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基于 QbD 理念构建商业化质粒工艺体系

摘要

随着细胞与基因疗法的市场愈发火热，基因治疗领域中最常用的载体

AAV、慢病毒和mRNA 疫苗的生产都需要质粒作为重要的制药原材料，

其市场需求日益强劲。因此需要对商业化质粒生产工艺进一步的优化，以

期满足临床与商业端的质粒需求。本文主要从商业实际问题出发，基于

QbD理念重新梳理了质粒商业化生产整个流程和控制，以大肠杆菌为宿主

菌株，通过生产工艺的研发和优化，制备出符合各项要求的标准质粒。主

要研究内容和结果如下：

（1）在上游发酵工艺中以 LB为种子培养基，改进 LB 培养基为发酵

培养基；一级种子扩培，4±1%接种比进行发酵，以甘油为碳源，采用连

续补料方式进行补料。从发酵 3.5 h时开始补料，补料流速为 4 ~ 5 g/kg/.H，

发酵 5.5 h 时调整补料速度为 8 ~ 10g//kg/H 至发酵结束；采取以 37.0 ±

1.0 °C为发酵温度；pH控制范围为 7.2 ± 0.5；DO≥20%；发酵 14±2 h时

停止补料。

（2）下游纯化工艺中，菌体收集采用切向流超滤工艺，选用 500Kda

PES材质的中空纤维对菌体进行浓缩，通过洗滤工艺将菌体置换到裂解液

I 中，控制固液比为 60-240 g/L，然后加入 2倍体积裂解液 II和 1.5倍体积

裂解液 III，控制碱裂解搅拌转速在 100-150 rpm；裂解结束后采用 50 μm

和 0.6 μm两级滤器对碱裂解液进行澄清。

（3）下游纯化工艺采用经典三步层析法，分子筛层析选用 6FastFlow

填料，上样 20-35%柱体积以去除 RNA并进行彻底换液；在 2M硫酸铵条



安徽工程大学硕士学位论文

II

件下超螺旋质粒结合到 Plsmidselect亲和填料上，去除线性和开环质粒，

提高超螺旋比例；最后选用 Source30Q 阴离子交换层析，进行精纯，进一

步提高质粒质量，并降低内毒素、宿主蛋白及宿主 DNA残留水平。

综上所述，本研究通过对上游发酵工艺控制，尽可能使生物量与质粒

拷贝数乘积最大化，从而给后续工序提供充足的输入原料。通过碱裂解工

艺各条件的控制，提高超螺旋质粒产率，同时尽可能减少其他杂质含量。

最后通过三步层析，锁定工艺参数，得到了符合质量要求的的质粒载体。

关键词：QbD、商业化质粒、工艺优化、发酵纯化
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Commercial plasmid process system is constructed based on

the QbD concept

ABSTRACT

With the market of cell and gene therapy becoming more and more hot, the

production of the most commonly used plasmids in the field of gene therapy,

AAV, lentivirus and mRNA vaccine, all require plasmids as important

pharmaceutical raw materials, and their market demand is increasingly strong.

Therefore, it is necessary to further optimize the production process of

commercial plasmids to meet the needs of clinical and commercial plasmids.

Based on the concept of QbD, the whole process and control of plasmid

commercial production were reviewed in this paper. Escherichia coli was used

as the host strain, and standard plasmids that met various requirements were

prepared through the development and optimization of production processes.

The main research contents and results are as follows:

(1) In the upstream fermentation process, LB was used as seed medium, and

the improved LB medium was used as fermentation medium. First stage seed

expansion culture, 4±1% inoculation ratio for fermentation, glycerol as carbon

source, using continuous fed-feeding method. The feed flow rate was 4-5 g/kg/

H from 3.5 h of fermentation, and 8-10 g/kg/ h from 5.5 h of fermentation to the

end of fermentation. The fermentation temperature was 37.0 ± 1.0 °C. The pH

control range was 7.2 ± 0.5. DO≥20%; Fed-feeding was stopped at 14±2 h of
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fermentation.

(2) In the downstream purification process, the cells were collected by

tangential flow ultrafiltration process, and the cells were concentrated by hollow

fiber made of 500Kda PES material. The cells were replaced into lysate I by

washing and filtration process, and the solid-liquid ratio was controlled to 60-

240 g/L, and then 2 times volume lysate II and 1.5 times volume lysate III were

added. Control the alkali cracking stirring speed at 100-150 rpm; At the end of

lysis, the alkaline lysate was clarified using a two-stage filter of 50 μm and 0.6

μm.

(3) The downstream purification process was performed by classical three-

step chromatography. The 6FastFlow filler was used for molecular sieve

chromatography, and 20-35% column volume was loaded to remove RNA and

complete liquid exchange was performed. In the presence of 2M ammonium

sulfate, the supercoiled plasmids were bound to the Plsmidselect affinity

packing to remove the linear and open-loop plasmids and increase the

supercoiling ratio. Finally, Source30Q anion-exchange chromatography was

used to purify the plasmid to further improve the quality of the plasmid and

reduce the residual levels of endotoxin, host protein and host DNA.

In summary, in this study, by controlling the upstream fermentation process,

the product of biomass and plasmid copy number was maximized as much as

possible, so as to provide sufficient input materials for the subsequent process.

The yield of supercoiled plasmid was increased and the content of other
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impurities was reduced as much as possible by controlling the conditions of

alkaline lysis process. Finally, through three steps of chromatography and

locking the process parameters, the plasmid vector that met the quality

requirements was obtained.

KEYWORDS: QbD, Commercial plasmid, Process optimization, Fermentation

and purification
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第 1章 绪论

1.1引言

近年来，制药工业有了重要的发展。现代系统已经发展到保证产品质量的制造信

息、质量管理体系和风险管理[1-3]。这些工具使药品生产企业能够发现、分析、纠正和

预防问题，同时不断改进药品生产工艺[4-6]。为了支持用于管理药品生产和产品质量的

规则的现代化 ，2002 年 ，美国食品及药物管理局(FDA)引入了现行良好生产规范

(cGMP)的监管环境[7]。

在人用药品注册技术要求国际协调会议(ICH)指南 Q8 (R2)药物发展、Q9质量风险

管理、Q10 药品质量体系和 Q11 开发和制造药物[8, 9]发布后，监管机构(食品及药物管

理局：FDA 和欧洲药品管理局：EMA)批准了质量源于设计(QbD)方法。ICH Q8 指南

更是建议将“质量源于设计”理念融入制药行业。

开发安全有效的新药是一个漫长、困难和昂贵的过程。使用新的 QbD方法，确保

质量是由制造而不是副产品测试提供的，降低了产品优化的成本。QbD研究可以为药

品制造商提供更多经济效应的同时为患者安全带来更多受益，确保他们在更短的时间

内获得更高质量的药物。

1.2 QbD理念

1.2.1 QbD理念的产生及发展

在生物医药行业的新药研发过程中，尽管药品监管机构是通过审查药品申请和检

查是否符合现行药品生产质量管理规范（cGMP）来对药品质量进行监管。但是在质

量保证方面仍有一些缺点，例如：产品和工艺设计的固有缺陷、生产工艺放大和常规

生产的实施失败、过时的设备、产品召回、药品短缺、缺乏有效的质量管理体系或监

管审查和检查实践等等[10]。药品成品质量评价是药品研发的重要组成部分，对增强患

者对药品安全性和有效性的信心起着至关重要的作用[11]。因此，应在整个产品生命周

期和批准后期间进行产品质量监控，以确保产品质量一致性、治疗有效性和患者安全

性。
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因此，美国食品药品监督管理局（FDA）发布了一项名为“21 世纪制药cGMP 倡

议——基于风险的方法 ”（2002）的重大倡议，以加强药品生产和产品质量监管并使

之现代化[12]。正如 Janet Woodcock （FDA CDER， 2004）所提到的，该倡议旨在促进

“一个最大限度地高效、敏捷、灵活的制造部门，在没有广泛监管的情况下可靠地生产

高质量的药品”[13] 。此外 ，药品评价和研究中心（CDER）成立了药品质量办公室

（OPQ）（2015年），以确保所有生产场所和人类药品领域的高质量药品的可获得性，

如品牌药、仿制药、生物制剂、生物仿制药、非处方药和复合药品[10]。OPQ 负责通过

整合审查、检查、监督、政策和研究，引入全面的质量监督方法，以加强和确保药品

生命周期内的药品质量一致。这个“One Quality Voice”战略促进了该机构和制药行业

之间的透明度和沟通，简化了监管程序，提高了质量标准，并在 CDER 中建立了质量

监督功能[14- 17]。

接着 ， 国际人用药品技术要求协调委员会（ICH ）和监管机构引入了最初由

Joseph M. Juran（1970）提出的设计质量（QbD）概念[18]，通过发布药物指导文件 ICH

Q8（药物开发），Q9（质量风险管理），Q10（药物质量体系），Q11（原料药的开

发和制造），和 Q12（药品生命周期管理）将 QbD概念融入制药行业。

QbD在 ICH Q8指南中被定义为“基于可靠的科学和质量风险管理，从预定义的目

标开始，强调产品和过程理解和过程控制的开发系统方法”[17, 19] 。QbD 理念是使用基

于可靠科学和质量风险管理的更全面和系统的方法引入了一个新的质量概念，它不同

于传统的“通过测试的质量”监管体系，因为这种方法允许从设计过程的一开始就建立

质量和安全[19-21]。传统上，制造商确定目标产品，定义过程，并根据他们的质量期望

测试结果产品。如果产品质量是可接受的，那么制造商锁定过程，并在非常窄的操作

范围内进行生产，并遵循“如果过程是一致的，得到的产品也应该是一致的”的基本原

则。在过去 30年里，大多数生物制药公司成功地遵循了这一方法。因此，代替直接测

试最终产品的质量(通过测试进行质量测试)，QbD 方法用于从开发过程的非常早期就

稳健地将质量构建到产品中[3]。通过改进对产品和工艺的知识和控制，包括工艺设计

中变异性的基础来源，QbD原则旨在预测设计空间中的关键质量属性，并改进最终药

品的质量目标轮廓[22-24]。

用于开发和制造生物治疗药物的 QbD方法显著偏离上述的传统方法[3, 25-28]，如图

1-1所示。关键内容总结是：(1) 确定对其安全性和/或有效性具有重要意义的产品属性
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（即质量目标产品概况（QTPP）和关键质量属性（CQA）） [24, 29]；(2) 流程设计以交

付这些属性[30-33]；(3) 稳健的控制策略以确保过程性能的一致性[33, 34]；(4) 验证和存档

过程，以证明控制策略的有效性[35, 36]；(5) 持续监控，以确保产品生命周期中稳健的过

程性能[37, 38]。此外，知识管理[39]、风险评估和管理[40]、原材料管理[41, 42]、使用统计方

法[43]和过程分析技术（PAT）为 QbD 的实施提供了坚定的基础[44-46]。

图 1- 1 生物技术产品设计实现质量（QbD）路线图的说明，包括风险评估和管理、原材料管理、

统计方法和过程分析技术等为一些提供基础支持的元素[47]

Figure 1- 1 Illustration of the Roadmap for Implementation of Quality by Design (QbD) for a

Biotechnology Product. Underpinning the steps shown, risk assessment and management, raw material

management, statistical approaches, and process analytical technology (PAT) are some of the elements that

provide foundational support to the implementation[47]

