
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201580029774.X

(22)申请日 2015.04.10

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 106456674 A

(43)申请公布日 2017.02.22

(30)优先权数据

14164372.6 2014.04.11 EP

14199910.2 2014.12.22 EP

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2016.12.05

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/EP2015/057914 2015.04.10

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2015/155360 EN 2015.10.15

(73)专利权人 卢万天主教大学

地址 比利时卢万-勒-讷弗

(72)发明人 P·吉亚内洛　N·穆拉德　

(74)专利代理机构 北京派特恩知识产权代理有

限公司 11270

代理人 胡春光　张颖玲

(51)Int.Cl.

A61K 35/39(2015.01)

A61P 3/10(2006.01)

审查员 陈中伟

 

 

(54)发明名称

转基因猪胰岛和其用于治疗糖尿病的用途

(57)摘要

本发明涉及一种分离的转基因猪β细胞，其

中PKC和PKA路径被组成性地激活；一种转基因猪

胰岛，其包含所述转基因猪β细胞；以及一种转

基因猪，其包含所述转基因猪β细胞或所述转基

因猪胰岛。本发明的另一个目标是一种包含本发

明的转基因猪β细胞或转基因猪胰岛的装置。本

发明还涉及所述转基因猪β细胞、所述转基因猪

胰岛或所述装置用于治疗与内分泌胰腺或β细

胞的功能受损相关的疾病、病症或病状的用途。
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1.一种分离的转基因猪β细胞，其中PKC和PKA路径被组成性地激活，其中所述细胞包含

组成性活性的III型毒蕈碱型受体，所述III型毒蕈碱型受体由SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸

序列组成，并且其中所述细胞表达GLP-1，所述GLP-1由SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:20、具有允

许其分泌的另一个序列的SEQ  ID  NO:6、或具有允许其分泌的另一个序列的SEQ  ID  NO:20

所示的氨基酸序列组成。

2.根据权利要求1所述的分离的转基因猪β细胞，其中所述GLP-1由SEQ  ID  NO:10所示

的氨基酸序列组成。

3.一种分离的转基因猪胰岛，其包含根据权利要求1或2所述的猪β细胞。

4.一种用于获得根据权利要求1或2所述的分离的转基因猪β细胞或根据权利要求3所

述的分离的转基因猪胰岛的离体方法，其中所述方法使用包含编码组成性活性的III型毒

蕈碱型受体的核酸序列的表达载体，和包含编码GLP-1的核酸序列的表达载体。

5.一种分离的转基因猪β细胞或分离的转基因猪胰岛，其通过根据权利要求4所述的方

法获得。

6.一种获得转基因猪的方法，所述转基因猪包含根据权利要求1或2或权利要求5所述

的分离的转基因猪β细胞，或根据权利要求3或5所述的分离的转基因猪胰岛，其中所述方法

包括体内或离体转基因改造的步骤。

7.一种用于治疗与内分泌胰腺或β细胞的功能受损相关的疾病、病症或病状的装置，其

包含根据权利要求1、2或5任一项所述的分离的转基因猪β细胞，或根据权利要求3或5所述

的分离的转基因猪胰岛。

8.根据权利要求7所述的装置，其中所述分离的转基因猪β细胞或所述分离的转基因猪

胰岛被囊封在海藻酸盐组合物中。

9.一种根据权利要求1、2或5中任一项所述的分离的转基因猪β细胞、或根据权利要求3

或5所述的分离的转基因猪胰岛、或根据权利要求7或8所述的装置在制备用于治疗与内分

泌胰腺或β细胞的功能受损相关的疾病、病症或病状的药物中的用途。

10.根据权利要求9所述的用途，其中所述与内分泌胰腺或β细胞的功能受损相关的疾

病、病症或病状选自包括以下的组：I型糖尿病、II型糖尿病、妊娠糖尿病、脂肪萎缩性糖尿

病、青年成熟期发病型糖尿病、新生儿糖尿病、前驱糖尿病、类固醇诱导的糖尿病、和胰腺

癌。

11.根据权利要求10所述的用途，其中所述I型糖尿病是1.5型糖尿病。

12.根据权利要求10所述的用途，其中所述新生儿糖尿病是永久性新生儿糖尿病或暂

时性新生儿糖尿病。

13.根据权利要求10所述的用途，其中所述胰腺癌是内分泌胰腺癌。

14.根据权利要求13所述的用途，其中所述内分泌胰腺癌是内分泌胰腺肿瘤或胰腺神

经内分泌癌。

15.一种根据权利要求1、2或5中任一项所述的分离的转基因猪β细胞、或根据权利要求

3或5所述的分离的转基因猪胰岛、或根据权利要求7或8所述的装置在制备用于调控有需要

的受试对象中的血糖水平的药物中的用途。

16.一种根据权利要求1、2或5中任一项所述的分离的转基因猪β细胞、或根据权利要求

3或5所述的分离的转基因猪胰岛、或根据权利要求7或8所述的装置在制备用于恢复有需要
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的受试对象内的正常胰岛素分泌水平的药物中的用途。
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转基因猪胰岛和其用于治疗糖尿病的用途

技术领域

[0001] 本发明涉及糖尿病治疗领域。本发明尤其涉及通过移植来自猪的朗格汉斯岛来治

疗糖尿病，其中PKA和PKC路径被转基因地修饰，优选地被组成性地激活。

背景技术

[0002] I型糖尿病也称为胰岛素依赖性糖尿病(IDDM)或青少年糖尿病，这是一种慢性病。

主要症状是高于正常值的血糖过高，这是由于朗格汉斯岛的β细胞无法生产胰岛素引起的。

在绝大多数患者中，β细胞被T细胞所介导的自身免疫攻击破坏。

[0003] 常规治疗是每天注射胰岛素，以便补偿胰腺产量的不足。然而，虽然可以挽救生

命，但是用胰岛素治疗通常并不提供对血糖的充分控制，不能预防该疾病的威胁生命的并

发症。因此目前开发了其它治疗。一些是基于胰腺或朗格汉斯岛移植以恢复胰岛素的正常

生产。同种异体移植(将人来源的器官移植给人)因为人胰岛组织的短缺以及每名接受者需

要若干胰腺而受到限制。因此需要产胰岛素细胞的替代来源。

[0004] 猪胰岛代表人胰岛移植的一个有前景的替代方案，因为其可以大量获得而不会引

起伦理问题。猪β细胞所产生的胰岛素与人胰岛素只有一个氨基酸不同，并且已经长期用于

治疗糖尿病病人。此外，对猪细胞的基因改造在技术上是可能的并且应当解决与不协调的

胰岛异种移植相关的若干问题，例如通过最小化所需胰岛的数目和血栓形成的风险两者

(Dufrane&Gianello,Transplantation,2008,86(6) ,753:60)。此外，在异种移植模型中的

免疫抑制可以通过微囊封/巨囊封方法克服(Dufrane等人,2010 ,Transplantation ,90

(10):1054-1062；WO2007/144389和WO2010/032242)。

[0005] 近十年来已经公开了若干临床前猪到非人灵长动物研究，得到关于在接受者内产

生胰岛素的有前景的结果(清单请参见Dufrane&Gianello,Transplantation,2008,86(6) ,

753:60)。具体来说，临床研究目前针对人糖尿病患者，例如通过使用由Living  Cell 

Technologies研发的产品 其包括用海藻酸盐囊封的猪胰岛。

[0006] 然而，猪胰岛对葡萄糖刺激显示相对弱的应答。当通过将葡萄糖浓度从静止水平

(1-2mM)增加到刺激水平(8-15mM)来刺激分离的猪胰岛时，胰岛素分泌的增加介于1.5倍与

3倍之间(Crowther等人1989,Horm.Metabol.Res,21:590-595；Bertuzzi等人1995,FEBES 

Letters  379:21-25；Dufrane等人2007,Diabetes&Metabolism  33:430-438；Mueller等人

2013,Xenotransplantation,20:75-81)。相比之下，当利用葡萄糖浓度的类似增加激发人、

灵长动物或啮齿动物胰岛时，胰岛素分泌增加12到16倍(Dufrane等人2007；Mueller等人

2013)。当被移植到胰岛素需求更高的生物体(例如非人灵长动物，且可能是人)中时，猪胰

岛的这种特性有时会令人对其作为糖尿病治疗的效用产生怀疑。具体来说，与人胰岛相比，

猪胰岛对血糖的应答更低，这导致需要移植大量的猪胰岛以充分校正人葡萄糖水平，这也

是治疗方法的一个缺点，因为为了移植一名患者目前要使用若干头猪。

[0007] 因此需要一种通过猪胰岛的异种移植治疗糖尿病患者的改良方法。

[0008] 在人β细胞中，响应于血糖水平的胰岛素合成和分泌可能涉及两种路径：(i)PKC路
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径，和(ii)PKA路径。本文的申请人意外地证实，两种路径的组成性激活导致胰岛素分泌的

协同增加。这个结果尤其出乎意料，因为之前在现有技术中证实，在小鼠中PKC和PKA对胰岛

素分泌的作用甚至不具有累加性(Yang&Gillis,J.Gen.Physiol.,2004,124:641-651；Wan

等人,J；Gen.Physiol.,2004,124:653-663)。

[0009] 本发明因此涉及一种其中PKC和PKA路径被组成性地激活的转基因猪β细胞、转基

因猪胰岛和转基因猪，并且涉及其用于在有需要的受试对象中治疗糖尿病的用途。

发明内容

[0010] 本发明因此涉及一种分离的转基因猪β细胞，其中PKC和PKA路径被组成性地激活。

[0011] 在一个实施方案中，所述细胞包含组成性活性的乙酰胆碱受体，优选毒蕈碱性受

体，更优选III型毒蕈碱性受体。在一个实施方案中，组成性活性的III型毒蕈碱性受体具有

氨基酸序列SEQ  ID  NO:4，或与SEQ  ID  NO:4具有至少70％序列同一性的序列。

[0012] 在一个实施方案中，所述细胞表达GLP-1。在一个实施方案中，GLP1具有氨基酸序

列SEQ  ID  NO:6，或与SEQ  ID  NO:6具有至少70％序列同一性的序列。

[0013] 本发明还涉及一种分离的转基因猪胰岛，其包含本发明的猪β细胞。

[0014] 本发明的另一个目标是一种用于获得本发明的分离的转基因猪β细胞或本发明的

分离的转基因猪胰岛的离体方法，其中所述方法使用包含编码组成性活性的III型毒蕈碱

性受体的核酸序列的表达载体，和包含编码GLP-1的核酸序列的表达载体。

[0015] 本发明的另一个目标是一种分离的转基因猪β细胞或分离的转基因猪胰岛，其通

过用于获得本发明的分离的转基因猪β细胞或本发明的分离的转基因猪胰岛的离体方法而

获得。

[0016] 本发明还涉及一种转基因猪，其包含本发明的分离的转基因猪β细胞或分离的转

基因猪胰岛。

[0017] 本发明还涉及一种装置，其包含本发明的分离的转基因猪β细胞或分离的转基因

猪胰岛。在一个实施方案中，所述分离的转基因猪β细胞或所述分离的转基因猪胰岛囊封在

海藻酸盐组合物中。

[0018] 本发明的另一个目标是本发明的分离的转基因猪β细胞或分离的转基因猪胰岛或

装置，其用于治疗与内分泌胰腺或β细胞的功能受损相关的疾病、病症或病状。在一个实施

方案中，所述与内分泌胰腺或β细胞的功能受损相关的疾病、病症或病状选自包括以下的

组：I型糖尿病、II型糖尿病、妊娠糖尿病、隐匿性自身免疫糖尿病、1.5型糖尿病、脂肪萎缩

性糖尿病、青年成熟期发病型糖尿病、新生儿糖尿病(例如永久性新生儿糖尿病或暂时性新

生儿糖尿病)、前驱糖尿病、类固醇诱导的糖尿病、胰腺癌，尤其是内分泌胰腺癌，例如内分

泌胰腺肿瘤和胰腺神经内分泌癌。

[0019] 本发明的另一个目标是本发明的分离的转基因猪β细胞或分离的转基因猪胰岛或

装置，其用于在有需要的受试对象体内调控血糖水平。

[0020] 本发明的另一个目标是本发明的分离的转基因猪β细胞或分离的转基因猪胰岛或

装置，其用于在有需要的受试对象体内恢复正常胰岛素分泌水平。

[0021] 定义

[0022] 在本发明中，以下术语具有以下含义：
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[0023] ‐“分离的”是指器官、组织或细胞已经从其天然环境中分离并且至少约75％不含、

80％不含、85％不含且优选地约90％、95％、96％、97％、98％、99％不含与其天然地一起存

在的其它细胞，但是缺少分离所述细胞所基于的细胞表面标志物。该术语包括从天然环境

总体物理分离，例如从供体动物移除，和通过离解改变器官、组织或细胞与其邻近细胞或与

其直接接触的细胞的关系。细胞群体的分离方法在所属领域是众所周知的并且包括(但不

限于)通过流式细胞术、磁性选择、亲和色谱法、淘选或其组合的细胞分选。

[0024] ‐“协同作用”定义两种或更多种试剂的相互作用，它们以积极方式一起作用以产

生比单独工作的每种试剂的作用的总和更大的作用。

[0025] ‐数字前的“约”意味着所述数字的值的加或减10％。

[0026] ‐“治疗”是指治疗性治疗；其中目的是预防或减缓(减轻)靶向的病理情况或病症。

需要治疗的对象包括已经患有病症的对象。如果在接受治疗量的本发明的转基因猪胰岛或

猪β细胞之后，受试对象显示以下情况中一种或多种的可观察到的和/或可测量到的降低或

不存在，那么受试对象的疾病、病症或病状被成功地“治疗”：胰岛素分泌的改善；和/或与特

定疾病或病状相关的症状中一种或多种在某种程度上的减轻；发病率和死亡率的下降、血

糖控制的改善和生活品质问题的改善。用于评估疾病的成功治疗和改善的以上参数可以通

过医生熟悉的常规程序容易地测量。

[0027] ‐“治疗有效量”意思是在不对靶标造成显著的负面或不利副作用的情况下实现以

下目的的转基因猪胰岛或β细胞的水平或量：(1)减缓或停止与内分泌胰腺或β细胞功能的

缺陷或不存在相关的疾病、病症或病状的一种或多种症状的发展、加剧或恶化；(2)使与内

分泌胰腺或β细胞功能的缺陷或不存在相关的疾病、病症或病状的症状得到改善；(3)降低

与内分泌胰腺或β细胞功能的缺陷或不存在相关的疾病、病症或病状的严重性或发病率；或

(4)治愈与内分泌胰腺或β细胞功能的缺陷或不存在相关的疾病、病症或病状。根据本发明，

治疗有效量通常在与内分泌胰腺或β细胞功能的缺陷或不存在相关的疾病、病症或病状开

始之后施用以获得治疗作用。

[0028] ‐“植入”或“移植”(可互换使用)是指通过使器官、组织、细胞或组合物定位于期望

部位的方法或途径将器官、组织、细胞或组合物放入受试对象例如异种受试对象中。如本文

所使用，异种受试对象是指其中引入或将要引入另一物种的细胞的接受者。具体来说，在本

发明的上下文中，异种受试对象可指其中引入或将要引入猪细胞的灵长动物，优选人。

[0029] ‐“与内分泌胰腺或β细胞功能的缺陷或不存在相关的疾病、病症或病状”包括存在

异常的内分泌胰腺或β细胞功能的病症。此类异常内分泌胰腺功能可以包括正常内分泌胰

腺功能受损或不存在，或存在异常内分泌胰腺功能。与内分泌胰腺或β细胞功能的缺陷或不

存在相关的疾病、病症或病状的实例包括(但不限于)I型糖尿病、II型糖尿病、妊娠糖尿病、

隐匿性自身免疫糖尿病、1.5型糖尿病、脂肪萎缩性糖尿病、青年成熟期发病型糖尿病、新生

儿糖尿病(例如永久性新生儿糖尿病或暂时性新生儿糖尿病)、前驱糖尿病、类固醇诱导的

糖尿病、胰腺癌，优选是内分泌胰腺癌，例如内分泌胰腺肿瘤和胰腺神经内分泌癌。

[0030] ‐“调控血糖水平”：维持血糖水平处在类似年龄和体重的正常非糖尿病个体的多

项参数内。在一个实施方案中，调控血糖水平意味着恢复正常的空腹血糖水平。在一个实施

方案中，正常的空腹血糖水平低于110mg/dL(6.1mmol/L)，优选低于100mg/dL(5.6mmol/L)。

[0031] ‐“海藻酸盐”：海藻酸的盐。从海藻分离的海藻酸是由两种糖醛酸D-甘露糖醛酸和
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L-古罗糖醛酸组成的多糖醛酸。海藻酸基本上不溶于水。它与以下物质形成水溶性盐：碱金

