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摘  要: 为了实现在体外制备巨细胞病毒-免疫球蛋白 M (CMV-IgM) 和探讨不同信号肽对 CMV-IgM 表达的影

响，通过 RLM-RACE 技术钓取杂交瘤细胞基因序列，构建人鼠嵌合 CMV-IgM 表达载体，并通过 PCR 方法将      

5 种不同的分泌型信号肽 (SigA–SigE) 代替 CMV-IgM 自身信号肽 (SigF)，利用中国仓鼠卵巢细胞 (CHO) 作为

宿主细胞进行体外表达。对纯化后的 CMV-IgM 进行 SDS-PAGE、SEC-HPLC 和酶联免疫吸附试验 (ELISA) 确定

其蛋白表达水平与免疫反应性，最终成功制备出 910 kDa 的重组蛋白，且研究表明，5 种信号肽 (SigA–SigE) 的

人鼠嵌合 CMV-IgM 表达量较 CMV 6#细胞株自身信号肽 SigF 相比，分别提高了 6.72、5.19、1.44、1.85、1.98 倍。

这将对人鼠嵌合 CMV-IgM 的开发提供理论基础，且为提高 CMV-IgM 表达量的研究工作提供了新思路。 
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Abstract:  In order to prepare human-mouse chimeric cytomegalovirus-immunoglobulin M (CMV-IgM) in vitro and study 

the effects of different signal peptides on the secretion of CMV-IgM, genes were amplified from hybridoma cell line using 

RLM-RACE to construct the expression vector of chimeric CMV-IgM. Then, the signal peptide of SigF itself was replaced by 

five different secreted signal peptides (SigA–SigE) by PCR method, and the CHO cell was chosen as host cell for in vitro 

expression. SDS-PAGE, SEC-HPLC and ELISA experiments were carried out to evaluate the protein expression level and 

immunoreactivity of the purified CMV-IgM. A 910 kDa recombinant protein was successfully prepared and signal peptides 

(SigA–SigE) had an increased expressed CMV-IgM, which were 6.72, 5.19, 1.44, 1.85 and 1.98 times higher than that of the 

CMV 6# cell signal peptide SigF. In summary, this work provides a theoretical basis for the development of human-mouse 

chimeric CMV-IgM, and a novel route to increase the expression level of CMV-IgM. 

Keywords:  CMV-IgM, human-mouse chimeric, signal peptide, expression 

·生物技术与方法· 
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巨细胞病毒 (Cytomegalovirus，CMV) 是一种

常见的人类病毒病原体，属 β 疱疹病毒亚科。巨

细胞病毒感染可导致严重后果，它会使得免疫力

低的孕妇容易感染这类病毒，并导致胎儿流产、

死胎、先天残障[1-3]。据统计，妊娠期巨细胞病毒

活动性感染是导致婴儿出生缺陷和发育障碍的主

要病毒原因。因此，巨细胞病毒-免疫球蛋白 M 

(Cytomegalovirus-immunoglobulin M，CMV-IgM) 

对于孕期及新生儿原发性感染和非原发性感染 

(再激活或再感染) 的检测十分必要 [4]。目前对

CMV-IgM 的检测主要是通过酶联免疫吸附试验，

由于其操作简单、快速和设备要求低等原因，成

为最常用的诊断方法之一。CMV-IgM 作为阳性质

控品在体外诊断中有着重要作用[5]。而当前，阳

性对照品 CMV-IgM 大多以收集的高值大样血浆

配制得到，由于临床高值较难收集导致阳性资源

匮乏，无法进行大规模制备。 

中国仓鼠卵巢细胞 (Chinese hamster ovary, 

CHO) 细胞是目前最常用、工业化生产最成功的

哺乳动物细胞表达系统[6]。CHO 细胞表达的最大

优点在于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。然而，由于

哺乳动物细胞表达系统培养复杂、耗时、成本昂

贵且 IgM 亚型抗体作为多聚体表达量较低[4]，因

此，如何提高产量以降低生产成本成为诸多研究

者们的研究重点。 

分泌表达是 CHO 细胞表达基因工程重组蛋

白的主要途径，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。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，合适的信号肽有助于重

