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摘   要：由于各种疾病在全球范围内的肆虐，国际市场对重组腺病毒载体(adenoviral vector, Adv)
疫苗的需求量急剧增加，而工艺研究是解决这一问题的有效手段之一。在细胞接毒前施加高渗胁迫

可以提高分批培养模式下的Adv产量，新兴的灌流培养也可以显著提高Adv的产量。将高渗胁迫工

艺与灌流培养相结合，有望进一步提升高细胞密度生产过程中的Adv产量。本研究利用摇瓶结合拟

灌流培养作为生物反应器灌流培养的缩小模型，使用渗透压为 300–405 mOsm 的培养基研究了高渗

胁迫对细胞生长和 Adv 生产的影响。结果显示，在细胞生长阶段使用 370 mOsm 的高渗透压培养

基，在病毒生产阶段使用 300 mOsm 的等渗透压培养基的灌流培养工艺有效地提高了 Adv 的产量。

进一步研究发现这可能归因于病毒复制后期 HSP70 蛋白的表达量增加。将这种工艺放大至生物反

应器中，Adv 的产量达到 3.2×1010 IFU/mL，是传统灌流培养工艺的 3 倍。本研究首次将高渗胁迫工

艺与灌流培养相结合的策略应用于HEK 293细胞生产Adv，同时揭示了高渗胁迫工艺增产 Adv的可

能原因，为 HEK 293 细胞生产其他类型 Adv 的工艺优化提供了借鉴。 
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Abstract: With various diseases ravaging internationally, the demands for recombinant 
adenoviral vector (Adv) vaccines have increased dramatically. To meet the demand for Adv 
vaccine, development of a new cell culture process is an effective strategy. Applying 
hyperosmotic stress in cells before virus infection could increase the yield of Adv in batch culture 
mode. Emerging perfusion culture can significantly increase the yield of Adv as well. Therefore, 
combining the hyperosmotic stress process with perfusion culture is expected to improve the yield 
of Adv at high cell density. In this study, a shake flask combined with a semi-perfusion culture 
was used as a scaled-down model for bioreactor perfusion culture. Media with osmotic pressure 
ranging from 300 to 405 mOsm were used to study the effect of hyperosmotic stress on cell 
growth and Adv production. The results showed that using a perfusion culture process with a 
hyperosmotic pressure medium (370 mOsm) during the cell growth phase and an isosmotic 
pressure medium (300 mOsm) during the virus production phase effectively increased the yield of 
Adv. This might be due to the increased expression of HSP70 protein during the late phases of 
virus replication. The Adv titer in a bioreactor with such a process reached 3.2×1010 IFU/mL, 
three times higher than that of the traditional perfusion culture process. More importantly, this is 
the first time that a strategy of combining the hyperosmotic stress process with perfusion culture 
is applied to the production of Adv in HEK 293 cells. It also reveals the reason why the 
hyperosmotic stress process increased the yield of Adv, which may facilitate the process 
optimization of for producing other Adv in HEK 293 cells. 
Keywords: hyperosmotic stress; perfusion culture; HEK 293 cells; adenovirus vector 

 
腺病毒是一种无包膜病毒，拥有二十面体

的外壳和双链 DNA，大小通常在 80–100 nm[1]。

重组腺病毒载体(adenoviral vector, Adv)由于其

高效的核进入机制和较低的人类致病性而被广

泛应用于疫苗开发和免疫治疗[2-3]。HEK 293 细

胞是生产重组病毒载体的主要宿主细胞系之

一，用于 Adv 或腺相关病毒(adeno-associated 

virus, AAV)的生产[4]。由于目前国际市场对重

组 Adv 疫苗的需求量日渐增加，因此迫切需 
要一种高效、稳定、低成本的重组 Adv 生产  
工艺[5]。 

灌流培养(perfusion culture)已经被广泛应用

于 HEK 293 细胞的 Adv 生产[6-7]，可以显著提高

Adv 的单位体积产量，因此已应用取代传统的
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分批和补料-分批培养[8-9]。通过补料-分批培养

