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技术与方法 

一种 GLP-1 过表达肠类器官构建的方法 
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摘要: 胰高血糖素样肽 1 (glucagon-like peptide 1, GLP-1)作为一种肠促胰岛素，主要由肠道 L 细胞分泌，由于

其能够有效促进胰岛素的释放从而降低血糖，因此 GLP-1 及其类似物在 2 型糖尿病的治疗上具有良好的应用

前景。本研究优化了慢病毒感染类器官的方法，利用该方法成功构建了 GLP-1 过表达的小鼠小肠类器官

(organoids)。结果显示该类器官分泌的 GLP-1 能够有效地提高野生型及糖尿病小鼠的葡萄糖耐受能力。因此，

本研究构建的 GLP-1 过表达类器官可以为 2 型糖尿病的治疗提供一种新的策略。 
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Abstract: As a potent insulinotrophic hormone , glucagon-like peptide 1 (GLP-1) is mainly secreted by intestinal 

L cells, which can effectively promote the release of insulin and thus reduce blood glucose. Therefore, GLP-1 and its 

analogs have a good prospect in the treatment of type 2 diabetes. In this study, we constructed mouse intestinal 

organoids that overexpress GLP-1 by optimizing the GLP-1 lentivirus infection method. We found that supernatants 

secreted by the GLP-1 overexpression organoids effectively enhanced glucose tolerance in wild-type and diabetic 

mouse. Thus, the GLP-1 overexpression organoids built in this study may provide a novel strategy for the treatment of 

type 2 diabetes. 
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胰岛素分泌障碍是 2 型糖尿病的标志。2 型糖

尿病治疗策略之一是基于肠道内分泌型 L 细胞产生

的胰高血糖素样肽 1 (glucagon-like peptide 1, GLP-1)
的降血糖作用，GLP-1 具有促进胰岛素的释放，提

高胰岛 β 细胞增殖及存活，促进饱腹感等功能[1~3]。

GLP-1 在机体摄取营养物质时被释放，随后被二肽

基肽酶 4(dipeptidyl peptidase 4, DPP4)迅速降解，因

此其半衰期大约只有 1~2 min[4,5]。已有研究表明将

人 GLP-1 与小鼠免疫球蛋白 G 重链恒定区(IgG1 
heavy chain constant regions)结合形成融合蛋白

(GLP-1/Fc)可以有效延长其半衰期，提高生物利用

率[6,7]。目前 GLP-1/Fc 融合蛋白已在糖尿病小鼠模

型 的 治 疗 中 被 广 泛 应 用 。 例 如 通 过 肌 肉 注 射

GLP-1/Fc 过表达质粒能够促进胰岛素产生并提高小

鼠的糖耐受能力[7]。此外，通过光控诱导 HEK293T
细胞表达 GLP-1/Fc 可以有效减轻 2 型糖尿病小鼠的

血糖损伤[8,9]。然而以上的研究均未能实现 GLP-1/Fc
长期及原位表达，因此通过构建 GLP-1/Fc 过表达的

小肠类器官并将其原位移植到小鼠小肠中可能是一

种有效治疗 2 型糖尿病的方法。 
小肠类器官是指将小肠隐窝或干细胞在体外培

养形成具有肠干细胞及各种终末分化细胞的类似于

花环状的囊状细胞团，因其能在体外模拟体内小肠

的自我更新，因此又可以被称为迷你器官[10]。这种

迷你器官的培养体系最早是由 Sato 等[11,12]在 2009
年构建，除了含有 Lgr5+肠干细胞，类器官还包含有

Lysozyme+潘氏细胞，Muc2+杯状细胞，Chromogranin 
A+肠内分泌型细胞等终末分化细胞。最新的研究表

明体外培养的人肠及小鼠肠类器官中均含有能表达

GLP-1 的 L 细胞[13~16]，这说明肠类器官几乎包含着

所有肠上皮的分化细胞类型，因而具有重建器官的

潜能。研究人员进一步将体外培养的类器官原位移

植到小鼠的肠内后，发现能重新形成基本的隐窝——

绒毛结构，并长期稳定存在[17~19]。因此，类器官还

可以为再生医学提供供体细胞或组织来源。 
基于以上背景，本研究建立了一种 GLP-1/Fc 过

表达小鼠小肠类器官构建的方法。利用该方法构建

的 GLP-1/Fc 过表达类器官能够高效表达活性

GLP-1/Fc，通过腹腔注射该活性 GLP-1/Fc 能有效提

高野生型及糖尿病小鼠的糖耐受能力。随后本研究

初步验证了小肠类器官原位移植的可能性，为 2 型

糖尿病提供一种潜在的治疗方案。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用野生型 C57BL/6J 小鼠均来源于华东师

