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摘 要 依据酵母密码子使用偏好性，利用重叠延伸 IL/（VERIL/）介导的定点突变方法，对人骨形态发生蛋白R[（>4,AB O&B+
F&.8>&:+B+910 I.&9+1BR[，>OFI[）成熟肽编码序列进行改造，将毕赤酵母低频使用的精氨酸密码子 LPP 或 LP7 突变为高频使用

的同义密码子 7P7，明显提高了 >OFI[ 成熟肽在毕赤酵母中的表达量：摇瓶培养表达量为 !K\MK,:]X，是改造前序列的 M\" 倍；

=.101B+ DJDRI7PE 及 ^+;9+.BR-’&991B: 结果表明，.>OFI[ 成熟肽分子量为 $<@J，以单体形式存在，具有良好的免疫原性；利用梯度

浓度 PM$< 筛选到一株高拷贝整合的转化子，该转化子摇瓶表达量为 MK\MK,:]X，约为单拷贝转化子的 ! 倍。表达上清经阳离

子交换介质 DI D+8>A.&;+/# GA;9 G’&? 纯化后，目的蛋白纯度达到 S#_。纯化后的样品与 ‘ 型胶原混合冻干后埋植于小鼠股部肌

袋内，能异位诱导间充质细胞分化形成软骨细胞。
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骨形态发生蛋白（,$(" -$!1+$<"("*’# .!$*"’(4，
,-.4），是一类广谱性的蛋白质生长调节因子，在动

物（包 括 人 类）的 生 长 发 育 过 程 中，对 骨 组 织［5］、

脑［E］、肾脏和眼［F］、心脏［G］及生殖系统［H］等多种组织

器官的决定与分化起重要作用。,-./ 也称为成骨

蛋白=5（D4*"$<"(’# .!$*"’(=5，D.=5），其全长 #8IJ 约

为 5KF7&，是一类磷酸化的二聚体糖蛋白分子［L］，重

组表达的人 ,-./ 能在异位诱导骨组织的发生［/］，

并能促进骨缺损的修复［6］，此外，还发现 ,-./ 在哺

乳动物牙齿发育过程中起关键作用，并在口腔组织

工程中具有很好的应用前景［M］。

目前国内外重组 ,-.4 的生产多见于哺乳动物

细胞［/，5N，55］及昆虫细胞［5E，5F］，虽活性较高但产量少、

成本高；而原核表达系统虽也能表达出具有活性的

,-.4蛋白［5G O 5/］，但该类系统缺乏必需的蛋白质翻

译后修饰及折叠机制，进而可能影响真核来源的重

组产物的生物学活性。毕赤酵母（! ? &%’()*"’）表达

系统是目前已被广泛应用的外源蛋白表达系统，既

有原核生物遗传学操作方法简便易行及易于放大培

养的优点，更有真核生物翻译后加工修饰的特性。

截至 ENNN 年，该系统已成功用于包括 GH 种人类蛋

白在内的 GNN 多种外源蛋白的表达［56］，通过 .0&%"2
检索，目前用该系统实现成功表达的外源蛋白已超

过 56NN 种。

因此，本研究采用 ! ? &%’()*"’ 表达系统进行了

$+,&/ 的重组表达研究。考虑到宿主的密码子使用

偏好性（#$2$( 04)<" &’)4）［5M，EN］，本研究通过重叠延伸

.BP（DA"!9)1 ">*"(4’$( .BP，DQ=.BP）将人 $+,&/ 成

熟肽编码序列中的 F 个酵母低频使用的精氨酸密码

子改 造 为 高 频 使 用 的 同 义 密 码 子，显 著 提 高 了

$+,&/ 成熟肽的表达水平。所得重组 ,-./ 成熟肽

仅以单体形式存在，具备良好的免疫原性，纯化后的

样品能异位诱导间充质细胞分化形成软骨细胞。

) 材料和方法

)*) 材料

含有 $+,&/ #8IJ 全长序列的质粒 1,90"4#!’1*
! RS（ T ）=$+,&/ 由本室构建；大肠杆菌 UD.5N@V、
! ? &%’()*"’ 菌株 WS55H 及表达质粒 1.XBMR、1JD65H

