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1. 引言

mRNA疫苗是在第一代减毒/灭活疫苗和第二代亚单位疫苗基

础上发展起来的第三代疫苗。体外合成的mRNA经肌肉注射至小鼠

体内后有活性蛋白产生。相比于质粒DNA疫苗，mRNA疫苗保持了

能胞内表达蛋白的优点，同时克服了质粒DNA疫苗免疫原性低、

可能产生抗载体的非特异性免疫的缺点，且没有整合到宿主DNA 

的风险。

mRNA作为疫苗，通常以线性化的DNA作为模板，通过体外

转录（IVT）获得。其中在mRNA 5’端的甲基鸟苷帽子（cap）是

mRNA在生产过程中重要的组成结构，根据甲基化程度不同可形成

三种类型的帽子：cap0、cap1和cap2，而一个帽子结构的分子量

与核苷酸的分子量相近。帽子结构是翻译起始所必须的结构，为

核糖体识别mRNA提供信号，并协助核糖体与mRNA结合使翻译从

起始密码子开始。因此加帽效率是mRNA疫苗生产过程中重要的质

量参数。作为疫苗使用的mRNA长度通常为几千个核苷酸（nt），

而5’端的帽子结构的分子量约为300，类似于一个核苷酸的分子

量，几千个核苷酸长度下无法区分单个核苷酸的差异，需要酶切

为短片段才可以通过毛细管电泳技术进行分离和检测。特定的核

糖核酸酶（RNase）可将mRNA加帽端切割为15-30 nt的片段，利用

毛细管凝胶电泳技术对酶切后的片段进行检测，可有效分离未加

帽与加帽的mRNA片段，根据加帽片段占未加帽与加帽片段之和的

比例表征mRNA的加帽效率。

毛细管电泳匹配UV检测器，利用ssDNA 100-R试剂盒，可根据

寡核苷酸链的大小进行分布检测，mRNA 5’端未加帽和加帽片段在

CE中明显分离，利用校正峰面积百分比来表征加帽效率。

2. 试剂及方法

2.1 仪器和试剂

PA800 Plus制药分析系统匹配紫外检测器（SCIEX）；ssDNA 

100-R试剂盒购自SCIEX，RNase H, RNase H反应缓冲液购自New 

Englend Biolabs；链霉亲和素涂层磁珠购自Invitrogen；无酶水、

甲醇、磁力架购自Thermo。

样品前处理中的清洗缓冲液配置（5 mM Tris-HCl，pH 7.5；

0.5 mM EDTA；1 M NaCl）：吸取1 mL 50 mM Tris-HCl、10 μL 0.5 M 

EDTA(pH8.0)、2 mL 5 M氯化钠，加无酶水至10 mL，2~8 ℃保存备用。

样品前处理中的缓冲液A（0.1 M NaOH、0.05 M NaCl）：吸取

1 mL 1 M氢氧化钠、100 μL 5 M 氯化钠，加无酶水至10 mL，2~8 ℃

保存备用，有效期六个月；

图1.  PA800 Plus药物分析系统与ssDNA 100-R试剂盒
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样品前处理中的缓冲液B（0.1 M NaCl）：吸取200 μL 5 M氯化

钠，加无酶水至10 mL，2~8 ℃保存备用，有效期六个月；

凝胶缓冲液配置：在Tris-Borate Buffer瓶中加入135 mL无酶

水，使其充分溶解；在溶液后的Tris-Borate Buffer瓶中缓慢将7 M 

尿素（Urea）瓶中的固体加入，使得7 M 尿素充分溶解，得到Tris-

Borate-Urea溶液，作为背景电解质；取5 mL Tris-Borate-Urea溶液

置于ssDNA 100-R Gel，搅拌过夜使其充分溶解，作为分离凝胶缓冲

液。

2.2 样品及前处理

未加帽（uncap）及加帽（cap）的mRNA原液由国内某公司提

供，均进行酶切处理。帽子结构为cap1。未加帽的mRNA作为对照

样品，用于峰的指认。

2.2.1  设计引物（探针Probe）：

设计引物的长度为25 nt，在5’端设计4个DNA碱基对，5’端或3’

