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摘要

本应⽤纪要展⽰了ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱在分析⼩分⼦⼲扰RNA (siRNA)类候选治疗化

合物领域的适⽤性。在⾼温下分析siRNA双链体，确保双链体变性为两个互补的单链寡核苷酸。本应⽤纪要的⽬的

是定量药物制剂中的siRNA寡核苷酸。鉴于ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱在核酸分析中表现出

优于常规不锈钢⾊谱柱硬件的性能，选择该⾊谱柱开展研究。采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的ACQUITY 

Premier⾊谱柱实现了⼀致的定量性能，siRNA回收率的波动⾮常⼩。与常规ACQUITY UPLC BEH C18, 300 Å肽分

析专⽤柱相⽐，寡核苷酸的信号重现性和校准线性得到显著改善。

优势

与常规⾊谱柱相⽐，ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱提⾼了分析重现性■

ACQUITY Premier⾊谱柱可消除⾦属表⾯和⾊谱柱筛板上不良的寡核苷酸吸附■

采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier⾊谱柱⽆需进⾏⾊谱柱⽼化操作■

不锈钢⾊谱柱需要经过⾊谱柱⽼化操作才能稳定核酸样品的回收率■

简介
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过去⼗年来，寡核苷酸类治疗化合物在制药⾏业占据了重要地位。新型药物的出现与其治疗各种疾病的能⼒以及

寡核苷酸制造和药物递送⽅⾯的技术进步有关。截⾄2016年，有3种寡核苷酸获得药品监管机构批准，⽽此后寡核

苷酸类治疗药物研究的数量⼤幅增加1,2。 由于进⼊临床试验阶段的寡核苷酸激增，因此亟需开发出定量和表征这

些化合物所适⽤的分析⽅法。

⼀款获批的寡核苷酸类治疗药物从早期开发阶段到后续的质量控制流程，都需要使⽤有效的表征⽅法。这些分析

⽅法需要⾜够稳定、可靠且简便，以便在不同环境中执⾏，以及在许多情况下由⾮专家级分析⼈员执⾏。这⼀要

求与相当复杂的siRNA分析相冲突。

siRNA药物制剂为双链体形式，由⼀对互补的化学修饰寡核苷酸组成。siRNA通常在变性液相⾊谱条件下分析，两

个寡核苷酸经过变性产⽣两个单独的化合物（称为单链）以供分析。siRNA也可以在⾮变性条件下作为完整双链体

分析，以验证双链体未被不需要的过量单链寡核苷酸物质污染。

本应⽤纪要介绍了在变性条件下使⽤的离⼦对反相液相⾊谱法(IP-RP LC)。使siRNA双链体在⾼柱温下解链，确保

双链体siRNA结构完全解离成相应的单链寡核苷酸。变性IP-RP LC是业界热衷的寡核苷酸LC-UV和LC-MS分析⽅法

。IP-RP LC⽅法因为能够兼容MS分析，所以适⽤于对反义寡核苷酸(ASO)和siRNA治疗化合物进⾏⾼灵敏度分析。

在⽅法开发的第⼀步，我们评价了⼏种BEH 18⾊谱柱柱⻓和吸附剂孔径（130 Å或300 Å）。虽然使⽤⼏种⾊谱柱

配置均实现了充分分离，但⽬标siRNA样品在2.1 mm × 150 mm ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤

柱上获得的分离选择性和分离度更优。

实验

样品制备

将双链体siRNA C溶于Milli-Q⽔中，制得0.40 mg/mL的溶液。将该浓度的溶液标记为“双链体C”的100%标准品

溶液。为创建校准曲线，制得200%溶液；通过稀释该溶液制得其余浓度的溶液（130%、100%、70%、8%、

4%、2%和0.2%）。使⽤另⼀个具有不同siRNA序列的样品进⾏⽅法开发。将相应质量的siRNA样品溶于Milli-Q

⽔中，制得0.40 mg/mL的溶液。将该样品标记为“双链体A”和“双链体B”的100%溶液。

仪器

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统由四元溶剂管理器QSM、柱温箱模块CM-A、主动预加热器APH、流通针

