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摘要

沃特世成功开发出⾸款针对SARS-CoV-2病毒的治疗性信使RNA (mRNA)疫苗。治疗性mRNA分⼦还可以在癌症治

疗中⽤作蛋⽩质替代疗法或疫苗接种⽅法。mRNA技术⻜速发展，因此亟需开发相应的分析⽅法。⽬前的mRNA分

析⽅法包括分析5'端帽状态、mRNA⼀级序列、⼯艺杂质和3'端poly(A)尾。本应⽤纪要介绍了⼀种稳定耐⽤且操

作简单的poly(A)尾⻓测量⽅法。该⽅法利⽤核糖核酸酶T1酶解mRNA分⼦来释放出poly(A)尾，然后采⽤体积排阻

⾊谱法(SEC)分离酶解产物和poly(A)尾。使⽤由核酸标准品构建的SEC校准曲线估算poly(A)尾⻓。

优势

快速、耐⽤的poly(A)尾⻓分析⽅法■

⼤幅减少样品前处理步骤■

适⽤于QC检测的简单的SEC-UV⽅法■

简介

治疗性信使RNA分⼦为单链核酸，⻓度通常为2,000‒10,000个核苷酸。治疗性mRNA的结构由若⼲个不同的部分

组成，包括修饰的5'端帽、3'和5'⾮翻译区(UTR)、mRNA编码区或基因转录序列以及在3'端的poly(A)尾（⻅图
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1）。5'端帽可⼤幅减少RNA降解，同时通过固定细胞中的核糖体⽽促进翻译过程。3'和5'⾮翻译区直接影响翻译

，通常优化此区域的序列以实现尽可能⾼的RNA翻译效率。mRNA编码区编码⽬的基因(GOI)。此区域被翻译成所

需蛋⽩质，且通常包含修饰的核苷酸（通常为N1-甲基假尿苷），以降低清除率并提⾼蛋⽩质产量。最后，

poly(A)尾存在于3'端，此区域在⼤幅减少RNA降解和维持mRNA的体内稳定性⽅⾯起关键作⽤。mRNA疫苗中

poly(A)尾的⻓度通常为100‒150个核苷酸(nt)。

SARS-CoV-2疫苗取得成功之后，⼤量投资开始涌向mRNA技术。关于针对多种病原体和病毒的mRNA疗法以及

mRNA疫苗，⽬前有多项临床研究正在进⾏中。mRNA技术的新进展也促进了其他有前景的应⽤，例如癌症免疫疗

法、体内CRISPR基因编辑和其他蛋⽩质替代疗法。

mRNA治疗药物是⼀种新型药物；这类药物属于⽣物聚合物⼤分⼦，故⽽存在特有的分析挑战。因此，我们需要

新的分析⽅法来⽀持mRNA研究，以及mRNA治疗药物和疫苗的开发、⽣产和QC放⾏，包括产品表征和杂质分析

。由于液相⾊谱(LC)和质谱(MS)法难以直接分析完整的⼤分⼦核酸1，因此通常⽤特定的酶（例如核糖核酸酶(

RNase) T1）来酶解完整的mRNA分⼦2。核糖核酸酶T1可以在⻦苷酸的3'端裂解单链RNA，在产物的3'端留下磷

酸基团。由于mRNA序列中经常存在⻦苷，因此核糖核酸酶T1酶解会产⽣相对较短的寡核苷酸混合物，以便通过

LC MS/MS⽅法分离和测序(3‒5)。由于mRNA分⼦的poly(A)尾部分不含⻦苷残基，因此核糖核酸酶T1酶解物产⽣

的寡核苷酸主要由⼀条oligo(A)序列组成，该序列明显⻓于酶解物中的其他寡核苷酸（⻅图1）。该寡核苷酸的⻓

度通常为100~150 nt。 

图1.mRNA结构⽰意图。剪⼑指⽰核糖核酸酶T1的推断性裂解位点。酶解产⽣短链RNA寡核苷酸并释放出3'端

poly(A)尾。
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本应⽤纪要介绍了⼀种简单的SEC⽅法，能够测定⽤核糖核酸酶T1酶解完整mRNA后产⽣的poly(A)尾的⻓度。通

过SEC分离酶解产物、2-30 nt寡核苷酸和poly(A)尾寡核苷酸。根据poly(A)寡核苷酸的保留时间，并与使⽤腺苷

核糖核苷酸标准品制备的SEC校准曲线⽐较，测得mRNA poly(A)尾的平均⻓度。这项技术是对离⼦对反相(IP RP)

