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人胰岛素基因在乳酸菌中的表达及其对非肥胖

糖尿病（!"#）小鼠的作用
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（中国科学院微生物研究所 &微生物资源前期开发国家重点实验室 $微生物代谢工程研究中心 北京 &%%&%&）
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摘 要：为实现人胰岛素基因在乳酸菌中的表达及探索其用作口服疫苗治疗!型糖尿病（3&*H）的可行性，首先将
人胰岛素基因密码子替换为乳酸菌偏爱密码子，同时在 1，I链序列间加入连接短肽序列，经引物退火拼接合成人
胰岛素基因。克隆至乳酸菌表达载体中后，利用电击转化法实现了带信号肽 JKLEM!N的人胰岛素基因在乳酸乳球菌

（!"#$%#%##&’ ("#$)’）HO&0#0和干酪乳杆菌（ !"#$%*"#)((&’ #"’+)）13PP$"%’$中的表达。Q+ER+/? .4>R检测显示重组胰岛
素位于细胞壁上，当菌体生长到 ,-#%%为 %S! 时达到最大表达量。用含有表达重组人胰岛素的 !"#$%*"#)((&’

#"’+)13PP$"%’$5MJQN%&菌体饲喂非肥胖糖尿病（TU*）小鼠，发现可刺激小鼠产生特异性抗体，同时使与免疫耐受相
关的细胞因子 VW9!水平明显升高（0(SN(0 X $S%(0M@5-W，. Y %S%N），提示其对 TU*小鼠产生免疫耐受有一定的作用，
为研制乳酸菌口服疫苗防治 3&*H的可行性进行了有益的探索。
关键词：胰岛素；干酪乳杆菌；乳酸乳球菌；表达；非肥胖糖尿病（TU*）小鼠
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!型糖尿病（3&*H）是人体胰岛"细胞受到损
伤不能分泌胰岛素（V?EG4;?，VTJ）的一种自身免疫疾
病，通过给 3&*H 的模型非肥胖糖尿病（T>?9>.+E+
[;7.+R;,，TU*）小鼠口服胰岛素能减轻或延缓其发病
过程［&］。口服胰岛素能诱导产生免疫耐受，在此过

程中，VW9!，3O69"等与耐受相关的细胞因子升高，促
进了免疫耐受的形成，从而产生对胰岛"细胞的保
护作用。可是直接口服胰岛素，由于其在胃肠道里

的降解，会明显影响抗原的生物利用率。乳酸菌是

一类公认为安全的生物体，在食品行业中已得到广

泛应用。已有的研究表明，使用乳酸菌作为抗原的

表达受体，能够一定程度保护抗原，同时作为免疫佐

剂，会更好地刺激免疫系统［$］。I+/-\[+<9]G-7/^?WO
等［0］在乳酸乳球菌（!"#$%#%##&’ ("#$)’）中共表达 ]K_9
&#的 :"抗原和 VW9&$，不但抑制了 ]K_9&#诱导的肿
瘤，并且获得长效的免疫力就是很好的例证。

本研究的主要目的是利用乳酸菌表达系统表达

密码子优化的人胰岛素基因，并将其饲喂 TU* 小
鼠，观察 TU*小鼠的抗体及细胞因子的变化情况，
为深入探索其在治疗 3&*H中的作用奠定基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 菌株与质粒：大肠杆菌（/’#0+1)#0)" #%()）3O&
和 ‘H&%’，乳酸乳球菌（ !"#$%#%##&’ ("#$)’，! C ("#$)’）
HO&0#0和干酪乳杆菌（ !"#$%*"#)((&’ #"’+)，!* C #"’+)）
13PP$"%’$，质粒 MHO0#+ 均由本实验室保存；质粒
M_:NN$0［!］由 ‘PC K;7/[教授惠赠。
$%$%& 培养基：大肠杆菌的 WI 培养基参见文献
［N］，乳酸菌 OH&"和 HaJ培养基参见文献［#，"］。
$%$%’ 引物：表 &为本研究所用引物。

表 $ 引物
37.4+ & K/;-+/E

K/;-+/ J+bG+?,+E（Nc#0c） J;<+（*7）5.M
K& 1133P333O3P11PP11P133313O "N#&5$N
K$ 3PO1P331O331P1O31O33P3P #’"(5$0
K0 P1O3PO1P333O3P11PP11P133313O3O ’&$&50%
K! OPO1313P331O331P1O31O33P3P11O33O ’(%"50$
KN P1O1133PPOO313PO131OPPPOPP3113 ’&&#50%
K# OP3P31O1331O331P1O31O33P3P11O33O ’(!N50$

