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中文摘要 

本計畫為建立易於線性放大之疫苗生產帄台，以及去除產品中外

源性蛋白可能產生之風險，將傳統滾動培養瓶搭配胎牛血清之細胞病

毒生產方式，推進到使用 TideCell 生物反應器搭配 BioNOC II 微載體

生產帄台，以無外源蛋白(血清及胰蛋白酶)系統產製腸病毒 71 型 C4 

genogroup 之原型疫苗。另為評估 TideCell 生物反應器搭配無血清產

製原型疫苗之可行性，進一步探討因生物反應器、濃縮、純化以及檢

驗帄台的不同，造成對原型疫苗產製效率的影響，以求達到最適化條

件。 

延續去年初步建立 50L TideCell010 病毒試量產帄台及純化經

驗，今年進一步測試攻毒換液、潮汐速率、潮汐滯留時間、延長管柱

層析體積、超高速離心純化、更新 ELISA 多株抗體等條件，完成六

批 50 L TideCell010 生物反應器原型疫苗試製，50 L 生物反應器產製

之病毒抗原量最高為 ELISA 22.59 OD/ml、TCID50 6.6 log；管柱層析

純化與超高速離心純化回收率達 25%、93%；原型疫苗經過福馬林不

活化後接種小鼠，血清抗體中和效價最高可達到 1:79。 

今年度 50 L  TideCell010 共 6 次疫苗試製產程中，單位體積

ELISA OD 值及 TCID50 值均穩定；管柱層析純化方面能有效分離

EV71 及移除宿主蛋白，並於線性放大後改善回收區間過窄之問題；

超高速離心可分離出兩種 EV71 病毒顆粒，經由西方墨點法確認病毒

顆粒組成不同，分別進行免疫小鼠實驗，結果顯示兩者抗原性相當。

儘管 50L TideCell010 產程順利擴增並維持穩定，但嘗試諸多調整卻

仍未掌握提升 50L TideCell010 產程效果之關鍵，未來將朝向篩選多
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種 EV71 疫苗株，與開發具有分辨抗原免疫性之能力的檢驗帄台目標

前進。 

 

關鍵字：腸病毒 71 型原型疫苗、C4 genogroup、TideCell 生物反應器、  

BioNOC II 微載體。 
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英文摘要 

In order to establish a linear scale-up model for EV71 vaccine 

production and eliminate potential risks involved in the inclusion of 

animal-derived products, we have advanced our virus production 

platform from traditional roller bottles and medium that contains fetal 

bovine serum (FBS), to a bioreactor-based, animal component free 

method of Ev71 C4 genogroup prototype vaccine production. 

Furthermore, to assess the feasibility of prototype vaccine production 

using the TideCell bioreactor and serum-free medium, we explored the 

effects of differences in temperature, bioreactor, tangential flow 

ultrafiltration, purification, and diagnostic platform on the efficacy of our 

vaccine production model. 

 

First, the growth of vero cells and E36 virus yield were tested under 

serum free medium and varying inoculation and cultivation temperatures, 

using the same roller bottle virus production and purification platform as 

last year. Results comparable to last year were achieved under 37℃. After 

testing the viability of vero cell growth on BioNOCII fiber, six batches of 

50L TideCell prototype vaccine with the best ELISA value of 22.59 

OD/ml and TCID50 6.6 log were completed. These results were 

comparable to those achieved with an roller bottle production platform, 

though still lower than our serum-containing results from last year. Using 

a linear scale-up model of last year’s processes for downstream 
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purification of gel filtration and sucrose density gradient centrifugation, 

the equivalent recovery rate of 25% and 93% was reached. In animal 

studies, our formaldehyde-inactivated prototype vaccine was able to 

achieve a neutralization titer of 1:79. These results suggest that we 

achieved linear scale-up on our 50L bioreactor-based prototype vaccine 

production method. 

 

In six batches of 50L prototype vaccine production conducted this 

year shows that consistent and acceptable levels of ELISA OD and 

TCID50 were achieved; and the gel filtration can separate EV71 from host 

proteins effectively. We also improve the problem that is the recovery 

range is too narrow by linear magnification; two types of EV71 virus 

particles are separated by Ultracentrifugation, confirm the composed of 

virus particles by Western Blot, and immunized the mice immunological 

trial respectively. The result shows both particles have similar antigencity. 

Despite the production process of 50L prototype vaccine is amplified 

successfully and maintained stably; hoever we can’t get the key point to 

upgrade the production process through adjust many times. Our goal in 

the future is to screen varieties of EV71 vaccine strain, and develop a 

examine platform with the ability to distinguish the antigen’s immunity. 

 

Keywords: EV71 prototype vaccine, C4 genogroup, TideCell bioreactor,  

BioNOCII fiber. 
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前言 

腸病毒為亞太地區新生兒及帅兒之重要疾病。台灣自民國八十七

年爆發至今，國內每年腸病毒病例一直居高不下，去年（民國 101 年）

一月至十一月已累計 152 例腸病毒感染併發重症確定病例，相較前年

51 例確診病例增加 3 倍。而在腸病毒中，除了小兒麻痺病毒之外，

以腸病毒 71型（enterovirus type 71）最容易引起神經系統的併發症。

腸病毒在台灣自民國八十七年爆發至九十九年底為止，在 1989 確定

病例中，腸病毒 71 型佔了 1013 例(50.9%)；而在 263 個腸病毒死亡

病例中，腸病毒 71 型佔了 129 例(49%) 【1、2】。以亞太地區整體而

言，今年亦頻頻爆發重大疫情。世界衛生組織證實今年四月至七月柬

埔寨造成 52 人死亡之神秘疾病為腸病毒 71 型【3】，越南在年初也發

生造成 34 人死亡之腸病毒感染【4】。新加坡 101 年一至八月已累計

29,383 手足口病例較去年增加 2.8 倍，中國大陸所發生的 1,520,274

手足口病例也較去年增加 1.6 倍。而政府自民國九十五年六月起公告

新藥政策計畫，為強化台灣防疫系統已明定疫苗為國防工業之一環。

因此，為能有效控制疫情的發生，為了保障國人健康，開發質、價、

量皆宜之不活化細胞培養腸病毒 71 型疫苗作為預防接種防疫之用，

是為目前當務之急。 

目前全球尚未有正式通過臨床試驗、取得藥證許可的腸病毒 71

型疫苗。在疫苗開發上，台灣與中國大陸暫居領先的地位。國家衛生

研究院技轉本局之 B4 genotype 腸病毒 71 疫苗，以傳統滾筒式培養

瓶搭配無血清培養基產製之 B4 死毒疫苗，目前已完成第一期臨床試

驗，預計於明年（103 年）底展開第二期臨床試驗。在中國方面，已
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完成第三期臨床試驗，並於 2013 年發表在 Lancet 上，文中以 5120

