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摘  要 

重组抗体药物在医药市场中的占比不断增大。哺乳动物细胞表达系统相比原核和真核表达系统能够高效

表达重组抗体并进行近似人源蛋白的翻译后修饰，使重组抗体具有更好的活性及稳定性，因此被广泛用

于重组抗体的生产，其中以中国仓鼠卵巢细胞(Chinese Hamster Ovary, CHO)用途最为广泛。基于原有

的CHO细胞表达平台，抗体表达产量和质量并不一致。文章聚焦于载体设计、基因整合技术、糖基化修

饰、筛选放大策略以及工艺优化等方面的进展并进行综述，旨在探究CHO细胞表达平台面临的目的基因

靶向整合效率低、高产克隆筛选繁重、工业放大产物质量不可控等不足，为进一步促进CHO细胞表达系

统的效率与一致性提供研究思路。 
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Abstract 
The proportion of recombinant antibody drugs in the pharmaceutical market is constantly increasing. 
Compared with prokaryotic and eukaryotic expression systems, mammalian cell expression systems 
can efficiently express recombinant antibodies and perform post-translational modifications similar 
to human proteins, endowing recombinant antibodies with better activity and stability. Therefore, 
they are widely used in the production of recombinant antibodies, among which Chinese hamster 
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ovary cells are the most widely used. Based on the existing CHO cell expression platform, the yield and 
quality of antibody expression are inconsistent. This article reviews the progress in vector design, 
gene integration technology, screening and scaling-up strategies, and process optimization, aiming to 
explore the shortcomings of the CHO cell expression platform, such as low targeting integration effi-
ciency of target genes, heavy workload in screening high-yield clones, and uncontrollable product 
quality during industrial scaling-up, and to provide research ideas for further improving the efficiency 
and consistency of the CHO cell expression system. 
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1. 引言 

CHO 细胞是生物制药领域重组抗体生产的主要宿主之一。通过培养体系的调控与细胞驯化，CHO 细

胞能够适应无血清悬浮培养环境，并且其较强的剪切力和渗透压耐受能力，使其适用于生物反应器中的

大规模培养，符合工业大规模生产需求。自 1987 年首个由 CHO 细胞表达的人组织型纤溶酶原激活剂(t-
PA)获 FDA 批准上市以来，截止 2025 年，在全球已获批的 191 种生物药物中，由 CHO 细胞表达的药物

占比达 80% [1]。 
数十年来，随着生物制药行业对重组蛋白、单克隆抗体等生物药的需求不断提高，科研机构与生物

制药企业始终致力于细胞系的优化。目前，制药行业中使用的 CHO 细胞普遍存在基因组不稳定性问题，

易发生缺失、易位等基因组重排现象[2]。细胞在生产过程中承受着高密度培养带来的基因组复制与高负

荷代谢压力，这导致细胞基因组序列变异及表观修饰变化，从而使得生产效率和产品质量下降[3]。 
在稳定重组细胞系的构建与开发中(见图 1)，实现高效生产和克隆稳定性的动态平衡是关键。这需要

通过对 CHO 细胞表达载体的设计、靶向目的基因整合技术的应用及培养工艺的优化等多维度策略协同

推进[4] [5]。上述优化措施目标始终聚焦于突破现有生产瓶颈：一方面显著提升细胞的密度增殖能力与目

的蛋白表达效率，另一方面保障克隆的稳定性与产物质量一致性，提高最终产量与品质，从而更好地适

配工业化大规模生产需求，降低生物药研发与生产成本，为全球患者提供更易获取的高质量治疗药物。 

2. 表达载体的设计 

目的基因在细胞中的表达会受到目的基因拷贝数、转录水平、翻译及翻译后修饰的调控水平，以及

目的基因整合至染色体的区域状态与具体位点等诸多因素制约[3]。载体作为外源基因导入哺乳动物细胞

的重要工具，其结构和组成直接影响目的基因的表达效率和稳定性。通过启动子、增强子和其他顺式作

用元件(见图 2)，可以增强目标基因的表达，并提高基因转录的效率以及对蛋白质分泌至关重要的信号序

列，从而显著提高目的蛋白的表达量和质量[6]。 

2.1. 载体优化 

2.1.1. 启动子和增强子 
调控启动子与增强子的改造与替换，是载体优化构建的核心[3]。在基因表达调控的复杂过程，启动 
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Figure 1. The process of CHO cell line development 
图 1. CHO 细胞系开发的流程 
 