属，例如钠、钾和锂；镁；铵；和衍生自例如甲胺、乙醇胺、二乙醇胺和三乙醇胺等低碳数胺的

经取代铵阳离子。这些盐在高于pH  4的水性介质中是可溶的，但是当pH被降到约pH  4以下

时转化为海藻酸。在存在适当浓度的成胶离子(例如钙、钡、锶、锌、铜(+2)、铝和其混合物)

的情况下形成热不可逆的不溶于水的海藻酸盐凝胶。海藻酸盐凝胶可以通过浸泡在可溶阳

离子的溶液中或成胶离子的螯合剂(如EDTA、柠檬酸盐等)的溶液中而增溶。

具体实施方式

[0032] 本发明因此涉及一种猪β细胞，优选分离的猪β细胞，其中PKC和PKA路径被组成性

地激活，从而通过所述细胞诱导胰岛素分泌的增加。根据本发明，PKC和PKA路径的组成性激

活是由本发明的猪β细胞的转基因改造引起的。

[0033] 胰岛受副交感神经、交感神经和感觉神经支配。因此，胰岛素分泌受副交感神经系

统刺激并被交感神经系统抑制。乙酰胆碱(ACh)是副交感神经通过PKC路径控制β细胞中所

涉及的主要神经递质。头期(即在血糖水平的任何增加之前响应于感觉刺激的胰岛素分泌)

取决于副交感神经刺激，其随后在整个进餐期间持续。ACh可以结合于β细胞质膜中存在的

M3毒蕈碱性受体。这些受体(通过Gq)偶合于磷脂酶C(PLC)，PLC在激活后水解膜磷酸肌醇，

例磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸(PIP2)。在胰岛中，像其它细胞中一样，这种水解导致形成两种

主要产物：肌醇-1,4,5-三磷酸(IP3)和二酰甘油(DAG)。DAG可以激活PKC路径，导致胰岛素

合成和分泌的增强。平行地，IP3可以结合于内质网上的IP3敏感性Ca2+通道，从而诱导细胞

质内Ca2+的排出，这接着导致胰岛素合成和分泌的增强。根据本发明，“PKC路径”包括M3毒蕈

碱性受体和下游元件(Gq蛋白、PLC、DAG、PKC…)。

[0034] 来自回肠和结肠粘膜的L细胞分泌胰高血糖素样肽1(GLP-1)，并且来自十二指肠

空肠粘膜的K细胞分泌葡萄糖依赖性促胰岛素多肽(GIP)。这两种激素结合于其对应的G蛋

白偶合受体(GPCR)并且负责肠促胰岛素作用，所述肠促胰岛素作用在餐间发生并且通过在

口服施用而不是静脉内注射给定葡萄糖负载时胰岛素分泌的更大刺激而在实验上得到证

明。这两种激素的作用主要由通过蛋白激酶A和Epac2(即PKA路径)作用的cAMP介导。PKA以

及与分泌过程相关的蛋白质使葡萄糖转运蛋白-2(Glut2)、K-ATP通道的Kir6.2和SUR1子单

元磷酸化。小的GTPase  Rap1可以通过尤其在葡萄糖诱导的胰岛素分泌的第一个阶段期间

增加可轻易释放的胰岛素颗粒的数量而作为Epac2依赖性路径的效应分子。根据本发明，

“PKA路径”包括GLP-1、GPCR和下游元件(腺苷酸环化酶、cAMP、PKA…)。

[0035] 在一个实施方案中，PKC路径的组成性激活是因为M3毒蕈碱性受体的组成性激活。

PKC路径的组成性激活因此可以通过测量从细胞流出的肌醇三磷酸(IP3)证明。实际上，导

致PKC激活的磷脂酶C激活引起膜磷酸肌醇分解成IP3和二酰甘油(DAG)。在一个实施方案

中，PKC路径的组成性激活可以根据测试A证明，其中测试A包括用肌-[2-3H]肌醇装载细胞2

小时来标记肌醇池的第一步骤，以及在细胞中测量流出物3H并定量剩余信号的第二步骤，

从而可以证明PKC路径激活(Garcia等人,1988,Biochem  J.,254,211-218)。

[0036] 在一个实施方案中，PKC路径的组成性激活诱导在测试A的条件中测量的总IP3与

对照相比增加了至少5倍，优选10、15、20、25或30倍或更高，其中所述对照优选地对应于其

中PKC路径没有被组成性地激活的细胞。
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[0037] 在另一个实施方案中，PKC路径的组成性激活可以通过经由测量蛋白质的磷酸化

形式(磷酸化PKC是这种酶的活性形式)的量评估PKC的组成性激活而证明。这可以例如通过

来自本发明的转基因猪β细胞的蛋白质提取物的蛋白质印迹法实现。特异性地识别磷酸化

PKC的抗体可用于确定转基因和野生型猪β细胞中的相比总PKC的被激活PKC的量。此类抗体

的实例包括(但不限于)ab59411、ab75837、ab76016和ab32502(Abcam)。在一个实施方案中，

可以测量磷酸化PKC/非磷酸化PKC(即活性PKC/非活性PKC)的比率。在一个实施方案中，PKC

的组成性激活导致此比率与野生型细胞中所测量的比率相比增加2倍，优选增加3、4、5、6、

7、8、9、10倍或更高。

[0038] 在一个实施方案中，腺苷酸环化酶激活导致从ATP分解形成cAMP，PKA路径的组成

性激活可以根据测试B证明，其中测试B通过使用市售的分析试剂盒(Ramos等人,2008 ,J 

Gen  Physiol,132(3):329-338)测量β细胞中的总cAMP浓度来检测因GLP-1与其膜受体的结

合而导致的腺苷酸环化酶激活。

[0039] 在一个实施方案中，PKA路径的组成性激活对应于在测试B的条件中测量的总cAMP

与对照相比增加了至少20、25、30或35倍或更高，其中所述对照优选地对应于其中PKA路径

没有被组成性地激活的细胞。

[0040] 在另一个实施方案中，PKA路径的组成性激活可以通过经由测量蛋白质的磷酸化

形式(磷酸化PKA是这种酶的活性形式)评估PKA的组成性激活而证明。这可以例如通过来自

本发明的转基因猪β细胞的蛋白质提取物的蛋白质印迹法实现。特异性地识别磷酸化PKA的

抗体可用于确定转基因和野生型猪β细胞中的相比总PKA的被激活PKA的量。此类抗体的实

例包括(但不限于)ab5815、ab118531和ab39218(Abcam)。在一个实施方案中，可以测量磷酸

化PKA/非磷酸化PKA(即活性PKA/非活性PKA)的比率。在一个实施方案中，PKA的组成性激活

导致此比率与野生型细胞中所测量的比率相比增加2倍，优选增加3、4、5、6、7、8、9、10倍或

更高。

[0041] 在本发明的一个实施方案中，与天然猪β细胞相比，在测试C的条件中，转基因猪β

细胞能够分泌至少约2、2.5、2.6、2.7、2.8、2.9、3、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、

3.9、4、4.1、4.2、4.3、4.4、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5、5.1、5.2、5.3、5.4、5.5、5.6、5.7、5.8、

5.9、6、6.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6、6.7、6.8、6.9、7、7.1、7.2、7.3、7.4、7.5、7.6、7.7、7.8、

7.9、8、8.1、8.2、8.3、8.4、8.5、8.6、8.7、8.8、8.9、9、9.1、9.2、9.3、9.4、9.5、9.6、9.7、9.8、

9.9、10倍，优选至少15倍，更优选至少20倍，且甚至更优选至少25倍的胰岛素。

[0042] 用于测定胰岛素的分泌水平的测试C的方法可以例如如下所述：

[0043] 1)将转基因猪β细胞在37℃、5％CO2/95％O2下，在含有10％热灭活FCS、100IU/ml青

霉素、100μg/ml链霉素、5mmol/l葡萄糖的RMPI培养基中培养过夜，

[0044] 2)将所述转基因猪β细胞在含有1mmol/L或15mmol/L葡萄糖的1mLKrebs-Ringer缓

冲液中孵育2小时，

[0045] 3)通过放射免疫分析法定量回收的培养基中和孵育的转基因猪β细胞中的胰岛

素。

[0046] 在一个实施方案中，PKC路径的组成性激活是由乙酰胆碱受体、优选毒蕈碱性受

体、更优选III型毒蕈碱性受体的组成性激活引起的。在一个实施方案中，转基因猪β细胞在

其膜上包含被组成性激活的III型毒蕈碱性受体。

说　明　书 5/18 页

8

CN 106456674 B

8



[0047] 可以通过所属领域技术人员已知的体外方法证明转基因猪β细胞的膜上的被组成

性激活的III型毒蕈碱性受体的表达。此类方法的实例包括(但不限于)蛋白质印迹法，其使

用针对III型毒蕈碱性受体的抗体或针对连接在被组成性激活的III型毒蕈碱性受体序列

上的标签的抗体(关于标签的清单请参看下文)。

[0048] 在一个实施方案中，可以通过所属领域技术人员已知的体外方法证明转基因猪β

细胞的基因组中的被组成性激活的III型毒蕈碱性受体序列的整合。此类方法的实例包括

(但不限于)RT-PCR，其使用例如以下引物对：正向引物：5’CCCAATTGATGTACCCATAC  3’(SEQ 

ID  NO:17)-反向引物：5’GTGATCTGACTTCTGGTCTC  3’(SEQ  ID  NO:18)。

[0049] 来自猪(山猪(Sus  scrofa))的III型毒蕈碱性受体是对应于登录号NP_

001116570.1(蛋白质序列，SEQ  ID  NO:1)和NM_001123098.1(cDNA序列，SEQ  ID  NO:2)的乙

酰胆碱受体。III型毒蕈碱性受体的激活可以诱导磷脂酶C的激活，其水解细胞膜磷脂，导致

产生二酰甘油(DAG)和/或肌醇三磷酸(IP3)。DAG可以激活PKC路径，导致胰岛素合成和分泌

的增强。平行地，IP3可以结合于内质网上的IP3敏感性Ca2+通道，从而诱导细胞质内Ca2+的

排出。两者都导致胰岛素合成和分泌的增强。

[0050] 在一个实施方案中，被组成性激活的III型毒蕈碱性受体具有序列SEQ  ID  NO:1，

其中点突变(Gln490→Leu，位置490位于没有第一个Met氨基酸(对应于起始密码子)的序列

中，并且因此涉及SEQ  ID  NO:1的位置491)引起组成性激活并且其中缺失一个区域以增加

表达。在一个实施方案中，所述删除包括SEQ  ID  NO:1的氨基酸275到470。

[0051] 在一个实施方案中，被组成性激活的III型毒蕈碱性受体由核酸序列SEQ  ID  NO:

3，或与SEQ  ID  NO:3具有至少70％、优选75％、80％、85％、90％、95％或更高序列同一性的

核酸序列编码。在一个实施方案中，被组成性激活的III型毒蕈碱性受体具有氨基酸序列

SEQ  ID  NO:4，或与SEQ  ID  NO:4具有至少70％、优选75％、80％、85％、90％、95％或更高序

列同一性的序列。

[0052] 在一个实施方案中，被组成性激活的III型毒蕈碱性受体包含标签，例如HA标签

(例如具有序列SEQ  ID  NO:13，由核苷酸序列SEQ  ID  NO:12编码)。优选地，经HA标记的被组

成性激活的III型毒蕈碱性受体具有序列SEQ  ID  NO:21。

[0053] 当用在两种或更多种核酸序列或两种或更多种多肽之间的关系中时，术语“同一

性”或“相同”是指核酸序列或多肽之间的序列相关程度，如分别通过两个或更多个核酸或

氨基酸残基的链段之间的匹配数所确定。“同一性”衡量两个或更多个序列的较小之间的相

同匹配的百分比，其中利用通过特定数学模型或计算机程序(即算法)所解决的空位比对

(如果有的话)。可以通过已知方法容易地计算相关核酸序列或多肽的同一性。此类方法包

括(但不限于)在Computational  Molecular  Biology,Lesk,A.M.,ed.,Oxford  University 

Press,New  York,1988；Biocomputing:Informatics  and  Genome  Projects,Smith,D.W.编

辑,Academic  Press ,New  York ,1993；Computer  Analysis  of  Sequence  Data ,Part  1 ,

Griffin,A.M.和Griffin,H.G.编辑,Humana  Press,New  Jersey,1994；Sequence  Analysis 

in  Molecular  Biology ,von  Heinje ,G .,Academic  Press ,1987；Sequence  Analysis 

Primer,Gribskov,M.和Devereux,J.编辑,M.Stockton  Press,New  York,1991；和Carillo

等人,SIAM  J.Applied  Math.48,1073(1988)中描述的那些。用于测定同一性的优选方法被

设计成给出所测试序列之间的最大匹配。在公众可获得的计算机程序中描述了测定同一性
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的方法。用于测定两个序列之间的同一性的优选计算机程序方法包括GCG程序包，包括GAP

(Devereux等人,Nucl.Acid .Res.\2,387(1984)；Genetics  Computer  Group,University 

of  Wisconsin,Madison,Wis.)、BLASTP、BLASTN和FASTA(Altschul等人,J.MoI.Biol.215,

403-410(1990))。BLASTX程序从美国国家生物技术信息中心(NCBI)和其它来源(BLAST 

Manual,Altschul等人NCB/NLM/NIH  Bethesda,Md.20894；Altschul等人,上文)是公众可获

得的。众所周知的Smith  Waterman算法也可用于确定同一性。

[0054] 在一个实施方案中，PKA路径的组成性激活是由本发明的猪β细胞表达GLP-1引起

的。在一个实施方案中，转基因猪β细胞包含整合于其基因组中的GLP-1序列。

[0055] 可以通过所属领域技术人员已知的体外方法证明转基因猪β细胞的基因组中的

GLP-1序列的整合。此类方法的实例包括(但不限于)RT-PCR，其使用例如以下引物对：正向

引物：5’CCCGCCCAATTGATGGAGAC  3’(SEQ  ID  NO:15)-反向引物：5’TCCTCGGCCTTTCACCAGCC 

3’(SEQ  ID  NO:16)。

[0056] 在一个实施方案中，GLP-1由核酸序列SEQ  ID  NO:5或与SEQ  ID  NO:5具有至少

70％，优选75％、80％、85％、90％、95％或更高的序列同一性的核酸序列编码。在一个实施

方案中，GLP-1具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:6或与SEQ  ID  NO:6具有至少70％，优选75％、

