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前言
由于 SARS-CoV-2 疫情的持续蔓延，mRNA 的大规模工业化生产受到越来越多的关
注。mRNA 疫苗已被证明是对抗病毒最有效的工具之一，其依赖体外转录合成高
质量的 mRNA[1]。mRNA 有效翻译成蛋白的关键取决于名为加帽的 5' 端二核苷酸修
饰，该修饰在转录过程中[2] 或转录之后[3] 添加到 mRNA 上。重要的是，成功加帽材
料的百分比和加帽结构的类型受起始材料的质量、反应条件和 mRNA 序列等因素的
影响。因此，mRNA 5' 端加帽是一个关键质量属性，应对其进行全面表征和监测。

本研究使用 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 进行快速 mRNA 加帽分析，样品
前处理和分析时间仅为 75 分钟。使用热稳定性酶加速样品前处理，以在更高的反应
温度下释放含有加帽结构的 5' 端寡核苷酸（图 1）。然后使用 AdvanceBio 寡核苷酸
色谱柱，仅通过简单的纯化流程将加帽的寡核苷酸从样品基质中分离出来。 

为证明这种方法的实用性，我们优化了一种用于挑战性 mRNA 序列的牛痘病毒酶加
帽反应。我们的结果展示了高分辨率 LC/MS 作为灵敏、高效的方法，在核酸疗法生
产过程优化和质量控制方面的价值。

本研究中使用的缩写
 – DNA：脱氧核糖核酸

 – PCR：聚合酶链式反应

 – mRNA：信使核糖核酸

 – ARCA：抗反向帽类似物

 – UTR：非翻译区

 – GTP：三磷酸鸟苷

 – NTP：三磷酸核苷

 – SAM：S-腺苷甲硫氨酸

使用高分辨率 LC/MS 快速分析 mRNA 
5' 端加帽
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实验部分
所有 PCR 引物和 RNA/DNA 嵌合探针均由 Integrated DNA 
Technologies 公司合成。 

体外转录和 mRNA 加帽
编码 T7 启动子下游约 3800 nt 序列模型的质粒购自 Sino 
Biological 公司。该序列包括 5' UTR 和 3' UTR，以及一个编
码区。使用 Herculase II Fusion DNA 聚合酶试剂盒（安捷伦
部件号 600677）对 T7 启动子和目标序列进行 PCR 扩增，并
使用 StrataPrep PCR 纯化试剂盒（安捷伦部件号 400771）进
行纯化。在 Agilent 2100 生物分析仪上使用 DNA 7500 试剂盒
（部件号 5067-1506）检测 PCR 反应的特异性和产物浓度。 

然后使用 T7 RNA 聚合酶 (New England Biolabs M0251) 按照
制造商推荐的方案将 PCR 产物转录为 mRNA。使用 100 µL 
不含核酸酶的水稀释 100 µL 体外转录反应产物，然后使用 
DNA 酶 I (New England Biolabs M0303) 消化，以去除 DNA 
模板和残留的 PCR 引物。然后加入 70 µL 8 mol/L LiCl 沉淀 
mRNA，在 –20 °C 下冷却过夜，然后在 4 °C 下以 12000x g 
离心 15 分钟。mRNA 团块在 70% 乙醇中洗涤两次，风干，
然后溶于不含核酸酶的水中，并在 Agilent 2100 生物分析仪上
使用 RNA 6000 Nano 试剂盒（部件号 5064-1511）进行定量。
然后将 mRNA 分装为 5 µg 的等分试样，于 –80 °C 下冷冻。

使用两种方法对 mRNA 进行加帽：

1) 使用 ARCA 进行共转录加帽

2) 使用牛痘病毒加帽酶进行酶促加帽

进行 ARCA 加帽时，用含有 ARCA 与 GTP（比例为 4:1）的 
NTP 混合物转录产生 mRNA 样品。进行酶促加帽时，使用
牛痘病毒加帽系统试剂盒 (New England Biolabs M2080) 对 
5–10 µg 纯化的未加帽 mRNA 进行加帽，然后使用 Monarch 
RNA 纯化试剂盒 (New England Biolabs T2040) 纯化，并用不
含核酸酶的水洗脱，待分析。

