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摘   要：为研发一种用于治疗 2 型糖尿病的新型生物药物，本研究运用实验室前期构建的

10rolglp-1 基因和 CRISPR/Cas9 基因组编辑技术创建了重组酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)工
程菌株。构建了向导 RNA (guide RNA, gRNA)表达载体 pyES2-gRNA、供体载体 pNK1-L-PGK- 
10rolGLP-1-R 和 Cas9 表达载体 pGADT7-Cas9，将这些表达载体共转化酿酒酵母 INVSc1 菌株，通

过同源重组途径敲入 PGK-10rolGLP-1 表达单元，最终得到具有降血糖功能、高表达 10rolGLP-1
的酿酒酵母。通过 SDS-PAGE 和蛋白质印迹，筛选出 2 种稳定表达 10rolGLP-1 的酿酒酵母重组菌

株。降血糖实验结果表明，重组降血糖酿酒酵母对糖尿病小鼠模型具有显著的降血糖作用，其血

糖下降平缓，可避免引起低血糖风险。体重变化和多尿等其他症状也明显改善，表明本研究构建

的口服降血糖酿酒酵母有望成为一种简单有效、经济实用的糖尿病生物药物。 
关键词：CRISPR/Cas9；胰高血糖素样肽-1 (GLP-1)；酿酒酵母；2 型糖尿病；生物药物  
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Construction of a 10rolGLP-1-expressing glucose-lowing 
Saccharomyces cerevisiae by CRISPR/Cas9 technique 

ZHANG Jinrui, YANG Jiaming, MENG Yujie, XING Shuguang, LIU Qiqi, LI Minggang* 

State Key Laboratory of Medicinal Chemical Biology, Key Laboratory for Bioactive Materials of the Ministry of 
Education, College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300071, China 
 
Abstract: To develop a novel glucose-lowering biomedicine with potential benefits in the 
treatment of type 2 diabetes, we used the 10rolGLP-1 gene previously constructed in our laboratory 
and the CRISPR/Cas9 genome editing technique to create an engineered Saccharomyces cerevisiae 
strain. The gRNA expression vector pYES2-gRNA, the donor vector pNK1-L-PGK-10rolGLP-1-R 
and the Cas9 expression vector pGADT7-Cas9 were constructed and co-transformed into  
S. cerevisiae INVSc1 strain, with the PGK-10rolGLP-1 expressing unit specifically knocked in 
through homologous recombination. Finally, an S. cerevisiae strain highly expressing the 
10rolGLP-1 with glucose-lowering activity was obtained. SDS-PAGE and Western blotting results 
confirmed that two recombinant strains of S. cerevisiae stably expressed the 10rolGLP-1 and 
exhibited the desired glucose-lowering property when orally administered to mice. Hypoglycemic 
experiment results showed that the recombinant hypoglycemic S. cerevisiae strain offered a highly 
hypoglycemic effect on the diabetic mouse model, and the blood glucose decline was adagio, which 
can avoid the dangerous consequences caused by rapid decline in blood glucose. Moreover, the 
body weight and other symptoms such as polyuria also improved significantly, indicating that the 
orally hypoglycemic S. cerevisiae strain that we constructed may develop into an effective, safe, 
economic, practical and ideal functional food for type 2 diabetes mellitus treatment. 
Keywords: CRISPR/Cas9; glucagon like peptide-1 (GLP-1); Saccharomyces cerevisiae; type 2 
diabetes mellitus; biomedicine 

 
 

糖尿病是一种严重危害人类健康的慢性疾

病，在世界各地变得越来越普遍。2021 年全球

20−79 岁人群的糖尿病患病率估计为 10.5% 
(5.366亿人)，到2045年将上升至12.2% (7.832亿人)。
中国是糖尿病患者最多的国家，根据 IDF Diabetes 
Atlas (10 edition)可知，2021 年，中国糖尿病患

