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摘要

本⽂介绍了⼀种仅需9分钟的快速直接液相⾊谱-质谱(LC-MS)分析⽅法，可分析细胞培养基(CCM)的营养成分和代

谢物，涵盖220多种化合物。该⽅法基于反相⾊谱，⽆需衍⽣化即可直接检测氨基酸。这种快速⽅法利⽤之前建⽴

的⽤⼾友好型数据审查⼯作流程并配合多变量数据分析(MVDA)，可明显缩短从监测到决策制定的周转时间。此⽅

法已应⽤于采⽤NISTCHO细胞进⾏的cNISTmAb⽣产⼯艺优化，可对市售细胞培养基和消耗培养基中的细胞培养

基营养成分和代谢物进⾏定性和定量分析。本⽂还研究并介绍了使⽤该⽅法直接监测培养基中葡萄糖的情况。

优势

可在9分钟内快速完成细胞培养基的营养成分和代谢物分析，提供的数据库涵盖有220多种化合物■

使⽤基于ACQUITY™ Premier的技术和HSS™ T3键合填料实现出⾊的⾊谱分离，提供稳定的重现性并延⻓⾊谱

柱寿命

■

LC-MS分析使⽤负离⼦电喷雾电离(ESI-)采集模式，可提供关键营养成分和代谢物的信息，例如葡萄糖、乳酸

、⾕氨酰胺和⾕氨酸

■

包含样品前处理、分析和报告的完整⼯作流程，有助于更深⼊地了解孵育培养基■
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简介

培养基关键组分的正确组成和浓度对于⽣物治疗性细胞培养中的理想细胞⽣⻓、质量和产量⾄关重要，因此需要

在孵育优化过程中对这些化合物进⾏及时监测。我们最近的⼀篇应⽤纪要介绍了⼀种基于BioAccord™ LC-MS系统

进⾏细胞培养基(CCM)分析的LC-MS⽅法和⼯作流程1。 本应⽤纪要将展⽰⼀种更新的⽅法，可将采集时间从20 

min显著缩短⾄9 min，同时保持⽅法稳健性、数据可靠性、质量和化合物覆盖率。图1所⽰为分析⽅法⽰意图

，包括使⽤Andrew+™移液机器⼈进⾏样品前处理、使⽤BioAccord进⾏LC-MS分析、使⽤waters_connect 

informatics™进⾏数据审查和报告。运⾏时间短、分析速度快的优势可帮助⽣物⼯艺⼯程师快速监测代谢物变化

，为加快决策制定提供⽀持。

图1.基于Andrew+移液器机器⼈和BioAccord LC-MS平台进⾏细胞培养基营养成分和代

谢物分析的样品前处理、LC-MS分析及所得报告的概览⽰意图。

实验

样品前处理

表1所⽰的市售培养基溶液购⾃Millipore Sigma。消耗培养基样品由Waters™ Immerse Delaware中⼼⽣成，该

中⼼使⽤NISTCHO细胞系进⾏补料分批⽣物⼯艺实验，在CHO补料分批培养基中⽣成cNISTmAb产物（表1中的

条⽬5）。NISTCHO细胞系（RGTM 10971 NISTCHO测试材料）购⾃nist.gov（

https://www.nist.gov/programs-projects/nistcho <https://www.nist.gov/programs-projects/nistcho> 
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）。使⽤澄清培养基溶液和标准品进⾏的样品前处理均由Andrew+移液机器⼈完成。使⽤0.1% FA（含有0.1 µM

