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组织工程与细胞培养                                                              

CHO 工程细胞 (11G-S) 悬浮培养的无血清培养基的

设计 

刘兴茂，刘红，叶玲玲，李世崇，吴本传，王海涛，谢靖，陈昭烈 
军事医学科学院生物工程研究所，北京 100071 

摘  要: 以悬浮适应的表达重组尿激酶原 (Pro-urokinase，pro-UK) CHO 工程细胞系 11G-S 为对象，采用 Plackett-Burman

实验设计及响应面分析法，设计支持 CHO 工程细胞 (11G-S) 悬浮生长的无血清培养基。以细胞密度为评价指标，在

单因素实验的基础上采用 Plackett-Burman 实验设计对影响细胞生长的培养基添加成分进行考察，确定了 3 种对细胞生

长明显促进作用的培养基添加成分：胰岛素、转铁蛋白及腐胺。继而利用响应面法分析了这 3 种添加成分的最佳水平

范围，设计了一种适用于 CHO 工程细胞 (11G-S) 悬浮培养的无血清培养基 SFM-CHO-S。11G-S 细胞在 SFM-CHO-S

批次悬浮培养的细胞最大生长密度达到 4.12×106 cells/mL，pro-UK 的最大累积活性达到 5 614 IU/mL，培养效果优于商

品化的同类无血清培养基。 

关键词 : CHO 工程细胞，悬浮培养，无血清培养基，实验设计  

Serum-free medium for suspension culture of recombinant  
Chinese hamster ovary (11G-S) cells 

Xingmao Liu, Hong Liu, Lingling Ye, Shichong Li, Benchuan Wu, Haitao Wang, Jing Xie,  
and Zhaolie Chen 

Institute of Biotechnology, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100071, China 

Abstract:  With suspension adapted recombinant Chinese hamster ovary (CHO) cell lines 11G-S expressing human pro-urokinase 
(pro-UK) as the object of study, a serum-free medium for the cultivation of recombinant CHO cells in suspension was formulated by 
using Plackett-Burman design and response surface methodology. The two-level Plackett-Burman design was used to evaluate the 
effect of 10 medium supplements on the growth of the 11G-S cells in suspension culture. Among the 10 medium supplements, 
insulin, transferrin, and putrescine were identified as the most significant factors (P<0.05). The response surface methodology with 
three factors and three levels was used to determine the optimal levels of these factors. And a serum-free medium, SFM-CHO-S for 
recombinant CHO cells suspension culture was formulated. The maximum cell density of 11G-S cells in SFM-CHO-S in suspension 
batch culture reached 4.12×106 cells/mL with a maximum pro-UK activity at 5 614 IU/mL, which was superior to the commercial 
serum-free medium for recombinant CHO cells. 

Keywords:  recombinant Chinese hamster ovary cells, suspension culture, serum-free medium, medium design 
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CHO 工程细胞是目前用于包括工程抗体和重组

