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【国家自然科学基金专题述评】

重组中国仓鼠卵巢细胞表达系统高效表达载体研究进展

孙秋丽，王天云

（新乡医学院生物化学与分子生物学教研室，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　生物制药是２１世纪高科技产业，治疗性重组蛋白的生产是生物制药的重要部分。宿主细胞以中国仓鼠
卵巢（ＣＨＯ）细胞用途最为广泛，近７０％宿主细胞是用ＣＨＯ细胞表达系统生产的。影响外源蛋白在ＣＨＯ细胞中表达
的因素很多，其中表达载体是重要因素之一。构建重组ＣＨＯ细胞表达系统高效表达载体可以利用核基质附着区、泛
在染色质开放元件，构建特定位点重组载体系统，以及选择合适的内部核糖体进入位点及弱化筛选标记等实现。ＣＨＯ
细胞表达高效载体构建涉及多个因素，需要进行不同元件的优化，才可达到高效表达。

关键词：　中国仓鼠卵巢细胞；表达载体；核基质附着区；特定位点重组；内部核糖体进入位点
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　　生物制药是２１世纪高科技产业，治疗性重组蛋
白的生产是生物制药的重要部分。自１９８４年美国
Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ公司首次成功利用中国仓鼠卵巢（Ｃｈｉ
ｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒｏｖａｒｙ，ＣＨＯ）细胞重组表达组织型纤溶
酶原激活剂（ｔｉｓｓｕｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｔＰＡ）
以来［１］，大量有价值的外源蛋白基因实现了在哺乳

动物细胞表达系统的表达，包括凝血因子、促红细胞

生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）、免疫球蛋白、尿激酶
（ｕｒｏｋｉｎａｓｅ，ＵＫ）、乙型肝炎表面抗原和单克隆抗体
等［２］。近年来，美国食品和药物管理局平均每年批

准１５种以上重组蛋白新药［３］，全球生物抗体药年销

售额已超过１２００亿美元［４］，２０１５年，全球生物抗体
药年销售额超过１５００亿美元［５］。

哺乳动物细胞和大肠杆菌是上市重组药物最主

要的生产载体。大肠杆菌主要用于表达不需要翻译

后修饰的重组药物，如胰岛素、生长激素、β干扰素
和白细胞介素等。对于治疗性重组蛋白而言，为了

满足其生物活性，需要进行正确的折叠和翻译后修

饰，因此，用于生产治疗性重组蛋白往往是哺乳动物

细胞，主要包括Ｓｐ２／０骨髓瘤细胞、ＮＳＯ小鼠骨髓瘤
细胞、ＨＥＫ２９３人胚胎肾细胞和 ＣＨＯ细胞［６］，其中

以ＣＨＯ细胞用途最为广泛，近７０％宿主细胞是用
ＣＨＯ细胞表达系统生产的［７］。

１　ＣＨＯ表达系统

与其他表达系统相比，ＣＨＯ表达系统具有多项
优点［３］：（１）既具有贴壁生长特性，又能够在无蛋
白、无动物源培养基中进行高细胞密度的悬浮培养，

利于大规模的工业化生产。（２）几乎无人类病毒能
在ＣＨＯ细胞繁殖，潜在危险小。（３）具有准确的转
录后修饰功能，表达的蛋白在分子结构、理化特性和

生物学功能方面最接近于天然蛋白分子；此外，由于

ＣＨＯ细胞缺乏免疫性的 α半乳糖表位，ＣＨＯ糖蛋
白的糖基化更接近于人类细胞产生的糖蛋白［８］。

（４）ＣＨＯ细胞属于成纤维细胞，很少分泌自身的内
源蛋白，利于重组蛋白的分离、纯化。（５）具有重组
基因的高效扩增和表达能力。

表达载体是影响外源蛋白在 ＣＨＯ细胞中表达
的重要因素之一。由于转基因转染细胞后的随机整

合，转基因常发生沉默或表达水平较低［９］，需要大

量细胞克隆株才能分离出稳定高效表达的克隆细胞

株，给重组蛋白药物的产业化生产带来很大困难。

２　构建表达载体的策略

２．１　核基质附着区（ｍａｔｒｉｘａｔｔａｃｈｍｅｎｔｒｅｇｉｏｎ，
ＭＡＲ）　ＭＡＲ是限制酶消化后仍附着在核基质上
的ＤＮＡ序列，长度为３００～３０００ｂｐ。ＭＡＲ富含ＡＴ
碱基对（＞６０％），并含几个短的共有序列，如 Ａｂｏｘ
（ＡＡＴＡＡＡＹＡＡＡ）、Ｔｂｏｘ（ＴＴＷＴＷＴＴＷＴＴ）、ＤＮＡ链
解旋序列（ＡＡＴＡＴＡＴＴＴ或 ＡＡＴＡＴＴ）和拓扑异构酶
Ⅱ结合位点（ＧＴＮＷＡＹＡＴＴＮＡＴＮＮＲ）等。ＭＡＲ不
编码任何蛋白，为非编码 ＤＮＡ。据估计，人类基因
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组上约有 ５０４００个 ＭＡＲ片段［１０］，目前只有个别

