
转录因子胰腺十二指肠同源框 1 (pancreatic-

duodenum homeobox- 1, PDX- 1)是胰腺发育、分化

及体内葡萄糖代谢稳定的关键因子之一[1]。鼠及人

的 PDX- 1( - /- )纯合子一般都由于胰腺发育障碍

重构腺相关病毒转导 PDX- 1对 C2C12分化为胰岛素
分泌细胞的作用

杨 川 , 李 莉 , 王 川 , 陈黎红 , 黎 峰 , 严 励 , 程 桦

( 中山大学附属二医院内分泌科, 广东 广州 510120 )

摘 要:【目的】重构含有 PDX- 1 的腺相关病毒载体 , 将 PDX- 1 转导入 C2C12 细胞 , 观察胰岛素分泌量

的改变。【方法】应用 PCR 方法将 PDX- 1 从 pZL1 质粒中克隆出来 , 安装到Stratagene 公司的腺相关病毒(AAV

Helper- Free System)表达系统中 , 转染 HEK293 细胞 , 培养 72 h, 提取病毒悬液 , 转导 PDX- 1 进入 C2C12 细胞

中 , 检测细胞培养液中的胰岛素含量。【结果】①用 X- gal 染色系统检测 , 可见有蓝色的阳性细胞。②病毒的粗

略的浓度经计算后大约为 1012/mL, 转导的病毒数约为 1011。③PCR 结果: 用重构的腺相关病毒转导后 C2C12 有

胰岛素及 PDX- 1 的 mRNA的表达。④用重构的腺相关病毒转导 PDX- 1 进入 C2C12 后的培养液的胰岛素浓度

为(5.5±1.1) μIU/mL, 较其他方法也有较明显的增加(P< 0.05)。【结论】通过应用含有 PDX- 1 基因的重构腺相

关病毒载体可以转导 PDX- 1 在 C2C12 细胞中表达 , 且可以提高 C2C12 分化为胰岛素分泌细胞的分泌量。
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Role of Recombinant AAV Vectors with PDX- 1 in Transdifferentiation Myoblast

C2C12 Cells into Insulin- secreting Cells
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( Department of Endocrinology, The Second Affiliated Hospital, SUN Yat- sen University, Guangzhou 510080, China )

Abstract:【Objective】To transduce PDX- 1 gene into C2C12 cells with recombinant adeno- associated virus

(AAV) vectors and observe the excretion change of insulin. 【Methods】 The PDX- 1 gene was cloned from pZL1

plasmids by RT- PCR. A recombinant adeno- associated virus containing the cDNA encoding PDX- 1 was prepared

using AAV Helper - Free System. 72 h after transfection, cell lysate was obtained from the HEK293 cell and

transformed into the C2C12 cell. Then we detected the insulin content of supernatant. 【Results】 ①There were

some blue positive cells by means of X- gal staining system after transferring into HEK293 cell. ②Viral titers were

about 1012/mL. The transduction virus number was about 1011. ③ PCR results: the mRNA of insulin and PDX- 1 were

expressed in the C2C12 cells after infecting the recombinant adeno- associated virus which containing PDX- 1. ④

The insulin content of supernatant was 5.5±1.1 μIU/mL in the C2C12 cells which were transfected with recombinant

adeno- associated virus containing the PDX- 1 cDNA. It was higher than the control (P< 0.01) or the groups which

were differentiated by other means (P< 0.05).【Conclusions】Recombinant AAV vector carrying PDX- 1 can not only

transduce PDX- 1 gene into C2C12 cells, but also increase insulin excretion of insulin- secreting cells differentiated

from C2C12 cells.
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而早亡 , 在 PDX- 1 缺乏的杂合子中 , 多在成年

