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液质联用鉴定重组人 1 型单纯疱疹病毒载体的蛋白种类 *

陶磊 1，赵颖华 2，于雷 1，韩春梅 1，李永红 1**，饶春明 1**
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2. 爱博才思分析仪器贸易有限公司，上海 200335）

摘要　目的：采用液质联用技术鉴定重组人 1 型单纯疱疹病毒载体中的蛋白种类。方法：用 Triton X-100
裂解病毒，用丙酮提取病毒蛋白；将病毒蛋白还原烷基化后用胰蛋白酶酶切，酶切肽段进行液质联用分析。

色谱柱为 C18（2.1 mm×150 mm，1.7 µm），以含 0.1% 甲酸的水溶液（A）- 含 0.1% 甲酸的乙腈溶液（B）为

流动相，梯度洗脱，流速 0.3 mL·min-1。质谱仪采用正离子、高灵敏度、IDA 模式采集数据，喷雾电压 5.5 
kV，离子源温度 550 ℃，扫描范围 m/z 200~2 000；将采集的质谱数据导入到 ProteinPilot 软件中进行搜库检

索，肽段与蛋白的可能性大于 95% 时可认为鉴定，人工对匹配的串联图谱进行确证，肽段及蛋白可接受的

假阳性率（FDR）不高于 1%。结果：在人单纯疱疹病毒蛋白数据库中检索，鉴定到 29 种人单纯疱疹病毒

蛋白，大多为衣壳蛋白及包膜蛋白；在绿猴（Chlorocebus）属蛋白数据库中检索，鉴定到 2 种宿主细胞蛋白；

在全病毒蛋白数据库中检索，鉴定到 1 种猫肉瘤病毒蛋白。结论：液质联用技术具有高灵敏度、高分辨率

的特点，可用于基因治疗产品的质量研究。
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Abstract　Objective：To identify the proteins in the sample of recombinant human herpes simplex virus type 1 by 
liquid chromatography-mass spectrometry（LC-MS）. Methods：The virus was spited with Triton X-100 and the 
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viral protein was extracted with acetone. The purified proteins were reduced and alkylated，and then digested by 
trypsin and analyzed by LC-MS. The chromatographic separation was carried out on a C18 column（2.1 mm×150 
mm，1.7 µm） with the mobile phase consisting of water containing 0.1% formic acid（A）-acetonitrile containing 
0.1% formic acid（B） in a gradient mode at the flow rate of 0.3 mL·min-1. The mass spectra were acquired with 
positive，high sensitivity，IDA mode. The capillary voltage was 5.5 kV，gas temperature was 550 ℃，mass scan 
range was m/z 200-2 000. Proteins were identified by database searching using ProteinPilot. Peptides and proteins 
were considered identified if they could be established at greater than 95% probability，and all matched spectra 
were confirmed by manual inspection. The accepted false discovery rates（FDR） for peptides and proteins were 
less than or equal to 1%. Results：29 kinds of HSV proteins，most of which were capsid proteins and envelope 
proteins，were identified by searching HSV protein database. Two kinds of host cell proteins were identified in the 
protein database of Chlorocebus. One kind of Feline sarcoma virus protein was identified in the whole virus protein 
database. Conclusion：LC-MS has high sensitivity and resolution，which can be used for the quality research of 
gene therapy products.
Keywords：LC-MS；human herpes simplex virus；viral vector；identification；host cell protein；exogenous virus

