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自 $% 世纪 0% 年代以来，工程抗体在基础医学研究、临

床诊断和治疗，以及免疫预防等领域中的广泛应用，大大促

进了其产业化的进程。目前工业化生产单克隆抗体的主要

方法是通过发酵罐、中空纤维和固定床等生物反应器培养系

统，以微载体、微包囊法在体外大规模高密度培养杂交瘤细

胞，再通过相关的纯化手段浓缩纯化制备抗体［!，$］。就操作

方式而言，一般采用两个基本策略：!大容量高密度的悬浮

培养，最多采用的是搅拌式气升式生物反应器，通过微载体

依托细胞相对固定化，降低了搅拌培养时对细胞的剪切力，

提高细胞的密度和稳定性及生产率。在 !2"3 年以前，采用

此种方式培养的杂交瘤细胞就有 !%% 多种。但分批式培养

多需要较大的工作体积如 !%%E、&%%E、!%%%E/!%%%%E。"另一

种策略是用相对小的容积、高密度细胞培养系统，如中空纤

维、固定床和微囊培养等。这些系统的相似之处是细胞密度

高，可达 & F !%0 G !%" ;5))HI9E，这意味着单位体积内杂交瘤细

胞的培养浓度已接近于小鼠腹水的细胞浓度［#］。采取连续

灌流培养细胞可处在一个较稳定的良好环境中，新鲜培养液

不断灌注，同时回收产物，有害代谢废物积累较低，通常可持

续培养数月。本文用 &E 固定床生物反应器在聚酯片载体上

连续灌流培养杂交瘤细胞，其细胞密度和抗体产量均已达到

中试水平，为单克隆抗体产业化提供了初级放大模式。

! 材料与方法

!"! 杂交瘤细胞系与种子细胞的制备

JDK!" 杂交瘤细胞是用新鲜肝癌手术标本的细胞悬液

免疫 LDLEI; 小鼠，取其脾细胞与小鼠骨髓瘤 MN$I% 细胞融

合制备获得。!2"0 年 " 月建株，至今一直稳定分泌抗人肝细

胞癌的抗体［1］。培养扩增用 !%%9E 玻璃培养瓶置于 #0O的

PQ$ 培养箱内进行，然后转入 "&%9E 罗氏瓶中进一步扩增。

!"# 培养基及其添加成分

杂交瘤细胞无血清培养基 PP,! 购自美国 J.;)(B5 公

司，其中总 蛋 白 含 量 $R!9SIE，葡 萄 糖 #!&!9SIE，谷 氨 酰 胺

#3&9SIE，异亮氨酸 &1R10 9SIE；TN,U!31% 培养基购自 V:K;(
公司；新生牛血清浙江杭州四季青公司；苏氨酸、缬氨酸、蛋

氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸和色氨酸均为 V:K;( 公司产

品，!"#无菌无热源超纯水用美国 ,:)):W(=5 超纯水机制备；

其它试剂均为进口或国产分析纯产品。

!"$ 生物反应器

&E P5)):V5B N)@H 生物反应器（美国 +LM 公司），工作容积

#R&E，罐体中间填装 $%%S 的聚酯片载体（美国 +LM 公司），聚

酯片载体是由 &%X聚酯纤维和 &%X聚丙烯制备的直径为

399 的小圆盘，比表面积为 !$%;9$ I;9#。搅拌与通气在固定

床的上方，在搅拌中产生负压，迫使培养基不断流经中间聚

酯片载体，有利于营养物质和气体的传递。生物反应器填充

载体，注入 %R%!9()IE WJ0R$ NLM，!$%O高压消毒 "%9:B；接种

细胞前需将反应器中的 NLM 放出并加入新鲜培养基。

!"% 连续灌流培养

待种子细胞扩增培养到一定密度时接种到 &E P5)):V5B
N)@H 生物反应器中，接种细胞密度为 $ F !%& G # F !%& I9E，严

格无菌操作以防污染。细胞在载体上生长，其培养条件为温

度 #0O，WJ 0R$，搅拌速度 3% G "% =I9:B，溶氧 1%X G &%X，四

气混合系统供气（氧气、空气、二氧化碳、氮气），以上设定参

数由生物反应器自动化控制。当 WJ 值低于 0R!，葡萄糖消

耗量##%X，开始灌流新鲜培养基，设定灌流速度与回收速

度相等。

!"& 检测方法

