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悬浮培养 CHO 细胞生产重组人促红细胞生成素条件的优化 *
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摘要 目的：通过对贴壁培养 CHO细胞筛选驯化，得到高表达的细胞后进行悬浮培养生产重组人促红细胞生成素（rHuEPO）。方

法：利用 96孔板和 24孔板对 CHO细胞进行筛选，得到高表达细胞株后进行驯化，使其适合悬浮培养，经过摇瓶扩增后接种到生
物反应器中无血清培养，每天监测葡萄糖含量，测 rHuEPO表达量。结果：悬浮培养 CHO细胞生产 rHuEPO，生产周期短，表达量
比贴壁培养高出很多，操作方便，减少污染，易于放大，并建立了适合悬浮培养的 CHO细胞株，为工业化悬浮培养 CHO细胞生产
rHuEPO提供了技术基础。结论：经过工艺优化后利用无血清悬浮培养生产促红细胞生成素平均表达量较贴壁培养高，生产周期
短，有利于降低生产成本。
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ABSTRACT Objective: To screen and domesticate the adherent cultured CHO cells to obtain high expression of cell suspension

culture for production of recombinant human erythropoietin erythropoietin (rHuEPO). Methods: Using 96-well and 24-well plates culture

method to screen and domesticate the highly expressing CHO cell strain. Acclimate the high expression cell strain and make it suitable

for suspension culture. It's inoculated into the bioreactor in serum-free culture after amplified by the shake flask, and monitoring of

glucose content, measuring rHuEPO expression of daily. Results: The suspension culture of CHO cell production of rHuEPO has short

production period, higher expression than adherent culture. On the other hand, it is easy to operate and scale-up, but not easy to pollute.

Furthermore, we established of the CHO cell strain for suspension culture,which provided a technical basis for industrial production of

CHO cells the rHuEPO. Conclusion: After process optimization, the use of serum-free suspension culture production of erythropoietin

average expression has high, short production period, low cost of production.than adherent culture.
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前言

天然 EPO 分子由 193 个氨基酸残基组成， 分 子 量 为

18398D。肽链中有两个二硫键，分别位于 7 位与 161 位、29 位

与 33 位[1-3]。4 个糖基化位点，分别位于 24 位、38 位、83 位和

126 位，前三个为 N 位糖链，最后一个为 O 位糖链[4-5]。
由于 EPO 的糖链部分占分子量的 30 %~50 %左右，分支

程度不一，其表现出分子量就不均一。血液存在的天然 EPO 的

分子量约为 30~39 kD[6-7]。通过重组 DNA 在哺乳动物细胞中表

达的 EPO，其糖基化程度和分子量均与天然 EPO 类似，在体内

也具有促进红细胞生成的作用[8]。
随着市场对 rHuEPO 需求量的增大，一种生产成本低，生

产周期短的技术对工业化生产有重要意义，我们通过对贴壁培

养 CHO 细胞驯化后进行悬浮培养生产 rHuEPO 符合这种要

求，为工业化悬浮培养 CHO 细胞生产 rHuEPO 提供了技术基

础。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞和培养基 表达 rHuEPO 的贴壁中国仓鼠卵巢细胞

