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摘要

⾯对亟待攻克的SARS-CoV-2病毒疫情，mRNA疫苗的开发在2020年⻜速发展，有两种⾼效mRNA疫苗获得了紧急

使⽤授权1。 这些疫苗中包含的合成mRNA包裹在⽤于递送的脂质纳⽶颗粒中，这些RNA在接种者体内进⾏翻译

，从⽽合成稳定版本的病毒刺突蛋⽩并引发免疫应答。

这些疫苗中的mRNA通过酶促过程产⽣，此过程被称为体外转录(IVT)。与细胞mRNA⾮常相似，合成mRNA也需

要在其5'端进⾏修饰，通过 5'-5'-键加⼊⼀个7-甲基⻦苷酸，形成5'端帽结构。疫苗mRNA也经过修饰，其修饰⽅

式为在3'端加上⼀条腺苷链，形成poly(A)尾（⻓度通常约为120个核苷酸）。这些修饰是mRNA结构的关键特征

，在细胞因⼦识别mRNA、合成mRNA的稳定性以及合成mRNA分⼦的翻译效率中发挥重要作⽤2。 因此，通过

LC-MS分析确定5'端帽的性质以及测量poly(A)尾的⻓度对于了解产品质量、确保这些新疫苗的安全性和有效性⽽

⾔⾄关重要3。

在本应⽤纪要中，我们开发了⼀种快速、灵敏的LC-MS⽅法，适⽤于合成mRNA加帽分析。此前已有报道介绍了⼀

种分析合成mRNA预定义5'端⽚段的LC-MS⽅法4。 我们之前已经证明ACQUITY Premier⾊谱柱及其MaxPeak⾼

性能表⾯(HPS)可以提⾼寡核苷酸回收率，本研究发现该技术还可以改善mRNA⽚段分析的性能。将该⾊谱柱与简

便易⽤、符合法规要求的BioAccord系统结合，⼀个能够快速分析IVT mRNA制剂的5'端加帽的适宜平台就此诞⽣

。此⽅法⽤时不超过5分钟，且已证实其拥有出⾊的线性，可检测低⾄⽬标5'端加帽⽚段含量0.1%以下的产品相关
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杂质。 

优势

合成mRNA 5'端的快速定量分析■

ACQUITY Premier⾊谱柱采⽤MaxPeak⾼性能表⾯，⼏乎不需要⾊谱柱⽼化操作■

同时满⾜开发和QC测试需求的线性、重现性和稳定性■

采⽤DIPEA（⼆异丙基⼄胺）流动相⽣成⾼质量MS谱图■

简介

随着Pfizer-BioNTech和Moderna SARS-CoV-2疫苗取得成功，⼈们对mRNA分⼦的兴趣激增，同时也对分析⽅法

提出了新要求，以更好地⽀持新疗法的开发和⽣产。在关键质量属性(CQA)⽅⾯，例如全⻓mRNA的百分⽐、⾮翻

译区(UTR)、3' poly(A)尾⻓、mRNA序列、结构和化学修饰5，是否存在正确的5'端帽结构对于确保最⼤的基因表

达、逃避针对外来RNA的先天识别机制以及增加对核酸外切酶降解的抵抗⼒都⾄关重要6。

在真核⽣物中，mRNA的5'端修饰是N7-甲基⻦苷通过5'-5'三磷酸基团与5'核苷酸连接⽽成，通过这种修饰得到的

结构称为帽状结构。在酵⺟菌等低等真核⽣物中，加帽mRNA的第⼀个核苷酸没有任何2'-O修饰，这种帽状结构称

为Cap-0。在⾼等真核⽣物（例如⼈类）中，加帽mRNA的第⼀个核苷酸在2'-O位置包含⼀个甲基，这种哺乳动物

帽状结构称为Cap-16。

图1.mRNA帽状结构。
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正确的帽状结构在mRNA翻译和先天免疫应答中发挥重要作⽤，因此在⽣产加帽RNA时必须确保有效性。要在合成

