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重组人骨形态发生蛋白!" 的表达、纯化及其活性分析

阳菊华 赵 丽 杨 爽 吴双庆 张 杰 朱天慧"

（南开大学医学院医学分子遗传实验室，天津 &%%%E!）

摘 要 利用 F63GHF 从人胎盘组织中获取 IJG34 成熟肽的 DK+L 片段，并克隆到表达载体 .;63!#1 中，构建

>IJG34 成熟肽的非融合蛋白表达质粒 .;63IJG4，转化 3 * 0(,# IM$!（K;&）。NG6O 诱导 7> 后，工程菌高表达 2>IJG34
成熟肽，在 ,K,3GLO; 上出现预期的新蛋白带（#!#BK），约占菌体总蛋白的 !%P，表达产物以包涵体形式存在。分

离和纯化的包涵体溶解于 5 0()QM 尿素，在变性溶解状态下经阳离子交换层析，得到目的蛋白纯度达 "#P以上。再

经稀释复性后，约 5%P的 2>IJG34 形成同源二聚体。体外活性分析结果显示：2>IJG34 可以提高 H&R!%6!Q$ 细胞碱

性磷酸酶活性及促进 N 型胶原、ST/-2<:（ST:）和骨钙素（ST/-(D9)D<A）等成骨细胞表型转化标记基因 0F+L 的表达，证

明制备的 2>IJG34 具有诱导非骨源性细胞分化成为成骨细胞的作用。
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骨 形 态 发 生 蛋 白（I(A- 0(2.>(V-A/<D .2(/-<A，

IJG）属于 6O83!超基因家族的成员，目前已有约 7%
个 IJGT 基因被克隆，除 IJG3! 外，都具有诱导间充

质细胞成骨、成软骨细胞分化，促进新骨的形成作

用［!］。在 IJGT 家 族 中，体 内（ #$ 4#4(）实 验 表 明

IJG34 可以促进异位骨形成，而体外（ #$ 4#/*(）实验

证明 IJG34 可促进成骨、成软骨细胞分化和诱导体

外成骨的能力［$，&］。另外，IJG34 还受雌激素选择

性上调［7］，而雌激素在治疗妇女绝经后期原发性骨

质疏松症有明显的疗效［#］。有研究表明：IJG34 除

可临床外用治疗顽固性骨折外，还可作为神经营养

因子和再生障碍性贫血的辅助治疗［4］。我们克隆并

构建表达载体 .;63IJG4，在大肠杆菌表达 2>IJG34
成熟肽。经离子交换层析纯化，获得纯度达 "#P以

上的重组蛋白，并对其诱导成骨活性进行初步的分

析，为进一步探讨 IJG34 对原发性骨质疏松症的治

疗作用及其他的生物功能的研究提供条件。

# 材料与方法

#$# %&!’(%
提取人胎盘组织 0F+L（U?<DB3G2-.0<D2(30F+L

G?2<W<D9/<(A X</，.>9209D<9 * H(*）。以 ()<V(（C6）!5反转

产物作模板，GHF 扩增 >IJG34 成熟肽 DK+L 片段

（O-AI9AB 9DD-TT<(A +(* +J %%!E!5）。为便于克隆

在上、下游引物分别引入 50("和 6"("酶切位点。

上游引物：#Y3V/D 9DD9/VVV9D99D9V9V/DV/99/DVD3&Y；下 游

引物：#Y3VVDDVVD/DV9V//9V/VVD9/DD9D99VD/D/3& Y。
#$) 表达载体构建

回收的 GHF 产物经 50("Q6"("酶切后，连接

到制备好的表达载体 .;63!#1 中，连接产物转化

3 * 0(,# IM$!（K;&）。采用菌落 GHF 初步筛选阳性克

隆菌落，进一步提取质粒作酶切鉴定。结果与预期

吻合，测序验证读码框的正确性。

#$* +,-.’!" 成熟肽的诱导表达

工程菌 IM$!（K;&）Q .;63IJG4 过夜培养物按

!：!%% 接 种 于 MIQL0.<D<))<A（!%%#VQ0M）培 养 基 中，

&EZ摇瓶培养，至 784%%A0 达 %[7 左右，加入终浓度

为 ![% 00()QM 的 NG6O 诱导表达，7> 后收集菌体。

#$/ +,-.’!" 成熟肽的纯化

菌体重悬于缓冲液 ,6;（!% 00()QM 62<T3H)，.R
5[%，!#% 00()QM +9H)，! 00()QM ;K6L，# 00()QM
K66），在冰浴条件下超声破碎。沉淀用 $P 脱氧胆

