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摘 要

慢病毒载体（Lentiviral vector，LV)已成功应用于临床试验，以治疗不常见的疾

病，尤其是初级免疫缺陷和神经退行性疾病。同时，LV载体也被用于治疗更为常见

的遗传和获得性疾病，包括β-地中海贫血、帕金森病以及基于嵌合抗原受体的癌症免

疫疗法，这些应用已经在临床上进行了评估，并获得鼓舞人心的结果。人类免疫缺陷

病毒（HIV-1）所衍生的慢病毒载体（LV）作为一种用于细胞治疗的基因递送工具，

其优势是传统基因转移技术所无法比拟的。然而，随着细胞治疗产业的快速发展，大

规模生产慢病毒成为工艺瓶颈。因此，优化 293T细胞生长和包毒条件以获得高滴度

和高纯度的 CAR慢病毒载体的生产工艺显得至关重要。

本研究首先优化包装慢病毒的载体 293T贴壁细胞；其次，在其基础上优化提高

该慢病毒包装能力的条件；最后，对影响优化慢病毒载体中出现悬浮细胞结团生长的

因素进行探索。分别采用快速、慢速驯化方式将 293T贴壁细胞驯化为悬浮培养，并

比较其细胞形态、细胞密度、细胞活率、慢病毒包装能力和冻存复苏后稳定一致性，

筛选出最优的悬浮驯化条件。并对慢病毒包装方法中的转染条件采取单因素变量实验

进行 DNA：PEI比例和质粒配比的优化。针对悬浮细胞结团现象，通过调节 Ca2＋浓度

和 EDTA添加量来研究比较细胞结团生长状况。

结果证明，使用无血清培养基 OPM-293 CD05 Medium可以将 293T 贴壁细胞快

速驯化出较优状态的 293T悬浮细胞，并且制备出的慢病毒滴度优于贴壁细胞的包装

滴度（*P<0.05）。在最有效的慢病毒包装方法优化中，DNA:PEI比例为 1：3时和质

粒配比为 18：10：6：5时包装能力较佳。同时得出 Ca2＋浓度会影响细胞结团大小，

添加 EDTA能有效分离分散非必要的细胞抱团生长。研究结果显示，传统 293T贴壁

细胞可以使用无血清培养基 OPM-293 CD05溶剂快速驯化成悬浮细胞；不同 DNA：
PEI比例和质粒配比会对慢病毒包装滴度有很大差异。在一定范围内，Ca2＋浓度越高

细胞所结团块及粒径越大，EDTA添加量越高细胞所结团块及粒径变小。这为优化慢

病毒载体包装工艺和悬浮培养条件，同时为体外规模化细胞培养放大和生产奠定了理

论基础，具有一定的实用价值。

关键词：慢病毒载体；293T细胞；悬浮驯化；慢病毒包装；悬浮细胞培养；结团



ABSTRACT

LV vectors have been successfully applied in clinical trials for the treatment of
uncommon diseases, particularly primary immunodeficiencies and neurodegenerative
diseases. LV vectors are also being used to treat more common genetic and acquired
diseases, including β-thalassaemia, Parkinson's disease, and chimeric antigen
receptor-based cancer immunotherapies, applications that have been evaluated in the clinic
with encouraging results. The advantages of human immunodeficiency virus （HIV-1）
-derived lentiviral vectors （LVs） as a gene delivery tool for cellular therapies lie beyond
the reach of conventional gene transfer techniques. However, with the rapid development of
cell therapy, large-scale production of lentivirus has become a bottleneck in the process.
Therefore, optimisation of the 293T to obtain high-titer and high-purity CAR lentiviral
vector production process becomes crucial.

In this work, we have first optimized the lentiviral packaging vector 293T wall cells;
then, we have optimized the conditions to enhance this lentivirus's packaging capacity; and
lastly, we have investigated the phenomenon of suspended cells clumping in the optimized
lentiviral vector and identified the factors influencing the clumping.Fast and slow
domestication techniques were used to domesticate the 293T adherent cells into suspension
culture. The best suspension domestication conditions were determined by evaluating the
cell morphology, viability, density, ability topackage lentivirals, and stability consistency
following freeze recovery. One-way variability tests for the DNA:PEI ratio and plasmid
ratio were used to optimize the transfection parameters in the lentiviral packaging process.
The Ca2+ content and the addition of EDTA were changed to compare the increase of cell
clumping in the suspension phenomena.

The outcomes showed that 293T wall cells could be quickly domesticated into 293T
suspension cells using the serum-free solution OPM-293 CD05 solvent （medium）, and
that the lentiviral titers produced were better than the wall cell packing titres （*P<0.05）.
When the DNA:PEI ratio was 1:3 and the plasmid ration was 18:10:6:5, the packing
capacity was improved in the optimization of the most efficient lentiviral packaging
technique. It was also determined that the size of cell clusters is influenced by Ca2+

concentration and that non-essential cell clustering development could be effectively
separated and dispersed by adding EDTA. The study's findings demonstrated that standard
293T wall cells could be quickly domesticated into suspension cells using the serum-free
solution OPM-293 CD05 solvent; lentiviral packing titres would change significantly
depending on DNA:PEI and plasmid ratios. Within a particular range, the larger the clumps
and larger the size of the cells, the higher the concentration of Ca2+, and the smaller the



clumps and smaller the size of the cells, the greater the addition of EDTA. This has
established a theoretical basis for the optimization of the conditions for suspension culture
and the packaging process of lentiviral vectors, as well as for the in vitro scaling up and cell
culture manufacturing, which has some practical applications.

Key words: Lentiviral vectors， 293T cells， suspension domestication， lentiviral

packaging， suspension cell culture， agglomeration
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1 前 言

1.1 慢病毒概述

慢病毒属于逆转录病毒科家族，其病毒特征在于利用逆转录酶（RT）和整合酶（IN）
将病毒基因组信息稳定地插入宿主基因组中。与其他逆转录病毒不同，慢病毒可以在

非分裂细胞中复制，并在其特定宿主（人、猴、猫、马、牛、山羊和绵羊）中引起缓

慢进展的疾病，包括免疫缺陷、贫血、肺炎和脑炎[1-9]。尽管源自不同生物种类的慢病

毒在基因组结构、受体用途以及致病特性等方面呈现多样性，然而绝大部分慢病毒载

体均以人类免疫缺陷病毒 1（HIV-1）为基础。

目前，慢病毒载体（LV）作为临床试验中应用最为广泛的载体之一，已经成为基

础生物学研究、功能基因组学和基因治疗领域普遍采用的载体。尽管已经开发了几种

非人类灵长类替代品，如猫免疫缺陷病毒（FIV）或马传染性贫血病毒（EIAV），但

在基因治疗中最常用的病毒载体是源自人类免疫缺陷病毒 1（HIV-1）。LV转导增殖和

非增殖细胞的能力以及它们通过基因组整合提供的长期表达，使其成为多种基因疗法

的首选载体[10, 11]。免疫细胞（例如 T细胞）的有效转导使它们成为癌症免疫疗法中有

吸引力的工具，从而增加了人们对这些载体的兴趣[12, 13]。在过继性 T细胞癌症疗法中，

自体 T淋巴细胞经过基因改造以表达 T细胞受体（TCR）或嵌合抗原受体（CAR），
以扩展或重定向其抗原谱以针对恶性肿瘤细胞。在 5年里，两种基于 CAR-T的 LV治

疗产品已获得市场批准，其中一些产品正在进行临床试验，增加了 LV制造需求[14-16]。

然而，LV的工业生产一直充满挑战，产量低且成本效益低[17]。为了满足商业临床需

求，开发新的或优化慢病毒生产细胞系已被证明是最有效的方法。

1.1.1 慢病毒相关的基本结构

根据基因组结构，逆转录病毒科被分为简单逆转录病毒和复杂逆转录病毒，例子

分别是致癌逆转录病毒（例如MLV）和慢病毒（例如人类免疫缺陷病毒（HIV）-1）。
慢病毒包括灵长类和非灵长类逆转录病毒,前者的例子有 HIV 和 SIV（猿猴免疫缺陷

病毒），后者的例子有 FIV（猫免疫缺陷病毒）、BIV（牛免疫缺陷病毒）、CAEV（山

羊关节炎-脑炎病毒）、EIAV（马传染性贫血病毒）和 visna病毒。它们的基因组由 gag、
pol和 env 基因组成。gag 编码结构蛋白，而 Pol基因编码伴随 ssRNA的酶。其中，

逆转录酶将病毒 RNA逆转录为 DNA，整合酶催化原病毒 DNA整合到宿主基因组中，

蛋白酶参与 gag-pol切割和病毒粒子成熟，env编码病毒包膜[18]。此外，复杂的逆转录

病毒具有辅助基因，其协同作用调节病毒基因表达、组装和复制[19]。另外，逆转录病

毒基因组包含顺式作用序列，例如两个长末端重复序列（LTR），其中包含基因表达、

逆转录和整合到宿主染色体中所需的元件。其他重要成分包括包装信号（psi或ψ）（将

特定的 RNA包装成新形成的病毒体所需的）和多嘌呤束（PPT），后者是反转录过程

中启动正链 DNA合成的部位[20-22]。
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1.1.1.1 慢病毒 HIV-1
LV 原型载体系统源自人免疫缺陷型病毒（HIV-1）[23]。HIV 具有长度约为 9kb

的单链正义 RNA基因组，编码九种病毒蛋白。编码三种主要结构蛋白：gag、pol和
env。除了这些主要蛋白外，病毒基因组还编码调节蛋白 tat和 rev，它们分别激活病

毒转录并控制病毒转录物的剪接和核输出。另外四个基因编码辅助蛋白 vif、vpr、vpu
和 nef,病毒基因组的两侧是病毒转录、逆转录和整合所需的 LTR（长末端重复序列）,

基因组二聚化和包装信号ψ位于 5’-LTR和 gag 基因之间[24]。HIV-1侵入人体细胞后

通过逆转录酶合成 dsDNA，然后通过整合酶嵌入宿主 DNA基团，整合后的病毒被逆

转录为病毒 RNA，最后在宿主体内组装成病毒颗粒[23]。基因编辑的 HIV-1病毒感染

宿主细胞后不会组装成具有传染性的病毒颗粒，因为只能完成宿主感染的“一个周期”

[25]。因此，LV载体在临床研究中具有较高的安全性。人类免疫缺陷病毒（HIV-1）作

为慢病毒载体的基因转移介质治疗遗传疾病均进入临床阶段[26-28]。

1.1.1.2 慢病毒包装元件

作为最常用的慢病毒原型的 HIV-1的基因结构模式如图 1-1所示。存在三个主要

结构蛋白：gag，编码病毒衣壳蛋白；pol，编码病毒酶；以及 env，编码包膜糖蛋白。

以 HIV为原型，gag和 pol基因被编码在未剪接的病毒信息上。

gag多蛋白最初作为 Pr55前体合成，然后被病毒自身的蛋白酶切割成至少四个组

成片段。最 N端片段是基质蛋白（MA），在病毒颗粒中，它占据包膜内的外围位点，

并参与将包膜蛋白锚定到病毒粒子中[29, 30]。病毒进入细胞后，MA似乎还参与将整合

复合物靶向细胞核，并允许原病毒整合到非分裂细胞中[8]。MA的 C端是衣壳（CA），
它是病毒核心的主要结构蛋白,它也是一些商业 ELISA病毒颗粒（HIV-1中的 p24）检
测中识别的蛋白质,它负责病毒核心结构的完整性[31]。P9或核衣壳（NC）蛋白是 gag
的第三个片段，它有两个锌指状 CCHC基序，并参与将基因组 RNA包裹在病毒内，

以保护其免受降解[32]。在病毒进入后，它还具有促进病毒 RNA反转录的功能[33]。研

究表明 CA和 NC之间的“间隔”肽 P2可能会影响 RNA衣壳化[34]。

pol基因产物最初以 gag/pol融合蛋白的形式产生。对于 HIV，这种情况发生在翻

译过程中，其中在 gag开放框末端发生-1移码，导致核糖体开始在 pol中翻译[35]。表

达的的融合蛋白是 Pr160 gag/pol前体。pol基因产物包括从 N端将 gag和 gag/pol蛋
白裂解成其组成部分的蛋白酶（PR），负责将 RNA基因组转换为双链 DNA分子的逆

