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摘  要: 近年来生物药市场需求量激增，高产量、高质量、低成本的哺乳动物细胞灌流培养工艺顺势成为工业界

和学术界普遍关注的热点。文中围绕灌流培养工艺特有的操作环节及工艺优化应着重关注的细节展开论述，综述

了近年来在灌流培养工艺开发和优化上取得的进步和提出的策略，以期为哺乳动物细胞灌流培养技术的开发提供

参考。 
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Abstract: In recent years, the demand of biologics has increased rapidly. Cell culture process with perfusion mode has become 

more and more popular due to its high productivity, good quality and high efficiency. In this paper, the unique operation and 

the details of process optimization for perfusion culture mode are discussed by comparing with traditional batch culture 

process. Meanwhile, the progress and strategies in the development and optimization of perfusion culture process in recent 

years are summarized to provide reference for the future development of mammalian cell perfusion culture technology. 
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生物药靶向性高、疗效好、毒副作用小，自

20 世纪 80 年代一经提出，便备受医患人员的青睐。

近年来生物药占据的市场份额发展更为迅猛，仅单

克隆抗体便占去 2017 年年度十大畅销药中的 8 个

名额，且年度销售额高达 1 230 亿美元[1]。 

与微生物及昆虫细胞相比，哺乳动物细胞具有

翻译后修饰功能，在蛋白类药物表达方面展现出了

独特的优势，因此哺乳动物细胞表达系统通常是生

物药物生产的首选平台。随着近年来市场上对生物

药物需求量的持续增长，生物药物收益大幅度提

升，更是在全球范围内掀起了哺乳动物细胞培养的

热潮[2]。目前用于工业化生产的哺乳动物细胞株主

要有中国仓鼠卵巢细胞  (Chinese hamster ovary, 

CHO) 、仓鼠胚肾细胞  (Baby hamster kidney, 

BHK)、小鼠骨髓瘤细胞 (NS0 和 SP2/0)，还有一

些人类细胞株，包括 HEK293 和 HT-2080。其中对

CHO 细胞株的研究最为充分，应用最为广泛[3]。

多种哺乳动物细胞培养工艺的开发及优化也主要

针对 CHO 细胞株展开论述。 

哺乳动物细胞体外培养较之传统的微生物细

胞培养难度较大[4]，主要是由于哺乳动物细胞倍增

时间长、代谢途径复杂、对外界环境敏感性强、对

营养要求苛刻，且培养过程中细胞状态容易改变。

目前常用的哺乳动物细胞培养工艺有：批次培养、

补料批次培养和灌流培养 (图 1)。 

目前常用哺乳动物细胞培养工艺特点见表 1。 

 
 

 
 
图 1  目前常用哺乳动物细胞培养工艺示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of mammalian cell culture process commonly used at present. (A) Batch. (B) Fed-Batch. (C) 
Perfusion.  

 
表 1  常用哺乳动物细胞培养工艺特点[5-10] 
Table 1  Characteristics of mammalian cell culture process[5-10] 

Culture modes Diagrams Characteristics Advantages Disadvantages 

Batch A No feeding, harvest only at 
the end of culture 

Simple operation, little 
contamination risk 

Lower peak viable cell density, 
short culture duration, low 
productivity 

Fed-Batch B Multiple feeding, harvest 
only at the end of culture 

Simple operation, long culture 
duration, high productivity 

Low peak viable cell density, low 
productivity 

Perfusion C Constant working volume, 
continuous feeding, 
continuous harvest 

Long culture duration, low cost, 
high productivity with high 
quality 

Complicated operation, requiring 
specific equipment 
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基于哺乳动物细胞灌流培养技术在产物产量、

质量及成本等方面表现出来的显著优势，越来越多

获批上市的生物药物使用灌流培养工艺进行生  

产[11]，对灌流培养工艺的开发和优化进而成为当

前哺乳动物细胞培养工艺研究的热点[12]。结合图 1

和表 1 可以看出较之传统的批次培养，灌流培养工

艺存在的特有之处及工艺优化应着重关注的地方

有：  ① 灌流新鲜培养基，灌流速率的大小调节；

 ② 放流多余细胞，放流速率的大小调节；  ③ 灌流

工艺培养周期较长，细胞活率的维持和产量的提

高；  ④ 细胞截留装置，细胞的高效截留和产物的

高效滤过。本文主要从以上几个方面展开综述，以

期为工业悬浮哺乳动物细胞灌流培养技术的开发

提供参考。 

1  细胞比灌流速率 (Cell specific perfusion 

rate，CSPR) 

