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摘要　工程细胞的单克隆源性是保证产品质量的重要因素之一，因此得到了越来越多的重视。
当前，药物审评机构要求报批单位采用合适的实验手段证明所使用细胞的单克隆源性。综述通

过介绍生产用工程细胞株单克隆的挑选过程及诸如有限稀释法、ＣｌｏｎｅＰｉｘ、流式细胞术等常用方
法，讨论如何确保工程细胞的单克隆源性，以及在生物药品生产过程中保证工程细胞单克隆源性

的意义。
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　　目前的国际医药市场中，生物药处于主导地位。

据报道，２０１７年和２０１８年全球畅销药品 Ｔｏｐ１０中，生

物药占了８个，并且，这些药物均是由工程细胞株表达

的重组蛋白①②。根据Ｆｒｏｓｔ＆Ｓｕｌｌｉｖａｎ报道，中国生物药

的市场规模由 ２０１２年的 ６２７亿元增长至 ２０１６年的

１５２７亿元，年复合增长率为２４．９％②。

　　相较于大肠杆菌、酵母等表达系统，哺乳动物细胞

表达系统常用于表达大分子蛋白质，由于具有更多的

翻译后修饰，所以对质量的均一性要求更高。当前医

药行业已经形成共识：用于表达治疗性蛋白的工程细

胞需要来源于同一原始细胞，原因在于工程细胞的单

克隆源性是产品的质量、表达量稳定性的必要条

件［１］③，因此目前工程细胞的单克隆源性在药品报批过

程中被重视的程度越来越高，国际人用药品注册技术

协调会（ＩＣＨ）Ｑ５Ｄ关于重组蛋白产品做了如下表述，

“对于重组产品而言，基质指含有特定目的序列的转染

细胞，这些基质应该是由一个始祖细胞无性增殖而

来”［２］。２０１１／２０１２年美国食品及药品管理局（ＦＤＡ）也

要求“提交数据进行临床研究申请（ＩＮＤ）需要确保这

个方法基于一个单细胞克隆衍生而来，或者提供资料

你将如何产生写数据和递交这些资料的时间表”④。

　　目前常用的单克隆获取方法主要包括以下三个：

有限稀释法（ｌｉｍｉｔｉｎｇｄｉｌｕｔｉｏｎｃｌｏｎｉｎｇ，ＬＤＣ）、ＣｌｏｎｅＰｉｘ、

流式细胞荧光分选技术 （ｆｌｏｕｒｅｓｃｅｎｔａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌ
ｓｏｒｔｉｎｇ，ＦＡＣＳ）①，⑤。

１　有限稀释法

　　有限稀释法是传统的挑选单克隆的方法，该方法
操作简单，对仪器设备的需求比较少，并且方便与成像

系统关联使用，因此是目前应用较多的单克隆挑选方

法；其缺点是效率比较低，需要在大量的９６／３８４孔板中

进行挑选才有可能获得理想的克隆（一般认为在不低

于１０００个克隆中挑选）。

　　有限稀释法对人工依赖比较高，不同操作人员的
操作习惯差异会影响实验结果，并且不同公司或研究

机构在细胞株、单克隆培养基等方面存在的差异同样
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　　③　ＥｕｒｏｐｅａｎＭｅｄｉｃｉｎｅｓＡｇｅｎｃｙ，ＣｏｍｍｉｔｔｅｅｆｏｒＭｅｄｉｃｉｎａｌＰｒｏｄｕｃｔｓ
ｆｏｒＨｕｍａｎＵｓｅ．Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ．Ｄｒａｆｔ，２００７．Ａｃｃｅｓｓｅｄ：
Ａｕｇｕｓｔ２０１５．

　　④　ＴａｒｌｏｒＬ，ＭｉｌｌｅｒＰ．Ｐｒｏｏｆｔｈａｔｃａｎｔｒａｖｅｌｄｏｃｕｍｅｎｔｅｄｃｌｏｎａｌｉｔｙ
ｒｅｐｏｒｔｆｏｒｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ．２０１６， Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅｓ
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ．

