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无血清培养 HAb18 细胞的生长代谢与

抗体分泌特征

李玲米力*谢丽刘蓉冯强徐力青陈志南*

(第四军医大学细胞生物学教研室，西安 710032)

摘要 通过逐步降低血清浓度， HPLC氨基酸分析及正交实验筛选研制了 HAb18 杂交瘤细

胞的无血清培养基。对在该无血清培养条件下的细胞进行了计数，对培养上清液进行了葡萄糖、谷

氨眈脏、乳酸和氨浓度以及抗体分泌量和抗原结合活性测定，并对动力学参数进行了分析，结果

表明 HAb18细胞在无血清培养条件下达到的最大细胞密度和抗体分泌量分别为 0.91 x 106个Iml和

43.8 mgIL;细胞比生长速率较在有血清条件下稍有下降，而抗体合成这率提高(0.0207/h比 0.02181

h, 0.387 pg/cell/h比 0.218 pg/cel胁 ， P<O.Ol)。无血清培养时葡萄糖和谷氨眈胳消耗无明显变化，

但乳酸浓度降低，氨浓度升高;此外，分泌抗体的抗原结合活性增加。研究无血清培养条件下的

HAbl8 细胞生长代谢和抗体分泌特征可为建立 HAb18 元血清悬浮流加培养工艺打下基础。

关键词 杂交瘤细胞:无血清培养:细胞生长:细胞代谢:抗体分泌

无血清培养是当今细胞培养领域和工业化生物

技术药物研发的热点与趋势。无血清培养基(serum

free medium , SFM)采用己知分子结构和构型的组

分，成分明确、质量一致，有利于提高动物细胞

产品生产的稳定性并使细胞产品易于纯化，降低生

产成本，尤其是可进行培养基成分的选择性添加，

以及培养过程的代谢优化[1 ，2]。然而商业化无血清培

养基缺乏广泛的通用性，无法进行培养成分的优

化，且具有与血清类似的不足，如替代成分来源不

明或为动物来源等问题[3]。因此，针对各个不同的

细胞而言，仍需发展适合细胞自身特点的无血清培

养基。我室建立的抗人肝癌单克隆抗体 HAb18 日前

己获得 SFDA 批准的新药证书(⑧S20050039)，即将

投入市场用于原发性肝癌的治疗。以肝癌单抗

HAb18 为目标产品，进行杂交瘤细胞 HAb18 的规模

化生产放大，迫切需要研制适于 HAb18 细胞生长增

殖的无血清培养基。

本文采用逐步降低血清浓度，在分析杂交瘤细

胞 HAb18 对培养基中氨基酸利用的基础上，对

DMEM/F12 培养基进行初步优化:再采用正交实验

筛选无血清替代成分，研制出适宜杂交瘤细胞

HAb18 长期生长传代的无血清培养基，实现了无血

清低蛋白培养。同时，对杂交瘤细胞 HAbl8 在含

血清与无血清两种不同培养条件的细胞生长，细胞

代谢及抗体分泌进行了比较。

1 材料与方法
1.1 细胞株

杂交瘤细胞HAb18由本教研室建立(中国微生物

菌种保藏管理委员会普通微生物保藏中心保藏，保

藏号: CGMCC No 0426) ，分泌高特异性、高亲

和力的抗人肝癌单克隆抗体 HAb18 (IgG 1 ) 。

1.2 培养基及添加物

DMEM、 Ham's F12、胎牛血请为 Hyclone 公

司产品，膜岛素、转铁蛋白、亚晒酸铀、乙醇脏、

2- 至在基乙醇、 ATA 和 PF-68 等均购自 Sigma 公司，

谷氨酷胶、碳酸氢铀、氨基酸等为国产。

1.3 无血清培养的适应过程

常规培养基为 DMEMIF12 添加lO%FBS。采用

分阶段降低血清法:将处于对数生长期、细胞活性

大于 95%、在 10%FBS 稳定生长的细胞，以 0.3 x 
106 个 Iml 传代于常规培养基(759毛)与 SFM(25%)混合

的培养基中。当细胞密度大于 0.6 X 106 个 Iml 时，

再以 0.3 X 106 个 Iml 的细胞密度传代，如此重复 3
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代，宣至细胞比生长速率趋于稳定，活性维持在