1.2.2基于 QbD理念的方法学

一般来说，在药品开发中实施 QbD 的步骤是相似的，包括使用风险评估来识别风

险参数，定义主要质量目标产品概况（QTTP） ，识别影响工艺性能的参数，进行

DOE和定义关键质量属性（CQA）对关键材料属性（CMAs）和关键工艺参数（CPPs）

的依赖性，定义一个过程设计空间，以产生具有期望的 QTPP 的最终产品，开发一个

风险控制策略来识别变异性的原因，并持续监控和改进制造过程[48, 49] 。基于 QBD 理

念的方法学和流程主要如图 1-2所示，具体的方法步骤如下：
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图 1-2 开发药品产品设计质量方案[50]

Figure 1-2 Scheme of quality by design for a development pharmaceutical product[50]

(1) 识别 QTTP

QTPP 包括对临床安全性和有效性的量化支持，并且是设计和优化制剂或生产工

艺的基础。QTPP是一组决定产品质量的属性和特征。根据 FDA 的说法，QTPP 更侧

重于化学、制造和控制发展阶段[51, 52] 。QTPP 定义了药品的定量特性，并涉及剂型、

应用方式、包装、外观和诊断等规格。QTPP 的实例包括临床使用、给药途径、治疗

剂量、药物剂型、药物释放系统、包装容器、影响药代动力学参数的因素以及最终产

品的质量标准，如储存期间的稳定性、无菌性和药物释放等。QTPP 仅包括与患者相

关的产品属性。QTPP作为配方和工艺参数优化的指导，以确保 CQA在期望范围内[53]。

(2) 识别 CQA

CQA 被定义为“物理、化学、生物或微生物性质或特征，应在适当的限度、范围

或分布范围内，以确保所需的产品质量”。在过程开发开始之前，了解产品的 CQA是

很有必要的，因为过程开发应该集中于交付 CQA所定义的所需产品质量以及所需的一

致性[49, 50]。随着正在进行的非临床、稳定性测试和临床研究的数据的获得和积累，预

计将在产品开发的所有关键阶段重新审视 CQA清单。当发生这种情况时，还需要对过

程能力进行评估。

(3) 识别 CPP

CPP是影响 CQA 的生产参数，应加以控制。例如，在生产过程中，应该对影响最

终产品质量的参数进行监控。参数代表一个系统或进程的测量或计算特征。这些是制

造系统的参数，通常是影响生产的材料或过程的属性，如温度和组成[54, 55]。

(4) 识别 CMAs

CMAs 是指必须达到足够限度的材料属性，以保证工艺过程中使用的辅料、药物

和其他材料的质量。在开发过程中，理解 CQA(输出数据)和 CMAs(输入数据)之间的

差异是很重要的。例如，中间体的 CQA可能成为下一个生产步骤中中间体的 CMA。
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此外，基于 QbD 方法，CMAs 和 CPPs可能在定义的设计空间中存在差异，而不会显

著干扰 CQA。此外，遵循 ICH 指南“质量风险管理”（ICH Q9），识别过程变异性的

可能原因并进行有效的风险分析是过程优化的关键。这个过程可以在最初或最后的步

骤中执行，根据需要重复或重新定义。因此，最终产品的质量通过之前 CQA、CPPs

和风险评估的确定经验来验证[18]。

(5) 风险评估

风险评估用于确定什么可能出错，出错的可能性和后果。根据 ICH Q9，风险控制

与降低风险应采取的程序有关。本指南提供了常用风险管理工具的示例。在这个阶段，

有必要决定哪些风险可以接受 ，哪些应该最小化 。根据实验数据采用方差分析

（ANOVA）或多元回归分析进行风险评估。用多元回归分析可以推导出变量之间关系

的数学方程。同时使用方差分析，评估各因素的影响和交互作用的统计显著性。在最

后阶段，应利用风险评估对结果进行监测，并考虑到以前的知识和经验。识别 QTPP、

CQA和 CPP需要有经验和知识的积累，通过包括风险过滤、鱼骨图、失效模式和效应

分析等各种风险评估工具来进行评估[35, 36]。

(6) 界定产品设计空间

“设计空间”的概念已经成为医药产品实施 QbD 的工具，在制药行业中占有重要

地位。ICH Q8将设计空间定义为“输入变量（例如，材料属性）和工艺参数的多维组

合和交互，这些已被证明可以提供质量保证。在设计空间内工作不被视为变更，移出

设计空间被认为是一种变更，通常会启动一个监管的批准后变更流程。设计空间由申

请人提出，并接受监管机构的评估和批准[17, 36]。

设计空间特定于单元操作或单一制造工艺，并定义已知影响产品质量的操作工艺

参数。设计空间也可以被认为是 CQA和 CPP之间的链接。这是一种展示对过程理解

的发展方式，创造一个设计空间的好处是显而易见的。不过，开发设计空间的最重要

的一点是证明或确定从 DOE 中排除的未分类参数是非关键的过程参数。因此，实验设

计（DoE）筛选可以用来识别工艺参数之间的相互作用。在没有交互的情况下，单变

量间隔可以作为非关键参数直接添加到设计空间中。

一旦确定了 CQA，下一步就是定义可接受的 CQA级别的可变性。此窗口的大小

将直接影响流程开发。如果产品设计空间很小（严格的规格），过程也需要控制在非

常窄的操作范围内，以确保产品符合规格。相比之下，如果产品设计空间明显较大
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（规格较宽），则工艺可以相对灵活。因此，定义产品设计空间可以被认为是过程开

发的目标设置。

(7) 界定工艺设计空间

在定义了 CQA及其可接受的可变性之后，可以进行工艺表征研究，将 CQA与每

个工艺步骤的工艺变量、原料属性和辅料属性联系起来。在 QbD设计中，这些研究必

须使用 DoE方法进行，这样不仅可以了解各种因素的主要影响，而且还可以了解它们

之间的相互作用。这些研究的结果通常是复杂、多维、经验模型的形式，这些模型将

不同的 CQA与各种因素联系起来[19, 50]。

(8) 界定控制策略

控制策略被定义为“一套有计划的控制，源自对当前产品和过程的理解，以确保

过程性能和产品质量”[22, 29]。控制策略是保证工艺性能和产品质量的重要步骤。应根

据产品和工艺信息仔细规划。在 QbD方法中，在产品开发期间执行控制策略，并允许

对产品和过程有更深入的理解。通过提供比标准方法更多的信息，QbD 的控制策略选

项更容易用于需要更多时间和专业知识的领域。在这种新颖的药品质量方法中，通过

识别和控制配方和生产变量的最佳范围来建立成品质量。最终对成品进行测试，以确

认产品质量。制定有效的控制策略应以风险为基础，以确保满足产品质量要求。控制

策略的制定从 QTPP开始。最初的研究集中于活性成分的表征以及调配物的重要物理、

化学、生物和微生物性质。此阶段还定义了流程的开发。例如，如果活性成分在水中

溶解度低，则立即释放片剂形式必须确保药物有足够的溶解。在早期阶段进行的毒性

研究提供了活性成分杂质谱的基线评估。了解杂质的产生和去除，控制策略的要素将

在哪个阶段发生，以及制定验收标准和纳入规范的方法将提供一个重要的观点。虽然

应使用这些步骤来制定控制策略，但也可以使用 ICH Q9 中定义的质量风险管理原则

来制定控制策略。在生产过程中，连续控制策略有助于理解和稳定过程。为了支持在

控制策略中使用 QbD方法，修改药品质量体系是非常重要的。在商业化生产过程中，

应使控制策略的更新、修改或持续改进成为可能。当产品信息、文件和操作程序必须

更改时，药品质量体系应提供所需的适当的技术和行政审核，以获得必要的审查和批

准[31, 32, 34]。
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一旦控制策略被定义和实施，就需要对产品质量进行适当的监控，以证明所设计

的过程能够始终如一地交付可接受质量的产品。

1.2.3基于 QbD理念的重要意义

随着 2004年 PAT指南的发布，QbD被引入生物技术制造业。在过去的十年中，

生物技术行业及其监管机构共同努力，有效地阐明了 QbD实施的路线图。基于 QbD

的概念已经被广泛接受，并且大多数主要的制造商正处于将 QbD集成到各种工作流程

的高级阶段。

QbD 的实现有几个驱动因素[18, 50-53]。第一，因为已确定的关键工艺参数（CPP）

会影响 CQA，更广泛的操作范围（OR）会被设计在 QbD 中。这与传统制造相反，在

传统制造中，所有工艺参数的 OR值都很窄，因为从业者不知道哪些是关键的。第二，

在 QbD 中更可能有更广泛的产品规格，因为它们是基于过程和产品知识设置的，从而

以更广泛的 OR形式产生更大的操作灵活性。第三，基于 PAT 的动态控制策略可以创

建一个更稳健的过程，能够始终如一地交付期望的产品质量。第四，在 QbD 中按照

PAT模式进行实时或接近实时的产品质量测试可能会显著减少批次失败。第五，QbD

的监管文件是基于知识的，重点是阐明过程和 CQA之间的联系，以及 CQA和产品的

安全性和/或有效性之间的联系。这与传统的归档不同，在传统的归档中，所有 CPP、

非 CPP、 CQA和非 CQA都被列出，因此，如果需要任何工艺变更，则需要在归档中

进行变更。这种传统归档一直是生物技术行业的一个巨大负担，也是该行业往往过于

保守和普遍抵制采用新技术和实践的原因。第六，由于制造偏差更少(因为有着更广泛

的 OR和规格)，QbD可以实现整个产品生命周期的高效制造。因为制造商已经有了说

明偏差对产品质量影响的数据，所以在生产过程中遇到的任何不符合情况都可以相对

快速地解决。最后，从生产力和经济方面，QbD有望产生一个更优的过程。这是由于

在实验期间广泛使用 DoE，从而确保选择的最优是全局最优，而不仅仅是局部最优，

而且过程是稳健的，不需要非常昂贵的返工。
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1.3 商业化质粒生产工艺研究进展

