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摘要      哺乳动物表达系统因其具有类似于人源化细胞的翻译后修饰方式 , 已经成为重组蛋

白药物生产的主要表达系统。中国仓鼠卵巢 (Chinese hamster ovary, CHO)细胞是生产重组蛋白的

理想哺乳动物细胞宿主 , 目前近70%批准上市的重组蛋白药物是由CHO细胞生产的。常规细胞培

养所用的培养基需要补充血清才能正常生长 , 但血清存在来源批次不一、下游分离纯化困难、支

原体污染潜在风险等缺点, 因此, CHO细胞生产重组蛋白药物要求必须用无血清培养基培养避免以

上问题产生。近年来, 围绕无血清培养基进行了大量研究, 并取得了显著进展。该文综述了CHO细

胞的特性、无血清培养基的基础成分及作用, 以及一些特殊添加剂的作用等方面的研究进展。
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Abstract       Mammalian expression system has become the main expression system for the production of 
recombinant protein, due to its similarity of the post-translational modification to the human cells. CHO (Chinese 
hamster ovary) cells are ideal mammalian expression hosts for recombinant protein production. The medium 
used for routine cell culture requires supplemental serum for normal growth. However, due to the disadvantages 
of serum, such as different sources and batches, difficulty in downstream separation and purification, and 
potential risk of mycoplasma contamination. Therefore, serum-free culture medium is required for CHO cells to 
produce recombinant protein drugs to avoid the above problems. In recent years, a lot of researches have been 
performed on serum-free medium, and remarkable progress has been made. In this review, the characteristics 
of CHO cells, the basic components and functions of serum-free medium, and the functions of some special 
additives are reviewed. 
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哺乳动物表达系统生产的重组蛋白具有类似于

人源化细胞的翻译后修饰方式 , 常用于表达重组蛋白

药物, 中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, CHO)细胞

是其中最常用的, 约70%的重组蛋白药物是由CHO细

胞生产的 [1]。常规的细胞培养需要添加血清 , 但血清

的成分复杂、批次不一 , 存在如外源病毒因子和致病

因子污染、血清残留导致的过敏反应 , 以及细胞培养

的标准化和终产品纯化难度大等缺点[2-3], 难以用于重

组蛋白药物的生产。无血清培养基组成成分明确 , 可
避免血清的不同批次或不明组分对细胞培养的影响 , 
能在很大程度上避免或改善含血清培养基所带来的

上述缺陷 [4], 目前广泛用于重组蛋白药物生产过程中

CHO细胞的培养。

1   CHO细胞简介
CHO细胞系最初是在中国仓鼠的卵巢组织中建

立的 , 经过长期驯化和改造 , 目前已经发展出多个不

同的CHO细胞系, 常见的有CHO-K1、CHO-S、CHO-
DXB11、CHO-DG44等[5-6]。最原始的CHO-K1细胞是

贴壁培养, 需要添加5%~10%的血清才能生长, 发展至

今的CHO-K1细胞已驯化成适用于悬浮培养 , 并且多

种已上市的蛋白药物都是基于CHO-K1细胞开发生

产的。CHO-S细胞也是野生型细胞株 , 与CHO-K1都
来源于最原始的CHO细胞系 [7]。驯化后的CHO-S细
胞能在无血清的、化学成分确定的培养基中悬浮高

密度培养, 是被广泛用作重组蛋白表达的宿主细胞[8]。

CHO-DXB11细胞系 (也称为DUK-XB11), 是二氢叶酸

还原酶 (dihydrofolate reductase, DHFR)基因突变形成

的 , DHFR突变导致细胞不能还原叶酸 , 阻碍细胞生

长, 因此, 只有成功转入外源DHFR基因的细胞存活下

来 [9]。但随着传代次数的增加 , 细胞有较低概率恢复

DHFR基因活性, 而DHFR基因完全缺失的CHO-DG44
细胞则可以避免这一问题 , 并且在培养基中添加甲氨

蝶呤 (methotrexate, MTX)可以诱导细胞的DHFR基因

及其他与双顺反子关联在一起的目的基因的扩增 , 从
而提高重组蛋白产量 [10]。谷氨酰胺合成酶 (glutamine 
synthesis, GS)表达系统是将外源基因插入到含有GS
基因表达载体的下游 , 是生物制药行业广泛应用的哺

乳动物表达系统之一。宿主细胞可以选择内源性表

达GS基因的中国仓鼠卵巢细胞CHO-K1, CHO-K1细
胞表达内源性的GS基因 , 因此 , 阳性转染子需要在蛋

氨酸亚基代砜 (methionine sulfoxmine, MSX)加压和无

谷氨酰胺培养基的双重筛选中获得。实验证明 , 采用

GS筛选系统的CHO-K1细胞筛选效率高 , 这一研究成

果在促进重组药物蛋白的表达、提高蛋白产量、降

低生产成本等方面具有重大意义 [11]。2011年 , CHO
细胞系由深圳华大基因研究院 (Huada Gene Research 
Institute, BGI)与GT Life Sciences (GT)公司首次完成了

