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研究报告                                                                 

 

家蚕表达人表皮生长因子 gp67 信号肽融合蛋白及生物
活性的研究 

吕正兵, 张文平, 于  威, 陈  健, 聂作明, 张文伶, 张晓燕, 张耀洲 

浙江理工大学生物化学研究所, 杭州 310018 

摘  要: 人表皮生长因子(hEGF), 一种由 53 个氨基酸残基组成的单链多肽, 具有广阔的应用前景。本文主要探讨家蚕

表达人表皮生长因子 gp67 信号肽融合蛋白的生物活性。采用家蚕杆状病毒表达系统来表达该信号肽融合蛋白。构建了

重组质粒 pBacPAKS-hEGF, 将该重组质粒与线性化病毒 Bm-BacPAK6 DNA 共转染家蚕细胞, 筛选获得重组病毒

vBacPAK-SEGF, 用 vBacPAK-SEGF 感染家蚕 BmN 细胞和五龄蚕, Western blot 检测表明在家蚕细胞、五岭幼虫的血淋

巴和蛹中均有约 12 kD 的目的蛋白表达。ELISA 检测发现在家蚕细胞中的表达量为 23 μg/ 106 细胞, 五龄幼虫中的表达

量可达到 82 μg/mL 血淋巴。利用小鼠成纤维细胞 Balb/c3T3 分析家蚕表达的 hEGF 信号肽融合蛋白的生物活性, 结果 
表明表达产物能显著促进 Balb/c3T3 细胞的增值。另外, 研究还发现 hEGF 信号肽融合蛋白可使新生 ICR 小鼠体重增  

加, 睁眼和萌齿时间提前。本研究为进一步开发利用家蚕表达的 hEGF 提供理论基础。 

关键词: 杆状病毒表达系统, 人表皮生长因子, 信号肽融合蛋白的生物活性 

Expression of Fusion Protein of hEGF and gp67 Signal Peptide 
in Larvae of Bombyx mori  
Zhengbing Lü, Wenping Zhang, Wei Yu, Jian Chen, Zuoming Nie, Wenling Zhang,  
Xiaoyan Zhang, and Yaozhou Zhang  

Institute of Biochemistry, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018, China 

Abstract: Bombyx mori baculovirus expression vector system (BEVS) was adopted to express S-hEGF. The reconstructed plasmids 
of pBacPAKS-hEGF and an engineering modified BmNPV Bm-BacPAK6 DNA were used to co-transfect BmN cells in order to ob-
tain recombinant virus. The recombinant virus (named vBacPAKS-hEGF) was then used to infect BmN cultured cells, the fifth instars 
larvae and pupa. The aimed 12 kD protein expressed in BmN cultured cells and the fifth instars larvae was identified with Western 
blot. ELISA results showed that the amount of expression protein reached 23 μg/ 106 in BmN cells and 82 μg/mL in larvae. The bio-
logical activity was determined by epidermal growth factor dependent Balb/c3T3 cell line. Both cellular extracts and haemolymph of 
silkworm larvae infected with the recombinant virus accelerated proliferation of Balb/c3T3 cells. In addition, animal experiment 
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results revealed that S-hEGF fusion protein promoted newborn ICR mice weight increasing, incisor eruption and eyelid opening. 

Keywords: baculovirus expression vector system (BEVS), human epidermal growth factor (hEGF), activity of fusion protein 
of hEGF and gp67 signal peptide 

人表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)

