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 生产用重组哺乳动物细胞株的克隆筛选方法
徐睿瑶1   蔡洁行2   张玉彬1*

(1中国药科大学生命科学与技术学院, 南京 210009; 
2上海药明康德新药开发有限公司生物制药与生物工艺部, 上海 200131)  

摘要      克隆筛选是重组细胞株构建过程中的关键步骤。除了早期的克隆环, 有限稀释法、

半固体培养法、流式细胞术和细胞分选是目前生物制药行业运用最为广泛的克隆筛选方法。该文

综述了克隆筛选方法的原理、特点, 介绍了促进方法发展的其他技术如单细胞成像和自动化, 比较

了不同克隆筛选方法的优缺点。针对如何选择合适的克隆筛选方法提出了建议, 为从事相关研究

与生产领域的科研人员提供帮助。
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Cloning Methods for Engineering Recombinant Mammalian Cell Line
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Abstract       Cloning plays an essential role in the development of recombinant cell line. Except cloning 
cylinders in early stage, limiting dilution cloning, semi-solid cultivation, flow cytometry and cell sorting are the 
most popular cloning methods in biopharmaceutical industry at present. This paper reviewed the principle and char-
acteristic of these methods, introduced some new technologies which promote the development of cloning methods 
like single-cell imaging and automation and assessed the advantage and disadvantage of these methods. Some sug-
gestions were given about how to make the best choice to facilitate researchers in this field.
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生物制品是根据生物工程原理, 应用普通的或

经生物技术改造的生物材料制备的用于预防、诊

断和治疗人类疾病的药品。近年来, 生物制药行业

的发展迅猛, 2013年全球生物制品市场的总产值为

2 000.6亿美元, 预计2014年的总产值将达到2 340亿
美元[1]。2013年, 全球销售额前十的药物中生物药

物占7个, 销售额百分比达到75.1%; 单抗类药物有6
个, 其中修美乐是首个年度销售额突破百亿的药物。

与化学药物相比, 生物药物具有明显的优势, 针对性

强、药效显著、安全性高, 而且能用于传统化学药

难以治疗的疾病, 占据了药品市场的主导地位。

生物药物表达系统的宿主细胞有细菌(大肠

杆菌)、酵母(酿酒酵母、甲醇酵母和毕赤酵母等)、
哺乳动物细胞、昆虫杆状病毒、转基因动物和转

基因植物等, 其中前三者经过长期的摸索和实践已

经拥有纯熟的技术, 并在研发和生产中得到了广泛

的应用。哺乳动物表达系统拥有完善的翻译后加

工修饰体系, 所以能合成结构和功能复杂的蛋白, 
表达的产物更接近于天然蛋白质。获美国食品和

药物管理局(Food and Drug Administration, FDA)批
准的蛋白类生物药物中, 超过50%的产品使用哺乳

动物表达系统[2], 大部分生物药物是由中国仓鼠卵巢

细胞(Chinese hamster ovary, CHO)、小鼠骨髓瘤细胞
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(mouse myeloma-0, NS0)、杂交瘤细胞、人胚胎肾脏

293细胞(human embryonic kidney 293, HEK293)及幼

仓鼠肾细胞(baby hamster kidney, BHK)等工程细胞

株生产的。以应用最广泛的CHO细胞株为例, 通过对

表达系统、细胞株和培养工艺的优化, 补料分批培养

(fed-batch)的单抗产量能达到8~10 g/L[3]。Huang等[4]

