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人肝再生增强因子DNA免疫的实验研究 

石小枫，刘 杞，马华锋，罗 娅 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所 重庆 400010) 

【摘 要】目的：构建人肝再生增强因子 (hALR)真核表达质粒，免疫家兔，获得抗hALR多抗血请。S-~k：将已构建的人 

肝再生增强因子 (hALR)重组质粒PET11-It~LR，经PcR扩增，亚克隆人真核表达质粒pcDNA3 1，构建 peDNA3 1-hALR~ 

组质粒。中量制备pcDNA3．i．hALR重组质粒及 pcDNA3 I对照质粒，咀1 08m 只免疫家兔，取血并分离血清，进行蛋白质 

Western bl0t印迹分析。结果：~ J'peDNA3．1．hALR真核表达质粒，此重组质粒诱发了家兔抗hALR抗体的产生。结论：说 

明构建的重组质粒在体内有表达能力，为进一步研究hALR的生物学活 
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了基础。 

Experimental study on nucleic acid immuni of human augmenter of liver regeneration 

SH1Xiaofeng,etal 

(Institutefo，Viral Hepatitis，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To immunize rabbit with the eukaryotic expression plasmid pcDNA3．1-hALR and 

obtain antiserum against hALR．Methods：The hALR gane was obtained from recombinant vector PETI la-hALR 

by PCR technique with the primers designed．The hALR gane waS subcloned into the eukaryotic expression 

plasmid pcDNA3．1．The recombinant plasmid pcDNA3．1-hALR was obtained and transformed to E．Coli DH5 ． 

The resistant clone was selected by ampicillin．Th e integrity of reading frame ofhALR gene in pcDNA3．1-hALR 

WaS confwmed through the restriction endonuclease digestion and DNA sequence analysis
．Recombinant plasmid 

pcDNA3．1-hALR and control plasmid pcDNA3．1 were prepared with Midi QIAGEN-Tip一100．DNA contents were 

measured by ultraviolet quantity at 260nm，respectively．After the injection of these expression plasmids into 

tibialis anterior ofrabbit(per 1．08mg)，the antiserum WaS obtained．The antiserum was assayed by Western blot． 

Results：It Was constructed successfully for the eukaryotic expression plasmid pcDNA3．1-hALR．After the 

recombinant plasmid pcDNA3．1-hALR and control plaSmid pcDNA3．1 were injected into rabbits respectively，it 

WaS confirmed by Western blot that the expression of plaSmid pcDNA3．I-hALR induced the production oi 

an tibody against hALR．Conclusion：These results suggested that recombinan t vector pcDNA3．1-hALR can 

express the hALR in v Jvo and stimulate the anti．hALR antibodv production．1’hjs provides a means for US to Nudy 

further its biological activity and action mechanism． 

[KeyWords】Human augmenterofliver regeneration；DNAimmunity；Western blot 

人肝再生增强因子 (human Augmenter of liver 

regeneration，hALR)是新近发现并已从胎肝克隆 

的一种与肝再生有关的因子。国内外已先后克隆了 

鼠及人的AL 。。 ，它和许多肝再生有关的因子一 

样，可能也参与了肝脏的生长发育调控。国内外先 

后用ALR作为抗原免疫动物制各了抗ALR的单克隆 

抗体及多克隆抗体 】。在体外刺激肝癌细胞株增 
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殖，国内外报道差异较大㈣，因此，我们拟构建 

pcDNA3．1-hALR真核表达质粒，通过免疫家兔和小 

鼠诱生抗hALR抗体的产生，为进一步探讨hALR的 

生物学活性奠定基础。 

1 材料和方法 

I．1 动物 

日本大耳白雄性家兔两只 体重2．3—2．4l=g，购自重庆 

医科大学实验动物中心，在率实验室喂养l周后进行实验。 

1 2 盾粒 

PETIIa-hALR~I PET32a(+)-hALR：由率所构建 。 
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PET32a(+)-hALR为融台表达重组质粒，其表达产物hALR为 