（Shimadzu 公司）；Triple TOF 6600 液质联用质谱仪

（SCIEX 公司）。

1.2　试剂　超纯水由密理博超纯水机制备；乙腈为

色谱纯；甲酸、丙酮均为分析纯；10% 聚乙二醇辛基

苯基醚（Triton X-100）购自 Solarbio 公司，分析纯；

磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、盐酸胍、碳酸氢钠购自国

药集团化学试剂有限公司，均为分析纯；二硫苏糖醇

（纯度≥ 99%）、碘乙酰胺（纯度≥ 99%）、胰蛋白酶

（货号 T6567）均购自 Sigma Aldrich 公司，为蛋白质

组学级。

1.3　样品　重组人 1 型单纯疱疹病毒纯化液（蛋白

浓度为 2.5 mg·mL-1，PBS 浓度为 0.1 mol·L-1）为某

企业送检样品。

2　方法与结果

2.1　病毒蛋白提取　取病毒纯化液 925 µL，加入 75 
µL 的 10%Triton X-100 使其终浓度为 0.75%，室温裂

解 2 h。取裂解后的溶液 0.3 mL 转移至离心管中，冰

浴放置 0.5 h，加入于 -20 ℃预冷的丙酮 0.7 mL，充分

混匀，冰浴 2 h。4 ℃以 12 000 g 离心 15 min，去除上

清。往离心管中加入预冷丙酮 0.6 mL，充分混匀，冰

浴 10 min，以 12 000 g 离心 10 min，去除上清，重复

上述步骤 3 次。将沉淀蛋白吹干，以去除残留丙酮。

在离心管中加入 1 mL 注射用水溶解蛋白沉淀，采用

Lowry 法测定蛋白浓度为 2.5 mg·mL-1（操作步骤参

见《中华人民共和国药典》2015 年版通则 0731）。

2.2　蛋 白 酶 切　 取 病 毒 蛋 白 40 µL，加 入 孔 径 为

基因治疗是指将遗传物质导入患者体内，通过目

的基因的表达而发挥治疗作用，目前开展的基因治疗

仅限于针对体细胞［1］。病毒载体介导的基因转移是

常用的基因导入方式，即通过基因重组方法将目的基

因组装于病毒上，然后用重组病毒感染病人［2］。常

用的病毒载体包括逆转录病毒［3］、慢病毒［4］、腺病毒、

腺相关病毒［5］、单纯疱疹病毒、痘病毒［6］、仙台病毒

等。其中单纯疱疹病毒由于具有已测定全序的庞大

基因组，适宜进行大范围的基因操作，且具有天然的

神经嗜性和广泛的宿主感染能力，被研究用于治疗神

经系统的一些遗传病和肿瘤［7-9］。

20 世纪 80 年代，得益于电喷雾和基质辅助激光

解析电离技术的出现，质谱开始用于分析蛋白质等生

物大分子的结构［10-12］。目前，液质联用技术已广泛

应用于重组蛋白药物的结构确证和比对研究，使人们

对重组蛋白药物的质量属性理解得更加深刻，进一步

提高了该类药物的安全性和有效性［13-15］。与重组蛋

白药物相比，用于基因治疗的重组病毒载体结构更加

复杂，该类制品的质量控制面临更大的挑战。

基于以上背景，本文采用液质联用技术对重组人

1 型单纯疱疹病毒进行了分析测定，为液质联用技术

应用于基因治疗药物的质量研究进行初步探索。

1　仪器与材料

1.1　仪器　10 k 超滤管（货号 UFC901096，Millipore
公司）；台式高速离心机（Eppendorf 公司）；金属浴

（GINGKO 公司）；Shimadzu LC30AD 高效液相色谱仪
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10 k 的超滤管中，加入 460 µL 的 6 mol·L-1 盐酸胍

