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Kang DH, Wang Y, Zhang HM, et al. Expression and bioactivity of OSF-1 in Pichia pastoris. Chin J Biotech, 2014, 30(2): 
274−283. 

摘  要 : 为了研究人成骨细胞刺激因子(Human osteoblast-stimulating factor, OSF-1) 的生物学活性，构建 OSF-1 

高效毕赤酵母表达菌株并表达纯化具有生物活性的 OSF-1。首先通过全基因人工合成的方法合成人 osf-1 基因，

并克隆至毕赤酵母分泌表达载体 pPIC9K，构建重组表达质粒 pPIC9K/osf-1，线性化后电转化酵母宿主菌 

GS115，构建 P. pastoris GS115/ pPIC9K/osf-1，经 MD、G418-YPD 平板和 PCR 法筛选，获得多拷贝转化子。

阳性表达菌株在 25 ℃，经 1% 的甲醇诱导表达 96 h，重组蛋白的表达量达到最大。经 SDS-PAGE 电泳分析所

表达的重组蛋白约为 18 kDa，与人成骨细胞刺激因子相符。表达上清经 SP-Sephadex C-50 离子交换层析进行

纯化，得到纯度达 98%以上的 OSF-1。Western blotting 鉴定该蛋白对人成骨细胞刺激因子抗体具有良好的抗

原性。生物活性测定表明提纯的 OSF-1 能促进鼠成骨细胞 MC3T3-E1 的增殖和分化。利用重组毕赤酵母高

效分泌表达了有生物活性的 OSF-1，为进一步开展其抗骨质疏松活性研究及产业化开发奠定了基础。 

关键词 : OSF-1，毕赤酵母，蛋白表达，纯化，生物活性  

Expression and bioactivity of OSF-1 in Pichia pastoris 
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Abstract:  In order to research the biologic activity of osteoblast-stimulating factor 1 (OSF-1), the pPIC9K/osf-1 yeast 

expression vector was constructed to express and purify OSF-1. Firstly, the osf-1 gene sequence was obtained by artificial 

synthesis and cloned into Pichia pastoris expression vector pPIC9K to generate pPIC9K/osf-1. The recombinant plasmid 
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was linearized by SacⅠand transformed into P. pastoris GS115 by electroporation. Recombinant P. pastoris GS115/ 

pPIC9K/osf-1 was screened by MD and G418-YPD plates and further identified by PCR. The positive P. pastoris was 

induced with 1% methanol at 25  for 96 h. ℃ The target protein was analyzed by SDS-PAGE showing a special band about 

18 kDa. The target protein was successfully purified from the supernatant of the broth using ion exchange chromatography 

of SP-Sephadex C-50. The purity of target protein was above 98%. Western blotting appeared a good antigenicity of the 

purified protein. Bioassay results show that the recombinant protein OSF-1 can promote the differentiation and proliferation 

of osteoblasts MC3T3-E1. We successfully expressed OSF-1 by recombinant P. pastoris for further development of 

anti-osteoporosis of research and industrial production of OSF-1. 

Keywords:  OSF-1, Pichia pastoris, protein expression, purification, biological activity 

