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通过高表达 !"#$%&’()*或 &’()*%+,’(-. /基因组合
使 +01细胞适于在无蛋白培养基中抗凋亡培养

来大志 翁少洁 齐连权 于长明 付 玲 于 婷 陈 薇"

（北京微生物流行病研究所，北京 #"""2#）

摘 要 哺乳动物细胞表达系统是生产重组蛋白药物最常用的表达系统。但在无蛋白培养基中，哺乳动物细胞生

长活力差，且容易发生细胞凋亡，因而难以大规模培养。为解决此问题，应用双顺反子表达载体在 BCD1EAF.G 细胞
中同时表达 HIF1#JK>’1!或 K>’1!JB/>’=, ;基因组合，通过 K>’1!使细胞获得抗凋亡能力；通过 HIF1#或 B/>’=, ;促进细
胞生长分裂，使细胞获得在无蛋白培养基中生长的能力。以上述基因组合转染 BCD1EAF.G细胞，应用L6MN6., O’&N从
P$#4抗性克隆中分别筛选到 K>’1! 高表达克隆若干个，对其中表达 K>’1! 最高的 BCD1HK0 和 BCD1KB# 做进一步
L6MN6., O’&N和流式细胞分析，确认此两个细胞株分别高表达 HIF1#JK>’1!和 K>’1!JB/>’=, ;基因组合。分别通过撤去
血清和加入放线菌素 Q诱导细胞凋亡，并以流式细胞术和 Q)R S+EE6.法检测细胞凋亡，证明 BCD1HK0和 BCD1KB#
均具有较强的抗细胞凋亡能力。T55法证明两个细胞株在不含血清的 HTQT培养基中的增殖活力显著高于 BCD1
EAF.G对照细胞。在细胞培养瓶中的连续培养实验表明，BCD1HK0和 BCD1KB#在本实验室设计的 HT;T无蛋白培养
基中的生长速度和活细胞数显著高于 BCD1EAF.G对照细胞。提示此两个细胞系能够在无血清培养基中抗凋亡高活
力生长，适于作为生物工程宿主细胞。
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在大规模培养哺乳动物细胞生产重组蛋白时，

无蛋白培养基由于具有化学成分明确、批次间差异

小、排除了可能由血清带来的病毒、支原体等污染物

以及下游蛋白纯化容易等优点，已经取代了有血清

培养基，成为大规模细胞培养的首选培养基。但由

于没有血清提供生长因子和其它必需成分，细胞的

生长活力很差，生长缓慢，且容易发生细胞凋亡。胰

岛素样生长因子（HIF1#）是一种与胰岛素类似的生长
因子，可以通过上调细胞核内 B/>’=, Q#的浓度而促
进细胞的生长分裂。细胞周期蛋白 ;（B/>’=, ;）是
一类 P#期蛋白，在 P# 期表达持续增高，当达到一
定量时，便推动细胞周期进入 W 期。所以 HIF1# 和
B/>’=, ;都是细胞生长分裂的促进蛋白。本实验中
我们试图通过使细胞自身高表达 HIF1#或 B/>’=, ;而
使细胞获得在无蛋白培养基中高活力生长的能力。

为了抑制细胞凋亡，我们通过双顺反子表达载体在

细胞中同时高表达 K>’1!蛋白而实现此目标。K>’1!
是一种线粒体膜整合蛋白，通过维护线粒体膜的完

整性，阻止细胞色素 >（B/N >）的释放，抑制 B+MX+M6M
的激活，而最终抑制细胞凋亡。K>’1!的抗凋亡能力
在多种生物工程宿主细胞中均得到证明。本实验中

我们试图通过同时表达 HIF1#JK>’1!或 K>’1!JB/>’=, ;
基因组合，而使细胞同时具有可以在无蛋白培养基

中生长和抗细胞凋亡的能力。

$ 材料和方法

$ 2$ 基因克隆
应用 Y)RI6,NM# 5&N+’ Y)R HM&’+N=&, W/MN6<（Z.&1

<6I+）分别从 BCD细胞和 KRSKJ> 小鼠的肝脏中提
取总 Y)R，并应用 W-X6.W>.=XN5T Z.6+<X’=F=>+N=&, W/MN6<
F&. 9=.MN WN.+,E >Q)R W/,NA6M=M（H,[=N.&I6,）把 Y)R反
转录成 >Q)R。

