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哺乳动物细胞生产人用灭活疫苗相关技术进展
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摘要      疫苗作为预防多种疾病的主要手段, 具有接种方便、安全有效、副作用小等优点。

随着人们防疫意识的提高, 疫苗需求量的日益增长, 疫苗产业亟需增强目前的生产能力、降低成本

价格。与此同时, 国内外药品监管机构也对疫苗产品的质量提出更高的要求。该文分别从哺乳动

物细胞培养和疫苗质量控制的角度, 回顾了国内外工业化疫苗生产技术, 分析了动物细胞培养的现

状和疫苗生产中质量的控制策略, 并提出人用灭活疫苗生产技术的发展方向。
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Abstract       Vaccine has been recognized as the principal method of preventing many diseases for its superi-
ority, such as easy to vaccinate, high efficiency, less side effects, etc. People’s increasing awareness on importance 
of epidemic prevention leads to elevate demand for vaccines, which requires larger capacity and lower cost of vac-
cine industrial production. Meanwhile, the large demand makes drug supervision organizations pay more attention 
to the quality of vaccines. Based on the situation, the review summed up the development of vaccines production 
technology, analyzed the current situation of cell culture and quality control strategy of vaccines production, and 
put forward the developing direction of production technologies for human inactivated vaccine.
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自1796年英国人Edward Jenner首次发现用于预

防天花的牛痘疫苗以来, 疫苗的发展已经历了200多
年的历史。据世界卫生组织的统计数据, 疫苗每年

综述

可以挽救约600万人。作为一种经济、高效、安全、

方便的疾病预防手段, 它被认为是20世纪公共卫生

领域最重要的成就之一。现今, 人用疫苗种类主要
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包括灭活疫苗、减毒活疫苗、亚单位疫苗、重组疫

苗和DNA疫苗等[1]。其中, 较早开发的灭活疫苗, 现
今仍占据着市场的重要份额。基于动物细胞培养的

灭活疫苗生产, 其主要过程为活病毒通过哺乳动物

细胞为基质进行繁殖、扩增, 在病毒收获后将其灭

活成为没有感染活性的全病毒颗粒疫苗。其主要生

产过程可分为两个阶段, 一是细胞培养阶段、二是

病毒培养阶段。如何把握好生产阶段中细胞与环境、

病毒与环境及细胞与病毒之间的关系, 是疫苗生产

开发过程中的关键问题。该文分别从动物细胞培养

和疫苗质量控制两个方面着手, 对基于动物细胞培

养人用灭活疫苗工业化生产技术进行综述, 并对现

阶段疫苗生产现状提出可执行方案。

1   动物细胞培养
动物细胞培养技术始于19世纪后期, 至今已发

展100年有余。20世纪中叶, 该项技术首次被用于生

产病毒疫苗[2]。近年来, 随着动物细胞培养技术的日

益标准化、自动化和规模化的发展, 其已被广泛应

用于疫苗(如: 狂犬病疫苗、甲型肝炎疫苗、流感疫

苗等)制备、蛋白类药物(如: 促红细胞生成素和各种

治疗用单克隆抗体等)表达、基因治疗、干细胞移植、

人造组织器官构建等各个领域, 它已成为现代生物

科学研究和生物医学研究与开发的有力工具。哺乳

动物细胞培养作为病毒繁殖的载体在灭活疫苗生产

中发挥着至关重要的作用, 培养过程中细胞的密度

和状态对疫苗产品的质量及产量均有重要影响。

1.1   疫苗生产细胞系 
在疫苗生产细胞系的选择中 , 犬肾上皮 (Madin-

Darby canine kidney, MDCK)细胞、非洲绿猴肾(Verda 
Reno, VERO)细胞和人二倍体细胞最为常见。同时 , 
人们还在积极地驯化可悬浮培养的MDCK、VERO
细胞系及其他细胞系 , 例如 : Crucell公司的人PER.

