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您是否希望了解更多生物工艺信息？

立即订阅

使用 SciVario®双联生物反应器控制系统在悬浮细胞
培养中生产腺相关病毒

疫苗是抵抗病原体和控制全球性疫情的重要工具。使用哺乳
动物细胞培养生产各种类型的病毒疫苗的情况已相当普遍，
例如减毒活疫苗、病原体灭活疫苗和亚单位疫苗。然而，它们
通常依赖于贴壁细胞培养。为了提高生产能力、增加产量，最
重要的是便于扩大生产，在悬浮细胞培养平台上生产疫苗更
为可取。悬浮生物反应器已广泛用于抗体生产，可加快多功
能疫苗平台的开发过程。mRNA疫苗、腺病毒载体和腺相关
病毒（AAV）载体疫苗等新技术在控制最近的新冠疫情方面
都发挥了关键作用。细胞培养产生的 AAV载体已成为疫苗
生产和基因治疗中最有效的基因和蛋白质递送工具之一。

在本应用指南中，我们阐释了基于悬浮细胞培养的高效、可
扩展的 AAV 生产平台的可行性。我们使用优化的悬浮培养
的 HEK293 细胞系（Expi293F）作为宿主，结合无辅助 AAV
系统，从而去除野生型腺病毒的污染。为了实现高产量的
AAV 衣壳生产，我们在由 SciVario 双联生物反应器控制系
统控制的 BioBLU 1c 一次性生物反应器中进行了细胞转染。
我们对代谢物、细胞密度和细胞活力进行了监测和分析，达到
了约 1012 个衣壳 /mL 的稳健 AAV 滴度，符合疫苗行业的典
型产量 [1]。

我们的“季度生物工艺大事件”新闻邮件让您能及时了解与您的细胞培养生物过程工作
流程相关的教育材料、活动和产品新闻。

您可以方便地随时取消订阅此新闻邮件。

https://news.eppendorf.com/form.action?_ga=2.15852337.660150346.1641209901-344632887.1607513372&agnCI=511&agnFN=subscribe_bioprocess&utm_source=application_note&utm_medium=pdf&utm_campaign=hq%3Bbioprocess%3Bengagement&utm_term=unspecified%3Binfobox%3Bunspecified%3Bapplicatinnote_newslettersubscription&utm_content=glo%3Ben%3Buba%3Bbioprocess%3Bunspecified
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疫苗是用于对抗病毒病原体和传染病最有效的工具之一，每年
可挽救全球数百万人的生命。市场上的疫苗类型多种多样，依
据每个人的健康状况和既往病史，适用的疫苗也不尽相同 [2]。
每种类型的疫苗的研发，都是专为训练免疫系统在未来抵抗某
些传染源。
灭活疫苗是最常用的疫苗类型之一，其成分为经灭活的特定病
原体。灭活疫苗不像真正的感染，通常无法像其他类型的疫苗
那样能提供强大的免疫力，因而人们可能需要多次注射加强针
才能保持对病毒和细菌的免疫力。灭活疫苗包括甲型肝炎疫
苗、流感疫苗和脊髓灰质炎疫苗等。
减毒活疫苗使用致病性减弱的致病生物体来触发类似自然感
染引起的免疫反应，因此免疫反应通常较为强烈。减毒活疫苗
包括水痘疫苗、黄热病疫苗、轮状病毒疫苗或天花疫苗等 [3]。
亚单位疫苗只使用病原体的特定部分，而不是整个病毒或细
菌。它们会针对细菌抗原产生非常强的免疫反应 [4]。通常这种
疫苗副作用较少。新冠疫苗、乙型肝炎疫苗、脑膜炎球菌疫苗或
百日咳疫苗 (百日咳疫苗是白喉、破伤风和百日咳（DTaP）联
合疫苗中的一部分 ) 通常都是亚单位疫苗。目前大多数新冠疫
苗都是针对一种特定的抗原亚基，例如刺突蛋白，但是并非所
有亚单位疫苗的设计初衷都是将蛋白质抗原直接引入体内。最
近，已设计出mRNA疫苗等新型疫苗，这类疫苗将病原体亚基
的遗传密码递送到患者细胞中，从而让这些细胞自己制造抗原
[5]，或者通过病毒载体递送亚基抗原 (基于载体的疫苗 ) [6]。
在这种情况下，抗原的遗传密码被插入到低风险病毒 (载体 ) 