K>’1!基因的克隆：根据已发表序列［#］设计套式
ZBY 引 物。外 引 物 XK>’&8JXK>’&0 和 内 引 物
XK>’=8M<+JXK>’=0:O+的序列见表 #。以外引物和内引
物扩增 BCD >Q)R 各 0" >/>’6M，退火温度分别是



!!"和 !#"。产物进行琼脂糖凝胶电泳，从胶上切
下约 $%&’(的片段，连接入 ()*+,-载体，测序。

./0123 *的克隆：比较人、大鼠和小鼠的 ./0123 *
序列（)435637序列号：+$8&#9、:%8&%!、;$!<<<），根
据共有序列，设计外引物 (.034=>?(.034=@ 和内引
物 (.034A>?(.034A@，序列见表 %。以外引物和内引
物扩增 .B= 0:CD 各 9& 0/014E，退火温度分别是
!$"和 !!"。产物进行琼脂糖凝胶电泳，从胶上切
下约 %FG7’的片段，连接入 ()*+,-载体，测序。

AHI,%的克隆：根据小鼠 AHI,%序列（)435637 3JK,
’4LE：;&88<G），设计外引物 (AHI=>?(AHI=@和内引物
(AHIA>?(AHIA@，序列见表 %。以外引物和内引物扩增
鼠肝 0:CD 各 9& 0/014E，退火温度分别是 !#"和
!!"。产物进行琼脂糖凝胶电泳，从胶上切下约
8&&’(的片段，连接入 ()*+,-载体，测序。

表 ! 本研究所用的引物

"#$%& ! ’()*&(+ ,+&- ). /0)+ 12(3

4#*& 5&6,&.7&

(501M! -)-)))).)))D)-.D))

(501M9 ).D-D----))))D).D))-.

(5012!EK6 -D- ...)))..D..D-)).-.DD).-)))D)DD.

(50129N’6 ).) -.-D)D--D-.D.--)-))...D))-D))

(.034=> --.)))-.-)D)--..DD)-.

(.034=@ .)..)-D...-D-.DD.D).DD..

(.034A> ..D-)..DD)))D)D))

(.034A@ --D).D).--.-))D).

(AHI=> --)))))DDD))D-))D.-.-DD.

(AHI=@ ).))-)D.)-)).D----.-)-

(AHIA> D-)-.)-.--.D.D-.-.

(AHIA@ .-D.D--.-)-D))-.--)

(501>5O ..D..D-)).-.DD).-)))D)

(501@;’6 ).) -.-D)D-.D.--)-))...D))-D)

(.*P>5O ..D..D-)..DD)))D)D))DD)

(.*P@;’6 ).) -.-D)D-.D--.-)-.-..-..-.

(A);QM> )- .-.)D)..D..D-)-.)-.--.D.D-.

(A)R6;’@ .. )-.)D..-D.D--.-)-D))-.

(5012NQMI -D- .-.)D)..D..D-)).-.DD).-))

(5012E61L ).) )-.)D.--D-.D.--)-))...D))

!89 载体构建
哺乳动物细胞双顺反子表达载体 (.SQIL!由本

室构建［G］。从该载体中以 !"#!?$#%!切下 A@*R
序列及其两侧多克隆位点，连接进以相应限制酶切

割过的 (.A,34M中，即为 (.A,34M,A@*R，用于本实验双
表达 501,G?./0123 *和 AHI,%?501,G。用高保真 T/LM’4EO
酶以引物对 (501>5O?(501@;’6和 (.*P>5O?(.*P@;’6