!"&"! 细胞耗氧速率（345）的测定：利用溶氧电极法进行

测定，在停气后记录其溶氧（63）的变化曲线，直接计算曲线

的直线部分斜率 7，其绝对值/ 7 即为耗氧速率（345）。

!"&"# 抗体检测方法：酶联免疫吸附试验 8EUMD 夹心法，羊

抗鼠 USV 和酶标羊抗鼠 USV 均购自 M:S9- 公司。纯化单抗

USV（JDK!" 单抗）由本室自制，经中国生物制品检定所检定



其纯度大于 !"#［$］。每块板设严格的阴阳性对照，阳性对

照用纯化小鼠 %&’（()*+" 单抗）做标准曲线，阴性对照为稀

释样品用的稀释液，每个样品设 , 个复孔，待测孔 !" 值大

于阴性对照孔两倍以上为阳性孔，根据同一条件下标准曲

线的读数值，计算待测培养上清中 ()*+" 单抗的含量。

!"#"$ 氨基酸分析检测方法：取原始培养液和不同时间点

的杂交瘤细胞培养上清，在美国惠普 ++-- 高效液相色谱仪，

用磷苯二甲醛（./)）标前衍生化外标定量测定法测定氨基

酸含量。

!"#"% 葡萄糖检测方法：用葡萄糖测定试剂盒（上海荣盛生

物技术有限公司）葡萄糖氧化酶0过氧化物酶法测定不同时

间点的杂交瘤细胞培养上清中葡萄糖的含量。

!"#"# 细胞计数法：用台盼蓝染色法对杂交瘤细胞进行死

活细胞计数。电镜观查细胞在巨载体上生长，按常规复染镜

检。

& 结 果

&"! 培养条件的选择

用方瓶培养杂交瘤细胞，在不同培养条件下测定细胞的

生长速度与抗体分泌量。分别在含 $#，+-#，+$#小牛血清

的 +12- 培养液和含 +#小牛血清的无血清培养基 334+ 及

无血清培养基 334+ 五种培养条件下培养，每天定时测细胞

浓度和抗体分泌量。从图 + 可以看出在 $#，+-#，+$#小牛

血清的 +12- 培养液中细胞生长速度快但死亡也快；含 +#小

牛血清的无血清培养基 334+ 细胞生长速度较慢但存活时

间较长，抗体分泌量也较高（图 5）；无血清培养基 334+ 细胞

生长速度相比较慢，抗体分泌量较含 $#，+-#，+$# 血清

+12- 培养条件下无明显减少（图 5）。

图 + 不同培养条件下细胞生长曲线

67&8+ 39:: &;<=>? @A;B9 7C D7EE9;9C> @A:>A;9 F9D7G

&"& 连续灌流培养

&"&"! 细胞生长密度：我们选用含 +#血清的无血清培养基

334+ 作为基础培养液，收集的种子细胞接种到生物反应器，

约 ,-F7C 后 !-#的细胞都进入固定床的载体中，在初始培养

时要放慢搅拌速度 1-;HF7C，控制温度、溶氧，使细胞适宜并

贴附生长于载体中。从图 , 可以看出聚酯片载体提供细胞

生长的足够的表面积和空间。扫描电镜观察细胞可在聚酯

图 5 不同培养条件下抗体分泌量曲线

67&85 )C>7*<DI J9@;9> @A;B9 7C D7EE9;9C> @A:>A;9 F9D7G

片载体内高密度生长（图 2）。经过 55D 的连续灌流培养，接

种细胞密度为 5K$ L +-$ @9::JHFM，最后总细胞密度为 "KN! L
+-" @9::JHFM，其中 D7JO 中细胞总数为 5K1 L +-+5 ，上清中游离的

细胞总数为 2KNN L +-++ ，游离细胞的百分比为 +$K$#。

图 , 未生长细胞的聚酯片载体结构（ L 5--）

67&8, P>;A@>A;9 <E 67*;G039: @G;;79;J ACD9>G@?9D @9::J（ L 5--）

图 2 杂交瘤细胞贴附生长在聚酯片载体上（ L ,--）

67&82 (I*;7D<FG @9::J &;<= <C >?9 67*;G039: @G;;79;J（ L ,--）

&"&"& 灌流速率：图 $ 显示前三天上清中游离细胞的活性

率为 +--#，葡萄糖消耗量增加，第三天葡萄糖的消耗量已
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大于 !"#，由于乳酸的积累 $% 开始下降，上清中游离细胞

