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硫代反义寡核苷酸药物 !"!" 有关物质的分析!

张宏燕，- 鲁丹丹，- 吴利霞，- 周 - 喆，- 王升启
（军事医学科学院放射与辐射医学研究所，北京 *""#&"）

摘要：为了进行硫代反义寡核苷酸药物 C7*$ 的质量控制研究，建立了用阴离子交换高效液相色谱（<D-EFGH）和
毛细管凝胶电泳（HI.）分析自行合成的 C7*$ 有关物质的方法。设计合成了 C7*$ 的硫代不完全序列（F.J）* 和
短序列（! / "）并将它们作为已知杂质。在 <D-EFGH 上，使用的分析柱为 >,< F/6 F<-*""（’ %% 0 !&" %%）；流
动相 < 为 *" %%)* ? G ,/JE-"1 * %)* ? G ,/H*，流动相 ; 为 *" %%)* ? G ,/JE-) %)* ? G ,/H*；梯度洗脱条件为流动
相 ; 液在 # %03 内从 %"K 升至 *""K；流速 * %G ? %03；柱温 ’" L；检测波长为 !%" 3%。HI. 所用毛细管规格为内
径 *"" !%，总长度为 )* 6%，有效长度为 !" 6%；电泳缓冲溶液为三羟甲基氨基甲烷（7’08）-硼酸 -, %)* ? G 尿素，#E
#1 &；采用电动进样，进样电压 / *" M(；分离胶为 !&" 4 ? G 的聚丙烯酰胺；检测波长为 !&’ 3%。结果表明，C7*$ 与硫
代不完全的（F.J）* 序列在 <D-EFGH 上能够达到基线分离，与短序列（ ! / *）在 HI. 上能达到基线分离。说明
<D-EFGH 和 HI. 联合应用能够很好地分析 C7*$ 中的有关物质。
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- - 反义寡核苷酸是能与特定的脱氧核糖核酸
（>,<）或核糖核酸（T,<）以碱基互补序列配对的
方式结合并阻止其转录和翻译的短核酸片段，可用

于病毒性疾病、心血管系统疾病、感染性疾病及癌症

等许多疾病的治疗［*］。现已有 ) 种反义寡核苷酸药

物上市，十余种反义寡核苷酸药物处于临床试验

中［! / %］。本实验室筛选的硫代反义寡核苷酸药物

C7*$ 通过抑制宿主凋亡诱导因子（<SC）的表达而
起到抗流感的作用，其序列为 &U-III77I7H77-
I7IH<I77I-)U。前期体内外药效学研究表明
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!"#$ 具有良好的抗流感活性。对 !"#$ 做进一步
临床前研究，如药代动力学、毒代动力学等以及最终

作为药物，都需要对其进行质量控制。质量控制中

的检查主要是有关物质的检查。有关物质主要包括

氨解脱保护产生的各种脱保护基团、偶联出错时产

生的错误序列的寡核苷酸、磷酸二酯键中 ! 个非桥
基氧原子未被硫代的硫代不完全序列（#%$）! 和比
全长 " 序列少 ! 个碱基的合成失败序列（" & !）。
其中各种保护基团在离子交换纯化时不被保留，很

容易除去。序列通过聚合酶链式反应（#%&）掺入’
自动测序法及质谱法（()）进行检查［’］。硫代不完

全杂质（#%$）(、（#%$）) 和合成失败序列（" & (）、
（" & )）所占比例很少，并且在合成后的纯化过程中
可以很好地除去。因此，本文主要研究了（ #%$）#
杂质和（" & #）杂质与硫代反义寡核苷酸药物的分
离检测方法。本文采用优化的阴离子交换高效液相

色谱（*+’,#-%）法和毛细管凝胶电泳（%./）法分
别可以很好地将 !"#$ 和（#%$）# 杂质、!"#$ 和（"
& #）杂质进行分离。通过合成以上两类杂质序列
作为已知杂质，用 *+’,#-% 和 %./ 方法对 !"#$
和已知杂质类似物进行了分析，建立了 !"#$ 主要
有关物质的分析方法，为该硫代反义寡核苷酸药物