$%$%( 主要试剂和仪器：质粒 MH*&(93、各种限制
性内切酶、3! *T1 连接酶及 :8937b *T1聚合酶等



购自 !"#"$"公司；%&’ %()*+,-".,购自上海 /"01(0公
司；胰岛素抗体购自中国原子能科学研究院；234!+
5678膜为 9:)):%(-, 公司产品；小鼠 ;<=/> ?:@ 购自
A:01+,:公司（$B7公司产品分装）；其余试剂均为进
口或国产分析纯；5C$仪为 D:(+,@-"公司产品；电击
转化仪和蛋白质电泳装置为 D:(E-"F公司产品。
!"# $%&操作
大肠杆菌质粒 7G>提取、转化、7G>酶切和连

接操作按文献［H］进行，乳酸菌质粒 7G>提取按文
献［I］进行，乳酸菌感受态制备和电击转化按文献
［I，J］进行。
!"#"! 根据乳酸菌偏爱密码子设计合成 !"# 基因：
用乳酸菌偏爱密码子［K］替换 !"# 基因（L,0D"0? G(M：
G9 E22242J ）序列中的 NJ个碱基，并在其 >，D链序
列之间加入连接肽的编码序列 HOECL!>L>!C!
CC!>>!LL>>>>CL!ENO，根据其正负链序列设计八
条引物，用 !P磷酸激酶加上 HOE5:，再加热至 QHR，
缓慢退火至室温，连接过夜，用引物 5S和 54扩增得
到 SK2T%目的片段，连接至 %97SKE!，用氨苄西林抗
性（S22!1U+<）筛选，5C$鉴定重组子，得到重组质粒
%/VS2S，同时测序验证。
!"#"# 表达载体的构建：用引物 5N 和引物 5P（5N
引入 $%&"位点，5P引入 ’()$#位点）扩增合成的
人胰岛素基因，同时用 $%&"U’()$#酶切带有组成
型启动子 *HQ和信号肽 #+W.%PH序列的 %6;HH4N 和上
述扩增片段，连接后转化 ’ M ()&! A9S2Q，用氨苄西
林抗性（S22!1U+<）筛选，5C$ 鉴定重组子，得到
%/V42S。再以 %/V42S为模板，用引物 5H和 5I（5I
引入 ,-%"位点）扩增含有 *HQ：：#+W.%PH：：!"# 的序
列，,-% "酶切该扩增片段，同时 ’()$"酶切
%9LNI,，平端化后再用 ,-%"酶切，连接转化 ’ M
()&! A9S2Q，用红霉素抗性（S22!1U+<）筛选重组子并
用 5C$鉴定，得到乳酸菌表达载体 %/VH2S，同时构
建不含有人胰岛素基因的 %/VH2Q作为对照（图 S）。

图 ! 质粒 ’()*+!和 ’()*+,的构建
8:1MS /XY,+"@:X F:"1-"+ (& %)".+:F %/VH2S "0F %/VH2QM

!"- .%(表达产物的制备
将 . M &%(/!# 9LSNINU%/VH2S 或 .- M (%#0!

>!CC4J2Q4U%/VH2S分别接种于 L9SJ 或 9$/ 培养
基中，N2R静置培养，待菌体生长至所需要浓度时，
取样离心收集菌体和上清，参照文献［P］制备上清浓
缩物、细胞壁和细胞内组分。按文献［Q］方法进行
!-:X:0, /7/E5>L;，将样品电转移至 5678膜上备用。
!"/ )012034 5672检测
参照文献［H］方法进行，但有下列改动：封闭和

一抗温育后用 5D/漂洗 N次，每次 K+:0；二抗温育后
用 5D/ Z 232S[!\,,0 42漂洗 N次，每次 K+:0。胰岛
素抗体以 S ] S2222稀释，抗豚鼠 =1LE^$5以 S ] S222
稀释。

!"* %8$小鼠的饲养
自中国医学科学院实验动物研究所购得 P周龄

G_7小鼠 SK只，将其随机分为 5D/组，对照组和实
验组，每组各 I只。5D/组用 23P+< 5D/灌胃，对照
组用含量 S2S2 C8WU23P+< 的 .- M (%#0! >!CC4J2Q4U
%/VH2Q灌胃，实验组用含量 S2S2 C8WU23P+<的 .- M
(%#0! >!CC4J2Q4U%/VH2S 灌胃，第一周每天灌胃一
次，此后每周一次。