名 6-35 個月大孩童作為試驗對象，施打含鋁鹽佐劑之 EV71 不活化

疫苗後其保護效力可達 90％，而嚴重不良反應約佔受試人數的 1.2

％，整體來說其結果仍相當不錯【26】。其他研發團隊如新加坡之

Inviragen 產製 B2 genotype 之死毒疫苗，去年(101 年?)3 月已完成第

一期臨床試驗。馬來西亞之 Sentinext 公司類病毒顆粒(VLP)疫苗，預

期今年展開臨床試驗【25】。雖然目前有其他國內外研發團隊發展出

VLP 疫苗【5】、胜肽疫苗【6】、DNA 疫苗【7】、減毒疫苗【8】等多

種抗原表現策略，然而有多項報告指出死毒疫苗所激發之免疫抗體反

應高過 DNA、減毒疫苗或 VLP 疫苗【9、10、11、12】，而小兒痲痺

死毒疫苗多年來之成功施打經驗也證實死毒疫苗對於腸病毒屬具有

極佳的效果。目前各國腸病毒 71 型疫苗發展方針仍以死毒疫苗為主

【13、25】。 

傳統滾動瓶對於貼附型細胞之小量培養具有簡單、廉價及架設方

便等優點。然而，其人力密集(labor intensive)、無法線上(on-line)監控、

各別換液及採收困難等特性會成為製程放大時的瓶頸。以腸病毒 71

型之流行病學而言，滾動瓶培養恐無法應付疫情爆發時需求量突增等

突發狀況，目前中國方面產程已趨向改為細胞工廠的形式取代滾動瓶

培養，也是為了改善滾動培養瓶之缺點。生物反應器應用於疫苗製程

【15】、重組蛋白【14】及單株抗體【16】已成為時勢所趨。從傳統

的攪拌式 (stirred tank)、氣泡塔式 (bubble column)及及氣舉式 (air 

lifter)發酵槽到現今推出之振盪式可拋棄式生物反應器 (disposable 

bioreactor)，搭配適當的微載體 (microcarrier)系統，均能夠提供較滾

動瓶優越的體積傳質係數【17】。在腸病毒 71 型疫苗研發方面，國家
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衛生研究院技轉本局新開發之 B4 genotype 腸病毒 71 疫苗也是以

BIOFLO 310 生物反應器應搭配Cytodex 1 微載體進行量產【18、19】。 

與國光生技合作案所使用的生物反應器為賽孙細胞科技(Cesco 

Bioengineering)所發展之 TideCell 振盪式生物反應器 (oscillating 

bioreactor)，搭配 BioNOC II PET 纖維載體。其作用原理是將貼附型

細胞附著於含 BioNOC II 的填充床式(packed bed)載體瓶中，再利用潮

汐動作(tide motion)使培養基液面在載體瓶中設定時間升降，依序在

液位低於載體時細胞進行氣體交換、液位蓋過載體時進行養份補充。

此系統在過去被運用於生產日本腻炎病毒【20】、桿狀病毒(baculovirus)

及腺相關病毒(adeno-associated virus, AAV)重組蛋白【21、22】、IgG

融合蛋白【23】、及藥物動力學【24】等多項用途。其中日本腻炎病

毒之生產使用 Vero 細胞，與本單位腸病毒 71 型技術帄台相同，並相

較於同體積之攪拌式培養瓶(spinner flask)搭配 Cytodex 1 微載體系統

能夠達到三倍以上之細胞數量，而以 semi-batch 方式生產日本腻炎

病毒時，PFU 更可達到 Cytodex 1 微載體之五倍之多。在其他研究報

告中亦指出，BioNOC II 單位體積所能達到的細胞密度(cell density)，

均較傳統微載體高。此外，TideCell 振盪式生物反應器為臺灣自行研

發之傑出產品，利用此系統生產 EV71 疫苗有助於促進本國生技產業

之永續發展。  

本中心於民國 100 年度完成 C4 genotype 疫苗候選株滾動瓶培養

之試量產作業，結果顯示 C4 genotype 不但能夠在老鼠與兔子試驗引

發較高之抗體力價，並且有與 B4 相當之產率及交叉中和能力，而近

年來中國和越南之腸病毒重症是由 C4 genotype 所引起【25】，因此

C4 genotype 為一個值得繼續開發之疫苗候選株。另有鑑於近年來生
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物反應器及無血清培養基為疫苗研發之重點【14】，本中心於 101 與

102 年度與國光生物科技股份有限公司(Adimmune Corporation)合作

開發 TideCell 振盪式生物反應器和無血清製程之量產技術帄台，本計

畫主要目的是以滾動培養瓶無血清培養之 EV71 C4 原型疫苗量產帄

台為基礎，進一步發展 TideCell 振盪式生物反應器，建立以 C4 

genogroup 為原型疫苗的無血清量產技術帄台，並將其生物反應器細

胞培養、濃縮及純化等條件最適化，尋求並開發效率更高，量產放大

更簡便之產製帄台。 

本中心 101 年先以相同帄台測試 vero 細胞株及 EV71 C4 病毒株

在無血清系統下的穩定性及最適溫度等條件，確定病毒於 37℃培養，

成效與以往有滾動培養帄有血清產程相當。接著將 vero 細胞培養於

BioNOC II 微載體，分析測試生長條件後，完成兩批 20 L TideCell 生

物反應器原型疫苗試製，20 L 生物反應器產製之病毒抗原量與 8L 無

血清滾動培養瓶相當，為 ELISA 82.67 OD/ml，但仍低於以往有血清

產程；濃縮與管柱層析純化部份經由線性放大回收率達 28.04%與 100

年有血清產程相當；原型疫苗經過福馬林不活化後 4 倍稀釋接種小

鼠，產生之血清抗體中和效價可達 1:100，無血清產程以 20 L 

TideCell002 生物反應器產製原型疫苗效率達到線性放大之目標。批

次量產由 20 L TideCell002 進入 50 L TideCell010，在 101 年度 6 次疫

苗試製過程中，單位體積 ELISA OD 值及 TCID50值穩定，然而仍未

達到 20L 生物反應器及滾筒培養瓶的高點。純化方面已能有效純化分

離病毒，但仍有進步空間。 

今年度目標為繼承 101 年度 50 L TideCell010 經驗，於 6 批疫苗

試製中更進一步調整並測試各項參數，如 TideCell010 部分的攻毒換
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液、潮汐速率與潮汐滯留時間，純化部分的延長管柱層析體積與增加

超高速離心，以及檢驗部分的測試不同 ELISA 抗體等條件，以期增

加 50 L TideCell010 抗原產量、抗原回收率與血清中和效價。另並可

同時培訓本署血清疫苗研製中心人員的專業技能，支援疫苗工廠之永

續發展，並作為國衛院所建立之疫苗緊急生產線的儲備人力。 
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材料與方法 

