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(57)摘要

在此披露了用于在哺乳动物细胞培养物中

产生重组多肽的一种方法，在该哺乳动物细胞培

养物中，这些哺乳动物细胞具有修饰的微小RNA

的活性水平。在一个实施例中，微小RNA活性水平

被提高。在另一个实施例中，微小RNA活性水平被

降低。在一个更具体的实施例中，这些哺乳动物

细胞具有降低的miRNA‑let‑7a活性水平。
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1.在中国仓鼠卵巢(CHO)细胞培养物中产生重组多肽的一种方法，该方法包括：

(a)培养具有降低的miRNA‑let‑7a活性的CHO细胞以产生该重组多肽；并且

(b)回收多肽；

其中该CHO细胞培养物与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞培养物相比较时

在峰值活细胞密度（VCD）下确定的最大生产率增加至少25%，其中细胞培养物中的CHO细胞

具有提高的RAS和MYC；

其中该miRNA‑let‑7a活性是被微小RNA抑制剂降低，该微小RNA抑制剂是miRNA‑let‑7a

的反义寡核苷酸抑制剂，

其中该重组多肽是抗体或它的结合片段。

2.如权利要求1所述的方法，其中该寡核苷酸抑制剂被化学修饰来改进核酸酶抗性，通

过RISC提高对miRNA引导的裂解的抗性和/或提高结合亲和力。

3.如权利要求1‑2任一所述的方法，其中用编码该miRNA‑let‑7a的反义寡核苷酸抑制

剂的表达载体转染CHO细胞。

4.如权利要求1所述的方法，其中用miRNA‑let‑7a的反义寡核苷酸抑制剂稳定或瞬时

转染CHO细胞。

5.如权利要求1所述的方法，其中该抗体或它的结合片段选自多特异性抗体、完全的人

抗体、人源化抗体、骆驼化抗体、嵌合抗体、CDR移植抗体、单链Fvs（scFv）、二硫键连接的Fvs

（sdFv）、Fab片段、F(ab')片段、以及抗独特型（抗Id）抗体。

6.如权利要求1所述的方法，其中该细胞培养物具有与不具有降低的miRNA‑let‑7a活

性的对照细胞培养物相比较处在1%与30%之间的相对活细胞密度。

7.被配置成根据权利要求1所述的方法表达重组多肽的一个CHO细胞系，其中:

该CHO细胞系具有降低的miRNA‑let‑7a活性;

该CHO细胞的培养物与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞培养物相比较在峰

值活细胞密度（VCD）下确定的最大生产率增加至少25%;

所述CHO细胞在细胞培养物中具有提高的RAS和MYC；且

该miRNA‑let‑7a活性是被微小RNA抑制剂降低，该微小RNA抑制剂是miRNA‑let‑7a的反

义寡核苷酸抑制剂。
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重组多肽生产

1.发明领域

[0001] 本发明涉及重组多肽的生产。更具体而言，本发明涉及调节miRNA来提高产生重组

多肽的细胞系的生产率，例如通过提高或降低一个或多个miRNA的水平。

[0002] 2.背景

[0003] 培养的哺乳动物细胞经常用于产生重组多肽。哺乳动物细胞培养提供优于非哺乳

动物系统的许多优点，包括例如恰当的蛋白质折叠、组装以及翻译后修饰。然而，在提高大

规模哺乳动物培养物的生产率的方面仍然存在挑战，包括例如与生长水平、细胞应激、以及

翻译速率有关的挑战。在许多工业细胞培养过程中，在大型生物反应器中作为混悬液高密

度地培养细胞，并且细胞往往会增殖超过它们的最优生长条件。在这些条件下，可能会触发

细胞凋亡，并且因此细胞活力和生产率可能会降低。因此，许多生产优化策略依赖于防止细

胞凋亡，并且通过增强培养基配制和生长条件来改变细胞代谢。最近研究表明细胞生产率

可以通过改变调节多个重要细胞路径的关键分子如转录因子的全基因表达模式来提高。

[0004] 微小RNA(miRNA)是在植物和动物体内发现的具有约22个核苷酸的小的非编码的

RNA分子，并且是基因表达的关键的转录和转录后调节剂。miRNA通过与mRNA分子内的互补

序列进行碱基配对来起作用，从而经常导致基因沉默，并且这些miRNA涉及动物和植物体内

包括与细胞生长、发育以及分化相关的调节功能的各种生物路径。miRNA在维持细胞内环境

稳定和调节重要细胞路径如生长和细胞凋亡中发挥关键作用。不合适的miRNA表达与包括

癌症的多种疾病相关联，在这些疾病中，它们可能通过同时改变众多蛋白质和路径而形成

发病机理。

[0005] 单个miRNA改变影响多个生理过程的能力表明修饰生产细胞培养物中的miRNA表

达可以延迟生产性细胞生长期，产生较高的抗体滴度并且提高生产率(辛普森(Sampson)等

人，(2007)“微小RNA  Let‑7a下调MYC并且使MYC诱导的伯基特氏淋巴瘤细胞的生长恢复原

状(MicroRNA  Let‑7a  down‑regulates  MYC  and  reverts  MYC‑induced  growth  in 

Burkitt  Lymphoma  cells.)”癌症研究(Cancer  Res)67(20):9762‑9770；穆勒(Muller)等

人，(2008)“作为用于使CHO细胞工厂工程化的靶标的微小RNA(MicroRNAs  as  targets  for 

engineering  of  CHO  cell  factories.)”生物技术趋势(Trends  in  Biotechnology)26

(7):359‑365；以及巴伦(Barron)等人，(2011)“通过miR‑7的过表达来使CHO细胞生长和重

组多肽生产工程化(Engineering  CHO  cell  growth  and  recombinant  polypeptide 

productivity  by  over  expression  of  miR‑7 .)”生物技术杂志(Journal  of 

Biotechnology)151(2):204‑11)。因此，研究人员已开始考察微小RNA在哺乳动物细胞培养

物中的作用，这主要是通过内源性miRNA在整个生产培养过程中发生的改变的分析来进行

(穆勒等人，(2008)“作为用于使CHO细胞工厂工程化的靶标的微小RNA”生物技术趋势26

(7):359‑365；巴伦等人，(2011)“通过miR‑7的过表达来使CHO细胞生长和重组多肽生产工

程化”生物技术杂志151(2):204‑11；甘默尔(Gammell)等人，(2007)“混悬液CHO‑K1细胞中

的miRNA表达的低温和培养阶段诱导的初始鉴别(Initial  identification  of  low 

temperature  and  culture  stage  induction  of  miRNA  expression  in  suspension 
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CHO‑K1  cells.)”生物技术杂志130:213‑218；以及哈克尔(Hackl)等人，(2010)“中国仓鼠

卵巢微小RNA转录组的新一代测序：作为用于细胞工程化的靶标的微小RNA的鉴别、注释以

及剖析(Next‑generation  sequencing  of  the  Chinese  hamster  ovary  microRNA 

transcriptome:Identification,annotation  and  profiling  of  microRNAs  as  targets 

for  cellular  engineering.)”生物技术杂志153(1‑2):62‑75)。少数研究还探索了异位表

达的miR或抗miR对CHO细胞的影响(巴伦等人2011；米尼迪(Meleady)等人2011；德鲁兹

(Druz)等人2011)。然而，CHO细胞中改变的miRNA的效果的更精细的表征在这项技术可以按

常规实施来提高治疗用生物制剂的生产之前是必要的。

[0006] 3.概述

[0007] 在此披露了一种在哺乳动物细胞培养物中产生重组多肽的方法，在该哺乳动物细

胞培养物中，哺乳动物细胞具有降低的miRNA‑let‑7a活性。在一个实施例中，miRNA‑let‑7a

活性被微小RNA抑制剂降低。在一个实施例中，微小RNA抑制剂包括miRNA‑let‑7a的反义寡

核苷酸抑制剂。在另一个实施例中，哺乳动物细胞培养物包括用miRNA‑let‑7a的合成的反

义寡核苷酸抑制剂转染的哺乳动物细胞。在一个实施例中，寡核苷酸抑制剂被化学修饰来

改进核酸酶抗性，通过RISC提高对miRNA引导的裂解的抗性和/或提高结合亲和力。在一个

实施例中，哺乳动物细胞培养物包括用编码miRNA‑let‑7a的反义寡核苷酸抑制剂的表达载

体转染的哺乳动物细胞。哺乳动物细胞培养物可以用miRNA‑let‑7a的反义寡核苷酸抑制剂

稳定地或瞬时地转染。在另一个实施例中，哺乳动物细胞包括miRNA‑let‑7a基因敲除。

[0008] 适合的哺乳动物细胞包括但不限于：例如，中国仓鼠卵巢(CHO)细胞、小鼠骨髓瘤

(NS0)、人胚肾(HEK  293和衍生物如293T，293H)、幼仓鼠肾(BHK)细胞、非洲绿猴肾细胞

(Vero  cells)、人子宫颈癌传代细胞(HeLa  cells)、马丁达比犬肾(MDCK)细胞、CV1猴肾细

胞、3T3细胞、骨髓瘤细胞系、PC12、WI38细胞、猴肾成纤维细胞的COS‑7系、以及C127。

[0009] 适合的重组多肽包括抗体或它的结合片段以及非抗体蛋白。在一个实施例中，抗

体或它的结合片段选自多特异性抗体、完全的人抗体、人源化抗体、骆驼化抗体(camelised 

antibodies)、嵌合抗体、CDR移植抗体、单链Fvs(scFv)、二硫键连接的Fvs(sdFv)、Fab片段、

F(ab')片段、以及抗独特型(抗Id)抗体。在一个实施例中，抗体或它的结合片段包括选自

IgG、IgE、IgM、IgD、IgA以及IgY的同种型。在另一个实施例中，抗体包括选自IgG1、IgG2、

IgG3以及IgG4的同种型。

[0010] 在另一个实施例中，重组多肽包括非抗体蛋白。在一个实施例中，重组多肽包括融

合蛋白。在另一个实施例中，重组多肽包括受体。在一个实施例中，重组多肽包括细胞表面

蛋白的配体。在另一个实施例中，细胞表面蛋白是受体。在另一个实施例中，重组多肽包括

分泌的蛋白。在另一个实施例中，重组多肽包括酶。在另一个实施例中，重组多肽包括支架

模拟物。

[0011] 在一个实施例中，细胞培养物具有与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞

培养物相比较增加至少约25％的比生产率。在一个实施例中，细胞培养物具有在峰值活细

胞密度(VCD)下确定的，与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞培养物相比较时增

加至少约25％的最大生产率。在一个实施例中，细胞培养物在与不具有降低的miRNA‑let‑

7a活性的对照细胞培养物相比较细胞培养物中的每个活细胞的抗体滴度增加情况下具有

提高的比生产率。
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[0012] 在一个实施例中，在与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞培养物相比较

