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生物制药

前言
治疗性合成寡核苷酸的质量控制面临着诸多挑战，包括样品纯度检测、标示量/
含量测定以及杂质定量分析。传统的 HPLC 方法采用 260 nm 紫外检测，其灵敏
度和特异性往往难以满足质量控制 (QC) 检测的要求。采用质谱仪等选择性更高
的检测器是满足 QC 检测需求的一种可行方案。虽然 LC/MS 方法已成为寡核苷
酸表征的主要方法，但许多高分辨精确质量检测器在质控等常规检测环境中可能
缺乏足够的稳健性。此外，质谱操作、数据分析和数据解析通常需要较高的专业
技术门槛。 

相比之下，单四极杆检测器是一种更实用的方法，它具有足够高的选择性和灵敏
度，可实现寡核苷酸的纯度、含量和杂质分析。Agilent InfinityLab LC/MSD XT 
凭借在全扫描模式下的宽质量范围和高灵敏度，完全满足 LC/MS QC 的要求。 

Rentel 等人[1] 的研究表明，LC/MSD XT 经过验证后，可用于寡核苷酸的 QC 批次
放行。然而，当前仍然存在数据分析复杂、步骤多的问题，通常需要提取多组提
取离子色谱图并进行手动积分。在色谱数据系统 (CDS) 中执行这些操作，同时又
要确保合规，整个流程可能会非常耗时。由分析人员手动录入数据还存在较高的
出错风险，进而延误决策。 
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本技术概述将介绍用于 Agilent OpenLab CDS 的寡核苷酸分析
加速器（Oligo Analysis Accelerator，OAA）。该软件插件作为 
OpenLab CDS 的前端数据分析模块，利用内置技术控制功能
来确保满足数据可靠性和合规性要求。通过在专用的用户界面
中进行谱图叠加、积分和计算，大大简化了数据分析流程。这
不仅可以节省完成任务所需的时间，还可以提高数据质量。

离子对反相液相色谱质谱法  (IP-RPLC)  
在寡核苷酸分析中的应用情况
虽然 IP-RPLC 在寡核苷酸分析中的应用已非常成熟，但它也存
在一些不足之处。寡核苷酸是带负电荷的短链低聚物，在进入
质谱检测器前的电喷雾解吸过程中会产生多重电荷分布包迹。
当存在共洗脱杂质时，目标全长产物与其他离子之间会产生谱
图重叠，如果不使用高分辨质谱检测器和高度优化的液相色谱
方法，数据分析就会变得异常复杂。即使具有足够高的色谱分
离度和质谱分辨率，母体寡核苷酸与杂质之间极高的化学相似
性仍会给分析带来巨大挑战，尤其是在常规检测环境中，方法
还必须兼顾稳健性以及准确性、重现性和特异性。 

Rentel 等人开发的 LC/MS 方法成功避免了上述诸多问题。首
先，通过统一的流动相/直接进样溶剂条件（即乙酸三丁胺的
水和乙腈溶液），结合相对温和的电离条件，使电荷分布包迹

图 1. A) 通过早洗脱杂质和晚洗脱杂质确定主峰积分范围，计算 UV 纯度。B) 利用主峰的全扫描质谱图对任何高于阈值（FLP m/z 之前为 0.2%，FLP m/z 之后为 
0.3%）的杂质进行分类。C) 然后对每种杂质的 EICs 进行积分，测定标准品或样品的 MS 纯度

主要为四电荷态。由于仅观测单一电荷态，因此可以对化学性
质相似的共洗脱杂质进行测定和定量。研究证明，这种方法具
有良好的重现性，可实现 0.2% 的杂质阈值。 

虽然流动相中的乙酸三丁胺 (TBAA) 能够大大减少其他电荷
态，但它对产物杂质的色谱分离效果较差。此外，TBAA 还是
一种强离子对试剂，需要高浓度的乙腈进行洗脱。由此产生的
高有机物含量电喷雾电离液滴可确保足够高的检测灵敏度。任
何与目标物共洗脱的杂质，只要超过预设阈值即可被检出。通
过提取这些超阈值的 m/z 值（已知或未知杂质）生成提取离
子色谱图 (EICs)，然后进行积分定量。  

图 1 简要介绍了分析工作流程。每一次样品或标准品进样
后，先对 UV 信号进行积分，根据峰面积确定 UV 纯度百分
比。然后提取 UV 主峰对应的质谱图，筛选超出预设阈值的 
m/z 值。通过对 EICs 进行积分，完成定量分析。 

