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滲透壓測試的8種方法：改善細胞基因治療的製程開發與製造

背景

基因和細胞療法有可能徹底改變不治之症的治療方法，這些疾

病即使不是致命的，也會使人衰弱。引人注目的臨床成功和最

近的藥物批准推動了對這一激動人心的治療研究領域的持續投

資，截至2019年底，已有1000多種療法進入臨床試驗[1]。儘

管臨床發展勢頭強勁，但要讓更多的患者群體能夠獲得這些新

藥，仍需解決挑戰。目前，病毒載體生產的下游回收率低至5-

30 %，具體比例取決於製程[2]。製造能力、產量和供應鏈物

流仍然是需要改進的重點領域，以確保客戶獲得安全且負擔得

起的療法。改進和成功的關鍵是實施高質量的製程設計和製程

參數，以確保耐變性 (Robustness) 和可重複性

(Reproducibility)。那麼可以使用哪些工具和檢查來確保持續

的產品和過程控制？

滲透壓測試的8種方法
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滲透壓 (Osmolality) 是衡量溶質濃度的指標，長期以來一直

被認為是生物製藥領域的關鍵指標[3,4]，用於描述給定溶液中

存在多少溶質。在成份簡單或復雜的溶液中，滲透壓由於對溫

度和壓力不敏感，故代表了一致且有價值的濃度，這使其成為

生物製程中獨特且有益的參數。滲透壓直接影響溶質跨膜的移

動[5]，使其在細胞製程和可注射產品的任何後續測試過程中都

是必需的。然而，在任何生物生產工作流程中都有許多測試，

細胞和基因療法的開發肯定會受益於其他令人興奮的應用。下

面概述了先進治療產品的生產中滲透壓測試的八種用途。

什麼是滲透壓？

滲透壓是任何液體的一種特性，它描述了溶液中存在多少溶質。

對於成分複雜的溶液，它反應了整體濃度，並在臨床和生物製

藥領域提供了有價值的測量標準。滲透壓是作為質量函數的濃

度，它對溫度和壓力不敏感，這在生物製程變化期間特別有益。

生物製藥行業通常使用滲透壓力 (Osmotic pressure)──根據

防止溶劑滲透到溶液中所需的壓力──來描述溶液濃度。兩者

都經常用於描述溶液的濃度，因為它與滲透特性 (Osmosis) 

有關。

作為生物製造的藥典放行測試，滲透壓測試在生物生產中很普

遍；但是，在整個工作流程中有許多應用程序用於測試，而不

僅僅是用於發布 (Releasing)。此處概述了先進治療產品生產

中滲透壓測試的八種新興用途。
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1. Media Quality Control (QC)

優化細胞生長/擴增和最終產量

在細胞培養過程中，必須控制細胞培養基的滲透壓以優化和維

持細胞生長和載體生產。培養基供應商測量並報告其溶液產品

的滲透壓範圍，而科學家通常會根據規格檢查每批培養基的滲

透壓，以確保特定細胞株或細胞類型的適當環境。無論是以後

用於燒瓶 (Flasks) 還是生物反應器 (Bioreactors)，培養基都

必須滿足預先確定的滲透壓規格，以確保最佳的細胞生長和擴

增[6]。依據文獻報導，滲透壓範圍不符合規格可能會導致

HEK293 細胞的生長速率和活細胞濃度降低，從而導致生長抑

制和無效的載體生產[7]。與480 mOsm 相比，當細胞在感染

時培養於330 mOsm 的滲透壓時，載體生產力提升高達10倍。

GE Healthcare Life Sciences (現 Cytiva Hyclone)的生物製程

總經理Oliver Loeillot表示，藥品製造商傾向於購買現成的培

養基，這在2017年的細胞培養領域產品價值達1.4B 美元，預

計未來幾年將增長約8%[8]。這種增長意味著質量控制

(Quality Control)比以往任何時候都更加重要。

這一明確的需求和市場趨勢表明，滲透壓是製備細胞培養基以

確保細胞和基因治療早期階段的最佳生長和生產力的重要參數。



撰文：岑祥技術部

2. Culture Expansion and Monitoring

為細胞理想環境提供最優屬性(最優產量、規模、生長率)

