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CHO细胞重组抗体表达载体的构建策略及进展
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新乡 453003; 3平顶山市电业局职工医院, 平顶山 467000)

摘要      近年来, 重组蛋白被用来治疗多种不同的疾病, 其中重组单克隆抗体是增长最快速

的一类生物治疗性重组蛋白。中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, CHO)细胞是目前最常用的重

组抗体生产的宿主细胞。表达载体是重组抗体表达的重要部分, 直接影响抗体表达的水平和质

量。目前, CHO细胞重组抗体表达载体的构建策略主要有单顺反子表达载体、多启动子表达载体、

IRES连接载体、Furin-2A连接载体、抗体融合蛋白等。其中, Furin-2A连接载体由于具有多种优点

而逐渐成为表达重组抗体的一种重要策略, 尤其是其具有较高的自剪切效率、连接的两个基因表

达较为平衡、基因序列短小等优点。该文概括了目前构建CHO细胞重组抗体表达载体的策略、优

缺点及其进展。
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The Construction Strategy and Progress of the Recombinant 
Antibody Expression Vector in CHO Cells
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Abstract       In recent years, recombinant proteins are used in the treatment of different diseases. Among of 
them, monoclonal antibodies (mAbs) are currently the fastest growing class of biotherapeutic recombinant proteins. 
Chinese hamster ovary (CHO) cell is the most commonly host cells for the production of recombinant antibodies. 
Expression vector is an important part of recombinant antibody expression, which influences the expression level 
and quality of recombinant antibody. At present, the construction strategies of recombinant monoclonal antibodies 
expression vectors are mainly multiple-promoter expression vector, IRES-mediated vector, Furin-2A-mediated vector 
and antibody fusion protein in CHO cells. Among of them, Furin-2A-mediated vector present an effective approach 
to construct the recombinant protein expression vector with a variety of advantages, especially of its high “self-
cleavage” efficiency, good balance of two genes expression and its short gene sequences. In this study, the strategies 
of constructing recombinant monoclonal antibodies expression vector in CHO cells and its potential advantages, 
disadvantages and progress are reviewed.
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随着基因工程的不断发展, 对重组性治疗蛋白