该分析工作流程相较于其他 QC 方法具有若干独特之处。例
如，基于 UV 和 MS 检测的四点校准曲线。UV 峰面积采用简
单的线性相关性进行定量，这是测定原料药和成品药含量或浓
度的常用方法。然而，在 MS 校准中，需要将全长产物 (FLP) 
和单氧化的 FLP（FLP，P=O）的峰面积相加进行计算。这是
因为这两种离子的洗脱曲线几乎相同，相较于与其他部分分离
的杂质，它们具有相似的电离效率。由于硫代磷酸酯是治疗性
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图 2. 由于需要采用软电离，因此需要两种不同的 MS 采集方法来确定高于阈值的离子是杂质还是加合物。如果离子在严苛电离条件下仍超过阈值，则将其视为杂
质。否则，将该离子视为加合物，不用于定量分析
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寡核苷酸中普遍存在的一种修饰，因此单氧化产物是一种常见
的杂质，需要进行准确定量。但需要注意的是，采用 FLP 和 
FLP (P=O) 的峰面积之和会导致非线性响应，对于高浓度标样
尤为明显。因此，需要使用二次或二阶多项式曲线进行拟合。 

此外，每个待测样品都必须在两种不同的 MS 离子源条件下进
行分析。由于四电荷态分析需采用软电离条件，可能导致形成 
FLP 加合物，当样品中存在近同量异位杂质时，这一问题尤为
突出。因此，还需要运行“严苛”电离条件来确认是否存在加
合物。也就是说，对于近同量异位杂质，如果严苛条件下的离
子响应值仍高于阈值，则判定该离子为杂质，并提取 EICs 进
行定量分析。 

表 1 为进样序列表示例，其中包含使用“工作标准溶液”(WSS) 
的四点校准溶液以及针对每个样品的“标准/严苛”检测要求。
表 2 则为针对采集方法的 LC 和 MS 参数设置建议。

此方法的最后一个注意事项是，由于采用独特的流动相体系，
双链寡核苷酸（如变性条件下的 siRNA）无法实现有效分离，
因为正义链和反义链会共洗脱。此外，由于 Agilent InfinityLab 
LC/MSD XT 的扩展质量数范围上限为 m/z 3000，因此–4 电
荷态的分析模式将限制该方法仅适用于不超过 40 mer 的寡核
苷酸分子。



