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摘  要: 文中拟通过采用基因重组技术获得 ALT1 和 ALT2 同工酶重组蛋白，分别制备筛选出高特异性、高活性

的 ALT1 和 ALT2 单克隆抗体 (ALT1 单克隆抗体已成功制备并发表)，初步探讨 ALT1 和 ALT2 同工酶在人体组

织中的定位、分布及表达情况。采用 RT-PCR 方法从人肝癌细胞 (HepG2) 中扩增 ALT2 基因，将成熟的 ALT2

基因亚克隆至 pET32a-ALT2 原核表达载体中，并将其连接产物转化至 BL21(DE3) 感受态细胞中经 IPTG 诱导表

达 ALT2 蛋白，镍柱 (Ni+) 亲和层析法纯化 ALT2 重组蛋白。ALT2 重组蛋白免疫 Balb/c 小鼠，选取阳性血清小

鼠脾细胞和骨髓瘤细胞 SP2/0 进行细胞融合，间接 ELISA 法挑选阳性细胞株，有限稀释法进行亚克隆，采用亲

和层析柱法纯化 ALT2 抗体。通过 RT-PCR 和 Western blotting 方法检测 ALT1 和 ALT2 在人体正常组织中的表达

和分布，研究结果显示组织中的 ALT 同工酶基因在 mRNA 水平和蛋白水平上的表达几乎一致。ALT1 在肝脏、

肾脏、骨骼肌高表达，胃肠道平滑肌中等表达；ALT2 在脂肪、骨骼肌、心肌中高表达，胃肠道平滑肌低表达。

免疫组化研究表明，ALT1 在肝细胞、肾髓质小管和肌纤维中高表达，ALT2 在脂肪细胞、心肌细胞中高表达，

胃肠道组织 ALT1 和 ALT2 主要表达于肠壁上部区域黏膜，上述结果显示同工酶 ALT1 和 ALT2 在组织中分布广

泛，为理解不同病理条件下 ALT 活性升高的变化机制提供理论依据。 

关键词: 丙氨酸氨基转移酶同工酶，丙氨酸氨基转移酶同工酶 1，丙氨酸氨基转移酶同工酶 2，蛋白表达，
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Abstract:  This study intends to obtain recombinant proteins of ALT1 and ALT2 isozymes by using genetic recombination 

technology. Monoclonal antibodies ALT1 and ALT2 with high specificity and high activity were prepared and screened 
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(ALT1 monoclonal antibody has been successfully prepared and published). The localization, distribution and expression of 

ALT1 and ALT2 isozymes in human tissues were discussed. The ALT2 genes were amplified from human liver cancer cell 

(HepG2) by RT-PCR method. The mature ALT2 gene was subcloned into the pET32a-ALT2 prokaryotic expression vector. Its 

ligation product was transformed into BL21(DE3) competent cells, and transformed into competent cells to express ALT2 

proteins induced by IPTG. The recombinant proteins of ALT2 were purified by nickel column (Ni+) affinity chromatography. 

Balb/c mice were immunized with recombinant proteins of ALT2. Positive serum mouse spleen cells and myeloma cells SP2/0 

were selected for cell fusion. The positive cell lines were selected by indirect ELISA and subcloned by limited dilution 

method. Affinity chromatography was used to purify ALT2 antibodies. The expression and distribution of ALT2 in human 

normal tissues were detected by RT-PCR and Western blotting. Results show that the expression of ALT isoenzyme in tissues 

was almost the same at gene mRNA level and protein level. ALT1 is highly expressed in liver, kidney and skeletal muscle, and 

moderately expressed in gastrointestinal smooth muscle. ALT2 is highly expressed in fat, skeletal muscle and myocardium, 

and is poorly expressed in gastrointestinal smooth muscle. Immunohistochemical studies show that ALT1 is highly expressed 

in hepatocytes, renal medullary tubules and muscle fibers, ALT2 is highly expressed in adipocytes and myocardial cells, and 

ALT1 and ALT2 in gastrointestinal tissues are mainly expressed in mucosa of upper intestinal wall region. The results showed 

that the isoenzymes ALT1 and ALT2 were mainly expressed in the mucosa of the upper part of the intestinal wall. It is widely 

distributed in the tissues, providing theoretical basis for understanding the mechanism of ALT activity increase under different 

pathological conditions. 