具有多种生物学特性, 在刺激皮肤组织和角膜的增

殖和分化中起着极其重要的作用[1] 。体内条件下动

物卵泡液中也含有一定量的表皮生长因子, 研究证

明 EGF 对卵母细胞成熟有着积极的促进作用, 同时

可提高后期的受精率、胚胎发育率以及减少程序化

死亡的细胞数。由于其在基础研究和临床医学中应

用前景广阔, 人们正试图应用新方法进行大规模生

产 hEGF, 包括直接从动物体液中分离纯化以及化学

合成 [2], 但纯度和产率都不能满足产业化的需求。

1985年 Oka等首次将 hEGF基因在大肠杆菌中表达

成功, 其表达量达每升培养液 30 mg, 体外试验表明

重组产物具有明显的生物学活性[3]。以前研究表明

信号肽能够显著增加 hEGF 的表达水平, 并能引导

目的蛋白穿过大肠杆菌质膜和酵母内质网膜 [3−4]。 

本研究利用家蚕杆状病毒表达系统分别在家蚕细胞

和幼虫中表达 hEGF 信号肽融合蛋白, 并研究表达

产物的生物学活性。 

1  材料和方法 
1.1  材料  

E. coli TG1菌株、BmN细胞、pBacPAK8质粒

以及线性化的家蚕杆状病毒为本实验室保存; 小鼠

成纤维细胞株 Balb/c 3T3 购于中科院上海生化细

胞所细胞保藏中心 ; 培养基  TC-100 和胎牛血清 

购于 Gibco-BRL 公司.pBS-EGF 和 pET-22b 质粒由

中科院上海生化细胞所吴祥甫教授惠赠; 各种限制

型核酸内切酶、T4 DNA连接酶、蛋白酶 K、X-gal、

地高辛标记试剂盒  Taq 酶及相关试剂等购于 

Roche 公司, 标准的重组 hEGF 从 Promega 公司购

得; 兔抗人 EGF和羊抗兔 I gG (HRP)抗体购于上海

生工生物工程公司; 5龄蚕品种为青松×皓月; SD大

鼠 (180 g±20 g)雌性各半 , 合格证号 : SCXK(苏 ) 

2002-0018。 

1.2  方法 
1.2.1  hEGF 基因的克隆 
    根据 hEGF 基因序列设计以下引物直接以重组

的 pET22-EGF 质粒为模板扩增 hEGF 基因, 引物序

列:   

上游引物为: 5′GCTCTAGAAACTCCGACTCTGAA- 

TGC (Xba I) 3′ 

下游引物为: 5′GGGAATTCTTATAGCTCATCTTTCT- 

CA (EcoR I)3′ 

划线部分为相应的酶切位点序列。PCR反应条件

为: 94℃ 预变性 3 min, 94℃变性 45s, 58℃ 退火 1 min, 

72℃ 延伸 1min, 共 30个循环, 再 72℃ 延伸 10 min。 

1.2.2  重组转移载体 pBacPAK-SEGF 的构建 
    将扩增的 PCR 产物用 Xba I和 EcoR I双酶切, 

同时将 pBacPAK8用 BamH I和 EcoR I双酶切, 酶切

产物经低熔点琼脂糖凝胶电泳后 , 分别切胶回收 , 

双酶切后的 PCR产物同时插入同样双酶切后的含信

号肽的载体 pETS中, 使 hEGF与信号肽融合, 并能

编码 12 kD 融合蛋白, 之后, 将此重组基因插入到

转移载体 pBacPAK8的 BamH I和 EcoR I位点, 所得

重组质粒命名为 pBacPAK-SEGF。 

1.2.3  共转染和重组杆状病毒的筛选 
根据我们以前报道的方法进行共转染家蚕细 

胞[5], 将纯化的重组转移载体 pBacPAK-SEGF 与线

性化的 Bm-BacPAK6 的 DNA 共转染家蚕 BmN 细

胞。经过 3 轮空斑筛选获得纯重组病毒株, 称之为

Bm-SEGF, 利用 PCR和 Southern blot鉴定重组病毒。

重组病毒稀释后用 Reed-Muench 法: 半数效量的累

积法计算重组病毒滴度[4]。  

1.2.4  SEGF 在 BmN 细胞、幼虫中表达 
    以中等感染复数 (MOI=10)的重组病毒感染

BmN 细胞, 在 27℃ 孵育, 并在感染后的不同时间

收集细胞。离心后收集细胞, 加入 PBS 重悬细胞,  

用反复冻融和超声破碎方法裂解 BmN细胞。五龄家

蚕 幼 虫 接 种 重 组 病 毒 , 以 感 染 野 生 型 病 毒

Bm-BacPAK6 的幼虫作为对照。接种后 1~6 d 收集  

被感染幼虫的血淋巴, 贮存于−20℃备用。 

1.2.5  SEGF 的 ELISA 定量和免疫斑点检测 
在感染后 1~6 d 收集 BmN 细胞和上清, 用 0.2 

mL 的 PBS 重悬这些细胞, 然后用反复冻融和超声
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破碎裂解 BmN细胞, 离心后上清做 ELISA试验。 