对其基因组的测序工作[12]。

CHO细胞作为哺乳类的细胞 , 与真核表达系统

中的酵母细胞、果蝇细胞S9的翻译后修饰相比 , 更
接近人源细胞蛋白质中的修饰 [13]。CHO细胞和其他

哺乳动物细胞相比有以下多方面优势 : (1) 不仅具有

贴壁生长的特点 , 还能在无血清无蛋白培养基中进

行高密度悬浮培养, 适于大规模的工业化生产; (2) 人
病毒在CHO细胞中繁殖较少 , 潜在危险小 ; (3) 隶属

于成纤维细胞 , 内源性蛋白分泌少 , 可高效分离和纯

化重组蛋白 ; (4) 具有重组蛋白的高表达和高扩增能

力。同时 , CHO细胞也有着自身无法避免的遗传缺

陷 , 即其胞内不含脯氨酸合成基因 , 导致无法将谷氨

酸转变为谷氨酸 -γ-半醛 , 并且在其合成的过程中还

需要在对应的培养基中添加辅助生长的L-脯氨酸[14]。

2   无血清培养基基本组成及作用
2.1   CHO无血清培养基的关键成分

最早动物来源的细胞培养所使用的培养基通

常是由血清 (人或胎牛 )、血浆或者组织类似营养成

分的提取物构成 , 血清包含多种血浆蛋白、多肽、

脂肪、碳水化合物、生长因子、激素及无机盐等 , 
其主要功能包括 : (1) 提供必要营养成分 , 血清包含

多种氨基酸、维生素、无机盐、脂肪及核酸衍生物; 
(2) 提供贴壁生长及扩散因子 , 血清包含一些化合

物, 如纤维黏连蛋白、层黏连蛋白等, 它们促进贴壁

生长 ; (3) 提供激素及多种生长因子 , 血清含有多种

激素 , 如胰岛素、肾上腺皮质激素 (氢化可的松、地

塞米松等 )、固醇激素 (雌二醇、睾酮、孕酮等 ), 能
刺激细胞生长和增殖, 促进分化功能, 血清中的生长

因子包括成纤维细胞生长因子、表皮生长因子、褶

皱生长因子及其他因子 ; (4) 提供结合蛋白 , 结合蛋

白运输低分子物质, 例如, 白蛋白运输维生素、脂肪

(脂肪酸、胆固醇)及激素, 转铁蛋白运送铁[15]。

但是由于这种培养基成分复杂、性质不确定 , 
并且有容易增加污染的风险 , 因此 , 开发一种无血

清、化学成分确定(chemically defined, CD)的培养基
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至关重要。但是相对于需要添加血清的基础培养基

(DMEM和DMFM-F12等 )来说 , 无血清培养基缺乏

了动物血清成分 (常见的胎牛血清和新生牛血清等 ), 
通常需要添加一些额外的组分 , 才能更好地维持细

胞生长。无血清无蛋白细胞培养基已经去除了任何

动物来源的蛋白质 , 通常只含有一些类固醇激素和

脂类前体等, 以替代动物激素、生长因子的作用, 此
外也会补充一些小分子肽类片段。CD培养基所有

成分的浓度都完全明确, 即使添加少量的蛋白质, 也
是可经过纯化处理、成分明确、浓度确定的蛋白质。

可以从以下组分进行优化改善: (1) 促生长因子及激

素类物质通常用来维持并促进细胞的正常生长 ; (2) 
结合蛋白和转运蛋白类如转铁蛋白参与铁的代谢过

程; (3) 各类微量元素如铁、锌、钴、硒等常见微量

元素 , 都具备不同的生理功能。而我们目前常用的

无血清培养基配方通常由20种氨基酸、碳源、脂类

混合物、维生素、微量元素、生长因子等多种基础

元素组成 , 不同的无血清培养基配方中也会增加一

些其特有的营养和保护成分 [16]。因商业化的无血清

培养基配方大多涉及商业机密 , 无法完全列出配方

组成及含量 , 现在文中对其中的特殊成分及作用进

行汇总(表1)。但是要开发化学成分明确的无血清培

养基 , 还是需要首先阐明无血清培养基的基本组成

成分 , 并明确无血清培养基中支持细胞生长所需的

特定的营养成分及其最低含量。

2.1.1   氨基酸      氨基酸是CHO细胞培养基, 尤其是

CD培养基中的关键成分。研究表明, 氨基酸种类和

浓度的不同比例对培养基中细胞的生长曲线和效

价, 甚至相关产物的糖基化模式产生极大影响[17]。

特定浓度的氨基酸不仅可以提高细胞密度和表达

量, 还能保护生物反应器中的细胞[18]。研究表明, 氨
基酸还可以充当信号分子, 从而降低哺乳动物的细

胞凋亡率, 因此, 在培养基设计中确定氨基酸浓度十

分重要[19]。

氨基酸有两大类: (1) 必需氨基酸(essential amino 
acid, EAA)是细胞不能合成的 , 必须作为细胞培养基

的组分 [20]; (2) 非必需氨基酸 (nonessential amino acid, 
NEAA)是可以由哺乳动物细胞自身合成的。另有多

种浓度氨基酸的响应表面分析显示 , NEAA和EAA的

不同浓度比可以提高重组单抗的产量 [21]。必需氨基

酸通常以高浓度供应。在某些培养基研究中 , 添加色

氨酸可增加生产抗体滴度和细胞密度 [22]。然而, 色氨

酸可被氧化并转化为四氢戊氧基、5-羟基色氨酸、N-
甲酰基犬尿氨酸或其他氧化产物 , 可能导致细胞生长

降低 , 导致培养基不同成分的变化 , 因此在处理和存

放培养基时 , 应避免强光照射以防止色氨酸氧化和降

解 [26]。苏氨酸也可改善细胞生长情况和生产力, 避免

细胞因用不同培养基培养而受到影响 , 同时也可影响

重组蛋白的唾液酸化 [23]。高浓度的赖氨酸和组氨酸

可以有效减少细胞环境中的酸性物质而不会影响生

表1   在DMEM-F12基础之上添加的组分(根据参考文献[15-16,75]修改)
Table 1   Adding components based on DMEM-F12 (modified from the references [15-16,75])

