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摘要

本应⽤纪要展⽰了使⽤BioAccord LC-MS系统分析mRNA的Poly(A)尾异质性的优势。

优势

使⽤搭载waters_connect信息学平台的BioAccord LC-MS系统开发的LC-MS分析⽅法，能够稳定地分析

mRNA Poly(A)尾⻓度和异质性，包括测定Poly(A)尾寡核苷酸区域的平均分⼦量，这是研究治疗性mRNA和预

防⽤mRNA时的常⻅分析项⽬。

■

简介

最近，信使RNA (mRNA)成为了⼀类新兴⽣物药物，佐证实例之⼀是科研⼈员基于SARS-CoV-2刺突蛋⽩mRNA序

列编码成功开发出两种⾼效的疫苗并获批投⼊使⽤1‒2。开发能监测mRNA分⼦关键属性的分析⽅法对于有效控制

⽣产⼯艺⾄关重要，但为诸如mRNA疫苗之类分⼦⽐较⼤的mRNA（>1,000个核苷酸）开发分析⽅法的难度相当

⼤。 

Poly(A)尾是所有治疗性mRNA都有的功能结构之⼀，它是分⼦3'端仅包含腺苷残基的⻓序列（50~250个核苷酸）
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3‒6。 分析时，通常使⽤核糖核酸酶T1 (RNase T1)裂解⻦苷残基后的序列，从mRNA分⼦中分离出3'端寡核苷酸
7‒8。本研究考察了BioAccord LC-MS系统对Poly(A)尾寡核苷酸⽚段进⾏完整分⼦量分析的能⼒。

实验

试剂和样品前处理

N,N-⼆异丙基⼄胺（DIPEA，纯度99.5%，产品⽬录号387649-100ML）、1,1,1,3,3,3-六氟-2-丙醇（HFIP，纯度

99%，产品⽬录号105228-100G）、⼄醇（HPLC级，产品⽬录号459828-2L）和碳酸氢铵（LiChropur LC-MS 

Supelco试剂，产品⽬录号5330050050）购⾃Millipore Sigma（美国密苏⾥州圣路易斯）。⼄腈（LC-MS级

，产品⽬录号34881-1L）和甲醇（LC-MS级，产品⽬录号34966-1L）购⾃Honeywell（美国北卡罗来纳州夏洛特

）。HPLC级I级去离⼦(DI)⽔使⽤MilliQ系统（密理博公司，美国⻢萨诸塞州⻉德福德）净化。流动相每⽇现配现

⽤。

⽤于mRNA酶解的⽆核酸酶超纯⽔（产品⽬录号J71786.AE）购⾃Thermo Fisher Scientific（美国⻢萨诸塞州沃

尔瑟姆）。

20 nmol的120 mer多腺苷mRNA寡核苷酸（Poly (A)尾）购⾃Integrated DNA Technologies（美国艾奥⽡州克

拉尔维尔）。该寡核苷酸序列第28位掺⼊了⼀个胞苷，第56位掺⼊了⼀个尿苷，第84位掺⼊了⼀个⻦苷，并且第

112位掺⼊了另⼀个尿苷，具体序列为5'- AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA CAA AAA AAA AAA AAA AAA 

AAA AAA AAA AUA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAG AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA UAA 

