
应用简报

代谢组学

作者
Jordy J. Hsiao、
Genevieve van-de-Bittner、
Te-Wei Chu、Oscar G. Potter 
和 Hongfeng Yin 
安捷伦科技有限公司

摘要
将 Agilent  InfinityLab Poroshell HILIC-Z 色谱柱与 Agilent 6545 Q-TOF LC/MS 结合
使用，对六天内采集的哺乳动物细胞培养基中的养分吸收和分泌废物进行监测。
HILIC-Z 色谱柱可保持良好的峰形与保留时间重现性，能适应高盐样品（如细胞培养
基）。该方法通过优化流动相、梯度和仪器参数，可用于在负离子模式下的单次分
析运行中对生长培养基的养分（即葡萄糖和氨基酸）与代谢废物（即乳酸及 TCA 循
环相关的其他有机酸）进行监测。 

使用 HILIC LC/MS 对哺乳动物细胞培
养基进行监测
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前言
质谱 (MS) 是一种高灵敏度分析技术，常
用于针对各种小分子的代谢组学研究1。
哺乳动物细胞代谢组学一跃成为在多个研
究领域中具备应用潜力的新兴工具，研究
细胞培养基中细胞消耗与分泌的多种代谢
物变得越来越重要2,3。分析仍然面临一些
挑战，包括阴离子代谢物的保留4、样品
基质效应5，以及螯合有机酸和磷酸化合
物的分析性能6。 

为应对这些挑战，开发了一种稳定且可重
现的亲水相互作用色谱 (HILIC) LC/MS 方
法，方法中采用 InfinityLab 去活剂添加剂
作为流动相改性剂，以增强金属螯合有机
酸和磷酸化分析物的峰形和检测信号。作
为色谱优化与 HILIC 色谱柱测试的一个步
骤，对样品基质中盐浓度的影响进行了研
究。研究中建立了一种分析细胞生长培养
基中代谢物消耗和分泌的方法。 

实验部分 

方法
耐盐性研究：为进行  HILIC LC/MS 方
法开发，选择了一套涵盖磷酸化分析物
与磷酸糖异构体的代谢物标准品。使用 
Milli-Q 纯化水配制 5 mg/mL 的分析物储
备液。然后用 80:20 的乙腈 (ACN)/水将
储备液稀释为 1 ng/µL (ppm) 的样品。在
实验中，配制一份高盐储备液（4 mol/L 
尿素和  2   mol/L  氯化钠  (NaCl )  水溶
液）作为盐加标样。将高盐溶液按 20% 
 （80 mmol/L 尿素、40 mmol/L NaCl）
与 40%（160 mmol/L 尿素、80 mmol/L 
NaCl）加标至代谢物标准品 (3 ng) 中。
因为盐不溶于样品基质 (80% ACN)，因此
没有尝试采用更高的盐浓度 (> 40%)。

细胞培养研究：在添加 10% 胎牛血清的 
RPMI 1640 培养基中，培养 K562 白血
病细胞。立即（第 0 天）、24 小时（第 
1 天）、48 小时（第  2 天）、72 小时 
 （第 3 天）或 6 天（第 6 天）后采集部
分细胞和培养基。将样品在 250  ×  g 条
件下离心 5 分钟，使细胞形成团块。将
生长培养基  (100 µL) 转移至另一个离
心管，与 400 µL 50% ACN 混合，再在 
10000 × g 条件下离心 5 分钟。然后，对 
1 µL 上清液进行 HILIC LC/MS 分析。使
用 Agilent MassHunter 定量分析软件分
析结果。

分析物分离：在 InfinityLab Poroshell 120 
HILIC-Z, 2.1 mm × 50 mm, 2.7 µm, PEEK 
内衬（部件号 679775-924）色谱柱上进
行色谱分离。首先配制一份  10 倍流动
相缓冲储备液（100 mmol/L 乙酸铵，
pH 9.0）水溶液，然后用水（A 溶液）或 
ACN（B 溶液）配制 1 倍溶剂。在水溶液
和有机流动相中添加 InfinityLab 去活剂添
加剂（部件号 5191-4506），确保浓度在
梯度洗脱过程中保持不变。

仪器
使用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱仪与
配备安捷伦喷射流离子源的 Agilent 6545 
Q-TOF 的联用系统进行 LC/MS 分析。液
相色谱仪包括：

• 带清洗密封垫的 Agilent 1290 Infinity 
二元泵 (G4220A)

• 带柱温箱 (G1330B) 的 Agilent 1290 
Infinity 自动进样器 (G4226A)

• 安捷伦柱温箱 (G1316C)

通过连续注入参比质量溶液，实现动态质
量轴校准。表 1 和表 2 汇总了优化的 LC 
和 MS 条件。使用 Agilent MassHunter 
软件套件进行数据采集与分析。
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表 1. 最佳 LC 参数

1290 Infinity 液相色谱系统

色谱柱 InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z，2.1 × 50 mm, 2.7 µm（部件号 679775-924）

