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肝再生增强因子（augmenter of liver regeneration，

ALR）是Hagiya等[1]最先从新生大鼠肝脏和血清中分

离和克隆出的肝细胞增殖因子。不同生物种属的

ALR都有重要的生物学功能。人肝再生增强因子的

基因组DNA定位于16p13.31～p13.12，该基因包括3个

外显子和2个内含子。细胞周期素依赖性激酶1（cyclin 

depedent kinase 1，CDK1）是细胞增殖周期调控的主

摘要：目的 研究人肝再生增强因子（ALR）对细胞周期素依赖性激酶1启动子（CDK1p）转录调节

的作用，探讨ALR的生物学作用机制。方法 根据GenBank中CDK1p序列的分析设计引物，应用聚合

酶链反应（PCR）扩增人CDK1基因启动子基因序列，并克隆至真核报告载体pCAT3-Basic中，构建

CDK1启动子报告基因表达载体pCAT3-CDK1p，以该质粒转染HepG2细胞系，并同时与pcDNA3.1
（－）-ALR共转染HepG2细胞系，用酶联免疫吸附法（ELISA）检测报告基因氯霉素乙酰转移酶

（CAT）的表达活性。结果 pCAT3-CDK1p组CAT表达活性明显高于pCAT3-basic组，差异有统计学意

义，pCAT3-CDK1p与pcDNA3.1（－）-ALR 共转染组的CAT表达活性明显低于pCAT3-CDK1p组，差

异有统计学意义。结论 CDK1启动子有顺式激活下游基因的活性，ALR对CDK1基因有下调作用。
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Abstract: Objective To investigate the effects of human augmenter of liver regeneration (ALR) on the 
transcription of cyclin-dependent kinase 1 gene promoter (CDK1p), and to explore the biological function 
mechanism of ALR. Methods Polymerase chain reaction (PCR) technique was employed to amplify the 
sequence of CDK1 promoter from HepG2 genomic DNA, named CDK1p, and the PCR product was cloned 
into pCAT3-basic, named pCAT3-CDK1p. The HepG2 cells were transfected with pCAT3-CDK1p, and then 
co-transfected with pCAT3-CDK1p and pcDNA3.1(－)-ALR. The chloramphenicol acetyltransferase (CAT) 
activity was detected by an enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) kit. Results The CAT activity of 
the HepG2 transfected by pCAT3-CDK1p was significantly higher than that of the negative control group. 
The CAT activity of the HepG2 co-transfected by pCAT3-CDK1p and pcDNA3.1(－)-ALR was significantly 
lower than that of the HepG2 transfected by pCAT3-CDK1p. Conclusions The CDK1p has transcription 
activity. It is suggested that ALR can down-regulate CDK1 gene.
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要基因之一，在G2/M转变过程中有重要作用，其主

要与细胞周期素B结合形成复合物而发挥作用[2]。本

实验采用报告基因氯霉素乙酰转移酶（CAT）检测系

统检测ALR对CDK1启动子活性的影响，为进一步研

究ALR的作用及机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料及试剂  Taq DNA聚合酶、T4 DNA

连接酶和限制性内切酶购自TaKaRa公司，重组表

达载体pcDNA3.1（－）-ALR为本室构建，人肝母

细胞瘤细胞系HepG2为本室保存，氯霉素乙酰转移

酶ELISA试剂盒和FuGENE6转染试剂购自Roche公

司，质粒DNA提取试剂盒、pGEM-T和pCAT3-Basic

质粒购自Promega公司。

1.2 方法

1.2.1 pCAT3-CDK1p质粒的构建  针对GenBank中的

CDK1基因序列进行分析及设计引物，并以HepG2细

胞基因组DNA为模板，PCR扩增CDK1p基因启动子

序列。PCR产物经纯化后，与pGEM-T连接，并转化

大肠埃希菌DH5α，提取质粒，并经酶切（Kpn Ⅰ/

Xho Ⅰ）鉴定和DNA测序鉴定。将获得的质粒定向克

隆至报告质粒pCAT3-basic，构建成重组质粒pCAT3-

CDK1p。经鉴定后，应用磁珠法提取质粒以备转染。

1.2.2 细胞瞬时转染  用FuGENE6分别将pCAT3-

CDK1p、pCAT3-basic（阴性对照组）、pCAT3-control

（阳性对照组）单转染35 mm平皿的HepG2细胞；同

时分别将pCAT3-CDK1p与pcDNA3.1（－）-ALR，

pCAT3-CDK1p与pcDNA3.1（－）共转染HepG2细

胞，转染约36小时后收获细胞。

1.2.3 CAT含量检测  裂解HepG2细胞，分别取细胞

裂解上清液200 μl进行CAT检测，操作步骤参照CAT 

ELISA试剂盒说明书。用酶标仪检测在415 nm波长

下的吸光度（A）值，该数值反映细胞的CAT表达

水平。所有实验严格平行操作并重复3次实验。

1.3 统计学处理  采用SPSS 13.0软件进行统计学分

析，计量资料采用 x  ± s，组间比较应用单因素方

差分析，P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 pCAT3-CDK1p重组质粒的构建  质粒pGEMT-

