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重组鲑鱼降钙素前体多肽的制备及其性质研究
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摘要　硫氧还原蛋白的第38位M et 突变为A la 的 T rx2sCT 2Gly 基因在 E. coli BL 21 (D E3) 中得到

高效表达Λ用 T h ioB ind 亲和树脂纯化表达的融合蛋白Λ结果说明38位的M et 突变为A la 不影响融

合蛋白与树脂的特异性结合, 融合蛋白的纯度达90% 以上Λ在含有3 m o löL 尿素的70% 甲酸中, 室

温48 h, 至少80% 融合蛋白被溴化氰裂解开Λ采用 CM 2纤维素吸附, 用稀盐酸解吸附, 得到纯度为

92% 的降钙素前体多肽 sCT 2GlyΛ氨基酸的序列分析结构表明, 重组 sCT 2Gly 的N 端10个氨基酸

与预期一致Λ在强酸性条件下, 没有发生氨基酸的脱酰胺反应, 氨基酸组成分析与预期基本一致Λ质
谱法测定的分子量为3492, 毛细管电泳测定的等电点 p I 为6. 46, 大鼠降钙素比活性为190 IU öm g

左右, 与天然的人降钙素相当Λ
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Prepara tion and Character iza tion of Recom binan t

Sa lm on Pre-ca lc iton in Peptide
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( Institu te of B asic M ed ica l S ciences, Ch inese A cad emy of M ed ica l S ciences, P ek ing U nion M ed ica l Colleg e,
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Abstract　T he m eth ion ine a t po sit ion 38 in the T rx2sCT 2Gly w as m u ta ted in to a lan ine and the
m u ta ted gene w as cloned in to the exp ressing vecto r pET 30a. It w as exp ressed in h igh level in E.
coli BL 21 (D E3). T he fu sion p ro tein (T rx2sCT 2Gly) w as pu rif ied w ith T h ioB ind affin ity resin and
it w as found tha t the m u ta t ion of m eth ion ine to a lan ine does no t affect the recom b inan t p ro tein to
the T h ioB ind resin. T he fu sion p ro tein w as cleaved by cyanogen b rom ide in p resence of 3 m o löL
u rea in 70% fo rm ic acid fo r 48 hou rs in room tem pera tu re, a t least 80% of the recom b inan t
p ro tein w as cleaved. T he cleaved pep t ide sCT 2Gly w as pu rif ied by CM 2cellu lo se ab so rp t ion and
the pep t ide had the pu rity abou t 92%. N 2term ina l am ino acid sequencing resu lt of sCT 2Gly show s
tha t a t least 10 am ino acid residues are the sam e as na tu ra l sCT. N o deam idat ion react ion occu rred
in the p repara t ion . T he p I m easu red by cap illa ry electropho resis w as 6. 46. M odi2Tof m ass
spectra resu lt show ed tha t the m o lecu lar w eigh t w as 3 492. B ioassay in ra ts show ed tha t specia l
b ioact ivity w as 190 IU öm g, a lm o st the sam e as tha t of na tu ra l hum an calciton in.
Key words　R ecom b inan t p re2ca lciton in, P repara t ion, Characteriza t ion

　　鲑鱼降钙素 (sa lm on calcitom in, sCT )是临床上

防治老年性骨质疏松、高钙血症、Paget’s 病及各种

原因引起的骨痛、脊椎管狭窄症等的重要药物, 并作

为胃溃疡、急性胰腺炎等的辅助治疗药物[ 1, 2 ]Λ目前

许多实验室都在尝试用基因工程的方法生产重组降

钙素的研究Λ我们在以往工作的基础上[ 8 ] , 将硫氧还

原蛋白 (T rx) 第38位M et 突变为A la 的 T rx2sCT 2

Gly 基因在大肠杆菌中得到高效表达的重组融合蛋

白进行了纯化, 并且用溴化氰 (CNB r) 化学裂解的方
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法将融合蛋白裂解成目的多肽, 用CM 2纤维素纯化

