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摘要 中国仓鼠卵巢（Chinese hamster ovary，CHO）细胞因其良好的遗传稳定性、翻译后修饰能力以及高表达和可规模化

特性，已成为重组蛋白质药物生产的首选宿主系统，广泛应用于单克隆抗体生产、疫苗抗原表达及Fc融合蛋白等生物制剂

领域。然而，在工业化应用过程中，CHO细胞仍面临三大核心挑战：高密度培养导致的代谢负担、糖基化修饰不一致以及

长期表达水平衰减。这些问题不仅引发培养周期延长、乳酸和氨等有害代谢产物积累，还会造成表达量波动和产品质量异

质性，限制其在高产、稳产及降本增效方面的潜能。本文围绕CHO细胞表达系统的关键瓶颈，从高密度培养代谢调控、糖

基化均一性优化及长期表达稳定性维持3方面进行系统梳理，重点总结分子构建优化、细胞培养与工艺提升、细胞株工程

改造及靶向整合等关键技术进展，并构建问题导向的技术优化框架。此外，结合基因编辑、合成生物学与人工智能技术的

前沿发展，探讨了其在实现高效、稳定及经济型CHO细胞工厂构建中的应用前景，为新一代生物制药生产体系的创新与优

化提供系统性参考。
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自 1957 年 Puck 首 次 建 立 中 国 仓 鼠 卵 巢

（Chinese hamster ovary，CHO）细胞系以来，CHO

细胞因其遗传稳定性、易转染、可适应悬浮培养以

及具备哺乳动物特异性蛋白质翻译后修饰能力，逐

渐成为全球最重要的工业化蛋白质药物生产宿主细

胞。经过数十年发展，衍生出了CHO-K1、CHO-S、

CHO-DG44、CHO-DXB11等多个亚型，广泛应用

于单克隆抗体、Fc融合蛋白、疫苗以及细胞因子

等生物制品的表达［1-4］。目前，CHO细胞表达体系

在商业化生产中的应用规模与工艺成熟度已远超其

他宿主系统，成为全球重组蛋白质药物生产的主导

平台，是现代生物制药不可或缺的核心细胞系［5］。

近年来，随着中国生物制药产业的快速崛起，

CHO细胞系在本土创新药研发与产业化中的战略

地位日益凸显。

尽管CHO表达体系已成为治疗性蛋白质和疫

苗生产的主流平台，在工业化生产中表现出优越的

产量与可扩展性，但其仍受到三大瓶颈的限制：高

密度培养过程中的代谢负担、糖基化修饰等差异性

以及长期表达稳定性不足［6-7］。因此，亟需系统性

提升CHO细胞表达体系的产量、质量稳定性，满

足复杂生物制品的大规模产业化生产需求［8］。

本文围绕CHO细胞表达体系在重组蛋白质药

物生产中的优化策略展开综述，从高密度培养的代

谢负担、糖基化修饰不一致及长期表达衰减3方面

出发，系统梳理了分子层面、细胞工程层面及工艺

控制层面的多维度优化途径。探讨了细胞培养的优

化、功能性添加剂应用、启动和调控元件、糖基化

调控与细胞工程改造，以及目的基因 （gene of 

interest，GOI）靶向整合等关键技术策略。分析了

各优化措施对细胞生理状态、蛋白质表达量、产品
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质量及糖基化特征的调控机制，并归纳了典型研究

案例与主流优化思路。为CHO细胞表达体系的系

统性优化提供技术与理论参考。

1　高密度培养中的代谢负担优化

CHO细胞在生产中需要维持长期的高密度悬

浮培养，以实现高产量的蛋白质表达。然而，此过

程常伴随细胞代谢负担增加、乳酸积累、氨毒性上

升以及能量代谢紊乱等问题。这些代谢副产物不仅

会抑制细胞生长和蛋白质表达，还可能影响目标蛋

白质的质量和糖基化均一性。因此，需要通过多方

面策略进行优化，包括调整培养参数、添加代谢调

节添加剂，以及通过代谢工程手段调控关键代谢途

径，以降低代谢副产物的产生，改善细胞能量利用

效率，从而提高CHO细胞的培养稳定性和重组蛋

白质的产量与质量。

1.1　细胞培养的优化

CHO细胞培养与生产过程中常面临细胞凋亡、

氧化应激、代谢废物积累等问题，限制了重组蛋白

质的产量和质量。通过对关键参数（如酸碱度、溶

氧、葡萄糖和乳酸水平等）的实时监测与调控，优

化培养条件可显著提升产量与一致性。表1总结了

CHO细胞生产过程中常用的培养条件优化策略。

1.2　添加剂的使用

CHO 细胞可以在无血清培养基 （serum-free 

medium，SFM）中实现高密度培养［15］。SFM主要

成分包括碳水化合物、氨基酸、维生素、微量金属

元素和盐类，对细胞增殖至关重要。除基本成分

外，一些非必需组分亦可通过调控细胞代谢与表达

过 程 ， 进 一 步 改 善 代 谢 负 担 与 提 升 生 产 性

能（表2）。

Table 2　Mechanisms and effects of additives in reducing metabolic burden and enhancing expression performance 
in CHO cells

表2　添加剂改善代谢负担并提升CHO细胞表达性能的机制与效果

丁酸钠（sodium butyrate）和地西他滨（Decitabine） 选择性阻断G0/G1细胞周期；抑制CHO

细胞凋亡

丁酸钠单独使用时，qP提

高143%；组合使用时，qP

提高212%

［16］

添加剂名称 作用机制 效果 文献

Table 1　Strategies for optimizing CHO cell culture conditions in biopharmaceutical manufacturing
表1　CHO细胞生产过程中常用的培养条件优化策略