AAA AAA -3'。在Poly (A)尾序列中掺⼊这个四个残基是为了让120 mer RNA核苷酸在化学合成过程中更稳定。未

使⽤HPLC进⼀步纯化120 mer全⻓寡核苷酸产物(FLP)，以防⽌其在⼤规模⾊谱纯化过程中发⽣降解。合成Poly 

(A)尾寡核苷酸的元素组成为C1197 H1439 N592 O724 P119，平均分⼦量为39,388.64 Da。 

⽤去离⼦⽔配制浓度为10 µM的Poly (A)尾寡核苷酸储备液，进样5 µL，相当于柱上进样50 pmol的120 mer寡核

苷酸。 

萤⽕⾍荧光素酶mRNA（Fluc-β mRNA，产品⽬录号M1436/1000-C1-A120-NM-PO，浓度1.63 mg/mL）购⾃

Amp Tec（德国汉堡）。使⽤来⾃⽶曲霉的核糖核酸酶T1 (RNase T1)（购⾃Millipore Sigma，产品⽬录号

R1003-100KU）酶解mRNA。酶解mRNA时，将20 µL Fluc mRNA与5 µL酶解缓冲液（100 mM碳酸氢铵）、13 µ

L⽆核酸酶超纯⽔和2 µL经1:100稀释的RNase T1硫酸铵溶液（同样使⽤⽆核酸酶超纯⽔制备）混合。在

QuanRecovery MaxPeak 300 µL样品瓶中制备酶解混合物，置于37 oC下温育15 min，然后⽴即进⾏LC-MS分析

。 

使⽤UNIFI应⽤程序2.1.2.4版采集所有数据集，然后使⽤waters_connect信息学平台中的INTACT Mass应⽤程序
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1.6.0.18版进⾏处理。 

采⽤MaxEnt 1电荷去卷积算法处理寡核苷酸ESI-MS谱图，得到准确的完整分⼦量测量结果。 

液相⾊谱条件

LC-MS系统： 配备ACQUITY Premier UPLC（⼆元）的

BioAccord LC-MS系统

保护柱： VanGuard FIT柱套（P/N：186007949），装有⼀

根填充1.7 µm BEH C18颗粒的2.1 × 5 mm 

ACQUITY Premier FIT柱芯（P/N：186009459）

⾊谱柱： ACQUITY Premier OST⾊谱柱, 1.7 µm, 130 Å, 2.1 

× 50 mm（P/N：186009484）

柱温： 60 oC

流速： 300 µL/min

流动相： 溶剂A：8 mM DIPEA（N,N-⼆异丙基⼄胺），40 

mM HFIP（1,1,1,3,3,3-六氟异丙醇），溶于去离⼦

⽔中，pH 8.8

溶剂B：4 mM DIPEA，4 mM HFIP，溶于75%⼄醇

中

样品温度： 6 oC

样品瓶： QuanRecovery MaxPeak HPS样品瓶（

P/N：186009186）

进样体积： 5 µL

清洗溶剂
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清除溶剂： 50%甲醇

样品管理器清洗溶剂： 50%甲醇

密封清洗液： 20%⼄腈的去离⼦⽔溶液

梯度表

质谱条件

采集模式： 全扫描

电离模式： ESI(-)

⽑细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 45 V

离⼦源温度： 120 oC

脱溶剂⽓温度： 500 oC

脱溶剂⽓体(N2)压⼒： 6.5 bar
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TOF质量范围： 400‒5000

采集速率： 2 Hz

实时校正标准液： waters_connect实时校正标准液（

P/N：186009298）

⽤于数据采集和处理的信息学平台： waters_connect

数据采集： UNIFI应⽤程序2.1.2.4版

数据处理： INTACT Mass应⽤程序1.6.0.18版

结果与讨论

⾃1961年mRNA被发现以来，已经有很多研究提出⽤mRNA来治疗各种疾病2。 有⼏种组成结构是所有治疗性

mRNA和预防⽤mRNA分⼦共有的，包括位于分⼦5'端的端帽序列、两个⾮翻译区、开放阅读框(ORF)序列 - 编码

⽬标基因，以及位于分⼦3'端的Poly(A)尾。这些组成结构如图1中的⽰意图所⽰。合成mRNA在结构上与天然存在

的细胞mRNA相似，但它们经过⼯程改造，具有经过修饰的端帽序列（约50个核苷酸）9以及由50~250个腺苷组成

的⻓链Poly(A )尾3‒6。这两个经过修饰的区域是治疗性mRNA的关键质量属性(CQA)，在体外转录(IVT)细胞机制识

别mRNA的过程中发挥着重要作⽤。此外，5'-端帽和3'-Poly(A)尾可提⾼IVT过程的效率1。最后，由于端帽和

Poly(A)尾区域分别位于mRNA分⼦的两端，它们在保持合成mRNA的稳定性⽅⾯发挥着关键作⽤。

图1.mRNA分⼦组成结构的⽰意图位于3'端的Poly(A)尾寡核苷酸是RNAse T1处理后产⽣的典型裂解产物。
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合成Poly(A)尾寡核苷酸LC-MS⽅法优化

