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摘要

本研究评估了UPLC™-QToF-MS搭配⼀体化信息学软件在协助合成寡核苷酸及其杂质表征⽅⾯的作⽤。将寡核苷

酸完整质量数测量与基于MS/MS碎裂的测序相结合，可以⾮常有效地确认全⻓产物(FLP)的预期序列和鉴定可能代

表潜在杂质的修饰变体。Xevo G3 QTof系统是⼀款台式⾼分辨率质谱仪，在合规的信息学平台waters_connect™

上运⾏，⽀持⼀体化数据采集和处理操作。利⽤⾮数据依赖性(MSE)和靶向MS/MS采集⽅法表征经过修饰的寡核苷

酸。受管制和⾮管制实验室都可以使⽤这套整体的分析和信息学⼯作流程进⾏寡核苷酸的表征和常规质量评估。

优势

INTACT™ Mass应⽤程序可以对全⻓产物完成快速、⾃动化的质量数分配，并对寡核苷酸杂质进⾏推断性鉴定■

CONFIRM™ Sequence应⽤程序能够简化对DIA (MSE)和靶向MS/MS数据中寡核苷酸碎⽚离⼦的注释■

查找序列遗漏和插⼊，或鉴定序列修饰和⼲扰位点■

Xevo G3 QTof MS与ACQUITY™ Premier UPLC配合使⽤，为合成寡核苷酸分析提供了⼀个灵敏、稳定且灵活

的分析平台，且管制和⾮管制实验室均能部署

■
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简介

许多寡核苷酸治疗药物(ONT)是采⽤化学合成⽅法制备的，同时存在合成副产物和降解产物，这些物质被统⼀归类

为产品相关杂质。热⻔的ONT分⼦类别包括⽤于调节基因和蛋⽩质表达的反义寡核苷酸(ASO)和⼲扰RNA（siRNA

寡核苷酸），以及调节蛋⽩质和⼤分⼦功能的适体RNA1-2。 随着合成寡核苷酸作为治疗药物受到越来越多的关注

，且其结构有⽇益复杂的趋势，拥有先进的杂质表征分析⽅法对于确保产品安全性和有效性⾄关重要。

沃特世公司最近推出了多个⽤于寡核苷酸分析的LC-MS⼯作流程3-6。 这些⼯作流程使⽤符合GMP要求的UPLC-

Tof MS系统进⾏了优化，通过提供稳定、可重现的LC-MS平台，让⾮质谱专家也可以轻松上⼿，并由精简的信息

学应⽤程序提供⽀持，可减少⼿动数据解析的需求。之前的研究表明，采⽤MaxPeak的ACQUITY Premier技术可

以从回收率和重现性⽅⾯改善合成寡核苷酸的⾊谱分离7,8。 此外，⽤于数据处理的信息学平台能够对寡核苷酸谱

图进⾏⾃动峰提取和快速去卷积，从⽽快速完成杂质分配，得到的质量精度和定量能⼒⾜以⽀持杂质分析5-6。

沃特世推出了CONFIRM Sequence waters_connect应⽤程序，⽤于⾃动处理MS/MS和MSE（⾮数据依赖性）碎

⽚离⼦谱图，以进⾏序列确证6。可以使⽤“点图”查看序列覆盖率，以便轻松评估序列覆盖率和定位修饰位点。

本⽂所述的研究介绍了Xevo G3 QTof系统（图1）和两款waters_connect应⽤程序（INTACT Mass和CONFIRM 

Sequence）分析合成核苷酸杂质的⽅法，并评估了该⽅法检测和确认微量杂质的能⼒。
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图1.Xevo G3 QTof质谱仪，搭配ACQUITY 

