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摘要! 胰高血糖素样肽
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的口服给药研究已成为目前抗糖尿

病研究领域的热点之一# 本文通过对
!"#$%

进行基因改造和优化!并以酿酒酵母孢子作为保护

和运输载体!将
!"#$%

表达到酿酒酵母孢子内!使
!"#$%

能在口服给药过程中抵抗胃肠道消化

酶的降解以提高其生理活性# 结果表明!

!"#$%

被成功表达到酿酒酵母孢子内!表达
!"#$%

的

孢子经模拟肠胃液处理后与胰岛
!

细胞
5678

细胞共培养可显著提高
5678

细胞胰岛素分泌

量#本研究利用酿酒酵母孢子作为载体!提高了
!"#$%

的抗酶解能力和促胰岛素活性!为进一步

开发治疗糖尿病口服药物奠定了基础#

关键词! 糖尿病$胰高血糖素样肽
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$酿酒酵母$孢子$胰岛素
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糖尿病是目前危害人类健康的主要疾病之一!

它是一种有遗传倾向的内分泌代谢疾病!以高血糖

和高血糖继发的脂肪"蛋白质"水"电解质紊乱为特

征# 最新数据显示糖尿病患者的人数将在
!"#"

年

上升到
#$%

亿&'(

$ 而在我国!近年来随着人们生活水

平的提高!糖尿病的发病率迅速提高!患病人数已

经超过了
'

亿人!其中!绝大多数为二型糖尿病患

者$ 糖尿病可引起包括心脑血管疾病在内的多种并

发症!因此!糖尿病的防治已成为人们最为关注的

热点之一$

二型糖尿病又被称为非胰岛素依赖糖尿病!患

者本身仍产生胰岛素!然而由于胰岛
!

细胞功能低下

和胰岛素抵抗!患者对胰岛素的利用却大打折扣&!(

$

目前!二型糖尿病患者的治疗手段主要包括使用胰

岛素和降糖药物等$ 虽然这些药物能够有效降低血

糖!但是也存在一些问题!例如会导致患者低血糖

以及体重的增加等$ 此外!这些药物只能延缓病情!

无法恢复胰岛
!

细胞功能!从而无法从根本上使病

情得到控制$ 因此!开发安全有效的糖尿病治疗药

物!已成为现代科学家的研究热点&#(

$

胰高血糖素样肽
)' *+,-./012),345 6567385)'

!

+9:)';

含有
#<

个氨基酸!是已发现的促胰岛素分

泌作用最强的肠肽类激素$

+9:)'

的生物活性形式

有
!

种!分别为
+9:)'*<)#<;

和
+9:)' *<)#%;

酰胺$

+9:)'

可以从多个方面发挥作用! 如抑制胃排空!

抑制胰高血糖素的分泌!降低血糖等&=(

!并且能够恢

复胰岛
!

细胞功能$ 更为重要的是!

+9:)'

的作用

具有葡萄糖浓度依赖性!仅在葡萄糖浓度较高时才

发挥作用!因此不会导致由于使用过度而导致的低

血糖问题$

+9:)'

已成为未来治疗二型糖尿病的安

全有效的多肽药物&>(

$ 然而天然的
+9:)'

%

<)#%

&容

易被二肽基肽酶%

?::)@A

&降解为无活性的
+9:)'

%

B)#%

&!且由于其相对分子质量较小从而易被肾清

除!因此导致
+9:)'

在人体内半衰期不足
! C32

!这

大大限制了其临床应用$ 因此!科学家正致力于研

究如何延长其在体内的半衰期从而提高其生理活

性$ 目前的研究主要集中在以下几个方面' 筛选

+9:)'

类似物!例如艾塞那肽!利拉鲁肽 &%(

(对天然

+9:)'

进行结构改造!如
+9:)'

的
D

端修饰"脂肪

酸修饰
+9:)'

等&<(

(将
+9:)'

与生物大分子蛋白偶

联!如人清蛋白&E(

!

@0+

重链结合蛋白
@0+)F.

&B(等!以

及将
+9:)'

串联表达等!均取得了一定的效果$ 此

外! 传统的多肽类药物以及胰岛素需要注射使用!

