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超高效液相色谱法同时测定细胞培养液中17种游离氨基酸浓度

胡 妍 1, 梅文枫 2*

(1. 福建医科大学公共技术中心, 福建 福州 350122; 2. 福建医科大学研究生院, 福建 福州 350122)

摘要: 建立柱前衍生-超高效液相色谱同时测定高表达程序性死亡蛋白-1 (programmed death protein-1, PD-1)抗

体的细胞株培养液中 17种游离氨基酸浓度的方法, 根据浓度检测结果, 对表达抗PD-1抗体的细胞株进行氨基酸代

谢分析。使用 6-氨基喹啉-N-羟基琥珀酰亚胺基氨基甲酸酯 (6-aminoquinoline-N-hydroxysuccinimidyl carbamate, 

AQC)作为衍生剂, 将不同浓度的氨基酸标准品或细胞株培养液中的游离氨基酸转化为稳定的紫外衍生物, 采用

ACQUITY UPLC BEH C18 (2.1 mm × 100 mm, 1.7 µm)色谱柱梯度洗脱分离, 流速为 0.7 mL·min-1, 柱温 55 ℃, 进样

量为 1 µL, 在紫外检测器检测波长为 260 nm的条件下进行检测, 使用外标法计算氨基酸浓度, 并对高表达抗 PD-1

抗体的细胞株培养液中游离氨基酸浓度进行测定, 根据细胞培养周期内氨基酸浓度变化进行代谢分析。结果表明, 

柱前衍生-超高效液相色谱法能在 11 min内将 17种氨基酸进行完全分离, 在 0.75～500 µmol·L-1浓度范围内线性关

系良好 (相关系数R2 ≥ 0.999 3), 检测限为 0.1～0.3 µmol·L-1, 定量限为 0.3～1 µmol·L-1, 建立的方法具有快速、重现性

高的优点, 氨基酸代谢分析显示, 蛋氨酸、异亮氨酸和亮氨酸可能为细胞株生长和表达限制性成分。建立的柱前衍

生-超高效液相色谱法快速、准确, 可用于同时检测细胞培养液中17种游离氨基酸浓度的变化。
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Abstract: To establish an ultra high performance liquid chromatography coupled with pre-column derivatiza‐

tion method for simultaneous determination of 17 kinds of free amino acid concentrations in CHO cell which 

expressed high levels of programmed death protein-1 (PD-1) antibody, and its amino acid metabolism was analyzed 

by this method. Using 6-aminoquinoline-N-hydroxysuccinimidyl carbamate (AQC) as a derivatization reagent, the 

free amino acids in different concentrations of amino acid standards or cell lines were transformed into stable UV-

absorbent compounds, which were separated by gradient elution through ACQUITY UPLC BEH C18 (2.1 mm × 

100 mm, 1.7 μm) column. The flow rate was set at 0.7 mL·min-1, the column temperature at 55 ℃, the loading amount 

of sample at 1 µL, the UV detection wavelength at 260 nm, and then the free amino acid concentration in cell lines 

which expressed PD-1 antibody was determined by external standard method. According to the changes of amino 

acids concentration during the process of cell culture, the amino acid metabolism was analyzed. The results showed 

that pre-column derivatization high performance liquid chromatography could completely separate 17 kinds of 

amino acids within 11 minutes, has good linear relationship (R2 ≥ 0.999 3) in the range of 0.75-500 μmol·L-1, the 
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limits of detection was 0.1-0.3 μmol·L-1, the limits of quantitative was 0.5-1 μmol·L-1. The established method is 

quickly and reproducibility. Amino acid metabolism revealed that methionine, isoleucine and leucine may be the 

restrictive factors of expression for cell line. This method can be used for detection changes of free amino acid 

concentration in cell line.
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癌症的治疗是人类持续努力并不断取得进展的过

