
!" 卷 # 期

!$$% 年 & 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-./-01-2 !$$%

3-4-56-7：89:;92< #，!$$%；=44-./-7：>924? !!，!$$%*

@?5A B(2C B9A A;..(2/-7 1< 9 D29:/ E2(0 /?- F?5:-A- +9/5(:9) G2(D290A E(2 H5D? @-4?:()(D< 3-A-924? 9:7 I-6-)(.0-:/（JK" G2(D290）（+(*

!$$L==!L%$ML）*

" F(22-A.(:75:D 9;/?(2 * @-)：N JKOL$OKK&"!!$!；PO095)：B;15:K"Q<9?((* 4(0* 4:
国家高技术研究与发展计划（JK" 计划）项目资助（+(*!$$L==!L%$ML）。

悬浮培养 !"#$%&’ (’) 细胞生产重组腺病毒 *+$,-. 的实验研究

./0+12345 67208934:4; *+740<3/1= "420+345 ,/774
->10/7=274; ./0;734（*+$,-.）9? )1=@74=304 A1>;1/7+
!"#$%&’ (’) A7>>=

田 博L，吴 彬!"，张群伟!，毕建进!，王 澜!，朱宝珍!，耿 越L，吴祖泽!

@R=+ S(L，TU S5:!"，VH=+W X;:OT-5!，SR 859:O85:!，T=+W Y9:!，VHU S9(OV?-:!，WP+W Z;-L

9:7 TU V;OV-!

L 山东师范大学生命科学学院，济南 !#$$LM
! 军事医学科学院放射与辐射医学研究所实验血液学实验室，北京 L$$J#$
L 30+4%52 (- 6#-% 70#%$0%，7"+$4($1 8(*5+, 9$#:%*&#/2，’#$+$ !#$$LM，!"#$+

! ;$&/#/)/% (- <+4#+/#($ =%4#0#$%，30+4%52 (- =#,#/+*2 =%4#0+, 70#%$0%，.%#>#$1 L$$J#$，!"#$+

摘 要 利用 #Y 生物反应器悬浮培养 HP[O!&" +", 细胞生产携带绿色荧光蛋白基因的重组腺病毒（2-4(015:9:/ 97-:(652;AO
D2--: E);(2-A4-:/ .2(/-5:，=7OW\G），为规模化生产腺病毒基因药物建立一种稳定可行的生产工艺。复苏的种子细胞进行逐级放

大最后接入 #Y 搅拌式生物反应器中，采用含 #]胎牛血清（\S,）的 I>P>^\L! 培基灌流培养 !&" +", 细胞，当细胞密度达到（!
_ M）‘ L$K 个^0Y 时感染 =7OW\G，MJ? 后收获细胞，经两步氯化铯超速离心获得纯化的 =7OW\G。采用紫外分光光度计比色法和

高压液相色谱法（HGYF）测定病毒颗粒数和纯度，采用组织培养半数感染剂量（@FRI#$ ）法检测腺病毒的感染滴度。连续培养

L$ _ L!7，细胞密度可达到（! _ M）‘ L$K 个^0Y 左右，纯化的 =7OW\G 感染滴度和颗粒数分别为 La$ ‘ L$LL RU^0Y 和 LaKJ ‘ L$L! ’G^
0Y，比活性为 Ka$]，3!K$ ^3!J$比值为 La""，产品纯度达到 &&a!]。建立了 #Y 生物反应器悬浮培养 !&" +", 细胞生产重组腺病

毒 =7OW\G 的生产工艺，对携带其他基因的重组腺病毒药物生产具有一定的指导意义。
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腺病毒载体（*$+.#A-"%( A+&’#"，Q$J）作为基因治

