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摘要
本应用简报介绍了完整腺相关病毒 (AAVs) 关键质量属性 (CQAs) 的表征和测定以及
衣壳蛋白的翻译后修饰 (PTM) 鉴定工作流程。该工作流程包括 Agilent 1290 Infinity II LC 
与 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 的联用系统，以及用于数据分析的 Agilent 
MassHunter BioConfirm 10.0 软件。

利用 Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF 表征病毒载体颗粒
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材料
AAV8 由 Lake Pharma (Worcester, MA, USA) 生产。分子量截留过
滤器和三 (2-羧乙基)膦 (TCEP) 购自 Millipore Sigma。胰蛋白酶和 

rAsp-N 购自 Promega。

样品前处理
对于完整分析，在 10000 g 下使用 10 kDa 分子量过滤器对 AAVs 

进行了 3 次缓冲液交换。缓冲液包含 5 mmol/L TCEP、80% H2O 

以及含 0.1% 甲酸 (v/v) 的 20% 乙腈溶液。样品在采集后经室温孵
育后进样。对于肽谱分析，对 AAVs 进行变性、还原、烷基化和
酶解处理。本实验使用的酶为胰蛋白酶和 rAsp-N。

LC/MS 分析
在 1290 Infinity II 液相色谱仪和配备双安捷伦喷射流离子源的 

6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 的联用系统上进行 LC/MS 分析。
利用具有大分子 SWARM 自动调谐功能的 Agilent MassHunter 采
集 (B.09.00) 工作站软件进行完整分析。仪器经过进一步校准并在
标准质量模式下运行。在肽谱分析工作流程中使用迭代 MS/MS 

功能。

数据处理
使用 MassHunter BioConfirm 10.0 软件处理所有 MS 数据。

前言 
肽 AAVs 是基因治疗的主要病毒载体，已成功应用于治疗遗传性
视网膜疾病和脊髓性肌肉萎缩症。AAV 由一个二十面体蛋白质外
壳和一个大约 4.7 kb 的单链基因组组成。完整 AAVs 作为保护和
递送寡核苷酸治疗药物的载体。已知有 13 种血清型可以转导不
同的细胞类型，提高了治疗的选择性。随着对 AAVs 作为治疗药
物递送平台的探索不断深入，确保维持治疗产品的所有 CQAs 至
关重要。表征病毒衣壳蛋白面临着几个挑战。蛋白质外壳由三
种衣壳蛋白 VP1、VP2 和 VP3 组成，它们以 1:1:10 的比例组成
一个 3.9 兆道尔顿的结构，其中每个病毒颗粒有 60 个衣壳。除
了 VP1 和 VP2 的摩尔比较低外，这三种蛋白质在 C 端都有重叠
序列。传统上，使用 SDS-PAGE 确定衣壳蛋白的分子量，然而，
这种技术提供的是分子量近似值，可能无法区分不同的血清型。
质谱法 (MS) 在克服这些挑战并确定衣壳蛋白的 CQAs 方面非常
有前景。本应用简报介绍了完整分析和肽谱分析的工作流程，包
括病毒衣壳蛋白的 PTM 鉴定。工作流程中使用的工具包括 1290 

Infinity II LC 与 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 的联用系统，并使
用 MassHunter BioConfirm 10.0 软件进行数据分析。

实验部分

仪器
Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统包括：

 – Agilent 1290 Infinity II 高速泵 (G7120A)

 – Agilent 1290 Infinity II Multisampler (G7167B)，配备用于完整
分析的 20 μL 定量环以及用于肽谱分析的 40 μL 定量环

 – Agilent 1290 Infinity II 柱温箱 (G7116B)

 – Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF
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表 1. 用于完整分析的液相色谱参数

参数 值

色谱柱
Agilent ZORBAX RRHD 300-Diphenyl,

2.1 × 150 mm, 1.8 μm

流动相 A 0.1% 甲酸水溶液

流动相 B 含 0.1% 甲酸的乙腈

流速 0.4 mL/min

进样量 20 µL

梯度

0–30 min：30%–40% B；
30–38 min：40%–90% B；
38–39 min：90% B；
39–40 min：90%–30% B；
40–45 min：30% B

