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利用原子吸收光谱法直接分析细胞培
养基中的金属元素
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■实验部分
抗体药物的活性成分主要通过培养 CHO（中国仓鼠卵巢）细

胞生成。近年的报告指出，正在培养的细胞代谢产物和生成的抗
体的一级结构受到培养基营养成分（糖和氨基酸等）及金属元素
浓度的影响。例如在培养基中的金属元素方面，当锌（Zn）被吸
收到细胞内时，锌（Zn）至少是 300 种酶和转录因子的辅助因子 1）,

以及附加在 IgG 内的糖链的结构糖根据培养基中的 Mn/Zn 比而变
化 2）等。因此，为保证抗体医药品质量的稳定，监测培养基中金
属元素的浓度是很重要的。

到目前为止， ICP-MS 或螯合检测技术一直被运用于培养基
中金属元素的测定。但是，ICP-MS 的初期和运行成本较高，螯合
检测技术需要配位高度特异性的螯合剂，因而需要对每种元素进
行样本的预处理，过程特别繁杂。

于是我们采用原子吸收光谱法（AAS）测定了培养基中的金
属元素，它能够在较低的成本下简便地分析多个金属元素，下面
为您介绍相关内容。

Y. Jiang, H. Kuroda

■装置原理和特点
原子吸收光谱法在高温下将元素原子化，利用原子化时特定

波长的光会被吸收来定量元素浓度的一种技术。原子化法主要有
2 种，包括通过流经电流进行加热的电加热法和利用可燃性气体
火焰加热的火焰法。电加热法和火焰法的优势摘录在表 1 当中。

本次测定首先采用高测定灵敏度的电加热法进行分析，然后
使用火焰法对培养基中浓度较高的元素进行了评价。

■装置和测定条件
采用岛津原子吸收光谱仪 AA-7000 和石墨炉原子化器（可

自动切换火焰法和电加热法）、以及自动进样器对样品进行了测
定。

使用电加热法和火焰法进行测定时的分光器和有关原子化的
主要条件如表 2 和 3 所示。

■试样
CHO 细胞用培养基（3 种 *，A、B、C）

* 供应商不同

A634
表 1  原子化法的比较

火焰法 电加热法

灵敏度 ppb ～ ppm ppt ～ ppb

原子化效率 约 10% 90% 以上

所需试样量 /1 次分析 1 至 2mL 5 至 50µL

分析时间 /1 次分析 5 至 10 秒 2 至 5 分钟

重现性 RSD 1% 左右 RSD 3% 左右

表 2  电加热法的分光器及原子化条件

分析波长 狭缝
宽度

灰化
温度

原子化
温度

点灯
方式 管型

Cu 324.8nm 0.7nm

800℃

2500℃

BGC-D2
热解涂层

石墨管

Mn 279.5nm
0.2nm

2200℃

Co 240.7nm 2300℃

Fe 248.3nm 0.2nm 2300℃

Zn 213.9nm 0.7nm 400℃ 2200℃

表 3  火焰法的分光器及原子化条件

分析波长 狭缝宽度 点灯方式 火焰类型 乙炔流量

Fe 248.3nm 0.2nm
BGC-D2 空气 - 乙炔

2.2L/min

Zn 213.9nm 0.7nm 2.0L/min
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Fig. 3  Schematic Drawing of a Mouse Femur

Fig. 7  MPR Images of a Mouse Femur

Fig. 4 shows a cross sectional image of the epiphysis. 
Similarly, Fig. 5 shows a cross sectional image of the 
epiphysis and metaphysis, and Fig. 6 shows a cross 
sectional image of the metaphysis. In the cross section 
of the metaphysis, the circular bone region is the 
cortical bone, and the mesh like region inside it is the 
cancellous bone.
By performing a cone beam CT scan using the inspeXio 
SMX-100CT, these cross sectional images can be 
obtained with a single scan, and consecutive cross 
sectional observations are also possible.
Fig. 7 shows the MPR (Multi Planar Reconstruction) 
image. In an MPR display, multiple CT images are 
stacked up in a virtual space, so as to line up four 
images :  a CT image (1 ) ;  mutua l l y  or thogona l 
longitudinal images (2) and (3); and an arbitrary cross 
sectional image orthogonal to the longitudinal cross 
sectional image (4).
In the MPR image, the top left image (1) shows the 
cross section at right angles to the rotation axis (cross 
section of the femur). In the top left image (1), the leaf 
like shape extending in four directions from the central 
part i s the metaphys is . Images (2) and (3) are 
longitudinal cross sections. The left side of image (2) 
and the top of image (3) show the epiphysis. The 
growth plate cartilage is found between the epiphysis 
and the metaphysis.
Next, Fig. 8 shows a 3-dimensional display of this data. The 
3-dimensional display makes it easy to observe the 
positional relationship between the epiphysis and the 
metaphysis.