时由于胰岛素基因表达异常而出现葡萄糖耐量异

常[2]。现在一般认为 PDX- 1 的变异是 MODY4 型糖

尿病主要的发病原因 [3], 因此 , PDX- 1 对于胚胎干

细胞或成体干细胞分化为胰岛素分泌细胞具有重

要的作用。为了提高成肌细胞株 C2C12 细胞分化

为胰岛素分泌细胞的分泌量 , 重构含有 PDX- 1 的

腺相关病毒载体 , 将 PDX- 1 转导入 C2C12 细胞 ,

观察其作用。

1 材料和方法

1.1 细胞培养

成 肌 细 胞 株 C2C12 购 自 American Type

Culture Collection( ATCC) ( CRL- 1427)。用 DMEM

高糖培养基 ( FBS 100 mL/L、青霉素 100 U/mL、链

霉素 100 μg/mL) , 在体积分数 5%CO2、95%空气、

饱和湿度的 37 ℃的细胞培养箱中培养。3 d 换液 ,

5 d 传代、接种。细胞接种入 6 孔培养板 ,控制细胞

浓度为 105/mL, 其中 3 个孔用重构腺相关病毒

( rAAV)进行转导 PDX- 1 的试验 ,另 3 个孔为阴性

对照。培养细胞所应用的培养基、胎牛血清、抗生

素等均购自 Gibco BRL 公司 , GLP- 1 购自 Sigma

公司。

1.2 PDX- 1 重构腺相关病毒( rAAV)的构建

1.2.1 材 料 质 粒 pZL1 由 美 国 Vanderbilt

Unversity 的 Dr.Wright 惠赠 , 内含大鼠 PDX- 1 的

cDNA 全长片断 , 约为 2.22 kb, 克隆于质粒 pZL1

的 SalⅠ和 NotⅠ酶切位点之间。腺相关病毒(AAV

Helper- Free System)表达系统购于 Stratagene 公司。

T4 DNA连接酶来源于 TaKaRa 公司 , 限制性内切

酶来自 Biolabs 公司 , 质粒提取及电泳凝胶回收试

剂盒均购自 Qiagen 公司。

1.2.2 方 法 ①PCR 扩增 PDX- 1 表达片断 :腺

相关病毒(AAV Helper- Free System)表达系统中的

质粒 ( pAAV- MCS) 中没有 SalⅠ和 NotⅠ酶切位

点 , 且 PDX- 1 表达片断仅为 820 bp 左右 , 设计含

有 BamH Ⅰ及 Xba Ⅰ内切酶位点的引物进行

PCR 扩增。上下游引物分别是: 5′GGGGATCCATG

AACAGTGAGGAGCAGTAC 3′、5′GCTCTAGATCA

CCGGGTTCCTGCGG 3′, PCR 扩增条件为 : 94 ℃

1 min, 60 ℃ 45 s, 72 ℃ 1.5 min, 30 个循环 , 72 ℃

10 min 末次循环。②构建 PDX- 1 真核表达载体

pAAV- MCS: 回收 PCR 产物后 , 用内切酶 BamH I

及 XbaⅠ分别对 PCR 产物及pAAV- MCS进行酶

切, 其中每个反应体系中pAAV- MCS及 PCR 产物

的含量为 10 μg, 体系置 37 ℃水浴 2.5 h。回收酶

切产物后 , 用 T4 DNA连接酶连接 , 反应体系中酶

切后的 PCR 产物约为 0.3 pmol/L, 质粒 DNA 为

0.03 pmol/L, 16 ℃过夜 ;感受态大肠杆菌扩增连接

后的产物 , EndoFree Plasmid Maxi Protocol ( Qiagen

公司)提取目的质粒。③真核表达载体 pAAV- MCS

的鉴定 :用上述的 PDX- 1 表达片断引物及 PDX- 1

检测引物分别进行 PCR 扩增。PDX- 1 检测上游引

物为 5′ACATCTCCCCATACGAAGTGCC 3′, 下游

引物为 5′AAGTTGAGCATCACTGCCAGCTCC 3′。

50 μL PCR 反应体系中上、下游引物各 2.0 pmol/

L, PCR 扩增条件为: 94 ℃ 1 min, 60 ℃ 45 s, 72 ℃

1 min, 30 个循环 , 72 ℃ 10 min 末次循环 , 以检验

装载的结果。其中 PDX- 1 表达全片断大约为 820

bp, PDX- 1 检测片断为 364 bp。④腺相关病毒的

