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杂交瘤细胞培养中摄氧速率（!"#）的在线检测及其
与细胞生长及代谢的关系

冯 强 米 力 李 玲 王贤辉 陈志南"

（第四军医大学国家 56&西安细胞工程基地，西安 8!%%&$）

摘 要 在批式及灌流培养条件下研究了杂交瘤细胞在无血清培养基中的生长、代谢情况与氧消耗的关系。应用

动力学方法在线进行 GHI的检测，同时离线取样检测其他参数。结果发现 GHI与谷氨酰胺的消耗、抗体的生成及
活细胞密度间有明显的相关关系，进一步的分析还发现在对数生长期，GHI与活细胞密度间具有良好的线性关系，
3GHI J（%*!%& K %*%$5）L !%M !$0()N@-))NA，可以通过它来进行细胞密度的在线检测。并通过以!GHI J %时刻作为灌

流调整点进行连续灌流培养的初步实验验证了 GHI作为培养过程反馈控制参数的可能性。
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近年来，动物细胞大规模培养技术发展迅速，通

过这一技术生产的生物医药制品占整个生物技术产

品利润的一半以上［!］。

在线分析和控制是动物细胞大规模培养优化策

略中的关键技术之一。尤其在流加和灌流培养过程

中，通过在线检测关键参数（细胞密度、营养和代谢

产物的浓度等）可以实时了解培养过程中细胞所处

的状态，并以此为依据调整灌注速率和补料策略［$］，

最终达到提高生产效率的目的。

摄氧速率（GHI）是指单位体积培养基中的细胞
在单位时间内对氧的摄取量。而细胞对氧的直接消

耗是用于 ;7QR$、+7QR的氧化，同时反映了细胞生
成及消耗能量的状况。因此 GHI的意义在于它可
以快速、间接地反映细胞生长及能量代谢的变化情

况，降低了取样频率。此外利用 GHI还可以克服篮
式生物反应器（如美国 +S,公司产品）不能够直接
取样的限制。本文利用动力学原理在线测定 GHI
的方法［&，4］研究了 GHI与细胞密度及其他相关参数
间的关系，为在流加和灌注培养中及时调整灌注时

间和速率、决定补料时间和补料策略提供依据。

$ 材料与方法
$ %$ 细胞系和培养条件
生产用杂交瘤细胞株 R71!5 分泌抗人肝癌单

克隆抗体。所分泌的高亲和性抗人肝癌单抗现已完

成"、#期临床研究［#］。
无血清培养基 TTU!（美国 RV@)(F-公司），添加

!W小牛血清。杂交瘤细胞在方瓶中培养，接种 !X
YD.-2 Y.?FF-2 摇瓶（德国 S* S2<DF 公司）扩大培养。
待细胞密度达到 # L !%# Z 6 L !%# @-))YN0X后离心弃
上清，用新鲜的 TTU!培养基（不添加血清）重悬后
接种生物反应器。

$ %& 培养系统
#X S[G,:7: S 生物反应器（德国 S* S2<DF 公

司），工作体积 # * % X。培养条件为温度 &8\，.R值
采用 % *#0()NX +<GR与进气 TG$ 浓度相结合的方法

控制在 8 *% K % * !，搅拌转速 6%2N0?F，溶氧浓度通过
四气系统（<?2，G$，TG$，+$）控制在 6%W空气饱和度。
每天在线测定 GHI 同时取样进行细胞密度、葡萄
糖、乳酸、谷氨酰胺及抗体浓度的测定。接种密度为

! L !%# Z $ L !%#0X，活性大于 "#W。
#X T-))?]-F 反应器（美国 +-^ S2DFY^?@_ ,@?-F3

/?@C?@公司），工作体积为 & * #X，装载 $%%‘ ;?12<3T-)
（+S,公司）。培养条件为：.R 8* % Z 8 * $，QG 4%W空
气饱和度，搅拌速度 6%2N0?F，反应器温度控制在
&8\。反应器的操作程序如下：!）用 & * #X aS,对反
应器进行无菌消毒；$）以基础培养基置换 aS,，通气
搅拌 $4A；&）接种 R71!5 细胞，细胞密度为 $ L
!%# @-))YN0X；4）在第 $4 Z 45A内先进行静止培养，待
细胞的葡萄糖消耗达 #%W时，灌流 % * #体积的基础



培养基，以后依次增加灌流体积，以维持葡萄糖浓度

在该水平。!）每天取样进行葡萄糖、乳酸、谷氨酰胺
及抗体的测定。

! "# 在线检测所用软件和控制系统
在线监控软件为 "#$%&’()(**+,-系统（.&$公

司，/ 0 1/ 版），计算机通过 "#$%&’()(**+,- 2,3456+74
数据转换盒与生物反应器主机相连进行反馈控制。

! "$ 离线分析方法
! "$ "! 细胞计数：定时取样后用台盼蓝染色法计数
活细胞数和死细胞数，每样计数 8次后取平均值。
! "$ "% 葡萄糖和乳酸的测定：葡萄糖用 9:;%<:;
法测定试剂盒（上海荣盛生物技术有限公司）测定；