（序列见表 %）分别从经测序正确的 -,载体中扩增出
501,G基因和 ./0123 *基因。产物经 !&’!酶切后，
均插入 (.A,34M,A@*R 的 ()’!?!&’!位点，分别命
名为 (.A,CA,5和 (.A,CA,.。酶切和序列测定加以验
证。两载体均以 !"#!和 (’*!酶切，并用牛肠碱性
磷酸酶去磷。用高保真 T/LM’4EO 酶以引物对 (A);,
QM>?(A)R6;’@和 (5012NQMI?(5012E61L（序列见表 %）分别
从经测序正确的 -,载体中扩增出 AHI,%基因和 501,G
基因。用 !"#!和 (’*!酶切，回收片段，并分别与
经 !"#!和 (’*!酶切并去磷的 (.A,CA,5和 (.A,CA,
.载体连接，得 (.A,CA,A5和 (.A,CA,5.。酶切和序列
测定对载体加以验证（图 %）。
!8: 细胞转染
应用 U2(MI40O6K234-+ G&&& @46H43O 把 (.A,CA,A5

和 (.A,CA,5.分别转染于 .B=,SQILV细胞中，根据试
剂说明书操作。以 <&&"H?KU )8%< 筛选阳性克隆。
各取 G& 个 )8%< 阳性克隆做放大培养，直至长满
-G!培养瓶。液氮冻存保种。
!8; <&+/&(. $%2/

501,G是线粒体膜或核外膜整合蛋白，提取全细
胞蛋白。每个克隆仔细计数 %&P 个细胞，悬于 9&&"U
裂解液（-5R，(B $FG；%W CT,8&；&F!W EMS2JK S4MN/,
0QM16O4；&F%W R:R；&F!KKM1?U T+R>；&F%KM1?U :--）
中冰浴 9&K23。%G &&&H于 8"离心 %&K23，上清加入
%&&"U 8 X加样缓冲液（G&&KKM1?U -L2E PF<；<W R:R；
&F8W溴酚蓝；8&W 甘油），%&&"变性 !K23，离心。
各取 G!"U样品于 %GW R:R,TD)*胶中电泳。电泳
结束后，将胶内蛋白以 9&Y于 8"过夜电转于 TY:>
膜（ AKKM’21M3,T，+2112(ML4）上。转膜缓冲液为含
G&W甲醇的 R:R 电泳缓冲液。TY:> 膜以 !W脱脂
奶粉封闭 GQ，兔抗 501,G 多抗和碱性磷酸酶标记羊
抗兔二抗各反应 8Q，而后以 C5-?5.AT底物显色。

./0123 *是核内蛋白，需制备核内蛋白提取物。
计数 8 X %&$ 个细胞，T5R洗 G遍，离心收集细胞，加
入 $&&"U 预冷的 5JII4L D（%&KKM1?U B*T*R,Z=B
(B $F# 6O 8"；%F!KKM1?U +H.1G；%&KKM1?U Z.1），冰
上低渗膨胀 %!K23。用 %KU的针管，装上国标 ! 号
针头，抽入 5JII4L D，再针头朝上将其推出，使针管内
无空气。缓缓抽入细胞悬液，再突然打出，反复 %&
次，破碎细胞。%G &&&H 8"离心 %K23，沉淀细胞核。
去上清，细胞核沉淀加入 G&&"U 裂解液重悬，冰浴
9&K23。%G &&&H 8"离心 %&K23。上清即为细胞核内
蛋白提取物。电泳、转膜及染色方法同上。

AHI,%是分泌蛋白。将细胞放大培养于 -,%$!培

$P%期 来大志等：通过高表达 AHI%?501,G或 501,G?./0123 *基因组合使 .B=细胞适于在无蛋白培养基中抗凋亡培养



养瓶中，直至约 !"#汇片。弃去培养基，$%&洗涤 ’
遍，加入 (")*不含血清的 +,-,./0（"1’))23.* /45
62789:;<9=；"1"’>))23.* 0;4)<?<9=）培养基，继续培养
@?。取 A 瓶细胞培养基共 ’"")* (" """B 离心
(")<9，去除细胞碎片。上清用 "1(!) 微孔滤膜过
滤，而后真空冷冻干燥浓缩至约 A")*。@C 对
"1"())23.*磷酸盐缓冲液（$%）透析过夜。再次真
空冷冻干燥浓缩至约 ’")*，再次对水透析。将透析
后样品真空冻干成粉末，而后溶于 D""!*水中。电
泳、转膜及染色方法同上。

