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定量分析和鉴定测试是疫苗原料及成品批次放⾏的重要组成部分。传统⽅法可能缺乏选择性，开发耗时，且多

重分析能⼒不佳。GARDASIL 9是⼀种九价疫苗，由九种不同的HPV L1蛋⽩质抗原组成，可预防多种导致宫颈

癌和⽣殖器疣⻛险增加的HPV亚型。本研究利⽤完整的样品前处理⼯作流程（包括佐剂解吸、胰蛋⽩酶酶解和

LC-MS/MS定量监测），通过特征性肽段分析⽅法测定GARDASIL 9组分。执⾏⼀次LC-MS/MS分析即可同时定

量10~200 μg/mL浓度范围内所有九种HPV病毒株特异性L1蛋⽩，并获得出⾊的重现性。

优势

ACQUITY UPLC I-Class PLUS与Xevo TQ-S micro相结合，使分析⼈员使⽤⼀种⽅法即可对所有九种HPV 

L1蛋⽩进⾏⾼重现性定量分析，总分析时间仅7分钟

■

ACQUITY PREMIER BEH C18肽分析专⽤柱能够缩短⾊谱柱钝化时间，增加肽的峰⾯积■

使⽤简单快速的样品前处理⽅案在正式分析之前有效去除疫苗佐剂■

简介

GARDASIL 9是由HPV L1蛋⽩抗原组成的九价疫苗，这些蛋⽩抗原形成病毒样颗粒(VLPs)，能够防御九种HPV

病毒株，从⽽预防80~90%的宫颈癌和90%的⽣殖器疣1,2。 疫苗⽣产过程中的重要⼀步是疫苗原料及成品批次

的质量控制。批次放⾏测试包括⽆菌性、效价、纯度、抗原定量和鉴定等内容。传统的定量分析和鉴定测试⽅

法有总蛋⽩测定和酶联免疫吸附试验(ELISA)。这些分析⽅法存在局限性，例如没有专属性（或者专属性或交

叉反应性不明）、开发耗时且多重分析能⼒不佳。因此，考虑使⽤质谱法作为抗原定量分析和鉴定测试的⼯具

。质谱法可同时选择性测定和定量特定类型的L1蛋⽩。本研究开发出⼀套完整的样品前处理流程，包括从铝佐

剂中解吸HPV L1蛋⽩以及蛋⽩质的胰蛋⽩酶酶解，从⽽通过特征性肽段分析⽅法定量GARDASIL 9 HPV L1抗

原。此⼯作流程包括质谱分析，能够以⾼重现性定量10~200 μg/mL范围内的肽段，该范围完全涵盖

GARDASIL 9疫苗产品中预期的HPV L1蛋⽩浓度范围(40~120 μg/mL)。

实验

样品前处理

制备肽图分析样品 

将各种HPV L1蛋⽩稀释⾄750 µg/mL (30 µg)，⽤RapiGest SF表⾯活性剂（沃特世，部件号186001861 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-pk.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-pk.html


https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-

pk.html> ）进⾏变性处理，然后⽤⼆巯基苏糖醇还原，再⽤碘⼄酰胺烷基化。使⽤胰蛋⽩酶（Promega，部

件号V5111）按照1:10胰蛋⽩酶:蛋⽩质(w/w)的⽐率酶解样品，并⽤甲酸淬灭。取10 µL样品注⼊与Xevo G2-

XS QTof质谱仪联⽤的ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统，使⽤LC-MSE⽅法进⾏肽图分析。

制备⽅法验证研究样品

取2 µL空⽩样、标准品、质量控制样品或疫苗产品样品分别加⼊16 µL 100 µg/mL的⽜⾎清⽩蛋⽩⽔溶液（

Sigma，部件号05470）中。除空⽩样外，向所有其他样品中加⼊2 µL内标。向每个样品中加⼊20 µL⽤100 

mM Tris HCl (pH 10.0)配制的0.1% (w/v) RapiGest SF表⾯活性剂（沃特世，部件号186001861 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-

