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摘要：甲状旁腺激素(parathyroid hormone，PTH)是由甲状旁腺主细胞分泌的碱性单链多肽类激素。它主要调节脊椎动物

体内钙和磷的代谢。目前，PTH 及其类似物已成为治疗骨质疏松症的首选药物。随着 PTH 基因序列的阐明，通过基因工

程手段获得高效、低毒、稳定的重组 PTH，已成为研究热点。本文对 PTH 的结构功能、基因工程研究及临床应用问题进

行综述。 
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into first-choice drugs for the treatment of osteoporosis. With the elucidation of PTH gene sequence, it has become a research 
hotspot to obtain recombinant PTH of high-efficiency, low-toxicity and stability by means of genetic engineering. Here we 
present an overview of structure function, genetic engineering research and clinical application of PTH. 
KEY WORDS: parathyroid hormone; osteoporosis; genetic engineering 
 

甲状旁腺激素(parathyroid hormone，PTH)是由

甲状旁腺主细胞分泌的含84个氨基酸残基的直链多

肽。人甲状旁腺激素(human parathyroid hormone，

hPTH)可调节钙、磷代谢及骨转换，降血压，调节

维生素D受体表达，促进维生素代谢，调节碱性磷

酸酯酶的活性[1]。随着PTH基因序列的阐明，人们

对其结构功能以及应用研究正逐步展开，这为今

后PTH的广泛应用提供了理论依据。 

1  PTH的基因 

PTH基因含有2个内含子和3个外显子，转录后

经过剪接去掉相应的内含子，由外显子形成成熟的

mRNA 序 列 ， 经 翻 译 形 成 前 甲 状 旁 腺 素 原

(preproPTH)。第一内含子将mRNA的5′-非翻译区与

剩余基因分开，第二内含子将多数编码前体

“prepro”特定区域与编码成熟的PTH基因分开。

hPTH基因中，第一内含子(3 400 bp)比鼠和牛的要

大得多。这三个物种中第二内含子大约都为100 bp。

哺乳动物的PTH基因同源性很高，其中hPTH基因序

列近85%与牛相同，75%与鼠相同。但三者3′-非编

码区同源性不高。人和牛PTH基因都含有2个功能

性TATA转录起始位点，鼠仅有1个。这两个功能性

TATA序列指导hPTH基因分别在正常的甲状旁腺细

胞和甲状旁腺瘤细胞中合成hPTH转录子[2]。 

2 PTH的结构功能 

1978年Keutmann等[3]报道了hPTH的一级结构，

