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信号肽对肝细胞生长因子HGF在
CHO中表达及分泌的影响

徐栋生  陈  蕴  金  坚*

(江南大学药学院, 药物设计及药理实验室, 无锡 214122)

摘要      该研究旨在筛选不同的分泌型信号肽以提高肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, 
HGF)在中国仓鼠卵巢细胞(Chinese hamster ovary cell, CHO)中的表达。通过PCR方法将5种不同的

分泌型信号肽代替HGF自身信号肽, 分别构建了表达质粒并转化哺乳动物细胞CHO, 挑选高表达克

隆。采用qPCR方法检测表达过程中HGF转录水平差异, Western blot检测CHO培养基中HGF的累积

差异, 犬肾细胞(Madin-Daby canine kidney cells, MDCK cells)离散实验初步验证HGF的活性。研究

结果表明, 不同的分泌型信号肽对CHO表达HGF过程中的转录水平没有影响, 但明显改变HGF在培

养基中的累积, 对分泌的HGF活性没有影响。综上所述, 合适的分泌型信号肽促进CHO分泌外源蛋

白质。

关键词       信号肽; 肝细胞生长因子; 转录; 基因表达; 蛋白质分泌 

Effect of Signal Peptide on the Expression and Secretion of 
Hepatocyte Growth Factor in CHO
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(Laboratory of Drug Design and Molecular Pharmacology, School of Pharmaceutical Science, Jiangnan University, Wuxi 214122, China)

Abstract       The aim of this study is to investigate the improvement of hepatocyte growth factor (HGF) 
expression by screening secretory signal peptides in Chinese hamster ovary cell (CHO). In the experiments, the 
signal peptide of HGF itself were replaced by 5 different secreted signal peptides respectively by PCR method, then 
five plasmids containing different signal peptides were constructed and transformed into mammalian cell CHO, and 
HGF expressing CHO cells were identified. During the expression process, the mRNA levels of HGF were detected 
by qPCR and the cumulative HGF proteins in medium were evaluated by Western blot. Besides, Madin-Daby canine 
kidney (MDCK) cells scattering experiment was used to verify the biological activity of HGF. The results showed 
that during the expression process, secretory signal peptides had little effect on HGF transcriptional level and 
biological activity of HGF, but had changed the accumulation of HGF significantly in culture medium. In summary, 
the suitable secretory signal peptide promotes the secretion of foreign protein in CHO.
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肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, 
HGF), 是一种具有抗纤维化潜力的细胞因子, 最初

从肝切除大鼠血液中分离得来, 是刺激肝细胞分

裂的最强细胞因子[1]。作为一种多功能生长因子, 
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HGF主要由肝脏的非实质细胞生成, 它不仅能够刺

激肝细胞DNA合成, 还参与多种细胞的增殖、迁

移和形态发生, 对多种成熟的器官/组织有修复作

用[2]。HGF作用于酪氨酸蛋白激酶受体c-Met, 与
c-Met结合后, 催化c-Met发生自身磷酸化, 磷酸化后

其酪氨酸激酶活性增强, 导致多种底物蛋白如PLC-
γ(phospholipase C-γ)、PI3-K(phosphatidylinositol 
3-kinase)、Grb2(growth factor receptor-bound 
protein 2)、 Gab1(Grb2 associated binding protein 1)、
STAT3(signal transducer and activator of transcription 
3)和SHP2(SH2 domain-containing protein-tyrosine 
phosphatase 2)等的酪氨酸残基磷酸化。这些底物蛋

