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摘　 要： 本试验旨在构建表达猪表皮生长因子（ｐＥＧＦ）的重组乳酸乳球菌（Ｌ． ｌａｃｔｉｓ），并评价其

对葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ） 诱导的结肠炎模型小鼠肠道损伤的修复作用，为将表达 ｐＥＧＦ 重组

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ应用于断奶仔猪肠道保护提供重要的依据。 设计含有 ３ 个拷贝数的 ｐＥＧＦ 同向串联基

因序列，并进行 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 密码子优化，将合成的 ３ｐＥＧＦ 基因片段与表达载体 ｐＮＺ８１４８ 连接，构建

表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ。 选用 ３２ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，随机分为 ４ 组，每组 ８ 只。 采用 ４％的

ＤＳＳ 建立小鼠结肠炎模型，各组小鼠具体处理如下：正常对照组，试验第 １ ～ １２ 天饮用自来水；
ＤＳＳ 模型对照组，试验第 １ ～ ７ 天饮用 ４％的 ＤＳＳ 水溶液，第 ８ ～ １２ 天饮用自来水；Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组，饮

水按照 ＤＳＳ 模型对照组处理，同时每天口服 １×１０１２ ＣＦＵ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ，连续 １２ ｄ；重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组，饮
水按照 ＤＳＳ 模型对照组处理，同时口服 １×１０１２ ＣＦＵ 表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ，连续服 １２ ｄ。 结

果显示：１）通过序列鉴定可知，３ｐＥＧＦ 基因成功转入 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析表明所表达的

ｐＥＧＦ 能与特异性抗体相结合，初步证明该重组蛋白具有活性。 ２）与正常对照组相比，ＤＳＳ 模型

对照组小鼠结肠长度显著降低（Ｐ＜０．０５）；与 ＤＳＳ 模型对照组相比，重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组小鼠结肠长

度显著增加（Ｐ＜０．０５）。 ３）与正常对照组相比，ＤＳＳ 模型对照组小鼠结肠闭锁蛋白（ ｏｃｃｌｕｄｉｎ）浓

度显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｄ－乳酸（Ｄ⁃ＬＡＣ）浓度显著升高（Ｐ＜０．０５），二胺氧化酶（ＤＡＯ）活性极显

著升高（Ｐ＜０．０１）；与 ＤＳＳ 模型对照组相比，重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组小鼠结肠 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 浓度显著升高

（Ｐ＜０．０５），Ｄ⁃ＬＡＣ 浓度显著降低（Ｐ＜０．０５），ＤＡＯ 活性极显著降低（Ｐ＜０．０１）。 ４）与正常对照组

相比，ＤＳＳ 模型对照组小鼠结肠白细胞介素－１０（ ＩＬ⁃１０）浓度极显著降低（Ｐ＜０．０１），白细胞介

素－４（ ＩＬ⁃４）浓度显著降低（Ｐ＜０．０５），肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ⁃α）浓度极显著增加（Ｐ＜０．０１）；与

ＤＳＳ 模型对照组相比，重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 组小鼠结肠 ＩＬ⁃１０ 浓度极显著增加（Ｐ＜０．０１），ＩＬ⁃４ 浓度显著

增加（Ｐ＜０．０５），ＴＮＦ⁃α 浓度有降低的趋势。 由此可见，本试验成功构建了表达 ｐＥＧＦ 的重组

Ｌ． ｌａｃｉｔｓ，重组 ｐＥＧＦ 具有良好生物活性；小鼠口服表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 可抑制结肠的缩

短，改善结肠结构和通透性，调节细胞因子浓度到达正常水平，这说明表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ
维护了肠道屏障功能的完整性，对损伤的肠道具有一定修复作用。
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奶却是仔猪必须经历的一个重大创伤性事件，首
当其冲是损害肠道健康。 断奶应激极易造成仔猪

肠道损伤，黏膜形态改变，消化酶活性降低，功能

基因与蛋白表达异常，最终导致整个消化系统功

能紊乱，严重阻碍了仔猪健康生长，给畜牧业造成

严重的经济损失［１－３］ 。 肠道健康是决定仔猪整体

健康和后期生产力水平的关键因素，对肠道进行

损伤修复一直是仔猪营养研究的重点。
　 　 表皮生长因子（ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）
是一个含有 ５３ 个氨基酸的单链多肽，分子质量为