水溶液变性后，加入 1 mol·L-1 的二硫酸苏糖醇水溶

液 25 µL，56 ℃还原 30 min；之后加入 1 mol·L-1 的

碘乙酰胺水溶液 50 µL，室温暗处反应 30 min 进行烷

基化；14 000 g 离心超滤 10 min；补加 50 mmol·L-1

碳酸氢铵水溶液 300 µL，14 000 g 离心 5 min，重复上

述补液离心步骤 3 次；之后在上清中加入胰蛋白酶

2 μg，混匀后放置 37 ℃酶解过夜。

2.3　质谱分析　酶切完成后倒转超滤管滤芯，5 000 
r·min-1 离 心 2 min，收 集 酶 切 肽 段，并 加 入 液 相 色

谱仪样品瓶中，进样 50 μL。采用 Waters BEH C18 色

谱 柱（2.1 mm×150 mm，1.7 µm），以 含 0.1% 甲 酸 的

水溶液（A）- 含 0.1% 甲酸的乙腈溶液（B）为流动

相，梯度洗脱（0~35 min，2%B → 26%B；35~45 min，

26%B → 55%B；45~55 min，55%B → 80%B），流 速

0.3 mL·min-1，柱温 40 ℃，样品池温度 8 ℃，进样量

15 µL。

采用正离子、高灵敏度、IDA 模式采集数据，雾化

气流速 55 L·h-1，辅助气流速 55 L·h-1，气帘气流速

30 L·h-1，离子源温度 550 ℃，喷雾电压 5.5 kV，离子

扫描范围 m/z 200~2 000，每次扫描选择 10 个一级离

子进行二级碎裂，一级累计扫描时间为 250 ms，二级

累计扫描时间为 50 ms；采用 Analyst 1.7 软件进行数

据采集控制。

病毒蛋白的液质肽图见图 1，通过高效液相色谱

可将各肽段分离，但由于肽段种类较多，个别色谱峰

中可能含有几种肽段。质谱仪可测定肽段的相对分

子质量（图 2-A），并可通过能量将肽段碎裂后再进

行串联质谱分析（图 2-B），依据串联质谱的解析结

果可测定肽段的氨基酸序列，然后将测定序列搜库检

索以鉴定蛋白种类。

2.4　搜库检索　在 ProteinPilot 软件（5.0.1）中添加

不同数据库，对质谱测得的数据进行搜索匹配，可鉴

定样品中存在的蛋白种类。将采集得到的原始数

据（wiff 格式）导入到 ProteinPilot 软件中，分别使用

3 个数据库进行搜库检索，搜库参数选择鉴定模式，

添加生物学修饰的自动搜索，并选择进行假阳性率

（FDR）分析。肽段与蛋白的可能性大于 95% 时可认

为鉴定，人工对匹配的串联图谱进行确证；肽段及蛋

白可接受的假阳性率（FDR）不高于 1%。

数据库 1：Uniprot 网站下载的人 1 型单纯疱疹

病毒（Strain 17）reviewed 数据库。将质谱数据导入

后通过搜库共鉴定 29 种蛋白，大部分是病毒衣壳蛋

白、间层蛋白及包膜蛋白（见表 1）。

图 1　病毒蛋白的液质肽图

Fig. 1　Peptide mass mapping of virus proteins
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图 2　酶切肽段的一级质谱图（A）及串联质谱图（B）
Fig. 2　Mass spectrum（A） and tandem mass spectrum（B） of digested peptide