滲透壓繼續作為細胞培養監測中的關鍵過程參數 (Critical 

Process Parameter, CPP)。細胞消耗培養基營養物和生成代

謝廢物，兩者生成動態滲透壓曲線。此外，不同的餵養

(Feeding) 和補充 (Supplementation) 策略，以及使用特定氣

體水平 (Gas levels) 與 pH 的控制策略，都會對滲透壓產生不

同的影響[7, 9]。

滲透壓是乳酸 (Lactate) 生成 (受pH影響) 和培養基鹼液添加的

關鍵指標，最終影響細胞培養中的醣化 (Glycosylation)。監

控此參數對於理解和優化生長和生產力至關重要。在為幹細胞

建立培養條件以保持細胞活力和生產力等最佳關鍵質量屬性

(Critical Quality Attributes, CQAs) 時，許多文獻來源已經確

定了滲透壓的重要性。更高的滲透壓已被用於提高代謝廢物的

特定生產率和/或減緩細胞生長，以最大限度地提高生產力

[10,11]。另外，在450 mOsm 的無血清培養基中，軟骨細胞

(Chondrocyte) 擴增的生產力比在400 mOsm 時低0.65倍[12]。

在290至350 mOsm 的培養基中，整體細胞擴增被確定為最

佳。在考慮上述策略的同時，必須為每次培養和擴展建立這個

特定的滲透壓範圍。不監測滲透壓可能會影響上游製程和最終

藥物產品的 CQAs。
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3. Transfection Efficiency and Osmotic Shock

建立穩定的轉染系統並獲得最佳效價

實現高轉染效率對於高病毒效價產量至關重要，但在基因治療開

發中常見的狀況是轉染效率低下。無論採用何種轉染方法，當用

質粒 (Plasmid) 轉染細胞以啟動病毒生產時，滲透壓都很重要。具

有高度轉染力的 HEK293 細胞由於已知的有效性，通常會進行聚

乙烯亞胺介導轉染 (Polyethyenimine (PEI)-mediated 

transfections)。許多理論認為滲透壓在內化 PEI:DNA 複合物的穩

定性中起作用。PEI:DNA 複合物的原位複合速率和動力學取決於

許多參數，包括滲透壓[13]。

假設複雜質子 (Protons) 進入運輸內體 (Trafficking endosomes) 

引起的滲透壓增加允許將 DNA 釋放並遞送至靶細胞，這與其他變

量 (Variables) 一起，必須在製程開發的早期加以考慮和表徵，以

建立可靠且可重現的方法。雖然在細胞和基因治療領域沒有得到

很好的發展，但有證據表明滲透壓是各種系統有效轉染的主要因

素，包括免疫穿孔 (Immunoporation)[14]和電穿孔

(Electroporation)[15, 16]。滲透壓影響緩衝溶液穿過細胞膜的能力。

因此，細胞培養液和轉染配置液 (Transfection Cocktails) 的滲透

壓設置規範至關重要。在考慮待轉染細胞的穩定性和滲透性時，

需要微妙的平衡。當目標是釋放細胞相關腺相關病毒 (AAV) 時，

同樣可以在細胞裂解過程中應用。滲透休克 (Osmotic shock) 是

獲取遺傳物質的一種方法，顧名思義，它在很大程度上依賴於細

胞環境的滲透壓。在高鹽濃度 (高滲透壓) 下孵育可以暴露病毒基

因組，但也可能會損害它們[17]。同樣，為滲透壓建立嚴格的規格

範圍對於開發可控制和可重複的過程至關重要。建立這些早期上

游過程控制以確保最佳效價和最終產量。
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4. Vector Production and Stability

影響膜組成和結構以最大化載體穩定性

高病毒載體效價 (High viral vector titer) 高度依賴於載體穩定

性，而在反轉錄病毒 (Retroviruses) 和慢病毒 (Lentiviruses) 

