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腺相关病毒衣壳蛋白SDS-PAGE胶内酶解LC-MS血清型

鉴定方法的建立

韩春乐#, 周 金#, 王可心#, 曹译丹, 王 瑶, 廉亦冰, 庞 琳*, 

翟永召*, 饶春明*

(北京昭衍药物检定研究有限公司, 北京 102605)

摘要: 重组腺相关病毒 (recombinant adeno-associated virus, rAAV) 作为基因治疗的核心载体, 其衣壳蛋白的正

确鉴定是保证产品安全性、有效性与批次间一致性的关键。现有基于溶液内酶切的液质联用 (liquid chromatograph 

mass spectrometer, LC-MS) 肽图分析方法, 虽能确认蛋白一级结构, 但因衣壳蛋白 (capsid protein, VP) 1～3共享完

全相同的C-末端序列 (以AAV9为例, 共有序列超过 400个氨基酸), 导致混合酶切后产生的共有肽段无法归属其蛋

白来源, 尤其难以独立评估低丰度VP1和VP2的序列覆盖完整性及特异性翻译后修饰。针对这一固有局限, 本研究

首次系统性地建立了基于“十二烷基硫酸钠−聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE) 分离−胶内酶解−LC-MS分析”的 rAAV衣壳蛋白肽图鉴定方法。本方法的核心策略是

通过电泳预先将VP1～3三种衣壳蛋白进行物理分离, 并对其各自条带进行独立的胶内胰蛋白酶/胰凝乳蛋白酶酶

切, 从而实现对每种蛋白序列覆盖度的特异性评估。值得注意的是, 尽管VP1～3在衣壳中的天然化学计量比约为

1∶1∶10 (即VP1和VP2分别仅占总蛋白约 1/12), 且经胶内酶切多步回收后肽段量进一步损失, 本方法仍能对低丰度

的VP1和VP2实现高达 98%以上的综合序列覆盖率, 充分体现了其卓越的检测灵敏度与特异性。方法学验证表明, 

本方法专属性强 (空白基质零干扰)、重复性高 (三次平行肽段总覆盖率≥ 98%, 关键肽段保留时间相对标准偏差

RSD < 1%)、耐用性良好 (关键参数变动下覆盖率保持稳定)。本方法有效解决了因VP1～3的C-末端序列相同而导

致的溶液内酶切无法归属肽段的难题, 为 rAAV产品的精确血清型鉴定、质量属性研究与质量控制提供了稳定、可

靠且高分辨率的分析新工具。
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Development of a serotyping method for adeno-associated virus capsid 

proteins via SDS-PAGE in-gel digestion followed by LC-MS analysis
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Abstract: Recombinant adeno-associated virus (rAAV) is a pivotal vector for gene therapy, and accurate 

identification of its capsid proteins is crucial for ensuring product safety, efficacy, and batch-to-batch consistency. 

Although existing LC-MS peptide mapping methods based on in-solution digestion can confirm the primary 

structure of proteins, they suffer from an inherent limitation: VP1, VP2, and VP3 share an identical C-terminal 
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sequence (over 400 amino acids in the case of AAV9). Consequently, common peptides generated from mixed 

digestion cannot be assigned to their parental protein origin, making it particularly difficult to independently assess 

the sequence coverage integrity and specific post-translational modifications of low-abundance VP1 and VP2. To 

address this inherent limitation, this study establishes, for the first time, a systematic peptide mapping method for 

rAAV capsid proteins based on "SDS-PAGE separation, in-gel digestion, and LC-MS analysis". The core strategy 

of this method involves the initial physical separation of the three capsid proteins (VP1, VP2, and VP3) by 

electrophoresis, followed by independent in-gel trypsin/chymotrypsin digestion of each individual protein band, 

thereby enabling specific evaluation of the sequence coverage for each protein. It is noteworthy that despite the 

natural stoichiometry of VP1, VP2, and VP3 in the capsid being approximately 1:1:10 (i. e., VP1 and VP2 each 

constitute only about 1/12 of the total protein), and despite further loss of peptide quantities during the multi-step 

recovery process of in-gel digestion, this method achieves a combined sequence coverage of over 98% for the low-

abundance VP1 and VP2, fully demonstrating its exceptional detection sensitivity and specificity. Method 

validation demonstrated that the approach is highly specific (no interference from blank matrix), reproducible (total 

peptide coverage ≥ 98% in triplicate runs, retention time RSD of key peptides < 1%), and robust (stable coverage 

under variations of key parameters). This method effectively resolves the challenge of ambiguous peptide 

assignment caused by identical C‑terminal sequences of VP1/VP2/VP3 in solution‑based digestion, providing a 

reliable, stable, and high‑resolution analytical tool for accurate serotyping, quality attribute investigation, and 

quality control of rAAV products.
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腺相关病毒 (adeno-associated virus, AAV) 因其非