成分

Component
作用

Function
成分

Component
作用

Function

Ca(NO3)2 Supply trace elements Fe/Co Supply trace elements

KNO3 Supply trace elements Soy protein hydrolysates Provide cellular proteins

NH4NO3 Supply trace elements Yeast extract Provide nutrition

Succinic acid Promote cell growth 2-mercaptoacetic acid Provide nutrition

NaHCO3 Adjust the pH 2-aminopyridine Provide nutrition

Ribose Provide nucleotides Acid hydrolyzed casein Provide trace protein

Thiamine Supply trace elements Soluble starch Regulate the cell growth

Cellulose Regulate cell growth Riboflavin hydrochloride Provide vitamins

Alditol Involved in sugar regulation Choline bitartrate Provide nutrition

Inositol Provide nutrition Reduced glutathion Provide amino acids

VE Provide nutrition Sodium selenite Promote the absorption of various elements

VB6 Provide nutrition Lipoic acid pH regulation

Putrescine Regulate the intracellular Ferric citrate Involved in metabolic regulation

Fructose Involved in glucose metabolism Ethanol amine Provide an aerobic growth environment

Trehalose Involved in glucose metabolism Block polyether F-68 Protect cells from shear force
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产率 , 同时还可以在细胞指数生长阶段稍微降低细胞

