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摘 要 随着阐明凋亡发生的分子机制 ，现在可运用多种方法阻止细胞凋亡的发生。 在大规

模细胞培养过程中应用这些方法可促进细胞的存活，实现细胞大规模高密度培养，从而提高细胞生

产有价值生物技术产品的能力 。

用生物反应器进行动物细胞大规模生产过程

中，细胞凋亡在细胞死亡中占主要部分。 随着阐明

凋亡发生的分子机制，现在可运用营养、基因 、化学

物质等多种方法抑制凋亡的发生，促进细胞的生存

活力，延长细胞在规模培养过程中的有效培养时相，

实现动物细胞的大规模高密度培养。

一、凋亡与细胞大规模培养的关系

本文所述的细胞大规模培养是指在体外用生物

反应器进行动物细胞规模化培养，生产有价值的蛋白

产品。 动物细胞被用于宿主细胞，因为许多治疗性蛋

白的功能需要翻译后修饰，而只有在哺乳动物细胞中

才可以表达具有正确的翻译后修饰、有生物活性的蛋

白 。 由于细菌生产系统有其自身的限制性，而使真核

细胞生产系统广泛地被应用，来产生需进行翻译后修

饰的生物活性蛋白。 但是真核细胞与细菌相比，培养

周期长、培养环境要求高、细胞非常脆弱。 此外，大规

模培养的外部环境易引起动物细胞的死亡，起初认为

由于营养、温度♂H、代谢产物及细胞连续暴露于流体

力下等条件而引起的细胞坏死，但最近研究显示在大

规模培养生物反应器中细胞的死亡中 80%是凋亡所

导致，而不是以前所认为的坏死。 而在大规模细胞培

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，防止或延缓细胞死亡，可以极大提高

生物反应器中细胞的培养密度和延长培养时间。 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 cas阳家族，它们均为半脱氨酸蛋白酶，各识

别一个 4 氨基酸序列，并在识别序列 C端天冬氨酸残

却t将底物切断。 ζ油阳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 cas阳成员，从而形成 cas阳家族的级联放大，

最终作用于效应蛋白，引起细胞凋亡[1.2] 。 杂交瘤细

胞、骨髓瘤和四0细胞等工程细胞在大规模培养时

受到外界剌激主要以凋亡型式死亡，所以在大规模培

养时干扰细胞在培养中凋亡的发生，提高细胞特异性

抵制遇到压力而引起凋亡的能力。 因此，从抗细胞凋

亡角度，改进培养体系和提高细胞的培养密度、延长

细胞的培养周期，有可能提高目标产品的产量 2 一 3
倍[3] 。

二、营养物质抗凋亡

在常规生物反应器构造中，营养耗竭或缺乏培

养基中特殊的生长因子则引起凋亡，例如血清，糖或

特殊氨基酸的耗尽。 有人观察到在 D5 杂交瘤细胞

中消耗谷氨酷股与凋亡的关系，而半脱氨酸的耗尽

起动 NS/O 骨髓瘤的 PCD[4 ] 。 因此，培养时氨基酸

缺乏可引起杂交瘤细胞的凋亡。 其他工程细胞包括

HeLa， HL-60 随着营养耗竭将阻止细胞增殖而不引

起凋亡。 培养基中添加氨基酸或其他关键营养可抑

制凋亡、延长培养时间从而提高在价值蛋白产品的

生产，因为产生蛋白是有活性细胞群的基本功能。

最近研究表明杂交瘤在饥饿状态下诱导的细胞边缘

性凋亡可被单一氨基酸挽救，如丝氨酸、组氨酸、甚

至氨基酸类似物[ 5] 。 但培养液的添加并不一定促

进细胞的生产，有人观察到在营养较差的培养基中

杂交瘤单个细胞产生单抗的量最高，但整体抗体的

产生与营养充足的培养基相比则减少，这是因为营

养缺乏引起凋亡增加。 抗体和其他异源性蛋白在细

胞生长抑制或生长缓慢时产量最高，因为抗体或外

源蛋白与细胞自身组成性蛋白的合成形成竞争，当
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细胞增殖抑制时，细胞大部分资源用于外源蛋白的

