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摘   要：中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, CHO)细胞因其具有可悬浮培养及进行蛋白质糖基化

等翻译后修饰等优势，在生物制药重组蛋白生产方面具有不可替代的重要作用。但转基因沉默、

表观遗传修饰等影响基因表达调控，造成 CHO 细胞表达稳定性降低而导致重组蛋白产量下降。本

文对 CHO 细胞中表观遗传修饰包括 DNA 甲基化、组蛋白修饰和 miRNA 的作用研究，以及对基

因表达调控的影响进行了综述。 
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Abstract: Chinese hamster ovary (CHO) cells play an irreplaceable role in biopharmaceuticals 
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because the cells can be adapted to grow in suspension cultures and are capable of producing 
high quality biologics exhibiting human-like post-translational modifications. However, gene 
expression regulation such as transgene silencing and epigenetic modifications may reduce the 
recombinant protein production due to the decrease of expression stability of CHO cells. This 
paper summarized the role of epigenetic modifications in CHO cells, including DNA 
methylation, histone modification and miRNA, as well as their effects on gene expression 
regulation. 
Keywords: Chinese hamster ovary (CHO) cells; epigenetic regulation; DNA methylation; histone 
modification; microRNA (miRNA) 

 

中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, CHO)

细胞来源于中国仓鼠(Cricetulus griseus)，是生

物制药工业生产重组蛋白(抗体)药物的首选表

达系统[1]。CHO 细胞是一种永生细胞系，最初

由美国科罗拉多大学学者 PUCK 从一只成年雌

性中国仓鼠卵巢中分离建株，后来陆续由研究

人员筛选出多种不同表型的 CHO 细胞株，如

DUKX-B11、DG-44 和 CHO-K1 等[2]。超过 70%

批准上市的重组药物蛋白是在 CHO 细胞中进

行表达生产的，与其他表达系统相比 CHO 细胞

具有以下明显优势：(1) 目的蛋白易于表达并被

分泌至胞外；(2) 具有准确的翻译后修饰功能，

表达的外源重组蛋白与天然蛋白生物学特性及

理化性质相似；(3) 可在无蛋白、无动物源培养

基中进行高密度的悬浮培养，利于工业化生产；

(4) 自身分泌的内源性蛋白较少，利于重组蛋白

的分离和纯化[3]。CHO 细胞最显著的特征是其

适应性，使得细胞能够在各种培养条件下生长

增殖并高效表达重组蛋白。利用 CHO 细胞生产

重组药物蛋白时保持细胞的稳定高效表达至关

重要，但目前在长期传代培养过程中仍存在重

组蛋白表达失稳、甚至表达显著下降的问题，

且其发生的分子机制尚未阐明。研究认为，由

于基因拷贝数丢失、基因沉默等因素对基因表

达调控的影响，是造成 CHO 细胞表达的不稳定

性(异质性)进而导致重组蛋白产量下降的重要

原因[4-5]。有趣的是，在哺乳动物细胞中，多个

转基因拷贝的串联重复序列比单拷贝转基因更

容易发生 DNA 甲基化和基因沉默[6]。这表明，

表观遗传调控很可能对重组蛋白表达具有重要

影响。 

表观遗传学 (epigenetics)是研究在各种因

素的影响下，DNA 序列不发生变化时，基因的

表达出现可遗传变化的一门学科 [7]，主要通过

DNA 甲基化、组蛋白修饰和 microRNA (miRNA)

