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摘要

短⼲扰RNA (siRNA)是⼀类潜⼒巨⼤的新型治疗药物。但这类分⼦的化学性质使其需要借助递送载体才能将药

物负载输送⾄靶细胞。常⽤⼿段是通过化学⽅法将siRNA连接到单克隆抗体(mAb)分⼦上，因为衍⽣后的抗体

siRNA偶联物(ARC)能够有效附着于靶细胞以实现内化。

在本研究的⽬标ARC中，含有义链和反义链的药物负载siRNA与载体mAb的FC糖基化修饰位点上经⼯程处理后

所得半胱氨酸残基的巯基偶联。本研究使⽤BioAccord LC-MS系统1-3为该服务项⽬开发了两种ARC分⼦表征⽅

法：1)使⽤离⼦对RPLC-MS⽅法对siRNA的有义链和反义链进⾏质量数确认；2)通过⾮变性SEC-MS确定最终

的ARC分⼦以计算DAR。两种⽅法均能够提供产品鉴定和潜在杂质的相关信息。 

优势

BioAccord系统■

‒ 提供多种应⽤解决⽅案（完整蛋⽩、肽图分析、MAM、糖基和寡核苷酸分析）

‒ 简便易⽤，系统间性能稳定

‒ 体积⼩巧

‒ 运⾏环境为符合法规要求的信息学系统waters_connect

专为分析抗体siRNA偶联物(ARC)开发的两种⽅法 ■

‒ ⼀种⽤于对合成siRNA的有义链和反义链进⾏质量数确认的IPRP LC-MS⽅法

‒ ⼀种⽤于确定DAR（药物抗体偶联⽐）的⾮变性SEC-MS⽅法

简介

短⼲扰RNA (siRNA)是⼀类潜⼒巨⼤的新型治疗药物。但这类分⼦的化学性质使其需要借助递送载体才能将药

物负载输送⾄靶细胞。常⽤⼿段是通过化学⽅法将siRNA连接到单克隆抗体(mAb)分⼦上，因为衍⽣后的抗体

siRNA偶联物(ARC)能够有效附着于靶细胞以实现内化。ARC的⽣产有许多合成路线，通常涉及在siRNA 3’端

增加连接⼦以便与mAb分⼦上的官能团发⽣偶联反应。 

本研究中的⽬标ARC涉及以下偶联反应：对载体mAb的Fc糖基化修饰位点进⾏⼯程处理，增加半胱氨酸残基以



便进⾏偶联反应。药物负载siRNA包含有义链和反义链，有义链的5’端带有荧光染料，⽽3’端则带有增加的

胺基，可通过连接⼦与载体mAb的Fc结构域上半胱氨酸残基的巯基进⾏偶联反应（图1）。本服务项⽬旨在开

发两种ARC分⼦表征⽅法：1)使⽤离⼦对RPLC-MS⽅法对siRNA的有义链和反义链进⾏质量数确认；2)通过⾮

变性SEC-MS确定最终的ARC分⼦以计算DAR。两种⽅法均基于BioAccord系统（图2）开发，且都能提供产品

鉴定和潜在杂质的相关信息。

图1.ARC（抗体siRNA偶联物）



图2.BioAccord LC-MS系统

结果与讨论

本研究报告了两种针对siRNA或ARC的质量数确认进⾏了优化的LC-MS⽅法。这些⽅法均基于BioAccord系统

开发，该系统包括⼀套ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统、⼀台可变波⻓紫外检测器以及⼀台体积⼩巧的⻜

⾏时间(ToF)质谱仪ACQUITY RDa质谱检测器。本系统的控制和运⾏环境均为符合法规要求的

waters_connect信息学系统（图2）。BioAccord系统是多种基于⾼分辨率质谱仪的⽣物制药分析的“主⼒研

究⼯具”，其范围涵盖完整蛋⽩质量数分析和亚基质量数分析、基于电荷和分⼦⼤⼩的MS分析、肽图分析以

及寡核苷酸的多属性监测(MAM)和游离寡糖分析。

⽬标siRNA（有义链和反义链）的质量数确认

利⽤在负离⼦模式下执⾏的反相离⼦对(IPRP LC-MS)分析确定siRNA（有义链和反义链）的精确质量数（通过



waters_connect中的MaxEnt 1处理得到的电荷去卷积质量数⻅图3）。实验质量数与理论质量数⾼度吻合。 

图3.有义链和反义链的完整质量数。利⽤MaxEnt 1电荷去卷积获取质量数。

ARC表征

ARC质量数分析的重点⽬标是鉴定DAR 1和DAR 2物质，仅凭传统⾊谱⽅法和光学检测器（UV或FLR）⽆法确

认这些物质的鉴定结果。此外，LC-MS分析⽅法也⾮常适⽤于DAR测定。载体mAb的RPLC-MS分析最初⽤于

检查mAb分⼦的完整性（在将Fc区的天冬酰胺(N)残基替换为半胱氨酸(C)残基之后）。图4A中电荷去卷积谱

图的主峰表明质量数符合⼯程处理后mAb的质量数计算值。⾮变性SEC-MS实验旨在判断样品中是否存在DAR 

1和DAR 2物质，⾮变性流动相有助于双链siRNA在ESI+ MS处理期间保持完整。在MaxEn1去卷积谱图中观察

到DAR 1和DAR 2物质，此外，还观察到没有反义链的DAR 1和DAR 2（图4b）。 



图4.上图：载体蛋⽩的电荷去卷积完整质量数。数据来⾃RPLC-MS分析。实测载体蛋⽩的质量精度为10 

ppm。下图：⾮变性SEC-MS分析检出的电荷去卷积DAR物质。观察到代表DAR 1和DAR 2的峰。此外，还检

出了主要副产物单链（有义链）DAR物质。

结论

本研究开发了两种LC-MS⽅法，⽤于确认1) siRNA（有义链和反义链）的鉴定结果，以及2)抗体-siRNA分⼦在

样品中的分布（采⽤⾮变性SEC-MS条件）。使⽤分析级ACQUITY UPLC I-Class PLUS和台式ToF质谱检测器(

ACQUITY RDa)开发并优化⽅法和⼯作流程。两种⽅法均易于操作且⽆需对BioAccord系统做过多优化。此外

，采⽤符合法规要求的软件也对⽅法开发有所助益，例如可提升效率，还有可能⽀持从开发实验室到QC实验

室的⽅法转移。
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