90% 以上。用同样的方法使细胞适应在 5% 、 2.5% 、

1% FBS 及 SFM 培养基中生长。一旦细胞能在 100

%SFM 中成功地连续传代 3 次以上，即认为细胞适

应了 SFM 。

1.4 基本培养基优化

将己适应低/兀血清培养条件的 HAb18 细胞转

入DMEMlF12无血清基本培养基培养24h，用 HPLC

分析测定 HAb18 细胞在无血清培养条件 F氨基酸的

利用情况，据此调整优化基本培养基氨基酸浓度。

1.5 无血清添加成分及浓度的正交实验筛选

以 DMEM/F12 为基本培养基，采用 L8(27)正交

模式，分析月夷岛索、转铁蛋白、亚晒酸饷、乙醇

胶、 2- 琉基乙醇、 ATA和 PF-68 等 7种成分对HAb18

细胞生长的影响，以细胞比生长速率为评价指标，

确定￡血清替代成分组合及浓度水平。每种组合对

细胞生长影响的实验均重复 3 次。添加成分及浓度

水平见表 1 0 

1.6 培养效能验证

分别用 SFM、含 10%FBS 的 DMEM/F12 培养

基以及商品化无血清培养基 CCM1 ，在方瓶及摇瓶

(B.Braun 公口忖中进行平行对照实验，进行细胞生

长、细胞代谢、抗体分泌及抗原结合活性的比较。

不同培养条件的平行对照实验均重复 3 次。细胞计

数采用血球计数仪及台盼蓝染色法:葡萄糖和谷氨

酷肢浓度测定采用 YSI 生化分析仪进行;乳酸和氨

离子浓度检测分别采用乳酸脱氢酶法和前酌蓝比色

研究论文·

法:抗体定量采用竞争 ELISA 法:抗原结合活性

检测采用 FCM 和间接 ELISA 法。细胞生长与抗体

生成的动力学参数计算公式为:比生长速率

LnX句 -LnX，
μ= ιtl l(1川抗体比生成速率

Ab句 -Ab，
qMAb = X1 + 元， 且 (pg/cell/h)。式中 : Ab 为抗

」王土的一 11 ) 

体浓度 ;X 为细胞密度 ; t 为培养时间。

2 结果
2.1 基本培养基氨基酸浓度优化

从图 1 可看出， HPLC 分析静止培养 24 h 后

HAb18 细胞对非必需氨基酸如组氨酸和脯氨酸的消

耗达 70%; 对 5 种必需氨基酸如蝴氨酸、亮氨酸、

异亮氨酸、苯丙氨酸和蛋氨酸消耗接近 50%。依据

公式:cr=c:fM+(pcffM-cjtM)分别给于相应
的补充叭 Cf 、 c:fM 和 cjTf 分别为培养基中第
i 种氨基酸在新培养基添加后，未添加起始条件和

未添加培养后期的浓度。 P 为比例系数，通常设置

为 0.7 。

2.2 无血清添加成分及浓度确定

从正交实验结果直观分析来看; 5#方案达到的

细胞密度最高(55.8 X 104 个 Iml) ，接近于 10%FBS

组(62.3 X 104个 Iml)和 CCM1 组(64.3 X 104 个Iml)(表

2)。各因素不同水平对细胞生长有不同的影响。极

表 1 无血清替代成分浓度及水平表

水平\怯l素\ 膜岛素 转铁蛋臼 飞lJi晌酸饷 乙醇胶 2- 流基乙醉 ATA PF-68 
(mg/L) (mg/L) (nmol/L) (μmol/L) (μmol/L) (μmol/L) (%) 