均为 X(A’*!$<"( 公司产品；限 制 酶、.:!$&"4* 高 保 真

8IJ 聚合酶、UG8IJ 连接酶为 U)R)P) 公司产品；核

酸纯化试剂盒购自 .!$%"<) 公司；+,-./ 标准蛋白、

鼠抗 +,-./ 抗体为 PY8 公司产品；蛋白胨、酵母浸

提物、ZI,、羊 抗 鼠 X<W=J.、[:%$9:)4"、IB 膜、I,U\
,BX.、蛋白质分子量标准等购自华美公司；层析介质

S. S"1+)!$4"! @)4* @9$3 购自 J%"!4+)% ,’$4#’"(#"4 公

司。其余试剂为国产分析纯。引物序列由上海生工

合成。

)*+ 方法

)*+*) $+,&/ 成熟肽编码序列的改造策略：利用

DQ=.BP 对 $+,&/ 成熟肽编码序列的三个位点实施

定点改造。如图 5 所示，针对从 HV端到 FV端的三个

待突变位点分别设计三对引物：]YX、̂YR 及 IY-，

每对引物的方向相反且 HV端序列部分互补，在互补

区内包含了待引入的突变位点。此外，还设计一对

外侧引物 JY,，用于相关片段的扩增（各引物引发

位置如图 5 所示，引物序列见表 5）。

表 ) !"#$, 定点突变的相关引物

-./0" ) 1&23"&( 4%& (25"6’2&"75"’ 385.9":"(2( %4 !"#$,
.!’%"! S"_0"(#"

J HV=UUJUUBWJJWWJUBBJJJBW=FV

, HV=WWBJUUBUWJBJUBBUBUU=FV

X HV=UUWWBBJUUBUBJWWW=FV

] HV=WBBBUWJWJJUWWBB=FV

R HV=JWBBBJWWUBUBUWJJW=FV

^ HV=BUUBJWJWJBBUWWWBU=FV

- HV=BJWWBUBUWJBBJBBJU=FV

I HV=WWUWWUBJWJWBBUWUW=FV

利用 1:!$&"4* 高保真酶由质粒 1,90"4#!’1* ! RS
（ T ）=$+,&/ 扩增得到 $+,&/ 成熟肽编码序列，扩增

引 物 分 别 为 /‘.：HV=UBBJBWWWWJWBJJJBJW=FV；
/8I：HV=BUJ WUWWBJWBBJBJWWB=FV，并 将 扩 增 片

段连接至酵母分泌型表达载体 1.XBMR 的 -.%+"位

点处，将重组质粒命名为 1.XBMR=$+,&/\$!’。经测序

确认无误后，以此重组质粒为模板，应用 DQ=.BP 将

$+,&/ 成 熟 肽 编 码 序 列 中 编 码 精 氨 酸 的 第 EE
（BWW）、第 G6（BWJ）及第 5FF（BWJ）位的酵母低频使

用密码子突变为高频使用的同义密码子（JWJ）。突

变引入过程如图 5 所示，首先分别扩增片段 JX、],、
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图 ! "#$%& 成熟肽编码序列的改造策略

’()* ! +", -./0.,)1 23 456.(76,8-(.,89(/,:.,9 45.0),;,-(- 23
:29(;) -,<5,;:, 23 40.5/, 7,7.(9, 23 "#$%& 5-(;) =>8%?@

A#、B#；接着将纯化后的 CD 和 E# 等摩尔混合，进行

重叠延伸，用引物 C 和 F 扩增得到片段 CF（反应条

件：GHI预变性 H4(;，GJI KL-，HKI JH-，&MI JH-，KL
个循环，&MI延伸 !L4(;。反应进行 H 个循环之后，

加入引物进行相应片段扩增。下同）；然后将纯化的

片段 CF、A# 等摩尔混合，按上述程序进行重叠延

伸，用引物 C 和 $ 扩增得到片段 C$；最后将片段

C$、B# 等摩尔混合后进行重叠延伸，用引物 &N% 和

&OB 扩增得到 &N%OB，该片段即为带有三个突变位

点的 !"#$& 成熟肽编码序列。将 &N%OB 平端连接

至质粒 7%D?GF 的 %&’" !位点，将重组质粒命名为

7%D?GF8!"#$&P45.，测序确认。

!"#"# 7C=Q!H8"8!"#$&P2/( 和 7C=Q!H8"8!"#$&P45.
表达质粒的构建：酵母表达载体 7C=Q!H 经 ()* #
酶切后产生的大片段能以双交换（925R6,8:/2--2S,/
,S,;.）的方式整合入基因组，置换出原有的 C=T! 基