ＭＡＲ片段用于构建表达载体，提高转基因表达水
平［１１］。

研究表明，ＭＡＲ能提高 ＣＨＯ表达系统转基因
的表达水平及降低转化株转基因表达水平差

异［１２１４］。目前，已有４个 ＭＡＲ片段被证实能够提
高 ＣＨＯ细胞中转基因表达及阳性克隆细胞
数［１５１６］。ＭＡＲ提高转基因表达具备位置效应、叠加
效应和距离效应［１２，１４１５］。

２．２　泛在染色质开放元件（ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ｏｐｅｎｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔ，ＵＣＯＥ）　ＵＣＯＥ是一种阻止异染
色质扩散的隔离元件，不含甲基化 ＣｐＧ岛，可消除
整合位置依赖效应和维持染色质的开放形态，以此

增加ＤＮＡ转录的可行性［１７１８］。将 ＵＣＯＥ整合进表
达载体能显著提高抗体在 ＣＨＯ细胞的表达量［１７］，

ＵＣＯＥ还可增加高产克隆细胞株的比例［１９］。有研

究还发现另一种非编码富集ＧＣ的 ＤＮＡ片段，其为
一种新型的ＵＣＯＥ，在目的基因的侧向插入富集 ＧＣ
片段可以提高重组蛋白的表达［２０］。

２．３　特定位点重组　传统的稳定转染方法是外源
基因随机整合到染色质上，而随机整合所导致的位

置效应决定了大部分克隆的表达水平较低；而且在

这些载体上，目的基因的表达与筛选基因的表达通

常是分离的，也导致出现大量的假阳性克隆。特定

位点重组能使表达基因实现目的基因在基因组中转

录活跃区（或称热点）的整合，从而发展高产稳定的

克隆。与传统的同源重组相比，重组酶的使用能大

大提高哺乳动物细胞系中的重组效率。这种方法需

要首先建立１个标记的宿主细胞系，构建１个含有
报告基因表达盒的载体，表达盒侧翼含有能被特定

的重组酶识别的１个短顺式作用ＤＮＡ靶序列，ＤＮＡ
靶序列通过稳定转染，随机整合到基因座的不同位

点。随后，在稳定转染的细胞克隆中筛选报告基因

高表达和单拷贝整合的细胞克隆。由此有效筛选出

报告基因整合进基因组位点，从而促进报告基因的

高转录细胞克隆。报告基因整合进基因组热点的概

率较低，仅有０．１％［２１］。标记的表达量较高的报告

基因的宿主细胞系被筛选出以后，用１个包括目的
基因和相同（或相似）ＤＮＡ靶序列载体以及另外１
个包含重组酶的表达载体，将其共转染到标记的宿

主细胞中，导致整合的报告基因和目的基因之间的

链式重组，从而提高在标记的宿主细胞中将目的基

因整合入基因热点中的概率。

Ｃｒｅ和Ｆｌｐ是来自Ｐ１噬菌体和酿酒酵母中的２
个特异位点酪氨酸重组酶，通常被用来鉴别和重组

它们各自的短顺式作用 ＤＮＡ靶序列：３４ｂｐｌｏｘＰ位

点和４８ｂｐＦｌｐ重组目标 （ＦＲＴ）。Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ体系首
次用于ＣＨＯ细胞中人类单克隆抗体的生产。ＫＡＭ
ＥＹＡＭＡ等［２２］通过使用多重Ｃｒｅ介导整合过程与突
变ｌｏｘＰｓ序列，反复插入多个基因到同一个靶位点，
人工造成基因扩增。ＦｌｐＩｎＴＭ细胞株 （ＬｉｆｅＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）是用 Ｆｌｐ介导的基因组
中２５个抗体表达盒整合到特定 ＦＲＴ标记位点，来
表达人类多克隆抗 ＲｈＤ抗体［２３］。然而，位点专一

