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摘要

随着核酸类药物的产品管线蓬勃发展，业界亟需经过改进的分析⽅法来快速确认各种⼤分⼦核酸的浓度、完整性

和相对丰度。特别值得⼀提的是，阴离⼦交换法⽤于测定mRNA浓度和完整性的潜⼒相当可观，但⽬前的⽅法往

往有严重的残留问题，导致应⽤该技术的可⾏性不⾼。本研究证明了谨慎选择⾊谱柱技术的重要性，还证明了

Gen-Pak™ FAX弱阴离⼦交换⾊谱柱可以作为有效的起始⾊谱柱⽤于⼀种新的分析⽅法。此外，可通过以下三种⽅

式来减少残留：缩短分析物滞留在⾊谱柱上的时间(1)；以较⾼的配对离⼦浓度（⾼达100 mM）作为梯度起点

(2)；采⽤⼀种特殊的进样⽅式，⽤调节盐塞括住吸取的样品。通过这项研究，我们还弄清了单链mRNA变性与残

留、选择性和分离度之间的关系。随着流动相温度升⾄⾃折叠的解链温度，选择性增加，但残留也随之增加。

优势

降低连续进样之间的残留■

提⾼mRNA样品的回收率■

改善重复性和⽅法稳健性■
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简介

近年来，⽣物制药⾏业对基因治疗药物的关注激增。合成核酸为开发新型疫苗和蛋⽩质表达调节药物开辟了⼀条

新途径。最近，体外转录mRNA得到了⼴泛关注1,2。

完整mRNA原料药的分析需要使⽤液相⾊谱(LC)技术3。 ⼀般使⽤离⼦对反相⾊谱(IP-RP)或体积排阻⾊谱(SEC)进

⾏分析级分离，以检测异质性或检查分⼦完整性3。

尽管寡核苷酸和核酸的⼤规模纯化经常采⽤阴离⼦交换(AEX)分离技术，迄今为⽌有⽂献可查的分析级AEX分离⽅

法却只有寥寥⼏种。AEX的分析级应⽤很有限，可能要归咎于⽅法稳健性不理想，例如使⽤此法分析⼤分⼦核酸时

经常会观察到低回收率和⾼残留效应。Bridonneau及其同事发表的⽂章中提到，为了防⽌RNA适体纯化的AEX⾊

谱运⾏之间发⽣残留，必须在专⽤条件下平衡系统30 min并运⾏空⽩样品4。 Guilherme等⼈提出了⼀些减少残留

的解决⽅案，例如向洗脱缓冲液中添加螯合剂和/或变性剂（例如尿素、甲酰胺或异丙醇）来抑制分⼦间相互作⽤5

。 还有研究⼈员提出使⽤⾼电荷态的阳离⼦分⼦（即亚精胺）作为添加剂，据信这种添加剂能稳定致密的超螺旋

结构，从⽽提⾼回收率6。 最近有研究表明，采⽤弱离⼦对阳离⼦梯度的AEX⽅法得到了令⼈期待的mRNA分离效

果7。 与传统的盐梯度相⽐，这种被称为“离⼦对阴离⼦交换”(IPAX)的⽅法回收率和选择性更⾼。除了溶质离⼦

与固定相键合相之间的⾮特异性相互作⽤外，⾊谱柱硬件材料本⾝也可能导致低回收率和⾼残留。针对⽬前的情

况，Minkner等⼈认为，AEX对siRNA的回收率能达到95%以上已属性能“优异”，据⽂献报道，不仅AEX，亲和

⾊谱及疏⽔作⽤⾊谱(HIC)对⼤分⼦mRNA的回收率也不及⼩分⼦mRNA8,9。

考虑到上述因素，我们认为，如果能够成功改进AEX⾊谱分离⽅法，将有望为分析完整⼤分⼦核酸样品提供⼀种可

靠的新⽅案。本⽂提出了⼀些有效的解决⽅案，能显著减少AEX分离中发⽣的残留。 

实验

样品和流动相制备

ClenCap 5 moU EPO mRNA（⻓度：858个核苷酸）、荧光素酶(LUC) mRNA（⻓度：1929个核苷酸）和Cas9 

mRNA（⻓度：4521个核苷酸）购⾃TriLink Biotechnologies（美国加利福尼亚州圣地亚哥）。⽤⽔将样品稀释

⾄25 µg/mL后进样分析，⽆需进⼀步前处理。

三羟甲基氨基甲烷(TRIS)、盐酸胍(Gdn-HCl)和溴化钠(NaBr)购⾃Sigma-Aldrich（瑞⼠布克斯）。将Tris缓冲液

