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细胞系开发工艺

 

 

 

 

细胞系开发：
可靠生产工艺的基础
生物技术药物产品或生物制剂正在迅速发展，也已成为医疗保健行业的一个重要
分支。生物技术药物主要由治疗性重组蛋白组成，其在治疗各种疾病，特别是癌症
和炎症疾病方面取得了巨大的成功（1）。然而，开发一种可靠的商业化生物技术药
品生产工艺在设计思路和技术上都有很高的要求，而且项目期间失败的可能性
很高。

生物技术药品生产利用活的宿主细胞作为生产中心。开发稳健、高产的细胞系是
可靠生产工艺的基础。然而，细胞却引入了不确定性及一系列独特的技术挑战。
尽早意识到高效工艺开发的可能障碍，对于做出明智的项目决策至关重要。在这
里，我们先讨论与生物制剂生产中的细胞系开发相关的挑战，随后概述了可以帮
助生物技术开发人员规避错误决策风险的解决方案。

开发一个强大、稳定的细胞系是生物工
艺开发中的一个重要步骤，通过其可以
生产出足够的产品用于测试、优化及商
业规模的生产。在项目早期阶段采用的
路径将决定项目未来的成败。下面列出
了细胞系开发工作流程的概况。

1.基因克隆与转染 
首先，必须对所选哺乳动物宿主细胞系
的细胞进行工程改造，以表达所需的蛋
白质。那么必须合成含有治疗蛋白编码
所需遗传物质的表达载体，并用于转染
细胞。转染过程会产生一个混合的细胞
群，然后对该细胞群进行筛选、汇集并
分析。早期分析提供了对解携带重组
DNA细胞的一般特征及其产生预期生
物制剂的能力的见解。

2.克隆筛选及选择 
接下来，必须分离出单细胞并对其进行
扩增，用以生成克隆种群。随后进行筛选
以确定最理想的克隆。高性能克隆必须
是稳定的，且能够以高表达量生产所需
的蛋白质。在进一步表征之前，还应验证
细胞群的单克隆性。
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3.细胞系特性分析 
一旦完成了筛选和克隆选择，应对表现
最好的克隆应进行扩增及充分的特性
分析，以确保该细胞能够重现所需生物
制剂的所有特征。应采用多重试验来评
估产品的关键质量属性（CQA），如效
价、结合力、物理化学和结构特性。此
外，还应使用新一代测序方法（NGS）来
检测转基因的插入位点，并进一步了解
克隆的稳定性。

4.扩增与优化 
不同规模的最佳生产参数可能需要进行
几轮的优化才能获得。开发人员必须确
认产品质量从试验规模到商业化规模保
持不变。对各种培养基成分和工艺参数
进行迭代测试可以确定更多的机会，以
便在必要的生产规模下提高蛋白质生产
效率和产量。

5.细胞库建立 
最后，对细胞进行扩增，创建高密度的
细胞库，用于生物技术药品的连续生
产。建立、全面测试符合GMP认证的主
细胞库（MCB）并进行表征分析，为创建
工作细胞库（WCB）和开始生产做准备。
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选择合适的细胞系  

细胞系开发面临的关键挑战

克隆筛选

在创建和优化稳健细胞系的过程中，可能会在不同的阶段出现不同问题。但是，在
早期工艺开发阶段增强对未来的潜在挑战的认识有助于降低失败风险，减少重复
工艺相关费用，并确保细胞系和生物疗法满足监管要求。 

生物制剂通常是高度结构化的大分子。
它们在细胞内的表达、加工、包装和运
输机制都非常复杂。因此，生产一种可
稳定合成产品并准确捕获其特征的细
胞系是其临床功能所必需的，但在技术
上却具有一定的挑战性。

决定使用哪种细胞系进行生物技术药
物的生产至关重要，因为其性能决定了
整个生产工艺的效率。功能不良的细胞
系可能需要开发人员改变既定的方案，
并会产生进行多轮优化的相关成本。

合适的细胞系将易于转染/转换，从而
高效地生产所需的生物制剂。

所选细胞系必须具有创造产品所有生
物学特征的性能，包括结构部分和翻译
后修饰。其他要考虑的问题包括细胞系
的稳定性、历史、生长特性和所需的培
养条件。

中国仓鼠卵巢（CHO）细胞系是生产重
组蛋白最常见的选择，因为它们有良好
的高效蛋白质生产记录，当然还包括其
他因素（2）。然而，包括人类细胞系在内
的其他各种选择可能更适合于某些应
用，例如，避免潜在的免疫原性非人性
翻译后修饰（3）。

筛选细胞以识别并选择高性能克隆是
一个复杂而艰巨的过程。克隆性能可能
不可预测，因此筛选的克隆数越多，发
现罕见、高产细胞系的可能性就越大。

有效的筛选策略可能需要进行几轮的
优化，并可能导致工艺开发出现重大延
迟。一旦确定了几个有效的克隆，应进
行多次试验，以便全面了解每个克隆的
特征，这样才能筛选出性能最佳的克隆
。进行这些试验可能需要一系列专业知
识，并且可能需要大量的人力和时间。