性重组的可逆性是Ｃｒｅ和 Ｆｌｐ重组酶普遍存在的缺
点，由于表达盒的交换，造成产生新的识别位点。

另一个位点专一性重组技术是使用整合酶，例

如λ整合酶和ｆＣ３１整合酶，其能够靶向ａｔｔＰ和 ａｔｔＢ
２个不同的序列（分别附着在噬菌体和细菌位点
上）。一旦识别附着位点是事先整合到标记宿主细

胞的基因组中的位点，这种整合酶催化重组事件会

改变盒式交换中的 ａｔｔＰ和 ａｔｔＢ位点［２４２６］。由于整

合酶不能识别改变的位点，因此，重组是不可逆的。

２．４　内部核糖体进入位点（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎ
ｔｒｙｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）　目的基因和选择标记基因可以通
过单独的载体共转染哺乳动物细胞，以此达到共表

达的目的。这种方法转染效率低，而且筛选能够表

达目的蛋白的概率非常低［２７］。目的基因和选择标

记基因在同一个载体上表达能够部分提高筛选目的

蛋白的概率［２８］。然而，在一个载体上使用多个启动

子可能会导致干扰转录，在稳定转染中，一个活性转

录单元会抑制另一个活性转录单元［２９］。

以上这些问题可以通过 ＩＲＥＳ元件的应用来解
决。已有许多已报道的 ＩＲＥＳ元件，大致分为细胞
或病毒ＩＲＥＳ［３０］。多个基因的表达（如选择标记基
因和目的基因）可以通过在２个基因之间插入ＩＲＥＳ
元件进行连接。这种情况允许２个基因依赖于同一
个启动子、转录到同一个 ｍＲＮＡ中。当上游基因的
转录起始为５′端时，在 ｍＲＮＡ上的 ＩＲＥＳ会允许５′
端作为下游基因的转录起始。因此，２种不同的蛋
白质可以从同一个ｍＲＮＡ中翻译出来。

通过使用 ＩＲＥＳ连接多个基因进行表达，有以
下２个优点［３１３２］：首先，单一的启动子能够用于驱

动多顺反子ｍＲＮＡ的转录，确保连接的基因保持更
高的表达一致率。已经证明其有利于蛋白质异二聚

体的成功表达（如抗体）。其次，通过 ＩＲＥＳ表达载
体设计下游的选择标记基因时，选择标记基因的表

达依赖于上游目的基因的成功转录。因此，这样可

以减少或消除目的基因之外的选择标记基因的发

生。

２．５　选择标记的衰减　当选择严谨性很高时，由于
在基因组转录活性位点表达载体的基因扩增和整
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合，筛选出的细胞克隆将会有高的转录水平［３３］。而

严谨性选择能够通过在细胞培养中增加药物浓度来

实现，然而这种方法由于药物浓度较高，细胞生长缓

慢。另一种方法就是进行选择标记的衰减。

有２种方法可以削弱选择标记基因。第１种策
略是通过选择标记基因的突变降低其活性。目前已

证明，通过选择标记基因———新霉素磷酸转移酶Ⅱ
的突变，能够提高单克隆抗体产量，使其高达１．４、
１４．６和１６．８倍［３１，３４］。第２种削弱选择标记基因的
策略是通过调控选择标记的基因表达水平来实现。

有多种方法可用来实现这个目标。选择标记基因的

密码子去优化，是通过宿主细胞不常用的偏爱密码

子降低选择标记及基因的翻译效率，从而导致蛋白

表达的减少［３５］。

３　展望

除了具备高效的表达载体之外，培养基及

ＣＨＯ细胞遗传缺陷株的构建也是高效 ＣＨＯ表达
系统建立的关键因素。近年来，越来越多的生物

制药公司开始采用无动物来源的成分替代血清

培养 ＣＨＯ细胞。对 ＣＨＯ细胞进行遗传改造，构
建更接近人源糖基化的 ＣＨＯ细胞，改进治疗性
重组蛋白的治疗安全性和提高治疗性重组蛋白

的治疗效果，是建立生产治疗性重组蛋白的 ＣＨＯ
表达系统的关键和基础。
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·３６１·第３期　　　　　　　　　　　孙秋丽，等：重组中国仓鼠卵巢细胞表达系统高效表达载体研究进展



可以清晰地看到它们的区别。通过比较１ＨＮＭＲ
和１３ＣＮＭＲ谱，可以看到化合物９和１０有明显的化
学位移的不同并在 Ｃ１位的区别最大，在化合物９
中Ｃ１为［δＣ９１．８，δＨ４．５３（ｄ）］，在化合物 １０中
Ｃ１为［δＣ９６．０，δＨ５．５２（ｔ）］，与文献报道独一味素
Ｂ的数据基本一致［１０］，确定化合物 １０为独一味
素Ｂ。
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