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摘　要　为研究一种表达全人源抗ＶＥＧＦ１６５单克隆抗体（ＨＶＡＢ）的重组 ＤＧ４４细胞的培养工艺。在摇瓶培养阶段，
利用常见的流加和分阶段温度控制培养的方法，初步确定培养工艺。在生物反应器培养阶段，研究了不同ｐＨ范围对ＤＧ４４
细胞生长和单克隆抗体表达的影响。结果表明，通过补料可使ＨＶＡＢ表达量从１０１ｍｇ／Ｌ提高到６５４ｍｇ／Ｌ；通过在生长中
期的适当降温，使细胞终活性保持在８０％以上；ｐＨ控制范围６４～７４更适合ＤＧ４４细胞的生长和ＨＶＡＢ表达。反应器中
的抗体表达量为５２６ｍｇ／Ｌ，与对照摇瓶相比降低了１１％，为之后的中试研究奠定了工艺基础。
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　　血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）能直接作用并促进血管内皮细胞的
增殖，增加血管新生［１］。肿瘤组织生长必须依靠

新血管生成来维持足够的氧气和营养物质，是针对

ＶＥＧＦ临床应用的基础；ＶＥＧＦ为肿瘤血管生成最
有效的促进因子，肿瘤组织中 ＶＥＧＦ表达显著增

加，而增加的 ＶＥＧＦ又会促进肿瘤的生长和转
移［２］。贝伐单抗（ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ，商品名：Ａｖａｓｔｉｎ）是
抗ＶＥＧＦ的人源化单克隆抗体，能够结合多种
ＶＥＧＦＡ亚型抑制ＶＥＧＦ作用，使肿瘤细胞不能得
到足够养分和氧气，从而达到治疗的作用［３］。

目前，哺乳动物细胞是表达单克隆抗体最主要
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的宿主之一，但其在工业生产中仍存在成本高、产

量低等缺点。动物细胞培养技术从培养条件的角

度出发，改善细胞的生长、目的蛋白表达和修饰，最

终达到提高表达量、产品合格稳定等目的。无血清

细胞培养技术具有安全性好、过程便于监测、技术

稳定可靠、工艺放大可操作等优点，为众多生物制

药企业所青睐［４－６］。

细胞培养工艺放大是抗体规模化生产的关键

技术，其目的是实现实验室规模与生产规模的对

接。目前细胞系表达能力可超过每天每个细胞

２０ｐｇ；流加培养工艺中可达到每毫升２×１０７个细
胞密度，最高表达量约１０ｇ／Ｌ，培养体积最高可达
２００００Ｌ。现今，细胞培养工艺研发的重点已从单
纯提高表达量发展到产品质量及工艺放大过程的

一致性等方面［７］。

本研究旨在从多角度对一种表达全人源抗

ＶＥＧＦ单克隆抗体（ＨＶＡＢ）［８］的ＤＧ４４细胞进行培
养条件的优化，在摇瓶阶段确定工艺，并在３Ｌ生物
反应器中进行了放大研究，为中试规模制备ＨＶＡＢ
奠定了工艺基础。

!

　材　料

１１　试剂和细胞
ＣＤＭ４ＣＨＯ、ＣｅｌｌＢｏｏｓｔ５（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；

谷氨酰胺（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；锥虫蓝、ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ
６８、ＮａＨＣＯ３（美国 Ｓｉｇｍａ公司）。其余试剂均为市
售分析纯。

ＣＨＯＤＧ４４细胞株由无锡奥巨生物科技有限
公司构建，本实验室保存。

１２　仪　器
全自动细胞计数仪（ＣｏｕｎｔＳｔａｒ）；生化分析仪

（美国 ＮｏｖａＢｉｏｍｅｄｉｃａｌ公司）；冷冻离心机（德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；高效液相色谱仪１２００（安捷伦科
技上海有限公司）；３Ｌ生物反应器（荷兰 Ａｐｐｌｉｋｏｎ
公司）。

"