这让病人痛苦不堪$ 研究发现!

+9:)'

可以以活性

形式被肠道直接吸收进入血液!通过血液循环直接

与胰岛细胞表面的
+9:)'

受体结合并最终促进胰

岛素的释放&'"(

$因此!若能够通过一些方法延长其在

体内的半衰期!提高其利用率!并选择合适的载体

构建口服
+9:)'

药物!将为有效治疗糖尿病提供更

有力的方法!并具有巨大的科学意义和市场潜力&''(

$

酿酒酵母是单细胞真核生物!其完整的基因组

在
'BB%

年便已完成测序$ 酿酒酵母培养简单!生长

迅速!且易于进行基因改造!被最早应用于酵母基

因克隆和表达宿主菌及人源化蛋白&'!(

$ 酿酒酵母的

细胞有
!

种生活形态!单倍体和二倍体$ 二倍体细

胞可在营养匮乏的条件下减数分裂生成孢子!一个

母细胞可分裂成
=

个孢子$ 酿酒酵母孢子易于获

得!安全无毒!可以食用$ 酿酒酵母的孢子壁与母细

胞相比有明显的不同$ 如图
'

所示!成熟的孢子壁

从内到外分别是甘露糖层"

!)

葡聚糖层" 壳聚糖层

和二酪氨酸层$而酿酒酵母从内到外仅有
!)

葡聚糖

层"甘露糖层$ 孢子特有的二酪氨酸层具有保护孢

!"#"$%&'"()*%+*%,-$*-()./!.-0").1*!,2345

!"#$%&'(

'

!.-0")"4

!

678/9

!

:"-4)

!

4&%,"

!

.(42$.(

图
)

酿酒酵母孢子壁的结构
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子抵御外界环境压力的能力! 因此"在口服过程中"

孢子壁可以保护孢内表达的外源蛋白抵抗一定的

蛋白酶降解及胃酸低
&'

的影响!

本研究拟利用酿酒酵母孢子构建
!"#$%

可口

服给药体系! 通过串联表达
!"#$%

"突变
!"#$%

部

分碱基等方式对
!"#$%

进行改造"并同时将改造后

的
!"#$%

表达到酿酒酵母孢子内以提高
!"#$%

抗

酶解能力和体内半衰期! 通过模拟肠胃液处理实

验"体外刺激小鼠胰岛
!

细胞分泌胰岛素等实验证

实了所构建的
!"#$%

给药体系的有效性!

!"!

实验材料

!"!"!

菌株和质粒 酿酒酵母
()%*+

野生型菌株"

!"#$"

缺陷型菌株" 小鼠胰岛
!

细胞株
,-).

细胞

#江南大学食品学院孙佳教授馈赠 $" 大肠杆菌

/'0#

%

&12345678&9 $5:

&

;

$质粒"

&<5=*=$%&'

()

为本

实验室保存质粒"

&<5=*=$%&'

()

$>?*+,-$-*',

和

&<5=*=$%&'

()

$..$>?*+,-$-*',

为本研究所构建

的质粒%

!"!"#

培养基
"1

培养基'酵母提取物
%+ @

"胰蛋

白胨
%+ @

"氯化钠
%+ @

"琼脂粉
*+ @

&固体$"加水至

% "

"

%*% !

高压灭菌
*+ A8B

%

5/$C7&

培养基'无氨基酵母氮源&

D)1

$

.EF @

"

琼脂粉
*+ @

&固体$"加水至
G++ A"

"

%*% !

高压灭

菌
*+ A8B

"使用前加入
* @

缺少色氨酸&

C7&

$的氨基

酸粉末以及
%++ A"

灭菌的
*+ @HI"

的葡萄糖溶液%

D#(/

培养基'酵母提取物
%+ @

"蛋白胨
*+ @

"

腺嘌呤
+E+J @

"琼脂粉
*+ @

&固体$"加水至
G++ A"

"

%*% !