1.3.1 商业化质粒生产研究进展

随着日益增长的需求，细胞与基因疗法药物研发已进入快车道，而质粒 DNA

（pDNA）可以说是细胞与基因疗法的基础[56]。自 20世纪 50年代发现质粒以来，质

粒已经影响了分子生物学的许多领域，成为一个重要的基因工程工具。pDNA可用于

克隆、扩增和表达目的蛋白；病毒载体和mRNA的生产也需要 pDNA；GMP级别的

pDNA还可用于 DNA疫苗、基因治疗和细胞治疗等领域[57, 58]。

质粒 DNA (pDNA)是一类存在于古生菌、细菌以及部分酵母宿主细胞内独立于染

色体外自主复制并稳定遗传的环状双链 DNA分子，其包含至少一个复制起点，可独

立自主复制，一个细胞可以包含单个质粒的多个拷贝[59]。经过基因工程改造后可以接

入外源 DNA作为基因载体，转入宿主细胞[60]。

在过去的几十年中，质粒 DNA（pDNA）成为了遗传学和分子生物学以及最近的

基因治疗和核酸疫苗中最重要的工具之一[61]。裸质粒 DNA (pDNA)疫苗更是在 20世纪

90年代首次受到关注，这是生物治疗市场出现的特定趋势的结果，即寻找内在安全的

疫苗，可以在大流行危机的情况下经济生产。它们在预防和治疗方面的潜力很快得到

了确认，所有临床研究都表明它们是安全的[62]。在制药应用中，质粒的使用包括直接

和间接两种方式，如质粒直接给药给患者，即患者体内将含有 DNA本身，对于此类

应用，如 DNA疫苗，完整良好的生产规范（GMP）是绝对必要的，因为 DNA本身就

是活性药物成分（API）[63]。另一种方式是间接方式，即 pDNA不直接用于患者给药，

而用于生产转染细胞的病毒载体或治疗性蛋白质，或用作模板以生产 mRNA，即其不

是 API，而作为 API生产的原材料或起始物料，但即使在这种情况下，质粒产品也需

按照特定监管要求（在质量控制和过程记录方面），符合适用的标准[64, 65]。对于质粒

DNA（pDNA）在临床中的应用，无论是作为活性药物成分（API）还是作为工艺中间

体，都具有三大要求：纯度高、稳定性好、完整性高[66]。

科研实验室的质粒制备常使用市售提取试剂盒，但这种方式不适用于需要数毫克

或数克规模的工业化质粒生产[65, 67]，而且更重要的是，实验室方法制备的质粒在纯度

和安全性等质量方面的可重现性较低，而这对于制药应用是一个先决条件。
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鉴于 pDNA在当前先进疗法开发中的广泛应用，其已成为下一代生物制药应用中

的关键物料，行业对高质量 pDNA 的需求也在不断增加，所以，其生产必须实现更高

的效率和生产力。

1.3.2质粒生产工艺研究

对于医药行业而言，高质量 pDNA即要求有着稳定性高的生产工艺、流程方法、

监管机制等到，其生产过程也是有着严格的步骤和严谨的流程。图 1-3是典型生产过

程中的工艺步骤示例[68]。该工艺主要包括试运行，大肠杆菌细胞库建立，大规模发酵

应用，细胞收获和碱裂解，下游纯化和灌装，每个工艺步骤都伴随着全面的过程控制。

整个生产工艺有个多个关键步骤和因素影响，这些都与 pDNA最终的产量和质量息息

相关。详细方面如下列举：

图 1-3 质粒 DNA 制造过程流程图。该工艺包括试运行，大肠杆菌细胞库，大规模发酵，细胞

收获和碱裂解，色谱和填充整理，每个工艺步骤都伴随着全面的过程控制[68]

Figure 1-3 Flow chart of a plasmid DNA manufacturing process. The process comprises a pilot run,

E.coli cell bank, large scale fermentation, cell harvest and alkaline lysis, chromatography and fill and

finish. Each process step is accompanied by comprehensive in-process controls[68]

(1) 宿主细胞的选择

宿主细胞的选择是生物药生物工艺的决定性因素之一，而质粒的产生是菌株/质粒

依赖性的，因此为特定目的质粒选择合适的菌株至关重要，合适的宿主菌株的特性包

括被质粒转化的能力以及其培养至高生物量的可行性。由于大肠杆菌（E.Coli）有大量

可用的生物信息以及在 pDNA生产中的用途，根据实验室用途和商业可用性，已经有

多种菌株被选择用于生产 pDNA，可用的商业化菌株包括 JM108、DH5α、GALG20、

BL21(DE3)、SCS1-L和 DH10B等[69]。
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拷贝数表示存在于细菌细胞中的质粒的平均数量，主要由 pDNA 复制起点决定，

但也受生长条件下温度的影响[70]。拷贝数可分为低等：15-20、中等：20-100 或高等

500-700。表面上，pDNA生产需要高拷贝数，事实上，高质粒拷贝数的优点在于两方

面：（1）随机分区时 pDNA 的稳定性更高；（2）促进下游纯化，因为 pDNA 通常只

占大肠杆菌细胞裂解物大分子的不到 3% 的大分子。连接到非常大的 DNA插入片段时，

高拷贝数质粒可能会以中等或低拷贝水平复制，从而导致 pDNA产量低于预期。这种

产量下降是因为质粒复制是宿主细胞的代谢负担，最终，培养物将由现有的无质粒细

胞主导，导致质粒产量低。如果是这种情况，则可以使用较低拷贝数的质粒骨架。

此外，由于将 pDNA引入 E.Coli会导致代谢负担，通常反映为生长速率和生物量

的降低，以及乙酸产量的增加[71, 72]。在整体生理水平上了解质粒生产的影响机制是一

项不小的挑战，但这些知识可以为进一步的细胞工程提供有用的信息，如已有研究通

过基因敲除或基因过表达，来减轻宿主生物的代谢负担或指导宿主机制进行 pDNA 的

复制，从而提高 pDNA产量。然而，对宿主细胞的工程处理也可能导致过度修饰，从

而难以控制和预测宿主中发生的生理活动[73]。控制宿主细胞的能力在大规模生物工艺

操作中非常重要。

对于 GMP生产，需建立主细胞库（MCB）和工作细胞库（WCB），以确保可重

复的细菌生物的大规模培养，细胞库需经过全面的表征，满足充分的质量标准，包括

宿主一致性、质量产量一致性、细胞库的纯度以及容器的检测等，并适当储存，以用

于后续生产[66, 74]。

(2) 培养工艺和发酵策略

用于重组蛋白生产的成熟培养技术也可同样适用于生产 pDNA[75]。然而，由于各

种治疗用途需要大量的质粒，因此需要提高 pDNA 的生产效率。已有多种方法已被提

出用来提高 pDNA 的生产能力，包括单位体积 pDNA产量以及细菌细胞特异性生产力。

多个参数会影响细菌生产力，如主细胞库选择、生长速率、培养基、补料速率以

及适当的生长条件和参数，如 pH、渗透压和温度[76, 77]。

培养基是细胞生长和细胞中物质合成的营养来源，因此，行业一直在尝试优化用

于 pDNA生产的培养基的配方[78]。一般培养基成分由碳源、氮源、硫酸镁以及矿物质
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等组成。可以使用基础培养基或半组分培养基。使用基础培养基，可以获得高度可重

复的批次，而半组分培养基可以支持更高的细胞密度，因为其成分更为复杂，如酵母

提取物，可提供生长因子、氨基酸、嘌呤和嘧啶。培养基中的碳氮比（C: N）会影响

pDNA产量，在特定的碳氮比下，质粒产量增加。也有报道称，添加优化浓度的谷氨

酸和氯化铵可以提高 pDNA 的产量。而添加酪蛋白氨基酸的半组分培养基有助于获得

高产量和 pDNA稳定性[79, 80]。

提高 pDNA产量的方法之一是诱导性扩增，对此，已经研究了多种物理和化学方

法。长期以来，氯霉素一直用于诱导质粒扩增，因为它会阻止蛋白质合成。在培养物

中加入氯霉素可使质粒拷贝数增加 50倍。然而，由于监管原因以及这种方法的具体实

施较为困难，正被避免使用。虽然氨基酸是细胞生长的必需营养素，但氨基酸剥夺和

限制可诱导质粒扩增，如在组氨酸存在的情况下，亮氨酸剥夺会诱导质粒扩增，而组

氨酸和甘氨酸则与生物量增加有关。另一种有效策略是温度调节，研究显示，对于特

定的质粒，温度调节可使拷贝数提高约 20倍[81]。

提高 pDNA产量的另一种基本方法是提高与其直接相关的细胞生物量，即高细胞

密度是生产 pDNA所必需的[82]。已经尝试了多种方法来提高生物制药生产的生物量浓

度，例如采用补料分批发酵模式、灌流培养发酵策略以及宿主细胞修饰。

高碳源的批次培养已被尝试用于在发酵过程中提高生物量，然而，当以高浓度葡

萄糖作为碳源时，会导致溢出代谢，致使细胞内乙酸和其它代谢物的累积，而进一步

抑制细胞生长，限制了可达到的生物量[83]。有研究尝试使用甘油替代葡萄糖作为碳源，

以试图降低溢出代谢，这会导致生长速率降低，但有利于质粒产量。补料分批培养已

被研究作为一种通过提高生物量而增加质粒产量的策略。一些研究已经成功地实施了

用于 pDNA生产的补料分批培养。观察到的生物量的增加是由于在几个小时内控制了

碳源摄入，从而为质粒复制和细胞生长留出了时间。灌流培养已成熟用于基于重组蛋

白的生物药生产，对于质粒生产可能也是一种极具吸引力的替代模式，有研究使用开

发的指数-补液灌流（EFP）策略，获得了 3.0mg/L/h 的质粒产量，以此性能指标衡量，

生产力提高 1.5倍，进一步优化有潜力在资本投入和运营成本方面突显经济性优势[84,

85]。
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目前优化的 E.Coli发酵通常可达到 40-60g/L生物量，pDNA产量可达到 0.5-1g/L，

