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重组人凝血因子 IX在HEK293细胞中的稳定表达与功能鉴定

王 倩 1#, 邹 森 2#, 张甲年 1, 张子涛 1, 刘佳骏 1, 朱丽华 1*, 杨兆勇 2*

(1. 华北理工大学, 河北 唐山 063000; 2. 中国医学科学院医药生物技术研究所, 北京 100050)

摘要: 本研究为构建表达重组人凝血因子 IX (recombinant human coagulation factor IX, rhFIX) 的人源胚胎肾上

皮细胞 293 (human embryonic kidney 293 cells, HEK293) 稳定细胞株, 并鉴定表达产物的促凝血生物学活性, 将重组

质粒 pcDNA3.1-FIX转染HEK293细胞, 经遗传霉素 (geneticin, G418) 压力筛选获得单克隆稳定转染细胞株。逆转

录聚合酶链式反应 (reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) 鉴定F9基因在单克隆稳定转染细胞株

中是否发生转录表达 , 十二烷基硫酸钠 −聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE) 和 Western blot 鉴定 rhFIX 的表达; 二辛可宁酸法 (bicinchoninic acid assay, BCA) 测定

rhFIX的浓度, 活化部分凝血活酶时间 (activated partial thromboplastin time, APTT) 测定 rhFIX的促凝血活性。结果

表明, G418 (200 µg·mL-1) 加压筛选后获得 5株单克隆稳定细胞株能够正常转录, 且可通过转录翻译过程实现蛋白

表达; 细胞上清液蛋白纯化后呈现 rhFIX 单一条带; rhFIX 表达量最高达到 (1.58 ± 0.10) mg·L-1, 凝血活性最高为 

(66.8 ± 0.5)%。所建立的HEK293单克隆稳定转染细胞株能够高效、稳定地表达 rhFIX, 且具有良好的促凝活性, 为

推进 rhFIX的成药性评价与临床前研究提供了细胞来源。
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Abstract: This study aimed to construct a stable cell line of human embryonic kidney epithelial cells 293 

(HEK293) expressing recombinant human coagulation factor IX (rhFIX) and to identify the procoagulant 

biological activity of the expressed product. The recombinant plasmid pcDNA3.1-FIX was transfected into 

HEK293 cells, and a monoclonal stable transfection cell line was obtained through geneticin (G418) pressure 

screening. Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to determine whether the FIX gene 

was transcribed and expressed in the monoclonal stable transfection cell line. Sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot were used to identify the expression of rhFIX; 

the concentration of rhFIX was determined by bicinchoninic acid assay (BCA), and the procoagulant activity of 

rhFIX was determined by activated partial thromboplastin time (APTT). The results showed that after G418 
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(200 µg·mL-1) pressure screening, 5 monoclonal stable cell lines could be normally transcribed, and the protein 

expression could be achieved through the transcription-translation process; the protein in the cell supernatant was 

purified and showed a single band of rhFIX; the expression level of rhFIX reached (1.58 ± 0.10) mg·L-1, and the 

maximum procoagulant activity was (66.8 ± 0.5)%. The established HEK293 monoclonal stable transfection cell 

line can efficiently and stably express rhFIX and has good procoagulant activity, providing a cell source for 

promoting the pharmacological evaluation and preclinical research of rhFIX.

Key words: hemophilia B; recombinant human coagulation factor IX; HEK293 monoclonal cell line; stable 