６．０５ ｋｕ，属于促生长因子家族成员之一［４］ 。 ＥＧＦ
是一种强有力的细胞有丝分裂原，可刺激细胞分

裂、增殖，增加上皮组织的 ＤＮＡ 与蛋白质合成，其
独特作用是促进胃肠组织生长和发育［５］ 。 研究显

示，ＥＧＦ 可以刺激胃肠道上皮细胞增殖与分化，促
进肠道生长发育，诱导小肠黏膜刷状缘消化酶表

达，改善机体对养分的消化利用［６］ 。 母乳是动物

哺乳时期肠道 ＥＧＦ 的主要来源，早期断奶使仔猪

突然中断乳源性猪表皮生长因子（ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｒ⁃
ｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ｐＥＧＦ）， 此 时 通 过 外 源 补 充

ｐＥＧＦ 极有可能是修复断奶仔猪肠道损伤、维护正

常肠道功能屏障的一个有效途径。 然而，关于

ｐＥＧＦ 对断奶仔猪肠道作用方面的报道还比较缺

乏，有限的来源、昂贵的价格是制约其在畜牧业领

域研究及应用的主要原因。
　 　 基因工程是获得 ｐＥＧＦ 来源的好方法。 乳酸

乳球菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｓ，Ｌ． ｌａｃｔｉｓ）是乳酸菌的一

个典型模式菌株，存在于人和动物的肠道中并发

挥重要的生理功能，是公认的安全级微生物（ ｇｅｎ⁃
ｅｒａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ａｓ ｓａｆｅ，ＧＲＡＳ） ［７］ 。 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 具有

不产生内毒素、生长迅速和易于操作等优点，成为

表达外源蛋白的理想候选者；另外，Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 表达

的外源蛋白可保持天然构型，不需要进一步纯化

可直接连同菌体一起服用［８］ 。 目前，采用 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ
载体系统已经表达出了多种外源抗原（出血性败

血症病毒 Ｇ 蛋白、Ⅲ型鸭乙型肝炎病毒 ＶＰ１ 蛋

白） ［９－１０］ 、酶类（β－１，４－葡聚糖内切酶 ｅｇｌ３、Ｌ－乳
酸脱 氢 酶 ） ［１１－１２］ 和 活 性 肽 （ 胰 岛 素 样 生 长 因

子－Ⅰ、牛乳铁蛋白肽） ［１３－１４］ 等，并应用于食品工

业、生物制药和疫苗等研究领域。 ｐＥＧＦ 的来源有

限制约了其在断奶仔猪上的研究及应用，Ｌ． ｌａｃｔｉｓ
表达系统已经发展成熟，鉴于此，本研究采用 Ｌ．
ｌａｃｔｉｓ 高效诱导表达系统，构建表达 ｐＥＧＦ 的重组

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ，以葡聚糖硫酸钠（ ｄｅｘｔｒａ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ，
ＤＳＳ）诱导的结肠炎小鼠为模型动物，研究重组

ｐＥＧＦ 对肠道形态结构、通透性和细胞因子浓度的

影响，评价其对损伤肠道的修复作用，为将表达

ｐＥＧＦ 重组Ｌ． ｌａｃｔｉｓ应用于断奶仔猪肠道保护提供

重要的依据。

１　 材料与方法
１．１　 菌株和质粒

　 　 乳酸链球菌素（Ｎｉｓｉｎ）诱导型细胞内表达载体

ｐＮＺ８１４８ 和 宿 主 菌 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ 购 自 荷 兰

ＮＩＺＯ 研究所。
１．２　 主要试剂

　 　 Ｎｉｓｉｎ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，限制性内切酶

ＮｃｏⅠ、ＨｉｎｄⅢ和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自美国 ＮＥＢ
公司，兔抗 ＥＧＦ 单克隆抗体、辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔二抗均购自美国 Ａｂｃａｍ 公

司，ＤＳＳ（相对分子质量为 ３６ ００ ～ ５０ ０００）购自上

海 ＭＰ 公司，１０％中性甲醛购自杭州长青化工有限

公司。
１．３　 ｐＥＧＦ 基因设计与优化

　 　 ｐＥＧＦ 是一个由 ５３ 个氨基酸组成的分子质量

为 ６．０５ ｋｕ 的小分子蛋白质，为了增加表达量，根
据 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ｐＥＧＦ 基因序列，设计将 ３
个拷贝数的 ｐＥＧＦ 基因同向串联，相邻 ｐＥＧＦ 序列

之间通过柔性 Ｌｉｎｋｅｒ（氨基酸序列为 ＧＧＧＧＳＧ）连
接。 然后，基于 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 对密码子的偏好性进一步