转录酶（RT），以及能够根据病毒 LTRS中的特定识别序列将双链前病毒插入细胞染

色质的整合酶（INT）。
env蛋白由单剪接 RNA翻译而来。主要剪接供体位于非翻译区 5´gag的上游，env

剪接受体位于 env起始密码子的上游。单剪接转录本也编码 nef。env蛋白被翻译在内

质网（ER）结合的核糖体上产生 gp160前体。gp160易位到 ER腔中，被细胞蛋白酶

裂解为跨膜 gp41（TM）和表面 gp120（SU）蛋白。这些非共价结合，经历复杂的糖

基化并输出到细胞表面，可能作为三聚体或可能是四聚体复合物。
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此外，HIV 具有许多小的开放阅读框，大多数慢病毒中都存在同源物[36]。tat是
一种强大的转录反式激活因子，编码在双剪接信息上，通过在 LTR转录起始位点下游

区域形成的 RNA茎环结构，以反式作用增强 RNA聚合酶的持续合成能力，这被称为

tat 响应（TAR）茎环。在早期感染中，由于 env 内含子（即 gag和 pol序列）和 env
基因本身中发现的不稳定序列（INS），全长信使 RNA被快速加工成双剪接形式[37]。

因此，tat是生命周期早期的主要基因产物，并积极反馈，增强其自身的合成。

rev蛋白由与 tat外显子重叠的两个外显子编码。这种蛋白质在生命周期早期也大

量产生，随着它的积累，它能够与环境编码区的 rev反应元件（RRE）相互作用，促

进单个剪接和未剪接的信使 RNA从细胞核输出到细胞质。Rev/rre相互作用似乎克服

了 INS的影响，INS有利于剪接。这就对病毒 RNA的表达进行了时间控制，在早期

阶段产生了大量编码调节蛋白的 RNA，然后由 rev介导的切换到产生编码病毒结构和

酶蛋白的单剪接和全长信使 RNA。
nef基因位于 3’末端，该病毒具有许多功能。虽然最初被鉴定为负转录调节因子，

但它在体内似乎还有其他更重要的功能，包括下调感染细胞表面的 CD4[38, 39]，以及尚

未确定的基本功能，这些功能导致 nef（在 SIV中）的微小突变在体内传代时由病毒

修复，但在体外传代时重新出现[40]。

vif是一种辅助蛋白，在某些系统中是无细胞感染所必需的。病毒的细胞间传播

在 vif阳性或阴性病毒中发生，但在许多细胞系中，只有在 vif存在的情况下才能发生

无细胞感染[39]。有证据表明，vif被包装在病毒颗粒中，可能会影响病毒脱壳的早期

步骤[41]。

vpu具有提高病毒输出效率的作用。这似乎有两个组成部分：首先，它解聚感染

细胞的包膜蛋白和 CD4蛋白之间的复合体，在输出这两种蛋白质的过程中，这些复

合体出现在内质网中，从而允许包膜输出；其次，它具有更普遍的输出功能，在没有

vpu的情况下，HeLa 细胞无法输出病毒或无包膜的 gag颗粒[39, 42, 43]。

vpr是一种蛋白质，具有许多建议和确定的功能[44]。它被结合到病毒颗粒中[45]（与

vpu不同）。它具有比 tat弱的反式激活能力[39]。它似乎有助于艾滋病毒将其基因组整

合到一个未分裂的细胞中[46]。它已被证明在一些细胞系中诱导 G2期细胞周期停滞[47]。

因此，从向量的角度来看，它既有想要的属性，也有不想要的属性。
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图 1-1 作为慢病毒原型的 HIV基因结构和基因产物功能

Fig. 1-1 HIV gene structure and gene product function as a lentiviral prototype

1.1.2 慢病毒载体的发展

病毒作为细胞内的寄生生物，已发展为有效运输DNA或RNA至宿主细胞的载体。

不同特性的病毒被广泛鉴定，并可应用于基因治疗，包括重组腺病毒、腺相关病毒、

疱疹病毒、痘病毒、逆转录病毒等，它们在实验室和临床上的应用已被广泛探讨。以

MLV 等逆转录病毒为基础的载体是最早被开发出来的载体之一，并被“成功地”用

于基因治疗试验[48-51]。

自 1981年观察到第一例获得性免疫缺陷综合症（AIDS）流行病以来，人们就开

始研究慢病毒。由于 HIV-1 LV源自一种众所周知的、可能致命的人类病原体，其在

基因治疗中的使用引起了安全问题。于是，以尽量减少产生具有复制能力的慢病毒

（RCL），并消除任何致病性的 LV载体工程便取得进展。科学家们开发了慢病毒包装

系统来解决这些安全问题，同时试图最大限度地提高载体转导效率。这些包装系统采

用分裂基因组方法，并经过不同世代的发展以提高安全性[52, 53]。

第一代 LV由三个表达质粒组成。其中一个表达 gag-pro-pol并包含所有必需的反

式作用基因，5’长末端重复序列（LTR）被异源巨细胞病毒（CMV）启动子（FIG）
取代（图 A）。第二个质粒含有包膜（env）基因。天然 HIV包膜糖蛋白被水疱性口炎

病毒（VSV-G）的异源病毒糖蛋白 G取代。最后，在内部异源启动子的控制下，第三

个质粒含有目的基因，该质粒含表达所需的所有顺式作用序列、包装信号（ψ）和 rev
响应元件序列（RRE）。尽管该系统提供了高滴度，但 RCL可能是通过 gag-pro-pol和
转基因盒中重复的病毒序列之间发生的同源重组产生的[24]。

第二代 LV保留了三个质粒系统，并通过去除辅助基因来提高安全性，辅助基因

对于载体生产不是必需的，但对于作为病原体的 HIV-1很重要（vif、vpr、vpu和 nef），
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降低了病毒感染的可能性。RCL的产生、细胞毒性和致病性。尽管如此，tat和 rev调
控基因仍被保留（图 B）[24]。

第三代系统是目前最常用的研发和临床系统（图 1C）。此外，通过将转移载体中

5'LTR的 U3启动子区域替换为巨细胞病毒、Rous肉瘤病毒或 7tetO诱导型启动子序

列的强病毒异源启动子，实现了 tat的独立性[54]。由于保留的同源序列较少，因此安

全性更高。虽然这种系统更安全，但由于需要额外的质粒，病毒滴度较低[52, 55]。

第四代系统设计了独立的 rev，以减少 gag-pro-pol和转基因质粒之间剩余的残留

序列同源性（图 D）。通过密码子优化，也消除了对 rev蛋白的需求。另一种方法是消

除导致病毒转录本不稳定和 mRNA降解的抑制序列（INS）。尽管如此，由于这些方

法中 LV滴度产量较低，第三代系统仍然是最常用的[55-57]。

最近，对转基因构建体进行了进一步的修饰。设计了一种新颖独特的基因组结构，

称为 LTR1，以避免 HIV-1野生型序列转移到患者细胞中。ψ和 RRE遗传元件放置在

3'LTR下游，确保高效加工和包装[58, 59]。

尽管为改进 LV结构付出了很多努力，但仍需要进一步研究以提高其转导效率和

制造[60]。
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图 1-2 慢病毒载体发展开发的各种包装和结构示意图

Fig. 1-2 Schematic representation of the various packages and structures developed for lentiviral vector
development

1.1.3 慢病毒载体的应用

LV已被证明可以在体内转导中枢神经系统（CNS）内的大多数细胞类型，包括

神经元、星形胶质细胞、成体神经元干细胞、少突胶质细胞和神经胶质细胞[12, 61-65]。

LV已广泛用于基因转移到中枢神经系统和神经系统疾病模型中的基因治疗[65-68]。使

用 LV将基因转移到 CNS的挑战之一是它们不能轻易穿过血脑屏障[69]。利用 LV转导

这些不同组织的能力为影响这些不同器官的遗传性、获得性或复杂疾病的基因治疗开

辟了新的可能性（例如，神经退行性疾病，包括肾上腺脑白质营养不良（ALD）、异
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色性脑白质营养不良、帕金森病、阿尔茨海默病、肌萎缩侧索硬化症、先天性失明、

肝脏疾病、血友病、代谢性疾病和溶酶体储存障碍等）。已经证实，LV可以在模拟人

类同类疾病的临床前动物模型中对这些不同的疾病进行有效的基因治疗[64-76]。LV还

适用于各种干细胞/祖细胞的转导，特别是包括造血干细胞（HSCs）。在多种血液和代

谢疾病（例如，血红蛋白疾病、严重的联合免疫缺陷、血友病等）的 LV转导 HSC后，

转基因在治疗相关水平上得到稳定表达[77, 78]。在 LV的背景下使用珠蛋白特异性调控

元件获得红系特异性表达能力对于在球状细胞病动物模型中获得稳健和稳定的治疗

效果至关重要[79-81]。这些临床前的进展为β-地中海贫血患者的第一阶段基因治疗临床

试验铺平了道路[82-84]。使用系统特异性调控元件可以有效阻止感兴趣基因在其他细胞

类型中的异常表达，从而增强了造血干细胞导向的 LV方法的整体功效和安全性[84]。

目前，慢病毒最成功的应用是 CAR-T 疗法。嵌合抗原受体（CAR）T细胞疗法

是目前最成功的免疫疗法，也是唯一获得批准的 T细胞疗法[85]。其原理是抽取患者或

供体的 T细胞，利用慢病毒等载体将特定的受体基因导入 T细胞，使 T细胞具有靶向

性，从而特异性地识别并杀死肿瘤细胞[86]。迄今为止，全球共有九种 CAR-T产品获

得批准。其中，五种 CAR-T产品使用慢病毒作为基因递送工具。

1.2 慢病毒生产的细胞系及培养方式

1.2.1 HEK-293T细胞

当前，多数 LV 载体生产方法都涉及首选共转染 HEK-293T 或 HEK-293 细胞。

HEK-293T细胞被优先选择的原因在于，这些细胞内含有 SV40 T抗原，从而使得其

在载体生产过程中具备更高的效能。此外，与 HEK-293细胞相比，HEK-293T细胞表

现出更高的细胞生长和转染效率。虽然目前还不能对“细胞环境”的改善做出彻底的

解释，但是，Gama-Norton等人[87]证明，在稳定的 HEK-293为基础的生产细胞系中，

含有 SV40 T抗原的克隆比不表达 SV40 T抗原的克隆表现出更高的载体生产率，克

隆之间的唯一区别是该抗原的表达和不表达[87-89]。Smith和 Shioda在 CV-1（SV40 T
抗原阴性）和 COS-1（SV40T抗原阳性）细胞的背景下也证明了 SV40 T抗原存在于

LV载体生产过程中的积极作用[90]。HEK293细胞与 HEK293T细胞相比，后一种细胞

在与 LV载体相关的筛选目的以及小规模自动化制造方面具有很高的兴趣，因为载体

质量（感染与总载体的比率更高，污染细胞蛋白水平更低）得到了改善。然而，使用

COS-1细胞的主要缺点是这些细胞是强制性贴壁细胞，而 HEK-293T细胞可以适应在

无血清培养基中悬浮生长，特别适合大规模载体生产[90]。

1.2.2 用于病毒生产的细胞培养系统

病毒载体的制造工艺包括多种基于贴壁或悬浮细胞生产培养物的技术。病毒载体

的生产主要依赖于在二维（2D）静态系统中培养的贴壁细胞，这些可以包括培养皿和

细胞培养透气瓶中，但更大规模的生产需要使用细胞工厂和滚瓶。培养条件的可扩展

性和操作控制有限是这些系统的主要缺点。扩大培养表面积意味着增加相同平行培养
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单元的数量（横向扩展），这在空间、操作、处理时间和污染风险方面提出了挑战。

此外，也可以使用填充床生物反应器，例如 iCELLis®（PAL）、TideCell®（Vaccixcell）
或 CelCradle™（Colifesciences）[91]。集成灌流的固定生物反应器允许在封闭和受控的