亞群中，載體穩定性固有地受到由散佈著套膜蛋白 (Envelope 

Proteins) 的脂質雙層外套膜 (Outer Envelope) 的影響。

有證據支持這樣的觀點，即載體穩定性，特別是套膜載體

(Enveloped vectors)，在較高的培養基滲透壓下會提高[18]。

在使用 Fly 細胞株生成 RV 載體的一系列研究中，高細胞培養

基滲透壓對應於病毒膜中低膽固醇與磷脂比率 (Cholesterol-

to-phospholipid ratios)，從而提高載體穩定性[19]。細胞的糖

代謝極大地影響膜脂的產生。Amaral等人發現增強的糖代謝

和由此導致的培養基滲透壓增加 (由於山梨糖醇 (Sorbitol) 的

存在) 與反轉錄病毒的穩定性和生產力呈正相關[18, 20]。這一證

據有力地表明，穩定的反轉錄病毒在很大程度上依賴於既定的

培養基滲透壓。培養基和緩衝液的滲透壓範圍應考慮到這些對

載體生產和穩定性的影響，因為過程可重複性和產品產量取決

於此過程控制。
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5. Buffer QC and Purification

提供對下游緩衝液和製程中純化的全面控制

我們最近將滲透壓描述為下游緩衝液的正交特性 (Orthogonal 

property)，以及 pH 和電導率[21]。未能識別這些緩衝液中的

成分問題或偏差可能會導致流程和/或產品偏差。滲透壓測試

應在緩衝液品管 (Buffer QC) 期間進行，並作為純化期間的製

程中參數 (In-process parameter)。這也適用於下游製程中的

製程中測試 (In-process testing)。一篇2019年文獻指出，將

滲透壓與 UV 吸光值相結合，描述為純化過程中蛋白質濃度的

預測指標[22]。這為需要更多時間和技術專業知識的標準濃度

方法提供了一種快速準確的預測測量替代方案。及早識別不純

物 (Impurities) 可以節省運營成本和最終的產品產量。這在基

因治療生產工作流程中如何轉化還有待觀察，但滲透壓作為下

游製程中的正交參數的作用正在成為一種有價值的工具。
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6. Concentration and Buffer Exchange

支持高過濾回收率和產量以實現高產品產量

細胞和基因治療中的超濾/滲濾 (Ultrafiltration, 

UF/Diafiltration, DF) 依賴於切向流過濾 (Tangential flow 

filtration, TFF)，由於先進療法的變化無常，這已被證明在多

種應用中具有優勢[2]。病毒，尤其是慢病毒 (Lentiviruses, 

LVs)，比 mAbs 大得多，因此很難獲得高回收率和一致的製程

表現。此外，在原料藥和藥物產品中實現高濃度的病毒載體有

助於套膜 (反轉錄病毒) 和非套膜 (AAV) 病毒聚集

(Aggregation)[2]。聚集在套膜病毒中尤其容易發生，這些病

毒往往具有更粘的外部。過濾操作會破壞大型套膜病毒的膜，

極大地影響載體的穩定性和轉導效率 (Transduction 

efficiency)[23]。滲透壓在降低 AAV 聚集的可能性方面也起著

至關重要的作用，並已被用於檢查防止 AAV2 載體積聚的賦

形劑水平[24]。UF/DF 還用於細胞和基因治療工作流程中的緩

衝液交換。滲透壓測試將有助於驗證這些交換的效率和完成度。

由於一些常見緩衝液成分的特性，電導度計和 pH 計可能無法

捕捉起始基質和最終配方緩衝液之間的差異。我們已經表明，

滲透壓在這些情況下提供正交值[21]。滲透壓描述了溶質穿過

膜的能力，因此需要在過濾過程中全面了解溶液。
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7. Pre-formulation Processing

在進入製劑的最後過濾步驟中優化產品的效力和穩定性

滲透壓測試通常用作最終配方緩衝液的放行規範 (Release 

specification)，並且由於細胞和基因治療產品極其脆弱，因

此需要嚴格控制。滲透壓的更多適用方式 (Indications) 也是

可能的，這需要額外的研究。如上所述，由於低回收率[2]，慢

病毒 (Lentiviruses, LVs) 的無菌過濾是一個已知的痛點，影響

了藥物的最終過濾和配方。滲透壓可以作為最終過程和最終產

品純度和安全性的可能指標，因為較高的滲透壓可能表示不需

要的溶質和不純物。

這對於沒有終端無菌過濾的病毒處理特別有用[25]。此外，滲

透壓力 (Osmotic pressure) 可以在病毒的流體動力學半徑中

發揮作用，並幫助配方開發團隊優化截留分子量 (Molecular 

weight cutoff) 以進行進一步的過濾步驟。滲透作用

(osmosis) 和滲透壓力 (Osmotic pressure) 在病毒特性中的作

用[26]，以及其他細胞類型的證據[27]，為該應用提供了希望。

如果完成其他研究以說明滲透壓等變量通過0.45 μm 或0.22 

μm 過濾器影響 LVs 的過濾性，這可能會很有趣。有明確的證

據表明，預製劑藥物 (Pre-formulation drug substance) 的

滲透壓會影響其過濾和回收，其表徵可以提供交付高質量藥物

產品所需的控制。
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8. Final Product Testing

