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ＬＣ－ＭＳ法在治疗性寡核苷酸药物检测中的应用

李丽丽１，２，吴妮２，席婉琳２，翟宝祺１，李?１，刘平兰１，宋洪涛１，赵芊２

（１．山东绿叶制药有限公司 先进药物递释系统全国重点实验室，烟台２６４００３；２．中国医学科学院北京协和医院临床药理学研究
中心疑难重症和罕见病国家重点实验室 国家药品监督管理局药物临床研究与评价重点实验室 创新药物临床ＰＫ和ＰＤ研究

北京重点实验室，北京 １００７３０）

摘要：治疗性寡核苷酸（ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＯＧＮｓ）药物是人工化学合成的短单链或双链核酸，长度通常为１５～
３０个碱基对。ＯＧＮｓ作为一种新的治疗药物正在迅速发展，并在各种疾病领域的药物发现和开发中受到越
来越多的关注。与欧美相比，除Ｓｐｉｎｒａｚａ（ｎｕｓｉｎｅｒｓｅｎ）作为孤儿药在中国获批上市外，暂无其他ＯＧＮｓ药物
在国内上市。国内ＯＧＮｓ药物开发起步较晚，仍然处于发展初期，但由于国内患者群体基数较大，需求较多，未
来伴随ＯＧＮｓ药物开发的持续推进，以及国内企业相应技术的逐步成熟，我国ＯＧＮｓ药物市场有望迎来快速发
展。ＯＧＮｓ药物由于其独特的理化性质，生物分析方法开发难度大，目前，国内关于ＯＧＮｓ药物定量分析方法
的报道还很少。开发一种灵敏可靠的方法来表征生物样品中的ＯＧＮｓ是研究其药代动力学和药效学性质的关
键。相对于传统的ＥＬＩＳＡ法，ＬＣ－ＭＳ法可以同时定量完整ＯＧＮｓ及其代谢物，特别是高分辨质谱的广泛应用
不仅可以提供目标ＯＧＮｓ的定量信息，还可以对代谢物进行鉴定，提供碱基组成、序列结构等信息，目前已成为
ＯＧＮｓ定量分析的首选方法。本文主要描述了ＬＣ－ＭＳ在治疗性ＯＧＮｓ药物检测中的应用，并阐述了其优点和
局限性，最后探讨了ＬＣ－ＭＳ用于检测ＯＧＮｓ的发展趋势，即更低的检测水平和潜在的通用方法。
关键词：治疗性寡核苷酸药物；液相色谱质谱联用；杂交提取；离子对试剂；亲水作用液相色谱法；高分辨质谱
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｄｒｕｇｓ；ＬＣ－ＭＳ；ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｉｏｎ－ｐａｉｒｉｎｇａｇｅｎｔ；ＨＩＬＩＣ；ＨＲＭＳ

　　治疗性寡核苷酸（ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＯＧＮｓ）药物是
一种具有精确和有效调节基因表达能力的短单链或

双链核酸，通过碱基互补配对作用于 ｍＲＮＡ，干扰基
因的解旋、复制、转录、ｍＲＮＡ的剪接加工乃至输出
和翻译等各个环节，使编码异常的基因丧失功能，进

而阻止“错误”蛋白质的表达，从而发挥基因水平上

调控疾病基因转录翻译过程的独特机制［１］。ＯＧＮｓ
药物又称小核酸药物，其长度通常为 １５～３０个碱
基／碱基对，相对分子质量一般在１５０００以内，包括
反义寡核苷酸（ＡＳＯ）、小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡｓ）、适配子
（ａｐｔａｍｅｒ）和微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）。全球上市及在研
的ＯＧＮｓ药物适应症分布广泛，包含了肿瘤、遗传性
疾病、心血管系统疾病，新陈代谢疾病等多个疾病领

域，其中肿瘤和遗传性疾病是临床管线中占比最多

的适应症［２－４］。截止到２０２３年４月，美国食品药品
监督管理局（ＦＤＡ）和欧洲药品管理局（ＥＭＡ）共批准
了１７种治疗性 ＯＧＮｓ，包括１１种 ＡＳＯ、５种 ｓｉＲＮＡｓ
和１种适配子。对于ＦＤＡ／ＥＭＡ批准上市的这１７种
治疗性ＯＧＮｓ药物，ＬＣ－ＭＳ被用于其中１１种 ＯＧＮｓ
药物的生物分析（见表１），尤其是最近几年批准的
ＯＧＮｓ，ＬＣ－ＭＳ已成为其药代动力学分析和代谢物
鉴定中不可或缺的技术，并有趋势发展成ＯＧＮｓ生物
样品分析的首选方法［５－６］。

ＯＧＮｓ的定量分析对于评价和了解ＯＧＮｓ候选药
物的药代动力学、毒代动力学、药理学和毒理学特性

具有至关重要的作用［１１］。

目前主要有２种方法用于ＯＧＮｓ的检测：基于杂
交的酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）［１２－１３］和 ＬＣ－ＭＳ
法［１４］。ＬＣ－ＭＳ法作为 ＯＧＮｓ生物分析的首选方法
具有以下几个优点：方法易于开发，可在较宽的线性

范围内选择性地定量完整ＯＧＮｓ及其代谢物，并可用
于评估生物分布。相对于ＥＬＩＳＡ法，ＬＣ－ＭＳ法最大
的不足在于检测灵敏度较低，一般而言，对于寡核苷

酸的检测，ＬＣ－ＭＳ法的可检测 ＬＯＱ可以比 ＥＬＩＳＡ
法高近１０倍，甚至几十倍［１５］，在这里我们对２种方
法进行了比较，见表２。

影响ＯＧＮｓＬＣ－ＭＳ效率的主要因素有色谱保
留和电离效率（包括 ＯＧＮｓ多电荷状态的形成、磷酸
基团的阳离子加合）。克服这些挑战是 ＬＣ－ＭＳ方
法成功开发和验证的关键。本文主要对 ＬＣ－ＭＳ法
在治疗性ＯＧＮｓ药物检测中的应用进行了总结，分别
从样品预处理、色谱分离条件和质谱检测方法３个
部分进行描述。

１　样品预处理
为了研究治疗性 ＯＧＮｓ药物的药代动力学和药

效学特性，需要对血浆、尿液、粪便或组织等生物样

本中的ＯＧＮｓ进行定量分析。不同于无需样品预处
理的ＥＬＩＳＡ方法，使用ＬＣ－ＭＳ检测的ＯＧＮｓ药物生
物样品需要进行预处理，这与常规小分子药物的预

处理流程基本相同。样品预处理方法一般包括固相
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　　　　 表１　ＦＤＡ／ＥＭＡ批准上市治疗性ＯＧＮｓ药物所用生物分析方法列表（截至２０２３年４月）
Ｔａｂ１　ＬｉｓｔｏｆＦＤＡ－ａｎｄＥＭＡ－ａｐｐｒｏｖｅｄＯＧＮｓｄｒｕｇｓａｎｄｒｅｐｏｒｔｅｄｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｓ（ｕｎｔｉｌＡｐｒｉｌ２０２３）

