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摘要：基因重组蛋白具有巨大的商业和科研价值。近年来，大规模基因瞬时表达（large scale transient gene expression，TGE）技术的
出现提供了一种相较于传统筛选稳定细胞株重组蛋白生产工艺而言更加高效（high efficient）和更加节约人力（labor consuming）、

物力（cost effective）和时间（time consuming）的解决方案。通过基因瞬时表达技术，可以在短时间内获得毫克至克级别的在分子结

构、理化特性和生物学功能等方面都接近于原始存在的蛋白质分子，可以满足细胞信号转导、新药筛选和临床前研究等药物研发

前期的阶段对重组蛋白的巨大需求。因此，该技术成为当前研究的热点。阳离子聚合物 -聚乙烯亚胺（PEI）是目前报道的工业化、

大规模瞬时转染表达重组蛋白领域最广泛使用的基因载体和转染试剂。本文就近年来 PEI介导的大规模瞬时转染的转染机理、宿

主细胞选择以及转染优化措施等各方面的最新研究进展作一综述。
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Progress of Research and Application of PEI-mediated Large-Scale
Transient Transfection*

Large-scale gene transient transfection technology has developed in recent years because it is a new way to produce

recombinant proteins which can be used in preclinical research and drug screening. Cationic polymers- Polyrthylenimine (PEI) has been

the most commonly used gene delivery vector in large scale transient transfection for the advantage of time consuming, labor consuming

and time consuming. This paper has reviewed the PEI-mediated large-scale transient transfection in the aspects of transfection mecha-
nism, host cells and optimization measures.
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由于重组蛋白在生物化学、信号转导、新药筛选、疾病治疗

等领域具有广泛的需求，其制备工艺成为众多科研机构和制药

企业的研究热点[1,2]。与传统的构建稳定细胞株表达重组蛋白的

工艺相比，大规模基因瞬时表达（transient gene expression，
TGE）技术更加高效、经济，并且可以在短时间内（2～ 4周）获得

毫克至克级别的在结构、理化特性和生物学功能等方面都合格

的重组蛋白[3,4]，可以满足药物筛选和临床前研究中对蛋白的需

求。因此，该技术成为当前重组蛋白表达工艺领域研究的热点

之一。在众多的基因载体中，阳离子聚合物 - 聚乙烯亚胺

（polyethylenimie，PEI）具有成本低廉，应用简便，可以在多种哺

乳动物细胞中达到较高的转染效率，适用于无血清悬浮转染环

境，包装容量不受限制等优势[5-7]。因此，PEI已经成为大规模基
因瞬时表达领域最广泛使用的转染试剂。

1 聚乙烯亚胺介导基因瞬时转染机理

1995年，Boussif等人[8]首次报道了 PEI作为真核细胞基因转染

试剂，随后 PEI成为非病毒基因载体研究中的一个热门研究领

域，其基因传递机制也被逐步揭示。PEI分子按结构划分主要

可分为两大类：直链形式和支链形式，其中直链形式的 PEI由
2代 -2恶唑啉单体（2-substituted 2-oxazoline monomer）聚合而

成[9]。PEI的基本结构单元为一个由 2个碳原子和一个氨基氮
原子构成的三分子骨架，其中的氨基氮原子具有高度质子化的

能力，并且由于聚合物的分子结构使得这种质子化作用能够在

整个化合物分子内部快速传递和积累，最终导致 PEI分子可以

携带大量的正电荷，这些特性决定了 PEI成为一种高效的基因

传递载体（gene delivery vehicle）。

由于 DNA分子所携带的负电荷与 PEI分子所携带的正电

荷发生相互作用，DNA分子被 PEI结合并压缩形成纳米级的
颗粒。压缩形成的 PEI/DNA分子复合物颗粒主要呈圆环胶束
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状结构，这种闭合的结构被证明能有效的防止 DNA分子进入