范大学实验动物中心，糖尿病(db/db)小鼠(C57BL/6J
背景)购自上海实验动物中心，所有的小鼠均饲养于

华东师范大学 SPF 级实验动物中心。所有涉及小鼠

和实验方案的程序均符合上海市实验动物护理评估

与认证协会起草的规定，并经华东师范大学实验动

物伦理委员会批准。HEK293T 购买于美国 ATCC
公司。 

1.2  过表达载体的构建 

实验所用过表达载体为 pLenti-CMV-IRES2- 
ZsGreen，购于美国 Addgene 公司。GLP-1/Fc 片段(约
900 bp)由华东师范大学叶海峰研究员惠赠。设计扩

增 GLP-1/Fc 的 PCR 引物，并分别在正向引物及反

向引物中添加 Age I 和 Xba I 酶切位点和相应保护碱

基序列。PCR 扩增 GLP-1/Fc 片段后胶回收约 900 bp
的 DNA 片段，然后同时用 Age I 和 Xba I 酶分别酶

切 pIRES2-ZsGreen 载体及 GLP-1/Fc 回收产物，随

后再次胶回收酶切过后的载体及 PCR 片段。接着

用 T4 DNA 连接酶连接酶切过后的载体和片段，在

16℃中连接过夜，连接产物转化到感受态细胞中，

随后涂板，挑取单克隆，培养过夜后提取质粒，通

过一代测序验证得到 pLenti-CMV-GLP-1/Fc-IRES2- 
ZsGreen 质粒。慢病毒包装所需 pMD2.G 及 psPAX2
质粒均由北京大学魏文胜教授惠赠。 

1.3  慢病毒的包装、浓缩及滴度测定 

培养 20 皿 HEK293T 细胞，待细胞长至 70%~ 
80%密度时进行转染。将 pLenti-CMV-GLP-1/Fc- 
IRES2-ZsGreen、pMD2.G 和 psPAX2 质粒各 10 μg
与 90 μL 的 PEI 充分混匀，DMEM 补足到 1 mL，涡

旋震荡后室温放置 20 min，随后均匀的加入到细胞

中。转染 8 h 后更换培养基，次日补充适量培养基

并在荧光显微镜下观察细胞状态及转染效率。转染

48 h 后再次补充适量培养基，72 h 后收集上清， 
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3500 r/min 离心 10 min，上清用 0.45 µm 细胞滤器过