分类　　
（ｃｔｅｇｏｒｙ）　　

药物名称　　
（ｄｒｕｇｎａｍｅ）　　

开发商　　
（ｄｅｖｅｌｏｐｅｒ）　　

获批上市时间

（ＦＤＡ／ＥＭＡａｐｐｒｏｖａｌｙｅａｒ）
核苷酸长度

（ｌｅｎｇｔｈ）／ｎｔ
生物分析方法

（ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓｍｅｔｈｏｄ）

ＡＳＯ Ｆｏｍｉｖｉｒｓｅｎ ＩｏｎｉｓＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ １９９８ ２１ ＣＧＥ－ＵＶ

Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ ＩｏｎｉｓＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ２０１３ ２０ ＣＧＥ－ＵＶ，ＥＬＩＳＡ，ＬＣ－ＭＳ

Ｅｔｅｐｌｉｒｓｅｎ ＳａｒｅｐｔａＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ ２０１６ ３０ ＬＣ－ＦＬ，ＬＣ－ＵＶ［７］

Ｎｕｓｉｎｅｒｓｅｎ（诺西那
生钠注射液）

Ｉｏｎｉｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ／
Ｂｉｏｇｅｎ

２０１６ １８ ＥＣＬ，ＥＬＩＳＡ

Ｄｅｆｉｂｒｏｔｉｄｅ ＪａｚｚＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ２０１６ ＮＡ ＬＣ－ＵＶ，ＬＣ－ＭＳ

Ｉｎｏｔｅｒｓｅｎ ＡｋｃｅａＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓａｎｄ
ＩｏｎｉｓＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ

２０１８ ２０ ＥＬＩＳＡ

Ｖｏｌａｎｅｓｏｒｓｅｎ Ｉｏｎｉｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ／
Ａｋｃｅａ

２０１９ ２０ ＥＬＩＳＡ，ＬＣ－ＭＳ，ＬＳＣ

ＱＡＬＳＯＤＹ ＢｉｏｇｅｎＭＡＩｎｃ ２０２３ ２０ ＥＬＩＳＡ［８］

Ｇｏｌｏｄｉｒｓｅｎ ＳａｒｅｐｔａＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ ２０１９ ２５ ＬＣ－ＭＳ

Ｖｉｌｔｏｌａｒｓｅｎ ＮＳＰｈａｒｍａ ２０２０ ２１ ＬＣ－ＭＳ

Ｃａｓｉｍｅｒｓｅｎ ＳａｒｅｐｔａＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ ２０２１ ２２ ＬＣ－ＭＳ［９］

ｓｉＲＮＡ Ｐａｔｉｓｉｒａｎ ＡｌｎｙｌａｍＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ２０１８ ２１（正义链，ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）＋
２１（反义链，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）

ＬＣ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＬＣ－ＭＳ，
ＥＬＩＳＡ［１０］

Ｇｉｖｏｓｉｒａｎ ＡｌｎｙｌａｍＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ２０１９ ２１（正义链，ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）＋
２３（反义链，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）

ＬＣ－ＨＲＭＳ

Ｉｎｃｌｉｓｉｒａｎ Ａｌｎｙｌａｍ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌｓ／Ｎｏｖａｒｔｉｓ

２０２１ ２１（正义链，ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）＋
２３（反义链，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）

ＬＣ－ＨＲＭＳ

Ｌｕｍａｓｉｒａｎ ＡｌｎｙｌａｍＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ２０２０ ２１（正义链，ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）＋
２３（反义链，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）

ＬＣ－ＨＲＭＳ

Ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ ＡｌｎｙｌａｍＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ２０２２ ２１（正义链，ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）＋
２３（反义链，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ）

ＬＣ－ＨＲＭＳ

适配子（ａｐｔａｍｅｒ）Ｐｅｇａｐｔａｎｉｂ ＯＳＩＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ２００４ ２８ ＬＣ－ＵＶ，ＥＬＩＳＡ
　注（ｎｏｔｅ）：．该表格引用自参考文献［５］，并根据参考文献［７－１０］对表格进行了更正（ｔｈｉｓｔａｂｌｅｗａｓｃｉｔｅｄｆｒｏｍｒｅｆｅｒｅｎｃｅ［５］．Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅ

ｍａｄｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ［７－１０］）；ＣＧＥ－ＵＶ毛细管凝胶电泳－紫外检测法（ｃａｐｉｌｌａｒｙｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｗｉｔｈｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）；ＬＣ－ＦＬ．液

相色谱荧光法（ＬＣ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）；ＬＣ－ＵＶ．液相色谱－紫外检测（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）；ＥＣＬ．电化学发光法（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕ

ｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ）；ＬＳＣ．液体闪烁记数仪（ｌｉｑｕｉｄｓｃｉｎｔｉｌｌａｔｉｏｎｃｏｕｎｔｅｒ）；ＬＣ－ＨＲＭＳ．液相色谱高分辨质谱法（ｌｉｑｕｉｄｐｈａｓｅｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）

萃取（ｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＥ）、蛋白沉淀和液液
萃取（ｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＬＬＥ）等。另外，ＯＧＮｓ
在聚丙烯管／板和玻璃容器中均可能存在非特异性
吸附，因此样品处理过程中应选择合适的耗材，例如

低吸附的枪头、离心管和样品板等，以减少因耗材吸

附导致的实验结果不准确。

由于 ＬＣ－ＭＳ的灵敏度明显低于杂交免疫分
析法，限制了其广泛应用。为了克服 ＬＣ－ＭＳ检测
方法的灵敏度限制，获得更低的 ＬＯＤ，近年来建立
了一种新的预处理方法即杂交提取方法，以用于生

物样品中ＯＧＮｓ的定量检测。该方法利用捕获探针
（与目标 ＯＧＮｓ互补的 ＤＮＡ链）特异性地与 ＯＧＮｓ
杂交提取，以实现高效的样品纯化，同时，提取物使

用ＬＣ－ＭＳ法进行分离检测。杂交提取ＬＣ－ＭＳ法
在保持 ＬＣ－ＭＳ法高特异性优势的同时，灵敏度大
大提高，与免疫分析法相当。虽然在杂交样品制备

过程中仍可能提取到代谢物，但 ＬＣ－ＭＳ分析可以
根据其保留时间或检测离子的不同将其与全长

ＯＧＮｓ分析物进行区分。Ｄｉｌｌｅｎ等［１６］分别使用

ＳＰＥ－ＬＣ－ＭＳ，杂交提取 ＬＣ－ＭＳ（生物素捕获探
针提取）及杂交 ＥＬＩＳＡ法３种方法对人血浆样品中
伊美司他（一种１３ｍｅｒＯＧＮｓ）进行样品分析，结果
显示３种方法得到的检测结果相当。Ｌｉ等［１７］也开

