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"通讯联系人。

半连续灌注培养中杂交瘤细胞的生长和代谢

史亚玲 张元兴" 张 立 沈 红 张嗣良
（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 上海 #$$#36）

摘 要 考察了在半连续灌注培养中7-83杂交瘤细胞在不同灌注速率下细胞生长的动态变化，培养基中主要基

质的消耗和代谢物的生成。当灌注速率3从!4$／9升高到#4$／9时，乳酸得率系数4’+:／;’-降低!1<，氨得率系数

4+==／;’,降低>$<，丙氨酸得率系数4+’+／;’,升高51<，甘氨酸得率系数4;’/／;’,基本恒定。说明在灌注速率升高的条

件下，细胞会调整代谢机制，丙酮酸和过量的谷氨酸通过转氨作用生成丙氨酸而非甘氨酸。
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作为诊断试剂及治疗用途的单克隆抗体有着很

大的市场。据报道，在!00#年，单抗在美国的年销

售额达"亿美元，预计在!001年将达>$亿美元。

正是这样的前景驱使人们开发单克隆抗体的高产量

系统，以减少生产设备投资和操作费用。在1$年代

和0$年代初，人们主要致力于新型反应器的开发，

但随着以搅拌罐、静止单层培养及中空纤维为主的

培养系统的建立，新型反应器开发的热浪已经降

温［!］。由于最终单抗的产量决定于细胞的密度、培

养时间和单抗的比分泌速率，故越来越多的研究着

重于细胞代谢和生理状况，保证产品质量和浓度。

杂交瘤细胞生产单克隆抗体有很多种方式，灌

注培养和补料培养是发展的主流，然而也有很多其

他可供选择的方式，如半连续灌注培养［#，3］（重复批

培养），循环批培养，恒化培养等。本文采用半连续

灌注培养方式，考察了在不同灌注速率下杂交瘤细

胞的代谢情况。

! 材料与方法

!"! 细胞株和培养基

7-83鼠鼠杂交瘤细胞株由卫生部武汉生物制

品研究所建立并提供，其生产的单克隆抗体用于预

防与治疗肾移植的排斥反应。本文采用的自制的无

血清培养基（ABC!），是在DECF!">$的基础上添

加氨基酸、维生素、转铁蛋白、一些无机离子及其他

成分形成的。

!"# 培养方法

杂交瘤细胞静态培养采用#5$=G方瓶，装液量

#$=G，培养箱温度3"41H，IJ#浓度为5<。本文

利用细胞的附壁生长，以相同的接种密度接种到方

瓶中，根据灌注速率的不同，每隔1K收获并加入不

同量的新鲜培养基，活细胞截留率可达0$<。

!"$ 分析

!"$"! 细胞计数：取细胞悬液$45=G，加$45=G
台酚蓝染色液，混合均匀后用血球计数板计数。

!"$"# 生化分析：葡萄糖浓度采用LAF#6$$型选

择性生化分析仪（LM’’&NAO.P,;QF,QR.-=M,RI&(，

F,:）测定，乳酸浓度用乳酸脱氢酶法（GST）测定，氨

浓度采用尿素氮试剂盒（卫生部上海生物制品研究

所）测定，单克隆抗体浓度采用免疫单扩散法测定，

氨基酸浓度采用日立13525$型氨基酸自动分析仪

测定。

# 结果与讨论

#"! 细胞生长和主要基质代谢

图!给出了活细胞密度和细胞存活率在培养过

程中的变化。在所研究的条件下，提高灌注速率

3，最大活细胞密度也随着提高，当3 从$465／9升

高到#4$／9时，最大活细胞密度从!4"U!$"=G提

高到#45U!$"=G。当灌注速率从$465／9升高到







氨酸将在细胞中积累以降低!!""／#$%，使丙氨酸的

得率系数!!$!／#$%升高。这也说明细胞将调整其代

谢机制，使毒害效应降低［&］。表’中谷氨酸的积累

速率随着灌注速率的升高(倍而降低)*+，过量的

谷氨酸和丙酮酸代谢生成丙氨酸，而没有生成甘氨

酸，所以!#$,／#$%保持不变。

! 结 论

在半连续灌注培养方式下，对 -./0杂交瘤细

胞的生长和代谢的研究发现，随着灌注速率的升高，

细胞密度升高，而单抗浓度降低，但单抗的比生成速

率显著升高。同时，谷氨酰胺和丙氨酸等氨基酸的

比消耗速率亦由于灌注速率的改变而有较大的改

变。升高灌注速率，丙酮酸和过量的谷氨酸通过转

氨作用生成更多的丙氨酸，使生成较少量的氨，以降

低毒害作用。

尽管提高灌注速率后，单抗的产率明显升高，但

由于高的稀释速率导致产物浓度降低，不利于降低

生成成本。在本研究的基础上，我们将根据细胞在

生长过程中各种营养的消耗来设计更高浓度的营养

平衡配方，以减少灌注速率，使细胞密度、产物浓度

和产率升高［((］。
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