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摘  要 : 基因治疗是一个快速发展的领域，其中关于慢病毒介导的外源基因导入研究得最为广泛。随着研发技术

的不断发展，在安全性方面慢病毒已经从第一代发展至第三代，而如何工程化获得高滴度慢病毒仍是当今技术一

大瓶颈。运用 Fibra-Cel 片状载体作为 HEK293T 细胞载体基质，联合多个无菌细胞转瓶在滚瓶机上培养，对贴壁

细胞进行规模放大化生产。通过对第三代慢病毒包装过程中影响慢病毒滴度的因素进行逐一筛选，使病毒滴度达

到最优。研究结果成功运用 Fibra-Cel 片状载体作为 HEK293T 细胞粘附载体基质，作为一种贴壁细胞规模放大的

方法，筛选出了利用滚瓶机制备第三代慢病毒的最优条件，规模化生产了 3 批慢病毒。在时间上，将慢病毒的生

产时间从质粒转染到病毒收集的 120 h 缩短至 54 h；在成本上，利用滚瓶机代替生物反应器实现了无需反复灭菌、

全程一次性产品的安全有效低成本的运行，为慢病毒的规模化制备提供了技术上的支持，为临床应用奠定了坚实

的基础。 
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Abstract:  Gene therapy is a rapidly developing field. The most widely used technique for foreign gene transfer is 
lentiviral-mediated gene therapy. Lentiviral vector has been developed from the first generation to the third generation in terms 
of safety. The preparation of lentiviruses with high titer remains difficult. In this study, a Fibra-Cel sheet carrier was used as 
an HEK293T cell carrier matrix, and several sterile cell culture spinners were combined and cultured on a roller bottle machine 
to scale up the adherent cells. The virus titer was maximized by screening the factors to optimize the lentivirus titer in the 
third-generation lentivirus packaging process one by one. Fibra-Cel sheet vector was successfully used as the matrix of 
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HEK293T cell adhesion to culture adherent cells at large scale. The optimal conditions for large-scale preparation of the 
third-generation lentivirus by bottle roller were screened and three batches of lentiviruses were produced on pilot scale. The 
production time of lentivirus was shortened from 120 hours to 54 hours from plasmid transfection to virus collection; in terms 
of cost, a rolling bottle machine was used instead of a bioreactor, leading to lower cost and no need for repeated sterilization 
during the whole process. The safe, effective and low-cost operation of successful production will provide a technical base for 
the large-scale preparation of lentivirus and thus lay a firm foundation for its clinical application. 

