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利用 5'-RACE技术进行人肝再生增强因子相互作用肽 

cDNA5 末端快速扩增及序列分析 

邓建川，刘 杞，陈 曜，孙 航，唐 琳，王 娜 

(重庆医科大学附属第二医院病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：利用5 一RACE技术进行人肝再生增强因子(hALR)相互作用肽cDNA5 末端快速扩增并进行序列分析。方 

法：按照 5 一RACE试剂盒 (Takara)操作流程进行 hALR相互作用肽 eDNA5 末端快速扩增，用 BLAST技术对扩增序列进行 

生物信息学分析。结果：成功获取 487bp的5 一RACE反应产物，其中 5 端延伸了 275bp，同源序列分析表明与人 Citron激酶 

mRNA高度同源。结论：5 一RACE技术可以用于快速有效扩增已知部分 eDNA序列的5 末端，Citron激酶可能是与 hALR具 

有相互作用的蛋白。 
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Amplification of 5 eDNA end of human augmenter of liver regeneration 

by 5 -RACE technique and analysis of sequence 
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【Abstract】Objective：To amplify the 5 eDNA end of human augmenter of liver regeneration(hALR)by 5 -RACE technique and to 

analyze the sequence．Methods：5 eDNA end of hALR was rapidly amplified by following the instructions of 5 -RACE kit(Takara)． 

The acquired sequence was analyzed by bioinformatie too1．Results：5 一RACE product with 487bp was successfully obtained．which in- 

eluded extending sequence with 275bp．Homolo~ analysis by BLAST showed highly homologous with human citron kinase．Conclusions： 

5 -RACE method can he used to amplify the 5 end of partially known eDNA sequence．Citron kinase can interact with hALR． 
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肝再生增强因子 (Augmenter of liver regenera— 

tion，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【】1。人的 

ALR(hALR)与哺乳动物大、小鼠的 ALR及酵母菌的 

scERV1基因高度同源[21，提示 hALR在维系人的生 

命中可能起了很重要的作用。已有研究表明，hALR 

的主要生物学作用[3--51包括参与肝脏再生、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。 

通过噬菌体表面展示技术可以研究具有相互 

作用的蛋白质 ，从而为一些细胞因子的作用途径提 

供线索。本实验室前期实验已构建出人肝癌细胞株 
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cDNA噬菌体展示文库[61，我们继续利用该文库成功 

筛选出与hALR具有相互作用的特异噬菌体克隆， 

该噬菌体克隆衣壳蛋白展示有 hALR相互作用多 

肽，其 cDNA插入片段为 212bp。由于该片段较短， 

是否为一些已知或未知基因的共同读码序列，这需 

要进一步获取该片段的 cDNA全长信息。RACE 

(Rapid amplification of cDNA ends)技术是近年发明 

的一种快速扩增 eDNA末端的方法，本实验利用 

5 一RACE技术延伸该短片段 eDNA 5 末端序列， 

并进行同源序列分析。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株 

人 QGY肝癌细胞株由本研究所提供。 
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l、2 酶类及主要试剂 

