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摘要　当前生物制药领域，由于成本压力、市场需求急剧波动以及生物仿制药的竞争日益激烈，
现有的生物制造技术受到诸多挑战，生物技术公司越来越倾向于开发灵活、高效的创新型生产制

造工艺。灌流培养作为当前哺乳动物细胞培养的重要工艺之一，不仅可以通过不断移出副产物

和添加营养物来提供有利于细胞的稳定环境，以解决蛋白质量不稳定或者表达量偏低等问题，还

可以通过提高单位体积产率来优化产能利用率并提高生产效率。通过系统介绍灌流培养用于哺

乳动物细胞培养的研究进展，为其进一步开发与应用提供参考。
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１　背景介绍

　　在美国或欧洲的临床开发阶段有超过９００种生物

制药产品，其中大部分是在哺乳动物细胞培养系统中

生产的，且人源化重组蛋白的加工只能通过哺乳动物

细胞培养来实现，因此哺乳动物细胞培养工艺的开发

对生物制药产业显得尤其重要［１２］。

　　目前，生物制造行业最主要的培养模式是批次培

养和补料批次培养。大多数生物药物分子是不稳定

的，在批次和补料批次培养过程中，细胞产生的代谢产

物、死亡细胞释放的酶、以及渗透压的增加对细胞生长

都是不利的，对于蛋白质量也是不利的［３］。随着人们

对生物制药工艺的深入研究，治疗性蛋白的连续一体

化生产在实验室、临床领域以及商业制造领域正在逐

渐取代传统的批次培养［４］。食品药品监督管理局（ｆｏｏｄ

ａｎｄｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）等监管机构鼓励生产工艺

的改进与创新，其中包括连续性制造，这种转变受到新

兴技术以及仿制药模型研究者的青睐［５］。

　　灌流培养通过不断移出副产物，同时补充营养物

质，因此可提供对细胞稳定且有利的生长环境。与批

次培养和补料批次培养相比，灌流培养可以在高细胞

密度环境下长时间维持稳定培养环境，同时降低产物

在培养基里的停留时间，这有利于提高产品质量［６］。

Ａｈｎ等［７］研究发现，灌流培养可实现培养基组分中的

动态变化对蛋白质糖基化的影响最小，这一研究结果

表明灌流培养有利于提高产品质量。

　　对于细胞培养而言，灌流培养并不是一种新兴技

术。自２０世纪９０年代以来，许多商品化生物药物采用

灌流培养，例如阿昔单抗、β葡糖脑苷脂酶、英夫利昔

单抗、巴利昔单抗、干扰素β１α、重组人凝血因子 ＶＩＩＩ、

戈利木单抗等［８］。

　　传统的灌流培养多借助微载体，微包囊法进行连续

灌流［９１１］。国内现已有将传统灌流培养工艺成功用于生

产的案例，药物普佑克（注射用重组人尿激酶原）采用无

血清连续灌流培养技术实现大规模生产，用于急性ＳＴ段

抬高心肌梗死治疗，该药物于２０１１年成功上市［１２］。

　　当前多样化的生产环境中，生物技术公司越来越倾

向于开发高度灵活和高效能的生产制造工艺［１３］。灌流

培养作为实现提高稳定性低的重组蛋白产量的有效手段

已广泛用于生物工程产业［６］。灌流培养能够凭借小型生

物反应器生产达到补料批次培养大规模生产所得的蛋白

量，实现了培养规模小型化，增加了操作的灵活度［１４］。

２　灌流培养

２．１　细胞截留系统

　　分离装置的稳固性对于有效分离和实现高细胞密
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度至关重要［６，１４１５］。目前，用于灌流培养的细胞截留系

统主要有两种，切向流过滤（ｔａｎｇｅｎｔｉａｌｆｌｏｗｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，
ＴＦＦ）和交替切向流过滤（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｔａｎｇｅｎｔｉａｌｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，

