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摘  要 : 腺病毒载体是极具发展前景的基因治疗载体之一，为获得一条新型腺病毒规模化生产工艺，研究采用 5 L
振荡激流式一次性生物反应器悬浮培养 HEK293 细胞来生产重组腺病毒载体。细胞经种子链逐步扩增后，接种至

AP10 生物反应器，采用 CD293 无血清培养基流加培养悬浮 HEK293 细胞，细胞密度达约 2.0×106 个/mL 时，以      
30 MOI (Multiplicity of infection) 感染重组 Ad-IFNγ (Recombinant adenovirus-interferon gamma)，48 h 后收获细胞，3
次冻融裂解离心收获上清病毒粗产品。采用壳蛋白免疫法快速测定粗产品滴度。结果表明，采用振荡激流式一次性

生物反应器，流加 HEK293 细胞悬浮培养 6 d，密度可达 2.0×106个/mL，Ad-IFNγ粗产量达 1.49×1013 IFU (Infectious 
unit)，单细胞包装量达 3 800 IFU/cell。采用阴离子交换层析法纯化重组腺病毒，回收率 35.9%。建立了利用 5 L 激

流式一次性生物反应器悬浮培养 HEK293 细胞生产重组腺病毒载体 Ad-IFNγ的初步工艺。 

关键词 : 重组腺病毒，HEK293 细胞悬浮培养，一次性生物反应器，分离纯化，阴离子交换层析  
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Abstract:  Adenovirus vectors are promising delivery systems for gene therapy. We established a new process for clinic trial of 
recombinant adenovirus vectors using a novel disposable bioreactor. The suspension HEK293 cells were inoculated into a 5 L 

生物育种与工艺优化 
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disposable bioreactor with parameters control of pH, DO, agitation and temperature. After 6 days of a fed-batch culture, the final 
cell density reached 2.0×106 cells/mL. The culture was infected with Ad-IFNγ at an MOI of 30. The harvest was performed at 
approximately 48 h post-infection and crude viral lysate was obtained after 3 freeze/thaw cycles and centrifugation. The 
maximum titers of crude viral lysate was 1.49×1013 Infectious units (IFU) and the bulk product specific was 3 800 IFU/cell. 
Purified Ad-IFNγ by anion-exchange chromatography and the final recovery of infectious unit reached 35.9%. The result 
demonstrates that an efficient and stable process of producing Ad-IFNγ using a disposable fed-batch bioreactor is established. 

Keywords:  adenovirus vectors, suspension culture of HEK293 cell, disposable bioreactor, purification, anion-exchange 
chromatography 

腺病毒载体是极具发展潜力的基因治疗载体

之一[1]，在全球已报道 1 970例基因治疗临床试验
中占 23.5%[2]。探索规模化、高效和可重复的符合

GMP标准的重组腺病毒生产工艺，是临床试验和
商业生产的迫切需求[3-5]。HEK293 是最常用的腺
病毒包装细胞系，传统采用微载体、纸片载体、

固定床等预装载体于生物反应器内贴壁培养[3,6-7]，

缺点是不易放大。悬浮驯化培养操作简便，易于

放大，使用无血清 CD (Chemical define) 级培养
基，避免动物来源成分所产生的潜在风险，利于

下游纯化工作的开展 [8]。近年，一次性生反应器 
(Single use bioreactor) 或称抛弃型生物反应器 
(Disposable bioreactor) 逐渐应用于生物制药[9-12]。

一次性生物反应器易操作，交叉污染风险低，并

经过 FDA认证，能有效缩短生产周期及降低生产
成本等优点而广受欢迎[9]。 

研究采用悬浮 HEK293作为包装细胞，在 5 L
振荡激流式一次性生物反应器中培养生产

Ad-IFNγ，并采用 Q sepharose XL阴离子交换层析
进行分离纯化，初步建立了基于振荡激流式一次

性生物反应器的重组腺病毒生产工艺。 

1  材料与方法 

1.1  细胞和病毒 
悬浮 HEK293 细胞由中山大学附属肿瘤医院

实验研究部惠赠。Ad-IFNγ由广州达博生物馈赠，
按常规方法进行扩增保存。 

1.2  培养基 
CD 293干粉购自 Gibco公司，细胞级纯水由

纯水仪 (Millipore, GER) 制备；添加 4 mmol/L谷
氨酰胺 (Sigma, USA)，调节 pH 7.0，经 0.22 μm

过滤除菌。 

1.3  细胞种子扩增 
悬浮 293细胞从液氮中取出快速复苏，37 ℃，

置于摇床培养，120 r/min。经传代逐步放大培养
后，接种至 5 L 振荡激流式一次性生物反应器 
(AmProtein current bioreactor 10, APCB10)，由杭州
安普生物提供。 