Ex Taq酶 、T4DNA连接酶购自Takara公司，新生牛血清 

购自杭州四季青生物公司，总 RNA提取试剂盒购 自QIA— 

GEN公司 ，小量质粒抽提试剂盒购 自上海华舜公司 ，5 

一 RACE试剂盒 、pMDl8一T载体购自Takara公司。引物合成 

由Takara公司完成。胶回收、PCR纯化试剂盒购 自Omega公 

司。RPMI一1640培养液由本实验室制备。 

l3 RNA的提取 

用含 10％新生牛血清及青 、链霉素双抗的 1640培养液 

于 37~C、5％CO 条件下培养人肝癌细胞株 QGY。细胞生长 

达对数生长期后胰酶消化 、收集细胞，按 Qiagen公司总 RNA 

提取试剂盒说明书提取总 RNA。 

1．4 引物设计与合成 

按照 5 一RACE试剂盒要求，根据已知 eDNA序列部 

分设计反转录(RT)引物及两对巢式 PCR引物： 

RT弓i物：5 一fP)一AATTcAAGcGGA一3 

S 1：5 一 I 几TrACAGCCTFCTCCAG1 ITrCTC一3 

S2：5 -TCGCTCC1r盯 GCCTGGCGGA一3 

A l：5 一AGCATFGATCTFCTCCAG I ITrCGC一3 

A2：5 一TCCTFAGCCTFCAACAG1TrA一3 

所有引物均由 Takara公司合成，其中 RT引物 5 末端 

进行磷酸化标记。 

1．5 5 一RACE扩增 

按照试剂盒的操作流程进行。首先进行反转录反应 ，以 

QC,Y细胞总 RNA为模板 ，使用 RT引物 (200pmol／ I)进行 

反转录反应，合成第一链 eDNA。反应体系 l5 I，反应条件： 

30 10min、50℃ 30min、80℃ 2min。于上述反转录液加入 

l I Rase H分解杂交 DNA—RNA中的 RNA链 ，乙醇沉淀后 

加入 l I T4DNA连接酶，16~C过夜反应 ，使单链 cDNA环化 

或形成首尾相连物。再进行巢式 PCR反应。第 1次 PCR以 

SI、Al为扩增引物，Ex Taq酶扩增，总体系 50 I，反应条件： 

94~C 3min、再 94~C 30s、55℃ 30s、72℃ 30s，25次循环。第 2 

次 PCR反应以前次 PCR产物为模板，以 S2、A2为扩增引 

物 ，Ex Taq酶扩增，总体系50 I，反应条件：94~C 30s、55℃ 

30s、72℃30s，30次循环。用 1．0％琼脂糖凝胶电泳 PCR产物 

并切胶回收 、纯化。 

1．6 PCR产物克隆 T载体及序 列分析 

利用 T4DNA连接酶将纯化后的 PCR产物定向连接到 

pMDI8一T载体上，转化大肠杆菌 DH5a，在含 x—gal和氨苄青 

霉素的 LB平板上筛选白色菌落，用 PCR法鉴定重组质粒 ， 

小量提取质粒 ，送大连宝生物公司测序。利用 NCBI生物信 

息学资源进行同源序列分析。 

2 结 果 

2．1 5t—RACE扩增 产物 

电泳结果显示在近 500bp处见 1条明显的扩 

增条带(图 1)。 
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1．1OObp Marker 2．5 一RACE扩增产物 

图 1 5 一RACE扩增产物 

2．2 测序结果及同源序列分析 

该 RACE产物测序为487 bp(表 1)，其中包含 

了已知 212bp的 hALR相互作用肽 cDNA序列 ，通 

过 RACE技术钓取了 275个核苷酸。用 BLAST软 

件搜索 GenBank中的同源序列 ，得到同源性达 

99．79％的序列一人 Citron激酶 mRNA，登录号为 

AY257469。该激酶亦即丝 ／苏氨酸蛋 白激酶，其 

mRNA全长为 8576bp，具有完整 的开放阅读框 

(ORF)，5 一RACE产物序列位于 1571～2057位碱 

基之间，在 ORF内。 

5 一CCTTGCTACCTACATCACAGAATGCAGTAGCTTAAAGCGAAGTTTGGAGCAAG 

CACGGATGGAGGTGTCCCAGGAGGATGACAAAGCACTGCAGCTTCTCCATGATAT 

CAGAGAGCAGAGCCGGAAGCTCCAAGAAATCAAAGAGCAGGAGTACCAGGCTCA 

AGTGGAAGAAATGAGGTTGATGATGAATCAGTTGGAAGAGGATCTTGTCTCAGCA 

AGAAGACGGAGTGATCTCTACGAATCTGAGCTGAGAGAGTCTCGGCTTGCTGCT 

GAAGAATTCAAGCGGAAAGCGACAGAATGTCAGCATAGACTGTTGAAGGCTAAGGAT 

CAAGGGAAGCCTGAAGTGGGAGAATATGCGAAACTGGAGAAGATCAATGCTGAGCAG 

CAGCTCAAAATTCAGGAGCTCCAAGAGAAACTGGAGAAGGCTGTAAAAGCCAGCACG 

GAGGCCACCGAGCTGCTGCAGAATATCCGCCAGGCAAAGGAGCGA一3 

表 l 5'-RACE反应产物测序结果 (黑体部分为延伸序列) 
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3 讨 论 