进行高细胞密度接毒会导致“细胞密度效应”，
即高细胞密度会导致单细胞的病毒生产率显著

降低，从而影响病毒总产量。产生“细胞密度效

应”的主要原因是代谢副产物的积累和营养物质

的损耗[10-11]，但灌流培养可以保证整个培养过

程中的高营养物质水平和低代谢副产物水平，

进而克服“细胞密度效应”，在高细胞密度接毒

的情况下获得更高的病毒总产量[12-14]。交替式

切向流过滤(alternating tangential flow filtration, 
ATF)系统是目前灌流培养工艺中常用的细胞截

留装置，具有剪切力低、细胞存活率高和易于

放大等优点，是实施灌流培养的核心模块[15-16]。 
高渗胁迫可以通过在培养基中加入 NaCl 来

实现，进而影响哺乳动物细胞的生长、代谢和

生产[17-19]。哺乳动物细胞长期暴露在高渗透压环

境下，会产生一系列的反应，如细胞膜扩张、

膜转运蛋白表达增加、相关物质的代速谢率改

变、细胞的生长速率和细胞活率下降等[20-21]。在

生产阶段施加高渗胁迫已被用于提高中国仓鼠

卵 巢 (Chinese hamster ovary, CHO) 细 胞 、

GS-NS0 小鼠骨髓瘤细胞和一些杂交瘤细胞的单

细胞抗体产量[22-26]。然而，高渗胁迫加速了生

产阶段的细胞死亡，总产量并没有随着单细胞

抗体产量的提升而显著提升。有文献报道在细

胞感染后 8–16 h 施加高渗胁迫可以增加 AAV 的

产量[27]，而在细胞生长和病毒生产阶段均施加

高渗胁迫则会严重抑制 HEK 293 细胞的生长和

Adv 的生产[2]。但是，在细胞生长阶段施加适

当的高渗胁迫而在接毒后移除，则可以增加分

批培养模式下的 Adv 产量[28]。 
近年，已有报道在 HEK 293 细胞接毒前后

施加不同强度的高渗胁迫来提高 Adv 产量的研

究，但是这种方法仍然受到分批培养模式的限

制，其Adv产量仅是传统分批培养的 2−3倍[28]，

而只使用灌流培养已将 Adv 产量提高到传统分

批培养的 6−8 倍[12]。因此，将高渗胁迫工艺与灌

流培养相结合有望提高 Adv 产量到更高水平。 
本文采用摇瓶培养结合生物反应器灌流培

养的模式研究提高 HEK 293 细胞生产重组 Adv
产量的策略。即使用含有不同浓度 NaCl 的培养

基，分别研究高渗胁迫对细胞生长和 Adv 生产

的影响，通过表征高渗胁迫对 HEK 293 细胞的

状态参数(细胞生长速率、细胞活率、细胞形

态、细胞代谢和 HSP70 蛋白表达等)和 Adv 生产

参数(病毒侵染效率、病毒颗粒浓度和病毒滴度

等)的影响，提出了渗透压影响 Adv 产量的可能

原因。最后，将摇瓶水平确定的最佳高渗胁迫

工艺放大至带有灌流系统的 3 L 生物反应器中

培养，Adv 产量达到 3.2×1010 IFU/mL，显著提

高了 Adv 的生产水平。 

1  材料与方法 
1.1  细胞系和病毒 

无血清 HEK 293 悬浮培养细胞来源于实验

室种子库，重组 Adv 来源于实验室毒种库。 

1.2  培养基 
HEK 293培养基(cat. no. JN293HEK, OPM)为实

验室定制。此培养基的基础渗透压为 300 mOsm，

经过高浓度无菌 NaCl 溶液调节后可达到 335、
370 和 405 mOsm。 

1.3  细胞传代 
对培养 4 d的HEK 293细胞取样计数，依照

细胞计数结果，用 125 mL 一次性带档板三角摇

瓶，按活细胞密度 3.0×105 cells/mL、培养体积

40 mL 进行接种，随后将摇瓶置于 37 ℃、5% 
CO2、125 r/min 带固定摇床的二氧化碳培养箱

中培养，每 4 天传代 1 次。 

1.4  细胞拟灌流培养 
将在相应渗透压培养基中经过 3 次及以上
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传代适应的 HEK 293 细胞以 3.0×105 cells/mL 的