培养环境中放大贴壁细胞培养系统，提高细胞密度。大多数贴壁培养系统仍然添加动

物来源的血清，如胎牛血清（FBS）。胎牛血清是最广泛使用的动物源性产品之一，但

产品批次间的差异、微生物污染的风险、昂贵的价格和繁琐的下游纯化使其大规模应

用非常困难。如今，各种无血清培养基可用于提供良好的胎牛血清替代品用于培养贴

壁细胞，如 Pro293A-CDM 或无血清 UltraCultureTM（LONZA），后者在其配方中包

含重组蛋白或/和纯化的牛血清蛋白混合物以替代 FBS。
为了满足特定的工业需求，通过改变细胞的生长方式和生活环境，使细胞从贴壁

生长的状态逐渐过渡到悬浮生长状态的过程称为驯化。贴壁培养细胞经过悬浮驯化可

以转变为悬浮生长株[92]。悬浮细胞的驯化过程经由人工操作，使贴壁细胞在逐渐适应

悬浮培养条件时，逐渐生成对于细胞凋亡的拮抗反应，这样的反应对于细胞在无血清

悬浮培养基中的存活和生长是至关重要的。如MDCK[93]、CHO[94-98]、HEK 293SF[99]、
PK15、Marc-145、BHK21、Vero[100]等 80多种细胞已被成功驯化，用于生产诸多临床

生物制品的生产领域。在工业化大规模生产中，细胞悬浮培养明显优于单层贴壁培养，

是动物细胞首选模式[101]。

1.3 慢病毒载体生产

1.3.1 小规模生产慢病毒载体

用于研发目的的小规模生产通常采用在培养皿、T瓶、多托盘系统（细胞工厂、

细胞堆栈）或 HYPERF 烧瓶中培养的表面贴壁细胞。在最佳融合状态（<50%）[102]

下，使用传统的磷酸钙法[103]或最近开发的聚乙烯亚胺（PEI）方法[104]将 DNA导入，

该方法具有几个优点，如独立于培养条件、不需要在转染后改变介质、适用于悬浮培

养中的转染。对于小规模应用，还可使用其他高效的阳离子转染剂，包括脂质体、

Fugene或 293fetin，表达水平大幅提高[105, 106]。

通过比较不同的细胞培养系统，Ausubel等人没有观察到所评估的系统（T型烧

瓶、一层或十层 CF）之间产生的病毒滴度有差异[89]。Kutner等人发现，可能是由于

氧气利用率的提高，HYPER烧瓶中的培养物每表面单位能够产生比传统培养装置多

约 10倍的 LV 载体[107]。另外，相对于传统培养皿培养方法中产生的上清液，载体产

物原液更少受到细胞蛋白质和核酸的污染。

由于 HEK293T细胞的附着性较弱，因此在滚瓶中进行载体生产存在一定困难，

必须对转染条件进行仔细优化，以确保细胞能够有效附着。研究表明在 HEK-293 细

胞中过表达α-v和β-3整合素会增强细胞的粘附能力，进而在滚瓶中实现高效的 LV载

体生产。然而，这种方法需要利用重组表达整合素的 HEK-293细胞。

1.3.2 大规模生产慢病毒载体
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在进行临床试验时，需要更大规模的载体批次，这要求生产方法做出规模扩大调

整。可以选择横向扩展方法（增设额外生产单元）或者采用悬浮培养技术来实施，后

者相比于贴壁细胞培养具有更佳的可扩展性。这两种方法将在下面介绍。

1.3.2.1 使用贴壁生长细胞进行大规模载体生产

LV的大规模生产主要是小规模生产方法的直接放大（横向扩展），通过添加补

充培养/生产单元来扩大培养表面。生产基本上是使用大量多托盘系统（细胞工厂（Cell
Factories，CF））或细胞堆栈（CS））在平行培养中进行的。由于更容易操作，优选

10个堆叠设备（CS-10），但原则上同样可以使用 40个堆叠设备，但由于 CF-40堆
叠的重量增加，需要特定的处理系统。此外，所有板的气体交换和介质层可能并不相

同，并且当使用 40个堆叠装置时，使用显微镜进行生长控制非常困难。生产可以在

层流气流工作台下以“开放模式”进行，也可以以半封闭模式进行，从而提高操作员、

环境以及最终产品的安全性[88, 89]。

未经处理的上清液通常含有 1至 5×107个感染颗粒（IP）/ml的载体滴度，因此与

小规模生产报告的滴度相似[88]。然而，Greene等人[108]和 Ausubel等人[89]在大规模生

产中也分别报告了 0.5-1×107和 0.5-2×106个转导单位（TU）/ml的滴度[109-111]。这些差

异主要受载体成分的影响，如目的基因、所使用的启动子和任何额外的调控元件，但

也受到目前尚未标准化的滴定方法的影响。

所有大规模生产方案都是针对基于 HIV-1和 EIAV的慢病毒载体开发的[88, 112]。

最近提出了一种基于中空纤维的半“大规模”LV载体生产系统。将中空纤维与

HEK-293T细胞接种，然后在附着后 24 h用三种质粒转染[113]。其优势在于它是一个

封闭的、全自动的培养系统，其 LV产量相当于三个 CF-10堆叠。然而，这需要建立

几个并行系统才能真正实现更大规模的生产。

1.3.2.2 使用悬浮培养物进行大规模载体生产

尽管贴壁细胞转染是生产 LV的标准方法，但该系统不适合大规模生产。用于生

产慢病毒的几个细胞系（293T、293FT 和 293SF-3F6）在（FreeStyleTM293 和 F17，
Invitrogen，Carlsbad CA，HyQSFM4TransF×293，HyClone，Logan，UT）培养基中适

应悬浮培养。这些细胞很容易在悬浮液中生长，不需要微载体，因此它们的培养和扩

增比贴壁生长的细胞容易得多[114, 115]。此外，培养基中不含牛血清和动物源成分,降低

了外来物质污染的风险，特别适合临床生产。细胞的悬浮培养可以通过在各种不同类

型的容器中扩增来实现：如摇瓶、玻璃生物反应器、不锈钢生物反应器、波袋以及一

次性搅拌槽。在 HEK-293T细胞的情况下，已经在一次性使用的生物反应器中展示了

50L规模的扩增、转染和慢病毒生产。

已有数据表明，悬浮培养细胞产生的 LV滴度与贴壁细胞中得到的相似。悬浮细

胞大量培养后获得的滴度在 107~108 TU/mL，而贴壁细胞系统产生的病毒滴度为

106~108 TU/mL[114-116]。

在贴壁细胞中，LV培养上清液一天可以至少收获两次（见上一节），增加了成本
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效益。在悬浮液中，由于培养液不能从细胞中独立收集，这样的方法实施起来较为困

难。Ansorge等人评估了一种灌流系统，允许在 7天内更换介质并连续收获[115]。他们

的结果显示，LV滴度在基因转染后 48至 96 h达到峰值，表明多次收获也适用于悬浮

培养。综上所述，悬浮细胞大规模生产 LV是可行的，并显示出良好的生产能力

1.4 无血清培养基的悬浮驯化培养

1.4.1 无血清培养基的发展概述

细胞和组织培养已成为不可或缺的研究工具，血清通常用作细胞培养基的补充。

血清中包含许多大分子、蛋白质、附着和扩散因子、以及低分子量营养物质、激素和

生长因子。最常用的动物血清补充剂是胎牛血清（FBS）。使用血清的一个主要缺点是

可能存在多种污染物。含10%血清的培养基中的蛋白质浓度范围为6,200-10,000 mg/L，
其中哺乳动物细胞中产生的特定重组蛋白的浓度范围为几至 1000 mg/L[117]。如果蛋白

质在功能上与血清蛋白相关，则可能无法将它们分离，从而使血清蛋白成为巨大的污

染物。这种污染对于蛋白质药物的生产可能是灾难性的，并且也阻碍特定蛋白质性质

的研究。由于血清批次之间存在差异，使用血清培养基可能难以重复实验结果，并且

用于获取血清的方法受到伦理质疑。因此，生物制药行业的疫苗和治疗性蛋白的生产

以及临床用途的生物技术产品应在无血清培养系统中制备[118]。

血清是潜在的健康危害以及不必要的污染源。无血清、无动物源和无蛋白质培养

基是细胞培养中含血清培养基的替代品，具有多种优点，培养基成分更清晰、成本以

及血清中感染因子污染风险降低。无血清、无动物和无蛋白质培养基已广泛应用于生

物制药行业。无血清培养物可以消除动物源性血清补充剂带来的潜在问题，例如批次

差异和宿主动物病原体感染的风险。然而，让细胞适应无血清培养的过程复杂且耗时，

并且结果受细胞系和培养基的影响。

1.4.2 无血清培养基的分类和特点

生长培养基可分为基于血清的、无血清的、化学成分明确的培养基。以血清为基

础的培养基是最复杂的成分，其主要原因是血清是未知成分的补充，可能会被有害因

素污染。无血清培养和化学成分确定培养有明显的区别，无血清培养基中可能含有未

定义的动物源性产品，如血清白蛋白（从血液中提纯）、激素、生长因子、各种蛋白

质等[119]。未定义的动物源性产品含有被认为是污染物的白蛋白的脂质成分[119]。与之

形成鲜明对比的是，化学成分确定的培养基要求标识所有的成分及其浓度。

无血清培养技术的推广应用可以在很大程度上避免传统含血清培养所带来的风

险和不利影响。无血清培养具有以下优缺点：

优点：

与含血清培养基相比，简化的成分比基于血清的培养基的成分更明确。污染物减

少，传染源的潜在来源被消除。无血清培养基可能是更经济的选择[120]。此外，无血

清培养基还具有以下几个优点：
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（1）更明确和许多成分已知的无血清培养，提高实验室之间和实验室内结果的重复

性，为细胞的生长创造了一个更可控的环境。

（2）使用无血清培养基比使用含血清培养基更容易进行药物发现、生理学或基因表

达研究。无血清培养基含有较少的可能干扰物。

（3）用于生产无血清培养基的材料大部分都是高度纯化的，因此大大降低或消除了

外来物质污染培养物的风险。

（4）大多数无血清培养基都是即用型的，无需准备多组分试剂。

缺点：

（1）需要时间来适应特定细胞系在无血清培养基中的生长。细胞必须缓慢地脱离血

清。

（2）此外，一些细胞系需要添加高成本特定于其细胞类型的生长因子或激素来克服

特定培养基中的缺陷。

（3）无血清培养基的低蛋白质浓度（减少潜在污染源的优势）去除了在剪切保护和

附着生长基质中发挥作用的蛋白质。

（4）在无血清的培养基中细胞增殖通常较慢，有限的细胞系传代较少。

（5）尽管正在稳步改进，但可获得的适当质量控制的可用无血清培养基相当有限，

而且产品往往比传统培养基贵。

1.4.3 细胞株无血清驯化培养

与可普遍用于各种细胞类型培养的血清培养不同，无血清培养高度依赖于细胞类

型和培养基选择。有的细胞系直接更换为无血清培养基可能会导致细胞活力降低，并

且由于缺乏许多生长因子而影响细胞增殖[121, 122]。因此，从含血清培养到无血清培养

需要逐步降低培养基中血清浓度[123]。而有的细胞系在特定培养基中可在短时间内适

应新的培养基条件，并且这些变化是快速引入的。无血清过渡培养的研究都集中在筛

选用于建立悬浮培养物的多种商业无血清培养基，并比较细胞生长和生产效率[124-126]。

研究发现 HEK-293 悬浮培养产生的衍生物会改变参与胆固醇生物合成的基因表

达水平，并且在无血清培养基中培养的中国仓鼠卵巢（CHO）细胞显示出与核苷酸合

成和脂质代谢相关的基因表达水平的改变[127, 128]。此外，一项研究强调了无血清培养

对免疫刺激能力的影响，这与树突状细胞中氨基酸分解代谢和葡萄糖代谢的增强相关

[129]，这表明不同的培养基成分（例如无血清培养基）会影响细胞代谢组，并有可能

影响其表型和功能能力。

除了设立无血清的培养基外，在确认合适的无蛋白质培养基时，还需注意以下几

个方面：

（1）建立一个合理而具有适应性的驯化过程，将培养物从血清培养转变为无血清培

养；

（2）适当提高培养细胞的接种密度；



1 前言

12

（3）选择适当的细胞保护剂以抵抗损伤，由于对于含血清的培养物所选用的保护剂

可能并不适用于无血清培养物；

（4）调整生物反应器，减小物理剪切力，并选择更精确的过程控制设置；

（5）制定液氮冻存细胞的方案和流程，选择合适的无血清冻存方案；

（6）确保用于无血清培养细胞的化学品、水和容器是干净的。

1.5 本课题的研究目的和意义

随着现如今生活习惯与生存环境的日益恶化趋势，越来越多肿瘤癌症成为危害全

球性人类公共健康的重大疾病，也是一种致死率非常高的多发病和常见病[130]。因此，

肿瘤癌症准确的诊断和精准的治疗便显得尤为重要[131]。在抗肿瘤治疗方面，CAR-T
（Chimeric antigen receptor T cell）疗法具有特异靶向性、广泛应用性和持续抗肿瘤的