CSPR 指单位细胞单位时间内灌流到的新鲜

培养基体积，其相应的计算公式为： 

CSPR=PR/VCD×1 000                  (1) 
式中，CSPR：细胞比灌流速率 (pL/(cell·d))；

PR：perfusion rate，灌流速率 (vvd, L/(L·d))；VCD：

viable cell density，活细胞密度 (106 cells/mL)。 

CSPR 代表了培养过程中每天给到每个细胞

的新鲜培养基体积，反映了灌流提供给细胞的营养

水平，并不代表细胞自身的代谢状态。CSPR 作为

连接 PR 和 VCD 的桥梁，在灌流培养工艺的开发

和优化过程中具有较高的指导价值，对其优化的方

向是尽可能降低 CSPR 值的大小。这主要出于两方

面的考虑[13]：  ① 减少新鲜培养基的供应，降低生

产成本 (包括培养基自身及存储设备的成本)；  ②

降低收获液总体积，同时提高收获液中目的产物浓

度，减轻下游纯化压力 [14]。基于这两点考虑，

Konstantinov 等[15]建议应将 CSPR 尽可能控至低于

50 pL/(cell·d)。 

结合 CSPR 的定义，对其优化的方法主要有两

大类：  ① 降低 PR；  ② 提高目标 VCD。但在实际

操作过程中，各参数并不是可以无限调节的，应综

合考虑其对培养过程的影响。PR 过低则：a) 不足

以供给细胞生长最低的营养需求和及时带走代谢

废物，导致细胞生长受限、活率下降；b) 目的产

物在反应罐中滞留时间较长，有降解风险 (尤其是

不稳定的产物，如 FVIII[16])。PR 过高则：a) 细胞

对培养基养分利用不充分，造成原料的浪费，提高

生产成本；b) 收获液目的产物浓度较低，下游纯

化压力较大。VCD 过低则：该培养体系的时空产

率较低 (Space-time yield，STY，g/(L·d))，生产成

本高；VCD 过高则：培养液粘度过高，细胞截留

装置及供氧等设备不足以维持工艺正常运行[17]。 

降低 CSPR 的相关方法在文献中有诸多报道。

其中 Konstantinov 等[15]提出了“push-to-low”策略，

该策略指在灌流培养的稳定阶段通过调节 PR 或

VCD 来逐步降低 CSPR，直到寻找到 CSPR 的最小

值，具体表现为更低的 CSPR 将导致细胞比生长速

率 (μ)、存活率 (Viability) 及比生产速率 (Qp) 等

的下降。Lin 等[18]在对培养基进行浓缩优化的基础

上结合“push-to-low”的策略，为其所培养的 CHO

细胞株锁定到了最小的 CSPR 为 75 pL/(cell·d)，并

将其成功放大至 100 L 的生产规模。Hiller 等[14]在

CHO 细胞生长阶段将灌流泵关联于 pH 控制上，

细胞在缺乏碳源情况下消耗乳酸使 pH升高从而触

发灌流的运行，提出了细胞按营养需求自主调控

PR 的灌流策略，整个灌流过程将 CSPR 成功控制

于 20–40 pL/(cell·d) 之间。Gagnon 等[19]则提出在

前期 CHO 细胞生长阶段使用相对较高的 CSPR，

促使细胞快速生长至目标 VCD，随之切换为浓缩

的培养基以较低的 CSPR 继续灌流培养，这一策略

减少了培养基的总用量并且方便了下游对目的产

物的连续收获及纯化。 

2  放流速率 (Bleeding rate) 调节 

灌流培养工艺较传统的批次培养工艺，最显著
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的特点是为细胞提供一个稳定且有利的生长环境，