克隆筛选也应在有代表性的条件下进
行，以确保克隆后续也适用于受控的生
物反应器环境。例如，摇瓶可以筛选出
在溶解氧低或pH值控制差的条件下表
现更好的克隆，而这些条件在生物反应
器培养中不太可能存在。
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早期表征分析和优化

 

可扩展性 开发思路
完成克隆筛选和选择后，必须对所选克
隆（或少数克隆）进行扩增及全面的表
征分析。应采用正交法对生产的生物制
剂进行综合分析，以证明其安全性和有
效性。除了标准的安全性和功能性试验
外，生物仿制药产品还必须接受进一步
的测试，用以建立其与原研药的可比
性，确认它们之间不存在任何临床意义
上的差异。与之相关的问题是要确保维
持生产工艺的一致性；细胞生长条件的
任何波动都会显著影响产品的质量。

综合性表征分析需要使用不同的试验，
每种试验都可提供药品特性和生物功
能相关的不同信息。这些分析可能要使
用多种仪器、平台及方法。此外，评估产
品的特性和质量需要对来自不同技术
的数据集进行分析和集成。这就需要具
备跨越多个学科的大量专业知识，这对
于小型生物技术公司来说可能是难以
实现的。最后，重复采样也会产生错误、
不一致以及污染细胞培养物和产品等
风险

生物制剂生产过程中最重要的障碍之
一是放大过程以进行商业化生产。使用
可能不适合更大规模条件的模型进行
决策可能会成为成功商业化道路上的
障碍。

此外，放大通常需要将工艺转移到中试
规模，并在每一步进行实质性优化，这
会花费高昂成本，并可能会造成重大延
迟。

除了技术上的挑战，细胞系开发还表现
出一些开发思路上的复杂性。在工艺开
发的早期必须考虑的一个重要因素是
开发者是否有能力建立和测试新的细
胞系，如果有，他们将会采用什么技术
平台。

开发者必须评估如果在内部完成，从开
始到结束的整个工艺是否高效和经济；
或者外包某些步骤可能会更提高生产
力和成本效益。细胞系开发和维护需要
符合GMP认证的设施以及具有必要技
能的专业团队，从而可以根据要求管理
和监管操作。
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细胞系开发事实与数据

到2028年，全球细胞系
开发服务市场的收入预
计将达到17亿美元。
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在过去4年中，71种新批准的生物技术药品活性成
分中有62种是重组蛋白，其中84%来自哺乳动物
细胞。

GMP认证的年度成本[$]

对于小型生物技术公司（<20名员工）而
言，GMP认证的费用高昂。FDA估计初
始成本约为26000美元，此外每年需追
加46000美元。
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克服障碍

 

中小型生物技术公司可以探索各种解决方案，以降低在生物制剂开发中相关的风
险。实际行动可能包括将项目的某些方面外包给具有必要专业技能的外部组织，
以便快速满足开发人员的需求。其他解决方案可以在内部实施，其中包括在商业
生物制剂生产中采用一些先进的技术和表征分析服务。

已建立的细胞系

使用已建立的表达平台可显著缩短项
目时间，并降低一些与生物技术药品开
发相关的不确定性。Cellca细胞系开发
系统就是这样的平台，它是一个可扩展
的多功能生物生产平台，拥有赛多利斯
提供的完全限定的培养基系统。专门的
细胞系降低了对新细胞系进行迭代优
化的需求；它们旨在减少可变性，最大
限度地提高产量和效率，并大大缩短开
发时间。例如，开发人员可利用Cellca细
胞系开发技术在短短14周内从DNA进
展到研究细胞库，并有利于从小规模试
验到大规模生产的直接放大。

此外，已建立的细胞系具有完整的历史
和成功的项目记录，这会让开发人员对
其细胞系开发项目充满信心。

用户可以获得 Cellca CLD 技术许可
证，以在内部生产生物制剂。高效开发
可靠的细胞系需要强大的基础设施和
丰富的专业技能。然而，Cellca CLD 技
术是一种“即插即用”的系统，其旨在简
化细胞系开发，并在整个项目中提供全
面支持。

已建立的载体

除了利用已建立的细胞系来简化下游
工艺开发外，在内部开发细胞系时，还
可以利用经过验证的表达载体。Cellca
表达载体系统是一款灵活的工具，其经
过精心设计，能够增强并稳定地表达插
入的遗传物质，同时还能最大限度地减
少对宿主细胞产生的任何副作用。

对细胞系开发服务的早期投资可消除
反复试验的需要，从长远来看可能更经
济。将部分或全部开发工艺外包给赛多
利斯等外部公司，即可获得针对特定目
的构建的细胞系。这些服务均由专业的
科学家来运行，他们通常在处理很难表
达的大型复杂分子表达平台方面具有
非常丰富的经验。