液相⾊谱法的有⼒补充，可以对⻓度不超过约150 nt的寡核苷酸实现n/n-1分离，并从另⼀个⻆度测定poly(A)尾

⻓的异质性。IP RP LC⽅法将在后续的应⽤纪要720007873ZH中详细介绍。

实验

EPO mRNA标准品购⾃TriLink Biotechnologies，部件号L-7209。EPO mRNA包含Cap 1 5'结构，其经过聚腺苷

酸化，并且整个序列中包含修饰的5-甲氧基尿苷。Fluc-beta mRNA样品购⾃AmpTec，部件号M1436/1000-C1-

A120-NM-P0。此mRNA经过聚腺苷酸化，并且序列中包含未修饰的尿苷。使⽤以下⽅案，⽤核糖核酸酶

T1（Thermo Fisher，部件号EN0542，1000 U/µL）对1 mg/mL mRNA样品溶液进⾏酶解：

将50 µL 1 mg/mL mRNA与10 µL rCutSmart 10x缓冲液（New England Biolabs，部件号B6004S）混合，再加

⼊2 µL核糖核酸酶T1。将样品在37 °C下酶解30 min。酶解后，加⼊1 µL Quick CIP酶（New England Biolabs，

部件号M0525S，5000 µ/mL），以去除寡核苷酸的3'磷酸基团。去磷酸化在室温下进⾏30 min。将1 µL酶解物注

⼊SEC⾊谱柱或使⽤离⼦对反相液相⾊谱法分析。

SEC条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ Premier UPLC™（配备SM-FTN和

QSM）

检测： PDA，Ti 5 µL流通池，260 nm

⾊谱柱： ACQUITY Premier SEC蛋⽩分析专⽤柱, 250 Å, 4.6 

x 150 mm, 1.7 µm (P/N: 186009963)

柱温： 25 °C

样品温度： 10 °C
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进样体积： 1.0 µL（样品）

流速： 0.2 mL/min

流动相A： 0.1 M磷酸盐缓冲液，pH 8，⽤0.1 µm滤膜过滤

流动相B： 30:70甲醇:⽔，⽤于储存⾊谱柱

⾊谱软件： Empower™ v 3.0

IP RP LC条件

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier UPLC（配备SM-FTN和QSM）

检测： PDA，Ti 5 µL流通池，260 nm

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH C18寡聚核苷酸分析专⽤柱

, 300 Å, 2.1 × 150 mm, 1.7 

µm（P/N：186010541）

柱温： 60 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1.0 µL（样品）

流速： 0.3 mL/min

流动相A： 100 mM⼄酸⾟铵(OAA)的40%⼄腈和1%六氟异丙

醇(HFIP)溶液，v:v

流动相B： 100 mM OAA的90%⼄腈和1% HFIP溶液
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流动相D： 100%⼄腈

梯度： 40 min内46% A、54% B和0% D分别变为28% A、

62% B和10% D

⾊谱软件： Empower v 3.0

结果与讨论

体积排阻⾊谱(SEC)是⼀种根据分⼦的流体动⼒学尺⼨对其进⾏分离的⽅法。在本研究的第⼀步中，我们筛选了填

充有1.7 µm或2.5 µm吸附剂的Waters™ 150 x 4.6 mm SEC⾊谱柱，考察其分离15~150 nt寡核苷酸的能⼒。

ACQUITY UPLC BEH SEC 1.7 µm 125 Å⾊谱柱适⽤于分离2~25 nt的寡核苷酸。ACQUITY Premier SEC 250 Å 

1.7 µm蛋⽩分析专⽤柱适⽤于分离20‒150 nt的寡核苷酸，⽽ACQUITY BEH SEC 450 Å 2.5 µm⾊谱柱则适⽤于分

离50‒4000 nt的核酸（数据未显⽰）。 

图2.使⽤核糖核酸酶T1酶解857 nt EPO mRNA（红⾊⾊谱图）。采⽤ACQUITY Premier SEC 250 Å, 4.6 x 150 mm, 

1.7 µm蛋⽩分析专⽤柱分离酶解产物、poly(A)尾和2‒30 nt短链寡核苷酸（蓝⾊⾊谱图）。 
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基于这项初步研究的结果，我们在进⼀步的实验中选择了ACQUITY Premier SEC 250 Å 1.7 µm蛋⽩分析专⽤柱。

