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带信号肽人胰岛素原突变体的构建及在 COS一7细胞中的表达 

兰丽珍 ，邓华聪 ，孙 辽 ，郑 丹 ，弓军胜 ，刘东方 ，郑宏庭 

(1．重庆医科大学临床学院内分泌科，重庆 400016：2．山西医科大学第一医院，太原 030001) 

【摘 要】目的：构建带信号肽人胰岛素原突变体的真核表达载体并在COS一7细胞表达出成熟的人胰岛素。方法：采用PCR 

体外定点突变技术(PCR—SDM)，将普通细胞内furin蛋白酶的识别和切割位点Arg—X—Lys—Arg一样序列，引入人胰岛素 

原C肽两端，同时加上信号肽、Kozak序列和限制性内切酶的酶切位点并克隆至载体pcDNA3．1(+)中，构建成人胰岛素原突 

变体的真核表达载体，经测序验证后转染COS一7细胞，RT—PCR、Western印迹、放射免疫法检测其在COS一7细胞中的表 

达。结果：DNA测序结果表明在预期位点突变符合要求，经 RT—PCR、Westem印迹、放射免疫鉴定，构建的人胰岛素原突变 

体的真核表达载体转染的COS一7细胞可表达、分泌人成熟胰岛素。结论：构建了人胰岛素原突变体的真核表达载体，并成功 

地在COS一7细胞中获得人胰岛素的分泌表达。 
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Construction of a mutant human proinsul in gene with signal peptide code and 

detection of its expression in COS一7 cel ls 

[4『、 Lizhen．et al 

(Department ofEndocrinology，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct a mutant of human proinsulin with signal pept!de code，SO that it may be expressed in eukaryotie 

system to produce ma ture human insulin in O0S一7 cells．Methods：Human proinsulin gene WaS mutated by the polymerase chain reac— 

tion(PCR)forthe site—directed mutagenesismethod．Twofurin recognized sitesofArg—X—Lys—Arg—motifswereintroduced in— 

to human proinsulin．Signal peptide，Kodak sequence and restriction enzyme cutting site were added and cloned into pcDNA3．1(+) 

vectorand verified by sequencing analysis．Eukaryotie expression vector WaS constructed and transfected into COS一7 cells．Insulin 

were evaluated respectively with RT—PCR，radioimmunoassay and Westem blot analysis．Results：The sequencing analysis showed 

that the mutation sites were correct，and the mutant of human proinsulin WaS constructed successfully．Human insulin mRNA WaS 

highly expressed in transfected COS一7 cells，and secretive recombinant human insulin WaS detected in the culture supernatant of 

transfected COS一7 cells by Westem blotting ．Conclusion：A mutant human proinsulin eukaryotic expression vector is obtained and se— 

cretive recombinant human insulin is successfully expressed in COS一7 cells． 

【Key worm】Proinsulin；Site一~rected mutagenesis；Gene expression；COS cells 

应用非内分泌细胞构建具有分泌胰岛素功能的 

目的细胞是 1型糖尿病基因治疗的研究热点。由于 

非内分泌细胞中缺乏将胰岛素原转换为胰岛素的 

PC2和 PC3酶，无法表达具有生物活性的成熟胰岛 

素_l，2]然而，在具有组成性分泌途径的普通细胞中 

的胞内普遍存在蛋白质前体加工酶 Furin，能特异性 

识别 Arg—X—Lys／Arg一 g_3 J序列。因此，本研究 

拟采用 PCR体外突变技术(PCR site—directed mu— 

tagenesis，PCR—SDM)改造胰岛素原基因，使胰岛 

素原 B—C和 A—C连接处的氨基酸序列突变为可 

被 Furin识别和切割 的位点 ，同时加上信号肽和 

Kozak序列构建了真核表达载体，并进行在COS一7 

细胞中表达的研究，以期能用分泌胰岛素的普通细 

胞治疗糖尿病。 

作者介绍：兰丽珍(1970～ )，女，主治医师，博士， 1 材料与方法 

主要研究方向：糖尿病分子病因学及基因治疗研究。 

基金项目：国家自然科学基金项目(30070356)。 
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1．1 材料 