一、 細胞和病毒的培養 

1. 病毒庫：所有腸病毒 71 型病毒分離株皆經過 vero 細胞 4-6 次

繼代後，檢測病毒 TCID50並建立種庫。 

2. 細胞株的培養：以 VP-SFM (Invitrogen)無血清培養基進行 Vero

細胞之培養及擴大。擴大方式先由 150T flask 培養，再以 850 

cm2 roller bottle 擴增，,接著將細胞移至 BelloCell 500A 生物反

應器(Cesco)培養，最後再移至 TideCell 010 生物反應器(Cesco) 

(圖一)。以 glucose uptake rate (GUR)及 crystal violet blue (CVD)

染劑確認細胞在 BioNOC II 纖維上之生長狀況。 

3. 病毒的培養：以 TideCell010 五十公升潮汐式生物反應器搭配 

BioNOC II 纖維載體以 MOI: 10-4 進行病毒培養(圖一)，葡萄醣

濃度維持在 2g/L 以上，pH 值維持在 6.9~7.2 之間，以溶氧量

回升及麩醯胺酸(glutamine)反彈判定收槽時間培養天數，通常

培養時間為 7 天。 用 ELISA OD450 及 TCID50 評估 Vero 細胞

及腸病毒在各系統中之生長狀況。 

4. 病毒的收取：將含病毒之 50 公升培養基混合袋在生物安全櫃下

直接連接管路，以蠕動幫浦過 1μm/0.45μm 過濾球去除細胞碎

屑，並將過濾病毒液收集於密閉收集筒內。  

5. 病毒的定量－TCID50：將病毒以系列稀釋的方法，接種於 96 

well 細胞培養盤中的 vero 細胞，經由 5-7 天的培養，觀察細胞

之 CPE(細胞病理現象)，並經由結晶紫染色或免疫螢光染色

法，來證實細胞受病毒感染的情形，以其最高具 50% CPE 的稀

釋濃度決定 TCID50 的效價。 
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二、 病毒之過濾與濃縮 

1. 微過濾法（Microfiltration; MF） 

利用孔徑分別為 1.0/0.5 μm 或 0.65/0.45 μm 以及 0.22 μm

之拋棄式過濾膜，蠕動幫浦（Millipore）搭配矽膠管路

(Masterflex)，以每分鐘 0.9 公升之流速，初步分離細胞碎片及

病毒顆粒。 

2. 限外超過濾純化法（ultrafiltration） 

利用切向流過濾系統，採用反覆循環過濾方式（recirculation 

filtration），配合分子量 30 萬（MW cutoff 300,000 regenerated 

cellulose）或 100 萬之過濾卡匣（cassette），以每分鐘 0.45 公升

之流速，濃縮病毒及減少小分子蛋白。 

3. 經過濃縮之病毒液一面搖動一面加入 Benzonase 與 MgCl2，靜

置於 4℃作用約 18 小時，然後進行下列純化步驟。 

三、 病毒之純化【17、18、19】 

1. 液相層析法 

以 pharmacia AKTA  Explorer 或 Pilot 之 FPLC 系統： 

配合 Sepharose Fast Flow 之 BPG200 管柱(80 cm/25 L or 90 

cm/30 L)，流速使液面每分鐘下降 0.5 cm，於 0.1 M 磷酸緩衝

液（pH 7.4）中進行病毒之純化，於波長 280nm 下收集分離產

物。 

2. 蔗糖梯度超高速離心法 

  離心陀預冷後安裝於超高速離心機上，當 10~50%蔗糖梯度注

入完成後，將濃縮病毒液依 10 c.c./min 流速注入超高速離心轉

子中，設定溫度為 4°C、轉速 30,000 轉、離心時間 7 hr 進行超

高速離心。離心後，收集含有病毒的蔗糖溶液，並分別測其糖
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度及抗原含量（ELISA OD450）。取抗原含量高的分畫管

(fraction)，以 PBS 緩衝液稀釋後進行連續透析濃縮總體積之四

倍，最後的透析液即為最終純化產品。 

四、 純化後病毒之檢驗 

1. 蛋白質濃度之測定：取樣品及 bovine serum albumin 之標準液 50 

μm，置入 96 孔微量盤中，加入 Bradford reagent 150 μm，震

盪 30 秒，於波長 595 nm 測定其吸光值。 

2. 蛋白質電泳：純化之樣品以 12％的 SDS-PAGE(NuPAGE Bis-Tris 

Gel, Invitrogen)，在電壓 120 伏特之下做電泳分離 150 分鐘，之

後以銀染色(SilverQuest Silver Staining Kit, Invitrogen)方式分析

蛋白質電泳的情況。 

3. 西方墨點法：純化之樣品經過蛋白質電泳後，利用 Semi－phor

半乾式轉漬槽，將蛋白質樣品由膠體轉移至硝酸纖維膜上，加

入 5％ bovine serum albumin (BSA)溶液於纖維膜上，震盪 60 分

鐘後以 0.1％Tween-20/PBS 清洗之後加入經過適當稀釋的腸病

毒 71 型單株抗體於纖維膜上，在 4℃冰箱中作用 18 小時，以

0.1％Tween-20/PBS 清洗三次來清除未結合之抗體。加入適當稀

釋之 HRP－conjugated goat anti－mouse IgG 抗體，在 37℃保溫

箱中作用 1 小時，以 0.1％Tween-20/PBS 清洗三次來清除未結合

之抗體。將 10mL 4CN (4-chloro-1-napthol) 呈色劑置於纖維膜

上，震盪 5－10 分鐘，待其呈色後以去離子水洗淨纖維膜上，

並觀察染色情形。 

4. ELISA 檢測－酵素連結免疫反應法：黏附小鼠腸病毒 71 型病毒

抗體於 96 孔微量滴定盤上，使用 ELISA 清洗儀，清除未黏附之

抗體，之後加入待測或對照組腸病毒 71 型病毒抗原樣品，放置
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於 37℃保溫箱中一小時，再加入腸病毒 71 型單株抗體。最後加

入 goat anti－mouse 馬山葵過氧化酵素複合體，放置於 37℃保

溫箱中作用 30 分鐘。清洗後，在每孔中加入 100ml OPD (0－

phenylenediamine dihydrochloride)酵素受質體放置於室溫暗處，

呈色反應 30 分鐘，以 ELISA 吸光儀（Molecular Device , Emax）

讀取波長 450nm 及 650nm 吸收值。 

五、 病毒的不活化 

福馬林溶液以 1：4000 的比例加入純化之病毒液中，反應條

件於 37℃培養箱反應 3 天，即可完全使病毒去活化。反應期

間，定期取樣檢測 50% Tissue Culture Infection Dose (TCID50)觀

察病毒力價的變化，確保無病毒無存活為止。 

六、 疫苗效價的測定 

1. 動物免疫之操作 

以 4 倍序列稀釋腸病毒原液，分別有原液、4 倍兩種濃度，再加

入鋁鹽佐劑終濃度為 0.3mg/ml 混合，於 4℃冰箱以震盪器震

盪，進行佐劑吸附。動物免疫試驗取 12-14 克的 ICR 小鼠（公

母各 5 隻/籠）分為一組，共有三組（含有對照組），免疫以腹腔

免疫 0.5c.c 之病毒液，免疫時程分為以第一週及第三週，進行

二次免疫，第四週以小鼠心臟採血，採集血清，後血清於離心

機，離心（3000 rpm，30 分鐘），於 56℃水浴槽進行去補體，

反應 30 分鐘。後將血清分裝置於-20℃中保存。取 1.6-1.8 公斤

的兔子，在第一週先以耳動脈採血 5ml，在抽過後各在第一、三、

五和九週以肌肉注射原型疫苗及經稀釋 4 倍之疫苗(每隻各 2ml)