合成而不是增殖。 控制营养补充和细胞周期抑制策

略限制了细胞生长、促进细胞生产但可刺激 PCD 的

发生。 因此，在生物反应器操作策略中 ，必须在提供

充足营养确保细胞生存的同时使细胞处于某一状态

促进有效的生产目的蛋白[6] 。

三、基因抗凋亡

与凋亡相关的一系列基因产物可对其进行正、

负向的调控，因此可通过导人相应基因来调节细胞

凋亡的机制。Bcl-2 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。

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 C 的释放，从而阻断 caspase-9 的激活，最终表

现出凋亡抑制活性[7 ， 8] 。 最近资料显示[9] ， Bcl-2 基

因转染的 CHO 细胞，在正丁酸铀(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 3 倍。

过表达 Bcl-2 可限制或完全阻止多种类型细胞

在生物反应器操作时受到如营养限制、毒物聚积、病

毒感染、缺氧以及流体力等刺激而引起的凋亡。 杂

交瘤细胞过表达 Bcl-2 可延长细胞在生长静止时期

的时间提高产量。 Simpson 等[10]报道转染 Bcl-2 的

TB/C3 细胞可促细胞活力和增加抗体的滴度。

ITOH等[ 11 ]报道表达 Bcl-2 的 2E3 细胞比对照细胞

可提高四倍的单抗产量。 鼠前列腺癌细胞 AT3稳

定整合人 Bcl-2 基因后可延长细胞活力 ， 以及感染

Sindb's 病毒载体后重组蛋白产生的时间，异源蛋白

在 Aτ'3-BCL-2 的细胞中一周内可被观察到而感染

AT3-NEO 对照细胞仅两天。

由许多Bcl-2 家族成员与 Bcl-2 具有相同或更

好抑制凋亡的功能，如 Bcl-XL 在哺乳动物细胞中表
达，具有阻止由许多种刺激包括营养缺乏、放射和糖

皮质激素等所引起的凋亡。 而且类似 Bcl-2 的蛋白

如源于腺 EIB-19K 和源于 EB 病毒的Bf亚F-l 都抗

凋亡的功能。 利用基因的方法阻止 caspa匠的活性

是一个新的研究点，因为由pase 的激活，是凋亡效应

期的保守步骤。 此外一些病毒调节物已被确定可在

不同细胞系中调控凋亡。 CrmA源由天花病毒、P35

源于杆状病毒两者可抑制臼spase 活性延迟由病毒

感染、营养缺乏、无生长因子等剌激引起的凋亡[ 12 ] 。

四、化学方法抗凋亡

凋亡发生时细胞许多部位发生生化物质的改

变，有些变化如改变细胞氧化还原条件产生活性氧

在凋亡信号阶段发生，其他的如破坏线粒体膜电位、

激活 caspase 则发生在凋亡效应阶段，这在绝大多数

细胞死亡中是相同的[ 13 ] 。因此阻止这些生化物质

的改变可能阻止或至少延迟细胞凋亡的发生，所以

运用化学物质可抑制信号效应阶段的发生，被认为

是抗调亡策略之一。

已被证实，在许多情况下，活性氧介导凋亡的发

生，但有现象表明 P①可在无氧环境条件下发生，说

明自由基并不是凋亡道路中必不可少的，但是抗氧化

剂能抑制凋亡。 事实上 NAC [ N-a四tyicysteine J 和

PDTC [ pyrrolidine dithi饱rbamqatcJ 可有效阻止由

甘-wα、α万抗体和病毒感染引起的凋亡至少证明它

们有延迟凋亡，增加病毒感染时蛋白的产量而用硫醇

和其他抗氧化物质仅有限阻止凋亡的信号道路[ 14] 。

在效应期阻止凋亡比在信号阶段阻止凋亡具有

更广泛的应用价值，因为效应期是集中道路，其中之

一的变化是线粒膜电位发生改变导致其穿透性转运

孔(PT)开放，使凋亡诱导因子 AIF 和细胞色素 C释

放到胞质中，激活 caspas白，进一步促进细胞死亡。

有阻止盯开放能力的化学试剂可抗凋亡。

Bongkrekic acid 有上述能力，显示具有抵抗由多种

刺激引起的凋亡。 AT3-NEO 细胞感染 Sindbis 病毒