 
Figure 2. Plasmid expression vector map 
图 2. 质粒表达载体图谱 
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子与增强子作为核心顺式作用元件，二者通过紧密的协同作用直接调控基因转录合成 RNA，然后进一步

翻译形成功能蛋白质的过程。对于转基因表达研究与应用而言，选用与宿主细胞、目的基因特性相适配

的启动子，是实现目的基因高效且长期稳定表达的重要前提条件。目前载体构建过程中应用的启动子种

类多样，主要包含真核与病毒来源启动子两大类[7] [8]。其中，真核来源启动子的典型代表有磷酸甘油酸

激酶 1 (PGK)、人类延伸因子-1α (EF-1α)、人类泛素 C(UBC)等；病毒来源启动子则包括巨细胞病毒启动

子(CMV)、猿猴病毒 40 启动子(SV40)等。在各类启动子中，CMV 启动子凭借其优异的转基因表达促进

效能，是被广泛应用于商业化重组蛋白表达载体的元件[9]。Zhao 等[10]通过巨细胞病毒(CMV)或猿猴病

毒(SV40)启动子驱动含有增强型绿色荧光蛋白(eGFP)载体，发现 CMV 启动子驱动的基因表达水平显著

高于 SV40 启动子。病毒启动子虽常被用于重组蛋白的表达体系中，却易受 DNA 甲基化介导的表观遗传

沉默作用影响，进而造成重组蛋白的表达水平下降。Marx 等[11]使用 CRISPR/dCas9 对 CMV 启动子甲基

化后发现，组蛋白标记普遍丢失，并且获得了明显的抑制性异染色质标记，导致 CHO 细胞中转基因表达

降低。中国仓鼠延伸因子-1 (CHEF-1α)启动子凭借与 CHO 细胞转录调控系统的天然适配性，展现出优于

CMV 病毒启动子及人源 EF-1α启动子的转录活性，能更高效且稳定地驱动目的基因表达。Ebadat 等[12]
通过构建四种双顺反子载体，对 CMV 和 CHEF-1α两种启动子表达效率进行评估。结果表明，在 Furin/2A
肽介导的载体中，CHEF-1α启动子驱动的单克隆抗体表达量比 CMV 启动子高出 2.5 倍。 

2.1.2. 密码子和信号肽 
密码子具有简并性，即同一种氨基酸可由多种密码子编码。不同宿主细胞的密码子使用频率存在天

然差异，这种差异会导致目的基因在宿主细胞中表达适配性不足[13]。为消除目的基因与宿主细胞之间的

密码子偏好差异，进而提升目的基因的蛋白表达水平，密码子优化对于基因表达调控而言至关重要。研

究表明，经密码子优化的 mRNA 的蛋白质表达量增加，是由于转录增强或 RNA 稳定性提高导致 mRNA
水平升高[14] [15]。密码子优化的核心前提是精准获取宿主细胞的密码子偏好信息，最新 AI 算法研究涉

及对密码子的全面评估。Fallahpour 等[16]开发的 Codon Transformer 深度学习模型能生成具有类自然密

码子分布特征且含最少负面顺式调控元件的宿主特异性 DNA 序列。 
信号肽(Signal Peptide, SP)是抗体分泌表达的关键元件，抗体需从核糖体合成后转运至内质网进行折

叠、糖基化修饰，再经高尔基体加工后分泌至细胞外。选择合适的信号肽能够直接影响抗体的表达水平、

折叠正确性及分泌效率。Ramezani 等[17]采用人白蛋白信号肽与天然 IgG 的 LC 信号肽相比，在 CHO-K1
细胞中帕妥珠单抗的表达量提高了两倍。Srila 等[18]利用开发的计算机程序对 SP 进行优化，能够简单高