真核表达载体 pcDNA3．1(+)购自Clont~h公司，COS 

一 7细胞购自中科院上海细胞所，pfu及Taq DNA聚合酶、 

dNTP、限制性内切酶、DNA连接试剂盒、P~obest DNA Poly— 

n)er~ LA Taq DNA聚合酶、Marker购自大连 Tal< a公 

司；PCR产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒、质粒小量抽提试 

剂盒购自美国 OMIGA公司，D0TAP转染试剂购自Roche 

公司，其它生化及化学试剂为国产或进口分析纯。质粒 

PHIL—D2 PIN，由北京大学薛强博士惠赠，含有编码人胰 

岛素原全长的 cDNA序列、E．cOh JM109由本室保存。 

1．2 方 法 

1．2．1 胰岛素原基因的定点突变 根据人胰岛素原基因序 

列和真核表达载体的要求，设计引物在 B—C和 C—A连接 

处引入fufin蛋白酶的识别位点，并在 B 位把组氮酸诱变为 

天冬氨酸，同时加上信号肽、K0zak序列和酶切位点，引物序 

列如下，划线部分是 fufin蛋白酶识别位点。 

FO1 

1：5，_CrA GCT AGc GAA 1vrC GCC ACC ATG 

GCC( G T0G ATG cGC CTC CTG CCC C_r‘G C_r‘G GcG 

C GCTGGCC(_rCT一3’(70 base) 

2：5’_G ( GcG CTG CTG GcC(_rC TGG GGA 

CCT GAC ( A GCC GCA GCC ，IvrT GTC AAT (’AG (’AC 

( T TGT GGT TCT GAC CTG G一3’(77 base) 

FD3：5’一AOC CGT CGT AAA CGT GAA GAC ( T C 

3’(25 base) 

4：5’一AG GGA TCA 0GT CAA AAG CGT GGC一3’ 

(23 base) 

RO1：5’一m  TCC TTT TGC CCA2 CGC GGA TCC TCA 

GTTGcAGTAGTTCrCCAG一3’(45 base) 

R02：5’一CC ACG ( T TrG ACG TGATCCCrCGAG 

3’(26 base) 

R03：5’一TCTTCACG TTT ACGACGGGT CTT GGG 

TG一3’(28 base)引物由TaK a合成。 

RO3 

F03 

ROZ 

R01 

126 172 

图 1 PCR模式图 

(如图 1)首先以PHIL—D2一PIN质粒(含人胰岛素原 

基因cDNA)为模板，分别以 2／Ro3， 3／R02， 4／R01为 

引物进行PcR扩增，扩增条件为：94℃lmin后98℃lOs，55℃ 

30s，72℃lOs，共 30个循环，末次循环后置 72℃延伸 lOmin。 

PCR扩增产物PCR1，PCR2，PCR3胶回收后作为第二次PCR 

的模板，以 1／R01为引物进行全长基因PCR扩增：先进行 

DNA链延伸反应，50 l体系中 PcR1、PcI 、PcR3产物各 

10 l，10×了 ̂：口RⅡLA Buffer 5 l，dNT~ I，94℃ 5min，在 

lOmin内冷却至55℃，加入 LA q酶 1 l后，保温 

5n1in，72℃ 5 min。此反应液为 DNA延伸液。再用 DNA延 

伸液进一步进行 PCR反应，反应条件为：先94℃ 1nlin，进入 

30个循环 98℃ 10s，55℃ 30s，72℃ 30s，最后 72℃ lOmin充 

分延伸。1％琼脂糖凝胶电泳检测。 

1．2．2 重组真核表达载体 pcDNA3．1(+)／mPIN的构建和 

鉴定 电泳回收纯化380bp的 PCR产物，以限制性内切酶 

EcoR1和 Notl消化并与相同限制性内切酶处理的载体 pcD— 

NA3．1(+)连接，转化E．cOli JM109，提取质粒进行酶切鉴定 

正确后进行序列分析(测序由上海申友生物工程公司完成。) 