80％、85％、90％、95％或更高的序列同一性的序列。

[0057] 在一个实施方案中，GLP-1序列经过突变以增强GLP-1的半衰期。在一个实施方案

中，用于增强GLP-1的半衰期的所述突变对应于SEQ  ID  NO:6的位置2中的丙氨酸残基被丝

氨酸残基取代(A8S突变)。

[0058] 在一个实施方案中，GLP-1包含A8S突变并且由核酸序列SEQ  ID  NO:19或与SEQ  ID 

NO:19具有至少70％，优选75％、80％、85％、90％、95％或更高的序列同一性的核酸序列编

码。在一个实施方案中，GLP-1包含A8S突变并且具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:20或与SEQ  ID 

NO:20具有至少70％，优选75％、80％、85％、90％、95％或更高的序列同一性的序列。

[0059] 在一个实施方案中，GLP1序列进一步包含允许其分泌的另一个序列。在一个实施

方案中，所述另一个序列对应于Ig  K链信号(核酸序列SEQ  ID  NO:7，氨基酸序列SEQ  ID 

NO:8)。在一个实施方案中，核酸序列SEQ  ID  NO:7被插入到编码GLP-1的核酸序列内在第一

个ATG之后的位置。

[0060] 在一个实施方案中，GLP1序列包含A8S突变和Ig  K链信号。根据这个实施方案，

GLP-1的氨基酸序列可以是SEQ  ID  NO:10，其由SEQ  ID  NO:9编码。

[0061] 在一个实施方案中，GLP-1序列包含弗林蛋白酶(furin)裂解位点，其被插入在Igk

链信号与编码GLP-1肽的第一个组氨酸的CAT之间。这个弗林蛋白酶位点的存在确保了合成

的肽将在高尔基体中被加工并裂解以产生GLP-1的生物活性形式。这个弗林蛋白酶裂解位

点的DNA序列是CGG  GGC  AGG  CGG，其被包含在SEQ  ID  NO:9中。这个弗林蛋白酶裂解位点的

肽序列是Arg  Gly  Arg  Arg，其被包含在SEQ  ID  NO:10中。

[0062] 本发明因此涉及一种转基因猪β细胞，优选地涉及一种分离的转基因猪β细胞，其

包含：

[0063] ‐突变乙酰胆碱受体的序列、优选地突变毒蕈碱性受体的序列、更优选地突变III

型毒蕈碱性受体的序列，且甚至更优选地序列SEQ  ID  NO:4，其中所述突变受体被组成性地

激活；和
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[0064] ‐编码人GLP-1的序列，其优选地具有序列SEQ  ID  NO:10。

[0065] 在一个实施方案中，这两个序列(突变乙酰胆碱受体的序列和编码人GLP-1的序

列)处于同一载体(即双顺反子载体)上。

[0066] 本发明还涉及一种转基因猪胰岛，优选地涉及一种分离的转基因猪胰岛，其包含

如上文所述的至少一个转基因β细胞。

[0067] 在本发明的一个实施方案中，在测试D的条件中，与天然猪胰岛相比，转基因猪胰

岛能够分泌至少约2、2.5、2.6、2.7、2.8、2.9、3、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、3.9、

4.1、4.2、4.3、4.4、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5、5.1、5.2、5.3、5.4、5.5、5.6、5.7、5.8、5.9、6、

6.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6、6.7、6.8、6.9、7、7.1、7.2、7.3、7.4、7.5、7.6、7.7、7.8、7.9、8、

8.1、8.2、8.3、8.4、8.5、8.6、8.7、8.8、8.9、9、9.1、9.2、9.3、9.4、9.5、9.6、9.7、9.8、9.9、10

倍，优选至少15倍，更优选20倍，且甚至更优选至少25倍的胰岛素。

[0068] 用于测定胰岛素的分泌水平的测试D的方法可以例如如下所述：

[0069] 1)将转基因猪胰岛在37℃、5％CO2/95％O2下，在含有10％热灭活FCS、100IU/ml青

霉素、100μg/ml链霉素、5mmol/l葡萄糖的RMPI培养基中培养过夜，

[0070] 2)将所述转基因猪胰岛在含有1mmol/L或15mmol/L葡萄糖的1mL  Krebs-Ringer缓

冲液中孵育2小时，

[0071] 3)通过放射免疫分析法定量回收的培养基中和孵育的胰岛中的胰岛素。

[0072] 根据本发明，本发明的转基因猪胰岛包含如上文所述的转基因β细胞。

[0073] 在本发明的一个实施方案中，本发明的转基因猪胰岛展现猪胰岛的正常生理结

构，其中α细胞呈环形位于胰岛周边，而β细胞位于胰岛中心。在一个实施方案中，本发明的

转基因猪胰岛具有在约50到500μm、优选地约150到250μm范围的大小。在一个实施方案中，

本发明的转基因猪胰岛的β/α细胞比例在约5/1到约20/1、优选地约10/1到约12.5/1的范

围，更优选地为约11.25/1。

[0074] 本发明还涉及转基因猪，其在胰腺内包含本发明的至少一个转基因β细胞和/或至

少一个转基因猪胰岛。

[0075] 在本发明的一个实施方案中，转基因猪不含传染性微生物，以便限制异种移植期

间疾病的传播风险。作为一个实例，胰岛可以从WO2006/110054中描述的AI猪提取，WO2006/

110054以引用的方式并入本文中。这些猪居住在遥远的奥克兰岛(新西兰)上并且不含或准

不含(quasi-free)猪内源逆转录病毒(PERV)和其它常见的猪传染性病毒，包括PCMV、PLHV、

EMCV、HEV和PCV。另一个实例是在严格的生物安全条件下饲养的不含特异性病原体(SPF)的

NZ大白猪。

[0076] 在本发明的一个实施方案中，转基因改造在体内进行。

[0077] 在一个实施方案中，转基因改造离体进行，以便产生本发明的转基因猪。使用离体

方法产生转基因猪的方法对于所属领域技术人员是众所周知的。在一个实施方案中，以下

方法可用于获得转基因猪：

[0078] 如下所述形成携带猪胰岛素启动子和转基因序列的表达载体。从猪的耳活检产生

原代Gal-/-和野生型成纤维细胞并体外培养，优选地在含有10％FCS和10ng/ml的FGF的

DMEM/TCM199中在5％CO2和5％O2中培养。

[0079] 然后转染生长中的培养物。在一个实施方案中，转染通过电穿孔进行。在一个实施
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方案中，转染通过化学转染进行。在一个优选实施方案中，转染通过灵巧的电穿孔与化学转

染的组合进行，例如使用Nucleofector(Amaxa)。

[0080] 被转染的细胞然后扩增并冷冻以用于核转移。可以扩增一小份所述细胞以进行

PCR分析，从而确定转基因的整合。

[0081] 从在当地屠宰场被屠宰的循环母猪的卵巢回收卵母细胞。使选择的卵母细胞体外

成熟，优选地在含有10％FCS的培养基DMEM/F12中在促性腺激素的存在下在5％CO2和38.5

℃下成熟42-44小时。在成熟结束时，去除卵丘细胞并选择具有第一极体的卵母细胞用于进

一步加工。

[0082] 在本发明的一个实施方案中，用于核转移的方法是基于无透明带系统：通过短孵

育时间的链霉蛋白酶(pronase)消化直到透明带开始溶解来去除透明带。然后用Hoechst对

无透明带的卵母细胞染色并在去核之前暴露于细胞松弛素B。使卵母细胞个别地分层为一

排微滴并利用钝头微量吸管去核。

[0083] 在本发明的另一个实施方案中，通过常规的透明带封闭方法制备卵母细胞：用于

核转移的细胞生长到融合和/或经历血清饥饿24-48小时以同步其细胞周期。在操纵前，用

胰蛋白酶将细胞处理为单细胞悬浮液并保持在室温下直至使用。对于核转移，在临用前以

高稀释度将细胞散布在培养皿上(培养基液滴)，将去核的卵母细胞首先在含有植物血球凝

集素的培养基中洗涤，然后立即滴在细胞上并翻转直到两个单元之间存在强接触(Vajta等

人,2003,Biology  of  reproduction,68:571-8)。

[0084] 随后使成对体(couplet)(去核的卵母细胞-体细胞)发生细胞融合。将成对体转移

到优选地含有0.3M甘露醇、0.01mM  Mg、PVA的阴离子培养基中，然后转移到融合室中。通过

传递双重DC脉冲(例如1.2Kv/cm，持续30μsec)获得融合。未融合的成对体可以再经受第二

轮融合。在一个实施方案中，融合的成对体在通过持续30μsec的1.2KV/cm的双重DC脉冲在

含有1mM  Ca的融合培养基中融合后的1-2小时内被激活，并在mSOFaa培养基中在5μM细胞松

弛素B中孵育3.5-4小时。

[0085] 在激活后，重构的无透明带的胚胎可以在矿物油下的微滴中的改良的“孔中孔

(well  of  the  well)”系统(Vajta等人 ,2000 ,Molecular  Reproduction  and 

Development,55:256-64)中培养以防止胚胎之间的粘连。

[0086] 在一个实施方案中，对于体外培养，制备20μl处于油下的mSOFaa微滴(Galli等人,

2003,Cloning  Stem  Cells,5:223-232)，然后使用钝头小金属装置制备10到15个小坑。在

每个小坑中，在所有培养期间，容纳一个胚胎容纳。在培养的第3天，用新鲜培养基替换一半

培养基。在第5天，评估胚胎发育。将致密桑椹胚和早期囊胚转移到同步接受者的子宫中。

[0087] 可以通过超声波诊断怀孕，例如在孕期第25天。在一个实施方案中，例如通过免疫

细胞化学对收集的胎儿或新生动物进行分析以测定胰岛中的转基因表达。在一个实施方案

中，在液氮中储存胰腺细胞以用于未来的克隆。基于转基因表达发现，使表达最好的胎儿经

历再克隆以产生转基因猪胰岛分离所必需的转基因动物。在这种情况下，使所有的怀孕继

续到足月以生下活的动物。

[0088] 根据一个实施方案，使用病毒载体，优选地使用病毒，更优选地使用选自包括慢病

毒(例如具有不同包膜的HIV载体：VSV、γ逆转录病毒(MLV-A、RD114、GALV)、罗斯河病毒、狂

犬病病毒、麻疹病毒和腺相关病毒(AAV))的组的病毒进行转基因改造。在一个优选实施方
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案中，用于转基因改造的载体是慢病毒。

[0089] 根据一个实施方案，用于猪胰岛细胞的转基因改造的基因处于β细胞特异性猪胰

岛素启动子的控制下，所述β细胞特异性猪胰岛素启动子具有或不具有通用启动子例如

UCOE启动子(耐沉默)、CAGGS启动子(巨细胞病毒(CMV)早期增强子元件与鸡β肌动蛋白启动

子的组合)或CMV(巨细胞病毒)启动子。在一个实施方案中，转基因处于猪胰岛素启动子的

控制下，优选地所述胰岛素启动子是β猪胰岛细胞所特有的，导致转基因只在β细胞中表达。

胰岛素启动子的核酸序列的一个实例包括(但不限于)SEQ  ID  NO:11。

[0090] 在一个实施方案中，转基因蛋白与另一个序列融合。在一个实施方案中，所述另一

个序列融合在转基因蛋白的C端。在另一个实施方案中，所述另一个序列融合在转基因蛋白

的N端。

[0091] 在一个实施方案中，所述另一个序列将所述蛋白引导到分泌路径。此类序列的实

例包括(但不限于)Ig  K链分泌信号(具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:8，由SEQ  ID  NO:7编码)。

[0092] 在一个实施方案中，所述另一个序列是标签，其例如允许所述转基因蛋白的鉴别

和分离。标签的实例对于所属领域技术人员是众所周知的，并且包括(但不限于)血球凝集

素标签(HA标签)、聚精氨酸标签、聚组氨酸标签、Myc标签、Strep标签、S-Tag、HAT标签、3x 

Flag标签、钙调蛋白结合肽标签、SBP标签、壳聚糖结合结构域标签、GST标签、麦芽糖结合蛋

白标签、荧光蛋白标签、T7标签、V5标签和Xpress标签。在一个实施方案中，转基因蛋白包含

HA标签，例如具有氨基酸序列YPYDVPDYA(SEQ  ID  NO:13)并由核酸序列SEQ  ID  NO:12编码

的HA标签。

[0093] 在一个实施方案中，转基因在其3’端融合于允许转录的有效终止的另一个序列。

[0094] 在一个实施方案中，转基因与多聚腺苷酸序列融合。在一个实施方案中，转基因与

包含多聚腺苷酸序列的兔β球蛋白片段(例如具有序列SEQ  ID  NO:14)融合。

[0095] 本发明的另一个目标是一种载体，其包含被组成性激活的乙酰胆碱受体、优选地

被组成性激活的毒蕈碱性受体、更优选地被组成性激活的III型毒蕈碱性受体的核苷酸序

列，甚至更优选地具有核苷酸序列SEQ  ID  NO:3。优选地，所述载体选自包括慢病毒的组，例

如具有不同包膜的HIV载体：VSV、γ逆转录病毒(MLV-A、RD114、GALV)、罗斯河病毒、狂犬病

病毒、麻疹病毒和腺相关病毒(AAV)。优选地，所述被组成性激活的乙酰胆碱受体的核苷酸

序列处于β细胞特异性猪胰岛素启动子(例如具有序列SEQ  ID  NO:11的胰岛素启动子)的控

制下。

[0096] 在一个实施方案中，所述载体包含处于猪胰岛素启动子(在其序列上融合有HA标

签和多聚腺苷酸序列)控制下的被组成性激活的III型毒蕈碱性受体的核苷酸序列并且包

含序列SEQ  ID  NO:22。

[0097] 本发明的另一个目标是一种载体，其包含GLP-1的核苷酸序列，优选地含有A8S突

变和/或允许所编码多肽的分泌的另一个序列，甚至更优选地具有核苷酸序列SEQ  ID  NO:

9。优选地，所述载体选自包括慢病毒的组，例如具有不同包膜的HIV载体：VSV、γ逆转录病

毒(MLV-A、RD114、GALV)、罗斯河病毒、狂犬病病毒、麻疹病毒和腺相关病毒(AAV)。优选地，

所述GLP-1的核苷酸序列处于β细胞特异性猪胰岛素启动子例如胰岛素启动子的控制下。在

一个实施方案中，所述胰岛素启动子是β猪胰岛细胞所特有的，导致转基因只在β细胞中表

达。胰岛素启动子的核酸序列的一个实例包括(但不限于)SEQ  ID  NO:11。

说　明　书 10/18 页

13

CN 106456674 B

13



[0098] 在一个实施方案中，所述载体包含GLP1的核苷酸序列并且具有序列SEQ  ID  NO:

