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重组人胰岛素原在大肠杆菌中的可溶性表达 

 
吕 丹，闫亚丽，景丽芳，张秋荣，常 莉，刁爱坡，李玉银 
(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：目前重组胰岛素主要用于糖尿病的治疗．通过大肠杆菌(E. coli)密码子优化，设计人胰岛素原基因，建立利用

大肠杆菌表达可溶性重组胰岛素原的技术方法．聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)结果显示，重组质粒 pHis-NusA-

insulin 诱导表达的大肠杆菌可溶性表达融合蛋白 His-NusA-insulin．重组蛋白 His-NusA-insulin 可溶性表达的最适条

件为 0.1,mmol/L IPTG 作用下 37,℃诱导 4,h，重组蛋白产物经过 Ni 柱纯化、500,mmol/L 咪唑洗脱，得到纯度较高的

1.059,µg/µL 的重组蛋白 His-NusA-insulin，重组蛋白 His-NusA-insulin 经烟草蚀纹病毒蛋白酶(TEV)酶切作用后，获得

可溶的人胰岛素原． 
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Soluble Expression of Recombinant Human Proinsulin in E. coli 

LÜ Dan，YAN Yali，JING Lifang，ZHANG Qiurong，CHANG Li，DIAO Aipo，LI Yuyin 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Recombinant insulin is used to treat diabetes at present．A human proinsulin gene was designed using optimized

E．coli codons．A method of expressing soluble recombinant proinsulin in E．coli was established．The SDS-PAGE results 

indicated that the recombinant fusion protein His-NusA-insulin was solubly expressed in E．coli，which was inducibly ex-

pressed by recombinant plasmid pHis-NusA-insulin．The optimum protein expression conditions are 0.1,mmol/L IPTG in-

duction at 37,℃ for 4,h．The recombinant protein product was purified with Ni column，and eluted by 500,mmol/L imida-

zole．The concentration of high purity His-NusA-insulin is 1.059,µg/µL．Tobacco etch virus protease(TEV)was used to 

cleave His-NusA-insulin to produce the soluble recombinant proinsulin. 
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糖尿病是由遗传和环境因素相互作用而引起的

常见病，它是一种由于胰岛素分泌缺陷或胰岛素作用

障碍所致的以高血糖为特征的慢性代谢性疾病[1]．胰

岛素是体内唯一能够降低血糖的激素，是胰岛 β 细胞

在外源性或者内源性物质刺激下分泌的蛋白质激

素．目前胰岛素作为治疗糖尿病最有效的药物之一，

对于糖尿病的治疗起着至关重要的作用[2-3]． 

不同来源的胰岛素氨基酸序列略有差异，但是功

能类似[4]．胰岛素是由 A 链和 B 链构成的仅有 51 个

氨基酸的多肽，相对分子质量为 5,784[5-6]．胰岛素中

存在 3 个二硫键，即 2 个肽链间二硫键和 1 个肽链内

二硫键，肽链间二硫键存在于 A7–B7 以及 A20–

B19，肽链内二硫键存在于 A 链(A6–A11)． 

目前应用于重组胰岛素生产的工艺主要为大肠

杆菌(E．coli)中的包涵体表达和酵母中的胞外表达，

其中大肠杆菌表达的重组胰岛素包涵体涉及蛋白变

性与复性等一系列复杂工艺[7-9]，而酵母的生产成本

较大肠杆菌高[10-11]．利用酵母生产重组胰岛素工艺
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中的重组人胰岛素原氨基酸序列为 EEAEAEAEPK-

B 链-AAK-A 链[12]，包含信号肽和截断的 C 链共 64

个氨基酸．本实验以酵母生产重组胰岛素工艺中的

重组人胰岛素原为研究对象，探索研究通过表达融合

蛋白增加重组胰岛素原在大肠杆菌中的可溶性表达，

为降低重组胰岛素的制备成本提供基础． 

1 材料与方法 

1.1 菌株与试剂 

大肠杆菌(E．coli)表达菌株 BL21、转化菌株

Top10、表达载体 pHis-NusA 为本实验室保存． 

限制性内切酶 BamHⅠ、EcoRⅠ、T4 连接酶，

Fermentas 公司；Hi Trap Ni FF 纯化柱，GE 公司；烟

草蚀纹病毒蛋白酶(tobacco etch virus protease，TEV)

