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摘要
本文研究了各种离子对试剂（胺类和酸性反离子）对寡核苷酸 (ON) 的 LC/UV 和 
LC/MS 分析的影响。胺的类型和反离子的浓度对 ON 的保留和分离具有显著影响，
并会严重影响 MS 数据。电荷态和加合物的形成受流动相组成的影响。本应用简
报表明，许多变量可用于优化 ON 的分析条件。使用结合 DAD 紫外检测的 Agilent 
1290 Infinity II 液相色谱系统和 Agilent 6530 LC/Q-TOF 执行分析。 

用于寡核苷酸 LC/UV 和 LC/MS 分析
的不同离子对试剂的评估
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前言
越来越多的合成 ON 被开发出来，并用于
治疗各种疾病。这些治疗药物主要为核酸
碱基、核糖或脱氧核糖（分别为 RNA 或 
DNA）以及磷酸的短链线性聚合物 [1,2]。
ON 具有不同的大小和形式，通常通过化
学修饰来改变或增强治疗效果、增加对
特定靶点的特异性、提高稳定性，或改
善给药和摄取等。ON 种类繁多，因此产
生了各种不同的分类，例如小干扰 RNA 
(siRNA)、microRNA (miRNA)、反义寡核
苷酸 (ASO) 和适配体等。

ON 的生产通常采用多步骤工艺，通过逐
个添加核苷酸将链延长到预定长度（即核
苷酸数量 (n)）。合成可以通过不同的方
式进行，通常需要使用支持基底和保护
基团。ON 合成中涉及的所有步骤都可能
产生杂质。常见的杂质包括反应不完全
产生的短链物质（例如 n-1、n-2）。目标 
ON 的收率随着循环次数的增加而降低。
此外，还可能形成长链物质（例如 n+1）
以及由脱氨、脱嘌呤、氧化（通常是鸟嘌
呤）和其他不良反应生成其他杂质。除了
生产过程中引入的杂质外，ON 的储存也
会产生降解产物。

由于化合物本身的特性和分子量的差异，
ON 的分析（例如主产物的分析、纯度的
测定、杂质的定量和鉴定）存在挑战。

最近发表了一篇关于合成 ON 的类型及其 
LC 分析的全面综述[1]。ON 本质上为强极
性产物，携带多个阴离子基团（通常每个
核苷酸上有一个磷酸基团）。当 ON 未经
修饰或化学修饰对总体极性的影响较小 
（通常情况下是这样）时，常规的反相 LC 
无法实现足够的保留，必须应用替代模
式进行分析。多种液相色谱模式（例如
阴离子交换色谱 (AEX)、亲水相互作用液
相色谱 (HILIC)、混合模式色谱 (MMC)、
离子对液相色谱 (IPLC) 和体积排阻色谱 
(SEC) 等）可用于表征 ON[1,2]。在某些情
况下，将上述模式组合用于多维设置。这
可以通过全二维液相色谱[3] 或（多）中心
切割二维液相色谱设置实现[4]。根据所需
的分析（QA/QC 或研发），应用基于 UV 
的检测器和/或质谱仪。

IPLC 是目前应用最多的 ON 分析的液相
色谱模式。在 IPLC 中，结合使用反相固
定相与含有离子对试剂的流动相。这些试
剂通常为胺类，与阴离子型 ON 相互作用
形成疏水对。然后，这种疏水对可以保留
在反相柱上，根据 ON 的长度、类型以及
是否存在化学修饰而发生分离。 

选择合适的流动相至关重要。用水将胺离
子对试剂和酸性反离子以确定的浓度和比
例混合，制备得到流动相。这种组合将实

现所需的 ON 保留。使用甲醇和乙腈等有
机改性剂可以促进洗脱，而梯度洗脱则可
以提供理想的分离能力。给定样品的结果
由所选固定相、流动相添加剂的浓度和类
型、柱温以及样品性质的复杂相互作用决
定。流动相组成不仅会影响色谱分析：当
使用 LC/MS 时，还会严重影响 MS 数据
（灵敏度、电荷态、加合离子等）。