的需求大幅度增长[1-2]。治疗性单克隆抗体(mono-
clonal antibody, mAb)作为一种重要的重组蛋白具

有特异性和免疫原性小等特点, 近年来发展迅速, 
己成为肿瘤、免疫系统疾病等多种疾病的前沿治

疗药物[3-4]。到目前为止, 已有69种治疗性抗体及11
个Fc抗体融合蛋白获得批准, 还有几百种仍在进行

临床实验[5]。

重组抗体又叫基因工程抗体, 是利用DNA和蛋

白质工程技术, 在基因水平上对免疫球蛋白分子进

行适当加工改造, 重新装配导入受体细胞后表达出

来的抗体分子。抗体类药物经历了鼠源抗体、嵌合

抗体、人源化抗体、全人源化抗体的发展历程。近

年来, 随着分子生物学技术的不断发展, 市场上出现

了各类新型抗体药物, 包括新结构抗体偶联药物、

新结构人源化单克隆抗体、抗体融合蛋白等。其中, 
抗体融合蛋白是在基因水平上将目的基因同免疫球

蛋白部分片段基因通过连接子(linker)基因相连, 并
在真核或原核表达系统中表达的重组蛋白。根据

结合的Ig片段不同, 可以将融合蛋白分为Fab融合蛋

白、Fc融合蛋白、单链抗体(scFv)融合蛋白。目前

已上市的13个融合蛋白药物中, 有11种均为抗体Fc
融合蛋白药物(表1)。单克隆抗体是一类四聚体糖蛋

白。具有生物活性的抗体分子的轻、重链需要经过

折叠、组装和适当的糖基化修饰[6]。已上市抗体的

临床研究显示, 宿主细胞是影响抗体药物的免疫原

性和临床疗效的重要因素[7]。然而, 常用的异源蛋白

表达系统中, 大肠杆菌表达系统的表达产物翻译后

修饰简单, 只适合表达抗体片段或单链抗体, 不适合

表达翻译后修饰对其有影响的全抗体分子[8-9]。由于

昆虫细胞、酵母细胞和转基因植物等不具有翻译后

修饰能力, 导致其所表达的重组抗体和人天然抗体

的质量差异显著[10]。重组抗体的表达只有哺乳动物

细胞比较适合。因此, 目前已经上市的治疗性抗体

中, 除了一部分抗体片段外, 大部分是由哺乳动物细

胞生产的[11-13]。与其他系统相比, 哺乳动物细胞表

达系统产生的重组抗体与天然抗体的分子结构、糖

基化的类型和方式极为相似, 并且哺乳动物细胞能

够以悬浮培养或者在无血清的培养基中进行大规模

培养[14]。中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, CHO)
细胞表达系统是目前重组抗体生产的首选系统, 重
组抗体表达载体是CHO细胞表达外源蛋白的关键因

素[15]。本文对一些目前在CHO表达系统中常用的构

建重组抗体表达载体策略的特点及优缺点进行了综

述(表2), 并对重组抗体表达载体在重组抗体的表达

研究进行了展望。

1   CHO表达系统
治疗性重组抗体由于需要糖基化等翻译后修饰

才能够具备活性, 因此, 绝大部分治疗性重组抗体是

在哺乳动物细胞中生产的。其中CHO细胞是最常用

的表达系统[16]。当前, 经欧洲药品管理局(EMA)或美

国食品药品监督管理局(FDA)批准上市的抗体药物

超过70种, 其中51种是由CHO细胞产生的[17-18](表1)。
与其他表达系统相比, CHO表达系统占有很大优势: 
(1)更适用于悬浮培养, 可以满足大规模工业生产重组

蛋白的要求[19]; (2)产生的抗体分子在结构、功能方面

和天然抗体分子较接近; (3)所含人类病毒极少[20]; (4)
外源基因可以在CHO细胞中稳定地整合; (5)CHO细

胞是成纤维细胞, 几乎不分泌内源性蛋白, 因此对目

标重组抗体的分离纯化工作十分有利[11]。治疗性重

组抗体在CHO细胞表达时, 需要将重链、轻链两种

基因同时转染, 如何成功筛选单克隆抗体细胞株, 以
及两种基因表达效率是否一致, 这些问题都给抗体

药物研发带来了一定的挑战。因此, 重组抗体表达

载体的构建尤为重要。

2   重组抗体表达载体构建策略
2.1   单顺反子载体

目前较为普遍应用的一种表达重组抗体的方

法, 是使用两种载体分别携带重链和轻链编码序列

共同转染靶细胞, 载体整合到宿主细胞进行重组抗

体表达(图1A)。由于重链和轻链分别在各自的启动

子和开放读码框转录出重链或者轻链抗体, 所以具

有重链和轻链的表达量可控的优势, 缺点是工作量

较大, 筛选出目的蛋白的概率较低[21-22]。此外, 在实

践中会遇到一些问题[23-24]: (1)采用两种独立载体转

染细胞时需要提取两种质粒, 增加了质粒提取的工

作量; (2)需要选择两种筛选标记, 给目的基因的筛

选带来一定的难度; (3)需要精确调整两种载体转染

量; (4)两种目标载体的共转染效率和目的基因的共

表达效率存在一定的差异; (5)不同筛选标记基因与

目的基因的共整合效率影响目的基因的表达。这些

问题会给抗体药物的研发和生产带来时间和成本上
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表1   美国食品药物监督管理局和欧洲药品管理局批准的CHO细胞中产生的重组抗体a

Table 1   Recombinant antibody produced in CHO cell approved in the  US Food and Drug 
Administration and European Medicines Agencya

