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摘要

可靠地分离dsDNA物质并评估其分⼦⼤⼩是细胞和基因治疗以及疫苗领域的重要分析任务。例如，科学家需要
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确认是否存在⽤作治疗剂或⽤作载体以产⽣治疗性转基因的质粒DNA并进⾏鉴定。对于此特定⽬的，建议将由

限制性内切酶酶解质粒DNA获得的dsDNA⽚段的分离和⼤⼩测定作为检测项⽬之⼀。本应⽤纪要表明，

Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱能够分离0.1~10 kbp范围内的dsDNA分⼦量标准品。由质粒限制性内切

酶酶解获得的dsDNA⽚段的⼤⼩可通过⽐较⽚段的保留时间与dsDNA分⼦量标准品的保留时间来评估。

优势

利⽤经优化的Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱分离1 kb Plus DNA分⼦量标准品■

在Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱上使⽤AEX⽅法估计dsDNA的⼤⼩■

简介

⼈类基因治疗产品会操纵基因表达或改变活细胞的⽣物学特性1。 这些产品可以是裸核酸（例如质粒DNA），

也可以是携带治疗基因的腺相关病毒(AAV)等经改造微⽣物。在新药临床试验申请(Investigational New Drug 

Application, IND)中，申办⽅需要证明基因治疗产品的独特性。监管机构建议以⽰意图形式描述遗传序列，其

中包括相关调控元件（例如启动⼦和限制性内切酶位点）的图谱。在⽣产过程中，需要检测是否存在治疗性质

粒DNA或⽤于⽣产转基因的质粒DNA并进⾏鉴定，以证明原料、中间体和成品药得到适当控制。推荐的检测项

⽬之⼀是限制性内切酶酶解，⽤特定的限制性内切酶将质粒DNA酶解为不同⻓度的⽚段1。 然后通过分离这些

⽚段并评估其⼤⼩来鉴定质粒DNA，此过程以往采⽤琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶电泳法来完成。但该技术的通量

较低，并且需要很多⼿动处理步骤。 

阴离⼦交换⾊谱法(AEX)根据分析物表⾯携带负电荷的数量及定位差异来分离分⼦。这项分析技术具有许多优

势，例如稳定、可重现、提供定量信息、易于⾃动化并且只需少量样品。由于dsDNA⻣架上的磷酸酯基团导致

⽚段带负电荷，因此我们研究了AEX对dsDNA⽚段的分离。 

本应⽤纪要表明，0.1 kbp~10 kbp的dsDNA分⼦量标准品能够在ACQUITY UPLC H-Class Bio系统中安装的

Waters Protein-Pak Hi Res Q强阴离⼦交换⾊谱柱上得到分离。此外，分⼦量标准品分离可⽤于估计从限制性

内切酶酶解质粒中获得的dsDNA⽚段的⼤⼩。 

实验

样品描述



1 kb Plus DNA分⼦量标准品(N3200L)和pBR322质粒-BstNI酶解物(N3031L)购⾃New England Biolabs。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class Bio系统

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⾊谱柱, 5 µm, 4.6 × 100 

mm（部件号：186004931）

柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 0.3 mL

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，由亨德森-哈塞尔巴
尔赫⽅程得出）

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1620 mM，平衡2 min。对于1 kb DNA分⼦量

标准品分离，盐浓度在20 min内线性增加⾄1780 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1B所⽰，由⼀系列0.1 kbp~10 kbp的dsDNA⽚段组成的1 kb Plus DNA分⼦量标准品在Waters Protein-

