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В настоящее время для производства лицен-
зируемых фармпрепаратов помимо традицион-
ных способов химического и микробного синте-
за широко используют также методы с примене-
нием клеточных систем. Эти процессы значимы 
не только как инструмент промышленного произ-
водства, но и как поле для реализации приклад-
ных и теоретических разработок.

Белки получают в разных экспрессионных 
системах, хотя клеткам млекопитающих отдают 
предпочтение из-за того, что в них осуществля-
ются посттрансляционные модификации, необхо-
димые для нормального функционирования тера-
певтических белковых препаратов [1]. Эти систе-
мы остаются конкурентоспособными несмотря 

на высокие затраты на их применение для про-
изводства лекарственных препаратов, более низ-
кую скорость роста клеток млекопитающих и 
меньшую их устойчивости к гидродинамическо-
му стрессу по сравнению с клетками прокариот. 
Для нивелирования некоторых из этих негатив-
ных факторов при культивировании эукариот в 
биореакторах большое внимание уделяют аппара-
турным модификациям и выбору способа культи-
вирования [2].

При производстве белка на основе клеток 
млекопитающих необходимым условием являет-
ся создание клеточной линии. Оптимизация на 
этом этапе осуществляется за счет использова-
ния новых подходов к созданию векторов, а также 
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 применения современных технологий трансфек-
ции и скрининга, ускоряющего отбор стабильных 
клонов с высокой продуктивностью [3].

На этапе культивирования отобранных клонов 
увеличение продуктивности и обеспечение необ-
ходимого качества продукта достигается за счет 
подбора сред и добавок. Состав коммерческих 
специализированных сред не является общедо-
ступным. Выбор сред основан на балансе между 
ростом и продуктивностью клеток с учетом эко-
номической целесообразности процесса.

Кроме того, для оптимизации культивирова-
ния и масштабирования до уровня биореактора 
важную роль играет выявление и контроль кри-
тических параметров процесса. Увеличение эф-
фективности возможно путем анализа влияния на 
процесс каждого параметра (содержание раство-
ренного кислорода, pH и температура) по отдель-
ности [4, 5]. Однако, при таком подходе не учи-
тывается возможное взаимное воздействие опти-
мизируемых параметров, что может приводить к 
нахождению «ложного оптимума», а обеспечива-
ющие наибольшую эффективность условия оста-
ются неопределенными [6]. Избежать подобной 
ложной оптимизации предлагается с помощью 
многофакторного метода.

Многофакторный эксперимент используют во 
многих областях для решения таких задач, как раз-
работка новых и улучшение уже существующих 
продуктов и процессов; скрининг значимых фак-
торов; минимизация стоимости продукта; тестиро-
вание устойчивости процессов и продуктов и др.

Потребность в применении данного мето-
да существует и на всех этапах биофармацевти-
ческого производства, таких как разработка и по-
лучение продукта, скрининг и аналитика, а также 
клинические исследования.

Целью данной работы было использование 
многофакторного эксперимента для оптимиза-
ции условий культивирования клеточных культур 
млекопитающих в биореакторе на основе мини-
мального количества экспериментов и при учете 
взаимного влияния параметров процесса.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Клеточная культура и среда
В работе использовали продуцирующую ФСГ 

суспензионную клеточную линию CHO huFSIK, 
созданную на базе опытного биотехнологическо-

го производства ИБХ и депонированную в Рос-
сийской коллекции клеточных культур позвоноч-
ных (РККК 744Д) (http://www.cytspb.rssi.ru/rkkk/
rkkk_ru.htm) [7]. Для выращивания клеток ис-
пользовали бессывороточную среду Ex-cell CHO 
DHFR (Sigma) с добавлением 1% (на этапе подго-
товки инокулята) или 2% (при культивировании в 
биореакторе) глутамина (Invitrogen).