的活性下降，此时应考虑开始灌流。杂交瘤细胞需要最小培

养密度，特别是在低血清或无血清培养条件下。种子细胞接

种后需生长到一定的密度再开始灌流，初始灌流速度稀释率

为每天 "&’ 个灌体积，随着葡萄糖消耗量的增加灌流体积相

应增 加（"&’ ( )*+,），以 满 足 细 胞 生 长 的 需 要，总 灌 流 量

-"./。但是，到培养后期单凭增加稀释率已不能改善长期培

养中细胞的生长与活力，细胞活性下降，葡萄糖消耗量减少

（图 ’）。

图 ’ 连续灌流培养中葡萄糖浓度与细胞活性

0123’ 456789: 78;7:;<=><18; >;, 7:55 ?1>@151<A 1;

786;<1;6869 $:=B6918; 765<6=:

!"!"# 氧气摄入率：空气是细胞赖以生存的必要条件之一，

在短时期的缺氧环境中细胞可通过糖酵解途径继续生存，此

时 葡萄糖的消耗和乳酸量明显增加。从图C可以看出当溶

液中溶氧浓度一定时（D"# ( ’"#），细胞的摄氧率（!"#）与

细胞培养时间及产物形成有直接关系。

图 C 连续培训中氧气摄入率与细胞活性、抗体浓度的关系

0123C E:5><18;9F1$ @:<G::; <F: 8HA2:; 6$<>I: =><: >;, 7:55 ?1>@151<A，

>;<1@8,A 78;7:;<=><18; 1; 786;<1;6869 $:=B6918; 765<6=:

!"!"$ 抗体产量：在细胞培养中，我们用 %J/K 磷苯二甲醛

外标定量测定法监测培养过程中氨基酸的变化，图 L 显示随

着细胞培养时间的延长多数氨基酸被逐渐消耗，其中异亮氨

酸（M/N）、亮氨酸（/NO）、苯丙氨酸（J%N）、半胱氨酸（KPQ）消

耗趋势较为显著，八种必需氨基酸苏氨酸（R%E）、缬氨酸

（*S/）、蛋氨酸（TNR）、亮氨酸（/NO）、异亮氨酸（M/N）、苯丙氨

酸（J%N）、赖氨酸（/PQ）和色氨酸（REP）都呈现明显的消耗趋

势。但有些非必需氨基酸可由其它氨基酸分解代谢后合成，

在培养过程中总量不但减少反而增加。如丙氨酸，谷氨酸经

谷丙转氨酶的作用转换成丙氨酸，半胱氨酸经脱硫化氢酶的

作用转换成丙氨酸。

图 L 用磷苯二甲醛（UJS）标前衍生化外标定量测定氨基酸含量

0123L V:<:=W1;: >W1;8 >71,9 78;7:;<=><18; @A UJS ,:=1?><1?:

我们用酶联免疫吸附试验 N/MQS 夹心法，经过严格的质

量标准曲线，定量测定培养上清中的抗体含量。氨基酸分析

结果显示（图 L），随着培养时间的延长某些氨基酸等营养物

质的耗竭可能限制了细胞密度和产量的提高。图 . 可以看

出在第 L 天开始添加相应的氨基酸，第 . 天细胞活性明显的

改善，抗体产量从 -C’W2+/ 增加至 !LXW2+/，提高了 )&! 倍，此

时降低了血清浓度（"&’#）；第 -" 天抗体产量和细胞密度都

已达到较好的水平，又增加了相应氨基酸的浓度，使抗体产

量又增加了 -&D’ 倍，抗体产量从 !C’W2+/ 增加到 ’!)W2+/，第

-- 天降低血清浓度抗体产量并未受到影响。

要实现动物细胞的高密度长期培养，首先要掌握细胞代

谢规律、生长速率和产物合成的关系，在分泌型动物细胞的

大规模培养中监测分泌产物提高产品产量是寻求最佳工艺

的关键。通过氨基酸代谢的分析，在连续灌流培养过程中有

)C! 生 物 工 程 学 报 -. 卷



目的地添加相应氨基酸，并降低血清的浓度，使抗体产量和

培养时间比较未添加之前都有了明显的提高（图 !），优化了

培养工艺。

图 " 连续灌流培训中抗体浓度与葡萄糖浓度

#$%&" ’()$*+,- .+(./()01)$+( 1(, %23.+4/ .+(./()01)$+(

$( .+3()$(3+34 5/0634$+( .32)30/

图 ! 在添加相应的氨基酸后抗体产量的比较

#$%&! 7+8510$4+( +6 1()$*+,- 18+3() +6 50+,3.)$+( $( 6/, 18$(+ 1.$,4

! 讨 论

连续灌流培养法是近年来用于哺乳动物细胞培养生产

分泌型重组治疗性药物如单克隆抗体、嵌合抗体以及人源化

抗体等较为推崇的一种操作方式［9，::］。它最大的优点是：!
在细胞增长和产物形成的过程中，不断地将部分条件培养基

取出，同时又连续不断地灌注新的培养基，因此细胞可处在

营养的培养环境中，有害代谢废物浓度较低［;］；"细胞密度

较高，一般可达 :<= > :<" ./224?8@，从而较大地提高了产品的

产量［=］；#产品在罐内停留时间短，可及时回收到低温下保

存，有利于保持产品的活性［"］。但在实际操作中由于哺乳动

物细胞体外培养的复杂性，常会出现细胞维持时间短、密度

及抗体产率低等问题，限制了细胞产品产量、质量的提高和

生产成本的降低。

目前世界众多的研究领域将研究热点集中于动物细胞

代谢调控和控制策略上，以实现细胞培养时间延长、细胞密

度提高和细胞比生产率的提高［:<，:9］。在以往研究中采用提

高营养物质浓度、优化培养基组成及进行灌流、补加培养等

控制策略和培养模式，但高葡萄糖浓度常造成乳酸的快速积

累，增加谷氨酰胺浓度会增加其消耗速率，最终导致产生大

量的氨和乳酸［!］。我们在初次的培养过程中对回收培养液

中的氨基酸进行分析，注重有目的地添加相应的氨基酸，并

减少血清的浓度，使抗体产量有了明显的提高。但第十一天

后抗体产量和细胞活性维持时间均短，可能是氨基酸浓度的

增大导致产生大量的代谢产物，影响了细胞培养环境。我们

的研究结果提示：（:）在杂交瘤细胞大规模培养中，葡萄糖处

于较低水平时，氨基酸成为限制细胞密度提高的重要因素，

氨基酸等营养物质的耗竭亦是引起凋亡的主要原因。但不

同的目标产品对培养条件的要求不尽相同，必须对其生长代

谢规律进行分析，进行有目的地添加相应的氨基酸或有关营

养物质，方能起到有效的作用。（9）在培养初期和对数生长

期要注重培养条件对细胞的生长刺激作用，维持细胞高密度

增长提高产率；进入一定的稳定期后要维持细胞生长及增加

产物的合成，添加合适的氨基酸等营养物质，抑制细胞凋亡，

延长培养时期，增加抗体的产率。（A）灌流式生物反应器的

操纵策略上，大量补充新鲜培养基未必能刺激细胞增殖提高

细胞的生产力。在细胞进入一定的稳态后，要逐渐降低血

清、葡萄糖、谷氨酰胺的浓度，使细胞生长停滞或缓慢，大部

分细胞由增殖转为生产蛋白，因而提高抗体产量。

因此动物细胞大规模培养工艺的研究，其根本在于优化

细胞培养条件，尽可能地消除和减轻细胞环境压力对细胞的

影响，提供适宜足够的营养保证，使细胞在维持活力与有效

合成产物的状态中寻求平衡，力求达到多个稳态，实现高密

度、高产量的长期培养。
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全国医药生物工程 F’’F 年学术研讨会及征文通知（第二轮）

中国生物工程学会定于 F’’F 年 " 月 !’ 日在成都召开《全国医药生物工程 F’’F 年学术研讨会》，对全国医药生物工程研究

和开发的新进展、新成果和发展前景进行交流和研讨，欢迎从事医药生物工程研究和开发的科技工作者踊跃参加。

一、征文主题：!‘ 基因诊断，F‘ 基因疫苗，G‘ 基因药物，#‘ 基因治疗，%‘ 基因组学、蛋白质组学、生物信息学、生物芯片在医

药中的研究与应用，V‘ 抗体工程与蛋白质工程，M‘ 转基因与克隆技术，$‘ 生物技术产业中试工艺与新成果。

二、征稿截止日期：F’’F 年 M 月 ! 号（以邮戳为准）。

三、会议时间：" 月 !’ 日 & " 月 !G 日。报到日期：F’’F 年 " 月 " 日。

会议地点：杏林宾馆，成都市一环路西三段 V 号。电话：’F$ d MM!F$!’
四、联系地址：北京太平路 FM 号八所生物工程会务组，邮编：!’’$%’。有关论文格式、收费事宜请洽：

联系人：冯怡 于秀琴
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