mRNA中引⼊Cap-1结构，可以通过IVT酶促⽅法，使⽤⽜痘mRNA加帽酶(VCE)（反应1.1、1.2和1.3，图2）与⽜

痘Cap-2'-O-甲基转移酶（反应2，图2）协同反应，也可以在IVT期间使⽤适当的加帽类似物。然⽽，验证RNA加

帽程度并⾮易事。RNA加帽是将单个核苷酸添加到⻓度通常为千碱基的RNA中，例如，BioNTech/Pfizer 

BNT162b2的⻓度为4,284 nt。迄今为⽌，还没有有效的分析⽅法可⽤于检测和定量完整RNA分⼦物理性质的这种

微⼩变化。诺华⽣物医学研究所的Beverly及其同事报告了⼀种液相⾊谱联⽤质谱(LC-MS)⽅法，可⽤于鉴定5'端

帽结构并定量合成mRNA的加帽效率4。该⽅法采⽤⽣物素化探针来引导RNase H从合成mRNA的5'端裂解预定义

⽚段。通过链霉亲和素磁珠富集后，可利⽤LC-MS分析5'端裂解⽚段，检查5'端加帽的程度。  

图2.RNA的酶促加帽过程。

在本应⽤纪要中，我们证明了LC-MS法在评估合成mRNA 5'端加帽效率⽅⾯的优势，该⽅法使⽤简便易⽤、符合

法规要求的BioAccord LC-MS系统以及搭载MaxPeak⾼性能表⾯技术的ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析

专⽤柱。这种有机/⽆机杂化表⾯技术已被证明可以通过阻⽌分析物与⾦属表⾯相互作⽤⼤幅减少吸附损失7, 8。 

本研究表明，与传统⾊谱柱的性能相⽐，MaxPeak Premier技术⼤幅提⾼了⾸次进样后mRNA 5'端⽚段的回收率

。将此技术与BioAccord LC-MS系统相结合，有助于通过MS定量分析合成mRNA的5'端帽状结构。
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实验

样品前处理

在本应⽤纪要中，我们证明了LC-MS法在评估合成mRNA 5'端加帽效率⽅⾯的优势，该⽅法使⽤简便易⽤、符合

法规要求的BioAccord LC-MS系统以及搭载MaxPeak⾼性能表⾯技术的ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析

专⽤柱。这种有机/⽆机杂化表⾯技术已被证明可以通过阻⽌分析物与⾦属表⾯相互作⽤⼤幅减少吸附损失7, 8。 

本研究表明，与传统⾊谱柱的性能相⽐，MaxPeak Premier技术⼤幅提⾼了⾸次进样后mRNA 5'端⽚段的回收率

。将此技术与BioAccord LC-MS系统相结合，有助于通过MS定量分析合成mRNA的5'端帽状结构。  

图3.本研究使⽤的RNA寡核苷酸。

⽤⽔制备Cap-1和靶向寡核苷酸的等摩尔溶液，浓度为2.5 pmol/µL。⽤⽔制备四种前体寡核苷酸与Cap-1的

1:10、1:100和1:1000稀释系列，Cap-1浓度恒定为2.5 pmol/µL。

数据处理和分析：
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液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： BioAccord LC-MS