　　⑤　ＢｉｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓＣｅｌｌＬｉｎｅＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＭａｒｋｅｔ：ＧｌｏｂａｌＩｎｄｕｓｔｒｙ
Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｓｉｚｅ，Ｓｈａｒｅ，Ｇｒｏｗｔｈ，Ｔｒｅｎｄｓ，ａｎｄＦｏｒｅｃａｓｔ２０１５２０２２．
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２０１６，１２．
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会带来实验结果的差异，因此计划使用该方法的科研

机构或公司，需要建立自己的平台方法，同时使用固定

的操作人员来减少误差，如果条件允许可以使用设备

对工程细胞进行有限稀释的操作。同样，也基于上述

原因，有限稀释法很难给出一个通用的单克隆形成率，

但是可以肯定的是在不借助成像设备的情况下，只做

一轮有限稀释很难确定所选细胞是单克隆。如果想获

得高的单克隆率，一般认为至少需要２轮以上有限稀

释，稀释比率在０．３～０．８ｃｅｌｌｓ／孔［３］。对于有限稀释法

来说，不同生物公司或研究机构在细胞株和单克隆培

养基等方面存在差异，这些差异直接影响了单克隆成

活率（有多少单细胞能长成群落），加上细胞之间可能

存在的相互作用（如趋向于结团等），显然单纯使用泊

松分布计算单克隆概率是不够的。笔者认为对于不同实

验室来说，具体需要做几轮有限稀释和使用多大的稀释

比例需要根据该实验室具体情况通过实验来确定。

　　下面介绍两种优化有限稀释法的实验方法，使用

经转染和加压筛选的有代表性的工程细胞进行实验。

　　方法一是使用单克隆成像系统。首先以一定稀释

比例铺板，然后应用成像系统照相，记录能长成群落的

克隆数和其中是单抗隆的数量（如果初始是两个或两

个以上的细胞，最终其中一个细胞生长为群落，其他细

胞死亡或不增殖被记为单克隆），并计算单克隆形成

率。表１是我公司使用 ＣＨＯＫ１细胞构建的表达某单

克隆抗体的工程细胞株，按照不同稀释比例进行铺板，

同时使用Ｓｏｌｅｎｔｉｍ单克隆成像系统记录，并通过这些数

据计算单克隆率。

表１　有限稀释法联合单克隆成像系统计算单克隆率

Ｔａｂｌｅ１　ＬＤＣｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｒａｔｅ

稀释比例 单克隆数 克隆数 单克隆率（％）
二轮单克隆率

二轮０．３稀释（％） 二轮０．６稀释（％） 二轮０．８稀释（％）

０．３ １２．６ １４．０ ８９．３ ９８．９ ９７．５ ９６．９

０．６ １８．８ ２４．６ ７６．４ ９７．５ ９４．４ ９３．２

０．８ ２１．８ ３０．６ ７１．２ ９６．９ ８９．２ ８８．０

　　 Ｂｙｃａｌｃｕｌａｔｅ

　　由表１中可以看出，在有限稀释法挑选单克隆的

过程中，可以选择第一轮较大稀释比例，第二轮较小稀

释比例，这样即能获得更多克隆，又能保证有较高的单

克隆率。在有单克隆成像系统情况下，完全可以通过

一轮有限稀释获得单克隆的同时通过拍照获得单克隆

证据，但是为在一个孔板里获得更多的单克隆，需要实

验选择适当的稀释比例。而对于前期研发过程中对单

克隆关注不够，缺乏相关证据，又很难重新进行单克隆

的挑选项目来说，此方法可以作为证明所挑选的单克

隆是否可靠的补充证据。需要指出的是，不同实验室

间由于细胞株、克隆培养基以及操作手法、习惯的差

异，会造成同一稀释比例下不同的克隆形成率和单克

隆率，所以对于不同实验室来说，有限稀释法的实验数

据很难通用。

　　方法二［４］不需要成像系统，分别在宿主细胞内转

染红色荧光蛋白、绿色荧光蛋白，从而构建两个细胞池

（ｐｏｏｌ），经加压筛选，通过计数和计算，取相同数量的、

能分别表达红色荧光蛋白、绿色荧光蛋白的细胞以１∶１

混合，按照一定稀释比例铺板子，通过荧光显微镜观察

红绿混合荧光所占比例。

　　方法二中，仅考虑孔板内细胞数为１个或２个时，
一轮有限稀释的单克隆率（Ｐ１）计算公式为

Ｐ１＝
Ｎ－２Ｎ０
Ｎ ×１００％ （１）

　　孔板内细胞数存在３个以上细胞的情况时，则一
轮有限稀释的单克隆率（Ｐ１）计算公式为

Ｐ１≥
Ｎ－２Ｎ０
Ｎ ×１００％ （２）

　　两轮有限稀释的单克隆率（Ｐ２）计算公式为
Ｐ２＝Ｐ１＋（１－Ｐ１）×Ｐ１ （３）

式中，Ｎ为孔板内有细胞的孔数；Ｎ０为孔板内同时表达
红色和绿色荧光蛋白的孔数。

　　两种优化方法中，方法一除在有限稀释法中应用
外，还可以应用在流式细胞荧光分选技术（ＦＡＣＳ）挑选
单克隆的实验中；方法二在有限稀释法、ＣｌｏｎｅＰｉｘ、ＦＡＣＳ
都可以应用。

