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摘要

在SARS-CoV-2⼤流⾏疫情中，业界使⽤RT-qPCR试剂盒进⾏常规感染检测。此类疾病监测⼯作受益于使⽤经认证

的⾼质量qPCR试剂。本应⽤纪要介绍了使⽤优化的IP-RPLC和符合法规要求的台式Tof仪器对SARS-CoV-2 CDC分

析中使⽤的PCR检测试剂进⾏的质量评估。借助这种灵敏的⽅法，能够从10 pmol的核⾐壳引物N1和N2（正向和

反向序列）以及N1和N2探针中收集⼤量纯度信息。所有PCR试剂均产⽣了尖锐、对称的峰。采集负离⼦质谱图

，可轻松观察到多电荷物质（⾼达[M-10H]10-），使我们能够明确测定RT-qPCR试剂盒试剂的分⼦量。使⽤UV与

MS检测相结合的⽅法，评估试剂以及未纯化原料的纯度。因此，探讨了⼀个有趣的例⼦，即N2探针质量数漂移

42.9的杂质。总之，这种结合⾼分离度、⾼灵敏度LC-UV-MS的⽅法被证明提供了有益于RT-qPCR试剂认证的深层

次信息。

优势

将⼆异丙基⼄胺离⼦对应⽤于PCR试剂分析，采⽤⾊谱分离度和灵敏度⾼的UV-MS BioAccord系统实现在线

MS检测和精确质量数峰鉴定

■

将ACQUITY Premier⾊谱系统应⽤于PCR试剂表征■
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简介

根据世界卫⽣组织的数据，SARS-CoV-2⼤流⾏疫情⽬前已经造成超过400万⼈死亡（2021年9⽉）1。 全世界已接

种超过50亿剂疫苗1，但遗憾的是，现有疫苗的有效性和接受率差异很⼤。病毒在⼈与⼈之间的⻓时间传播以及随

后的突变积累，增加了病原体基因组发⽣显著改变的概率，并可能增加其传播性或传染性2。迄今为⽌，在为减缓

SARS-CoV-2传播所做的努⼒中，利⽤逆转录酶定量聚合酶链反应(RT-qPCR)进⾏常规检测是⼀个基本要素3,4。美

国⻝品药品监督管理局(FDA)已给予疾病控制和预防中⼼(CDC) 2019-nCoV RT-qPCR试剂盒的紧急使⽤授权。该

检测基于对核⾐壳RNA基因（N1和N2）中两个不同位置的检测，⽅法检测限为约65个病毒拷⻉/µL4。重要的是

，⽅法灵敏度可能取决于引物/探针结合区内的核苷酸取代3、RNA提取试剂盒试剂质量4以及寡核苷酸合成错误5。

因此，⽤于研究和确认PCR检测试剂质量的分析⽅法⾮常重要。本⽂使⽤与⻜⾏时间(Tof)质谱联⽤的离⼦对反相

⾊谱法对RT-qPCR引物/探针试剂盒进⾏⾼纯度评估。

实验

样品信息

化学合成的寡核苷酸购⾃供应商，将其直接⽤于SARS-CoV-2检测以及仅对原料脱盐。这些样品⽤⽆核酸酶的10 

mM Tris、0.1 mM EDTA、pH 7.5缓冲液制成10 pmol/μL，然后转移⾄300 μL聚丙烯⾃动进样器瓶（部件号：

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。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class系统

检测器： ACQUITY UPLC TUV检测器

波⻓： 260 nm

ACQUITY Premier BEH C18, 2.1 × 50 mm, 130 Å, ⾊谱柱：
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1.7 µm

柱温： 60 °C

样品温度： 4 °C

进样： 1 μL (10 pmol)

流速： 0.3 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)的去离⼦⽔

流动相B： 含0.0375% DIPEA和0.75% HFIP的65:35⼄腈/⽔
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质谱条件

质谱系统： BioAccord

检测器： ACQUITY RDa检测器

模式： 全扫描

极性： 负

锥孔电压： 40 V

质量范围： ⾼(400~5000 m/z)