重组抗体

Recombinant antibody
FDA第一次批准年份

Year of first FDA approval
EMA第一次批准年份

Year of first EMA approval
适应症

Therapeutic indication
Bezlotoxumab 2016 2017 预防艰难梭菌感染复发

Benralizumab 2017 Not approval 严重的嗜酸性哮喘

Avelumab 2017 Not approval 默克细胞癌

Dupilumab 2017 Not approval 甾体依赖性哮喘、特应性皮炎

Durvalumab 2017 Not approval 转移性移行细胞癌

Ocrelizumab 2017 Not approval 多发性硬化症

Brodalumab 2017 Not approval 银屑病

Olaratumab 2016 2016 肉瘤

Daratumumab 2015 2016 多发性骨髓瘤

Ixekizumab 2016 2016 斑块性银屑病

Atezolizumab 2016 Not approval 尿路上皮癌

Secukinumab 2015 2015 严重斑块性银屑病

Mepolizumab 2015 2015 哮喘

Nivolumab 2015 2015 黑色素瘤

Alirocumab 2015 2015 高胆固醇血症

Idarucizumab 2015 2015 血栓与止血

Evolocumab 2015 2015 血脂异常、高胆固醇血症

Pembrolizumab 2014 2015 黑色素瘤

Vedolizumab 2014 2014 溃疡性结肠炎

Siltuximab 2014 2014 中心型巨大淋巴结增生症

Alemtuzumab 2013 2014 多发性硬化症

Trastuzumab emtansine 2013 2013 乳腺癌

Pertuzumab 2012 2013 乳腺癌

Obinutuzumab 2013 Not approval 白血病

Brentuximab 2011 2012 淋巴瘤

Ipilimumab 2011 2011 黑色素瘤

Denosumab 2011 2011 骨质疏松

Tocilizumab 2009 2010 类风湿性关节炎

Panitumumab 2006 2007 转移性结直肠癌

Catumaxomab 2009 2009 恶心腹水

Bevacizumab 2004 2005 结直肠癌

Omalizumab 2003 2005 过敏性哮喘

Efalizumab 2003 2004 银屑病

Ibritumomab tiuxetan 2002 2004 淋巴癌

Adalimumab 2002 2003 类风湿性关节炎

Alemtuzumab 2001 2001 淋巴癌

Trastuzumab 1998 2000 乳腺癌、胃癌

Rituximab 1997 1998 非霍奇金淋巴瘤

Basiliximab (fusion protein) 1998 1998 肾脏移植

Alefacept (fusion protein) 2003 2009 银屑病

Abatacept (fusion protein) 2005 2016 类风湿性关节炎

Aflibercept (fusion protein) 2011 2012 黄斑性变

Belatacept (fusion protein) 2011 Not approval 移植排斥

Etanercept (fusion protein) 1998 2000 风湿性关节炎

Romiplostin (fusion protein) 2008 Not approval 血小板减少症

Dulaglutide (fusion protein) 2014 2015 2型糖尿病

Albiglutide (fusion protein) 2014 2014 2型糖尿病

Eloctate (fusion protein) 2014 Not approval 血友病A
Alprolix (fusion protein) 2014 2017 血友病B
Rilonacept (fusion protein) 2008 2009 自身免疫性疾病

Ziv-Aflibercept (fusion protein) 2012 2012 结直肠癌

FDA: 美国食品药品监督管理局; EMA: 欧洲药品管理局; Not approval: 未批准。a表示公共资源获得数据(2017); 可能有的批准的产品未全部列出。

FDA: US Food and Drug Administration; EMA: European Medicines Agency; adata acquired from publically available resources (2017); all ap-
proved products may not be included.
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的挑战。因此, 需要构建多顺反子载体实现单一载

体上重组抗体的重连和轻链基因和筛选标记基因共

同表达。
 2.2   多启动子表达载体   

多启动子表达载体是基因工程中重组抗体表

达载体的一种, 多启动子表达载体是单一载体内含

多个独立转录单元, 各自含启动子和开放读码框, 转

录出多种不同的mRNA并翻译出不同的蛋白。目

前, CHO细胞表达载体中的启动子主要来自SV40、
LTR(long terminal repeat)、EF-1α(eukaryotic transla-
tion elongation factor-1α)和CMV(cytomegalovirus)。
研究发现, EF-1α是最强的启动子之一[25]。采用多启

动子表达载体启动单克隆抗体表达, 其表达盒含有

各自的独立启动子, 能转录出两种不同的mRNA并

A: 单顺反子表达载体; B: 多启动子表达载体; C: IRES介导表达载体; D: Furin-2A介导表达载体。GOI: 目的基因; PolyA: 多聚腺苷酸信号肽; 
IRES: 内部核糖体进入位点; F2A: Furin-2A.
A: monocistronic vector; B: multi-promoter expression vector; C: IRES-mediated vector; D: Furin-2A-mediated vector. GOI: gene of interest; PolyA: 
polyadenylation signal; IRES: internal ribosomal entry; F2A: Furin-2A.

