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用于重组抗体生产的细胞大规模培养技术
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摘要　近年来，用于单抗药物生产的动物细胞大规模培养技术发展迅速。此领域的技术进展集
中在个性化培养基开发，工艺条件优化等方面。本文总结了用于提高重组抗体表达水平的常用

方法，以及细胞培养工艺对抗体药物“关键质量属性”（聚体、降解、糖基化修饰、电荷变异等）的诸

多影响。此外，细胞培养工艺在产业化过程面临着工艺放大与技术转移，定性研究与工艺验证等

实际问题。未来大规模细胞培养工艺的开发，将进一步借助动物细胞的组学研究成果和新兴的

“过程分析技术”。
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　　目前，多种表达系统均可实现重组抗体的异源表

达，但是抗体药物的产业化制备，始终以动物细胞大规

模培养工艺为主［１］。１９８６年首个治疗性抗体 ＯＫＴ３ＴＭ

上市之初，动物细胞表达水平普遍不足１００ｍｇ／Ｌ。经过

近三十年间发展，业内用于重组抗体生产的动物细胞

培养工艺，无论细胞培养密度，还是抗体表达水平均提

高五十倍以上。流加培养工艺中细胞密度可达１～２×

１０７ｃｅｌｌ／ｍＬ，日均产量 ２００ｍｇ／Ｌ／ｄａｙ以上（最高可达

７００ｍｇ／Ｌ／Ｄ），最终收液的容积产率可达３～５ｇ／Ｌ（最高

达 １３ｇ／Ｌ［２］），培 养 体 积 可 至 ２０ ０００Ｌ（Ｌｏｎｚａ，

Ｐｏｒｔｓｍｏｕｔｈ／ＮＨ—ｆａｃｉｌｉｔｙ）［３］；灌注培养工艺中细胞密度

可达２×１０８ｃｅｌｌ／ｍｌ，抗体容积产率最高达２５～４０ｇ／Ｌ

（Ｐｅｒｃｉｖｉａ公司ＸＤＴＭ灌注系统［４］）。以上行业技术水平

的飞速提升，既源于上游细胞系构建技术的突破［５］，也

得益于细胞大规模培养工艺的日臻成熟。尤其是后者

综合培养基开发，工艺优化，结合新型生物反应器的使

用，实现了动物细胞的高密度、高表达培养，满足了临

床上对于抗体药物“公斤级”产能的需求。

１　动物细胞培养的过程参数与培养模式

　　动物细胞的体外培养，涉及生物反应器的物理参

数（温度，ｐＨ，ＤＯ，ＤＣＯ２等）、培养基的营养成分（葡萄

糖、谷氨酰胺、氨基酸、维生素等）的消耗，以及自身代

谢产物（乳酸、氨、重组蛋白等）的积累与生理生化参数

（细胞密度、活性，能荷等）的变化。作为重组抗体生产

的“细胞工厂”，上述过程参数的改变会直接影响生产

细胞系的活性与重组抗体的收率。比如：当乳酸

（５８ｍｍｏｌ／Ｌ）、渗透压（３８２ｍＯｓｍ／ｋｇ）、氨（５．１ｍｍｏｌ／Ｌ）

参数超过其相应的阈值，细胞活性和抗体产量均会明

显下降［６］。目前，业内已经对于细胞培养过程参数进

行了深入的研究，在动物细胞大规模培养中下述参数

的控制也已成定式（见表１）。

１．１　流加培养方式及优化策略

　　目前上市的重组抗体中绝大多数（如：ＥｎｂｒｅｌＴＭ，

ＨｅｒｃｅｐｔｉｎＴＭ，ＲｉｔｕｘａｎＴＭ，ＳｙｎａｇｉｓＴＭ）是采用流加 （ｆｅｄ

ｂａｔｃｈ）培养工艺生产，这主要由于与之配套的生物反应

器（搅拌罐、气升罐等）制造成熟，可线形放大（最大至

２００００Ｌ），操作简单等原因。但是，流加培养过程中会

出现营养物质消耗、代谢废物积累，以及产品质量不稳

定等问题。因此，流加培养工艺的优化主要集中在基

础培养基、流加培养基以及流加策略上［２，９１１］，其优化的

原则是根据细胞的代谢特点设计补料培养基，用于补

充易耗成分，降低副产物积累［１２１３］。

１．２　灌注培养方式及优化策略

　　灌注培养模式（ｐｒｅｆｕｓｉｏｎ）下，反应器几乎可实现
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表１　动物细胞培养的过程参数与控制范围［７８］