结合宿主细胞和载体工程，并进一步优化发酵策略[86, 87]，可能可达到>2g/L。

发酵规模放大需保持最佳且均质的反应条件，以最大限度地减少 E.Coli应激条件

暴露并提高代谢准确性，从而提高产量并确保一致的产物质量[88]。需要通过全面且详

细的工艺表征，鉴定影响产物产量和质量的最相关的过程参数，并将其作为规模放大

参数而尽可能保持恒定，从而制定合适的策略。工艺表征可通过在线或近线检测收集

的实时或近实时数据，并结合支持性方法和工具来进行，例如化学计量学数据分析和

建模，以及通过计算机流体动力学和规模缩小模型阐明混合和液流条件。为了确保直

接且成功的规模放大，发酵设施需严格按照放大标准设计，以降低不同培养罐中工艺

条件的差异性，同时充分考虑发酵参数之间高度复杂的相互依赖和相互作用[89, 90]。

(3) 细胞收获和裂解

离心是最为常见的 E.Coli发酵液收获方式，在实验室规模条件下，其可实现简单、

快速的料液处理，对于生产规模，可选择大型碟片式离心机或连续流离心机，其挑战

在于较高的固定资产成本投入、较高的能耗以及可能涉及较为繁琐且需开放式处理的

手动操作步骤。切向流过滤技术是另一种可简单规模放大且可实现连续封闭式操作的

策略，在此过程中，也可将培养基置换至后续裂解步骤所需的缓冲液体系[91, 92]。

在重组蛋白生产中使用的机械裂解方法可用于核酸的分离。但是，蛋白质工艺中

使用的高剪切条件可能会导致核酸降解。所以， 目前常用的方法是传统的碱裂解方式

[93]，利用酶、表面活性剂、碱液等使细胞膜、细菌胞壁等破裂，或是改变细胞壁或细

胞膜的通透性，最终使大部分细胞壁及细胞膜成分裂解，适合较大规模生产。通常使

用 pH12、0.1-0.5 NNaOH溶液进行，结合使用 0.1-0.2% SDS或 TritonX100形成碱性条

件，大肠杆菌的蛋白质、RNA、宿主 DNA和质粒释放至溶液中并变性。加入中和液

后，质粒 DNA可以复性并保持溶解性，大量变性的蛋白质和宿主 DNA通过疏水作用

结合在一起而沉淀下来。这种方法的规模放大会有一定的挑战，因为粘度增加可能会

在混合过程中导致对 pDNA 的剪切。此外，在大规模条件下可能存在 pH梯度，需保

证充分但不过于强烈的混合。而裂解过程的时间也可直接影响 pDNA 的质量和数量，

如时间过长，可能导致 pDNA不可逆地变性。所以，良好设计的混合设备和仔细控制

的裂解参数是成功的关键。
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(4) 澄清

细胞裂解后，将需要除去固体。由于裂解液的粘性，这将是一个非常关键的步骤。

可使用离心或特定孔径规格的深层过滤器去除杂质。最近，絮凝被报导用于过滤操作

的预处理步骤。还有一些策略通过使用高盐缓冲液和离液剂进行沉淀来去除污染物[94,

95]。通常，澄清后的细菌细胞碱裂解液中，仅约 3%的内容物为 pDNA，而剩余的 97%

为其它杂质，包括蛋白质 65%、RNA25%、内毒素 4%以及基因组 DNA 3%[6]，这种

复杂性也是 pDNA下游工艺的挑战所在，其它挑战还包括其本身较大的粒径、高粘度、

剪切敏感性以及与杂质的相似性。

(5) 切向流过滤

切向流过滤是一种可简单规模放大且经济高效的 pDNA浓缩以及缓冲液置换技术，

并可通过合适膜 MWCO 的选择，部分去除线性 DNA、RNA 以及内毒素等杂质，截留

pDNA。切向流过滤操作的一个挑战是该步骤过程中料液不断增加的粘度以及 pDNA

的剪切敏感性[90, 91]。且在某些情况下，由于 pDNA 的结构特性或由于更高的离子强度

所导致的有效粒径的较低，pDNA可能会穿过比其粒径更小的膜孔而导致损失。因此，

鉴于 3-5X 的膜孔选择经验法则，为保证收率，可选择该范围的低值[96]。

(6) 层析

最终的 pDNA必需符合预先确定的质量要求，如无宿主细胞蛋白质、基因组 DNA、

RNA 以及内毒素，且针对特定应用，可能要求超螺旋 pDNA百分比>90%，所以，

pDNA工艺流程中包含层析步骤被认为是生产高效且安全的 pDNA 的基本要求。鉴于

杂质的复杂性及其与目标 pDNA 的相似性，可选择不同模式层析策略的组合[97, 98]。

阴离子交换层析（AEX）利用带负电荷的质粒和带正电荷的固定相之间的静电相

互作用，能够从开环 pDNA和裂解液的其它成分中选择性分离超螺旋 pDNA，但电荷

和结构与 pDNA相似的生物分子，如 gDNA、内毒素和一些 RNA会共纯化，且 pDNA

的结合载量低[99]。常与 AEX组合使用的策略是疏水作用层析（HIC），其利用单链核

酸杂质(RNA、变性 gDNA和变性 pDNA)和内毒素的疏水性，促进结合，并通过疏水

性支撑物阻碍这些杂质的流动，其可从内毒素和单链核酸中分离 pDNA，但需要在高

盐浓度下进行洗脱。亲和层析（AC）可在单个纯化步骤中获得高纯度的超螺旋 pDNA，
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并可确保产品在监管机构的标准之内，其利用基于分子识别的自然生物过程，选择性

纯超螺旋 pDNA，但其使用的生物性配基可能不稳定，且通常结合载量较低[100]。另一

种可良好去除 RNA和蛋白质的方法是尺寸排阻层析（SEC），其利用了 pDNA与其它

杂质之间不同的流体动力学粒径，但较难去除 gDNA。

(7) 除菌过滤

除菌过滤旨在截留细菌，确保无菌性。pDNA较大的粒径、纯化后的纯度以及缓

冲液的组成，可能影响过滤器的处理量，导致较低的流速，并降低步骤收率。选择合

适规格的过滤器前，需综合考虑这些因素，以实现除菌级过滤性能的最大化[101]。

(8) 储存

用于制药应用中直接或间接用途的 pDNA产品需要适当的储存系统，其需可监测

和报告储存条件，以符合完整的 GMP要求。需进行特定的评估研究，以确定最佳储

存条件。对于在-20°C受控条件下储存的 pDNA，分析表明，开环和超螺旋或共价闭合

环状形式的比例保持不变，没有 pDNA 的线性化或降解，DNA 的转染显示表达性能不

变，即该储存条件有效地保持了 DNA 的完整性[102, 103]。

1.3.3 商业化质粒的质量要求

鉴于 pDNA 的不同用途，如在药物开发中是用作原材料/关键起始物料、中间体、

药物底物还是药物产品，监管机构和/或 pDNA采购方会有不同的质量标准和预期，但

包括 DNA浓度、生物负荷、无菌性、内毒素（如<0.1EU/ug质粒或<5EU/kg体重）、

纯度–残留宿主细胞蛋白质（如不可检测或<0.01μg/剂）、基因组 DNA（如<0.05μg/ug

质粒或<0.01μg/剂）、RNA（如不可检测）和一致性等放行检测是普遍要求[104, 105]。
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1.4本论文的研究目的和内容

1.4.1 研究目的

细胞与基因疗法的市场愈发火热，已经迈入快速增长的黄金时代。面对如此逐

步庞大的市场，基因治疗领域中最常用的载体 AAV、慢病毒和mRNA疫苗的生产都

需要质粒作为重要的制药原材料，因此每年需要大量符合质量要求的质粒来满足基因

治疗领域中的市场需求，由此可见质粒在工艺生产的市场中需求强劲。面对日益增长

的产能需求，国内企业纷纷扩大产能，但基于市场大小和发展历史的不同，眼下与国

外的整体生产工艺水平存在差距。若想在该领域内实现弯道超车，要不断取其精华，

不断总结宝贵的经验，以此加速国内质粒的生产发展。

本文主要从商业实际问题出发，基于 QbD理念重新梳理了 pDNA质粒商业化生产

整个流程和控制，以大肠杆菌为宿主菌株，期待通过生产工艺的研发和优化，制备大

批量符合各项要求的标准 pDNA，以满足临床与商业端的质粒需求。通过对上游发酵

工艺控制，尽可能使生物量与质粒拷贝数最大化，从而给后续工序提供充足的输入原

料。通过碱裂解工艺各条件的控制，提高超螺旋质粒产率，同时尽可能减少其他杂质

含量。最后通过三步层析，得到了符合质量要求的质粒载体。

1.4.2 研究内容

本文立足于目前商业实际需求，拟从以下几个方面为主要研究内容来解决 pDNA

质粒在工艺生产的市场中需求强劲问题：

研究内容 1：以质量源于设计（QbD）的理念进行工艺开发，首先列出质粒载体

产品的目标产品质量概况（QTPP），评估得出产品的关键质量属性（CQA），采用失

效模式与影响分析（FMEA）进行风险评估，并列出影响质粒载体产品质量的关键材

料属性（CMA）、关键工艺参数（CPP），对高风险项材料进行相应控制，并通过实

验设计，进行工艺研究及优化，最终确认质粒载体关键工艺参数(CPP)。

研究内容 2：以 QbD理念确定的 CPP为基础，通过培养基的优化、补料方式的优

化和发酵参数的优化来进行上游发酵工艺的整体优化，以达到生物量与质粒拷贝数最

大化，从而给后续工序提供充足的输入原料。

研究内容 3：在菌体收集与破碎工艺过程中，采用切向流超滤工艺，通过浓缩参



安徽工程大学硕士学位论文

16

数、裂解参数、搅拌参数的优化实现超螺旋质粒产率的提高目的。

研究内容 4：通过优化经典的三步层析法，达到有效去除 RNA、去除线性和开环

质粒、提高超螺旋质粒比例、与降低内毒素、宿主蛋白及宿主 DNA残留水平的目的

，

得到符合质量要求的质粒载体。

1.4.3 创新点

在质量源于设计（QbD）理念的指导下，本研究将商业化质粒生产工艺与设计实

验方法（DoE）相结合，为高质量的商业化质粒研发提供了科学的理论依据。这种方

法不仅与当前工业界的倡导理念相符，还能够把握行业发展的脉搏，并具备一定的前

瞻性。通过将商业化质粒生产工艺与 QbD理念相结合，我们能够更加有效地探索如何

提高质粒生产的质量，并为相关产业的发展提供持续的动力。
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第 2 章 基于 QbD 理念的商业化质粒工艺研究策略

2.1 引言

随着细胞和基因疗法药物研发领域的迅猛发展，pDNA 作为其基础之一，正越来

越受到重视。符合 GMP标准的 pDNA 在病毒载体、mRNA、DNA 疫苗、基因治疗和

细胞治疗等重要领域也起到关键作用。随之面临的问题即是制备大批量符合各项要求

的标准 pDNA，以满足临床与商业端的质粒需求。因此，本章基于 QbD 的理念对质粒

工艺开发进行全盘梳理，首先罗列出质粒载体产品的 QTPP，评估得出产品的 CQA，

然后采用 FMEA模式进行风险评估，得到影响质粒载体产品质量的 CMA和 CPP，对

高风险项材料进行相应控制措施，以此进行工艺研究及优化。

2.2质粒产品的目标质量概况

本工艺开发产品的为基因工程质粒载体无菌溶液，用于将目标基因导入哺乳动物

细胞中最终形成无菌细胞制剂注射入人体，或用于转染到哺乳动物细胞中包装成携带

目标基因的基因工程病毒，再通过该病毒导入哺乳动物细胞中最终形成无菌细胞制剂

注射入人体，从而产生药效，是基因、细胞治疗生产过程中重要的无菌原材料。因该

产品并非药物，也不是原料药，无法制定适应症、禁忌、相互作用等药学指标。，包

装形式为冻存管或西林瓶。因此，本质粒产品的目标质量概况如下表 2-1所示。

表 2- 1 质粒产品的目标质量概况

Table 2- 1 Target quality profile ofplasmid products

项目 分类 标准

超螺旋 有效性 >80%

基因一级结构 有效性 一级序列与原质粒设计一致

支原体污染 安全性 不得检出

微生物污染 安全性 应无菌生长

内毒素含量 安全性 ＜100EU/mg1

HCD、HCP、RNA等杂质项 安全性 具体情况具体分析
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2.3 关键材料及关键工艺参数风险评估

2.3. 1失败模式与风险分析(FMEA)