pk.html> ）。将样品置于80 °C下温育10分钟，然后以2000 x g的离⼼⼒离⼼5分钟，使佐剂形成颗粒。从沉

淀的佐剂中⼩⼼移取32 µL样品，并⽤1.2 µL 10%盐酸(v/v)中和⾄pH 8.0。⽤0.3 µg胰蛋⽩酶（Promega，部

件号V5111）按照1:10胰蛋⽩酶:蛋⽩质(w/w)的⽐率在37 °C下过夜酶解样品。在37 °C下⽤2 µL 20%甲酸⽔溶

液(v/v)处理15分钟，使酶解反应淬灭，并使RapiGest发⽣沉淀。将样品在10 °C下以1800 x g离⼼15分钟，使

RapiGest形成颗粒。每个样品各取30 µL转移⾄QuanRecovery 96孔板中，并取5 µL注⼊与Xevo TQ-S micro

质谱仪联⽤的ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统，进⾏LC-MS/MS分析。 

肽图分析的LC-MS/MS⽅法条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS（固定定量环）

质谱系统： Xevo G2-XS QTof质谱仪，ESI+

样品板： 具有MaxPeak⾼性能表⾯的QuanRecovery样品

瓶

⾊谱柱： ACQUITY UPLC PREMIER BEH C18肽分析专⽤柱

, 300 Å, 1.7 µm, 2.1 × 100 mm

柱温： 60 oC

样品温度： 10 oC

进样体积： 10 µL

流速： 0.2 mL/min

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-pk.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-pk.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-pk.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-pk.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-pk.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-pk.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186001861-rapigest-sf-1-mg--5-pk.html
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流动相A： 0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度： 流动相B在50分钟内由1%增加⾄35%，流速0.2 

mL/min，然后进⾏⾊谱柱清洗和平衡

电离模式： ESI+

⽑细管电压： 1.2 kV

锥孔电压： 40 V

离⼦源温度： 150 oC

脱溶剂⽓温度： 350 oC

锥孔⽓流速： 20 L/h

脱溶剂⽓流速： 600 L/h

⽤于数据采集和处理的信息学软件系统 UNIFI (v.1.9.4)

⽅法验证 ‒ LC-MS/MS⽅法条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS（固定定量环）

质谱系统： Waters Xevo TQ-S micro质谱仪，ESI+

样品板： 具有MaxPeak⾼性能表⾯的QuanRecovery 96孔

板

⾊谱柱： ACQUITY UPLC PREMIER BEH C18肽分析专⽤柱

, 300 Å, 1.7 µm, 2.1 × 100 mm



柱温： 60 oC

样品温度： 10 oC

进样体积： 5 µL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度： 流动相B在1分钟内由10%增加⾄15%，随后在

3分钟内由15%增加⾄30%，然后进⾏⾊谱柱清

洗和平衡。运⾏时间7分钟。

电离模式： ESI+

⽑细管电压： 1.2 kV

锥孔电压： 20 V

离⼦源温度： 150 oC

脱溶剂⽓温度： 600 oC

锥孔⽓流速： 100 L/h

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

MS数据采集： MassLynx 4.2版

⽤于数据处理的信息学软件： TargetLynx XS v4.2



结果与讨论

⽤于鉴定特征性肽段的肽图分析

利⽤肽图分析⽅法表征HPV L1蛋⽩有助于选择合适的候选肽段进⾏定量，还可以鉴定出是否存在蛋⽩质⻣架

修饰（例如脱酰胺和氧化）。之前已在应⽤纪要720006969EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006969en.pdf> 中介绍了⽤于分析和定量含

