
!" 卷 # 期
!$$%年 %月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,(- !$$%

./0/12/3：4/0/56/7 88，!$$9；:00/;</3：=>70? %，!$$% )

@?1A B’7C B>A A,;;’7</3 6- > D7>E< F7’5 <?/ *><1’E>( G9" H7’I/0< ’F J?1E>（*’) !$$8::!8K"K8 ）)

" J’77/A;’E31ED >,<?’7 ) @/(：L G9M8$M99N#GG!N；OM5>1(：B/1-,>E-,PE10) 651 ) >0) 0E
国家高技术“G9"”计划基金资助（*’) !$$8::!8K"K8）。

!"#$%&’( )细胞定点整合高效表达系统的建立

*+,+-./0+12 .’ 342+56/+74’47 812+9(:24.1 3;62+0 2. "49&5
-+,+- <=/(+664.1 >+7.0?41:12 @(.2+416 41 !"# !+--6

周 宏，刘志刚，孙志伟，俞炜源"

QRST R’ED，UVT Q?1MW>ED，XT* Q?1MY/1 >E3 ZT Y/1MZ,>E"

军事医学科学院 生物工程研究所蛋白质工程研究室，北京 8$$$%8
3+4 -(* 5*(/%#$ %$1#$%%*#$1，6$&/#/)/% (- .#(/%0"$(,(12，70+8%92 (- :#,#/+*2 :%8#0+, ;0#%$0%&，.%#<#$1 8$$$%8，!"#$+

摘 要 为了克服随机整合建立高表达细胞株时“位置效应”所带来的不可预知的后果，我们尝试建立基于定点整合的 JRS
高效表达系统。首先设计一个新的高效筛选载体 ;=JOA0>E。该载体含有报告基因（ =! />7）、扩增基因（8"-*）、重组酶识别序列
（[.@）及筛选基因（$%(），且 $%( 基因的表达经过系统的弱化，确保能够对基因组中的整合位点进行大规模的高效筛选。然后
利用该载体转染 JRS\3?F7]细胞并进行大规模筛选以获得足够多的阳性克隆，并对阳性克隆进行系统分析，筛选出报告基因
表达水平高、单拷贝且扩增效果好的克隆，此克隆被认为筛选载体整合入 JRS细胞基因组中转录热点（R’< A;’<）区域，从而获
得了能够实现外源基因在基因组中定点整合和有效表达的 JRS\3?F7M细胞系。随后利用位点特异性重组系统（[UHM[.@）将外
源基因定点整合到 R’< A;’<区域，以实现外源基因在 JRS细胞基因组中的定点整合及高效表达。并利用该细胞系实现了
=! />7的高表达，表达量达到 8%^8!D\8$

9 0/((·!#?。该研究致力于 JRS细胞基因组中高表达位点的寻找和确认，建立基于定点
整合的哺乳动物细胞高效表达系统。
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与原核、昆虫和酵母表达系统相比，哺乳动物细

胞表达系统具有更精确的转录后加工、翻译后修饰

（糖基化、二硫键形成等），其表达产物在分子结构、

理化性质和生物学功能等方面与天然蛋白更接近。

因而哺乳动物细胞表达系统是目前重组蛋白药物，

尤其是结构较复杂的重组蛋白（如：抗体，生长因子

等）的主要表达系统。

现阶段，利用哺乳动物细胞表达系统制备重组

蛋白药物依然存在研发周期长、成本较高等问题。

目前建立特定重组蛋白的高表达细胞株的方法也有

很大的局限性。主要是利用随机整合的方法将目的

基因表达单元和筛选基因表达单元同时整合到宿主

细胞的基因组中，然后挑选基础表达水平较高的克

隆进行加压扩增，以提高目的基因的表达水平并筛

选稳定的高表达目的蛋白的细胞系。由于在哺乳动

物细胞基因组中存在大量的整合位点，插入染色体

的位置影响真核基因的表达，即外源基因插入染色

体区域所产生的影响，导致所谓的“位置效应”