Keywords:  alanine aminotransferase isoenzyme, ALT1, ALT2, protein expression, monoclonal antibody 

 

丙氨酸氨基转移酶 (Alanine aminotransferase，

ALT ， 也 称 谷 丙 转 氨 酶 ， Glutamic pyruvic 

transaminase，GPT) 是参与人体糖和蛋白代谢重

要的酶，在 L-丙氨酸和 α-酮戊二酸之间催化可逆

性的转氨反应形成丙氨酸和 L-谷氨酸。人 ALT 存

在两种同工酶，分别由不同的基因编码：ALT1

蛋白由 496 个氨基酸组成，位于染色体 8q24.3[1]；

ALT2 蛋白由 523 个氨基酸组成，位于染色体

16q12.1，ALT2 基因由于对前导序列的差别剪接，

从而产生了一种含 523 个氨基酸的蛋白产物及另

一个含 423 个氨基酸的蛋白产物，含 423 个氨基

酸的剪接突变体命名为 ALT2-2
[2]。近来研究表明

ALT1 和 ALT2 两种同工酶在组织上分布不同，

mRNA 水平上人组织中 ALT1 在肾脏中高水平表

达，在肝脏、肌肉和心脏中度表达，而 ALT2 在

脂肪、肌肉、肾脏和脑组织中高水平表达，在肝

脏中度表达[3-4]。Lindblom 等研究显示在蛋白水平

人组织中的 ALT1 主要表达于肝脏、骨骼肌、肾

脏，心肌未检测出；ALT2 主要在心脏和骨骼肌细

胞[4-5]，虽然有一些相关的研究，但还没有从基因、

蛋白水平和组织定位等方面对 ALT同工酶进行系

统全面的研究。 

血清 ALT的活性升高被认为是肝损伤的灵敏

指标，然而血清 ALT 活性升高也会在非肝损伤时

出现，例如多发性肌炎、肥胖、代谢性疾病以及

健康受试者中[4-8]。反之，血清 ALT 在部分已确

诊为肝损害的患者中并不升高，如非酒精性脂肪

型肝炎、C 型肝炎病毒[9]。因此，血清丙氨酸氨

基转移酶数据的解释有时在临床诊断中具有挑战

性，并且血清中丙氨酸氨基转移酶活性变化的分

子机制尚不明确。一项研究表明在小鼠小肠中

ALT1 表达的水平极高，而无 ALT2 表达[10]。类似

的一项研究已经观察到，临床上感染了轮状病毒 

(首先侵害小肠) 而无肝损害的病人中血清 ALT

活性经常会升高[11]。Jadaho 等在构建小鼠脂肪肝

模型研究中发现，小鼠血清 ALT1 表达维持不变，

ALT2 基因表达却增加 2 倍，且 ALT 总活性增加

了 30%[12]。剧烈运动过后检测受试者血清，ALT2

升高水平高于 ALT1[13]，原因是骨骼肌损伤。一

些研究显示 ALT2 是糖尿病的预测因子，因为在

肥胖和胰岛素抵抗者中 ALT2 大量来自脂肪组  

织[13-14]。因此，提示 ALT 同工酶在不同临床条件
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下有不同的活性作用，它们的表达水平可能与多