组装及提取 :用常规的方法培养 HEK293 细胞 , 传

代后 24 h 后 ,用 Introgen 公司的 Lipotectamin 2000

协助重构的质粒 pAAV- MCS及 AAV Helper- Free

System 中的其他两种辅助质粒 pAAV - RC 及

pHelper 共转染 HEK293 细胞 , 培养 72 h 后 , 用 X-

gal 染色系统检测质粒转染的效果。用物理方法破

碎细胞后 , 提取病毒悬液 , 用分光光度仪检测 260

nm的 A值来评价病毒的浓度。

1.3 PDX- 1 的 rAAV 转导

将培养完成的 C2C12 细胞用 DMEM培养液

洗涤 2 次 , 将病毒原液用 DMEM培养液按 1∶100

稀释后加入 C2C12 细胞 , 在体积分数 5%CO2、95%

空气、饱和湿度的 37 ℃的细胞培养箱中培养 48 h

后 , 完成其他的细胞学及分子生物学实验。细胞

PDX- 1 表达的测定 : 0.1 mol/L PBS将细胞洗 3 遍

后 ,用总 RNA提取药盒提取细胞的总 RNA。两步

法分别进行 cDNA合成及 PCR 扩增。25 μL cDNA

合成体系中 ,总 RNA约 1 μg。逆转录条件为 70 ℃

5 min 后 , 37 ℃温浴 60 min, 95 ℃ 5 min。50 μL

PCR 反应体系中上、下游引物各 2.0 pmol, PCR 扩

增条件为: 94 ℃ 1 min, 60 ℃ 45 s, 72 ℃ 1 min, 30

个循环 , 72 ℃ 10 min 末次循环。经 15 g/L琼脂糖

凝胶电泳确认。其中 ,β- Actin 与 PDX- 1 检测引物

同 管 扩 增 。 β- Actin 的 上 游 引 物 为 5′

CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC 3′,下游引物为
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5′ATCGTGGGCCGCTCTAGGCACC 3′。总 RNA提

取药盒购于 Gentra 公司 , 引物由英国 ACGT公司

合成。

1.4 放射免疫测定细胞培养液中的胰岛素浓度

将各个孔的培养液收集 , 按放免试剂盒的说

明测定其中的胰岛素含量。再按浓缩倍数计算出

培养液中的胰岛素浓度。药盒的批间变异率及批

内变异率均小于 10%。

1.5 统计方法

放射免疫测定结果用平均值±标准差表示。用

单因素方差分析 ,组间对比方法为 LSD法。统计软

件为 SPSS 10.0。

2 结 果

2.1 PCR 结果

图 1A 为重构的质粒 pAAV- MCS 的 PCR 结

果,图中 PDX- 1S道的亮带为扩增的 PDX- 1 片断;

图 1B为 rAAV转导 C2C12 细胞后 PDX- 1 的 RT-

PCR结果 , 图中 1 道为转导后的 C2C12 细胞的结

果; 亮带为扩增的 PDX- 1 片段 , 2 道为阴性对照 ,

未见亮带 ;图 1C为 rAAV转导 C2C12 细胞后胰岛

素的 RT- PCR 结果, 图中 1 道为转导后的 C2C12

细胞的结果; 其中的亮带为扩增的 insulin 片断 , 2

道为阴性对照,未见亮带。

图 1 PDX- 1 及 Insulin 的 PCR 结果

Fig.1 The electropherogram of PDX- 1 and insulin PCR

A:PCR product of pAAV- MCS plasmid. B: PCR PDX- 1 product of C2C12 cells transduced by rAAV. lane 1 was amplification of

PDX- 1; lane 2 was negative control (no bright tape). C: PCR insulin product of C2C12 cells transduced by rAAV. lane 1 was

amplification of insulin; lane 2 was negative control (no bright tape)

