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人肝细胞生成素的发现及其与

肝再生关系的研究

贺福初

(军事医 学科学院放射医学研究所
,

北京 10 0 8 5 0)

〔摘要 ] 较系统介绍本课题组在人肝细胞生成素的发现
、

蛋白质纯化
、

分子克隆
、

重组品研制及其

性能研究等方面的工作
,

探讨了人肝细胞生成素在肝再生过程中的可能作用及作为重症肝病新型

治疗药物的潜在价值
。

〔关键词 ] 人肝细胞生成素
,

肝再生
,

重症肝病
,

分子克隆
,

重组制品

众所周知
,

变色龙能够再生出丢失的长尾
。

实际上
,

在其它低等生物中这种附器或附肢的

再生屡见不鲜
。

然而
,

高等哺乳动物的这种再生能力却非常有限
。

正因如此
,

哺乳动物肝脏特

有的突出再生能力十分引人注 目
。

人们发现肝脏独有的高再生能力已有几千年 (普罗米修斯

的古老传说即是其缩影 )
,

但人们对肝再生机制的研究仅百余年
,

而其真正的突破还是在 1 9 3 1

年 iH gg in s
与 A dn er so n

建立大鼠肝部分切除的动物肝再生模型之后
。

此后
,

肝再生机制研究

的焦点集中于分析并鉴定启动再生性反应的事件
。

经过半个多世纪尤其是近 20 年的研究
,

人们已经知道
:

( 1) 肝细胞早期基因激活由高于阑

值的循环生长因子启动 ; ( 2) 部分切除后即刻 出现的快速代谢适应
,

使肝细胞对肝内外生长因

子产生反应并使大量反应性基因激活
。

大量事实证明 L̀ ]
,

生长因子在肝再生启动及其进程中

发挥着举足轻重的作用
。

近 20 年来
,

肝再生机制的研究主要集中于生长因子这一侧面
,

其中
,

尤以对胰岛素
、

表皮生长因子 ( E G )F
、

转化生长因子 a( T G F
一。

)
、

胰岛素样生长因子 ( IG F )以及

肝细胞生长因子 ( H G )F 的认识最为系统深入川
。

这方面的早期研究偏重于胰岛素与 EGF
,

中

期则侧重于 T G F
一 a
与 IG F

。

人们对这些因子的研究结果虽然能解释不少肝再生过程 中的观

察与机制
,

但由于这些因子作用的靶细胞与靶组织均非常广泛
,

仅从这些因子出发很难理解和

阐释肝部分切除后只有肝组织出现再生
,

而这些 因子能够作用的其它组织和细胞则几无变化
。

由于上述原因
,

近年人们逐渐集中寻找具有肝组织特异作用的生长因子
,

发现并克隆了

血源性的肝细胞生长因子 ( H G )F
。

但随后的研究表明
,

H G F 作用的靶细胞非常广泛
,

生物

学作用多样 (如负向调控肿瘤细胞的增殖
,

促进非肝组织再生与肾
、

胃
、

肺等组 织损伤修

复
,

正向调控造血
,

促进胚胎与多种器官发育
,

促进 肾细胞等运动 )
,

而并非如人 们最初想

象的那样— 特异作用于肝脏细胞
、

专一性地促进肝细胞再生
。

与此相反
,

大量 已知事实提
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示
,

H G F 可能仅作为早期信号
,

启动肝细胞分裂
,

而真正支持肝细胞完成其再生过程的是
`

类来源于肝脏 自身
、

特异性刺激肝细胞增殖的小分子物质
,

即肝刺激物 ( h即 a
ict ist m ul a -

、 o ,
·

y 、 、 l b s t a n e e ,

简称 H S s )
,

或称胞源性肝细胞生长因子 ( C y to so l i e H G F
,

H G F
一 c )