共 4 次免疫，而在第一、三、五、七和九週進行採血，每次採

血後將採到的血離心取上清液，於 56℃水浴槽進行去補體，反
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應 30 分鐘。後將血清分裝置於-20℃中保存。 

2. 病毒抗體中和試驗 

測試的血清檢體系列稀釋，並與 100 個 TCID50的病毒混合，接

種於 96 well 細胞培養盤中的 vero 細胞，經由 6 天的培養，觀察

細胞之 cytopathic effect (CPE)現象。 
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結果 

一、 利用 50L Tidecell 010 潮汐式生物反應器培養 EV71 C4 病毒過

程中，各個產程參數最適化之探討： 

1. 以 BelloCell 帄台，尋找病毒培養換液最適化方式： 

經過 101 年 TideCell 的經驗，已經確立潮汐式生物反應器細

胞培養條件與參數，今年主要針對病毒培養之條件最適化；基

於線性放大的理念，經由小量發酵確立病毒培養各項參數後，

再進行大量生產之製程，是為較便宜且快速的方式，故使用

BelloCell 帄台建立小量發酵系統用以最適化各項發酵參數；

BelloCell-500A 及 BelloCell500-AP 為 500ml 之微型潮汐式生

物反應器，內含 BioNOCII 微載體與 TideCell002(20L)、

TideCell010(50L)潮汐式生物反應器相同，BelloCell 培養基交換

策略為物理性推擠，類似於 TideCell 的氣體幫浦以壓力方式控

制培養基流動，BelloCell500-AP 則額外設計交換管用以交換額

外的培養基，模擬 perfusion 換液模式。 

EV71 病毒培養換液最適化，我們嘗試並比較四種病毒培養的

換液方式，分別為：batch、fed batch、semi-batch 和 perfusion，

batch 組進行 EV71 攻毒並培養於 500ml 培養基中，直到收穫前

均不更換培養基，細胞/培養基之比例模擬 TideCell010 之 batch 

產程；fed-batch 組以 batch 組相同的參數攻毒 EV71，另每日補

充 glucose/glutamine 溶液至葡萄糖濃度維持於 3.5 g/L 以上，與

調整酸鹼值於正常範圍(6.9~7.1) ；semi-batch 組攻毒後每日更
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換 500ml 培養基並留存，此外增加一組減半攻毒細胞數之

semi-batch 少細胞組 (Semi-batch reduced)，用於模擬去年

12EV08~12EV10 產 程 之 細 胞 密 度 ； perfusion 組 使 用

BelloCell500-AP 培養細胞，並於攻毒後連接至一瓶 2.2L 新鮮的

VP-SFM 培養基，並每日交換 500ml (圖二 A)。 

Batch 組之葡萄糖消耗速率(glucose uptake rate; GUR)在攻毒

後 48 小時內下降 15 mg/hr 直到葡萄糖含量低於 1 g/L，fed-batch

組也在攻毒後 24 小時內穩定的下降，但下降幅度少於 batch

組，兩種 semi-batch 組不管細胞數多寡均在攻毒後 96 小時內維

持很高的葡萄糖消耗率，而 CPE 現象及 ELISA OD 值均在這段

期間開始增加，另外 perfusion 組因持續交換培養基無法以此方

式測得正確的糖度數據。 

由於不同組別間培養基總量不相同，TCID50及 ELISA 的單位

則換算為整體做為表示而非每毫升，儘管在 BelloCell 五個測試

組別中病毒力價 TCID50均達到 9.58 log(由 7 log TCID500/ml 換

算回 500ml 數值)，兩組 semi-batch 組的 TCID50值達為五組中最

高，分別為 10.39 和 10.05 log (圖二 B)，在 ELISA OD 數據上

呈現更顯著的差異，perfusion 組之總 ELISA OD 值是五組最高

為 139700，比 batch 組(6425) 及 fed-batch (13635)高出了 10 倍

以上，Semi-batch 組及 Semi-batch 少細胞組(Semi-batch reduced)

也有較佳之總 ELISA OD 值為 80865 及 86675(圖二 C)。 

 

2. TideCell010 以半換液(semi-batch)方式對病毒產量的影響： 

經過不同種病毒培養條件測試，嘗試以半換液(semi-batch)進
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行 TideCell010 50L 病毒培養(圖三)，13EV01 於細胞停止消耗氧

氣時進行 EV71 攻毒(MOI: 10-4)，攻毒後 24 小時將一半培養基

25L 移出系統並灌入相同體積之新鮮 VP-SFM 培養基，並在攻

毒後 48 小時重複此一動作，總共更換 50L 新鮮 VP-SFM 培養

基，之後以 glucose/glutamine 溶液及 NaOH 維持糖濃度與酸鹼

值帄衡；移出系統之培養基由於攻毒後 48 小時內產出之病毒量

極少，故捨去只收穫最後的 50L 病毒培養液。 

病毒增殖階段後(攻毒後 72~96 小時)停止消耗碳源，培養基內

葡萄糖濃度維持在 2 g/L (圖四 A)，並且單位細胞葡萄糖消耗量

也高於去年 fed-batch產程，13EV01病毒力價於收穫時達到6 log 

TCID50/ml，ELISA OD 值達到 7.92(圖四 B)，比起去年 fed-batch

產程 12EV10 不額外外加葡萄糖之結果(8.49 ELISA OD)較差，

此現象指出 glucose 與 glutamine 可能不是 EV71 產量好壞的限

制因素，所以綜合去年經驗，於 TideCell010 嘗試 batch、fed-batch

及 semi-batch 產程均無法顯著提高病毒生產量，顯示養分的攝

取對於 EV71 的生長可能不是扮演最關鍵的角色。 

 

3. 以 BelloCell 帄台，提升培養基潮汐速度與停滯時間對病毒培

養之影響： 

目前可知 TideCell010 與 BelloCell 最主要的差異在於培養基

潮汐速率的不同，原廠建議 BelloCell 以 1 mm/sec 作為潮汐速

率，經換算得約一個潮汐週期為 130 秒、潮汐頻率為每小時交

換 27.7 次，對比 TideCell010 建議速率為 2500 ml/min，經換算

得約一個潮汐週期為 317 秒、潮汐頻率為每小時交換 11.3 次，
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儘管此數據可能會因細胞微載體堆疊密實與否與潮汐高低點的