Fig. 4  CT Image of an Epiphysis

Fig. 6  CT Image of Metaphysis

Fig. 5  CT Image of Epiphysis and Metaphysis

(1) (2)

(3) (4)

Application 
News 

 A634

■测定方法
将各细胞培养基按照表 4 所示稀释，分别测定各元素，将硝

酸浓度调节至 0.5 w/v％。
各元素的标准液分别稀释原子吸收光分析用的 1000mg/L 标

准液，将硝酸浓度调节至 0.5 w/v％。
利用标准曲线法进行了全部分析。

■测定结果
各细胞培养基的测定结果和加标回收率如表 5 所示。加标回

收试验向各样品中添加了含有各元素的一定浓度的标准溶液，进
行浓度测定。加标回收率通过加标浓度除以加标试样和无加标试
样的浓度差求得。

关于细胞培养基中的 Fe 和 Zn 含量，使用电加热法和火焰法
所得结果的相同，因此这里以火焰法的测定结果为例。

将几乎不包含金属元素的培养基反复测定 10 次，根据所得
标准偏差（SD）计算得出的值 10 σbL 表记为定量下限（LOQ）
的标准。

图 1 和图 2 分别为通过电加热法、火焰法所得的标准曲线。
各标准曲线的 r=0.999 以上，线性关系良好。

图 3 为利用电加热法测定培养基 B 时的峰谱图摘录。

*1 将测定值换算为细胞培养基原液的值。
*2 表示低于定量下限。

表 4  细胞培养基的稀释倍数

电加热法 火焰法

Cu Mn Co Fe Zn Fe Zn

A

10 倍

20 倍 10 倍 2000 倍 200 倍 10 倍

2 倍B
10 倍

20 倍
500 倍

500 倍
2 倍

C 10 倍 1000 倍

表 5  细胞培养基的稀释倍数

电加热法（µg/L） 火焰法（mg/L）

Cu Mn Co Fe Zn

A
实际浓度＊ 1 <5 ＊ 2 28 218 19 0.47

加标回收率 128% 113% 93% 100% 95%

B
实际浓度＊ 1 <5 ＊ 2 <4 ＊ 2 467 3.4 0.73

加标回收率 93% 110% 106% 107% 93%

C
实际浓度＊ 1 <5 ＊ 2 <4 ＊ 2 37.8 1.5 0.34

加标回收率 93% 118% 91% 112% 101%
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n Sample Analysis of a Mouse Femur

Fig. 8  3D Images of a Mouse Femur

Fig. 9  3D Image of a Mouse Femur

1 ｍｍ

Fig. 10  White : Cortical Bone and Cancellous Bone
 Red : Blood Vessels in Cortical Bone
 Green : Growth Plate Cartilage

1 mm

Fig. 11  White : Cancellous Bone
 Red : Blood Vessels in Cortical Bone
 Green : Growth Plate Cartilage

1 mm

Obtaining images with the X-ray CT system not only 
enables cross sectional and 3-dimensional observations, but 
also enables each region to be extracted for observation, 
and measurements to be taken of bone thickness. Figs. 10 
to 14 show the actual results of scans of mouse femur 
cortical bone, cancellous bone, and extracted blood vessels 
within the cortical bone colored for display, utilizing the 
TRI/3D-BON bone structure analysis software from Ratoc 
System Engineering Co., Ltd. In Figs. 10 and 11, the 
portion shown in white is the cortical bone and cancellous 
bone. In Fig. 10, the cortical bone is made semitransparent 
in appearance. The red portion shows the blood vessels 
within the cortical bone, and the green portion shows the 
growth plate cartilage between the epiphysis and the 
metaphysis. Fig. 13 is an image with this growth plate 
cart i lage extracted. F ig . 14 shows the resu l ts of 
measurements of the thickness of the extracted cortical 
bone and cancellous bone. The thin to thick portions vary 
in appearance from blue to red.
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図 1 電気加熱法の検量線 

 
 

 
図 2 フレーム法の検量線 
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图 1  电加热法的标准曲线

图 2  火焰法的标准曲线
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Fig. 4 shows a cross sectional image of the epiphysis. 
Similarly, Fig. 5 shows a cross sectional image of the 
epiphysis and metaphysis, and Fig. 6 shows a cross 
sectional image of the metaphysis. In the cross section 
of the metaphysis, the circular bone region is the 
cortical bone, and the mesh like region inside it is the 
cancellous bone.
By performing a cone beam CT scan using the inspeXio 
SMX-100CT, these cross sectional images can be 
obtained with a single scan, and consecutive cross 
sectional observations are also possible.
Fig. 7 shows the MPR (Multi Planar Reconstruction) 
image. In an MPR display, multiple CT images are 
stacked up in a virtual space, so as to line up four 
images :  a CT image (1 ) ;  mutua l l y  or thogona l 
longitudinal images (2) and (3); and an arbitrary cross 
sectional image orthogonal to the longitudinal cross 
sectional image (4).
In the MPR image, the top left image (1) shows the 
cross section at right angles to the rotation axis (cross 
section of the femur). In the top left image (1), the leaf 
like shape extending in four directions from the central 
part i s the metaphys is . Images (2) and (3) are 
longitudinal cross sections. The left side of image (2) 
and the top of image (3) show the epiphysis. The 
growth plate cartilage is found between the epiphysis 
and the metaphysis.
Next, Fig. 8 shows a 3-dimensional display of this data. The 
3-dimensional display makes it easy to observe the 
positional relationship between the epiphysis and the 
metaphysis.