定点 RNA 酶 H 裂解
如 Lapham J. 等人[4] 所述，进行溶液中 RNA 酶 H 定点裂解。
将 15 nt 的 2'-O-甲基化 RNA/DNA 嵌合探针设计为与 mRNA 样
品互补（图 1），并用于在以下两种条件下指导 RNA 酶 H 裂
解：(1) 1 小时热退火程序，然后在 37 °C 下用 RNA 酶 H 裂解 

30 分钟，或 (2) 在 50 °C 下用热稳定性 RNA 酶 H 裂解 30 分
钟。裂解后，释放含有 5' 加帽结构、长为 40 nt 或 50 nt 的寡
核苷酸，然后使用 Monarch RNA 纯化试剂盒 (New England 
Biolabs T2040) 纯化消化样品，然后使用小 RNA 试剂盒（部件
号 5067-1548）在 Agilent 2100 生物分析仪上进行可视化分析。

5' 端加帽寡核苷酸的 LC-DAD/MS 分析
仪器

 – 配备二极管阵列检测器的 1290 Infinity II 液相色谱仪（部
件号 G7117B）

 – 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

注意去除流路中的玻璃，减少碱金属加合效应。将安捷伦 
Nalgene 瓶（部件号 9301-6460）用作流动相容器，每个溶剂
管线配备一个不锈钢滤芯。使用安捷伦聚丙烯样品瓶（部件
号 5190-2242）。在每天实验开始之前，用 50% MeOH + 0.1% 
甲酸将液相色谱系统和色谱柱冲洗 30 分钟，进一步减少碱金
属加合物。 

在 AdvanceBio 寡核苷酸色谱柱（2.1 × 50 mm, 2.7 µm, 120 Å，
部件号  659750-702）上分离消化的 mRNA 样品。流动相
和液相色谱梯度如表 1 所示，质谱仪设置如表  2 所示，在 
MassHunter BioConfirm 10.0 中进行数据分析，解卷积设置如
表 3 所示。

Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统

色谱柱 AdvanceBio 寡核苷酸柱，2.7 µm, 2.1 × 50 mm 120 Å

溶剂 A 15 mmol/L 二丁胺 + 25 mmol/L HFIP 的去离子水溶液

溶剂 B 15 mmol/L 二丁胺 + 25 mmol/L HFIP 的甲醇溶液

梯度

时间 (min) % B 
0 10 
4 30 
25 51 
25–28 90

柱温 50 °C

流速 0.4 mL/min

进样量 20 µL

mRNA 每次进样量 2 µg

表 1. 流动相和液相色谱梯度
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表 3. 解卷积设置

MassHunter BioConfirm 10.0 设置

提取色谱图 (MS) 二极管阵列检测器

MS1 延迟时间 0.06 s

解卷积算法 最大熵

扣除基线 1

加合物 质子丢失

质量数范围 10000–30000 Da

质谱精度 0.5 Da

使用有限的 m/z 范围 1040–3200

表 2. 质谱仪设置

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

采集模式 负离子，标准 (3200 m/z) 质量数范围，高灵敏度 (2 GHz)