图2显⽰，该⾊谱柱使未酶解的mRNA、mRNA的核糖核酸酶T1酶解产物（即释放的poly(A)尾）以及短链寡核苷

酸实现了出⾊的分离。图3显⽰了使⽤寡核糖核苷酸腺苷标准品构建校准曲线并根据该曲线得到的poly(A)尾⻓度

匹配结果。

30‒150 nt范围内寡核苷酸的校准趋势logN = a × tr + b呈线性。N为核苷酸数量，tr为保留时间，a和b为线性回归

常数。利⽤该校准曲线，根据观察到的SEC峰保留时间计算RNA poly(A)尾的⻓度。

图3b所⽰为使⽤合成RNA oligo(A)标准品进⾏SEC⾊谱柱校准的结果。30、40和60 nt样品的纯度较⾼，⽽50 nt

的oligo(A) RNA峰受到截断合成杂质的污染明显更多。如预期⼀样，在100 nt标准品中检出许多合成杂质。对于

全⻓产物，100 nt寡核苷酸的估计纯度（基于SEC分析）约为9%。

与oligo(A)标准品相⽐（图3b），poly(A)尾峰明显伸⻓和展宽（图3a）。这是因为poly(A)尾峰不均匀，它由多种

密切相关的poly(A)尾物质组成。SEC⽅法⽆法分离N-x和N+x poly(A)尾异构体。但是，SEC UV⽅法可以简单估算

poly(A)尾峰中主要寡核苷酸的⻓度。如果需要有关poly(A)尾物质异质性的信息，可以使⽤⾼分离度离⼦对反相液

相⾊谱法，该⽅法能够分离⾼达150 nt的寡核苷酸中的N和N-x物质。此外，还可以优化⾼分离度IP-RP⽅法，将其

与质谱联⽤。
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图3.a) 使⽤核糖核酸酶T1酶解1970 nt Fluc-beta mRNA（红⾊⾊谱图）。采⽤ACQUITY Premier SEC 250 Å, 4.6 x 

150 mm, 1.7 µm蛋⽩分析专⽤柱分离酶解产物、poly(A)尾和2‒30 nt短链寡核苷酸（蓝⾊⾊谱图）。b) 使⽤30、

40、50、60和100 nt寡核糖核苷酸(A)合成标准品进⾏SEC校准。线性校准结果⻅插图。通过外推校准曲线估算更

⼤的poly A尾的⻓度。 

使⽤⾼分离度IP RP LC UV研究poly(A)尾异质性

要对100‒150 nt的寡核苷酸进⾏⾼效的IP RP LC分离，需要使⽤填充亚2 μm颗粒的⾊谱柱(6, 7)和强离⼦对流动相

，例如100 mM⼄酸⾟铵(3)。图4显⽰了100 nt oligo(A) RNA合成标准品与使⽤核糖核酸酶T1从EPO mRNA酶解

物中释放出的poly(A)尾的分离结果。IP RP LC法可以使⾼达150 nt的寡核苷酸实现n/n-x物质部分分离。poly(A)

尾由10-15个寡核苷酸组成，集中在丰度最⾼的峰附近，估计⻓度为124 nt。本研究特别采⽤的IP RP LC流动相与

MS检测不兼容，124 nt的峰⻓度是根据poly(A) RNA合成标准品确定的。这种精确的IP PR LC⽅法将在后续的应

⽤纪要中更详细地介绍。
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图4. 使⽤ACQUITY Premier BEH 300 Å 1.7µm寡核苷酸分析专⽤柱，通过⾼分离度IP RP LC⽅法分离100 nt 

oligo(A)合成RNA寡核苷酸标准品（⿊⾊⾊谱图）和经核糖核酸酶T1酶解的EPO mRNA酶解物（蓝⾊⾊谱图）。

poly(A)尾信号中丰度最⾼的峰估计⻓124 nt。 

结论

本研究开发出⼀种能够简单、稳定地分析mRNA poly(A)尾⻓的SEC-UV⽅法。研究发现，ACQUITY Premier SEC 

250 Å蛋⽩分析专⽤柱最适合该分析。使⽤寡核糖核苷酸(A)合成标准品进⾏SEC校准，结果在30‒150 nt⻓度范围

内呈线性。研究还发现，第⼆种⽅法(IP RP LC UV)也适⽤于分离⻓达150 nt的⻓链寡核苷酸。该⽅法使⽤

ACQUITY Premier BEH C18 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱作为poly(A)尾异质性的潜在质量控制分析⽅法，并且同样

不需要严格进⾏MS检测。利⽤合成寡核糖核苷酸(A)标准品确定poly(A)尾⻓和异质性。这两种⽅法均采⽤了具有

MaxPeak™⾼性能表⾯的⾊谱柱，确保寡核苷酸物质获得稳定的回收率(8-11)。
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