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摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent InfinityLab Pro iQ Plus LC/MS 系统对合成寡核苷酸进
行中高通量分子确认的实用方法。传统的离子对反相液质联用 (LC/MS) 方法通常需
要专用仪器以及昂贵且有毒的试剂。本文介绍了一种基于碳酸氢铵的方法，无需使
用离子对试剂也可获得足够的色谱保留能力和出色的质谱灵敏度。Agilent OpenLab 
CDS MS 谱图解卷积简化了数据分析工作流程，可实现自动化处理，只需极少的优化
操作。该方法可对各类寡核苷酸（包括反义寡核苷酸和 siRNAs）实现强大的 LC/MS 
分析。

使用 Agilent Pro iQ Plus 和无需离子对
试剂的替代方法分析寡核苷酸
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前言
寡核苷酸是一种新型治疗模式，主要通过沉默或降解 mRNA 
来靶向调控基因表达。确定 mRNA 靶点后，需要对反义序列
进行化学修饰，以改善其药代动力学特性 [1]、提高结合亲和
力，同时尽可能减少脱靶或错配[2]。 

离子对反相 LC/MS 常用于确认目标寡核苷酸序列的分子量，
以确保合成的准确性。然而，该方法使用烷基胺作为离子对试
剂，通常需要使用专用仪器。此外，为优化色谱分离和质谱灵
敏度，还需要使用有毒且昂贵的全氟醇类化合物，例如 HFIP
（六氟异丙醇）。 

本研究采用另一种反相方法进行寡核苷酸分子量确认。该方法
使用碳酸氢铵代替了离子对试剂，同时仍提供了足够的色谱保
留能力和出色的质谱灵敏度。通过对三种不同的反义寡核苷
酸进行二十次重复进样，以及对一种 siRNA 进行五次重复进
样，验证了方法的适用性和重现性。

实验部分

仪器配置
本实验采用以下仪器配置：

–– Agilent InfinityLab Pro iQ Plus LC/MS 系统 (G6170A)

–– Agilent Infinity II 1290 生物二元泵 (G7120A)

–– Agilent Infinity II 1290 生物 Multisampler (G7167B)

–– Agilent Infinity II 1290 生物柱温箱 (G7116B)

–– Agilent Infinity II 1260 二极管阵列检测器 HS (G7117C)

虽然本次分析采用的是   Infinity  II  液相色谱配置，但使用 
Infinity III 液相色谱系统仍可获得相当的结果，且无需改变方
法参数。

样品前处理
用去离子水 (DI) 将所有样品重悬，得到 50 µM 的溶液，并在 
–80 °C 下保存。分析前，将样品转移至聚丙烯样品瓶中，置
于控温自动进样器中保存，最多可保存两天。寡核苷酸样品序
列如表 1 所示。 

寡核苷酸名称 长度 序列

ASO-1 18
dU/MOErC//MOErA//MOErC/dUdUdU/MOErC//
MOErA/dU/MOErA//MOErA/dU/MOErG/CdU/
MOErG/G

ASO-2 20
dU/MOErC/dUdU/MOErG/TT/MOErA//MOErC//
MOErA//MOErT//MOErG//MOErA//MOErA//
MOErA/dU/MOErC//MOErC//MOErC/C

