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提高哺乳动物细胞医用蛋白质产量方法的研究进展
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摘　要：近年来，由于哺乳动物细胞具有对重组蛋白质进行正确折叠、装配和翻译后修饰的优点，利用哺

乳动物细胞生产医用蛋白质已成为生物制药产业的重要组成部分。但是利用哺乳动物细胞生产医用蛋白质

的产量仍然相对较低，因此，如何提高哺乳动物细胞医用蛋白质产量成为了研究热点。本文仅对构建高效

表达载体系统、筛选稳定高表达细胞株、优化转录及翻译过程、优化瞬时表达、改进培养工艺和抑制细胞

凋亡等几方面的研究进展作一综述。
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Research progress on the improvement methods of 
medical protein production in mammalian cells
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Abstract: In recent years, because of the advantages of proper folding, assembling and the modification of post-
translation for recombinant proteins, using mammalian cells to produce medical proteins has become an important 
part of biopharmaceutical industry. However, the yields of medical proteins in mammalian cells are still relatively 
low. Therefore, a hot research topic focuses on how to improve medical protein production in mammalian cells. In 
this review, we only summarized the recent achievements in methods for improving medical protein production in 
mammalian cells, including constructing high-level expression vector system, screening cell lines with stable and 
high expression, optimizing the transcription and translation, optimizing transient expression, improving culture 
biotechnology, and inhibiting cell apoptosis.
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医用蛋白质药物因具有生理活性强、疗效显著、

安全性高等优点日益受到人们的重视，在过去的 20
多年，已经有 200 多种医用蛋白质药物投入市场，

目前还有上百种医用蛋白质药物处于临床试验阶

段
[1]
。然而，由于原核、酵母、植物和昆虫等表达

系统与哺乳动物细胞表达系统的蛋白糖基化等修饰

不完全相同，所生产的医用蛋白质与天然蛋白质在

理化性质等方面存在较大差异，影响其应用，所以

利用哺乳动物细胞表达系统生产医用蛋白质成为现

代医药领域的研究重点。目前市场上超过 50% 得

到美国食品和药物管理局(Food and Drug Administration, 
FDA) 许可的医用蛋白质药物均来自哺乳动物细胞

表达系统
[1]
，主要包括中华仓鼠细胞 (Chinese 

hamster ovary cell, CHO)、人胚肾细胞 (human embryonic 
kidney cell, HEK-293)、幼鼠肾细胞 (baby hamster 
kidney cell, BHK) 等表达系统，而且除抗凝血酶

(antithrombin, ATryn) 以外的重组糖蛋白药物全由哺

乳动物细胞表达。但是随着市场需求的不断扩大，

对医用蛋白质药物的产能提出了更高的要求，因此，

∙ 技术与应用 ∙
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提高哺乳动物细胞医用蛋白质产量已经成为研究热

点，目前提高其产能主要有如下策略。

1　构建高效的表达载体系统

构建高效的表达载体系统是提高哺乳动物细胞

医用蛋白质产量的首要策略，也是目前制约医用蛋

白质产业化的瓶颈。外源基因可以通过质粒载体转

染或病毒载体感染的方式导入哺乳动物宿主细胞，

表达目的蛋白。传统质粒载体需要转染宿主细胞获

得稳定表达，耗时费力，不利于医用蛋白质的大规

模生产。目前，病毒载体主要以杆状病毒载体和慢

病毒载体最为常用。杆状病毒载体可以通过昆虫细

胞大量制备病毒颗粒，感染多种哺乳动物细胞，并

在合适的启动子控制下表达外源基因，加上杆状病

毒载体具备基因组大、操作性好、靶向性强、生物

安全性高等优点，已成为一项比较成熟、安全、经济、

高效的蛋白质表达技术
[2]
，被越来越多地应用于哺

乳动物细胞生产多肽药物和疫苗等医用蛋白质的研

制
[3]
。截至到 2011 年，已经有 19 种商品化的杆状

病毒表达载体系统得到广泛应用
[4]
。慢病毒载体因

具有转导范围广、细胞毒性小、便于持久稳定表达

等优点而被大量用于哺乳动物细胞生产医用蛋白

质的研究，如 Addgene 公司的 pLenti PGK Hygro 
DEST、pLenti CMV/TO Puro DEST、pLKO.1 - TRC 
cloning vector 载体等。2011 年，Bandaranayake 等

