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摘要

这篇应⽤纪要重点介绍了分析核糖核酸(RNA)类治疗药物关键质量属性(CQA)的全新信息学功能。本研究使⽤由

waters_connect™信息学平台控制的BioAccord™ LC-MS系统采集了离⼦对反相(IP-RP)液相⾊谱-质谱(LC-MS)数

据。沃特世为不同的应⽤开发了多款专⽤软件，包括mRNA Cleaver microApp（⽤于⽣成模拟⽚段）、INTACT 

Mass应⽤程序（⽤于检测和指配RNA酶解产物）和Coverage Viewer microApp（⽤于酶解数据覆盖率的可视化

）。实验证明此⼯作流程对单向导RNA (sgRNA)和信使RNA (mRNA)的CQA分析均适⽤，⽽这两种是新⼀代RNA治

疗药物和疫苗的典型形式。

优势

提供⽤于RNA酶解⽚段图谱分析和核酸酶解产物质量数确认的数据分析⼯作流程，⼯作流程使⽤新版INTACT 

Mass应⽤程序处理数据，并辅以其他microApp⼯具模拟酶解物⽚段的⽣成和集展结果

■

额外提供使⽤INTACT Mass应⽤程序分析mRNA 5'端加帽效率和3'端poly(A)尾异质性的⼯作流程■

简介
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过去⼗年来，RNA类治疗药物和疫苗的开发势头迅猛1-3。 最近有两种基于mRNA的COVID疫苗被研发出来并成功

获批，使得RNA类治疗药物成为了⽣物制药⾏业的热⻔话题4-6。 因此，开发监测RNA治疗药物CQA的分析⽅法是

确保妥善控制⽣产⼯艺的当务之急。核酸治疗药物的CQA可包括活性RNA产物的序列确认、5'端加帽效率(mRNA)