应用 FMEA模型识别潜在的失败模型，用于识别、分析和评价潜在的风险。从风

险严重性（表 2-2）、发生的频率（表 2-3）及可检测性（表 2-4）进行评分。

表 2-2 严重程度评估表

Table 2-2 Severity assessment form

严重程度描述 定量评估

对产品质量、效力和安全有重大影响，将导致产品召回 5

对产品质量、效力和安全有影响，将导致产一个关键的偏差 4

对产品质量、效力和安全有轻微影响，将导致产一个主要的

的偏差
3

对产品质量、效力和安全有微不足道影响，将导致产一个轻

微偏差
2

对产品或工艺没有明显的影响 1

表 2-3 危害发生可能性评估表

Table 2-3 Hazard probability assessment table

发生可能性描述 定量评估

发生几乎是不可避免的 5

偶尔发生 3

基本不会发生 1

表 2-4 危害的可检测性评估表

Table 2-4 Hazard detectability assessment form

可检测性描述 定量评估

现场无检测 5

明显的缺陷且可能被检测到 3

很容易被发现 1
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2.3.2风险评估标准

根据上述的风险严重性、发生的频率及可检测性对失败模型进行评分，以此来评

估风险优先值，风险优先值（RPN）=严重性×发生率×可检测性。最后根据表 2-5 的风

险评估标准进行风险接受评估及采取措施评估。

表 2-5 风险评估标准

Table 2-5 Risk assessment criteria

风险 风险水平 风险接受 是否采取措施

低

中

高

1≤RPN≤24 可以接受 无需采取行动，但可以考虑

25≤RPN≤74 不可接受 考虑采取相应的行动

75≤RPN≤125 不可接受 必须采取相应的行动

2.4 关键材料属性风险评估

2.4. 1关键物料风险评估表

根据 FMEA风险评估方法，对风险水平为中、高的材料的评分，整合成表 2-6。

种子会直接影响产品的产量和质量，一旦存有安全性风险必将影响整个工艺，因

此种子有效性和安全性评估均为中。胰蛋白胨是微生物发酵常用氮源成分，动物源蛋

白胨可能引入外源病毒，因此为高风险项。三羟甲基氨基甲烷、乙二胺四乙酸二钠、

盐酸作为终产品溶液成份，会进入到质粒产品的终端应用，因此具有较高风险，需要

通过风险控制来降低风险。

表 2-6 关键材料风险评估表

Table 2-6 Risk assessment form for critical materials

阶段

分类

评估内

容

有效性评估 安全性评估

风险值 风险 风险值 风险 影响 CQA

RPN 水平 RPN 水平

种子

WCB

培养

种子

蛋白胨

45

45

中

中

45

75

一级序列、支原

体和微生物污染

外源病毒

中

高



安徽工程大学硕士学位论文

20

基成分

溶液

试剂

终产

品配方

酵母粉

氯化钠

七水合

磷酸氢二

钠

磷酸二

氢钾

甘油

无水硫

酸镁

消泡剂

三羟甲

基氨基甲

烷

乙二胺

四乙酸二

钠

葡萄糖

氢氧化

钠

十二烷

基硫酸钠

乙酸钾

冰醋酸

盐酸

硫酸铵

三羟甲

基氨基甲

烷

15

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

15

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

15

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

45

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

内毒素

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

低

中
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成分 乙二胺

四乙酸二

钠

盐酸

15

15

低

低

45

45

中

中

内毒素

内毒素

2.4.2 关键材料属性风险控制

通过物料属性风险评估表，可以判断在质粒生产工艺中，工作种子、蛋白胨及三

种终端产品成分的风险较高，需要进行风险控制。

工作种子作为工艺的关键起始物料非常重要，对质粒载体产品的有效性和安全性

都有影响，故要求对使用的 WCB建立完善的质量控制及放行标准。蛋白胨作为发酵

氮源，主要关注其安全性风险，这里可以选用无动物源成份的蛋白胨，以降低外源病

毒污染的风险。而作为终产品成分的三种试剂，应选用尽可能高安全级别的物料以降

低风险。

通过以上措施有效降低风险值，降低关键材料对产品 CQA产生负面影响。

2.5 关键工艺参数风险评估

2.5. 1 关键工艺参数风险评估表

根据风险评估中有效性和安全性打分评估，结果整合成表 2-7。确定了工艺过程的

风险水平，其中任一评分为高和中的项目暂定为关键工艺步骤，会在工艺开发过程中

对控制参数进行系统研究，通过工艺控制来降低风险，力求工艺的稳健和可放大。

表 2-7 有效性及安全性评估表

Table 2-7 Efficacy and safety evaluation form

工艺

段
评估内容

有效性评估

风险 风险水

值 RPN 平

安全性评估

风险值 风险

RPN 水平

影响的 CQA

一级
解冻温度 3 低 1 低 NA

接种比例 3 低 1 低 NA
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工艺

种子制

备

发酵

超滤 1

碱裂

解

GF层

析

AC-层

析

IEX-

层析

评估内容

培养条件

培养终点

培养基配

方

接种比例

发酵条件

补料策略

发酵终点

剪切力

洗滤倍数

浓缩倍数

菌处理浓

度

裂解温度

剪切力

裂解时间

上样量

溶液电导

线性流速

柱压

上样量

溶液 pH

及电导

线性流速

柱压

上样量

样品 pH

及电导

有效性评估 安全性评估

3 低 1 低

9 低 3 低

3 低 1 低

3 低 1 低

8 低 1 低

27 中 3 低

27 中 3 低

9 低 1 低

9 低 3 低

9 低 1 低

45 中 75 高

27 中 45 中

75 高 75 高

15 低 25 中

5 低 25 中

5 低 5 低

5 低 3 低

9 低 9 低

5 低 5 低

25 中 25 中

5 低 5 低

15 低 9 低

5 低 5 低

15 低 15 低

影响 A

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

超螺旋比例

超螺旋比例

超螺旋比例

超螺旋比例

超螺旋比例

NA

NA

NA

NA

超螺旋比例

NA

NA

NA

NA
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工艺

段

超滤 2

无菌

分装

冻存

评估内容

溶液 pH

及电导

线性流速

柱压

浓缩倍数

洗滤倍数

浓缩终点

制剂

过滤压力

分装规格

保存条件

有效性评估 安全性评估

5 低 25 中

5 低 5 低

9 低 5 低

5 低 9 低

15 低 9 低

5 低 3 低

5 低 5 低

3 低 5 中

3 低 3 低

3 低 3 低

内影毒响素的、HCD

NA

NA

NA

NA

NA

NA

微生物污染

NA

NA

2.5.2 关键工艺参数风险控制

一级种子的解冻、接种以及培养条件等评分为低，制备一级种子主要是通过活化

菌种提供足够的菌体支持发酵步骤，文献报道种子质量主要影响发酵产量，但未见文

献报道与杂质、质粒质量相关，因而在工艺过程中并未做非常详细的研究，参照大肠

杆菌常用的解冻及培养方法。上游发酵工艺开发主要目的为提供足量质粒输入至下游

工艺，主要将研究菌重和超螺旋质粒的关系， 需要通过研究补料策略等发酵条件优化

找到最佳的发酵策略以支持产量相关的工艺指标。

其中质粒生产工艺中，FEMA 分析评分最高为碱裂解工序，根据评估表裂解效率

受到裂解工艺段的多个工艺参数的影响，是一个综合了多个工艺参数效果的 CPP，如

剪切力、裂解温度和时间等。通过工艺优化，控制裂解参数，以达到裂解充分且产生

尽可能高比例超螺旋比例输出至后续工艺中，减轻下游纯化工艺难度。在裂解过程中，

无法避免产生基因组 DNA 及开环质粒等杂质，通过工艺优化仅能优化杂质的比例。

在此工艺中引入亲和层析用于不同 DNA 构型的分离效率以保证终产品纯度合格，由

于亲和层析的高特异性，能特异性吸附超螺旋质粒，综合分析碱裂解一步进行工艺控

制后为风险较低。
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层析主要采用 GE三步法层析，本工艺开发过程中主要测试工艺的稳健性，通过使

用不同分子量大小的质粒测试该工艺的稳健性，以终产品达到既定质量指标为接受标

准。在此下游工艺中，离子交换层析中电导和 pH 风险评估为中度，我们通过多批试

验确定其电导和 pH范围，从而控制工艺稳健。

过滤除菌选用 0.22µm孔径通过除菌验证的滤器，A 级环境进行除菌以降低染菌风

险。

2.6本章小结

在本章节中以 QbD 的理念进行工艺开发，通过列出质粒载体产品的 QTPP，评估

得出产品的 CQA，采用 FMEA 模型进行风险评估，并列出影响质粒载体产品质量的

CMA与 CPP。最后通过分析评估得出发酵上游的补料策略、发酵终点，碱裂解中的剪

切力、裂解温度和时间，下游纯化工艺中的电导和 pH 皆为关键工艺参数，需要在后

续工艺优化中重点关注和控制。
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第 3 章 基于 QbD 理念的商业化质粒上游发酵工艺条件的优化开

发

3.1 引言

质粒一级序列是本工艺目标产品至关重要的质量指标，而质粒在菌株内扩增是可

能引入突变导致一级序列变化。常用的质粒扩增菌株为大肠杆菌，大肠杆菌的基因型

背景非常清晰，且大多数均进行了基因修饰，其中 endA1突变使内源核酸内切酶失活，

有助于提高质粒的产量与质量；recA1 与 hsdR17 突变则可避免不期望的基因重组以及

目的质粒 DNA 修饰、切割的发生。从原理上，质粒在这些经过基因修饰的菌株中扩

增一级序列稳定性很高。

本工艺涉及的目的质粒均含有 ColE1/pBR322 复制起始位点（ORI），该复制起点

为高效复制起点，是质粒在大肠杆菌内高效复制的关键因素，保障质粒在大肠杆菌里

维持在较高拷贝数，但由于目的质粒在大肠杆菌中复制时仅由一个复制起点双向起始，

因此不同大小、不同序列的目的质粒在 JM109 中的复制可能存在差异（如不同发酵时

间下拷贝数的变化），发酵菌液中目的质粒产量也存在差异。

根据该工艺既定目标，期望最终获得至少 200 mg 质粒，下游纯化保守收率按照

35%计算，则上游发酵至少要 570 mg质粒，碱裂解法测定每克湿菌体质粒浓度为 0.78

mg/g WCW，以 0.78 mg/g WCW保守计算上游发酵所需菌体量为 730 g 湿菌体。以至

少发酵得到 730 g湿菌体为工艺开发目标，优化上游工艺发酵参数。

3.2 实验材料与实验方法

3.2.1 实验试剂

表 3-1 实验试剂

Table 3- 1 The main reagents of the experiment

药品名称 货号 公司

大豆蛋白胨

酵母粉

BD-212488

Oxoid-LP0021

麦克林有限公司

OXOID LIMITED
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氯化钠 10019318 国药集团化学试剂有限公司

Na2HPO4·7H2O 国药-10017632 国药集团化学试剂有限公司

KH2PO4 国药-10017618 国药集团化学试剂有限公司

甘油 国药-10010618 国药集团化学试剂有限公司

泡敌 SIGMA-A6426 Sigma-Aldrich, Inc.