蛋白在内的生物技术药物研发和生产的最重要的表

达系统[1-2]。悬浮培养是哺乳动物细胞大规模培养研

究和应用的重要模式和首要选择[3-4]。对于 CHO 工

程细胞的悬浮培养而言，培养基是影响细胞生长和

细胞表达产物生产的最重要因素之一。 

受动物细胞表达产品生产过程优化和产品安全

性要求的驱动，无血清培养已成为目前哺乳动物细

胞培养技术的发展方向和应用趋势 [5]。随着人们对

体外培养细胞代谢和生理学了解的不断深入以及调

控细胞生长代谢和分化的细胞因子种类及来源的丰

富，为动物细胞无血清培养基的研究和应用提供了

重要的基础[6]。目前商品化的 CHO 细胞无血清培养

基存在如下现状：大多以液体的形式提供、价格昂

贵、培养基成分配方，这一定程度上限制了它的实

际应用。本研究以悬浮适应的表达重组尿激酶原 

(Pro-urokinase，pro-UK) CHO 工程细胞系 11G-S 为

对象，采用 Plackett-Burman 实验设计及响应面分析

法，设计了一种适合 CHO 工程细胞悬浮培养的无血

清培养基 SFM-CHO-S。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  细胞系 

悬浮适应的表达 pro-UK CHO 工程细胞系

11G-S[7]由军事医学科学院生物工程研究所构建、

保藏。 

1.1.2  培养基 

DMEM/F12 (V/V，1∶1) 培养基和 SFM-CHO

培养基购自 Hyclone 公司。 

1.1.3  培养基添加物 

小牛血清购于兰州民海公司。谷氨酰胺、

Pluronic F-68、胰岛素、腐胺、谷胱甘肽、抗坏血酸、

ß-巯基乙醇、亚硒酸钠、硫酸铜及硫酸锌购自 Sigma

公司。转铁蛋白、抗坏血酸及卵磷脂为 Merck 公司

产品。乙醇胺购于 ACPOS 公司。硫酸葡聚糖购于

Wako 公司。硫酸锰、钼酸、偏钒酸铵及柠檬酸铁购

于北京化学试剂公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  细胞悬浮培养 

11G-S 细胞以 3×105~3.5×105 cells/mL 接种于

100 mL 三角瓶内，培养体积 35 mL，培养时加入含

5 mmol/L 谷氨酰胺、0.1％  (W/V) Pluronic F-68 及

25 µg/mL 硫酸葡聚糖的无血清培养基或含 1％ 

(V/V) 小牛血清的 DMEM/F12。将三角瓶置于 37℃

温箱中摇床上培养，摇床转速为 90 r/min。 

1.2.2  Plackett-Burman 实验设计 

应用 SAS 软件进行实验次数 n=12 的 Plackett- 

Burman 实验设计及统计分析，以细胞生长密度为响

应值，考察胰岛素、腐胺、转铁蛋白、微量元素 (含

7 种成分)、β-巯基乙醇，卵磷脂、抗坏血酸、谷胱

甘肽、乙醇胺及 β-环状糊精等 10 种培养基添加成分

种对 11G-S 细胞生长的影响，实验设计见表 1。 

 
表 1  Plackett-Burman 设计因素及水平 
Table 1  Range of different factors investigated with 
Plackeet-Burman  

Code level 
Factors 

−1 1 

X1 (Insulin) 0 mg/L 5 mg/L 

X2 (Putrecine) 0 mg/L 1 mg/L 

X3 (Tranferrin) 0 mg/L 10 mg/L 

X4 (Trace minerals) 0 a 

X5 (β-mercaptoethanol) 0 μmol/L 50 μmol/L 

X6 (Phosphatidycholine) 0 mg/L 5 mg/L 

X7 (Ascorbic acid) 0 mg/L 25 mg/L 

X8 (Glutathione) 0 mg/L 1 mg/L 

X9 (Ethanolamine) 0 mg/L 6 mg/L 

X10 (β-cyclodextrin) 0 mg/L 400 mg/L 

a: including 10 nmol/L sodium selenite, 1 nmol/L manganese 
sulfate, 10 nmol/L molybdic acid, 10 nmol/L ammonium 
metavanadate, 10 nmol/L cupric sulfate, 3 μmol/L zinc sulfate and 
5 μmol/L ferric citrate.  
 
1.2.3  响应面中心组合和设计 

由 Box 和 Wilson 开发的 Box-behnken 是一种常

用的响应面设计方法，可以通过最少的实验来拟合

响应面模型，可以对筛选出的关键因素进行量化。

应用 SAS 软件，采用 Box-behnken 方法，进一步研

究由 Plackett-Burman 筛选出的 3 个具有促进 11G-S

细胞生长作用的重要因素 (胰岛素、腐胺及转铁蛋

白)，以确定其最佳使用剂量。根据响应面中心复合
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实验设计原理，以细胞生长密度为响应值，设计 3

因素 3 水平共 15 个实验点的响应面分析实验，各自

变量水平见表 2。 
 
表 2  响应面中心组合设计的因素及水平 
Table 2  Values of independent variables at different levels 
of central composite design 