为本实验室保存． 

1.2 表达载体的构建 

设计编码胰岛素原基因片段，引入 EcoRⅠ和

BamHⅠ酶切位点，由上海捷瑞生物工程公司合成和

构建 pGH-insulin 载体，再亚克隆到 pHis-NusA 表达

载体上，然后转化到大肠杆菌 Top10，经过酶切和

DNA 测序鉴定，得到重组质粒 pHis-NusA-insulin． 

1.3 重组人胰岛素表达菌株的培养和表达条件的 

优化 

1.3.1 诱导温度的优化 

挑取阳性克隆单菌落接种到三角瓶中，经 37,℃

放大培养至 A600 值达到 0.6～0.8，添加 IPTG 终浓度

为 0.5,mmol/L，分别于 16,℃诱导过夜，25,℃诱导

8,h，30,℃诱导 5,h．37,℃诱导 4,h．4,℃、5,000,r/min

离 心 10,min 得 到 菌 体 ．菌 体 经 过 终 质 量 浓 度 为

0.5,mg/mL 溶菌酶处理，置于冰上 30,min 后超声破

碎，进行 SDS-PAGE电泳分析． 

1.3.2 IPTG 浓度的优化 

挑取阳性克隆单菌落接种到摇瓶中，经 37,℃放

大培养至 A600 值达到 0.6～0.8，分别添加 IPTG 终浓

度为 0.02、0.1、0.5,mmol/L．37,℃诱导 4,h. 4,℃、

5,000,r/min 离心 10,min 得到菌体．菌体经过终质量

浓度为 0.5,mg/mL 溶菌酶处理，置于冰上 30,min 后

超声破碎，进行 SDS-PAGE电泳分析．  

1.4 重组人胰岛素原的表达与纯化 

添加终浓度为 0.1,mmol/L 的 IPTG，于 37,℃诱

导 4,h，5,000,r/min 离心 10,min 收集菌体，经过溶菌

酶处理和超声破碎，4,℃、14,000,r/min 离心 30,min，

获取上清液，通过 Ni 柱纯化，得到重组人胰岛素原． 

1.5 重组人胰岛素原蛋白浓度测定 

按照 Bradford 法对重组人胰岛素原进行定量[13]，

利用已知质量浓度的牛血清白蛋白(BSA)测定其吸

光度，绘制标准曲线．根据重组人胰岛素原的吸光度

计算重组人胰岛素原的含量．由标准曲线得回归方

程 y＝0.075,6,x＋0.620,8(R2＝0.994,9)． 

1.6 TEV 蛋白酶酶切重组蛋白 His-NusA-insulin 的

检测 

1.6.1 酶切检测 

采用以下体系，在 30,℃作用 2,h 条件下对 His-

NusA-insulin 蛋 白进行酶 切 实 验：(1)30,µL His-

NusA-insulin＋ 5,µL 缓冲液；(2)30,µL His-NusA-

insulin＋1,µL TEV＋4,µL 缓冲液；(3)30,µL His-

NusA-insulin＋2,µL TEV＋3,µL 缓冲液；(4)30,µL 

His-NusA-insulin＋4,µL TEV＋1,µL 缓冲液；(5)4,µL 

TEV＋31,µL缓冲液．His-NusA-insulin 蛋白质量浓度

为 1.059,µg/µL，TEV 蛋白酶质量浓度为 0.66,µg/µL，

缓冲液为含有 50,mmol/L Na3PO4(pH 8.0)、0.3,mol/L 

NaCl 的磷酸钠缓冲液．反应结束后，各体系加入

4,µL 5×SDS 上样缓冲液，95,℃煮沸 5,min，漩涡震

荡器混匀，10,000,r/min 离心 30,s．样品进行 SDS-

PAGE电泳检测． 

1.6.2 酶切蛋白溶解性检测 

His-NusA-insulin 在 30,℃作用 2,h进行酶切反应

后，14,000,r/min 离心 10,min，吸取上清液加入 5×

SDS 上样缓冲液中，95,℃煮沸 5,min，漩涡震荡器混

匀，10,000,r/min 离心 30,s．另外，向沉淀中加入 5×

SDS 上样缓冲液，95,℃煮沸 5,min，漩涡震荡器混

匀，10,000,r/min 离心 30,s，样品进行 SDS-PAGE 电

泳检测． 

2 结果与讨论 

2.1 重组质粒 pHis-NusA-insulin的构建 

pGH-insulin 载体和 pHis-NusA 表达载体分别经