疗的运载系统近年来发展较快，目前已经报道 E444
多种基因治疗的临床方案中，约 23K是用腺病毒作

为载体。Q$J 的优点是可以在包装细胞内高滴度复

制，另外，它是上呼吸道自然存在的温和病毒，宿主

范围广，可以感染多种分裂期和非分裂期的细胞。

各种基因重组腺病毒在抗肿瘤、瘢痕修复、治疗遗传

病等方面的研究越来越被人们重视，基因重组的腺

病毒产品在临床前及临床治疗的需求量已经越来越

大［E］。因此需要设计和建立一种高效且成本低廉的

重组腺病毒生产工艺，生产出足量的符合临床标准

的腺病毒基因药物产品。我们采用 ;UVR2ML OLP 细

胞作为重组腺病毒 Q$RST< 的包装细胞，研究了在

磁力搅拌瓶和 D= 搅拌式生物反应器中用含胎牛血

清的 CWUW5TE2 培基（简称 CT）悬浮培养 2ML OLP 细

胞生产 Q$RST< 的情况。

) 材料与方法

)*) 细胞

本 实 验 中 使 用 的 ;UVR2ML OLP 细 胞 购 自

Q,+"-&*. @0!+ >%9’%"+ >#99+&’-#.（Q@>>），2ML OLP 是

经驯化适应悬浮培养的 ;UVR2ML 亚型。

)*+ 重组腺病毒

携带绿色荧光蛋白基因的重组腺病毒由美国百

特 医 疗 用 品 公 司 基 因 治 疗 部（N+X’+" ;+*9’1&*"+
>#"!?，S+.+ @1+"*!0 I.-’）提供，我们实验室按常规

方法进行扩增、纯化和滴度测定。

)*, 培基

低糖 CWUW 和 TE2 为 SBN>Y 公司产品，两种培

基按 E Z E 比例配制，调节 !; 值 [G2 左右，添加 TNP
至终浓度 DK。

)*- 仪器设备

磁力搅拌系统由控制系统和磁力搅拌瓶组成，

型号为 W>PRE4\=，分别配备 2D4,=，D44,=，E444,=
搅拌瓶各一个，由英国 @+&1.+ 公司生产。N-#(’*’ N
D= 生物反应器为 N? N"*%. N-#’+&1 公司产品，最大工

作体积 \=，能自动控制温度、!;、转速、溶氧含量。

通过气体混合器（N? N"*%. N-#’+&1 公司产品）改变氮

气、氧气、空气和二氧化碳的流量来控制溶解氧和

!;，采用长 E4G\,，直径 L,, H LG[,, 薄壁硅胶管无

泡气体交换系统，孔径 [D!, 的不锈钢旋转滤器截

流细胞颗粒。]*’+"( 高效液相色谱仪。NU>VWQO
紫外分光光度计 CI3\4。

)*. 培养条件及方式

采用方瓶!磁力搅拌瓶!D= 生物反应器逐级

放大培养。最后置于 D= 生物反应器中进行灌流培

养，温度为 L[^；!; 为 [G4；通气速率为 L=5,-.。细

胞接种密度为（2 F D）H E4D 个5,= 左右，接种最初

2\1 内不进行灌流，此后灌流率由细胞密度决定，E
H E43 个5,= 以下采用 EJ#95$（罐体积5天），E H E43 个

5,= F \ H E43 个5,= 采用 2J#95$，期间每 E21 取样测

定细胞密度和活力，观察细胞颗粒形态。当细胞密

度达 到（2 F \）H E43 个5,= 左 右 时，按 24 WYB
（,%9’-!9-&-’0 #8 -.8+&’-#.）的感染强度加入 Q$RST< 病

毒，\61!-（1#%"( !#(’ -.8+&’-#.）收获罐内细胞，反复冻

融裂解后纯化或保存于 _ 64^备用［2］。

)*/ 纯化方法

根据 文 献［L］，细 胞 裂 解 液 按 照 两 步 氯 化 铯

（>(>9）密度梯度超速离心法纯化。把上清液置于

>(>9 不连续梯度液中超速离心，收集病毒带并加入

适量 >(>9 进行第二次梯度离心，收集病毒带，透析

过夜后即可获得浓缩的纯化腺病毒产品。

)*0 检测方法

)*0*) 细胞计数和活力检测：采用血球计数板点样

计数细胞，每样计数 L 次取平均值，用台盼蓝拒染法

检测细胞活力。

)*0*+ 病毒产品纯度检测：病毒产品的纯度测定包

括 !234 5!264 比值、;<=> 纯度和电泳检测。 !234 5!264

比值和病毒颗粒数测定采用紫外吸收法［\］。;<=>
法检测产品纯度，选定色谱条件为 PYI‘>U@W EDa

（\G3,, H E44,,）色 谱 柱，流 动 相 Q 液：24,,#95=
@"-(R;>9（!;6G4）；N 液：E ,#95= O*>9，24,,#95= @"-(R
;>9（!;6G4）。梯度洗脱：Q 液!N 液，4!\4,-.，流