中，该病毒充当递送系统将密码引入细胞；指导细胞的机器对
病毒进行复制，在不引起疾病的情况下产生抗原。慢病毒、腺病
毒和 AAV是使用最广泛的载体。腺病毒 [7]和 AAV[8]目前都
已用于新冠疫苗生产。
生产大量抗原必须考虑多种因素，包括正确选择培养基、培养
条件、细胞平台和容器尺寸。使用贴壁细胞系或悬浮细胞系均

可完成疫苗生产，但无论使用哪种方式，都需要对上游和下游
工艺进行特殊设计。此前，Eppendorf已经发布了多个适用于
疫苗应用的贴壁细胞培养应用，尤其是 Vero细胞 [9-11]。
然而，在培养贴壁细胞时需要大量人力，并且与悬浮培养相比，
贴壁培养缺乏大规模生物反应器生产解决方案。此外，需要从
其生长表面进行细胞分离，从而导致放大工艺更加复杂，同时
意味着成本会更高。我们相信，为了满足对疫苗日益增长的需
求，将贴壁细胞应用于悬浮细胞培养是一种合理的生产策略，
可以大大简化上游工艺流程，并在降低成本的同时提高滴度
产量。
尽管对于病毒载体和疫苗生产已经评估了许多哺乳动物细胞
系 [12-16]，但在可满足这些需求的各细胞平台中，HEK293细
胞系是使用最广泛的平台之一。HEK293细胞具有多种优点，
包括维护程度低、增殖速度快以及可便捷地应用于瞬时表达和
稳定表达。此外，它们易于转染，可产生大量重组蛋白和病毒颗
粒。具体来说，已经在使用微载体的搅拌罐生物反应器系统中
获得了高产量的腺病毒载体（约 4 x 1015个病毒颗粒）
[17,18]。然而，由 ThermoFisher开发出的新型悬浮优化
HEK293细胞系⸺Expi293F细胞能够收获高细胞产量
[19]，同时可加快不同病毒载体的生产工艺。
AAV是领先的基因递送平台，最近也成为疫苗行业的重要工
具 [20-24]。AAV颗粒包含约 4.7 kb的单链 DNA基因组，包
装在由 60种二十面体对称排列的蛋白质组成的无包膜衣壳
中。已在人类中发现了 12种 AAV血清型，其中 AAV-2是临床
前研究和临床研究中使用最广泛的载体 [25-27]。每种血清型
都有独特的受体，其组织特异性由衣壳血清型决定。此外，因目
前尚未发现野生型 AAV会在体内引起疾病，故其安全性评级
较高；因 AAV在体内引起的反应非常温和，故其免疫原性较
低；AAV感染性广泛 (AAV感染静止细胞和分裂细胞 )。上述
三点是 AAV载体最重要的优势。
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图 1：典型的 AAV-2载体（衣壳）生产工艺流程。
使用 BioRender.com创建

AAV-2衣壳生产工艺流程

上游 下游

质粒选择
pT、pRC和 pHelper

细胞扩增 质粒转染 病毒载体生产 AAV定量分离
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在当前新冠疫情背景下，随着人类暴露于新致命病原体的风险
增加，需要推动可扩展性更高的疫苗生产策略，以满足不断增
长的全球需求。为此，我们使用 SciVario双联生物反应器控制
系统和 BioBLU 1c一次性生物反应器，并运用 Expi293F细
胞在受控环境中通过 AAV-2衣壳生产过程，在悬浮细胞培养
平台上开发出了一个基于生物反应器的 AAV生产应用实例。
我们在运行过程中分析了细胞生长、活力和代谢活性（培养基
中的葡萄糖、氨和乳酸水平）。我们还测定了上清液和细胞沉淀
的可渗透细胞中的 AAV-2衣壳滴度。

材料和方法
悬浮细胞系
选择合适的细胞系平台是大规模生产 AAV衣壳的关键因素之
一。此外，HEK293细胞系的另一个重要特征是它们通过整合
位于 19号染色体上的含有 E1A和 E1B基因的腺病毒 5

（Ad5）基因组片段进行转化 [28,29]。E1A和 E1B基因是 AAV

复制的必要辅助因子。
我们使用的是悬浮优化的 HEK293细胞系 Expi293F™ 

(ThermoFhisher Scientific，USA，A14528)，这是因为我们之
前已证明它是一种稳健的悬浮细胞系，能够在高密度培养中实
现更高的单个细胞生产力 [19]。

AAV载体生产工艺流程
在生产AAV-2载体时，我们遵循生产高滴度AAV的典型策略，
包括以下几个步骤：从质粒开发或选择、细胞扩增、质粒转染
和病毒载体生产到分离和滴定（图 1）。

