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人甲状旁腺激素在大肠杆菌中的表达及鉴定

方宏清" 戴红梅 李彦英 赵洪亮 刘志敏 朱厚础 马清钧 陈惠鹏"
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摘 要 化学合成人甲状旁腺激素（AF8G）全长基因，克隆到大肠杆菌表达载体 HI&##$和 H<8##J中，获得了高表
达。经破菌、阳离子交换层析、反相层析纯化获得了纯度大于 "6K的纯品。*端测序、质谱分析结果表明重组
AF8G结果完整，*端无 L9D或 ?L9D。生物活性试验证明重组 AF8G具有激活腺苷酸环化酶、增加骨质量和骨密度等
作用。
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人甲状旁腺激素（A.=,- H,/,DA0/’>N A’/=’-9，
AF8G）是由 37个氨基酸残基［!］组成的低分子量蛋白
质，是钙、磷体液平衡的主要调节因子。F8G通过与
受体结合后激活腺苷酸环化酶和蛋白激酶 O 的活
性，改变骨吸收和骨合成的速率，影响骨代谢。研究

发现间歇注射 F8G可以促进骨合成速率，提高骨质
密度和骨质量。动物试验或人体试验表明，F8G可
能具有以下用途［#］：

!P 用于妇女绝经后骨质疏松症的治疗，目前正
在进行!期临床试验。

#P 用于皮质类固醇诱发的药物性骨质疏松症
的治疗，有少量临床研究报道。

%P 用于男性自发性骨质疏松症的治疗，有少量
临床研究报道。

7P 促进或加快整形外科移植物（’/DA’H,9N>E >=1
H(,-DQ）的固定，动物试验报道。

6P 加快和改善老年性骨折愈合速率和质量，动
物试验报道。

4P 局部注射用于直齿治疗（’/DA’N’-D>E DA9/,H0），
动物试验报道。

2P 外用治疗牛皮癣（HQ’/>,Q>Q ），#$$$ 年进入临
床研究，无最新报道。

为了获得足够量的 AF8G用于动物实验研究和
临床研究，本研究利用重组 R*5技术在大肠杆菌中

生产 AF8G。选择大肠杆菌偏爱密码子，人工合成全
长 ER*5序列，分别插入到 HI&##$ 和 H<8##J 表达
载体，转化到相应的宿主菌体内均获得了高表达。

! 材料与方法

!"! 材料
3 ) 0(,# RG6"，IS#!（R<%）为本研究室保存；质粒

HI&##$由段海清博士惠赠，H<8##J 由刘志刚博士
惠赠。各种工具酶购自大连宝生物工程有限公司及

华美生物工程公司。

!"# 全长 $%&’ ()*+的合成、克隆及表达载体的
构建

选择大肠杆菌偏爱密码子，并考虑到在两种表

达载体（HI&##$和 H<8##J）中获得高表达的可能二
级结构，设计了全长 AF8G ER*5 序列。分成 !$ 个
片段分别合成，然后进行 6T端磷酸化，变性、退火、
连接。#K琼脂糖电泳回收 #2$ JH 大小片段，与
30(U V和 .+4G V双酶切的 HI&##$ 载体连接。转
化 3 ) 0(,# RG6"后，筛选重组子，经测序从 7个重组
子中获得一个序列完全正确的重组质粒，命名为

HI&1AF8G。
从质粒 HI&1AF8G用 56% V和 .+4G V双酶切切

下小片段，与用 56% V和 .+4G V双酶切的 H<8##J
载体连接，获得表达质粒 H<81AF8G。



!"# 工程菌的构建及 $%&’的表达
将质粒 !"#$%&’(转化到 ! ) "#$% *(+!中构建

了热诱导型表达工程菌 ! ) "#$% *($"&。该工程菌接
入含有 ,--"./01氨苄青霉素的液体 1"培养基中
先在 2-3培养生长 4 %，然后升温至 453培养 + %诱
导表达 %&’(。
将质粒 !6’$%&’(转化到 ! ) "#$% "15,（*62）中

构建了化学诱导型表达工程菌 ! ) "#$% "*$6&。该
工程菌接入含有 ,--"./01 氨苄青霉素的液体 1"
培养基中在 273培养生长 58+ %后，加终浓度为 -84
009:/1的 ;&’<（;=9!>9!?:$#$*$@%A9.B:BC@9=ADE），继续于
273培养 4 %诱导表达。
发酵培养在德国产的 + 1罐中进行，采用改良