1.2.6  Western blot 分析  
为了检测重组 SEGF 的表达, 收集五龄幼虫感

染 3 d 后的血淋巴, 裂解并稀释 10 倍, 随后, 用

SDS-PAGE 电泳, 考玛斯亮蓝染色分析此血淋巴样

品(15%分离胶, 5%的浓缩胶), 并用正常的血淋巴和

Bm-BacPAK6 感染幼虫的血淋巴作阴性对照。电泳

后, 转移到 Hybond-P 膜(Amersham Biosciences)上, 

然后用一抗(兔抗人 EGF)和二抗(偶联辣根过氧化物

酶的羊抗兔 SABC)检测目的蛋白。 

1.2.7  家蚕培养细胞表达的 SEGF对 Balb/c3T3细胞

和家蚕幼虫的影响 
分别用重组病毒和野生型病毒感染 BmN 细胞

(5×106 cells/flask)。收集感染 72 h后的细胞裂解上

清, 用正常的家蚕细胞和空白作对照。Balb/c3T3 细

胞以 5×103~7×103细胞/孔接种于 96 孔板中 , 用细

胞裂解上清作系列稀释, 37℃孵育 48 h。用天然的 

hEGF作标准品, 初始浓度为 20 ng/mL。用MTT法检

测, 来评价 Balb/c3T3 细胞的生存活力。 

1.2.8  动物试验 
清洁级雌性 ICR小鼠, 鼠龄 15周, 体重 32~35 g, 

均为首次产仔, 雌鼠带仔 8~11只。ICR新生乳鼠的
平均体重为 0.83 g。母乳饲养, ICR新生小鼠共分 3
组, 每组 30 只。A 组: 用感染 4 d 后含有 SEGF 表  
达产物的蚕血淋巴饲养(1 mg/kg), B组: 用正常的蚕
血淋巴饲养(1 mg/kg), C组: 生理盐水。分别统计在
出生日和 5、8、12、15 和 18 d 龄称量各组小鼠的
体重; 每日观察各组小鼠萌牙情况, 记录初次发现
和全部萌出牙齿的日龄; 每日观察各组小鼠睁眼与
否, 并记录睁眼的日龄, 以观察 SEGF融合蛋白对新
生小鼠体重、萌齿和睁眼的影响。 

2  结果 
2.1  重组病毒的鉴定 

通过 PCR鉴定重组质粒载体 pBacPAK-SEGF, 限
制内切酶(BamH I, Xba I and EcoR I)消化, DNA测序证
明 hEGF 基因已成功插入到转移载体 pBacPAK8中。 

以筛选的重组病毒基因组 DNA 为模板进行

PCR 扩增目的基因, 结果得到了与预期大小一致的
320 bp 的特异片段, 并将 PCR产物转膜, 以全长的
hEGF 基因的 PCR 产物为探针 , 以重组质粒
pBacPAK-hEGF 为模板的 PCR 产物为阳性对照, 进

行 Southern blot 分析, 结果检测到重组病毒中含有
与目的基因大小一致的片段, 这些结果表明我们成
功地构建并筛选到重组病毒(见图 1)。 

 
图1  重组病毒Southern blot鉴定 

Fig. 1  Identification of recombinant virus by Southern blot 
1: recombinant pBacPAK-hEGF; 2: wild virus; 