种病理情况有关，并且 ALT1 和 ALT2 共同影响

着 ALT 总的活性。但目前临床上主要是检测血清

总的 ALT 活性，不能区分同工酶 ALT1 和 ALT2，

不能准确判定 ALT 活性升高的来源，不能判断组织

损伤的位置和程度。因此，本研究拟利用基因重组

技术表达 ALT1 和 ALT2 重组蛋白，制备高特异性

ALT1 和 ALT2 同工酶单克隆抗体，其中，ALT1 单

克隆抗体已制备成功并已发表[15]，从基因水平和蛋

白水平上分析人体组织丙氨酸氨基转移酶的分布

和表达，为临床病理条件下血清丙氨酸氨基转移酶

活性升高的分子机制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  人体组织和动物  

人体正常组织肝脏、肾脏、骨骼肌、心脏、

胃、结肠、直肠、胰腺等来源于重庆医科大学附

属第二院标本库。Balb/c 小鼠购于重庆医科大学

实验动物中心。 

1.2  细胞和主要试剂 

大肠杆菌菌株BL21(DE3) 和人类肝癌G2细胞 

(HepG2) 由重庆医科大学生命科学院实验室保存。

小鼠骨髓瘤细胞 (Sp2/0) 由重庆医科大学附属第

一医院表观遗传学实验室提供。ALT1 抗体由本实

验室制备，限制性内切酶 EcoR Ⅰ/Hind Ⅲ、PCR

试剂盒、DNA 回收试剂盒、RNA 提取试剂盒购

于 TaKaRa 公司，Ni-NTA 亲和层析凝胶 (Qiagen)，

弗氏佐剂、不完全弗氏佐剂和单克隆抗体亚类鉴

定试剂盒购于 Sigma 公司。 

1.3  单克隆抗体制备及纯化 

1.3.1  ALT2 cDNA 克隆和质粒构建 

使用 TRIzol 试剂从肝癌细胞液中提取总

RNA，用 RT-PCR 试剂盒将 ALT2 基因 (1 569 bp)

的完整编码序列进行扩增并逆转录为 cDNA，引

物基因序列如下 ALT2 forward 5′-CACCATGCAG 

CGGGCGGCGGCGCT-3′，REVERSE 5′-TCACGC 

GTACTTCTCCAGGAAGTTG-3′ ， PCR 产 物 和

pET32a(+) 质粒分别经过双酶切，酶切产物纯化

后连接，获得重组表达质粒 pET32a-ALT2。构建

的质粒进行测序 (上海嘉根生物科技有限公司)，

验证质粒构建是否正确。 

1.3.2  ALT2 重组蛋白表达与纯化 

将质粒 pET32a-ALT2 转化至 BL21(DE3) 感

受态细胞中，将增菌培养后的液体培养基于

37 ℃振荡过夜，加入 IPTG (终浓度 1 mmol/L) 诱

导蛋白表达。ALT2 重组蛋白经亲和层析柱进行

纯化 (1.5 mL 填料，载量 8 mg/mL 带 His-tag 蛋

白)，目的蛋白上清于咪唑洗脱缓冲液中洗脱，

SDS-PAGE 检测。 

1.3.3  动物免疫 

取 8 只 6–8 周龄的雌性 Balb/c 小鼠，随机分

成 4 组，将目的蛋白按照 25 μg、50 μg、75 μg 和

100 μg 的浓度梯度进行免疫。将目的蛋白与弗氏

佐剂等比例乳化皮下多点注射，共免疫 4 次，末

次免疫后 7 d用间接 ELISA法检测小鼠血清 ALT2

抗体效价，选择效价最高的小鼠脾细胞进行细胞

融合。 

1.3.4  细胞融合与杂交瘤细胞筛选 

将小鼠的脾细胞与骨髓瘤细胞 SP2/0 按    

5︰1[16]的比例充分混合，在 0.8 mL PEG 作用下

融合，在含 1% HAT 培养基中进行选择性培养，

将阳性杂交瘤细胞株用有限稀释法进行克隆化培

养，稳定分泌 ALT2 抗体的细胞株进行扩大培养。 

1.3.5  腹水制备与纯化 

将 0.5 mL 杂交瘤细胞 (约 106 个) 接种于经

降植烷 (Sigma) 预处理的 Balb/c 小鼠腹腔中，

7–10 d 后，小鼠腹部明显膨隆，采集腹水。用

Protein A 亲和层析法纯化单克隆抗体。用免疫球

蛋白标准亚类鉴定试剂盒鉴定 ALT2 单克隆抗体

的类别及亚型并进行特异性鉴定。在以前的研究

中已经报道了细胞融合和抗体制备的详细过程，

并且已经获得了抗 ALT1 的高质量单克隆抗体[15]。 
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1.4  RT-PCR 检测 