所用抗体兔抗 %E35(多抗（FE5@!(）、山羊抗 G4E3<9
H多抗（FE5!A>I）和山羊抗 +BJ5’ 多抗（FE5’@((）购自
&89:8 GKLM %<2:=E;；碱性磷酸酶标记抗兔和抗羊二抗
购自 $K2)=B8。碱性磷酸酶 N%0.%G+$ 底物 O=F:=K9
%3L=!购自 $K2)=B8。
!"# 流式细胞术分析基因表达
分析 %E35( 和 G4E3<9 H 时，消化下一瓶 0(A 细

胞，$%&洗涤，离心收集细胞。用 D)* $%&将细胞悬
起，加入 ’)* @#多聚甲醛，混匀，室温 (;或 @C过
夜。离心收集细胞。细胞重悬于 D)*穿透缓冲液
（"1’A# 0K<:29 P5’""；"1’# %&Q；$%&），室温 (")<9。
离心收集细胞。细胞悬于 (""!* 染色缓冲液（’#
%&Q；"1""A# 0R==95("；"1’# F2?<L) 8M<?=；$%&），加
入一抗（同 ’1@），@C暗处染色过夜。加染色液至
D)*，离心。再次以染色液洗涤 ( 遍。细胞悬于
(""!*染色缓冲液，加入相应 S+0G标记的抗羊或抗
兔二抗（中山生物），@C暗处染色 @;。加染色液至
D)*，离心。再次以 $%&洗涤 ( 次。悬于 ()* $%&，
上机分析。

!"$ 细胞凋亡检测
通过流式细胞术检测外化磷脂酰丝氨酸（$;2F5

6;8:<?43F=K<9=，$&）而检测细胞凋亡：磷脂酰丝氨酸是
细胞膜的正常组分，位于细胞膜的内侧。$&与 Q95
9=7<9 T有很强的结合能力。当细胞凋亡发生时，细
胞膜外翻，而使 $&暴露于细胞膜外。外露的 $&可
以与 HUS$标记的 Q99=7<9 T（G329:=E;）紧密结合，从
而应用流式细胞仪可以把凋亡细胞检测出来。根据

G329:=E;说明书操作。
通过检测片段化 -NQ而检测细胞凋亡：细胞染

色体片段化是细胞凋亡的一个典型特征。片段化的

-NQ可以通过凝胶电泳检测出来。以 V<8B=9 质粒
提取试剂盒从 ’"> 个待检细胞中提取小片段 -NQ，
并用 ’1A#琼脂糖凝胶电泳分离 -NQ片段，紫外灯
下观察拍照。

!"% 细胞增殖活力检测
培养细胞弃去培养基，加入配制于无血清培养

基中的 ,00溶液（"1A W ’)B.)*），DXC继续培养 @;。
弃去 ,00溶液，染料沉淀溶于异丙醇中，测量 A>"9)
的光吸收。

!"& 细胞计数
应用血球计数板对细胞进行计数，通过台盼蓝

排除染色法区别活细胞和死细胞。

’ 结 果

’"! 基因克隆和载体构建
中国仓鼠 %E35(基因、中国仓鼠 G4E3<9 H基因和

小鼠 +BJ5’基因均获得成功克隆，其中 G4E3<9 H为首
次在中国仓鼠中得到克隆。三个基因序列都已注册

U=9%89Y，序列号分别是：QS@"@DD!、QZ"@>D(’ 和
QS@@">!@。双表达载体 6G+5N+5+%和 6G+5N+5%G经酶
切和序列测定证明为正确。