滤，滤液置于 4℃冰箱暂时保存。病毒滤液转移至

贝克曼离心管中，4℃、25,000 r/min 离心 3 h。离心

过后看到离心管底部出现半透明的病毒颗粒沉淀，

弃上清，用 1 mL 的类器官培养基重悬病毒沉淀得到

病毒原液，病毒收集后分装置于–80℃冰箱保存，避

免反复冻融。在 24 孔板中接种 105 个 HEK293T 细

胞，待细胞长至  70%密度时用病毒进行感染。取

10 μL 病毒原液制备 10 倍连续梯度稀释的病毒液，

然后往每个孔中加入稀释后的病毒液 10 μL，即从高

往低分别加入 1 μL~10–6 μL 的病毒，加完稍微混匀，

感染 48~72 h 后，流式细胞仪分析 GFP 阳性的细胞，

选取感染率为 1%~10%之间的数据及其对应所加的

病毒量，然后根据公式：病毒滴度=103×N×P/V IU/mL 
(N 代表感染时候的细胞量，P 代表阳性细胞的百分

比，V 代表加到每个孔中的病毒量)计算病毒滴度。  

1.4  小肠类器官的培养、传代、冻存与复苏 

取 6~8 周大的小鼠小肠约 10 cm，纵向剪开，

预冷的 PBS 洗干净，载玻片轻轻地将小肠表面的绒

毛刮去，将绒毛去除的小肠置于 50 mL 离心管中，

放在冰盒中短暂保存。将冰盒转移至安全柜中，用

含抗生素的 PBS 清洗小肠 5~8 次，将小肠转移至

25 mL 含 2.5 mmol/L 的 EDTA 溶液中，4℃摇床中

消化 20 min。弃 EDTA 溶液，将小肠转移至新

的 50 mL 离心管中，加 25 mL 含抗生素的 PBS ，
轻晃 20~30 次，悬液用 70 μm 的细胞过滤器过滤，

重复上述步骤，将两次过滤后的悬液转移至同一

个 50 mL 离心管中，4℃、800 r/min 离心 5 min。弃

上清，用 2 mL 的基础培养基重悬沉淀，计数。取一

定体积的悬液(2000~2500 个隐窝)加入到 1.5 mL 的

离心管中，室温 900 r/min 离心 5 min。用事先在冰

上预冷的 200 μL 基质胶(matrigel, BD)重悬沉淀，隐

窝的密度控制在 10~15 个/μL。接板之前，将 96 孔

板事先在培养箱中预热 30 min，随后每个孔接

种 5 μL 的隐窝-基质胶混合液，若为 24 孔板则每孔

接种 50 μL。将接种好的板于 37℃培养箱中放置

25~30 min 让基质胶凝固。最后，每孔加 100 μL 培

养基(24 孔板加 500 μL)，每 2~3 d 更换一次培养

基，5~7 d 传代一次(注：所有的试剂均需添加抗生

素以避免染菌，隐窝需尽可能置于冰上以保持活性)。

将培养 5~7 d 的类器官在冰上放置 5~10 min。弃上

清，加入预冷的 1 mL 的 DMEM，用大枪头将基质

胶打碎，反复吹打 30~50 次，操作过程中尽量避免

产生气泡。随后取适量的悬液观察，若在显微镜下

能观察到较多完整的类器官团，则继续用大枪吹打，

直至将类器官吹散为止。将悬液转移至 1.5 mL 离心

管中，室温 800 r/min 离心 5 min，弃上清，沉淀用

适量的 matrigel 重悬。接板过程同上述步骤 (注：

理论上类器官传一次可以扩增 3~5 倍，但由于操作

过程中的损失，因此一般只能扩增 2~3 倍)。 
将需要冻存的类器官于冰上放置 5~10 min。弃

上清，加入预冷的 1 mL 的 DMEM，用大枪头将基

质胶打碎，随后均匀吹打 30~50 次左右，此过程应

该尽量避免产生气泡。悬液转移至 15 mL 离心管中，

用预冷的 PBS 补足到 10 mL，4℃、800 r/min 离
心 5 min。去上清，用 1 mL 的冻存培养基(Recovery™ 
Cell Culture Freezing Medium，美国 Gibco 公司)重悬

类器官，将重悬液转移至冻存管中，标记好日期、

品系，放入冻存盒中于-80℃冰箱中过夜，随后转移

至液氮罐中保存。若需要复苏，将冻存的隐窝取出，

置于 37℃水浴锅，快速解冻，随后将悬液转移至

15 mL 离心管中，加入 14 mL 预冷的基础培养基，

4℃、800 r/min 离心 5 min。去上清，用适量的预冷

基质胶重悬沉淀，然后接板 (注：复苏的过程中加

入 ROCK 抑制剂 Y-27632 (Selleck 公司，美国)能够

显著提高类器官的存活率) 。 

1.5  类器官培养基的配制 

基础培养基(basal medium)：45 mL 的 ADMEM 
(Gibco 公司，美国)中加入 500 μL 的双抗，终浓度

为 5 mmol/L 的 HEPES 及谷氨酰胺(Sigma 公司，德

国)，终浓度为 1 mmol/L 的 N-乙酰半胱氨酸(Sigma
公司，德国)，500 μL N2(Invitrogen 公司，美国)，
1000 μL B27 (Invitrogen 公司，美国)，用 ADMEM
定容至 50 mL，配好后用 0.22 μm 的细胞滤器过滤后

分装置于 4℃冰箱备用。 
完全培养基(complete medium)：在基础培养基

的基础上加入终浓度为 500 ng/mL 的 Wnt 激动剂

R-spondin1 (PeproTech 公司，美国)，100 ng/mL 的

BMP 抑制剂 Noggin (PeproTech 公司，美国)，以

及 50 ng/mL 的表皮生长因子 EGF (PeproTech 公司，
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美国)，配制好后用 0.22 μm 的细胞滤器过滤后置于

