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应用荧光原位杂交技术检测康柏西普基因在 
CHO 细胞染色体上的整合状态 

师明磊 1，赖维莉 2，易天红 2，柯潇 2，赵志虎 1 
1. 军事医学科学院生物工程研究所，北京 100071； 
2. 成都康弘生物科技有限公司，成都 610037 

摘要: CHO 细胞是常用的哺乳动物表达工程细胞。外源基因整合至 CHO 细胞染色体后，在大规模蛋白质生产

过程中，由于相关压力撤除，外源基因存在丢失的可能，因此有必要对其整合稳定性进行检测。康柏西普

(conbercept)是一个能够特异性结合 VEGF-A 的各种异构体、VEGF-B 以及 PlGF，从而发挥抗血管生成活性的

融合蛋白。康柏西普目前已在美国进入Ⅲ期临床试验。本文运用荧光原位杂交对康柏西普基因在 CHO 细胞的

整合状态进行了检测，发现经过 4 和 19 次传代后，康柏西普基因依然能稳定整合在基因组上，并且呈现出 3

个特点：(1)分布在一条染色体上，而不是多条染色体上；(2)分布在较长的染色体上；(3)在同一染色体上有较

多拷贝数。同时，荧光定量 PCR 结果证明基因拷贝数无明显改变，ELISA 检测证明蛋白表达水平亦无明显改

变。上述实验证明在经过 19 次传代以后，康柏西普基因仍然稳定整合在基因组中，并可活跃表达，为康柏西

普大规模生产及产品质控提供了有力依据。 

关键词: 荧光原位杂交；康柏西普；CHO 工程细胞；基因组整合 

Characterization of the conbercept gene localization in DHFR- 
amplified CHO cells using fluorescence in situ hybridization 
Minglei Shi1, Weili lai2, Tianhong Yi2, Xiao Ke2, Zhihu Zhao1 
1. Beijing Institute of Biotechnology, Beijing 100071, China;  
2. Chengdu Kanghong Biotechnology Co. Ltd., Chengdu 610037, China 

Abstract: Chinese-hamster ovary (CHO) cells are most widely used for mammalian protein expression. After inte-
gration into the CHO genome, the exogenous gene may be lost in the process of large-scale protein production due to 
the removal of related selection pressures. Therefore, it is necessary to test its stability in the genome. Conbercept is a 
fusion protein that specifically binds to the various isoforms of vascular endothelial growth factor (VEGF)-A, 
VEGF-B, and placental growth factor (PlGF), thereby exerting anti-angiogenic activities. It has been approved for 

Phase Ⅲ clinical trials in the United States. In this study, fluorescence in situ hybridization (FISH) was used to lo-
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calize the conbercept gene in dihydrofolatereductase (DHFR)-amplified CHO cell lines. Metaphase FISH showed that 
genomic integration of the conbercept gene was stable after 4 and 19 passages, and manifested three characteristics: 
first, the gene locates on one chromosome, rather than a number of chromosomes; second, the gene locates on the 
longer chromosomes; third, there are many copies located on the same chromosome. At the same time, the copy 
number of the conbercept gene in the CHO genome and the conbercept protein expression levels are also stable, as 
verified by qPCR and ELISA assays, respectively. These experiments demonstrated that the conbercept gene re-
mained stable in the genome after 19 passages, and could be actively expressed, which strongly support the mass 
production and the quality control of conbercept. 

Keywords: fluorescence in situ hybridization (FISH); conbercept; CHO cell; chromosome integration 