发了一种杂交提取进行样品预处理的 ＬＣ－ＭＳ法
分别对血浆和组织样本中的７种 ＡＳＯ进行了定量
生物分析。

目前，杂交提取方法主要应用于单链ＯＧＮｓ的生
物分析。将杂交提取方法应用于双链 ＯＧＮｓ分析的
主要挑战是，在杂交过程中，样品中存在与捕获探针

竞争的链，这可能会严重影响提取回收率。例如，如

果使用与目标 ｓｉＲＮＡ的反义链互补的 ＤＮＡ链作为
捕获探针，则 ｓｉＲＮＡ的正义链将在杂交过程
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　　　　 表２　对比２种常用的治疗性ＯＧＮｓ生物分析方法
Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃＯＧＮｓ

分析方法（ａｓｓａｙ）　 优势（ｓｔｒｅｎｇｔｈ） 局限性（ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ）

ＥＬＩＳＡ 高灵敏度（ｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ）（１００ｐｇ·ｍＬ－１ＬＯＱ） 线性范围窄（通常为２０～５０倍）（ｎａｒｒｏｗｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅ，ｕｓｕａｌｌｙ２０－５０ｆｏｌｄ）

无需样品前处理（组织样品除外）［ｎｏｓａｍｐｌｅｃｌｅａｎ
ｕｐｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（ｅｘｃｅｐｔｆｏｒｔｉｓｓｕｅｓ）］

需要特定的捕获／检测探针，目标寡核苷酸通常需要足够长（通常＞２０ｍｅｒ），
以允许捕获探针和检测探针稳定地结合到分子的不同部分（ｎｅｅｄｓｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｃａｐｔｕｒｅ／ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｂｅｓ，ｔｈｅｔａｒｇｅｔｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｕｓｕａｌｌｙｎｅｅｄｓｔｏｂｅｌｏｎｇ
ｅｎｏｕｇｈ（ｕｓｕａｌｌｙ＞２０ｍｅｒ）ｔｏａｌｌｏｗｂｏｔｈｔｈｅｃａｐｔｕｒｅｐｒｏｂｅａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｂｅｔｏｂｉｎｄｓｔａｂｌｙｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓｏｆｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌｅ）

高通量（ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ） 不能区分完整药物和截断的代谢物（ｄｏｅｓｎｏｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｉｎｔａｃｔａｎｄ
ｔｒｕｎｃａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）

ＬＣ－ＭＳ 高特异性（ｈｉｇｈｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ） 灵敏度低于ＥＬＩＳＡ，ＬＯＱ通常为５～１０ｎｇ·ｍＬ－１（ｌｅｓｓｓｅｎｓｉｔｉｖｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ＥＬＩＳＡ，ＬＯＱｕｓｕａｌｌｙ５－１０ｎｇ·ｍＬ－１）

线性范围宽，可达 ３个数量级（ｗｉｄｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｒａｎｇｅ，ｕｐｔｏｔｈｒｅｅｏｒｄｅｒｓｏｆｍａｇｎｉｔｕｄｅ）

样品前处理耗时，检测通量较低（ｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｃａｎｂｅｔｉｍｅｃｏｎｓｕｍｉｎｇ
ａｎｄｈａｖｅｌｅｓｓｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ）

可鉴定及定量代谢物（ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｔｒｕｎｃａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）

ＯＧＮｓ药物的亲水性使得在常规反相柱上提取和色谱保留非常困难（ｔｈｉｓ
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｐｒｏｐｅｒｔｙｍａｋｅｓｅｘｔｒａｃｔｉｎｇａｎｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃａｌｌｙｒｅｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｓｅ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｏｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｒｅｖｅｒｓｅｄ－ｐｈａｓｅｃｏｌｕｍｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｄｉｆｆｉｃｕｌｔ）

ＬＣ－ＭＳ法更适合定量相对分子质量较小的ＯＧＮｓ
（ＬＣ－ＭＳｉｓｅｓｐｅｃｉａｌｌｙａｄｖａｎｔａｇｅｏｕｓｆｏｒｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｓｍａｌｌＯＧＮｓｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ）

灵敏度随ＯＧＮｓ药物长度的增加而降低（ｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｄｅｃｒｅａｓｅｓｗｈｅｎｔｈｅ
ｓｉｚｅｏｆａｎＯＧＮｓｉｎｃｒｅａｓｅｓ）

中与捕获探针竞争，因为它们具有相同的序列。

２０２３年，Ｙｕａｎ等［１８］首次报道了一种使用杂交提

取作为前处理的定量分析双链 ＯＧＮｓ的 ＬＣ－ＭＳ
方法，该方法采用了一种新型肽核酸（ｐｅｐｔｉｄｅ
ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＰＮＡ）对待测物 ｓｉＲＮＡ－０１进行杂交
提取，成功实现了猴血浆、脑脊液和组织匀浆中

ｓｉＲＮＡ－０１在２００～１０００ｎｇ·ｍＬ－１范围内的定
量。杂交提取 ＬＣ－ＭＳ方法是对 ＯＧＮｓ生物样品
提取方法的一大改进，与传统的 ＬＬＥ或 ＳＰＥ方法
相比，杂交样品制备产生的样品提取物更清洁，提

取回收率更高。

２　色谱分离条件
治疗性 ＯＧＮｓ药物由于其独特的理化性质，其

生物分析方法的开发面临许多挑战。ＯＧＮｓ因其结
构特点，其极性远高于相对分子质量相似的其他生

物分子，这种亲水性使它在传统反相色谱柱上的提

取和色谱保留极其困难。目前在流动相中加入离

子对试剂（ｉｏｎ－ｐａｉｒｉｎｇａｇｅｎｔ，ＩＰ）是改善 ＯＧＮｓ色谱
保留的金标准，但不同的 ＯＧＮｓ因其理化性质上的
差异，需要选择合适的 ＩＰ来用于色谱分离。以“Ｏｌ
ｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＬＣ－ＭＳ”为关键词，在“ＰｕｂＭｅｄ”数据
库中共检索到 ３８８篇文献，其中最早的时间为
１９９７年，１９９７—２００４年 ７年间共 ２４篇，２００５—
２０２２年１８年间，平均每年发表文章 １５～３４篇，
２０２３年以来共１１篇。通过总结这些文献中采用

的检测方法发现，方法中所用的流动相中大多数

添加了 ＩＰ试剂，其中最常用的为三乙胺（ＴＥＡ）－
六氟异丙醇（ＨＦＩＰ）混合离子对试剂［１９］。Ａｐｆｆｅｌ
等［２０］推荐使用含有 ＨＦＩＰ的 ＨＰＬＣ流动相（ＴＥＡ
调节 ｐＨ值至 ７）来检测 ＯＧＮｓ药物，这一组合方
法可实现良好的 ＨＰＬＣ分离和高效的电喷雾电
离。自从 ＴＥＡ－ＨＦＩＰ混合方法出现后，几乎取代
了其他的离子对试剂，在过去的 ２０多年中，它成
为 ＯＧＮｓ药物 ＬＣ－ＭＳ分析的主要流动相添加剂。

