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改造中国仓鼠卵巢细胞

来大志 齐连权 于长明 王海涛 陈 薇"

（北京微生物流行病研究所，北京 !%%%&!）

摘 要 与原核细胞、酵母细胞以及昆虫细胞相比，中国仓鼠卵巢细胞（ABC）作为宿主细胞表达的外源蛋白最接
近其天然构象，因而 ABC细胞表达系统是生物工程制药最为理想的表达系统。但这种系统也存在诸多缺点。如
在大规模培养中 ABC细胞会面临着对无血清培养基的适应性差、细胞无限度增殖以及细胞凋亡等很多难题。所
以除了在培养基、培养条件和表达载体方面下功夫优化该系统外，对 ABC细胞本身进行改造已成为优化 ABC表达
系统的另一热点。
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中国仓鼠卵巢细胞（ABC）是目前最成功的生物制品表
达宿主细胞［!］。工业化规模生产生物制品需要对 ABC细胞
进行大规模培养。有血清培养基由于受成本昂贵，批次间存

在差异，有污染病毒等有害物质的可能以及供应渠道不畅等

多种因素的限制，加之血清的存在会给下游纯化工作带来困

难，使有血清培养基在工业规模的细胞培养中，已让位于无

血清培养基（E1F-:/GF11 :1<;-:，E5H）或无蛋白培养基（IF(/
J1;K/GF11 :1<;-:，I5H）。由于没有血清提供生长刺激因子、
黏附因子、扩展因子以及其它细胞生长存活的必需成分，用

E5H或 I5H培养 ABC细胞会面临巨大挑战，如细胞活力差，
贴壁性差，分泌外源蛋白的能力差等。尤其在大规模培养的

后期，随着营养的耗尽和有害代谢产物的积累，细胞活力难

以维持，极易发生细胞凋亡而使生产提前终止。为了优化细

胞大规模培养工艺，生物反应器设计者努力增加反应器在线

监控各种参数的能力，如溶解氧、LB值、渗透压、二氧化碳分
压，葡萄糖和谷氨酰胺等营养物质的含量以及乳酸和氨等代

谢废物的含量等，从而为给细胞培养创造一个良好的环境提

供指导作用。此外，表达不同蛋白的 ABC细胞株对 E5H或
I5H的适应性各不相同。对每一个细胞株均需设计与之相
应的 E5H或 I5H，劳动量大，周期长，且不能保证一定有效。
因此，单从优化细胞培养环境入手，很难有效解决 ABC细胞
大规模培养所面临的各种困难。!33!年，,6:1M 9* N6;)1.提
出了“代谢工程”的概念，即通过 O+P重组技术，改变细胞某
一酶系功能、物质转运功能或调控功能，从而提高细胞相应

活性［$］。此后，通过代谢工程，各国科学家对 ABC细胞做了
许多改构研究，并取得了可喜的成果，下面对此做一简要介

绍。

! 改造 ABC细胞，促进其贴壁性

ABC细胞是兼性贴壁细胞。既可以贴壁生长，也可以
悬浮生长。E5H或 I5H中培养的 ABC细胞，由于无黏附因
子的存在，细胞往往以悬浮方式生长。若加入黏附因子，如

纤粘连蛋白（5;QF(K1@J;K）、层粘连蛋白（R6:;K;K）、胶原（A()/
)1S1K）、玻表粘连蛋白（’;JF(K1@J;K）等可以使细胞重新贴壁。
在大规模细胞培养中，尽管有时应用悬浮培养方式，但实际

上贴壁培养方式应用得更多。因为贴壁培养具有显而易见

的优点：贴壁培养比悬浮培养的细胞可以达到更大密度，从

而单位体积产量更大；连续灌流培养过程中，贴壁培养的细

胞不会被洗脱；贴壁培养的细胞容易与培养基分离，表达的

生物活性物质易于回收。尤其在工程细胞株的克隆选择方

面，贴壁培养细胞更具优势。因为悬浮培养的细胞很难操

作，换液、洗涤均不方便，很难用传统方法分离出单细胞克

隆。现最常用的解决方法是在有血清贴壁培养的情况下筛

选高表达细胞株，带血清大规模培养，在培养过程中，逐渐降

低加入生物反应器中灌流培养基中血清含量，直至完全无血

清。然而，驯化细胞对无血清培养基的适应是一个长期的过

程，很难在短时间内实现。这种在生产过程中血清“断奶”的

方法常常伴有细胞活力的丧失、目的蛋白表达量降低、细胞

凋亡并导致生产终止。因此，设计能在 E5H或 I5H中贴壁
生长的 ABC宿主细胞，并在 E5H或 I5H中完成基因转染和
高表达细胞株的筛选，是解决上述问题的最好方法。研究发