–20℃冰箱备用。若需要将类器官中的大部分细胞

变为干细胞，可以在完全培养基的基础上加入

40 ng/mL WNT 配体 Wnt3a (PeproTech 公司，美国)
和 5 μmmol/L GSK3β 的抑制剂 CHIR-99021 (Selleck
公司，美国)。 

1.6  慢病毒感染小肠类器官 

在完全培养基中加入 Wnt3a (40 ng/mL)和
CHIR-99021 (5 μmmol/L)培养类器官，2~3 d 后，类

器官大部分变为由干细胞构成的圆形结构。弃上清，

加 1 mL 的 DMEM，用大枪头搅碎基质胶，悬液转

移至 1.5 mL 离心管，用大枪吹打悬浮液 30~50 次，

直到所有类器官被吹散(可取少许悬液在显微镜下

观察)。室温 900 r/min 离心 5 min，弃上清，加

入 500 μL 的 TrypLE™ Express (Thermo Fisher 公司，

美国)重悬沉淀，37℃孵育 5 min，镜检观察类器官

消化情况，如消化不充分可每次增加 2 min 的消化

时间，直到类器官大部分消化为单细胞为止，随后

加入 500 μL 的完全培养基终止消化(消化过程中可

以加入适量的 DNA 酶来去除死亡细胞的 DNA)。消

化完成后，室温 900 r/min 离心 5 min，弃上清，加

入适量浓缩病毒液重悬，然后加入到 48 孔板中，充

分混匀，用封口膜封好，在离心机中以 32℃，600×g
离心 1 h，移除封口膜，将类器官在 37℃培养箱中

孵育 6 h (在病毒感染的过程中可以加入 8 μg/mL 的

polybrene (Sigma 公司，德国)来提高慢病毒的感染

能力，此外也可以添加 Y-27632 来提高类器官的生

存率)。将感染好的类器官转移至 1.5 mL 离心管，室

温 900 r/min 离心 5 min，弃上清，冰上放置 5 min，
加入适量的基质胶，混匀，随后接板，最后用含有

Wnt3a、CHIR-99021 和 Y-27632 的完全培养基培养

感染后的类器官，2~3 天后将培养基更换为完全培

养基。在荧光显微镜下观察类器官的感染效率。 

1.7  酶联免疫吸附实验(enzyme linked immu-
nosorbent assay, ELISA) 

接种类器官，待类器官出芽较多时，弃上清，

用 PBS 清洗 3 次，每次 5 min，加入 500 μL 的 PBS，
在 37℃培养箱中放置 6 h，取上清保存于−20℃冰箱

用于后续实验。本研究购买了美国 Millipore 公司的

Glucagon Like Peptide-1 (Active) ELISA Kit 并按照

其中的说明书来检测类器官中活性 GLP-1 的含量。 

1.8  腹腔内糖耐受实验(intraperitoneal glucose 
tolerance test, IPGTT) 

