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摘要   目的：建立采用液相质谱联用法检测体外生殖培养液中N(2)-L-丙酰胺-L-谷氨酰胺指标成分的

方法，分析不同用途培养液中N(2)-L-丙酰胺-L-谷氨酰胺的含量。方法：采用超高效液相色谱-三重

四级杆质谱联用法，使用SUPELCO Discovery HS F5-3色谱柱（150 mm×2.1 mm，3 μm），流动相

为0.1%甲酸水溶液-0.1%甲酸乙腈溶液，梯度洗脱，流速0.35 mL·min-1，柱温40 ℃；质谱采用电喷

雾离子源，负离子模式扫描，扫描方式为多反应监测。结果与结论：N(2)-L-丙酰胺-L-谷氨酰胺在

1.276~12.76μg·mL-1浓度范围内线性关系良好；平均加样回收率在100.5%~103.0%，相对标准偏差小于

1.98%。说明采用液相质谱联用法检测体外生殖培养液灵敏、快速、准确、专属性强，可为体外生殖培养

液的质量标准研究提供依据。
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Abstract   Objective:   To establish a method of determining N(2)-L-alanyl -L-glutamine in in vitro fertilization 
medium by UHPLC-MS/MS and to analyze the content of N(2)-L-alanyl -L-glutamine in fertilization medium for 
different purposes. Methods: UHPLC-MS/MS was used. The UHPLC separation was performed on a SUPELCO 
Discovery HS F5-3 column (150 mm×2.1 mm, 3 μm) in a gradient elute mode with acetonitrile and water (both 
containing 0.1% formic acid) as the mobile phase at a flow rate of 0.35 mL·min-1. The column temperature was 
40 ℃ . MS detection was performed with multiple reaction monitoring (MRM) mode by using negative electro 
spray ionization. Results and Conclusion: The linearity was achieved in the range of 1.276-12.76μg·mL-1 for 
N(2)-L-alanyl -L-glutamine. The average recovery rates were 100.5%-103.0% with RSD less than 1.98%, which 
indicates that the method is sensitive, rapid, accurate, and specific. It it will lay a basis for the study of quality 
standards of in vitro fertilization medium.
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在体外受精胚胎移植过程中，胚胎在不同阶