时，细胞凋亡、蛋白质翻译或细胞代谢中的至少一个介导因子在哺乳动物细胞培养物中的

表达增加。在一个实施例中，在与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞培养物相比

较时，选自HMGA2、MYC、NF2、NIRF、RAB40C以及eIF4a的miRNA‑let‑7a的至少一个靶标在细胞

培养物中的表达增加。

[0013] 在一个实施例中，哺乳动物细胞与对照细胞培养物相比较具有选自miR‑10a、miR‑

21以及它们的组合的第二微小RNA的增加的活性。在一个实施例中，哺乳动物细胞用能够表

达miR‑10a、miR‑21或它们的组合的表达载体来转染。在一个实施例中，哺乳动物细胞具有

选自miR‑16、miR‑101、miR‑145以及它们的组合的第二微小RNA的降低的活性。在一个实施

例中，第二微小RNA的活性被第二微小RNA抑制剂降低。在一个实施例中，第二微小RNA抑制

剂包括反义寡核苷酸抑制剂。在一个实施例中，哺乳动物细胞培养物包括用第二反义寡核

苷酸抑制剂转染的哺乳动物细胞。在一个实施例中，第二寡核苷酸抑制剂被化学修饰来改

进核酸酶抗性，通过RISC提高对miRNA引导的裂解的抗性和/或提高结合亲和力。在一个实

施例中，哺乳动物细胞培养物包括用编码第二反义寡核苷酸抑制剂的表达载体转染的哺乳

动物细胞。

[0014] 还披露了被配置成表达重组多肽的哺乳动物细胞系，其中哺乳动物细胞系具有降

低的miRNA‑let‑7a活性；表达系统，这些表达系统包括编码miRNA‑let‑7a的反义微小RNA抑

制剂的一个或多个载体以及编码重组蛋白的核苷酸序列；细胞培养基，这些细胞培养基包

括miRNA‑let‑7a的反义抑制剂；以及重组多肽，这些重组多肽产生自包括用miRNA‑let‑7a

的反义微小RNA抑制剂转染的哺乳动物细胞的哺乳动物细胞培养物。

[0015] 4.附图简要说明

[0016] 图1是示出按滴度/累积VCD的积分计算且记录为mg/L/累积细胞天数(CCD)的试验

结束比生产率(run  specific  productivity)(QP)的图。

[0017] 图2是示出累积QP与最大QP比较的图。

[0018] 图3是示出每两天测量的抗miR‑let‑7a、抗miR‑143以及miR‑10a修饰的CHO细胞系

的重组抗体滴度(相对于第2天测量的基线水平)的图。

[0019] 图4是示出每两天测量的抗miR‑let‑7a、抗miR‑143以及miR‑10a修饰的CHO细胞系

的VCD(相对于第0天测量的基线水平)的图。

[0020] 图5是示出用抗miR‑let‑7a慢病毒载体或载体对照转导的亲本培养物的分批进料

测定过程中测量的两种抗体产生细胞系的相对VCD的图。结果示出为相对VCD水平对比基线

(第0天)。

[0021] 图6是示出每两天评价的抗miR‑let‑7a修饰的培养物和对照的重组抗体滴度(相

对于第2天测量的基线)的图。

[0022] 图7是在产生重组mAb的两个细胞系中相对于对照累积Qp呈％增加的表。

[0023] 图8是示出在miR‑let‑7a的抑制之后与对照系相比较的miR或抗miR修饰的细胞系

中通过TaqMan定量PCR评价的CHO生产细胞中的多个mRNA靶标的成倍变化的图。条形图表示

平均值±SD。

[0024] 图9A和图9B.(A)示出光密度测量用于计算在miR‑let‑7a的抑制之后与对照相比

较的RAS/GAPDH比的变化％。(B)是示出亲本、对照以及抗miR‑let‑7a细胞系中的RAS和负载
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对照GAPDH的蛋白质水平的蛋白质印迹法。

[0025] 图10是示出靶基因参与多个细胞路径的流程图，这些细胞路径包括因抗体产生细

胞系中的miR‑let‑7a的调控而改变的增殖/细胞周期、细胞凋亡、应激抗性、代谢和转录/翻

译。

[0026] 图11A‑C.(A)是用表达抗miR和GFP的慢病毒载体转导的CHO细胞的代表性显微照

片，该代表性显微照片指示了接近100％的转导效率。(B)和(C)是示出用慢病毒转导的CHO

细胞与亲本细胞相比较荧光值(RFP)出现2  log位移的代表性FACS直方图。

[0027] 图12A和图12B是以下各项的代表性去卷积ESI质谱：来自亲本系的代表性单克隆

抗体–减少的HC和LC质量，LC  22895 .9263匹配LC和HC(G0F)，50992 .2014匹配G0F；

51154.2639匹配G1F；和51316.1579匹配G2F；以及(B)来自抗miR‑let‑7a修饰的系的抗体–

减少的HC和LC质量，LC  22895.7493匹配LC和HC(G0F)，50992.7636匹配G0F和51154.3954匹

配G1F。

[0028] 5.详细说明

[0029] A.综述

[0030] 在此描述的本发明的实施例涉及用于在哺乳动物细胞培养物中产生重组多肽的

方法。在一个实施例中，该方法包括在微小RNA的存在下培养哺乳动物细胞以提高细胞系生

产率。在一个更具体的实施例中，哺乳动物细胞系可以被工程化来改变微小RNA活性以便提

高重组多肽生产率。

[0031] B.定义

[0032] 除非另外定义，在此使用的科学术语和技术术语应具有本领域普通技术人员普遍

理解的含义。另外，除非上下文另有要求，单数术语应包括复数形式，并且复数术语应包括

单数形式。一般而言，结合在此描述的细胞和组织培养、分子生物学、以及蛋白质和寡核苷

酸或多核苷酸化学连同杂交使用的术语和它们的技术都是本领域熟知的和普遍使用的。

[0033] 标准技术用于重组DNA、寡核苷酸合成以及组织培养和转化(例如，电穿孔、脂转

染、病毒转导)。酶促反应和纯化技术是根据制造商的说明书或本领域常规实行方法或如在

此所述进行。这些技术和程序通常是根据本领域中熟知的常规方法和贯穿本说明书中引用

且论述的各种通用和更特定的参考文献中所述来进行。参见例如，桑布洛克(Sambrook)等

人，分子克隆：实验室手册(Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual)(第3版，冷泉港实

验室出版社(Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press)，冷泉港，纽约(2001))，该实验室手

册通过引用结合在此。结合在此描述的分析化学、合成有机化学、以及医学和药物化学使用

的术语，它们的实验室方法和技术是本领域熟知的和普遍使用的。标准技术用于化学合成，

化学分析，药物制备、配制以及递送，例如以用于治疗患者。

[0034] 如根据本披露所使用，除非另外指明，以下术语应理解为具有以下含义：

[0035] 如在此所使用，术语“约”用于修饰例如在描述本发明中采用的组合物中成分的数

量、浓度、体积、工艺温度、工艺时间、产率、流速、压力以及它们的范围。术语“约”指代数量

的变化，这种变化例如通过制备化合物、组合物、浓缩物或使用配制品所使用的典型的测量

和处理程序、通过在这些程序中无意中犯的错误、通过执行方法所使用的起始材料或成分

的制备、来源或纯度的差异以及其他类似考虑导致可能发生。术语“约”还涵盖因配制品的

老化而与具体起始浓度或混合物不同的量，以及因混合或处理配制品而与具体起始浓度或
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混合物不同的量。当利用术语“约”修饰时，在此随附的权利要求书包括这些等效量。

[0036] 如在此所使用，术语“抗体”指代包括通过多肽链的折叠形成的至少一个结合结构

域的多肽或一群多肽，这些多肽链具有三维结合空间，其中内表面形状和电荷分布与抗原

的抗原决定簇的特征互补。抗体典型地具有四聚体形式，包括两对相同的多肽链，每对具有

一个“轻”链和一个“重”链。每个轻/重链对的可变区形成抗原结合位点。抗体可以是寡克隆

抗体、多克隆抗体、单克隆抗体、嵌合抗体、骆驼化抗体、CDR移植抗体、多特异性抗体、双特

异性抗体、催化性抗体、人源化抗体、完全的人抗体、抗独特型抗体和能够以可溶或结合形

式标记的抗体，以及它们的包括表位结合片段的片段、变体或衍生物，它们单独存在或与其

他氨基酸序列组合。抗体可以来自任何物种。术语抗体还包括结合片段，包括但不限于：Fv、

Fab、Fab'、F(ab')2、单链抗体(svFC)、二聚可变区(二聚抗体)以及二硫键连接的可变区

(dsFv)。具体来说，抗体包括免疫球蛋白分子和免疫球蛋白分子的免疫活性片段，即，含有

抗原结合位点的分子。抗体片段可以融合或不融合至另一个免疫球蛋白结构域，包括但不

限于Fc区域或它的片段。技术人员将进一步了解到，可以生成其他融合产物，包括但不限

于：scFv‑Fc融合体、可变区(例如，VL和VH)‑‑Fc融合体以及scFv‑scFv‑Fc融合体。免疫球蛋

白分子可以是任何类型(例如IgG、IgE、IgM、IgD、IgA、以及IgY)、类别(例如IgG1、IgG2、

IgG3、IgG4、IgA1、以及IgA2)或子类。

[0037] 如在此所使用的术语“控制序列”指代指影响或影响到与之相连的编码序列的表

达和加工的多核苷酸序列。这类控制序列的性质可以因宿主生物而异。在真核生物中，控制

序列可以包括启动子、增强子、内含子、转录终止序列、多腺苷酸化信号序列、以及5’和3’非

翻译区(UTR)。如在此所使用的术语“控制序列”包括其存在对于表达和加工是必要的所有

组分，并且还可以包括其存在并不是必要的但仍然有利的另外的组分，例如前导序列。

[0038] 术语“基因”广泛用于指代与生物学功能相关联的任何核酸。因此，术语“基因”包

括编码序列和/或表达所需的调节序列。术语“基因”还可以适用于特异性基因组序列，以及

这些基因组序列所编码的cDNA或mRNA。

[0039] 术语“异源基因”指代编码自然环境中不存在的生物材料(即，已被人为改变)的基

因。例如，异源基因可以包括从一个物种引入到另一个物种中的基因。异源基因还包括生物

天然具有的在一定程度上发生改变(例如，突变，添加多个拷贝，连接至非天然启动子或增

强子序列等)的基因。异源基因与内源基因的区别在于：异源基因序列可以连接至未发现与

基因天然相关联或与自然界中未发现的染色体的部分相关联的调节元件如启动子。

[0040] 术语“宿主细胞”意指可以或已经吸收核酸如载体并且支持核酸的复制和/或表达

以及任选地产生一种或多种编码产物的细胞。在一个实施例中，术语“宿主细胞”指代真核

细胞如细胞培养物中的哺乳动物细胞。在一个更具体的实施例中，宿主细胞包括中国仓鼠

卵巢(CHO)细胞、人胚肾(HEK  293和衍生物如293T，293H)细胞、非洲绿猴肾细胞、幼仓鼠肾

(BHK)细胞、人子宫颈癌传代细胞、CV1猴肾细胞、马丁达比犬肾(MDCK)细胞、3T3细胞、骨髓

瘤细胞系、COS细胞(例如，COS1和COS7)、PC12、WI38细胞。术语宿主细胞还涵盖包括例如不

同细胞类型或细胞系的混合培养物的细胞的组合或混合物。

[0041] 在提及异源或分离的核酸时的术语“引入”指代在核酸可以并入到细胞的基因组

(例如，染色体、质粒、质体或线粒体DNA)中，转化成自主复制子或瞬时表达(例如，转染的

mRNA)的情况下将核酸并入到真核细胞中。术语包括这类方法如“感染”、“转染”、“转化”以
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及“转导”。各种方法是已知的，并且可以采用于将核酸引入到哺乳动物细胞中。

