
使⽤MaxPeak™ Premier BEH C18 300 Å寡核
苷酸分析专⽤柱改善⻓链寡核苷酸分析物的
分离度

摘要

离⼦对反相液相⾊谱法⼴泛⽤于寡核苷酸的鉴定、纯度和完整性表征，这对于诊断和治疗药物的开发和质量控制

⾮常重要。多核苷酸分析物的检测灵敏度和保留性不仅取决于⾊谱柱固定相的表⾯化学性质，还取决于它的孔径

。选择合适的孔径有助于⻓链寡核苷酸与固定相有效相互作⽤，并尽量减少受限扩散效应，从⽽实现峰容量的提

升。本⽂报告了在ACQUITY™ Premier BEH C18 300 Å 1.7 µm寡核苷酸分析专⽤柱上以兼容在线质谱(MS)检测的

⽅式对单链(ss)异源脱氧核糖核苷酸(DNA) Ladder的⾼效分离。 

优势

新的参⽐物质作为ssDNA寡核苷酸Ladder，⽤于寡核苷酸的LC分析■

使⽤ACQUITY Premier BEH C18 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱，为⻓链寡核苷酸提供出⾊的分离度■

⻓度超过70个核苷酸的寡核苷酸实现了分离度改善，与此同时，短链寡核苷酸的分离性能得以保留■

⽆论使⽤何种离⼦对试剂，都能得到可靠且稳定的分离性能■

可重现的⾼质量性能以及准确可靠的质量数测量■

简介

先进的分析⼯具有助于加快新型核酸诊断和治疗药物的开发进程1-4。 反相液相⾊谱-质谱联⽤法(RPLC-MS)是在寡
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核苷酸开发的各个阶段以及药代动⼒学研究中对寡核苷酸进⾏定性和定量表征的⾸选⽅法。在这类分析中，将挥

发性烷基胺⽤作离⼦对(IP)试剂可改善寡核苷酸在反相⾊谱柱上的保留性和分离度5-7。 IP试剂的类型决定了IP-

RPLC⽅法的分离选择性和保留性3。 此外，使⽤六氟异丙醇等弱酸性缓冲离⼦对试剂时，可以使寡核苷酸的IP-

RPLC分析与质谱(MS)兼容8-10。

除固定相的表⾯化学性质外，还需要考虑其孔径。固定相的孔径会影响寡核苷酸分离的选择性、保留性和分离度

。平均孔径将决定分析物分⼦能否扩散进出多孔颗粒结构，以及能否分配到颗粒间和颗粒内的空间中11。 与表⾯

积相对较⼩的⼤孔径(300 Å)固定相相⽐，⼩孔径(90‒130 Å)固定相的单位柱床⻓度可提供更⼤的表⾯积，因此

，短链寡核苷酸(<50mer)的保留时间会相应地延⻓12。 但是，较⼤的分析物在穿过较⼩的孔结构时会遇到空间位

阻。当分析物被限制进⼊颗粒内表⾯积或因阻碍分析物从⼩孔中扩散⽽出现峰展宽时，可能会观察到这种情况。

相⽐之下，较⼤的孔则更容易使⻓链寡核苷酸进⼊，从⽽提⾼分离度4,12。 本研究采⽤300 Å孔径的Premier BEH 

C18⾊谱柱来分析70 mer以上（包括80 mer、90 mer和100 mer）的寡核苷酸，与⼩孔径⾊谱柱相⽐，该⾊谱柱

表现出始终如⼀的出⾊分离度和⾼质量性能。 

实验

样品信息

参⽐物质购⾃沃特世（美国⻢萨诸塞州⽶尔福德）。本实验将ssDNA 10~60 Ladder（沃特世P/N：186009449 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009449-ssdna-10-to-60-

ladder.html> ）和ssDNA 20~100 Ladder（沃特世P/N：186009448 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009448-ssdna-20-to-100-

ladder.html> ）（表1）分别重悬于100 µL Milli-Q⽔中。轻轻混合后，将样品瓶内容物转移⾄容量为300 µL的聚

丙烯⾃动进样器样品瓶(P/N: 186002639 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/vials-containers--

collection-plates/186002639-polypropylene-12-x-32-mm-screw-neck-vial-with-cap-and-preslit-pt.html> 

)中，进⾏离⼦对反相液相⾊谱(IP-RP-LC)分离，并使⽤BioAccord™ RDa检测器在负离⼦模式下进⾏质谱(MS)分

析。 
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表1.ssDNA 10~60 Ladder和ssDNA 20~100 Ladder的各组分