乳酸用乳酸脱氢酶法测定试剂盒（南京建成生物工

程研究所）测定。

! "$ "# 谷氨酰胺用美国 =$2/>8!生化分析仪测定。
! "$ "$ 抗体浓度测定：用夹心 ?@2$"法检测。
! "& 各参数计算方法
! "& "! 摄氧速率（:AB）的测定与动力学分析：采用
动力学方法进行测量。测定 :AB时，先把 ;:值增
加到 >CD空气饱和度左右，保持表面通气，停止深
层通气，开始测定过程。当 ;:值降到 ECD左右时，
恢复深层通气。:AB则通过下式计算：

!"@

!# F $@ % G（"! H "@）H :AB （I）

"@ F ;:D·"! （/）

式中 "@ 为液相氧浓度（*(JK@），"!为空气在培养

液中的饱和度，取值为 C 0 IL>**(JK@［/］，:AB测定过
程中表面通氮气以消除表面通气的影响。

! "& "% 比摄氧速率的计算：比摄氧速率（ &:AB）是指

培养过程中每个细胞的平均摄氧速率，它反应了细胞

在检测时刻的呼吸强度。由定义可知其计算公式为：

&:AB F :AB
’ （8）

式中 ’ 为活细胞密度。
! "& "# 营养物质的比消耗速率、代谢产物的比生成
速率及细胞的比生长速率：在细胞生长过程中会不

断消耗氧、葡萄糖等底物和生成代谢产物包括抗体

及乳酸、氨等副产物。而它们都有其各自的速率，与

&:AB相似，其计算公式为

底物（$MNO35+34）比消耗速率 &$ F
I
’
!(
!# （E）

产物（<5(-M73O）比生成速率 &< F
I
’
!)
!# （!）

比生长速率 !F I
’
!’
!# （1）

式中 ’ 为活细胞密度。

% 结果与讨论
% "! 杂交瘤细胞批式悬浮培养的生长动力学特性
% "! "! 杂交瘤细胞 P"NIQ的生长曲线：用 !@ &2:%
$R"R & 生物反应器（德国 &0 &5+M, 公司）悬浮批式
培养杂交瘤细胞，接种细胞密度为 I 0 ! G IC!

74JJOK*@，活性大于 L!D。培养过程中在线检测
:AB，每 1S 取样离线检测活细胞密度，葡萄糖、乳
酸、谷氨酰胺、氨等物质的浓度。

图 I 批式培养过程中 P"NIQ细胞的生长曲线
#’T0I 95(U3S 7M5V4 (6 P"NIQ 74JJ ’, N+37S 7MJ3M54
—"—@’V4 74JJ；—#—R(3+J 74JJ；—$—9JM3+*’,4

由图 I可以看出从接种 C时刻起，细胞生长的
过渡期大概为 8CS，此后细胞开始进入对数生长期，
保持稳定的增长，比生长速率 ! 约为 CWC! X
CWC>SH I；最大活细胞密度可达到 / G IC1 74JJOK*@。直
到约 >CS开始进入衰退期。谷氨酰胺是一种必需氨
基酸，是细胞增殖的主要能源。在培养过程中发现，

当谷氨酰胺浓度低于 C 0 !**(JK@时，细胞开始大量
死亡。此时葡萄糖的最低限制浓度和乳酸、氨的最

高限制浓度还远未达到此前研究得出的界限值（数

据未列出）。这说明在应用 ))Y%I无血清培养基进
行批式培养的过程中，谷氨酰胺是最早出现的限制

性底物，直接影响了细胞的生长。尽管有文献报道，

在较低的葡萄糖和谷氨酰胺浓度下（分别为 C 0 I8TK@
和 C 0I>**(JK@）可以使细胞的代谢途径发生改变，且
不影响细胞活性并显著降低乳酸和氨的得率［1］，但

其培养过程还伴随有优化后的浓缩营养成分的添

加。因此在单纯批式培养中细胞状态开始下降时谷

氨酰胺的浓度虽然偏高，但其原因可能是：I）在没有
运用综合手段调整细胞代谢状态的情况下，谷氨酰

胺的最低限制浓度较高；/）一些在培养早期就会限
制细胞生长的营养成分（如生长因子、胰岛素等）的

残浓度不易测量，但其消耗速率与谷氨酰胺比较相

近。因此谷氨酰胺消耗至一定水平（如残浓度为

CW!**(JK@）时，间接地反映了实际限制物质的耗竭，
细胞开始大量死亡。

% "! "% :AB与细胞密度及抗体分泌间的关系：在培
养过程中观察发现 :AB与细胞密度及抗体产率间
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存在高度关联的关系。