23，所述GLP1包含A8S突变和Ig  K链分泌信号两者，处于猪胰岛素启动子的控制下并且在其

序列上融合有多聚腺苷酸序列。

[0099] 在一个实施方案中，本发明的转基因猪胰岛或转基因猪β细胞从至少6个月大、优

选地8个月大、更优选地18个月大且甚至更优选地2岁大的成年猪分离得到。转基因猪胰岛

可以无时间延迟地用于移植患者，但是在有限的时期内发挥功能(例如当囊封在海藻酸盐

贴片中时，从成年猪分离的猪胰岛一般可以在约4-6个月、优选地约8个月的时期内在体内

发挥功能)。

[0100] 在另一个实施方案中，本发明的转基因猪胰岛或转基因猪β细胞从约3-4周大的新

生猪分离得到。这些猪胰岛必须培养约1周以便成熟，但是与从成年猪分离的猪胰岛相比，

在延长的时期内发挥功能。

[0101] 在一个实施方案中，从新生猪分离的转基因猪胰岛在至少6个月、优选地至少8个

月、更优选地至少12个月或更长的时期内在体内发挥功能。

[0102] 如本文中所使用，成熟猪胰岛对应于这样的猪胰岛，其(i)包含分化细胞，尤其是

分化α和β细胞，和(ii)当用葡萄糖刺激时能够分泌胰岛素(这可以在测试D的条件中测量)。

[0103] 可用于使从新生猪分离的转基因猪胰岛成熟的培养条件对于所属领域技术人员

是众所周知的。可使用的培养基的一个非限制性实例是补充有0.25％BSA、10mM  IBMX、

100U/mL青霉素-链霉素、10mM葡萄糖、2mM谷氨酰胺和10mM烟酰胺的HAM  F10培养基。

[0104] 用于从转基因猪分离猪胰岛的方法对于所属领域技术人员是众所周知的。在一个

实施方案中，转基因猪胰岛的分离根据Dufrane等人,Xenotransplantation ,2006和

Dufrane等人,Transplantation,2006中描述的方案进行，该方案在下文简略地加以总结。

[0105] 根据一个实施方案，分离方案包括对猪放血以便降低胰腺血含量的步骤。简言之，

在脑死亡后，使动物保持心脏跳动直到摘除内脏的时候。通过切开颈动脉和颈静脉进行放

血，并吊住后腿将动物悬吊1到10分钟，优选地4到7分钟。

[0106] 简言之，离体解剖胰腺。根据一个实施方案，用介于5到25分钟之间的热缺血进行

胰腺的解剖。于是胰管暴露出来，并插入18号导管。然后借助于灌注液使腺体充满冷储存

液。根据一个实施方案，每克组织使用1mL灌注液。将胰腺浸没在保存液中进行储存。根据一

个实施方案，保存液是经典的威斯康辛大学液(UW，n＝6)或改良UW(UW-M；无羟乙基淀粉和

低K+/高NA+)。

[0107] 然后消化提取的胰腺。根据一个优选实施方案，用优选地由Roche/Boehringer 

Mannheim提供的释放酶(Liberase)DL研究级(低分散酶(Dispase))酶进行胰腺离解。这种

酶在低温下，优选地在约4℃到约12℃范围的温度下，优选地在约8℃下以在约0.1到约1mg/

mL范围的浓度，优选地以约0.5mg/mL的浓度溶解于UW-M液中。

[0108] 根据一个实施方案，使用如Ricordi等人(1986,Diabetes,35:649-653)所述的动

态方法消化胰腺。简言之，将充满这种酶的猪胰腺切片，装载到Ricordi室(优选地由具有7

个玻璃球的316l不锈钢制成)上，并在37℃下用加热电路消化，并手动摇动该室。当样品中

出现大量的分离胰岛时，冷却消化电路，优选地通过添加含10％NCS的冷Ham-F10培养基以

便降低酶活性。然后用冷的培养基灌注约25到约40分钟。将胰岛、细胞和碎片收集在250mL

管中并在4℃下离心(630g，持续3分钟)。汇集所有的细胞沉淀并将其悬浮在200mL  Ham-F10
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培养基中。

[0109] 根据另一个实施方案，使用如O’Neil等人,2001所述的静态方法消化胰腺。简言

之，用2到4倍体积(mL/g)的释放酶PI灌注胰腺。对胰腺注射以便实现足够的膨胀，将其放在

无菌1L  Nalgene罐中并通过在37℃下静态孵育45到60分钟来消化。基于目测检查腺体，通

过添加Ham-F10+20％NCS终止消化。通过具有1000μm孔径的不锈钢网过滤细胞悬浮液并在

Ham-F10+20％NCS中稀释。然后使消化的组织在6mm玻璃珠的床上通过并且穿过不锈钢筛

网。利用3到4L的冷Ham-F10+10％NCS将组织流出物收集在250mL圆锥管中并在4℃下以

700rpm离心。将胰岛、细胞和碎片收集在250mL管中并在4℃下离心(630g，持续3分钟)。汇集

所有的细胞沉淀并将其悬浮在200mL  Ham-F10培养基中。

[0110] 根据一个实施方案，在分离后，纯化转基因猪胰岛。根据一个实施方案，使用如

Dufrane等人Xenotransplantation,2006所述的不连续的Ficoll梯度进行转基因猪胰岛的

纯化。简言之，使用不连续的Ficoll梯度，优选地Ficoll  Euro-Collins梯度在4℃下纯化分

离的胰岛。将悬浮于75mL的Ficoll  Euro-Collins溶液中的消化后的细胞沉淀(密度＝

1.1g/cm3)放在平底管中。然后依序添加更低梯度的Ficoll(50mL的1 .096g/cm3、50mL的

1.060g/cm3和20mL的Ham-F10培养基)。Ham-F10培养基是F-10营养混合培养基并且是市售

的，例如由N.V.Invitrogen,Belgium提供。在856g下将梯度管离心17分钟后，从1.1/1.096

和1.096/1.060界面收集胰岛。将来自每个界面的胰岛悬浮于含有50mL  Ham-F10+10％NCS

血清(NCS代表新生牛血清并且是市售的，例如由Biochrom  AG,Germany提供)的两个管中。

将管在280g下离心3分钟，移除上清液，并用150mL  Ham-F10培养基洗涤细胞。这个程序可以

重复，例如三次，并且最终将胰岛悬浮于200mL  Ham-F10培养基中。

[0111] 本发明的另一个目标是一种包括本发明的转基因猪胰岛或转基因β细胞的装置。

优选地，本发明的装置包括如上文所述的转基因猪胰岛。

[0112] 根据一个实施方案，本发明的装置是可植入或可移植的装置。根据另一个实施方

案，本发明的装置是可注射的装置。

[0113] 根据一个实施方案，本发明的装置是生物耐久性的，这意味着在植入或注入受试

对象时该装置显示提高的生物稳定性。这种提高的生物稳定性能够使装置中存在的细胞与

当前情况相比在更长时期内保持在活体内，这将导致提高的治疗功效。

[0114] 在本发明的一个实施方案中，装置可以是如WO02/32437中所述的血管化的皮下胶

原蛋白管，以便允许形成预血管化的自体胶原蛋白贮库，用于放置转基因猪胰岛或转基因

猪β细胞。简言之，将具有松动地装配的特氟龙棒的不锈钢网的末端封闭管皮下插入预定移

植接受者中。6周后移除特氟龙棒，留下高度血管化的胶原蛋白管。在一个实施方案中，将本

发明的转基因猪胰岛或转基因β细胞插入血管状管中，然后用特氟龙塞子密封。

[0115] 在本发明的另一个实施方案中，装置可以是基质制剂，其包括明胶、胶原蛋白和天

然碳水化合物聚合物的制剂。

[0116] 在本发明的另一个实施方案中，装置可以是血浆凝血酶凝块，即利用异基因凝血

酶产生的自体血浆凝块。

[0117] 在本发明的另一个实施方案中，装置可以是合适的生物相容性材料例如胶囊，用

于对移植的转基因猪胰岛或β细胞提供额外的免疫保护。囊封系统在所属领域是众所周知

的。有利的是，胶囊由半透膜制成，所述半透膜可透过葡萄糖、营养物和胰岛素，但不能透过
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体液/细胞免疫组分。

[0118] 在一个实施方案中，半透膜由选自包括海藻酸盐、硝基纤维素、丙烯腈、琼脂糖和

聚四氟乙烯的组的材料制成。在一个优选实施方案中，半透膜由海藻酸盐制成。

[0119] 在另一个实施方案中，装置可以是用于活细胞的囊封系统，如WO2007/046719所

述。根据这个实施方案，囊封系统包括生物耐久性组合物，其包括海藻酸盐，所述海藻酸盐

富含甘露糖醛酸，尤其含有约50％到95％的甘露糖醛酸残基，和具有<1.5的多分散指数的

聚阳离子，例如聚-L-鸟氨酸。囊封系统可以是使用上文所述的组合物制备的生物相容性微

胶囊，其包括：与阳离子交联剂交联的高甘露糖醛酸的海藻酸盐的核心层，具有小于约1.5

的多分散指数且形成半透膜的聚阳离子的中间层，和高甘露糖醛酸的海藻酸盐的外层，所

述微胶囊在核心层内包括或细胞。

[0120] 在另一个实施方案中，装置可以是如WO02/032437所述的微胶囊：用于此程序的海

藻酸钠是从原材料来源(海藻)提取的并制备成粉末状超纯形式。囊封程序涉及挤压转基因

猪胰岛或β细胞与海藻酸钠溶液(1.6％)的混合物使其通过液滴生成针进入胶凝阳离子浴

(氯化钙)。被捕获在海藻酸钙凝胶中的胰岛或β细胞然后用正电性的聚-L-鸟氨酸涂布，随

后用海藻酸盐外涂层(0.05％)涂布。然后通过添加柠檬酸钠使海藻酸盐的中心核液化。优

选地，大多数胶囊含有3个转基因猪胰岛并且具有300到400μm的直径。

[0121] 在另一个实施方案中，装置可以是如WO2010/032242所述的大胶囊。WO2010/

032242公开一种用于通过人工膜移植和免疫分离细胞(例如功能细胞，典型地是朗格汉斯

岛)的系统，所述人工膜是通过将细胞巨囊封在水凝胶例如海藻酸盐基质中提供的。形成巨

囊封胰岛的水凝胶，以便具有平坦的几何构型，例如厚片、薄片或圆盘。典型地，海藻酸盐结

构具有至少一个基本上平坦的表面。海藻酸盐包括超纯级海藻酸盐和交联的指定组成，以

便将细胞或组织片段囊封在水凝胶中。典型地，海藻酸盐厚片以2,000-8,000个胰岛/cm2的

密度容纳转基因猪胰岛。巨囊封胰岛的海藻酸盐典型地具有小于50％的古罗糖醛酸浓度，

使得厚片是足够柔性的，从而符合肾的形状并安装在肾的包膜下空间内，但是具有足够的

强度，从而维持厚片的整体物理特征。另外，海藻酸盐包含大于1.5％的干物质含量，使得厚

片具有足够的强度和稳定性以便能承受力。典型地，巨囊封的胰岛厚片提供至少1:10(即以

体积计的10％胰岛)的胰岛体积与海藻酸盐体积的比率。对于一些应用，用于囊封胰岛的海

藻酸盐补充有胶原蛋白。在一些应用中，将胰岛布置在初级海藻酸盐厚片的中心，并且补充

性海藻酸盐层围绕囊封在初级海藻酸盐厚片内的胰岛。在此类应用中，医药级的胶原蛋白

层可以和补充性海藻酸盐层组合使用。

[0122] 在本发明的另一个实施方案中，装置可以是如WO2007/144389所述的细胞装置，所

述装置包括(a)具有第一侧和第二侧的胶原蛋白基质；(b)被吸收在胶原蛋白基质的第一侧

的第一细胞层；和(c)第一胶凝海藻酸盐层和第二胶凝海藻酸盐层；其中第一胶凝海藻酸盐

层完全覆盖胶原蛋白基质的第一侧和第一细胞层，并且其中第二胶凝海藻酸盐层完全覆盖

胶原蛋白基质的第二侧。

[0123] 根据一个实施方案，利用Inotech囊封AG装置(Dottikon,Switzerland)将新鲜分

离的转基因猪胰岛或β细胞囊封在SLM  100海藻酸盐基质(FMC  BioPolymer,Norway)中。

[0124] 优选地，在植入或注入患者体内之前将本发明的装置灭菌。有利的是，灭菌包括γ

照射、电子束、环氧乙烷、高压灭菌或在添加液体组分之前将装置与醇接触，或与NOx气体接
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触，氢气等离子体灭菌。

[0125] 优选地，装置具有低含量的内毒素。在一些实施方案中，细胞装置具有小于100内

毒素单位(EU)/g、小于90EU/g、小于80EU/g、小于70EU/g、小于60EU/g、小于50EU/g、小于

40EU/g、小于30EU/g、小于20EU/g、小于10EU/g、小于5EU/g或小于1EU/g的内毒素水平。

[0126] 在本发明的另一个实施方案中，装置可以是如WO02/060409所述的囊封室，所述装

置包括产生生物活性物质(例如胰岛素)的细胞，例如转基因猪胰岛或β细胞，并且包括至少

一个半透膜。所述装置的半透膜可以包括生物相容性多孔聚碳酸酯膜，其中所述多孔聚碳

酸酯膜在表面上通过产生极性位点而被修饰，并且其中所述多孔聚碳酸酯膜被至少一种亲

水聚合物涂布，例如纤维素、聚丙烯酰胺、聚乙烯吡咯烷酮、乙酸乙烯酯共聚物、聚乙二醇、

亲水性聚(甲基)丙烯酸酯、聚糖苷(polyoside)和壳聚糖。

[0127] 本发明还涉及一种组合物，其包含本发明的转基因猪β细胞、转基因猪胰岛或装

置。

[0128] 本发明还涉及一种医药组合物，其包含本发明的转基因猪β细胞、转基因猪胰岛或

装置以及至少一种药学上可接受的赋形剂。如本文中所使用，“药学上可接受的赋形剂”是

指当施予动物、优选人时不产生不利的、过敏的或其它不良反应的赋形剂。其包括任何和所

有的溶剂、分散介质、涂料、抗细菌剂和抗真菌剂、等渗剂和吸收延迟剂等等。对于人的施

用，制剂应当符合管理部门例如FDA办公室或EMA所要求的无菌性、致热原性、一般安全和纯

度标准。

[0129] 本发明还涉及一种药物，其包含本发明的转基因猪β细胞、转基因猪胰岛或装置。

[0130] 本发明的另一个目的涉及本发明的转基因猪胰岛、转基因β细胞、装置或组合物、

医药组合物或药物的用途，其用于治疗与内分泌胰腺或β细胞功能的缺陷或不存在相关的

疾病、病症或病状。此类疾病的实例包括(但不限于)I型糖尿病、II型糖尿病、妊娠糖尿病、

隐匿性自身免疫糖尿病、1.5型糖尿病、脂肪萎缩性糖尿病、青年成熟期发病型糖尿病、新生

儿糖尿病(例如永久性新生儿糖尿病或暂时性新生儿糖尿病)、前驱糖尿病、类固醇诱导的

糖尿病、胰腺癌，尤其是内分泌胰腺癌，例如内分泌胰腺肿瘤和胰腺神经内分泌癌。

[0131] 在一个实施方案中，所述疾病、病症或病状是糖尿病，例如I型糖尿病、II型糖尿

病、妊娠糖尿病、隐匿性自身免疫糖尿病、1.5型糖尿病、脂肪萎缩性糖尿病、青年成熟期发

病型糖尿病、新生儿糖尿病(例如永久性新生儿糖尿病或暂时性新生儿糖尿病)、前驱糖尿

病、类固醇诱导的糖尿病。

[0132] 本发明的另一个目标是本发明的转基因猪胰岛、转基因β细胞、装置或组合物、医

药组合物或药物，其用于在有需要的受试对象体内调控血糖水平。在一个实施方案中，调控

血糖水平意味着恢复正常的空腹血糖水平，其中正常的空腹血糖水平优选地对应于在类似

年龄和体重的正常(即非糖尿病)个体中测量的空腹血糖水平。在一个实施方案中，正常的

空腹血糖水平低于110mg/dL(即6.1mmol/L)，优选低于100mg/dL(即5.6mmol/L)。

[0133] 本发明的另一个目标是本发明的转基因猪胰岛、转基因β细胞、装置或组合物、医

药组合物或药物，其用于在有需要的受试对象体内恢复正常胰岛素分泌水平。在一个实施

方案中，正常胰岛素分泌水平对应于通过在类似年龄和体重的正常非糖尿病个体中葡萄糖

的指定摄取而诱导的胰岛素分泌水平。在一个实施方案中，可以通过葡萄糖耐量测试(例如

口服葡萄糖耐量测试(OGTT)或静脉内葡萄糖耐量测试(IVGTT))来测量响应于葡萄糖摄取
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的胰岛素分泌。在一个实施方案中，在非糖尿病受试对象的IVGTT中，在施用0.3-0.5g/kg的