者人数达到 1.41 亿，到 2045 年将超过 1.74 亿。

其中约 80%患有 2 型糖尿病[1]。目前，糖尿病

药物的使用很多，但这些药物有一定的副作用，

且不能从根本上改善糖尿病。 
胰高血糖素样肽-1 (glucagon like peptide-1, 

GLP-1)由胰高血糖素原基因编码。在胰岛 α 细

胞中，胰高血糖素原基因的主要表达产物是胰

高血糖素，而在肠道 L 细胞中，前激素转换酶

将胰高血糖素原进行切割，将其羧基端的肽链

剪切和融合成为 GLP-1。GLP-1 有 2 种生物活

性形式，分别为 GLP-1(7−37)和 GLP-1(7−36)，
两者仅相差一个氨基酸，GLP-1 约 80%的生物

活性来自 GLP-1(7−36)。GLP-1 是由回肠和结肠

的 L 细胞合成和分泌的一种肠促胰素，能有效

刺激血糖依赖性胰岛素的分泌，并通过抑制胰

高血糖素的分泌来改善和修复受损的胰岛 β 细

胞，从而起到更好的降血糖作用 [2]。然而，由

于二肽基肽酶-4 (dipeptidyl peptidase-4, DPP-IV)
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的降解作用，天然 GLP-1 的生物半衰期只有 
2−3 min，限制了其临床应用。 

本实验室前期通过点突变技术开发了重组

口服长效 GLP-1 (rolGLP-1)，将天然 GLP-1 中

的 DPP-IV 切割位点和胰蛋白酶切割位点分别替

换从而获得 rolGLP-1，可抵抗 DPP-IV 和胰蛋白

酶降解[3]。此外，还利用 rolGLP-1 中 C 端的最

后一个氨基酸是胰蛋白酶识别和切割位点的特

点，合成了 10 个无缝串联融合的 rolglp-1 基因

(10rolglp-1)，并构建了高效表达 10rolGLP-1 的

大肠杆菌(Escherichia coli) BL(DE3)菌株，该策

略不仅提高了 rolGLP-1 的表达量，而且使其半

衰期延长至 68 h [4]。 
酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是一种

安全的食用益生菌，含有丰富的 B 族维生素和

消化酶，对胃肠功能(消化、排泄)具有调节作用，

且不易被胃肠道内的酶降解，从而对其内容物

起到类似缓释胶囊的保护作用[5]。研究表明，

酿酒酵母的基因组中有大量的非必需基因，特

定的非必需基因可以被外源基因的导入所取

代，从而在保证酿酒酵母的正常生长的同时研

究其中定点敲入的外源基因的表达[6]。本研究

采用了安全有效的 CRISPR/Cas9 基因组编辑技

术 [7]，构建一种重组降血糖酿酒酵母(HS)，并

测定了其对小鼠糖尿病模型的治疗效果，为开

发新型糖尿病生物药物奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌 DH5α、酿酒酵母 INVSc1、pYES2，
由本实验室保存。pMD19-T-Simple 克隆载体，

购自 TaKaRa 公司。pNK1-PGK-10rolGLP-1，由

本实验室构建。pGADT7-Cas9，中国医学科学

院药物研究所王伟教授馈赠。pZHY-988，南开

大学生命科学学院宋文芹教授馈赠。 

1.2  方法 
1.2.1  pMD19-T-L-PGK-10rolGLP-1-R 克隆载

体的构建 
以 pNK1-PGK-10rolGLP-1 为 模 板 ， 在

PGK-10rolGLP-1 的两端添加含同源臂的引物

GLP-1F 和 GLP-1R，并在引物的 5′和 3′末端加

入 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ限制性内切酶位点设计引

物 GLP-2F 和 GLP-2R 进行第二步 PCR，使用

的引物见表 1。回收产物 L-PGK-10rolGLP-1-R
并将其与 T 载体连接，转化 E. coli DH5α 感受

态细胞并过夜培养，用通用引物 M13F 和 M13R
进行聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 
PCR)，用双酶切进行验证。 
1.2.2  酿酒酵母 pNK1-L-PGK-10rolGLP-1-R
表达载体的构建 