,

或称肝

细胞生成素 ( H PO )
。

l 人肝细胞生成素的发现及其纯化

1 9 7 5 年
,

aL Br ec qu
e
等 [“ ]首先报道断乳乳鼠的肝和肝部分切除后

,

大鼠的再生肝中存在能

特异刺激肝细胞 D N A 合成 的肝刺激物 ( H S )S
。

随后 的研究揭示
,

H S S 能在 100 ℃ 中保温 15

分钟 不失活
,

可被乙醇沉淀
,

分子量略大于 10 k d
,

只作用于肝脏细胞而无种属特异性
,

为带强

阴电荷的蛋白
,

在 P H Z一 9 范围内稳定
,

其二硫键或三级结构的破坏不影响活性
。

我国学者

对其它动物源性的 H S S 也开展了广泛的研究
。

苏志狮
、

陈光明及 卜风荣等分别从乳猪
、

兔
、

新

生牛肝脏中分离的 H s s
,

其功能与理化性质均与 L aB er cq ue 等报道的大鼠 H SS 一致
。

至此
,

人

们对多种动物来源的 H S S 已有不少认识
,

但对人源性 H S S 的认识则仍为空白
。

胎肝含有 丰富的造血干 /祖细胞与肝细胞的干 /祖 细胞
。

70 年代末期
,

在吴祖泽
、

叶根

耀两教授的带动下
,

我国逐步开展了胎肝细胞的实验与临床研究
。

结果表明
,

胎肝细胞对于

治疗
一

再生障碍性贫血
、

促进肿瘤化疗后的造血恢复以及治疗其它几种血液病均具有显著疗

效
。

受此启示
,

费瑞高与陈成伟合作 3[]
,

首次将人胎肝细胞悬液用于治疗重症肝炎
,

取得

显著疗效
,

引起医学界与学术界的高度重视
。

此后
,

应 用胎肝细胞输注治疗慢性活动性肝

炎
、

急性黄胆性肝炎等多类肝炎均取得 明显效果
,

重症肝炎死亡率从原来的 60 % 一80 % 降

至 30 % 一 40 %
,

慢性活动性肝炎好转率从 44 % 上升至 78
.

4 %
。

当时曾有人推测治疗机理存

在 下面两种可能性
:

( 1) 胎肝细胞移植或胎肝细胞在体内暂时存活发挥替代支持作用 ; ( 2)

胎肝中含有免疫调节物
。

受胎肝细胞治疗再生障碍性贫血不依赖胎肝细胞完整性机理的启示
,

张开瑞主任医师与

吴祖泽教授课题组从 1 9 8 7 年开始合作近 5 年
,

系统观察了胎肝细胞裂解液治疗慢性活动性

肝炎的临床疗效
,

表明此疗效 同样也不依赖细胞的完整
,

进而指出其疗效成分很可能为活性

因子 { 4 ]
。

因此
,

从 1 9 8 9 年初始
,

吴祖泽教授指导其博士生涂强进行有效成分的寻找与纯化
,

同时安排贺福初课题组确定此类活性成分是否为基因表达产物
,

以探讨用基因工程生产此类

活性成分的可能性
。

涂强等 [ 5」研究表明
,

人胎肝细胞裂解液经膜超滤
,

在分子量 10 一30 kd

组分中可检测出刺激肝源细胞 D N A 合成的活性
。

并证明
,

此活性成分生物学作用具有肝组

织特异性而无种属特异性
,

为一热稳定的肤类物质
。

该肤类物质的生物活性和理化性质与已

知能刺激肝细胞增殖的胰岛素
、

胰高血糖素
、

E G F
、

I G F
、

T G F
一 a
等有所不同

,

而与动物源

性的 H S s 一致
,

因此提示它为后者的人源同源体 ( ho m ol og
u e )

。

为确定其一级结构与序列
,

他们在超滤的基础上
,

又对其进行了 D E A E 离子交换层析
、

F P L C 与 H P L C 色谱分析
,

并将

其纯化为单体
,

使其相对活性提高 5 万倍
,

确定其分子量为 14 k d 左右
,

纯品的生物 活性
、

靶细胞特异性及理化性质与其粗品一致
,

并与动物源性的 H SS 一致
,

而与体液来源的 H G F

明显不同 [“ 〕 ,

因此进一步肯定它是动物源性 H SS 的同源体
。

与此课题组工作同步进行的还

有杨为松教授课题组
,

他们也获得 了儿乎相 同的结果 7[]
。

由此可见
,

人源肝细胞生成素的

发现及其纯化是 由我国学者首先完成的
。
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2 人肝细胞生成素的分子克隆

