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摘要

本应⽤纪要通过开发LC-光学检测⽅法和LC-MS⽅法分析AAV完整⾐壳蛋⽩展⽰BioAccord系统的性能，并将上述

⽅法应⽤于AAV8⾎清型分析，作为改善⾐壳蛋⽩表征（包括鉴定、化学计量数和翻译后修饰）的案例研究。然后

将开发的⽅法⽤于其它rAAV⾎清型，证明该⽅法在对AAV载体进⾏完整蛋⽩质分析⽅⾯的普适性。

优势

经过优化的LC-MS解决⽅案，可有效分离重组AAV载体中的病毒蛋⽩(VP)并进⾏完整蛋⽩质量数分析，从⽽促

进基因治疗产品的表征和开发 

■

⾼灵敏度LC-FLR定量⽅法，可准确测定AAV⾐壳蛋⽩的化学计量数■

简介

重组腺相关病毒(rAAV)的毒性较低并且能够持久表达，是基因治疗⽅法开发中使⽤最⼴泛的载体1。⽬前共分离出
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13种具有不同组织嗜性的常⻅AAV⾎清型，其中多种⾎清型已经运⽤到多种疾病的治疗⽅法探索中2。AAV⾐壳

（图1）由蛋⽩质组成，是病毒基因组的保护结构以及细胞内化媒介，不同⾎清型之间的⾐壳蛋⽩质具有较⾼⼀致

性3，因此在基因治疗⽅法的开发和商业化过程中需要使⽤可靠且具有⾼专属性的载体鉴定⽅法。此外，据报道，

AAV⾐壳组成是影响病毒感染活性和基因转导的关键因素4,5。为确保药品的安全性和质量，在基因治疗产品的整个

开发过程中，需要对AAV⾐壳的结构、性质以及其蛋⽩质组成进⾏充分表征和监测。传统分析技术如ELISA、免疫

印迹法或SDS-PAGE等常⽤于确定功能和组成信息，但这些技术要么难以部署和验证，要么对AAV⾎清型检测不灵

敏6。因此，迫切需要⼀种耐⽤并且能够及时提供可靠结果的专属⽅法来鉴定和表征AAV⾐壳蛋⽩。

图1. AAV⽰意图，其结构由蛋⽩质⾐壳和⾐壳中

包裹的基因组成。

质谱分析法(MS)由于具有出⾊的灵敏度和专属性，已被⼴泛应⽤于蛋⽩质结构分析。但在过去，⽤⼾需要接受⼤

量培训才能操作MS仪器以及开发⽅法，极⼤程度地限制了MS技术在⽣物制药⾏业的进⼀步推⼴。沃特世开发出⼀

套稳定、易⽤且体积⼩巧的LC-MS平台 - BioAccord系统，为过去⽆法部署LC-MS技术的机构和操作⼈员提供⽣物

治疗药物专⽤的MS分析⽅法。正如此前发布的出版物所⽰7,8,9，通过结合ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统和

ACQUITY RDa质谱检测器，BioAccord系统能够⾃动完成⾊谱分离和准确质量数测定并且重现性⾼。该系统在符

合法规要求的waters_connect信息学平台下运⾏，是基因治疗产品开发和商业化团队获取rAAV⾐壳结构、组成和

鉴定信息的理想选择。 
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本应⽤纪要的⽬的如下：通过开发LC-光学检测⽅法和LC-MS⽅法分析AAV完整⾐壳蛋⽩展⽰BioAccord系统的性