程。在过去的 200年间, 癌症的治疗方法已有多次突

破, 从早期的化疗到随后的靶向治疗, 再到目前的以生

物分子为主的精准治疗, 这给众多的肿瘤患者带来希

望[1]。与传统化学药物相比, 抗肿瘤单克隆抗体显示

出更强的特异性和更好的治疗效果, 抗体药物的出现

也在逐步地改变肿瘤治疗局面[2,3]。尤其是当单克隆

抗体从最初的鼠源抗体发展为人源化抗体后[4], 该类

药物已成为目前最具潜力的抗肿瘤药物[5-7]。

程序性死亡因子 1 (programmed death protein-1, 

PD-1) 单抗是当今肿瘤领域最热门的药物之一, PD-1/

PD-L1通路的研究引领了肿瘤治疗由传统的放化疗向

免疫治疗领域方向性的变革[8]。抗 PD-1 抗体能阻止

PD-L1与 PD-1结合, 激活人体自身的免疫系统, 从而

杀死肿瘤细胞[9-12]。经过 20多年的研发, 抗 PD-1单抗

相关的临床试验显示, 抗PD-1抗体能激活免疫系统识

别并杀灭不同类型的肿瘤, 且具有毒性低、副反应少以

及抗癌谱广等特点[13], 两款抗 PD-1 抗体—Opdivo 和

Keytruda已在 2014年得到美国 FDA批准用于肿瘤临

床治疗[14-16]。

在生物制药领域 , 通常选用中国仓鼠卵巢细胞 

(CHO) 作为宿主细胞, 来大规模生产单抗[17]。氨基酸

是刺激细胞生长的重要组分, 培养CHO的过程中会消

耗或者释放氨基酸, 在培养基中须及时调整氨基酸浓

度, 使细胞的密度、活率在培养周期内都能达到符合要

求的水平, 因此, 在细胞生长过程中需监测培养液中氨

基酸浓度的变化 , 找出培养过程中的营养限制性成

分[18], 再选用合适的培养基和添加补料的方式, 可以提

高细胞培养液中单抗的表达量[19]。

目前, 实验室测定氨基酸浓度的方法有很多种, 常

见的有全自动氨基酸仪法、毛细管电泳法、液相色谱-

质谱串联法、高效液相色谱法等[20-22], 前三种方法技术

成本较高、不易普及, 高效液相色谱法操作简单, 成本

较低, 应用范围广, 常用于实验室常规检测。超高效液

相色谱 (UPLC) 是从高效液相 (HPLC) 基础上发展起

来的新色谱技术, 与HPLC方法相比, UPLC方法具有

节约时间、分辨率更高、溶剂使用更少等特点[23,24]。

由于氨基酸的分子质量较小, 极性较强, 没有发色

基团, 不利于直接检测。通过衍生试剂给氨基酸添加

发色基团更有利于检测。目前常用的衍生剂有邻苯二

醛 (OPA)[25]、异硫氰酸苯酯 (PITC)[26]、氯甲酸芴甲酯 

(FMOC-Cl)[27]、6-氨基喹啉-N-羟基琥珀酰亚胺活化环

氨基甲酸酯 (6-aminoquinoline-N-hydroxysuccinimidyl 

carbamate, AQC) [28]等 , 其中 OPA 不与二级氨基酸反

应; PITC、FMOC-Cl都能与一级、二级氨基酸反应, 但

需要去除剩余溶剂再进行色谱分析, 且PITC样品中痕

量的 PITC 会缩短分析柱寿命, FMOC-Cl生成多种衍

生产物影响测定; AQC能通过一步反应与一级、二级

氨基酸反应生成稳定的衍生化氨基酸与副产物 N-羟

基琥珀酰亚胺 (N-hydroxysuccinimide, NHS) (图 1A), 

过量的 AQC 则水解成 6-氨基喹啉 (6-aminoquinoline, 

AMQ), NHS 不被色谱柱保留, AMQ 对氨基酸含量测

定无影响, 衍生产物单一、稳定, 具有很强的紫外吸收

和荧光吸收, 衍生过程操作简单, 反应快速且特效, 成

为近几年应用较为广泛的氨基酸柱前衍生剂之一。

综上所述, 本研究拟建立了一种以AQC为柱前衍

Figure 1　 Chemical equation of 6-aminoquinoline-N-hydroxysuccinimidyl carbamate (AQC) and 1* or 2* amino acid (A), chemical 

equation of AQC and H2O (B)
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生试剂的超高效液相色谱同时测定细胞培养液中17种