不同的团队研究了流动相组成对 ON 色谱
和质谱行为的影响[5–9]。通过仔细开发方
法可以显著提高分离度和灵敏度。然而，
要确定一组能够为一大类 ON 提供理想
性能的通用条件似乎并不可行。对于每
种 ON，可通过优化离子对试剂类型和浓
度、反离子类型和浓度以及两种添加剂的
浓度比，尽可能改善分离和 MS 检测。

本应用简报展示了使用 Agilent AdvanceBio 
寡核苷酸色谱柱和各种流动相获得的
结果。使用具有二极管阵列检测 (DAD) 
功能的 1290 Infinity II 液相色谱系统和 
6530 LC/Q-TOF 执行分析。使用 DNA 和 
RNA ON 参比样品和选定的治疗性 ON 评
估了不同流动相组合对色谱和质谱分析结
果的影响。数据表明，在 ON 分析中较为
常用的流动相有可行的替代品。这些替代
品不仅性能相当或更出色，而且还可以显
著降低运行成本。



3

实验部分

材料
以下胺类和酸类购自  S igma-A ldr ich 
(St.  Louis, MO, USA)：三乙胺 (TEA)、
正丁胺  ( B A )、二丁胺  ( D B A )、正己
胺  (HA)、乙酸三乙胺  (TEAA)、乙酸 
(AA) 和 1,1,1,3,3,3-六氟异丙醇 (HFIP)。
乙腈 (HPLC-S)、甲醇 (ULC/MS) 和水 
(ULC/MS) 来自 Biosolve (Valkenswaard, 
The Nether lands)。使用经焦碳酸二
乙酯 (DEPC) 处理的水 (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) 稀释样品。

样品
 – 混标：

 – DNA 分子量标准品  
（部件号 5190-9029）

 – RNA 分离度标准品  
（部件号 5190-9028）

 – 样品：

 – 治疗性 ON 来自当地一家生物技术
公司

流动相配制
乙酸盐流动相为乙酸和相应胺的等摩尔
溶液。为了配制 500 mL 溶液，将乙酸加
入约 450 mL 水中并混匀。加入相应的胺
并混匀，然后加水至 500 mL。通过加入
少量乙酸或相应的胺，仔细调节溶液的 
pH 值。

100 mmol/L TEAA，pH 7
乙酸：3 g 
三乙胺：5.06 g

100 mmol/L HAA，pH 7
乙酸：3 g 
己胺：5.06 g

100 mmol/L DBAA，pH 7
乙酸：3 g 
二丁胺：6.46 g

HFIP 流动相的配制方法如下。为了配制 
500 mL 溶液，将规定量的 HFIP 加入约 
400 mL 水中并混匀。加入相应的胺并混
匀，然后加水至 500 mL。这些流动相在
使用时均未调节 pH。

15 mmol/L TEAA/400 mmol/L HFIP
pH 7.8–7.9

HFIP：33.6 g 
三乙胺：0.759 g

15 mmol/L TEAA/100 mmol/L HFIP
pH 8.6–8.7

HFIP：8.4 g 
三乙胺：0.759 g

15 mmol/L TEAA/25 mmol/L HFIP
pH 9.4–9.6

HFIP：2.1 g 
三乙胺：0.759 g

15 mmol/L HA/25 mmol/L HFIP
pH 9.4–9.6

HFIP：2.1 g 
己胺：0.759 g

15 mmol/L DBA/25 mmol/L HFIP
pH 9.4–9.6

HFIP：2.1 g 
二丁胺：0.969 g

样品前处理
 – 将 DNA 分子量标准品（部件号   

5190-9029）溶于 1 mL DEPC 水中

 – 将 RNA 分离度标准品（部件号   
5190-9028）溶于 1 mL DEPC 水中

 – 用 DEPC 水制备和稀释样品

仪器
结合使用 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱
系统与 Agilent 6530 LC/Q-TOF。