效果，给重病抗癌患者带来曙光[132]。CAR-T细胞作为推出的新型精准靶向治疗肿瘤

细胞技术，产品质量和治疗效果与其生产工艺密切相关，而 CAR-T治疗的生产工艺

中最关键部分就是慢病毒的生产[133, 134]。

作为最常用的慢病毒包装细胞系就是 293T细胞，在 HEK-293细胞中转入猴病毒

40（simian vacuolating virus 40，SV40）大 T抗原基因形成的高转衍生细胞株，即为

293T细胞系[88]。虽然 293T包装慢病毒能够收获较高滴度的慢病毒，但是传统贴壁细

胞培养方式是在含血清的培养基中贴壁生长，血清成为分离和纯化的主要障碍，因此，

无血清培养基已成为细胞培养技术的发展方向[135]。同时，悬浮细胞培养不需要胰蛋

白酶消化，简化传代操作和减轻下游纯化压力，实现高密度培养，解决贴壁状态下生

产空间需求大、人工成本高、产品批次质量不稳定，以及规模扩大受限等问题[113]。

在目前阶段，为了满足特定的工业需求，人们通过改变细胞的生长方式和生活环境，

对细胞进行从贴壁到悬浮的驯化。贴壁培养细胞经过悬浮驯化可以转变为悬浮生长株

[93]。

综上所述，本文以 293T细胞为研究对象，首先对贴壁细胞使用 3种培养基分别

进行快速降血清及慢速降血清的悬浮驯化方法。通过比较 FreeStyleTM293、OPM-293
CD05 Medium、SMM 293-TⅡ培养基驯化悬浮细胞培养效果，从而选择适合 293T悬浮

细胞生长的低成本、化学成分限定、能包装出高滴度的无血清培养基，因其改变了载

体细胞的生长方式，故在此基础上对转染条件进一步研究及优化。在驯化悬浮细胞的

基础上，揭示了 Ca2＋浓度与细胞结团尺寸的基本关系。此外，依据螯合剂（乙二胺四

乙酸（EDTA））与正电荷离子有亲和力的原理，来溶解细胞表面的钙粘连，减少细胞

无效聚团达到正常生长增殖。为解决细胞培养参数优化、高纯度高滴度慢病毒载体日

益增加的需求，以及临床前大量的机制科研应用到临床治疗各阶段的各种难题发挥了

至关重要作用。
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2 材料与方法

2.1 实验材料

2.1.1 细胞系及质粒

本实验涉及使用到的细胞系和质粒如表 2-1所示：

表 2-1 实验所用细胞系及质粒

Table 2-1 Cell lines and plasmids used in the experiment

细胞系及质粒 来源

人胚肾细胞 293T细胞 美国模式培养物保藏所（ATCC）

慢病毒表达质粒 PTK-Kan 武汉波睿达生物科技有限公司

靶标质粒 PTK-CAR-mCD30-01 武汉波睿达生物科技有限公司

慢病毒包装质粒 pMDLg/pRRE Addgene

慢病毒包装质粒 pRSV-Rev Addgene

慢病毒包装质粒 pMD2.G Addgene

2.1.2 主要试剂和材料

本实验使用的主要试剂和材料如表 2-2所示：

表 2-2 实验材料

Table 2-2 Experimental material

名称 来源

DMEM培养基 Gibco

Excell 胎牛血清 Excell

0.25% Trypsin-EDTA Gibco

Typan Blue Solution,0.4% Gibco

0.9%氯化钠注射液 Gibco

1×PBS 北京索莱宝科技有限公司

10×PBS 北京索莱宝科技有限公司

FreeStyleTM293 表达培养基 Gibco

OPM-293 CD05 Medium 上海奥浦迈生物科技有限公司

SMM 293-TⅡ 北京义翘神州生物技术有限公司

聚乙烯亚胺（PEI MAX） polysciences

Polybrene 上海普欣生物科技有限公司
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无内毒素质粒大提试剂盒 天根生化科技有限公司

卡那霉素 上海国药

LB液体培养基 自制

琼脂糖 Biowest

胰化蛋白胨 上海国药

酵母提取物 上海国药

琼脂 上海国药

异丙醇 上海国药

7-AAD Viability Staining Solution Biolegend

mCD30蛋白血清 武汉波睿达生物科技有限公司

Versine solution Gibco

胎牛血清 四季青

慢病毒滴度快速检测卡（HIV-1 P24蛋白快速

检测卡）

北京博奥龙免疫技术有限公司

DMSO（二甲基亚砜） Solarbio

无水 CaCl2（分析纯） 中国国药

2.1.3 主要仪器与设备

本实验使用的仪器设备如表 2-3所示：

表 2-3 实验仪器

Table 2-3 Instruments and apparatuse

仪器名称 生产厂家

生物安全柜 ESCO

离心机 贝克曼

倒置显微镜 OLYMPUS公司

血球计数板 Blaubrand

DW-86L628超低温冰箱 海尔

电热恒温水浴锅 北京市永光明医疗仪器厂

CO2恒温培养箱 Heal Force

二氧化碳定轨摇床 苏州精骐，CO-06U

Milli-Q纯水仪 Millipore公司

GR60DA立式灭菌器 南京庚辰科技有限公司

低速离心机 湘仪离心机仪器有限公司

Mr. Frosty™ 梯度降温盒 Thermo Fisher

50 L液氮保存罐 成都金凤液氮容器有限公司
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漩涡混匀器 美国 SCILOGEX公司

流式细胞仪 贝克曼

JJ200型精密电子天平 Li-cor Biosciences公司

超净工作台 苏州净化

恒温摇床 上海智诚

NanoDrop微量 UV-Vis 分光光度计 Thermo Fisher

2.1.4 主要溶液配置

（1）完全培养基配制:在生物安全柜内取已 56 ℃ 30 min 灭活好的 ExCell 胎牛血清

10 mL加入到 90 mL DMEM培养液中混合均匀，注明试液名称为 10%FBS，4 ℃
保存。

（2）第一混合液配制:取 25 mL FreeStyle™293表达培养基于 50 mL一次性离心管中，

加入 25 mL完全培养基混匀，混合后的 ExCell胎牛血清含量为 5%，注明混合

液名称为 5% FBS，4 ℃保存。

（3）第二混合液配制:取 40 mL FreeStyle™293表达培养基于 500 mL培养液瓶中，加

入 10 mL完全培养基混匀，混合后的 ExCell胎牛血清含量为 2%，注明混合液

名称为 2%FBS，4 ℃保存。

（4）第三混合液配制:取 90 mL FreeStyle™293表达培养基于 500 mL培养液瓶中，加

入 10 mL完全培养基混匀，混合后的 ExCell胎牛血清含量为 1%，注明混合液

名称为 1%FBS，4 ℃保存。

（5）OPM-293 CD05 Medium与 SMM 293-TⅡ培养基梯度血清含量的配制也均按照

（2）（3）（4）的步骤配制。

2.2 方法

2.2.1 细胞复苏

从液氮罐中取出 1 支 293T贴壁细胞（穿戴手套，防止冻伤），37 ℃水浴快速融

化，直至全部融化为液态，立即传递至细胞房内，喷洒 75%乙醇消毒液消毒，使用无

菌布擦干冻存管外壁后放入生物安全柜，开盖后吸出细胞悬液，加入已预先加入 9 mL
已复温的完全培养基至 50 mL一次性离心管中混匀，取样计数。

细胞计数:使用移液器吸取 100 μL 细胞悬液于 1.5 mL 离心管中，加入 150 μL
0.9%氯化钠注射液和 250 μL Trypan Blue Solution，0.4%稀释五倍计数，吹打混匀，

染色 3 min。在血细胞计数板上架好盖玻片，使用移液器吸取 10 μL染色后的细胞悬

液加入血细胞计数板，倒置显微镜下记下总活细胞数和染上蓝色的细胞数，并计算出

细胞密度和细胞活率（细胞密度=总活细胞数/4×稀释倍数×104，细胞活率=总活细胞数

/（总活细胞数+染上蓝色的细胞数）×100%）。

将剩余的细胞以 1000 rpm的速度在低速离心机上离心 5分钟，去除上清液后加入
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10 mL完全培养基重新悬浮细胞。使用移液器将所有细胞移入透气的 T75细胞培养瓶

中，然后将其放置在 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。一旦细胞铺满培养瓶底部，即

可进行传代。

2.2.2 细胞传代

将传代细胞放入生物安全柜中，使用移液管吸出培养基置于废液瓶中，用移液管

吸取 2 mL PBS，pH7.2（1×）加入 T75细胞培养瓶（透气）中,确保 PBS,pH7.2（1×）
浸没过所有细胞后吸出所有 PBS,pH7.2（ 1×）。使用移液管加入 2mL 0.05%
Trypsin-EDTA 消化液（将 0.25% Trypsin-EDTA 稀释 5倍）浸没 293T细胞消化 2～
5 min后加入 2 mL完全培养基终止，用移液管将所有细胞冲洗下来，吹打混匀，将所

有消化细胞转入 50 mL一次性离心管中，取样计数，计数步骤同 2.2.1。
使用低速离心机将消化后的细胞悬液在 50 mL 一次性离心管中 1000 rpm 离心

5min，吸弃上清，加入 4 mL的完全培养基，吹打混匀细胞。使用移液管吸出细胞悬

液分装至 1瓶 T75细胞培养瓶（透气）中，传代密度为 5×105个/mL，补足新鲜完全

培养基，达到 10 mL的培养体系。在细胞培养瓶上标记细胞名称、代次，将细胞培养

瓶水平放置，稍微倾斜摇晃，使细胞在细胞培养瓶底部分布均匀。将 T75细胞培养瓶

置于 37 ℃，5% CO2二氧化碳培养箱中培养。

细胞每 2天传代一次，传代≥3代后，将细胞传代六个 T75细胞培养瓶 A、B和 C
瓶用做快速驯化法，D、E和 F瓶用做慢速速驯化法，传代密度为 5×105个/mL，待

细胞铺满细胞培养瓶底部时，进行驯化。

2.2.3 快速驯化法

按照以下 FreeStyle™293表达培养基直接替换法、OPM-293 CD05 Medium培养

基直接替换法、SMM 293-TⅡ培养基直接替换法均各自进行 3次重复实验。

2.2.3.1 FreeStyle™293表达培养基直接替换法

（1）将细胞培养瓶 A中完全培养基吸出，取 2 mL PBS，pH7.2（1×）加入细胞培养

瓶 A中，确保 PBS，pH7.2（1×）浸没过所有细胞后吸出所有 PBS，PH7.2（1×），
加入 2 mL 0.05%Trypsin-EDTA 消化液浸没 293T细胞消化 2~5 min，消化结束

后，立即加入 2 mL FreeStyle™293表达培养基终止消化用移液管将所有细胞冲

洗下来，吹打混匀获得单细胞悬液转入 50 mL一次性离心管中。吸取 100 μL细

胞悬液计数，计数步骤同 2.2.1。
（2）使用低速离心机将消化后的细胞悬液在 50 mL一次性离心管中 1000 rpm离心 5

min，弃上清，加入 4 mL FreeStyle™293表达培养基重悬细胞，吹打混匀细胞。

将 293T细胞以 3×105个/mL的密度接种至 1瓶 125 mL细胞培养锥形摇瓶中，

FreeStyle™293表达培养基补充体积至 25 mL，放入 37 ℃，5% CO2二氧化碳培

养箱中的二氧化碳定轨摇床上悬浮培养，转速 130 rpm。

（3）细胞每 3天传代一次（若直接替换 FreeStyle™293表达培养基后细胞未能快速适

应新培养基增殖缓慢，可延长 1天培养时间），传代密度为 3×105个/mL，体积
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25 mL。传代前晃动摇瓶使细胞悬液均匀，取 100 μL细胞悬液计数，计数步骤

