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泛染色体开放元件对 ＣＨＯ细胞株中抗体表达量的影响
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，姚文兵



（中国药科大学生命科学与技术学院，南京 ２１０００９）

摘　要　泛染色体开放元件（ＵＣＯＥ）来自于人类看家基因启动子基因序列，能阻止基因转录沉默，使转录的目的基因不受
“位置效应”的影响，从而使目的蛋白在细胞中高表达。本研究考察了不同片段大小的ＵＣＯＥ元件对稳转细胞株中抗体表达
量的影响。将ＵＣＯＥ元件中来自于ＣＢＸ３基因的１５ｋｂ片段和来自于ＨＮＲＰＡ２Ｂ１基因的２５ｋｂ片段及完整ＵＣＯＥ４０ｋｂ片
段分别插入到含有抗体轻、重链的质粒载体中，转染中国仓鼠卵巢（ＣＨＯ）细胞，加压筛选获得４组单克隆细胞株。比较不
同组的单克隆细胞株抗体表达量，结果显示，转染ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ的单克隆细胞株抗体表达量是对照组的１５～２倍，
转染ＵＣＯＥ４０ｋｂ的单克隆细胞株抗体表达量是对照组的３～４倍；两个看家基因启动子基因序列对目的基因表达的增强
作用可相互叠加。
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第４８卷第１期 王　驰，等：泛染色体开放元件对ＣＨＯ细胞株中抗体表达量的影响

　　中国仓鼠卵巢细胞（ＣＨＯｃｅｌｌｓ）是商业化生产
蛋白药物的主要宿主细胞［１－２］，通过质粒转染，目

的蛋白基因可以整合到 ＣＨＯ细胞基因组中，稳定
表达人们所需要的蛋白质。但是筛选出一个高表

达的稳定细胞株用于商业化蛋白表达是非常繁琐

困难的一件事。这主要是由于外源基因随机整合

到基因组的不同位置，其转录效率受到表观遗传基

因的调控，例如 ＤＮＡ的甲基化［３－５］和组蛋白去乙

酰化是影响细胞稳定表达的主要原因。为解决随

机整合位点影响目的基因转录效率的“位置效应”

问题，一些看家基因的转录调控元件受到普遍

关注。

泛染色体开放元件（ＵＣＯＥ）来自于异质核糖
核蛋白Ａ２Ｂ１／染色盒蛋白同系物３（ＨＮＲＰＡ２Ｂ１／
ＣＢＸ３）看家基因，是由一个延展的无甲基化的ＣｐＧ
岛和双向启动子组成［６－７］。ＵＣＯＥ元件能阻止基
因转录沉默，使转录的目的基因不受“位置效应”

的影响，从而使目的蛋白在细胞中高表达。由于完

整的ＵＣＯＥ元件基因序列长达８ｋｂ，使用完整的
ＵＣＯＥ元件给基因克隆造成困难，又从中截取来自
于ＨＮＲＰＡ２Ｂ１／ＣＢＸ３４０ｋｂ片段，但是４０ｋｂ仍
旧较长，因此，选择能有效提高目的基因表达量的

ＵＣＯＥ片段非常重要。
本研究考察了 ＵＣＯＥ元件中 ＨＮＲＰＡ２Ｂ１和

ＣＢＸ３看家基因和两者串联的 ＵＣＯＥ元件对提高
蛋白表达量的影响。分别将 ＵＣＯＥ元件中来自于
ＣＢＸ３的１５ｋｂ片段和来自于ＨＮＲＰＡ２Ｂ１的２５ｋｂ
片段及 ＵＣＯＥ４０ｋｂ片段分别插入到含有抗体轻
链、重链质粒载体中。将构建好的的抗体轻链重链

质粒同时转染进入 ＣＨＯ细胞中，筛选出表达抗体
的单克隆细胞株，分别检测单克隆细胞株抗体的表

达量且进行比较。

!