后运行时间 0 分钟

柱温 60 °C

表 2. 用于完整分析的 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 参数

参数 值

离子源 双安捷伦喷射流

气体温度 325 °C

气体流速 13 L/min

雾化器 35 psig

鞘气温度 375 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 5000 V

喷嘴电压 500 V

碎裂电压 180 V

采集速率 1 质谱图/秒

参比质量 922.0098

表 3. 用于肽谱分析的液相色谱参数

参数 值

色谱柱
Agilent AdvanceBio 肽谱分析色谱柱， 

2.1 × 150 mm

流动相 A 0.1% 甲酸水溶液

流动相 B 含 0.1% 甲酸的乙腈

流速 0.4 mL/min

进样量 40 µL

梯度

0–3 min：3% B；
3–50 min：3%–35% B；
50–60 min：35%–97% B；
60–62 min：97% B；
62–62.5 min：97%–3% B；
62.5–65 min：3% B

后运行时间 5 分钟

柱温 60 °C

表 4. 用于肽谱分析的 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 参数

参数 值

离子源 双安捷伦喷射流

气体温度 325 °C

气体流速 13 L/min

雾化器 35 psig

鞘气温度 275 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 4000 V

喷嘴电压 0 V

碎裂电压 170 V

采集速率 MS 和 MS/MS 分别为 5/3 幅谱图/秒

参比质量 121.0509、922.0098
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结果与讨论

使用 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 进行完整分析
虽然 SDS-PAGE 是确认 AAV 衣壳蛋白分子量的一种快速简单方
法，但它的特异性不足以分离不同的蛋白质形式，例如乙酰化或
磷酸化与未修饰形式。高分辨 Q-TOF MS 则可以提供足够高的灵
敏度，可区分不同的 PTMs 并确定完整蛋白质的准确分子量。
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 的大分子 SWARM 自动调谐功能
可进一步助力实现上述目标，其通过提高衣壳蛋白在整个质谱仪
中的传输效率，为其提供了出色的灵敏度。此外，超低 TOF 真空 

(e–8 torr) 通过延长蛋白质分子的平均自由路径，提高了质谱图的
清晰度。

LC/MS 分析之前的样品前处理对于获得高质量质谱至关重要，我
们在 AAVs 方面的研究进一步突出了这一点。图 1 显示了在进行
和未进行样品前处理的条件下衣壳蛋白的总离子流色谱图 (TICs) 

和原始质谱图。原始溶液的缓冲液将污染物引入质谱仪。此外，
缓冲液交换后衣壳蛋白之间的分离得到改善。原始数据显示，蛋
白质的丰度增至原来的 1.5 倍，并且谱图更加清晰。此处未显示
解卷积数据，但由于没有钠和钾加合物，谱图更加清晰，使数据
的解析更加简单。此外，这将提高工作流程的稳定性，从而延长
仪器维护的间隔时间。

图 1. 在进行和未进行样品前处理的条件下，AAV 衣壳蛋白的 TIC 和 VP1 的原始谱图



图 2. VP1 衣壳蛋白的原始谱图和解卷积谱图。蛋白质的天然形式和磷酸化形式具有出色的质量准确度
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图 2 所示为 VP1 的原始谱图和解卷积谱图。通过这一工作流程，
我们能够以低于 10 ppm 的误差检测 VP1 上的三个磷酸化位点。
精确质量数据证实，VP1 的 N 端氨基酸残基缺失，并且新的 N 端
被乙酰化。目前关于 AAV 衣壳蛋白 PTM 分析（包括 VP1 的磷酸
化）的报道很少。VP2 与 VP1 实现了色谱分离。质谱法可以按质
量数分离这些蛋白质，而色谱分离则可以减少这两种低丰度蛋白
质的离子抑制。精确质量数据证实，VP2 上至少有两个磷酸化位
点，图 3 中可能有第三个位点。

图 4 表明 VP3 的大部分未修饰形式与乙酰化 VP3 色谱分离。同
样，解卷积谱图表明乙酰化 VP3 和未修饰 VP3 均具有较高的质
量准确度。蛋白质的 N 端乙酰化是一种常见的 PTM，涉及蛋白
质的稳定性、折叠以及与其他蛋白质的相互作用。VP1 被完全
乙酰化，而 VP3 则约 70% 被乙酰化。虽然目前尚不清楚为什
么 VP3 没有被完全乙酰化，但这可能会影响病毒衣壳的整体结
构。6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 改进的真空设计结合大分子 