检测条件： UV检测（波⻓260 nm）

样品瓶： 聚丙烯样品瓶（部件号186002639）

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH C18, 130 Å, 1.7 µm, 2.1 × 

50 mm寡核苷酸分析专⽤柱（部件号

：186009484）

ACQUITY UPLC BEH C18, 130 Å, 1.7 µm, 2.1 × 

50 mm寡核苷酸分析专⽤柱（部件号

：186003949）

柱温： 60 °C

样品温度： 4 °C

进样体积： 5.0 µL（样品）

流速： 0.3 mL/min

流动相A： 1.0%六氟异丙醇(HFIP)、0.1% N,N-⼆异丙基⼄胺(

DIPEA)的⽔溶液

流动相B： 含0.75% HFIP和0.0375% DIPEA的65:35 ⼄腈:⽔

梯度： 流动相B在5、10或20 min内从5%增加到25%

质谱条件
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质谱系统： BioAccord LC-MS

电离模式： 全扫描，ESI-

采集范围： 400-5000 m/z

⽑细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 40 V

脱溶剂⽓温度： 400 °C

数据管理

⾊谱和质谱软件： 搭载UNIFI v1.9.12的waters_connect

结果与讨论

⾊谱柱的初始性能

在开发⽤于分析5'端加帽效率的LC-MS⽅法之前，我们评估了LC-MS⽅法分析mRNA⽚段的⾊谱回收率。如⽂献和

此前发布的应⽤纪要所述，我们已经证明寡核苷酸以及磷酸化化合物会吸附到不锈钢等⾦属表⾯，⽽采⽤

MaxPeak Premier⾊谱柱可以缓解这种不必要的作⽤9-11。 对于RNA 5'端帽状结构分析，我们使⽤传统的

ACQUITY UPLC BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱或装填同⼀批固定相的ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析专

⽤柱研究了Cap-1（5'端包含m7GpppGm基团）的LC-UV-MS分离。已证实，配备MaxPeak⾼性能表⾯的

ACQUITY Premier⾊谱柱具有更⾼回收率和开箱即⽤性能等优势，⽆需进⾏⽼化或钝化操作。

在寡核苷酸的LC-MS分析中，使⽤胺流动相添加剂的离⼦对反相(IP-RP)分离由于分离能⼒强⼤且能与MS技术联⽤

，因此是⾸选的⾊谱分析⽅法。然⽽，携带酸性配对离⼦的胺（如醋酸盐或碳酸氢盐）在有效分离所需的浓度下

会产⽣过多的离⼦抑制，降低IP试剂的浓度仅能⼩幅改善这种情况。1997年，Apffel及其共同作者推出六氟异丙
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醇(HFIP)的使⽤，此后该试剂⼀直是IP-RP分离与MS技术联⽤时的理想选择12。 HFIP是⼀种弱酸，可以帮助缓冲

含胺的流动相，⽽不会显著降低电离效率。此外，理论上烷基胺更有可能吸附到固定相上，因此采⽤HFIP可以打

造更好的IP系统，并在ESI-MS中对寡核苷酸的脱溶剂化产⽣积极影响13。 在本研究中，我们使⽤了⽤HFIP缓冲的

胺N,N-⼆异丙基⼄胺(DIPEA)，因为已证实其相⽐于三⼄胺可以⼤幅增加MS信号强度并改善峰形14。

利⽤第1次进样的峰⾯积评估传统ACQUITY UPLC⾊谱柱与ACQUITY Premier⾊谱柱对Cap-1⽚段的回收率。图

4显⽰了ACQUITY Premier⾊谱柱第1次进样和传统ACQUITY UPLC⾊谱柱第1次⾄第5次进样的代表性UV⾊谱图。

传统⾊谱柱在初次使⽤时未观察到代表Cap-1物质的峰（图4）。与之相⽐，ACQUITY Premier⾊谱柱在第1次进

样即出现⾼强度峰，并且在后续进样中得到可重现的峰⾯积。  在传统⾊谱柱上，即使连续进样Cap-1后，到第5次

进样时，Cap-1⽚段的峰⾯积仍仅为在ACQUITY Premier⾊谱柱所得峰⾯积的37%。 

图4.使⽤ACQUITY Premier BEH C18, 1.7 μm, 2.1 x 50 mm寡核苷酸分析专⽤柱第1次进样和使⽤ACQUITY UPLC BEH 