这主要得益于在培养过程中维持各个培养参数的

稳定，这些参数主要包括各营养物质的浓度及细胞

密度。其中恒定细胞密度的维持需要结合细胞的生

长速率适当放流掉一定数量的细胞，在灌流培养的

稳定阶段放流速率  (数值上等于稀释速率，

Dilution rate，D) 应等于细胞的比生长速率。细胞

生长越快，则需要放流的培养液量也越多，随之

带来的问题是目的产物随着放流液的流失，导致

产物收率降低[5]。因此，在灌流培养工艺的稳定阶

段，一方面需要维持细胞密度足够高以确保较高

的目的产物时空产率，另一方面也应当朝着降低

放流速率的方向优化，进一步提高产物收率，比

较理想的放流速率应控制为占总灌流速率的

5%–10%[20]。 

降低放流速率的基本原则是通过营养限制或

环境限制为细胞提供次优的生长条件，以降低细

胞的生长速率[5]。通常将细胞分裂滞留于 G0/G1

期，该阶段为细胞分裂的准备时间，细胞代谢旺

盛，包括目的产物的合成[21]。Park 等[22]从一系列

化学物质中筛选出戊酸在抑制 CHO 细胞生长、提

高细胞比生产速率上最具有优势。Wolf 等[20]则对

比了戊酸与降低培养温度对 CHO 细胞表现的影

响，并发现在加入 1 mmol/L 戊酸的实验条件下，

CHO 细胞先是较对照组 (36.5 ℃，不添加戊酸) 

表现出了更低的生长速率，但在培养第 8 天以后，

细胞生长速率又逐渐回升。而较低培养温度 

(33.0 ) ℃ 的实验组在整个培养过程中细胞生长速

率都维持在较低水平，显著降低了细胞的放流速

率，较对照组提升了目的蛋白收率高达 15%。在

实际生产过程中，适当降低培养温度确实是抑制

细胞生长、提高细胞比生产速率的常用方法，但

针对不同的克隆，其最适的降温后培养温度并不

完全一样，因此在实际生产中还需结合实际情况

寻找较为合适的培养温度。 

随着灌流培养工艺的开发，近年来也发展起浓

缩补料批次培养 (Concentrated fed-batch，CFB)[23]