1.4  一次性生物反应器培养 
反应器配套细胞培养袋、呼吸袋、取样器均

购自杭州安普生物。以密度 3×105−6×105个/mL接
种，温度 37 ℃，通 CO2及 0.5 mmol/L NaOH调节
pH 7.0−7.2，通过自动控制系统通入混合 O2/N2/空
气控制 DO 40%−50%，起始转速 55 r/min，随培养
体积扩大提高至 65 r/min。 

每 24 h取样，计算细胞密度及存活率，测定
葡萄糖和乳酸浓度。细胞密度大于 1×106个/mL开
始流加培养，流加率 0.6−1 (前 24 h 培养体积的
0.6−1倍)。经 4−6 d，细胞密度达到 2×106个/mL，
按 30 MOI感染 Ad-IFNγ，48 h后收获感染细胞。
加入 3倍体积细胞裂解液[Tris 50 mmol/L, MgCl2  
2 mmol/L, NaCl 100 mmol/L, pH 8.0]重悬冻融裂
解，离心得上清粗产品经纯化并于–80 ℃保存。 

1.5  阴离子交换层析纯化 
采用 50 mLQ XL (GE healthcare, USA) 阴离

子交换层析柱纯化病毒。病毒粗产品经核酸酶

(Merck，GER) 处理 1 h，经 0.45 μm过滤澄清后
上样，450 mmol/L NaCl洗脱收获病毒。 

1.6  检测方法 
1.6.1  细胞计数及活力检测 

采用血球计数板点样计算细胞密度，台盼蓝
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拒染法计算细胞活率，计数 3次取平均值。 
1.6.2  乳酸浓度及葡萄糖浓度测定 

乳酸测定试剂盒购自南京建成生物工程研究

所；葡萄糖测定试剂盒购自上海荣盛生物药业公

司；按说明书进行测定。 
1.6.3  病毒感染滴度测定 

采用壳蛋白免疫法进行感染滴度测定[13]。抗

壳蛋白抗体、共轭辣根过氧化物酶二抗均由中山

大学附属肿瘤医院实验研究部馈赠。 
1.6.4  纯化病毒产品的纯度检测 

产品纯度采用紫外吸收法测 A260/A280比值。 

2  结果 
2.1  悬浮 HEK293 细胞种子扩增 

细胞复苏体积 15 mL，摇床转速 120 r/min。 

细胞密度达到 1×106−1.5×106个/mL，开始传代，
传代密度控制在 5×105−7×105个/mL，保证了细胞
稳定性及倍增时间。建立了一条细胞种子扩增链，

见表 1。 
 

表 1  摇床培养种子扩增链 
Table 1  Seed train process using shaking culture 

Culture 
vessel 

Seeded 
vessels 

Total volume 
(mL) 

Day of 
culture 

Vial-T75 1 15 3 
T75-T175 1 50 3 
T175-T175 2 100 1 
T175-T175 4 200 1 
T175-T175 8 400 1 

 

 

2.2  5 L 一次性生物反应器悬浮培养 293 细胞 
分别以 5.0×105、3.0×105、6.5×105个/mL接种

至反应器，每 24 h取样，绘制生长曲线，如图 1A、 

 
图 1  反应器中细胞生长及葡萄糖、乳酸浓度曲线 
Fig. 1  Cell growth curve and concentration curve of glucose and lactate of the bioreactor. (A) Cell growth and viability curve of 
the first trial of inoculating with 5.0×105 cells/mL. (B) Concentration control of glucose and lactate during the first trial. (C) Cell 
growth and viability curve of the second trial of inoculating with 3.0×105 cells/mL. (D) Concentration control of glucose and 
lactate during the second trial. (E) Cell growth and viability curve of the third trial of inoculating with 6.5×105 cells/mL. (F) 
Concentration control of glucose and lactate during the third trial. The black arrows in (C) (E) show that portions of cell culture 
were inoculated into other bioreactors (data not show) and then the rest were re-inoculated into APCB10. 
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1C、1E。箭头处表示排出部分细胞作其他研究 (结
果未显示)，留部分细胞重新接种。前 48 h细胞生
长缓慢，此后进入快速生长期。密度达 1×106个/mL 
(约 48−72 h)，流加培养，流加率为 0.6−1/d，倍增
时间约 24 h。同时，图 1C、1E表明，重新接种细
胞直接进入快速生长期。监测葡萄糖和乳酸浓度，

见图 1B、1D、1F，发现能量充足，乳酸低于 20 
mmol/L，反映细胞营养供给和代谢抑制因子均在
可控水 平[3]。细胞密度最终达到 2×106个/mL时，
加入 Ad-IFNγ感染，48 hpi收获感染细胞。 