Keywords:  lentivirus, large-scale preparation, Fibra-Cel, gene therapy, CAR-T 

20 世纪 90 年代，慢病毒载体作为一种安全

替代品开始渐渐取代 γ-逆转录病毒载体，由于慢

病毒载体既能将基因插入到分裂细胞也能插入到

非分裂细胞[1-2]中，且目的基因在宿主细胞中长期

而稳定的表达，使其迅速成为基因修饰和细胞治

疗中的重要工具。 

随着对慢病毒的不断研究和开发，慢病毒从

第一代开展至第三代，第一个改进是该载体系统

病毒只有 HIV-1 Gag、Pol、Rev 和 VSV-G 蛋白，

没有活性 LTR、Tat 或辅助蛋白，可以显著增加其

生物安全性。第二个改进就是从表达质粒中的 3′ 

LTR中删除了 U3区域内的 TATA盒、Sp1和 NF-kB

转录因子结合位点[3-6]，这些载体称为自灭活载体 

(Self-inactivating vector，SIN)，其长末端重复序

列的增强子或启动子被删除，从理论上降低了附

近基因被激活的风险。在逆转录之后，U3 区域内

的 3′ LTR 缺失被转移到原病毒 DNA 的 5′ LTR 的

U3 区域，引起 LTR 启动子的转录失活，阻止了

全长载体的 RNA 的表达，这种改进降低了野生型

HIV 病毒感染后载体活化的可能性[7-9]。第 3 个改

进就是在慢病毒载体骨架上加入了土拨鼠肝炎病

毒转录后调控元件 (Wood chuck hepatitis virus 

post-transcriptional regulatory element, WPRE)，它可

增强 mRNA 转录的稳定性，提高第三代载体的表  

达[10-12]。Salk 的报道中指出，在慢病毒载体中添加

WPRE 后，转导效率提高了 5 倍[13-15]。 

慢病毒载体的运用十分广泛，在转向临床实

验时会需要大量的慢病毒载体，而将生产工艺放

大则显得极为重要。可以通过扩展方法 (增加生

产单元) 即单纯的扩大“2D”培养方法，也可以通过

采用悬浮培养系统实现，后者比贴壁细胞更容易放

大规模，而悬浮化贴壁依赖型细胞会降低细胞的体

积/密度比，对于商品制造者来说，载体基质培养具

有诸多优点。在简单的悬浮培养、流化床或填充床

系统中使用载体基质，每 1 mL 可能得到 2×108 个

细胞。选择正确的载体基质取决于培养细胞的类型

和培养的目的。本研究在已经成熟的“2D”培养方

法基础上，纵向扩展——“3D”悬浮细胞培养，对

悬浮培养系统体系如细胞密度、载体基质浓度、转

瓶速度、聚醚酰亚胺(Polyetherimide)∶DNA 比例、

总质粒浓度、丁酸钠浓度以及培养时间进行优化，

获得最佳的慢病毒规模化制备条件，为临床应用

奠定了坚定的基础。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 
细胞基础培养基 DMEM-MEM、RPMI1640

及细胞培养其他成分 HEPES、D-PBS，购自美国

Gibco 公司；去内毒素质粒大提试剂盒购自美国

Axygen 公司；Fibra-Cel 购自 Eppendorf 公司；

Cytodex1、Cytodex3 购自 GE Healthcare 公司；

polybrene、PEI 购自 Sigma 公司；内毒素检测试

剂盒购自厦门鲎试剂生物科技公司；双链 DNA

定量试剂盒购自上海联迈生物。 

1.2  仪器与设备 
流式细胞分析系统 (BD FACS Aria)，细胞培

养箱 (Thermo)，超速离心机 (Beckman Coulter)，

荧光显微镜，冷冻真空干燥机、超低温冰箱和核
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酸蛋白电泳系统，台式高速离心机  (Eppendorf 