ＡＴＦ）。对于ＴＦＦ，细胞液通过蠕动泵作用形成一个连
续的环形流动方向，进入纤维膜后，废液会通过膜排出

体系之外，细胞会随着环路重新回到培养体系之内。

ＡＴＦ是通过隔膜泵的往复吹吸作用，实现罐内培养基
在截留设备中的往复流动，同时代谢废物会随着培养

基通过膜排出而细胞截留在反应器内。使用 ＡＴＦ时，
交替运动在过滤膜中产生冲刷作用，有助于防止纤维

膜堵塞［１５］。并且，ＡＴＦ在提高单位体积产率上也有优
势，Ｂｏｓｃｏ等［１６］研究表明当使用 ＡＴＦ代替内部旋转过
滤器（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｐｉｎｆｉｌｔｅｒ，ＩＳＦ）时，单位体积产率可提高
５０％～７０％。

　　ＡＴＦ是目前采用更多的一种方式，但是也有研究
发现 ＡＴＦ在提高细胞密度上的优势不如 ＴＦＦ，据
Ｃｌｉｎｃｋｅ等［１７］报道，在密度为（２０～３０）×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ情
况下使用ＡＴＦ和ＴＦＦ均可持续培养２周；在高密度（９０
～１００）×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ下，使用ＡＴＦ可维持４天，而使用
ＴＦＦ可持续培养两周。因此对于ＡＴＦ和ＴＦＦ的选择需
要综合考虑细胞的适用程度。

　　目前也存在一些新型细胞截留装置用于灌流培
养，Ｋｗｏｎ等［１８］介绍了一种基于惯性分离的微流体细胞

截留系统，用于悬浮哺乳动物细胞的灌流培养，但是该

装置现只用于实验室规模的培养。

２．２　Ｎ级灌流细胞培养
　　Ｎ级生物反应器（生产型生物反应器）中，由于营

养或设备限制，细胞量可迅速达到系统容量的上限，细

胞活力迅速下降［４］。Ｎ级生物反应器在使用灌流培养
时，实现对细胞密度的有效控制可以防止上述情况，并

且细胞量可稳定维持较长的生产期。通常使用半连续

或连续性排细胞来控制细胞密度。Ｋａｒｓｔ等［１９］人使用

ＴＦＦ和ＡＴＦ通过连续性排细胞可将细胞密度控制在２０
×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，４０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，６０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ三个
稳定阶段，每个阶段可维持一周以上的时间。

２．３　整合连续性操作
　　随着反应器灌流培养与下游纯化的结合，连续性

操作得以深入研究，其优势也越来越明显，它有利于捕

获和纯化过程。由于树脂的价格昂贵，增加捕获步骤

的树脂利用率显得越发重要。Ｓｔｅｉｎｅｂａｃｈ等［２０］介绍了

一种连续处理细胞培养发酵液的双柱捕获系统，与批

次培养的连续捕获相比，该方法的树脂亲和捕获性能

利用率提高了２．５倍，该系统同时具有预测产量、生产
率和产能利用率等工艺性能的功能。Ａｎｇｅｌｏ等［２１］在最

近的中试规模试验中确认了该性能的提高。Ｓｔｅｉｎｅｂａｃｈ
等［２２］最新研究表明，连续捕获过程的灌流培养可实现

纯度更高的蛋白质稳定的生产。

２．４　灌流培养工艺的应用
２．４．１　细胞库和种子培养　减少种子培养时间是工
艺优化的一个重要方面［２３］。为了缩短接种 Ｎ级生物
反应器达到所需活细胞密度的时间，提高初始细胞量