为了进行腹腔内糖耐受实验，小鼠需经过 16 h
的饥饿处理。称量每只小鼠体重，计算 2.5 g/kg 体

重的葡萄糖剂量，提前配置浓度为 250 mg /mL 的葡

萄糖溶液。通过尾静脉取血来测定 0 min 时的血糖

浓度，在断尾之前，将尾巴末端浸入 0.25%布比卡

因进行局部麻醉，以减轻疼痛。随后腹腔注射小鼠

体重×10 μL 的 250 mg /mL 的葡萄糖溶液和 400 μL
收集的类器官上清液或者 PBS，在葡萄糖注射后的

15、30、45、60、75、90、120 min 后测量血糖浓度。 

1.9  小肠类器官的原位移植 

小肠类器官收集到 1.5 mL 离心管中，基质胶重

悬，置于冰上待用。腹腔注射适量的阿佛丁麻醉小

鼠，随后用灭菌胶带将小鼠固定在塑料板上，剃除

小鼠腹部的毛发。用剪刀在小鼠腹部剪开约 0.5 cm
的口子，用镊子撑开约 1 cm，随后将小鼠的小肠缓

慢拉出摆放在生理盐水润湿的纱布上，接着用 1 mL
注射器吸取约 50 μL 的类器官悬液，缓慢地将其注

射到小肠的肠壁中。将小肠放回到小鼠腹腔中，清

理并缝合伤口。最后将小鼠放在 37℃的加热器上直

至苏醒。移植一周后，解剖小鼠，取小肠在荧光显

微镜下观测类器官的整合情况。 

2  结果与分析 

2.1  GLP-1/Fc 载体的构建，慢病毒的包装及

验证 

GLP-1/Fc 过表达的慢病毒载体构建如图 1A 所

示，将 GLP-1/Fc 置于 CMV 启动子后，通过 IRES2
与 ZsGreen 连接，ZsGreen 的荧光强度能够体现

GLP-1/Fc 的表达情况。经 Sanger 测序验证，pLenti- 
CMV-GLP-1/Fc-IRES2-ZsGreen 质粒构建成功，随后

将该质粒转染到 293T 细胞中，48 h 后，在荧光显微

镜下观察到绿色荧光的表达(图 1B)。接着将 pLenti- 
CMV-GLP-1/Fc-IRES2-ZsGreen，pMD2.G 和 psPAX2 
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图 1  GLP-1/Fc 慢病毒的包装及验证 
Fig. 1  Packaging and validation of GLP-1/Fc lentivirus 
A：GLP-1/Fc 过表达载体构建示意图；B：GLP-1/Fc 过表达质粒感染 293T 48 h 后 Zs-Green 表达情况；C：GLP-1/Fc 慢病毒感染 293T 
48 h 后 Zs-Green 表达情况，标尺=200 μm。 

 
质粒共转到 293T 细胞中，72 h 后收集病毒上清。经

检测，上清中病毒滴度为 2.62×106/mL。用该病毒感

染 293T，发现感染复数(multiplicity of infection, MOI)
为 100，48 h 后也检测到了绿色荧光的表达(图 1B)。
以上结果说明本研究成功构建了具有感染能力的

GLP-1/Fc 过表达慢病毒，可用于后续类器官的感染

实验。 

2.2  慢病毒感染类器官条件的优化 

利用上述 GLP-1/Fc 慢病毒感染类器官，当 MOI
为 100，48 h 后未能检测到绿色荧光的表达(图 2A)。
这提示类器官可能较难被慢病毒感染，因此需要对

类器官的感染条件进行优化。通过查阅文献发现，

在培养基中添加 polybrene(8 μg/mL)以及在 600×g 
离心力的作用下，慢病毒的感染率能显著提高[20,21]。

在上述条件下，MOI 为 100，再次感染类器官，48 h
后依然未能检测到大量绿色荧光的表达(图 2B)。为

此本研究将病毒上清进行浓缩，得到 3.28×108/mL
的高滴度病毒，随后用该浓缩病毒感染类器官，MOI
分别为 200、500、1000、2000，结果显示 MOI 为

200 和 500 时类器官也不能被有效感染(图 2，C 和

D)。当 MOI 提升到 1000 时，感染 48 h 后大部分类

器官都表达绿色荧光(图 2E)，当将感染复数提高到

2000 时，类器官全部凋亡(图 2F)。上述结果表明

MOI 为 1000 时，慢病毒对类器官的感染效果最佳。 

2.3  GLP-1/FC 过表达类器官的构建及验证 

利用前文中优化的慢病毒感染体系，本研究成

功构建了表达 Zs-Green 的类器官，在荧光显微镜下

挑选出绿色荧光表达较强的类器官传代，经过两次

传代之后的类器官依然能表达较强的绿色荧光(图 3，
A 和 B)，这一结果证明能够持续稳定表达 GLP-1/Fc- 
IRES2-ZsGreen 的类器官构建成功。为了验证类器官

分泌的 GLP-1/Fc 是否具有活性，取类器官上清进行 
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图 2  慢病毒感染类器官条件的优化 
Fig. 2  Optimization of conditions for organoids’lentivirus infection 
A：MOI=100 时，病毒上清感染类器官 48 h 后 ZsGreen 的表达情况。标尺=200 μm。B~E：优化条件下，MOI=100、200、500、1000
时，类器官感染病毒 48 h 后 ZsGreen 的表达情况。标尺=100 μm。F：MOI=2000 时，类器官基本全部死亡。标尺=100 μm。 

 

 
 

