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弱化抗性标记筛选高表达 ＣＨＯ细胞株的方法建立
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摘　要　为了优化中国仓鼠卵巢细胞（ＣＨＯ）表达体系，建立高表达ＣＨＯ细胞株筛选方法，将外源基因表达载体上抗
性筛选基因表达的新霉素磷酸转移酶（ＮＰＴ）的２６１位氨基酸天冬氨酸突变成甘氨酸。经Ｇ４１８筛选，转染含突变型ＮＰＴ表
达载体的细胞存活率显著低于转染含野生型ＮＰＴ表达载体的细胞存活率。以绿色荧光蛋白抗体ＩｇＧ１Ｆｃ结构域融合蛋白
为报告基因，验证了突变后新霉素磷酸转移酶对抗生素Ｇ４１８抗性减弱。经Ｇ４１８持续加压培养３周后，转染含突变型ＮＰＴ
表达载体的细胞中ＥＧＦＰ的表达量显著高于转染含野生型ＮＰＴ表达载体的细胞，表明其具有筛选出高表达单克隆细胞株
的潜力。
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　　中国仓鼠卵巢细胞（Ｃｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒｏｖａｒｙ
ｃｅｌｌ，ＣＨＯｃｅｌｌ）是目前表达外源基因的最佳真核宿
主之一，也是工业化程度最高的细胞之一。近年

来，治疗性抗体药物及糖蛋白类药物飞速发展，研

究表明这类药物主要依靠真核表达系统并且一般

需要较高的剂量才能达到治疗效果，因此，对高表

达ＣＨＯ工程细胞株的需求极为迫切。外源基因只
有整合进入 ＣＨＯ细胞基因组转录热点或（和）具
有高拷贝数才可以高水平表达外源蛋白。新霉素

磷酸转移酶（ｎｅｏｍｙｃｉｎｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＮＰＴ）是
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真核表达系统中常用的筛选标记之一。抗生素

Ｇ４１８可以结合真核细胞８０Ｓ核糖体复合物从而抑
制真核细胞中蛋白的合成［１］。ＮＰＴ可以将 ＡＴＰ上
的γ磷酸基团转移到 Ｇ４１８上的３′羟基上使抗生
素失活［２］，从而使 Ｇ４１８失去抑制作用。Ｓａｕｔｔｅｒ
等［２］对ＮＰＴ进行氨基酸突变来检测突变型ＮＰＴ的
酶活力，发现 ＮＰＴ氨基酸突变导致 ＮＰＴ酶活力不
同程度的降低甚至丧失，其中将 ＮＰＴ上２６１位氨
基酸天冬氨酸突变成甘氨酸，其酶活力仅为野生型

ＮＰＴ的３％。Ｓｔｅｖｅｎ等［３］也对 ＮＰＴ表达基因进行
了突变，这导致 ＮＰＴ酶活力的降低。通过对 ＮＰＴ
的表达基因进行突变使其弱化表达，使 ＮＰＴ酶活
力降低，大量外源基因整合在低表达位点或（和）

拷贝数低的细胞因 ＮＰＴ表达量不足而在选择培
养过程中死亡，只有那些外源基因整合在转录热

点或（和）拷贝数高的少量细胞因表达足够的

ＮＰＴ而存活下来，从而有可能获得高表达的 ＣＨＯ
细胞株。

本研究将ＮＰＴ上２６１位氨基酸天冬氨酸突变
成甘氨酸，突变后的 ＮＰＴ的酶活力仅为野生型
ＮＰＴ酶活力的３％，更易于获得高表达 ＣＨＯ细胞
株。增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的发光强度是ＧＦＰ的３５倍［４］。

ＥＧＦＰ具有荧光稳定、易于检测、对活细胞基本无
毒性作用等优点，在生物学的诸多领域被广泛应

用［５－６］。与ＥＧＦＰ融合表达的蛋白不会影响 ＥＧＦＰ
的荧光，也不会破坏该蛋白的基本功能［７］。本实

验将ＥＧＦＰ作为报告基因，与抗体 ＩｇＧ１的 Ｆｃ结构
域融合表达，利用 ＥＧＦＰ易于检测的特点，比较在
相同质量浓度 Ｇ４１８加压筛选后由于 ＮＰＴ氨基酸
的突变导致外源蛋白表达量的差异，同时筛选出高

表达的ＣＨＯ单克隆细胞株，利用ＰｒｏｔｅｉｎＡ将Ｆｃ融
合蛋白分离纯化后，采用ＳＤＳＰＡＧＥ对融合蛋白进
行鉴定。

!