及结构分析、3'端poly(A)尾异质性(mRNA)分析、修饰核苷酸定位，以及纯度评估。

相关研究已经证明，LC-MS系统是表征RNA类治疗药物CQA的⼀种有效研究⼯具 7-10。但是，数据处理通常是亟

待解决的瓶颈。本应⽤纪要介绍了⼀种适⽤于RNA CQA分析的数据处理⼯作流程，该⼯作流程⽤到了沃特世为

waters_connect信息学平台开发的⼏款⼯具（特别是INTACT Mass、mRNA Cleaver和Coverage Viewer应⽤程

序）。

实验

试剂和样品前处理

本⽂中的实验条件适⽤于sgRNA酶解和序列图谱分析实验。本应⽤纪要中关于mRNA CQA数据的实验详情和样品

信息可参阅以下沃特世应⽤纪要：mRNA图谱分析数据（Gaye等⼈）、3'端poly(A)尾数据（Doneanu等⼈）、

5'端帽数据（Ngyuen等⼈）13,14,18。

数据处理⼯作流程⽰例：

N,N-⼆异丙基⼄胺（DIPEA，纯度99.5%，产品⽬录号387649-100ML）、1,1,1,3,3,3-六氟-2-丙醇（HFIP，纯度

99%，产品⽬录号105228-100G）、⼄醇（HPLC级，产品⽬录号459828-2L）和碳酸氢铵（LiChropur LC-MS 

Supelco试剂，产品⽬录号5330050050）购⾃Millipore Sigma（美国密苏⾥州圣路易斯）。⼄腈（LC-MS级

，产品⽬录号34881-1L）和甲醇（LC-MS级，产品⽬录号34966-1L）购⾃Honeywell（美国北卡罗来纳州夏洛特

）。HPLC级I级去离⼦(DI)⽔使⽤Milli-Q系统（Millipore，美国⻢萨诸塞州⻉德福德）净化。流动相每⽇现配现

⽤。⽤于sgRNA酶解的⽆核酸酶超纯⽔（产品⽬录号J71786.AE）购⾃Thermo Fisher Scientific（美国⻢萨诸塞

州沃尔瑟姆）。

100 mer sgRNA购⾃IDT（Integrated DNA Technologies，美国艾奥⽡州克拉尔维尔），⽤100 μL⽆核酸酶的⽔

复溶。sgRNA在序列末端1、2、3和97、98、99这六个位置包含增强稳定性的修饰核苷酸（图1A）。修饰核苷酸

包括2'-甲氧基⻦苷、2'-甲氧基尿苷和2'-甲氧基腺苷，且每种修饰都带硫代磷酸基团（图1B）。核糖核酸酶T1购⾃

Worthington Biochemical Corporation（美国新泽西州莱克伍德）。酶解sgRNA时，将5 µL复溶的sgRNA与1 µ

L酶解缓冲液（100 mM碳酸氢铵）、43 µL⽆核酸酶超纯⽔和1 µL浓度为1 mg/mL的核糖核酸酶T1溶液（使⽤⽆核

酸酶的⽔制备）混合。在QuanRecovery™ MaxPeak™ 300 µL样品瓶中制备酶解混合物，置于37 ℃下温育15 

2使⽤BioAccord LC-MS系统和INTACT Mass waters_connect应⽤程序进⾏RNA CQA分析



min，然后⽴即进⾏LC-MS分析。

图1.待分析sgRNA的序列。“#”表⽰2'-甲氧基⻦苷，“:”表⽰2'-甲氧基腺苷，“J”表⽰2'-甲氧基尿苷。所有修

饰核苷酸都带硫代磷酸基团。 

所有数据集都使⽤waters_connect信息学平台（3.2.0版）上的UNIFI™应⽤程序（3.6.0版）采集，并使⽤

INTACT Mass应⽤程序（1.6.0版）进⾏处理。使⽤1.0.0版mRNA Cleaver和1.0.0版Coverage Viewer两款

microApp。

液相⾊谱条件

LC-MS系统： 配备ACQUITY Premier UPLC™（⼆元）的

BioAccord LC-MS系统

保护柱： VanGuard FIT柱套（P/N：186007949），装有⼀

根填充1.7 µm BEH™ C18颗粒的2.1 × 5 mm 

ACQUITY Premier FIT柱芯（P/N：186009459）

ACQUITY Premier OST⾊谱柱, 1.7 µm, 130 Å, 2.1 ⾊谱柱：
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× 150 mm（P/N：186009486）

柱温： 60 °C

流速： 300 µL/min

流动相：

溶剂A：

8 mM DIPEA（N,N-⼆异丙基⼄胺），40 mM 

HFIP（1,1,1,3,3,3-六氟异丙醇），溶于去离⼦⽔中

，pH 8.8

溶剂B： 4 mM DIPEA和4 mM HFIP溶于75%⼄醇

样品温度： 6 °C

样品瓶： QuanRecovery MaxPeak HPS样品瓶（

P/N：186009186）

进样体积： 5 µL

sgRNA实验的梯度表

MS条件
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采集模式： 全扫描

电离模式： ESI(-)

⽑细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 45 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 500 °C

脱溶剂⽓体(N2)压⼒： 6.5 bar

TOF质量范围： 400~5000 m/z

采集速率： 2 Hz

实时校正标准液： waters_connect实时校正标准液（

P/N：186009298）

⽤于数据采集和处理的信息学平台： waters_connect v.3.2.0

数据采集： UNIFI应⽤程序3.6.0版

数据处理： INTACT Mass应⽤程序1.6.0版

结果与讨论

寡核苷酸图谱分析的数据处理⼯作流程

过去⼏⼗年来，为了满⾜⽇益增⻓的核酸CQA分析需求，⼈们开发了多种基于LC-MS的寡核苷酸图谱分析技术19-
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23。 寡核苷酸图谱分析与肽图分析类似，通过酶解和准确质量数测定来解析⽬标核酸的⼀级结构（序列）。寡核

