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用于生产重组蛋白药物的抗凋亡 !"# 宿主细胞株的建立
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摘 要 哺乳动物工程细胞在大规模培养生产重组蛋白时很容易发生细胞凋亡，从而导致生产过程提前终止，造

成生产成本高昂。细胞代谢产物氨已被证明可以促进细胞凋亡，而线粒体膜整合蛋白 ?;)/$ 可以通过促进线粒体

膜完整性而抑制细胞凋亡。本实验应用谷氨酰胺合成酶加压系统在 @AB 工程细胞中高效表达中国仓鼠 ?;)/$ 蛋

白，使细胞具有抗凋亡能力的同时，利用谷氨酸和氨合成谷氨酰胺而有效降低培养基中氨的含量，从而达到抑制细

胞凋亡的目的。
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哺乳动物细胞表达系统具有准确的转录后修饰

功能，与原核细胞表达系统和酵母细胞表达系统相

比，表达的糖基化蛋白在分子结构、理化特性和生物

学功能方面最接近天然蛋白分子，是目前重组糖蛋

白生产的首选体系。对于较复杂的分子如抗体，以

及基因治疗用病毒载体，哺乳动物细胞是唯一的表

达宿主。但哺乳动物细胞表达系统的缺点也很明

显。如 细 胞 在 大 规 模 培 养 时 容 易 发 生 细 胞 凋

亡［!，$］，从而导致生产周期缩短而使生产成本高昂。

在大规模培养中，各种轻微的不利条件即可引起细

胞凋亡，如溶氧过高或过低，营养或血清缺乏，有害

代谢产物积累等。仅依靠优化这些外部培养条件很

难彻底解决细胞的凋亡问题。因而改造宿主细胞本

身使之更易于培养，已成为当今另一研究热点［#］。

细胞凋亡由各种凋亡信号诱导，并由一系列基因产

物精确调控。?;)/$ 蛋白是其中的一个重要调节组

分。它通过增强线粒体膜的完整性而阻止细胞色素

@ 的释放，从而阻止 @-EF-E1E 蛋白酶家族的激活而

抑制细胞凋亡［4］。通过过表达 .0,/ $ 基因，已使多

种工程细胞系包括 @AB 细胞、杂交瘤细胞、骨髓瘤

细胞、淋巴瘤细胞以及昆虫细胞等获得了不同程度

的抗凋亡能力［#］。细胞代谢产物氨对于细胞凋亡也

起到明显的促进作用。细胞谷氨酰胺合成酶（GH）

可以利用氨和谷氨酸合成谷氨酰胺，因而可以通过

过表达 34 基因，并且在无谷氨酰胺组分的培养基

中培养细胞，使细胞通过氨和谷氨酸合成谷氨酰胺

供给自身营养需要，而达到降低培养基中氨的目的。

谷氨酰胺是必须氨基酸，34 基因同时可以做为筛选

扩增系统，应用硫氨甲硫氨酸（,HI，GH 的抑制剂）

加压，可使表达载体在细胞中的拷贝数增加 #% 倍以

上［&］。本实验应用 GH 加压系统在 @AB 细胞中高表

达中国仓鼠 ?;)/$ 蛋白，在内源调控细胞抗凋亡能

力同时，外源降低培养基中氨的含量，从而有效抑制

了培养细胞的凋亡率。

$ 材料与方法

$%$ 中国仓鼠 &’()* ’+,- 的克隆

从 @AB 细胞中提取 J+D 和反转录合成 ;K+D
按 JL1-E. ,:L: M:N（C:-O1L 公司产品）和 HPF1QH;Q:FN0,

RQ1-9F):S:;-N:(L H.EN19 S(Q 5:QEN HNQ-LT ;K+D H.LN>1E:E
（G:U;( 公司产品）说明书操作。根据已发表文献［3］，

设计套式 R@J 引物。

外引物：正向：0G0GGGG@GGGDG0@DGG；

反向：G@D0D0000GGGGDG@DGG0@；

内引物：正向：0D0@@@GGG@@D@@D0GG@0@DDG@0G/
GGDGDD@；

反向：G@G0@0DGD00D0@D@00G0GG@@@DGG0DGG。

为方便克隆进表达载体，内引物加入了 45+!