2.2 HEK293 细胞形态的变化及 X- gal 检测的结

果

重构质粒 pAAV- MCS 及质粒 pAAV- RC 及

pHelper共转染 HEK293 细胞后的细胞形态的变化

及用 X- gal 染色系统检测的结果 , 见图 2。图 2A-

图 2D为 HEK293 的细胞形态变化 , 其分别是转染

前、转染后 24、48、72 h 的细胞形态,可见细胞的数

目及密度有明显的减少 , 有些细胞聚集 , 培养液中

有漂浮的细胞(图中未显示) , 图 2E 为 X- gal 染色

系统检测的结果。可见有蓝色的阳性细胞。

A B C D E

图 2 HEK293 细胞后的细胞形态的变化及用 X- gal 染色系统检测的结果

Fig.2 The transformation of HEK293 cells and the result measured by X- gal staining system

A~D: were the morphologic changes of HEK293 cells untransfection and post- transfection 24, 48, 72 hours (×40); E was the result measured

by X- gal staining system (×200)

2.3 病毒的浓度

病毒的粗略的浓度经计算后大约为 1012/mL,

转导的病毒数约为 1011。

2.4 胰岛素浓度的比较
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本课题组各种方法诱导 C2C12 分化后 , 培养

液中(见图 3) :其中对照为未经任何处理的 C2C12

细胞培养液中的胰岛素的含量 ( 0.54±0.45)×10- 6

IU/mL; 用 GLP- 1 40 nmol/L 浓度诱导后的结果

(2.29±1.69)×10- 6 IU/mL;瞬间表达及稳定表达均为

用质粒 pCDNA3.1( +)转染 PDX- 1 入 C2C12 后的

结果 , 其中瞬间表达是 G418 筛选前的结果(2.45±

1.48)×10- 6 IU/mL, 稳定表达是 G418 筛选后的第 1

代细胞培养液中胰岛素的含量 (3.59±1.07)×10- 6

IU/mL, rAAV转导表示用重构的腺相关病毒转导

PDX- 1 进入 C2C12 后的结果(5.47±1.12)×10- 6 IU/

mL。可见用 rAAV转导表示用重构的腺相关病毒

转导 PDX- 1 进入 C2C12 后 , 细胞培养液中的胰岛

素含量较对照组有明显的增加(P< 0.001), 较其他

方法也有较明显的增加(P< 0.05)。

3 讨 论

目前有关干细胞分化成分泌胰岛素细胞的调

节机制的研究资料主要来源于胚胎干细胞,其中对

真核细胞基因表达起重要作用的同源域蛋白

( homeodomain protein)的研究十分深入[4]。在已发

现的同源域蛋白中 , 碱性螺旋 - 环 - 螺旋 ( basic

Helix- loop- Helix, bHLH)家族 [5]及 PDX- 1[6]与胚胎

干细胞分化为分泌胰岛素细胞密切相关,但与成体

干细胞分化的关系还有待深入的研究。

在小鼠胚胎发育的第 8.5 天可以检测到背侧

胰芽的发育 , PDX- 1 就在其中各种细胞(包括内分

泌及外分泌细胞)中出现 , 但在整个胰腺发育完成

后, PDX- 1 仅在β细胞及 PP 细胞中表达 , 因此人

们认为其对于胰岛素及生长抑素细胞发育分化的

作用尤为重要[7,8]。鼠及人的 PDX- 1( - /- )纯合子一

般由于胰腺发育障碍而早亡, 在 PDX- 1 缺乏的杂

合子中,多在成年时胰岛素基因表达异常而出现葡

萄糖耐量异常 [9]。现在一般认为 PDX- 1 的变异是

MODY4 型糖尿病主要的发病原因[10]。PDX- 1 对胰

岛 β细胞发育的重要作用亦可以在于糖尿病动物

模型的研究中得到证实[11],在鼠 90%的胰腺切除后

的第 1 天 , PDX- 1 蛋白仅仅出现在导管上皮细胞 ,