随 着 社 会 人 口 老 龄 化 ， 骨 质 疏 松

(Osteoporosis, OP) 已成为世界范围内危害人类

健康的日趋严重的医疗问题和社会问题。目前抗

OP 的药物分为抑制骨吸收和刺激骨形成两大

类，但尚不能完全解决 OP骨折这一棘手的问题。

骨质量由骨小梁的数量和其最佳立体构象所决

定。虽然促进骨形成和抑制骨吸收的药物均可增

加骨小梁的数量，但对骨小梁最佳立体构象的形

成并非理想。成熟骨小梁的构建要经过 3个月才

能完成，包括细胞分化-骨吸收-骨形成不断的塑

建，塑成网状交织的立体结构，用最小能量承载

最大负荷，即最佳力学构象。骨骼的内部结构决

定它的质量，但在研究骨质疏松时，由于涉及多

学科，这一关键点却被忽略。只有切入到这一角

度来防治骨质疏松，才能有效地降低 OP患者远

期骨折的发生率，因此它必将成为骨质疏松研究

的热点。因此，寻找及研究能改善骨小梁结构的

力学敏感性基因及其活性蛋白将成为必然。 

近年发现人成骨细胞刺激因子 (Human 

osteoblast-stimulating factor, OSF-1) 基因属于动

力敏感性基因，机械应力在其表达中起着非常关

键性的作用[1]，其活性产物 OSF-1参与了骨细胞

对机械应力的应答[2]，对骨小梁构象有可能起重

要的作用[3-4]。Moustapha等报道机械应力可以上

调人骨髓间充质干细胞 hMSC-TERT4 细胞中

OSF-1 的表达[5]。三点弯曲实验发现 osf-1 基因

缺失鼠中骨生物力学特性，骨的力量、韧度、

弹性极限、硬度、骨量均显著下降；X 线分析

皮质骨和小梁骨的骨密度也降低。切除 OSF-1

缺失鼠和正常对照鼠的坐骨神经后发现，正常

对照鼠的骨密度严重下降，而 OSF-1 缺失鼠并

未出现此现象，提示 OSF-1 缺失鼠不能应答外

界机械应力[6]。尽管 OSF-1 对骨骼系统起着重

要的作用[7]，但作为动力基因的表达产物，对骨

小梁立体构象的研究尚未见报道。 

成熟的 OSF-1 含有 136 个氨基酸，富含半

胱氨酸，有 5对二硫键[8-9]。由于组织含量甚微，

不可能采取提取方法，只有通过基因工程的方

法通过原核或真核表达系统来得到 OSF-1。由于

原核系统缺乏翻译后的加工功能，大肠杆菌表

达产物不能正确折叠而影响其稳定性和活性。

真核表达系统中，哺乳动物细胞和昆虫细胞表

达系统要求培养条件苛刻，操作复杂；同时表

达水平不高，价格昂贵。毕赤酵母表达系统具

有表达量高、易大规模培养、生产成本低、能

进行蛋白质翻译后修饰和生物安全性高等特点

被广泛的使用。本研究构建重组毕赤酵母菌，

使其能高效、低成本表达 OSF-1，并观察 OSF-1
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诱导鼠成骨细胞的增殖和分化，旨在研究 OSF-1

抗骨质疏松的作用机理，并为其今后产业化生

产奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞、菌株及质粒 

表达载体 pPIC9K、E. coli JM109、毕赤酵

母 Pichia pastoris GS115由大连宝生物工程公司

提供；MC3T3-E1 鼠成骨细胞  (三代 ) 购于

ATCC。 

1.1.2  主要试剂与仪器 

限制性内切酶 EcoRⅠ、NotⅠ和 SacⅠ、

TaKaRa MiniBEST Plasmid Purification Kit Ver. 

2.0、TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit 

Ver. 2.0、TaKaRa DNA Ligation Kit 购自大连宝

生物工程公司；G418购自 Sigma公司；酵母提

取物购自 OXOID公司；多聚蛋白胨购自日本制

药株式会社；羊抗 OSF1 抗体 (ab10849) 购自

Abcam 公司；辣根酶标记兔抗山羊抗体 

(ZB-2306) 购自北京中杉金桥公司；MEM 

EARLES、胎牛血清购自 GIBCO 公司；CCK-8

购自日本同仁化学研究所；碱性磷酸酶测定试

剂购自南京建成生物工程研究所。电泳成像装

置  (ImageMaster RVD) 由  Pharmacia Biotech

提供。恒温器——水浴 (YB-121) 和恒温培养箱 

(Incubator IC600) 由 YAMATO提供。脉冲装置 

(E. coli Pulser) 由 Bio-Rad提供。OD600细胞测

定 仪  (UL TRSPEC10) 由 GE Healthcare 

BIO-Sciences 提供。快速蛋白液相层析系统 

(FPLC) 由 Bio-Rad 提供。超滤杯超滤膜购自

Millipore公司。倒置显微镜 (OLYMPUS IX70) 

由奥林巴斯提供。二氧化碳培养箱  (Thermo 

SCIENTIFIC) 由美国 Thermo公司提供。 

1.1.3  引物与培养基 

依据 NCBI公布的基因序列 (Accession No. 

