
应⽤纪要

使⽤Atlantis™ Premier BEH™ Z-HILIC⾊谱
柱对包括假尿苷在内的RNA核苷三磷酸进⾏
等度分离

Kenneth D. Berthelette, Jonathan E. Turner, Thomas Walter

Waters Corporation

摘要

近年来，合成RNA⼴受⼈们⻘睐，主要是作为⼀种⽣产治疗药物（包括针对SARS-CoV-2等病毒的疫苗）的途径。

这项技术的快速发展导致参与创建和检测合成RNA的机构数量不断增加。在合成之前，必须先评估单个核苷酸的

质量，确保⽣产出⾼质量的产品。此外，核苷酸很容易由三磷酸酯分解为⼆磷酸酯和单磷酸酯，可能会影响合成

⼯艺的效率。因此，需要使⽤分析⽅法来检测这些关键起始化合物的分解产物。过去，核苷三磷酸的分析采⽤混

合模式⾊谱柱或离⼦对反相⾊谱法进⾏。然⽽，亲⽔作⽤⾊谱法(HILIC)可为核苷酸分离提供若⼲优势，包括具有

更⾼的MS灵敏度。本⽂所述研究开发出⼀种使⽤Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱分离四种主要RNA核苷三

磷酸的⽅法。此外，还分析了经修饰的核苷酸三磷酸假尿苷，使其与同量异位的三磷酸尿苷获得了良好的分离

，所⽤时间不到15分钟。

优势

使四种RNA核苷酸与⼀种常⽤的三磷酸尿苷修饰实现了基线分离■

能够在15 min内监测核苷酸降解情况的核苷酸等度分离⽅法■

MaxPeak™⾼性能表⾯技术为核苷酸提供了良好峰形■
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简介

合成RNA，尤其是信使RNA (mRNA)，是⼀种将蛋⽩质引⼊⽣物系统的相对较新的技术。例如Pfizer和Moderna的

SARS-CoV-2疫苗都⽤mRNA来制造刺突蛋⽩，引发免疫系统识别病毒，从⽽在发⽣实际感染时建⽴免疫反应1。 

为表达特定蛋⽩质，⾸先必须创建正确的mRNA序列。mRNA改变可能导致蛋⽩质表达不⾜，从⽽使其⽆效。

mRNA合成以及后续蛋⽩质表达的科学原理⾮常复杂。但是，这⼀复杂的过程只为实现⼀个⽬的：获得在普通⼈

群使⽤时也能够达到预期性能的⾼质量mRNA产品。

在合成mRNA时，单个核苷酸必须按特定的顺序排列。⽽如果这些核苷酸不纯或形式错误（即，是单磷酸酯⽽⾮三

磷酸酯），可能会影响mRNA的合成。这正是在合成过程中使⽤⾼纯度核苷酸⾄关重要的原因。为确保核苷酸的纯

度尽可能⾼，⼀种⽅法是使⽤LC-UV或LC-MS进⾏检测，以确定在引⼊合成过程之前是否存在任何降解物或其他杂

质。反相液相⾊谱法⽆论是否使⽤离⼦对试剂，都是保留和表征核苷酸的惯⽤⽅法2‒4。虽然这些技术所达成的分

离结果尚可，但使⽤HILIC能够更进⼀步的改善结果。HILIC专为保留和分离极性分析物⽽设计，⽆需使⽤离⼦对试

剂，能够避免液质联⽤(LC-MS)分析所⾯临的棘⼿问题。此外，由于HILIC流动相中使⽤的有机溶剂含量⾼，MS电

离更有效，从⽽导致MS信号⾼。如之前的⽂章所述，HILIC法能够分离核苷酸5。所引⽤的研究报道了⼀种分离所

有12种核苷酸的⽅法，但运⾏时间⻓达50分钟，并需要使⽤复杂的流动相。合成过程中所⽤来料的分离应尽快进

⾏，可能⼀次只能分离⼀种核苷酸或⼀个核苷酸家族。

本⽂所述研究介绍RNA核苷三磷酸的分离，⽬的是创建⼀种⽤于来料质量控制的快速⽅法。优先关注核苷酸的分离

，尤其是同量异位化合物三磷酸假尿苷和三磷酸尿苷的分离。

实验

样品描述

使⽤以下样品稀释剂制备浓度为1 mg/mL的核苷酸储备液。对于三磷酸腺苷，需要使⽤30:70⽔:⼄腈。使⽤

25:75⽔:⼄腈制备三磷酸胞苷、三磷酸尿苷和三磷酸⻦苷溶液。使⽤90:10⼄腈:⽔作为稀释剂，制备含有50 µ

g/mL各核苷酸的样品混合物。⽤93:7⼄腈:⽔将三磷酸假尿苷储备液(100 mM aq)稀释100倍以备分析，然后单独

进样以避免潜在的共洗脱。

液相⾊谱条件
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液相⾊谱系统： ACQUITY™ UPLC™ H-Class PLUS，配备四元溶剂

管理器(QSM)、样品管理器 - Flow

Through Needle (SM-FTN)、⾊谱柱管理器以及辅

助⾊谱柱管理器和PDA检测器

检测条件： UV 260 nm

⾊谱柱： Atlantis Premier BEH Z-HILIC 2.1 × 100 mm, 

2.5 µm (P/N: 186009986)