　材　料

１１　试　剂
质粒小提试剂盒及琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试

剂盒（北京天根生化科技有限公司）；分子克隆工

具酶及 Ｔ４ＤＮＡ连接酶（大连 ＴａＫａＲａ生物科技
有限公司）；ＭｕｔＥｘｐｒｅｓｓⅡ快速突变试剂盒（南
京诺唯赞生物科技有限公司）；无内毒素质粒小

提试剂盒（北京康为世纪生物有限公司）；

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、ＯｐｔｉＭＥＭ培养基、无血清培
养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（德国 Ｍｅｒｃｋ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；胰蛋白酶、Ｇ４１８重硫酸盐（美国
Ｓｉｇｍａ公司）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）；ＨｉｔｒａｐＴＭ ＰｒｏｔｅｉｎＡＨＰ预装柱（英国 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司）。
１２　仪　器

ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；高
速冷冻离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００
ＰＲＯ多功能酶标仪（瑞士 Ｔｅｃａｎ公司）；半干式碳
板转印仪槽（北京六一仪器厂）。

１３　质粒、菌株及细胞
质粒ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０（南京思普金生

物科技公司）；质粒 ｐＥＧＦＰＣ３、宿主菌 Ｅｃｏｌｉ
ＤＨ５α、细胞株ＣＨＯＫ１均为本实验室保藏。

"

　方　法

２１　ＮＰＴ表达基因的突变
设计引物，利用ＭｕｔＥｘｐｒｅｓｓⅡ快速突变试剂

盒对ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０质粒中 ＮＰＴ表达基
因进行突变。引物序列如下：正向扩增引物序列：

５′ＣＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＣＧＡＧＴＴＣＴＴＣＴＧＡＧＣＧＧＧＡＣＴＣ
ＴＧＧＧＧＴＴ３′；反 向 扩 增 引 物 序 列：５′ＡＡ
ＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＡＧＡＡＧＧＣＧＡＴＡＧＡＡＧＧＣＧＡＴＧＣＧ
ＣＴＧＣＧ３′。其中下划线标出的序列ＧＧＣ为编码
ＮＰＴ的２６１位天冬氨酸的三联密码子ＧＡＣ突变后
序列。突变后，通过南京金斯瑞生物科技有限公司

测序筛选出含有重组质粒 ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤ
ＮＡ３０Ｄ２６１Ｇ的阳性单克隆菌落。
２２　Ｇ４１８对转染含野生型 ＮＰＴ和转染含突变型
ＮＰＴ表达载体的细胞杀伤作用的检测

用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，
３７℃ ５％ ＣＯ２条件下培养ＣＨＯＫ１细胞。转染前
２４ｈ，６孔板中每孔加入 ４×１０６个细胞（２ｍＬ）。
转染前１ｈ将６孔板中培养基更换成含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基。利用脂质体介导法
转染细胞 ＣＨＯＫ１。转染试剂为阳离子脂质体
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００，按照产品说明书进行。分别
转染无内毒素质粒 ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０或
ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０Ｄ２６１Ｇ。３７℃ ５％ ＣＯ２
条件下培养６ｈ后，将 ６孔板中培养基更换成含
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１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，继续培养
１８ｈ。分别将转染的细胞用０２５％胰酶消化后，按
１∶６比例全部转入另一６孔板中，每孔２ｍＬ培养
基。３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ后分别加入Ｇ４１８终
质量浓度为 １００，２００，４００，６００，８００，１０００μｇ／ｍＬ
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２选择培养基加压筛选。每隔４８ｈ，
６孔板中细胞分别更换 ＤＭＥＭ／Ｆ１２选择培养基，
继续加压筛选。筛选２周，分别对６孔板中细胞进
行计数，比较不同质量浓度 Ｇ４１８对转染野生型和
突变型质粒的细胞的杀伤作用。

２３　ＥＧＦＰＦｃ真核表达载体的构建
质粒ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０的ｈＩＬ２信号肽