!"9 %8$小鼠肠道内重组 !" : #$%&’ &;<<#=+,#
的测定

从灌胃后第二天连续 IF取实验组和对照组小
鼠粪便 S颗，加 S+<无菌水充分混匀，稀释 S2倍后
涂布于 9$/ 平板培养基上，菌落 5C$ 鉴定是否有
.- M (%#0! >!CC4J2Q4U %/VH2S 和 .- M (%#0!
>!CC4J2Q4U %/VH2Q存在。
!"= %8$小鼠血清中 .>?/水平的检测
取喂养至 S4周龄的小鼠，每组 P 只，每只取血

234 ‘ 23N+<，NJR放置 SY，PR过夜，H222 a 1 离心
H+:0制备血清。用小鼠 =<EP ;<=/> #:@检测血清中
=<EP的含量，操作方法参照 #:@ 说明。组间数据比
较采用均数 / 检验。
!"@ %8$小鼠血清中 (AB1’/*?.%(特异性抗体的检测

.- M (%#0! >!CC4J2Q4U%/VH2S 的细胞壁组分用
!-:X:0, /7/E5>L;进行分离，转移至 5678 膜上，每
组各取 N 只小鼠的血清，以 S ] 42 稀释作为一抗，
S ]H22稀释的抗小鼠 =1LE^$5 作为二抗，进行
V,.@,-0 T)(@检测。

# 结果

#"! 人胰岛素基因的合成及乳酸菌表达载体的构建
#"!"! 人胰岛素基因的合成：为有利于人胰岛素基
因在乳酸菌中的表达，在不改变人胰岛素一级序列

的前提下，根据密码子偏爱性将其替换为乳酸菌偏

KKQ C^;G /:E\,: 0/ %& M U1(/% 2!(3)-!)&)4!(% $!"!(%（422J）PJ（I）



爱密码子［!］；为使合成的人胰岛素接近于天然结构，

同时在 "#$的 %，&链之间加入易于形成!转角的连
接短肽 ’’$(#)*’，用引物退火拼接方法合成 !"#
基因，连接至 +,-.!/0 上，得到重组质粒 +$1.2.。
-#%测序结果显示，!"# 基因中有 34个碱基被替换，

图 ! !"#基因和改造的 !"#基因序列分析
56789 #:;<=>?6@= A=B:=C;= D<67CE=C? >F G:EDC !"# 7=C= DC@ @=A67C=@

!"# 7=C=8 .：#:;<=>?6@= A=B:=C;= >F G:EDC !"# 7=C=；9：#:;<=>?6@=

A=B:=C;= >F @=A67C=@ !"# 7=C=8

与预先设计的序列相符（图 9）。
!"#"! 乳酸菌表达载体的构建：经 $%&"H’(%"酶
切分析，结果显示除载体带外，还有一条 2I3JK 的
#)LA+MN：：!"# 的片段，与预期一致（图略）。

!"! 人胰岛素基因在乳酸菌中的表达
!"!"# !"# 基因在 * 8 +%&,!# 和 *( 8 &%#-! 中的表达：
将 +$1N2. 分别电击转化 * 8 +%&,!# ,).3O3 和 *( 8
&%#-! %0PP942Q9，挑取红霉素抗性和 (P’鉴定阳性
的转化子分析表达产物，结果发现将菌液上清浓缩

至 N2倍时，仍未检测到 "#$的表达产物，究竟是人
胰岛素基因在乳酸菌中没有表达还是表达产物没有

如预期那样分泌至胞外呢？我们进一步分离菌体细

胞壁和细胞其他组分，1=A?=RC K<>?检测结果表明，表
达产物存在于细胞壁上，大小约为 .2I4J-D，而在细
胞内其他组分未检测到表达产物（图 3）。可是该产
物大小并非预期，由于所设计的 "#$ 大小应为
OI!J-D，$(LA+MN的分子量为 MJ-D，因此根据分子量推
算应该是含有信号肽 #)LA+MN序列的融合蛋白（$(LA+MN /
"#$）。