HPLC Agilent 1260 Infinity II LC/Agilent 1290 Infinity II LC

色谱柱 Agilent AdvanceBio 寡核苷酸色谱柱，2.1 × 150 mm

流动相
A：10% ACN、5 mM 乙酸三丁胺、1 µM EDTA

B：80% ACN、5 mM 乙酸三丁胺、1 µM EDTA

流速 0.25 mL/min

柱温 50 °C

UV 二极管阵列检测器，260 nm

梯度 22 分钟内，B 从 45% 升至 80%

MSD G6135C

离子源 ESI

干燥气流量
12.0 L/min（标准条件）

13.0 L/min（严苛条件）

气体温度
260 °C（标准条件）

350 °C（严苛条件）

雾化器压力 25 psig

毛细管电压 4000 V

模式 负离子

扫描
FLP，m/z–150 至 + 150  

例如，对于 m/z 1728.1，1578.1–1878.1，轮廓图 (Profile) 模式

扫描时间
1149 ms（标准条件）

975 ms（严苛条件） 

碎裂电压 100 V

增益因子 2

样品名称 样品类型 标签 进样量 (µL) 采集方法

空白 空白 25 标准

空白 空白 25 标准

空白 空白 25 标准

WSS，10 µL 校准标样 10 标准

WSS，20 µL 校准标样 20 标准

WSS，25 µL 校准标样 QC 25 标准

WSS，30 µL 校准标样 30 标准

WSS QC QC 25 标准

样品（标准） 样品 S1 25 标准

空白 空白 25 严苛

样品（严苛） 样品 H1 25 严苛

空白 空白 25 标准

WSS QC QC 25 标准

表 1. Agilent OpenLab CDS 中安捷伦寡核苷酸分析加速器采集方法的进样列表。至少需要一个空白，但通常会运行三个空白
以确保系统活化和平衡到位。使用三个 QC 标样，其中一个为校准曲线的第三个点。样品采集需要使用两种方法（标准和严
苛），建议在“严苛”条件下进行一次空白进样。OpenLab CDS 采集过程中会使用标签  
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表 2. LC 和 MS 推荐参数。乙酸三丁胺 (TBAA) 可确保电荷态更加单一，大多数单链寡核苷酸将形成–4 电
荷态。对于大多数寡核苷酸，扫描范围设置为目标 FLP m/z ± 150。标准和严苛 MS 条件在干燥气流
量和气体温度方面都有所不同，严苛条件下的干燥气流量和气体温度更高，以尽可能减少加合物的形
成。但这会导致源内碎裂（主要为脱嘌呤），因此仍然需要使用标准条件，尤其是在定量分析时
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图 3. 用于 OpenLab CDS 的安捷伦寡核苷酸分析加速器的客户端-服务器拓扑结构。使用连接安捷伦仪器控制器 (AIC) 的分布式 Agilent InfinityLab LC/MSD XT 采集数
据。然后将数据存储在 Agilent OpenLab 服务器上。之后，OAA 客户端可通过 DA API 访问数据，并允许更改处理方法。对处理方法的任何更改都会保存在 OpenLab 
内相应的日志文件和审计追踪中

寡核苷酸分析加速器软件和架构
除了需要独特的流动相和使用两种不同的 MS 离子源条件外，
寡核苷酸分析的 LC/MS 采集工作流程相对来说比较简单。然
而，在标准色谱数据系统中执行该分析工作流程可能非常耗
时，因为过程中需要多次手动进行信号叠加并且需要手动抄
录数据。虽然现有软件模块能够执行该工作流程，但可能无
法满足 21 CFR Part 11 和其他法规规定的数据可靠性和合规
性要求。 

为此，安捷伦开发了 OAA，其采用 Web 客户端 (Angular)，通
过“RESTful APIs”与 OpenLab CDS 通信。这使得 OAA 可以
作为 OpenLab 内合规环境的前端，确保实现用户访问控制、
变更控制/版本控制，以及通过审计追踪和日志文件实现可追
溯性。 

图 3 展示了 Web 客户端在 OpenLab CDS 客户端-服务器拓扑
结构中的应用方式。简而言之，LC/MSD XT 采集数据后，经
优化的处理方法确保将积分设置、谱图提取设置和元数据准确
填入相应字段。采集结果集的原始版本将安全存储于服务器指
定位置。

寡核苷酸分析加速器的分析工作流程

本节重点介绍 OAA 应用程序中的一些关键软件功能，指导用
户顺利完成纯度、含量和杂质分析工作流程。该工作流程包括
以下步骤：

1.  项目设置、处理方法、数据采集
2.  数据选择
3.  系统适用性
4.  离子分类
5.  积分
6.  总结

图 4 显示了各工作流程对应的数据系统。值得注意的是，一
旦开始数据选择步骤，系统将立即保存 OAA 结果集的新版
本，以确保数据可靠性。



Agilent OpenLab 控制面板和采集

Agilent OpenLab 寡核苷酸分析加速器

Agilent OpenLab 数据分析

准备项目

项目设置

生成报告 批准并签名

数据选择 系统适用性 离子分类 积分 总结

采集方法 处理方法
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项目设置、采集和处理方法
在将结果集导入 OAA 进行数据处理之前，用户必须完成项目
配置。这包括项目文件夹设置、优化处理方法以及数据采集。
这三个步骤均在 OpenLab 控制面板和 CDS 中执行。 

在 Agilent OpenLab 控制面板中应为每种分子配置单独的项目
文件夹。“样品自定义参数”用于输入报告原料药和药物含量
测定结果所需的相关元数据，包括样品前处理信息、卡尔费
休水分测定数据、样品批号等。此外，通过配置处理方法能
够大大减少网络应用程序中的手动积分和数据输入工作量。
该配置过程包括根据预期色谱性能对 UV 信号和 EICs 进行峰
积分优化。

完成项目文件夹和处理方法的配置后，分析人员即可开始设置
数据采集。将样品和参比标样信息输入序列表中，并可为每个
样品分配处理方法。其中尤为关键的是需要针对样品的标准和
严苛电离条件建立两套不同的采集方法，这些离子源参数设置
对于准确测定加合物和杂质至关重要。