　方　法

２１　细胞传代培养
取ＤＧ４４细胞，按每毫升５×１０５个接种于含

４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺、１ｍｍｏｌ／ＬＭＴＸ的 ＣＤＭ４培
养基中，将１２５ｍＬ摇瓶置于３７℃，５％ＣＯ２，１００
ｒ／ｍｉｎ的摇床中悬浮培养，２～３ｄ传代１次，培养

体积为３０ｍＬ［６］。
２２　补料浓度对细胞生长的影响

将培养至对数生长期的 ＤＧ４４细胞按每毫升
５×１０５个分别接种于５个含４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺的
ＣＤＭ４培养基中，初始培养体积为３０ｍＬ，从第３天
开始补ＣｅｌｌＢｏｏｓｔ５，浓度分别为初始体积的１％～
５％。培养条件为３７℃，５％ＣＯ２，１００ｒ／ｍｉｎ。
２３　温度对细胞生长的影响

将培养至对数生长期的 ＤＧ４４细胞按每毫升
５×１０５个接种于含４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺的ＣＤＭ４培
养基中，初始培养体积为３０ｍＬ，从第３天开始补
ＣｅｌｌＢｏｏｓｔ５，浓度为初始体积的４％。培养条件为
初始温度３７℃、５％ＣＯ２、１００ｒ／ｍｉｎ。分别于第 ４
天、第６天、第８天将温度降至３０和３３５℃。
２４　ｐＨ对细胞生长的影响

将培养至对数生长期的 ＤＧ４４细胞按每毫升
５×１０５个分别接种于２个含４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺的
ＣＤＭ４培养基中，初始培养体积为２００ｍＬ，从第３
天开始补ＣｅｌｌＢｏｏｓｔ５，浓度为初始体积的４％。培
养条件为３７℃到第６天降至３３５℃，５％ＣＯ２，搅
拌速度为 ２００ｒ／ｍｉｎ，４０％溶氧。ｐＨ范围分别为
６８～７４、６４～７４。
２５　细胞计数与活性测定

取细胞培养液５０μＬ，与０２％锥虫蓝按１∶１
充分混合。取 ２０μＬ至全自动细胞计数仪中
计数［８］。

２６　葡萄糖、乳酸、谷氨酰胺、氨浓度的测定
取样后，放入生化分析仪自动检测葡萄糖、乳

酸、谷氨酰胺、氨浓度的测定。

２７　ＨＶＡＢ表达检测
收获细胞培养液，进行４０００ｒ／ｍｉｎ离心取上

清液。培养上清液经 ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和色谱柱（Ｐｏｒｏ
ｓＡ／２０）进行分析，用积分方法获取峰面积，通过与
ＩｇＧ１标准品进行峰面积比对，对样品的 ＨＶＡＢ浓
度进行定量，具体方法参见文献［９］。

#

　结　果

３１　补料浓度对细胞生长和 ＨＶＡＢ的表达量
影响

补料的加入无论是对细胞密度的积累、活性的

保持以及最终 ＨＶＡＢ的产量都有明显的促进作
用，见图１。补料浓度从１％～４％对细胞的生长及

５３７



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１５，４６（６）：７３４－７３９ 第４６卷

产物的积累都有明显的促进作用，４％的补料浓度
下最高达６５４ｍｇ／Ｌ，表明１％ ～３％的补料浓度不
能满足 ＤＧ４４细胞在持续生长阶段的营养需求。
５％的补料浓度与４％相比，在第７天时５％的细胞
明显积累得更快，更先进入平台期。然而到第１１
天其细胞密度及活性下降得更快。从抗体产量上

看，５％比４％的产量不升反降，说明更高的补料浓
度不仅不能起到更多营养补充的作用，反而会对细

胞的生长维持及表达有一定的抑制作用。通过比

较发现，４％的补料浓度最适合本细胞株的生长和
表达，最终通过补料，表达量从１０１ｍｇ／Ｌ提高到了
６５４ｍｇ／Ｌ（Ｐ＜００５）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｆｅｅｄｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓ（Ａ），ｖｉａｂｉｌｉｔｙｃｕｒｖｅｓ（Ｂ）ａｎｄｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ（Ｃ）ｏｆＤＧ４４
ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｄｂａｔｃｈｃｕｌｔｕｒｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３２　温度对细胞生长和ＨＶＡＢ的表达量影响
降温对维持细胞密度和保持细胞活性方面有明