Получение инокулята культуры клеток СНО
Клетки культивировали в инкубаторе (Sanyo, 

Япония) при 37 ºС в присутствии 5% CO2 («Газ-
Ана лит», Россия) в газовой фазе с использовани-
ем флаконов с рабочим объемом 5 мл и 50 мл на 
круговой качалке (Biosan, Латвия) со скоростью 
120 об/мин. Начальная плотность суспензии со-
ставляла 3·105 кл/мл. Пересадку культуры про-
изводили каждые 84±12 ч. Подготовленный ино-
кулят с жизнеспособностью не менее 95% пере-
носили в биореактор с мешалкой объемом 2 л 
(New Brunswick Sci.), обеспечивая начальную 
плотность культуры 3·105 кл/мл.

Культивирование в биореакторе
Дальнейшее культивирование проводили 

в биореакторе с мешалкой (см. выше) при ра-
бочем объеме 0,5 л и скорости перемешивания 
80  об / мин. pH регулировали подачей 7,5%-ного 
гидрокарбоната натрия (Sigma-Aldrich, США) и 
углекислого газа («Газ-Аналит»). DO поддержи-
вали автоматической подачей воздуха со скоро-
стью 0–0,5 л/мин или азота («Газ-Аналит») в руч-
ном режиме. Пробы отбирали ежедневно с фикса-
цией точного времени отбора для последующего 
расчета плотности, жизнеспособности клеток и 
содержания продукта, глюкозы и лактатов.

Аналитические методы
Плотность и жизнеспособность клеток опре-

деляли в гемоцитометре («Минимед», Россия) с 
окрашиванием трипановым синим (Invitrogen, 
США). Содержание ФСГ в КЖ определяли ме-
тодом иммунноферментного анализа с помощью 
коммерчески доступных наборов (DRG Instru-
ments, Германия) на планшетном спектрофотоме-
тре (Statfax 2100, США) при длине волны 450 нм 
с двумя повторностями для каждой пробы и стан-
дарта. Расчет проводили по калибровочной кри-
вой, построенной методом четырехпараметри-
ческой логистической регрессии1. Содержание 

1R Core Team. R: A Language and Environment for Statistical Computing. 2017.
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 глюкозы и солей молочной кислоты определяли 
при помощи коммерчески доступных биохими-
ческих наборов («Ольвекс», Россия) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя на план-
шетном спектрофотометре (Statfax 2100) при 
длине волны 492.

Проведение оптимизации стадии 
культивирования и расчеты

Оптимизацию проводили постадийно мето-
дом факторного эксперимента с дробными ре-
пликами по следующим параметрам: содержа-
ние растворенного кислорода, pH и температура. 
Для каждого эксперимента был выбран свой на-
бор значений данных условий. В расчетах учи-
тывали данные трех экспериментов, проведен-
ных в ранее выбранных условиях, принятых за 
исходные [8].

После постановки экспериментов проводили 
расчет специфической и относительной продук-
тивности по целевому продукту с использовани-
ем ИПЖК в соответствии с [8]. Для расчетов ис-
пользовали также удельную скорость роста и рас-
считанную на основе ИПЖК удельную  скорость 
образования солей молочной кислоты и потребле-
ния глюкозы. Далее в программе SAS JMP v.8 ме-
тодом наименьших квадратов находили коэффи-
циенты многофакторной модели зависимости вы-
шеуказанных показателей от условий проведения 
процесса (DO, T, pH), которая описывается урав-
нением вида:

ОП = aDO+bpH+cT+dDO·pH+eDO·T+fpH·T+g,

где ОП, DO и T – относительная продуктивность, 
содержание растворенного кислорода и темпера-
тура, соответственно; a–g – коэффициенты моде-
ли, определяемые в ходе расчета.

На первом этапе оптимизации ввиду недоста-
точного для расчета по вышеприведенной форму-
ле количества экспериментов использовали упро-
щенное уравнение вида:

ОП = aDO+bpH+cT.

На основе предсказаний, полученных при 
помощи этой модели, выбирали еще два набора 
параметров эксперимента (DO, pH и температу-
ры) для следующего этапа оптимизации. Прове-
дение экспериментов заканчивали в случае по-
лучения достаточного количества данных для 
построения адекватной модели (коэффициент 
детерминации > 0,99).