expression; coagulation activity

血友病 B, 即凝血因子 IX (coagulation factor IX, 

FIX) 缺乏症, 是一种X连锁隐性疾病[1], 也是最常见的

出血性疾病之一; 其临床特征是关节、肌肉和内脏自发

性或长期出血。血友病B通常与关节反复出血引起的

致残关节病有关[2], 有潜在的生命危险。该类患者根

据患病程度分为三类 , 即症状严重 (FIX 活性 < 1%), 

症状中等 (FIX活性在 1%～5%之间) 和症状轻度 (FIX

活性在 5%～40% 之间[3])。血友病 B的临床治疗主要

依靠新鲜血浆中的 FIX, 但这些制剂中 FIX 的浓度较

低, 无法满足临床需求[4]。

FIX 是一种在肝脏合成的依赖维生素 K 的糖蛋

白[5], 成熟过程需要多个复杂的翻译后修饰, 包括 12个

谷氨酸残基的 γ-羧化、糖基化、残基的羟基化和磷酸

化[6,7]。血浆中的成熟 FIX蛋白是一种由 415个氨基酸

组成的单链蛋白质, 分子质量约为 57 kDa。F9由多个

结构域组成: N-末端 GLA 结构域、短疏水序列、两个

EGF结构域、连接区、激活肽和 C-末端丝氨酸蛋白酶

结构域。钙离子对于GLA和EGF结构域的正确折叠

是必不可少的 , 其具有良好的钙结合位点[8,9]; 此外 , 

11个二硫键稳定了F9分子的整体结构[10]。

HEK293 细胞来源于人类, 具有与人类合成自身

蛋白类似的翻译后修饰程序, 是一种被授权用于生产

治疗性重组蛋白的细胞系[11]。基于高转染效率及良好

的瞬时表达特性, HEK293细胞系被普遍应用于治疗

性蛋白的快速筛选与表达工艺开发[12], 加之能够适应

无血清悬浮培养[13], 该细胞已成为大规模生产人重组

蛋白的关键宿主。本研究选择 HEK293 细胞作为

rhFIX的表达宿主, 聚焦于 pcDNA3.1-FIX重组载体的

构建, 筛选稳定表达 rhFIX 的 HEK293单克隆细胞株, 

对其表达水平及促凝血功能进行系统性评价, 为推进

该蛋白的后续药物开发奠定基础。

材料与方法

质粒及细胞 pcDNA3.1-FIX 质粒和 pcDNA3.1-

EGFP-FIX质粒均由中国医学科学院医药生物技术研

究所提供。人胚肾细胞系HEK293细胞购自美国典型

培养物保藏中心 (American Type Culture Collection, 

ATCC)。

主要试剂 Eagle 必需培养基 (Eagle's minimum 

essential medium, EMEM, 批号 : 80203251) 购自美国

ATCC; 0.25%胰蛋白酶 (批号: 3066349)、胎牛血清 (批

号: N2785574P) 均购自美国 Gibco 公司; 聚乙烯亚胺 

(polyethyleneimine, PEI, 批号: 543794) 转染试剂购自

美国 MCE公司; PVDF膜 (批号: FFP32)、G418 (批号: 

A315250901)、BCA蛋白浓度测定试剂盒 (增强型) (批

号: A224250708) 均购自上海碧云天生物技术有限公

司; 小鼠抗6×His Tag单克隆抗体 (批号: L123AA2022)、辣

根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG (批号: K603AA035) 

均购自上海生工生命科学有限公司 ; One Step 

SuperRT-PCR Mix Kit (批号: 14231222001)、总RNA提

取试剂盒 (Solarbio, 批号 : 240006003) 均购自北京索

莱宝科技有限公司; 无内毒素质粒小提中量快速提取

试剂盒 (批号: B0821B) 购自天根生化科技 (北京) 有

限公司; 考马斯亮蓝快速染液 (批号: 039C1196) 购自

上海雅酶生物医药科技有限公司; TBST速溶颗粒 (批

号 : 7209030551) 购自北京兰博利德商贸有限公司 ; 

