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1.  引言

寡核苷酸是一类由人工合成的若干个短链核苷酸的总称，它

可作为DNA合成的引物（Primer）、 基因探针（Probe）等，在现

代分子生物学研究中具有广泛的用途。此外，随着生物技术的不

断发展，寡核苷酸也可作为一种新型的治疗药物，通过作用于信

使 RNA（mRNA）来调控疾病基因转录翻译，可以达到传统药物无

法替代的效果，尤其是对遗传疾病、肿瘤、代谢类疾病及罕见病

等非常有优势，被认为是继抗体药物及细胞免疫疗法之后的下一

代新型药物。目前在研的寡核苷酸药物种类很多，包括反义寡核

苷酸（antisense oligonucleotide，ASO）、小干扰核糖核酸（small 

interfering RNA，siRNA）、微小核糖核酸（microRNA，miRNA）、

核酸适配体（aptamer）等。其中ASO是一种单链寡核苷酸，是常

用的基因调控工具之一，已被开发为基因治疗药物。目前寡核苷

酸药物几乎都是采用化学方法合成，用高效液相色谱分离纯化，

该方法获得的寡核苷酸容易被杂质和截短的错误序列（又叫失败

序列）所污染，其中难以除去的杂质是大量（n–1）缺失序列（与

完整长度为 n 的寡核苷酸相比仅相差一个核苷酸），从而导致产

物纯化十分困难。因此，迫切需要开发一种可实现单核苷酸差异

分离的方法，用于单链寡核苷酸以及引物的纯度分析。

本文以两条片段长度相差1 nt的寡核苷酸引物（33 nt和34 nt）

为例，基于SCIEX成熟稳定的单链DNA分析试剂盒（ssDNA 100-

R），利用毛细管凝胶电泳方法对其进行了分离。该方法基于核酸

片段大小进行分离，分辨率高，可实现单核苷酸差异的分离；定

量准确，可用于单链寡核苷酸的纯度测定。

2.  试剂及方法

2.1 试剂及样品

试剂：本实验采用ssDNA 100-R试剂盒 (SCIEX, 477480)，其

中包含DNA涂层毛细管（SCIEX, 477477) ，总长为65 cm，内径

100 μm；ssDNA 100-R Gel凝胶粉末 (SCIEX, 77621)、Tris-Borate 

Buffer (SCIEX, 338481)、7 M Urea (SCIEX，338481)、pd(A) 40-60 Test 

Mix (SCIEX, 477626)、磁子 (Sigma-Aldrich)、 0.45 μm滤膜 (Sigma-

Aldrich)、去离子水 (Millipore)。

样品: 两条合成的寡核苷酸引物混合物，浓度分别为388 μM，

片段长度分别为33 nt和34 nt。

2.2 样品及前处理

制备Tris-Borate-Urea Buffer溶液：先用甲醇清洗磁子，并用

去离子水将磁子冲洗干净；将135 mL的去离子水添加到含有Tris-

Borate干粉的试剂瓶中，使用磁子在800 rpm下搅拌溶液20至30 

min，确保硼酸完全溶解。缓慢将干燥的7 M尿素添加到Tri-硼酸盐

缓冲液中，同时继续搅拌溶液；在室温下搅拌溶液2 h，直至尿素

完全溶解且缓冲液澄清 ；将Tris-Borate-Urea缓冲液储存在2-8 ℃条

件下，保质期为30天；

制备ssDNA 100-R Gel Buffer溶液：向冻干的凝胶粉末中加入

5.0 mL经0.45 μm滤膜过滤后的Tris-Borate-Urea缓冲液；用干净且

干燥的磁子在800 rpm下搅拌溶液4-6 h，直到凝胶完全溶解；将凝

胶缓冲液储存在2-8 ℃条件下，保质期为30天。

制备寡核苷酸样本溶液：将样品置于1.5 mL离心管中，加入无

酶水稀释至终浓度为77.6 μM；准确移取20 μL稀释后的样品溶液加

入到PA 800 Plus 纳升样品管中，用于后续检测；
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每个试剂的体积如下：