组蛋白表达量的提高[7-10]。 

本 研 究 在 已 报 道 的 基 础 上 [11-14] ， 通 过

RLM-RACE 技术钓取杂交瘤细胞基因序列，与人

源 Fc 段进行拼接，构建人鼠嵌合 CMV-IgM 表达

载体，并通过 PCR 方法将 5 种不同的分泌型信号

肽  (SigA–SigE) 代替 CMV-IgM 自身信号肽

(SigF)，利用 CHO 作为宿主细胞进行体外表达。

对 纯 化 后 的 CMV-IgM 进 行 SDS-PAGE 、

SEC-HPLC 和 ELISA 实验确定其蛋白表达水平与

免疫活性。这将对人鼠嵌合 CMV-IgM 的开发提

供理论基础，且为提高 CMV-IgM 表达量的研究

工作提供了新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞株、菌种及载体质粒 

分泌抗 p52 抗原的小鼠杂交瘤细胞株 CMV 

6#由本实验室研制并保存；Expi CHO 购自 Gibco；

载体质粒 pCMV3 载体由北京义翘购买并改造后

获得；大肠杆菌 Top 10 感受态细胞购自天根生化

科技 (北京) 有限公司。 

1.1.2  主要试剂 

Trizol 试剂、FirstChoice™ RLM-RACE Kit 

购自 Invitrogen 公司；限制性核酸内切酶 Hind Ⅲ、

XbaⅠ、T4 DNA Ligase、转染试剂 Expifectamine 

CHO、补料培养基 (OptiPRO SFM) 和基础培养

基 ExpiCHO-S expression medium 均购自 Thermo

公司；质粒提取试剂盒和琼脂糖凝胶回收试剂盒

购自 Omega 公司；Protein L 亲和层析凝胶购自

GE 公司；p52 抗原购自 Sigma 公司，pp65 抗原购

自上海允麦生物科技有限公司；PCR 引物均由生

工生物工程 (上海) 股份有限公司合成。 

1.1.3  仪器 

PCR 仪 (Thermo Fisher, Veriti Thermal Cycler)；

琼脂糖水平电泳仪 (北京六一，DYCP-32B)；台式

离心机 (Sigma，3-30K)；超净工作台 (苏净安泰，

SW-CJ-2D)；细胞摇床 (科耐，ISF1-XC)；细胞计数

仪 (上海睿钰生物，IC 1000)；AKTA purifier (AKTA 

purifierTM UPC10)；酶标仪 (安图，LUMO 型)。 
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1.2  方法 

1.2.1  杂交瘤细胞 RNA 提取与反转录 

收集 5×106 个生长状态良好的 CMV 6#杂交

瘤细胞。采用 Trizol 试剂一步法提取总 RNA；取

RNA (2 μL) 用质量分数为 2%琼脂糖凝胶电泳分

析其完整性，同时用紫外分光光度计测定 RNA

的浓度。以其作为模板取 5 μg，按照反转录试剂

盒 (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit，

Thermo) 说明书操作，将反转录产物在−20 ℃  

保存。 

1.2.2  引物设计与合成 

原 始 细 胞 株 经 鉴 定 为 鼠 源 IgG1 亚 型 

(Isotyping Kit for Mouse Monoclonal Antibody 北

京义翘试剂盒)，从 NCBI 中获得鼠 IgG1 亚型  

轻 重 链 Fc 段 恒 定 区 序 列  (LC028384.1 与

LC028385.1)，设计能分别扩增重链与轻链可变区

的下游内外引物 (表 1)。 

1.2.3  CMV 6#单抗含信号肽可变区基因的克隆 

使用 RLM-RACE 法联合巢氏 PCR 扩增目的

片段。重链与轻链可变区基因反应条件：分别使

用外引物 (5′ RACE outer primer、Gene specific-H 

outer primer 与 Gene specific-L outer primer、3′ 

RACE outer primer) (表 1)，94 ℃变性 30 s，60 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 35 个循环；分别以