活细胞密度接种到摇瓶中，经过 4 d 的分批培

养后，转变为拟灌流培养。拟灌流培养的方法

如下：将摇瓶中的培养基转移到离心管中，

800 r/min离心 5 min，弃去无细胞上清液，用等

体积的新鲜培养基重悬细胞，并将重悬液转移

回摇瓶中继续培养。每天 1 次(1 RV/d)或每天  
2 次(2 RV/d)拟灌流培养。在细胞接毒前，选择

1 RV/d 的拟灌流速度。在培养过程中定期取

样，用于细胞计数及营养物质(葡萄糖、谷氨酰

胺)和代谢副产物(乳酸、铵根离子)的浓度检测。 

1.5  细胞接毒后培养 
当活细胞密度达到 1.3×107 cells/mL 左右

时，800 r/min 离心 5 min，随后将细胞重悬在相

同或不同渗透压的新鲜培养基中，调整活细胞

密度至 1.3×107 cells/mL，并以 3.6 IFU/cell 的感

染复数(multiplicity of infection, MOI)进行细胞

的 Adv 接毒(整个研究都使用 3.6 IFU/cell 的

MOI)，在 53.3 hpi (病毒感染后小时数，hours 

post-infection)收获。对接毒后的细胞进行 2 RV/d
的拟灌流培养。在 0、3、24 和 53.3 hpi 取样，

检测病毒滴度、病毒颗粒浓度以及胞内 HSP70

蛋白的表达情况。 

1.6  生物反应器灌流培养 
最佳高渗胁迫工艺：HEK 293 细胞使用 3 L

生物反应器(Applikon)进行培养，培养体积为  
2 L，接种密度为 3.0×105 cells/mL，培养基渗透

压为 370 mOsm，温度为 37 ℃，pH 值为 7.15，
转速为 120 r/min，溶解氧为 40%空气饱和度。

使用 ATF 系统(Repligen)和孔径为 0.2 μm、过滤

面积为 0.13 m2 的中空纤维柱(Repligen)进行灌

流。利用一个双泵头蠕动泵(Masterflex)来实现

新鲜培养基的连续补加和无细胞旧培养基的连

续移除。灌流于 3.5 d 开启，ATF 的流速设定为

0.7 L/min，灌流培养基与接种培养基保持一

致。灌流速度保持在 1 RV/d，当活细胞密度达

到 9.0×106 cells/mL 时，改为 2 RV/d。当活细胞

密度达到约 1.4×107 cells/mL 时，将灌流培养基

切换为 300 mOsm 培养基，并以 15–20 RV/d 的灌

流速度快速换液 5 h。随后停止灌流，在进行接

毒的同时将活细胞密度调整至 1.3×107 cells/mL。
在 3 hpi 选用 300 mOsm 培养基恢复 2 RV/d 的灌

流，并于 53.3 hpi 收获。 
传统灌流培养工艺：在生产全程均选用

300 mOsm 培养基，并在接毒前补充一定量的谷

氨酰胺，以保证细胞接毒后的谷氨酰胺供应，

此外，其他工艺参数的选择均与最佳高渗胁迫

工艺保持一致。 
每天取样检测活细胞密度、细胞活率、营

养物质 (葡萄糖、谷氨酰胺 )和代谢副产物 (乳
酸、铵根离子)浓度、渗透压和病毒滴度。 
1.7  Western blotting 

使用 RIPA (radio immunoprecipitation assay)
裂解缓冲液(上海碧云天生物技术有限公司)裂
解 离 心 的 细 胞 颗 粒 。 用 二 辛 可 宁 酸

(bicinchonininc acid, BCA)蛋白浓度测定试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司)测定蛋白样品

浓度。蛋白样品被稀释到相同的蛋白浓度，并

与上样缓冲液混合煮沸，随后储存在–80 ℃备

用。利用 10%的SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS- 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)以
相同的上样量分离蛋白质。电泳后，SDS 凝胶

可以用考马斯亮蓝染色，进行灰度分析后可以

实现总蛋白的归一化定量，或者将 SDS 凝胶内

分离的蛋白转移到硝酸纤维素膜上进行 Western 
blotting 。 特 异 性 一 抗 是 HSP70 protein 
monoclonal antibody (cat. no. 66183-1-Ig, protein 
teach)，二抗是 Goat anti-Mouse lgG (H+L) and 
HRP (FMS-MS01, FcMACS) ， 选 择 PierceTM 
ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher 
Scientific)进行化学发光。 
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1.8  细胞分析方法 
活细胞密度、活细胞直径和细胞活率由