等相互作用的机制来实现。CHO 细胞的全基

因表达模式的变化可能受到表观遗传调控的

影响 [8]，而且表型的多样化与表观遗传变化有

着更为紧密的联系[9]。就表观遗传调控方面的

作用而言，重组 CHO 细胞的生产可变性可归因

于表观遗传介导的目的基因表达载体启动子的

不稳定性，如 DNA 甲基化是启动子不稳定的一

个促成因素 [10]。另一方面，组蛋白修饰而非

DNA 甲基化与重组 CHO 细胞的生产不稳定性

有关[11]。此外，miRNA 作为一种内源性非编码

小 RNA，几乎调节所有与重组蛋白表达相关的

重要细胞过程(如增殖、代谢、细胞死亡、转录

和蛋白质翻译修饰)，可以极大地促进 CHO 细

胞工程的发展。因此，本文主要对 CHO 细胞中

表观遗传修饰包括 DNA 甲基化、组蛋白修饰和

miRNA 的作用研究以及对基因表达调控的影

响进行综述，以期有助于阐明影响重组蛋白表



 
 

杨露露 等/中国仓鼠卵巢细胞表观遗传调控研究进展  

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

151 

达的表观遗传学分子机制，并最终建立新型高

效稳定表达的 CHO 细胞表达系统。 

1  DNA 甲基化 

1.1  DNA 甲基化及其调控作用 
DNA 甲基化(DNA methylation)是在 DNA

的胞嘧啶(C)和鸟嘌呤(G)二核苷酸中 C 上添加

甲基，从而抑制基因的表达或引发基因沉默。

催化这一过程的酶称之为 DNA 甲基转移酶

(DNA methyltransferase, DNMT)，主要有 4 种：

DNMT1 和 从 头 甲 基 转 移 酶 DNMT3A 、

DNMT3B 以及 DNMT3L[12]。DNA 甲基化修饰

反应主要发生在 CpG 岛二核苷酸胞嘧啶的 5 号

碳原子(C5)上，CpG 岛是基因中 C 和 G 大量存

在的二核苷酸重复序列，可以对基因表达产生

显著的调节作用[13]：基因启动子中 CpG 岛密度

越高，其 DNA 甲基化程度越高对其转录水平的

抑制就越强[14]。 

DNA 甲基化可以通过多种方式调控基因

表达：(1) 发生甲基化的 DNA 与转录因子结合

发生障碍，从而抑制转录过程而干扰基因表达。

(2) 甲基 CpG 结合蛋白对基因表达的抑制或沉

默。甲基 CpG 结合蛋白是特异性转录抑制物，

并以蛋白复合体的形式发挥作用。(3) DNA 甲

基化引起染色质结构改变，抑制基因表达。另

外，DNA 甲基化会阻止转录因子的进入从而诱

导染色质失活，抑制染色质活化[15]。 

1.2  DNA 甲基化对 CHO 细胞的影响 
在利用哺乳动物细胞进行重组蛋白的工

业化生产中，最重要的问题之一是细胞系表达

不稳定的现象，即生产细胞系特异性生产力

(specific productivity, qP)的损失。在所有重组

CHO 细胞系 [16] 以及使用谷氨酰胺合成酶

(GS)[17]和二氢叶酸还原酶(DHFR)基因表达系

统 [18]中，随着传代过程皆观察到细胞 qP 失稳

的现象。在随机整合过程中，由于转基因拷贝

数的细胞间差异和转基因整合位点的表观遗传

特性，产生了具有广泛 qP 差异的异质细胞池

(cell pools)，但细胞系这种重组蛋白表达不稳定

的潜在原因(遗传和环境因素)以及确切的分子

机制尚仍未阐明。 

在 CHO 细胞增殖和传代过程中，除了重

组蛋白基因拷贝丢失外，表观遗传中的 DNA

甲基化导致驱动目的基因转录的人类巨细胞

病毒主要即刻早期启动子和增强子 (human 

cytomegalovirus major immediate early promoter/ 

enhancer, hCMV-MIE)，转录沉默也是 CHO 细

胞产生一系列不稳定因素的重要原因[19]。CMV

启动子的从头甲基化导致 CHO 细胞中转基因

表达减少，这些沉默事件通常伴随着 CG 二核

苷酸的启动子甲基化 [20]和组蛋白抑制修饰的

积累[21]。CpG 被 DNMT 甲基化的过程通过破

坏转录因子的结合直接抑制转录激活从而沉

默基因[22]，甲基化的 CpG 位点还可以相互作用

并招募抑制基因表达的蛋白质 [23]。Chusainow

等的研究表明，CHO DG44 衍生的细胞系在传

代过程中失去生产力，是由于 DNA 甲基化导致

了转录沉默的发生[24]。Mariati 等也发现 CHO

细胞系中 CMV 启动子区域 CpG 位点高甲基化

率增加与长期培养的生产率下降之间存在相关

性[25]。研究证实，通过减少启动子中的 CpG 岛

而使转基因对甲基化不敏感有利于重组蛋白的

高效和持续表达[26-27]。例如，利用 DNA 甲基

化抑制剂处理 CHO 细胞能够部分增加重组蛋

白的表达量[28]。本团队建立的 DNMT3A 缺陷

型 CHO 细胞系能够显著提高由 CMV 启动子驱

动的重组目的蛋白的长期表达稳定性，并降低

启动子区域 CpG 岛的甲基化率[29]。与 DNA 甲

基化抑制剂 5-氮杂 -2′-脱氧胞苷处理相比，

DNMT3A 缺陷型 CHO 细胞系表现出更好地提
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高重组蛋白表达水平和维持其表达稳定性的能