量的葡萄糖之后，胰岛素分泌可以达到100μU/mL的最大值，然后降到基础值(15-20μU/mL)。

[0134] 本发明还涉及一种用于治疗与内分泌胰腺或β细胞功能的缺陷或不存在相关的疾

病、病症或病状的方法，其包括将治疗有效量的本发明的转基因猪胰岛、转基因猪β细胞、装

置或组合物、医药组合物或药物施予有需要的受试对象，或由所述施予组成。此类疾病的实

例包括(但不限于)I型糖尿病、II型糖尿病、妊娠糖尿病、隐匿性自身免疫糖尿病、1.5型糖

尿病、脂肪萎缩性糖尿病、青年成熟期发病型糖尿病、新生儿糖尿病(例如永久性新生儿糖

尿病或暂时性新生儿糖尿病)、前驱糖尿病、类固醇诱导的糖尿病、胰腺癌，尤其是内分泌胰

腺癌，例如内分泌胰腺肿瘤和胰腺神经内分泌癌。

[0135] 在一个实施方案中，所述疾病、病症或病状是糖尿病，例如I型糖尿病、II型糖尿

病、妊娠糖尿病、隐匿性自身免疫糖尿病、1.5型糖尿病、脂肪萎缩性糖尿病、青年成熟期发

病型糖尿病、新生儿糖尿病(例如永久性新生儿糖尿病或暂时性新生儿糖尿病)、前驱糖尿

病、类固醇诱导的糖尿病。

[0136] 本发明的另一个目标是一种用于在有需要的受试对象体内调控血糖水平的方法，

其包括将治疗有效量的本发明的转基因猪胰岛、转基因β细胞、装置或组合物、医药组合物

或药物施予所述受试对象。在一个实施方案中，调控血糖水平意味着恢复正常的空腹血糖

水平，其中正常的空腹血糖水平优选地对应于在类似年龄和体重的正常非糖尿病个体中测

量的空腹血糖水平。在一个实施方案中，正常的空腹血糖水平低于110mg/dL(即6.1mmol/

L)，优选低于100mg/dL(即5.6mmol/L)。

[0137] 本发明的另一个目标是一种用于在有需要的受试对象体内恢复正常胰岛素分泌

水平的方法，其包括将治疗有效量的本发明的转基因猪胰岛、转基因β细胞、装置或组合物、

医药组合物或药物施予所述受试对象。在一个实施方案中，正常胰岛素分泌水平对应于通

过在类似年龄和体重的正常(即非糖尿病)个体中葡萄糖的指定摄取而诱导的胰岛素分泌

水平。在一个实施方案中，可以通过葡萄糖耐量测试(例如口服葡萄糖耐量测试(OGTT)或静

脉内葡萄糖耐量测试(IVGTT))来测量响应于葡萄糖摄取的胰岛素分泌。在一个实施方案

中，在非糖尿病受试对象的IVGTT中，在施用0.3-0.5g/kg的量的葡萄糖之后，胰岛素分泌可

以达到100μU/mL的最大值，然后降到基础值(15-20μU/mL)。

[0138] 本发明的另一个目标是一种用于在有需要的受试对象体内治疗与内分泌胰腺或β

细胞功能的缺陷或不存在相关的疾病、病症或病状、调控血糖水平或恢复正常胰岛素分泌

水平的方法，所述方法包括对所述受试对象施用治疗有效量的转基因猪β细胞或转基因猪

胰岛，其中PKA和PKC路径被组成性地激活，从而增加所述受试对象的胰岛素分泌。

[0139] 在一个实施方案中，所述胰岛素分泌的增加是由以下原因引起的：所述转基因细

胞或胰岛表达被组成性激活的M3毒蕈碱性受体，这导致PIP2水解的增加，从而引起IP3和

DAG合成的增加，从而激活PKC路径并增加细胞质内Ca2+的排出，从而增强胰岛素合成和分

泌。

[0140] 在一个实施方案中，所述胰岛素分泌的增加是由以下原因引起的：所述转基因细

胞或胰岛表达GLP-1，从而激活腺苷酸环化酶，从而增加cAMP生产，从而

[0141] (i)激活蛋白激酶A(PKA)，从而激活胰岛素分泌过程中涉及的蛋白质(例如PDX-

1)；和
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[0142] (ii)诱导构象变化，变成G蛋白Rap1，从而通过扩大可供直接释放使用的颗粒池的

大小来增强胰岛素胞吐；

[0143] 从而增强胰岛素合成和分泌。

[0144] 在一个实施方案中，本发明的转基因猪胰岛、转基因猪β细胞、装置或组合物、医药

组合物或药物通过植入、移植或注射施用。优选地，施用在皮下、腹膜内、肌肉内、肾包膜中

或肾包膜下进行。

[0145] 根据一个实施方案，施用的转基因猪β细胞或猪胰岛的数量(即治疗有效量)在

10000到50000IEQ/kg体重，优选地30000到50000IEQ/kg体重的范围。IEQ意思是猪胰岛当

量。

[0146] 根据一个实施方案，当使用装置时，可施用一个或多个装置，例如1、2、3、4、5、6、7、

8、9、10个或更多。

[0147] 在一个实施方案中，有需要的受试对象另外接受免疫抑制治疗。在一个实施方案

中，转基因猪胰岛、转基因猪β细胞、装置或组合物、医药组合物或药物和免疫抑制治疗的施

用可以是同时的或依序的。有利的是，免疫抑制治疗包括施用选自包括达利珠单抗

(daclizumab)、他克莫司(tacrolimus)、雷帕霉素(rapamycin)、吗替麦考酚酯

(mycophenolate  mofetil)、环孢菌素(cyclosporine)、脱氧精胍菌素(deoxyspergualin)

或脱氧精胍菌素类似物、可溶性补体受体1 、抗 C D 1 5 4 抗体、A T G 、甲泼 尼龙

(methylprednisolone)、抗IL-2R抗体、巴利昔单抗(basiliximab)、FTY720、依维莫司

(everolimus)、来氟米特(leflunomide)、西罗莫司(sirolimus)、贝拉西普(belatacept)、

CTLA4-Ig、眼镜蛇毒的组的至少一种产品，或由所述施用组成。

[0148] 优选地，当不用装置施用改造的猪胰岛时，进行免疫抑制治疗。

[0149] 优选地，受试对象是哺乳动物，优选灵长动物，包括人和非人灵长动物，更优选人。

在一个实施方案中，受试对象是雄性。在另一个实施方案中，受试对象是雌性。在另一个实

施方案中，受试对象也可指宠物，例如狗、猫、豚鼠、仓鼠、大鼠、小鼠、雪貂、兔子等等。

[0150] 根据一个实施方案，受试对象患有与内分泌胰腺或β细胞功能的缺陷或不存在相

关的疾病、病症或病状。优选地，受试对象患有I型糖尿病或II型糖尿病。

附图说明

[0151] 图1是显示成年猪和新生猪的分离猪胰岛的胰岛素分泌的柱状图。将200个胰岛的

多个批次在仅含有15mM葡萄糖(G15)或含有15mM葡萄糖(G15)与毛喉素(forskolin)(Fsk；1

μM)、佛波醇肉豆蔻酸酯乙酸酯(PMA；20nM)或Fsk和PMA两者的组合的1ml  krebs培养基中孵

育。测量培养基中的胰岛素分泌，并将其表示为每个胰岛批次的总胰岛素含量的百分比。柱

体上的数字表示测试组中的胰岛素分泌与仅15mM葡萄糖相比的倍数增加。*p<0.05。值是对

于来自8个不同的成年猪制剂的n＝5-21和来自11个不同的新生猪制剂的n＝11-43的平均

值±SEM。

[0152] 图2是显示用1(G1)或15mM(G15)葡萄糖孵育的转染Min6细胞的葡萄糖诱导的胰岛

素分泌的柱状图。成对柱体上的数字表示每组中的刺激比(G15/G1)。*p<0.05指示测试组与

对照之间的显著差异。值是对于来自7个不同实验的n＝15-21的平均值±SEM。

[0153] 图3是两个柱状图的组合，其显示暴露于200MOI携带编码GLP-1(GLP-1Ser8)、激活
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的毒蕈碱性受体(M3R)或两者(GLP-1+M3R)的序列的病毒表达载体48小时期间的新生猪(A)

和成年猪(B)的分离猪胰岛的胰岛素分泌。将200个胰岛的多个批次在含有1mM葡萄糖(G1)

或15mM葡萄糖(G15)的1ml  krebs培养基中孵育。测量培养基中的胰岛素分泌，并将其表示

为每个胰岛批次的总胰岛素含量的百分比。*p<0.05。值是来自10个不同制剂的n＝38-46的

平均值±SEM。

[0154] 图4是曲线图，其显示暴露于200MOI携带编码GLP-1(GLP-1Ser8)、激活的毒蕈碱性

受体(M3R)或两者(GLP-1+M3R)的序列的病毒表达载体48小时期间的分离成年猪胰岛的胰

岛素分泌。将600个胰岛的多个批次在先含有1mM葡萄糖(G1)后含有15mM葡萄糖(G15)的

krebs培养基中灌流，如图的顶部所指示。然后测量流出物馏分中的胰岛素分泌。值是来自4

个不同制剂的n＝3-4的平均值±SEM。

[0155] 实施例

[0156] 进一步通过以下实施例说明本发明。

[0157] 实施例1：

[0158] 将分离的猪胰岛在37℃、5％CO2/95％O2下，在含有10％热灭活FCS、100IU/ml青霉

素、100μg/ml链霉素、5mmol/l葡萄糖的RMPI培养基中培养过夜。然后将分离的猪胰岛在含

有1mmol/L或15mmol/L葡萄糖的1mL  Krebs-Ringer缓冲液中孵育2小时，所述Krebs-Ringer

缓冲液任选地补充有20nM佛波醇肉豆蔻酸酯乙酸酯(PMA，PKC路径的直接激活剂)和/或1μM

毛喉素(PKA路径的间接激活剂)。最终通过放射免疫分析法定量回收的培养基中和孵育的

胰岛中的胰岛素。

[0159] 如图1所示，PMA对PKC的直接激活使葡萄糖诱导的胰岛素分泌在从成年猪分离的

分离猪胰岛中增加至2倍，并在从新生猪分离的猪胰岛中增加至高达8倍，从而提高猪胰岛

对葡萄糖的响应性。我们还观察到当用毛喉素升高β细胞cAMP以激活PKA和Epac2时的略微

较小的增加。有趣的是，当我们将转基因猪胰岛在15mM葡萄糖的存在下暴露于PMA和毛喉素

两者时，我们观察到分泌应答的意外的协同作用，其然后在成年猪胰岛中增加至大约6倍并

在新生猪胰岛中增加至25倍。这些结果因此证明PKC激活和PKA激活对胰岛素分泌的意外的

协同作用。

[0160] 实施例2：

[0161] 为了证实转基因蛋白的表达、被靶向路径的激活以及这种激活对葡萄糖诱导的胰

岛素分泌的作用，转染鼠β细胞的一个品系(MIN6)。

[0162] 通过RT-PCR在mRNA层面证实转基因蛋白的表达。被激活的毒蕈碱性受体的序列与

野生型受体在很大程度上不同，并且因此可使用对已添加到受体序列中的标签具有特异性

的抗体，通过对被转染MIN6细胞提取物蛋白质印迹验证蛋白质的表达。通过测量转基因细

胞和对照细胞中的胞内GLP-1的量以及测量培养基中的GLP-1分泌来证明GLP-1生产。

[0163] 为了证明转基因蛋白对胰岛素分泌的作用，通过在静态孵育实验期间增加葡萄糖

浓度来激发转染的MIN6细胞和对照MIN6细胞。测量胰岛素分泌，并且计算转基因细胞和对

照细胞的刺激指数，即高葡萄糖下的胰岛素分泌与低葡萄糖下的胰岛素分泌之间的比率。

简言之，将2×105个细胞接种到12孔板中并培育48小时，然后用携带GLP-1(7-37)基因

(GLP-1)、突变GLP-1(7-A8S-37)基因(GLP-1Ser8)或被组成性激活的毒蕈碱性受体基因

(M 3)的质粒中的一种转染这些细胞。对照细胞仅仅暴露于无任何质粒DN A的
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Lipofectamine。转染后48小时，使细胞饥饿，然后在含有1或15mM葡萄糖的1mL  Krebs-

Ringer缓冲液中孵育2小时。测量培养基中的胰岛素分泌，并将其表示为细胞的总胰岛素含

量的百分比。

[0164] 图2显示Min6细胞中GLP-1的转基因表达引起葡萄糖诱导的胰岛素分泌的不显著

的轻微增加(刺激指数2.6，对比对照细胞中的2.2)。有趣的是，编码具有更大半衰期的经修

饰GLP-1(GLP-1Ser8)的转基因诱导了对于15mM葡萄糖的分泌应答的更显著的增加(刺激指

数3.2，对比对照细胞中的2.2)。被组成性激活的3型毒蕈碱性受体(M3)在Min6细胞中的表

达显著增加了由15mM葡萄糖诱导的胰岛素分泌(刺激指数3.9，对比对照中的2.2)。

[0165] 这些结果因此显示，所用的质粒成功地诱导目的分子的表达，并且这种表达增加

对葡萄糖的分泌应答。

[0166] 实施例3：

[0167] 在分离的猪胰岛中评估PKA和PKC路径的转基因激活的作用。为此目的，将GLP-

1Ser8和M3R序列插入pENTCMV腺病毒载体中以允许转基因GLP-1(GLP-1Ser8)和被激活的毒

蕈碱性受体(M3R)在原代胰岛细胞中的表达。对于GLP-1和M3R的共同表达，将这两个序列插

入同一个双顺反子载体中以研究PKA和PKC的同时激活对于猪胰岛的胰岛素分泌的作用。在

葡萄糖激发之前的48小时内，将在HAM  F10中培育的新生猪胰岛(小组A)和在RPMI中培育的

成年猪胰岛(小组B)以感染复数200(MOI＝200)暴露于GLP-1、M3R或GLP-1+M3R病毒表达载

体。然后将胰岛在含有1mM或15mM葡萄糖的1mL  Krebs-Ringer缓冲液中孵育2小时。然后通

过放射免疫分析法定量回收的培养基中和孵育的胰岛中的胰岛素。

[0168] 如图3所示，对照胰岛中的刺激指数对于新生猪胰岛来说是3.3，并且对于成年猪

来说是3。表达GLP-1Ser8的胰岛显示提高的但与对照无显著不同的胰岛素分泌，在新生猪

中的刺激指数为4.4，但在成年猪中对分泌不存在作用(分泌指数2.7)。当用M3R表达载体感

染胰岛时，胰岛素分泌进一步增加，并且与对照相比的差异是显著的，导致新生猪和成年猪

中的刺激指数分别为5.4和4.1。最后，如同从实施例1所示的结果所预期的那样，共同表达

GLP-1和M3R的新生猪胰岛显示胰岛素分泌的协同应答，因为其刺激指数为7.3。在成年猪胰

岛中也观察到这种作用，但程度较低(刺激指数5.5)。

[0169] 还在动态胰岛灌流实验中测试了转基因PKA和PKC激活对葡萄糖诱导的胰岛素分

泌的作用。将对照和经病毒处理的成年猪胰岛放置在用0.2μm滤器密封的灌流室中。首先在

30分钟内用1mM葡萄糖(G1)krebs培养基灌流胰岛以进行平衡，然后在10分钟内每隔2分钟

收集一次G1培养基，随后用G15刺激30分钟。如图4所示并且与静态孵育中所观察到的一致，

GLP-1表达对急性胰岛素分泌几乎没有作用。M3R表达增加了两个阶段的葡萄糖诱导的胰岛

素分泌，但是当成年猪胰岛共同表达GLP-1和M3R时，这种增加更大。

[0170] 这些结果因此证实了使用药理学激活猪胰岛细胞中的PKA和PKC路径所获得的数

据。我们的结论是，猪β细胞中这两种路径的同时激活将是获得功能增强的猪胰岛的最佳策

略。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  卢万天主教大学

[0003] P·吉亚内洛

[0004] <120> 转基因猪胰岛和其用于治疗糖尿病的用途

[0005] <130>  CV  -  308/PCT

[0006] <160>  23

[0007] <170>  PatentIn  version  3.5

[0008] <210>  1

[0009] <211>  590

[0010] <212>  PRT

[0011] <213> 山猪

[0012] <400>  1

[0013] Met  Thr  Leu  His  Asn  Asn  Asn  Thr  Thr  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro  Asn  Ile

