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摘要

信使RNA已迅速成为⼈类医学的重要⽅式，⽬前应⽤于癌症治疗评估和FDA批准的COVID-19 mRNA疫苗。随着分

析⽅法的进步，mRNA疫苗和其他类别的mRNA疗法也得到了快速发展。这类⽅法的重点之⼀在于，它是通过液质

联⽤法(LC-MS)进⾏序列图谱分析，来鉴定治疗性mRNA并确认纯度和修饰。与模板化RNA测序相⽐，使⽤质谱法

进⾏RNA测序的优势在于，这种⽅法能够直接检测⽚段分⼦，可⽤于定位核苷杂质并鉴定重要的结构属性（5’端

帽和polyA尾）。因此，我们提出了⼀种全⾯的LC-UV-MS⽅法，通过⾃下⽽上的⼯作流程来表征mRNA，该⼯作

流程可产⽣源⾃精确质量数匹配的mRNA组分注释⾊谱图。

优势

将离⼦对反相⾊谱与ACQUITY™ Premier BEH™ C18 300 Å寡核苷酸分析专⽤柱结合使⽤，可实现⾼⾊谱分离

度和MS灵敏度

■

在计算机模拟mRNA酶解计算和waters_connect/UNIFI™科学数据库应⽤程序的⽀持下，实现基于精确质量数

匹配的⾃动化mRNA酶解注释

■

简介
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新冠疫情(SARS-CoV-2)促进了核酸药物的快速发展，特别是合成mRNA1。 如今，距离1961年Brenner等⼈发现

