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摘  要 : 旨在研究重组融合多肽 hEGF-AWRK6（EK）对烫伤模型小鼠感染创面的治疗功效。采用大肠杆菌表达系

统表达、纯化融合多肽 EK，抑菌实验检测 EK 抑菌活性；构建小鼠 II 度烫伤和铜绿假单胞菌感染模型，实验组创

面滴注 EK（30 mg/L），以 PBS、庆大霉素（30 mg/L）、烫伤膏（10 mg/L）为对照，计算烫伤后创面愈合率及菌落

数；伤后 10 d，取各组小鼠的伤口及周边皮肤进行 HE 染色及胶原蛋白的 Western blotting 检测，分析创面病理组织

结构。实验结果纯化得到了具有抑菌活性的重组表达融合肽 EK；伤后 6 d 始，EK 组小鼠创面菌落数少于对照组，

差异极显著（P<0.01）；EK 组小鼠烫伤愈合率显著高于 PBS 对照组（P<0.01）；与对照组相比，EK 组小鼠创面真

皮层细胞排列规则，再上皮化较快，毛囊生长较多，Ⅰ型胶原蛋白表达显著增加。结果表明 EK 具有抑制小鼠烫伤

创面感染、促创面愈合功效，具有开发成为治疗烧伤药物的潜力。 

关键词 : hEGF-AWRK6，纯化，烫伤模型，创面感染，创面愈合  

Purification of recombinant fusion polypeptide 
hEGF-AWRK6 and effect on wound healing  
and infection of burn model mice 

Chunlin Zhao, Lili Jin, Sijia Tai, Xuemin Zhang, Tiancong Shi, Fei Wu, and Qiuyu Wang 
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Abstract:  To test the therapeutic effect of recombinant fusion polypeptide hEGF-AWRK6 (EK) on burn infection of model 

mice. EK6 was expressed and purified with Escherichia coli expression system, and the Ⅱ degree burns and Pseudomonas 
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aeruginosa infection model mouse were established. Experiment group was treated with EK (30 mg/L), and the control group 

was treated with PBS, gentamicin (30 mg/L), burn ointment (10 mg/L). The wound healing rate and colony count were 

calculated. Wound and surrounding skin were taken for HE staining and collagen western-blot analysis, and the wound 

pathological changes were observed after 10 days of drug delivery. The results showed that fusion peptide EK was 

successfully expressed and purified with significant antibacterial activities against Pseudomonas aeruginosa. Compared to the 

control group, the colony count (CFU) of the wound surface in EK mouse had a remarkable decrease (P<0.01) and healing rate 

had a significant increase in group EK6 (P<0.01). Pathological analysis result showed that compared to the control group, 

wound dermal cells in group EK arranged regularly, had more hair growth and a faster epithelization. These results indicated 

that the fusion peptide EK would be a good candidate for the drug development for the treatment of burning wounds. 

Keywords:  hEGF-AWRK6, purification, scald model, wound healing, wound infection 

创面感染常贯穿烧伤、烫伤患者治疗的全过

程，目前临床上的抗生素治疗常引发耐药菌感染

及二重感染，而后者是烧烫伤后继发败血症及脓

血症的主要原因[1]。 

抗菌肽是一类由 20–60个氨基酸残基组成的

碱性多肽，分子量在 2 000–7 000 Da左右，具有

广谱抗菌活性，其独特的抗菌机制使细菌不易

对其产生耐药性。近期研究发现，多数抗菌肽

还具有选择性免疫激活特性和调节功能，对败

血症有良好的预防和治疗作用，这使抗菌肽有

望成为潜在的抗菌治疗药物 [2-3]。此外，重组

DNA 技术的日益成熟，也使抗菌肽的大量生产

成为可能[4]。 

抗菌肽AWRK6 (SWVGKHGKKFGLKKHKKH) 

是对东北林蛙抗菌肽Dybowskin-2CDYa (SAVGRHS 

RRFGLRKHRKH ， GenBank Accession No. 