[5]

使用一种新型的慢病毒载体成功构建了一个快速高

效生产活性重组蛋白质的哺乳动物细胞表达系统，

结果显示该系统更加适用于生物物理学与临床研

究。一般来说，人工构建的哺乳动物细胞表达载体

为穿梭载体，含有便于载体扩增和大量制备的原核

序列，如复制子和抗生素抗性基因等，以及调控外

源基因转录与翻译活性的启动子、增强子、终止子

和 polyA 信号序列等真核生物表达序列。优化调节

启动子、增强子及其相关转录调控元件有助于高效

表达外源基因
[6]
，如 mCMV、hCMV、HEF-1α、c-fos

等。2012 年，You 等
[7]
使用一种新型杂合启动子的

质粒载体，促使神经胶质细胞源性神经营养因子转

基因成功在猫神经祖细胞中持续稳定表达，该方法

避免了慢病毒载体可能激活癌基因或失活抑癌基因

的风险，同时也避免了使用质粒载体不能持续表达

的缺点，明显提高了外源基因的表达效率。

因此，构建高效表达载体系统将成为未来提高

哺乳动物细胞医用蛋白质产量的最重要方法。本

课题组成功构建了端粒保护蛋白 1 (protection of 

telomeres 1, POT1) 启动子报告基因载体，并瞬时转

染 6 种不同的人肿瘤细胞，通过双荧光素酶报告基

因检测 POT1 启动子转录活性，对 POT1 启动子的

相关机制进行了初步探讨，并试图进一步研究其生

物学活性。

2　筛选高效稳定表达克隆

筛选高效稳定表达克隆是提高哺乳动物细胞医

用蛋白质产量的另一重要策略。当前常用的筛选高

效稳定表达克隆的体系主要有两类：一类是基于氨

甲喋呤 (methotrexate, MTX) 的二氢叶酸还原酶

(dihydrofolate reductase, DHFR) 筛选体系
[8]
；另一

类是基于甲硫氨酸亚砜 (methionine-S-sulfoxide, MSX)
的谷氨酰胺合成酶 (glutamine synthetase, GS) 筛选

体系。DHFR 筛选体系是用 MTX 处理细胞培养物

让 DHFR 周围基因扩增，进而筛选高产量的克隆，

在 50 nmol/L~1 μmol/L MTX 浓度下，目的基因的

基因拷贝数可以提升 102 ~105
倍

[9]
。GS 筛选体系利

用含有 GS 基因的载体转染受体细胞，只有多拷贝

GS 基因的细胞才能在正常 MSX 浓度生长，进而筛

选出高表达细胞株。此外，GS 筛选体系可以减少

细胞氨的产生。但是上述两种筛选体系都存在耗时

长和成本高等缺点，不利于生物制药的产业化。

2011 年，Osterlehner 等 [10]
根据启动子甲基化与转

基因拷贝数，预测出早期不稳定表达的 CHO 细胞

系，为筛选稳定高表达细胞株创造了条件。2012 年，

Fan 等
[11]