VI-CELL BLU (Beckman coulter)测定。 
为了确定在传代适应过程中细胞扩增倍数

的稳定趋势，设定传代稳定性系数 (passing 
stability coefficient, PSC)为细胞扩增稳定的指

标。连续多代的低 PSC 意味着细胞已经适应了

相应的培养基，并可以稳定地生长。PSC 的计

算方法如下: 
2 ( ) / 100%n n Ave AvePSC P P P= − ×  

其中 PSCn 为第 n 代的 PSC，Pn 为第 n 代的

扩增倍数，PAve 为细胞在传代全程的平均扩增

倍数。 

1.9  比消耗速率和比生成速率的计算 
使 用 BioProfile Flex2 Analyzer (Nova 

Biomedical)测量培养基上清液中的葡萄糖、谷

氨酰胺、铵根离子、乳酸和 Na+浓度。 
拟灌流过程中的比消耗速率和比生成速率

是通过一定时间段内的平均活细胞密度和相应

物质的浓度变化量来计算的。计算方法如下： 
/ SdS dt q X= −  
/ PdP dt q X=  

其中 X 是活细胞密度，qs 和 qP 是比消耗速

率和比生成速率，S 是培养基中的营养物质浓

度，P 是培养基中的代谢副产物浓度。 

1.10  Adv 滴度和病毒颗粒浓度的检测 
使 用 QuickTiterTM Adenovirus Titer 

Immunoassay Kit (Cell BioLabs)检测 Adv 的病

毒滴度，Adv 滴度通常用感染单元(infectious 
units, IFU)来表示。 

在接毒后，Adv 的侵染通常在 3 hpi 达到饱

和，因此通常利用 3 hpi 上清液中的病毒滴度来

计算病毒侵染效率，Adv 在 3 hpi 的病毒侵染效

率的计算公式如下： 

31 / ( )hpiVIE VT MOI VCI= − ×  

其中 VIE 是病毒侵染效率，MOI 是感染复

数，VCI 是接毒时刻的活细胞密度，VT3 hpi是 3 hpi
无细胞上清液中的病毒滴度。 

病毒颗粒浓度由 Adv 外壳蛋白浓度换算而

来，通常以VP/mL 为单位，通过间接酶联免疫吸

附法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)
法测定，所使用的抗体与病毒滴度检测相同。 

1.11  统计学分析 
利用 IBM SPSS Statistics 进行实验数据分

析。t 检验被用于比较各实验组间差异的显著性，

P<0.05 具有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  HEK 293 细胞适应高渗透压培养基的

最佳传代次数 
为了确定 HEK 293 细胞适应高渗透压培

养基的最佳传代次数，将在等渗透压培养基

(300 mOsm)中培养的 HEK 293 细胞分别转移到

335、370 和 405 mOsm 培养基中，并连续传代  
8 次。在高渗透压培养基(335 mOsm 和 370 mOsm)
中，细胞的 PSC 随着传代次数的增加逐步降

低，在 3–4 次传代后稳定在 5%左右(图 1A)。
在等渗透压培养基(300 mOsm)中，PSC 一直维

持在 5%左右。然而，在 405 mOsm 培养基的

细胞传代过程中，细胞扩增倍数持续波动，没

有呈现出稳定的趋势(数据未展示)。在同一代

次中，活细胞直径随着培养基渗透压的增加而

增加(图 1B)。长期暴露在高渗环境下的活细胞

直径增加与先前文献中报道的结果一致[20]。 
上述实验结果表明，HEK 293细胞于335 mOsm

和 370 mOsm 培养基中至少要进行 3 次传代适

应，细胞生长才能趋于稳定，并且细胞无法适

应 405 mOsm 培养基。因此，后续研究均使用

在相应渗透压培养基中经过 3 次及以上传代适

应的细胞。 
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图 1  HEK 293 细胞在 300、335 和 370 mOsm 培养基中连续传代的细胞参数变化   A：PSC. B：活细

胞直径 
Figure 1  Changes in cell parameters of HEK 293 cells in successive passages grown in 300, 335, and     
370 mOsm media. A: PSC. B: Viable cell diameter. 
 