[0042] 在此结合生物材料如核酸或蛋白质使用时的术语“分离的”指代已从其天然发生

的环境分离的生物材料。“分离的”多核苷酸可以指代基因组、cDNA或合成多核苷酸。分离的

多核苷酸可以操作地连接至在自然界中未与之相连的另一个多核苷酸。在此结合蛋白质使

用时的术语“分离的”指代已从其天然发生的环境分离的蛋白质。分离的蛋白质可以来源于

基因组DNA、cDNA、重组DNA、重组RNA或合成来源或它们的一些组合。

[0043] 术语“mAb”指代单克隆抗体。

[0044] 术语“天然发生的”指代生物中存在的生物材料例如多肽、多核苷酸或微小RNA序

列，其中该生物材料未被人为故意修饰。术语“外源”指代来源于生物外部或因人为故意修

饰而存在于生物中的生物材料，该修饰包括例如用于表达生物材料的生物修饰。

[0045] 术语“核酸”、“寡核苷酸”和“多核苷酸”指代单链或双链的脱氧核糖核苷酸或核糖

核苷酸聚合物，或它们的嵌合体或类似物。除非另外指明，核酸序列涵盖除明确指示的序列

之外的互补序列。寡核苷酸是通常具有至多约200个碱基例如约10个到约100个碱基的长度

的多核苷酸子集。

[0046] 如在此所使用的术语“可操作地连接”指代组分位置处于允许它们以它们期望的

方式发挥功能的关系中。例如，控制序列“可操作地连接至”编码序列的连接方式使得编码

序列的表达在与控制序列相容的条件下实现。

[0047] 术语“肽”、“多肽”和“蛋白质”在全文中可互换使用，并且指代包括通过肽键彼此

连接的两个或更多个氨基酸残基的分子。术语“肽”、“多肽”和“蛋白质”可以指代抗体和非

抗体蛋白。非抗体蛋白包括但不限于蛋白质如酶、受体、细胞表面蛋白的配体、分泌的蛋白

以及融合蛋白或它们的片段。非抗体蛋白倾向于具有比抗体蛋白更低的分子量。多肽可以

是或不是糖基化的。蛋白质可以融合或不融合至另一种蛋白质。肽、多肽和蛋白质还可以包

括修饰，例如但不限于糖基化、脂质附着、硫酸盐化、谷氨酸残基的γ‑羧化、羟化以及ADP‑

核糖基化。多肽可以具有科学或商业利益，包括基于蛋白质的药物。多肽包括尤其是抗体和

嵌合蛋白或融合蛋白。

[0048] “启动子”或“启动子序列”是能够在适当的转录相关的酶例如RNA聚合酶在例如培

养或生理条件的条件下存在，借此酶起作用时起始与之可操作地连接的核酸序列的转录的

DNA调节区。启动子可以存在于在其中该启动子起始了转录的核酸序列的上游或下游。转录

起始位点典型地被发现处于或邻近启动子序列以及蛋白结合结构域(共有序列)，该蛋白结

合结构域促进、调节、增强或以其他方式负责RNA聚合酶的结合。

[0049] 术语“重组”指代通过人为介入人为或合成(即，非自然)改变的生物材料例如核酸

或蛋白质。

[0050] 如在此所使用，“基本上纯的”指代为所存在的主要物质(例如，基于摩尔，它比组

合物中的任何其他单独的物质更丰富)的生物材料。在一个实施例中，基本上纯化的部分是

其中生物材料构成所存在的所有大分子物质的至少约50％(基于摩尔)的组合物。一般而

言，基本上纯的组合物将包括组合物中存在的所有大分子物质的多于约80％，或多于约

85％，多于约90％，多于约95％，或多于约99％。在一个实施例中，生物材料被纯化为基本上

均质(通过常规检测方法无法检测组合物中的污染物质)，并且该组合物基本上包括单一的

大分子物质。
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[0051] 术语“转染”指代将外来DNA引入到细胞中。术语“转染”和“转化”(以及语法等同物

如“转染(transfected)”和“转化(transformed)”)可互换使用。术语“稳定的转染”或“稳定

地转染”指代将外来DNA引入和整合到转染细胞的基因组中。术语“瞬时的转染”或“瞬时地

转染”指代在外来DNA并不整合到转染细胞的基因组中的情况下将外来DNA引入到细胞中。

在瞬时转染中，外来DNA可以在转染细胞的细胞核中持续存在若干天，在这个时间期间，外

来DNA经受管理染色体中的内源基因的表达的调节控制。

[0052] 术语“载体”指代可以用于将异源核酸序列引入到细胞中的核酸例如质粒、病毒载

体、重组核酸或cDNA。“表达载体”是能够促进并入在其中的核酸的表达例如转录的载体如

质粒。典型地，有待表达的核酸“可操作地连接”至启动子和/或增强子，并且经由启动子和/

或增强子而经受转录调节控制。

[0053] C.微小RNA

[0054] 微小RNA(miR，miRNA)是一类在哺乳动物细胞中表达的天然发生的，小的非编码的

RNA，这些RNA的长度是在约17个与约27个核苷酸之间，长度是在约19个与约25个核苷酸之

间，或长度是在约21个与约23个核苷酸之间，长度经常是22个核苷酸。miRNA可以通过以下

内容下调哺乳动物体内的基因表达：结合至靶信使RNA(mRNA)的3’非翻译区(UTR)中的不完

全互补的序列，并且抑制mRNA的翻译，例如通过防止核糖体结合，翻译阻遏，脱腺苷酸化或

通过诱导或加速mRNA降解(安布罗斯·V.(Ambros,V.)(2001)微小RNA：具有极大潜能的微

小调节因子(microRNAs:tiny  regulators  with  great  potential.)，细胞(Cell)107(7):

823‑6；白金汉·S.(Buckingham,S.)(2003)微小RNA的大世界、视野论坛：理解RNAissance.

(The  major  world  of  microRNAs ,Horizon  Symposia:Understanding  the 

RNAissance.)，自然出版集团(Nature  Publishing  Group)，自然(Nature)，1‑3；何(He)等

人(2009)Let‑7a通过NIRF的靶向和压制A549肺癌细胞的生长提高p21WAF1水平(Let‑7a 

elevates  p21WAF1levels  by  targeting  of  NIRF  and  suppresses  the  growth  of  A549 

lung  cancer  cells.)，欧洲生物化学学会联盟简讯(FEBS  Lett.)583:3501‑3507)。miRNA

调节广泛范围的生物过程，包括发育定时、细胞凋亡、分化、细胞增殖以及代谢，并且miRNA

的上调和下调两者均涉及各种病理条件。miRNA经常形成具有常用mRNA靶标的多基因家族。

[0055] 微小RNA名称使用前缀“mir”或“miR”并且后跟破折号和数字来指定。未大写的

“mir”前缀通常指代pre‑miRNA，而大写的“miR”前缀通常指代成熟形式。除一个或两个核苷

酸之外具有几乎完全相同的序列的miRNA典型地用另外的小写字母注释。

[0056] miRNA在细胞核中转录为称为pri‑miRNA的大的RNA短发夹前体。pri‑miRNA在细胞

核中由微处理器复合体加工以生成称为pre‑miRNA的双链中间体，这些双链中间体的长度

是约70个核苷酸。pre‑miRNA之后输出到细胞质中，在细胞质中，它们被组装成称为RNA诱导

的沉默复合物(RISC)的胞质内蛋白质‑RNA复合物。结合复合物的单链miRNA结合至具有与

miRNA至少部分互补的序列的靶mRNA。miRNA靶识别的重要特异性决定簇是基于成熟miRNA

中的“种子”区域(例如，成熟miRNA的核苷酸2‑7或2‑8内)至mRNA的靶3’UTR中，靶5’UTR内或

编码区的一部分内的“种子匹配位点”的沃森‑克里克配对(Watson‑Crick  pairing)，这使

miRNA：靶mRNA相互作用成核。以此方式，每个miRNA可以调节数百种到数千种的mRNA物质。

此外，许多miRNA是含有相同种子的高度相关家族的成员。

[0057] 在一个实施例中，miRNA在哺乳动物细胞培养物中结合重组多肽产生一起使用。在
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一个实施例中，使用哺乳动物细胞产生重组多肽，这些哺乳动物细胞具有细胞凋亡、蛋白质

翻译、细胞代谢、细胞增殖和/或应激反应中涉及的miRNA的修饰的活性。在一个实施例中，

哺乳动物细胞或细胞培养物具有细胞凋亡、蛋白质翻译、细胞代谢、细胞增殖和/或应激反

应中涉及的特定miRNA的增加的活性或表达。在另一个实施例中，哺乳动物细胞或细胞培养

物具有细胞凋亡、蛋白质翻译、细胞代谢、细胞增殖和/或应激反应中涉及的特定miRNA的降

低的活性或表达。

[0058] 在一个实施例中，哺乳动物细胞被工程化以增加或降低miRNA活性。如在此所使用

的“miRNA活性”指代miRNA通过结合至靶信使RNA调节生物过程如发育定时、细胞凋亡、分

化、细胞增殖以及代谢的能力。可以例如通过增加细胞或细胞培养物中存在的特定miRNA的

量来增加该特定miRNA的miRNA活性。例如，用于增加细胞中的miRNA表达的方法是已知的，

这些方法包括但不限于：miRNA前体转染，包pri‑miRNA或pre‑miRNA的转染、miRNA寡核苷酸

的转染；以及基于载体的miRNA的过表达，包括使用病毒载体和产生转基因动物。例如，特定

miRNA的miRNA活性可以通过用单链miRNA寡核苷酸或用编码miRNA寡核苷酸或它的前体的

表达载体转染细胞或细胞培养物来增加。在一个实施例中，细胞是用合成miRNA寡核苷酸转

染。在一些实施例中，合成miRNA寡核苷酸包括例如提高核酸酶抗性，通过RISC提高对miRNA

引导的裂解的抗性和/或提高结合亲和力的一种或多种化学修饰。在一些实施例中，miRNA

寡核苷酸可以缀合至靶抗原以促进细胞对寡核苷酸的吸收。在一个实施例中，细胞被修饰

来增加选自miR‑10a[SEQ  ID  NO:1(uacccuguagauccgaauuugug)]、miR‑21[SEQ  ID  NO:2‑

uagcuuaucagacugauguuga]以及它们的组合的一个或多个miRNA的活性。在另一个实施例

中，细胞被修饰来过表达选自miR‑10a、miR‑21以及它们的组合的一个或多个miRNA。在一个

实施例中，细胞被修饰来将选自miR‑10a、miR‑21以及它们的组合的一个或多个miRNA过表

达成为未被修饰来过表达这些miRNA中的一个或多个的细胞系的至少约10倍、25倍、50倍、

100倍、200倍、300倍、400倍、500倍、600倍、700倍、800倍、900倍、1000倍以及至多约1100倍、

1200倍、1300倍、1400倍、1500倍或更多倍。在一个更具体的实施例中，细胞用能够表达miR‑

10a和/或miR‑21的载体来稳定地或瞬时地转染。

[0059] 可替代地，可以例如通过降低细胞或细胞培养物中存在的特定miRNA的量来抑制

或降低该特定miRNA的miRNA活性。用于降低细胞或细胞培养物中存在的特定miRNA的量的

方法包括基因敲除或使用miRNA抑制剂。在一个实施例中，特定miRNA的活性通过培养编码

特定miRNA的内源基因已被敲除(即，编码miRNA的基因已被替换或破坏)的一个或多个基因

工程化的细胞来降低。用于产生基因敲除的方法是已知的。在另一个实施例中，细胞或细胞

培养物中的特定miRNA的活性在miRNA抑制剂的存在下通过培养细胞或细胞培养物来降低。

如在此所使用，术语“miRNA抑制剂”指代可以压制靶基因表达的miRNA调节的分子，例如可

以压制天然或内源miRNA活性的分子。在一个实施例中，哺乳动物细胞用编码miRNA抑制剂

或它的前体的表达载体来稳定地或瞬时地转染。在另一个实施例中，哺乳动物细胞或细胞

培养物可以用单链反义miRNA抑制剂寡核苷酸来转染。在一个实施例中，寡核苷酸是合成寡

核苷酸。在一些实施例中，合成寡核苷酸包括例如提高核酸酶抗性，通过RISC提高对miRNA

引导的裂解的抗性和/或提高结合亲和力的一种或多种化学修饰。在一个实施例中，miRNA

寡核苷酸可以缀合至靶抗原以促进细胞对寡核苷酸的吸收。

[0060] 在一个实施例中，miRNA抑制剂包括抗miRNA反义寡核苷酸(抗miR)，该抗miR能够
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紧密结合至并且从而螯合与细胞靶mRNA竞争的miRNA，从而导致miRNA功能抑制。由于许多