条件名称

温度（temperature）

酸碱度（pondus hydrogenii，

pH）

溶解氧（dissolved oxygen，

DO）

渗透压（osmotic pressure）

乳酸（lactic acid）

葡萄糖（glucose）

最佳范围或最佳值

37°C（生长阶段）；33°C（生产阶段）

6.8~7.2

50%~100%

300 mOsm/kg（生长阶段），410~470 mOsm/kg

（生产阶段）

<3.5 g/L

3~6 g/L

优化效果

温度下调可调节细胞周期（增强G0/G1），促使细胞

从生长转向高效表达模式，提高蛋白质产量

低pH处理阻滞细胞周期G0/G1、降低凋亡信号和提

高N-糖基化均一性；高pH会增加蛋白质产量，但

会增加糖基化模式异质性

在极端溶解氧（DO）水平（如3%或200%）条件

下，细胞生长速率与产量均显著下调，而在50%~

100%的范围内则表现出较好的稳定性。DO波动会

导致细胞持续代谢应激，进而导致产量显著下降

渗透压升高可抑制细胞增殖，但同时诱导细胞体积

增大，从而提升单位细胞蛋白质产能

乳酸累积与养分浪费直接相关，其过量存在会阻碍

细胞氧化代谢

培养初期葡萄糖浓度维持于3~6 g/L有助于细胞增

殖，蛋白质表达阶段控制于2~4 g/L可有效抑制乳酸

生成，增强三羧酸循环（TAC）活性并提升蛋白质

产量

文献

［9］

［10］

［11］

［12］

［13］

［14］

mOsm/kg：毫渗透压摩尔浓度，表示每千克溶剂中所含溶质颗粒的渗透压浓度单位。
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舒拉明（Suramin）

黄芩素（Baicalein）

4-(2,5-二甲基-1H-吡咯-1-基)-N-(2,5-二氧代吡咯烷-1-基)苯甲

酰胺(4-(2,5-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)-N-(2,5-dioxopyrrolidin-1-

yl)benzamide)

紫色素（violacein）

儿茶素（catechins）

丙戊酸（valproic acid）

(E)-N-(2-氨基苯基)-3-[1-(4-(1-甲基吡唑-4-基)苯基)磺酰]吡咯

-3-基丙-2-烯酰胺(I-4((E)-N-(2-aminophenyl)-3-[1-[4-(1-methyl‐

pyrazol-4-yl) phenyl] sulfonylpyrrol-3-yl] prop-2-enamide))

4-(乙酰氨基)-N-(2-氨基苯基)苯甲酰胺(4‑(acetylamino)-N-

(2‑aminophenyl)benzamide)

哌柏西利（Palbociclib）

S-腺苷甲硫氨酸（SAM）和甲硫代腺苷（MTA）

抑制细胞凋亡和唾液酸酶活性，增加活

细胞密度和细胞存活率

清除活性氧类（ROS），缓解内质网应激

抑制细胞生长、提高细胞内 ATP 与葡萄

糖摄取，调控糖基化

诱导G1和G2/M期阻滞

通过抑制拓扑异构酶来影响细胞周期

组蛋白去乙酰化抑制剂，导致染色质结

构松弛，增强启动子活性和基因转录

显著增加组蛋白H3的乙酰化和甲基化修

饰，导致染色质结构松弛，增强启动子

活性和基因转录；诱导细胞周期停滞于

G0/G1期

增加人巨细胞病毒（CMV）启动子区域

组蛋白H3乙酰化，重新构建染色质结构，

显著提升目标蛋白质mRNA表达水平

抑制细胞周期依赖性蛋白激酶（CDK4/6）

的活性，诱导G0/G1期停滞

SAM促进甲基化修饰；MTA反馈调控甲

基循环，同时诱导细胞进入G1期，减少

细胞分裂，更多能量分配给蛋白质生产

Fc融合蛋白产量提高32%

单克隆抗体产量提高70%

单克隆抗体产量提高64%

IgG重链和轻链的mRNA表

达水平分别显著升高了

47.3%~71.1% 和 44.4%~

46.4%

单克隆抗体产量提高50%

单克隆抗体产量提高20%

重组抗体产量提高约143%

qP提升约200%，最大抗体

浓度提升约130%

qP提升100%~214%

SAM和MTA的添加使qP提

高50%，同时使细胞活性

维持较高水平

［17］

［18］

［19］

［20］

［21］

［22］

［23］

［24］

［25］

［26］

续表2

添加剂名称 作用机制 效果 文献

qP：细胞单位生产率（specific productivity），是指单位细胞数量在单位时间内产生的目标蛋白量，反映单个细胞的表达能力，通常用来评

价不同细胞株、工艺或培养条件对表达效率的影响。

1.3　基因工程改造

在CHO细胞工程中，使用过表达正调控因子

（如目标蛋白质糖基化抗凋亡因子、分泌路径和代

谢调控因子）与敲低负调控因子（如代谢限制因子

等）能显著改善糖基化模式、细胞存活、分泌效率

和重组蛋白质产量。表3总结了关键研究及其作用

机制与效应。

Table 3　Effects of genetic modification of positive and negative regulatory factors on metabolic burden and recombinant 
protein expression in CHO cells

表3　CHO细胞中正/负调控因子基因改造对代谢负担与重组蛋白表达的影响

MPC1/2

HSP27

Sar1A

SIRT6

YTHDF3

过表达

过表达

过表达

过表达

过表达

增强线粒体代谢，降低乳酸积累

延缓Caspase激活并抑制凋亡

加快内质网-高尔基体分泌路径

激活抗凋亡Bcl-2，抑制Caspase-3

促进N⁶-甲基腺苷（m⁶A）修饰mRNA的翻译

乳酸浓度降低约50%，细胞比生

长速率提升20%~30%，表达量提

升40%

存活天数延长48 h，表达量提升

130%

qP提升约80%

表达提升70%~180%

qP提升50%~100%

［27］

［28］

［29］

［30］

［31］

调控因子 操作方式 作用机制 表达效果/优势 文献
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YAP5SA

