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低分子量肝细胞生长素制备工艺研究 

病毒性肝蛊研究所 苎墨垄 堡皇 ／贾小平 T昆 占 
， 

撮 ■ 本文报道以乳猪肝脏为原料．采用加热、蛋白酶降解和超滤等手段．分离纯化低分子 

量肝细胞生长素(HPN，M．W ．<1OKD)的生产工艺．并对有关处理方法及其理化特性进行 了初 

步的研究。经药效学研究证实．该村品能特异性地刺激肝细胞生长，具有保护肝脏，对抗肿癌坏死 

因子的作用；另经毒理药理实验证实，该制品安全可靠．无任何毒副作用。因此．可望用于治疗重 

型肝炎及肿瘤坏死因子引起的中毒性休克等疾病 

关_饵 旦墅，墅塑堕堡± 萤 笪垦要生 
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肝脏再生现象，早在本世 纪三 十年代就 

为英国学者Higgins“ 等人所发现。当时推 

测在体内可能存在一种能够使肝脏 再生的特 

异物质， 在特定条件下 (胚胎发育期或肝损 

伤时)，表现 括性，促进正常肝细胞增殖。 

七十年代以来，各国学 者 ”“ 相 继 从 不 

同种属动物的肝脏、血小板和血 浆 中 分 离 

到能特异性刺激肝细 胞 生 长 的 活 性 物 质 

(Hepatitie Stim ulated Substances。 

简称HSS)，并证实它不同于胰岛素、胰高 

血糖素、表皮生长因子 <EGF)、血小板 衙 

生因子 (PDGF)和胰岛素样生长 因 子 等 

巳知 的刺激肝细胞再生物质。经进一步分离 

纯化，发现来源不同，提取方法不同，得到 

活性物质的分子量也不尽相同，从l～2万到 

几十万不等。由此，我们设想此活性物质可 

能同 乙型肝炎表面抗原类似， 虽有不同的存 

在方式，但却具有一共同 的分子量较小的活 

性多肽，我们称之为肝细胞生长素 <Hepa— 

topoeitin，简称HPN)。在血液 和 肝 脏 

中因与其它载体蛋 白结合，所 以分子量差别 

较大，甚至可能表现出不同的理化特性和功 

能，影响研究工作的进行。基于上述观点， 

我们拟改良LaBrecque传统的提取方法， 

以来源广泛的乳猪肝脏为原 料，制 备 HSS 

粗品，然后经蛋白酶降解稆超滤处理，得到 

低分子量肝细胞生长素，供临床治疗重霎}肝 

炎使用，也为进一步分离纯化租了解其作用 

机理打下基础。 

材 料 和 方 法 

曩料 

新鲜乳猪肝畦 (猪售争3月以内) 

习奠豫 

人肝癌细胞株QGY-77O3(培养基为164o)I 。 

Et0H—ppt—HSS的制备： 一 

按照LaBrecque 的方法．将乳猪肝 脏 绞 碎 

后．加7O嘶生理盐水匀浆，然后蛆℃加热15mln． 

再27．000g离 l~,20mln，取上蒲 (A95℃上 蒲)滴 

加2倍体积无永乙醇搅拌沉淀2h，此沉淀经27．O00g 

离 L,20min后，用重蔫承复溶并离心除去残渣．得 

到的上清即为EtoH-ppt-HSS。 

叠白麓处理 

称取4mg胰蛋白酶(Difco)加八40~ml待处理 

的A95℃上清中 (约含50mg蛋白)，滴 加 lmol／L 

NaOH至 pH7—5 37℃作用3口min后 ．迅速 冻千潞 

擂性。另取0．5十单位胃蛋白酶．加八40oml待处理 

A95℃上清中 (约含50rag蛋白)．滴加 1．5mol／L 

HcI傈持pH在 1．5左右．37℃作尉 30min后．用 
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lmol／L NaOH胡pHi7，0，然后冻干测活性． 