白质经不同的信号通路发挥多种生物学活性, 如细

胞增殖、血管生成、细胞迁移和细胞凋亡等[3]。

中国仓鼠卵巢细胞(Chinese hamster ovary cell, 
CHO)表达系统是目前最常用、工业化生产最成功

的哺乳动物细胞表达系统, 是表达药用生物活性大

分子的首选。CHO的最大优点是表达的外源蛋白

质经过一系列的加工修饰, 与天然的蛋白质分子非

常接近。目前, CHO中有些外源蛋白质(如抗体)的
表达水平可以达到g/L的级别, 但很多蛋白质(细胞

因子类)表达量相对较低。提高外源蛋白质的表达

水平是减少生产成本的一个重要手段, 分泌表达是

CHO细胞表达基因工程重组蛋白的主要表达途径, 
在外源基因转录水平达到瓶颈时, 提高细胞分泌能

力明显有助于重组蛋白表达量的提升[4]。

CHO细胞表达外源蛋白质过程中, mRNA翻译

形成的蛋白质前体N-端的信号肽与信号肽识别因

子(signal recognition particle, SRP)结合, 在信号肽识

别因子的帮助下进入内质网进行下一步的修饰, 不
能进入内质网的前体蛋白在胞质区非正确折叠后被

降解[5]。合适的信号肽有助于重组蛋白表达量的提

高。本研究在已报道的基础上, 选取5种在CHO中高

效表达的信号肽[6-8], 分别介导外源蛋白HGF的高效

表达。通过高通量筛选法分别获得HGF表达量较高

的5种工程细胞株, 并对工程细胞株进行悬浮驯化培

养。在此基础上, 通过比较5种工程细胞株在悬浮培

养条件下的生长代谢差异、培养过程中的转录水平

差异、培养基中HGF累积水平差异, 验证5种信号肽

促进CHO细胞分泌表达外源蛋白质的功能, 并为其

他外源蛋白质表达提供可行的新方向。

1   材料与方法
1.1   材料

pMH3载体及CHO细胞来自杭州安瑞普生物制

品研究有限公司; 限制性核酸内切酶、T4 DNA连接

酶等购自Fermentas公司; 质粒提取试剂盒和PCR产
物纯化试剂盒均购自生工生物工程(上海)股份有限

公司, 引物也在生工合成; DMEM/F12培养基、胎牛

血清、0.25%胰蛋白酶、DMEM培养基购自Gibco公
司; 人HGF抗体(ab24865)购自Abcam公司; 人HGF捕
获抗体(MAB694)与检测抗体(BAF294)购自R&D公

司; HGF拮抗性抗体由曹博良工程师(Boint Biotech
公司)赠送; Trizol、逆转录试剂盒、定量PCR试剂

购自TaKaRa公司; 无血清培养基B001与补料培养基

F001来自杭州安瑞普生物制品研究有限公司。

1.2   pMH3-HGF 真核表达载体的构建

pMH3表达载体具有GC-rich高效表达核心技

术(WO2008/091276), 外源基因两端的高GC含量区

使目的基因一直处于转录活跃状态, 不受整合位置

影响, 持续高效转录, 有助于大幅提高目的蛋白质

的表达量。表1是从已报道文献中选取高效表达外

源蛋白质的5种分泌型信号肽序列。采用PCR的方

法将5种不同的分泌型信号肽代替HGF本身的信号

肽(引物序列见表2), 在上下游引物的5′端分别插入

EcoR I和Not I限制性核酸内切酶位点, 用T4连接酶

表1   信号肽的氨基酸序列及来源

Table 1   The amino acid sequence of signal peptide and its organism
信号肽来源

Origin of signal peptide
信号肽序列

Amino acid sequence
信号肽所属物种

Organism

Gaussia luciferase MGVKVLFALICIAVAEA Gaussia 

Human trypsinogen-2 MNLLLILTFVAAAVA Homo sapiens 

Oikosin 1 mutant MLLLSALLLGLAFGYS Oikopleura dioica 

Azurocidin preproprotein MTRLTVLALLAGLLASSRA Homo sapiens 

Ig kappa METDTLLLWVLLLWVPGSTG Mus musculus 
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将PCR酶切产物与pMH3酶切载体连接, 转化大肠杆

