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摘要

⽣物⼯艺中准确测量细胞培养基的成分对于原料测试（批次间和多供应商采购）、培养基开发和培养过程中代谢

物不断变化的消耗型培养基监测⾮常重要。本⽂展⽰了使⽤BioAccord LC-MS系统在未衍⽣化条件下对细胞培养

基中的氨基酸(AA)进⾏常规定量的优势和性能。结果表明，该⽅法能够以三个数量级(0.01 µM~10 µM)的线性范围

对AA进⾏定量，且具有出⾊的准确度和精密度。使⽤未标记的化合物作为内标对于响应归⼀化是有效的。数据表

明该⽅法适⽤于原始培养基中氨基酸的质量控制以及消耗型培养基中氨基酸消耗率的测定。

优势

使⽤简单易⽤的BioAccord LC-MS系统对细胞培养基进⾏定量和定性监测■

符合法规要求的单⼀信息学套装，⽀持数据采集、数据审查、未知物解析、报告模板和多变量数据分析■

简介

我们开发出⼀种在BioAccord™ LC-MS系统上使⽤ACQUITY™ Premier HSS T3⾊谱柱的反相液相⾊谱和质谱(LC-

MS)⼯作流程⽅法⽤于细胞培养基分析（图⽰1）1。 Premier系统和⾊谱柱的硬件设计中采⽤了MaxPeak™⾼性能
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表⾯技术。该⽅法已应⽤于抗体⽣产1、微⽣物发酵2以及细胞和基因治疗3中的细胞培养基监测。监测培养基成分

在不同⽣物反应器中的变化以及在培养过程中的经时变化对培养基开发和⼯艺优化表现出很⾼的价值4。在⽅法库

中的200多种化合物中，反相⽅法可对氨基酸(AA)进⾏直接的未衍⽣化分析，⽆需进⾏样品制备（包括衍⽣化）。

迄今为⽌，在分析的所有培养基中，AA是含量最多的化合物，因为它们是蛋⽩质⽣物治疗药物⽣产所需的必要构

件。监测补料氨基酸和消耗型培养基在培养过程中的氨基酸，确保它们处于理想范围内，对于治疗效价和产品质

量⾮常重要。本应⽤纪要重点介绍使⽤反相⾊谱法对未衍⽣化氨基酸进⾏的定量。

图⽰1.BioAccord系统/waters_connect™细胞培养基分析⼯作流程⽰意图。

实验

样品和标样制备

通过系列稀释含17种氨基酸的储备液⾄0.01~10 µM的浓度范围，制备外部标准曲线溶液。使⽤的稀释剂是

1:1000稀释的Earle平衡盐(EBS)储备液(MilliporeSigma P/N: E2888)，使⽤0.1%的甲酸(FA)⽔溶液，其中含有

0.1 µM 3-氯-酪氨酸作为内标。EBS的⽤途是模拟消耗型培养基中⼀般的盐条件。

内标研究中使⽤的样品是市售的培养基溶液IMDM (MilliporeSigma P/N: I3390)和稳定同位素标记(SIL)氨基酸标

准混合物（沃特世P/N：186009051 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--
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reagents/186009051-kairos-amino-acid-internal-standard-set-100.html> ）。将SIL混合物作为内标(IS)加⼊

1:100稀释的IMDM 0.1%甲酸溶液中，使SIL最终浓度为5 µM。 

LC条件

梯度表

3使⽤BioAccord™ LC-MS系统定量细胞培养基中的未衍⽣化氨基酸

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009051-kairos-amino-acid-internal-standard-set-100.html
https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009051-kairos-amino-acid-internal-standard-set-100.html