生长速率, 进而在后期提高细胞活力[24]。

NEAA包括丙氨酸、精氨酸、天冬酰胺、天冬

氨酸、半胱氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺、甘氨酸、脯

氨酸、丝氨酸和酪氨酸[25]。虽然细胞本身可以自行

合成一些必需氨基酸, 但是细胞生长和蛋白生产还

是需要对应培养基中的部分或者所有NEAA来支持

的。

研究表明 , 丙氨酸的初始浓度相对较低 , 细胞一

般会以较为缓慢的速度来消耗丙氨酸 , 或消耗其他氨

基酸产生丙氨酸 [26]。当细胞培养过程中乳酸含量达

到一定浓度时 , 丙氨酸的产生速率与其中的氨基酸浓

度呈正相关。丙氨酸的积累量在不超过3 mmol/L时
对细胞生长几乎没有抑制作用[26]。

精氨酸的缺乏会导致指数期的CHO细胞被强制

停留在G0或G1期[27]。因此在抗体生产过程中, CHO细

胞大量消耗精氨酸的同时 , 还可以有效降低酸性物质

的比例。这一研究结果与赖氨酸不同 , 高浓度的精氨

酸会抑制细胞生长, 并降低生存能力, 此外, 精氨酸浓

度的升高会导致抗体产物异质性的增加[27]。

与精氨酸类似 , 天冬酰胺和天冬氨酸同样是在

细胞关键代谢途径中占主导地位的NEAA[28]。尤其

是在细胞的指数生长期 , 天冬酰胺和天冬氨酸与葡萄

糖、谷氨酰胺和谷氨酸具有同样的作用 , 使其在能量

补充和三羧酸循环中起着重要作用 [28]。此外, 天冬酰

胺和天冬氨酸也存在着一定的培养基培养局限性 , 会
导致单抗的生产量下降。主要表现在天冬酰胺控制

蛋白产物的半乳糖基化方面, 同时也会在抑制DNA损

伤和凋亡中产生明显影响 [29]。通过降低天冬酰胺浓

度可以减少氨的生成 , 同时也可降低细胞内pH值 , 增
强β-1,4半乳糖转移酶的活性和表达, 最终使细胞从G0

期转变为G1期或G2期[29]。

半胱氨酸是在CHO细胞重组抗体(蛋白)产物的

三级和四级结构折叠中起着至关重要作用的一种特

殊的NEAA。CHO细胞培养基中严重缺少半胱氨酸

会导致3天内CHO细胞活力下降至40%以下, 这可能

是致命且不可逆转的。此外, 浓度大于1 mmol/L的
半胱氨酸会导致脂质过氧化, 或形成羟基自由基, 这
都是对哺乳动物细胞有毒性的成分[30]。在细胞培养

中应该严格控制半胱氨酸的浓度。

甘氨酸在细胞培养过程中被消耗的速度相对

较慢, 与其他氨基酸相比其被需要的量相对较少。

在CHO细胞中, 甘氨酸是胸腺嘧啶从头合成的副产

物, 但是对于缺乏DHFR的CHO-DG44细胞系, 胸腺

嘧啶从头合成的阻断会导致甘氨酸缺乏[31]。因此, 
基于DG44的CHO细胞系在培养基中的甘氨酸浓度

需要仔细设计, 尤其是在含有可阻止叶酸还原的叶

酸类似物MTX的培养基中[32]。

丝氨酸是消耗量第二多的氨基酸, 是CHO细胞

中一碳单位代谢的主要供体氨基酸。但其中大部分

被细胞消耗的丝氨酸都会以甘氨酸的形式来帮助胸

腺嘧啶核苷的合成[33]。虽然丝氨酸在培养过程中也

起着重要作用, 但是当其浓度小于1 mmol/L时, 天冬

酰胺消耗量会增加, 就类似于丙氨酸、乳酸和氨的

产生一样会对细胞产生一定的负面影响, 会抑制细

胞的生长。这些都说明了在细胞培养过程中应将培

养基中丝氨酸的浓度提高以满足细胞对其的高消

耗。也有研究表明, 培养基中额外的丝氨酸可以提

高抗体滴度并增加细胞峰值密度[34]。

酪氨酸在单克隆抗体生产效率提高方面起着关

键性作用 , 低浓度的酪氨酸会影响蛋白质翻译 , 同时

会降低单个细胞的生产率 , 甚至会使其降为零 [30,35]。

酪氨酸将其浓度一直保持在1 mmol/L以上可以有效

避免酪氨酸和酪氨酸残基的缺乏或错误掺入。但又

因酪氨酸的化学性质 , 是一种较难溶解的氨基酸 , 所
以在实验过程中最好将其母液配置为较低浓度。

在特定浓度范围内, 培养基中大多数氨基酸

对于CHO细胞培养均非常重要。所以大多补料培

养基中的氨基酸都会以高浓度比存在。同时为了

使一些氨基酸具有较高的溶解度和稳定性, 都会将

补料培养基的pH值提高并避光保存。目前已经出

现了一些替代物来改善氨基酸的溶解度和稳定性。

其中最为常见的有磷酸酪氨酸二钠盐, 用其来代替

酪氨酸, 以提高其在培养基中的溶解度; 通过中性

pH条件将半胱氨酸, 这个最不稳定的氨基酸氧化成

胱氨酸。S-磺基半胱氨酸, 一种高度可溶且稳定的

半胱氨酸衍生物可作为半胱氨酸的替代来源和抗

氧化剂[36]。

2.1.2   碳源      在大多数培养基配方中, 尤其是用于

CHO细胞培养的CD培养基中, 葡萄糖是主要的能源

和碳源[37]。高浓度的葡萄糖会在细胞培养的后期阶

段导致乳酸的积累增加, 而高浓度的乳酸会抑制哺

乳动物细胞生长, 这也促进了低葡萄糖浓度培养基

的应用和发展。为了进一步降低葡萄糖水解产生的

葡萄糖
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在CHO细胞中, 甘氨酸是胸腺嘧啶从头合成的副产