 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Начальные данные для оптимизации были по-
лучены в ходе трех параллельных эксперимен-
тов (расчеты по каждому из них проводили от-
дельно, и в математической модели они фигури-
ровали как три отдельные экспериментальные 
точки) в биореакторе при следующих исходных 
условиях: температура 36,6 ºС, DO = 50% от на-
сыщения воздухом и pH = 7,4 [8]. Такие параме-
тры культивирования, как скорость вращения 
мешалки (80  об / мин), режим подачи газов (воз-
дух в объеме от 0 до 0,5 л/мин), начальный объем 
культуры (0,5 л) и плотность засеваемых клеток 
(3·105  кл / мл) в ходе экспериментов не изменяли.

Температура – один из важных факторов, вли-
яющих на жизнеспособность клеток и их про-
дуктивность. При культивировании клеток мле-
копитающих физиологическим значением тем-
пературы является 37 °С. Существует большое 
количество исследований, в которых показано, 
что понижение температуры до 32–33 ºС приво-
дит к увеличению продуктивности, снижению 
скорости роста и повышению жизнеспособно-
сти культуры клеток СНО [9–11]. Однако есть и 
работы, в которых при понижении температуры 
не зафиксировано увеличение продуктивности 
культуры [12]. При этом стоит заметить, что экс-
периментальных данных о воздействии на клет-
ки температуры выше 37 ºС крайне мало, в связи 
с чем невозможно сделать однозначные выводы 
о влиянии таких температур на характеристики 
культуры. В связи с этим на первом этапе оптими-
зации были протестированы значения температу-
ры на 1,6 ºС ниже и на 0,9 ºС выше, чем в тради-
ционном процессе (табл. 1).

Как и температура культивирования, рН КЖ 
оказывает существенное влияние на рост, мета-
болизм и продукцию белка. Оптимальные значе-
ния рН различны для разных культур. Высокая 
продуктивность может наблюдаться как при от-
носительно высоких значениях pH (7,6–8,0) [13], 
так и при более низких (6,8–7,0) [14]; на некото-
рые культуры изменение pH в довольно широком 
диапазоне не оказывает заметного влияния [15]. 
Для поиска оптимального для данного процесса 
значения был выбран шаг в 0,3 единицы рН.

Меньше изучено влияние DO на процесс куль-
тивирования. Показано, что оптимальные условия 
для продукции белка могут отличаться от тако-
вых для роста клеток. Как высокие, так и низкие 
значения DO могут ингибировать рост клеток, а 
наибольшее количество целевого продукта часто  
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 наблюдается в диапазоне 30–40% от насыще-
ния воздухом [16]. Однако есть и публикации, в 
которых указывается положительное влияние 
на гликозилирование белка уровня DO, равного 
 50–100% от насыщения воздухом [17,18]. В свя-
зи с этим для первого этапа выбраны значения DO 
30% и 85% от насыщения воздухом (см. табл. 1).

В ходе четырех вариантов экспериментов 
первого этапа в качестве основного критерия эф-

фективности для регрессивной модели приме-
няли относительную продуктивность. Во всех 
экспериментах оценивали также скорость ро-
ста и жизнеспособность клеток, объемную и 
удельную продуктивность, скорость поглощения 
глюкозы и образования солей молочной кисло-
ты. Относительную продуктивность по целево-
му продукту (удельная продуктивность в экспе-
рименте, соотнесенная с удельной продуктив-
ностью посевного материала, используемого в 
данном эксперименте) рассчитывали с исполь-
зованием ИПЖК в соответствии с [8]. При по-
строении графика по каждому из параметров два 
другие были зафиксированы и принимали сре-
динное значение.

В ходе первичных экспериментов регрессион-
ная модель (по упрощенному уравнению) показа-
ла наибольшее влияние температуры на относи-
тельную продуктивность культуры СНО (рис. 1).