Code level 
Factor 

−1 0 1 

X1(Insulin) 0 mg/L 2.5 mg/L 5 mg/L 

X2(Putrescine) 0 mg/L 0.5 mg/L 1 mg/L 

X3(Tranferrin) 0 mg/L 5 mg/L 10 mg/L 

 
1.2.4  细胞密度、存活率及 pro-UK 活性的测定 

采用 Cedex AS20 细胞密度和存活率自动分析

系统 (Innovatis，Germany) 进行细胞计数和存活率

分析。采用体外纤维蛋白琼脂板溶圈法检测 pro-UK

体外纤维蛋白溶解活性[8]。 

2  结果与讨论 

2.1  无血清培养基添加成分的筛选 
设计无血清培养基组成配方的技术核心是筛选

和确定具有促进细胞生长、维持细胞存活、提高目

的基因表达作用的培养基添加成分。由于动物细胞

无血清培养设计中涉及的添加成分较多，且不同添

加成分之间可能存在交互作用，统计学实验设计成

为无血清培养基设计的主要方法 [9-10]。 Plackett- 

Burman 设计作为一种以不完全平衡块为原理的统

计学实验设计方法，能够从众多变量中快速、有

效地筛选出最重要的一些因素，以进行进一步的

研究，并且具有数据处理简单、适用于多个因素

等优点，常用于培养基优化和设计早期阶段的筛选

实验[11-12]。 

Plackett-Burman 实验设计及结果见表 3。运用

SAS 软件对表 3 中的数据进行方差分析，从表 4 中

各因素的 P 值可以看出胰岛素 (X1)、腐胺 (X2)、

转铁蛋白 (X3)、微量元素 (X4)、谷胱甘肽 (X8)和

乙醇胺 (X9) 这 6 因素在 α=0.05 的水平上对 11G-S

细胞生长具有显著的正向影响效应；卵磷脂  (X6) 

及 β-环状糊精 (X10) 对 11G-S 细胞生长的影响作

用较弱；而抗坏血酸 (X5)、β-巯基乙醇 (X7) 对细

胞生长具有较强的反向影响效应。 

2.2  响应面分析法优化培养基配比 
2.2.1  响应面实验设计及响应值 

由 Plackett-Burman 实验可知，胰岛素、转铁蛋

白和腐胺是对 11G-S 细胞正向影响效应最为显著的

3 个因素。为了进一步优化培养基的组成，以胰岛

素、转铁蛋白和腐胺为自变量，以细胞最大生长密

度为响应值，利用 SAS 软件进行响应面法设计及统

计分析。实验设计及结果见表 5。 

 
表 3  Plackett-Burman 实验设计及响应值 (n = 12) 
Table 3  Experimental design and response values of Plackett-Burman (n = 12) 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 Cell density (106 cells/mL) 

 1 −1  1 −1 −1 −1  1  1  1 −1 3.8 

 1  1 −1  1 −1 −1 −1  1  1  1 3.9 

−1  1  1 −1  1 −1 −1 −1  1  1 2.4 

 1 −1  1  1 −1  1 −1 −1 −1  1 3.5 

 1  1 −1  1  1 −1  1 −1 −1 −1 2.3 

 1  1  1 −1  1  1 −1  1 −1 −1 3.6 

−1  1  1  1 −1  1  1 −1  1 −1 3.1 

 1 −1  1 −1 −1 −1  1  1  1 −1 2.0 

 1 −1  1 −1 −1 −1  1  1  1 −1 1.7 

 1 −1  1 −1 −1 −1  1  1  1 −1 1.4 

−1  1  1 −1 −1 −1  1  1  1 −1 1.3 

−1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 1.1 
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表 4  偏回归系数及影响因子的显著性分析 
Table 4  Partial regression coefficients and analysis of 
response values significance 

Factors T P Coefficients Ranking

X1 (Insulin) 8.03 0.0115 11.32 1 

X2 (Putrecine) 3.86 0.0239  5.45 3 

X3 (Tranferrin) 7.77 0.0119 10.95 2 

X4 (Trace minerals) 3.42 0.0271  4.82 4 

X5 (β-mercaptoethanol) −4.06 0.0228 −5.72 10 

X6 (Phosphatidycholine) −1.10 0.0833 −1.56 7 

X7 (Ascorbic acid) −2.56 0.0359 −3.62 9 

X8 (Glutathione) 2.85 0.0324  4.02 6 

X9 (Ethanolamine) 2.86 0.0323  4.04 5 

X10 (β-cyclodextrin) −1.30 0.0696 −1.87 8 

 
表 5  响应面设计及响应值 
Table 5   Central composite design and response values 

X1 
(Insulin) 

X2 
(Putrecine) 

X3 
(Tranferrin) 

Cell density  
(106 cells/mL) 

