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组织工程与细胞培养                                                              

表达抗-CD25单克隆抗体的 GS-NS0骨髓瘤细胞无血清
培养及代谢特性 

赵亮, 范里, 张旭, 谭文松 
华东理工大学 生物反应器工程国家重点实验室, 上海 200237 

摘  要: 抗-CD25 单克隆抗体作为免疫抑制剂拥有广阔的市场前景和巨大的经济价值。本实验以表达抗−CD25 单克隆

抗体的 GS-NS0 细胞为研究对象, 开发了支持其大规模培养和抗体表达的无血清低蛋白培养基, 批培养最大活细胞密度

和最大抗体浓度分别达 3×106 cells/mL 和 300 mg/L 以上, 比商业无血清培养基(Excell 620 + 0.2% primatone)分别提高了

100%和 46%。通过批培养实验, 研究了细胞的生长、葡萄糖和氨基酸代谢、以及产物表达特点, 并揭示了批培养过程

中初始葡萄糖浓度对 GS-NS0 细胞生长与代谢的影响规律。为优化 GS-NS0 细胞培养过程和抗 CD25 单抗成功迈向产业

化提供了重要的科学依据。 
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Metabolic characteristics of GS-NS0 Myeloma cells producing 
anti-CD25 monoclonal antibody in serum-free culture 

Liang Zhao, Li Fan, Xu Zhang, and Wensong Tan 

State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China 

Abstract: As an immunodepressant, anti-CD25 monoclonal antibody has a huge market with wide prospect and economic value. 
We developed a low protein serum-free medium for large-scale GS-NS0 myeloma cell culture and anti-CD25 monoclonal antibody 
production. Further study focused on the characteristics of GS-NS0 cell growth, glucose and amino acid metabolism, and antibody 
production. In the serum-free medium, the maximal viable cell density and antibody concentration reached above 3×106 cells/mL and 
300 mg/L in batch culture. Compared with the commercial serum-free medium (Excell 620 + 0.2% Primatone), the maximal viable 
cell density doubled and the maximal antibody concentration increased 46%. Results also showed the specific growth rate decreased 
when the glucose concentration was lower than 6 mmol/L. And the production of lactate increased when glucose concentration was 
excessively high (>30 mmol/L). These results were important to provide technique and theory basis for developing optimized 
GS-NS0 cell culture and anti-CD25 monoclonal antibody production processes. 

Keywords: GS-NS0 cell, serum-free medium, anti-CD25 monoclonal antibody, metabolic characteristics 

Anti-CD25(IL-2Rα)单克隆抗体是 T细胞活化的

阻滞剂。1992年法国医生 Hiesse等在进行肾移植时

首次采用 Anti-CD25 嵌合型单克隆抗体 (即

LO-TACT-1)作为免疫抑制剂取得了满意的治疗效
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果[1]。LO-Tact-1嵌合型单克隆抗体可减少急性排异