[0014] 1               5                   10                  15

[0015] Ser  Ser  Ser  Trp  Ile  His  Gly  Pro  Ser  Asp  Ala  Gly  Leu  Pro  Pro  Gly

[0016]             20                  25                  30

[0017] Thr  Val  Thr  His  Phe  Gly  Ser  Tyr  Asn  Ile  Ser  Gln  Ala  Ala  Gly  Asn

[0018]         35                  40                  45

[0019] Phe  Ser  Ser  Pro  Asn  Gly  Thr  Thr  Ser  Asp  Pro  Leu  Gly  Gly  His  Thr

[0020]     50                  55                  60

[0021] Ile  Trp  Gln  Val  Val  Phe  Ile  Ala  Phe  Leu  Thr  Gly  Ile  Leu  Ala  Leu

[0022] 65                  70                  75                  80

[0023] Val  Thr  Ile  Ile  Gly  Asn  Ile  Leu  Val  Ile  Val  Ala  Phe  Lys  Val  Asn

[0024]                 85                  90                  95

[0025] Lys  Gln  Leu  Lys  Thr  Val  Asn  Asn  Tyr  Phe  Leu  Leu  Ser  Leu  Ala  Cys

[0026]             100                 105                 110

[0027] Ala  Asp  Leu  Ile  Ile  Gly  Val  Ile  Ser  Met  Asn  Leu  Phe  Thr  Thr  Tyr

[0028]         115                 120                 125

[0029] Ile  Ile  Met  Asn  Arg  Trp  Ala  Leu  Gly  Asn  Leu  Ala  Cys  Asp  Leu  Trp

[0030]     130                 135                 140

[0031] Leu  Ser  Ile  Asp  Tyr  Val  Ala  Ser  Asn  Ala  Ser  Val  Met  Asn  Leu  Leu

[0032] 145                 150                 155                 160

[0033] Val  Ile  Ser  Phe  Asp  Arg  Tyr  Phe  Ser  Ile  Thr  Arg  Pro  Leu  Thr  Tyr

[0034]                 165                 170                 175

[0035] Arg  Ala  Lys  Arg  Thr  Thr  Lys  Arg  Ala  Gly  Val  Met  Ile  Gly  Leu  Ala

[0036]             180                 185                 190

[0037] Trp  Val  Ile  Ser  Phe  Ile  Leu  Trp  Ala  Pro  Ala  Ile  Leu  Phe  Trp  Gln

[0038]         195                 200                 205
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[0039] Tyr  Phe  Val  Gly  Lys  Arg  Thr  Val  Pro  Pro  Gly  Glu  Cys  Phe  Ile  Gln

[0040]     210                 215                 220

[0041] Phe  Leu  Ser  Glu  Pro  Thr  Ile  Thr  Phe  Gly  Thr  Ala  Ile  Ala  Ala  Phe

[0042] 225                 230                 235                 240

[0043] Tyr  Met  Pro  Val  Thr  Ile  Met  Thr  Ile  Leu  Tyr  Trp  Arg  Ile  Tyr  Lys

[0044]                 245                 250                 255

[0045] Glu  Thr  Glu  Lys  Arg  Thr  Lys  Glu  Leu  Ala  Gly  Leu  Gln  Ala  Ser  Gly

[0046]             260                 265                 270

[0047] Thr  Glu  Ala  Glu  Ala  Glu  Asn  Phe  Val  His  Pro  Thr  Gly  Ser  Ser  Arg

[0048]         275                 280                 285

[0049] Ser  Cys  Ser  Ser  Tyr  Glu  Leu  Gln  Gln  Gln  Ser  Leu  Lys  Arg  Ser  Ala

[0050]     290                 295                 300

[0051] Arg  Arg  Lys  Tyr  Gly  Arg  Cys  His  Phe  Trp  Phe  Thr  Thr  Lys  Ser  Trp

[0052] 305                 310                 315                 320

[0053] Lys  Pro  Ser  Ala  Glu  Gln  Met  Asp  Gln  Asp  His  Ser  Ser  Ser  Asp  Ser

[0054]                 325                 330                 335

[0055] Trp  Asn  Asn  Asn  Asp  Ala  Ala  Ala  Ser  Leu  Glu  Asn  Ser  Ala  Ser  Ser

[0056]             340                 345                 350

[0057] Asp  Glu  Glu  Asp  Ile  Gly  Ser  Glu  Thr  Arg  Ala  Ile  Tyr  Ser  Ile  Val

[0058]         355                 360                 365

[0059] Leu  Lys  Leu  Pro  Gly  His  Ser  Thr  Ile  Leu  Asn  Ser  Thr  Lys  Leu  Pro

[0060]     370                 375                 380

[0061] Ser  Ser  Asp  Asn  Leu  Gln  Val  Pro  Glu  Glu  Glu  Leu  Gly  Thr  Val  Asp

[0062] 385                 390                 395                 400

[0063] Leu  Glu  Arg  Lys  Ala  Ser  Lys  Leu  Gln  Ala  Gln  Lys  Ser  Met  Asp  Asp

[0064]                 405                 410                 415

[0065] Gly  Gly  Ser  Phe  Gln  Lys  Ser  Phe  Ser  Lys  Leu  Pro  Ile  Gln  Leu  Glu

[0066]             420                 425                 430

[0067] Ser  Ala  Val  Asp  Thr  Ala  Lys  Ala  Ser  Asp  Val  Asn  Ser  Ser  Val  Gly

[0068]         435                 440                 445

[0069] Lys  Thr  Thr  Ala  Thr  Leu  Pro  Leu  Ser  Phe  Lys  Glu  Ala  Thr  Leu  Ala

[0070]     450                 455                 460

[0071] Lys  Arg  Phe  Ala  Leu  Lys  Thr  Arg  Ser  Gln  Ile  Thr  Lys  Arg  Lys  Arg

[0072] 465                 470                 475                 480

[0073] Met  Ser  Leu  Ile  Lys  Glu  Lys  Lys  Ala  Ala  Gln  Thr  Leu  Ser  Ala  Ile

[0074]                 485                 490                 495

[0075] Leu  Leu  Ala  Phe  Ile  Ile  Thr  Trp  Thr  Pro  Tyr  Asn  Ile  Met  Val  Leu

[0076]             500                 505                 510

[0077] Val  Asn  Thr  Phe  Cys  Asp  Ser  Cys  Ile  Pro  Lys  Thr  Tyr  Trp  Asn  Leu
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[0078]         515                 520                 525

[0079] Gly  Tyr  Trp  Leu  Cys  Tyr  Ile  Asn  Ser  Thr  Val  Asn  Pro  Val  Cys  Tyr

[0080]     530                 535                 540

[0081] Ala  Leu  Cys  Asn  Lys  Thr  Phe  Arg  Thr  Thr  Phe  Lys  Met  Leu  Leu  Leu

[0082] 545                 550                 555                 560

[0083] Cys  Gln  Cys  Asp  Lys  Arg  Lys  Arg  Arg  Lys  Gln  Gln  Tyr  Gln  Gln  Arg

[0084]                 565                 570                 575

[0085] Gln  Ser  Val  Ile  Phe  His  Lys  Arg  Val  Pro  Glu  Gln  Ala  Leu

[0086]             580                 585                 590

[0087] <210>  2

[0088] <211>  1773

[0089] <212>  DNA

[0090] <213> 山猪

[0091] <400>  2

[0092] atgaccttgc  acaataacaa  tacaacctca  cctttgtttc  caaacatcag  ctcttcctgg  60

[0093] attcacggcc  cttccgatgc  agggctgccc  ccaggaacgg  ttactcattt  tggcagctac  120

[0094] aacatttctc  aggcagctgg  gaatttctcc  tctccaaatg  gcaccaccag  tgaccctctg  180

[0095] ggaggtcaca  ccatctggca  agtggtgttc  attgcattct  taacaggcat  cctggccttg  240

[0096] gtgactatca  tcggcaatat  cctggtgatc  gtggcattca  aggtcaacaa  gcaactgaag  300

[0097] acagtcaaca  actacttcct  cttaagtctg  gcctgtgctg  acctgattat  cggggtcatt  360

[0098] tcaatgaatc  tgtttactac  ctacatcatc  atgaatcgat  gggctttagg  gaacttggcc  420

[0099] tgtgacctct  ggctttccat  tgactatgtg  gctagcaatg  cctcggtcat  gaatcttctg  480

[0100] gtcattagct  ttgacaggta  cttttccatc  acgaggccgc  tcacataccg  agccaaaaga  540

[0101] acaacaaagc  gagctggtgt  gatgataggt  ctggcttggg  tcatctcctt  catcctttgg  600

[0102] gctcctgcca  tcttgttctg  gcaatacttt  gttgggaaga  gaactgtccc  tccaggagag  660

[0103] tgtttcatcc  agttcctcag  tgagcccacc  atcaccttcg  gcacggccat  cgctgccttt  720

[0104] tatatgcctg  tcaccattat  gactatttta  tactggagga  tctataagga  aactgaaaaa  780

[0105] cgtaccaaag  agcttgccgg  gctgcaagcc  tctgggacag  aggcagaggc  agaaaacttt  840

[0106] gttcacccca  caggtagttc  tcggagctgc  agcagctatg  agcttcagca  gcaaagcctg  900

[0107] aaacgctcag  ccaggaggaa  gtatggacgc  tgccacttct  ggttcacaac  caagagctgg  960

[0108] aagcccagtg  ctgagcagat  ggaccaagac  cacagcagca  gtgacagctg  gaataacaat  1020

[0109] gatgctgctg  cctccctgga  aaactccgcc  tcctccgatg  aggaggacat  tggctcagaa  1080

[0110] acaagagcca  tctactccat  cgtgctcaag  cttccaggtc  acagcaccat  cctcaactcc  1140

[0111] accaagttac  cgtcttcaga  caacctgcag  gtgcccgagg  aggagctggg  gacagtggac  1200

[0112] ttggagagaa  aagccagcaa  actgcaagcc  cagaagagca  tggacgatgg  aggcagtttt  1260

[0113] caaaaaagct  tctccaagct  tcccatccag  ttagagtcag  ccgtggacac  agccaaggcc  1320

[0114] tctgatgtca  actcctcagt  gggtaagacc  acggccactc  tacctctgtc  ctttaaggaa  1380

[0115] gctactctgg  ccaagaggtt  tgctctgaag  accagaagtc  agatcaccaa  gcggaaacgg  1440

[0116] atgtcgctca  tcaaggagaa  gaaagcggcc  cagaccctca  gcgccatctt  gcttgccttc  1500
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[0117] atcatcacct  ggacccccta  caatatcatg  gttctggtga  acaccttttg  tgacagctgc  1560

[0118] atacccaaaa  cctattggaa  tctgggctac  tggctgtgct  acatcaacag  caccgtgaac  1620

[0119] cccgtgtgct  atgccctgtg  caacaaaaca  ttcagaacca  ctttcaagat  gctgctgctg  1680

[0120] tgccagtgtg  acaaaaggaa  gaggcgcaag  cagcagtatc  agcaaagaca  gtcagtcatt  1740

[0121] ttccacaagc  gggtgcccga  gcaggccttg  tag                              1773

[0122] <210>  3

[0123] <211>  1185

[0124] <212>  DNA

[0125] <213> 人工序列

[0126] <220>

[0127] <223> 组成性激活的III型毒蕈碱性受体

[0128] <400>  3

[0129] atgaccttgc  acaataacaa  tacaacctca  cctttgtttc  caaacatcag  ctcttcctgg  60

[0130] attcacggcc  cttccgatgc  agggctgccc  ccaggaacgg  ttactcattt  tggcagctac  120

[0131] aacatttctc  aggcagctgg  gaatttctcc  tctccaaatg  gcaccaccag  tgaccctctg  180

[0132] ggaggtcaca  ccatctggca  agtggtgttc  attgcattct  taacaggcat  cctggccttg  240

[0133] gtgactatca  tcggcaatat  cctggtgatc  gtggcattca  aggtcaacaa  gcaactgaag  300

[0134] acagtcaaca  actacttcct  cttaagtctg  gcctgtgctg  acctgattat  cggggtcatt  360

[0135] tcaatgaatc  tgtttactac  ctacatcatc  atgaatcgat  gggctttagg  gaacttggcc  420

[0136] tgtgacctct  ggctttccat  tgactatgtg  gctagcaatg  cctcggtcat  gaatcttctg  480

[0137] gtcattagct  ttgacaggta  cttttccatc  acgaggccgc  tcacataccg  agccaaaaga  540

[0138] acaacaaagc  gagctggtgt  gatgataggt  ctggcttggg  tcatctcctt  catcctttgg  600

[0139] gctcctgcca  tcttgttctg  gcaatacttt  gttgggaaga  gaactgtccc  tccaggagag  660

[0140] tgtttcatcc  agttcctcag  tgagcccacc  atcaccttcg  gcacggccat  cgctgccttt  720

[0141] tatatgcctg  tcaccattat  gactatttta  tactggagga  tctataagga  aactgaaaaa  780

[0142] cgtaccaaag  agcttgccgg  gctgcaagcc  tctgggacag  agaccagaag  tcagatcacc  840

[0143] aagcggaaac  ggatgtcgct  catcaaggag  aagaaagcgg  ccctgaccct  cagcgccatc  900

[0144] ttgcttgcct  tcatcatcac  ctggaccccc  tacaatatca  tggttctggt  gaacaccttt  960

[0145] tgtgacagct  gcatacccaa  aacctattgg  aatctgggct  actggctgtg  ctacatcaac  1020

[0146] agcaccgtga  accccgtgtg  ctatgccctg  tgcaacaaaa  cattcagaac  cactttcaag  1080

[0147] atgctgctgc  tgtgccagtg  tgacaaaagg  aagaggcgca  agcagcagta  tcagcaaaga  1140

[0148] cagtcagtca  ttttccacaa  gcgggtgccc  gagcaggcct  tgtag                 1185

[0149] <210>  4

[0150] <211>  394

[0151] <212>  PRT

[0152] <213> 人工序列

[0153] <220>

[0154] <223> 组成性激活的III型毒蕈碱性受体

[0155] <400>  4

序　列　表 4/14 页

25

CN 106456674 B

25



[0156] Met  Thr  Leu  His  Asn  Asn  Asn  Thr  Thr  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro  Asn  Ile

[0157] 1               5                   10                  15

[0158] Ser  Ser  Ser  Trp  Ile  His  Gly  Pro  Ser  Asp  Ala  Gly  Leu  Pro  Pro  Gly

[0159]             20                  25                  30

[0160] Thr  Val  Thr  His  Phe  Gly  Ser  Tyr  Asn  Ile  Ser  Gln  Ala  Ala  Gly  Asn

[0161]         35                  40                  45

[0162] Phe  Ser  Ser  Pro  Asn  Gly  Thr  Thr  Ser  Asp  Pro  Leu  Gly  Gly  His  Thr