制备为25 mM溶液，pH调节⾄约7.6，该25 mM Tris缓冲液⽤作流动相A。将2 M Gdn-HCl或2 M NaBr溶于25 mM 
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Tris缓冲液中，制得流动相B。

执⾏盐塞进样时，可使⽤流动相B或溶于稀释10倍的BioResolve™ CX B浓缩液（P/N：186009064 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009064-bioresolve-cx-ph-

concentrate-b.html> ）的2 M NaBr溶液。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ UPLC™ H-Class PLUS Bio系统（四元

）

检测： UV检测（波⻓260 nm）

样品瓶： 聚丙烯样品瓶（P/N：186002639）

⾊谱柱： Gen-Pak FAX阴离⼦交换⾊谱柱, 2.5 µm, 4.6 mm 

x 100 mm（P/N：WAT015490）

柱温： 环境温度到 45 ℃

样品温度： 5 ℃

进样体积： 2.0 µL（样品）

括号式进样顺序： 1.0 μL（前盐塞）+ 2.0 μL（样品）+ 1.0 μL（后盐

塞）

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 25 mM TRIS⽔溶液(pH = 7.6)

流动相B： 2 M盐酸胍(Gdn-HCl)的25 mM TRIS溶液(pH = 7.6)

或

2 M溴化钠(NaBr)的25 mM TRIS溶液(pH = 7.6)
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梯度： 推荐⽤于快速分离的陡峭梯度：

- 如果使⽤2 M Gdn-HCl流动相：流动相B在6 min

内从0增加到25%

- 如果使⽤2 M NaBr流动相：流动相B在7 min内从

15%增加到50%

推荐⽤于提⾼选择性的缓梯度：

- 如果使⽤2 M NaBr流动相：流动相B在15 min内

从12%增加到35%

⾊谱柱钝化

使⽤⾄少20~50倍柱体积的流动相平衡⾊谱柱。然后使⽤⽬标样品连续执⾏⼏次（3~4次）⾼载样量（例如5~10 μ

g）进样，钝化固定相的活性位点。

结果与讨论

分析⽣物分⼦（⼤分⼦）时的进样重复性差、残留效应⾼，背后的原因通常是这类分⼦与表⾯之间发⽣了不良次

级相互作⽤，以及⼤分⼦系统内部发⽣了分⼦间和分⼦内相互作⽤。⼤分⼦通常具有表⾯活性，它们与不同类型

的表⾯接触时，会发⽣⾮特异性吸附10。 这是⼀个⾄关重要的过程，因为它可能导致溶质损失或发⽣聚集。在吸

附事件中，⼤多数⼤分⼦的形状都会发⽣变化（构象变化，例如展开）。吸附剂表⾯被⼤分⼦占据的区域通常称

为“⾜迹”(the footprint)11。 ⾜迹通常随滞留时间增加⽽增加，此过程可称为“展开过程”。⾜迹导致的额外

吸附通常是部分可逆的12,13。 吸附动⼒学和⾜迹表⾯积在很⼤程度上还取决于溶质浓度14。 分析物浓度较⾼时

，样品表⾯会在短时间内被占据，因此可⽤于展开的时间也会更短。这样⼀来，平均⾜迹就⽐较⼩，但吸附浓度

较⾼。溶剂pH和离⼦强度等其他参数也可能影响⾜迹⼤⼩和展开过程。

已经有多项研究报道了上⾯提到的⼀些影响15-18。

滞留时间和初始流动相强度的影响

初步实验表明，mRNA与固定相结合的时⻓可能与残留有关。
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已有研究证实，在AEX分离中，mRNA遵循类似“开-关”式（结合-洗脱）的洗脱机制7。 因此，我们可以合理地