在补料分批培养中使用具有明确化学成分的培养基, 
得到的单抗和融合蛋白产量在10~13 g/L。

以单抗药物生产为例, 工程细胞系的构建是药

物生产过程的关键环节, 它直接影响后续的细胞培

养、纯化、方法学研究和制剂研究等。要获得生长

能力强、表达水平高、产物质量合格和遗传稳定性

好的工程细胞株, 必须综合考虑如何选择宿主细胞、

表达载体、筛选系统及克隆筛选方法[5]。本文综述

了目前生物制药行业认可的几种克隆筛选方法, 对
方法的原理和优缺点进行了阐述, 并进行了综合比

较, 针对如何根据实际意愿选择合适的方法提出了

自己的见解, 希望给从事相关研究与生产领域的科

研人员提供帮助。

1   克隆环
克隆环是比较简单易行的克隆挑取方法。用无

菌硅脂或甘油密封克隆环, 将选中的克隆密封在培

养皿和克隆环底部, 加入胰酶消化, 最后将克隆转移

至新的培养容器中。克隆环适用于实验室规模的贴

壁细胞的单克隆挑取。

2   有限稀释法
有限稀释法(limiting dilution cloning, LDC)是一

种通过梯度稀释以获得单克隆的方法。它的应用范

围广, 对于大多数细胞类型, 如杂交瘤细胞、CHO细

胞及干细胞等都有较好的克隆分离效果。LDC的操

作过程大致分为接种(铺板)、筛选和扩增。接种的

细胞液经过逐级稀释后加到96孔板中, 每个孔所含

的细胞个数理论上不大于1。
传统的LDC方法是在显微镜下观察细胞状态

和接种情况, 寻找只含有1个细胞的孔, 并对细胞的

生长情况进行后续的追踪。当孔中的细胞达到一定

的汇合度后即可检测克隆表达量。结合生长状态和

表达量, 选择克隆进行扩增。由于传统的LDC是由

肉眼观察接种的, 不仅耗时耗力, 而且存在人为误

差。细胞在外面放置过久会影响细胞的生长状态甚

至引发污染。为了增大筛选到单克隆的可能性, 至
少要进行两轮实验。

自动化和成像技术的发展对于LDC方法的开发

有着巨大的推动作用。和传统的手工操作相比, 使
用自动化工作站铺板不仅能节省时间, 还能排除人

为因素, 降低污染几率。许多先进的单细胞成像设

备, 如Genetix公司的Clone Select Imager、Solentim
公司的Cell Metric以及Roche公司的Cellavista等, 可
在克隆筛选的早期鉴定所选细胞是否为单克隆。

Clone Select Imager可自动对细胞进行扫描和成像, 
快速扫描时间仅70 s, 大大节省了克隆挑选的时间和

人力。它还能监控细胞的生长状态和汇合度, 对筛

选的克隆进行快速详细的分析[6]。由于接种当天的

单细胞成像图片可作为单克隆的证据, 只需进行一

轮LDC即可完成克隆筛选。

LDC的优点有: 操作简单, 不需要特殊试剂; 适
用性强; 结合图像技术能大大缩短细胞株构建周期, 
节约时间和资源。它也有不足之处, 如接种的单细

胞率低或标记的单细胞不能长成细胞群, 导致最终

的克隆形成率降低。经统计学计算, 每孔细胞数X服

从常数为λ的泊松分布: P(X=k)=λke–λ/k!, λ表示每孔

细胞数的均值, P表示每孔细胞数为k的概率。为了

尽可能提高接种的单细胞率, λ的范围应落在0.4~0.8
之间。合理地设计工作站铺板程序、优化铺板培养

基和筛选培养基组分和浓度、适时地补充和更换培

养基可以改善上述问题。在过去的十年间, LDC使
用的基础培养基从有血清过渡到了无血清的阶段, 
避免了血清中的不明成分和易变物质对细胞的影

响, 降低了病毒、支原体等污染的概率。为了提高

克隆形成率, 除了基础培养基, 还需要添加促进细胞

生长的成分。针对不同的细胞, 如何确定培养基的

成分及各组分的浓度、比例, 决定了是否能在最短

的时间筛选到高表达的单克隆。

3   半固体培养法
将细胞以低密度接种在半固体培养基(琼脂、

甲基纤维素等), 当细胞生长成分离的集落后, 采用

手工或自动化挑取设备进行克隆的挑取。半固体培

养基不仅可以固定细胞以形成可区分的集落, 也能

将分泌蛋白保留在细胞附近。

传统的半固体培养法是在显微镜下使用移液

器手工吸取, 耗时耗力, 不仅容易吸到相邻的克隆, 
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而且对细胞有一定的机械损伤。Genetix公司推出的