反应的发生, 特别是对肾移植术后急性排斥反应的

治疗具有很好的疗效[2,3]。目前, 我国用于抗移植免

疫排斥治疗的抗体药物主要靠进口 , 费用相当昂

贵。临床试验证明 LO-Tact-1 在抗急性免疫排异反

应、2年存活率等方面都优于现有产品, 其有望成为

国内第一个用于器官移植领域、具有独立知识产权

的嵌合型单克隆抗体药物, 具有十分广阔的市场前

景和巨大的经济价值。 

此外, 随着治疗性单克隆抗体的种类和需求量

的日趋增多, 与具有诸多优势的理想宿主 GS-NS0

细胞及其单克隆抗体表达过程相关的问题倍受研究

者关注。以往的研究通常集中于针对特定 NS0细胞

株的无血清培养研究[4]、过程设计与控制[5,6]以及细

胞凋亡[7,8]等方面, 但由于不同细胞株之间存在的生

长代谢和产物表达差异, 以及现有商业无血清培养

基配方保密、组分复杂、价格昂贵等因素, 因此针

对表达 Anti-CD25 单抗的 GS-NS0 细胞的无血清培

养和生长代谢特性研究成为其成功迈向产业化过程

的一项必不可少的基础工作。 

为此, 本研究以由上海新生源医药研究有限公

司和法国 Technopharm 公司合作开发的表达

Anti-CD25 的嵌合型单克隆抗体(即 LO-TACT-1)的

GS-NS0 细胞为研究对象, 首先开发了适合其悬浮

培养和抗体生产的无血清低蛋白培养基。通过批培

养实验考察 GS-NS0 细胞在无血清低蛋白培养基中

的生长代谢特性, 并了解葡萄糖等重要底物消耗和

代谢副产物积累对细胞生长、代谢和产物合成的影

响, 为 GS-NS0骨髓瘤细胞培养和抗 CD25抗体的工

业化生产过程优化和放大奠定基础。另一方面, 本

研究对 GS 系统动物细胞生长代谢所取得的认识, 

也将对其他动物细胞培养过程和抗体、重组蛋白药

物等产品工业化生产提供重要的科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  细胞株 
实验所用细胞株为 GS-NS0 骨髓瘤细胞, 分泌

抗 CD25 嵌合型单克隆抗体 LO-Tact-1[9], 由上海新

生源医药研究有限公司提供。 

1.2  培养基 
在 DMEM/F12(1:1)培养基的基础上, 添加胰岛

素、转铁蛋白、胆固醇、碳酸氢钠、HEPES、Pluronic 

F68 等成分配制而成, 化学成分明确, 经 Millipore

公司 0.1 μm微孔滤膜过滤除菌。所有培养基配制所

用试剂均购自 Sigma-Aldrich公司。 

1.3  细胞培养系统和培养方法 
1.3.1  种子细胞培养 

从细胞库中复苏 GS-NS0种子细胞, 以 2×105 ~ 

3×105 cells/mL 活细胞密度接种于摇瓶中 , 置于

36.8oC、5% CO2饱和湿度的培养箱中培养, 转速为

50 r/min, 作为实验用的种子细胞。 

1.3.2  摇瓶中的批培养 

取对数生长期的GS-NS0细胞, 经 1200 r/min离

心 5 min, 弃去上清, 用新鲜的批培养培养基悬浮细

胞。以约 4×105 ~ 5×105 cells/mL的活细胞密度接种

至摇瓶, 培养体积为 60 mL, 置于 36.8oC、5% CO2

饱和湿度的培养箱中培养, 转速为 50 r/min。培养过

程中每隔约 12 h取样, 计数细胞, 经 3000 r/min离

心  10 min后取上清测量渗透压, 并作生化分析。 

1.3.3  反应器中的批培养 

取对数生长期的GS-NS0细胞, 经 1200 r/min离

心 5 min, 弃去上清, 用新鲜的批培养培养基悬浮细

胞。以约 4×105 ~ 5×105cells/mL的活细胞密度接种

至反应器(2 L BIOSTAT B, 德国 B.Braun公司, 在线

监控软件 MFCS/win1.1), 培养体积为 2 L。反应器操

作条件: pH (7.0 ± 0.1), DO为 50%空气饱和度, 温度

为 36.8oC, 搅拌转速为 50 r/min。培养过程中每隔约  

12 h取样, 计数细胞, 经 3000 r/min离心 10 min后

取上清测量渗透压, 并作生化分析。 

1.4  测定和分析方法 
1.4.1  细胞计数 

取样约 1.5 mL置于 24孔板内, 吹打均匀后加入

适量 0.4%台盼蓝染色后, 用血球计数板计数, 每个

样品计数 3次, 取平均值。 

1.4.2  葡萄糖、乳酸和氨浓度测定 

葡萄糖浓度采用 GOD-POD葡萄糖试剂盒(上海

生物制品研究所)测定。原理: 葡萄糖经葡萄糖氧化

酶氧化成葡萄糖酸, 并产生过氧化氢, 后者与苯酚

及 4-氨基安替比林在过氧化物酶作用下产生红色化

合物, 该有色化合物在 505 nm波长的吸光度与葡萄

糖浓度成线性关系。操作按说明书进行。 

乳酸浓度采用乳酸测定试剂盒(南京建成生物
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工程研究所)测定。原理: 以 NAD+为氢受体, LDH催

化乳酸脱氢产生丙酮酸, 使NAD+转化为NADH, 与

吩嗪二甲酯硫酸盐(PMS)和氯化硝基四氮唑蓝(NBT)