酸钠，7Z洗涤［E］。纯化的包涵体溶解于含 5 0()QM
尿素的缓冲液中，经 HJ3H-))?)(T- 离子交换层析进



一步纯化和复性处理后，产物最终纯度达 !"#以

上，真空冷冻干燥，保存于 $ %&’。

!"# 蛋白含量测定

按 ()*+,-. /0012 345（6*78, 9*:）试 剂 盒 说 明

书。

!"$ 细胞培养

9;<=&>=?@ 细胞接种于生长培养基!A3A，含

="#BC4 和抗生素（=&& D?E5 F,.-7-GG-.HI 和 =&&"J?
E5 0+),F+*HE27-.）中，在 ;%’，"#的 9K@培养箱中培

养。待 细 胞 L&# M !&# 长 满 时，换 条 件 培 养 基

!A3A 含 "#BC4 和抗生素及 =&&&.J?E5 )8CA(HN 继

续培养，并于不同时间段收集细胞，>)-O*G 试剂提取

总 6P/，用于成骨细胞表型转化标记基因的表达分

析。为检测 )8CA(HN 对细胞碱性磷酸酶活性的影

响，按每孔 "&&& 细胞接种于 !N 孔板，待细胞 L&#
M !&#长满时，换条件培养基!A3A 含 "#BC4 和抗

生素及不同浓度的 )8CA(HN 继续培养 ; Q。并以来

源于真核细胞表达的 )8CA(HN 标准品（纪晓辉博士

惠赠，6RS 420+,E0，T.7 :）作对照。

!"% 成骨细胞分化标记基因的表达分析

利用 6>H(96 检测成骨细胞分化标记基因，包

括 T 型胶原（9*GT）、骨钙素（K7）和 K0+,)-U（K0U）的

E6P/ 表 达 情 况。 根 据 I,.C1.V 提 供 的 序 列 及

I,.,6D..,) 软件辅助设计 (96 引物。鼠的 T 型胶原

（9*GT）、骨钙素（K7）和 K0+,)-U（K0U）等基因 的上游

和下游引物分别是："WH77+JJ+111J1+JJ+J77H;W（9*GT ;XH
B）和 "WH71771JJ++7177+++7J7177H;W（9*GT@"NH6）；"WH77+H
71J+77771J7771J1+77H;W （ K7 N!LHB ） 和 "WH
71JJJ71J1J1J1J1JJ171JJH;W（K7 !=%H6）；"WHJ+711J1J+7+H
+1J771117+7H;W（K0U=""XHB）和 "WH111+J1+J+J1JJ771J1+JJH;W

