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人胎肝
C D N A 文库构建及肝细胞生长因子

c D N A 克隆筛选和活性研究
`

杨晓明 贾福 初 “ 邢桂春 二 李梦东 吴祖泽
` ’

( 第三军 医大学西南 医院传染科 , 6 3 0 0 38

本研究从 人胎肝细胞提取总 R N A 并纯化出 m R N A
,

经 反

转录合成第一链
、

第二链
c D N A

,

去除小于 2 0 0 b p 的
c

D N A 片

段后
,

连接 E co R I 人工接头
,

与去磷酸化的 棺 llt 噬菌体长
、

短

臂连接
,

体外包装后感染 E
.

e o li Y 1 0 9 o
,

成功构建含魂
.

2 x 1 0.

重组子的人胎肝
。

D N A 表达文库
。

重组子平均外源插入 片段约

1
.

sk b
.

适合用于筛选低丰度 m R N A 的克隆
.

用高纯度 H C F 免疫大白兔
,

成功地制备出特异性抗 H G F

多克隆抗体
.

酶联免疫法证明该抗体可检测到的 H G F 最小剂

量为10 0 p g
,

蛋白免疫印迹法可检测到 10 gP H G F ;
此抗体还能

与人胎肝细胞 m R N A 体外翻译 产物活性部分 ( M w l ~ 3万 D
。

组 )反应
,

并可完全阻抑 H G F 对 S M M C 一 7 7 2 1肝癌细胞 D N A

合成的促进作用
.

经大肠 杆菌粗提物孵育后
.

与仅表达载体序

列的 E
.

co il Y 1 0 9 o 菌反应
.

不产生 阳性信号
。

用制备的特异性抗 H G F 多克隆抗体筛选构建的 人胎肝

。 D N A 文库
.

筛选约 l护重组子后得 8株免疫反应阳性克隆
.

用一

株抗
一

H G F 单克隆抗体进一步筛选出 3株反应阳性克隆
;
插入 片

段亚克隆于 表达 质粒 P S V K 3中
.

D E A E
一

葡聚糖法转染
c 。 、 一

7细

胞
.

用
’

H
一

T d R 掺入法检测其表达产 物的活性
,

发现 其中 l株克

隆表达产物可促进 S M M C 一 7 7 2 1肝癌细胞增殖
,
部分序列测定

表明该克隆的序列与 已知可促进肝细胞增殖的细胞活性因子

不同
.
提取肝部分切除术后大鼠肝细胞 R N A

,

与该克隆
c

D N A

杂交
,

结果表明肝部分切除术后 24 h 其基因表达明显增加
,

说

明该基因表达产物在肝再生调控中可能起重要作用
.

用原代培养肝细胞技术
,

本文还观察了人胎肝细胞条件培

养液对肝细胞增殖的影响
,

并检测了重型病毒性肝炎 .,. 者外周

血促肝细胞增殖的活性
,

结果发现 人胎肝细胞条件培养液可促

进培 养大鼠肝细胞 D N A 的合成
,

提示 人胎肝细胞本身可分泌

产生某种 ( 些 》促进肝细胞增 殖的活性物质
;
重型病毒性肝炎患

者外周血促肝细胞增殖活性较正常人
、

慢性肝炎及急性肝炎患

者明显增高
,

并与病情严重程度呈正相关
.

对它的检测可作为

判断患者预后的指标
.
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