[0163]     50                  55                  60

[0164] Ile  Trp  Gln  Val  Val  Phe  Ile  Ala  Phe  Leu  Thr  Gly  Ile  Leu  Ala  Leu

[0165] 65                  70                  75                  80

[0166] Val  Thr  Ile  Ile  Gly  Asn  Ile  Leu  Val  Ile  Val  Ala  Phe  Lys  Val  Asn

[0167]                 85                  90                  95

[0168] Lys  Gln  Leu  Lys  Thr  Val  Asn  Asn  Tyr  Phe  Leu  Leu  Ser  Leu  Ala  Cys

[0169]             100                 105                 110

[0170] Ala  Asp  Leu  Ile  Ile  Gly  Val  Ile  Ser  Met  Asn  Leu  Phe  Thr  Thr  Tyr

[0171]         115                 120                 125

[0172] Ile  Ile  Met  Asn  Arg  Trp  Ala  Leu  Gly  Asn  Leu  Ala  Cys  Asp  Leu  Trp

[0173]     130                 135                 140

[0174] Leu  Ser  Ile  Asp  Tyr  Val  Ala  Ser  Asn  Ala  Ser  Val  Met  Asn  Leu  Leu

[0175] 145                 150                 155                 160

[0176] Val  Ile  Ser  Phe  Asp  Arg  Tyr  Phe  Ser  Ile  Thr  Arg  Pro  Leu  Thr  Tyr

[0177]                 165                 170                 175

[0178] Arg  Ala  Lys  Arg  Thr  Thr  Lys  Arg  Ala  Gly  Val  Met  Ile  Gly  Leu  Ala

[0179]             180                 185                 190

[0180] Trp  Val  Ile  Ser  Phe  Ile  Leu  Trp  Ala  Pro  Ala  Ile  Leu  Phe  Trp  Gln

[0181]         195                 200                 205

[0182] Tyr  Phe  Val  Gly  Lys  Arg  Thr  Val  Pro  Pro  Gly  Glu  Cys  Phe  Ile  Gln

[0183]     210                 215                 220

[0184] Phe  Leu  Ser  Glu  Pro  Thr  Ile  Thr  Phe  Gly  Thr  Ala  Ile  Ala  Ala  Phe

[0185] 225                 230                 235                 240

[0186] Tyr  Met  Pro  Val  Thr  Ile  Met  Thr  Ile  Leu  Tyr  Trp  Arg  Ile  Tyr  Lys

[0187]                 245                 250                 255

[0188] Glu  Thr  Glu  Lys  Arg  Thr  Lys  Glu  Leu  Ala  Gly  Leu  Gln  Ala  Ser  Gly

[0189]             260                 265                 270

[0190] Thr  Glu  Thr  Arg  Ser  Gln  Ile  Thr  Lys  Arg  Lys  Arg  Met  Ser  Leu  Ile

[0191]         275                 280                 285

[0192] Lys  Glu  Lys  Lys  Ala  Ala  Gln  Thr  Leu  Ser  Ala  Ile  Leu  Leu  Ala  Phe

[0193]     290                 295                 300

[0194] Ile  Ile  Thr  Trp  Thr  Pro  Tyr  Asn  Ile  Met  Val  Leu  Val  Asn  Thr  Phe
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[0195] 305                 310                 315                 320

[0196] Cys  Asp  Ser  Cys  Ile  Pro  Lys  Thr  Tyr  Trp  Asn  Leu  Gly  Tyr  Trp  Leu

[0197]                 325                 330                 335

[0198] Cys  Tyr  Ile  Asn  Ser  Thr  Val  Asn  Pro  Val  Cys  Tyr  Ala  Leu  Cys  Asn

[0199]             340                 345                 350

[0200] Lys  Thr  Phe  Arg  Thr  Thr  Phe  Lys  Met  Leu  Leu  Leu  Cys  Gln  Cys  Asp

[0201]         355                 360                 365

[0202] Lys  Arg  Lys  Arg  Arg  Lys  Gln  Gln  Tyr  Gln  Gln  Arg  Gln  Ser  Val  Ile

[0203]     370                 375                 380

[0204] Phe  His  Lys  Arg  Val  Pro  Glu  Gln  Ala  Leu

[0205] 385                 390

[0206] <210>  5

[0207] <211>  93

[0208] <212>  DNA

[0209] <213> 山猪

[0210] <400>  5

[0211] catgctgaag  ggacctttac  cagtgatgta  agttcttatt  tggaaggcca  agctgccaag  60

[0212] gaattcattg  cttggctggt  gaaaggccga  gga                              93

[0213] <210>  6

[0214] <211>  31

[0215] <212>  PRT

[0216] <213> 山猪

[0217] <400>  6

[0218] His  Ala  Glu  Gly  Thr  Phe  Thr  Ser  Asp  Val  Ser  Ser  Tyr  Leu  Glu  Gly

[0219] 1               5                   10                  15

[0220] Gln  Ala  Ala  Lys  Glu  Phe  Ile  Ala  Trp  Leu  Val  Lys  Gly  Arg  Gly

[0221]             20                  25                  30

[0222] <210>  7

[0223] <211>  60

[0224] <212>  DNA

[0225] <213> 人工序列

[0226] <220>

[0227] <223>  Ig  K-链分泌信号

[0228] <400>  7

[0229] gagacagaca  cactcctgct  atgggtactg  ctgctctggg  ttccaggttc  cactggtgac  60

[0230] <210>  8

[0231] <211>  20

[0232] <212>  PRT

[0233] <213> 人工序列
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[0234] <220>

[0235] <223>  Ig  K-链分泌信号

[0236] <400>  8

[0237] Glu  Thr  Asp  Thr  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Pro  Gly

[0238] 1               5                   10                  15

[0239] Ser  Thr  Gly  Asp

[0240]             20

[0241] <210>  9

[0242] <211>  171

[0243] <212>  DNA

[0244] <213> 人工序列

[0245] <220>

[0246] <223> 具有Ig  K-链分泌信号的A8S  GLP-1

[0247] <400>  9

[0248] atggagacag  acacactcct  gctatgggta  ctgctgctct  gggttccagg  ttccactggt  60

[0249] gaccggggca  ggcggcattc  cgaagggacc  tttaccagtg  atgtaagttc  ttatttggaa  120

[0250] ggccaagctg  ccaaggaatt  cattgcttgg  ctggtgaaag  gccgaggata  g          171

[0251] <210>  10

[0252] <211>  56

[0253] <212>  PRT

[0254] <213> 人工序列

[0255] <220>

[0256] <223> 具有Ig  K-链分泌信号的A8S  GLP-1

[0257] <400>  10

[0258] Met  Glu  Thr  Asp  Thr  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Pro

[0259] 1               5                   10                  15

[0260] Gly  Ser  Thr  Gly  Asp  Arg  Gly  Arg  Arg  His  Ser  Glu  Gly  Thr  Phe  Thr

[0261]             20                  25                  30

[0262] Ser  Asp  Val  Ser  Ser  Tyr  Leu  Glu  Gly  Gln  Ala  Ala  Lys  Glu  Phe  Ile

[0263]         35                  40                  45

[0264] Ala  Trp  Leu  Val  Lys  Gly  Arg  Gly

[0265]     50                  55

[0266] <210>  11

[0267] <211>  1496

[0268] <212>  DNA

[0269] <213> 人工序列

[0270] <220>

[0271] <223>  猪胰岛素启动子

[0272] <400>  11
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[0273] gagttcagct  gagctggctc  ccaggtcacc  tctctgggtc  ttggtgcccc  cagcatctcc  60

[0274] caggctggcc  ctgccctggg  ggtgcccttc  ccaccctgcc  ctgggccttg  tggagggcac  120

[0275] cctgggctca  ctgggaggcg  gtcggccctt  tccttcccgc  aggatgtaag  caccagccta  180

[0276] tcttccaggc  cctgcgccct  ccctgggtgc  ccccctccta  cctccagagc  cctgactcta  240

[0277] ggctcttagg  atgtcggtct  tggaaaactc  ctactcatcc  gtcaagaccc  tcctgggaaa  300

[0278] acccttcctt  cccagccccc  caccctggat  ctgtgccctt  tcagcctttg  aggccacaaa  360

[0279] tgaggctgtt  tccaaaggtt  ggaggcccct  gggaagggct  gacggccggc  ctcctcccct  420

[0280] ccaacccctg  ggccctgggc  tctgccctca  tccagtctcc  tgccttgcac  accctctcat  480

[0281] agaggccccc  agatcttccc  tggctgcaga  cgggcctcag  gaccccctgc  tgtcctggga  540

[0282] agccagggcc  cagctccttc  ctccgcgtgg  ggtggggcct  ccccacaggg  gcctgtcccg  600

[0283] ggggggtacc  agagggtcac  ccccgcacat  gggacagcga  agggaagcag  tatgtcgtgg  660

[0284] ggccgggtct  gaaaggggtc  agcagcaggg  gctccaggag  gcaggggcac  tgagcggtac  720

[0285] ctggggggga  ggtggtgggg  ccacacccag  gagtcctgtg  ccccccccac  tcccgccgtt  780

[0286] ggagatgaga  agcaggggcc  agcctgcggg  tccctgagtt  cagcgcccac  ccccccgccg  840

[0287] cagcaccccg  gggtctcagc  aggctgctgt  gctgggggcg  ggggcgctta  tggagccggg  900

[0288] agcagccccc  cccccacggc  ctcggagcat  ctctggggcc  tcagggatgg  accggggtct  960

[0289] gcaggcaggt  gtcctctcgc  gcccccactc  cctgggctat  aacgtggaag  atgcggccca  1020

[0290] agcccggtcg  gtttggcctt  tgtccccagc  cagtggggac  agcctggccc  tcaggctgct  1080

[0291] cgttaagact  ctaatgacct  cgaggccccc  agaggcgctg  atgacccacg  gagatgatcc  1140

[0292] cgcaggcctg  gcagcaggga  aatgatccag  aaagtgccac  ctcagccccc  agccatctgc  1200

[0293] cacccacctg  gaggccctca  ggggccgggc  gccggggggc  aggcgctata  aagccggctg  1260

[0294] ggcccagccg  cccccagccc  tctgggacca  gctgtgttcc  caggccaccg  gcaagcaggt  1320

[0295] ctgtccccct  gggctcccgt  cagctgggtc  tgggctgtcc  tgctggggcc  agggcatctc  1380

[0296] ggcaggagga  cgtgggctcc  tctctcggag  cccttggggg  gtgaggctgg  tgggggctgc  1440

[0297] aggtgcccct  ggctggcctc  aacgccgccc  gtcccccagg  tcctcacccc  ccgccc     1496

[0298] <210>  12

[0299] <211>  27

[0300] <212>  DNA

[0301] <213> 人工序列

[0302] <220>

[0303] <223>  HA 标签

[0304] <400>  12

[0305] tacccatacg  atgttccaga  ttacgct                                     27

[0306] <210>  13

[0307] <211>  9

[0308] <212>  PRT

[0309] <213> 人工序列

[0310] <220>

[0311] <223>  HA 标签
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[0312] <400>  13

[0313] Tyr  Pro  Tyr  Asp  Val  Pro  Asp  Tyr  Ala

[0314] 1               5

[0315] <210>  14

[0316] <211>  456

[0317] <212>  DNA

[0318] <213> 人工序列

[0319] <220>

[0320] <223>  包含多聚腺苷酸序列的兔β球蛋白片段

[0321] <400>  14

[0322] ctttttccct  ctgccaaaaa  ttatggggac  atcatgaagc  cccttgagca  tctgacttct  60

[0323] ggctaataaa  ggaaatttat  tttcattgca  atagtgtgtt  ggaatttttt  gtgtctctca  120

[0324] ctcggaagga  catatgggag  ggcaaatcat  ttaaaacatc  agaatgagta  tttggtttag  180

[0325] agtttggcaa  catatgccat  atgctggctg  ccatgaacaa  aggtggctat  aaagaggtca  240

[0326] tcagtatatg  aaacagcccc  ctgctgtcca  ttccttattc  catagaaaag  ccttgacttg  300

[0327] aggttagatt  ttttttatat  tttgttttgt  gttatttttt  tctttaacat  ccctaaaatt  360

[0328] ttccttacat  gttttactag  ccagattttt  cctcctctcc  tgactactcc  cagtcatagc  420

[0329] tgtccctctt  ctcttatgaa  gatccctcga  cctgca                           456

[0330] <210>  15

[0331] <211>  20

[0332] <212>  DNA

[0333] <213> 人工序列

[0334] <220>

[0335] <223>  GLP-1  - 正向引物

[0336] <400>  15

[0337] cccgcccaat  tgatggagac                                             20

[0338] <210>  16

[0339] <211>  20

[0340] <212>  DNA

[0341] <213> 人工序列

[0342] <220>

[0343] <223>  GLP-1  - 反向引物

[0344] <400>  16

[0345] tcctcggcct  ttcaccagcc                                             20

[0346] <210>  17

[0347] <211>  20

[0348] <212>  DNA

[0349] <213>  M3R  - 正向引物

[0350] <400>  17
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[0351] cccaattgat  gtacccatac                                             20

[0352] <210>  18

[0353] <211>  20

[0354] <212>  DNA

[0355] <213> 人工序列

[0356] <220>

[0357] <223>  M3R  - 反向引物

[0358] <400>  18

[0359] gtgatctgac  ttctggtctc                                             20

[0360] <210>  19

[0361] <211>  93

[0362] <212>  DNA

[0363] <213> 人工序列

[0364] <220>

[0365] <223>  A8S  GLP-1

[0366] <400>  19

[0367] cattccgaag  ggacctttac  cagtgatgta  agttcttatt  tggaaggcca  agctgccaag  60

[0368] gaattcattg  cttggctggt  gaaaggccga  gga                              93

[0369] <210>  20

[0370] <211>  31

[0371] <212>  PRT

[0372] <213> 人工序列

[0373] <220>

[0374] <223>  A8S  GLP-1

[0375] <400>  20

[0376] His  Ser  Glu  Gly  Thr  Phe  Thr  Ser  Asp  Val  Ser  Ser  Tyr  Leu  Glu  Gly

[0377] 1               5                   10                  15

[0378] Gln  Ala  Ala  Lys  Glu  Phe  Ile  Ala  Trp  Leu  Val  Lys  Gly  Arg  Gly

[0379]             20                  25                  30

[0380] <210>  21

[0381] <211>  403

[0382] <212>  PRT

[0383] <213> 人工序列

[0384] <220>

[0385] <223> 经HA标记的突变的III型毒蕈碱性受体

[0386] <400>  21

[0387] Met  Tyr  Pro  Tyr  Asp  Val  Pro  Asp  Tyr  Ala  Thr  Leu  His  Asn  Asn  Asn

[0388] 1               5                   10                  15

[0389] Thr  Thr  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro  Asn  Ile  Ser  Ser  Ser  Trp  Ile  His  Gly
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[0390]             20                  25                  30

[0391] Pro  Ser  Asp  Ala  Gly  Leu  Pro  Pro  Gly  Thr  Val  Thr  His  Phe  Gly  Ser

[0392]         35                  40                  45

[0393] Tyr  Asn  Ile  Ser  Gln  Ala  Ala  Gly  Asn  Phe  Ser  Ser  Pro  Asn  Gly  Thr

[0394]     50                  55                  60

[0395] Thr  Ser  Asp  Pro  Leu  Gly  Gly  His  Thr  Ile  Trp  Gln  Val  Val  Phe  Ile

[0396] 65                  70                  75                  80

[0397] Ala  Phe  Leu  Thr  Gly  Ile  Leu  Ala  Leu  Val  Thr  Ile  Ile  Gly  Asn  Ile

