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Разработана ВЭЖХ-методика определения двадцати протеиногенных аминокислот, а также аммо-
ния, цистина и дипептида аланил-глутамина в культуральной жидкости. Для дериватизации амино-
кислот использовали флуоресцентную метку 6-аминохинолилгидроксисукцимидил карбамат с по-
следующим ВЭЖХ-разделением на обращенно-фазовой колонке. В ходе валидации методики оцени-
ли специфичность, линейность, правильность, прецизионность, диапазон определяемых содержаний
и предел количественного определения для каждого компонента. Диапазон определяемых содержа-
ний аминокислот составил 10–800 мкМ (20–800 мкМ для триптофана и цистина), а предел количе-
ственного определения – не более 5 мкМ (15 мкМ для триптофана и 8 мкМ для цистина).
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За последние 30 лет развитие производства ре-
комбинантных белков в клетках млекопитающих
позволило многократно улучшить показатели про-
изводимых белков, а также повысить выход про-
дукта [1]. Продуктивности для моноклональных
антител за данный период увеличилась с 50 мг/л
культуральной жидкости (КЖ) до более чем 5 г/л
[2], причем важную роль сыграла оптимизация
состава питательных сред с целью улучшения ро-
стовых свойств и минимизации производства
культурой токсичных метаболитов [3–5]. Амино-
кислоты являются одними из наиболее важных и
незаменимых питательных веществ в средах, ис-
пользуемых при культивировании продуцентов
рекомбинантных белков. В многочисленных ис-
следованиях показано, что контроль содержания
аминокислот в культуральной жидкости в про-
цессе культивирования и, как следствие, своевре-
менное введение подпиток быстро метаболизиру-
емых аминокислот приводит к значительному
увеличению продуктивности по целевому белку,

что позволяет снизить стоимость процесса и по-
высить его эффективность [4, 5].

На данный момент имеется множество спосо-
бов определения содержания ряда аминокислот в
таких сложных матрицах, как КЖ, основанных на
различных типах хроматографии [6], капилляр-
ного электрофореза [7, 8], ферментативных реак-
ций [9] и т.д.

Капиллярный электрофорез является доста-
точно мощным инструментом для определения
многих аналитов, в том числе аминокислот, одна-
ко основными недостатком данного метода явля-
ются низкая чувствительность, неудовлетвори-
тельное разделение некоторых аминокислот и, в
ряде случаев, недоступность оборудования [7].
Ферментативные реакции находят широкое при-
менение в биотехнологическом производстве для
мониторинга содержания основных питательных
веществ и продуктов метаболизма клеток, однако
спектр аминокислот, определяемых данными ме-
тодами, как правило, ограничен глутамином и
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глутаматом [9, 10], при этом определение каждой
аминокислоты требует своего набора реактивов и
отдельной постановки анализа.

Для хроматографического определения ами-
нокислот применяют различные виды хромато-
графии. Классическое разделение проводят при
помощи ионообменной хроматографии с после-
дующим импульсным амперометрическим [11], а
также спектрофотометрическим и флуориметри-
ческим детектированием производных нингид-
рина и ортофталевого альдегида [6, 12]. Так как до
ввода в хроматограф проба подвергается миниму-
му воздействий, возможная деструкция или сорб-
ция аминокислот в процессе пробоподготовки
сведена к минимуму. Следует отметить, однако,
что анализ по такой схеме требует специфическо-
го и дорогостоящего оборудования и сложных си-
стем элюентов.