菌DH5α, 经氨苄青霉素抗性筛选出的阳性克隆, 送
上海生工测序。提取5种测序正确的重组质粒, 用作

后续电转实验。

1.3   重组质粒转染CHO细胞

 采用电穿孔法将5种含不同信号肽的重组质粒

转染CHO细胞。电转染条件: 3×106细胞, 20 μg重组

质粒, 5 μg鲑鱼精DNA, 200 μL体积; 400 V 40 μs, 电
击3次, 间隔1 min, 电击前后及间隔时间内细胞处于

冰浴环境中。

1.4   稳定高表达克隆株筛选

电转染后细胞加入10 mL含10% FBS的DMEM/
F12培养基, 培养9 cm细胞培养皿中, 24 h后换液, 添加

G418至终浓度300 mg/L。G418压力筛选3~4 d, 换新鲜

培养基。3~5 d后将长出的单克隆用10 μL的移液器轻

轻划动吸出, 转入96孔板中培养。培养7 d后, 每孔换

100 μL无血清培养基表达24~48 h。上清液以ELISA
和Western blot筛选出高表达HGF的CHO细胞克隆, 转
入24孔细胞培养板内进行亚克隆, 重复一轮筛选, 进
一步确定最终获得稳定高表达HGF的CHO细胞株。

1.4   CHO细胞的悬浮驯化及流加培养

本研究采用的CHO细胞株适应无血清悬浮培

养, 将含10% FBS的DMEM/F12培养基中贴壁培养

的CHO细胞进行胰酶消化, 制成单细胞悬液后接种

于三角瓶中进行悬浮培养。接种密度为2×106/mL, 
培养基为基础悬浮培养基B001, 补加次黄嘌呤(H)、
胸腺嘧啶脱氧核苷(T)及胰岛素样生长因子(IGF)。
37 °C、100 r/min悬浮培养3~5 d, 扩增至3 L(工作体

积0.5~1 L)玻璃锥底摇瓶中流加培养; 接种密度为 

2×106/mL, 37 °C, 100 r/min培养2 d, 培养温度降到34 °C, 
每天补加适量培养基F001控制培养基中的葡萄糖

浓度处于2.0~3.0 mg/L。台盼蓝染色检测细胞活性, 
6~8 d后收集培养基上清。

1.5   96孔板培养上清液HGF鉴定

1.5.1   ELISA鉴定      以人HGF捕获抗体(MAB694)
包被ELISA板, 4 °C过夜; PBST洗3次, 10 min/次, 5% 
BSA封闭, 37 °C, 2 h; PBST洗3次, 10 min/次, 每孔

各加入50 μL 96孔板中培养的细胞克隆表达液上清, 
37 °C, 孵育2 h; PBST洗3次, 10 min/次, 加入人HGF检
测抗体(BAF294)37 °C, 孵育2 h; PBST洗3次, 10 min/次, 
加入100 μL TMB显色液, 37 °C避光显色10 min, 加
入50 μL 10%浓硫酸终止反应, 在酶标仪上以450 nm
波长检测结果。

1.5.2   Western blot鉴定      挑选ELISA吸收值较高的

表达克隆, 进一步进行Western blot鉴定。15 μL表达

上清液经SDS-PAGE电转移于PVDF膜上, 5%脱脂牛

奶室温封闭1 h, 加入人HGF抗体(ab24865), 室温孵

育2 h; TBST洗3次, 10 min/次, 加入HRP标记的山羊

抗兔二抗, 室温孵育1 h; TBST洗3次, 10 min/次, 膜
上滴加适量ECL显色液显色。

1.6   mRNA水平与蛋白质表达水平差异检测

5种带不同信号肽细胞株流加表达过程中, 分
别取1、3、5 d的细胞(数量约为8×106), 以Trizol法提

取总RNA, 通过cDNA合成试剂盒以总RNA为模板

获得cDNA。人HGF基因的mRNA水平通过qPCR的
方法来分析(SYBR green, TaKaRa公司), 培养基中累

积的HGF蛋白质以Western blot(实验方法类似1.5.2)
来分析。

表2   带信号肽的PCR引物

Table 2   PCR primer with signal peptide 
引物

Primers
引物序列(5′→3′)
Sequences (5′→3′)

Gaussia luciferase-F GCG AAT TCC ACC ATG GGT GTT AAA GTT CTG TTC GCA CTG ATA TGT ATA GCA GTG 
GCA GAA GCA CAA AGG AAA AGA AGA AAT ACA ATT CAT GAA TTC AA