Premier UPLC系统和waters_connect信息学软件

。

实验

含13个修饰核苷酸的21 mer合成siRNA寡核苷酸（序列：GCC UCA GTC TGC TTC GCA CCT）购⾃ATDBio（英国

南安普敦）。寡核苷酸序列⽤彩⾊字⺟表⽰修饰核苷酸，⽤⿊⾊字⺟表⽰普通（未修饰）核苷酸。两个⻦苷(G)和

⼀个腺苷(A)上连接了2'-O-(2-甲氧基⼄基) (2'-MOE)修饰。此外，除了在⼀个尿苷(U)和六个胞苷(C)上连接2'-MOE

官能团外，还通过连接5-甲基(5-Me)基团进⼀步修饰了这两种核苷酸的核碱基，从⽽⽣成⼀个2'-MOE 5-Me尿苷(

U)和六个2'-MOE 5-Me胞苷(C)。在21 mer序列中存在的九个胞苷残基中，有三个胞苷(C)仅在核碱基上通过添加

5-Me官能基团进⾏了修饰。最后，还有⼋个核苷酸未经过修饰：1个腺苷(A)、2个⻦苷(G)和5个脱氧胸苷(T)。⽤

去离⼦⽔配制浓度为1 µM（或2.4 µg/mL）的储备液，进样体积10 µL，相当于柱上进样10 pmol的21 mer寡核苷

酸。图2显⽰了合成寡核苷酸(21 mer)的结构。

使⽤waters_connect信息学平台采集和处理数据。使⽤INTACT Mass应⽤程序⾃动处理完整寡核苷酸的ESI-MS
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谱图。作为⾃动化处理⼯作流程的⼀部分，根据UV响应计算寡核苷酸纯度评估结果。使⽤CONFIRM Sequence应

⽤程序处理单个MS/MS谱图和MSE数据集，使⽤最佳碰撞能量碎裂每种寡核苷酸⺟离⼦，以对全⻓产物和产品杂

质进⾏测序。

图2.21 mer siRNA寡核苷酸序列中掺⼊的化学修

饰。对各种核苷酸使⽤两种类型的修饰，包括胞

苷(C)和尿苷(U)的碱基修饰，以及所有四种核苷

酸（A、C、G、U）的2'-O-(2-甲氧基⼄基) (2'-

MOE)修饰。在21个核苷酸中，有8个（以⿊⾊突

出显⽰）不含化学修饰。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLCPremier BSM

⾊谱柱： ACQUITY Premier OST 2.1 x 150 mm，装填1.7 µ

m CSH™ C18颗粒（P/N：186009486）

柱温： 60 °C

流速： 300 µL/min
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流动相：

溶剂A：

溶剂B：

7 mM三⼄胺(TEA)和40 mM六氟异丙醇(HFIP)，溶

于Milli-Q⽔中(pH 8.6)

3.5 mM TEA和20 mM HFIP，溶于50%甲醇溶液

梯度表： 插⼊表II

进样体积： 10 µL

清洗溶剂： 灌注溶剂：50%甲醇

样品管理器清洗溶剂： 50%甲醇

梯度表

质谱条件

质谱系统： Xevo G3 QTof质谱仪

电离模式： ESI(-)

⽑细管电压： 2.8 kV

锥孔电压： 25 V
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离⼦源补偿： 60 V

离⼦源温度： 120 °C

脱溶剂⽓温度： 450 °C

锥孔⽓流速： 50 L/h

脱溶剂⽓流速： 500 L/h

TOF质量范围： 400~2000（MSE采集）

采集速率： 0.5 s

低能量CE： 6 V

⾼能量CE梯度： 15~45 V

数据采集： waters_connect 3.6.0.21

数据处理： waters_connect 3.6.0.21

INTACT Mass应⽤程序： 版本1.8.0.10

CONFIRM Sequence应⽤程序： 版本1.4.0.13

结果与讨论

使⽤搭载Max Peak技术的ACQUITY Premier UPLC系统与Xevo G3 QTof MS系统进
⾏数据采集

本研究中使⽤的siRNA样品(21 mer)采⽤典型的固相⽅法合成。我们之前的研究表明，与传统不锈钢⾊谱柱相⽐
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，采⽤⾼性能表⾯技术的ACQUITY Premier UPLC⾊谱柱能够提⾼寡核苷酸杂质分析的⾊谱性能，减少⾊谱柱活

化需求，改善峰形，并提⾼低丰度杂质的回收率4。 如图3的LC-UV⾊谱图所⽰，本研究从该siRNA寡聚物中分离出

16种合成相关杂质。根据UV数据，丰度最低的杂质是第⼀个洗脱峰，其丰度相对于FLP峰⾯积为0.05%。此杂质

分析⽅法使⽤的ACQUITY UPLC Premier系统是⼀款惰性⾮常强的系统，能够稳定分离痕量寡核苷酸杂质。 

 

