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前言
2020 年 SARS-CoV-2 疫情带来的紧迫形势促使政策制定者和制药公司以前所未有的
速度开发和部署 mRNA 疫苗。mRNA 疫苗在临床试验[1–4] 中表现出令人惊叹的安全
性和有效性，远优于采用其他技术研发的疫苗。由于 mRNA 疫苗被认为是基因治疗
产品[5]，因此 FDA 指南要求对产品相关杂质进行广泛的表征。其中可能包括序列中
存在微小错误的 mRNA 分子群，称为序列变异体。此外，mRNA 疫苗要求 3' 端具有
长重复 A 核苷酸序列 (poly-A)，以获得最佳的稳定性和生物活性[6]。因此，poly-A 序
列的长度和组成都是关键质量属性。 

使用高分辨 LC/MS 分析 mRNA Poly-A 
序列变异体
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本研究使用 Agilent AdvanceBio 6545XT 
LC/Q-TOF 分析由大肠杆菌 Poly-A 聚合酶 
(PAP) 形成的 poly-A 加尾序列，PAP 是体
外转录系统的常见组成部分。研究结果表
明，PAP 对 ATP 并不具有完全的选择性，
在标准体外转录条件下，PAP 可以作用于 
CTP 和 UTP 前体，结合大量不需要的 C 
和 U 核苷酸。由于可以将这些序列变异体
视为产品相关杂质，因此结果提醒不要使
用 PAP，并展现了 LC/MS 作为灵敏、高
效的过程优化和核酸疗法质量控制方法的
价值。

本研究中使用的缩写： 

 – ATP ― 三磷酸腺苷

 – CTP ― 三磷酸胞苷

 – UTP ― 三磷酸尿苷

 – GTP ― 三磷酸鸟苷

 – A、C、U 和 G 核苷酸 ― 一磷酸腺苷、
一磷酸胞苷、一磷酸尿苷和一磷酸鸟苷

 – Poly-A ― 多聚腺苷酸

 – PAP ― 大肠杆菌 Poly-A 聚合酶

 – RNA-seq ― RNA 测序

实验部分

mRNA 的体外转录
编码 3822 nt 基因，两侧为上游 T7 启动
子和下游 BGH 终止子序列的 pCMV3 质
粒购自 Sino Biological。使用 T7 和 BGH 
终止子引物（Agilent Herculase II Fusion 
DNA 聚合酶，部件号 600677）对 DNA 
序列进行 35 个循环的 PCR 扩增。净化
（Agilent StrataPrep PCR 纯化试剂盒，
部件号 400771）后，采用 DNA 7500 试
剂盒于 Agilent 2100 生物分析仪（部件
号 5067-1506）上对扩增的 dsDNA 进行
分析，测量其浓度并评估扩增均一度。
然后使用 HiScribe T7 ARCA mRNA 试
剂盒（New England Biolabs，部件号 
E2060S）在体外转录扩增的 dsDNA（约 
13 nmol/L），并按照制造商推荐的方案
使用随附的 PAP 酶对其进行加尾，然后
用 LiCl 进行沉淀。采用 RNA 6000 Nano 
试剂盒于  2100  生物分析仪（部件号 
5064-1511）上分析 PAP 加尾前后的转录 
mRNA 等分试样，监测其反应。

在  PAP 选择性研究中，使用  PAP 酶
于 37 °C 下扩展具有 5' 和 3'-OH 的合
成 10 mer poly-A 序列 (Integrated DNA 
Technologies) 30 分钟，每次反应仅使用
一种前体核苷三磷酸（1 mmol/L 的 ATP、
CTP、UTP 或 GTP），如图 1A 所示。

样品前处理
在 37 °C 下，使用 1000 U RNase T1 将约 
20 pmol poly-A 加尾 mRNA 酶解 3 小时，
以释放 poly-A 序列。使用 200 µL oligo-dT  
磁珠对每个样品进行五轮纯化，得到 
poly-A 序列[7]。在 50 µL 1x IDTE 缓冲液 
（Integrated DNA Technologies，部 
件号 11-05-01-05）中洗脱每个 pull-down  
序列，并将其合并为最终体积为 250 µL 
的溶液。在进行 LC/MS 分析之前，使用
具有 10 kDa MWCO 的 Vivaspin 500 柱
（Sartorius，部件号 VS0102）将合并的
洗脱液脱盐到 60 µL 的去离子水中。

