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摘要：中华仓鼠卵巢细胞（Chinese Hamster Ovary Cells，CHO）是科研及生产中用于蛋白表达的常用体系。与大肠杆菌相比，CHO

获得高表达的细胞株所需时间更长，蛋白产量更低。因此，大规模培养细胞所需的成本较高，培养条件也不易掌握。但该体系产生

的蛋白纯度高，因而被广泛用于工业生产中。本文对 CHO细胞的培养方式、pH值测定、渗透压、溶氧及培养液成分的选择等多方

面条件进行综述，为优化中华仓鼠卵巢细胞培养的策略及具体方法提供理论依据。

关键词：中华仓鼠卵巢细胞；蛋白表达；培养条件；优化条件

中图分类号:R-33；Q813 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2017）10-1997-04

Control of Training Process in Recombinant Chinese Hamster Ovary Cells*

Chinese hamster ovary cells (CHO) are the system for protein expression which have been commonly used in the

scientific researches and productions. Compared with the , the CHO time required to obtain a high expression of cell line is longer,

and the protein productionis lower. When it goes to large-scale cell culture, not only doseit needa high cost but also bemore difficult to

grasp the conditions. However, this system can produce higher purity protein, whichis widely applied in the industrial production. In this

paper, the important issues of CHO cell culture process are to be reviewed. Optimization strategies and specific methods such as training

methods, pH, osmolality, dissolved oxygen and broth ingredients are to be discussed.
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前言