质粒选择
我们使用的方法仅涉及两种质粒，即包含 AAV-2的结构基因
和包装基因 (复制基因 (rep)和衣壳基因 (cap)) 的 rep/cap质
粒和辅助质粒 (AAVpro®包装质粒 (AAV2),Takara,USA, 

6234)。在这种情况下，辅助质粒包含腺病毒 E2A、E4和 VA，
它们是高效生产 AAV所需的基因，而不是野生型腺病毒，这样
可使系统更加安全方便。我们使用这两种质粒来生产没有目的
基因的 AAV-2空衣壳载体来确定可行性。

图 2：使用 AAV无辅助系统在没有目的基因的细胞内形成
AAV-2空衣壳。

pRC载体

转染

pHelper载体
转录和翻译

AAV-2空衣壳

293细胞
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质粒转染和病毒载体生产
细胞一旦发生扩增并达到选定的转染细胞密度，我们就制备
DNA复合物（带有固定比例的选定质粒）并将其添加到系统
中。我们使用的转染试剂是 FectoVIR®-AAV (PolyPlus+ 

transfection,France,101000044)。FectoVIR-AAV是一种基于
化学和无动物源性成分的新型转染试剂，旨在解决当前
AAV-2病毒载体产量和工业可扩展性方面的限制。

AAV-2分离、纯化和衣壳滴度
有别于其他 AAV血清型，AAV-2衣壳在细胞内的保留程度很
高，因此就需要一种方法将其分离。我们使用 AAVpro纯化试
剂盒 (Takara,USA,6232) 获得 AAV-2衣壳。

我们使用酶联免疫吸附试验 (AAV-2 Xpress 

ELISA,Progen,USA,PRAAV2XP) 对来自上清液和细胞沉淀的
AAV-2衣壳滴度进行定量测定。

在生物反应器中生产 AAV-2衣壳接种物制备
我们在摇床中开始细胞的扩增过程，如图 3所示。我们在 New 

Brunswick S41i CO2恒温摇床（Eppendorf，Germany）中培养
细胞（培养条件：温度 37 °C，CO2浓度 8 %，搅拌速度 125 

rpm），在第三次传代中获得了超过 900 × 106个细胞。在扩增
过程中，我们保持接种密度、摇瓶装填比例和其他参数不变。最
后，我们在每个接种瓶中 200 mL Expi293F表达培养基中制
备了含有 400 × 106个细胞的接种物。

SciVario双联生物反应器控制：
我们使用 SciVario双联生物反应器控制系统和配备单个斜叶
搅拌桨的 BioBLU 1c一次性生物反应器进行两次分批培养。
每个生物反应器装置配备三个用于 pH（端口 1）和 DO（端口
2）电极的通用端口连接器、一个结合了电加热和水冷的温度控
制块、搅拌控制和一个气体模块，该气体模块包括 1个具有
1:12,000超高调节比的热式质量流量控制器 (TMFC)和 4个
用于 4种气体自动混合的电磁阀（参见图 4）。

电极校准
在制备 BioBLUs 1c一次性生物反应器之前，我们将填充了凝
胶的 ISM pH电极连接到 SciVario双联生物反应器控制系统，
软件会自动检测到它们。我们根据操作手册进行校准，分别使
用 pH 7和 pH 4的缓冲溶液作为“零”和“斜率”。然后，我
们断开 pH电极连接，在可高压灭菌的袋中对其进行灭菌。

BioBLU 1c一次性生物反应器制备和工艺参数
我们为每台 BioBLU 1c配备了 pH电极（之前已灭菌，详见上
文）。我们在生物安全柜内的无菌条件下将 pH电极插入 PG 

13.5端口。此外，我们还将以下设备连接到磁头板：极谱式
DO电极 (Mettler Toledo®)、排气冷凝器、取样汲取管、连接到
气体喷射口的 4种气体混合管线以及连接到加液口 (一个用
于接种 /添加培养基，一个用于添加碱，还有一个用于添加
0.1%的消泡剂 (Pluronic®-F68表面活性剂 ,Life 

Technologies®,USA))的硅管延长件。然后，我们将 BioBLU 

1c生物反应器放置在各自的温度模块中，使系统保持恒温。

图 3：从摇床到生物反应器的 AAV悬浮培养放大工艺流程
图 4:使用 SciVario双联生物反应器控制系统和 BioBLU 1c
一次性生物反应器在分批培养中生产 AAV-2衣壳。

New Brunswik S41i
CO2 恒温摇床

125 mL摇瓶
细胞密度（0.4 × 106个细胞 /mL）
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最后，我们将 800 mL Expi293FTM表达培养基添加到每个生
物反应器中，然后按照表 1中列出的参数和设定点调节至少
24小时。