2.2  高渗胁迫下的HEK 293细胞拟灌流培养 
为研究高渗胁迫对细胞拟灌流培养的影

响，使用 300、335、370 和 405 mOsm培养基对

HEK 293 细胞进行为期 9 d 的拟灌流培养。从

第 4 天开始，随着拟灌流的推进，300、335
和 370 mOsm 培养基中的活细胞密度迅速增

加，在第 9 天达到 2.5×107 cells/mL 左右，且细

胞生长速率受到培养基渗透压的影响较小(图
2A)。405 mOsm 培养基中的细胞扩增在 6 d 停

滞，随后活细胞密度在 3.7×106 cells/mL 附近波

动。300、335 和 370 mOsm 培养基中的细胞活

率一直维持在 90%以上，405 mOsm培养基中的

细胞活率在 80%–90%之间波动(图 2B)。 
300、335 和 370 mOsm 培养基中细胞的营

养物质(葡萄糖、谷氨酰胺)比消耗速率和代谢

副产物(乳酸、铵根离子)比生成速率随着时间

的推移呈现出相同的趋势：细胞的代谢强度

随着分批培养阶段向拟灌流培养阶段的转变

而增强，之后随着拟灌流培养的进行逐渐降

低(图 2C–2F)。对于在 300、335 和 370 mOsm
培养基中的细胞，乳酸比生成速率和葡萄糖比 

消耗速率受培养基渗透压的影响较小(图 2C、

2D)，谷氨酰胺比消耗速率不受培养基渗透压 

的影响(图 2E)，铵根离子比生成速率随着培  

养基渗透压的增加而大幅增加(图 2F)，细胞在

370 mOsm培养基中的铵根离子比生成速率在培

养过程中与 300 mOsm 培养基相比一直存在

55%–389%的提升。由于谷氨酰胺的代谢速率

并没有受到显著影响，且细胞在 300–370 mOsm

培养基中生长稳定，因此铵根离子的比生成速

率提升可能源于谷氨酰胺外的某些氨基酸的消

耗速率提升。 

上述实验结果表明，335 mOsm 和 370 mOsm

的高渗胁迫会大幅增加铵根离子比生成速率，

但是对细胞的增殖和其他物质的代谢强度仅有

较小的影响，并且在拟灌流的条件下可以实现

高细胞密度培养。细胞无法在 405 mOsm 的高

渗胁迫下正常生长代谢，并且无法实现高细胞

密度培养。因此在后续的研究中，在接毒前的

细胞生长阶段仅选用 300、335 和 370 mOsm 培

养基。 
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图 2  不同培养基渗透压对细胞生长和代谢的影响   A：细胞生长曲线. B：细胞活率曲线. C：葡萄糖

比消耗速率曲线. D：乳酸比生成速率曲线. E：谷氨酰胺比消耗速率曲线. F：铵根离子比生成速率曲线 
Figure 2  Effect of different medium osmotic pressure on cell growth and metabolism. A: Cell growth. B: Cell 
viability. C: Glucose specific consumption rate. D: Lactate specific production rate. E: Glutamine specific 
consumption rate. F: Ammonium specific production rate. 
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2.3  高渗胁迫对 Adv 生产过程的影响 
2.3.1  接毒后高渗胁迫对 Adv 生产过程的影响 

为研究接毒后高渗胁迫对细胞生长和 Adv
生产的影响，在接毒前的细胞生长阶段选用

300 mOsm 和 370 mOsm 培养基，在接毒后的

Adv 生产阶段选用 300、335、370 和 405 mOsm
培养基。活细胞密度和细胞活率在细胞感染 Adv
后并没有立即下降，无论高渗胁迫的强度如

何，活细胞密度均在 24 hpi 达到 2.0×107 cells/mL
以上，同时细胞活率也保持在 95%以上 (图
3A、3B)。53.3 hpi 的活细胞密度和细胞活率相

较于 24 hpi 显著下降，并且下降幅度随着接毒

后高渗胁迫的强度增加。24 hpi 和 53.3 hpi 的
Adv 滴度随着接毒后高渗胁迫的强度下降(图
3C–3D)。24–53.3 hpi 为病毒包装成熟的关键

阶段，在该阶段的细胞加速死亡会对 Adv 产

量造成严重抑制。24 hpi 和 53.3 hpi 的病毒滴度

均受到高渗胁迫的显著抑制，但是 0–24 hpi 的

活细胞密度和细胞活率并没有受到高渗胁迫的

显著影响，因此高渗透压环境所导致的细胞及

病毒的 DNA 损伤也可能是导致病毒产量降低的

直接原因[29]。53.3 hpi 的活细胞直径随着接毒

后高渗胁迫的强度增加而显著降低(图 3E)。
由于 53.3 hpi 的活细胞直径会随着病毒颗粒的

大量成熟而变大，因此高渗胁迫所导致的

53.3 hpi 的活细胞直径缩小与病毒生产受抑制

直接相关。 
在病毒生产阶段施加不同强度的高渗胁迫

不会显著影响 Adv 的侵染效率(图 3F)。因此，

高渗胁迫对 Adv 产量的抑制作用并非源于对病

毒侵染过程的抑制。在病毒生产阶段施加不同

强度的高渗胁迫也不会显著影响细胞的葡萄糖

比消耗速率、谷氨酰胺比消耗速率和乳酸比生

成速率(数据未展示)。在 0–24 hpi 期间，铵根离

子比生成速率随着接毒后高渗胁迫的强度显著

增加(图 3G)，细胞在 405 mOsm 培养基中的铵

根离子比生成速率与 300 mOsm 培养基相比有

1.7 倍的提升。铵根离子比生成速率的改变，可

能是 Adv 产量受到影响的部分原因。 
上述结果表明，接毒后的等渗环境更有利

于细胞生长和 Adv 生产，在接毒后施加高渗胁

迫会加速细胞在 24–53.3 hpi 的死亡并抑制 Adv
的产生。 
2.3.2  接毒前高渗胁迫对 Adv 生产过程的影响 

在 2.3.1 中，在接毒前施加 370 mOsm 的高

渗胁迫显著提高了收获时刻的 Adv 产量，为进

一步研究接毒前高渗胁迫对 HEK 293 细胞生产

Adv 的影响，在接毒前的细胞生长阶段选用

300、335 和 370 mOsm 培养基，在接毒后的

Adv生产阶段选用 300 mOsm培养基。不同强度

的高渗胁迫对接毒前的细胞生长速率影响较

小，24 hpi 和 53.3 hpi 的活细胞密度及 53.3 hpi
的细胞活率随着接毒前高渗胁迫的强度增加(图
4A)。在营养物质充足的情况下，在病毒生产阶