Xevo G3 QTof MS系统专为⽣物制药应⽤进⾏了优化，具备以下功能：1)改善低质量数不稳定物质的离⼦传输

；2)提⾼定量能⼒，谱图间和谱图内动态范围宽，⽀持全⾯的定量/定性分析；3)采⽤新型离⼦光学元件，具有更

⾼的稳定性和重现性。与waters_connect信息学软件结合使⽤时，该平台⾮常适⽤于开发过程中的产品表征，也

⾮常适合受管制的开发、⽣产和质控组织⽤于常规分析。

最低丰度杂质（图3中的峰1，6 mer磷酸化杂质）的ESI-MS合并谱图⻅图4。谱图中突出显⽰了相应的双电荷和三

电荷⺟离⼦，证明了Xevo G3仪器检测痕量杂质的能⼒。

在靶向MS/MS或DIA (MSE)采集模式下，低丰度寡核苷酸杂质产⽣的⺟离⼦的灵敏传输最终会通过碰撞诱导解离改

善碎裂。如图5所⽰，使⽤CONFIRM Sequence应⽤程序分析数据时，5’-磷酸化6 mer（图3中鉴定为峰1）的双

电荷⺟离⼦(m/z=1120.7)的MS/MS碎裂获得了较⾼的序列覆盖率(83%)。完整质量数测量与MS/MS测序数据相结

合，协同提供半定量数据，并提⾼杂质分配的可信度。

图3.ACQUITY UPLC Premier系统分离21 mer siRNA寡核苷酸及其杂质所得到的LC-UV⾊

谱图放⼤图。检出16种微量杂质，丰度最低的杂质标记为峰1，相对于FLP的含量为

0.05%。
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图4.6 mer 5'-磷酸化寡核苷酸杂质的ESI-MS合并谱图，该杂质是21 mer 

FLP中丰度最低的寡核苷酸杂质（根据UV峰⾯积计算的相对丰度为

0.05%），在图3的⾊谱图中标记为峰1。

图5.5'-磷酸化6-mer最低丰度寡核苷酸杂质的[M-2H]-2⺟离⼦(m/z=1120.7)的MS/MS碎裂得到的点图

序列覆盖率(83%)，在图3中标记为峰1。在Xevo G3 QTof质谱仪的碰撞室内使⽤最佳固定碰撞能量

(45 V)对⺟离⼦进⾏碎裂。

使⽤INTACT Mass应⽤程序⾃动完成质量数分配

对于每种检出量⾼于指定阈值的寡核苷酸杂质，计算分⼦量和杂质相较于FLP峰⾯积的相对丰度（基于TUV和/或
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TIC迹线）。使⽤INTACT Mass应⽤程序软件以⾮靶向⽅式处理IP-RP UPLC-UV-MS⾊谱图，使⽤BayesSprayTM

通过⾃动去卷积计算符合数据处理⽅法（RT窗⼝和离⼦计数阈值）中设定标准的所有组分的中性单同位素质量数

。 

只需在处理⽅法中更新⽬标物列表，加⼊寡核苷酸鉴定和预期的准确单同位素质量数（中性质量数），即可将⾮

靶向质量数分析转换为靶向分析。图6所⽰的INTACT Mass结果有三张图，分别是去卷积谱图（图A - 上图）、显

⽰了各种电荷态的ESI-MS原始谱图（图B - 中图）和⽤于评估去卷积过程保真度的模拟谱图（图C - 下图）。图7显

⽰了包含INTACT Mass处理结果的部分表格。在16种杂质（在该样品中检测到的杂质总数）中，对这张表格中显

⽰的九种杂质以及FLP进⾏了推断性鉴定，质量精度优于10 ppm。

图6.21 mer⾼度修饰的siRNA寡核苷酸的INTACT Mass ESI-MS谱图：(A)：使⽤

BayesSpray去卷积算法得到的中性物质的去卷积谱图；(B)原始MS谱图；(C)⽤于评估去

卷积过程保真度的模拟MS谱图。
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图7.INTACT Mass应⽤程序⽣成的21 mer寡核苷酸及其杂质部分处理结果表的屏幕截图