生成紫色呈色物, 在 530 nm波长的吸光度与乳酸含

量成线性关系。操作按使用说明书进行。 

氨浓度采用改进的 Berthelot尿素氮测定试剂盒

(上海生物制品研究所)比色法测定, 不使用脲酶, 改

用 5 mmol/L NH4Cl作为标准液。原理: 在碱性条件

下, 氨经次氯酸氧化生成的氯胺与苯酚被硝基铁氰

化钠催化生成蓝色的靛酚, 在 550 nm波长的吸光度

与氨含量成线性关系。操作按使用说明书进行。 

1.4.3  氨基酸浓度测定 

采用 Waters 公司提供的氨基酸测定试剂盒

及 AccQ· Tag 方法 , 反相高效液相色谱系统      
(1525 Binary HPLC pump, 717plus Autosampler, 2487 
Dual λ absorbance detector, Nova-Pak C18 4 μm   
3.9 mm×150 mm column, Waters)测定, 按使用说明

方法操作。 

1.4.4  单抗浓度测定 

采用 ELISA酶联免疫吸附法测定[10]。用包被液

按滴度 1:200 稀释一抗鼠抗人 IgG1 重链单抗, 以

100 μL/孔加至 96孔酶标板内, 37oC 2 h或 4oC过夜

(16~18 h)。洗板 3次, 用封闭液, 以 200 μL/孔加至

板内, 37oC 放置 2 h。将封闭好的酶标板洗板 3 次,   

5 min/次。标准品和待检样品均以 100 μL/孔加至板

内, 37oC放置 1 h。洗板 3次, 5 min/次。用稀释液按滴

度 1:500稀释二抗HRP-鼠抗人Kappa轻链, 以 100 μL/

孔加至板内, 37oC 1 h。洗板 10 次, 5 min/次。以    

100 μL/孔加入底物 TMB 显色液, 室温显色 5 min, 

以 50 μL/孔加入终止液终止反应。将酶标板放入酶

标仪中, 选择 450 nm为测定波长, 655 nm为参比波

长测定吸光度。所用单克隆抗体购自 Zymed公司。 

2  结果与讨论 

2.1  混合脂添加剂对 GS-NS0 细胞生长的影响 
NS0 骨髓瘤细胞通常为胆固醇营养缺陷型 [11], 

虽然已有报道一些非胆固醇缺陷型的亚株能成功生

长于无胆固醇的培养基中[11−13], 但一般用于 NS0 细

胞培养的培养基中需要加入胆固醇。 

因此, 包含胆固醇的混合脂类添加剂是 NS0 骨

髓瘤细胞无血清培养基特有的重要无血清添加物。

经过反复试验、筛选与优化 , 最终形成编号为

NS0-I3 的混合脂添加剂(由胆固醇、维生素 E 等配

制而成)。图 1 为商业混合脂添加剂 CLC(Gibco)和

NS0-I3对 GS-NS0细胞生长的影响。 

 

图 1  混合脂添加剂对 GS-NS0 细胞生长的影响 
Fig. 1  Effect of complex lipids on GS-NS0 cell growth. 

