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摘要：目的 探讨重组人甲状旁腺素相关蛋白 89:;8(<&5 对骨质疏松大鼠的骨同化作用。方法 用

摘除大鼠双侧卵巢的方式制备骨质疏松模型（?@A），去势手术 (5 周后，测定大鼠腰椎骨密度，确认动

物模型造模成功。实验动物分为 & 个组，给药后测定骨密度、骨钙素、骨形态计量学、骨生物力学等指

标，初步评价重组人甲状旁腺素相关蛋白 89:;8(<&5 对骨质疏松大鼠的骨同化作用。结果 重组人

甲状旁腺素相关蛋白 89:;8(<&5 可使骨转换加快，促进新骨生成，使骨的力学性能提高，抗弯曲强度

提高，抗变形能力增强，韧性增高，脆性降低，不易发生断裂。结论 89:;8(<&5 能有效提高骨的抗骨

折能力，对治疗和预防骨质疏松有一定疗效。同时证明该动物实验方法行之有效，可以很好地测定

89:;8 对骨质疏松的治疗作用，并可以此为依据开始一期临床实验。
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重组人甲状旁腺素相关蛋白 89:;8 被认为是

89: 家族的第二个激素［(］。89:;8 与 89: 氨基酸序

列的 Q 端序列有很大的相似性［’］。经研究证实，

89:;8 Q 端片断与 89: 作用于共同的受体———89:(
型受体（89:(=），在调节钙磷代谢中具有相似的作

用。然而，随着对其研究的深入，研究人员发现二者

无论是在基因结构还是在生理功能上都存在着极大

的差异，89: 和 89:;8 缺乏或过量分泌所引起出的

临床表现也迥然不同。

本实验室建立了人甲状旁腺素相关蛋白 (<&5
（89:;8(<&5）基因大肠杆菌及毕赤酵母的高效表达

系统及 ;C89:;8(<&5 的纯化方法，REF2E;1 J-022,1. 鉴

定了表达产物并使用 SD=($5 细胞测定所制备的

;C89:;8(<&5 对 7>D8 生成的刺激作用。初步证明了

89:;8 对骨质疏松的治疗作用。

5 材料和方法

5B5 动物分组和制模

雌性 TU 大鼠 (5$ 只，(’ 周龄，体重 ’’V W !$& .，
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平均（!"!#$% & ’$#"$）(，购自北京大学医学部实验

动物科学部（合格证编号：))*+%,%），动物级别为二

级（清洁级）。试验期间动物自由饮水，进食。

所选动物按体重分层，遵循随机原则分为 $ 组：

假手术组（- 组）、阴性对照组（. 组）、/01’2*+ 高剂

量组（3 组）、/01’2*+ 低剂量组（4 组）、/015/’2’+’
高剂 量 组（6 组）、/015/’2’+’ 低 剂 量 组（7 组）、

/015/’2$" 高剂量组（8 组）和 /015/’2$" 低剂量组

（1 组）。每组 !) 只，除假手术组外，其余各组均行

去势手术。去势动物模型的制备：见文献［*］。

!"# 给药过程

术后 !) 周后，每日经颈背部皮下给药 ’ 次，持

续给药 " 周。各组给药如下：假手术组给溶媒，阴性

对照 组 给 溶 媒，/01’2*+ 高 剂 量 组 给 /01’2*+（+)
9:;<=>( 体重），/01’2*+ 低剂量组给 /01’2*+（? 9:;<=
>( 体 重），/015/’2’+’ 高 剂 量 组 给 /015/’2’+’（+)
9:;<=>( 体重），/015/’2’+’ 低剂量组给 /015/’2’+’

（? 9:;<=>( 体重），/015/’2$" 高剂量组给 /015/’2$"
（+) 9:;<=>( 体重），/015/’2$" 低剂量组给 /015/’2$"
（? 9:;<=>( 体重）。给药结束前 ’) 天和给药结束前

