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超高效液相色谱法测定细胞培养液

中游离氨基酸浓度

田 燕*，王英超，王雅萍

(山东威高瑞生医疗器械有限公司，威海 250014)

摘 要: 目的 探讨基于超高效液相色谱(ultra performance liquid chromatography, UPLC)法，对细胞培养液中

游离氨基酸浓度的测定方法。方法 采用 UPLC 技术，结合优化的样品处理方法，对细胞培养液中游离氨基

酸进行高效、精准的测定。结果 该 UPLC 法能够快速、可靠地测定细胞培养液中的游离氨基酸浓度，为生

物制药工业中细胞培养监控与优化提供了有效手段。结论 对氨基酸浓度的准确测定，不仅有助于更好地了

解细胞培养液中关键营养成分的动态变化，还为生产过程中的工艺优化提供了重要数据支持。
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Determination of free amino acid concentration in cell culture medium by
ultra performance liquid chromatography
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ABSTRACT: Objective: This study aims to explore a method for determining the concentration of free amino acids

in cell culture media based on ultra performance liquid chromatography (UPLC). Methods Researchers used UPLC

technology combined with optimized sample processing Methods to efficiently and accurately determine free amino

acids in cell culture medium. Results The research results indicate that the UPLC method can quickly and reliably

determine the concentration of free amino acids in cell culture medium, providing an effective means for monitoring

and optimizing cell culture in the biopharmaceutical industry. Conclusion Accurate determination of amino acid

concentration not only helps to better understand the dynamic changes of key nutrients in cell culture media, but also

provides important data support for process optimization in the production process.
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0 引 言

细胞培养液作为生物反应器中的关键介质，其中的游

离氨基酸浓度对于细胞生长、代谢生产目标蛋白质具有重

要影响。因此，准确测定细胞培养液中游离氨基酸的浓度，

对于生产过程的监控和优化至关重要。传统的氨基酸测定

方法存在分析周期长、灵敏度低等问题，超高效液相色谱

(ultra performance liquid chromatography, UPLC)以其高分

辨率、高灵敏度和短分析时间的特点，成为生物制药领域

中游离氨基酸浓度测定的理想选择。在这一背景下，为有

效解决上述问题，提升细胞培养液内的游离氨基酸浓度测

定效率及其测定质量，本研究旨在借助 UPLC 技术，通过
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优化分析方法，实现对细胞培养液中游离氨基酸浓度的快