C6细胞、人源胚胎肾细胞 (human emborynic kidney, 
HEK293)、ProBioGen公司研制的鸭AGE1.CR细胞、

Vivalis公司的鸭EB66细胞。

1.1.1   VERO细胞系      1962年, Yasumura等首次从

非洲绿猴肾细胞中分离并培养出VERO细胞系。现

今, 它是国内外各监管机构最普遍接受的疫苗生产

连续细胞系。与其他疫苗生产细胞系相比, 其具有

如下特点: (1)来源方便, 易培养; (2)由于本身存在干

扰素缺陷型, 导致它对大部分病毒敏感性较强[3-4]且

病毒增殖滴度高[5-7]; (3)一定代次内无致瘤性, 生物

安全性高; (4)成功被应用于微载体培养技术, 可实

现高密度规模化生物反应器的培养[8-9]。基于上述优

点, VERO细胞已被广泛应用于各类成品疫苗的生

产当中。目前, 得到批准用VERO细胞生产的疫苗有

流感疫苗 [10]、乙型脑炎疫苗 [11]、甲型肝炎疫苗 [12-13]、

狂犬病疫苗[14]和脊髓灰质炎疫苗[15](表1)。
1.1.2   MDCK细胞系      1958年, Madin等[16]成功从

犬肾细胞中分离出MDCK细胞系, 并进行了离体培

养, 该细胞系为单层贴壁依赖型。目前主要应用于

流感疫苗的生产当中。与其他疫苗生产细胞系相

比, MDCK细胞具有可进行全悬浮培养以及安全性

方面的优势。诺华生物制药公司已成功将其驯化成

无血清全悬浮细胞系, 并在2007年应用于流感疫苗

Optaflu的生产当中。安全性方面, MDCK细胞系仅

支持人源病毒的复制, 这大大降低了成品疫苗的潜

在副作用。同时, 虽然在下游工艺中进行了严格的

分离纯化等步骤, 但通过临床数据显示MDCK细胞

系仍存在一定的致瘤性。

1.2   动物细胞悬浮培养 
动物细胞不同于植物细胞及微生物细胞, 它没

有细胞壁, 所以在悬浮培养时对搅拌桨的剪切力更

加敏感, 环境要求也更为苛刻。传统的动物细胞在

方瓶和滚瓶中培养, 该技术已十分成熟, 但病毒产

表1   VERO细胞系生产人用灭活疫苗汇总

Table 1   Summary of human inactivated vaccine based on VERO cells
公司

Corporation
 疫苗

Vaccine

Baxter Influenza

Baxter Hepatitis A

Nederlands Vaccine Institute Polio

Aventis Japanese encephalitis

GSK Polio
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量低、生产成本高、劳动强度高, 使其不能满足现

代疫苗生产的要求。20世纪60年代, 首次出现细胞

悬浮培养技术。这项技术是从转瓶的贴壁细胞培养

发展而来, 可实现在生物反应器中进行高密度、大

规模的动物细胞培养。该技术进行疫苗生产, 不仅

能够大大提高疫苗产量, 还能有效地控制疫苗质量。

依据细胞是否贴壁可将培养方式分为: 全悬浮培养

和微载体悬浮培养两种。

1.2.1   全悬浮细胞培养      1962年, Capstick等[17]针对

细胞乳仓鼠肾细胞21(baby hamster kidney 21, BHK-21)
进行悬浮培养研究 , 并在1965年将其应用在微生物发

酵罐中 , 完成了首个全悬浮细胞兽用疫苗的生产 [18]。

自此全悬浮细胞培养技术凭借其诸多优点 , 成为蛋白

及疫苗制造行业的研究热点。全悬浮细胞培养技术

的最大优点是可用于传统搅拌型发酵罐进行大规模

培养 , 通过对罐体内环境进行精细的工艺控制 , 从而

获得大产量、高质量的蛋白及疫苗产品。其在蛋白

表达领域贡献尤为突出 , 研究人员研发出多个优秀的

细胞系, 如: 小鼠骨髓瘤NS0细胞(mouse myeloma line, 
NS0)和中华仓鼠卵巢细胞 (Chinese hamster ovary cell, 
CHO)等。在人用灭活疫苗方面, 现只有MDCK细胞实