力[30]。因此，深入研究 DNA 甲基化对转基因

表达的影响及其机制将有助于筛选获得高产稳

产的重组 CHO 细胞系。 

延长因子-1α (elongation factor, EF-1α)是一

个高表达的管家基因[31]。人类真核翻译延长因

子 1α1 (human eukaryotic translation elongation 

factor 1 alpha 1, eEF1α1)启动子也常作为 CHO

细胞中抗体表达载体的一部分。对 eEF1α1 上的

DNA 甲基化和染色质修饰的研究发现，DNA

甲基化影响基因的高水平表达[32]。从 CHO 细胞

中分离的中国仓鼠 EF-1α (Chinese hamster 

EF-1α, CHEF1α)启动子和侧翼表达增强元件已

被用来驱动异源蛋白在 CHO 细胞中的表达[33]。

CHEF1 作为管家基因，表观遗传调控可能与

CMV 启动子调控存在显著差异。PATEL 等指

出，CHEF1 亚硫酸氢盐测序数据显示，在所有

分析的克隆和亚克隆中，目的基因 CpG 岛存在

差异甲基化。高度不稳定的亚克隆显示出最高

水平的甲基化，在稳定性研究过程中甲基化水

平增加，通常伴随着生产力的下降，这些甲基

化数据表明目的基因甲基化和基因沉默(qP 丢

失)之间可能存在相关性[34]，因此关于基因表达

载体的重新设计从而降低甲基化已成为人们关

注的焦点。 

2  组蛋白修饰 

2.1  组蛋白修饰及其调控作用 
组蛋白是一类小分子碱性蛋白质，主要分

为 5 种：H1、H2A、H2B、H3、H4。组蛋白 N

端的翻译后修饰(posttranslational modification, 

PTM)包括甲基化、乙酰化、泛素化和磷酸

化 [35-36]，这些修饰会影响染色质的构型、转录

过程和其他以染色质为基础的生理过程。 

组蛋白甲基化由组蛋白甲基转移酶(histone 

methyltransferase, HMT)催化，通常发生于赖氨

酸和精氨酸残基上，可分为单甲基化、双甲基

化和三甲基化(分别为 me1、me2 和 me3)。组蛋

白甲基化的位点不同、甲基化程度不同，可表

现出不同的效应[37]，去甲基化由组蛋白去甲基

酶(histone demethylases, HDM)调控。组蛋白乙

酰化通过在组蛋白尾部赖氨酸中加入乙酰基改

变染色质纤维，从而增加 DNA 的可及性进而促

进转录 [38]，主要由组蛋白乙酰转移酶(histone 

acetyltransferase, HAT)和组蛋白去乙酰化酶

(histone deacetylases, HDAC)调控[39]，分别介导

组蛋白的高乙酰化和低乙酰化。核心组蛋白尾

部赖氨酸残基的高乙酰化促进有利于转录的染

色质改变，而组蛋白的低乙酰化促进基因沉默

或抑制[40]。泛素化修饰是真核生物细胞内重要

的翻译后修饰类型，对细胞维持正常生命活动