⽂献中已经报道过好⼏种分析完整5'-端帽寡核苷酸和完整Poly(A)尾变体的LC-MS分析⽅法10‒13,14,15。 出于多⽅

⾯的原因，Poly(A)尾的LC-MS表征相较于5'-端帽寡核苷酸分析更具挑战性。Poly(A)尾的核苷酸序列更⻓，因此

在负离⼦模式的ESI-MS研究中，相较于⽐它短得多的端帽序列⽽⾔，Poly(A)尾更难电离。此外，Poly(A)尾的异

质性较⾼，制备后稳定性不理想，极易发⽣酶降解。不仅如此，不同物种合成Poly(A)尾的⽣物过程尚不完全清楚

，因此很难准确预测IVT过程可能产⽣的所有不同序列变体3‒6。 基于上述原因，我们决定在初步实验中使⽤化学

合成的Poly(A)尾类似物，以利更好地控制寡核苷酸序列，⽽且120 mer寡核苷酸经⼯程改造后，溶于去离⼦⽔中

的稳定性更⾼，适⽤于⻓期LC-MS研究（样品溶解后最⻓可保持稳定达4周）。 

我们⾸先采⽤适合分离短链寡核苷酸（例如分离通常由20~25个核苷酸组成的siRNA寡核苷酸及其杂质）的离⼦对

流动相来分析合成Poly(A)尾16‒18。 图2是分离粗制（未纯化）合成120 mer Poly(A)低聚物得到的UV⾊谱图。由

图可⻅⾊谱峰很宽（约0.3 min），说明TEA（三⼄胺）离⼦对试剂显然不适合⽤于分离这种分⼦⽐较⼤的寡核苷

酸。

图2.使⽤TEA（三⼄胺）作为离⼦对试剂，对120 mer合成Poly(A)尾寡核苷酸进⾏IP-RP分离所得的TUV⾊谱图。溶

剂A为含7 mM TEA和40 mM HFIP的去离⼦⽔溶液，溶剂B为含3.5 mM TEA和20 mM HFIP的50%甲醇溶液。TEA会

导致产⽣相当宽的⾊谱峰（峰宽为0.3 min），因此不适⽤于分离较⼤的寡核苷酸(>40 mer)。
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有⽂献建议使⽤⽀化离⼦对试剂 - DIPEA（N,N-⼆异丙基⼄胺）分离较⼤的寡核苷酸，包括通常为100 mer的单向