现了通过全悬浮细胞培养的方式进行疫苗生产[19-21]。

1.2.2   微载体悬浮培养      在疫苗生产中, 研究者发

现有些细胞系被驯化成悬浮细胞后, 其性状会发生

一定的改变, 不再适合于疫苗的生产。微载体细胞

悬浮培养技术通过将贴壁细胞系依附于微载体的

方式, 使贴壁细胞可悬浮培养。该方式绕过了传统

的全悬浮细胞的驯化过程及性状改变问题, 为细胞

的悬浮培养提供了新思路、新方法。该系统于1967
年由van Wezel[22]首次发表。1981年, VERO细胞受

到WHO的批准, 可作为人用疫苗的生产基质。微载

体悬浮技术较普通的静置培养方式有着诸多的优

点: (1)大大增加了比表面积, 有效节约空间; (2)应用

于生物反应器中, 更易于培养条件的精准控制; (3)
易于放大, 人力成本低等。疫苗的生产及研究中广

泛使用该技术, 特别是: MDCK细胞、MRC-5细胞、

BHK细胞等, 其中VERO细胞的应用最为广泛也最

为成功。美国百特生物科技公司(Baxter)在其流感

疫苗的生产当中, 已成功实现了6000 L生物反应器

规模的VERO细胞微载体培养。

1.3   个性化细胞培养基 
对于现阶段疫苗生产而言, 传统的DMEM等商

业化培养基, 已不能满足大规模疫苗生产的需求。

商业化培养基主要存在价格昂贵、不利于产业化生

产以及不能满足个性化营养需求等缺点。同时, 培
养基中血清的添加虽然能满足细胞培养营养需求, 
但其成分不明确、容易污染等缺点不易被广泛接受。

因此, 个性化无血清培养基的研究和应用已成为工

业疫苗生产的必要途径。开发最适合其细胞特性的

个性化细胞培养基, 并应用于疫苗的生产, 可有助于

病毒滴度的提高及疫苗质量的改善。

1.3.1   无血清培养基的开发      细胞培养基作为细

胞培养过程中的重要介质, 直接影响生物制品的产

量、质量和安全。众所周知, 细胞在培养过程中所

需的营养成分众多, 据已公开的商业无血清培养基

配方, 通常会包括50~100种物质。主要包含以下几

大类: 糖类、氨基酸、维生素、脂类、核酸、无机盐、

微量元素和剪切力保护剂等。如何快速有效地进

行无血清培养基的开发, 已成为基于细胞培养生物

药物研发的研究重点。无血清培养基的开发方法

主要包括3种: (1)培养过程分析方法, 该方法主要通

过对疫苗生产过程中的细胞培养基进行营养物质

及代谢产物的检测, 从而有效地从微观角度洞察细

胞培养环境, 并依据培养过程中营养物质的消耗量

对无血清培养基成分进行调整; (2)分子生物技术方

法, 该技术主要通过对细胞基因和蛋白质进行分析

和定量从而更好地了解细胞培养过程中的物质代

谢流, 其主要包括基因芯片技术、定量PCR技术及

双向凝胶电泳分离技术等; (3)统计学方法, 应用统

计学方法配合商业化的设计软件, 是现阶段细胞培

养基开发过程中最常见有效的手段[23-24], 该方法可

在短时间内完成对培养基中各营养因素的高通量

筛选及精细优化, 大大缩减细胞培养基开发的时间

及资金成本。

1.3.2   疫苗生产中的特殊添加物      除被广泛认知