２　ＣｌｏｎｅＰｉｘ挑选单克隆

　　ＣｌｏｎｅＰｉｘ是一个高通量的单克隆筛选设备，在半固

２０１
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体培养基中使用机器进行筛选。相对于有限稀释法，

ＣｌｏｎｅＰｉｘ使用半固体培养基，应用荧光显色的方法挑选

高表达克隆，因此具有人工干预少、通量大、效率高的

优点，而有限稀释法则使用液体单克隆培养基，用Ｅｌｉｓａ

法挑选克隆，因此相对复杂。但是有限稀释法的单克

隆培养基在通过优化后和后期工艺培养基更接近，克

隆在孔板的表现更接近在生产过程中的表现。

　　ＣｌｏｎｅＰｉｘ一般使用６孔板或平皿在半固体培养基

中挑选单克隆［５６］。在２０１４年生物技术健康产品监管

和分析科学界面研讨会（ＷＣＢＰ）会议上，ＳａｒａｈＫｅｎｎｅｔｔ

指出，如果使用ＣｌｏｎｅＰｉｘ挑选单克隆，没有可靠数据支

持的情况下，一轮筛选的单克隆率只有５８％ ～８７％①。

但近几年，有陆续的研究表明在稀释比例合适，以及设

备参数设置合理的情况下，经过一轮挑选就可以获得

很高的单克隆率［４，７］。有文献报道了使用 ＣｌｏｎｅＰｉｘ挑

选单克隆时，工程细胞单克隆率的计算公式和示例，为

了方便理解将公式整理如下［７］：

１－
０．２５×π×［２ｄ（ｃ）］

２×（ｎ－１）
０．２５×π×ｄ（ｗ）

２ （４）

式中，ｄ（ｗ）为孔板内直径；ｄ（ｃ）为细胞克隆直径；ｎ为克

隆数。

　　此示例所用孔板为６孔板，直径为３５ｍｍ，细胞克

隆直径为０．７５ｍｍ。通过公式进行计算，当克隆数 ｎ＝

２５时，经计算，式（４）等于９５．６％，也就是在这个条件

下，一轮克隆筛选的单克隆率为９５．６％［７］。有人通过

实验，在Ｃｌｏｎｅｐｉｘ克隆挑选参数设置中，将克隆间距离

作为一个主要关注指标（表２），经过单纯的一轮克隆筛

选，克隆距离为１．０～１．２ｍｍ，单克隆率为９３％，挑选克

隆距离大于１．２５ｍｍ，单克隆率大于９９％，并确定一轮

以上克隆筛选必需达到９９．５％以上的单克隆率［４］。在

实际药品工艺开发过程中，应用该方法挑选单克隆，一

般会使用ＣｌｏｎｅＰｉｘ连续挑选两轮克隆，或在ＣｌｏｎｅＰｉｘ挑

选过后增加一轮有限稀释法挑选亚克隆，以增加单克

隆率。由于 ＣｌｏｎｅＰｉｘ不能直接和单克隆成像系统连

用，因此可以在有限稀释法挑选亚克隆过程中使用单

克隆成像系统进行拍照获取可靠的单克隆证据。

３　ＦＡＣＳ挑选单克隆

　　ＦＡＣＳ法的原理是根据细胞大小、荧光染料和细胞

表面ｍａｒｋｅｒ等因素挑选出所需要的单细胞，当前广泛

应用于单细胞分离，稀有细胞分选等多项研究中。一

般而言，该法可用于鉴定、分离具有高水平膜蛋白表达

表２　ＣｌｏｎｅＰｉｘ挑选过程中克隆距离和单克隆率的关系

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｌｏｎａｌｄｉｓｔａｎｃｅ

ａｎｄｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｒａｔｅｄｕｒｉｎｇＣｌｏｎｅＰｉｘｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

Ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ（ｍｍ） Ｐ（ｃｌｏｎａｌｉｔｙ）（％）

０．５～０．７ａ ４４

０．８～０．９ ６１

０．９～１．０ ７１

１．０～１．２ ９３

＞１．２５ ＞９９

　　ａ．Ｎｏｃｌｏｎａｌｉｔｙｓｈｏｕｌｄｂｅｃｌａｉｍｅｄｉｆｐｒｏｘｉｍｉｔｙｉｓ＜０．５ｍｍ

的细胞［８］。ＦＡＣＳ法在应用于挑选单克隆时，需要通过

条件优化，使挑选的细胞与孔板的孔一一对应。在整

个筛选过程中，细胞的形态及状态会对条件和分离效

果产生影响，流式细胞仪在分选过程中也可能会对细

胞状态有一定影响［９］。分选结束后，单克隆在孔板内

的克隆形成率也具有不确定性，因此需要选择合适的

单克隆培养基以促进克隆的生长，同时工程细胞株的

抗逆性也很重要。ＦＡＣＳ法的单克隆形成率很高，并且

ＦＡＣＳ可以和单克隆成像系统连用确定单克隆，有人发

现ＦＡＣＳ法和单克隆成像系统连用得到的单克隆率超

过９９％［２］。但在没有成像系统辅助的情况下，一般认

为单纯的一轮筛选是不够的，可以通过有限稀释法挑

选亚克隆来增加单克隆率。

４　单克隆挑选新技术

　　近年来，市场上陆续推出了很多可以应用于克隆

筛选的先进设备及方法，如单细胞打印机、Ｓｏｌｅｎｔｉｍ

ＶＩＰＳ等，这些设备可以显著减少克隆筛选中对人工的

依赖，提高了筛选效率和准确性［４，１０］。单细胞打印机的

原理是将含有细胞的样本放入细胞分离槽，并将液滴

从细胞分离槽喷嘴喷出，用高分辨率相机捕捉这一过

程，以确定每个液滴的细胞数，当检测到多细胞或无细

胞时，液滴被吸走［１１１２］。但是单细胞打印机没有对孔

板底部照相，需要使用单克隆成像系统才能提供单克

隆影像证据；ＳｏｌｅｎｔｉｍＶＩＰＳ的工作原理类似于有限稀

释法，利用减少每一滴液体的体积（约３０ｎｌ）实现平均

每一滴液体远少于１个细胞，经过每孔最多喷１６次，基

本实现每孔有１个细胞（８０％以上孔单细胞，有些孔无

３０１

① ＫｅｎｎｅｔｔＳ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｃｌｏｎａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓＡ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ．２０１４，ＷＣＢＰ．
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细胞，有些孔多于１个细胞），细胞的判读是软件自动

