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重组原核表达载体 pQE30一hALRIP的构建及鉴定 
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【摘 要】目的：构建人肝再生增强因子相互作用肽(hALR interacting protein，hALRIP)重组原核表达载体并进行鉴定。方法：用 

聚合酶链反应(PCR)扩增 hALRIP编码区基因，将 PCR 扩增产物克隆至 pMD18-T载体中并测序。利用 pQE30质粒载体构建重 

组原核表达载体 pQE30一hALRIP，并通过酶切电泳鉴定重组质粒。结果：构建了重组克隆载体 pMDI8一hALRIP和重组表达载 

体 pQE30一hALRIP，测序及酶切鉴定与预计相同。结论：成功构建了重组原核表达载体 pQE30一hALRIP，为进一步研究该多肽奠 

定基础。 
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Construction and identification of recombinant plasmid pQE30一hALRI P 

DENG Jianchuan．et 

(Department of Hematology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct a recombinant prokaryotic expression vector pQE30一hALRIP for further research．Method： 

PCR was used to amplify hALRIP codon region．The gene Was inserted into pMD18-T vector and sequenced．Then the prokary— 

otic expression vector pQE30一hALRIP Was constructed and identified．Resu／ts：Clonal recombinant vector pMD18一hALRIP and 

expression vector pQE30一hALRIP were constructed．DNA sequence analysis and restriction analysis showed both of the vectors 

were the sal3fle as the predicted results．Conclusion：Prokaryotic expression vector pQE30一hALRIP is successfully constructed． 
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原发性肝癌，是我国最常见的恶性肿瘤之一，严重危害 

人民的生命健康。已有研究表明，许多细胞因子参与了肝癌 

的发生发展过程。肝再生增强因子 (Augm enter of liver re— 

generation，ALR)是近年发现并克隆的一种能促进肝脏再生 

的细胞因子，其在体内多种组织均有表达llj。人的ALR(Human 

augmenter of liver regeneration，hALR)在维系人的生命中可 

能起了很重要的作用，其主要生物学作用t2-4V~_,括参与肝脏再 

生、抑制 NK细胞活性 ，同时发现该因子能以剂量依赖方式 

刺激肝癌细胞增殖，但是其具体作用机制仍不明。 

前期实验中嘲我们利用构建出的人肝癌细胞的 eDNA噬 

菌体展示文库筛选出与 hALR具有相互作用的特异噬菌体 

克隆，该特异噬菌体克隆衣壳蛋白展示有约 70个氨基酸的 

hALR相互作用多肽(hALR interacting protein，hALRIP)。生 

物信息学分析表明该噬菌体展示肽为 Citron激酶的一部分， 

这部分氨基酸可能为 hALR的膜受体片段。为了进一步证实 

Citron激酶膜上片段具有受体性质并探讨其与 ALR在肝癌 

发生、发展的关系，有必要获取该 多肽并进行更多深入的实 
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验。pQE30原核表达载体表达的蛋白带有六聚组氨酸结构， 

这非常方便于表达蛋白的纯化。本实验拟构建该多肽(含 70 

个氨基酸序列)的重组原核表达载体 pQE30一hALRIP，为今 

后进一步实验做准备。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1质粒与菌株 

pQE30原核表达质粒 、E，coli．JM109菌株为重庆医科大 

学病毒性肝炎研究所保存。pMD18-T simple载体购自大连 

Takara公 司。 

酶类及试剂 Ex Taq DNA聚合酶、限制性内切酶 BamH 

I、Hind III及 T4 DNA连接酶均 购 自Takara公 司。DNA 

Marker购 自Takara公司。DNA回收纯化试剂盒购 自Omego 

公司。 

1．1．2引物设计 

根据 hALRIP的 eDNA序列设计引物 ，其中上、下游引物 

5’端分别引入BamH I、Hind III酶切位点。引物由上海生工 

公司合成。 
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2 结 果 

21 hALRIP基因的扩增 

以 hAlIJ{具有相互作用的特异噬茼体r-DNA 

克隆为模板进行 PCR扩增，所获f 物在 1．0％的琼 

脂精凝胶中电泳．在紫外灯下规察刮一条约近25f)I]I 

的条带，与预期扩增 日的片段犬小相符 结果如『暂 
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2 1 F,MDI8一h RIP重 组质粒的酶切 鉴定 

将 重组 质 pMDl 8-hALRIP JH HamH I、Hind 

III进 f双酶切，分『J殳约 2 5kb和 250 阿个片段， 

与预计卡H符 结果如 2 
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2．4 pQE30一hALRIP重组表达质粒的酶切鉴定 