致病性、低免疫原性及可感染非分裂细胞等特性, 已成

为基因治疗领域最成功的递送载体之一[1]。截至目前, 

已有多种基于AAV的基因治疗药物获批上市, 超过百

项临床试验正在进行中[2]。不同血清型的AAV具有独

特的组织趋向性, 例如, AAV9因其能够穿越血脑屏障

的特性, 在神经系统疾病的基因治疗中展现出巨大潜

力[3]。AAV的生物学特性与其衣壳蛋白 (capsid protein, 

VP) 密切相关, 不同血清型间衣壳蛋白的氨基酸序列

差异直接决定了病毒的组织趋向性、转导效率及免疫

逃逸能力[4]。因此, 在生产过程中对 rAAV衣壳蛋白进

行准确的血清型鉴定和一级结构确证, 是确保产品身

份、纯度、效价及批次一致性的基石, 也是监管机构的

明确要求[5]。

传统的 AAV血清型鉴定方法主要依赖于十二烷

基硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)、蛋白

质印迹 (Western blot) 或血清型特异性酶联免疫吸附

分析 (ELISA)[6]。然而, SDS-PAGE仅能提供表观分子

量信息, 对序列高度同源 (如 AAV1 与 AAV6) 或分子

量相近的不同血清型区分能力有限 ; Western blot 及

ELISA则严重依赖于高质量、高特异性抗体的可获得

性, 且对于新出现的工程化改造衣壳往往缺乏对应的

检测试剂[7]。随着质谱技术的发展, 液相色谱−质谱联

用 (liquid chromatograph mass spectrometer, LC-MS) 技

术凭借其高分辨率、高灵敏度及提供直接质量信息的

优势, 已成为生物大分子深度表征的金标准。已有研

究利用 LC-MS直接测定完整衣壳蛋白的分子量以区

分不同血清型[8-10], 或通过溶液内酶切后进行肽图分析

来确认蛋白序列[11]。然而, 常规的溶液内酶切策略存

在一个固有局限: 由于VP1～3是通过可变剪接和不同

起始密码子翻译而来, 它们共享一段很长的、完全相同

的C‑末端序列[12]。以AAV9为例, 其VP1、VP2与VP3

的C‑末端有超过 400个氨基酸的序列是完全一致的。

若对三者混合物直接进行胰蛋白酶酶切, 针对这段共

有序列, 理论上会产生一系列完全相同的肽段。这些

肽段在质谱检测中无法被区分其来源自 VP1、VP2或

VP3, 从而导致无法精确、独立地评估其中任何一种蛋

白 (尤其是比例较低的 VP1 和 VP2) 在该区域的序列

覆盖完整性, 也难以考察各蛋白在共有序列区域可能

存在的特异性翻译后修饰。

为解决这一难题, 本研究创新性地提出并建立了

“先分离, 后鉴定”的分析策略。本方法首先利用SDS-

PAGE的高分辨率将VP1～3三者完全分离, 随后对切

取的目标蛋白条带分别进行胶内酶解, 最后通过高分

辨LC-MS对酶切肽段进行分析 (图 1)。这种策略从源

头上实现了对 3种衣壳蛋白的物理隔离与独立分析, 

彻底避免了共有肽段的归属不确定性。本文系统阐述

了本方法的建立过程, 并参照中国药典 (2025年版三

部通则 9101“分析方法验证指导原则”)[13], 对其专属

性、重复性及耐用性进行了全面、严格的方法学验证, 

旨在为 rAAV 产品的研发与质控提供一种精确、稳定

且具有普适性的衣壳蛋白鉴定新方法。
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材料与方法

供试品及试剂 供试品 rAAV9 ( 蛋白浓度 : 