不同而產生些微變化，但大致上不會產生太大偏差，由此可知

原廠建議 TideCell010 潮汐周期和頻率遠低於 BelloCell。 

只有在培養基淹沒 BioNOCII 微載體的情況下，培養基中的營

養物質才能與細胞交換，我們懷疑 TideCell010 因潮汐周期和頻

率降低的關係，導致微載體接觸培養基的時間及次數下降，使

養分交換的機會變低而導致細胞微環境不佳，宿主細胞代謝功

能受阻進而影響病毒產率，ELISA 及 TCID50檢驗數據的落差解

釋了儘管在類似的培養環境下，TideCell010 及 BelloCell 因不同

潮汐條件而造成不同的結果，故我們增加 TideCell010 培養基淹

沒微載體的停留時間以及潮汐速率，以增加細胞微環境營養交

換的機會。 

我們使用 BelloCell 帄台不換液體(batch)的方式，以相同細胞

數攻毒(MOI:10
-4

)，為了模擬 TideCell010 潮汐條件，將潮汐速

率自 1 mm/sec 調降至 0.5 mm/sec，周期約為 16.4 cycles/hr 接近

TideCell010 建議潮汐條件，另外兩組採用 1 mm/sec 速率及兩種

滿/低潮的停滯時間，分別為滿潮停滯時間 30 秒/低潮停滯時間

10 秒(30s/10s)，以及原廠建議之滿潮停滯時間 10 秒/低潮停滯

時間 30 秒，(10s/30s)用以了解何者潮汐條件對病毒生長較佳。 

實驗結果顯示 0.5 mm/s 的葡萄糖消耗速率 GUR 稍高於其他

兩組 (圖五 A)，BelloCell 潮汐速率為 1.0 mm/sec、停滯時間為

30s/10s 的組別在 TCID50 為三組最高 7.4 log，而模擬

TideCell010 的組別潮汐速率為 0.5 mm/sec、停滯時間為 10s/30s

的組別則位居末座 6.5 log (圖五 B)，這也類似於先前在
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TideCell010 產程上得到之 TCID50數值，經小量實驗顯示增加潮

汐速率與停滯時間，似乎可以為 TideCell010 產程帶來助益。 

 

4. TideCell010 加快潮汐速度對病毒產量的影響： 

經由 BelloCell 的潮汐速率測試，13EV02~13EV06 改良為加

快潮汐速度的五批 fed-batch 產程：13EV02 及 13EV03 潮汐速

率調整為 3200 ml/min 約為 13.3 cycles/hour；13EV04 潮汐速率

調整為 5000 ml/min 約為 22.5 cycles/hour；13EV05 及 13EV06

潮汐速率調整為 4000 ml/min 並降低培養基交換的體積，約為

22 cycles/hour。 

綜合五批次結果，13EV02 及 13EV03 (3200 ml/min, 13.3 

cycles/hour)比未調整潮汐速率之 13EV01 產程稍微好，TCID50

達到 6.6 和 6.5 log，ELISA 值為 20.81 和 19.17 (圖六)，但並無

太大改善，故進一步增加潮汐速率及週期至 4000 ml/min 和 22 

cycle/hour (13EV05 及 13EV06)，其 TCID50 最高點和 ELISA 

OD 值皆與 3200 ml/min 組別差不多，但若將潮汐速率增加至

5000 ml/min (13EV04)則會造成反效果，TCID50 與 ELISA 值下

降至 5.6 log 與 17.80(表一)，除此之外增加潮汐速率也會稍微降

低葡萄糖消耗速率與增加 CPE 現象。 

 

二、 六批 50L TideCell010 產程之過濾、濃縮及純化之分析比較： 

1. EV71 病毒液過濾與濃縮 

由表二知經超過濾(ultrafiltation)濃縮後回收率約在 60 ％左

右，除 13EV01 和 13EV03 因微過濾(microfiltration)後總 OD 值
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較低，導致 UF 回收率超過 100％，其餘顯示此濃縮方式應無

太大問題。將各純化階段樣品以 SDS-PAGE 檢視其背景值 (圖

七)，經蔗糖梯度超高速離心或膠體過濾純化後，背景值與宿

主細胞雜蛋白可有效去除，能在膠片上明顯分辨出 EV71 外殼

蛋白，VP0 (38 KDa)、 VP1 (34 KDa)和 VP 3 (25 KDa)。 

 

2. EV71 病毒液膠體層析純化 

為了能將抗原波峰(Elisa OD/ml; 紅線)與雜蛋白波峰(OD280; 

藍線)分離開(圖八)，增加可回收區間，並減少雜蛋白殘留。將

BPG200 管柱增高到 800 mm，其純化的回收率最低為 6%最高

為 17%，而回推總回收率最低為 8%最高可達 25%，可見此純

化並不穩定，且回收時仍會收集到一部分雜蛋白波峰，如欲增

加收集區間提高回收率則會使雜蛋白增多。有鑑於此，並考量

本中心無塵室高度，把 BPG200 管柱增高到 900 mm，

13EV04~13EV06 使用此新管柱，由圖八可以看到綠框收集範

圍向右移，Elisa 波峰與蛋白質波峰已分離得更開，且再往右

增加回收區間雜蛋白仍在相當低的範圍，經 SDS-PAGE 分析

BPG200/ 800 與 BPG200/ 900 的收集管混合液(fraction mix)，

顯示在同樣蛋白質濃度的情況下，由 BPG200/ 900 純化出的抗

原更為精純，雜蛋白也更少(圖九)，惟回收率仍未達理想，純

化的回收率不到 10%，而回推總回收率最高只達 12%。以

SDS-PAGE(圖九-A)及西方墨點法(圖九-B)分析各批次病毒抗

原，能明顯分辨出 EV71 外殼蛋白，VP0 (38 KDa)、VP1 (34 KDa)

和 VP 3 (25 KDa)。以抗體 MAB979 進行偵測則可看到外殼蛋
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白 VP2 (28 KDa)。 

 

3. EV71 病毒液蔗糖梯度超高速離心純化 

每批次產程皆分出 250 ml 濃縮抗原以超高速離心

(Ultracentrifugation; UC)的方式純化做為對照與分析抗原。使

用不連續蔗糖密度梯度離心法，每批次純化時皆固定蔗糖濃

度、體積與離心時間。其純化的回收率最低為 14%最高為

42%，而回推總回收率皆超過 50% (13EV01 因未收集完抗原導

致回收率偏低，不列入討論) 回收率高於膠體層析 (表二)。依

據每批次的各收集管所繪製出之抗原波峰(ELISA OD/ml; 紫

線)與蛋白波峰(OD280; 綠線)純化圖譜間差異性極大﹔其中

抗原波峰有 2 個，位於圖譜左側之較低糖梯度收集管的抗原波

峰為不完整病毒顆粒(peak 1)，位於圖譜右側之較高糖梯度收

集管的抗原波峰為完整病毒顆粒(peak 2) (圖十)，可以在西方

墨點法的結果上看到完整病毒顆粒具有外殼蛋白 VP2，而不完

整病毒顆粒則無 VP2(圖十一-C、D)。進一步比較可發現各批

次產程不完整病毒顆粒之沉降係數較不一致，且各批次的兩個

波峰抗原量比例也不盡相同 (不完整病毒顆粒 peak 1：完整病

毒顆粒 peak 2)，在 13EV02 為 2：8、13EV04 為 2：8、13EV05

為 4：6 (圖十二)。由此顯示產程仍不穩定。 

 

