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人表皮生长因子融合蛋白在干酪乳杆菌中的表达
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摘要　以干酪乳杆菌作为传递载体,构建表达人表皮生长因子的重组干酪乳杆菌,探讨原位表达特定蛋白

的可行性.采用SOEPCR 合成人表皮生长因子序列,克隆到干酪乳杆菌表达载体 pELWH,构建 pELWHＧ

hEGF重组质粒,将该质粒电转化干酪乳杆菌宿主,采用 Westernblot及间接免疫荧光检测目的蛋白的表达,并

通过细胞增殖实验验证目的蛋白的生物学活性.结果表明:在重组菌的细胞表面及培养液上清中均检测到SlＧ

pAＧhEGF融合蛋白,分子质量约５５ku;细胞增殖实验显示SlpAＧhEGF融合蛋白及干酪乳杆菌上清均能显著促

进 NIH/３T３细胞的增殖.
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　　肠道微生物群在调控营养吸收、抑制病原菌定

植及刺激粘膜免疫等方面对宿主健康有重要影响.
作为 人 及 哺 乳 动 物 胃 肠 道 的 优 势 菌 群,乳 酸 菌

(LAB)能抑制病原菌对肠道上皮的粘附,预防炎

症[１],因此能有效预防肠道疾病.乳酸菌能降低患

某些感染性疾病的风险,如腹泻及呼吸道感染[２Ｇ３].

研究表明干酪乳杆菌可刺激动物天然免疫[４],或作

为佐剂以增强疫苗的免疫效果[５].
干酪乳杆菌群有３类:干酪乳杆菌、副干酪乳杆

菌及鼠李糖乳杆菌[６].大量的临床研究证实,对于

肠道功能紊乱的病人,饮用含干酪乳杆菌的饮品后,
能带来显著的益生效果,如预防抗生素相关性腹泻

(AAD)及艰难梭菌所引起的感染[７Ｇ９].此外,对于

主要由轮状病毒引起的儿童急性腹泻,干酪乳杆菌

处理组能显著缩短恢复时间[１０].干酪乳杆菌具有

耐受胃酸及胆汁、能通过消化道到达肠道并定植存

活[１１]的特性,因此,是肠道蛋白原位表达的理想

载体[１２].
以乳酸菌作为宿主的蛋白表达系统是近年来的

研究热点,包括乳酸乳球菌的 NICE系统[１３],植物

乳杆菌[１４]、干酪乳杆菌的整合表达系统[１５].某些

病毒抗原已在乳酸菌中成功表达,如轮状病毒 VP８

蛋白[１６]、乳头瘤病毒１６型E７抗原[１７],这些重组抗

原能有效刺激免疫反应.乳酸菌在传递病原抗原、
小分子活性肽等方面展现出重要研究意义和应用价

值.笔者所在实验室前期构建的干酪乳杆菌窄宿主

表达系统pELX质粒因其特定的宿主范围,如干酪

乳杆菌及副干酪乳杆菌,保证了目标基因表达的定

向性和良好的基因安全性[１８],因此,可通过该表达

系统表达特定蛋白以增强粘膜免疫的治疗效果.
表皮生长因子是一种广泛存在于人或其他动物

体内的小分子多肽,在调控细胞生长、增殖及分化方

面发挥着重要作用[１９];应用于外伤治疗及辅助肠道

感染修复中,效果显著[２０].
随着基因工程技术的发展,表皮生长因子已经

在多种宿主菌中得到表达.目前研究较多的是大肠

杆菌表达系统和巴斯德毕赤酵母表达系统,但大肠

杆菌表达系统易形成包涵体、内毒素去除困难,巴斯

德毕赤酵母不是肠道定植菌[２１],乳酸菌表达系统的

优势逐渐显现出来[２２].
本研究将hEGF 基因克隆到pELWH 中,该载

体以pELX为基础,以SlpA 蛋白作为信号进行表

面展 示[２３],重 组 质 粒 转 化 干 酪 乳 杆 菌 后,SlpAＧ
hEGF融合蛋白在细胞表面表达并分泌到培养液上
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清,通过细胞实验验证融合蛋白的生物学活性,旨在

为重组干酪乳杆菌应用于粘膜免疫活菌疫苗传递载

体提供依据和方法.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌株、质粒和培养基.研究中用到的菌株和

质粒见表１.干酪乳杆菌菌株在 MRS培养基中

３７℃静置培养,大肠杆菌在LuriaＧBertani(LB)培养

基中３７℃振荡培养.选择培养基添加１００μg/mL
的氨苄青霉素或１００μg/mL的红霉素.