Fomivirsen 21 G*C*G*T*T*T*G*C*T*C*T*T*C*T*T*C*T*T*G*C*G

Givosiran
22 S mC*mA*mGmAmAmAfGmAfGmUfGmUfCmUfCmAm

UmCmUmUmA/L96/

23 AS mU*mG*mGfUmCfUmUfUfCmUfCfAmCfAmGfAmGfU
mAmGfA*fA*mU

代码 描述

/MOErA/ 甲氧基乙氧基 A

/MOErC/ 甲氧基乙氧基 C

/MOErT/ 甲氧基乙氧基 T

/MOErG/ 甲氧基乙氧基 G

dU 脱氧尿苷

fA 2-氟腺苷

fC 2-氟胞苷

fG 2-氟胍

fU 2-氟尿苷

* 硫代磷酸酯键 

A 2'-脱氧核糖腺嘌呤 

C 2'-脱氧核糖胞嘧啶 

G 2'-脱氧核糖鸟嘌呤 

T 2'-脱氧核糖胸腺嘧啶 

mA 2'-O-甲基 A 

mC 2'-O-甲基 C 

mG 2'-O-甲基 G

mU 2'-O-甲基 U

rA 核糖腺嘌呤 

rC 核糖胞嘧啶

rG 核糖鸟嘌呤

rU 核糖尿嘧啶

表 1. 寡核苷酸样品序列

https://www.agilent.com/Agilent404?s=https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/single-quadrupole-lc-ms/pro-iq-series
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography/hplc-components-accessories/hplc-pumps/1290-high-speed-pump
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography/hplc-components-accessories/hplc-injectors/1290-multisampler
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography/hplc-components-accessories/hplc-column-compartments/1290-multicolumn-thermostat
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography/hplc-components-accessories/hplc-detectors/1260-diode-array-detector-hs
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LC/MS 分析
Pro iQ Plus 系统的离子源参数如表 2 所示，高效液相色谱 
(HPLC) 参数如表 3 所示。

质谱参数

参数 设定值

MS Agilent Pro iQ Plus 

离子源 安捷伦喷射流电喷雾离子源 (AJS-ESI)

干燥气流量 13.0 L/min

气体温度 300 °C

雾化器压力 35 psi

毛细管电压 3000 V

鞘气温度 250 °C

鞘气流量 11 mL/min

喷嘴电压 1500 V

模式 正

扫描 m/z 700-2800 

扫描时间 1250 ms

碎裂电压 180 V

增益因子 5

表 2. Agilent Pro iQ Plus 系统的离子源参数

参数 设定值

色谱柱 Agilent AdvanceBio 寡核苷酸色谱柱， 
2.1 × 50 mm, 2.7 µm 

进样器温度 8 °C 

UV 检测 260/4 nm（参比 360/20 nm） 
峰宽 > 0.1 min (2.5 Hz)

流动相 A 20 mM 碳酸氢铵去离子水溶液

流动相 B 甲醇

流速 0.7 mL/min 

进样量 2 µL 

多重清洗 20:80 水:甲醇；冲洗口；5 秒 
90:10 水:甲醇；冲洗口；3 秒

柱温 75 °C 

后运行时间 1.0 min

梯度程序 

时间 (min) %B 
0 5 
0.1 5 
3.0 40 
3.1 80 
3.5 80 
3.6 5

表 3. 使用的 HPLC 参数

结果与讨论
早在 1997 年，研究人员就提出了以全氟醇作为酸性调节剂的
烷基胺离子对试剂体系，至今仍是寡核苷酸 LC/MS 分析的首
选流动相[3]。该方案可提供出色的色谱性能和电喷雾效率，尤
其是相较于以乙酸盐作为反离子的流动相体系。大量研究进一
步证明，这种强大的离子对试剂体系能够为实验设计提供极大
的灵活性[4]。 

然而，在  LC/MS 方法中使用烷基胺和  HFIP 也存在诸多
问题。首先，由于寡核苷酸修饰及序列会影响电喷雾解吸
和色谱行为，因此必须优化缓冲液成分 [5 ]。其次，烷基胺
可能会污染离子源和液相色谱系统，如果切换回正离子模
式会产生背景峰，因此需要对液相色谱组件和离子源表面
进行彻底的清洁/钝化。但即便如此，由于烷基胺会吸附到 
LC/MS 系统上，部分实验室可能仍需配置负离子模式专用系
统。最后，含烷基胺的流动相若未在氩气环境下密封保存，保
质期非常短，因此必须现配现用（有时甚至需每日新鲜配制）
以保证方法稳定性。 