外引物的 PCR产物为模板，使用内引物 (5′ RACE 

inner primer、Gene specific-H inner primer 与 Gene 

specific-L inner primer、3′ RACE inner primer) 进

行 PCR 扩增，获得重/轻链可变区目的基因序列，

反应条件同外引物一致。凝胶纯化回收目的片段，

按 DNA A-Tailing kit 说明书加“A”尾，分别与

pMD18-T 载体连接，转化感受态大肠杆菌 Top 10，

阳性克隆经 PCR 鉴定后，各挑选 5 个进行测序，

用 VBASE 软件进行比对分析。 

1.2.4  人鼠嵌合 CMV-IgM 真核表达载体构建 

以 1.2.3 中阳性克隆的质粒为模板，分别使用

引物 SigF-F、Overlap-H-R 和 SigF-F、Overlap-L-R 

(表 2) 扩增，获得带 CMV 6#自身信号肽的轻重

链可变区基因序列；与本实验室合成的人 IgM 重

链恒定区编码序列 (Overlap-H-F、H-R 扩增获得) 

和人 Kappa 轻链恒定区编码序列的 PCR 产物 

(Overlap-L-F、L-R 扩增获得) 进行拼接，分别获

得人鼠嵌合 CMV-IgM 基因的重链和轻链完整目

的基因序列。用 Hind Ⅲ和 XbaⅠ对重/轻链目的

基因及载体 pCMV3 进行酶切，并连接获得带自

身信号肽的质粒 CMV-MH-pCMV3 和 CMV-L- 

pCMV3 (图 1)，送生工生物工程 (上海) 股份有

限公司测序，验证目的基因正确性。 

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  (表 3)，以构建好    

的 CMV-MH-pCMV3 为模板，分别利用引物

Sig(A-E)-HF、H-R 扩增目的基因，获得带有 5 种

不同信号肽(A-E)的人鼠嵌合 CMV-IgM 重链基因

序列。采用同样方法，以 CMV-L-pCMV3 为模板，

分别利用引物 Sig(A–E)-LF、L-R 获得 5′端带有 

 
表 1  引物设计 
Table 1  Design of primer 

Primer name Sequence (5′–3′) 
5′ RACE outer primer GCTGATGGCGATGAATGAACACTG a 
5′ RACE inner primer CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG a 
3′ RACE outer primer GCGAGCACAGAATTAATACGACT a 
3′ RACE inner primer CGCGGATCCGAATTAATACGACTCACTATAGG a 
Gene specific-H outer primer GACAGTCACTGAGCTGCTCAG b 
Gene specific-H inner primer GTGTGCACACCGCTGGACAGG b 
Gene specific-L outer primer GCTGTTATGTCGTTCATACTC b 
Gene specific-L inner primer CAGTCCAACTGTTCAGGACGC b 

a: provided by the Kit. b: PCR primer design. 
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图 1  人鼠嵌合 CMV-IgM 真核表达载体的构建 
Fig. 1  Construction of human-mouse chimeric CMV-IgM expression vector. 
 
 

表 2  构建不同信号肽人鼠嵌合 CMV-IgM 的引物序列 
Table 2  Primer sequences for constructed human-mouse chimeric CMV-IgM with different signal peptides 

Primers Sequence (5′–3′) 