（CHO-EPO）工程细胞株由本公司构建，并冻存于细胞库。基础

培养基：DMEM 培养液，添加 10%胎牛血清（均为 SAFC 公司

生产）。无血清培养基：分别为基础培养液 B001（AmProtein 生

产），流加培养液 F001 （AmProtein 生产），SFM 培养液（SAFC

公司生产）。
1.1.2 试剂 0.25% 胰蛋白酶（Gibco），其他试剂均为国产分析

纯产品。ELISA 试剂盒（美国 R&D 公司产品），葡萄糖试剂盒

（中生北控公司产品）。
1.1.3 主要仪器 二氧化碳培养箱（日本三洋），磁性培养瓶 2.2

L(美国 Nalgene 产品)，5 L 生物反应器（美国 Celligen Plus）。
1.2 方法

1.2.1 细胞筛选 复苏 CHO-EPO 细胞，培养于T25 cm2 细胞培

养方瓶（Corning）中，至细胞处于对数生长期时，以 0.25 %胰酶

消化细胞，血球计数板计数后，应用有限稀释法在 96 孔板

（Corning）中对 CHO-EPO 细胞进行克隆。待克隆细胞生长至板

孔面积 70 %左右时，将基础培养基吸出，添加 200 μL SFM 培

养液，培养 48 h 后，取上清液进行 Dot-blot 检测[8]。将筛选得到

的 rHuEPO 高表达 CHO-EPO 细胞转入到 24 孔板中，待克隆

细胞生长至板孔面积 70 %左右时，将基础培养基吸出，添加

1000 μL SFM 培养液，培养 48 h 后，取上清液进行 Dot-blot 检

测，进一步确认高表达细胞。
1.2.2 细胞株驯化 将筛选得到的 rHuEPO 高表达 CHO-EPO

细胞转入T25 cm2 细胞培养方瓶，以基础培养基培养，待细胞

长满单层后，加入 0.25 % 胰蛋白酶消化，传代至装有基础培养

基的T75 cm2 细胞培养方瓶（Corning）中继续培养，当细胞铺

满瓶底时，即得贴壁 CHO-EPO 细胞。取贴壁 CHO-EPO 细胞，

换液，加入 15 mL 基础培养基和 15 mL 基础培养液 B001，2 天

后吸出一半培养液，加入等量的基础培养液 B001，每 2 天重复

一次此操作，直到胎牛血清浓度低于 1 %后，以基础培养基

B001 继续培养，即培养基中血清浓度依次以 5 %，2 .5 %，1.25

%，0.625 %，0 %降低[9,10]。细胞在基础培养基 B001 中密度达到

5 ×106 cells/ mL 时，即得悬浮 CHO-EPO 细胞。培养条件：

37℃，5 % CO2 培养箱中静置培养。
1.2.3 摇瓶培养 将悬浮 CHO-EPO 细胞依次在装有基础培养

基 B001 的 250 mL，1000 mL，3L 摇瓶中扩增培养，接种密度均

为 5× 105 cells/ mL，培养条件：37℃，摇床转速 80 rpm，5 %

CO2 培养箱中培养。
1.2.4 生物反应器悬浮培养 将 3 L 摇瓶培养得到的悬浮 CHO-

EPO 细胞接种至生物反应器，在 37℃，搅拌速度 80 rpm，溶氧

（D.O.）60 %，pH 7.3 条件下以基础培养基 B001 增殖细胞。细胞

密度达到 5×106 cells/ mL 时，改变培养条件，细胞增殖阶段结

束，进入 rHuEPO 表达阶段，根据葡萄糖消耗情况，调整流加培

养基 F001 流加量和细胞培养上清液的收获量。每天取样检测

rHuEPO 活性，当 rHuEPO 活性降低至 5000 IU/mL 时，停止培

养，将收获的全部细胞培养上清液混匀，再次取样检测 rHuEPO

活性，计算 rHuEPO 总活性，rHuEPO 总活性（IU）= rHuEPO 单

位体积活性（IU/mL）×rHuEPO 表达液体积。
本课题组前期研究表明，在 rHuEPO 表达阶段影响悬浮

CHO-EPO 细胞表达 rHuEPO 的重要因素有：接种密度，反应器

搅拌速度，D.O.，pH 值。本研究将将以上四种因素作为考察因

素，每个因素设定四个水平，制定因素水平表，见表 1。根据正

交表 L16（45)设定 rHuEPO 表达阶段培养条件，做 4 因素 4 水平

的正交实验[11]。每次实验均悬浮培养 7±0.5 天，收获细胞培养

上清液 10L（rHuEPO 活性均降低至 5000 IU/mL 左右）。

表 1 L16（45)正交设计

Table 1 L16(45) Orthogonal Design

1

2

3

4

3×105

4×105

5×105

6×105

50

60

70

80

45

50

55

60

7.25

7.20

7.15

7.10

1.2.5 生物反应器微载体贴壁培养 将贴壁 CHO-EPO 细胞接

种到装有微载体的生物反应器中，接种密度为 5 ×105 cells/

mL。在 37℃，转速 110 rpm，D.O.50，pH7.3 条件下，用基础培养

基增殖贴壁 CHO-EPO 细胞。6 天后，排尽基础培养基。在

37℃，转速 110 rpm，D.O.50，pH7.2 条件下，采用 SFM 培养基

继续培养贴壁 CHO-EPO 细胞，细胞进入表达 rHuEPO 阶段。
每天根据葡萄糖消耗情况，调整无血清培养基灌注量和细胞培

养上清液收获量 [12-15]。在 rHuEPO 表达阶段，每天取样检测

rHuEPO 活性，当 rHuEPO 活性降低至 5000 IU/mL 时，停止培

养，将收获的全部细胞培养上清液混匀，再次取样检测 rHuEPO

活性，计算 rHuEPO 总活性。
1.2.6 检测方法 rHuEPO 体外活性参照 ELISA 试剂盒说明书

测定；葡萄糖含量参照葡萄糖试剂盒说明书测定，采用

GOD-POD 法测定。
1.2.7 数据统计 根据 rHuEPO 总活性，采用 SPSS11.5 对生物

反应器悬浮培养结果进行多因素多水平分析。

2 结果与分析
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2.1 rHuEPO 高表达 CHO-EPO 细胞的筛选