Определение аминокислот обращенно-фазо-
вой ВЭЖХ получает все большее распростране-
ние ввиду простоты, надежности, высокой чув-
ствительности и доступности данного метода для
многих лабораторий. Дериватизацию с последу-
ющим спектрофотометрическим и флуориметри-
ческим детектированием осуществляют орто-фта-
левым альдегидом [13], флуоренилметоксикарбо-
нил хлоридом либо их комбинациями [12, 14].
Недостаток данных реагентов – низкая стабиль-
ность производных аминокислот, возможное не-
полное протекание реакции или образование ряда
производных аминокислот [15, 16]. Применение
флуоресцентной метки 6-аминохинолил-N-гид-
роксисукцимидил карбамата [17] позволило решить
данные проблемы. При анализе гидролизатов было
достаточно разделить 17 основных аминокислот
[18], однако в случае образцов, содержащих аспар-
гин, глутамин и триптофан, наблюдалось со-элю-
ирование серина с аспарагином и гистидина с
глутамином. Для преодоления данной проблемы
использовали сложную градиентную четырех-
компонентную систему элюентов [19, 20], приме-
няли масс-спектрометрическое детектирование
[12, 21] или системы для ультраВЭЖХ, которые на
данный момент доступны не всем лабораториям.

Цель данной работы – разработка методики
количественного определения 20 протеиноген-
ных аминокислот, иона аммония, цистина, а так-
же дипептида аланил-глутамин, являющегося ис-
точником глутамина для клеток яичников китай-
ского хомячка (Chinese hamster ovary cell, CHO), в
культуральной жидкости. Для дериватизации ами-
нокислот использовали флуоресцентную метку
6-аминохинолил-N-гидроксисукцимидил карба-
мат (6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carba-
mate, AQC) [22].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объект анализа, реагенты и оборудование. Объ-

ектом исследования являлась КЖ, полученная
при культивировании клона-продуцента экули-
зумаба (ООО “Фармапарк”, Россия). Последний
получали методом введения генетической кон-
струкции, содержащей синтетический ген тяже-
лой и легкой цепей экулизумаба в клетки суспен-
зионной линии CHO (Invitrogen, США).

Для дериватизации аминокислот применяли
набор AccQ-Fluor Reagent Kit (Waters, США). Ис-
пользовали библиотеку аминокислот (17 амино-
кислот + ион аммония с концентрацией 2.5 мМ)
также производства Waters; индивидуальные ами-
нокислоты, триэтиламин, ацетат натрия, сульфат
аммония, фосфорную, хлористоводородную и
6-аминокапроновую кислоты (Sigma-Aldrich,
США); ацетонитрил (Panreac AppliChem, Испа-
ния). Применяли хроматографическую систему
ВЭЖХ Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scien-
tific, Германия), оснащенную флуориметрическим
FLD-3100 и диодно-матричным DAD-3000 детек-
торами.

Приготовление стандартного образца. Виалу с
библиотекой аминокислот размораживали и ин-
кубировали до достижения комнатной темпера-
туры в течение 30 мин, перемешивали, 40 мкл
раствора помещали в пластиковую пробирку типа
Эппендорф емк. 1.5 мл, содержащую 730 мкл
20 мМ HCl. Прибавляли 30 мкл внутреннего
стандарта (internal standard, IS) (2.5 мМ 6-амино-
капроновая кислота), а также по 40 мкл свеже-
приготовленных 2.5 мМ растворов аспарагина,
глутамина, триптофана, цистеина и аланил-глу-
тамина в 20 мМ HCl, перемешивали. Использова-
ли свежеприготовленный раствор.

Приготовление испытуемого образца. КЖ раз-
мораживали и инкубировали до достижения ком-
натной температуры в течение 30 мин, перемеши-
вали и центрифугировали для осаждения клеточно-
го дебриса. 20 мкл помещали в пластиковую
пробирку типа Эппендорф емк. 1.5 мл, содержащую
950 мкл 20 мМ HCl, прибавляли 30 мкл раствора
внутреннего стандарта и перемешивали. Исполь-
зовали свежеприготовленный раствор.

По 10 мкл стандартного и испытуемого раство-
ров помещали в стеклянные виалы для ВЭЖХ
емк. 300 мкл, прибавляли 70 мкл боратного бу-
ферного раствора (поставлялся с набором для де-
риватизации) и 20 мкл раствора AQC (содержи-
мое виалы, растворенное в 1 мл ацетонитрила),
образцы инкубировали при 50°С в течение 10 мин
и далее помещали в автоматический дозатор хро-
матографа с температурой 2–8°С.