物, 但是对于缺乏DHFR的CHO-DG44细胞系, 胸腺

嘧啶从头合成的阻断会导致甘氨酸缺乏[31]。因此, 
基于DG44的CHO细胞系在培养基中的甘氨酸浓度

需要仔细设计, 尤其是在含有可阻止叶酸还原的叶

酸类似物MTX的培养基中[32]。

丝氨酸是消耗量第二多的氨基酸, 是CHO细胞

中一碳单位代谢的主要供体氨基酸。但其中大部分

被细胞消耗的丝氨酸都会以甘氨酸的形式来帮助胸

腺嘧啶核苷的合成[33]。虽然丝氨酸在培养过程中也

起着重要作用, 但是当其浓度小于1 mmol/L时, 天冬

酰胺消耗量会增加, 就类似于丙氨酸、乳酸和氨的

产生一样会对细胞产生一定的负面影响, 会抑制细

胞的生长。这些都说明了在细胞培养过程中应将培

养基中丝氨酸的浓度提高以满足细胞对其的高消

耗。也有研究表明, 培养基中额外的丝氨酸可以提

高抗体滴度并增加细胞峰值密度[34]。

酪氨酸在单克隆抗体生产效率提高方面起着关

键性作用 , 低浓度的酪氨酸会影响蛋白质翻译 , 同时

会降低单个细胞的生产率 , 甚至会使其降为零 [30,35]。

酪氨酸将其浓度一直保持在1 mmol/L以上可以有效

避免酪氨酸和酪氨酸残基的缺乏或错误掺入。但又

因酪氨酸的化学性质 , 是一种较难溶解的氨基酸 , 所
以在实验过程中最好将其母液配置为较低浓度。

在特定浓度范围内, 培养基中大多数氨基酸

对于CHO细胞培养均非常重要。所以大多补料培

养基中的氨基酸都会以高浓度比存在。同时为了

使一些氨基酸具有较高的溶解度和稳定性, 都会将

补料培养基的pH值提高并避光保存。目前已经出

现了一些替代物来改善氨基酸的溶解度和稳定性。

其中最为常见的有磷酸酪氨酸二钠盐, 用其来代替

酪氨酸, 以提高其在培养基中的溶解度; 通过中性

pH条件将半胱氨酸, 这个最不稳定的氨基酸氧化成

胱氨酸。S-磺基半胱氨酸, 一种高度可溶且稳定的

半胱氨酸衍生物可作为半胱氨酸的替代来源和抗

氧化剂[36]。

2.1.2   碳源      在大多数培养基配方中, 尤其是用于

CHO细胞培养的CD培养基中, 葡萄糖是主要的能源

和碳源[37]。高浓度的葡萄糖会在细胞培养的后期阶

段导致乳酸的积累增加, 而高浓度的乳酸会抑制哺

乳动物细胞生长, 这也促进了低葡萄糖浓度培养基

的应用和发展。为了进一步降低葡萄糖水解产生的

葡萄糖

代谢产物对细胞生长的不利影响, 许多其他供能物

质可以用来替代培养基中的葡萄糖。

半乳糖是重要的替代碳源之一。半乳糖在糖

酵解中通过丙酮酸酶的分解产生丙酮酸这一点与葡

萄糖一样。通过对这一糖酵解过程的代谢分析可以

看出在培养基中, CHO细胞会先消耗葡萄糖, 再消耗

半乳糖 [38]。这种代谢变化可使乳酸生成量降低 , 也
可促进乳酸消耗, 从而提高细胞活力。然而, 由于己

糖激酶分解半乳糖的活性较低 , 添加半乳糖来完全

替代葡萄糖仍会抑制细胞生长和细胞活力[38]。另外, 
培养基中半乳糖的增多也会影响CHO细胞生成单抗

的糖基化和唾液酸化修饰。针对这个问题 , CHO细

胞生产抗体的半乳糖糖基化调控水平 , 可以通过改

变氯化锰、尿苷和半乳糖的添加量来加以控制。用

甘露糖完全替代培养基中的葡萄糖可以加速细胞生

长 , 减少乳酸积累 , 从而提高蛋白产量 , 但高浓度的

甘露糖会抑制细胞内的α-甘露糖苷酶 , 从而促进蛋

白质的甘露糖糖基化 , 造成抗体依赖性细胞介导的

细胞毒性 (antibody-dependent cell mediated cytotox-
icity, ADCC)和抗体清除率升高 [39]。与半乳糖和甘

露糖一样 , 果糖也可以通过控制乳酸的积累来延缓

CHO细胞活力的下降。但是 , 使用葡萄糖被果糖完

全替代的培养基培养CHO细胞会导致细胞生长速率

和生产单抗的滴度降低[40]。

2.1.3   脂质      脂质是生物膜的主要组成成分, 同时

可用作CHO细胞中的供能物质和信号分子[41]。它

们还是负责蛋白质合成、折叠、翻译后修饰和分泌

的内质网(endoplasmic reticulum, ER)和高尔基体的

关键组成部分。通常, CHO细胞能够自行合成脂质, 
所以能够在无脂质培养基中生长, 而细胞增殖速率

和蛋白产物活性没有明显下降[42]。然而, 在无血清

培养基中补加脂质有利于细胞活力提高和产物糖基

化。实际上脂质和脂质前体类型的不同会对CHO细

胞生长产生很大影响差异。因此, 在培养基中使用

合适的脂质添加剂对细胞生长具有重要影响。

磷脂是CHO细胞细胞膜的主要成分。已证明

外源补加磷脂(如磷脂酸和溶血磷脂酸)可刺激CHO
细胞在不添加生长因子的无血清培养基中生长, 作
为磷脂的主要成分, 胆碱和乙醇胺对CHO细胞具有

促进作用[43]。因此, 在许多商业培养基, 如DMEM和

RPMI-1640中, 都已添加了胆碱。脂肪酸和胆固醇

在培养基中不是高度可溶并且稳定的。作为替代品, 

脂肪酸和胆固醇的前体物质和类似物在培养基中更

易溶也更稳定, 已被证明有利于促进细胞生长。同

时, 在这项研究中还证实了培养基中的少量酒精可

以增加脂质溶解度而不影响细胞生长[44]。尽管脂肪

酸在培养基中是很重要的组分, 但脂肪酸的浓度应

保持在相对较低的水平, 因为高浓度的脂肪酸可能

会引起CHO细胞脂毒性[45]。

2.1.4   维生素      维生素在信号级联以及酶抑制和

激活中充当辅酶、辅基或辅因子。维生素的高还原

能力可以保护细胞免受氧化自由基的侵害[46]。尽管

在培养基中需要的含量不多, 但维生素是细胞培养

基, 尤其是化学成分确定的培养基中的重要成分。

已证明在CHO细胞培养基中添加维生素可将单抗的

产量提高3倍, 但是并非培养基通常含有的所有维生

素对细胞生长都具有重要意义[47]。许多维生素易被

空气氧化分解、受热分解和见光分解, 例如普遍使

用的抗坏血酸和生育酚对空气氧化敏感, 抗坏血酸、

硫胺素、核黄素和钴胺素对光敏感[48]。因此, 在储

存培养基的过程中, 避光和低温至关重要。

2.1.5   水、盐和微量元素      哺乳动物细胞对水中

的杂质高度敏感 , 其中可能包括微量元素、细菌、

内毒素 (来源于细菌细胞膜 )和微量有机物质等 [49]。

为了防止杂质污染细胞培养基 , 以及培养基中离子

和微量元素的浓度不受控制导致培养基成分不一

致的现象 , 同时要使培养基达到最佳性能 , 建议使

用高纯水 [50]。注射用水易于使用、高度纯化且不

含内毒素 , 许多专门为细胞培养而设计的市售瓶装

水产品符合此规格 , 并保证不含支原体 , 以防支原

体污染细胞[50]。

盐在CHO细胞培养基中起着重要的化学和生物

作用 , 如维持细胞膜电势、渗透压 , 起到缓冲作用。

通常加入CHO细胞培养基中的盐离子主要包括钠离

子、钾离子、镁离子、钙离子、氯化物、磷酸盐、(铋)
碳酸盐、硫酸盐和硝酸盐 [51]。所有哺乳动物细胞都

利用钠离子和钾离子梯度产生跨膜电位 , 从而支持信

号传输以及营养和离子富集。据报道称 , 钠钾离子比

例较低或钾浓度相对较高的培养基有助于提高CHO
细胞的生存能力和蛋白生产能力 [52]。钙和镁的缺乏

已被证明可通过CHO细胞中的清道夫受体触发细胞

凋亡, 而细胞内过量的钙也可能导致细胞凋亡 [53]。磷

酸盐是信号级联、能量转移以及许多细胞成分 (例如

核酸 )合成过程中的关键阴离子供体 , 已证明在补料
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培养基中添加磷酸盐有利于提高细胞活力和促进细