图 1. 本应用简报中进行的加尾反应示意图。(A) 对 RNA 引物进行的反应，每次反应仅使用一种前体。(B) 在
标准条件下（所有前体）对体外转录的 mRNA 进行的反应
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Poly-A 序列的 LC-DAD/MS 分析
仪器包括：

 – 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）。首次
使用前，用 50% MeOH + 0.1% 甲酸将液
相色谱系统和色谱柱冲洗过夜，进一步减
少碱金属加合物。如果需要，在两次实
验之间用 50% MeOH + 0.1% 甲酸冲洗 30 
分钟即可确保系统清洁[8]。

在 PLRP-S 色谱柱（2.1 × 50 mm, 5 µm, 
1000 Å，部件号 PL1912-1502）上分离 
poly-A 序列。为了获得更高的色谱分离度，
在 PAP 选择性实验中使用 Infinity Poroshell 
120 HPH- C18 色谱柱（2.1 × 50 mm,  
1.9µm, 120 Å，部件号 699675-702）。流
动相和液相色谱梯度如表 1 所示。在负
离子模式下运行质谱仪（设置如表 2 所
示），在 BioConfirm 10.0（解卷积设置如
表 3 所示）中进行数据分析。

Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统

色谱柱 InfinityLab Poroshell 120 HPH-C18, 1.9 µm,  
2.1 × 50 mm,120 Å Agilent PLRP-S, 5 µm, 2.1 × 50 mm, 1000 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
0–2 min，15% B 
12 min，30% B 
12.1–13 min，90% B

0–1 min，15% B 
10.5 min，45% B 
10.6–11.5 min，90% B

柱温 50 °C 80 °C

流速 0.4 mL/min

进样量 10–20 µL 

表 1. 流动相和液相色谱梯度

表 2. 质谱仪设置

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

 LC/MS LC/MS/MS

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

气体温度 350 °C

气体流速 12 L/min

雾化器 55 psig

鞘气温度 275 °C

鞘气流速 10 L/min

毛细管电压 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 5 Hz

MS2 范围

N/A

50–3200 m/z

MS2 扫描速率 3 Hz

MS2 分离峰宽 中等（约 4 amu）

碰撞能量 0、40 和 60 V

MS2 阈值 开启；重复 3 次，然后排除 0.2 min

基于母离子丰度的扫描速率 是

目标物（响应值/质谱图） 25000

使用 MS2 累积时间限 是

纯度 严格性 100%，截留率 30%

母离子排序 仅按丰度；+3、+2、+1

参比质量 1033.9881

表 3. 解卷积设置

Agilent MassHunter BioConfirm B10.0 设置

寡核苷酸长度 ≤ 30 nt ≥ 90 nt

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 3000–10000 Da 30000–60000 Da

质谱精度 0.05 Da 0.05 Da

使用有限的 m/z 范围 1040–3200 800–2500



4

结果与讨论
第一个测试分析了在 1 mmol/L ATP 的
条件下，PAP 在由 10 个重复的 A 核苷
酸  (A10) 组成的合成  RNA 引物上扩展
的 poly-A 序列。如图 2 所示，这导致了 
poly-A 序列的双峰分布，其中一个峰群由

洗脱时间为 2.5–6 分钟的较短寡核苷酸组
成，而另一个峰群由约 10.6 分钟处以宽
峰洗脱的较长核苷酸组成。质谱分析结
果表明，较短的寡核苷酸群长度范围从 
11 到 22 nt（图 3D），而较长的核苷酸群
长度范围从 108 到 149 nt（35492.89 到 
48990.17 Da，图 4C）。

图 3 显示了从较短的寡核苷酸群中选择
的三个峰的提取质谱图和解卷积质谱图。
质谱图主要由质子丢失产生的双电荷和
三电荷离子以及少量的钠加合物组成。
根据各单一同位素峰，对同位素解析的
解卷积质谱图分配了 A20、A21 和 A22 标识
（图 3B–3D），误差小于 5 ppm。 