Анализ проводили на обращенно-фазовой ко-
лонке AccQ-Tag 3.9 × 150 мм с зерном сорбента
4 мкм, расход подвижной фазы (ПФ) составлял
1 мл/мин, объем пробы – 4 мкл, температура ко-
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лонки 37°С. Для элюирования использовали
двухкомпонентную систему. ПФ А состояла из
20 мМ ацетата натрия, 4 мМ триэтиламина с
pH 5.89 (создавали добавлением H3PO4). В каче-
стве ПФ Б использовали ацетонитрил для гради-
ентной ВЭЖХ. Элюирование осуществляли по
программе, приведенной в табл. 1.

Детектировали флуориметрически при длинах
волн возбуждения λex = 250 нм и эмиссии λem =
= 395 нм. Хроматограммы обрабатывали в ПО
Chromeleon 7.0 (Thermo Scientific), а также Micro-
soft Office Exel.

Валидацию методики осуществляли в соответ-
ствии с рекомендациями ICH Q2(R1) [23], а также
Государственной Фармакопеи РФ 14 издания [24].

Специфичность оценивали сравнением хромато-
грамм от ввода пробы стандартного раствора ами-
нокислот, испытуемого раствора КЖ, 20 мМ HCl,
раствора очищенного белка с концентрацией
0.4 мг/мл, индивидуальных растворов 20 амино-
кислот, внутреннего стандарта, аланил-глутами-
на и сульфата аммония, дериватизированных со-
гласно методике. На хроматограмме 20 мМ HCl и
раствора очищенного белка должны отсутство-
вать пики, накладывающиеся на пики аминокис-
лот; разрешение между соседними пиками всех
аминокислот должно быть не менее 1.5. На хро-
матограмме испытуемого образца должны при-
сутствовать пики аминокислот с аналогичными
стандартному образцу временами удерживания и
разрешением.

Линейный диапазон методики оценивали для кон-
центрации каждой аминокислоты от 10 до 800 мкМ
(20–800 мкМ для триптофана и цистина). Для
этого растворы с концентрациями каждой амино-
кислоты 10, 20, 50, 100, 200, 300, 500, 800 мкМ ана-
лизировали трижды, во всех случаях концентра-
ция внутреннего стандарта была одинаковой и
составляла 75 мкМ. Для каждой аминокислоты
строили график зависимости отношения площа-
ди пика аминокислоты к площади пика внутрен-
него стандарта от концентрации. Коэффициент
линейной регрессии (r) должен составлять не ме-
нее 0.99 для всех аналитов.

Правильность методики контролировали ме-
тодом добавок. Для этого к образцу КЖ с уста-
новленным содержанием аминокислот прибав-
ляли известное количество стандартного раство-
ра и оценивали отклик. Значение отклика не
должно выходить за пределы диапазона 85–115%.

Повторяемость результатов оценивали путем
дериватизации образца КЖ в шести повторностях
и анализа полученных растворов. По результатам
количественного определения оценивали относи-
тельное стандартное отклонение (sr), которое не
должно превышать 10% для каждого аналита.

Внутрилабораторную прецизионность оценива-
ли путем дериватизации одного образца КЖ в ше-
сти повторностях в двух сессиях, выполненных в
разные дни разными сотрудниками, и анализа
полученных растворов. По результатам количе-
ственного определения оценивали относитель-
ное стандартное отклонение между сессиями, ко-
торое не должно превышать 12%. Аналогичную
процедуру осуществляли в другой лаборатории
(ГосНИИ Генетики НИЦ “Курчатовский инсти-
тут”) для оценки межлабораторной воспроизво-
димости, максимально допустимое значение sr
при этом установили равным 15%.

Предел количественного определения (ПКО)
оценивали расчетным путем, учитывая отноше-
ние сигнал/шум для пиков аминокислот с кон-
центрацией 10 мкМ. Отношение сигнал/шум для
ПКО должно составлять около 10, а также ПКО
для всех аминокислот (за исключением цистина и
триптофана) не должен превышать 5 мкМ (ниж-
няя точка градуировки).