离子对试剂是一种两亲性分子，结构中的一端

带电或者具有离子化基团，另一端具有“疏水尾巴”，

其中结构中带电部分与溶液的 ＯＧＮｓ分子产生静电
结合，疏水部分可以与色谱柱固定相发生作用而吸

附在柱床上，从而增强分析物的保留，实现其在反相

色谱柱中的保留。

尽管流动相中离子对试剂的添加可以显著改

善色谱性能，但这些优势是以牺牲质谱的灵敏度为

代价的。一般而言，离子对试剂浓度越高，对于质

谱的离子抑制作用越大，质谱的灵敏度越低，同时

离子对试剂的添加还会对色谱和质谱系统产生污

染，造成液相管路、色谱柱的污染及产生严重的质

谱噪音信号，因此在液相色谱方法开发过程中，需

对离子对试剂的种类及浓度进行优化，以达到有效

地提高分离度和保留能力，同时也能减少对质谱的

离子抑制和污染。
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ＶａｎＤｏｎｇｅｎ等［２１］对 ＯＧＮｓ药物检测的液相色
谱条件优化过程进行了详细的总结，包括流动相的

选择，离子对试剂的选择及浓度、ｐＨ值、柱温等的
选择，对于不同的 ＯＧＮｓ药物均应当根据其理化性
质优化液相色谱方法。Ｌｉ等［２２］研究了 １５种不同
烷基胺类离子对试剂对 ＯＧＮｓ药物的色谱保留时
间、峰宽、分离度和一般色谱性能的影响。在这１５
种烷基胺类离子对试剂中，１１种可以为所有三类
ＯＧＮｓ提供相似的色谱性能。烷基胺的浓度和溶解
度是影响保留和分离的关键因素。对于使用这些

流动相的 ＬＣ－ＭＳ系统，最终需要通过改变烷基胺
和ＨＦＩＰ的浓度来优化ｐＨ值，以维持最高的电喷雾
电离响应。

为了解决离子对试剂对于质谱的离子抑制及色

谱、质谱污染问题，近年来，开发了一些不添加离子

对试剂的液相色谱方法，如亲水作用液相色谱法

（ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＩＬＩＣ），已证
明其在ＯＧＮｓ药物生物分析中是一种很有前景的替
代方法。１９９０年，ＡｎｄｒｅｗＡｌｐｅｒｔ教授首次提出亲水
作用色谱这个概念，由于这种色谱模式对大极性化

合物的分离非常重要，此后被广泛应用于不同类别

生物分子的表征，包括核苷和核苷酸、氨基酸、多肽、

蛋白、寡糖等。之前虽然有ＨＩＬＩＣ可用于ＯＧＮｓ分离
的概念验证，但由于 ＨＩＬＩＣ模式的保留机理比较复
杂，这些方法存在运行平衡时间长和相似链长的

ＯＧＮｓ分离度有限，方法可重现性差等问题。直到近
几年，在不使用离子对试剂的情况下，不断开发出了

具有良好的色谱峰形及分离度，且具有良好的重现

性的ＨＩＬＩＣ－ＬＣ－ＭＳ表征 ＯＧＮｓ药物的方法，表３
总结了文献中使用 ＨＩＬＩＣ－ＬＣ－ＭＳ方法定量分析
ＯＧＮｓ类药物时所用的液质联用系统及色谱分离
条件。

Ｒｏｂｅｒｔ等［２３］建立了一种不使用离子对试剂的

ＨＩＬＩＣ液相－ＳＲＭ（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ）质谱
分析方法对血浆中 ＯＧＮｓＲＭ１进行了定量，得到了
良好的色谱保留及峰形，并对方法进行了验证，包括

线性、选择性、精准度、回收率、基质效应，结果显示

该方法准确可靠。Ｌａｒｄｅｕｘ等［３２］比较了使用离子对

试剂的Ｃ１８色谱柱与不使用离子对试剂的７种不同
固定相的 ＨＩＬＩＣ色谱柱对寡核苷酸的分离特性，结
果显示 ＨＩＬＩＣ可以替代离子对试剂反相色谱
（ＩＰ－ＲＰＬＣ）分析 ＯＧＮｓ药物。同时随着不同ＨＩＬＩＣ

色谱柱固定相的发展，新型高亲水性、高选择性固定

相的出现，ＨＩＬＩＣ在 ＯＧＮｓ表征中的应用将会越来
越多。

３　质谱检测方法
在 ＯＧＮｓ的分析中，常用的质谱是三重四极杆

质谱和 ＨＲＭＳ。三重四极杆质谱一直是生物分析
行业中药物定量的主力，ＯＧＮｓ药物主要使用电喷
雾串联质谱法（ＥＳＩ／ＭＳ／ＭＳ）进行定量，相关的报道
也比较多。ＯＧＮｓ药物由于自身携带有电负性极强
的磷酸二酯骨架结构，因此主要使用负离子扫描模

式（ＥＳＩ－）进行检测。ＯＧＮｓ的 ＥＳＩ质谱扫描显示
了一系列的多个去质子化分子［Ｍ－ｎＨ］ｎ－，每个峰
代表了一个从完整分子的糖 －（硫代）磷酸盐骨架
中去除特定数量的质子后形成的多电荷前体离子

（见图１）。
ＯＧＮｓ电离中最重要的关注点在于多电荷的前

体离子，这是导致质谱灵敏度降低的主要因素。电

喷雾离子源将全长 ＯＧＮｓ的总离子信号分布在多个
多电荷前体离子上，相对于单电荷，这会使离子信号

显著降低，但是 ＯＧＮｓ药物的相对分子质量一般在
５０００～１５０００，超出了质谱的检测范围，而多电荷的
形成使得ＯＧＮｓ的质核比 ｍ／ｚ进入三重四极杆质谱
的可检测质量范围（对于三重四极杆质谱 ｍ／ｚ一般
不超过１５００）实现了三重四极杆质谱对 ＯＧＮｓ药物
的定量。这一系列多电荷的形成，非常显著地降低

了质谱检测的灵敏度（一般会形成分别带１～１５个电
荷的一系列前体离子）。

流动相中有机溶剂含量、溶液 ｐＨ值、流动相添
加剂和 ＭＳ调谐参数均可能影响 ＥＳＩ－ＭＳ离子信
号强度以及不同的多电荷状态离子的丰度，因此通

过优化色谱及质谱条件，使某一种多电荷离子强度

增强，其余离子强度减弱是质谱方法优化的关键。

ＥＳＩ的电离效率高度依赖于所使用的流动相的性
质。一般来说，ＥＳＩ在低粘度、低表面张力、高挥发
性和低离子强度的流动相中电离效率最高。Ｇｒｉｆｆｅｙ
等［３３］研究了负离子电喷雾质谱法检测 ＯＧＮｓ的电
荷状态分布与流动相中缓冲盐浓度的关系。在不

加缓冲盐ｐＨ＝７０的情况下，观察到１４ｍｅｒＤＮＡ的
前体离子［Ｍ－８Ｈ］８－是丰度最高的离子。当乙酸
铵缓冲盐（ＮＨ４ＯＡｃ）浓度在１０～１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１时，

丰度最高的前体离子为［Ｍ－４Ｈ］４－，当浓度高于
１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，丰 度 最 高 的 前 体 离 子 变 成
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图１　ＰＦ－ＯＤＮ前体离子扫描图（Ａ）和多电荷前体离子［Ｍ－１３Ｈ］１３－（ｍ／ｚ５９１）的子离子扫描图（Ｂ）

