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摘要

本应⽤纪要展⽰了⼀套⽤于寡核苷酸及其杂质序列确认的⾃动化、合规的液质联⽤(LC-MS)⼯作流程。

优势

CONFIRM Sequence是沃特世开发出的⼀款新的waters_connect应⽤程序，能够在寡核苷酸分析中快速解析

复杂的串联质谱(MS/MS)和MSE（不选择特定⺟离⼦）质谱。

■

CONFIRM Sequence应⽤程序对全⻓产物(FLP)以及低丰度寡核苷酸杂质的序列覆盖率可达100%，根据UV峰

⾯积测量，可测序的丰度⽔平低⾄0.2%

■

CONFIRM Sequence应⽤程序能够快速解析复杂寡核苷酸的碎⽚离⼦谱图数据 ■

使⽤适当的碰撞能量梯度进⾏数据⾮依赖型采集（MSE或DIA）可对FLP提供100%序列覆盖率，⽽⽆需对单个

寡核苷酸⺟离⼦进⾏碰撞能量优化 

■
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简介

合成寡核苷酸是近⼗年来出现的⼀类治疗药物，可替代⼩分⼦和蛋⽩治疗药物1-3。 寡核苷酸类药物的⽣产和质量

控制需要使⽤⾼选择性、⾼灵敏度的LC-MS⽅法。离⼦对反相⾊谱法(IP-RP)是表征合成寡核苷酸的常⽤LC-MS⽅

法，尽管固相寡聚填料取得了重⼤进展4，但合成寡核苷酸中仍含有多种微量(0.1‒2%)杂质3-5。

此前已有⽂献报道过使⽤BioAccord™系统在符合法规要求的环境中对合成寡核苷酸及其杂质进⾏完整质量数确认

的⾃动化⼯作流程6‒9。除完整质量数确认外，全⾯表征寡核苷酸的另⼀个基⽯是序列确证/验证过程。序列准确性

是决定寡核苷酸治疗药物和其他核酸类药物（例如mRNA）活性的重要因素，因为它们的核苷酸序列与其在细胞内

的⽣物学功能直接相关。要实现明确地序列匹配，需要序列覆盖率达到100%。在通过串联质谱法对寡核苷酸⺟离

⼦进⾏⽓相碎裂后，分析所有检测到的碎⽚离⼦以确认预期的寡核苷酸序列。如果⼿动执⾏此过程，可能会⾮常乏

味、耗时，因为寡核苷酸碎裂的可能性很多，通常会在寡核苷酸⺟离⼦发⽣碰撞诱导解离(CID)后观察到种类繁多

的a、b、c、d、w、x、y和z离⼦10。由于碎⽚离⼦的多样性，再加上序列⽆信息⽚段的存在（例如核酸碱基的丢

失），寡核苷酸的明确测序显然⽐肽测序更具挑战性。 

在过去的⼆⼗年⾥，⼈们已经开发出⼏种计算机程序来⾃动注释这种复杂的⽓相解离谱图11-18。

CONFIRM Sequence是最近推出的⼀款waters_connect应⽤程序，可通过⾃动处理由靶向MS/MS或⾮靶向MSE 

(DIA)获得的寡核苷酸的MS/MS谱图，对合成寡核苷酸及其杂质进⾏⾃动测序。

在本研究中，我们考察了CONFIRM Sequence应⽤程序对合成寡核苷酸及其杂质进⾏快速、⾃动测序的能⼒。

实验

试剂和样品前处理

三⼄胺（TEA，纯度99.5%，产品⽬录号65897-50ML）和甲醇（LC-MS级，产品⽬录号34966-1L）购⾃

Honeywell（美国卡罗来纳州夏洛特），1,1,1,3,3,3-六氟-2-丙醇（HFIP，纯度99%，产品⽬录号105228-100

G）购⾃Sigma Aldrich（美国密苏⾥州圣路易斯）。HPLC级去离⼦(DI) I级⽔使⽤MilliQ系统（密理博公司，美国

⻢萨诸塞州⻉德福德）净化。流动相现配现⽤。21 mer⾼度修饰的寡核苷酸，在其19个核苷上含有2'-OMe修饰

，序列为GUA ACC AAG AGU AUU CCA UTT，元素组成为C229H306N76O143P20，购⾃ATDBio（英国南安普敦

）。⽤去离⼦⽔配制浓度为1 µM（或2.34 µg/mL）的储备液，进样体积10 µL，相当于柱上进样10 pmol的21 

mer寡核苷酸⽤于MS/MS采集。
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液相⾊谱条件

LC-MS系统： Xevo™ G2-XS QTof与H-Class Bio UPLC™联⽤系

统

⾊谱柱： ACQUITY™ Premier OST⾊谱柱 1.7 µm, 130 Å, 

2.1 x 100 mm,

(P/N: 186009485)