ACF08009.1) 进行改造获得具有性能更稳定和

抗菌活性更广谱的新型肽 [5-7]。人表皮生长因子 

(Human epidermal growth factor, hEGF) 属于促生

长因子家族成员之一，是上皮和间充质等细胞的

敏感细胞丝裂原，为促进细胞增殖分化最有力的

细胞因子之一。hEGF重组蛋白已广泛用于皮肤烧

伤、烫伤、角膜损伤及胃溃疡等方面且效果明显[8]。

我们在前期研究中克隆了长度为 54 bp的 AWRK6

和 153 bp的 hEGF基因，中间由 6个氨基酸构成的连

接肽连接而成，构建了原核表达载体 hEGF-AWRK6/ 

pET-30a (+)，以期获得具有促创面愈合及抗感染

的双功能融合肽 hEGF-AWRK6 (以下简称 EK)，

EK基因序列长度为 225 bp。前期体外实验表明，

EK 具有抗大肠杆菌 O157、金黄色葡萄球菌及铜

绿假单胞菌等广谱抗菌活性及显著地促成纤维细

胞细胞增殖和迁移的作用[9]。 

本研究中，我们纯化了重组表达的 EK，并构

建了Ⅱ度烫伤感染小鼠模型， 并用 EK对其施以

干预治疗，从而探索 EK 对模型小鼠促创面愈合

及抗创面感染中的功效，为其进一步的临床应用

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

含有 His-hEGF-AWRK6/pET-30a (+) 的 E. coli 

BL21 (DE3)、绿脓杆菌 Pseudomonas aeruginosa

临床分离株均由本实验室保存。TEV蛋白酶、BCA

试剂盒、ECL 发光试剂盒、Mouse Anti-His Tag

单克隆抗体、hEGF 和Ⅰ型胶原抗体购自 Sigma

公司。AWRK6 由吉尔生化 (上海) 有限公司合

成。烫伤膏为天津达仁堂京万红药业有限公司产

品。其他试剂购自国药化学试剂集团，均为分析

纯度。 

1.2  实验动物 

昆明小白鼠，雄性，平均体重 20 g/只，购自

辽宁长生生物技术有限公司。 
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1.3  EK 诱导表达 

将含有His-hEGF-AWRK6/pET-30a (+) 的E. coli 

BL21 (DE3) 菌株经 37 ℃振摇过夜复苏，1 20∶

比例接种 500 mL LB液体培养基，37 ℃培养 2.5 h

至对数生长期。加入终浓度 1 mmol/L异丙基-β-硫代

半乳糖苷 (Isopropyl-beta-galactosidase，IPTG) 诱导

4 h，8 000 r/min离心 10 min收集菌体。 

1.4  包涵体蛋白复性及表达产物纯化和

Western blotting 鉴定 

菌体经液氮反复冻融及超声破碎，12 000 r/min

离心 10 min收集包涵体沉淀。包涵体沉淀于变性

缓冲液 (50 mmol/L Tris-HCl，1 mmol/L EDTA，

100 mmol/L NaCl，10 mmol/L β-巯基乙醇/DTT，

2 mmol/L脱氧胆酸钠，8 mol/L 尿素，pH 8.5) 中 4 ℃

过夜溶解，12 000 r/min离心 10 min收集上清，在梯

度复性缓冲液 (50 mmol/L Tris-HCl，100 mmol/L 

NaCl，6、4、2 mol/L尿素，1%甘氨酸，5%甘油，

0.2% PEG，pH 8.5) 中，4 ℃缓慢透析 24–36 h，

再在结合缓冲液中透析约 6 h，确保融合蛋白稳定

可溶。可溶蛋白采用 His-Trap FF亲和层析纯化，

以含 500 mmol/L 咪唑的洗脱液  (50 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.5)，150 mmol/L NaCl) 洗脱，收集