Pak Hi Res Q强阴离⼦交换⾊谱柱上得到分离。能够分离各种不同⼤⼩的dsDNA对于限制性内切酶酶解分析⾄

关重要。

该⾊谱分离结果与New England Biolabs⽹站上提供的琼脂糖凝胶分离结果⼀致（图1A和1B）。为帮助轻松

鉴定⽚段的⼤⼩，有意使1 kb Plus dsDNA分⼦量标准品中1 kb和3 kb⽚段的数量多于其他⽚段，1 kbp和3 

kbp⽚段可以在凝胶上观察到更粗、更亮的谱带。同样，在阴离⼦交换⾊谱图中，1 kbp和3 kbp⽚段的峰⾯积

也⾼于其他⽚段的峰⾯积。 

由于带负电荷的磷酸⼆酯基团的数量与核苷酸的数量成正⽐，因此DNA⽚段应根据其⼤⼩洗脱。⼀般⽽⾔，当

DNA⽚段较短(<100 bp)时此说法成⽴。但随着DNA⼤⼩增加，DNA的组成可能对AEX分离产⽣⼀些影响。例如

，已有研究表明，A-T含量较⾼的⽚段洗脱时间晚于根据其链⻓预期的时间2,3。有时，A-T含量较⾼的较短⽚段

⽐A-T含量较低的较⻓⽚段更晚洗脱4。这种情况在⼤⼩评估中可能很棘⼿，因为DNA未按照其链⻓顺序洗脱。

尝试的解决⽅法有，在AEX分离中利⽤NaCl作为洗脱盐。有趣的是，已有研究表明富含A-T的DNA在NaCl中的

解链温度⾼于富含G-C的DNA。当⽤四甲基氯化铵(TMAC)开展实验时，富含A-T的DNA与富含G-C的DNA在解

链温度上⽆差异。据推测，TMAC可以嵌⼊DNA结构的凹槽中，优先与A-T碱基对结合，导致DNA的解链温度与

组成⽆关5,6。

我们之前的研究表明，对涉及核酸的分析物使⽤TMAC作为洗脱盐相⽐使⽤NaCl可提供更出⾊的分离能⼒7,8。

本研究再次将TMAC作为盐进⾏实验，以分离不同⻓度的dsDNA⽚段。由多⻆度光散射(Multi-Angle Light 

Scattering, MALS)得到的初步数据表明，⾊谱图中各峰的分⼦量随保留时间增加（数据未显⽰）。虽然尚未明

确TMAC能够根据DNA⽚段⼤⼩将其分离⽽不受⽚段组成影响的原因，但⼈们认为TMAC在消除dsDNA⽚段组

成对最终AEX分离结果的影响⽅⾯具有重要作⽤。 

过去评估DNA⽚段⼤⼩的⽅法为：在琼脂糖凝胶上运⾏⽚段DNA，在相同凝胶上以相同条件运⾏DNA分⼦量标

准品，⽐较⽚段样品和标准品的谱带位置。同样，本研究表明，在AEX⽅法中，通过在相同的⾊谱条件下运⾏

DNA⽚段和1 kb Plus DNA分⼦量标准品，可使⽤保留时间来评估⽚段⼤⼩（图1B和图1C）。图1D显⽰了

dsDNA⽚段的log (bp)与保留时间的关系图。蓝点为1 kb Plus DNA分⼦量标准品的数据点，橙点为BstNI酶解

pBR322质粒的数据点。由1 kb Plus DNA分⼦量标准品得到的线性拟合结果表明，⽚段⼤⼩的对数与保留时间

之间的相关性⾮常⾼(R2 = 0.981)。使⽤该曲线，可根据限制性内切酶酶解⽚段的保留时间计算其⼤⼩。  使⽤



下式计算百分⽐(%)误差：{(计算⼤⼩ - 理论⼤⼩)/理论⼤⼩}。pBR322质粒中⼤多数限制性内切酶酶解⽚段的

测量结果误差均⼩于11%，通过图中位于趋势线上或⾮常接近趋势线的橙点突出显⽰。第⼀个限制性内切酶酶

解⽚段(0.121 kbp)的%误差⼤于其他DNA⽚段。该偏差可能归因于1 kb Plus DNA分⼦量标准品中先洗脱⽚段

(0.1 kbp)的数据点，这些⽚段也远离趋势线。 

图1.A) 1 kb Plus DNA分⼦量标准品的琼脂糖凝胶分离结果（经New England Biolabs许可后转载⾃

www.neb.com [2021]）；B) 1 kb Plus DNA分⼦量标准品在Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱上的阴离

⼦交换分离结果；C)由BstNI酶解的pBR322质粒得到的DNA⽚段在Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱上的

阴离⼦交换分离结果；D) dsDNA⽚段的log (bp)与保留时间的关系图。
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结论

阴离⼦交换⾊谱法稳定、可重现、提供定量信息，且易于⾃动化。本⽂证明，1 kb Plus DNA分⼦量标准品、

范围为0.1 kbp~10.0 kbp的dsDNA⽚段可以在Waters Protein-Pak Hi Res Q⾊谱柱上得到分离。AEX分离结

果与琼脂糖凝胶分离⾼度⼀致。可通过⽐较dsDNA和1 kb Plus DNA分⼦量标准品的保留时间来评估dsDNA的

⼤⼩。该⽅法可⽤于（但不限于）分离限制性内切酶酶解质粒所获得的DNA⽚段并评估其⼤⼩。此类分析可作

为证明基因治疗产品整个⽣产⼯艺中存在质粒并进⾏鉴定的试验⽅法。
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