同 2.2.1，根据细胞密度计算传代需要的细胞悬液体积，从原瓶取出加入到新培

养瓶中，加入 FreeStyle™293表达培养基补充至 25 mL。
（4）细胞连续以 3×105个/mL密度传代 3~5次，此过程中细胞状态良好，且细胞活率

均≥80%，说明此细胞已经适应悬浮细胞培养，即得 FreeStyle™293表达培养基

快速驯化细胞。

（5）将成功驯化获得的悬浮细胞冻存，细胞从二氧化碳培养箱内取出取样计数，计

数步骤同 2.2.1。
（6）冻存液配制:90% FreeStyle™293表达培养基培养基+10%二甲基亚砜（DMSO)，

混合均匀，现配现用。

（7）将所有细胞悬液转移至 50 mL一次性离心管中 1000 rpm离心 5 min,去除上清。

加入适量冻存液重悬细胞，将细胞密度调整为 2.0~10.0×106个/mL，分装至 2.0
mL外旋密盖冻存管中，每管 1 mL。将细胞冻存管放入程序降温盒中放入-80 ℃
冰箱冻存不小于 16 h，转移到液氮中冻存不小于 10天。

2.2.3.2 OPM-293 CD05 Medium培养基直接替换法

使用细胞培养瓶 B，步骤同 2.2.3.1，所有加 FreeStyle™293表达培养基的均替

换加入 OPM-293 CD05 Medium培养基，最后得到为 OPM-293 CD05 Medium培养

基快速驯化细胞。

2.2.3.3 SMM 293-TⅡ培养基直接替换法

使用细胞培养瓶 C，步骤同 2.2.3.1，所有加 FreeStyle™293表达培养基的均替

换加入 SMM 293-TⅡ培养基，最后得到为 SMM 293-TⅡ培养基快速驯化细胞。

2.2.3.4 293T悬浮细胞形态

在进行细胞培养传代的过程中，每一次转移细胞时，都需要记录和拍摄细胞的状

态。良好的悬浮细胞形态包括细胞之间没有聚集、呈圆形、明亮、大小均匀、细胞核

清晰可见，并且在培养液中悬浮均匀分布。这些记录和观察对于细胞的生长状况至关

重要。

2.2.3.5 细胞比生长速率的计算

计算细胞的比生长速率μ（d-1）：比生长速率（d-1）μ=ln（Ct/C0）/t
式中 t为时间（d），Ct为时间 t时活细胞密度（cells/mL），C0为初始接种活细胞密度

（cells/mL）。

2.2.4 慢速驯化法

2.2.4.1 FreeStyle™293表达培养基缓慢替换法

按照以下 FreeStyle™293表达培养基缓慢替换法、OPM-293 CD05 Medium培养

基缓慢替换法、SMM 293-TⅡ培养基缓慢替换法均各自进行 3次重复实验。

（1）将培养瓶 D 中完全培养基吸出,加入 2 mL PBS,pH7.2（1×）确保 PBS,pH7.2
（1×）浸没过所有 293T细胞后吸出所有 PBS,pH7.2（1×）。加入 2 mL 0.25%
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Trypsin-EDTA 消化液浸没 293T细胞消化 2~5 min。消化结束后，立即加入 2 mL
第一混合液（5% FBS）终止消化用移液管将所有细胞冲洗下来，吹打混匀获得

单细胞悬液转入 50 mL一次性离心管中。吸取 100 μL细胞悬液计数，计数步骤

同 2.2.1。
（2）使用低速离心机将消化后的细胞悬液在 50 mL一次性离心管中 1000 rpm离心 5

min，弃上清，加入 4 mL第一混合液（5% FBS）重悬细胞，吹打混匀细胞。吸

出细胞悬液分装至 T75细胞培养瓶（透气）中，传代密度为 5×105个/mL，补足

第一混合液（血清含量 5%）至 10 mL。放入 37 ℃，5% CO2二氧化碳培养箱中

静置培养。细胞每 2天传代一次，传代 2次后，进行下一步操作。

（3）降低血清浓度，第二混合液（2% FBS）以 5×105个/mL的密度接种细胞至 1瓶
T75细胞培养瓶（透气）中，体积 10 mL，37 ℃，5% CO2二氧化碳培养箱中静

置培养;细胞每 2天传代一次，传代 2次后，进行下一步操作。

（4）降低血清浓度，第三混合液（1% FBS）重悬细胞，以 5×105个/mL的密度接种

细胞至 1瓶 T75细胞培养瓶（透气）中，体积 10 mL,37 ℃，5% CO2二氧化碳

培养箱中静置培养;细胞每 2天传代一次，传代 2次后，进行下一步操作。

（5）降低血清浓度，FreeStyle™293表达培养基（无血清）接种细胞悬浮培养，以 3×105

个/mL的密度接种至 1瓶 125 mL细胞培养锥形摇瓶中，培养体系 25 mL，放入

37 ℃，5% CO2二氧化碳培养箱中的二氧化碳定轨摇床上悬浮培养，转速 130 rpm。

细胞每隔 2天传代一次，传代密度为 3×105个/mL,体积 25 mL；传代前晃动摇

瓶使细胞悬液均匀，取 100 μL细胞悬液计数，计数步骤同 2.2.1，根据细胞密

度计算传代需要的细胞悬液体积，从原瓶取出加入到新培养瓶中，保持接种密

度 3×105个/mL，培养体系 25 mL；传代 2次，此过程中细胞无明显结团现象，

且 3 次细胞传代的活率均≥80%,说明此细胞已经适应悬浮细胞培养，即得

FreeStyle™293表达培养基慢速驯化细胞。

（6）细胞传代过程中如发现细胞有结团现象，可采取用移液管轻轻吹打细胞悬液分

散细胞。

（7）将获得的 FreeStyle™293表达培养基慢速驯化细胞冻存，细胞从二氧化碳培养箱

内取出取样计数，计数步骤同 2.2.1。
（8）冻存液配制:90% FreeStyle™293表达培养基培养基+10%二甲基亚砜（DMSO)，

混合均匀，现配现用。

（9）将所有细胞悬液转移至 50 mL一次性离心管中 1000 rpm离心 5 min,去除上清。

加入适量冻存液重悬细胞，将细胞密度调整为 2.0~10.0×106个/mL，分装至 2.0
mL外旋密盖冻存管中，每管 1 mL。将细胞冻存管放入程序降温盒中放入-80 ℃
冰箱冻存不小于 16 h，转移到液氮中冻存不小于 10天。

2.2.4.2 OPM-293 CD05 Medium培养基缓慢替换法

使用细胞培养瓶 E，步骤同 2.2.4.1，所有使用 FreeStyle™293表达培养基的均
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替换为 OPM-293 CD05 Medium 培养基，最后得到为 OPM-293 CD05 Medium 培养

基慢速驯化细胞。

2.2.4.3 SMM 293-TⅡ培养基缓慢替换法

使用细胞培养瓶 F，步骤同 2.2.4.1，所有使用 FreeStyle™293 表达培养基的均

替换为 SMM 293-TⅡ培养基，最后得到为 SMM 293-TⅡ培养基慢速驯化细胞。

2.2.4.4 293T悬浮细胞形态

在慢速驯化时，每进行一次传代均需进行拍照记录留存细胞在贴壁，半贴壁以及

悬浮形态时的状况，最终适应悬浮细胞的状态特征应为：细胞透亮单一，在培养液中

悬浮生长。

2.2.4.5 细胞比生长速率的计算

比生长速率μ（d-1）计算公式同 2.2.3.5

2.2.5 细胞的病原检测

2.2.5.1 无菌检查

无菌检查按照《中华人民共和国药典（2015年版三部）》进行检查。配制硫己醇

酸盐流体培养基与胰酪大豆胨液体培养基，在硫乙醇酸盐流体培养基中接种生抱梭菌，

32 ℃培养 2天，全部有菌生长；在胰酪大豆胨液体培养基接种枯草芽抱杆菌、金黄色

葡萄球菌和铜绿假单胞菌，25 ℃培养 3天，全部有菌生长。结果说明配制的两种培养

基符合无菌性检查的要求。

2.2.5.2 支原体检查

支原体检查培养法按照《中华人民共和国药典（2015年版三部）》和《中华人民

共和国兽药典（2015年版三部）》进行检查。支原体检测前，检查支原体培养系统的

活力。首先，盲传两代支原体生长培养基。接着，将肺炎支原体（ATCC 15531）分

别以 10-7、10-8和 10-9的稀释度接种到支原体肉汤培养基中，培养七天后，10-7、10-8

培养基变黄，表明支原体肉汤培养基的灵敏度达到了必要的标准。将口腔支原体

（ATCC 23714）分别以 10-3、10-4和 10-5的接种稀释度接种到精氨酸支原体肉汤培养

基中。培养 7天后，10-3、10-4和 10-5培养基变红，表明培养基具有必要的灵敏度符合

要求。

2.2.6 293T驯化悬浮细胞不同接种量下的生长曲线制作

符合要求的驯化悬浮细胞将每隔 2天进行一次传代，当存活率均高于 90%时，将

以 3×105个/mL的细胞密度进行传代，以 25 mL体系在培养锥形摇瓶中进行培养（条

件为 37 ℃、5%二氧化碳下，转速为 130 r/min）。从稳定培养中选择第四代的细胞，

分别以 2×105个/mL，3×105个/mL，4×105个/mL，5×105个/mL为 A组、B组、C组、

D组，以四组细胞密度分别培养 8天，每 24 h采集一次观察，并用台盼蓝染色法来记

录细胞的生长状况。

2.2.7 293T驯化悬浮细胞的慢病毒包装验证以及与贴壁细胞慢病毒制备能

力的比较
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2.2.7.1 靶标质粒和慢病毒包装质粒的提取

本文章使用的是第三代四质粒慢病毒包装系统，把所使用到的靶标质粒和三种包

装质粒分别按一定量和 Kan抗性加入到各自对应的 100 mL LB液体培养基中,在经过

一夜 220 rpm/min摇床培养后，采用无内毒素质粒大提试剂盒来提取质粒，具体步骤

如下：

使用前请确保先在漂洗液 PW中加入 200 mL无水乙醇，在 P1中加入 RNaseA。
（1）收集细菌，室温 8500 g，离心 3 min（注意：最佳情况是菌液的用量应能充分降

解）。

（2）向（1）中菌体沉淀加 8 mL P1，保证充分摇晃混匀沉淀。

（3）继续加入 8 mL P2，立刻轻柔混匀 5-6次，室温放置 5 min。
（4）添加 8 mL P4，立刻轻柔充分混匀 7-8次，室温放置 10 min。8500 g，离心 10 min，

收集滤液至干净离心管。

（5）处理吸附柱 CP6，加入 2.5 mL BL，8500g，离心 2min，弃掉废液，吸附柱备

用。

（6）向（4）滤液加入约 0.3倍体积的异丙醇，充分混匀分量分次加入吸附柱 CP6中，

每次均为 8500 g，离心 2 min，弃废液收集在吸附柱。

（7）向 CP6中加入 10 mLPW，8500 g，离心 2 min，弃废液。

（8）重复步骤（7）的操作。

（9）向 CP6中加入 3 mL无水乙醇，8500 g，离心 2 min，弃废液。

（10）吸附柱空离，8500 g，离心 2 min，去除漂洗液。

（11）将吸附柱 CP6重新放到干净离心管，向吸附柱膜中间滴加

（12）将吸附柱 CP6置于一个干净的 50 mL收集管中，将 1-2 mL的洗脱缓冲液 TB
滴加至吸附膜中间位置的，放置 7 min，离心 2 min，-20 ℃保存备用。