SigA-HF 
cccAAGCTTATGTACCGCATGCAGCTGCTGTCCTGCATCGCGCTGA 
GCCTGGCGCTGGTTACCAACTCCGAGGTGCAACTGGTGGAGTCTG 

SigA-LF 
cccAAGCTTATGTACCGCATGCAGCTGCTGTCCTGCATCGCGCTGA 
GCCTGGCGCTGGTTACCAACTCCGACATTCTGATGACCCAGTCTC 

SigB-HF 
cccAAGCTTATGACTCGCCTGACGGTACTGGCACTGCTGGCAGGT 
CTGCTGGCATCCTCTCGTGCGGAGGTGCAACTGGTGGAGTCTG 

SigB-LF 
cccAAGCTTATGACTCGCCTGACGGTACTGGCACTGCTGGCAGGT 
CTGCTGGCATCCTCTCGTGCGGACATTCTGATGACCCAGTCTC 

SigC-HF 
cccAAGCTTATGGAGACTGACACGCTGCTGCTGTGGGTCCTGCTGCTG 
TGGGTACCAGGTAGCACTGGTGACGAGGTGCAACTGGTGGAGTCTG 

SigC-LF 
cccAAGCTTATGGAGACTGACACGCTGCTGCTGTGGGTCCTGCTGCTG 
TGGGTACCAGGTAGCACTGGTGACGACATTCTGATGACCCAGTCTC 

SigD-HF 
cccAAGCTTATGGATTGGACTTGGCGTGTATTCTGCCTGCTGGCTG 
TAACTCCAGGTGCTCACCCGGAGGTGCAACTGGTGGAGTCTG 

SigD-LF 
cccAAGCTTATGGATTGGACTTGGCGTGTATTCTGCCTGCTGGCTG 
TAACTCCAGGTGCTCACCCGGACATTCTGATGACCCAGTCTC 

SigE-HF 
cccAAGCTTATGGCACGTCCACTGTGTACGCTGCTGCTGCTGATGG 
CTACTCTGGCAGGTGCTCTGGCAGAGGTGCAACTGGTGGAGTCTG 

SigE-LF 
cccAAGCTTATGGCACGTCCACTGTGTACGCTGCTGCTGCTGATGG 
CTACTCTGGCAGGTGCTCTGGCAGACATTCTGATGACCCAGTCTC 

SigF-F cccAAGCTTATGAAGCTGCCTGTACGTCTG 

Overlap-H-R GTAGGGGCGCTGGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGTC 

Overlap-H-F CACAGTCTCCTCAGCCAGCGCCCCTACACTGTTTC 

H-R gcTCTAGATTATCAGTAGCAAGTTCCGGCTG 

Overlap-L-R CAGCCACCGTACGCCGTTTTATTTCCAGCTTGGTC 

Overlap-L-F GGAAATAAAACGGCGTACGGTGGCTGCACCATCTG 

L-R gcTCTAGATTACTAACACTCTCCCCTGTTG 
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表 3  信号肽的氨基酸序列及来源 
Table 3  The amino acid sequence of signal peptide and its origin 

Signal peptides Sequence Source GenBank number 

A MYRMQLLSCIALSLALVTNS Human IL-2 NP_000577.2 

B MTRLTVLALLAGLLASSRA Azurocidinpreproprotein NP_001691 

C METDTLLLWVLLLWVPGSTGD Mouse Ig Kappa / 

D MDWTWRVFCLLAVTPGAHP Immunoglobulin heavy chain AAA52897 

E MARPLCTLLLLMATLAGALA Cystatin-S precursor NP_001890 

F MKLPVRLLVLMFWIPASSS Natural signal peptide / 

 