IGF-1R

ATF6β 和 WFS1

MAT2A

Apaf1

Bak1、Bax和Bok

过表达

敲除

敲低

降低

敲除

敲除

增强细胞的G1/S细胞周期转化；增加细胞尺寸，增加细胞生长速

率；激活的Yes相关蛋白信号抑制Bax表达，延缓细胞凋亡，提升细

胞存活能力

重编程细胞代谢，降低对生长信号的依赖

缓解未折叠蛋白反应负担，优化抗体折叠与分泌

减缓细胞周期，释放蛋白质翻译与折叠资源

CHO-S细胞即便在培养后期应激条件下，仍能有效阻断Caspase-9的

活化

敲除后阻断细胞应激（如渗透压、代谢废物积累、pH波动等）引发

的凋亡信号转导

qP提升约50%，总产量提高约

200%

表达量提升600%

产量提升30%~50%

重组蛋白质表达提升30%~40%

重组蛋白质表达提升68%~116%；

降低CHO细胞的凋亡比例

产量提升了约10%~30%

［32］

［33］

［34］

［35］

［36］

［37］

续表3

调控因子 操作方式 作用机制 表达效果/优势 文献

MPC1/2：线粒体丙酮酸载体1/2（mitochondrial pyruvate carrier 1/2）；HSP27：热休克蛋白27（heat shock protein 27）；Sar1A：分泌及Ras相

关GTP酶1A （secretion associated Ras related GTPase 1A）；SIRT6：沉默调节蛋白6 （Sirtuin 6）；YTHDF3：YTH 结构域家族蛋白3 （YTH 

domain-containing family protein 3）；YAP5SA：Yes激酶相关蛋白5 SA （Yes-associated protein 5SA）；IGF-1R：类胰岛素样生长因子1受体 

（insulin-like growth factor 1 receptor）；ATF6β：激活转录因子6 β（activating transcription factor 6 beta）；WFS1：沃尔夫拉明ER跨膜糖蛋白

（Wolframin ER transmembrane glycoprotein）；MAT2A：S-腺苷甲硫氨酸合成酶2A （methionine adenosyltransferase 2A）；Apaf1：凋亡蛋白

酶激活因子1 （apoptotic protease activating factor 1）；Bak1：Bcl-2同源拮抗/杀伤因子1 （Bcl-2 homologous antagonist/killer 1）；Bax：Bcl-2

相关X蛋白（Bcl-2-associated X protein）；Bok：Bcl-2相关卵巢杀伤因子（Bcl-2-related ovarian killer）。

1.4　小结

在高密度培养中，代谢调控的核心是实现能量

平衡与副产物最小化。短期优化多依靠工艺干预，

如添加代谢调节剂和精准调控培养条件，可快速改

善细胞代谢状态，但可重复性和长期稳定性有限。

相较之下，基因工程改造后的CHO细胞更能维持

代谢稳态与长期表达，提高细胞对高密度环境的适

应性和能量利用效率。未来，结合多组学驱动的代

谢建模与人工智能（artificial intelligence，AI）预

测，可构建具“代谢负担自感应-自调控”能力的

智能CHO细胞工厂，实现低废物积累、高能效分

配与系统动态最优化，推动培养向高产稳产低成本

发展。

2　糖基化修饰均一性

哺乳动物细胞不同表达宿主及不同批次之间常

出现糖基化模式差异，影响其免疫原性和药效活

性［38-39］。解决糖基化修饰均一性问题的主要策略包

括通过基因工程手段改造CHO细胞、优化培养条

件等方法。

2.1　人源糖基化细胞工程改造

基于人源化糖基化模式，对CHO细胞进行基

因工程改造可有效提升其产物的人源化程度与治疗

适用性。靶向调控关键糖基转移酶的表达水平，可

使 CHO 细胞的糖基化谱更接近人类天然蛋白质。

如敲低岩藻糖基转移酶 8 （fucosyltransferase 8，

FUT8）、 过 表 达 ST6 β - 半 乳 糖 苷 α -2, 6- 唾 液           

酸 转 移 酶 1 （ST6 beta-galactoside alpha-2, 6-

sialyltransferase 1， ST6Gal1）、 α -1- 抗胰蛋白酶

（alpha-1-antitrypsin）和敲低ST3 β-半乳糖苷 α-2,3-

唾液酸转移酶 4 （ST3 beta-galactoside alpha-2, 3-

sialyltransferase 4，ST3GAL4）等方式对 CHO 细胞

糖基化路径进行基因工程化改造，可减少非人源糖

残基引起的免疫原性，提升蛋白质的稳定性、生物

活性和药代动力学特性，从而适用于生产高品质治

疗性抗体和糖蛋白药物［40-42］。

2.2　优化培养条件

通过定向优化培养基条件，可有效调控糖基化

模式，从而提升产品质量与均一性。在葡萄糖基础

上添加甘露糖或半乳糖等替代碳源，可通过改变糖

苷前体的可用性影响N-连接糖基化谱，实现糖基

化模式向期望模式的转变［43］。添加锰离子（Mn2+）

可增强半乳糖基转移酶活性，促进末端半乳糖基化

和唾液酸化，从而获得更均匀且生物活性更高的糖

蛋白谱［44］。此外，降低培养温度或采用低渗培养

可延长蛋白质在内质网-高尔基体的停留时间、降

低代谢速率，并改变糖基转移酶/糖苷水解酶的表

达与活性，通常有利于复杂糖型的形成，但可能同

时影响产率和细胞生长［12］。随着系统生物学和代

谢建模技术的发展，基于模型的预测优化方法正在

推动从经验性工艺调整向数据驱动的理性设计转

变，为CHO细胞产物的质量一致性与功能优化提
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供了新的策略基础［45］。

