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摘要

在临床研究中，SARS-CoV-2的检测和定量对于了解SARS-CoV-21的影响及病毒脱落时间延⻓的意义⾮常重要2。

SARS-CoV-2 LC-MS试剂盒(RUO)能够直接检测和定量SARS-CoV-2核⾐壳(NCAP)肽。采⽤Andrew+移液机器⼈简

化并⾃动完成样品前处理过程，⼤幅缩短⼿动制备时间并减少操作员误差。ACQUITY UPLC I-Class系统搭配

ACQUITY Premier⾊谱柱可以快速分离⽬标肽（进样周期2.5 min），与Xevo TQ-XS质谱仪相结合，能够以出⾊

的分析灵敏度、选择性和精密度检测浓度为3 amol/µL的病毒肽（⽇间精密度≤17.4% CV，⽇内精密度≤17.1% 

CV）。该⽅法在3‒50,000 amol/µL范围内呈线性。

科学家可以利⽤UPLC-MS的灵活性和重现性来推动关键的SARS-CoV-2研究，借助SARS-CoV-2 LC-MS试剂盒(

RUO)直接检测和定量SARS-CoV-2 NCAP特征肽段，⽆需扩增⽬标分析物以进⾏聚合酶链式反应(PCR)。 

沃特世SARS-CoV-2 LC-MS试剂盒仅供研究使⽤(RUO)，不适⽤于诊断。

优势

⼀种临床研究试剂盒，其中所含全部组分有助于直接定量SARS-CoV-2 NCAP肽■
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Andrew+移液机器⼈可⾃动完成样品前处理过程，尽可能提⾼通量并减⼩误差■

ACQUITY UPLC I-Class系统搭配Xevo TQ-XS质谱仪有利于缩短运⾏时间并实现⾼灵敏度、⾼选择性分析■

简介

在临床研究中，SARS-CoV-2的检测和定量对于了解SARS-CoV-21的影响及病毒脱落时间延⻓的意义⾮常重要2。

LC-MS已成功证明可以检测SARS-CoV-2蛋⽩的胰蛋⽩酶酶解肽3。 但是，这些研究也强调，由于病毒运输液(

VTM)等样品基质所含组分会造成⼲扰，该技术会受到基质效应的影响，限制了⽅法的分析灵敏度。因此，为了提

⾼检测⽔平，需要对样品进⾏净化和富集4,5。

稳定同位素标准和抗多肽抗体捕集(SISCAPA)是⼀种富集技术，在分析复杂基质中的SARS-CoV-2时具有三项优势

：

通过样品浓缩并去除抑制⽬标肽（即胰蛋⽩酶解肽）MS离⼦化的⼲扰物质，提⾼分析灵敏度■

通过选择性去除背景⼲扰（否则将导致⾊谱运⾏时间延⻓），增加LC-MS样品通量■

通过净化样品进样，改善LC-MS⽅法稳定性、延⻓⾊谱柱寿命并缩短仪器停机时间■

SARS-CoV-2 LC-MS启动⽅法包(RUO)如图1所⽰，其囊括了定量分析低浓度SARS-CoV-2核⾐壳(NCAP)肽所需的

所有试剂和消耗品。SARS-CoV-2 LC-MS试剂盒(RUO)中包含的试剂经过预先称重，不同批次间具有重现性，有助

于整合SARS-CoV-2临床研究⽅法，为纵向研究过程中获得的结果提供可信度。

图1.SARS-CoV-2 LC-MS启动⽅法包(RUO)，适⽤于通过LC-MS/MS分析SARS-CoV-2 NCAP肽
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Andrew+移液机器⼈可简化并⾃动完成样品前处理过程，⼤幅缩短⼿动制备时间并减少操作员误差。OneLab负责

