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HGF基因真核表达质粒的构建及其细胞表达 *
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（天津大学天津市现代药物传递及功能高效化重点实验室 天津 300072）

摘要 目的：构建真核表达质粒 pEGFP-N1-HGF并观察干细胞生长因子（hepatocyte growth factor, HGF）在人皮肤成纤维中的表

达。方法：从扩增人的间充质干细胞中提取全长 RNA为模板，设计合成引物，用 RT-PCR法扩增出 HGF基因片段，然后将 HGF

基因片段连接于真核表达质粒 pEGFP- N1中。双酶切鉴定及测序分析后，用脂质体包裹转染体外培养的人的皮肤成纤维细胞，通

过荧光显微镜观察其转染效果，酶联免疫吸附测定法（enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA）检测 HGF蛋白的表达。结果：

经酶切鉴定及测序验证 pEGFP- N1- HGF构建正确，经转染的人皮肤纤维细胞中观察到较强的绿色荧光并且可以表达一定量的

HGF。结论：成功构建了真核表达质粒 pEGFP-N1-HGF，为基因治疗脱发疾病提供实验基础。

关键词：HGF；转染；成纤维细胞；真核表达质粒

中图分类号：Q78；Q751 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）01-21-04

Construction of HGF Eukaryotic Expression Plasmid and Expression
in Fibroblasts*

To construct eukaryotic expression plasmid pEGFP-N1-HGF and to detect the expression of hepatocyte

growth factor (HGF) in human skin fibroblasts. Total RNA was extracted from human marrow mesenchymal stem cells

(MSCs), specific primers were designed and HGF gene was amplified by RT-PCR. And then the gene fragment was constructed into

eukaryotic expression plasmid pEGFP-N1. The recombinant plasmid was identified by digestion with restriction enzyme and gene

sequencing. Human skin fibroblasts (HSF) were transfected with the recombinant plasmid using lipofectamine. The transfection

efficiency was analyzed with fluorescence microscopy and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was applied to detect the

expression of HGF. Restriction enzyme digestion and gene sequencing confirmed the correct construction of recombinant

eukaryotic expression plasmid pEGFP- N1- HGF. Bright fluorescence and a certain amount of HGF were detected in human skin

fibroblasts (HSF). The recombinant eukaryotic expression plasmid pEGFP-N1-HGF can be used to express HGF and will

provide a foundation for the gene therapy of alopecia.

HGF; Transfection; Fibroblasts; Eukaryotic expression plasmid

前言

脱发是头发脱落的现象，有生理性及病理性之分。生理性

脱发指头发正常的脱落，病理性脱发是指头发异常或过度的脱

落。随着社会压力不断增大和生活节奏的加快，环境的不断恶

化，以及不良饮食的饮食习惯，病理性脱发在人群的发病越来

越高同时也变得越来越年轻化，脱发不止影响人体的外观而更

重要的已严重影响了人们的心理健康。导致脱发的因素很多，

其中毛囊的损伤是引起的脱发主要原因。毛囊是毛发的生长主

要器官，很多内源性和环境因素影响毛发的生长周期，其中一

些特殊的细胞因子和生长因子备受关注特别是研究肝细胞生

长因子对毛囊的调控作用也越来越受到重视。肝细胞生长因子

(Hepatocyte Growth Factor，HGF) [2]是由间质细胞分泌的具有广

泛生物学活性的一种多功能性细胞生长因子，在某些上皮细

胞、内皮细胞、肝脏的枯否氏细胞和脂肪储存细胞表达分泌的，

甚至在一些肿瘤细胞中也可产生。HGF与其特异性受体 c-Met

构成的信号系统能调节细胞增殖、迁移、促进人体黑素细胞黑

素的形成，并能促进血管发生及组织再生的过程。Jindo等在体

外培养的毛囊的毛乳头细胞检测到了较大量 HGF的表达，在

小鼠背部的局部皮肤皮下注射 HGF后发现可以促进新生小鼠
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毛囊的生长，HGF通过延长毛发生长初期的时间和其轻微的