Fig. 4  CT Image of an Epiphysis

Fig. 6  CT Image of Metaphysis

Fig. 5  CT Image of Epiphysis and Metaphysis
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図 3 電気加熱法でサンプル測定時のピークプロファイル抜粋 

 
 
 
 まとめ 

3 種類の CHO 細胞培地に対して、原子吸光法（電気加熱
法・フレーム法）により金属元素濃度を測定しました。培地
を希釈するだけで、原子吸光法により金属元素を測定可能で
あることが示されました。さらに、CHO 細胞培地について、
ベンダーごとに特定の金属元素濃度に違いが認められまし
た。 

以上より、原子吸光法は培地中金属元素を簡便に測定する
手法となることが明らかになりました。 

今回の添加回収試験では、添加回収率は概ね良好でしたが、
培地によってはミネラル成分と有機物の存在が添加回収率
に影響を与える可能性があります。その場合は希釈率の変更
や定量法を標準添加法にすることで改善する場合がありま
す。 

 
 
 

<参考文献> 
1) Marreiro et al., “Zinc and Oxidative Stress: Current Mechanisms”, 

Antioxidants, 2017 
2) Prabhu et al., “Zinc supplementation decreases galactosylation of 

recombinant IgG in CHO cells”, Applied Microbiology and 
Biotechnology, 2018 

 

 関連製品 
アプリケーションニュース C186A では、培地中の有機成

分を測定する手法を紹介します。当社は本稿で紹介した金属
分析とあわせて、培地分析トータルソリューションを提案し
ます。 

当社 LC/MS/MS と組み合わせることで培地成分および分
泌代謝物に含まれるアミノ酸をはじめとして、糖・ビタミン・
有機酸など 125 成分を 1 検体あたり 20 分以内で一斉分析で
きます。 
 

 
LC/MS/MS メソッドパッケージ 細胞培養プロファイリング Ver.2 

CCuu
(培地B)

紫：3 ppb標準液
赤：添加試料
黒：培地のみ
青：BG

MMnn
(培地B)

紫：3 ppb標準液
赤：添加試料
黒：培地のみ
青：BG

CCoo
(培地B)

赤：添加試料
黒：培地のみ
紫：16 ppb標準液
青：BG

AAbbssAAbbss AAbbss

SSeecc SSeecc SSeecc

Cu
（培养基 B）
紫色：3 ppb 标准液
红色：加标试样
黑色：仅培养基
蓝色：BG

Mn
（培养基 B）
紫色：3 ppb 标准液
红色：加标试样
黑色：仅培养基
蓝色：BG

Co
（培养基 B）
红色：加标试样
黑色：仅培养基
紫色：16 ppb 标准液
蓝色：BG

图 3  利用电加热法测定样品时的峰谱图摘录

LS/MS/MS 方法包 细胞培养压型 Ver.2

■结论
 通过原子吸收光谱法（电加热法、火焰法）测定了 3 种

CHO 细胞培养基的金属元素浓度。结果表明仅稀释培养基即可通
过原子吸收光谱法测定金属元素，而且发现不同供应商的 CHO

细胞培养基中的特定金属元素浓度不同。
综上所述，原子吸收光谱法是一种可以简便测定培养基中金

属元素含量的方法。
在此次的加标回收试验当中，加标回收率大体良好，但根据

培养基的不同，矿物质组分和有机物的存在可能影响加标回收率。
在这种情况下，可以通过改变稀释倍数或将定量方法改为标

准加入法来进行改进。

■相关产品
 应用报告 C186A 中介绍了测定培养基中有机组分的方法。

本公司结合本文中介绍的金属分析，提出了培养基分析的总体解
决方案。

通过与本公司 LC/MS/MS 组合，可以在 20 分钟内，对 1 个
检体中包括培养基组分及分泌代谢产物中所含氨基酸在内的糖、
维生素、有机酸等 125 种组分同时进行分析。

< 参考文献 >

1)  Marreiro 等人，“锌与氧化应激：当前机制”，抗氧化物，2017 年
2)  Prabhu 等人，“补锌降低 CHO 细胞中重组 IgG 半乳糖化”，应用微生

物学与生物技术，2018 年
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