CDK1p经酶切（Kpn Ⅰ/Xho Ⅰ）鉴定，含有510 bp

的目的基因CDK1；重组质粒pCAT3-CDK1p分别以

Kpn Ⅰ/Xho Ⅰ双酶切，鉴定电泳图谱如图1所示，

可见两条带，一条为510 bp（CDK1基因片段），另

一条为约4000 bp（pCAT3-basic），并经DNA测序

鉴定，均说明重组质粒pCAT3-CDK1P构建正确。

图 1 pCAT3-CDK1p鉴定电泳图谱（Kpn Ⅰ/Xho Ⅰ双酶切）
注：酶切后一条为510 bp（CDK1基因片段），另一条为约4000 bp

（pCAT3-basic）

2.2 HepG2细胞瞬时转染及报告基因CAT的表达  pCAT3-

CDK1p组与pCAT3-CDK1p ＋ pcDNA3.1（－）组

相比，差异无统计学意义（P = 0.889）；其余各

组间分别比较，各差异均有统计学意义（P均＜ 

0.05），见表1。

3 讨论

ALR为进化保守的功能基因家族，人、小鼠和

大鼠ALR基因与酵母ERV1基因同属于ALR/ERV1基

因家族，各种属ALR/ERV1蛋白序列具有高度同源

性，人与大鼠、小鼠的ALR无论从核酸水平还是蛋

白质水平均有85%以上的同源性[3,4]。从最初的肝刺

激物（hepatic stimulator substance，HSS）发现至

今，对ALR的研究已有30多年。

ALR不仅与线粒体的生成、细胞分裂周期有

关，还与肝、肾损伤的恢复及精子的发育阶段密

切相关[3,5,6]。ALR能够促进肝细胞损伤后再生、肝

移植后肝脏再生，治疗肝衰竭并判断其预后 [7-10]。
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ALR在急性肾功能衰竭中表达增强，有减轻肾损伤

和改善肾组织病理改变的作用，能够促进肾小管上

皮细胞再生修复和肾功能恢复[11]。

ALR可能通过信号转导途径，促进线粒体基

因的表达和提高肝脏线粒体的细胞色素含量和氧化

磷酸化能力、巯基氧化酶的作用、免疫调控功能

等途径发挥生物学作用  。ALR是黄素依赖性巯基

氧化酶，同时具有细胞色素C还原酶活性，必须在

黄素腺嘌呤二核苷酸（flavin adenine dinucleotide，

FAD）辅助下才能发挥酶活性；其羧基端有CXXC

结构域，是ALR发挥巯基氧化酶作用的活性中心，

参与二硫键的形成，促进Fe/S蛋白的成熟，调控细

胞的氧化还原状态，进而调控细胞的生长、增殖及

凋亡[3,12,13]。

细胞周期是通过CDK/细胞周期蛋白复合物的

有序激活来调控的，细胞周期蛋白依赖性激酶1

（cyclin depedent kinase 1，CDK1）属于Ser/Thr蛋

白激酶家族，是细胞分裂周期（cell divisioncycle，

Cdc）基因2 编码的蛋白质，是细胞周期调控的关

键环节，而且在无CDK2的情况下，CDK1可以替代

CDK2在G1/S的作用[14,15]。

研究表明在酵母中DNA损伤后修复过程中，

CDK1在DNA 5’-和3’-末端的切除、同源重组以

及关卡调控中发挥着非常重要的作用[15]。CDC2失

控导致肿瘤的发生，在许多肿瘤中CDC2表达均增

强，且与肿瘤的分化和进展有关，有可能成为一个

潜在的肿瘤诊断标志[16-19]。有研究表明，CDK1细胞

增殖在早期胚胎发育中必不可少，若CDK1缺失，

肝脏肿瘤则不能形成，因为CDK1似乎在每种细胞

表 1 pcDNA3.1(－)-ALR和pCAT3-CDK1p
共转染HepG2细胞CAT检测结果

质粒 CAT（ x  ± s）

pCAT-basic 0.057 ± 0.013

pCAT-control 2.445 ± 0.110

pCAT3-CDK1p 1.573 ± 0.207

pCAT3-CDK1p ＋ pcDNA3.1(－) 1.394 ± 0.165

pCAT3-CDK1p ＋ pcDNA3.1(－)-ALRab 0.476 ± 0.063

注：总体F = 154.831，P = 0.000，提示各组均值不相等或
不全相等；a与pCAT3-CDK1p组比较，P = 0.031；b与pCAT3-CDK1p ＋
pcDNA3.1(－)组比较，P = 0.024

的每个增殖阶段必不可少，其失活会阻止肿瘤形成

和转移，而其他CDKs对肿瘤形成影响不大[20]。

pCAT3-CDK1p组的CAT表达活性明显高于

pCAT3-basic组，差异有统计学意义，pCAT3-CDK1p

与pcDNA3.1（－）-ALR共转染组的CAT表达活性

明显低于pCAT3-CDK1p组，差异有统计学意义，

说明CDK1p有顺式激活下游基因的活性，ALR对

CDK1基因表达有下调作用，ALR可能通过对CDK1

的调节而发挥其生物学功能。
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