是一种有效方法。通常可采取两种方式：增加接种物

体积或浓度。增加接种体积可使用高密度冷冻管（如５

ｍｌ冷冻管）或冷冻袋（如５０ｍｌ或１００ｍｌ冷冻袋）来实
现。增加接种物浓度可使用灌流培养技术，该技术已

被用于制备高密度细胞库（ＨＤＣｅｌｌＢａｎｋ），通过在 Ｎ１
生物反应器阶段联合使用高密度细胞库、一次性技术

和灌流培养系统，建立了新型种子细胞培养技术［６，２４］。

这种新技术通过减少中间放大的次数和清洁、组装、灭

菌等人为操作的需求来降低种子培养过程的复杂性。

２．４．２　 浓缩补料批次培养 　 浓缩补料批次
（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｅｄｂａｔｃｈ，ＣＦＢ）细胞培养通过使用灌流培
养技术，结合使用超滤模块截留细胞和蛋白产物。ＣＦＢ

可实现灵活的生产，在有限的体积下增大细胞密度，使

得小型生物反应器的产量可以与大型生物反应器相媲

美。Ｙａｎｇ等［２５］通过制定 ＣＦＢ培养并将其应用于两种
细胞系，在实验室规模生物反应器上进行了相关试验。

与传统的补料批次培养相比，ＣＦＢ培养将细胞系 Ａ产
量提高了１０５％，细胞系Ｂ产量提高了７０％，并且对产

品质量没有明显影响，细胞系 Ｂ的电荷异质性还有所
改善，这表明ＣＦＢ具有工艺和产品质量的优势。
２．４．３　混合培养工艺　Ｈｉｌｌｅｒ等［２６］在混合培养工艺研

究中，培养前４天使用灌流培养以快速增加细胞量，之
后停止灌流并每天连续补加浓缩补料。该研究使用５
种ＣＨＯｋ１细胞，最高产率比传统补料批次培养增加
２．５倍。培养过程中，细胞密度达到（６０～８０）×１０６

ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，灌流培养基消耗量相对较低（是最终生物反应
器体积的１倍～１．８倍）。该工艺通过使用新型灌流调

控系统，能够在线监控并自动控制灌流速率进而实现

自动化。因此，该工艺可改善现有生产线的性能。

３　灌流培养工艺的开发

３．１　工艺控制
　　稳定的工艺需要适当控制培养基的补进和流出速

６０１
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度，保持所需的灌流速率。通过活细胞浓度的实时监

测、稳定理想的细胞特异性灌流速率（ｃｅｌｌｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｅｒｆｕｓｉｏｎｒａｔｅ，ＣＳＰＲ）以及灌流速率等参数来调节细胞
排出量，反应器内可维持恒定的工作体积和细胞密度。

没有细胞密度在线控制系统的情况下，最常使用半连

续排细胞方式控制细胞量。Ｋａｒｓｔ等［１９］通过线上和线

下控制系统完成连续排细胞以维持细胞密度稳定，但

是线下控制水平对生产工艺性能和产品质量存在一定

的影响，这种半连续方式在商业规模的生产中需谨慎

使用。

　　单位体积产率和产品质量是生物制药细胞培养过
程的两个关键性能指标。Ｙａｎｇ等［２７］使用三种不同的

ＣＨＯ细胞系灌流培养，通过提高单位体积产率来优化
产能利用率和生产效率，同时能保持或提高产品质量。

Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ等［２８］研究表明在 ＣＨＯ细胞生产重组人干扰
素β（βＩＦＮ）时，低温灌流培养与批次培养相比，产率
可提高３．５倍，单位体积产率提升７倍，并且可降低
３９％的聚集体和提高一定的生物活性。Ｈｉｌｌｅｒ等［２６］研

究发现在生物反应器中进行短时间灌流，紧接着使用

高浓缩补料进行常规补料分批培养，与传统补料分批

工艺相比，整体产率增加近一倍。Ｗａｒｉｋｏｏ等［９］研究表

明，灌流反应器和四柱式周期性逆流色谱（ｆｏｕｒｃｏｌｕｍｎ
ｐｅｒｉｏｄｉｃｃｏｕｎｔｅｒｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＰＣＣ）的整合系
统用于连续捕获目的蛋白，比当前灌流或补料分批培