蛋白表达细胞株筛选系统ClonePix FL很好地解决了

上述问题。ClonePix FL有两种光源系统: 白光光源

系统负责监测群落的生长速度和挑选群落, 荧光光

源系统检测蛋白的表达量。在克隆挑取前对挑选

的参数(荧光值、大小、不规则性、位置和邻近值等)
进行设定, 软件会对克隆的大小和表达水平进行标

准化分析, 并通过荧光、白光成像的多重分析选定

和挑取最终克隆[6]。ClonePix FL可以在0.5 h内挑取

1块96孔板的克隆, 节约了时间和人力。它还能追

溯克隆的来源, 保存挑取的高分辨率图像信息。类

似的高通量仪器还有Aviso公司的CellCelector。值

得一提的是, CellCelector的收集模式分为单细胞模

式、刮取模式和甲基纤维素模式, 操作者可以根据

自己的期望和要求选择合适的模式。CellCelector
的高CO2和加热(37 °C)性能可以模拟细胞生长的环

境, 保证了细胞在最佳的环境中完成筛选过程。

半固体培养法使细胞在流动性低的培养环境

下生长成分散的群落, 一个群落代表一个克隆。自

动化和成像技术的发展使得半固体筛选法具有更高

的效率、选择性、灵敏度和灵活性。

必须注意的是, ClonePix FL需要等到细胞形成

一定大小的群落才能进行克隆挑取; CellCelector虽
然有单细胞收集模式, 但是由于收集单细胞的玻璃

毛细管价格昂贵, 需要特殊的维护, 比较常用的还是

甲基纤维素模式。

4   流式细胞术和细胞分选(flow cytometry 
and cell sorting)联用方法

将待测的细胞经荧光染料(FITC、PE和PerCP

等)或荧光标记物特异性染色, 用特定波长的激光束

照射, 激发荧光。前向角光散射(forward angle light 
scatter, FSC)和侧向角光散射(side angle light scatter, 
SSC)分别表征细胞的相对大小和内部颗粒度, 相对

荧光强度值能反映细胞目标的相对表达水平。根据

这些特性, 在混合的细胞群中可检测和选择性地分

离出想要的克隆。流式细胞术和细胞分选可以与以

下技术联用, 建立特异性强、精确度高、快速及高

通量的克隆筛选方法。

4.1   凝胶微粒

凝胶微粒(gel mocrodrop, GMD)和流式细胞术

结合的方法可以快速检测细胞群中单个细胞的蛋白

分泌情况。图1描绘了该方法的基本原理: 生物素化

的琼脂糖凝胶通过链霉亲和素与生物素化的捕获试

剂连接, 细胞被包裹在里面; 细胞分泌的分子在胞外

与捕获试剂特异性结合; 荧光标记的检测试剂和被

捕获的分子互补结合, 被固定在凝胶微粒中[7]。因此, 
通过流式细胞术检测凝胶微粒的相对荧光强度可以

预测产物的分泌情况, 鉴定和分选单克隆细胞。

GMD可用于细菌、真菌、哺乳动物细胞等单

细胞水平的筛选。GMD的制备和使用可根据细胞

和分泌分子的不同进行设计, 通用性强, 灵活度高。

常规的流式细胞荧光分选技术(fluorescence activated 
cell sorting, FACS)只能检测细胞表面的分泌物, 而
GMD可使分泌到胞外的分子阻留在GMD中, 直接