5 5 10 10 25 5 。

2 15 10 30 25 55 50 0.1 

400 

11 
口 o h.24h 

t:::: 300 

j 250 ~ 11 * * 1. ** 
「寸 n * 

丁:S 200 
专乏

~ 150 
弘叫~ 

4项 100

50 

。

Ser Lys Thr Val Leu lIe Phe Met NH J Ala Arg His Gly Glu Cys Tyr Pro 

图 1 HAb18 杂交瘤细胞静止培养时 HPLC氨基酸消耗分析

* 必需氨慕酸; ** 非必需氨基酸。
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差 R值显水: PF68 两水平间极差最大，其次为 ATA

和膜岛素，因而选择 K值较大的水平，如1夷岛素和

PF-68 选取高浓度水平(分别为 15μg/ml 和 0.1%) ，

ATA 选择低浓度水平，即 5μmol/L。后四者极差

R 值均小于 5 ，其不同水平对于细胞生长影响的差

异较小，可任选其一:为降低成本，我们选择了

较低浓度水平。

2.3 HAb18 细胞的无血清适应培养

分阶段缓慢降低血清过程中，在血清浓度依次

降低至 2.5% 时，前 1-2 代细胞生长不受影响，随

后细胞生长减慢， μ 由 0.04/h 降低至 0.03/h ， 8 代

后己适应在较低血清浓度生长，活性维持在 80% 以

上。细胞由 1 %FBS+SFMI8 转入无血清培养基后，

在培养的前2代细胞也没有表现出不适应现象， μ维

持在 0.03/h 左右，但出现细胞结团现象。培养至第

3 代以后，细胞生长缓慢， μ 迅速降至 0.02/h 以下，

细胞结团严重:第 6 代时，细胞活性下降至 60%

(图 2 中显示为 0.6); 随后细胞活性和生长速率缓慢增

加，到 20 天(连续传代 10 次)生长开始加快，比生

长速率恢复到 I%FBS+SF肌118 的水平，细胞密度恢

复至 10%FBS 的水平(1 X 106 个 Iml)，细胞活性开

始回升，此时细胞结团仍然较为严重。再经过连续

传代 22 天后，细胞开始正常生长， μ 维持在 0.031

h 左右，细胞结国缓解。

2.4 培养效能比较

将 HAb18 杂交瘤细胞以 0.3 X 106 个 Iml 的细胞

密度分别接种到 SFM18 和lO%FBS 培养基进行培养

81 
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玲等:无血清培养 HAb18 细胞的生长代谢与抗体分泌特征
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图 2 HAb18细胞无血清适应过程中细胞密度和比生长速率

的变化

10 

效能比较(图 3)。从细胞生长来看， SFM18 和 10%FBS

获得的最大活细胞密度分别为 0.91 X 106 个 Iml 和

1.093 X 106个/时，对数生 l乏期 μ 分别为 0.0207/h和

0.0218/h。虽然 SFM18 支持的细胞最大活细胞密度

和 μ 略低于 10%FBS 培养条件，但培养周期延长。

就抗体合成而言， SFM18 的抗体产量高于 10%FBS

(43.8 比如 mg且)， qMAb 亦升高(0.387 比 0.218 pg/celV 

h , P<O.OI) 。此外，与 10%FBS 相比， SFM18 培

养条件下葡萄糖和谷氨酣肢消耗无明显变化，但乳

酸浓度降低，氨浓度升高，提示无血清培养条件 F

其他氨基酸消耗需求增加。

在抗原结合活性方面， SFM18 培养制备的 IgG

与靶细胞FHCC98 (本研究中心鉴定保存)l51结合的平

均荧光强度和阳性率与CCMl 接近，而略高于 10%FBS

(252 :!:: 4.0 比 233 :!:: 2.5 , P>O.OI; 99.97% 土 0.02
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均值