因。利用该载体先在体外构建首尾串联的多拷贝表

达盒，然后经 ()* #酶切后转化酵母细胞，就能得到

整合有特定外源基因拷贝数的酵母转化子［M!，MM］。

因此，本研究利用质粒 7C=Q!H 来比较突变前后含

单拷贝基因整合数的酵母转化子表达 "#$%& 成熟

肽水平的差异性。分别以重组质粒 7%D?GF8!"#$&P
2/( 和 7%D?GF8!"#$&P45. 为模板，设计引物扩增酵母

分泌信号"830:.2/ 与 !"#$& 成熟肽编码序列的融合

片段，并在融合片段两端各引入一个 +,-@!酶切位

点，然后将该片段连接至 7C=Q!H 的 +,-@!位点，使

"#$%& 成熟肽能在该质粒实现分泌表达。相关引物

为 U’% （ 正 向 ）： HV8WCWCC++? C??C+W

CWC+++??++?CC+8KV； U@% （ 反 向 ）： HV8
CCWCC++?+C??+CW+WW?CW??C?C8KV。（下画线部

分为 +,-@! 酶切位点，方格部分为 .-/’0 共有序

列［MK］）。将构建好的重组质粒分别命名为 7C=Q!H8
"8!"#$&P2/( 和 7C=Q!H8"8!"#$&P45.，测序确认。

!"#"$ 酵母的转化、筛选及鉴定：感受态酵母细胞

的制备、酵母的电转化、转化子的 $O 平板初筛及梯

度浓度 WJ!Q 平板复筛、酵母基因组制备等实验按照

D;S(./2),;手册提供的方法进行。转化子 %?@ 鉴定

所 用 引 物 为 HV8C=T： HV8WC?+WW++??CC++
WC?CCW?8KV 和 KV8C=T： HV8W?CCC+WW?C++
?+WC?C+??8KV。
!"#"% /"#$%& 成熟肽的分泌表达：按 D;S(./2),; 操

