好的分

离度。

图3.pH和柱温对ΦX174质粒亚型分离的影响

连续稀释亚型混合物并在Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱上进⾏分离（图4A），以评估该⽅法的定量线

性。柱上总载样量在59 ng~1875 ng的范围内。改变载样量时，未观察到选择性差异。对单个亚型的峰⾯积与

亚型混合物的总量进⾏绘图，以构建校准曲线（图4A，插图）。所有三种亚型均获得了优异的线性。图4B展

⽰了每种亚型的峰⾯积百分⽐。总载样量低⾄约117 ng时即获得⼀致的结果，并且未观察到任何亚型发⽣特定

损失。总之，结果表明使⽤Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱能够实现质粒亚型的相对定量。



图4A.将不同含量的ΦX174质粒亚型混合物上样⾄Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱并进⾏分离。总载样量在59 

ng~1875 ng的范围内。插图：对单个亚型的峰⾯积与亚型混合物的总量进⾏绘图。所有三种亚型均获得了出

⾊的线性。在超螺旋质粒之后观察到⼀个峰，推测其为⼆聚体。 

图4B.混合物中质粒亚型的实测相对丰度随柱上总载样量的变化。



结论

阴离⼦交换⾊谱法的优点在于样品消耗量⼩，且能够使⽤标准液相⾊谱仪器得到稳定且可重现的结果。该技术

虽已⼴泛⽤于质粒纯化/制备1,2，但它作为⼀种分析技术，在分离和定量质粒亚型⽅⾯具有⾮常⼤的潜⼒，可

提供⼀种简单的质粒纯度检测⽅法。事实上，虽然在本研究中未专⻔研究，但质粒DNA与所⽤⾊谱柱的季铵键

合相之间牢固的结合强度，有利于分析低纯度裂解物中的质粒，⽆需额外的样品净化步骤或使⽤DNA特异性染

料。本⽂报告了⼀种使⽤Waters Protein-Pak Hi Res Q强阴离⼦交换⾊谱柱分离超螺旋、开环和线性形式的

5.4 kbp质粒的分析⽅法。在约117 ng~1875 ng的总载样量范围内，三种主要质粒形式的相对定量结果⼀致。 
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特⾊产品

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统 <https://www.waters.com/10166246>

ACQUITY UPLC可变波⻓紫外检测器 <https://www.waters.com/514228>
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Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>

Protein-Pak⾊谱柱 <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=513086>
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