将所有组织分别取 100 mg，Trizol 三步法提

取组织 RNA，反转录试剂盒进行逆转录，使用

Real-time 试剂盒，以 cDNA 为模板进行实时荧光

PCR 反应，检测各个组织中 ALT1 和 ALT2 基因

的相对表达量。 

1.5  Western blotting 检测 

将 提 取 的 蛋 白 煮 沸 ， 制 备 10% 胶 进 行

SDS-PAGE，转膜 1 h，5%脱脂奶粉 37 ℃封闭抗

原 2 h，ALT1、ALT2 一抗 (1︰400 稀释) 4 ℃孵

育过夜，PBST 洗膜 1 h，每 10 min 换一次液，羊

抗鼠二抗 (1︰5 000 稀释) 室温孵育 1 h，PBST

再洗膜 1 h，化学发光检测系统采集图像[17]。观

察 ALT1、ALT2 在不同组织中蛋白水平的表达。 

1.6  免疫组织化学检测 

石蜡切片经二甲苯脱蜡、酒精水化，3% H2O2

孵育 10 min，抗原热修复 5 min，滴加一抗 ALT1、

ALT2 室温孵育 1 h，PBS 洗 3 次，滴加二抗，37 ℃

孵育 30 min 后用 PBS 洗 3 次，滴加辣根过氧化物

酶孵育 15 min，DAB 显色，蒸馏水冲洗、复染、

脱水、封片[17]。镜下观察黄色或棕褐色为阳性表

达，判定组织中 ALT1、ALT2 抗体表达量及分布

情况。 

1.7  统计学方法 

采用 SPSS19.0 软件对实验数据进行统计学

分析，两组间比较采用 t 检验和非参数检验，以

P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  pET32a(+)-ALT2 重组质粒的构建 

采用 RT-PCR 从肝癌细胞液中扩增出 ALT2

编码基因，约含 1 569 个碱基对 (bp)，琼脂糖凝

胶电泳鉴定显示在对应大小处有目的条带，且无

杂带，结果如图 1 所示。将 EcoRⅠ/Hind Ⅲ双酶

切 后 的 ALT2 和 质 粒 PET32a(+) 相 连 接 ，

PET32a(+)-ALT2 重组质粒构建成功。挑取单克隆

进行序列测定，比对测序结果与理论相符。 

2.2  ALT2 重组蛋白的表达与纯化 

pET32a(+)-ALT2重组质粒转化至 BL21(DE3)

感受态细胞中，经 IPTG 诱导表达，超声破碎菌

体上清液，重组蛋白带有 His-tag 标签，于大小

70 kDa 附近有明显的诱导条带，结果如图 2 所示，

重组蛋白经镍柱 (Ni2+) 亲和纯化，300 mmol/L

咪唑洗脱峰为目的蛋白峰，经 SDS-PAGE 分析，

纯化后的蛋白纯度明显提高 (图 3)。 

2.3  抗人 ALT2 单克隆抗体参数分析  

杂交瘤细胞经过 3 次有限克隆化稀释后，最

终筛选出 5 株能稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株，

分别命名为 AD7、BE5、BH4、DD2、HE2。用间 

 

 
 
图 1  ALT2 基因 PCR 扩增产物电泳图 
Fig. 1  Electrophoretic map of PCR amplification 
products of ALT2 gene. M: DNA marker; 1: PCR 
products for ALT2 (1 569 bp). 