稳定同位素标记的酪氨酸[酪氨酸13C9
15N]作为内标），将消耗培养基样品以1:400 (V:V)的⽐例稀释。使⽤包含

1:400稀释的Earle’s平衡盐溶液（Millipore Sigma E2888）和0.1 µM酪氨酸SIL的0.1% FA溶液，以连续稀释法

稀释沃特世氨基酸细胞培养基标准品（表1中的条⽬1），从10 µM稀释⾄0.01 µM，制得标准品校准溶液。

⽅法条件

结果与讨论

快速⾼通量LC-MS⽅法描述

本⽂介绍了⼀种耗时9 min、快速⾼通量的细胞培养基营养成分和代谢物分析⽅法。相⽐于之前发布的20 min⽅法

，9 min⽅法运⾏时间节省了50%，同时能够保持化合物覆盖率不变1。 该⽅法使⽤尺⼨为2.1 × 100 mm的

ACQUITY Premier HSS T3⾊谱柱，通过BioAccord LC-MS系统进⾏检测。与20 min⽅法类似，9 min⽅法也是直

接检测氨基酸，⽆需衍⽣化。为监测消耗培养基，使⽤0.1%甲酸⽔性流动相按1:100⾄1:400 (V:V)的⽐例稀释澄清

培养基样品是唯⼀需要的样品前处理步骤。稀释⽐率取决于培养基配⽅的浓度/强化情况，稀释过程将采⽤

Andrew+移液机器⼈实现⾃动化，样品前处理⽅案可下载。更新后的化合物库收录了220多种化合物，涵盖了⼴泛

的细胞培养基分析数据。可⽤于通过waters_connect进⾏数据处理的⼯作流程（包括简化数据审查、分析消耗培

养基中的未知化合物以及使⽤EZInfo进⾏MVDA）与之前的20 min⽅法相同1。 该⽅法的⼴泛适⽤性通过分析代表

性的市售培养基溶液进⾏了评估，包括沃特世氨基酸细胞培养基标准品溶液、DMEM、IMDM、CHO补料分批培养

基、HEK293病毒载体培养基和微⽣物⽣⻓培养基（⻅表1）。对于所有培养基样品，9 min⽅法⽣成的检测结果与

20 min⽅法相同。沃特世氨基酸细胞培养基标准试剂盒中26种氨基酸的提取离⼦流⾊谱图(XIC)⻅图2。总⽽⾔之

3沃特世推出快速⾼通量LC-MS⽅法分析细胞培养基营养成分和代谢物，为上游⽣物⼯艺提供⽀持



，该⽅法⽣成了尖锐且对称的峰，同分异构体化合物对（异亮氨酸/亮氨酸和2-氨基丁酸/4-氨基丁酸）实现了基线

分离。

表1.使⽤9 min分析法分析市售溶液的汇总。

图2.氨基酸细胞培养基标准品试剂盒中26种化合物的提取离⼦流⾊谱图(XIC)。两对同分异构体化合物（异亮氨酸

/亮氨酸和2-氨基/4-氨基丁酸）实现了基线分离。

⽅法性能使⽤包含26种氨基酸的沃特世氨基酸细胞培养试剂盒（P/N：186009300 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009300-amino-acid-cell-culture-

standard-kit.html> ）进⾏确定。我们还单独制备了葡萄糖校准溶液，各氨基酸的提取离⼦流⾊谱图如图2所⽰。

分析使⽤1/x2拟合的线性回归和20%偏差排除标准确定⽅法线性。⽅法精密度和准确度分别在两个浓度（0.5 µM

和2.5 µM）下进⾏6次重复进样来确定。表2中汇总的数据表明，所有化合物的重现性和准确度均与20 min⽅法相
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当2。上述结果表明，快速⾼通量⽅法可同时提供定量和定性结果。缺少标准品时，在⼯艺优化实验和后续的

MVDA分析⽅法中，相对响应可为分析培养基营养成分和代谢物的变化提供丰富的信息。

表2.使⽤9 min⽅法定量氨基酸和葡萄糖的线性范围、准确度和精密度汇总。分析中使⽤

的氨基酸标准品溶液为氨基酸细胞培养基标准品试剂盒（P/N：186009300）。线性范

围由1/x2拟合的线性回归得出，20%偏差作为排除标准。氨基酸数据使⽤ESI+模式采集

，葡萄糖数据则使⽤ESI-模式采集。

在消耗培养基分析中的应⽤

该⽅法已应⽤于CHO细胞培养⽣成cNISTmAb过程中的消耗培养基分析。在14天的培养期间，对不同葡萄糖补料

条件下的消耗培养基溶液进⾏采样。离⼼后，⽤0.1% FA按1:400的⽐例稀释上清液，然后同时使⽤9 min快速⽅

法和20 min⽅法进⾏分析。图3所⽰为不同反应烧瓶中MS响应随采样⽇期变化的趋势图，图中对⽐了两种分析⽅

法。图3中包括三种代表性氨基酸，天冬氨酸是⾊谱先洗脱化合物的⽰例，亮氨酸是中间洗脱化合物的⽰例，苯丙

氨酸是后洗脱化合物的⽰例。结果显⽰出优异的相关性，两种⽅法都获得了相同的趋势，表明20 min⽅法获得⾼

质量数据的能⼒在9 min⽅法中得到保持。
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图3.化合物趋势图，展⽰观测响应值随培养条件和采样时间的变化趋势。左侧绿⾊图为采⽤9 min⽅