细胞后被溶酶体降解[10]。形成复合物后，包裹在复合物外围的

PEI分子仍然携带过量的正电荷，因此，它可以与细胞表面带

负电的糖蛋白和蛋白聚糖等发生非特异性结合，从而经过细胞

的内吞作用（endocytosis）进入胞浆[11]。根据细胞类型的不同，还

有少量的复合物通过细胞的吞噬作用（phagocytosis）或者胞饮

作用（potocytosis）进入细胞[12]。进入胞浆之后，DNA/PEI复合物

进入了内溶酶体通路（endolysosomal pathway）。复合物在胞浆

内释放的过程主要是基于一种 " 质子海绵假说 "（proton

sponge hypothesis）[13]，即复合物与处于细胞核附近的酸性溶酶

体融合，在酸性环境下，复合物吸收大量的质子，膨胀，破裂，将

重组 DNA质粒释放入胞浆中，同时，这样一种吸附膨胀效应也

避免了释放进入胞浆的 DNA被酸性溶酶体降解的可能性。从

而得以进入细胞核。

2 大规模基因瞬时表达的宿主细胞

最早应用于表达毫克至克级重组蛋白的大规模基因瞬时

表达工艺研究所使用的宿主细胞是 COS细胞系[14]，然而 COS

细胞强烈的贴壁依赖性和转染试剂对其的明显毒性，限制了该

技术的大规模应用。人胚胎肾细胞（HEK293）和中国仓鼠卵巢

细胞（CHO）细胞是目前工业大规模瞬时转染领域使用最为广

泛的宿主细胞。

2.1 HEK293细胞家族
HEK293 细胞是第一个被成功的应用于大规模基因瞬时

表达的宿主细胞[15]。由于其易于培养，极易转染，293细胞家族

成为大规模瞬时转染工艺研究早期公认的最佳细胞。

在 HEK293 细胞家族中，两种经过基因改造的子克隆
-293-EBNA（将 Epstein-Barr virus 的 EBNA-1 gene 整合进入
293宿主细胞）[16]和 293-T（将 SV40病毒的 large T-antigen基因

整合进入 293宿主细胞）[17]是最常用于大规模基因瞬时表达的

细胞。这两种细胞可以增强外源基因在细胞内的保持和自我复

制，表现出更高的转染效率和蛋白表达能力。除了这两种细胞

株外，经过悬浮驯化的 293-EBNA 的细胞系 -293-SFE

（293SF-3F6）[18] 和 Invitrogen公司开发的无血清悬浮驯化细胞

株－ 293 Freestyle（293-F）[19]均被报道应用于大规模基因瞬时表

达。此外，德国 Bayer公司以 HKE293细胞和 B淋巴瘤细胞为

基础，通过细胞融合得到了 HKB-11细胞株[20]，被证明在某些

情况下比传统的 293细胞系具有更高的瞬时基因表达能力。
2.2 CHO细胞家族

CHO 细胞一直被用于筛选稳定细胞株生产重组蛋白药

物，目前绝大多数被批准销售的商品化重组蛋白药物都是由

CHO细胞株生产的。在最近几年，CHO细胞成为大规模基因

瞬时转染使用最多的另一种宿主细胞。选择 CHO细胞的最重

要原因是 CHO与 293的蛋白 N端糖基化水平存在差异 [21]，选

用 CHO细胞进行瞬时转染生产蛋白可以保同种证药物在研发

和生产的整个过程（瞬时表达阶段与稳定表达阶段）中蛋白表

达质量的一致性，避免因细胞株转换而造成一些争议。

目前应用于大规模基因瞬时转染的 CHO 细胞为 CHO
DG44(dhfr-/-)细胞和 Invitrogen公司出售的悬浮驯化的 CHO-S

细胞株。此外，向 CHO细胞基因组插入牛 I型乳头瘤病毒 E2

基因（bovine papilloma virus Type 1 derived E2 gene）[22]或者多

头瘤病毒大 T抗原基因（polyoma virus large T antigen gene）[23]

可以增强 CHO细胞对于游离基因的保持和自发性扩增。
2.3 其他细胞

除了 293细胞和 CHO细胞家族外，还有其他的细胞系[24,25]。

例如淋巴造血细胞系（lympho-hematopoetic lineages）、肿瘤细

胞系（carcinoma cells）、非洲绿猴肾细胞（Vero cells）和人胚胎

干细胞（human embryonic stem cells）均被研究应用于基因瞬时

表达，但是这些研究还局限于较小规模。

3 基因瞬时表达的条件优化

基因瞬时表达过程中外源 DNA并不插入宿主染色体中，

因此表达过程时间短、蛋白表达量较低（通常为毫克 ~数十毫

克每升的级别），与稳定哺乳动物细胞株克每升级别的表达量

相距甚远。这也是大规模基因瞬时表达技术所面临的最大瓶

颈。为了改善这一现状，对于大规模基因瞬时表达优化是目前

研究的一个重点。

3.1 质粒构建优化

通过向基因瞬时表达使用的重组质粒中插入额外的调控

元件，可以提高被转染细胞的蛋白表达效率或延长基因瞬时表

达的过程，最终提高收获的蛋白量。具体的优化目前集中于两

个方向，一是在质粒中添加增强元件，影响转录及转录后的相

关过程，提高蛋白表达。Durocher等人[26]在 pCDNA3.1质粒中

加入了 PMB1 origin序列，使分泌型碱性磷酸酶（SEAP）表达量

分别提高了 10倍。二是在质粒中加入外源基因复制稳定元件，

延长外源质粒存在时间。含有 EBV病毒或者 SV40病毒的复
制起始子 oriP（pEAK8 和 pEAK12 和 pCEP4 表达质粒）或
SV40ori 序列（pCDNA3.1 表达质粒）的质粒可以通过提高
293EBNA或 293-T细胞的外源游离基因的保持和自主复制而

