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前言
腺相关病毒 (AAVs) 是一类非常有应用前景的新型生物疗法，能够治疗许多罕见、棘
手的遗传病，例如脊髓性肌肉萎缩症和遗传性视网膜变性[1]。AAVs 是由蛋白质衣壳
和包裹 DNA 组成的大分子复合物，分别需要使用专用分析技术以确保整体产品的质
量和安全性。AAV 衣壳由三种不同的衣壳蛋白组成，通常以 VP1–3 表示，其化学计
量比约为 1:1:10，每个衣壳共含 60 个蛋白质拷贝[2]。

美国食品药品监督管理局建议，在产品放行前需明确鉴定所有 AAV 治疗药物的病
毒衣壳和包裹 DNA，特别是生产多种血清型或基因工程变异体的生产设施[3]。迄今
为止，基于抗体的方法（例如 ELISA 和免疫印迹法）已成为最常用的病毒衣壳分析
技术。这些方法存在几个弊端：基于抗体的方法不仅繁琐且易于出错，还要求针对
分析的每种 AAV 类型生成高度特异性的抗体。这极具挑战性，因为来自不同产品
的 AAV 衣壳可能高度同源，例如，AAV 血清型 1 和 6 仅相差 6 个氨基酸（99% 同
源），这使得它们很难通过抗体结合进行区分[4]。

原则上，由于 LC/MS 直接测量蛋白质质量数，无需针对每种类型的 AAV 生成抗体，
因此可完美实现快速且高特异性的病毒衣壳蛋白分析。然而，在以往的研究中，病
毒衣壳蛋白的色谱分离结果相对较差[5]。这很成问题，因为共洗脱不仅会妨碍衣壳化
学计量（AAV 感染性的重要决定因素）的准确定量，还会影响信号强度和质量数准
确度[6]。

使用 LC/MS 分析完整腺相关病毒衣壳
蛋白实现快速产品确认
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本应用简报介绍了一种优化的 LC/FLD-MS 
方法，用于快速分析 AAV 衣壳蛋白，确
认 7 种不同血清型的一级结构。该方法
具有简单的样品前处理要求，并可稳定用
于高盐条件以及常用的非离子型清洁剂添
加剂 Pluronic F-68。

实验部分

AAV 样品
AAV 血清型 2、7、9、7m8、DJ、rh10 
和  Anc80 均购自  Vector Core @ GIS 
(A*STAR, Singapore)。AAV 样品经三
次转染在  HEK-293 细胞中表达，并通
过分析型超速离心法进行了纯化处理。
在含有 0.001% Pluronic F-68 的磷酸盐
缓冲液中，样品浓度约为 1.2 × 1010 个 
病毒基因组/µL，收到样品后即可使用，
无需更换缓冲液。

样品前处理
每次分析都新鲜配制含有 12  mol/L 盐
酸胍 + 40 mmol/L DTT 的 200 mmol/L 
碳酸氢铵（pH 值约为  8.0）的变性缓
冲液。将变性缓冲液以 1:3 的比例加入 
AAV 样品中，使最终盐酸胍的浓度达到 
3 mol/L。然后将样品加热到 70 °C 并保
持 15 分钟，确保其完全变性。每次分析
进样 1.5 × 1011 个病毒基因组。

LC/FLD-MS 用于完整衣壳蛋白分析
使用以下仪器对样品进行了分析： 

• 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)

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温
箱 (G7116B)

• Agilent 1260 Infinity 荧光检测器 
(G1321B)，配有 8 µL 流通池

• Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 

使用  A g i l e n t  ZO R B A X  R R H D  3 0 0 Å 
StableBond C18 (SB-C18) 和 SB-Diphenyl,  
2.1 × 100 mm, 1.8 µm 色谱柱（部件号 
858750-902 和 858750-944）进行分
离。还使用 ZORBAX RRHD 300Å SB-C3 
色谱柱（部件号 858750-909）进行了方
法开发，但不是优化方法。 

选择了由 0.1% TFA + 0.1% FA 的去离子
水溶液 (mp A) 和 90% 异丙醇 + 9.8% 水 + 
0.1% TFA + 0.1% FA (mp B) 组成的高洗脱
强度流动相。结合高温，类似的流动相条
件在 ZORBAX StableBond 色谱柱上实现
了单克隆抗体分析的出色分离能力[7]。