5415D)，凝胶成像系统为 Bio-Rad 公司。 

1.3  方法 
1.3.1  质粒提取 

质粒加到感受态Stbl3里，依次冰上放置5 min，

42 ℃水浴锅热激 90 s，冰上放置 5 min 后，三区

划线的方法涂布于氨苄平板上。37 ℃培养 12–16 h

后取出平板后挑取单个菌落接种至含 0.1%氨苄

的 LB 液体培养基，37 ℃、250 r/min 转速的摇床

中培养 14–16 h。 

收获细菌，6 000×g、4 ℃离心 15 min，然后依

次加入 10 mL Buffer P1、P2、P3，剧烈晃动离心管

4–6 次后室温过滤，加 2.5 mL 缓冲液 ER 至溶菌液，

冰上孵育 30 min，10 mL QBT 润洗 QIAGEN-tip 

500 柱子，用 15 mL 缓冲液 QN 洗脱 DNA，加入

10.5 mL 异丙醇使 DNA 沉淀下来，混匀，15 000×g、

4 ℃离心 30 min，弃上清，5 mL 70%乙醇，15 000×g、

4 ℃离心 10 min，弃上清后烘干质粒。检测质粒

DNA 的浓度并记录，保存于−20 ℃。 

1.3.2  Fibra-Cel 的处理和回收 
用电子天平称取一定量的 Fibra-Cel 载体，1 g

载体加入 5 mL 的 PBS，混匀密封，4 ℃过夜后，

121 ℃高压灭菌 30 min，4 ℃保存。 

将用过的载体基质移至玻璃器皿，用清水洗

涤 3 次。向洗涤后的载体基质中加入 0.1 mol/L 醋

酸浸泡 4–6 h，再用清水洗涤 3–5 次，烘干灭菌后

备用。 

1.3.3  细胞铺板于 Fibra-Cel 载体基质 
配制 DMEM 完全培养基，从 4 ℃取出 PBS、

已水化高压的 Fibra-Cel 载体基质常温复温。提前

将滚瓶机打开，紫外照射 30 min，温度调至 37 ℃，

CO2 浓度调至 5%。取 1 L 的未处理细胞培养转瓶，

放入 6 g Fibra-Cel 载体基质。取 3×108 细胞，300 mL

完全培养基于已加 Fibra-Cel 的细胞培养转瓶。将

细胞培养瓶放至滚瓶机上，8 r/min 旋转 2 h。 

1.3.4  慢病毒包装 

准备 a、b 两个无菌的离心管，分别加入 5 mL

的 PBS，在 a 管中加入一定比例的 PEI，在 b 管

中加入目的质粒和包装质粒静置 5 min 后将 a 管中

试剂加入 b 管中，轻轻混合均匀。室温孵育 20 min

后，将混合物移至细胞培养转瓶中，37 ℃、5% CO2

培养箱孵育。 

1.3.5  慢病毒滴度检测 

96 孔板每孔铺 0.2×106–0.5×106 Jurkat 细胞，  

200 μL/孔，以 1∶10 的比例将病毒转导入细胞，

32 ℃、1 200×g 离心 90 min。4 h 后用 DPBS 将

细胞洗一次后铺于 12 孔板，转导 48 h 后用流式细

胞术检测。将阳性细胞群圈出后，计算病毒滴度。

病毒滴度 T=(P*N)/(D*V) [T=病毒滴度 (TU/mL)，

P=流式细胞术检测的阳性细胞比例 (如 P=0.2 即

阳性细胞占 20%)，N=转导的细胞数，D=转导时

病毒稀释倍数，V=转导时的体积]。 

1.3.6  双链 DNA (dsDNA) 定量检测 

向一次性微量比色皿中依次加入梯度性

Tris-EDTA 缓冲液和 2 µg/mL 小牛胸腺 DNA 标

准浓缩液，随后加入 1 mL PicoGreen 定量试剂，

混匀后，于室温避光孵育 2–5 min，并以 1×TE 缓

冲液为空白对照，以此结果作标准曲线，向 96 孔

板中加入 TE 和 2 µg/mL 小牛胸腺 DNA 标准浓缩

液，随后加入 100 µL PicoGreen 定量试剂，混匀，

于室温避光孵育 2–5 min，荧光酶标仪中检测各浓

度荧光值，Ex/Em=480 nm/520 nm。 

1.3.7  BSA 残留检测 

在酶标板上设标准品浓度分别为 90、60、30、

15、7.5 μg/L。封板膜封板后置 37 ℃温育 30 min

后小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满

洗涤液，静置 30 s 后弃去，如此重复 5 次，拍干。

然后显色，先加入显色剂 A 50 μL，再加入显色剂

B 50 μL，轻轻振荡混匀，37 ℃避光显色 15 min，

每孔加终止液 50 μL，终止反应。以空白孔调零，
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450 nm 波长依序测量各孔的吸光度 (OD450)。根

据标准曲线计算 BSA 残留量。 

1.3.8  统计学分析 
结果代表至少 3 次独立实验。实验数据用

x s 来表示，统计学分析使用非配对 t 检验，数

据统计分析和图表制作均采用 Graphpad prim 5.0，

差异在P <0.05时被认为具有统计学意义。(*P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1)。 

