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前言 
 

液相色谱 (LC) 和质谱 (MS) 在合成寡核苷酸 (oligo) 的表征中起着至关重要的作用，并且随着寡核苷酸生产和使用的加
速，对高通量分析方法的需求在过去几年中也不断增加。传统的寡核苷酸 LCMS 分析需要进行分离，使运行时间长达数
分钟。但是，并非所有应用都需要色谱分离，在进行 MS 测量之前进行脱盐就已足够。本研究介绍并比较了用于寡核苷
酸高通量进样和脱盐的两种方法：快速 LC 和 RapidFire 方法。每种方法均针对 18 mer 的寡核苷酸进行了速度优化，然
后使用长度为 18–100 mer 的多种合成 DNA 和 RNA 进行性能表征。 

 
 
实验 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

对于快速 LC 方法，在 Agilent 1290 Infinity II Multisampler 上配备了双进样针，可通过智能重叠在样品间切换，在使用一
根进样针进行分析的同时可使用另一根进样针吸取样品。在直接连接到 MS 分析雾化器的保护柱上以高流速实现快速梯
度，从而进一步优化运行时间。快速 LC 方法需要高流速使寡核苷酸快速脱盐。因此，将快速 LC 采集速率设置为 10 谱
图/秒，以确保在所有色谱峰上至少存在 15 个点（峰宽约 2 s，而 RapidFire 方法约为 5 s）。在 RapidFire 方法中，系统
对每个样品进行 6 s 脱盐（泵 1，状态 2），然后进行 6 s 洗脱（泵 3，状态 4）。使用 MassHunter BioConfirm B07 分
析所有结果数据。 

 
 

结果与讨论 
 
 

通量与重现性 — RapidFire 
 

RapidFire 方法的通量取决于 5 个状态的总时间（约 13 s，请参见实验部分）加上
微孔板平台运动时间约 1.5 s，每个样品用时略少于 15 s。在 RapidFire MS 分析
中，为了避免与 MS 采集开始/停止相关的延迟，每组样品采集一个数据文件，并
在采集后进行解析。左图通过一组  24 次重复进样的连续文件显示了所有  3 个 
RapidFire 泵的压力。每个泵压力峰值和谷值都稳定于 0.5–10 MPa 之间，与稳定
方法一致。 
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结果与讨论 
 

通量与重现性 — 快速 LC 
快速 LC 方法的通量取决于梯度程序（约 35 s，在下一次样品吸取时间内进行了
优化）和 MS 采集停止/开始的用时（约 5 s），每个样品用时 40 s。左图显示了 
24 次进样的泵压力叠加迹线。这些迹线相互重叠，显示出良好的梯度重现性。 

 
 
脱盐和信号强度 

 
 

根据每个谱图中的最高峰按比例进行调整。相对于目标峰的盐加合物百分比显示为蓝色。 
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RapidFire 
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快速 LC 
（红色） 

14% 13% 13% 14% 12% 
 
 
 
25%  25%  24%  27%  39% 

 
 

Y 轴比例同步。每种寡核苷酸长度的目标峰强度以棕色表示。 
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上方的图显示了使用 RapidFire 方法（黑色）和快速 LC 方法（红色）采集的未纯化的 18、40、60、80 和 100 mer 寡核
苷酸的解卷积谱图。上图为根据每个谱图中的最高峰按比例进行调整后的数据，表明 RapidFire 方法在减少盐加合物上
效率高于快速 LC 方法，其中加合物显示为 +22 (Na) 和 +38 (K) Da 的峰。每个谱图中，加合物相对于目标峰的相对百分
比以蓝色表示。RapidFire 方法极高的脱盐效率得益于 4 μL 柱床体积小柱上进行的 6 s 状态 2（参见实验部分），其可实
现 15 个柱体积的冲洗。下图显示的数据与上图相同，但每个寡核苷酸长度之间的 Y 轴比例同步。对绝对峰高的比较表
明，快速 LC 方法提供的目标质谱信号丰度较低，在每种寡核苷酸长度中均以棕色表示。尽管快速 LC 方法可实现分离
（请参见下文），能够降低离子抑制从而增强信号，但快速 LC 的高流速（1.75 mL/min，RapidFire 为 0.6 mL/min）和
较高的采集速率（10 谱图/秒，RapidFire 为 4 谱图/秒）以及较低的脱盐效率共同导致了较低的信号强度。 