* 天分别经腹腔注射四环素标记。给药结束后，经

股动脉放血处死动物。

# 结果

#"! /015/ 对大鼠骨密度值的影响（图 ’）

与去势组比较! ! @ )#)?
图 ! /015/ 对大鼠骨密度值的影响

#"# /015/ 对大鼠血清骨钙素水平的影响（图 !）

与去势组比较! ! @ )#)?
图 # /015/ 对大鼠血清骨钙素水平的影响

#"$ /015/ 对大鼠血清碱性磷酸酶的影响（图 *）

与去势组比较! ! @ )#)?
图 $ /015/ 对大鼠血清碱性磷酸酶的影响

#"% /015/ 对成骨作用的影响———生物力学试验

在 A4A2’)BC 微机控制电子万能试验机做三

点弯曲实验，加载点位于股骨干上 ’=* 处，两侧支点

标距为 !) ::，试验机匀速加载，加载速度为 ! ::=
:D9。完成了大鼠股骨最大应力、最大载荷、最大变

形能力、伸长率、骨体积、单标记表体积、双标记表体

积、单双标记表体积比、类骨质表体积、类骨质宽度、

吸收表面积、矿化时间、骨重建时间等指标的检测。

去势组各项力学指标显著降低，而 /015/’2$"
组的 结 构 力 学 和 材 料 力 学 指 标 显 著 增 高，说 明

/015/’2$" 可使骨的力学性能提高，抗弯曲强度高，

抗变形能力增强，韧性增高，脆性降低，不易发生断

裂。证明 /015/’2$" 能有效提高骨的抗骨折能力，

对治疗和预防骨质疏松有一定疗效。

$ 讨论

由于 /015/ 有着广泛的应用前景，对其研究也

日趋增多［+2%］。获得 /015/ 蛋白=多肽片段是对其进

行研究的前提。国外有些学者通过多肽合成仪直接

合成蛋白=多肽片断。但此种方法价格昂贵，且不适

用于较长片断的合成。与之相比，基因工程的方法

具有其明显优势：产量高，成本经济，并且不受片段

长度限制，因此广为采用。我们的目的是大量表达

/015/’2$"，本实验设计为以人基因组 4C- 为模板，

通过 /3E 扩增 /015/ 基因。蛋白质在体外稳定高

效的表达需要借助表达系统。原核细胞表达系统是

迄今为止基因工程中应用最广泛的，也是人们了解

最深入的表达体系。以大肠杆菌作为表达蛋白质的

宿主菌体，不仅成本低廉、操作简单、易于控制，而且

通常可以获得比较满意的表达量。/015/ 翻译后不

需要糖基化、二硫键的形成等特殊修饰过程，可以尝

试原核表达系统进行表达。

目前全世界约 ! 亿人患有骨质疏松症，其发病

率已跃居常见病、多发病的第七位，现患病人数已超
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过 ! 亿人，治疗骨质疏松的药物市场前景非常广阔。

三类传统治疗骨质疏松的药物慢慢被淘汰，"#$ 目

前被认为是最有意义最有前景的治疗骨质疏松的基

因工程药物。但 "#$ 具有成骨和促进破骨细胞活

性的双向性作用，并且在小鼠的动物实验中，发现高

剂量的 "#$ 可以诱发骨肉瘤的形成。虽然在临床

试验中并未有此发现，但远期效果并未经证实。甲

状旁腺素相关肽（%&’&()*’+,- )+’.+/01’02&(0- %0%(,-0，
"#$）是在研究恶性高钙血症机制过程中发现的一

种多肽。恶性肿瘤患者常出现恶性肿瘤高钙血症综

合征（$$3），表现出与甲状旁腺功能亢进相似的临

床症状和血液生化改变，但患者血清中甲状旁腺激

素（"#$）水平却未明显增高。研究人员于是推测一

种生理功能类似于 "#$ 的物质是引起高钙血症的

原因。4567 年，研究人员证实这种物质不是 "#$，而

是由肿瘤细胞分泌的另一种与钙磷代谢有关蛋白

质［6］。4568 年，研究人员克隆了这种物质的 9:;<，

将这 种 蛋 白 命 名 为 甲 状 旁 腺 激 素 相 关 蛋 白

（"#$’"）［5］。他有 7 种原 始 翻 译 产 物 即 "#$’%（41
475），"#$’%（414=4）和 "#$’%（41487），经过翻译后加

工和各种激素前体转化酶的作用可以产生多种分泌

形式。其中氨基末端分泌形式即 "#$’%（417>）中 4
? 47 位的氨基酸与 "#$ 有 8@A的同源性，结合受体

也相同（称为 "#$B"#$’% 受体，主要是 "#$4C），但是

他们所引起的受体后效应却不相同［4@］。在许多组

织、细胞中，"#$’% 调节细胞的分化、增殖、凋亡和钙

转运等过程。随着研究的进一步深入，在多种不同

的正常机体组织中均检测到了 "#$’" 的存在，证实

其在大多数组织器官都有所表达，提示其在正常细

胞生长分化中的重要性。"#$’" 基因被敲除的小鼠

在胚胎期发生死亡，不能正常发育，从另一个侧面证

实了 "#$’" 对 于 机 体 的 生 长 发 育 是 至 关 重 要

的［44，4!］。目前，国外针对 "#$’% 作为治疗骨质疏松

药物的研究多局限在人工合成短片断 "#$’%（417>）

的作用机制及副作用上，针对 "#$（414=4）完整肽段

进行相应作用机理的研究尚未见报道。"#$ 具有促

进骨形成和促进破骨细胞活性的双重作用［4714D］，在

做对比试验时 "#$’%（417>）用量为 "#$ 的 4@ 倍时，

也未发现促进破骨细胞活性的作用。而且我们的

"#$’%（414=4）中的 4@81475 片段也有抑制破骨细胞

活性的作用，也使我们这一基因工程药物有着无可

比拟的优势。"#$’%（417>）具有促进骨形成的单向

性作用，而且我们的 "#$’%（414=4）中的 4@81475 片段

也有抑制破骨细胞活性的作用，使得 "#$’%（414=4）

作为治疗骨质疏松药物有着无可比拟的优势，可代

替 "#$ 成为可进行单向促进骨形成的治疗骨质疏

松的药物，该药物作为自主开发的基因工程药物经

济效益显著，前景广阔。
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