２)NIH/３T３细胞.来源于中国科学院武汉病

毒所.

３)主要试剂和仪器.限制性内切酶、T４DNA
连接酶、DNA Marker和ProteinMarker购自美国

Fermentas公司;Pfu DNA 聚合酶和dNTPs购自

北京全式金生物技术有限公司;小量质粒 DNA 提

取试剂盒和小量PCR酶切/产物回收试剂盒购自美

国 Omega公司;抗EGF抗体购自Proteintech中国

分公司;抗 HisＧtag抗体购自碧云天生物技术研究

所;辣根过氧化物酶底物显色试剂盒购自美国BioＧ

Rad公司;EGF蛋白标准品购自美国 ThermoFishＧ

erScientific公司;MTS购自美国Promega公司;细

胞电转仪购自德国 Eppendorf公司,高压细胞破碎

仪购自德国 Siemens公司;酶标仪购自美国 BioＧ

Tek公司.

1.2　引物设计

用Primer５．０软件设计hEGF 基因(GenBank

No．AF２７４５８７．１)引物对,目的基因的系列引物及载

体pELWH 的上下游引物见表２,目的基因采用

NcoⅠ、KpnⅠ双酶切位点.
表１　本研究所用的菌株和质粒

Table１　Bacterialstrains,plasmidsutilizedinthisstudy

菌株或质粒 Strainorplasmid 用途 Application 来源 Source

菌株

Strains
L．caseiMCJΔ１
E．coliJM１０９

转化表达宿主 Transformation/Expressionhost
转化表达宿主 Transformation/Expressionhost

[１８]
TaKaRa

质粒

Plasmids
pELWH 克隆表达载体 Cloning/Expressionvector [２３]

pELWHＧhEGF 重组质粒 Recombinantplasmid 本研究 Thiswork

表２　本研究所用的引物

Table２　Primerssequenceutilizedinthisstudy

引物名称 Primername 序列 Sequence(５′→３′)

F１ CATGCCATGGAACTCTGATTCCGAATGTCCTTTGTCACATGACGGTTACTGTTTACACG

R１ CAGGCGTATTTGTCCAAAGCCTCGATATACATACAGACTCCATCGTGTAAACAGTAACC

R２ ACGATATTGGCATCTTTCACCAATGTAGCCGACAACGCAATTACAGGCGTATTTGTCCA

R３ GCGGGGTACCTTATCTCAACTCCCACCACTTAAGATCACGATATTGGCATCTT

EcoRⅠＧPslpAＧF CCGGGAATTCAAGCGGTAGGTGAAATATTAC

BamHⅠＧTＧR GGCCGGATCCAGCTTGCGTTTGATTTTC

1.3　重组质粒的构建与转化子的获得

１)hEGF 基因的合成.用F１、R１、R２、R３引物

经３轮 SOEPCR[２４]扩增得到hEGF 片段.SOE
PCR扩增如下:第１轮PCR,以F１、R１引物进行链

延伸反应;第２轮 PCR,用 F１、R２引物,以第１轮

PCR产物为模板进行链延伸反应;最后,用 F１、R３
引物,以第２轮PCR产物为模板进行链延伸反应,
获得重组hEGF 目的片段.PCR反应条件为:９４℃
５min,９４℃３０s,５０℃,３０s,７２℃１min,３０个循

环;７２℃ 延伸１０min.