现，纯化的玻表粘连蛋白（’;JF(K1@J;K）单一成分就可以介导



!"#细胞在 $%&中的贴壁和扩展［’］。与其它黏附因子相
比，()*+,-./*)-结构简单，分子量相对较小，仅 012 34，容易克
隆和操作其基因。56-7,+等将在 &&8(启动子控制下的人
()*+,-./*)-基因导入了 !"#细胞，使其获得了在 9%&中贴壁
生长和扩展的能力。并且在完全无血清的情况下，选择出了

多株表达有 :;/)<.+6=.的单克隆细胞株［2］，为解决上述困难
开辟了一条新路。

! 改造 !"#细胞，增强抗细胞凋亡活性

在大规模细胞培养中，细胞死亡是维持细胞高活性和高

密度的最大障碍。理论上讲，防止或延长细胞死亡，可以极

大提高生物反应器生产重组蛋白的产量。这种细胞死亡已

被证明是由细胞凋亡（>?,?*,=)=）引起的，而不是以前所认为
的坏死（@./+,=)=）［A，B］。细胞凋亡由一系列基因精确地调控，
是多细胞生物发育和维持稳态所必需的生理现象。已知凋

亡的最终执行者是 !6=?6=.家族，它们均为半胱氨酸蛋白酶，
各识别一个 2氨基酸序列，并在识别序列 !端天冬氨酸残基
处将底物切断。!6=?6=.含有可被自身识别的序列，可以切
割活化自身而导致信号放大，并作用于下游 !6=?6=.成员，从
而形成 !6=?6=.家族的级联放大，最终作用于效应蛋白，引起
细胞凋亡［C］。细胞凋亡存在两种信号通路，如图 0所示。

图 0 细胞凋亡的两种信号通路
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理论上讲，阻断任何一个凋亡信号传递步骤，均可抑制

凋亡的发生。P/KLQ基因是目前最为有效的抗凋亡基因，在
多种细胞系中均表现出很强的抗凋亡活性（表 0）。该基因
定位于线粒体上，其功能是维持线粒体膜的完整性，阻止线

粒体膜整合蛋白的释放，尤其是细胞色素 !（!H* !）的释放，
从而阻断 /6=?6=.LO 的激活，最终表现出凋亡抑制活性［QA］。
最近资料显示，P/KLQ基因转染的 !"#细胞，在丁酸钠（可引
起凋亡）的存在下，细胞培养时间显著延长，而分泌抗体的产

量是原来的 ’倍［N］。

表 " 转染 #$%&!基因表现出抗凋亡活性的细胞系
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< 改造 !"#细胞，使其可在 9%&中自分泌
生长

如前所述，无血清培养基由于自身诸多优点，已取代有

血清培养基用于重组蛋白的大规模表达。然而美中不足的

是，无血清培养基所必需的两种（仅仅两种）蛋白成分即胰岛

素和转铁蛋白都是动物来源的，实际上这种无血清培养基并

没有消除血清带来的安全隐患。因此，能否利用 !"#细胞
自身分泌表达以上两种成分并促进自身生长，即自分泌生

长，引起了澳大利亚一个研究组的兴趣。经过试验，他们发

现 !"#表达的胰岛素很难形成天然的含有两对二硫键的双
链结构，即便通过在胰岛素分子中引入一个 %;+)-（前激素转
移酶）识别位点，也没能产生足够的成熟胰岛素供 !"#细胞
生长。而用胰岛素样生长因子（U5%L0）代替胰岛素，则获得
了大量的表达。他们在表达 U5%L0 的同时也表达了转铁蛋
白，这种共表达 U5%L0和转铁蛋白基因的 !"#细胞在无蛋白
培养基中生长良好，他们称之为“超级 !"#”［QB］。U5%L0的促
细胞分裂活性与胰岛素相似，有人认为胰岛素正是结合到