液使用 BCA试剂盒法测定蛋白浓度，并利用 12% 

SDS-PAGE 检测纯度，透析脱盐。使用抗 His 标

签鼠单克隆抗体进行 Western blotting实验，鉴定

重组 EK6的表达。 

1.5  EK 的 His 标签去除及活性检测 

按 TEV蛋白酶使用说明书进行操作，反应体

系：0.1 mg EK、10 μL 10×酶切缓冲液 (500 mmol/L 

Tris-HCl，5 mmol/L EDTA，1% Tween-20，10 mmol/L 

DTT，pH 8.0)、20 U TEV蛋白酶，总反应体积  

100 μL，4 ℃过夜，酶切去除 His标签。酶切结束

后进行二次 His-Trap FF亲和层析，收集洗脱液，透

析除盐、冻干，获得融合多肽 EK干粉。以 0.1 mol/L 

PBS作为阴性对照组，利用牛津杯法检测不同浓度

EK (10、20、30 mg/L) 对铜绿假单胞菌的抑菌活性。 

1.6  烫伤感染模型建立及给药方式 

昆明小鼠经 10%水和氯醛腹腔麻醉，8%硫化

钠背部脱毛，常规消毒。采用自制水浴烫伤板，

沸水停留 10 s，在背部腰椎正中的左右两侧烫取

直径 0.85 cm 圆形创面各一个 (皮肤病理切片证

实为Ⅱ度烫伤)[10]，两相邻创面相距 1 cm。创面

涂抹绿脓杆菌 0.05 mL (1×108 CFU/mL)。烫伤模

型小鼠随机分 4组，每组 12只。于伤后 2 h在实

验组创面均匀滴注 0.05 mL的 EK (30 mg/L)，对

照组分别滴注 0.05 mL 的 PBS、hEGF (100 μg/L)、

烫伤膏 (10 mg/L)，作用 5 min 后用灭菌纱布包

扎，每日给药一次至伤后第 10天。相关药品所用

剂量参考使用说明和前期预实验研究结果。 

1.7  EK 的创面抑菌功能及促烫伤愈合功能检测 

创面抑菌功能测定：分别于伤后 3、6、10 d

处死小鼠，每组取 3 只。无菌条件下剪取创面表

层组织 1 g左右，称重并加入等渗盐水 l mL，匀

浆。倍比稀释后接种在 LB 固体琼脂平板上，置

于 37 ℃温箱中孵育 24 h。计数平板菌落数并计算

每克组织的克隆形成单位 (CFU)。 

含菌量 (CFU/g) = 平皿菌落数×稀释倍数÷ 

10 μL/组织重量 (g)。 

创面愈合检测：于烫伤第 1 天开始，每天记

录小鼠创伤面的面积。每组取平均值，以每组平

均面积的减小程度来反映创面面积愈合情况，计

算创面愈合率。 

创面愈合率 (%)＝(原始创面面积–未愈合创

面面积)/原始创面面积。 

创面的组织结构观察：取给药 10 d小鼠创面

皮肤组织，经 4%多聚甲醛固定后制备常规病理切

片，苏木素-伊红 (HE) 染色，光镜观察皮肤的病

理组织学结构。 

EK 对烫伤皮肤Ⅰ型胶原蛋白表达的影响：  

提取于伤后 2、4、6、8、10 dEK组小鼠烫伤处皮
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肤总蛋白，取 40 μg 总蛋白进行 SDS-PAGE，转

移至 NC膜，经过 BSA封闭、一抗二抗孵育、ECL

发光后曝光，Western blotting检测Ⅰ型胶原蛋白

表达，也利用同种方式检测伤后第 10天 4组小鼠

的Ⅰ型胶原蛋白表达，结果利用 Image J软件进行

灰度值分析。 

2  结果与分析 

2.1  表达 EK 的分离纯化 

SDS-PAGE 结果显示 ， His-hEGF-AWRK6/ 

pET-30a (+) 转化的 E．coil BL21菌株包涵体在分

子量约为 14.3 kDa附近具有特异蛋白条带，与预

期的分子量相符，而空白菌株、诱导的 pET-30a (+) 

转化菌株、及未经诱导的转化菌无相应的蛋白条

带 (图 1A)。复性后的目的蛋白经 Histrap FF 镍

离子螯合亲和层析，获得单一条带的目的蛋白 

(图 1B)。此结果说明融合多肽在大肠杆菌 BL21 

(DE3) 中成功表达，纯化效果良好。 

2.2  重组表达 EK 的鉴定及活性检测 

利用抗His标签的鼠单克隆抗体进行Western 

blotting分析，可见诱导的 hEGF-AWRK6/pET-30a (+) 

转化菌株具有重组蛋白 EK 的表达，而未转化的

BL21 (DE3) 中没有特异蛋白检出 (图 2A)。去除

His标签后抑菌实验结果显示，重组表达的 EK对

铜绿假单胞菌均具有显著抑菌活性，且与浓度呈

正相关 (图 2B)。 

2.3  重组表达 EK 对模型小鼠创面的抑菌功能 

在给药处理的第 1 天和第 3 天，EK 组小鼠烫

伤创面绿脓杆菌菌落数虽有减少，但与 PBS对照组

差异无统计学意义。在给药第 6天和第 10天，EK

组小鼠创面菌落数显著降低，与 PBS对照组差异

极显著 (P<0.01)，但与烫伤膏组小鼠创面菌落数

无显著差异 (P>0.05) (图 3)。 

2.4  重组表达 EK 对伤口愈合的影响 

由图 4 可见，各组小鼠初始创面直径为

(0.85±0.02) cm，随着时间推移，各组创面逐渐缩

小，但于第 6天开始，EK组小鼠创面愈合加快，

至第 10天时，EK组小鼠创面直径显著小于 PBS

组 (P<0.01)，结果显示 EK 可以促进小鼠皮肤创

面愈合，缩短愈合时间。 

 