苷酸图谱分析常⽤的酶包括核糖核酸酶T1、核糖核酸酶A和MazF。本研究中的酶解使⽤了核糖核酸酶T1，它会在

寡核苷酸3'端的每个⻦苷之后进⾏酶切。关于核糖核酸酶T1的作⽤机制，前⼈已经开展了⼤量研究，有众多⽂献

可参考24-27。 由于只⽤了⼀种酶，我们并不期望序列覆盖率能达到100%。通常情况下，寡核苷酸图谱分析实验会

并⾏使⽤多种酶，因为每种酶的特异性各不相同，产⽣的⼀组酶解⽚段也会有所差异。这样⼀来，每种酶酶解得

到的⽚段序列就会互相重叠，进⽽可以提⾼序列覆盖率。但是，为了精简这篇应⽤纪要的内容，我们的实验仅使

⽤了⼀种酶。

寡核苷酸图谱分析实验的另⼀种策略是改变酶解条件，有意使寡核苷酸部分酶解。部分酶解⽣成的平均核酸酶解

⽚段更⻓，因此序列和质量数也更加独特。虽然这种⽅法可以提⾼覆盖率，但部分酶解可能会难以控制，导致本

⾝就很复杂的样品额外产⽣（可能重叠的）m/z峰以及共流出的不完全酶解⽚段，复杂程度进⼀步增加。采集本⽂

所⽰的数据时，我们的⽬标是完全酶解⽬标RNA，并为此采⽤了经过优化的酶解条件。

1.⽣成模拟酶解组分

寡核苷酸图谱分析和其他核酸CQA的数据处理⼯作流程如图2所⽰。使⽤mRNA Cleaver microApp⽣成模拟酶解

⽚段。microApp的图形⽤⼾界⾯(GUI)如图3A所⽰。⽤⼾指南位于GUI左侧，可改善⽤⼾的软件使⽤体验。

mRNA Cleaver microApp是⼀款灵活的酶解计算器兼数据库⽣成器，⾮常适合寡核苷酸图谱分析研究。 
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图2.RNA CQA表征⼯作流程⽰意图

⽤⼾可以修改三个内置⽂件，根据⾃⼰的具体需求⾃定义设置计算器。例如，如果⽬标序列中含有修饰核苷酸

，⽤⼾可将质量数、化学组成以及单字⺟或符号代码添加到“residues.csv”⽂件中，该⽂件的路径请参阅⽤⼾指

南。使⽤修饰核苷酸的字⺟或符号代码可提⽰程序使⽤调整后的质量数和化学组成来计算相关的酶解产物。类似

地，⽤⼾还可以修改“enzymes.csv”和“modifications.csv”⽂件，根据⾃⼰的实验⽬的添加不同的酶或

mRNA特异性修饰（例如各种5'端帽或3'端poly(A)分布）。

酶解的专属设置位于Sequence（序列）字段下⽅（图3A），包括调整酶解产物末端、是否应⽣成⾮特异性酶解产

物、要包含的漏切位点数量，以及是否考虑mRNA特异性修饰。右侧有针对⽣成的酶解产物列表的筛选器，它们

会根据⻓度设置来筛选⽣成的酶解产物。此外，⽤⼾可以选择是否勾选Filter Duplicate Sequences（筛选重复序

列）复选框。重复序列是指序列识别结果相同的酶解⽚段。默认情况下，mRNA Cleaver会勾选该复选框，这意味

着如果有重复序列，重复序列只会列出⼀次，⽽该序列所在的其他位置会显⽰在另⼀列中。在我们的⼯作流程中

，为了在后续数据分析步骤中使⽤Coverage Viewer，我们没有勾选该复选框。MS专属设置位于筛选器下⽅，在

这⾥⽤⼾可以指定预期质量数离⼦的极性、⽣成的列表应采⽤单同位素质量数还是平均质量数、每种酶解产物⽣

成的电荷态范围，以及要⽣成的m/z范围。⽤⼾单击Calculate（计算）后，将⽣成酶解产物列表，该列表以逗号

分隔⽂件(.csv)形式输出。输出⽂件⽰例如图3B所⽰。在靶向搜索组分的处理过程中，该.csv⽂件将被导⼊
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INTACT Mass。 

图3.(A) mRNA Cleaver microApp⽤⼾界⾯(GUI)

图3.(B) mRNA Cleaver输出⽂件⽰例

2.寡核苷酸⽚段质量数确认

⽣成模拟酶解产物列表并收集酶解样品的实验数据后，⼯作流程的下⼀步是⽤waters_connect中的INTACT Mass

应⽤程序处理数据。mRNA Cleaver microApp的输出⽂件中有酶解产物的预期质量数及其分⼦ID，这些信息可直
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接复制到应⽤程序的Expected Masses（预期质量数）列。⽤⼾还可以添加修饰，包括常⻅加合物和序列修饰。