Ｆｉｇ１　Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ－ｉｏｎｓｃａｎｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＰＦ－ＯＤＮ（Ａ）ａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｃａｎｏｆｔｈｅｍ／ｚ５９１（［Ｍ－１３Ｈ］１３－）ｃｈａｒｇｅ

ｓｔａｔｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｏｎ（Ｂ）

［Ｍ－３Ｈ］３－。此外，通常还需要通过优化质谱的调
谐参数将离子电流集中到更少的离子上，从而得到

更好的ＬＯＤ。
ＯＧＮｓ电离的另一个关注点是阳离子的加合，这

也会导致ＭＳ灵敏度降低。对于 ＯＧＮｓ这样的多阴
离子，ＯＧＮｓ骨架的磷酸基或硫代磷酸基中的 Ｈ＋交
换为Ｎａ＋和 Ｋ＋是 ＥＳＩ－ＭＳ分析中遇到的一个严重
问题。ＯＧＮｓ的阳离子加合，是因磷酸二酯骨架在溶
剂中带负电荷，在电离过程中会加合阳离子，如 Ｎａ＋

和 Ｋ＋，产生的加合离子（［Ｍ－ｍＨ＋ｍＮａ／Ｋ－
ｎＨ］ｎ－）经常（错误地）被称为“阳离子加合物”，但它
们与正离子扫描模式下中经常观察到的加 Ｎａ＋或者
加Ｋ＋峰是不同的（正离子扫描模式下的加合离子通
常为［Ｍ＋Ｎａ］＋或［Ｍ＋Ｋ］＋），这些加合物使 ＭＳ谱
图变得复杂，并通过将离子种类扩散为多个不同ｍ／ｚ
值的离子而降低灵敏度。在样品处理过程中加入螯

合剂，如ＥＤＴＡ，可改善阳离子加合，并且 ＥＤＴＡ阳离
子复合物不会被色谱保留，很容易洗脱，不会影响质

谱效率。许多脱盐技术也已应用于核酸样品的纯

化，包括离线脱盐（乙醇沉淀、透析等）和在线脱盐

（在线ＨＰＬＣ色谱柱后使用迷你柱，以及柱后添加有
机溶剂等），目的都是为了减少金属离子加合物的

产生［３４］。

３１　三重四极杆质谱　三重四极杆质谱具有离子
传输效率高，线性范围宽和灵敏度高的特点，在

ＯＧＮｓ的生物样品定量分析中具有显著的优势，其灵
敏度可达到４～１０ｎｇ·ｍＬ－１。ＯＧＮｓ在质谱碰撞室
中经过碰撞主要产生 ｍ／ｚ１２５的胸腺嘧啶和 ｍ／ｚ９５

的磷酸碎片离子，应用三重四极杆质谱的 ＭＲＭ模
式，可以实现对ＯＧＮｓ药物的准确及低ＬＯＱ的定量。

Ｄｅｎｇ等［３５］开发了一种离子对反相液相色谱 －
串联质谱法（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ），用于定量测定大鼠血
浆中的硫代磷酸寡核苷酸（ＰＦ－ＯＤＮ）及其代谢物
５’Ｎ－１／３’Ｎ－１、５’Ｎ－２和５’Ｎ－３。下文对该方
法进行了描述，从而了解寡核苷酸药物 ＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ方法的基本流程。该方法采用负离子电喷雾电
离（ＥＳＩ－），在多反应监测（ＭＲＭ）模式下进行检
测。该 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析系统由 ＡＰＩ４０００三重四
极杆质谱仪和ＳｈｉｍａｄｚｕＨＰＬＣ系统组成。流动相Ａ
为含有 ２８５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＥＡ和 １００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＨＦＩＰ的水溶液（ｐＨ为７８），流动相 Ｂ为甲醇。分
别优化分析物和内标（ＩＳ）的质谱参数，每种分析物
均呈现多电荷状态，选择分析物丰度较高的电荷状

态，并在质谱碰撞室中进行裂解，基于丰度最高产

物离子确立了 ＰＦ－ＯＤＮ ＭＲＭ 定 量 离 子 对：
ｍ／ｚ６４０１→９５１（图１）。随后对该方法进行了验
证，包括线性、ＬＯＱ、精准度、回收率、基质效应、残
留，稀释可靠性等，结果显示 ＰＦ－ＯＤＮ及其４种代
谢物的 ＬＯＱ达到 ４０ｎｇ·ｍＬ－１，且检测精密度和
准确度良好。

已上市的治疗性 ＯＧＮｓ药物中，Ｃａｓｉｍｅｒｓｅｎ和
Ｇｏｌｏｄｉｒｓｅｎ的一期临床药代动力学研究均采用了经
验证的 ＳＰＥ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法对血浆和尿液中的
Ｃａｓｉｍｅｒｓｅｎ和 Ｇｏｌｏｄｉｒｓｅｎ进行了定量分析［９，３６］。Ｖｉｌ
ｔｏｌａｒｓｅｎ的一期临床研究中采用经验证的ＳＰＥ－ＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ方法对血浆中的 Ｖｉｌｔｏｌａｒｓｅｎ进行了定量分析
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（ＬＯＱ２０ｎｇ·ｍＬ－１）［３７］。Ｄｅｆｉｂｒｏｔｉｄｅ的非临床研究
中，采用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法对兔血浆中的代谢产物进
行了鉴定［３８］。Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ的非临床研究中，采用电
喷雾 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法对小鼠、大鼠和猴的肝脏、肾脏
以及大鼠、猴和人的尿液中的代谢物进行了鉴定［３９］。

在Ｖｏｌａｎｅｓｏｒｓｅｎ的非临床研究中采用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法
对小鼠、猴子和人类尿液中的代谢物进行了鉴定，尿

液中鉴定出代谢物的核苷酸数目范围为５～１９ｍｅｒ。
在Ｖｏｌａｎｅｓｏｒｓｅｎ的临床研究中，采用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法
对人血浆中 Ｖｏｌａｎｅｓｏｒｓｅｎ进行了测定［４０］。在 Ｐａｔｉｓｉ
ｒａｎ的非临床研究中，采用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法定量测定
了小鼠、大鼠、兔和猴血浆中 Ｐａｔｉｓｉｒａｎ以及脂质成
分ＤＬｉｎ－ＭＣ３－ＤＭＡ和 ＰＥＧ２０００－ＭＣ３－ＤＭＡ的
浓度，采用 ＬＣ－ＨＲＭＳ法测定了大鼠血浆中 Ｐａｔｉｓｉ
ｒａｎ及乳汁中 ＰＥＧ２０００－ＭＣ３－ＤＭＡ的浓度。在
Ｐａｔｉｓｉｒａｎ临床研究中，采用经验证的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法
定量测定了 Ｐａｔｉｓｉｒａｎ的脂质组分 ＤＬｉｎ－ＭＣ３－
ＤＭＡ和 ＰＥＧ２０００－Ｃ－ＤＭＧ的血浆浓度［１０］。