干燥气温度 350 °C

气体流速 12 L/min

雾化器 25 psig

鞘气温度 275 °C

鞘气流速 10 L/min

Vcap 4500 V

喷嘴电压 2000 V

碎裂电压 250 V

锥孔电压 65 V

MS1 范围 400–3200 m/z

MS1 扫描速率 2 Hz

参比质量 1033.9881

结果与讨论
对于标准 LC/MS 分析而言全长 mRNA 通常过长，我们首先优
化了 RNA 酶 H 的定点裂解。设计了两个 RNA/DNA 嵌合探针与 
5'UTR 内的不同序列互补，引导 RNA 酶 H 裂解[4] 为核苷酸 40 
或 50（图 1A），以便在成功裂解后释放长度为 40 nt 或 50 nt、
带 5' 端加帽结构的寡核苷酸。这些较小的 5' 端加帽寡核苷酸
适用于 LC/MS 分析。

mRNA 样品（约 3800 nt）A

B

mRNA

嵌合
探针

RNA 酶 H

mRNA

嵌合探针 +
热稳定性 RNA 酶 H

纯化 安捷伦生物分析仪
mRNA 片段分子量测定

Agilent 6545XT
AdvanceBio LC/Q-TOF
mRNA 片段精确质量数

热退火

60 min

裂解

裂解

纯化

37 °C, 30 min

50 °C, 30 min

探针 40：60% GC

探针 50：67% GC

50 nt40 nt

未加帽
或加帽

3′-CGACGACGGUGACCA-5′

3′-ACAAGGACCACGACG-5′

5′-GGGGCCGCCACCAAGCUUGGUACCAUGUUUGUGUUCCUGGUGCUGCUGCCACUGGUGUCCAGCCAGUGUG…-3′

图 1. mRNA 样品前处理与分析。(A) 与 mRNA 样品互补的嵌合探针设计用于在 40 nt（紫色）和 50 nt（金色）处引导 RNA 酶 H 裂解。划线的探针核
苷酸由 DNA 组成，其余由 2'-O-甲基化修饰的 RNA 组成。(B) 使用非热稳定性 RNA 酶 H 的样品前处理方案（上图方案）或使用热稳定性 RNA 酶 H 的
样品前处理方案（下图方案）。使用下图方案的总分析时间：裂解（30 分钟）+ 纯化（10 分钟）+ LC/MS（25 分钟）+ 数据分析（10 分钟）= 75 分钟
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如其他文献[5] 所述，此类实验的典型工作流程需要在添加非
热稳定性 RNA 酶 H 前进行单独的一小时热退火步骤，然后在  
37 °C 下进行样品裂解（图 1B，上图方案）。有必要进行单
独的步骤，因为热退火过程中使用的高温（约 95 °C）可能
会：(1) 使非热稳定性 RNA 酶 H 变性，以及 (2) 由于反应缓冲
液中存在二价阳离子而促进 mRNA 水解[6]。 

我们假设，如果使用 GC 含量足够高的嵌合探针，则可以在适
度升高的温度 (50 °C) 下用热稳定的 RNA 酶 H 进行裂解反应
来加速反应（图 1B，下图方案）。原则上，升高的温度有助
于解开 mRNA 二级结构，允许高 GC 含量的嵌合探针与其互
补的 mRNA 区域结合，并通过热稳定性 RNA 酶 H 直接裂解。 

如图 2 所示，使用两种不同的高 GC 含量探针（探针 40 和探
针 50，每种的 GC 含量 ＞ 60%）和非热稳定性或热稳定性 RNA 
酶 H 进行定点裂解。使用 Agilent 2100 生物分析仪自动化电
泳工具和小 RNA 试剂盒（部件号 5067-1548）分离产生的消
化产物，并使用虚拟凝胶图像进行定性评估。 

在两种条件下探针 40 和探针 50 均可成功引导 mRNA 样品的
定向裂解。然而，当使用非热稳定性的 RNA 酶 H 时，探针 50 
表现出脱靶结合，导致产生意外产物（图 2，红色箭头）。使
用热稳定性 RNA 酶 H 时，探针 50 可引导特异性裂解，从而
在较短时间内获得纯度更高的样品。 

150

40

20

4

60

100

80

L
探针 40 探针 50 无探针 探针 40 探针 50 无探针 

嵌合探针

5' 端加帽寡核苷酸

RNA 酶 H (37 °C) 热稳定性 RNA 酶 H (50 °C)

