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［摘要］　目的：体外重组表达人肝再生增强因子（ａｕｇｍｅｎｔｅｒｏｆｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＬＲ）并进行功能研究。方法：全基因合成

ＡＬＲ序列并插入原核表达载体ｐＥＴ２８ａ＋ ，转化入ＢＬ２１菌内进行诱导表达，表达产物经过纯化后利用 ＭＴＴ法观察表达产物

对人肝细胞的刺激增殖活性；利用小鼠急性四氯化碳损伤模型观察表达产物的肝功能保护作用。结果：酶切鉴定及测序结果

提示表达产物正确；纯化后表达产物具有明确的促进肝细胞增殖作用，并在中、低剂量具有降低小鼠急性化学性损伤后转氨酶

水平的作用。结论：重组表达的ＡＬＲ结构正确，具有促进肝细胞再生的作用。
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　　与其他器官相比，肝脏具有较强的再生能力，但
对于肝脏再生的机制研究还处于初级阶段。近年
来，越来越多参与肝脏再生过程的分子被发现和表
达，其中肝再生增强因子（ａｕｇｍｅｎｔｅｒｏｆｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎ
ｅｒａｔｉｏｎ，ＡＬＲ）由于在肝脏再生和病变过程中的潜在
作用而备受关注。Ｇｉｏｒｄａ等［１］首先克隆出人 ＡＬＲ
基因序列，它由１８１３个核苷酸组成，定位于染色体
的１６ｐ１３．３位点上，包括３个外显子和２个内含子。
进一步的研究表明，人ＡＬＲ在肝脏细胞中存在１２５
ａａ（Ｍｒ＝１５０００）和２０５ａａ（Ｍｒ＝２３０００）两种形式，前
者与后者相比 Ｎ末端缺少８０个氨基酸，并且 ＡＬＲ
（１５０００）主要存在于细胞核中；ＡＬＲ（２３０００）主要存
在于细胞质中，定位于细胞线粒体内外膜间腔。

Ｈａｇｉｙａ等［２］在成功克隆出大鼠ＡＬＲ后，运用Ｎｏｒｔｈ

ｅｒｎ杂交技术获得的结果显示ＡＬＲ分布于多种组织
器官，无组织特异性，但与正常肝脏相比，部分肝切除
及损伤期肝组织ＡＬＲｍＲＮＡ的表达显著增强，间接
说明了ＡＬＲ在肝脏再生的过程中发挥了重要的作
用。国内谢玲等［３］在大鼠动物模型中发现，ＡＬＲ
（２３０００）可以治疗四氯化碳（ＣＣｌ４）诱导的急性肝功能
衰竭，重组 ＡＬＲ能够显著提高中毒大鼠的存活率。
提示重组ＡＬＲ可能应用于临床治疗严重肝病。

　　为了进一步研究人ＡＬＲ（１５０００）的生物学活性
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并使 ＡＬＲ在大肠杆菌中得到高效表达，在本研究
中，我们根据大肠杆菌的最适密码子，合成适合大肠
杆菌表达的ＡＬＲ（１５０００）基因序列，并尝试对重组

ＡＬＲ 体 外 和 体 内 的 生 物 学 活 性 进 行 了 初 步
研究。　　　　　　

１　材料和方法

１．１　实验材料　质粒和菌株：ｐＥＴ２８ａ＋质粒和

ＢＬ２１表达菌株购自 Ｎｏｖａｇｅｎ公司；ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ
内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰｓ和 ＲＴ
ＰＣＲ反应试剂盒等均为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；ＤＮＡ
标记物、ＤＮＡ回收纯化试剂盒、质粒提取试剂盒、

ＩＰＴＧ等为ＴａＫａＲａ公司产品。

１．２　ＡＬＲ序列设计　为了利于ＡＬＲ在大肠杆菌中
的表达，根据大肠杆菌的最适密码子（ｈｔｔｐ：／／ｍｏｌｂｉｏ．
ｉｎｆｏ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｍｏｌｂｉｏ／），合成适合大肠杆菌表达的