其DNA的酶切、回收、连接、及质粒的转化及抽提，琼脂糖凝 

胶电泳等按文献_4 J提供的方法进行。 

1．2．3 COS一7细胞的培养与转染 COS一7细胞用含 

378 

10％胎牛血清的RI MI一1640培养基，37℃ 5％C0，的培养 

箱中培养。当细胞长至 60％～80％汇合时，利用脂质体 

(D()rrAP，Roche产品)，将构建的突变人胰岛素原的表达质 

粒pcDNA3．1(+)／raINS导人上述细胞，对照组用空载体 

pcDN~．1(+)转染。转染后 24h更换细胞培养液，转染后 

分别于48、72h收集细胞和培养上清，进行 RT—PCR、RIA、 

Western印迹分析。 

1．2．4 RT—PCR 分别取 COS一7细胞48、72h的细胞和 

培养上清，Triple Tm I~lation R~gent提取 RNA，先逆转录 

合成 cDNA，再以引物 P1：5’ 

一 3’和 P2：5’一TGCAGTAGTTCTOCAGTT( TA 

PcR，扩增产物进行电泳分析。 

‘、I( G 

一 3’进行 

1．2．5 表达蛋白产物的测定 (1)W~tem印迹分析：转染 

48、72h后，分别收集 10。个 COS一7细胞及其培养上清液。 

SDS煮沸法裂解细胞并收集上清，紫外分光光度法测定蛋白 

浓度后，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳并电转移至 PVDF膜上， 

用鼠抗人胰岛素抗体(Santa Cmez公司产品)进行免疫反应， 

化学发光检测细胞及其培养液中胰岛素的表达情况。(2)放 

射免疫分析法：进一步用经典测定胰岛素的放射免疫的方法 

定量检测细胞培养上清液中胰岛素的表达水平(北京海科锐 

生物技术中心产品)。 
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进一步用 Western印迹分析显示，pcDNA3 I 

(+)／mlNS转染细胞的培养上清液及其细胞裂解 

液中出现相对分子质量约34KDa的显色带．其分子 

量与八胰岛素一致；而转染空载体pcDNA3 L(+) 

的对照组和未转染组 COS 7细胞培养物未见表达 

产物(图5)。 - 

2 3 4 5 6 

●—● - ●—● 一  

周 5 Wostem 13 LoEing照片 

1：Western Blotting llJ the supemmtmK of pcDN：％3 】c+】／ 

mPIN transfected COS 7 celIs 48h 2：WL~terll B[ol Ling in 

[he supemmlmll of pcDNA3 1I十】／n~PIN tratzsfect'ed 7 

cells 72h 3：Wt~tem Blotting in Lhe Ix'DN．A3 1【+)／nl『JIN 

transfeeted C(XS一7 cells 48h 4：Western B Lotting in the口cJ) 

NA3【I一)／nffJIN lransfeeted【’( 7 celIs 72h 5：Wintern 

Blouinginthe1 1 c+)Ⅱ n t 7 cells 6： 

W esteHl Blotting in the ]6 7 cells 

放射免疫测定 COS一7细胞培养上清液中胰 

岛素浓度48h(73 2=12．5)vlU／ml／1 0×i0 个细 

胞，72h(103．6 16 5)tzlU／mt／1．0×10 个细胞．转 

染空载体组和无转染组的细胞无胰岛素表达(表 

1)。 

表 1 转染48及72h后胰岛素的表达f =3．单位,,HU／m[】 

组 别 人胰岛素 

48h 72h 
— —  

0 pcDN／k$．I(+) 

