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本应⽤简报证明，沃特世分析型馏分收集管理器(WFM-A)提供了⼀种分析级解决⽅案，适⽤于从可能影响产品

安全性和有效性的⼯艺相关杂质中分离和富集治疗性寡核苷酸。

优势

沃特世馏分收集管理器(WFM-A)⽤于从⼯艺相关杂质中⾼效分离和富集治疗性寡核苷酸。

简介

通过⾃动化分步合成⽅法以⾼产率⽣产寡核苷酸的技术已经⾮常成熟。这项⼯艺虽然⾮常⾼效，每个偶联步骤

的产率超过99%，但随着寡核苷酸⻓度增加，总产率仍然可能低于预期。即使是中等序列⻓度(21 mer)的寡核

苷酸，如果不进⾏进⼀步纯化，99%的偶联效率得到的产物纯度最⾼仅为81%1。 合成产物在使⽤前必须进⾏

表征，以确保产品特性和纯度2。 这在siRNA基因沉默等治疗应⽤中尤为重要，在这些应⽤中，合成副产物

（如失败序列和⽣产杂质）可能导致脱靶基因沉默和药物疗效减弱1。

在实践中，寡核苷酸的商业化合成得到的产物纯度⾜以满⾜多种应⽤的需求；然⽽，当⽣产纯度不⾜时，需要

采⽤⾼效且易于实施的纯化策略。

结果与讨论

沃特世分析型馏分收集管理器(WFM-A)系统是⼀种适⽤于UPLC系统的馏分收集器（图1），可⼤幅减少馏分损

失和残留，以⾼纯度和⾼回收率⾼效收集少量材料3。 WFM-A设计为直接集成到现有的UPLC仪器组合中，可

以使⽤图2所⽰的Waters Empower⾊谱数据软件进⾏控制。该仪器可设置为使⽤时间、斜率或阈值以⾃动⽅

式收集馏分。本研究使⽤商业化合成21-mer siRNA的处理后⾊谱图设置Collection Event Table（收集事件表

），以分离亲本siRNA与其杂质（图2，绿⾊框）。    



图1.沃特世分析型馏分收集管理器(WFM-A)系统WFM-A的特殊设计有助于集成到现有的沃特世UPLC平台中

，以⾼纯度和⾼回收率⾼效收集分布窄且邻近洗脱的化合物。 



图2.WFM-A仪器控制设置。WFM-A可设置为使⽤时间、斜率或阈值事件以⾃动⽅式收集馏分。在本例中，使

⽤Fill from Chromatogram（从⾊谱图填充）功能在Collection Event Table（收集事件表）中⾃动输⼊

9.16~9.76 min的时间窗⼝，该功能可以从处理后⾊谱图中提取和模拟收集时间。 

使⽤9.16~9.76 min的收集窗⼝分离亲本siRNA并连续两次进样1 nmol合成产物后，将收集的馏分通过真空离

⼼机⼲燥，并按照与初始原料相同的浓度复溶，以⽅便⽐较。如图3所⽰，在⽗峰具有等效载样量的条件下

，使⽤沃特世馏分收集管理器可将商业化合成的siRNA纯度提⾼⾄97%以上，该⽅法更适合基因沉默实验等治

疗应⽤1。



图3.WFM-A评价：A)使⽤Waters OST BEH C18⾊谱柱(130 Å, 1.7 µm, 2.1 mm × 50 mm)，将流动相B在10 

min梯度时间内从5%增加到13%，将商业化合成的21-mer siRNA (5'-TTCCUUGUAAUCGCUUGACGA-3')与

其杂质分离。流动相A为含15 mM丁胺:50 mmHFIP的⽔溶液。流动相B为含15 mM丁胺:50 mmHFIP的甲醇溶

液。B)使⽤WFM-A纯化后，在相同的条件下分离相同的商业化合成21-mer，将载样量归⼀化⾄⽬标峰⾯积。 

结论

沃特世分析型馏分收集管理器(WFM-A)提供了⼀种分析级解决⽅案，适⽤于从可能影响药品安全性和有效性的

⼯艺相关杂质中分离和富集治疗性寡核苷酸。WFM-A的紧凑设计容易与沃特世低扩散UPLC系统集成，便于实

施⼩规模⼯作流程，提⾼回收率并尽量降低残留。WFM-A是有助于提升⼯作流程效率的馏分收集解决⽅案

，⾮常适合分析级纯化、富集和杂质分离应⽤。   
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