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摘要

本⽂探讨了Waters ACQUITY UPLC H-Class系统结合BEH C18, 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱在⾮变性条件下分析两

种沉默RNA或⼩分⼦⼲扰RNA (siRNA)混合物的应⽤。分析由两种混合siRNA双链体组成的药物制剂，⽬的在于分

离和定量完整双链体及其单链寡核苷酸污染物。我们开发出采⽤UV检测的离⼦对反相(IP-RP) UPLC⽅法来表征治

疗药物。在⾮变性条件下（柱温20 °C）操作⾊谱柱，使siRNA物质保持双链体形式，并与单链寡核苷酸达到良好

的⾊谱分离度。结果表明MaxPeak Premier⾊谱柱技术为siRNA分析提供了优异的样品回收率、分离选择性、定

量重现性和线性。

优势

BEH C18, 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱可准确、可重现地分离siRNA双链体■

ACQUITY Premier⾊谱柱可消除⾦属表⾯和⾊谱柱筛板上不良的寡核苷酸吸附使⽤该⾊谱柱时未观察到柱上降

解和明显残留

■

siRNA双链体的⾊谱分离度能够使单个物质实现可靠鉴定和定量。获得双链体摩尔⽐并实现药品制剂中双链体

杂质/变体准确定量

■

过量单链寡核苷酸得到准确测定■
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简介

寡核苷酸和siRNA双链体是⼀类不断发展的核酸类治疗化合物1,2。 IP-RP LC⽅法适⽤于在LC-UV和LC-MS设置下

对这些新型药物进⾏⾼灵敏度分析。siRNA分⼦较短（约20~25个碱基对），经化学修饰的RNA双链体能够在体内

调节蛋⽩质表达。siRNA可在变性条件下将双链体转化为两个互补的寡核苷酸分析3，也可以在⾮变性条件下以完

整双链体形式分析4。例如，需要估计siRNA双链体制剂中单链寡核苷酸过量程度的情况时，即可使⽤后⼀种⽅法

。⾮变性IP-RP LC分析在寡核苷酸合成后退⽕程序的优化中发挥着关键作⽤。本应⽤纪要介绍如何分析含两种

siRNA双链体的制剂。复杂混合物的定量测定和表征对于药品制剂的安全性和有效性⾄关重要。IP-RP LC与MS检

测联⽤是解析复杂分析中样品组分的重要⽅法。

实验

样品前处理

⽤软化⽔制备样品参⽐溶液，两种siRNA双链体的参⽐溶液浓度为2.0 mg/mL；表⽰100%标准品。制备相关参⽐

溶液，浓度为参⽐溶液浓度的70%、100和130%（⾼浓度）和0.2%、2.0%、4.0%和6.0%（低浓度）。将药物制

剂以2.0 mg/mL的标⽰浓度溶于软化⽔中。⽤软化⽔制备单链寡核苷酸单标和siRNA双链体单标（“双链体1”和

“双链体2”），浓度为0.10 mg/mL，⽤于分离选择性研究。 

仪器

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统由四元溶剂管理器QSM、柱温箱模块CM-A、主动预加热器APH、流通针

式样品管理器FTN SM和配备分析流通池的光电⼆极管阵列检测器PDA组成。建议在QSM泵中使⽤与THF/⼰烷兼

容的单向阀（部件号：700005273 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/service-parts--

kits/700005273-assembly-check-valve-dual-ball--seat.html> ），以确保使⽤HFIP溶剂时正常运⾏。启⽤⾊

谱柱管理器中的预加热器功能。样品管理器(SM)清洗液为甲醇，SM灌注和密封件清洗液为⽔/⼄腈(90/10, v/v)。 

数据管理

采⽤Empower 3.0版软件进⾏样品积分和定量分析。

⽅法条件
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⾊谱柱：BEH C18, 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱（P/N：186010541）。为确保储存后的⾊谱柱能够可靠地分离双链

体，将⾊谱柱在50 °C的柱温下⽤⼄腈/⽔/甲酸(90/10, 0.1, v/v)以0.30 mL/min的流速冲洗⾄少2 h。

流动相A：含0.2% (v/v)⼰胺(HA)和0.5% (v/v) 1,1,1,3,3,3-六氟-2-丙醇(HFIP)的Milli-Q⽔溶液（浓度相当于15 

mM HA和47.5 mM HFIP⽔溶液）。将500 mL⽔转移⾄1000 mL容量瓶中，使⽤移液器加⼊5.0 mL HFIP，然后加

⼊2.0 mL HA，制得流动相A。⽤磁⼒搅拌棒充分混合，直⾄胺溶解。加⼊剩余的493 mL⽔，使总体积达到1000 

mL，然后充分混合。

流动相B：80%甲醇/20%⼄腈(v/v)。将800 mL甲醇与200 mL⼄腈混合，制得流动相B。使⽤前充分混合。

柱温： 20 °C

⾃动进样器温度： 10 °C

流速： 0.15 mL/min

检测： UV 260 nm，采样速率5 pt/s

进样体积： 6 µL

表1列出了设置的线性梯度。

梯度

数据处理和分析

图1所⽰为峰⾯积估算⽰例。将⾊谱图中双链体1区域（在21.19 min附近洗脱的峰）和双链体2区域（在23.34 
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min附近洗脱的峰）的峰⾯积相加，计算峰⾯积。利⽤峰⾯积总和进⾏⽅法认证（⻅表2）。