外部细胞系开发

开发人员在开始细胞系开发之前，应该
仔细考虑自己进行商业规模的 GMP 标
准合规生产的能力。在某些情况下，将
项目中最耗时或操作上最具挑战性的
部分外包可能是最好的选择，这能让开
发人员获得最新的技术和专业知识，而
不会面临相关的开发思路和监管挑战。

然而，生物技术公司将需要仔细设计他
们的平台，以便后期在设施之间的顺利
转移。

外包的细胞系开发越来越受欢迎（4），
而且开发人员现在在选择最符合其需
求的服务时具有相当多的选择。合适的
服务合作伙伴会在交付成功的蛋白质
生产细胞系方面有成功的记录，并能提
供细胞系生成方面的重要专业知识。

赛多利斯的Cellca细胞系开发平台提供
从初始克隆筛选到研究细胞库的诸多
服务，这意味着您无需投资设施、试剂
和工时，即可确保在您的生产过程的最
佳条件下对最佳细胞系进行筛选和扩
增。这些全面的解决方案便于您简化细
胞系开发工艺并缩短上市时间。

细胞系表征分析包

应在整个药物开发过程中持续对细胞
系进行性表征分析，以确保满足生物安
全法规，并确保产品的性能符合预期。
为了避免设备安装费用及需要精通多
种技术的技能，许多生物技术公司经常
雇用外部服务提供商进行所有必要的
分析，以确保其细胞库满足监管要求并
可以放行。
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高通量 | 自动化技术

  

 

赛多利斯提供预先确定的细胞系表征分
析包，旨在根据ICH监管指南对您的细
胞系进行全面的分析。即用型表征分析
包涵盖一系列试验，并且可以定制，用于
满足任何项目需求。

如果经济上可行，可以使用最新的分析
平台和生物工艺技术来支持大型筛选
项目。

用于细胞系开发和扩增的高通量自动化
解决方案，如Ambr®多联生物反应器，可
节省大量工时、优化时间以及资源（5）。
此类系统在生理学相关条件下有助于在
开发过程的早期使用可扩展平台进行筛
选，结合工艺开发和设计质量（QbD）原
则，缩短时间并降低后期风险。

Ambr®15可在一次运行中为多达48种
培养物提供平行可重复的条件，此外，
用户还可使用集成式分析仪无缝跟踪
并记录培养物，以便高效优化。自动化
平台还能增强生产工艺的可放大性；不
同规模之间的条件保持一致，这让您在
放大到商业生产阶段时的策略做出更
明智的预测（6）。

整合平台可减少安装和掌握多种技术
的要求。一套集成式技术可以无缝配
合，为项目从开始到结束的全过程提供
支持。集成分析（如自动细胞和代谢物
分析）和数据分析（如DoE的Umetrics®

套件和多变量数据分析（MVDA）数据
分析软件）可为处理和分析提供进一步
的控制，使用户能够在用户友好的界面
中获得丰富的高质量数据。这些功能使
您能够更好地理解工艺，并指导您做出
明智的决策。

传统的分析方法（如ELISA）在评估产品
效价时很有用，但对于每个克隆的关键
生产力属性，其能给出的信息有限。

如iQue®先进流式细胞计数平台这样的
先进技术，可同时快速评估效价、生产
力和细胞活力，以便提供更深入的见
解，便于生产克隆的排序和选择（7）。当
考虑所有这些特性时，克隆排名可能会
发生显著的变化（8）。

虽然表达水平分析（如效价筛选）在细
胞系开发的早期进行，但由于缺乏可用
于快速筛选的合适的高通量分析技术，
其他CQA（如聚糖表征）通常仅在开发
过程的后期进行评估。

使用先进的无标签检测系统会加速全
面的分子分析。例如，Octet平台使用生
物膜层干涉技术（BLI）可作为定量或动
力学分析的一种手段，检测分子的实时
结合。实时测量粗提细胞培养上清液中
的蛋白质效价和糖基化的能力可提高
克隆筛选成功率，并能简化工作流程。

最终，集成的自动化技术能简化并加速
细胞系开发中的工艺优化，减少生产工
艺中的可变性。
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稳健的细胞系开发需要明智的决策 

生物技术药品开发的挑战意味着项目往往伴随着重大的风
险。潜在的障碍包括生物制剂的复杂性带来的技术挑战和
物料要求带来的供应链仓储问题。

开发人员希望建立稳健可靠的管线，以在保持低成本的同
时缩短上市时间。但是，预计的时间和费用往往是理想化。
为了加快工艺优化，他们需要快速获得高质量的数据，以便
做出明智的决策。

在早期阶段利用有限的可用信息做出工艺决策是很困难的。
然而，从长远看来，稳健的设计、以及时间和资本投资可以最
大限度提高效率。有效的风险管理战略包括早期的工艺和产
品特性分析、运用外部专业知识、及利用专门构建的技术和
服务。

在生物治疗药物项目开发之初及时采用自动化和高通量平
台，就能以可追溯的方式简化优化策略。这可以通过促进多
个参数的平行评估，并使得从研究规模到商业规模生产的条
件保持一致，显著提高细胞系开发效率。
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