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摘要

腺病毒(AdV)是疫苗和基因疗法等制剂的病毒载体，包含相对复杂的蛋⽩质组。在本研究中，我们利⽤⼆氟⼄酸(

DFA)离⼦对和2.7 µm 450 Å苯基键合固定相快速分离AdV蛋⽩，并获得了⾼灵敏度质谱图。这是⼀种有助于研究

蛋⽩质拷⻉率和测量完整蛋⽩分⼦量的RPLC⽅法，为当前和未来表征基于AdV的疫苗和基因疗法提供⼀个理想起

点。

优势

⽆需样品前处理步骤即可直接分析制剂样品■

DFA离⼦对可优化⾊谱分离度，⽽不会过度影响MS灵敏度，⽀持宽动态范围分析■

2.7 µm表⾯多孔颗粒对UPLC和UHPLC分离均适⽤，可轻松适应不同实验室中的设备■

简介

在7136种已知的⼈类疾病中，基因功能失调占80%1。 其中许多单基因疾病可开发基因疗法予以治疗。同时，

SARS-CoV-2病毒载体疫苗的应⽤正在帮助⽣物技术⾏业为进⼀步推动基因治疗产品的发展做好准备。体内基因治
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疗的常⽤递送⽅法需要使⽤病毒载体。在选择病毒载体和⾎清型时，有⼏个关键考虑因素：免疫反应、插⼊突变

、病毒嗜性、脱靶效应和转基因容量1。 借助这些考虑因素，候选病毒载体列表⼤幅缩短，在剩下的候选病毒载体

中，有⼀种是腺病毒(AdV)。

有数百种疫苗和癌症试验已经使⽤或正在使⽤基于⼈类AdV的载体；某些试验可追溯到40多年前。⽬前，正在开

发或处于临床阶段的AdV研究超过50项2。 特定的⼈⾎清型（例如AdV5）或⾮⼈⾎清型（例如chAdV）⽤于避免

现有的体液免疫2。

AdV是⼀种⽆包膜病毒，利⽤双链线性DNA存储基因组信息。它可以构建复制缺陷型载体，与⼤型转基因⼀起包装

，并递送保留为游离DNA形式的⾮整合基因有效荷载，因⽽成为基因治疗中的⾼效⼯具3。 与其他病毒⼀样，AdV

的分⼦量⾮常⼤(150 MDa)，尺⼨相当紧凑，直径约90 nm。该直径是典型mAb的6倍，分⼦量是典型mAb的

100倍。⾐壳由六邻体蛋⽩的240个三聚体组成，并且从病毒主体延伸出蛋⽩质纤维修饰3。 其蛋⽩质组相对复杂

，蛋⽩质含量超过六邻体和纤维蛋⽩。图1所⽰为蛋⽩质组和⼀般结构图。除六邻体和纤维蛋⽩外，⾐壳内还有另

⼀种主要物质：五邻体基质蛋⽩。除此之外，还含有胶结蛋⽩发挥将⾐壳成分保持在⼀起的作⽤；以及另⼀组蛋

⽩质与基因组DNA⼀起存在于颗粒核⼼中（表1）4-6。

AdV蛋⽩分析对于表征以AdV作为载体的先进治疗药物⾮常重要。在本研究中，我们利⽤DFA离⼦对和2.7 µm 450 

Å苯基键合固定相快速分离AdV蛋⽩，并获得了⾼灵敏度质谱图。这是⼀种有助于研究蛋⽩质拷⻉率和测量完整蛋

⽩分⼦量的RPLC⽅法，为当前和未来表征基于AdV的疫苗和基因疗法提供⼀个理想起点。
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图1.Reddy及共同作者近期概述的⼈5型腺病毒(HuAdV5)结构图⽰4

实验

⼈5型腺病毒(HuAdV5) CMV GFP
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本研究分析的⼈5型腺病毒样品购⾃Applied Biological Materials（加拿⼤不列颠哥伦⽐亚省⾥⼠满）。它是⼀种

-E1/-E3缺失突变体，因此⽆法复制。经过巨细胞病毒(CMV)启动⼦和绿⾊荧光蛋⽩(GFP)转基因改造后，制成滴度

浓度为每毫升1 × 1012噬菌斑形成单位(pfu)。将样品直接进样⾄RPLC⾊谱系统，不进⾏任何额外的样品前处理步

骤。

反相液相⾊谱(RPLC)条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统

检测器： ACQUITY UPLC FLR

激发波⻓： 280 nm

发射波⻓： 360 nm

扫描速率： 20 Hz

⾊谱柱： BioResolve RP⾊谱柱, 450 Å, 2.7 µm, 2.1 × 150 

mm（沃特世部件号：186008946）

柱温： 80 ˚C

样品温度： 8 ˚C

进样： 10 μL 10 × 1012 pfu/mL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 0.1% DFA (v/v)（IonHance DFA，沃特世部件号