作手册以终浓度 !X的甲醇对转化子进行连续 H 天

的摇瓶表达。

!"#"& 表达产物的检测和定量：取表达上清液进行

+/(:(;, UOU8%CW> 电泳，银染显色。利用 #/0932/9 法

（见《精编分子生物学实验指南》第一版，科学出版

社，MLL!）进 行 上 清 总 蛋 白 的 定 量，用 NY%
S(-(2;Z2/[+$AU 分析软件确定目的蛋白所占百分比，

根据诱导表达上清的总蛋白量和目的蛋白的百分比

计算目的蛋白的表达量。将目的条带电转移至 B?
膜上，用鼠抗 "#$%& 抗体和碱性磷酸酶标记的羊抗

鼠 D)W 进行 \,-.,/;8R62..(;) 印迹。

!"#"’ /"#$%& 成熟肽的纯化：利用阳离子交换介

质 U% U,7"0/2-,! ’0-. ’62Z 对蛋白进行纯化。介质先

用 HL4426PA 的 %#U（7] &^L）溶液平衡，上样后依次

用 含 !LL4426PA、KLL4426PA、HLL4426PA 及 !426PA
B0?6 的 %#U（7]&^L）梯度洗脱，收集各组分。

!"#"( /"#$%& 成熟肽的生物活性检测：利用小鼠

股部肌袋包埋法来验证 /"#$%& 成熟肽的生物学活

性［&］。根据 U:"2/［MJ］的方法从 A> 小鼠尾部肌腱中制

备 D 型胶原。在含 !HL4) D 型胶原的溶液中加入含

有 !$) /"#$%& 成熟肽的蛋白液，混合冻干，经环氧

乙烷熏蒸消毒后 _ MLI保存。空载质粒转化子的表

达上清及商品化 /"#$%& 标准蛋白分别与 D 型胶原

混合冻干，作为植入实验的阴性和阳性对照。实验

用 A> 小鼠采用戊巴比妥钠腹腔注射法麻醉（L^!
4)P)），在小鼠单侧后肢肌肉陷窝内植入冻干物。植

入后缝合皮肤，小鼠饲养在清洁环境中，自由饮食。

植入 &9 后，小鼠行颈椎脱位法处死，对植入部位周

围的组织进行 ]> 染色，显微镜下观察。

# 结果

#"! !"#$( 成熟肽编码序列的改造

!"#$& 成熟肽编码序列中编码第 MM 位精氨酸

GLG陈 凌等：人骨形态发生蛋白 &（"#$%&）在毕赤酵母中的分泌表达



的密码子为 !""；编码第 #$ 位、第 %&& 位精氨酸的

密码子为 !"’，这两种密码子在酵母高表达的基因

中几乎不使用［%(］，利用 )*+,!- 介导的定点突变对

!"#$. 成熟肽编码序列进行改造，将这两种密码子

突变为酵母高频使用的同义密码子 ’"’［/0］。经序

列分析证实了此基因已实现预期突变。图 / 显示突

变过程中相关片段的扩增结果（图 /，’）及密码子优

化前后的序列比对结果（图 /，1）。

图 / 213,. 成熟肽编码序列中 & 个精氨酸密码子的定点突变

4567 / 829 :;<=69>9?5? @A B@C5>6 ?9D;9>B9 @A :=<;E9 F9F<5C9 @A 213,. A@E <29 <2E99 ’-" B@C@>?
’：829 E9G=<5H9 IJ’ AE=6:9><? 5> <29 :;<=69>9?5? KL )*+,!-；% M .：’N（&O&KF）；J1（%P0KF）；Q1（#0PKF）；R1（#$PKF）；’3（O(OKF）；’S（##&KF）；

.T,IJ（#/0KF）；3：IJ’ :=EU9E；1：829 <2E99 ’-" B@C@>? 5> <29 @E565>=GV@F<5:5W9C ?9D;9>B97

图 & 毕赤酵母密码子使用偏好性对 E213,. 成熟肽

表达水平的影响

4567 & 829 9AA9B< @A A=H@E9C B@C@>? @A %&’!&( $()*+,&)
@> <29 9XFE9??5@> @A <29 :=<;E9 F9F<5C9 @A 213,.

%：B;G<;E9 ?;F9E>=<=>< @A "VF’)$%P+@E5V%；/：B;G<;E9 ?;F9E>=<=>< @A "V

F’)$%P+:;<V%； &：B;G<;E9 ?;F9E>=<=>< @A "VF’)$%P； 3：?<=>C=EC

FE@<95> :@G9B;G=E :=EU9E 7

!"! 宿主密码子使用偏好性对 !"#$# 成熟肽表达

量的影响及重组产物的鉴定

含有单一拷贝的野生型和突变型 !"#$. 成熟肽

编码序列的分泌型表达质粒 F’)$%P+!+!"#$.V@E5 和

F’)$%P+!+!"#$.V:;< 经 -./ "酶 切 后 回 收 包 含 有

!"#$. 表达盒的大片段，然后分别电击转化酵母宿主

菌 "Y%%P。分别就序列优化前后选取两株转化子 "V
F’)$%P+@E5V% 和 "VF’)$%P+:;<V%，用 引 物 PZ ’)[V&Z
’)[ 进行 ,!- 鉴定为阳性（结果未显示）。在相同条