 – Agilent 1290 Infinity II 高速泵 (G7120A)

 – Agilent 1290 Infinity II Multisampler 
(G7167B)，配备样品恒温箱（选件 101）

 – Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116B) 

 – Agilent 1290 Infinity II 二极管阵列检测
器 (G7117B)，配备 10 mm InfinityLab 
最大光强卡套式流通池 (G4212-60008)

 – Agilent 6530 LC/Q-TOF (G6530A)，配
备安捷伦喷射流技术 ESI 离子源

软件
 – 仅用于 LC-DAD

 – Agilent OpenLab CDS ChemStation 
C.01.07 SR4 [505] 或更高版本

 – 用于 LC-DAD-MS

 – 采集：Agilent MassHunter 仪器控
制软件 (B.08.00) 或更高版本

 – 数据分析：Agilent MassHunter 定
性分析软件 (B.07.00) 或更高版本
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结果与讨论

用于 UV-DAD 检测的胺-乙酸盐流动相
胺-乙酸盐组合是广泛用于 ON 的 LC/UV 
分析的流动相添加剂。一般情况下，使用 
100 mmol/L 的水溶液（胺和乙酸的等摩
尔溶液），并使用乙腈对分析物进行平缓
梯度洗脱。最常见的组合是中性 pH 下的 
TEAA 缓冲液（三乙胺 (TEA) 和乙酸）。 

虽然 TEAA 是广泛认可的流动相添加剂，
但对于给定的一组 ON，它并不一定能提
供理想性能。因此，在方法开发过程中，
应考虑使用替代胺类。在图 1 中，使用
多种流动相对 DNA 分子量和 RNA 分离度
参比标准品的 LC/UV 分析进行了比较。
对每种 TEAA 替代品的梯度进行扩展，匹
配使用 TEAA 获得的保留时间，以便直接
比较色谱性能。 

对于参比样品，乙酸与己胺（HAA 缓冲
液）或二丁胺（DBAA 缓冲液）等替代胺
类的组合相较于 TEAA 明显具有更出色的
性能。从图 1 中的插图所示的一小段分
析细节中可以明显看出替代胺类的分离
效率更高。从主峰中检测和分离杂质的能
力大大提高。当使用 TEAA 时，DNA 分
子量标准品以 10%–14% 的乙腈梯度在 
10 分钟内洗脱，而 RNA 分离度标准品
则仅以 6%–8% 的乙腈梯度在 12 分钟内
洗脱。由于核糖中存在 2'-羟基，RNA 比 
DNA 更早洗脱或所需的有机改性剂明显
更少。 

通用方法设置

LC-DAD

LC(-DAD)/MS

LC/Q-TOF 设置

参数 值

色谱柱 Agilent AdvanceBio 寡核苷酸色谱柱，2.1 × 50 mm, 2.7 µm（部件号 659750-702）

流动相 A 和 B 参见结果与讨论部分

梯度 参见结果与讨论部分

流速 0.6 mL/min

柱温 65 °C

检测 (DAD)
260/4 nm（参比 355/20 nm） 
峰宽 > 0.025 min (10 Hz)

进样 2 µL（进样针冲洗口，3 秒，甲醇）

进样器温度 12 °C

参数 值

色谱柱 Agilent AdvanceBio 寡核苷酸色谱柱，2.1 × 50 mm, 2.7 µm（部件号 659750-702）

流动相 A 15 mmol/L 胺/HFIP（25、100 或 400 mmol/L）的水溶液

流动相 B 甲醇

梯度 参见结果与讨论部分

流速 0.6 mL/min

柱温 65 °C

检测 (DAD)
260/4 nm（参比 355/20 nm） 
峰宽 > 0.025 min (10 Hz)

进样 2 µL（进样针冲洗口，3 秒，甲醇）

进样器温度 6 °C

离子源设置 安捷伦喷射流技术

电离模式 负离子模式

干燥气温度 300 °C

干燥气流速 8 L/min

雾化器压力 35 psig

鞘气温度 350 °C

鞘气流速 8 L/min

喷嘴电压 1000 V

毛细管电压 3500 V

采集设置

碎裂电压 200 V

质量数范围 400–3200 m/z

采集模式 扩展动态范围模式 (2 GHz)