Fc⽚段的蛋⽩质的完整⼯作流程，本研究将该⼯作流程略作调整后加以使⽤3。针对GARDASIL 9中存在的所有

九种HPV L1蛋⽩进⾏肽图分析实验。如图1所⽰，优异的碎⽚离⼦数据确认了HPV 18型肽段FSLDLDQYPLGR

的存在。由于这种肽段具有较⾼的信号强度、较低的修饰可能性和良好的定量重现性，因此选作HPV 18的特

征性肽段。通过MassLynx-Skyline Interface⼯作流程鉴定并优化各种特征性肽段的MRM通道4。

图1.在MSE⾼能碎⽚离⼦谱图中观察到HPV 18 FSLDLDQYPLGR肽段的⼋个主要的b碎⽚和y碎⽚ 

LC-MS/MS优化

简⽽⾔之，在通过肽图分析实验鉴定出特征性肽段后，使⽤优化的⾊谱⽅法，通过监测每种肽段的⺟离⼦质量

数鉴定这些肽段的保留时间。对每种肽段⺟离⼦选择强度最⾼的电荷态，全⾯检查所选肽段的所有b⼦离⼦和y

⼦离⼦，以鉴定强度最⾼的MRM通道。进⼀步优化该最强MRM通道的碰撞能量，并使⽤这些优化参数得到最

终的MS⽅法。⽤于定量分析的MRM通道可参⻅表1。

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006969en.pdf
https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006969en.pdf
https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006969en.pdf
https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006969en.pdf