哺乳动物细胞是目前生物制药产业中常用的宿

主细胞，其中最常用的是中华仓鼠卵巢(Chinese-ha-

mster ovary, CHO)细胞[1]。通过把外源目的基因稳定

整合到 CHO细胞基因组上的高表达位点，实现重组

蛋白的高产。为了进一步提高靶基因的表达水平，

人们常常通过采用二氢叶酸还原酶(dihydrofolater-

eductase, DHFR)缺陷型 CHO细胞系，在甲氨蝶呤的

存在下，驱动载体DHFR基因带动外源基因扩增[2]。

然而在重组蛋白大规模生产阶段，由于不能持续使

用甲氨蝶呤，获得扩增的外源基因面临减少或丢失

的风险，因此检测外源基因在 CHO 细胞基因组的整

合状态成为必要要求[3]。 

康柏西普(conbercept)是一种利用 CHO 细胞生

产的重组蛋白，其活性成分是由人血管内皮生长因

子受体 1(vascular endothelial growth factor receptor 1，

VEGFR1)中的免疫球蛋白样区域 2(Domain 2)、人血

管内皮生长因子受体 2(VEGFR2)中的免疫球蛋白样

区域 3和 4(Domain 3，4)，以及人免疫球蛋白 Fc片

段融合而成。它能够特异性结合 VEGF-A 的各种异

构体、VEGF-B 以及 PlGF，抑制病理条件下的血管

异常增生。目前，康柏西普眼用注射液用于治疗湿

性年龄相关性黄斑变性(AMD)[4,5]。2016 年 10 月 10

日，康柏西普眼用注射液获得美国食品和药品监督管

理局(FDA)批准在美国直接开展Ⅲ期临床试验。 

荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization, 
FISH)是一种直观、灵敏、特异、安全的基因检测和
定位技术，被广泛应用于细胞遗传学分析、遗传病

诊断、基因图谱绘制等研究领域 [6~11]。随着生物制

药产业的发展，FISH也逐渐被应用于检测工程细胞
株中外源基因的定位整合情况[12~16]。作为检测外源

基因整合的方法，FISH较 PCR、qPCR、Southern blot、
Northern blot等方法更为直观，并可实现精确定位。
这对研究外源基因的位置效应、提高外源基因的表

达效率具有重要意义。 
本文应用 FISH技术，对康柏西普基因在不同传

代次数的 CHO 细胞染色体上的整合状态进行了检

测，为长期传代稳定性研究过程中观察外源基因在

细胞系的稳定整合提供了可靠依据。 

1  材料和方法  

1.1  材料 

1.1.1  细胞系 

CHO DukxB11/dhfr- (ATCC CRL-9096)，由成都
康弘生物科技有限公司驯化为悬浮细胞；稳定整合

KH902 基因(KH902 基因为康柏西普基因内部编号)

的 CHO 细胞系不同代次 KHC1(P4)/(P19)由成都康
弘生物科技有限公司构建并保存。培养基为 EX- 

CELL CHO DHFR-Medium(Sigma，美国)。 

1.1.2  质粒 

康柏西普基因表达载体 pCMVi-KH902；基因拷

贝数定量标准品 pKAT 质粒：在 pMD19-T 质粒

(TaKaRa，大连)上插入了KH902基因及 β-actin基因，

由成都康弘生物科技有限公司构建并保存。 

1.1.3  FISH 试剂 

信号放大试剂 Tyramide Signal Amplification 
Kits(Molecular Probes，美国)；探针制备试剂 BioP-
rime® DNA Labeling System(Invitrogen，美国)；杂交
过程试剂 Dextran sulfate (50%)(Intergen，美国)；
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Formamide, deionized(Ambion, 美国)；RNaseA(天根，
北京 )；Salmon testes DNA(Sigma，美国 )；Vec-
tashield(Vector Laboratories，美国)。 

1.1.4  qPCR 试剂与引物 

KH902 定量引物及探针：上游引物，5′-GTG-
GAGTGGGAGAGCAATGG-3′；下游引物，5′-TGCT-
GCCACCTGCTCTTGT-3′；探针，5′-(FAM)CGGAG-
AACAACTACAAGGCCACGCCT(Eclipse)-3′。 

β-actin定量引物及探针：上游引物，5′-TCTAT-
GAGGGCTACGCTCTCC-3′；下游引物，5′-ACGCT-
CGGTCAGGATCTTCA-3′；探针，5′-(FAM)CCTGC-
GTCTGGACCTGGCTGGC(Eclipse)-3′。 

1.1.5  ELISA 试剂 

山羊抗人 IgG(FC)、ABTS 过氧化物酶底物 A
和过氧化物酶底物 B、ABTS过氧化物酶终止液(5×)
购自美国 KPL公司；山羊抗人 IgG-FC HRP conju-
gated购自美国 BETHYL公司。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞培养 