三重四极杆在实现高灵敏度的同时，必然是损

失分辨率的，三重四极杆的质量分辨能力一般在０５
左右，无法用于 ＯＧＮｓ药物的序列分析及代谢物鉴
定，而ＨＲＭＳ在这方面显示出强大的优势。
３２　高分辨质谱　除了基于三重四极杆质谱的检
测外，ＨＲＭＳ在寡核苷酸定量分析中的应用越来越受
到关注。尤其是最近 ３年批准的 ＯＧＮｓ，均采用
ＨＲＭＳ表征其药代动力学特征和代谢物鉴定。治疗
性ＯＧＮｓ由于其独特的理化性质，在质谱中形成一系
列多电荷离子，ＨＲＭＳ由于其强大的质量分辨能力，
可以精确地在复杂基质中将其识别出来，同时可以

准确区分母药及其代谢物，因此在治疗性ＯＧＮｓ药物
的定性及定量方面具有独特的优势。使用三重四极

杆质谱定量分析ＯＧＮｓ的代谢物，需要使用对应的标
准品，而ＨＲＭＳ可以在没有标准品的情况下，实现代
谢物的鉴定及简单定量。同时，ＨＲＭＳ具有更宽的质
量范围，譬如ＳｃｉｅｘＡＰＩ５０００三重四极杆质谱检测的
典型 ｍ／ｚ范围为 ８０～１２５０，而 ＱｅｘａｃｔｉｖｅＯｒｂｉｔｒａｐ
ＨＲＭＳ检测的 ｍ／ｚ范围为２００～４０００，因此，ＨＲＭＳ
在分析 ＯＧＮｓ药物方面具有显著的优势［４１］。在

“ｐｕｂｍｅｄ”中以“ＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＨＲＭＳ”为关键词共
检索到２１篇文献，起始时间为１９９９年，１９９９—２０１８
年２０年间共发表文章１１篇，而２０１９—２０２３年的４
年时间已发表１０篇。

和传统小分子药物一样，ＯＧＮｓ药物在临床前及
临床研究阶段，通常需要进行体外和体内的代谢研

究。不同于小分子药物主要是通过 ＣＹＰ４５０酶发生
代谢，ＯＧＮｓ药物主要通过核酸内切酶和核酸外切酶
进行代谢，核酸酶广泛地表达于各种组织脏器。血

浆中ＯＧＮｓ主要依靠核酸外切酶（尤其是３’－外切
酶）进行代谢，细胞内主要依靠核酸内切酶，核酸内

切酶会先将药物裂解成小的核酸片段，然后核酸外

切酶从药物的３’和５’端进行水解。由于ＯＧＮｓ药物
的代谢物复杂，且存在与母药性质非常接近的 ｎ－１
代谢物，给色谱分离带来很大挑战。目前ＯＧＮｓ药物
代谢产物鉴定的主要分析方法是基于ＬＣ－ＨＲＭＳ开
展的，通过全扫描和二级碎片信息的采集，获得

ＯＧＮｓ及其代谢产物的碎片信息。ＯＧＮｓ的代谢产物
鉴定和未知代谢物序列的确认过程非常复杂，需要

专业的软件进行辅助识别和分析，如 Ｗａｔｅｒｓ＿ｃｏｎｎｅｃｔ
平台，ＢｉｏＰｈａｒｍａＦｉｎｄｅｒ和 ＰｒｏＭａｓｓ等。Ｌｉｕ等［４２］研

究了ＲＥＶＥＲＳＩＲＴＭ分子（一种ｓｉＲＮＡ）在体内的代谢，
采用ＳＰＥ提取血浆和组织样品中ＲＥＶＥＲＳＩＲＴＭ后，采
用ＬＣ－ＨＲＭＳ进行测定，同时使用 ＰｒｏＭａｓｓＨＲＤｅ
ｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎＴＭ软件（３０版）对数据进行处理，以鉴定
ＲＥＶＥＲＳＩＲＴＭ的代谢物。该研究建立了一种选择性
好，灵敏度高，稳定性好，通量高的定性及定量分析

血浆和组织中的ＯＧＮｓ及其代谢物的 ＬＣ－ＨＲＭＳ方
法，以支持临床前／临床药代动力学和毒代动力学
研究。

Ｓｕｎ等［４３］使用临床批准的 ＡＳＯ米泊美生
（Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ），开发了一种灵敏且可重复的基于
ＩＰ－ＬＣ－ＨＲＭＳ的生物分析方法。下文对该方法进
行了描述，从而了解寡核苷酸药物 ＬＣ－ＨＲＭＳ方法
的基本流程。该方法使用ＣｌａｒｉｔｙＯＴＸＳＰＥ从大鼠血
浆中提取 Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ，并通过 ＩＰ－ＬＣ－ＨＲＭＳ进行
定量，线性范围为０５～２５００ｎｇ·ｍＬ－１。在该研究
中为了确定用于定量的Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ的前体离子和产
物离子的最佳组合，通过质谱全扫描提取质谱图后

观察到 Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ的一系列多电荷前体离子
（图２－Ａ）。其中离子强度最强的是［Ｍ－３Ｈ］３－

（ｍ／ｚ２３９０９６６４）离 子，以 ［Ｍ －３Ｈ］３－ 作 为
Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ的前体离子，进行碰撞能量（ＮＣＥ）为１００
时的产物离子扫描，选择强度最高的［ＰＯ２Ｓ］

－

（ｍ／ｚ９４９３６２）作为定量检测的子离子（图２－Ｂ），
从而确定用于定量的前体离子和产物离子的最佳组
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合：ｍ／ｚ２３９０９６６４→９４９３６２。ＨＲＭＳ特别是全扫
描的应用，不需要对每个ＯＧＮｓ针对性地优化质谱参

数，大大简化了质谱参数的优化过程，缩短了方法开

发时间。

图２　Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ全扫描质谱图（Ａ）和ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ子离子扫描质谱图（Ｂ）

Ｆｉｇ２　Ｆｕｌｌｓｃａｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ（Ａ）ａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｃａｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ（Ｂ）

　　Ｒａｍａｎａｔｈａｎ等［４４］开发了一种灵敏的 ＬＣ－
ＴＯＦ－ＭＳ方法，用于同时定量测定血浆和组织基质
中的２２ｍｅｒＯＧＮｓ及其代谢物，并在血浆基质中成功
验证了该方法的线性、灵敏度、准确度、精密度、稀释

