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摘要

本应⽤纪要评估了替代离⼦对试剂在寡核苷酸分析中的适⽤性。

由于新上市的治疗性寡核苷酸具有新的理化性质，要实现最佳⾊谱条件，可能需要采⽤IP-RPLC/MS技术，并将替

代离⼦对缓冲液与TEA:HFIP结合使⽤。Waters OST⾊谱柱在⾼pH和⻓时间⾼温的替代⽅法条件下表现出⾼度稳

定性，可纳⼊现有ACQUITY QDa⼯作流程。总的来说，本研究表明，沃特世针对分析⼈员当下在寡核苷酸分析中

⾯临的挑战提供了⼀个经济有效的解决⽅案，该解决⽅案灵活、可靠且易于部署。

优势

替代离⼦对试剂具有⽅法兼容性 ■

通过减少IP-RPLC试剂⽤量尽可能降低成本 ■

采⽤在线正交检测技术提⾼分析效率■

简介

电喷雾电离(ESI)法分析寡核苷酸通常使⽤由三⼄胺(TEA)和1,1,1,3,3,3-六氟-2-丙醇(HFIP)组成的缓冲液，部分原

因在于，HFIP缓冲试剂可提⾼质谱(MS)灵敏度，如Apffel及其同事的研究所述1,2。 众所周知，质量数信息在鉴定

富有挑战性的碱基修饰⽅⾯具有优势3。 然⽽，由于新上市的新型碱基修饰寡核苷酸具有新的理化性质，要实现最

佳⾊谱条件，可能需要除TEA（可以⽤HFIP缓冲）以外的替代离⼦对试剂。最近有研究表明，除TEA以外，还可以

将其他胺与HFIP搭配使⽤，通过IP-RPLC/MS技术产⽣⾜够的MS响应4。 如先前使⽤ACQUITY QDa质谱检测器的

研究所⽰，MS检测提供的质量数信息可提⾼合成治疗性寡核苷酸分析⼯作流程的效率5。

本研究⾃然延伸为使⽤ACQUITY QDa评估替代离⼦对试剂在寡核苷酸分析中的适⽤性，使⽤了⼀组⻓度为15 

nt~35 nt的polyT标准品以及⼀个ssRNA序列(5'-UCGUCAAGCGAUUACAAGGTT-3')来评估⽅法重复性、⾊谱柱寿

命和分析可⽐性。本研究评估了三⼄胺(TEA)、丁胺(BA)和⼆丁胺(DBA)⽤作替代离⼦对试剂的效果。
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实验

样品描述

三⼄胺（纯度99.5%）、丁胺（纯度99.5%）、⼆丁胺（纯度99.5%）和1,1,1,3,3,3-六氟2-丙醇（纯度99.8%，

LC-MS级）购⾃Sigma Aldrich。Optima系列溶剂购⾃Fisher Scientific。流动相缓冲液在实验开始前现配。

PolyT寡核苷酸标准品购⾃沃特世（部件号：186004135），制得浓度为10 pmol/uL的溶液。ssRNA上链(5'-

UCGUCAAGCGAUUACAAGGTT-3')购⾃Integrated DNA Technologies。柱上载样量保持50 pmol不变。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class