效确定信号肽并用于 CHO 细胞系的开发。 

2.2. 基因整合技术 

基因整合是 CHO 细胞稳定表达抗体等重组蛋白的核心步骤，直接决定细胞克隆的表达水平、稳定性

及异质性。长期以来，CHO 细胞表达依赖随机整合的方式进行目的基因的基因插入[3]。由于随机插入宿

主基因组的非特异性位点，导致拷贝数均不可控，克隆异质性差异大，生产力会随着时间的推移而减少。

为了解决这些问题，以重组酶及 Cas9 核酸酶介导的位点特异性整合技术的新兴靶向基因整合技术

(Targeted Transgene Integration, TTI)，突破了传统随机整合策略的技术瓶颈，为细胞系开发领域的跨越式

发展铺平了道路[19]。目前使用的基因整合技术如表 1 所示。 

2.2.1. 重组酶系统 
CHO 细胞中常用的系统重组酶系统包括：酪氨酸重组酶系统(Cre/LoxP、Flp/FRT)和丝氨酸重组酶

(Bxb1、φC31)。重组酶通过识别并结合目的基因与 CHO 细胞基因组上的高转录率、稳定性的特定位置 
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Table 1. Random integration and targeted integration technologies 
表 1. 随机整合与靶向整合技术 

整合类型 核心机制 主要优势 主要劣势 

随机整合 外源基因无特异性靶向位点，随机插入 CHO
细胞基因组任意区域。 

操作简单、成本低廉，无需复

杂载体构建与基因编辑工具。 
高产克隆筛选周期

长、整合位点随机。 

重组酶介导

靶向整合 
重组酶特异性识别基因组与载体上的同源靶

点(loxP、FRT、attP/attB)，介导定点整合或重

组酶介导盒式交换，将外源基因精准插入预

设的转录活跃安全位点。 

脱靶风险低、整合效率高，克

隆稳定性优异，适配大容量片

段、多基因同步整合。 

需提前构建含重组

酶识别位点的 CHO
宿主细胞株，宿主

改造周期长。 

核酸酶介导

靶向整合 
核酸酶切割基因组特定位点产生双链 DNA
断裂(DSB)，通过同源定向修复(HDR)或非同

源末端连接(NHEJ)，实现外源基因定点插入。 

靶向位点灵活，无需提前改造

宿主，操作自由度高，可同步

实现基因敲除与定点整合。 

存在脱靶突变风险，

HDR 修复效率低，

需优化筛选策略提

升阳性克隆得率。 

 
(如 attP/attB、loxP、FRT)，从而提升整合精准性与表达稳定性[20] [21]。Zhang 等[22]通过 Cre/lox 重组酶

介导的盒式交换(RMCE)实现靶向整合，构建的帕博利珠单抗稳定表达株能在无药物压力条件下至少能稳

定维持 75 代。Crawford 等[23]利用 φC31 整合酶与 Cre-Lox 技术相结合，在使用化学成分确定的培养基

的非优化补料分批摇瓶生产培养中，所建立的两个 RMCE 宿主能够生产高达约 1.7 g/L 和 2 g/L 的抗体。

Ghanbari 等[24]采用 CRISPR 介导的精准整合到目标染色体 CRIS-PITCh 系统，结合 Bxb1 重组酶介导的