Влияние двух других параметров (pH и DO) 
на уровень относительной продуктивности куль-
туры оказалось незначимым (p > 0,05). Такие ре-
зультаты согласуются с опубликованными ра-
нее данными о том, что снижение температуры 
приводит к увеличению продуктивности клеток 
CHO [10–12]. Но при этом, в отличие от литера-
турных данных, в наших экспериментах паде-
ние скорости роста клеток в исследуемом нами 
диапазоне температур оказалось незначимым 
(p > 0,05). В связи с этим для следующего этапа 
эксперимента выбрали два набора параметров 
с более низким значением температуры – 34 ºС 
(см. табл. 1).

Та бл и ц а  1
Параметры для трех этапов оптимизации процесса 
культивирования клеток СНО в биореакторе

Parameters of three optimization stages of CHO cells 
culturing in bioreactor

Этапы оптимизации  
и их варианты DO, % pH T, ºС

Традиционные условия 
культивирования 50 7,4 36,6

1-й этап
1 30 7,7 37,5
2 85 7,1 37,5
3 85 7,7 35,0
4 30 7,1 35,0

2-й этап 
5 30 7,7 34,0
6 85 7,1 34,0

3-й этап 
7 85 6,8 34,0
8 30 6,8 34,0

Рис.1. Зависимость относительной продуктивности клеток CHO, прогнозируемой многофакторной моделью, от па-
раметров проведения процесса. Точечным пунктиром обозначены точки срединных значений параметров; величина 
срединного значения по каждому параметру указана под осью абсцисс

Fig. 1. Dependency of relative productivity of CHO cells predicted by the multifactorial model on parameters of the process. 
Dotted lines designate median values of parameters; median value for each parameter is given under the X axis
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Многофакторный анализ на 2-м этапе 
(рис. 2a), выполненный уже с использованием 
полной модели, подтвердил значимость темпера-
туры (p < 0,05) и выявил влияние членов уравне-
ния, отражающего совместный эффект DO и pH, а 
также T и pH на продуктивность клеток СНО (на-
копление ФСГ).

Схема оптимизации предусматривает проведе-
ние дополнительных экспериментов с более низ-
кими или более высокими значениями параметров. 
Выявленное на втором этапе совместное влияние 
DO и pH свидетельствовало о необходимости для 
следующей серии экспериментов изменить значе-
ние одного из этих параметров. Дальнейшее сни-
жение температуры было признано нецелесоо-
бразным ввиду четко установленного негативно-
го влияния такого снижения на продуктивность. На 
основании литературных данных можно заклю-
чить, что увеличение подачи воздуха с целью повы-
шения DO, вероятней всего, вызовет снижение жиз-
неспособности и скорости роста клеток [19]. В то 
же время значения DO ниже 30% от насыщения мо-
гут повлиять на изменение профиля гликозилирова-
ния [16]. Для следующей серии экспериментов сле-
довало выбрать комбинации параметров либо с бо-
лее низкими, либо более высокими значениями pH, 
так как и в том, и в другом случае существовала ве-
роятность достижения более высокой продуктивно-
сти [13, 14]. Так как было выявлено совместное вли-
яние pH и температуры (см. рис. 2a), а оптимальные 
значения температуры находятся на нижней грани-
це исследованного диапазона, было принято реше-
ние провести эксперименты при снижении pH до 
6,8 (см. табл. 1, 3-й этап). Полученные на этом эта-
пе результаты (см. рис. 2b) не выявили никаких но-
вых закономерностей, поэтому дальнейшие экспе-
рименты с изменением параметров не проводили.

Модель зависимости продуктивности от DO, 
pH и T, рассчитанная на основе полученных дан-
ных, показала, что наиболее высокая продуктив-
ность достигается при наиболее низких значе-
ниях всех параметров: DO – 30% от насыщения, 
pH – 6,8 и T – 34 ºС. При таких условиях проведе-
ния процесса относительная продуктивность кле-
ток была в 3,5 раза выше, чем при базовых (2,83 
против 0,8) (табл. 2). Адекватность модели под-
тверждается высоким значением коэффициента 
детерминации (0,993).