图 1 表明 C9、B10、B11、B12、C11、H5、F2、C3 孔表达量较

高，将其分别转入到 24 孔板 C2、D2、E2、F2、C3、D3、E3、F3 孔

后，24 孔板中 E2 表达量较高。

图 1 96 孔板细胞筛选结果

Fig.1 96 well plate cell screening results

图 2 24 孔板细胞筛选结果

Fig.2 24 well plate cell screening results

表 2 正交试验结果

Table 2 Result of orthogonal experiment

Serial number A B C D
EPO Activity

IU/mL

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

K1

K2

K3

K4

R

1

1

1

1

2

2

2

2

3

3

3

3

4

4

4

4

14900.75

15052.75

15758.50

15512.50

857.75

1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3

4

15340.75

15259.75

15661.00

14962.00

699.00

1

2

3

4

2

1

4

3

3

4

1

2

4

3

2

1

15282.00

14831.50

15495.50

15614.50

783.00

1

2

3

4

3

4

1

2

4

3

2

1

2

1

4

3

14510.00

15473.25

15750.75

15489.50

1240.75

14051

14461

15989

15102

15111

15265

14834

15001

16080

16401

16310

14243

16121

14912

15511

15502

2.2 生物反应器悬浮培养正交试验结果

反应器悬浮培养正交试验结果见表 2 和表 3。方差分析结

果（表 3）表明，A 的显著值为 0.018，B 的显著值为 0.044，C 的

显著值为 0.027，D 的显著值为 0.007，四个因素均具有显著意

义 (P 小于 0.01 或小于 0.05)。从表 2 的的 K 值和级差 R 的大

小可知：影响 rHuEPO 产量的主次顺序为 D>A>C>B，即表达阶
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段 pH 值 > 接种密度 > 溶氧 > 搅拌转速，产 rHuEPO 的最佳组

合为 A3B3C4D3。
综上所述，采用生物反应器悬浮培养法生产 rHuEPO 的最

佳条件为：接种密度 5×105cells/mL、搅拌转速 70 rpm、溶氧 60

%、表达阶段 pH 值 7.15。
2.3 生物反应器微载体贴壁培养结果

反应器微载体贴壁培养，有血清阶段培养 6 天，无血清阶

段培养 12 天，共收获上清液 50 L，EPO 表达量为 8010 IU/mL，

rHuEPO 总活性为 4.00×108 IU。
2.4 生物反应器悬浮培养优化条件的验证

在 2.1 得出的最佳生产条件下，采用生物反应器悬浮培养

法生产 rHuEPO，共进行 3 次。第一次培养 7 天，收获上清液 10

L，rHuEPO 的表达量为 16502 IU/mL，rHuEPO 总活性为 1.65×
108 IU；第二次培养 6 天，收获上清液 9.6 L，rHuEPO 的表达量

为 16558 IU/mL，rHuEPO 总活性为 1.59×108 IU；第三次培养 7

天，收获上清液 11 L，rHuEPO 的表达量为 16432 IU/mL，rHuE-

PO 总活性为 1.80×108 IU。由三次验证试验可知，每次平均培

养 6.67 天，收获上清液 10.2L，rHuEPO 的表达量为 16471 IU/mL，

rHuEPO 总活性为 1.68×108 IU。

3 讨论

由于无血清培养基中不含有血清或生物提取物，其成分及

含量清楚，无血清培养可避免由于血清的成分复杂而难以纯化

的因素，有利于细胞培养批与批之间的稳定性，避免血清中其

他物质对细胞的污染或对细胞产生毒性，更有利于细胞的分

化[16-20]。目前，利用贴壁培养方式生产 rHuEPO 的技术比较成

熟，采用无血清悬浮培养技术生产 rHuEPO 的报道较少。本课

题组成功驯化得到高表达 rHuEPO 的悬浮 CHO-EPO 工程细

胞，并对该工程细胞的悬浮培养条件进行了优化，为工业化悬

浮培养 CHO 细胞生产 rHuEPO 提供了技术基础。由于贴壁培

养过程中加入了血清，给下游纯化增加了难度，采用无血清培

养后，在下游纯化过程中更容易得到高纯度的 rHuEPO，减少纯

化的投入。采用悬浮培养 CHO-EPO 工程细胞生产 rHuEPO，便

于产业化放大，减少污染。随着无血清培养基的研究和进一步

发展，无血清悬浮培养已成为一种趋势，目前，在抗体生产方面

已大量应用。从上述试验可以得出，利用无血清悬浮培养生产

促红细胞生成素平均表达量较贴壁培养高，生产周期短，有利

于生产成本。无血清悬浮培养收获上清液较少，可以通过放大

生物反应器的方法解决，或在生物反应器上加装细胞分离器的

方法加以解决。
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3756305610.000
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3

3

3

3

16

15

657643.042
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19.614
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Note: a R Squared = .988 (Adjusted R Squared = .939); Dependent Variable: rHuEPO expression IU/mL.
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