 
在不添加混合脂的培养中, 细胞生长受到严重

影响 , 比生长速率随着传代次数的增多逐渐下降 , 

直至最后变为负值。对比添加商业混合脂 CLC 和

NS0-I3的培养过程, 细胞在添加 NS0-I3的无血清培

养基中第一代比生长速率略低 , 经过一代适应后 , 

比生长速率基本达到添加商业混合脂CLC的无血清

培养基水平, 约为 0.5 d−1。 

2.2  无血清低蛋白培养基开发 
以 DMEM/F12 (1:1)为基础培养基, 添加血清替

代物如胰岛素(Insulin)、转铁蛋白(Transferrin)、混合

脂 NS0-I3 等组分, 形成了适合 GS-NS0 细胞悬浮培

养和产物表达的无血清低蛋白培养基 , 命名为

LP3.6。该培养基化学成分确定, 不含各类蛋白水解

物, 仅含总量低于 10 mg/L的胰岛素和转铁蛋白, 易

于分离纯化。 

图 2b 为在摇瓶中以 LP3.6 培养基培养 GS-NS0

的细胞形态, 由图可见, 细胞悬浮生长, 形态均一, 

圆而通透 , 轮廓清晰 , 且不结团 , 与商业无血清培

养基(Excell 620 + 0.2% Primatone)中的细胞形态(图

2a)相近。LP3.6 无血清低蛋白培养基能较好地支持

GS-NS0 细胞生长与产物表达, 其在摇瓶中批培养

的对数期平均比生长速率、最大活细胞密度和最大

抗体浓度分别为 0.75 d−1、3.47×106 cells/mL 和   

307 mg/L, 较商业无血清培养基(Excell 620 + 0.2% 
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Primatone)分别提高了 114%、103%和 46%, 培养周

期缩短了 30%, 过程效率大大提高(表 1)。 

 

图 2  GS-NS0 细胞在 Excell 620 和 LP3.6 培养基中的形态 
Fig. 2  Morphology of GS-NS0 cells cultivated in Excell 620 
and LP3.6 (40×). 

表 1  Excell620 和 LP3.6 培养基中细胞生长和产物表达 
Table 1  Cell growth and antibody production in Excell 620 
and LP3.6 media 

 Excell 620 LP3.6 

Xv max (106 cells/mL) 1.62 3.47 

μ (1/d) 0.37 0.75 

Duration (h) 168 117 

IVC (109 cells·d/L) 8.17 9.98 

Max antibody concentration. (mg/L) 210 307 

IVC was calculated until the viability decreased to approximately 
50%. 
 

2.3  GS-NS0 细胞的生长、代谢及抗体表达 
2.3.1  细胞生长 

图 3 所示为 GS-NS0 细胞在 2 L 生物反应器中

的批培养细胞生长曲线。以 0.51×106 cells/mL 的活

细胞密度接种至新鲜的 LP3.6 无血清培养基, 细胞

活性为 91.7%, 基本未观察到延迟期, 细胞直接进

入对数生长期。当培养至 91 h时活细胞密度达到最

大 , 为 3.68×106 cells/mL, 此时的总细胞密度为

3.89×106 cells/mL。随后细胞进入衰亡期, 活细胞密

度迅速下降。细胞在对数生长期的最大比生长速率

为 0.85 d−1, 平均比生长速率为 0.73 d−1。由图可见在

活细胞密度达到最大值之前, 培养过程中的细胞活

性持续上升; 而当细胞进入衰亡期后, 细胞的活性

则迅速下降。 

2.3.2  葡萄糖代谢 

在批培养的对数生长期内(15~58 h), 培养环境

中的葡萄糖浓度变化较大, 如图 4 所示。细胞的葡

萄糖比消耗速率和乳酸比生成速率也迅速下降。此

阶段乳酸平均产率 YLac/Gluc约为 1.23 mmol/mmol。

在此阶段细胞对葡萄糖的主要代谢去向分布基本保

持不变, 理论上约有 60%的葡萄糖经过糖酵解途径

生成丙酮酸后, 在乳酸脱氢酶的作用下生成了代谢

副产物乳酸。 

 

图 3  GS-NS0 细胞批培养的生长曲线 
Fig. 3  Growth curve of GS-NS0 cells in batch culture. 

 

图 4  GS-NS0 细胞批培养中的葡萄糖与乳酸代谢 
Fig. 4  Metabolism of glucose and lactate in batch culture of 
GS-NS0 cells. 
 

对数生长期后期, 即培养至 69 h 后, 细胞的生

长受到了影响, 比生长速率迅速下降。此时培养环

境中的葡萄糖已消耗至 5 mmol/L以下, 乳酸已不再

生成, 开始消耗, 且消耗速率略有增大。此现象表明, 

用于细胞生长的重要碳源和能源物质葡萄糖已供不
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应求, 需通过消耗乳酸生成丙酮酸来补充葡萄糖供