而且表达量非常低 , 第 2、3 天 , PDX- 1 的表达有了

明显的提高,而且这种提高的速度随着细胞增殖速

度的提高而提高, 到了 3～7 d 后, PDX- 1 在细胞中

的表达量甚至超过了对照组的表达量 , 提示 PDX-

1在胰腺再生中的重要作用。我们以前的研究也发

现 PDX- 1在 C2C12细胞分化为胰岛素分泌的细胞

中有重要的作用[12]。虽然 PDX- 1 在胰岛 β细胞发

育过程中的作用机理还不是十分清楚,但其不可或

缺的关键作用通过其他实验还是表现得十分明显。

近期对于胰岛胚胎发育中的基因变化有了进一步

深入的研究,发现对于胰岛发育具有重要作用的因

子大部分都是转录因子, 如 isl- 1、PDX- 1、BETA2、

Nkx2.2、PAX4、PAX6 等 , 而在这些因子中 , PDX- 1

具有“总开关”(“master regulator”)的作用 , 它调节

着各种其他转录因子对胰岛β细胞发育的作用[13]。

C2C12 细胞是一种成肌细胞株,在一定的条件

下可以诱导成为骨骼肌细胞。成肌细胞在分化为肌

细胞时,可以表达 bHLH 转录因子家族中的许多成

员,如 MyoD、BETA3、pax1等[14]。bHLH家族转录因

子,在产生细胞类型专一的基因表达中起着重要作

用。它们含有一个高度保守的结合 DNA必须的碱

性区,这些蛋白质的特点是能够结合 E- box增强子

序列。首先被鉴定的 bHLH就是 MyoD,可以在骨骼

肌中表达,所产生的 Myo cDNA可以诱导各种各样

已经分化的细胞株表达出肌肉细胞的特征。经过几

年的研究发现 bHLH 至少有 240 种以上[15], 分布在

从酵母菌到人类的各种细胞中, 尤其在血细胞、肌

肉细胞、神经细胞及胰腺等。如有研究表明[16],在除

去 BETA2/NeuroD基因的小鼠中 , 胰腺发育缺失 ,

而使这些动物患上严重的糖尿病;另一方面, 有不

少研究发现 [17], bHLH 家族与胰岛素分泌有关 , 如

E2A编码蛋白可以有效地激活胰岛素的基因表达

图 3 各种方法诱导 C2C12 分化后 , 培养液中胰岛素含量

的比较

Fig.3 Compar ison of insulin content of supernatant in

C2C12 cells differentiated by var ious methods
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[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

及胰岛素基因的增强子而使细胞分泌胰岛素。同

样 , BETA2 蛋白与胰岛素Ⅰ及Ⅱ类基因有高度的

亲和力, 可以诱导胰岛素及胰升血糖素的分泌等。

bHLH 家族大约可以分为 7 类 ,而与细胞分化有关

的基本上都属于第 2 类,各个基因之间可能存在着

相互的转换 , 如由于 BETA2 有可能转换为 NeuroD

基因 [17], 使某些去除 NeuroD基因的动物并不一定

会出现神经发育迟钝的现象。因此,成肌干细胞与

胰岛素分泌细胞具有比较近似的基因谱。

由于肌细胞具有独特优越的生物性能:①肌细

胞数量多、体积大,具有相当多的成肌干细胞 ,有利

于进行相关治疗措施的实施;②肌肉组织血流丰富

,转基因后易于接触到血液循环而发挥作用 ,可获

得较高的生物利用度; ③肌肉组织位于体表 ,且当

某些治疗不适合或可能对机体产生有害影响时,较

容易切除,具有相对的可控性与安全性; ④肌肉是

既适合于直接基因 (in vivo)转导的靶组织 ,又适合

于间接体外 (ex vivo)基因转导的靶组织 , 可能为

基因治疗提供良好的靶器官等。

总之, 通过应用含有 PDX- 1 基因的重构腺相

关病毒载体可以转导 PDX- 1 在 C2C12 细胞中表

达, 且较以前的方法可以提高 C2C12 分化为胰岛

素分泌细胞的分泌量[18]。
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