ＡＬＲ基因序列（上海生工生物工程技术服务有限公
司），具体序列已经申请专利（２００７１０１０７８３９）。

１．３　ＡＬＲ表达载体的构建及鉴定　（１）ＡＬＲ基因扩
增用上、下游引物分别加入ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ切点，同时
上游引物还引入肠激酶（ＥＫ）作用切点。引物序列如
下：上游引物，ＴＴＧＧＡＡＴＴＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣ
ＡＡＧＡＴＧ ＣＧＴＡＣＣＣＡＧＣＡＧＡＡＡ；下游引物，

ＴＴＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡ ＧＴＣＧＣＡＡＧＡＡＣＣＧＴＣ。
（２）ＰＣＲ反应体系（５０μｌ）：３４μｌ无菌 Ｈ２Ｏ，１０×缓冲
液５μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２ＳＯ４２μｌ，２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ５

μｌ，５０μｍｏｌ／Ｌ上游引物１μｌ，５０μｍｏｌ／Ｌ下游引物１

μｌ，１０ｎｇ模板ＤＮＡ１μｌ，Ｅｘｔａｑ１μｌ。（３）ＰＣＲ条件：

９４℃５ｍｉｎ→９４℃３０ｓ→５０℃３０ｓ→６８℃３０ｓ→６８℃
２ｍｉｎ，共２５个循环。（４）重组体构建及鉴定：ＥｃｏＲⅠ和

ＸｈｏⅠ双切ＰＣＲ产物和ｐＥＴ２８ａ载体，ＤＮＡ片段用Ｔ４
连接酶链接后转化ＤＨ５α细胞，挑取单克隆抽提质
粒，酶切鉴定得到的阳性克隆测序验证，克隆有ＡＬＲ
正确序列的质粒转化到表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）中，得到

ＡＬＲ的表达菌株。

１．４　ＡＬＲ蛋白表达　挑取 ＡＬＲ表达菌株接种到

ＬＢ培养基，３７℃振摇培养６ｈ后，用１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ诱导，３７℃继续培养４ｈ，诱导前后各取菌液

５０μｌ行１２％ＳＤＳＰＡＧＥ。

１．５　ＡＬＲ蛋白纯化　（１）用ＴｒｉｓＨＣｌ裂解液重悬
菌体，冰上超声破碎。低温下高速离心２０ｍｉｎ，收集
上清与沉淀。（２）沉淀用含２ｍｏｌ／Ｌ尿素的裂解液
彻底洗涤，低温下高速离心１０ｍｉｎ，弃上清，用含有

８ｍｏｌ／Ｌ尿素的裂解液彻底溶解，低温高速离心弃
去沉淀。（３）包涵体裂解液用 ＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ柱

纯化，同时采用尿素浓度梯度复性缓冲液缓慢过柱
洗涤，用含咪唑的洗脱液洗脱。（４）用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ
２５柱脱去洗脱液中咪唑及盐离子并用重组肠激酶
（ｒＥＫ）消化。（５）用ＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ柱将切下的含

Ｈｉｓ融合蛋白的片段分离。（６）将流出液中样品过１
ｍｌＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ 柱纯化，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
缓冲液平衡，ＮａＣｌ梯度洗脱，收集不同的洗脱管。

１．６　ＡＬＲ蛋白体外活性鉴定　取生长状态良好的
人肝细胞株Ｌ０２（购自中国科学院细胞库），按１×
１０５／ｍｌ、１００μｌ／孔的量接种于细胞培养板，在３７℃、

５％ＣＯ２的条件下培养２４ｈ，然后换含０．２％小牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养液培养１２ｈ。吸弃培养液，分别加
入以上表达纯化后的ＡＬＲ（用ＲＰＭＩ１６４０培养液稀
释成０．１６、０．３１、０．６２５、１．２５、２．５、５、１０、２０μｇ／ｍｌ），加
入量为１００μｌ／孔，同时设置空白对照孔。每个药物浓
度及对照孔设置四复孔，培养２４ｈ后加入１０μｌ／孔的

