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大鼠肝再生增强因子编码区的 cDNA克隆和原核表达 

马华锋，刘 杞 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所 重庆 400010) 

【摘 要】目的：克隆大鼠肝再生增强因子 (ALR)编码区cDNA并进行原核表达。方法：提取新生大鼠肝脏总RNA为模 

板，以寡聚dT为引物逆转录合成第—链cDNA，再以我们设计的PCR引物进行PCR扩增获取大鼠肝再生增强因子编码区双 

链cDNA；以基因重组技术构建大鼠ALR的原核表达质粒．然后将重组表达质粒转化至大肠杆菌内以IPTG诱导表达。蛄 

果：成功克隆出大鼠肝再生增强因子编码区cDNA，其序列与以前报道的完全一致；构建的大鼠ALR原核表达重垣质粒在太 

肠杆菌内高效表达rALR融合蛋白，其表达量占菌体蛋白30％。蛄论：大鼠肝再生增强因子编码g'cDNA的克隆及其在大脑 

杆菌的高效表达为ALR的深入研究奠定了基础。 
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The cDNA clone of the coding region of rat augmenter of 

liver reg eneration gene and its prokaryotic expression 

MA Huafeng，etal 

(Institutefor ViralHepatit ChongqingMedicalUniversity) 

【Abstract】 Objective：To clone the coding region cDNA of rat augmenter of liver regeneration(rALR)and tO 

express it in prokaryotic cells．Methods：Toml RNA of new bom rat liver was extra~ed as a template，first strand 

of cDNA ras synthesized by I'~~erse transcription with olig(dT)-Drimet and then amplified by PCR with the 

primers designed by ourselves：The rALR cDNA identified by gene sequencing Was cloned into plasmid pET32a 

by means of recombinant gene technology．The recombinant plasmid pET32a-rALR was transformed into E．coli 

BL2 1(DE3)and recombinant rALR fusion protein was expressed under the induction of IPTG．Rezuhx The 

eDNA containing inte ty coding region ofrALR WaS obtained，and its sequence Was in correspondence with that 

reported．The rALR fusion protein Was expressed with high efficiency in E．coli BL2 1(up to 30％of total bacterial 

soluble proteim witll the recombinant plasmid pET32a-rALR constructed．Conclusion：The eDNA clone of rALR 

andtheexpression of rALRproteinwillbe helpfuIforthe advanced studyofALR． 
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肝再生增强因子 (ALR)是近年才发现的一种 

新型促肝再生因子 。鉴于对肝细胞生长因子 

(HGF)及转移生长因子a (TGF-。【)在治疗上 

的渺茫前景，因此肝再生增强因子成为近年研究的 

热点 。我们已经克隆了人肝再生增强因子 ( 

hALR)的编码[~cDNA ，为 了对ALR深入研究 

以及比较二者的异同，我们拟克隆大鼠ALR编码 

区cDNA，构建其原核重组表达质粒并在大肠杆菌 

内作原核表达。 

I 材料与方法 

作者彳r招l马卓讳 【1972- 
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1．1 材料 

1．1．1 工具酶及试剂 限{目I性内切酶、Taq DNA多聚酶及 

T4 DNA连接酶均为加拿大MBI产品；质粒DNA提取及 

DNA胶回收试剂盒为上海 华舜产品；总RNA提取盘 

(Rnea,~TotalRNA Purification stea1)为QtAGEN公司产 

品；第一链cDNA合成试荆盒为PHA．~MAC[A产品。dNTP 

为PROMEGA产品；IFrG为SIGMA产品。 

I．1．2 质粒及菌株 原核表达质~IpET32a(+】为美国NOVA 
-GEN公司产品；大肠杆菌DH5 0t厦BL2I(DE3)为率研 

究所提供。 

I．1．3 实验动物 两天龄Wistar大白鼠为重庆医科大学动 

物中心提供。 

1．2 实验 

1．2．I PCR引物设计 参照Haglya等报道的大鼠肝再生增 

强因子cDNA序列以PEDESIGN引物设计软件设计一对引 
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物交上海基康生物工程公司合 成。上游 

T0OGATOCATGCGGA 

物Pl 

C．3 ． 

5’ 

