
生产用细胞株构建的原理及方法

宿主细胞与重组蛋白生产

动物细胞是生产治疗性重组蛋白的强有力工具。为与小分子药物区别开来，

治疗性蛋白、疫苗以及细胞治疗产品统称为生物制品。宿主细胞的选择和改造对

于提高产品的产量和质量来说至关重要。因此必须对细胞进行筛选，选出具有高

表达量和良好生长特性的细胞。在此我们主要讨论适用于大规模生产重组蛋白的

细胞株的筛选。

工业上重组蛋白的制备主要有两种方式：瞬时转染和稳定转染。瞬时转染经

常用于制备少量蛋白（多达克级）用于药物开发早期的蛋白活性或动物实验。瞬

时转染并不产生克隆细胞株，它只是暂时将编码外源蛋白的质粒转导入已有的细

胞株里面（比如 HEK293或 COS细胞）。随着细胞的分裂外源基因不断丢失，

蛋白产量较低，一般在 1-100mg/L。近年来有报道称 HEK293细胞中瞬时

表达产量可达 1g/L。

与瞬时转染不同，稳定细胞株是为工业化生产治疗性蛋白而构建的。稳定细

胞株需要具备在不同的时间，不同的场地以及不同的批次间生产相同质量产品的

能力。在选定生产用细胞株之后，需要建立主细胞库（mater cell bank）。从

主细胞库复苏后，扩增建立工作细胞库（working cell bank），工作细胞库用

于生产。细胞库通常保存在液氮中，需要维持整个产品的生命周期。在构建生产

用细胞株的过程中，宿主细胞和表达载体至关重要。

稳定细胞株构建---高产细胞株的秘密

CHO和骨髓瘤细胞是构建稳定细胞株最常用的两种宿主细胞。基本上用这两

类细胞生产的治疗性蛋白都能分泌到细胞外，从而可以从细胞培养液中收获产



物。CHO细胞属于成纤维细胞，是一种非分泌型细胞，它本身很少分泌内源蛋

白。

科研人员在蛋白组学和转录组学水平上研究了 B细胞变成浆细胞所发生的生

理变化。细胞转变提高了能量代谢水平，改善了蛋白分泌和糖基化能力，同时增

加了氧化还原水平用来应对活性氧的影响。B细胞或浆细胞的基因组中只有一个

功能性的免疫球蛋白基因。在 B细胞成熟的过程中，二倍体细胞中其中一个等

位基因发生失活。但是，仅仅是免疫球蛋白基因的一个拷贝足以使浆细胞成为一

个高产的分泌细胞。因此，只需将目的基因的一个拷贝整合到杂交瘤细胞基因组

适合的位置就可以使其成为分泌外源蛋白的强大细胞。与瘤细胞不同，CHO必

须经过改造后才能提升蛋白表达能力。除了蛋白表达能力之外，优秀的细胞株还

应具备良好的生长和代谢特性。在过去的十多年里，大量转录组学和蛋白组学的

研究致力于揭示高产细胞株的特性。人们逐渐意识到没有那一种主要的调控因素

能使 CHO或 NS0来源的重组细胞变成高产细胞株。高产细胞株的形成涉及细

胞内许多通路的改变，比如代谢、分泌、氧化还原平衡和生长/死亡调控；更可

能的是大量基因表达水平的微小变化，而不是几个主要节点的大变化。



转染-筛选-扩增-单克隆化-筛选-驯化



首先，通过质粒将目的蛋白的编码基因导入到细胞内。质粒上除了目的基因

外还带有抗性基因，比如抗生素抗性基因。这样在转染后就可以利用选择压力富



集整合质粒的细胞。在哺乳动物细胞中质粒不能进行复制，未整合到基因组中的

质粒随着细胞分裂逐渐丢失。在一段时间的选择压力后，所有存活下来的细胞基

因组中都整合了外源质粒。

获得了一系列整合了外源基因的稳定细胞后，接下来就需要从中筛选出表达

量最高的克隆。最常用的方法是检测 96孔细胞培养板中蛋白的浓度；另外一个