0 −1 −1 3.6 

0 −1  1 3.7 

0  1 −1 3.7 

0  1  1 4.0 

−1  0 −1 3.5 

1  0 −1 3.7 

−1  0  1 3.6 

1  0  1 3.9 

0  0  0 4.1 

0  0  0 4.0 

0  0  0 4.1 

 
2.2.2  二次回归拟合及方差分析 

应用 SAS8.0 软件对表 5 的响应值进行分析得到

拟合全变量二次回归方程，各变量的偏回归系数估

计值及方差分析结果见表 6。得到拟合全变量二次

回归方程为： 
Y=35.613+1.205X1+0.6075X2+1.1075X3−1.47917

X1
2−0.08X1X2−0.355X1X3−0.7892X2

2+0.2X2 
X3−2.4292X3

2 
其中，Y 为细胞最大生长密度 (106 cells/mL)。 

回归各项的方程分析结果表明：X1、X2、X3 的

一次项和二次项影响都是显著的，但 3 个自变量之

间的交互效应较小。决定系数 R2 为 0.9502，说明这

3 个因素能解释 Y 变化的 95.02％，模型拟合程度较

好。因此，可用上述模型对 11G-S 细胞培养过程中

的细胞生长密度进行分析和预测。 

表 6  二次回归方程系数显著性检验 
Table 6  Coefficient estimate by the regression quadratic 
model 

Factors Regression 
coefficient 

Standard 
deviation F P 

X1 1.205 11.6162 51.61073 0.000813

X2 0.6075 2.95245 13.11772 0.01519 

X3 1.1075 9.81245 43.59668 0.001198

X1
2 −1.4791 8.078526 35.89286 0.001858

X1X2 −0.08 0.0256 0.113741 0.749622

X1X3 0.355 0.5041 2.239714 0.19476 

X2
2 −0.7892 2.29951 10.21672 0.024093

X2X3 0.2 0.16 0.710879 0.437615

X3
2 −2.4292 21.78776 96.80292 0.000185

Model 54.03267 6.00363 26.67411 0.001052
 

2.2.3  响应面各因素的交互作用 

借助 SAS8.0 软件对上述回归方程所作的等高

线图和响应曲面图见图 1~3。各变量及其交互作用对

响应值的影响结果可通过该图组直观地反映出来。 

图 1 显示了当转铁蛋白位于中心水平时，胰岛

素与腐胺对细胞密度的交互作用等高线图及响应面

图。等高线图显示了细胞密度随着胰岛素及腐胺浓

度的变化趋势，当胰岛素及腐胺浓度分别为 2.75~ 

4.25 mg/L 和 0.45~0.9 mg/L 时，最大细胞密度达到

4.08×106 cells/mL。从响应面图可以看出，胰岛素浓

度变化对细胞密度变化的影响较大，表现为响应曲

面的坡度较陡，腐胺浓度变化对细胞密度变化的影

响较小，响应曲面的坡度较缓。 

图 2 显示了当腐胺位于中心水平时，胰岛素与

转铁蛋白对细胞密度的交互作用等高线图及响应面

图。等高线图显示细胞密度随着胰岛素及转铁蛋白

浓度的变化趋势，当胰岛素及转铁蛋白的浓度分别

介于 2.8~4.5 mg/L 和 5~7.5 mg/L 时，最大细胞密度

达到 4.08×106 cells/mL。从响应面图可以看出，胰岛

素浓度变化及转铁蛋白浓度变化对细胞密度变化的

影响效果大体相近，表现为响应曲面的坡度下降趋

势相近。 

图 3 显示了当胰岛素位于中心水平时，腐胺与

转铁蛋白对细胞密度的交互作用等高线图及响应面

图。等高线图显示细胞密度随着腐胺及转铁蛋白浓

度的变化趋势，当腐胺及转铁蛋白的浓度分别介于

0.57~0.87 mg/L、5.2~7 mg/L 之间时，培养最大细胞
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图 1  胰岛素与腐胺交互作用影响细胞生长密度的等高线图 (A) 及响应面图 (B) 
Fig. 1  Contour line and surface of mutual-influence for insulin and putrescine on the growth of 11G-S cells. 

       

图 2  胰岛素与转铁蛋白交互作用影响细胞生长密度的等高线图 (A) 及响应面图 (B) 
Fig. 2  Contour line and surface of mutual-influence for insulin and transferrin on the growth of 11G-S cells. 