胞生长 [54]。在许多情况下, 细胞培养基中微量元素的

有效浓度通常极低 , 甚至可能低于分析仪器的检测阈

值。许多微量金属元素对于代谢途径的调节以及某

些酶和信号分子的活性都至关重要。

在CHO细胞培养中, 缺乏铜会导致乳酸脱氢酶

和其他线粒体氧化酶的活性下降, 从而导致细胞缺

氧[55]。然而, 高铜浓度也会增加抗体产物变异体的

相对含量。铁是化学成分明确培养基中的必需成

分。铁在线粒体氧化途径和其他重要酶的氧转移中

起着关键作用。但是, 游离铁, 尤其是游离三价铁离

子, 即使微量也会导致高氧化应激[56]。含有铁载体

或螯合剂的培养基以毒性最小化的方式改善细胞对

铁的吸收。亚硒酸盐、铁和柠檬酸盐的搭配最佳, 
可通过改善铁的吸收情况来促进铁载体缺乏培养基

中CHO细胞的生长, 并能达到与环庚三烯酚酮相当

的效果, 而不添加亚硒酸盐时, 则无明显效果。然而, 
硫酸亚铁和柠檬酸钠的组合可以提高生产抗体的效

价。据报道, 在化学成分明确且无蛋白质的CHO细

胞培养基中, 锌是对单克隆抗体产量影响最大的微

量元素之一; 在商业化的培养基中添加锌已被证明

能提高1.2倍的单抗产量[57]。此外, 锌还可以激活应

激蛋白的功能, 从而减少细胞凋亡[57]。

2.1.6   生长因子      研究表明, 生长因子是细胞培

养基中不可或缺的一部分 , 没有生长因子 , 细胞生

长可能会受到显著抑制甚至停止 [58]。在无血清培

养基中 , 为了最大限度降低培养基配方的总体复

杂性 , 大都仅提供少量特定生长因子。如在某些

CHO细胞的无血清培养基中经常添加一些自分泌

生长因子 , 包括脑源性神经营养因子 (brain-derived 
neurotrophic factor, BDNF)、成纤维细胞生长因子

8(fibroblast growth factor 8, FGF8)、生长调节性癌

基因α(growth-regulated oncogene alpha, GROα)、肝

细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)、肝细

胞瘤衍生生长因子 (hepatoma-derived growth factor, 
HDGF)、白血病抑制因子(leukemia inhibitory factor, 
LIF)、巨噬细胞集落刺激因子 1(colony stimulating 
factor 1, CSF1)和血管内皮生长因子C(vascular en-
dothelial growth cactor C, VEGFC)等 , 添加1种或多

种生长因子如FGF8、HGF和VEGFC可促进无血清

培养基中细胞的增殖。另外 , 胰岛素及其类似物是

无血清培养基中使用最广泛的生长因子。胰岛素

可促进细胞对葡萄糖和氨基酸的利用率 , 主要作用

是刺激细胞增殖 , 促进糖原和脂肪酸的合成。研究

证明 , 在无血清培养基中添加胰岛素类似物如胰岛

素生长因子1(insulin growth factor 1)和胰岛素样生

长因子 -1-长链精胺酸 -3(insulin growth factor-1 long 
arginine 3), 即使培养基中所加的胰岛素类似物浓度

低于胰岛素 , CHO细胞活力仍与胰岛素添加时相似

或效果更佳 [59]。转铁蛋白是一种重要的转运蛋白 , 
能够与铁结合, 促进细胞对铁离子的吸收利用, 并具

有解毒作用 , 其促生长作用可能与其具有生长因子

的功能相关。通常在CHO细胞培养基中补充外源性

多胺类包括腐胺、亚精胺和精胺。腐胺是合成精胺

和亚精胺的前体 , 而精胺和亚精胺在细胞中是可以

相互转化的。研究表明 , 多胺中的每一种都可以单

独提高细胞生长速度和活力, 而精胺可能是这3种中

最为有效的[60]。许多CHO细胞培养基都含有几种不

同的多胺。但是多胺分解代谢可通过多种途径产生

氧化物质、醛类、丙烯醛和氨 , 它们可抑制细胞生

长, 最终影响细胞活力[60]。因此, 细胞培养基中多胺

的补充应经过精心设计控制在细胞毒性极限以下。

2.1.7   缓冲系统      缓冲系统也是细胞培养基的重

要组成部分。尽管氨基酸和多价离子可以提供一定

的缓冲能力, 但是细胞培养基仍然需要强力的缓冲

试剂, 以维持培养基的pH[61]。许多传统的细胞培养

基, 例如DMEM和RPMI-1640, 都使用碳酸氢盐缓

冲系统(CO2/NaHCO3), 但是为了提高pH值的稳定

性, 培养基中还含有两性离子缓冲剂, 例如HEPES
在7.2~7.4的pH范围内提供强大的缓冲能力[62]。此

外, 培养基中含有的磷酸根离子也是重要的缓冲能

力来源。

3   特殊添加剂及其作用
近年来 , 在大多数工业化生产蛋白药物的过程

中 , 为了提高蛋白表达量以及单个细胞的蛋白生产

效率 , 都会采取一系列增产措施 , 其中优化无血清培

养基、添加特殊添加剂成为了当下对蛋白质糖基化

研究的热门领域 , 通过在培养基中补充添加剂可以

调节总糖基化的水平和类型 , 添加剂对细胞生长和

容量生产力的影响分别针对每个糖基化类别(甘露糖

基化、半乳糖基化和唾液酰化)。为了对总糖基化水

平进行微小调节 , 还可以通过补充组合添加剂 , 通过

改变添加剂的种类和浓度以得到目标糖基化谱 [63]。
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还有从其他机制方面添加相关添加剂进行调节 , 例
如在无血清培养基中添加氢化肉桂酸(hydrocinnamic 
acid, HCA)、丙谷二肽 (N-(2)-L-alanyl-L-glutamine, 
Ala-Gln)、酵母提取物 (yeast extract, YE)、二氯乙