图 1. 本应用简报中所用的设备和消耗品

样品前处理 液相色谱 质谱 数据分析

VP1、2 和 3 
衣壳蛋白

腺相关病毒

变性

Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/QTOF

Agilent MassHunter
BioConfirm 10.0

Agilent ZORBAX RRHD 300Å 
StableBond 色谱柱

配备 FLD 的 Agilent 1290 
Infinity II 液相色谱仪
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由于芳香族残留物的发射光谱可能会因
溶剂暴露量和暴露程度的不同而有所差
别，因此使用具有单激发 (280 nm)/多发
射（315、330、345 和 360 nm）模式的 
8 µL 流通池进行荧光检测。结果显示，
360 nm 处的发射强度最高，因此使用该
波长进行所有分析。所有数据分析均在 
Agilent BioConfirm 10.0 中进行。表 1、
表 2 和表 3 列出了仪器和软件设置。

LC/MS 肽谱分析
将 10 µL 含有 6.0 × 1011 个病毒基因组
的 AAV 2（约 3.6 µg 蛋白质）样品变性，
并在 30 µL 含有 760 mg/mL 盐酸胍 + 
3.8 mg/mL TCEP 的 150 mmol/L Tris-
HCl (pH 8) 中进行还原，并在 60 °C 下温
育 60 分钟。冷却至室温后，加入 10 µL 
133 mmol/L 碘乙酰胺进行烷基化，并
在室温下避光温育  30 min。然后使用 
210 µL Tris-HCl 稀释样品，并加入 0.2 µg 
Promega 测序级修饰型胰蛋白酶（部件
号 V5117）。在 37 °C 下酶解 2 小时，然
后再加入 0.2 µg 胰蛋白酶，在 37 °C 下
酶解过夜。第二天，加入 30 µL 10% 甲酸
终止反应，然后使用 Agilent AssayMAP 
Bravo 系统 (G5542A) 进行 C-18 净化。

表 1. 完整衣壳蛋白色谱参数

Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统

条件 测试 优化后 测试 优化后 测试 优化后

色谱柱
Agilent ZORBAX RRHD 300Å StableBond C18,  
2.1 × 100 mm, 1.8 µm（部件号 858750-902）

Agilent ZORBAX RRHD 300Å StableBond Diphenyl,  
2.1 × 100 mm, 1.8 µm（部件号 858750-944）

Agilent ZORBAX RRHD 300Å StableBond C3,  
2.1 × 100 mm, 1.8 µm（部件号 858750-909）

溶剂 A
0.1% FA + 0.1% TFA 的去离
子水溶液

0.1% FA + 0.1% TFA 的去离
子水溶液

0.1% FA + 0.1% TFA 的去离
子水溶液

0.1% FA + 0.1% TFA 的去离
子水溶液

0.1% FA + 0.1% TFA 的去离
子水溶液 –

溶剂 B
80% IPA + 10% ACN + 9.8% 
去离子水 + 0.1% FA + 0.1% 
TFA

90% IPA + 9.8% 去离子水 + 
0.1% FA + 0.1% TFA

80% IPA + 10% ACN + 9.8% 
去离子水 + 0.1% FA + 0.1% 
TFA

90% IPA + 9.8% 去离子水 + 
0.1% FA + 0.1% TFA

80% IPA + 10% ACN + 9.8% 
去离子水 + 0.1% FA + 0.1% 
TFA

–

梯度

0–2 min，20% B 
42 min，35% B 
42.5 min，80% B 
45 min，80% B

0–5 min，28% B 
23 min，32.5% B 
23.5 min，80% B 
26 min，80% B

0–2 min，28% B 
42 min，43% B 
42.5 min，80% B 
45 min，80% B

0–5 min，33% B 
21 min，37% B 
21.5 min，80% B 
23 min，80% B

0–2 min，20% B 
42 min，35% B 
42.5 min，80% B 
45 min，80% B

–

柱温 75 °C 80 °C 75 °C 80 °C 75 °C –

流速 0.4 mL/min

样品量 每次进样 1.5 × 1011 个病毒基因组

表 2. 完整衣壳蛋白质谱参数

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统

离子源 安捷伦双喷射流离子源

气体温度 350 °C

气体流速 12 L/min

雾化器 35 psig

鞘气温度 350 °C

鞘气流速 11 L/min

毛细管电压 4 kV

喷嘴电压 2 kV

碎裂电压 180 V

锥孔电压 65 V

质量数范围 900–3200 m/z

采集速率 1 质谱图/秒

参比质量 922.0098

采集模式
正离子，质量数范围 3200 m/z，扩展
动态范围 (2 Ghz)