■、冀厦还原捐处理 

取一定量A95℃上清，分别用 lmol／L NaOH 

和 lmol／L HCI调pH至 12和2，37℃作用30min后 ． 

再分别将pH调回到7．O，冻干测活性 ；另取一定量 

△95℃上清．加八DTT至终 浓 度 为 10_。mol／L， 

37℃作用30min，用生理盐水透析掉DTT后 ．冻千 

测活性。 

超膏处理 

经上述处理的样品 (蛋白含量应<l嘶)用截留 

分子量a0KD的M ill ipore膜超滤，滤出液冻干测活 

性。 

肝栅奠IH蠢活性一定 

在96孔板中，各加八 1万个体外培养的肝癌细 

胞和l0 g上述样品 (用培养液稀释和溶解、每个样 

品铡 6个平行 孔)、放八3 ℃CO 孵箱中保温约12h， 

然后加laCi／孔 H-TdR．6h后收获并 计 数、以细 

胞 培养液代替样品为阴性对照。在上述条件下．实 

骑组的卟I—TdR掺八量比列照组高出一倍所需样品 

量．即为 1个活力单位。 

置白古量舅窟 

参照 Bradfdrd 描述的蛋 白一染料结合 法 进 

行． 、 

结 果 

为比较不同来源肝脏中肝细胞刺激物活 

性的差异，我们将新鲜乳猪 肝 脏，小 牛 肝 

脏， 5月龄水囊引产胎儿旰脏以及正常成人 

肝脏 (一70℃冻存一年)，照上述方法制备 

Et0H—ppL—HSS， 活性测定结果见 表 1。 

表 1 不同来源肝脏中HSS活性比较 

样 品 比活(U／IO~Lg蛋 白) 

乳猪EtoH呻 pt—HSS 12．5 

小 牛 EtOH-ppt-HSS 7．8 

五 月人胎肝EIOH—ppt-HSS 15．3 

成人肝 EiOH-ppt-HSS 19．0 

从上表可看出，四种来源不同的肝脏提 

取物在体外都具有不同程度刺激肝细胞增殖 

的活性， 其中成人肝脏提取物活性 最 高，5 

月人胎阡比乳猪肝略高，小牛肝脏提取物刺 
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激活性最低。在保证活性较高的情况下，考 

虑到原材料的来源，成奉的高低，我们决定 

选取乳猪肝脏作为进一步研究制备工艺的材 

料 。 

表 2所示的是乳猪EtOH—ppt-HSS锻 

备过程中，蛋白含量和活性变化的情况。 

表 2 乳猪EtOH-ppt-HSS的制备 

样 品 蛋白量(rag)(U／1比0ug耍白) 
肝匀浆 4243 

95℃上蓿 244 

EtOH—ppt-HSS 33 

1．2 

32．8 

16．1 

从表 2可看出；乳猪肝脏中同样存在有 
．  

刺激肝细胞生长的活性物质，且此作用不具 

种属特异性，但有器官特 异性 (数据未公布J。 

未经任何处理的肝句浆，未检测 到 刺 激 活 

性，可能表明在天然状态下，HSS活性 中心 

未暴露或活性部位为载体蛋白所屏蔽，95℃ 

加热处理能有效地除去杂蛋白，提高比活’ 

而乙醇沉淀虽然能沉淀大量蛋 白质，但HSS 

活性损失严重，所以我们从为，在LaBrec- 

que!经典方法中，乙醇沉淀作为进一 步纯化 

的手 段，可能实无必要。另外，在实验中我 

们发现选取不同胎酪的乳猪肝脏为原料，对 

刺激物的优活影响不犬，所以为提高产量， 

我们一般选用近满月的乳猪肝脏为原 料。 

表 3是我们用各种条件处理 A95℃上清 

得 到的结果 。 

从表 3中可看出，A95℃ 上清经超滤处 · 

理后，活牲丧失，说明在肝脏 内，HSS活 

性存在于分子量 1万以上的 蛋 白质 中，但 

A95’℃上 清经胃蛋白酶、胰蛋 白酶和酸性环 

境部份降解后，却仍能保持活性，则表明在 

此蛋 白中其活性的维持，并不需要一个完整 

的大分子，很可能就是一个分子量相对较小 

的多肽起活性部位的作用，我们称之为肝细 

胞生 长素LHepat0p0eitin，简称HPN)。 

为减少异种动物来源的生物制品注入人 

体后可能带来的免疫排异反应，通常将其降 

解为分子量较小的片段，以减低兜疫原性， 
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表 3 各种因素影响下HSS活性的变化 

样 品 

酸处理 

胃蛋 白酶处理 

胰蛋白酶处理 

比活 (U／lOpg蛋白) 

8．9 

IO
．
9 

9．5 

样 品 
～ ⋯ 一  

酸处理一滤出液 

胃蛋白酶处理一谗出液 

胰蛋白酶处理一滤出液 

比括 ~U／lOllg蛋 白j 

3
．
B 

8
．
5 

1O．3 

为此我们将上述经蛋白酶和稀酸部分降解仍 

具活性的产物，再经葳留分子量 1OKD的超 

滤膜处理，观察滤出液 中是否含有秆细胞刺 

激物质。 

从表 4可看出，上述经稀酸和蛋白酶 处 

理的样品。超滤前后。HSS活性相蒸较小， 

提示在处理混合液中，HSS活性主要存在于 

分子量小于 l万的多肽 (HPN)中。 

从表 5亦可看出，超滤后，蛋白含量减 

少，但盱细胞刺激活性基本保留， 比活提高 

近 3倍，说明超滤能有 效地去除杂蛋白，提 

高 HPN 的纯度和回收大部分活性物质，不 

同批次之间差异较小，也说骋作为制备工艺 

的主要环节，超滤处理是相当稳定的。 

下面我们以活性较高的胰蛋 白酶处理为 

例，探讨胰蛋白酶处理浓度对 HSS活性 的 

影响。分别取irnl，2．5ml，5ml，loml胰 

蛋白酶液照前述方法处理样品，然后再经超 

滤处理，结果如表 6所示。 

表 6 姨蛋白辞浓度对III 活性的影响 

{羊品 (u
，
‰ 自)样品 

处理1 

处理2．5 

处理5 

处理】0 

3．6 滤出液1 

4．3 滤出液2．5 

3．9 滤出液5 

3 滤出液1O 

比 话 
(U／1O~g蛋白) 

