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摘　要：近年来，诱导干细胞向功能性胰岛素分泌细胞分化已取得了较大进展，但不论何种干细胞来

源，采取何种诱导方案，诱导的胰岛素分泌细胞均不同程度地存在着胰岛素原向胰岛素转化的障碍，

严重影响了其治疗糖尿病的效果。该文从胰岛素合成和分泌的生理学角度探讨胰岛素分泌细胞不成熟的

原因及机制，从而指出目前在干细胞向胰岛素分泌细胞诱导过程中存在的不足并提出相应的解决办法。
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The obstacles in the conversion of proinsulin to insulin in stem
cell-derived insulin-producing cells
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Abstract: Progress has been made in inducing stem cells to differentiate towards functional insulin-producing

cells (IPCs) in recent years. Despite the sources of the stem cells and the protocols used for induction, there are

still difficulties in the conversion of proinsulin to insulin in the stem cell-derived IPCs,  which hamper the IPCs’
effects on diabetes therapy. This review discusses the possible causes and the underlying mechanisms from the

physiological viewpoints of insulin synthesis and secretion, and points out the limitations and solutions in the

course of inducing stem cells towards IPCs.
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糖尿病已成为继心脑血管性疾病和癌症之后威

胁人类健康的第三大杀手，目前惟一可以治愈糖尿

病的方法是进行胰岛或胰岛 β细胞移植，但可供移

植的细胞来源严重匮缺。因而，诱导干细胞向功能

性胰岛素分泌细胞(insulin-producing cells, IPCs)分化

显示了诱人的临床应用前景。近年来，诱导干细胞

向IPCs分化已取得了较大进展，但不论何种干细胞

来源，采取何种诱导方案，诱导的IPCs 多不具备

完善的生理功能，其中，尤为突出的是诱导的IPCs

均不同程度地存在着胰岛素原向胰岛素转化的障

碍，具体表现为IPCs分泌的胰岛素原异常升高，而

胰岛素和C肽不成比例[1,2] 。由于胰岛素原的生理

作用仅为胰岛素的15%－ 20%[3]，因而促进IPCs分

化成熟以分泌胰岛素是决定干细胞能否有效治疗糖

尿病的关键问题。2 型糖尿病的一个重要临床特征

是高胰岛素原血症，这可能是胰岛 β细胞为代偿胰

岛素抵抗和高血糖而出现的一种超常分泌状态，也
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可能是基因突变所致的原发性胰岛 β细胞功能缺陷