ＭＴＴ溶液，继续培养４ｈ后，吸弃培养上清液，加入

１００μｌ／孔的ＤＭＳＯ，培养板振荡１５ｍｉｎ后，在５５０ｎｍ
波长下测定各孔的光密度值（Ｄ）。

１．７　ＡＬＲ对肝损伤保护作用的动物实验　取体质
量、年龄相仿的昆明种小鼠（购自第二军医大学实验
动物中心）２４只，随机分为６组，每组４只，分别为：
（１）生理盐水组，应用ＣＣｌ４造成小鼠的急性肝损伤，
在治疗时给予生理盐水；（２）促肝细胞生长素组，

ＣＣｌ４造模后，在治疗时给予促肝素（商品名威佳，威
海赛洛金药业有限公司产品），剂量为２０μｇ／ｋｇ，作
为阳性治疗组；（３）～（５）ＡＬＲ高剂量、中剂量、低剂
量组，ＣＣｌ４造模后，给予ＡＬＲ的量分别为２ｍｇ／ｋｇ、

２００μｇ／ｋｇ和４０μｇ／ｋｇ；（６）ＡＬＲ正常对照组：不造
模，但选用最高治疗剂量的 ＡＬＲ（２ｍｇ／ｋｇ）。具体
实验过程如下：除ＮＣ组外，其他各组小鼠经腹腔注
射含体积分数为１０％ＣＣｌ４的橄榄油，给药剂量为１０
ｍｌ／ｋｇ（ＮＣ组注射等体积生理盐水）。４ｈ后，对以
上６组小鼠进行相应治疗，经腹腔注射，共给药４
次，每次给药体积均为２００μｌ，每１２ｈ给药１次。最
后１次给药８ｈ后，经小鼠眶静脉取血，分离血清后
使用全自动生化仪检测丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）和天冬
氨酸转氨酶（ＡＳＴ）水平。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１０．０软件对研究数
据进行统计分析。各指标用珚ｘ±ｓ表示。两样本均
数作ｔ检验。Ｐ＜０．０５为有显著性差异。

２　结　果

２．１　ＡＬＲ表达载体目的片段的鉴定　ＰＣＲ产物进
行琼脂糖凝胶电泳，可见大小约４００ｂｐ片段，符合
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ＡＬＲ目的基因的大小（图１）。重组体构建完成后酶
切鉴定提示插入片段正确（图略）。

图１　ＡＬＲ基因扩增产物

Ｆｉｇ１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＡＬＲｇｅｎｅ
１４：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．２　ＡＬＲ蛋白的表达和纯化　挑取 ＡＬＲ表达菌
株经ＩＰＴＧ诱导后，３７℃继续培养４ｈ，诱导前后各
取菌液５０μｌ行１２％ＳＤＳＰＡＧＥ，结果见图２。ＡＬＲ
蛋白经过柱原位复性，流经镍柱富集纯化后，得到的
蛋白用ｒＥＫ消化过夜后，再次用镍柱去除 ＡＬＲ蛋
白融合序列，单独的ＡＬＲ存在于流出液中。经过以
上步骤的纯化，得到的纯化蛋白电泳结果见图３。

图２　ＡＬＲ蛋白的表达结果

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＬＲｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

图３　ＡＬＲ蛋白的纯化结果

Ｆｉｇ３　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＬＲｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰｕｒｉｆｉｅｄＡＬＲｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　ＡＬＲ蛋白体外活性鉴定　不同浓度的 ＡＬＲ
刺激细胞后，用 ＭＴＴ法测定Ｌ０２细胞的增殖，测
定结果参见图４。与空白对照相比，我们得到的

ＡＬＲ在体外具有显著的刺激肝细胞增殖的作用，并
且其体外刺激效应在一定范围内与剂量呈正相关

关系。

图４　不同ＡＬＲ浓度刺激下的

Ｌ０２肝细胞增殖实验

Ｆｉｇ４　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙＡＬＲｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（０μｇ／ｍｌＡＬＲ）ｇｒｏｕｐ；珚ｘ±ｓ，ｎ＝４