显作用，因此本研究将培养周期延长至１４ｄ，见图２。
降温条件下，培养至第１４天细胞活性均可保持在
８０％以上。但从表达量上来看，通过与３７℃恒温培
养对照组进行比较，降温的效果不够理想，温度的降

低虽然保持了细胞的高密度和高活性，但也同时降

低了细胞的代谢和表达，所以在表达量方面没有促

进作用。在第６天降温至３０℃，明显在保持密度的
同时，降低了细胞的表达能力，最高仅为５５９ｍｇ／Ｌ。
将温度降至３３５℃的条件下，表达量基本保持不变
（５９１ｍｇ／Ｌ），且能保持较高的细胞活性。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓ（Ａ，Ｃ），ｖｉａｂｉｌｉｔｙｃｕｒｖｅｓ（Ｂ，Ｄ）ａｎｄｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ（Ｅ）ｏｆＤＧ４４ｃｅｌｌｓ
ｉｎｆｅｄｂａｔｃｈｃｕｌｔｕｒｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ＡａｎｄＢＣｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：Ｒｅｄｕｃｅｔｈｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｏ３０°Ｃｉｎｄａｙ４，ｄａｙ６，ｄａｙ８；ＣａｎｄＤＣｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：Ｒｅｄｕｃｅｔｈｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｏ
３３５°Ｃｉｎｄａｙ４，ｄａｙ６，ｄａｙ８
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３３　ｐＨ对细胞生长和ＨＶＡＢ的表达量影响
两个反应器的细胞密度高于对照摇瓶，说明反

应器条件下更易于细胞的积累（图３）。ｐＨ范围在
６８～７４条件下，第９天，细胞密度和活性开始明
显不断下降，说明将ｐＨ维持在６８以上不宜于细
胞密度和活性的维持。ｐＨ在６４～７４范围，细胞
生长情况良好，最高密度达每毫升８６６×１０６个，
细胞活性保持在８０％以上。从表达量来看，反应
器的表达量与其细胞密度的积累呈正相关，分别为

４８０和５２６ｍｇ／Ｌ，低于对照摇瓶５９１ｍｇ／Ｌ。在工

艺放大研究过程中，培养体积的成倍增长使培养必

须在生物反应器中进行。生物反应器与摇瓶的培

养环境存在一定的差异，也更为复杂，从摇瓶到反

应器的放大，最终的表达量往往存在一定的波动。

从摇瓶表达量 ５９１ｍｇ／Ｌ到反应器 ５２６ｍｇ／Ｌ，表
达量降低了１１％，在３０％的可接受范围内，符合
工艺放大的规律。通过生长情况和表达量的比

较，６４～７４的 ｐＨ范围更适合此细胞株的生长
和表达，说明该细胞株更适合在偏酸的环境下生

长和表达蛋白。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｐＨｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓ（Ａ），ｖｉａｂｉｌｉｔｙｃｕｒｖｅｓ（Ｂ）ａｎｄｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ（Ｃ）ｏｆＤＧ４４ｃｅｌｌｓｉｎ３Ｌｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