’"’ 外源基因高表达克隆的筛选
取转染了双表达载体 6G+5N+5+%和 6G+5N+5%G的

U@’I抗性克隆各 ("个，O=F:=K9 [32:检测 %E35(的表
达量，选择出表达 %E35(最高的克隆各 D个，即 +%D、
+%@、+%A和 %G’、%G(、%GX。结果如图 (Q和图 (%所
示。取表达 %E35(最高的 +%D和 %G’细胞株做进一
步分析。用 O=F:=K9 [32: 进一步分别检测两个细胞
株 +BJ5’和 G4E3<9 H的表达量，结果如图 (G和图 (-
所示，+BJ5’和 G4E3<9 H的表达量均显著高于对照细
胞株。进一步用流式细胞术分析 +%D和 %G’细胞中
%E35(的表达量及 %G’ 细胞中 G4E3<9 H 表达，确认
+%D和 %G’分别高表达 %E35(和 G4E3<9 H（图 DQ和图
D%）。
’"( )*(和 *+!抗凋亡能力检测

+%D、%G’ 连同 G/\5?;JK] 对照细胞株均以 +,5
-,./0无血清培养基培养 (@;，或在 +,-,./0.’"#
S%&培养基中加入终浓度为 "1A!B.)*的放线菌素 -
（QE:<92)4E<9 -）培养细胞 (@;，对细胞凋亡进行诱
导。应用 -NQ *8??=K法或流式细胞术对细胞凋亡
进行检测。结果如图 @和图 A所示。无论撤去血清
还是加入放线菌素 -诱导细胞凋亡，+%D 和 %G’ 细
胞株显示的 -NQ *8??=K均显著少于对照细胞株（图
@），表明 +%D和 %G’具有比对照细胞株更强的抗凋
亡能力。应用流式细胞术对放线菌素 - 诱导的细
胞凋亡进行分析，+%D的凋亡率为 @X1’#，%G’的凋
亡率为 A(1A#，而 G/\5?;JK] 对照细胞的凋亡率高
达 !(1>#，结果与 -NQ *8??=K法相符（图 A）。
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图 ! 流式细胞术检测细胞凋亡
"#$%! &’(’)(*#* +,+-.*#* /. 0-(1 2.)(34)5.

&’(’)(*#* 1+* #,67246 1#)8 9:!!$;3< +2)#,(3.2#, = 0(5 >?8，)84, 4@)45,+-#A46 BC 1+* 64)42)46 1#)8 0-(1 2.)(34)5.% &：DEFG6805 H 2(,)5(- 1#)8(7) +’(’)(*#*

#,672)#(,，I:>J 7,64514,) +’(’)(*#*；)84 5+)4 (0 +’(’)(*#* (0 7,G#,67246 KLM +,6 LDN 1+* *#3#-+5（,() *8(1, 8454）；L：KLM #,67246 1#)8 +2)#,(3.2#, =，

?O:N 7,64514,) +’(’)(*#*；D：LDN #,67246 1#)8 +2)#,(3.2#, =，!>:!J 7,64514,) +’(’)(*#*；=：DEFG6805 H #,67246 1#)8 +2)#,(3.2#, =，P>:IJ 7,645G

14,) +’(’)(*#*

图 I QRR法检测无蛋白培养基中细胞增殖能力
"#$%I QRR +**+. (0 24-- ’5(-#045+)#(, #, ’5()4#,G0544 346#73