Надежность методики оценивали по следую-
щим параметрам:

– Стабильность раствора пробы в течение 24 ч.
Для этого раствор стандартного образца анализи-
ровали сразу после дериватизации и через 24 ч по-
сле дериватизации, при этом образец хранили в
стеклянной виале в автоматическом дозаторе
хроматографа при 2–8°С. Отклонение относи-
тельной площади пиков всех аналитов не должно
превышать 5% от начальной.

– Вариация объема образца при дериватиза-
ции. Для этого анализировали растворы стан-
дартного образца, объемы которых для дерива-
тизации составляли 8 и 12 мкл (80 и 120% от но-
минального). Для таких образцов отклонение
относительной площади пиков всех аналитов не
должно превышать 5% от номинального.

Таблица 1. Программа градиентного элюирования

* Форма градиента приведена в соответствии с обозначением
в ПО Chromeleon: 1–4 – выпуклая (здесь отсутствует), 5 –
линейная, 6–9 – вогнутая градиентная кривая.

Интервал 
времени, мин ПФ А, % ПФ Б, % Форма 

градиента*

0 → 0.5 100.0 → 99.0 0 → 1.0 5
0.5 → 22.0 99.0 → 95.0 1.0 → 5.0 9

22.0 → 28.0 95.0 → 91.0 5.0 → 9.0 6
28.0 → 28.1 91.0 → 88.0 9.0 → 12.0 6
28.1 → 35.0 88.0 → 85.0 12.0 → 15.0 8
35.0 → 45.0 85.0 → 75.0 15.0 → 25.0 8
45.0 → 45.1 75.0 → 15.0 25.0 → 85.0 9
45.1 → 51.0 15.0 85.0 –
51.0 → 59.0 100.0 0.0 –
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор элюента. Применение нами коммерче-
ского элюента Waters (AccQ-Tag Eluent A) для опре-
деления аминокислот привело к описанной выше
проблеме со-элюирования Сер/Асн, Глн/Гис. Из-
менение pH элюента в пределах 5.00–5.80 не при-
вело к разделению данных пар аминокислот
(рис. 1). В связи с этим коммерческий элюент за-
менили на приготовленный из ацетата натрия и
триэтиламина, который широко использовали
для анализа смеси дериватизированных амино-
кислот методом обращенно-фазовой ВЭЖХ в ра-
ботах [25, 26]. Варьирование концентраций три-
этиламина и ацетата натрия в диапазонах 1–8 и
5–100 мМ соответственно, а также значений pH
(создавали добавлением H3PO4) привело к следу-
ющим результатам (рис. 2). При концентрации
модификаторов ниже 4 мМ триэтиламина и
20 мМ ацетата натрия происходит неполное раз-
решение и уширение пиков полярных аминокис-
лот, а при концентрациях выше 5 мМ триэтилами-
на 50 мМ ацетата натрия – слияние пиков цистина,
тирозина и внутреннего стандарта. В результате вы-
брали минимальную (для предотвращения возмож-

ного образования осадка в системе) концентрацию
модификаторов, при которой происходит разде-
ление всех аналитов – 4 мМ триэтиламина и
20 мМ ацетата натрия c pH 5.89. Небольшое изме-
нение pH элюента в диапазоне от 5.75 до 6.00 не
приводит к значительному изменению разреше-
ния аминокислот, но вызывает изменение времен
миграции пика 6-аминохинолина, таким образом
способствуя его частичному со-элюированию с
аспарагином (pH 5.75) либо с глицином (pH 6.00).

Валидация методики. На рис. 3 приведена хрома-
тограмма стандартного раствора, а также результа-
ты оценки специфичности методики. Видно, что
происходит полное разделение AQC-производных
всех 20 аминокислот, внутреннего стандарта, ци-
стина, иона аммония, аланил-глутамина и пика де-
риватизирующего реагента, разрешение между со-
седними пиками аналитов составляет не менее 1.5
(табл. 2). На хроматограмме 20 мМ HCl, как и на
хроматограмме раствора очищенного белка, отсут-
ствуют пики, накладывающиеся на пики пики
аминокислот. Следует отметить, что на всех хро-
матограммах присутствовала незначительная при-
месь AQC-производного иона аммония, что связа-