3: recombinant virus 
 

这些结果表明 SEGF 基因已插入到处于多角体

蛋白启动子控制下的杆状病毒基因组中。 

按照 Reed-Muench 公式, 重组病毒的稀释滴度

约 6.64×109 pfu。用该重组病毒感染后, BmN 细胞

和家蚕幼虫都同样出现了典型的 BmNPV感染症状。 

2.2  ELISA 检测家蚕 BmN 细胞与家蚕幼虫中

SEGF 融合蛋白的表达 
为了确定家蚕 BmN细胞中 SEGF的表达量, 分别

收集感染后 48、72、96、120 h的上清和家蚕 BmN细

胞, 然后用 ELISA检测。用 0.2 mL PBS重悬细胞, 然

后用反复冻融和超声破碎裂解细胞。在 96孔微量滴定

板中用 PBS 连续稀释上清和裂解细胞的上清, 用野生

型病毒感染的细胞和正常细胞的裂解上清作阴性对照。  

ELISA 结果显示 SEGF 在细胞抽提物中, 但不

分泌到培养物中。在感染 3 d 后的裂解细胞中可检

测的合蛋白最高水平大约是 23 μg/1×106 cells。在

感染后期, 感染细胞开始裂解, 重组融合蛋白释放

到培养基中。在感染 4 d后, 培养基中可检测的重组

融合蛋白浓度达到最大值。结果表明在天然的细胞

裂解上清中也存在有 SEGF类似蛋白。 

五龄家蚕幼虫接种重组病毒后每天收集被感染

幼虫的血淋巴, 以空白和注射野生型病毒的幼虫作

为阴性对照。在感染的家蚕幼虫中, 重组融合蛋白

在感染 5 d 后高效地释放到幼虫血淋巴中。感染后

第 5 d, 血淋巴中的融合蛋白最大量达到 82 mg/L。

有趣的是, 正常裂解细胞上清或正常家蚕血淋巴中

都出现弱阳性反应。这意味着家蚕本身含有 EGF类

似物, 并导致正常血淋巴与 EGF抗体反应。 

2.3  家蚕幼虫和蛹中 SEGF 融合蛋白表达的
Western blotting 

SDS-PAGE和Western blot结果都显示出家蚕幼

虫和蛹中表达的 SEGF为 12 kD特异条带, 大小与预

期一致(见图 2)。 
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图2  hEGF蛋白的SDS-PAGE和Western blot分析 
Fig. 2  SDS-PAGE and Western blot of SEGF fusion 

protein (A: SDS-PAGE; B: Western blot) 
1: Haemlymph of larvae infected with Bm-BacPAK6 virus; 2: 
haemlymph of larvae infected with recombinant Bm-SEGF virus; 
3: Bombyx mori cell infected with Bm-BacPAK6 virus; 4: Bom-
byx mori pupa infected with recombinant Bm-SEGF virus; M: 
protein marker 
 
2.4  家蚕细胞和家蚕幼虫表达的重组 SEGF 融合

蛋白对 Balb/c3T3 细胞的增殖效应 
细胞抽提物和用重组病毒感染的家蚕幼虫血淋

巴都能促进 Balb/c3T3(Fig. 3A, 3B)细胞的增殖。与
ELISA 结果相似, 用正常家蚕幼虫的血淋巴作对照, 
结果也显示对 Balb/c3T3细胞增殖有弱上调作用。预
示在正常家蚕幼虫的血淋巴中可能有一些类似 EGF
的生长因子, 它能增加 Balb/c3T3细胞的活力。 

2.5  口服给予重组 SEGF 融合蛋白对新生小鼠生

长、萌齿和睁眼的影响 
   为了确证合成的家蚕表达的重组 SEGF是否能有

效的促进新生小鼠生长、萌齿和睁眼, 用感染重组

病毒的血淋巴处理新生小鼠。以野生型病毒感染的

血淋巴和生理盐水作阴性对照, 与生理盐水组相比, 

重组病毒和野生型病毒组的生长速度快, 与生理盐

水组相比, 在第 10 天和第 15 天的 rSEGF 组新生小

鼠的平均重量要高很多(P<0.001) (表 1)。这提示家

蚕表达的 SEGF 融合蛋白能有效地促进新生小鼠的

生长。虽然所有的组中(第 7 天)萌齿时间是一样的, 

但是 , 每一个组中的萌齿速率不同 , 最高的是

rSEGF组。与生理盐水组相比较, 重组病毒组(8.0±

1.0)总萌齿时间快(P<0.01), 而且, 野生型病毒组和

正常的血淋巴组比生理盐水组要快(P<0.05) (表 2), 

重组病毒组的睁眼时间比生理盐水组快(P<0.001), 

野生型病毒组和正常的血淋巴组比生理盐水组要快

(P<0.05) (表 3)。所有这些现象说明家蚕 SEGF融合

蛋白能有效地促进新生小鼠的生长、萌齿和睁眼。

这些结果也表明在正常的家蚕幼虫血淋巴中可能存

在一些类似 EGF 的生长因子, 能促进新生小鼠的生

长、萌齿和睁眼。

 
图3  家蚕细胞和家蚕幼虫表达的重组hEGF对Balb/c3T3细胞的增殖效应 
Fig. 3  The effect of recombinant SEGF on Survival rate of Balb/c3T3 cells 