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｐａｒａｍｅｔｅｒａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒａｎｉｍａｌｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓ

参数 控制（或测定）范围 检测手段 控制策略

物理参数

温度

ｐＨ
ＤＯ
ＤＣＯ２
渗透压

３２～３８℃
６．８～７．２
２０％～６０％

５％～２５％ （４０～１８０ｍｍＨｇ）
２７０～３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ

铂温度电极

ｐＨ电极
ＤＯ电极
ＤＣＯ２电极

冰点渗透压检测仪

ＰＩ／ＰＩＤ程序控制
通ＣＯ２或流加碱液

搅拌转速、通气量等

流加培养基及流加策略

营养物质

葡萄糖

谷氨酰胺

氨基酸

核苷酸

０～１０ｇ／Ｌ
０～１０ｍｍｏｌ／Ｌ
０～１０ｍｍｏｌ／Ｌ
０～１０ｍｍｏｌ／Ｌ

生化分析仪、酶试剂盒

ＨＰＬＣ
ＨＰＬＣ

葡萄糖限制性流加

谷氨酰胺限制性流加

流加浓缩培养基

代谢产物
乳酸

氨

０～５０ｍｍｏｌ／Ｌ
１～１０ｍｍｏｌ／Ｌ

生化分析仪、酶试剂盒
使用半乳糖替代葡萄糖

使用丙酮酸、谷氨酸替代谷氨酰胺

生理参数
细胞密度与活性

ＡＴＰ
１０５～１０８／ｍｌ；＞７０％
０．５～５ｐｇ／ｃｅｌｌ

台盼蓝染色血球计数板法，活细胞技术仪，生物量电极等
ＨＰＬＣ１）、ＳＤＳＰＡＧＥ２）、

抗体蛋白

抗体浓度

纯度

糖基化水平

电荷变异

０．１～１０ｇ／Ｌ
聚体，降解等

Ｇ０、Ｇ１Ｆ、Ｇ２Ｆ、Ｍａｎ５等
酸性变异、碱性变异

ＥＬＩＳＡ３）、ｐｒｏｔｅｉｎＡＨＰＬＣ４）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ５）等
ＳＥＣＨＰＬＣ６）

ＨＰＬＣ
ｉＣＩＥＦ７）、ＩＥＦ８）、ＣＥＸ９）、ＨＰＬＣ

　　 Ｎｏｔｅ：１）Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；２）Ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；３）Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ；４）Ｐｒｏｔｅｉｎａａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；５）Ｐｒｏｔｅｉｎｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ；６）Ｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；７）Ｉｍａｇｅｄｃａｐｉｌｌａｒｙｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｆｏｃｕｓｉｎｇ；８）Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇ；９）Ｃａｔｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