游离氨基酸浓度的方法, 并用于细胞培养液中游离氨

基酸浓度测定, 根据氨基酸浓度检测结果, 对细胞进行

氨基酸代谢分析, 可为优化细胞培养基的配比提供理

论依据, 对提高抗PD-1抗体的表达量具有指导意义。

材料与方法

仪器与试剂 Waters UPLC H-class bio system 超

高效液相色谱仪, 包括四元泵、自动进样器、四通道柱温

箱, 紫外检测器, Empower 3色谱工作站 (Waters公司, 

美国); Forma371型CO2培养箱 (Thermo Scientific公司, 

美国); Milli-Q 纯水机 (Millipore 公司 , 美国); Vortex 3

涡旋振荡器 (IKA 公司 , 德国); 烘箱 (GZX-9146MBE

型, 上海博迅生物科技股份有限公司); 超声波清洗仪 

(SB25-12D型, 宁波新芝生物科技股份有限公司)。

实验材料 实验所用宿主细胞为LONZA公司的

GS基因敲除的 CHOK1SV GS-KO (GS-CHO)细胞, 表

达抗人 PD-1抗体的重组 GS-CHO细胞株由实验室自

行构建, 抗体重链、轻链表达质粒转染宿主细胞, 经有

限稀释法及后续活力、表达量测试筛选得到 1株表达

量高、细胞活力好的单克隆命名为 122; AccQ.Fluor™衍
生试剂包, 包含硼酸缓冲液、AQC粉末和乙腈 (Waters

公司, 美国); 氨基酸水解标准品, 包含 17种氨基酸, 其

中胱氨酸浓度为 1.25 mmol·L-1, 其余 16种氨基酸浓度

为 2.5 mmol·L-1、醋酸盐-磷酸盐缓冲液 (Waters 公司 , 

美国), 乙腈 (色谱纯 , Fluka, 美国), HyCell CHO 培养

基 (HyClone公司, 美国)。

色谱条件 色谱柱 : Acquity UPLC BEH C18 

(2.1 mm × 100 mm, 1.7 µm); 流速为 0.7 mL·min-1; 柱温

55 ℃, 进样量为1 µL; 紫外检测波长为260 nm, 流动相

A: 醋酸盐-磷酸盐缓冲液, 流动相B: 10%乙腈, 流动相

C: 水, 流动相D: 乙腈, 梯度洗脱条件如表1所示。

衍生试剂的配制 取装有定量AQC粉末的小瓶, 

加入 1 mL乙腈, 涡旋振荡, 55 ℃加热 5 min溶解, 制成

3 mg·mL-1的衍生剂, -20 ℃保存。

样品溶液的制备 取不同培养天数的细胞培养

液, 10 000×g的转速离心 10 min, 将细胞培养液上清液

用纯水稀释20倍, 作为样品溶液。

氨基酸标准品/样品溶液氨基酸衍生化的制备 

吸取10 µL标准品/样品溶液注入6 mm × 50 mm样品管

底部, 再加入70 µL硼酸盐缓冲液涡旋混合, 吸取20 µL

衍生剂至样品管中, 立即涡旋混合几秒钟, 置于 55 ℃

烘箱中加热 10 min, 将衍生后的氨基酸标准品/样品溶

液转移至带有内衬管的液相小瓶中。

方法学考察

系统适用性实验 取氨基酸标准品溶液、高表达

抗PD-1抗体的细胞培养液, 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依次进行分离

分析。

线性 用水将氨基酸标准品进行倍比稀释, 制得胱

氨酸1.25～500 μmol·L-1, 其他氨基酸0.75～250 μmol·L-1

共 7个浓度的溶液, 按照氨基酸衍生化方法制得标准

品溶液, 采用设定的色谱条件进行分析, 以峰面积为纵

坐标, 对应的氨基酸浓度为横坐标, 进行线性回归, 计

算线性回归方程和相关系数。