CHO 细胞复苏 24 h 后对方瓶内细胞计数，按
3×105个/mL 接入 100 mL 摇瓶(培养体积 20 mL)，
37℃、5% CO2、120 r/min培养。每 3~4天传代一次。 

1.2.2  染色体制备 

使用 Nocodazole 200 ng/mL 12 h阻滞细胞至 M
期，1000 r/min离心 5 min。用 20~50 mL的 0.56%KCl
溶液悬浮细胞，37℃水浴 20 min。加 2~5 mL的固定
液(甲醇与冰醋酸 3∶1)至细胞低渗液中，轻轻混匀。
1000 r/min离心悬液 5 min，用 1 mL新的固定液重
新悬浮细胞。调整细胞悬液至合适浓度，直接滴加

至玻片上。每一中期染色体片加 RNase A 100 µL 
(0.1 mg/mL)，37℃孵育 40~60 min；加胃蛋白酶工作
液(0.05‰)，37℃孵育 13 min；用磷酸盐平衡液(PBS)
室温下清洗 5 min。用快速固定液(0.95%甲醛，1 mL
的 37%甲醛，0.18 g MgCl2和 39 mL的 PBS，4℃保
存，一个月内使用)固定样品 5 min，在室温下用 PBS
清洗 5 min。梯度酒精脱水(70%，85%，100%乙醇)，
空气中干燥。 

1.2.3  荧光原位杂交 

以KH902基因表达载体 pCMVi-KH902为模板，

使用 BioPrime® DNA Labeling System制备标记探针，

详细步骤参见试剂盒说明书。取纯化好的标记探针，

加入 10× salmon testes DNA，乙醇沉淀。用杂交液

溶解探针，在杂交液中 75℃水浴变性 8 min。变性

后的探针池杂交液迅速埋在冰里骤冷 1 min，置 37℃

预复性 20～30 min。将中期染色体片置于 50 mL 

70%去离子甲酰胺/2×SSC(35 mL 100%甲酰胺，5 mL 
20×SSC，10 mL ddH2O，pH 7.0)中，70℃变性 2.5 min。
在预先冷却的 2× SSC(0～4℃)中洗涤 2 次，每次    
3 min。梯度酒精脱水(70%，85%，100%乙醇)，空
气中干燥。将经过变性处理的探针杂交液滴加在中

期染色体片标记好的部位，盖上盖玻片。封好的中

期染色体片置于湿盒内，在 37℃孵育 48 h。小心去
除中期染色体片上的盖玻片，将中期染色体片浸泡

在 37℃预热的 50 mL 50%去离子甲酰胺 /2×SSC  
(25 mL 100%甲酰胺，5 mL 20×SSC，20 mL ddH2O，
pH7.0)中洗涤 15 min。2× SSC中室温下摇洗 2次，
每次 3 min。采用 Tyramide Signal Amplification Kits 
(Molecular Probes)放大信号，详细步骤参见试剂盒
说明书。Vectashield封片，使用 LSM 510 META激
光共聚焦显微镜(Zeiss，德国)观测 FISH信号。 

1.2.4  qPCR 定量检测基因拷贝数 

提取 pKAT 质粒作为定量标准品；提取 CHO 
DukxB11/dhfr-、KHC1(P4)/(P19)各细胞基因组 DNA，
取去离子水一管同时操作，作为阴性对照。qPCR操
作如下：将含有 KH902 与 β-actin 的 pKAT 质粒标
准品，从 1×109 个/μL到 1×102个/μL做 10倍稀释，
作为标准曲线上的各点。PCR 反应程序：50℃，2 
min→93℃，5 min→ (93℃，20 s→60℃，30 s)×50次。
同时扩增各样本中 KH902与 β-actin 基因。将 Ct值
与标准曲线对应，获得相应拷贝数。 