柱温： 60 °C

流速： 300 µL/min

流动相

溶剂A： 40 mM HFIP（六氟异丙醇），7 mM TEA（三⼄胺

），溶于去离⼦⽔中，pH 8.6

溶剂B： 20 mM HFIP，3.5 mM TEA，溶于50%甲醇

样品温度： 6 °C

样品瓶： LC-MS认证的最⼤回收样品瓶(P/N: 186005663CV)

进样体积： 10 µL

清洗溶剂

清除溶剂： 50%甲醇

样品管理器清洗溶剂： 50%甲醇

密封清洗液： 20%⼄腈的去离⼦⽔溶液
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梯度表

质谱条件

⽑细管电压： 2.5 kV

锥孔电压： 40 V

离⼦源温度： 125 °C

脱溶剂⽓温度： 400 °C

脱溶剂⽓(N2)流速： 600 L/h

锥孔⽓流速： 50 L/h

TOF质量范围： 500-5000

采集速率： 1 Hz

针对靶向MS/MS采集双电荷、三电荷和四电荷寡核

苷酸⺟离⼦研究了5~70 V范围内的15个固定碰撞能

量（2、5、10、15、20、25、30、35、40、45、

碰撞能量：
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50、55、60、65和70 V）；还针对MSE(DIA)采集

研究了⼏个⾼能量CE梯度（20~40、40~60、

60~80和80~100 V）

实时校正标准液： 100 fmol/µL GFP

数据采集软件： waters_connect 1.9.13.9

数据处理软件： CONFIRM Sequence 1.0

结果与讨论

选择21-mer寡核苷酸及其杂质作为测试样品来展⽰新推出的CONFIRM Sequence应⽤程序的性能和功能。寡核苷

酸基本由经过修饰的核苷酸构成（21个核苷酸中有19个经过修饰），如实验部分和图1中列出的序列所⽰。在寡核

苷酸序列中，2'-OMe修饰连接到三个蓝⾊标记的⻦苷(G)和七个绿⾊标记的腺苷(A)上。除了将相同的2'-OMe官能

团连接到尿苷和胞苷外，这两个核苷的核碱基上还连接了5-Me进⼀步修饰，产⽣五个2'-OMe 5-Me尿苷（U，紫

⾊标记）和四个2'-OMe 5-Me胞苷（C，红⾊标记）。唯⼀未修饰的核苷酸是21 mer 3'端的两个脱氧胸苷(TT)。

CONFIRM Sequence应⽤程序的⼀个重要组件是合成库，⽤⼾可以使⽤合成库定义⽬标寡核苷酸序列。该库分为

四个独⽴的库：亚成分库、单体库、序列库和修饰物库。所有的核苷酸单体都可以从结构上分为三个单独的分⼦实

体：碱基、糖和连接基团，它们各⾃分别保存在亚成分库中。这些核苷酸构件组装成单体，单独保存在单体库中。

⽤⼾可以将多种核苷酸单体组合成所需的寡核苷酸序列，该序列保存在序列库中，序列库中的序列在需要时可以轻

松编辑。如果寡核苷酸包含⾮标准（异常）核苷酸修饰，则可以从修饰物库部分⼿动配置这些修饰。对于本研究所

分析的21-mer⾼度修饰寡核苷酸，在单体库中配置了两个单体，因为2'-OMe-5-Me胞苷和2'-OMe-5-Me尿苷不属

于库内的默认内容。图1所⽰的屏幕截图显⽰了使⽤相应亚成分组装这两个核苷酸单体的具体操作。在CONFIRM 

Sequence应⽤程序中，⾼度修饰的21-mer寡核苷酸的序列输⼊为：OMEG 2-OMe-5-MeU OMEA OMEA 2-OMe-

5-MeC 2-OMe-5-MeC OMEA OMEA OMEG OMEA OMEG 2-OMe-5-MeU OMEA 2-OMe-5-MeU 2-OMe-5-MeU 2-

OMe-5-MeC 2-OMe-5-MeC OMEA 2-OMe-5-MeU dT dT。
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图1.单体库的屏幕截图，详细说明了使⽤相应的单个亚成分（碱基、糖和连接基团）组装两个核苷酸单体（2'-

