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!"#$%&’ 的融合表达与活性的初步研究
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摘 要 根据天然鲑鱼降钙素（Y4(F’5 04(01:’515，Y>A）和骨生长肽（W?:/’@/510 P6’G:< S/9:13/，WPS）的序列，人工合成了 $ 个 Z*8
片段，进行退火、连接和转化后，获得含有 Y>A 与 WPS 融合基因的 9SM>7BY>ABWPS 表达载体，经测序后将此重组质粒电击转化

毕赤酵母 PYCCX，通过培养、筛选以及 YZYBS8PE 鉴定，在毕赤酵母中获得了 Y>ABWPS 融合蛋白的可溶性表达，经分子筛纯化后

在 XKZ 左右可见单一条带。将此条带进行了 * 端氨基酸组分分析，证实此目的蛋白为 Y>ABWPS 融合蛋白。;AA 法显示 Y>AB
WPS 融合蛋白在体外可以促进成骨细胞和成纤维细胞增殖，以小鼠为模型的试验显示 Y>ABWPS 融合蛋白在体内可以提高碱

性磷酸酶活性和降低血钙，表明该融合蛋白具有抑制破骨细胞的活性和刺激成骨细胞增殖的活性，从而提示该融合蛋白具有

治疗骨质疏松症的药用潜力。
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骨质疏松症是老年性常见疾病之一，目前全世

界约有 ! 亿人患骨质疏松，其发病率已跃居世界各

种常见病的第七位。骨质疏松症引起的主要后果是

骨折，骨折不仅使国家和个人承担的医疗费用大大



增加，而且会导致残疾、终身丧失生活能力甚至死

亡，给家庭和社会带来严重的危害。因此骨质疏松

症已引起世界各国政府的重视，并且列入我国“九

五”公关老年病的重点课题。目前国际上已将防止

骨质疏松症预防骨折并发症，与防止高血压预防脑

卒及防止高血脂预防冠心病放在同等重要地位。

本项目将具有抑制破骨细胞活性的 !"#［$］和促

进骨骼形成的 %&’［( ) *］融合表达，预测可以同时通

过两个不同的方面来调节骨骼的生理状态，使骨骼

向富集的方向发展，期望能够在治疗骨质疏松症方

面具备良好的应用前景。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株及质粒：!"#$"% 酵母 &!$$*、大肠杆菌