       

图 3  腐胺与转铁蛋白交互作用影响细胞生长密度的等高线图 (A) 及响应面 (B) 
Fig. 3  Contour line and surface of mutual-influence for putrescine and transferrin on the growth of 11G-S cells. 
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密度可以达到 4.08×106 cells/mL；从响应面图可以看

出，转铁蛋白浓度变化对细胞密度变化的影响较大，

表现为响应曲面的坡度较陡，腐胺浓度变化对细胞

密度变化的影响较小，响应曲面的坡度较缓。 

2.3  11G-S 细胞在不同培养基中的培养效果 
在相同的悬浮培养条件下，比较了 CHO 细胞在

含 1％小牛血清的 DMEM/F12 培养基、本研究设计的

无血清培养基 SFM-CHO-S 及商品化的无血清培养基

SFM-CHO 的培养效果。11G-S 细胞在上述培养基中培

养 4 d，最大活细胞密度分别达到 2.5×106 cells/mL、

4.2×106 cells/mL 及 3.3×106 cells/mL，随后活细胞密

度逐渐降低 (图 4A)。3 种培养条件下的细胞存活率

呈现大致相同的变化趋势，在细胞生长的对数期细

胞维持较高的活率，随着培养时间的延长细胞存活

率逐渐降低。pro-UK 的蛋白活性在培养的第 6 天

达到高峰，分别为 3513 IU/mL、5614 IU/mL 及

4537 IU/mL (图 4B)。实验结果表明，SFM-CHO-S

的 11G-S 细胞培养效果不仅优于有血清培养基的培

养效果，也优于商品化的同类无血清培养基的培养

效果。

       

图 4  11G-S 细胞在不同培养基中的细胞生长及 pro-UK 的产量 
Fig. 4  Growth and pro-UK production of 11G-S cells in different media. (A) ◆: density of cells cultured in DMEM/F12 medium 
with 1% serum; ■: density of cells cultured in SFM-CHO-S medium; ▲: density of cells cultured in SFM-CHO medium; +: viability 
of cells cultured in DMEM/F12 medium with 1% serum; ×: viability of cells cultured in SFM-CHO-S medium; *: viability of cells 
cultured in SFM-CHO medium. (B) □: activity of pro-UK cultured in DMEM/F12 medium with 1% serum; ■: activity of pro-UK 
cultured in SFM-CHO-S medium; ■: activity of pro-UK cultured in SFM-CHO medium. 
 

3  结论 

由于在无血清培养设计中，需要添加的血清替

代成分往往较多，且不同组成成分对 CHO (11G-S) 

细胞生长及代谢的影响是不同的。因此在进行无血

清培养基设计时，根据动物细胞无血清培养基相关

文献的报道，以商业化的 DMEM/F12 (1∶1，V/V) 作

为无血清培养的基础培养基，并从众多的添加物中

选取了 17 种物质，主要包括胰岛素、转铁蛋白、腐

胺、乙醇胺、β-巯基乙醇等常用的几种添加剂，另

外也选取了一些对细胞具有特殊功效作用的添加

物，主要包括 β-环状糊精、金精三羧酸、生育酚、

氢化可的松等。为了便于培养基的设计，首先进行

了单组分添加物培养实验，通过实验初步剔除了对

细胞生长有抑制作用的成分，筛选出了对细胞生长

具有促进作用的 10 种物质。 

在设计适用于 CHO 工程细胞 (11G-S) 悬浮培

养的无血清培养基时，应用 Plackett-Burman 实验设

计，对影响表达 pro-UK 的 CHO 工程细胞系 11G-S

生长的 10 种培养基添加成分进行了评价。其中，胰

岛素、转铁蛋白及腐胺对 11G-S 细胞的悬浮培养具

有非常显著的生长促进作用。在 Plackett-Burman 实

验的基础上，采用响应面分析法优化胰岛素、转铁

蛋白及腐胺的最佳使用剂量，设计了一种适用于 CHO
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工程细胞悬浮培养的无血清培养基 SFM-CHO-S。

11G-S 细胞在 SFM-CHO-S 批次悬浮培养的细胞最

大生长密度达到 4.12×106 cells/mL，pro-UK 的最大

累积活性达到了 5 614 IU/mL，培养效果优于商品化

的同类无血清培养基。 
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