液相⾊谱检测器： 配备钛流通池的ACQUITY UPLC TUV，ACQUITY 

QDa质谱检测器

吸收波⻓： 260 nm

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱, 1.7 

μm, 2.1 mm x 50 mm

柱温： 60 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5 μL

流动相
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TEA:HFIP

流动相A： 15 mM TEA，400 mM HFIP⽔溶液，pH 8.0

流动相B： 15 mM TEA，400 mM HFIP的甲醇溶液

BA:HFIP

流动相A： 15 mM BA，50 mM HFIP⽔溶液，pH 9.0

流动相B： 15 mM BA，50 mM HFIP的甲醇溶液

DBA:HFIP

流动相A： 15 mM DBA，25 mM HFIP⽔溶液，pH 9.5

流动相B： 15 mM DBA，25 mM HFIP的甲醇溶液

流动相使⽤重量法配制。

检测器条件

检测器： ACQUITY QDa

采样速率： 2点/秒

质量范围： 410-1250 Da

模式： 负离⼦

采集模式： 连续
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锥孔电压： 20 V

⽑细管电压： 0.8 kV

探头温度： 600 °C

数据管理

带有MaxEnt1的MassLynx SCN 9.25

结果与讨论

开发⾊谱⽅法的过程需要根据多种因素做出决策，包括分析稳定性、分离度和选择性。许多分析⼈员开发⽅法通

常是从搜索⽂献开始的，⽬的是确定所需分离是否具有优先级，从⽽建⽴对⽐基准。在基于IP-RPLC/MS的寡核苷

酸分析中，由TEA:HFIP组成的缓冲液因具有较⾼的分离效率和MS兼容性⽽成为对⽐的“⻩⾦标准”1,2。 在这⼀

点上，我们⼀开始就进⾏了可⽐性测试，确定替代胺是否能产⽣与TEA:HFIP组成的流动相类似的⾊谱图以及⾜够

的MS响应。

之前的研究表明，流动相为15 mM TEA和400 mM HFIP时，0.5% B/min的梯度⾜以分离⼀组⻓度为15 nt~35 nt

的polyT标准品6。 本实验以该分离为基准，使⽤丁胺和⼆丁胺进⾏了可⽐性研究，结果⻅图1。替代胺的浓度保

持15 mM不变，调整HFIP的浓度以获得理想MS响应，如Gong等⼈之前发表的研究所述4。 丁胺和⼆丁胺搭配的

HFIP浓度分别为50 mM和25 mM。 
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图1.评估替代离⼦对试剂。分别使⽤400 mM、50 mM和25 mM HFIP缓冲的三甲胺、丁胺和⼆丁胺分

离MassPREP OST polyT混标的ACQUITY QDa响应。

如图1所⽰，两种替代胺的选择性相近。此外，丁胺在梯度为0.46% B/min时即可达到与TEA:HFIP相似的选择性

，但起始有机相组成较低；⽽⼆丁胺需要将梯度加倍增⾄0.80% B/min，且起始有机相组成与TEA:HFIP相似。这

些结果表明，HFIP的浓度和胺的疏⽔性会影响寡核苷酸在⾊谱柱上的保留。不过可以通过“调节”分离条件实现

所需的分离，在本实验中是为了匹配TEA:HFIP分离的选择性。

TEA:HFIP和BA:HFIP之间的质谱检测器响应相似，BA:HFIP的信号响应略⾼。相⽐之下，尽管载样量相同，但
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DBA:HFIP运⾏显⽰的信号强度下降约2倍。DBA:HFIP分离中的信号强度虽然降低，但并不妨碍检测失败序列的峰

（N-1，图1），表明⽤HFIP缓冲的丁胺和⼆丁胺等替代胺可产⽣⾜够的MS信号响应以供分析。

有趣的是，我们在可⽐性测试中意外观察到⼀个与分析成本有关的推论。MS级纯度的试剂（如HFIP）成本⾼昂

，这在开发寡核苷酸分析⽅法时通常会产⽣顾虑。图1表明，与TEA:HFIP相⽐，丁胺和⼆丁胺等离⼦对试剂可以

在维持分析选择性的同时减少HFIP⽤量，从⽽降低分析成本，由此成为IP-RPLC/MS技术中⼀种有吸引⼒的替代品

。如图1所⽰，降低HFIP浓度会导致流动相pH >8.0，这可能会影响⾊谱柱的使⽤寿命。

为了测试适度增加pH对⾊谱柱使⽤寿命的影响，我们选择了使⽤丁胺(15 mM BA:50 mM HFIP, pH 9.0)制备的流

动相进⾏评估。该研究将梯度延⻓到30分钟，斜率为0.5% B/min。在整个使⽤寿命研究过程中，每24⼩时重新制

备⼀批200 mL的流动相。为节省样品，使⽤该⽅法连续进样四个空⽩⽔溶液，然后再进样polyT混标。如图2所⽰

，PolyT标准品在400次进样中的分离表现出⾼度重复性，⾊谱图⼏乎相同。计算前四个峰相对于最后⼀个峰的选

择性，⽤这种⽅式考察⾊谱柱在⾼pH和⾼温下的稳定性。对根据实验数据计算的值取每24⼩时时间段的平均值

，并报告相应的误差棒，如图3所⽰。经测定，200⼩时内400次进样的选择性值的RSD⼩于1%。
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图2.评估⾊谱柱在⾼pH下的使⽤寿命。使⽤⼀个30分钟的⽅法分离