线性、选择性、溶血效应、回收率、基质效应和残留，

经验证的方法用于了临床前研究。此外，已上市的４
款ｓｉＲＮＡ药物，均使用了 ＬＣ－ＨＲＭＳ法对其药代动
力学特征进行了研究，Ｇｉｖｏｓｉｒａｎ的一期临床研究中
使用经验证的 ＬＣ－ＨＲＭＳ法测定了血浆和尿液中
Ｇｉｖｏｓｉｒａｎ的浓度，血浆和尿液中的 ＬＯＱ分别为
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２０ｎｇ·ｍＬ－１和 ５０ｎｇ·ｍＬ－１［４５］。在 Ｉｎｃｌｉｓｉｒａｎ提交
ＦＤＡ的 ＤＭＰＫＲＥＰＯＲＴ中提到使用 ＬＣ－ＴＯＦ－
ＨＲＭＳ的全扫描模式对人血浆中代谢物 ＡＳ（ｎ－１）
和ＡＳ（ｎ－２）进行了鉴定及半定量［４６］。Ｌｕｍａｓｉｒａｎ的
一期临床研究采用经验证的 ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ方法测
定血浆和尿液中的 Ｌｕｍａｓｉｒａｎ浓度，定量范围为
１０～１００００ｎｇ·ｍＬ－１［４７］。在 Ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ的一项临床
试验（编号 Ｓｔｕｄｙ００１）中使用经验证的 ＬＣ－ＨＲＭＳ
法测定了血浆和尿液中 Ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ的反义链浓度，在
另一项临床试验（编号ＨＥＬＩＯＳ－Ａ）中测定了血浆中
Ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ的反义链浓度［４８］。

此外，核酸序列作为 ＯＧＮｓ药物的关键质量属
性，其正确性会直接影响药物的有效性与安全性。

在质量研究和杂质分析等需要深度分析和表征的阶

段，ＬＣ－ＨＲＭＳ可以进行核酸修饰和杂质的定性定
量分析，以及核酸序列确认等更加深入的表征分析

工作［４９－５０］。

４　结论
近年来，随着相关研究和技术的进步，治疗性

ＯＧＮｓ药物迎来快速的发展，全球上市产品的数量
也在逐年递增。目前，全球有数百种 ＯＧＮｓ候选药
物处于药物发现和临床前开发阶段，有超过１５０种
ＯＧＮｓ药物处于临床试验阶段，因此特别需要强大
的生物分析工具来研究这些分子的药代动力学特

征。对于 ＦＤＡ／ＥＭＡ批准上市的 １７种治疗性
ＯＧＮｓ，ＬＣ－ＭＳ法被用于其中１１种ＯＧＮｓ的生物分
析，ＬＣ－ＭＳ法对于治疗性 ＯＧＮｓ药物的非临床及
临床药代动力学研究至关重要。本文总结了 ＬＣ－
ＭＳ技术在 ＯＧＮｓ生物样品分析中的应用现状。近
几年定量分析生物基质中 ＯＧＮｓ的检测广泛采用
ＬＣ－ＭＳ法，这是因为 ＬＣ－ＭＳ能够同时分析 ＯＧＮｓ
及其代谢物。同时，ＨＲＭＳ由于其强大的质量分辨
能力，可以区分相似质核比（ｍ／ｚ）的分析物，从而
避免交叉离子干扰，并可以用于代谢物的鉴定、序

列测定及杂质分析，已成为 ＯＧＮｓ药物分析的首
选方法。尽管离子对试剂的使用改善了 ＯＧＮｓ的
色谱保留，但也带来了诸多困难，如液相管路及色

谱柱的污染，质谱的电离抑制及污染，方法重现性

差等。使用杂交提取预处理样品的 ＬＣ－ＭＳ方法
的应用将使得样品提取物更清洁，提取回收率更

高，从而降低了质谱污染及离子抑制，大大提高了

质谱灵敏度，达到与 ＥＬＩＳＡ分析法相当的水平，然

而，使用杂交提取预处理样品的 ＬＣ－ＭＳ虽然实
现了高灵敏度与高特异性的完美结合，但需要制

备特异性的捕获探针。随着 ＨＩＬＩＣ色谱柱固定相
技术的不断发展，不依赖离子对试剂的液相色谱

方法将会慢慢取代传统的 ＩＰ－ＬＣ－ＭＳ方法。因
此，建立一种灵敏度高的通用 ＨＩＬＩＣ－ＬＣ－ＭＳ法
将是 ＯＧＮｓ药物生物样品分析发展的一个研究
方向。
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ｉｃＡｃｉｄＴｈｅｒ，２０２２，３２（４）：３５０

［１３］　ＷＥＩＸ，ＤＡＩＧ，ＭＡＲＣＵＣＣＩＧ，ｅｔａｌ．Ａｓｐｅｃｉｆｉｃｐｉｃｏｍｏｌａｒｈｙ
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［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＡ，２０１８，１５８０：１１０
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［２４］　ＧＯＮＧＬ，ＭＣＣＵＬＬＡＧＨＪＳＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｂｙｈｙ
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４６４３２７

［２８］　ＡＮＡＮＤＰ，ＫＯＬＥＴＯＭ，ＫＡＮＤＵＬＡＤＲ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｈｙｄｒｏｐｈｉｌ

ｉｃ－ｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＨＩＬＩＣａｎｄｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎＭＳｑｕａｎｔｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｏｆａｎＲＮＡｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｎｐｌａｓｍａ［Ｊ］．Ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓ，２０２２，

１４（１）：４７

［２９］　ＬＯＢＵＥＰＡ，ＪＯＲＡＭ，ＡＤＤＥＰＡＬＬＩＢ，ｅｔａｌ．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａ

ｎａｌｙｓｉｓｂｙｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｆｉｏｎ－ｐａｉｒｒｅａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａ

ｔｏｇｒＡ，２０１９，１５９５：３９

［３０］　ＥＡＳＴＥＲＲＮ，ＫＲ?ＮＩＮＧＫＫ，ＣＡＲＵＳＯＪＡ，ｅｔａｌ．Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｂｙｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｌｉｑ

ｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＩＬＩＣ）－ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙｃｏｕｐｌｅｄｐｌａｓｍａｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＩＣＰＭＳ）［Ｊ］．Ａｎａｌｙｓｔ，２０１０，１３５（１０）：２５６０

［３１］　ＥＡＳＴＥＲＲ，ＢＡＲＲＹＣ，ＣＡＲＵＳＯＪ，ｅｔａｌ．Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｂｙＨＩＬＩＣ－ＥＳＩＭＳ

［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔＭｅｔｈｏｄｓ，２０１３，５：２６５７

［３２］　ＬＡＲＤＥＵＸＨ，ＧＵＩＬＬＡＲＭＥＤ，Ｄ’ＡＴＲＩＶＣｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｅ

ｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｓｔａｔｉｏｎａ

ｒｙｐｈａｓｅｓｆｏｒｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＡ，

２０２３，１６９０：４６３７８５

［３３］　ＧＲＩＦＦＥＹＲＨ，ＳＡＳＭＯＲＨ，ＧＲＥＩＧＭＪＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｈａｒｇｅ

ｓｔａｔｅｓｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｒｅａ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｓｏｌｕｔｉｏｎａｍｍｏｎｉｕｍｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＡｍＳｏｃ

ＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍ，１９９７，８（２）：１５５

［３４］　ＦＯＵＮＴＡＩＮＫＪ，ＧＩＬＡＲＭ，ＧＥＢＬＥＲＪＣＥｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｕｓｉｎｇｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈ

ｐｕｔｏｎ－ｌｉｎｅｄｅｓａｌｔｉｎｇ［Ｊ］．ＲａｐｉｄＣｏｍｍｕｎＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍ，２００４，