2.3　体外糖基化修饰

蛋白质表达后在体外通过化学与酶促手段重建

人源型糖链，是克服非哺乳动物表达体系所导致的

非人源糖型，进而降低免疫原性与药代动力学差异

的重要策略。该方法通常包括两个核心步骤：首先

利用内切糖苷酶去除天然异质糖链，随后借助改造

后的糖基转移酶与化学合成的活化糖供体，在体外

实现定义化的复杂型 N-糖结构重建［46］。近年来，

研究者进一步开发了基于酶固定化法的连续流体系

统，通过将糖基转移酶固定于微反应通道中，在同

一体系内顺序完成去糖基、转糖基与末端唾液酸化

等步骤。该流程显著提高了反应效率与可重复性，

所得产物表现出高度均一且可控的糖基化模式，验

证了体外重塑在人源化糖蛋白制备与工艺放大中的

潜在可行性［47-48］。

2.4　小结

在糖基化一致性优化中，培养条件调控以高灵

活性和低成本优势被广泛应用，该策略易受批次差

异与培养系统波动影响，限制了其在工业化持续生

产中的稳定性。尽管体外糖基化修饰已绕过了宿主

依赖性限制，但仍受限于酶成本、原料和扩展性挑

战。相比之下，基因编辑策略可从分子层面根本性

实现人源化糖型，目前已商业化的CHO细胞通过

敲除或修饰关键糖基转移酶基因，实现了更符合人

源蛋白质糖基化特征的糖基化修饰。未来，随着代

谢-糖基化耦合建模与AI算法的发展，在生产过程

中通过实时在线监测与数据反馈，动态预测并校正

糖基化偏差，从而确保的蛋白批次间的均一性与功

能稳定性。

3　长期表达衰减优化策略

长期表达衰减主要源于转基因在遗传与表观遗

传层面的不稳定性，包括启动子甲基化、染色质异

构化及插入位点效应等。通过优化表达载体、采用

靶向整合技术及优化转染体系，可有效提升外源基

因的遗传稳定性与长期表达水平。

3.1　分子构建阶段优化

3.1.1　启动子优化

在 CHO 细胞表达体系中，启动子直接决定

GOI 表达的基础水平，是表达载体的核心元件。

CHO表达体系中常用的启动子包括人巨细胞病毒

（cytomegalovirus，CMV）增强子/启动子、猴病毒

40 早期启动子 （simian virus 40 early promoter，

SV40）、CMV增强子/鸡 β肌动蛋白启动子（CMV 

enhancer/chicken β-actin promoter，CAG）、人延伸

因子 1α启动子（elongation factor-1 alpha promoter，

EF-1α）等［49-52］。

CMV启动子因其高效启动GOI转录而在商业

化CHO细胞表达载体中广泛应用。然而，CMV启

动子在长期培养中易被甲基化或其他表观遗传机制

沉默，导致表达水平随时间下降［53］。针对CMV启

动子的改造与优化已成为提升重组蛋白质表达水平

与稳定性的研究热点。主要策略包括内含子序列优

化、关键顺式作用元件的功能解析与调控模式研

究、启动子甲基化抑制，以及利用 CRISPR-Cas9

表观遗传编辑技术实现靶向修饰，为提升CHO细

胞表达体系的效率提供了新的思路与手段［54-57］。

此外，CHO细胞内源性启动子因其表达活性与细

胞生长及代谢动态相协调，且能维持较高的表达水

平，近年来受到广泛关注。研究人员从CHO细胞

微阵列表达数据与高密度培养的CHO细胞的RNA-

Seq数据分析出比CMV表达水平更高更稳定的内

源性启动子，例如热休克蛋白家族A成员 5 （heat 

shock protein family a member 5，HSPA5）、S100钙

结合蛋白 A6 （S100 calcium binding protein A6，

S100A6）基因的启动子［58］。

3.1.2　Kozak序列优化

Kozak 序列是位于 mRNA 翻译起始密码子

（AUG） 附 近 的 高 度 保 守 序 列 ， 典 型 序 列 为

GCCGCC(A/G)CCATGG，其中-3 位 （A/G） 和+4

位（G）对翻译起始效率至关重要［59］。在CHO细

胞中，经典 Kozak 序列的优化可显著提高翻译效

率［36］。与经典 Kozak 序列相比，优化后的 Kozak

序列在CHO细胞表达重组蛋白质时，可显著提高

重组蛋白质表达量（表4）［60-61］。

Table 4　 The impact of different Kozak sequences on 
recombinant protein expression efficiency in CHO cells