2.3  粗产品感染滴度测定 
通过快速测定病毒感染滴度，见表 2。结果表

明，采用 APCB10 一次性生物反应器悬浮培养，
得到了稳定的 Ad-IFNγ产量。 

2.4  阴离子交换层析 
采用 Q XL 阴离子交换层析法，低盐上样， 

450 mmol/L NaCl洗脱得到目的峰见图 2。经检测病
毒滴度回收率 35.9%，比活性 4%，A260/A280=1.27。 

 
表 2  病毒感染滴度测定结果 
Table 2  The production of infective units 

 Titer (IFU/mL) Total titer (IFU) Capacity (IFU/cell)

1 5.84E+10 6.38E+12 2 200 

2 6.41E+10 3.20E+12 1 700 

3 2.12E+11 1.49E+13 3 800 

 

 
 

图 2  Q XL 阴离子交换层析纯化 Ad-IFNγ 
Fig. 2  Anion-exchange chromatography of Ad-IFNγ lysate. 

3  讨论 

流加培养通过添加新鲜培养基，补充营养，稀

释代谢副产物，维持细胞生长。流加培养无需截留

器，硬件要求低，操作简便，在哺乳动物细胞大规

模培养，特别是在一次性生物反应器中更常见[14]。

但易受副产物累积制约，影响细胞状态。因此优化

培养条件，控制流加时间及流加率极为重要。试验

发现，细胞密度在 1×106−1.5×106个/mL时，细胞状
态良好，流加率为 0.6−1/d，能保证细胞快速生长，缩
短培养周期。密度增加至一定程度 (>1×106个/mL)，
会出现“细胞密度效应 (Cell density effect)”[3,8,15]。

普遍认为与营养耗竭或副产物积累有关，但机制未

明。补充营养或者更新培养基效果有限，并导致成

本提高[5,8,16]。因此，综合考虑成本及可操作性等

因素，我们认为在密度 2×106个/mL感染合适。报
道指出，腺病毒颗粒单位 (Adenovirus particle unit) 
单细胞包装量在 104−105 VP/mL之间，而其中具有
感染能力单位(Infectious units) 不足十分之一甚至更
低[3]。我们获得单细胞病毒产量分别是2 200 IFU/cell、
1 700 IFU/cell和 3 800 IFU/cell，与其他工艺相比，
具有一定的竞争力。 

氯化铯密度梯度离心是经典的腺病毒纯化方

法，但不适于规模化生产。人们开发各种高通量

纯化工艺，如离子交换、凝胶过滤、扩张床、膜

过滤等，以取代氯化铯密低梯度离心[17-19]。研究

采用 Q XL阴离子交换层析，获得了 35.9%的整体
回收率。腺病毒的纯化因工艺选择有所不同，如

Peixoto等采用扩张床层析，获得了 32%回收率[19]，

Eglon 等采用阴离子交换+凝胶过滤层析，获得
36%回收率[18]，Riske等采用膜吸附+凝胶过滤+阴
离子交换层析，获得  (33±3)%回收率 [20]，Liang
等采用阳离子交换、亲和层析、凝胶过滤层析分

别获得了 39%、29%和 24%回收率[21]。腺病毒的

纯化受缓冲液选择、澄清方法等因素影响。选择

合适的缓冲液能够保证核酸酶活性，降解宿主

DNA，降低样品粘度，便于澄清处理，去除细胞
杂质及病毒凝集，减少位阻效应，能有效提高病

毒回收率[18]。因此，筛选缓冲液配方，改进澄清
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方法，是腺病毒纯化的关键之一。 
一次性 (抛弃型) 生物反应器是生物制药产

业的新热点。反应器配套耗材由经过 FDA认证的
特殊材质制成，安全性高。采用 γ 射线辐照无菌
预处理，摈弃了传统生物反应器繁冗耗能的灭菌

程序，保证不同批次生产的物理隔绝。因此，采

用一次性生物反应器，能降低生产成本，降低能

耗，缩短生产周期，减少交叉污染风险[9]。研究选

用非搅拌振荡激流式一次性生物反应器生产重组

腺病毒，取得了良好效果。 
悬浮 HEK293 细胞经种子链扩增以及一次性

生物应器流加培养，温度控制 37 ℃，pH 7.1−7.2，
DO 40%−50%，转速 55−65 r/min，细胞密度提高
至 2×106个/mL，病毒粗产率达到 3 800 IFU/cell，
采用阴离子交换层析纯化腺病毒产品，得到 35.9%
的回收率，初步建立了利用 5 L振荡激流式一次性
激流式生物反应器悬浮培养 HEK293 细胞生产
Ad-IFNγ的生产工艺，同时为扩大生产规模奠定基
础，对其他类型的重组腺病毒产品生产也具有参

考意义。 
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