（!"#$%$"& ’((’)%）。其中绝大部分整合位点不属于转
录活跃区，因而目的基因在这些位点整合后的基础

表达水平很低；即使某些位点位于转录活跃区，整合

后基础表达水平也较高，但该位点也可能不适应随

后的 *+,加压扩增———因为在利用 *+,对目的基
因的拷贝数进行扩增时，必然会伴随整合位点周边

序列的扩增，而周边序列的扩增可能对细胞的正常

生长产生不良影响等，从而导致不能获得高表达细

胞系。因而按照目前常规方法建立特定重组蛋白的

高表达细胞株存在两个需要耗费大量的时间和精力

的阶段，即基础表达水平较高的克隆的筛选阶段和

随后的加压扩增阶段。按照此常规方法建立特定重

组蛋白的高表达细胞株，即使在人力和物力有充分

保证的前提下，也往往需要 - . /0 个月的时间。该
方法本质上是基于随机整合的原理，在制备不同目

的蛋白的高表达细胞株时，即使利用相同的宿主细

胞和表达载体，由于前期工作中可供借鉴和利用的

资源和信息相当有限，因而也必须重复克隆筛选及

加压扩增过程，从而导致大量的时间和精力的浪费。

针对随机整合方法的局限性，目前国内外的研

究者进行了大量的研究，主要集中在以下两个方面。

首先，对筛选基因的表达进行充分的弱化。筛选基

因表达的弱化能够有效减少低表达克隆背景，从而

在筛选整合在基因组中转录活跃区中基础表达水平

较高的克隆时能够节省大量的时间和精力。筛选基

因的弱化可以从基因表达的各个层次着手，包括转

录、转录后加工、翻译等［/］。另一方面，即确定或标

记基因组中某一个适合外源基因高表达的位点，通

过位点特异性重组或同源重组的方式实现外源基因

在该位点的定点整合和表达［0，1］。定点整合不仅能

够直接获得基础表达水平较高的克隆，而且由于整

合位点固定，因而加压扩增程序的重复性将更好，对

后期工作的指导性将更好，能够大大缩短建立特定

重组蛋白高表达细胞株的周期和工作量。

本研究将在对筛选基因（!"# 基因）的表达进行
充分弱化的基础上，建立一个以 20 %34为报告基因
的筛选平台，从而筛选到多株可用于外源基因定点

整合并高效表达的细胞株。该细胞株不仅可用于真

核基因表达调控规律的研究，也将为建立新型高效

哺乳动物细胞表达系统奠定基础。

! 材料和方法
!"! 材料和试剂
菌株 567!，细胞株 869:;<(=>，质粒 !9?@@（含

表达 AB!重组酶的基因）为本室保存。常用限制性
内切酶、+@ 5C4聚合酶、+@ 5C4连接酶、!(D 5C4聚
合酶、+@ 3CE、;C+3 等购自 +FEFGF 公司和 CHI 公
司。血清和 J*5*培养基购自 6K)B"&’ 公司。抗生
素 ?@/L购自 M$NOF公司，抗生素 6KN="OK)$& I购自
G")<’公司。纤维蛋白原、凝血酶购自中国药品生
物制品检定所。其他常用生化试剂购自军事医学科

学院条件处，为分析纯。

!"# 细胞培养液
869:;<(=>细胞常规培养采用含 @OO"B:P PQ谷

氨酰胺的 J*5*培养基，并添加 /R7N:P的 CF6891，

SR/OO"B:P次黄嘌呤（6），SRS/-OO"B:P胸苷（+）以及
/ST小牛血清。当使用筛选载体 !*8H#)F& 转染
869:;<(=>时，使用抗生素 ?@/L，浓度为 @SS"N:OP，
并去除 6+。当筛选定点重组 20 %34的细胞株时，将
抗生素改为 6KN="OK)$&，浓度为 17S"N:OP。利用
*+,进行目的基因 20 %34的加压扩增时，则将血清
改为经透析的胎牛血清，并添加相应浓度的 *+,。
!"$ 细胞转染