这种药物已经过去了40年2。 [i]，mRNA已经发展成为⼀种具有巨⼤潜⼒的重要⽅式，分别在2021年8⽉和2022年

1⽉⽤于癌症治疗的⼈体临床试验1‒3以及获得美国⻝品药品监督管理局全⾯批准的两种COVID-19 mRNA疫苗。随

着分析⽅法的进步，mRNA疫苗和其他类别的mRNA疗法也得到了快速发展。这类⽅法的重点之⼀在于，它是通过

液相⾊谱串联质谱(LC-MS)进⾏寡核苷酸图谱分析并测序，来鉴定治疗性mRNA并确认纯度和修饰。Sanger和下

⼀代测序(NGS)等核酸测序技术为药物开发⼈员提供了有价值的信息。不过，也可以通过将LC与基于串联质谱(LC-

MS/MS)4或MSE（⾼低碰撞能量交替扫描）5的碎裂结合使⽤来提⾼分析⽔平。与⾃下⽽上的蛋⽩质组学⽅法类似

，基于LC-MS/MS或MSE的测序⽅法具有直接检测RNA⽚段分⼦的优势，包括核苷杂质和重要结构属性的检测和定

位，如脂质化核酸碱基6、封端残基和polyA尾部修饰4,7。与存在⼤量数据处理解决⽅案的⾃下⽽上蛋⽩质组学⼯

作流程不同，RNA图谱分析的选择有限。我们提出了⼀种基于⾃下⽽上⽅法的寡核苷酸图谱分析⼯作流程，⽤于

在包括LC、UV检测和MS测量的单⼀平台内表征给定的合成mRNA。使⽤内部开发的、可免费获得的计算机模拟酶

解物库计算器“mRNAcalcondemand”与waters_connect™结合处理酶解组分，以产⽣带注释的⾊谱图。此处

展⽰了使⽤RNase T1酶解的荧光素酶mRNA进⾏mRNA序列图谱分析的⽅法。

实验

样品信息

本研究采⽤⼤约90 µg合成Cypridina荧光素酶mRNA（未加盖且未⽤polyA尾修饰）；由Bijoyita Roy（纽英伦⽣

物技术公司，美国⻢萨诸塞州伊普斯维奇）赠送。使⽤3'-⻦苷特异性核糖核酸酶RNaseT1（Worthington 

Biochemical Corporation，美国新泽西州莱克伍德）进⾏酶解。请注意，使⽤10 µg萤⽕⾍荧光素酶

mRNA（CleanCap® FLuc mRNA，TriLink Biotechnologies，美国加州圣地亚哥）（⾮翻译序列为专有序列

）重复此⼯作流程获得了相当的结果。酶解前，使⽤在⽆核酸酶缓冲液（10 mM Tris，0.1 mM EDTA，⽔溶液，

pH 7.5，Integrated DNA Technologies, Inc，美国艾奥⽡州克拉尔维尔）中制备的20 µL尿素(8 M)，在80 °C下

将荧光素酶mRNA处理5分钟使其变性。接下来，将重悬于⽆核酸酶缓冲液中的24 µg (~10kU) RNase 

T1（Worthington Biochemical Corporation，美国新泽西州莱克伍德）添加到室温下的变性mRNA中，然后将

混合物在37 °C下孵育30分钟。在孵育期结束时加⼊⽆核酸酶缓冲液(40 µL)，使总样品体积达到80 µL。将最后的

等分试样转移到300 µL聚丙烯⾃动进样器样品瓶中(P/N: 186002639 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/vials-containers--collection-plates/186002639-

polypropylene-12-x-32-mm-screw-neck-vial-with-cap-and-preslit-pt.html> )。在使⽤BioAccord™ RDa™检

测器在负离⼦模式下进⾏MS检测之前，⽆需任何进⼀步操作即可对所得酶解物进⾏离⼦对反相⾊谱分析(IP-

RPLC)。
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液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC™ Premier BSM系统（作为

BioAccord系统的⼀部分）

检测器： ACQUITY UPLC TUV检测器

波⻓： 260 nm

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱, 

2.1 X 150 mm, 300 Å, 1.7 

µm（P/N：186010541）

柱温： 70 ˚C

样品温度： 4 ˚C

进样： 5 μL

流速： 0.4 mL/min

流动相A 含0.1% N,N-⼆异丙基⼄胺(DIPEA)（作为IP试剂

）和1% 1,1,1,3,3,3-六氟异丙醇(HFIP)的去离⼦⽔

流动相B 含0.0375% DIPEA和0.075% HFIP的65:35⼄腈/⽔
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梯度表

MS条件

质谱系统： BioAccord LC-MS系统

检测器： ACQUITY RDa检测器

模式： 碎裂模式下的全扫描

极性： 负

锥孔电压： 40 V

碎裂锥孔电压： 80-200 V

质量范围： ⾼(400~5000 m/z)

扫描速率： 2 Hz

⽑细管电压： 0.80 kV

脱溶剂⽓温度： 400 °C
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结果与讨论

使⽤C18固定相的离⼦对反相⾊谱法(IP-RPLC)已成为⼀种经过验证的寡核苷酸分析⽅法4,7。 流动相含有⼀种离⼦

对试剂，通常是烷基胺，它吸附在C18固定相上8,9,10，从⽽引⼊了⼀种类似混合模式的保留机制8-10。本应⽤中所

⽤的N,N-⼆异丙基⼄胺(DIPEA)/1,1,1,3,3,3-六氟异丙醇(HFIP)的流动相系统与光学UV检测和负离⼦模式质谱均兼

容4,7-10。HFIP⽤于增强电喷雾电离作⽤8。

将RNase T1酶解的荧光素酶mRNA进样⾄ACQUITY Premier BEH C18 (2.1 x 150 mm, 300 Å, 1.7 µm)寡核苷酸分

析专⽤柱上，并使⽤配备ACQUITY UPLC TUV检测器的ACQUITY Premier⼆元LC开发梯度。本研究所⽤的

ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸专⽤柱与ACQUITY Premier BEH C18 130 Å寡核苷酸分析专⽤柱相似，但孔