　材　料

１１　试　剂
质粒小提试剂盒及胶回收试剂盒（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）；Ｍｕｔ
Ｅｘｐｒｅｓｓ ＩＩＦａｓｔＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ（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、胎
牛血清、ＯｐｔｉＭＥＭ、无血清培养基，羊抗人 ＩｇＧＦｃ

ＨＲＰ，人 ＩｇＧＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司）；胰蛋白酶（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；博莱霉素（ｚｅｏｃｉｎ），杀
稻瘟霉素（ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ）（美国ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ公司）；羊抗
人Ｋａｐｐａｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ（美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；
兔抗羊ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ（北京麦约尔生物科技公
司）；ＥＣＬ显色液（上海天能科技有限公司）；Ｈｉ
ｔｒａｐＴＭＰｒｏｔｅｉｎＡＨＰ预装柱（英国 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公
司）。

１２　仪　器
ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅＰＣＲ仪、ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳仪

（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；高速冷冻离心机（美国Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒ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ｐＦＵＳＥｓｓＨＩｇｈＧ１、ｐＦＵＳＥ２ｓｓＬＩｇｈｋ为本

实验室保藏；ＵＣＯＥＨｕＰ（美国 ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；宿主菌ＥｃｏｌｉＤＨ５α为本实验室保藏；细胞株
ＣＨＯＫ１为本实验室保藏。

"

　方　法

２１　获得ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ片段
将ＵＣＯＥＨｕＰ载体中的 ＵＣＯＥ序列与 ＨＮＲ

ＰＡ２Ｂ１／ＣＢＸ３的启动子序列进行比对，结果显示
ＵＣＯＥ中２５ｋｂ序列与ＨＮＲＰＡ２Ｂ１的基因序列完
全一致。通过 ＰＣＲ的方式获取与 ＨＮＲＰＡ２Ｂ１一
致的２５ｋｂ片段，和剩余的来自于ＣＢＸ３的１５ｋｂ
片段及完整 ＵＣＯＥ４０ｋｂ片段。ＵＣＯＥ１５ｋｂ引
物如下：正向扩增引物序列 ５′ＧＡＡＧＡＴＣＴＡＧＣＴ
ＴＡＴＣＧＡＴＡＣＣＧＧＴＧＧＣＧＣ３′；反向扩增引物序列
５′ＧＧＴＡＣＣ ＣＡＣＣＣＧＡＡＴＣＡＡＣＴＴＣＴＡＧＴＣＡＡＡＴ
３′；ＵＣＯＥ２５ｋｂ引物如下：正向扩增引物 ５′
ＧＡＡＧＡＴＣＴＧＧＧＣＡＣＧＧＡＡＡＡＣＡＡＡＡＡＧＧ３′；反向
扩增引物序列 ５′ＴＡＣＡＡＴＴＧＧＴＡＣＣＡＣＣＧＡＡＣ
ＣＣＡＡＡＧＣＣＴＧＴＡＴ３′；ＵＣＯＥ４０ｋｂ引物如下：正
向扩增引物 ５′ＧＡＡＧＡＴＣＴＡＧＣＴＴＡＴＣＧＡＴＡＣＣＧ
ＧＴＧＧＣＧＣ３′；反向扩增引物序列５′ＴＡＣＡＡＴＴＧＧ
ＴＡＣＣＡＣＣＧＡＡＣＣＡＡＡＧＣＣＴＧＴＡＴ３′；其中下划线
标出的序列ＡＧＡＴＣＴ是 ＢｇｌⅡ酶切位点，ＧＧＴＡＣＣ
是ＫｐｎⅠ的酶切位点。
２２　构建含有ＵＣＯＥ不同元件的轻链、重链载体