判断，整合ＡＩ技术在５０ｍｓ内对镜头拍得的每一滴液
体的１６个焦面的照片进行计算，判断是否有细胞及细
胞的数量，其相对于人工操作可以在相同数量的孔板

中获得较多的单克隆，并且有成像证据①。

５　讨　论

　　单克隆源性是产品表达和质量均一性的前提和保
证。在提供单克隆证据方面，单克隆成像技术的出现

具有重要意义。不同于概率计算和统计，单克隆成像

系统可以提供直接的影像证据，是目前可以确定单克

隆的可靠方法②。同时也面临一些问题和挑战，首先是

能不能全孔清晰成像，尤其是边缘细胞能不能清晰成

像；其次是成像系统只能对某一液面成像，一般是底

面，所以细胞只有在底面才可能清晰成像；还有微孔板

不是一个绝对的平面，为了能够拍清楚微孔板底部的

细胞，成像系统最好能够进行逐孔聚焦成像。目前一

些自动化方案通过与条码阅读仪整合，可以实现长时

间的无人值守自动成像。自动化方案还避免了手动操

作过程取放板不到位、磕碰遗洒等意外发生③。

　　在单克隆成像系统大规模推广前，很多项目在克
隆筛选过程中没有成像证据。在这种情况下，推荐以

下几种实验方法来增加工程细胞单克隆源性的证据，

研发人员可以根据自己项目的实际情况选择一种方法

或多种方法同时进行：（１）根据使用的单克隆挑选方法
的参数和条件计算单克隆率（前文提到了一些计算方

法和实验方法）；（２）对细胞不同代次生长、状态、产品
质量及表达稳定性数据进行总结评估，对产品不同批

次间质量稳定性进行评估等；（３）挑选亚克隆重新建主
细胞库（ｍａｓｔｅｒｃｅｌｌｂａｎｋ，ＭＣＢ）也是一种选择，但是
ＭＣＢ重建属于重大工艺变更，需要根据项目进展评估
其可行性；（４）采用二代测序技术证明细胞的单克隆源
性；（５）荧光标记的原位杂交技术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ），这项技术的原理是通过检测工程
细胞染色体插入位点是否一致来确定细胞库（一般是

ＭＣＢ）是否来源［１３１４］②，该方法是在没有成像证据的情

况下，证明工程细胞单克隆源性的有利补充实验。同

时，由于ＦＩＳＨ可以检测到细胞株染色体插入拷贝的变
化，因此ＦＩＳＨ同样可以筛除某些虽然来源于单一细胞
但由于插入位点不稳定或一些不利突变而导致有可能

在后期放大过程存在风险的克隆。

　　工程细胞在传代过程中有可能发生基因型和表型

的突变，即使同一细胞来源的细胞库也很可能存在不

均一性。一般细胞库的不均一性由两种原因导致：一

是细胞库本身不是来源于一个细胞；二是细胞库来源

于一个细胞，但有一个细胞发生突变，并在细胞库形成

了亚群，虽然这些亚克隆序列的异质性可能不会影响

工艺的一致性和稳健性［１５］。但是有些情况下，即使是

单克隆来源细胞也难以作为稳定的工程细胞用于生

产，所以我们需要对目标细胞株进行长期稳定性观察，

重点是细胞株超过可能的生产周期代次后的分子水

平、生产状态、产量和产品质量的一致性［１６］。

　　细胞株表达和质量的稳定性需要通过稳定性实验

进行验证，而稳定性实验时间的选择则需要根据今后

预期放大的规模即传代次数决定。传代过程是否加筛

选压力也依据具体情况而定，一般建议尽可能不加筛

选压力，但是多数实践过程证明不加筛选压力的传代

很难保证细胞株拷贝数的稳定性，因此稳定性实验中

经常选择加压和不加压两组同时进行，甚至会有多个

细胞株同时进行，从而保证最终能够筛选到稳定的细

胞株。

　　简而言之，确保高单克隆率可以避免后期有可能

出现的产品质量均一性风险。本文综述了单克隆筛选

的常见方法、常用设备，以及在整个研发过程中如何通

过实验、计算、统计等多种方法确保较高的单克隆率或

提供高单克隆率证据。希望能够为解决药物研发时在

工程细胞单克隆筛选及药物报批等过程中出现的问

题、争议及疑惑提供解决思路，从而给相关研发人员提

供帮助。
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