400.17 μg·mL-1) 为北京昭衍药物检定研究有限公司留

存。胰蛋白酶 (V5117)、胰凝乳蛋白酶 (V1062) 购自美

国Promega公司; 碳酸氢铵 (NH4HCO3, 09830)、二硫苏

糖醇 (DTT, D0632)、碘乙酰胺 (IAA, I1149) 购自美国

Sigma 公司 ; 乙腈 (A998-4) 购自美国 Fisher Chemical

公司 ; 甲酸 (FA, 50144) 购自 DIKMA 公司 ; 4%～20%

预制蛋白胶 (M00655) 购自GenScript公司。

仪器 Waters XEVO G3液相色谱−高分辨质谱联

用仪 (美国Waters公司); ChemiScope 6100凝胶成像系

统 (上海勤翔科学仪器有限公司)。C18色谱柱 (Acquity 

Premier Peptide BEH和CSH, 130 Å, 150 mm × 2.1 mm, 

1.7 µm) 购自美国Waters公司。

实验条件的优化

电泳 取 rAAV9供试品80 μL, 加入5×蛋白上样缓

冲液, 100 ℃变性 5 min。使用预制胶进行 SDS-PAGE

电泳 (200 V, 80～120 min)。电泳结束后, 考马斯亮蓝

染色, 依据Marker指示切取VP1 (约 82 kDa)、VP2 (约

67 kDa)、VP3 (约60 kDa) 目标条带。

切胶 切取条带时应尽量靠近条带边缘, 减少多

余空白胶的引入, 以降低后续脱色和萃取步骤的背景

干扰, 使用洁净刀片, 避免条带间交叉污染。

脱色 胶块经脱色、脱水后, 进行还原 (10 mmol·L-1, 

56 ℃, 50 min) 与烷基化 (55 mmol·L-1 IAA, 室温避光

30 min), 脱色需充分至胶块完全透明, 残留的考马斯

亮蓝染料会抑制胰蛋白酶活性并干扰质谱检测; 可多

次更换脱色液 (50%乙腈/50 mmol·L-1 NH4HCO3) 并震

荡脱色, 直至胶块无色; 脱水不充分会导致后续酶液无

法有效渗入胶内, 影响酶切效率, 使用 100%乙腈脱水

至胶块完全收缩变白, 并真空干燥或自然风干彻底去

除乙腈。

酶切 分别加入胰蛋白酶或胰凝乳蛋白酶工作

液 (0.02 μg·μL-1), 加入胰蛋白酶的样品在 37 ℃过夜酶

切, 加入胰凝乳蛋白酶的样品于 25 ℃温育 3 h。酶液

体积应足以完全覆盖胶块, 通常VP1和VP2因蛋白量

少, 胶块体积小, 加入酶量为 8～10 μL, VP3胶块加入

酶量 20～25 μL (根据胶块体积调整), 确保胶块充分吸

胀; 酶切过程中需保持密闭, 防止蒸发。

萃取 酶切后肽段用萃取液 (含 5%甲酸, 67%乙

腈) 提取, 提取肽段时可采用多次萃取 (如 2或 3次) 并

使用超声辅助 (每次 5～10 min), 以提高疏水性肽段的

回收率, 氮吹浓缩至干。

色谱方法 色谱柱柱温: 40 ℃。流动相A: 水 (含

0.1% 甲酸); 流动相 B: 乙腈 (含 0.1% 甲酸)。梯度洗

脱: 0～2 min, 2% B; 2～5 min, 2%～5% B; 5～90 min, 

5%～32% B; 90～95 min, 32%～60% B; 95～100 min, 

60%～95% B; 100～105 min, 95% B; 105～106 min, 

95%～2% B; 106～120 min, 2% B; 流速: 0.2 mL·min-1; 

上样体积20 μL。

质谱条件 高分辨质谱采用ESI正离子模式, MSE

采集, 扫描范围 50～2 000 Da。毛细管电压+2.5 kV, 锥

孔电压 40 V, 低能碰撞能 6 V, 高能碰撞能 25～42 V, 离

子源温度 140 ℃, 脱溶剂气温度 550 ℃, 脱溶剂气流速

800 L·h-1, 锥孔气流速50 L·h-1。

数据分析 原始数据采用UNIFI软件 (3.13.0.682) 