件下，对 上 述 两 株 转 化 子 及 空 载 质 粒 转 化 子 "V
F’)$%P 进行摇瓶表达，诱导表达第 & 天各取表达上

清 /0#Q 进行 8E5B5>9 YIY+,’"* 电泳分析。结果表明，

"VF’)$%P+@E5V% 和 "VF’)$%P+:;<V% 的表达上清中都出

现一条 %$UI 的特异性条带，而"VF’)$%P的表达上清

中则没有该条带；T\, H5?5@>]@EU83QY 半定量分析结果

显示，"VF’)$%P+:;<V%表达上清中特异性蛋白含量为

/P^#P:6VQ，占上清总蛋白的 ./^O_；菌株 "VF’)$%P+
@E5V%表达上清中特异性蛋白为 P^PP:6VQ，占上清总蛋

白 %&^#_。序列优化前后特异性蛋白的表达量提高

了 #^O 倍（图 &）。

图 # 表达上清的 ‘9?<9E> KG@<<5>6 分析

4567 # ‘9?<9E> KG@<<5>6 =>=GL?5? @A B;G<;E9 ?;F9E>=<=><
’：‘9?<9E> KG@<<5>6 =>=GL?5? @A B;G<;E9 ?;F9E>=<=><； %：B;G<;E9

?;F9E>=<=>< @A "VF’)$%P+:;<V%；/：B;G<;E9 ?;F9E>=<=>< @A "VF’)$%P；

1：‘9?<9E> KG@<<5>6 =>=GL?5? @A B;G<;E9 ?;F9E>=<=>< AE@: "VF’)$%P+:;<V%

;>C9E E9C;B9C =>C >@>+E9C;B9C B@>C5<5@> %：-9C;B9C B@>C5<5@>；/：J@>+

-9C;B9C B@>C5<5@>7

取 "VF’)$%P+:;<V% 表 达 上 清 /0#Q 进 行

‘9?<9E>+KG@<<5>6，结果显示 %$UI 条带可被抗 213,.
抗体特异性识别（图 #，’），表明经密码子优化后所

表达出的 E213,. 成熟肽仍具有良好的免疫原性。

将两份 /0#Q 上清样品分别经还原型及非还原型处

理后进行印迹分析，结果表明所得 E213,. 成熟肽

仅以分子量约 %$UI 的单体形式存在，不具有天然

0%( 0!&12)2 3+4,1(/ +5 -&+*2’!1+/+.6 生物工程学报 /00O，\@G^//，J@^O



!"#$% 的二聚体结构（图 &，"）。

!"# 高拷贝转化子的筛选、表达和重组蛋白的纯化

图 ’ 含 (!) *!"#$% 成熟肽的胶原冻干物植入小鼠肌袋的组织学检查

+,)- ’ .,/0121),342 5647,840,18 91* 71:/5 7:/3:24* ;1:3!5/ 4905* ,7;2480,18 <,0! 31224)58 317;256 31804,8 (!) 740:*5
;5;0,=5 19 *!"#$%（.> /04,8,8)，? @AA；4**1<!54=：34*0,24)5 3522/；!：31224)58 317;256）

B：91*740,18 19 34*0,24)5 3522/ ,8=:35= CD (!) *!"#$% =5*,E5= 9*17 F.G；"：91*740,18 19 34*0,24)5 3522/ ,8=:35= CD (!) 740:*5 ;5;0,=5 19
!"#$% =5*,E5= 9*17 !"#$"% &%’()*"’；F：85)40,E5 3180*12，,8=:35= CD 3:20:*5/ 9*17 HIJK-