载体后在米酵菌酸(bongkrekic acid)存在情况下，比

元化学物质保护下的对照细胞生存增长两天并且可

检测到异源蛋白的表达。

效应期另一关键步骤是与线粒体 PT 相关并位

于其下游的 caspase 家族蛋白的激活，一旦裂解掉它

们的非活性部分这些蛋白将激活内源性核酶 PAP

(阳1y ADP-ribose po1ymerase)降解板层，引起其他生

理变化导致降解期的发生。 这些提示Caspase 的激

活代表效应的最后步骤，其后细胞将不可逆的死亡。

因此能抑制这一蛋白家族活性的化学试剂被用于抗

凋亡，例如 z-V AD. frnk , YV AD. Crnk , BD-fmk 等都

具有和臼spase 家族蛋白作用底物相匹配的裂解点。

这些抑制剂己显示出抑制营养缺乏，抗 Fas 抗体，病

毒感染等引起的 PCD[15]。目前已有十几种Caspas-

臼已被确定，它们每一个或多或少在不同细胞系中

对 PCD 起作用，但阻止某一 c出P出e 的活性对于凋

亡影响较小，也许最有效阻止凋亡的策略是制造一
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个多 αspase 抑制物至少对关键 caspase 抑制，运用

化学试剂延迟细胞死亡延长生产细胞培养的时相已

被阐明，添加这些化学试剂是一种简单有效的方法，

将会被广泛应用到蛋白生产的工业中。

五、展望

利用抗凋亡的策略在细胞生长、静止和死亡阶

段均可延长细胞的生存期并延长培养细胞的生产时

相。 将来有抑制细胞凋亡能力的营养物质、基因 、化

学试剂会不断涌现，而且对于凋亡发生机理的阐明

将会更加促进和提高细胞的生存和蛋白的生产，并

且将这些方法运用到工业生产中 。
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适体及其在流式细胞术检测中的应用 祷

杨明杰 H 周建始

(广东省疾病预防控制中心广州 510300) 

摘 要 适体是一种本质为 RNA或 DNA 的小分子，它们能以配基形式像抗体一样与靶蛋白

呈高亲合力特异性结合，可在一定程度上取代抗体用于检测和治疗 。 就适体筛选的指数富集配基

系统进化技术原理、适体的优越性及其适体在流式细胞术检测中的应用进行了综述。

核酸不仅是遗传信息的载体，有的核酸分子还

具有酶的作用，如 DNA 酶 (DNAzyme) 和 RNA 酶

(Ribozyme)等，还有的核酸分子能以配基形式特异

地与靶蛋白高亲合力结合，像抗体一样具有识别和

调节靶蛋白功能的作用，这种核酸分子称为适配子

(Ligands) ，亦被形象地称为适体(Aptamers) 0 1990 

年，Gold 等[1 ]报道了适体的筛选方法一一指数富集

配基系统进化 (Systematic Evolution of Ligands by 

Exponential Enrichment ， SELEX)技术，这一技术迅

速得到广泛应用，近年更是倍受重视，不仅筛选出了

凝血酶、HIV-1 衣壳蛋白、阿默茨病淀粉肤和微管蛋

白等多种蛋白质的适体，还筛选出了与小肤、氨基

酸、有机物、金属离子等特异结合的适体，不少报道

还成功将适体用于诊断和治疗[2 ， 3 ] 。 本文就 SE

LEX技术原理及其适体在流式细胞术检测中的应

用进行了综述。

一、 SELEX 技术原理及流程

SELEX技术的基本原理如下:在一定条件下，

一些单链小分子 DNA或卧-TA 可发生适应性折叠，

形成有复杂空间结构的分子，以配基的形式，通过氢

键、范德华力 、疏水作用等特异性地与靶分子高亲和

力结合，这些核酸分子即"适体" 。 因此，先合成一个

大容量随机核酸文库，并将其扩增并转化为单链

DNA或 RNA分子，在一定条件下与靶分子混合，然

后洗去不与靶分子结合或结合力低的核酸分子，筛
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