图 2. 使用热稳定性和非热稳定性 RNA 酶 H 评估定点裂解。探针 40 和探针 50 分别引导核苷酸 40 和核苷酸 50 处的直接裂解。红色箭头表示脱靶裂
解产物。L：分子量标准品
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表 4. 未加帽、加帽中间体和加帽类型。红色字母表示带有“p”标记的磷酸基团的 5' 端核苷酸，可通过酶反应精细加
工或替换为加帽结构

未加帽 加帽中间体 加帽类型

名称 序列 名称 序列 名称 序列

含三磷酸基团 pppGGGGCC… 含二磷酸基团 ppGGGGCC… ARCA Cap 0 3'-O-Me-m7GpppGGGGCC…

G-Cap GpppGGGGCC… ARCA Cap 1 3'-O-Me-m7GpppmGGGGCC…

Cap 0 m7GpppGGGGCC…

1

2

3

4

5

6

7

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

采集时间 (min)
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

总离子流

UV: λ = 260 nm

1

2

探针 50 剩余
mRNA 

响
应

响
应

× 106

× 101

图 3. 从嵌合探针和样品基质中分离 5' 端未加帽寡核苷酸的色谱图。峰 1：5' 端含二磷酸基团的寡核苷酸，峰 2：5' 端含三磷酸基团的寡核苷酸

接下来，通过 IP-RP LC/MS 分析使用探针 50 和热稳定性 RNA 
酶 H 消化未加帽 mRNA。图 3 显示了在 Agilent AdvanceBio 
寡核苷酸色谱柱（2.1 × 50 mm, 2.7 µm, 120 Å，部件号 
659750-702）上从探针 50 和剩余 mRNA 中分离 5' 端未加帽
寡核苷酸的结果。使用 MassHunter BioConfirm 10.0 中内置
的自动化数据分析工作流程，从 UV 色谱图中确定的峰提取质
谱图，然后使用表 3 中所示的设置进行自动化解卷积。表 4 
显示了每个反应中可能存在的预期的未加帽、加帽中间体和完
全加帽类型。

由于未加帽 mRNA 的 5' 端包含一个不稳定的三磷酸基团，
根据反应条件，可能会观察到一些含二磷酸基团或单磷酸基
团[3] 的水解 mRNA。图 4 显示了来自含三磷酸基团峰和含二

磷酸基团峰的提取质谱图和解卷积质量数。优化的热稳定性 
RNA 酶 H 裂解方案仅产生少量 (4.2%) 含二磷酸基团的寡核苷
酸，且未检测到含单磷酸基团的寡核苷酸，表明反应条件适宜 
温和。 

未加帽样品中约 15% 含三磷酸基团的寡核苷酸是含额外非模
板 + G 核苷酸的序列变异体（图 4D）。这可能是由于 T7 转
录滑脱引起的，当重复的 G 核苷酸出现在转录序列的起始处
时，通常会出现这种情况[7]。如图 5 所示，在与 ARCA 共转录
产生的 mRNA 样品中，无论是在 Cap 1 的后续甲基化反应之
前还是之后，滑脱序列变异体都很明显。滑脱序列变异体可被
识别为不同的色谱峰，但未实现基线分离。所有的加帽寡核苷
酸与未加帽寡核苷酸均实现了良好分离。
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图 4. 5' 端未加帽的 mRNA 寡核苷酸质谱图。来自图 3 峰 1 的 (A) 提取质谱图和 (B) 解卷积质谱图。来自图 3 峰 2 的 (C) 提取质谱图和 (D) 解卷积质谱图。红色数字表
示从含二磷酸基团和含三磷酸基团的寡核苷酸提取的质谱图中每个峰的电荷状态。用星号标记的质量峰（16131.16 Da 和 16211.79 Da）与其含二磷酸基团和含三磷
酸基团的寡核苷酸推断特征相匹配（序列插图），质量误差小于 10 ppm（表 5）。在图 D 中，观察到含三磷酸基团 + G 序列变异体（+345.17 Da）与含三磷酸基团的
未加帽寡核苷酸共洗脱
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含三磷酸基团
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UV: λ = 260 nm