表 3. 完整衣壳蛋白解卷积设置

Agilent MassHunter BioConfirm B10.0 设置

规定的色谱检测 FLD

提取色谱图时积分 是

调整延迟时间 0.1 min（MS 检测器）

解卷积 最大熵

解卷积 m/z 范围 1000–3200

解卷积质量数范围 55–85 kDa

质谱精度 0.5 Da

解卷积扣除基线 7.0

匹配容差 32 ppm

在配备 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 
的 1290 Infinity II 液相色谱仪上进行肽谱
分析。使用 AdvanceBio 肽谱分析色谱柱
（部件号 653750-902），2.1 × 150 mm, 

2.7 µm 进行分离。表 4 和表 5 列出了仪
器设置。

表 4. 肽谱分析色谱参数

Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统

溶剂 A 含 0.1% FA 的去离子水溶液

溶剂 B 含 0.1% FA 的乙腈溶液

梯度
0–15 min，B 由 5% 升至 40% 
15–18 min，B 由 40% 升至 90% 
18–20 min，保持 90%

柱温 60 °C

流速 0.4 mL/min

进样量 20 µL
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结果与讨论

LC/MS 方法开发
由于  AAV-2 的研究最为充分，因此使
用该血清型进行了方法开发。衣壳蛋白 
VP1–3 的序列如图 2 所示。所有衣壳蛋
白均由 Cap 基因中的相同 DNA 序列转录
得到，通过 mRNA 剪接和渗漏核糖体扫
描机制形成三种高度同源的蛋白质[6]。其
中，这三种蛋白质的 VP3 序列均相同，
而 VP1 和 VP2 仅 N 端序列有所不同。 

图 2. AAV-2 衣壳蛋白的一级氨基酸序列。显示于 Agilent MassHunter 序列管理器软件中，VP1–3 仅 N 端序列有所不同：每个都包含 VP3 序列，其余 N 端序列用红
色下划线 (VP2) 或红色和绿色 (VP1) 下划线突出显示。上方显示了每种蛋白质的单同位素质量数、平均质量数和分子式

A：VP1 单一同位素质量数：81804.8749 平均质量数：81856.1324 分子式：C3630H5483N1015O1127S15

N-端

N-端

C-端

C-端

N-端

C-端

B：VP2 单一同位素质量数：66447.1172 平均质量数：66488.9131 分子式：C2938H4429N827O917S15

C：VP3 单一同位素质量数：59936.8685 平均质量数：59974.6971 分子式：C2661H3984N740O824S14

表 5. 肽谱分析质谱参数

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 系统

离子源 安捷伦双喷射流离子源

气体温度 290 °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 4 kV

喷嘴电压 2 kV

碎裂电压 175 V

锥孔电压 65 V

质量数范围 100–1700 m/z

采集速率 5 质谱图/秒

自动 MS/MS 范围 50–1700 m/z

MS/MS 最小采集速率 3 质谱图/秒

分离峰宽 中等（约 4 m/z）

母离子/循环 前 10

碰撞能量 3.6 * (m/z)/100–4.8

MS/MS 阈值
开启；重复 3 次，然后排除 
0.2 min

基于母离子丰度的 
扫描速度

是

目标值 25000

使用 MS/MS  
累积时间限

是

纯度 严格性 100%，截留率 30%

同位素模型 肽

母离子排序 仅按丰度；+2、+3、> +3

参比质量 922.0098

采集模式 正离子，质量数范围 3200 m/z
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图 3. 采用 AAV-2 进行方法开发。使用 (A) Agilent ZORBAX RRHD 300Å SB-C3、(B) SB-Diphenyl 和 (C) SB-C18 色谱柱进行分离得到的荧光色谱图。其中，SB-C18 实
现了出色的色谱分离度。(D–F) 色谱峰的解卷积质谱图，表明 VP1 和 VP3 共洗脱
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如其他文献所述 [5]，这些翻译后修饰预
计为：(i) 去除 VP1 和 VP3 上的起始蛋
氨酸，以及 (ii) 去除蛋氨酸后立即使氨
基酸乙酰化。乙酰化的氨基酸在 Agilent 
MassHunter 序列管理器软件中以红色
斜体字母表示，VP1–3 的理论平均质
量数分别为  81856.13、66488.91 和 
59974.70 Da（图 2）。