 

 
 
图 2  SDS-PAGE 检测 ALT2 重组蛋白 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of the ALT2 recombinant 
protein. Lane M: protein marker; 1: pET32a(+) vector 
(IPTG induced); 2: pET32a(+) vector (non-induced);   
3: pET32a(+)-ALT2(1 569 bp) vector (IPTG induced);  
4: pET32a(+)-ALT2 (1 569 bp) vector (non-induced). 
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图 3  SDS-PAGE 检测纯化后的 ALT2 重组蛋白 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the purified ALT2 
recombinant protein. M: protein marker; 1: supernatant 
pET32a(+)-ALT2 (1 569 bp) (IPTG induced); 2–3: purified 
ALT2 (1 569 bp) recombinant protein. 

 
接 ELISA 法分别测定杂交瘤细胞上清、腹水和纯

化后 ALT2 单克隆抗体效价，结果显示腹水和纯

化后抗体效价为 106，HE2 效价最高为 8.8×106，

而上清液中仅为 103。亚类鉴定均为 IgG1 类，其

中 BE5 为 λ 链，其余均为 κ 链。Kaff 亲和常数均

能达到 109 (表 1)。 

2.4  抗人 ALT2 单克隆抗体特性鉴定 

间接法 ELISA 测定显示 5 株杂交瘤细胞株

分泌的 mAb 与商品化抗人 ALT2 单抗均能识别

ALT2 重组蛋白与血清中的 ALT2，以 1% BSA、

ALT1 重组蛋白 (本课题组表达)、质粒 pET32a(+)

作为对照组，其结果显示为阴性 (表 2)。以人血

清样本 (ALT活性为 746 U/L) 作为抗原，Western 

blotting 检测显示 5 个抗体均能与血清中的 ALT2

发生免疫反应 (图 4)。以 ALT2 重组蛋白、ALT1

重组蛋白、1% BSA 作为抗原进行鉴定，结果显

示 ALT2 抗体仅在 70 kDa 处特异性识别 ALT2 重

组蛋白，而不与 ALT1、BSA 发生交叉反应 (图 5)。

结果表明，纯化后的 5 个抗体均具有特异性。其中，

BE5 抗体特异性、灵敏度最强，AD7 最弱。 

2.5  正常组织中 ALT 同工酶基因与蛋白表达

的定量分析 

我们检测了人体正常组织中丙氨酸氨基转移

酶同工酶 ALT1、ALT2 的基因和蛋白的表达量及

分布情况。通过定量 PCR 分析显示，ALT1、ALT2

在人体正常组织中分布广泛，ALT1 在肝脏中表达

量最高，肾脏、骨骼肌表达量中等偏上，心肌、

胃、小肠、结肠、直肠和脂肪组织中等表达，胰

腺、肾上腺表达量低，食管、肺、胆囊组织中表

达量最低 (图 6)。相反的是，ALT2 主要表达在脂

肪、肝脏中，肾脏、骨骼肌、心肌表达量中等，

肾上腺、肺、胆囊表达量较高，胃肠道平滑肌表

达量最低。在蛋白水平上 ALT1 主要表达在肝脏、

骨骼肌、肾脏中，胃、结肠和直肠表达量中等，

心肌、脂肪、胰腺表达量低，肾上腺、甲状腺、

乳腺、肺和胆囊表达量极低。ALT1 集中分布在

肝脏、肾脏、骨骼肌、胃肠道组织中，ALT2 集

中分布在脂肪、肾脏、骨骼肌、心肌中 (图 7 和    

图 8)。而不同的是，肝脏中 ALT1 表达量很高，

而 ALT2 表达量极低，肾脏、骨骼肌中 ALT1 和

ALT2 的表达量相似，脂肪组织中 ALT2 的表达量

最高，而 ALT1 的表达量很低，胃肠道组织中的

ALT1 的表达量高于 ALT2。 

 
表 1  ALT2 单克隆抗体效价及亚型 
Table 1  Titer and subtype of ALT2 MAb 

Clone cell 
Antibody titer 

Isotype Kaff (L/mol) 
Supernatant Ascites Antibody 

AD7 7.81×103 2.11×106 3.19×106 IgG1 κ chain 6.11×109 

BE5 5.65×103 1.57×106 2.28×106 IgG1 κ chain 4.37×109 

BH4 3.89×103 1.24×106 2.04×106 IgG1 κ chain 3.11×109 

DD2 4.11×103 1.27×106 2.07×106 IgG1 κ chain 3.36×109 

HE2 2.48×103 1.08×106 1.56×106 IgG1 λ chain 2.01×109 
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表 2  ALT2 单克隆抗体的特异性鉴定 
Table 2  Specific identification of ALT2 MAb 