APTT试剂盒 (批号: 325032) 购自武汉中太生物技术

有限公司; 标准血浆 (批号: NP703-2)、乏 IX因子血浆 

(批号 : DPF09-12) 均购自上海船夫生物技术有限公

司; DNA测序、基因和引物合成均由北京六合华大基

因科技有限公司完成。

HEK293 细胞培养及 pcDNA3.1-EGFP-FIX 转

染 HEK293细胞在 37 ℃、5% CO2的培养箱中贴壁培

养。细胞融合度达到约 90%时, 进行传代: 0.25%胰酶

消化 3 min, 完全培养基 (含 10%胎牛血清的EMEM基

础培养基) 终止反应 , 1 200 r·min-1离心 3 min 收集细

胞。重悬离心后的细胞沉淀, 调整每毫升细胞为 106个

后接种至新培养瓶。细胞生长至对数生长期进行转

染: 转染前 2 h, 将培养基更换为无血清的EMEM基础

培养基 ; 取 10 μg 经 0.22 μm 滤膜除菌的 pcDNA3.1-

EGFP-FIX 质粒 , 与 1 mL EMEM 培养基轻柔混匀; 另

取 25 μL PEI, 与 1 mL EMEM 培养基振荡混匀。将上

·· 1713



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2026, 61(5): 1712−1718

述两种溶液等体积混合 , 室温孵育 30 min 以形成

DNA-PEI复合物。将 2 mL复合物逐滴加入细胞培养

瓶 , 置于 37 ℃、5% CO2 条件下继续培养。以转染

pcDNA3.1-FIX质粒的细胞为阴性对照, 转染流程同实

验组, 转染后72 h观察并记录细胞荧光强度。

pcDNA3.1-FIX 稳定转染及单克隆细胞株筛

选 EMEM完全培养基重悬HEK293细胞, 以每毫升

104个细胞将HEK293细胞接种于 24孔板。24 h后, 更

换含不同 G418 浓度梯度 (0、100、200、300、400、500、

600、700和 800 µg·mL-1) 的完全培养基, 每个梯度重复

3个复孔; 将 14天左右能够杀死所有 HEK293细胞的

最小G418浓度作为最适宜的筛选浓度。

pcDNA3.1-FIX转染HEK293细胞 48 h后, 更换为

含有G418 (筛选浓度为 200 µg·mL-1) 的EMEM完全培

养基, 继续培养 14天获得抗性菌落, 期间 2～3天更换

新鲜培养基。抗性细胞株经 0.25%胰酶消化后进行细

胞计数 , 调整细胞浓度为每毫升 960 个并定容至

96 mL, 以每孔 100 μL的体系接种 96孔板。将孔板置

于 37 ℃、5% CO2培养箱中过夜培养; 24 h后于倒置显

微镜下观察, 标记仅含单个细胞的孔。后续每 3天更

换含 G418的新鲜 EMEM 完全培养基, 待孔内单细胞

增殖形成克隆且细胞密度达孔底 80%时, 依次将细胞

传代至 24 孔板、6 孔板、25 cm2培养瓶及 75 cm2培养

瓶, 后续培养、传代及冻存操作同常规HEK293细胞。

筛选 5株促凝血活性较好的单克隆稳定转染细胞株, 

进行扩大培养与连续传代。

rhFIX 单克隆稳定转染细胞株的鉴定及活力检

测 提取单克隆稳定转染细胞株总RNA为模板, 按照

RT-PCR试剂盒说明书扩增F9基因。单克隆稳转株活

力检测: 选取上述 5株单克隆稳定转染细胞株经传代

后进行增殖分析: 培养的第 1～6日内每日计数, 并检

测细胞活率, 以培养时间和细胞数量/细胞活率为变量

绘制生长曲线。

rhFIX 蛋白纯化、SDS-PAGE 和 Western blot 检

测 His Tag Ni-NTA 树脂亲和层析法纯化 rhFIX。首

先以低浓度咪唑 (50 mmol·L-1 NaH2PO4、300 mmol·L-1 

NaCl、10 mmol·L-1咪唑、10%甘油, pH 8.0) 缓冲液平衡

树脂, 将细胞上清与含蛋白酶抑制剂的同类缓冲液共

孵育 2 h后上柱, 依次采用中、高浓度咪唑 (50 mmol·L-1 

NaH2PO4、300 mmol·L-1 NaCl、20 mmol·L-1 咪唑、10%

甘 油 , pH 8.0; 50 mmol·L-1 NaH2PO4、300 mmol·L-1 

NaCl、250 mmol·L-1咪唑、10%甘油, pH 8.0) 缓冲液进

行洗涤和洗脱, 获得纯化蛋白。将纯化 rhFIX样本与

5× loading buffer按体积比 4∶1混合, 煮沸 6 min。SDS-

PAGE电泳: 参数设置恒压 130 V, 时间 50 min, 使用考

马斯亮蓝染液染色并凝胶分析。Western blot检测: 转

膜时参数设置恒流 350 mA, 90 min快速转膜; 摇床上

5%脱脂奶粉室温封闭 2 h; 一抗 4 ℃孵育过夜, 二抗室

温孵育1 h, 结束后立即显影。

rhFIX浓度检测 BCA试剂盒测定蛋白浓度: 依

试剂盒说明绘制标准曲线。分别收集连续传代 10次

细胞、冻存复苏细胞的培养上清液各 50 mL, 经浓缩纯

化至 200 μL; 取 rhFIX 样品 20 μL 加入酶标孔 , 添加

200 μL工作液, 37 ℃孵育 30 min, 于A562 nm波长读取吸

光度值, 代入标准曲线计算蛋白浓度。重复独立制备

3次单克隆稳转细胞株的 rhFIX样本检测浓度。以转

染 pcDNA3.1 空质粒的 HEK293 细胞上清为阴性

对照。

rhFIX凝血生物活性检测 rhFIX凝血生物活性

的检测方法参照 2020年版《中华人民共和国药典》[14]