采用表 1 中所示的测试梯度，在 ZORBAX 
RRHD 300Å SB-C3、SB-Diphenyl 和 SB-C18 
色谱柱（图 3A–3C）上分离变性 AAV-2 样
品。VP1–3 在 SB-C3 和 SB-Diphenyl 色谱
柱上分离为两个峰，其中 VP1 和 VP3 共
洗脱为单峰。只有 SB-C18 色谱柱具有分
离每种衣壳蛋白所需的选择性。

VP1 + VP3 峰的解卷积质谱图（图 3D–3E）
表明，与 VP1 相比，在 59975.52 Da 处
的 VP3 信号强度更高，体现其丰度高出
至少一个数量级。VP3 的共洗脱可能构
成基质效应，可能通过离子抑制作用影
响 VP1 的检测和质量数准确度[8]。相反，
SB-C18 色谱柱上 VP1 的出色分离（图 
3F）则大大降低了 VP3 的干扰，从而实
现了 VP1 可靠、准确的质谱分析。

然后，如图 4 所示，在表 1 的优化梯度
条件下使用 SB-C18 色谱柱分离 AAV-2 样
品，改善了峰分离度和峰形，并缩短了分
析时间。请注意，总离子流中轻微的背景
波动可能由残留 Pluronic F-68 引起，它
未对分析产生明显干扰。

重要的是，VP1 的解卷积质量数观测
值为 81885.72 Da（图 4E），比理论值 
81856.13 Da 大 +29.6 Da。不同的是，
VP2 和 VP3 的观测质量数与其理论值高
度一致。推测其原因，可能是 VP1 的 N 
端区域发生了单氨基酸取代（图 2 中绿
色下划线标记的序列）。

AAV-2 中单氨基酸取代的确认
通过对 AAV-2 进行胰蛋白酶酶解和肽谱
分析来验证这一推测。我们对一个三电
荷 1102.1864 m/z 肽段进行了鉴定，其 
MS/MS 谱图确证了 VP1 序列的第 77 位
氨基酸发生了丙氨酸对苏氨酸的取代，而
该氨基酸确实位于 N 端区域（图 5）。 
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图 4. 使用 Agilent ZORBAX RRHD 300Å SB-C18 色谱柱，采用优化的方法对变性 AAV-2 衣壳蛋白进行的 LC/MS 分析。(A) 三种衣壳蛋白的荧光色谱图。(B) 总离子流。
(C–E) 三种衣壳蛋白的解卷积质谱图，相关质量峰用星号标出
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通过对用于  A AV - 2  表达的质粒进行 
Sanger 测序，实现了对该突变的正交确
认，表明 G & A 取代已将 GCC 密码子变
为 ACC（数据未显示）。

另外六种 AAV 血清型的分析
为了评估该 LC/MS 方法对于其他 AAV 血
清型分析的通用性，我们采用上述优化
的 SB-C18 方法对 AAV-7、7m8、DJ、

9、rh10 和 Anc80 进行了分析。采用这
种方法，AAV-7、7m8 和 DJ 得到了良好
的分离（图 6A–6C），但 AAV-9、rh10 
和 Anc80 仅分离为两个峰，其中 VP1 和 
VP3 共洗脱为单峰。

与烷基链固定相（例如 C3、C8 和 C18）
相比，安捷伦二苯基固定相的选择性有所
改变。苯基官能团能够基于 π-π 相互作用

进行分离，并对芳香族氨基酸和双键具
有额外的亲和力[9]。优化的 SB-Diphenyl 
方法（表 1）的开发目的在于成功分离 
AAV-9、rh10 和 Anc80（图 6D–6F）。
BioConfirm 软件利用各峰的解卷积质谱
图自动匹配各衣壳蛋白的身份，结果表明
相邻峰产生的干扰极小（图 7 和图 8）。 