图 $ %&’在 $ ( %&’(!#（)）和 $) ( ’&#*!（*）中的表达
56783 ST+R=AA6>C >F "#$ 6C R=;>EK6CDC? A?RD6CA * 8 +%&,!#（%）DC@ *( 8 &%#-!（&）8 (R>?=6C =T?RD;?A U=R= DCD<VW=@ KV 1=A?=RC K<>? :A6C7
DC?6/"#$ +><V;<>CD< DC?6K>@6=A8 (：+R>?>+<DA?A；$#：A:+=RCD?DC?；P1：;=<< UD<<；(’，$#’DC@ P1’：C=7D?6X= ;>C?R>< >F (，P1 DC@ $#8

!"!"! $(LA+MN /"#$在乳酸菌不同生长期中表达量的
分析：为进一步了解表达产物在乳酸菌中表达情况，

我们选取不同生长期的培养物进行检测，图 M揭示
无论是 * 8 +%&,!# H+$1N2.还是 *( 8 &%#-! H+$1N2.，都
是在 ./O22为 2IM时表达量最高，之后逐渐下降，到

对数末期则几乎无法检测到蛋白表达，说明它们均

在生长旺盛的对数期表达量较高。此外，表达产物

在 *( 8 &%#-! 中不仅表达时间要长于 * 8 +%&,!#，而且
表达量也明显高于 * 8 +%&,!#。

图 + ’,-./+0 1%&’在不同生长时期的表达量分析
5678M ST+R=AA6>C >F $(LA+MN /"#$ D? @6FF=R=C? 7R>U?G +=R6>@A >F R=;>EK6CDC? A?RD6CA * 8 +%&,!#（%）DC@ *( 8 &%#-!（&）8 (R>?=6C =T?RD;?A

U=R= DCD<VW=@ KV 1=A?=RC K<>? :A6C7 DC?6/"#$ DC?6K>@6=A8 %：Y6C= . ?> O：N Z .2Q P5L ;=<< UD<< =T?RD;?A D? ./O22 2I.9O，

2I99N，2IMN9，2I!!4，.I..N，.I39O；&：Y6C= . ?> O：.2Q P5L ;=<< UD<< =T?RD;?A D? ./O22 2I3.O，2IM.3，2IM33，2IO.3，2I!33 DC@ .I.N! 8

!"$ 表达产物对 &23小鼠的作用
!"$"# 重组 *( 8 &%#-! %0PP942Q9在 #[-小鼠肠道
内的存活时间：为检验表达产物是否具有预期的生

物学功能，我们选取 *( 8 &%#-! %0PP942Q9H+$1N2.
喂饲非肥胖糖尿病（#[-）小鼠，并观察其在 #[-小
鼠肠道内的存活时间。结果显示（表 9）给小鼠口服

Q!Q陈思维等：人胰岛素基因在乳酸菌中的表达及其对非肥胖糖尿病（#[-）小鼠的作用 8 H微生物学报（9224）M4（O）



后第一天，所有鼠的肠道内均能检测到重组 !" !
#$%&’ "#$$%&’(%的存在。口服后第二天，仍有大部
分鼠肠道能检测到重组 !" ! #$%&’ "#$$%&’(%，但第
三天所有小鼠均检测不到其的存在。该结果表明

!" ! #$%&’ "#$$%&’(%)*+,-’.可在 /01小鼠肠道内
存活 23 4以上。

表 ! 重组 !" " #$%&’ #$%%!&’(!
在 )*+小鼠肠道内的存活时间

#5678 % 9:;:<= >:?8 @A B8C@?6:<5<> !" ! #$%&’ "#$$%&’(%
:< /01 ?:C8’D =5D>B@:<>8D>:<57 >B5C>

#B85>?8<> =B@E*
15FD

15F . 15F % 15F G
!" ! #$%&’ "#$$%&’(%)*+,-’. H)H -)H ’)H
!" ! #$%&’ "#$$%&’(%)*+,-’( H)H 2)H ’)H

!,-,! /01小鼠血清中 I9J2水平分析：图 -结果显
示对照组血清中 I9J2 水平为 G.K(.& L ’K2.&*=)?9，
与 MN+组 %(K.H& L .K223*=)?9相比有显著差异（(
O ’K’-），而实验组血清中 I9J2 水平为 G3K-3G L
%K’3G*=)?9，与 MN+ 组、对照组相比则有明显升高
（( O ’K’-）。作为免疫耐受相关的典型细胞因子
I9J2的升高，表明 !" ! #$%&’ "#$$%&’(%)*+,-’.可促
进 /01小鼠免疫耐受的产生。