对于需要分析大量寡核苷酸并进行分子量确认的实验室而言，
优化流动相条件可能并不现实。此外，仪器维护和每日新鲜配
制缓冲液导致的 LC/MS 停机时间会造成样品积压，这对大多
数实验室而言都是重大挑战。采用非离子对反相色谱法将是更
实用的解决方案。 

近期的一项研究提出了一种比离子对试剂更经济实用的替代方
案 ― 使用碳酸氢铵 (NH4HCO3) 缓冲液和甲醇作为强溶剂[6]。
该方法在分子量确认方面具有显著优势：即使仅对流动相和梯
度进行非常简单的优化，也足以获得较高的 ESI 灵敏度和色谱
性能。该研究推测，二氧化碳脱气促进了液滴形成，而氨挥发
有助于质子加合，因此可实现正离子模式分析。这一创新方法
使实验室无需再专门配置系统用于负离子模式分析。 
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由于寡核苷酸呈极性并带负电荷，需要考虑这类分析物在没有
离子对试剂的情况下能否实现色谱保留或分离。结果表明，基
于碳酸氢铵的方法能有效保留多种寡核苷酸，尤其适用于反义
寡核苷酸 (ASOs) 等修饰寡核苷酸（图 1）。本文所述方法为中
高通量分析提供了概念验证。将梯度设为流动相 B 在 3 分钟
内从 5% 增加到 40%，这种相对“陡峭”的梯度提供了出色的
保留能力和峰形，0.7 mL/min 的流速也未对谱图质量和灵敏
度产生负面影响。 

与大多数具有多个可电离官能团的大分子类似，寡核苷酸在进
行 ESI-MS 分析时呈现多电荷离子状态。需要注意的是，根据
烷基胺离子对和离子源参数的不同，寡核苷酸的电荷态分布可
能会有所不同[7]。这在使用易产生高电荷态的加热离子源时会
带来问题，可能导致解卷积质谱图出现伪峰甚至鉴定错误。相
比之下，碳酸氢铵 (ABC) 倾向于产生电荷态较低的寡核苷酸
（图 2），m/z 值越高，与基质干扰物、杂质或其他成分的谱图
重叠就越少，从而提高了解卷积数据的可靠性。 

图 1. 三种反义寡核苷酸 (ASOs) 的紫外色谱图。Fomivirsen 是没有 2'-修饰的 21 mer ASO。因此，它比两种更短的完全硫代 2'-修饰的 ASOs 更早洗脱
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Agilent OpenLab CDS 采用独特的谱图解卷积技术，针对单位
质量检测器进行了优化。最大熵值法通过增强谱图中的主要特
征峰，同时尽可能降低噪音，计算出最可能的质量数。相比之
下，OpenLab CDS 谱图解卷积则根据用户输入的信息识别谱
图中的离子，并将它们与目标质量数进行匹配，然后通过线性
回归拟合或质心提取计算得到平均分子量。这种简易方法使用
通用处理流程即可实现分子量确认，且全自动化运行，几乎无
需优化。每个样品重复进样三次，得到的结果几乎相同，相对
标准偏差 (%RSDs) < 0.1%。表 4 给出了样品序列采集时所用
的自动解卷积参数设置，表 5 汇总了解卷积结果。