C18, 1.7 μm, 2.1 x 50 mm寡核苷酸分析专⽤柱第1次⾄第5次进样获得的Cap-1⽚段的UV⾊谱图。分离系统为

BioAccord LC-MS，流速0.3 mL/min，柱温60 °C，使⽤DIPEA-HFIP改性流动相，载样量2.5 pmol。

快速LC-MS⽅法的开发

我们希望开发⼀种使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱在BioAccord系统上进⾏5'端帽定量和质量数确认的LC-MS⽅法

。BioAccord系统作为简便易⽤的LC-光学-MS平台，专为⽣物治疗药物的全⾯分析⽽设计，降低了MS仪器操作的

复杂性15-17。 借助BioAccord LC-MS系统，可以开发出稳定⾼效的LC-光学-MS⽅法⽤于寡核苷酸分析，在不影响
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产品质量的情况下降低基因疗法开发的成本和时间。虽然⼀些⽆法使⽤MS仪器的分析⼈员通常倾向于利⽤UV⽅法

定量分析5'端帽⽚段，但我们选择使⽤BioAccord基于MS信号优化定量⽅法，这样做的好处是可以缩短运⾏时间

，同时发挥MS检测的准确度优势。 

基于这⼀策略，我们使⽤较短的50 mm ACQUITY Premier⾊谱柱开发了⼀种快速LC-MS⽅法。我们的⽬标是快速

洗脱物质并使⽤⾼质量质谱图进⾏质量数确认和相对定量。如图5所⽰，已证实此⽅法⽤时不超过5分钟，且Cap-

1的回收损失很少或没有损失。此外，图5A表明，运⾏时间甚⾄可以少于5分钟；不过，当运⾏时间较短时，丰度

较低的物质与主峰的分离度会降低，这可能会⼲扰质谱解析。 

图5. 使⽤ACQUITY Premier BEH C18, 1.7 μm, 2.1 x 50 mm寡核苷酸分析专⽤柱获得的Cap-1⽚段的TIC⾊谱图。分离

系统为BioAccord LC-MS，流速0.3 mL/min，柱温60 °C，使⽤DIPEA-HFIP改性流动相，载样量2.5 pmol，梯度为

流动相B在(A) 5、(B) 10或(C) 20 min内从5%增加到25%。

通过5'端帽⽚段变体的相对定量评估5'端加帽效率

如前所述，Cap-1 mRNA分⼦通过IVT⽣成，其百分⽐是⼀个重要的CQA，必须准确测定，以了解和预测合成

mRNA制剂的有效性。为证明BioAccord LC-MS系统对此测量的能⼒，我们制备了⼀系列溶液，这些溶液中Cap-1

与四种前体物质之⽐分别为1:10、1:100和1:1000，Cap-1的浓度在所有溶液中保持恒定。从系列溶液中获得的电

荷态分布如图6所⽰。

在图6中，Cap-1丰度最⾼的电荷态为[M-10H]10-电荷态。  当分析包含每个单独mRNA⽚段的样品时（数据未显⽰
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），10倍去质⼦化离⼦也是每个⽚段中丰度最⾼的物质，在1:10稀释样品中可以直观地观察到这些电荷态。因此

，我们选择这种电荷态，使⽤提取离⼦⾊谱图(XIC)进⾏数据分析和定量。 

图6.使⽤ACQUITY Premier BEH C18, 1.7 μm, 2.1 x 50 mm寡核苷酸分析专⽤柱获得的Cap-1⽚段及其产物相关杂质⽚

段（pppG、ppG、GpppG和m7GpppG，或Cap-0）的质谱图。分离系统为BioAccord LC-MS，流速0.3 mL/min

，柱温60 °C，使⽤DIPEA-HFIP改性流动相和1:10、1:100和1:1000稀释系列（Cap-1浓度为12.5 pmol/µL）。 

图7显⽰了各稀释溶液中Cap-0的[M-10H]10-电荷态的代表性XIC。在每个稀释⽔平下都可以清楚地观察到电荷态的

同位素分布，且XIC取⾃整个同位素质量数，质量数偏差为10 ppm。即使在1:1000稀释⽔平下，此时产品相关杂

质的柱上载样量仅12.5 fmol，Cap-0的XIC也很容易⽣成和积分。
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图7. 使⽤ACQUITY Premier BEH C18, 1.7 μm, 2.1 x 50 mm寡核苷酸分析专⽤柱从Cap-0⽚段的[M-10H]10-电荷态获得