的细胞物质需求外, 开发有针对性的营养物的添加, 
可作为疫苗生产过程中的核心竞争力。病毒疫苗生

产的培养基设计开发必须同时考虑到细胞生长和病

毒感染复制的双重需求。Liu等[25]研究了钙离子的

浓度及加入时间对腺病毒滴度及细胞分散性的影

响 , 当钙离子浓度大于1 mmol/L时由于细胞的聚集

影响了病毒的感染效率, 在病毒感染12 h后加入钙离

子可有效改善这一状况, 并且发现0.1至2.0 mmol/L钙
离子浓度的加入可有效改善“细胞浓度效应”。黄锭[26]
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发现, 在培养基中加入0.7 mmol/L的丁酸钠可有效提

高流感病毒在MDCK细胞中的扩增效率, 其HA滴度

提高量可达50%左右。有研究表明, 在病毒培养基

中添加DMSO、乙醇、TSA(trichostatin A)及N-甲基

天冬酰胺等物质可提高病毒滴度[27-28]。

1.4   动物细胞规模化培养 
现今, 基于细胞培养生产蛋白及疫苗产业在生

物放大方面日趋成熟, 其主要归功于: (1)分子生物

学的进步使得以动物细胞为宿主表达蛋白及病毒水

平的快速提升, 所以单培养批次的产量与收率与培

养体积的关联度下降; (2)一次性细胞培养生物反应

器的成熟应用, 其生产体积已超过1 000 L。但随着

产业化的提升和对产品要求的提高, 成功、有效的

过程放大研究依然是疫苗研发行业的关键性一环, 
尤其是基于微载体细胞培养过程的放大。这主要由

于它是一个多相的生物过程, 不同规模生物反应器

内的搅拌剪切力、流体力学特征、涡旋尺度、气液

交换的细微变化, 都可能被成集放大进而影响细胞

及病毒的培养。

1.4.1   生物反应器放大策略      细胞培养的放大过

程, 通常先在小型生物反应器中测定标准操作参数, 
例如pH、溶解氧(dissolve oxygen, DO)、温度和接

种密度范围等, 然后再进行规模放大。为了保证产

量与质量的稳定性, 需要在大规模动物细胞培养中

保持与原始过程相同的微环境。然而, 由于搅拌式

生物反应器中气固液三相系统的复杂性, 端流区域

中未知的流体特征以及细胞与环境之间的相互作用

机制尚未完全了解, 细胞培养生物放大过程没有一

个普遍适用的标准。常用的放大准则有以下几种。

(1)几何相似准则, 根据几何相似的标准对生物反应

器进行放大。(2)体积传质系数(KLa)相似准则, 由于

氧的低溶解度, 大型生物反应器内的氧转移能力必

须与细胞所需氧气量相匹配。细胞密度越高, 氧转

移能力的要求也就越高。因此, 在许多放大的成功

案例中均依据了KLa的相似原则[29-30]。(3)叶端速度

相似准则: 在搅拌式生物反应器中, 一方面要避免搅

拌桨和涡流对细胞造成机械性损伤, 另一方面充分的

搅拌可以确保罐体内足够的均一性。因此, 叶端速度

常常被选择作为放大的准则。Chalmers等[31]研究发现, 
哺乳动物细胞能耐受的最大叶端速率为2 m/s。(4)单
位体积能量输入(P/V)相似准则: 来自搅拌和深层通