得到高纯度的重组多肽 sCT 2Gly, 并对其理化性质、

生物学性质进行了研究Λ

1　材料和方法

111　材料

11111　菌株与载体

E. coli BL 21, 表达质粒 pET 2T rx2sCT 2Gly (其

中38位M et 突变为A la)为本室构建Λ
11112　试剂

丙烯酰胺, N , N , 2二甲叉丙烯酰胺, SD S, 过硫

酸铵, T EM ED , 低分子量蛋白质标准物, dN T P 等

为国产或进口分析纯试剂Λ预染的小分子量标准物

为Am ersham Pharm acia 生物技术公司产品, 尿素

为 GibcoöBRL 公司产品, 酵母提取物, 蛋白胨

U n ipa th 公司产品Λ血清钙测定试剂盒为北京中生

生物工程高技术公司生产Λ考马斯亮蓝 G2250和

R 250均为B ioR ad 公司产品, 兔抗鲑鱼降钙素血清

为本实验室用重组 GST 2sCT 2Gly 免疫动物制备,

碱性磷酸酶标记的羊抗兔第二抗体为北京中山生物

技术有限公司产品Λ
11113　分离介质

T h ioB ind 为 Invit rogen 公 司 产 品, CM 2
cellu lo se 为W hatm an 公司产品Λ
112　方法

11211　表达菌体的获得

含有表达质粒 pET 2T rx2sCT 2Gly 的 E. coli

BL 21工程菌株, 过夜培养, 以4% 的比例转接, 培养

16～ 20 h, 离心, 收集菌体Λ
11212　融合蛋白的分离纯化

表达融合蛋白的菌体悬浮于100 mm o löL T ris2
HC l (pH 8. 0) , 1 mm o löL ED TA , I mm o löL M E 缓

冲液中, 超声破碎Λ按 T h ioB ind 的树脂说明书, 纯化

融合蛋白 T rx2sCT 2Gly, 并用 SD S2PA GE 鉴定Λ
11213　融合蛋白的化学裂解

纯化的融合蛋白 T rx2sCT 2Gly 对水透析除盐,

冷冻干燥后加入终浓度为70% 的甲酸, 3 m o löL 尿

素, 数十毫克 CNB r, 通氮气, 封闭, 避光室温反应48

h, 加水稀释10～ 15倍后, 冷冻干燥, 溶解, 再次冷冻

干燥Λ
11214　裂解小肽的分离纯化

CNB r 裂解产物经过两次冷冻干燥后, 调 pH 值

为4. 0～ 5. 0, 加入CM 2纤维素, 搅拌吸附Λ树脂用水

洗一次, 加入稀 HC l 解吸附, 收集解吸附液, 冷冻干

燥两次, 所得的样品进行小分子蛋白电泳和毛细管

电泳分析Λ
11215　重组多肽 T rx2Gly 的理化性质鉴定

重组蛋白质N 端氨基酸序列测定由北京大学

植物基因工程与蛋白工程国家重点实验室用

Beckm an L F 3000 P ro tein Sequencer 进行测定Λ氨
基酸组成分析由中国医科院药物研究所分析室用

H itach i L 28500氨基酸分析仪进行测定Λ重组蛋白的

等电点测定由本所中心仪器室用Beckm an 毛细管

电泳仪测定Λ蛋白分子量的质谱法测定由中国科学院

化学研究所质谱中心用 Pharm acia M odi TO F 质谱

仪进行测定Λ圆二色(CD ) 光谱由清华大学生物技术与

科学系用 JA SCD Spectropo larm eter 进行测定Λ
11216　重组多肽的生物活性测定

W istar 雌性大鼠, 体重120～ 150 gΛ待测样品溶

于 PBS 或生理盐水, 皮下注射, 90 m in 后, 心脏取

血, 凝固以后离心, 收集血清用于测定血钙Λ
血钙测定按试剂盒说明进行Λ将试剂É 和试剂

Ê 等体积混合, 30℃预保温作为工作液, 每管3 m l

分装, 加入50 Λl 血清, 混匀, 30℃保温5 m in, 612 nm

测定吸收值Λ与标准样品吸光值比较, 计算血钙浓

度, 并根据降钙素活性单位的定义计算比活性Λ

2　结　　果

211　融合蛋白的分离纯化

SD S2PA GE 结果表明, 用含有 5、10、50、100

mm o löL M E 的裂解液洗脱, 可将融合蛋白洗脱下

来, 200 mm o löL 以上不再有融合蛋白洗下来Λ扫描

结果说明, 融合蛋白的纯度可达到90% (F ig. 1) Λ
212　融合蛋白的化学裂解

裂解产物先经小分子蛋白电泳, 然后进行光密

度扫描Λ结果表明, 80% 以上的融合蛋白裂解成为

T rx 和 sCT 2Gly (F ig. 2) Λ
213　裂解 sCT-Gly 的分离纯化

SD S2PA GE 结果表明, 稀盐酸解吸附液中

sCT 2Gly 多肽分子量与预期一致, 吸附后的残余液

中几乎不含有 sCT 2Gly 多肽Λ毛细管电泳结果显示

所得 sCT 2Gly 多肽的纯度在92% 左右Λ该方法简便

易行, 回收率高, 产物纯度高, 具有实际的应用价值Λ
214　重组 sCT-Gly 的理化性质测定

21411　sCT 2Gly 分子量的测定

M odi2Tof 质谱法测定的结果显示, 重组降钙素

前体的分子量为3 492, 与预期值一致Λ
21412　sCT 2Gly 等电点的测定
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F ig. 1　Purification of recom binant fusion p ro tein T rx2sCT 2