导RNA寡核苷酸(sgRNA)7,19。 如图3中的叠加UV⾊谱图所⽰，存在DIPEA时，Poly(A)尾的⾊谱峰形状显著改善

（峰宽约0.1 min）。为了优化120 mer寡核苷酸的ESI-MS谱图强度，我们分别使⽤甲醇、⼄腈和⼄醇这三种不同

的有机溶剂作为流动相B洗脱液开展了研究。甲醇是TEA分离短链寡核苷酸的常⽤溶剂，但在分离较⼤的寡核苷酸

时，其他两种有机溶剂（⼄腈和⼄醇）产⽣的Poly(A)尾峰要略微尖锐⼀些，如图3中的⾊谱图所⽰16‒18。

图3.TUV叠加⾊谱图，显⽰了使⽤DIPEA（N,N-⼆异丙基⼄胺）作为离⼦对试剂和三种不同的有机溶剂对120 mer

合成Poly(A)尾寡核苷酸进⾏IP-RP分离所得的结果。溶剂A为含8 mM DIPEA和40 mM HFIP的去离⼦⽔溶液，溶剂

B为含4 mM DIPEA和4 mM HFIP的75%有机溶剂溶液，有机溶剂包括：1)甲醇（⿊⾊迹线）；2)⼄腈（蓝⾊迹线

）和3)⼄醇（红⾊迹线）。DIPEA的性能⽐TEA更出⾊，在分析Poly(A)尾120 mer寡核苷酸这种⽐较⼤的寡核苷酸

时，能够产⽣更尖锐的⾊谱峰（峰宽约0.1 min）。

使⽤甲醇时，以DIPEA为离⼦对试剂的ESI-MS信号强度相较于TEA增加了约3倍（数据未显⽰），⽽⼄腈和⼄醇还

可以进⼀步改善Poly(A)尾寡核苷酸的MS响应，如图4所⽰。⼄腈通常是⼤分⼦寡核苷酸IP-RP LC-MS分析的优选

有机溶剂，不过最近有研究⼈员提出⽤⼄醇作为它的替代溶剂⽤于Poly(A)尾分析7,15,19。 图4所⽰的ESI-MS合并

谱图证实，使⽤⼄醇时得到的ESI-MS信号优于⼄腈。
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图4.Poly(A)尾寡核苷酸IP-RP分离（图3）后采集的ESI-MS合并谱图溶剂A为含8 mM DIPEA和40 mM HFIP的去离

⼦⽔溶液，溶剂B为含4 mM DIPEA和4 mM HFIP的75%有机溶剂溶液，有机溶剂包括：甲醇（图A）、⼄腈（图B

）和⼄醇（图C）⼄醇是优选溶剂，因为它能产⽣最强的ESI-MS信号。

图5B是使⽤8 mM DIPEA/40 mM HFIP的75%⼄醇溶液作为洗脱液B采集到的完整分⼦量ESI-MS谱图，它上⽅的

图5A是去卷积谱图。为了提⾼ESI-MS信号的灵敏度并尽可能减少钠加合物的信号⽔平，我们优化了ESI源参数（

ESI电压、锥孔电压、离⼦源温度、脱溶剂⽓温度）。另外值得⼀提的是，离⼦对试剂的选择、所有其他试剂的⽤

量和化学纯度以及流动相制备程序对于⽣成更清晰、加合物信号⽔平更低的ESI-MS谱图⼗分重要，这些因素有助

于灵敏地检测低丰度寡核苷酸。 

除了化学合成的主要⽬标物质 - 120 mer寡核苷酸外，粗制样品中还包含⼀些清晰可⻅的短链寡核苷酸杂质，这些

杂质在图2和图3所⽰⾊谱图中的主峰之前洗脱。粗制样品中可能还存在略⻓或略短的Poly(A)物质（刚超过或略低

于120 mer⽬标值），但RP-IP⾊谱法⽆法分离这些极为相近的物质。不过，已有研究表明，体积排阻⾊谱(SEC)

能够更好地分离这些类型的混合物20。对于共洗脱的寡核苷酸，⽆论其保留时间或⾊谱图如何，waters_connect 

INTACT Mass应⽤程序都会对检出的所有寡核苷酸（强度⾼于⽤⼾指定的阈值）执⾏⾃动去卷积19,21。 这种⽅法

（不基于RT的⾃动去卷积）特别适⽤于分析⺟体寡核苷酸物质周围分布的共洗脱寡核苷酸杂质。在图3所⽰⾊谱图

的红⾊迹线中，所有在5.5~6.5分钟之间洗脱的寡核苷酸的ESI-MS谱图均使⽤MaxEnt1算法进⾏了⾃动去卷积处理

，且去卷积设置经过软件的⾃优化22。
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图5.合成120 mer Poly(A)尾寡核苷酸的INTACT Mass谱图：(A) MaxEnt1电荷去卷积谱图；(B)原始ESI-MS谱图。图

A所⽰的120 mer序列第28位掺⼊了⼀个胞苷，第56位掺⼊了⼀个尿苷，第84位掺⼊了⼀个⻦苷，并且第112位掺

⼊了另⼀个尿苷。这四个残基的作⽤是提⾼Poly(A)尾的化学稳定性。

接下来，我们⽐对20种可能修饰的列表（包括添加和去除最多10个腺苷残基的质量数(329.2059 Da)）对去卷积谱

图执⾏了⾃动搜索，如图6中的INTACT Mass屏幕截图所⽰。图7为⾃动⽣成的去卷积谱图结果报告。如这份报告

所⽰，推断性鉴定出七种Poly(A)尾物质，质量精度优于25 ppm。除预期的120 mer Poly(A)外，还鉴定出三种腺

苷残基多于它的物质（121、122和123 mer），以及三种腺苷残基少于它的物质（117、118和119 mer）。根据

ESI-MS响应鉴定出的含量最低的物质是123 mer，丰度⽔平为1.5%。

9使⽤BioAccord LC-MS系统通过离⼦对反相LC-MS⽅法分析Poly(A)尾异质性



图6.INTACT Mass应⽤程序屏幕截图，显⽰了120 mer合成Poly(A)尾粗制样品中可能存在的20种寡核苷酸修饰，包

括添加和去除最多10个腺苷的质量数(329.2059 Da)之后的物质。
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图7.INTACT Mass应⽤程序报告中显⽰了120 mer sgRNA寡核苷酸分析的处理结果。总共鉴定出7种寡核苷酸，⻓