2  结果与分析 

2.1  质粒构建 
包装质粒为本实验室的第三代慢病毒质粒，

如图 1 所示，载体质粒含有报告基因 Zsgreen。慢

病毒包装后成功转染细胞，表达绿色荧光蛋白，

这使得它们易于检测。 

2.2  细胞培养载体的选择 
为使细胞在转瓶内能悬浮化生长，我们评估

了细胞的培养载体类型。固定接种 5×105 个/mL

细胞，分别考察微载体 Cytodex l、Cytodex3 和

Fibra-Cel 对细胞增殖的影响。每组考察实验设 3 个

平行实验。经过 48 h 的微载体培养，细胞密度均有

所增加，显微镜下观察细胞在载体上的生长情况  

(图 2A)。利用微载体 Cytodex 1 培养 HEK293T 细胞，

细胞增殖不显著；Cytodex 3 细胞密度均增加为最初

接种时的近 4–5 倍，而利用片状载体 Fibra-Cel 近  

7–9 倍，且稳定转染导致的慢病毒载体滴度最高  

(图 2B)。因此，本实验确定使用片状载体 Fibra-Cel
进行 HEK293T 细胞规模化培养的细胞载体基质。 

2.3  细胞培养条件的优化 
细胞的生长状态直接影响了慢病毒的生产滴

度，故大规模生产慢病毒载体需要高产量的

HEK293T 细胞[16]。为了优化出 HEK293T 细胞在

Fibra-Cel 载体基质上富集程度，我们以 20 g/L 片状

载体 Fibra-Cel，在 2 r/min、4 r/min、6 r/min、8 r/min、

10 r/min 转速下，使细胞与载体基质充分接触着床

后，消化载体基质，计算细胞数量并统计细胞富集

率 (图 3A)，通过显微镜下观察细胞在载体上的生

长情况 (图 3B)。结果显示，在 8 r/min 转速的转瓶

中旋转 2 h，可保证 HEK293T 细胞高效率的着床于

载体基质上，且细胞密度在 106/mL 和 2×106/mL 时

有相近的富集率。 

2.4  病毒包装条件优化 
为了进一步开发无菌细胞培养转瓶作为生产

慢病毒载体的平台，我们优化了包装病毒的条件，

包括丁酸钠的浓度、PEI 与 DNA 的质量比、总质

粒 (μg/mL) 的浓度，并且以此条件成功包装出高

滴度并具有生物学功能的慢病毒。 

 

 
 

图 1  载体质粒及第三代慢病毒包装质粒系统 
Fig. 1  Transgene vector and third generation lentivirus system. 
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图 2  载体基质的优化 
Fig. 2  Optimization of vectors and transfection methods. (A) Microscopic analysis in which three vectors are co-cultured 
with cells, separately. (B) Comparison of packaging the lentivirus titer of three kinds of vectors. (****P<0.000 1). 

 

   
 

图 3  细胞培养条件的优化 
Fig. 3  Optimization of  cell culture conditions. (A) Effect of different spinner speeds on cell enrichment at 1×106/mL, 
2×106/mL cell plating density. (B) Microscopic image of 293T cells on a Fibra-Cel disk (400×). Disks had been rinsed 
with phosphate-buffered saline, treated with trypsin and rinsed in DMEM to remove the bulk of the cells. Cells were 
fixed with 70% isopropanol and stained with Hematoxylin.  

 
2.4.1  生产培养基中丁酸钠浓度对慢病毒包装滴

度的影响 
丁酸钠是一种有效的组蛋白去乙酰化抑制

剂，使组蛋白高度乙酰化，从而可以引起染色质

的解聚，使转染的 DNA 的转录和表达更高[17-19]。

在细胞铺板载体基质 48 h 后，我们更换 DMEM

培养基，单一变量变化，使用丁酸钠 0 mmol/L、

3 mmol/L、6 mmol/L、9 mmol/L、12 mmol/L 的

培养基包装病毒，收集 48 h 的上清液，流式细胞

术确定慢病毒的功能滴度。结果显示 (图 4A)， 
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图 4  病毒包装条件的优化 
Fig. 4  Optimization of virus packaging condition. (A) Effect of different concentrations of sodium butyrate on 
lentivirus titer. (B) Effect of different PEI: DNA ratios on lentiviral packaging. (C) Effect of different total plasmids on 
lentiviral packaging. (D) Light-emitting condition under a fluorescent microscope after packaging green light plasmid at 
48 h. (**P<0.01, ***P<0.001, **** P<0.000 1, ns: not significant). 

 
培养基中丁酸钠浓度为 3 mmol/L 时慢病毒滴度

最高，但与未添加丁酸钠的培养基相比未有统计

学差异。为减少慢病毒生产后下游处理，未选择

丁酸钠作为增加慢病毒包装条件。 

2.4.2  PEI 对慢病毒包装滴度的影响 
传统质粒转染方法有磷酸钙质粒转染、PEI、

LIP2000 和 POLYJET 等，其中 PEI 兼具成本低、

转染效率高、影响转染效率因素少等优点，故本

研究选用 PEI 为规模化生产的转染阳离子聚合

物。PEI 可与 DNA 的磷酸酯键形成离子相互作用，

形成浓缩的 PEI-DNA 复合物。在一定量的 DNA

的情况下，我们推测不同的 PEI/DNA 比例对病毒

滴度有影响。细胞在载体基质上培养 48 h 后，分

别以 PEI∶总质粒质量比为 1∶1、2∶1、3∶1、 

4∶1、5∶1 包装慢病毒。结果显示 (图 4B)，在 

PEI∶总质粒质量比为 3∶1、4∶1 时，可获得    

107 TU/mL 的慢病毒，统计学分析两者无明显差

异。由于 PEI 具有一定的细胞毒性，在生产或纯

化慢病毒时缺少检测及定量 PEI 的方法来判定

PEI 是否会和慢病毒共纯化，以及共纯化的水平

是否会破坏慢病毒的感染能力和稳定性，因此选

择 PEI∶总质粒质量比为 3∶1 作为规模化包装所

用的比值。 

2.4.3  总质粒量对慢病毒包装滴度的影响 
有研究表明，当从培养皿扩大到细胞工厂时，

质粒总浓度可以按比例放大[20] ，利用悬浮细胞 

瞬时转染大规模生产慢病毒是可行的，且拥有良

好的产量。但在转移到中试生产之前，该技术还

需要进一步完善。优化的主要瓶颈是转染过程本

身，PEI 无法沉降到细胞转瓶中 Fibra-Cel 载体基
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质的细胞层上，而细胞培养转瓶中定义的最佳质