2.2.7.2 293T悬浮细胞的慢病毒包装验证

根据以上驯化重复实验比较，选取快速和慢速 6种驯化方法中效果良好的悬浮细

胞株进行复苏扩增培养至 125 mL细胞培养锥形摇瓶中，培养 72±4 h后进行下一次传

代，传代次数不小于 3代。

（1）第 4代培养 72±4 h后进行包毒，细胞包毒前取样计数，记录转染前细胞密度及

活率，若细胞活率>80%，不论细胞密度高低，按照当前密度直接进行转染；若

细胞活率<80%，细胞丢弃。

（2）测量待转染的细胞悬液体积，取其体积的 1.5%~5%（通常取 5 mL）的培养基，

分别加入到两个 50 mL离心管中，并在管子上做上标记，一个标记为 T，另一

个标记为 D。
（3）转染体系比例：12：10：6：5（PTK为三代载体，四质粒包装体系）

（以 100 mL细胞悬液体系为例）

D管：
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T管：

（4）在 D 管中加入适量的质粒，在 T管中加入 PEI MAX，盖上盖子，摇动混合一

分钟，然后在室温下放置 5 min。随后，用移液器将 T管中的液体逐渐转移到 D
管中，添加时轻轻摇晃 D管。全部添加完毕后，盖上盖子，在涡旋振荡器上充

分混合，并在室温下放置 30 min。
（5）静置期结束后，将 D管中的液体放入细胞摇瓶中轻轻摇动混合，然后将待转染

的细胞摇瓶从培养箱中取出。在 37 °C和 5% CO2条件下，以 130~150 rpm的转

速将细胞摇瓶重新放入二氧化碳水平摇床上。

（6）细胞转染 72±4 h 后，使用移液管将细胞悬液移到 50 mL 一次性离心管中 300 g
离心 5 min去除细胞沉淀，收集上清液至新的 50 mL一次性离心管中再 3000 g
离心 25 min，保留上清液。取 100 μL 离心上清液加入慢病毒滴度快速检测卡

（HIV-1 P24蛋白快速检测卡）检测孔，10~15 min后对快检卡显色条带进行观

察。要确定慢病毒储备液上清液中是否含有 P24蛋白，使用慢病毒滴度快速检

测卡。P24快速检测卡无效需要重新检测时 C带不显色，T带不着色且为阴性，

表明 mCD30-02慢病毒储备液的上清液中没有 P24蛋白。C带着色，T带不着色，

则表明呈阴性无 P24蛋白。T带和 C带有颜色则为阳性，表明 mCD30-02慢病

毒储备液上清液中含有 P24蛋白。另取 1 mL病毒上清液到 1.5 mL灭菌离心管

中留做滴度检测。

（7）慢病毒原液活性滴度：六孔板铺板，293T贴壁细胞密度 5×105个，每孔 2 mL。
将适量的病毒上清按梯度和 4 μg/mL polybrene加入到提前铺好的六孔板中摇晃

均匀，放入培养箱培养 3 天后上流式检测滴度。滴度计算公式：

q=X×5×105×1000/N（式中：q为病毒滴度，单位为 TU/mL，代表每 mL液体中

可转导载体细胞的病毒颗粒数；X为阳性细胞比例，一般取 10%-20%；N为病

毒终体积，单位为µL。
（8）慢病毒原液活性滴度检测结果出来后，对包毒能力最高的对应组进行重复包毒

DNAMix DNA量/皿

PTK靶标质粒 36.4 μg

pMDLg/pRRE 30.4 μg

pRSV-Rev

pMD2.G

18.2 μg

15.2 μg

试剂名称 体积/皿

PEI（1 mg/mL） 300 μL

对应的培养基 5 mL
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实验。

2.2.7.3 贴壁细胞慢病毒制备

（1）将 293T贴壁细胞从液氮取出快速复融培养，连续贴壁扩增传代次数不小于 3代。

（2）将细胞从培养箱取出，显微镜观察确认细胞长势及贴壁形态正常。移液管小心

吸弃培养瓶中的上清悬液，加入 5 mL PBS进行冲洗吸弃，再取 8 mL PBS+2 mL
0.05% Trypsin-EDTA消化后加 10mL DMEM完全培养基阻止消化，反复吹打混

匀转移到无菌 50 mL离心管中，取少量进行计数。离心管中细胞 300 g,离心 5 min,
弃掉上清，根据计数结果及需要细胞量取完全培养基重悬细胞。

（3）将 4~5×106个细胞转移到 100 mm的培养皿中，加入完全培养基至 10 mL，盖上

培养皿，按前后和左右方向混合 4 次，注意不要将细胞翻转，否则会导致细胞

分布不均。在 37 °C和 5% CO2温度下培养 16-24 h。
（4）第二天用 10 倍放大镜检查细胞，观察用做慢病毒包装细胞的融合度是否达到

80%-90%，如若达到即可进行慢病毒包装。

（5）以一个 100 mm皿为例配制转染体系

D管：

T管：

（6）按照 D管中的比例加入到 500 μL无血清 DMEM培养基中，静置 5 min；混合 D
管和 T管，充分吹打摇晃均匀，室温静置 25 min。

（7）将 D管和 T管混合物逐滴加入（2）中培养皿，上下左右摇晃均匀，放入培养箱。

（8）16-24 h 补 5 mL的 DMEM 完全培养基，转染后的 72±4 h吸取培养皿中的慢病

毒上清，使用移液管将细胞悬液移到 50 mL一次性离心管中 300 g离心 5 min去
除细胞沉淀，收集上清液至新的 50 mL一次性离心管中再 3000 g离心 25 min，
保留上清液。另取 1 mL病毒上清液到 1.5 mL灭菌离心管中。

（9）慢病毒活性滴度检测方法同 2.2.6.1（7）一致。

2.2.8 对冻存后的悬浮细胞进行复苏培养验证细胞生长情况及慢病毒包装

能力

DNAMix DNA量/皿

PTK靶标质粒 3.64 μg

pMDLg/pRRE 3.04 μg

pRSV-Rev

pMD2.G

1.82 μg

1.52 μg

试剂名称 体积/皿

PEI（1 mg/mL） 30 μL

DMEM培养基 500 μL
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将2.2.3与2.2.4快速慢速驯化效果良好的冻存悬浮细胞进行快速复融到125 mL
的培养瓶培养（使用对应培养基），每隔两天一传代，连续培养 14代，每次传代时取

样用台盼蓝染色法来记录细胞密度和细胞活率并记录细胞生长形态，对细胞传代稳定

性进行监测并验证复苏后悬浮细胞是否仍具有慢病毒包装能力，慢病毒包装及检测方

法见 2.2.6.1。

2.2.9 293T悬浮细胞转染条件优化

在许多邻域中，都有比较规律的、共通的优化模式，然而当几种优化模式结合在

一起时，并没有一种特别固定的模式。在选择变量和水平时，有必要查阅相关的科学

文献，并咨询借鉴各种实验室的经验来进行确定。细胞主要的慢病毒转染方法同

2.2.7.2，为了获得最精确的优化结果，通常采用单因素实验以及将两种或两种以上

优化技术结合起来。

2.2.9.1 DNA:PEI比例优化

使用以上实验驯化方法筛选出的最佳 293T悬浮细胞，运用上述生长曲线得出的

最佳接种密度将其进行接种放大扩增培养，每隔两天传代一次，转染前进行取样计数，

控制细胞的转染密度为 2×106个/mL。此次实验的研究条件质粒浓度为 1.0 μg/mL，按

照 12：10：6：5的质粒配比，分别采取 DNA：PEI=1：1、DNA：PEI=1：2、DNA：
PEI=1：3、DNA：PEI=1：4的添加量，进行三组平行实验。在 37 ℃转染，72±4 h收
毒。使用六孔板铺板检测慢病毒活性滴度（方法同 2.2.7.2（7））。
2.2.9.2 质粒配比优化

同样使用筛选出的最佳驯化 293T悬浮细胞，用最优接种密度进行扩增培养，转

染前取样计数。在 37 ℃条件下控制转染密度为 2×106个/mL，质粒浓度为 1.0 μg/mL，
用上述优化 DNA：PEI比例，分别采取靶标质粒：BZ1K：BZ2K：BZ3K=12：10：5：
6、12：10：6：5、18：10：6：5、12：15：9：7.5进行三组平行实验，72±4 h收毒。

使用六孔板铺板检测慢病毒活性滴度（方法同 2.2.7.2（7））。

2.2.10 钙离子浓度对悬浮 293细胞结团和生长的影响

考查 Ca2＋浓度对 293 悬浮细胞生长和结团的影响，使用水溶性 CaCl2调整 Ca2＋

浓度分别为 0、0.1、0.2、0.4和 0.8 mmol/L的无血清培养基，在 6孔板中按每孔 5.0×105

个数接种驯化悬浮细胞，添加不同Ca2＋浓度的培养基至每孔2 mL的体系，放置于37 ℃，

5% CO2二氧化碳培养箱中的二氧化碳定轨摇床上悬浮培养，转速 130 r/min，24 h和
48 h通过计数及拍照记录细胞的状态。

2.2.11 EDTA螯合剂通过溶解钙粘连原理对结团细胞生长情况的影响

使用驯化前期结团现象相对严重的细胞，采用 6孔板按一定的密度接种（每孔 2
mL的体系），留一组空白对照，其余添加一定梯度的螯合剂（EDTA），放置于 37 ℃，

5% CO2培养箱中的二氧化碳定轨摇床上悬浮培养，转速 130 r/min，48 h和 72 h通过

计数及拍照记录细胞的状态。
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2.3 统计分析

应用 ImageJ-win64和 Origin 2021软件进行图像处理。本研究数据代表了三个独

立的实验，并使用 GraphPad Prism 8.0.2（263）进行统计分析，实验数据以均值表示，

组间比较采用双因素方差分析检验。P<0.05为差异有统计学意义，P<0.05 或 P<0.01
表示显著性或极显著差异。
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3 结果与讨论

3.1 293T贴壁细胞的快速悬浮驯化

使用快速降血清（A组：FreeStyle™293表达培养基，B组：OPM-293 CD05 Medium，

C组：SMM 293-TⅡ培养基）与慢速降血清（D组：FreeStyle™293表达培养基，E组：

OPM-293 CD05 Medium，F组：SMM 293-TⅡ培养基）的两种驯化方法，成功将贴壁

培养 293T驯化成悬浮生长的 293 细胞。如图 3-1所示，采用快速驯化方法中每次传

代均以 3×105个/mL接种，B组（OPM-293 CD05 Medium）细胞密度可达 2×106个/mL
左右明显高于 A组（FreeStyle™293表达培养基）和 C组（SMM 293-TⅡ培养基），生

长速度及倍增时间逐步稳定；同时 B组的细胞活力稳定维持在 90%以上并高于 A组

和 C组（见图 3-2）。在第 3天传第一代之后，根据公式计算出细胞的比生长速率，B
组细胞的比生长速率明显高于 A组和 C组（图 3-3）。

图 3-4为 B组（OPM-293 CD05 Medium）1、3、5代下细胞形态图，可以看出

起初细胞黏团严重，会有细胞碎片，经过吹散去团多次传代驯化后，细胞黏团减少且

大部分细胞散在分布，单个细胞透亮，部分细胞呈花生状分布，所以表明快速驯化方

式下的 B组（OPM-293 CD05 Medium）驯化效果比较良好。

图 3-1 3组不同培养基快速驯化时细胞生长密度曲线图

Fig. 3-1 Schematic diagram of the rapid domestication of 3 groups of different media
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图 3-2 3组不同培养基快速驯化时细胞活率曲线图

Fig. 3-2 Cell viability profiles during rapid domestication in 3 groups of different media

图 3-3 3组不同培养基快速驯化时比生长速率曲线图

Fig. 3-3 Schematic diagram of the rapid domestication of 3 groups of different media

图 3-4 快速驯化时 B组培养基（OPM-293 CD05 Medium）培养的 1、3、5代 10×物镜下细胞生长

密度形态图
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Fig. 3-4 Morphological picture of cell growth density under 10× objective microscope of 1, 3 and 5
generations cultured in group B medium （OPM-293 CD05 Medium） during rapid domestication.

