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人小肠三叶因子在毕赤酵母中克隆表达及对肠粘膜修复作用的研究
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摘 要 为了研究人肠三叶因子（@UB_）对肠粘膜的保护作用，利用 3BPIL3 从肠粘膜中扩增出 @UB_ 基因片段，与诱导分泌型

毕赤酵母载体 .IUL& 连接构建了重组质粒 .IUL&@UB_，重组质粒转化至宿主菌 Z,AA#，经过 IL3 鉴定和转化子发酵筛选，得到一

个重组毕赤酵母高产菌株 Z,AA#‘.IUL&@UB_。在 #T 发酵罐中用基本盐培养基培养重组菌株，添加甲醇诱导表达 @UB_，离心收集

的上清液通过离心交换层析纯化得到 @UB_。质谱鉴定结果表明纯化的 @UB_ 与天然提取产品在 + 端序列上完全相同。细胞实验

和动物实验结果表明重组 @UB_ 能够促进细胞迁移，并可以保护肠粘膜免受有害因子的侵袭，保持了较好的生物学活性。

关键词 人肠三叶因子，毕赤酵母，表达，粘膜修复

中图分类号 a%NO 文献标识码 > 文章编号 A$$$P"$OA（!$$%）$#P$N!=P$%

8<&0$.40 U: (27-2 /( .2(7;4- 2-)9/56-)< )92F- 90(;:/C (G 2-4(015:9:/ @;09: 5:/-C/5:9) /2-G(5) G94/(2 9:7 9CC-CC 5/C 15()(F549)
94/565/<* B@- -R.2-CC5(: .)9C057 .IUL&P@UB_ 4(:/95:5:F >[\A .2(0(/(2 9:7 /@- C-b;-:4-C (G C-42-/5:F C5F:9) .-./57-C D9C
/29:CG(20-7 5:/( /@- <-9C/ 4-))C * B@-: /@2(;F@ C-)-4/5(:，.(C5/56- /29:CG(209:/C D-2- 4;)/569/-7 5: G-20-:/9/5(: 19C9) C9)/C 0-75;0
5: 9 #T G-20-:/-2 /( (1/95: )92F- 90(;:/ .2(7;4/ D5/@ )(D 4(C/ * B@- C-42-/-7 .-./57-C D-2- /@-: .;25G5-7 1< 9 4(015:9/5(: (G 5(:54
-R4@9:F- 4@2(09/(F29.@< 9:7 0()-4;)92 C5-6- * B( 6-25G< /@- .2(7;4/，-)-4/2(C.29< 09CC C.-4/2(0-/2< 9:9)<C-C D9C ;C-7 /(
7-/-205:- /@- C/2;4/;2- (G 2@UB_ 9:7 W-C/-2: K)(//5:F D9C .-2G(20-7 /( /-C/ /@- 500;:()(F549) 94/565/< * _;2/@-20(2-，/@-
15()(F549) 94/565/< (G /@- .-./57- D9C -R905:-7 1< -R.-250-:/C G2(0 4-)) /( /5CC;- * B@- :;4)-(/57- C-b;-:4- (G 2@UB_ D9C /@- C90-
9C -R.-4/-7* W5/@ 9 #PT G-20-:/-2，!#"0F (G @UB_ D9C 5C()9/-7 9/ /@- .;25/< (G &Oc G2(0 "d#T (G <-9C/ G-20-:/9/5(: 12(/@* B@-
-R.2-CC5(: )-6-) G(2 2-4(015:9:/ @;09: UB_ 5: /@5C <-9C/ C<C/-0 D9C %"d""0F‘T* U: (;2 C/;7<，D- .2(657-7 9 D9< /( F95: 9
.2(7;4/5(: 90(:F 05))5F290 /( F290 (G 2-4(015:9:/ @;09: UB_ 1< /@- ;C- (G 9 <-9C/ -R.2-CC5(: C<C/-0* >C @;09: UB_ 92-
75GG54;)/ /( .;25G< 5: 9:< C5F:5G549:/ 90(;:/ G2(0 /5CC;- -R/294/5(:，/@- D9< 7-C4251-7 09< 1-4(0- 9 69);91)- /(() 5: (1/95:5:F .;2-
.-./57- G(2 G;2/@-2 C/;75-C (G /2-G(5) .-./57- G;:4/5(:*