酸钠 (sodium dichloroacetate, DCA)、甜菜碱、丁酸

钠 (sodium butyrate, NABU)、丙戊酸钠 (valproic acid 
sodium, VPA)、锌、白藜芦醇4-苯基丁酸和缬草酸

等小分子添加剂 [64]。添加剂在使用前首先要明确其

是否存在细胞毒性 , 是否对蛋白质合成、翻译后修

饰存在不利影响 , 以及是否对蛋白药物存在潜在的

化学修饰等, 这样才可以用于提高蛋白产量[65]。同时, 
也需要对蛋白质生产率和避免治疗性蛋白质化学损

伤方面的益处进行有效评估。此部分根据影响重组

蛋白表达量的机制的不同对添加剂进行分类综述。

通过去甲基化、抗氧化机制抑制细胞凋亡 , 改
善细胞代谢, 调节细胞周期: HCA是由肉桂酸经氧化

脱水后形成 , 参与了基因组的去甲基化 , 并通过调节

无血清培养基中氨基酸的浓度以促进CHO细胞的生

长。此外, 研究表明, HCA还可以明显改善细胞代谢, 
影响细胞分化和凋亡; 由于HCA是脂溶性分子, 部分

实验中会使用DMSO配制HCA试剂, 由于DMSO含有

一定的细胞毒性 , 应注意DMSO的含量 [66]。DCA为

水溶性小分子 , 参与基因组的去甲基化 , 多用于研究

抗肿瘤药物。DCA是丙酮酸脱氢酶和乳酸脱氢酶的

激活剂, 用于乳酸酸中毒的治疗。研究发现, DCA能

够通过丙酮酸脱氢酶激酶来调节细胞代谢和细胞周

期 , 从而抑制细胞凋亡 [67]。这一研究成果使CHO细

胞在无血清培养基中可长期生长 , 利于研究人员培

养观察 , 并且可以进一步采用补料流加培养等方式

进行实验探究。儿茶素是一种抗氧化剂 , 能够防止

过氧化物和氧自由基对CHO细胞的氧化。相较于普

遍使用的抗氧化剂白藜芦醇和维生素C, 儿茶素具有

更好的抗氧化活性。作为培养基添加剂 , 儿茶素可

以有效减缓细胞生长 , 降低氨和乳酸水平 , 有利于蛋

白药物的生产 [68]。白藜芦醇以浓度依赖性的方式将

酸性物质转化为 IgG的主要物质来防止蛋白质聚集 , 
合理调整抗体的生物相似电荷变异图谱以及降低ER
应激、蛋白质氧化和凋亡的水平 ; 也可清理胞内的

羟基自由基 , 为细胞提供一定程度的保护 , 提高 IgG
产量 , 是工业生产中扩大单抗产量的可选方式。 白
藜芦醇在不改变 IgG特性的情况下 , 通过减缓细胞生

长和提高细胞特异性蛋白生产力来作用于CHO细胞

生长[69]。

通过抑制组蛋白去乙酰化酶, 提高组蛋白乙

酰化水平来提高蛋白表达量: VPA是临床上用来治

疗癫痫病的一类抗惊厥药, 在无血清培养基中加入

VPA可抑制组蛋白去乙酰化酶, 促进组蛋白乙酰化, 
进而促进基因转录, 提高蛋白产量[70]。然而, 在CHO
细胞培养基中加入VPA等组蛋白去乙酰化酶抑制剂

时, 会诱导细胞自噬。而NABU可促进核小体中组

蛋白H3和H4的赖氨酸残基上发生可逆性超乙酰化, 
从而促进基因转录, 在不影响细胞活性的情况下有

效地提高蛋白表达量。研究表明, NABU可使多种

外源蛋白(如凝血VIII因子、组织纤溶酶原激活物、

人血小板生成素及一氧化氮合成酶等)在CHO细胞

中高表达, 表达产物不同, 蛋白表达量的提高程度也

存在差异[71]。SMITH等[72]的研究显示, NABU还可

造成细胞周期阻滞, 阻碍细胞生长, 促进细胞凋亡;
此外, NABU通过使细胞周期停滞在G1期来抑制细

胞生长, 以避免细胞因自身增殖造成的葡萄糖消耗

升高和乳酸大量积累, 有效地提高重组蛋白在CHO
细胞中的表达量。

通过提供细胞所需的营养物质, 改善细胞培养

环境, 来促进细胞生长: 如Ala-Gln是氨基酸类肠外

营养剂, 在临床上常用于为危重症患者快速提供必

需营养物质。相关研究显示, Ala-Gln在无血清培

养基中可替代谷氨酰胺为细胞提供氨根离子, 及时

为细胞补充氮元素, 促进细胞增殖和蛋白合成[73]。

Ala-Gln还可以通过促进谷胱甘肽合成来增强细胞

的抗氧化能力, 通过抑制甘油磷脂代谢以保护细胞

膜。人血小板裂解液(human platelet lysate, HPL)是
凝血机制被激发后, 被激活的血小板裂解后进行进

一步提纯所获得的液体成分, 且含有多种生物活性

因子, 由于去除了残余的细胞结构, 因此免疫原性较

低, 是有效的血清替代品[74]。氯化胆碱和胆碱是卵

磷脂的重要成分, 参与维持细胞膜的正常结构和功

能, 有利于促进细胞合成和吸收氨基酸, 还对脂质代

谢具有重要作用[75]。

通过影响细胞培养过程中的渗透压水平, 使细

胞在合适的生长环境中长期生长, 以此提高蛋白表

达量: 如YE蛋白表达的促进作用可能与转录水平

mRNA的合成提高有关[76]。由于YE的化学成分复杂, 
结合相关研究, 推测其中发挥作用的物质可能为有

机酸(丁酸、戊酸)、活性多肽或者其他小分子物质
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等。在细胞代谢方面, 添加YE能够提高细胞摄取葡

