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仅供研究使⽤，不适⽤于诊断。

这是⼀份应⽤简报，不包含详细的实验部分。

摘要

为应对COVID-19⼤流⾏疫情，研究⼈员着⼿开发质谱分析法对蛋⽩质进⾏表征、鉴定和定量。这些⽅法旨在

了解SARS-CoV-2的结构⽣物学特征和相互作⽤机制，或⽤作相关标志物检测的补充⽅法。有研究者建议，将

靶向质谱分析⽤于检测蛋⽩酶解后体液中的病毒肽段，作为SARS-CoV-2检测⽅法1。 本⽂展⽰了MassLynx 

Skyline Interface在使⽤Xevo TQ-XS串联四极杆质谱仪对肽段进⾏⾃动化多反应监测选择和优化中的应⽤。

优势

⾃动⽣成和优化MRM通道■

可通过特征性肽段检测实现SARS-CoV-2蛋⽩的检测和定量■



简介

由SARS-CoV-2病毒引起的新型冠状病毒病(COVID-19)正在全球流⾏。为克服⽬前标准聚合酶链式反应(PCR)

诊断的检测能⼒存在局限性且⾯临相关试剂短缺的难题，研究⼈员开始不断寻求新的诊断技术2,3。SARS-CoV-

2病毒颗粒通常含有⼤量蛋⽩质，其中多数蛋⽩质为突刺糖蛋⽩(SPIKE)和核蛋⽩(NCAP)。SPIKE负责在感染

初期识别⼈⾎管紧张素转化酶2。NCAP是病毒颗粒中参与基因组复制和转录的结构组成4。 因此考虑将靶向

LC-MS法⽤于SARS-CoV-2蛋⽩的检测和定量，作为COVID-19病毒载量测定的替代⽅法。业界正在通⼒协作以

期能够开发出“⼀种可普遍采⽤的冠状病毒多反应监测分析⽅法”，⽬前的LC-MS⽅法开发是其中的⼀个组成

部分5。 本研究应⽤了多种补充⼿段进⾏特征性肽段的选择和鉴定（包括多反应监测(MRM)通道），以实现

SARS-CoV-2蛋⽩的检测和定量。 

实验

对重组SARS-CoV-2 SPIKE和NCAP蛋⽩（冻⼲品，由Cov-MS提供）进⾏联合酶解，并将得到的胰蛋⽩酶酶解

Lys C肽段作为单独标准品分别加标⾄病毒采样管(Universal Transport Medium, UTM)基质中5。 在MRM分

析模式下，将ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统与Xevo TQ-XS串联四极杆质谱仪联⽤，分析得到的肽段。使

⽤TargetLynx和Skyline进⾏定量数据分析6。

LC条件

LC系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS

样品瓶： 采⽤MaxPeak HPS技术的QuanRecovery

样品瓶

⾊谱柱： ACQUITY PREMIER BEH C18 300 Å, 2.1 

mm x 50 mm, 1.7 µm肽分析专⽤柱

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C



进样体积： 5 µL

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

MS条件

MS系统： Xevo TQ-XS

电离模式： ESI+

采集模式： MRM

⽑细管电压： 0.5 kV

碰撞能量： 经过肽段/通道优化

锥孔电压： 35 V

梯度

时间(min) 溶剂B (%)

0.0 5

5.5 33

5.6 85

7.0 85

7.1 5



时间(min) 溶剂B (%)