=%: >($5& @;09: 5:/-C/5:9) /2-G(5) G94/(2，;#0"#+ 7+&/(*#&，-R.2-CC5(:，4-)) 05F29/5(:



人小肠三叶因子（!"#$% &%’()’&%$* ’+(,-&* ,$.’-+，
!/01）属于三叶因子家族，是近年来发现的一种胃肠

道粘膜修复因子［2，3］。它由 45 个氨基酸组成，具有

紧密的三叶结构域，能够抵抗多种蛋白酶的消化。

在胃肠道粘膜受到损伤时，!/01 能够早期、快速地

表达，促进胃肠粘膜的修复。然而 !/01 在组织中含

量极低，直接从组织中分离 !/01 十分困难。因此，

我们利用基因工程技术，从人结肠粘膜中克隆 !/01
基因，构建 !/01 的毕赤酵母表达载体，应用基本盐

培养基进行甲醇诱导表达，并对表达产物进行了纯

化及生物学活性鉴定。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、细胞株、实验动物、仪器及试剂：毕赤

酵母整合质粒 67/85 和宿主菌 9:224（;"’< !"#=）购

于 /%>&’+-?(% 公司；大肠杆菌菌株 092 购于 :&?#$ 公

司。限制性内切酶、0= @AB 连接酶和 0$C 酶购于

0$D$E$ 公司；细胞总 EAB 抽提试剂盒 0+&F-*、逆转录

反应试剂和 78E 试剂均购于 9/G8H GEI 公司；电转

化仪 器（G&-JE$K 9(%( 7"*)(+）购 于 G&-JE$K 公 司；

G&-1*- !发酵罐为 AG: 公司产品；:7L7、:(6!$K(M 9J
34、;-%-N、:(6!$.+O* :J2PP 等 填 料 和 柱 子 均 为

7!$+#$.&$ 公 司 产 品。 细 胞 迁 移 试 剂 盒 购 于

8LQ;/8HA 公司。大鼠小肠上皮细胞株（/Q8JR）购

自北京协和医科大学细胞保藏中心。:@ 大鼠，雄

性，4 S R 周龄（体重 2TP S 33P?），由西普尔 GD 实验

动物有限公司提供，动物批号证书：沪动J合证字J号J
243。0AG: 购于 :&?#$ 公司，;7H 检测试剂盒购于

南京建成生物公司，其他试剂为国产试剂。

!"!"# 培养基 ;@ 培养基：2UV=?WI XAG，3P?WI 葡萄

糖，（= Y 2PZ =）?WI 生物素，24?WI 琼脂；X7@ 培养基：

2P?WI 酵母膏，3P?WI 蛋白胨，2P?WI 葡萄糖；G;9X 培

养基：2P?WI 酵母膏，3P?WI 蛋白胨，2UV=?WI XAG，（=
Y 2PZ =）?WI 生物素，2P?WI 甘油，2PP##-*WI 磷酸钾，

6LRVP；G;;X 培养基：2P?WI 酵母膏，3P?WI 蛋白胨，

2UV=?WI XAG，（= Y 2PZ = ）?WI 生 物 素，4?WI 甲 醇，

2PP##-*WI 磷 酸 钾，6LRVP；基 本 盐 培 养 基：磷 酸

3RV[#IWI，硫酸钙 PV5U?WI，硫酸钾 2TV3?WI，硫酸镁

2=V5?WI，氢氧化钾 =V2U?WI，甘油 =PVP?WI。

!"# 方法

!"#"! 扩增目的基因：经结肠镜活检取肠粘膜，抽

提总 EAB，逆转录得到 !/01 的 .@AB。设计引物如

下，含 有 $!%"位 点 72：4\J098B908089B9BBBB

9B9B99B90B890999880908JU\，含 有 &%’"位 点

73：4\J0098998898B909880998B98BB08B8B9JU\。
78E 反应条件为 5=] 预变性 U#&%，然后 5=] UP)，
4[] =4)，[3] =4)，共 UP 个循环，最后 [3] 延伸