（K0U =N%%H6）。I;(S< 的 引 物 为："WH+J11JJ+7JJ+J+H
J117JJ1+H;W（ I"=HB）和 "WH71+J+1JJ771+J1JJ+7717717H;W

（I=&;;H6）。

@&"5 反应体系中用 "&&.J 总 6P/，按下列条件

进行 反 转 录（6>）：X@’，N&E-.；!"’，"E-.；X’，

"E-.。在 @""5 (96 反应体系中加入 ""5 ; 倍稀释的

6>产物，并在每个反应中加入 I;(S< 引物以扩增

I;(S< 作为模板归一化标准。(96 反应条件为：

!X’，;&0；"L’，;&0；%@’，=E-.；@" 个循环。为进行

半定量 6>H(96 分析，; 次独立重复实验。

每孔 =&"5 (96 产物，@#琼脂糖电泳，溴化乙锭

染色，用凝胶紫外成像系统成像并薄层扫描分析图

像，A-7)*0*Y+ 3U7,G 处理数据并作图。作图数据为 ;
次均值。为归一化 6>H(96 反应体系中 6P/?7SP/

量，采用以下公式：9Z [ #Z*GDE, *Y E1)V,) J,., ? #
Z*GDE, *Y I;(S<。

!"& 碱性磷酸酶活性的测定

9;<=&>=?@ 细胞刺激培养 ;Q 后，用 (C4 缓冲液

洗涤 @ 次，然后每孔加入 =&&"5 碱性磷酸酶反应底

物溶 液（4-JE1 \ =&X F8*0F81+10, 0D]0+)1+,）溶 解 于

="E5 "&EE*G?5 JG27-.,， =EE*G?5 AJ9G@， F<=&^"，

;%’ 孵育 @&E-.。用 A-7)*FG1+, 6,1Q,) 在 X&".E 波

长测定吸收值。所有参数取 N 次重复的平均数并用

A-7)*0*Y+ 3U7,G 作图分析。

’ 结 果

’ (! 表达载体的构建及鉴定

提取 人 胎 盘 组 织 E6P/，利 用 6>H(96 获 得

8CA(HN 成熟肽的 7SP/ 片段并将其连接到原核表

达载体 F3>H="] 中，构建表达非融合 8CA(HN 成熟

肽的载体 F3>HCA(N（B-J : =）。对提取质粒用限制性

图 = F3>HCA(N 构建流程图

B-J:= 9*.0+)D7+-*. *Y F3>HCA(N _,7+*)

图 @ F3>HCA(N 的酶切鉴定

B-J:@ 6,0+)-7+-*. 1.1G20-0 *Y F3>HCA(N _,7+*)0：F3>HCA(N
Q-J,0+,Q ‘-+8 !"##（G1.,=）1.Q !"##?$%&$（G1.,@），

$%&$（G1.,;）1.Q A1)V,) 0+1.Q1)Q（A）

内切酶酶切电泳分析，分别可切下 M "&&]F?"^NV]
大小的片段，与预期结果相符（B-J :@）；最后，测序结
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果表明插入片段的碱基序列和读码框完全正确。

!"# $%&’()* 成熟肽的表达和纯化

!"#$（%&’）( )&*+!,-. 经 /-*0 诱 导 表 达 12
后，作还原性 3%3+-40& 电泳。与未诱导菌（567 8 ’，

9:;< 4）比较出现二条明显的诱导蛋白带（567 8 ’，

9:;< !）。一条质量约 $=>% 的蛋白带，同预期的 ?2+
!,-+. 成熟肽大小一致，电泳胶薄层扫描显示所表

达的 $=>% 蛋白约占菌体总蛋白的 $@A，并以包涵

体形式存在。另一条质量约 ’@>%，以可溶性形式存

在于上清中，曾推测其可能为 ?2!,-+. 成熟肽的二

聚体（567 8’，9:;< B），但在对其纯化过程中，发现其

不具备碱性蛋白特性，表现出酸沉淀和不能结合到

阳离子介质上。而 !,-+. 成熟肽为碱性蛋白（)/
CD.），从而否定这个推测。诱导出的 ’@>% 新蛋白仍

为未知。

图 ’ 表达的 ?2!,-+. 以包涵体形式存在

5678’ E<FGH<F 3%3+-40& :;:;9IJ6J KL M2< ?2!,-+. )?KM<6;
)?KFGH<F 6; ! 8 "#$% !"#$（%&’）:LM<? /-*0 6;FGHM6K;