3.2 293T贴壁细胞的慢速悬浮驯化

慢速驯化采用由血清含量从 10%→5%→2%→1%→0%的缓慢降血清方法将贴壁

细胞驯化成 293悬浮细胞。实验结果显示 D组（FreeStyleTM293表达培养基）相对 E
组（OPM-293 CD05 Medium）和 F组（SMM 293-TⅡ培养基）的细胞密度及活力均

呈现较优趋势（见图 3-5、3-6）。如图 3-7所示，在第 2天传第一代之后，根据公式计

算得出，D组的细胞比生长速率高于 F组，明显高于 E组。

如图 3-8所示，在贴壁阶段，无血清培养液中血清含量从 10%降到 5%时，传代 2
代后含 5% FBS的细胞生长状态与常规细胞基本一致。血清含量从 5%降至 1%-2%的

过程中，传第一代时，培养液中有部分漂浮细胞，且贴壁细胞出现大量结团生长趋势，

细胞传两代后可按常规方法进行分瓶传代。细胞从贴壁转到悬浮状态时，起悬后细胞

生长速度不稳定，起初会有大量聚团现象，多次传代后含 0% FBS的细胞分散性好，

细胞透亮，生长状态好（见图 3-8）。以上实验证明慢速驯化方式下的 D 组

（FreeStyleTM293表达培养基）驯化效果比较良好。以上两种方法 B组和 D组的结果

说明成功完成了贴壁细胞的悬浮驯化，但 B组使用 OPM-293 CD05 Medium 培养基

快速驯化的方法更简单快捷更省时省力，驯化效果比较良好可以应用。

图 3-5 3组不同培养基慢速驯化时的细胞生长密度曲线图

Fig. 3-5 Cell growth density profiles at slow domestication in 3 groups of different media
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图 3-6 3组不同培养基慢速驯化时的细胞活率曲线图

Fig. 3-6 Cell viability profiles at slow domestication in 3 groups of different media

图 3-7 3组不同培养基慢速驯化时的比生长速率曲线图

Fig. 3-7 Specific growth rate profiles of 3 groups of different media at slow rate of domestication

图 3-8 慢速驯化时 D组培养基（FreeStyleTM293表达培养基）中依次含 5%、2%、1%、0%血清培

养的细胞形态图

Fig. 3-8 Morphology of cells cultured in group D medium （FreeStyleTM293 Expression Medium）
containing 5%, 2%, 1% and 0% serum sequentially during slow domestication
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3.3 病原检测结果

3.3.1 无菌检查结果

直接观察检测:在对 293T 悬浮细胞扩增培养过程中的细胞状态进行显微镜观察

时，发现瓶中的细胞培养液是清澈的，目测没有微生物生长或漂浮的微生物。

接种培养检测：将 293T悬浮细胞上清液接种到硫己醇酸盐液体培养基（培养温

度：32 °C）和胰酪大豆肉汤培养基（培养温度：35 °C、25 °C）中 14天后，未观察

到细菌生长，这表明已建立的 293T悬浮细胞系的细胞库在复苏后未受到细菌和真菌

污染。

3.3.2 支原体检查结果

检测样品:使用培养三代 293T悬浮细胞，第三代的培养期为 48 h 上清液。为了

确定是否有支原体生长，可在支原体生长培养基中加入细胞培养上清液，如果变色说

明有支原体生长。试验的阳性对照为肺炎支原体（ATCC15531）和口腔支原体

（ATCC23714），阴性对照为支原体培养液。检测结果表明，在检测 293T悬浮细胞

的接种方法中没有支原体污染：阳性对照组在培养的第六天开始变色，而阴性对照组

和待检组在培养的第二十八天均未变色。

3.4 接种量对 293T悬浮细胞生长曲线的影响

293T悬浮细胞（本论文此后提及的 293T悬浮细胞均为 OPM-293 CD05 Medium
快速驯化得到）在不同接种密度下培养（其他培养条件相同），采用 4种不同接种量

进一步证明接种密度对该细胞生长的影响：2×105个/mL（A组），3×105个/mL（B组），

4×105个/mL（C组），5×105个/mL（D组）。四组细胞密度均在第 6天呈大幅度下降趋

势，培养前期 C组接种密度相对平稳上升并高于其它三组（图 3-9）。细胞活力大幅下

降点时间分别为 6天、5天、7 天、5天，且培养早期 C组接种密度对细胞活力影响

相对较小，活力均在在 80%以上（图 3-10）。如图 3-11所示，4×105个/mL 密度的细

胞 C组，细胞比生长速率高于 A组和 B组且明显高于 D组，所以综上所述接种密度

为 4×105个/mL的 C组更利于细胞的生长为最佳初始接种密度。
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图 3-9 细胞初始接种密度对活细胞密度生长曲线的影响

Fig. 3-9 Effect of initial cell inoculation density on the density growth curve of living cells

图 3-10 细胞初始接种密度对细胞活率的影响

Fig. 3-10 Effect of initial cell inoculum density on cell viability
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图 3-11 细胞初始接种密度对细胞比生长速率的影响

Fig. 3-11 Effect of initial cell inoculation density on specific cell growth rate

3.5 驯化 293T悬浮细胞病毒包装能力验证

采用 PTK-CAR-CD30 目的质粒来验证悬浮细胞的病毒包装能力。悬浮细胞慢病

毒载体包装 72 h后产生的离心过滤原液转染 293T贴壁细胞，如图 3-12流式检测为表

达 mCD30+细胞的比例随着病毒体积的增加而升高，用 10.7%左右的转效率计算病毒

的滴度为 2.75×107 TU/mL。同时取 100 µL离心过滤原液滴定在蛋白检测卡结果显示

阳性（见图 3-14）。
如图 3-13为使用传统 293T贴壁细胞进行慢病毒包装的流式检测，可以看出随着

病毒体积的增加，表达 mCD30+细胞的比例增加不明显，用 13%左右转效的细胞率计

算病毒的滴度 1.65×107 TU/mL。如图 3-15进一步证明将 293T贴壁细胞驯化成悬浮细

胞后比未驯化前贴壁细胞的慢病毒包装能力强。

图 3-12 使用驯化悬浮细胞包装的慢病毒转染 293T贴壁细胞，72 h后检测 0-8 µL病毒上清的流式

转效图
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Fig. 3-12 293T adherent cells were transfected using lentivirus packed in domesticated suspension cells
and flow transcripts of 0-8 µL of viral supernatant were assayed after 72 h

图 3-13 293T贴壁细胞包装的病毒上清 0-8 µL增量下 72 h后的流式转效图

Fig. 3-13 3 Flow transcripts of viral supernatants packed in 293T-adherent cells after 72 h at 0-8 µL
increments

图 3-14 悬浮细胞病毒包装后，100 µL细胞上清液蛋白卡检测结果

Fig. 3-14 Protein card assay results of 100 µL cell supernatant after viral packaging of suspension cells



天津科技大学硕士学位论文

33

图 3-15 293T悬浮细胞与贴壁细胞的慢病毒包装滴度比较

Fig. 3-15 Comparison of lentiviral packaging titres in 293T suspension cells and adherent cells

3.6 293T悬浮细胞冻存复苏后稳定性的验证

为验证该驯化细胞冻存后复苏的稳定性，将驯化后细胞按初始密度 4×105个/mL
连续传 14代，细胞生长稳定，培养 72 h后细胞密度均在 1.5×106个/mL以上，细胞活

率均在 80%以上,稳定性结果见图 3-16。
如图 3-17所示，在培养初期，传第 2、4代时，细胞相互粘附，2~3个细胞或更

多细胞聚集在一起，细胞结团明显，更多的细胞粘连，但很松散，轻轻吹打细胞，结

团即消失。随着培养时间及传代次数的增加，在传第 5、10代时大多数细胞散在分布，

边缘清晰，部分细胞呈花生状分布。使用复苏后稳定生长期的悬浮细胞进行慢病毒包

装，72 h后产生的离心过滤原液滴定蛋白检测卡呈阳性（见图 3-18），同时转染 293T
贴壁载体细胞，如图 3-19表达转染细胞的比例随着病毒液体积的增加而升高，用百分

之十七左右转效的细胞率计算病毒的滴度有 2.18×107 TU/mL，表明复苏后的细胞仍然

具有慢病毒包装能力。
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图 3-16 冻存复苏后的 293T悬浮细胞密度和活率变化曲线图

Fig. 3-16 Plot of changes in density and viability of 293T suspension cells after cryopreservation
recovery

图 3-17 冻存复苏后悬浮细胞依次为第 2、4、5、10代 B组细胞生长形态图

Fig. 3-17 The growth morphology of the suspended cells after cryopreservation and recovery is shown
sequentially for the 2nd, 4th, 5th and 10th generation of group B cells

图 3-18 冻存复苏后的 293T悬浮细胞包装慢病毒后，100 µL细胞上清液蛋白卡检测结果

Fig. 3-18 Protein card assay results of 100 µL of cell supernatant after lentivirus packaging of
freeze-resuscitated 293T suspension cells
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图 3-19 将冻存复苏后悬浮细胞慢病毒包装后检测病毒 0-8 µL增量下 72 h后的流式转效图

Fig. 3-19 Flow transcripts of lentiviral packaging of cryopreserved post-recovery suspension cells after
72 h of virus detection at 0-8 µL increments

3.7 293T悬浮细胞慢病毒包装的转染条件优化

在驯化悬浮细胞的基础上，为了进一步提高慢病毒包装的能力，以下选取转染过

程中的两个转染条件：DNA与 PEI的质量比和质粒配比进行优化探究。

3.7.1 PEI对慢病毒包装滴度的影响

PEI是 293T常用的转染试剂，该方法具有多种优点：独立于培养条件、转染后

无需更换培养基、适用性强、成本低、转染后无需更换培养基、转染效率高。然而在

包装过程中过高浓度的 PEI会改变载体细胞的功能，并可能对细胞有毒和提高残留量。

为此，有必要优化适当的 DNA与 PEI比例，在慢病毒包装过程中按照 1：1、1：2、
1：3、1：4的 DNA：PEI比例进行转染。同时需要保持转染密度为 2×106个/mL细胞，

转染温度为 37 ℃，质粒配比为 12：10：6：5，质粒浓度为 1.0 µg/mL，收集病毒的时

间为 72±4 h。结果从图 3-20中可以看出 DNA：PEI=1：3和 DNA：PEI=1：4时病毒

活性滴度最强；DNA：PEI=1：3和 DNA：PEI=1：4没有明显差异，由于 PEI对细胞

功能有影响，所以选择采用 DNA：PEI=1：3进行慢病毒包装。
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图 3-20 转染条件优化中 PEI对慢病毒包装滴度的影响

Fig. 3-20 Effect of PEI on lentiviral packaging titres in the optimisation of transfection conditions

3.7.2 质粒配比对慢病毒活滴的影响

从理论上讲，慢病毒包装需要通过特定的质粒摩尔比来完成。将细胞转染密度保

持在 2×106个/mL，质粒浓度为 1.0 µg/mL，PEI比例按上述优化比例 1：3，转染温度

为 37 ℃，转染时间 72±4 h。研究靶标质粒：BZ1K：BZ2K：BZ3K=12：10：5：6、
12：10：6：5、18：10：6：5、12：15：9：7.5不同比例下，得到的慢病毒活滴。从

图 3-21结果可以看出第 3组包装方法的病毒活性滴度最强；1、2组无差异，2、3组
有差异；第 3组和第 4组有差异（P<0.05）；综合比较下，选择采用靶标质粒：BZ1K：
BZ2K：BZ3K=18：10：6：5进行慢病毒包装。

图 3-21 转染条件优化中质粒配比对慢病毒包装滴度的影响

Fig. 3-21 Effect of plasmid ratios on lentiviral packaging titres in the optimisation of transfection
conditions

3.8 Ca2＋浓度对悬浮 293T细胞结团和生长的影响
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针对驯化悬浮细胞出现单个细胞抱团生长的现象，根据研究发现上皮细胞间钙粘

素粘着会让细胞紧密连接，因此在此基础对悬浮细胞结团生长做进一步探索研究。图

3-22显示在不同 Ca2＋浓度培养的 293T 悬浮细胞，Ca2＋浓度分别为 0、0.1、0.2、0.4
和 0.8 mmol/L时,比较其不同浓度时 24 h细胞结团形态发现,随着 Ca2＋浓度的增加细

胞结团也随之增大增多，并且单细胞明显减少，在 0.4 mmol/L和 0.8 mmol/L Ca2＋浓
度时，所结团块内细胞已无明显轮廓界限，呈现紧紧抱团生长趋势。随着 Ca2＋浓度升