１８（１２）：１２９５

［３５］　ＤＥＮＧＰ，ＣＨＥＮＸ，ＺＨＡＮＧＧ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎｏｌｉｇｏｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０１０，５２（４）：５７１

［３６］　ＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓＲｅｖｉｅｗ（ｓ）：Ｇｏｌｏｄｉｒｓｅｎ

［Ｒ／ＯＬ］．ＵＳＦＤＡ，２０１８［２０２３－０４－２５］．ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ａｃｃｅｓｓｄａ

ｔａ．ｆｄａ．ｇｏｖ／ｄｒｕｇｓａｔｆｄａ＿ｄｏｃｓ／ｎｄａ／２０１９／２１１９７０Ｏｒｉｇ１ｓ０００ Ｃｌｉｎ

ＰｈａｒｍＲ．ｐｄｆ

［３７］　ＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓＲｅｖｉｅｗ（ｓ）：Ｖｉｌｔｏ

ｌａｒｓｅｎ［Ｒ／ＯＬ］．ＵＳＦＤＡ，２０１９［２０２３－０４－２５］．ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ． ａｃｃｅｓｓｄａｔａ． ｆｄａ． ｇｏｖ／ｄｒｕｇｓａｔｆｄａ＿ ｄｏｃｓ／ｎｄａ／２０２０／

２１２１５４Ｏｒｉｇ１ｓ０００ＣｌｉｎＰｈａｒｍＲ．ｐｄｆ

［３８］　ＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓＲｅｖｉｅｗ（ｓ）：Ｄｅｆｉｂ

ｒｏｔｉｄｅ［Ｒ／ＯＬ］．ＵＳＦＤＡ，２０１６［２０２３－０４－２５］．ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ａｃｃｅｓｓｄａｔａ．ｆｄａ．ｇｏｖ／ｄｒｕｇｓａｔｆｄａ＿ｄｏｃｓ／ｎｄａ／２０１６／２０８１１４

Ｏｒｉｇ１ｓ０００ＣｌｉｎＰｈａｒｍＲ．ｐｄｆ

［３９］　ＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓＲｅｖｉｅｗ（ｓ）：Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ

［Ｒ／ＯＬ］．ＵＳＦＤＡ，２０１３［２０２３－０４－２５］．ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ａｃｃｅｓｓｄａ

ｔａ．ｆｄａ．ｇｏｖ／ｄｒｕｇｓａｔｆｄａ＿ｄｏｃｓ／ｎｄａ／２０１３／２０３５６８Ｏｒｉｇ１ｓ０００ Ｃｌｉｎ
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ＰｈａｒｍＲ．ｐｄｆ

［４０］　ＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔＲｅｐｏｒｔ：Ｖｏｌａｎｅｓｏｒｓｅｎ［Ｒ］．ＥＵＥＭＡ，２０１９，

ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｍａ．ｅｕｒｏｐａ．ｅｕ／ｅｎ／ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ／ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ－

ｒｅｐｏｒｔ／ｗａｙｌｉｖｒａ－ｅｐａｒ－ｐｕｂｌｉｃ－ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ－ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ．ｐｄｆ

［４１］　ＨＵＳＳＥＲＣ，ＫＯＬＬＥＲＥ，ＢＲＩＮＫＡ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｉｎｇｔｈｅｂｉｏｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｒｕｇｓｂｙ

ＬＣ－ＭＳ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，２０１９，２０３６：３０７

［４２］　ＬＩＵＪ，ＬＩＪ，ＴＲＡＮＣ，ｅｔａｌ．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇｂｙｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｍａｓｓｓｐｅｃ

ｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓ，２０１９，１１（２１）：１９６７

［４３］　ＳＵＮＹ，ＮＩＴＴＡＳＩ，ＳＡＩＴＯＫ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｂｉｏａｎａｌｙｔｉ

ｃａｌｍｅｔｈｏｄｆｏｒａｎａｎｔｉｓｅｎｓｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｕｓｉｎｇｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓ，２０２０，１２（２４）：１７３９

［４４］　ＲＡＭＡＮＡＴＨＡＮＬ，ＳＨＥＮＨＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳｍｅｔｈｏｄｓｔｏｑｕａｎｔｉ

ｆｙｓｉＲＮＡｓａｎｄｍａｊｏｒｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｉｎｐｌａｓｍａ，ｕｒｉｎｅａｎｄｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．

Ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓ，２０１９，１１（２１）：１９８３

［４５］　ＡＧＡＲＷＡＬＳ，ＳＩＭＯＮＡＲ，ＧＯＥＬＶ，ｅｔａｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ

ａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，

ｇｉｖｏｓｉｒａｎ，ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｈｅｐａｔｉｃｐｏｒｐｈｙｒｉａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＰｈａｒ

ｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２０２０，１０８（１）：６３

［４６］　ＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓＲｅｖｉｅｗ（ｓ）：Ｉｎｃｌｉｓｉ

ｒａｎ［Ｒ／ＯＬ］．ＵＳＦＤＡ，２０２０［２０２３－０４－２５］．ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ａｃｃｅｓｓｄａｔａ．ｆｄａ．ｇｏｖ／ｄｒｕｇｓａｔｆｄａ＿ｄｏｃｓ／ｎｄａ／２０２２／２１４０１２Ｏｒｉｇ１

ｓ０００ＣｌｉｎＰｈａｒｍＲ．ｐｄｆ

［４７］　ＩＮＴＥＧＲＡＴＥＤＲＥＶＩＥＷ：Ｌｕｍａｓｉｒａｎ［Ｒ］．ＵＳＦＤＡ，２０２０，ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｗｗｗａｃｃｅｓｓｄａｔａｆｄａｇｏｖ／ｄｒｕｇｓａｔｆｄａ ＿ ｄｏｃｓ／ｎｄａ／２０２０／

２１４１０３Ｏｒｉｇ１ｓ０００ＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＲｐｄｆ

［４８］　ＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓＲｅｖｉｅｗ（ｓ）：Ｖｕｔｒｉｓｉ

ｒａｎ［Ｒ／ＯＬ］．ＵＳＦＤＡ，２０２１［２０２３－０４－２５］．ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ａｃｃｅｓｓｄａｔａ．ｆｄａ．ｇｏｖ／ｄｒｕｇｓａｔｆｄａ＿ｄｏｃｓ／ｎｄａ／２０２２／２１５５１５Ｏｒｉｇ１ｓ

０００ＣｌｉｎＰｈａｒｍＲ．ｐｄｆ

［４９］　ＲＯＵＳＳＩＳＳＧ，ＣＥＤＩＬＬＯＩ，ＲＥＮＴＥＬＣＡｕｔｏｍａｔｅｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ｅａｒｌｙｅｌｕｔｉｎｇｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｕｓｉｎｇｉｏｎ－ｐａｉｒｒｅｖｅｒｓｅｄ－

ｐｈａｓｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．

ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０２０，５９５：１１３６２３

［５０］　ＫＡＥＴＺＫＥＡ，ＥＳＣＨＲＩＣＨＫＳｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＳａｎｇｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２００２，３０（２１）：

ｅ１１７

（本文于２０２３年１１月２２日收到
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