分析细胞的分泌特性[9]。GMD的生物相容性好, 筛
选完的细胞可以继续培养。 

GMD也有一些不足, 如需要特殊的仪器来制备, 
需要针对不同的细胞进行方法开发[10]。由于GMD的

渗透性好, 小部分分子可能会分泌到邻近的GMD中, 

Gel microdrop

Cell

Agarose
Avidin Biotin

Capture antibody

Secreted product

Fluorescent detection antibody

图1  凝胶微粒原理图(根据参考文献[8]修改)
Fig.1   Schematic representation of gel microdrop (modified from reference [8])
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导致出现假阳性结果[11]。根据泊松分布制备的GMD
中, 单细胞率只有10%~15%[12]。此外, GMD的直径

一般为35~50 μm, 分选时需要直径200 μm的喷嘴, 一
般的流式细胞仪没有相关配置[13]。NS0等脆弱细胞

的活性在去除凝胶包被的过程中有所降低[14]。

4.2   亲和捕获表面展示

和GMD原理相似, 如图2所示, 亲和捕获表面展

示(affinity capture surface display, ACSD)利用生物素

和亲和素的结合, 将分泌分子捕获在细胞表面, 利用

荧光标记试剂结合FACS技术对单细胞的分泌情况

进行直接的定量测量。不同的是, ACSD用的是含有

10%明胶的高黏度培养基, 能够将分泌产物阻留在

细胞表面, 不会出现假阳性现象[15]。

ACSD通用性强, 制备所需的试剂便宜, 不需要

特殊的设备, 过程简单, 能够快速高通量地筛选想要

的细胞。与GMD对FACS仪器的喷嘴大小要求相反, 
ACSD可以和任何标准配置的FACS联用。分选出的

细胞可以立即培养, 不需要做去膜处理[13], 也可以保

持细胞的活性。

ACSD的饱和度比GMD低很多[14], 因此, 检测限

相对狭窄, 不利于区分不同表达水平尤其是高表达的

细胞。该方法需要根据不同的细胞和分泌分子而改

动[10]。

4.3   低温捕获法

GMD和ACSD是通过特殊的生物材料将细胞

分泌的产物固定在细胞表面, 然而, Andre等[16]发现, 
融合蛋白FGF-2-GFP自发地聚集在细胞膜外表面的

蛋白簇中, 蛋白簇富含硫酸肝素糖蛋白。Brezinsky
等[17]建立的细胞表面标签系统也证实了目标融合蛋

白和细胞表面的糖蛋白结合。单个细胞表面的蛋白

含量与细胞分泌的蛋白数量有着显著的相关性[18-19]。

用荧光标记的试剂直接对细胞膜染色, 表面荧光强

度作为重要的筛选标准, 可用来表征单细胞蛋白的

分泌情况。经验证, 该方法在较低的温度(如4 °C)下
荧光强度很稳定, 因此被称为低温捕获法[20-21]。

报告基团的引入拓展了该方法的适用范围。

非荧光报告蛋白CD20是一种正常情况下在CHO细

胞不表达的蛋白, 将目的蛋白基因和CD20基因通

过内部核糖体进入位点(internal ribosome entry site, 
IRES)连接, 两者同时转录在一条mRNA上, 分开翻

译[22]。用抗CD20的荧光标记抗体检测CD20的表达

量, 从而预测目的蛋白的表达量。

低温捕获法在杂交瘤细胞、CHO、NS0、毕赤

酵母的克隆筛选和分离中都有成功的运用[23]。该方

法能在克隆筛选早期预测摇瓶中克隆的表达水平, 
这比检测细胞上清的蛋白含量更快速和准确[22]。与

GMD和ACSD相比, 该方法更加简单。细胞表面标

记与FACS联用可以缩短筛选周期, 减小工作量。

然而, 不是所有细胞的表面蛋白含量和分泌量

都具有显著的相关性, 且该方法对细胞的蛋白传递

能力有严格的要求, 细胞膜表面的蛋白含量需要达

到一定水平才能保证检测的准确度[17]。

4.4   荧光蛋白共表达

以绿色荧光蛋白(green fluorescenct protein, 
GFP)为代表的荧光蛋白家族是完全由基因编码的

荧光探针, 可用于基因表达的研究[24]。GFP不需要

借助其他底物和辅酶, 在特定波长的激光激发下自

身就能发光。将GFP或其衍生物的基因和目的基因

一起编入双顺反子表达载体, GFP的荧光强度与表

达量成良好的线性关系[25]。GFP的表达量间接反映

Cell

AvidinBiotin

Capture antibody

Secreted product

Fluorescent detection
antibody

图2  亲和捕获表面展示原理图(根据参考文献[8]修改)
Fig.2  Schematic representation of affinity capture surface display (modified from reference [8])
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了目的蛋白的表达量, 因此, 荧光报告物的强度和目

的蛋白的产量有着良好的相关性。

随着流式细胞术的发展, GFP等自体荧光蛋白

作为报告物得到了更广泛的应用: (1)当目的产物是

抗体时, 不同的荧光蛋白(绿色荧光蛋白和黄色荧光

蛋白)分别与抗体的重链和轻链基因通过IRES相连, 
共转染进细胞, 如果细胞表达了抗体重链和轻链, 
则会发出两种荧光[26]; (2)分裂型GFP报告系统将两