给的不足。 

2.3.3  谷氨酸、谷氨酰胺及其他氨基酸代谢 

对于 GS 系统的细胞而言, 培养环境中的谷氨

酸是细胞重要的氮源物质和能源物质。谷氨酸一方

面可在谷氨酰胺合成酶作用下合成细胞生长和产物

合成所必需的谷氨酰胺; 另一方面, 经谷氨酸脱氢

酶催化脱氢生成α-酮戊二酸和氨, 或者和丙氨酸(或

草酰乙酸)在转氨酶催化作用下生成α-酮戊二酸和

丙酮酸(或天冬氨酸)等非必需氨基酸, 生成的α-酮

戊二酸进入三羧酸循环。实验表明在 GS-NS0 细胞

的培养基中加入谷氨酰胺, 有利于细胞生长与产物

合成。因此, 在培养基中加入了适量的谷氨酰胺。

图 5 为培养过程中谷氨酸、谷氨酰胺和其主要代谢

副产物氨、丙氨酸的浓度变化。由图可以看出, 谷

氨酸和谷氨酰胺浓度在培养过程中不断降低, 副产

物氨的浓度虽然缓慢增加, 但在整个过程中氨浓度

的变化并不显著, 培养结束时氨的最大浓度也不到

2 mmol/L。随着培养过程的进行, 当谷氨酰胺消耗

到一定程度时, 参与细胞合成和抗体生成的谷氨酰

胺可能一部分需要由谷氨酸合成, 同时会消耗一部

分氨。过程中丙氨酸持续累积生成, 对数生长期结

束时浓度为 1.90 mmol/L, 为初始的 1.5 倍, 终浓度

达到了 3 mmol/L以上。 

 

图 5  批培养过程中谷氨酸、谷氨酰胺、氨和丙氨酸的浓

度变化 
Fig. 5  Concentrations of glutamate, glutamine, ammonia, and 
alanine in batch culture. 
 

在批培养的对数生长期谷氨酸的平均比消耗速

率为 0.91 mmol/(109cells·d), 谷氨酰胺的平均比消耗

速率为 0.58 mmol/(109cells·d)。细胞在对数生长期结

束后, 谷氨酰胺已消耗至较低的浓度, 谷氨酰胺的

比消耗速率也大幅下降, 此时由于细胞整体代谢活

性的降低, 谷氨酸的比消耗速率也略有下降。 

在参与 GS-NS0 细胞生长、代谢的氮源底物中, 

除了谷氨酸和谷氨酰胺以外 , 还包括必需氨基酸 , 

如酪氨酸(Tyr)、胱氨酸(Cys)、组氨酸(His)、甲硫氨

酸(Met)、苯丙氨酸(Phe)、赖氨酸(Lys)、色氨酸(Trp)、

缬氨酸(Val)、苏氨酸(Thr)、精氨酸(Arg)、亮氨酸

(Leu)、异亮氨酸(Ile), 以及可自主合成的非必需氨

基酸, 如丙氨酸(Ala)、甘氨酸(Gly)、天冬氨酸(Asp)、

天冬酰胺(Asn)、脯氨酸(Pro)、丝氨酸(Ser)。图 6为

批培养过程中其他氨基酸的浓度变化, 在批培养对

数生长期结束时 , 并没有出现氨基酸耗尽的现象 , 

在整个培养过程中大部分氨基酸的浓度在对数生长

期间迅速下降, 对数生长期后直至培养结束这一阶

段浓度变化缓慢或维持不变, 而脯氨酸有所生成。 

 

图 6  批培养过程中的其他氨基酸浓度变化 
Fig. 6  Concentrations of amino acids in batch culture. 
 

表 2 为批培养过程中氨基酸在对数生长期的平

均比消耗速率。可以看出, 在这些氨基酸中除谷氨

酸和谷氨酰胺外, 苏氨酸、精氨酸、缬氨酸、亮氨

酸和赖氨酸的比消耗速率较大, 平均比消耗速率均

大于 0.15 mmol/(109cells·d), 在后续过程优化中应 

适量添加。另外 , 丙氨酸的比生成速率较大 , 为 

0.23 mmol/(109cells·d)。 

2.3.4  抗体生成 

在批培养过程中抗体浓度随批培养的进行不断

增加, 特别是在 69 h 后, 即对数生长期结束后, 细

胞开始维持直至进入衰亡期, 抗体浓度仍在持续增

加, 至批培养结束时抗体浓度达到 301 mg/L。以抗
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体累积生成量为纵坐标 , 活细胞对时间的积分值