NM_002825)，采用全基因人工合成的方法得

到，测序引物、osf-1 基因合成和基因测序由大

连宝生物工程公司完成。 LB、YPD、YPD-G418、

BMGY、BMMY、SOC等培养基参考 Invitrogen 

公司的毕赤酵母表达手册。 

1.2  方法 

1.2.1  表达质粒 pPIC9k/osf-1的构建 

通 过 NCBI 查 询 目 的 基 因 序 列

(NM_002825)，获取 osf-1 基因序列，用全基因

人工合成的方法得到目的基因。首先合成单链

小片段 DNA，再通过 PCR的方法，把单链小片

段 DNA拼接成一条完整的双链 DNA，在 425 bp

的目的基因的 5′末端加入 EcoRⅠ酶切位点，在

3′末端加入 NotⅠ酶切位点。与 pMD19-T 

Simple，构建 pMD19/osf-1 克隆质粒。取 1 μL

产物热转化至 E. coli 感受态细胞 JM109 (Code 

No. D9052)中，涂布平板，37 ℃过夜，提取质

粒，用 EcoRⅠ和 NotⅠ分别双酶切 pMD19/osf-1

和 pPIC9K，反应条件为 37 ℃、4 h，反应体系

50 μL。酶切产物在 1%琼脂糖凝胶中进行电泳

分离，用溴化乙锭染色。长波紫外灯下用手术

刀片切下所需条带，放入 1.5 mL离心管中，称

重。用 TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit 

Ver. 2.0 回收目的基因和目的载体，并各取 1 µL

进行 1%琼脂糖凝胶电泳。 

用 TaKaRa DNA Ligation Kit (Code No. 6023)

中的连接酶，将 osf-1 与 pPIC9K 重组为

pPIC9K/osf-1，将其热加入 E. coli 感受态细胞
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JM109 (Code No. D9052)中，轻轻混匀，加入 

800 µL预热的 SOC培养基，200 r/min摇床振荡

培养 1 h，使细菌复苏并表达质粒编码的抗生素

抗性标记基因。取 200 µL转化的感受态细胞涂

布含氨苄青霉素 (50 µL/mL) 的 LB 平板培养基

上，室温放置至液体吸收，37 ℃倒置培养12−16 h。

挑选阳性菌落，LB液体培养基中摇菌，提取质

粒，测序。 

1.2.2  pPIC9K/osf-1转化毕赤酵母 

将重组表达质粒 pPIC9K/osf-1用 SacⅠ酶切

使之线性化，电击转化至毕赤酵母菌 GS115。

转化菌液涂布 RDB平板，30 ℃培养 72 h，挑取

单克隆，在 MD 平板上筛选 His+表型，分别接

种于 G418的 YPD培养基平板上 (G418浓度分

别为 0、1和 4 mg/mL)，30 ℃培养 2 d，观察其

生长，筛选多拷贝转化子。挑取阳性克隆在 MD

及 MM平板上筛选 Mut+表型。用相同的方法转

化空载体作对照。本实验所涉及的方法参照

Invitrogen 公 司 毕 赤 酵 母 操 作 手 册 进 行

(Invitrogen Corporation. A manual of methods for 

expression of recombinant proteins. USA)。 

1.2.3  PCR鉴定阳性转化子 

用灭菌牙签粘取转化平板上的单菌落，使

用 Lysis Buffer for Microorganism to Direct PCR 

(TaKaRa Code No. D304)，80 ℃变性 15 min，得

到酵母基因组 DNA，作为模板。用 GS115作为

对照。用 TaKaRa LA Taq Kit (TaKaRa Code No. 