MassPREP OST polyT混标，在200⼩时内进样400次。从标样以及失败序

列(N-X)的⾊谱图可以看出，PolyT标准品的分离表现出⾼度重复性。
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图3.⾊谱柱选择性评估。计算在⾼pH和⾼温下分离的前四个标样峰(15‒30 

nt)相对于最后⼀个峰(35 nt)的选择性。对根据实验数据计算的值取每24⼩

时时间段的平均值，并报告相应的误差棒。选择性值的RSD⼩于1%。

为了进⼀步考察⾊谱柱性能，我们评估了保留时间和半⾼峰宽的分析间差异。如表1所⽰，整个进样系列的保留时

间⾮常稳定，RSD ≤1.66%。峰宽也⾮常稳定，平均半⾼峰宽≤0.08 min，RSD ≤1.49%。总的来说，以上数据

证实，Waters OST⾊谱柱在⾼pH和⻓时间⾼温的⽅法条件下能够表现出⾼度稳定性。确认了使⽤替代离⼦对流动

相组成时的可⽐性和⾊谱柱使⽤寿命后，我们使⽤更具代表性的寡核苷酸样品测试了所提⽅法的适⽤性。

表1.在整个进样系列中评估了保留时间和半⾼峰宽(W50)的分析间差异。测

得的平均保留时间的RSD ≤1.66%，测得的平均半⾼峰宽≤0.08 min，RSD 

≤1.49%。
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TEA:HFIP和BA:HFIP流动相在21 nt ssRNA分离中的对⽐如图4所⽰。两种流动相组成在⾼分离度梯度下均使N-1

和N+1杂质与⽬标峰分离，结果表现出⾼度可⽐性。与前述条件相似，BA:HFIP流动相的初始%B与TEA:HFIP相⽐

更低，⼆者分别为7%和13%。BA:HFIP的梯度斜率稍低于TEA:HFIP，分别为0.6% B/min和0.8% B/min，这很可

能是因为丁胺的疏⽔性较弱，只需少量洗脱液便能从键合相表⾯解吸7,8。此外，ssRNA在两种流动相条件下观察

到的ACQUITY QDa响应值具有⾼度可⽐性（TEA:HFIP中为1.68 × 108，BA:HFIP中为1.43 × 108）。使⽤

BA:HFIP从更具代表性的寡核苷酸中分离杂质序列的能⼒进⼀步证实，可以使⽤除TEA:HFIP之外的其他离⼦对试

剂探索寡核苷酸分析的替代IP-RPLC/MS解决⽅案，从⽽提⾼MS灵敏度并潜在地降低分析成本。
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图4.ssRNA的杂质分析。使⽤⾼分离度梯度分离21 nt ssRNA (5'-

UCGUCAAGCGAUUACAAGGTT-3')与N-1和N+1杂质，使⽤的流动相组成为

A) 15 mM TEA : 400 mM HFIP和B) 15 mM BA : 50 mM HFIP。

结论

由于新上市的治疗性寡核苷酸具有新的理化性质，要实现最佳⾊谱条件，可能需要采⽤IP-RPLC/MS技术，并将替

代离⼦对缓冲液与TEA:HFIP结合使⽤。Waters OST⾊谱柱在⾼pH和⻓时间⾼温的替代⽅法条件下表现出⾼度稳
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定性，可纳⼊现有ACQUITY QDa⼯作流程。总的来说，本研究表明，沃特世针对分析⼈员当下在寡核苷酸分析中

⾯临的挑战提供了⼀个经济有效的解决⽅案，该解决⽅案灵活、可靠且易于部署。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/10138533>

ACQUITY QDa质谱检测器 <https://www.waters.com/134761404>

ACQUITY UPLC可变波⻓紫外检测器 <https://www.waters.com/51422>

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>
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