２)pELWHＧhEGF 载 体 的 构 建.用 NcoⅠ、

KpnⅠ双酶切hEGF 片段后与同样双酶切的质粒

载体pELWH 酶连构建重组质粒pELWHＧhEGF,
转化大肠杆菌JM１０９感受态细胞.阳性克隆子抽

取质粒经过测序鉴定无误后,按照文献[１８]的方法

制备L．casei MCJΔ１感受态细胞及进行 L．casei
MCJΔ１的电转化.
1.4　 SlpAＧhEGF 融合蛋白在干酪乳杆菌的表达

鉴定

　 　１)Westernblot鉴 定.重 组 质 粒 pELWHＧ

１７
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hEGF转化L．caseiMCJΔ１感受态细胞,挑取阳性

克隆转接至５mL MRS培养基中,培养过夜.以

L．casei MCJΔ１ 及 携 带 空 载 pELWH 的 重 组 菌

L．casei/pELWH 为 阴 性 对 照,菌 体 培 养 至 相 同

D６００,分别收集２mL培养液用于压力破碎、提取表

层蛋白[２３]、培养液上清,取１５μL 样品进行 SDSＧ
PAGE和 Westernblot分析[１８].pELX 表达系统

是低拷贝质粒表达系统,在SDSＧPAGE凝胶上无法

直接看到目标条带.用抗 EGF 抗体及抗 HisＧtag
抗体检测融合蛋白的表达.

２)间接免疫荧光检测.培养 L．casei MCJΔ１、

L．casei/pELWH、L．casei/pELWHＧhEGF 至D６００＝３．０,
取５００μL菌液,３０００r/min离心５min,用无菌PBS洗

涤菌体沉淀,３０００r/min离心５min,弃上清,重复

３次.用含５％BSA的PBS溶液封闭１h,无菌PBS
重复洗涤菌体沉淀３次.加入２．５％BSA 稀释的抗

EGF抗体,稀释比例为１∶２００,重悬混匀,３７℃水

浴３h,３０００r/min离心５min,PBS洗涤３次,弃上

清.加入２００μL２．５％BSA稀释的FITC标记的山

羊抗兔荧光二抗,稀释比例为１∶２００,重悬混匀后,

３７℃水浴１h,无菌 PBS重复洗涤菌体沉淀３次.
菌体沉淀用２００μLPBS溶液重悬,取适量进行涂

片,避光使其自然干燥,在共聚焦显微镜下观察菌体

的荧光反应.
1.5　SlpAＧhEGF 的最佳分泌表达量测定

收集不同生长时期的L．casei/pELWHＧhEGF
培养液上清,取１５μL样品进行 Westernblot分析.
1.6　融合蛋白的细胞活性测定

MTT 法用于测定 SlpAＧhEGF 的生物活性.

L．casei MCJΔ１、L．casei/pELWH、L．casei/pELＧ
WHＧhEGF培养至D６００＝３．０,取不同稀释倍数的培

养液上清用于细胞增殖实验.样品均以２倍梯度稀

释,EGF标品制备成４０ng/mL至０．６ng/mL的系

列浓度梯度.培养液上清从１０倍稀释开始,形成

１０~１２８０倍的系列稀释梯度.取对数生长期的

NIH/３T３细胞,用含１０％胎牛血清的 DMEM 完全

培养液配制成７．０×１０４/mL的细胞悬液,接种于９６
孔细胞培养板,每孔１００μL,培养２４h后弃去上清;
加入１００μL含０．４％胎牛血清的DMEM 维持培养

液,培养２４h后弃去上清;依次加入用维持培养

液稀释的标准品和供试品,培养７２h后每孔加

２０μLMTS培养４h,在酶标仪上于４９０nm 处测

D 值.
1.7　统计学分析

实验数据采用 Graphpad进行多重t检验.

2　结果与分析

2.1　干酪乳杆菌转化子的获得

构建的pELWHＧhEGF重组质粒结构如图１所

示,经测序鉴定确保无误.重组质粒电转化干酪乳

杆菌后,转化子经PCR及测序鉴定确保质粒的导入

后,成功构建重组干酪乳杆菌菌株L．casei/pELＧ
WHＧhEGF.