Gly by T h ioB ind resin

A : L ow range p ro tein m arker;

B—F: Fusion p ro tein w ashed by 5, 10, 50, 100, 200 mo löL

22m ercap toethano l(M E)

F ig. 2　Chem ical cleave of the m utated fusion p ro tein

A : C leaved pep tide

B: Fusion p ro tein (T rx2sCT 2Gly)

F ig. 3 　 Iden tification of purity of sCT 2Gly by cap illary

electropho resis

　　毛细管电泳结果表明, sCT 2Gly 多肽的等电点

为6. 46, 酰胺化降钙素的等电点为9. 47Λ酰胺化的过

程中, 前体分子 sCT 2Gly C 端甘氨酸留下氨基, 其

余部分以丙酮酸的形式释放Λ酰胺化前后相差一个

有机酸分子, 造成等电点的不同Λ
21413　sCT 2Gly 的氨基酸序列分析

CM 2纤维素分离得到的重组多肽, 经 Superdex

30柱再次纯化, 仅出一个峰, 收集, 冷干, 用于序列测

定Λ氨基酸序列测定结果表明, sCT 2Gly N 端10个

氨基酸残基为 Cys2Ser2A sn2L eu2Ser2T h r2Cys2V al2
L eu2Gly, 与预期相符Λ第三位的A sn 在分离、纯化

过程中没有发生脱酰胺反应Λ
21414　sCT 2Gly 的氨基酸组成分析

sCT 2Gly 氨基酸组成分析如下: A sp + A sn

2. 32 (2) , T h r 4. 68 ( 5) , Ser 3. 70 ( 4) , Glu + Gln

3. 10 (3) , Gly 3. 88 (4) , Cys 0. 61 (2) , V al 1. 10 (1) ,

T yr 0. 75 (1) , L ys 2. 08 (2) , H is 1. 02 (1) , A rg 1. 05

(1) , P ro 1. 95 (2) ,L eu 4. 50 (5)

(注: 括号内数值为理论值)

此结果中除了 Cys 由于易被破坏而测定值明

显偏低外, 其余氨基酸组成与理论值基本相符Λ
21415　sCT 2Gly 的圆二色 (CD )光谱分析

CD 光谱结果表明, 在水相中, 重组 sCT 2Gly 多

肽大部分以 Β折叠的结构存在, 占48. 8% , 其次是无

规卷曲, 占40. 4% , Α螺旋和 Β转角分别占4. 1% 和

6. 8% Λ据报道, 在含有机物溶液中, 降钙素可以形成

较多的 Α螺旋Λ
215　重组多肽的生物活性测定

W istar 雌性大鼠(120～ 150 g) , 颈部皮下注射10

Λg 纯化的重组小肽, 115 h 后取血, 用邻甲酚酞络合酮

法测定血清钙的浓度, 同时以生理盐水作为阴性对照,

以2 IU 鳗鱼降钙素 (elca lciton in, 比活性3 500 IU ö

m g) 作为阳性对照Λ结果重组多肽使大鼠血钙下降了

19. 6% , 降低血钙作用明显, 其比活性为190 IU öm gΛ
实验中鳗鱼降钙素的生物活性低于理论值Λ
Table 1　B ioassay of recom binan t sCT 2Gly

137 mmo löL

N aC l
sCT 2Gly E lcalciton in

Serum calcium

　　öm gõdl- 1
9. 62±0. 26 7. 63±0. 18 8. 29±0. 15

N um ber of rats 8 8 5

Serum calcium low er

　　　 (% )
ö 19. 6 13. 8

　N o te: Recom binant sCT 2Gly, 10 Λg per an im al

E lcalciton in, 2 IU per an im al
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3　讨　　论