图1   单克隆抗体表达载体的示意图

Fig.1   Schematic representation of the monoclonal antibody expression vectors

(A)

(B)

(C)

(D)

表2   在CHO细胞中重组抗体表达载体的优缺点

Table 2   Advantages and disadvantages of vectors for recombinant antibody expression vector in CHO cells
载体

Vector
启动子

Promoter
优点

Advantages
缺点

Disadvantages
参考文献

References

Monocistronic vector    CMV
 SV40

HC and LC are proportionally 
coordinated

Big workload; low target 
protein screening

[21-24]

Multi-promoter vector    CMV
 SV40
 EF-1α

Higher antibody titers; improve the 
expression efficiency of exogenous 
genes

Imbalance of gene expre-
ssion level; interference or 
inhibition between 
promoters

[5,25-26,28]

Tricistronic vector
  IRES-mediated vector CMV 

SV40
CHEF

Avoid protein inactivation and 
misla-beling; express relatively 
complete recombinant proteins

The downstream transla-
tion efficiency is low

[29,31-34,36-37]

  Furin-2A-mediated   vector CMV 
SV40
CHEF

Short gene sequences; self-cleaving 
efficiency; balanced expression of 
the two linked genes  

Unsheared precursors; 2C 
residual protein 

[38,41]

CMV: 巨细胞早期病毒; SV40: 猿猴病毒40; CHEF: 中国仓鼠延长因子; EF-1α: 延长因子-1α; HC: 重链; LC: 轻链。

CMV: cytomegalovirus major immediate-early; SV40: 40 Simian virus; CHEF: Chinese hamster elongation factor; EF-1α: elongation factor-1α; 
HC: heavy chain; LC: light chain.
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翻译出重链和轻链抗体(图1B)。这种方法操作简单、