成功地利用锌指核酸酶技术，敲除亲代

CHOK1SV 细胞的内源性 GS 基因，并以此细胞株

作为亲代细胞大规模培养，生产率提高了 2~3 倍。

与此同时，他们还发现运用此方法筛选某一指定单

克隆抗体相似数量的高表达细胞株，筛选效率提高

了 6 倍。近年来，许多新的技术也被用来筛选稳定

高表达克隆，如荧光融合标签结合荧光激活的细胞

分选技术 (fluorescence-activated cell sorting, FACS)
的使用，大大地简化和缩短了筛选流程

[12-13]
。这些

都为提高医用蛋白质产量的研究奠定了基础。

3　优化转录水平、翻译水平及翻译后修饰水平

从根本上了解目的基因转录、翻译及翻译后修

饰水平的分子机制是未来开发新型医用蛋白质和提

高医用蛋白质产量的关键。目前常用的方法有以下

几种。第一，在载体上添加某些特定序列，使表达

载体整合到宿主细胞染色体后模拟高转录活性区，

高效表达目的基因。第二，将含有定点重组位点的
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选择标记基因整合到染色体高表达区域，然后将目

的基因载体与重组酶载体共转染到带有重组位点的

细胞系，在重组酶介导下表达载体整合入高转录活

性区域。此外，有研究利用该原理构建人工染色体

表达载体
[14]
，来避免基因表达沉默，进而使重组蛋

白质产量增加，但是目前关于染色体水平调控基因

表达的机制尚未清楚，通过优化转录水平以提高医

用蛋白质产量将成为一个新的研究热点。

蛋白的折叠与组装是产生具有功能蛋白质的重

要阶段。然而，相关功能调节蛋白是否参与该过程

在很大程度上仍是未知，目前只有很少部分内质网

分子伴侣被人们所熟知，如分子伴侣葡萄糖调节蛋

白 78 (glucose regulated protein 78, GRP78/Bip)、蛋

白质二硫键异构酶等。因此，通过蛋白质基因的共

表达作用来提高重组抗体产量仍然是一个棘手的

问题。

糖基化是蛋白翻译后修饰水平的核心环节。众

所周知，哺乳动物细胞具有与人类相似的聚糖修饰

位点。但是，表达的糖基化结构与天然结构相比还

存在着差异，特别是位于末端的唾液酸往往缺失或

错配，一定程度上影响了目的蛋白质的生产效率和

产品的生物活性。因此，糖基化工程已成为增加哺

乳动物细胞重组蛋白质产量和活性研究的热点
[15]
。

Wang 等
[16]

采用表达典型糖蛋白促红细胞生成素

(erythropoietin, EPO) 的 重 组 CHO 细 胞 共 表 达

30Kc19 基因和在培养基中添加 30Kc19 蛋白两种方

法进行研究，发现 EPO 产量和比生产速率均明显

提高，且相比之下 30Kc19 基因共表达方法更为有

效；同时采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) 对 EPO 蛋

白 N 糖苷键连接糖基的糖基结构、唾液酸和岩藻糖

含量进行定量分析，发现 30Kc19 基因的表达使

CHO 细胞合成的 EPO 糖基结构更加复杂，且唾液

酸和岩藻糖含量也更高， 表明 30Kc19 基因对提高

CHO 细胞的目的产物表达能力及其糖基化水平具

有重要贡献，共表达 30Kc19 基因可望成为未来提

高哺乳动物细胞蛋白质产量及其糖基化品质的一种

具有潜在应用价值的新途径。如今已经发现多种影

响哺乳动物细胞蛋白质糖基化的因素，如生物反应

器、细胞类型、培养条件、营养元素、培养基等。

然而，影响蛋白质糖基化的具体机制还不太清楚，

通过糖基化工程提高蛋白质产量和活性依然任重

道远。

4　优化瞬时表达系统

瞬时表达系统由于具有相对于稳定表达系统生

产周期短、利于大规模生产、适于医用蛋白质的评

估以及密码子的优化等优点，现已成为哺乳动物细

胞生产医用蛋白质研究的重要技术之一，如利用

HEK-293 细胞、BHK 细胞、CHO 细胞等瞬时表达

重组蛋白质。然而，目前瞬时表达系统的单位产量

和体积产量仍然无法与稳定表达系统相媲美，因此，

优化瞬时表达系统，提高重组蛋白质产量仍是研究

的重点。最近，瞬时表达系统有了些新的突破。

2011 年，Zhao 等
[17]

