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简介
哺乳动物上游生物过程开发的目标之一
是将过程转移到具有鲁棒性和安全性的
临床制造，并且最终产生足够的材料以
满足研究需求。这些过程开发团队越来
越多地被要求在更少的时间内做更多的
事情。因此，自动培养策略作为减少开
发工作的方式变得越来越流行，并且其
副效益已经显示出过程性能和产品属性
稳定性改善。 

细胞培养的主要培养组分是葡萄糖，用
作细胞内所有生长和能量途径的起点。
确保细胞没有太多或太少，使其能够快
速生长并使产物分泌最大化。此外，已
经注意到，过高的葡萄糖浓度对分泌的
可溶性蛋白的糖基化速率具有影响。因
此，控制可用的葡萄糖将改善最终产物
上的糖基化模式的一致性并可能改善质
量。 

作者：  
Stuart Tindal, Sebastian Ruhl, Diana Hesse 

在本应用说明中，记录了如何建立葡萄
糖培养控制的逐步示例方法。材料和方
法展示了如何使用 Sartorius Stedim 
 Biotech 硬件和设备来实现。数据结果和
讨论的概述已给出，以强调将该方法应
用于其它过程的一些关键益处。 

材料与方法
BIOSTAT® B-DCU 用作生物反应器控制系
统。BIOSTAT® B-DCU 是用于高级过程优
化和表征的生物反应器，具有葡萄糖浓
度控制器选项。BioPAT®Trace 的集成允
许实时监测葡萄糖水平，从而在 
BIOSTAT® B-DCU 控制软件中实现用户定
义的葡萄糖设定值。前两次运行，原位
葡萄糖浓度通过不连续的非连续补料维
持。随后，第三次运行利用了使用限定 
PID 设置的葡萄糖设定值控制器和内部
速度控制的蠕动泵。 
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BioPAT® Trace 设置为 20 分钟的采样速率，用于透析模式葡萄
糖和乳酸盐测量。作为计划选项卡功能的一部分，它被设置
为完全自动化和自校准协议。每 17 天运行使用 12L 的转移缓
冲液，两种校准溶液（高：10 g/L 葡萄糖；低：1 g/L 葡萄
糖）和连接到管组的 10L 废物容器。准备透析探针，填充并
安装到 UniVessel® Glass 5 L 中，然后连接到 BioPAT® Trace 管
组，并在接种前灌注用于分析。    

UniVessel® Glass 5 L 配有两个 3 叶片叶轮，用于低剪切应力和
细胞肉汤的良好均质化。叶片角度为 30°并设置为向下泵
送。所有试验都使用带孔的环形分布器。此外，容器装备有
用于进料的若干端口、典型 pH 传感器、pO2 传感器、透析探
针、排气冷却器和气体过滤器。

为了评估 BioTat® B-DCU 中的 BioPAT® Trace 集成，采用了 CHO 
分批补料过程。17 天的培养包括 3 天的批阶段和 14 天的分
批补料阶段。在用 0.3+106 个细胞/mL 接种后，通常在第 8 天
达到 25-30+106 个细胞/ mL 的峰值活细胞密度（VCD），存活
率为 99％。在接下来的 9 天死亡阶段后，VCD 应当高于 10+ 
106 个细胞/ mL，在收获时具有超过 50％ 的存活率。

从第 3 天的批式进料包括补料培养基 A（FMA）、补料培养
基 B（FMB）和高度浓缩的葡萄糖溶液（400 g/L）。FMA 和 
FMB 的进料量在整个分批补料阶段是恒定的。通常在第 7 
天，需要另外的葡萄糖来维持细胞肉汤中至少 3 g/L 的葡萄糖
浓度。使用连接到数字控制单元（DCU）的天平和泵以及 
SCADA 软件 BioPAT® MFCS 的 S88 配方的天平和泵自动执行进
料过程。

分析是此评估的一个重要部分。其中，离线葡萄糖和乳酸盐
测量使用 Radiometer ABL 800 basic 进行。使用 Cedex HiRes 分
析 VCD 和活力。 

使用以下特性进行总共三个不同的试验：

1. 监控 
  微量技术仅用于监测整个培养期间的在线葡萄糖趋势。

2. 在线值替代离线测量 
  在 CHO 培养期间，每天取样。离线葡萄糖值用于填充生物
反应器中的某一葡萄糖浓度。在试验 2 中，使用葡萄糖在
线值代替该进料程序的离线值。

3. 葡萄糖控制 
  在第三次试验期间，在 6 天后激活 6g/L 的葡萄糖控制。通
常将 FMA 的快速批式进料改为连续进料以降低葡萄糖浓度
峰值。 

试验 1 和 2 的培养方案：

分批
3 天

分批补料
14天

收集
第 17 天

FMA 13×

FMB 13×

葡萄糖 8×

图 1：培养方案 1 和 2

对于试验 1 和 2，培养方案相同。在批阶段期间，没有将培
养基进料到培养物中。在第 3 天，开始每日批式进料 FMA 和 
FMB。在葡萄糖降至低于 6 g/L 之后，开始补充葡萄糖进料
（400 g/L）。

分批
3 天

分批补料
14天

收集
第 17 天

FMA cont.