4#&%。78E 扩增后，经 3^琼脂糖凝胶电泳鉴定正

确后，纯化回收 78E 产物。

!"#"# !/01 重组质粒的构建、转化及转化子筛选和

鉴定：质粒 @AB 抽提采用碱裂解法。载体构建参照

文献［U］进行。以质粒 67/85 为真核表达载体，将载

体及目的基因片段均用 $!%"和 &%’"进行双酶

切，酶切产物分别经 2^及 3^琼脂糖凝胶电泳后，

用胶回收试剂盒回收目的基因片段并用 0= @AB 连

接酶将两片段连接，连接产物转化大肠杆菌 092，得

到重组表达质粒 67/85J!/01。重组质粒经上海基康

生物技术有限公司测序确定为正确克隆。抽取约

2P#? 的重组质粒 67/85J!/01，用 ()*"单酶切线性

化，乙醇沉淀回收线性化质粒，采用电击法转化到

9:224 宿主菌中，电击产物涂布于 ;@ 平板上，放于

UP]培养 3 S UK 待长出转化子。据 /%>&’+-?(% 操作手

册，以菌落 78E 扩增目的片段筛选阳性转化子。从

平板上挑取 3P 个转化子用 G;9X，G;;X 培养基筛

选，获得最优转化子。

!"#"$ 高密度发酵分泌表达 !/01：在 4I 发酵罐中

分泌表达目的蛋白质。以 G;9X、G;;X 培养基培

养种子液，按照 4^接种量将种子液接种至含有 3I
基本盐培养基的发酵罐中，维持 UP^溶氧，温度设

定为 3T]，发酵过程中用氨水调节 6L 维持在 RVP
左右，当溶氧稳定在 TP^时，流加 [P^甘油，当溶氧

回升至最高点并且稳定后开始加入甲醇诱导至发酵

结束。发酵液在 2PPPP+W#&%，=]离心 UP#&%，收集上

清液在 Z 3P]保存。

!"#"% 重组 !/01 的纯化及质谱鉴定：取 2PPP#I 发

酵上清液，以柠檬酸调整样品 6L 至 UV4，双蒸水调

整样品电导为 =#)W.#。利用 :7L7、:(6!$K(M 9J34、

;-%-N、:(6!$.+O* :J2PP 纯化柱，以含有 2#-*WI A$8*
的缓冲液进行梯度洗脱，A$8* 梯度范围设定在 P S
2PP^，收集洗脱峰，并采用 I-_+O 法［=］进行蛋白质

定量分析，:@:J7B9Q 薄层凝胶扫描分析蛋白质纯

度。采用 ;BI@/J0H10H1J;: 分析鉴定重组蛋白质

的性质，实验主要由上海第二医科大学病理生理教

研室完成。

!"#"& 重组 !/01 生物学活性鉴定：

（2）重组 !/01 对大鼠肠上皮细胞迁移的影响：

采用大鼠小肠上皮细胞株（/Q8JR），参照 8!(#&.-% 公

43T刘 伟等：人小肠三叶因子在毕赤酵母中克隆表达及对肠粘膜修复作用的研究



司细胞迁移试剂盒使用说明书进行。以无血清培养

基培养细胞 !"#，造成细胞饥饿后，以胰酶消化制备

细胞悬液，细胞浓度为 $%& ’ ($) * ( ’ ($) +,-，!" 孔

板的每个内置孔板（底部为孔径 $%.!, 的膜，上皮

细胞可从孔中穿过）中加入 /$$!- 细胞悬液，同时加

入 012 或 ($3 & ,45+- 的重组 #678，内置孔板外加入

&$$!- 含 &9胎牛血清的培养基，培养 ("# 后，吸出

内置孔内的细胞悬液，将膜底部外侧的细胞洗脱下

来，进行荧光染色后，采用荧光酶标仪，波长 ".$+
&!$:, 检测。实验组加入 ($3 &,45+- 的重组蛋白，对

照组为 012。

（!）重组 #678 对大鼠肠粘膜的保护作用：（;）实

验分组：2< 大鼠随机分为模型组和假模型组，模型

组用 7=12 和乙醇的混合液灌肠造模，假模型组用

生理盐水替代灌肠。模型治疗组：用 >#678 (,?+@?