“恒化器”培养效果，细胞密度、蛋白产量可较流加模式

提高数倍［１４１５］。但是灌注培养细胞截留需特殊装置，

工艺放大存在难度，其产业化应用的经济性尚存争

议［１６１７］。目 前，只 有 少 数 抗 体 （如：ＲｅｏＰｒｏＴＭ，

ＲｅｍｉｃａｄｅＴＭ，ＳｉｍｕｌｅｃｔＴＭ，ＳｉｍｐｏｎｉＴＭ，ＳｔｅｌａｒａＴＭ等）及易降

解的重组蛋白（凝血因子）等使用该工艺。灌注培养工

艺优化，主要集中在灌注培养基及灌流速度上［１８］。其

优化原则是通过降低灌流速度，提高培养基的利用率

和产物的容积产率。

　　此外，控制流加灌注工艺（ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｆｅｄｐｒｅｆｕｓｉｏｎ）

同时具有流加工艺和灌注工艺的优点。该工艺对易产

生代谢废物的营养进行限制性流加。根据细胞摄氧量

的变化，流加氨基酸以满足高密度细胞的营养需求［１９］。

２　用于提高重组抗体表达水平的方法

　　动物细胞的高密度培养，有赖于合适的培养基以及

适宜的反应器环境。因此，旨在提高重组抗体表达的工

艺开发，主要集中在“个性化培养基”的开发以及过程参

数的优化上。上述研究通常需要借助小型化反应器，如

传统的三角瓶、孔板，转管（ｓｐｉｎｔｕｂｅ）等。近年，新型自动

化小规模反应器（ＢｉｏＬｅｃｔｏｒＴＭ，ＳｉｍＣｅｌｌＴＭ，Ｍｉｃｒｏ２４ＴＭ，

ａｍｂｒＴＭ等）［２０］不断出现，此类装备不仅能模拟反应器的

ｐＨ、ＤＯ、培养基流加等控制条件，而且能够实现试验条件

的通量筛选，大大加速了细胞培养工艺开发的进程。如：

ＳｉｍｃｅｌｌＴＭ可同时使用１８０个微型反应器（６５０μｌ）进行工

艺条件筛选［２１］。Ｍｉｃｒｏ２４ＴＭ可在孔板规模（５ｍｌ）对３Ｌ反

应器ｐＨ，ＤＯ，温度等不同条件进行模拟［２２］。

２．１　培养基优化方法

　　早期的动物细胞培养基中常含有胎牛血清或小牛

血清。近年工业用培养基的开发趋势，已经转向无蛋

白 （ＰＦ）、无动物源（ＡＤＣＦ），甚至化学成分明晰培养基

（ＣＤ）［２３］。此外，抗体生产企业在培养基开发过程中，

还应充分考虑培养基成本（通常 ＜２０
#

／Ｌ）、生物安全

性与质量稳定性（避免动物源血清、植物源蛋白水解

物）以及下游纯化工艺的兼容性等问题［２４］。

　　哺乳动物细胞对营养的需求差别很大，如：ＮＳ０细

胞的生长依赖于外源性胆固醇，杂交瘤细胞、ＣＨＯ细胞

多为谷氨酰胺营养缺陷型。此外，即使基于同一宿主

细胞所构建的的不同克隆，其代谢特点与营养需求也

不尽相同。因此，在培养基的开发过程中需特别强调

“个性化培养基”的概念，即：生产细胞系所使用的培养

基应根据其代谢特点进行优化、定制。下述方法在用

于培养优化均有提高重组抗体表达的报道。

２．１．１　组分滴定法　组分滴定法（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｔｉｔｒａｔｉｏｎ）

４０１
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是通过设计培养基组分的浓度梯度，来确定其最优浓度。