式样品管理器FTN SM和配备钛检测池的光电⼆极管阵列检测器PDA组成。 

数据管理
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采⽤Empower 3.0版软件进⾏样品积分和定量分析。

⽅法条件

⾊谱柱1： ACQUITY UPLC BEH C18肽分析专⽤柱, 300 Å, 1.7 

µm, 2.1 mm × 150 mm（部件号186003687）

⾊谱柱2： ACQUITY Premier BEH C18肽分析专⽤柱, 300 Å, 

1.7 µm, 2.1 mm × 150 mm（部件号

186009495）

流动相： 流动相1：含0.07% (v/v) TEA和0.60% (v/v) HFIP

的Milli-Q⽔溶液（含5 mM TEA和60 mM HFIP的⽔

溶液）

流动相2：70/30% (v/v)甲醇/⼄腈

流动相3：流动相1与流动相2的85/15% (v/v)混合

溶液

流动相4：流动相1与流动相2的30/70% (v/v)混合

溶液

柱温： 75 °C

检测条件(UV)： 260 nm PDA，5 mm钛检测池

进样体积： 3 µL
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梯度

数据处理和分析

在UV 260 nm⾊谱图中，将所有主要峰⾯积相加（约15.9 min处的峰组与17.5 min处的峰组），计算峰⾯积。峰

⾯积总和报告于表1~4中。积分⽰例⻅图2。

结果与讨论

常规ACQUITY UPLC BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱上的寡核苷酸分析

初步实验评价了ACQUITY UPLC BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱在siRNA分析中的性能。将样品进样⾄未曾接受⽼化

处理的新⾊谱柱上。图1显⽰了使⽤变性IP-RP LC时双链体C初始5次进样的结果。请注意，15.9 min和17.5 min

附近的信号是由siRNA双链体C变性产⽣的单链寡核苷酸。因为寡核苷酸含有⼀个或多个硫代磷酸酯键，它们存在

⾮对映体，因此被分离为额外的峰。 

图1显⽰，初始进样的UV峰⾯积低于预期，后续进样的信号增强。这⼀观察结果与⽂献(3-7)中描述的现象⼀致。

简⾔之，酸性寡核苷酸通过离⼦相互作⽤吸附到⾊谱柱⾦属表⾯（主要吸附到筛板），由此导致样品回收不完全

。重复进样使可⽤的离⼦吸附位点达到饱和，因此样品回收率得以提升。这⼀现象被称为“样品⽼化”。

双链体C前五次进样得到的峰⾯积列于表1中。虽然常规不锈钢⾊谱柱可通过重复进样或其他⽼化⽅案进⾏⽼化

，以获得⼀致的寡核苷酸回收率，但酸性样品在⾦属⾊谱柱表⾯的离⼦吸附增⼤了⽅法开发和样品定量的难度。

因此，我们改⽤ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱，其⾦属硬件经过杂化硅胶层改性处理。根据制

造商的说明，这种改性操作消除了寡核苷酸在⾊谱柱硬件上的不良吸附。
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图1.使⽤ACQUITY UPLC BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱连续五次进样3 µL双链体C (0.40 mg/mL)得到

的结果。第1次进样 ‒ ⿊⾊迹线，第2次进样 ‒ 绿⾊迹线，第3次进样 ‒ 粉⾊迹线，第4次进样 ‒ 红⾊

迹线，第5次进样 ‒ 蓝⾊迹线。

 
表1.⾊谱图中的峰⾯积结果⻅图1。“峰⾯积”表⽰每次重复测定中所有主峰的UV峰⾯积总和。

ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱上的寡核苷酸分析
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图2显⽰了在与上⼀节所述的相同LC条件下四次进样相同样品（双链体C）得到的结果。使⽤ACQUITY Premier 

BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱进⾏样品分析。由于该⾊谱柱填充有与图1所⽤的常规⾊谱柱相同的吸附剂，因此预

计寡核苷酸的保留和分离结果相似。如预期⼀样，ACQUITY Premier⾊谱柱在所有四次进样中表现出⼀致的回收

率（峰⾯积列于表2中）。信号差异⾮常⼩，图2中的四幅⾊谱图⼏乎⽆法区分。结果表明，在ACQUITY Premier

⾊谱柱上没有观察到可检测的样品损失；因此选择ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱开展进⼀步的

siRNA⽅法开发⼯作。 

 
图2.使⽤ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱连续四次进样3 µL双链体C (0.40 mg/mL)得