处理。数据库为 rAAV9衣壳蛋白理论序列。搜索参数: 

前体离子质量容差10×10-6, 碎片离子容差20×10-6; 允许

最多2个漏切位点; 至少匹配3个b或y离子。翻译后修

饰包括: 天冬酰胺脱酰胺及甲硫氨酸氧化、VP1与VP3

的N-端乙酰化。

方法学验证

专属性 取空白基质 (不含 rAAV9 的相同缓冲

液), 与供试品同步进行 SDS‑PAGE 电泳 , 在对应于

VP1、VP2、VP3的分子量位置切取凝胶条带, 随后进行

相同的胶内还原、烷基化、酶切 (胰蛋白酶/胰凝乳蛋白

酶)、肽段萃取及 LC‑MS 分析。将空白样品的检测结

果与 rAAV9样品比较, 评估空白基质是否存在干扰性

肽段信号。

重复性 取同一批次 rAAV9样品, 由同一操作员

按照完整流程独立制备并分析三份平行样品。每份样

品均分别进行 SDS‑PAGE分离、切取VP1/VP2/VP3条

Figure 1　Workflow of the SDS-PAGE/in-gel digestion/LC-MS method for rAAV capsid protein analysis. AAV: Adeno-associated virus; 

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; VP: Capsid protein
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带、独立胶内酶切 (胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶分别处理)、

LC‑MS数据采集。计算每种衣壳蛋白的总覆盖率 (两

种酶切肽段合并后的序列覆盖率), 并统计所有关键肽

段的液相色谱保留时间的相对标准偏差 (RSD)。

耐用性 考察关键操作参数在合理范围内微小变

动时对测定结果的影响。具体包括: 胰蛋白酶酶切时

间 (15、16、17 h) 及胰凝乳蛋白酶酶切时间 (2、3、4 h); 

流动相中甲酸浓度 (0.08%、0.1%、0.12%); 色谱柱型号 

(Waters Premier BEH C18 与 Premier CSH C18)。其他

条件保持不变, 分别计算每种衣壳蛋白的总覆盖率, 并

与标准条件 (胰蛋白酶 16 h/胰凝乳蛋白酶 3 h、0.1%甲

酸、BEH C18柱) 下的结果进行比较。

结果

1　衣壳蛋白的SDS-PAGE分离

SDS-PAGE电泳结果显示, rAAV9样品的3种主要

衣壳蛋白得到了良好的分离 (图 2), 条带清晰, 分子量

与预期相符 , 为后续的胶内切取与分别酶切奠定了

基础。

2　方法专属性验证

结果表明, 在所有空白样品的检测中, 均未发现任

何可归属于目标 rAAV9衣壳蛋白的特征肽段信号, 其

序列覆盖率为 0%。与此形成鲜明对比的是, 平行处理

的 rAAV9 样品中 , VP1、VP2、VP3 的特征肽段均被清

晰、明确地鉴定。以胰蛋白酶酶切VP3为例, 空白样品

和 rAAV9的液质肽图见图 3。这一结果充分证明, 本

方法所采用的样品前处理流程及 LC‑MS检测条件能

够有效排除复杂基质可能带来的干扰, 具备优异的专

属性, 可确保鉴定结果的准确无误。

3　方法重复性验证

本研究中, 单一酶切覆盖率是指分别使用胰蛋白酶

或胰凝乳蛋白酶对某一衣壳蛋白条带进行胶内酶解后, 

经 LC-MS鉴定到的所有肽段所覆盖的氨基酸残基数

占该蛋白总氨基酸残基数的百分比。总覆盖率 (表 1) 

是指将同一种衣壳蛋白经两种酶分别酶切后鉴定到的

所有肽段进行合并, 去除重复覆盖的氨基酸区域后, 计

算覆盖的氨基酸残基总数占该蛋白总氨基酸残基数的

百分比。

3份平行样品的测定结果显示, VP1的总覆盖率稳

Figure 2　rAAV9 SDS-PAGE electrophoresis image

Figure 3　The TIC chromatogram of a trypsin-digested VP3 by 

LC-MS. A: Blank; B: rAAV9; TIC: Total ion chromatogram

Table 1　Robustness verification: Total peptide coverage of capsid proteins under variations in key operational parameters