图 3  GLP-1/Fc 过表达类器官的构建 
Fig. 3  Construction of GLP-1/Fc overexpression organoids 
A：GLP-1/Fc 过表达类器官第一次传代 3 d 后 Zs-Green 的表达情况。标尺=200 μm。B：GLP-1/Fc 过表达类器官第二次传代 3 d 后 Zs-Green
的表达情况。标尺=100 μm。C：GLP-1/Fc 过表达类器官及野生型类器官上清中活性 GLP-1 浓度。****：P<0.0001。 
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ELISA 检测，结果发现 GLP-1/Fc 过表达类器官产生

的上清中活性 GLP-1 浓度可达 180 pmmol/L (图 3C)，
相比 WT 提高了约 20 倍。 

2.4  GLP-1/Fc 显著提升 WT 和糖尿病小鼠的

糖耐受能力 

为了进一步验证过表达类器官分泌的 GLP-1/Fc
活性，本研究分别用 WT 和糖尿病小鼠进行了糖耐

受实验。结果发现注射 GLP-1/Fc 过表达类器官上清

的 WT 小鼠在葡萄糖注射 30 min 后血糖就能回复到

正常水平，而注射 PBS 的 WT 小鼠在葡萄糖注射

30 min 后血糖依然保持在较高水平(图 4A)。与此同 

时，在糖尿病小鼠的糖耐受实验当中，过表达类器

官分泌的 GLP-1/Fc 上清也能够快速地降低血糖(图
4B)。这些结果表明，过表达类器官分泌的 GLP-1/Fc
具有很强的活性，能够显著提高 WT 和糖尿病小鼠

的糖耐受能力。 

2.5  类器官原位移植到小肠 

为了探索 GLP-1/Fc 类器官原位移植到小肠从

而治疗糖尿病的可能性，本研究取 GFP 小鼠的小肠

隐窝，将其在体外培养形成能自发绿色荧光的类器

官(图 5A)，随后通过原位移植的方式将 GFP 类器官

注射到小鼠肠壁中(图 5B)。移植一周后，取移植小 
 

 
 

图 4  GLP-1/Fc 在糖耐受实验中能快速回复 WT 和糖尿病小鼠血糖平衡 
Fig. 4  GLP-1/Fc can quickly restore blood glucose balance in WT and diabetic mice in glucose tolerance test 
A：WT 小鼠的腹腔内糖耐受实验。n=6，其中曲线下面积(area under curve, AUC)GLP-1 组为 38.57，PBS 组为 87.17。B：糖尿病小鼠

的腹腔内糖耐受实验。n=6，AUC：GLP-1 组为 116.6，PBS 组为 177.6。***：P<0.001，****：P<0.0001。 
 

 
 

图 5  GFP 类器官原位移植到小鼠小肠 
Fig. 5  GFP-organoids were orthotopically transplanted into the small intestine of mice  
A：GFP 小鼠的隐窝在体外培养 3 d 后形成类器官及绿色荧光表达情况。标尺=100 μm。B：GFP 类器官原位移植到小肠示意图。C：

移植 7 d 后检测 GFP 类器官的整合情况。标尺=200 μm。 
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鼠的小肠在荧光显微镜下观察，结果显示 GFP 类器

官成功整合到了受体小鼠的小肠中(图 5C)。以上结

果说明通过原位移植 GLP-1/Fc 类器官治疗糖尿病

具有一定的可行性。 

3  讨论 

GLP-1 主要是由肠道的 L 细胞分泌，而葡萄糖

则是促进 L 细胞分泌 GLP-1 的高效刺激物。已经有

研究表明肠道 L 细胞内存在多种可能的葡萄糖感应

机制，包括甜味受体的激活[22]，钠偶联葡萄糖转运

体(sodium coupled glucose transporters, SGLTs)的电

活性改变[23]以及代谢依赖的钾通道(KATP)的关闭[24,25]

