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摘要

过去⼗年来，⼩分⼦⼲扰RNA (siRNA)因其在基因治疗和癌症治疗中的创新应⽤，成为药物开发领域备受关注的⼀

种物质。随着这⼀关注度的提⾼，对⽀持其开发、⽣产和批次放⾏的分析解决⽅案的需求也稳步增加。⾊谱分离

联⽤质谱检测的分析⽅法经过不断发展已相当先进，其应⽤领域不再局限于产品和⼯艺开发，已发展为可部署到

⽣产和质量控制实验室的可验证分析⽅法。

本⽂介绍了在在线⾊谱分离过程中，柱温在控制核酸双链体的相互作⽤⽅⾯所发挥的重要作⽤。通过调整柱温

，可以保留双链体结构，或使双链体变性，得到单独的正义链和反义链。虽然这种补充⽅法通常⽤于协助分⼦鉴

定和属性监测，但本⽂内容表明，它也有利于双链体序列确认。我们同时使⽤BioAccord LC-MS系统和Vion IMS 

QTof LC-MS系统对这些双链体结构进⾏了研究。

优势

⾮质谱专家也可以使⽤合规的⾃动化LC-MS⼯作流程开发质量控制⽅法■

通过单次分析即可评估双链体纯度、完成双链体鉴定和双链体测序■
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使⽤合规的waters_connect信息学平台内的CONFIRM Sequence应⽤程序，对siRNA双链体快速、⾃动化解

析复杂的串联质谱(MS/MS)和数据⾮依赖型MSE（未选择特定⺟离⼦）质谱

■

简介

寡核苷酸药物已成为治疗各种遗传性和⾮遗传性疾病的重要⼯具1~3。沉默RNA (siRNA)由能够特异性结合细胞

mRNA并抑制其功能的双链体RNA分⼦组成，已成功运⽤于疾病治疗中4。

由于这类治疗药物需要精准靶向⽬标mRNA序列并避免次级位点效应，因此建⽴有效的质量控制程序对于确保产

品质量、安全性和有效性⾄关重要。在siRNA进⼊临床试验阶段或⽤作药品之前，需要采⽤各种⽅法进⾏表征。应

⽤的液相⾊谱技术包括离⼦对反相(IPRP)、离⼦交换(IEX)、体积排阻(SEC)和亲⽔作⽤(HILIC)5,6,7。 将这些技术

与质谱联⽤已⾮常普遍，因为质谱分析可以洞察到共洗脱杂质，并且有助于分配这些产物变体8。配备碰撞诱导解

离(CID)的⾼分辨率质谱被⼴泛⽤于确认这些分⼦的序列和定位修饰位点9。

本⽂介绍了⼀种常规LC-MS⽅法：采⽤离⼦反相⾊谱(IP-RP)结合数据⾮依赖型（未选择⺟离⼦）MSE碎裂，对

siRNA双链体进⾏检测和测序。该⽅法利⽤易于使⽤的BioAccord LC-HRMS系统，在waters_connect信息学软件

平台下进⾏⾃动化数据处理，⽀持合规的数据采集、处理和报告。

BioAccord LC-MS系统（图1）于2019年推出，是⼀款体积⼩巧、性能稳定的平台，适⽤于常规⽣物制药分析

，⾮质谱专家也能轻松上⼿。本研究使⽤的这套完全集成的BioAccord LC-MS系统包含⼀套ACQUITY™ UPLC™ 

Premier I-Class PLUS系统、⼀台可变波⻓紫外(TUV)光学检测器，以及⼀台ESI-TOF ACQUITY RDa™质谱检测器

。完成测序后，使⽤Vion IMS-QTof MS仪器，将测序结果与靶向LC-MSMS分析结果相⽐较。

与常规（未修饰）寡核苷酸不同，siRNA分⼦的复杂性和稳定性使其难以通过LC-MS进⾏表征。通过控制和调整柱

温，可诱导双链体构象异构体解离为正义链和反义链，从⽽提⾼MS响应并降低谱图复杂性。这种做法仅通过⼀次

进样就能提⾼序列覆盖率、改善链鉴定和纯度评估。或者也可以通过降低柱温保持⾊谱柱上的双链体构象，从⽽

在完整双链体⽔平进⾏鉴定并测定纯度。本研究评估了在单次分析中结合使⽤这两种⽅法对深⼊了解双链体siRNA

分⼦的质量属性的能⼒。
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图1.图中所⽰为BioAccord LC-MS系统，以及waters_connect信息学平台中

