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摘要

在⽣物治疗药物⼯艺开发中，细胞正常⽣⻓和⽣物治疗药物⽣产所需的必要构件和营养成分由细胞培养基溶液提

供。监测培养基成分及代谢物可提供有关细胞⽣⻓、⽣物治疗药物滴度和产品质量的信息。BioAccord LC-MS系

统在产品质量分析中早有应⽤，例如完整蛋⽩分析、Peptide MAM、游离寡糖分析以及寡核苷酸分⼦量确认。本

应⽤将利⽤BioAccord系统监测细胞培养基中的营养成分及代谢物。⽅法包的内容为：全⾯的反相LC-MS⽅法、含

有200多种化合物的数据库；⽤于数据审查的简单、分步⼯作流程（包括趋势图）；⼀套未知物筛选⼯具；多变量

数据分析⼯具；报告模板。该⽅法已在克隆选择和⼯艺优化的培养基分析中有所使⽤。

优势

⾊谱柱和UPLC系统硬件均采⽤ACQUITY Premier技术，⾊谱性能出⾊■

BioAccord LC-MS系统简单易⽤，轻松获取丰富的全扫描HRMS数据■

结合包含200多种化合物的数据库，包括氨基酸、维⽣素、核酸/碱基、核苷酸、代谢物以及⽣物⼯艺开发中关

注的其他化合物

■
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精简的功能和分⻔别类的⼯作流程，有利于实施分步数据审查■

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

在⽣物治疗药物⼯艺开发中，细胞正常⽣⻓和⽣物治疗药物⽣产所需的必要构件和营养成分由细胞培养基溶液提

供。培养基溶液是包含数百种化合物的复杂混合物，其中包括起始化学物质以及在⽣产周期中形成的代谢物。培

养基的组成在细胞⽣⻓周期中不断变化。已有研究表明，监测培养基成分及代谢物并确保这些物质保持在合理范

围内，对于细胞⽣⻓、⽣物治疗药物滴度和产品质量都有影响1。 常规监测选定的关键培养基成分，已成为⽣物⼯

艺流程的⼀部分。⽣物制造⾏业的⽣物⼯艺开发和优化领域对全⾯监测培养基中存在的所有成分及代谢物有越来

越⾼的需求。

本应⽤纪要介绍了⼀种详细的反相LC-MS⽅法和全⾯的⼯作流程，⽤于监测细胞培养基中的化合物（图⽰1）。该

研究采⽤搭载ACQUITY Premier技术的BioAccord系统，这是⼀套紧凑、具有⾃动优化功能的LC-HRMS平台，拓

展了LC-MS技术的易⽤性，⽆论是LC-MS专家还是新⽤⼾，都能获得⼀致的⾼质量结果。HRMS可提供丰富的全扫

描数据集⽤于分析物研究，并且不需要像三重四极杆MS2⼀样优化⺟离⼦-⼦离⼦通道，⽅法开发更简单。

ACQUITY Premier液相⾊谱平台由低吸附UPLC系统和采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)的⾊谱柱组成3。近期的⽂

献表明，ACQUITY Premier液相⾊谱系统有助于改善细胞培养基中多种化合物的峰对称性并增强其信号，例如

TCA酸4、维⽣素5、核酸/碱基和核苷酸6。本⽂所述⼯作流程包括：含200多种化合物的数据库、⽤于数据审查的

分步指南、未知物的结构解析、多变量数据分析/批次⽐较和报告。本⽂介绍了⼯作流程中各步骤的详细信息以及

细胞培养基分析⽰例。 

实验

样品描述

商购的培养基溶液⽤⽔按1:100 (V/V)的⽐例稀释。培养基溶液⽤⽔或含0.1%甲酸的⽔溶液按1:200 (V/V)的⽐例稀

释。
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数据管理

LC-MS软件： waters_connect

信息学软件： waters_connect基础软件包，搭载UNIFI 1.9 
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结果与讨论