Human trypsinogen-2-F GCG AAT TCC ACC ATG AAT CTG CTG CTC ATA CTG ACT TTC GTA GCT GCT GCA GTA 
GCA CAA AGG AAA AGA AGA AAT ACA ATT CAT GAA TTC AA

Oikosin 1 mutant-F GCG AAT TCC ACC ATG CTG CTG CTC TCA GCT CTG CTG CTC GGA CTG GCT TTC GGT 
TAT AGC CAA AGG AAA AGA AGA AAT ACA ATT CAT GAA TTC AA

Azurocidin 
preproprotein-F

GCG AAT TCC ACC ATG ACA AGA CTG ACA GTA CTA GCT CTG CTC GCT GGT CTG CTC 
GCT TCC TCC AGA GCT CAA AGG AAA AGA AGA AAT ACA ATT CAT GAA TTC AA

Ig kappa-F GCG AAT TCC ACC ATG GAG ACA GAC ACA CTC CTG CTA TGG GTA CTG CTG CTC TGG 
GTT CCA GGT TCC ACT GGT CAA AGG AAA AGA AGA AAT ACA ATT CAT GAA TTC AA

Reverse AGC GGC CGC CTA TGA CTG TGG TAC CTT ATA TGT TAA AAT AA
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1.7   HGF蛋白质活性检测

HGF的活性通过犬肾细胞(MDCK cells)的离散

实验进行鉴定[9]。简言之, 通过含10% FBS的DMEM
培养基以1×105/mL的密度铺MDCK细胞于24孔板, 
37 °C培养2 h, 吸取上清。每孔添加300 μL含10% 
FBS的DMEM与10 μL HGF表达培养基, 37 °C过夜

培养, 显微镜下观察细胞的离散状态。测活实验以

空白培养基为阴性对照组, 购自R&D公司的HGF为
阳性对照组, 不同信号肽介导表达的HGF为实验组。

1.8   统计学处理 
实验数据以x

_
±s表示, 两组间差异采用t检验进

行分析, P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   CHO细胞的转染、稳定表达细胞株的筛选

CHO细胞经电击法转染重组质粒, 300 mg/L 
G418抗性筛选4 d, 没有G418抗性的细胞大量死亡, 
换新鲜无抗培养基, 5 d后形成克隆细胞团。将抗性

克隆细胞团移入96孔板内, 待细胞大致长满后收集

表达上清, 上清液中检测HGF蛋白质分泌量。分别

挑选6株ELISA检测吸收值最高克隆, 结果如图1A显

示, 96孔板内Gaussia luciferase与Human trypsinogen-2

信号肽介导的HGF表达量明显高于其他3种信号

肽的表达, 具显著性差异。将挑选出的克隆表达上

清进一步进行Western blot检测, 图1B显示的是6株
Gaussia luciferase信号肽表达上清的检测结果。剔除

Western blot检测表达量最低的1~3株克隆, 如图1B显
示的5号、7号克隆, 其余细胞株(1、2、4、6号)通过

极限稀释法单克隆化, 单细胞来源的克隆经过再一

轮的筛选后挑选3~5株悬浮驯化并冻存, 选1株生长

状态良好的工程细胞株扩大培养。其他4种信号肽

单细胞来源的克隆筛选类似Gaussia luciferase信号

肽。

2.2   CHO细胞的补料分批培养

 挑选出的5种带不同信号肽的工程细胞株, 扩
大培养后接种于3 L锥底摇瓶。细胞密度经过24 h培
养后倍增, 在第3 d达到峰值, 维持在8×106/mL, 细胞