：186009201）的18.2 MΩ⽔溶液

流动相B： 0.1% DFA (v/v)的LC-MS级⼄腈溶液

质谱条件
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质谱系统： Vion IMS QTof离⼦淌度四极杆⻜⾏时间质谱仪

模式： ESI+

采集窗⼝： 1000‒4000 m/z

离⼦源温度： 150 °C

样品锥孔电压： 150 V

补偿： 100 V

碰撞能量： 15 eV

扫描速率： 2 Hz

脱溶剂⽓温度： 650 °C

脱溶剂⽓流速： 1200 L/h

锥孔⽓流速： 300 L/h

仪器控制： UNIFI v1.9.13

结果与讨论

2018年，van Tricht及共同作者针对杨森制药AdVac技术病毒载体中存在的蛋⽩质报告了⼀种稳定的液相⾊谱⽅

法设计7。他们通过⽅法开发研究表明，该⽅法可以提⾼AdV蛋⽩的分离度，同时将运⾏时间从130 min缩短⾄仅

需17 min。为实现此⽬的，他们将填充有5 µm 300 Å C4键合硅胶的2.1 × 250 mm⾊谱柱替换为填充有1.7 µm 

BEH 300 Å C4的2.1 × 150 mm⾊谱柱。然后利⽤多因素DoE研究AdV 26型和35型候选疫苗以确定理想流动相。

结果发现，采⽤离⼦对试剂三氟⼄酸(TFA)且浓度为0.175%时的结果较为理想。虽然实现了⾼分离度、⾼通量分

离，但由于担⼼离⼦抑制效应，未采⽤在线MS。⽽是通过馏分收集辅以肽图分析来促进峰鉴定。本⽂探讨了RPLC

在AdV蛋⽩质表征中的应⽤，但优先考虑与MS直接联⽤，因此采⽤DFA代替TFA。此外，将DFA与2.7 µm表⾯多
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孔颗粒以及刚性结构、⾼覆盖率苯基键合固定相配合使⽤。这种⾊谱柱技术(BioResolve RP mAb Polphenyl)之

前已被发现有助于提⾼蛋⽩质回收率并适⽤于更温和的洗脱条件8。

使⽤该⽅法分析含有GFP转基因的⼈5型腺病毒(HuAdV5)样品。通过先实施⾃体荧光检测后利⽤⻜⾏时间质谱仪

进⾏ESI-MS的⽅式连续检测洗脱蛋⽩，样品被直接注⼊⾊谱柱，不提前进⾏任何样品前处理操作。0.1% DFA流动

相配合应⽤20 min梯度（⼄腈从10%增加到50%）。2.1 × 150 mm⾊谱柱运⾏的流速为0.4 mL/min，系统压⼒

上限为6700 psi。⽰例⾊谱图⻅图2。荧光检测所具备的灵敏度⾜以为蛋⽩质样品提供详细谱图。峰⾯积分布在宽

动态范围内，由此可以预测，AdV样品和病毒颗粒所含蛋⽩质的拷⻉数变化幅度⾼达三个数量级。观察到50%峰⾼

处的分离峰宽为2.5 s（7.46 min处的峰）或5.8 s（14.46 min处的峰）。对于整个分离过程中选定的峰，估计平

均峰容量在200~480的范围内。 

 

使⽤DFA离⼦对进⾏蛋⽩质RPLC分析的价值在于能够优化⾊谱分离度，⽽不会引⼊使⽤TFA时可能产⽣的离⼦抑

制和⽓相加合物形成9。 分析中在线MS检测的灵敏度说明了使⽤DFA执⾏LC-MS分析的潜⼒。图2B和2C展⽰了

HuAdV5样品的总离⼦计数(TIC)⾊谱图和基峰强度(BPI)⾊谱图。从图中可以看出，总离⼦计数接近2 × 107，可

轻松去卷积以得到分⼦量信息的原始质谱图也是如此。前两个分离峰的分⼦量分别为1.3 kDa和3.6 kDa，根据电

荷态、同位素分辨率和单同位素分⼦量确认它们为肽段分析物。此类物质存在于AdV蛋⽩质组中，因此这是⼀个可

预测结果。粗略观察保留性更强的峰，发现存在分⼦量为10 kDa⾄⾼达约110 kDa的蛋⽩质。我们详细研究了其

中⼀些物质及其分⼦量。
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图2.使⽤2.1 × 150 mm BioResolve RP⾊谱柱(450 Å, 2.7 µm)和⼆氟⼄酸(