使用限制性内切酶 Hind Ⅲ和 EcoR I 酶切

pMD19-T-L-PGK-10rolGLP-1-R 载体。将 L-PGK- 
10rolGLP-1-R 片段与表达载体 pNK1 连接，转 

 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 

GLP-1F TTGGGTATTGACGGTGGTGAAGGTAAGAGGAGCTTGGAAAGATGCCG 47 
GLP-1R AGGAATCACTTCAGTTACTTCTGAAGTGGTGACCAGCTTTAACGAACGC 49 
GLP-2F CCCAAGCTTCCAAGGCTATGGGTTACAGAGTCTTGGGTATTGACGGTGG 49 
GLP-2R CGGAATTCGTCGTGGCTGTTACAGGAAATCCTTAGTGAAGTCAATGAAG 49 
gRNAF ACTATAGGGAATATTAAGCTTGAAGAATTATTCAGATCC 39 
gRNAR TGATGGATATCTGCAGAATTCCTCTTAGGTTTACCCG 37 
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化大肠杆菌感受态细胞并过夜培养，进行菌落

PCR 和双酶切鉴定。 
1.2.3  pMD19-T-gRNA 克隆载体的构建 

通过 http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ website 
looking for S. cerevisiae ADH 1 筛选靶向目的基

因乙醇脱氢酶 I (alcohol dehydrogenase I, adh I) 
的 gRNA 序列，本研究选择使用最高评级的

gRNA 序列设计 gRNA 引物 gRNAF 和 gRNAR，

引物序列见表 1。回收 gRNA 片段与 T 载体连

接，转化大肠杆菌感受态细胞过夜培养，进行

菌落 PCR 和双酶切鉴定。 
1.2.4  gRNA 表达载体 pYES2-gRNA 的构建 

使用限制性内切酶 EcoR I 和 Hind Ⅲ双酶

切 pMD19-T-gRNA 和 pYES2 载体，将 gRNA
片段与载体连接，连接体系转化大肠杆菌感受

态细胞并过夜培养，用 T7 通用引物进行菌落

PCR 和双酶切鉴定。 
1.2.5  CRISPR/Cas9 表达载体和酿酒酵母表

达载体的共转化 
Hpa I 酶切酿酒酵母表达载体 pNK1-L- 

PGK-10RolGLP-1-R，与环状 pGADT-Cas9 和

pYES2-gRNA 混合，用电穿孔法共转化酿酒酵

母 INVSc1 感受态细胞，涂布在尿嘧啶亮氨酸

缺乏的酿酒酵母固体培养基上，培养 48 h 挑单

克隆进行 PCR 鉴定，用十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳(dodecyl sulfate, sodium salt- 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
和蛋白质印迹进一步筛选阳性重组子。 
1.2.6  重组酿酒酵母的降血糖活性测定 

对无特定病原体 (specific pathogen free, 
SPF)级 C57/BL 小鼠高脂高糖饲喂，并用链脲佐

菌素(streptozocin, STZ)联合诱导构建糖尿病小鼠

模型。将实验小鼠按血糖水平随机分为 4 组：正

常组(n=5)、阴性对照组(n=5)、阳性药物组(n=5)
和 HS 组(n=5)。其中，正常组灌胃等量的生理

盐水，阴性对照组灌胃等量的出发菌株酿酒酵

母(INVSc1, 即编辑前的起始菌株)，阳性药物

组用罗格列酮(5 mg/kg)和 HS 组灌胃重组降血

糖酿酒酵母(8 g/kg)处理，1 次/d，连续给药 15 d，
测定小鼠血糖水平、体重变化及观察其饮水和

摄食量变化。本实验动物研究方案经南开大学

动物实验中心实验动物伦理委员会批准[审批

号：SYXK(津)2019-0001]。 
1.2.7  统计分析 

所有数据都用平均值±标准差表示，通过单

因素方差分析和多重比较(LSD 法)进行差异显

著性检验。使用的软件是 SPSS 13.0 版。P<0.01
被认为差异具有统计显著性。 

2  结果与分析 
2.1  克隆载体 pMD19-T-L-PGK-10rolGLP- 
1-R 的构建 

以质粒 pNK1-PGK-10rolGLP-1-R 为模板，

通过 2次顺序 PCR扩增出 L-PGK-10rolGLP-1-R
片段。PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳结果如图 1A
所示。泳道 1−3 是 56 ℃、55 ℃、54 ℃不同退

