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一种新的 B 链 C 端去四月太膜岛素的研制方法
王一成石嘉豪 1 张元兴费俭 1 * 

(华东理工人学生物反应器工程国家重点实验室，上海 200237; I 同济大学生命科学与技术学院，上海 200092)

摘要 报道了将单体月夷岛素前体(MIP)经块蛋白酶和数肤酶B两步连续酶切获得B链C端去

四肤月夷岛素(DTI)的方法。 MIP 由甲醇酵母表达，最高发酵表达量达到 150 mg/L。发酵液中 MIP

通过疏水层析，分子筛初步纯化后直接进行酶切，在月夷蛋白酶酶切 3 h 后加入抑制剂 p

aminobenzamidine 处理 15 min，然后直接加入数肤酶B 峰切 6 h，再通过反相柱纯化即可得到纯品

DTI，从分子筛到最后 DTI，总纯化得率达到 77%。按中国药典小白鼠惊厥法测定得 DTI 的生物活

力为 22 IU/mg，是月夷岛素的 80%，在 Superdex G-75 分子筛上测定 DTI 的解离聚合曲线，证明其是

单休。

关键词 单体膜岛素前体;B 链 C 端去四肤』夷岛素;膜蛋白酶;竣肤酶 B

近年来，糖尿病的发病率急剧上升，成为继心脑

血管疾病和肿瘤之后威胁人类健康的重大疾病。现

在全球糖尿病患者约有1.5 亿，我国占 5000 万，预计

2025 年将达到 3 亿，其中 75% 在印度、中国等发展

中国家[1]。糖尿病分为 I 型和 II 型，膜岛素目前依然

是 I 型糖尿病主要的治疗药物，而 II 型糖尿病患者对

膜岛素也有相当大的需求[川]。

从上世纪 20 年代膜岛素被发现以来，一直是治

疗 I 型糖尿病无可替代的特效药。膜岛素是以单体

形式发挥其生理作用的，但是在中性溶液中，浓度高

于 100 nmol/L 的膜岛素即以二聚体、六聚体的形式

存在，所以常规月夷岛素制剂在临床给药中不能模仿生

理月夷岛素分泌的时效性很难有效地控制饭后的血糖

升高，并会给患者带来低血糖的危险[4] 。

在中性溶液中，蛋白质浓度高于 0.6 mmollL时仍

然保持单体性质的膜岛素类似物称为单体膜岛素[匀。

单体膜岛素在给药处无须经过高倍稀释即可被迅速

吸收，缩短了给药后药物作用的时程，故而获得可用

于临床的单体速效膜岛素是开发新一代泊疗糖尿病

药物的主要目标之一[5] 0 Eli Lilly 公司开发的单体膜

岛素 Lyspro 于 1996 年分别在欧洲和美国用于临床[6] 0 

2000 年 Novo 公司开发的单体[B28 Asp]- ß'夷岛素也获

美国 FDA 批准[7] 。

1976 年，我国科学家发现去 B 链 C 端五肤膜岛

素DPI在中性溶液中为单体但是其生理活性只有膜

岛素的50%[町; Cui 等[9]用基因工程联合酶促转肤的方

法制备了 B 链 C 端去四肤膜岛素(DTI)，并证明 DTI

保持 80% 的膜岛素活性且为单体。但是根据当时的

报道，整个制备过程的得率很低、过程复杂。 Ding

等[10]用基因工程方法在甲醇酵母中表达单体膜岛素

前体(MIP)，并且通过膜蛋白酶酶切获得了 B 链 27 位

Lys 去三肤膜岛素 B27K-DTrI，证明 B27K-DTrI保持

80% 的膜岛素活性且为单体。此方法的优点是以得

率比较高而且相对简单的酶切方法来替代得率较低

过程复杂的酶促转肤，而且更换了表达载体之后表达

量也有所提高，但是B27K-DtrI比天然膜岛素片断DTI

多一个氨基酸。为了得到与膜岛素差异性更小的单

体膜岛素，我们将甲醇酵母表达的MIP用膜蛋白酶和

竣肤酶B 处理，将 B27K-DtrI 含有的多余赖氨酸切除，

从而得到天然膜岛素片断DTI，并证明其保持 80%膜

岛素活力以及具有单体性质。本文报道了上述 DTI