检测限和定量限 将氨基酸工作标准品进行不断

稀释 , 以信噪比 = 3 时的进样浓度为检测限 , 以信噪

比 = 10时的进样浓度为定量限。

精密度 取衍生后的氨基酸标准品溶液重复进样

6次, 计算 17种氨基酸标准品保留时间和峰面积的相

对标准偏差 (RSD)。

重复性 准确移取细胞培养液 6 份, 10 000×g 的

转速离心 10 min, 将培养液上清液用纯水稀释 20 倍

后, 按照样品溶液氨基酸衍生化方法制得上样溶液, 按

照色谱条件进行分离, 计算 17种氨基酸峰保留时间和

面积的RSD值。

溶液稳定性实验 取表达抗PD-1抗体的细胞培养

液上清, 10 000×g的转速离心 10 min, 取培养液上清液

用纯水稀释 20倍, 按照样品溶液氨基酸衍生化的方法

制得上样溶液, 分别于 0、2、4、6、8 h进样, 每次重复 3

次, 计算这 15针样品 17个氨基酸峰面积的平均RSD, 

以考察溶液的稳定性。

氨基酸代谢分析 在细胞培养周期内的 14 天 , 

每天固定时间吸取细胞培养液 , -20 ℃保存 , 培养周

期结束后, 培养液恢复至室温后 10 000×g的转速离心

10 min, 取培养液上清液用纯水稀释 20 倍, 按照样品

溶液氨基酸衍生化的方法制得上样溶液。按照色谱条

件测定1～14天内17种氨基酸浓度的变化。

Table 1　Gradient elution conditions of mobile phase. A: Acetate - 

phosphate buffer; B: Acetonitrile solution (10%); C: Water; D: 

Acetonitrile; NA: Not available

Step

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

Time

/min
0.00
0.29
5.49
7.10
7.3
7.69
7.99
8.59
8.68

10.20

%A

10.0
9.9
9.0
8.0
8.0
7.8
4.0
4.0

10.0
10.0

%B

0.0
0.0

80.0
15.6
15.6

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

%C

90.0
90.1
11.0
57.9
57.9
70.9
36.3
36.3
90.0
90.0

%D

0.0
0.0
0.0

18.5
18.5
21.3
59.7
59.7

0.0
0.0

Curve

NA
11
7
6
6
6
6
6
6
6
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结果

1　方法学考察

1.1　系统适应性 　氨基酸标准品和细胞培养液上清

液中游离氨基酸分离色谱图如图 2A、B所示, 均在相

同保留时间的位置出现 17个氨基酸峰, 其中AMQ峰

为衍生剂AQC水解产生的试剂峰, 不影响氨基酸峰的

测定。17个峰对称性好, 半胱氨酸与赖氨酸的分离度

为 1.75, 其余峰之间分离度均远大于 1.5, 符合中国药

典中高效液相色谱法的系统适应性实验要求。

1.2　线性关系 　随着氨基酸工作标准品浓度增大 , 

17种氨基酸峰的峰面积也随之增大, 将浓度与峰面积

之间进行线性拟合, 得 17种氨基酸的 R2 ≥ 0.999 3, 线

性关系良好。

1.3　检测限和定量限 　当信噪比 = 3时, 半胱氨酸检测

限为0.1 µmol·L-1, 其余16种氨基酸检测限为0.3 µmol·L-1; 

