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这是⼀份应⽤简报，不包含详细的实验部分。

摘要

沃特世介绍了⼀些关键的⾊谱柱和填料最佳实践，以便利⽤离⼦对反相(IP-RP)液相⾊谱法成功进⾏寡聚核苷

酸分析。⽆论⽤于诊断还是治疗，都需要借助稳定耐⽤的分析⽅法确保寡聚核苷酸具有⾼质量。例如，为应对

全球COVID-19⼤流⾏疫情，研究⼈员已开发出基于聚合酶链反应(Polymerase Chain Reaction, PCR)的诊断

试剂盒，⽤于检测新型冠状病毒感染患者的SARS-CoV-2遗传密码。通过PCR进⾏准确的病毒检测需要使⽤⾼

质量的寡聚核苷酸引物和探针。此外，科学家正在研究将寡聚核苷酸⽤作COVID-19的防治药物（包括mRNA

疫苗）。

优势

Waters BEH C18颗粒使寡聚核苷酸可在⾼pH、⾼温以及兼容LC或LC-MS的缓冲液条件下分离■

各批次已使⽤MassPREP寡聚核苷酸标准品进⾏QC测试，以确保⼀致性■

提供多种粒径和⾊谱柱尺⼨，制备型或分析型应⽤均适⽤■

⽅法开发采⽤三步法，不到5分钟即可完成IP-RP寡聚核苷酸分离■

简介

在本应⽤简报中，沃特世简要列出了利⽤离⼦对反相(IP-RP)液相⾊谱法表征寡聚核苷酸的最佳实践，包括分

离温度、pH值优化、孔径选择、流动相选择、快速⽅法开发注意事项、纯化指导原则和常⽤的缓冲液配⽅。

在寡聚核苷酸分析过程中应⽤这些最佳实践有助于确保⽅法稳定耐⽤，从⽽为治疗或诊断应⽤提供始终如⼀的

⾼质量寡聚核苷酸。

本⽂以COVID-19⼤流⾏疫情为例，说明寡聚核苷酸在诊断应⽤中发挥的重要作⽤。及时诊断SARS-CoV-2病毒

感染仍然是成功管控新型冠状病毒⼤流⾏疫情的关键。因此，许多公司都开发了体外诊断试剂，⽤于检测是否

存在SARS-CoV-2遗传物质。在美国，获得紧急使⽤授权(EUA)的体外诊断试剂中，⼤多数采⽤的是PCR检测

法（例如qPCR、RT-PCR），可检测SARS-CoV-2病毒的遗传密码1。病毒遗传密码的分⼦检测专⽤诊断试剂盒

在PCR放⼤和检测过程中使⽤寡聚核苷酸作为引物和探针。因此，要成功进⾏诊断测试，分析评估寡聚核苷酸

引物和探针的质量并确保其具有适当的纯度尤为重要。 



结果与讨论

沃特世审查IP-RP法分离寡聚核苷酸的⽅法和产品开发资源后创建了⼀个简短的最佳实践列表，主要讨论以下

6项重要实践。

1)   在升⾼的pH值和温度下进⾏寡聚核苷酸分离，获得优质结果。

i.  升⾼温度(60 °C)可防⽌寡聚核苷酸⼆级结构影响保留性能。对于富含CG或富含G且具有⾼度⼆级结构的寡

聚核苷酸，可能需要将柱温升⾄80 °C或90 °C。

ii.  寡聚核苷酸分离通常使⽤⾼pH值缓冲液(pH ≥ 7)，例如TEAA。

iii. 研究发现，TEA-HFIP是⼀种⾮常稳定的流动相，⽤于不同⼤⼩单链寡聚核苷酸的LC-MS分析时，具有出⾊

的灵敏度和分离度2。

iv.  IP-RP法分离寡聚核苷酸使⽤的⾼pH值条件导致常⽤的硅胶基质固定相不适⽤。

v.  Waters BEH吸附剂具有⾼pH值稳定性和温度耐受性，⾮常适⽤于寡聚核苷酸分离。

图1.BEH吸附剂结构⽰意图。⽔解稳定性通过桥接⼄基实现。进⾏寡聚

核苷酸分析时，⽤C18官能团将吸附剂表⾯烷基化。

有关详细信息，请参阅沃特世的《寡聚核苷酸分析专⽤HPLC和UPLC⾊谱柱》(HPLC and UPLC Columns for 

the Analysis of Oligonucleotides)，720002376EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720002376en.pdf> 。