扫描速率 3 幅谱图/秒

采集 棒状图和轮廓图
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图 1. 在 260 nm 处使用 IPLC 的各种流动相添加剂进行 LC/UV 分析。(A) DNA 分子量标准品；(B) RNA 分离度标准品。流动相梯度如图中所示。其他方法参数见实验
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采用 HAA 和 DBAA 流动相的 IPLC 对 ON 
的保留时间更长，因此在该条件下需要提
高有机改性剂含量和梯度陡度。这从本质
上解释了性能的提升。从这些数据中可以
清楚地看出，对于给定的 ON 应用，评估
不同的流动相添加剂是调整分离效果的有
用方法。

用于 UV 和 MS 检测的胺-HFIP 流动相
TEAA 可用于 ON 的 IPLC/UV 分析，但
不适用于负离子电喷雾电离 (ESI) 质谱检
测。二十多年前，Apffel 等人[5,6] 报道了
使用 TEAA 流动相的 ESI-MS 灵敏度不够
高。由于 HFIP 不溶于乙腈，他们建议
将 HFIP 作为酸性反离子，并将甲醇作
为有机改性剂。这种方法已成为 ON 的 
LC/MS 分析的参考。灵敏度提高的主要
原因在于添加剂的挥发性不同。HFIP 的
沸点比 TEA 低，在电喷雾过程中，在生
成的液滴中，挥发性较高的 HFIP 优先蒸
发并耗尽。因此，pH 值升高，在这些碱
性条件下，TEA-ON 离子对在离子源中解
离，提高了 ON 的可检测性[6]。乙酸的挥
发性比 TEA 低，因此在 ESI 过程中的去
除效率较低。随后，离子对在离子源中解
离较少，甚至保持稳定。这对 MS 灵敏度
有严重的不利影响。

有趣的是，当与  U V  一起使用时，与 
TEAA 相比，TEA-HFIP 组合可以得到进
一步改善的色谱性能。从图 1 中也可以
清楚地看出这一点，该图将  DNA 分子
量标准品和 RNA 分离度标准品的结果与
先前报道的胺-乙酸盐组合进行了比较。
15 mmol/L TEA 和 400 mmol/L HFIP 
的组合是一个常用的起点，性能优于 
TEAA，与基于 DBAA 和 HAA 的替代流动
相的性能非常相似。TEA-HFIP 流动相的
另一个优势在于，与 TEAA 相比，序列依
赖性更小，因此更容易预测 ON 的保留和
洗脱顺序[7]。

而与乙酸相比，HFIP 的真正优势在于
能极大提高质谱的灵敏度。另一方面，
HFIP 的缺点在于，高质量的 HFIP 试剂
成本较高。要得到出色的质谱结果（即理

想的灵敏度和质谱图质量），甚至建议使
用质量尽可能高的 HFIP，并且这些流动
相要每日现配现用。考虑到要使用大量
的 HFIP（配制 400 mmol/L 溶液需要约 
7 g/100 mL），定期执行这些分析的实验
室的消耗品成本明显增加。因此，探索含
有低浓度 HFIP 的流动相组合是方法开发
的一个重要部分，不仅可以优化分离，还
可以降低每次分析的成本。

使用 UV 和 MS 进行了实验设置，用于评
估胺和 HFIP 的不同组合。LC/UV 筛选实
验中使用的流动相和梯度汇总于表 1。与
之前的实验相反，甲醇梯度斜率在所有分
析中保持一致。未尝试匹配 15 mmol/L 
TEA/400 mmol/L HFIP 参比条件的保留
窗口。 

表 1. 测试的胺-HFIP 组合与梯度 

胺类 (15 mmol/L) HFIP 浓度

三乙胺 (TEA)

25 mmol/L 100 mmol/L

400 mmol/L（= 参比）

丁胺 (BA)