DRR002A)，进行 PCR扩增，引物为： 

3' AOX1(5'–3'): GGCAAATGGCATTCTGACATCC;  

5' AOX1(5'–3')：GACTGGTTCCAATTGACAAGC。 

扩增条件为：94 ℃预变性 1 min；98 ℃变

性 10 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，30个

循环。 

1.2.4  重组人 OSF-1蛋白的诱导表达 

经过验证的高拷贝工程菌株按照 Invitrogen

公司的Multi-Copy Pichia Expression kit操作手册

进行发酵表达操作。将阳性克隆菌株接种在 YPD

培养基中，30 ℃、200 r/min培养至 OD600＝2−4

时，1%种菌液接种至含 10 mL BMGY培养基的三

角瓶中，分别于 25 ℃、 200 r/min 培养至 

OD600=4−6时，室温下 1 500×g离心 5 min，收集

菌体，用 50 mL BMMY培养基重悬菌体，使 OD600

＝1.5，三角瓶置于 25 ℃、200 r/min摇床上进行

诱导表达。每 24 h向培养基中添加 100%甲醇至

浓度为 1.0%，并分别在诱导 0、12、24、36、48、

72、96和 120 h时取样浓缩进行 SDS-PAGE (分离

胶浓度为 12%) 电泳检测，Bradford定量。 

1.2.5  重组人 OSF-1蛋白的分离纯化 

在 1 L三角瓶中发酵 300 mL BMMY培养基

的工程菌株。经截留分子量为 3.5 kDa的透析膜，

于 4 ℃，PBS缓冲液 (pH 7.6) 中进行透析 20 h，

每 4 h更换磷酸缓冲液。用双蒸水洗 SP-Sephadex 

C-50 树脂 4 次，磷酸缓冲液 (pH 7.6) 洗树脂 4

次。树脂除气、装柱，用 PBS缓冲液，以 1.0 mL/min

的流速平衡柱子，将透析后的上清液上样，用洗

脱液 (20 mmol/L磷酸缓冲液，2 mol/L NaCl，pH 

7.6) 洗脱蛋白。根据记录仪上的洗脱曲线确定目

的蛋白所在的接收试管，收集目的蛋白溶液经

Millipore超滤器 (截留分子量为 10 kDa) 进行超

滤 (10 000 r/min，20 min) 浓缩除盐后，上清即为

纯化蛋白。将得到的蛋白进行 SDS-PAGE电泳检

测和 Bradford定量。 

1.2.6  Western blotting检测验证纯化的重组蛋白 

经丙烯酰胺凝胶电泳后湿法转 PVDF 膜，

条件为恒流 100 mA，1 h，将 PVDF膜浸入封闭
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液 (用 TBS配制的 3%的 BSA)中，室温封闭 1 h。