的液体 1"培养基。
!"( 重组 $%&’的纯化
按 , .湿菌加入 + 01破菌缓冲液的比例悬浮

菌体进行破菌，离心后上清先经过阳离子柱 F&
FE!%B>9=E GG初步纯化，再经 H,I柱精细纯化获得重
组 %&’(纯品，用 J&$(&1H和 F*F$&K<6进行纯度分
析。

图 , 优化设计的全长 %&’( C*LK序列
GA.), ’%E =?M@%E@AC %&’( .EME NA@% BM AMA@AB@AM. C9D9M，

@N9 =@9! C9D9M=，!"#J ; BMD &’(( ; :AMOE>=

!") 生物活性测定
鼠自发骨肉瘤细胞 JPF ,7/58I 来自北京大学

医学部生化系。&’(刺激腺苷酸环化酶活性实验参
照文献［2］方法进行。全细胞 CKQ&浓度用酶免疫
试剂盒测定（CKQ& *A>EC@ "A9@>BO 6;K，购自 K0E>=%B0
"A9=CAEMCE=公司）。

动物体内治疗骨质疏松症药效实验由北京放射

医学研究所吕秋军博士课题组完成。采用去势

RA=@B>大鼠模型，以 FA.0B公司的 &’(（,$24）作为阳
性对照，每周给药 +次，给药 2SD。试验结束时称股
骨干重，并用双能 T线吸收测量仪测定骨密度。
!"* 其他

L端 ,+个氨基酸残基序列分析由北京大学生
命科学学院完成。质谱分子量测定由军事医学科学

院仪器测试分析中心完成。胰蛋白酶降解片段的质

谱分析由仪器测试中心的蔡耘副研究员完成。

+ 结 果

+"! 表达载体构建
选择两种常见的不同诱导方式的载体 !"#55-

和 !6’55U用于表达 %&’(。为了获得高表达，采用
大肠杆菌偏爱密码子，并根据密码子的简并性在不

改变氨基酸残基的基础上优化核酸序列，消除不利

于高表达的 0JLK二级结构，尤其是在起始密码子
附近的区域。设计了如图 , 所示的 C*LK序列，分
成 ,-个片段（每个片段!V- 0E>）人工合成拼接（图
5）。由于拼接后片段两头分别有 !"#J ;和 &’(( ;
酶切位点的粘性末端，可直接与双酶切的 !"#55-
载体直接连接构成表达载体 !"#$&’(，经测序分析
目的基因序列与所设计的序列完全一致。

图 5 表达载体 !"#$%&’(和 !6’$%&’(的构建
GA.)5 FC%E0E W9> @%E C9M=@>XC@A9M 9W @%E EY!>E==A9M

ZEC@9>= !"#$%&’( BMD !6’$%&’(

在合成的 %&’(基因序列中起始密码子前，我
们有意增加了一个 )*+ ;酶切位点。这样可以通过
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!"# !和 $%&" !双酶切将 #$%&基因与质粒 ’(%))*
连接，构建第二个表达载体 ’(%+$%&。两种表达载
体的酶切鉴定见图 ,。
!"! #$%&的表达与纯化
重组 #$%& 在两种工程菌中均获得了高表达

（图略）。但 ’(%+$%&载体的表达水平高于 ’-.+$%&
载体。因此选择工程菌 $ / %&’( -0+($用于发酵培
养。在发酵罐中诱导 ) 1 2 #，#$%&的表达水平可达
到 ,34以上，见图 2。

图 , 表达载体 ’-.+$%&及 ’(%+$%&的限制酶分析
567/, "89:;6<:6=> ?>?@A969 =B :#8 8C’;8996=>

D8<:=;9 ’-.+$%& ?>E ’(%+$%&
0F GH 333/ 5;=I :=’ := *=::=I，)H3，G333，)H33，H333，JH33，G3 333，GH

333*’；0F )333/ 5;=I :=’ := *=::=I，G33，)H3，H33，JH3，G333，)333*’

图 2 工程菌 $ / %&’( -0+($表达 #$%&
567/2 K0K+$LM( ?>?@A969 =B ;8<=I*6>?>: #$%& 8C’;8996=>

FNO/ 5;=I P’ := E=Q>，RJ333，SS333，2H333，,G333，)3G33，G22 +

33E?@:=>；$N/5;=I P’ := E=Q>，GSR2R，G2232，G3J33，TGHR，S)G2E?@:=>

菌体沉淀悬于破菌缓冲液中，破菌释放重组

#$%&，离心后目的产物位于上清中。上清用乙酸调
’&值至 H，用纯水稀释 2 倍后，上 K$ K8’#?;=98 55
柱，进行盐浓度梯度洗脱，收集含重组 #$%& 的组
份。合并后上 UGT 柱，用含 3VG4 %5L 的 )H4 1
2H4乙氰进行梯度洗脱，合并含重组 #$%&的组份，
冷冻真空干燥，得到 #$%& 纯品。经 K0K+$LM( 和
"$+&$FU 分析纯度大于 RH4。图 H 为各纯化步骤