[0398]                 85                  90                  95

[0399] Leu  Val  Ile  Val  Ala  Phe  Lys  Val  Asn  Lys  Gln  Leu  Lys  Thr  Val  Asn

[0400]             100                 105                 110

[0401] Asn  Tyr  Phe  Leu  Leu  Ser  Leu  Ala  Cys  Ala  Asp  Leu  Ile  Ile  Gly  Val

[0402]         115                 120                 125

[0403] Ile  Ser  Met  Asn  Leu  Phe  Thr  Thr  Tyr  Ile  Ile  Met  Asn  Arg  Trp  Ala

[0404]     130                 135                 140

[0405] Leu  Gly  Asn  Leu  Ala  Cys  Asp  Leu  Trp  Leu  Ser  Ile  Asp  Tyr  Val  Ala

[0406] 145                 150                 155                 160

[0407] Ser  Asn  Ala  Ser  Val  Met  Asn  Leu  Leu  Val  Ile  Ser  Phe  Asp  Arg  Tyr

[0408]                 165                 170                 175

[0409] Phe  Ser  Ile  Thr  Arg  Pro  Leu  Thr  Tyr  Arg  Ala  Lys  Arg  Thr  Thr  Lys

[0410]             180                 185                 190

[0411] Arg  Ala  Gly  Val  Met  Ile  Gly  Leu  Ala  Trp  Val  Ile  Ser  Phe  Ile  Leu

[0412]         195                 200                 205

[0413] Trp  Ala  Pro  Ala  Ile  Leu  Phe  Trp  Gln  Tyr  Phe  Val  Gly  Lys  Arg  Thr

[0414]     210                 215                 220

[0415] Val  Pro  Pro  Gly  Glu  Cys  Phe  Ile  Gln  Phe  Leu  Ser  Glu  Pro  Thr  Ile

[0416] 225                 230                 235                 240

[0417] Thr  Phe  Gly  Thr  Ala  Ile  Ala  Ala  Phe  Tyr  Met  Pro  Val  Thr  Ile  Met

[0418]                 245                 250                 255

[0419] Thr  Ile  Leu  Tyr  Trp  Arg  Ile  Tyr  Lys  Glu  Thr  Glu  Lys  Arg  Thr  Lys

[0420]             260                 265                 270

[0421] Glu  Leu  Ala  Gly  Leu  Gln  Ala  Ser  Gly  Thr  Glu  Thr  Arg  Ser  Gln  Ile

[0422]         275                 280                 285

[0423] Thr  Lys  Arg  Lys  Arg  Met  Ser  Leu  Ile  Lys  Glu  Lys  Lys  Ala  Ala  Gln

[0424]     290                 295                 300

[0425] Thr  Leu  Ser  Ala  Ile  Leu  Leu  Ala  Phe  Ile  Ile  Thr  Trp  Thr  Pro  Tyr

[0426] 305                 310                 315                 320

[0427] Asn  Ile  Met  Val  Leu  Val  Asn  Thr  Phe  Cys  Asp  Ser  Cys  Ile  Pro  Lys

[0428]                 325                 330                 335
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[0429] Thr  Tyr  Trp  Asn  Leu  Gly  Tyr  Trp  Leu  Cys  Tyr  Ile  Asn  Ser  Thr  Val

[0430]             340                 345                 350

[0431] Asn  Pro  Val  Cys  Tyr  Ala  Leu  Cys  Asn  Lys  Thr  Phe  Arg  Thr  Thr  Phe

[0432]         355                 360                 365

[0433] Lys  Met  Leu  Leu  Leu  Cys  Gln  Cys  Asp  Lys  Arg  Lys  Arg  Arg  Lys  Gln

[0434]     370                 375                 380

[0435] Gln  Tyr  Gln  Gln  Arg  Gln  Ser  Val  Ile  Phe  His  Lys  Arg  Val  Pro  Glu

[0436] 385                 390                 395                 400

[0437] Gln  Ala  Leu

[0438] <210>  22

[0439] <211>  3169

[0440] <212>  DNA

[0441] <213> 人工序列

[0442] <220>

[0443] <223> 组成性激活的III型毒蕈碱性受体  - 载体

[0444] <400>  22

[0445] gagttcagct  gagctggctc  ccaggtcacc  tctctgggtc  ttggtgcccc  cagcatctcc  60

[0446] caggctggcc  ctgccctggg  ggtgcccttc  ccaccctgcc  ctgggccttg  tggagggcac  120

[0447] cctgggctca  ctgggaggcg  gtcggccctt  tccttcccgc  aggatgtaag  caccagccta  180

[0448] tcttccaggc  cctgcgccct  ccctgggtgc  ccccctccta  cctccagagc  cctgactcta  240

[0449] ggctcttagg  atgtcggtct  tggaaaactc  ctactcatcc  gtcaagaccc  tcctgggaaa  300

[0450] acccttcctt  cccagccccc  caccctggat  ctgtgccctt  tcagcctttg  aggccacaaa  360

[0451] tgaggctgtt  tccaaaggtt  ggaggcccct  gggaagggct  gacggccggc  ctcctcccct  420

[0452] ccaacccctg  ggccctgggc  tctgccctca  tccagtctcc  tgccttgcac  accctctcat  480

[0453] agaggccccc  agatcttccc  tggctgcaga  cgggcctcag  gaccccctgc  tgtcctggga  540

[0454] agccagggcc  cagctccttc  ctccgcgtgg  ggtggggcct  ccccacaggg  gcctgtcccg  600

[0455] ggggggtacc  agagggtcac  ccccgcacat  gggacagcga  agggaagcag  tatgtcgtgg  660

[0456] ggccgggtct  gaaaggggtc  agcagcaggg  gctccaggag  gcaggggcac  tgagcggtac  720

[0457] ctggggggga  ggtggtgggg  ccacacccag  gagtcctgtg  ccccccccac  tcccgccgtt  780

[0458] ggagatgaga  agcaggggcc  agcctgcggg  tccctgagtt  cagcgcccac  ccccccgccg  840

[0459] cagcaccccg  gggtctcagc  aggctgctgt  gctgggggcg  ggggcgctta  tggagccggg  900

[0460] agcagccccc  cccccacggc  ctcggagcat  ctctggggcc  tcagggatgg  accggggtct  960

[0461] gcaggcaggt  gtcctctcgc  gcccccactc  cctgggctat  aacgtggaag  atgcggccca  1020

[0462] agcccggtcg  gtttggcctt  tgtccccagc  cagtggggac  agcctggccc  tcaggctgct  1080

[0463] cgttaagact  ctaatgacct  cgaggccccc  agaggcgctg  atgacccacg  gagatgatcc  1140

[0464] cgcaggcctg  gcagcaggga  aatgatccag  aaagtgccac  ctcagccccc  agccatctgc  1200

[0465] cacccacctg  gaggccctca  ggggccgggc  gccggggggc  aggcgctata  aagccggctg  1260

[0466] ggcccagccg  cccccagccc  tctgggacca  gctgtgttcc  caggccaccg  gcaagcaggt  1320

[0467] ctgtccccct  gggctcccgt  cagctgggtc  tgggctgtcc  tgctggggcc  agggcatctc  1380
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[0468] ggcaggagga  cgtgggctcc  tctctcggag  cccttggggg  gtgaggctgg  tgggggctgc  1440

[0469] aggtgcccct  ggctggcctc  aacgccgccc  gtcccccagg  tcctcacccc  ccgcccaatt  1500

[0470] gatgtaccca  tacgatgttc  cagattacgc  taccttgcac  aataacaata  caacctcacc  1560

[0471] tttgtttcca  aacatcagct  cttcctggat  tcacggccct  tccgatgcag  ggctgccccc  1620

[0472] aggaacggtt  actcattttg  gcagctacaa  catttctcag  gcagctggga  atttctcctc  1680

[0473] tccaaatggc  accaccagtg  accctctggg  aggtcacacc  atctggcaag  tggtgttcat  1740

[0474] tgcattctta  acaggcatcc  tggccttggt  gactatcatc  ggcaatatcc  tggtgatcgt  1800

[0475] ggcattcaag  gtcaacaagc  aactgaagac  agtcaacaac  tacttcctct  taagtctggc  1860

[0476] ctgtgctgac  ctgattatcg  gggtcatttc  aatgaatctg  tttactacct  acatcatcat  1920

[0477] gaatcgatgg  gctttaggga  acttggcctg  tgacctctgg  ctttccattg  actatgtggc  1980

[0478] tagcaatgcc  tcggtcatga  atcttctggt  cattagcttt  gacaggtact  tttccatcac  2040

[0479] gaggccgctc  acataccgag  ccaaaagaac  aacaaagcga  gctggtgtga  tgataggtct  2100

[0480] ggcttgggtc  atctccttca  tcctttgggc  tcctgccatc  ttgttctggc  aatactttgt  2160

[0481] tgggaagaga  actgtccctc  caggagagtg  tttcatccag  ttcctcagtg  agcccaccat  2220

[0482] caccttcggc  acggccatcg  ctgcctttta  tatgcctgtc  accattatga  ctattttata  2280

[0483] ctggaggatc  tataaggaaa  ctgaaaaacg  taccaaagag  cttgccgggc  tgcaagcctc  2340

[0484] tgggacagag  accagaagtc  agatcaccaa  gcggaaacgg  atgtcgctca  tcaaggagaa  2400

[0485] gaaagcggcc  ctgaccctca  gcgccatctt  gcttgccttc  atcatcacct  ggacccccta  2460

[0486] caatatcatg  gttctggtga  acaccttttg  tgacagctgc  atacccaaaa  cctattggaa  2520

[0487] tctgggctac  tggctgtgct  acatcaacag  caccgtgaac  cccgtgtgct  atgccctgtg  2580

[0488] caacaaaaca  ttcagaacca  ctttcaagat  gctgctgctg  tgccagtgtg  acaaaaggaa  2640

[0489] gaggcgcaag  cagcagtatc  agcaaagaca  gtcagtcatt  ttccacaagc  gggtgcccga  2700

[0490] gcaggccttg  tagctttttc  cctctgccaa  aaattatggg  gacatcatga  agccccttga  2760

[0491] gcatctgact  tctggctaat  aaaggaaatt  tattttcatt  gcaatagtgt  gttggaattt  2820

[0492] tttgtgtctc  tcactcggaa  ggacatatgg  gagggcaaat  catttaaaac  atcagaatga  2880

[0493] gtatttggtt  tagagtttgg  caacatatgc  catatgctgg  ctgccatgaa  caaaggtggc  2940

[0494] tataaagagg  tcatcagtat  atgaaacagc  cccctgctgt  ccattcctta  ttccatagaa  3000

[0495] aagccttgac  ttgaggttag  atttttttta  tattttgttt  tgtgttattt  ttttctttaa  3060

[0496] catccctaaa  attttcctta  catgttttac  tagccagatt  tttcctcctc  tcctgactac  3120

[0497] tcccagtcat  agctgtccct  cttctcttat  gaagatccct  cgacctgca             3169

[0498] <210>  23

[0499] <211>  2131

[0500] <212>  DNA

[0501] <213> 人工序列

[0502] <220>

[0503] <223>  GLP-1  - 载体

[0504] <400>  23

[0505] gagttcagct  gagctggctc  ccaggtcacc  tctctgggtc  ttggtgcccc  cagcatctcc  60

[0506] caggctggcc  ctgccctggg  ggtgcccttc  ccaccctgcc  ctgggccttg  tggagggcac  120
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[0507] cctgggctca  ctgggaggcg  gtcggccctt  tccttcccgc  aggatgtaag  caccagccta  180

[0508] tcttccaggc  cctgcgccct  ccctgggtgc  ccccctccta  cctccagagc  cctgactcta  240

[0509] ggctcttagg  atgtcggtct  tggaaaactc  ctactcatcc  gtcaagaccc  tcctgggaaa  300

[0510] acccttcctt  cccagccccc  caccctggat  ctgtgccctt  tcagcctttg  aggccacaaa  360

[0511] tgaggctgtt  tccaaaggtt  ggaggcccct  gggaagggct  gacggccggc  ctcctcccct  420

[0512] ccaacccctg  ggccctgggc  tctgccctca  tccagtctcc  tgccttgcac  accctctcat  480

[0513] agaggccccc  agatcttccc  tggctgcaga  cgggcctcag  gaccccctgc  tgtcctggga  540

[0514] agccagggcc  cagctccttc  ctccgcgtgg  ggtggggcct  ccccacaggg  gcctgtcccg  600

[0515] ggggggtacc  agagggtcac  ccccgcacat  gggacagcga  agggaagcag  tatgtcgtgg  660

[0516] ggccgggtct  gaaaggggtc  agcagcaggg  gctccaggag  gcaggggcac  tgagcggtac  720

[0517] ctggggggga  ggtggtgggg  ccacacccag  gagtcctgtg  ccccccccac  tcccgccgtt  780

[0518] ggagatgaga  agcaggggcc  agcctgcggg  tccctgagtt  cagcgcccac  ccccccgccg  840

[0519] cagcaccccg  gggtctcagc  aggctgctgt  gctgggggcg  ggggcgctta  tggagccggg  900

[0520] agcagccccc  cccccacggc  ctcggagcat  ctctggggcc  tcagggatgg  accggggtct  960

[0521] gcaggcaggt  gtcctctcgc  gcccccactc  cctgggctat  aacgtggaag  atgcggccca  1020

[0522] agcccggtcg  gtttggcctt  tgtccccagc  cagtggggac  agcctggccc  tcaggctgct  1080

[0523] cgttaagact  ctaatgacct  cgaggccccc  agaggcgctg  atgacccacg  gagatgatcc  1140

[0524] cgcaggcctg  gcagcaggga  aatgatccag  aaagtgccac  ctcagccccc  agccatctgc  1200

[0525] cacccacctg  gaggccctca  ggggccgggc  gccggggggc  aggcgctata  aagccggctg  1260

[0526] ggcccagccg  cccccagccc  tctgggacca  gctgtgttcc  caggccaccg  gcaagcaggt  1320

[0527] ctgtccccct  gggctcccgt  cagctgggtc  tgggctgtcc  tgctggggcc  agggcatctc  1380

[0528] ggcaggagga  cgtgggctcc  tctctcggag  cccttggggg  gtgaggctgg  tgggggctgc  1440

[0529] aggtgcccct  ggctggcctc  aacgccgccc  gtcccccagg  tcctcacccc  ccgcccaatt  1500

[0530] gatggagaca  gacacactcc  tgctatgggt  actgctgctc  tgggttccag  gttccactgg  1560

[0531] tgaccggggc  aggcggcatt  ccgaagggac  ctttaccagt  gatgtaagtt  cttatttgga  1620

[0532] aggccaagct  gccaaggaat  tcattgcttg  gctggtgaaa  ggccgaggat  aggatctttt  1680

[0533] tccctctgcc  aaaaattatg  gggacatcat  gaagcccctt  gagcatctga  cttctggcta  1740

[0534] ataaaggaaa  tttattttca  ttgcaatagt  gtgttggaat  tttttgtgtc  tctcactcgg  1800

[0535] aaggacatat  gggagggcaa  atcatttaaa  acatcagaat  gagtatttgg  tttagagttt  1860

[0536] ggcaacatat  gccatatgct  ggctgccatg  aacaaaggtg  gctataaaga  ggtcatcagt  1920

[0537] atatgaaaca  gccccctgct  gtccattcct  tattccatag  aaaagccttg  acttgaggtt  1980

[0538] agattttttt  tatattttgt  tttgtgttat  ttttttcttt  aacatcccta  aaattttcct  2040

[0539] tacatgtttt  actagccaga  tttttcctcc  tctcctgact  actcccagtc  atagctgtcc  2100

[0540] ctcttctctt  atgaagatcc  ctcgacctgc  a                                2131
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图3
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图4
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