的新型培养方式，其在连续培养过程中不控制稳态

环境，无需放流，通过提高工艺过程中的峰值 VCD 

(Peak VCD)和 IVCD (Integrated viable cell density)，

进而在短时间内获得了极高的目的产物产量。较传

统的灌流培养工艺，该类新型工艺培养周期较短，

但时空产率得到了显著提升，在成本节约上具有显

著优势，有望在生物药物生产中推广使用。 

3  细胞比生产速率 (Cell specific production 

rate，Qp) 的提高 

提高培养体系的时空产率、降低药物生产成

本，是细胞培养研究人员一以贯之的目标。决定高

的时空产率的主要因素有[24]：高的细胞密度；高

的 Qp；长的可培养周期 (往往取决于高细胞密度

情况下高细胞活率的维持)。相应的，从细胞株自

身出发，可以通过细胞构建和克隆筛选获得生长优

异、代谢优良、产量可观的细胞株作为生产用细胞

株。从细胞培养工艺出发，则可以针对不同的克隆

筛选出最适宜的培养基，同时在培养过程中做好参

数控制和调节，如温度、溶氧、pH 等。 

传统的批次培养过程中，常在细胞生长对数晚

期适当降低培养温度以促进细胞产能的提升，Wolf

等[20]采用 CHO 细胞株，在灌流工艺中同样尝试在

目标细胞密度下为细胞提供较低的培养温度 

(33.0 )℃ ，发现较培养温度为 36.5 ℃的条件，细胞

Qp 得到显著提升。Qin 等[25]在 CHO 细胞灌流培养

的稳定阶段使用氯化钠提高培养体系的渗透压，成

功提高了培养体系时空产率，并且降低了产物的多

聚体和酸性电荷异质体。Kuiper 等[13]对现有用于

补料批次培养的基础培养基和一定比例的补料培

养基进行搭配混合，使用批次培养的摇管模型进行

初步筛选，并在 1 L 生物反应器的规模下，使用灌

流工艺培养 CHO 细胞，对筛选结果进行验证，发

现合适比例的混合培养基能够在灌流培养中获得

高的细胞密度及高的目的产物产量。 
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4  细胞截留装置 

4.1  细胞截留装置简介 

为了保证灌流过程中目的产物及时收获的同

时不造成所培养悬浮细胞的损失，细胞截留装置

自然成为了必不可少的基本要素之一。随着哺乳

动物细胞灌流培养技术的发展，细胞截留设备也

同样经历着不断的变革与创新，这其中不变的宗

旨是在对细胞损伤较小的情况下，有效地实现细

胞的截留和目的产物的滤过，这也是灌流工艺开

发的重点所在。 

目前常用的细胞截留技术及各自优缺点列于

表 2。 

相比之下，基于中空纤维柱过滤原理而设计的

截留装置，因其对细胞截留率高、支持培养细胞密

度高且设备简单、操作方便及易于放大等优点，在

目前动物细胞灌流培养中使用最为广泛。目前常用

的基于中空纤维柱过滤原理而开发的细胞截留装

置主要有切向流过滤 (Tangential flow filtration，

TFF) 模式和交替式切向流 (Alternating tangential 

flow，ATF) 模式。相比于 TFF，ATF 用隔膜泵代

替蠕动泵，减少了系统对细胞的剪切力，同时由于

隔膜泵周期性的凹凸运动，使得培养液在中空纤维

柱中交替往复流动，由此产生的反向冲刷作用一定

程度上减慢了柱子堵塞的速度[30-32]，因此在灌流培

养工艺中 ATF 更受青睐。 

4.2  中空纤维柱滤膜堵塞问题研究进展 

由于灌流工艺较高的细胞密度和较长的培养

周期，收获过程中往往会观测到中空纤维柱滤膜堵

塞 (Retention，R) 的现象，具体表现为目的产物

在罐内累积而收获液中目的产物浓度降低。相应

的，中空纤维柱在 t 时刻堵塞程度可以表示为： 

R=(Titerbioreactor–Titerharvest)/Titerbioreactor×100 (2) 

式中，R 为中空纤维柱滤膜堵塞程度(%)；

Titerbioreactor 为 t 时刻罐内蛋白产物浓度(mg/L)；

Titerharvest 为 t 时刻罐内蛋白产物浓度(mg/L)。 

在培养过程中，滤膜堵塞为不可逆的过程，随

着培养周期的延长，柱子对目的产物的截留渐趋严

重，并最终因过低的目的产物收率及难以维持的收

获液流速而不得不更换柱子或终止培养[33-34]。滤膜

堵塞相应带来的问题有：  ① 目的产物收率降低，

增加生产成本[35]；  ② 目的产物截留于罐内时间过

久，影响产物质量；  ③ 更换柱子增加操作的复杂

性及染菌风险。基于这些考虑，分析培养过程中引

起滤膜堵塞的因素，并进一步寻找可以减缓滤膜堵

塞速率的措施是研究相关问题的主要方向。 

4.2.1  中空纤维柱滤膜堵塞机理 

目前业界普遍接受的滤膜使用过程中堵塞模

型主要有 4 种[31,33]，分别为：(A) 滤孔口完全堵塞；

(B) 滤孔口部分堵塞；(C) 滤孔内部黏附微粒；  

(D) 滤膜表面形成滤饼 (图 2)。 

 
表 2  目前常用细胞截留技术及优缺点[26-29] 
Table 2  Comparison of commonly used cell retention devices[26-29] 

Device names Principles Strengths Weaknesses 

Gravity settlers Density difference 
between cells and media 

The simplest device, less 
damage to cells, no 
product retention 

Time consuming, not applicable in high 
cell density cultivation (>40×106 cells/mL) 

Centrifuges Increasing settling 
velocities of cells by 
centrifugal force  

High cell settling 
efficiency 

High shear force, requiring aseptic batch 
centrifugation, complex operation 

Acoustic settlers Cell aggregation by 
acoustic frequency 

Low shear force Cell loss, not applicable in high cell 
density cultivation (>40×106 cells/mL) 

Hollow fiber filters Large size cells retained 
by filter 

No cell loss even at high 
VCD (>100×106 cells/mL), 
easy to scale-up 

Moderate shear force, fouling and 
clogging of the filter membrane leading 
to product retention 
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图 2  滤膜使用过程中堵塞模型图 
Fig. 2  Diagram of filter membrane fouling. (A) Complete pore blockage. (B) Partial pore blockage. (C) Pore 
constriction. (D) Cake formation. 