的 K0K+$LM(分析。
!"’ 重组 #$%&的鉴定

W端 GH个氨基酸残基测定结果依序为：K、.、K、
(、!、X、F、N、&、W、F、M、Y、&、F。表 G 为重组 #$%&
的质谱分析结果。表明该重组产物的 W 端无甲硫
氨酸残基，也无甲酰化。

图 S为体外腺苷酸环化酶刺激实验结果，说明
所制备的重组 #$%&的细胞活性与 K67I?公司标准
品相当。

图 H 重组 #$%&的纯化
567/H K0K+$LM( ?>?@A969 =B ;8<=I*6>?>: #$%& ’P;6B6<?:6=>

FNOZ$N/ K88 B67/2；K/ KP’8;>?:?>: ?B:8; 9=>6B6<?:6=>；K$/ K$ K8’#?;=98

55

表 ( 重组 #$%&的质谱分析
%)*+, ( -./012%342-5 )6)+7898 :; <,=:>*96)6? #$%&

"896EP89
N=@8<P@?; Q867#:

)[ * =*98;D8E <?@<P@?:8E

G+T2 R2)) R2)2VJH

%A’96> E6789:6=>

G+G, G2H2VJ, G2H2VJS

G2+)3 TTHV22 TTHV2G

)G+)S W=: E8:8<:8E

)J+22 GR2HVG2 GR2HV3R

)T+22 GTGJV3) GTGJV33

2H+H2 W=: E8:8<:8E

HH+SH G)RJVS2 G)RJVS)

SS+T3 GHHTVT) GHHTVT)

J,+T3 THTVH) THTV2T

TG+T2 W=: E8:8<:8E

表 )为动物实验结果，表明重组 #$%&和 #$%&
（G+,2）（K67I?公司产品）一样能增加去势大鼠的骨
密度和骨质量。
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图 ! 重组 "#$%腺苷酸环化酶刺激实验
&’()! *+,-./01, 2.2/03, 0330. 45 6,2478’-0-1 "#$%（- 9 :）

表 ! 重组 "#$%对去势大鼠股骨重量和骨密度的影响
$&’() ! *++),- .+ /),.0’12&2- "#$% .2 +)0./&( 3/4 5)16"-

&23 ’.2) 012)/&( 3)271-4 12 .8&/1),-.019)3 :17-&/ /&-7

;64<=3
><78,6

45 6013

&,7460/ +6.

?,’("1@ A(

B4-, 7’-,60/

+,-3’1.@ A（(A27C）

>4670/ 24-164/

>,(01’D, 24-164/

E,2478’-0-1 "#$%

@F!(AG(A+

:F!(AG(A+

HF!(AG(A+

#43’1’D, 24-164/

"#$%（@I:J）:F!(AG(A+

@F

@F

@F

@F

@F

K

FLK:F M FLF:F

FLNHC M FLFJN

FLK!H M FLF!C!!

FLKK: M FLFCH!!!

FLHOH M FLF!F!!!

FLHF@ M FLFJC!!!

FLC:! M FLFC

FLCF@ M FLFJ

FLC@: M FLFO!

FLC@H M FLF:!!!

FLC:J M FLF!!!!

FLCCK M FLF:!!

@ P,0- M QR) !# S FLFO，!!# S FLF@，!!!# S FLFF@ D,63<3 -,(0I

1’D, 24-164/ )

; 讨 论

@HK@年，%,-+.等［@］首次报道了 "#$%的基因序
列，推导出 #$% 的氨基酸序列，纠正了以前报道中
的个别错误，从此推动了 #$%的基因工程研究。由
于其结构松散，易被蛋白酶降解等，#$%难以获得高
表达。已有人证明直接将 "#$%基因克隆在 =BTCCF

载体中，在大肠杆菌内表达水平极低。现已知，外源

蛋白在大肠杆菌中的表达水平与多种因素有关，如

启动子和终止子的强弱、QU序列、密码子的偏爱性、
基因二级结构、宿主菌的遗传背景、培养条件等等。

尤其是翻译起始区二级结构的稳定性直接影响提高

翻译起始效率，从而影响外源基因表达水平［J］。为

了获得 "#$%在大肠杆菌中的高表达，我们选择大
肠杆菌偏爱密码子，分段合成了全长 2U>*序列，并
将其克隆到 =BTCCF和 =R$CC8载体上。在不改变氨
基酸残基的条件下，根据密码子的简并性，调整翻译