假设mRNA会结合在⾊谱柱柱头并滞留于此，直到它们经历流动相组成的梯度洗脱。利⽤这段时间，分析物可以

展开并与固定相发⽣多点相互作⽤。⼈们可能会觉得滞留时间越短，结合区段就会越少，这样⼀来，吸附相互作

⽤就越弱，残留也就越低。

我们通过实验系统地研究了滞留时间对残留的影响。设定流动相B在6 min内从0增加到25%的Gdn-HCl梯度，并

在梯度开始时设定不同的初始等度保持时间（0% B）。也就是说，将初始等度保持时间设置为0、0.5、1、2、

4和8 min。进样EPO和Cas9 mRNA样品，并测定样品进样之后的空⽩进样的残留（以百分⽐计）。图1A显⽰了残

留随溶质结合时间的变化。该图表明残留与结合时间之间确实存在相关性。结合时间越短，残留越低。和预期⼀

致，这些实验表明应通过缩短分析运⾏时间来降低残留。将滞留时间限制在3 min左右时，残留低⾄4%~8%，相

⽐之下，⻓梯度条件下的残留⾼达10%~20%。

图1.mRNA溶质结合（滞留）时间(A)和初始流动相强度(B)对AEX残留的影响。⾊谱柱：Gen-Pak FAX 100 x 4.6 

mm, 2.5 µm⾊谱柱，流动相A：25 mM TRIS，pH = 7.6，流动相B：25 mM TRIS，pH = 7.6 + 2 M Gdn-HCl，流

速 = 0.6 mL/min，梯度：流动相B在6 min内从0增加到25%，环境温度（约22 ℃）。 

在另⼀个实验中，我们研究了流动相初始强度的影响。如果假设溶质展开发⽣在固定相表⾯上，那么有⼈可能会

认为只要削弱初始结合时的相互作⽤，溶质展开就不会太严重（或展开较慢）。因此，本研究采⽤固定的梯度时

间，并将流动相B的初始⽐例调整为0%、1%、2%、3%和4%。图1B显⽰了我们观察到的EPO和Luc mRNA残留

随初始流动相组成的变化。由图可⻅明显的趋势，初始%B越⾼，残留就越低。从4% B（配对离⼦约80 mM）⽽

不是0% B开始梯度可使残留减半。这⼀观察结果表明，应适当提⾼梯度开始时的流动相B⽐例（即50~100 mM配

对离⼦），⽽不是从0%流动相B开始。
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请注意，结合时间和起始%B的影响都取决于样品，因此需要针对⽬标样品进⾏优化。

⽤盐塞括住样品溶液段（括号式进样）

溶剂强度不匹配是⼀个术语，⽤于描述进样溶剂和流动相具有不同洗脱液强度的情况19。 当样品溶剂强于流动相

组成时，溶剂强度不匹配的问题尤其突出。这种情况通常会导致部分或全部流穿效应，⾄少都会导致前沿峰或分

裂峰19。 多维分离和亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)分析经常会遇到这类问题。为了减弱强溶剂效应，可以应⽤专⻔编写的