的制备方法。

1 材料与方法

1.1 材料

大肠杆菌菌株(E.coli DH5α)本室保存，甲醇酵

母菌株[Pichia pastoris GS 115(his)]购自 Invitrogen 公

司;质粒 pPIC9K 为用于 Pichia pastoris 的分泌型质

粒，源自 Invitrogen 公-司;限制性内切酶购自 TaKaRa

公司;培养基原料购自 Oxoid 公司;填料 XAD-7 购自

Sigma 公司; TPCK- 膜蛋白酶购自 Sigma 公司;竣肤

酶 B (carboxypeptidase B) (PMSF)购自 Worthington 

公司;填料Sephadex G-25, RPC resource 15, Superdex 

收稿日期: 2007-04-20 接受日期: 2007-06-07 
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75 HR 10/30 层析柱和AKTA purifier 100 纯化仪购白

GE 公司; G418 购白 Ca1biochem-N ovabiochem 公司;

脱辞膜岛素、 B 链去八肤膜岛素(DOI)、膜岛素前

体(PIP)均由实验室自己制备。

1.2 方法

1.2.1 MIP表达载体的构建与表达 按照文献[10]

报道的方法构建单体 MIP 表达载体， MIP 结构为

[insulin B-chainl - 21]-RGFFYK-AAK-[insulin A-ch组nl-21 ] 。

含有 MIP 基因的分泌型表达质粒 pPIC9K1MIP 通过

BglII 酶切线性化后电转进入 P. pastoris GS 115 菌

株，通过 G418 耐药筛选获得高拷贝插入的工程菌株，

用于发酵表达目的产物 MIP。发酵方法参照文献[11]

中介绍的方法，发酵在 Bioengineering 公司的 16L 发

酵罐中进行，甲醇诱导 72 h，与文献[ω]不同之处在于

诱导阶段未通纯氧，只通空气，菌密度A600 达到 500

左右终止发酵。

1.2.2 MIP 的初步纯化 发酵液经 6000 r/min 离

心 10 min，取上清液。将发酵上清液用 XAD-7 疏水

层析分离I121，上清液 I二柱后，先用 5% 醋酸和 10% 乙

醇混合液洗去杂质，再用 5% 醋酸和 459毛乙醇混合液

洗脱目的产物。洗脱液旋转蒸发减压浓缩去除乙醇，

再用 Sephadex G-25 分子筛分离，以 1 mo1/L 醋酸为

缓冲液，收取洗脱峰，冻下得含有 MIP 的粗品。

1.2.3 MIP 双酶切制备 DTI 膜蛋白酶酶切条件

摸索:将 MIP 粗品溶解在不同 pH 的 0.1 mo1/L 磷酸

盐缓冲液中，粗品浓度为 3 mg/m1，以反应温度，反应

pH，酶和底物的比例以及时间行 4 因子 3 水平的正交

实验，正交表见表 1，用 HPLC 测定不同条件下 B27K-

DTrI的产率来决定最佳膜蛋白酶酶切条件。

在膜蛋白酶酶切完成之后，加入膜蛋白酶抑制剂

p-aminobenzamidine、浓度为 0.05 mg/m1，处理 15

min，加入竣肤酶 B 进 4步酶切。

竣肤酶 B 酶切条件摸索:由于只有一个酶切位

表 1 膜蛋白酶酶切条件正交表

A B C D 

温度CC) pH 酶:底物(W/W) 时间(min)

30 6 1 : 600 30 
30 7 1 : 800 60 
30 8 1 : 1 000 120 
15 6 1 : 800 120 
15 7 1 : 1 000 30 
15 8 1 : 600 60 
4 6 1 : 1 000 60 
4 7 1 : 600 120 
4 8 1 : 800 30 