所致。所以，了解胰岛素原增高的原因和确切机制

对促进IPCs的成熟以及2型糖尿病的防治均有重要

意义。只有对胰岛 β细胞的功能调节有了全面的认

识，才能对这些研究产生新的思路，所以有必要先

对正常胰岛 β细胞的功能进行简短的描述，在此基

础上，本文将从胰岛素合成和分泌的生理学角度探

讨IPCs不成熟的原因及机制，从而指出目前在干细

胞向IPCs诱导过程中存在的缺陷，并提出相应的解

决办法。

1　胰岛素合成、分泌的生理过程

1.1　前胰岛素原基因、前胰岛素原、胰岛素原与

真胰岛素　

在人类，编码前胰岛素原的基因位于第 11 号

染色体短臂上，其编码区域由三个外显子组成：第

一个编码前胰岛素原N 终端的信号肽，第二个编码

B 链以及部分C 肽，第三个编码C 肽的剩余部分以

及 A 链。经过转录以及移去内含子编码的序列后，

产生了一个含有600 个核苷酸的信使RNA，由此翻

译成为一个相对分子质量为11.5k 的单链多肽，即

前胰岛素原，从氨基端开始，依次排列着信号肽、

B 链、C 肽和 A 链。信号肽将新生的蛋白质迅速转

位到粗面内质网的管腔，在信号肽酶作用下去除信

号肽，生成相对分子质量为 9 k 的胰岛素原

(proinsulin，PI)。PI为一直链多肽，含有A链和

B 链，两条肽链之间由 C 肽相连。C 肽的主要功能

是排列连接在A 链和B 链之间的二硫键，以使分子

为进行裂解而准确地折叠。随后，PI 被转运到高

尔基复合体中并被包裹进入囊泡，开始了胰岛素原

向胰岛素的转换，此过程在逐渐成熟的分泌颗粒中

持续进行。在两个肽链内切酶及羧肽酶的连续作用

下，C 肽被移去，释放出两个裂解的二肽，最终

产生真胰岛素(true insulin，TI)。TI与C肽储存在

同一个颗粒囊中，最终以等分子量的形式释放。在

生理情况下，完整的 PI 分子释放量很少，约占总

分泌量的 5% － 10%；另外，少量 PI 转换的中间

产物(裂解PI)也释放到循环中，PI和PI转换的中间

产物占循环中胰岛素样免疫反应活性的20%[3] 。

1.2　胰岛素分泌途径中的运输和加工　

胰岛素的分泌可通过持续(组成)性或调节性途

径而进行，前者是由蛋白质从反式高尔基器迅速转

运到囊泡的浆膜中产生的，最后通过胞吐而分泌出

去；后者则通过储存颗粒进行分泌，称为“调节

性途径”，通过此途径分泌出来的胰岛素，约占

95%。在正常 β细胞中，PI 进入颗粒的过程发生在

高尔基复合体反式为主的潴泡中，β细胞分泌颗粒

中最早被探察到的形态特点是在细胞质界面有笼形

蛋白包被。未成熟的分泌颗粒的成熟过程包括三个

平行发生的事件：丢失笼形蛋白、进行性酸化和PI

转化[3](图1)。PI转变为胰岛素和C肽发生在未成熟

的、笼形蛋白包被的分泌颗粒中。胰岛素原转换酶

1(PC1)、胰岛素原转换酶2(PC2)和羧基肽酶H(CPH)

