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Фолликулостимулирующий гормон – это один из важнейших гормонов репродуктивной системы человека, который широко ис-
пользуется во вспомогательных репродуктивных технологиях. Выбор штамма-продуцента рекомбинантного фолликулостимули-
рующего гормона человека (рчФСГ) одна из ключевых задач биотехнологического процесса. 
Цель работы. Целью работы являлось получение стабильной клеточной линии, продуцирующей рчФСГ, с использованием двух 
различных родительских клеточных линий СНО. 
Материалы и методы. Для получения стабильных клонов, продуцирующих рчФСГ, были использованы две клеточные линии – 
СНО-К1 и СНО-DXB 11, адаптированные к культивированию в бессывороточной среде. Подсчет клеток и оценку клеточной жиз-
неспособности осуществляли с помощью окраски трипановым синим. Концентрацию рчфСГ определяли методом иммунофер-
ментного анализа, подлинность белка определяли методом вестерн-блотинга. 
Результаты. Четыре наиболее продуктивных клона, полученные с использованием клеточной линии CHO-DXB 11, были ото-
браны после трех этапов скрининга – отбор пула, селекция клонов и амплификация с использованием метотрексата. Наиболь-
шей продуктивностью в течение 6 дней культивирования обладал клон CHO-FSH 11/24 – 7,1±0,6 мг/л. Три клона были выбраны 
после траснфекции и отбора клонов с использованием клеточной линии CHO-K1. Клон CHO-FSH 91 обладал наибольшей продук-
тивностью после 6 дней культивирования – 10,8±0,9 мг/л. Молекулярные массы препаратов рчФСГ, полученных от разных кле-
точных линий-продуцентов, совпадали с молекулярной массой коммерческого препарата «Гонал Ф» (Merck Serono). 
Выводы. Продуцент, полученный с помощью клеточной линии СНО-К1, будет использован для дальнейших экспериментов. 
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Фолликулостимулирующий гормон (ФСГ) 
представляет собой гетеродимер, состоящий из 
нековалентно связанных цепей – α и β. Он отно-
сится к семейству гормонов-гликопротеинов и ре-
гулирует репродуктивную функцию. ФСГ у жен-
щин стимулирует выработку стероидов и отвечает 
за созревание фолликулов, у мужчин – регулирует 
сперматогенез.  

Первые препараты ФСГ, полученные из мочи 
менопаузальных женщин, появились в середине 
XX века. Они отличались низкой степенью чисто-
ты и содержали значительные количества лютеи-
низирующего гормона (ЛГ), сходного по строению 

с ФСГ. С появлением хроматографии с использо-
ванием высокоаффинных антител к ФСГ удалось 
снизить количество ЛГ в препаратах, но они по-
прежнему содержали некоторое количество моче-
вых белков [1]. Вследствие этого для получения 
ФСГ стали применять рекомбинантные техноло-
гии, позволяющие достигнуть максимальной вос-
производимости процесса и высокой степени чи-
стоты препарата. 

В клинических целях в настоящее время при-
меняют коммерческий препарат «Гонал Ф» произ-
водства Merck Serono (Италия). Срок действия 
большинства патентов на препарат истек. Это от-
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крывает возможность для создания его биоанало-
гов. Разработка и появление на рынке отечествен-
ных препаратов-дженериков позволят повысить 
доступность препарата для пациентов и снизить 
зависимость отечественной медицины от зарубеж-
ных поставок фармацевтических препаратов. 

Рекомбинантный фолликулостимулирующий 
гормон человека (рчФСГ) получают в клетках 
яичника китайского хомячка СНО. Первоначально 
продуцентов получали в адгезионных клеточных 
линиях СНО [2, 3], применяя фетальную сыворот-
ку коров, которая может быть потенциальным ис-
точником прионных заболеваний и не имеет хи-
мически определенного состава. В работах [4, 5] 
штаммы-продуценты рчФСГ были получены в ад-
гезионных клетках, а культивирование клеток с 
целью наработки белка осуществляли в суспензи-
онных условиях. Потенциальными недостатками 
данного способа культивирования могут быть чув-
ствительность клеток к перемешиванию и необхо-
димость использования микроносителей.  