UV: λ = 260 nm

未加帽 mRNA

ARCA Cap 0
1

ARCA Cap 1

响
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响
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响
应

图 5. 加帽寡核苷酸与未加帽寡核苷酸的分离。峰 1 至峰 3：ARCA Cap 0，峰 4 至峰 6：ARCA Cap 1。加帽类型含有 0–2 个非模板 G 核苷酸，为滑脱序列变异体
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图 6 显示了从 ARCA Cap 0 和 ARCA Cap 1 峰提取的质谱图和
解卷积质量数。与已发表的文献[2] 一致，我们发现 ARCA Cap 0  
共转录加帽效率较高 (91.3 ± 1.76%)，但并不完全。在随后甲
基化为 ARCA Cap 1 的样品中，加帽效率与 ARCA Cap 0 没有
显著差异 (90.6 ±1.53%)，表明所有 Cap 0 结构基本上完全转
化为 Cap 1。

最后，使用 LC/MS 方法评估牛痘病毒酶加帽的效率。尽管研
究证明这种反应[3] 比 ARCA 共转录加帽更有效，且与样品序列
无关，但据我们的经验，也可能恰恰相反。使用制造商推荐的
反应条件，牛痘病毒酶加帽产生了未加帽寡核苷酸、加帽中
间体和完全加帽寡核苷酸的混合物（图 7 和表 6）。如图 8 所
示，大多数样品 (90.9 ± 0.6%) 为含 5' 端二磷酸基团或三磷酸
基团的未加帽寡核苷酸，6.5 ± 0.7% 为加帽但未甲基化的寡核
苷酸，即 G-Cap。只有 2.6 ± 0.5% 的样品被加帽并甲基化为 
Cap 0。 
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B 峰 2 — ARCA Cap 0 + G（解卷积）
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C 峰 3 — ARCA Cap 0 + 2G（解卷积）
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D 峰 4 — ARCA Cap 1（解卷积）
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E 峰 5 — ARCA Cap 1 + G（解卷积）
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F 峰 6 — ARCA Cap 0 + 2G（解卷积）
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图 6. ARCA Cap 0 mRNA 寡核苷酸的质谱图。(A–C) 图 5 中峰 1–3 的解卷积质谱图。(D–F) 图 5 中峰 4–6 的解卷积质谱图。用星号标记的质量峰（16504.62 Da、
16849.69 Da、17195.36 Da、16518.85 Da、16864.11 Da 和 17208.73 Da）与其推断特征相匹配（序列插图），质量误差小于 20 ppm（表 5）。绿色下划线字母表示
可能由于 T7 转录滑脱而产生的非模板核苷酸

表 5. ARCA 加帽寡核苷酸和加帽寡核苷酸中间体的质量数准确度

ARCA 共转录加帽

特征 理论质量数 实测质量数 准确度 (ppm)

ARCA Cap 0 16504.59 16504.62 2.01

ARCA Cap 0 + G 16849.80 16849.69 6.37

ARCA Cap 0 + 2G 17195.01 17195.03 1.50

ARCA Cap 1 16518.59 16518.85 15.77

ARCA Cap 1 + G 16863.80 16864.11 18.47

ARCA Cap 1 + 2G 17209.01 17208.73 16.13

含二磷酸基团 16131.52 16131.37 9.21

含三磷酸基团 16211.51 16211.50 0.38

含三磷酸基团 + G 16556.55 - -

表 6. 酶促加帽寡核苷酸和加帽寡核苷酸中间体的质量数准确度

酶促加帽

特征 理论质量数 实测质量数 准确度 (ppm)