• 去离子 水：1.5 mL 去离子 水。

• TBE 尿素缓冲剂：1.5 mL Tris-硼酸盐-尿素缓冲剂

• 凝胶：

• 对于五次或更少的运行：200 μL ssDNA 100-R Gel。

• 对于六次或更多次连续运行：1.5 mL ssDNA 100-R Gel。

注释： 每隔五次运行，应使用凝胶填充法更换一次毛细管

中的 ssDNA 100-R Gel。

• 废液：1 mL 去离子 水

3.  结果与分析

3.1 毛细管凝胶电泳法分离结果

样品为两条等浓度的寡核苷酸引物，长度分别为3 3  n t和

34 nt；其毛细管凝胶电泳分离结果如下图；

2.3 仪器及方法设置

采用SCIEX PA 800 Plus药物分析系统，匹配紫外检测器，采集

频率：4 Hz，检测波长为：254 nm；窗口狭缝：100 ×200 μm ；

DNA涂层毛细管，100 μm内径，20/ 30.2 cm (有效长度/总长度)；

进样条件：-3 kV, 4 s；分离电压：-9.0 kV, 40 min；毛细管温度：

30 ℃；样品室温度：15 ℃。毛细管活化方法、凝胶填充方法、分

离方法、关机方法设置如下图；
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图1. 毛细管活化方法时间程序表

图2. 凝胶填充方法时间程序表

图3. 分离方法时间程序表

图4. 关机方法时间程序表

图6. 两条寡核苷酸引物的毛细管凝胶电泳分离谱图

图5. 左侧的缓冲剂入口托盘 (BI) 和右侧的缓冲剂出口托盘 (BO)
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缓冲液的入口盘及出口盘顺序摆放如下图5所示：
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6.  

1  

PK#  (min)  %  

1 1 23.86 0.38 0.00 
2 2 24.21 0.59 0.89 
3 3 24.57 0.50 0.65 
4 33 nt 25.46 50.76 1.50 
5 34 nt 26.57 47.77 2.28 

 

Minutes
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

A
U

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

A
U

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

1 2 3

33 nt 34 nt

PK# 峰名 迁移时间(min) 校正峰面积 % 分离度

1 杂质1 23.86 0.38 0.00

2 杂质2 24.21 0.59 0.89

3 杂质3 24.57 0.50 0.65

4 33 nt 25.46 50.76 1.50

5 34 nt 26.57 47.77 2.28

表1. 两条寡核苷酸引物的毛细管凝胶电泳分离结果
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毛细管凝胶电泳法依据核酸片段大小进行分析，其中峰4和5

分别对应33 nt和34 nt的两条等浓度的寡核苷酸引物，并且峰响应

值一致；峰1-3是该样品中的杂质峰。如表1所示，毛细管凝胶电泳

法可实现对单核苷酸差异的寡核苷酸引物实现基线分离，分离度

为2.28。

3.2 重复性考察

为了进一步评估毛细管凝胶电泳方法的稳定性，对该样品进

行3次重复进样，结果如表2。33 nt和34 nt两条引物迁移时间的RSD

值分别为1.17 %和1.14 %；33 nt和34 nt两条引物校准峰面积%的

RSD分别为1.14%和 0.26%，结果表明该方法重复性良好。

4.  结论

毛细管凝胶电泳法是依据核酸片段大小的差异进行分离，广

泛应用于核酸的纯度分析。本文采用SCIEX 成熟稳定的ssDNA 100-R

单链寡核苷酸分析试剂盒，可有效应用于引物及寡核苷酸药物的

质量控制。毛细管凝胶电泳法主要表现出如下优点：

1) 分离度高，可实现单碱基差异的寡核苷酸分析：33 nt和34 nt的

寡核苷酸可实现基线分离，分离度可达2.28。

2) 分析速度快，30 min内可以完成分离。

3) 操作简单，无需标记，可以直接使用UV检测器。

表2. 33 nt和34 nt寡核苷酸毛细管凝胶电泳分析的重复性

33 nt寡核苷酸 34 nt寡核苷酸

迁移时间
(min)

校准
峰面积%

迁移时间
(min)

校准
峰面积%

Rep-1 29.41 51.02 30.66 48.02

Rep-2 29.82 51.01 31.08 47.78

Rep-3 30.10 51.01 31.36 47.98

RSD 1.17% 0.01% 1.14% 0.26%
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