MgSO4 CAS:7487-88-9 上海实验试剂有限公司

3.2.2仪器设备

表 3-2 实验仪器与设备

Table 3-2 Experimental instrunlents and equipments

设备 型号 公司

生物安全柜

生物反应器

冷冻离心机

微量紫外分光光度计

冰箱

EXPLORER精密天平系统

自动超滤系统

A2

Bioflo 120

eppendorf 5430R

BioSpectr

TSG505 SC

EX4202 ZH

pilot I

Thermo

德国艾本德股份公司

德国艾本德股份公司

德国艾本德股份公司

Thermo

奥豪斯

仕必纯贸易（上海）有限公司

3.2.3培养基配方

LB培养基：称取大豆蛋白胨 1.2 g，酵母粉 0.6 g，氯化钠 1.2 g，加入 120mL蒸馏

水后调整 pH为 7.2，；

BM 培养基：称取大豆蛋白胨 30 g，酵母粉 15 g，NaCl 15 g，Na2HPO4·7H2O

16.08 g，，KH2PO4 8.16 g，甘油 47.55 g，泡敌 0.9 g，3 L纯化水，3.6 g MgSO4溶于

200 mL纯化水单独灭菌后接种时加入发酵罐；

FM培养基：称取大豆蛋白胨 100 g，酵母粉 50 g，甘油 158.5 g，泡敌 0.3 g，溶于

1L纯化水单独灭菌后待用。

3.2.4发酵种子

在发酵时可采用培养至对数生长期时作为种子[9- 10]，也可采用生长饱和种子以保
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证接种菌体均一性。本工艺中选用对数生长时期菌体长速率最快，代谢旺盛，酶系活

跃，可以很快到新的环境生长，以降低迟缓期。本研究中选取具有一定代表性的大肠

杆菌菌株 pCgpV/DH5α和 JA2/JM109两个菌株进行了一级种子工艺研究。

3.2.5 DH5α与 JM109生长曲线的测定

采用 LB培养基作为种子培养基，一级种子在 37.0 ± 1.0℃解冻 3.0±1.0 min，按照

1:1500- 1:1000 将解冻的冻存管菌接入 LB种子培养基中，进行种子活化，活化后转移

至恒温摇床，37.0 ± 1℃, 200 rpm培养，在特定时间点取样检测菌液 OD600 的值，绘

制 pCgpV/DH5α和 JA2/JM109两个菌株的生长曲线。

3.2.6 单位湿菌体质粒含量的测定方法

将含有目的质粒的大肠杆菌 JM109 以 0.1%的接种量接种到装有 50 mL LB液体培

养基的 250mL 的摇瓶中，37.0 ℃ , 200 rmp培养过夜。采用 Kit和碱裂解法小量抽提

质粒以测定单位湿菌体质粒浓度，采用琼脂糖凝胶电泳，光密度分析超螺旋质粒浓度；

同时采用 UV260 法估算碱裂解上清的核酸含量。在培养结束后 10000 g离心 20 min，

测定湿菌体的量。

3.2.7补料策略

在本发酵工艺中，DO 关联搅拌转速始终控制在 20%以上，则补料策略决定了菌

体的生产速率，由于菌体和质粒复制速率有一定差异，所以在整个发酵过程中通过控

制补料速率来控制菌体增殖速率；本次发酵拟定一个两阶段恒速补料策略：发酵 3.5 h

时开始补料，补料速率为 4~5 g/kg/h或者在发酵 5.5 h时调整补料速率至 8~10 g/kg/h。

3.2.8发酵终点及饥饿处理

发酵过程中菌体量不断增加，而单位菌体所含质粒拷贝数在不同的发酵时间可能

不一致。通过实验摸索出生物量与质粒拷贝数的乘积最大时间点，从而达到目的质粒

DNA产量最大化。采用 qPCR法检测发酵过程中菌体的质粒拷贝数，测定游离质粒拷

贝数所用的引物见表 3-3。按照说明，在引物的干粉中加入 ddH2O水，稀释至终浓度

为 10uM，然后分装并置于-20℃冰箱中保存。

表 3-3 测定质粒拷贝数时所用引物

Table 3-3 Primers used in the determination of plasmid copy number
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引物名称 5'→3'序列

General-F1 CTGACTCCCCGTCGTGTAGA

General-R1 GCTGGCTGGTTTATTGCTGA

Ecoli-F GCGAGCGATCCAGAAGATCT

Ecoli-R GGGTAAAGGATGCCACAGACA

qPCR法检测主要使用 ChamQ Universal SYBR qPCRMaster Mix试剂盒，将待测

pDNA、引物、还有使用到的试剂置于冰上待用，随后配置如下表 3-4 的反应液。

表 3-4 反应液配置

Table 3-4 Reaction solution configuration

试剂名称 体积

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix(2x) 10uL

Primer Forward( 10uM) 0.4uL

Primer Reverse ( 10uM) 0.4uL

cDNA 2uL

ddH20(RNase-free) 加水至总体积 20uL

配置完成后即可上机进行 qPCR法检测，反应程序的设置如下：预变性温度为

95℃, 30s，1个循环；随后进行循环扩增阶段，温度为 95℃, 10s，40个循环；最后

进行检测，温度为 60℃, 30s，40个循环。

3.2.9条件优化实验设计

采用 Box-Behnken 的中心组合试验方法，主要的指标为生物反应器发酵过程

中主要的工艺参数变量，即 pH、溶氧（%）、接种量（%），主要考察的质量属性包

括质粒产量（mg/L)。依此设计 DoE 实验，因素水平及具体实验方案见表 3-5 与表 3-

6。

表 3-5 部分因子试验因子与水平设计

Table 3-5 Factors and levels of the fractional factorial design

水平 A pH B 溶氧 C 接种量
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-1 6.30 20 3

0 6.80 30 4

1 7.30 40 5

表 3-6 部分因子试验组合安排

Table 3-6 The fractional factorial design

组别 A pH B 溶氧 C 接种量

1 6.8 40 3

2 7.3 30 5

3 6.8 20 5

4 6.8 40 5

5 6.8 30 4

6 7.3 40 4

7 7.3 20 4

8 6.3 40 4

9 6.8 20 3

10 6.3 30 5

11 6.3 20 4

12 6.3 30 3

13 7.3 30 3

质粒产量计算采用 Hassan 方法对指标进行转换,按照公式 (1)求得归一值 di,di取值

越大越好。 对各指标的归一值求几何平均数,即得质粒产量。

di= (Yi-Ymin ) / (Ymax-Ymin ) （1）

其中,Yi为实测值,Ymin和 Ymax指每一指标在不同次试验中测得的所有值中的最小值和最

大值。 计算出各指标的 di。 最后由公式 (2)计算质粒产量。

质粒产量= (d1×d2×……dn )1/ n （2）

3.2.10 响应面设计

本研究根据找到的关键工艺参数 CPP（pH 、溶氧及接种量)。在此基础上进行响

应面设计， 采用 Design-Expert 11软件绘制各因素对 质粒产量 交互影响的三维响应曲
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面图和等高线图。

3.3结果及讨论

3.3.1培养基的优化结果

培养基各组分的浓度和比例要恰当，过量的营养物质会造成溶液渗透压过高，细

胞脱水死亡，会抑制菌体的生长，特别是碳源和氮源的比例，如果碳氮比偏小，会导

致菌体生长旺盛，造成菌体提前衰老自溶；碳氮比过大，菌体繁殖数量少，细菌代谢

不平衡不利于产物的积累[3]。

碳源和氮源作为培养基中的最主要营养成分，对质粒生产有较大影响。大肠杆菌

发酵的碳源一般有葡萄糖和甘油，葡萄糖因细菌利用快且价廉易得，已广泛用作重组

菌高密度发酵的碳源，但大肠杆菌在过量葡萄糖或缺氧的条件下会发生“葡萄糖效应

[4]”，积累大量有机酸而影响目的菌种的生长和质粒扩增，以甘油为碳源时，在发酵过

程不会产酸，而且甘油作为碳源会增加菌体质粒 DNA浓度。

为了使发酵过程中 pH 的稳定控制，一般选择磷酸二氢钾、磷酸氢二钾及磷酸氢

二钠混合的磷酸盐作为缓冲液体系，同时其中的 Na+、K+及磷酸根浓度可以维持一定

的渗透压，同时添加一定浓度的 Mg2+，因为 Mg2+是 DNA聚合酶的辅助因子，是核酸

酶的激活剂，保证质粒高效扩增，Mg2+ 影响 DNA 的扩增效率和错配概率 [6]。Mg2+是

细胞内 300 多个代谢酶类的辅因子，与 ATP结合，参与能量代谢过程，稳定生物膜，

介导细胞内一些信号转导，与细胞生长、增殖等密切相关。

本工艺以 LB 培养基为种子培养基；发酵培养基以甘油为碳源，非动物源蛋白胨

和酵母粉为氮源，磷酸二氢钠、磷酸氢二钾为缓冲体系，添加适量的 Mg2+和 NaCl为

发酵培养基；补料培养基补碳氮源，以大豆蛋白胨、酵母粉为氮源，以甘油为碳源。

3.3.2 DH5α与 JM109生长曲线测定结果

DH5α与 JM109 的生长曲线见图 3-1，可以看出两个菌株从 4 h后开始进入对数生

长期，4~10 h均处于为指数生长期，两个菌株培养 6 h 的 OD600大于 2.0。

因种子液菌体浓度对发酵影响不明显，故本工艺定义为：种子培养 5.5 h 后测定

OD600，种子液 OD600为大于 1.0后可作为一级种子种子液接种至发酵罐。
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图 3-1 DH5α与 JM109 菌株生长曲线

Figure 3- 1 Growth curves of DH5α and JM109 strains

3.3.3 单位湿菌体质粒含量的测定结果

单位湿菌体质粒含量的测定结果如表 3-7 所示，为 0.78mg质粒/g湿菌重，因在生

产工艺中将采用碱裂解法，所以随后的工艺开发种将暂时采用 0.78mg质粒/g湿菌重作

为经验常数来估算批产量。

表 3-7 菌株单位湿菌体质粒浓度的测定结果

Table 3-7 Results of determination of plasmid concentration per unit wet bacteria of strains

方法 单位湿菌体质粒含量(mg/g)

碱裂解法

Kit法

0.78

1.04

3.3.4补料策略工艺优化结果

质粒发酵工艺一方面要求获得较高的菌体密度，另一方面要求有较高的质粒拷贝

数。要实现较高的菌体密度一般采用阶段式补料策略进行工艺发酵，而高密度发酵成

功的关键是补料策略的选择，常用的补料方式有：恒速流加补料、变速补料和指数流

加补料。但菌体密度最高和单位菌体质粒拷贝数最高可能出现在发酵的不同时间点，

两者乘积最大时为最佳发酵时间点，既为发酵终点。

在大肠杆菌进入发酵阶段后，随着发酵的进行菌体浓度不断增加，发酵培养基中

的营养物质不断消耗，氧需求量不断上升，在初始 200 rpm搅拌条件下，DO不断下降，

直到 DO 控制值后转速不断升高，当发酵培养基营养耗尽时会出现 DO 快速反弹，转
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速开始下降，当这个点出现时要开始补料。

本生产工艺优化中以甘油为碳源，发酵 3.5 h时 DO 回升后开始补料，补料速率为

4 g/kg/h，在发酵 5.5 h时调整补料速率至 9 g/kg/h，搅拌与补料速率结果如图 3-2所示，

DO与补料速率曲线如图 3-3所示，从 DO与补料速率发酵曲线结果可知，在发酵 3.5 h

出现了溶氧反弹，补料后溶氧下降，从图 3-2 可知搅拌转速也出现了小幅度下降。按

照发酵 3.5 h时速率为 4 g/kg/h，在发酵 5.5 h时调整补料速率至 9 g/kg/h 的补料策略，

在发酵前 16 h，工艺过程中控制参数稳定，是一个比较优的补料策略，在发酵至 16 h

时以 9 g/kg/h 的补料速率已经不能维持菌体的快速生长所需要的营养，故作补料速率

的调整，继续发酵，为后期工艺继续优化积累数据，同时也为测定质粒拷贝数积累数

据。

图 3-2 搅拌与补料速率曲线图

Figure 3-2 Plot of stirring and feeding rate
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图 3-3 DO 与补料速率曲线图