　　在整个培养过程中，葡萄糖在２～１１ｇ／Ｌ之间
波动（图４），处在一个合理的范围内。０～３ｄ，由
于没有补料的原因，基础培养基中的葡萄糖被大量

消耗。从第３天开始补料到第８天，葡萄糖的浓度
逐渐升高，说明补料中葡萄糖的量大于细胞消耗的

量。８～１４ｄ为细胞生长的中后期，此阶段为抗体
积累的黄金时期，葡萄糖浓度再次减少说明此时细

胞消耗大量的葡萄糖以满足表达的需要。整个培

养过程中 ｐＨ６８～７４反应器消耗了更多的葡萄

糖，相应产生了更多的乳酸。ｐＨ以第３天为分界
点，其中一个反应器降至６８以下，另一个保持在
６８。乳酸的积累也产生了相应的差异。这说明
ＤＧ４４细胞在ｐＨ６８及以上的环境下会持续产生
乳酸，而 ｐＨ６８以下则不会。在 ｐＨ６８～７４培
养条件下，乳酸积累的量在０～２５ｇ／Ｌ之间符合
工业在生产的控制范围（０～４５ｇ／Ｌ）。氨浓度在
０～１０ｍｍｏｌ／Ｌ范围内符合的标准，不会对细胞产
生太大的负面影响。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｐＨｏｎｔｈｅｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｏｆｍｅｄｉｕｍｉｎ３Ｌｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｇｌｕｃｏｓｅ（Ｇｌｃ），ｌａｃｔａｔｅ（Ｌａｃ）ａｎｄｐＨａｔｖａｒｉｏｕｓｐＨｆｏｒｃｕｌｔｕｒｅｉｎ３Ｌｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ；Ｂ：Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ（Ｇｌｎ）ａｎｄａｍｍｏｎｉａ（Ａｍｍ）ａｔｖａｒｉｏｕｓｐＨｆｏｒｃｕｌ
ｔｕｒｅｉｎ３Ｌｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ
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培养基不仅影响细胞生长和产物合成，同时影

响着成本的投入以及性价比，因此培养基是整个发

酵过程中最昂贵的一项投入［１０］。国外有文献报

道，通过补料的方式可以给细胞提供保护，最终提

高细胞密度及蛋白表达量［１１］。本研究中，本课题

组首先进行了每日补料浓度实验。结果表明，４％
补料浓度条件下，细胞密度和表达量最高，分别为

每毫升８３７×１０６个细胞和６５４ｍｇ／Ｌ。过高的补
料浓度不利于细胞的生长和表达，这可能由于高营

养浓度提高了细胞培养环境的渗透压所致。

文献报道，细胞在３６５～３８５℃时生长活跃，
降温会降低细胞的增殖速率［１２］。通过培养中后期

适当的降温可以延长培养时间，提高蛋白产量。之

前研究发现，非降温条件下第８天的细胞密度达到
最大值。因此选第４、６、８天作为降温点，同时选取
３０和３３５℃作为降温温度。结果表明，降温对细
胞的增殖及凋亡速率均能起到抑制作用，在生长后

期能维持较高的细胞密度，从而提高整体细胞密

度。但在本研究中，降温虽然提高了 ＤＧ４４的整体
细胞密度，同时也减少了单个细胞的表达，最终并

没有通过提高整体细胞密度的途径提高抗体的表

达量，与Ｚｅｎｇ［１３］的研究结果相符。近年来，动物细
胞大规模培养技术开始广泛应用于生物医药的研

发和生产过程中。其中以生物反应器技术为核心

的动物细胞大规模培养平台，成为生物医药产业高

速发展的有力推动工具［１４］。ｐＨ是细胞在生物反
应器中生长和表达的关键化学参数。有研究表明，

ＤＧ４４细胞对ｐＨ的变化非常敏感，ｐＨ偏低或偏高
都会对细胞产生较大的影响［１５］。由此看来，ｐＨ控
制在一个合理的范围内显得尤为重要。从本研究

的结果来看，ｐＨ６４～７４的范围明显要更适于
ＤＧ４４细胞的生长和表达。通过检测代谢产物，当
ｐＨ在６８以上时细胞会不断的产生乳酸。乳酸的
积累对细胞的生长和表达有较大的副作用，这可能