粒浓度是有限的，故需要对总质粒的量进行优化。 

实验结果表明，将总质粒浓度从 0.8 mg/mL

增加到 1.6 mg/mL，可以将 Fibra-Cel 上产生的慢

病毒的滴度提高大约两倍 (图 4C)。随着总质粒浓

度的继续增加，慢病毒包装的生物功能滴度呈下

降趋势。 

2.5  关键时间点的探索 
2.5.1  细胞铺板不同时间后转染 

接下来，我们优化了两个关键的时间变量：转

染混合物的加入时间和慢病毒包装后的收集时间。 

为了探索细胞形态对慢病毒生产的影响，我

们以 1×106/mL 细胞密度接种于 Firba-Cel 载体基

质，在细胞培养转瓶中以 8 r/min 的转速旋转混匀

2 h 后，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养 0 h、2 h、

48 h、72 h 后将质粒加入细胞培养基中，进行慢

病毒生产。结果显示 (图 5A)，在 HEK293T 细胞

落在载体基质并培养 2 h 后即刻进行慢病毒包装，

慢病毒原液滴度可达 18×106 TU/mL。一般情况下，

我们认为当细胞粘附于载体基质上，细胞骨架完全

伸开密度达 80% 时可获得较优的滴度。实验结果

表明，细胞在贴壁的早期阶段所产生的慢病毒滴度

最高，这可能和细胞的细胞膜通透性有关。 

2.5.2  第一次收取病毒时间 

HEK293T 细胞表面广泛表达 LDL-R，当细胞上

清内的病毒 VSV-G 可以识别并结合 HEK293T 细胞

表面 LDL-R，HEK293T 细胞通过胞吞的形式再次使

病毒进入细胞，从而使上清中的病毒数量减少。当

上清中的实际病毒数量 (生产的病毒总数−进入细

胞的病毒数) 最大时，即可获最大慢病毒滴度。 
 

 

 
 

 

图 5  在 Fibra-Cel 上扩增和转染 HEK293T 细胞 
Fig. 5   Expansion and transfection of HEK293T cells on Fibra-Cel. (A) Plasmid transfection after cells inoculation 
with Fibra-Cel at different times. (B) Glucose levels. (C) The supernatant is first collected at different times. (D) The 
supernatant was collected for the second time. **P<0.01. 
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我们分别于质粒转染后的 10 h、19 h、24 h、

36 h、38 h、48 h 收取上清。结果显示，在       

38 h 时，上清中的实际病毒数量达到最大值    

(图 5C)，随着时间增加，细胞所产病毒减少，

进入细胞的病毒数增加，上清病毒反而降低。

HEK293T 细胞以 300 mL 规模接种到细胞培养转

瓶中的 Fibra-Cel 上，葡萄糖 48 h 内水平降低更

多，表明代谢活跃细胞随着时间的推移而增多 

(图 5B)。 

2.5.3  第二次收取病毒时间 
在某些情况下，可通过增加收集次数来提高

最终慢病毒的质量。我们在收集第一次病毒原液

后，更换 10% FBS 的 DMEM，再次放入培养箱

产毒，分别于 8 h、12 h、16 h、20 h、24 h 后收

集第二次上清。结果显示 (图 5D)，在换液 12 h

后，获得病毒原液的生物学功能滴度最高。 

2.6  GMP 生产 
GMP (Good manufacture practices)，即药品生

产质量管理规范，用上述优化条件作为规模化慢

病毒生产的标准工作程序  (图 6)，并生产 3 批

高滴度 GMP 级 GFP 慢病毒载体产物  (表 1)。
这 3 批慢病毒进行浓缩后检测支原体、真菌、细

菌、内毒素、残留 DNA、BSA 残留均符合欧盟国

际标准 (表 2)，病毒浓缩后保存于−80 ℃。 
 

 
 

图 6  临床制造流程图 
Fig. 6  Clinical manufacturing flow chart. 