提高蛋白表达[22,23]。Kunaparaju等人[23]在质粒中加入 Py origin，
OriP等原件转染 Epi-CHO细胞，成功提高了蛋白的表达。
3.2 转染过程条件优化

PEI介导的大规模基因瞬时表达过程一般包括如下几个

步骤：收获处于对数生长期的细胞重悬于新鲜培养液中，在孵

育介质中混合质粒 DNA和 PEI形成复合物颗粒，将复合物加

入细胞中转染数小时使细胞尽可能吞噬外源质粒，转染一定时

间后离心换新鲜培养液去除 PEI毒性的影响，然后开始转染后

细胞培养和蛋白表达过程。

根据以上步骤和原理可以看出，PEI介导的基因瞬时转染

很大程度取决于孵育得到 DNA/PEI复合物的结构、粒径和表

面电荷等因素以及细胞与复合物发生相互作用的过程。影响这

两个方面的因素包括：PEI的选择、转染条件、孵育介质等几个

因素。

3.2.1 PEI试剂选择 根据对不同分子量（2.5-800kDa）的支链

和直链 PEI分子的研究结果，PEI的转染效率和细胞毒性主要

是由分子量、支链化程度和阳离子电荷密度决定的[27]。随着分

子量的增大，转染效率逐渐提升，同时细胞毒性的大幅提升[27]。

直链 PEI分子与支链 PEI分子相比细胞毒性更低，同时其具有

更强的对 DNA分子的压缩能力，增加了形成复合物的平均粒

径从而增加细胞与复合物接触的机会，最终提高转染效率[28]。
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虽然目前的研究在一定程度上表明线性 25kDa PEI在 293 细