火温度下的 PCR 产物。根据条带的亮度，选择

54 ℃作为扩增 L-PGK-10rolGLP-1-R 最合适的

退火温度。 
将 L-PGK-10rolGLP-1-R 的 PCR 产物克隆

到 T 载体并转化大肠杆菌。1%琼脂糖凝胶 PCR
电泳结果如图 1B 所示。泳道 2−5 扩增出了    
2 000 bp 目标条带，从 2−5 泳道样品中提取质

粒进行双酶切鉴定，所有样品都得到 2 000 bp
的目的条带(图 1C)，对样品进行测序，测序结

果完全正确，结果表明已成功构建了 pMD19-T- 
L-PGK-10rolGLP-R 克隆载体。 

2.2  表达载体 pNK1-L-PGK-10rolGLP-1-R
的构建 

PCR 产物的 1%琼脂凝胶电泳结果如图 1D
所示，在 2 100 bp 的位置扩增出了目的条带。 
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图 1  构建的 pNK1-L-PGK-10rolGLP-1-R 表达载体的琼脂糖凝胶电泳鉴定结果 
Figure 1  Agarose gel electrophoresis of the constructed pNK1-L-PGK-10rolGLP-1-R expression vector. A: 
Gradient PCR products of L-PGK-10rolGLP-1-R expression units. 1−3: PCR products at different annealing 
temperatures. 4: DL2000 DNA marker. B: Colony PCR products of pMD19-T-L-PGK-10rolGLP-1-R. C: 
Results of pMD19-T-L-PGK-10 double enzyme digest. 1: DL15000 DNA marker. D: Colony PCR products 
of PNK1-L-PGK-10rolGLP-1-R. 1: DL2000 DNA marker. E: Results of PNK1-L-PGK-10rolGLP-1-R double 
enzyme digest. 1: DL15000 DNA mraker. 
 