表 1　液质联用鉴定的人 1 型单纯疱疹病毒蛋白

Tab. 1　Proteins of human herpes simplex virus type 1 identified by LC-MS

置信度评分

（unused score）

蛋白编号

（accession）

蛋白名称

（name）

鉴定肽段数量

（No. of identified peptides）

103.42 sp|P06491|MCP_HHV11 主要衣壳蛋白（major capsid protein） 69

68.22 sp|P10231|TEG5_HHV11 间层蛋白 UL47（tegument protein UL47） 44

67.56 sp|P10211|GB_HHV11 包膜糖蛋白 B（envelope glycoprotein B） 40

35.51 sp|P10233|VP22_HHV11 间层蛋白 VP22（tegument protein VP22） 23

34.08 sp|P10220|LTP_HHV11 大间层蛋白脱乙酰酶（large tegument protein deneddylase） 17

32.64 sp|P10205|TEG4_HHV11 间层蛋白 UL21（tegument protein UL21） 17

27.04 sp|P06492|VP16_HHV11 间层蛋白 VP16（tegument protein VP16） 17

25.95 sp|P10202|TRX2_HHV11 三聚衣壳蛋白 2（triplex capsid protein 2） 13

23.92 sp|P32888|TRX1_HHV11 三聚衣壳蛋白 1（triplex capsid protein 1） 12

22.53 sp|P04488|GE_HHV11 包膜糖蛋白 E（envelope glycoprotein E） 14

21.37 sp|P10228|GC_HHV11 包膜糖蛋白 C（Envelope glycoprotein C） 23

20.00 sp|P10221|ITP_HHV11 内层间层蛋白（inner tegument protein） 10

18.00 sp|P10234|DUT_HHV11 脱氧尿苷 5’- 三磷酸核苷酸羟化酶

（deoxyuridine 5’-triphosphate nucleotidohydrolase）

9
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置信度评分

（unused score）

蛋白编号

（accession）

蛋白名称

（name）

鉴定肽段数量

（No. of identified peptides）

17.10 sp|Q69091|GD_HHV11 包膜糖蛋白 D（envelope glycoprotein D） 15

14.07 sp|P04288|GM_HHV11 包膜糖蛋白 M（envelope glycoprotein M） 11

12.08 sp|P10209|CVC2_HHV11 衣壳顶点组分 2（capsid vertex component 2） 7

12.00 sp|P06477|GH_HHV11 包膜糖蛋白 H（envelope glycoprotein H） 6

9.31 sp|P10200|CEP2_HHV11 细胞质包膜蛋白 2（cytoplasmic envelopment protein 2） 5

8.00 sp|P10225|SHUT_HHV11 病毒宿主关闭蛋白（virion host shutoff protein） 4

6.21 sp|P10210|SCAF_HHV11 衣壳支架蛋白（capsid scaffolding protein） 4

6.02 sp|P08393|ICP0_HHV11 E3 泛素 - 蛋白质连接酶 ICP0（E3 ubiquitin-protein ligase ICP0） 3

6.00 sp|P10230|TEG1_HHV11 间层蛋白 UL46（tegument protein UL46） 3

5.02 sp|P10219|SCP_HHV11 小衣壳粒相互作用蛋白（small capsomere-interacting protein） 4

4.26 sp|P10185|GL_HHV11 包膜糖蛋白 L（envelope glycoprotein L） 4

4.00 sp|P10201|CVC1_HHV11 衣壳顶点组分 1（capsid vertex component 1） 2

4.00 sp|P06481|US9_HHV11 包膜蛋白 US9（envelope protein US9） 2

2.00 sp|P10229|EV45_HHV11 包膜蛋白 UL45（envelope protein UL45） 1

2.00 sp|P06484|GG_HHV11 包膜糖蛋白 G（envelope glycoprotein G） 1

2.00 sp|O09800|GN_HHV11 包膜糖蛋白 N（envelope glycoprotein N） 1

　注（note）：置信度（percent confidence）=100%×（1-10-score）

由于该病毒采用非洲绿猴肾细胞（Vero 细胞）

作为培养基质，为确定病毒样品中是否存在残余宿主

细胞蛋白，在 Uniprot 网站下载绿猴（Chlorocebus）属

的包含 237 种蛋白的数据库（reviewed）进行搜库，鉴

定到 2 种宿主细胞蛋白（见表 2）。

为确定病毒样品中是否有其他病毒污染，在

Uniprot 网站下载的 Virus 界的蛋白数据库（reviewed），

共包括 16 861 种蛋白。在该数据库中搜索得到的 30
种蛋白，其中 29 种是 HSV 蛋白，另一种为猫肉瘤病毒

（Feline sarcoma virus）中的酪氨酸蛋白激酶转化蛋白

Fgr（见表 2）。通过 BLAST 软件检测，未找到该蛋白

与 HSV 蛋白的同源序列。 

表 1（续）

表 2　液质联用鉴定的宿主细胞蛋白及外源病毒蛋白

Tab. 2　Host cell proteins and exogenous viral protein identified by LC-MS

外源蛋白

（exogenous protein）

置信度评分

（unused score）

蛋白编号

（accession）

蛋白名称

（name）

鉴定肽段数量

（No. of identified 

peptides）

宿主细胞蛋白

（host cell protein）

22.29 sp|Q76N69|ACTB_CHLAE 胞质肌动蛋白 1（actin，cytoplasmic 1） 14

8.00 sp|P62938|PPIA_CHLAE 肽基脯氨酰顺反异构酶 A（peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase A）

4

外源病毒蛋白

（exogenous viral protein）

6.50 sp|P00544|FGR_FSVGR 酪氨酸蛋白激酶转化蛋白 Fgr
（tyrosine-protein kinase transforming protein Fgr）

5

3　讨论

本文采用液质联用技术对重组人单纯疱疹病毒

载体样品中的蛋白进行了鉴定分析。由于病毒结构

复杂，除蛋白质外还存在核酸、糖类、脂类等，蛋白质

可以单独存在或与糖、脂类结合在一起，成为糖蛋白

或脂蛋白，因此对病毒蛋白提取纯化非常关键。分离

时须使用中性去污剂、极性试剂或阻止蛋白聚合的保

护剂如尿素、盐酸胍、去氧胆酸钠和 SDS 等，或改变
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pH 值等方法加以处理，以使病毒蛋白有效地与核酸、