控制Andrew+移液机器⼈，这是⼀种云端软件，直观易⽤，有助于跨实验室快速部署⾃动化⽅法。

SARS-CoV-2 LC-MS试剂盒(RUO)有助于将病毒蛋⽩定量⽅法与感染⽣物标志物结合使⽤，鉴定潜在的预后⽣物标

志物或考察病毒在研究中的影响。

沃特世SARS-CoV-2 LC-MS试剂盒仅供研究使⽤(RUO)，不适⽤于诊断。

实验

使⽤SARS-CoV-2 LC-MS RUO试剂盒按使⽤说明(IFU)执⾏本应⽤纪要中详述的研究。

试剂盒⼯作流程描述了三(3)种肽的变性、酶解、富集⽅法以及UPLC-MS/MS分析，这三种肽为：AYNVTQAFGR 

(AYN)、NPANNAAIVLQLPQGTTLPK (NPA)和ADETQALPQR (ADE)，由SARS-CoV-2 NCAP蛋⽩衍⽣⽽来。样品

经变性并酶解处理后⽣成胰蛋⽩酶解肽。利⽤固定在磁珠上的抗多肽抗体选择性捕集三种SARS-CoV-2 NCAP肽及

其相关的稳定标记内标，以促进富集过程。清洗多肽，去除未结合的基质/样品⼲扰物质，这些多肽作为洁净且浓

缩的样品洗脱，以供UPLC-MS/MS分析。

样品描述

使⽤SARS-CoV-2肽校准品，⽤病毒运输液（VTM，Liofilchem，意⼤利）制备浓度范围为3~50000 amol/µL的肽

校准品样品，并⽤VTM制备浓度为3 amol/µL、10 amol/µL、400 amol/µL和25000 amol/µL的质控品(QC)。

在Andrew+移液机器⼈上使⽤SARS-CoV-2 LC-MS试剂盒(RUO)进⾏样品前处理。

变性：

将180 µL校准品和QC样品加⼊96孔板中。向各样品中加⼊20 µL变性剂（⽤于SARS-CoV-2的RapiGest试剂

），振摇样品板。然后将96孔板密封，并在56 ℃下加热15 min。

酶解：

向每个孔中加⼊20 µL胰蛋⽩酶溶液，振摇样品板并置于培养箱或恒温混匀仪中，在37 ℃下处理30 min。为抑制

进⼀步酶解，向每个孔中加⼊20 µL TLCK溶液，并在室温下混合5 min。加⼊20 µL稳定同位素标记的(SIL) NCAP

肽混合物，混合30 s。
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富集：

将SARS-CoV-2 LC-MS富集套件(RUO)中的30 µL抗体磁珠偶联物加⼊各样品，其中含有等体积靶向AYN、ADE和

NPA肽的磁珠偶联物。充分混匀96孔板以重悬磁珠，继续混合1 h，确保⾜够混匀，使磁珠在整个过程中保持悬浮

状态。然后将96孔板转移到磁板阵列上，放置1 min，然后去除⽔溶液。向每个孔中加⼊150 µL清洗缓冲液，混

合30 s，转移到磁板阵列上，放置1 min，然后去除清洗溶液。再次重复该清洗步骤。向每个孔中加⼊50 µL洗脱

缓冲液，混合5 min。然后将孔板转移到磁板阵列，放置1 min，将洗脱溶液转移到QuanRecovery 96孔板。先将

孔板置于⾃动进样器磁板上，再进样⾄UPLC-MS/MS系统。

⽅法条件

⽰例参数如下所⽰，也可参⻅SARS-CoV-2 LC-MS试剂盒(RUO)使⽤说明(IFU)。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class FTN

进样针： 30 µL

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH C18肽分析专⽤柱, 300 Å, 

2.1 mm × 30 mm, 1.7 µm

柱温： 40 °C

样品温度： 8 °C

进样体积： 20 µL

流速： 0.8 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸(v/v)的⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸(v/v)的⼄腈溶液
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运⾏时间： 1.8 min

梯度

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-XS质谱仪

电离模式： 正ESI

⽑细管电压： 0.5 kV
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MRM参数

⽅法事件

数据管理

质谱软件： 带TargetLynx XS的MassLynx 4.2版

结果与讨论

三种肽在3~50000 amol/µL的校准范围内呈线性。使⽤1/x2加权函数，通过五次单独分析获得的校准曲线相关系

数(r2)⾼于0.99。
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三种合成肽分别以2、3、6、10和20 amol/µL的浓度添加⾄VTM中，评价该⽅法的分析灵敏度。三种肽均重复分

析五次。测得AYN、ADE和NPA的定量下限(LLoQ)为3 amol/µL，浓度精密度<20%，偏差在±20%以内，S/N 

>10:1 (PtP)（图2A-B）。

图2A.经抗体富集后，VTM中的ADE、AYN和NPA肽在2 amol/µL、3 

amol/µL、5 amol/µL、10 amol/µL和20 amol/µL浓度下的分析灵敏度。2

B.经抗体富集后，VTM中的ADE、AYN和NPA肽在3 amol/µL浓度下的⾊谱

图。

将NCAP衍⽣肽及合成肽以3 amol/µL、10 amol/µL、400 amol/µL和 25000 amol/µL的浓度添加⾄VTM中，评

价⽅法精密度。每个样品在五种浓度下每个浓度重复分析五次。结果表明，该⽅法的⽇间精密度和⽇内精密度均

≤17.4%（图3）。
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图3.富集后，VTM中的ADE、AYN和NPA肽在3 amol/µL、10 amol/µL、

400 amol/µL和25000 amol/µL浓度下的⽇内精密度和⽇间精密度。
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经过重新分析并与先前分析的校准曲线⽐较后发现，QC样品在⾃动进样器上可于10 °C稳定48 h以上。

结论

使⽤VTM作为⽰例样品基质，证明SARS-Cov-2 LC-MS试剂盒(RUO)能够定量分析3~50000 amol/µL浓度范围内的

NCAP肽，精密度为≤17.4% CV，定量下限为3 amol/µL。

SARS-Cov-2 LC-MS试剂盒(RUO)可直接检测SARS-CoV-2 NCAP肽并完成定量，⽤于⽐较和整合不同LC-MS系统

、甚⾄不同研究实验室之间的结果。  利⽤LC-MS分析的主要优势（即，每次能够检测并测量⼀种以上的分析物

），该系统和试剂盒可直接检测和定量SARS-CoV-2肽，并在单次分析中监测⽣物标志物以开展研究。
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