径更⼤，有助于提⾼⻓链寡核苷酸的分离度。使⽤BioAccord台式LC-MS系统的ACQUITY RDa检测器，通过负离

⼦模式质谱重复采集三份数据。此外，将ACQUITY RDa检测器设置为采集MSE数据，这样每隔⼀次扫描就会产⽣

⼀个⾼能量碎⽚离⼦谱图，随后可⽤于证实LC峰的鉴定结果。图1描绘了RNase T1对照样品（上⽅迹线）、

mRNA对照样品（下⽅迹线）和酶解mRNA（中间迹线）的总离⼦流⾊谱图(TIC)。根据4-sigma峰容量为613的分

离，很容易分离由RNase T1酶解荧光素酶mRNA产⽣的寡核苷酸⽚段。总体⽽⾔，⾊谱峰尖锐且对称，三次重复

进样之间的保留时间(RT)差异约为0.01分钟。使⽤60分钟梯度时间法时，酶解物组分在2~23分钟之间洗脱；⼀些

未完全酶解的mRNA在29分钟左右洗脱，⽽完整的RNaseT1在54分钟左右洗脱。如图1中的上⽅迹线所⽰，RNase 

T1对照样品在50分钟保留时间后才开始显⽰信号，这证实RNase T1不会在mRNA酶解物组分的保留窗⼝内引⼊⼲

扰。（图1，中间迹线）。同样，图1中的下⽅迹线显⽰完整的荧光素酶mRNA在⼤约38分钟时洗脱，证实29分钟

时在酶解样品中观察到的峰（图1，中间迹线）对应于未完全酶解的mRNA。我们注意到，对于包含5’端帽和

polyA尾结构的合成mRNA，在酶解后约29分钟和37分钟观察到峰。约38分钟⾄约37分钟之间的微⼩变化可能指

⽰未酶解的polyA结构（未来会有⼀篇应⽤纪要详细描述对此⾊谱⾏为的研究）。 
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图1：离⼦对反相⾊谱法(IP-RPLC)分析RNase T1对照样品（上⽅迹线）、mRNA对照样品（下⽅迹线）和使⽤
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Rnase T1酶解的荧光素酶mRNA酶解物（中间迹线）的TIC；使⽤ACQUITY UPLC I-Class系统（ACQUITY Premier 

BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱, 2.1 x 150 mm, 300 Å, 1.7 µm）和BioAccord ACQUITY RDa检测器在负离⼦模式下进

⾏分析。

计算机模拟酶解mRNA计算器“mRNAcalcondemand”的图形⽤⼾界⾯(GUI)如⽰意图1所⽰。可以在碱基序列

旁边指定许多酶解参数，例如修饰、酶和漏切位点。基于此处输⼊的内容，计算器将默认⼀些MS特定设置，包括

电荷态和m/z范围，以及基于单同位素或平均质量数进⾏计算的能⼒。⽣成的输出内容为纯⽂本csv⽂件形式，可

⽤于UNIFI或waters_connect软件，或⽤于补充下游分析。
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⽰意图1：⽤于计算机模拟mRNA酶解质量数计算的mRNA计算器GUI。

接下来，创建⼀个库，将计算器的输出内容以电⼦表格的形式导⼊UNIFI科学库，在库中将酶解物组分视为单个分

析物。创建的库可⽤于HRMS筛查分析⽅法，即使⽤⽤⼾指定的容差靶向查询采集后的酶解化合物。使⽤质量数容

差进⾏库匹配的⽅法如下所⽰。库搜索的结果是⾃动⽣成带注释的⾊谱图（图2）。图2特别显⽰了17~20分钟保

留时间窗⼝的放⼤图。 
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图2：基于精确质量数与⽬标组分库匹配后⽣成的荧光素酶mRNA酶解物的带注释TIC。使⽤Rnase T1酶解荧光素酶

mRNA，并使⽤ACQUITY Premier BSM LC（ACQUITY Premier BEH C18寡核苷酸分析专⽤柱, 2.1 x 150 mm, 300 