高，活细胞密度及细胞活力随时间变化呈现显著下降趋势（图 3-23、图 3-24）。图

3-25为各 Ca2＋浓度下 24 h的结团粒径分布,明显呈现出随 Ca2＋浓度增加，细胞结团大

小朝粒径增大的方向偏移。

图 3-22 Ca2＋浓度依次为 0、0.1、0.2、0.4和 0.8 mmol/L时细胞生长形态图

Fig. 3-22 Morphology of cell growth at Ca2+ concentrations of 0, 0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 mmol/L in
sequence
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图 3-23 不同 Ca2＋浓度时 24 h和 48 h的生长密度图

Fig. 3-23 Plot of growth density at 24 h and 48 h at different Ca2+ concentrations

图 3-24 不同 Ca2＋浓度条件下 24 h和 48 h的细胞活率图

Fig. 3-24 Plots of cell viability at 24 h and 48 h under different Ca2+ concentrations
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图 3-25 在 24 h时 5组不同 Ca2＋浓度的结团粒径分布图

Fig. 3-25 Distribution of agglomerated particle sizes at 24 h for five groups with different Ca2+
concentrations

3.9 EDTA螯合剂通过溶解钙粘连原理对结团细胞生长情况的影响

根据细胞聚团的性质以及螯合剂（乙二胺四乙酸（EDTA））与正电荷离子有亲

和力的原理，所以使用螯合剂 EDTA来螯合细胞间连接紧密的复合物，减少细胞无效

聚团以达到正常生长增殖。图 3-27、图 3-28则显示了随着 EDTA梯度添加量从 0 μL、
1.0 μL、1.5 μL、2.0 μL、2.5 μL到 3.0 μL，细胞密度及活率随时间的变化呈现上升的

趋势，均大于 EDTA为 0μL时的空白对照组；并且图 3-28中 EDTA添加量为 0 μL的

空白组细胞活力在 80%左右，添加 EDTA实验组活率均在 85%以上。如图 3-26横向

观察比较 EDTA依次添加量为 0 μL、1.0 μL、1.5 μL、2.0 μL、2.5 μL、3.0 μL时 72 h
细胞的结团及形态发现，随着 EDTA添加量的增加细胞结团团块随之减少并且单个细

胞也越来越致密，细胞形态也呈现良好趋势。图 3-29是各 EDTA 梯度添加量下 72 h
的粒径分布,可以看出随着 EDTA添加量上升，细胞所结团块及粒径越小。
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图 3-26 6组 EDTA添加量下 72 h的细胞结团形态图

Fig. 3-26 Morphology of cell clusters at 72 h with 6 groups of EDTA additions

图 3-27 EDTA不同添加量下 48 h和 72 h的细胞密度比较图

Fig. 3-27 Comparison of cell density at 48 h and 72 h with different additions of EDTA
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图 3-28 EDTA不同添加量下 48 h和 72 h细胞活力比较图

Fig. 3-28 Comparison of cell viability at 48 h and 72 h with different additions of EDTA

图 3-29 在 72 h时 5组不同 EDTA添加量的结团粒径分布图

Fig. 3-29 Distribution of agglomerates at 72 h for five groups with different EDTA additions

3.10 讨论

贴壁培养的 293T细胞必须加入血清才能正常生长，将最初的含血清贴壁细胞驯

化为无血清悬浮培养细胞系是无血清悬浮培养过程中的一项挑战。本论文选择了 3种
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培养基，每种培养基均研究了快速和慢速驯化的方法对 293T贴壁细胞驯化为悬浮细

胞的影响。从高血清 10%到低血清 1%培养后，含 2%血清的 293T贴壁细胞生长速度

减慢，部分细胞出现半贴壁状态。这可能是低血清水平引起的细胞代谢变化造成的，

经过多次传代适应低血清培养，细胞逐渐恢复状态。表明在长时间逐步降血清适应过

程中，细胞通过调整代谢途径，维持细胞活性[136]。此外，在悬浮培养过程中，易出

现细胞结团和死亡现象[137]。本文采用 2 种方法适应驯化，通过传代丢弃死亡和结团

细胞的数量，逐步筛选出能稳定传代的 293T悬浮细胞系。直接法用时近 1周、间接

法用时近 2周，2种方法经 FreeStyleTM293表达培养基与 OPM-293 CD05溶剂培养基

驯化得到的细胞可稳定传代悬浮培养，但快速法更省时和省力。文献报道采用类似慢

速法悬浮驯化细胞用时超 20周，其所获得的悬浮培养细胞与本实验所获得细胞在形

态上较为接近[138]。另外，要注意对各阶段驯化细胞进行无菌及支原体检测是否合格，

一是可避免在驯化过程中浪费大量的时间做重复工作，二是可以建立原始种子库和工

作库，以便以后用于更大规模的生产。

293T悬浮株在摇瓶生长稳定时，按一定比例加入转染质粒，并以最佳活力（≥90%）

及细胞密度 4×105个/mL为接种密度，能够稳定收获病毒液，但病毒收获时间需要摸

索，收获太早病毒产生量未达到峰值，太晚病毒外壳会裂解和病毒失活，可以通过检

测不同时间段病毒滴度，确认收获时间和收获时细胞活力。众所周知，病毒对细胞的

敏感性是定向选择的，同一种病毒对同一细胞的不同克隆株的敏感性不同，同一细胞

所处外环境不同，同一病毒的敏感性也会有所差异。悬浮培养的病毒滴度与传统贴壁

工艺差距大，悬浮培养基无动物来源的组分，降低终产物外源污染的风险。且摇瓶具

有操作简单便捷、批间差异小、生产成本低、生产效率高等优点，所以摇瓶规模化制

备病毒可以替代传统贴壁工艺，也是慢病毒工艺的重要发展趋势。

在贴壁细胞悬浮驯化培养过程中，细胞聚集成团会成为影响细胞生长的主要障碍。

当细胞情况不佳时，细胞团块的直径增大，粘附的细胞数量也增加，使得陷于细胞团

中央的细胞营养物耗竭和代谢副产物积累的问题更为突出，细胞活性和生长速率逐渐

降低。有研究表明在悬浮培养时无论有血清还是无血清环境中的 Ca2＋浓度对 293细胞

的结团性质均有影响[139]。然而针对 Ca2＋浓度高低对细胞生长规律和结团大小的影响

程度未有报道，所以我们选取驯化过程中一组细胞系统地研究 Ca2＋浓度对 293T悬浮

细胞结团团块大小和生长的影响，揭示了 Ca2＋浓度对细胞结团尺寸、生长密度及活率

的基本关系,为悬浮细胞无血清培养基的开发、高密度悬浮培养过程控制及病毒大规

模扩增策略的设计提供了依据。

在转染过程中较大的团会块使病毒接触细胞的几率减少，严重影响病毒产量。因

此在往后的 293T悬浮细胞培养基的设计中可以通过调节 Ca2+浓度来调控细胞结团尺

寸的大小。但是对于其他原因导致细胞结团，比如：过度消化、环境压力、组织分解、

过度生长等，在保证不伤害细胞及改善细胞状态的前提下，我们可以使用螯合剂EDTA
来螯合细胞间连接紧密的钙离子复合物，改变细胞表面的电荷，使细胞维持单细胞形
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态，从而改善其生存微环境，达到分离分散细胞的作用。我们相信通过进一步探索及

完善可以有效减少细胞出现的抱团生长现象。
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4 结 论

4.1 全文总结

嵌合抗原受体疗法（CAR-T）是一种很有前景的免疫疗法，可以靶向破坏癌细胞。

目前，CAR-T已应用于血癌的临床实践。CAR-T细胞生产的核心是 LV的生产，因此，

大规模生产和纯化高滴度 LV成为主流 CAR-T细胞制造商的关键步骤。传统的 LV生

产工艺使用含血清的培养基来培养贴壁 293T细胞。但血清成分复杂、批次差异难以

预测,贴壁培养使用到的胰蛋白酶会导致细胞脆性等等，因此无血清培养是当前慢病

毒包装载体细胞培养技术的趋势。因此我们对慢病毒的载体 293T贴壁细胞进行悬浮

培养适应，并进行一系列的验证及优化从而得出一些结论：

（1）OPM-293 CD05 Medium培养基可以在 1周左右快速将 293T贴壁细胞驯化为悬

浮细胞；

（2）驯化后的悬浮细胞比未驯化前的贴壁细胞慢病毒包装能力明显增强；

（3）该方法驯化出的悬浮细胞在冻存复苏后的细胞活力，状态及包装能力均具有稳

定一致性；

（4）保持其它转染条件不变的情况下，转染参数中的 DNA：PEI比例与质粒配比不

同，慢病毒转染能力会有差异；

（5）在一定范围内，Ca2+浓度高低与螯合剂（EDTA）添加量不同影响细胞结团状况。

4.2 论文的创新点

细胞对悬浮生长的适应并不总是像之前描述的那样简单和成功[140]。逐步降低 FBS
百分比以适应无血清培养条件，通常至少需要 4-8周。最近的研究证实，特定细胞系

在长期适应过程中也可能改变其表面受体的表达，从而影响生产目的[141]。与市售的

293T悬浮细胞相比，本实验使用的 293T细胞系来自稳定的细胞来源，非基因编辑，

便于生产生物医药产品和临床应用。在本研究中，使用商业无血清培养基 OPM-293
CD05 Medium花费约一周可以将 293T贴壁细胞成功适应悬浮细胞。我们的方法还具

有优于其他适应方法的优点，例如易于培养、无需额外的抗聚团剂、无需基因改造以

及微载体，便可保持均匀分散的增殖。所实行的方法通过显著减少外源杂质的引入来

节省时间，比之前报道的适应过程更适合生物制品的临床生产。

然而，经过无血清悬浮驯化培养的细胞易粘附结团是目前贴壁细胞进行悬浮培养

常见的问题。293T 细胞与其他上皮细胞相似，容易形成聚集现象，即使在培养后的

悬浮细胞中也会出现群体生长的情况，而一个优质成功的细胞培养工艺对整个药物开

发过程显得尤为重要。Schoofs等人的研究中尝试多种方法均不能有效解决细胞结团

严重的问题[142]。Peshwa等人发现，钙离子浓度越高 293T细胞结团尺寸越大但所结团

块内细胞活性良好[143]。然而，系统地研究关于钙离子影响 293T细胞结团程度以指导

调控细胞结团大小方面尚未有报道。
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综上所述，本论文的创新点有以下几个方面：

（1）优化慢病毒包装载体：筛选最优悬浮驯化条件，将 293T贴壁细胞成功驯化为悬

浮细胞；

（2）在驯化悬浮细胞基础上，进一步验证对比得出提高了慢病毒包装效率且具稳定

一致性；

（3）优化 293T悬浮细胞转染条件：对转染参数中的 DNA：PEI比例与质粒配比进行

优探究；

（4）在悬浮细胞结团现象中，揭示了在一定范围内，通过调节 Ca2+浓度与螯合剂

（EDTA）添加量可以改变细胞结团生长状况。

4.3 论文的不足之处

本实验通过对 293T 贴壁细胞快速适应成合格的悬浮细胞后，需要冻存作为后续

细胞库以备研究或工艺大规模生产时，因此冻存液的条件配制比例及成份势必会对细

胞复苏后的状态和增长活力产生很大影响。由于时间有限本文中尚缺乏对冻存方法和

冻存液配方稳定性的优化研究。

在慢病毒载体由贴壁转变为悬浮状态后，对其转染参数的 DNA：PEI与质粒配比

采取优化研究后，是否其它的转染参数仍继续同样适用在改变状态后悬浮微载体中，

有待进一步研究验证。
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5 展 望

在本研究中，建立了一种高效的方法，只需一周的适应时间，无需微载体的成本，

完成了贴壁细胞到悬浮细胞的快速适应。病毒包装可直接使用悬浮的 293T细胞进行，

从而减少了细胞消化所需的时间。此外，这种方法充分利用了三维空间来生产高密度

培养物，从而解决了高劳动力成本、高空间要求、产品批次质量不稳定以及在贴壁条

件下扩大规模受限等问题。其中还有一些需要优化及解决的问题，接下来将继续开展

如下工作：

（1）优化慢病毒转染参数条件中的转染参数，比如：转染密度、转染温度、收毒时

间、蛋白表达增强剂等的优化。

（2）基于包装的慢病毒转染体外原代 T细胞，制备出 CAR-T继而探索在体外以及在

老鼠体内的杀伤毒理作用。
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