       
 

图 1  融合多肽 EK 的诱导表达及纯化 

Fig. 1  SDS-PAGE analysis of expression and purification of fusion polypeptide EK. (A) SDS-PAGE analysis of EK. 1: 
vacuolar BL21 (DE3); 2: uninduced pET-30a(+) transformed strain; 3: induced pET-30a(+) transformed strain; 4: 
uninduced hEGF-AWRK6/pET-30a(+) transformed strain; 5: induced hEGF-AWRK6/pET-30a(+) transformed strain. M: 
premixed protein marker. (B) Purified results of EK by SDS-PAGE. 1: purified target protein; M: premixed protein 
marker. 
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A                        B 

 
 

 
图 2  重组表达蛋白 EK 的 Western blotting 鉴定及抑菌活性 

Fig. 2  Identification of EK by Western blotting and activity detection of recombinant expressed EK. (A) Identification 
of recombinant expression EK by Western blotting. 1–4: induction 1–4 h of hEGF-AWRK6/pET-30a(+) bacteria; 5: 
normal bacteria. (B) Bacteriostasis of EK on Pseudomonas aeruginosa. 1: PBS (0.1 mol/L); 2: EK (10 mg/L); 3: EK  
(20 mg/L); 4: EK (30 mg/L). (C) The dose-response curve of EK’s antibacterial effect. 

 

 
 

图 3  hEGF-AWRK6 对模型小鼠烫伤皮肤细菌数量

的影响 (×106 CFU/g)  

Fig. 3  Effect of hEGF-AWRK6 on burned skin 
bacterial count of model mice (×106 CFU/g). 

2.5  重组表达 EK 对烫伤皮肤的组织学结构及

Ⅰ型胶原蛋白表达的影响 

对烫伤小鼠给药处理后的第 10 天组织切片结

构显示，EK组小鼠创面表皮较薄，毛囊生长较多，

有部分角质上皮，真皮层细胞排列规则，而 PBS组

小鼠创面表皮与真皮脱离，无毛囊生长 (图 5 A)。

小鼠在烫伤后第 10 天烫伤处皮肤进行Ⅰ型胶原蛋

白的Western blotting检测 (图 5B)，与 PBS对照组

相比，Ⅰ型胶原蛋白在 EK 组、烫伤膏组、hEGF

组显著表达 (P<0.01)。在给药期间内，EK 组的Ⅰ

型胶原蛋白表达量与给药时间呈正相关 (图 5C)。

此结果表明，融合多肽 EK 对小鼠皮肤创伤面修复

过程具有促进作用且与促胶原蛋白表达相关。 

      
 

图 4  hEGF-AWRK6 对模型小鼠皮肤创面愈合的影响 (n=12)  

Fig. 4  Effect of hEGF-AWRK6 on skin wound healing in model mice (n=12). 
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图 5  给药 10 d 后皮肤创面的组织学变化 (10×10) 及Ⅰ型胶原蛋白的表达 

Fig. 5  Histological changes of the skin wound after administration of 10 d and the expression of typeⅠcollagen. (A) 

Histological structure of the skin wound after administration of 10 d. 1: PBS group; 2: hEGF group; 3: EK group; 4: 

burn ointment group. (B) TypeⅠcollagen expression analysis of Western blotting results in the tenth day. (C) TypeⅠ

collagen expression analysis of Western blotting in 10 days. 