当信噪比 = 10时, 半胱氨酸定量限为0.3 µmol·L-1, 其余

16种氨基酸定量限为1 µmol·L-1, 灵敏度高。

1.4　精密度和重复性 　精密度检测实验结果显示, 17种

氨基酸标准品的保存时间RSD为 0.03%～0.3%, 峰面

积RSD为 0.45%～0.98%, 仪器精密度好。细胞培养液

上清液中 , 17 种氨基酸的保存时间 RSD 为 0.18%～

0.90%, 峰面积RSD为0.42%～1.21%, 方法重复性高。

1.5　溶液稳定性 　根据溶液稳定性考察方法 , 每隔

2 h重复进样 3次, 8 h内总计 15次, 经计算, 这 15次实

验 17种氨基酸峰面积的平均 RSD为 1.12%, 小于 2%, 

说明样品溶液稳定。

2　氨基酸代谢分析

将 1～14天的细胞培养液按照样品制备方法和氨

基酸衍生化方法制得上样溶液, 按照建立的方法进行

浓度测定, 结果如图 3所示, CHO细胞 12种必需氨基

酸浓度曲线 (图 3A) 和比消耗速率 (图 3B) 显示, 蛋氨

酸比消耗速率比其他必需氨基酸更高, 且在对数生长

期消耗最快 ; 亮氨酸和异亮氨酸分别在第 9 天和第

11天耗竭, 由于补料中不含亮氨酸, 细胞培养后期无

法检出亮氨酸浓度。蛋氨酸、异亮氨酸在培养基已含

有的情况下, 仍在细胞培养后期耗竭, 说明这两种必需

氨基酸为生长和 (或) 抗体表达限制性成分。非必需氨

基酸中 (图 3C、D), 天冬氨酸及谷氨酸在第 8天 (对数

生长期) 都消耗至较低浓度, 在细胞培养的维持期和

衰亡期保持稳定的比消耗速率。丙氨酸在第 4～8天

不断积累, 从第 9天开始, 丙氨酸从生成转换为消耗模

式, 浓度逐步降低。甘氨酸和丝氨酸在培养后期有短

暂的生成积累。

讨论

本实验使用 AQC 作为衍生剂 , 将高表达抗 PD-1

抗体细胞株培养液中的游离氨基酸转化为稳定的衍生

物, 经UPLC快速分离, 能在 11 min内完全分离细胞株

培养液中 17种氨基酸。在色谱柱分离样品的 0.29～

7.10 min中, 四元溶剂泵梯度曲线从 11变至 6, 梯度变

化快, 将乙腈先稀释 10倍配成流动相 B, 基线波动更

小, 浓度梯度更稳定, 更有利于待分析氨基酸与培养液

中保留时间相近 (如 tR 1.890 min, tR 2.435 min) 的氨基

酸干扰峰分开, 本实验在筛选高产量细胞株时, 选用5种

不同培养基组合进行培养, 不同培养基收获的细胞上

清均用水稀释 20倍, 与衍生剂反应后, 培养基继续被

稀释 10倍, 培养基中氨基酸经AQC柱前衍生后, 极性

明显降低, 能在色谱柱上获得较好的保留; 培养基中干

Figure 2　 Ultra performance liquid chromatography (UPLC) 

chromatograms of mixed amino acids standard (A), and free amino 

acids of cell line (B). 1: AMQ; 2: NH3; 3: Histidine (His); 4: Serine 

(Ser); 5: Argnine (Arg); 6: Glycine (Gly); 7: Aspartic acid (Asp); 

8: Glutamic acid (Glu); 9: Threonine (Thr); 10: Alanine (Ala); 11: 

Proline (Pro); 12: Cysteine (Cys); 13: Lysine (Lys); 14: Tyrosine 

(Tyr); 15: Methionine (Met); 16: Valine (Val); 17: Isoleucine (Ile); 

18: Leucine (Leu); 19: Phenylalanine (Phe)
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扰物质不被衍生, 或者衍生后的干扰物质因极性因素

不被色谱柱保留, 或者在 260 nm没有吸收峰, 衍生化

操作过程使得培养基的基质效应显著降低; 因AQC与

未质子化的伯胺基或者仲胺基反应, pH低于 6不利于

衍生反应, 本实验所选用的培养基组合 pH均呈中性, 

不影响AQC与氨基酸反应, 因此不同组成成分的培养

基基质不影响氨基酸浓度的测定。本实验建立了柱前

衍生-超高效液相色谱同时测定表达PD-1抗体的细胞

株培养液中 17种游离氨基酸浓度的方法, 并对检测方

法进行了方法学验证, 实验结果表明, 氨基酸在各自浓

度范围内线性关系良好, 灵敏度高, 仪器精密度和重现

性、溶液稳定性均符合药典要求, 建立的浓度检测方法

具有快速、稳定的优点, 为细胞培养周期内细胞培养液

中游离氨基酸浓度测定提供了可靠的检测方法。17种

氨基酸代谢分析显示, 蛋氨酸、异亮氨酸和亮氨酸在细

胞培养周期内消耗迅速, 说明这 3种氨基酸可能为细

胞株生长或 (和) 表达的限制性成分, 在后续细胞培养

过程中, 可在培养基中添加这几种氨基酸, 根据氨基酸

浓度检测结果优化氨基酸的添加量。糖酵解途径产物

丙酮酸在转氨酶作用下生成丙氨酸, 所以在细胞培养

前期有丙氨酸积累, 积累的丙氨酸在细胞培养后期重

新转化为丙酮酸进入三羧酸循环, 其在细胞培养后期

处于消耗状态。通过对氨基酸代谢进行分析, 可为优

化细胞培养基的配比提供理论依据, 对提高抗PD-1抗

体的表达量具有指导意义。
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