由于动物细胞用培养基成分复杂（常含有７０种组分以

上），且存在“协同效应”。所以，该方法只适用优化培养

中的个别组分（如胰岛素、水解物［２５］、生长因子等）。

２．１．２　培养基混合法　培养基混合法（ｍｅｄｉａ

ｂｌｅｎｄｉｎｇ）是通过对成分已知的原型培养基进行不同比

例混合。借助ＤＯＥ（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ）软件进行

试验设计与分析，快速确定最优培养基配方［２６］。目前

市售培养基优化试剂盒均是据此原理。

２．１．３　消耗组分分析法　消耗组分分析法（ｓｐｅｎｔ

ｍｅｄｉａａｎａｌｙｓｉｓ），通过对批式培养过程中各组分的消耗

情况进行分析，及时补充易消耗组分，调整流加策略。

该方法由于检测手段所限，主要用于葡萄糖、谷氨酰

胺、氨基酸等组分的优化［２７２８］。

２．１．４　化学计量分析法　化学计量分析法（ｓｔｏｉｃｈｉｏｍｅｔｒｉｃ

ａｎａｌｙｓｉｓ）利用简化的数学模型，建立葡萄糖、氨基酸，维

生素与细胞生物量与重组蛋白合成，以及能量代谢之

间化学计量关系。据此进行初始培养基、流加培养基

以及流加策略优化，可减少乳酸、氨的生产，该方法在

上世纪九十年代提高重组抗体产量至２．４ｇ／Ｌ［２９３０］。

２．１．５　理性培养基设计法　理性培养基设计（ｒａｔｉｏｎａｌ

ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａｄｅｓｉｇｎ），综合上述三种培养基优化方法。

先对大量培养基候选物及混合配方进行筛选，利用最初

确定的基础培养基进行批式培养，分析培养基中易消耗

组分，据此设计流加培养基和流加策略。最后，利用组分

滴定法确定流加培养基其他添加物（水解物）的最适浓

度。最后，优化过的基础培养基、流加培养基及补料策

略，在迷你反应器上进行验证。这也是大多数ＣＲＯ公司

（Ｓｉｇｍａ，ＢＤ等）开发定制培养基的主要方法［３１３４］。

２．１．６　系统培养基开发法　系统培养基开发（ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ

ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ），是将培养基成分分为氨基酸、维生素、核苷

酸等若干组，首先判定对细胞表达影响较为显著的组别，

再针对该组别进行重点的成分优化。［３５３６］

２．２　两相培养与代谢转化

　　绝大多数重组蛋白的生产采用“两相培养工艺”

（ｂｉｐｈａｓｉｃｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓ），该工艺中“生长期”与“生产

期”采用完全不同的控制策略，如降温、调节 ｐＨ，改变

流加策略等（见表２）。此工艺中细胞的代谢状态发生

明显的变化，称之为“代谢转化现象”（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｓｈｉｆｔ）

即：生长期细胞代谢旺盛，产生大量乳酸，而进入生产期

后，细胞生长受到抑制，乳酸产量随之变小，直至消耗。

２．３　促进异源蛋白表达的小分子物质

　　某些小分子化合物可以通过改变细胞周期，促进

重组蛋白的表达（见表２）。直接在培养基中添加这种

物质，是提高目的蛋白产率的简便方法。此类物质中

丁酸钠（ＮａＢｕ）和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）应用最多。
表２　细胞培养中用于提高重组抗体表达的方法和物质

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｓｕｍｍａｒｙｏｆｍｅｔｈｏｄｓａｎｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｕｓｅｄｆｏｒｉｍｐｒｏｖｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ａｎｔｉｂｏｄｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓ

提高表达的策略 常用方法 作用原理 应用

培养基优化

谷氨酰胺、葡萄糖限制流加或

使用半乳糖、谷氨酸替代
降低乳酸、氨等副产物生产 ［１１］［１２］［３７］

补充易消耗氨基酸 丰富培养基营养、添加水解物 ［３０，３８］
５磷酸腺苷 （ＡＭＰ） ＡＴＰ前体，能有效抑制细胞生长 ［３９］
丙酮酸、苹果酸、柠檬酸 提高三羧酸循环效率 ［４０］

补充铁离子载体（辅酶Ｑ１０、亚硒酸、
硫酸铁和柠檬酸钠）

增强细胞胞内转铁效率 ［４１］［４２］［４３］

补充磷酸盐，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ） 有助于核酸、细胞膜等的合成 ［４４］［４５］
补充硫酸铜 减少自由巯基，降低抗体聚体含量，减少乳酸生成 ［４６，４７］

两相工艺与

代谢转换

降低温度 细胞周期控制在在Ｇ０／Ｇ１期，提高抗体蛋白转录水平等 ［４８］［４９］
降低ｐＨ 促进细胞代谢转换 ［３８］［５０］［５１］
提高渗透压 渗透压胁迫下，细胞的代谢、转录、信号传导等均发生变化。 ［５２］［５３］