表4　不同 Kozak 序列对CHO细胞中重组蛋白质表达效率

的影响

Kozak序列

GGCCGCCACCATGG

CCGGCTGAAGATGA

GGCCGCCGCCATGA

GGCCGCGACCATGC

GGCCGGCGACATGC

GGCCGGAAGTATGA

表达倍数（以经典Kozak

体系的表达效率为100%）

100%

129%~158%

160%~172%

113%

117%

130%

文献

/

［60］

［60］

［61］

［61］

［61］
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3.1.3　信号肽优化

在 CHO 细胞表达分泌型重组蛋白质过程中，

信号肽作为引导新生多肽链进入内质网的重要序

列［62］，其结构与功能直接决定了蛋白质分泌效率

及最终产量。不同信号肽在CHO细胞中的识别效

率存在显著差异，成为限制重组蛋白质表达水平的

重要因素之一［63-64］。2022年，Park等［65］建立了一

个由退化密码子合成信号肽文库、位点定向整合系

统 与 流 式 细 胞 荧 光 分 选 技 术 （fluorescence 

activated cell sorting，FACS） 3 部分组成的体外筛

选平台，专为CHO细胞设计，用以寻找提升分泌

效率的信号肽。值得注意的是，近年O'Neill等［66］

系统构建了由 37个哺乳动物天然信号肽与文献挖

掘序列组成的信号肽库，并针对不同类型单链抗体

与融合蛋白开展高通量筛选，证实信号肽类型对蛋

白质分泌表达水平具有显著影响，为CHO细胞表

达体系的信号肽筛选提供了宝贵的资源与策略依

据。此外，从结构功能角度出发，优化信号肽的N

区正电荷含量、H区疏水性强度及C区切割位点的

保守性，亦成为提升蛋白质分泌水平的重要

策略［67-71］。

3.1.4　目的基因优化

蛋白质翻译瓶颈是GOI表达设计中的关键问题

之一，其效率受限常与表达宿主与GOI之间存在的

密码子使用偏差差异有关［72］。研究表明，密码子

优化可以显著提高外源蛋白质的表达水平［63，73-74］。

表5总结了常用的密码子优化工具及数据库，这些

工具可基于CHO细胞的密码子偏好、GC含量及翻

译调控等因素对GOI进行序列重编码。

3.1.5　聚腺苷酸信号优化

聚腺苷酸信号 （polyadenylation signal，PAS）

通过调控mRNA的3'端加工，影响转基因表达的稳

定性、效率和产量。哺乳动物与病毒来源的 PAS

（如 SV40、牛生长激素 （bovine growth hormone，

BGH） 基因、单纯疱疹病毒胸苷激酶 （herpes 

simplex virus thymidine kinase，HSV-TK）基因）因

其强效性被广泛应用。已有研究表明，不同的PAS

对CHO细胞外源蛋白质的表达水平具有显著影响。

其中，SV40 PAS较BGH和HSV-TK PAS表现出更

强的调控效能，能够提高稳定GOI表达水平并降低

表达变异性［81］。此外，Omelina等［82］通过大规模

并 行 报 告 基 因 分 析 （massively parallel reporter 

assay，MPRA）系统筛选出PAS下游+17~+44 bp区

域 T-rich 短片段，显著提升外源蛋白质的表达，

eGFP在HEK293T中最高提升 13倍，在CHO细胞

中提升约7倍，显示出该区域序列的小改动即可显

著 增 强 切 割 和 聚 腺 苷 酸 化 （cleavage and 

polyadenylation，CPA）复合体作用及 mRNA 稳定

性，从而提高表达效率。这一发现为CHO表达系

统提供了简单有效的载体后端优化策略。因此，

PAS 优化策略应包含：a. 选用高效 PAS 元件 （如

SV40）；b. 在高效 PAS下游+17~+44 bp区域范围内

插入T-rich效率序列，促进转录终止与切割效率。

3.1.6　引入染色质修饰元件

在 表 达 载 体 中 引 入 基 质 附 着 区 （matrix 

attachment region， MAR）、 染 色 质 开 放 元 件

（ubiquitous chromatin opening element， UCOE）、

tRNA 基因屏障和稳定抗阻遏元件（stabilizing and 

anti-repressor element，STAR）等常用染色质调控

元件，可显著提高重组蛋白质的表达水平与稳定

性（表6）［83］。

Table 5　Codon optimization tools and databases
表5　密码子优化工具及数据库

数据库名称

Java密码子优化工具（Java Codon Adaptation Tool）

GenSmartTM 密码子优化工具（GenSmart™ Codon Optimization）

IDT密码子优化工具（Codon Optimization Tool-IDT）

在线密码子优化工具（ExpOptimizer）

密码子使用统计数据库（Codon Usage Database）

密码子适应指数分析（Codon Adaptation Index Calculator）

密码子协调工具（Codon HARMonizING）

链接

https://www.jcat.de/

https://www.genscript.com.cn/tools/gensmart-codon-optimization

https://eu.idtdna.com/pages/tools/codon-optimization-tool

https://www.novopro.cn/tools/codon-optimization.html

https://www.kazusa.or.jp/codon/

https://www.biologicscorp.com/tools/CAICalculator/

https://github.com/wrightgs/CHARMING

应用示例

［75］

［76］

［76］

［77］

［78］

［79］

［80］
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3.2　基因整合策略

传 统 CHO 细 胞 表 达 系 统 常 采 用 pcDNA、

pOptiVEC、pEE 和 pCAGGS 等载体，但普遍不具

备靶向整合功能。随机整合（random integration，

RI）策略将 GOI 随机插入基因组，并辅以选择压

力（如嘌呤霉素、杀稻瘟菌素等）筛选高表达克

隆，是目前广泛应用的构建策略之一［36］。然而，

该策略在应用中面临多项挑战。a. 由于GOI插入位

点随机，不同克隆之间表达水平存在显著差异。  

b. 随机插入可能干扰宿主关键基因，诱发染色体重

排、GOI丢失等问题，影响细胞系的长期稳定性和

表达一致性。c. 开发周期长、筛选压力大：需筛选

大量克隆以获得理想表达水平的细胞系，显著增加

早期开发成本。为了提升表达稳定性与构建效率，

近 年 来 半 靶 向 整 合 （semi-targeted integration，

STI） 与靶向整合 （targeted integration，TI） 策略

逐渐成为CHO细胞表达系统优化的重要方向。

3.2.1　转座酶介导的半靶向整合

STI利用转座子系统使GOI更倾向于插入转录

活跃区域，从而提升表达水平与稳定性。常见的

STI工具包括Sleeping Beauty、PiggyBac、Leap-In®

以及 Tol2 转座酶系统，已在多种哺乳动物细胞表