869:;<(=>转染前 0@<以 L U /S7 细胞 V孔传于 -
孔板，0@<后，细胞贴壁并覆盖孔底大致致密。筛选
载体 !*8H#)F&使用 $%&#线性化后，以 @"N:孔的量
进行转染操作。具体方法和步骤参阅 J&W$%="N’& 公
司的 P$!"(’)%FO$&’+* 0SSS 的使用说明。转染 0@<
后，以 / U /S7 )’BB#:瓶传入细胞瓶，使用相应的筛选
培基（含 ?@/L @SS"N:OP）进行阳性克隆的筛选。
!"% &’()*+,- ./’)分析基因组 012
转染 !*8H#)F&的 869细胞，经 ?@/L筛选获得
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单克隆后，扩大培养至约 ! " #$% 个时，提取基因组
&’(，采用 )*+,-./ 公司的试剂盒进行。!$!. 基因
组 &’(用 !"#0"进行完全消化，$123的琼脂糖凝
胶电泳分离（#%4）5%6。&’( 变性后在碱性条件下
向尼龙膜转移（789+:;<’=，(,-*>6/:）。以#<5! );?@)
标记（利用 )*+,-./ 公司的随机引物标记试剂盒，
?/A B C D##$$进行标记）的 ’-+基因片断为探针进行
E+FA6-*: GH+A分析以确定 IJ?K>L/: 质粒在基因组中
的拷贝数。

!"# $% &’(表达水平的测定
溶圈实验 利用溶圈法分析重组 M! A)( 的活

性，参照文献［N］进行，尿激酶（DO）标准品购自中国
药品生物制品检定所。DO和 A)(均为血纤维蛋白
溶酶原激活物（)(），血纤维蛋白原在凝血酶作用下
形成纤维蛋白，与琼脂糖凝胶固定在塑料板或玻璃

板上，)(能激活纤溶酶原转变为纤维蛋白溶解酶，
可使纤维蛋白凝块溶解，形成透明溶解圈，在一定范

围内 )(浓度的对数与溶解直径呈线性关系，根据
标准 )(浓度与溶解圈直径大小作图或用直线回归
公式计算出 )(的含量。
!") 外源基因通过位点特异性重组入重组细胞株
携带外源基因（M! A)(）的打靶载体 IL&’(PQR0@<

A)(与表达重组酶 RS)的质粒 ITUNN混合后，共转
染经 E+FA6-*: GH+A 鉴定的整合单拷贝 IJ?K>L/: 的
?7T的细胞株。转染 !N6后，以 ! " #$N L-HH>Q瓶传入
细胞瓶，使用相应的筛选培基（含 78.*+,8LV: G
5P$!.Q,S）进行阳性克隆的筛选。两到三周后挑取
单克隆测定 M! A)(的表达水平。
!"* 中靶细胞株的+,-加压扩增
通过位点特异性重组获得整合外源基因的

78.*+,8LV: G抗性的细胞克隆。该单克隆经扩大培
养后，以 ! W 5个Q孔传入 X%孔细胞板进行相应浓度
J@Y的加压筛选。5 W N周后，经筛选配基培养获得
的单克隆经逐级扩大直至测定外源基因的表达水

平。每轮获得的具有最大表达水平且形态好的克隆

再进行下一轮的 J@Y加压筛选程序。

% 结果
%"! .+/01234载体的构建
筛选载体 IJ?K>L/:（图 #）的构建是基于商业

化载体 IZ0KE:-+（?H+:A-L6）的基本骨架。通过 &’(
重组技术将 IZ0KE:-+中的 $%& 启动子替换为经突
变弱化的!’()N$启动子；将原有的 &7R0基因替换
为报告基因 O! A)(；这样形成一个通过 Z0KE偶联的

!’()N$<%$*< +,!*<-! .’/<0#12（ /）报告基因表达单

元。再构建一个单独的!’()N$<345,<0#12（/）表达
单元，连入上述载体。最后在多克隆位点中间插入

重组酶 RS)特异性识别的 R0@位点及融合的 67# 基
因，构 成 IJ?K>L/: 载 体。我 们 对 筛 选 载 体
IJ?K>L/:中 67# 基因的表达进行多种弱化设计（表
#），形成一系列筛选载体；并寻找到合适的筛选载体
对 ?7T基因中的转录热点进行高效筛选。
携带外源基因（M! A)(）的用于位点特异性重组

的载体 IL&’(PQR0@<A)(（图 #）是在商业化载体
IL&’(PQR0@（Z:[VA*+.-:）的多克隆位点中插入所表达
的外源基因。该载体所携带的 R0@ 位点在重组酶
RS)的作用下与 IJ?K>L/:中的 R0@位点间形成重
组，使外源基因在细胞的基因组中发生整合。