Рис. 1. Влияние pH коммерческого элюента Waters на разрешение пар аминокислот Сер/Асн (a), Глн/Гис (б): 1 – ком-
мерческий элюент без изменения pH (5.00), 2 – pH 5.83, 3 – pH 5.40, 4 – pH 5.20.
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Рис. 2. Хроматограммы стандарта аминокислот, полученные с элюентами: 20 мМ ацетат натрия, 4 мМ триэтиламин
(стандартный) (а); 10 мМ ацетат натрия, 2 мМ триэтиламин (б); 5 мМ ацетат натрия, 1 мМ триэтиламин (в); 100 мМ
ацетат натрия, 8 мМ триэтиламин (г). Идентификация пиков: 1 – Глу, 2 – Асп, 3 – Сер, 4 – Асн, 5 – пик от деривати-
зирующего реагента AQC (6-аминохинолин), 6 – Гли, 7 – Глн, 8 – Гис, 9 – аммоний, 10 – Тре, 11 – Арг, 12 – Ала, 13 –
Ала-Глн, 14 – Про, 15 – Цис, 16 – Цистин, 17 – Тир, 18 – 6-аминокапроновая кислота (IS), 19– Вал, 20 – Мет, 21 –
Иле, 22 – Лей, 23 – Лиз, 24 – Фен, 25 – Три.
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Рис. 3. Оценка специфичности методики. (а) – Хроматограмма стандартного образца, (б) – хроматограмма 20 мМ
HCl, (в) – хроматограмма раствора аланил-глутамина с внутренним стандартом, (г) – хроматограмма раствора суль-
фата аммония с внутренним стандартом, (д) – хроматограмма раствора очищенного белка с концентрацией 0.4 мг/мл.
Идентификацию пиков см. в подписи к рис. 2.
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но, по-видимому, с примесью в самом дериватизи-
рующем реагенте.

На рис. 4 приведена хроматограмма испытуе-
мого образца КЖ, полученной при культивирова-
нии продуцента экулизумаба. Как видно, хрома-
тограмма испытуемого образца на качественном
уровне аналогична хроматограмме стандартного
раствора. Времена удерживания и разрешение пи-
ков всех аналитов близки к стандарту. Таким обра-
зом, специфичность методики подтверждена.

Линейный диапазон оценивали путем анализа
образцов стандартного раствора аминокислот с
концентрациями, варьирующими в диапазоне от
10 до 800 мкМ (20–800 мкМ для триптофана и ци-
стина). Коэффициенты линейной регрессии гра-
дуировочных графиков для всех аминокислот со-
ставляли более 0.99, что говорит о линейности
градуировочных функций (табл. 2). При оценке
правильности добавляли концентрированный
раствор стандарта аминокислот (1000 мкМ) к об-
разцу КЖ с предварительно установленным содер-

Таблица 2. Оценка валидационных параметров методики

* Разрешение между двумя соседними пиками рассчитывали по формуле № 2, приведенной в Государственной фармакопее
РФ [27].

Аминокислота

Специфичность
Линей-
ность

(r2)

Правильность 
(отклик, %)

Повторя-
емость (sr, %)

Промежуточная 
прецизионность

(sr, %)