达平台中获得应用［2，91-93］。STI技术在表达一致性

与工艺可行性方面展现出多重优势。a. 与RI相比，

STI可显著减少GOI插入位置对表达水平的随机影

响。b. 相较于RI，STI可有效减少筛选工作量，从

而缩短开发周期。c. 相比于靶向整合，STI技术流

程更简洁、对平台依赖度低，具备较低的开发成

本，适用于对时间和资源敏感的快速开发项目。尽

管STI具有一定优势，但其整合精度有限且仍存在

表达变异问题。在对表达稳定性与一致性要求较高

的应用场景中，完全定点整合技术仍是更优选的

方案。

3.2.2　靶向整合

TI是指将GOI精确插入CHO细胞基因组中特

定位点的策略。相比于RI和STI，TI具有更高的精

确性与可预测性。已有研究通过系统性表观基因组

测序与数千并行报告基因测定 （thousands of 

reporters integrated in parallel，TRIP） 并行位点表

达分析，筛选出 CHO 细胞基因组内一批安全港

（safe harbors）位点，该类位点处于不影响关键功

能基因的基因组区域，可有效避免 GOI 插入诱发

的基因扰动，显著提升 GOI 长期稳定表达水

平［94-95］。目前，已有多种具备定点整合能力的系

统被开发并应用于CHO细胞系构建。常用的靶向

整 合 工 具 包 括 Cre/loxP、 Flp/FRT、 φC31 以 及

CRISPR-Cas9等。表7总结了当前主流定点整合系

统的应用现状与主要特点。

3.3　细胞转染条件优化

细胞转染条件优化是CHO细胞表达系统中不

可或缺的一环。转染方法包括聚乙烯亚胺（PEI）

转 染 、 脂 质 体 转 染 （lipofection）、 电 转

（electroporation）和病毒转导（viral transduction）。

表8对各类常用转染方法的适用场景及优劣进行了

归纳比较。研究表明，通过添加辅助药物、共表达

辅助载体、新型转染试剂和结合物理辅助手段，可

显 著 提 升 转 染 效 率 与 外 源 蛋 白 质 表 达 水

平（表9）。

尽管传统转染方法已在CHO细胞表达系统中

得到广泛应用，但其在转染效率、细胞毒性控制及

Table 6　Applications of chromatin regulatory elements in CHO cell expression systems
表6　染色质调控元件在CHO细胞表达系统中的应用

元件

基质附着区

染色质开放元件

tRNA基因屏障

稳定抗阻遏元件

描述

与核基质结合的DNA

序列，组织染色质   

结构

源自管家基因，包含

始终未甲基化且持续

转录的CpG岛

tRNA基因作为屏障，

防止异染色质扩散

阻断阻遏蛋白的表观

遗传调控元件

功能

减少位置效应、优化染色质结构

局部开放染色质，保护附近的转基因

免受DNA甲基化和异染色质侵入，从

而维持GOI的高表达

隔离GOI与周围异染色质区域，增强

转录活性

增强并维持长期转基因表达

备注

没有方向依赖性，但有位置依赖性；距CMV启

动子500 bp和1 000 bp时，GOI表达分别提高77%

和56%

UCOE的加入增加mRNA的水平和单克隆抗体  

产量

在长期培养中，tRNA基因屏障在抑制转基因沉

默方面表现优于UCOE，能够显著维持更高的

eGFP+细胞比例及mRNA水平

eGFP的表达量提高200%，单抗表达量提高85%

文献

［84-86］

［87］

［88-89］

［90］
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Table 7　Current applications and key features of common targeted integration tools
表7　常用靶向整合工具的应用现状与主要特点

系统

名称

Cre/loxP

系统

Flp/FRT

系统

φC31 

Integrase

系统

CRISPR-

Cas9

系统

重组酶/

整合酶

Cre重组酶

（来源于P1噬

菌体）

Flp重组酶 

（来源于酿酒

酵母2μ质粒）

φC31整合酶

（来源于链霉

菌噬菌体）

Cas9核酸酶+

单向导RNA

（single guide 

RNA，

sgRNA）

识别序列

P1噬菌体的

交 换 位 置

（locus of x-

over in P1，

loxP）（34  bp）

Flp重组酶识

别位点（flip‐

pase recogni‐

tion target，

FRT） （34~

48 bp）

attB与attP

（34~39 bp）

靶 位 点 邻

近 的 原 间

隔 序 列 邻

近 基 序 序

列+左右同

源臂

重组机制

在两个loxP位点间

介导同向或反向的

位点特异性重组

（可删除、倒位或

交换DNA片段）

与Cre/loxP机制类

似，催化两个FRT

位点间的DNA片段

的特异性重组

媒介 attB 和 attP 位

点之间发生不可逆

的整合反应，形成

attL 与 attR，不再

反向重组

利用Cas9诱导的双

链断裂结合供体模

板介导同源重组 

修 复 （homology 

directed repair，

HDR） 进 行 精 确 

插入

整合特性

通常用于构建“着陆

垫 （landing pad） ”

细胞系后进行重组酶

介 导 的 盒 交 式

（recombinase-mediated 

cassette exchange，

RMCE），可实现重

复插入表达盒的精准

替换

常用于RMCE系统；

可使用FRT异源变体

来防止串扰，提高位

点专一性

可实现GOI的单拷贝

定点整合，或利用基

因组中的伪attP位点

整合

可实现单拷贝、特定

位点、序列可控的精

准整合，适合构建表

达均一、高质量的细

胞株

技术优势

操作成熟，重组

效率高，适用于

平台细胞株中可

控基因的插入或

迭代

精度高，适用于

稳定重复整合、

多位点调控研

究；适合多拷贝

插入平台构建

不依赖同源臂，

整合效率高，适

合快速生成表达

稳定的细胞系

极高的特异性与

可设计性，适合

构建高性能平台

细胞系，支持多

基因插入与序列

编辑

技术局限

需预先引入loxP

位点；位点构

建复杂；重复

使用可能造成

遗留序列积累

FRT需要预置于

基因组中，重

组效率较Cre略

低，操作流程

相对烦琐

插入位点依赖

于伪attP位点的

可用性，存在

基因组背景差

异性问题

HDR效率依赖

细胞周期与模

板设计，插入

效率低于转座

子或整合酶系

统，需配套筛

选系统

应用于CHO细胞

的研究/平台

已 广 泛 用 于

CHO-K1 及

CHO-S 衍 生 细

胞中构建稳定

表达平台

应 用 于 多 种

CHO表达系统，

包括抗体、多

肽与融合蛋白

表达

应 用 于 CHO-S

和 CHO-DG44

中，通过TAR‐

GATTTM平台进

行快速细胞株

开发

应 用 于 构 建

CHO-K1、CHO-S

细胞株，用于

抗体等重组蛋

白质表达

文献
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Table 8　Comparison of common transfection methods: applications, advantages and limitations
表8　常用转染方法的特性及适用性分析