Использование суспензионных культур СНО 
упрощает работу при масштабировании процесса, 
позволяет достигнуть высокой волюметрической 
продуктивности штамма. Создание высокопродук-
тивных продуцентов рчФСГ является актуальной 
задачей, поскольку препараты активно использу-
ются во вспомогательных репродуктивных техно-
логиях. 

Ц е л ь  р а б о т ы  − получение штаммов-
продуцентов, полученных в двух суспензионных 
клеточных линиях СНО – CHO-K1 и СНО-DXB 11, 
и выбор штамма для последующего этапа оптими-
зации процесса культивирования. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
В работе использовали две родительские ли-

нии клеток СНО – СНО-К1 и CHO-DXB 11, дефи-
цитная по дигидрофолатредуктазе. Ранее эти кле-
точные линии были адаптированы к культивиро-
ванию в бессывороточных условиях в лаборатории 
иммунофармакологии ФГУП «ГосНИИ ОЧБ» 
ФМБА России. Клетки культивировали в смеси 
сред CDM4CHO и PF CHO (GE Healthcare) в соот-
ношении 1:1 при 37 °С и атмосфере 5%-ного СО2 в 
платах стационарно или пробирках на шейкере 
при 180 об/мин.  

Клетки трансфецировали плазмидами, содер-
жащими кодонно-оптимизированные нуклеотид-
ные последовательности (НП) α- и β-цепей 
рчФСГ. Нуклеотидные последовательности α-цепи 

находилась в векторах pTVK4d-FSHalpha и 
pTVK4p-FSHalpha. Первый вектор использовали 
для котрансфекции клеток линии CHO-DXB 11, он 
содержал селективный ген дигидрофолатредукта-
зы, второй – для котрансфекции клеток линии 
СНО-К1, он содержал селективный ген устойчи-
вости к пуромицину. Вектор pTVK4n-FSHbeta, со-
держащий НП β-цепи и имеющий в составе ген 
устойчивости к неомицину, использовали для ко-
трансфекции обеих линий.  

Для проведения трансфекции клетки засевали 
в 24-луночные планшеты и на следующие сутки 
трансфецировали с помощью полифекционного 
агента Turbofect (Thermo Scientific) согласно ин-
струкции производителя. На вторые сутки после 
трансфекции клетки рассевали в 50-мил-
лилитровые пробирки для культивирования (Jet 
Biofil) в селективной среде с целью получения 
стабильных пулов. Из стабильных пулов с 
наибольшим уровнем волюметрической продук-
тивности рчФСГ отбирали клоны с помощью ме-
тода предельных разведений. Клоны, полученные 
из клеточной линии CHO-DXB 11, использовали 
для дальнейшей амплификации и получения конов 
с более высоким уровнем продукции. Наиболее 
продуктивные клоны, полученные от разных ро-
дительских клеточных линий, сравнивали по ос-
новным показателям – концентрации живых кле-
ток, жизнеспособности, продуктивности. Подсчет 
клеток осуществляли в камере Горяева, жизнеспо-
собность клеток оценивали по исключению три-
панового синего. Содержащийся в культуральной 
жидкости рчФСГ исследовали на подлинность с 
помощью метода вестерн-блотинга. 

Концентрацию рчФСГ в культуральной жид-
кости (КЖ) определяли с помощью набора для им-
муноферментного анализа «Гонадотропин-ФСГ» 
(Алкор Био). В вестерн-блотинге для идентифика-
ции белка использовали антитела к β-цепи ФСГ, 
конъюгированные с пероксидазой хрена (Алкор 
Био). Перед разделением белка в полиакриламид-
ном геле культуральную жидкость концентрирова-
ли с использованием ультрафильтрационных коло-
нок Amicon Ultra-0,5 с пределом отсечения 10 кДа 
(Merck). Препаратом сравнения являлся коммерче-
ский препарат рчФСГ «Гонал-Ф» (Merck Serono). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Для получения стабильных клонов продуцен-

тов рчФСГ были выбраны векторы серии pTVK4 
[6, 7]. Все векторы данной серии содержат после-
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довательность UCOE, обеспечивающую повы-
шенную частоту интеграции плазмидного вектора 
в транскрипционно активные сайты хроматина. 
Это приводит к высокому уровню и повышенной 
стабильности продукции целевого белка, кодиру-
емого плазмидным вектором [8].  