速 4G3,=5,-.，检 测 波 长 234.,。取 腺 病 毒 产 品

E44!= 注入液相色谱仪，记录色谱图，按面积归一化
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法计算纯度［!］。"#"$%&’( 电泳检测腺病毒产品蛋

白图谱，上样 ) * +,+,-%，考马斯亮蓝染色。

!"#"$ 病毒感染滴度测定：采用组织培养半数感染

剂量法（./0#!,）对培养上清、细胞裂解液和纯化病

毒进行感染滴度测定。

% 结果

%"! 磁力搅拌瓶内的 %&$ ’$( 细胞生长情况

细胞接入磁力搅拌瓶内进行流加培养，接种细

胞密 度 为（+ 1 2）* +,! 个345，初 始 培 养 体 积 为

+!,45，搅拌速度为 6,73489。此后每 +2: 计数细胞

密度和细胞活力，绘制细胞生长曲线如图 +，细胞活

力都在 ;<=以上。当细胞密度达到 +>6 * +,6 个345
时将 +!,,45 细胞悬液接入生物反应器内。

图 + 磁力搅拌瓶细胞生长曲线

?8@A + .:B CBDD @7EFG: CH7IB EJ G:B 4K@9BG8L4 LG87789@ JDHLM

%"% )* 生物反应器内的 %&$ ’$( 细胞生长情况

!5 生物反应器中的细胞接种密度为（2 1 !）*
+,! 个345。每 +2: 计数细胞密度并绘制细胞生长曲

线如图 2，随细胞密度增大将灌流率从 +-ED3N 加大

至 2-ED3N。每天取样测定细胞活力都在 ;!=以上。

当细胞密度达到（2 1 )）* +,6 个345 时，加入 &N$
’?% 感染细胞，)<: 后收获细胞。

图 2 生物反应器细胞生长曲线

?8@A2 .:B CBDD @7EFG: CH7IB EJ G:B O8E7BKCGE7

%"$ +,-./0 的纯化及纯度测定

经两步 /L/D 超速离心法纯化的病毒产品无色

透明，无肉眼可见杂质。!26, 3!2<, 比值，病毒颗粒数

（根据计算公式：病毒颗粒数 P !26, * 稀释倍数 *
+>+ * +,+2）结果见表 +。用 "QRS/( +!T 阴离子色谱

柱对产品进行 U%5/ 纯度检测。用选定色谱条件进

行 U%5/ 分析得到的色谱图见图 V。样品主峰保留

时间为 2;>+489，按面积归一化法计算，产品纯度在

;;>2=以上。"#"$%&’( 电泳图谱见图 )。

表 ! 两步 1213 梯度离心纯化结果

45637 ! 487 972:3; <= % > 1213-?95,@7A; B:9@=@C5;@<A

!26, !2<, !26, 3!2<,
.:B 9H4OB7 EJ I87HL
WK7G8CDB3（-%345）

,>V+ X ,>,) ,>2V X ,>,2 +>VV X ,>,V （+>6< X ,>2!）* +,+2

图 V 重组腺病毒产品的 U%5/ 图谱

?8@A V U%5/ C:7E4KGE@7K4 EJ 7BCE4O89K9G
KNB9EI87HL W7ENHCGL

图 ) 重组腺病毒产品的 "#"$%&’( 电泳图谱

?8@A ) "#"$%&’( K9KDYL8L EJ 7BCE4O89K9G KNB9EI87HL W7ENHCGL
Z：Z[ 4K7MB7；&N：&N$’?%A

’BD FKL LGK89BN F8G: /EE4KLL8B \DHBA

%"D 病毒感染滴度测定

./0#!,法检测培养上清、细胞裂解液和纯化病

毒的感染滴度，结果见表 2。经两步 /L/D 超速离心

纯化 病 毒 得 率 为 !)= 左 右。比 活 性（ 0R3-%）为

6>,=左右。
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表 ! 病毒感染滴度测定结果

"#$%& ! "’& (&)*%+ ,- ./-&0+.1& +.+&()
!"#$%&’($ &’&$)
*（!+*,-）

./01,$
*,-