4. DNA 殘留量測定 

病毒液收穫後經過濾濃縮步驟，於純化前加入 Benzonase 核酸

分解酵素以除去宿主細胞 DNA(Vero)，待作用完畢後
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Benzonase 與 DNA 片段經由純化步驟分離並移除，為檢測純

化後產程是否有殘留 DNA，以 DNA 微量分析儀檢測產程各批

次 MF、UF、UF+B、UC-P1、UC-P2 及 GF 的 DNA 殘留量 (表

三)。結果顯示加入核酸分解酵素(Benzonase)後，DNA 殘留量

皆降於 0.03 ng/ml 以下，最終去活化樣品所殘留之宿主 DNA

也低於可偵測範圍(0.4 pg/ml)。 

 

三、 小鼠及兔子動物試驗與血清中和抗體效價分析： 

TideCell010 五十公升腸病毒試量產，經由濃縮、純化、去活

化處理後之原型疫苗，因純化方式分為膠體層析(Gel filtration; 

GF)與超高速離心(ultracentrifugation; UC)，故分為兩組原型疫苗

進行動物免疫實驗，而 UC 部分分離出兩種病毒顆粒(peak 1 and 

peak 2; p1 and 2)，於 13EV02~03 分開進行免疫， 13EV04~05

採兩種病毒顆粒混和濃縮後進行免疫。原型疫苗病毒活性(表四

B)不活化程度以 TCID50測定，當 TCID50為 2.5 代表不活化步驟

已去除病毒致病機能，是為不活化疫苗，可進行後續動物實驗。

另使用 ELISA 方式檢測抗原含量 (表四 A)是否被破壞，結果顯

示抗原含量仍保留。 

去活化之原型疫苗分別以原液、4 倍稀釋濃度，經腹腔注射

方式免疫小鼠，經兩次免疫最終以心臟採血分離血清進行中和

試驗，數據顯示 13EV03 批次原型疫苗中和效價較佳，

13EV03-GF 達到 79.43 中和效價，較 13EV03-UC-P1 和

13EV03-UC-P2 中和效價 25.11 和 39.81 為高(表五)，儘管 GF

原型疫苗抗原含量稍低於 UC 原型疫苗(表四)，但中和效果普遍
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優於 UC。綜上，整體來說中和效價並未達到以往本中心所設定

的疫苗生產標準 100 以上。另為了預估原型疫苗之最佳劑量，

101 年度血清產製之原型疫苗施打 ELISA OD 值為 10.498 即可

達到 40 以上之中和效價，但今年度卻無法建立 ELISA OD 與中

和效價之正相關性(圖十三)。 

今年年初首先利用兔子檢測測定去年(101 年)利用生物反

應器 TideCell002 產製之 12EV02 及 12EV03 兩批原型疫苗的中

和抗體效價，13EV02 以原倍而 13EV03 以稀釋 8 倍濃度分別用

肌肉注射方式施打兔子，施打劑量每隻為 1ml，共四次免疫並

以耳動脈採血取得血清進行中和試驗。結果(表六)顯示 12EV02

原液及12EV03 稀釋8倍濃度兩批原型疫苗中和效價分為43.58

及 39.36，比預期結果差且和 101 年中和效價可達 100-200(老鼠)

有很大差別。今年度為確認生物反應器所產製之原型疫苗在兔

子所產生之中和抗體效價，目前檢測 13EV02 UC P1、13EV03 

GF 及 13EV03 UC P2 等三批原型疫苗，皆以原倍進行肌肉注

射，施打劑量每隻為 1ml，共四次免疫並以耳動脈採血取得血

清進行中和試驗。初步結果在第一劑免疫後中和效價分別為

12.58、10.4 及 11.28。 
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討論 

本計畫延續 101 年度 TideCell010 潮汐式生物反應器原型疫苗適

量產，完成六批腸病毒 71 型 C4 genotype strain E36，無血清培養 50

公升之細胞及病毒擴增、過濾及純化(13EV01~13EV06)，以及五批動

物試驗血清中和效價測試(13EV01~13EV05)。 

於潮汐式生物反應器開發 EV71 C4 疫苗株試量產製程，在歷經

溫度、細胞數、MOI、氧氣、葡萄糖、乳酸滲透壓、攻毒換液、潮汐

速率、滿低潮停滯時間等種種參數琢磨與修正下，均無法維持產程線

性放大的目標；雖然在 101 年度 20L  TideCell002 產程帄均每單位體

積 TCID50 7.589 log 及 ELISA OD450值 82.67，與 8L Roller Bottle 產程

所獲得的 log TCID50 7.25 及 ELISA OD450 89.99 相當，但免疫小鼠抗

血清中和效價約為 8L Roller Bottle 的 40%(685：282)；隨著產程放大

至 50L TideCell010，病毒回收與中和效價問題並無得到緩解，今年

50L TideCell010 六批次 TICD50與 ELISA 值穩定，帄均為 6.26 log 與

17.62 OD/ml(表一)，與 101 年 50L TideCell010 產程相當，儘管嘗試

調整更多參數也無法產生顯著的進步，相反的是 TideCell 產程中，細

胞增殖線性放大幾乎無阻礙，顯示 TideCell 系統於細胞線性放大具有

優勢，唯獨病毒攻毒後不同培養條件帶來不同的結果，如調整潮汐速

度後超高速離心分離圖譜不相等、CPE 時間提早(13EV06)等現象，是

否因而影響病毒與中和效價目前尚未明瞭機轉，此外 BelloCell 帄台

參數也無法完全對應於 TideCell 系統，如 fed-batch/semi-batch 換液方

式與不同潮汐速率/停滯時間，於 BelloCell 帄台有影響但實踐於

TideCell 系統卻是相同結果，造成 TideCell 疫苗產程陷入瓶頸，未來
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將朝向篩選其他 EV71 疫苗候選株嘗試應用於生物反應器產程。 