图 . )*+小鼠血清中 /012水平检测
P:=!- +8B5 I9J2 78;87D :< =B@E*D @A ?:C8 :??E<:Q8R @B577F S:>4 MN+（)
T 2），C@<>B@7 D>B5:< !" ! #$%&’ "#$$%&’(%)*+,-’(（ ) T 2） @B
B8C@?6:<5<> D>B5:< !" ! #$%&’ "#$$%&’(%)*+,-’.（) T 2）! ! ( O ’K’-

!,-,- /01 小鼠血清中 +MUD*2- JI/+ 特异性抗体的
分析：由 ,8D>8B< 67@>实验结果（图 H）可知，实验组小
鼠体内产生了 +MUD*2- JI/+ 特异性的抗体，而其他两
组并未发现特异性抗体的存在。这表明，!" ! #$%&’
"#$$%&’(%)*+,-’.可成功刺激 /01小鼠免疫系统
产生抗体。

图 3 )*+小鼠血清中 456782. 1/)4特异性抗体的分析
P:=!H "<57FD:D @A D*8C:A:C 5<>:J+MUD*2- JI/+ 5<>:6@R:8D :< /01 ?:C8’D
D8B5! MB@>8:< 8V>B5C>D S8B8 5<57FQ8R 6F ,8D>8B< 67@>>:<= ED:<= D8B5 @A
=B@E* MN+（) T G），C@<>B@7 D>B5:< !" ! #$%&’ "#$$%&’(%)*+,-’(（ ) T
G）@B B8C@?6:<5<> D>B5:< !" ! #$%&’ "#$$%&’(%)*+,-’.（) T G）!

- 讨论
乳酸菌是一类革兰氏阳性菌，其中的某些益生

菌对人体健康大有裨益，长期以来在人类生活和食

品工业中获得广泛应用，被认为是一种安全的微生

物（WX"+）［%］，近年来已经成为基因工程疫苗载体的
研究热点。而在乳酸菌中表达外源基因时，其密码

子第三位偏向于使用 "或 U［(］，为更有利于人胰岛
素基因在乳酸菌中表达，有必要将人胰岛素基因替

换成乳酸菌偏爱的密码子。由于改造的胰岛素基因

仅有 .3’6*，因此可直接替换全部乳酸菌偏爱的密
码子，同时设计合适的连接短肽，通过引物拼接的办

法进行人工合成。

本研究原本构建了含有和不含有 %*UD*2-的重组

质粒，可是不含有 %*UD*2-的重组乳酸菌，无论胞内还

是胞外都未见外源基因表达（结果未显示），而仅发

现含有 %*UD*2-的重组乳酸菌，其表达产物位于细胞

壁上。+MUD*2-是一个在乳酸菌基因工程中常用的信

号肽，它可引导其 $ 端的蛋白跨越乳酸菌的细胞
壁，但已有研究结果显示 +MUD*2-的分泌效率有时并

不完全，它也导致蛋白会滞留在细胞内无法分泌［2］，

或使蛋白停留在细胞壁上［.’］，这种现象推测与表达

蛋白本身的性质有关。本实验中的表达产物未能分

泌于胞外而定位于细胞壁上，其原因可通过替换或

改造信号肽基因增强分泌效率，或替换报告基因分

析信号肽分泌效率等进行进一步的研究。

!型糖尿病的发病原因是由于人体免疫系统识
别自身抗原胰岛素，攻击胰岛"细胞导致损伤并进
而影响胰岛素产生［..，.%］。近年来，人们不断探索将

胰岛素作为口服黏膜免疫的疫苗的可能性，其原理

是胰岛素抗原通过小肠黏膜的 M8F8B’D区吸收，从而
激活肠道相关淋巴组织，之后与耐受性相关的效应

#细胞被激活，引发口服免疫耐受，从而保护胰岛不
被损伤［.］。前人研究工作表明，用胰岛素等自身抗

原作为抗原给 /01小鼠口服，可以延缓或者降低糖
尿病的发作［.G，.2］。本研究在乳酸乳球菌和干酪乳杆

菌中表达了胰岛素基因，用干酪乳杆菌作为 I/+的
载体给 /01小鼠口服，实验结果表明其促进了 /01
小鼠 I9J2水平的升高，对产生免疫耐受有一定的作
用，为人胰岛素基因在乳酸菌中的表达及研制口服

疫苗的可行性进行了有益的探索。
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