限制性内切酶 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切后，回收和

纯化获得编码胰岛素原和 pHis-NusA DNA 片段．经

连接后转化到大肠杆菌感受态细胞 Top10 中，挑取

转化子提取质粒并进行双酶切验证，编码胰岛素原

DNA 片段大小为 210,bp，双酶切结果与预期相符 

(图 1)． 

将酶切验证的阳性克隆质粒进行 DNA 测序，测

序结果与设计胰岛素原基因序列比对分析，二者的碱
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基序列完全相同，说明 pHis-NusA-insulin 重组质粒

构建成功． 

 

M. DNA marker；1. pHis-NusA-insulin质粒酶切验证 

图 1 pHis-NusA-insulin重组质粒的酶切鉴定 

Fig. 1  Identification of the recombinant plasmid of pHis-

NusA-insulin 

2.2 重组蛋白 His-NusA-insulin表达条件的优化 

2.2.1 诱导温度的优化 

降低诱导温度能够减缓蛋白的表达速度，有利于

蛋白的正确折叠．重组蛋白 His-NusA-insulin 在不同

温度下的表达结果如图 2 所示．NusA 融合蛋白相对

分子质量约为 5.4×104，胰岛素原相对分子质量约为

8×103，表达 His-NusA-insulin 蛋白的相对分子质量

约为 7×104，与预期表 达 蛋 白 相 对 分 子 质 量 一

致．His-NusA-insulin 蛋白在 16、25,℃表达量较低，

而在 30、37,℃表达量较高，并且大约有 50%,表达蛋

白是可溶的． 

 

M. protein marker；(-). 未加入 IPTG诱导；T. 全菌体破碎；P. 破碎

后的沉淀；S. 破碎后的上清液 

图 2 重组蛋白 His-NusA-insulin在不同温度下的表达结果 

Fig. 2  Expression assays of His-NusA-insulin protein at

different temperature 

2.2.2 IPTG 诱导浓度的优化 

重组蛋白 His-NusA-insulin 在 37,℃条件下表

达，大部分蛋白存在于上清液中，但也有部分以包涵

体形式存在，因此尝试降低 IPTG 的浓度，使重组蛋

白缓慢表达，以增加蛋白的溶解性．重组蛋白 His-

NusA-insulin 在不同 IPTG 浓度下的表达情况如图 3

所示．IPTG 浓度为 0.02,mmol/L时，His-NusA-insulin

蛋白诱导表达量较低；而 IPTG 浓度为 0.1,mmol/L 和

0.5,mmol/L 时，His-NusA-insulin 蛋白诱导表达量较

高并且基本相同．因此，后续实验采用 IPTG 浓度为

0.1,mmol/L进行重组蛋白诱导表达． 

 

M. protein marker；(-). 未加入 IPTG诱导；T. 全菌体破碎；P. 破碎

后的沉淀；S. 破碎后的上清液 

图 3 重组蛋白 His-NusA-insulin在不同 IPTG浓度下的

表达情况 

Fig. 3 Expression assays of His-NusA-insulin protein 

with different concentration of IPTG 

2.3 重组蛋白 His-NusA-insulin的纯化 

利 用 AKTA 蛋 白 纯 化 系统进行 His-NusA-

insulin 蛋白的纯化，采用不同浓度咪唑进行梯度洗

脱，结果如图 4 所示．在咪唑浓度为 500,mmol/L 时

收集得到纯度较高的 His-NusA-insulin 蛋白．利用

Bradford 法测定蛋白含量，绘制标准曲线，根据得到

的回归方程 y＝0.075,6,x＋0.620,8(R2＝0.994,9)，计

算纯 化 后 His-NusA-insulin 蛋 白 的 质 量 浓 度 为

1.059,µg/µL，用于后续实验． 

 