图 ! 批式培养过程中 "#$与活细胞密度
及抗体浓度间的关系

%&’(! )*+ ,+-./&012*&32 4+/5++1 "#$，-&6+ 7+-- 8+12&/9
.18 7017+1/,./&01 0: ;4 &1 4./7* 7<-/<,+

—!—=&.4-+ 7+-- 8+12&/9；—"—;4 701(；—#—"#$

由图 !可以看出 "#$先于活细胞出现峰值，随
后 "#$的下降先于细胞计数的结果，反映出细胞代
谢旺盛程度的下降。在其他报道中也有类似的情

况［>］。对比细胞数和 "#$ 的变化，可以看出：?）
"#$与活细胞密度呈良好的正相关关系，如果能够
定量描述二者的相关系数，则可以由 "#$定量描述
活细胞密度。!）活细胞密度的变化趋势总是滞后于
"#$，后者的变化可以在细胞状态改变前给出“预警
信号”。

图 @ 批式培养过程中抗体比生成速率与
细胞比生长速率间的关系

%&’(@ )*+ ,+-./&012*&3 4+/5++1 23+7&:&7 3,08<7/&6&/9 0:
;4 .18! &1 4./7* 7<-/<,+
—!— !;4；—"—!

由图 @中可以看出，抗体的分泌与细胞生长呈
负生长偶联关系，即细胞的比生长速率下降时抗体

的比生成速率反而上升。但最终随着 "#$及活细
胞数的下降，抗体的分泌也趋于停止。由于氨基酸

和谷氨酰胺的消耗与抗体分泌及"#$有直接的正
比关系［A］，因此从 "#$到达峰值至培养结束这段过
程中细胞状态的变化可以作如下解释：首先细胞生

长变缓进入稳定期，"#$不再增长（见图 !），但抗体
的比生成速率开始上升。对比图 ?中谷氨酰胺的消
耗曲线可以看出，随着培养基中的营养物质尤其是

谷氨酰胺等限制性底物逐渐消耗至较低浓度，"#$
率先开始快速下降，其后是抗体分泌速率降低和活

细胞的大量死亡。

! "# "$ !"#$与 !B.7及谷氨酰胺浓度间的关系：为了

进一步找出 "#$与其他参数关联的机理，通过对大
量数据的分析和筛选，我们认为 !"#$与 !B.7及谷氨

酰胺浓度间的关系可以较好地解释细胞生长与

"#$间的关系。

图 C 批式培养过程中 !"#$与 !B.7

及谷氨酰胺浓度间的关系

%&’(C )*+ ,+-./&012*&32 4+/5++1 !"#$，!B.7 .18
’-</.D&1+ &1 4./7* 7<-/<,+

—!— !B.7；—"— E-</.D&1+；—#— !"#$

由图 C并对比图 ?可以看出，当谷氨酰胺浓度
高于 F ( GDD0-HB 时，细胞一直处于旺盛生长阶段。
这段时间内 !B.7的值基本保持在（F ( @?! I F( F?@）J
?FK ?!D0-H7+--H*，同时 !"#$也相应稳定在（F ( ?F@ I
F(F!A）J ?FK ?! D0-H7+--H*。当谷氨酰胺浓度低于
F (GDD0-HB时，!"#$首先快速下降，随后 !B.7也开始下

降，甚至出现负值。

在细胞生长代谢过程中，所需能量的供应主要

来自 L;MN和 %;MN! 的氧化及糖酵解途径。由于

细胞内 ;)O的浓度与其转化速率相比可以忽略不
计，因此可认为 ;)O 生成速率近似等于其消耗速
率［P］。而细胞处于不同时期时 !;)O虽会相应变化，

但在对数生长期或稳定期内近似认为 !;)O为定

值［?F］。同时据文献报道，;)O的生成与氧的消耗及
乳酸的生成有如下定量关系［??］：

";)O Q "B.7 R S ""! （G）

则等式两边同除以细胞密度得到

!;)O Q !B.7 R S!"#$ （S）
由等式（S）可以看出当 !B.7保持不变时，!;)O与

!"#$间便存在确定系数的线性关系，则当 !;)O为定

值时，可由公式（@）得出活细胞密度与 "#$间存在
确定系数的线性关系。

另一方面，由于谷氨酰胺作为重要的能源物质，

主要通过 );T循环来产能，同时以固定的化学计量
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比来消耗氧气［!"］。在本研究中可以看出（见图 !），
应用 ##$%!无血清培养基进行杂交瘤细胞培养时，
谷氨酰胺是主要的限制性底物，当低于一定值时（在