为了将ＵＣＯＥ元件插入到本实验室保藏的含
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有完整人ＩｇＧ１抗体轻链、重链质粒 ｐＦＵＳＥ２ｓｓＬＩｇ
ｈｋ、ｐＦＵＳＥｓｓＨＩｇｈＧ１中，使用ＭｕｔＥｘｐｒｅｓｓⅡ Ｆａｓｔ
ＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ对两个质粒启动子前端突变出Ｋｐｎ
Ⅰ、ＢｇｌⅡ酶切位点。突变ＢｇｌⅡ酶切位点的引物序
列如 下：正 向 扩 增 引 物 序 列：５′ＣＡＴＴＡＣＡ
ＧＡＴＣＴＧＴＧＴＴＧＧＴＴＴＴＴＴＧＴＧＴＧＡＡＴＣＧＴ３′；反 向
扩 增 引 物 序 列：５′ＣＡＡＣＡＣＡＧＡＴＣＴＧＴＡＡＴ
ＧＡＡＡＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＴＴＡＴＴＧＣＧＧ３′。其中下划
线标出的序列ＡＧＡＴＣＴ是 ＢｇｌⅡ酶切位点。突变
ＫｐｎⅠ酶切位点的引物序列如下：正向扩增引物序
５′ＧＧＴＴＴＴＴＴＧＧＴＡＣＣＡＴＣＧＴＡＡＣＴＡＡＣＡＴＡＣＧＣＴ
ＣＴＣＣ３′；反 向 扩 增 引 物 序 列：５′ＣＧＡＴＧＧ
ＴＡＣＣＡＡＡＡＡＡＣＣＡＡＣＡＧＡＴＣＴＧＴＡＡ３′。其 中 下
划线标出的序列ＧＧＴＡＣＣ是 ＫｐｎⅠ酶切位点。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ＢｇｌⅡ、ＫｐｎⅠ酶切位点的ｐＦＵＳＥ２ｓｓＬＩｇｈｋ、
ｐＦＵＳＥｓｓＨＩｇｈＧ１的单克隆菌落。利用 ＢｇｌⅡ、Ｋｐｎ
Ⅰ限制性内切酶分别对突变后的 ｐＦＵＳＥ２ｓｓＬＩｇｈｋ
和ｐＦＵＳＥｓｓＨＩｇｈＧ１质粒及ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、
４０ｋｂＰＣＲ产物同时进行双酶切，胶回收试剂盒
回收 ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ基因片段和质
粒载体，Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃，１ｈ，连接子转入大
肠埃希菌 ＥｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，筛选出含有
ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ的轻链、重链阳性单
克隆菌落。分别提取质粒，经过限制性内切酶 Ｂｇｌ
Ⅱ、ＫｐｎⅠ双酶切鉴定。
２３　细胞转染及单克隆细胞株筛选

将轻链、重链质粒分成 ４组：无 ＵＣＯＥ、
ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ，使用无内毒素质粒小
提试剂盒分别提取４组无内毒素质粒。用含１０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，３７℃，５％ ＣＯ２
恒温培养ＣＨＯＫ１细胞。转染前１８～２４ｈ收集对
数期生长状态良好的ＣＨＯＫ１细胞，以每孔２×１０４

个细胞的密度接种于２４孔板中，于３７℃，５％ ＣＯ２
饱和湿度培养箱中培养过夜，待细胞密度达到

７０％～８０％时进行质粒转染。利用脂质体介导法
转染 ＣＨＯＫ１细胞。转染试剂是阳离子脂质体
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００，按照产品说明书进行操作。

将２４孔板转染后的细胞转入６孔板，３７℃，
５％ＣＯ２培养２４ｈ后加入终浓度为５００μｇ／ｍＬ博
莱霉素和 １０μｇ／ｍＬ杀稻瘟霉素进行加压筛选。
多克隆细胞通过１４ｄ加压筛选后通过有限稀释到

９６孔板中进行单克隆细胞株筛选。培养１周后，
取单克隆细胞培养基上清，进行斑点杂交（Ｄｏｔｂｌｏ
ｔｉｎｇ）初步筛选，初筛出来的单克隆进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测。取细胞培养基上清液制样，进行 １０％
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，利用恒流３０ｍＡ１５ｈ将蛋白转
移至硝酸纤维素膜上，用５％脱脂奶粉封闭硝酸纤
维素膜上非特异性结合位点，室温封闭２ｈ，ＰＢＳＴ
洗涤后加入一抗（羊抗人Ｋａｐｐａｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，羊抗人
ＩｇＧＦｃＨＲＰ，１∶５０００ＰＢＳＴ稀释），室温孵育过夜，
反应结束后，ＰＢＳＴ洗涤后加入二抗［兔抗羊 ＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ，１∶１０００ＰＢＳＴ稀释］，室温避光孵
育１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤后 ＥＣＬ显色。
２４　转染含ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ质粒获
得的单克隆抗体表达量检测及分析

筛选出４组单克隆细胞，将单克隆细胞转到
２４孔板中扩大培养，再转到６孔板中扩大培养，待
细胞长满时，计数并换成无血清培养基培养７２ｈ，
收集上清液检测抗体表达量。使用人 ＩｇＧＥｌｉｓａ试
剂盒检测４组单克隆细胞株中抗体表达量，按照说
明书操作。