·研究论文·

点，而且底物浓度和反应 pH 田庄，竣肤酶 B 的酶切

得率仅与竣肤酶 B 的浓度和作用时间有关。加入不

同浓度竣肤酶 B，确定反应达到完全的时间，根据需

要确定竣肤酶 B 的用量。

酶切完全的粗品经过反相柱纯化DTI，反相柱分

离条件见图 1 。

1.2.4 DTI体内生物活力测定 根据中国药典 2000

版附录 106 页中的小鼠惊厥法测定 DTI 生物活力:通

过对禁食 20h 的 ICR 小鼠(小鼠重量为 20-22 g)皮下

注射不同剂量的 DTI 和标准1夷岛素，每个剂量注射 5

只小鼠，放入 30 "C木箱中， 2 h 后根据小鼠惊厥数量

来确定 DTI 的体内生物活力。

1.2.5 DTI 聚合性质测定[9， 10， 13] 检测在中压系统

(FPLC, AKTA Purifier) 仁进行，层析柱采用 Superdex

75 (HR 10/30)(Pharmacia 公司)，流动相为 pH 7.4的

磷酸盐缓冲液，流速为 0.5 m1/min, _L样量为 0.04 时，

室温， 230 nm 检测。 DTI 的上样浓度分别为 600

μmo1/L、 300μmo1/L、 150μmo1几乎1175μmol/L，观

察其在分子筛柱中表现出的特性来判断其聚合性

质。用对称因子 Fs 描述混合物的均-度，用分配系

数 KD 描述混合物的平均分子量。 Fs=WO.05h/2A，其

中 WO.05h 为在 0.05 峰高处的峰宽， A 为 0.05 峰高处

的前半峰宽; KD = (Vr-V o)/(V c-V 0)' 其中 Vr 为流出体

积， V。为外水体积， Vc 为总的柱床体积。

2 结果
2.1 MIP 的表达与初步纯化

在 4 mg/m1 G418-YPD 板 L挑取 MIP 表达菌株

的单克隆作为种子菌，在 16 L 发酵罐中发酵表达，起

始发酵体积为 5 L，甘油培养 24 h，甲醇诱导 72h，发

酵液A600 为 500， MIP 表达产物用非变性聚内烯凝胶

电泳[14]鉴定，和标准品相比，表达量可达到 150 m1/L 

发酵液。

发酵液经过离心后用疏水层析 XAD-7 柱纯化，

XAD-7柱可以除去大量色素以及其他亲水性杂质，起

到富集蛋白质的作用[15]。将过柱后的收集液经过旋

转蒸发除去乙醇，表达产物用 Sephadex G-25 分子筛

柱进一步纯化，去除小分子色素和其他小分子杂质。

将洗脱液冷冻干燥，此时干粉中蛋白质含量为 339毛

(紫外吸收法测定)。

2.2 粗晶 MIP 的双酶切条件确定

根据正交实验结果(表匀，可以得出膜蛋白酶最

佳酶切条件为:在底物浓度为 3 mg/m1 时，反应温度

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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产率

(%) 

3.2 

44.9 

66 .4 

15.3 

17.6 

60.6 

2.8 

30.7 

19.3 

D 

时间

(min) 

30 1 

60' 

1203 

120 

30 

60 

60 

120 

30 

膜蛋白酶酶切条件正交结果

C 

酶: !成物

(WIW) 

1 : 600 1 

1 : 800' 

1 : 1 000' 

1 : 800 

1 : 1 000 

1 : 600 

1 : 1 000 

1 : 600 

1 : 800 

pH 

123 
r
h
u
句f
0
6
r
o

句f
0
6
/
n
v

呵'
'
n
x
u

B 

表2

温度("C)

12 0005553 
句
3

句
3
q
3
·

且

'
i
'
A
A
"