Sample 
OD450 

AD7 BE5 BH4 DD2 HE2

BL21(DE3) with 
pET32a (+) 

0.145 0.121 0.157 0.161 0.172

Serum (ALT 746 U/L) 1.631 0.841 0.640 0.969 1.424

ALT1 protein 0.153 0.134 0.152 0.146 0.112

ALT2 protein 2.424 2.188 1.208 1.556 1.257

 

 
 
图 4  Western blotting分析ALT2单克隆抗体的特异性 
Fig. 4  Western blotting analysis of the specificity of 
ALT2 mAb. 1: commercialized ALT2 mAb. 

 

 
 
图 5  ALT2 单克隆抗体特异性分析 
Fig. 5  Specificity analysis of ALT2 mAb. 1: crude 
lysate of BL21(DE3) cells with pET32a(+) vector (IPTG); 
2: ALT1 recombinant protein; 3: ALT2 recombinant 
protein. 

2.6  免疫组化分析人体正常组织中 ALT1 和

ALT2 的蛋白表达 

在肝脏组织中，ALT1 和 ALT2 主要集中表达

于肝细胞，ALT1 表达强，ALT2 表达弱(图 9a、b)。

食管中 ALT1 中等表达，而 ALT2 低表达 (图 9c、d)。

胃中 ALT1 与 ALT2 分布类似，信号主要定位于

壁 细 胞 ， 在 主 细 胞 中 仅 观 察 到 较 弱 的 信 号     

(图 9e、f)。空肠中 ALT1 和 ALT2 主要表达于肠

壁上部区域黏膜，而相邻的平滑肌细胞未检测出，

且 ALT1 和 ALT2 分布类似，中等表达 (图 9g、h)。

结肠中 ALT1 和 ALT2 也主要分布于肠壁上部区

域黏膜，ALT1 表达强，ALT2 表达中等 (图 9i、j)。

直肠中分布同结肠，ALT1 高表达，ALT2 低表

达(图 9k、l)。 

肾脏中 ALT1 和 ALT2 均检测出，且表达相

似，ALT1 主要表达在髓质中，ALT2 髓质和皮质

均表达。放大倍数下，ALT1 主要表达在髓质小

管中，ALT2 髓质和皮质小管中均有，表达中等偏

高 (图 9m、n)。骨骼肌中 ALT1 和 ALT2 主要表

达于肌肉纤维内，分布相似，ALT1 和 ALT2 表达 

 

 
 
图 6  人体正常组织中 ALT1 和 ALT2 的 mRNA 相对表达量 
Fig. 6  The mRNA relative expression of ALT1 and ALT2 in human normal tissues. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: 
P<0.001 compared with ALT2 in the same tissue. 
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图 7  ALT 同工酶在人体正常组织中的蛋白相对表达量 
Fig. 7  Quantitative analysis of human ALT isoenzyme tissue distribution. (A) Western blotting analysis of human ALT 
isoenzyme tissue distribution. (B) Protein expression of ALT isoenzyme in human tissues. Black column: ALT1; white 
column: ALT2. **: P<0.01 versus ALT2 in the same tissue. 
 
 

 
 
图 8  ALT 同工酶在人体正常组织中的蛋白相对表达量 
Fig. 8  Quantitative analysis of human ALT isoenzyme tissue distribution. (A) Western blotting analysis of human 
ALT isoenzyme tissue distribution. (B) Protein expression of ALT isoenzyme in human tissues. Black column: ALT1; 
white column: ALT2. *: P<0.05, **: P<0.01 versus ALT2 in the same tissue. 