方法是让细胞在软琼脂上生长形成集落，然后利用原位免疫沉淀技术获得高产细

胞。近年来，发展起来的高通量自动化筛选技术也被受关注。

为实现克隆的高表达，在有些情况下外源基因扩增，比如以 CHO用作宿主

细胞；有些情况则不需要，比如杂交瘤细胞。为了实现外源基因的扩增，将细胞

在高浓度的扩增标记（比如 dhfr）抑制剂的压力下生长。细胞存活需要扩增标

记。高浓度的抑制剂能够杀死除拥有多个扩增标记基因以外的绝大多数细胞。在

标记基因扩增的过程中，与它相邻的基因也随之发生扩增。基因拷贝数的增加导

致转录和翻译水平的提高。在这个过程中，某些高产细胞株重组 IgG重链的转

录水平成为细胞内最高。另一方面，过高的蛋白表达可能会超过细胞内蛋白折叠

的限度，内质网中发生未折叠蛋白效应导致细胞凋亡。因此没有建立起与高表达

相匹配的其它结构的细胞可能不能存活。

基因扩增后的细胞既含有多个拷贝的外源基因，能高水平的表达目的基因和

抗性基因，还具备了强大的蛋白分泌能力。除此之外，高产细胞株还应具备高密

度培养和能维持较长平台期的能力。

基因扩增后的细胞可以视为一个细胞“Pool”，其中含有众多不同遗传背景的

细胞，或是基因插入位点的不同，或是扩增程度的不同等等。因此基因扩增后下

一步是细胞的单克隆化。单克隆化是利用流式细胞仪或有限稀释法或其他自动化

方式(0.2个细胞/孔)将细胞接种到多孔板中。可以认为从某一特定孔里长出的

细胞都是由早期的一个细胞分裂而来，他们在遗传上是同源的。

单克隆化后需要对获得的细胞株进行初步的评价。主要包括生长特性，产品

质量的评价。有些情况下需要将细胞驯化到更接近生产模式的条件下，进行培养。

单克隆化细胞株构建过程中的关机环节。通常不管是否进行基因扩增都应进

行细胞的单克隆化。尽管用于构建细胞株的宿主细胞都是非整倍体，倾向于进行

基因组重排和表观遗传学的改变；但是单克隆化获得的细胞在同源性上远高于细

胞“Pool”。从单个细胞开始到生产环节结束，细胞大概需要进行 60次分裂；

如果算上整个产品的市场寿命，细胞至少需要 80次分裂。通过单克隆化可以防

止最初细胞“Pool”里发生突变或产量低细胞成为优势群体，逐渐取代高产细胞，

导致细胞不稳定。

转染方法





通常使用的转染方法主要有 DNA-磷酸钙共沉淀法，电击法，脂质体法。



质粒 DNA 的基本元件

外源基因是以质粒 DNA的形式进入动物细胞的，同时质粒 DNA上带有提高

外源基因转录和翻译水平的元件。尽管病毒来源的载体和细菌来源的载体都被用

来将外源基因导入动物细胞，但是工业上在构建细胞株的过程中极少用到病毒来

源的载体。

目的基因可以由组成型，诱导型或条件型启动子进行启动转录。在细胞分化

和发育的研究中经常用到条件型启动子，它可以由某些特定因素引发，导致蛋白

表达，影响细胞的分化。但是在重组蛋白的生产中，绝大多数表达载体使用强组

成型的的启动子。通常病毒来源的启动子，如 SV40晚期启动子和 CMV启动

子，应用最为广泛。近年来，CHO来源的 EF-1和 GAPDH的启动子也被应用

到蛋白生产中。

为了提高转录水平，除了使用强的启动子外，还可以在目的基因中插入内含

子。通常可以看到在目的蛋白的基因中含有至少一个内含子。此外，密码子优化

可以提高基因的翻译水平。表达载体除了包含启动子、增强子和目的基因外，还

需要有筛选标记基因，甚至，扩增标记基因。