加 1：2 000稀释的羊抗 OSF-1一抗 (ab10849，

Abcam公司)，室温孵育 1 h，TBST洗膜 3次，

每次 10 min，加入 1：2 000稀释的辣根酶标记

的兔抗山羊二抗  (ZB-2306，北京中杉金桥公

司)，室温孵育 1.5 h，TBST液洗膜 3次，每次

10 min，加 DAB/Nicl2液，暗室显影。Western 

blotting 方法参见《分子克隆指南》[10]。 

1.2.7  CCK-8和 PNPP方法检测重组人 OSF-1

蛋白的生物活性 

制备三代鼠成骨细胞MC3T3-E1单细胞悬液，

每孔 5×103/mL接种于两个 96孔板上，放置于 37 ℃

的 CO2培养箱中培养 24 h，将其分为阴性对照组、

阳性对照组和处理组。吸去原有细胞培养液，根据

分组加入相应的细胞培养液 100 μL。阴性对照组为

常规培养液 (90%平衡盐培养基+10%胎牛血清+双

抗 1 mL)。OSF-1处理组为常规细胞培养液内分别

加入纯化的重组蛋白OSF-1，浓度分别为 0.1、1.0、

10.0 μg/mL。阳性对照组培养液为常规培养液加甲

状旁腺激素，浓度为 0.041 178 μg/mL。置于 37 ℃

的 CO2培养箱中，每 24 h换一次培养液，连续 4 d，

观察MC3T3-E1的生长。 

培养 4 d，观察纯化蛋白对细胞增殖和分化的

作用，取细胞培养板，每孔加入 10 μL的 CCK-8，

培养 3 h，酶标仪 450 nm测定 OD值。取另一个

培养板，吸取培养液，PBS 洗 2 遍，每孔加入    

200 μL的 TritoX-100裂解液，50 min后细胞完全

裂解，向其中加入缓冲液及基质液，水浴 15 min，

加入显色剂，酶标仪 492 nm测定 ALP 活性。 

2  结果与分析 

2.1  pPIC9K/osf-1 构建与鉴定 

EcoR /Ⅰ NotⅠ酶切 pMD19/osf-1 克隆载体及

pPIC9K质粒，如图 1所示在 500 bp附近获得清

晰的目的基因条带，在 9 200 bp处获得表达载体

pPIC9K条带。将连接后的重组质粒 pPIC9K/osf-1

热转化至 E. coli JM109，提取质粒，测序结果表

明 (图 2)，重组人 osf-1基因的碱基序列与 NCBI

数据库 NM_002825的目的基因的碱基序列一致，

表达片断以正确的阅读框架插入到 pPIC9K 的多

克隆位点 EcoRⅠ和 NotⅠ之间。 

2.2  酵母电击转化与表达菌株的筛选 

将线性化的 pPIC9K/osf-1和空载体 pPIC9K

分别电击转化导入毕赤酵母菌 GS115 后，分别

涂布于 MD平板上。用含不同浓度 G418抗生素

的 YPD平板筛选后，在 4 mg/mL浓度的 G418

平板上获得生长良好的阳性转化子。提取重组

酵母菌基因组作为 DNA模板，以酵母表达载体

的通用引物 AOX 为引物，进行 PCR 鉴定，以

GS115 菌体为模板的扩增产物作为对照。图 3

显示，泳道 1−4在 500 bp处出现扩增条带，为

GS115 的 AOX1 基因，无外源基因的插入。泳

道 5−8在 1 000 bp处获得清晰的目标条带，提 
 

 

 
 

图 1  pMD19/osf-1 和 pPIC9K 的酶切结果 

Fig. 1  Enzyme digestion result of recombinant vector 

pMD19/osf-1 and expression vector pPIC9K. M1: λ- 

Hind Ⅲ digest DNA marker; 1: pPIC9K; 2: osf-1gene; 

M2: DL2000 DNA marker. 
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图 2  pPIC9K/osf-1 表达载体测序鉴定 
Fig. 2  Sequence analysis of expression vector pPIC9K/osf-1. 
 
 

示 pPIC9K/osf-1 正确插入酵母菌染色体。PCR

结果表明 osf-1 基因片段成功整合到毕赤酵母组

DNA 中，重组酵母命名为 P. pastoris GS115/ 

pPIC9K/osf-1。 

2.3  重组酵母表达产物的 SDS-PAGE 分析 

选取表达菌株接种在 10 mL BMGY 培养液

中，25 ℃振荡培养至 OD600 = 4，离心收集菌体，

再用BMMY培养基重悬菌体，在 25 ℃诱导OSF-1

蛋白表达。诱导表达间隔 12−24 h 连续取样，共

120 h，进行 SDS-PAGE 分析。表达上清液经

SDS-PAGE检测，诱导表达 72 h，在约 18 kDa 处

有一条清晰的蛋白条带，此条带与预测的 OSF-1

蛋白的分子量大小相符合，用同样条件诱导培养 

 

 

 
图 3 重组表达菌株及空白对照 PCR 的 1%琼脂糖凝

胶电泳图 
Fig. 3 PCR result of P. pastoris GS115/ pPIC9K/osf-1 
and GS115. M: DL2000 DNA marker; 1-4: PCR of     
P. pastoris GS115; 5-8: PCR of P. pastoris GS115/ 
pPIC9K/osf-1. 