+,*!、!"#$"% 酵母表达质粒 -’."/ 由本室保存。

!"!"# 细胞株系及实验动物：成骨细胞取自出生 $
0 (1 的 234567 胎鼠颅骨。成纤维细胞 8.,9#9 由本

室保存。$ 0 (1 的 234567 胎鼠和健康成年大鼠由军

科院实验动物中心提供。

!"!"$ 试剂：#:+8; 连接酶、限制酶等均为华美生

物工程公司产品。+8; 回收试剂盒为 ’7<=>?6 公司

产品。钙试剂盒（甲基麝香草酚蓝比色法）为北京北

化公司产品。;@’ 体外检测试剂盒为北京中生公司

产品。胎牛血清以及酵母细胞培养基为 &.A"%@ 及

’7<=>?6 公司产品。!+!B’;&C 所用的低分子量蛋白

质 D67E>7（D2：(*$( ) $F/:/）为 ’7<=>?6 产品。蛇皮

透析袋（9*GGD2"%）为 ’.CH"C 公司产品。

!"# 方法

!"#"! !"#B%&’ 表达载体的构建：+8; 片段由上海

生工公司合成，构建过程详见结果。

!"#"# #734B#73I3J> !+!B’;&C 蛋白电泳：配置 #734B
#73I3J> !+!B’;&C 三层胶系统，三层胶主要用来分离

小分子量的蛋白。样品与 #73I3J> 上样缓冲液按 9：$
比例混匀，微量注射器上样。电泳初始电压为 9GK，

待样品电泳通过上层胶时，电压调至 FG 0 LGK，直至

电泳完毕。

!"#"$ !"#B%&’ 蛋白的表达和纯化：常规方法制备

毕赤酵母感受态，取 :G"@ 感受态加入 :"@ 目的片

段，混匀后冰浴 *=3J，于电击仪上转化涂 D+、DD 平

板，于 9GM恒温箱培养 ( 0 *1，将 D+ 平板上生长、

DD 平板上几乎不生长的不同酵母克隆各挑少量到

每个试管里，9GM恒温摇床，剧烈摇晃（!(GG7N=3J）

让细胞生长饱和（( 天），然后离心去掉上清液，每管

加入 (=@ ADDO 培养基重悬细胞，让细胞再生长

(1，并从第二天开始每天补加 $G P 甲醇以诱导目的

蛋白表达。从换 ADDO 第三天起每 (:Q 取样监测。

每次取 *G"@ 上清液做 !+! 蛋白分析。获得的含目

的蛋白表达上清装入蛇皮透析袋，用固体聚乙二醇

（D2R $GGGG）包埋，吸水浓缩后在 (G==<SN@ 的 ’A!
（-,LT:）透析液中，:M透析。然后进行分子筛纯化，

介质为 ’Q67=6I36 !>-Q7<4> L*，用平衡液充分平衡柱

体积至 -, 值、电导值恒定后上样，用洗脱液进行梯

度洗脱，分部收集，分装于若干小管，每管 (GG"@，于

冷冻浓缩机上冷冻浓缩约 :Q，最后得白色粉末，收

集于一管中，) (GM保存。

!"#"% 融合蛋白的序列分析：取适量纯化所得的

蛋白冻干粉，氨基酸组分分析由军事医学科学院仪

器分析中心进行分析，氨基酸测序由北大生命科学

学院分析中心进行。

!"#"& D## 法检测细胞增殖：实验细胞按一定的浓

度，接种于 /F 孔细胞培养板板中，每孔体积 (GG"@。

在含 $(U胎牛血清的培养基中培养过夜使细胞正

常贴壁，换 (U胎牛血清的培养基培养 (:Q，加入不

同浓度的待测 !"#B%&’。继续培养 :VQ 后，每孔加

入 D## 溶液（*=?N=@）(G"@，继续孵育 :Q，终止培养，

小心吸弃孔内培养上清液。每孔加入 $*G"@ +D!%，

反应 $* 0 (G=3J，每 9 0 *=3J 混匀一次，使析出物充

分溶解。在酶联免疫检测仪上测定 &’:/G，所得数据

与对照比较进行增殖率分析。

!"#"’ 成骨细胞碱性磷酸酶（;@’）活性检测：在培

养有成骨细胞的 /F 孔培养板中，加 !"#B%&’ :VQ
后，用移液器吸去培养基。再用磷酸盐缓冲液洗两

次。每孔加入 $G"@ GT$U #735<J WB$GG 轻柔吹打（小

心不要产生气泡），使细胞裂解。每孔加入 $GG"@
A".’，在 9LM反应 9G=3J。每孔加入 $G"@ GT$=<SN@
的 86%, 终止反应。在酶联仪上检测 &’:$G。

!"#"( 血清中 ;@’ 水平的测定：根据 ;@’ 体外临

床诊断试剂盒操作步骤进行。

!"#") 动物实验分组如表 $。

表 ! 动物实验分组设计

*+,-. ! /012+- 34567
&7<X- D3I> 6=<XJ5 .JY>I53<J +<4>
$ 9 !"#B%&’ $G"?N$GG?
( 9 !"#B%&’ *G"?N$GG?
9 9 !"#B%&’ $*G"?N$GG?
: 9 "# (G=XN$GG?
* 9 "# $GG=XN$GG?
F 9 8<7=6S 46S3J> $GG"@

G:* ($")*+* ,-./)%0 -1 2"-3*#$)-0-45 生物工程学报 (GGF，K<ST((，8<T:



! 结果

!"# $%&’()* 融合蛋白的表达质粒的构建

通过 !"#$%#& 检 索 ’() 核 苷 酸 序 列，’()
!"#$%#& 登录号为 *++,-.，/!0 序列参照文献［1］。

根据 /!0 和 ’() 的序列设计 - 个核苷酸片段如下：

/!0 分成 2 个片段：

/3： .4 567%7 %%%%7%7%77657%%765 767656%%76766%7777

%7%%666565%677655677%776 7

!"#!
/2： 14 6 55556565667%65567% 6767%75567677566665655

777%7%57667%%7665667 655%%

$%#8!
’() 分成 9 个片段：

(3：.4%%556 576566%%5656565%6557675565 7777
$%#8!

(2：.4 %%7557%756%77%%55%6%5%%76576%%%655%6667675%66%%6%6
5775565775%6%6657755%% 76

(1： 14 7 %67%7755%7%7%7%57%%676%%7% 6666 556%%656%7
56655%%575%5567%675557%%5777676%5
(9：147755757%66%%7%66%57577%66%%55 676677