速、准确测定。希望通过本次的研究，可以对超高效液相

色谱法的合理应用提供一定参考，以此来进一步提升细胞

营养液中的游离氨基酸测定效果。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

为了确保实验结果的准确性与可靠性，研究人员采用

了 Waterls UPLC T-class bios system 液相色谱仪器。该仪

器由四元泵、自动进样器以及紫外检测器等原件构成，其

中四元泵用于输送流动相，通常是溶液，通过色谱柱，通

过精确的控制，可以在极短的时间内实现高压梯度，提供

了高效的溶剂梯度洗脱; 自动进样器用于将待分析的样品

引入液相色谱系统，以进行分离。该设备紫外检测器用于

检测样品中吸收紫外光的成分，常用于生物分析中检测蛋

白质、核酸等生物分子。可以自动进行多个样品的进样，

提高分析的通量和减少人工操作的误差。四元泵能够精确

控制流动相的流量和比例，确保样品在色谱柱中的分离效

果[1]。自动进样器有效降低了手动操作所产生的误差，提

高了实验的可重复性和准确性。而紫外检测器则可以对样

品进行实时监测，为实验提供及时可靠的数据。

除了 Waterls UPLC T-class bios system 之外，本研究

还使用了其他多种实验设备。例如，Thermeo Scienitfic 公

司提供的 Forme377 型 CO 培养箱，该设备能够模拟细胞生

长的环境，为实验提供稳定、可控的培养条件。研究人员

还使用了 Milli-Q 纯水机来制备高纯度的水，保证实验所

需的试剂和溶剂的质量。同时，采用 Vertex 4 涡旋振荡器

来混合样品和试剂，使得样品能够充分反应，提高实验的

灵敏度和准确性。

1.2 实验材料

本研究需要准备特定的细胞，这些细胞是实验的基础，

因为它们具有独特的基因表达和功能，对于研究特定的问

题非常重要[2]。除了上述细胞外，实验还需要使用一些衍

生试剂。本次研究选择了 AceQ.FluerTML 衍生试剂包，它

包含硼酸缓冲液、AQD 粉末和乙腈等成分。

1.3 色谱条件

在实验过程中，将流速设定为 0.7 mL/min，确保柱子

的压力稳定，避免因流速波动而影响分离效果。同时，将

柱温设定在 60℃，有助于提高化合物的溶解度和扩散系

数，优化分离效果。进样量方面，采用 1 μL 的进样体积，

这一微小的进样量可以减少样品的稀释程度，降低杂质的

干扰，提高检测的灵敏度和特异性。在紫外检测波长的选

择上，采用 240 nm 的波长。这一波长对于许多氨基酸和蛋

白质具有较强的吸收特性，能够提供较高的检测灵敏度。

流动相的选择对于色谱分离至关重要。本研究采用 A-

醋酸盐-磷酸盐缓冲液、B-10%乙腈、C-水、D-乙腈的组合

[3]。这种组合既考虑了化合物的极性和酸性/碱性性质，又

考虑了分离的效率和溶剂的兼容性，梯度洗脱条件如下(详

见表 1)。

表 1 流动相条件

Table 1 Mobile phase conditions

时间/min A(%) B(%) C(%) D(%) 曲线

0.00 10.1 0.0 90.3 0.0 NA

0.28 9.8 0.2 90.1 0.1 12

5.47 9.1 80.2 11.2 0.2 8

7.11 8.2 15.8 57.8 18.6 7

7.3 8.4 15.8 57.8 18.6 7

7.68 7.9 0.2 0.2 21.4 7

7.96 4.2 0.2 0.1 57.8 7

8.57 4.2 0.1 0.0 59.7 7

8.69 10.3 0.1 0.1 0.0 7

10.22 10.2 0.0 0.1 0.2 7

注：A：乙酸-磷酸盐缓冲液；B：乙腈溶液(10%)；C：水；D：乙腈

1.4 氨基酸标准品/样品溶液氨基酸衍生化的制备
在氨基酸分析中，标准品或样品的制备是至关重要的
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第一步。为了保证结果的准确性和可靠性，研究人员必须