是造成 ｐＨ６８～７４条件下抗体表达量较低的原
因。通过检测葡萄糖、谷氨酰胺和氨的浓度变化，

其浓度均在合理范围内，不会对细胞的生长造成限

制。通过与对照摇瓶比较，生物反应器中细胞生长

更好达每毫升８６６×１０６个细胞，而表达量却降低
了６５ｍｇ／Ｌ。这可能是由于反应器中培养环境更

为复杂造成的，如搅拌桨会对细胞造成剪切力。其

次，深层通气产生的气泡在培养基表层破裂时，同

样会对细胞造成不利的影响，而这些现象不会出现

在摇瓶培养中。综上所述，在工艺放大过程中，一

定范围内表达量的流失为正常现象。本研究的损

失率（１１％）在现阶段来看属可接受范围。
本实验在摇瓶阶段分别研究了补料浓度和温

度对ＤＧ４４细胞株的生长情况和表达量的影响，初
步确定摇瓶工艺，并进行了３Ｌ反应器的工艺放大
研究，表达量符合工艺放大规律，证明该细胞株在

放大培养中稳定，为之后的中试研究奠定了工艺

基础。
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ａｎｔｉｂｏｄｙｄｒｕｇｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＭｅｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１４，９（１）：

８３７
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［１１］ＡｒｄｅｎＮ，ＢｅｔｅｎｂａｕｇｈＭＪ．Ｌｉｆｅａｎｄｄｅａｔｈｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｃｕｌ

ｔｕｒｅ：ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，

２００４，２２（４）：１７４－１８０

［１２］ＭｅｕｗｌｙａＦ，ＷｅｂｅｒａＵ，ＺｉｅｇｌｅｒｂＴ，ｅｔａｌ．ＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆａＣＨＯ

ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓｆｒｏｍｐｅｒｆｕｓｉｏｎｔｏｆｅｄｂａｔｃｈｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗｉｔｈ

ｏｕｔａｌｔｅｒｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｑｕａｌｉｔｙ［Ｊ］．ＪＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００６，１２３（１）：１０６

－１１６

［１３］ＺｅｎｇＡＰ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｈｙｂｒｉｄｏｍａｃｅｌｌｓａｔ

ｈｉｇｈｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，１９９６，４５：２４３－２５１

［１４］ＭｅｉＪＧ，ＺｈｕａｎｇＪＱ，ＷａｎｇＪＬ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｏｆｌａｒｇｅｓｃａｌｅａｎｉ

ｍａｌｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（中国生物工

程杂志），２０１２，３２（７）：１２７－１３２

［１５］ＤｕａｎＸＪ．Ｐｒｏｂｌｅｍｓａｎｄｓｏｌｕｔｉｏｎｓｏｆｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓｃａｌｅｕｐｆｏｒａｎｔｉ

ｂｏｄｙｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＭｅｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１３，８（６）：４６６

－４６９

·征订启事·

欢迎订阅２０１６年《中国药科大学学报》

《中国药科大学学报》是由国家教育部主管、中国药科大学主办的药学中文核心期刊，主要刊登合成药物化学、天

然药物化学、生药学、中药学、药剂学、药物分析、药代动力学、药物生物技术、药理学、药事管理等学科的原创研究

论著。

《中国药科大学学报》在药学界享有较高的学术声誉，目前已被国际上多家著名权威数据库（ＣＡ，ＩＰＡ，ＳＣＯＰＵＳ，
ＪＳＴ，ＩＣ，ＥＭＢＡＳＥ／ＥｘｃｅｒｐｔａＭｅｄｉｃａ，ＣＡＳ）等所收录，被国内权威数据库：中国科学引文数据库（ＣＳＣＤ）、《中文核心期刊
要目总览》（２０１４年版）、中国科技论文统计源数据库等列为药学类核心期刊，屡获国家新闻出版总署、教育部、科技
部等各种优秀期刊奖。

２００８年，《中国药科大学学报》被评为中国精品科技期刊，２００６、２００８、２０１０年连续３次被教育部评为中国高校精
品科技期刊。据中国知网，中国学术期刊（光盘版）电子杂志社《中国学术期刊影响因子年报（２０１０版）》公布的最新
数据，《中国药科大学学报》复合影响因子为１１７１，位居中国药学学术期刊第４位。学术影响力极高，在高等院校、
科研机构、制药企业、医院等单位拥有众多读者。
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