OMe-5-Me胞苷和2'-OMe-5-Me尿苷）的具体操作。

利⽤2.1 x 100 mm ACQUITY Premier OST⾊谱柱(P/N: 186009485 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/columns/186009485-acquity-premier-oligonucleotide-

c18-column-130a-17--m-21-x-100-m.html> )分析21nt寡核苷酸时，分离结果显⽰出相当复杂的杂质分布，如

图2所⽰。TUV和MS检测器共分离和检测出11种寡核苷酸杂质。第⼀次进样时，进样2 µL的1 µM 21-mer寡核苷

酸，并在负离⼦ESI全扫描模式(m/z=500‒5000)下采集数据，以找到该寡核苷酸及其杂质对应的最⾼丰度⺟离⼦

（⻅表I）。在连续进样中，进样10 µL样品，在Xevo G2-XS仪器的MS/MS模式下使⽤四极杆分离（~5 Da窗⼝

）某些多电荷寡核苷酸⺟离⼦（⻅表I）。经过四极杆分离之后，每个⺟离⼦在仪器的碰撞室内发⽣CID（碰撞诱

导解离）碎裂，产⽣包含相应碎⽚离⼦的MS/MS谱图。在10-80 V的施加电压范围内进⾏了碰撞能量研究，以找出

使每个寡核苷酸产⽣最佳碎裂（更⾼的碎⽚离⼦序列覆盖率）的最佳固定碰撞电压。CONFIRM Sequence应⽤程

序⽤于根据记录的所有MS/MS谱图来评估MS/MS序列覆盖率。对于本例中的21-mer寡核苷酸，当它的三电荷⺟离

⼦([M-3H]-3=2341.45)在63 V的固定碰撞电压下发⽣碎裂时，序列覆盖率达到100%。CONFIRM Sequence应⽤程

序采取点图可视化显⽰，可以轻松评估预测序列的覆盖率，如图3中的屏幕截图所⽰。根据该图，按照寡核苷酸碎

裂命名法检测并匹配了多种碎⽚离⼦10。在数据分析⽅⾯，CONFIRM Sequence使⽤内部⽣成的靶向同位素簇算
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法将预测的寡核苷酸碎⽚与在原始数据中检测到的碎⽚进⾏匹配。软件将显⽰相关的匹配信息（以图形和表格形

式），并提供每个匹配碎⽚的统计分析。使⽤点图显⽰有利于轻松评估预测序列的覆盖率，或定位杂质修饰。⽤

⼾还可以使⽤CONFIRM Sequence应⽤程序检查原始MS/MS碎裂谱图，如图4所⽰。该谱图中的⼤部分离⼦信号

在图中显⽰为绿⾊，表明它们已与预测的碎⽚离⼦匹配。当使⽤MSE采集分析样品时，相同的寡核苷酸获得了相同

的最⼤序列覆盖率(100%)。本例通过先⽤低碰撞能量检测⺟离⼦(10 V)，再以碰撞能量梯度(40~60 V)诱导CID同

时碎裂所有⺟离⼦，两种MS扫描模式交替1秒的⽅式，进⾏数据⾮依赖型采集。图5中显⽰的CONFIRM 

Sequence应⽤程序的点图结果表明，MSE采集可以在单次进样中产⽣⾼质量碎⽚离⼦数据，且⽆需优化碰撞能量

。如图6的处理结果所⽰，在BioAccord仪器（⼩型台式TOF MS系统）上使⽤相同类型的数据采集(MSE)可以获得

相对较⾼的序列覆盖率(>70%)。与图3和图5中所⽰的数据相⽐，BioAccord采集的序列覆盖率较低，这是因为⼏

个低m/z碎⽚离⼦超出了m/z=400‒5000 Da的采集质量数范围。

图2.21-mer⾼度修饰的寡核苷酸与其杂质分离结果的TUV⾊谱图。Premier OST⾊谱柱可

分离杂乱的寡核苷酸序列（如峰7和峰10对应的双峰）和全⻓产物的脱氨基异构体（峰

11）。
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图3.CONFIRM Sequence屏幕截图，以点图形式展⽰了优异的MS/MS碎裂覆盖率

(100%)。在Xevo G2-XS QTof仪器的碰撞室内使⽤最佳固定碰撞能量（设置为63 V）对

21-mer⾼度修饰寡核苷酸(m/z = 2342.0)的[M-3H]-3 ⺟离⼦进⾏碎裂。
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图4.CONFIRM Sequence屏幕截图，显⽰了21-mer寡核苷酸的MS/MS谱图记录。在Xevo 