高压灭菌
*+ A8B

" 使用前加入
%++ A"

灭菌

的
*+ @HI"

的葡萄糖溶液%

D#(K4

培养基'酵母提取物
%+ @

"蛋白胨
*+ @

"

腺嘌呤
+E+J @

"琼脂粉
*+ @

"乙酸钾
*+ @

"加水至
% "

"

%*% !

高压灭菌
*+ A8B

%

产孢培养基'乙酸钾
*+ @

"加水至
% "

"

%*% !

高

压灭菌
*+ A8B

%

!"#

实验方法

!"#"!

大肠杆菌质粒的构建
!"#$%

的活性区域

含有
J.

个氨基酸" 其氨基酸序列从
)K1-

中获得"

如图
*

所示%为了防止其被二肽基肽酶&

/##$-L

$和

胰蛋白酶&

C7M&N8B

$降解"我们对其非保守序列的第

*

位(第
*+

位(第
*>

位的氨基酸进行了修改优化"

已有文献证明这
J

个位点的改变并不影响
!"#$%

的生理活性% 同时"为了在孢子内大量表达
!"#$%

并防止
!"#$%

被降解"将其
=

串联表达"并在序列

首尾设计了相应的酶切位点"以方便后面的基因操

作% 此外"为了防止同源重组"对不同串联序列的一

些碱基也做了微调"整个
=?!"#$%

序列也根据酿酒

酵母偏爱密码子进行了优化"并由上海生工生物公

司合成%

图
# $%&'!

氨基酸序列

()*" # +,- ./)01 .2)3 4-56-02- 17 $%&'!

合成的
=?!"#$%

序列首尾两端各设计了
*

个

酶切位点 " 分别为
/012%

(

310%

(

&456%

以及

&456&

% 大肠杆菌质粒表达载体的构建流程如图
J

所示% 由于
&<5=*=$%&'

()

质粒本身有
*

个
&456&

酶切位点" 无法用于直接构建
>?!"#$%

重组质粒"

因此选择
&12345678&9 $5:

&

;

$作为出发质粒% 首先

为了方便检测目的蛋白的表达和定位"以
&<5=*=$

%&'

()

$!O#

为模板"通过
#K<

的方法将绿色荧光蛋

白
!O#

编码序列连接到载体"分别在
0

)和
J

*端加

入
&456%

以及
785%

酶切位点% 引物序列如下'

上游引物'

0

*

$KK!!((CCK(((!!(!((!((KCCCCK(K$J

*

下游引物'

0

*

$KK!KCK!(!CC(CCC!C(C(!CCK(CKK(C!K$J

*

#K<

获得目的条带之后" 通过酶切连接的方

法"将
!O#

基因序列连接到
&12345678&9 $5:

&

;

$载

体上" 转化大肠杆菌
/'0#

" 挑取
=$.

个单菌落于

"1$(,#

液体培养基中" 于
JF !

摇床过夜培养"随

后通过菌液
#K<

鉴定阳性转化子"再提取阳性转化

子的质粒"进行酶切验证%

接着为构建
&12345678&9 $5:

&

;

$

$9:*+,-$-

*',

" 用
/01'%

(

&45<%

双酶切
=?!"#$%

条带和

&12345678&9 $5:

&

;

$

$!O#

重组质粒"连接产物转化

大肠杆菌
/'0#

"于
"1$(,#

培养基挑取阳性转化

子% 为构建重组质粒
&12345678&9 $5:

&

;

$

$>?*+,-

$-*',

"用
310%

(

&456&

双酶切目的条带"用
310%

单酶切重组质粒
&12345678&9 $5:

&

;

$

$9:*+,-$-

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

!"#$% ' ( P!COC5/L55D"P!Q(( : PO-((R"L : ! <

,!"#$% '!P!COC5/L55D"P!Q((QPO-(R"L/!<

!

/##$"L

胰蛋白酶

!

! !

('
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!"#

!获得两端为平末端的片段!连接转化大肠杆菌

!"#!

!挑取一定数量的单菌落进行酶切验证" 并挑取

阳性单菌落于
$%&'()

液体培养基中
*+ !