RMCE 系统，将带有短至 30 bp 同源臂的 2.6 kb Bxb1 着陆垫靶向整合到 S100A 基因簇的上游区域，靶向

效率达到 10.4%。 

2.2.2. 核酸酶 
CRISPR/Cas9 RNA 引导核酸酶、锌指核酸酶(ZFNs)及转录激活因子样效应核酸酶(TALENs)，可通过

诱导特异性双链 DNA 断裂(DSB)，借助同源定向修复(HDR)、非同源末端连接(NHEJ)等 DNA 修复机制，

将编码重组蛋白基因能够插入到转录活跃的基因组位点中[25]。Zhao 等[26]通过 CRISPR/Cas9 技术，分

别将编码 mCherry 蛋白和抗 PD1 单克隆抗体的基因整合进 C12orf35、HPRT 和 GRIK1 基因座中，与随

机整合对照组相比，所有靶向整合细胞系均表现出更高的生产力。Min 等[27]基于 CRISPR/Cas9 的重组

酶介导的 RMCE 着陆平台，将 EGFP 表达盒整合进 C12orf35 基因座中，靶向整合体的比单克隆抗体生产

力提高了 2.8 倍。Cao 等[28]利用 CRISPR/Cas9 技术构建重组 CHO 细胞系，促红细胞生成素(EPO)在胞

苷单磷酸 N-乙酰神经氨酸羟化酶(CMAH)位点的整合使表达水平更稳定，异质性更低。 

3. 糖基化修饰 

糖基化是 CHO 细胞翻译后修饰的核心，抗体糖基化修饰多数为 Fc 段 N-糖基化修饰，Fc 聚糖分子

主要由岩藻糖、甘露糖、N-乙酰葡糖胺、半乳糖、唾液酸等组成[29]。Fc 段的 N-糖基化修饰能够影响抗

体依赖的细胞介导的细胞毒性作用(ADCC)、补体依赖的细胞毒性作用(CDC)、抗体依赖的细胞吞噬作用

(ADCP)及体内半衰期。CHO 细胞表达的抗体糖基化存在异质性，对抗体的质量和稳定性带来了较大的挑

战[30]。因此，对抗体糖型的精准调控，成为优化抗体质量的关键方向。 

3.1. 核心岩藻糖 

核心岩藻糖能够阻碍 FC 区与 Fcγ 受体(FcγR)结合，从而降低 ADCC 效应。α-1,6-岩藻糖基转移酶

(FUT8)是催化抗体 Fc 段核心岩藻糖修饰的关键限速酶，敲除 CHO 细胞中的 FUT8 基因，可抑制核心岩

藻糖合成，从而增强 ADCC 活性[31]。Wong 等[32]利用 ZFNs 技术在 CHO 细胞系中构建了 FUT8 敲除
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(FUT8KO)细胞系，通过瞬时转染生产去岩藻糖基化抗体，显著提高了 ADCC 活性，且不影响抗体的表达

产量与结构稳定性。Moore 等[33]通过敲除 FUT8 基因生产的莫格利珠单抗，去除岩藻糖后其显著提高了

NK 细胞表面的 FcγRIIIA 的结合能力和 ADCC 活性，在治疗各种 T 细胞淋巴瘤中显示出较好的活性。 

3.2. 末端唾液酸 

唾液酸是构成抗体糖基化糖链末端的核心，其修饰类型主要包含两种类型，分别为 N-乙酰基神经氨

酸(NANA)和 N-羟乙基神经氨酸(NGNA) [29]。在人免疫球蛋白中，仅存在 NANA 型唾液酸修饰，CHO
细胞所表达的重组抗体中除了 NANA 型唾液酸修饰之外，还存在 NGNA 型唾液酸修饰。抗体的唾液酸