段维持更高的活细胞密度，可以提高单位培养

体积的病毒合成速率，进而有利于病毒的大规

模扩增。在接毒后维持更高的细胞活率，表明

细胞整体的生长和代谢状态更好，有利于病毒

基因组的复制、病毒蛋白的表达和成熟病毒颗

粒的组装。 
活细胞直径随着培养时间的推移逐渐增

加，并在 24–53.3 hpi 急剧增加，这归因于 Adv
的大量包装成熟(图 4B)。53.3 hpi 的 Adv 滴度和

病毒颗粒浓度随着接毒前高渗胁迫的强度显著

提升，在接毒前施加 370 mOsm 的高渗胁迫使

53.3 hpi 的 Adv 滴度和病毒颗粒浓度提高至

1.1×1010 IFU/mL 和 7.4×1010 VP/mL，分别比接

毒前等渗培养高 1.3 倍和 0.9 倍(图 4C)。由于在

相同强度的高渗胁迫下，Adv 滴度的提升比例

比病毒颗粒浓度高，因此在细胞接毒前施加高 
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图 3  在细胞接毒后施加高渗胁迫对 Adv 生产阶段的影响   A：24 hpi 和 53.3 hpi 的活细胞密度. B：  
24 hpi 和 53.3 hpi 的细胞活率. C：24 hpi 的病毒滴度. D：53.3 hpi 的病毒滴度. E：53.3 hpi 的活细胞直径. 
F：Adv 的侵染效率. G：铵根离子比生成速率(*: P<0.05; **: P<0.01) 
Figure 3  Effect of different hyperosmotic stresses on the Adv production phase applied after cell infection. A: 
Viable cell density at 24 hpi and 53.3 hpi. B: Cell viability at 24 hpi and 53.3 hpi. C: 24 hpi virus titer. D:   
53.3 hpi virus titer. E: Viable cell diameter at 53.3 hpi. F: Adv infection efficiency. G: Ammonium specific 
production rate (*: P<0.05, **: P<0.01). 
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渗胁迫能提高成熟病毒的包装效率。Adv 的侵

染效率未受到接毒前高渗胁迫的显著影响，基

本维持在 30% (图 4D)。在接毒前施加高渗胁迫

不会显著影响病毒生产阶段细胞的营养物质(葡
萄糖、谷氨酰胺)比消耗速率和代谢副产物(乳
酸、铵根离子 )比生成速率 (数据未展示 )。因

此，接毒前高渗胁迫并非从提升细胞代谢速率

与病毒侵染效率方面增加 Adv 的产量。 
上述结果表明，在接毒前施加高渗胁迫可

以使细胞在病毒生产阶段维持更高的活细胞密

度和细胞活率，与此同时，细胞的病毒颗粒形

成效率和成熟病毒的包装效率也有提高，最终

显著提高了 Adv 的产量。综上所述，370 mOsm
是本研究中最佳的接毒前高渗胁迫强度。 

 

 
 

图 4  在细胞接毒前施高渗胁迫对细胞生长和 Adv 生产的影响   A：细胞生长和细胞活率曲线. B：活

细胞直径曲线. C：53.3 hpi 的病毒滴度和病毒颗粒浓度. D：病毒侵染效率(*: P<0.05; **: P<0.01) 
Figure 4  Effect of hyperosmotic stress on cell growth and Adv production applied before cell infection. A: 
Cell growth and cell viability. B: Viable cell diameter. C: 53.3 hpi virus titer and virus particle concentration. D: 
Virus infection efficiency (*: P<0.05, **: P<0.01). 
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2.4  在接毒前施加的高渗胁迫对胞内 HSP70
蛋白表达的影响 