萄糖的速率, 促进细胞对葡萄糖的吸收利用。甜菜

碱是一种需要在高渗条件下使用的培养基添加剂, 
可以明显提高难以表达的蛋白质的产量。

糖基化是单克隆抗体和其他重组蛋白的关键

质量属性之一, 它对抗体效应、安全性和半衰期等

都有着重要的影响, 研究人员往往要根据其抗体的

作用机制和具体特征, 利用不同方法以实现合适的

糖基化谱[77]。在上游生产期间, 研究人员发现可以

通过选择合适的细胞系、基因工程、优化工艺条

件(如培养基和添加剂)等方式来改变糖基化谱。据

报道, 2F-PerAcfuc是唯一有效的岩藻糖基化调节剂, 
改变该化合物在细胞培养中的浓度可能是获得中等

水平岩藻糖基化的一种有效的方法, 但如果想要获

得完全无岩藻糖基化, 可以利用细胞工程靶向技术, 
例如岩藻糖基转移酶8或GDP-甘露糖4,6-脱水酶可

能是增加ADCC的更直接和更有效的替代方案[78]。

ER质量控制过程也是确保糖蛋白正确折叠的一种

特殊而复杂的机制, 其中, 糖基结构被各种折叠蛋白

和糖苷酶作为识别序列, 这些相互作用可以导致ER
的折叠或糖蛋白的降解。如果考虑到ER中糖基结

构对折叠和降解的重要性, 在糖基化途径的早期阶

段, 锰、尿苷和半乳糖的结合可导致半乳糖化和唾

液酸化的增加, 而额外补充地塞米松可显著增加唾

液酸的末端占用率。在生物仿制药的开发过程中, 
其他特定的添加剂或添加剂的组合也能有效地实现

微小改变[78]。这些数据旨在为特定生物类似物的质

量轮廓提供一个良好的补充策略, 尽管后续实验必

须以特定的细胞系和产品来进行, 但是在不降低其

相关滴度的情况下作必要的调整仍然是强制性的。

总的来说, 细胞培养基添加剂是非常有效的糖基化

调节剂, 操作起来快速方便、能缩短开发时间, 从而

降低总体开发成本。

为了更大程度地减少蛋白药物的生产成本, 提
高无血清培养基的性能, 相关领域的研究人员对血

清和血浆进行了深度研究, 提取适合无血清培养基

中细胞生长的特殊添加剂, 使其可以完全替代血清

甚至优于血清[79]。虽然在无血清培养基中添加这些

化学成分不明确的特殊添加剂可以使不同批次间的

差异减小、 蛋白的含量降低, 但是无法明确这些特

殊添加剂的化学成分是唯一美中不足的。与此同时

总结了若干种类特殊试剂, 具体信息见表2。

4   总结与展望
CHO细胞无血清培养基的研究是生物工程领

域中的热门话题 , 无论是在研究还是在生产实践方

面都对无血清培养基有着重要的影响。随着对细

胞营养与代谢、细胞周期、细胞凋亡、糖基化水

平、信号转导以及外源蛋白表达机制等各方面机

理的认识不断深入 , 相关领域研究人员在细胞培

养基的设计与研究中获得了更多科学便捷的技术

方法。市场上大量的无血清细胞培养基已被广泛

使用。目前 , 国外一些品牌 (Thermo/Gibco、SAFC 
Bio、Hyclone/GE Health)有化学成分明确、无动物

源、不含血清的CD培养基, 而国内也有一些只含低

动物源、水解物的无血清培养基 , 缺乏完全CD无

血清培养基的品牌 , 但由于技术经验的限制 , 国内

培养基含有水解物, 无法做到产品批次及质量稳定, 
规模化生产难以实现 , 前期需要巨大的资金投入。

近年来 , 大量科研者从多方面开发研究高性能的无

血清培养基和工艺 , 推动了细胞培养水平的大幅提

升 , 其中生物反应器的类型和培养模式在很大程度

上也影响了终产品质量。如今CHO细胞密度可达

到(1×107~3×107)个/mL, 流加培养抗体表达3~5 g/L, 
也有抗体表达10 g/L以上的案例报道。

细胞培养基不仅需要为细胞提供必需的供能物

质、氨基酸、维生素和无机盐等营养物质 , 还需提供

利于细胞生命活动进行的合适的pH值, 并且能够吸收

细胞代谢物。CHO细胞无血清培养作为一项重要的

现代生物技术 , 已在许多领域得到越来越深入的研究

和广泛的应用。作为其技术核心的无血清培养基虽

具有许多传统的含血清培养基无法比拟的优势 , 但仍

需在培养通用性、生产高效性以及降低成本和安全

风险等方面不断改进。随着诸多重磅炸弹抗体药物

的专利到期临近 , 生物类似药物开发的最大挑战在于

其质量和原研药相比的一致性 , 优化培养基就可以起

到改善抗体药物质量指标、糖基化修饰和电荷异构

体等的作用。相信将来随着对细胞代谢、细胞周期、

细胞凋亡、信号转导以及外源蛋白表达机制等各方

面机制的认识不断深入 , 在细胞培养基的设计与研究

中采用更多科学便捷的方法技术 , 特别是蛋白质组学

和代谢组学的不断成熟和发展 , 必将为哺乳动物细胞

无血清培养基的开发提供快捷通道 , 从而使细胞培养

技术在生物制药、基因工程、细胞移植等领域得到

更安全、更低成本和更广泛的应用。
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参考文献
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数据。
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represent the specific quantitative relationship of reagent efficacy, but only represents the relative size of ability; “-” indicates no data.
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