２．４　ＡＬＲ对肝损伤保护作用的动物实验　用不同
剂量的ＡＬＲ对急性肝损伤的小鼠进行治疗后，各组

ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平如表２所示。与阴性治疗组相
比，ＡＬＲ在中或低剂量（２００、４０μｇ／ｋｇ）时可显著降
低两种转氨酶ＡＬＴ、ＡＳＴ在血清中的含量，而且观
察到的肝组织损伤程度较轻（病理图片未列出），提
示ＡＬＲ对小鼠化学性肝细胞损伤具有保护作用。
表１中结果还提示ＡＬＲ的效果优于促肝素。

表１　各组小鼠急性肝损伤

经治疗后转氨酶的水平

Ｔａｂ１　Ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｌｅｖｅｌｓｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈ

ａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｍｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珚ｘ±ｓ，ｚＢ／Ｕ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＡＬＴ ＡＳＴ

Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ ４ 　　４４２±１０８ 　 ８２４±９１
２ｍｇ／ｋｇＡＬＲ ３ 　　８４５±７４０ 　１３６０±２７７
２００μｇ／ｋｇＡＬＲ ４ 　　２８５±３９ 　 ７１９±２５８
４０μｇ／ｋｇＡＬＲ ４ 　　２１５±６２ 　 ４７８±２４６

ＰＨＧＦ ４ 　　４０８±１１６ 　 ７６１±２２９
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ４ 　 １９±６ 　 ３１±４０

　ＰＨＧＦ：Ｐｒｏｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　本实验利用优化的人ＡＬＲ基因序列，成功实现
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了ＡＬＲ的高表达，重组人ＡＬＲ蛋白占大肠杆菌菌

体蛋白的２０％左右。经过复性、纯化、消化后的

ＡＬＲ不带有任何标签，去除了冗余蛋白潜在的

影响。　　　　

　　纯化的ＡＬＲ蛋白在体外具有显著的刺激肝脏

来源的细胞增殖的作用，并且在体外刺激效应在一

定范围内与剂量呈正相关关系。ＡＬＲ在中、低剂量

（２００、４０μｇ／ｋｇ）使用时可显著抑制由ＣＣｌ４造成的小

鼠急性肝损伤，对小鼠化学性肝细胞损伤具有保护

作用，显著降低两种转氨酶 ＡＬＴ、ＡＳＴ在血清中的

含量。动物实验表明，尽管高剂量的ＡＬＲ对正常肝

组织没有损伤作用，但是对损伤的肝细胞，高剂量的

ＡＬＲ（２ｍｇ／ｋｇ）不仅没有保护作用，相反具有一定

的协同损伤作用（有病理组织学支持，文中未列出）。

造模＋ＡＬＲ高剂量组与阴性治疗组相比甚至可以

升高 ＡＳＴ 水平，且升高幅度在统计学上有差异

（Ｐ＜０．０５），说明高剂量的ＡＬＲ对于受损伤的肝细

胞有一定的破坏作用，这提示使用剂量应控制在中、

低剂量范围内。

　　ＡＬＲ对于肝脏再生过程中作用机制的研究还

处于起步阶段，Ｔｈａｓｌｅｒ等［４５］用免疫组化和定量

ＰＣＲ的方法比较了胆管细胞性肝癌（ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃｅｌ

ｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＣＣ）、肝细胞癌 （ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）和正常肝细胞中 ＡＬＲ的表达差

别，发现ＣＣＣ和 ＨＣＣ细胞中的 ＡＬＲ含量显著升

高；研究［６８］发现大鼠 ＡＬＲ在体外抑制 ＮＫ细胞活

性；ＡＬＲ在体外可以刺激表皮生长因子 ｍＲＮＡ的

表达，同时还可以活化 ＭＡＰＫ（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ）信号通路［９１０］。

　　本实验证明ＡＬＲ对于人肝细胞株Ｌ０２增殖具

有显著的刺激作用，以后的研究过程中还需要更多

的数据，研究ＡＬＲ对更多细胞株如正常原代肝细胞

增殖的影响；同时ＡＬＲ对于肝细胞特别是肝癌细胞

的刺激增生作用也使人们对于 ＡＬＲ应用时存在的

潜在致癌活性需要进一步评价。
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