进行。标准人血浆配制系列浓度标准品, 以凝血活性

百分比的对数值为 X轴, 相应凝固时间的对数值为 Y

轴, 绘制标准曲线。分别取 25 μL上述纯化后的 rhFIX

样品及空白对照样本, 各与 25 μL乏 FIX血浆混匀; 加

入 50 μL APTT试剂后, 于半自动凝血分析仪 37 ℃孵

育 3 min, 加入 50 μL预热CaCl2试剂, 记录体系凝固时

间。将凝血时间对数值代入标准曲线方程 , 计算

rhFIX 相对标准血浆的百分比活性。以 pcDNA3.1 空

载体质粒转染细胞的上清液作为阴性对照。

统计学分析 图表绘制和统计处理均由 Graph‐

Pad Prism 9.5.0 完成。呈正态分布的数据表示为 (均

值 ± 标准差)。多组均值的差异性通过单因素方差分

析 (one-way ANOVA) 进行判断, 并运用Dunnett's法对

实验组与对照组做进一步比较。P < 0.05表示差异有

统计学意义。

结果

1　pcDNA3.1-EGFP-FIX质粒瞬时转染HEK293细胞

为验证真核蛋白表达系统的有效性 , 本研究将

pcDNA3.1-EGFP-FIX 质粒转染至 HEK293细胞, 转染

72 h后进行荧光观察, 测得转染效率为 (41.7 ± 0.5)%。

实验结果表明: 转染 pcDNA3.1-FIX 质粒的阴性对照

组 (图 1A、B) 细胞无荧光信号检出, 转染组 (图 1C、D) 

细胞可见显著绿色荧光, 表明 EGFP-FIX 融合蛋白成

功表达。

2　pcDNA3.1-FIX单克隆细胞株的筛选及鉴定

在本实验中 , G418 筛选单克隆的最适宜浓度为

200 µg·mL-1; 加压筛选获得 20株单克隆稳定转染细胞

株。依据上清中 rhFIX蛋白的凝血时间 (图 2A), 挑选

5株生长状态好、凝血活性高的单克隆稳定转染细胞
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株 (FIX-17、FIX-28、FIX-35、FIX-57、FIX-62) 继续扩大