过夜培养

以扩增重组质粒!重组质粒用小提质粒试剂盒提取"

!"#"#

酿酒酵母质粒表达载体的构建 为使目的

蛋白能够在酿酒酵母孢子内表达!首先!需构建酿

酒酵母转化质粒
,-./0/&$%"

&'

&(1!)#2*+!"#

!通

过
,-.""

#

/01"

双酶切重组质粒将
314$)565

47)

序列切下来再连接到
,-.5/0/5$%"

&'

表达载体

上!连接产物转化大肠杆菌!为使目的蛋白
384$)&

6

能够定位在酿酒酵母孢子壁上! 需在目的蛋白前

添加信号肽序列
99

片段"因
99

片段大小不足
6:: ;,

!

本文采用将
<=7

启动子与
99

序列一同
)>-

的方

法!获得
$%"

&'

522

片段以替代重组质粒上的
<=7

启

动子序列" 以
,-./0/5$%"

&'

+22+345

为模板!通过

)>-

的方法获得
$%"

&'

522

序列! 分别在两端引入

6-7"

和
,-.""

酶切位点" 引物序列如下$

上游引物$

#

%

54><44'4><>'<'4><<>''5?

%

下游引物$

#

%

5>>44'<'<>44'''>'44'<<'>'45?

%

最终获得
,-./0/5$%"

&'

+(8!)#+*+!"#

以及

,-./0/5$%"

&'

522+(8!)#+*+!"#

重组质粒 &图
/5

#

'!构建好的质粒由上海生工测序"

图
$ %&'$#$()*+%,(-.!"#$%$!&#

重组质粒

+/0" $ 12345/6 %&'$#$()*+%,(-.!"#$%$!&#

图
7 %&'$#$()*+%,(44(-.!"#$%$!&#

重组质粒

+/0" 7 12345/6 %&'$#$()*+%,(44(-.!"#$%$!&#

!"#"8 4$)56

重组蛋白在酿酒酵母孢子的表达以

及孢子的纯化 将得到的重组质粒通过一步转化

法转入到酿酒酵母后!涂相应缺陷平板!

0

天后长出

的单菌落即为成功转入重组质粒的酵母" 挑取一个

单菌落接种于
# @$ .!5<A,

培养基的试管中!并于

?: !

#

00: AB@CD

的摇床过夜培养"

60 E

后取
6 @$

菌液转入盛有
#: @$

的
F)'>G

液体培养基的
0#H @$

三角瓶中!于
?H !

#

00H AI@CD

摇床预产孢
0/ E

(

J ::: AI@CD

离心
0 @CD

收集菌体! 用产孢培养基重

悬!并全部转入
0#: @$

的三角瓶中&无菌操作'!于

?: !

!

00: AI@CD

摇床培养
0/ E

( 取
#"6: #$

产孢培

养基中的菌液! 于显微镜下观察酵母产孢情况!正

常可以看到视野中有大量四联球形态的子囊细胞"

为了使单个孢子能够从子囊孢子中释放出来!需

对重组酵母的子囊孢子进行进一步处理!

3 ::: AI@CD

离心收集孢子!并重悬于
0 @$

原生质体
;KLLGA

中!

充分混匀后加入约
6:: #$

的
MNOCPQ9G

&

6 @RI@$

'!并

置于
?+ !

的摇床处理
? E

!随后超声破碎以获得单

个孢子" 为进一步除去孢子部分破碎的子囊壁和裂

解酶!以获得纯净的孢子" 需对超声破碎的孢子进

行纯化处理$首先需配制体积分数
#HS

#

J:S

#

+:S

#

3:S

梯度的
)GAPTMM

溶液!配方如下$

#@$ )GPTMM

#

/@$

图
8

质粒构建流程

+/0" 8 9:;4<,=></:; :? %2345/6 %@2=A'>,/%< !'B

&

C

'

(

'(!"#$%$!&#

M:
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体积分数
&'() *+,-./ 01%&&

!

% 2" 3'( 2.45"

蔗糖"

6 2" #78.44

!

9 2"

体积分数
&'(: *+,-./ 0$%&&

!

% 2"

3;( 2.45"

蔗糖 "

< 2" #78.44

!