端设计BioTEG。

2.2.2  前处理过程：

1. mRNA样品与引物退火处理

• 取500 pmol引物（10 pmol/μL，50 μL）、10×Rnase H反应缓冲

液（12 μL）、100 pmol mRNA、补加无酶水至120 μL反应体系

（引物与样品比例为5:1）；

• 退火程序为95 ℃ 5 min，降温至65 ℃、55 ℃、40 ℃各2 min，

最终设置为22 ℃。

2. 磁珠提取前处理

• 取适量磁珠（10 mg/mL）于1.5 mL离心管，置于磁力架上，去

掉多于液体，加入相同体积缓冲液 A，混匀后置于磁力架上，

去掉缓冲液A，重复上述过程1次；

• 加入相同体积缓冲液B，混匀后置于磁力架上，去掉缓冲液B，

加入相同体积 Buffer B，100 μL分装待用；

3. RNase H酶切反应

• 100 μL待用磁珠放置于磁力架上，去掉Buffer B，加入退火反应

液，室温轻轻震荡30min；

• 加入10 μL RNase H（50 U），吹打混匀，37℃静置3h；然后放

置于磁力架，弃掉上清，避免碰到磁珠；

4. 寡核苷酸片段回收

• 上述酶解液放置于磁力架，弃掉上清，加入100 μL 清洗缓冲

液，混匀后置于磁力架上，去掉清洗缓冲液，重复上述过程2

次；

• 加入100 μL无酶水，混匀后置于磁力架上，去掉无酶水，重复

上述过程2次；

• 加入100 μL 75%甲醇（80℃预热），80℃ 3 min，置于磁力架，

取上清至新的EP管中；氮气吹干，备用；

5. 进行毛细管凝胶电泳分析之前, 加20 uL无酶水溶解。

2.3 毛细管凝胶电泳方法设置

根据ssDNA 100-R试剂盒推荐方法，分别设置平衡方法、凝

胶填充方法、分离方法和关机方法。毛细管：DNA涂层毛细管，

100  μm内径，30/40.2 cm（有效/总长度）；毛细管温度：30 ℃；

样品储存温度：10 ℃；UV检测器检测波长：254 nm。样品进样条

件：-5 kV，4 s；分离条件：-9 kV，45 min。

2.3.1 平衡方法的时间程序

如图2所示，平衡方法主要目的是进行毛细管的冲洗和平衡。
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图3. 凝胶填充方法的时间程序

图3.  凝胶填充方法的时间程序

2.3.2 凝胶填充方法的时间程序

如图3所示，凝胶填充方法主要目的是进行凝胶缓冲液的填

充，运行5针样品的分离方法后进行一次凝胶填充。

图2.  平衡方法的时间程序
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图2. 平衡方法的时间程序
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PA800 Plus药物分析系统在进行短片段（＜100 nt）的mRNA

分析时，分离度可达到单个核苷酸的分离；在mRNA加帽效率的

分析中，将mRNA酶切为适合的片段(约为15-30 nt )，对于分子量

相差300（约为一个核苷酸）的未加帽和加帽的片段，可实现有

效分离；对图6A中加帽片段的图谱进行积分处理，根据加帽片段

占未加帽片段和加帽片段的校正峰面积百分比可算得加帽效率为

94.2%。

4. 结论

该毛细管凝胶电泳方法具有如下特点：

• 高效分离：按照片段大小对不同mRNA片段进行分离，可实现

未加帽片段与加帽片段的高效分离，分离度1.41。

• 定量准确： 根据加帽片段占未加帽片段与加帽片段的校准峰面

积百分比可表征加帽效率，本说明中的加帽效率为94.2%。

• 操作方便：具有商品化的样品前处理试剂盒和分离试剂盒，适

用于mRNA产品的放行分析。

• 符合法规：仪器具有操作（OQ）认证，操作软件能够进行权

限设置和审计追踪。

2.3.3 分离方法的时间程序

如图4所示，分离方法主要目的是进行样品中加帽与未加帽的

mRNA片段的分离检测。

图5.  关机方法的时间程序
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图5. 关机方法的时间程序
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图6.  毛细管凝胶电泳法对mRNA未加帽和加帽片段的分析。A：红色：未加帽片段（uncap），黑色：

加帽片段（cap），蓝色：引物（probe）；B：红色：未加帽与加帽片段的混合物（mix），黑色：混

合物中添加未加帽片段（mix+uncap）；峰1：引物，峰2：未加帽片段，峰3：加帽片段，峰4：杂质峰图6.  毛细管凝胶电泳法法对mRNA未加帽和加帽片段的分析。A：红色：未

加帽片段（uncap），黑色：加帽片段（cap），蓝色：引物（probe）；

B：红色：未加帽与加帽片段的混合物（mix），黑色：混合物中添加未加

帽片段（mix+uncap）；峰1：引物，峰2：未加帽片段，峰3：加帽片段，

峰4：杂质峰
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图4.  分离方法的时间程序
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图4.分离方法的时间程序

2.3.4 关机方法的时间程序

如图5所示，关机方法主要目的是进行毛细管的冲洗和光源的

关闭。

3  结果与分析

利用毛细管凝胶电泳方法单独运行引物、未加帽与加帽的

mRNA片段，引物的浓度为10 pmol/μL，未加帽和加帽片段经过分

光光度计测定后核酸浓度均为218 ng/μL，根据片段长度换算后的

摩尔浓度约为33 pmol/μL。结果如图6A所示。根据引物的出峰时

间，可以判断加帽片段中的峰1为引物峰。在图6B中，将未加帽与

加帽的片段进行混合，可以看到二者的分离。像上述混合物中添

加未加帽片段，峰3增高，因此可判断峰2为未加帽片段，峰3为加

帽片段。峰2和峰3在此条件下的分离度为1.41，峰4为未加帽片段

样品中的杂质。