尽管转染后有大量的质粒进入细胞，但是只有极少数能够进入细胞核，进一

步整合到基因组中。细胞中只有整合的质粒才能复制，未整合的质粒逐渐被降级

或丢失。转染后至少有一个筛选标记基因（抗性基因）整合到基因组并成功表达

的细胞在抗性的压力下才能存活。

筛选标记可以分为显性的和隐形的。隐形筛选标记是细胞内固有的基因，缺

失时影响细胞生长（如 DHFR）。通过引入外源补偿基因可以克服这类缺陷。

比如，CHO DG44 细胞是 DHFR基因双敲除的细胞株，需要在培养基中添加

HT才能正常生长。通过转染使其获得功能性的 DHFR基因，就能使它在不含

HT的培养基中也能生长。相反，显性筛选标记（一般为抗生素）对细胞具有杀

伤作用。通过向细胞中引入抗性基因可以赋予细胞对抗显性筛选标记的能力。每

一个抗性基因编码一种酶，可以破坏显性筛选标记的化学结构。下表（table2）

中显示的是常用的显性筛选标记和抗性基因等信息。





参与使抗生素失活的酶（由抗性基因表达）只有在细胞内才有活性，失活过

程中的磷酸化和乙酰化反应需要 ATP和乙酰基团等底物，因此抗生素的失活必

须在细胞内部才能进行。另一方面，蛋白酶即使在细胞死后释放到培养基中仍有

活性。因此，在细胞株筛选过程中，筛选试剂（如抗生素）的浓度随时间逐渐降

低，降低的速率取决于转染后细胞的密度。所以，最优的筛选试剂浓度不止取决

于细胞系，也取决于细胞的密度。单克隆筛选和细胞群体“Pool”筛选在抗性浓

度的使用上可能大不相同。

扩增

哺乳动物细胞中最常用的两种基因扩增系统是：二氢叶酸还原酶（DHFR）

和谷氨酰胺合成酶（GS）系统。DHFR是催化二氢叶酸还原成四氢叶酸的酶，

四氢叶酸是甘氨酸、胸苷一磷酸和嘌呤生物合成所必需的。氨甲喋呤（MTX）

是叶酸的类似物，可以与 DHFR结合并抑制其活性。从而使细胞在缺乏胸苷和

嘌呤的培养基中死亡。

当细胞在MTX的压力下生长时，只有 DHFR基因扩增并高效表达的群体才

能存活下来。DHFR基因扩增可以带动插入位点附近 10-10,000kb的 DNA

序列一起扩增。因此与 DHFR邻近的外源基因也随之扩增。



扩增可以使一步完成也可以是分几步完成。随着MTX浓度的升高，存活下

来的细胞 DHFR扩增程度越高。能耐受高浓度MTX压力的细胞，可能含有几

千个拷贝的 DHFR基因。

GS筛选系统基于细胞中的谷氨酰胺合成酶可以利用谷氨酸和氨合成谷氨酰

胺。绝大多数哺乳动物细胞内源的谷氨酰胺合成酶活性很低，需要在培养基中额

外添加谷氨酰胺细胞才能生长。GS筛选系统的载体含有谷氨酰胺合成酶和外源

基因，因此可以在不含谷氨酰胺的培养基中进行筛选。通常用比较弱的启动子,

如 SV40启动子来启动 GS基因。在高浓度的谷氨酰胺合成酶抑制剂（MSX）

的作用下，可以筛选得到基因高度扩增的细胞。

为实现外源基因的高效表达，基于上述筛选系统人们开发出了更为复杂有效

的筛选途径。比如把 DHFR与 G418抗性基因相连，转染后加 G418压力，

这时只有质粒载体整合到转录活跃区的细胞才能表达足够高的潮霉素抗性，抵抗

G418的压力从而存活下来。这时筛选出的克隆只含有外源基因的少数几个拷

贝。接着通过MTX的扩增作用，使整合基因在细胞基因组中进一步扩增，从而

实现外源基因的高表达。

通过为期一到两周的基因扩增过程，筛选试剂浓度相应降低。在较低的筛选

压力下，外源基因的拷贝数可能减少，导致转录水平和蛋白产量的下降。拷贝数