等。其中研究的最为清楚的是葡萄糖通过改变 L 细

胞中 SGLTs 的电活性从而促进 GLP-1 的释放。其中，

SGLT1 是负责小肠刷状缘顶端葡萄糖吸收的转运

体，通过在每个葡萄糖分子耦合两个钠离子后内流

实现逆浓度梯度的葡萄糖运输。在富含碳水化合物

或游离糖的膳食或者注射葡萄糖之后，L 细胞内通

过 SGLT1 转运的葡萄糖增多，而与之偶联的钠离子

内流则足以驱动细胞膜去极化从而导致 GLP-1 的释

放[23]。因此，在葡萄糖摄入几分钟之内就可以检测

到血浆中 GLP-1 的升高[26]。GLP-1 通过 GLP-1 受体

发挥作用，而 GLP-1 受体在许多组织中表达，包括

胰岛、肝脏、平滑肌，以及中枢神经系统等，所以

GLP-1 可以通过多种途径降低血糖。 
在胰岛中，GLP-1 与胰岛 β 细胞中的 GLP-1 受

体结合后导致腺苷酸环化酶的激活和 cAMP 的产生。

随后通过以下几种机制刺激胰岛素分泌：(1)抑制

KATP 通道，导致细胞膜去极化；(2)提高细胞内钙离

子浓度；(3)促进线粒体 ATP 合成增加，导致细胞膜

的进一步去极化；(4)关闭电压依赖性钾离子通道防

止胰岛 β 细胞的再次极化；(5)促进胰岛 β 细胞中胰

岛素储存颗粒的胞吐[27]。此外，GLP-1 还与葡萄糖

协同作用，促进胰岛素基因转录、mRNA 稳定和生

物合成，从而补充胰岛 β 细胞中胰岛素储备，防止

胰岛 β 细胞储备的耗尽[28]。还有研究报道 GLP-1 能

抑制胰高血糖素的分泌[29]。 
除了影响胰岛，GLP-1 对其他组织也有显著作

用。GLP-1 是回肠制动的重要介质，回肠制动是一

种反馈回路，当营养物质到达远端肠道时，抑制胃

排空，确保食物离开胃的速度不超过近端小肠的消

化吸收能力，从而维持血糖的正常[30]。在大脑中，

GLP-1 通过激活下丘脑和脑干中的 GLP-1 受体促进

饱腹感，从而减少食物摄入。在肝脏与肌肉中，GLP-1
能促进葡萄糖转变为肝糖原与肌糖原并增强葡萄糖

的代谢[27]。 
2 型糖尿病患者 GLP-1 分泌不足，这提示 GLP-1

在这一高发疾病的发病机制中发挥作用，因此

GLP-1 及其类似物在 2 型糖尿病的治疗中被广泛应

用[31]。但是目前注射或者口服 GLP-1 相关药物的治

疗方式只能暂时将血糖维持在正常水平。通过 293T
过表达 GLP-1 的细胞治疗方式也存在一定局限性，

比如细胞存活周期短，不能原位表达等[7,9]。因此，

构建一种 GLP-1 过表达小鼠小肠类器官可以有效弥

补以上不足之处。 
本研究首先构建了 GLP-1/Fc 过表达的慢病毒

载体，并包装了具有感染能力的慢病毒。随后，优

化了慢病毒感染类器官的方法，发现当感染复数为

1000 时，病毒可以高效地感染类器官。通过 WT 和

糖尿病小鼠的糖耐受实验发现 GLP-1/Fc 过表达类

器官分泌的活性 GLP-1 可以显著提高小鼠的糖耐受

能力。最后，本研究还验证了原位移植类器官到小

肠的可行性。总的来说，本研究为 2 型糖尿病提供

了一种潜在的治疗方法。 
然而，本研究依然存在部分有待完善的地方。

首先，虽然本研究初步验证了类器官原位移植的可

能，但是原位移植多少 GLP-1 过表达类器官才能起

到治疗糖尿病的效果还需要进一步的实验探究。其

次，虽然有研究表明 GLP-1 的降血糖作用是血糖依

赖型的[32]，但是 GLP-1 在体内的持续表达是否会产

生副作用也需要进一步的探究，因此可能的解决方

案是设计一套血糖响应的 GLP-1 过表达体系，只有

当血糖升高时才启动 GLP-1 的表达，反之则 GLP-1
表达关闭。最后，考虑到肠类器官中就有 L 细胞及

GLP-1 的表达[13,14]，此外也已经有研究表明在培养

基中加入胆酸或者 G 蛋白偶联胆汁酸受体 1 (G- 
protein–coupled bile acid receptor 1)激动剂可以导致

类器官中 L 细胞增多[15]，那么是否能够通过类似的

方法增加糖尿病小鼠体内的 L 细胞，从而治疗糖尿

病，这些有意思的想法都值得进一步去探究、求证。 
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