Å, 1.7 µm）和BioAccord ACQUITY RDa检测器在负离⼦模式下进⾏分析。使⽤mRNA MASS计算器计算⽬标组分。

在以最多2个漏切位点为容差创建的计算机模拟库中进⾏数据筛查后，从每个技术重复样中产⽣了总共436、

428和441个酶解物组分的潜在鉴定结果(ID)。在⼈⼯验证时考虑了⼏项标准。根据丰度和峰形（例如，低丰度⾊

谱峰肩），在441个已鉴定组分中，有40个被拒绝。这些被拒绝的ID⼤多数(27/40)位于24~60分钟之间。总体⽽

⾔，约60%的已鉴定和验证组分的质量数误差在10 ppm以内（261个酶解物组分）。对RNase T1对照样品（图

1，上⽅迹线）进⾏了相同的查询，如预期⼀样没有产⽣任何鉴定结果。除了峰形和丰度之外，我们还基于对同位

素分布的⾼置信度解析进⼀步验证了结果，以推断电荷分配，并因此得到了139个酶解物组分（65%在5 ppm质量

数误差内）。最后，其中某些分配结果似乎是由于重复检测展宽和包含肩峰的⾊谱峰触发的冗余分配，因此未纳

⼊分析中。因此，⼜排除了16个鉴定结果。然⽽，在⼏个例⼦中，分析物质量数出现在多个保留时间，导致产⽣

了两个独⽴的ID，对应于两个不同的、明确定义的⾊谱峰。在这⾥，我们还注意到存在同分异构体ID（化学成分

相同但序列不同的物质）以及同量异位异构体ID（化学成分不同[精确质量数不同]，但标准质量相似的物质）。最

终，基于精确质量数匹配可以鉴定90种独特的组分，如表1所⽰，包括同分异构核苷酸序列和同量异位离⼦（表

1中以灰⾊突出显⽰的单元格）。 
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表1：基于精确质量数匹配在10 ppm质量数误差内初步鉴定和验证的荧光素酶mRNA酶解物组分。对应于同分异构
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序列或同量异位离⼦的单元格以灰⾊突出显⽰。 

图3显⽰了产⽣酶解物组分UCCACUCUAUGp鉴定结果的⽰例数据。如左上⾊谱图所⽰，该组分在16.49分钟洗脱

，基于m/z 576.5732 ([M-6H]6-)、692.0876 ([M-5H]5-)、865.3603 ([M-4H]4-)、1154.1438 ([M-3H]3-)和

1731.7095 ([M-2H]2-)处5个携带2~6个负电荷的离⼦（图3，左下图）通过计算机模拟酶解物库鉴定得出。图中展

⽰了[M-5H]5-和[M-2H]2-离⼦的同位素分布以显⽰⽀持电荷态分配的数据（图3，右）。
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图3：在16.49分钟洗脱的酶解物组分UCCACUCUAUGp的鉴定结果（左上图）。基于m/z 576.5732 ([M-6H]6-)、

692.0876 ([M-5H]5-)、865.3603 ([M-4H]4-)、1154.1438 ([M-3H]3-)和1731.7095 ([M-2H]2-)处5个携带2~6个负电

荷的离⼦（左下图）通过⽣成的计算机模拟酶解物鉴定得出该化合物。实验中观察到的[M-5H]5-和[M-2H]2-离⼦的

同位素分布分别⻅右上图和右下图。

如表2所⽰，使⽤waters_connect CONFIRM Sequence™应⽤程序解析MSE谱图，消除因存在由同分异构体或同

量异位离⼦⽽造成的不确定性。第623-631位(ACAUCCUCGp)和第551-559位(UCACCAUCGp)的同分异构体序列

均由RNAse T1计算机模拟酶解物预测得来，并且两者都分配⾄相同的保留时间13.87分钟。⽆法通过完整分⼦量

分析进⾏正确分配。使⽤waters_connect™ CONFIRM Sequence应⽤程序，基于同⼀进样的MSE数据来阐明此分

配的正确序列，预测其中每个序列的⾼能量碎⽚离⼦，并通过定制算法将这些离⼦与集成原始数据的同位素簇相

匹配。利⽤点图表⽰已确认的碎⽚离⼦，从⽽快速评估序列覆盖率（图4，B）：UCACCAUCGp的序列覆盖率达到
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100%，因此可以很容易地验证它是正确的分配（表2，第63⾏）。