养的单位体积产率高得多。

３．２　培养基筛选
　　在细胞培养开发和优化过程中，培养基的开发是
最重要的一个方面。一方面是因为培养基对于工艺性

能而言是首要的，另一方面是出于安全考虑。第一种

细胞培养基使用动物衍生制品［２９］，使用相应产品的病

人将暴露于许多危险因素，如病毒等。

　　解耦灌流培养基（即不同口流入以便能够更好地
控制特定营养素和灌流速率）的概念对于培养基开发

有了新的启发。Ｌｉｎ等［３０］使用基于补料批次培养工艺

的基础培养基和浓缩补料按一定比例混合获得一种浓

缩培养基，在此基础上进而开发出一种有效的灌流培

养基。在获得最佳比例并调节一些营养物质浓度和渗

透压后，获得的培养基仅需要一半的灌流速度就可维

持３０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ的密度。这为灌流培养基的开发提
供了参考作用。

３．３　培养规模小型化

　　微型生物反应器是小型培养的另一种选择，它可

提供ｐＨ和ＤＯ在线监控［３１］，到目前为止主要用于补料

分批培养，但也进行了一些半连续培养基交换试验。

Ｇｏｍｅｚ等［３２］通过使用半连续摇管操作和灌流反应器研

究了１３个克隆，并以此优化了补料批次培养过程。最
近，一些商业化新型反应系统具备连续的培养基交换

和细胞截留能力，这些设备已证明其在补料分批中的

生产效率，并且可能在灌流过程开发中发挥重要作用，

但仍需要更多数据来评估其全部潜力。

３．４　关键质量属性

　　批量生产向连续性生产转型的驱动因素有两点，
一方面是节省运营成本，更重要的是提升目的蛋白质

量［４］。在非连续生产系统中，比如批次培养和补料批

次培养中，累积的有毒物质和反应副产物对目的产物

的质量有不利影响［３］。在灌流培养工艺中，在整个培

养期间可维持稳定的培养环境，反应器中所有的动力

学参数，包括与杂质或翻译后修饰有关的动力学参数，

不会随时间变化，因此反应器内几乎产生相同产物，没

有批次培养和补料批次培养的累积效应［４］。

　　Ｇｏｍｅｚ等［３２］研究表明，质量属性中如半乳糖基化，

非岩藻糖基化和聚体在摇管和小型生物反应器模型中

是相当的，其他质量属性更多地取决于产品停留时间，

例如脱酰胺，Ｃ末端赖氨酸化和剪切等在半连续模式

中被发现是不同的。因此，灌流培养可通过减少产物

在培养基内的停留时间提高质量属性。

４　展　望

４．１　灌流培养工艺的优势
　　灌流培养通过不断移出副产物和添加营养物来提
供有利于细胞的稳定环境。与批次培养和补料批次培

养相比，在高密度细胞环境下，灌流培养模式可以延长

良好培养环境的时间，降低产物在反应器内的停留时

间，这对于产品质量是有利的，对于性质不稳定的产品

也是必要的［３３］。

　　此外，目前生物技术公司需要快速调整生产能力
以适应波动的市场需求，来自生物仿制药公司越来越

激烈的竞争进一步推动降低成本［９，３３］。与补料批次培

养相比，灌流培养的另外一种优势是可以使用更小型

的生物反应器，这意味着灌流培养可以减少清洁操作，

其较小的反应体积可使用一次性生物反应器代替不锈

钢反应器。灌流培养除了可以用于生产生物制品以

外，还可以用于生产高密度种子库，细胞库或者是作为

蛋白药物生产的研究工具。灌流培养可以以高细胞密
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度生产目的蛋白产物来补偿低细胞产率的不足，这将

