
1. 引言

真核生物mRNA通常在其 3' 末端以一段腺苷终止，根据物种的不

同，其长度可以从20到200多个碱基不等。3'-多聚腺苷 (poly A) 尾通

过与多聚腺苷酸结合蛋白 (PABP)、5' 帽和真核起始因子 (eIF) 相互作

用，影响细胞质中的mRNA翻译和稳定性。在设计用于产生免疫刺

激性抗原的治疗性或预防性mRNA药物（mRNA 疫苗）中，通过将

多聚腺苷序列编码到模板 DNA 中或使用聚腺苷酶在体外转录 (IVT) 

合成产生的mRNA 3' 端添加poly A尾，可影响蛋白质表达的持续时

间和强度，从而影响mRNA疫苗的寿命和免疫原性。由上可知了解

mRNA疫苗中的poly A尾长及其与mRNA稳定性和蛋白质表达的关系

十分必要，因此，需要建立合适的方法用于准确表征IVT合成mRNA

的 poly A尾长。 

目前有许多技术被用于polyA尾长的分析，例如色谱法（poly dT或

poly U 柱）、基于PCR的分析（如LM-PAT和ePAT）以及二代测序

方法（如TAILseq和PAL）。其中，二代测序方法（例如TAIL-seq）

可报告单个碱基，具有较高分辨率。但该方法是一种间接检测的方

法，需要通过扩增长链腺苷转化为cDNA后检测，因此检测过程非

常复杂[1]。与上述方法不同，质谱法 (MS) 是一种更加高效且直接

的测量技术，能够通过其质量差异来区分单个核苷酸。质谱法已被

用于准确测定长度可达 500 个碱基的 PCR 产物的碱基组成。在商

业化的诊断平台中也可看到质谱法的应用，例如用质谱法鉴定 120 

mer的 PCR 产物，可同时识别多种微生物病原体[2]。其中高分辨质

谱，尤其Orbitrap，以其超高的分辨率及高灵敏度的优势，能够获

得远超于单核苷酸分子量的分辨率，且可同时直接测量多个核酸的

mRNA疫苗中的poly A分析前处理策略
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混合物及可能发生的修饰，因此非常适用于poly A 尾长的表征。完

整的mRNA疫苗序列通常由几千个碱基组成，质谱难以实现超大分

子量物质的检测。通过一定的前处理步骤，获得仅含有3’ploy A的

短片段可极大提升MS检测mRNA的能力。例如，有文献报道使用

oligo DT磁珠富集纯化polyA，结合质谱检测的方法，能够准确检测

poly A尾分布及其修饰[3]。本文在此方法的基础上进一步优化了前处

理策略，并与未经磁珠纯化分析的方法做了对比，为mRNA 疫苗中

的poly A尾表征分析提供更多选项。

2. 实验部分

2.1 样品

某公司提供的新冠mRNA疫苗（约3900mer）

2.2 仪器及试剂

质谱仪器：Q Exactive Focus (赛默飞世尔科技，美国)；

色谱仪器：Vanquish Flex 液相色谱系统 (赛默飞世尔科技，美国)；

色谱柱：DNAPac RP (2.1 x 100 mm, 4 µm, P/N 088923)

试剂：二次去离子水，甲醇（质谱级），DIPEA（质谱级），六氟异丙醇（

质谱级），EDTA，RNase-Free Distilled Water，Dynabead s™ mRNA 

纯化试剂盒（包括Oligo (dT)25磁珠、binding buffer和washing buffer, 

P/N 61006），RNase T1(1000 U/µL, P/N EN0541)。

其他：DynaMag™-2 磁力架
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2.3 仪器方法

1）IP-RPLC-MS；

表1 poly A 检测色谱条件

流动相 A相（%）：2%HFIP-0.1%DIPEA-H2O B相（%）：0.075%HFIP-0.0375%DIPEA-甲醇

流速（ml/min） 0.3

柱温（℃） 60

色谱梯度

时间（min） B相浓度（%）

0 20

1 20

15 40

16.5 90

18 90

18.1 20

20 20

表2 质谱条件

Polarity Negative

Resolution 17,500

Scan ranges 600-3000 m/z

AGC target 3 e6

Maximum IT 200 ms

Spectrum data type pro�le

Spray Voltage (-) 3300

Capillary Temperature 320 ℃
Sheath Gas 40

Aux Gas 10

S-Lens RF Level 60

Probe Heater Temp. 350 ℃

2.4 数据采集及分析

Thermo Xcalibur 进行数据采集；BioPharma �nder 4.1进行数据处理

2.5 前处理

2.5.1 Dynabeads™ mRNA试剂盒纯化

取100 µg mRNA样品，加入10 µL RNAse H buffer和 5 µL RNAse T1，用无酶水稀释至100 µL，样品置于37度孵育3 hr。取500 µL磁珠置