方法

聚乙烯亚胺

转染

脂质体转染

电转染

病毒转导

原理

阳离子聚合物与DNA形成复合物

进入细胞

阳离子脂质与DNA形成脂质体融

合进细胞

脉冲电流打开细胞膜孔隙，引导

DNA进入

病毒将目标基因递送入宿主

适用范围

大规模瞬时转染；中等表达需

求；工艺放大

小规模实验室研究；高表达验

证；高通量报告筛选

稳定细胞株构建前转染；难转染

的CHO细胞亚型

稳定表达细胞株构建；shRNA/

CRISPR长期表达；高效整合目

标序列

优点

成本低；可用于悬浮细胞，操作

简便

转染效率高；重复性好

高效率；适用于多种细胞类型

稳定性好；表达持久

局限

转染效率略低

成本高，不适用于大规

模生产

操作需设备；可能引起

细胞损伤

构建周期长；安全性/法

规受限
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表达一致性方面仍存在进一步优化空间。未来的研

究应从递送效率提升、外源核酸免疫应答抑制以及

核内转运效率增强等层面入手，通过开发更高效、

低毒且可放大的转染体系，从根本上改善CHO细

胞的转染性能与外源基因表达水平。

3.4　小结

长期表达稳定性优化策略的选择应与目标产物

类型及生产周期相匹配。对于快速验证性研究或中

试阶段生产，可采用PEI-辅助药物转染结合载体增

强子元件与启动子优化等策略，以在较短时间内获

得高水平瞬时表达，缩短开发周期并提高工艺灵活

性。而在商业化长期生产体系中，则应优先选择电

转结合STI或TI策略，以显著提升表达一致性、遗

传稳定性及批次间可重复性。从整体上看，表达稳

定性的提升不应仅依赖单一优化手段，而需在

DNA 结构、染色质状态与基因组位点 3 个层面实

现多维协同设计，构建具有长期转录活性维持能力

的“持久激活型”表达环境。未来，CHO细胞表

达系统的稳定性提升将依托“精准整合+表观调

控”的协同模式展开，通过结合基因组、转录组与

表观组学数据，辅以机器学习与系统生物学建模，

可建立候选安全港位点评价体系，实现对最佳整合

区域的预测与筛选。

4　总结与展望

CHO细胞表达系统的优化始终是生物制药生

产领域的核心研究方向。经过数十年发展，已形成

涵盖分子构建、培养工艺、细胞株工程和基因整合

策略的多维度优化体系，实现了对表达水平、稳定

性和产品质量的持续提升。然而，针对高密度培养

的代谢负担、糖基化均一性及长期表达衰减等问

题，未来的优化方向亟需跨学科技术的深度融合。

随着基因编辑、合成生物学和AI的不断进步，

CHO细胞表达系统有望在效率、质量控制和持续

性方面实现突破。

首先，基因编辑技术将推动CHO细胞表达系

统从单点改造走向系统层面的网络调控。通过

CRISPR/Cas同时靶向多个代谢通路和表观遗传调

控元件，缓解高密度培养中的代谢负担，提高细胞

活力和单位产量，优化糖基化酶，以定制化蛋白质

糖基化谱系，满足不同生物制剂的功能需求。构建

兼具代谢优化、糖基化可控及抗凋亡特性的CHO

细胞系。同时，安全港位点与“即插即用”整合策

略将显著缩短细胞株开发周期，促进标准化平台建

设，降低批次差异并加速工业化转化。

其次，合成生物学为CHO细胞表达系统的革

新提供了系统性框架。通过构建人工基因回路、模

块化生物部件和智能响应网络，可以实现对细胞行

为的可编程调控，以适应复杂工业化需求。具体而

言，合成生物学可设计动态感应-响应系统，将基

于CHO细胞内源调控序列的合成启动子与代谢传

感器相结合，使细胞在面临代谢应激或营养耗竭

时，抑制生长并优先分配资源至外源基因表达，避

免传统系统的表达衰减。此外，通过引入生长抑制

开 关 或 重 定 向 葡 萄 糖 通 量 至 三 羧 酸 循 环

（tricarboxylic acid cycle，TAC），降低乳酸等副产

物的积累。这些策略有助于显著提升单位细胞产

量、蛋白质分泌效率和整体工艺的稳定性，为

Table 9　Key strategies for enhancing transfection efficiency
表9　提高转染效率的关键策略

优化要素

细胞状态

添加辅助

药物

共表达辅

助质粒

新型

转染剂

物理辅助

手段

优化措施

细胞密度处于对数生长期，细胞存活率>95%

TBK1抑制剂（BX795）

Caspase抑制剂（Q-VD-Oph）

共表达核糖核苷二磷酸激酶（NDPK）和EB病毒核抗原1（Epstein-

Barr virus nuclear antigen-1，EBNA1）

共表达蛋白质二硫键异构酶（PDI）与X框结合蛋白1（XBP-1）

细胞穿透肽（cell-penetrating peptide，CPP）

质粒DNA 72℃加热30 min

平板离心（200g，5 min）

效果

细胞保持高活力，促进细胞内吞转染复合物

抑制外源DNA自噬降解，从而显著提升转染效率

有效抑制Caspase活性，保护细胞存活，GFP阳性率

提升至>90%

质粒DNA通过核孔复合物向细胞核的转运增强；延

长了质粒在细胞中的存在时间

蛋白质产量提高89%

增强膜融合与胞吞效率，报告蛋白表达显著高于PEI

（P<0.01）

加热处理的质粒DNA的转染效率高于未处理的质粒 

DNA（P<0.05）

增加复合物与细胞接触，提高转染率；PEI-DNA转

染效率显著提升（P<0.01）
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CHO细胞在生物制药领域的应用开辟新的可能。