是胰岛素原转换为胰岛素的三个关键酶，其途径如

下:胰岛素原先经PC1在第32/33(精氨酸/谷氨酸)切

开，形成32/33 裂环胰岛素原，此裂环中间代谢产

物不稳定，紧接着在CPH的作用下，切掉32/33 裂

环胰岛素原的31、32(精、精)氨基酸生成比较稳定

的脱31，32 胰岛素原，进一步在PC2 和 CPH 的作

用下分离切掉胰岛素原的第64，65(赖精)氨基酸，

图1 胰岛β细胞产生胰岛素途径中的运输和加工

图 2  胰岛素原在蛋白水解酶的作用下裂解为胰岛素

和C 肽
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最终形成胰岛素和C 肽(图 2)。

正常 β细胞分泌胰岛素的调节性途径包括分泌

蛋白质的选择性包装到分泌颗粒，随后对刺激起分

泌应答，但仅有少数高度分化的分泌细胞类型可在

分泌颗粒中贮存其物质，并在促泌剂应答中将其释

放。在正常 β细胞中，通过储存颗粒的途径分泌出

来的胰岛素，约占95%，但这种情况见于原位 β细

胞，在转型的细胞中，分选颗粒的效果并不高[4]。

1.3　胰岛素原转换的关键酶　

PC1 和 PC2 是胰岛素原转变和代谢的限制性内

切酶，主要存在于胰腺的 β细胞中，也存在于垂体

细胞和脑细胞，是神经内分泌特异性蛋白酶。CPH

是一种糖蛋白，能裂解激素前体的羧基末端，并与

PC2 和 PC3 一起参与PI 的加工过程。CPH 分布于

胰岛和多种内分泌细胞中，大约80% 存在于 β细胞

中，是胰岛素分泌颗粒的主要成分，占 2% － 5%，

是仅次于PI 和 INS 的最丰富的胰岛蛋白。CPH 与

INS 在胞吐过程中从 β细胞同一区域释放出来，可

认为CPH 是衡量 β 细胞分泌功能的一个敏感指标。

1.4　胰岛素生物合成及分泌的调控

1.4.1　葡萄糖刺激的β细胞胰岛素生物合成及分泌

(GSIS)　胰岛 β细胞可以根据代谢需求的改变调整

胰岛素的产生及释放。细胞外葡萄糖以及其他某些

糖类浓度的迅速升高，可以引起胰岛素原合成快速

而显著地增加。在葡萄糖浓度与胰岛素的生物合成

活性之间，存在着一种“类 S 型”的相关关系，

此阈值为2－4 mmol/L。刺激胰岛素分泌的阈值略

低于此阈值，这可能是为了确保在 β细胞内有一个

恰当的胰岛素储存。胰岛素的释放包括3 个过程：

细胞内 A T P 浓度升高；含胰岛素小囊泡的转移；

囊泡内胰岛素的释放。葡萄糖分子通过胰岛 β细胞

膜上的转运体GLUT2 进入细胞，经糖酵解途径转变

成丙酮酸，后者可直接通过线粒体膜进入线粒体，

经三羧酸循环产生 ATP。A T P 可以关闭细胞膜上

ATP 敏感的 K+ 通道，使细胞内 K+ 外流减少，细胞

膜去极化，由此产生膜两侧的电位差使Ca2+ 通道开

放，细胞内 Ca2+ 增加。而进入细胞内的 Ca2+ 能促

使含有胰岛素的囊泡与细胞膜融合，由此向细胞外

释放囊泡中的胰岛素。

1.4.2　胰岛素对胰岛素生物合成和分泌(ISIS)的调控

　近年来，发现 β 细胞也是胰岛素的靶细胞，β 细

胞胰岛素信号转导障碍可导致胰岛素分泌缺陷。

Kulkarni等[5]在β细胞胰岛素受体基因敲除(βIRKO)

小鼠的实验中发现，这些小鼠出现了与人２型糖尿

病发病初期相似的临床表现，表明 β细胞的胰岛素

受体对维持 G S I S 的 1 相分泌是必不可少的。而

Leibiger等[6]的研究发现，胰岛素能刺激动物及人的

离体胰岛或 β细胞瘤细胞系的胰岛素的生物合成及

分泌，包括对 β细胞胰岛素基因的转录、翻译及其

后续加工，分泌颗粒的转运、成熟以及胞吐等全过

程均有刺激作用。可见胰岛素对 β细胞本身具有正

反馈调节机制。众所周知的 GSIS 也离不开胰岛素

的作用。这样GSIS和ISIS共存，并相互协同作用。

2　干细胞诱导的IPCs存在PI 转化障碍的可能机

制及对策

目前诱导的IPCs 不够成熟，主要表现在不能

产生足够的真胰岛素，也就是 PI 转化障碍，类似

于人类的２型糖尿病。根据上述胰岛素合成、分泌

的生理过程，P I 增高的可能机制如下所述。 ( 1 )

PC1、PC2 和 CPH 基因突变，以及比例失调等，使

其功能减弱或异常[7]。 (2)葡萄糖刺激 β细胞的各种

反应不同步、不协调[8]，如 PI 裂解为胰岛素按一

定顺序由两个酶控制：第一步，PC1 使 PI 降解为

脱 31，32-PI；第二步，PC2 再将脱 31，32-PI

裂解至胰岛素。然而，葡萄糖水平对 P C 1、P C 2

影响并不一致，前者受高血糖影响而合成加速，后

者却不受血糖控制。这样，长期高血糖使血中脱

31，32-PI 浓度显著升高，而造成不成比例的高胰

岛素原血症。 (3)β 细胞分泌颗粒的内环境不合适，

如Ca2+浓度和pH不正常[9]。 (4)长期高血糖刺激超过

了 β细胞应答能力，分泌颗粒在β细胞停留时间缩短
[10]。已有研究显示90%PI 裂解为胰岛素需3 h，而

在急需胰岛素分泌时，PI无充分时间裂解为胰岛素

即被分泌，如此会使原来的不成比例高PI血症更严

重。 (5)在正常 β 细胞中，通过储存颗粒分泌的途

径，从细胞中分泌出来的胰岛素，大约占 9 5 % ，

但在某种类型的胰岛瘤细胞中，主要以“基本分泌

途径”进行分泌，PI 未经转换及包裹步骤，直接

从由内质网转化来的囊泡中释放出来。由于分泌过

程绕过了加工处理PI所需要的一些细胞器，其主要

产物是PI，因此在基本分泌途径占主要优势的胰岛

瘤和某些2 型糖尿病患者中，有大量的胰岛素原被

释放出来，或者胰岛素前质体(胰岛素原以及其分

裂产物)的分泌不成比例地升高。

上述PI增高的机制在干细胞诱导的IPCs中均有

可能存在，但我们认为重点在于：一是诱导的IPCs
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中是否表达PI 转换为胰岛素的三个关键酶：PC1、