段会接触不同种类的培养液，体外生殖培养液作

为体外受精胚胎移植技术所需的必备医疗器械，

其安全性、有效性必须得到控制。培养液的配方

研究及配制是一项较为复杂的工作，一方面要模

拟人体的自然生理环境，为生殖细胞提供最优的

生存环境，另一方面还要保证对胚胎、婴儿无不

良影响。

N(2)-L-丙氨酰-L-谷氨酰胺（L-Ala-L-Gln）

是一种营养物质，在体内分解为L-谷氨酰胺和L-丙

氨酸，其中L-谷氨酰胺（L-glutamine，Gln）是一

种条件必需氨基酸，具有提供细胞生长的能量，减

少促炎症因子的释放，增加抗炎细胞因子表达，促

进蛋白合成，改善氮平衡，提高免疫力等作用[1-5]。

Gln通过代谢形成谷氨酸和α-酮戊二酸，从

而进入三羧酸循环（Tricarboxylic Acid Cycle，TCA

循环），为细胞提供能量[6]。在商业化的细胞培养

液中，Gln的含量一般是2~6 mmol· L-1，远大于其

他氨基酸。由于Gln水溶解度低，在水中溶解度为

每100 mL溶解3.5 g，且对热不稳定，在加热状态下

易降解为有毒的焦谷氨酸和氨[7]，氨对细胞生长起

到抑制作用[8-9]，故单纯在培养液中加入Gln，会使

培养液的保质期缩短，且质量不稳定。人们为了

解决这一问题，选择在培养液中加入L-Ala-L-Gln

用以替代Gln[10]，L-Ala-L-Gln的加入不仅提供了细

胞培养所需的Gln，其本身热稳定性好，不会受热

分解，可以直接采用加热灭菌，保证了培养液的质

量。因此，通过准确快速地测量胚胎培养液中的

L-Ala-L-Gln含量，可以确保培养液能够达到使用

要求，有助于提高体外生殖技术的成功率。

目前检测L-Ala-L-Gln较为常见的方法是氨基

柱直接测试或柱前衍生法，通过液相色谱仪进行检

测[11-14]，检测时间较长，适用于L-Ala-L-Gln注射

液的检测，对成分较复杂，含有多种氨基酸的人类

辅助生殖技术用液并不适用。因此，本文采用液相

色谱-三重四级杆质谱联用法检测体外生殖培养液

中L-Ala-L-Gln，无需衍生化，检测速度快，大大

提高了检测效率，可作为分析培养液中L-Ala-L-

Gln的一种方法。

1   仪器与材料
岛津LCMS-8060三重四级杆质谱仪，配备电

喷雾离子源；岛津LC-30A超高效液相色谱仪，包

括LC-30AD×2输液泵，DGU-20A5在线脱气机，

SIL-30AC自动进样器，CTO-20AC柱温箱，CBM-

20A系统控制器；Sartorius CP225D 电子天平；日

立CR21G冷冻离心机；IKA VORTEX GENIUS3振荡

器；密理博Milli-Q超纯水仪。

N(2)-L-丙酰胺-L-谷氨酰胺对照品，中国

食品药品检定研究院，批号：140702-201503，

99.7%；2个厂家含N(2)-L-丙酰胺-L-谷氨酰胺的

6种人类辅助生殖技术用液，乙腈（色谱纯）购自

Fisher Scientific公司，甲酸（色谱纯）购自MERCK

公司。

2   方法和结果
2.1   色谱条件  

色谱柱：SUPELCO Discovery HS F5-3（150 

mm×2.1 mm，3 μm），流动相：体积分数为

0.1%甲酸水溶液（A）-体积分数为0.1%甲酸乙

腈溶液（B），梯度洗脱程序见表1；流速：0.35 

mL·min-1；柱温：40 ℃；进样量：1μL。

表 1   流动相梯度洗脱程序                      

时间 / min 流动相比例 / %

1.4 0

3.5 25

6.3 95

10.0 95

10.8 0

14 停止

2.2   质谱条件  

离子源：电喷雾离子源；离子检测方式：多

反应监测；离子极性：负离子；离子源接口电压：

-3.0 kV；雾化气：氮气，3.0 L·min-1；干燥气：

氮气，10 L·min-1；加热气：空气，10 L·min-1；

碰撞气：氩气；脱溶剂管温度：250 ℃；加热模块

温度：400 ℃；接口温度：300 ℃；L-Ala-L-Gln的

质谱分析条件参数见表2。
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图2   N(2)-L-丙酰胺-L-谷氨酰胺MRM色谱图 图3   N(2)-L-丙酰胺-L-谷氨酰胺质谱图