图4A展⽰了分析完成后的结果界⾯，图4B展⽰了程序输出的代表性去卷积质谱图。⽤⼾可以使⽤表格右侧的下载

按钮下载INTACT Mass结果、MS、UV和TIC表格。

图4.(A) INTACT Mass应⽤程序的结果仪表板
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图4.(B)程序输出的去卷积质谱图⽰例

INTACT Mass应⽤程序⽣成的表格数据是报告⽚段图谱分析数据的关键结果，⽽Coverage Viewer microApp还

可以⽐对序列将这些结果可视化，并计算序列覆盖率。Coverage Viewer microApp的GUI如图5所⽰。⽤⼾在

Sequence（序列）字段输⼊⽬标RNA分⼦的序列后，即可导⼊⼯作流程第⼀步⽣成的mRNA Cleaver输出⽂件

，填充⽬标酶解物⽚段列表（左下⻆）。点击左侧Import（导⼊）按钮可以导⼊INTACT Mass结果⽂件。序列覆

盖率会以可视化形式显⽰在GUI右侧，程序确认⽬标⽚段之后将计算覆盖率百分⽐。导⼊INTACT Mass结果⽂件后

，带有关键字“Pass”（通过）的酶解⽚段将被视为“Confirmed”（已确认）。⽤⼾也可以勾选⼿动指配的产

物，将其视为“Confirmed”（已确认）。对应序列下⽅的红⾊区域将变为绿⾊，表⽰序列中的这个部分已根据

准确质量数测定值做了确认。完成后，⽤⼾可将“Confirmed”（已确认）列被勾选的⽬标酶解⽚段部分导出为.

csv⽂件供以后使⽤。此外，点击“Capture image to clipboard”（将图像捕获到剪贴板）还可以复制覆盖率图

谱，以便保存到其他程序中。
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图5.Coverage Viewer microApp⽤⼾界⾯ 

3.分析案例：sgRNA酶解和图谱分析

由于操作简单，基于CRISPR的基因编辑技术近年来应⽤越来越⼴泛16。该技术使⽤两种主要组分：向导RNA和

CRISPR相关(Cas)核酸酶16。向导RNA是⼀种特异性RNA序列，可以识别靶DNA并将Cas核酸酶引导⾄正确的位点

进⾏编辑16。Cas核酸酶是⼀种⾮特异性核酸酶，完全依靠向导RNA作⽤于特异性DNA位点16。最初的向导RNA由

两种不同的寡核苷酸组成：与靶标互补的Crispr RNA和⽤作Cas核酸酶结合⽀架的tracr RNA16。随着技术发展，

crispr RNA和tracr RNA通过名为“连接环”(linker loop)的区域融合在⼀起，形成单向导RNA（即sgRNA）16。

合成sgRNA的⼀项关键CQA是序列确认，包括确认设计在分⼦上的特异性位点处的修饰残基。

使⽤我们的⼯作流程进⾏核糖核酸酶T1酶解并分析酶解产物，可以鉴定酶解产物，并在MS1⽔平（不需要额外的

质谱碎裂）确认sgRNA序列的图谱覆盖率。⾸先，将sgRNA修饰核苷酸添加到residues.csv⽂件中，以便mRNA 

Cleaver通过模拟准确预测sgRNA的酶解产物。然后，调整mRNA Cleaver microApp的酶解和MS设置以反映实验

条件，特别是反映实验所⽤的酶是核糖核酸酶T1，并且我们希望mRNA Cleaver⽣成带有两个漏切位点的酶解⽚

段。即便是在完全酶解中，酶也可能漏切某些G位点，通过将漏切位点这个变量增加到2，我们考虑了这种可能性

。然后程序会⽣成模拟酶解产物列表，并导出到.csv⽂件中。本研究鉴定出了两个模糊序列，即序列为CUAG的4 
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mer寡核苷酸。模糊序列是指同分异构和/或同量异位的酶解⽚段，这意味着这些序列的m/z峰和电荷态峰簇会互