个GFP片段的基因分别与抗体重链和轻链基因编码

在两个载体上, 当细胞同时表达两个载体时, 两个

GFP片段折叠组装成完整的GFP分子, 能够发出绿

色荧光[27]; (3)GFP还可与金属硫蛋白组成筛选标记

MTGFP, 该复合物与目的蛋白基因共表达, 既能够

可视化检测细胞的表达水平, 又能提高克隆的筛选

效率[28]。

GFP可用于多种细胞, 适用范围从微生物直到

哺乳动物细胞。GFP的表达对细胞的生长和代谢没

有影响[29], 蛋白本身对细胞无毒[28]。荧光蛋白(fluo-
rescenct protein, FP)不需要特殊的准备过程和辅因

子, 通过荧光强度直观地筛选出高表达克隆。相较

于单荧光系统, 多荧光系统的适用性更广泛, 精确

度更高。不同突变体(蓝色荧光蛋白和黄色荧光蛋

白等)的出现促成了多荧光报告系统发展。然而, 新
型的分裂型GFP报告系统有着更明显的优势: 片段

的互补配对比多荧光筛选的准确性高; 双色荧光系

统只能分别完成对抗体重、轻链的相对定量, 而分

裂型GFP系统可用于抗体的定量分析[27]。

GFP的表达水平受到多种因素的限制, 比如启

动子和细胞类型, 需针对具体情况充分考虑该方法

的可行性。另外, GFP不能出现在最终产品中, 需要

通过纯化除去。

5   方法比较
转染后的细胞间存在着基因型的差异, 可能的

原因有基因重组时出现了基因缺失, 或是外源修饰

时发生了基因沉默等[3]。即使基因型相同的细胞在

生长特性、表达水平和产品质量等方面也会有差异, 
而这种细胞间的固有差异是不可避免的。美国FDA
规定, 生产重组药物的工程细胞株必须来源于同一

个细胞。因此, 找到筛选分离单细胞和验证单克隆

性的方法是克隆筛选过程中亟待解决的问题。在转

染后的细胞群中, 细胞的分布遵循泊松分布规律, 大

部分细胞的表达量在平均水平, 而少部分细胞的表

达量高于平均水平。为了找到满足条件的高表达细

胞株, 需要进行大量的筛选工作。为了解决上述问

题, 需要结合现有资源、所筛选的细胞类型和目的

药物, 寻找最合适的克隆方法。

克隆筛选是细胞株构建中至关重要的环节。除

去适用于贴壁筛选的克隆环法, 有限稀释法、半固

体培养法、流式细胞术和细胞分选都在生产用细胞

株的筛选中有广泛的应用。下面从工作效率、单克

隆率、筛选周期、细胞类型、所用试剂及克隆表达

水平等方面综合评价三种方法。

5.1   工作效率

三种方法都可使用自动化设备: 有限稀释法可

利用自动化工作站进行稀释和铺板工作; 半固体培

养法使用Clonepix FL和CellCelector等克隆挑取设

备, 按照事先设定好的程序和参数自动完成克隆的

筛选和挑取; 流式细胞仪的商业化产品如Becton-
Dickinson公司的FACS、Beckman-Coulter公司的

EPICS系列等都能自动鉴定和分选想要的克隆。有

限稀释法的铺板速度是50 s/块96孔板; 半固体培养

法挑取克隆的速度是30~50 min/块96孔板; 流式细

胞术和细胞分选的检测速度是1 000~5 000细胞/s, 大
型机器能达到100 000细胞/s, 分选速度大于1 000