与ｈＩｇＧ１Ｆｃ基因中间存在 ＥｃｏＲⅠ和 ＮｈｅⅠ酶切
位点，在 ｈＩＬ２信号肽前面有 ＨｉｎｄⅢ酶切位点，
ｈＩｇＧ１Ｆｃ基因后面有 ＸｂａＩ酶切位点。分别设计
引物，利用快速突变试剂盒将质粒 ｐＥＧＦＰＣ３上
ＥＧＦＰ基因两端分别突变成ＥｃｏＲⅠ和ＮｈｅⅠ酶切
位点。突变ＥｃｏＲⅠ酶切位点引物序列如下：正向
扩增 引 物 序 列：５′ＴＡＣＣＧＧＴＧＡＡＴＴＣＧＡＴＧＧＴ
ＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＡ３′；反向扩增引
物 序 列： ５′ＴＣＡＣＣＡＴＣＧＡＡＴＴＣＡＣＣＧＧ
ＴＡＧＣＧＣＴＡＧＣＧＧＡＴＣＴＧＡＣＧＧＴＴ３′。突变 ＮｈｅⅠ
酶切位点引物序列如下：正向扩增引物序列：５′
ＧＴＡＣＴＣＡＧＣＴＡＧＣＧＡＧＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＴＧ
ＣＡＧＴＣＧＡＣ３′；反向扩增引物序 列：５′ＧＣＴＴ
ＧＡＧＣＴＣＧＣＴＡＧＣＴＧＡＧＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡ
ＴＧＣ３′。其中下划线标出的序列ＧＡＡＴＴＣ是 ＥｃｏＲ
Ⅰ酶切位点，ＧＣＴＡＧＣ是 ＮｈｅⅠ酶切位点。利用
ＥｃｏＲⅠ和ＮｈｅⅠ限制性内切酶分别对突变后的
ｐＥＧＦＰＣ３质粒和ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０质粒同
时进行双酶切，琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒纯化
ＥＧＦＰ基因片段和 ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０载体，
Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃连接过夜，连接子转入Ｅｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞，筛选出含有重组质粒 ＩＬ２＿ＥＧ
ＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０的阳性单克隆菌落。提取质粒
ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０经限制性内切酶ＨｉｎｄⅢ
和ＸｂａⅠ双酶切鉴定。鉴定成功的质粒ＩＬ２＿ＥＧＦＰ
＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０利用快速突变试剂盒对质粒中
ＮＰＴ表达基因进行突变，突变步骤同“２１”项。通
过南京金斯瑞生物科技有限公司测序筛选出含有

重组质粒ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０Ｄ２６１Ｇ的阳性
单克隆菌落。

２４　转染含野生型 ＮＰＴ和含突变型 ＮＰＴ表达载
体的细胞ＥＧＦＰ表达量的检测

转染前２４ｈ，２４孔板中每孔加入１×１０６个细
胞（５００μＬ）。利用脂质体介导法分别转染无内毒
素质粒ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０或ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿
ｐｃＤＮＡ３０Ｄ２６１Ｇ。转染后于３７℃ ５％ ＣＯ２条件
下培养６ｈ后，将２４孔板中培养基更换成含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，继续培养１８ｈ。

将２４孔板中转染细胞分别全部转入６孔板，
３７℃５％ ＣＯ２条件下培养２４ｈ后加入终质量浓度
为４００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８加压筛选抗性克隆。每隔
４８ｈ，６孔板中细胞分别更换培养基，加入终质量
浓度为４００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８。持续加压培养 ３周
后，转染无内毒素质粒 ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０
或 ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０Ｄ２６１Ｇ的多克隆细
胞与细胞 ＣＨＯＫ１分别移至１０ｃｍ平皿中扩大培
养，培养至细胞汇合度达到８０％时，更换无血清
培养基，继续培养４ｄ后，分别收集细胞培养上清
液，１００００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，４℃条件下操作，
０４５μｍ滤器过滤后，用超滤离心管（１０ｋＤ）进行
蛋白浓缩，按照产品说明书进行。分别取浓缩液

１００μＬ移至黑色荧光酶标板进行 ＥＧＦＰ荧光强度
检测（激发波长４８８ｎｍ，发射波长５３０ｎｍ［８］）。
２５　单克隆细胞株筛选及 ＥＧＦＰＦｃ融合蛋白的
鉴定

转染无内毒素质粒 ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０
Ｄ２６１Ｇ的多克隆细胞持续加压培养３周后通过稀
释法移至９６孔板中进行单克隆细胞株的筛选。筛
选出的单克隆细胞株扩大培养后，分别取单克隆细