治疗（给予蛋白量按 (,?+@? 计算）；模型对照组：用

等量生理盐水治疗；每组 A 只实验大鼠。（;;）肠炎模

型制备方法：禁食不禁水 ".# 后，灌胃给予浓度为

(,?+@?的 >#678 或生理盐水，/$,;: 后，腹腔注射戊巴

比妥钠麻醉，经肛门插入硅胶管，约 .B, 深，模型组

注入 7=12 与乙醇的混合液，作用 /$C 后，拔出硅胶

管。!"# 后处死动物留取直肠至阑尾的全部结肠组

织，进行大体形态学观察并评分；损伤最明显处取约

$%!B, ’ $%&B, 的全层肠粘膜组织，置 ($9福尔马林

固定，制备石蜡切片，DE 染色后行病理组织学观察

并评分；损伤明显剩余部分肠粘膜，生化法作髓过氧

化物酶（F0G）活性测定。（ ;;;）肠粘膜损伤评分标

准：大体评分标准参考 1HIJ:K>［&］等的评分标准，详见

表 (；镜下评分标准：参考改进 F;55L>［)］等的评分标

准，详见表 !。

表 ! 大体形态学评分标准

"#$%& ! ’#()*+(*,-( #++&++.&/0 *1 02& (*%*/-( .3(*+#，#4#,0&4 1)*. 5306/&) !" #$ 7
M5BK> NO#KC;4: <;L>>#KL
=4>,L5 $ JK>4 $ JK>4 $

P4:?KCI;4: Q;I# :4 H5BK> ( C5;?#I ( Q;I# (
M5BK> Q;I#4HI B4:?KCI;4: L:O I#;B@K:;:? ! CK>;4HC !

G:K H5BK> Q;I# ;:R5L,,LI;4: /
!! H5BK>C 4> ;:R5L,,LI;4:C "
-K:?I# 4R ,L;: 5KC;4: S (B, &

7#K 5K:?I# 4R 5KC;4: S !B,，( T4;:I LOOKO LI (B, 54:?K> ) * ($

表 8 病理组织学评分标准

"#$%& 8 9-+0*%*:-(#% #++&++.&/0 *1 13%% 02-(;/&++
$-*,+< +,&(-.&/+ 1)*. "=5> (*%-0-+ -/ )#0+，

#4#,0&4 1)*. ’-%%#) !" #$ ?
$ ( !

NBHIK ;:R5L,,LI4>U ;:R;5I>LI;4: JK>4 ,;5O CK>;4HC
FHB4CL5 B4:?KCI;4: JK>4 ,;5O CK>;4HC

2HV,HB4HC #LK,4>>#L?K JK>4 5;II5K L 54I
2HV,HB4HC KOK,L JK>4 R45;LIKO RHC;4:L5

=KB>4C;C 4R KT;I#K5;H, JK>4 5;,;IKO KWIK:C;XK
M5BK> JK>4 Q;I#

!?8?@ 统计学方法 细胞实验数据以均数 A 标准差

表示，采用 2IHOK:I ! 检验，" Y $%$& 为具有统计学差

异；动物实验数据采用 Z6-PG[G= 方法进行统计学

分析，" Y $%$& 为具有统计学差异。

8 结果

8?! BCD 扩增 2E"F 基因和阳性重组子的鉴定

根据 #678 B<=N 序列，我们设计了一对 0P\ 引

物，前引物加了一个 #$%"酶切位点及#分泌信号

肽酶切基因序列，后引物中加了一个 &%!"酶切位

点，经 \7]0P\ 扩增，预期反应产物应为 !.&VT。经

琼脂糖凝胶电泳显示，在分子量约为 !.$VT 的位置

可见与预期相符的特异性扩增条带（图 (）。重组质

粒 T06PA#678 经 #$%"和 &%!"双酶切后琼脂糖凝

胶电泳检测可见 #678 基因片段，表明重组入 T06PA
中的片段为 #678 基因片段（图 !）。目的基因的序列

测序结果与文献报道完全一致。

图 ( \7]0P\ 扩增 #678 结果

8;?^( 0P\ T>4OHBI;4: 4R >#678
(：,L>@K>：($$VT <=N 5LOOK>；!：#678^

)!. ’$()*+* ,%-.)/0 %1 2(%!*3$)%0%45 生物工程学报 !$$_，‘45%!/，=4%&



图 ! 重组质粒 "#$%&’($)* 酶切鉴定结果

*+,-! .,/0123 3435601"(1032+2 17 38"0322+19 :35610 "#$%&’($)*
;+6( !"#!’$#%! 39<=>3 543/:/,3