相重叠。如果模糊序列覆盖了RNA中对于分析⾄关重要的部分，可能需要进⼀步开展实验（例如在⽓相中碎裂

）来确认序列鉴定结果。否则，其他19种酶解⽚段都有唯⼀的预期质量数和序列鉴定结果，则通过质谱图应该可

以判断。这个假设的依据是BioAccord⽣成的预期质量数的精度，以及mRNA Cleaver microApp为每个酶解⽚段

⽣成的模拟m/z范围。

我们按照实验⽅法中的说明做了体外酶解，并使⽤waters_connect在BioAccord LC-MS系统上收集了酶解后

sgRNA和未酶解的完整sgRNA的数据。图6A展⽰了完整sgRNA及其酶解之后的总离⼦流⾊谱图。酶解⽚段在梯度

的5~40 min之间洗脱。完整sgRNA在35.6 min洗脱，⽽酶解样品迹线在该时间处没有对应的峰，这表明sgRNA已

完全酶解。

我们将LC-MS数据和模拟酶解组分列表都提交给了INTACT Mass应⽤程序，以便通过质量数匹配（匹配容差为10 

ppm）来指配各种酶解组分。然后将INTACT Mass结果导⼊Coverage Viewer microApp，对序列覆盖率进⾏可

视化处理，如图6B所⽰。MS1序列覆盖率⾼达91%。在本例中，我们未通过碰撞诱导碎裂来确认序列鉴定结果

，因为模糊序列的鉴定结果都是相同的，没有必要做这⼀步操作。但是，如果存在许多模糊序列，或者⽬标模糊

序列具有不同的序列鉴定结果，除⾮这些模糊序列的鉴定结果可通过碎裂得到确认，否则分析⼈员在计算序列覆

盖率时可能会想要排除它们28。为达到100%序列覆盖率，可以使⽤酶切特异性不同于核糖核酸酶T1的另⼀种内切

核糖核酸酶（例如MasF或核糖核酸酶A）来覆盖sgRNA序列中未鉴定的部分。
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图6.(A)酶解后的sgRNA（⿊⾊迹线）和未酶解的完整sgRNA（红⾊迹线）的TIC，(B) Coverage Viewer 

microApp分析LC-MS数据后得出的序列覆盖率。

mRNA酶解和图谱分析

此⼯作流程还可应⽤于⼤分⼦RNA（例如信使RNA (mRNA)）。然⽽，在MS1⽔平对⼤分⼦RNA进⾏图谱分析是⼀

项⾼难度的任务，因为分析时会额外产⽣许多模糊序列和共流出物质，导致数据复杂程度呈指数级增⻓。Gaye等

⼈之前发表的⼀篇应⽤纪要介绍了⼀种使⽤IP-RP LC-MS系统和waters_connect平台执⾏mRNA序列图谱分析的

优化⽅法18。本研究使⽤更新后的⼯作流程重新处理了数据。

图7A包含Gaye等⼈得到的核糖核酸酶T1 mRNA酶解物的TIC⾊谱图以及Coverage Viewer得出的结果18。插图是

从8.58 min处洗脱峰提取的质谱图(XIC)。这幅代表性的XIC凸显出数据的复杂性，因为该峰中有许多物质共流出。

按照⼯作流程，我们先使⽤mRNA Cleaver microApp⽣成了两份模拟酶解产物列表：⼀份包含模糊序列，另⼀份

剔除模糊序列。接着将这些列表以及采集到的LC-MS数据提交⾄INTACT Mass应⽤程序进⾏数据处理。然后，将

INTACT Mass结果导⼊Coverage Viewer microApp。

MS1⽔平的酶解⽚段图谱表明，特有序列覆盖率为38.87%，总体序列覆盖率为75.18%（包括模糊序列）。这些
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图谱分别如图7B和7C所⽰。 虽然并⾏使⽤另⼀种内切核糖核酸酶还可以进⼀步提⾼序列覆盖率，但数据复杂程度

增加（共流出物质、模糊序列等）将始终是数据解析⾯临的⼀⼤挑战。处理更复杂样品所需的时间与待分析的峰

数量成正⽐，可能成为分析通量的限制因素。

图7.(A) Gaye等⼈得到的mRNA酶解物的TIC(18)。插图为8.58 min处洗脱峰的代表性XIC，其中包含⼏种共流出的寡

核苷酸。 

14使⽤BioAccord LC-MS系统和INTACT Mass waters_connect应⽤程序进⾏RNA CQA分析



图7.(B) Coverage Viewer microApp处理MS1数据得出的特有序列覆盖率（不含模糊序列）
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图7.(C) Coverage Viewer microApp处理MS1数据得出的总体序列覆盖率