过去的研究表明，HSP70 蛋白与 Adv 外壳

蛋白相互作用，并具有支持 Adv 后期基因表达

的未知的活性[30-31]。2.3.2 的结果表明，接毒前

的高渗胁迫增加了 53.3 hpi的病毒颗粒浓度和病

毒合成过程中的包装效率。为确定在接毒前施

加高渗胁迫所诱导的 Adv 产量提高是否由

HSP70蛋白的过度表达引起，对 0、24和 53.3 hpi
的胞内 HSP70 蛋白的表达量进行了检测。接毒

前的高渗胁迫没有显著影响 0 hpi 和 24 hpi 的胞内

HSP70 蛋白表达，胞内 HSP70 蛋白在 53.3 hpi 的
表达量随着接毒前高渗胁迫的强度增加(图 5A)。
与等渗培养相比，在细胞生长阶段施加 370 mOsm
的高渗胁迫使胞内 HSP70 蛋白的表达量在 53.3 hpi
增加 1 倍(图 5B)。综上所述，Adv 复制后期的

HSP70 蛋白的过表达可能与收获时刻病毒颗粒浓

度和病毒滴度的增加相关。 

2.5  Adv 在生物反应器灌流培养的结果  
将摇瓶实验确定的最佳高渗胁迫工艺与传统

灌流培养工艺放大至 3 L 生物反应器中进行灌流

培养。在高渗胁迫工艺的生物反应器验证过程

中，活细胞密度在–5 hpi 达到 1.4×107 cells/mL，
通过 5 h 的高速灌流降低生物反应器内的渗透

压，随后调整活细胞密度进行接毒(图 6A)。接

毒后的活细胞密度先呈现出增加趋势，高渗胁

迫工艺与传统灌流培养工艺的活细胞密度分别

在24 hpi达到2.1×107 cells/mL和1.8×107 cells/mL，
随后呈现出下降趋势，在 53.3 hpi 分别降至

1.6×107 cells/mL 和 9.8×106 cells/mL。细胞活率在

24 hpi 前一直维持在 90%以上，在 24 hpi 后缓慢

下降，在 53.3 hpi 降至 90%以下。在生物反应器

中的葡萄糖浓度一直维持在 1.0 g/L 以上(图 6B)，
谷氨酰胺浓度也一直维持在 1.0 mmol/L 以上(图
6C)。在高渗胁迫工艺的生物反应器放大过程

中，乳酸的积累会使生物反应器内的 pH 值下

降，从而促进碱性缓冲液的补加，进而导致 Na+

浓度的波动，最终影响生物反应器内的渗透压

(图 6D)。在–5 hpi 前，生物反应器中的渗透压在

370–380 mOsm 波动，经过 5 h 的快速灌流后在  
0 hpi 降低至 308 mOsm；细胞接毒后，乳酸的积

累量急剧增加，生物反应器中的渗透压在 53.3 hpi 
 

 
 

图 5  在细胞接毒前施加的高渗胁迫对等渗透压 Adv 生产阶段的胞内 HSP70 蛋白表达的影响   A：胞

内 HSP70 蛋白的 Western blotting 分析. B：HSP70 蛋白的相对含量分析结果(**: P<0.01) 
Figure 5  Effect of hyperosmotic pressure on intracellular HSP70 protein expression during the Adv 
production phase under iso-osmotic pressure conditions applied before cell infection. A: Western blotting for 
detecting the intracellular HSP70 protein. B: Relative content of HSP70 protein (**: P<0.01). 
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图 6  最佳高渗胁迫工艺与传统灌流培养工艺的 3 L 生物反应器放大   A：细胞生长曲线. B：乳酸和葡

萄糖的代谢曲线. C：谷氨酰胺和铵根离子的代谢曲线. D：高渗胁迫工艺中的渗透压、Na+浓度和碱性缓

冲液补加体积曲线. E：病毒滴度 
Figure 6  Scale-up of 3 L bioreactor for optimal hyperosmotic stress process and traditional perfusion culture 
process. A: Cell growth. B: Lactate and glucose metabolism. C: Glutamine and ammonium metabolism. D: 
Osmotic pressure, Na+ concentration, and alkaline buffer replenishment volume during the hyperosmotic stress 
process. E: Virus titer.  
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达到 350 mOsm。高渗胁迫工艺在 53.3 hpi 的 Adv
产量达到了 3.2×1010 IFU/mL，是传统灌流培养工