中华仓鼠卵巢细胞（Chinese Hamster Ovary Cells，CHO）表

达系统是目前常用的哺乳动物表达系统。与其它系统相比，

CHO具有以下优点：① CHO细胞对蛋白有准确的加工、修饰

功能，因此其表达的蛋白质的生物学活性更接近于天然蛋白；

② CHO细胞耐受剪切力和渗透压的能力相对较强，可根据培

养要求选择可贴壁培养或悬浮培养的方式；③ 整合外源基因后

的细胞稳定，重组基因能高效扩增和表达；④ 表达的目的蛋白

可由细胞内运输到细胞外，并且 CHO细胞只表达少量的内源

蛋白，有利于目的蛋白的提取。

不能忽视的问题是，在科研与生产实践中，由于 CHO细胞

培养条件相对复杂多变，且培养体系易被其它微生物污染，导

致培养成本高，在一定程度上影响了其应用。因此，在实际的生

产过程中，要尽可能选择适当的培养方式，有效地控制培养条

件，以提高其蛋白表达效率、降低生产成本。本文根据基因重组

常规流程，对 CHO细胞培养过程可能存在的影响因素及其注

意事项给予综述。

1 培养方式的选择

CHO细胞主要有贴壁培养和悬浮培养两种培养方式，如

何选择应根据实际需求而定、综合对比：如需长时间培养，建议

采用贴壁培养的方式，使细胞处于较好的生长环境中；如培蛋

白表达量较高且培养周期短，则考虑更为简便的悬浮培养方式。

1.1 贴壁培养

贴壁培养前期扩增操作比较复杂容易污染，但后期表达阶

段贴壁培养却有明显优势。细胞贴附于载体上，可采用灌注培

养的方式，这种方式能够保证细胞生长环境稳定，降低氨、乳酸

等代谢废物浓度，利于细胞长时间存活，延长表达时间；细胞活

率提高，上清液中细胞碎片、核酸、杂蛋白含量少。

1.2 悬浮培养

悬浮培养中的细胞扩增过程相对简单，传代方式也更加灵

活，易获得较高的培养密度。但后期蛋白表达由于代谢产物不

能及时排出培养环境，易导致细胞死亡、破碎，上清液杂质多，

纯化过程难度大。有研究证明，氨可以干扰细胞内糖酵解过程

中关键酶的生物学活性[1]。培养体系内当氨浓度增加时，两个原

1997窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.10 APR.2017

因导致 CHO细胞对营养成分的利用情况发生了改变：① 细胞

为了适应培养体系内过高的氨浓度增加自身对营养成分的需

求量提高了；② 由于细胞内营养成分代谢途径的改变导致营养

成分的利用率下降。因此，高氨环境时细胞对营养物质的消耗

增加[2]。与此同时氨浓度增加会使细胞质的 pH降低，进而导致

磷酸果糖激酶失活，严重影响糖酵解过程能量的利用[3]。综上类

似氨等代谢废物累积，会产生对细胞代谢不利的影响。

2 培养环境 pH的优化

CHO细胞生长最适 pH在 7.2~7.4之间，细胞扩增阶段 pH

可在此范围内调节。培养液 pH的改变对 CHO细胞表达促红

细胞生成素（Erythropoietin，EPO）有明显影响 [4]，培养体系 pH

处于 6.9~7.10时，CHO细胞难以长时间维持生存状态，表现为

营养代谢水平降低，蛋白收获时间减少，EPO的表达总量减少，

蛋白收率只有 3.3%。培养体系 pH处于 7.30~7.50时，细胞能够

长时间维持正常代谢状态，收获 EPO的时间延长，但 EPO的

产量低，仅 4988 IU/mL且蛋白糖基化程度及唾液酸化程度低。

因此，高 pH也不利于细胞表达 EPO。pH7.10~7.25时，EPO表

达量可达 10388 IU/mL。1 mol EPO含唾液酸 11.5 mol，纯化收

率达 17.9 %[5]。上游基因构建与下游培养过程控制[6]，两者都能

影响蛋白糖基化程度。细胞经过增殖阶段进入蛋白收获期后，

可适当调节培养体系的 pH值，调节培养体系的 pH要注意两

个方面：① 保证细胞能够在此条件下长时间存活，争取足够的

表达时间；② 有利于细胞表达蛋白质，判断的依据在于目的蛋

白的表达量和修饰程度能够达到较为理想的指标。

3 培养环境内氨基酸含量的调节

适当向培养环境中补加所需的氨基酸，有利于增加蛋白表

达量。但有些氨基酸在培养过程中含量反而会增加[7]。因此，对

于培养体系氨基酸含量的优化应有针对性，根据实际消耗量来

确定补加氨基酸的种类和数量。特别要注意的是，消耗速度快

的氨基酸是细胞增殖或目的蛋白表达的限制性底物，消耗速度

慢的氨基酸并不能减缓细胞增值速度，同时也不会使蛋白产量

减少。批式培养表达白介素融合蛋白的 CHO细胞，培养过程流