*KM:9 )?KM<6; <NM?:HM L?KO ;K;+6;FGH<F（4）:;F 6;FGH<F（!）HG9MG?<；JG+

)<?;:M:;M（B）:;F )?<H6)6M:M<（%）L?KO 6;FGH<F HG9MG?<8 -KJ6M6K;J KL OK+

9<HG9:? O:JJ O:?><?J :?< J2KP; :M 9<LM

图 1 纯化 ?2!,-+. 的 3%3+-40& 电泳

56781 3%3+-40& :;:9IJ6J KL )G?6L6<F ?2!,-+. G;F<? ?<FGH6;7
HK;F6M6K;J（4）:;F ;K;+?<FGH6;7 HK;F6M6K;J（!）

-KJ6M6K;J KL OK9<HG9:? O:JJ O:?><?J :?< J2KP; :M 9<LM

以包涵体形式存在的 $=>% 诱导蛋白经离子交

换纯化和自然缓慢透析复性后，目的蛋白最终纯度

达 Q=A以上（567 8 1，9:;< 4）。非还原 3%3+-40& 检

测蛋白复性结果显示，约 C@A的 ?2!,-+. 形成同源

二聚体（567 81，9:;< !），说明复性过程中 ?2!,-+. 通

过其保守的 R 个半胱氨酸形成链间二硫键，并以可

溶性形式存在。真空冷冻干燥保存于+R@S。

!"+ 表达产物的活性测定

鼠胚胎成纤维细胞 B’T$@*$(# 为潜在多功能分

化细胞系，能被许多细胞因子诱导向成肌细胞、脂肪

细胞、成骨细胞和成软骨细胞分化。有报道 !,-+#
和 *05+!能诱导 B’T$@*$(# 细胞向成骨、软骨细胞

分化［C］。在成骨细胞分化和成熟过程中常表达许多

成骨细胞表型转化标记基因，包括骨特异性碱性磷

酸酶、/ 型胶原、KJM<?6N 和骨钙素等［=］。

为检测 ?2!,-+. 的诱骨活性，我们首先分析不

同浓度的 ?2!,-+. 对 B’T$@*$(# 细胞碱性磷酸酶活

性的 影 响。研 究 结 果 表 明：?2!,-+. 能 显 著 提 高

B’T$@*$(# 细胞碱性磷酸酶的活性（567 8 =），并表现

剂量依赖性。但与真核细胞表达的标准品 ?2!,-+.
比较，等剂量的活性效价低约 ’@A左右。

图 = ?2!,-+. 影响 B’T$@*$(# 细胞的碱性磷酸酶活性

5678= *2< <LL<HM KL ?2!,-+. K; :9>:96;< )2KJ)2:M:J<（4"-）

:HM6U6MI 6; B’T$@*$(# H<99J
*2< F:M: <N)?<JJ<F :J M2< O<:; V 38 %（; W .）

同 时，利 用 半 定 量 E*+-BE 分 析 ?2!,-+. 对

B’T$@*$(# 细胞在分化中其他一些成骨细胞表型转

化标记基因 OEX4 表达的影响。分析结果显示：?2+
!,-+. 能够促进 B’T$@*$(# 细胞的 / 型胶原、KJM<?6N
和骨钙素（KJM<KH:9H6;）等基因 OEX4 表达（567 8 .），而

且不同标记基因的 OEX4 表达水平在 ?2!,-+. 刺激

时间段上表现一定的差异，并体现明显的时间依赖

性。而在 =F 后，三个被检测的标记基因的表达水平

比对照提高约 ’ 倍。

以上结果表明，获得的重组蛋白 ?2!,-+. 具有

诱导非骨源性细胞分化成为具有成骨细胞表型的细

胞的作用。
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图 ! "#$%&’! 诱导 ()*+,-+./ 细胞表达成骨细胞表型标记基因

0123! "#$%&’! 45167895:4 :;<":441=> =? =45:=@8945 69"A:"4 1> ()*+,-+./ B:884
(:884 C:": 5":95:D C15# +,,,>2.6E =? "#$%&’! ?=" 5#: 1>D1B95:D <:"1=D =? 516:，9>D FGH :;<":441=> =? (=8892:> 5I<: J（5=<），

K45:"1;（61DD8:）9>D K45:=B98B1>（@=55=6）C:": 9>98IL:D @I 4:61’M79>515951N: F-’&(F3

(=8 J，K4; 9>D K( FGH :;<":441=> 8:N:84 C:": >="6981L:D 5= O)&P* :;<":441=>3 -#: D959 :;<":44:D 94 5#: 6:9> Q R3 P（> S )），