⼀般⽅法讨论

使⽤搭载ACQUITY Premier液相⾊谱系统和HSS T3⾊谱柱的BioAccord LC-MS开发细胞培养基化合物分析应⽤。

该系统具有优异的⾊谱性能，使不同类别的化合物中均可获得窄⽽对称的峰。图1为利⽤该⽅法在正离⼦数据采集

模式下得到的化合物提取离⼦流⾊谱图(XIC)叠加图。各代表性化合物的XIC⻅附录。图1还显⽰了同分异构体化合

物亮氨酸/异亮氨酸以及柠檬酸/异柠檬酸之间优异的基线分离。采⽤全扫描或碎裂模式下的全扫描数据采集模式分

析样品，全扫描建议在常规监测中使⽤，尤其是分析⼤量样品时。其他情况⾸选碎裂模式下的全扫描，有助于解

析化合物并减少外部ChemSpider数据库搜索中的假阳性结果。

根据基底细胞培养基溶液IMDM (ext.Sigma Aldrich) 100倍稀释浓度的6次重复进样结果评估系统性能。表1汇总

了整个洗脱时间窗⼝内代表性化合物的保留时间、质量数误差和峰响应的重现性。结果表明，保留时间（漂移

<0.02 min）、质量数误差(<5 ppm)和峰响应(<5%)具有优异的重现性，这些参数均与化合物洗脱时间⽆关。该系

统还具有出⾊的灵敏度，检测限范围低⾄亚ng/mL⾄ng/mL级。良好的灵敏度和重现性以及其他属性使

BioAccord系统成为细胞培养基化合物监测的合适平台。

化合物数据库

创建⼀个包含200多种化合物的UNIFI数据库，以便在分析中鉴定和跟踪这些化合物。使⽤确证化合物标准品推导

并确认各化合物的保留时间和碎⽚离⼦数据。每种化合物在数据库中按照以下亚类进⾏标记：氨基酸、氨基酸衍

⽣物、有机酸、维⽣素、核酸/碱基和核苷酸等。还标记出每种化合物的⾸选电离模式，即ESI+或ESI-。标记信息

3使⽤搭载ACQUITY Premier的BioAccord LC-MS系统监测⽣物⼯艺开发所⽤细胞培养基中的营养成分及代谢物



可⽤于在数据库搜索、将化合物导⼊分析⽅法和/或在建⽴⼯作流程步骤时创建筛选器的过程中检索化合物亚类

（⻅下⽂）。化合物类别的分布及数据库条⽬⽰例如图2所⽰。

⼯作流程引导的数据审查

⽣物⼯艺开发项⽬通常会产⽣许多需要分析的细胞培养基样品。在每个样品中，⽣物⼯艺⼯程师想要获取信息以

供审查的化合物种类可能会超过100种。因此，必须拥有⼀个精简的数据审查流程，轻松提取所需信息，以加快开

发过程。UNIFI信息学系统中提供的⼯作流程功能旨在根据功能、类别和/或其他标准对处理后的数据进⾏直接审

查和分步审查。细胞培养基分析的缺省数据审查⼯作流程如图3所⽰。创建涵盖样品运⾏列表、化合物类别和样品

间⽐较的⼏个关键步骤，以展⽰如何在UNIFI中采集并显⽰信息。化合物审查可通过进样间趋势图、叠加图和/或

列表信息来管理。还可⾃定义⼯作流程，轻松添加特定步骤以涵盖⽬标化合物、关键化合物对和/或特定的转化途

径。缺省⼯作流程中包括胆碱途径⽰例，其中显⽰了三种相关化合物：胆碱、磷酸胆碱和⽢油磷酸胆碱。这些化

合物随培养时间和不同⽣物反应器的变化通过叠加的趋势图⼀览⽆余。“未知化合物”步骤是所有未鉴定化合物

的集合，有助于合并值得进⼀步研究/解析的化合物数据。⼯作流程可以导出或导⼊，以便与其他

waters_connect平台/数据处理⼯作站共享。 

细胞培养基分析结果图展⽰

图4为市售基底细胞培养基溶液DMEM (ext.Sigma Aldrich)的叠加⾊谱图。DMEM包含浓度范围为µg/mL级⾄100 

µg/mL级的氨基酸和维⽣素。该分析将培养基样品⽤⽔稀释100倍，进样2 µL。利⽤该系统获得了优异的⾊谱性能

，检出了所有化合物。该样品对于优化LC-MS分离条件⾮常有⽤。 

在分析来⾃上游⼯艺开发中⽣物反应器的培养基溶液时，跟踪培养基中特定成分随培养时间和/或不同⽣物反应器

的丰度变化很有⽤。在⻓达12天内以6个时间点采集来⾃12个⽣物反应器的样品组，并利⽤本⽅法进⾏分析。图

5显⽰了来⾃所有⽣物反应器和所有采样⽇期的胆碱的总体趋势图。下⾯每个分组趋势图的柱形图分别代表⼀个⽣

物反应器的时程。通过该视图可以清楚观察到⼯艺开发过程中细胞培养基成分的变化。

未知物解析

⽣物⼯艺过程中细胞培养基营养成分代谢是⼀个复杂的过程。在⽣物治疗药物⽣产过程中形成但未能通过数据库
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匹配鉴定的代谢物仍然值得关注，尤其是当它们关系到产品滴度、产品质量属性或⼯艺参数时。图6显⽰了细胞培