流动相
A) 10 mmol/L 乙酸铵水溶液，pH 9，含 5 µm 去活剂添加剂（部件号 5191-4506）

B) 10 mmol/L 乙酸铵水/ACN 10:90 (v:v) 溶液，pH 9，含 5 µm 去活剂添加剂 
 （部件号 5191-4506）

流速 0.25 mL/min

梯度

0–2 分钟，B 为 95% 
2–12 分钟，B 由 95% 降至 50% 
12–13 分钟，B 由 50% 升至 95% 
13–21 分钟，B 为 95%

柱温 25 °C

进样量 1 µL

自动进样器温度 10 °C

表 2. 最佳 MS 参数

6545 Q-TOF LC/MS

电离模式 安捷伦喷射流 

电离极性 负

干燥气温度 200 °C

干燥气 10 L/min

雾化器压力 40 psi

鞘气温度 300 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 3000 V

喷嘴电压 0 V

碎裂电压 125 V

锥孔电压 65 V

八极杆 1 RF 电压 750 V

采集范围 m/z 50–1000

MS 采集速率 1 质谱图/秒

参比质量 m/z 980.01638

结果与讨论
利用 InfinityLab Poroshell HILIC-Z 色谱柱
宽范围的 pH 稳定性与高分离度，开发了
一种简单而稳定的 HILIC LC/MS 方法。
在本研究中，pH 9.0 的流动相在色谱分
离中获得了最佳整总体结果。此外，添加 
InfinityLab 去活剂添加剂明显改善了鳌合
有机酸与磷酸化合物的峰形，同时增强
了信号强度。在 DMEM 与 RPMI 1640 这
两种最常用的培养基中，含有的高浓度
无机盐包括（NaCl，约 100 mmol/L）、

图 1. 使用 HILIC LC/MS 得到的盐样品中分析物的保留时间重现性 
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未加盐
20% 盐（80 mmol/L 尿素，40 nmol/L 氯化钠）
40% 盐（160 mmol/L 尿素，80 mmol/L 氯化钠）

氯化钾（KCl，约 5 mmol/L）和硝酸钙 
 （Ca(NO3)2，约 0.4 mmol/L）。这些无机
盐可保持培养基渗透平衡，并有助于调节
培养细胞的膜电位。为确定盐对保留时
间重现性与代谢物峰形的影响，我们使
用 HILIC LC/MS 方法对浓度增加的尿素
和 NaCl 加标样品进行分析（图 1）。结
果表明，HILIC 色谱柱保持了保留时间重
现性，同时高盐样品中的目标核苷酸（如 
AMP、ADP、ATP 和 GTP）与磷酸糖异
构体（如葡萄糖-1-磷酸盐和葡萄糖-6-磷
酸盐）检测到极小的离子抑制（图 1）。
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接下来，我们设计了一项实验，用于监测
细胞培养基在六天时间内的养分消耗与代
谢物分泌（图 2）。在生长培养基中，乳
酸作为代谢废物，随时间推移而逐渐积累 
 （图 3，第 1 列）。此外，在监测过程中，
有关 TCA 循环的其他有机酸（即苹果酸、

α-酮戊二酸 (α-KG)、谷氨酸和柠檬酸）在
生长培养基中分泌并逐渐累积（图 3）。
相比之下，细胞在代谢过程中消耗了
糖，因此葡萄糖浓度随时间推移逐渐
降低（图  3，第  2 列），直至完全耗尽 
 （图 3，第 2 列，第 6 天）。氨基酸浓度

也随时间推移而逐渐降低，这是因为细胞
消耗了生长培养基中的养分（图 4）。结
果表明，在单次 HILIC LC/MS 运行中，
可对哺乳动物细胞培养基中包括有机酸
与氨基酸在内的各种代谢物进行分析和 
监测。

哺乳动物
细胞培养

在第 0、1、2、3、6 天
收获 100 µL

添加 400 µL
50% 乙腈

分析
1 µL

HILIC-LC/MS
分析

数据分析

图 2. 用于监测哺乳动物细胞培养基中代谢物的时序研究的实验设计
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图 3. 对生长培养基中累积的细胞代谢废物分泌的追踪
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图 4. 对细胞培养基中氨基酸养分消耗的监测 
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结论
在进行哺乳动物细胞培养基中各种代
谢物的分析时，基于 HILIC 的色谱方法
与 6545 Q-TOF LC/MS 联用，提供了
卓越的分析性能。带 PEEK 内衬硬件的 
InfinityLab Poroshell HILIC-Z 色谱柱可为
高盐样品提供可靠的保留时间重现性与灵
敏度。PEEK 内衬 HILIC-Z 色谱柱与 1290 
Infinity 液相色谱系统和 6545 Q-TOF 系统
联用，具有卓越性能，是代谢组学分析的
理想平台。总之，这些特征能够在单一方
法中对阴离子和疏水性更强的产物进行检
测与分离，并可用于监测生物制造过程。

图 5. 对哺乳动物细胞培养基中的养分消耗与代谢分泌物的定量分析 
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