脂类及糖类等其他物质分离。

病毒的结构蛋白与常见的重组蛋白药物相比，疏

水性更强，结构复杂，直接酶切效果往往不太理想，一

般需要进行还原、烷基化处理，用二硫苏糖醇将蛋白

中的二硫键还原，使蛋白的结构充分伸展，然后用烷

基化试剂碘乙酰胺将游离的巯基封闭，避免其重新形

成二硫键。经以上方法处理后再对病毒蛋白进行酶

切，常用的蛋白酶有胰蛋白酶、Glu-C 蛋白酶、Lys-C
蛋白酶等，针对蛋白的不同位点进行酶解，其中胰蛋

白酶可在精氨酸、赖氨酸残基的羧基将肽键切断，是

最常用的蛋白酶。

通过质谱检测及蛋白库搜索，本文共鉴定 29 种

单纯疱疹病毒蛋白，包括 12 种包膜蛋白、7 种衣壳蛋

白、7 种间层蛋白以及 3 种功能性蛋白。其中包膜糖

蛋白是病毒表面脂质双层膜的重要组分，含有抗原决

定簇，已发现并被正式命名的有 12 种［16］，本文鉴定

出其中的 9 种，尤其是包膜糖蛋白 G，是区分 HSV-1
与 HSV-2 的 关 键 抗 原［17］。 由 于 HSV-1 与 HSV-2
序列同源性较高，在目前的免疫学鉴别方法中，只有

针对包膜糖蛋白 G 的型特异性血清学试验才被 FDA
认可［18］，本研究为 HSV-1 与 HSV-2 的鉴别提供了

一种新的选择。另外，在其他研究者完成的 HSV-1
晶体结构研究中，核衣壳主要由 4 种蛋白组成：主要

衣壳蛋白、三聚衣壳蛋白 1、三聚衣壳蛋白 2 以及小

衣壳粒相互作用蛋白［19］，本文全部进行了鉴定。以

上结果说明，采用液质联用技术不仅可以对病毒种类

进行鉴别，甚至可以通过对型特异性抗原的鉴定区分

序列同源性较高的不同血清型。

本文鉴定到 2 种宿主细胞蛋白。宿主细胞蛋白

残留是包括基因治疗产品在内的重组生物药的重要

质控指标，现行的检测方法是酶联免疫法，但是由于

所用抗原、抗体不能标准化，以及不同企业产品中残

留的宿主细胞蛋白种类存在差异，该方法具有一定的

局限性。液质联用技术不仅可以鉴定残留宿主细胞

蛋白的种类，还可以对不同产品开发个体化的检测方

法，已在重组蛋白药物的宿主蛋白检测中进行了广泛

的研究［20-22］。本研究鉴定到 2 种宿主细胞蛋白，说明

该方法的灵敏度符合要求，通过进一步方法学验证，可

以考虑用于基因治疗产品的残留宿主蛋白检测。

本文鉴定到 1 种外源病毒蛋白，提示该产品可

能存在外源病毒因子的污染，后续还需进行重复试

验，并结合其他检测方法（如定量聚合酶链式反应

法，qPCR）对结果进行确证。除此之外，还要进行外

源病毒因子检测下限的测定，并比较不同外源病毒因

子检测灵敏度的差异。目前采用的外源病毒因子检

测法主要为细胞培养法，该方法存在细胞对某些病毒

的敏感性差（仅能检测敏感病毒，可造成假阴性），中

和抗体制备困难（可造成假阳性），检测周期长等不

足，亟需改进检测方法，应用二代测序法进行外源病

毒因子的检测正在研究中。液质联用法检测外源病

毒因子的优势在于检测周期短，并可对目前已知的所

有病毒蛋白进行搜库鉴定，检测病毒种类广泛，可实

现大范围的筛查。筛查得到的疑似病毒污染，可通过

qPCR 等方法进行针对性的确证，从而实现外源病毒

因子检测方法的“点与面”的结合。

综上，本研究采用液质联用技术对重组人 1 型单

纯疱疹病毒载体进行了蛋白鉴定分析，结果显示该技

术具有较高的灵敏度与分辨率，有很大的潜力应用于

基因治疗病毒载体的鉴别、宿主细胞残留蛋白检测以

及外源病毒因子检测，相信经过不断的方法开发和验

证，将广泛应用于此类制品的质量研究。
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