下游 

引 物P2：5 -GCAAGC邢 TAGTCACAGGAGCC 叩 CCA 

G一3，下划线部分分别为BamH I与HindⅡI酶切位点 

1．2．2 大鼠肝脏总P,NA提取 取两天龄Wistar大白鼠肝脏 

组织一小块 (约米粒大小)，迅速以液氮冻硬后磨碎组织． 

然后参照试剂盒说明提取大鼠肝脏总P-,NA。 

1．2．3 逆转录及第一链cDNA合成及PCR扩增 取大鼠总 

RNA 5 l(约5 g)，参照说明与 “First-Strand Reaction 

Mix 混匀，于37℃水搭中反应lh后．于95℃灭活5rain 

立即置于冰浴中。取将第一链eDNA台成产物10 1作为 

PCR模板，加入P1 P2(各30 pmo1)引物及其它反应成份 

后进行PCR扩增，PCR参数为：94℃预变性4rain后进入 

循环，94℃Imin，5I℃Imin，72℃Imin，共35个循环； 

循环完成后72℃继续延伸7rain。反应完毕后取3 gt1产物进 

行 1．5％琼脂糖凝股电罚：检测。 

1,2．4 重组质粒的构建 将胶回收的PCR扩增产物与质粒 

pEIB2a(+)分别以BamH I和Hind m消化。将酶消化的 

rALR和质粒pET32a(+)按摩尔比3：I进行连接，连接产物以 

CaCI法转化大肠杆菌DH5 d后以含氨苄青霉素的LB培养 

板筛选。次 日挑生长的单菌落提质粒进行BamH I／Hind 

m的双酶鉴定及PCR鉴定。最终将重组质粒寄至上海基康 

公司进行序列测定鉴定。 

1．2．5 重组rALR融合蛋白的原拨表达 将重组质粒 

pET32a-rALR以CaCI2法 转 化 至宿 主大 肠 杆菌 BL21 

(DE3)，同时转化空质粒pET32a作为对jl}【：次日挑转化的 

单菌落培养至对数生长期后加入1 G至终浓度Immol／L诱 

导培养4h。收集菌体以SDS-PAGE检测，重组蛋白的表达 

量经灰度扫描确定。 

2 结 果 

2．1 大鼠肝总 RNA提取 

取提取的3ul产物以1％琼脂糖凝胶电泳检测 

可见清晰的28S与18SRNA条带，结果见圈 1。 

1 2 

置 
图 l太鼠肝总 RNA的提取 

Note：l：MBI Lainbda DNA／EcoRI+HjndlII Marker； 

2：totalRNAof ratliver 

2．2 RT-PCR扩增 

以大鼠肝总RNA的第1链eDNA为模板可扩 

增出特异的约 400bp大小的DNA片段 (见图2)。 
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图4重组质粒pET32a-rALR的原核衰达 

Note：l：un-induction ofBL2l(pET32a-rALR)； 

2：induction ofBL21(pET32a)； 

3：induction ofBL2I(pET32a-rALR)；MI,M2：protein marker 

重组质粒pET32a-rALR在 大肠杆菌BL21 

(DE3)内得以高效表达目的蛋白，其表达蛋白分 

一 
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子量约33KD；而对照空质粒在相同位置未见特异 

蛋白表达带。经灰度扫描测定表达的目的蛋白约占 

菌体总蛋白的30％。SDS·PAGE检测结果见图4 

3 讨 论 

肝再生增强因子 (Augmenter of Liver Regenera· 

fion，ALR)是1994年Hagiya等发现的与肝再生有 

关的因子。大鼠体内实验中发现肝部分切除后ALR 

具有显著增强肝细胞DNA合成的作用。我们实验 

室已克隆出人ALR编码区eDNA，并构建了人 

ALR的原核及真核表达重组质粒 。由于目前关于 

ALR研究尚处于早期，其促肝再生的机制还不清 

楚，而且当前国内外学者对于ALR的研究结果还 

有一些不统一的地方，其中包括rrALR与rhALR 

在体外活性方面的差异。因而对于ALR的研究还 

需更加深入进行。因此我们克隆了大鼠ALR编码 

区eDNA并构建其原核表达重组质粒以获取rALR 

蛋白，以求进一步研究ALR的生物学功能。 

Hagiya报道的ALR是在大鼠2／3肝叶切除后 

的新生肝组织中得到的，而幼年动物肝脏正是生长 

旺盛时期，其ALRmRNA含量估计也较高，因此 

我们选用了以大鼠乳鼠的肝脏为组织来源提取肝脏 

总RNA作逆转录及第一链eDNA合成的模板；以 

RT-PCR我们顺利克隆出了rALR编码区eDNA， 

其序列与Hagiya报道的完全一致。 

pET32a是表达融合蛋白的原核表达质粒，插 

入的外源基因与本身带有的硫氧环蛋白进行融合表 

达，而最重要的是以pET32a表达的蛋 白含6 x组 

氨酸接头，易于用多聚组氨酸纯化系统进行高效的 

亲合层析纯化。我们的实验结果也表明pET32a- 

rALR在大肠杆菌BL2I中获得了高效表达，表达蛋 

白占菌体总蛋白的3O％。 

由于与硫氧环蛋白融合表达的外源蛋白大多数 

情况下均能正常的折叠，因而表达的重组rALR融 

合蛋白能够表现出全部生物学活性 ；即使有影 

响，也可以用肠激酶对介于硫氧环蛋白与目的蛋白 

之间的肠激酶位点进行特异性的消化而被去掉异源 

氨基酸，因此推测该融合蛋白可以用于rALR的生 

物学功能研究。 

大鼠ALR编码区eDNA的克隆及rALR在大 

肠杆菌的高效表达，为ALR的深入研究奠定的基 

础。 
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