miRNA是含有相同种子的高度相关家族的成员，单一的抗miR可以阻断家族中多于一个

miRNA的功能。在一个实施例中，抗miR包括单一的反义单元。在另一个实施例中，抗miR包括

工程化为能够同时使多个miRNA靶标沉默的单一的寡核苷酸的多个反义单元。在又另一个

实施例中，多于一个抗miR可以被共转染成靶向不同同工型或家族成员。仍然在另一个实施

例中，多于一个抗miR可以被共转染成靶向多于一个微小RNA。用于提高核酸酶抗性，通过

RISC提高对miRNA引导的裂解的抗性和/或提高反义寡核苷酸对miRNA的结合亲和力的化学

修饰是已知的，并且包括例如糖、碱基或核苷酸间键的修饰。化学修饰的抗miR的一个实例

是含有2’‑O‑甲基核糖糖的单链抑制剂。2’‑O‑甲基寡核苷酸对通过RISC和其他核酸酶两者

进行的裂解具有抗性，并且形成与未修饰的反义寡核苷酸相比较热力学更稳定的RNA:RNA

双链体。在另一个实施例中，抑制剂可以包括具有工程化为能够同时使多个miRNA靶标沉默

的单一片段的多个反义单元的单链2’‑O‑甲基修饰的寡核糖核苷酸。其他化学修饰包括糖

部分的2’位置处的2’‑O‑甲氧基乙基和2’‑氟修饰。在另一个实施例中，抗miR可以包括磷酸

糖主链中的呋喃糖环(有时称为“锁核酸”)的修饰。核酸酶抗性还可以通过以下内容来提

高：硫原子替换磷酸基团中的非桥连氧原子中的一个的亲本磷酸二酯键到硫代磷酸酯(PS)

键的主链修饰，或使用六元吗啉环替换糖部分的吗啉代寡聚物。

[0061] 在另一个实施例中，miRNA抑制剂可以包括miRNA“海绵”技术，它可以用于培养细

胞中包括整个miRNA种子家族的miRNA的瞬时和/或稳定抑制。miRNA海绵是可以用于转染哺

乳动物细胞并且表达miRNA反义序列的表达载体，这些miRNA反义序列包括与一个或多个靶

miRNA互补的多个(即，至少约5个，至少约10个或在约5与约20个之间)miRNA结合位点。在将

编码miRNA海绵的载体转染到培养细胞中时，由海绵表达的RNA与用于结合至特定的微小

RNA的内源mRNA竞争，从而能够阻抑微小RNAmRNA靶标。在一个实施例中，单个海绵可以用于

阻断整个微小RNA种子家族。

[0062] 在另一个实施例中，miRNA抑制剂包括miRNA掩蔽反义寡核苷酸(miR‑mask)。在一

个实施例中，miRNA掩蔽反义寡核苷酸包括单链寡核苷酸(例如，化学修饰的2’‑O‑甲基‑修

饰的寡核糖核苷酸)，该单链寡核苷酸与靶mRNA的3’UTR中的特定miRNA的结合位点完全互

补并且结合至该结合位点，而不是直接与靶miRNA相互作用。以此方式，miR‑mask阻断靶

miRNA进入到结合位点以便阻抑靶基因。在另一个实施例中，抑制剂可以包括前述技术的组

合。例如，海绵/miR‑mask技术将miRNA海绵的作用原理与用于靶向miRNA的miR‑mask技术组

合。

[0063] 在 一 个 实 施 例 中 ，细 胞 具 有 选 自 m i R ‑ l e t 7 a [ S E Q  I D  N O : 3

(ugagguaguagguuguauagu)]、miR‑16[SEQ  ID  NO:4(uagcagcacguaaauauuggcg)]、miR‑101

[ S E Q  I D  N O : 5 ( u a c a g u a c u g u g a u a a c u g a a ) ]、m i R ‑ 1 4 5 [ S E Q  I D  N O : 6

(guccaguuuucccaggaaucccu)]、miR‑143[SEQ  ID  NO:7(ugagaugaagcacuguagcuc)]以及它

们的组合的一个或多个miRNA的降低的活性。在一个实施例中，细胞未足够表达选自miR‑

let‑7a、mir‑16、miR‑101、miR‑145、miR‑143以及它们的组合的一个或多个miRNA。在一个实

施例中，细胞包括选自miR‑let‑7a、mir‑16、miR‑101、miR‑145、miR‑143以及它们的组合的

一个或多个miRNA的基因敲除。在另一个实施例中，细胞用能够表达选自抗miR‑let7a[SEQ 

I D  N O : 8 ( A C T A T A C A A C C T A C T A C C T C A ) ] 、抗 m i R ‑ 1 6 [ S E Q  I D  N O : 9
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(CGCCAATATTTACGTGCTGCTA)]、抗miR‑101[SEQ  ID  NO:10(TTCAGTTATCACAGTACTGTA)]、抗

miR‑145[SEQ  ID  NO:11(AGGGATTCCTGGGAAAACTGGAC)guccaguuuucccaggaaucccu]、miR‑143

[SEQ  ID  NO:12(GAGCTACAGTGCTTCATCTCA)]以及它们的组合的一种或多种抗miR抑制剂的

载体来稳定地或瞬时地转染。miRNA的活性可以通过查看处于蛋白质和RNA水平的miRNA的

靶标来量化。例如，可以利用用于miRNA活性的报告子测定，如具有构建体3’UTR中的miRNA

位点的GFP或荧光素酶。在一个实施例中，选自抗miR‑let7a、抗miR‑16、抗miR‑101、抗miR‑

145、miR‑143或它们的组合的一种或多种抗miR抑制剂被过表达为未被修饰来表达抑制剂

的细胞系的至少约10倍、25倍、50倍、100倍、200倍、300倍、400倍、500倍、600倍、700倍、800

倍、900倍、1000倍以及至多约1100倍、1200倍、1300倍、1400倍、1500倍或更多倍。

[0064] 在另一个实施例中，细胞凋亡、蛋白质翻译和/或细胞代谢中的至少一个介导因子

的活性在具有降低的miRNA‑let‑7a活性的细胞培养物中增加或降低。在一个实施例中，选

自miR‑10a、miR‑21以及它们的组合的一个或多个miRNA的活性在具有降低的miRNA‑let‑7a

活性的细胞培养物中增加，和/或选自mir‑16、miR‑101、miR‑145、miR‑143以及它们的组合

的一个或多个miRNA的活性在具有降低的miRNA‑let‑7a活性的细胞培养物中降低。在一个

实施例中，miRNA‑let‑7a的至少一个靶标的表达在具有降低的miRNA‑let‑7a活性的细胞培

养物中增加。在一个实施例中，miRNA‑let‑7a的至少一个靶标选自HMGA2、MYC、NF2、NIRF、

RAB40C、以及eIF4a。用于测量mRNA的表达的方法是已知的，并且包括例如PCR、RN酶保护、

DNA印迹、以及原位杂交。

[0065] 在另一个实施例中，多于一个miR的表达可以发生改变(独立地增加或减少)，例

如，至少2个、至少3个、至少4个或至多5个miRNA的表达在哺乳动物细胞系中可以发生改变，

以通过一次性解决多个区域来提高生产率。在一个实施例中，miR‑let‑7a活性可以降低，并

且第二miR的活性可以发生改变。在一个实施例中，第二miR可以包括miR‑21、miR‑10a和/或

抗miR‑143。

[0066] D.载体

[0067] 在一个实施例中，使用哺乳动物细胞产生重组多肽，这些哺乳动物细胞已用能够

表达细胞凋亡、蛋白质翻译、细胞代谢、细胞增殖和/或应激反应中涉及的一个或多个miRNA

或具有miRNA的抑制剂的载体稳定地或瞬时地转染。如在此所使用，术语“载体”指代可以用

于将感兴趣的核酸递送至细胞的内部的物质组分。众多载体是已知的，包括但不限于：线性

多核苷酸、与离子化合物或两亲化合物相关联的多核苷酸、质粒、以及病毒。术语“载体”可

以包括自主复制的质粒或病毒，或不能自主复制的载体或质粒。在一个实施例中，载体可以

是裸露的RNA多核苷酸、裸露的DNA多核苷酸、多聚赖氨酸缀合的DNA或RNA、肽缀合的DNA或

RNA、脂质体缀合的DNA，它们不能自主复制。在一个实施例中，载体是合成寡核苷酸。涵盖的

是，任何载体都可以用于瞬时转染，只要它被表达在适当的系统中并且在宿主中具有活力。

对于稳定的转染，载体在宿主中通常是可复制的。大量合适的载体是已知的，并且是可商购

的。

[0068] 在一个实施例中，载体包括编码miRNA或miRNA抑制剂的至少一个多核苷酸，或其

可操作地连接至启动子的前体。短语“可操作地连接”意指启动子相对于多核苷酸处于正确

的位置和取向上，以控制通过RNA聚合酶进行的转录的起始以及多核苷酸的表达。如在此所

使用，术语“调节序列”指代控制可操作地连接至调节序列的核酸序列的表达的某一方面的
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核酸序列。在一些情况下，调节序列可以是启动子(即，促进可操作地连接的编码区的转录