По результатам проведенных экспериментов 
не удалось выявить четкой корреляции условий 
проведения процесса с параметрами, отражаю-
щими состояние клеток. Удельная скорость роста  
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Рис.2. Воздействие отдельных факторов и их комбинаций на продуктивность клеток СНО в эксперименте: a – 2-й 
этап; b – 3-й этап. Пунктиром обозначены границы, в пределах которых различия считаются случайными (p > 0,05)

Fig. 2. Effect of individual factors and their combinations on productivity of CHO cells: (a), 2nd stage; (b), 3rd stage. Dotted 
lines flank boundaries within which differences are considered random (p > 0,05)

Та бл и ц а  2
Результаты экспериментов по культивированию 
клеток СНО в соответствии с трeмя этапами 
оптимизации

Results of experiments on culturing of CHO cells  
according to three stages of optimization

Вариант 
экспери-
мента*

Удельная про-
дуктивность, 

мг/(млн. кл. ч)

Относитель-
ная продук-

тивность

Максимальная 
плотность кле-

ток,  
млн.кл./мл

1 0,01580 0,269 3,59
2 0,00539 0,142 1,68
3 0,08520 1,340 2,46
4 0,13000 1,770 5,02
5 0,03830 0,796 4,53
6 0,09730 1,390 1,27
7 0,06550 1,580 1,55
8 0,12400 2,830 2,63

*См. табл. 1
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клеток показала высокую вариабельность уже 
при первоначальных условиях (рис. 3a), и значи-
мые отличия наблюдали только в нескольких экс-
периментах с очевидно неблагоприятными ус-
ловиями. Подобная же картина складывается и с 
удельной скоростью гибели клеток (рис. 3b).

Модель выявила зависимость только макси-
мальной плотности жизнеспособных клеток от DO 
с оптимальным ее значением 30% от насыщения 
воздухом, т.е. на нижней границе параметра; влия-
ние остальных параметров оказалось незначимым.

Многофакторный анализ не показал значи-
мой зависимости удельной скорости накопления 
солей молочной кислоты и потребления глюко-
зы от какого-либо из параметров культивирова-
ния. Обнаружена только четкая корреляция меж-
ду ними (рис. 4).

Полученные данные свидетельствуют о нали-
чии двух дискретных уровней продукции соли мо-
лочной кислоты, между которыми нет промежу-
точных значений. Это наблюдение говорит о нали-
чии двух стационарных состояний культуры [20]. 
Так как количество метаболических стационарных 
состояний у клеток CHO обычно больше двух, то 
можно предположить существование у использу-

емой нами культуры СНО состояния с еще мень-
шим образованием соли молочной кислоты, и, сле-
довательно, более эффективным метаболизмом и 
большей продуктивностью. В ходе оптимизации 
условий культивирования в биореакторе это состо-
яние выявить не удалось; следовательно, дальней-
шие усилия по разработке процесса должны быть 
направлены на другие средства повышения эффек-
тивности, например, на подбор среды культивиро-
вания в периодическом режиме с подпиткой.

Таким образом, многофакторный метод в био-
реакторе успешно использован для оптимизации 
условий культивирования клеточной линии СНО: 
продукцию ФСГ удалось повысить в 3,5 раза. 
Предлагаемый метод, являющийся приложением 
факторного эксперимента с дробными реплика-
ми, позволил при проведении небольшого коли-
чества опытов получить информативную картину 
влияния условий культивирования на показатели 
эффективности изучаемого процесса.
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Abstract–The conditions for culturing of CHO cell line producing the follicle-stimulating hormone in a 
bioreactor have been optimized. A multifactor experiment with four values of temperature (36.6 ºС, 37.5, 
35.0 and 34.0 ºС), four values of pH (7.7, 7.4, 7.1 and 6.8) and three DO values (85, 50 and 30) were used. 
The optimization was performed in a few stages; the values of the optimized parameters for each stage 
were selected on the basis of the mathematical model predictions. This method permitted to select the 
conditions that provided the 3.5-fold increase in the cell line productivity as compared to the previously 
used conditions. The specific growth rate of the cells remained unchanged. Along with the specific growth 
rate and specific productivity, the specific rate of lactate formation and glucose consumption, and also the 
specific rate of cell death calculated by analogy with the growth rate were studied.
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