含109个氨基酸的硫氧还蛋白和带6个his·Tag融台蛋白。真 

核表达载体：pcDNA3．1(+)：5400bp，氨苄抗性，购于 

lnvitrogen公司。 

1．3 茵株 

大肠杆菌DH一5a由本实验室保存；表达菌BL21由军事 

医学科学院赠送。 

1．4 硝酸纤维素腰 

由Gelman公司出品。 

1．5 引物 

5‘端：5'-TCGGATCCATGCGGACCCA 

端：5'-GCCTCGAGTTAGT 

： 。 

G．3- 

由上海生工生物工程公司台成，2 OD值，PAGE纯化。 

l 6 羊抗兔IgG—HRP，工作浓度1：l 000；羊抗鼠IgG．HRP， 

工作浓度1：1000；DAB显色Kit；dNTP等购自于北京经科生化 

试剂公司。 

1．7 pcDNA3．1．hALR真核表连质粒的构建 

用DNA质粒提取Kit抽提重组质粒PET1la-hALR，作 

PCR扩增。回收400bp的目的基因片段 籽PCR扩增产物与 

pCDNA3 1质粒怍XhoI&BarnItI]~酶切，将经酶消化的PCR扩 

增产物与pcDNA3．1按1：I(v，v)进行连接反应，T4DNA连接 

酶2 t，15℃连接过夜。转化CaCh~制备的感受态太肠杆菌 

DH5 a。次日挑单菌落抽提质粒、酶切及测序鉴定。 

1．8 pcDNA3 1-hALR重组质粒的中量提取及含量测定 

参照QIAGENE质粒中量提l~Kit说明进行，紫外分光光 

度计于波长260rim处测定吸光度A值，按DNA含量计算公式 

计算DNA台量 ( l=吸光度A值 50×稀释倍数／ 

10(]O)，于-20"(3保存。 

1,9 对动物的DNA免疫 

雄性家兔2只，体重2 3～2．4kg，分为pcDNA3．I．hALR免 

疫组及pcDNA3．I免疫对照组 先于右后肢胫前肌肉处分三 

点注射内含0 25％Bupivacaine和0．1％Methy-hydroxybenzoate 

的生理盐水2 5m r／只，3天后在同一部位分别注射600 t 

(1 08mg)的pcDNA31-hALR和630 t(I 08mg)的 

pCDNA3．1，4N后加强1次，加强后2周通过 C-脏穿刺取血， 

分离血清， 20"(3保存； 

1．10 hALR的诱导表达及纯化 

采用IPTG诱导表达及Ni．NTA Resin亲和层析纯化由 

PET32af+1-hALR表达的hALR融台蛋白，由本实验室制备。 

1．11 抗hALR固相化蛋白质的免疫学测定 (WesternNot) 