。使⽤BayesSpray电荷去卷积算法对数据集进⾏去卷积处理，鉴定出16种寡核苷酸杂质

，质量精度优于10 ppm。

使⽤CONFIRM Sequence应⽤程序确认寡核苷酸杂质的序列

使⽤waters_connect CONFIRM Sequence应⽤程序⾃动注释⾮数据依赖性碎⽚离⼦谱图（⾼能量MSE）以及靶

向MS/MS谱图。可针对⼀个或多个寡核苷酸序列分析多张MS/MS和/或MSE谱图。

SYNTHETIC Library中存储了寡核苷酸序列，库中填充的是经过⼤量修饰的21 mer siRNA寡核苷酸（图8）。选择

[M-4H]-4⺟离⼦，使⽤四极杆进⾏MS/MS碎裂，并在Xevo G3 QTof MS的碰撞室中使⽤最佳固定碰撞电压(40 V)进

⾏碎裂。使⽤CONFIRM Sequence应⽤程序进⾏数据处理后获得的结果（图9）显⽰FLP的序列完全覆盖

(100%)。该“点图”覆盖率视图显⽰了21 mer序列从5'-端到3'-端的内容，点（单个核苷酸）的上⽅和下⽅显⽰

了指配的碎⽚离⼦。

除FLP以外，还对16种寡核苷酸杂质中的6种进⾏了靶向MS/MS分析，这些杂质的TUV峰⾯积⼤于等于FLP峰⾯积

的0.05%。表I汇总了这些分析的数据，包括核苷酸序列、元素成分、中性单同位素质量数、最⾼丰度⺟离⼦、优

化的碰撞能量、序列覆盖率（来⾃单张MS/MS谱图以及两张MS/MS合并谱图）和杂质相对于FLP的丰度（以TUV

峰⾯积百分⽐表⽰）。根据图4和图5所⽰的ESI-MS和MS/MS谱图，丰度最低的杂质（实测为0.05%）鉴定为5'-磷

酸化GCA CCT。分析该杂质的双电荷和三电荷⺟离⼦的MS/MS碎⽚离⼦谱图得到的总体组合序列覆盖率为

89.5%，如表I所⽰。
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图8.CONFIRM Sequence应⽤程序屏幕截图，显⽰了输⼊SYNTHETIC Library中的经过⼤量修饰的21 

mer siRNA寡核苷酸序列。

图9.MS/MS碎裂21 mer siRNA寡核苷酸的[M-4H]-4⺟离⼦(m/z=1792.14)获得了100%序列覆盖率。在

Xevo G3 QTof质谱仪的碰撞室内使⽤最佳固定碰撞能量(40 V)对⺟离⼦进⾏碎裂。
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表I. 在经修饰的21 mer siRNA寡核苷酸中鉴定出的16种寡核苷酸杂质。使⽤Xevo G3质谱仪对六种杂质及全⻓产物

(FLP)进⾏测序，使⽤CONFIRM Sequence应⽤程序处理以最佳碰撞能量碎裂的单个MS/MS谱图，获得了能够确认

FLP (100%)及其杂质(> 75%)鉴定结果的⾼序列覆盖率。丰度最低的杂质（相对丰度为0.05%）是⼀种6 mer 5'-磷

酸化寡核苷酸，测序得到的序列覆盖率为83%。表中列出的总序列覆盖率对应于每种寡核苷酸杂质的两个⺟离⼦

的MS/MS碎裂获得的组合序列。

结论

鉴定和确认微量杂质的能⼒对于有效表征寡核苷酸治疗药物和监测产品批次质量⾄关重要。■

完整质量数分析与基于碎裂的测序相结合，能够进⾏全⾯的杂质分析和靶向确认杂质分配，从⽽对这类重要治

疗药物的合成⽣产过程充满信⼼。 

■

使⽤waters_connect INTACT Mass应⽤程序，结合UV数据和Xevo G3 QTof MS检测器，⾃动分配在合成寡核

苷酸中检出的推定杂质，典型质量数误差低于10 ppm。 

■

使⽤同⼀套系统采集了六种寡核苷酸杂质的MS/MS谱图以及经过⼤量修饰的21 mer FLP的MS/MS谱图，并使

⽤CONFIRM Sequence应⽤程序处理，以验证其预期序列。 

■

CONFIRM Sequenc应⽤程序能够对丰度较低的杂质（相对丰度约为0.05%）实现⾼序列覆盖率(83.3%)。 ■
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