1.2.5  蛋白表达水平检测 

对 KHC1 细胞进行长期传代稳定性研究，细胞

复苏后每 3天传代一次，连续传代 19次，取第 2~19

代细胞培养 72 h的上清液进行 ELISA检测，通过与

标准曲线比对，计算得到 KH902蛋白含量。 
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2  结果与分析 

2.1  康柏西普基因能够稳定整合在基因组上 

本实验取稳定整合 KH902 基因的 CHO 细胞系
KHC1(P4)/(P19)，以 KH902 探针进行 FISH 检测，
结果显示，在 KHC1(P4)/(P19)细胞中，KH902基因
均整合在染色体中(图 1)，说明该基因在细胞传代过
程中稳定存在。从实验结果来看，FISH检测获得的
信号有 3 个特点：(1)分布在一条染色体上，而不是
多条染色体上；(2)分布在较长的染色体上；(3)在同
一染色体上有较多拷贝数。 

2.2  康柏西普基因拷贝数维持稳定 

qPCR定量检测基因拷贝数共分 3次进行，每次
做 5个重复样本，目的基因和 β-actin分别做标准曲

线(展示第 1次，图 2)，取 5 个重复样本的均值与 3
次实验的均值得到目的基因拷贝数。由于每套基因

组中含有 2个(见表 1)基因拷贝，对细胞数目的校正
采用以下公式：KH902 基因拷贝数=测得 KH902 基
因拷贝数/(测得 β-actin 基因拷贝数/2)，从而获得平
均每套基因组中 KH902 基因拷贝数。qPCR 定量检
测基因拷贝数显示，KHC1 第 4 代的目的基因拷贝
数为 82 个，第 19 代的目的基因拷贝数为 67 个(表
1)，基因拷贝数基本维持稳定。 

2.3  康柏西普蛋白能够稳定表达 

为了测定康柏西普是否在蛋白水平稳定表达，

对 KHC1 进行了传代稳定性实验，一共传代 19 次，
取每次传代后 72 h的细胞培养上清进行 ELLSA，测
定蛋白含量，从图 3 结果看出，在传代过程中细胞 

 

 
 

图 1  康柏西普基因在 CHO 宿主细胞染色体上的分布情况 
Fig. 1  Localization of conbercept gene in CHO cell chromosome 
A：DukxB11/dhfr-细胞作为阴性对照，无荧光信号；B：第 4 代细胞，在一条较长染色体上成簇分布着多个信号；C：第 19 代细胞，
在一条较长染色体上成簇分布着多个信号。标尺：10 μm。 

 

 
 

图 2  qPCR 定量检测康柏西普基因拷贝数 
Fig. 2  Copy number quantification of conbercept gene by qPCR 
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表 1  qPCR 定量检测康柏西普基因拷贝数汇总 
Table 1  Summary of copy number quantification of conbercept gene by qPCR 
细胞代次 试验次数 康柏西普基因拷贝数 β-actin基因拷贝数 康柏西普基因拷贝数/细胞 
P4 第 1次 3.45×106 7.56×104 91 

第 2次 3.07×106 9.28×104 66 
第 3次 4.59×106 1.03×105 89 
平均 − − 82 

P19 第 1次 3.69×106 1.11×105 67 
第 2次 5.78×106 1.25×105 93 
第 3次 2.61×106 1.25×105 42 
平均 − − 67 

 

的蛋白表达水平比较稳定，一直维持在 8000~    
10 000 ng/mL左右。说明 KH902基因不仅稳定整合，
且能够稳定表达。 

3  讨  论 

FISH 是一种对外源基因在染色体整合状况进
行定位的直观、可靠的方法。虽然 qPCR 与 ELISA
测定方法也是检测外源蛋白是否稳定表达的必要要

求，但是在单细胞水平提供外源基因整合定位的直

接证据以确保外源基因的稳定存在，已经成为基因

重组药物报批的常规要求。事实上，Haugg等[8]报道，

大约 15%的高表达细胞株中，外源基因并非全部整
合在染色体上，而是部分以质粒的形式存在，这样

的外源基因表达方式无疑是不稳定的。但是 FISH实
验作为一种原位检测方法，实验步骤繁多，对靶标

大小、探针质量、杂交条件以及实验操作都有较高

的要求，才能顺利进行实验，获得满意结果[17,18]。

康柏西普基因全长只有 1.8 kb，远低于 FISH检测的
通常靶标长度(100~200 kb)。但在实际检测时，却获
得了明亮、清晰的 FISH 信号(图 1)。这主要是由于 
 