的XIC。分离系统为BioAccord LC-MS，流速0.3 mL/min，柱温60 °C，使⽤DIPEA-HFIP改性流动相和1:10、

1:100和1:1000稀释系列（Cap-1浓度为12.5 pmol/µL）。

可以根据稀释系列的XIC⽣成校准曲线，各前体⽚段的校准曲线如图8所⽰。如图所⽰，每个图表的线性回归得到

的R平⽅值均为1.000，表明这种快速LC-MS⽅法⾜以⽤于评估5'端加帽程度。

图8. 由12.5 pmol/µL Cap-1与其产品相关杂质⽚段（pppG、ppG、GpppG和m7GpppG或Cap-0）1:10、1:100和

1:1000稀释系列⽣成的校准曲线。

RNase H探针（靶向寡核苷酸）和RNA 5'端⽚段的分离
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在分析基于RNase H的mRNA⽚段时，⼀个重要的考虑因素是RNase H探针或靶向寡核苷酸与分析物之间的LC分

离。在本例中，RNase H探针是⼀个3'脱硫⽣物素亲和标记修饰的RNA:DNA嵌合体，其⻓度与裂解的5'端⽚段⼤

致相同。探针设计为⽬标5'端⽚段的补⾜物，使两者在溶液中杂交形成双链RNA-DNA双链体结构。在预定位点进

⾏RNase H裂解后，探针和5'端⽚段在溶液中仍以双链体形式结合，因此，有必要从预计存在于样品混合物中的

RNase H寡核苷酸探针上分离⽬标物质。

为验证RNase H探针和分析物⽚段的LC分离，我们设计并合成了⼀种可通过较⻓的RNA⽣成25-nt RNA寡核苷酸的

RNase H探针。如图9所⽰，快速LC-MS⽅法可以在两种物质的等摩尔溶液中分离Cap-1 RNA寡核苷酸和RNase H

探针。 

图9.使⽤ACQUITY Premier BEH C18, 1.7 μm, 2.1 x 50 mm寡核苷酸分析专⽤柱分析Cap-1和等摩尔溶液

的代表性探针得到的XIC叠加图。分离系统为BioAccord LC-MS，流速0.3 mL/min，柱温60 °C，使⽤

DIPEA-HFIP改性流动相，载样量12.5 pmol。
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结论

针对COVID-19的mRNA疫苗⽬前在全球的接种率已超过25%，其⾼效性证明了mRNA疫苗疗法的价值所在。可靠

的分析⽅法对于确保疫苗的正确设计、开发和可重现⽣产⽽⾔⾄关重要。在本应⽤纪要中，我们介绍了⼀种采⽤

ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱结合BioAccord LC-MS系统的快速LC-MC⽅法，该⽅法适⽤于评

估合成mRNA的5'端加帽程度，这也是合成mRNA的⼀项重要CQA。采⽤MaxPeak⾼性能表⾯技术的ACQUITY 

Premier⾊谱柱可以显著改善⾸次进样的RNA回收率。与BioAccord LC-MS结合使⽤时，即使在检测限较低的情况

下也能准确定量，可⽤于验证Cap-1 mRNA分⼦的⽣产以及可能存在的产品前体相关杂质。此外，这些结果凸显

了MS定量⽅法在⾼通量分析中的潜⼒，有助于加速mRNA疗法的开发。
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