养基中⼀种未知化合物的结构解析⽰例。该⽰例在m/z 427.0950处检测到丰度最⾼的未知化合物。ChemSpider

数据库搜索返回了⼏个匹配结果，包括⽬标化合物半胱氨酸-⾕胱⽢肽⼆硫化物（图6）。随后使⽤半胱氨酸-⾕胱

⽢肽⼆硫化物的确证标准品确认了该化合物的鉴定结果。然后将该化合物添加⾄分析⽅法的组分表中以备将来应

⽤。添加该化合物后重新处理数据，得到的结果揭⽰了整个时程中该化合物在不同⽣物反应器内的丰度变化。最

后，建议采⽤“碎裂模式下的全扫描”进⾏采集，以同时采集⺟离⼦数据和碎⽚离⼦数据。通过这种⽅式采集的

碎⽚离⼦数据将有助于鉴定并减少数据库搜索中的假阳性结果。 

多变量数据分析，揭⽰细胞培养基样品之间的差异

UNIFI信息学系统中提供另⼀种基于Umetrics EZ-info软件的多变量数据分析⼯具。EZ-info拥有⼀种强⼤的⽅法

来分析和执⾏⼤量数据集的批量⽐较。例如，⽤于⽐较具有相同/不同细胞系的多个⽣物反应器的数据集、⽤于⽐

较同⼀⽣物反应器中早期培养时间与晚期培养时间的培养基成分的数据集，或⽤于⽐较相同培养时间点不同⽣物

反应器的数据集，以及⽤于许多其他⽐较的数据集。图7显⽰了对多天采集⾃12个⽣物反应器的样品进⾏多变量数

据分析后的两个⽰例输出。根据质量范围、保留时间和响应进⾏初始化合物选择后，选定的化合物将⾃动传输⾄

EZ-info。PCA图提供了不同⽣物反应器和不同培养基采样⽇期之间差异的总体视图。可⽣成得分图或S-plot以显

⽰⼀对数据集之间的差异，本例显⽰所有⽣物反应器第0天和第16天的差异。然后可以选择第16天下调的化合物并

将其发送回UNIFI进⾏化合物鉴定。这种数据处理⽅法使⽤⼾可以快速确定与样品间差异相关联的⽣物标志物。 

报告

提供缺省报告模板，便于汇总和展⽰细胞培养基分析结果。报告模板⼤⼤缩短了与合作者或样品提供⽅交流分析

结果所需的时间。报告由以表格(.xls)格式导出的数据和以PDF/XPS格式导出的⽂本/图形组成。⽂本/图形报告包

含的信息包括⽂件名、LC-MS⽅法详细信息、样品运⾏列表、以单个化合物或多种化合物叠加显⽰的柱形图或折

线图等。还可以添加公司徽标图⽚。可通过⽤⼾友好的报告模板⼯具⾃定义或编辑报告，并可通过修改现有报告

或添加额外的报告对象来⽣成新的报告模板。 

结论
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本研究开发出基于BioAccord系统和UNIFI信息学平台的综合LC-MS⼯作流程⽤于⾮靶向细胞培养基分析。

BioAccord LC-MS系统具有易于设置、⻓期性能稳定性出⾊和操作简便的优势。该平台使LC-MS经验有限的⽣物

⼯艺⼯程师能够快速、轻松地运⾏和处理⼤量细胞培养基样品，并为他们提供有关培养基添加剂以及在⽣物⼯艺

开发过程中所形成代谢物的丰富、深⼊的信息。所述⽅法基于反相分离原理开发，可涵盖细胞培养基中存在的⼤

多数成分。Waters ACQUITY Premier产品（液相⾊谱系统和⾊谱柱）所采⽤的MaxPeak HPS技术可为各种化合

物类别提供更⾼的⾊谱性能。此外，将Premier技术和化合物数据库纳⼊分析⽅法中，得到了⼀种⾼性能平台和端

到端⼯作流程，涵盖细胞培养基分析所需的关键步骤，有利于LC-MS技术在⽣物⼯艺开发领域的应⽤。该⽅法已

成功⽤于分析起始培养基溶液以及来⾃上游⼯艺开发和优化中⽣物反应器的废培养基样品。
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附录

数据库中的化合物提取离⼦⾊谱图(XIC)⽰例。
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