D4--* 1454 27-)7546 #, 4S7+- ,73/45 #, ’5()4#,G0544 346#73 KQ=Q;ER 0(5

PI 8(75* /40(54 QRR )4*) % R84 0#$754 *8(146 )8+) KLM +,6 LDN ’5(-#045+)G

46 0+*)45 )8+, DEFG6805 H 2(,)5(-（! T 9:9N）% K, )84 0#$754，)84 /+5*

54’54*4,) *)+,6+56 64U#+)#(, 2+-27-+)46 05(3 )8544 #,64’4,64,) )4*)*

!"# $%&和 %’(细胞的连续培养
以 N V N9? 个细胞;孔的浓度接种 DEFG6805H、KLM

和 LDN细胞于 I孔细胞培养板中，每种细胞做 M个
复孔。于 KQ=Q;ER;N9J "LC 中培养 >?8 使细胞贴
壁，而后弃去培养基，BLC充分洗涤细胞。把每种细
胞分成 ? 组，分别加入 KQ=Q;ER;N9J "LC、KQ=Q;
ER;NJ "LC、KQ=Q;ER;9J "LC 以及 KQWQ无蛋白培
养基。KQWQ无蛋白培养基由本室设计，为 KQ=Q培
养基添加表 >所列的成分而构成。为使细胞易于贴
壁而不致影响实验结果，KQWQ 中另添加 ?9!$;3<
"#/5(,42)#,和 9:!!$;3< X#)5(,42)#,。连续培养细胞 >
周，每天更换新鲜的培养基。对于 KLM，更换方法为
取走一半细胞培养上清，以保留细胞自身分泌表达

的 K$0GN，而后加入相同体积的新鲜培养基。其它细
胞的换液方法相同，以具有可比性。每隔 N天消化
在各个培养条件下的三种细胞各三个培养孔，进行

活细胞计数。结果如图 O 所示。在 KQ=Q;ER;N9J
"LC培养基中，三种细胞差别不明显，增殖速度都很

快（&）；在 KQ=Q;ER;NJ"LC培养基中，细胞增殖速
度都显著减慢，但 KLM和 LDN的增殖速度高于 DEFG
6805H对照细胞，且具有显著性，而 KLM 和 LDN 之间
没有显著性差异（L）；在 KQ=Q;ER;9J "LC 培养基
中，三种细胞的生长都十分缓慢，在第 ?天后，细胞
开始死亡，细胞数开始降低，但 KLM和 LDN的细胞数
降低趋势小于 DEFG6805H 对照细胞（D）；在 KQWQ无
蛋白培养基中，DEFG6805H对照细胞生长较差，而 KLM
和 LDN细胞的生长较好，与在 KQ=Q;ER;NJ "LC 培
养基中的生长曲线相似（=）。上述结果表明 KLM和
LDN具有适于在无蛋白培养条件下大规模培养的潜
力。

表 ! 无蛋白培养基 $)*)的添加成分
+,-./ ! 0122./3/45 678 2875/94:68// 3/;913 $)*)

’73274/45 ’74</458,5974
Y+>C4FM >9!$;<

D7CF?·!E>F >:!!$;<
"4CF?·OE>F Z!9!$;<

[,D-> ?99!$;<
D+D->·>E>F Z93$;<
Q$D->·IE>F M93$;<

&-+,#,4 N93$;<

C(6#73 ’.57U+)4 N993$;<

<#,(-4#2 +2#6 NZ9!$;<

B7)54*2#,4G>ED- >99!$;<

W)8+,(+3#,4 M3$;<

E.65(2(5)#*(,4 N3$;<

\-7)+3#2 +2#6 I93$;<

&*’+5+$#,4 I93$;<
"4（YFM）M·PE>F Z9!3(-;<

Y（>G8.65(@.4)8.-）#3#,(6#+24)#2 +2#6 Z9!3(-;<
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图 ! 遗传改造过的细胞的连续培养
"#$%! &’()#(*’*+ ,*-)*./ ’0 $/(/)#,1--2 /($#(//./3 ,/--+

&456370. 8，9:; 1(3 :&< ,/--+ =/./ ,*-)*./3 #( 9>?>@4A@<BC ":D
（E），9>?>@4A@<C":D（:），9>?>@4A（&）1(3 9>F> G.’)/#(60.//

H/3#*H（?）,’()#(*’*+-2 0’. I =//J+% &/-- (*HK/.+ =/./ ,’*()/3 /L/.2

’)7/. 312% 9( G.’)/#(60.// H/3#*H（?），9:; 1(3 :&< /M7#K#)/3 H*,7

7#$7/. ,/-- (*HK/. )71( )7/ ,’().’- &456370. 8 ,/-- -#(/（! N BOB< 10)/.