具有重要意义，分为单泛素化修饰和多聚泛素

化修饰。泛素化修饰广泛参与 DNA 复制转录、

细胞周期与凋亡等诸多生理过程[41]。组蛋白磷

酸化通过蛋白质磷酸激酶将 ATP 的磷酸基转移

到组蛋白特定氨基酸上，磷酸化参与广泛的细

胞过程，包括基因表达、细胞周期调节等，可

影响染色质的结构和功能[42]。 

2.2  组蛋白修饰对 CHO 细胞的影响 

在转基因表达建立在基因扩增基础上的

CHO 细胞克隆中，通常认为在多拷贝整合中转

基因的 DNA 甲基化与表达缺失有关。然而，在

CHO-K1 细胞的随机染色体位点研究了 100 多

个带有单拷贝转基因的克隆鉴定出高度的克隆

间异质性和克隆内异质性后发现，这些表达的

改变以及表达的完全丧失与 DNA 甲基化的调

节无关，而组蛋白修饰是造成异质性的原因[11]。

在大多数细胞克隆中，克隆生成早期阶段的表

观遗传沉默是由组蛋白修饰控制的。组蛋白赖

氨酸甲基化的显著位点 H3K4、H3K9、H3K27、
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H3K36、H3K79 和 H4K20 在染色体上的位置和

功能不同。甲基化的 H3K4 (H3K4me2/3)是活性

染色质的特征，在活性基因的转录起始位点

(transcription start sites, TSSs)上特别富集[43]，在

CHO 细胞的转基因 TSSs 周围维持 20 代以上的

H3K4 三甲基化(转录活性染色质的标志)水平

后，可以延长抗体的高产期[44]；H3K27me3 通

常被视为转录抑制的标志，然而最近的一项全

基因组芯片测序研究发现了不同的 H3K27me3

富集模式，并产生了不同的调控结果 [45]。

CpG 甲基化可引起连锁基因的稳定转录抑

制，然而在许多情况下，无活性 CpG 启动子与

H3K27me3 相关，而非 DNA 甲基化；H3K9me3

是组成型异染色质的组成标记 [46]，在维持

DNA 甲基化方面发挥重要作用。H3K9me3 和

H3K27me3 存在于沉默基因的启动子区域，从

头 DNA 甲基化需 要先沉积 H3K9me3 或

H3K27me3，并且只有 H3K27me3 预先标记的

启动子导致长期抑制[47]。本团队在 CHO 细胞中

利用 shRNA 敲低 H3K9 甲基化相关的组蛋白甲

基转移酶基因的表达则可以显著增加多种重组

目的蛋白的表达水平(结果未发表)。 

组蛋白的乙酰化与激活转录的基因有关，

组蛋白 3 的 4、9、14、18、23 和 27 位以及组

蛋白 4 的 5、8、12 和 16 位赖氨酸残基是乙酰

化的主要部位。组蛋白乙酰化程度可由组蛋白

乙 酰 化 抑 制 剂 (histone deacetylase inhibitor, 

HDACi)调节。通过使用 HDACi 丁酸钠(VPA)