本研究中为 & ’())*+,-）细胞状态便开始急剧下降，
同时 !./0也开始大幅降低（见图 1）。
由以上关系可以看出，当谷氨酰胺保持在一定

浓度之上，细胞处于对数生长期时，活细胞密度可以

利用已测得的 !./0均值利用公式（1）计算得出。
在本研究中 !./0取平均值为 & ’ !&1 2 !&3 !" )*+,

45++,6，但在不同细胞系之间 !./0变化较大
［1］，且同

一细胞系的培养环境不同也会造成 !./0的改变，因

此应用 ./0在线准确地检测细胞密度需要相对稳
定的培养环境作为保证。在连续培养过程中，在线

检测的 ./0数据与离线计数的细胞密度相比可以
得出 !./0的值，而 !./0的变化可以及时反映培养体

系内细胞活性的变化。因而此对应关系便可作为连

续培养策略调整和优化的指导依据［!1］。

! "! 杂交瘤细胞连续灌流培养时 #$%与细胞生长
及产物分泌的关系

采用 (- #5++7859反应器连续灌流培养杂交瘤细
胞，接种细胞密度为 " 2 !&( 45++:,)-，活性大于 ;(<。
培养过程中在线检测 ./0，每 =6 取样离线检测抗
体、葡萄糖等物质的浓度。过程中 ./0与抗体分泌
的关系见图 (。

图 ( 连续灌流培养过程中 ./0与抗体浓度间的关系
>7?’( @65 A5+BC7*9:67D E5CF559 ./0 B9G HBA7*I:
4*9459CABC7*9: *J B9C7E*GK 79 D5AJI:7*9 4I+CIA5
———L5AJI:7*9 ABC5；—!— ./0；—"— ME 4*9459CABC7*9

由两者的关系可以看出，在灌流培养方式下，

./0可在较长时间内保持增长趋势。培养至第 ;
天时，按 !./0均值为 & ’! 2 !&3 !")*+,45++,6计算，反应

器内细胞密度已达到了 N 2 !&= 45++:,)-以上。而随
着细胞密度的迅速增高，在灌流速率不变的情况下

./0已开始下降。这说明现有灌流速率已不能满
足细胞的代谢需求，而在提高灌流速率后可以看到

./0迅速响应开始升高。伴随 ./0的变化，抗体的
分泌量在一定的延迟时相后也发生了相应的变化。

由于灌流方式可以及时补充营养物质及排出代谢产

物，可能使细胞在相对较长的时间内保持旺盛生长

的状态，所以培养过程中 ./0的持续上升可以认为
是初期细胞的旺盛生长及随后细胞增殖虽然变缓而

抗体分泌速率迅速上升两种因素的综合影响。

因此根据 ./0与抗体分泌间的相关关系，初步
确定以!./0 O &时刻作为灌流调整点进行连续灌
流培养。结果见图 =。
离线检测的结果表明葡萄糖浓度在灌流开始后

从 ! ’ P?,-一直升高到最终的 " ’ !?,-。对比图 ( 可
以说明，以 ./0为参考调整灌流速率虽然可以使细
胞的生长及抗体分泌在较长时间内处于增长状态。

但其缺点是灌流体积偏大，超过了细胞的消耗量，这

就造成了产物的稀释和培养基的浪费，导致培养效

率的降低。同时从培养基组分优化的角度考虑，如

果将各组分浓度调整到消耗量的变化与 ./0相一
致，则可以在保证细胞生长与抗体分泌不受影响的

情况下提高营养物质的利用率，从而提高培养效率。

图 = 以 ./0控制连续灌流的培养过程中 ./0
与抗体浓度间的关系

>7?’= @65 A5+BC7*9:67D E5CF559 ./0 B9G 4*9459CABC7*9 *J
B9C7E*GK 79 D5AJI:7*9 4I+CIA5 4*9CA*++5G EK ./0
———L5AJI:7*9 ABC5；—!— ./0；—"— ME 4*9459CABC7*9

& 讨 论
在大规模培养过程中，./0 可作为细胞密度、

抗体分泌速率等其它参数的“预警”指标。由于它间

接反应了细胞的生长和代谢状态，所以可以作为灌

流速率和浓缩营养物流加速率等培养参数优化控制

的依据。同时可以明确以下几点：!）应用 ./0及时
调整灌流速率有可能避免细胞生长和抗体分泌出现

较大的波动，实现培养过程中的稳定增长；"）灌流速
率具体的设定值与 ./0在数值上的关系还应引入
限制性营养物的浓度等参数加以综合考虑，否则会

使造成产物的稀释及培养基的浪费；1）在对数生长

=;( 生 物 工 程 学 报 !;卷



期，!"#与活细胞密度有良好的线性关系，可以利
用它来进行细胞密度的在线检测与分析。
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