未评估二丁胺 (DBA)*

己胺 (HA)

pH 缓冲液 9.45–9.55 8.60–8.70 7.85

所使用梯度**

DNA 分子量标准品和样品 (3% B/min) 梯度 B 由 10% 升至 55% 
15 min 内

B 由 10% 升至 70% 
20 min 内

B 由 10% 升至 55% 
15 min 内

NA 分离度标准品 (2% B/min) 梯度 B 由 5% 升至 35% 
15 min 内

B 由 5% 升至 45%
 20 min 内

B 由 5% 升至 35% 
15 min 内

* 胺类（尤其是 DBA）容易污染 LC 和 MS 离子源。可能需要更充分的清洁步骤将它们从系统中除去

** 在每个梯度结束时，执行清洗步骤（90% B，2 分钟）和再平衡步骤（初始 %B，5 分钟）
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缓冲液组成对 IPLC 保留的影响非常大。
图 2 显示了使用测试的筛选组合获得的 
DNA 分子量标准品的 LC/UV 分析结果。
ON 的保留值总体上随  HFIP 浓度的降
低而减小，随烷基胺链长度的增加而增
大。RNA 分离度标准品和治疗性 ON 也
得到类似的结果。从胺-乙酸盐流动相筛
选中可以得出结论，研究胺-HFIP 流动相
缓冲液组成能够有效地优化给定 ON 应
用的条件。

基于这些筛选结果，使用 LC/UV/MS 对
所选的流动相进行了评估。在默认条件
（15 mmol/L TEA 和 400 mmol/L HFIP）
和替代流动相下获得的 LC/MS 色谱图如
图 3–6 所示。在给定的流动相组合下，
所有分析样品的梯度起始条件和斜率保持
不变。由于替代流动相提供了更强的保留
性能，下一步则需要优化梯度，为给定样
品提高分离度、缩短分析时间并提高灵敏
度。本文不涉及这部分内容。

总体而言，与使用替代流动相相比，参
考条件（15 mmol/L TEA/400 mmol/L 
HFIP）下的色谱分析并没有获得更出色
的结果。使用替代流动相获得的保留性
能整体上更出色（HFIP 浓度更低），这
有利于提高分离度。对于  DNA 分子量
标准品（图  3）和  RNA 分离度标准品 
（图 4），使用相同的梯度斜率作为参比和
替代条件时获得的分离度基本不受影响。
图 3 的原始质谱图表明，与三乙胺参比

图 2. 在 260 nm 处使用 IPLC 的各种流动相添加剂对 DNA 分子量标准品进行 LC/UV 分析。流动相梯度：见表 1；其他方法参数：参见实验部分
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条件相比，使用替代己胺流动相时，DNA 
分子量标准品的电荷范围向电荷较高的物
质转移，并且加合物更少。在 RNA 分离
度标准品分析中没有观察到电荷态的转

移，此处使用流动相中包含二丁胺的替代
条件同样获得了加合物更少的更清晰的谱
图。在图 3 和图 4 底部的解卷积谱图中
可以清楚地看出加合物形成的减少。

治疗性 ON 样品 A 显示出一个主峰，此外
有许多杂质峰在此主峰之前洗脱（图 5）。
这些峰可能由短链物质形成。使用替代条
件时，主峰与主峰尾部洗脱的杂质（非长
链物质）之间的分离度增强。这意味着在
仅需约 1/8 HFIP 的情况下提高了分离度。