胞和 CHO细胞的大规模瞬时转染上优于其他 PEI试剂[29, 30]，然

而在最适合转染的 PEI分子的选择上目前仍然存在分歧。如，
Tait等人[31]使用 25KD支链 PEI作为 DNA传递载体转染 CHO

细胞，建立了一种简单、易放大的转染过程。对于 PEI分子结构

与 DNA的压缩、细胞毒性以及转染效率之间的关系的研究仍

然处在一个相对较浅的层次。

3.2.2 转染条件的选择 常用的转染条件，一般是指 DNA用

量，PEI与 DNA 的比例，DNA 与 PEI混合后的孵育时间以及
转染时间（复合物与细胞接触时间）。DNA浓度的不同最终会

影响转染后单个细胞获得的外源质粒拷贝数，进而影响蛋白表

达。DNA与 PEI的比例则会极大地影响最终所形成的复合物

的粒径、结构和所携带的表面电荷，被认为是所有条件中最关

键的一个因素。孵育时间会影响 DNA分子与 PEI分子结合和
相互作用，也在一定程度上影响最终复合物的 "成熟 "过程。

转染时间的不同影响细胞与外源 DNA/PEI复合物的接触时

间，也会影响细胞吞噬的外源基因数量。这四个因素对于转染

过程而言都非常重要，为了获得高的转染效率和蛋白表达量，

需要细致地考察以获得最佳的参数。

3.2.3 孵育介质 DNA分子和 PEI分子混合孵育时所使用的

介质同样会影响最终得到的复合物的理化性质。分散介质对于

基因瞬时表达的影响主要是由介质的 pH值影响复合物的表

面电荷和介质的离子强度和复合物的粒径大小来影响转染的。

研究表明，降低孵育介质的 pH值可以提高转染效率[8]。同时

DNA/PEI复合物在低离子强度的缓冲液（如 5%葡萄糖，10 mM

HEPES，HBG）中形成的粒径较小（50～ 70 nm），而在高离子强

度缓冲液（如 150 mM NaCl，20 mM HEPES）中形成粒径变大，

并有聚集趋势[32,33]。除此之外，血清的存在对于复合物的形成也

存在影响[32,33]。

3.3 转染后条件优化
除了设计适合基因瞬时转染的质粒和优化转染过程中的

各项条件外，在转染结束后，为了改善这种情况，目前的优化集

中在以下方面：

补充营养延长蛋白表达过程：在蛋白表达过程加入营养物

质是一种传统的提高蛋白表达量的手段，具体方式有分批补料

培养、在细胞培养基中加入水解蛋白等。在大规模瞬时基因表

达研究中，这种传统方式也被用来增强瞬时转染后的蛋白表

达。Kiseljak等人[34]通过补料分批培养将 HEK293EBNA大规模

瞬时转染表达重组蛋白产量提到到 2g/L。Pham等人[35]报道了

不同水解蛋白胨加入对于瞬时转染后蛋白表达的增强作用。此

外，为了弥补转染过后细胞增殖速度降低的负面作用，Gal-

braith等人[36]加入了生长因子用于促进转染细胞的增殖，单抗

的表达量相应提高了 5-10倍。

降低外源基因丢失：Ye 等[37]人在转染过程中和过程后添

加 DMSO和 LiAC，两者都能改变细胞膜的性质、增强壁渗透

率，使质粒更加容易进入到细胞。进一步的实验证明，两者都能

够极大的改善转染后质粒的丢失，增强细胞对外源 DNA的保
持能力。

3.4 其他优化措施

高密度转染法：早期的大规模瞬时转染的报道中所使用的

转染时细胞密度多为 2~5× 105cells/mL，高密度转染法是将转
染细胞密度提高 10-20倍，这种高细胞密度、高复合物浓度的

环境，大大增加了细胞与复合物接触和摄入的机会，从而显著

的提高转染效率和蛋白表达。Kiseljak等人[28]优化了转染细胞

密度从 1× 106到 6× 106 cells/mL，实验结果表明在细胞密度为
4× 106时，蛋白达到最大的表达量。Sun等人[38]将转染细胞密度

提到 1× 107 cells/mL，在 2 L和 10.7 L反应器中，将重组蛋白促

红细胞生成素（EPO）产量分别提高到了 80.8 mg和 227 mg。
直接转染法：直接转染法是指取消传统转染过程中 DNA

和 PEI预先混合孵育的步骤，将 DNA直接加入到要转染细胞

中，经过数分钟混匀后再加入一定比例的 PEI[39]。Raymond等人
[39]对比研究了直接转染法和常规转染法，6孔板培养时，分泌性

碱性磷酸酶（SEAP）的产量分别为 61 mg/L和 70 mg/L；125 mL

摇瓶中培养时，SEAP的产量分别 75 mg/L和 88 mg/L，实验结

果显示直接转染法与传统转染法相比，转染效率和蛋白产量略

低，但并无显著性差异，此工艺在保证蛋白表达的情况下可以

简化操作步骤，更易于工艺的放大，具有较好的工业应用价值。

多次转染法：多次转染法是在第一次转染后的在不同时间，继

续加入 PEI-DNA复合物，增加细胞与复合的接触机会，提高重

组蛋白的表达量[40]。Swiech等人[40]研究了不同培养温度条件

下，多次瞬时转染 HEK293 细胞，表达重组人凝血八因子

（rhFVIII）。其在 125 mL摇瓶中培养细胞，在第一次转染后的
48 h和 96 h，两次添加 PEI-DNA复合物，使得转染后的整个过

程中细胞的转染效率和重组蛋白的产量明显高于单次转染的

对照组，在相同的转染和培养条件下，多次转染组比对照组

FVIII表达量提高了 50％左右。本课题组也正对多次转染法进

行改良和优化，将其应用于大规模转染 CHO和 293细胞表达

重组单克隆抗体的工艺过程中，初步研究结果表明，多次转染

法可以将大规模瞬时转染表达蛋白的工艺周期延长至 14～ 21

天，提高一个批次收获的蛋白总量。

4 展望

根据最新的市场预测，2013 年全球基因重组生物技术药

物市场规模将达到 400～ 500亿美元，这其中基因重组蛋白又

占据了绝大多数的市场份额。近年来，伴随着市场的巨大需求，

PEI介导的大规模瞬时转染技术也在不断发展，该技术在工业

化生产中的应用规模越来越大，最大已达到 100L的水平；蛋白

的产量也越来越高，在 CHO细胞中已可达到数百毫克每升的

级别[41]。大规模瞬时转染技术在新药研发和临床前研究中所需

蛋白的获得过程中的重要地位日益显现。然而，该技术在现阶

段仍存有不足[42-44]，例如对于 PEI介导的基因输送内部机制研

究的缺乏限制了转染效率的进一步提高，与稳定细胞株相比表

达量仍然较低，批次间表达蛋白在质量上存在差异以及现有工

艺不适合大规模化工业生产等。相信随着进一步研究的深入和

工艺的优化，具有广泛应用前景的大规模瞬时转染技术将在重

组蛋白表达和单克隆抗体生产领域占有愈来愈重要的地位。
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