的对照无此条带 (图 4)。以上结果表明，毕赤酵

母工程菌所表达的重组蛋白为 OSF-1 蛋白，且其

在 96 h时表达量最大为 82.3 μg/mL。 

2.4  重组酵母表达蛋白 OSF-1 的纯化 

将OSF-1阳性表达菌株接种300 mL诱导表达

培养基 (pH 6.0)，在 25 ℃、1%甲醇条件下诱导表

达 96 h。13 000 r/min 离心除去菌体。上清液经   

20 mmol/L PBS 缓冲液  (pH 7.6) 透析后经

S P - S e p h a d e x  C - 5 0 树脂纯化，用洗脱液      

(20 mmol/L PBS缓冲液，pH 7.6，2 mol/L NaCl) 

洗脱蛋白。洗脱液经过超滤除盐浓缩后，

SDS-PAGE检测在 18 kDa附近可见清晰蛋白条 

 

 
 
图 4  毕赤酵母 GS115/ pPIC9K/osf-1 表达上清

SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of expressed OSF-1 from 
cultural supernatant of P. pastoris. GS115/pPIC9K/osf-1. 
1–8: P. pastoris GS115/ pPIC9K/osf-1 (0, 12, 24, 36, 48, 
72, 96, 120 h); M: protein marker. 
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带 (图 5)，Western blotting检测纯化的目的蛋白

能与 OSF-1抗体结合 (图 6)。通过该纯化工艺，

可以从每升发酵上清中获得 22.3 mg且纯度大于

98％的 OSF-1蛋白，纯化收得率为 27.1%。纯化

后的 OSF-1蛋白于20 ℃保存。 

2.5  重组酵母表达蛋白诱导细胞增殖和分化 

倒置显微镜下，接种的各组成骨细胞，最初

多为圆形，植入后 2 h细胞开始贴壁变形，24 h后

细胞开始分化增殖，呈梭形外观，48 h 可见贴壁

细胞形成团簇。随着培养时间延长，细胞突起增

多、延长，3 d后可见成骨细胞突起伸展 (图 7)。 

 
 

图 5  SDS-PAGE 鉴定纯化的 OSF-1 
Fig. 5  Identification of the purified OSF-1 by SDS-PAGE. 
1: negative control; 2–3: purified OSF-1; M: protein marker. 

 
 
图 6  Western blotting 鉴定纯化的 OSF-1 
Fig. 6  Identification of the purified OSF-1 by Western 
blotting. 

 
CKK-8 法观察细胞增殖，结果显示 OSF-1

组处理的细胞增殖 OD 值高于阴性对照组    

(P＜0.05)。分别用浓度为 0.1、1.0、10.0 μg/mL 

OSF-1处理细胞，呈浓度时效依赖性，细胞增殖

OD值以 1.0 μg/mL浓度的增殖作用最大，且较

甲状旁腺激素处理组高 (表 1)。 

碱性磷酸酶活性测定来观察细胞分化，结果

显示 OSF-1 处理组成骨细胞碱性磷酸酶活性显

著高于阴性对照组，但低于甲状旁腺激素组，

OSF-1处理组诱导细胞分化呈浓度依赖性，随着 

 

表 1  酵母表达蛋白诱导 MC3T3-E1 增殖和分化 

Table 1  Proliferation and differentiation of osteoblasts MC3T3-E1 by recombinant protein OSF-1 

 n Proliferation（OD450） ALP activity (OD492) 

Blank control 12 2.690±0.038 0.0163±0.004 

OSF-1 (0.1 μg/mL) 12 2.931±0.059* 0.0248±0.006 

OSF-1 (1.0 μg/mL) 12 2.944±0.077* 0.1640±0.0810* 

OSF-1 (10.0 μg/mL) 12 2.777±0.084 0.1720±0.1150* 

TH (0.041 μg/mL) 12 2.884±0.049* 0.1530±0.1230* 

*As compared with blank control P＜0.05. 
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图 7  细胞种板 3 d 后的成骨细胞(×40) 
Fig. 7  Osteoblast of negative, OSF-1 and PTH groups after three days. 