　　随着分子生物学技术的发展, 克隆一个基因并

在细菌中进行表达已经不是困难的事情了, 随之而

来的是下游蛋白分离纯化工作的瓶颈Λ传统的蛋白

分离纯化方法因为蛋白的性质千差万别, 其方案的

制定和优化是很费时的工作, 所以近年来人们大多

从基因入手设计蛋白的纯化方法Λ常用的一种方案

是在目的蛋白序列中加入一段含有6个组氨酸的短

肽序列作为组氨酸标签, 与目的蛋白融合表达, 融合

蛋白由于组氨酸标签而具有了与金属离子螯合的共

同的性质, 可以用金属螯合层析进行分离纯化[ 3 ]Λ由
于组氨酸标签序列很短, 对目的蛋白的性质影响不

大, 因而所得的蛋白可以直接用于蛋白的功能研究

或制备抗体Λ另外一种思路是根据融合蛋白中配体

蛋白的性质设计亲和层析介质Λ硫氧还原蛋白抗体

也被尝试用于亲和层析分离其融合蛋白[ 4, 5 ]Λ常用的

pGEX 表达载体中的配体蛋白是谷胱甘肽硫转移

酶, 利用其底物谷胱甘肽固定于树脂, 可以作为亲和

层析法分离纯化其融合蛋白的介质[ 6 ]Λ

T h ioB ind 树脂是以琼脂糖为基质, 共价结合了

42氨基苯基氧化胂 ( 42am inophenylarsine ox ide,

PAO ) 的亲和树脂, 可用于纯化一级或高级结构中

有相邻两个巯基的蛋白Λ自由巯基由蛋白中半胱氨

酸提供, 相邻的两个巯基可以和镉、汞等金属离子或

胂化合物等结合或形成二硫键Λ硫氧还原蛋白活性

中心附近有 Cys2Gly2P ro2Cys 序列, 两个相邻的半

胱氨酸可以选择性地可逆地与 PAO 结合, 其融合

蛋白也具有同样的性质Λ洗去非结合性的蛋白质后,

树脂上结合的硫氧还原蛋白融合蛋白可以通过增加

巯基乙醇的浓度洗脱下来, 得到纯度较高的蛋白产

物[ 7 ]Λ
活性小肽的基因工程, 除了考虑融合蛋白的纯

化外, 还应该考虑裂解后小肽的分离纯化Λ我们前面

构建的 T rx2sCT 2Gly 融合蛋白设计用 CNB r 化学

裂解, 切出 sCT 2Gly 分子Λ但是由于硫氧还原蛋白

本身38位为一个M et, 化学裂解后会得到长度分别

为33、38、84个氨基酸的3个片段, 其中长度为33个氨

基酸的多肽为 sCT 2Gly, 分离纯化很困难[ 8 ]Λ为了下

游的工作方便, 我们用定点突变的方法将38位M et

突变为A la, 并将突变后的基因克隆于 pET 30a 载

体的N d eÉ 和 H ind Ë 切点之间, 表达质粒转入菌

体BL 21中, 在 IPT G 的诱导下, 融合蛋白的表达水

平可达到56% Λ在 pET 2T rx 表达体系中, 我们还发

现了有意义的“表达渗漏”现象, 即在不影响菌体正

常生长的情况下, 不使用诱导剂, 通过较长时间的培

养, 也能够高水平地表达重组蛋白, 表达水平高达

51% Λ这一发现对于用基因工程方法表达重组蛋白

在实际工艺中具有应用价值Λ用 T h ioB ind 亲和树脂

纯化表达的蛋白, 生物活性说明38位的M et 突变为

A la 不影响融合蛋白与树脂的特异性结合, 纯化的

融合蛋白纯度可达到90% 以上Λ比较不同条件的融

合蛋白裂解, 我们认为在含有3 m o löL 的尿素的

70% 甲酸中, 室温48 h, 融合蛋白裂解较好, 虽然

M et 之后是不利于裂解的Cys, 在以上条件下, 至少

80% 的蛋白被 CNB r 裂解开[ 9 ]ΛsCT 2Gly 的分离纯

化是另外一个难点, 不仅因为其分子小, 而且在许多

分离介质上有严重的非特异性吸附Λ在实验中我们

采用了CM 2纤维素作为分离介质, 避免了非特异性

吸附, 而且用稀盐酸解吸附可以在冷冻干燥时除去,

避免了脱盐的麻烦Λ该方法可以得到纯度92% 的

sCT 2Gly, 而且产率也在90% 以上, 我们认为CM 2纤
维素很适合降钙素的分离纯化[ 10 ]ΛN 端10个氨基酸

的序列分析说明, 表达、分离的产物与预期一致, 在

强酸性条件下没有发生脱酰胺反应Λ关于重组 sCT 2
Gly 的C2端酰胺化问题正在研究中Λ
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