和 !"#!位点。!"# 扩增条件：第一轮：$%& %’(，
)*& )’(，+*& )’(，用外引物，共 *’ 循环；第二轮：

$%& %’(，),& )’(，+*& )’(，用内引物，共 -’ 循环。

其中高保真 ./0 聚合酶 !12345(6 购自日本 7898#8
公司。回收扩增片段，在只有 :07! 的存在下用 $#%
./0聚合酶加 0，并克隆至 ;<=>?7 载体（!23@5A8
公司产品）中，转化宿主菌 BCD?EFG5（本室保存），挑

取阳性克隆，并由上海生工公司完成测序。

!"# 含 $% 共扩增基因的 &’()# 表达载体的构建

中国仓鼠谷氨酰胺合成酶（<H）基因由本室童

贻刚博士克隆，并替换真核表达载体 ;"I?J53（!23?
@5A8 公司产品）的 &’( 基因，构建成新型表达载体

;"I?<H。以 )*#!和 !"#!从 ;<=>?7 载体中切下

EKF?* 基因，并克隆进以相应酶切割过的 ;"I?<H 载

体中，即为 ;"I?<H?EKF*（图 D）。

图 D 表达载体 ;"I?<H?EKF*
LMAND 7O5 5P;25((M3J Q5K632 ;"I?<H?EKF*

!"* 细胞转染及 &’()# 高表达株的筛选

RST( 为本室构建的高表达人"?干扰素的 "UV
细胞系。应用 CM;3W5K68@MJ57> *’’’（<M4K3 公司产品）

把 ;"I?<H?EKF* 转染至 RST( 细胞中。转染后 *%O，分

板克隆，并更换为不含谷氨酰胺的 #!>ID,%’XD’Y
L"HX*)#> >HB 培养基培养。>HB（硫氨甲硫氨酸，

>56OM3JMJ5 HGFW3PM@MJ5），是谷氨酰胺合成酶的抑制

剂，购自 HMA@8 公司。培养约 * 周，待单一细胞克隆

出现后，挑取 *’ 个克隆，放大培养，每个细胞克隆分

别转接入 % 个培养皿中，分别加入 D’’、*’’、)’’、

D’’’#@3FXC >HB 加压扩增。经一轮扩增，每个能耐

受最高浓度的原始克隆被挑选出来，进一步进行

Z5(652J EF36 分析，筛选表达 EKF?* 较高的细胞株：基

因扩增后的细胞接入 D’K@ 培养皿扩大培养至完全

汇片，胰酶消化下细胞，!EH 洗 D 遍，细胞重悬于

%’’#C 裂 解 缓 冲 液（ )’@@3FXC 72M(?U"F， ;U[\’；

D)’@@3FXC /8"F； ’\DY H.H； DY 72M63J B?D’’；

’\)@@3FXC !>HL）中 冰 浴 -’@MJ。D’ ’’’ ] A 离 心

)@MJ，上清进行浓度为 D*Y的 H.H?!0<= 电泳，而后

应用 EM3#8: 公司的转膜系统将蛋白转至 !^.L 膜

（>MFFM;325 公司产品），)Y脱脂奶粉X!EH 封闭膜 *O，

加入兔抗 EKF?* 蛋白多抗（H8J68 "2G_ 公司产品），反

应 DO，洗涤；加入碱性磷酸酶标记的羊抗兔二抗，反

应 DO，充分洗涤；应用 Z5(652J EFG5!# 显色液（!23@5A8