&#’!
退火时连接顺序如图 3 所示：

图 3 片段连接示意图

:;7<3 :=%7>"#5 ?;7%5;@#

为克隆需要，合成片段时在 .4端加入 !"#! 酶

切位点，在 ’() 和 /!0 之间加入 $%#8! 酶切位点，

在 14加入 &#’! 酶切位点。加入 $%#8! 酶切位点

的目的是便于分别表达降钙素和骨生长肽。为实现

融合蛋白在酵母中的分泌表达，在 .4端加入信号肽

%%%%7%7%77657%%765。
将合成的上述片段浓度调整到 3"7A"B，3++"B

的反应体积中加入每个片段各 3"B，3+ C )9DEF 连

接酶的 $GHH"=，I.J变性 .>;#，..J退火 2K，纯化后

与经过 !"#!、&#’!双酶切的真核表达载体 L0M(I
连接过夜。转化重组质粒到大肠杆菌 DN.#中，涂

FLO 的 B$ 平板，挑取阳性克隆，重组质粒经上海生

工公司测序结果正确。

!"! $%&’()* 蛋白的表达

将测序正确的重组质粒用 ()*$酶切，回收大

片段，电击转化入酵母 !’33. 中，涂 PD、PP 平板，

1+J培养 2 Q .R。挑取 PD 平板上生长、PP 平板上

几乎不生长的菌落，于 3+>B $P!* 中培养 2R 后，换

2>B $PP* 培养基，换 $PP* 第二天起每天 补 加

3+ C 甲醇，诱导其表达。从加入 $PP* 第 1 天起，每

天取样，进行 )=;ST)=;6;#" ’D’T0F!U 电泳。电泳完毕

用 !2.+ 染色，3+V乙酸脱色。筛选到 2 个较高水平

的融合蛋白表达菌图 2 为 !’33.T9- 号菌株的表达

产物电泳结果，目的蛋白的表达量约为细胞总蛋白

的 9V 左右。相同条件培养未转化质粒的酵母为

对照。

图 2 !’33.T9- 号菌株的表达产物

:;7<2 !’33.T9- 6?@#" "WL="SS;@# L=@RG65
3：?@X >@?"6G?%= L=@5";# >%=&"=；2：6@#5=@?；1、9、.、-：’()T/!0

!"+ $%&’()* 蛋白的的纯化

根据目的蛋白的特点即分子量较小且无市售的

抗体。所以我们先用透析的方法去除盐分，再经凝

胶层析来分离纯化后得到一个明显的峰，将峰吸收

的回收液冷冻浓缩后进行 ’D’T0F!U 电泳检测，将

目标产物位置的胶回收后进行氨基酸组分分析，实

测得几个主要氨基酸的百分含量与理论氨基酸百分

含量一致。将纯化后的产物冷冻浓缩成干粉，由北

大生命科学学院对氨基端前 3+ 个氨基酸进行测序，

结果正确。所以 !’33.T9- 号菌株的表达产物为目

标产物 ’() O /!0 融合蛋白。

融 合 蛋 白 的 序 列 为：UFUFFBY8Z!8)B*!:
!!U:(’EB’)([B!YB’ZUBNYBZ)*08)E)!’!)0!，LM
值为 \]33，分子量为 .],1&D。

!", $%&’()* 融合蛋白体外活性试验

!","# ’()T/!0 融合蛋白对成纤维细胞增殖的刺

39.刘 煜等：’()T/!0 的融合表达与活性的初步研究



图 ! 纯化后的 "#$$%&’( 号菌株的表达产物

)*+,! -./*0*123*45 6/47.13 40 "#$$%&’( 18459
$：:2/;9/；<、!：3=9 6./*0*97 >2:689 40 3=9 18459&’( 9?6/9>>*45

>.69/523253；’：1453/48 ,

图 % #@A&B"- 融合蛋白对成骨细胞增殖的刺激作用

)*+,% #@A&B"- 900913 45 4>394C82>3 1988> 6/48*09/23*45
D：1453/48：@988> E9/9 1.83./97 *5 84E )F# :97*.: E*3=4.3 #@A&B"- 04/ 459 E99;；

F，@，G：1988> E9/9 *51.C2397 E*3= #@A&B"- 23 1451953/239 40 <6+H:I，<J6+H:I 257 <JJ6+H:I,

激作用：皮肤成纤维细胞在体外培养过程中可以形

成骨，并且其成骨过程中基质合成、分泌和钙盐沉积

的程序与成骨细胞基本一致，符合骨组织形成的生

理过程，因而成纤维细胞与成骨细胞及骨骼形成有

一定关系［(］。而成纤维细胞在体外比其它骨细胞更

易培养和传代，故在实验中我们用成纤维细胞的活

性实验部分代替成骨细胞和骨组织的活性实验。成

纤维细胞 KLM!A! 是一个性能稳定的细胞系，加入

不同浓度的 #@A&B"- 融合蛋白，用 NAA 法检测细胞

增殖情况，结果如图 ’。

增殖 率 O（各 因 子 !"’PJ Q 对 照 !"’PJ ）H对 照

!"’PJ R $JJS。

$、<、! 组为不同剂量的 #@A&B"- 融合蛋白以及

降钙素，其中降钙素的浓度分别为 JTJ$、JT$ 以及

$.H:I，#@A&B"- 融 合 蛋 白 的 浓 度 分 别 为 <、<J、

<JJ6+H:I。

图 ’ #@A&B"- 融合蛋白对成纤维细胞增殖的刺激作用

)*+,’ #@A&B"- 900913 45 0*C/4C82>3 1988 6/48*09/23*45

!"#"! #@A&B"- 融合蛋白对成骨细胞增殖的刺激

作用：将相同密度的原代成骨细胞转接在六孔板上，

加入低血清培养 (= 后，分别加入不同量的 #@A&B"-

<’% #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*1’2$&*.*34 生物工程学报 <JJ(，U48T<<，K4T’