U5%L0受体才发挥其促有丝分裂活性的。所以 U5%L0完全可
以替代胰岛素作为无血清培养基的成分。但细胞的无限增

殖并不总是有利的，养分的消耗和代谢废物的积累必然导致

细胞凋亡。为了控制细胞的增殖，$;-=*+,J等在“超级 !"#”
的基础上构建了“超级 !"#+”，意为可控的“超级 !"#”。他
们将乳糖操纵子序列置于 U5%L0基因上游，而乳糖操纵子的
阻遏蛋白基因则另置于金属硫蛋白启动子之后。在细胞培

养前期，U5%L0可以不断分泌而促使细胞增殖，当目的产物达
到最高峰时，便在培养基中加入金属离子，激活金属硫蛋白

启动子表达阻遏蛋白，从而阻止 U5%L0 的表达，使细胞停止
分裂增殖［QC］。这种可控的自分泌生长细胞，无疑会使大规

模细胞培养变得更为容易操作。

= 改造 !"#细胞，减少有害代谢物的产生

乳酸和氨是哺乳动物细胞生长过程中产生的两种主要

代谢废物。它们的积累对细胞的生长有很大的负面影响，并

最终影响到目的蛋白的产量［QN］。减少这两种代谢产物的积
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累，是大规模细胞培养工艺优化的一个重要努力方向。

乳酸在哺乳动物细胞中是糖不完全氧化的产物。在氧

气不足的情况下，糖酵解产生的 !"#$不能被及时氧化，从
而阻碍了糖酵解的顺利进行，造成 "%&产生不足。此时乳
酸脱氢酶（’()*(*+ ,+-.,/01+2(3+，’#$）被激活，将糖酵解产生
的丙酮酸和 !"#$反应生成乳酸和 !"#4，从而保证了糖酵

解的顺利进行。但在培养的哺乳动物细胞中，即使氧十分充

足，也会产生乳酸［56］。乳酸对细胞培养的负面影响不仅仅

在于使培养基 7$值降低。即使通过添加碱性物质使 7$值
维持稳定，细胞生长和重组蛋白表达仍会受到影响。限制培

养基中葡萄糖的含量是减少乳酸产生最常用的方法，但葡萄

糖含量过低造成细胞营养不足也会抑制细胞的生长。这种

方法需要对糖的消耗速率、乳酸的产率以及目的蛋白的表达

量等一系列参数进行综合考虑才能发挥作用。现在生物反

应器的溶氧在线控制技术十分成熟，细胞几乎不会受到缺氧

的威胁，那么乳酸脱氢酶似乎不是必需的。因此，利用现在

已经十分成熟的基因打靶技术将乳酸脱氢酶基因从细胞中

敲除似乎是一个很好的解决办法。8-+2等在杂交瘤细胞中
进行了尝试。尽管他们可能仅敲除了一条 ’#$9" 等位基
因，仍使乳酸的产生大为减少，而细胞的培养周期则大为延

长，单克隆抗体的产量也大为增加［:;］。

另一个代谢废物氨主要由谷氨酰胺和天冬酰胺产生。

限制培养基中谷氨酰胺的含量也是防止氨过量产生的一个

重要方法。谷氨酰胺为细胞生存所必需，但细胞自身可以通

过谷氨酰氨合成酶（<=>*(?@2+ 3.2*-+*(3+，<A）将氨和谷氨酸
合成谷氨酰胺。硫胺甲硫氨酸（B+*-@02@2+ 3>=7-0C(?@2+，
BAD）是谷氨酰胺合成酶的抑制剂，在无谷氨酰胺的培养基
中，BAD可以作为扩增 <A基因的选择药物，所以 BAD9<A能
够作为一种基因共扩增系统。应用这种扩增系统的宿主细

胞必须利用氨合成谷氨酰胺，所以氨的产量极大减少。同时

培养基中不必添加谷氨酰胺，给培养基的保存带来极大方

便，因为谷氨酰氨容易分解。E+FF@21*02等将 <A9BAD系统应
用于骨髓瘤细胞，结果氨的产量明显减少，抗体产量也显著

提高［:G］。

目前为止还没有敲除 8$H细胞 ’#$基因的报道。<A
系统应用于 8$H细胞虽有报道［:5］，但没有阐述是否有利于
细胞的生存。我们认为去除 8$H ’#$基因和应用 <A9BAD
扩增系统，值得被代谢废物问题困扰的细胞培养专家一试。