图１　pELWHＧhEGF的基因图谱

Fig．１　GenemapofpELWHＧhEGF

2.2　 Western blot 检测 SlpAＧhEGF 融合蛋白的

表达

　　在L．casei/pELWH 培养液上清中可检测到

SlpA蛋白的特异性条带[２３](图２A).转化子L．caＧ
sei/pELWHＧhEGF在细胞总蛋白、表层蛋白及培养

液上清中均能检测到SlpAＧhEGF融合蛋白,分子质

量约５５ku(图２),表明SlpAＧhEGF融合蛋白成功

表达并分泌到培养液上清中.
用 HisＧtag抗体检测胞内总蛋白得到２条条带

(图２A),推测分子质量较大的蛋白条带是前体蛋

白,分子质量较小的是切除信号肽的蛋白.用抗

EGF抗体检测胞内总蛋白,推测分子质量较大的蛋

白为杂带(图２B),培养液上清蛋白量少但是因为蛋

白种类少,推测为目的蛋白条带.

Westernblot检测结果表明,分泌蛋白表达量

２７
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随细胞的生长而逐渐增加,在细胞D６００＝２．５时达

到高峰,并持续到D６００＝４．８,到稳定期后蛋白积累

量下降(图３),这与βＧ１,４Ｇ甘露聚糖酶的表达模式

相似.

　A:HisＧtag抗体检测.M:蛋白 marker;１Ｇ３:L．casei、pELWH、pELWHＧhEGF细胞总蛋白;４Ｇ６:L．casei、pELWH、

pELWHＧhEGF表层蛋白;７Ｇ９:L．casei、pELWH、pELWHＧhEGF培养液上清蛋白.B:抗EGF抗体检测.M:蛋白 markＧ

er;１Ｇ３:L．casei、pELWH、pELWHＧhEGF细胞总蛋白;４Ｇ６:L．casei、pELWH、pELWHＧhEGF表层蛋白;７Ｇ９:L．casei、

pELWH、pELWHＧhEGF培养液上清蛋白.A:HisＧtagantibodydetection．M:Proteinmarker;１Ｇ３:Wholecellproteinof

L．casei,pELWHandpELWHＧhEGF;４Ｇ６:SurfacelayerproteinofL．casei、pELWHandpELWHＧhEGF;７Ｇ９:SupernaＧ

tantofL．casei,pELWHandpELWHＧhEGF．B:AntiＧEGFantibodydetection．M:Proteinmarker;１Ｇ３:Wholecellprotein

ofL．casei,pELWHandpELWHＧhEGF;４Ｇ６:SurfacelayerproteinofL．casei,pELWHandpELWHＧhEGF;７Ｇ９:SuperＧ

natantofL．casei,pELWHandpELWHＧhEGF．

图２　HisＧtag抗体(A)和抗EGF抗体(B)检测SlpAＧhEGF在干酪乳杆菌MCJΔ１中的表达

Fig．２　ExpressionofSlpAＧhEGFinL．caseiMCJΔ１/pELWHＧhEGFdetectedbyHisＧtagantibody(A)andantiＧEGFantibody(B)

M:Marker;１Ｇ９:D６００＝０．９,１．３,１．９,２．５,３．４,４．１,４．８,５．４and６．１．

图３　SlpAＧhEGF在干酪乳杆菌MCJΔ１的分泌表达(抗EGF抗体)

Fig．３　SecretoryexpressionofSlpAＧhEGFinL．caseiMCJΔ１(AntiＧEGFantibody)