我们在 BioBLU 1c一次性生物反应器中以约 0.4 x 106个细
胞 /mL的细胞密度和 95 %以上的细胞活力接种了 200 mL

上述接种物（参见“接种物制备”部分）。我们将温度设置为
37 °C，将溶解氧（DO）控制在 40%，同时根据需要使用
Pluronic-F68表面活性剂。我们采用凝胶填充的 pH电极将细
胞培养运行中的 pH控制在 7.0（死区 = 0.1），使用 CO2（酸）和
0.45 M碳酸氢钠（碱）的级联。我们每天从生物反应器中取样，
离线测量 pH、细胞活力和细胞密度以及各种代谢物的浓度。

在 BioBLU 1c一次性生物反应器上转染 Expi293F细胞的
程序
在对生物反应器接种三天后，我们达到了约 3 x 106个细胞
/mL的转染细胞密度。然后，将摩尔比为 2:1的两种质粒
（1752 μg pRC + 1245 μg pHelper）用 50 mL Expi293F表达
培养基稀释（总培养体积的 5%）。接下来，我们短暂地将
FectoVIR进行涡旋并一次性将 3 mL溶液加入质粒 /培养基
溶液中，之后再次涡旋并在室温下将混合溶液培养 30分钟。
最后，我们将转染混合物添加到生物反应器中的细胞上。

细胞活力和代谢活性
我们每天从 BioBLU 1c一次性生物反应器采集样本，测定细
胞活力、细胞密度和代谢物（葡萄糖、氨（NH3）和乳酸）的浓度，
测定方式为将 5 mL无菌注射器连接到鲁尔锁样品端口。我们
采集了 5 mL体积的死样本，然后丢弃；在改用新的 5 mL无
菌注射器后，我们又采集了 3 mL作为活样本进行分析。我们
取 1 mL样本使用 Cedex® Bio Analyzer（Roche，USA）测量代
谢物水平，取 1 mL样本使用 Vi-Cell® XR细胞活力分析计数
仪（Beckman Coulter®，USA）测量细胞活力和细胞密度，取 1 

mL样本使用 Orion Star™ A211 pH计（ThermoFisher 

Scientist，USA）对 pH进行离线查看。

AAV-2衣壳分离
转染后 72小时，我们使用带有线组的 labtainer袋
（ThermoFisher Scientific，USA，SH30658.11）采集了 60 mL 

Expi293F细胞和培养基。我们以 300 x g（5430R台式离心机，
Eppendorf）将细胞离心 5分钟，然后分离细胞沉淀和上清液。
我们使用 AAVpro Maxi纯化试剂盒，按照制造商的方案说明
对细胞沉淀或上清液中的 AAV-2衣壳进行分离和纯化。

DO级联控制
我们建立了以下 DO级联：“将控制器输出为 30 %时的 O2 

%设置为 21 %，将控制器输出为 100 %时的 O2 %设置为
100%。将控制器输出为 0 %时的流量设置为 0.04 SLPH，将
控制器输出为 100 %时的流量设置为 30 SLPH。”

在 BioBLU 1c一次性生物反应器中进行 Expi293F™ 细胞
培养

图 5:我们实验中使用的 DO级联参数示图。

参数 设定点
起始体积 800 mL

终末体积 1 L

初始搅拌速率 155 rpm（0.4尖端速度）
温度 37 °C

接种密度 0.4 x 106个细胞 /mL

细胞培养基 Expi293™表达培养基
DO设定点 40%（P=0.1；I=0.001）
pH设定点 7.0（死区 = 0.2），CO2（酸）级联 0.45 M碳酸

氢钠（碱）级联
析气范围 将控制器输出为 30 %时的 O2 %设置为 21 

%，将控制器输出为 100 %时的 O2 %设置为
100%。将控制器输出为 0 %时的流量设置为
0.04 SLPH，将控制器输出为 100 %时的流量设
置为 30 SLPH。
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AAV-2衣壳滴定
病毒颗粒分离后，我们通过 AAV-2 Xpress ELISA试剂盒对细
胞沉淀和上清液中衣壳的总量进行了定量。使用该试剂盒进行
免疫滴定快速、灵敏且重现性良好，适用于滴定组装和完整的
AAV-2空衣壳。然后，我们根据制造商的方案说明完成了含量
测定。

结果和讨论
在生物反应器中生产 AAV-2衣壳
本应用的目的是证明基于生物反应器的悬浮细胞培养方法用
于基于 AAV载体的疫苗生产的可行性。我们之前已证明了
Expi293F细胞可在没有 AAV的生物反应器的悬浮培养中稳
健生长 [23]。我们以 2:1的 pCR:pHelper质粒比和 1:1的
FectoVIR:总 DNA比建立了质粒转染方案。我们使用之前提
到的转染条件在 1 L生物反应器中进行了瞬时转染，然后继续
在生物反应器种进行细胞培养，培养时长共 7天。