 
 

图 3  ELISA 检测康柏西普蛋白表达 
Fig. 3  Protein expression quantification of conber-

cept gene by ELISA 

经过 DHFR 扩增，康柏西普基因获得数十倍复制，
从而有效提高了靶标大小，降低了检测难度。同时，

康柏西普基因具有较高拷贝数也为其高表达提供了

坚实基础。 
本研究中对康柏西普基因的 FISH 定位检测结

果与 Davies 等[12]报道的对使用 DG44 细胞构建的 3
种不同工程细胞系(分别表达 anti-CD20，anti-B7.1
和 anti-CD40L 抗体基因 )检测的结果颇为类似。

Davies 等[12]研究发现，3 种细胞株都各自含有一个
整合位点，扩增基因都位于同一条染色体上；Der-
ouazi 等[14]报道在转染方式、转染 DNA 形态(环形/

线形)以及整合基因拷贝数(1~51)各异的 16 个细胞
系中，有 15个都只含有单一整合位点。Lattenmayer

等[15]对 14种 CHO DUK来源的细胞系进行 FISH检
测，发现绝大多数外源基因高表达细胞株中，其整

合位点都位于较大的染色体上。Li等[16]对外源基因

在 CHO细胞的整合情况进行了动态研究，发现经过
瞬时转染后，外源基因可以整合在不同染色体上，

但是整合在 1号染色体(最大染色体)上的细胞株，其

蛋白表达水平高且稳定，在传代过程中(80 代)不易
丢失；相反，整合在 Z3、Z4染色体上的细胞株，蛋

白水平表达较低且在传代过程中迅速丢失。瞬时转

染的位点呈现为点状信号，在经过 DHFR 扩增的
CHO细胞中，外源基因则成簇分布，说明这种分布

特点是由 DHFR带动外源基因向两侧扩增导致的。 
另外，在制备有丝分裂期染色体的过程中，我

们还发现所用细胞株的染色体条数并不固定，除了

明显的多倍体以外，染色体数目分布在 20~28 条不
等。已有研究证实，作为一种永生细胞系，CHO细
胞及其衍生细胞系的基因组高度不稳定 [19~24]。Cao
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等[25]发现中国仓鼠基因组含有 22 条染色体，始祖
CHO-K1细胞系则含有 21条染色体，常用的 DHFR
缺陷型细胞系 DUKX-B11 和 DG44 则含有 20 条染
色体。 
在使用 CHO 细胞构建各种外源基因表达工程

细胞系的过程中，基因组进一步紊乱。Davies 等[12]

报道使用 DG44细胞构建的 3种不同工程细胞系(分
别表达 anti-CD20抗体、anti-B7.1抗体和 anti-CD40L
抗体)染色体条数(众数)分别为 34，33 和 37。Derouazi
等[14]报道在 16个检测的细胞系中，11个具有 20条
染色体，然而 3个出现了 21~46条不等的染色体，2
个出现了 19条染色体。染色体紊乱呈现为非整倍体，
转座，重排，缺失等多种形态。CHO细胞在各种不
同染色体数目下均能有效存活，也许是其容易产生

有丝分裂跳出(mitotic slippage)，进而难以被有效阻
滞在有丝分裂期的原因之一。值得注意的是，

Derouazi 等[14]分析认为，基因组不稳定性与蛋白表

达水平并没有明显关联。但是 Yamano 等[26]通过在

不同染色体数目的 DG44 细胞中转染相同种类与数
量的载体，发现染色体数目高(>30)的 DG44 细胞，
其外源蛋白表达水平亦高。其原因可能是较多的染

色体为外源基因表达载体提供了较多的整合机会。 
综上所述，本研究获得的 FISH检测结果为确认

康柏西普基因在 CHO 细胞染色体上的稳定整合提
供了有力依据。 
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