能，并将上述⽅法应⽤于AAV8⾎清型分析，作为改善⾐壳蛋⽩表征（包括鉴定、化学计量数和翻译后修饰）的案

例研究。然后将开发的⽅法⽤于其它rAAV⾎清型，证明该⽅法在对AAV载体进⾏完整蛋⽩质分析⽅⾯的普适性。

实验

化学品和试剂

多⾎清型AAV样品由BioReliance（美国⻢⾥兰州罗克维尔）捐赠，或购⾃Vigene Bioscience（美国⻢⾥兰州罗

克维尔），包括AAV1、AAV2、AAV5、AAV6、AAV8和AAV9。⼄酸购⾃Sigma-Aldrich（美国密苏⾥州圣路易斯

）。LC-MS级⽔和⼄腈购⾃Honeywell（美国北卡罗来纳州夏洛特），开封即⽤，⽆需其它处理。Waters 

IonHance⼆氟⼄酸(DFA)（部件号：186009201）⽤作流动相添加剂。

样品前处理

⽤Milli-Q⽔将AAV样品稀释⾄最终物理滴度1 × 1013 GC/mL；如果接收的样品浓度低于1 × 1013 GC/mL，则按

原样使⽤。按照先前的⽂献报道6，先使⽤浓度10% (v/v)的⼄酸处理AAV样品15 min，然后在12,000 rpm下离⼼5 

min。每次进样10 μL（约1 μg蛋⽩质）AAV样品进⾏LC-MS分析。除⾮另有说明，否则⼀般使⽤1 μL（约0.1 μg

蛋⽩质）AAV样品进⾏LC-荧光(FLR)分析。

系统设置

分析条件

分析系统： BioAccord，结合ACQUITY UPLC I-Class PLUS、

ACQUITY UPLC FLR检测器、ACQUITY RDa MS检

测器

ACQUITY UPLC BEH C4, 1.7 μm, 300 Å, 2.1 × 

100 mm蛋⽩分析专⽤柱（部件号

：186004496）、ACQUITY UPLC BEH C8, 1.7 μ

m, 130 Å, 2.1 × 100 mm（部件号

LC⾊谱柱：
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：186002878）、ACQUITY UPLC BEH C18, 1.7 μ

m, 300 Å, 2.1 × 100 mm肽分析专⽤柱（部件号

：186003686）

柱温： 80 °C

样品瓶： 采⽤MaxPeak HPS技术的QuanRecovery 12 × 32 

mm螺纹⼝样品瓶，300 μL（部件号

：186009186）

流动相A： 含0.1% DFA的LC-MS级⽔溶液

流动相B： 含0.1% DFA的LC-MS级⼄腈溶液

梯度表：

ACQUITY UPLC FLR检测器设置

λ激发： 280 nm

λ发射： 350 nm
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采集速率： 2 Hz

ACQUITY RDa质谱检测器设置

质量范围： 400-7000 m/z

模式： ESI+

采集速率： 2 Hz

锥孔电压： 65 V（全扫描）

脱溶剂⽓温度： 550 °C

⽑细管电压： 1.5 kV

时时校正标准液： 亮氨酸脑啡肽，50 fmol/µL，溶于含0.1%甲酸的

50/50⽔/⼄腈中

信息学软件： waters_connect平台和UNIFI v1.9.9完整蛋⽩质量

数⼯作流程

结果与讨论

RPLC-MS⽅法优化

AAV⾐壳由3种病毒蛋⽩（VP1、VP2和VP3）组成，⽐例约为1:1:10，质量范围介于50~85 kDa之间。由于样品量

有限并且蛋⽩质的相对丰度存在差异，因此传统LC-MS⽅法难以表征AAV⾐壳蛋⽩6。使⽤甲酸作为流动相改性剂

对AAV8蛋⽩进⾏反相LC-MS分析时，所有VP蛋⽩在同⼀个TIC峰中发⽣共流出（图2A）。对累加质谱图进⾏去卷

积处理后未得到VP1和VP2的质量数（图2A插图），原因是共流出时丰度更⾼的VP3离⼦产⽣了离⼦抑制效应。为
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改善VP蛋⽩的分离效果，本研究采⽤ACQUITY UPLC BEH C8⾊谱柱并以⼆氟⼄酸作为流动相添加剂开发了⼀种新