图 6. 使用 (A–C) Agilent ZORBAX RRHD 300 SB-C18 和 (D–F) Agilent SB-Diphenyl 色谱柱对六种不同血清型变性 AAV 衣壳蛋白进行的 LC/MS 分析
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图 7. Agilent ZORBAX RRHD 300 SB-C18 色谱柱分离的 AAV 衣壳蛋白的解卷积质谱图。AAV-7m8（70971.71、78578.01 和 80495.10 Da）受到共洗脱宿主细胞蛋白
的干扰
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图 8. Agilent ZORBAX RRHD 300 SB-Diphenyl 色谱柱分离的 AAV 衣壳蛋白的解卷积质谱图
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推测 AAV-DJ 和 rh10 的 VP1 蛋白发生了
脱酰胺基化作用，这可能是由细胞培养条
件或样品前处理过程中通过加热生成的人
工产物。除 AAV-2 外，各衣壳蛋白的理
论和实测质量数（表 6）相差 ≤ 3 Da，相
当于 ≤ 32 ppm。 

通过对 VP1–3 各衣壳蛋白的相应荧光色
谱峰（图 6）进行积分，测量得到表 7 中
的相对定量结果。虽然这些结果大体上
符合 VP1:2:3 的预期化学计量比 1:1:10，
但在测试的不同样品中，VP1 的丰度比 
VP2 的丰度变化更大。众所周知，VP1 

是一种关键的核定位因子[10]，一些样品中 
VP1 的丰度较低在一定程度上说明了感
染性的差异。

表 7. 衣壳蛋白的相对定量结果

衣壳蛋白定量 (FLD%)

血清型 VP1 VP2 VP3

2 10.67 10.61 78.72

7 7.16 9.81 83.03

9 8.75 8.04 83.21

7m8 7.62 9.70 82.68

DJ 8.62 11.72 79.66

rh10 6.58 9.18 84.24

Anc80 5.64 10.62 83.74

表 6. 衣壳蛋白的解卷积质量数

AAV 衣壳蛋白质量数

血清型

VP1 VP2 VP3

理论值 实测值
质量数准确度 

(ppm) 理论值 实测值
质量数准确度 

(ppm) 理论值 实测值
质量数准确度 

(ppm)

2 81886.16 81885.72 5.37 66488.91 66490.24 20.00 59974.70 59976.21 25.18

7 81564.08 81564.13 0.61 66372.17 66373.75 23.81 59101.05 59102.74 28.60

9 81291.57 81291.19 4.67 66210.77 66212.71 29.30 59733.54 59734.83 21.60

7m8 82868.27 82869.45 14.24 67501.05 67502.45 20.74 60986.83 60988.08 20.50

DJ 81835.21 81834.79 5.13 66508.06 66508.78 10.83 60021.86 60023.25 23.16

rh10 81445.85 81448.44 31.80 66252.96 66254.60 24.75 59634.58 59636.39 30.35

Anc80 81195.42 81196.68 15.52 66002.53 66003.80 19.24 59396.22 59397.97 29.46
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结论
本应用简报展示了使用配备  ZORBAX 
RRHD 300Å SB-C18 或 SB-Diphenyl 色
谱柱的  1290 Infinity II 液相色谱仪有
效分离完整  AAV 衣壳蛋白，随后使用 
1260 Infinity II 荧光检测器与 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF 的串联系统进行检
测和分析的方法开发。本应用简报采用 7 
种不同的 AAV 血清型展示了这一方法的
性能。由于该方法可稳定用于高盐条件以
及常用的清洁剂添加剂 Pluronic F-68，因
此样品前处理仅需进行相对较短的变性步
骤，并且无需更换缓冲液。

该方法在色谱分离方面显著优于最近发表
的研究成果[5]，是一种有效分离 AAV 衣壳
蛋白的更通用方法，这些蛋白质在一种色
谱柱固定相中会发生共洗脱，但在另一种
色谱柱固定相中可实现良好分离。与最近
发表的使用 ZipChip CE/MS 系统进行类
似分析的研究成果[11] 相比，本研究方法
的质量数准确度为 ≤ 32 ppm，而 ZipChip 
的质量数准确度为 ≤ 60 ppm。此外，液
相色谱法相对较长的保留时间差异有利于
实现准确且可重现的质谱解卷积，结合使
用荧光检测器可实现灵敏且准确的衣壳蛋
白丰度相对定量。相比之下，在 ZipChip 
上，衣壳蛋白在 0.1 分钟的窄时间窗口内
洗脱，并且实验中使用的质谱仪扫描速度
相对较慢，因而无法实现准确定量。

可以预见，该方法对产品放行前快速确
认 AAV 产品的身份，以及发现/开发实验 
室中筛选 AAV 突变体文库非常有用。
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