! 改造 8$H细胞，控制其增殖速率

细胞在大规模培养初期，目的蛋白的表达和细胞的增殖

速率呈正相关，即细胞增殖越快，目的蛋白表达量越高。但

当反应器中细胞的密度达到饱和后，细胞继续增殖会导致营

养和氧的大量消耗以及乳酸、氨等有毒代谢产物的大量积

累，细胞逐渐凋亡，重组蛋白表达量逐渐降低。此时若要维

持细胞活力，就必须加大培养基灌流速度以加快营养的补给

和废物的去除。此举虽可暂时延长生产时间，但增加了生产

成本，重组蛋白被极大稀释也会给下游纯化带来困难。而且

反应器中细胞密度不能无限增大，细胞活力的持续下降和目

的蛋白产量持续降低最终会使生产提前终止。为解决以上

问题，在生物反应器中细胞密度达到理想值时，控制细胞增

殖速率就成为大规模细胞培养能否成功的关键。在早期杂

交瘤细胞的培养研究中，细胞分裂抑制主要通过限制必需营

养成分或在培养基中加入 #!"合成抑制剂以及加入基因组
毒性物质而实现的［::，:I］。但这种方法干扰细胞正常代谢，影

响细胞活力，无法长时间培养。G66:年，J+2K@3等利用一个温
度敏感的 8$H细胞系建立了温控型生长抑制表达系统。该
系统在温度升至 :6L时可获得生长抑制，总外源蛋白产率
有所提高。但是长时间暴露于较高温度下，细胞活力迅速降

低，生产周期仍难以达到理想的程度［:M］。

图 5 细胞周期 <GNA检查点
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!：&/0?0*+；"：Q2-@F@*@02

已知细胞周期由 I个时相即 <G期、A期、<5期和 B期
组成。在细胞周期的进展中，存在几个关键的“检查点”

（8-+)K 70@2*），它们决定细胞周期是否继续。若细胞无法通
过检查点，要么停止生长，要么凋亡。就我们关心的生长抑

制方面，在 <GNA检查点较易实现。该检查点由一系列基因
精确地调控着，如图 5所示。这种调控机制为我们从基因层
面控制细胞的增殖提供了可能。O>33+2+11+/等利用诱导型
&-)?V#9G启动子在 8$H细胞中分别表达了 : 种 <GNA抑制蛋

白，即 75G、75[和 7M:G[M7。其中 75G 基因和 88""%N增强子
结合蛋白!共表达，而 7M:G[M是 7M:的突变体，与野生型 7M:
不同，它仅抑制细胞增殖，而不促使细胞凋亡。当细胞生长

到一定密度时，撤去培养基中的四环素，诱导上述基因表达，

结果表明，转染上述基因的细胞均获得了生长抑制，其中转

染了 75G的细胞系报告蛋白 AS"&的单位产量增加了 G; Y GM
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倍，而转染了 !"#的细胞系 $%&’产量则增加了 ()倍［(* + ,-］。

! 总 结

综上所述，./0细胞改造总的目标是在无蛋白培养条
件下，增强细胞活力，延长大规模培养时间即生产周期，提高

目的蛋白产量和降低成本。以上几个方面的改造部分地达

到了上述目标。本课题组综合上述各方面进展，利用 1$作
为选择标记的三顺反子表达载体内源表达 2345-，6785" 和
9:;基因，使表达人!5干扰素的 ./0细胞株获得了在简单
无蛋白培养基中生长的能力、抗凋亡能力和贴壁能力（资料

已投寄）；利用核酶可控降解 .<78=> %以对细胞周期进行调
控的研究正在进行。将来随着对细胞周期、细胞凋亡、信号

转导以及外源蛋白表达机制等各方面机理的认识不断深入，

相信必将为 ./0细胞的改构提供更为广阔的天地，从而为
生物工程制药作出应有的贡献。
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关于综述文章投稿的说明

近一时期，我刊综述类来稿激增，编辑部非常感谢大家对这个栏目的支持。但就来稿质量而言，尚不尽如人意。主要的

问题是：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。而且因为盲目选择热点，内容撞车的也较多。

为使此栏目更加新颖并更具可读性，我刊决定今后将优先筛选一些结合自身研究工作，文献新、有观点、有评论、有展望，

反映当前生物技术最新研究进展的综述文章。欢迎大家根据上述要求，踊跃投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。

《生物工程学报》编辑部

#%%#B#B#%

">YY期 来大志等：改造中国仓鼠卵巢细胞