?："#$%&（ !"#!’$#%!）；!：0351>@+9/96 38"0322+19 "4/2>+A "#$%&’
($)*；B：($)*；C：DE!FFF >/0G30 -

!"! 重组蛋白质的发酵表达和鉴定

随甲醇诱导时间增加，细胞湿重也不断增加，

&H( 左右细胞湿重达到最高峰，之后增加不明显（图

B）；根据 I/0G30 指示，在 ?F J !FGD 之间的条带是目

的蛋白双体，位于 ?FGD 以下的条带是目的蛋白单

体。

目的蛋白表达也随甲醇诱导时间增加而不断增

加，K!( 目的蛋白浓度最高，之后杂蛋白含量逐渐增

多（图 C. 和图 CL）。根据蛋白电泳结果，初步推断

表达的目的蛋白存在双体和单体两种形式，这一推

断得到后续质谱分析试验结果的验证。共获得发酵

液 BCMF>E，?FFFF& N BF>+9，离心收集上清，获得草

绿色上清液 !MKF>E，称细胞湿重约 ?!&KOM?,，平均

细胞湿重为 BKHOFP&B,’E。

图 B 不同甲醇诱导时间的细胞湿重

*+,-B )(3 @Q4G ;3,6(6 17 =3/26 53442 +9 A+7730396
6+>3 /7630 6(3 +9AQ56+19 17 >36(19/4

图 C 不同甲醇诱导时间蛋白表达变化的 )0+5+93 电泳结果

*+,-C )0+5+93 3435601"(1032+2 2(1;+9, 6(3 38"0322+19 17 ($)* +9 A+7730396 6+>3 /7630 6(3 +9AQ56+19 17 >36(19/4
.-?：>/0G30；! J M：F(，?!(，!C(，CP( /7630 6(3 +9AQ56+19 17 >36(19/4 - L-C：>/0G30，? J B：HF(，K!(，PC(，?FB( /7630 6(3 +9AQ56+19 17 >36(19/4 -

图 M 纯化的 ($)*)0+5+93 电泳银染结果

*+,-M )0+5+93 3435601"(1032+2 2(1;+9, "Q0+7+3A "0163+9
?："0163+9 @37103 "Q0+7+3A；!："0163+9 /7630 "Q0+7+3A；B：($)* 26/9A/0A；

C：>/0G30 -

!"# 重组蛋白的纯化

每一步纯化得率约为 KFR J PFR，总纯化得率为

图 H 应用质谱技术鉴定重组蛋白质分子量结果
*+,-H )(3 >1435Q43 ;3+,(6 17 0351>@+9/96 "0163+9 ;/2
A3630>+93A @= 34356012"0/= >/22 2"35601>360= /9/4=232
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!"# $ %"#。将纯化后所得蛋白进行 &’&()*+, 电

泳，并进行银染（图 "）。电泳纯度分析显示蛋白纯度

为 -.#。/0123 法测定蛋白浓度为 ""4!567/，共获得

纯化蛋白 8"!75，蛋白表达水平为 9!:!!756/。

!"# 重组蛋白的质谱鉴定

重组蛋白经过质谱分析，结果如图 .、表 ! 所

示，蛋白质双体分子量是 ;!;"-:.8;;’，单体分子量

为 ."<!:"8;4’，与 理 论 计 算 的 质 量 ;!;%.:< 和

."9%:% 基本一致，而且双体含量是单体含量的 % 倍。

质谱分析氨基酸序列的覆盖率为 .-#，结果表明重

组蛋 白 与 =0>?@A0B =@2?C@?2D 0E @FD GA=?>HFAGD(>ABIDG
GA77D2 0E F?7JB AB@D=@ABJ> @2DE0A> EJC@02（KEE!）相符合，

置信区间为 --:-<"#，LMNOB2 氨基酸序列登录号

5A P %9;.<"%4，证实所得蛋白为人小肠三叶因子。

表 $ 质谱鉴定重组蛋白质性质结果

%&’() $ %*) +),-(. /0 +)1/2’34&4. 5+/.)34 6&, 7).)+234)7 ’8 )()1.+/,5+&8 2&,, ,5)1.+/2).+8 &4&(8,),
QJBI )20@DAB BJ7D *CCD==A0B L0R )20@DAB &C02D )20@DAB MR O R #