MS条件

结果与讨论

标准曲线

使⽤17 AA混合物，通过细胞培养基⽅法和BioAccord LC-MS平台收集氨基酸定量响应。使⽤EBS（⽤于制备培养

基的平衡盐溶液）制备标准曲线标准品溶液，并在质量控制(QC)样品组的开始和结束时进样。对每种氨基酸获取

基于log-log线性曲线拟合的线性响应。标准曲线数据的⽰例如图1所⽰，显⽰了两种同量异位化合物（异亮氨酸

和亮氨酸）的⾊谱图、汇总响应图和标准曲线。对于这两种化合物，观察到出⾊的基线⾊谱分离和可重现的响应

（表1）。观察到的线性范围为0.01~10 µM或3个数量级的动态范围(R2 = 0.9996)。图2和表1总结了其余AA的标准

曲线和线性范围。数据显⽰，⼤多数化合物的线性范围为0.01~10 µM或三个数量级的动态范围(R2 > 0.996)。其中

例外包括灵敏度较低的丙氨酸和⽢氨酸，以及线性范围较窄的苏氨酸。 
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图1.亮氨酸和异亮氨酸的⾊谱图、响应条形图和标准曲线。
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图2.氨基酸的标准曲线。使⽤log-log线性校准进⾏曲线拟合。

确定了两个QC样品（0.05 µM的低浓度QC样品和5 µM的⾼浓度QC样品）的⽅法准确度和精密度。表2总结了基于

三次重复进样的数据。总体⽽⾔，观察到出⾊的准确度(85%~115%)和重现性（⾼浓度QC和低浓度QC下分别为

<4%和<15%）。总之，该数据表明可以使⽤反相⽅法定量测定细胞培养基中的氨基酸，⽤于原始培养基的质量控

制和/或消耗型培养基在培养过程中的定量监测。
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表1.QC样品三次重复进样的线性、精密度和准确度总结。  

内标注意事项

在定量⽣物分析中，将内标(IS)添加到样品中进⾏信号归⼀化，以确保尽可能⾼的重现性和准确度。通常需要使⽤

相同分析物的SIL样品。图3显⽰了使⽤IS校正的⽰例，显⽰了SIL-亮氨酸作为IS时亮氨酸100次重复进样的趋势图

。亮氨酸或SIL-亮氨酸的单个图显⽰出进样早期的响应漂移。通过使⽤SIL校正，变化显著减少，准确度和信号重

现性得以提⾼。
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图3.100次进样的原始响应的条形趋势图。(A)亮氨酸，(B)稳定同位素标记的亮氨酸，(C)亮氨酸/SIL-亮氨酸的响应

⽐。该图显⽰的原始响应的信号变化已使⽤内标进⾏校正。

本研究使⽤不同化合物研究了基于单个IS的响应重现性。使⽤的样品是基础培养基混合物IMDM，其中加标SIL氨

基酸混合物，进样100次或采集数据超过35⼩时。100次进样的重现性计算如下：(1)⽆IS，(2)使⽤先洗脱的化合

物SIL-脯氨酸(Pro)作为IS，(3)使⽤中间洗脱的SIL-亮氨酸(Leu)作为IS，或(4)使⽤后洗脱的SIL-苯丙氨酸(Phe)作

为IS。

图4是使⽤上述IS校正计算的100次进样的%RSD汇总图。结果表明，当未校正响应时，%RSD约为5%。当使⽤相

应的SIL化合物时，所有IS校正⽅法的%RSD降低⾄<3%，并获得理想重现性。这些数据表明，虽然特定化合物的

SIL产⽣了预期的理想重现性，但使⽤结构不同的化合物作为IS是提⾼重现性的实⽤⽅法。在⽬前的原始和消耗型

培养基分析中，3-氯酪氨酸已成功⽤作内标2-4。
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图4.使⽤不同化合物作为内标的%RSD汇总图。蓝⾊条形：脯氨酸（保留时间 = 1.73 min），橙⾊条

形：亮氨酸（保留时间 = 5.64 min），灰⾊条形：苯丙氨酸（保留时间 = 8.11 min）。 

结论

使⽤细胞培养基⽅法和BioAccord LC-MS系统成功定量了未衍⽣化氨基酸■

在相关⽣物⼯艺⽔平上，所有氨基酸都获得了出⾊的准确度和重现性■

内标研究表明，使⽤单⼀化合物作为内标可以有效地获得良好的重现性■

当使⽤标准曲线标准品溶液时，该⽅法除了⽤于消耗型细胞培养基监测以⽀持⼯艺开发外，还可以⽤于原料测

试的质量控制

■
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