活率始终保持在95%以上(图2)。在CHO细胞补料分

批培养过程中, 携带不同信号肽CHO细胞株的生长

状态与细胞活率没有统计学差异。 
2.3   CHO细胞补料分批表达过程中转录水平差异

为了探究流加表达过程中各工程细胞株之间

人HGF基因转录水平上的差异, 我们分别提取了补

料分批表达过程中1、3、5、7 d细胞的总RNA, 荧

A: 96孔板表达液中ELISA检测吸收值最高的6~8个结果; G-l: Gaussia luciferase信号肽; H-t: human trypsinogen-2信号肽; Oik: oikosin 1 mutant信
号肽; Azu: azurocidin preproprotein信号肽; Igk: Ig kappa信号肽。**P<0.01, ***P<0.001, 与阴性对照组相比较。B: gaussia luciferase信号肽表达

HGF的Western blot检测, 挑选1、2、4、6号高表达克隆。

A: the high 6~8 absorption value samples of expression HGF by ELISA detection; G-l: Gaussia luciferase signal peptide; H-t: human trypsinogen-2 
signal peptide; Oik: oikosin 1 mutant signal peptide; Azu: azurocidin preproprotein signal peptide; Igk: Ig kappa signal peptide. **P<0.01, ***P<0.001 
compared with negtive group. B: Western blot detection of HGF expression of Gaussia luciferase signal peptid, selected of high expression clones of 
number 1, 2, 4 and 6. 

图1   稳定高表达HGF的细胞株筛选

Fig.1   Selection of cell clones expressing stable HGF with high yields
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图2   补料分批培养过程中细胞生长曲线

Fig.2   Cell growth in serum-free suspension fed-batch culture
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图3   qPCR检测补料分批培养过程中HGF基因转录水平差异

Fig.3   The difference of HGF gene transcriptional level in fed batch culture by qPCR

光定量PCR检测结果显示: HGF基因的mRNA含量

在整个表达过程中先降低再增加, 差异极显著; 在同

一时间点, 携带不同信号肽的HGF基因之间转录水

平没有显著差异(图3)。
2.4   不同信号肽介导的HGF蛋白质水平差异

表达过程结束后, 取培养基上清, Western blot
检测不同培养基之间HGF蛋白质水平差异。Gaussia 
luciferase信号肽介导的HGF蛋白质水平明显高于其

他4种(图4), 图中2条带分别是HGF蛋白质(75 kDa)
与HGF-α片段(60 kDa)。在转录水平没有明显差异

的情况下, 说明Gaussia luciferase信号肽在CHO表达

后有很强的外源蛋白质分泌能力。

Gaussia luciferase

Human trypsinogen-2

Oikosin 1 mutant

Azurocidin perproprotein

Ig kappa

图4   Western blot检测不同信号肽介导HGF蛋白质水平差异

Fig.4    Western blot analysis for differences of HGF protein 
levels mediated by different signal peptide
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2.5   CHO表达HGF活性检测