3 2"

体积分数
&;()

*+,-./ 0$%&&

!

%2" 3;( 2.45"

蔗糖"

= 2" #78.44

!

% 2"

体积分数
&;() *+,-./ 0$%&&

!

% 2" 3;( 2.45"

蔗

糖# 接着将超声破壁过的孢子悬浮液用
( 2"

体积

分数
&;() *+,-./ 0$%&&

洗涤一遍! 并溶解在
% 2"

的体积分数
&;() *+,-./ 0$%&&

中 ! 将体积分数

=&)

$

<&)

$

6&)

$

(&)

梯度的
#7+8.44

溶液各取
% 2"

!

沿离心管壁缓慢依次加入
%& 2"

离心管中!最后加

入
% 2"

溶解在体积分数
&;() *+,-./ 0$%&&

中的

孢子液"

> !

$

%( &&& +52,/

离心约
9& 2,/

后! 梯度

溶液会分层!用移液枪吸取孢子悬浮的一层于干净

离心管中! 用
( 2" &'6 2.45" ?@A4

溶液洗涤
%

次"

接着用
% 2"

体积分数
&'(: *+,-./ 01%&&

洗涤
3

次"最后将纯化后的孢子置于冷冻干燥机中%

1(& !

!

<3 #@

&

3> B

后取出备用#

!"#"$ !"#1%

重组蛋白的检测 为了检测目的蛋

白是否成功表达!需提取重组酵母孢子内的全蛋白

进行
C7D-7+/ E4.-

检测!具体方法为'离心收集约
(

2"

培养基的菌体于
%'( 2"

离心管中!用
FF

水洗
3

遍后用
(&& !" G EHII7+

重悬! 再加入
( !"

的溶壁

酶%

4J-,8@D7

&!于
9& !

酶解
9& 2,/

# 离心收集沉淀并

用
G EHII7+

洗
3

遍后!加入
>&& !" 4JD,D EHII7+

重悬!

再加入适量玻璃珠以及
> !" #KGL

%

%&& 22.45"

&!

于冰上破碎!具体步骤为冰上静置
% 2,/

!再于振荡

器振荡
% 2,/

!如此循环
%(

次后!于
> !

$

% &&& !

离

心
%& 2,/

!取上清液
9 &&& !

离心
%& 2,/

进一步去

除细胞碎片# 所得的上清液即为提取的酿酒酵母全

蛋白#全蛋白用
C7D-7+/ E4.-

进一步检测目的蛋白是

否表达!

M/-,$!L# 2.HD7

和
!.@- M/-,$2.HD7 4N!O

PQ#

分别作为一抗和二抗#

在
C7D-7+/ E4.-

检测到目的条带后! 通过荧光

显微镜检测荧光信号来进一步确定
!"#$%

在孢子

中的表达位置# 首先重接种酿酒酵母并产孢!产孢

过程同上!获得四联球孢子后!收集约
( 2"

菌液的

孢子!并用
FF

水洗
3

遍后重悬!调节一定的浓度!

取
( !"

于载玻片上!并尽快置于荧光显微镜下!使

用
%&& "

油镜观察检测
!L#

荧光信号! 获得的荧光

照片由
?RG$S4727/- MQ

软件分析#

!"#"%

酿酒酵母孢子给药体系的体外活性检测

在确定目的蛋白成功表达后!接下来要对酿酒酵母

孢子给药体系的活性进行检测# 为模拟人体内部消

化环境!首先用模拟肠胃液对孢子载药体系进行处

理# 处理流程图如图
6

所示!首先!称取
%& 2N

孢子

粉!溶于
%& 2"

模拟胃液中!于
9< !

$

%=& +52,/

摇

床消化处理
3 B

!其中模拟肠胃液的配方为'

3;& N

氯

化钠 $

9;3 N

胃蛋白酶 $

< 2" PA"

! 溶解于
% "

FFP

3

T

# 随后于模拟胃液中加入
?@PAT

9

并调节
UP

至
<;(

!再加入胰酶至终质量浓度为
%& N5"

!配制成模

拟肠液!同样于
9< !