⼿动验证的酶解物组分（表1）获得的中性⺟离⼦质量数从973.1406 Da（CCGp，RT 2.54分钟）到6366.7830 Da

的20 mer核苷酸（UCAUUGAGUUCUUCAAACUGp，RT 19.39分钟）不等。最早洗脱的组分是UGUGp，经鉴定

该组分的观测中性质量数为1320.1560，保留时间为1.64分钟。在⼿动验证的ID组（表1）中洗脱的最后⼀个荧光

素酶mRNA酶解物组分是CAGGp (1342.1992Da)，观察到它在22.38分钟洗脱。鉴于与CAGGp密切相关的序列

UAAGp在约4分钟时洗脱，因此该洗脱时间明显晚于预期且相差较⼤。为了解决假阳性问题，我们使⽤

waters_connect CONFIRM Sequence应⽤程序来进⼀步表征组分ID。基于MS数据和MSE数据进⾏验证。从表

2中可以看出，包括CAGGp在内的34/90个组分没有⽣成⾜够数量的MSE⽚段来进⼀步验证序列分配，尽管精确质

量数匹配⽀持该分配。另⼀个值得关注的例⼦是在同⼀数据集中观察到的指定序列

AAAAACAUGUUGCCGp（4860.6678 Da，15-mer，9个嘌呤）和AUACAUUUGACAAAGp（4845.6568 Da，15-

mer，9个嘌呤），⼆者具有相同的嘌呤含量但洗脱时间相隔10分钟。使⽤MSE数据，我们能够将

AAAAACAUGUUGCCGp作为假阳性结果排除，并确认AUACAUUUGACAAAGp的鉴定结果。此例证明了战略性地

使⽤精确质量数匹配和碎⽚离⼦质谱图来帮助明确鉴定mRNA序列酶解产⽣的组分的重要性。此外，我们通过观

察结果认识到，mRNA酶解物组分的保留可能不如预期那样可预测，并且迫切需要进⼀步研究和建模来确认寡核

苷酸与⾊谱固定相之间的相互作⽤。

最后，我们通过⽐较匹配的、⼿动验证的酶解物组分与mRNA序列来⼿动估计序列覆盖率。初步估计401个初始匹

配的序列覆盖率得到的覆盖率值⼤约为76%。根据mRNA序列检查了经过严格验证的匹配后，得到的覆盖率值⼤

约为22%。观察到的许多酶解物组分对应于荧光素酶mRNA序列的多个位置（表2），由于在修饰或完全修饰的核

酸序列中只有四个单独的残基，因此预计会出现冗余。 
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表2：基于精确质量数匹配的荧光素酶mRNA酶解物组分鉴定和验证结果，以及使⽤waters_connect CONFIRM 
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Sequence应⽤程序和收集的MSE谱图获得的进⼀步验证。

图4：(A)第623‒631位(ACAUCCUCGp)和第551‒559位(UCACCAUCGp)的酶解⽚段组分基于RNAse T1酶解物预测

得出，并分配⾄TIC中的相同RT峰。⽆法通过完整质量数信息确定正确分配。(B)同⼀进样的MSE数据可⽤于阐明此

分配的正确序列。使⽤waters_connect CONFIRM Sequence应⽤程序，根据McLucky注释11预测每个序列的⾼能量

碎⽚离⼦，并通过定制算法与集成原始数据的同位素簇相匹配。该软件在点图上显⽰了已确认的碎⽚离⼦，可⽤

于快速评估序列覆盖率。

结论

在本研究中，我们建⽴了⼀个强⼤的分析⼯作流程，⽤于使⽤IP-RPLC和MS对合成mRNA进⾏寡核苷酸图谱分析

。

使⽤RNase T1可重现地酶解合成mRNA，包括低⾄10 µg的材料，并且⽆需额外的样品净化即可进样⾄

ACQUITY Premier BEH C18 (2.1 x 150 mm, 300 Å, 1.7 µm)寡核苷酸分析专⽤柱上

■
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在ACQUITY Premier LC上使⽤离⼦对反相⾊谱法实现了⾼⾊谱分离度，因此酶解物组分可以很容易地与未完

全酶解的mRNA和残留酶分离，从⽽使⽤BioAccord ACQUITY RDa检测器进⾏有效检测

■

在计算机模拟mRNA酶解计算和waters_connect/UNIFI科学数据库应⽤程序的⽀持下，基于精确质量数匹配

⽣成了带注释的mRNA酶解物⾊谱图

■

我们使⽤waters_connect CONFIRM Sequence应⽤程序根据MSE谱图进⼀步验证了酶解组分的分配序列。此

外，使⽤可视化点图快速检查了潜在分配的碎⽚离⼦覆盖率

■

本研究旨在建⽴促进mRNA分⼦⾃下⽽上表征所需的⾊谱、检测和数据解析⽅法。RNase T1酶解仅⽤作第⼀个⽰

例，也是建⽴数据采集和分析⼯作流程的概念验证。也就是说，我们还有⾜够的机会通过以下⽅法更全⾯地探测

给定的mRNA结构：(1)使⽤多种不同的核酸酶来⽣成正交和附加的序列图谱信息和(2)采⽤多重⽅法进⾏数据采集

。这些⽅法都旨在实现全⾯的序列覆盖，并且将在未来的⼯作中得到进⼀步研究。 
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