的起始的调节元件)，并且在其他情况下，调节序列可以包括增强子序列和/或其他调节元

件，如核糖体结合位点、剪接信号、多腺苷酸化信号、转录终止序列和/或5’侧翼非转录序

列。载体中所采用的启动子可以是结构性的或诱导性的。“结构性”启动子是在可操作地连

接至编码基因产物的多核苷酸时使得在细胞的大多数或所有生理条件(即，特异性刺激物

是不需要的)下能够在细胞中产生基因产物的核苷酸序列。“诱导性”启动子是能够在刺激

物(即，热休克、化学品、光等)的存在下引导可操作地连接的多核苷酸序列与在刺激物的不

存在下可操作地连接的多核苷酸序列的转录水平不同的转录水平的启动子。调节元件可以

是“内源的”或“外源的”或“异源的”。“内源”调节元件是天然连接至特定核酸序列的调节元

件。“外源”或“异源”调节元件是通过遗传操纵与核酸序列毗邻放置，这样使得由连接的调

节元件来引导核酸序列的转录的调节元件。

[0069] 合适的启动子的实例包括已知用于控制哺乳动物细胞中的基因的表达的启动子，

包括但不限于：病毒启动子如巨细胞病毒(CMV)立即早期启动子、单纯疱疹病毒胸苷激酶

(HSV‑TK)启动子、猿猴病毒40(SV40)启动子或鲁斯氏肉瘤(RSV)LTR启动子、pMC1、磷酸甘油

酸激酶(PGK)启动子、U1启动子、以及H6启动子。

[0070] 除了编码一个或多个miRNA或miRNA抑制剂之外，载体还可以包括可选择标记基

因、报告子基因、或编码感兴趣的重组多肽的基因。另外，用于稳定的转染的表达载体可以

包括用于稳定的整合到宿主细胞基因组中的一个或多个位点。

[0071] 在一个实施例中，表达载体包括用于体外评定载体的递送和作用持续时间的一个

或多个可选择标记或报告子基团。术语“可选择标记”指代编码具有活性的，将抗生素或其

他药物抗性赋予表达了可选择标记的细胞的酶的基因。可选择标记的实例包括但不限于：

腺苷脱氨酶(ADA)、氨基糖苷磷酸转移酶、博来霉素、胞嘧啶脱氨酶、二氢叶酸还原酶、组氨

醇脱氢酶、潮霉素‑B‑磷酸转移酶、嘌呤霉素‑N‑乙酰转移酶、胸苷激酶、黄嘌呤‑鸟嘌呤磷酸

核糖转移酶、氨苄青霉素、新霉素、卡那霉素、吉欧霉素(zeocin)、以及羧苄青霉素。

[0072] 术语“报告子基团”指代编码可以容易地检测其表达(例如，冷光或荧光)的蛋白质

的基因。报告子基因的实例包括但不限于：绿色荧光蛋白、萤光素酶、氯霉素乙酰转移酶、β‑

半乳糖苷酶、碱性磷酸酶、辣根过氧化物酶、RFP、YFP、以及BFP。在一个实施例中，表达载体

是病毒载体，包括但不限于：腺病毒载体、腺伴随病毒载体、逆转录病毒载体如慢病毒载体

或Moloney鼠白血病病毒、以及来源于痘病毒单纯疱疹病毒I的载体。在另一个实施例中，表

达载体是非病毒载体。合适的载体的实例包括但不限于以下真核生物载体：pWLNEO、

pSV2CAT、pOG44、PXT1、pSG(Stratagene)、pSVK3、pBPV、pMSG、pSVL(法玛西亚(Pharmacia))、

和pCS2载体以及它们的衍生物。

[0073] 在一个实施例中，使用哺乳动物细胞产生重组多肽，这些哺乳动物细胞已用能够

表达选自miR‑10a、miR‑21以及它们的前体，或它们的组合的一个或多个miRNA的一个或多

个载体稳定地或瞬时地转染。在一个更具体的实施例中，使用哺乳动物细胞产生重组多肽，

这些哺乳动物细胞已用能够表达选自抗miR‑let7a、抗miR‑16、抗miR‑101、抗miR‑145、抗‑

miR‑143以及它们的前体，或它们的组合的一个或多个反义寡核苷酸的一个或多个载体稳

定地或瞬时地转染。在一个实施例中，哺乳动物细胞已用能够表达至少一个miRNA和至少一

种miRNA抑制剂的一个或多个表达载体稳定地或瞬时地转染。在又另一个实施例中，哺乳动
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物细胞已用能够表达至少一个miRNA和/或至少一种miRNA抑制剂的一个或多个载体结合编

码感兴趣的重组多肽的至少一个多核苷酸来转染。

[0074] E.转染

[0075] 在此描述的载体可以使用本领域已知的方法引入到哺乳动物宿主细胞中。术语

“转染”指代将外源基因材料引入到细胞中以产生基因修饰的细胞。例如，载体可以通过物

理、化学或生物手段转染到宿主细胞中。用于将多核苷酸引入到宿主细胞中的物理方法包

括但不限于：磷酸钙沉淀、脂转染(包括带正电荷的脂质体介导的转染)、粒子轰击、显微注

射、DEAE‑葡聚糖介导的转染以及电穿孔。用于将载体引入到宿主细胞中的生物方法包括使

用DNA和RNA载体，包括例如病毒载体。用于将多核苷酸引入到宿主细胞中的化学手段包括

胶体分散体系，如大分子复合物、纳米囊、微球体、珠粒；以及基于脂质的体系，包括水包油

型乳剂、胶束、混合型胶束和脂质体。

[0076] 在一个实施例中，宿主细胞可以用载体稳定地转染。术语“稳定的转染”意指载体

中的核苷酸序列能够整合到哺乳动物细胞的全长DNA序列中。典型地，对于稳定的转染，宿

主细胞用包括可选择标记的载体转染。在一个实施例中，可选择标记共表达在与miRNA或

miRNA抑制剂或它们的前体相同的载体上。在另一个实施例中，可选择标记表达在单独的共

转染的载体上。在选择试剂的存在下转染细胞的生长允许外源基因材料已并入到基因组中

的细胞的亚群体持续存在。典型地，将选择压力维持至少约1周、至少约2周以及至多约3周

或至多约1个月。在选择周期结束时，在选择性培养基中有活力的细胞将从表达质粒整合外

源基因材料。外源基因材料的整合可以通过报告子的存在来证实，并且细胞可以被扩增用

于大规模培养。

[0077] 在另一个实施例中，宿主细胞可以用载体瞬时地转染。与稳定的转染相对比，瞬时

转染的基因材料仅在转染细胞中表达一段有限的时间，并且不整合到宿主细胞的基因组

中。一般而言，瞬时转染使得miRNA、抗miR抑制剂或它们的前体的表达持续至少约24小时、

至少约48小时、至少约72小时以及至多约96小时。

[0078] F.细胞培养

[0079] 术语“细胞培养”指代多细胞生物或组织外部的细胞的生长和繁殖。细胞培养条件

如pH、温度、湿度、气氛以及搅拌可以改变来改进细胞培养的生长和/或生产率特征。一般而

言，哺乳动物细胞培养在约36℃与约38℃之间，典型地在约37℃的温度以及约80％与约

95％之间的相对湿度下维持在约6.5与约7.5之间的pH。哺乳动物细胞培养基典型地含有要

求约1％与约10％之间，典型地在约5％与约6％之间的二氧化碳(CO2)气氛的缓冲系统。哺

乳动物细胞可以在混悬液中或在附接至固体衬底时培养。哺乳动物细胞能够以小规模培养

形式培养，例如在实验室中在100ml容器或在250ml容器中培养，该小规模培养形式通常具

有容器中不超过容器总体积的40％并且往往是约25％的体积。可替代地，培养可以是大规

模的，例如1000ml容器，3000ml容器、8000ml容器以及15000ml容器，或在大规模生物反应器

中例如在制造设备中以至多1000L、至多5000L以及至多10,000L的体积培养。通过哺乳动物

细胞大规模生产重组多肽可以包括连续的、分批的以及分批补料的培养系统。哺乳动物细

胞可以在微载体存在或不存在下，例如在流化床生物反应器、中空纤维生物反应器、滚瓶、

摇瓶、或搅拌釜生物反应器中培养，并且以分批、分批补料、连续、半连续或灌注模式操作。

大规模细胞培养典型地维持数天，或甚至数周，同时细胞产生一种或多种所希望的蛋白质
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产物。

[0080] 在此描述的方法可以用于改进单相和多相培养过程两者中重组多肽的生产。在一

个实施例中，细胞培养是多阶段过程，其中细胞首先在最大化细胞增殖和活力的环境条件

下以生长相培养，并且之后在最大化多肽生产的条件下转变成生产相。生长相和生产相可

以处在一个或多个过渡相之前或与它们分开。在一个实施例中，细胞培养是具有至少一个

生长相和至少一个生产相的多阶段过程。在一个实施例中，细胞在生长相期间在比生产相

更高的温度下孵育。例如，细胞在生长相期间在约35℃至约38℃之间的第一温度下培养，并

且在生产相期间在约29℃至约37℃之间，或在约30℃至约36℃之间，或在约30℃至约34℃

之间的第二温度下培养。此外，在生产相期间可以添加蛋白质生产的化学诱导剂例如像咖

啡因、丁酸盐、以及六亚甲基二乙酰胺(HMBA)。在一个实施例中，miRNA或miRNA抑制剂的活

性在生产相期间增加或降低。在一个实施例中，在生产相期间诱导了编码miRNA或miRNA抑

制剂或它们的前体的表达载体的转录。在另一个实施例中，在生产相期间将miRNA或miRNA

载体或寡核苷酸，或抑制剂或它们的前体添加至培养基。

[0081] 哺乳动物细胞系(又称为“宿主细胞”)可以被基因工程化来表达重组多肽例如具

有商业或科学利益的多肽。使细胞系基因工程化通常涉及用重组多核苷酸分子转染、转化

或转导细胞，和/或以其他方式改变(例如，通过同源重组和基因激活或重组细胞与非重组

细胞的融合)以使宿主细胞表达所希望的重组多肽。用于使细胞和/或细胞系基因工程化以

表达多肽的方法和载体是已知的。适用于产生重组多肽的哺乳动物细胞的实例包括但不限

于：中国仓鼠卵巢(CHO)细胞、小鼠骨髓瘤(NS0)、人胚肾(HEK  293)、幼仓鼠肾(BHK)细胞、非

洲绿猴肾细胞、人子宫颈癌传代细胞、马丁达比犬肾(MDCK)细胞、CV1猴肾细胞、3T3细胞、骨

髓瘤细胞系如NS0和NS1、PC12、WI38细胞、COS细胞(包括COS‑1和COS‑7)、以及C127。在一个

实施例中，哺乳动物细胞系表达增加的或降低的水平的一个或多个miRNA。在一个实施例

中，哺乳动物细胞用如上文更详细描述的异源miRNA或抗miRNA抑制剂来稳定地或瞬时地转

染。在一个更具体的实施例中，细胞培养中的哺乳动物细胞具有降低的miRNA‑let‑7a活性。

在一个实施例中，哺乳动物细胞用抗miRNA‑let‑7a抑制剂转染。

[0082] 哺乳动物细胞可以维持在多种细胞培养基中。术语“细胞培养基”指代细胞例如哺

乳动物细胞在其中生长的营养液。细胞培养基的配制在本领域中是熟知的。典型地，细胞培

养基包括缓冲液、盐、碳水化合物、氨基酸、维生素以及必要的微量元素。细胞培养基可以含

有或不含有血清、蛋白胨、和/或蛋白质。细胞培养基可以补充有另外的组分或浓度增加的

组分，如氨基酸、盐、糖、维生素、激素、生长因子、缓冲液、抗生素、脂质、微量元素等，这取决

于有待培养的细胞的要求和/或所希望的细胞培养参数。包括无血清的且限定的培养基的

不同培养基是可商购的，并且包括但不限于：最小必需培养基(MEM，西格玛(Sigma)，圣路易

斯(St.Louis)，密苏里州(Mo.))；Ham's  F10培养基(西格玛)；达尔伯克氏改良伊格尔氏培

养基(DMEM，西格玛)；最小必需培养基(MEM)；伊格尔氏基础培养基(BME)；RPMI‑1640培养基

(西格玛)；HyClone细胞培养基(HyClone，洛根(Logan)，犹他州(Utah))；以及化学成分确定

的(CD)培养基，它们针对特定细胞类型进行配制，例如CD‑CHO培养基(英杰公司

(Invitrogen)，卡尔斯巴德(Carlsbad)，加利福尼亚州(Calif .))。可以将诸如以上所述的

那些的补充组分或成分添加至可商购的培养基。在一个实施例中，培养基可以包括miRNA或

miRNA抑制剂、寡核苷酸或它们的前体，或编码miRNA或miRNA抑制剂或它们的前体的表达载
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体。