进样序列将样品引⼊⾊谱柱，⽤⼀前⼀后两个稀释过的样品塞“括”住吸取的样品。此类进样序列已被应⽤于改

善分离性能或限制流穿效应20,21。

在mRNA的AEX分离中，结合相互作⽤本⾝就⾮常强，因此需要反转上述进样序列⽅案（通常⽤于提⾼初始结合相

互作⽤的强度）。在这种情况下，样品应随强溶剂塞⼀起进样，以限制初始结合的强度。因此，我们建议⽤含有

⾼浓度盐（配对离⼦）的溶剂塞括住样品。除了提⾼离⼦强度外，还可以将溶剂塞的pH调节⾄接近固定相官能团

的pKa（如果使⽤弱阴离⼦交换剂，即调节⾄pH 10~11）。同样，这种组合效应是为了限制初始吸附的强度。

我们通过系统性实验确定了对进样序列⽽⾔最重要的因素，以及它们如何影响AEX分离中的mRNA残留。本研究考

察了以下因素：(1)前盐塞体积；(2)后盐塞体积；(3)括号式盐塞的总体积；(4)所⽤盐的类型，包括NaCl、(NH4)2

SO4、Gdn-HCl和NaBr，以及(5)盐塞的pH。

结果表明，最有利的进样顺序是⽤2 M NaBr溶液（pH约为10）形成的⼀前⼀后两个盐塞括住样品溶液段。图2显

⽰了括号式进样的⽰意图。请注意，pH⾼于10.5~11.0时，mRNA可能会变性，碱基配对和碱基堆积相互作⽤可能

会被破坏。因此，完整RNA在⾼pH条件下可能线性化，进⽽导致展开、结合⾜迹扩⼤以及显著更强的吸附。此外

，某些核酸碱基在pH超过10的条件下还可能去质⼦化，给核酸分析物额外增加负电荷22。 这可能是⾼pH条件的

AEX分离中mRNA保留性增加的原因所在3。 因此，pH过⾼(>11)的溶剂不适合⽤作盐塞，以往的研究曾观察到残

留增加。
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图2.进样序列⽰意图，在该图中，吸取的样品被⾼离⼦强度且⾼pH的调节

剂盐塞括了起来。⽤⼾可以使⽤Empower™软件的“⾃动添加”选项为样品

组创建他们想要的任何进样序列23。

为了在避免样品流穿的同时尽可能降低残留，我们需要优化调节盐塞与样品溶液段的体积⽐。图3显⽰了EPO 

mRNA的残留和回收率如何随调节盐塞与样品的体积⽐（V调节剂/V样品）变化，适⽤于前盐塞和后盐塞体积相同的

情况。由图可⻅，在(V调节剂/V样品)达到约1.2~1.3之前，残留减少且回收率增加。超出这个“限值”后，强调节

盐塞会侵占⼀⼩部分进样的样品体积，导致⾊谱图上出现部分流穿峰。如果(V调节剂/V样品) ≥ 2，则整个mRNA峰

都会在⾊谱柱的死时间处洗脱（完全流穿）。如果将(V调节剂/V样品)设置为⼤约1~1.2，残留可降⾄2%~3%，相⽐

之下，不使⽤盐塞调节时通常会观察到10%~20%的残留。请注意，理想的(V调节剂/V样品)⽐可能取决于样品、进样

器设备、系统体积、流动相和⾊谱柱，需要针对每种⽅法单独优化。将(V调节剂/V样品)设为1左右似乎是⼀个很好的

起点。例如，如果要进样2 μL mRNA样品，使⽤1 μL调节剂前盐塞+ 2 μL样品+ 1 μL调节剂后盐塞编写成进样序列

会是个不错的起点。

与⾊谱柱（固定相）相关的残留

我们研究了包括弱AEX固定相和强AEX固定相在内的多种固定相，只发现细微差别，似乎弱交换剂的残留通常略低

。但需要注意的是，残留始终取决于样品和分析条件。即使在不同的弱离⼦交换剂之间也可能观察到差异，这可

能与键合相密度、键合相可及性（形态）差异，以及可能存在的其他相互作⽤（如氢键）有关。
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图4⽐较了Gen-Pak FAX弱阴离⼦交换⾊谱柱和某款弱阴离⼦交换整体柱，这两根⾊谱柱均采⽤经过优化的同⼀种

括号式进样⽅法运⾏分析。Gen-Pak FAX⾊谱柱的残留明显更低，分离度与另⼀根⾊谱柱相当，某些峰的锐度还

得到了显著改善。
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图4.两根⾊谱柱上观察到的残留对⽐。⾊谱柱：Gen-Pak FAX 100 x 4.6 mm, 2.5 µm⾊谱柱（左图）和WAX 4.95 x 