柱温： 20 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1.0 µL

流速： 0.2 mL/min（除⾮另有说明）

等度条件： 30:70 v/v⽔:⼄腈，含20 mM⼄酸铵，pH 9.0（除

⾮另有说明）

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3 Feature Release 4

结果与讨论

基于先前发表的分离⽅法，选⽤Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱5。采⽤不同的配置，在不牺牲分离性能的

情况下缩短系统运⾏时间，同时也使分离适⽤于质量控制常⽤的UHPLC和HPLC仪器。此外，使⽤稍⾼的缓冲液浓
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度(20 mM)来改善峰形。利⽤配备PDA的ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统获得UV分析结果。测试的第⼀种条件

是使⽤2.1 × 100 mm, 2.5 µm⾊谱柱发表的条件（图1）。 

图1.RNA核苷酸在Atlantis Premier BEH Z-HILIC 2.1 × 100 mm, 2.5 µm⾊谱柱上的分离结果。流动相为含20 mM⼄

酸铵的25:70:5 v/v/v⽔:⼄腈:甲醇(pH 9.0)，流速为0.4 mL/min，UV检测波⻓为260 nm。 

⽂献记录的⽅法条件能够分离五种⽬标化合物，但是三磷酸假尿苷(pUTP)在这些条件下的UV信号⾮常弱。此外

，三磷酸胞苷(CTP)和三磷酸⻦苷(GTP)均出现轻微拖尾和宽峰。需要注意的是，未标记的⼩杂质峰是核苷三磷酸

的⼆磷酸酯或单磷酸酯形式。⽆需经过任何进⼀步优化，该⽅法即适⽤于对来料核苷酸进⾏质量控制检测。但是

，分离结果在峰形和系统运⾏时间⽅⾯均得到改善。图2展⽰了化合物在流动相中不含甲醇助溶剂的条件下的分离

结果。去除甲醇简化了流动相制备并改善了峰形。
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图2.RNA核苷酸在Atlantis Premier BEH Z-HILIC 2.1 × 100 mm, 2.5 µm⾊谱柱上的分离结果。流动相为含20 mM⼄

酸铵的25:75 v/v⽔:⼄腈(pH 9.0)，流速为0.4 mL/min，UV检测波⻓为260 nm。

通过去除流动相中的甲醇并保持⽔含量不变(25%)，流动相⽐存在甲醇时弱。由此导致洗脱时间更⻓，在本例中

，保留时间⼏乎增加50%。这⼀结果并不理想，但CTP和GTP的峰形有所改善。mpUTP和UTP峰的洗脱时间仍然

⾮常接近，但如果需要，通过MS可以轻松区分两者。优先考虑缩短系统运⾏时间，因此接下来通过增加流动相的

⽔含量来优化该⽅法（图3）。 
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图3.RNA核苷酸在Atlantis Premier BEH Z-HILIC 2.1 × 100 mm, 2.5 µm⾊谱柱上的分离结果。流动相为含20 mM⼄

酸铵的30:70 v/v⽔:⼄腈(pH 9.0)，流速为0.4 mL/min，UV检测波⻓为260 nm。

增加流动相中的⽔含量缩短了保留时间，同时保持了良好的峰形。⼀些杂质与核苷酸共洗脱，最明显的是紧接在

三磷酸腺苷(ATP)之前洗脱的峰，它是⼀种⼆磷酸酯杂质。如果单独分析核苷酸，这些杂质将与各⾃的三磷酸酯前

体得到很好的分离。在这些条件下，分离效果⾮常出⾊，但⼀些杂质峰与三磷酸酯主峰之间的轻微共洗脱并不理

想。最后⼀个优化步骤是降低分离的流速，由此提⾼柱效，以增加系统运⾏时间为代价改善总体分离效果。图4展

⽰了以0.2 mL/min的流速得到的核苷酸分离结果。 
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图4.RNA核苷酸在Atlantis Premier BEH Z-HILIC 2.1 × 100 mm, 2.5 µm⾊谱柱上的分离结果。流动相为含20 mM⼄

酸铵的30:70 v/v⽔:⼄腈(pH 9.0)，流速为0.2 mL/min，UV检测波⻓为260 nm。

降低流速后，mpUTP和UTP的分离效果有所改善。此外，ATP与在它之前洗脱的降解物实现了更⾼的分离度。使

⽤这些条件，五种主要的⽬标核苷酸得到分离。这些条件也可⽤于分析核苷酸来料样品，在确定纯度后⽤于

mRNA的合成。

结论

采⽤逐步法开发出⼀种分离RNA核苷三磷酸的HILIC⽅法，使四种主要的三磷酸RNA以及常⽤的三磷酸假尿苷获得

基线分离。该⽅法⽤途⼴泛，包括对⽤于RNA合成的核苷三磷酸进⾏质量控制。

HILIC分离使⽤的流动相简单，由包含20 mM⼄酸铵(pH 9.0)的70:30 v/v⼄腈:⽔溶液组成。此组合适⽤于MS和UV

检测。利⽤MaxPeak Premier⾼性能表⾯(HPS)技术使化合物获得了良好的峰形，该技术减轻了酸性部分（如磷酸

基团）与LC系统和⾊谱柱中⾦属表⾯之间的离⼦相互作⽤5。通过采⽤该技术的Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊

谱柱，只需单次运⾏即可让所有五种核苷酸获得良好的分离结果。
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