胞培养上清液 １００μＬ移至黑色荧光酶标板进行
ＥＧＦＰ荧光强度检测（激发波长４８８ｎｍ，发射波长
５３０ｎｍ）。

筛选出的单克隆细胞移至１０ｃｍ平皿中扩大
培养，培养至细胞汇合度达到８０％时，更换无血
清培养基，继续培养 ４ｄ后，收集细胞培养上清
液，１００００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，４℃条件下操作，
０４５μｍ滤器过滤后，利用 ＰｒｏｔｅｉｎＡ预装柱进行
Ｆｃ融合蛋白的分离纯化，按照产品说明书进行。

经纯化后得到的 Ｆｃ融合蛋白，加入５×还原
性ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液，于１００℃ 沸水中煮沸
５ｍｉｎ，进行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，恒流３０ｍＡ电
泳１５ｈ。
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#

　结　果

３１　Ｇ４１８对转染含野生型 ＮＰＴ和转染含突变型
ＮＰＴ表达载体的细胞杀伤作用的比较

转染无内毒素质粒 ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０
或ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０Ｄ２６１Ｇ的细胞经不同
质量浓度 Ｇ４１８加压筛选后，分别进行细胞计数
（图１），结果显示，表达载体上 ＮＰＴ氨基酸突变
后，其酶活力显著减弱，相同质量浓度的 Ｇ４１８对
转染含突变型ＮＰＴ表达载体的细胞的杀伤作用增
强，导致细胞存活数下降。

３２　重组真核表达载体的鉴定
将质粒 ｐＥＧＦＰＣ３上 ＥＧＦＰ基因两端分别突

变成ＥｃｏＲⅠ和 ＮｈｅⅠ酶切位点，双酶切后的 ＥＧ
ＦＰ基因片段经纯化后，连接于同样经 ＥｃｏＲⅠ和
ＮｈｅⅠ双酶切的 ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０的质粒
中，获得重组质粒 ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０。

ＣａＣｌ２法转化ＤＨ５α感受态细胞，挑取单菌落扩大
培养，提取质粒 ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０经限制
性内切酶ＨｉｎｄⅢ和 ＸｂａⅠ双酶切鉴定，产生的条
带大小与预期相符（图２），证明ＥＧＦＰ片段已经成
功插入ＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０载体中。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｍｐａｃｔｏｆｎｅｏｍｙｃｉｎｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＮＰＴ）ｍｕｔａｔｉｏｎｏｎ
ｔｈｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＩＬ２＿ｈＩｇＧ１Ｆｃ＿ｐｃＤ
ＮＡ３０ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ（Ｂ）ｏｆＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０ｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒ
Ｌｉｎｅ１：ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０；Ｌｉｎｅ２：ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＨｉｎｄＩＩＩａｎｄＸｂａＩ

３３　转染含野生型 ＮＰＴ和转染含突变型 ＮＰＴ表
达载体的细胞ＥＧＦＰ表达量的比较

ＮＰＴ氨基酸的突变对细胞蛋白表达量的影响
见图３。结果显示，转染含突变型ＮＰＴ表达载体的
细胞中 ＥＧＦＰ的表达量显著高于转染含野生型
ＮＰＴ表达载体的细胞，这表明其具有筛选出高表达
单克隆细胞株的潜力。

３４　单克隆细胞株的筛选及融合蛋白的鉴定
转染无内毒素质粒 ＩＬ２＿ＥＧＦＰ＿Ｆｃ＿ｐｃＤＮＡ３０

Ｄ２６１Ｇ的多克隆细胞进行筛选，共获得１６株单克
隆细胞，经扩大培养后，获得１株 ＥＧＦＰ荧光强度
高于其他细胞的细胞株，命名为ＣＨＯＡ４（图４）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｎｇｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｏｆｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ（ＥＧＦＰ）ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｅｃｔｏｒｓｉｎｓｔａｂｌｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｓａｆｔｅｒ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＧ４１８（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００１
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｏｆＥＧＦＰｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｎｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｃｅｌｌｃｕｌ
ｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

筛选出的单克隆细胞株 ＣＨＯＡ４扩大培养更
换无血清培养基后，收取细胞培养上清液，利用

ＰｒｏｔｅｉｎＡ预装柱进行 Ｆｃ融合蛋白的纯化，得到的
融合蛋白经还原后利用 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴
定，结果显示，在相对分子质量为５５ｋＤ处有明显
的条带（图５），产生的条带大小与预期相符。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＧＦＰＦｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｌｉｎｅ１：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＨＯＡ４