优化该序列，并在基因序列全长的 ５′端加入限制

性内切酶 ＮｃｏⅠ，３′端加入终止密码子（ＴＡＡ）和限

制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ。 总基因序列长度 ５４２ ｂｐ，重
组蛋分子质量约 １９ ｋｕ。 将设计好的基因序列送

至上海生物工程有限公司合成。
１．４　 重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 的构建

　 　 将表达载体 ｐＮＺ８１４８ 用限制性内切酶ＮｃｏⅠ、
ＨｉｎｄⅢ双酶切，纯化回收双酶切载体片段。 将合

成好的 ３ｐＥＧＦ 基因与表达载体连接，电转化至感

受 态 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ 中， 利 用 氯 霉 素

（１０ ｍｇ ／ ｍＬ）对转化子进行筛选，挑取白色菌落，
培养重组菌，然后提取重组质粒，将重组质粒进行

双酶切鉴定与 ＤＮＡ 序列测定（由上海英俊生物技

术有 限 公 司 完 成）。 鉴 定 正 确 的 质 粒 命 名 为

ｐＮＺ８１４８⁃３ｐＥＧＦ，重组菌命名为 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００
（ｐＮＺ８１４８⁃３ｐＥＧＦ）。

４５２２
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１．５　 重组 ｐＥＧＦ 的表达及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

　 　 将 重 组 菌 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ （ ｐＮＺ８１４８⁃
３ｐＥＧＦ）接种于 ＧＭ１７ 液体培养基中，３７ ℃厌氧培

养至 光 密 度 （ ＯＤ） ＝ ０． ４ ～ ０． ５，加 入 终 浓 度 为

５ μｇ ／ Ｌ的诱导剂 Ｎｉｓｉｎ，继续培养 ３ ｈ；将培养物离

心后收集菌体，向菌体中加入等体积的 １ 倍上样

缓冲液，沸水浴 １０ ｍｉｎ 后离心，上清液经十二烷基

硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）后转

印至硝酸纤维素膜上，以羊抗 ＥＧＦ 单克隆抗体为

一抗，ＨＲＰ 标记的山羊抗兔为二抗，对目的蛋白进

行分析。
１． ６ 　 表达 ｐＥＧＦ 重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 对小鼠肠道损伤

修复作用的研究

　 　 将 ３２ 只 ８ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠（购自上海

斯莱克实验动物有限责任公司，体重为 １８ ～ ２４ ｇ）
随机分为 ４ 组，每组 ８ 只。 采用 ４％的 ＤＳＳ 建立小

鼠结肠炎模型，各组小鼠具体处理如下：正常对照

组，试验第 １ ～ １２ 天饮用自来水；ＤＳＳ 模型对照组，
试验第 １ ～ ７ 天饮用 ４％的 ＤＳＳ 水溶液，第 ８ ～ １２ 天

饮用自来水；Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组，饮水按照 ＤＳＳ 模型对照

组处理，同时每天 ０８：００ 口服（灌胃） １×１０１２ ＣＦＵ
Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ （ｐＮＺ８１４８），连续口服 １２ ｄ；重组

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组，饮水按照 ＤＳＳ 模型对照组处理，同时

每天 ０８：００ 口服（灌胃）１×１０１２ ＣＦＵ 重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ
ＮＺ９０００ （ｐＮＺ８１４８⁃３ｐＥＧＦ），连续口服 １２ ｄ。 饲养

环境温度为（２４±１） ℃ 、相对湿度 ４０％ ～ ７０％，光
照周期 １２ ｈ 明、１２ ｈ 暗。
１．７　 小鼠样本采集及处理

　 　 试验第 １３ 天，于小鼠眶下静脉采血，分离血

清；颈椎脱臼法处死小鼠，沿腹中线打开腹腔，取
出肠道组织，测定小鼠盲肠端至肛门的结肠长度；
截取 １ ｃｍ 结肠组织放入 １０％中性甲醛溶液中，样
品经石蜡包埋后切片，苏木精－伊红（ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃
ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色，显微镜下观察小鼠结肠形

态结构，用于组织病理学分析。 剩余的结肠放于

－７０ ℃冰箱保存待测其他指标。
１．８　 结肠通透性相关指标及细胞因子浓度的测定

　 　 准确称取小鼠结肠重量，加入灭菌生理盐水，
机械匀浆后离心取上清，采用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）法测定结肠闭锁蛋白（ ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、白细胞