Figure 3-3 Plot of DO and feed rate

3.3.5发酵终点实验结果

进行第二轮工艺优化菌体生长和质粒拷贝数结果见图 3-4，可以看出，在发酵前 16

h菌体的 OD600不断增长，单位菌体的质粒拷贝数也不断增加，生物量与 OD600 的乘积

也不断增加，发酵 16 h时 OD600到达 29.5，质粒拷贝数为 624。

质粒拷贝数与 OD600乘积结果见图 3-5，从两者结果可以看出，在发酵 16 h时质粒

拷贝数与 OD600乘积最大。

图 3-4 质粒拷贝数的曲线图

Figure 3-4 Graph of plasmid copy number
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图 3-5 质粒拷贝数与 OD600 乘积曲线图

Figure 3-5 Graph of plasmid copy number multiplied by OD600

3.3.6条件优化实验设计结果

根据 FMEA 模型分析结果，确定 pH、溶氧和接种量为影响质粒产量的 3个显著

因素。采用 Box-Behnken 统计学试验设计方法，对上述 3个显著因素进行优化，试验

结果见表 3-8。

表 3-8 试验组合安排与结果

Table 3-8 The fractional factorial design and results

组别 pH 溶氧 接种量 质粒产量

1 6.8 40 3 586.4

2 7.3 30 5 373.6

3 6.8 20 5 317.4

4 6.8 40 5 597.5

5 6.8 30 4 313.2

6 7.3 40 4 536.8

7 7.3 20 4 363.2

8 6.3 40 4 504.5

9 6.8 20 3 374.9

10 6.3 30 5 376.8

11 6.3 20 4 319.5

12 6.3 30 3 317.6

13 7.3 30 3 385.2

3.3.7模型拟合与方差分析

将表 3 -8 数据导入 Design-Expert 11 软件进行模型拟合,得到回归方程质粒产量=

313.20+17.55A+106.27B+0.1500C-2.85AB-17.70AC+17.15BC+6.03A2

+111.78B2+44.07C2。 该模型的显著性检验 P = 0.0294 <0. 05，表明模型显著模型的

R2 = =0.9748，Radj2 = 0. 8993,说明该模型的拟合度较好,见表 3-9。因此，该回归方程拟

合的模型可用于质粒生产的最优工艺参数。
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表 3-9 Box-Behnken 设计方差分析

Table 3-9 Analysis of variance of Box-Behnken

来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 1.290E+05 9 14331.52 12.90 0.0294 显著

A-pH 2464.02 1 2464.02 2.22 0.2332

B-DO 90355.00 1 90355.00 81.34 0.0029

C-接种
0.1800 1 0.1800 0.0002 0.9906

量

AB 32.49 1 32.49 0.0292 0.8751

AC 1253.16 1 1253.16 1.13 0.3661

BC 1176.49 1 1176.49 1.06 0.3791

A² 82.97 1 82.97 0.0747 0.8024

B² 28556.92 1 28556.92 25.71 0.0148

C² 4440.24 1 4440.24 4.00 0.1394

残差 3332.45 3 1110.82

总和 1.323E+05 12

3.3.8 响应面分析

根据回归方程,采用 Design-Expert 11 软件绘制各因素对质粒产量交互影响的等高

线图,见图 3-6，3-7和 3-8。
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图 3-6 pH 与 DO 交互影响的等高线图

Figure 3-6 Contour plot of the interaction effect between pH and DO

图 3-7 pH 与接种量交互影响的等高线图

Figure 3-7 Contour plot of the interaction effect between pH and inoculum size
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图 3-8 DO 与接种量交互影响的等高线图

Figure 3-8 Contour plot of the interaction effect of DO and inoculum

3.4本章小结

本章中，我们对第二章 QbD 理念的指导下的各项工艺参数进行工艺优化，通过本

章的工艺优化，暂定上游发酵工艺如下：以 LB 为种子培养基，按照 1:1000 活化菌

株进行一级种子扩培 ，4%(V/V)接种比进行发酵； 以 BM 为发酵培养基， 以 FM

为补料培养基 ， 以甘油为碳源； 采用两段恒速补料策略连续补料策略 ，发酵 3 .5

h 时以 4 g/kg/h ，发酵 5 .5 h 时调整补料速度至 9 g/kg/h ；采取以 37 .0 ± 1 .0 °C

为发酵温度；pH 控制范围为 7 .2 ± 0. 5 ；DO 控制大于等于 20% ；停止补料后饥

饿处理 20 min 后收获，总发酵时间为 14±2h。
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第 4 章 基于 QbD 理念的商业化质粒下游发酵工艺开发

4.1 引言

碱裂解方法参考《分子克隆实验指南》，本工艺步骤中碱裂解工艺会对超螺旋比

例及宿主 DNA产生影响，影响 CQA，需要通过实验设计确定工艺参数范围。工艺开

发的主要目的是为了保证充分裂解效率的前提下尽可能获得最高的超螺旋质粒 DNA，

主要通过控制剪切力、裂解时间和温度来提高碱裂解的效率，并尽量除去杂蛋白和基

因组。大肠杆菌裂解产物中，其中质粒 DNA约占 3%，绝大多数为 RNA 及蛋白，因

此选用合适的工艺获得最多的超螺旋质粒 DNA 是裂解的最终目标。超滤工艺及澄清

工艺不影响 CQA，故未做深入研究，参照供应商对具体设备的建议参数执行。

超滤 1工艺的主要目的是：一是收集大肠杆菌菌体，二是对菌体进行缓冲液置换，

置换到裂解缓冲液 I 中。为有效避免交叉污染，选用一次性封闭系统，选用超滤技术

（切向流技术），更进一步优选中空纤维而非膜包，因为中空纤维相比膜包有开放式

的通道，能够处理高固含量、高粘度和剪切力敏感样品，并且具有良好的线性放大能

力。超滤 1 另一 目的为缓冲液置换，将菌体置换到含有高浓度葡萄糖的裂解液 I 中，

减少培养基成分对裂解效率的影响，裂解液 I提供高浓度的葡萄糖，提高菌体渗透压，

防止在超滤过程中造成细菌裂解，质粒丢失，且由于高葡萄糖浓度产生的粘性，可以

使菌体充分悬浮，有助于进行充分均匀的碱裂解。

裂解液 II 中含有的 SDS和 NaOH可以促进细胞膜破裂，变性蛋白和 DNA，然后

用 3M醋酸钾裂解液 III进行中加，钾离子与 SDS反应生产十二烷基硫酸钾溶解度降低，

将结合在 SDS上的蛋白及基因组 DNA沉淀下来，而质粒可以在该条件下复性。三种

裂解缓冲液的比例为 1:2:1.5。裂解过程需要注意以下三个方面[12]: (1)碱裂解时间：裂

解时间过长会导致质粒 DNA不可逆变性；(2)混匀效率：低混匀效率会造成裂解体系

不均一，裂解效率下降，提高混匀效率需要提高剪切力，但过高的剪切力使宿主 DNA

断裂成小片段或造成质粒 DNA不可逆性变性，使分离纯化难度增加；（3）裂解的菌

体的固含量。

质粒下游纯化采用 GE 的三步法质粒纯化工艺，通过风险评估发现亲和层析和离

子交换层析的电导和 pH 数据属于中风险项，需要重点关注和研究。超滤 2 工艺不影
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响 CQA，浓缩过程注意控制入口和回流的压力不超过系统和管路要求压力，其它参数

仅作一般工艺参数控制，不做详细研究。

4.2 实验材料与实验方法

4.2.1 实验试剂

表 4-1 实验试剂

Table 3- 1 The main reagents of the experiment

药品名称 货号 公司

三羟甲基氨基甲烷

乙二胺四乙酸二钠

十二烷基硫酸钠

乙酸钾

冰醋酸

无水氯化钙

硫酸铵

盐酸

J.T.Baker-4102-05

J.T.Baker-B8995-01

W410053

国药-30154518

国药-10000218

10005861

1.28218.8029

7647-01-0

湖南尔康制药股份有限公司

湖南尔康制药股份有限公司

安徽泽升科技有限公司

国药集团化学试剂有限公司

国药集团化学试剂有限公司

国药集团化学试剂有限公司

默克生命科学技术有限公司

湖南尔康制药股份有限公司

4.2.2 实验设备

表 4-2 实验仪器与设备

Table 3-2 Experimental instrunlents and equipments

设备 型号 公司

生物安全柜

生物反应器

台面配液系统

微量紫外分光光度计

冰箱

50L温控搅拌器

自动超滤系统

A2

Bioflo 120

wand mixer

BioSpectr

TSG505 SC

IND331 Harsh

pilot I

Thermo

德国艾本德股份公司

Pall公司

德国艾本德股份公司

Thermo公司

默克公司

仕必纯贸易（上海）有限公司



安徽工程大学硕士学位论文

40

4.2.3裂解阶段超滤工艺研究方法

选用孔径 500KDa 改良聚醚砜（mPES）中空纤维膜进行菌体收集。选用 790cm2

的 500KDa 的中空纤维（S02-E500-05-N）进行超滤，根据细菌特性，选择较大剪切力

进行超滤浓缩，我们初步设定剪切力不超过 6500S-1。开启自动切向流设备，初步设定

inlet流速为 1200mL/min，系统平稳运行后控制剪切力不超过 6500S-1，开始超滤浓缩，

当 3L 大肠杆菌发酵液浓缩至 1L 时停止浓缩，开始洗滤换液，使用预冷的裂解液 I进

行 3±1CV连续流洗滤。

4.2.4 剪切力和裂解时间的测定

实验时首先研究较低剪切力的搅拌转速的裂解效率，搅拌转速设定为 23rpm和

50rpm，裂解时裂解液 II 和 III 导入时间小于 5分钟，观察裂解现象并检测裂解上清中

超螺旋质粒含量。接下来低剪切力的结果，对裂解搅拌转速进行调整，提高至 100rpm

时，裂解液 II 和 III 导入时间控制在 5min之内，观察裂解现象并检测将裂解上清中超

螺旋质粒含量。

4.2.5超滤 1

超滤 1工艺步骤中选定 N06-E500-05-S（8500cm2）中空纤维进行超滤，通过流速

控制剪切力不超过 6500S-1，将约 12L大肠杆菌发酵液进行浓缩，浓缩至（6±2）kg体

积，然后使用裂解液 I进行洗滤 5±1CV，后通过控制重量将菌体悬液浓缩至（8±1）

kg。

4.2.6碱裂解

裂解缓冲液比例为 1:2:1.5，裂解液 I和裂解液 III 需要经过 2-8℃预冷，裂解液 II

加入过程控制在 5分钟以内，搅拌转速控制在 100-150rpm，裂解液 II导入结束 1分钟

内开始导入裂解液 III，维持搅拌转速不变，裂解液 III导入结束后停止搅拌，裂解结

束。澄清后将样品放置到 2-8℃放置过夜。

4.2.7 澄清

将 50µm和 0.6µm进行串联，设定蠕动泵转速在 100rpm开始澄清，当压力升高至

1.5Bar 时停止澄清，如料液没有澄清完成，采用三通接头方式替换成新的澄清滤器，
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直到澄清结束，澄清前后的样品进行检测并分析数据。