图 # 筛选载体 IJ?K>L/:和用于位点特异性重组
的载体 IL&’(PQR0@的结构示意图

RV.B # J/I> +\ IH/>,V;>
!’()N$ -:6/:L-* ;-H-A-; E4N$ -/*H8 I*+,+A-*，5,8 RHI *-L+,9V:/AV+:
A/*.-A >VA-， 97#! ,FA/:A :-+,8LV:<*->V>A/:L- .-:-， +,!* V:A-*:/H
*V9+>+,- -:A*8 >VA->， .’/ AV>>F-<A8I- IH/>,V:+.-: /LAV[/A+*，0#12（ /）
G+[V:- .*+]A6 6+*,+:- I+H8 ( /;;VAV+:/H >-^F-:L-，345, ;V68;*+\+*/A-
*-;FLA/>-， ’":) ?8A+,-./*+[V*F> -/*H8 I*+,+A-*， 42;<#:2"=6
68.*+,8LV:<*->V>A/:L- .-:-B

%"% 载体 .+/01234 筛选基因（!"#）的弱化程度
我们所构建的筛选载体 IJ?K>L/:，其筛选基因

97# 的 P_端融合有 5,8（RHI *-L+,9V:/:A A/*.-A）位点。
该质粒可方便地用于筛选在基因组中整合 5,8 位
点的细胞株。由于野生型 E4N$启动子的转录活性
强，因而利用该启动子建立在基因组中整合 5,8 位
点的细胞株时，会出现大量的阳性克隆，但其中的大

部分克隆的 5,8 位点在基因组中的整合位点并不
理想，不适合外源基因在该位点的定点整合和高表

达。因此，本研究对筛选载体 IJ?K>L/:的 97# 基因
进行了充分的弱化，以提高其筛选效率，即对该载体

中的 E4N$ 启动子进行了弱化。有文献报道，缺失
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!"#$的部分增强子序列将大大降低 !"#$启动子的
转录水平［%］。因而利用缺失增强子序列的 !"#$ 启
动子指导抗性基因的表达时，能够大大减少低表达

的背景克隆，从而更方便地筛选到在基因组中转录

活跃区（或称热点）整合有 !"# 位点的细胞株。在

翻译水平上，我们应用 $%& 基因的突变体、在 $%& 基
因的起始使用不同读框的 &’(、突变 )*+,- 序列及
在翻译起始序列形成茎环结构等不同组合（表 .），
构建一系列 /01234,5载体。

表 ! "#$%&’()系列载体 !"#基因翻译水平弱化方式的组合特征
*(+,- ! $.(/(’0-/& 12 34"(3/-5 0/()&,(031) )-146’3) /-&3&0()0 7-)- 12 "#$%&’() &-/3-& 8-’01/&

67,389: /01234,5; /% /# /< /= />

?8/,9@A: !"#$ /@*8*BA@ C C C C C

0DB,5B *E 5A*8F495 @A393B,5B GA5A H C C C C

IDB;*E;E@,8A 3B,@B 4*5:*5（&’(） H H H C C

?8/,9@A: -*+,- 3AJDA54A C H C H C

!BA8;7**/ *E B@,537,B9*5 959B9,7 3AJDA54A C H C H C

我们使用该系列筛选载体转染 1KIL:ME@H 细
胞，并评价其克隆形成率（个L.$< 4A77）及报告基因
-N B6&的混合表达水平（O) ?OL.$< 4A77·N#M）。图 N表
明 /01234,5;=（/=）的克隆形成率为 .P%#个L.$< 4A77，
其报告基因的混合表达水平为 N<PN.O) ?OL.$< 4A77·
N#M（$PQN!GL.$

< 4A77·N#M）。/= 的克隆形成率比商业
化载体 /4RS&QP.（ C）低约 .$$$ 倍，同时其混合表
达水平也达到了最高，因此 /=具有最高的筛选效率
并被用于大规模转染 1KIL:ME@H细胞。