[0083] 由哺乳动物细胞培养物表达的重组多肽可以在细胞内产生，或分泌到可以对它们

回收和/或收集的培养基中。此外，可以使用已知方法和可从商业厂家获得的产品来从培养

物纯化或部分纯化重组多肽。纯化的多肽之后可以被“配制”，例如缓冲液交换、灭菌、成批

包装、和/或包装以供最终用户使用。

[0084] 细胞培养物的产生特征可以通过以下内容确定：测量活细胞密度(VCD)、抗体滴

度、以及生产率，该生产率包括比生产率(Qp)、累积生产率以及峰值VCD时评价的最大生产

率。

[0085] 在一个实施例中，细胞培养物包括具有降低的miRNA‑let‑7a活性的哺乳动物细

胞。在一个实施例中，miRNA‑let‑7a活性被微小RNA抑制剂降低。在一个实施例中，微小RNA

抑制剂是miRNA‑let‑7a的反义寡核苷酸抑制剂。在一个实施例中,哺乳动物细胞用编码

miRNA‑let‑7a的反义抑制剂的可复制表达载体来转染。在另一个实施例中，哺乳动物细胞

用miRNA‑let‑7a的寡核苷酸抑制剂转染。在一个实施例中，寡核苷酸抑制剂被化学修饰例

如以改进核酸酶抗性，以通过RISC提高对miRNA引导的裂解的抗性和/或提高结合亲和力。

在一个实施例中，具有降低的miRNA‑let‑7a的哺乳动物细胞包括miRNA‑let‑7a基因敲除。

[0086] 在一个实施例中，细胞培养物具有与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞

培养物相比较增加至少约25％的生产率。如在此所使用，术语“生产率”指代细胞培养物在

一段限定的时间内产生的重组多肽的浓度。生产率可以基于测量结果如滴度、活细胞密度

(VCD)以及活力％来评价。用于测量滴度、VCD以及活力％的方法是已知的。在一个实施例

中，细胞培养物具有与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞培养物相比较时增加至

少约25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％以及至多约100％；约

25％到约100％；约50％到约75％的比生产率。

[0087] 在一个实施例中，生产率指代比生产率(尹(Yoon)等人，(2006)用于增强中国仓鼠

卵巢细胞的促红细胞生成素体积生产率的两阶段培养策略(Biphasic  culture  strategy 

for  enhancing  volumetric  erythropoietin  productivity  of  Chinese  hamster  ovary 

cells .)，酶和微生物技术(Enzyme  and  Microbial  Technology)39:362‑365；鲍曼

(Baumann)等人，(2008)巴斯德毕赤氏酵母的低氧分批补料培养提高重组蛋白的比生产率

和体积生产率(Hypoxic  fed‑batch  cultivation  of  Pichia  pastoris  increases 

specific  and  volumetric  productivity  of  recombinant  proteins.)，生物技术和生物

工程(Biotechnology  and  Bioengineering)100(1):177‑183；布拉辛斯奇(Brezinsky)等

人，(2003)用于富集转染CHO细胞的群体以获得较高比生产率的细胞的简单方法(A  simple 

method  for  enriching  populations  of  transfected  CHO  cells  for  cells  of  higher 

specific  productivity.)，免疫学方法杂志(Journal  of  Immunological  Methods)277:

141‑155；福克斯(Fox)等人，(2003)经由温度变化优化通过中国仓鼠卵巢细胞最大化干扰

素‑γ生产：实验和建模(Maximizing  Interferon‑γproduction  by  Chinese  hamster 

ovary  cells  through  temperature  shift  optimization:experimental  and 

modeling.)，生物技术和生物工程85(2):177‑184；武尔姆(Wurm)，(2004)在培养的哺乳动

物细胞中产生重组蛋白治疗剂(Production  of  recombinant  protein  therapeutics  in 

cultivated  mammalian  cells.)，自然生物技术(Nature  Biotechnology)22(11):1393‑
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1398；布朗尼(Browne)和艾尔·鲁贝阿(Al‑Rubeai)，(2009)用于高产哺乳动物细胞系的选

择方法(Selection  methods  for  high‑producing  mammalian  cell  lines.)，由艾尔·鲁

贝阿·M编辑，细胞系发展(Cell  Line  Development)，系列：细胞工程6(Series:Cell 

Engineering  6)，施普林格科学+商业媒体私人有限公司(Springer  Science+Business 

Media  B.V.)，第127页‑第151页)。如在此所使用，术语“比生产率”指代每天培养中每个活

细胞产生的重组蛋白，并且可以计算为产物浓度(滴度)对累积活细胞密度的积分的斜率

(mg/L/CCD)。在一个实施例中，细胞培养物具有与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照

细胞培养物相比较时增加至少约25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、

70％、75％以及至多约100％；约25％到约100％；约50％到约75％的比生产率。

[0088] 在一个实施例中，生产率指代峰值活细胞密度(VCD)下确定的“最大生产率”。如在

此所使用，术语“最大生产率”指代培养处于其最大VCD时的生产率的水平，并且可以计算为

与前一时间点相比较的最大VCD下的滴度的变化除以最大时间点与先前时间点之间的VCD

的变化，乘以从第1时间点到第2时间点的培养天数，除以最终VCD相对于最初VCD的自然对

数。在一个实施例中，与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞培养物相比较时，最大

生产率增加至少约25％。在一个实施例中，细胞培养物具有与不具有降低的miRNA‑let‑7a

活性的对照细胞培养物相比较时为至少约25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、

65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、100％、125％、150％、175％或200％或约25％到约

200％的最大生产率。

[0089] 在一个实施例中，生产率指代累积生产率。如在此所使用，术语“累积生产率”指代

贯穿整个生长周期的比生产率，并且可以计算为产物浓度(滴度)对累计活细胞密度的积分

的斜率(mg/L/CCD)(伦纳德(Renard)等人，(1988)单克隆抗体产生动力学与分批系统中的

活细胞曲线的积分相关的证据(Evidence  that  monoclonal  antibody  production 

kinetics  is  related  to  the  integral  of  the  viable  cells  curve  in  batch 

systems.)，生物技术通讯(Biotechnology  Letters)10(2):91‑96；尹等人，(2006)用于增

强中国仓鼠卵巢细胞的促红细胞生成素体积生产率的两阶段培养策略，酶和微生物技术

39:362‑365；李(Li)等人，(2010)用于单克隆抗体生产的细胞培养方法(Cell  culture 

processes  for  monoclonal  antibody  production.)，单克隆抗体杂志通讯(mAbs)，2(5)

466‑477；布拉辛斯奇等人，(2003)用于富集转染CHO细胞的群体以获得较高比生产率的细

胞的简单方法，免疫学方法杂志277:141‑155；福克斯等人，(2003)经由温度变化优化通过

中国仓鼠卵巢细胞最大化干扰素‑γ生产：实验和建模，生物技术和生物工程85(2):177‑

184)。在一个实施例中，细胞培养物具有与不具有降低的miRNA‑let‑7a活性的对照细胞培

养物相比较时增加至少约25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％

以及至多约100％；约25％到约100％；约50％到约75％的累积生产率。

[0090] 在一个实施例中，生产率指代培养物的比生产率，即，总培养物中的重组多肽细胞

的滴度对比对照细胞培养物中的重组多肽的滴度。

[0091] G.重组多肽

[0092] 如在此所使用的术语“重组多肽”指代由培养的宿主细胞产生的基因工程化的多

肽或蛋白质。如在此所使用，术语“异源的”指代由宿主细胞产生但不正常表达该多肽的重

组多肽。然而，异源多肽可以包括生物天然具有的但已故意以某一方式改变的多肽。例如，
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异源多肽可以包括由宿主细胞表达的已用表达多核苷酸的载体转染的多肽。

[0093] 在一个实施例中，多肽是抗体或它的结合片段。抗体可以是寡克隆抗体、多克隆抗

体、单克隆抗体、嵌合抗体、骆驼化抗体、CDR移植抗体、多特异性抗体、双特异性抗体、催化

性抗体、人源化抗体、完全的人抗体、抗独特型抗体和能够以可溶或结合形式标记的抗体，

以及它们的包括表位结合片段的片段、变体或衍生物，它们单独存在或与其他氨基酸序列

组合。抗体可以来自任何物种。术语抗体还包括结合片段，包括但不限于：Fv、Fab、Fab'、F

(ab')2、单链抗体(svFC)、二聚可变区(二聚抗体)以及二硫键连接的可变区(dsFv)。免疫球

蛋白分子可以是任何类型(例如IgG、IgE、IgM、IgD、IgA、以及IgY)、类别(例如IgG1、IgG2、

IgG3、IgG4、IgA1、以及IgA2)或子类。

[0094] 在另一个实施例中，重组多肽是非抗体蛋白。非抗体蛋白的实例包括但不限于：融

合蛋白、受体、细胞表面蛋白的配体、分泌的蛋白、以及酶。

[0095] H.试剂盒

[0096] 任何miRNA或抗miRNA寡核苷酸或表达载体以及另外的组分如缓冲液、细胞和培养

基可以封装在试剂盒形式中。典型地，试剂盒还含有材料如用于进行本发明的方法的说明

书、封装材料、以及容器。在一个实施例中，试剂盒包括编码如上文更详细描述的miRNA基因

产物或miRNA抑制剂的至少一个表达载体。在一个实施例中，表达载体可以用于体外转录或

转录/翻译系统，或用于瞬时地或稳定地转染细胞。在另一个实施例中，试剂盒包括至少两

个表达载体，其中一个编码miRNA基因产物或miRNA抑制剂，并且另一个编码可选择标记、报

告子基因或重组多肽。

[0097] I.通过引用的结合

[0098] 在此引用的所有参考文献，包括专利、专利申请、论文、教科书等以及其中引用的

参考文献(如同它们还未曾引用过的程度)通过引用以其全部内容结合在此。

[0099] J.等效物

[0100] 前述书面说明书被认为足以使本领域的技术人员能够实践本发明。前述描述和实

例详述了本发明的某些优选的实施例，并且描述了诸位发明人所期望的最佳模式。然而，将

了解到，无论前述内容以文本形式表现的如何详细，本发明仍可以以多种方式实践，并且应

根据随附权利要求书和它的任何等效物来解释本发明。

[0101] 6.操作实例

[0102] 为了研究改变的微小RNA表达提高哺乳动物细胞生产率的能力，两个抗体产生CHO

细胞系用慢病毒载体稳定地转导，所述慢病毒载体基于涉及重组多肽生产如细胞增殖、应

激反应、细胞凋亡以及mRNA翻译的路径中微小RNA的潜在涉及来编码9个不同的微小RNA或

反义微小RNA抑制剂(表1)。

[0103] A.材料与方法

[0104] 细胞培养和转导

[0105] 表达不同单克隆抗体的中国仓鼠卵巢(CHO)细胞(悬浮细胞系)在补充有50uM  L‑

甲硫氨酸亚砜胺(MSX；西格玛奥德里奇(Sigma  Aldrich)，圣路易斯，密苏里州)和0.5X  GS

补充剂(SAFC生物科学，雷内克萨(Lenexa)，堪萨斯州(KS))的CD  CHO培养基(生命技术

(Life  Technologies)，卡尔斯巴德，加利福尼亚州)中生长。将摇瓶培养物维持在120  RPM、

37℃、6％CO2以及80％湿度。在2‑20的MOI下，用过表达miR‑10a、miR‑21的慢病毒载体或载
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体对照(开放生物系统公司(Open  Biosystems)，亨茨维尔(Huntsville)，亚拉巴马州