 
表 1  滚瓶机中生产慢病毒 
Table 1  Production of lentivirus vector in the cellroll  

Batch 
number 

Total culture 
volume (mL) 

Total plasmid 
(μg/mL) 

Titer H1×106 
(TU/mL) 

Titer H2×106 
(TU/mL) 

Total volume 
harvested (mL) 

Average titer 
(TU/mL) 

GFP01 1 200 1.6 7.84 4.09 2 400 5.90 

GFP02 1 200 1.6 9.90 3.67 2 400 6.78 

GFP03 1 200 1.6 10.12 5.64 2 400 7.88 
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表 2  主要质控指标 
Table 2  Main quality control indicators 

Batch number pH Fungus Bacterial Mycoplasma Endotoxin  
(EU/2×108 TU)

Residual BSA  
(ng/2×108 TU) 

The total residual 
DNA (ng/2×108 TU)

GFP01 7.5 (–) (–) (–) 1.9 0.5 308 
GFP02 7.5 (–) (–) (–) 2.5 1.1 297 
GFP03 7.5 (–) (–) (–) 2.2 0.8 261 
EU reference value 7.0–8.0 (–) (–) (–) <25 <1 500 <4 000 

 

3  讨论 

近年来，慢病毒载体的发展非常迅速，从第

一代到第三代的四质粒系统[21-23]，随着科学家对

于载体质粒的不断优化，慢病毒的安全性也得到

了很大程度的提高[12,24-26]。但是，在临床试验开

展的整体过程中，不仅要求慢病毒要有十分高的

安全性，还要求慢病毒有足够多的具有生物学功

能的病毒颗粒，因此对慢病毒生产时的滴度和生

产后的下游加工提出了更高的要求。 
我们在此描述了使用 PEI 瞬时转染生产高安

全性第三代慢病毒载体的可扩展制造平台开发。

基于滚瓶机联合多个透气表面未处理的无菌细胞

培养转瓶封闭系统处理技术，一台滚瓶机亦可产

0.3–500 L 病毒原液，且无需在每批运行之间进行

灭菌或必要的清洁。 
转染的规模化生产需要仔细分析和优化处理

步骤，转染过程和载体收集都是有时间依赖性的，

并且受到本研究中所证明的许多变量的影响。有

报告指出，若未能在最佳“感受”条件下生产慢病

毒，最高可导致生产力降低 10 倍以上[27-28]，此外

培养时间也对转染具有很大程度的影响。在测试

的变量中，我们发现几个关键的影响因素，其中

包括在细胞收获前用于转染细胞的密度。我们确

定转染前培养的 HEK293T 细胞的最佳细胞接种

密度为 106/mL。然而，细胞密度对病毒滴度的影

响是否适用于其他载体类型以及这是否对慢病毒

载体具有特异性仍有待研究。其他变量发现影响

病毒滴度的因素包括转染后培养基更换的时间和

转染过程中使用的质粒浓度。我们的实验结果显

示，第一次收取的最佳时间为 38 h，第二次收取

的最佳时间为 12 h。同时，1.6 μg/mL 是规模化制

备 中 转 染 的 最 佳 质 粒 浓 度 。 其 中 通 过 转 染

HEK293T 细胞产生慢病毒载体的结果显示，质粒

的量从每瓶 1.6 μg/mL 增加至 2.0 或 2.4 μg/mL 
时，实际上却大大降低了病毒滴度。最后，我们

总结了使用瞬时转染大规模生产慢病毒载体的新

型制造平台的优化参数并生产 3 批慢病毒载体。 

病毒的质量控制主要包括外观、可见异物、

目的载体鉴别、pH、纯度、病毒滴度、无菌检查、

工艺相关杂质 (如 DNA 残留、牛血清白蛋白残

留，核酸残留等) 及细菌内毒素等。生产的 3 批

慢病毒的各项质控均符合欧盟的标准值，而针对

每一个特定的病毒载体，需根据病毒载体及其生

产工艺的特点建立特定的质量控制检测及要求，

建立相应的病毒载体参比品。 

工艺开发需要严谨的条件摸索和优化，基于

瞬态转染的平台一旦开发成功，就可以发挥其最

大的灵活性，以节省成本和时间。本实验的探索

实现了慢病毒的规模化制备，利用滚瓶机实现了

无需反复灭菌、全程一次性产品的安全有效低成

本的运行，在快速发展的基因治疗领域中，可用

于慢病毒载体的大规模临床生产。 
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