一般新型蛋白质的分子克隆途径有三
:

( 1 )测定其氨基酸序列
,

然后依此合成寡核昔酸并

以核酸杂交筛选
c D N A 文库 ; ( 2) 制备其特异性抗体

,

然后以免疫方法筛选表达型
c D N A 文库 ;

( 3) 富集目标蛋 白 m R N A
,

构建表达型
。 D N A 文库

,

然后以功能筛选之
。

其中
,

第一最为直

接
、

可靠
,

但前提是必须已知其氨基酸序列 ; 第二假阳性率较高 ; 第三最为繁琐
、

耗时
。

从 1 9 9 0 年开始
,

我们先后与中国科学院上海生物化学研究所
、

北京大学
、

复旦大学以

及国外的斯坦福大学
、

哈佛大学等单位蛋 白质序列分析组合作
,

尝试其氨基酸序列分析
,

均

未成功
。

在此之前
,

国外在动物源性细胞生成素的氨基酸序列分析方面亦进行数年尝试
,

也

没有成功
。

因此
,

国内外对此因子是否是肤类物质
,

是否是基因表达产物
,

普遍表示怀疑
。

为澄清此疑问
,

1 9 8 9 年
,

我们课题组采用 sD S/ 氯仿 /苯酚法和 011 90 ( d T ) 纤维素亲和层析
,

从人胎肝中纯化 po ly ( A )
+

m R N A
,

通过体外翻译
,

证明人胎肝细胞 m R N A 能指导翻译出

其生物性能与理化性质均与纯化人肝细胞生成素完全一致的蛋白质
,

证明此因子是胎肝细胞

基因表达产物 8[]
,

从而初步澄清 了上述疑 问
,

并在此 基础上
,

构建了表达型人胎肝
c D N A

文库 9[]
。

由于此 因子的性能及临床应 用前景明确
,

且拥有自己的专利
,

以及 已有证据表 明

它是基因表达的产物
,

因此在 1 9 9 1 年国家
“

863
”

计划生物领域将此因子的
c D N A 克隆列题

并予专项资助
。

鉴于此因子的蛋白质序列测定一直未果
,

我们选择第二条路线进行其分子克隆
。

为此
,

首先需要利用纯化的肝细胞生成素制备特异抗体
。

由于此因子分子量较小
,

免疫原性弱
,

早

期抗体制备遭遇了较大困难
。

后来
,

通过摸索多种免疫方法
,

组合多种佐剂
,

才得到特异性

抗体 [ `”」
。

用此抗体对所建人胎肝 cD N A 文库进行多轮筛选
,

得到 9 株阳性克隆
。

序列测定

表明
,

其中 7 株编码为 已知蛋白质 (如
。
珠蛋白 )

,

两株为未知序列 [ ” 〕
。

对这些 已知蛋白进

行活性分析
,

表明无 H P O 活性 ; 对未知序列进行表达后也表明无 H P O 活性
,

因此初步判定

这些克隆均为假阳性克隆
。

在第一条克隆路线无从进行
,

第二条路线宣告失效之后
,

唯一选

择只能是最为繁琐且最为耗时
、

耗财的第三条克隆途径— 文库的功能筛选
。

为了增加功能

筛选的成功率
,

我们利用蔗糖密度梯度离心法首先对人胎肝 m R N A 进行了划级分离
,

确定

并得到人肝细胞生成素的 m R N A 组分〔` 2〕
。

用此 m R N A 构建了能 在 co s7 细胞中表达的小型

cD N A 文库 (严格说来应是 cD N A 池 )
,

经转染 co s7 细胞后的四轮功能筛选
,

耗时年余
,

终

于获得了人肝细胞生成素全长
。 D N A 〔’ 3

,

’ 4 ]
。

此序列与 H ag iy a
等 〔’ 5 〕新近报道的大鼠肝再生增

强因子 ( LA R ) c l〕A N 有 87 % 同源性
,

氨基酸序列有 84
.