数据选择
数据选择是 OAA 在网络应用程序中执行的第一个步骤。用户
需要使用 OpenLab 登录凭据登录网络门户，因为这一步用户
可以设置的参数取决于该用户在控制面板中分配的用户角色
与权限。随后可以设置项目级参数，包括导入离子列表，它
是一个包含所有已知离子或 m/z 值的 .CSV 文件。此外，还
需输入系统适用性要求和样品参数，以及原料药和成品药的
相关参数。 

完成项目级参数设置后，用户将进入初始设置阶段。如有需
要，用户可以在结果集层级进行相关参数调整。或者，可以在
系统适用性测试之前对结果集的元数据和输入内容进行复核。

系统适用性

系统适用性测试 (SST) 涉及几种不同的计算，必须对 UV 和 MS 
信号执行这些计算。使用 Microsoft Excel 工作表或 OpenLab 
CDS 中的自定义报告来执行 SST 可能非常耗时。因此，OAA 网
络应用程序将使用结果集中已处理的数据自动进行 SST 计算。 

但用户可能需要在网络应用程序中执行一个关键步骤，即对 
UV 主峰积分。这一步将确定工作标准溶液的 UV 纯度，并用
于生成 UV 校准曲线。

图 4. 使用用于 OpenLab CDS 的安捷伦寡核苷酸分析加速器对寡核苷酸进行纯度、含量和杂质分析的完整分析工作流程。项目配置和数据采集分别在 Agilent OpenLab 
控制面板和采集软件中进行。数据分析在安捷伦寡核苷酸分析加速器中进行。报告和批准在 Agilent OpenLab 数据分析软件中进行 
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图 5. 软件将使用最早和最晚洗脱杂质的提取离子色谱图 (EICs) 自动确定 UV 主峰积分范围。用户也可以直接在软件用户界面中通过简单的单击和拖动对 UV 信号进行
手动积分

OAA 算法按以下方式确定 UV 主峰的积分范围：

根据离子列表中所有已知杂质的保留时间确定最早洗脱的杂
质 (EEI)。然后将 EIC 积分起点作为 UV 主峰积分起点。根
据离子列表中所有已知杂质的最晚保留时间确定最晚洗脱杂
质 (LEI)，然后使用 EIC 积分终点时间确定 UV 主峰积分终点 
（图 5）。EEI 和 LEI 积分点和保留时间均通过工具自动调整，
以校正 UV 和 MS 偏移，用户无需手动执行任何计算。 

但需注意，用于确定主峰保留时间起点的方法存在一定差异，
即一些方法直接采用 n–2 拐点的垂线确定起点。在这种情况
下，用户只需拖动 OAA 界面中的虚线，根据需要进行调整即可。 

完成 UV 主峰积分后，用户可以查看系统适用性测试结果（包
括校准曲线和方程），确认无误后即可进入工作流程的下一
步。任何不符合标准的参数，都会被适当标记。用户可以选择
继续测试、返回 UV 积分步骤调整设置，或返回 OpenLab CDS 
数据分析软件进一步审查数据。

离子分类
在对 UV 主峰中与 FLP 共洗脱且超过阈值的杂质峰面积进行定
量分析之前，必须对 m/z 值进行分类。也就是说，任何超过
谱图阈值的离子都会被识别并与离子列表匹配。然后，所有匹
配成功的离子都将用于提取 EIC，以确定 EIC 峰面积，从而进
行纯度计算。必须对所分析的每个样品单独进行离子分类。 

工作流程的第一步仅显示经过积分的总离子流色谱图 (TIC)，
以及提取的相应的平均质谱图。用户可以叠加样品的标准电离
条件谱图和严苛电离条件谱图，这一功能可确保在采集和处理
方法中每次进样的标签正确无误。 

下一步是离子分类本身。OAA 算法已经对每个离子进行了分类， 
识别出任何超过特定阈值的 m/z 值。对于小于 FLP –4 电荷态的 
m/z 值，阈值为 ≤ 0.2% 相对丰度。对于大于 FLP–4 电荷态离
子的 m/z 值，阈值为 ≤ 0.3% 相对丰度。各离子的定义见表 3。



离子 描述

分离不充分
已知杂质和未知杂质之间的质谱峰在 m/z ± 1.0 分辨率
范围内

加合物
已知加合物，无重叠（即与未知杂质之间实现了  

m/z ≥ 0.5 的分辨率）

已知杂质/可能加合物
加合物与杂质之间分离不充分的已知加合物（即加合物
与已知杂质之间的分辨率为 m/z ≤ 0.5）；需要叠加标准
条件和严苛条件下的谱图进行确认