FMB 13×

葡萄糖浓度

图 2：培养方案 3

在试验 3 中，将 FMA 的批式进料修改为连续进料以移除葡萄
糖浓度中的每日峰值。在葡萄糖达到低于 6 g/L 的浓度之后，
开始控制进料葡萄糖溶液（400 g/L）以将葡萄糖浓度维持在 
6 g/L。



结果与讨论
批次在相同的 BIOSTAT® B-DCU 和 BioPAT® Trace 系统上顺序运
行。结果显示在图 3 和图 4 中，显示了过程批的重现性和一
致性（与历史上的黄金批相比）。BioPAT® Trace 和随后的葡
萄糖控制器的葡萄糖监测如图 5-7 所示。 
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图 3：VCD 趋势试验 1-3

试验 1 和 2 适合黄金批趋势。由于一般过程修改（连续 FMA 
进料），试验 3 的 VCD 趋势具有略微减小的峰值 VCD。最终
的 VCD 和活力良好，超过所有试验的黄金批次值。 
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图 4：IgG 趋势 

通过每日测量产物浓度（IgG 浓度，图 4）证明了所有三个试
验中的可比生产能力。由于试验三中较低的细胞生长，在该
运行中获得略低的产物浓度。 

0

2

4

6

8

10

12

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Co
nc

en
tr

at
io

n 
  [

g/
L] 

Time   [d] 

Glucose Online Glucose Offline Lacate Online Lactate Offline

图 5：葡萄糖和乳酸盐趋势试验 1

尽管在最初的 24 小时有小偏差，在线和离线测量的葡萄糖和
乳酸盐在培养期间表现良好。
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图 6：葡萄糖和乳酸盐趋势试验 2

对于试验 2，在线和离线葡萄糖和乳酸盐测量显示良好的可
比性。
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图 7：葡萄糖和乳酸盐趋势试验 3

在试验3中，在线和离线趋势符合葡萄糖和乳酸盐。在第 13 
天和第 15 天进行了不必要的重新校准（操作错误）。

从葡萄糖监测到葡萄糖控制的转变需要过程的改变。我们已
经了解，更严格的葡萄糖控制有益于过程性能和产品质量 
（参考 An Zhang 等）。考虑到这一点，尽量不要使用未试验
和测试的技术改变过程。  
因此，在进行这种改变之前，通常需要研究系统并在测量输
出附近建立置信度（与离线采样相比）并确保设备的鲁棒
性。前两个过程运行显示集成 BIOSTAT® B-DCU 和 BioPAT® 
Trace 的高分辨率监测功能，而第三个运行涉及葡萄糖控制
器。移除了与采样葡萄糖有关的生物反应器相关的总体用户
操作互动。这意味着将 BIOSTAT® B-DCU 系统维持在葡萄糖控
制状态所需的正常工作时间和非正常工作时间减少，更易于
管理。在表 1 中，给出了节省时间的概要，此外，在 
BIOSTAT® B-DCU 设置的初始阶段，用户与系统的所有互动都
已完成。 

表 1：当使用 BioPAT® Trace 进行葡萄糖测量时每批次的 FTE 资源平衡 

过程步骤 小时

跟踪探头和电子设备的设置 2

节省的采样时间 9 (18 × 0.5)

节省的时间 7

概要和结论
葡萄糖控制技术与 CHO 分批补料过程的逐步整合是成功的，
并且将过程稳态葡萄糖浓度维持在 6（+/-0.25）g/L。  

BioPAT® Trace 技术与 BIOSTAT® B-DCU 的直接集成功能正常、
用户友好、容易实现且在需要时可动态变化。由于系统包完
全来自 Sartorius Stedim Biotech，葡萄糖控制器的生命周期由
我们通过各级开发和商业制造来管理。这确保开发中发现的
益处可以转移到商业生产，用于整个产品生命周期。  

外观
将进行自动控制的不同葡萄糖浓度的进一步试验，以提高产
品浓度和产品质量属性。此外，操作员时间节省（每批 7 小
时）和可管理的工作时间不断接近全自动生物反应器。时间 [d]

浓
度

 [
g/

L]

葡萄糖在线 葡萄糖离线 乳酸在线 乳酸离线
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