气的能量输入及其在周围流体中的能量消散对反应

器内的混合效果和流体力分布具有显着影响。因此, 
在生物放大的研究过程中单位体积能量输入也是重

要标准之一[32]。

1.4.2   缩小模型的建立      由于在生产规模生物反

应器上进行实验成本高、效率低, 建立可代表生产

规模工艺过程的缩小模型, 日益成为规模化工艺过

程研究关注的重点。建立可靠的缩小模型, 可以反

映大规模反应器内的细胞培养情况, 据此方法实现

对大规模反应器的高通量工艺优化。缩小模型的

建立方法, 除了依据传统的混合时间等同策略、体

积能量输入等同策略及体积传氧系数(kLa)等同策

略外, 还可使用计算流体动力学(computational flow 
dynamics, CFD)的模拟分析技术, 研究在不同规模的

动物细胞反应器内细胞培养液的精细流体特征及变

化规律 , 进行更精准的流体参数分析。随着微型生物

反应器技术的发展 , 现已有建立15 000 L生产规模的

15 mL微型生物反应器缩小模型的成功案例[33]。有效

的生产规模反应器的缩小模型, 其价值在于使政府

监管机构能够承认通过高通量、小规模细胞培养过

程获得的过程数据, 以及模拟cGMP环境中的工业规

模生产数据, 以实现加速产品开发、降低开发成本

的目的[34-35]。

2   疫苗生产过程质量控制策略
由于疫苗本身具有生物学活性, 生产过程复杂, 

生产周期长, 产品需低温、无菌等特点, 这意味着疫

苗的生产过程复杂, 产品质量存在较高风险。在疫

苗的生产和研究过程中, 一些被忽视的副作用(如致

瘤性)逐渐凸显出来, 针对此问题我们需要在疫苗的

生产过程中对潜在的质量风险实现严格、有效的工

艺控制。与此同时, 国内外的质量监管部门也在不

断地对疫苗产品质量提出更高的要求。因此国内外

各大疫苗生产公司也在提高对疫苗的生产标准和质

量控制, 甚至会以牺牲产能为代价以达到质量要求。

2.1   人用灭活疫苗的质量要求 
人用疫苗的应用相较于兽用疫苗, 其在疫苗副

作用和潜在危害等方面的把控更加具体细化。因此

人用疫苗有着更为严格的产品质量要求。表2为依

据国内外药典对现阶段人用灭活疫苗产品质量的分

类汇总。可以看到除免疫原性检测外, 其他均为疫

苗安全性检测, 其要求之严种类之多对疫苗从业者

来说既是挑战也是目标。
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2.2   QbD理念驱动下的疫苗生产过程的开发 
近年来, 随着细胞生物学、分子生物学、代谢

工程等基础科学的发展, 再加上高通量分析技术和

在线检测技术的进步, 生物过程工程研究得到显著

发展。因此, 国际上的药品监管机构, 如美国FDA和

欧盟EMA, 都对生物医学工艺工程的开发及产品质

量进行了更加严格的控制。其核心是以“质量源于

设计(quality by design, QbD)”原则驱动生物过程的

发展[36-39]。在这种新方法和理念下, 疫苗产品的生产

者首先要了解最终端用户对产品质量的要求, 以该

质量标准作为目标函数进行生产工艺的开发。其主

要步骤可总结为: (1)确定疫苗产品的关键质量参数

(critical quality attributes, CQAs)及质量标准; (2)了解

每个工艺参数对CQAs的影响, 并进行失败模式和影

响分析(failure mode and effect analysis, FEMA), 从而

确定出潜在关键工艺参数(critical process attributes, 
CPAs); (3)以实验设计(design of experiment, DoE)和
多变元分析(multivariate analysis, MVA)为手段, 通
过软件分析了解输入工艺与输出质量的相互作用; 
(4)依据产品质量标准确定生产工艺参数的合理范