的RPLC-MS⽅法。相较于甲酸等传统流动相改性剂，各⾐壳蛋⽩的⾊谱分离度有所提升，同时保持出⾊的MS灵敏

度（图2B）10。之前共流出的VP1和VP2现可与VP3分离，并且在12.2 min处观察到第三个附加峰。根据完整蛋⽩

质量数结果，判定该附加峰属于VP3蛋⽩的碎⽚（标记为“VP3⽚段”）。为进⼀步优化VP蛋⽩的分离效果，本研

究评估了采⽤其它键合相（例如C4和C18键合配体）的BEH⾊谱柱。如图2C所⽰，使⽤C4⾊谱柱时，VP1和VP2得

到了进⼀步分离，这得益于C4键合相所带来的选择性提升。除了表⾯填料的选择性，填料颗粒的孔径也有助于提

升分离性能。与装填130 Å孔径颗粒的ACQUITY UPLC BEH C8⾊谱柱相⽐，使⽤孔径更⼤的(300 Å) C4⾊谱柱时峰

宽更窄（图2C），MS响应得到进⼀步提升。
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图2. AAV8⾐壳蛋⽩分析⽅法开发(A) 使⽤ACQUITY UPLC BEH C8⾊谱柱并以甲酸作为流动相改性剂得到的分离结
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果；(B) 使⽤相同的ACQUITY UPLC BEH C8⾊谱柱，以DFA作为流动相改性剂得到的分离结果；(C) 使⽤ACQUITY 

UPLC BEH C4⾊谱柱并以DFA作为流动相改性剂，分离度有所提升。梯度：(A) 流动相A在32 min内从70%降⾄

62%；(B) 流动相A在16 min内从67%降⾄63%；(C) 流动相A在16 min内从68%降⾄64%。流速：0.2 mL/min。

优化流动相和⾊谱柱后，⾊谱分离度明显提升，有利于对各VP蛋⽩进⾏详细的MS分析（图3A）。上样0.5 μg 

AAV8时，测得了全部⾐壳蛋⽩及其变体的MS数据（图3B‒E）。6.74 min、7.10 min和8.32 min处洗脱峰的去卷

积质量数实测值分别为81,668 Da、66,518 Da和59,805 Da。如表1所⽰，上述蛋⽩质的实测质量数与VP1、VP2

和VP3的理论质量数⼀致6，证明所开发的⽅法适⽤于病毒蛋⽩质量数测定。此外，测定变体的准确质量数有助于

对VP上潜在的翻译后修饰（PTM，包括⼄酰化和磷酸化）进⾏归属，同时也能够证明VP1和VP3上去除了N-端甲

硫氨酸。结果表明，9.38 min处后流出峰的质量数为50,592 Da，与VP3上不稳定的Asp659-Pro660键⽔解后所产

⽣碎⽚的MW匹配11。上述结果共同证明了该⽅法在AAV相关产品的开发性表征⽅⾯的能⼒。
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图3. 优化条件下AAV⾐壳蛋⽩的RPLC-MS分析结果，包括(A) TIC⾊谱图以及(B) VP1、(C) VP2、(D) VP3和(E) VP3
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变体（Asp-Pro键断裂产⽣，标记为“VP3⽚段”）的去卷积质谱图。VP1和VP2中检出了磷酸化形式。⾊谱柱：

ACQUITY BEH C4, 300 Å, 2.1 × 100 mm, 1.7 μm。

表1. 根据图3A中分离峰的理论平均质量数确定的AAV8⾐壳蛋⽩归属结果

VP1:VP2:VP3的理论⽐率为1:1:10，但有报道指出，⽣产过程会影响VP蛋⽩的相对丰度12。VP蛋⽩的化学计量⽐

会影响载体有效性13，因此必须开发⼀种可靠的常规分析⽅法，在AAV相关药物的⽣产过程中测定相应⽐率。本研

究开发的RPLC⽅法实现了分离度提升，从⽽可利⽤光学检测信号（例如UV或荧光(FLR)）直接测定各VP的丰度并

根据积分峰⾯积计算VP1:VP2:VP3⽐率。 

图4展⽰了各分离⾊谱峰的相对丰度计算结果。选择蛋⽩质内源性荧光响应（λ激发：280 nm，λ发射：350 nm）作

为检测信号可以提升⽅法的灵敏度。采⽤FLR检测时（图4B），VP3的信噪⽐相较于UV检测（图4A）提升了近

50倍。运⽤荧光检测有助于AAV⾐壳蛋⽩分析实现⾼灵敏度(50 ng)和可靠的峰积分。因此，本研究开发的LC-FLR

⽅法可⽤于低浓度rAAV样品，以检查样品纯度或⽤作产品放⾏的⾎清型鉴定试验。
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图4. 采⽤(A) UV和(B) 荧光(FLR)两种光学检测⽅法测定VP蛋⽩的相对定量结果。峰注释为所检出成分的归属判定