于磁力架30 s，去除上清；取200 µL binding buffer重悬磁珠，去除上清；再加入100 µL binding buffer；将酶切样品加入磁珠，室温温和

旋转5 min；置于磁力架，吸取上清并遗弃；分别加入washing buffer 100 µL清洗磁珠2次；分别加入100 µL 100 mM乙酸铵清洗磁珠2次；

加入100 µL 75%甲醇，80度水浴1-2 min，置于磁力架上冷却1-2 min，取上清，旋干；加入50 µL 1 mM EDTA（10 mM Tris HCl pH7-8或

水）复溶, 上样。

2.5.2 酶解后直接进样方法

50 µg mRNA样品中加入10 µL RNAse H buffer, 5 µL RNase T1，加无酶水补足到100 µL，37度分别孵育15 min、30 min、60 min、3 hr，

取20 µL酶解液（加入1mM EDTA）上样。

3. 结果与讨论

3.1 Dynabeads™ mRNA试剂盒纯化方法

mRNA疫苗通常由上千个碱基组成，由于分子量太大而难以被质谱直接检测。因此对于mRNA加帽或者加尾分析，通常需要增加前处理



步骤，通过探针纯化及特异性酶切的方法，获取含有5’端或3’端的短链RNA片段后进行质谱检测。对于加尾表征分析实验，通常步骤

如下：首先，使用RNAse T1将mRNA酶解成短片段（RNAse T1酶切位点在G之后，且具有较高的特异性）；然后，加入Oligo DT磁珠探

针，通过磁珠与末端poly A碱基互补配对结合捕获poly A片段；最后，在高温条件下用75%甲醇将poly A从磁珠上洗脱。具体实验步骤可

参考Michael Beverly文献[3]。本研究对文献方法进一步优化，基于文献中的磁珠用量很难得到相应的poly A产物峰（图1），本研究尝试将

Oligo (dT)25磁珠用量从75 µL逐渐增加到500 µL，可以测得较高丰度的polyA产物峰，由于该磁珠回收率较低，建议500 µL以上的磁珠用

量对应100 pmol mRNA样品。

图1：mRNA样品分别经过75 µL及500 µL Oligo (dT)25磁珠纯化后，LC/MS检测图谱。A)TIC色谱图；B)质谱图。

图2为经500 µL Oligo (dT)25磁珠纯化的LC/MS检测结果。通过解卷积TIC图上显示的三个峰（图2），获得相应的分子量。将获得的分子

量与poly A理论分子量比对，确定peak1对应polyA样品。peak2和peak3异质性强，推测这两个峰为mRNA较大酶解片段，由于非特异性

吸附导致。因此下一步我们增加了洗脱步骤，分别用washing buffer及100 mM乙酸铵清洗2-3次，将非特异性吸附峰降至最低（图3）。

图2：mRNA样品经过500uL Oligo (dT)25磁珠纯化后，LC/MS检测图谱。 
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图3：mRNA样品经过500 µL Oligo (dT)25磁珠纯化，增加清洗步骤后的LC/MS检测图谱。