遵循一系列严格的步骤。首先，从储存的标准品或样品中

吸取 12 μL 溶液，并将其注入一个 4 mm×60 mm 的样品管

底部。这一步需要使用精确的移液器，以避免体积误差。

向样品管中加入 75 μL 的硼酸盐缓冲液，并进行涡旋混合，

以确保溶液充分混合。在此基础上，吸取 25 μL 的衍生剂

加入样品管中[4]。衍生剂的作用是标记氨基酸分子，使其

更适合后续的 UPLC(超高效液相色谱)分析。再次进行涡旋

混合后，将样品管放入 60℃的烘箱中加热 15 分钟。这个

加热过程有助于促进衍生反应的进行，使氨基酸分子与衍

生剂充分结合。

2 方法学考察

(1) 系统适用性实验。本次研究中，相关研究人员使

用了氨基酸标准品溶液，以及高表达抗 PD-1 抗体的细胞

培养液进行实验。按照游离氨基酸衍生化方法制备上样溶

液，采用设定的色谱条件进行分离分析，通过这种方式确

保系统对标准品和实际细胞培养液样品的有效应用。

(2) 线性回归实验。通过水将氨基酸标准品倍比稀释，

得到不同浓度的溶液。制备标准品溶液，按照设定的色谱

条件进行分析，并以峰面积为纵坐标，氨基酸浓度为横坐

标进行线性回归。通过计算线性回归方程和相关系数，确

定方法的线性动态范围和灵敏度。

(3) 检测限和定量限实验。对氨基酸工作标准品进行不断

稀释，以信噪比为 3时的进样浓度为检测限，信噪比为 10时

的进样浓度为定量限，确保方法在低浓度下的可靠性。

(4) 精密度实验。取衍生后的氨基酸标准品溶液，重

复上述步骤 8 次，计算氨基酸标准品保留时间和峰面积的

相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)，以验证方

法的稳定性。

(5) 溶液稳定性实验。溶液稳定性实验用于考察样品

溶液在一定时间内的稳定性[5]。取表达抗 PD-1 抗体的细胞

培养液上清，按照样品溶液氨基酸衍生化的方法制备上样

溶液，不同时间点进行进样，每次重复 3 次，评估样品在

一定时间内的稳定性。

(6) 氨基酸代谢分析。在细胞培养周期内的 14 d 中，

每天固定时间吸取细胞培养液，进行冷冻保存[6]。培养周

期结束后，培养液恢复至室温后进行离心，用纯水稀释 20
倍，按照样品溶液氨基酸衍生化的方法制备上样溶液，通

过这种方式深入了解细胞培养过程中氨基酸代谢的动态变

化。

3 结果与分析

3.1 线性分析

线性关系实验的结果表明，随着氨基酸工作标准品浓

度的增加，17 种氨基酸峰的峰面积呈线性增加[7]。通过对

浓度与峰面积进行线性拟合，得到 17 种氨基酸的相关系数

(R)均大于等于 0.9993，表明线性关系良好。这说明所采用

的 UPLC 方法在测定不同浓度范围内的氨基酸时，具有可

靠的线性响应，为准确定量提供了基础。

3.2 检测限和定量限

在检测限和定量限实验中，使用信噪比为 3 和信噪比

为 10 来评估方法的灵敏度。结果显示，半胱氨酸的检测限

为 0.2 μmol/L，其他 16 种氨基酸的检测限为 0.3 μmol/L[8]。

在信噪比为 10 时，半胱氨酸的定量限为 0.3 μmol/L，其他

16 种氨基酸的定量限为 1 μmol/L。这表明本研究所采用的

方法对氨基酸具有高灵敏度，能够在较低浓度范围内准确

检测和定量目标物质[9]。

3.3 精密度和重复性

精密度实验结果显示，对于 17 种氨基酸标准品，保存

时间的相对标准偏差(RSD)在 0.02%～0.2%之间，而峰面积

的 RSD 在 0.55%～0.88%之间。在细胞培养液上清液中，

17 种氨基酸的保存时间 RSD 为 0.19%～0.91%，峰面积

RSD 为 0.44%～1.25%，这表明仪器具有良好的精密度。

3.4 溶液稳定性

溶液稳定性实验结果表明，每隔 2.5 小时重复进样 4

次，10 小时内总计 16 次的实验中，17 种氨基酸峰面积的

平均 RSD 为 1.13%，小于 2%[10]。这表明样品溶液具有良

好的稳定性，说明方法在短时间内样品处理过程中变化较

小。这对于长时间实验或需要多次进样的实验提供了保证，

确保结果的准确性与可靠性。

3.5 氨基酸代谢

经本次实验结果显示，在通过实验样品溶液氨基酸衍

生化方法制备了上样溶液之后，其氨基酸代谢可按照三类

进行划分，第一类是快速消耗的氨基酸，包括 Ile、Thr、

Leu、His、Arg 等；第二类是缓慢消耗的氨基酸，包括 Met、

Val、Phe、Tyr、Ser 等；第三类是积累的氨基酸，包括 Pro、

Ala、Glu、Asp 等。
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4 讨论与结论

细胞培养液中游离氨基酸浓度的准确测定，对于了解

细胞代谢状态、优化培养条件以及生物制品生产的质量控

制至关重要[11]。本研究采用超高效液相色谱(UPLC)结合

AQC 作为衍生剂，成功地实现了对高表达抗 PD-1 抗体的

细胞株培养液中 17 种游离氨基酸的测定[12]。

在实验方法设计方面，选择 AQC 以及 UPLC 分离技

术，使得在短短 11 min 内完成了对细胞株培养液中 17 种

氨基酸的全面分离[13]。四元溶剂泵梯度曲线的调整进一步

保证了在 0.28~7.11 min 内的有效分离，为后续的浓度测定

奠定了基础。

在样品处理和分离优化方面，通过培养基的筛选和干

扰物质的降低，样品的处理过程经过 AQC 柱前衍生后，

使得样品的极性明显降低，为在色谱柱上获得较好的保留

提供了条件。这一过程的设计巧妙地减小了干扰物质，在

衍生化过程中的基质效应，有效提高了测定的准确性[14]。

在分析方法验证方面，通过建立柱前衍生-超高效液相

色谱的方法，成功测定了表达 PD-1 抗体的细胞株培养液

中 17 种游离氨基酸的浓度。验证结果表明，各种氨基酸在

其浓度范围内具有良好的线性关系，且方法具有高灵敏度。

仪器的精密度和重现性、溶液的稳定性符合药典要求，确

保了测定结果的可信度与可重复性，这一方法的快速和稳

定性为实际应用提供了便利[15]。

本次研究中，通过对 17 种氨基酸的代谢分析，揭示了

蛋氨酸、异亮氨酸和亮氨酸在细胞培养周期内的迅速消耗

情况，可能为细胞生长或抗 PD-1 抗体表达的限制性成分。

此外，糖酵解途径产物丙酮酸的变化在转氨酶作用下生成

丙氨酸，前期积累后期消耗，对优化培养基配比具有指导

意义，为提高生产效率提供了有益信息。

综上所述，本研究通过对 UPLC 法在细胞培养液中游

离氨基酸浓度测定的深入研究，成功建立了一套稳定、快

速的测定方法。该方法在实验设计、样品处理、分析方法

验证以及氨基酸代谢分析等方面，均展现出卓越的优势。

这一研究为细胞培养液中氨基酸浓度测定提供了可靠手

段，同时为生物制品生产中的质量控制和培养条件优化提

供了重要参考，具有广泛的应用前景。
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