2.3　间接免疫荧光检测 SlpAＧhEGF 融合蛋白的

表达

　　在重组干酪乳杆菌L．casei/pELWHＧhEGF中

检测到菌体表面的绿色荧光,在宿主菌 L．casei
MCJΔ１及空载菌L．casei/pELWH 中未检测到绿

色荧光.结果表明,SlpAＧhEGF融合蛋白在干酪乳

杆菌中得到表达(图４G,I).
2.4　融合蛋白对 NIH/3T3 细胞的增殖效果

随着hEGF标准品质量浓度的增加,细胞增殖

效果越明显,在１０ng/mL时达到饱和,更高的质量

浓度下细胞数量不再继续上升(图５A).
未稀释的培养基酸度太高,直接加入后细胞无

法生长,故用维持培养液以２倍稀释得到不同稀释

倍数的上清液.结果表明,表达的融合蛋白能促进

细胞增殖(图５B),稀释１０倍的L．casei/pELWHＧ
hEGF上清的增殖效果与１０ng/mL的 EGF标品

效果相同.
在L．casei MCJΔ１和 L．casei/pELWH 中也

观察到了显著的促细胞增殖现象,且两者没有差别

(图５C),推测L．casei MCJΔ１菌株的代谢产物能

促进细胞的增殖.

3　讨　论

小肠及结肠的上皮细胞是营养吸收主要场所,
也是抵御病原入侵的重要防线.肠道感染通常会造

成上皮细胞的损伤,是导致感染性腹泻的重要原因.
研究 表 明,干 酪 乳 杆 菌、嗜 酸 乳 杆 菌 能 有 效 缓

解或治愈这类疾病[２５],其机制包括微生态位的竞

３７



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３７卷　

　A,B,C:L．caseiMCJΔ１荧光图、明场图、叠加图;D,E,F:pELWH 荧光图、明场图、叠加图;G,H,I:pELWHＧhEGF荧光图、明场

图、叠加图.A,B,C:Fluoro,brightandoverlayimageofL．casei MCJΔ１;D,E,F:Fluoro,brightandoverlayimageofL．casei/pELＧ

WH;G,H,I:Fluoro,brightandoverlayimageofpELWHＧhEGF．

图４　融合蛋白间接免疫荧光图

Fig．４　Indirectimmunofluorescentassayoffusionprotein

　A:EGF标品的增殖效果;B:L．casei/pELWHＧhEGF的增殖效果;C:L．caseiMCJΔ１及L．casei/pELWH 增殖效果比较.A:ProＧ

liferativeeffectofstandardhEGF;B:ProliferativeeffectofL．casei/pELWHＧhEGF;C:ComparisonofthesupernatantofL．casei

MCJΔ１andL．casei/pELWH．

图５　NIH/３T３的细胞增殖效果

Fig．５　CellpoliferationonNIH/３T３
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争、产生的乳酸及蛋白等代谢产物激活表皮生长因