报道了一种利用哺乳动物细胞

大规模瞬时表达重组蛋白的新方法，结果显示重组

蛋白质产量大大增加。2012 年，Hopkins 等 [18]
通

过改进转染方法来优化瞬时基因表达，使哺乳动物

细胞生产重组蛋白质更高效、成本更低。由此可见，

优化瞬时表达是提高哺乳动物细胞蛋白质产量的有

效方法。虽然目前还没有瞬时表达医用蛋白质的报

道，但是随着大规模瞬时表达技术的不断优化，以

及产量的不断提高，该技术必将广泛应用于医用蛋

白质的规模化生产。

5　优化培养工艺

贴壁细胞培养是早期哺乳动物细胞的主要培养

方式，但是存在细胞成活率低、不便于大规模生产

等缺点。因此，为了提高重组蛋白质产量、降低成本，

目前绝大多数在生物反应器中进行的哺乳动物细

胞培养都是采用悬浮式培养。然而，让贴壁细胞

适应悬浮培养需要特殊的培养基，如今已开发出

多种适于悬浮培养的培养基，尤其是无血清培养基。

血清培养基具有成分不明确、价格昂贵、存在潜在

未知因子污染等缺点，使培养过程难以控制，不利

于后续医用蛋白质的纯化。目前以 HEK-293 细胞

无血清悬浮培养技术为核心的病毒载体高效生产技

术，不仅为病毒类产品工业化生产解决了规模问题，

也彻底改变了传统手工式和经验式的滚瓶生产

方式，显著提升了工业化生产过程的经济性。

Bandaranayake 等
[5]
使用无血清悬浮培养的人细胞

株，短期内获得了稳定高表达重组蛋白质，如免疫

受体、细胞因子和抗体等。Roding 等
[19]

利用狗肾

上皮细胞 (Madin-Darby canine kidney, MDCK) 研究

发现，只有适应无血清培养基的悬浮生长细胞能够

明显影响 N- 端糖基化，进而影响血凝素的生产。

尽管已经证明了使用无血清培养基可以促进细胞生
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长，提高重组蛋白质产量，但由于血清被完全去除

造成了宿主细胞大量死亡，反而限制了重组蛋白质

产量。因此，一种更为先进的化学限定级无血清细

胞培养基正在被逐步推广，Rodrigues 等 [20]
研究发

现，使用化学限定级的无血清培养基进行单克隆抗

体生产明显优于普通细胞培养基以及完全无血清的

培养基。

随着研究的不断深入，不少研究人员也在尝试

利用一些添加剂或者减少培养基中某些特殊成分来

提高哺乳动物细胞的重组蛋白质产量。2012 年，

Zhou 等
[21]

使用聚精氨酸多肽 IND-1 作为哺乳动物

细胞培养的添加剂，发现使用 IND-1 后哺乳动物细

胞系生长和生存能力超过 53 d 没有受到影响，并且

重组人骨形态发生蛋白 -2 (recombinant human bone 
morphogenetic protein-2, rhBMP-2) 的产量明显增加。

众所周知，谷氨酰胺是大多数哺乳动物细胞培养基

的一种基本成分，但是伴随细胞不断的消耗会产生

一些氨类细胞毒性物质，影响细胞正常生长表达。

Rajendra 等
[22]

研究发现，减少生长停滞的 CHO-
DG44 细胞和 HEK-293E 细胞培养基中谷氨酰胺浓

度可以使重组蛋白质的产量明显增加。

近年来，越来越多新型高通量生物反应器也开

始应用于哺乳动物细胞表达重组蛋白质的研究。有

数据显示，运用生物反应器培养哺乳动物细胞使单

克隆抗体和抗体融合蛋白产量达到了 10~15 g/L[23]
。

2011 年，Zhou 等
[24]