化水平，不仅可能会导致人体免疫原性反应，而且会对抗体在体内的代谢产生显著影响。相较于人体细

胞，CHO 细胞能够表达 α-2,3-唾液酸转移酶(ST3GAL)，但缺乏 α-2,6-唾液酸转移酶(ST6GAL) [34]。因此，

野生型 CHO 细胞不能产生与人类细胞相似的末端唾液酸丰度。Onitsuka 等[35]成为克隆了 CHO 细胞来

源的 ST6GAL 的 cDNA，并将 ST6GAL 表达载体转染到 CHO 细胞中，通过高效液相色谱和唾液酸酶消

化评估抗体的 N-糖基化模式。结果发现，在转染的细胞系中，约 70%的总 N-连接寡糖为 α-2,6-唾液酸化，

而在未转染的细胞系中未观察到唾液酸化。 

4. 筛选和放大 

4.1. 筛选系统 

将目的基因通过转染技术导入宿主细胞后，并通过特定的筛选压力进行连续传代，最终形成高产且

稳定的克隆。目前哺乳动物表达体系常用筛选标记分为两类，一类是扩增型基因筛选标记，另一类是非

扩增型基因筛选标记。非扩增型基因筛选标记(如抗生素)无法诱导目的基因扩增，目的基因拷贝数通常较

低，在长期传代培养后，目的基因易发生丢失或沉默，导致目的蛋白表达量下降，无法保障长期稳定表

达。因此，目前工业生产中通常使用二氢叶酸还酶(DHFR)系统和谷氨酰胺合成酶(GS)系统生产重组蛋白

[36] [37]。 

4.1.1. DHFR/MTX 系统 
二氢叶酸还原酶(Dihydrofolate Reductase, DHFR)通过将二氢叶酸还原为四氢叶酸是细胞合成 DNA、

RNA 所必需的酶。利用 DHFR 抑制剂甲氨蝶呤(Methotrexate, MTX)筛选得到的高产克隆与低产克隆相比，

高产克隆不仅具有更高的重链和轻链转基因拷贝数及 mRNA 水平，而且重链与轻链转基因拷贝数的比例

更优，重组抗体表达量提高了 10~20 倍[38]。但值得注意的是，经 MTX 加压筛选获得的高产克隆往往存

在稳定性缺陷。MTX 诱导的基因扩增易引发染色体重排，进而触发重复序列诱导的基因沉默，最终导致

不同克隆在细胞生长特性、重组蛋白生产力及遗传稳定性等方面出现显著异质性[39]。 

4.1.2. GS/MSX 系统 
谷氨酰胺合成酶(Glutathione Synthetase, GS)可催化谷氨酸与氨合成谷氨酰胺，是 CHO 细胞合成谷氨

酰胺的唯一途径。蛋氨酸亚氨基代砜(Methionine Sulfoximine, MSX)能够有效抑制 CHO 细胞内源性 GS 的

活性，只有整合了目的基因与 GS 基因的细胞可在无谷氨酰胺培养基中存[40]。Fan 等[41]利用 ZFNs 技术

敲除 GS 基因构建的 CHO-K1SV 细胞系，抗体表达水平较野生型提升 2~3 倍，且高产单克隆细胞株的筛

选周期缩短至传统方法的 1/6，显著提高了重组抗体药物的开发效率。GS 系统的高生产力依赖于 MSX 的

筛选压力维持，通常当从系统中移除 MSX 时，部分细胞会出现目的基因拷贝数减少的情况，进而导致生

产力下降。Noh 等[42]使用不同浓度 MSX 进行筛选，发现在 50 µM MSX 浓度下筛选出的克隆平均比生

长速率最低，且毒性代谢废物(乳酸和氨)的平均比生成速率最高，而使用 GS 敲除 CHO 细胞系能够有效
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规避 MSX 诱导的细胞生长抑制与代谢废物过量累积问题。 