(AL))，或表达抗miR‑let7a、‑16、‑101或‑145的那些载体，或载体对照(系统生物科学公司

(System  Biosciences)，山景城(Mountain  View)，加利福尼亚州)转导25万细胞。将转导细

胞扩增并且在5ug/mL嘌呤霉素中选择2周‑3周。利用绿色荧光蛋白(GFP)或红色荧光蛋白

(RFP)载体组分(分别来自抗miR或miR载体)，通过荧光激活细胞分类术(FACS)收集细胞，并

且使所述细胞扩增以用于分批补料细胞培养。转导效率逼近100％(图11A)。在使用这些修

饰的细胞系的整个过程中监测并证实标记基因表达，并且定量RT‑PCR证明了所得的稳定转

导的细胞系中miRs和抗miR两者的高水平表达(表2)。

[0106] 在125mL摇瓶中进行分批补料测定，重复三次。在25mL  CD  CHO培养基中用上文描

述的补充剂接种细胞。在产生稳定的miR‑修饰的CHO细胞系之后，持续14天每两天监测细胞

的活细胞密度(VCD)(表3)，mAb滴度(表4)，以及源自改变的miRNA表达的Qp(图1‑4)。使用

ViCELL细胞活力分析仪(贝克曼库尔特公司(Beckman  Coulter)，印第安纳波利斯

(Indianapolis)，印第安纳州(IN))监测活细胞密度(VCD)、活力％(％V)以及细胞大小。使

用Octet系统(forteBIO/颇尔生命科学(Pall  Life  Sciences)，门洛帕克(Menlo  Park)，加

利福尼亚州)测量抗体滴度。累积Qp计算为产物浓度(滴度)对累积活细胞密度的积分的斜

率(mg/L/CCD)(伦纳德等人，(1988)单克隆抗体产生动力学与分批系统中的活细胞曲线的

积分相关的证据，生物技术通讯10(2):91‑96；尹等人，(2006)用于增强中国仓鼠卵巢细胞

的促红细胞生成素体积生产率的两阶段培养策略，酶和微生物技术39:362‑365；李等人，

(2010)用于单克隆抗体生产的细胞培养方法，单克隆抗体杂志通讯，2(5)466‑477；布拉辛

斯奇等人，(2003)用于富集转染CHO细胞的群体以获得较高比生产率的细胞的简单方法，免

疫学方法杂志277:141‑155；福克斯等人，(2003)经由温度变化优化通过中国仓鼠卵巢细胞

最大化干扰素‑γ生产：实验和建模，生物技术和生物工程85(2):177‑184)。最大QP计算为

与前一时间点相比较的最大VCD下的滴度的变化除以最大时间点与先前时间点之间的VCD

的变化，乘以从第1时间点到第2时间点的培养天数，除以最终VCD相对于最初VCD的自然对

数。滴度、累积Qp和最大Qp与基线相比较都呈现为相对单位。

[0107] RNA提取和实时PCR分析

[0108] 使用miRVana  miRNA分离试剂盒(生命技术)根据制造商的说明书从0.5‑5x  106个

细胞提取总RNA。通过Nanodrop分析来测定浓度，并且在安捷伦2100生物分析仪(Agilent 

2100  Bioanalyzer)上使用RNA  6000  Nano  LabChip评定RNA质量。对于过表达的miRNA的

TaqMan分析，使用Multiscribe  RT和Megaplex  RT引物池(生命技术)根据制造商的说明书

将100‑300ng总RNA逆转录成cDNA。在含有12.5μL  2X  TaqMan预扩增(PreAmp)主要混合物、

2.5μL  10X  Megaplex预扩增(preamp)引物、7.5μL  H2O以及2.5μL  RT产物的反应中使用

TaqMan预扩增主要混合物和Megaplex预扩增引物池(生命技术)来使所得cDNA预扩增。在循

环之后，在DNA悬浮缓冲液(TEKnova，霍利斯特(Hollister)，加利福尼亚州)中按1:4稀释扩

增的样品，并且保持在‑20℃或立即用于PCR。使用特异于miR‑10a和miR‑21的TaqMan测定

(ABI/生命技术，卡尔斯巴德，加利福尼亚州)在预扩增的材料上进行实时PCR。相对于

U6snRNA评价每个miRNA的表达。

[0109] 为了制备用于加载到48x  48动态阵列芯片(富鲁达(Fluidigm)，南旧金山，加利福

尼亚州)中的样品，反应混合物含有2.5μL  2X通用主要混合物(ABI/生命技术)、0.25μL样品
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加载缓冲液(富鲁达)以及2.25μL预扩增的cDNA。为了制备引物/探针，反应混合物含有2.5μ

L  20X  TaqMan基因表达测定和2.5μL测定加载缓冲液(富鲁达)。在将样品和测定试剂加载

到入口之前，在IFC控制器中引发芯片。将如所述制备的5微升样品加载到动态阵列芯片的

每个样品入口中，并且将5μL  10X基因表达测定混合物加载到每个检测器入口中。在完成

IFC致敏和加载/混合步骤之后，将芯片加载到用于热循环的BioMarkTM实时PCR系统上。

[0110] 使用QuantiMiRTM  RT试剂盒(系统生物科学公司)根据制造商的说明书来评定抗

miR表达。在DNA悬浮缓冲液(TEKnova)中按1:10稀释反应，以用于使用miR‑特异性正向引物

和通用反向引物(系统生物科学公司)进行SYBR绿色实时PCR。定量PCR反应含有1μL稀释的

QuantiMir  cDNA、0.5μL  10uM通用反向引物、1μL  10μM  miRNA特异性正向引物、15μL  2X 

SYBR绿色qPCR主要混合物缓冲液以及12.5μL无RNase的H2O。在应用生物系统7900实时PCR

仪器上进行热循环。试验结束时包括熔化分析以验证扩增反应特异性。U6snRNA用作内部对

照。

[0111] 对于miR‑let7a  mRNA靶标的表达分析，使用 III第一链合成

SuperMix(生命技术)和随机六聚体根据制造商的说明书从500ng提取的总RNA合成cDNA。使

用TaqMan基因表达测定和TaqMan预扩增主要混合物进行预扩增。反应含有5μL  cDNA、10μL

预扩增主要混合物以及5μL  0.2X基因表达测定混合物(包含有待测定的所有引物/探针)，

最终体积是20μL。通过实时PCR与特异于感兴趣的靶基因的TaqMan基因表达测定以及

TaqMan通用主要混合物(生命技术)使用BioMarkTM仪器(富鲁达)测定预扩增的cDNA，如上文

针对过表达的miR指示的。β‑肌动蛋白和GAPDH用作内部对照，并且使用Δ‑ΔCt法来评价数

据。

[0112] 蛋白质印迹

[0113] 通过具有或不具有miRNA修饰的裂解培养物的蛋白质分析评定靶蛋白改变。在

RIPA裂解和提取缓冲液(皮尔斯)中以HALT蛋白酶和磷酸酶抑制剂(皮尔斯(Pierce))制备

产生抗体的CHO培养物的细胞裂解液。在还原条件下，在1X  MOPS电泳缓冲液(生命技术)中

的4％至12％的NuPage凝胶(生命技术)上分辨15微升细胞裂解液，并且将这些细胞裂解液

转移至PVDF膜(生命技术)。在无蛋白质T20(PBS)阻断缓冲液(热科学皮尔斯(Thermo 

Scientific  Pierce)，罗克福德(Rockford)、伊利诺伊州(IL))中将膜阻断1小时，并且在4

℃下，用1:500稀释度的兔抗RAS(细胞信号转导技术公司(Cell  Signaling)，丹弗斯

(Danvers)，马萨诸塞州(MA))或1:333稀释度的小鼠抗GAPDH(艾博抗(abcam)，剑桥

(Cambridge)，英国)初级抗体孵育过夜。在室温下，在PBST  0.1％+0.02％SDS中荧光标记的

二级抗体：分别针对RAS和GAPDH的抗兔800CW(LI‑COR，林肯(Lincoln)，内布拉斯加州(NE))

和抗小鼠680LT(LI‑COR)中将印迹孵育30分钟。使用奥德赛(Odyssey)成像系统(LI‑COR)和

奥德赛软件(LI‑COR)捕获和量化荧光信号和带强度。

[0114] 抗体保真度/完整性分析

[0115] 生产来自miR或抗miR修饰的系的抗体，并且使用蛋白A亲和色谱法纯化这些抗体。

使用配备有安捷伦Zorbax  Poroshell  SB300  C3  75x  1.0mm的柱的安捷伦1200系列仪器执

行反相分离。将2μg蛋白质样品还原并且注入到柱上。用90％溶剂A(0.1％甲酸于H20中)和

10％溶剂B(0 .1％甲酸的乙腈)平衡柱，并且通过从10％至60％的B的分步梯度(step 

gradient)实现洗脱。在整个试验过程中，将流速和温度维持在0.4ml/min和35℃。
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[0116] 在安捷伦6520LC/MS  QTOF质谱仪(安捷伦技术，圣塔克拉拉(Santa  Clara)，加利

福尼亚州)上以300‑3000m/z的扫描范围在阳离子模式下执行质谱分析。LC与TOF之间的耦

合是经由电雾化电离(ESI)源以两个雾化器进行的—一个雾化器用于LC洗脱液，并且一个

雾化器用于内部参考质量化合物(m/z  322.0481和m/z  1221.9906)。使用具有用于自动化

去卷积的Bioconfirm和蛋白质确认的安捷伦MassHunter定性分析来分析ESI质谱。

[0117] B.结果

[0118] 抗miR‑let‑7a提高CHO细胞生产率

[0119] MiR‑10a、抗miR‑let‑7a和抗miR‑143证明累积Qp的最高水平，其中与对照系相比

较，生产率分别提高63％、71％以及53％(图1)。除了评价累积Qp之外，我们还评价了这些

miR修饰的细胞系中的每一个在峰值VCD下计算的最大Qp。结果显示，与亲本/对照系相比

较，miR‑10a、抗miR‑let‑7a和抗miR‑143的最大生产率分别增加38％、163％以及64％(图

2)。其他miR修饰的CHO细胞系未显示显著变化，或显示了与亲本/对照培养物相比较Qp的降

低。

[0120] 由于重组多肽滴度和VCD是Qp的组分，我们研究了每个miR修饰的细胞系的这些参

数上的改变。虽然miR‑10a、抗miR‑143和抗miR‑let‑7a显示了与对照相比较增加的Qp，它们

的滴度的相对增加类似于在亲本或对照细胞系中观察到的(图3)。此外，产生抗miR‑let‑7a

的修饰的CHO细胞达到亲本或对照系的仅一半的最大VCD(图4)。MiR‑10a和抗miR‑143修饰

的系在第10天以比抗miR‑let‑7a的那些更高的水平达到VCD峰值，但它们的生长从第12天

到第14天发生明显下降，而抗miR‑let‑7a到第14天仍保持在相对恒定的水平。在降低的细

胞密度下的生长可以表明细胞能量有利地重新导向重组多肽合成，而非培养物的增殖(布

朗尼和艾尔·鲁贝阿，(2009)用于高产哺乳动物细胞系的选择方法，由艾尔·鲁贝阿·M编

辑，细胞系发展，系列：细胞工程6，施普林格科学+商业媒体私人有限公司，第127页‑第151

页)。总而言之，miR‑let‑7a的抑制提供Qp的最大增加，评价了所有miR修饰的系的持续时间

最长的生长特征。

[0121] 抑制在另外的mAb产生CHO细胞系中是一致的

[0122] 为了确定抗miR‑let‑7a对CHO生长和生产率的影响是否特异于最初测试的生产细

胞系，或这种影响是否可以更加泛化到其他生产培养物，选择具有更高的生产能力并产生

不同的mAb的另外的CHO细胞系。测试的两个mAb产生细胞系中的结果彼此类似，因为随着时

间的推移，抗miR‑let‑7a细胞系与对照相比较维持类似的或降低的VCD以及类似的最终mAb

滴度(图5和图6)，从而导致与对照相比较的50％和68％的Qp的增加(图7)。缩减来自miR或

抗miR修饰的系的2μg纯化的抗体并且通过反相LC/MS进行评定，使保真度和完整性等同于

亲本系。反相LC/MS进一步验证，来自抗miR修饰的细胞系的mAb产物的保真度和完整性等同

于亲本系(图12A和图12B)。有趣的是，在亲本细胞系的初始mAb生产能力与引入抗miR‑let‑

7a时Qp的增加百分比之间观察到了逆相关(图7)。具体而言，第二细胞系显示与第一细胞系

相比较1.6倍增加的生产能力，并且这翻译为Qp的较低下降(约1.4倍)，从而表明miR修饰通

常能够以积极的方式影响重组多肽生产，而对于低产细胞系而言可以具有更大的益处。

[0123] 抗miR‑let‑7A增加对于CHO细胞生产率而言很重要的靶标

[0124] 为了理解miR‑let‑7a抑制的功能效果，检查多个预测的且验证的miR‑let‑7a的靶

标，这些靶标已在无数细胞类型和疾病情况(disease  settings)中显示用于调节包括增
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殖、应激反应、以及蛋白质翻译的多个路径(德·维托(De  Vito)等人，(2011)Let‑7a是尤因