度从117 mer到123 mer不等，质量精度优于25 ppm。

mRNA酶解物的Poly(A)尾分析

我们将这种为合成Poly(A)尾开发的LC-MS分析⽅法应⽤于分析RNAse T1酶解的Fluc（萤⽕⾍荧光素酶）mRNA。

之前的⼀篇⽂献提出了⼀种从复杂mRNA酶解混合物中分离Poly(A)尾寡核苷酸的⽅法，该⽅法先使⽤(dT)25磁珠

富集寡核苷酸组分，然后再进⾏LC-MS分析14。 ⽽在我们的实验中，分离酶解混合物时（如图8所⽰），Poly(A)

尾在UV和TIC⾊谱图中最后洗脱，分离良好、丰度较⾼。 

11使⽤BioAccord LC-MS系统通过离⼦对反相LC-MS⽅法分析Poly(A)尾异质性



图8.RNase T1酶解的Fluc mRNA的分离结果：(A)在260 nm处记录的UV⾊谱图；(B) BioAccord LC-MS系统记录的

TIC⾊谱图

相应的去卷积ESI-MS谱图（图9）表明，122~132 mer寡核苷酸的Poly(A)异质性相对较⾼，其依据是谱图中出现

了许多间隔⼀个腺苷质量数(329.2 Da)的信号。使⽤⾃定义去卷积参数进⾏INTACT Mass处理后，这11种Poly(A)

变体测量结果的质量精度⼏乎全部优于30 ppm，如图10中所⽰。

12使⽤BioAccord LC-MS系统通过离⼦对反相LC-MS⽅法分析Poly(A)尾异质性



图9.使⽤RNase T1酶解Fluc mRNA后得到的Poly(A)尾寡核苷酸混合物的MaxEnt1电荷去卷积谱图。Poly(A)尾寡核苷

酸的测定结果很分散，与检测到的第⼀种Poly(A)尾寡核苷酸(122 mer)相⽐，后⾯检测到的寡核苷酸最多增加了

11个腺苷的质量。
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图10.INTACT Mass应⽤程序报告中显⽰了Fluc mRNA Poly(A)尾分析的处理结果。总共鉴定出11种寡核苷酸，⻓

度从122 mer到132 mer不等，质量精度优于30 ppm。

另⼀个图⽰（图11）绘制了ESI-MS信号及其相应的强度，以计算Fluc mRNA的Poly(A)尾的平均质量数，其对应

于126.5 mer的寡核苷酸。Poly(A)分散性以及平均质量数测量值都是治疗性mRNA分⼦的重要质量属性。本研究

根据IP-RP LC-MS数据得出的平均Poly(A)尾⻓度与SEC-UV⽅法得出的值⾼度相关20。因此，使⽤合成Poly(A)尾

寡核苷酸开发的分析⽅法可有效分析预防⽤/治疗性mRNA酶解得到的Poly(A)尾。
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图11.Fluc mRNA Poly(A)尾的平均ESI-MS谱图强度与Poly(A)尾⻓度的分布情况

结论

使⽤在BioAccord LC-MS系统上开发的IP-RP LC-MS分析⽅法可以获取预防⽤/治疗性mRNA Poly(A)尾寡核苷

酸区域的⻓度和异质性信息，以及平均分⼦量。

■

由合规的waters_connect信息学平台控制的台式BioAccord LC-MS系统可以准确测量各种共洗脱的Poly(A)尾

寡核苷酸，质量精度优于25 ppm

■

为合成Poly(A)类似物开发的LC-MS分析⽅法可成功应⽤于分析预防⽤/治疗性mRNA酶解产⽣的真实Poly(A) 3'

端⽚段。

■
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