融合蛋白，培养 ! 周后观察（图 "）。结果初步显示

了融合蛋白在合适的浓度下对成骨细胞增殖有促进

作用。

!"#"$ #$%&’() 融合蛋白可以降低血清钙的水平：

用甲基麝香酚蓝比色法测定血清 $*+ , 含量，结果如

图 -。

图 - #$%&’() 融合蛋白对血清钙水平的影响

./01- #$%&’() 233245 67 829:; 4*<4/:; <2=2<
829:; 4*<4/:; >2492*82 9*52 ?

（$67596< !"-!@ A %92*5;275 096:B !"-!@）C$67596< 1

可以看出所有实验组血清钙含量较对照而言都

有降低，在各自最佳使用浓度下 #$%&’() 融合蛋白

比降钙素能更好地抑制大鼠体内破骨细胞的活性

（# D @E@@!），减缓溶骨速度，因而减少骨骼中的钙

向血液中释放。

!"% 融合蛋白体内活性试验

动物分子参照方法中的表 !，小鼠免疫后 FG 眼

球取血，将血液在 FH冰箱中存放 +FG 后，FH离心分

离得血清，以进行下一步检测。

!"%"& #$%&’() 融合蛋白可以提高血清 IJ) 水平：

分别用 IJ) 活性检测法和 IJ) 体外临床诊断试剂

盒检测动物注射融合蛋白后血清中 IJ) 的浓度。

动物试验设计如表 !，结果如图 K。

图 K #$%&’() 融合蛋白对 IJ) 水平的影响
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图 K 表明所有因子都可提高大鼠血液中 IJ)
的浓度，IJ) 反应的是成骨细胞的活性，所以融合蛋

白表达产物号给药后可以促进成骨细胞的活性，并

且效果要好于单独降钙素给药的效果。

$ 讨论

当前骨质疏松的药物治疗主要分两类，一是抑

制骨骼重吸收，如：雌激素、降钙素等；另一类是促进

骨骼形成，如：)%N、氟化钠等。这几种治疗骨质疏

松症的药物都有其优缺点。如：降钙素要使用较长

时间才能对骨质疏松症有较好疗效，而且一旦停止

用药，治疗效果会很快消失；而雌激素类药物存在潜

在的致乳腺癌的危险性；活性维生素 O 治疗效果也

是药物依赖性的，停药后药效消失；)%N 则在给药方

式上有待改进。因此在使用这些药物时应根据不同

患者的病情和特点采取单独或联合用药的方式，连

续或间歇用药，才有可能取得良好的效果。如针对

雌激素类药物存在潜在的致乳腺癌的危险性，活性

维生素 O 可抑制雌激素引起的乳腺癌细胞的生长

并抑制其浸润及转移。根据美国一项流行病学调查

表明活性维生素 O 缺乏是乳腺癌发生的危险因素，

因而联合使用活性维生素 O 衍生物不仅可优化雌

激素的临床效果，而且有可能消除雌激素引起乳腺

癌的可能性。由于活性维生素 O 也抑制雄激素引

起的前列腺细胞的增生，因此将来可能会联合口服

或经皮肤应用雄激素以治疗男性骨质疏松症。降钙

素、雌激素主要是抑制骨骼重吸收，’()、活性维生

素 O 主要是促进骨骼形成，)%N 主要是调节血钙平

衡。而如果将抑制骨骼重吸收和促进骨骼形成的药

物联合使用，将会提高治疗效果［K，P］。

我们用基因工程的方法获得了鲑鱼降钙素和骨

生长肽的融合蛋白，通过细胞实验，证实融合蛋白对

成骨细胞和成纤维细胞的增殖有一定促进作用。通

过大鼠血清钙及血清 IJ) 浓度的检测，证实该表达

的融合蛋白有降低血清钙和提高 IJ) 浓度的作用。

细胞实验（体外）和动物实验（体内）都证明我们表达

的融合蛋白既可以抑制破骨细胞的活性，又可以促

进成骨细胞的活性，正象我们所预期的那样同时通

过两个不同的方面来调节骨骼的生理状态，使骨骼

向富集的方向发展，这在治疗骨质疏松的药物研究

中具有一定的创新，并对老年性骨质疏松症的治疗

有重要的意义，具有潜在的临床应用价值。
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