如果使⽤BioAccord的图谱分析实验还收集了数据⾮依赖型(MSE)碎裂数据，则可以使⽤CONFIRM Sequence应

⽤程序进⼀步解析模糊⽚段。Gaye等⼈做了此类分析，⽰例数据如图8所⽰18。 相关研究正在为这个附加分析步

骤开发⾃动化⼯作流程。

16使⽤BioAccord LC-MS系统和INTACT Mass waters_connect应⽤程序进⾏RNA CQA分析



图8.(A) Gaye等⼈预测了623‒631(ACAUCCUCGp)和551‒559 (UCACCAUCGp)这两个位置的酶解⽚段组分，并将

它们指配给了得到的TIC中的同⼀个RT峰。⽆法通过完整质量数信息确定正确的指配结果。(B)同⼀进样的MSE数据

可⽤于阐明此指配结果的正确序列。使⽤waters_connect CONFIRM Sequence应⽤程序预测每个序列的⾼能量碎

⽚离⼦，并通过定制算法与积分原始数据的同位素簇相匹配。该软件在点图上显⽰了已确认的碎⽚离⼦，可⽤于

快速评估序列覆盖率。

测定5'端加帽效率

mRNA特有的⼀项CQA是评估5'端加帽效率和结构。mRNA分⼦的5'端帽对于多种⽣物学功能⾄关重要，包括调节

核输出、防⽌mRNA被核酸外切酶降解、辅助翻译过程，以及辅助5'端近端内含⼦切除14。在之前的⼀篇应⽤纪要

中，Nguyen等⼈提出了⼀种使⽤BioAccord LC-MS系统快速分析合成mRNA端帽结构的⽅法（⽤时不到5 min）
14。

使⽤我们的⼯作流程，我们根据去卷积质谱图（如图9A所⽰）成功检测到5'端帽杂质并指配了结构。分析这些数

据时，我们应⽤了⾃定义电荷去卷积，这是INTACT Mass应⽤程序（1.6.0及更⾼版本）的⼀项新功能。⾃动去卷

积功能采⽤经过优化的设置执⾏峰检测和去卷积处理，适⽤于简化复杂程度各异的多种样品的常规分析。但是

，这些数据包含动态范围很宽的分析物，其中有我们希望稳定鉴定的⼏种接近分析检测下限的低强度杂质，因此

我们发现⾃动去卷积算法设置并不适合这种情况。⾃定义去卷积功能便于科学家优化谱图去卷积设置，让谱图更

好地代表分⼦上的全部5'端帽结构。

我们对这些数据应⽤了BayesSpray电荷去卷积算法，并专⻔为数据定制了保留时间范围、输⼊m/z范围、输出预
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期质量范围和电荷范围。5'端帽分析的INTACT Mass数据如图9B所⽰。我们在1:10稀释样品中成功鉴定出了所有

杂质（ppG、pppG、GpppG和m7GpppG（端帽-0）），还在按Ngyuen等⼈的⽅法制备的1:100稀释样品中成功

鉴定出了前⾯提到的三种杂质（pppG除外）14。

图9.(A) TIC及其3.37 min处的峰（圆圈）的去卷积质谱图、原始谱图和模拟谱图
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图9.(B)端帽-1⽚段及其产物相关杂质⽚段的INTACT Mass应⽤程序结果表