 

浓度增加，碱性磷酸酶活性增高，1.0 μg/mL增

高较显著，虽然 10.0 μg/mL处理后碱性磷酸酶

活性继续增高，但较缓慢 (表 1)。 

3  讨论 

巴斯德毕赤酵母表达系统起始于上世纪 80

年代[11]。它具有原核表达系统优点，如产量高，

可大规模生产，又具有分泌表达、使外源基因遗

传稳定性好的优势[12]，在蛋白折叠和糖基化修饰

方面优于原核表达系统，更适合真核基因的生物

学功能研究[13-14]。本实验将人工合成的 osf-1基因

插入酵母分泌型表达载体 pPIC9K 中，构建重组

质粒 pPIC9K/osf-1，电转化感受态的毕赤酵母

GS115，构建 P. pastoris GS115/pPIC9K/osf-1表达

菌株。 

诱导 P. pastoris GS115/pPIC9K/osf-1表达蛋

白发酵实验流程中，甲醇含量[15-16]、诱导时间

和温度都比较重要。甲醇浓度过高对酵母有害，

过低则限制菌体生长，本实验甲醇的诱导浓度

为 1%。一般情况下诱导 72 h外源蛋白表达量接

近最高值，诱导时间设定 120 h。酵母的最佳生

长温度为 28−30 ℃[17]。超过 32 ℃，外源蛋白很

难表达，甚至会导致细胞死亡。Jahic 等认为低

温发酵可以提高蛋白的表达量。因此将发酵过

程分为两个阶段，设定一个较高温度使菌体长

到一定密度后，再调低一个温度至蛋白表达，

25 ℃及 30 ℃作为诱导温度。本实验挑取 G418

抗性高的 His+Mut+ 型克隆进行甲醇诱导表达。

连续培养 120 h，每日补充甲醇，维持浓度在 1%，

每 12 h取样，SDS-PAGE鉴定。24 h时，18 kDa

附近目标蛋白条带出现，随着培养时间增加，

外源蛋白表达量随之增加，蛋白电泳提示 72 h

蛋白表达量明显增多，以 96 h表达量最多。 

本实验采用离子交换层析方法进行 OSF-1

纯化，与其他纯化蛋白的方法比较，离子交换

层析是根据蛋白质的电荷不同分离蛋白质，是所

有蛋白纯化与浓缩方法中最有效的方法[18-19]。离

子层析的分离效率高，纯化后的蛋白活性高，

纯度高、产量大，且操作简便，易于自动化，

成本低廉，实用性广。该蛋白在 pH为 7.6的磷

酸缓冲液及蛋白洗脱液分离，保证了蛋白的活

性，大多数细胞适宜在 pH 7.2−7.4条件下生长，
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因此，纯化的蛋白不影响细胞的生长环境。通

过该纯化工艺，可以从每升发酵上清中获得 

22.3 mg且纯度大于 98％的 OSF-1蛋白。 

目前用于研究成骨细胞增殖和分化的方法

主要有 CCK8法[20]和 ALP活性的测定。以甲状

旁腺激素作为阳性对照，0.1、1.0 和 10 μg/mL 

OSF-1 三个浓度处理鼠成骨细胞，结果显示

OSF-1具有诱导细胞增殖和分化的生物学作用，

呈剂量依赖性，由 0.1 μg/mL至 1.0 μg/mL作用

增加的幅度最大，10 μg/mL时尽管作用增加，

但幅度较小。与甲状旁腺激素比较，其增殖作

用强度接近，诱导作用较弱。 

本实验构建了成骨细胞刺激因子 P. pastoris 

GS115/ pPIC9K/osf-1，通过甲醇诱导获得了分泌

表达的 OSF-1，得到了甲醇利用性的转化子，简

化了发酵工艺。离子层析方法获得了高纯度的

OSF-1蛋白。生物活性研究显示，纯化的 OSF-1

蛋白能诱导鼠成骨细胞的增殖和分化，作为动

力敏感基因的蛋白，有可能成为新型抗骨质疏

松药物，为进一步研究奠定了基础。 
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