$

　讨　论

ＣＨＯ细胞是应用最广泛的哺乳动物细胞表达
系统，目前大约７０％的重组药物由 ＣＨＯ细胞表达
产生［９］。ＣＨＯ细胞被证实是最安全的表达宿主，
可以保障重组蛋白质的生物活性，由 ＣＨＯ表达产
生的重组蛋白更容易被批准上市［１０］。２０１１年对
ＣＨＯ细胞的基因组测序已经全部完成［１１］，这将会

成为对ＣＨＯ表达系统研究中的有利工具。但是市
场对重组药物蛋白的高需求以及ＣＨＯ工程细胞株
存在研发周期长、投入成本高、获得高表达细胞株

的概率低、长时间培养条件下稳定性不高、易污染

等弊端［１２］，因此对ＣＨＯ表达系统的不断优化依旧
是生物药物发展的关键之一。

本课题将外源基因克隆到 ｐｃＤＮＡ３０真核表
达载体上，利用通用型 ｈＩＬ２信号肽引导外源蛋白
的分泌表达。将 ＥＧＦＰ与 Ｆｃ结构域融合表达，一
方面利用 ＥＧＦＰ易于检测的特点，另一方面利用
ＰｒｏｔｅｉｎＡ预装柱对Ｆｃ融合蛋白进行分离纯化。将
表达载体上的抗性筛选基因中编码２６１位天冬氨
酸的三联密码子ＧＡＣ突变成 ＧＧＣ，使用终质量浓
度为４００μｇ／ｍＬ的Ｇ４１８进行加压筛选，转染含突
变型ＮＰＴ表达载体的细胞克隆形成率比转染含野
生型ＮＰＴ表达载体的细胞克隆形成率显著减少。
这表明将 ＮＰＴ氨基酸突变后，大大减弱 ＮＰＴ酶活
力，只有很少量的能表达足够 ＮＰＴ的细胞才能存
活下来。通过酶标仪对多克隆细胞浓缩培养上清

液的ＥＧＦＰ荧光强度进行检测，结果发现尽管转染
含突变型 ＮＰＴ表达载体的细胞克隆率降低，但
ＥＧＦＰ的表达量高于转染含野生型 ＮＰＴ表达载体
的细胞，这表明其具有筛选出高表达单克隆细胞株

的潜力。进一步对此多克隆细胞进行单克隆化筛

选，获得的１６株单克隆细胞中筛选出１株 ＥＧＦＰ
表达量较高的细胞株。将该单克隆细胞株扩大培

养更换无血清培养基后，利用 ＰｒｏｔｅｉｎＡ预装柱将
Ｆｃ融合蛋白分离纯化，ＳＤＳＰＡＧＥ对融合蛋白进行
鉴定。ＥＧＦＰＦｃ融合蛋白的理论相对分子质量为
５３４５６５，采用 ＳＤＳＰＡＧＥ检测的融合蛋白的实际
相对分子质量大于理论相对分子质量，其原因可能

是ＣＨＯ细胞具有翻译后修饰功能，使融合蛋白进
行糖基化修饰导致相对分子质量增加。

本研究证明了通过弱化抗性筛选标记获得高

表达 ＣＨＯ细胞株的方法是切实可行的，是提高真
核药物蛋白表达量的一条有效途径，为建立高表达

ＣＨＯ细胞株提供了新的思路。
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·新 进 展·

２０１５年９月 ＦＤＡ审批新药盘点（２）

１　治疗化疗所致呕吐新分子实体药物Ｖａｒｕｂｉ（Ｒｏｌａｐｉｔａｎ）
２０１５年０９月０１日，美国ＦＤＡ批准了Ｔｅｓａｒｏ公司的新分子实体药物 Ｖａｒｕｂｉ（Ｒｏｌａｐｉｔａｎ）上市。Ｖａｒｕｂｉ（Ｒｏｌａｐｉｔａｎ）可