图1.利⽤⾮变性IP-RP LC分析参⽐溶液（两种siRNA双链体的混合物）。siRNA物质以双

链体形式洗脱。双链体1和双链体2分离成多个峰是因为⺟体寡核苷酸中存在⾮对映体。

⽅法认证总结

表2.利⽤IP-RP LC⽅法得到的siRNA双链体分析结果
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结果与讨论

解决LC中的⾮特异性siRNA损失问题

有研究表明，寡核苷酸和双链体核酸对带正电荷的⾦属表⾯具有⾼亲和⼒5-9。 我们的实验室在使⽤常规ACQUITY 

UPLC BEH C18, 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱或通常由不锈钢材料制成的⾊谱柱时，观察到寡核苷酸样品损失3,6,7。 

最近的报告指出，样品损失主要发⽣在液相⾊谱柱结构中所⽤的不锈钢（和未改性钛）筛板上；这是由于筛板可

⽤于样品吸附的表⾯积多6。低浓度酸性样品（如核酸）的样品损失最为明显。我们开发出MaxPeak Premier新型

⾊谱柱技术以减少样品损失，该技术采⽤杂化硅胶，旨在减少⾊谱柱硬件（或液相⾊谱系统）内的不良样品吸附
5,8,9。 与多个⼚家的常规⾊谱柱相⽐，ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱提⾼了样品回收率

，因此我们选择该⾊谱柱开展进⼀步的⽅法开发3。

siRNA双链体与单链寡核苷酸杂质的分离

图2显⽰了为分离单链寡核苷酸和两种siRNA双链体⽽开发的优化⽅法（⻅实验部分）。⼀般来说，与单链寡核苷

酸相⽐，双链体DNA或RNA在IP-RP LC中的保留性更强4。 单链物质在⾊谱图早期洗脱，并与双链体完全分离。但

是，由于制剂中存在两种单独的siRNA双链体，我们的分离任务也变得更复杂。分离双链体1与双链体2是⼀项公认

的挑战。在所有被测⾊谱柱中，填充1.7 µm吸附剂的150（柱⻓）× 2.1 mm ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å

寡核苷酸分析专⽤柱提供了出⾊的分离结果。请注意，双链体1和2（⻅图2中的棕⾊和深蓝⾊⾊谱图）均部分分离

成多个峰。siRNA双链体洗脱区域内的所有峰都具有其预期质量数。显然，这种分离是由于双链体物质中存在光学

异构体（⾮对映体）10,11。 单链寡核苷酸⺟体含有产⽣光学异构体的核苷酸间硫代磷酸酯键。由于存在⾮对映体

，单链物质的“峰展宽”也很明显，其中双链体2的反义峰较为显著。 

5使⽤MaxPeak Premier⾊谱柱技术在⾮变性UPLC条件下分析siRNA双链体



图2.单链和双链siRNA成分的IP-RP LC保留研究

siRNA残留研究

样品在⾦属液相⾊谱系统硬件和标准不锈钢⾊谱柱上的吸附是造成核酸液相⾊谱分析中样品残留升⾼的⼀个疑似

影响因素6。 我们使⽤优化⽅法评价了ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱的样品残留性能。

图3显⽰，空⽩样⾊谱图不包含任何显著的系统峰；观察到因梯度程序导致的适度基线漂移。接下来进样0.2%定

量限标准品（LOQ样品⽔平）⽤于⽐较；可接受的残留应明显低于LOQ样品信号。随后进样100%样品标准品（数

据未显⽰）；主要siRNA信号响应分别为1.2 AU和0.6 AU（参⻅图2中的红⾊⾊谱图），然后再执⾏⼀次空⽩进样

（图3中的红⾊⾊谱图）。图3显⽰，残留低于噪⾳⽔平。该结果可确证，残留不会影响定量结果。 
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图3.IP-RP LC残留研究 

结论

离⼦对反相⾮变性IP-RP LC⽅法适⽤于分离单链杂质与siRNA双链体。经过优化的离⼦对体系可分离和表征药物制

剂中存在的两种siRNA双链体。所⽤流动相能够兼容MS检测，以便根据分⼦量确证洗脱物质。本研究证明，

ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱适⽤于对siRNA双链体进⾏稳定的定量分析，分析结果不

受残留影响。ACQUITY Premier⾊谱柱使分析⼈员对定量准确度更有把握；其性能满⾜回收率、重现性和线性等

认证参数的质量要求。
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