IVC 为横坐标作图(图 7), 进行线性拟合, 发现具有

良好的线性(R2 = 0.9826), 斜率即为抗体的比生成速

率, 约为 24.4 mg/(109cells·d)。说明此 GS-NS0细胞

表达抗 CD25 嵌合型单克隆抗体与细胞生长是不相

关的, 细胞在此批培养期间具有恒定的抗体比生成

速率。在抗体比生成速率不变的前提下, 抗体的最

终浓度与活细胞对时间的积分值(IVC)成正比, 即过

程优化中提高活细胞密度和延长培养时间均会对最

终的抗体浓度起到积极的作用。 

表 2  批培养过程中氨基酸的比消耗速率 
Table 2  Specific rates of amino acids in batch culture 

Amino acids Sp. rate Amino acids Sp. rate 

Asp 0.131 Arg 0.189 

Glut 0.913 Ala −0.225 

Gly 0.142 Pro 0.084 

Gln 0.575 Tyr 0.088 

Met 0.059 Lys 0.207 

Ile 0.051 Phe 0.072 

Lue 0.167 Trp 0.022 

His 0.053 Cys2 0.100 

Thr 0.193 Val 0.188 

Unit: mmol/(109cells·d). 

 

图 7  批培养过程中的抗体累积生成量与 IVC 的关系 
Fig. 7  Relationship of cumulative antibody production and 
IVC in batch culture. 
 
2.3.5  批培养过程中初始葡萄糖浓度对 GS-NS0 细

胞生长与代谢的影响 

在 2 L 反应器中进行了不同初始葡萄糖浓度的

批培养实验, 通过考察葡萄糖浓度对细胞生长和代

谢的影响, 以期对 GS-NS0 细胞的生长代谢特性有

更进一步的认识。初始葡萄糖浓度分别为 15 mmol/L 

(Batch-1)、24 mmol/L(Batch-2)和 66 mmol/L (Batch-3), 

培养基中氨基酸均较为充足, 三批批培养结束时氨

基酸均未构成限制。由于三批批培养葡萄糖和氨基

酸浓度差别较大, 为了排除渗透压对细胞生长和代

谢的影响, 配制时在保持培养基中钠钾比的同时适

当调整NaCl和KCl的含量, 使三批批培养的培养基

具有相同渗透压。 

各批批培养中细胞的生长、代谢和产物表达的

特征参数如表 3 所列。在 Batch-1 中, 对数生长期

内葡萄糖已耗尽, 因此对细胞生长构成了严重限制, 

活细胞密度只有 1.72×106 cells/mL; 在 Batch-2 中, 

对数生长期中后期葡萄糖浓度已消耗至较低的水

平 , 对细胞生长造成一定影响 ; 而在 Batch-3 中 , 

葡萄糖浓度始终较高, 未对细胞生长产生限制作用, 

活细胞密度达到 4.26×106 cells/mL。在各批培养过

程中, 由于其他氨基酸均未构成限制, 因此较高的

葡萄糖初始浓度能够支持生长的活细胞密度也  

最高。 

表 3  各批批培养的细胞生长、代谢和产物表达 
Table 3  Growth, metabolism, and antibody production of 
GS-NS0 cells in batches 

 Batch-1 Batch-2 Batch-3

Xvmax (106 cells/mL) 1.72 3.68 4.26 

μ (1/d) 0.66 0.73 0.81 

IVC (109 cells·d/L) 3.80 11.28 9.00 

Max antibody conc. (mg/L) 102.5 301.1 253.9 

qGluc (mmol/(109cells·d)) 7.63 7.18 5.47 

qLac (mmol/(109cells·d)) 11.13 9.32 14.42 

YLac/Gluc (mmol/mmol) 1.46 1.30 2.83 

qAntibody (mg/(109cells·d)) 24.1 24.4 24.1 

 
在各批培养过程中虽然葡萄糖浓度相差较大 , 

但对数生长期内细胞的平均比生长速率基本相同。

图 8 为各批培养实验中葡萄糖浓度对 GS-NS0 细胞

比生长速率的影响。由图可以看出, 当葡萄糖浓度

大于 6 mmol/L时, GS-NS0细胞在对数生长期的比

生长速率基本保持稳定, 约为 0.66 ~ 0.81 d−1。而当

其浓度低于 6 mmol/L 时, 细胞的比生长速率明显

下降。 

在批培养过程中葡萄糖浓度持续变化, 细胞代

谢也不断调整, 尽管三批批培养对数生长期的葡萄

糖浓度有显著差异, 但葡萄糖比消耗速率相近(图 9),  
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图 8  葡萄糖浓度对 GS-NS0 细胞比生长速率的影响 
Fig. 8  Effect of glucose concentration on specific growth rate 
of GS-NS0 cells. 