312 P）% 9( )7/ 0#$*./，)7/ K1.+ ./G./+/() +)1(31.3 3/L#1)#’( ,1-,*-1)/3

0.’H )7.// #(3/G/(3/() )/+)+

! 讨 论
细胞的生长分裂即细胞周期的进展受到一系列

基因的精细调控。在细胞周期中，从 Q<期进入到 D
期对整个细胞周期的进展具有决定性的作用。在

Q<期早期表达的 ?族细胞周期蛋白 &2,-#( ?<、?I、
?;和在 Q<期晚期表达的 &2,-#( F，它们的表达量均
持续增加，并分别与相应的细胞周期蛋白依赖的蛋

白激酶（&2,-#(63/G/(31() J#(1+/，&3J）结合，激活 &3J
的激酶活性，使一系列底物磷酸化，推动细胞周期进

入 D期［;］。
各类有丝分裂刺激因子可以通过信号转导对细

胞周期发挥作用。如胰岛素（9(+*-#(）和胰岛素样生
长因子 9（9(+*-#(6-#J/ $.’=)7 01,)’. 9，9$06<）通过结合
各自的受体，作用于胰岛素受体底物（9(+*-#( ./,/G)’.
+*K+).1)/+，9RD+），经信号放大过程，而上调 &2,-#( ?
的表达［P］。因而，在细胞中高表达 9$06<和 &2,-#( F，
都可以推动细胞周期进展，促进细胞的分裂增殖。

在大规模培养哺乳动物细胞生产重组蛋白时，

往往可以观察到细胞死亡，使得细胞难以维持高密

度和高活力，导致生产提前终止。这种细胞死亡往

往与细胞凋亡有关［S，T］。一般认为至少有两个细胞

凋亡通路：受体介导的细胞凋亡和线粒体介导的细

胞凋亡，最近有证据显示内质网也介导细胞凋亡［!］。

受体介导的凋亡通路需要可溶性配体分子（如

&?USV、AW"、EG’;V、A.1#-等）或其它细胞的表面分子
与相应的细胞凋亡相关受体（&?US、AW"R<、EG’;、
?RP@S等）结合，促使受体胞内区与相应分子结合，
而激活初始 &1+G1+/，即 ,1+G1+/6X［X］。而线粒体介导
的细胞凋亡通路通过从线粒体膜上释放细胞色素 ,
（&2) ,）而起始。释放到胞浆中的 &2) ,先与 EG106<
结合，而后进一步结合 &1+G1+/6U酶原，并使之激活。
EG106<、&2) , 和活化的 &1+G1+/6U 组成一个全酶，称
为凋 亡 体（ EG’G)’+’H/）［U 8 <I］。当 初 始 &1+G1+/+
（&1+G1+/+6X和 &1+G1+/6U）激活后，均可通过级联方式
激活下游 &1+G1+/+，并最终激活效应蛋白酶 &1+G1+/6
;，而使两个凋亡通路汇合起来。&1+G1+/6;裂解关键
底物，使细胞最终走向凋亡：磷脂酰丝氨酸（YD）外
翻，核浓缩，?WE片段化，细胞内容物被包进膜内，
形成凋亡小体（EG’G)’)#, K’3#/+），并通过 YD 被临近
的吞噬细胞识别和吞噬［<;，<P］。细胞凋亡通路受到严

紧的调节。例如线粒体膜整合蛋白 :,-6I可以通过
维持线粒体膜的完整性，阻止 &2) ,释放而抑制细胞
凋亡。因此，在细胞中高表达 :,-6I蛋白，可以使细
胞对细胞凋亡耐受。

本研究中，通过对 &45细胞进行改造，使之适
于在无蛋白培养基中生长，并且具有抗凋亡能力。

因而，当这些细胞株用于外源基因表达时，不需要再

进行细胞株的无血清培养基适应工作，而且易于培

养，为大规模表达重组蛋白药物创造了便利条件。
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