可靠, 独立的启动子易于调节表达产物抗体的活性

和特异性, 并且可以提高重组抗体的表达效率。在一

定程度上优越于两个独立载体分别携带重链和轻链

基因同时转染靶细胞[5,26]。Bayat等[5]采用CMV启动

子构建了双启动子重组抗体表达载体、单顺反子表

达载体及双顺反子表达载体, 瞬转结果及稳定结果

都显示, 双启动子表达载体抗体滴度最高。

研究发现, 启动子和核基质结合区组合可以提

高重组蛋白的表达, 阻止启动子的甲基化并增加表

达的稳定性[27]。但是由于多启动子表达载体中各个

基因分别含有各自的转录子, 这就有可能造成基因

表达水平不平衡[28], 即导致抗体表达的重链和轻链

的比例不平衡, 启动子间也有可能发生干扰、抑制

或者基因的重排现象。大多数情况下, 载体的容量

有限, 导致难以容纳两个以上的转录单元, 这也在一

定水平上地限制了这种方法的应用。

2.3   三顺反子表达载体   
三顺反子载体允许LC(light chain)、HC(heavy 

chain)和选择标记基因表达在同一个信使RNA中, 即
三个基因同时表达, 并尽量减少传统载体带来的相

关问题。此外, 三顺反子表达载体可以使LC和HC的
生产有类似的水平, 产生较高的mAb表达水平, 较少

的聚合物和一致的糖基化。此外, 可以利用内部核

糖体进入位点(IRES)和Furin-2A肽联合构建三顺反

子表达载体。

2.3.1   IRES连接载体      内部核糖体进入位点(inter-
nal ribozyme entry site, IRES)是位于一些病毒基因组

内部的一段含有几百个碱基对非编码序列, 通常位

于RNA病毒的5′UTR中, 它介导5′帽非依赖性的翻译

起始, 允许多种基因在同一条mRNA上表达[29]。在

翻译过程中, IRES可以与核糖体结合, 起始IRES下
游基因的表达[30]。采用IRES连接重组抗体的重链和

轻链时, IRES和重链、轻链在上游启动子的控制下

转录成为同一条mRNA, 并且在翻译时, 位于IRES上
游基因遵循真核生物基因的帽依赖性方式进行翻译

起始, 而其余基因通过帽独立机制进行起始翻译, 实
现了IRES序列连接的重链和轻链在同一个转录单

位表达[29,31-32]。两个基因位于IRES元件的前后位置, 
能够表达较为完整的重组蛋白(图1C)。

利用IRES元件可以克服内部启动子间的抑制

现象, 更有利于IRES上下游目的基因的有效表达, 

是近年来构建重组抗体表达载体的重要方法。传统

的构建载体中目的基因和筛选基因存在不同的表达

盒, 一般通过在抗药基因上施加压力进行筛选阳性

克隆, 所以筛选出的阳性克隆的表达一般不高。然

而, 采用IRES元件连接两目的基因的载体, 筛选出

的阳性克隆大多数均可表达目的基因[33]。IRES介导

的三顺反子表达单克隆抗体时, IRES连接重链、轻

链和抗性基因在同一个载体上进行表达, 增加阳性

克隆的产生, 提高单克隆抗体的产量, 并且使重链和

轻链的比例控制在相似水平上[34]。采用IRES构建抗

人肿瘤坏死因子-α单克隆抗体的三顺反子表达质粒

并在CHO细胞中进行表达, 结果显示, 抗体表达量有

明显的提高[35]。

然而, 研究显示, 由IRES元件介导三顺反子表

达载体中, IRES上下游的目的基因表达量存在一定

差异, 帽依赖性基因的表达量高于帽独立性基因[36]。 
虽然转录时mRNA是等量的, 但翻译存在差异, 所以

构建重组抗体表达载体时需要考虑目的基因的位

置[37]。

2.3.2   Furin-2A连接载体      2A肽是首先在小核糖

核酸病毒中发现的一种具有“自剪切”功能的肽链。

除了首次在口蹄疫病毒(foot-and-momh disease virus, 
FMDV)中发现的2A肽外, 其又在多种病毒中发现, 
如马鼻炎A病毒(equine rhinitis A virus, ERAV)、猪特

斯琴病毒(porcine teschovirus)和点褐翅蛾病毒(Tho-
sea asigna virus)等病毒。FMDV2A是其中的典型代

表, 具有多种优点而逐渐成为表达重组抗体的一种

重要策略, 尤其是其较高的自剪切效率、连接的两

个基因表达较为平衡并且具有短小的基因序列[38]。

相关研究表明, 在2A肽上游加上一段Furin蛋白

序列可以去除裂解后多余的氨基酸[39-40](图1D)。2A
肽比IRES小很多, 大约20个氨基酸, “自剪切”发生在

最后两个氨基酸甘氨酸(G)和脯氨酸(P)之间, 在2A
肽的C-端, 产生等量的共表达重组抗体[41]。已有实

验研究显示, 当在CHO细胞中表达单克隆抗体时, 分
别用IRES介导和Furin-2A介导的三顺反子载体表达

重组抗体时, 采用Furin-2A元件时产生的单克隆表

达量明显高于采用IRES元件, 并且重组抗体表达量

受到重链和轻链的顺反子位置的影响[29]。当轻链置

于2A上游、重链置于2A下游时(LC-F2A-HC), 单克

隆抗体表达量是IRES介导的LC-IRES-HC的三倍[29]。

即Furin-2A介导的表达载体重组抗体表达量高于
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IRES介导的表达载体, 并且当轻链表达量高于重链

时, 更有利于重组抗体的表达。相关研究已证实, 将
2A序列与IRES一起用于构建多顺反子载体, 可提高

基因治疗的效率[34]。

然而, 运用Furin-2A在体外构建三顺反子表

达载体时, 常常出现不完全剪切现象, 剪切效率在

85%~95%之间。同时, 上游抗体C-端2A残基的残留

可能影响蛋白的功能和定位。这些都是需要进一步

解决的问题。

3   展望
目前, 单顺反子表达载体、多启动子表达载体、

多顺反子表达载体、抗体融合蛋白等策略在重组抗

体表达中已经得到了应用。其中, 2A序列在构建重

组抗体表达载体中具有序列短小、操作简单、上下

游基因表达平衡性好等优点。但是, 2A自剪切的确

切机制还不清楚, 存在未剪切的多聚蛋白前体, 同
时, 上游蛋白C-端2A残基的残留可能影响重组抗体

的功能, 这些都需要进一步研究和解决。我们提出, 
在今后的研究中需要通过使用顺式作用元件来进一

步提高重组mAb的生产力。此外, 增强Furin-2A介

导的载体的自我裂解能力也有利于确保HC和LC蛋
白的正确和等量表达。
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