;
MFJAB 8，=0>?@A0B =@2?C@?2D 0E @FD GA=?>HFAGD(>ABIDG GA7D2

0E F?7JB AB@D=@ABJ> @2DE0A> EJC@02（KEE!）
5A P%9;.<"%4 <- --R-<"

8 MFJAB *，FA5F 2D=0>?@A0B =0>?@A0B =@2?C@?2D 0E F?7JB AB@D=@ABJ> @2DE0A> EJC@02 5A P;84<%"9< "; ;.R;!;
! K2DE0A> EJC@02［F?7JB，AB@D=@ABD，HDH@AGD HJ2@AJ>，.; JJ］ 5A P!<""94 "; "R<-9
% KSS! H20@DAB［T070 =JHADB=］ 5A P;9!<-.9% %% 4

图 9 显示对照组大体标本形态学和病理组织学观察

SA5R9 KFD =HDCA7DB（*）JBG 7AC20=C0HAC HJ@F0>053（N）0E C0>0B AB 2J@= @2DJ@DG 1A@F L&

图 < 给予 ;756I5 2FOKS 实验大鼠大体标本形态学和病理组织学观察

SA5R< KFD =HDCA7DB（*）JBG 7AC20=C0HAC HJ@F0>053（N）0E C0>0B AB 2J@= @2DJ@DG 1A@F ;756I5 2FOKS

!"9 重组 *:%; 生物学活性鉴定

!"9"< 体外细胞迁移实验：如表 % 所示，蛋白干预

组细胞迁移数量明显多于对照组，! U 4:4"，证实重

组蛋白具有促进细胞迁移的活性。

表 # +*:%; 对细胞迁移功能的影响

%&’() # %*) +/() /0 +*:%; 34 .*) 23=+&.3/4
/0 34.),.34&( )53.*)(3&( 1)((

M0B@20> OKS
*VD2J5D W &’ %;:4< W ;":;% "<:-< W 8!:-%

! 4:4%9<

!"9"! 肠粘膜保护作用研究：

（;）大体标本形态学观察（图 9、<）：造模后 8%F，

假模型组肠粘膜无明显变化；对照模型组出现大量

粘液脓血便，肠粘膜充血水肿，大面积出血、溃疡，且

大多数标本溃疡长度 X 8C7，肠壁增厚，并与周围组

织黏连，不易分离；预先灌服 2FOKS 的实验组则仅少

量粘液脓血便，肠粘膜充血水肿，有小溃疡，无肠壁

增厚，与周围组织无黏连，同对照组相比，肠粘膜损

伤程度明显较轻。预先给予 2FOKS 的实验组大体评

分结果同对照组相比均有显著统计学差异（表 "）。

表 9 +*:%; 预防性保护肠粘膜的作用大体形态评分结果

%&’() 9 >00)1. /0 +*:%; /4 2&1+/,1/531 ,1/+) 34 +&.,
5+).+)&.)7 63.* +*:%; &. $? 2343.),

’)0/+) &72343,.+&.3/4 /0 %@AB
M07HJ2A=0B YD@1DDB C0B@20> 520?H JBG ;756I5 2FOKS 0BD

Z -<

) %:!!,(4"

（8）病理组织学观察（图 9、<）：对照组大多数标

<8< "#$%&’& ()*+%,- ). /$)0&1#%)-)23 生物工程学报 8449，[0>:8!，L0:"



本全层粘膜坏死，腺体完全破坏，大 ! " 中性粒细胞

和淋巴细胞浸润，粘膜下层出血，肌层组织发生蜂窝

织炎和组织坏死，少数标本粘膜层充血水肿，出血，

部分坏死，腺体结构部分破坏，粘膜下层出血，大量

炎细胞浸润；预先灌服 #$%&’ 的实验组标本仅浅层

粘膜坏死，脱落，表浅糜烂形成，残留粘膜底层及腺

管，腺体结构尚存，局部腺上皮增生，粘膜下层充血

水肿，中性粒细胞、淋巴细胞等炎性细胞浸润，粘膜

组织损 伤 程 度 明 显 比 对 照 组 轻。而 且 预 先 给 予

#$%&’ 的实验组病理评分结果同对照组相比均有显

著统计学差异（表 (）。

表 ! "#$%& 预防性保护肠粘膜的作用病理组织学评分结果

%’()* ! +,,*-. /, 0’"1/23 -/4-*4."’.1/43 /, "#$%& /4
51-"/3-/61- 3-/"* 14 "’.3 6"*."*’.*7 81.# "#$%& ’.