介素－１０（ ＩＬ⁃１０）、白细胞介素－４（ ＩＬ⁃４）和肿瘤坏

死因子－α（ＴＮＦ⁃α）浓度，采用比色法测定小鼠血

清二胺氧化酶（ ｄｉａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ，ＤＡＯ）活性和 Ｄ－

乳酸（Ｄ⁃ｌａｃｔａｔｅ，Ｄ⁃ＬＡＣ）浓度。
１．９　 统计分析

　 　 试验数据采用 ＳＰＳＳ ２１．０ 软件进行单因素方

差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）及 Ｄｕｎｃａｎ 氏法多重比

较，试验数据以“平均值±标准差”表示，Ｐ＜０．０５ 为

差异显著，Ｐ＜０．０１ 则为差异极显著。

２　 结　 果
２．１　 表达 ｐＥＧＦ 重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 的构建

　 　 表达载体 ｐＮＺ８１４８ 经限制性内切酶 ＮｃｏⅠ、
ＨｉｎｄⅢ双酶切后，与合成的 ３ｐＥＧＦ 基因片段连接

并转化至 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ 中，重组质粒经 ＮｃｏⅠ、
ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，目的基因大小相符（图 １），证
明外源基因 ３ｐＥＧＦ 插入表达载体中。 测序结果表

明目的片段序列正确，３ｐＥＧＦ 基因插入位置和方

向与预期结果完全一致。

　 　 Ｍ：ＤＮＡ 分子量标准 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１、２：ＮｃｏⅠ、ＨｉｎｄⅢ
双酶切 ＮｃｏⅠ ａｎｄ ＨｉｎｄⅢ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；３ｐＥＧＦ：３ 个拷

贝数 的 猪 表 皮 生 长 因 子 ３ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ。

图 １　 重组质粒 ｐＮＺ８１４８⁃３ｐＥＧＦ 双酶切鉴定

Ｆｉｇ．１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＮＺ８１４８⁃３ｐＥＧＦ ｂｙ
ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．２　 ｐＥＧＦ 的表达及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

　 　 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ （ ｐＮＺ８１４８⁃３ｐＥＧＦ）经 Ｎｉｓｉｎ
诱导表达后，菌体裂解液经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 后转印至

硝酸纤维素膜上，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测重组

蛋白，与 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ （ｐＮＺ８１４８）相比，膜上重

组菌的位置出现特异性条带（图 ２），说明 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ
能够表达 ｐＥＧＦ，且能与 ＥＧＦ 单克隆抗体结合，初
步证明重组 ｐＥＧＦ 具有生物活性。
２．３　 试验小鼠临床表现

　 　 正常对照组小鼠采食、饮水、活动及精神状态

均正常，皮毛顺滑有光泽，无便血。 ＤＳＳ 模型对照

５５２２
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组小鼠饮用 ４％ ＤＳＳ 水溶液后，采食和饮水逐渐减

少，活动迟缓，精神萎靡，皮毛蓬松无光泽，试验第

６ 天全部出现直肠便血或水样稀便。 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组小

鼠采食和饮水也相应减少，皮毛蓬松，试验第 ６ 天

直肠出现血便，个别出现稀便。 重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组小

鼠皮毛顺滑，活动和精神状况较为正常，个别小鼠

出现稀便。

　 　 １、 ３： Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ （ ｐＮＺ８１４８⁃３ｐＥＧＦ） 菌体蛋白

ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ （ ｐＮＺ８１４８⁃３ｐＥＧＦ）；２、
４：Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ （ｐＮＺ８１４８）菌体蛋白 ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ＮＺ９０００ （ｐＮＺ８１４８）。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测重组 ｐＥＧＦ
Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＥＧＦ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｍｅｔｈｏｄ

２．４　 试验小鼠结肠长度及形态

　 　 与正常对照组相比，ＤＳＳ 模型对照组小鼠结

肠长度显著降低 （ Ｐ ＜ ０． ０５），降低了 ３４． ７７％ （图

３）。 与 ＤＳＳ 模型对照组和Ｌ． ｌａｃｔｉｓ组相比，重组

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ组小鼠结肠长度显著增加（Ｐ＜０．０５），分别

增加了 ３４．３２％和 １９．７２％，并与正常对照组相比差

异不显著（Ｐ＞０．０５） （图 ３）。 ＤＳＳ 模型对照组和

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ组间小鼠结肠长度差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
上述结果说明口服表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 抑