1 1 1 1 1 

2 1 1 1 2 

3 1 2 2 1 

4 1 2 2 2 

5 2 1 2 1 

6 2 1 2 2 

7 2 2 1 

8 2 2 1 2 

9 DMEM/F12 

10 D如iEM/FI2+10%FBS

11 CCMl 

Kl 30 35.93 32.03 33.8 33 .4 38.38 25.23 

K2 38.35 32 .43 36.33 34.55 34.95 29.98 43.13 

R-8.35 3.5 -4.3 -0.75 -1.55 8 .4 -17.9 

表中 A J.J ß夷岛素. B 为转铁蛋白 .C 为、IH西酸纳 .D 为乙醉眩. E 为二~)1f.基乙醉. F 为 ATA. G 为 PF-68 ;表中画和 K2 分

别为各 Jj.;J 素取第 l 水平或取第 2 水平的 4 次实验之细胞密度值总和的算术平均值; R /-J Kl 和 K2 值的极差，采用i'.í.接计算的方法获得，

当 R 的绝对值大于 5 时，表明该因素对细胞密度有较大的影响。另外，讨论其中 个因素时，其他的因素按照 IF交设计表设计取相

应的水半。采用 SPSSI2.0 对各组的细胞密度值进行方差分析，结果表明1夷岛素、 ATA 和 PF-68 对 HAb18 细胞生长及增F宣布明显的

促进作用，且差异有显著意义(P<O.OI) 。
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图 3 无血清培养 HAb18细胞的细胞生长代谢与抗体合成特征

A: 不 IciJ条件卡的 HAb18 细胞牛长情况; B: 不同条件下的抗体分泌情况; C: 不同条件r: HAbl8 细胞的葡萄糖消耗和乳酸生成情况:

0: 不 1，;]条件 FHAb18 细胞的谷氮酷版消耗和氮生成情况。

5。 50 (8) 2.0 圈圈圃伞 i二: HAbl8G/CDI47 
CCMI IO%FBS SFMI8 
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图 4 无血清培养 HAb18细胞的抗原结合活性

A 个H条件ilJlJ 备的 IgG 与靶细胞 FHCC98 的免疫结合活性; B: 小|司条件制备的 IgG 勺靶抗原 HAb18G/COI47 的免疫结合活性。

比 97.229毛:::!:: 1. 4 , P>O.OI) ( 图 4A) 。与靶抗原

HAbI8G/CDI47(本研究中心鉴定制备)[6J全长和胞外

区结合的A响值亦高于1O%FBS( 1.44 士 0.09 比 1.149

:::!:: 0.35 , P<O.O 1; 1.68:::!:: 0.06 比 1 .42 土 0.08 ， P 

<0.01)( 图 4B) 。

3 讨论
本实验采用 Sato 和 Barnes 创立的合成路线，通

过正交实验筛选，在优化的 DMEMIF12 基本培养基

中添加不同组合的生长基质成分以替代血清，在 1

个月内筛选出 HAb18 杂交瘤细胞的无血清培养某

SFM18 添加成分的组合配方，成本较有血泊手fJ l古]业

化无血清培养基降低 40%，快速高效且省钱、行 }J 0 

进行无血清培养的关键步骤是无血泊或无虫叮

质"适应飞即缓慢减少培养基中血洁或蛋白质含

量，给细胞以充足的时间"适应"无血清或无蛋

白质培养基条件，并进行细胞增殖和产物分泌[3 J 。

但在无蛋白质培养条件下，部分细胞若缺乏生长增

殖或产物分泌所必需的生长因子如膜岛素或转铁蛋

白，即使经过"适应"驯化也常常会出现细胞生

长或产物分泌速率下降 f 3 , 7 J 。因而，研制成分明

确，不含动物或人源蛋白的低蛋白质化学限定培养

基是进行动物细胞规模化培养的理想选择。本研究

研制的 SFM18 组分明确，其蛋内质成分腆岛素和转

铁蛋白均未源重组表达产物，培养基中总蛋白含量

为 20 mg/L.属于低蛋白质化学限定培养基。

商品化的动物细胞培养基大多是根据细胞在低

密度培养或克隆生长的营养需要而设计的，不能完
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全适用于以动物细胞产品生产为目的的细胞培养的