进一步提取对应样品质粒进行双酶切鉴定，结

果如图 1E 所示。所有选定的样本都被切出    
2 000 bp 的目的条带。将样品进行测序，测序结

果完全正确，表明 pNK1-L-PGK-10rolGLP-1-R
表达载体成功构建。 
2.3  克隆载体 pMD19-T-gRNA 的构建 

gRNA 片段 PCR 产物的 1%琼脂凝胶电泳

的结果如图 2A 所示。泳道 2−8 是 50 °C、51 °C、

52 °C、53 °C、54 °C、55 °C、56 °C、57 °C 温

度下的 PCR 产物。根据条带亮度，选择 53 °C
作为最佳 PCR 温度。回收 PCR 产物与 T 载体

连接，转化大肠杆菌，菌落 PCR 产物的琼脂糖

凝胶电泳结果如图 2B 所示。除泳道 4 外，其他

样本均扩增出了 250 bp 目的条带。从 2、3 号

样品中提取 DNA，通过双酶切鉴定，结果如  
图 2C 所示，2 个样品均切出了 250 bp 目的条带。

将 2 份样品测序，测序结果完全正确，表明

pMD19-T-gRNA 克隆载体成功构建。 

2.4  表达载体 pYES2-gRNA 的构建 
双酶切 pMD19-T-gRNA 和 pYES2 载体，

将 gRNA 片段与 pYES2 载体连接转化。随机选

取 6 个单菌落进行菌落 PCR，琼脂糖凝胶电泳

检测 PCR 产物，结果如图 2D 所示，均扩增出

了 250 bp 的目的条带。测序结果完全正确，表

明 pYES2-gRNA 表达载体成功构建。 

2.5  酿 酒 酵 母 表 达 载 体 10rolGLP-1 
CRISPR/Cas9 的构建与筛选 

CRISPR/Cas9 表达载体和酿酒酵母表达载

体的共转化与阳性转化子的筛选，将载体

pYES2-gRNA、pGADT7-Cas9 和 pNK1-L-PGK- 
10rolGLP-1-R 共转化酿酒酵母，在亮氨酸尿嘧

啶缺陷培养基中培养，然后转移到酵母粉胨葡

萄糖(yeast extract peptone dextrose, YPD)液体

培养基中培养，提取基因组 DNA。琼脂糖凝胶

电泳的结果如图 3A 所示。所有选定的样品中

都成功提取基因组 DNA。以这些基因组 DNA 
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图 2  构建的 pMD19-T-gRNA 和 pyES2-gRNA 表达载体用琼脂糖凝胶电泳鉴定结果 
Figure 2  Agarose gel electrophoresis of pMD19-T-gRNA and pyES2-gRNA expression vectors. A: 
Gradient PCR products of gRNA fragments at different temperatures. 1: DL2000 DNA marker. B: Colony 
PCR products of pMD19-T-gRNA. 1: DL15000 DNA marker. C: Results of pMD19-T-gRNA double enzyme 
digest. 3: DL2000 DNA marker. D: Colony PCR products of pYES2-gRNA. 1: DL15000 DNA marker. E: 
Results of pYES2-gRNA double enzyme digest. 1: DL15000 DNA marker. 
 
为模板，用设计的 10rolGLP-1 引物进行 PCR
扩增，结果如图 3B 所示。在泳道 1−3 和 7−9
中观察到靶条带，表明靶基因 10rolglp-1 已成