8.0 5

数据管理

软件 MassLynx

TargetLynx

MassLynx Skyline Interface

Skyline

结果与讨论

根据Cov-MS原创标准操作程序(SOP)中的定义，NCAP氨基酸序列和覆盖范围⻅图1。结合SPIKE蛋⽩的⼀级

氨基酸序列，⼀同构成MRM选择和优化处理的基础。通过MassLynx Skyline Interface (MSI)流程对串联四极

杆MRM⽅法进⾏⾃动优化和精细调谐7，并检测任何附加的候选特征肽段。简⾔之，MSI将执⾏4步⾃动流程

，借此⾸先确定肽段的保留时间。接下来，根据碰撞诱导解离(CID)碎裂能量的缺省计算结果确定各肽段中灵

敏度最⾼的⺟⼦离⼦对（MRM通道）。本步骤在完成各通道碰撞能量优化后进⾏。最后，创建MRM⽅法以及

适合的采集窗⼝。如图2左侧所⽰，Skyline⽂档中指定了适合的肽段和通道设置。接下来，如图2右侧所⽰

，在MSI中指定⽂档及其他⽅法⽂件（调谐⻚⾯、采集⽅法和LC梯度）、样品位置和进样体积。



图1.蛋⽩质结构 

(https://swissmodel.expasy.org/interactive/UfqxZJ/models/03)和基于步进四极杆DIA的序列覆盖

图（蓝⾊突出显⽰ = DIA鉴定结果）P0DTC9|NCAP_SARS2。

https://swissmodel.expasy.org/interactive/UfqxZJ/models/03


图2.Skyline主⽂档Transition Settings（通道设置）（左侧），和Mass Skyline Interface（右侧）。

对NCAP和SPIKE蛋⽩进⾏模拟酶解，并允许⼀个基序特异性漏切以优化MRM通道设置，旨在发现已鉴定肽段

并且有可能鉴定任何其他相关肽段。在优化流程的这⼀阶段，将每个肽段的通道数设置为6，以便在下游的采

集和定量实验中保留通道选择灵活性。检出的肽段⻅表1。表1中汇总的结果概述了(1) Cov-MS原创SOP中指

定的肽段（鉴定⽅式：基于发现的⾮数据依赖型分析(DIA)⽅法，验证⽅式：MRM），(2) MSI流程鉴定出的

SARS-CoV-2肽段，以及(3)通过最终MRM⽅法保留的肽段（基于LC-MS响应值和适⽤性/专属性）。



表1.候选⽬标肽段（Cov-MS MRM⽅法配合发现⽅法和MSI鉴定得出）以及通过最终MRM



⽅法保留的肽段，定量分析结果⻅“剖析新型冠状病毒病(COVID-19)：尽可能拓宽以多反应监测技术进⾏的

SARS-CoV-2分析中LC-MS检测的动态范围”(720006968ZH)。

为说明定量时采⽤合适数量的通道/碎⽚离⼦的重要性，本⽂展⽰了NCAP其中⼀个肽段的MRM⾊谱图，⻅图

3。上⽅两张⾊谱图是在Cov-MS原创SOP中指定的第⼆⾼加标⽔平(100 ng)下针对每个肽段分别采⽤最⼤数量

通道和2个最⾼丰度通道得到的MRM采集结果。从选择性、采集后处理以及最少⼲扰MRM通道（可能受基质和

患者样品影响）的⻆度考虑，最⼤数量通道实验能够提供⾮常出⾊的灵活性。⽽使⽤2个最⾼丰度通道能够提

供出⾊的串联四极杆占空⽐，还有可能提供优异的信噪⽐。后者可通过下⽅两张⾊谱图证明（⻅图3），所⽰

为第⼆低的稀释系列溶液检测加标⽔平(10 ng)⾊谱图，结果表明对每个肽段使⽤最⼤数量通道时存在⼲扰

，从⽽妨碍检测，最终导致性能降低，这体现在所能够达到的检测下限(LLOD)⽅⾯（相较于使⽤2个最⾼丰度

的⾮⼲扰MRM通道）。

https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2020/comprehending-covid-19-maximizing-lc-ms-detection-dynamic-range-for-multiple-reaction-monitoring-based-sars-cov-2-analysis.html


图3.SFIEDLLFNK（来⾃P0DTC2|SPIKE_SARS2，加标⾄UTM基质）的MRM⾊谱图随通道数（⽔

平⽅向）和样品加标量（垂直⽅向）的变化。

结论

要准确有效地开发MRM LC-MS⽅法，如本临床研究简报所述，需要借助可靠的⾃动化流程以根据专业知识标

准、基于发现的鉴定结果或公共信息资源库中的信息对先前的肽段选择规则进⾏补充。为应对新型冠状病毒所

带来的挑战，本研究选择了易⽤并且精简的MRM选择和优化流程，并将其纳⼊MSI之中。得到的MRM⽅法已

成功在Xevo TQ-XS串联四极杆质谱仪上应⽤并通过测试。此外，该⽅法还可轻松转换⾄其他LC-MS系统，以

便进⾏进⼀步优化并应⽤于SARS-CoV-2蛋⽩检测。
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特⾊产品

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

Xevo TQ-XS三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134889751>

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

MassLynx Skyline Interface <https://www.waters.com/135058435>
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