扫描速率： 2 Hz
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⽑细管电压： 0.80 kV

脱溶剂⽓温度： 400 °C

结果与讨论

在离⼦对反相⾊谱(IP-RPLC)中，流动相包含离⼦对试剂（通常为烷基胺），可吸附在C18固定相6-8上，从⽽引⼊

了⼀种类似混合模式的保留机制，其中寡核苷酸电荷和荧光团的疏⽔性均参与IP-RPLC保留6-8。本应⽤中所⽤的

流动相与光学UV检测和负离⼦模式质谱均兼容8,9。

本研究采⽤⼀种MS兼容的流动相体系，该体系使⽤⼆异丙基⼄胺(DIPEA)作为IP试剂并且额外添加1,1,1-六氟异丙

醇(HFIP)。HFIP已被证明能够通过改善带负电荷的分析物在C18固定相中的保留以及电喷雾电离过程中的电荷集中

过程来提⾼IP-RPLC-MS分析的灵敏度6。为了将这种⽅法付诸实践，利⽤装配ACQUITY UPLC TUV检测器的

ACQUITY UPLC I-Class，⽤包含⽔和⼄腈的流动相开发梯度。寡核苷酸样品以10 pmol的量注⼊ACQUITY 

Premier C18 (2.1 × 50 mm, 130 Å, 1.7 µm)寡核苷酸分析专⽤柱中。在UV检测之后，利⽤台式BioAccord LC-MS

系统的ACQUITY RDa检测器，通过负离⼦模式质谱验证洗脱的寡核苷酸PCR试剂特性。 

使⽤流动相B在20 min内从5%增加到25%的梯度，来⾃CDC RT-qPCR试剂盒的2019 SARS-CoV-2核⾐壳N1和N2

引物（正向和反向序列）在11 min内从⾊谱柱上洗脱。在UV和MS⾊谱图中，均观察到尖锐、对称的峰（图1）以

及可重现的保留时间(RT)。MassPREP寡核苷酸标准品（部件号：186004135 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186004135-massprep-

oligonucleotide-standard.html> ）在类似的条件下运⾏，相隔4个⽉得到的保留时间重现性在0.1 min以内。对

于N1和N2引物，正向和反向寡核苷酸之间的RT差异约为1 min。
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图1.使⽤ACQUITY UPLC I-Class（装配ACQUITY Premier BEH C18⾊谱柱(2.1 × 50 mm, 130 Å, 1.7 µm)），通过离

⼦对反相⾊谱(IP-RPLC)获得的UV (A260)⾊谱图和总离⼦流⾊谱图，其中使⽤设置为260 nm的ACQUITY UPLC 

TUV检测器（左图）和BioAccord ACQUITY RDa检测器（右图）表征经确认⽤于CDC SARS-CoV-2 RT-qPCR分析

的2019 SARS-CoV-2 N1和N2引物。

CDC RT-qPCR分析中使⽤的探针在寡核苷酸序列的5'端⽤荧光团标记，在3'端⽤淬灭剂标记。qPCR分析的灵敏度

⾼度依赖于荧光团的正确合成及其通过连接⼦连接⾄正确的寡核苷酸序列8。 N1和N2探针也获得了尖锐的峰形

（图2）。将梯度修改为流动相B增加到30%，以更好地确保洗脱保留性更强的探针。最终洗脱强度的这⼀变化导

致探针在16 min⽽不是20 min的保留时间处洗脱。这些结果显⽰了单个淬灭剂探针的保留⾏为。除3'淬灭剂以外
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，还分析了利⽤内部淬灭剂的探针。利⽤这些所谓的双淬灭探针实现的分离结果显⽰在图2的下图中。包含额外的

内部淬灭剂的探针在约15 min的较早保留时间处洗脱。

图2.使⽤ACQUITY UPLC I-Class（装配ACQUITY Premier BEH C18⾊谱柱(2.1 × 50 mm, 130 Å, 1.7 µm)），通过离

⼦对反相⾊谱(IP-RPLC)获得的UV (A260)⾊谱图和总离⼦流⾊谱图，其中使⽤设置为260 nm的ACQUITY UPLC 

TUV检测器（左图）和BioAccord ACQUITY RDa检测器（右图）进⾏连续检测，以表征经确认⽤于CDC SARS-

CoV-2 RT-qPCR分析的2019 SARS-CoV-2 N1和N2探针。显⽰了利⽤单⼀淬灭剂和内部淬灭剂获得的⾊谱图。

使⽤BioAccord ACQUITY RDa检测器进⾏质谱分析使质量数确认成为可能。在260 nm下进⾏UV检测后，在负离
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⼦模式下采集400~5000 m/z之间的质谱图，扫描速率为2 Hz。锥孔电压和⽑细管电压采⽤默认值，分别为40 V和