功整合到酿酒酵母 INVSc1 基因组中，可被鉴

定为酿酒酵母阳性转化子。这些阳性克隆被命

名为重组降糖酿酒酵母 HS1-3 和 HS7-9。 

2.6  SDS-PAGE 和蛋白质印迹分析 
收集 YPD 培养的酿酒酵母阳性转化子，提

取蛋白质，进行 SDS-PAGE，结果如图 3C 所示。

泳道 1、2 样品与对照组相比，在 33 kDa 处出

现明显的条带，表明存在 10rolGLP-1 蛋白。但

泳道 3 号、4 号、5 号样本中没有明显的靶条带。

使用 Glyko 灰度扫描软件分析电泳条带，结果

如图 3E 所示，泳道 1 样品中目的蛋白的总可溶

性蛋白为 24.5%，泳道号 5 样品为 22.9%，表明

1 号样品中的表达量较高。指定泳道 8 行 22 条

带为标准(0.04 mg/mL)，通过灰度对比分析，泳

道 1 行 24 的目的带约为 0.07 mg/mL，即 70 mg/L。

在凝胶上切下 1 号和对照组样品并进行蛋白质

印迹分析。从图 3D 可以看出，在样品 1 中明

显观察到表达 10rolGLP-1 (HS)免疫反应条带，

但对照组 2 号中未出现，表明成功构建了表达

10rolGLP-1 的重组酿酒酵母。 

2.7  构建糖尿病小鼠模型和 HS 的降血糖

效果测定 
将 3 周龄的 C57/BL 小鼠饲喂糖尿病建模

饲料，4 周后注射剂量为 50 mg/kg 的 STZ 溶液，

12 d 后测定空腹血糖值，发现 20 只小鼠中有

15 只成模，血糖值大于 11.0 mmol/L，成模率

为 80%。将小鼠随机分为正常对照组、阴性对

照组、阳性药物组和 HS 治疗组 4 组。 
给药 15 d 后，灌胃 HS 组的小鼠体重明显增

加，分别由(21.13±0.81) g 增加到(24.33±0.76) g，
对应正常组和阳性药组也表现出类似趋势。阴

性对照组的体重则明显减轻，从(23.51±0.52) g
到(21.12±1.23) g，如图 4A 所示。 
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图 3  重组降糖酿酒酵母(HS)的琼脂糖凝胶电泳和 SDS-PAGE 的鉴定结果 
Figure 3  Agarose gel electrophoresis and SDS-PAGE for recombinant glucose-lowering Saccharomyces 
cerevisiae (HS). A: Genomic DNA of Saccharomyces cerevisiae-positive transformants. 1: DL15000 DNA 
marker. B: Product of target genes for Saccharomyces cerevisiae-positive transformant. 4: DL15000 DNA 
marker. C: SDS-PAGE analysis results of Saccharomyces cerevisiae transformant extract. 7: Prism ultra 
protein ladder standard (10−180 kDa). D: Western blotting results for Saccharomyces cerevisiae-positive 
transformant extracts. E: Results of protein band grayscale scanning using Glyko, left panel for scan 
grayscale for each lane, right panel for percentage of protein in each lane. 
 

给药 15 d 后，发现经 HS 治疗的糖尿病小

鼠空腹血糖显著降低，灌胃 HS 的小鼠血糖值

显著下降，其血糖值从(12.32±0.51) mmol/L 降

至(7.43±0.43) mmol/L (P<0.01时显著 vs.对照组)，
正常组实验前后血糖值无显著变化，如图 4B 所

示，表明重组降血糖酿酒酵母(HS)可显著降低

模型小鼠的血糖水平，而且其血糖下降平缓，

从而可以避免血糖快速陡然下降的不良后果。 

3  讨论与结论 
通过敲除 adh I 基因，可以有效降低乙醇含

量以产生低酒精并且其本身生长不受影响的酿

酒酵母[8]。因此，本研究以 adh I 为靶基因，通

过专业服务网站设计选择 adh I 基因最合适的

gRNA，然后设计出包括 20 bp 引导靶向互补序

列到靶点的引物，通过 PCR 扩增得到完整的

gRNA 片段，并通过酶切连接的手段将 gRNA 片

段克隆到 pYES2 质粒，最终构建了 pYES2-gRNA
表达载体。 

CRISPR/Cas9 是Ⅱ型的 CRISPR/Cas 系统，

结构相对简单，具有易于设计和实施的特点，

常用于对靶细胞中特定基因的删除、添加、激

活、抑制等修饰。CRISPR/Cas9 系统的特异性

主要取决于 sgRNA 的识别序列。由于设计的

sgRNA 可能会以较低频率与非靶点 DNA 序列

形成错配，导致非预期的基因突变，该效应称为

脱靶效应(off-target effects)。采用 CRISPR/Cas9
对动植物等多细胞生物进行基因组编辑时必须 
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图 4  用重组降血糖酿酒酵母(HS)治疗 20 d 后的小鼠体重(A)和血糖水平(B)的变化 
Figure 4  Changes in mouse body weight (A) and blood glucose level (B) after 20 days treatment with 
recombinant hypoglycemic Saccharomyces cerevisiae (HS). Curves with different markers indicate normal 
control (normal, NM), negative control (diabetes, DM), positive control (rosiglitazone, RG), and HS gavage 
group. The different letters in the 1% column indicate a significant difference between treatments at the 
P<0.01 level. 
 
考虑其脱靶效应可能造成基因突变对机体带来

的有害风险，但酵母等单细胞生物这种风险可

通过克隆筛选鉴定加以剔除或避免[9]。 
本研究运用 E-CRISP (http://www.e-crisp.org/)