与其他抗呕吐药物联合使用，用于防治癌症化疗引发的恶心呕吐的初始发作和反复发作。Ｖａｒｕｂｉ（Ｒｏｌａｐｉｔａｎ）是神经激
肽（ＮＫ－１）受体拮抗剂，ＮＫ－１受体的活化在化疗引起的恶心呕吐的过程中扮演着重要的角色，尤其是在延长期中。
Ｖａｒｕｂｉ（Ｒｏｌａｐｉｔａｎ）为片剂，每片含９０ｍｇＲｏｌａｐｉｔａｎ，患者在化疗前１～２ｈ服用１８０ｍｇ。由于患者服用单剂量的 Ｖａｒｕｂｉ
（Ｒｏｌａｐｉｔａｎ）后，可在７ｄ或者更长的时间内抑制药物代谢酶 ＣＹＰ２Ｄ６酶的作用。因此 Ｖａｒｕｂｉ（Ｒｏｌａｐｉｔａｎ）不能与经
ＣＹＰ２Ｄ６酶代谢的药物如硫利达嗪一起使用，以免产生严重的不良反应。
２　治疗遗传性乳清酸尿症新分子实体药物Ｘｕｒｉｄｅｎ
２０１５年０９月０４日，美国ＦＤＡ通过优先审批途径批准了Ｗｅｌｌｓｔａｔ公司的新分子实体药物Ｘｕｒｉｄｅｎ（尿苷三乙酸酯）

上市，用于罕见病遗传性乳清酸酸尿症的治疗。Ｘｕｒｉｄｅｎ（尿苷三乙酸酯）为尿苷替代物，尿苷可以促进体内乳清酸转变
为尿苷酸，从而避免血液和尿液中大量出现乳清酸。Ｘｕｒｉｄｅｎ（尿苷三乙酸酯）为口服颗粒剂，患者开始服用时的剂量为
每天６０ｍｇ／ｋｇ，当效果不佳时剂量可增加至每天１２０ｍｇ／ｋｇ，但总量不能超过每天８ｇ。
３　治疗精神分裂和双相Ｉ型情感障碍新分子实体药物Ｖｒａｙｌａｒ（Ｃａｒｉｐｒａｚｉｎｅ）
２０１５年０９月１７日，美国ＦＤＡ批准了ＦｏｒｅｓｔＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ的新分子实体药物Ｖｒａｙｌａｒ（Ｃａｒｉｐｒａｚｉｎｅ）上市，用于精神分

裂和双相Ｉ型情感障碍的治疗。Ｖｒａｙｌａｒ（Ｃａｒｉｐｒａｚｉｎｅ）具体的作用机理尚不明确，推测可能通激动多巴胺 Ｄ２受体、五羟
色胺５－ＨＴ１Ａ受体，抑制五羟色胺５－ＨＴ２Ａ受体而发挥作用。Ｖｒａｙｌａｒ（Ｃａｒｉｐｒａｚｉｎｅ）为胶囊剂，共有１．５，３，４．５和６ｍｇ
４种规格。治疗精神分裂的推荐剂量为每天１．５～６ｍｇ，治疗双相Ｉ型情感障碍的推荐剂量为每天３～６ｍｇ。

４　治疗结直肠癌新分子实体复方药物Ｌｏｎｓｕｒｆ
２０１５年０９月２２日，美国ＦＤＡ批准日本ＴａｉｈｏＯｎｃｏｌｏｇｙ的新分子实体复方药物 Ｌｏｎｓｕｒｆ上市，用于对其他疗法（化

疗及生物疗法）不再响应的难治性转移结直肠癌患者的治疗。Ｌｏｎｓｕｒｆ由抗肿瘤核苷类似物Ｔｒｉｆｌｕｒｉｄｉｎｅ（三氟胸苷）和胸
苷磷酸化酶抑制剂Ｔｉｐｉｒａｃｉｌ组成。Ｌｏｎｓｕｒｆ为片剂，含２种规格，分别为Ｔｒｉｆｌｕｒｉｄｉｎｅ／Ｔｉｐｉｒａｃｉｌ（１５ｍｇ／６．１４ｍｇ）和（２０ｍｇ／
８．１９ｍｇ）。

５　治疗糖尿病新分子实体药物Ｔｒｅｓｉｂａ（德谷胰岛素）
２０１５年０９月２５日，美国 ＦＤＡ批准日本 Ｔ诺和诺德公司的新分子实体药物 Ｔｒｅｓｉｂａ上市，用于糖尿病的治疗。

Ｔｒｅｓｉｂａ为新一代基础胰岛素类似物，通过经皮下注射后形成多六聚体，从而发挥超长效（＞２４ｈ）作用。

（新康界，本刊有删改）
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