Cap 0 16490.59 16490.65 3.55

Cap 0 + G 16835.80 16836.00 11.97

G-Cap 16476.57 16476.65 4.85

含二磷酸基团 16131.52 16131.49 1.95

含三磷酸基团 16211.51 16211.61 6.24

含三磷酸基团 + G 16556.72 16556.97 15.33
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图 7. 牛痘病毒酶加帽寡核苷酸和加帽中间体的 LC/MS。(A) 峰 1–2：Cap 0 和 Cap 0 + G 序列变异体，峰 3：G-加帽寡核苷酸，(B–D) 加帽寡核苷酸的解卷积质谱
图。用星号标记的所有质量峰（16490.60、16836.00 和 16476.65 Da）均与其推断特征相匹配（序列插图），且质量误差小于 12 ppm（表 6）。绿色下划线字母表示
可能由于 T7 转录滑脱而产生的非模板核苷酸
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为提高加帽效率，我们将起始 mRNA 的数量分别减少为 0.5 
和 0.25，从而提高 SAM、GTP 和牛痘病毒加帽酶相对 mRNA 
的摩尔比。该策略相当成功，导致未加帽的寡核苷酸减少 
（0.5：73.6 ± 1.3% 为未加帽，0.25：58.6 ± 0.8% 为未加帽），
加帽的寡核苷酸相应增加（0.5：17.7 ± 1.8% 为 Cap 0，
0.25：32.9 ± 0.4% 为 Cap 0）。单独增加单个反应物的浓度不
会提高加帽效率（数据未显示），表明单个组分没有问题。

结论
本研究开发了一种更快的 LC/MS 方法来定量 mRNA 5' 端加
帽。该工作流程中的一个关键改进是使用热稳定性 RNA 酶 H 
和具有足够高 GC 含量的 RNA/DNA 嵌合寡核苷酸探针来加
快 mRNA 裂解，无需单独的热退火步骤。GC 含量过高的探针
可能不合适，因为可能会增加脱靶结合或形成二级结构的可
能性。事实上，在 37 °C 下进行裂解时，我们观察到探针 50
（GC 含量为 67%，图 2）的脱靶裂解。由于较低的反应温度
有利于脱靶结合，在较高温度下进行裂解除可加速反应外，还
产生了纯度更高的样品。在单独的实验中，发现具有低 GC 含
量 (40%) 的探针无法成功引导热稳定性 RNA 酶 H 进行定点裂
解（数据未显示）。

我们使用两种不同的加帽方法展示了此工作流程：(1) 使用 
ARCA 进行共转录加帽，(2) 使用牛痘病毒加帽酶进行酶促加
帽。虽然 ARCA 加帽结果与文献一致，但牛痘病毒加帽酶加
帽结果却令人失望。对样品序列的分析突显出了一个可能的
原因：前 12 个核苷酸的 GC 含量非常高，超过 90%，增加了
二级结构形成的可能性，这可能干扰了牛痘病毒加帽酶的反
应。由于均聚 G 重复序列也可导致将非模板 G 核苷酸包含在
内形成序列变异体（图 5），这些结果表明重新设计该序列的 
5' UTR 可处理的便利性和产品质量。 

我们注意到，M.Beverly 等人[5] 最近发表了一种类似的分析方
法，其中嵌合探针共价结合到磁珠上，可同时实现 RNA 酶 H 
的定点裂解和裂解寡核苷酸的亲和富集。对我们来说，尽管进
行了多次优化，但这种方法未能成功引导样品进行特异性裂解
（数据未显示）。这可能是因为与样品 5' 端互补的嵌合探针具
有非常高的 GC 含量，从而导致广泛的非特异性结合。我们发
现工作流程更加灵活，因为可以通过设计嵌合探针避免样品中
具有挑战性的区域。此外，与基于亲和力的方法相比，使用硅
胶类离心柱进行样品纯化的序列依赖性可能更小，样品回收率
可能更高。 

总之，本应用简报重点介绍了使用 Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF 对 mRNA 5' 端加帽进行快速高分辨率分析。我们预
计这一工作流程可用于药物开发和质量控制实验室。
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