小分子化合物

丁酸钠、戊酸、丙戊酸、丙酸等 组蛋白去乙酰化酶竞争性抑制剂，抑制细胞生长。 ［５４－５７］
ＤＭＳＯ 调节细胞周期至Ｇ１期 ［５８］
雷帕霉素 调节细胞周期至Ｇ１期 ［５９］
地塞米松 增加融合蛋白的唾液酸含量，减少聚体形成 ［６０］［６１］
氢化可的松 降低细胞生长速率，提高细胞活性，和谷氨酸消耗速率 ［６２］

芳香羧酸、乙酰胺、异羟肟酸、戊酸 提高异源基因转录水平 ［６３］
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３　细胞培养工艺对重组抗体质量的影响

　　作为生物大分子的重组抗体，同时具备聚体、降

解、糖基化修饰、氧化、脱酰基化、异构体、二硫键错配

等多种变异形式［６４］。由“细胞工厂”异源表达的重组

抗体，其绝大部分质量变异与生产细胞对重组蛋白的

翻译后修饰作用直接相关，随着 ＦＤＡ、ＥＭＥＡ对于抗体

药物关键质量属性（ｃｒｉｔｉｃａｌｑｕａｌｉｔｙａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ）的定义与

要求，细胞培养对重组抗体质量的研究日益深入［６５］。

（见表２）。
表３细胞培养过程中重组抗体易发生的质量变化以及对临床效果的影响［６５６７］

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｎｔｉｂｏｄｙｑｕａｌｉｔｙａｔｔｒｉｂｕｔｅｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓａｎｄ

ｉｍｐａｃｔｏｎａｎｔｉｂｏｄｙｄｒｕｇｃｌｉｎｉｃａｌｅｆｆｉｃａｃｙ

重组抗体质量变异 产生原因 临床效果

共价聚体 二硫键的错配、酪氨酸氧化易形成共价聚体

非共价聚体 抗体分子间的疏水键结合形成非共价聚体
具有免疫原性，静脉注射发生过敏反应

降解

铰链区易发生化学键断裂

生产细胞中含有多种蛋白酶可降解全抗体分子

二硫键还原造成Ｈ２Ｌ、Ｈ、Ｌ等多种形式降解；抗体分子内部形成三硫键等
降低抗体分子的效应功能等。

糖基化变异

ＮＳ０、ｓｐ／０细胞能产生ＮｅｕＧｃ型唾液酸、Ｇａｌａ１，３Ｇａｌ等非人源糖基化形式 可引起严重的免疫反应。

ＮＡＮＡ唾液酸修饰半乳糖苷末端 提高抗体药物的抗炎活性

Ｇ０／Ｇ１／Ｇ２等多种形式的半乳糖修饰 改变抗体药物的ＣＤＣ效应功能
岩藻糖（ＦＵＴ）修饰、甘露聚糖（Ｍａｎ５）修饰 影响抗体药物的ＡＤＣＣ效应功能

电荷变异 抗体分子结构修饰会造成携带电荷的差异 影响抗体在体内的组织停滞和血液清除

氨基酸变异 目的基因变异，转录差错等 ＮＡ

３．１　聚体与降解

　　抗体分子可形成共价、非共价，可溶、不可溶等多

种形式的聚体。聚体形式的蛋白药物会引起临床上的

免疫原性。在动物细胞生产抗体的工艺中，聚体含量

最高可达３０％。影响聚体形成的原因有物理参数（温

度、ｐＨ，ＤＯ等）、培养基成分（如 Ｃｕ２＋、谷胱甘肽、胱氨

酸、半胱氨酸等）等因素［６８］。通常通过提高生产期温

度［６９］和提高培养基中胱氨酸含量［７０］，改变 ｐＨ和渗透

压、添加地塞米松［６０，７１］等方法，减少细胞培养过程中聚

体的生成。

　　抗体四聚体的结构有赖于二硫键的正确组装。细

胞培养过程中二硫键的还原会直接造成抗体的降

解［４６，７２７３］。此外，细胞裂解后释放出的硫氧还蛋白［７２］

或其他二硫键还原酶、组织纤维酶，也可造成重组抗体

的错配、抗体融合蛋白的降解［７４］。可以通过细胞收液

中添加硫酸铜、胱氨酸，或优化 ｐＨ的方法避免降

解［７２７３］；此外，通过优化培养基中半胱氨酸浓度避免抗

体内部三硫键的生产［７５］。

３．２　糖基化修饰

　　ＩｇＧ在其保守位点 ＡＳＮ２９７可形成的 Ｎ端糖基化修

饰。糖基化修饰程度对抗体药物的药效学（ＡＤＣＤ、

ＣＤＣ及抗炎活性等）和药代学（半衰期）都会造成显著

的影响（见表３）。已经证明已上市的多个抗体，其糖基

化修饰程度并不均一［７６７７］，这很大程度与其制备工艺

中细胞培养环节有关。研究发现：宿主细胞、培养参数

（ＤＯ、温度、ｐＨ、ｐＣＯ２）、操作模式（灌注、流加）甚至搅

拌转速，均会对抗体的糖基化程度造成影响［７８］。

３．２．１　非酶糖基化（ｇｌｙｓｌａｔｉｏｎ）　降低细胞培养过程
中的还原糖（葡萄糖）可显著减少抗体的非酶糖基化

（ｇｌｙｓｌａｔｉｏｎ）修饰［７９］。

３．２．２　高甘露糖修饰（ｈｉｇｈｍａｎｎｏｓｅｆｏｒｍｓ）　细胞培
养过程中的渗透压和培养周期，影响抗体的甘露聚糖

（Ｍａｎ５）糖基化修饰。培养液中添加氯化锰则可以降低
Ｍａｎ５糖基化修饰［８０］。

３．２．３　岩藻糖修饰（ｆｕｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ）　除了在细胞系构建

过程中，直接敲除ＦＵＴ８基因外［８１］，可减少重组抗体的

岩藻糖修饰。也可在培养液中添加甘露糖苷酶抑制剂

（ｋｉｆｕｎｅｎｓｉｎｅ）［８２］，来减少重组抗体甘露聚糖的岩藻糖
修饰。

３．２．４　唾液酸修饰（ｓｉａｌｙｌａｔｉｏｎ）　ＣＨＯ可较 ＮＳ０产生
的较少的ＮｅｕＧｃ形式唾液。培养液中的丁酸钠，渗透

压，ＣＯ２会影响重组蛋白唾液酸修饰程度
［８３］，可通过培

养基中添加地塞米松提高抗体唾液酸修饰程度［６１］。

３．２．５　半乳糖修饰（ｇａｌａｃｔｏｓｙｌａｔｉｏｎ）　在培养基中流加
尿苷、氯化锰、半乳糖等可以提高 ＣＨＯ分泌重组抗体

的半乳糖修饰程度［８４］。

６０１



２０１３，３３（７） 刘伯宁：用于重组抗体生产的细胞大规模培养技术

３．３　电荷变异与氨基酸变异

　　多种化学修饰都会引起重组抗体等电点的改变，
如：脱酰胺化、唾液酸化、重链 Ｃ段赖氨酸清除会造成
重组抗体的带正电荷；赖氨酸／甘氨酸酰胺化反应、甲
硫氨酸氧化作用等会造成重组抗体带负电荷［８５］。提高