细胞/s。自动化设备大大节约了时间和人力。另外, 
除了凝胶微粒法需要专业人员外, 其他方法都比较

容易操作。但是, 自动化仪器的价格都比较昂贵。

5.2   单克隆率

有限稀释法、流式细胞术和细胞分选能在单

细胞水平对克隆进行筛选, 而且能通过拍照证明所

选的克隆源于一个细胞。Genetix公司也给出了使用

Clonepix系列仪器挑取克隆的单克隆率计算公式: 单
克隆率=[1–0.25×π×(d1+d2)2×(n–1)/(0.25×π×D2)]×100%, 
其中, d1和d2分别为两个挑取克隆群落的直径, n为克

隆个数, D为培养孔的直径[30]。这是一个统计学公式, 
由接种密度和克隆大小的关系得出细胞的单克隆率。

假设挑取的克隆直径为0.4 mm, 六孔板直径为35 mm, 
一个孔挑取25个克隆, 那么单克隆率为99.75%。如

果进行两轮筛选, 单克隆率会提高到99.98%。

5.3   筛选周期

图3比较了三种方法的细胞株构建过程。半

固体培养基法从克隆筛选到亚克隆表达大约需要

11~12周, 比另外两种方法多用一个月时间。
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5.4   细胞类型

有限稀释法和半固体培养法适用于大多数哺

乳动物细胞的筛选。脆弱细胞的分选尽量避免用流

式细胞术。

5.5   试剂

根据美国FDA的要求, 药物生产的过程中尽量

不要加入动物来源的物质。流式细胞术和细胞分选

法可以选择是否使用外源抗体。半固体培养法必须

使用外源抗体。

5.6   克隆表达水平

克隆筛选的早期可以通过荧光值的高低预测

克隆的表达水平。流式细胞术通过分选时细胞表面

的荧光值预测克隆的表达水平。有限稀释法根据培

养1~3 d的细胞上清的蛋白检测值对克隆进行排名。

经统计学分析, 克隆的蛋白检测值排名与最终表达

量的关系不显著。半固体培养法检测的是细胞在

半固体培养基中培养了10~14 d积累而来的表达量。

值得一提的是, ClonePix系列仪器能够从低表达的

细胞群中筛选出高表达的克隆, 因此受到国外一些

大型制药公司的青睐。Merck和MedImmune也开发

了FACS和单细胞成像技术结合的克隆筛选方法[3]。

6   结论
有限稀释法适用范围广, 不含动物来源物质, 

成本低; 流式细胞术和细胞分选工作效率高, 筛选通

量大。这两种筛选方法的筛选周期短, 但是单细胞

率和成克隆率有待提高。半固体培养法虽然筛选周

期略长, 单克隆性证据不如另两种方法充分, 但筛选

的克隆表达水平高。三种方法各有优缺点, 克隆筛

选时要根据实际情况选择最合适的方法。如果考虑

生产周期, 前两种方法能缩短一半的时间, 大大节约

了药物研发的时间成本。若站在单克隆性的角度上, 
相较于通过概率计算得出的单克隆率, 部分研究者

更愿意相信清晰可靠的单细胞成像图片, 这也是前

两种方法的优势。当然, 要想得到表达量高的克隆, 
使用半固体法更为稳妥。
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