指出hPTH是由84个氨基酸残基组成的一条多肽链

分子，分子中不含半胱氨酸，故没有二硫键结构。 

最初合成的产物是含115个氨基酸残基的

preproPTH，经过两步切掉含31个氨基酸残基的信

号肽得到成熟的PTH。第一步在粗面内质网内去掉

N-端25个氨基酸残基(即pre部分)，转变成甲状旁

腺素原(proPTH)；第二步在分泌过程中，在高尔基

体内去掉N-端1个六肽(即pro部分)，形成成熟的

PTH[4]。PTH的N-端1~34氨基酸残基几乎保留了完

整PTH的全部生物学活性，其中N-端1~28氨基酸

残基是维持生物学活性的最小单位[5]。切除此截短

多肽的N-端或C-端氨基酸残基，都会造成活性的

减弱或丧失。PTH可在甲状旁腺细胞或者循环系统

中被进一步切割成无活性片段。 

PTH的N-端含有2个α-螺旋，分别由第3~9氨基

酸残基和第17~28氨基酸残基组成，构成两个相对

独立的结构域。谷氨酸(Glu4)和精氨酸(Arg20)之间

形成盐键，连接这两个结构域，盐键的破坏会导

致结构域构象的变化，从而导致激素活性完全丧

失。这两个螺旋所组成的结构，可参与受体结合，

致使胞内cAMP合成增加，与骨的分解代谢有关。

位于第30~34的氨基酸残基，参与刺激DNA的合成

和软骨细胞与破骨细胞的增殖，这一功能的信号

传导途径可能不依赖于cAMP。在与受体的结合过

程中，这两个结构域相互作用。PTH分子的69~84

区域为开环结构, 围绕在53~67区域内一系列邻近

转角形成的核的外周；而且，69~84区域两端关键

的氨基酸残基在哺乳动物(人、牛、猪及大鼠)的

PTH中完全保守；由14个连续的疏水氨基酸和分别

处于子域两端的两个亲水氨基酸，组成C-端典型

的疏水子域三级结构[6]。PTH中段及羧基端构成了

使细胞产生分裂及分化作用的结构域。另外，一

些学者认为PTH的中段和羧基端在PTH的分泌加

工过程中起重要作用。 

3  PTH的基因工程研究 

1925年Collip用酸水解法从牛甲状旁腺组织

中分离出PTH，其后一些学者又从人、猪等生物体

甲状旁腺组织提取出PTH。这种传统的方法提取效

率和产量极低，限制了PTH的应用研究。据资料[7]

记载，从欧洲及北美许多医院手术切除累积的500 

g甲状旁腺肿瘤组织中才能获得3.2 mg PTH。生物

工程技术的兴起和发展为生物大分子在体外表达

提供了可行依据，而PTH基因序列的阐明也为建立

体外高效表达体系奠定了基础。 

3.1  PTH基因的改造 

PTH类似物包括PTH重组体、PTH突变体和

PTH融合蛋白[8]。无论是通过改造PTH自身基因序

列以增强或改善生物学活性，还是在PTH基因两端

连接其他基因以提高外源表达效率、提高蛋白稳

定性或简化纯化步骤，研究者们利用各种生物技

术手段，从诸多方面展开对于PTH的研究。 

3.1.1  PTH重组体  第一种用于临床治疗骨质疏

松症的hPTH的类似物是重组体rhPTH(1-34)，它与
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天然hPTH氨基末端34个氨基酸序列结构完全相