的质量控制研究奠定了基础。

!" 实验部分

! ! !" 仪器及材料
! ! 01"* 2345264327! 合成仪，*+ ) 8- 合成柱，美
国 *89:;<=8 6<=:8=>4= ?4279>< 公司；/@69A479
,$-$ )B;798 CD* 合成仪，美国 *EF 公司。离子交
换色谱系统：C937= *-- 液相色谱仪，$$* 二极管阵
列检测器，’#’ 自动进样系统，美国 G=79:; 公司；离
子交换 ,#-% 分析柱为 CD* #=> #*’#--（. 88 /
("- 88）柱，美国 C42H9@ 公司。纯化、脱盐用色谱
系统：C937= #:96 .--- 液相色谱仪，(.,’ 双波长紫
外可见光检测仪，纯化、脱盐柱均为 *#’( 柱（.+ *
88 / #-- 88），美国 G=79:; 公司。纯化柱填料为
)$I&%/ #"J，瑞典 ./ ,9=37<>=:9 公司；脱盐柱填
料为 #$&$)，德国 E29<:4H59: (=HH<948 .8?< 公
司。# K *%/ (CJ 毛细管电泳系统，9%*# ;;CD*
#-- ’& 单链 CD* 分离试剂盒，美国 E9>L8=H %2M3’
79: 公司。)699A N=> 63M; )%##-* 冻干机，美国
)=O=H7 公司。(433’J E42>93 超纯水器，美国 (4334’
62:9 公司。
! ! #" "#!$ 的制备
! ! !"#$ 以 . 树脂为合成载体，用 *+ ) 8- 柱在
01"* 2345264327! 合成仪上采用循环式亚磷酰胺
法合成。合成产物加浓氨水后于 "" P氨解 #( <。

氨解液温度降至室温后分别用 .) 漏斗和 -+ ." "8
滤膜过滤。滤液用 C937= #:96 .--- 液相色谱仪进
行纯化和脱盐。具体纯化方法见文献［,］，在吸收
峰最大处开始收集流出液，到吸收峰降至最大吸收

的约 # K " 处停止收集。脱盐是从吸收峰上升时就开
始收集，到吸收峰下降至基线附近结束。纯化后的

产品经旋转蒸发浓缩至 #- 8- 左右进行冷冻干燥
得到 !"#$ 纯品。
! ! %" （$&%）!杂质和（! ’ "）杂质的设计
! ! 设计并合成了 ) 种不同的（#%$）# 杂质，分别
是在 !"#$ 的 ) 个不同位置氧代的序列（序列中标
有 2 的位置表示被氧代），分别命名为 *#，*( 和
*)。序列如下：

*#：.2..""."%"".".%*."".
*(：...""."%""2.".%*."".
*)：...""."%"".".%*.""2.

! ! 设计并合成了 ) 种不同的（" & #）杂质，一种
（" & (）杂质，它们分别是在 !"#$ 序列的不同位置
缺失碱基（标有下划线的碱基表示缺失碱基），分别

命名为 *.，*"，** 和 *’。序列如下：
*.：...""."%"".".%*."".
*"：...""."%"".".%*."".
**：...""."%"".".%*."".
*’：...""."%"".".%*."".