 

3  讨论 

创面感染是临床常见的严重并发症，其多数

病原菌的耐药性随着抗生素的广泛使用呈逐年上

升趋势[11]。阳离子抗菌肽可以结合带负电荷的细

菌菌膜并使之裂解，此独特的抗菌机制，使细菌

不易对其产生抗药性，因而被认为是一类新型的

抗菌药物[12-14]。Daptomycin 等抗菌肽已应用于生

物医药及临床治疗等领域[15-17]。 

AWRK6由 18个氨基酸组成，是从东北林蛙

皮肤提取并经改良获得的阳离子多肽，富含赖氨

酸，具有广谱抗菌活性和较好的稳定性[7,18]。人

表皮生长因子 (hEGF) 是由 51 个氨基酸组成的

小分子多肽，在酸、碱、热等环境下均较为稳定，

具有广泛的生物学效应，能刺激表皮细胞和内皮

细胞的增殖，因而创面愈合速率往往与 hEGF 的

表达有关。hEGF己用于烧烫伤、溃疡、各类创伤

以及角膜损伤等的治疗[8]。 

研究表明，可以通过融合表达的方式减少抗

菌肽对宿主细胞的毒性，降低纯化过程的降解，

从而增加表达量及活性[19]。因此，我们利用基因

工程技术构建AWRK6基因与 hEGF基因的融合表

达载体，经诱导后获得了稳定表达的融合肽 EK。

对其功能分析的结果显示，EK具有抗出血性大肠

杆菌 O157、耐药金黄色葡萄球菌及铜绿假单胞菌

等多种细菌的广谱抗菌活性，并且能够显著促进

上皮细胞增殖和成纤维细胞迁移[9]。 

基于重组 EK的上述功能，本文进一步对 EK

在促创面愈合和创面感染中的治疗作用进行研

究。铜绿假单胞菌为条件致病菌，在环境中广泛

分布且具有耐抗生素的特性[20]，是烧烫伤感染主

要致病菌[21]。因此，我们创建了铜绿假单胞菌小

鼠Ⅱ度烫伤感染模型，以 EK 干预治疗，对创面

菌落、创面愈合率及创面组织学改变进行了研究。

结果显示，EK可明显缩短小鼠烫伤后的创面愈合

时间，于伤后第 6–10 天时，EK 组小鼠创面愈合

速率明显高于 PBS组小鼠 (P<0.01)。这与 EK分

子含有 hEGF 功能结构域有关。有报道表明，局

部应用EGF结合早期包扎治疗能有效促进创面愈

合 [22]。hEGF 可以与其特异的跨细胞膜表面的

EGFR 结合，激活 EGFR复合物中的酪氨酸激酶

的活性，从而启动特异基因的表达，介导角质形
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成细胞的增殖与迁移活动，最终可导致迅速上皮

化[23-25]。给药处理第 6天时，EK组小鼠创面菌落

数显著低于对照组 (P<0.01)，说明 EK 可抑制创

面细菌生长。实验结果表明，重组表达 EK 治疗

组小鼠的创面愈合速率明显高于单纯使用 PBS

组，这可能与 EK 同时具有抗感染功能有关，从

而加快伤口愈合速率 (图 4)。 

组织在创面修复过程中往往涉及细胞外基质

的形成，其主要成分是成纤维细胞产生的胶原蛋

白，早期胶原表达在创面修复中起主要作用[26]。

因此，我们分析了小鼠创面皮肤Ⅰ型胶原表达情

况。结果显示，EK干预组小鼠创面皮肤Ⅰ型胶原

表达量随时间上升；且与对照组相比，EK干预组

小鼠伤后 10 d时，创面皮肤Ⅰ型胶原表达显著增

加。这可能与 EK 的组成成分有关，因为表皮生

长因子具有加速上皮再生、促进胶原蛋白合成、

刺激血管生成等作用[27]。胶原蛋白可构成创面基

质，为基底细胞的增殖和移行奠定基础，从而为

创面上皮化提供支架，加快Ⅱ度烫伤小鼠创面的

愈合。这一点在创面的组织学切片中也得到支持，

组织学分析表明，EK可促小鼠烫伤处皮肤表皮细

胞的生长发育，促进表皮毛囊的生长 (图 5)。本研

究还发现，EK 组小鼠创面愈后没有出现瘢痕形

成，这与文献报道一致，EGF 可能通过抑制

TGF-β1 自体释放而负调节 TGF-β1 的水平，而

TGF-β1与愈合瘢痕形成有直接关系[28]。也有报道

表明，创面快速上皮化会抑制成纤维细胞的过度

增殖，促进胶原蛋白的规则排列，但其具体分子

机制尚有待进一步研究[29]。 

综上所述，EK 可促进Ⅱ度烫伤小鼠创面愈

合，显著缩短愈合所需时间，控制创面感染，具

有开发成为治疗感染型创伤药物的潜能。 
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