4.2.8 分子筛层析

生产规模的分子筛层析柱为 6FastFlow（300/500，体积 21±2L,（200mg工艺）)，

分子筛层析载量按照体积计算，上样体积为柱体积 20%-35%CV；我们将进样体积设

定为 6L（28%CV）和 8 L（38%），线速度≤60cm/h，首先用 2.1M硫酸铵平衡缓冲

液平衡 6FastFlow层析柱 3±1CV，然后将澄清后质粒溶液进样到层析柱，并进行平衡

液洗脱，收集 UV254 的第一个吸收峰，观察层析图谱并将收集样品进行琼脂糖凝胶电

泳检测。

4.2.9 亲和层析

在生产中，使用 2M 硫酸铵平衡缓冲液平衡层析柱 3±1CV，将分子筛洗脱峰全部

上样，线速度≤120cm/h，控制压力≤3bar，用平衡液洗脱线性及开环质粒后，采用

1.7M (NH4)2SO4+0.3M NaCl进行洗脱，收集 UV254 的吸收峰并进行检测和分析。

4.2. 10阴离子交换层析

首先用含有 0.4MNaCl 的平衡液进行 3±1CV平衡，线性流速为≤120cm/h，对亲和

洗脱样品进行 1：3 稀释，稀释缓冲液为 100mMTris-HCl（pH7.5±0.2），然后将稀释

后质粒溶液进样到层析柱，之后用平衡液洗涤去掉未吸附或吸附较弱的杂质，最后在

1M NaCl下洗脱质粒 DNA，收集 UV254 的吸收峰并进行检测和分析。

4.3结果及讨论

4.3.1超滤 1优化结果

将 3L大肠杆菌发酵液浓缩至约 1L，进行 3CV洗滤。超滤结果如表 4-3所示，称

取浓缩前湿菌重为 34.3mg/mL，称取浓缩后湿菌重为 96.7mg/mL，根据公式计算回收，

超滤浓缩菌体回收率为 94.0%。



安徽工程大学硕士学位论文

42

表 4-3 超滤 1 菌体收集

Table 4-3 Ultrafiltration 1 bacterial body collection

类别 超滤 1浓缩前数据 超滤 1浓缩后数据

发酵液体积 3L 1L

湿菌重 34.3g/L 96.7g/L

总菌重 102.9g 96.7g

超滤浓缩菌体回收率 94.0%

洗滤工艺包括连续洗滤和不连续滤，由图 4-1 所示，连续洗滤 5 倍体积后，洗滤

效率可达 99.3%，为确保菌体充分置换到裂解缓冲液 I 中，最终选用 5±1CV洗滤。

图 4-1 洗滤方式和洗滤效率曲线

Figure 4- 1 Washing method and washing efficiency curve

将超滤 1收集到的菌体进行碱裂解工艺中的菌体固含量研究。结果如表 4-4所示，

发现在固含量为 240g/L 以下，超螺旋质粒 DNA 与菌体浓度可形成良好的线性关系，

即裂解菌体浓度不影响裂解效率。以菌体固含量为横坐标，超螺旋质粒产量为纵坐标

绘制曲线，结果见 4-2，说明菌处理浓度在 60g/L-240g/L 范围内，碱裂解法抽提获得

的质粒含量与固含量呈正相关，当固液比为 480g/L时，抽提质粒效率下降。
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表 4-4 不同固含量菌体质粒抽提结果

Table 4-4 Results of plasmid extraction of bacteria with different solid contents

名称 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4

菌体固液比（g/L） 480 240 120 60

质粒含量（ng） 168.1 142 77.2 45

图 4-2 不同固含量菌体的质粒抽提结果

Figure 4-2 Results of plasmid extraction from bacteria with different solid contents

4.3.2碱裂解效率

进行两批次实验比较碱裂解效率，结果如图 4-3 所示，控制碱裂解搅拌转速参数

在 100-150rpm，计算超螺旋质粒回收率发现，两批实验的裂解过夜样品的回收率分别

为 86.61%和 106.37%,裂解中和样品过夜放置到 2-8℃不会造成超螺旋质粒产量下降。
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图 4-3 碱裂解效率比较

Figure 4-3 Comparison of alkali lysis efficiency

4.3.3澄清回收效率

澄清过后的质粒上清液目测澄清度较高，进行分子筛层析时，层析过程正常，并

未造成超压现象，由此判定澄清工艺满足要求。统计并分析其超螺旋质粒的回收率，

结果如图 4-4所示，发现回收率在 113.65%和 118.73%，说明裂解质粒经过澄清步骤基

本无损失，工艺参数锁定。

图 4-4 澄清回收效率比较

Figure 4-4 To clarify the recovery efficiency comparison

4.3.4 分子筛层析结果

在载量研究中， 根据图 4-5显示上样量为 8L时，质粒峰和 RNA检测峰可以分开，

且质粒峰电导仍在 225ms/cm 附近波动，说明 RNA可以除去且缓冲液置换彻底。为了
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控制工艺的稳健性，将进样体积操作范围调整为 20-35%柱体积。

图 4-5 分子筛层析图谱

Figure 4-5 Molecular sieve chromatography profile

4.3.5 亲和层析结果

亲和层析工艺研究的主要是适用性和稳健性，如图 4-6 所示，通过两批发酵实验

亲和层析回收效率及超螺旋比例的比较，发现质粒可以在平衡液电导为 215±20ms/cm

时有效吸附在层析柱上，并在电导为 205±20ms/cm时洗脱下来，检测后发现两批质粒

回收率为 86±2%；经过亲和层析纯化后的质粒超螺旋比例为 94.88%和 88.76%，螺旋

比例高于 85%，满足工艺需求。

图 4-6 亲和层析回收效率及超螺旋比例

Figure 4-6 Recovery efficiency of affinity chromatography and proportion of supercoiling
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4.3.6 阴离子层析结果

阴离子层析结果如图 4-7 显示，当平衡液 pH 范围为 7.5±0.2、电导为 45±5ms/cm

时，亲和洗脱样品在 1：3稀释后进行洗脱，回收率为 78±7%，产出高于 300mg超螺

旋质粒，满足工艺需求。

另外，本步骤作为质粒生产工艺中的精纯一步，可有效降低宿主 DNA和内毒素，

数据显示 HCD 的除去效率为 48±8%，半定量法内毒素结果显示，经过阴离子交换层

析后，内毒素降低到可接受水平，详见表 4-5。

图 4-7 离子交换层析回收率与宿主 DNA 去除率

Figure 4-7 Ion exchange chromatography recovery and host DNA removal

表 4-5 内毒素检测结果

Table 4-5 Results of the endotoxin test

批次 样品 体积（L） 内毒素

批次 1

批次 2

AC 样品

IEX 样品

AC 样品

IEX 样品

1.64

2.21

2.13

2.76

>250EU/ml

＜2.5EU/ml

＜250EU/ml

＜2.5EU/ml

4.4本章小结

本章中，通过光密度分析法进行回收率的分析，超滤 1菌体湿重回收率为 102%，

碱裂解步骤超螺旋质粒回收率为 97±14%，澄清步骤超螺旋质粒回收率为 116±4%。 由
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此可以判断裂解工段的总回收率大于 85%，回收率较高且工艺稳定。在分子筛收集中，

超螺旋质粒的回收率为 （100±23）%；经过亲和层析，质粒超螺旋比例高于 85%，且

该步骤质粒回收率为（86±2）%； Source30Q 阴离子交换层析可以显著降低宿主 DNA

的杂质含量，步骤除去率可达（48±8）%，且可将内毒素含量大幅度降低。综合分析，

质粒下游纯化工艺的回收率为 50%。
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第 4 章 结论及展望

4.1结论

本文主要从商业实际问题出发，基于 QbD理念重新梳理了 pDNA质粒商业化生产

整个流程和控制，以大肠杆菌为宿主菌株，通过生产工艺的研发和优化，制备大批量

符合各项要求的标准 pDNA，以满足临床与商业端的质粒需求。首先列出质粒载体产

品的 QTPP，评估得出产品的 CQA，采用 FMEA模式分析进行风险评估，并列出影响

质粒载体产品质量的 CMA与 CPP，对高风险项材料进行相应控制，并通过实验设计，

进行工艺研究及优化，最终确认质粒载体的 CPP，最终得到如下工艺：

在上游发酵工艺中以 LB为种子培养基，改进 LB培养基为发酵培养基；一级种子

扩培，4±1%接种比进行发酵，以甘油为碳源，采用连续补料方式进行补料。从发酵

3.5 h 时开始补料 ，补料流速为 4 ~ 5 g/kg/.H ，发酵 5.5 h 时调整补料速度为 8 ~

10g//kg/H 至发酵结束；采取以 37.0 ± 1.0 °C 为发酵温度；pH控制范围为 7.2 ± 0.5；

DO≥20%；发酵 14±2 h时停止补料。

下游纯化工艺中，菌体收集采用切向流超滤工艺，选用 500Kda PES材质的中空纤

维对菌体进行浓缩，通过洗滤工艺将菌体置换到裂解液 I 中，控制固液比为 60-240 g/L，

然后加入 2倍体积裂解液 II和 1.5倍体积裂解液 III，控制碱裂解搅拌转速在 100-150

rpm；裂解结束后采用 50 μm+0.6 μm两级滤器对碱裂解液进行澄清。

下游纯化工艺采用经典三步层析法。分子筛层析选用 6FastFlow填料，上样 20-

35%柱体积以去除 RNA 并进行彻底换液；在 2M 硫酸铵条件下超螺旋质粒结合到

Plsmidselect 亲和填料上 ，去 除线性和开环质粒 ，提 高超螺旋 比例 ；最后选用

Source30Q 阴离子交换层析，进行精纯，进一步提高质粒质量，并降低内毒素、宿主

蛋白及宿主 DNA残留水平。

通过对上游发酵工艺控制，尽可能使生物量与质粒拷贝数乘积最大化，从而给后

续工序提供充足的输入原料。通过碱裂解工艺各条件的控制，提高超螺旋质粒产率，

同时尽可能减少其他杂质含量。最后通过三步层析，得到了符合质量要求的的质粒载

体，最终锁定工艺参数。
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4.2 展望

本文依然有很多问题值得深入研究，具体可以考虑从以下方面进行：

（1）除了考虑本课题研究的关键工艺参数之外还应考虑发酵过程中进一步放大中

发酵罐几何体积的变化、发酵氧体积传递系数、单位体积功率输入等相关参数的影响，

为更大规模发酵体系提供指导；

（2）应结合更多的模型更多的动力学实验来评估和反馈质粒载体产品的 QTPP与

CPP优化情况，从而实现 QbD理念的的循环改进；

（3）可以将基于 QbD理念进行工艺优化的思路辐射至其他开发工艺，如 CAR-T

细胞治疗等领域。
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攻读硕士学位期间研究成果

1，参与了中国首款全自主研发的CAR-T药物纳基奥仑赛注射液（CNCT19细胞注射液）
产品的细胞、质粒、病毒工艺开发；并作为主要的工艺开发的参与者以及生产的负责
人，深度参与了质粒和病毒的工艺开发至商业化使用的全流程。助力了纳基奥仑赛注
射液的成功上市。

2，学生所在的联合培养单位上海药明生基医药科技有限公司作为行业的先行者与领跑
者，参与了上海医药行业协会、上海药品审评核查中心主导的制定了《免疫细胞治疗
产品生产用质粒生产质量管理指南》，此行业指南已经在23年06月01日正式实施；生
基医药负责指南草案的起草，学生承担了指南草案的生产管理、物料、工艺控制等模
块的制度起草任务，助力了此指南的颁布和实施。
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