丁
A

钟
，
斗

A 列号

实验号

7.1 31.5 
3 1.1 26.5 

48.8 28.9 

4 1.7 5 

B3D3A1 C 1 

123 表示各分项条件编号， K值越大，表示该分项条件越有利于

反应进行;R 值越大，表水该项条件对反向影响越大。

13 .4 

36.1 

37.5 

24.1 

38.1 

3 1.8 

17.6 

20.5 

Kl 

K2 

K3 

极差 R

王一成等:一种新的 B 链 C 端去四肤膜岛素的研制方法

30 'C，反应 pH 8，酶和底物的比例为 1 : 600，反应

时间为 120 min。随着反应时间的增加产率有上升

的趋势，但是考虑到1夷岛素 B 链 22 位精氨酸也是膜

蛋白酶酶切位点，最终确定酶切时间为 3 h 。

竣肤酶 B 酶切条件结果见表 30

双酶切反应结果由 HPLC(图 1)和电泳(图 2)鉴

定， MIP 经过膜蛋白酶酶切成为 B27K-DtrI，再经过殷

肤酶 B 酶切得到 DTIo 酶切产物用 RPC 或者 RP

HPLC 一步纯化得到纯度为 90% 的 DTI(图 1 日，从

Sephadex G-25 开始到最终获得 DTI，酶切和纯化总

得率为 77%。纯化所得 DTI 在电泳上为一条带(图

匀，经 ABIAPI2刷 Q-trap 质谱仪鉴定分子量为 5379.0

Da 与理论分子量 5380.0 Da 相符(图 3)

2.3 DTI 体内生物活力测定
通过小鼠惊厥实验测定(表的， DTI 制品的体

内生物活)J约为 22 U/mg，相当于 80% 的人膜岛素活

力。

(8) 
0.050 
0.045 
0.040 
0.035 
0.030 

::. 0.025 
<: 0.020 

0.015 
0.010 
0 似15

0.000 
-0.005 b.…~一→甲」→牛 j..__..L-一→~

0.00 2.00 4.00 6.00 R 帆) 10.00 1200 14 剧 16.0υ18.00 10.00 22 ,()() 24.00 

Fνilinulcs 

(D) 

3LL 
(A) 

白日?

一 lli
6-<10 s 刷 10.flO 12ρo 14.00 16.00 18剧甜剧 22，00 24 削

Minutes 

(I,40r 

0.)5 

0 飞0

0.15 -<: 1l.2tl 

0.1 凭

。 1 1l

0.05 

o.ool 
0.00 2υo .. I.(){) 

0.070 

0.1焰。

0.050 

0.040 

二:J 0.030 
-< 0.020 

0.010 

刷刷

-0.010 

~0.020 
。恨) 2 阳 4.00 6.00 8 剧 10.00 12 叙) 14'()ù ló.OO lH.OO 20.00 22 朋 24.00

Millutc坠

(C) 
O.()70 

O.OóO 

0.050 

0,040 

:.:;. O.O_~O 

<: 0.020 

0.010 

().O似)

一0.010

0.020 
。 00 2. (10 4.0{) 6 .1)() R,()() 10.00 11.00 14.HO 16.00 18.00 211.00 22.00 24兀汹

Minulcs 

(E) 
。咽

-( 0.40 

0.00 2.00 4 刷 6.00 8 阳 10 阳 12 刷 14 捕 l。四 18.00 20.00 22.00 24.00 

MinUles 

固 1 酶切 HPLC鉴定

HPLC 特性: C8 柱(4.6 mmx250 mm); 溶液 A， O.I% 三氟乙酸;溶液 B， 90% 乙腊 10.1% 三氟乙酸;梯度.溶液 B 浓度 20 min 从 25%角45%; 流

速 1 mllmin.(A)标准品混合物含有 DOI 、 DTrI 和 DTI，由于疏水性不同依次出峰; (B)经过 XAD-7 和 Sephadex G-25 纯化的粗品 MIP;

(C)粗品 MIP 经过腆蛋白酶酶切 3 h 后转化成粗品 DTrI; (D)粗晶 DTrI 经过竣肤酶B 酶切 6h 后转化成粗品 DTI; (E)经过反相柱纯化后样

品纯度的鉴定图。
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表 3 竣肤酶B 用量与酶切完全时间的关系表

·研究论文·

竣肤酶 B: }i运物(W/W)

1 : 200 

1 : 500 

1 : 1 000 

自每 t)J 完全时间(h)

3 

6 

18 

2 3 4 5 6 7 

斓翩膀号 ~一… P1P

唔→版岛主亏

唾…… DOI
唰惨

e斓胁。斓鹏

图 2 pH 8.3 非变性聚丙献;疑胶电j永鉴定图

1 :发酵浓忖青液 20μlt样; 2: '&酵浓J-. ì剖夜经过 XAD-7 纯化; 3: 