 
 
 

中等 (图 9o、p)。心肌中 ALT1 和 ALT2 均检测出，

信号主要定位于心肌细胞中，ALT2 表达水平高于

ALT1 (图 9q、r)。脂肪中 ALT2 信号较强，主要定

位于脂肪细胞边缘的胞质中，而 ALT1 信号极弱，

甚至未检测出 (图 9s、t)。肾上腺中 ALT1 和 ALT2

主要表达于皮质部分，髓质中未检测出，ALT1 低

表达至无表达，ALT2 中等表达 (图 9u、v)。 

胰腺 ALT1 低表达于胰岛中，腺泡无表达，

ALT2 于胰岛中强表达，腺泡中低表达 (图 9w、x)。

肺组织 ALT1 和 ALT2 主要表达在肺泡上，ALT1

表达极低，而 ALT2 强表达 (图 9y、z)。胆囊 ALT1

和 ALT2 信号主要定位于肌层，胆囊壁和外膜无

信号，ALT1 表达极低甚至无表达，ALT2 中等偏

低表达 (图 9a1、b1)。甲状腺、乳腺、脾脏、前

列腺和膀胱组织中未检测出 ALT1 和 ALT2，或者

是表达极低。 
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图 9  人体正常组织 ALT1 和 ALT2 免疫组化定位分布 
Fig. 9  Immunohistochemical localization of ALT1 and ALT2 in human tissues. 
 

3  讨论 

血清丙氨酸氨基转移酶 ALT 活性的升高在

临床被作为诊断肝损伤的一种灵敏指标，其机制

可能是肝脏中富含 ALT，肝损伤后肝细胞膜通透

性增加，肝细胞中的 ALT 释放入血，导致血清 

ALT 活性增高[18]。因此，在早期的研究中，ALT

活性主要在肝脏组织中发现。然而，其他组织和

器官也具有 ALT 活性，包括肾、骨骼肌、心肌、

脂肪、心肌、胃、结肠、直肠等。因此，这些部

位的任何器官损伤，如肾脏疾病、骨骼肌损伤、

心肌梗塞、肥胖症和肠道疾病，都有可能导致血 
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清丙氨酸氨基转移酶活性增加[19-21]。例如，临床