需要。由于不同细胞对营养成分的需求有所不同，

培养基中某些成分的不足，可能成为细胞生长限制

性因素[8J 。如，不同的细胞系及表达产品，其氨

基酸消耗利用方式及比例是不同的[叼;某些氨基酸成

分的不足可诱导细胞凋亡发生[川，相反部分氨基酸

浓度过高时则产生毒性作用。因此，在设计无血清

培养基时，需平衡添加氨基酸，通过分析细胞对营

养的需求进行优化。本实验中采用 HPLC 氨基酸分

析，依据公式cg=CZM+(pc:?-cf产)对氨
基酸消耗在 50%-70% 的 10 种氨基酸进行添加，实

现了 DMEM/F12 基本培养基氨基酸浓度的优化。

本实验中发现，无血清培养条件下达到的最大

细胞密度比有血清培养时低(10%FBS 的 83%) ， μ 下

降，这与文献报道一致。如在无血清培养时，杂

交瘤细胞的密度仅为有血清培养时的 24%-刁75%[川l川川IJ

尽管无血i清青培养时，细胞密度有所降低，但 qMAb 却

比有血清培养增高。原因可能是:①有血清培养

时，细胞往往不能较长时间地维持在较高密度(大

于 106个徊。，同时衰老死亡的细胞释放细胞内的蛋

白酶至培养基中，引起目的产物降解:②无血清培
养时，细胞处于G。期或 G1 期延长，培养周期延长，

因而目的产物产量增加[12J. ③血清中含某些抑制因

子:④细胞生长也可能影响抗体分泌。当细胞处于

相对低 μ 的情况下，用于细胞增殖的能量减少而用

于产物合成的能量增加，有利于抗体的合成。因

此，无血清培养时细胞密度降低，但 qMAb 增加。

除了采用 μ和 qMAb 作为无血清培养基优化的评

价指标之外，本实验引入了抗体的抗原结合活性这

一反映细胞培养产物生物学活性的指标。我们的结

果表明采用无血清培养之后，培养产物的抗原结合

活性均反而较有血清时提高，其原因可能在于血清

中的抑制因子被去除的缘故。
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Characteristics of HAb18 Cell Growth, Cell Metabolism and Antibody 

Synthesis under Serum Free Culture Condition 

LingLi, Li M户， Li Xie, Rong Liu, Qiang Feng, Li-Qing Xu, Zhi-Nan Chen* 
(Department ofCell Biology, the Fourth Military Medical University, Xi'an 71ω132， China) 

Abstract A serum free medium for hybridoma HAb18 was obtained through decreasing the serum 
concentration gradually, analyzing arnino acids exhaustion with HPLC and screening serum supplement through 
orthogonal experiment. Cell grown in serum free medium was subjected to cell counting. Supematant from the 
spent medium were pooled to determine the concentration of glucose, glutamine, lactate and ammonia. Moreover, 
not only antibody yield and antigen binding activity were detected, but dynamic parameters were analyzed. Our 
results showed that the maximum cell density and antibody production in serum free medium were 0.91x106 cells/ 
ml and 43.8 mg/L, respectively. Although the specific cell growth rate reduced slightly, antibody productivity 
increased (0.0207/h vs. 0.0218血， 0.387 vs. 0.218 pglcell/h, P<0.01). Glucose and glutarnine exhaustions in serum 
free medium were similar to that in serum containing medium; while lactate production cut down and ammonia 
production enhanced. Likewise, antigen-binding activity increased. Taken together, studies on characteristics of 
HAb18 cell growth, metabolism and antibody synthesis in serum free medium would lay a foundation for HAb18 
serum free suspension fed-batch technology. 

Key words hybridoma cell; serum free culture; cell growth; cell metabolism; antibody production 
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