加葡萄糖（碳源）和谷氨酰胺（氮源），实验中检测到谷氨酸、天

冬酰胺等四种氨基酸消耗速度快，丙氨酸随培养时间增加，其

含量不断增加，其余氨基酸消耗速度相对缓慢。针对培养液氨

基酸及葡萄糖的消耗情况，适时补加消耗较快的氨基酸和浓缩

的葡萄糖溶液，最终细胞增值后密度提高了 50%，同时蛋白表

达量增加 60%，细胞培养时间增加 44%[2]。

4 培养体系渗透压的控制

调节培养液氨基酸含量时，应密切监测培养液的渗透压变

化，避免其波动过大对细胞造成不良影响。培养环境的渗透压

是细胞体外培养的关键控制条件，细胞培养环境渗透压过高或

过低会导致细胞发生胀裂或皱缩现象，导致细胞死亡。培养液

渗透压与多种电解质相关，与 NaCl的关联性最为密切。控制培

养液的胶体渗透压及离子渗透压的平衡来维持培养体系渗透

压的稳定，这样不但可以维持细胞的张力，对细胞代谢调节也

有重要影响。细胞质和细胞外离子浓度差异过大会影响其它营

养物质跨膜输送过程，导致其不能正常摄取营养物质。培养液

渗透压在 260~320 mmol/L时，适于多种细胞生长。建议将培养

液渗透压控制在 260~270 mmol/L，以便后期加入其它成分时

有足够的调节空间。如需补加的氨基酸应使用高浓度溶液，避

免稀释效应导致其它成分含量不足；当培养液渗透压偏高时，

以正常渗透压的培养液调节。细胞培养的后期即蛋白表达期，

常需要补充氨基酸，致最终环境渗透压偏高，可适当降低初始

培养液的渗透压，此外，培养后期可适当加入含磷酸根的无机

盐调节细胞内渗透压，提高细胞对高渗透环境的耐受，延长收

获时间。

5 溶氧（Dissolved oxygen，DO）的控制

溶氧不仅能够影响细胞增值速度，对细胞内营养物质代谢

也有重要影响，不同研究结果表明细胞培养过程最适 DO范围

从 8%~100%。培养环境 DO大于 100%时会导致细胞膜受损，

严重时影响 DNA结构，从而使细胞死亡[8]。DO过低时会影响

细胞能量物质的利用，代谢情况的改变使细胞蛋白表达水平降

低，甚至凋亡。利用多孔微载体培养贴壁细胞的研究过程中，将

培养液 DO值控制在 20%，细胞长满时载体中心 DO大于 10%
[9]。当 DO处于 20%~40%之间时，蛋白表达量、培养液营养成分

消耗情况无较大变化，通过糖酵解途径生成乳酸的葡糖糖仅占

葡萄糖消耗总量的 12.5%。然而当 DO下降至 7%~9%时，蛋白

表达量降低 20%，同时葡萄糖酵解产生的乳酸增加了约 20%，

营养成分的利用率显著下降。上述结果表明使用多孔微载体培

养细胞，培养液 DO控制不宜低于 20%，这样才能使细胞有效

利用培养液中的营养成分[10]。

生产过程中 DO的控制应尽量稳定在 50%~60%，避免过

大的波动影响细胞生长状态。一般反应器培养细胞会选择搅拌

的方式使培养液 DO均一，搅拌时转速不宜太快，尤其是悬浮

培养过程中搅拌桨直接接触细胞悬液，对细胞造成的剪切力会

破坏细胞结构[11]。利用 CHO细胞表达组织型纤溶酶原激活物

（Tissue-type plasminogenactivator，t-PA）的培养过程中，低剪切

力可使 t-PA产量达到最大[12]。连续悬浮杂交瘤细胞培养，当转

速增加到 120 r/min时，搅拌强度却引起了细胞密度和活性的

明显下降，平均密度稀释率降为 0.338 d-1，已小于稀释速率，表

明此时的机械搅拌强度已对生长在无血清培养液中的细胞产

生了伤害作用。向培养液中添加抗氧化剂或 Pluronic F68等保

护剂增加培养液粘度，提高培养液胶体渗透压可减轻细胞的剪

切损伤。通气量的大小要适当，气泡越小，越有利于氧气溶于培

养液。泡沫过多时可向培养体系内加入适量消泡剂。选择类似

WAVE 摇袋式系统进行培养则不需要考虑搅拌对细胞的伤

害，但需控制泡沫的产生。

6 培养温度的控制

当培养温度低于 37℃时，细胞的生长状态、营养代谢水平

及蛋白质表达均产生较大变化[13]。增殖速度随温度的降低而减

缓，当温度降至 30℃时，细胞生长停止。温度较低时，虽然细胞

增殖速度受到抑制，但培养时间却明显延长。采用低温培养的

方式降低了细胞代谢水平，营养物质的消耗速度明显减慢，因

此其利用效率也得到提高，代谢产生的副产物减少，培养环境
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中有害副产物浓度降低。利用 CHO重组细胞表达抗体融合蛋