毛发生长初期诱导活性促进了毛发的生长[3-5]。

随着对基因转移技术分子细胞生物学机制的深入探究，基

因治疗在各种疾病的治疗研究中发挥着越来越重要的作用[6]。

传统的基因运载体分为病毒载体和非病毒载体两大类，由于病

毒载体的细胞毒性、免疫原性、致变异性等缺点严重地限制了

它的广泛应用[7]，而非病毒载体因其安全性好、制备简单、可重

复给药且无基因大小限制等优点，在基因治疗领域有着广阔

的发展前景，其中脂质体作为一种有效的基因转染工具，已在

肿瘤的基因治疗、干细胞治疗、脑缺血 -再灌注、帕金森病、眼

角膜、视网膜等[8-10]各种疾病的临床前期治疗研究中取得了一

定效果。本研究建立的非病毒型人肝细胞生长因子的基因治疗

方式，避免病毒载体基因治疗所导致的副作用[11]。采用 DNA重

组技术构建含人的肝细胞生长因子基因的真核表达重组质粒

pEGFP-N1-HGF，通过脂质体转染体外培养的成纤维细胞后检

测到 HGF的表达，为基因治疗脱发疾病提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 细胞、质粒和菌株

DH5琢由本实验室保存，MSCs购自于天津协和干细

胞公司。质粒 pEGFP-N1载体购自 CLONTECH公司。

1.2 主要试剂及工具酶

工具酶及试剂盒：限制性内切酶 Ⅰ和 Ⅰ购自于

TaKaRa公司，PCR胶回收试剂盒、T4 DNA连接酶、普通质粒

提取试剂盒、无内毒素质粒大提试剂盒购自于北京天根生化科

技有限公司，PCR试剂盒和 TransZol提取试剂盒购自于北京

全式金生物技术有限公司，RT-PCR试剂盒购自于 Promega公

司，Human HGF ELISA Kit武汉博士德生物有限公司，Lipofec-

tamineTM 2000购自于 Invitrogen公司。

1.3 培养基

DMEM及 FBS购自 GIBCO公司。

1.4 引物设计

根据 genebank 中 HGF的 cDNA 序列[NM_000601]，使用

premier5.0软件进行引物设计，并带有 Ⅰ和 I特异性

的酶切位点。引物的序列为：上游引物 5'-GAGCGAGCTCAT-

GTGGGTGACCAAACTCC （SacI）-3'；下游引物 5'-CGCG-

GATCCTGACTGTGGTACCTTATATGTTAAAATAATT

（ Ⅰ）-3',引物由上海生工生物工程有限公司合成。

1.5 实验方法

1.5.1 MSCs总的 RNA 提取 用含 20 %胎牛血清的 DMEM

的培养液，37℃、5 % CO2条件下培养MSCs细胞于六孔板板长

满单层后按商业化的 TransZol 提取试剂盒说明书步骤提取

MSCs细胞中的总 RNA。保存样品于 -70℃以备长期使用。在紫

外分光光度计上测定总 RNA吸光度（A260和A280的值），以确

定其浓度和纯度。用 1 %的琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性。

1.5.2 RT-PCR 和胶回收 HGF基因 以总 RNA 为模板通过

逆转录合成 cDNA，操作按照 RT-PCR试剂盒说明书进行。然

后以 cDNA为模板加入上述已合成的引物进行 PCR扩增。反

应体系总体积 50 滋L。扩增条件为先 95 ℃ 5 min，然后 95℃ 20

s，62 ℃ 20 s，72 ℃ 2 min，40 个循环；最后 72 ℃充分延伸 2

min。用 1 %的琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR产物，用胶回收试剂