注：更改了洗脱梯度，因此图2和图3洗脱时间稍有不同

从试剂盒纯化方法步骤中可以看出，磁珠的用量较大，且前处理时间较长，是否有更简便且可行的方法。基于此，我们尝试直接使用

RNAse T1溶液酶解mRNA的方法（无需磁珠和探针），并将优化后的结果与试剂盒纯化方法对比。首先，我们对比了不同酶解时间对

poly A分布的影响。poly A长度通常在100 mer以上，根据离子对反相色谱出峰规律，poly A通常最后被洗脱，如图4红色框显示。随着酶

解时间的增加，从15 min增加到30 min，poly A前面出现了更多的峰，说明酶解片段随酶解时间的增加而增加；酶解时间从30 min增加到

3 hr，TIC谱图没有明显变化。对四个图谱中保留时间在13 min的polyA峰分别解卷积，得到poly A分布如图5。15 min酶解时间对应的分子

量结果与其他条件不同，推测由于未充分酶解导致；30 min到3 hr的结果分子量分布少许不同，但每个峰对应的分子量基本一致，因此建

议将酶解时间设置30 min以上。需要注意的是， RNAse T1酶一直存在于酶解液中，尚无有效方法快速终止该酶解反应，因此poly A样品

建议现配现做，或者使用RNase T1 Mag Bulk Kit磁珠试剂盒（货号： 60120-101）将RNAse T1与酶解液有效分离，避免过度酶解。

图4：mRNA样品经过RNAse T1酶切（酶解时间分别从15 min到3 hr）后，直接质谱检测所得TIC图谱。 



图5：不同酶解时间对应的polyA峰解卷积结果。

将同一批mRNA样品分别用磁珠法和溶液酶解法处理30 min，随后进样分析。解卷积分子量分布如图6所示，磁珠法获得的样品由于纯度

高、干扰峰少，可检测到更多低丰度的poly A峰。因此，磁珠法测得的poly A分布比溶液酶解法获得的poly A样品分布略宽。但从整体上

看，两种前处理方式得到的主峰分布相近，且分子量准确度相当，未经磁珠纯化的溶液酶解前处理方法可作为一种简单可行的选项用于 

mRNA 样品的 poly A 分析前处理。

图6：poly A样品经过Biopharma Finder™ 4.1软件解卷积分子量分布图。

A为mRNA样品经过Oligo (dT)25磁珠纯化处理所得poly A分子量分布，B为相同mRNA样品经过溶液酶解30 min所得poly A分子量分布。

为了进一步验证溶液酶解法的可行性和准确性，我们使用合成的mRNA样品进行测试，酶解条件参考2.4.2，酶解时间为1 hr。使用Bio-

pharma Finder™4.1软件可轻松建立理论序列的建立简单且可设定修饰，polyA是由不同长度腺嘌呤组成的混合物，软件中其理论序列的设

置有两种方式：1）建立多个理论序列，即将每个长度的polyA分别设置一个序列，如120A，121A，122A等；2）设置一个理论序列，建

议取丰度最高组分对应的poly A分子量作为基准，其他长度poly A通过设置为该组分的可变修饰来表示，如 +A，+2A，-A，-2A等。可变

修饰的添加如图7所示，只需输入修饰的精确分子量和平均分子量信息及修饰位点，即可添加新修饰至已有的修饰库中。常见的修饰如磷

酸化、硫代磷酸化、甲基化等在软件自带的修饰库中均有，且可以自定义修饰位点于5’端、3’端、碱基、backbone linker等任意位置。



图7：Biopharma Finder™ 4.1软件新建理论序列及添加新修饰流程图。

图8A展示了Biopharma Finder™ 4.1软件解卷积结果及原始质谱图，解卷积结果呈现出良好的正态分布，每个峰都匹配上了不同长度的

poly A。解卷积结果中的每一个归属峰，在原始质谱图中均有多个电荷价态检出。例如123A对应的峰是质谱图中19个价态峰解卷积的

结果（蓝线），可信度高。图8B展示了解卷积结果的放大图，图中所有的峰都与理论序列匹配上，呈现正态分布状，每个峰之间相差约

329 Da，即一个腺嘌呤核苷分子量。峰之间呈现良好的基线分离，显示了Orbitrap质谱的高分辨及高灵敏度。

 

 

图8：poly A样品经Biopharma Finder™ 4.1软件解卷积的结果展示。
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Biopharma Finder™ 4.1软件中解卷积的结果列表详细而全面（图9）。包括匹配的理论序列、修饰、实测分子量、理论分子量、质量

偏差、质谱响应强度、每个组分的相对含量、score可信度分值、用于解卷积的价态数目、价态分布、质量偏差、组分的保留时间。结

果列表显示匹配的序列分布从117A到133A，每个匹配组分的丰度可参考质谱强度和相对丰度值。质量偏差列表显示，即使分子量超过 

40,000 Da的组分，质量偏差基本都在1 Da以内，结果准确度高。匹配的电荷价态数量和分布可用作结果可靠性的参考值，所有的匹配组

分均有近二十个电荷价态的匹配，显示了结果的高度可信。Apex IT为匹配的每个组分提供精确的保留时间值。

图9：poly A样品经Biopharma Finder™ 4.1软件分析的结果列表展示。

结论

综上所述，本文优化了mRNA 表征中的poly A 分析前处理策略，通过对比发现磁珠法和溶液酶解法均是可行的poly A前处理方式。磁

珠法获得的样品分析结果相对更精确和完整，而溶液酶解法更经济便捷。此外，分析软件的多功能及操作简便对于poly A尾分析同样重

要。Biopharma Finder™ 4.1核酸分析模块可以实现理论序列编辑、加帽加尾自动分析、核酸序列确证、修饰位点及含量分析和mRNA 

mapping等，是目前商品化软件中对于核酸分析功能最全面的软件。通过合成的mRNA样品验证，得益于Orbitrap的高分辨及高灵敏度等

优势，可实现poly A尾完整且精确的表征，解卷积谱图里的每个峰都能实现良好的基线分离，且质量偏差小、结果可信度高。
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