节省工艺开发的人力需求。

　　从法规层面来看，ＦＤＡ等对连续连生产持开放和
支持的态度，他们认为连续灌流是一项能带来稳定和

更高效生产的技术［５，３３３４］。由于灌流培养具备多样化

产品线，国内一些大型生物制药企业也开始尝试从传

统的补料批次培养向灌流培养转变，以期待解决传统

培养工艺存在的问题。

４．２　灌流培养工艺的不足
　　灌流培养也存在缺点，在技术开发及无菌工艺上

存在诸多挑战，并且培养产生多个收集批次的产品汇

集成许多中等体积的收集物不断累积，需要进一步处

理［１５］。

　　长期高密度细胞的灌流培养，多数细胞截留装置
堵膜的风险明显提高。新型细胞截留装置的产生可以

较好的解决这一问题。ＡＴＦ的交替运动在过滤膜中产
生冲刷作用，有助于防止纤维膜堵塞［１６］。Ｘｕ等［３５］通

过添加聚醚（泊洛沙姆）来优化灌流培养基，添加低浓

度聚醚有利于产物以及宿主蛋白透过细胞截留装置，

同时对细胞具有保护作用，这一点有利于降低堵膜的

风险。

　　国内外灌流培养工艺开发所用的灌流培养基多为

自主开发，目前商品化的灌流培养基十分有限，这对灌

流培养工艺的开发有一定的阻碍。灌流培养基的营养

成分通常比普通的基础培养基营养丰富，研究显示，基

础培养基与浓缩补料按一定比例混合制成的灌流培养

基可以维持较高的细胞密度与活率［２５］。Ｙａｎｇ等［２７］研

究表明，使用两倍浓缩的培养基用于 Ｎ１灌流生物反
应器时，可降低灌流速率，同时细胞生长速率可以更

高。基于此研究，灌流培养基的开发有了一定的研究

方向。在成本控制方面，Ｘｕ等［３５］同时研究了同一细胞

在不同工艺下的产率，发现生物反应器利用率高时，灌

流培养的培养基成本有望低于补料分批培养的培养基

成本。

　　生物技术领域严格的质量要求及监管要求下，生

物制药行业追求最短的开发时间和控制最少的成本，

这些因素必然导致其对新技术的实施持保守态度。通

常情况下，企业只会采取渐进式优化措施，而更为重要

的技术革新不再那么普遍。生物技术创新变得更加以

产品为中心的创新而不是以培养工艺为中心的创新。

上述商业驱动仍然占据主导地位，但是现如今，生物技

术公司需要灵活的适应大量和小量需求的药物（小生

境或孤儿药），最好能在同一生产线内完成。未来的生

物制造工厂正在从大型单一生产线向更小、更多元化、

更灵活的生产线转变，灵活的生产线使公司能够适应

不断变化的市场需求［２５］。Ｙａｎｇ等［２５］研究表明，灌流培

养有望在产能上实现小型生产设备取代大型生产设备

的目标。

５　结　语

　　灌流培养作为一种新型技术极大的拓展了人们对

生产工艺的理解，它解决了因蛋白质量不稳定或者表

达量偏低，以及补料批次培养无法保证批次稳定控制

等一系列问题，而且可去除中间一些不必要的放大步

骤，简化了生产工艺。但与此同时，其特定的培养模式

也面临着一些挑战，比如如何在长时间的培养中防止

染菌，验证从收获到纯化得到的各“亚批次”之间的一

致性等，这些问题在企业临床研究申请（ＩＮＤ）时会显得

尤为重要。

　　上述讨论的工艺开发关键点看似相互分离，但实

则牵一发而动全身，实际过程中切不可只考虑到某一

因素对结果的影响，而应采用多变量分析的方法充分

考虑不同变量之间的关系，以及综合效应对产物表达

和质量的影响。因此，实现高质量蛋白稳定均一表达

与生产的连续灌流培养工艺还需要投入更多的时间和

精力。
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