将重组表达质粒 pQE30一hALRIP分别用 BamH 

I单酶切及 BamH I、Hind III双酶切。线状 pQE30 

大小约为 3．5Kb，线状重组表达质粒 pQE30一hAL— 

RIP大小约为 3．7Kb，说 明重组质粒大小正确 。 

pQE30一hALRIP经 BamH I、Hind III双酶切后，分 

成 3．5Kb和 200bp左右两个片段，与预计相符。结 

果如图3。 

3 讨 论 

目前，在肝再生增强因子与原发性肝癌的关系 

中发现：ALR在体外能以剂量依赖方式刺激肝癌细 

胞增殖，但对原代肝细胞却没有刺激增殖作用【句。如将 

ALR表达质粒导人肝癌细胞株中，既可促进肝癌细 

胞增殖，又能增加肝癌细胞抗损伤的能力[71。尽管 ALR 

与肝癌发生、发展有重要关系，但对ALR的具体作 

用机制仍知之甚少。如果能找到与 ALR发生相互作 

用的蛋白以及 ALR的受体，进而揭示 ALR所激活 

的信号传导通路，这将有助于我们进一步弄清 ALR 

参与肝癌发生、发展的具体机制。 

前期实验中我们从人肝癌细胞 cDNA表达文 

库筛选出的与 hALR具有特异相互作用的多肽。该 

多肽为人 Citron激酶N端的部分片段，初步分析其可 

能为hALR作用的受体[81。为了进一步证实该发现， 

需要通过基因重组工程办法获得该多肽片段或整 

个 Citron激酶分子以进行相关研究。由于 Citron激 

酶分子读码框很长，对其全部读码序列进行克隆困 

难较大，故我们先对 hALRIP进行克隆、表达。 

本研究首先采用 TA克隆法 (TA Cloning)[91将 

hALRIP扩增 目的基因克隆至 pMD18一T Simple载 

体。pMD18一T Simple载体由pUC18载体改建而成， 

是一种高效克隆PCR产物的专用载体。该载体消除 

了 pUC18载体 LacZ基因上的多克隆酶切位点，再 

在 pUC18载体的多克隆酶切位点处导人了EcoR V 

酶切位点，使用EcoR V进行酶切反应后，再在两侧 

的3’端添加“T”而成。因大部分耐热性 DNA聚合酶 

进行 PCR反应时都有在 PCR产物的 3’末端添加 
一 个 “A”的特性，所以使用该载体可以大大提高 

PCR产物的连接、克隆效率。该载体尽管消除了 

LacZ基因上的多克隆酶切位点，但不影响 B一半乳 

糖苷酶的正常表达，因此，PCR产物克隆后仍可以 

利用 0【一互补性进行蓝白菌落的筛选，挑选阳性克 

隆。另外，由于该载体消除了多克隆酶切位点，克隆 

后的PCR产物将无法使用载体上的限制酶切下，需 

要在 PCR扩增引物上导人合适的酶切位点，酶切反 

应将不会受其它T载体上限制酶影响，可以大大提 

高酶切效率 ，增加亚克隆成功率。本实验将含 

BamH I、Hind III酶切位点的 hALRIP目的基因连 

接至 pMD18一T Simple载体后，阳性重组质粒经 

BamH I、Hind III酶切鉴定，分成大小两个片段，与 

预计相符。同时，测序证明重组基因序列与hALRIP 

基因序列完全相符，说明pMD18一hALRIP重组质 

粒(TA克隆)构建成功，可以进行 目的基因的亚克 

隆。 

本实验继续采用 pQE30原核表达系统构建 

pQE30一hALRIP重组质粒。选用这一载体，是考虑 

到 pQE30属于 PDS质粒家族，带有大肠杆菌 T5启 

动子和转录终止信号，能够编码六个组氨酸残基， 

外源基因经多克隆位点插入后，表达的蛋白带有一 

个六聚组氨酸接头。六聚组氨酸接头对表达的蛋白 

的活性及结构影响非常小，但是对表达蛋白的纯化 

具有非常重要的作用i101。由于组氨酸的咪唑环能够 

与金属Ni2+形成螯合物，因此利用Ni 一NTA树脂 

可 以快速纯化表达蛋白。基于此 ，我们将质粒 

pMD18一hALRIP中的 目的片段酶切回收后亚克隆 

至pQE30表达载体，酶切鉴定与预期相符，说明重 

组表达质粒 pQE30一hALRIP构建成功，下一步可以 

进行多肽的表达与纯化。 
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3 讨 论 

卵巢恶性肿瘤是女性生殖道常见的三大恶性 

肿瘤之一，由于缺乏有效的早期诊断技术及浸润性 

生长和转移迅速的特点，其死亡率已居女性生殖系 

统恶性肿瘤之首。活性小分子肽具有结构简单，分 

子量小，特异性高，穿透性好，不易在体内诱发免疫 

应答等优点，可作为良好的靶向载体，为卵巢癌的 

早期诊断和筛查提供了新的途径，噬菌体表面呈现 

肽库技术为筛选活性小分子肽提供了一种有效工 

具。 

近年来研究发现 Endoglin的单克隆抗体在动 

物的肿瘤治疗中具有重要作用【ll】，本研究以 rhEn— 

doglin蛋白为靶分子，对噬菌体随机 12肽库进行筛 

选。经过3轮筛选，每轮的投入 ／产出比率逐渐升 

高，特异性噬菌体克隆得到了有效富集。从第 3轮 

筛选洗脱物中随机挑取 16个噬菌体克隆，竞争性 

ELISA鉴定其中6个为阳性克隆，经 DNA测序分 

析，得到5种不同的氨基酸序列。 
一 般而言，利用噬菌体展示肽库筛选出来的噬 

菌体融合肽与靶分子的结合位点只有位于 Endoglin 

的活性位点上，或是小分子肽能够代表不连续表位 

的有效构象，噬菌体克隆才有可能代表 Endoglin抗 

体或受体的结合表位。我们通过竞争抑制实验进一 

步证实噬菌体克隆能够模拟可与 Endoglin结合的 

受体或抗体的结合表位。 

Beatty及 LoolTlans等从理论和实验上均证明了 

非竞争法 ELISA测定多肽的亲和常数操作简便易 

行，结果可靠。本实验通过非竞争法ELISA检测阳 

性噬菌体多肽的功能性亲和常数为(1．431±0．293) 

×107mol／L，说明其与靶分子具有较好的亲和活性。 

但噬菌体呈现肽的特性并不一定能代表合成多肽 

的性质，我们将通过分子结构的模拟优化和多肽合 

成进一步研究其生物学活性。 

(通讯作者：梁志清，电"／@(023)68754409) 
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