! ! (" （$&%）!杂质和（! ’ "）杂质的制备
! ! （ # %$）# 杂质和（ " & !）杂质均在 /@69A479
,$-$ )B;798 CD* 合成仪上采用流过式亚磷酰胺法
合成。氨解方法同 !"#$。氨解产物经聚丙烯酰胺
凝胶电泳（#*./）、寡核苷酸纯化柱芯（$#%）纯化，
冷冻干燥产物作为已知杂质（#%$）# 和（" & !）。
! ! )" &’()$*+ 实验条件
! ! 流动相 * 为 #- 8823 K - D=$,’-+ # 823 K -
D=%3，流动相 E 为 #- 8823 K - D=$,’) 823 K -
D=%3；梯度洗脱条件为 E 液在 , 84H 内从 *-Q 升至
#--Q；流动相均用 (433’J 水配制并用 -+ ." "8 滤
膜滤过；流速为 # 8- K 84H。柱温 .- P；检测波长为
(*- H8。分析软件为 (4339H4M8 )(。
! ! *" +,- 实验条件
! ! 采用 # K *%/ (CJ 毛细管电泳系统及 9%*#
;;CD*#-- ’& 单链 CD* 分离试剂盒；毛细管内径
#-- "8，总长度为 )# >8，有效长度为 (- >8；电泳
缓冲溶液为三羟甲基氨基甲烷（ ":4;）’硼酸’’
823 K - 尿素，6, ,+ "；分离胶为 ("- 5 K - 的聚丙烯酰
胺，分离电压为 & #"+ " LN，分离温度为 .- P；采用
电动进样，进样电压 & #- LN；检测波长为 (". H8；
分析软件为 E9>L8=H # K *%/ ;B;798 (CJ O9:;42H
( R )。

·#."·
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!" 结果与讨论

! ! #" "#$%&’( 的分析结果

图 #" 分别添加（)）（&$*）#杂质 "#、（+）（&$*）#杂质 "!、

（ ,）（&$*）#杂质 "%、（-）! & ! 杂质 "’ 与（ .）（! &

#）杂质 "( 的 /0#) 的色谱图
/12! #" "#$%&’( ,3456)7524)68 59 /0#) ,5:7)1:.-（)）
（&$*）# 16;<417= "#，（ +）（&$*）# 16;<417= "!，

（ ,）（&$*）# 16;<417= "%，（ -）（ ! & !） 16;<417=

"’ ):-（.）（! & #）16;<417= "(，4.8;.,71>.?=
"

图 !" 分别添加（)）（! & #）杂质 "(、（+）（! & #）杂质 "*、
（ ,）（! & #）杂质 "+、（ -）（! & !）杂质 "’、（ .）（ !
& #）杂质 "(、（! & !）杂质 "’ 及（ 9）（&$*）# 杂质

"# 的 /0#) 的 (@A 图谱
/12! !" (@A .?.,745;3.4524)68 59 /0#) ,5:7)1:.-（)）
（! & #）16;<417= "(，（ +）（! & #）16;<417= "*，
（ ,）（! & #）16;<417= "+，（ -）（! & !）16;<417=
"’，（.）（! & #）16;<417= "(，（ ! & !）16;<417=
"’ ):-（ 9）（&$*）# 16;<417= "#，4.8;.,71>.?=

"

# # 图 $ !"，#，$ 为“$% &”节色谱条件下，’ 种（ %(
&）$ 杂质与 ’($) 的分离图谱，’($) 和其（ %(&）$
杂质达到了基线分离，氧代位置不同的（%(&）$ 杂
质（)$，)! 和 )’ 杂质）的色谱保留时间一致，分离
图谱相似，分离度几乎相同。图 $ !* 为（! * !）杂质
)+ 与 ’($) 的分离图谱，可以看出，’($) 与（! * !）
杂质能很好地分离。图 $ !+ 为（ ! * $）杂质 ), 与
’($) 的分离图谱，可以看出，该分离条件无法将
’($) 和（! * $）杂质 ), 完全分开。在“$ , &”节色
谱条件下，把已知浓度的（%(&）$ 杂质 )$ 逐级稀释

后进行 )-!.%/0 分析，得到杂质 )$ 的检出限为
! !1 2 3/。
! ! !" (@A 的分析结果
# # 在“$% "”节实验条件下，’($) 与其（! * $）杂质
达到基线分离（见图 ! !"，#，$）；且分离度随着杂质
碱基数目的减少而提高，图 ! !* 显示 ’($) 与其（!