3．4 

3．9 

3 2 

4．3 

从表 6可看出，胰蛋白酶作 用浓度在一 

定范围内对 HPN的活性并无明显影响，可 

能和旗蛋 白酶在 HSS中的作 用位点相对 比 

较恒定，而上述采用的酶量均能有效地降解 

有关。另外在研究胰蛋自酶作用动力学肘， 

我们发现酶作用时间在0．5—8h内，对HPN 

活性影响很，j、。所以为缩短工艺，通常采用 

2．5ml o．4％ 胰蛋白酶液 对 5omg蛋 白 的 

A95℃上清处理0．5～1h。 

下面是我们对 HPN刺激活性最低有效 

荆量的研究 结果。 

可以看出，在蛋 白含量低至 o．1 g肘， 
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表 7 HPN刺激活性的最低有效剂量 
_ ⋯ _ _ _ ● _ - - _- l _ _ _ _ _ _ _ - ● I _ _ ● --  u ● - _ 一  ● ●- - 一  

剂量 ( g) 比活 (U／mg蛋白) 

8H PN 

1
．

5H PN 

o．3HPN 

o
． 1H PN 

1O．8 

15．7 

2．o 

2．4 

其中 HPN 活性仍比对照高出 l倍多，说明 

HPN 已 是具有一定纯度的生物制品，在临 

床应用时，只需低剂量注射即可达勤治疗效 

果。此外，我们还对 HPN保存条件进行了 

初步的研究，发现冻干后容易保存，干粉在 

不加保护剂情况下，可于 4℃ 存 放l半 年 以 

上。 

经过上述研究，我们初步确定 HPN生 

产工艺为以新鲜乳猪肝脏(或冷冻乳猪肝脏) 

为原料，制备A95℃上清，然后采用胰蛋白 

酶处理 (1ing胰蛋白酶：5Omg蛋白)和超 

滤技术分离 (M ．W ．<10KD)，滤出液经 

拣于后，得到具有刺激肝细胞生长活性及免 

疫原性较低的小分子多肽 HPN，并作为 临 

床治疗重型肝毙构一种生物制品。 

讨 论 

综上所述，我们在体外证实了乳猪肝脏 

内确实存在有刺激盱细胞生长的活性物质。 

在生理状态下，大多为耐热、耐酸的大分子 

蛋白质，对蛋自酶处理不敏感，但经还原剂 

和碱处理后 失潘，它在体外能刺激人肝癌细 

胞株的生长，但不刺激人喉癌细 胞 株 的 生 

长，说明它可能具有器官特异性，但不具有 

种属特异性I直接超滤 (M．W ．<1OKD) 

A95℃上清，滤出液不具此 活性，提示HSS 

活性存在于大分子蛋 白质中I经蛋白酶和稀 

酸部分降解后再超滤，滤出液仍保留较高活 

性，比活提高近 3倍，表明其活性中心为一 

小分子多肽，定名为忏细胞生长素(HPN)。 

几年前，国内用人胎肝细胞悬液治疗 重 

型肝炎虽然取得了一定疗效，但 由于该法实 
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际上是采用整体细胞移植，供体的来源、宿 

主盼免疫排异等方面都面临难以 解 决 的 困 

难，直接影响计划生育的基本国策，无法在 

临床广泛应用 。最近 日本学者NaKam- 

ur&̈ ¨u 和 NaKaYamar  ̈等在不同实 

验室分别纯化和克隆成功具有特异性刺激人 

肝细胞生 长的活性物 质 hHOF，但其分 子 

量均较大，且理化性质 与我们得到 的 HPN 

略有差异，因此，可能为相似但并不相同的 

活性物质。 

最近，采用体内体外实 验，我 们 证 实 

HPN 能 在大自鼠体内保护半乳糖胺引起的 

肝坏死“ ，具有对抗肿瘤坏死因子减轻鸭子 

肝脏病变“ 的作用，因此我们从乳猪肝脏中 

提取的多肽具有保护肝脏，特异性促进肝细 

胞再生的能力，同时具有来源方便，分子量 

低，不产生排异反应等特点，可作为临床治 

疗重型旰炎的药物，鉴于 HPN有对抗肿寝 

坏死因子的作用，预计今后对治疗严重感染 

性和炎症性疾病均有重大意义。 
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