PC2 和 CPH；二是诱导的 IPCs 是否存在调节性分

泌途径。因为，即使我们诱导的IPCs 具有了合成

前PI和PI的能力，但如果缺乏与PI转换相关的关

键酶或不能进入正常的调节性分泌途径，最终也只

能产生生物学效能较差的半成品，那么，我们诱导

干细胞向IPCs 分化的种种努力最终归于无效。

2.1　IPCs 是否缺乏PC1、PC2 和 CPH 的表达

已知PC1、PC2 主要存在于胰腺的 β 细胞、垂

体细胞及脑细胞，是神经内分泌特异性的蛋白酶。

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，则无法表达具有生物活性的成熟胰岛

素[11,12]，可以推测干细胞内本身缺乏这三种关键的酶，

但向IPCs诱导的过程可能促进其表达。 Moriscot等[13]

研究了PC1在成人骨髓间充质干细胞(mesenchyaml

stem cells, MSCs)中的表达情况，结果提示PC1在

不同供体来源的MSCs和不同代别MSCs之间存在很

大差异；而 Marandi 等[14]首次对大鼠骨髓MSCs中

的 PC 家族成员进行了综合研究结果表明：在诱导

之前，大鼠骨髓MSCs 完全不表达PC1 和 PC2，但

在向神经元诱导之后，细胞不仅开始表达 PC 1 和

PC2，而且还表达7B2(一种PC2 自我激活和发挥最

佳作用所必需的成分)；此外， Li等[15]在研究小鼠

ESCs来源的胰岛素原IPCs以及 Narushima等[16]在研

究人 β细胞系时都检测到了PC1、PC2的表达。Kim

等[2]在人源MSCs中转入与腺病毒偶联的前胰岛素基

因，分化后的细胞能分泌胰岛素和C肽，但两者不

成比例，他们认为可能是酶的不稳定所导致(因为

在正常 β细胞中，胰岛素和C 肽储存在同一个颗粒

囊中，以等分子量的形式释放，其比例应该为 1:

1)。前期研究中，我们采用单纯生物学制剂的方法

诱导了人胎儿骨髓及肝脏MSCs向 IPCs分化，用化

学发光法在细胞培养上清中检测出大量的胰岛素免

疫反应阳性产物，其特点在于简便、快速、高效

且安全，但Western bolt 和高效液相色谱分析提示

IPCs 合成的胰岛素原不能有效地加工为真胰岛素，

我们认为单纯的生物学制剂可以诱导胎儿 MSCs 大

量表达前胰岛素原基因，但大量的胰岛素原并不能

进入正常的调节性分泌途径，或者IPCs不能正常地

表达上述胰岛素原转换的关键酶。在进一步的研究

中，我们重点关注两点：一是诱导的 IPCs 中是否

表达胰岛素原转换为胰岛素的三个关键酶：PC1、

PC2 和 CPH；二是IPCs 中 PC1 和 PC2 表达量与胰

岛素的分泌量之间是否具有相关性(一般地，PCH

的表达具有广谱性，推测PCH 在 MSCs 诱导前后均

有表达，所以我们重点探讨 PC1、PC2)。从理论

上分析，我们可以得到以下预期结果：诱导之前，

胎儿 MSCs 内缺乏 PC1、PC2 的表达，诱导之后，

IPCs 开始表达 PC1、PC2，且 IPCs 中 PC1、PC2

表达量与其胰岛素的分泌量之间存在正相关(可见在

不同诱导方案之间比较，也可在同一诱导方案的不

同阶段进行动态比较)。如果上述预期结果得以证

实，则可以采取各种措施加强 PC1、PC2 的表达，

从而促进IPCs 分化成熟。一方面，通过添加生物

或化学诱导剂、受损胰岛 β 细胞提取液或与胰岛 β
细胞共培养、转入胰腺发育相关基因等方法促进这

三种基因的表达；另一方面，通过基因转染的方法

直接导入PC1、PC2 基因或通过蛋白质转导的方法

将体外合成的这三种酶导入细胞，以促进胰岛素原

的转化。此外，在普通细胞的胞内普遍存在着蛋白

质前体加工酶Furin[17]和PACE4[18],它们能特异识别

Arg-X-Lys/Arg-Arg序列，因此对细胞进行胰岛素原

基因转染前，采用点突变的方法将胰岛素原基因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[19]，这种方法当然也可以用于IPCs，从

而使IPCs 用于糖尿病基因治疗成为可能。

2.2　IPCs中的PI 能否进入调节性分泌途径

前已述及仅有少数高度分化的分泌细胞类型可

在分泌颗粒中贮存其物质，并在促泌剂应答中将其

释放[4]，如基因转染的肝细胞合成的胰岛素就不能

在细胞内储存并按需分泌。因此，即使 IPCs 中有

PC1、PC2 的表达，如果 PI 不能进入正常分泌途

径，绕过了加工处理 PI 所需要的一些细胞器，则

细胞中PI未经转换及包裹步骤，直接从由内质网转

化来的囊泡中释放出来，但胰岛素分泌的生理性调

控对成功的糖尿病治疗至关重要，目前可通过控制

内质网(ER)中的凝聚过程来调控胰岛素的储存和分

泌。Rivera等[20]和Aridor等[21]报道了通过控制ER中

的凝聚过程来调控胰岛素的分泌。单聚体、可溶性

蛋白质FKBP12 经改造，其第36 位的Phe 变成Met

后，可与胰岛素嵌合基因转录翻译后以特殊的肽链

连接并储存在 ER 内。而一种人工合成的能通过细

胞膜的小分子药物可使之变构，而后被Furin 酶在

连接处水解，迅速释放成熟胰岛素。当不加外源药

物时，培养液中胰岛素的含量非常低，而 ER 中储
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存的胰岛素的量相当于5－10 h的合成量，因此可

通过改变此药物浓度控制胰岛素分泌率。Rivera等[20]

将上述表达载体的细胞植入到用STZ诱导的糖尿病

小鼠体内，15 min后在血清中可检测出胰岛素，2 h

后达到高峰，循环浓度达8×10-10mol/L。随着胰岛

素的释放，血糖浓度迅速下降，在30 min 内下降

40％，2 h内下降90％，2 h后循环胰岛素量减少，

血糖升高。这与生理性胰岛素释放非常相似。这一

设计非常巧妙，并且可进行基因转染的宿主细胞可

能不受限制。如能证明在人类也具可行性，则一次

性或间断性注射含此功能基因的载体将有可能代替

重复注射重组胰岛素治疗1型糖尿病。兰丽珍等[22]