 
图 2 中最右侧部分代表中空纤维柱滤膜的纵

切面，其中 A、B 两种模型代表直径大于滤膜孔径

的微粒的堵塞作用，主要有细胞及消泡剂聚集而形

成的微球，降低了滤膜的有效过滤面积；C 类模型

代表直径小于滤膜孔径的微粒的堵塞作用，主要有

细胞碎片、脂质分子和细胞裂解释放的核酸及胞内

蛋白等微粒黏附于滤膜孔径内壁，减小了滤孔有效

过滤直径，使得过滤阻力增加；D 类模型则代表各

种微粒在滤孔堵塞后而于滤膜表面堆积，形成一层

饼状黏附物，增大了过滤阻力，减小过滤流量。在

实际培养过程中，4 种基本的滤膜堵塞模型常常相

伴存在。Hadpe 等[31]针对这 4 种堵塞模型分别建立

了相应的数学计算模型，该数学模型认为不同堵塞

模型贡献的过滤阻力大小依次为 A>C>B>D，并进

一步指出滤孔的彻底堵塞是决定中空纤维柱在一

轮实验中使用寿命的首要因素。Kelly 等[33]也指出

滤液及其中的微粒物质优先选择通过阻力最小的

滤孔，而不是堆积在已经黏附于滤膜表面的颗粒上

层形成滤饼。 

4.2.2  影响中空纤维柱滤膜堵塞因素 

影响滤膜堵塞的因素可以概括分为两大类：  ①

生物方面，主要指培养过程产生的可以引起滤膜堵

塞的微粒物质，如细胞密度、细胞活率、消泡剂添

加量、目的产物浓度及培养基组成等。灌流培养工

艺常为高细胞密度发酵，往往需要开启微泡提高氧

传质效率，由此也给细胞带来较高的剪切力，Xu

等[36]认为在 CHO 细胞灌流培养中，2 g/L 的 PF68

已不足以保护细胞免受高剪切力的损伤，并通过对

比 5 g/L PF68对细胞生长的影响，发现高浓度 PF68

可以更好地维持 CHO 细胞活率并由此降低了滤膜

堵塞速率。Kelly 等[33]通过采用 CHO 细胞株展开

实验，对比了相同细胞活率、不同细胞密度的培养

液，发现在相同收获液过滤速度的情况下，高细胞

密度培养液倾向于形成更高的跨膜压力和滤膜堵

塞速率。且通过电镜扫描滤膜切面，发现黏附于滤

膜内表面的主要为细胞碎片及消泡剂微球。Liew

等[37]也指出由于消泡剂强的表面活性，使其很容

易黏附于滤膜表面，而其高度不稳定性也导致消泡

剂碎片会黏附于滤孔内壁，进一步支持了消泡剂堵

塞滤膜的观点。Wang 等[32]在 CHO 细胞培养过程

中通过测量乳酸脱氢酶 (Lactate dehydrogenase，

LDH) 表征死细胞数量，指出较低的细胞活率导致

较快的滤膜堵塞速率，并认为主要的原因是由于细

胞死亡后裂解释放大量直径介于 10–100 nm 的微

粒，此类微粒很快会引起滤膜堵塞。  ② 物理方面，

主要包括培养过程中影响滤膜堵塞速率的参数设

置，如收获液过滤速率 (单位膜面积单位时间内收

获的液体量，L/(m2·h)) 及隔膜泵充气和抽真空速
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率 (Pressure and exhaust，P/E flow，L/min)。Walther