盒进行回收。

1.5.3 质粒载体的制提取 将载体 pEGFP-N1 转入

DH5琢细胞在含卡那霉素的 LB培养基中 37 ℃培养过夜。按普

通质粒提取试剂盒说明书提取 pEGFP-N1。经适当浓度稀释后

用紫外分光光度计分别测定 OD260 和 OD280，通过 OD260/

OD280的比值计算 DNA的浓度，以确定载体 pEGFP-N1的纯

度。

1.5.4 目的基因的克隆、筛选及鉴定 用 Ⅰ、 I内切酶

对 pEGFP-N1质粒进行双酶切，采用 40 滋L酶切体系，37 ℃酶

切 3 h，取少量进行琼脂糖凝胶电泳分析，观察酶切效果，剩余

酶切产物用胶回收试剂盒进行回收。将上述 HGF基因的 cD-

NA的 PCR 扩增产物后回收产物与双酶切后的 pEGFP-N1 采

用 10 滋L反应体系在 16 ℃条件下连接过夜。连接产物转化到

DH5琢细胞中，接种于含卡那霉素的 LB平板上，37 ℃培

养过夜。挑取单菌落接种到卡那霉素的液体培养基中，提取质

粒，分别用 Ⅰ和 I进行双酶切验证。阳性重组质粒

pEGFP-N1-HGF送往上海生工生物工程公司测序。

1.5.5 细胞的复苏、传代及冻存 从液氮中取出冻存细胞立即

放入 37 ℃水浴，震荡使其快速溶解 1 min然后移入离心管中

1000 rpm离心 5 min弃上清，加入入 5 mL含 10 %胎牛血清的

DMEM培养基，吹吸混匀后移入培养瓶于 37 ℃、5 % CO2培养

箱中培养，当细胞达到 80 %融合时以 1:3进行传代。选 3-6代

细胞以 5× 106 /mL进行冻存，冻存前一天更换新鲜培养基，冻

存液 10 % DMSO+90 %胎牛血清，冻存过程：4 ℃ (20 min)，-20

℃ 30 min，-80 ℃过夜后投入液氮长期保存。

1.5.6 重组质粒转染皮肤成纤维细胞 挑取测序正确的单菌落

扩大培养后用无内毒素质粒大提试剂盒提取质粒后于 -20 ℃

保存。于 24孔板中，每孔加入 500 滋L DMEM（含血清，不含抗

生素）培养皮肤成纤维细胞，37℃、5% CO2条件下培养至细胞

密度达 60 %。将 0.8 滋g质粒 DNA（pEGFP-N1-HGF）和 2 滋L

LipofectamineTM 2000 分别稀释于 50 滋L 无血清无双抗的

DMEM中，然后将两者轻轻混匀，室温中置 20 min，形成转染

复合物。吸掉细胞表面的培养液，用 100 滋L不含血清与双抗的

DMEM清洗两次后，加入 100 滋L不含血清与双抗的 DMEM。

然后将 100 滋L转染复合物缓缓加入每孔的培养液中，轻摇培

养板，混匀后，37 ℃培养箱中置 4~6 h，更换新鲜的含血清和双

抗的培养基，于培养箱内培养 48 h后置于倒置荧光显微镜下

观察绿色荧光蛋白信号。

1.5.7 酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay）

培养的成纤维细胞传代至 4个培养瓶，当细胞融合达 60%后按

上述方法进行转染，重组质粒 pEGFP-N1-HGF的用量分别为 6

滋g、8 滋g、10 滋g，LipofectamineTM 2000 20 滋L，无血清的 DMEM

培养基 5 mL，并设定一瓶做为阴性对照阴性对照。转染后 48 h

后收集上清，放入液氮罐中保存。对收集的上清进行酶联免疫

吸附分析，用酶标仪测定 450 nm波长的 OD值，利用标准品作
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出标准曲线来计算样品 HGF的浓度。