 

图 9  葡萄糖浓度对葡萄糖比消耗速率的影响 
Fig. 9  Effect of glucose concentration on specific glucose 
consumption rate. 
 

对 数 生 长 期 的 葡 萄 糖 平 均 比 消 耗 速 率 为   

5.47~7.63 mmol/(109cells·d), 说明葡萄糖浓度对

GS-NS0细胞葡萄糖比消耗速率的影响不显著。 

另外 , 在葡萄糖初始浓度最高的批培养

(Batch-3)实验中, 对数生长期乳酸的平均比生成速

率最大 , 为 14.42 mmol/(109cells·d)。Batch-1 和

Batch-2 实验中葡萄糖浓度低于 24 mmol/L, 在此范

围内乳酸产率相近, 为 1.30~1.46 mmol/mmol 之间; 

而 Batch-3中葡萄糖浓度最高, 始终大于 30 mmol/L, 

乳酸产率大于 2, 约为 Batch-1和 Batch-2的 2倍, 说

明除大量的葡萄糖进行不完全氧化转化为乳酸外 , 

由其他氨基酸生成的中间代谢物丙酮酸未进行完全

氧化, 一部分从生成乳酸途径溢出。Batch-3 对数生

长期结束时乳酸已积累至 47.7 mmol/L, 过多的乳酸

积累及其带来的培养环境恶化可能是导致细胞迅速

进入衰亡期的原因。因此虽然其他氨基酸并未构成

限制, 葡萄糖也有充分富余, 但 Batch-3的最大活细

胞密度并未比Batch-2中显著提高, 甚至其单位体积

活细胞对时间的积分 IVC值还低于 Batch-2。 

在各批培养实验中 , 抗体的比生成速率接近 , 

约为 24 mg/(109cells·d), 培养上清中的抗体浓度与

IVC值成正比, 因此批培养中 IVC值最高的 Batch-2

实验, 最大抗体浓度也最高, 为 301 mg/L, 葡萄糖

浓度对抗体比生成速率没有影响。 

3  结论 

GS-NS0 细胞无血清培养需添加富含胆固醇的

混合脂 , 在此基础上形成的低蛋白无血清培养基

LP3.6, 化学成分确定, 不含蛋白水解物, 蛋白总含

量不超过 10 mg/L, 能较好地支持 GS-NS0的生长与

抗体表达。 

GS-NS0 细胞的培养过程与传统的杂交瘤细胞

和 CHO细胞明显不同, 特别是代谢副产物氨的积累

显著减少, 这一特点决定了在 GS-NS0 细胞培养过

程中副产物氨的积累将不再是导致培养结束的主要

抑制因素。因此, 在过程控制中不必对谷氨酸、谷

氨酰胺等氨的主要来源物质进行严格的限制。由于

当葡萄糖浓度低于 6 mmol/L时, 细胞生长会受到影

响, 为了获得较高的活细胞密度, 葡萄糖浓度应控

制在 6 mmol/L以上。在对数生长期, 初始葡萄糖浓

度对细胞的葡萄糖比消耗速率影响不显著, 而且在

葡萄糖浓度低于 24 mmol/L 的范围内, 乳酸产率基

本恒定。然而, 过高的葡萄糖浓度(>30 mmol/L)会导

致更多的葡萄糖进行不完全氧化转化为代谢副产物

乳酸, 加速培养环境的恶化。 

在批培养过程中抗 CD25 抗体的比生成速率基本

恒定, 不受葡萄糖浓度的影响, 约为 24 mg/ (109cells·d), 

培养过程的 IVC 值成为决定最终抗体浓度的关

键因素 , 因此提高培养过程的活细胞密度并维

持更长的培养时间 , 可望进一步提高抗体产物

的浓度。  
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