HGF可以诱导MDCK细胞之间的黏连蛋白减

少, 促进成簇状生长的MDCK细胞分散。我们以

MDCK细胞的离散实验验证HGF的生物学活性。如

图5所示, 5种信号肽介导表达的HGF均可以刺激

MDCK细胞分散, 并且生物学活性可以被HGF特异

性拮抗型抗体抑制, 说明信号肽对外源蛋白质的生

物学活性没有影响。

3   讨论
CHO细胞表达系统是目前最常用、工业化生

产最成功的哺乳动物细胞表达系统, 是表达药用生

物活性大分子的首选[10]。CHO细胞与其他表达系

统相比具有如下优点: (1)类似于其他哺乳动物细

胞, 具有准确的转录后修饰功能, 表达的蛋白质最接

近于天然蛋白质分子; (2)可以大规模发酵培养, 利
于工业化生产; (3)CHO细胞传递人源病毒的概率很

低; (4)外源基因在CHO基因组上整合稳定, 利于外

源基因高效扩增和表达; (5)筛选工业生产的细胞株

较容易。美国食品药品监督管理局(Food and Drug 

Administration, FDA)于2010年批准CHO表达蛋白质

可以直接入药, 近年来, CHO高效表达外源蛋白质及

工业化生产越来越受到重视。

CHO中有些外源蛋白质(如抗体)的表达水平可

以达到g/L的级别, 但很多蛋白质(细胞因子类等)表
达量相对较低。分泌表达是真核细胞表达基因工程

重组蛋白的主要表达途径, 在外源基因转录水平达

到瓶颈时, 提高外源蛋白质的分泌能力有助于重组

蛋白质表达量的提升。信号肽序列通常位于分泌蛋

白质的N-端, 引导新生多肽链穿过内质网膜进入内

质网腔内, 然后信号肽序列被内质网腔内的信号肽

酶水解切除, 同时启动新生多肽链的后续折叠与修

饰, 最终形成分泌至胞外的功能性蛋白质。尽管信号

肽与不同蛋白质间存在着一定的适配性问题[11], 信号

肽序列在不同蛋白质之间可以通用, 筛选具有相对实

用性广和高效率引导蛋白质分泌表达的信号肽序列

是CHO细胞外源表达优化的关键策略之一。据已有

报道, 选择不同的信号肽可以明显改善CHO中蛋白质

的分泌[12]。Zhang等[13]观察到, 通过增加IL-2信号肽的

碱度和疏水性可以提高碱性磷酸酶和内皮抑素的表

Negative Positive
Gaussia luciferase

HGF
Human trypsinogen

HGF

Oikosin mutant
HGF

Azurocidin protein
HGF Ig kappa HGF

Gaussia luciferase
HGF+inhibitors

Human trypsinogen
HGF+inhibitors

Oikosin mutant
HGF+inhibitors

Azurocidin protein
HGF+inhibitors

Ig kappa
HGF+inhibitors

Negative: 空培养基; Positive: 50 μg/mL HGF (R&D); Inhibitors: HGF特异性拮抗性抗体。

Negative: culture medium B001; Positive: 50 μg/mL HGF from R&D; Inhibitors: HGF specific antagonist antibodies.
图5   不同来源HGF蛋白质活性检测(400×)

Fig.5   Biological activity assay of HGF protein from different medium (400×)
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达量至3.5倍。CHO表达外源蛋白质过程中分泌型信

号肽的选择明显有助于重组蛋白表达量的提升。

信号肽是位于蛋白N-端的一小段氨基酸序列, 
通常20~50个氨基酸, 这一小段序列包含大量的信息

包括靶向途径的选择、蛋白质易位出膜效率、信号

肽降解的时间点以及对后续折叠加工的影响[14]。因

此, 信号肽序列在调节蛋白质的生物合成的过程中

有重要作用。信号肽序列影响外源蛋白质在CHO中

表达主要概括有以下几点: (1)高效率信号肽容易与

信号肽识别因子结合, 进而进入内质网完成后续的

加工修饰, 而低效率信号肽导致一部分蛋白质无法

进入内质网, 在胞质内被聚集降解[5]; (2)信号肽影响

外源蛋白质易位出膜效率, 低效率的信号肽影响成

熟蛋白质易位出细胞膜, 导致一部分蛋白质成跨膜

或胞质蛋白质, 降低蛋白质分泌效率[15]; (3)信号肽序

列影响蛋白质的后续加工修饰如糖基化进而降低蛋

白质合成效率[16]; (4)信号肽剪切降解效率, 不合理的

信号肽序列一旦延迟剪切, 无疑影响蛋白质后续加

工及分泌表达[17]。

根据已报道的文献, 本研究挑选了5种CHO表

达过程中具高效分泌能力的信号肽, 其中Ig kappa信
号肽是CHO表达常用信号肽[18]。信号肽序列辅助翻

译的前体蛋白质进入内质网, 蛋白质进入内质网中

信号肽被切割, 蛋白质分子进行加工修饰, 成熟的蛋

白质中不包含信号肽序列。信号肽对CHO细胞的生

长状态、生长活率与外源基因的转录几乎没有影响, 
却明显改变了外源蛋白质在培养基中的分泌表达。

文献的报道结果中, Gaussia luciferase信号肽具有很

强的分泌外源蛋白能力[8]。本研究结果与文献类似, 
Gaussia luciferase信号肽介导HGF的表达效果最好, 
为其他外源基因在CHO表达过程中信号肽选择提供

了良好的借鉴。
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