上感染了轮状病毒 (首先侵害小肠) 而无肝损害

的病人中血清 ALT1 活性经常会升高[11]，肥胖和

糖尿病患者中 ALT2 升高[22-23]，极端的体力活动

可以引起血清 ALT 短期地、可逆地增高，且 ALT2

升高幅度大于 ALT1 变化趋势[24-25]，可能是骨骼

肌损伤引起的。多项研究表明 ALT 同工酶在组织

和器官中的分布是不同的 [5,10,26]。肝脏和肾脏中

ALT1 的表达尤其丰富，几乎没有检测到 ALT2，

而心脏和骨骼肌同时表达 ALT1 和 ALT2。因此，

我们推测血清中丙氨酸氨基转移酶的亚型特异性

测定可能提供肝外器官损伤方面的额外信息，而

不仅仅是丙氨酸氨基转移酶的总活性 [5,26]，区分

两种酶在亚细胞中的定位和在病理条件下的表达

水平有助于评估不同组织损伤的程度，血清丙氨

酸氨基转移酶同工酶的测定可为肝损伤和肝外损

伤提供更有用的临床诊断信息。 

1975 年分子生物学家 Kohler 和 Milstein 创建

了杂交瘤技术，近几十年来，单克隆抗体技术快

速发展，普遍应用于临床医学疾病诊断及治疗、

生物医学学科的基础研究等多个领域。单克隆抗

体具有高度特异性和均一性，仅针对某一特定的

抗原决定簇发生免疫反应，本研究采用基因重组

技术成功制备了 ALT 同工酶重组蛋白，我们选用

具有高纯度高活性的 ALT 重组蛋白免疫雌性

Balb/c 小鼠，选取小鼠血清 ALT 抗体效价最高的

脾细胞与小鼠骨髓瘤 SP2/0 细胞在聚乙二醇 

(PEG) 的作用下进行细胞融合，建立杂交瘤细胞

株，采用有限稀释法和间接 ELISA 法进行亚克

隆和筛选，选择能够稳定分泌 ALT 单克隆抗体

的细胞株进行腹水制备，亲和层析柱法纯化单克

隆抗体，并鉴定单克隆抗体的效价、亚型及其特

异性[27-28]。为 Western blotting 和免疫组化分析

ALT 同工酶在人体组织中的定位分布和表达提供

了必要条件。 

本研究从基因、蛋白质和组织定位 3 个方面

评价了人类正常组织中的 ALT 同工酶。根据不同

正常组织的基因分析结果，我们发现 ALT1 基因

在人类正常组织中的分布比 ALT2 基因更广泛。

ALT1 基因主要在肝脏、肾脏、骨骼肌、心肌、脂

肪、结肠、直肠、小肠、胰腺和肾上腺中表达，

从高到低依次为脂肪、肝脏、肾脏、骨骼肌、心

肌、肾上腺、胰腺、肺和胆囊。Yang 等的研究表

明，ALT1 在肾脏中高表达，在肝脏、肌肉和心脏

中中等表达，而 ALT2 在脂肪、肌肉、肾脏和大

脑中高表达，在肝脏中中等表达[3-4]，这与我们的

研究大体一致。在组织裂解物的蛋白质印迹获得

的蛋白质水平上发现了类似的结果，两种同工酶

在人类正常组织中表达也存在差异[10]。这两种同

工酶在蛋白水平上的表达也是不同的，本研究显

示 ALT1 在肝脏、骨骼肌、肾脏、胃肠道组织表

达高，心肌、脂肪和胰腺中等表达，肾上腺、甲

状腺、肺和胆囊表达较低，而 ALT2 主要表达于

脂肪、肾脏、骨骼肌、心肌和胰腺组织中，肝脏、

胃肠道组织表达较低，Lindblom 等研究显示在蛋

白水平人组织中的 ALT1 主要表达于肝脏、骨骼

肌、肾脏，心肌未检测出；ALT2 主要在心脏和

骨骼肌细胞[4]，与本研究较为一致。有趣的是，

肺和胆囊中 ALT2 也呈中等表达，临床上某些肺

部疾病和胆道系统疾病的 ALT 活性升高，很有可

能是 ALT2 释放入血，从而导致总 ALT 活性升高。

ALT1 和 ALT2 主要表达部位受限，很有可能成为

更具有特异性的血清标志物，Glinghammar 等研

究首次揭示，在 3 种不同的肝损伤情况下 (非酒

精性脂肪肝、丙型肝炎和肝手术期间)，血浆中

ALT1 活性的渗漏量大大超过 ALT2，肝损伤时

ALT1 的测定值与总 ALT 活性的测定值相等。相

反，在运动性骨骼肌损伤过程中，ALT2 的渗漏量

超过 ALT1，循环中 ALT1/ALT2 的比例也存在相

应改变[24]。血浆中 ALT 亚型的变化反映了肝脏和

骨骼肌中 ALT1 和 ALT2 活性的相对含量。这些

数据表明，用相同的标准分析平台评估 ALT1 和
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ALT2 活性对血浆中 ALT 总活性的贡献率，可以

区分肝损伤和肝外损伤，比如肝脏疾病、消化道

系统疾病可能主要引起 ALT1 升高，而肥胖、骨

骼肌损伤、心肌梗死、胰腺炎等可能会引起 ALT2

升高。 

综上所述，我们从 mRNA、蛋白和细胞水平

检测了 ALT 同工酶在人体组织的定位分布和表

达情况，为区别肝和非肝损伤引起的 ALT 活性变

化提供了必要的理论依据。本实验室准备进一步

深入研究不同病理条件下如骨骼肌损伤、肾脏疾

病、胰腺炎等疾病中 ALT 同工酶的变化情况。因

此，探讨人体组织中 ALT 同工酶的定位、分布及

表达量，为更好地研究不同病理条件下 ALT 同工

酶的变化机制提供可靠依据。 
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