5.2 mm整体柱（右图）。梯度条件：与图3相同，调节剂溶剂塞：2 M NaBr溶于pH 10.2的缓冲液。括号式进样：1 

μL调节剂前盐塞+ 2 μL样品+ 1 μL调节剂后盐塞。以红⾊显⽰的百分⽐数值表⽰在样品进样之后执⾏的空⽩进样中

观察到的残留百分⽐。
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温度影响

已有研究表明，在AEX⾊谱分离中，升⾼温度会导致RNA样品中检出的峰变少，但峰形更清晰24。 这归因于⼆级结

构减少。此外，在较⾼温度下还观察到保留性增加，这也可以解释为内部结构被破坏的结果。最近，我们发现温

度对AEX中的mRNA回收率和残留也有重⼤影响7。 温度效应导致的残留变化难以预测，因为许多参数都可能改变

mRNA、⽔相流动相和固定相之间的相互作⽤的强度。在存在⼤量盐的情况下，疏溶剂效应、盐析、盐溶、mRNA

脱⽔和结构重排全都可能发⽣，只是程度各不相同7。 因此，我们很有兴趣研究温度对括号式进样的影响。图5显

⽰了在环境温度和⾼温下（温度 = 35 ℃和45 ℃）进样EPO和Cas9 mRNA样品得到的⾊谱图。残留似乎随温度升

⾼⽽增加，这与我们观察到的保留性增强趋势⼀致（表明⾼温下的结合更强）。因此，考虑到样品残留，优选在

环境温度下执⾏实验。但是，峰形、选择性和分离特征会随温度发⽣显著变化，并且⾼温似乎还对样品组分的分

离度产⽣了⼀些有利影响。最终解决⽅案是考虑设置两种⽅法，⼀种在室温条件下运⾏，另⼀种在较⾼的柱温下

运⾏。室温（低温）⽅法可能适⽤于测定含量/浓度，⽽⾼温⽅法对于研究mRNA的⽣物物理特性和化学异质性可

能有价值。 

图5.温度对⾊谱特征（选择性）和残留的影响。⾊谱柱：Gen-Pak FAX 100 x 4.6 mm, 2.5 µm⾊谱柱，流动相A：25 

mM TRIS，pH= 7.6，流动相B：25 mM TRIS，pH = 7.6 + 2 M NaBr，流速 = 0.6 mL/min，梯度：流动相B在15 

min内从12%增加到35%（缓梯度），调节剂溶剂塞：流动相B。括号式进样：1 μL调节剂前盐塞+ 2 μL样品+ 1 μ

L调节剂后盐塞。温度：室温（左）、35 ℃（中）和45 ℃（右）。
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结论

已知⼤分⼦核酸的阴离⼦交换分析可能会出现⾼残留和低回收率的问题。本⽂提出了⼀些新的⽅法考量因素，希

望能减少残留，从⽽提⾼⽅法稳健性。过去的多轮研究已经确认，Gen-Pak FAX⾊谱柱分离某些⼤分⼦单链核酸

样品的效果相当出众。这为实施新⽅法提供了可靠的依据。

研究发现，就残留⽽⾔，缩短分析时间可以起到改善作⽤。以相对较⾼的洗脱液强度作为梯度起点也很有帮助。

不过，最有⽤的⽅法当属应⽤专⻔编写的样品进样序列，⽤我们所谓的“调节剂塞”括住样品。这些溶剂塞含有

⾼浓度的盐，并⽤缓冲液将pH调节为10左右。这种括号式进样有助于降低⾊谱柱柱头处的溶质结合强度，从⽽提

⾼回收率和降低残留。调节剂盐塞的体积和⽐率需要针对每种⽅法单独优化。本研究证明，将(V调节剂/V样品)设为

1左右的效果很好。通过结合这种创新的括号式进样模式与Gen-Pak FAX⾊谱柱，我们成功将⼤分⼦mRNA的残留

降⾄约2%，相⽐之下，传统AEX⽅法的残留⾼达10%~20%。
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