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概述 

目前，治疗用的mRNA是在T7聚合酶的作用下，以

线性化的质粒为模板通过体外转录合成。转录后体系中

可能存在转录相关的酶、DNA模板、核苷三磷酸(ntps)

底物、帽子类似物等杂质组分。对中控样品进行检测，

一方面可以优化补料的配比提高生产效率，另外一方面

可以减少影响最终产品安全性的杂质生成。本实验采用

高效液相色谱法，选择Biozen Oligo(1.7 µm, 2.1×100 

mm)色谱柱建立一种可以同时分离4种NTP和帽子类似

物的高效液相色谱条件，该条件可以用于在mRNA体外

转录过程中的NTPs和帽子类似物的残留进行定量检测。

结果显示，Biozen Oligo可以满足分析要求。 

本实验采用Biozen Oligo生物惰性硬件的核壳色谱

柱对mRNA样品进行分析。 主要考虑到两点：第一，

NTPs和帽子类似物含有高能磷酸键，非常容易跟不锈

钢硬件产生路易斯酸碱作用从而造成吸附，引起峰拖尾

和回收率低的问题。而Biozen系列色谱柱有钛内衬，可

以抑制这种吸附作用； 另外一方面，核壳柱和普通全

多孔硅胶色谱柱相比，具有高柱效，高分离度，高灵敏

度，低背压等特点。 
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化合物信息 

表1. 化合物信息 

样品名称 分子式 分子量 

ATP C10H13N5Na3O13P3  573.127 

CTP C9H13N3Na3O14P3 549.1 

GTP C10H13N5Na3O14P3 589.130 

UTP C9H12N2Na3O15P3 550.087 

Cap 

Analolog 
C32H43N15O24P4 (free acid) 1145.6720(Free acid) 

 

实验部分 

3.1仪器、试剂与材料 

3.1.1主要仪器设备 

Thermo U3000 高效液相色谱； 

UV检测器 

3.1.2试剂材料 

三乙胺，己胺，磷酸为分析纯；甲醇为色谱纯；

实验用水为屈臣氏蒸馏水。 

NTPs和帽子类似物的样品为云舟生物提供，用

无酶水稀释成混标，浓度分别为1mM。 

Luciferase IVT mRNA 样品1和2为云舟生物提供，

用无酶水稀释成约为1.2ug/uL。 

*特别感谢云舟生物科技（广州）股份有限公司提供此次样品，云

舟生物作为全球基因递送技术的创新型企业，提供基因递送方案的

设计研发与优化，科研用载体定制（包括基因载体构建、质粒DNA

制备、病毒包装、CRISPR/shRNA文库构建、稳转细胞株构建、

mRNA体外转录、重组蛋白表达纯化等）全产业链服务。以其优异

的产品和服务，为科研工作者以及相关企业提供了宝贵的支持。 

 

3.2样品前处理方法 

样品用无酶水稀释后上样。 

3.3仪器检测条件 

3.3.1色谱条件 

色谱柱：Biozen Oligo (1.7 µm，2.1 × 100 mm)； 

P/N: 00D-4791-AN 

流动相：A：取400mL纯水，精密加入1.5mL磷

酸混匀，再加入5mL三乙胺和200uL正己胺充分

溶解，pH值约为7.2 . 

             B：甲醇  

流 速：0.2mL/min； 

检测器：260nm 

柱 温：35℃； 

进样量：0.1µL 

 

 

应用编号：AP10674 
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梯度： 

时间/min A% B% 

0 95 5 

2 95 5 

15 60 40 

18 10 90 

18.1 95 5 

25 95 5 

 

3.4实验图谱 

 
图1. ATP /UTP /GTP /CTP/帽子类似物（黑色）和两

个mRNA样品（蓝色和粉色）叠图 

 

结论 

本实验建立的UHPLC的色谱条件，可以在25分

钟 内 完 成 分 析 ， NTPs 和帽 子 类 似 物 分 离 度 高。

Luciferase IVT mRNA 样品1和2的合成工艺路线有所

差别，其中Luciferase IVT mRNA 样品2（粉色）中含

有帽子类似物的残留，通过该色谱方法可以分离出

来以便后续进行定量分析。该方法对于mRNA样品中

几种目标杂质进行分离分析， 峰形对称，分离度好，

满足对分析精度和通量的要求 