培养基中Ｃｕ２＋浓度，降低 Ｚｎ２＋浓度，可以增强重组抗
体Ｃ端脯氨酸的酰胺化，最终导致重组抗体发生碱性
电荷变异［８６８７］。

　　 此外，重组抗体的异源合成中易发生某些氨基酸

变异，如Ｓｅｒ被Ａｓｎ随机替代。可以通过降低培养基中
Ａｓｎ含量［８８］，或提高含量Ｓｅｒ［８９］来减少此种变异发生频
率。

４　产业化阶段中细胞培养工艺的建立

　　抗体药物的不同研发阶段，对工艺开发的要求不
尽相同。处于临床前研究阶段，生产工艺仅需满足制

备样品。进入临床研究后，随着抗体蛋白的需求增加，

培养工艺面临着工艺放大与技术转移。而抗体药物进

入到临床三期研究阶段后，具备上市生产销售的可能，

生产企业则需确定生产工艺，并对该工艺进行充分的

定性研究（ｐｒｏｃｅｓｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ）、认证工作（ｐｒｏｃｅｓｓ
ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ）［７］。此阶段的工艺开发，更多强调的是工艺
的“鲁棒性”以保证重组抗体质量的“一致性”。

４．１　细胞培养的工艺放大与技术转移
　　细胞培养工艺的放大与转移过程中，首先应保证

工艺变更前后细胞活性、产物收率、产物质量等主要技

术指标的维持不变［９０９１］。培养工艺的放大原则多采

取：非体积依赖参数保持不变（温度、ＤＯ、ｐＨ等），体积
依赖参数（工作体积、流加体积、通气量）线性放大。反

应器的放大至生产规模（＞１０００Ｌ），反应器的选型应
充分考虑，混匀时间（ｍｉｘｉｎｇｔｉｍｅ）、溶氧供应和二氧化

碳的去除等因素是否满足培养工艺的要求。与之相关

的搅拌转速设定和搅拌桨几何尺寸的设计最为复杂。

前者多根据比体积输入功率、搅拌桨线速度、搅拌桨剪

切速率、总循环时间、混匀时间等计算得出［９２９３］。

４．２　细胞培养的定性研究与工艺验证
　　近年，ＦＤＡ推行“质量源于设计”（ｑｕａｌｉｔｙｂｙ

ｄｅｓｉｇｎ，ＱｂＤ）的理念，其核心是充分认识原材料及生产
工艺对产品的关键质量属性（ｃｒｉｔｉｃａｌｑｕａｌｉｔｙａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ，
ＣＱＡｓ））造成的影响。以及ＣＱＡｓ与临床疗效之间的关
系。根据这一要求，产业化阶段需要对细胞培养工艺

进行充分的定性研究。此项工作多使用“规模缩小”

（ｓｃａｌｅｄｏｗｎ）模型，采用“失效模式与影响分析”（ｆａｉｌｕｒｅ

ｍｏｄｅａｎｄｅｆｆｅｃｔｓａｎａｌｙｓｉｓ）的方法，对诸多工艺参数（接

种量、培养温度、ｐＨ、ＤＯ等）进行风险排序，确定关键工

艺参数及操作范围［９４９５］。此外，细胞培养工艺满足药

物上市评审要求还需有生产规模的实验数据进行支

撑，即所谓的“工艺验证”。ＦＤＡ和 ＥＭＥＡ分别要求连

续３或５批连续的生产规模试验数据，并以此为“生物

制品许可申请”（ＢＬＡ）文件的的重要内容［９６］。

５　结　语

　　随着组学技术的发展与应用，目前的细胞培养工

艺开发，已经从简单的工艺参数优化，进入系统的组学

研究深度，生产细胞的代谢网络与重组抗体合成机制

日益清晰。对于生产细胞系在不同工艺条件下抗体产

量的差异，已经能够从基因组、蛋白组、代谢组等不同

层次进行分析、解释［９７］。这就为今后大规模细胞培养

工艺开发提供了新的线索。同时，业内随着“ＱｂＤ”理

念的深入，越来越多的“过程分析技术”（ｐｒｏｃｅｓｓ

ａｎａｌｙｔｉｃａｌｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）开始应用于细胞培养过程，旨在

通过加强关键过程参数的监控来确保蛋白药物的最终

质量。如：培养基检测、培养过程监控、多批次数据分

析等［９８９９］。未来基于重组抗体表达的细胞大规模培养

工艺开发，将朝着稳定产能，提高质量的方向发展。
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