氏肉瘤发展中涉及的直接EWS‑FLI‑1靶标(Let‑7a  is  direct  EWS‑FLI‑1  target 

implicated  in  Ewing’s  Sarcoma  development.)，PLoS  ONE  6(8):1‑11；辛普森等人，

(2007)微小RNA  Let‑7a下调MYC并且使MYC诱导的伯基特氏淋巴瘤细胞的生长恢复原状，癌

症研究67(20):9762‑9770；约翰逊(Johnson)等人，(2005)RAS由let‑7微小RNA家族调节

(RAS  is  regulated  by  the  let‑7  microRNA  family.)，细胞(Cell)120:635‑647；马托内

(Mathonnet)等人，(2007)通过靶向帽结合复合物eIF4F进行微小RNA体外抑制翻译起始

(MicroRNA  inhibition  of  translation  initiation  in  vitro  by  targeting  the  cap‑

binding  complex  eIF4F)，科学(Science)317(5845):1764‑7)。

[0125] 由于先前并未检查出CHO细胞中的miR‑let‑7a的特异性作用，我们选择了涉及可

能与生产培养物特异性相关的路径的一组潜在靶标。在这组miR‑let‑7a靶标内有三种类别

的对于这种miR对CHO细胞生产率的机制而言可能很重要的靶标：(1)先前示出通过mRNA降

解调节的mRNA，包括HMGA2、MYC、NF2、NIRF、RAB40C、PRDM1、以及整联蛋白‑b3；(2)示出由

miR‑let‑7a翻译抑制调节的mRNA，如RAS、IGF、以及EIF2A；以及(3)根据生物信息预测是

miR‑let‑7a靶标的mRNA，如EIF4A.(穆勒(2008)作为用于使CHO细胞工厂工程化的靶标的微

小RNA，生物技术趋势26(7):359‑365；德·维托等人，(2011)Let‑7a是尤因氏肉瘤发展中涉

及的直接EWS‑FLI‑1靶标，PLoS  ONE  6(8):1‑11；辛普森等人，(2007)微小RNA  Let‑7a下调

MYC并且使MYC诱导的伯基特氏淋巴瘤细胞的生长恢复原状，癌症研究67(20):9762‑9770；

孟(Meng)等人，(2007)微小RNA  let‑7a调节人恶性胆管上皮细胞中的白细胞介素‑6‑依赖

性STAT‑3存活信号(The  MicroRNA  let‑7a  modulates  interleukin‑6‑dependent  STAT‑

3survival  signaling  in  malignant  human  cholangiocytes.)，生物化学杂志(Journal 

of  Biological  Chemistry)282(11):8256‑8264；王(Wang)等人，(2012)在结直肠癌中频繁

上调NIRF并且它的致癌性可以由let‑7a微小RNA压制(NIRF  is  frequently  upregulated 

in  colorectal  cancer  and  its  oncogenicity  can  be  suppressed  by  let‑7a 

microRNA.)，癌症通讯社(Cancer  Letters)314:223‑231；杨(Yang)等人，(2011)let‑7a在

胃癌中的低水平表达以及它通过靶向RAB40C涉及肿瘤发生(Low‑level  expression  of 

let‑7a  in  gastric  cancer  and  its  involvement  in  tumorigenesis  by  targeting 

RAB40C.)，癌发生(Carcinogenesis)32(5):713‑722；林(Lin)等人，(2011)小结树突细胞诱

导的微小RNA介导的PRDM1的上调以及非霍奇金氏B细胞淋巴瘤中的BCL‑6的下调

(Follicular  dendritic  cell‑induced  microRNA‑mediated  upregulation  of  PRDM1 

and  downregulation  of  BCL‑6  in  non‑Hodgkin’s  B‑cell  lymphomas .)，白血病

(Leukemia)25(1):145‑152；穆勒等人，(2008)作为用于使CHO细胞工厂工程化的靶标的微

小RNA，生物技术趋势26(7):359‑365；约翰逊等人，(2007)let‑7微小RNA抑制人细胞中的细

胞增殖路径(The  let‑7  microRNA  represses  cell  proliferation  pathways  in  human 

cells.)，癌症研究67:7713‑7722；陆(Lu)等人，(2011)上皮卵巢癌中let‑7a‑3的超甲基化

与低胰岛素样生长因子‑II表达和有利预后相关联(Hypermethylation  of  let‑7a‑3  in 

epithelial  ovarian  cancer  is  associated  with  low  insulin‑like  growth  factor‑

II  expression  and  favorable  prognosis.)，癌症研究67(21):10117‑10122；以及马托内

等人，(2007)通过靶向帽结合复合物eIF4F进行微小RNA体外抑制翻译起始，科学317
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(5845):1764‑7)。

[0126] 结果表明两种不同的mAb产生CHO细胞系中的miR‑let‑7a的抑制导致包括HMGA2、

MYC、NF2、NIRF、RAB40C以及EIF4A的多个miR‑let‑7a靶标的mRNA水平的提高(图8)。其他基

因如PRDM1、整联蛋白‑B3、IGF、RAS以及EIF2A在miR‑let‑7a的抑制之后并未展现出改变的

mRNA表达水平(数据未示出)。在先前的操作中，RAS已示出翻译上被抑制而非通过mRNA降解

被抑制；因此，我们在miR‑let‑7a的抑制之后测量RAS蛋白表达并且发现水平提高(图9)。因

mAb产生CHO细胞系中源自miR‑let‑7a抑制的mRNA或蛋白质改变而受影响的关键路径包括

增殖、细胞凋亡、应激抗性、细胞代谢、以及翻译和/或分泌机制的调节(穆勒等人，(2008)作

为用于使CHO细胞工厂工程化的靶标的微小RNA，生物技术趋势26(7):359‑365；巴伦等人，

(2011)通过miR‑7的过表达来使CHO细胞生长和重组多肽生产工程化，生物技术杂志151

(2):204‑11；德·维托等人，(2011)Let‑7a是尤因氏肉瘤发展中涉及的直接EWS‑FLI‑1靶

标，PLoS  ONE  6(8):1‑11；辛普森等人，(2007)微小RNA  Let‑7a下调MYC并且使MYC诱导的伯

基特氏淋巴瘤细胞的生长恢复原状，癌症研究67(20):9762‑9770；孟等人，(2007)微小RNA 

let‑7a调节人恶性胆管上皮细胞中的白细胞介素‑6‑依赖性STAT‑3存活信号，生物化学杂

志282(11):8256‑8264；王等人，(2012)在结直肠癌中频繁上调NIRF并且它的致癌性可以由

let‑7a微小RNA压制，癌症通讯社314:223‑231；杨等人，(2011)let‑7a在胃癌中的低水平表

达以及它通过靶向RAB40C涉及肿瘤发生，癌发生32(5):713‑722)。图10中总结了这些路径

以及miR‑let‑7a的靶标在介导这些路径中的潜在作用。

[0127] 我们的结果显示CHO细胞中miR‑let‑7a的抑制导致先前与细胞周期控制/增殖和

细胞凋亡、应激反应、细胞代谢、以及蛋白质转录/翻译相关联的多个基因/蛋白质的变化。

具体而言，我们的结果表明miR‑let‑7a改变RAS、MYC、NF2、RAB40C、NIRF以及HMGA2，它们已

示出在CHO之外的系统中调节细胞增殖和细胞凋亡(图10)。除了细胞增殖和细胞凋亡之外，

MYC和RAS还可以影响适应应激和克服代谢缺陷的能力，这两者对蛋白质的恰当加工和转录

因子的调节而言都是很重要的(图10)。eIF4a也由miR‑let‑7a调节，eIF4a在调节对具有高

蛋白质合成速率的细胞而言必要的翻译起始中发挥重要作用。

[0128] C.结论

[0129] 生产细胞培养物中主动使用的多个mAb产生CHO细胞系中的miR‑let‑7a的抑制通

过在对重组多肽生产而言很重要的路径中调节多个mRNA和蛋白靶标来产生提高的比生产

率和有利的生长特征。总而言之，这项研究的结果表明调节一个或多个微小RNA可以是将生

产能力提高超过它们的当前限制的有效工具。
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[0130]

[0131] 表2.慢病毒载体转导的细胞系中的miRNA表达的PCR证实。miR修饰的细胞系中相

对于亲本细胞系中miR或抗miR表达的水平通过TaqMan或QuantiMir  RT  PCR来评价。

说　明　书 22/24 页

24

CN 105229159 B

24



[0132] miRNA 过表达倍数

亲本 1

抗miR‑let‑7a 1329

miR‑10a 272

抗miR‑10a 无可用引物

抗miR‑16 1304

miR‑21 18

抗miR‑21 683

抗miR‑101 无可用引物

抗miR‑143 255

抗miR‑145 65

[0133] 表3.所有miR修饰的Ab产生CHO细胞系中的相对VCD。示出了与每个miR修饰的或对

照细胞系的基线(第0天)值相比较的三次重复VCD值的平均值±SD。

[0134]

[0135] 表4.所有miR修饰的Ab产生CHO细胞系中的相对滴度。示出了与每个miR修饰的或

对照细胞系的基线(第2天)值相比较的三次重复滴度值的平均值±SD。
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[0136]

说　明　书 24/24 页

26

CN 105229159 B

26



[0001]

序　列　表 1/3 页

27

CN 105229159 B

27



[0002]

序　列　表 2/3 页

28

CN 105229159 B

28



[0003]

序　列　表 3/3 页

29

CN 105229159 B

29



图1

说　明　书　附　图 1/13 页

30

CN 105229159 B

30



图2

说　明　书　附　图 2/13 页

31

CN 105229159 B

31



图3

说　明　书　附　图 3/13 页

32

CN 105229159 B

32



图4

说　明　书　附　图 4/13 页

33

CN 105229159 B

33



图5

说　明　书　附　图 5/13 页

34

CN 105229159 B

34



图6

说　明　书　附　图 6/13 页

35

CN 105229159 B

35



图7

说　明　书　附　图 7/13 页

36

CN 105229159 B

36



图8

说　明　书　附　图 8/13 页

37

CN 105229159 B

37



图9

说　明　书　附　图 9/13 页

38

CN 105229159 B

38



图10

说　明　书　附　图 10/13 页

39

CN 105229159 B

39



图11

说　明　书　附　图 11/13 页

40

CN 105229159 B

40



图12A

说　明　书　附　图 12/13 页

41

CN 105229159 B

41



图12B

说　明　书　附　图 13/13 页

42

CN 105229159 B

42


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021
	DES00022
	DES00023
	DES00024
	DES00025
	DES00026

	BIS
	BIS00027
	BIS00028
	BIS00029

	DRA
	DRA00030
	DRA00031
	DRA00032
	DRA00033
	DRA00034
	DRA00035
	DRA00036
	DRA00037
	DRA00038
	DRA00039
	DRA00040
	DRA00041
	DRA00042