透過優化 CQA 推廣高品質藥品

滲透壓測試一直被認為是生物藥物放行的法定測量方法 (FDA)，

因為任何進入人體的物質都必須是生理等滲 (Physiologically 

isotonic) 和等滲 (iso-osmotic) 的。這如何轉化為細胞療法，

其中細胞是起始材料和結束材料？在具體討論細胞建庫

(Banking) 和擴增時，需要綜合測試平台來促進最佳特性

(Optimal identity)、安全性 (Safety)、純度 (Purity) 和穩定性

(Stability)[28]，滲透壓為其提供有價值信息的關鍵 CQA。這些

CQA 必須在冷凍保存 (Cryopreservation) 時得到維護和保護，

冷凍細胞用於儲存藥物中間產物和產品的過程[29]。在冷凍之

前，貼壁細胞必須乾淨地分離而不損壞它們。

有證據支持解離劑 (Dissociation agent) 的滲透壓影響分離細

胞聚集體大小的假說[6]。冷凍/解凍循環可能不利於細胞的穩

定性和恢復，因此冷凍保存劑 (如圖1中所示) 必須符合滲透壓

標準，以確保細胞質量和關鍵質量屬性的保留貫穿整個生物過

程。最近完成了一項研究，使用冰點降低滲透壓法 (Freezing 

point depression osmometry) 測試各種自製和市售冷凍防

腐劑的滲透壓。
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圖1. 細胞和基因治療中常用冷凍保存劑(Cryopreservatives) 

的配方和滲透壓。表格顯示了使用冰點降低滲透壓計對各種低

溫保存溶液進行滲透壓測試 (n=5) 的匯總數據。儘管濃度高且

DMSO 整合，但滲透壓測試顯示出良好的可靠性和可重複性。

CV, coefficient of variation; PEG, polyethylene glycol; 

DMSO, dimethyl sulfoxide.

可以理解的是，引入冷凍保護劑和冷凍細胞對其滲透壓有相當

大的影響[30-32]，重複這個過程變得越來越複雜。在冷凍前測

試冷凍保存物的滲透壓可確保成分正確，並為即將進行的保存

步驟提供信心。

保存 (Preservation) 在治療開發的多個階段變得至關重要，從

細胞庫到運輸再到臨床注射環境 (圖2)。因此，滲透壓測試應

在整個工作流程的這些階段進行，以確保低溫保存特性並保護

產品 CQA。

圖2. 基於細胞的基因療法的通用工作流程。冷凍保存的適用方式。
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結論

細胞和基因療法開發的成功在很大程度上取決於其過程控制的

可重複性和/或製程放大 (Scale-up) 的強度。隨著該領域的成

熟，隨著對這些質量以及產品質量的期望增加，監管機構肯定

會加強審查。藥物開發人員必須克服製程表現差的障礙。對穩

健過程控制策略的需求不斷增加，需要可靠和準確的參數，而

滲透壓測試恰好符合要求。滲透壓測試為整個生物過程中的溶

液提供可靠和準確的濃度測量。此處概述了快速簡便測試的幾

個應用程序，並且隨著該領域的不斷發展，預計會發現更多應

用程序。過去對滲透壓和病毒載體發展的研究很重要，如此處

所示，但之前並未涉及為什麼必須在每個階段測試滲透壓的故

事。隨著這些主題獲得關注，人們一直對將滲透壓與關鍵

CQA 聯繫起來產生興趣。該參數支持最佳產量、純度和穩定

性的能力已得到充分確立，並支持其在任何高級治療實驗室中

的實施。滲透壓計技術和功能的進步將有助於持續增加生物製

程中的滲透壓測試。細胞和基因療法在短時間內取得了長足的

進步，人們希望找到持續改進製造工作流程的方法。滲透壓不

僅提供了一種方法，還提供了八種方法來幫助您建立對生物過

程的信心。
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