液相⾊谱条件1

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier BSM系统（BioAccord系统的⼀

部分）

检测器： ACQUITY UPLC TUV检测器

波⻓： 260 nm

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å, 1.7 µm, 2.1 × 

150 mm寡核苷酸分析专⽤柱，P/N：186010541

ACQUITY Premier BEH C18, 130 Å, 1.7 µm, 2.1 × 

150 mm寡核苷酸分析专⽤柱，P/N：186009486
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柱温： 70 °C

样品温度： 4 °C

进样： 5 μL

流速： 0.3 mL/min

流动相A： 含7 mM三⼄胺(TEA)（作为IP试剂）和40 mM 

1,1,1,3,3,3-六氟异丙醇(HFIP)的Milli-Q⽔溶液，

pH 8.6

流动相B： 含3.5 mM TEA和20 mM HFIP的50:50甲醇: Milli-Q

⽔溶液

梯度表1

液相⾊谱条件2
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液相⾊谱系统： ACQUITY Premier BSM系统（BioAccord系统的⼀

部分）

检测器： ACQUITY UPLC TUV检测器

波⻓： 260 nm

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

300 Å, 1.7µm, 2.1 X 150 mm

ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱, 

130 Å, 1.7µm, 2.1 X 150 mm

柱温： 70 °C

样品温度： 4 °C

进样： 5 μL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 含0.1% N,N-⼆异丙基⼄胺(DIPEA)（作为IP试剂

）和1% 1,1,1,3,3,3-六氟异丙醇(HFIP)的Milli-Q⽔

溶液

流动相B： 含0.0375% DIPEA和0.075% HFIP的65:35⼄腈: 

Milli-Q⽔溶液
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梯度表2

质谱条件

质谱系统： BioAccord LC-MS系

统

检测器： ACQUITY RDa检测器

模式： 碎裂模式下的全扫描

极性： 负

锥孔电压： 40 V

碎裂锥孔电压： 80-200 V

质量范围： ⾼(400~5000 m/z)
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扫描速率： 2 Hz

⽑细管电压： 0.80 kV

脱溶剂⽓温度： 400 °C

信息学软件

利⽤waters_connect™平台的Intact Mass分析应⽤程序计算寡核苷酸的中性质量数值。

结果与讨论

使⽤⼀组ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱，填充孔径为300 Å或130 Å的吸附剂，对ssDNA 10~60

和20~100 Ladder进⾏IP-RP-LC-MS分析。在负离⼦模式下重复采集三次数据。使电喷雾离⼦源的锥孔电压在低

能量(40 V)和⾼能量(80‒200 V)之间交替，以采集完整寡核苷酸和寡核苷酸⽚段的质量数。

300 Å孔径的BEH C18吸附剂对寡核苷酸分析物的分离度改善如图1‒2所⽰。图1显⽰了在三⼄胺(TEA)-HFIP流动相

体系下两种Ladder的LC-UV叠加⾊谱图。尽管这些采⽤不同孔径吸附剂的⾊谱柱对⻓度不超过60 mer的寡核苷酸

表现相似的⾊谱分离度，但与孔径130 Å的⾊谱柱相⽐，使⽤300 Å的⼤孔径⾊谱柱时，70、80、90和100 mer寡

核苷酸的分离效果明显改善。孔径130 Å的⾊谱柱将70 mer和80 mer寡核苷酸分离为⼀组峰，将90 mer和100 

mer寡核苷酸分离为⼀组峰，峰对中的各组分仅得到部分分离。但是，两种⾊谱柱均分离出预期数量的寡核苷酸峰

，10~60 Ladder分离出8个峰，20~100 Ladder分离出9个峰。重要的是，由于使⽤了⼤孔径⾊谱柱，短链寡核苷

酸的分离度也不会受到任何影响。有趣的是，即使每种Ladder单独进样，两种Ladder中相同的寡核苷酸标准品

（20、30、40、50和60 mer）仍然表现出⼏乎相同的保留时间。这种可重现的⾏为⾮常适合检测多个样品中的相

同分析物，例如寡核苷酸治疗药物开发、DMPK研究和⽣物分析等情况。每个⾊谱峰对应的寡核苷酸组分通过采集

的电喷雾质谱图得到了确认（未展⽰相关数据）。正如预期所料，与⼤孔径吸附剂的⾊谱柱相⽐，130 Å孔径的⾊

谱柱产⽣的保留时间更⻓，这可能是由于其他研究中提出的，该⾊谱柱具有更⾼的孔表⾯积12。
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图1.使⽤300 Å (A)和130 Å (B)孔径的ACQUITY Premier BEH C18⾊谱柱对单链DNA寡核苷酸Ladder（⿊⾊迹线

