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引言

寡核苷酸（Oligonucleotide）是由少量核苷酸单元通过磷

酸二酯键连接而成的短链核酸分子，长度通常在几到几十个

核苷酸之间。常见的寡核苷酸包括反义寡核苷酸（Antisense 

Oligonucleotides, ASOs），小干扰RNA（small interference RNA, 

siRNA），microRNA和核酸适配体（aptamer）等。寡核苷酸药物

（Oligonucleotide Drugs）是一类以寡核苷酸为基础的治疗药物，

主要用于调节基因表达或干扰与疾病相关的RNA分子的功能。它们

通过与目标RNA分子结合，从而影响其翻译或降解，广泛应用于基

因治疗、癌症治疗、遗传性疾病、感染性疾病等多个领域。与传

统的小分子药物相比，寡核苷酸药物可以从源头进行疾病干预，

特异性高，副作用较少，具有可设计性。寡核苷酸药物是一个快

速发展的领域，有望为许多难治性疾病提供新的治疗手段，全球

上市的核酸药物数量也逐年递增。而对生物样品中的寡核苷酸进

行高灵敏度的准确定量是新型药物研发的迫切需求，LC-MS/MS检

测作为一种快速、高选择性、高灵敏度的检测方法，可以为寡核

苷酸定量分析提供巨大的帮助。

6500+系统是SCIEX高端三重四极杆/QTRAP质谱产品，在复杂

基质中提供卓越的分析灵敏度。它专为更具挑战性的检测设计，具

备优异的可靠性和稳健性。作为全球生命科学分析技术的创新者，

SCIEX在2024年10月30日宣布在中国本土化生产SCIEX Triple Quad™ 

6500+系统和QTRAP 6500+系统，这标志着SCIEX本土化战略的又一

个里程碑。本方法使用本土化SCIEX Triple Quad™ 6500+系统，结合

固相萃取（SPE）方法进行样品前处理，对大鼠血浆中的寡核苷酸

进行定量，定量限（LLOQ）为0.05ng/mL，该方法特点如下：
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1. 本土化SCIEX Triple Quad™ 6500+系统，操作简单，能够快速建

立MRM方法进行高灵敏度的准确定量分析。

2. 采用SPE方法，能够有效去除大鼠血浆基质中的干扰，检测灵

敏度高，有较宽的线性范围和良好的定量重现性。

3. 使用SCIEX OS软件进行数据处理，快速简单，满足合规要求。
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Drug Discovery and Development

实验方法

1.样品信息

样品为单链寡核苷酸，有25个碱基组成，分子量7390

2.样品制备

寡核苷酸标准品使用pH 8.0的10 mM Tris-HCl 溶液（含1mM 

EDTA）溶解，配制成储备溶液，再依次稀释出不同浓度的标品溶

液。取2 µL标品溶液加入到98 µL大鼠血浆中得到大鼠血浆基质样

品，然后采用SPE方法进行前处理，详细流程见表1，Clarity OTX 

SPE固相萃取96孔板及配套试剂购自Phenomenex（货号：8E-S103-

CGA）。



定量灵敏度和线性

本实验采用 SPE 方法对大鼠血浆样品进行前处理，经飞诺美 Clarity OTX 96 孔固相萃取

板净化，使用本土化 SCIEX Triple Quad™ 6500+系统进行数据采集和定量分析，定量下限

(LLOQ)可达 0.05ng/mL（图 1），空白血浆样品中无干扰，有很好的选择性和定量灵敏度。

在 0.05~100 ng/mL 的范围内线性良好，r2>0.996(图 2)，准确度均在 85%~115%之间。

图 1.寡核苷酸在空白血浆中以及基质中各个浓度点的提取离子流色谱图

图 2.寡核苷酸定量标准曲线的线性方程图

重现性
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离子源电压IS：-4500 V， 碰撞气CAD：7 psi。

MRM离子对信息见表3。步骤 试剂

样品预处理 100 µL血浆样品+100 µL裂解缓冲液，震荡混匀

活化小柱 1 mL×2次；甲醇， 

平衡小柱 1 mL×2次；50mM醋酸铵，pH 5.5

上样 200 µL预处理样品；3-5s一滴

淋洗 1 mL×3次；50 mM醋酸铵(pH 5.5):乙腈=1:1

洗脱 500 µL×2次；100 mM碳酸氢铵(pH 9.5): 乙腈:四氢
呋喃=5:4:1

吹干 氮气，40℃

复溶 100 µL；10 mM Tris-HCl 溶液（含1 mM EDTA），
pH 8.0

表1. 样品制备流程

3. 色谱方法
使用S C I E X  Ex i o n LC ™  A E系统，色谱柱为P h e n o m e n e x 

Gemini NX-C18, 3 µm ,C18 100Å,150×2.1 mm。流动相中加入

离子对试剂1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol(HFIP, ≥ 99.8%)和

diisopropylethylamine (DIEA, ≥ 99.5%)，购自sigma公司, A相：水，

0.7% HIFP, 0.15%DIEA； B相：乙腈，0.7% HIFP, 0.15%DIEA。柱

温：40℃，进样体积20 μL，分离梯度见表2。

Time [min] Flow [mL/min] B.Conc [%]

0.0 0.3 5.0

3.0 0.3 30.0

5.0 0.3 90.0

7.0 0.3 90.0

7.1 0.3 5.0

10. 0 0.35 5.0

表2. 液相梯度

4. 质谱方法

本土化SCIEX Triple Quad™ 6500+

数据采集方法：多反应监测(MRM)

源气参数如下：

负离子模式，

喷雾气GS1：55 psi， 辅助加热气：GS2：55 psi，

气帘气CUR：35 psi， 离子源温度TEM：450℃，

化合物
母离子

(Q1)
子离子

(Q3)

驻留时间
(dwell 

time,ms)

去簇
电压
(DP)

碰撞
能量
(CE)

1 614.9 288.1 180 -35 -30

2 614.9 303.1 180 -35 -34

表3. MRM离子对信息

实验结果

定量灵敏度和线性
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重现性

将经过SPE处理的低浓度（0.2 ng/mL）和高浓度（50 ng/mL）

标品分别连续进样3针，具有很好的重现性，两个浓度点的精密度

（RSD）分别为3.59%和2.15%（图3）。

回收率

以空白血浆经SPE处理后的复溶液作为空白基质，加入寡核苷

酸标准品，配成2 ng/mL的浓度，与同样浓度的经SPE处理的血浆

标品的峰面积进行比较，计算出回收率为83.4%（图4）。

总结

本实验采用固相萃取（SPE）方法进行样品前处理，使用本土

化SCIEX Triple Quad™ 6500+系统对大鼠血浆中的寡核苷酸进行MRM
定量。该方法定量限（LLOQ）可到0.05 ng/mL，灵敏度高，选择

性好，空白血浆样品中无干扰，在0.05~100 ng/mL的范围内线性关

系良好，并且具有很好的准确度和重现性，低浓度点和高浓度点

的精密度（RSD）分别为3.59%和2.15%，提取回收率可达83.4%。

整个流程操作快速简单，可以为血浆中寡核苷酸定量提供参考。

将经过 SPE 处理的低浓度（0.2ng/mL）和高浓度（50ng/mL）标品分别连续进样 3 针，

具有很好的重现性，两个浓度点的精密度(RSD)分别为 3.59%和 2.15%（图 3）。

图 3.低浓度点和高浓度点峰面积的重现性
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图 4.提取回收率（左图为经 SPE 处理的血浆标品，右图为空白基质 SPE 处理后加标）
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