围, 这些范围可组成疫苗生产过程的“设计空间”; (5)
在“设计空间”内确定出日常的“操作空间”, 并对其

进行验证。需要强调的是, 在一轮的生产工艺开发

过后, 对日常生产过程的检测分析可能会对某个工

艺参数的认识发生改变, 或是需要对质量要求进行

改变, 那么我们需要对该产品的CQAs和CPAs进行

重新定义, 并进入新的一轮产品工艺开发。所以以

QbD理念为驱动的疫苗产品工艺开发, 是一个需要

不断对生产工艺进行改进的循环过程, 从而达到我

们对产品质量的动态需求。如图1所示, 其可概括为: 
定义、设计、表征、验证、监控、再定义的往复过

程。最终通过这一过程明确CPAs与CQAs之间的内

部联系, 以实现对疫苗产品质量水平及稳定性的有

效控制[40-41]。以QbD为驱动疫苗研发过程的核心理

念是以产品质量和稳定性为最高目标, 实施疫苗生

产过程研发和产品质量控制。

2.3   疫苗生产工艺在线分析技术 
现如今, 随着过程分析技术(process analytical 

technology, PAT)的进步, 对疫苗生产过程进行多参

数实施监控的技术日渐成熟[42]。针对多参数在线检

测的大数据分析, 可通过应用MVA软件, 将多维参

数降至一个主元参数(principle component, PC), 从而

实现多参数实时数据的简化处理。在有了一定成功

生产批次的积累后, 以历史批次数据库为依据可建

立批次MVA模型, 以该模型为标准有助于提高控制

偏差的发现率, 及时对工艺参数进行调整可避免造

成更大的损失。Largoni等[43-44]利用simca软件通过

MVA的手段实现了对疫苗产品质量的预测。通过

利用PAT和MVA等技术, 对细胞及病毒培养过程进

行实时的监控及分析, 可保证疫苗生产过程的稳定

性和产品质量。

3   结语和展望
至今, 疫苗仍是人类预防疾病的强有力手段, 

表2   人用灭活疫苗产品质量汇总

Table 2   Summary of human inactivated vaccine quality
质量分类

Quality classification
检测种类

Detection type
定量方法

Quantitative method

Effectiveness Immunogenicity Animal toxic attack experiment

Safety Host DNA DNA probe hybridization

Host protein Elisa

Total protein Lowry method

BSA residue Elisa

Antibiotics residue Elisa

Sterility test Cultivation method

Thermal stability Thermal stability experiment

Bacterial endotoxin Gel limit experiment

Heat source Animal experiment

Abnormal toxin Animal experiment

Exogenous viral facotr Animal experiment
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疫苗产业也是医疗卫生事业和生物技术产业的重点

发展领域之一。随着人类生活质量的普遍提高和疾

病预防意识的普及, 国内外的疫苗市场必将继续扩

大。2012年, 诺华公司宣布美国FDA已批准人用流

感疫苗Fluxelvax的上市, 这是通过动物细胞培养技

术生产灭活疫苗发展历程中的一个关键时间节点。

现今, 细胞分子改造和高通量细胞克隆筛选技术的

不断提高, 将会不断推动疫苗生产细胞系种类的多

样化和成熟性。基于DoE软件和病毒生物学机制的

研究, 疫苗个性化培养基也将被不断改善, 更加适合

细胞和病毒的生长。一次性生物反应器的发展以及

基于微反应器的平行细胞培养技术的进步, 会大大

推动疫苗生产的规模和稳定性。在疫苗质量控制方

面, 首先基于疫苗的结构和免疫学研究, 建立出更多

的质量控制标准和检测方法。在QbD理念的驱动下, 
不断完善疫苗生产工艺, 提高对疫苗产品质量的控

制力。疫苗生产多培养参数的在线检测与分析, 为
疫苗产品的生产工艺控制和质量预测提供了有效手

段。随着研究人员对病毒与细胞相互作用理解的加

深、对细胞培养过程中营养及代谢产物的监控手段

的逐渐丰富以及在生产中控制质量的理念日益加

深, 我们有理由相信, 未来将会陆续有多个基于动物

细胞培养的人用疫苗产品获得批准生产。同时, 随
着国内外疫苗产业的进步与交流, 国际先进的疫苗

生产技术必将推动着我国疫苗产业向规模化、标准

化的方向改进和完善。
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