参见 《分子克隆 l6l进行。 

2 结 果 

2．1 pcDNA3．1．ALR鼻核表达质粒的构建及鉴定 

提取PETI la-hALR质粒，进~-PCR扩增，1％琼 

脂糖电泳，胶回收400bp的目的基因片段 (图1)， 

同时与pcDNA3．1分别用XhoI&BamHl双酶切，进行 

连接反应，转化大肠杆菌DH-5 q，挑菌落提质粒， 

XhoI&BamHI双酶切能切出400bp的片段 (图2)。 

我们对所构建的pcDNA3．1-hALR真核表达质粒进行 

了序列测定，证实其基因序列完整，阅读框正确， 

无碱基的缺失及突变。 

1 2 3 4 M 

薹；：：饕 
吲  ^ 口 17L ^  日 

tane I：PET1 laPCR； lane 2_3：PETI 1a-ALR PCR 

Iane 4：PETl】a_ALRPCR extraction 

4 -3． ' A h  ̂

臣 ： 
图2 pcDNA3 I_ALR~J构建及酶切鉴定 

tane I ：pcNDA3．1一ALR： 

lan e 2： pcDNA3 1 digested by Xhol&BamHI 

lane 3： pcDNA3．1-ALR digested by XhoI； 

1aI1e 4： pcDNA3．1-ALR digested by Xhol&BamHl 

2．2 pcDNA3．1．ALRN．_pcDNA3．1质粒的中量提取和 

含量测定 

中量提取pCDNA3．1-ALR及pCDNA3．1质粒， 

紫外分光光度计测定吸光度A值，分别为0．36和 

0．342，根据公式计算出DNA含量分别为1800“g／ 

ml、 1710“g／ml。 

2．3 重组质粒的DNA免 疫及Western blot 

分别分离经pcDNA3 1-hALR及pCDNA3．1免疫 

的家兔血清，进行Western blot检测。图3是纯化的 

诱导表达产物hALR的Western blot结果。PAGE电 

泳：5道和7道是上样buffer；6道和8道是纯化的 

hALR融合蛋白 抗原抗体反应 ：5和6道的一抗是 
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pcDNA3．1-hALR免疫家兔的抗血清；7和8道的一抗 

是pCDNA3．1免 疫 家兔抗血 清 。结果 表 明： 

pcDNA3 I-hALR免疫组有单一的染色条带，和蛋白 

分子标准比较，条带大小约30Kda，与hALR融合蛋 

白大小一致；pCDNA3．1免疫组无任何条带出现 

由此认为pcDNA3．1-hALR诱导了家兔抗hALR的产 

生。 

1 2 3 4 5 6 7 8 

圉3 纯化的诱导表达产物ALR对家兔的Western blot 

lane l：PET32a； lanc 2：PET32a-ALR； 

lane 3：purified ALR fusion protein； lane 4：Marke~ 

lane 5：buffer； lane 6：purifiedALRfusionprotein； 

lane 7：buffer； lane 8：purified ALR fusion protein 

ALR主要是在肝细胞内合成和储存，体内实验 

表明，hALR与rALR~可促进l／3 JIT~f切除大鼠的肝 

细胞DNA台成，防止肝细胞的萎缩，提高CC14致 毒 

性肝细胞功能衰蝎大鼠的存活率，降低血清ALT、 

AST、LDH水平及抗肝纤维化作用 。体外实验 

中，rALR对原代培养肝细胞及人肝癌SMMC·7721 

细胞无刺激增殖作用，而hALR都具有明显促进原 

代培养大鼠肝细胞和HTC J~7：癌细胞的增殖⋯。 

鉴于rALR在体外无肝细胞增殖活性，有人推测 

其在体内强大的促肝细胞生长活性可能是通过非实 

质细胞的调控实现的，其依椐为：体内实验发现 

hALR对肝内NK细胞的细胞毒功能有显著抑制作 

用，对肝外的单核细胞的细胞毒功能无抑制作用， 

而且llALR在体外对来自肝内单核细胞也无作用 。 

研究还发现肝内NK细胞对新生肝细胞有杀伤作 

用，成熟肝细胞能抵抗肝内NK细胞的杀伤作用 。 

由此认为在肝再生时，ALR通过抑制NK细胞的功 

能，使新生肝细胞能顺利成长为成熟肝细胞而达到 

促肝再生作用。 

由于对ALR的体外生物学活性报道的差异，因 

此我们构建了pcDNA3．1·hALR的真核表达载体， 

DNA序列分析其阅读框完整，无缺失、突变等 通 

过免疫家兔，Western blot实验表明诱发了抗hALR 

抗体的产生 。此多抗血清可作为检测hALR生物学 

括性的手段，探讨hALR转化哺乳动物细胞后是否 

有hALR的表达及作用机制等 我们的实验也说 

明，此真核表达质粒在体内是有表达能力的，因 

此，可设想将此重组质粒直接注射到人体内或者某 
一 组织器官，使hALR~体内持续表达，刺激组织 

的再生，这对某些疾病的治疗无疑具有重要的意 

义。 

另外，我们也将此真核表达质粒免疫了BALB／ 

c小鼠，但未检测出抗hALR抗体的产生，其原因可 

能与我们免疫的剂量较小或者在小鼠体内的表达量 

不高有关 本实验所获得的兔抗hALR多抗血清为 

进一步研究hALR的生物学功能及作用机理提供了 

基础。 
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