После трансфекции первоначально на селек-
тивной среде получали поликлональную популяцию, 
а затем отбирали наиболее продуктивные клоны из 
полученной популяции методом предельных разве-
дений. Используемые концентрации селективных 
агентов (антибиотиков и метотрексата) были пред-
варительно подобраны экспериментально. 

На начальном этапе при получении поликло-
нальной популяции клеток СНО-DXB 11, экспрес-
сирующей рчФСГ, использовали селективную 
среду без гипоксантина и тимидина с содержани-
ем 150 мг/л генетицина. Генетицин используется 
для селекции клеток, содержащих ген устойчиво-
сти к неомицину, поскольку он является его ана-
логом и имеет сходный механизм действия. Жиз-
неспособность клеток в пуле снизилась на первом 
пассаже до 78% и возросла до 97% на восьмом 
пассаже. Затем пул использовали для получения 
отдельных клонов-продуцентов. В процессе кло-
нирования было отобрано четыре клона, которые 
пересевали с использованием селективной среды 
сначала в 48-луночные платы, затем в 6-луночные 
и в пробирки для культивирования. При каждом 
пересеве оценивали волюметрическую продуктив-
ность клонов. Полученные клоны использовали 
для дальнейшей амплификации с метотрексатом, с 
целью повышения продуктивности итогового кло-

на. Только клетки клона 24 смогли адаптироваться 
к метотрексату в конечной концентрации 2,5 нМ. 
Этот исходный клон был использован для даль-
нейшего субклонирования. После клонирования и 
трех последовательных скринингов были отобра-
ны четыре клона, которые наравне с исходным 
клоном, использовали для проведения культиви-
рования в 50-миллилитровых пробирках для опре-
деления основных характеристик (табл. 1). Клон 
СНО-FSH 11/24 был наиболее перспективным и 
отличался более высокой удельной и волюметри-
ческой продуктивностью по сравнению с исход-
ным клоном СНО-FSH 24. 

В среду для культивирования трансфециро-
ванных клеток линии СНО-К1 добавляли селек-
тивные антибиотики − 10 мг/л пуромицина и  
200 мг/л генетицина. После перевода на селектив-
ную среду в течение первых трех пассажей жизне-
способность клеток снизилась до 11,4%, затем 
начала повышаться и на шестом пассаже достигла 
100%. После клонирования полученной клеточной 
популяции было отобрано 14 клонов, обладающих 
наибольшей продуктивностью. На последнем эта-
пе скрининга были отобраны три клона-проду-
цента рчФСГ. Их пересевали в пробирки в среду 
без селективных агентов для того, чтобы оценить 
накопление продукта в течение 6 суток культиви-
рования. Результаты приведены в табл. 2. 

На основании полученных результатов был 
отобран клон 91, названный CHO-FSH 91, обеспе-
чивающий накопление в культуральной жидкости 
10,8±0,9 мг/л рекомбинантного ФСГ человека на 
шестые сутки культивирования. 

Таблица 1. Характеристики клонов-продуцентов рчФСГ,  
полученные с использованием клеточной линии СНО-DXB 11, на шестые сутки культивирования 

№  
клона 

Волюметрическая продуктивность, 
мг/л 

Удельная продуктивность, 
пг/клетку/день 

Концентрация живых клеток, 
106 кл/мл 

Жизнеспособность,  
% 

11/24 7,1±0,6 0,7±0,03 6,5±0,6 94±2 

8/24 2,5±0,4 0,2±0,03 4,7±0,5 91±3 

9/24 1,1±0,1 0,1±0,01 3,2±0,5 70±2 

10/24 0,9±0,1 0,1±0,01 3,1±0,4 80±4 

24 2,41±0,3 0,2±0,01 3,7±0,3 87±2 
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Таблица 2. Характеристики клонов-продуцентов рчФСГ,  
полученные с использованием клеточной линии СНО-К1, на шестые сутки культивирования 