 
 

寡核苷酸保留 — RapidFire 
 
为了评估两种方法的寡核苷酸分离，测定了 19 种不同的 DNA 和 RNA 样品，长度为  
18–100 mer。在 RapidFire 方法中，所有寡核苷酸均以相同的保留时间从小柱上洗脱。
此结果符合预期，因为 RapidFire 方法专为避免分离而设计，其通过阀门实现从低有机条
件至高有机条件的快速切换，并使用树脂体积小 (4 μL) 的小柱，以相反方向洗脱，从而
大大地减少分析物与小柱之间的相互作用。右图显示了所有 19 个样品的叠加总离子流色
谱图 (TIC)。 

 
 
 
 
 

在 RapidFire 方法
中，所有寡核苷酸都
具有相同的保留时间 
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结果与讨论 
 
 

寡核苷酸保留 — 快速 LC 
 

与 RapidFire 方法不同，使用快速 LC 方法时，可观察到不同的保留
时间。图 A 显示了长度为 18–100 mer 的 19 种不同 DNA 和 RNA 样
品的 TIC 叠加图。这些样品的保留时间在 7 s 窗口内变化。图 B 显示
了 20、40、60、80 和 100 mer 混合物单次进样的叠加提取离子色谱
图，以展示色谱质谱联用对此类物质的分离情况。 
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 图 A. 快速 LC 方法的保留
时间差异 

图 B. 寡核苷酸混合物的叠加 EIC 

 

为了评估快速 LC 方法对两种长度接近的寡核苷酸进行分离并产生不
同的解卷积结果的性能，运行了长度相近的 18 mer 和 20 mer 寡核
苷酸的 1:1 混合物。图 C 展示了 TIC，表明寡核苷酸产生的峰可以通
过软件进行分别积分。图 D 为所得的解卷积谱图，展示了两种物质
及其各自的杂质。只需对梯度程序进行少量更改，即可轻松改善分离
效果（未展示）。 
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寡核苷酸的高通量纯度评估可通过从单个色谱峰中对产物进行质量数分辨来实
现。许多低丰度杂质通常会与高丰度目标物一起洗脱，这使具有较宽动态范围的 
MS 测量以及能够对复杂谱图进行解卷积处理的软件至关重要。为了评估从与主
要产物相同的色谱峰中检测出低丰度杂质的性能，使用 RapidFire 方法分析了 
100 mer 向导 RNA。左图表明，尽管色谱中分离度为零，但解卷积结果仍显示出 
100 mer RNA 及大量杂质，其中许多杂质的相对峰面积低至约 0.5%。正如预期，
在使用高分离性或低通量的方法时，该动态范围将更出色（数据未展示）。 
 
 

 
 

结论 
 
 

• RapidFire TOF 和快速 LC TOF 方法均可对合成寡核苷酸生成高质量的可重现数据 

• RapidFire 方法可保持 15 秒/样品的通量（每小时 240 个样品，每天 5760 个样品），而快速 LC 方法的通量为 40 秒/样
品（每小时 90 个样品，每天 2160 个样品） 

• RapidFire 方法的寡核苷酸脱盐效率高于快速 LC 方法，并且随着寡核苷酸长度的增加效率可高出 1 到 2 倍 

• 快速 LC 方法产生的目标信号强度弱于 RapidFire 方法，随着寡核苷酸长度的增加可从 80% 降至 25% 

• 对快速 LC 方法进行少量更改，即可在略微影响通量的情况下进一步提高方法性能 

• 快速 LC 方法可以对寡核苷酸实现一定分离，此特性可以简化对混合物数据的解析，并可以进行调整以平衡应用的通量
和分离需求 

• 尽管两种高通量系统注重速度多于分离度，但均可通过质量数分辨大量低丰度杂质，从而提供出色的寡核苷酸数据 
 
 
 
本文中的信息、说明和指标如有变更，恕不另行通知。 

© 安捷伦科技（中国）有限公司，2020 
2020 年 6 月 1 日，中国出版 

图 C. 快速 LC 分离 18 mer 

和 20 mer 寡核苷酸 

图 D. 解卷积谱图展示了寡核苷

酸分离如何简化数据解析 
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