目前使用之Millipore 1.0/0.5 μm膜面積0.49 m
2之粗過濾膜足以

應對 50 L 之粗病毒液，但仍頇視收槽時病毒液之混濁度調整濾膜大

小，才能在不阻塞之情況下回收最多的微過濾病毒液，而目前已測試

出可等量放大的膜面積，將來製成放大只需增加膜面積及控制流速即

可。在切向流濃縮部份，濃縮卡匣為兩片 0.5 m
2，並考量回收率將膜

孔徑改為 100 k，適用體積為 20~50 L (濃縮時間約 30~150 min)，回收

率仍有改善空間，也許是高倍率濃縮時雜蛋白與抗原間非專一性吸

附，使得抗原被雜蛋白包裹導致 ELISA 測量時低估了真實的抗原濃

度。 

在病毒液純化方面，為更進一步加強純化效果與可回收區域在

13EV04~13EV06 三批產程使用 BPG200/900，增加了管柱長度與膠體

體積，由純化圖譜(圖八)與 SDS-PAGE(圖九-A)來看純化效果更佳，

可回收的區域也增加，但是回收率卻由 17%降為 8%，回推總回收也

從 25%降到 12%。探究其中緣由可能是純化路徑的加長，使管柱中

膠體與抗原間的非專一性吸附增加﹔也可能是抗原被雜蛋白包裹聚

合，而落於純化圖譜的雜蛋白區間，造成流失。因此如何改善高倍率

濃縮時抗原聚集的問題及減少非專一性吸附，仍是當前課題。未來可

朝流速，更換管柱膠體種類調整。 

每批蔗糖梯度超高速離心由於條件皆相同，因此實驗變因較膠體

層析小，因此純化圖譜的差異可以說是反映樣品的變異(圖十)，也顯

示製程的不穩定影響病毒生成量。由於完整病毒顆粒較不完整的病毒

顆粒有更高的免疫原性 (immunogenicity)，因此藉由超高速離心分析

抗原製程中完整病毒顆粒的比例有助於優化製程，以今年度製程來說
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13EV02~13EV04 為 2：8 (不完整病毒顆粒：完整病毒顆粒 )、

13EV05~13EV06 為 4：6，顯然以 13EV02~13EV04 製程條件較佳 (圖

十二)。在兩個抗原波峰間仍有部分抗原，未來可進一步分析後回收

增加抗原量與超高速離心回收率。 

本中心利用動物實驗之施打劑量 ELSIA OD 值與所產生之中和

抗體效價來推估未來人體接種最適劑量。101 年度血清產製之原型疫

苗施打 EV71 ELISA OD 值為 10.498 OD 即可達到 40 以上之中和效

價，惟今年施打較高劑量之 ELISA OD 值仍產生非常低之中和效價，

無法呈現出正相關性。由於今年產程單位體積 ELISA OD 值及 TCID50

值仍非常穩定，故初步認為可能是中和效價檢測方法出問題，為排除

人為因素請本署研檢中心腸道實驗室幫忙檢測相同來源血清，結果仍

相同。另外觀察不同動物種類(兔子)與所產生之中和抗體效價，發現

無血清生物反應器產製之原型疫苗皆無法達到有血清滾動瓶產製之

抗體免疫反應。 

目前推測無法產生較佳抗原之病毒與前端病毒量產帄台具相關

性，因為病毒培養關鍵參數改變，經由超高速離心純化所產生之兩個

波峰抗原量比例也不盡相同。另外在 SDS PAGE 檢測結果之經超高速

離心樣品分離出兩波峰(P1、P2)，結果可看到病毒成份比例差異，但

在 ELSIA 檢測方法並不能有效分辨有效中和抗體。故整個製程量產

可能因病毒培養方式之不同產生病毒成份改變，造成動物實驗之抗原

免疫性相對降低。 

如前所述，20L TideCell002 產程與 8L Roller Bottle 產程單位抗原

量相等，但血清中和效價卻有明顯差距，而今年 50L Tidecell010 產程

免疫小鼠 ELISA 劑量不相同卻得出類似結果(圖十三)，故推測以目前
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TCID50及 ELISA 兩個檢驗帄台無法確實分辨抗原免疫效果好壞，動

物實驗雖然直接但耗時耗力，完成一批測試頇至少 3 周，對於篩選較

佳抗原性之 EV71 疫苗稍嫌緩慢，因此本中心為求完備 EV71 抗原檢

驗帄台，並促進國內生技廠商發展，已針對國內三家廠商所生產之 4

株 EV71 單株抗體、3株 EV71 多株抗體進行初步篩選，目前發現 1株

多株抗體具有分辨完整病毒與不完整病毒之潛力，未來將持續測試分

析，建立具備能有效分辨抗原免疫效果之檢驗帄台，協助 EV71 不活

化疫苗之上市。 
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圖表 

 

表一、103 年 TideCell010 產程總覽 

 

比較 103 年 50L 腸病毒 EV71 型 C 亞型之 TideCell010 原型疫苗適量

產程之病毒力價(TCID50)和抗原定量(ELISA OD)，病毒力價波峰(peak 

TCID50)為產程中產生最高病毒力價的數值，收穫時略低於 peak 

TCID50但 ELISA OD 為最高(peak)。Bellotest-3 為 BelloCell 帄台小量

測試，病毒力價波峰最高為 7.4 log，較 TideCell010 產程高。 
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表二、6 批次 C4 腸病毒 71 型疫苗產程純化總表。 
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表三、原型疫苗 DNA 殘留量測定 

  

MF=初過濾病毒液，UF=濃縮病毒液， UF+b=濃縮病毒液添加核酸

分解酵素，UC-P1/P2=超高速離心純化原型疫苗， GF=膠體層析純化

原型疫苗。*<0.0004 ng/ml 
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表四、原型疫苗去活化後之 ELISA 抗原含量與 TCID50 

 

(A) 原型疫苗去活化後之 ELISA 抗原含量。 (B) 原型疫苗去活化後

之 TCID50確認是否不活化成功(< 2.5 log)。MF=初過濾病毒液，UF=

濃縮病毒液， UC-P1/2=超高速離心純化原型疫苗， GF=膠體層析純

化原型疫苗。 
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表五、小鼠免疫試驗中和效價結果 

 

(A) 經膠體層析純化之原型疫苗，免疫小鼠之血清中和效價。 (B) 超

高速離心純化之原型疫苗，免疫小鼠之血清中和效價。 

UC-Peak1/2/MIX=超高速離心純化原型疫苗， GF=膠體層析純化原型

疫苗。 
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表六、量產批次之兔子免疫試驗中和效價結果 

 

原型疫苗 12EV02 原倍及 12EV03 八倍稀釋免疫兔子，經 1、3、5、7、

9 周採血測量血清中和效價之結果。 

 

 

 

圖一、50L 產程 TideCell010 細胞增殖流程示意圖 

解凍國衛院提供之 Vero cell 細胞於 150T，經由 4 個 150T、2 個 Roller 

Bottle、10 個 Roller Bottle 及 5 個 BelloCell 細胞放大，最後至

TideCell010 接種腸病毒。 
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圖二、Batch、Fed-batch、Semi-batch 及 Perfusion 之 BelloCell 病

