
MKT-39109-A

CE-SDS作为质控方法进行mRNA polyA尾长度计算及含量分析
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1.  前言

mRNA的3'端polyA尾广泛参与调控mRNA成熟、核输出、胞

内稳定性及蛋白质翻译全过程，polyA尾的精准检测是mRNA药

物研发、生产中的重要质控环节，国家药品监督管理局药品审

评中心（CDE）发布的《mRNA疫苗药学研究技术指导原则》将

polyA尾长度、加尾效率及结构均一性列为mRNA产品关键质量

属性，要求贯穿工艺开发、工艺验证与成品放行全流程[1]。世界

卫生组织（WHO）发布的《RNA疫苗质量评估指南》、美国药典

《Analytical Procedures for mRNA Vaccines》亦将polyA尾检测纳入

法定质控体系，成为保障mRNA药物有效性与安全性的重要依据[2-

3]。基于此，开发高效、准确的polyA尾检测方法，对推动mRNA产

业规范化、标准化发展具有重要的应用意义。

在PA800 Plus药物分析系统上，ssDNA 100-R试剂盒（PN 

477480）及SDS-MW试剂盒（PN 390953）可实现寡核苷酸单碱基

分离及polyA尾的含量分析，但长度检测多使用质谱法，而质谱在

mRNA质控放行阶段难以普及[4-5]。本研究在SDS-MW试剂盒方案基

础上，验证CE-SDS可作为单一质控方法同时对polyA尾进行准确的

长度计算及含量分析：

a)  利用已知长度的polyA ladder建立长度与迁移时间的线性关系，

外标法计算样品polyA尾的长度。加标定性结果证明利用polyA 

ladder标曲计算polyA尾长度的方式准确、可靠。

b)  根据峰面积归一化法，软件可自动计算各长度polyA的含量。
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2. 方法及试剂

2.1仪器及设置

PA800 Plus药物分析系统，检测器波长：UV，254 nm，采集频

率：4 Hz；样品室温度：15 ℃，毛细管温度：25 ℃，窗口狭缝：

2号（100×200 µm），毛细管：熔融石英毛细管，50 µm内径，

有效/总长度=20/30.2 cm。进样条件：-5 kV，20 s；分离电压：-

10 kV，50 min。

毛细管针间冲洗和胶填充：0.1 mol/L氢氧化钠溶液在70 psi

压力下冲洗3 min，然后用0.1 mol/L盐酸溶液在70 psi压力下冲洗

1 min，再用去离子水在70 psi压力下冲洗1 min，最后用SDS凝胶分

离缓冲液在70 psi压力下冲洗5 min。

2.2 试剂及样品

SDS-MW试剂盒（PN 390953），用到其中的SDS Gel buffer

（S C I E X ,  A 3 0 3 4 1），5 0  µ m内径熔融石英毛细管（S C I E X , 

338451），0.1 M盐酸溶液，0.1 M氢氧化钠溶液。

PolyA尾巴部分的酶切与纯化试剂：R Nase-free-ddH2O（Vazyme, 

PN P071）、RNase T1酶（Thermo, EN0541）、LiCl（Sigma-Aldrich, 

L116328）、Tris（Sigma-Aldrich, RDD008）、HCl（Sigma-Aldrich, 

258148）、无酶水（Thermo, 4387936）、甲醇（Sigma-Aldrich, 

322415）、磁力架（Thermo, 12321D）、EDTA（Sigma-Aldrich, 4008-

M）、mRNA Capture Beads 2.0（Vazyme, PN N403）。

6个不同长度polyA标准品（IDT合成，浓度1.0 mg /mL）：

20 nt、40 nt、60 nt、80 nt、100 nt、120 nt，序列见表1。mRNA样

品由某企业提供，为两段式的polyA尾，长度约为30nt、70nt。
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将两组峰中各小峰的迁移时间带入polyA ladder标曲计算各

峰长度，结果如图2表格所示，Group 1与Group 2的峰均呈现一个

碱基长度的递增，Group1的10个峰长度在23 nt～30 nt，最高峰为

27 nt。Group 2的13个峰长度在67 nt～79 nt，最高峰为73 nt，计算

结果可精确到1个碱基长度。

为进一步验证计算结果的准确性，向polyA尾样品内加入

20 nt、40 nt、60 nt、80 nt四个polyA ladder加标定性。Group 1

从20 nt开始计数，每个峰累加一个碱基长度，10个峰分别对应

22 nt～31 nt 的10个碱基长度，最高峰为27 nt。 Group 2从60 nt计

数，每个峰累加一个碱基长度，13个峰分别对应为67 nt～79 nt 的

13个碱基长度，最高峰为73 nt，这与polyA ladder标准曲线的计算

结果一致。

上述结果证明通过polyA ladder计算polyA尾碱基长度的方式准

确、可靠，同时印证了CE-SDS方法可实现polyA尾的单碱基分离。

表1. 不同长度寡核苷酸标准品的序列

图1. polyA ladder与polyA尾样品电泳叠图（A）及polyA ladder标曲（B）

图2. polyA尾样品加标电泳图（左）及polyA ladder计算出的碱基峰长度

（右）

2.3 样品前处理

mRNA样品经如下前处理，进行polyA尾巴部分的酶切。

1). mRNA酶切处理：100 pmol mRNA加热至95℃后迅速降至

25℃，加入10 µL RNase H buffer、2 µL RNase T1，加水至100 µL，

37 ℃反应3 h。

2). polyA尾巴片段的纯化：Oligo dT 磁珠混匀，取75 µL，弃上

清，100 µL 结合缓冲液清洗两次，弃上清；磁珠与第一步反应液

充分混合，室温混匀5 min后，磁力架收集磁珠，弃上清。

3). polyA尾巴片段洗脱回收：100 µl Washing buffer清洗3次，

加100 µL 75%甲醇溶液（预热80℃），80℃保温1 min；磁力架分

离磁珠，上清液转移至新EP管中，浓缩仪浓缩干备用，分析前加

10 µL水溶解（理论浓度1 pmol/µL）。 

3. 分析与讨论

3.1  polyA尾长度计算

6个不同长度的polyA ladder：20 nt、40 nt、60 nt、80 nt、

100 nt、120 nt，在CE-SDS方法下可实现良好分离（图1A），长度

与出峰时间成正比，以各polyA ladder的迁移时间为横坐标，长度

为纵坐标，建立线性标准曲线，线性良好，R²=0.9983（图1B）。

polyA尾样品可检测到两组峰，分离度较好（图1A）。polyA 

ladder与polyA尾样品的电泳图叠加发现Group1峰长度分别在

20 nt～40 nt之间，由10个小峰组成，分别记为1-1、1-2、……、

1-10。Group2峰长度在60 nt～80 nt之间,由13个小峰组成，分别记

为2-1、2-2、……、2-13。
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3.2 polyA尾定量

根据软件积分，Group 1和Group 2的含量（以校正峰面积百分

比表示）分别为49.75 %和50.25 %。对两组峰中的各碱基峰单独积

分，含量分布如图3，横坐标为polyA尾长度，纵坐标为校正峰面

积百分比（%），即含量占比，其中27 nt、73 nt的峰含量最高，

分别占比16.72%、7.28%。
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图3. 样品polyA尾长度分布柱状图

4. 结论

利用CE-SDS方法可实现polyA尾单碱基分离的优势，将已知长

度的polyA ladder通过外标法准确计算polyA尾的长度，同时软件积

分进行polyA尾的含量分析。因此，CE-SDS可以作为单一质控方法

实现同时对polyA尾长度计算及含量分析，为mRNA产品质控提供

简便、准确的检测方案。
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