结果以及相对丰度计算结果。采⽤FLR检测时，VP3的S/N⼏乎是采⽤UV检测的5倍，由于UV检测的载样量是FLR

的10倍，所以FLR检测使灵敏度得到近50倍的提升。

将开发的⽅法应⽤于其它rAAV⾎清型

为评估所开发⽅法在其它rAAV⾎清型的完整蛋⽩质量数和化学计量⽐测定⽅⾯是否具有更⼴泛的适⽤性，本研究
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分析了六种来⾃不同供应商的AAV⾎清型（1、2、5、6、8和9）。图5表明，上述AAV⾎清型中多数（AAV1、

AAV6、AAV8和AAV9）具有相当的⾊谱图。此外，还观察到VP3峰出现前延肩峰，且质量数与VP3相同（峰注释为

*），可能是VP3的结构异构体。在所有AAV⾎清型中均观察到VP1和VP2发⽣磷酸化，VP1和VP3发⽣⼄酰化。表

2列出了VP蛋⽩的实测质量数和理论质量数，以及通过匹配上述值得出的归属结果。这些数据表明开发的⽅法在对

不同AAV⾎清型的VP进⾏有效分离和质量数测定⽅⾯拥有更加⼴泛的适⽤性。

图5. 6种AAV⾎清型的分离结果，包括(A) TIC⾊谱图以及(B) VP1、(C) VP2、(D) VP3和(E) VP3⽚段的去卷积质谱

图。各AAV样品中⽤*标注的峰是观察到的VP3变体，且质量数与之相同。
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表2. 根据理论平均质量数和标注的修饰对6种AAV⾎清型的⾐壳蛋⽩进⾏归属

虽然本研究开发的⽅法能够有效分离多数AAV⾎清型，但AAV2和AAV5样品的分离⾊谱图出现差异。观察到AAV2

的VP1和VP2发⽣了共流出（图5B），此时可能需要采⽤更加平缓的梯度才能使⾊谱峰完全分离。⾎清型AAV 5（

图5C）的VP⾊谱图与AAV2类似，但是6.95 min处⾊谱峰的去卷积质谱图中未显⽰VP1。该异常现象提⽰我们需要

尝试其它实验条件以改善分析效果。随后评估了其它⾊谱柱（ACQUITY UPLC BEH C18⾊谱柱）是否能带来更加

理想的结果。图5H展⽰了使⽤ACQUITY UPLC BEH C18⾊谱柱在经过优化的梯度条件下对AAV5样品进⾏分析所得

到的总离⼦流⾊谱图。使⽤ACQUITY UPLC BEH C18⾊谱柱后，VP1蛋⽩的回收率明显提升，VP1现在于VP3后流

出（图5H）。流出顺序的这⼀变化表明AAV5中VP1的疏⽔性较⾼，这⼀点也通过其氨基酸组成中疏⽔残基（例如

脯氨酸和苯丙氨酸）数量较多得到证实。综上所述，上述结果证明所开发的LC-FLR/MS⽅法能够对基因治疗⽅法

开发过程中多种常⻅AAV⾎清型的rAAV⾐壳蛋⽩进⾏有效测定。

结论

本研究使⽤DFA作为流动相改性剂开发了⼀种优化的RPLC⽅法，旨在改善AAV⾐壳蛋⽩的分离效果，同时保留出

⾊的质谱分析灵敏度。将流动相与适合的⾊谱柱填料相结合，使⾊谱分离有助于准确测定各种VP异构体及其变体

的完整蛋⽩质量数。本研究开发的⽅法还能够通过亚微克⽔平的LC-光学检测响应定量测定VP的化学计量⽐。总⽽

⾔之，BioAccord系统所采集的结果表明该平台能够在基因治疗产品的整个开发和商业化过程中提供结构信息，进

⽽深⼊了解该产品。
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