起始区的核酸序列，优化其二级结构，结果使 "#$%
在这两种表达载体中都获得了高表达。

在大肠杆菌细胞内表达的蛋白质其 >端通常
会有甲硫氨酸残基或其甲酰化形式（5P,1）存在。但
>端氨基酸测序及质谱分析均证明，重组 "#$%的 >
端第一个残基为 Q,6。因为 Q,6的旋转半径小，新生
多肽链的第一个残基 5P,1 能被有效切除［O］。#$%
的 >端完整性很重要，无论多或少一个A几个残基都
显著降低其生物活性［!］。体外刺激腺苷酸环化酶活

性试验和动物体内试验证明，我们在大肠杆菌内表

达的 "#$%具有生物活性，能够增加去势大鼠的骨
质量和骨密度，为大规模制备 "#$%用于临床前和
临床研究打下了基础。
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《生物工程学报》第二届编委会会议纪要

Q??Q年 >?月 QY日，《生物工程学报》第二届编委会会议在中国科学院微生物研究所学术报告厅如期召开。到会的有主编
杨胜利院士，副主编方荣祥、贺福初、苏志国、杨开宇、杨蕴刘先生及 Q?多位编委。有的编委因出国等原因不能到会，也把自己
的想法 5)A+2J或邮寄到编辑部，为如何办好《生物工程学报》提出了很多有益的建议。
会议由中国微生物学会肖昌松秘书长主持。本届编委会主编杨胜利院士首先讲话，对本次编委会换届的情况作了简单

的介绍。随后副主编、微生物所所长方荣祥先生致辞，对与会的编委表示欢迎，并简要介绍了微生物所对本刊的支持情况。

肖昌松秘书长宣读了本届顾问、上届主编焦瑞身先生为本次会议发来的传真，对前一届编委会及编辑部同志的工作给予了肯

定，希望新一届编委会把《生物工程学报》办得更好。之后由编辑部的武文同志介绍了本刊 >Y年来的发展和对今后工作的设
想。各位编委就本刊今后的发展方向、如何提高刊物质量、如何早日进入 U9-、以及编委会的作用等问题进行了探讨，最后杨
胜利主编进行了概括总结。

本次会议开得非常成功，编委们畅所欲言，讨论十分热烈。在肯定了我刊的成绩之后，也提出了许多中肯的意见和建议。

大家普遍认为，目前国内科技期刊竞争激烈，要使《生物工程学报》成为在国内乃至国际上有较大影响的刊物，应从以下几方

面入手：

>_ 提高刊物的引用率，使影响因子进一步提高。

# 重视组稿。提高刊物的质量，使影响因子进一步提高。

# 好的综述会有高的引用率，所以提高综述的质量是目前切实可行的方法。综述的容量应扩大，生物工程覆盖的领域很

宽，不要局限于某几个领域。综述要有观点、结合自己的工作，不能只是文献的罗列。目前综述大多是尚未做过该领域研究

工作的学生查阅文献后完成的，这种状况需要改变，应由在本领域有多年工作成果积累、有一定自己观点的专家来写。编委

在组稿方面也应发挥作用，最好每年能撰写一两篇稿件，或邀请一些自己较熟知的、有较高水平的国内外学者来写。

#中英文稿件兼收。刊物英文化是趋势，可考虑先中英文混排。中文文章应重视英文部分的规范化。英文摘要要写好，不

必与中文摘要一一对应，要反映整个论文的内容，可写得详细一些，长一些。图表的英文部分也要清晰。要多吸引一些英文

文章，聘请一些英文水平较高的学者担任编委并审稿。

Q_ 扩展刊物的领域，栏目多样化。
目前本刊的内容仍以基因工程为多，应跟上生物技术的迅猛发展。多关注生物芯片、生物催化、生物数学、生物医药等新

兴领域。还应吸收一些生物技术在各个领域的应用方面的文章，如医学方面，生物技术与中医药的结合等；有工业生产实际

应用价值的论文也应多发表，扩大投稿群。刊物的栏目也应灵活，不必每期都固定，可吸取国外的经验，关注当前生物工程领

域的热点，或写一些评论（94..5#,），编委可分领域负责一个栏目的几篇稿件；也可刊登一些企业界的信息。
最后，编委们表示，今后在各种学术活动中，将尽力宣传《生物工程学报》，扩大学报的影响，积极为刊物撰写和组织优秀

稿件，为进一步提高《生物工程学报》的质量，贡献一份力量。

《生物工程学报》编辑部
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