培养。提取单克隆稳定转染细胞株总 RNA, RT-PCR

产物经 1% 琼脂糖凝胶 , 目的片段位于 1 200 bp 附近 

(图 2B), 提示F9基因在HEK293单克隆稳定株中能够

正常转录, 且可通过转录翻译过程实现蛋白表达。

3　rhFIX单克隆稳定转染细胞株的活力检测

为评估单克隆稳定转染细胞株的活力, 分别对传

代后的 5株单克隆稳定转染细胞株的生长速度和细胞

活力进行检测。结果显示 , 稳定转染株的增殖速率 

(图 3A) 及其活率 (图 3B) 与正常HEK293细胞相比无

显著差异 (P > 0.05)。

4　rhFIX蛋白纯化、SDS-PAGE和Western blot检测

收集 5株 rhFIX单克隆稳定转染细胞株培养上清

并经镍柱纯化, SDS-PAGE (图 4A) 和Western blot (图

4B) 显示, 纯化后Elution中 rhFIX均为特异性条带, 分

子质量约为 57 kDa (与预期相符), 表明 rhFIX 蛋白成

功表达。

5　单克隆稳定转染细胞株表达 rhFIX的浓度检测

分别收集 5 株单克隆稳定转染细胞株连续传代

10次及冻存复苏后的培养基上清, 进行 3次独立重复

实验测定 rhFIX 的表达浓度。依据 BCA 标准曲线 

(R2 = 0.995 2) (图 5A) 计算可得, 5株连续传代后的单

克隆稳定转染细胞株产生的 rhFIX浓度分别为 (1.15 ± 

0.05)、(1.47 ± 0.04)、(1.58 ± 0.10)、(0.95 ± 0.03) 和 (1.34 ± 

0.04) mg·L-1, 5 株单克隆稳定转染细胞株在续传代与

冻存复苏后 , 其 rhFIX 的表达量未呈现显著性差异 

(P > 0.05) (图5B)。

6　单克隆稳转细胞株表达 rhFIX的促凝血活性测定

一期凝固法检测 rhFIX的促凝血生物学活性。基

于标准血浆的活性标准曲线 (图 6A) 测定 5株单克隆

稳定转染细胞株经连续传代 10次细胞及冻存复苏后

Figure 1　Transient transfection of HEK293 cells with pcDNA3.1- 

EGFP-FIX. A: The blank control group (pcDNA3.1-FIX) shows 

black and white color; B: Fluorescence color development in the 

blank control group; C: Black and white color development in the 

transient transfection group (pcDNA3.1-EGFP-FIX); D: Fluorescence 

coloration in the transient transfection group. Scale bar: 50 μm. FIX: 

Coagulation factor IX

Figure 2　 Screening and identification of monoclonal stably transfected cell lines. A: Detection of clotting time of rhFIX secreted by 

monoclonal stably transfected cell lines; B: Transcriptional expression identification of the F9 gene in stably transfected monoclonal cell 

lines

Figure 3　Viability detection of monoclonal stably transfected cell lines. A: Growth curves of normal HEK293 cells and monoclonal stably 

transfected cell lines; B: Cell viability of normal HEK293 cells and monoclonal stable transfected cell lines. ns: P > 0.05

·· 1715



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2026, 61(5): 1712−1718

的促凝血活性。结果显示, 对照组细胞上清促凝血时

间大于 120 s (图 6B); 5株单克隆稳定转染细胞株分泌

的 rhFIX较对照组促凝血时间显著缩短; 其中, FIX-35

促凝血时间最短 (77.8 ± 0.1) s, 对应的促凝血活性达

到 (66.8 ± 0.5)% (图 6C)。此外, 连续传代与冻存复苏

后, 各细胞株表达蛋白的促凝血活性未出现统计学差

异, 表明 5株单克隆稳定转染细胞株可稳定分泌具有

高效促凝血活性的 rhFIX。

讨论

血友病A和B是由凝血因子VIII (coagulation factor 

VIII, FVIII) 或FIX缺乏活性引起的X连锁遗传性出血

性疾病[15]。迄今为止, 血友病的治疗主要采用血浆来

源或重组FVIII/FIX浓缩物的替代疗法, 包括半衰期延

长的替代疗法[16]。血源性FIX的应用面临多重固有局

限。首要风险在于生物安全性, 难以完全规避已知病

原体残留或未知新发病原体污染的理论可能。另一显

著局限在于生产层面, 其供应高度依赖有限的人血浆

资源; 此外, 复杂的纯化与病毒灭活工艺使得生产成本

居高不下, 而终产品中残留的异源血浆蛋白还可能引

入潜在的免疫原性风险。

目前已有 4家企业的 rhFIX上市[17], 包括辉瑞公司

的 Bene hFIX、百健艾迪公司的 Alprolix、百特公司的

Rixubis 及诺和诺德公司的 Rebinyn, 其中 Bene hFIX、

Figure 4　Expression of the monoclonal stably transfected cell line rhFIX. A: SDS-PAGE identification of monoclonal stably transfected 

cells; B: Western blot identification of monoclonal stably transfected cells

Figure 5　Determination of rhFIX concentration in stably transfected monoclonal cells. A: Standard curve for BCA protein concentration 

determination; B: Determination of the secretion level of rhFIX in 5 stably transfected monoclonal cell lines after continuous passage and 

cryopreservation recovery treatment

Figure 6　The clotting time and clotting activity of the stably transfected monoclonal cell line expressing rhFIX. A: Normal reference 

plasma standard curve; B: Procoagulation time of rhFIX for 5 stably transfected monoclonal cell lines after continuous passage and 

cryopreservation recovery treatment; C: The procoagulant activity of rhFIX in 5 stably transfected monoclonal cell lines after continuous 

passage and cryopreservation recovery treatment
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Rixubis 和 Rebinyn 均 在 中 国 仓 鼠 卵 巢 (Chinese 