翻译效率很⼤程度上依赖于mRNA的5'端，因此，正确加帽的mRNA产物所占的百分⽐是mRNA类治疗药物⽣产过

程要密切监测的CQA项⽬之⼀。Nguyen等⼈开发的⽅法配合使⽤⾃定义去卷积设置的数据分析⼯作流程可以提供

⾜够的灵敏度和稳健性，⽤于常规监测不良加帽过程产⽣的杂质14。

可靠地测定3'端poly(A)尾⻓度和分布

mRNA特有的另⼀项CQA是确定3'端poly(A)尾的⻓度。3'端poly(A)尾的⻓度与mRNA稳定性直接相关17。 因此

，测定⻓度（确切地说是测定平均⻓度和⼤⼩分布）有助于我们深⼊了解多聚腺⽢酸化过程。Doneanu等⼈开发

出了⼀种相对快速的LC-MS分析⽅法（运⾏时间15 min），⽤于分析萤⽕⾍荧光素酶(FLuc) mRNA经核糖核酸酶

T1酶解后产⽣的3'端poly(A)尾寡核苷酸13。如图10A所⽰，3'端poly(A)尾峰在TIC中晚洗脱，分离良好且丰度较⾼

。我们将相应的ESI-MS合并谱图（包含⼏种共流出的3'端poly(A)尾分析物）提交给⼯作流程，使⽤INTACT Mass

应⽤程序中的MaxEnt1电荷去卷积算法做了去卷积处理。处理时调整了⾃定义电荷去卷积参数（例如输⼊m/z范围

、输出质量范围和保留时间范围），⽣成了如图10A插图所⽰的去卷积质谱图。该谱图表明3'端poly(A)尾存在⼴

泛的异质性，寡核苷酸⼤⼩在122~132 mer之间，彼此间相差的特征性质量数(329.2059 Da)为单磷酸腺苷残基的

质量数。INTACT Mass结果如图10B所⽰，检测到的所有寡核苷酸组分的ESI-MS信号及其相应的强度都汇总在图

10C中。该图被⽤于计算FLuc mRNA 3'端poly(A)尾的重均质量数。测得的平均质量数对应的⻓度为126.5 mer，

通过正交SEC测定确认了此测定结果15。INTACT Mass处理后，我们测定了11种3'端poly(A)尾异构体，其典型质

量精度均优于45 ppm（图10B）。
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图10.(A) FLuc mRNA经核糖核酸酶T1酶解后得到的3'端poly (A)尾寡核苷酸混合物的TIC⾊谱图。插图展⽰了

INTACT Mass应⽤程序的MaxEnt1电荷去卷积算法得出的结果。 
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图10.(B) INTACT Mass应⽤程序结果表，由表可知3'端poly(A)尾特征呈⼴泛分散性，在检测到的第⼀个poly(A)尾

异构体(122 mer)的基础上，最多增加了10个腺苷的质量数。在INTACT Mass中使⽤⾃定义去卷积参数处理数据后

，成功鉴定出11种寡核苷酸（⻓度从122到132 mer不等），且质量精度均优于45 ppm。
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图10.(C) ESI-MS谱图强度相对于3'端poly(A)尾⻓度所做的分布图，根据该图可确定平均poly(A)尾⻓度和分散性。

3'端poly(A)尾分散性和平均质量数测定值都可以衡量⼯艺稳健性和潜在临床效果，是mRNA分⼦类治疗药物的重

要CQA。综上，实验证明Doneanu等⼈开发的LC-MS分析⽅法配合我们使⽤INTACT Mass应⽤程序的数据分析⼯

作流程可以有效分析mRNA类预防⽤药/治疗药物酶解后产⽣的3'端poly(A)尾。

结论

采⽤在BioAccord LC-MS系统和waters_connect信息学平台上开发的⼯作流程，我们可通过序列图谱确认

（寡核苷酸、sgRNA和mRNA）、5'端加帽效率分析(mRNA)和3'端poly(A)尾分析(mRNA)等⽅法开展⻓链寡核

苷酸和现代RNA治疗药物的CQA分析。

■

为了⽀持这些⼯作流程，INTACT Mass应⽤程序增加了强化的信息学功能。全新的⾃定义去卷积功能可实现⾃

动化的常规数据处理，即使样品信号强度较低或者⽬标分析物动态范围很宽也能从容应对。

■
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沃特世专为RNA数据分析开发的其他microApp还可以补充INTACT Mass应⽤程序的这些强化功能：

mRNA Cleaver可应⽤⽤⼾⾃定义的残基、酶和mRNA修饰⽣成模拟酶解产物列表■

Coverage Viewer可以轻松完成酶解⽚段图谱序列覆盖率的计算和可视化■

■
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