子受体(EGFR)[２６].EGF与嗜酸乳杆菌一起服用

能降低实验动物艰难梭菌感染[２０],但过量 EGF刺

激会增加细胞癌变的风险[２７],因此,适量的EGF是

配合治疗的关键.
表层蛋白(surfacelayerprotein,SLP)是古菌

及革兰氏阳性菌细胞的外表面蛋白,在革兰氏阳性

菌中,表 层 蛋 白 还 介 导 了 细 菌 对 宿 主 细 胞 的 粘

附[２８].借助于SlpA 蛋白作为信号,可以将目标蛋

白定位表达于细胞表面和上清中.本研究在重组干

酪乳杆菌中进行了人表皮生长因子的表达,利用SlＧ
pA将重组人表皮生长因子同时定位在干酪乳杆菌

细胞表面并有效分泌,融合蛋白在体外具有良好的

生物活性.Lee等[２９]将SARSＧCoVS基因通过多

聚谷氨酸合成酶 A 蛋白(pgsA)锚定到干酪乳杆菌

细胞表面进行展示表达,在血清中产生明显的免疫

应答,检测到高水平的抗 SARS的特异性IgG 抗

体.同样的,SlpAＧhEGF融合蛋白显著促进细胞增

殖.此外,L．casei/pELWHＧhEGF 上清能刺激小

鼠肠道绒毛的发育(数据未显示).
干酪乳杆菌的培养液上清也能显著促进底物细

胞的增殖.Wang等[２６]研究表明来源于鼠李糖乳杆

菌的p４０蛋白,能激活肠道上皮细胞的 EGFR 受

体.除p４０外,p７５也被证实是鼠李糖乳杆菌的益

生因子,p４０及p７５均存在干酪乳杆菌、副干酪乳杆

菌及鼠李糖乳杆菌中[３０].这些细胞外蛋白有可能

对底物细胞的增殖起促进作用.本研究结果表明嗜

酸乳杆菌表层蛋白SlpA 对调节细菌的免疫刺激活

动具有重要作用,具有帮助宿主抵御病原菌和响应

感染的作用.Sergey等[３１]研究了SlpA蛋白对树突

状细胞及 T细胞功能的调节,证实SlpA 能够直接

或间接地消除病原体在宿主免疫系统引起的不利影

响.Sahay等[３２]报道了SlpA 蛋白能用于治疗人体

肠道紊乱.但本研究发现干酪乳杆菌表达的SlpA
蛋白对上皮细胞的生长并没有促进作用.笔者所在

实验室构建的pELWH 载体有很高的分泌效率,空
载SlpA 蛋白表达量很高,但本研究中细胞实验的

结果表明,高表达的SlpA 蛋白并不能刺激细胞的

生长,这可能是因为干酪乳杆菌表达的SlpA 蛋白

结构发生了某种变化导致其益生作用减弱或消失,
或者是干酪乳杆菌缺少嗜酸乳杆菌的某种特异性因

子,该因子能够与SlpA 蛋白结合,发挥SlpA 的益

生作用[３３],又或者是我们所用的干酪乳杆菌的代谢

产物对刺激细胞生长效果显著,由于饱和效应的存

在,掩盖了SlpA蛋白的益生作用.
本研究中干酪乳杆菌表达的SlpA 未被证实有

益生功能,但SlpA 有作为干酪乳杆菌表面展示传

递介质的潜能.Lin等[３４]用 ManB 作为报告基因

验证了SlpA 作为干酪乳杆菌表面展示传递介质的

有效性,可能由于 ManB蛋白分子质量较大导致SlＧ
pA蛋白的空间结构的改变,遭到了宿主细胞的降

解,导致SlpAＧManB融合蛋白表达量较低.本研究

中SlpAＧhEGF融合蛋白与对照的表达量几乎相当,
说明SlpA 在介导小分子蛋白的表面展示方面可能

会更具有优势.用SlpA 的信号肽构建的pELSPH
载体也可完成蛋白的分泌表达,但并不高效[３４].有

理由推测SlpA 蛋白中还存在与蛋白识别、转运和

分泌相关的模体,找出这个模体,或许能实现异源蛋

白在干酪乳杆菌中的高效表达,这是我们下一步要

研究的方向.
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Expressionofhumanepidermalgrowthfactorfusion
proteininLactobacilluscasei

WANGShuqing　GEXiangyang　CHENZhengjun

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Lactobacilluscaseiisaprobioticthatcancolonizeinanimalintestines．Therecombinant
L．caseiwasconstructedtoexpresshumanepidermalgrowthfactor(hEGF)andtotestifthebacterium
hasthepotentialofbeingusedaslivebacterialvectortoexpressspecificproteininsitutostimulatemuＧ
cosalimmunity．ThehEGFwassynthesizedthroughsplicingoverlappingextensionPCR (SOEPCR),

andclonedintotheLABsurfaceexhibitionvectorpELWH,yieldingpELWHＧhEGF．TheplasmidresulＧ
tedwaselectroporatedintoL．caseiMCJΔ１．TransformantswerethenanalyzedbyWesternblotandindiＧ
rectimmunofluorescentassay．CellproliferationassaywasusedtoinvestigatethebioactivityofhEGFexＧ
pressedinL．casei．SlpAＧhEGFfusionproteinonthecellsurfaceandinthesupernatantwasdetected．
ThemolecularweightoftheSlpAＧhEGFfusionproteinwasestimatedtobeapproximately５５ku．ThereＧ
sultofcellproliferationassayshowedthattheSlpAＧhEGFfusionproteinandthesupernatantcanstimuＧ
latestheproliferationofNIH/３T３cellsdramatically．ItwilllaythefoundationforL．caseihavingthe
potentialofbeinganexcellentlivevectorforproteindelivery．

Keywords　Lactobacilluscasei;hEGF;SlpAＧhEGFfusionprotein;cellproliferation
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