公司产品）显色。

!"+ 氨含量测定

应用英国 #8J:3P 公司血氨检测试剂盒按说明

书进行测定。

!", 抗凋亡活性分析

转化和没有转化 EKF?* 基因的 RST( 细胞分别用

无血清培养基培养 $,O 诱导细胞凋亡，应用 "F3J65KO
公司 0;30F526!# 0JJ5PMJ ^ 试剂盒检测细胞凋亡。

!"- 人!)干扰素活性测定

参照文献［+］。

# 结 果

#"! 中国仓鼠 &’()# ’./0 的克隆

本实验成功克隆出中国仓鼠 EKF?* 的 K./0，其

序列已登录 <5JE8JS（0L%’%--$）。

#"# &’()# 高表达株的筛选

应用 Z5(652J 4F36 分析，我们从经过一轮 >HB 加

压扩增的 *’ 个细胞克隆中，选择出 - 个高表达 EKF?
* 蛋白的细胞株：+<，*0 和 )L。它们最高 >HB 耐受

浓度分别是 *’’#@3FXC、*’’#@3FXC 和 )’’#@3FXC，并

且 )L 的表达量最高（图 *）。)L 细胞株经无压力连

续培养 % 周，Z5(652J 4F36 检测 EKF?* 的表达量没有显

著变化，证明该细胞株可以稳定高表达 EKF?*。此细

胞株重命名为 RST(?)L，供进一步分析用。

图 * 应用 Z5(652J 4F36 筛选 EKF?* 蛋白的高表达细胞株

LMAN* HK255JMJA 3W KF3J5( 5P;25((MJA OMAO F5Q5F
3W EKF?* 41 Z5(652J 4F36

#"* 1234),5 细胞株具有较低的代谢产氨率

RST( 和 RST(?)L 细胞株分别接种 + ] D’) 个细胞

于 +)K@* 细胞培养瓶。分别应用 #!>ID,%’XD’YL"H
和不 含 谷 氨 酰 胺 的 #!>ID,%’XD’Y L"HX)’’#@3FXC
>HB 培养基连续不换液培养 D’:，每隔 D: 取样测量

培养基中氨浓度，结果如图 - 所示。RST(?)L 细胞培
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养基中氨浓度显著低于 !"#$ 细胞培养基中氨浓度。

而且随着培养时间的延长，这种差别逐渐加大。当

细胞培养到第 % & ’( 天时，由于营养耗尽，细胞已经

死亡过半，但此时 !"#$)*+ 细胞培养基中氨的浓度

仅约为 !"#$ 细胞培养基中氨浓度的 ’,-。表明 !"#$)
*+ 细胞具有较高的氨清除效率。

图 . 两株细胞培养基中氨含量相对于培养时间的变化

+/01. 23345/6 7457859:69/45 ;8:$<$ 7<=9<:8 9/38 /5
745>/9/458> 38>/6 4? !"#$ 65> !"#$)*+ 78== =/58$

@A8 B6:$ :8C:8$859 9A8 $965>6:> >8;/69/45 4? 9A:88 /5>8C85>859 386$<:8)