Предел 
количественного 

определения,
мкМ

время 
удержи-

вания, мин

разре-
шение*

добавка 
1

добавка 
2

Асп 12.36 9.84 0.999 101.5 98.0 2.5 2.4 4.0

Глу 15.55 14.78 0.998 100.9 98.9 2.3 2.3 4.4

Сер 20.77 1.51 0.998 98.4 96.8 3.5 3.7 3.5

Асн 21.32 2.69 0.997 92.3 94.8 8.3 8.6 3.5

6-Аминохинолин 22.59 1.63 – – – – – –

Гли 23.13 3.32 0.994 99.4 99.6 6.0 6.2 3.5

Глн 24.23 4.43 0.992 100.0 94.9 9.8 11.2 2.9

Гис 25.64 3.74 0.996 101.2 99.0 5.2 5.9 2.1

Аммоний 26.86 3.6 0.990 100.2 98.8 2.0 2.1 2.5

Тре 27.99 2.7 0.994 100.7 98.9 3.7 4.2 1.9

Арг 28.68 1.78 0.992 95.8 93.3 4.2 4.5 1.7

Ала 29.07 3.79 0.993 90.2 93.3 5.3 5.1 1.9

Ала-Глн 29.91 5.44 0.995 93.2 95.3 4.8 4.8 1.1

Про 30.78 5.66 0.993 100.3 99.7 2.8 3.1 1.9

Цис 31.48 9.68 0.994 98.4 99.7 8.8 10.2 0.7

Цистин 33.21 2.03 0.99 87.4 92.6- 9.2 11.7 7.8

Тир 33.62 2.23 0.998 97.9 98.7 3.7 3.9 1.5

IS 34.13 3.13 – – – – – –

Вал 34.84 5.27 0.998 101.5 99.2 2.3 2.5 1.1

Мет 36.06 15.18 0.996 101.7 100.0 2.7 2.8 1.5

Иле 40.14 3.26 0.997 100.9 100.9 4.0 4.0 1.0

Лей 41.14 2.69 0.996 102.6 101.7 4.3 4.4 1.2

Лиз 41.98 6.11 0.999 100.8 99.7 4.4 4.6 2.1

Фен 43.77 3.93 0.995 98.2 98.4 3.9 3.9 0.8

Три 44.79 – 0.991 96.2 98.2 9.8 10.5 15.1
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жанием аминокислот (табл. 2). Для всех аналитов
отклонение отклика лежало в пределах 85–115%,
что подтверждает правильность методики.

Значения sr повторяемости и внутрилабора-
торной прецизионности (табл. 2) удовлетворяли
установленным критериям для всех аналитов.

Рис. 4. Хроматограмма испытуемого образца культуральной жидкости культуры клеток СНО. Идентификацию пиков
см. в подписи к рис. 2.
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Рис. 5. Хроматограмма стандартного образца аминокислот со спектрофотометрическим детектированием при 250 нм.
Идентификацию пиков см. в подписи к рис. 2.
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Значения sr межлабораторной воспроизводимо-
сти не превышали 15% для всех аналитов, при
этом наибольшие значения sr составляли 13.8 и
14.7% для глутамина и цистеина соответственно.

Предел количественного определения для
большинства аналитов (табл. 2) составляет от 1 до
4 мкМ, за исключением триптофана и цистина.

При оценке надежности методики по пара-
метру “стабильность раствора пробы в течение
24 ч” отклонение относительной площади пи-
ков всех аналитов не превышало 5% от началь-
ной. При вариации объема пробы в диапазоне
80–120% отклонение относительной площади
пиков всех аналитов также не превышало 5% от
номинального.

Помимо флуориметрического детектирова-
ния, AQC-дериватизированные аминокислоты
можно определять спектрофотометрически, при
этом чувствительность к большинству аминокис-
лот уменьшается в 3–10 раз, за исключением трип-
тофана, для которого чувствительность увеличи-
вается в 6 раз, и цистина – остается неизменной.
Детектирование глицина затруднено присутстви-
ем значительно большего (по сравнению с данны-
ми флуориметрического детектора) пика 6-ами-
нохинолина (рис. 5). Аналогичный, но меньшего
размера пик наблюдается вблизи пика аланил-
глутамина, что также затрудняет точное опреде-
ление глицина.

* * *
Таким образом, разработана методика количе-

ственного определения 20 протеиногенных ами-
нокислот, аммония, цистина, а также источника
глутамина – дипептида аланил-глутамина в куль-
туральной жидкости культуры клеток СНО, про-
дуцирующих рекомбинантное моноклональное
антитело экулизумаб. Проведена валидация мето-
дики по параметрам специфичность, линейность,
правильность, прецизионность, диапазон опреде-
ляемых содержаний и предел количественного
определения. Методика позволяет определять
концентрации большинства аминокислот в диа-
пазоне 10–800 мкМ с относительным стандарт-
ным отклонением от 2 до 5%.
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