Parameter investigated

Digestion time (trypsin/chymotrypsin)

Formic acid concentration in mobile phase

Column model

Standard condition

Reduced time

Extended time

Standard concentration

Low concentration

High concentration

Premier BEH C18

Premier CSH C18

Variation range

16 h / 3 h

15 h / 2 h

17 h / 4 h

0.1%

0.08%

0.12%

−
−

Sum of coverage/%

VP1

99.86

99.86

99.86

99.86

99.46

98.52

99.86

99.60

VP2

100.

100.

100.

100.

100.

99.50

100.

99.17

VP3

100

100

100

100

100

100

100

100
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定在 98.25% 至 98.92% 之间 , VP2 和 VP3 的总覆盖率

均达到 100%, 全部满足预设的 ≥ 98%的严苛标准。这

一数据表明, 本方法能够稳定、可靠地实现对衣壳蛋白

近乎完全序列覆盖的鉴定。进一步, 对鉴定出的所有关

键肽段 (代表蛋白不同区域) 的液相色谱保留时间进

行统计分析, 3次重复分析中共有 53条关键肽段的保

留时间RSD均小于 1%, 其中 43条肽段低于 0.2%。这

从另一个维度证明了本方法在整个分析流程, 包括色

谱分离环节, 具有出色的精密度。

4　方法耐用性验证

结果显示 (表 1), 在酶切时间 (胰蛋白酶 15～17 h, 

胰凝乳蛋白酶 2～4 h)、流动相甲酸浓度 (0.08%～

0.12%) 及色谱柱型号 (BEH C18 与 CSH C18) 等参数

发生有意图的变化时, 所有测试条件下的衣壳蛋白肽

段总覆盖率与标准条件相比, 差异均 ≤ 5%。这充分说

明, 本方法对前处理及仪器分析过程中可能出现的微

小波动不敏感, 具有良好的耐受性和可靠性, 具备成为

标准质检方法的潜力。

5　样品测定

为评估本方法在实际样品分析中的效果, 采用已

建立的胶内酶解 LC-MS方法对两批独立的 rAAV9供

试品进行了衣壳蛋白血清型鉴定及序列覆盖率分析。

结果表明, 本方法对不同批次的 rAAV 样品均能实现

高置信度的序列覆盖 , 具有良好应用价值 , 可满足

rAAV产品常规质控中衣壳蛋白鉴定的需求 (表2)。

讨论

AAV 衣壳蛋白的精确表征对于基因治疗产品的

质量把控至关重要。尽管基于 LC-MS的完整蛋白分

子量测定能够快速区分主要血清型[8,14], 且溶液内酶切

肽图分析已被用于确认蛋白一级结构[11], 但这些策略

均无法实现对 3 种衣壳蛋白组分的独立、精细解析。

本研究建立的方法可将经典的胶内酶解创造性地应用

于解决 rAAV衣壳蛋白特异性鉴定的实际难题。

本方法的根本优势源于其“物理分离为先”的设计

理念。通过SDS-PAGE将VP1～3三者预先分离, 相当

于在酶切前为每种蛋白建立了独立的“反应舱”。随后

的还原、烷基化、酶切及肽段提取步骤均在各自胶块内

独立完成。这种策略规避了溶液内酶切的最大痛点: 