RACE是 1988年由 Frohman等I 7】发明的一项新 

技术，包括 5’一RACE和 3’RACE，主要通过 PCR由 

已知的部分 cDNA序列来得到完整的 5’端和 3’端。 

传统的5’一RACE技术是用一个反向的基因特异引 

物(GSP)在反转录酶作用下反转录总 RNA得到第 
一

链 cDNA，再用末端脱氧核糖核苷酸酶 (TdT)给 

cDNA的 5’端进行同聚物加尾反应，从而在未知的 

cDNA5’端加上一个接头，再用 GSP和接头引物经 

PCR扩增出未知 mRNA的 5’端。但由于这种传统 

方法在实际操作中仍有不少困难，我们采用的是由 

Takara公司设计 的改 良的 RNA连接 酶介 导 的 

RACE技术。其基本原理是：(1)以目的 mRNA为模 

板，用5’末端磷酸化标记的反转录引物进行反转录 

反应，合成第一链 cDNA。(2)使用 RNA酶分解杂交 

DNA—RNA中的RNA链。(3)使用 RNA连接酶使单 

链 cDNA环化或形成首尾连接物。(4)进行 PCR扩 

增。这种基于 自身连接的 RACE法具有连接效率 

高，可以进行巢式 PCR反应 ，扩增产物特异性高等 

优点。RACE实验主要用于钓取cDNA全长序列，但 

由于 PCR反应的复杂性，有时也仅延伸一端部分序 

列。如果 5’一RACE第一次仅钓出部分序列，下一步 

可以根据已钓取的序列重新设计引物来再次钓取 

5’端全序列 I。 

我们前期实验从人肝癌细胞的cDNA噬菌体展 

示文库筛选出与hALR具有相互作用的多肽，其 cD— 

NA插入片段为212bp。利用这一已知片段序列的信 

息设计引物，以从人肝癌细胞株 QGY提取的总 RNA 

为模板进行了5'-RACE实验，获得一条 487bp的反 

应产物，序列分析表明已成功将 hALR相互作用肽 

cDNA5’端延伸了275个核苷酸。RACE产物 cDNA 

同源序列分析证实其与人 Citron激酶 mRNA编码区 

N端的一段高度同源，仅有一个碱基差异，提示 Cit— 

ron激酶可能为与hALR具有相互作用的蛋白。 

Citron激酶 mRNA全长 8576bp，具有完整的开 

放读码框，编码 1559个氨基酸。已有作者对 Citron 

激酶的特性进行研究191，发现该激酶主要位于细胞 

浆内，与细胞分裂的调控有关，可促进肝细胞由 G2 

期向 M期转变。Cunto等I‘01发现该酶 mRNA富含于 

成年大鼠的脑、脾 、肾、胸腺 、皮肤、肺及睾丸，而静 

止期肝细胞 、心脏及骨骼肌不能检测到，这种组织 

细胞分布特性与ALR的分布状况高度近似，提示二 

者具有功能相关性。尽管该激酶主要位于细胞浆 

内，但利用蛋白质跨膜区预测软件对该激酶氨基酸 

序列进行分析，表明该激酶 N端氨基酸序列存在跨 

膜区，hALR相互作用肽位于该区域内。我们拟进一 

步进行实验探讨该 hALR相互作用肽的生物学特 

性，明确其是否为 hALR作用的膜受体，进而揭示 

hALR促肝癌细胞增殖的机制。 
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