2)   选择适⽤于寡聚核苷酸分离的相应孔径。选择正确的孔径有助于实现分析物的适当扩散，使寡聚核苷酸与

配体产⽣最佳的相互作⽤。改善配体相互作⽤可改善峰形。
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 i.   130Å孔径⾮常适⽤于单链寡聚核苷酸(2-100 mer)。

 ii.  300 Å孔径可有效分离单链寡聚核苷酸以及更⻓的双链DNA⽚段。

3)  选择合适的流动相。如需了解缓冲液配⽅请参阅第6节。

i.   三⼄胺/六氟异丙醇(TEA/HFIP)可兼容MS⽅法，具有出⾊的分离能⼒。较⾼的TEA/HFIP缓冲液浓度可提⾼

分离性能。较低的浓度可提⾼MS灵敏度。

ii.  ⼄酸⼰基铵(HAA)也可提供优异的分离度和MS兼容性。但HAA的MS兼容性弱于TEA/HFIP。与TEA/HFIP相

⽐，使⽤HAA可以更好地分离标记的寡聚核苷酸和更⻓的寡聚核苷酸(>35-mer)。如果仅执⾏LC分析，这⼀优

势就显得尤为重要。

iii.  要实现良好分离，TEA/HFIP和HAA/HFIP流动相必须新制。这些半挥发性流动相的分离能⼒可能会逐渐减

弱，导致质谱图被碱⾦属离⼦加合物污染。为了在⽇常⼯作中获得稳定的结果，流动相应每天配制或限量配制

。流动相的使⽤上限为⼀周。

iv.  TEA和HFIP均应在通⻛橱中配制，使⽤沃特世APC溶剂瓶盖防⽌⽓体溢出，在条件允许的情况下，尽可能

使⽤系统上⽅的通⽓管。





图2.异源寡聚核苷酸的分离条件。离⼦对流动相的类型会影响分离的选

择性。对于“弱”离⼦对体系（例如TEAA），疏⽔作⽤和离⼦对相互作

⽤均参与分析物分离过程。对于“强”离⼦对体系（TEA/HFIP、

HAA），寡聚核苷酸分离主要由其电荷/⻓度驱动。

有关详细信息，请参阅以下沃特世应⽤纪要

使⽤UPLC/MS法在五分钟内分离寡聚核苷酸：⽅法开发(UPLC/MS Separation of Oligonucleotides in 

Less than Five Minutes: Method Development)，720002387EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720002387en.pdf> 。

■

使⽤ACQUITY QDa检测器评估寡聚核苷酸分析中的替代离⼦对试剂(Evaluation of Alternative Ion-

pairing Reagents in the Analysis of Oligonucleotides with the ACQUITY QDa Detector)，

720005830EN <https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720005830en.pdf> 。

■

⼄酸⼰基铵⽤作对寡聚核苷酸IP-RP LC分析的离⼦对试剂(Hexylammonium Acetate as an Ion-Pairing 

Agent for IP-RP LC Analysis of Oligonucleotides)，720003361EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720003361en.pdf> 。

■

4)   ⽅法开发采⽤快速的三步法，不到5分钟即可完成IP-RP寡聚核苷酸分离。

i.   确定合适的初始梯度强度或从探索梯度开始。例如，使⽤15 mM TEA/400 mM HFIP离⼦对体系时，探索梯

度可能如下：

从20%甲醇开始，在0.2 mL/min的流速下按1%/min的梯度升⾼甲醇⽐例（0.2 mL/min有助于提⾼⼤分⼦

分析的柱效）。

■

ii.  调整梯度斜率以实现所需分离（更平缓的梯度可以提⾼分离度，但会增加分析时间）。根据需要调整甲醇

的起始百分⽐，减少分析时间。根据需要延⻓甲醇梯度时间，直到⽬标寡聚核苷酸和杂质流出。然后注⼊⾼浓

度有机溶剂冲洗液，洗脱具有⾼保留特性的组分（通常为⾮寡聚核苷酸组分），尽量减少残留。⽬标寡聚核苷

酸应随梯度洗脱液流出，⽽不是⾼浓度有机溶剂冲洗液。

iii.  如果需要提升速度，可在增加流速的同时按⽐例减少梯度时间，从⽽加快分离速度（梯度⾊谱柱体积恒定

）。分离选择性不应改变，同时可观察到分离度损失⾮常⼩。如果需要提⾼灵敏度或优化分离度，请降低流速

。

0.4 mL/min能够实现速度与分析性能的良好平衡。对于⾼通量分离，建议流速为0.8 mL/min（分离时间

1-3 min，⾊谱柱内径2.1 mm）。 

■
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有关使⽤XBridge OST⾊谱柱进⾏⽅法开发的详细注意事项（例如起始梯度斜率、缓冲液配⽅和⾊谱柱注