等[38]指出滤膜堵塞速率与收获液过滤速率成二次

函数关系，且推荐操作过程中保持收获液过滤速率

要小于 2.5 L/(m2·h)。针对 P/E flow 对滤膜堵塞速

率的影响，目前存在两种主流说法。一方面认为较

高的 P/E flow 在抽真空阶段会存在较强的液体反

向冲刷作用，有利于冲刷掉黏附于滤膜表面的微粒

物质，避免柱子的堵塞[34,39]；一方面则指出较高的

P/E flow 对细胞存在较高的剪切力，而损伤的细胞

会释放更多引起滤膜堵塞的微粒，加速滤膜堵塞，

缩短中空纤维柱在一轮实验中的使用寿命[38]。双

方观点各有一定的实验依据，因此增大 P/E flow

对滤膜堵塞速度的影响尚未定论，仍需进一步的研

究来提供支持。 

4.2.3  减缓或避免目的产物截留的措施 

寻求减缓甚至避免产物截留的措施，进而提高

工艺的稳健性并提高目的产物收率、降低生物药物

的生产成本一直是业界努力的目标。 

Mercille 等[40]从减少堵塞滤膜微粒总含量出

发，指出可以通过在 SP2/0 细胞培养过程中，将培

养基中加入 DNase Ⅰ以降低滤膜堵塞速率。但作

者并未进一步考察 DNase Ⅰ的加入对目的产物质

量的影响及对下游目的产物纯化工艺的影响，此

外，在培养体系中所引入生物试剂的残留检测也会

是药物质量把关中不得不面对的新问题。Wang  

等[41]从中空纤维柱自身特性出发，以 CHO 细胞株

展开实验，提出可以使用较大孔径 (如 5 μm) 的中

空纤维柱以降低滤膜堵塞速率。但近年来将反应器

灌流培养与下游纯化工艺相结合的连续操作正逐

渐兴起[42]，更推荐使用 0.20 μm 孔径的中空纤维

柱，可以省去下游深层过滤操作，提高工作效率，

节约生产成本。Kim 等[43]通过在收获系统中引入

一个单向阀和一个由控制器和计时器关联开关的

夹管阀，避免了蠕动泵的使用，将重组人凝血因子

Ⅷ收率成功提高 1.46 倍，且较之常规收获系统不

影响 CHO 细胞生长情况。该收获系统搭建较为复

杂，计时器控制夹管阀的开关要求较高的逻辑性，

技术难度较大，尚未推广使用。Kwon 等[44]提出一

种新型的微流体细胞截留装置 (Microfluidic cell 

retention device)，该装置宏观结构类似粒子加速

器，利用惯性分离细胞与蛋白产物，获得了高达

99%的产物回收率，并且培养过程细胞活率维持较

高。但作者采用 CHO 细胞株验证此截留装置时所

采用工作体积仅有 350 mL，并且目的细胞密度仅控

制在 20×106 cells/mL，该密度针对灌流发酵仍然处

于偏低水平，因此该装置是否易于放大及是否能支

持更高密度发酵时细胞不流失，仍需进一步考察。 

5  总结与展望 

基于哺乳动物细胞灌流培养工艺单位工作体

积高产量、高质量、低成本的显著优势，近年来随

着生物药物市场的逐步扩大，工业界和学术界普遍

关注灌流工艺的开发和优化，FDA 也极大地鼓励

生物药物生产工艺由传统的批次培养转型到灌流

培养[12,45]。本文通过综述近年来在灌流培养工艺开

发和优化上取得的进步和提出的策略，为悬浮哺乳

动物细胞灌流培养技术的开发提供了参考。 

除上文讨论的优化关键点，灌流培养工艺的开

发仍面临其他挑战：  ① 成熟的小体积模型 

(Scale-down model) 的开发。优良的小体积模型的

开发，可以在优化工艺时降低生产成本，提高筛选

效率。现提出灌流培养的小体积模型有深孔板和摇

管等，此类模型不能完全模拟实际生产过程中连续

换液和连续收获的操作，不能很好地反馈目的产物

收获时对中空纤维柱滤膜的堵塞作用，此类模型也

没有 pH 和溶解氧 (Dissolved oxygen，DO) 的实

时控制，并不能完全模拟灌流培养中细胞的生长和

代谢状态，作用较局限。② 目的产物关键质量属

性调控方法的开发。糖型和电荷等的变化均会影响

蛋白类药物的有效性及在体内的免疫原性，尤其是

在生物类似药的研发和申报时，对质量的调控显得

更为重要。然而目前关于调节产物质量的文献报道
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多是基于传统的批次培养工艺，针对培养模式和细

胞代谢状态有别的灌流培养工艺，开发出特有的更

有效的调节质量策略仍需投入时间和精力。  “③ 亚

批次”收获产物之间质量一致性的保证。灌流培养

工艺周期较长 (一般>30 d)，培养期间目的产物连

续收获。尽管认为灌流培养细胞生活环境处于稳定

状态，但随着细胞倍增次数的增高，细胞代谢状态

可能发生改变，进而影响到目的产物质量的一致

性，而该问题是药物临床研究申请不得不面对的关

键问题。因此，实现传统批次培养到连续灌流培养

的完全转型，仍有较长的路要走。  
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