图 2. 在仅存在 ATP 的情况下，用 PAP 延伸的 RNA 引物在 260 nm 处的 UV 吸光度（A：参比波长 = 360 nm）和总离子流色谱图 (B)。在 PLRP-S 色谱柱上的分离 
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图 3. PAP 形成的 A11–A22 寡核苷酸。(A) 显示三个选定峰的总离子流色谱图，提取质谱图如 (B–D) 所示。A20（Mobs = 6519.12 Da，Mtheo = 6519.09 Da）、A21（Mobs = 
6848.16 Da，Mtheo = 6848.15 Da）和 A22（Mobs = 7177.22 Da，Mtheo = 7177.20 Da）的解卷积质谱图以内插谱图的形式显示。Mobs：实测单一同位素质量数；Mtheo：
理论单一同位素质量数
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取一部分较长的寡核苷酸进行解卷积
（图 4A）。10–10.3 分钟范围内的提取质
谱图中的电荷分布包迹主要落在  800–
2500 m/z 之间（图 4B），然后将其解卷积
至 30–60 kDa 的目标质量数范围。解卷积
质谱图（图 4C）清楚显示了 34–50 kDa 
范围内的样品峰的异质群体，它们的平
均间隔为 329.2 ± 1 Da（图 4D）。这些质
量数增量与 A 核苷酸的单次添加一致，

使理论平均质量数增加了 329.209 Da。 
如表 4 所示，图 4D 中的质量峰被可靠标
注为 A121–A138，理论和实测质量数相差  
≤ 1.16 Da。

为了评估 PAP 对 ATP 的选择性，进行
了重复实验，其中，仅在存在 1 mmol/L 
CTP、UTP 或 GTP 的情况下将 PAP 添加
到 RNA 引物中。虽然未观察到长聚合物
链的延伸，但色谱分离向 RNA 引物中添

加最多两个 C 核苷酸单体（图 5A）或一
个 U 核苷酸（图 5B），表明 PAP 对 ATP 
并不具有完全的选择性。本实验未观察到
一磷酸鸟苷的添加（图 5C），但不能排除
在更长的反应时间或更高的 GTP 浓度下
大量添加的可能性。总体而言，PAP 在 
ATP 中显示出最高的活性，然后依次是 
CTP、UTP 和 GTP。
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图 4. PAP 形成的 A108–A149 寡核苷酸。(A) 总离子流色谱图，显示 10–10.3 分钟的解卷积采样区域。(B) 电荷分布包迹和 (C) 采样区域的解卷积质谱图。虚线箭头（左= 
35492.89 Da，右= 48990.17 Da）表示可以可靠分配 A108–A149 标识的质量峰范围。(D) 解卷积质谱图的放大图，显示峰之间的规律性间隔为 39773.03–44710.28 Da 

表 4. 图 4D 中标注的质量峰

寡核苷酸 实测质量数 (Da) 理论质量数 (Da) 质量数差异 (Da)

A121 39773.03 39772.08 0.95

A122 40101.53 40101.28 0.25

A123 40431.09 40430.49 0.6

A124 40759.75 40759.70 0.05

A125 41089.46 41088.90 0.56

A126 41418.82 41418.11 0.71

A127 41748.39 41747.32 1.07

A128 42077.06 42076.52 0.54

A129 42406.35 42405.73 0.62

A130 42735.87 42734.94 0.93

A131 43065.04 43064.15 0.89

A132 43393.78 43393.35 0.43

A133 43723.09 43722.56 0.53

A134 44052.93 44051.77 1.16

A135 44381.54 44380.97 0.57

A136 44710.28 44710.18 0.1
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图 5. 紫外吸收（吸收波长 = 260 nm，参比波长 = 360 nm）色谱图，显示了 PAP 对 (A) GTP、(B) UTP 和 (C) CTP 的不同活性。未检测到一磷酸鸟苷
的添加。(D) 图 (C) 中所示的 A10、A10C 和 A10CC 的相对定量结果。在 Agilent Poroshell 120 HPH-C18 色谱柱上的分离 
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未修饰的 RNA 引物及其以 C 或 U 核苷
酸延伸的序列的解卷积质谱图如图 6 所
示。根据各单一同位素峰，对同位素解
析的解卷积质谱图分配了  A10、A10C、
A10CC 和 A10U 标识，误差小于 13 ppm。
MS/MS 实验表明，在 RNA 引物的 3' 端