和丙戊酸(NaB)处理可以增加 CHO 克隆中的转

基因表达[48]。hCMV-MIE 附近的 H3 高度乙酰

化的细胞系与其他细胞系相比，不易发生转基

因沉默。当 CHO 细胞 CMV 启动子区域呈现高

乙酰化时，细胞表现出更高的生产稳定性。

Veith 等[32]的研究发现，在长期培养过程中重组

CHO 细胞系具有不同的整合位点和转基因拷

贝数，每个 CHO 细胞系都显示出与重组 mRNA

表达相关的表观遗传特征或染色质标记，重组

蛋白 mRNA 表达最高的细胞系以组蛋白修饰

H3K9ac 的富集为显著标志。有报道称，当

HDAC5 (组蛋白去乙酰酶)被特异的 miRNA 下

调时，组蛋白 H3 的乙酰化水平增加，CHO 细

胞的重组蛋白表达量也随之提高[49]。在 CHO 细

胞中除了 hCMV-MIE 以外，其他类型的强启动

子也常用于重组基因的表达，如 SV40 早期启

动子(simian vacuolating virus 40 early promoter, 

SV40E)和 CHO EF1α 基因启动子，然而这些启

动子在 CHO 中也表现出了重组基因表达的显

著不稳定性。例如，在一个不稳定的 CHO 细胞

系中，SV40E 处存在组蛋白 H3 的低乙酰化[50]，

因此这些研究表明，启动子组蛋白 H3 的乙酰

化可能不仅是维持稳定生产力的因素之一，而

且也是活性启动子的标志[51]。芯片分析显示，

整合在不稳定富集 CpG 克隆染色体上的载体富

含 5-甲基胞嘧啶和 H3K9 三甲基化，缺失 H3K9

乙酰化。与 DNMT 抑制剂相比，使用 HDACi

处理不稳定克隆也能显著改善重组蛋白的表

达，并且单独阻止 CpG 甲基化并不能阻止基因

逐渐沉默，因为组蛋白修饰的发生仍旧抑制重

组基因的表达。 

总之，组蛋白修饰通过 2 种主要机制发挥

作用：第一种是直接影响染色质整体结构的修

饰，第二种涉及修饰调节效应器分子的结合。

同时，组蛋白修饰同样与其他 DNA 过程的调控

有关，如 DNA 修复、复制和重组。为了使基因

表达与发育或生理功能需要保持一致，表观遗

传调节因子通过短期内的组蛋白修饰发挥核心

作用，这些修饰导致染色质构象发生变化，从

而改变染色质的可及性控制基因转录，激活或

抑制转录[52]。此外，转录和转录后基因调控与

其他因子相互作用的非编码 RNA 迅速增加，充



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

154 

当染色质修饰物的信号、诱饵、引导和支架。

这些复杂的转录动态共同导致了确定的基因表

达模式、蛋白质组和代谢物图谱，这些图谱决

定了表型和细胞存活。 

3  miRNA 对 CHO 细胞的影响 

CHO 细胞改造主要分为：基因工程，通过使

用强大的启动子或增强子来生产重组蛋白[53]；基

因组编辑，是一种可以在基因组水平上对 DNA

序列进行改造的基因工程操作技术[54]，虽然基

于 TALEN、ZFN 和 CRISPER/Cas9 的基因组

编辑技术效果良好[55]，然而在单个基因的操作

不足以获得所需表型的细胞，而需要编辑数个

基因来获得具有改进表型的细胞的情况下，通

过使用 miRNA 对宿主细胞进行修饰愈发引起

关注。 

宿主细胞中 miRNA 的上调或下调可以通

过调节细胞过程，如细胞凋亡、细胞周期、组

蛋白甲基化、细胞生长等，改变重组 CHO 细胞

的生产力水平[56]。对已知的 miRNA 进行研究、

微阵列和 miRNA 文库筛选是筛选合适 miRNA

的方法。二代测序(next generation sequencing, 

NGS)[57]和 RNA-Seq 是寻找工程工业细胞候选

miRNA 的另一策略[58]。 

目前已有多项研究表明，miRNA 可对细胞

通路进行转录后调控进而改善 CHO 细胞生产

稳定性。如 Hernández Bort 等通过研究 CHOK1

细胞系的 miRNA 图谱，发现超过 100 个 miRNA