G2-XS QTof仪器的碰撞室内使⽤最佳固定碰撞能量（设置为63 V）对该寡核苷酸(m/z = 

2341.0)的[M-3H]-3 ⺟离⼦进⾏碎裂。根据图3所⽰的点图，绿⾊标记的碎⽚离⼦已匹配

到寡核苷酸序列。

图5.以点图形式呈现的100%序列覆盖率，通过⾼能量MSE⾮靶向碎裂产⽣。在Xevo G2-

XS仪器的碰撞室内施加最佳碰撞能量梯度(40~60 V)，对21-mer⾼度修饰寡核苷酸的所

有⺟离⼦进⾏碎裂。
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图6.在BioAccord上进⾏⾼能量MSE⾮靶向碎裂获得的⾼序列覆盖率(> 70%)。在

BioAccord Tof仪器的Step Wave中施加最佳锥孔电压梯度(60~80 V)，对21-mer⾼度修

饰寡核苷酸的所有⺟离⼦进⾏碎裂。

在Xevo G2-XS仪器上使⽤固定碰撞能量对全⻓产物以及七种微量杂质进⾏了测序，所⽤的碰撞能量已根据表I中给

出的值针对每种寡核苷酸⺟离⼦进⾏了优化。

表I. 在经过⼤量修饰的21 mer寡核苷酸中鉴定出的11种寡核苷酸杂质。使⽤Xevo G2-XS仪器对⼋种杂质和全⻓产

物(FLP)进⾏测序，并使⽤CONFIRM Sequence应⽤程序处理在最佳碰撞能量下碎裂得到的单个MS/MS谱图。FLP

及其杂质的MS/MS序列覆盖率均⾼于75%。丰度最低的杂质，即11-mer寡核苷酸得到完全测序（100%序列覆盖

率），FLP（21-mer寡核苷酸）的序列也确认获得100%覆盖率。总序列覆盖率对应于每种寡核苷酸杂质的两个⺟

离⼦的MS/MS碎裂获得的组合序列。
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在该样品中检测到的最低丰度杂质对应于⼀个11-mer寡核苷酸，UV峰⾯积测量显⽰该杂质的含量为0.2%。如图

2所⽰，该11-mer寡核苷酸是LC-UV⾊谱图中洗脱的第⼀个⾊谱峰，被标记为峰1（参⻅图1和表I）。该杂质的

ESI-MS谱图表明，该寡核苷酸仅存在两个可⽤于MS/MS碎裂的⺟离⼦，如图7所⽰。使⽤39 V的固定碰撞电压对

最⾼丰度的⺟离⼦，即m/z=1196.89处的三电荷[M-3H]-3离⼦进⾏碎裂，产⽣了包含⼤量碎⽚的MS/MS谱图。如

图8中的CONFIRM Sequence结果所⽰，这些种类繁多的碎⽚离⼦覆盖了该寡核苷酸杂质的100%序列。图3和图

8中显⽰的数据表明，当在Xevo G2-XS QTof仪器上进⾏测序时，⽆论是⾼丰度寡核苷酸（例如FLP 21-mer），还

是丰度⽔平低⾄0.2%（11-mer杂质）的低丰度寡核苷酸杂质，都可以得到100%序列覆盖率的结果。通过

CONFIRM Sequence应⽤程序验证发现，11-mer寡核苷酸杂质以及其他四种杂质（标记为峰2-5）均对应于21-

mer FLP的截短版本，即在⺟体寡核苷酸的5’端缺失⼀串⻓5-10个核苷酸的序列。这些匹配失败的序列是I类杂质
5，通常作为3'端到5'端寡核苷酸合成的副产物存在3,4。CONFIRM Sequence应⽤程序能够结合相同寡核苷酸杂质

的多个⺟离⼦碎裂结果，以增加序列覆盖率。此⽅法提⾼了标记为峰4和5的杂质的序列覆盖率，如表I中的“组合

序列覆盖率”列所⽰。

图7.11-mer寡核苷酸杂质的离⼦配对反相ESI-MS谱图，该杂质是21-mer寡核苷酸样品中丰度最低的杂质（相对丰

度为0.2%，在图1的⾊谱图中标记为峰1）。 
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图8.MS/MS碎裂11-mer寡核苷酸杂质的[M-3H]-3⺟离⼦获得了100%序列覆盖率。在Xevo G2-XS仪器的碰撞室内