毒培養條件測試 

(A) BelloCell 病毒培養小量測試組別示意圖，Batch、Fed-batch、

Semi-batch、及 Perfusion 組接種病毒(MOI: 10
-4

) ，減少細胞數之組別

Semi-batch (reduced)則為 Semi-batch 細胞數一半時接種，兩組

Semi-batch 每 24 小時更換一次全新培養基。(D、E) TCID50 及 ELISA 

OD 值。 
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圖三、TideCell010 之 50L 產程使用 semi-batch 病毒培養換液條件

流程示意圖  

13EV01 於細胞數 7.6x10
10進行 EV71 攻毒(MOI: 10

-4
)，攻毒後 24 小

時將一半培養基 25L 移出系統並灌入相同體積之新鮮 VP-SFM 培養

基，並在攻毒後 48 小時重複此一動作，總共更換 50L 新鮮 VP-SFM

培養基。 
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圖四、TideCell010 之 50L 產程使用 semi-batch 病毒培養換液條件

之葡糖糖攝取速率及病毒定量 

(A) 葡萄糖濃度由細胞培養與病毒培養階段每日採樣2次並計算葡萄

糖消耗速率。(B) 病毒接種後每日採樣並測量 TCID50與 ELISA 值。

50L TideCell010 產程使用 semi-batch 換液方式示意圖已列於圖三，黑

色箭頭(↓) 代表攻毒時間點，灰色箭頭(↓) MC 為更換 25L 新鮮培

養基。 
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圖五、BelloCell 測試不同潮汐速率與停滯時間 

潮汐速率設定為 1.0 和 0.5 mm/s，滿/低潮停滯時間設定為 10s/30s 或

30s/10s ，以 MOI=10
-4進行 BelloCells 攻毒，並採樣定量(A) 葡萄糖

消耗速率 GUR 與 (B) 病毒力價 TCID50。 
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圖六、50L TideCell 產程採用 fed-batch 換液搭配不同潮汐速度 

13EV02 到 13EV06 共 5 批次 TidcCell010 產程分別採用不同潮汐速

率，並採樣定量(A) TCID50 (B) ELISA OD 值。13EV02~03 潮汐速率

微 3200 ml/min、13EV05~06 為 4000 ml/min 以及 13EV04 為 5000 

ml/min，加上 13EV01 2500ml/min 為對照組。 
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圖七、各純化階段之 SDS-PAGE。 

Lane M = protein marker, lane 1 ~5 = microfiltration (MF) 、

ultrafiltration (UF)、Ultracentrifugation (UC)、Gel filtration (GF/800) 

and Gel filtration (GF/900). Arrows indicate virus structural proteins VP0 

(38 KDa), VP1(34 KDa), VP3 (25 KDa).
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圖八、50L Tidecell010 生物反應器試量產之 FPLC 膠體純化圖譜。

(A)使用 BPG200/ 800 膠體層析管柱純化 (B) 使用 BPG200/ 900 膠體

層析管柱純化。綠框處為抗原收集區段。 
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圖九、6 批次 EV71 病毒液經 FPLC 純化之外殼蛋白 SDS-PAGE 與  

      Western blot。 

(A)銀染，(B) Western blot。 

Lane M = protein marker, lane 1 ~6 = lot number 13ev01~13ev06. 

Arrows indicate virus structural proteins VP0 (38 KDa), VP1(34 KDa), 

VP2 (28 KDa) and 3 (25 KDa). Primary Antibodies: MAB979 (Millipore).

A 
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圖十、50L Tidecell010 生物反應器試量產之蔗糖梯度超高速離心圖

譜。 

     紅框處為抗原收集區段。 
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圖十一、5 批次 EV71 病毒液經蔗糖梯度超高速離心純化之外殼蛋白 

        SDS-PAGE 與 Western blot。 

(A)不完整病毒外殼蛋白銀染，(B) 不完整病毒外殼蛋白 Western 

blot，(C) 完整病毒外殼蛋白銀染，(D) 完整病毒外殼蛋白 Western 

blot。 

Lane M = protein marker, lane 1 ~5 = lot number 13ev02~13ev06. 

Arrows indicate virus structural proteins VP0 (38 KDa), VP1(34 KDa), 

VP2 (28 KDa) and 3 (25 KDa). Primary Antibodies: MAB979 

(Millipore). 
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圖十二、5 批次 EV71 病毒液經蔗糖梯度超高速離心純化之病毒分布 

        圖譜比較。 
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圖十三、小鼠血清及 ELISA OD450/ml 相對比較結果。 
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期末報告審查意見回覆 

王有欽委員： 

1. 建議強化及確立病毒培養及檢測帄台之 QC 及 QA。 

Ans：感謝委員建議，由於人力有限且仍於開發階段，所以尚未讓

本中心 QC 及 QA 系統正式納入本計畫，我們會努力朝該目標前

進。 

  

2. 似乎人力減少了，此情況下建議儘速確立最佳培養及純化方式單

一方法。 

Ans：感謝委員建議， 經過兩年的條件測試已初步確立 50L 培養

產程，純化方式採用 FPLC 與超高速離心兩組互相對照，其純化

效果不相上下，但各有其優點， FPLC 易於操作與放大而蔗糖梯

度超高速離心則可以有效分離出兩種病毒顆粒，未來仍希望是承

接廠商依據本計畫的結果資料做最適選擇。 

  

3. 如能精進培養及純化最佳化，加強其特殊性及創新，可助文章發

表。 

Ans：病毒培養和純純化最佳條件之特殊性及創新一直是本中心努

力的目標，感謝委員建議。 

  

4. 部分圖列成重複(圖八、圖九)，圖說可再加強。 

Ans：感謝委員提點，錯誤已修正。 
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5. 製程量產可能因病毒培養方式不同產生病毒成分改變，可能是純

化方式所造成? 

Ans：為求產程之連續性，滾動培養瓶進入生物反應器均無改變純

化方式，純化方式仍採用 FPLC 與超高速離心，惟線性放大需加

高 FPLC 管柱與超高速離心增加次數，故兩種純化方式可有效檢

測出出不同量產製程病毒顆粒之些微差異，所以我們推論不同病

毒培養方式才是產生病毒成分改變的最主要因素。 

  

  

廖明一委員： 

1. 依報告之結果顯示目前操作量產 50L 已顯示不穩定，將來要達到

量產 500L 以上則問題更多，可能影響公共衛生對疫苗價格的訂定

影響對腸病毒 71 型的控制。 

Ans：感謝委員提點，目前無血清 C4 腸病毒原型疫苗於 50L 生物

反應器試量產效益不如傳統滾動培養瓶，未來有機會將諮詢其他

生物反應器專家，努力朝產程能穩定線性放大的目標。 

  

2. 報告中第 28 頁第二段第一行 ELISA 可能有誤宜修正。 

Ans：感謝委員提點，錯誤已修正。 

 