一般而言，外源片段整合拷贝数越高，外源基因

的表达量也越高［@L］，利用单酶切线性化载体转化酵

母而后再用梯度浓度的 H&(M 进行筛选是获得高拷

贝整合菌株的一个简便而有效的方法。因此，本研

究将重组质粒 ;$NFJOP$+,&%I7:0 经 -%#"线性化后

电击转化宿主菌 HQ((L。线性化载体可发生多次的

插入整合事件（/,8)25P3*1//1E5* 5E580），从而有可能获

得含有多拷贝基因数目的转化子。电击所产生的转

化子经 #R 平板初筛及梯度 S$RPH&(M 复筛后获得

一株高拷贝菌株 HI!+,&%I"@，其 H&(M 耐受上限为

&TA7)I7U，用引物 LV BGWIXV BGW 进行 $FY 鉴定为

阳性（结果未显示）。空载质粒 ;$NFJO 经 -%# "线

性化后电击转化宿主菌 HQ((L，经 H&(M 筛选和 $FY
鉴定获得对照菌株 HIJO。将 HI!+,&%I"@ 和HIJO进

行摇瓶表达，每 @&! 收集 HI!+,&%I"@ 诱导表达上清

各 @A!U 进行 Z*,3,85 QRQP$BH> 电泳，结果表明：HI
$+,&%I"@ 的分泌上清在 (MKR 处有一特异性条带。

该条带出现于甲醇诱导后第 @ 天，并于第 & 天达到最

高表达量，经 [\$ E,/,18<1*KZ#UQ 半定量分析，第四天

特异性条带占总蛋白的 %’T@]，表达量为 &LT&L7)IU，

约为单拷贝整合菌株表达量的 @ 倍。该条带在第五

天出现降解，表达量为 &AT&(7)IU（图 L，B）。使用阳

离子交换树脂 Q$ Q5;!4*1/5" +4/0 +21< 对表达上清中

的目的蛋白进行纯化。上样后依次用含 (AA7712IU、

XAA7712IU、LAA7712IU 及(712IU ^4F2 的 $"Q（;.%TA）梯

度洗脱，结果当以XAA7712IU ^4F2 的 $"Q 进行洗脱时

特异性蛋白的含量最高，杂蛋白含量最少。洗脱液中

*!"#$% 的含量达到 JA]（图 L，"）。

!"$ %&’()* 成熟肽的生物学活性鉴定

将 (!) 纯化的 *!"#$% 成熟肽、(!) !"#$% 标准

蛋白以及空载菌株 HIJO 表达上清分别与等量 N 型

图 L 诱导表达各时间点 *!"#$% 成熟肽的表达情况

及产物的初步纯化

+,)- L Z,75 31:*/5 /0:=D 19 740:*5 ;5;0,=5 19 !"#$%
/53*505= 9*17 !"#$"% &%’()*"’ 48= ;4*0,42 ;:*,9,340,18

0!*1:)! ,18P563!48)5 3!*17401)*4;!D
B：( _ L：F:20:*5 /:;5*840480/ 19 HI$.,&% I"@ 9*17 =4D ( 01 =4D L 4905*

750!4812 ,8=:30,18；F：3:20:*5 /:;5*840480/ 19 HIJO 4/ 3180*12；#：

/048=4*= ;*105,8 71253:24* 74*K5*；"：(- ;4*0,42 ;:*,9,5= *!"#$% 0!*1:)!