同，能够增加骨量及改善骨微结构，降低骨折风

险。已于 2002年经 FDA批准上市，商品名为

Forteo(特立帕肽)。 

Wang等[9]在hPTH(1-34)的N末端延伸2个脯氨

酸(Pro)，获得的类似物Pro-Pro-hPTH (1-34)，并显

示了与hPTH(1-34)近似相等的生理活性与药理作

用，而可切割Pro-Pro-的二肽酶 (DPP IV)Ⅳ 能在体

内 迅 速 在 N 末 端 将 其 切 除 。 由 此 可 推 测

Pro-Pro-hPTH(1-34)是作为前体药物，在体内最终

以hPTH(1-34)发挥其成骨作用的。 

Feng 等 [10] 设 计 了 hPTH(1-34) 的 类 似 物

Pro-Pro-[Arg11]hPTH(1-34)-Pro-Pro-Asp (hPTH′)，

该设计兼顾到保持hPTH(1-34)最大活性和便于纯

化，将hPTH(1-34)的11位Leu替换为Arg，以改变分

子的等电点；为保证在体内不被蛋白酶水解，在

hPTH(1-34)的C端延伸Pro-Pro；为增强表达，他们

还在C端Pro-Pro后引入Asp，将这一单体基因进行

首尾串联重复形成多联体，在大肠杆菌中表达后，

再经过酶解得到单体分子。研究结果表明，与hPTH

相比，hPTH′也可以增加骨小梁的骨矿物质密度。

在促进卵巢切除小鼠的骨形成和改善骨结构方

面，尤其在中剂量和高剂量研究组，hPTH′显示了

更好的疗效。 

3.1.2  PTH突变体   为增加PTH生物学活性，

Reidhaar-Olson等 [11]曾通过定点突变构建了55个

hPTH(1-34)单一位点突变体。最终发现活性最高的

突变体在分子上有6处发生突变(KS13，ES19，

VQ21，ES22，KQ27和DN30)，其活性比亲本分子

高15倍。他们还发现序列中同一位点的突变体生

物学效应依赖位于8位和18位是何种氨基酸。 

下一代第一个已进入Ⅱ期临床实验的新颖小

分 子 PTH 类 似 物 是 Zelos 公 司 的 Ostabolin-C 

([Leu27]cyclo(Glu22-Lys26)hPTH-(1-31)NH2) ， 由

hPTH-(1-31)NH2开发而来[12]。在α-螺旋的疏水面

第27位极性Lys被非极性Leu替代，两性受体结合

螺旋由22位Glu和26位Lys之间的内酰胺键稳定。

临床前研究表明，Ostabolin-C有效刺激腺苷酸环化

酶的活性是Ostabolin的6倍，它能够更好地刺激骨

小梁增长，但在治疗骨肿瘤应用中受到限制。 

3.1.3  PTH融合蛋白  采用融合蛋白策略主要是

提高目的蛋白的产量、改善目的蛋白的稳定性、

提高蛋白药物在体内的滞留时间等。 

张豪等[13]利用重叠PCR技术构建了甲状旁腺

激素和人转铁蛋白N-端半分子(TFN)的融合蛋白。

Western blot分析、铁饱和实验及腺苷酸环化酶实

验证明融合蛋白中的PTH具有与抗体结合能力及

刺激腺苷酸环化酶活性，同时融合蛋白中的TFN

具有铁饱和特性。因而TFN可望作为PTH的天然运

输载体，形成具有靶向功能的蛋白复合体。 

Guo等[14]为改进纯化方法，将硫氧还蛋白(Trx)

基因与hPTH(1-84)基因融合，在二者之间插入肠激

酶酶切位点，通过热渗压休克纯化方式处理热稳

定蛋白，结果Trx-hPTH (1-84)的纯度达73%，产量

达72%。 

王 俊 等 [15] 利 用 基 因 工 程 手 段 构 建 了

hPTH(1-84)-HSA，即将hPTH(1-84)的C-端与人血

清白蛋白(HSA)的N-端融合，中间无连接肽。这一

方法改变了PTH的药动学和药代学的特性，大幅度

提高了相对分子量，显著延长了体内半衰期，同

时还可抑制相应的免疫清除等。酶标法测定发酵

上清中融合蛋白的PTH活性为318 IU·mL1。 

陈静等[16]构建了HSA-PTH(1-34)融合基因，即

将HSA的C-端与hPTH(1-34)的N-端融合，转入毕赤

酵母中表达。结果显示，重组毕赤酵母分泌

HSA-PTH(1-34)的表达量可达400 mg·L-1；目的蛋

白可与抗HSA多抗、抗PTH(1-34)多抗有良好的特

异性杂交反应；可激活腺苷酸环化酶，但活性低

于PTH(1-34)标准品。 

3.2  表达宿主的选择 

3.2.1  原核表达体系  1987年Born等[17]将prepro 

PTH基因导入大肠杆菌中表达，发现prepro序列不

能提高PTH的分泌表达，可能是由于原核生物不能

识别真核生物的prepro序列。 

1988年Rabbani等 [18]利用大肠杆菌lac启动子

表达人工合成的PTH基因，得到具免疫活性的

PTH，但产量不高于500 μg·L1。 

1995年Paulsen等 [19]报道以最有效的细菌表

达体系产生[Pro1]-hPTH(1-84)融合蛋白，经过酸

水解获得hPTH。另一种策略是1994年Oshika等[20]

在大肠杆菌T7启动子的控制下表达人工合成

hPTH基因，获得N-端序列完全正确的PTH，但产

量很低。 

2005年李健峰等 [21]从采用大肠杆菌偏爱密

码子和二级结构优化角度设计并合成了PTH1-34

基因序列，将PTH1-34蛋白分子与具有亲和纯化
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特性的硫氧还蛋白进行融合，结果使Thioredoxin- 