图 3. 使用 15 mmol/L TEA/400 mmol/L HFIP 参比条件（左）和 15 mmol/L HA/25 mmol/L HFIP 流动相（右）分析 DNA 分子量标准品得到的 LC/MS 结果。上：BPC；
中：原始质谱图 35 mer；下：解卷积质谱图 35 mer。流动相梯度：如图中所示；其他方法参数：参见实验部分
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图 4. 使用 15 mmol/L TEA/400 mmol/L HFIP 参比条件（左）和 15 mmol/L DBA/25 mmol/L HFIP 流动相（右）分析 RNA 分离度标准品得到的 LC/MS 结果。上：BPC；
中：原始质谱图 21 mer；下：解卷积质谱图 21 mer。流动相梯度：如图中所示；其他方法参数：参见实验部分
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图 5. 使用 15 mmol/L TEA/400 mmol/L HFIP 参比条件（左）和 15 mmol/L HA/25 mmol/L HFIP 流动相（右）分析样品 A 得到的 LC/MS 结果。上：BPC；下：EIC 
主峰和短链物质。流动相梯度：如图中所示；其他方法参数：参见实验部分
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治疗性 ON 样品 B 的 LC/MS 数据如图 6 
所示，该样品是两种双链  siRNA 治疗
药物（13.5–15.0 kDa，0.5 µmol/L）的
混合物，由具有药理活性的 21 mer 和 
22 mer 反义链 (as) 和经修饰的 21 mer 
和 22 mer 正义链 (ss) 组成。注意，在 
65 °C 的操作条件下，双链融化，生成
单链 (as)RNA 和 (ss)RNA。与默认条件 
（15 mmol/L TEA 和 400 mmol/L HFIP）
相比，使用替代流动相（15 mmol/L HA 
和 25 mmol/L HFIP）时保留性能增强，
21 mer 和 22 mer (ss)RNA 之间的分离
度显著提高。值得注意的是，21 mer 和 

22 mer (ss)RNA 与配体进行差异修饰以
实现细胞摄取。这些色谱观察结果再次
表明，对于任何给定的 ON 样品类型，可
以并且应该根据其性质、复杂性和分析目
标优化流动相和梯度条件。正如前面在 
DNA 分子量标准品分析中所观察到的，
原始质谱图显示，在使用替代条件时，电
荷范围向电荷较高的物质转移，并且加合
物更少。 

质谱结果表明，除了具有减少 HFIP 消耗
的优势外，替代流动相总体上还提供了更
高质量的质谱结果。特别是与 TEA-HFIP 
参考条件相比，加合物的形成明显减少。

在 ON 的 IPLC/MS 分析中，加合物的形
成是一个众所周知的现象，因为 ON 骨架
中的磷酸二酯对流路中的盐具有亲和力。
加合物（主要为钠和钾）的量受多种因素
影响。流动相（尤其是 HFIP）的质量对
是否存在加合物具有重大影响。因此，建
议流动相现配现用，并且使用质量尽可
能高的 HFIP。本研究使用的 HFIP 纯度 
≥99%。可以使用更高的纯度，但成本也
会相应增加（约 5 倍）。流动相瓶、液相
色谱系统和毛细管均应保持洁净。可能需
要对液相色谱系统进行预处理或清洁，以
提高质谱图的质量并减少加合物。 

图 6. 使用 15 mmol/L TEA/400 mmol/L HFIP 参比条件（左）和 15 mmol/L HA/25 mmol/L HFIP 流动相（右）分析样品 B 得到的 LC/MS 结果。上：BPC；中：原始
质谱图 (as)RNA 21 mer 和 22 mer；下：解卷积质谱图 (as)RNA 21 mer 和 22 mer。流动相梯度：如图中所示；其他方法参数：参见实验部分
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结论
结果表明，在各种 ON 的分析中，流动相
的选择对色谱和质谱行为都具有重要作
用。常规的流动相组成已证明其在一般 
ON 分析中的价值，但实验表明可针对给
定样品优化流动相组成。基于乙酸的流动
相通常用于 LC/UV，主要由三乙胺和乙
酸组成。本应用简报的数据表明，使用
己胺和二丁胺等替代胺类通常是提高色
谱分析质量的更好选择。对于 LC/MS 研
究，基于 HFIP 的流动相是提高灵敏度的
理想之选。同样，胺类的选择和 HFIP 的
浓度对结果的影响非常大。HFIP 价格昂
贵，因此降低流动相中 HFIP 的浓度的另
一个好处就在于，可以降低 ON 的常规
分析成本。
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