添加了 C 和 U 核苷酸（图 7），从而形
成了特征双电荷 y 离子 1601.271 m/z 
和 1601.758 m/z。相比之下，未修饰的 
RNA 引物以 3' A 核苷酸终止，在碎裂时
产生双电荷 y 离子 1448.749 m/z。 

然后，在配备 RNA 6000 Nano 试剂盒的生
物分析仪上通过 LC/MS 分析体外转录的
全长 mRNA。在加尾之前，转录的 mRNA 
显示预期长度约为 3800 nt，与 PAP 反应
后长度增加到约 4200 nt（图 8A），表明
成功完成 poly-A 加尾。 

图 6. (A) 未修饰的 A10 RNA 引物（Mobs = 3228.61 Da，Mtheo = 3228.57 Da），(B) 延伸一个 C 核苷酸（Mobs = 3533.65 Da，Mtheo = 3533.61 Da），(C) 延伸两个 C 核苷
酸（Mobs = 3838.67 Da，Mtheo = 3838.65 Da），(D) 延伸两个 U 核苷酸（Mobs = 3534.62 Da，Mtheo = 3534.59 Da）的提取质谱图和解卷积质谱图。Mobs：实测单一同位
素质量数；Mtheo：理论单一同位素质量数
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图 7. 所选寡核苷酸的 MS/MS 图，显示其不同 3' 端的诊断离子特征
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用 RNase T1 酶解全长 mRNA 样品，然
后用 oligo-dT 磁珠反复 pull-down 生成纯
化的加尾序列。与 PAP 延伸的 RNA 引物
一样，来自体外转录 mRNA 的加尾序列
由洗脱时间为 3.7–7.5 分钟的较短寡核苷
酸群以及在约 10.6 分钟处洗脱的较长核
苷酸群组成（图 8B）。较短寡核苷酸群

中所选峰的提取质谱图和解卷积质谱图
显示 poly-A 序列的长度为 16–27 nt，每
个序列都包含一个错误结合的 U 核苷酸
（图 9）。虽然在此数据集中未观察到这
一现象，但在其他实验中也观察到错误结
合的 C 核苷酸。

正如 M. Beverly 等[7] 所指出的那样，与基
因模板化 poly-A 序列相比，PAP 形成的
加尾序列在长度方面的异质性更高。结果
表明，当在四种前体核苷三磷酸均存在的
标准条件下发生加尾反应时，错误结合不
同数量的 C 和 U 核苷酸会加剧这种异质
性，使得较长加尾序列质谱图的解卷积非
常具有挑战性。 
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结论
本研究表明：(1) 对长 (121–136 nt) 异质 
poly-A 序列的完整质谱图进行解卷积可以
准确测量其完整质量数，(2) 在标准体外
转录条件下，PAP 对 ATP 并不具有完全
的选择性，导致 C 和 U 核苷酸被添加到 
poly-A 加尾序列。 

尽管这些序列变异体对于体外研究而言可
能无关紧要，但从法规角度而言，它们具
有非常重要的意义。值得注意的是，其他
体外转录酶（例如 T7 聚合酶）也可能通
过滑脱或转录阻滞等机制产生序列变异体
[9]，从而突出了对检测这些杂质的高灵敏
度和选择性方法的需求。

为了获得这样的灵敏度和选择性，先前的
一项研究使用放射性标记核苷酸证明了 
PAP 的脱靶活性[10]。这种技术可能造成危
害，不适用于生产环境。LC/MS 无需使
用此类试剂即可实现对单核苷酸的选择
性。此外，LC/MS 可以检测和定量序列
变异体，无需进行 RNA 测序特有的冗长
的逆转录、连接和扩增步骤，而这些步骤
会引入偏差和干扰。
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图 9. 包含错误结合的 U 核苷酸的 A16–A27 寡核苷酸。(A) 显示三个选定峰的总离子流色谱图，提取质谱图如 (B–D) 所示。A18 + U（Mobs = 6167.04 Da，Mtheo = 6167.01 
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