图 N /01234,5系列载体的克隆形成率
和混合表达水平的比较

T9GU N ’MA 34@AA595G AEE949A54F *E BMA
3A@9A3 /01234,5 /7,389:3

,：BMA 5D8VA@ *E W9,V7A 4*7*59A3 /@*:D4A: VF B@,53EA4B BMA /7,389:3；V：
BMA AX/@A339*5 7AWA7 *E BMA /7,89:3’@A/*@BA@ GA5AU

9:; 整合单拷贝筛选载体 "#$%&’()细胞株的筛
选及鉴定

利用 ’()"将质粒 /01234,5;= 进行线性化，然
后利用 ?5W9B@*GA5公司的阳离子脂质体 Y9/*EA4B95N$$$

转染 1KIL:ME@H 细胞，随后用 #$$!GL8Y (#.> 筛选。
共转染细胞量达 %PN Z .$= 个细胞；挑选 >N 个报告
基因（-N B6&）基础表达水平较高的阳性克隆；上述克
隆的基因组用 *+&[#进行完全消化，以同位素标记
的 ,%& 基因片断为探针进行 !*DBMA@5 V7*B分析以确
定 /01234,5质粒在基因组中的拷贝数，整合单拷贝
/01234,5的细胞株在杂交后的显影，将显示为单一
条带（图 Q）。最终筛选到 = 株整合了单拷贝
/01234,5的细胞株，这些细胞株以其载体及克隆编
号命名。

图 Q !*DBMA@5 V7*B检测 1KIL:ME@H细胞基因
组中整合 /01234,5的拷贝数

T9GU Q &5,7F393 *E BMA 95BAG@,B9*5 4*/F 5D8VA@ *E
BMA /01234,5 3A@9A3 /7,389:3

RS&（.%!G）E@*8 /01234,5 B@,53E*@8,5B3 \,3 :9GA3BA: \9BM *+&[#
,5: ,5,7F+A: VF !*DBMA@5 V7*B D395G , /,@B9,7 $%& /@*VAU 1A77 795A3
4*5B,9595G , 395G7A 4*/F *E BMA !"#;$%&! \,3 8,@-A: VF @A: 7**/3U

9:< 外源基因 =9 0>?在 $@AB5.2/C 细胞基因组中

的定点整合

利 用 ?5W9B@*GA5 公 司 的 阳 离 子 脂 质 体

]%=周 宏等：1KIL:ME@H细胞定点整合高效表达系统的建立



!"#$%&’(")*+++ 将质粒 #’,-./01234(5. 和 #6788 共
转染各整合单拷贝 #9:;<’=) 的细胞株。依据 %>#4
!"#定点重组系统的原理（图 8），#6788 质粒表达
的 %>#重组酶将能够介导质粒在各单拷贝细胞株基
因组中的 !"# 位点的定点整合，而且定点整合后，

原基因组中的 $%&! 4 ’"()4** +,- 表达单元将被灭
活，而表达新整合的 ?@AB$C@’") D基因，而且作为目
的基因表达的 E* (5. 的表达水平将会有显著的
提高。

图 8 1!54123位点特异性重组示意图
1"AF 8 .’("G=("$) $% = %H)’("$)=> !"#4./01&2/345 A&)& I@ <"(&4<#&’"%"’ (=BA&(")A

3J& ’"B’H>=B (=BA&(")A G&’($B #’,-./0123 =)K (J& ’JB$C$<$C=>，%H)’("$)=> !"#45%&! (=BA&( $% #9:;<’=) =B& <J$L)F 1!54’=(=>@M&K ")(&AB=("$) B&A&)&B=(&<
= %H)’("$)=> J@AB$C@’") A&)&F .( (J& <=C& ("C&，(J& ")(&AB=)(< >$<& (J& )&$C@’") B&<"<(=)’&F

图 / 整合单拷贝 #9:;<’=)细胞株定点
整合目的基因后基础表达水平

1"AF / D=<=> &N#B&<<"$) >&G&> $% <")A>&4’$#@
’&>> >")&< =%(&B (=BA&(&K E* (5.