摇床处理
> B

# 随后为使蛋白酶

失活! 将样品置于金属浴中
%&& !

热处理
( 2,/

!然

后迅速冷却至室温# 离心管于
9 &&& +52,/

离心
3& 2,/

!

收集上清液后置于真空冷冻干燥机中冻干备用#

图
&

给药体系体外活性检测过程

'()" & *+,+-,(./ .0 (/ 1(,2. 3-,(1(,4 .0 ,5+ 627) 6+8(1+24

949,+:

为检测经模拟肠胃液处理后的消化产物是否

具有促胰岛素释放的作用! 需将冻干产物与
KR?6

细胞共培养并检测上清液中的胰岛素浓度#将
KR?6

细胞接种于
V6

孔板上!接种密度为
3"%&

> 个
5

孔!分为空

白对照组和实验组!每组
9

个平行样# 培养
3> B

后!

取冻干的消化产物! 重悬于
%&& !"

的细胞培养基

中! 再取
%& !"

加入
V6

孔板的样品孔中! 与
KR?6

细胞共培养
3 B

!随后取上清液!并按照小鼠胰岛素

S"RGM

试剂盒的操作步骤进行胰岛素水平的测定#

#"!

重组质粒的构建

为了能够将
!"#O%

表达到酿酒酵母内!需要构

建
UQG>3> O"#$

%&

'()*+, '- '*$,

以及
UQG>3> O

".$

%&

O//01)*+,'-'*2,

重组质粒!为使重组蛋白能

够定位在酿酒酵母孢子壁上!需在目的蛋白前添加

信号肽序列
DD

片段# 因
DD

片段大小不足
%&& EU

!本

文采用将
*SL

启动子与
DD

序列一同
#AQ

的方法!

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

(%
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*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -469: :;9<

&,$-1 /=>?@

!

AB =5

"

2A=CB #D4EA =C %=EE@AE F4E 15GH=I4>J)@KA LADB@?AJ9

!

获得
!"#

$%

!&&

片段以替代重组质粒上的
"#$

启动

子序列! 以
%&'()(!!"'

$%

!&&()*+

为模板" 通过

*+&

的方法获得
!,'

$%

,&&

序列" 分别在两端引入

-./!

和
0.1-!

酶切位点 ! 最终获得
%&'()(!

!,#

$%

!23456 (7 (4#6

以 及
%&'()( !!,#

$%

(&& (

23456(7(4#6

重组质粒" 构建好的质粒首先经过

-./!

和
0.1-!

双酶切验证#图
.

$"图
.

#

/

$在
)

号

泳道有一条约
0 (12 3%

的条带" 与序列
23456(7(

4#6

的长度一致% 图
.

&

3

$亦在
422 3%

&序列
!,#

$%

,

&&

$处检测到条带%在酶切验证后重组质粒由上海生

工进行进一步的确认%

&

/

$

5

'

6/7897

(

0

'

%&'()(:";$%7

酶切条带(

)

'

%&'()(,!,#

$%

,

23456(7(4#6

酶切条带% #

3

$

5

'

6/7897

(

<

'

!,#

$%

(&& *+&

产

物(

)

'

!,#

$%

(&&

酶切条带

图
!

重组质粒酶切电泳

"#$% ! &$'()*+ $+, +,+-.()/0)(+*#* )1 (+-)23#4'4. /,'*2#5

678 9:;<=>?>;"=

重组蛋白的表达

为检测目的蛋白是否成功表达 " 我们将

%&'()(,!,#

$%

(23456(7(4#6

和
%&'()(,!,#

$%

(&&(

23456(7(4#6

重组质粒转化到酿酒酵母
=>0)?