不同信号肽的轻链目的基因；分别将带有不同信

号肽的 CMV-IgM 重/轻链目的基因片段与载体 

pCMV3 经 Hind Ⅲ和 XbaⅠ酶切，并连接获得带

Sig(A–E) 信号肽的人鼠嵌合 CMV-IgM 表达载

体，将融合不同信号肽的目的基因进行测序，验

证其正确性。 

1.2.5  细胞转染与表达 

瞬时转染前 1 d，将 Expi CHO 细胞按照 

3×106 cells/mL 密度接种于 6 个 SF125 摇瓶中，  

30 mL/瓶；按照 ExpifectamineTM CHO 转染试剂盒

说 明 书 稀 释 质 粒 DNA 和 脂 质 体  ( 转 染 效

率>90%)，以 1 μg 4 μL∶ 比例瞬时转染 Expi CHO

细胞，24 h 后添加补料。培养 9 d，细胞活力降至

60%–70%左右，收获上清，进行纯化。具有同一

种信号肽的轻重链重组质粒为一种组合，共表达

6 种蛋白 (SigA–SigF)。此蛋白表达实验重复 3 次。 

1.2.6  Protein L 柱纯化与 SDS-PAGE 检测 

Protein L 填 料 柱 子 用 水 和 平 衡 缓 冲 液  

(0.02 mol/L PBS，pH 7.4) 平衡后，6 种不同信号

肽的重组抗体细胞上清  (SigA–SigF)，分别经 

0.45 μm 滤膜过滤后上样，上样后再次平衡，用解

离缓冲液 (0.1 mol/L 柠檬酸钠，pH 2.3) 洗脱蛋

白，收集解离峰，使用超微量分光光度计来检测

蛋白浓度，并通过 SDS-PAGE、SEC-HPLC 方法

检测蛋白表达水平。 

1.2.7  ELISA 检测人鼠嵌合 CMV-IgM 的免疫反

应性 

选择最佳信号肽分泌的目的蛋白进行 ELISA

监测。分别包被 1 μg/mL 检测抗原 (p52、pp65)，

4 ℃孵育过夜；PBST 洗涤 4 次后，用 2% BSA 于

37 ℃封闭 1 h；洗涤后加入初始浓度为 100 μg/mL

的 CMV-IgM，以 1/3 梯度稀释，37 ℃孵育 1 h；

洗涤后加入 HRP 标记的羊抗人二抗，37 ℃孵育  

1 h；洗涤后加入 TMB 显色液显色 10 min，加入

终止液 (H2SO4，2 mol/L)，轻轻振荡用酶标仪读

取 OD450 值。 

2  结果与分析 

2.1  CMV 6#可变区序列分析及不同信号肽表

达质粒的构建与鉴定 

采用 RLM-RACE 技术联合巢式 PCR 法扩增

出含有抗体重、轻链可变区基因片段  (VH 与

VL)，琼脂糖凝胶电泳分析可见约 350 bp 的条带 

(图 2)，大小与预期一致，经序列分析 (表 4)，重

链可变区基因长度为 336 bp，轻链可变区基因长

度为 342 bp；经鼠源可变区与人源恒定区 (CH 与

CL) PCR 拼接后，6 种不同信号肽 (可变区序列 5′

端) 构建的人鼠嵌合 CMV-IgM 重链 (1–6) 和轻

链片段 (7–12) 经琼脂糖凝胶电泳分析，可见约     

1 775 bp 和 750 bp 大小的片段，均与预期一致  

(图 2)。经测序证实重组质粒构建正确。 

2.2  细胞状态与蛋白表达量监测 

细胞转染后，隔天开始监测细胞密度与存活

率 (图 3A–B)，结果显示：人鼠嵌合 CMV-IgM 转

染 Expi CHO 细胞后，第 1 天细胞密度达到高峰期 

(9.6×106 cells/mL)，随后细胞密度与存活率均开始

逐步下降，第 9 天收获目的蛋白。经 Protein L 柱

纯化后，根据蛋白纯度换算其表达量，结果表明： 
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图 2  人鼠嵌合 CMV-IgM 基因凝胶电泳分析 
Fig. 2  Gel electrophoretic profile of human-mouse chimeric antibody gene CMV-IgM. M: DNA marker; VH: variable 
region of heavy chain; CH: constant region of heavy chain; VL: variable region of light chain; CL: constant region of 
light chain; 1–6: the heavy chain fragment of SigA-SigF overlap PCR; 7–12: the light chain fragment of SigA-SigF 
overlap PCR. 
 
表 4  CMV 6#单抗可变区的序列 
Table 4  Sequences of CMV 6# monoclonal antibody variable region 

Variable region Sequence of amino acid 
Heavy chain 
variable region 

EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIGYINPYNDGSKF 
NEKFKGKATLTSDKSSSTANMELSSLTSEDSAVYYCARGIYANGSSYWTAYWGQGTLVTVSA 

Light chain 
variable region 

DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLASKLDSGV 
PDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPQTFGGGTKLEIK 

 

 
 
图 3  细胞状态与蛋白表达 (A：活细胞密度；B：细胞存活率；C：各自信号肽分泌蛋白的表达量，n=3) 
Fig. 3  Overview of selected cells and protein expression (SigA–SigF). During the process all cultures were daily 
analyzed regarding their viable cell concentration (VCD). (A) Viable cell density. (B) Cell viability. (C) The respective 
expression mean value were calculated for signal peptide A–F (n=3). 