0.80 kV；所⽤的脱溶剂⽓温度为400 °C。切换阀设置为在1.5 min后切换⾄MS，并在22 min后切换回废液。获得

的N2正向引物和N2探针的⽰例质谱图如图3所⽰。引物和探针的质谱图通常显⽰出⾼达[M-10H]10-的多电荷物质

，可以对RT-qPCR试剂盒试剂进⾏明确的精确质量数测定（表2）。图3右侧的插图对应于N2探针的[M-4H]4-离⼦

；在该谱图上观察到的钠和钾加合物不到基峰信号的10%。使⽤EPFL在线计算器，基于寡核苷酸序列确定引物的

元素组成和单同位素质量数10。利⽤HRMS详细分析样品，单同位素峰的精确质量数分析产⽣的质量数误差在

0.7~7 ppm之间。接下来将BioAccord应⽤于相应的质量数确认测量。在实践中，此处重点关注单同位素峰的⼿动

解析。但是，UNIFI/waters_connect软件可与MaxEnt1或BayesSpray去卷积算法配合使⽤，以提供零电荷质谱

图。这种数据分析⽅法对于质量数分析和质量数确认同样具有吸引⼒11,12。有关PCR探针的分⼦细节为专有信息

；我们使⽤内部Tof HRMS仪器基于精确质量数测量确定了最可能的分⼦式，然后使⽤BioAccord LC-MS系统进⾏

质量数确认。所有质量数测量结果均列于表1中。

表1.CDC RT-qPCR试剂盒中使⽤的2019 SARS-CoV-2 PCR试剂的在线MS检测和精确质量数峰鉴定。利⽤IP-RPLC

采集数据以进⼀步验证精确质量数测量，其中使⽤装配BioAccord ACQUITY RDa检测器的ACQUITY UPLC I-Class

系统或使⽤装配⾼分辨率质谱仪的ACQUITY UPLC H-Class系统。使⽤瑞⼠联邦理⼯学院（洛桑）计算器获得元素

组成和单同位素质量数10。有关双淬灭剂探针的分⼦信息是专有的。
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表2.2019 SARS-CoV-2 CDC分析中使⽤的RT-qPCR引物/探针的纯度评估
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图3.使⽤装配BioAccord ACQUITY RDa检测器的ACQUITY UPLC I-Class系统，通过离⼦对反相液相⾊谱(IP-RPLC)

表征CDC RT-qPCR试剂盒中使⽤的2019 SARS-CoV-2 PCR试剂获得的质谱图。显⽰了N2正向引物（左图）和N2

单⼀淬灭剂探针（右图）的负离⼦模式质谱图。右图中的插图对应于N2探针的[M-4H]4-离⼦。

除精确质量数测量以外，还将IP-RPLC与UV和MS结合使⽤，以评估试剂以及仅在化学合成后脱盐的未纯化原料的

纯度。因此，使⽤采集的UV⾊谱图对⾊谱峰进⾏积分。图4显⽰了⼀幅积分⾊谱图，⽬标是计算粗制N2探针的百

分⽐纯度。使⽤UNIFI进⾏⾃动峰积分。保留时间、⾊谱峰⾯积和纯度列于表2中。结果发现，经确认⽤于CDC分

析的引物纯度为92%，相应的原料纯度为约90%。经确认⽤于CDC分析的探针具有⾼纯度（约98%），但发现粗制

（仅脱盐）对应物的纯度仅约76%。
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图4.经确认⽤于CDC SARS-CoV-2分析的N2探针的原料和前体的UV⾊谱图(A260)。使⽤UNIFI进⾏⾃动峰积分。右

图显⽰的质谱图显⽰了与15.31 min（顶部）、13.30 min（中间）和 15.70 min（底部）液相⾊谱峰对应的累加质

谱数据。

我们更详细地考察了粗制探针内的杂质。除15.31 min处的主⾊谱峰以外，粗制N2探针的UV迹线在13.30 min和

15.70 min处分别表现出⼀个⼩峰（图4）。获得的这三个峰[15.31 min（顶部）、13.30 min（中间）和15.70 

min（底部）]的累加质谱图如图4的右图所⽰。与主⾊谱峰相⽐，13.30 min处的峰对应于质量数偏移为-16 Da的

物质，表⽰丢失⼀个氧的探针结构；15.70 min处的晚洗脱峰为推定的杂质，对应于42.9 Da的正质量数偏移。总

之，表2所列以及图4所⽰的数据说明了使⽤ACQUITY UPLC TUV检测器和BioAccord RDa检测器进⾏PCR试剂纯

度评估的连续检测能⼒。

11使⽤⾼灵敏度离⼦对LC-MS对PCR引物和探针试剂进⾏质量数确认和纯度分析



结论

本应⽤纪要介绍了使⽤优化的IP-RPLC和符合法规要求的台式Tof仪器对SARS-CoV-2 CDC分析中使⽤的PCR检测

试剂进⾏的质量评估。借助这种灵敏的⽅法，能够从10 pmol的核⾐壳引物N1和N2（正向和反向序列）以及N1和

N2探针中收集⼤量纯度信息。所有PCR试剂均产⽣了尖锐、对称的峰。在260 nm下进⾏UV检测后，采集负离⼦

模式质谱图，可轻松观察到多电荷物质（⾼达[M-10H]10-）。钠和钾加合物不到基峰信号的10%，使我们能够明

确测定确定RT-qPCR试剂盒试剂的分⼦量。使⽤UV与MS检测相结合的⽅法，评估试剂以及未纯化原料的纯度。

在这些纯度测量⽰例中，使⽤UNIFI对UV⾊谱图进⾏⾃动峰积分。此外，本应⽤纪要中所述的分析⽅法能够对杂

质进⾏更详细的考察，如针对单⼀淬灭剂N2探针的未纯化合成粗产物的研究所⽰。总之，这种结合⾼分离度、⾼

灵敏度LC-UV-MS的⽅法被证明提供了有益于RT-qPCR试剂认证的深层次信息。
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