野

生型菌株"

89:7"

缺陷型菌株内"产孢获得相应重组

酵母孢子并提取蛋白%利用
@9AB97C 3DEB

检测目的蛋

白条带"从图
F

可看出"在
44"0G

H

#

FIJK*L<MJ$*

$

左右有明显的条带% 在野生型中"相对于胞内表达

的重组体系"表达在孢子壁上的目的蛋白量明显较

多"可能是由于表达到孢子壁上的重组蛋白可防止

被内部酶解% 而在二酪氨酸缺陷型孢子中"情况正

好相反" 可能是由于其缺少最外层的二酪氨酸"从

而导致大量的重组蛋白分泌到胞外%

5

' 低相对分子质量蛋白
6/7897

(

<

'

=><)2

孢子全蛋白质(

)

'

=><)2

孢内表达
FIJK*:<:J$*

蛋白质(

H

'

=><)2

孢壁表达

FIJK*:<:J$*

蛋白质(

(

'

89:7"

孢子全蛋白质(

4

'

89:7"

孢内

表达
FIJK*:<:J$*

蛋白质 (

N

'

89:7"

孢壁表达
FOJK*:<:

J$*

蛋白质%

图
9 9:;<=>?>;"=

重组蛋白表达的
@+*.+(4 3,).

验证

"#$7 9 @+*.+(4 3,)..#4$ '4',A*#* )1 9:;<=>? +B/(+**+5 #4

A+'*. */)(+

87C 9:;<=>?>;"=

重组蛋白的在酿酒酵母孢子

的定位

我们进一步通过
J$*

的荧光定位来确定
JK*:

<

在孢子中的位置% 图
1

中#

3

$)&

9

$为胞内表达"可

以检测到明显的荧光"&

P

$)&

Q

$为胞子壁表达"其荧

光强度明显低于胞内表达"且似乎有少量泄露到子

囊壳内 % 荧光定位实验进一步证明了重组蛋白

FIJK*:<

被成功表达到酿酒酵母孢子内%

图
D 9:;<=>?>;"=

重组蛋白在孢子内的荧光定位

"#$7 D <)-',#E'.#)4 )1 9:;<=>?>;"= #4 A+'*. */)(+

MM
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黄丹娣!等" 酿酒酵母孢子作为
!"#$%

载体的研究

!"#

酿酒酵母孢子载药体系的体外活性检测

在确定目的蛋白成功表达后!我们进一步对酿

酒酵母孢子
!"#$%

载药体系的体外活性进行检测"

将经模拟肠胃液处理后的载
!"#$%

孢子与
&'()

共培养!并用
*"'+,

方法检测胰岛素浓度" 如图
%-

所示!与单纯的
!"#$%

相比!表达了
!"#$%

重组蛋白

的孢子能够显著促进胰岛素的分泌!同时!胞子壁表

达与胞内表达的效果差别不大" 说明无论是表达到孢

子壁还是表达到孢内!孢子都可以对所表达的
!"#$%

具有一定的保护作用!并提高其促胰岛素活性"

糖尿病作为影响现代人生命健康的一大疾病!

至今仍无有效的解决方法"

!"#$%

及其类似物已成

为研究治疗二型糖尿病的热点" 本文首先对
!"#$%

进行基因改造及串联表达!然后选择酿酒酵母孢子

作为表达和运输载体构建
!"#$%

口服给药体系"本

文构建了重组
!"#$%

质粒并成功在酿酒酵母孢子

内表达!形成表达
.

串联
!"#$%

的酿酒酵母孢子载

药体系" 该体系在经过模拟肠胃液处理后能有效刺

激
&'()

细胞分泌胰岛素! 证明了所构建的
!"#$%

给药体系的有效性" 综上!本研究为进一步开发治

疗糖尿病的口服药物提供了新的思路"

结结结结结 语语语语语
%%%%

%

,%

#

,(%/-

孢子全蛋白质 $

,/

#

,(%/-

孢内表达
.0!"#$%$

!1#

蛋白质 $

,2

#

,(%/-

孢壁表达
.0!"#$%$!1#

蛋白质 $

3%

#

!"#$!

孢子全蛋白质$

3/

#

!"#$!

孢内表达
.0!"#$%$!1#

蛋白质$

32

#

!"#$!

孢壁表达
.0!"#$%$!1#

蛋白质"

图
$% &'()$

刺激
*+,-

细胞分泌胰岛素结果

./0" 12 +3456/3 47897:/;3 4:/<56=:7> ?@ &'()1
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