3859$，65> 6$98:/$"$ :8C:8$859 $/05/?/7659 >/??8:8578 D89#885 9A8 9#4

0:4<C$ 98$98>（! E (F(*）

!"# $%&’()* 细胞株比 $%&’ 具有更强的抗凋亡能

力

!"#$ 和 !"#$)*+ 分别接种 ’(* 个细胞于 -*73-

细胞培养瓶中，分别应用 GHIJ’KL(,’(M+NO 和不含

谷氨酰胺的 GHIJ’KL(,’(M+NO,*((!34=,P IOQ 培养

基培养 -LA，而后换为无血清培养基继续培养 RKA 诱

导细胞凋亡，同时设未诱导对照。贴壁细胞经胰酶

消化及含血清的新鲜培养基洗涤 ’ 遍后，应用增强

型绿色荧光蛋白（ST+H）标记的 2558U/5 V 染色。凋

亡细胞由于细胞膜外翻使磷脂酰丝氨酸（HO）暴露于

细胞膜外，很容易与 2558U/5 V 结合而被染色。经流

式细胞分析，结果如图 L 所示。未经无血清诱导凋

亡的 !"#$)*+ 细胞，经过 RKA 连续培养，仅有 ’RM的

细胞发生了细胞凋亡；未诱导凋亡的 !"#$ 细胞的凋

亡率基本相同（图中未显示）。经过无血清诱导凋亡

后，两种细胞系的绝大部分细胞均发生了凋亡：!")
#$)*+ 的凋亡率为 *LM，而 !"#$ 的凋亡率为 %LM。

!"#$)*+ 的凋亡率显著低于 !"#$ 的凋亡率，说明应

用本实验方案同时高表达 B7=)- 蛋白和降低培养基

中氨含量确实有利于培养细胞的存活。

!") 在不利条件下，$%&’()* 细胞株表达人!(干扰

素的水平显著高于 $%&’ 细胞株

!"#$ 和 !"#$)*+ 分别接种 ’(* 个细胞于 -*73-

细胞培养瓶中，分别应用 GHIJ’KL(,’(M+NO和不含

图 L 应用流式细胞术检测细胞凋亡

+/01L W89879/45 4? 6C4C94$/$ DX ?=4# 7X94389:X
21 !"#$)*+ #/9A4<9 /5><783859 4? 6C4C94$/$，45=X ’RM <5>8:#859 6C4C)

94$/$；B1 !"#$)*+ #/9A /5><783859 4? 6C4C94$/$，*LM <5>8:#859 6C4C94)

$/$；N1 !"#$ #/9A /5><783859 4? 6C4C94$/$，%LM <5>8:#859 6C4C94$/$1

2C4C94$/$ :698 #6$ 8$9/3698> DX 6 $/3C=8 069/50 389A4>：ST+H $9:8509A

A/0A8: 9A65 ’(’ #6$ 745$/>8:8> 6$ 6C4C94$/$ D6$8> 45 9A8 C86" ?4:3 /5
（B）

图 * - 株细胞")干扰素表达水平相对于培养时间的变化

+/01* J598:?845)"C:4><79/45 ;8:$<$ 7<=9<:8 9/38 4?
!"#$ 65> !"#$)*+ 78== =/58$

@A8 B6:$ :8C:8$859 9A8 $965>6:> >8;/69/45 4? 9A:88 /5>8C85>859 386$<:8)