我们以约 0.4 x 106个细胞 /mL的细胞密度对用于生产
AAV-2衣壳的两个罐体进行了接种，然后在第 3天各以约 3 x 

106个细胞 /mL的细胞密度进行转染。
我们观察到，在培养的第 1天和第 4天之间两个生物反应器
中的细胞生长迅速加快，活细胞密度达到 7 x 106个细胞 /mL

的峰值（参见图 6A）。我们想指出的是，与未进行转染的生物反
应器工艺相比，两种罐体中的生物工艺在转染后的细胞生长较
低（数据未显示，活细胞密度的峰值约为 13 x 106个细胞
/mL）。此外，我们测定了葡萄糖的消耗量和乳酸与 NH3的生成
量，同时在整个运行过程中使乳酸和 NH3的浓度分别保持在
2g/L和 2.3 mmol/L以下（见图 6B）。
如前所述，我们在转染后72小时收获了60 mL细胞和培养基，
同时通过 ELISA测定了细胞团和上清液中的 AAV-2衣壳滴
度。
我们观察到，与来自两种罐体的 AAV-2生产工艺中的细胞团
相比，来自上清液的 AAV-2衣壳滴度较低（参见图 7）。我们从
两个生物反应器中获得的 AAV滴度非常相似，这证明使用精
密控制的生物反应器生产 AAV具有良好的重现性。

图 6:BioBLU 1c一次性生物反应器中的 Expi293F生长曲
线。A：从接种（第 0天）到转染（第 3天）和收获（第 6天），
两种不同容器的 Expi293F细胞密度和活力。B：来自容器
#1的细胞培养物的代谢曲线。

图 7:从两种罐体的转染细胞的细胞团和细胞培养上清液中
获得的 AAV-2衣壳滴度。
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结论
本研究着重说明的是，基于悬浮培养的疫苗生产平台是一种更
简易的贴壁培养替代方法。使用悬浮培养获得的 AAV-2 颗粒
产量高，同时在培养过程中使用了在 CHO 细胞抗体生产领域
技术成熟的标准搅拌罐悬浮生物反应器工艺。悬浮法可实现更
加直截了当地扩大到类似于成熟 CHO 培养工艺的大型生物
反应器 [26]，具有非常可取的简易性。同时，与基于贴壁培养的
方法相比，悬浮法可以使用的生产系统类型也更加多样化。
我们在摇瓶阶段使用培养箱摇床开始悬浮培养工艺，然后使用
SciVario 双联生物反应器控制系统和 BioBLU 1c 一次性生物
反应器进行生物反应器悬浮培养。SciVario 双联的设置高效而
简易，与摇瓶中的细胞转染相比，可实现对细胞培养环境的精准
控制，来自细胞团的 AAV-2 衣壳滴度可达到约 1012 个衣壳 /
mL，而在相同摇瓶转染条件下只能获得约 1011 个衣壳/mL。此
外，从两种分批培养工艺中获得的数据证明，使用SciVario 双
联作为控制器时，这些实验可获得良好的可重现性。我们相
信，Expi293F 细胞系与来自 Eppendorf 先进的悬浮培养生物
反应器和控制器，如 SciVario 双联 [30]、BioFlo 320[31] 和 
BioFlo 720[29]，可为开发基于悬浮液的疫苗平台以及用于基
因治疗研发的病毒载体生产提供理想的解决方案。

摇瓶和生物反应器生产 AAV-2衣壳的比较
我们成功实现了对 Expi293F细胞的转染，同时在摇瓶和精密
控制的生物反应器中定量了 AAV衣壳生产滴度。如图 8A所
示，与转染后的摇瓶工艺相比，生物反应器工艺可获得更高的
细胞密度和活力。此外，我们还发现，与摇瓶中观察到的细胞密
度和活力降低相比，生物反应器中的细胞在第 5天后保持了较
高的细胞密度。
我们对比了使用摇瓶和生物反应器生产的 AAV-2衣壳（图
8B），发现使用精密控制的生物反应器系统进行生产所获得的
衣壳滴度要高得多。

图 8:摇瓶和生物反应器（容器 1）之间 HEK293细胞生长曲
线和AAV-2衣壳滴度的比较。A：Expi293F细胞密度和活力。
B： 来自培养上清液和细胞团的 AAV-2衣壳滴度。
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