2/&30 ’"#$%&’($
&’&$)*!+

410&1)$ 516$)"3&3"&5（789 : ;8<）= 9;> 7;;; （98? : ;8@）= 9;9@

4)1A$ (’)30 0B53&$5（98@ : ;87）= 9;99 <> : C （C8; : @8;）= 9;9@

D)/A1%&5 （98; : ;8E）= 9;99 E> : 7 （E8> : 989）= 9;9@

2 讨论

磁力搅拌瓶采用的流加培养模式不断补充了细

胞生长所需的营养成分，同时稀释了代谢副产物（如

乳酸和氨）的浓度，使细胞维持在一个相对稳定的环

境中，从而达到较好的指数生长。我们经过多次磁

力搅拌瓶的细胞培养实验后发现，细胞密度维持在

一定范围内（9 = 9;< F 9 = 9;? 个*,-）时细胞生长速

度比较恒定，倍增时间在 @7G 左右，细胞状态良好；

但当达到 @ = 9;? 个*,- 以上时生长速度降低，细胞

状态变差，死细胞聚集呈片状。虽然转瓶培养也能

使细胞密度达到 E = 9;? 个*,- 以上，但细胞状态较

差，此时感染病毒产率较低，所以流加培养难以满足

大规模培养的要求。

哺乳动物细胞灌流悬浮培养技术是实现高密度

培养的有效技术手段之一。连续灌流培养通过不断

更换新鲜培基，提供充足的营养成分且带走代谢产

物，同时应用细胞截留装置使细胞保留于生物反应

器内，优化了细胞培养环境，从而可达到较高的细胞

密度，该技术自 ?; 年代末发展至今已成为哺乳动物

细胞大规模培养的主要方法之一。我们在实验中发

现，细胞在接入反应器后的 @7G 内，细胞增殖处于停

滞状态，其原因有可能是培养条件不同使得细胞生

长进入一个适应期，如何优化培养条件使适应期尽

量缩短甚至消失还需要进一步研究。细胞在反应器

内的生长速度比在磁力瓶内略微低一些，细胞总数

@7G 增加不到一倍。只有选择合适的灌流率才能既

维持细胞最快生长速度又能降低成本，我们认为细

胞密度在 9 = 9;? 个*,- 以下采用 9./0*A，9 = 9;? F
7 = 9;? 个*,-采用 @./0*A，此灌流率较为合适。

细胞密度增加而病毒产量反而降低，即所谓的

“细胞密度效应”。这种现象严重影响了腺病毒的产

量，其详细机制目前尚未完全明了。人们普遍认为，

细胞密度效应的形成是受多种因素影响的，如营养

成份的耗竭和代谢产物的累积等［?］。采用合适的补

加培基方法可以部分减轻细胞密度效应的影响，我

们认为细胞密度在 E = 9;? 个*,- 时感染，之后再以

@./0*A 灌流 @7G，这样腺病毒的产量相对较高。感染

收获时间也是决定产量的重要因素。如果过早收集

细胞，病毒尚处于复制阶段，没有达到最大复制量；

如果收集太迟，则病毒持续复制就会使细胞裂解进

而释放到培养上清中给纯化带来一定的困难，因此

选择合适的收获时间也是一个重要环节。国内外文

献报道大部分收获时间是 7>G6’，此时收获细胞产率

较高，因此我们也选择了这个时间点进行收获［C］。

两步氯化铯密度梯度超速离心法是重组腺病毒

纯化的传统方法，此方法是生产小量临床级产品的

有效方法，但随着基因治疗时代的到来，对重组腺病

毒药物的需求量越来越大，氯化铯纯化方法无法满

足商业化生产的要求，所以人们不断地研发一种可

用于大规模生产的腺病毒分离纯化工艺，如离子交

换、金属螯合、凝胶过滤等，以替代传统的氯化铯纯

化方法［>］。

我们经过磁力搅拌瓶的流加培养和生物反应器

的灌流培养，将细胞密度提高到 E = 9;? 个*,-，此时

感染后病毒产率约 9 ;;;!+*%$00；经氯化铯超速离心

纯化获得了较高滴度的腺病毒产品，建立了 <- 生物

反应器悬浮培养 @HEIEJ 细胞生产 KALMND 的生产工

艺，为进一步扩大生产规模奠定了基础，对生产其它

重组腺病毒基因药物也具有一定的指导意义。
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