：10‒60 Ladder，红⾊迹线：20‒100 Ladder）的分离结果⽐较。图中所⽰为在TEA-HFIP流动相体系下获得的寡

核苷酸Ladder的IP-RPLC-UV⾊谱图。各峰分别标注了相应的核苷酸⻓度。

图2展⽰了在300 Å孔径的⾊谱柱上使⽤⼆异丙基⼄胺(DIPEA)-HFIP流动相进⾏IP-RP-LC-MS分析后得到的10~60 

mer和20~100 mer Ladder的⾊谱图。该流动相体系使70 mer、80 mer、90 mer和100 mer DNA ladder组分的

分离度略有提⾼。这表明该⾊谱柱在多种流动相体系中都能发挥稳定的分离性能。使⽤DIPEA可略微提⾼⾊谱分离
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度，从⽽获得更⾼质量的MS数据13。

图2.使⽤ACQUITY Premier BEH C18 300 Å 1.7 µm寡核苷酸分析专⽤柱在DIPEA-HFIP流动相体系下获得的寡核苷酸

Ladder（A：ssDNA 10~60 Ladder，B：ssDNA 20~100 Ladder）的IP-RPLC-UV-MS⾊谱图。⿊⾊迹线表⽰UV⾊

谱图，红⾊迹线表⽰TIC。各峰分别标注了相应的核苷酸⻓度。 

分离的寡核苷酸峰的质量数测量结果如图3和表2所⽰。图3显⽰了90 (59.12 min, MW 27,778)和100mer (59.90 

min, MW 30,892) ssDNA ladder组分对应的⾊谱峰的电喷雾离⼦系列质谱图。对每张谱图进⾏完整质量数分析的

结果表明，中性质量数值与预期的平均质量数值⼀致性良好（质量数误差<60 ppm）。

9使⽤MaxPeak™ Premier BEH C18 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱改善⻓链寡核苷酸分析物的分离度



图3.ssDNA 20~100 Ladder中90 mer (A)和100 mer (B)寡核苷酸组分的完整质量数分析LC-MS谱图。使⽤

waters_connect的Intact Mass应⽤程序对多电荷态离⼦的电喷雾系列谱图进⾏去卷积，得到中性质量数值。图中

显⽰了⾊谱峰(i)、质谱图(ii)和去卷积质量数值(iii)。质量误差以ppm为单位。 
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表2.使⽤ACQUITY Premier BEH C18 300 Å 1.7 µm寡核苷酸分析专⽤柱在DIPEA-HFIP流动相体系下获得的电喷雾离

⼦系列质谱图的去卷积质量数值。将waters_connect平台的Intact Mass应⽤程序⽣成的中性质量数值与寡核苷酸

的单同位素质量数（浅蓝⾊阴影）或平均质量数（浅绿⾊）相⽐较，以ppm为单位计算质量数误差。 

表2展⽰了使⽤waters_connect平台的Intact Mass应⽤程序对质谱图进⾏去卷积后得到的单个寡核苷酸的完整质

量数值。检查发现，这些去卷积质量数值与⻓度不超过40 mer (MW 12,268)的寡核苷酸的单同位素质量数以及50 

mer DNA (MW 15,380)以上的平均质量数具有更⾼的匹配趋势。这⼀观察结果证实，BioAccord LC-MS系统及其

RDa质谱仪往往会产⽣⼤约10,000的质量分辨率。

最后，我们评估了UV检测器响应，发现每种Ladder的三次独⽴进样结果具有⾼重现性，RSD值<3%（图4）。
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图4.每种Ladder进样三次所得的各寡核苷酸可重现的TUV检测器响应。蓝⾊条柱表⽰ssDNA 10~60 Ladder中各组

分的响应，橙⾊条柱表⽰ssDNA 20~100 Ladder中相同组分的响应。所有测量结果的检测器响应RSD均保持<3%。

结论

ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱改善了⻓链寡核苷酸分析物的分离度，与此同时，短链寡

核苷酸的出⾊分离度得以保留。两种新型LC有证标准物质的推出使我们能够快速确认此类⾊谱柱是否适⽤于两种

不同的离⼦对流动相体系。⽆论样品来源如何，具有相同⼤⼩和核苷酸组成的寡核苷酸均表现出相同的保留时间

，表明这些⽅法⾮常适⽤于峰追踪和峰鉴定应⽤。最终，本⽂所述的⾼峰容量⾊谱柱与符合法规要求的BioAccord 

LC-MS系统相结合，显著简化了⻓度为100个核苷酸（甚⾄可能更⻓）的寡核苷酸的深度分析。
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