开发了一种新型家蚕生物反应

器，并且通过研究证实该反应器更加适于重组蛋白

质大规模生产和临床研究。由此看来，随着新型培

养基和生物反应器的研发应用，必将推动哺乳动物

细胞医用蛋白质产业更快发展。

6　抑制细胞凋亡

当前哺乳动物细胞大规模培养生产医用蛋白质

主要被细胞凋亡所阻碍，因此，抑制细胞凋亡是必

不可少的措施。目前，通过抑制哺乳动物细胞凋亡

来提高蛋白质产量主要从两个方面着手：一方面通

过改进培养工艺抑制哺乳动物细胞凋亡，主要包括

优化细胞培养条件，开发新型无血清无蛋白培养基，

发展新型高通量生物反应器等
[23-24]

；另一方面通过

基因工程改造来抑制哺乳动物细胞凋亡，如表达抗

凋亡基因、编码连锁凋亡抑制因子、过表达抗凋亡

蛋白、抑制或敲除前凋亡基因等。Wang 等
[16]

报道

了利用无血清培养的 CHO 细胞表达家蚕 30Kc6 基

因可以显著抑制高渗透压诱导的细胞凋亡，并使抗

体的比生产速率提高了 1.3 倍，最终获得抗体的浓

度达到对照组的 3.4 倍。然而，30Kc6 基因作用的

机制尚未清楚，未来能否将它应用于重组细胞株工

程改造尚不得而知。此外，Wu[25]
运用 RNA 干扰技

术使凋亡基因表达沉默，结果显示重组蛋白质产量

明显增加。

最近，研究人员尝试使用一些添加剂来抑制

细胞凋亡，如吡咯烷二硫氨基甲酸酯 (pyrrolidine 
dithiocarbamate, PDTC)、caspase 抑 制 剂 等。Duda
等

[26]
研究发现，减弱雄激素受体拮抗剂 2- 羟基氟

他胺时颗粒细胞凋亡，初步证明了 2- 羟基氟他胺

可能在抑制细胞凋亡中起作用。另外，自噬作用已

被广泛用于抗细胞调亡研究，通过调节自噬基因

Beclin-1 的表达水平干扰自噬通路，延迟自噬作用

进而抑制细胞凋亡。雷帕霉素 (Rapamycin) 是自噬

作用研究中常用的一种化学激活剂，Lee 和 Lee[27]

使用 Rapamycin 处理无血清悬浮培养的 CHO 细胞，

发现细胞凋亡延迟，细胞生存能力提高，并且重组

抗体产量明显增加。总之，引起细胞凋亡的具体机

制尚未完全清楚，通过抑制细胞凋亡来提高医用蛋

白质产量仍需进一步研究。

7　展望

随着对转录组学、蛋白组学、代谢组学等学科

研究的不断深入，越来越多革命性的技术和方法被

应用于提高哺乳动物细胞医用蛋白质产量，尤其通

过构建高效表达载体系统、筛选稳定高表达细胞株、

优化转录及翻译过程、优化瞬时表达、改进培养工

艺和抑制细胞凋亡等有效策略，哺乳动物细胞医用

蛋白质产量取得了一定的突破。然而，哺乳动物细

胞医用蛋白质产量仍有待提高。目前，上述策略仍

是努力研究的热点。同时，应该加大对染色体水平

调控基因表达机制、蛋白质糖基化机制、细胞凋亡

机制等方面的研究，进而从根本上解决医用蛋白质

产能低的问题。还可以尝试将上述策略相融合的办

法来提高哺乳动物细胞医用蛋白质产量。另外，应

该加强对其他未知领域的探索，发掘提高蛋白质产

量的新方法。相信通过诸多方法权衡，哺乳动物细

胞医用蛋白质产量一定会取得更大的突破，哺乳动

物细胞表达系统也一定会更广泛应用于医用蛋白质

的规模化生产。
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