表1.⽤于九种HPV L1蛋⽩特征性肽段的MRM通道和质谱参数 

选择合适的⾊谱柱是液相⾊谱⽅法开发过程的重要组成部分。研究发现，采⽤HPS（⾼性能表⾯）技术的

ACQUITY PREMIER BEH C18 300 Å肽分析专⽤柱是定量HPV L1蛋⽩的理想选择。图2展⽰了标准⾊谱柱与

PREMIER⾊谱柱的⽐较结果5。两种⾊谱柱均通过进样10次⽤于钝化的⾼浓度样品进⾏钝化，然后将分析物进

样分析5次。采⽤MaxPeak HPS技术的PREMIER⾊谱柱能够缩短⾊谱柱钝化时间，得到的峰⾯积是标准⾊谱

柱的2倍。峰⾯积增加可实现更低的定量限，并提⾼肽段测量的重现性。

图2.通过进样10次⾼浓度标准品钝化⾊谱柱，然后进⾏5次测试进样。与

标准ACQUITY肽分析专⽤柱相⽐，ACQUITY PREMIER肽分析专⽤柱可实

现快速钝化，肽段的峰⾯积增加⾄2倍。 



佐剂解吸

⾼效佐剂解吸是成功定量佐剂疫苗产品中抗原浓度的关键所在。蛋⽩质可通过静电⼒、疏⽔相互作⽤、氢交换

（由范德华⼒推动）以及配体交换与铝佐剂结合6。 配体交换会产⽣最紧密的蛋⽩质结合，这是佐剂的表⾯羟

基与蛋⽩质抗原磷酸基团之间相互作⽤的结果。GARDASIL 9采⽤的佐剂为专有的⽆定形羟基磷酸铝硫酸盐(

AAHS)，具有表⾯羟基和磷酸基团7。该疫苗在⼤约pH 7.0下配制，AAHS在此pH下具有零电荷点8。抗原HPV 

L1蛋⽩VLPs的等电点范围为8.1~8.6，因此在配制的疫苗产品中带正电9,10。

我们已经通过实验确定，要破坏这种吸附作⽤，需要采⽤表⾯活性剂和⾼pH条件，使蛋⽩质从AAHS佐剂中完

全解吸，并使VLPs⾃⾝开始解离11。 我们使⽤兼容MS系统的表⾯活性剂RapiGest对HPV L1蛋⽩进⾏变性处

理，这是实现完全解吸的必要步骤。该佐剂解吸⽅案还利⽤⾼pH条件，将HPV L1蛋⽩的电荷从正电荷完全转

换为负电荷。如图3所⽰，在pH 10.0的条件下，佐剂中的蛋⽩质解吸达到最⾼⽔平。需要注意的是，在pH 

8.0下仅有⾮常少的蛋⽩质解吸，预期蛋⽩质在该pH下带正电。该结果表明，需要借助静电排斥作⽤充分破坏

结合，使蛋⽩质解吸。

图3.需要增加TRIS HCl缓冲液的pH，使蛋⽩质从⽆定形羟基磷酸铝硫酸

盐佐剂中完全解吸。在pH 10.0下观察到完全解吸。 

酶解优化

蛋⽩质的完全酶解对于通过特征性肽段分析⽅法实现准确、灵敏、可重现的定量⾄关重要。为确保完全酶解

，必须检查并优化酶:底物⽐和酶解时间等酶解参数。为测量酶解的完全性，对包含⼀个漏切位点的肽段

FSLDLDQYPLGR和EKFSLDLDQYPLGR进⾏监测与定量。

胰蛋⽩酶与蛋⽩质的⽐率基于在不同酶:底物⽐率下过夜酶解的结果进⾏优化。实验结果⻅图4中的A图。在胰



蛋⽩酶:蛋⽩质⽐率为1:10和1:5的情况下，获得了最⾼强度的肽段FSLDLDQYPLGR和最低强度的肽段

EKFSLDLDQYPLGR，表明HPV L1蛋⽩实现了⽐较完全的酶解。其余实验由于需要⾼浓度，因此选择1:10的⽐

率以减少胰蛋⽩酶的⾃溶。如图4中的B图所⽰，对酶解时间进⾏了评估。8⼩时⾄过夜的酶解时间使HPV L1蛋

⽩的酶解⾮常完全。考虑到酶解完全性和⼯作⽇便利性，选择过夜酶解。

图4.使⽤不同的胰蛋⽩酶:蛋⽩质⽐率进⾏胰蛋⽩酶酶解，监测肽段

FSLDLDQYPLGR和EKFSLDLDQYPLGR（1个漏切位点）的峰⾯积。选择

1:10的胰蛋⽩酶:蛋⽩质⽐率，因为此⽐率下获得的峰⾯积⾼且漏切位点

少（A图）。采⽤2⼩时⾄过夜（约16⼩时）的酶解时间，监测相同肽段

的酶解情况。需要⽤1:10胰蛋⽩酶:蛋⽩质过夜温育才能实现完全酶解（

B图）。 

⽅法验证结果

在三天内制备标准曲线标样、QC样品和疫苗产品样品，验证⽇间及⽇内分析精密度和准确度。HPV 16的标准



曲线在20~200 µg/mL的范围内呈线性。其余HPV蛋⽩在10~100 µg/mL的范围内呈线性（表2）。制备低、中

、⾼浓度QC样品，QC样品分析的准确度和精密度CV⼩于8%（表3）。如表4所⽰，三种制剂中所有九种HPV 

L1蛋⽩的测量具有⾼重现性，三天测量结果的CV⼩于8%。在⼤多数情况下，本研究中的LC-MS/MS实测值与

标⽰值⼤体⼀致（尽管某些值偏⾼）。这些结果表明，该分析⽅法适⽤于定量GARDASIL 9中的HPV L1蛋⽩。

表2.在三天的⽅法验证制剂研究中，HPV 16和18型病毒株的标准曲线统

计数据   

表3.在三天的⽅法验证制剂研究中，HPV 16和18型病毒株的QC定量性能 



表4.GARDASIL 9疫苗产品中所有HPV L1蛋⽩抗原的测量结果 

结论

本研究开发出⼀种同时定量GARDASIL 9中多种HPV L1蛋⽩抗原的质谱分析⽅法。将LC-MS/MS与优化的样品

前处理⽅案相结合，实现了⾼准确度和⾼精密度的蛋⽩质定量。

利⽤肽图分析实验表征HPV L1蛋⽩并鉴定适合定量的特征性肽段列表■

使⽤MassLynx Skyline Interface快速开发⽤于九种特征性肽段的MRM分析⽅法■

ACQUITY PREMIER⾊谱柱能够实现快速的⾊谱柱钝化并增加肽段的峰⾯积，从⽽实现更加灵敏且可重现的

肽段测量

■

⾼效的佐剂解吸和优化的胰蛋⽩酶酶解对于准确、可重现的定量分析必不可少■

本研究对10~200 μg/mL范围内的GARDASIL 9 HPV L1蛋⽩实现了⾼精密度、⾼准确度定量 ■
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特⾊产品

Xevo TQ-S micro三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134798856>

Xevo G2-XS QTof四极杆⻜⾏时间质谱仪 <https://www.waters.com/134798222>

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>

TargetLynx <https://www.waters.com/513791>

UNIFI科学信息系统 <https://www.waters.com/134801648>

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>
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