艺的 3 倍(图 6E)。上述结果表明，摇瓶水平的高

渗胁迫工艺在 3 L 生物反应器中成功实现了放

大，相较于同工艺水平的传统灌流培养工艺具有

绝对的产量优势，与已报道的灌流培养工艺相

比，Adv 产量提高了 3 倍[12]。 

3  讨论 
Adv 作为一种优秀的基因治疗载体，由于其

治疗效果好、生产成本低、产量高，而被广泛用

于人类和兽类疫苗中[5]。由于 Adv 独特的侵染特

性，其疫苗接种可以通过注射、口服和吸入的方

式进行，极大地提高了疫苗接种的便利性[32]。 
由于国际市场对 Adv 的需求迅速增加，通

过工艺优化来提高 Adv 产量的方法层出不穷。

灌流培养是提高 Adv 产量的最有效方法之一，

可以克服高细胞密度接毒所导致的“细胞密度效

应”，获得极高的 Adv 产量[9]。在过去的研究

中，通过长时间的温度转换或添加化学品，可

以提高接毒时刻处于 S 期的细胞比例，从而实

现 Adv 产量的大幅提高[33]。然而，由于其生产

周期过长和化学品的高毒性，这项策略并没有

被广泛接受。近年来出现的高渗胁迫工艺通过

在接毒前后切换不同渗透压的培养基，实现了

Adv 的增产，但是该工艺还停留在分批培养模

式，其 Adv 产量的增加并没有灌流培养显著，

而且增加了工艺操作的复杂性，所以在 Adv 生

产中并没有被广泛使用[28]。 
本研究提出了一种将高渗胁迫工艺与灌流

培养相结合的新策略。实验结果表明，该策略

不仅克服了传统高渗胁迫工艺的“细胞密度效

应”，还打破了传统灌流培养的高产瓶颈，使

Adv 产量达到了 3.2×1010 IFU/mL，显著高于已

报道的灌流培养工艺(7.8×109 IFU/mL)[12]。生物

反应器放大的结果表明，利用 ATF 系统进行 5 h
的高速灌流就可以在不改变培养体积的情况下实

现生物反应器中渗透压的下调，为该策略在工业

生产中的应用提供了极大的便利，该方案完全优

于仅能依赖于低渗透压培养基混合才能实现生物

反应器内渗透压下调的传统高渗胁迫工艺[28]。 
细胞的生理状态受到细胞生长阶段和 Adv 生

产阶段的理化条件的共同影响，这直接关系到细

胞的 Adv 生产力。细胞对高渗透压的耐受性大幅

改变了细胞结构和代谢状态[34]，即使在接毒后切

换到等渗培养基中也不能立即消除这些细胞生理

状态的变化，这些无法消除的生理状态变化极大

地影响了细胞的 Adv 生产力。接毒前的高渗胁迫

使细胞在病毒生产阶段保持较高的活细胞密度和

细胞活率，最终显著提高了 Adv 产量。接毒后的

高渗胁迫加速了细胞感染 Adv 后的死亡，显著降

低了 53.3 hpi 的活细胞密度和细胞活率，最终表

现为 Adv 产量的下降。由于 Adv 诱导的细胞死亡

途径还没有明确的文献报道，因此无法研究高渗

胁迫通过哪些途径加速或延缓了接毒后的细胞死

亡。一些研究表明，DNA 损伤和活性氧(reactive 
oxygen species, ROS)可能参与了 Adv 复制所诱导

的细胞死亡[35]。 
Adv 的感染会导致 HSP27、HSP70 和 HSP90

基因的转录增加[36]。HSP90 蛋白与 Adv 早期基因

的转录密切相关[37]，HSP70 蛋白与 Adv 外壳蛋白

相互作用，并具有支持 Adv 后期基因表达的未知

活性[30-31]。此外，许多病毒可以利用 HSP70 蛋白

来折叠它们的蛋白质，削弱感染病毒后宿主细胞

的炎症反应，并增加病毒在不利宿主条件下的存

活机会[38]，这些研究结果都表明这种蛋白质对病

毒感染的普遍重要性。接毒前的高渗胁迫显著提

高了Adv 复制后期的胞内HSP70 蛋白表达，这可

能与 Adv 产量的增加相关。 
由摇瓶拟灌流培养确定的最佳高渗胁迫工
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艺成功放大至 3 L 生物反应器中。在生物反应

器生产的过程中，随着接毒后乳酸生成速率的

激增，碱性缓冲液大量补加，生物反应器内的

渗透压急剧上升，这与摇瓶拟灌流培养有很大

不同。通过一些策略将生物反应器内的接毒后

渗透压有效控制在等渗水平，有望进一步提高

产量。目前的工艺条件仅在 3 L 生物反应器中

成功放大，对于 50、200 和 1 000 L 的生物反应

器放大，还需要进一步验证。 
总之，本研究首次将高渗胁迫工艺与灌流

培养相结合的策略应用于 HEK 293 细胞生产

Adv，在略微增加工艺复杂性的基础上大幅提

高了 Adv 的产量，并探究了高渗胁迫工艺增产

Adv 的原因。本研究结果也为科研和工业中重组

Adv 疫苗的生产工艺优化与放大提供了借鉴。 
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