,18P563!48)5 3!*17401)*4;!D；@- F:20:*5 /:;5*840480/ 19 HI$.,&% I"@；

#：/048=4*= ;*105,8 71253:24* 74*K5* -

胶原混合冻干后植入小鼠肌袋［%］。术后 %=，对各组

小鼠植入区的局部组织进行切片，切片厚度 %!7，常

规 .> 染色。显微镜下观察发现，阳性对照组肌肉

组织中出现分化典型的软骨细胞，细胞体大而密集，

核呈圆形或椭圆形，软骨组织外周为成纤维细胞和

间充质细胞（图 ’，B）。实验组植入区肌肉组织中出

现了异位生成的软骨细胞，细胞体大而圆，但较稀疏

（图 ’，"）。阴性对照组中并未发现软骨细胞，植入

物四周只有炎症细胞及散在的间充质细胞（图 ’，

F）。该结果表明，毕赤酵母表达的 *!"#$% 成熟肽

能异位诱导间充质细胞分化为软骨细胞。但由于同

源或异源二聚体是 "#$/ 行使生物学活性的主要形

式，因此，作为单体形式存在的 *!"#$% 成熟肽虽具

有一定程度的生理活性，但其活性水平与二聚化的

!"#$% 标准蛋白相比还存在较大差距。

((J陈 凌等：人骨形态发生蛋白 %（!"#$%）在毕赤酵母中的分泌表达



! 讨论

在酵母大量表达的基因中，精氨酸密码子 !"!
的使用频率为 #$%$&，而几乎不使用其同义密码子

’"!和 ’""［()］，仅将植酸酶中编码 !*" 的密码子

突变为高频使用的同义密码子 !"!，就能使植酸酶

在 ! + "#$%&’($ 中的表达量提高 ,- 倍之多［($］。因此，

考虑宿主密码子使用的偏好性是提高外源蛋白表达

水平的一个有效途径。本研究利用 ! + "#$%&’($ 对

!*" 密码子的显著偏好性，将 )*+"- 成熟肽编码序

列中的 , 个酵母低频使用的 !*" 密码子突变为高

频使用的同义密码子，改造后 ./012- 成熟肽的表

达水平提高了约 3%$ 倍。为了获得高拷贝转化子以

实现高表达，本研究还利用梯度浓度 "34# 筛选到一

株高拷贝整合的转化子，该转化子摇瓶表达量为

35%356789，约为单拷贝转化子的 ( 倍。所得 ./012-
成熟肽能与鼠抗 /012- 抗体发生特异性识别，具备

良好的免疫原性，但仅以 4#:; 大小的单体存在。因

! + "#$%&’($ 表达系统具有分泌蛋白较少的优势，表

达上清经阳离子交换树脂 <2 <=>/?.@A=! B?AC BD@E 纯

化后，./012- 成熟肽的纯度可高达到 F)&。纯化后

的样品与 G 型胶原混合冻干后埋植于小鼠股部肌袋

内，能异位诱导间充质细胞分化形成软骨细胞，说明

! + "#$%&’($ 表达的 /012- 成熟肽单体具有一定程度

的生物学活性。

天然 /012- 存在同源或异源二聚体形式，二聚

化的 /012- 是行使生物学活性的主要形式，但是我

们利用 ! + "#$%&’($ 系统表达的 /012- 成熟肽分子

仅以 4#:; 单体形式存在，其生理活性与哺乳动物细

胞表达的二聚化的 /012- 相比存在较大差距（图 $，

!，0）。012A 家族蛋白在体内是以包含前肽（>.@H
.=7I@JA）和成熟肽（6?CK.= .=7I@J）的前体（>.=LK.A@.）形

式合成。前肽分子将伴随成熟肽完成后续的加工折

叠过程。待前体蛋白进入高尔基反面囊膜后，将被

定位于此的特异性识别 *MM* 短肽序列的前体蛋白

转化酶（>.@H>.@C=IJ L@JN=.C?A=A，2’A）家族蛋白 OK.IJ
所剪切［(-］，由此可认为，前肽在成熟肽的加工过程

中可能有一定的作用。".?P 等［(#］的研究成果表明

在 Q"BH!4 及活化素的成熟过程中，其前肽可作为分

子内分子伴侣（GJC.?6@D=LKD?. L/?>=.@J=A，G1’A）帮助

成熟肽正确折叠，形成正确的二硫键配对并以天然

的二聚体形式释放至胞外。神经生长因子（R"B）的

前肽与成熟肽在大肠杆菌中的融合表达能够实现

R"B 二硫键的正确配对并产生与天然分子具有相当

活性的二聚化分子［(F］。因此，012A 的前肽对成熟

肽可能也具有促使成熟肽形成天然构型的作用，但

最近 SIDD7=. 等［,)］的研究却表明 012( 的前肽并不能

促进 012( 成熟肽的正确折叠和二硫键的氧化配

对。

此外，较高程度的糖基化修饰可能阻止成熟肽

的 自 主 折 叠，! + "#$%&’($ 表 达 的 ,-’+#%&").&(/-$
"%-’&01$$(02$（;=. >）因高度的糖基化修饰而不能正确

折叠，当经过脱糖基处理后，具有天然构型的重组产

物的比例和产物的活性水平均有显著提高［,4］。因

此，利用遗传学方法对酵母分泌蛋白糖基化方式进

行人源化改造（/K6?JIT=U）的意义不仅在于使重组蛋

白减少抗原性以适应于人类疾病的治疗［,(］，而且也

可通过降低重组蛋白的糖基化程度来避免酵母的过

度糖基化对蛋白构型及活性水平的负面影响。

尽管 ! + "#$%&’($ 表达系统产生的重组 /012-
成熟肽缺乏天然蛋白所具有的二聚体结构，但该单

体蛋白仍具有良好的免疫原性。同时，利用小鼠股

部肌袋包埋实验证实了所得 ./012- 成熟肽具有诱

导肌肉间充质细胞转化为软骨细胞的生理活性。目

前我们尚处于重组表达摇瓶表达阶段，表达量平均

在 ,) V 5)6789 之间。在下一步的工作中，一方面，

将着手研究 /012- 前肽分子在 ! + "#$%&’($ 胞内环

境中对成熟肽折叠的可能作用，以期在酵母分泌蛋

白中得到二聚化的 ./012- 成熟肽分子；另一方面，

将依据 ! + "#$%&’($ 的密码子偏爱性，对 /012- 基因

进行全面优化改造，同时改善表达条件，使用对温

度、>S、溶氧等因素控制准确的发酵罐进行较大规

模的发酵培养，以期得到更高的表达量。
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