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概述

Inclisiran是一种小干扰RNA(siRNA)，以干扰前蛋白

转化酶枯草杆菌蛋白酶Kexin-9(PCSK9)信使RNA表达为

主要作用，从而持续降低PCSK9和低密度脂蛋白胆固醇

(LDL-C)水平，具有良好的有效性及安全性。Inclisiran是

由21~23个核苷酸系列组成的新型双链siRNA，其分子

是由两条互补的核糖核苷酸链组成的，分别为一条正义

链和一条反义链，正义链包含21个核苷酸，反义链包含

23个核苷酸，反义链包含目标基因的识别信息。而正义

链中3'末端通过共轭结合N-乙酰半乳糖胺（GalNAc），

N-乙酰半乳糖胺（GalNAc）与肝细胞表面的唾液酸糖

蛋白受体结合，迅速被肝细胞摄取，因此能够被精准的

作用于靶向器官[1]。

由于合成反应效率和原料纯度等多个因素的影响，

合成中会产生序列截短/延长等工艺杂质，其中特别是

n-1、n+1、氧化异构体均与全长药物的相似度较高，

给产品纯化和杂质分析工作带来了很大的困难[2]。此外

Inclisiran是一种经过硫代磷酸酯修饰的siRNA，这种修

饰能够增强siRNA对核酸酶的抵抗力，从而提高其在体

内的稳定性。这种修饰会在磷酸基团中引入手性中心，

导致形成2n个非对映体（其中n是硫代磷酸酯修饰的数

量）。由于理化性质上存在的细微差异会导致非对映异

构体在色谱柱固定相上得到部分分离，所以硫代磷酸酯

寡核苷酸的色谱峰比其天然（磷酸二酯）对应物的色谱

峰宽[3]。

针对上述问题，急需开发一种色谱条件能够抑制硫

代磷酸酯寡核苷酸非对映异构体的峰展宽，同时使全长

硫代磷酸酯寡核苷酸（n）和其序列长短异构体（n+1

和n-1）以及硫代不完全异构体得到良好的分离。
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实验部分

3.1仪器、试剂与材料

3.1.1主要仪器设备

Water H-class 超高效液相色谱；

3.1.2试剂材料

实验用水为屈臣氏蒸馏水，甲醇、乙腈为色谱

纯，HFIP（六氟异丙醇）、HA（正己胺）；

3.1.3样品

样品分别为AS和SS链以及其截短（n-1）/延长

（n+1）、硫代不完全（PO）杂质；

3.2仪器检测条件

3.2.1色谱条件

色谱柱1：Biozen Oligo（2.1×150mm, 1.7μm,

100Å）P/N:00F-4791-AN

流动相： A相：20 mM HA + 100 mM HFIP (pH

9.0)；

B相：MPA：乙腈=1：1；

流速1：0.25mL/min；

柱温：60 ℃；

上样量：0.2uL；

梯度程序见表1

表1. 流动相1梯度条件

时间(min) 流速 (mL/min) A (%) B (%)

0 0.25 75 25

20 0.25 35 65

20.1 0.25 75 25

30 0.25 75 25

应用编号：AP10741



3.3结果与讨论

3.3.1 色谱柱选择

寡核苷酸因其磷酸二酯骨架和带负电荷的特性，

具有高度的极性，这在传统的反相色谱中难以有效

保留。离子对反相色谱是分析分离寡核苷酸的主要

分离模式之一。其保留机制较为复杂，可理解为带

正电的离子对试剂（即烷基胺）和带负电的磷酸基

团之间的相互作用，形成中性复合物，离子对试剂

在疏水固定相表面的吸附导致复合物被保留。所以

在色谱柱的选择方面，考虑到需要在碱性流动相和

较高柱温的环境下运行，传统的硅胶色谱柱会存在

寿命问题，所以必须选择有机杂化硅胶的色谱柱。

Phenomenex的bioZen Oligo 是一种专为寡核苷

酸分析设计的色谱柱，除了采用了先进的核-壳颗粒

技术和有机硅胶杂化工艺，还引入了BioTi生物兼容

性硬件，提高了色谱柱在低进样量分析时的灵敏度

和稳定性，特别是在处理生物样品中寡核苷酸的表

征和定量时。这种硬件改进有助于改善回收率，对

于治疗性寡核苷酸药物的研发和质量控制至关重要。

3.3.2 流动相选择

被广泛使用的离子对系统包括用乙酸缓冲的烷

基胺体系或者HFIP缓冲的烷基胺体系。HFIP体系也可

以适用于LC-MS，因为它在降低胺浓度的情况下提供

了有效的分离能力，不会抑制MS信号，并且HFIP还

可以提高电离效率。

根据离子对反相色谱柱的原理，目标物保留随

着离子对（烷基胺）疏水性的增加而增加。本文分

析的是一种硫代寡核苷酸样品，在流动相筛选中发

现疏水性较弱的烷基胺（如三乙胺）对非对映异构

体有一定的分离能力，从而使色谱峰更为复杂，从

而掩盖或者影响了序列长短等异构体的分离。 而疏

水性较强的烷基胺则可以有效的抑制非对映异构体

的分离，从而改善序列长短等异构体的分离。通过

对比，本文最终筛选了正己胺的体系，可以有效的

对n-1、n+1的失败序列实现分离，硫代不完全序列

容易和n-1共流出，在该条件下也可以实现分离。参

见图1-4。并且AS链和SS链以及主要序列异质体在该

条件下均可以实现分离。参见图5。

3.4实验谱图

图1. AS链以及其失败序列的单标叠图（深蓝色：AS-1nt；；浅蓝色：AS-

1S；黑色：AS；绿色：AS+1nt）

图2. SS链以及其失败序列的单标叠图（深蓝色：SS-1nt；；浅蓝色：SS-

1S；黑色：SS；绿色：SS+1nt）

图3. 将AS链的失败序列按照10%加标到AS链中的结果

表2. 图3的积分结果

组分
保留时间

（min）
理论塔板数 分离度

AS-1 11.041 116064 -

AS-1S 11.325 101734 2.03

AS 11.543 89476 1.44

AS+1 12.006 40761 >1.5



图4. 将SS链的失败序列按照10%加标到SS链中的结果

表3. 图4的积分结果

组分
保留时间

（min）
理论塔板数 分离度

SS-1 10.160 181895 -

SS-1S 10.293 116190 1.18

SS 10.479 63753 1.28

SS+1 10.815 61878 1.95

图5. SS链加标（黑）和AS链加标（蓝）的叠图

结论

本文开发了一种离子对反相色谱条件，该条件

下 Inclisirna的AS和SS链的序列长短异构体和硫代不

完全序列均可以和目标序列得到分离。
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