pcDNA3 I(十)／PINto 三±l2 5 11)3．6=l6 5 

上述结果提示所构建的 pcDNA3．1(+)／mlNS 

表达载l奉能够在转染的COS一7细胞表达分泌型重 

组人胰岛素 

在 L型糖尿病胰岛素基因治疗研究中．胰岛素 

原基因转染细胞能否稳定表达具有生物活性的胰岛 

素，是其成败的关键。目前，应用的睫岛素原基因转 

染细胞分两大类，一类为包括胰岛 B细胞在内的神 

经内分泌细胞，尽管这些细胞含有激素前体转化酶 

PU2和PC3，能将c肽切掉，加工成具有生物活性的 

胰岛素，但其来源困难，且为终末分化细胞．其应用 

前景受到限制。另一类为非内分泌细胞 这类细胞 

缺乏PC2和PC3酶，不能直接将胰岛素原加工成胰 

岛素，但在这类细胞普遍表达枯草杆菌蛋白酶的两 

个家族成员FLlrjn 一和PACE4 ．它们能特异识别 

Arg—x—Lys／Arg Arg序列=因此，转染前将胰 

岛素原基因c肽与A、B链连接处诱变为含有 Furin 

或 PACE4识别位点的突变体．可以解决普通细胞不 

能加工胰岛素原的问题。另有研究证明胰岛素B⋯ 

突变，即天冬氨酸代替组氨酸后的胰岛素其稳定性 

和活性均明显优于普通胰岛素l 8。 

构建的表达载体包含胰岛素N一端的信号肽序 

列．有助于基因表达产物通过细胞膜从细胞内向细 

胞外转运 可望在哺乳动物细胞获得分泌型的重组 

人胰岛素 外源基因在哺乳动物细胞中的表达与多 

种因素有关 在转录水平主要是启动子和增强子的 

强弱 及他们之间的配对。在黼译水平受翻译起始 

序列、eIL 2磷酸化、顺反子的翻译效率等因素的 

影响一Kozak ’ 研究发现，在真核生物中ATG起 

蛤密码子周边序列与翻译起始效率密切相关，ATG 

密码子应出现在Kozak序列中，而且起始密码子前 

至少6个核苷酸的最优序列可提高转录20倍以上． 

特别是一3位的A和+4位的 G对于 AUG的识别 

有最显著的促进作用 为此，在克隆目的基因时，遵 

循晟佳Kozak序列最佳表达的原则，在其上游插人 

最佳 Kozak序列(GCCACCATGG)，在很大程度上 

可以提高胰岛素在哺乳动物细胞中的表达水平 

本研究采用PCR重叠延伸指导的定点突变技 

术，在胰岛素原基因c肽与A、B链连接处诱变为含 

有Funn的识别序列(Arg—X Lys／．krg—Arg)，并 

引人信号肽、Kozak序列，以及R1l’诱变为组氨酸．应 

用真核表达载体t)cDN,％3．1(+)构建人胰岛素原突 

变体，经测宁证实诱变和插人位点正确 重组载体 

在COS一7细胞能被成功转染并表达成熟人胰岛 

素．目前，胰岛素原基因在靶细胞中的表达看来并不 

十分困难，但要使其表达调控到生理或预想的治疗 

水平并不容易。在 1型糖尿病基因治疗中，胰岛素 

分泌应该是非连续性，需根据血锗浓度调控其释放 

量．故将其应用与临床并代替胰岛移植还有相当一 

段距离。另外，用RIA方法检测的胰岛素量应包括 

胰岛素和胰岛素原．我们正在对胰岛素原的转化效 

率、表达产物的生物活性、胰岛素基因的表达凋控和 

细胞移植做更深入细致的研究：本研究为下一步掏 

建高效稳定表达具有高生物活性胰岛(下转第575页) 
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