经过 S巳phadex G25 纯化的 MIP :fjHh; 4: MIP 经过 TPCK- ~夷蛋白

酶酶切 3h 转化成 B27K-DtrI; 5: B 27K-DtrI经过竣肤酶 B 酶t'JJ 6 h 转

化成 DTI; 6: DTI 经过 HPLC 纯化 7: markero 

[l 
z
、
气
-
、
平

L
M
冗

K
K( 
气
，
、

kk 

飞.2c 飞

l. k气

è 1.0c5 
‘四EOM 

H 

"Ë K.Oe4 

7 队二斗

6.0e4 

5'(k4 

4'(k4 

3.0è4 

表 4 小鼠惊厥实验测定 DTI 体内生物活力

注射量(μg)
惊!欺小 m所 1 ~ J 比例

人牍岛东 DTI 

0.50 。/5

。 .63 。/5

1.00 2/5 

1.25 115 

2.00 4/5 

2.50 4/5 

2.4 DTI 聚合性质的测定结果

由于不同分子量的物质在分子筛层析柱 t出峰

时间是不同的，一般分子量大的物质出峰时间较分子

量小的物质早。如果一种物质随着浓度增加容易聚

合，那么不同浓度的同开中物质在分子筛 L出峰时间

以及峰形都将发生变化。通过比较不同浓度的膜岛

素和 DTI 在分子筛柱 Superdex 75 (HR 10/30)上的出
峰情况和峰形(图衔，来判断两者的聚合性质，并且计

算不同浓度的对称因子 Fs 不口分配系数 Ko(图 5) 。

气弓79.0

图 3 DTI 质谱鉴定图

Mass 

(A) (8) 

80 

80 

60 

运5 40 

20 

。

16.0 ml 12.0 13.0 

13.51 

AV 
A

斗

二
〈
g

。

12.0 13.0 14.0 15.0 

15.23 

14.0 15.0 16.0 ml 

图 4 分子筛 Superdex 75 (HR 10/30)鉴定图
不同浓度的月夷岛京(A)和 DTI(B)溶解在 pH 7.4的磷酸 Tt~缓冲液中，用分子筛 Superdex 75 (HR 10/30) 鉴;在èJn聚合性质， 11ft线从七尹n依次

样品 i农度 JJ 600 μmol/L 、 300μmol/L 、 150μmo l/L 和 75μmol/L<

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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图 5 膜岛素和 DTI 的 KD(A)及 F，(B)曲线