实验表明，构建带信号肽人胰岛素原突变体(表达

载体包含胰岛素N-端的信号肽序列)有助于基因表达

产物进入内质网腔，从而进行正常的调节性分泌途

径。

在诱导干细胞向IPCs 分化方面，目前普遍受

到关注并已取得了较大进展的是启动胰腺发育相关

基因，以促进前胰岛素原基因的表达或者通过基因

转染的方法直接转入相关基因，但从胰岛素合成和

分泌的生理学角度看，我们认为调动胰岛素原转换

关键酶的表达和促进调节性分泌途径的形成也是非

常必要的，因为，即使诱导的IPCs 具有了合成胰

岛素原的能力，但如果缺乏胰岛素原转换为真胰岛

素的关键酶或不具有正常的调节性分泌途径，最终

也只能产生生物学效能较差的半成品(胰岛素原及其

中间产物)。

3　对干细胞诱导的IPCs进行功能学检测的思路

通过外源性处理使干细胞表达胰岛相关的转录

因子，以促进干细胞向具有胰岛细胞表型的细胞分

化是经典的思路。其中，通过葡萄糖和其他生物学

制剂来激活内源性胰岛素基因表达是一种较理想的

诱导方案，但对前胰岛素的合成、加工以及胰岛素

分泌进行生理性调节往往很难奏效；目前，已能成

功地对干细胞进行外源胰岛素基因或胰岛相关基因

的转染与表达，实验表明这些细胞可产生具有生物

活性的胰岛素，但目前尚未能达到模拟生理状况下

葡萄糖调控的胰岛素合成和分泌的理想模式。而胰

岛素基因的表达必须受到严格的调控，因为过少的

基因表达不能达到治疗目的；过多的表达又会引起

低血糖的不良反应。因而寻找理想的胰岛素表达调

控方案，达到胰岛素生理性合成和释放，是临床治

疗糖尿病所追求的目标。由于胰岛素的合成、分泌

与血糖水平关系密切，因此理想的胰岛素分泌细胞

应具备：(1)胰岛素原转录、翻译后能在分泌囊泡

内成熟为胰岛素，即细胞能表达激素原转换酶

PC2、PC3，能有效加工胰岛素原成胰岛素；(2) 生

理性葡萄糖敏感的胰岛素合成和分泌，即细胞能表

达葡萄糖感应器：葡萄糖磷酸化酶(GK)和葡萄糖转

运体(Glut2)等；(3)能通过调节性分泌途径将胰岛素

释放到细胞外；(4)细胞表面表达胰岛素受体(IR)：

近年来的研究表明 β 细胞也是胰岛素的靶细胞，β
细胞胰岛素信号转导障碍可导致胰岛素分泌缺陷。

目前，主要从形态和功能上对干细胞诱导IPCs

进行鉴定，前者包括：细胞聚集成团、双硫腙染

色阳性、免疫细胞化学染色阳性、电镜观察到分泌

囊泡；后者包括：从基因水平和蛋白质水平测定

细胞内或培养上清中胰岛素及C 肽水平，以及检测

葡萄糖刺激前后的胰岛素释放比值(刺激指数)，将

细胞移植到糖尿病模型体内进行降糖效应的观察

等。然而，细胞膜上有无转运体 GLUT2 、GK 和

IR；细胞内有无激素原转换酶 PC 2、P C3；细胞

是否通过有效的调节性分泌途径进行分泌(如细胞膜

上有无与胰岛素调节性分泌相关的离子通道)等的研

究都鲜有涉及，而这些方面从根本上能够证明诱导

的IPCs 是否真正具有功能。如：已知葡萄糖和胰

岛素对胰岛素的合成和分泌具有重要的调节作用，

因而细胞膜上有无转运体 GLUT2 和 IR，是决定细

胞有无糖反应性的关键；而研究 IPCs 有无 PC1、

PC2 和 CPH 的表达决定了其合成的胰岛素原能否加

工为真胰岛素；细胞有无IR 也决定了IPCs 能否进

行生理性分泌等。这些指标的检测可从根本上判断

诱导的IPCs是否真正具有功能，从而提供了从分子

水平对IPCs 进行功能学鉴定的资料。

4　结语

如何促进IPCs成熟并对其进行功能学鉴定关系

到能否将其应用于临床治疗糖尿病；而分析、获得

IPCs不能成熟的关键因素，将有助于针对这些环节

采取相应措施，从而促进 IPCs 发挥生理功能。通

过以上分析不难看出，诱导干细胞向功能性IPCs分

化的目标很明确：一方面启动胰腺发育相关基因以

促进胰岛素基因的表达；另一方面要调动胰岛素原

转换酶的表达和促进调节性分泌途径的形成。只有

两者结合才能获得功能性IPCs，从而有效地治疗糖

尿病。而评价一个诱导方案的优劣，除了经典的方

法之外，也可以从以上几方面加以考察，如以诱导
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前后PC1、PC2表达量的变化来衡量IPCs的功能并

动态观察诱导效果等。
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