PTH1-34融合蛋白在大肠杆菌中高效和可溶性表

达。最后获得了纯度大于 95%的 hPTH1-34，

hPTH1-34 肽 N- 端测序和质谱分子量与天然

PTH1-34一致。研究发现，hPTH1-34在体外具有

刺激腺苷酸环化酶的作用。 

3.2.2  真核表达体系  目前，毕赤酵母表达系统

被认为是目前最有效的酵母表达系统，因此采用

作为真核表达载体已受越来越多的关注。 

1987年Born等[22]在利用大肠杆菌表达不理想

后，又将目光转向酵母，然而天然蛋白质在酵母

细胞中表达很不稳定，另外一个问题是酵母细胞

不易破碎，因此，preproPTH基因在酵母中表达产

量与大肠杆菌体系相比并无明显提高。 

1990年Gabrielsen[23]等根据富含氨基酸的培

养基和蛋白酶缺陷型宿主菌啤酒酵母表达系统，

将酵母交配因子α (MFα)与hPTH进行融合表达，并

利用分子内潜在的KEX2识别位点切除MFα后，获

得具有生物学活性的完整的hPTH。 

2004年Vad等[24]构建了高效表达hPTH的巴斯

德毕赤酵母菌株，以10 mmol·L1 EDTA的培养基添

加物，与啤酒酵母蛋白质二硫化物异构酶(ScPDI)

以共表达方式提高 hPTH 的表达量，产量达

300 mg·L1。 

4  PTH的临床应用问题 

PTH类制剂可分为两代，第一代包括天然

PTH、PTH(1-34)片段及PTH(1-38)片段，但尚无标

准治疗方案；第二代是微小PTH片段，有望口服给

药，某些微小PTH片段能有效刺激骨形成，促进骨

吸收作用弱，具有较好的潜力。 

PTH类药物是目前最有前途的骨形成促进剂，

主要用于原发性骨质疏松症的防治。PTH治疗绝经

后骨质疏松症的临床研究已开展35年余，能增加

骨质量和骨强度，该药作为骨合成药物，为骨质

疏松症患者的治疗提供了一种新选择。现已有化

学合成和基因工程重组的PTH及其类似物作为治

疗骨质疏松症的药物上市。 

目前，骨质疏松症的病因和发病机制尚不完

全明了，动物模型亦不能完全模拟病人骨质疏松

症的情况，因此动物实验的药效结果只能作为参

考。临床上应用该药后血中PTH浓度突然增高对患

者全身的影响，以及对患者自身的PTH分泌的影响

也有待进一步研究和观察[25]。 

另外，由于PTH类药物治疗骨质疏松症需要长

期皮下注射，不方便治疗，据报道已有许多研究

人员在研发可口服的钙敏感受体拮抗剂，能短暂

地刺激甲状旁腺分泌内源性PTH，这也将是一种前

景可观的抗骨质疏松药物。 
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β-榄香烯的分析检测方法及制备技术研究进展 
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(北京联合大学，a.生物活性物质与功能食品北京市重点实验室，b.应用文理学院，c.生物化工程学院，

北京 100191) 
 

摘要：目的  介绍 β-榄香烯的分析检测方法及制备技术研究进展。方法  本文对榄香烯的双键异构及 β-榄香烯的光学异

构体分子结构、分析检测方法及制备技术进行了综述；进一步评述从天然植物中提取及分离 β-榄香烯的方法及技术的优

缺点。结果与结论  气相或液相色谱结合核磁、质谱等光谱技术能较好地检测 β-榄香烯成分及含量；众多植物挥发油富

含 β-榄香烯，采用真空精馏及柱层析联用技术能获得高纯度的 β-榄香烯。 
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The Progress on Analytical Methods and Isolated Techniques on the Development of β-Elemene 
 
HUANG Hanchanga,b, JIANG Ruiruia,b, ZHANG Mingxianc*(Beijing Union University, a.Beijing Key Laboratory of 

Bioactive Substances and Functional Foods, b.College of Arts and Science, c.College of Biochemical Engineering, Beijing 
100191, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To review the progress of β-elemene on the analytical methods and isolated techniques. 
METHODS  This article provides an overview about the structures of elemene’s cis-trans isomers and optical isomers of 
β-elemene, the analytical methods and isolated techniques of β-elemene, and further comment of advantages and disadvantages 
on the extraction and isolation of β-elemene from natural products. RESULTS and CONCLUSION  β-elemene will be well 
detected by gas or liquid chromatography plus spectrum techniques, like nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectrum 
(MS). β-elemene is contained on a host of essential oils and will be well isolated by the combined techniques of vacuum 
distillation and column chromatography.  
KEY WORDS: β-elemene; extraction; separation; analysis 
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