根据公式KD = (Vr-Vo)/(Vc-Vo)求出不同浓度所对

应的 KD，其中 Vr 为流出体积即出峰体积， V。为外水

体积， Vc 为总的柱床体积，这两者与柱子本身属性有

关，分别为 8 ml 和 24 mlo KD 与分子量有关，若 KD
相同则分子量相同。

根据公式Fs=WO.05h12A求出不同浓度所对应的

丑，其中 WO.05h 为在 0.05 峰高处的峰宽， A 为 0.05 峰

高处的前半峰宽。 Fs 与泪合物均一度有关，该值越

接近于 1 说明该物质纯度越高。

膜岛素和 DTI 的 KD 及 Fs 曲线如图 5 所示，从图

中可以看出 DTI的KD基本不变， Fs接近于 1，说明 DTI

随着浓度的改变，分子量基本不变，是单体， r而膜岛

素的 KD 随着上样浓度的增加而减小， Fs 为 2.5 左右，

说明分子量有着明显的变化，即有多聚体的产生。

3 讨论

我们通过基因工程的方法在 Picha pastoris 表达

系统中表达了单体膜岛素 DTI 的前体MIP，表达产物

经过简单的两步纯化得到粗品，然后直接进行两步连

续酶切得到目的产物，之后再经过一步提纯得到纯度

90% 以上的纯品，样品从分子筛层析开始到最后产品

获得，总纯化得率达到 77%，相比较以前用啤酒酵母

表达人膜岛素前体然后进行酶促转肤来得到 DTI，本

次实验使用的方法简单、得率高，且易于产业化放

大。

本实验的关键在于两步连续酶切，这里的两步连

续酶切是指先用膜蛋白酶限制性酶切，将MIP转化成

B27K-DTrI，然后运用抑制齐Up-aminobenzamidine 处理

15 min，将膜蛋白酶活性抑制之后直接加入竣肤酶 B

酶切。为什么要分步酶切而不是将两种酶同时加入

-起酶切，原因在于 MIPB 链 22 位的精氨酸也是膜

蛋白酶酶切位点，如果酶切时间太长则MIP直接转化

成没有活性的 B 链 C 端去八肤膜岛素(DOI)，同时膜

蛋白酶还有可能将竣肤酶B降解，所以要在MIP转化

成 BZ7K-DTrI之后及时拥制膜蛋白酶活性，然后再加

入竣肤酶 B 进行酶切，从而得到 DTI 。

酶切过程中，底物(MIP)的浓度非常关键，由于二

酶切底物是粗品，里由.含有许多未知杂质会对酶切过

程产生一定的影响，我们曾将酶切底物浓度提高到25

mg/ml， 其余条件相同，膜蛋白酶酶tJ] 1 h 后取样‘经

HPLC鉴定，结果发现酶切反应完全被抑制(结果未显

示)，推测是粗品中含有的某些杂质在高浓度 F会起

膜蛋白酶活性的丧失。将底物浓度设定为 3 mg/ml 

是考虑到用在大规模工业生产时可以用超滤的方法

替换分子筛 Sephadex G-25 这一步骤，达到扩大处理

量、缩短纯化周期的目的。但是超滤产物往往浓度

不是很高，为了避免中问增加浓缩的步骤，所以将底

物浓度设定为超滤可以达到的浓度来进行酶切。

对于搂肤酶B的酶切条件，当酶和目的底物的比

例为 1 : 200 时，反应 3 h 完全，当比例为 1 : 500 

时，反应需 6 h，而当比例为 1:1000 时，反应过夜才

能完全，在产业化过程中，可根据经济原则，决定加

入的酶量。

本研究建立了-种制备单体速效膜岛素的方法，

由于其具有技术路线简单、产物回收率高和制备成

本低廉的优点，具有明显的产业化前景。 DTI 是天

然膜岛素的)个大片断，不含突变氨基酸残基，较之

目前市场上己有的速效膜岛素其安全性和病人依从

性将更好。此外，含有该单体结构的膜岛素的药物

组合物还可以用于注射以外的给药途径，如在 SD 大

鼠实验中，舌季占膜下给药，生物利用度为 3 1.6%，高于

膜岛素 20% [1 6J，具有良好的药用价值和开发前景。

适用 T生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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A New Method for Preparation of Monomeric 

Destetrapeptide Human Insulin 

Yi-Cheng Wang , Jia-Hao Shi 1, Yuan-Xing Zhang , Jian Fei I * 
(State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technologv, Shanghai 200237, China 吁

'School of Life Science αnd Technology, Tongji University, Shanghai 200092, Chin的

Abstract Monomeric destetrapeptide human insulin (DTI , human insulin with B27-30 removed) was 

obtained from a monomeric insulin precursor (MIP) expressed in Picha pastoris through two step subsequent 

hydrolysis with trypsin and carboxypeptidase B , The crude MIP which purified by hydrophobic and size-exclusion 

chromatography was converted to be DTI by hydrolysis with trypsin for 3 h and with carboxypeptidase B for 6 h. 

Before hydrolysis with carboxypeptidase B , the activity of trypsin was inhibited by adding inhibitor p-aminobenzamidine 

for 15 min. The crude DTI was then purified by reverse processing chromatography. The yield of MIP was 150 mg 

per liter of culture, and the overall yield of purified DTI from crude MIP was 77% , The in vivo biological activity of 

DTI as determined by the mouse convulsion assay was 22 IU/mg. Compared with native insulin, DTI molecules do 

not aggregate in solution but exist in the monomeric form 

Key words monomeric insulin precursor; monomeric destetrapeptide human insulin; trypsin; carboxypep-

tidase B 
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