2.3   标准溶液制备 

精密称定L-Ala-L-Gln对照品0.0128  g，

置10 mL容量瓶中，加水定容至刻度，浓度为

1276μg·mL-1。精密量取1.0 mL置10 mL容量瓶

中，定容至刻度，得到浓度为127.6μg·mL-1的储

备液。取储备液依次稀释为1.276、3.190、6.380、

9.570、12.76 μg·mL-1的系列标准溶液。

2.4   供试品溶液配制 

取培养液200 μL，加200 μL乙腈，混匀后，

15000 r·min-1离心1 min，取上清液稀释10倍后，

用0.45μm滤膜过滤，取滤液作为供试品溶液。

2.5   方法学考察 

2.5.1   专属性试验 

分 别 取 空 白 溶 剂 - 纯 化 水、 对 照 品 溶 液 各

1μL 注入液质联用仪，依上述色谱条件进行检测，

记录总离子流图，见图 1 至图 3。结果显示除标准

品的峰外未出现其他杂质峰。

2.5.2   线性范围

取对照品系列溶液进样，以浓度为横坐标，峰

面积为纵坐标，进行线性回归，结果表明L-Ala-L-

Gln在所测定的浓度范围内线性关系良好，线性范

围为1.276~12.76μg·mL-1，线性方程：

y= 4×10-6x + 0.1336    r=0.9997

2.5.3   精密度试验 

取浓度为6.380μg·mL-1的对照品溶液，按上

述色谱条件，连续进样6次，测得L-Ala-L-Gln的

精密度良好（RSD=0.74%）。

表 2   质谱分析参数                   

成分 定量离子（m/z） Q1 Prerod bias（V） CE（V） Q3 Prerod bias（V）

L-Ala-L-Gln 2016 ＞ 154.05 23 17 27

图1   N(2)-L-丙酰胺-L-谷氨酰胺MRM空白对照色谱图

2.5.4   稳定性考察

取浓度为6.380μg·mL-1的对照品溶液，按

上述色谱条件，在制备后室温放置，分别在2 h、

4 h、24 h各进样两次，考察稳定性，结果表明

L-Ala-L-Gln在配制好后室温下可稳定放置24 h

（RSD=1.27%）。 

2.5.5   回收率

样 品 回 收 率 试 液 ： 精 密 量 取 含 L - A l a - L -

Gln 4.331μg·mL -1的样品1 mL，加入浓度为

6.380μg·mL-1的对照品溶液1 ml，混合均匀，

作为样品回收率试液。平行制样6份，按上述色

谱条件进样测试，计算回收率，回收率结果在

100.5%~103.0%，RSD=1.98%。

2.6   样品测定

取不同厂家的培养液，按“2.4”节方法处理

后，进样测试，结果见表3。

t/min

t/min t/min
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表3   L-Ala-L-Gln在不同培养液中的含量

成分

厂家 A 厂家 B

配子

处理液 /

（μg·mL-1）

胚胎

处理液 /

（μg·mL-1）

卵裂

培养液 /

（μg·mL-1）

受精序贯

培养液 /

（μg·mL-1）

囊胚序贯

培养液 /

（μg·mL-1）

连续胚胎

培养液 /

（μg·mL-1）

N(2)-L- 丙酰胺

-L- 谷氨酰胺

（L-Ala-L-Gln）

105.7 106.1 103.2 128.7 433.1 208.4

标示浓度 99~121 99~121 99~121 112~138 405~495 180~220

3   讨论
现阶段，测量L-Ala-L-Gln多采用三种仪器，

分别为高效液相色谱仪（HPLC）、氨基酸分析

仪(AAA)及高效液相色谱串联质谱仪(HPLC-MS)。

HPLC法是最普及的检测方法，通过对L-Ala-L-Gln

衍生化后进行分析，适合工业化检测，但由于衍生

化需手工操作，且L-Ala-L-Gln分离效果差，培养

液中的其他氨基酸会干扰其精确定量，分析时间也

较长（每个样本约用1小时）。AAA法采用在线衍

生化，降低了人为影响因素，但其本质为HPLC，

因此分析时间同样较长，分离效果无显著提升。

HPLC-MS分析时间短，分离效果好，可以进行高

通量检测，且重复性好，笔者采用多通道液相三

重四级杆质谱联用法分析L-Ala-L-Gln，专属性

强，即使色谱柱无法完全分离，在质谱检测器中，

L-Ala-L-Gln与其他氨基酸也不互相干扰。同时，

由于其兼顾了液相的特点，测试范围宽，样品稀释

倍数较少，在提高了定量准确性的同时，也大幅缩

短了检测时间。

本次试验建立的方法符合方法学验证要求，

检测结果准确，重复性好，回收率高。在同一色谱

条件下，仅需对培养液进行除蛋白处理，即可快速

完成L-Ala-L-Gln的含量测定，提高了检测的工作

效率。在不同作用的体外生殖培养液中，L-Ala-

L-Gln含量也不同，对比检测结果与投药量，本试

验的检测结果均在标示含量允许范围内。

通过对比不同种类培养液中L-Ala-L-Gln的投

药量，可以看出生产企业A对不同的培养液加入了

相同浓度的L-Ala-L-Gln，生产企业B则加入了不

同浓度的L-Ala-L-Gln。生产企业一般会根据细胞

培养的试验结果设计调整自己的培养液配方，不同

配方的效果不在本次试验的评价范围内，但可以通

过本试验提供的方法，实时监测培养液中L-Ala-

L-Gln的消耗量，调整不同作用的体外生殖培养液

中L-Ala-L-Gln的投药量，优化培养液配方，提高

体外生殖技术的成功率。

本研究通过建立测试体外生殖培养液中L-Ala-

L-Gln的方法，测定了几种商业化胚胎培养液中

L-Ala-L-Gln的含量，结果表明本方法具有可行

性。本方法取样量仅为1 μL（如含蛋白则需100 

μL），取样量小，适合胚胎培养过程中实时监

测，为配方筛选及改进提供帮助。更适合于在胚胎

培养中连续取样分析。同时，培养液中还含有蛋

白质、抗生素、抗凝剂、维生素及无机盐类[15-16]，

各种成分联合起到促进细胞和胚胎发育、保持活力

等多种作用。本次试验仅检测了培养液配方中的一

类成分，有必要在后续的工作中逐步建立培养液中

其他成分的含量测定方法，对培养液进行有效的质

量控制，并尽早建立相关的质量控制标准，提高辅

助生殖技术的成功率。
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