未知杂质
超过阈值但与离子列表中的任何值都不匹配的离子； 

需要叠加标准条件和严苛条件下的谱图进行确认

未检出 已知离子低于阈值

表 3. 离子分类的定义
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离子分类通常是一个手动过程。这是因为 CDS 平台通常不具
备自动评估超过阈值的谱图 m/z 值的功能，需要由用户手动
识别超过两个不同阈值的 m/z 值。然后，将任何超过阈值的 
m/z 值与离子列表进行匹配，并相应地提取每个离子的 EIC 
信号。为了实现每种已知杂质/可能的加合物和未知杂质的分
类，必须对标准和严苛质谱条件下的样品谱图进行叠加，这使
得目视检查超过阈值的离子变得越来越困难。 

相比之下，OAA 会自动对这些物质进行分类，并报告理论值
与实测值的对比结果。此外，可以在用户界面中根据需要进行
进一步检查，并且用户可以选择其他分类，而不采用软件算
法确定的分类结果（图 6）。在将所有离子归类为已知或未知
后，将对每个 m/z 值执行 EIC 分析。

积分

积分步骤会对每幅提取 EIC 进行评估，确保准确定量。当得
到的峰面积超过 0.2% 相对定量阈值时，这些数据将用于确定 
UV 主峰的纯度，进而确定样品的总体纯度。尽管由于样品复
杂和色谱分离度不足等问题，手动积分通常不是常规检测应用
的最佳选择，但生成的 EICs 也可能非常复杂。采用 m/z ± 0.5 
窗口进行单位质量检测可能导致峰积分困难。 

为了优化该工作流程，用户界面中会生成三种谱图的叠加图：
FLP、标准 EIC 和严苛 EIC，如图 7 所示。FLP EIC 可作为有用
的参考，指导对共洗脱峰面积进行正确积分。这对于任何近同
量异位的已知杂质/可能的加合离子尤为重要。此时会将标准 
EIC 与严苛 EIC 进行比较。FLP 下的峰面积判定为与加合离子
有关，因此对于标准 EIC，仅对相关峰面积进行积分。

图 6. 在离子分类工作流程中，用户可以查看软件建议的分类。提供不同 MS 条件下的叠加谱图，以便确认加合物。用户还可以根据需要
调整分类，任何更改都会记录在日志文件中，以确保可追溯性和数据可靠性
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图 7. 用户界面中会自动生成全长产物和标准/严苛条件下的 EICs 叠加图，以帮助实现准确积分。由于只需对标准 EIC 进行积分，用户可以选择和/或取消选择 
FLP 和严苛条件下的 EIC 信号

图 8. 样品 UV 积分基于早洗脱和晚洗脱杂质，与系统适用性步骤类似。如果需要，用户还可以调整积分起点和终点
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未来展望
目前，LC/MS 数据分析工作流程仅限用于解析质谱或色谱图
的数据系统。然而，随着寡核苷酸等复杂治疗药物的不断研
发，行业对更友好、更具针对性的数据分析工具的需求日益
凸显。

用于 OpenLab CDS 的安捷伦寡核苷酸分析加速器代表了分析
软件开发方式的一次重大革新。 
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所有样品的 EIC 峰积分完成后，OAA 将应用 EEI 和 LEI 设置进
行 UV 主峰积分，类似于 SST 主峰积分。也即，将 EEI 峰积分
起点作为主峰积分的起点，将 LEI 峰积分终点作为主峰积分的
终点；UV 和 MS 信号之间的偏移会自动校正。图 8 表明，主
峰积分将根据 EEI 和 LEI 积分自动进行。另外，用户仍然可以
根据需要对 UV 主峰进行手动积分。 

总结
工作流程的最后一步是审查结果，包括前面步骤中的 SST 结
果以及纯度和鉴定结果。含量结果可能因样品所选用的配方不
同而有所差异。  

需要注意的是，汇总结果并不是报告，仍要使用 OpenLab CDS 
报告模板来报告待审查的结果。此外，任何电子签名和批准
均在 OpenLab CDS 中进行，而不是 OAA 中。同样，这是因
为 OAA 利用的是 OpenLab CDS 平台中已经存在的数据合规
性引擎。 
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