使⽤最佳固定碰撞能量(36 V)对⺟离⼦进⾏碎裂。

另⼀类寡核苷酸杂质是图2所⽰⾊谱图中标识为峰7、10和11的双峰。在本例中，每个双峰对应于⼀对具有相同

（同量异位）⺟离⼦的寡核苷酸，因此这些杂质预计是源⾃⺟体分⼦的序列变体，属于III类杂质5。 最后⼀个洗脱

的双峰（峰11）很可能对应于FLP的脱氨基形式，它们可能与21-mer序列中存在的2'-OMe-5-Me胞苷有关，因为

这些胞苷易于发⽣脱氨基反应19。 如图2所⽰，ACQUITY Premier OST⾊谱柱能够分离寡核苷酸主要组件尾部如

此⼩的修饰(+1 Da)，这个结果⼗分令⼈瞩⽬。

21-mer寡核苷酸中丰度最⾼的杂质是两个序列变体20-mer，这种变体缺少⼀个2'-OMe-5-Me胞苷，在图2中标识

为双峰10。21-mer序列中有4个经过修饰的胞苷，但由于它们成对存在，因此只有两种可能缺少⼀个2'-OMe-5 Me

胞苷的20-mer杂质。CONFIRM Sequence应⽤程序可以搜索序列修饰（省略或添加），以尝试匹配已知序列和⺟

离⼦质量数的MS/MS碎⽚离⼦。本例使⽤软件在21-mer序列中寻找缺失的2'-OMe-5 Me胞苷，并发现了强有⼒的

证据（80%序列覆盖率）来分配此杂质的序列：GUA A*C AAG AGU AUU CCA UTT，第5位缺少核苷酸残基。与在

第16位缺失相同残基的另⼀序列（序列覆盖率仅50%）相⽐，该寡核苷酸序列显⽰出显著更⾼的序列覆盖率

(80%)。两种处理结果均已显⽰在图9中。图10显⽰了20-mer寡核苷酸对（属于图1中的峰10双峰并在FLP之前洗

脱）的最⾼丰度序列变体的MS/MS谱图记录。在Xevo G2-XS QTof仪器的碰撞室内使⽤最佳固定碰撞能量（设置为

59 V）对该寡核苷酸(m/z=2230.42)的三电荷⺟离⼦进⾏碎裂。在m/z=1506.29处检测到的a-B5碎⽚离⼦证实，在

该寡核苷酸的5'端附近存在⼀个2'-OMe-5-Me胞苷，⽽在m/z=1656.77处存在的w10碎⽚离⼦表⽰另外两个2'-

OMe-5-Me胞苷位于分⼦的另⼀端。通过此⽅法，图10中的MS/MS谱图证实了最⾼丰度杂质的序列为：GUA AC 

AAG AGU AUU CCA UTT。
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图9.CONFIRM Sequence屏幕截图，显⽰了图2中所⽰的双峰10所属20-mer寡核苷酸杂质的序列覆盖率。该杂质的

最⾼丰度异构体在FLP之前洗脱，被鉴定为在第5位缺少2'-OMe 5 Me胞苷残基的寡核苷酸。与在第16位缺失相同

残基的另⼀序列相⽐，该寡核苷酸序列显⽰出显著更⾼的序列覆盖率(80%)。21-mer序列中有4个经过修饰的胞苷

，但由于它们成对存在，因此只有两种可能缺少⼀个2'-OMe5 Me胞苷的20-mer杂质。使⽤软件在21-mer序列中寻

找缺失的2'-OMe-5-Me胞苷，并发现了强有⼒的证据（80%序列覆盖率）来分配此杂质的序列：GUA A*C AAG 

AGU AUU CCA UTT。 
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图10.MS/MS谱图记录了标记为峰10并在FLP之前洗脱的21-mer寡核苷酸杂质的最⾼丰度异构体。在Xevo G2-XS 

QTof仪器的碰撞室内使⽤最佳固定碰撞能量（设置为59 V）对该寡核苷酸(m/z = 2231.0)的[M-3H]-3 ⺟离⼦进⾏碎

裂。在m/z=1506.29处检测到的a-B5碎⽚离⼦证实，在该寡核苷酸的5'端附近存在⼀个2'-OMe-5-Me胞苷，⽽在

m/z=1656.77处存在的w10碎⽚离⼦表⽰另外两个2'-OMe-5-Me胞苷位于分⼦的另⼀端。

结论

沃特世推出了⼀款新的waters_connect应⽤程序 - CONFIRM Sequence，⽤于快速解析复杂的MS/MS和MSE 

(DIA)寡核苷酸质谱。

■

CONFIRM Sequence应⽤程序对全⻓产物(FLP)以及低丰度寡核苷酸杂质的序列覆盖率可达100%，根据UV峰

⾯积测量，可测序的丰度⽔平低⾄0.2%。

■

使⽤适当的碰撞能量梯度进⾏数据⾮依赖型采集(MSE)可对FLP提供100%序列覆盖率，⽽⽆需对单个寡核苷酸

⺟离⼦进⾏碰撞能量优化。

■

CONFIRM Sequence应⽤程序能够查找源⾃FLP序列的序列省略、插⼊或序列变体。■
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