9>D 5#: <#=5=4 ?"=6 =>: ":<":4:>5951N: :;<:"16:>5 9": <":4:>5:D3 %9"A:" 14!T+UV’!"#B " D12:45 3

! 讨 论

#$%&’! 基因位于 !</V’/)，BPGH 全长 /W)V@<，

开放读码框架（KF0）为 +X)W@<，编码 X+) 个氨基酸

的多肽，包括 G’端的信号肽、中间的前肽及 (’端的

成熟肽三部分。有活性的成熟肽含有 +)/ 个氨基

酸，包括 U 个保守的半胱氨酸残基和 ) 个潜在的 G’
连接的糖基化位点和［W，+,］。在细胞中合成的 $%&’!
前体蛋白一旦经蛋白酶水解，通过二硫键链间连接，

产生活性的二聚体，并分泌到胞外［++］。

本实 验 将 #$%&’! 成 熟 肽 BPGH 直 接 克 隆 到

<Y-’+X@ 的 $%&#和 ’(&#酶切位点之间，切除了 !
个组氨酸，从而可以避免融合 ! 个组氨酸带来的负

面影响，同时，#$%&’! 成熟肽有一个明显的理化特

性就是它为碱性蛋白（<J S Z[!）［Z］，适于阳离子交换

层析纯化。大肠杆菌表达的 "#$%&’! 以包涵体的形

式存在，一方面防止蛋白酶对过表达蛋白的降解，另

一方面非常有利于分离纯化。但以包涵体形式存在

的过表达蛋白不具有生物活性，只有通过体外控制

条件下变性、复性来完成蛋白重折叠，使重组蛋白具

有正常生物学活性所必需的结构形式。我们采用先

纯化后复性的策略，取得比较好的效果。在复性过

程中没有可见性絮状沉淀出现，而且约 Z,\的 "#’
$%&’! 复 性 后 通 过 链 间 二 硫 键 形 成 同 源 二 聚 体

（012 3V 89>: $）。除 $%&’+ 外，$%&4 属于细胞分化因

子，至今尚无定量的活性测定方法，因而无法用比活

性监测其复性过程中的活性恢复情况。目前，$%&
诱骨活性一般以其体外诱导多功能性前体细胞表达

碱性磷酸酶或体内异位诱导骨、软骨生成来定性判

断。我们的实验结果表明纯化、复性后的 "#$%&’!
能提高 ()*+,-+./ 细胞的碱性磷酸酶活性。在 "#’
$%&’! 浓度达 ),,>2.6E 时，碱性磷酸酶活性明显提

高，但在等剂量的活性效价上，我们获得的 "#$%&’!
比来源于真核细胞表达的标准品 "#$%&’! 低 ),\左

右。活性低不仅与大肠杆菌缺乏糖基化系统等蛋白

合成时的加工修饰有关，而且复性过程中二硫键的

错配也是一个重要的原因。

基于多功能性前体细胞分化成为具有成骨细胞

表型的细胞过程中常伴随许多成骨细胞特有的表型

基因的表达，比如 J 型胶原、骨钙素和 K45:"1; 等［X］，

我们利用半定量 F-’&(F 分析 "#$%&’! 对()*+,-+./
细胞的成骨细胞分化标记基因的影响，结果表明：

"#$%&’! 能明显诱导 ()*+,-+./ 细胞表达成骨细胞

表型标记基因，为 $%& 体外诱导成骨活性检测提供

另一有效的手段。另外，有报道 $%&’/ 和 -O0’$能

诱导 ()*+,-+./ 成 软 骨 分 化 和 形 成 三 维 球 形 结

构［+,］。我们在实验中也观察到 "#$%&’! 刺激 +XD 后

()*+,-+./ 细胞明显形成三维球形结构，而对照组

没有该现象。总之，我们的实验结果表明来源于原

核表达的 "#$%&’! 经纯化、复性后具有诱导非骨源

性细胞分化成为成骨细胞表型的细胞的作用，为进

一步体内诱导异位成骨试验和研发辅助性治疗骨质

疏松性骨折，特别是绝经期后妇女的骨质疏松性骨

折的基因工程药物提供前期基础。
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