白的研究表明，降温可使目的蛋白的比生成速率明显增加，当

温度降低至 30℃时蛋白比生成速率达到峰值[14]。

温度的控制应考虑培养目的，较大幅度的温度变化对细胞

生长有严重影响，如果对温度进行控制，可采取逐步降温方式。

当细胞密度达到预期目标时，逐步降温至蛋白比生成速率较高

的温度。

7 葡萄糖和谷氨酰胺

一般认为，CHO工程细胞具有肿瘤细胞特点，细胞内糖酵

解途径调节作用发生变异，乳酸生成速率随葡萄糖浓度升高而

加快，导致培养体系内乳酸累积量增加[15]。乳酸的积累会降低

培养体系的 pH，同时使渗透压升高，导致细胞增殖速度减缓、

影响目的蛋白的表达。但其本身并不会影响细胞代谢和蛋白表

达，调节培养体系渗透压可消除其危害。培养体系葡萄糖含量

与 CHO细胞表达 EPO蛋白量有关，葡萄糖含量在 8.9~17.9

mmol/L时 EPO产量随其浓度的下降而下降；葡萄糖含量在

17.9~49.6 mmol/L时 EPO浓度随其浓度的下降而增加[16]。由此

可见葡萄糖在培养中存在最适浓度，在最适浓度下蛋白表达量

会达到峰值，在培养过程中可以进行梯度实验，确定细胞蛋白

表达最高时的最适葡萄糖值。

谷氨酰胺和葡萄糖是细胞代谢过程中产生能量的关键底

物[17]。葡萄糖转化可以生成谷氨酰胺，但在整个培养过程中，谷

氨酰胺的总量经常不足，所以应将其作为重要的参数进行监

控，及时向培养体系内补充谷氨酰胺。谷氨酰胺浓度为 4.97

mmol/L时，适宜 CHO细胞的批式培养，此时细胞代谢旺盛能

有效利用碳源（葡萄糖）和氮源（谷氨酰胺），并且产物浓度最

高。虽然增加或减少谷氨酰胺起始浓度对细胞增殖倍数、最大

活细胞密度均无显著影响，但过高的谷氨酰胺起始浓度（7.91

mmol/L）会抑制内皮抑制素生成，并且使底物的利用率下降，在

规模化培养过程中，建议将谷氨酰胺浓度维持在 4.97 mmol/L

左右[18]。

许多研究结果表明，在细胞培养过程中，谷氨酰胺可取代

葡萄糖为细胞生存提供能量，而葡萄糖却不能取代谷氨酰胺的

作用[19]。

8 促表达成分及调控成分

8.1 氨甲喋呤（Methotrexate，MTX）

为提高蛋白表达量，将二氢叶酸还原酶的基因和目的基因

整合到同一载体内，共同转染至二氢叶酸还原酶缺陷型 CHO

细胞内，不含目的基因的细胞自然死亡，从而保证目的蛋白的

表达，这是一种行之有效的表达策略[20,21]。MTX是二氢叶酸还

原酶其竞争抑制底物[22]，培养体系内含有高浓度 MTX的情况

下，二氢叶酸还原酶基因和目的基因的拷贝同时增加，从而实

现目的蛋白的高表达[23]。由于MTX毒性较强，对于食品、药品

生产应在后续工艺中有效去除MTX，并建立相应检测方法。

在 CHO-EPO细胞的培养过程中，加入 0.5 nmol/L MTX，

细胞形态有明显变化，但增殖速度没有下降；培养液中MTX

浓度为 1~2 nmol/L时，细胞增殖速度随 MTX浓度增加而降

低；MTX浓度增加至 3 nmol/L时，细胞生长明显减慢，死细胞

数量增加，培养三天后 40%细胞死亡，多次传代后细胞适应

MTX浓度后，细胞活率逐渐提高，细胞增殖速度缓慢；MTX浓

度增加至 4~5 nmol/L时，细胞 90 %以上死亡，建议用此浓度进

行细胞筛选得到表达量较高的细胞株。

8.2 丁酸钠

丁酸钠能够使 DNA结构发生变化，从而加速 mRNA的合

成，提高蛋白表达量[24]。丁酸钠可以提高 CHO细胞的蛋白表达

量，提高程度与表达产物有关，目前研究结果表明丁酸钠可提

高 t-PA、EPO、人血小板生成素、凝血因子Ⅷ因子等的表达水

平，同时可以有效减少培乳酸的产生和累积，提高葡萄糖的利

用率[25]。

Andrew[26]等研究人员利用丁酸钠处理重组 CHO细胞，结

果表明丁酸钠不仅增加了Ⅷ因子的转录，同时提高了相关 mR-

NA的转录。Palermo[27]等学者使用滚瓶工艺，在蛋白表达阶段

加入丁酸钠使多种 t-PA类似物的表达量增加了 2~9倍；丁酸

钠减缓了细胞的增值速度，延长了蛋白收获的时间[28]。相关实

验研究如下：前三天在 1 mmol/L的丁酸钠中，总细胞密度由原

来的 6.4× 105 cells/mL上升为 10.2× 105 cells/mL，但是细胞存

活率由 98 %下降到 85 %，CHO 细胞密度由原来的 6.3× 105

cells/mL上升为 8.7× 105 cells/mL，提高并不明显；在 2 mmol/L

的丁酸钠中，总细胞密度由原来的 6.4× 105 cells/mL上升为

10.0× 105 cells/mL，存活率由 98%下降到 56 %，活细胞密度由

原来的 6.3× 105 cells/mL下降到 5.6× 105 cells/mL。死细胞随培

养液的更新排出培养体系，因此细胞活率有所回升。综合看来，

丁酸钠的添加导致了细胞存死亡，细胞活率比正常培养时低。

细胞在添加丁酸钠的第 3天后停止生长，丁酸钠的加入延长了

细胞贴壁存活时间，争取了更多的蛋白收获时间。

应充分认识到，促表达成分及调控成分的合理应用也存在

诸多限制：一方面使蛋白表达更加高效并延长有效表达时间，

一方面可能伴随其它毒性产物，对培养细胞造成过快消耗，或

为下游产物的提纯带来挑战。黄酮类物质对 CHO细胞有较大

的伤害[29]。从积极的角度考虑：如果能恰当的对此类物质予以

使用，可能会显著地降低生产成本。

9 小结与展望

目前许多蛋白产品都利用 CHO细胞表达[30]，提高产物表

达量一般通过两个途径实现：① 通过优化上游基因结构，构建

高表达载体可提高蛋白产量；② 通过优化下游细胞培养策略让

生产工作事半功倍，本文以对主要培养条件的控制进行了综述。

需要强调的是，细胞状态与产物表达并不是完全相关，细

胞状态达到最好的培养条件未必利于蛋白的表达。不仅培养液

条件会影响细胞状态，接种密度不同也会影响细胞状态 [31]，不

同细胞株与不同的目的蛋白都可能对培养结果产生重大影响；

应根据实际需求与条件，对 CHO细胞培养过程再进一步优化：

如向培养体系内加入转铁蛋白、IGF（胰岛素样生长因子）等物

质也可提高细胞活力[32]。对于规模化生产，优化方法要考虑可

操作性，便于控制。

对特定细胞株要有针对性的进行优化，并结合 Elisa、

Western blot等方法予以检测证实，通过持续改进才可能获得

理想的培养方法。随着生物技术的不断发展，细胞培养控制必

定会更具针对性，无论培养方式如何变化，首先应考虑产品安

全性，将质量安全作为必要的前提条件来考虑。
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