№ 
клона 

Волюметрическая продуктивность,  
мг/л 

Удельная продуктивность, 
пг/кл/день 

Концентрация живых клеток,  
106 кл/мл 

Жизнеспособность, 
% 

91 10,8±0,9 1,3±0,02 6,2±0,5 94±2 

38 4,1±0,2 0,3±0,02 5,4±0,6 85±3 

39 2,5±0,1 0,2±0,01 3,8±0,6 82±3 

 
 

  
         1               2            3            M 

Вестерн-блот образцов КЖ наиболее продуктивных клонов: М – 
маркер молекулярных масс (Thermo Scientific), 1 - препарат 
«Гонал Ф», 2 – КЖ клона CHO-FSH 91, 3 - КЖ клона CHO-FSH 
11/24 

 
При сравнении характеристик наиболее про-

дуктивных клонов, полученных из разных клеточ-
ных линий СНО, отмечено, что в общем случае 
характеристики были сходными для клонов из 
обеих родительских клеточных линий. Исключе-
нием являлся клон СНО-FSH 91, полученный из 
линии клеток СНО-К1, отличавшийся значитель-
ным приростом клеток и более высокой продук-
тивностью. Культуральную жидкость после 6 су-
ток культивирования от наиболее продуктивных 
клонов-продуцентов из двух разных родительских 
линий CHO-FSH 91 и СНО-FSH 11/24 анализиро-
вали с помощью вестерн-блотинга.  

Показано, что молекулярные массы рчФСГ, 
полученных от клонов-продуцентов, не отличают-

ся друг от друга и совпадают с молекулярной мас-
сой оригинального препарата рчФСГ «Гонал Ф» 
(рисунок).  

Использование клеточной линии СНО-К1 в 
экспериментах оказалось наиболее целесообраз-
ным. Важно отметить что, клон СНО-FSH 11/24 
может быть использован для амплификации с воз-
растающей концентрацией метотрексата, что поз-
волит увеличить удельную продуктивность клона.  

ВЫВОДЫ 
1. В линиях клеток CHO-DXB 11 и СНО-K1 бы-

ли получены штаммы-продуценты рчФСГ. 
Продуцент СНО-FSH 91, полученный в клет-
ках линии СНО-К1, обладал более высокой 
волюметрической продуктивностью по срав-
нению c продуцентом CHO-FSH 11/24, полу-
ченным в клеточной линии CHO-DXB 11.  

2. Подлинность белка была подтверждена с по-
мощью вестерн-блотинга в сравнении с ори-
гинальным препаратом. 
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Follicle-stimulating hormone (FSH) is one of the most important hormones of reproductive system and it is widely used as a treatment 
in an assisted reproductive technology. Choice of productive cell line for recombinant human FSH (rhFSH) protein production is the 
major issue of biotechnological process.  
Study objective. The aim of the study was to generate stable cell lines for rhFSH production using different parental CHO cell lines 
and compare their characteristics. 
Material and methods. Two CHO suspension parental cell lines were used for stable cell line generation – CHO-K1 and CHO-DXB 11 
adapted to suspension conditions. Cell count and viability were analyzed by trypan blue exclusion method. RhFSH concentration was 
measured by ELISA, protein identity was confirmed by western blot analysis.  
Results. Four clones generated from CHO-DXB 11 cell line were selected after 3 steps – pool selection, clone selection and methotrex-
ate amplification. Productivity during 6 days of cultivation for the most productive clone CHO-FSH 11/24 was 7,1±0,6 mg/l. Three 
clones were chosen after transfection and cell cloning of CHO-K1 cells transfected with plasmids containing of FSH α- and β-chains se-
quences. The highest productivity was detected for CHO-FSH91 clone and it was 10,8±0,9 mg/l. Molecular weight of rhFSH was identi-
cal for rhFSH purified from cell culture of optimal clones and commercial preparation Gonal-F (Merck Serono). 

Key words: CHO-FSH91 clone which was generated from CHO-K1 cell line was chosen for the further experiments. 
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