A: recombinant SEGF expressed in BmN cells; B: recombinant SEGF expressed in larvae of silkworm 
 

表 1  不同处理对新生小鼠体重的影响 

Table 1  Effect of different treatment on body weight of newborn mice 

Day Haemolymph with rSEGF Normal haemolymph Haemolymph infected by wild virus Saline 

5 1.90±0.15** 1.56±0.23* 1.55±0.26* 1.31±0.15 

10 3.30±0.48*** 2.90±0.15* 2.91±0.18* 2.58±0.28 

15 4.16±0.53*** 3.54±0.49** 3.52±0.56** 3.16±0.13 

 *P＜0.05 vs saline; **P＜0.01 vs saline; *** P＜0.001 vs saline; body weight of newborn mice: g 
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表 2  rSEGF 对新生小鼠萌齿日龄的影响 

Table 2  Effect of rSEGF on the tooth-budding date of newborn mice 

Group The tooth-budding days The latest days of superior and infe-
rior teeth growth The average days of all  teeth growth

rSEGF 7(45%) 10    8.0±1.0***☆ 
Normal haemolymph 7(20%) 10 8.8±1.5 

Saline 7(6.7%) 11 9.7±1.9 

*** P＜0.001 vs saline；  ☆P＜0.1 vs Bm-BacPAK6 virus 

 
表 3  rSEGF 对新生小鼠睁眼日龄的影响 

Table 3  Effect of rSEGF on the eye-opening date of newborn mice 
Day 

Group d13 d14 d15 d16 The average days of eyes opening 

rSEGF 10% 40% 50% / 14.4±0.58***☆ 

Normal haemolymph 10% 30% 60% / 14.8±0.63 

Saline / / 30% 70% 15.7±0.48 

*** P＜0.001 vs saline; ☆ P＜0.1 vs Bm-BacPAK6 virus 

 

3  讨论 
家蚕杆状病毒表达体系是一种快速而便捷获得

不同外源基因表达产物的真核表达系统。相对哺乳

动物细胞而言, 家蚕细胞具有一定的优势, 例如易

培养, 对渗透和副产物浓度的高耐受性, 表达水平

高等[6]。然而, 通过 BEVS表达不同的外源基因, 表

达水平有明显的不同。每个幼虫产生的生长激素量

的为 1 mg 左右[7], 乙肝病毒表面抗原(HbsAg)表达

水平高达(400~600 μg/mL)[8]。 

hEGF 已分别在大肠杆菌, 短芽孢杆菌和 酵母

中被成功表达[3,4,11]。本研究表明 BEVS 能用于表达

SEGF, 这可用作对肠疾病的潜在口服给药和烧伤 , 

角膜的外用给药。与其它的真核表达系统相比, 在

家蚕生物反应器中异源蛋白的表达是在多角体蛋白

的强启动子控制下, 使得细胞总蛋白表达水平升高

20%[12]。 

在家蚕中生产重组蛋白的费用比通过 E. coli 发

酵所生产同样量的蛋白费用要低很多。再者, 本研究

也发现家蚕中存在一些类似 EGF 的天然物质, 该

EGF 类似物也能促进新生小鼠的生长、萌齿和睁眼, 

及增加 Balb/c3T3细胞的活力。目前还未有有关家蚕

类 EGF功能因子的文献报道, 但在 GeneBank中检索

出一些昆虫类 EGF 结构域因子的基因片段[13–21]。我

国为世界蚕桑大国, 资源丰富, 充分利用资源优势, 

对此进行进一步探索, 对深入开发蚕桑资源, 研制新

一代抗衰老药物及相关产品都具有积极的意义。 
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