到的结果
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表2.⾊谱图中的峰⾯积结果⻅图2。“峰⾯积”表⽰每次重复测定中所有主峰的UV峰⾯积总和。

ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱上寡核苷酸双链体的线性、回收率、重现
性和准确度

进⼀步认证使⽤ACQUITY Premier Peptide BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱开发的分析⽅法，评价该⽅法是否适⽤

于siRNA纯度分析。研究的参数为校准线性、分析物回收率以及质量控制应⽤所需浓度⽔平下的定量准确度。所需

浓度范围内双链体C的准确度和回收率数据列于表3中。所有结果完全符合可接受标准。 
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表3.以100.0%溶液作为归⼀化⽔平，不同标⽰浓度下双链体C的单个回收率。 

*利⽤100%标准品的值进⾏数据归⼀化。

使⽤未曾接受⽼化处理的⾊谱柱进⾏的初始进样中，双链体C在最低标⽰浓度0.20下的相对回收率为99.88%；在

表3中所有标⽰标准品进样之后的额外进样中，对照参⽐溶液在标⽰浓度100%下的回收率为100.07%。对于寡核

苷酸化合物⽽⾔，这些数据⾮常出⾊，表明样品残留的影响很⼩。在单独的研究中更详细地研究了残留；结果参

⻅相应的应⽤纪要8。

双链体C的0.20%溶液重复测定3次和100%溶液重复测定5次得到的相对标准偏差(%)数据⻅表4。结果完全符合可

接受标准（标⽰浓度0.20%的样品重复测定三次得到的RSD≤15.0%；标⽰浓度100%的样品重复测定三次得到的

RSD≤2.0%）。
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表4.双链体C在定量限(0.20%)以及100%溶液浓度下的重现性(%RSD)。

“峰⾯积”表⽰每次重复测定中所有主峰的UV峰⾯积总和。

我们在后续研究中评价了两种siRNA分⼦的混合物（以双链体A + 双链体B作为测试分析物）的定量线性。使⽤

ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱和ACQUITY BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱评价了线性（⻅图

3）。

 
图3.使⽤常规ACQUITY BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱或ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤

柱获得的双链体A + B混合物的校准曲线。在低标⽰浓度下，常规⾊谱柱表现出样品损失。

虽然采⽤两种⾊谱柱所得到的校准曲线线性拟合结果都具有可接受的相关系数（分别为0.9977和0.9995），但常

规不锈钢⾊谱柱在标⽰浓度为0.2%和1.0%时的信号等于0。由于具有⾮特异性吸附的性质，低浓度下的样品损失

更明显，从⽽导致校准的动态范围缩⼩。换⾔之，采⽤常规⾊谱柱时，⽆法可靠定量分析低标⽰浓度的寡核苷酸

。观察到ACQUITY Premier⾊谱柱的线性损失很⼩；回收率值⻅表5。其少量样品损失与UPLC系统中存在的⾦属

吸附位点有关（进样针、管路和检测池）。
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表5.在双链体A + B样品的线性研究中，进样不同标⽰浓度的样品所得到的回收率值。校准曲线⻅图

3。

结论

离⼦对反相变性LC⽅法适⽤于siRNA的分析和质量控制。变性寡核苷酸以单链形式分离和定量。ACQUITY 

Premier⾊谱柱采⽤经杂化硅胶层改性的MaxPeak⾼性能表⾯⾊谱柱硬件，与填充相同吸附剂的常规不锈钢⾊谱

柱相⽐，使寡核苷酸样品获得了更优异的回收率。研究表明，ACQUITY Premier BEH C18, 300 Å肽分析专⽤柱适

⽤于对siRNA进⾏稳定的分析，分析结果不受影响，也⽆需进⾏⻓时间的⾊谱柱⽼化操作。ACQUITY Premier⾊

谱柱使分析⼈员对定量结果准确度更有把握；其性能满⾜回收率、重现性和线性等认证参数的质量要求。
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