#

　结　果

３１　ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ片段的获得
ＵＣＯＥ元件基因序列与 ＨＮＲＰＡ２Ｂ１／ＣＢＸ３基

因序列进行比对，结果显示ＵＣＯＥ４０ｋｂ中１５ｋｂ
与人类 ＣＢＸ３基因序列一致，其中２５ｋｂ与人类
ＨＮＲＰＡ２Ｂ１基因序列一致。通过设计引物，ＰＣＲ
扩增分别获得 ＵＣＯＥ１５ｋｂ、ＵＣＯＥ２５ｋｂ、ＵＣＯＥ
４０ｋｂ片段（图１）。
３２　重组含ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ的轻链、
重链载体的鉴定

含有完整人 ＩｇＧ１抗体轻链、重链质粒
ｐＦＵＳＥ２ｓｓＬＩｇｈｋ、ｐＦＵＳＥｓｓＨＩｇｈＧ１在 ｈＥＦ１ＨＴＬＶ
启动子前端突变出 ＢｇｌⅡ、ＫｐｎⅠ酶切位点，将 Ｂｇｌ
Ⅱ、ＫｐｎⅠ双酶切后的 ｐＦＵＳＥ２ｓｓＬＩｇｈｋ、ｐＦＵＳＥｓｓ
ＨＩｇｈＧ１的载体片段经纯化后，与同样经过 ＢｇｌⅡ、
ＫｐｎⅠ双酶切的 ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂＰＣＲ
片段产物连接，获得重组含 ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、
４０ｋｂ的抗体轻链、重链表达载体。如图所示是构
建的含有不同大小ＵＣＯＥ元件的完整抗体轻链重链
质粒流程图（图２）。对构建的含有ＵＣＯＥ１５ｋｂ和
ＵＣＯＥ２５ｋｂ的轻链、重链质粒分别进行 ＢｇｌⅡ、

８９



第４８卷第１期 王　驰，等：泛染色体开放元件对ＣＨＯ细胞株中抗体表达量的影响

ＫｐｎⅠ双酶切验证，由于 ＵＣＯＥ４０ｋｂ的轻链、重
链质粒中 ＵＣＯＥ４０ｋｂ和载体片段大小相近，所
以使用菌落ＰＣＲ的方式验证（图３）。
３３　单克隆细胞株的筛选及鉴定