最后，AI的数字化功能将在CHO细胞表达优

化中扮演核心角色。通过机器学习和深度学习模型

整合多组学数据，实现预测性和指导性设计。AI

能加速分子元件的筛选与优化，从海量序列中预测

Kozak 序列、信号肽及密码子偏好，提高 CHO 细

胞表达效率，避免传统高通量筛选的耗时。同时，

AI可模拟代谢路径和工艺参数优化，预测最佳培

养 策 略 ， 实 现 流 加 （fed-batch） 或 灌 流

（perfusion）培养的闭环调控，减少代谢废物积累

并提升产量一致性，此外，在高密度培养中，AI

还能通过计算机视觉和时序数据分析，监控细胞形

态和生长动态，早期识别应激信号并调整参数，实

现从实验室优化到符合《药品生产质量管理规范》

（Good Manufacturing Practice of Medical Products，

GMP）的规模化生产的无缝衔接。未来的连续生

产体系将高度依赖这种AI驱动的动态优化，实现

真正意义上的“智能化生物工厂”。

综上所述，CHO细胞表达系统的未来发展趋

势是“基因编辑-合成生物学-人工智能”三位一体

的融合应用。这种跨学科创新不仅有助于在理论层

面深化对细胞调控机制的理解，也将在产业化层面

推动成本控制与监管合规，从而保障大规模生产的

稳定性。可以预见，下一代CHO细胞平台将成为

高效、稳定、可定制化生产复杂生物制剂的核心引

擎，为精准医疗和个性化生物制药提供强有力的

支撑。
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Abstract　Chinese hamster ovary (CHO) cells are the most established and versatile mammalian expression 

system for the large-scale production of recombinant therapeutic proteins, owing to their genetic stability, 

adaptability to serum-free suspension culture, and ability to perform human-like post-translational modifications. 

More than 70% of biologics approved by the U.S. Food and Drug Administration rely on CHO-based production 

platforms, underscoring their central role in modern biopharmaceutical manufacturing. Despite these advantages, 

CHO systems continue to face three persistent bottlenecks that limit their potential for high-yield, reproducible, 

and cost-efficient production: excessive metabolic burden during high-density culture, heterogeneity of 
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glycosylation patterns, and progressive loss of long-term expression stability. This review provides an integrated 

analysis of recent advances addressing these challenges and proposes a forward-looking framework for 

constructing intelligent and sustainable CHO cell factories. In terms of metabolic regulation, excessive lactate and 

ammonia accumulation disrupts energy balance and reduces recombinant protein synthesis efficiency. 

Optimization of culture parameters such as temperature, pH, dissolved oxygen, osmolarity, and glucose feeding 

can effectively alleviate metabolic stress, while supplementation with modulators including sodium butyrate, 

baicalein, and S-adenosylmethionine promotes specific productivity (qP) by modulating apoptosis and chromatin 

structure. Furthermore, genetic engineering strategies—such as overexpression of MPC1/2, HSP27, and SIRT6 or 

knockout of Bax, Apaf1, and IGF-1R—have demonstrated significant improvements in cell viability and product 

yield. The combination of multi-omics metabolic modeling with artificial intelligence (AI)-based prediction offers 

new opportunities for building self-regulating CHO systems capable of dynamic adaptation to environmental 

stress. Regarding glycosylation uniformity, which determines therapeutic efficacy and immunogenicity, gene 

editing-based glycoengineering (e. g., FUT8 knockdown or ST6Gal1 overexpression) has enabled the 

humanization of CHO glycan profiles, minimizing non-human sugar residues and enhancing drug stability. 

Process-level strategies such as galactose or manganese co-feeding and fine control of temperature or osmolarity 

further allow rational regulation of glycosyltransferase activity. Additionally, in vitro chemoenzymatic remodeling 

provides a complementary route to construct human-type glycans with defined structures, though industrial 

applications remain constrained by cost and scalability. The integration of model-driven process design and AI 

feedback control is expected to enable real-time prediction and correction of glycosylation deviations, ensuring 

batch-to-batch consistency in continuous biomanufacturing. Long-term expression stability, another critical 

challenge, is often impaired by promoter silencing, chromatin condensation, and random genomic integration. 

Molecular optimization—such as the use of improved promoters (CMV, EF-1α, or CHO endogenous promoters), 

Kozak and signal peptide refinement, and incorporation of chromatin-opening elements (UCOE, MAR, STAR)—

helps maintain durable transcriptional activity, while site-specific integration systems including Cre/loxP, Flp/

FRT, φC31, and CRISPR/Cas9 can enable single-copy, position-independent gene insertion at genomic safe-

harbor loci, ensuring stable, predictable expression. Collectively, this review highlights a paradigm shift in CHO 

system optimization driven by the convergence of genome editing, synthetic biology, and artificial intelligence. 

The transition from empirical optimization to rational, data-driven design will facilitate the development of 

programmable CHO platforms capable of autonomous regulation of metabolic flux, glycosylation fidelity, and 

transcriptional activity. Such intelligent cell factories are expected to accelerate the transformation from 

laboratory-scale research to industrial-scale, high-consistency, and economically sustainable biopharmaceutical 

manufacturing, thereby supporting the next generation of efficient and customizable biologics manufacturing.

Key words　CHO cell expression system, metabolic burden, glycosylation modification, expression stability,

optimization strategies
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