网站设计 sgRNA 序列，寻找评估潜在的脱靶位

点选择最高评级的 gRNA序列设计 gRNA引物，

尽量降低脱靶效应发生的概率，以提高筛选到

理想阳性克隆的几率。此外，过高浓度的

sgRNA-Cas9 复 合 物 可 能 会 切 割 Protospacer 
Adjacent Motif (PAM)序列附近或内部位点，形成

脱靶效应。通过调节 sgRNA 和 Cas9 核酸酶的浓

度可降低脱靶风险。但浓度降低会使其基因组编

辑能力减弱，因此调整 gRNA 与 Cas9 复合物的

浓度比例(一般当 gRNA:Cas9 复合物比值为 3:1
时最佳)，可在保证基因敲除效率的基础上，最

大程度地降低脱靶效应。 

酿酒酵母转化方法有醋酸锂化学法、电法

和聚乙二醇法等多种。一般来说，醋酸锂化学

法应用最为广泛，但转化效率不是很高，电法

的效率明显高于醋酸锂转化法。本研究需要利

用 pNK1-L-PGK-10rolGLP-1-R、PYES2-gRNA
和 pGADT7-Cas9 这 3 个载体共转化酿酒酵母菌

株 INVSc1，首先采用醋酸锂法筛选重组酵母，

但效率很低。在后期阶段，进一步尝试了电转

化法，结果转化效率有了明显提高。酿酒酵母

阳性重组体的筛选方法一般采用营养缺陷方

法。营养缺陷的筛选标志物是能够使用一些突

变宿主细胞不能合成酿酒酵母生长所需的一些

氨基酸，从而不能在缺乏该氨基酸的筛选培养

基上生长，通过该培养基可以初步筛选重组酿

酒酵母[10]。筛选后，进一步鉴定靶基因是否整

合到酵母基因组中，通常使用酿酒酵母基因组
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DNA 为模板通过 PCR 进行。本研究已从酿酒

酵母阳性转化子基因组 DNA 中成功扩增出靶

基因 10rolglp-1，PCR 产物的测序结果均正确，

表明 10rolglp-1 基因已成功整合到酿酒酵母基

因组。 
本研究将 3 周龄的 C57/BL 小鼠饲喂糖尿

病建模饲料，同时注射剂量为 50 mg/kg 的 STZ
溶液，成模率相对较高达到 80%。给药重组降

血糖酿酒酵母(HS) 15 d 后，HS 治疗组体重略

显现出恢复性升高，同时，观察到 HS 治疗组

小鼠体重减轻和多尿等症状明显改善。证明灌

胃 HS 降低小鼠血糖的同时改善了其新陈代谢，

增强胰岛功能，使小鼠的生理状态趋于正常。

因此，本研究构建的降血糖酿酒酵母(HS)可能

成为防治 2 型糖尿病的有效和安全方法。 
酿酒酵母是一种较为理想的真核表达系

统，随着生物制药技术的发展，酿酒酵母被广泛

用于表达外源性蛋白质(多肽)药物。最近，一种

使用益生菌细胞作为缓释胶囊的新型药物输送

系统正悄然出现，给糖尿病患者带来了康复的

希望[11]。与之前报道的酿酒酵母益生菌细胞作

为生物药物相比[12]，本研究构建的 HS 对 2 型

糖尿病小鼠模型具有显著的降血糖作用。与通

过传统的同源重组策略将外源靶基因随机整合

到 rRNA 必需基因重复簇中相比，本研究构建

的 HS 使 PGK-10rolGLP-1 表达单元特异性地整

合在酿酒酵母基因组中乙醇脱氢酶 I (adh I)位
点的非必需基因上，可以高度稳定地表达

10rolGLP-1 蛋白，并较好保持酿酒酵母的原有

性状。HS 可以调节血糖，并且其自身富含 B 族

维生素、消化酶和胃肠道调节功能等很多优点。

虽然与最近发布的各种多肽药物，包括艾塞那肽

注射液、利拉鲁肽注射液[13]、恩夫韦肽[14]和口服

索马鲁肽[15]相比，HS 食疗法的剂量更高，但

HS 可能具有许多卓越性，例如通过口服给药更

方便，成本更低，更容易制备(不需要破坏细胞

和纯化有效成分)。 
本研究首次报道了一种采用基因编辑技术

创制的口服重组降糖酵母(HS)生物药物。结果

表明，口服降糖酵母(HS)可能成为一种简单有

效、经济实用的糖尿病生物药物。今后需要对

其药物代谢动力学、毒理学和人体剂量等进行

进一步研究，为临床应用积累更多理论基础和

实验数据。 
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