在不同生长阶段存在差异性表达 [59]。此外，

Klanert 等报道了 12 种 miRNA 能积极调节多种

CHO 细胞系的生长[60]。还有研究检测到 CHO

基因组中许多未知的 miRNA 对重组蛋白生产

的积极影响，如 miR-18b-3p、miR-521-1-3p、

miR-3667-5p 和 miR-3939-3p，其中 miRNA-574- 

3p 的稳定过表达表明，重组蛋白产量可平均增

加 30%−40%[61]。2 042 个 miRNA 模拟物的初始

筛选显示，1 015 个 miRNA 可增强 CHO 的特

异性 EPO 生产力，370 个 miRNA 具有更高的

容积 EPO 生产力[62]。 

通过使用 miRNA 的细胞工程策略可以改

善重组蛋白的生产。在使用 VPA 处理产生单克

隆抗体的 CHO 细胞系后，导致蛋白质聚集增加

和 N-糖基化受损，这种糖基化变化在抗体生产

过程中很重要，因为抗体 Fc 部分的半乳糖基化

决定了效应器功能和药代动力学。而 miR-2861

诱导的 HDAC5 (Ⅱ类 HDAC)抑制与 VPA 对

HDAC 活性的整体抑制相比，miRNA 介导的

HDAC5 表达下调显著增加了 CHO 细胞中的容

积抗体产量，且不会对细胞生长及产品质量产生

负面影响，结果表明 miR-2861 介导的 HDAC 抑

制优于非特异性抑制和 siRNA 介导的 HDAC5

敲除[49]。 

miRNA 可以从增殖、凋亡、转录后水平、

翻译水平和细胞代谢等方面影响 CHO 细胞重组

蛋白的表达。单个 miRNA 在不增加细胞翻译负

担的前提下，可结合多个靶基因从而调节不同的

代谢途径。并且当调节不同的有益于抗体产生的

代谢通路时，可能会产生叠加效应；而当代谢途

径利弊参半时，则会削弱对于重组蛋白生产的积

极影响。本团队研究聚焦于探寻多个 miRNA 联

合过表达对 CHO 细胞重组蛋白产量和质量的影

响，进而深度挖掘 miRNA 对 CHO 细胞表达重

组蛋白的影响及其作用机制[63]。以往的研究结

果有助于我们理解 miRNA 的生物发生及其在

CHO 细胞中的调控机制，这对于 miRNA 成功应

用于 CHO 细胞系工程，提高细胞特异性生产力，

改善重组蛋白质量具有重要意义。 

4  总结与展望 

生物制药产业发展潜力巨大，CHO 细胞
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因其对重组蛋白正确折叠和糖基化、可悬浮培

养以及不易传播人类病毒等特性而成为目前应

用最为广泛的哺乳动物细胞表达系统和生物制

药研发、生产的重要平台，因此利用 CHO 细

胞生产重组药物蛋白时保持细胞的稳定高效表

达至关重要。表观遗传学因其 DNA 序列不发

生变化而影响基因的表达，从而影响 CHO 细

胞的稳定性，继而影响重组蛋白的表达，代表

了基因与环境之间复杂相互作用的另一层面，

可能为理解 CHO 细胞表达失稳提供新的概念

框架。表观遗传调控几乎存在于 CHO 细胞生

长增殖的全过程，并且现有研究表明某些特

定的表观遗传修饰有助于增强细胞特异性生

产力及维持细胞表达稳定性。从多方面深层

次了解表观遗传调控方式及相互作用，通过调

节 CHO 细胞内的表观调控维持细胞特异性生

产力及稳定性，发掘其影响 CHO 细胞稳定性

的深层次分子机制进而建立工程化 CHO 细

胞，有助于提高重组蛋白的表达，降低生物制

药生产成本。因此从表观遗传调控角度阐明

CHO 细胞重组蛋白表达异质性的分子作用机

制对于建立高效稳定的表达系统具有重要的

理论意义和应用前景。同时，新技术的涌现

如分析表观遗传变化的高通量和高敏感度芯

片、优化的数据库以及分析大型数据集的计

算能力，都是实现这些目标的有力工具。表

观遗传学有望为我们深刻理解 CHO 细胞表达

系统的稳定性及其调控机制作出重大贡献。 
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