9: 5141.*3 (*,/"* ’751413."’.1/4 /, %;<=
)*+,-#./*0 1234220 5*03#*6 7#*8, -09 :+7;<7 #$%&’ *02

! =>?@

A B?:CDEF@

（G）HAI 活性：对照组的标本中组织 HAI 活性

单位明显高于给予 #$%&’ 的实验组，而且两组比较

有显著统计学差异（表 C）。

表 > 不同实验组的 ?@A 活性（均数 B 标准差）

%’()* > ?@A ’-.101.C 14 71,,*"*4. D"/263
)*03#*6 :+7;<7 %&’ 7#*8,

HAI 5*03203 @?BB J G?KF B?GB J :?G=
A F?FGF=::

9 讨论

小肠三叶因子（.032/3.0-6 3#2L*.6 L-53*#，%&’）通过 G
对二硫键形成保守的二级结构，使整个分子结构紧

密，能够抵抗胃酸和蛋白酶的破坏［B］。研究发现 %&’
存在天然的双体形式，而且双体形式可能是其保持

一定 的 生 物 学 特 性 并 发 挥 生 物 学 作 用 的 必 要 条

件［C］。

近年来研究表明，$%&’ 在胃炎、肠炎、消化性溃

疡、炎症性肠病等病理情况下，%&’ 的表达量显著升

高［>］，提示其在肠道的自我保护机制中占据重要地

位。$%&’ 的作用机理尚未完全阐明，其中一个重要

原因是 $%&’ 在组织中含量极低，因而大大阻碍了对

其性质和功能的研究。

毕赤酵母表达系统是近年来发展很快的一个真

核表达系统，具有高表达、高稳定、高分泌的特点，已

成功用于多种真核蛋白质的表达。为了实现 #$%&’
的高效分泌表达，我们选用含有!分泌信号肽的载

体 ,A%)= 进行 #$%&’ 的表达。

由于采用盐培养基发酵，发酵液上清中含有大

量的盐，样品中的盐会影响样品的 AM 值以及等电

点。因此我们采用 A$-#+-5.- 公司生产的 N2,$-92O
PEB@ 脱盐柱除去样品中的盐，更换蛋白缓冲液。理

论上，毕赤酵母表达系统自身不分泌内源蛋白，发酵

液上清中的杂蛋白含量很少，可以简化重组蛋白的

纯化过程。但是在发酵过程中不可避免会出现菌体

破裂现象，破裂的菌体释放出许多大分子胞内蛋白，

增加了纯化的难度。但是同胞内表达相比，杂蛋白

含量已明显减少了。我们采用 NAMA、H*0*Q 以及分

子筛 N2,$-5#R6 NE:FF 纯化柱，通过 G 步纯化过程，获

得了高纯度的双体 $%&’，纯化得率为 G@S T K@S，

接近国外文献报道的纯化得率（B@S T (@S）。而且

经过摸索，我们采用高载量低分辨率的 NAUV 柱进

行初步纯化发酵液上清，收集样品过 N*8#52GFQ 柱，

即可获得高纯度的目的蛋白，可以进一步简化纯化

工序，提高纯化得率。

应用发酵罐发酵表达蛋白，有利于控制诱导表

达时间、溶氧浓度以及培养基的 ,M 值等发酵条件，

大量获得目的蛋白。本实验采用国产 @V 发酵罐，每

罐可收集发酵液 B?@V，经纯化后获得活性蛋白（$%&’
双体形式）B@G+7，接近国外报道的 :FF+7;V［=］，高于

国内大肠杆菌表达系统 G T K+7;V 的表达水平［:F］。

为以后进行大量发酵生产打下了基础。同时采用基

本盐 培 养 基，同 国 内 外 其 他 学 者 采 用 的 WAX 和

YHHW;YHPW 培养基相比，价格低廉，在大规模生产

时无疑可以降低生产成本，增加收益。

国内、外学者对应用 %&’ 预防和保护胃粘膜的

作用研究较多［:: Z :K］，而对其在肠粘膜损伤时的作用

报道较少，也没有学者直接给予实验动物外源性

$%&’ 后，观察 $%&’ 保护肠粘膜的作用。

因此，在基因重组获得 $%&’ 后，我们检测了重

组 $%&’ 对大鼠小肠隐窝上皮细胞（%D)E(）迁移的影