内置的INTACT Mass和CONFIRM Sequence应⽤程序。

实验

样品描述

实验使⽤了双链体退⽕的两条RNA单链，序列如下：

实验表

杂交：移取等摩尔量的单链，加热⾄75 °C，并在该温度下保持5 min。然后以1 °C/min的冷却速率将溶液冷却⾄

37 °C。 

分别以25 °C和60 °C的柱温测量单链和双链体。利⽤固定⺟离⼦m/z和固定碰撞能量的靶向MS/MS采集(Vion IMS 

QTof)，以及MSE数据⾮依赖型碎裂采集（BioAccord系统），采集（串联）质谱图。
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液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Waters™ I-Class系统（与BioAccord系统中的Vion 

IMS QTof或RDa检测器联⽤）

检测： UV 260 nm

样品瓶： LCGC认证透明玻璃12 × 32 mm螺纹颈⼝全回收样

品瓶，带瓶盖和预开⼝PTFE/硅胶隔垫（

P/N：186000385C）

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH, 130 Å, C18寡核苷酸分析专⽤

柱, 1.7 µm, 2.1 x 50 mm（P/N：186009484）

柱温： 25.0 °C和60.0 °C

样品温度： 6.0 °C

进样体积： 1 µL

流速： 0.300 mL/min

流动相A： 7 mM TEA，80 mM HFIP的⽔溶液

流动相B： 3.5 mM TEA，40 mM HFIP的50%甲醇溶液
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梯度表

质谱条件

质谱系统： Waters BioAccord LC-MS

模式： 包括碎⽚的全扫描

质量范围： 低(50~2000 m/z)

极性： 负

扫描速率： 10 Hz

锥孔电压： 40 V

碎裂锥孔电压： 90~110 V

质谱系统： Waters Vion IMS QTof

模式： MS/MS

质量范围： 50~2000 m/z

675.4 m/z，正义链⺟离⼦：
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664.9 m/z，反义链

扫描时间： 0.5 s

碰撞能量 正义链和反义链均为20 V

结果与讨论

为了更简单、更⾼效地鉴定双链体并评估其纯度、鉴定杂质并确认正义链和反义链的正确序列，我们尝试使⽤LC-

MS/MS⽅法，通过单次分析对变性和⾮变性的双链体siRNA寡核苷酸进⾏测序。在全扫描MSE数据⾮依赖型碎裂模

式下，使⽤waters_connect信息学平台采集和处理BioAccord LC-MS数据。在waters_connect INTACT Mass应

⽤程序中，使⽤TIC峰下的合并ESI-MS谱图进⾏⾃动质谱去卷积，获得完整寡核苷酸质量数测量值，以⽤于链鉴定

、纯度评估和修饰定位。然后使⽤waters_connect CONFIRM Sequence应⽤程序进⾏寡核苷酸序列分析。最后

，在靶向MS/MS模式下采集Vion IMS QTof数据，与BioAccord数据⾮依赖型采集(DIA)序列结果进⾏⽐较。

实验采⽤LC柱温为25 °C（双链体未变性）和60 °C（变性）的条件，使⽤BioAccord系统或Vion IMS QTof质谱检

测器，通过单次分析运⾏评估双链寡核苷酸的各种参数，以展⽰这两种仪器的性能。

柱温为25 ℃时，双链体siRNA分⼦能够保留在⾊谱柱上（⻅图2）。正义链和反义链各样品与双链体分⼦彼此之间

均实现了⾊谱分离。虽然在LC分析过程中使⽤的适中温度可以使双链体分⼦保持完整结构，但在电喷雾电离时

，由于使⽤了离⼦对试剂和低pH值，会导致该复合物变性。因此，双链体质谱图可以单链形式进⾏审查和表征

（图3A）。

使⽤waters_connect INTACT Mass应⽤程序⾃动化处理数据，该应⽤程序⽀持TIC和UV峰检测、BayesSpray电

荷去卷积、修饰，以及产品相关杂质分配和纯度计算等处理功能，可帮助科学家分析较短和较⻓的寡核苷酸，⽽

不需要⼤量的⽤⼾⼲预（图3B和3C）。

INTACT Mass应⽤程序的结果（图3C）有助于分配5.13分钟处双链体⾊谱峰下共洗脱的去卷积物质。由于存在共

洗脱，所有物质的LC-UV纯度报告为90%。INTACT Mass应⽤程序还通过将所有分配的共洗脱物质视为LC和MS相

对响应(LCxMS)的产物，计算了MS纯度。对于主要和次要强度物质的所有去卷积鉴定结果，观察到较低的ppm 

(<10 ppm)质量误差。
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图2.柱温为25 °C时正义链(A)、反义链(B)和双链体siRNA (C)的LC-UV⾊谱图
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图3A.电喷雾电离过程中解离的双链体siRNA的负离⼦ESI原始谱图，显⽰了在LC保留时间5.09分钟处的双链体