D=B< ")K"’=(& (J& B&<H>(< $% =<<=@< %B$C K"%%&B&)( ’>$)&<（)
O P*）LJ"’J <&>&’(&K I@ ?@AB$C@’") D（Q/+!A0C! ")
R9,9）F S#&’"%"’ =’("G"(@ $% (5. "< T+，+++RU0CA（K=(=
)$( <J$L）F V=>H&< B&#B&<&)( (J& C&=)< W SF ;F9F

我们通过位点特异性重组将外源基因定点整合

到上述 X株单拷贝细胞株后，首先利用 ?@AB$C@’") D
筛选，然后每株随机挑取 P*个阳性克隆进行分析，
结果表明这些克隆都表现为 ?@AB$C@’") D 抗性，
E* (5.表达水平有了显著性提高且具有相近的表达

水平。这些研究结果表明 E* (5. 基因已在 :?60

KJ%BY基因组中的 123位点定点整合并获得有效表
达。图 /为各单拷贝细胞株定点整合外源基因后的
表达水平的比较，其中细胞株 T4P［（PXX W 8/ZP）U[
RU0P+\ ’&>>·*8J，相当于（*Z* W +Z/）!A0P+

\ ’&>>·*8J）］的
基础表达水平可达 *!A水平以上。

!"# 用于定点整合系统的细胞株 $%&的 ’()加压
扩增试验

由于在 #9:;<’=) 载体设计有单独表达单元

!,678+489!"4:&;/（-），因此可以通过 93]加压对
整合在 :?60KJ%BY 细胞基因组中热点区域的 E* (5.
基因进行扩增。定点整合细胞株 T4P 在通过三轮
93]的加压及多步亚克隆后，获得多株 E* (5.表达
量大于 P+!A0P+

\ ’&>>·*8J的细胞株（图 \）。所获得的
8株亚克隆中，其中 .（图 \，.）在 93] O X+)C$>时表
达水平可达 PQX8ZQU[ RU0P+\’&>>·*8J（相当于
PXZP!A0P+

\ ’&>>·*8J）；D（图 \，D）在 93] O /+)C$> 时
表达水平可达 PP88ZQU[ RU0P+\ ’&>>·*8J（相当于
P8ZQ!A0P+

\ ’&>>·*8J）；:（图 \，:）在 93] O X+)C$> 时
表达水平可达 P+++ZQU[ RU0P+\ ’&>>·*8J（相当于
P*Z/!A0P+

\ ’&>>·*8J）；,（图 \，,）在 93] O X+)C$> 时
表达水平可达 ^T^Z8U[ RU0P+\ ’&>>·*8J（相当于
P*ZQ!A0P+

\ ’&>>·*8J）。结果可以预示，随着筛选规模
的扩大和 93]浓度的上升，其表达水平还有提高的
空间。

* 讨论
哺乳动物表达系统与其他表达系统相比，其实

现重组蛋白的高表达存在研制周期长，综合成本高

+\X <.45%6% =&>15?; &@ A4&+%3.5&;&0/ 生物工程学报 *++X，V$>Z*Q，-$Z8



图 ! 细胞株 "#$整合外源基因 %& ’()后 *+,
加压后亚克隆表达水平

-./0 ! )1123 456 ’78 89:6811.5; <8=8< 54 8;/.;886.;/
>8<< <.;8 "#$ ’26/8’8? @3 68>5A@.;2;’ /8;8

B78; ’682’8? @3 *+, /8;8#2A:<.4.8?

等问题。这主要是由于筛选高表达细胞株是一个既

费时又费力的过程。因而研制高效、经济的真核表

达系统一直是生物工程技术领域，尤其是生物制药

领域的一个重要发展方向。目前大量的研究结果表

明，决定重组蛋白在哺乳动物细胞中表达水平的因

素是多方面的，包括目的基因在基因组上的拷贝数，

目的基因在基因组的整合位点，以及指导目的基因

表达的启动子强度，表达产物的稳定性等。其中，实

现目的基因在细胞基因组中转录活跃区（或称转录

热点，75’ 1:5’）的整合是一个关键因素。为实现此目
的，目前主要有两个思路，其一就是通过弱化筛选基

因表达，从而提高获得目的基因在热点整合克隆的

概率。其二为通过同源重组或位点特异性重组直接

将外源基因整合到基因组中的转录热点。由于体细

胞的同源重组（即体细胞打靶）比较困难，所以目前

只有少量的成功报道；而位点特异性重组技术则相

对比较成熟。

早在 $CC&年，-D%D17./8和 E2D86通过融合有 !"#
(序列的 $%" 基因的筛选质粒，获得整合有单拷贝
的 !"# (序列的细胞株后，使用 F68酶实现了外源基