·!,&·
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% &）杂质的分离度明显优于 !"#$ 与其（! % #）杂
质的分离度；图 & #$ 为添加 %’ 和 %( 的 !"#$ 的
&’( 图谱，说明 &’( 能够分离碱基数目不同的杂
质。但是 !"#$ 和（))*）# 杂质采用 &’( 分离则完
全无法分开，见图 & #+。在上述条件下，把已知浓度
的（! % #）杂质 %’ 逐级稀释后进行 &’( 分析，得到
杂质 %’ 的检出限为 *+ &&* !, - ./。
! ! "# 中试规模 "#$% 的纯度
! ! 在“# 0 "”节 %1#2)/& 分析条件下，测得中试规
模生产的 !"#$ 药物（,* ..34）的纯度大于 $-5
（见图 , #6）；在“# 0 .”节 &’( 分析条件下，测得其纯
度大于 $"5（见图 , #7）。

图 "# "#$% 的（$）%&’( 图谱与（)）(*+ 图谱
",-! "# （$）%&’( ./012$31-0$2 $45（)）(*+

676.3018/601-0$2 19 "#$%

! ! 中试产品的杂质主要为（! % #）和（))*）# 杂
质，因此实验中首先运用 &’( 确定寡核苷酸全长主
成分的含量，再减去 %1#2)/& 法测定的硫代不完
全序列（ ) )*）# 的含量，得到产物的纯度。故此，
%1#2)/& 法和 &’( 法的结合使用可以很好地完成
!"#$ 的有关物质分析，成为 !"#$ 定量分析、纯度
测定及质量控制的有力工具。

! ! &# 讨论
! ! 对寡核苷酸药物的全面质量控制除了 %1#
2)/& 和 &’(［$，#*］方法外，还可以借助核磁共振

（89:）和质谱［##，#&］等方法对不同杂质进行定性和

定量分析。但这些方法也有其局限性，如仪器要求

高，不普及。,# )#89: 可以有效地检测纯品中的微
量不完全硫代寡核苷酸。质谱可以用于杂质检测，

但主要用于寡核苷酸药物的精确相对分子质量和序

列测定。当失败序列的丰度小于主峰面积的 &5 时
质谱的检测能力小于 &’( 法，因此 &’( 仍然是首
选方法［#,］。近几年有报道认为使用反相 2)/& 也
能分离 ! 和（! % #）杂质，分离效果与 &’( 类似，但
检出限高于 &’(［#’ % #.］。综合运用上述方法可以用

于硫代寡核苷酸药物的杂质检查，但只能孤立地控

制某项指标。%1#2)/& 法和 &’( 法也各有其局限
性，今后可以尝试 &’(#9; 和 2)/&#9; 等快速简
便的方法用于寡核苷酸药物的有关物质检查。

"# 结论

! ! %1#2)/& 对寡核苷酸骨架上磷酸基团的差异
非常敏感，可以很好地分离 !"#$ 及其（ ))*）# 杂
质，但氧代位置不同、氧代数目相同的（))*）# 杂质
在 %1#2)/& 上分不开。此外，!"#$ 和（! % #）杂质
在 %1#2)/& 上也不能达到基线分离。（))*）# 杂
质与（! % &）杂质在 %1#2)/& 上的出峰位置相同。
&’( 分离的基础是各种长度的寡核苷酸由电泳驱
动，通过毛细管中的凝胶基质时被过筛而达到分离。

&’( 法可以很好地分离 !"#$ 及其（! % "）杂质，并
且随着缺失碱基数量 " 的增加，分离度增大，分离
效果提高；但是 &’( 法不能分离 !"#$ 及其（ ) )
*）# 杂质。在 &’( 分离图谱上，（))*）# 杂质包含
在 !"#$ 主峰里。
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