3859$，65> 6$98:/$"$ :8C:8$859 $/05/?/7659 >/??8:8578 D89#885 9A8 9#4

0:4<C$ 98$98>（! E (F(*）

谷氨酰胺的 GHIJ’KL(,’(M +NO,*((!I IOQ 培养基

连续不换液培养 - 周。随着营养的耗尽，细胞将逐

渐凋亡，以利于比较两种细胞在不利条件下表达外

L-. 生 物 工 程 学 报 ’R 卷



源蛋白能力的差别。隔日分别取样测定!!干扰素活

性。结果如图 " 所示。#$%&!"’ 细胞株!!干扰素的

表达量显著高于 #$%& 细胞株，且随着培养时间的延

长，这种差别日趋明显。至第 () 日，#$%&!"’ 细胞株

!!干扰素的表达量比 #$%& 细胞株的表达量提高了

*+,。这种现象的产生可能在于 #$%&!"’ 细胞株具

有更强的抗凋亡能力，在不利条件下，能够维持更高

的活细胞数，所以外源蛋白的表达量也较高。

! 讨 论

哺乳动物细胞的大规模培养对于生产重组蛋白

至关重要。但由于培养难度较大，国内目前上市的

生物工程药物中，仅 -./ 是应用哺乳动物细胞表达

系统生产的。哺乳动物细胞大规模培养的难点主要

来自于细胞凋亡［*］。由于哺乳动物细胞对培养条件

十分敏感，各种不利条件均可引起细胞凋亡。尤其

大规模生产重组蛋白时往往需要应用无血清培养基

培养，而在无血清条件下细胞更容易发生凋亡，这使

得培养基的合理设计和培养条件的精确调控显得尤

为重要。不同的细胞系对于不同培养条件的适应性

各不相同，针对某一特定细胞系，必需设计相应的培

养方案，难度很大。如果通过改造宿主细胞自身，使

之“强壮”起来，能够降低对培养条件的苛求，似乎是

一个很好的解决方案。国外对宿主细胞改造的研究

已经进行了多年，并且取得了一些成果。如通过过

表达 01234567215 使细胞获得在无血清条件下贴壁生

长能力；通过过表达 879!: 基因使细胞获得抗凋亡

能力；通过敲除乳酸脱氢酶基因，降低有害代谢产物

乳酸的积累而抑制细胞凋亡；以及通过可控诱导表

达生长刺激因子、周期蛋白或细胞周期抑制蛋白而

控制细胞周期，从而增加细胞密度及细胞活力［*］。

最近有报道通过过表达细胞凋亡通路关键蛋白酶

;<&=<&6!* 的 抑 制 蛋 白 >?@.［A］或 应 用 反 义 核 酸 技

术［B］抑制 ;<&=<&6!* 而控制细胞凋亡。本实验尝试

对生产!!干扰素的工程细胞株 #$%& 进行了改造。

该细胞株在大规模培养时，培养条件很难控制，细胞

很容易发生凋亡，因而生产周期较短，使得生产成本

较高。通过过表达 879!: 而抑制细胞凋亡在众多哺

乳动物细胞系中都有成功的报道［*］。所有报道的方

案均应用 人 !"#! : 基 因。比 较 C658<5$ 提 供 的 人

!"#!: 基因序列和本研究克隆的中国仓鼠的 !"#! :
基因序列，发现它们之间同源性超过 B+, ，但仍然

存在一定差别。本实验直接应用中国仓鼠 !"#! : 基

因抑制细胞凋亡，有可能优于应用人 !"#! : 基因（本

实验没做比较）。谷氨酰胺合成酶（CD）加压系统很

早就被用于外源基因的加压扩增。该系统由于应用

氨和谷氨酸合成谷氨酰胺供细胞利用，因而可以极

大地降低培养基中氨的浓度。而高浓度的氨已被证

实是引起细胞凋亡的一个原因［(+］。所以应用 CD 加

压系统进行外源基因的扩增，有利于细胞的大规模

培养。本实验应用 CD 系统对 !"#! : 基因进行加压

扩增，在高表达 879!: 的同时，极大地降低了培养基

中氨的浓度，从而对细胞凋亡起到了双重的抑制作

用。
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在线免费获得高质量的期刊样刊

世界著名的学术出版公司 98(, 3)A:L ^ 78,C 是最早进入电子出版物领域的出版商，在 O>>\ 年推出了在

线免费获得高质量的期刊样刊的活动，具体操作如下：访问 3)A:L 的在线出版平台GGGK ),F:DCB):,B:K G)A:L K
B8@，填写相关资料，即可在线获得您感兴趣的期刊的样刊。98(, 3)A:L ^ 78,C 出版超过 Z>> 种的期刊，在

=YY? 年就将期刊电子化，目前全文在线期刊已超过 \X\ 种，拥有众多的国际权威学会会刊和推荐出版物，被

7/# 收录的核心期刊达 O>> 种以上，主要分布在：化学化工、生命科学与医学、计算机科学、工程技术、地球科

学（包括环境科学）、数学与统计学、物理科学、心理学、经济与管理类等。

电话：（>=>）WZYW ?YZ?_?Y=?_?YOX
4&@%)A：G)A:L]G)A:L K B8@K B,
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