8 % 同源性
,

而与 iL so w sk y 等 [’ “ ]

1 9 9 5 年报道的人源 E RV I 。 D N A 序列完全一致
。

E R v l ( E ss e n t i a l fo r R e s p i r a t io n a n d v i a b i l i t y ) 基因最早由 L i so w张 y [` 7 ]于 1 9 9 2 年在筛选

啤酒酵母温敏突变体时发现
。

此基因在酵母氧化磷酸化与营养性生长 中具有双重作用
。

酵母

单倍体时此基因的缺失突变导致细胞死亡
,

抱子 (二倍体 ) 中此基因只要有一个拷 贝异常就

会表现严重的生长缺陷
,

并于 3一 4 日后 出现细胞分裂的不可逆停止
。

人源 E R v l 基因与啤

酒酵母 E R v l 蛋白序列同源性达 4 2 %
,

这是通过定位克隆 ( P o s i t io n al e lo n i n g ) 从人 1 6 号染

色体上多囊肾病 1 ( po l y e y s t i。 k id n e y d i s e a s e ,

P K D I ) 基因区域获得 (此区域基因极为丰富
,

仅 1 9 9 2一 19 9 4 年间就已发现至少 19 个基因 )
。

在酵母系统中
,

人源 E R V I 具有类似于酵母
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E Rv l的功能
,

但在哺乳动物尤其是人体中有何作用
,

该实验室则不甚清楚
。

需要补充的是
,

我们在争取功能筛选克隆人肝细胞生成素的同时
,

还进行 了另一尝试
,

即先从大 鼠再生肝中克隆大 鼠肝 细胞生成素 D N A
,

然后 以此为探针筛选人胎肝
C D N A 库

)