3种蛋白C-末端超过 400个氨基酸序列完全相同, 混合

酶切后产生的共有肽段 (尤其是来源于高丰度VP3的

肽段) 会严重干扰对低丰度 VP1和 VP2的鉴定, 导致

其序列覆盖率评估不准或特有修饰无法被检出。而本

研究通过对 3种蛋白的独立处理, 确保了最终进入质

谱分析的肽段混合物具有明确的蛋白来源归属, 从而

能够分别计算出每种衣壳蛋白独立、真实的序列覆盖

率。方法重复性验证结果显示, 即使对于相对比例较

低的VP1和VP2, 本方法仍能实现高达 98%以上的综

合覆盖率, 这充分证明了该策略的有效性。

本方法的另一个突出优势是检测灵敏度高, 这得

益于高分辨质谱仪的高效离子化与检测能力。需要强

调的是, 整个分析流程始于SDS-PAGE, 而最终的质谱

检测对象是来源于凝胶条带的酶切肽段。在电泳上样

时, 总蛋白上样量约为 20 μg, 但考虑到VP1～3在衣壳

中的天然化学计量比约为 1∶1∶10, 因此实际加载到凝

胶上的 VP1 和 VP2 蛋白质量仅为约 2 μg。更重要的

是, 随后的胶内酶切流程, 包括脱色、脱水、酶解及肽段

提取等步骤, 会不可避免地造成目标肽段的进一步损

失, 最终进入LC-MS分析的肽段实际量远低于初始上

样量, 但是本方法仍能对VP1和VP2实现高达 98%以

上的综合序列覆盖率。这强有力地证明了所采用的

LC-MS具备极高的灵敏度和检测下限, 能够对极微量 

(纳摩尔甚至皮摩尔级别) 的酶切肽段进行有效鉴定。

这一特性对于分析来源有限、珍贵的样品或需要高效

利用物料的过程研究样品尤为重要。

从方法性能来看, 全面的验证结果证实了本方法

的可靠性、精确性与稳定性。专属性实验确保了方法

在复杂生物基质背景下的“纯净”检测能力。优异的重

复性 (高覆盖率与低保留时间偏差) 表明 , 从电泳分

离、胶内操作到LC-MS检测的整个多步骤流程均得到

了良好控制, 具备成为常规分析方法的条件。出色的

耐用性则赋予了该方法强大的适应能力, 使其能够承

受不可避免的实验条件微小波动, 保证了在不同场景

下结果的可比性与可信度。

与文献[8,9,11]报道的其他LC-MS策略相比, 本方法

在鉴定深度和特异性上实现了显著提升。例如, Lam

等[9]报道了快速的完整蛋白分析和高通量肽图分析 , 

但其肽图分析仍基于混合酶切, 未解决蛋白特异性归

属问题。Jin等[8,11]的工作虽详细研究了多种血清型完

整蛋白质量及AAV2的肽图, 但其肽图覆盖的确认依

赖于多种酶的溶液内酶切, 流程复杂且仍未实现 3种

蛋白的完全区分。

此外, 在鉴定衣壳蛋白的翻译后修饰方面, 本方法

Table 2　Analysis results of two independent rAAV9 batches

Batch No.
Batch 1

Batch 2

Capsid protein
VP1

VP2

VP3

VP1

VP2

VP3

Sum of coverage/%
98.65

98.51

100.

99.86

99.34

100.

·· 2658
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充分发挥了二级质谱 (MS/MS) 解析的优势。当目标