因在 FGH细胞基因组的定点整合，使!#&’! 基因能
够稳定高效表达［!］。&II& 年，J.’5等同样采用 ()%#
!"#* 系统介导质粒在 FGH染色体上的定点整合，实
现了抗体的高表达，转瓶培养 K?后，抗体分泌量达
到 $!IA/LM［&］。N2OD J［P］等用反向遗传学的方法克
隆了 FGH高表达细胞株染色体上整合位点两侧的
侧翼序列#GQN(R（G5’ 1:5’ 456 .;>68218? 68>5A@.;2;’
:65’8.; 89:6811.5;，GQN(R）构建了表达载体，同时使用
GQN(R序列构建了同源重组载体 :+S（Q），:+S（Q）携
带的目的基因与 FGH细胞基因组发生同源重组后，
使 F+M)TQ/在 FGH细胞中的基础表达水平比不含
GQN(R载体的基础表达水平高 $I倍。N844［K］等通过
同源重组的方式实现了外源基因在 FGH细胞基因
组中的体细胞打靶。国内，刘志刚等［"］在定点整合

方面做了有益的尝试，他们获得了能够实现外源基

因在基因组中定点整合和有效表达的 FGHL?746U细
胞系，单链抗体#尿激酶融合基因在 *+, 加压后表
达量达到 V!/L$I

! >8<<·&T7。目前，国内没有任何商
业化的定点整合高效表达系统可供使用。

为实现目的基因在 FGHL?746U细胞基因组中转
录活跃区的定点整合和高表达，我们首先对筛选基

因表达水平进行了一系列弱化而构建了真核表达质

粒 :*FR1>2;。该载体中筛选基因的弱化包括，缺失
增强子以降低转录水平；破坏 %5W2% 序列以降低翻
译水平；将筛选基因与报告基因构建成双顺反子结

构实现表达偶联以减少假阳性克隆的产生。利用脂

质体转染，将构建的筛选载体 :*FR1>2;随机整合到
FGHL?746U细胞基因组，通过一系列筛选和鉴定，获
得在 基 因 组 中 转 录 活 跃 区 整 合 +,-（ .!/
68>5A@.;2’.5; ’26/8’）位点的 FGHL?746U细胞株。为了
克服基因组中“位置效应”的影响，我们选取整合了

单拷贝 :*FR1>2;的细胞株作为定点整合系统的候
选细胞株。我们希望获得基础表达水平高、整合了

单拷贝 :*FR1>2;、耐受*+,加压扩增及稳定性好的
细胞株。细胞株 "#$在所筛选的克隆中符合这些特
征，这样整合 -N+ 位点的细胞株 "#$，表达重组酶
-M( 的质粒 :HXTT 和可携带外源基因的载体
:>YZ)VL-N+共同构成定点整合高效表达体系。
本研究建立的基于 4<:#+,- 重组系统的 FGHL

?746U细胞定点整合和表达系统能够方便、快速地实
现外源基因在 FGHL?746U基因组中转录活跃区的定
点整合和高效表达，并可通过 *+,加压，有效提高
目的基因的表达。因而该系统将能缩短蛋白药物的

研制周期，降低研发成本，加速基因工程药物的产业

化进程，具有良好的应用前景。同时，由于该系统之

$!K周 宏等：FGHL?746U细胞定点整合高效表达系统的建立



细胞株可以快速实现特定的靶分子在 !"#$%&’()细
胞基因组中整合和表达，因此可方便地将特定的调

控分子定点整合到 !"#$%&’() 细胞的基因组中，通
过表达这些特定的调控基因来改变宿主细胞的功能

分子，从而改善 !"#$%&’()细胞大规模培养特性，为
研制高效经济的 !"#$%&’()细胞表达系统奠定了良
好的基础。而且，该系统在真核细胞表达调控等理

论研究方面具有较好的应用。由于该系统能够实现

外源基因片段在细胞基因组中的 *+,位点定点整
合，筛选所得克隆在理论上都是一致的（包括整合位

点，拷贝数等），因而能够方便地应用于不同表达调

控元件（包括不同启动子，增强子，-.或 /.非翻译区
等）的分析比较。
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据英文摘要及图表，就可以大致了解论文的全貌。
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