 
在本研究 6 种信号肽比较中，A 信号肽引导

CMV-IgM 分泌的能力最强，自身信号肽 F 引导目

的蛋白分泌的能力最弱，表达量最高相差 6.72 倍 

(图 3C)。 

2.3  SDS-PAGE 与 SEC-HPLC 检测蛋白纯度 

根据 S D S - PA G E 分析 6 种不同信号肽 

(SigA–SigF) 分泌的抗体蛋白大小与纯度  (图

4A–B)，结果显示：目的蛋白 CMV-IgM 在还原剂 

(DTT) 处理后胶图显示重链分子量大小为 70 kDa

左右，轻链分子量大小为 25 kDa 左右，与预期相

符；经 Image Lab 软件对电泳图各泳道分析，不

同信号肽 (SigA–SigF) 表达 CMV-IgM 的纯度 

(重轻链之和占泳道中总条带的比值 )  分别为

93.1%、93.7%、93.1%、97.8%、98.5%、98.6%    

(图 4A)。非还原状态下，抗体蛋白均显示一条明

显主带。在主带下方有少量次带存在；且不同信 
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图 4  不同信号肽 (SigA–SigF) 纯化后 CMV-IgM 蛋白 SDS-PAGE 与 SEC-HPLC 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE and SEC-HPLC profile of purified CMV-IgM with SigA–SigF. (A) Reduced of samples. (B) 
Non-reduced of samples. (C) SEC-HPLC (red line: CMV-IgM sample, blue line: 1 340 kDa, 670 kDa, 300 kDa, 150 kDa,  
45 kDa, 17 kDa, 1 kDa). 
 

号肽分泌表达的蛋白构型无显著差异 (图 4B)。选

择 CMV-IgM (SigA) 经分子筛高效液相色谱法 

(SEC-HPLC) 检测显示：纯化后的 CMV-IgM 蛋白

在天然状态大多为聚体形式存在，大小在 670 kDa

与 1 340 kDa 之间，与预期相符；且存在少部分

单体形式 (大小在 200 kDa 左右) (图 4C)。 

2.4  ELISA 检测 CMV-IgM 的免疫反应性 

分别用 p52 和 pp65 包被酶联板，使用最佳信

号肽 SigA 分泌的抗体蛋白 CMV-IgM-SigA 通过

ELISA 进行检测，结果见图 5，CMV-IgM 可以与

p52 和 pp65 结合。表明所制备的人鼠嵌合

CMV-IgM 具有良好的免疫反应性。 

 
 

图 5  ELISA 鉴定 Expi CHO 表达的人鼠嵌合

CMV-IgM 
Fig. 5  Identification of CMV-IgM antibody expressed 
by Expi CHO through ELISA. 
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3  讨论 

CMV 为巨细胞病毒，CMV-IgM 为早期感染

的重要指标，对新生儿的健康具有非常重要的意

义[15]，因此 CMV-IgM 的检测尤为重要。临床广

泛采用的 ELISA 技术具有灵敏度高、特异性好、

试 剂 稳定及 成 本低廉 等 优点 [16] 。 因 此 表 达

CMV-IgM 成了一个可行的策略，重组蛋白表达量

的高低直接关系到后续诊断产业的研发乃至最终

的经济效益及社会效益。本文研制的人鼠嵌合

CMV-IgM，可作为酶联免疫检测试剂盒阳性对照

品，利用捕获法来定性检测人血清或血浆中的

CMV-IgM[17]。 

传统的用于克隆抗体可变区基因的方法是用

一组简并引物进行扩增[18]，而抗体可变区基因高

度可变，简并引物很难与所有的抗体可变区序列

完全匹配，结果可能导致无法扩增或扩增出的序

列发生突变。鉴于此，本研究采用 RLM-RACE

法钓取目的基因，不仅能扩增出目的基因可变区

序列和信号肽序列，还能扩增出 5′-UTR[19-21]。 

IgM 亚型抗体为五聚体，分子量较大，装配

完全时理论大小在 800–900 kDa，且一般为高度

糖基化状态 (每个亚基有 5–6 个潜在的糖基化位

点)[22–23]。CHO 细胞已被成功用于生产聚合 IgM

亚型抗体，但产量较低[24]，给后续的纯化带来一

定难度，因此需要通过其他策略来增加其表达量。

研究表明，改造信号肽是一种有效增加重组蛋白

表达量的方式[10]。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。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]。本研究在制备人鼠

嵌合 CMV-IgM 的同时，进一步研究信号肽优化

对其表达分泌的影响。选择 6 种不同来源的信号

肽序列 (SigA–SigF) 进行亚克隆构建并在 CHO

细胞中瞬时表达，结果表明，A 信号肽融合到

CMV-IgM 基因的 N 端而构建的表达载体在 CHO

细胞中可以有效引导人鼠嵌合 CMV-IgM 释放到

细胞外，通过各信号肽蛋白表达分泌结果显示，

信号肽对抗体蛋白分泌表达的影响较大。综上所

述，本研究制备人鼠嵌合 CMV-IgM 并初步探索

信号肽对提升蛋白表达的影响，这对于作为质控

品通过血清学研究判断人体对巨细胞病毒感染的

免疫情况以及是否初次感染有着重要的意义。 
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