hamster ovary, CHO) 细胞中表达制备。治疗性重组

蛋白药物领域在近年实现了高速发展, 其主流生产技

术以哺乳动物细胞表达体系为主[18]。CHO 细胞可能

产生非人源糖型 (如 α-1,3-半乳糖苷酶), 该糖型易被

人体免疫系统识别 , 增加重组蛋白的免疫原性风险 , 

进而影响蛋白体内安全性与疗效稳定性; HEK293细

胞具有高密度培养易实现、转染效率优异、可高效表

达并分泌重组蛋白 , 且能完成与人类高度相似的翻

译后修饰等优势 , 因此被广泛应用于复杂重组蛋白

的制备[11]。因此 , 开发 HEK293 源性的 rhFIX 具有重

要的意义。国内报道 rhFIX的表达水平普遍不高: 研

究者[19]在小鼠脂肪干细胞中测得 rhFIX 的表达量为 

(21.33 ± 3.93) ng·(106个细胞/24 h)-1; 另有学者在小鼠

脂肪干细胞中所获 rhFIX 的稳定表达量的最高值为 

(81.62 ± 8.82) μg·L-1[20], 均未能突破毫克级瓶颈。与之

相比, 本研究采用HEK293细胞平台, 将 rhFIX的表达

量提升至 (1.58 ± 0.10) mg·L-1, 较先前研究显著提高。

本研究基于HEK293系统, 通过EGFP-FIX融合蛋

白确认其真核表达效能。所选 pcDNA3.1表达载体含

有 neoR 抗性筛选标签 , pcDNA3.1-FIX 成功转染

HEK293细胞后具有抗遗传霉素的抗性。稳定转染的

细胞在含有G418的培养基中正常存活, 基因没有整合

至细胞者则在筛选过程中死亡[21]。通过有限稀释法成

功分离获得 20株单克隆稳定转染细胞株, 并系统评估

其 rhFIX凝血功能活性及表达水平。各单克隆稳定转

染细胞株间 rhFIX表达水平与凝血活性呈非完全一致

性相关, 可能与不同克隆稳定转染细胞株的翻译后修

饰功能异质性有关。本实验采用经典有限稀释法进行

阳性克隆筛选[22], 在维持操作简便性的同时确保单克

隆来源可靠。

活化部分凝血活酶时间实验是评估 rhFIX的凝血

生物学活性的经典方法, 其原理基于在枸橼酸钠抗凝的

血浆中, 先后加入部分凝血活酶 (提供磷脂表面) 和活

化剂 (如白陶土, 激活内源性凝血因子), 经孵育后, 再

加入钙离子启动被刻意中断的凝血过程。通过精确测

定从加入钙离子到纤维蛋白凝块形成所需的时间, 来

评估FIX的功能状态。本研究通过测定活化部分凝血

活酶时间验证了 rhFIX的功能活性及其治疗应用潜力。

本研究构建的单克隆稳定转染HEK293细胞株分

泌的 rhFIX可显著缩短凝血时间, 其凝血活性最高达 

(66.8 ± 0.5)%, 相较于国内文献报道的 8.5% 活性水

平[19]提升近 8倍, 充分证实单克隆稳定转染细胞体系

可有效增强 rhFIX的凝血功能活性。然而, 该活性水

平仍略低于已上市 rhFIX 产品 , 这一差异可能与

HEK293工程细胞的蛋白翻译后修饰效率、纯化过程

中目标蛋白的构象稳定性以及体外活性检测体系的反

应条件相关; 通过优化细胞培养工艺以提升蛋白表达

质量、改进纯化流程减少活性损失、建立更贴近体内生

理状态的活性评估模型等策略, 可进一步提高 rhFIX

的活性水平与产品应用潜力。

综上, 本研究成功建立了基于 HEK293细胞的真

核稳定转染平台, 通过系统性筛选获得了兼具高水平

表达和高效凝血活性的单克隆细胞株, 为 rhFIX的大

规模制备奠定了关键技术基础。后续研究工作将重点

开展贴壁 HEK293细胞的悬浮适应性驯化, 并进一步

优化表达条件, 旨在构建可规模化放大、适用于高密度

培养的 rhFIX生产体系。本研究的最终目标是获得符

合药品生产质量管理规范要求的悬浮单克隆细胞株, 

为重组凝血因子类药物的工业化生产提供标准化、质

量可控的细胞工厂平台。
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