肽段发生如N-端乙酰化、甲硫氨酸氧化或天冬酰胺脱

酰胺等修饰时, 其准确分子量会发生特定的质量偏移。

通过获取这些肽段的MS/MS谱图, 分析其产生的 b系

列和 y系列碎片离子, 不仅可以确认修饰的存在, 更能

依据特征碎片离子的质量数, 将修饰类型精确归属到

特定的氨基酸残基上。这种基于二级质谱碎片信息的

解析, 提供了远高于一级质谱质量数匹配的确证能力, 

确保了修饰鉴定结果的高置信度, 进一步体现了本方

法在深度表征方面的技术优势。

需要说明的是, 由于涉及具体产品的知识产权与

序列保密要求, 本文在结果与讨论中未列出具体的衣

壳蛋白氨基酸序列或特征肽段序列, 但这并不影响对

本方法有效性及性能的评估。在应用本方法时, 用户

可通过将实验获得的肽段质量数与理论序列数据库进

行比对, 从而实现准确的血清型鉴定与序列覆盖度计

算, 这一过程完全不依赖于公开序列信息, 非常适用于

需要保密的在研产品或工程化衣壳的分析。

当然, 本方法也存在一定的局限性。胶内酶切操

作步骤相对繁琐, 对操作人员的技能要求较高, 主要体

现在切胶精度、脱色终点判断、胶块脱水程度及肽段提

取效率等关键环节, 任何细微的操作偏差都可能影响

肽段回收率和鉴定结果的稳定性。在实际产业化应用

中, 这种依赖人工操作的多步骤流程可能成为通量提

升和标准化检测的瓶颈。然而, 本研究通过标准化的

操作流程和严格的方法学验证 (专属性、重复性、耐用

性), 已将操作者间差异控制在可接受范围内。未来可

探索与自动化切胶、酶解工作站联用, 以减少人为误

差, 提升方法的通量和操作一致性, 从而更好地适应产

业化的高通量质控需求。

作者贡献: 韩春乐负责实验方案设计、样品前处理、数据

采集与分析及论文初稿撰写; 周金、廉亦冰负责数据审核; 王

可心负责样品前处理及方法考察与优化; 曹译丹、王瑶负责

质谱参数优化与数据分析; 庞琳、翟永召负责研究经费获取、

技术、材料支持与论文修改; 饶春明负责项目指导、研究方案

把关及论文定稿。

利益冲突: 全部作者声明本文无任何利益冲突。

References

[1] Wang D, Tai PWL, Gao G. Adeno-associated virus vector as a 

platform for gene therapy delivery [J]. Nat Rev Drug Discov, 

2019, 18: 358-378.

[2] Kuzmin DA, Shutova MV, Johnston NR, et al. The clinical 

landscape for AAV gene therapies [J]. Nat Rev Drug Discov, 

2021, 20: 173-174.

[3] Foust KD, Nurre E, Montgomery CL, et al. Intravascular AAV9 

preferentially targets neonatal neurons and adult astrocytes [J]. 

Nat Biotechnol, 2009, 27: 59-65.

[4] Büning H, Srivastava A. Capsid modifications for targeting and 

improving the efficacy of AAV vectors [J]. Mol Ther Methods 

Clin Dev, 2019, 12: 248-265.

[5] FDA. Human Gene Therapy for Rare Diseases - Guidance for 

Industry [S]. 2020. https://www. fda. gov/regulatory-information/

search-fda-guidance-documents/human-gene-therapy-rare-diseases.

[6] Vliet KV, Mohluddin Y, McClung S, et al. Adeno-associated 

virus capsid serotype identification: Analytical methods develop‐

ment and application [J]. J Virol Methods, 2009, 159: 167-177.

[7] Tseng YS, Vliet KV, Rao L, et al. Generation and characteriza‐

tion of anti-Adeno-associated virus serotype 8 (AAV8) and anti-

AAV9 monoclonal antibodies [J]. J Virol Methods, 2016, 236: 

105-110.

[8] Jin X, Liu L, Nass S, et al. Direct liquid chromatography/mass 

spectrometry analysis for complete characterization of recombi‐

nant adeno-associated virus capsid proteins [J]. Hum Gene Ther 

Methods, 2017, 28: 255-267.

[9] Lam AK, Zhang J, Frabutt D, et al. Fast and high-throughput LC-

MS characterization, and peptide mapping of engineered AAV 

capsids using LC-MS/MS [J]. Mol Ther Methods Clin Dev, 

2022, 27: 186-194.

[10] Han CL, Wang KX, Wang SR, et al. Gene therapy adeno-associated 

virus (AAV) vector capsid protein serotype identification [J]. Chin 

J Pharm Anal (药物分析杂志), 2025, 45: 543-553

[11] Zhang X, Jin X, Liu L, et al. Optimized reversed-phase liquid 

chromatography/mass spectrometry methods for intact protein 

analysis and peptide mapping of adeno-associated virus proteins 

[J]. Hum Gene Ther, 2021, 32: 1501-1511.

[12] Becerra SP, Rose JA, Hardy M, et al. Direct mapping of adeno-

associated virus capsid proteins B and C: A possible ACG initia‐

tion codon [J]. Proc Natl Acad Sci U S A, 1985, 82: 7919-7923.

[13] Chinese Pharmacopoeia Commission. Pharmacopoeia of the 

People's Republic of China (中华人民共和国药典) [S]. 2025 

ed. Vol Ⅲ. Beijing: China Medical Science Press, 2025: 775-781.

[14] Snijder J, van de Waterbeemd M, Damoc E, et al. Defining the 

stoichiometry and cargo load of viral and bacterial nanoparticles 

by Orbitrap mass spectrometry [J]. J Am Chem Soc, 2014, 136: 

7295-7299.

·· 2659