4.2. 高通量筛选 

将目的基因转染到 CHO 细胞所形成的克隆池(Pool)，通过 GS/MSX 和 DHFR/MTX 筛选系统，淘汰

未整合外源基因的细胞，获得阳性细胞池(Bulk Pool)。Bulk Pool 中细胞的基因整合位点、表达量、生长

速率存在具有很大的异质性，需分离单个细胞培养获得遗传和表型一致的单克隆细胞株。有限稀释法

(Limiting Dilution Cloning, LDC)因成本低廉、操作简便，是传统单克隆筛选的常用手段[43]。该方法的原

理在于对细胞悬液进行梯度稀释，使接种至 96 孔板的每个孔内小于 1 个细胞。随着对筛选效率和细胞系

申报要求的提升，流式细胞仪分选法(Fluorescence Activated Cell Sorter, FACS)逐渐成为主流的克隆筛选

技术。Lindgren 等[44]使用 Cello 机器人系统(采用自动显微镜、液体处理器和平板培养箱)自动化监测细

胞生长和滴度，相比传统方法，Cello 系统完成的项目数量和选择 IgG 最大滴度更高的细胞系增加了 3 倍。

Fieder 等[45]通过荧光标记的二抗与分泌抗体的 CHO 细胞混合孵育，经流式细胞仪的检测系统识别，克

隆率 > 99.99%。 

5. 工艺优化 

5.1. 培养基和补料优化 

培养基与补料策略的优化是提升重组蛋白、抗体等生物制品表达量的核心技术手段之一，直接影响

工程细胞的生长代谢效率与目标产物的合成积累[46] [47]。为适应 CHO、HEK293 和 NS0 细胞等工程细

胞的高密度悬浮培养及重组蛋白的高水平表达，培养基已经采用化学成分确定的培养基(Chemically De-
fined Medium, CDM)不含成分未知的动物源性或植物源性杂质，避免了天然培养基因批次差异导致实验

偏差或生产波动，最终影响重组蛋白的质量[48] [49]。CDM 配方包含 100 多种满足细胞生长需求的营养

物质，包括水、氨基酸、维生素、无机盐、微量元素、脂质、碳源和氮源[50]。CDM 的优化是提高表达

量的一个关键因素，Burky 等[51]选择三种基础培养基(BM-3，BM-4、BM-5)和三种补料(FM-2、FM-3、
FM-4)培养 NS0 细胞表达抗体，结果表明使用 FBP-1 (BM-3 和 FM-2)与其他培养基和补料相比，抗体表

达量提高了 3 倍。然而，不同细胞对营养需求差异较大，选择 CDM 配方会非常复杂且耗时，实验设计

(DOE)将有助于减少优化时间并提高培养基筛选流程效率。Xiao 等[52]使用 DOE 方法，同时对培养基和

补料进行优化，用高通量微型生物反应器系统(SimCellTM)在单次流加培养使蛋白质表达提高了 3~6 倍。 

5.2. 环境参数 

温度是影响细胞生长状态与代谢活动的关键环境因素之一，选择最适宜的温度直接关系到培养效率

与目的蛋白的生产质量。实施分阶段的温度调控策略，从而满足 CHO 细胞表达过程不同生长阶段的需

求，能够显著提升生产效率[53]。37℃是哺乳动物细胞的生长最适温度，此时细胞内的生长相关酶活性最

优，能够加速细胞分裂进程，促进细胞数量快速增殖。当 CHO 细胞处于表达阶段时，通过下调温度可以

在不影响抗体质量的情况下提高重组蛋白的产量[54]。Mason 等[55]人通过圆二色性法对抗体的二级和三

级结构进行分析，发现培养温度的降低会导致抗体的基本结构产生差异。在较低温度下，蛋白质折叠和

组装得到改善，从而降低了错误折叠蛋白质的表达。Mellahi 等[56]在 2L 生物反应器中，利用高细胞密度(1 
× 10⁷/mL)CHO 细胞表达利妥昔单抗。通过将培养温度从 37℃下调至 30℃，获得了 1.8 g/L 的最大产量。 

pH 对细胞生长代谢、产物表达及产物质量具有显著的调控作用。对于哺乳动物细胞而言，适宜的 pH
环境通常为 7.2~7.4。在 CHO 细胞表达过程中，pH 易偏酸性，这主要是因为细胞在生长增殖过程中会持

续消耗葡萄糖等碳源物质，同时代谢产生乳酸、CO2等酸性副产物，这些物质在培养基中积累会导致 pH
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值逐步下降[57]。为维持发酵过程中 pH 的稳定，通常采用补加碱性物质(如碳酸钠)的方法，然而碱液的