我们 L`” 1首先观察了大 鼠肝再生过程中肝细胞生成素 m R N A 表达的动态变化
,

揭示 2 / 3 肝部

分切除后 24 小时其 m R N A 达高峰
。

我们用此时的 m R N A 借助 P C R 法构建了表达塑大鼠肝

再生 c D N A 文库
、

并从中筛选 出大鼠肝细胞生成素
C D N A

。

在拟进一步 以此筛选 人胎肝
C D

-

N A 文库时
,

我们通过功能筛选已获人肝细胞生成素 cl) N A
,

因此已无必要再续此途径而作罢
。

从 上可见
,

我们在揭示人肝细胞生成素为胎肝细胞基因表达产物的基础上
,

首 先确定其
c D N A 序列与蛋 白质序列

,

并首次证明它
一

与酵母 E R v l 基 因的人同源体蛋 白为同一分子
,

为

E R V I 与肝细胞生成素的进一 步研究与基因工程生产奠定了基础
。

3 重组人肝细胞生成素的研制

天然 人肝细胞生成素在胎肝中含量极微
,

靠生化分离 手段所得纯品量很难演 )己对其性能

研究 与分析的需要
。

因此
,

继获得人肝细胞生成素
C D N A 之后

,

我们迅即开展了 民组制品的

研制
。

首先
,

我们选择张智清等构建的原核表达载体 p B v 2 20
,

实现 了在大肠杆菌 中的高效
一

表

达 ; 进而完成 了发酵
、

纯化
、

复性等实验室工艺研究
。

所得制 品纯度达 95 % 以上
,

其分 子

量
、

氨基酸组成及 N 端氨基酸序列均与理化预期值一致
。

目前此工艺正进行 中试放大
,

且

已能为实验研究提供 一定规格的重组纯品 (此工艺已 申请发明专利 )
。

4 人肝细胞生成素的性能
、

表达调控及其与肝再生的关系

肝细胞生成素相继发现于大鼠再生肝 [ 2
伙 断乳 鼠肝

、

新生牛肝以及人胎肝「’
,

7 }中
。

性能

研究表明
,

不同种属来源的肝细胞生成素均特异性刺激肝细胞增殖
。

但由于 已经用于进行性

能研究的样品均为粗制品
,

不易排除其它成分对实验的影响
,

为避免此问题
,

我们采用纯化

为单一组分的人肝细胞生成素
,

观察了它的体内外生物活性
,

证明确能特异刺激肝细胞增

殖 l “ }
,

治疗急性肝衰竭 「̀ 9 ]
,

其增殖刺激作用主要基于促使细胞从 0G / G ,
期进入 s 期

。

肝细胞生成素的组织来源及其性能提示
,

它在肝再生过程中可能具有重要的生物学 作

用
,

此已得到其 m R N A 特定表达时期及其组织分布 的支持
。

首先
,

我们在未知其
c D N A 序

列的情况下
,

采 用体外翻译后的功能测试
,

观察到 〔̀ ” 1大鼠肝部分切除后 24 小时
,

肝细胞生

成素的 m R N A 在肝脏细胞中即达最高峰
,

随后逐渐降低
。

此动态变化与肝再生的启动与进

行完全一致
。

随后
,

我们利用 已克隆的大 鼠肝细胞生成素
c D N A 为探针

,

进行大 鼠肝部分切

除后不同时间 m R N A 的 N or t h er n B fl ot 分析
,

亦得到相 同的结果
。

此外
,

组织分布研究表

明
,

它在正常肝脏 中表达很低
,

在肾与肺组织中有较低表达
,

其它组织中则检测不到表达
。

由此可见
,

此因子的表达具有组织特异性与时相特异性
,

与肝再生具有直接的关联
。

重组制品的研制为肝细胞生成素的性能研究提供了充分的纯品
。

大鼠肝细胞生成素克隆

后不久
,

我们即进行其高效表达与重组 品生物性能研究 [“ “ 〕
。

结果表明
,

此 因子能显著救治

C C叭所致大鼠急性肝损伤与肝衰竭 (存 活率提高 25 % )
,

并 明显降低中毒大鼠外周血 A L T

和 A s T 水平
。

在我们克隆出人肝细胞生成素
c DN A 并完成其重组品研制之后

,

首次发现重
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组 h H P O在体外能明显刺激肝细胞和肝癌组织的增殖
。

而 H ag iy。
等 〔̀ , l在报道大鼠 PH O 分

子克隆时未发现此因子任何体外活性
。

我们的发现对于 h H P O 的进一步研究与开 发具有不

可忽视的作用 (但 目前尚不清楚为何 H ag i y a
等未观察到此种活性 )

。

随后
,

我们在动物模型

上证明重组 h H P O 具有明显的体外促进受损肝细胞再生与恢复
,

体内救治急性肝衰竭与重

症肝炎
,

促进肝脏再生的功能
,

它很可能发展为一种治疗严重肝病的新药
。

经过 10 多年的努力
,

我们独立地发现了人肝细胞生成素
,

并相继完成其蛋 白质纯化
、

分子克隆
、

重组产品研制及其性能研究
。

此因子的发现及其重组品的研制将可能推动肝再生

机制的理论研究与严重肝病的临床救治
。
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我国正式参加欧洲核子研究中心新的大科学国际合作计划

高能物理是物理学的最前沿
,

是典型的国际化和开放程度最高的大科学领域
。

目前位于瑞士 日内瓦的科技基础雄厚的欧洲核子研究中心 ( C E R N ) 正在计划实施一项

国际性大型科学工程— 建造世界最高能量的 L H C 大强子对撞机
。

为了确保我国能够利用世界上最好的研究设备
,

使高能物理方面的人才得到培养和 储

备
,

为前沿科学研究创造更好的国际合作研究条件
,

对 C E R N 保持合作或跟踪合作的态势
,

使我国在 21 世纪有可能在高能物理的前沿占有一席之地
。

在国家科委领导 的支持下
,

经过

国家自然科学基金委员会国际合作局和 C E R N 国际合作关系部一年多的共同努力
,

探索和

商定了协议草案
,

国家 自然科学基金委员会张存浩主任于今年 8 月 14 日与欧洲核子研究中

心总主任施密斯先生分别在北京和 日内瓦签署了国家自然科学基金委员会和欧洲核子研究中

心促进发展高能物理合作的科学技术合作协议
。

此协议的签订将拓展我国高能物理学界的科学家与欧洲核子研究中心 19 个成员国和相

关大科研工程计划的参加国 (美国
、

日本
、

加拿大
、

印度等非成员国 ) 科学界的合作和交流

渠道
。

( 国际合作局 吕蓓蕾 供稿 )