意事项），请参阅沃特世⼿册715001476。

■

图3.使⽤2.1 x 50 mm, 1.7 µm ACQUITY UPLC OST C18 ⾊谱柱分离30~60 

nt的寡聚脱氧胸苷。



图4.15~35 nt的寡聚脱氧胸苷分离结果。

有关详细信息，请参阅以下沃特世应⽤纪要

使⽤UPLC/MS法在五分钟内分离寡聚核苷酸：⽅法开发(UPLC/MS Separation of Oligonucleotides in 

Less than Five Minutes: Method Development)，720002387EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720002387en.pdf> 。

■

UPLC法分离寡聚核苷酸：⽅法开发(UPLC Separation of Oligonucleotides: Method Development)，

720002383EN <https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720002383en.pdf> 。

■

XBridge OST C18⽅法指南(XBridge OST C18 Method Guidelines)，715001476 <

https://www.waters.com/webassets/cms/support/docs/715001476.pdf> 。

■

5)   使⽤XBridge BEH C18寡聚核苷酸分析专⽤柱纯化寡核苷酸的指导原则。

i.   XBridge BEH C18, 130 Å寡聚核苷酸分析专⽤柱是去三苯甲基寡核苷酸纯化的⾸选解决⽅案，因为可以使⽤

指定⼤⼩的⾊谱柱满⾜实验室规模的分离要求。 

ii.  XBridge BEH C18寡聚核苷酸分析专⽤柱的尺⼨和操作流速选择主要取决于合成反应混合物的规模。
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 例如，当寡聚核苷酸载样量⼩于或等于0.2 μmol时，优先选择填充有XBridge BEH C18, 130 Å, 2.5 μm寡

聚核苷酸分析填料的4.6 × 50 mm⾊谱柱。

■

 建议根据寡聚核苷酸上样量选择合适的⾊谱柱⼤⼩，从⽽⼤幅提⾼组分分离度和⽬标产物从⾮预期失败序

列中回收的回收率。请参阅表1了解载样量指导原则。

■

图5.合成21-mer寡聚核苷酸的HPLC纯化。样品浓度2.8 nmol/µL，柱上

载样量范围1.4~140 nmol。



* 表中所列为近似值，具体因寡聚核苷酸的⻓度、碱基组成和所⽤的“中⼼切割”馏分收

集⽅法⽽异。

表1.去三苯甲基寡核苷酸纯化时所⽤的XBridge OST C18⾊谱柱选择指南。

6)   如何制备专⽤的IP-RP缓冲液（1升）

i.   所有⼯作均在通⻛橱中进⾏。

ii.  使⽤溶剂相容的0.45 µm滤膜过滤所有流动相，储存在清洁、⽆颗粒的储液瓶中。

以下是流动相A的配⽅。流动相B通常由有机溶剂（例如⼄腈、甲醇）与流动相A以合适的百分⽐（例如20-

50%）混合⽽成。较⾼浓度的缓冲液(15 mM TEA/400 mM HFIP)可⽤于分离富含G的寡聚核苷酸。对于常

规的去三苯甲基寡核苷酸LC-MS应⽤，较低强度的缓冲液(8.6 mM TEA/100 mM HFIP)通常已⾜够。

■



结论

为⽀持研究寡聚核苷酸的客⼾，沃特世提供了上述重要的最佳实践，确保使⽤IP-RP液相⾊谱法分离寡聚核苷

酸时始终获得⾼性能。稳定耐⽤的⽅法是为诊断或治疗应⽤提供⾼质量寡聚核苷酸的关键。例如，在利⽤PCR

技术进⾏准确的诊断检测（包括COVID-19检测）时，必须使⽤⾼质量寡聚核苷酸引物和探针。
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