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这是⼀份应⽤简报，不包含详细的实验部分。

摘要

和哺乳动物细胞培养体系⼀样，在微⽣物发酵体系中，微⽣物的⽣⻓维系以及⾼质量蛋⽩质的⽣产离不开培养基

的⽀持1。 本技术简报介绍了⼀种液相⾊谱-质谱(LC-MS)⽅法和⼯作流程的应⽤，我们在基于微⽣物的⽣物⼯艺中

，将这种使⽤BioAccord LC-MS系统为细胞培养基分析开发的⽅法应⽤于监测⽣⻓培养基中的营养成分和代谢物

。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。BioAccord LC-MS系统提供的产物质

量分析功能包括完整蛋⽩分析、肽图分析和监测（包括多属性⽅法）、游离寡糖分析和寡核苷酸质量数确认，⽽

培养基监测是该功能的补充。

优势

采⽤基于BioAccord LC-MS系统、⾼性能表⾯(HPS)技术和waters_connect信息学平台的专⽤⼯作流程直接

测量微⽣物⽣⻓培养基属性，可加速培养基开发与监测

■
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单⼀LC-MS平台同时⽀持培养基属性监测和产物属性监测（包括完整蛋⽩分析、肽MAM、游离寡糖和寡核苷酸

质量数确认），可通过采集⼯艺输⼊和产物质量输出信息助⼒决策制定

■

简介

⽣物⼯艺开发研究已经开发出使⽤微⽣物（例如⼤肠杆菌）作为蛋⽩质表达和纯化、载体构建以及基因合成宿主

的⽅法2。 在微⽣物的⽣⻓维系以及蛋⽩质的⽣产过程中，需要使⽤微⽣物⽣⻓培养基。这种培养基通常由酵⺟提

取物制成，营养丰富，含有氨基酸、⽔溶性维⽣素、碳⽔化合物、肽、⽢油和其他化合物。我们需要⼀种能检测

这些物质的全⾯分析⽅法。

在本技术简报中，我们将⼀种使⽤BioAccord LC-MS系统为分析细胞培养基开发的LC-MS⽅法和⼯作流程3应⽤于

微⽣物⽣⻓培养基的分析。图⽰1为BioAccord LC-MS⽅法和⼯作流程的流程图。它包括反相液相⾊谱分离、

HRMS数据采集、包含200多种化合物的谱库、引导式数据审查⼯作流程，以及⽤于批量分析的多变量数据处理步

骤。在本技术简报中，我们购买并分析了两种常⽤的微⽣物培养基，鉴别并对⽐了它们的主要成分。 

图⽰1.基于BioAccord/waters_connect的培养基分析⼯作流程⽰意图（摘⾃沃特世应⽤纪要3）。
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结果与讨论

从MilliporeSigma（美国密苏⾥州圣路易斯）购买了LB培养基(Miller)和Terrific培养基两种液体微⽣物⽣⻓培养

基。这两种培养基都⽤H2O以1:100 (V:V)⽐例稀释。按沃特世应⽤纪要2所述，使⽤基于ACQUITY Premier技术的

BioAccord LC-MS系统采集数据。 采⽤⼩分⼦质量数范围(50-800 m/z)和动态实时校正标准液校正。进样体积为2 

μL。

使⽤ACQUITY Premier HSS T3⾊谱柱（1.8 mm，2.1 x 150 mm，部件号：186009469 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/columns/186009469-acquity-premier-hss-t3-column-18--

m-21-x-150mm-1-pk.html> ）在反相条件下分析样品。导⼊包含200多种化合物的谱库⽤于化合物分析和检测。

图1显⽰了在正离⼦或负离⼦模式下分析Terrific液体培养基样品检测到的化合物的叠加⾊谱图。结果显⽰，

Terrific液体培养基样品中检测到90多种化合物，包括库中的所有化合物类别，例如氨基酸及其衍⽣物、维⽣素、

核酸碱基、核苷、核苷酸、有机酸、肽⽚段和许多其他化合物。丰度最⾼的化合物是⼀组氨基酸，如图1A中的叠

加⾊谱图所⽰。 
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图1.Terrific液体培养基的叠加⾊谱图。(A) ESI+采集模式。(B) ESI-采集模式。在ESI-电离模式下未标

记的化合物通常在ESI+采集模式下也可以检测到。

LB液体培养基中也检测到类似的化合物，检出化合物中丰度最⾼的也是氨基酸。图2显⽰了Terrific和LB液体培养

基中检出的化合物中，响应排在前50的化合物的汇总图。结果表明，与LB培养基相⽐，Terrific培养基中的化合物

浓度普遍更⾼。
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图2.Terrific培养基与LB培养基的响应对⽐。蓝⾊条柱表⽰Terrific培养基。橙⾊条柱表⽰LB培养基。

通过六次重复进样Terrific培养基溶液收集LC-MS检测的重现性数据。表1汇总了响应、保留时间和质量数误差排

在前50的化合物。这些结果显⽰出良好的重现性，响应RSD <5 %、保留时间RSD <0.2 %，质量数误差<5 ppm。

结果还表明重现性⼗分稳定，与响应范围的⾼低、保留时间的⻓短以及观察到的质量数值⼤⼩⽆关。综上，数据

表明我们之前为分析细胞培养基开发的⽅法可以很容易地应⽤于监测微⽣物发酵体系所使⽤的⽣⻓培养基中的化

合物。
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表1.基于6次重复进样，在Terrific微⽣物培养基中观察到的含量前50的化合物重现性数据汇总。数据
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按化合物种类分类，再按照组分名排序。

结论

基于BioAccord LC-MS系统和waters_connect信息学平台的⼯作流程被⽤于分析微⽣物⽣⻓培养基中的化合物。

使⽤⼯作流程中包含的化合物谱库，在市售的微⽣物⽣⻓培养基中检测到了90多种化合物。该系统在响应范围、

保留时间和质量数范围上表现出良好的重现性。BioAccord LC-MS系统可轻松部署、操作简单，并且可⻓期保持

性能稳定。这对没有LC-MS经验或经验有限的⽣物⼯艺⼯程师⽽⾔尤其有利，让他们得以快速轻松地运⾏和处理

⼤量样品。这套使⽤BioAccord LC-MS系统构建的⼯作流程可以轻松部署到基于微⽣物的⽣物⼯艺开发中，为培

养基监测分析提供⽀持。
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特⾊产品

搭载ACQUITY Premier的BioAccord LC-MS系统，适⽤于常规⽣物治疗药物分析 <

https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135087537>

UNIFI科学信息系统 <https://www.waters.com/134801648>
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