响，并观察了预防性给予重组 $%&’ 对大鼠肠粘膜的

保护作用。细胞迁移是正常上皮细胞的基本功能，

在粘膜损伤后，细胞迁移至损伤区，可以维持粘膜上

皮层的连续性，对维持肠粘膜的完整以及损伤的快

速修复具有重要的意义。实验结果显示重组 $%&’
能够促进肠上皮细胞的迁移。动物实验结果显示，

同对照组相比，给予 #$%&’ 组动物的肠粘膜损伤明

显减轻，大体标本和病理组织学评分以及髓过氧化

物酶活性均明显低于对照组。髓过氧化物酶（HAI）

是中性粒细胞嗜天青颗粒释放的过氧化物酶类，是

=B>刘 伟等：人小肠三叶因子在毕赤酵母中克隆表达及对肠粘膜修复作用的研究



评价中性粒细胞在组织中浸润的可靠指标，可用于

定量反应肠粘膜炎症反应的程度。结果提示 !"#$%
具有保护大鼠肠粘膜免受化学物质侵袭的作用，对

肠粘膜上皮细胞具有保护功能，而且在较低浓度

（&’()*(）时，即可发挥保护肠粘膜的作用。

本研究从人结肠粘膜 +,-. 中扩增并获得了

"#$% 基因，构建了毕赤酵母表达载体 /0#12)"#$%，经

测序鉴定并验证插入片段为目的基因片段。利用毕

赤酵母外源蛋白表达系统，采用廉价的基本盐培养

基实现了 "#$% 的大量、高效表达，并研究了重组蛋

白质促进肠上皮细胞迁移，保护肠粘膜免受损伤的

生物学作用，为工业化、大规模生产 "#$% 并进一步

应用于临床实践打下了基础。
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中国科学院微生物研究所期刊 GIIV 年联合征订启事

中国科学院微生物研究所期刊联合编辑部共编辑出版《微生物学报》、《生物工程学报》、《微生物学通报》和《菌物学报》四

种学术期刊，均为中国自然科学核心期刊，他们分别被美国化学文摘（1.）、生物学数据库（Z#W3#3）、生物学文摘（Z.）、医学索

引（S5@7+=A #:@5O）、俄罗斯文摘杂志（.M）以及 -1Z#、1.Z# 等 GI 多种国内外重要检索系统与数据库收录。刊登内容包括普通微

生物学，工业 、农业、医学、兽医微生物学，病毒学，免疫学，菌物学（真菌、粘菌、卵菌、地衣等）研究领域的科研成果以及基因工

程、细胞工程、酶工程、生化工程、组织工程、生物制药、生物信息、生物芯片等生物工程研究的新发展、新成果、新技术。读者

对象为基础医学、农林牧渔、生命科学领域的科研与教学人员、以及卫生防疫（检疫监察部门）、生物工程公司、环境保护、企业

厂矿等单位。发行范围涵盖教育、科研、工业、农业、医药、环境、食品保健等领域。

GIIV 年起，《微生物学报》、《生物工程学报》、《微生物学通报》分别由原来的双月刊变更为月刊，《菌物学报》由原来的季刊

变更为双月刊，具体如下：

《微生物学报》（#33- III& K QGI2，1-&& K &22Y)\）为月刊，全年 &G 期，国内邮发代号 G K YIH，国外发行代号：ZSQJ。GIIV 年

定价 YY 元，全年 QQI 元。

《生物工程学报》（#33- &III K PIQ&，1-&& K &22V)\）为月刊，全年 &G 期，国内邮发代号 VG K &P，国外发行代号：ZSYQIV。GIIV
年定价 QY 元，全年 JVI 元。

《微生物学通报》（#33- IGYP K GQYH，1-&& K &22Q)\）为月刊，全年 &G 期。国内邮发代号 G K V&J，国外发行代号：ZSH&P。GIIV
年定价 HV 元，全年 YJQ 元。

《菌物学报》（#33- &QJG K QHJG，1-&& K Y&VI)\）为双月刊，全年 Q 期。国内邮发代号 G K H22，国外发行代号：\JGP。GIIV 年

定价 VI 元，全年 HVI 元。
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