转染无内毒素的４组抗体轻链、重链质粒，博
莱霉素、杀稻瘟霉素加压筛选，有限稀释至９６孔

板中，挑取单克隆细胞株，获得 ４组单克隆细胞
株。取９６孔板细胞培养基上清，使用 Ｄｏｔｂｌｏｔｉｎｇ
的方式检测进行单克隆的初筛，再进一步精确筛

选使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方式鉴定抗体轻链、重链的
表达。如图 ４所示是其中一组单克隆细胞株筛
选结果图。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓｃｈｒｏｍａｔｉｎｏｐｅｎｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔ（ＵＣＯＥ）ｅｌｅｍｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇＵＣＯＥ１５ｋｂ，ＵＣＯＥ２５ｋｂ
（Ａ）ａｎｄＵＣＯＥ４０ｋｂ（Ｂ）
ＡＬａｎｅ１２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＵＣＯＥ１５ｋｂ；Ｌａｎｅ３４：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＵＣＯＥ２５ｋｂ．ＢＬａｎｅ１２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＵＣＯＥ４０ｋｂ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＵＣＯＥｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒａｎｄＵＣＯＥｈｅａｖｙｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒｓ
ＴｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｌｉｇｈｔａｎｄｈｅａｖｙｃｈａｉｎｐｌａｓｍｉｄｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｚｅＵＣＯＥｅｌｅｍｅｎｔｓａｃｈｉｅｖｅｄｂｙｉｎｓｅｒｔｉｎｇＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄ４０ｋｂ／１５ｋｂ／２５ｋｂ
ＵＣＯＥｅｌｅｍｅｎｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎｔｏｌｉｇｈｔａｎｄｈｅａｖｙｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢｇｌＩＩａｎｄＫｐｎＩ
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＵＣＯＥ１５ｋｂＬｉｇｈｔ／Ｈｅａｖｙｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒ（Ａ），ＵＣＯＥ２５ｋｂＬｉｇｈｔ／Ｈｅａｖｙｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒ（Ｂ）ａｎｄＵＣＯＥ４０ｋｂＬｉｇｈｔ／
Ｈｅａｖｙｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒ（Ｃ）
Ｌａｎｅ１２：ＵＣＯＥ１５ｋｂＬｉｇｈｔｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒ（ＢｇｌＩＩ，ＫｐｎＩ）；Ｌａｎｅ３：ＵＣＯＥ１５ｋｂＨｅａｖｙｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒ（ＢｇｌＩＩ，ＫｐｎＩ）；Ｌａｎｅ４：ＵＣＯＥ２５ｋｂＬｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒ（ＢｇｌＩＩ，ＫｐｎＩ）；Ｌａｎｅ５：ＵＣＯＥ２５ｋｂＨｅａｖｙｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒ（ＢｇｌＩＩ，ＫｐｎＩ）；Ｌａｎｅ６：ＵＣＯＥ４０ｋｂＬｉｇｈｔｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒ（ＣｏｌｏｎｙＰＣＲ）；Ｌａｎｅ
７：ＵＣＯＥ４０ｋｂＨｅａｖｙｃｈａｉｎｖｅｃｔｏｒ（ＣｏｌｏｎｙＰＣＲ）

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙ
Ａ．Ｄｏｔｂｌｏｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｐｒｉｍａｒｙｓｅｌｅｃｔｉｏｎ（ｒｅｄｃｉｒｃｌｅ：ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｂｌｕｅｃｉｒｃｌｅ：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｂ．Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｈｅａｖｙｃｈａｉｎｏｆａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｃ．Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｏｆａｎｔｉｂｏｄｙ

３４　转染含ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ质粒的
单克隆细胞抗体表达量的比较分析

无ＵＣＯＥ、含ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ的轻
链、重链转染后获得单克隆细胞抗体表达量比较见

图５。结果显示，含 ＵＣＯＥ１５ｋｂ和 ＵＣＯＥ２５ｋｂ
的单克隆细胞株抗体表达量相较于对照组提高

１５～２倍，含有 ＵＣＯＥ４０ｋｂ的单克隆细胞株抗
体表达量相较于对照组提高３～４倍。

$

　讨　论

ＣＨＯ细胞是目前广泛用于重组抗体药物表达
的表达系统［８－１０］，但获得高表达工程细胞株需要

大量的筛选工作。ＵＣＯＥ元件能有效阻断基因转
录沉默，提高目的基因的表达量，可以有效减少

ＣＨＯ工程细胞株构建中的筛选工作，并且获得高
表达抗体细胞株。

本研究对 ＵＣＯＥ元件的组成进行了分析，将
ＵＣＯＥ分为２个部分，分别来自于不同的看家基因

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｏｕｒｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｃｅｌｌ
ｇｒｏｕｐｓ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｌｉｇｈｔａｎｄｈｅａｖｙｃｈａｉｎｗｉｔｈｎｏｎＵＣＯＥ，ＵＣＯＥ１５ｋｂ，
２５ｋｂ，４０ｋｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

ＣＢＸ３／ＨＮＲＰＡ２Ｂ１启动子基因序列。通过 ＰＣＲ的
方式获得ＵＣＯＥ的１５ｋｂ、２５ｋｂ、４０ｋｂ，并插入
到含有抗体轻链、重链真核表达载体启动子前端。

分别筛选出含有ＵＣＯＥ１５ｋｂ、２５ｋｂ和４０ｋｂ质
粒的单克隆细胞株，对每组细胞的表达量进行分
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析。结果显示ＵＣＯＥ１５ｋｂ、ＵＣＯＥ２５ｋｂ组的单
克隆表达量并无显著性差异，相较与无ＵＣＯＥ组表
达量提高１５～２倍，说明两个看家基因启动子序
列发挥的作用基本相同。ＵＣＯＥ４０ｋｂ组的单克
隆表达量得到３～４倍的提高，说明两个看家基因
启动子基因序列会发挥叠加作用。
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