DFA)改性的⽔/⼄腈流动相获得的HuAdV5 GFP腺病毒载体蛋⽩LC-MS⾊谱

图。分离采⽤ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio系统，进样10 µL 10 × 10
12 pfu/mL样品，流速为0.4 mL/min，柱温为80 °C。荧光检测与使⽤Tof质

谱仪的完整蛋⽩分⼦量分析⼀起进⾏。

在10.99 min处洗脱的峰产⽣了图3A所⽰的累加质谱图。通过MaxEnt 1去卷积后，得到分⼦量为22,100 Da。此分

⼦量只与HuAdV5的蛋⽩质VI匹配，该分配结果的质量数误差为0.0 Da。也就是说，它与标注为UniProt KB登录号

P24937的序列完全匹配。这种蛋⽩也称为内体裂解蛋⽩，是AdV颗粒中拷⻉数最⾼的胶结蛋⽩。另⼀种潜在的蛋

⽩质鉴定可通过分析17.13 min处的液相⾊谱峰来说明。该峰的累加质谱图⻅图3B。插图显⽰了相应的去卷积质谱

图，其中实测质量数为14,369.2 Da。预计只有⼀种AdV蛋⽩处于该分⼦量范围内，即蛋⽩质IX。它也是⼀种胶结

蛋⽩。蛋⽩质IX在AdV⾐壳结构的⼀些主要成分之间起交织作⽤。蛋⽩质IX的实测分⼦量与UniProt P0328预测值

不⼀致，为14,327.0 Da。质量数误差为42.2 Da，可能是由⼄酰化或序列变异造成的。⽐对其他UniProt提交项的

结果表明，AdV蛋⽩质IX表现出序列变异性，同样可以解释这种质量数误差，例如丙氨酸被亮氨酸或异亮氨酸取代

。 

 

⾊谱图中⾼丰度物质的分析值得注意。图3C的质谱图中检出了这种标记14.46 min保留时间的蛋⽩质。对该信号进

⾏去卷积，得到实测分⼦量为107,899.1 Da。预测分⼦量接近实测质量数的唯⼀AdV蛋⽩是蛋⽩质II或六邻体蛋⽩
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质。Uniprot KB登录号P04133预测该蛋⽩质的分⼦量低约23 Da，质量数为107,875.9 Da。尽管实测质量数与理

论质量数之间存在差异，但将这种蛋⽩质鉴定为六邻体蛋⽩是相当可靠的，因为它是AdV颗粒中丰度最⾼的蛋⽩质

，估计每个病毒颗粒含有720个拷⻉数。对替代UniProt AdV5序列的分析表明存在许多常⻅的六邻体蛋⽩序列变

体。⼀个或多个序列变体及相应的氨基酸取代可以解释该样品中测得的六邻体蛋⽩分⼦量。需要在肽⽔平上开展

额外研究，以确认实测质量数偏差。 

 
图3.HuAdV5 GFP样品中3种⾼丰度物质的ESI-MS⻜⾏时间质谱图。(A) 10.99 min、(B) 17.13 min和(C) 14.46 

min处⾊谱峰的原始质谱图及Max Ent 1去卷积质量数（插图）。根据测得的MS数据提出了推断性鉴定结果。

结论

本研究针对AdV蛋⽩提出⼀种RPLC分析技术，可同时执⾏光学和在线MS检测，因此能够研究蛋⽩质拷⻉率并确认

分⼦量信息。该⽅法利⽤DFA离⼦对和2.7 µm 450 Å苯基键合固定相⾼效分离AdV蛋⽩，并获得了⾼灵敏度质谱图

，

该⽅法为当前和未来表征基于AdV的疫苗和基因疗法提供⼀个理想起点。随着⼈们对疫苗和基因疗法的需求不断增

加，预计该领域将持续增⻓，且深⼊的分析理解将有助于克服公众认可和采⽤的障碍。AdV病毒载体具有⾼滴度、

⾼效转导和⼤包装容量的能⼒，⾮常适合作为更先进治疗药品的递送载体。 
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