1.6 统计学处理

实验数据经 OriginPro 8.0 统计软件处理，统计变量以

mean± SD 表示，采用双样本 t 检验，琢 值取双侧，琢=0.05。

2 结果

2.1 MSCs细胞提取的总 RNA的完整性检测

电泳图片中呈现 28SrRNA 和 18SrRNA 两条条带，且

28SrRNA的亮度，是 18SrRNA的两倍。表明 RNA无降解，即

得高质量的总 RNA（图 1）。

2.2 HGF的 PCR产物

经梯度 PCR筛选退火温度得到最适退火温度为 59 ℃，扩

增获得全长约 2.2 kb的 HGF基因片段（图 2）。

2.3 质粒 pEGFP-N1 和重组质粒 pEGFP-N1-HGF的双酶切鉴

定结果

pEGFP-N1经 I和 Ⅰ双酶切，跑琼脂糖凝胶电

泳 ， 回 收的 片 段 大 约 4.7 kbp （图 3A）。 重 组 质 粒

pEGFP-N1-HGF经 I和 Ⅰ双酶切后出现分子量分别

为 4.7 kb和 2.2 kb的两条带，正好与质粒 pEGFP-N1和 HGF

基因的分子量一致（图 3B），初步证实连接成功，同时通过菌落

测序后，确认连接是正方向。

2.4 重组质粒转染皮肤成纤维细胞

载体 pEGFP-N1上含有绿色荧光蛋白报告基因，转染细胞

经细胞表达后，可在倒置荧光显微镜下观察到明亮的荧光，因

此我们可以直接看到重组质粒 pEGFP-N1-HGF的转染效果。

与对照组相比重组质粒已经成功转至成纤维细胞（图 4）。

2.5 ELISA检测重组质粒中 HGF蛋白的检测

所有的标准品和样品的最终的吸光值减去零孔的吸光值

后，得到的数据以标准品蛋白浓度为横坐标，吸光值为纵坐标，

画出曲线。得到的标准曲线（y=0.001x + 0.059 R2= 0.996），根据标

准曲线计算转染 pEGFP-N1-HGF 重组质粒后表达 HGF的量

（表 1）。

图 1 从MSCs中提取的总 RNA

Fig. 1 Total RNA extracted from MSCs

图 2 HGF全长基因的 PCR扩增产物

Fig. 2 PCR product of HGF

M:marker; 1-5: HGF

图 3 pEGFP-N1质粒（A）及重组质粒 pEGFP-N1-HGF（B）的酶切鉴定

Fig. 3 Restriction digestion of plasmid pEGFP-N1 (A) and

recombinant plasmid pEGFP-N1-HGF (B)

M:marker; 1-2: pEGFP-N1 or recombinant plasmid pEGFP-N1-HGF

图 4 荧光显微镜下观察重组质粒 pEGFP-N1-HGF转染成纤维细胞

（20× 10）

A、普通纤维镜下观察转染了 pEGFP-N1-HGF质粒后的成纤维细胞 B、

荧光显微镜下观察转染后的成纤维细胞

Fig. 4 Fibroblasts transfected with recombinant plasmid pEGFP-N1-HGF

（20× 10）

A：DIC image; B: Fluorescent image
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实验数据用 OriginPro 8.0统计软件进行统计学处理，统计

变量以 mean± SD表示，当所转染 pEGFP-N1-HGF重组质粒为

6 滋g时，HGF的表达量为（1.18± 0.049）ng·mL-1。重组质粒为

8 滋g时，HGF的表达量为（1.51± 0.054）ng·mL-1。重组质粒为

10 滋g时，HGF的表达量为（1.31± 0.036）ng·mL-1。采用不同量

梯度的 pEGFP-N1-HGF重组质粒转染皮肤成纤维细胞后，取

上清用 ELISA方法检测细胞 HGF的表达量，结果表明转染 48

h后，细胞可表达 5.9～ 7.55 ng·mL-1的 HGF。

3 讨论

迄今为止，对于脱发症还没有完整全面的治疗手段，我们

发现在中药防治脱发方面虽然具有疗效独特、整体调节、副作

用小的优点，但是疗效慢，治愈率低临床方面西药治疗的方法

中，见效快，恢复速度好，但存在着不同程度的副作用，停药后

容易复发等缺点。所以在基因治疗的水平上根本上解决因毛囊

损伤引起的脱发疾病将成为日后研究的热点。

HGF在体外实验中对毛囊生长有明显促毛发生长作用,近

年来的研究发现 HGF可主要通过（1）调节真皮乳头细胞和上

皮角质形成细胞之间的相互作用[12,13]，（2）诱导毛囊周围血管的

形成[14-18]，（3）影响毛囊的周期性循环[5]，三个方面对毛囊作用来

影响毛发的生长。通过构建 HGF基因的真核表达质粒可以为

基因治疗脱发疾病提供一种可行性方法。

本实验中我们采用逆转录 PCR 的方法扩增出目的基因

HGF的 cDNA片段，将其与真核表达载体连接，经双酶切、基

因测序鉴定载体构建成功后，将其转染至体外培养的成纤维细

胞，ELISA方法检测到在细胞内成功表达了 HGF，下一步实验

再将 HGF真核重组质粒用于动物模型的体内检测。期待 HGF

可以代替毛乳头的作用来调控毛囊的发育周期，促进毛发再

生，为基因治疗脱发疾病的研究奠定基础。
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表 1 ELISA检测转染 48h后皮肤成纤维细胞 HGF的表达量（ng·ml-1）

Table 1 HGF expression from transfected fibroblasts at 48 hours by ELISA

Plasmid (滋g)
HGF（ng·ml-1）

Control 1 2 3 4 5 6

6

8

10

0

0

0

1.15

1.49

1.32

1.10

1.44

1.28

1.17

1.52

1.30

1.19

1.58

1.34

1.24

1.55

1.24

1.21

1.46

1.32
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