峰下洗脱的各正义链和反义链电荷态包络。

B. 在电喷雾电离过程中解离为正义链和反义链的双链体siRNA的waters_connect Intact Mass BayesSpray去卷

积谱图。

C. waters_connect INTACT Mass应⽤程序对解离的双链体siRNA峰的数据处理结果。

在60 °C的⾼柱温下，两种纯寡核苷酸标准品再次实现了⾊谱基线分离。双链体分⼦在⾊谱柱上变性，产⽣两条单

链并实现了⾊谱分离，其保留时间与各⾃的单标相匹配（图4）。
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图4.柱温为60 °C时，双链体siRNA的UV⾊谱图，包含正义寡核苷酸标准品(A)、反义寡

核苷酸标准品(B)和变性双链体siRNA寡核苷酸(C)的分离结果。

这两种结合质谱检测的⽅法（变性和⾮变性分离）都可⽤于确认双链体siRNA的鉴定结果，只需控制柱温和应⽤⾃

动化数据处理⽅法即可。

利⽤INTACT Mass处理数据可快速确认鉴定结果，但需要其他信息学⼯具来辅助进⾏全序列确认。CONFIRM 

Sequence应⽤程序可利⽤相同的BioAccord MSE包括碎⽚离⼦的全扫描采集模式数据，⾃动确认碎⽚离⼦数据与

指定序列相对应。

本研究使⽤两种siRNA单链（⾮变性，共洗脱）的数据确认双链体序列，在⾼能量碎裂周期中使⽤100~120 V的电

压梯度，两种链的序列覆盖率均达到90%。对于剩余约10%的未分配序列覆盖区域，我们开展了进⼀步研究，确

定来⾃反义链碎⽚离⼦的嵌合谱图⼲扰为分配失败的原因（图5）。

1114.7 m/z反义链w7碎⽚离⼦的MSE碎⽚离⼦数据因存在同位素模式重叠（图5），使w7正义链碎⽚离⼦的⾃动

分配变复杂，如两种共洗脱链的合并碎⽚离⼦嵌合双链体谱图所⽰。
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本研究还使⽤Vion IMS-QTof MS系统对siRNA双链体单链进⾏了靶向MS/MS⽅法分析（从每条单链中单独选择特

定电荷态进⾏碎裂），该⽅法对两条链的序列覆盖率均达到100%。这种靶向MS/MS⽅法可以使每条单链得到更清

晰的碎⽚离⼦谱图，消除多种⼲扰，当双链体在较低柱温下⽆法实现⾊谱分离时，仍能获得全序列覆盖。

研究和实验在60 °C⾼柱温下进⾏，产⽣了变性⾊谱条件，导致双链体⾊谱分离为单链组分。由于单链在⾊谱柱上

得到良好分离，获得了优异的峰形，因此其MSE⾼能量碎⽚离⼦模式彼此独⽴，避免了当双链体保留在⾊谱柱上时

观察到的同位素物质重叠。

消除⼲扰后，现在使⽤BioAccord系统MSE数据⾮依赖型⽅法，在60 °C柱温条件下，分配的序列覆盖率可以达到

100%（图7）。因此，这种结合了变性/⾮变性的⽅法能够通过单次采集完成双链体纯度、双链体鉴定和单链鉴定

的研究。序列信息可在QTof系统上通过串联MS/MS获得，也可以在BioAccord LC-MS系统上使⽤⾮靶标数据⾮依

赖型⽅法获得。

图6.柱温60 °C下双链体分离为反义链(A)和正义链(B)的UV⾊谱图

我们还额外开展了实验，以确保变性双链体siRNA和纯单链标准品的⾼能量MSE谱图相当（图8）。
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图8.纯正义链(A)和双链体变性正义链(B)的MSE碎⽚离⼦谱图⽐较

结论

我们开发出变性（较⾼柱温）和⾮变性（较低柱温）LC-MS⽅法，可以使⽤TOF或QTof MS检测评估双链体siRNA

分⼦的单链纯度、单链鉴定结果、双链体纯度和双链体鉴定结果。

这些⽅法利⽤了waters_connect INTACT Mass和CONFIRM Sequence应⽤程序，为基于完整质量数和碎⽚离⼦

的测序分析提供⾃动化数据分析。

在BioAccord LC-MS系统上使⽤数据⾮依赖型MS碎裂⽅法对两条siRNA链进⾏完整测序，该⽅法得益于在变性LC

分离中获得的⾊谱分离。

在Vion IMS-QTof系统上利⽤靶向MS/MS对两条siRNA链进⾏完整测序，该⽅法对在⾮变性LC分离中发⽣的寡核

苷酸链共洗脱现象具有更强的耐受性。

本应⽤纪要探讨的⼯作流程显⽰了⾮变性和变性双链体siRNA分析之间的互补性，以及能够在开发环境中使⽤更复

杂的QTof仪器，⽽BioAccord LC-MS系统更适合⽤于开发过程中的常规分析，或在受监管的⽣产和质控组织中⽤

于可验证分析⽅法。
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