SWARM 自动调谐功能提高了谱图清晰度，三种病毒衣壳蛋白及
其 PTM 均获得了较高的质量准确度，所有蛋白质形式的误差均小
于 10 ppm。
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图 4. VP3 衣壳蛋白的原始谱图和解卷积谱图。大部分未修饰形式和乙酰化形式实现色谱分离，每种蛋白质形式均具有出色的质量准确度

图 3. VP2 衣壳蛋白的原始谱图和解卷积谱图。蛋白质的天然形式和磷酸化形式具有出色的质量准确度，误差均小于 5 ppm
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使用 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 进行肽谱分析
生物治疗药物的肽谱分析是 ICH、FDA 和其他监管机构要求用
于确定蛋白质序列和 PTM 的重要方法。虽然通过 AAV 进行基
因治疗是一个新领域，但可以想象未来对于衣壳蛋白肽谱分析
的需求。自 2020 年 1 月起，FDA 建议提供关于人类基因治疗药
物的一级和二级结构信息（包括 PTMs）。6545XT AdvanceBio  

LC/Q-TOF 的迭代 MS/MS 功能排除了之前所有运行中进行分
离和碎裂的肽段，从而可以选择和检测低丰度肽段。此外，
MassHunter BioConfirm 10.0 可以选择多次运行，以实现整体序
列覆盖。此功能对于结合迭代 MS/MS 运行的结果以及使用多种
酶非常有用。

了解 PTMs 的类型（例如氧化和脱酰胺基化）对于确定蛋白质稳
定性至关重要。为了获得可靠的肽谱分析结果，所有鉴定得到的
肽段误差均小于 10 ppm，并且至少有一张 MS/MS 谱图可以确认
肽段序列并定位 PTMs。此外，将假阳性率设置为 1%。AAV8 的
序列中有几个区域常常存在赖氨酸和精氨酸残基，仅用胰蛋白酶
难以获得完整序列。因此，使用 rAsp-N 实现完整序列覆盖。

最大的蛋白质 VP1 的总序列覆盖率为 97.7%，如图 5 所示。实线
表示通过 MS/MS 鉴定的肽段。蓝色线和绿色线来自胰蛋白酶酶
解的两次迭代运行，而黑色线和红色线则来自 rAsp-N 酶解的两
次迭代运行。MS/MS 数据证实了位点特异性磷酸化，如图 6 所
示。红色标注显示了含有磷酸化丝氨酸的肽段。如预期一样，
存在其他常见的 PTM（例如天冬酰胺脱酰氨基化和甲硫氨酸氧
化），但丰度较低。图 7 显示了使用 BioConfirm 10.0 中的相对定
量功能测得的这些低浓度修饰的示例。VP2 和 VP3 的序列覆盖率
分别为 98.5% 和 100.0%。虽然有关于 AAV8 中 N-糖基化的报告，
但未发现 N-糖基化。这种差异可能是由于载体表达系统的不同。
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图 5. Agilent MassHunter BioConfirm 10.0 屏幕截图，显示了借助迭代 MS/MS 并使用胰蛋白酶和 rAsp-N 作为互补酶获得的 VP1 的序列覆盖。该蛋白质的
序列覆盖率为 97.7%
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图 6. 使用 MS/MS 确认位点特异性磷酸化的示例。当标注肽段包含磷酸化的丝氨酸残基时带有红色标记
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图 7. 蛋白质中常见 PTMs 示例：甲硫氨酸氧化和天冬酰胺脱酰氨基化。如预期一样，两种肽段均经过极低程度的修饰

结论
AAV 颗粒作为基因治疗的载体显示出巨大的潜力，因此衣壳蛋
白 CQA 的表征对于药物批准流程至关重要。本研究展示了从样
品前处理到数据分析的工作流程，可用于确定衣壳蛋白的精确
质量并鉴定 PTMs。1290 Infinity II LC 联用 6545XT AdvanceBio  

LC/Q-TOF，同时搭配 MassHunter BioConfirm 10.0，为分析 AAV 

衣壳蛋白提供了准确、可靠的解决方案。
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