的丢失与外源基因整合到染色体上的位置有关，位于染色体两臂末端的基因更倾

向于丢失。通常在降低筛选压力后，细胞株先是经历一个外源基因拷贝数和表达

量迅速下降的过程，随后便趋向于稳定。所以，通常需要维持一个合适的选择压

力来防止细胞不利突变的发生，影响拷贝数或引起细胞生长速率的变化。

细胞驯化

确定生产用细胞株后，需要尽快使其适用生产规模下的培养条件。



细胞株稳定性研究



从细胞复苏（2×108个细胞）到生产（20m3）细胞至少需要分裂 16次；





稳定性试验至少测试细胞分裂 40次；





用于疫苗生产用的正常的二倍体细胞通常在一定的分裂次数内保持稳定





连续培养的细胞系的核型不断变化。



体外培养的细胞发生基因突变和表观遗传学改变的几率很高。这有可能是受

培养条件的影响。比如，一些类型的干细胞在细胞密度、氧气浓度和生长因子浓

度等条件发生改变时会发生分化。用于疫苗生产的细胞多数是二倍体，在既定的

培养条件下相对稳定。在生产上能接受的倍增次数范围内，这类细胞不会出现可

见的表型或染色体上的变化，因此生物生产工艺上对这类细胞的稳定性关注较

少。



细胞株稳定性涉及：





生产能力随时间下降；





产品质量随时间变化；





核型随时间改变；





染色体畸形；





后面两项对蛋白类生物制品可能影响不大，但是细胞治疗中需要考虑的。



相反，通过转染、扩增、筛选获得的生产重组蛋白的高产细胞株可能更不稳

定。首先用于高产细胞株构建的非整倍体宿主细胞本身的稳定性就低于二倍体细



胞。非整倍体宿主细胞除了染色体数目异常外，还存在染色体结构畸形。这就导

致了即使同一宿主细胞来源的不同细胞株具有不同的核型。核型差异和染色体畸

形是高产细胞株的遗传特性。即使生产用细胞株在稳定性上可能不及二倍体细

胞，但是他们必须具备在一定的倍增次数内保持其生产特性、生长状况、蛋白质

量的相对稳定。

假设进行 10,000批 10,000L规模，最终细胞密度为 10E10 cells/L的

生产，选定的细胞株需要进行接近 80次的倍增。次数远远超过从一个受精卵发

育成一只仓鼠、老鼠甚至是成人所需要的倍增次数。在如此长的周期内，某些细

胞内基因突变、表观遗传学改变或者染色体重排不可避免，而这是目前无法解决

的。

为测试细胞的稳定性，需要对细胞 40-60次倍增范围内进行生产能力以及

基因拷贝数的检测。从液氮罐中 10e10个细胞复苏到生产规模反应器生产，细

胞需要进行 15次倍增，所以 40次倍增稳定测试就足以提供充分的数据。（如

果起始细胞为 10e7开始复苏，到 10,000L反应器需要多少次倍增呢？）

产品质量稳定性更难评估，基因突变，比如糖基转移酶突变，可能会会影响

产品质量。一个或多个拷贝中碱基突变会影响到蛋白氨基酸序列。由于基因组中

外源基因不同拷贝的转录和翻译效率不同，不同的突变引起的对产品质量的影响

不尽相同。通过高通量基因测序技术，可以检查出细胞群体中甚至很小水平的突

变。

结语

在合适培养条件下，工业上 CHO或杂交瘤来源的高产细胞株特异性细胞产

量可达到 50-100 pg/cell-day，相当于体内专职分泌细胞的水平。如此优秀

的细胞株通常是通过优化基因结构、筛选和扩增等方法获得的。
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