M. protein marker；(-). 未加入 IPTG诱导；T .全菌体破碎；P. 破碎

后的沉淀；S. 破碎后的上清液；UB. 未结合 Ni柱的流穿液；TS. 纯

化前的上清液；1. 50,mmol/L 咪唑洗脱液；2. 100,mmol/L 咪唑洗脱

液；3. 150,mmol/L咪唑洗脱液；4. 500,mmol/L咪唑洗脱液 

图 4 重组蛋白 His-NusA-insulin的纯化 

Fig. 4 Purification of His-NusA-insulin 
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2.4 TEV 蛋白酶酶切重组蛋白 His-NusA-insulin 的

检测 

2.4.1 TEV 蛋白酶酶切检测 

利用 TEV 蛋白酶酶切 His-NusA-insulin 蛋白，结

果如图 5 所示．随着 TEV 蛋白酶添加量的增加，His-

NusA-insulin 蛋白被有效酶切，在 1×104 大小检测到

蛋白条带．其中，30,µg His-NusA-insulin 加入 0.66,µg 

TEV 的酶切条件，即重组蛋白与蛋白酶的质量比为

45﹕1 时，酶切所产生的重组胰岛素原量较高，并且

杂蛋白较少，为较适合的酶切反应条件． 

 

M. protein marker；1. 30,µg His-NusA-insulin；2. 30,µg His-NusA-

insulin 加入 0.66,µg TEV；3. 30,µg His-NusA-insulin 加入 1.3,µg 

TEV；4. 30,µg His-NusA-insulin加入 2.6,µg TEV；5. 2.6,µg TEV 

图 5 重组蛋白 His-NusA-insulin TEV蛋白酶切检测 

Fig. 5  Detection of His-NusA-insulin protein digested by 

TEV protease 

2.4.2 酶切蛋白溶解性检测 

重组蛋白 His-NusA-insulin 酶切蛋白溶解性结果

如图 6 所示，酶切所产生的重组胰岛素原溶解性较

好，可以用于后续的重组胰岛素制备． 

 

M. protein marker；1. 15,µg His-NusA-insulin；2. 15,µg His-NusA-

insulin 加入 0.33,µg TEV；3S. 15,µg His-NusA-insulin 加入 0.33,µg 

TEV，上清液；3P. 15,µg His-NusA-insulin 加入 0.33,µg TEV，沉

淀；4. 0.33,µg TEV 

图 6 重组蛋白 His-NusA-insulin酶切蛋白溶解性检测 

Fig. 6  Detection of the solubility of TEV protease di-

gested by His-NusA-insulin protein 

3 讨 论 

胰岛素具有促进脂肪、糖原、蛋白质合成，降低

血糖的作用，是用于治疗糖尿病的主要药品之一．目

前利用大肠杆菌表达生产重组胰岛素的过程中，表达

产物常会以包涵体的形式出现，要得到具有活性的胰

岛素涉及到蛋白变性和复性过程，这会大大降低胰岛

素的最终产量，使得生产成本增加．NusA 蛋白是分

子伴侣 GroEL 的必需底物，GroEL 与其共同作用因

子 GroES 是大肠杆菌在生长条件下唯一的必需分子

伴侣系统，NusA 融合蛋白标签系统能显著提高多种

不同来源蛋白可溶性表达[14]．利用大肠杆菌表达带

有融合蛋白 NusA 标签的胰岛素原，可以实现重组蛋

白 His-NusA-insulin 的可溶性表达． 

本实验室成功构建重组质粒 pHis-NusA-insulin，

通过调节诱导温度和 IPTG 浓度，优化重组蛋白 His-

NusA-insulin 的可溶性表达条件，确定重组蛋白的最

适表达条件为在 0.1,mmol/L IPTG 作用下 37,℃诱导

4,h，通过 Ni 柱亲和层析纯化获得重组蛋白 His-

NusA-insulin，再 经 TEV 蛋 白 酶 酶 切 His-NusA-

insulin 得到可溶的人胰岛素原，为后续制备胰岛素提

供基础．  
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