参数 设定值

自动解卷积设置

运行自动解卷积 已启用

保留时间窗口 1–2.7 min

TIC 峰类型 所有峰

TIC 前 n 个峰 3

基本设置

使用 m/z 范围 已禁用

低/高分子量 3000–10000

最大电荷 10

组内最小峰数 3

高级设置

MW 一致性 (0.01%) 10

绝对噪音阈值 100

相对丰度阈值 10

MW 算法 曲线拟合

MW 算法阈值 (%) 40

分布包迹阈值 (%) 50

表 4. MS 谱图解卷积设置

图 2. 样品的全扫描谱图。每种 ASO 的电荷态主要为 4–6

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
m/z

0
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2

3

丰
度

703.1 834.9 914.7 1026.7

1045.1

1113.8
1197.6
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1286.3 1440.1

1462.7

1598.6 1733.4
1828.2

1954.6 2088.5 2179.2 2337.3 2437.3 2583.2 2682.4

最大：383860
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最大：222126
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图 3 为 ASO-1（具有 2'-MOE 修饰的 18 mer 硫代磷酸酯）的
解卷积质谱图。组分 A 为全长产物，与计算出的质量数高度
吻合。组分 B 可能为脱嘌呤（鸟嘌呤丢失）。组分 C 推测为钠
加合物。如结果所示，InfinityLab Pro iQ Plus 兼具单位质量精
度与易于操作的解卷积功能，可以监测寡核苷酸并识别意外杂
质或组分。通过高分辨质谱可进行更深入的表征分析。

寡核苷酸名称 质量数计算值 (Da) 平均实测质量数 (Da) ∆ 质量数 (Da)

ASO-1 6348.3 6347.9 –0.4

ASO-2 7309.2 7308.8 –0.4

Fomivirsen 6682.4 6681.8 –0.6

表 5. 每种 ASO 20 次重复分析得到的解卷积结果

为证明该方法的广泛适用性，本研究还分析了双链三天线型 
GalNAc 偶联 siRNA (Givosiran)。针对这种双链偶联物，需要
对 LC/MS 参数稍作调整：将梯度程序调整为 3 分钟内从 5% 升
至 45%，以确保正义链与反义链基线分离；同时，将碎裂电压
降至 120 V，以尽可能减少易碎裂寡糖偶联物的源内碎裂。图 
4 为 Givosiran 五次进样的紫外色谱叠加图。

尽管未使用离子对试剂，ABC 流动相仍实现了正义链和反义
链的基线分离（图 5）。这种基线分离很有必要，因为任何谱
图重叠都可能导致解卷积过程中鉴定出错。质谱图如图 5 所
示，其电荷态分布与前文提到的 ASOs 相似。每个峰的解卷积
质谱图分析结果表明，反义链比正义链更早洗脱。值得注意的
是，正义链可能发生了 GalNAc 丢失（图 6）。Givosiran 的分
析结果汇总详见表 6。

寡核苷酸名称 质量数计算值 (Da) 平均实测质量数 (Da) ∆ 质量数 (Da)

Givosiran，反义 7563.8 7563.1 0.7

Givosiran，正义 8736.5 8735.6 0.9

表 6. 每次 Givosiran 进样得到的解卷积结果 

图 3. ASO-1 的解卷积谱图
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图 4. Givosiran 五次进样的紫外色谱叠加图
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图 5. 反义 RNA 链 (A) 和正义 RNA 链 (B) 的质谱图。电荷态分布与使用类似方法分析反义寡核苷酸得到的电荷态分布相似。反义链以 5- 电荷态为主，而 GalNAc 偶联
的正义链则以 6- 电荷态为主
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图 6. Givosiran 正义链的解卷积质谱图。观测到约 200 Da 的质量偏移，可能与 GalNAc 丢失有关
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结论
本应用简报中介绍的方法为合成寡核苷酸的中高通量分子确认
提供了一种实用解决方案。Agilent Pro iQ Plus 作为一款单位
质量检测器具有卓越的分辨率与灵敏度，即使在超出许多单四
极杆检测器能力范围的高 m/z 区间内性能依然优异。该方法
采用新型碳酸氢铵流动相，为实验室分析多种类型的寡核苷酸
（包括反义寡核苷酸和 siRNAs）提供了所需的 LC/MS 性能。
本应用简报中展示的 LC 和 MS 结果具有良好的重现性。此
外，Agilent OpenLab CDS 的质谱解卷积功能简化了数据分析
工作流程，并且支持无人值守的自动化处理，只需极少的优化
操作。 
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