加入会引起 pH 的波动，从而影响细胞的生长和产物质量[58]。Jiang 等[59]通过在大规模生物反应器中批

量添加碱，发现渗透压、二氧化碳分压(pCO₂)和乳酸生成量增加，且 pH 波动导致抗体糖基化水平显著升

高。Reddy 等[60]将 CHO 细胞分别置于不同 pH 条件下的生物反应器中培养，利用糖肽图谱对 N-糖基化

分析表明，pH 会影响 lgG1 Fab 区的岩藻糖基化和唾液酸化，以及 Fc 区的半乳糖基化，而 Fc 区的岩藻

糖基化未受影响，这表明 pH 对位点特异性 N-糖基化的影响是复杂的。 

5.3. 灌流培养与代谢分析 

灌流培养是近年来抗体等重组蛋白规模化生产的核心培养工艺，区别于传统补料分批培养，其通过

持续向生物反应器内补给新鲜培养基、同步移除代谢废物与上清液，实现 CHO 细胞高密度、长周期、连

续化培养，彻底突破传统批次培养的产量与效率瓶颈，成为高产抗体、难表达抗体规模化生产的首选工

艺[61]。通过交替式切向流系统和动态灌流速率调控的灌流培养方法，可有效缓解滤膜堵塞、实现细胞截

留，同时降低剪切力并且保护细胞活性。Gomez 等[62]为解决双特异性抗体在补料分批培养过程中不断

聚集的问题，采用灌流培养极大降低了抗体聚集，活细胞密度提高到原来的 3 倍，并且抗体表达量增加

了 4 倍。目前，灌流培养已实现从实验室研发到 2000 L 以上工业化 GMP 生产的转化，在单抗和双抗等

生物药生产中广泛应用，逐渐成为 CHO 细胞表达的主流工艺。 
CHO 细胞等工程细胞类似肿瘤细胞具有瓦博格效应(Warburg Effect)，在有氧条件下，细胞增殖过程

中仍优先通过糖酵解将葡萄糖转化为乳酸，导致代谢废物积累、pH 波动与营养浪费，代谢分析可精准定

位代谢瓶颈，指导工艺优化[63]。通过 13C 标记葡萄糖追踪发现，高产克隆中大部分碳流入磷酸戊糖途径

(PPP)，生成充足 NADPH 为蛋白折叠、糖基化提供还原力，同时降低糖酵解通量与乳酸生成；而低产克

隆碳则过度集中于糖酵解，三羧酸循环(TCA)循环效率低下，能量与前体物质供给不足[64]。基于代谢分

析数据的工艺优化，主要通过靶向调控碳氮代谢，优化补料策略分流糖酵解通量，强化 TCA 循环，减少

乳酸、氨等毒性代谢物积累。结合动态代谢监控，实时调整灌流速率、温度、pH 等参数，维持代谢稳态。

灌流培养与代谢分析的结合能极大提升 CHO 细胞表达工艺的稳定性与可放大性。 

6. 总结与展望 

本文较为系统地梳理了 CHO 细胞表达重组抗体在载体设计、基因整合、糖基化修饰、筛选放大及工

艺优化五个方向上的研究进展。载体设计上，通过启动子与增强子改造、密码子优化及信号肽筛选，显

著提升了目的基因转录与翻译效率；重组酶系统与核酸酶实现了目的基因从随机整合到靶向整合，增强

了克隆稳定性；糖基化修饰工程聚焦抗体 Fc 段功能优化，通过核心岩藻糖敲除、唾液酸化修饰调控，解

决了糖型异质性带来的质量管控难题；以 DHFR/MTX 和 GS/MSX 为核心的筛选系统，运用高通量技术

大幅提升了高产细胞株筛选效率；培养基优化与温度、pH 等环境参数调控，有效改善了细胞生长代谢状

态，提高了抗体产量与质量。上述进展有效缓解了 CHO 细胞表达平台中存在的产量与质量不一致的问

题，为重组抗体工业化大规模生产提供了关键技术支撑，也为后续研究奠定了坚实基础。随着科学技术

的不断进步，重组抗体药物有望通过 CHO 细胞表达系统实现更高效、更经济的临床转化，从而满足全球

患者的治疗需求。 
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