法得到的数据，中间的蓝⾊图为采⽤20 min⽅法得到的数据。右侧是9 min⽅法与20 min⽅法的响应

相关图。所有消耗培养基样品重复进样两次。

图4为不同葡萄糖补料条件下的葡萄糖响应与采样时间的叠加图，其中⽐较了9 min⽅法(A)与20 min⽅法(B)。图

4还包括从常⽤的细胞培养基分析仪Nova Flex2 (C)获得的葡萄糖数据。在实验设计中，研究⼈员测试了四种葡萄

糖补料条件。烧瓶1、2和3使⽤减少葡萄糖的补料条件。向烧瓶4中补加葡萄糖，使其在整个培养过程中维持恒定

的6 g/L浓度。结果表明，在减少葡萄糖补料的条件下（烧瓶1-3），葡萄糖在细胞的指数⽣⻓期（5-7天）迅速减

少并耗尽；作为对⽐，在相同时间段内，使⽤维持剂量条件（绿线，烧瓶4）维持葡萄糖浓度不变。细胞活⼒和蛋

⽩质滴度结果表明，维持剂量组具有⾼细胞活⼒和更⾼的蛋⽩质滴度（请参阅沃特世关于使⽤BioAccord分析细胞

培养基中的完整蛋⽩的应⽤纪要3）。图4显⽰，9 min⽅法与20 min LC-MS⽅法获得了相当的⾼质量数据，并且

LC-MS⽅法与Nova Flex2分析仪获得的数据之间存在良好的相关性。在负离⼦条件下除葡萄糖外，还可检出⼏种

氨基酸，包括⾕氨酰胺和⾕氨酸。因此，需要监测关键营养成分和代谢物（例如葡萄糖、乳酸、⾕氨酰胺和⾕氨

酸）时，只需在负离⼦条件下进样⼀次即可获得结果。
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图4.所有补料条件下的葡萄糖响应与培养时间的叠加图。(A) 9 min⽅法的数据，(B) 20 min⽅法的数据，(C) Nova 

Flex2分析仪的数据。四种葡萄糖补料条件⽤不同的颜⾊表⽰，置于四个单独的培养瓶中，⼀式两份。图中的误差

条表⽰重复测量。分析中利⽤LC-MS对葡萄糖氯加合物(+Cl)进⾏了选择性检测。

结论

本⽂介绍了⼀种⽤于细胞培养基营养成分和代谢物监测的快速⾼通量分析⽅法。该⽅法包括耗时9 min的快速数据

采集、涵盖220多种化合物的数据库筛查、简便的数据审查、数据报告以及化合物解析和批次⽐较(MVDA)功能。

分析时间缩短⾄9 min，能够帮助⽣物⼯艺实验室快速⽣成数据。该⽅法使⽤的消耗培养基样品不到10 μL，并且

只需使⽤⽔性流动相简单稀释采样⾃⽣物反应器的澄清消耗培养基样品。使⽤Andrew+移液机器⼈可以轻松执⾏

培养基和标准品溶液的⾃动化样品前处理。经过⼤量的数据对⽐，快速9 min⽅法⽐之前发布的20 min⽅法节省了

50%的分析时间，⽽获得的⾼质量数据和⽅法稳健性仍然相同。综上，将快速⾼通量⽅法与沃特世⽣物⼯艺⼀站

式解决⽅案相结合，可帮助分析科学家和⽣物⼯艺⼯程师在常规分析中轻松获取⾼质量数据，助⼒上游⽣物⼯艺

优化4。 功能⻬全的BioAccord LC-MS系统可对培养基样品进⾏常规监测以及深⼊分析，全⾯了解您的⼯艺。
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