制了小鼠结肠的缩短。
　 　 ＨＥ 染色结果（图 ４）显示，正常对照组小鼠结

肠结构清晰，黏膜层上皮细胞完整，未见脱落，未
见炎症细胞浸润和溃疡等；ＤＳＳ 模型对照组小鼠

结肠黏膜上皮细胞大量脱落，可见溃疡形成，较多

的炎症细胞浸润，溃疡周边上皮细胞增生；Ｌ． ｌａｃｔｉｓ
组小鼠结肠结构尚存在，黏膜层上皮细胞不完整，
部分脱落，可见溃疡和少量炎症细胞浸润等；重组

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组小鼠结肠黏膜上皮修复，未见糜烂和溃

疡，仅见黏膜层内少量炎症细胞浸润。
２．５　 试验小鼠肠道通透性相关指标及细胞因子浓度

　 　 由表 １ 可知，与正常对照组相比，ＤＳＳ 模型对

照组小鼠结肠 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 浓度显著降低（Ｐ＜０．０５），
降低了 ３０．４３％，Ｄ⁃ＬＡＣ 浓度显著增加（Ｐ＜０．０５），

ＤＡＯ 活性极显著升高 （ Ｐ ＜ ０． ０１），分别升高了

６０．８１％和 ５６． ４８％。 与 ＤＳＳ 模 型 对 照 组 相 比，
Ｌ． ｌａｃｔｉｓ组小鼠结肠 ＤＡＯ 活性、Ｄ⁃ＬＡＣ 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
浓度均差异不显著（Ｐ＞０．０５）；重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 组小

鼠结肠 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 浓度显著增加（Ｐ＜０．０５），增加了

４０．６３％，Ｄ⁃ＬＡＣ 浓度显著降低（Ｐ＜０．０５），ＤＡＯ 活

性极显著降低（Ｐ＜０．０１），分别降低了 ３６． １３％和

２６．０３％。 重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 组小鼠结肠 Ｄ⁃ＬＡＣ 浓度和

ＤＡＯ 活性均显著低于 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 组（Ｐ＜０．０５），分别

降低了 ２９．６２％和 １７．２７％。

　 　 数据柱形标注相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不
同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差

异极显著（Ｐ＜０．０１）。
　 　 Ｄａｔａ ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ Ｐ ＜ ０． ０５）， ａｎｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ
ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１） ．

图 ３　 口服重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 对小鼠结肠长度的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｏｎ ｃｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎ ｍｉｃｅ

　 　 由表 １ 可知，与正常对照组相比，ＤＳＳ 模型对

照组小鼠结肠 ＩＬ⁃１０ 浓度极显著降低（Ｐ＜０．０１），
ＩＬ⁃４ 浓度显著降低（Ｐ＜０．０５），分别降低了 ３２．１９％
和 ２１．９４％，ＴＮＦ⁃α 浓度极显著增加（Ｐ＜０．０１），增
加了 ２９．３７％。 与 ＤＳＳ 模型对照组相比，Ｌ． ｌａｃｉｔｓ
组小鼠结肠 ＩＬ⁃１０ 浓度极显著增加（Ｐ＜０．０１），增
加了 ３６．２１％，而 ＩＬ⁃４ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度均差异不显著

（Ｐ＞０．０５）；重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 组小鼠结肠 ＩＬ⁃１０ 浓度极

显著增加 （ Ｐ ＜ ０． ０１）， ＩＬ⁃４ 浓 度 显 著 增 加 （ Ｐ ＜
０．０５），分别增加了 ５８．８７％和 ２７．８６％，结肠 ＴＮＦ⁃α
浓度有降低的趋势。 与正常对照组和 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组

相比，重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 组小鼠结肠 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０ 和

ＩＬ⁃４ 浓度均差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
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　 　 组Ⅰ：正常对照组 ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；组Ⅱ：ＤＳＳ 模

型对照组 ＤＳＳ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；组Ⅲ：Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组 Ｌ．ｌａｃｔｉｓ
ｇｒｏｕｐ；组Ⅳ：重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组 ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｇｒｏｕｐ。

图 ４　 口服重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 对小鼠结肠组织形态的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ
ｏｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｉｃｅ （５０×）

３　 讨　 论
　 　 ＥＧＦ 是一种重要的细胞调控因子，可促进肠

道上皮细胞增殖和分化，加速肠道创伤愈合，在消

化道成熟、功能完善以及抵抗应激方面发挥重要

作用。 ＥＧＦ 具有较高的稳定性，对热、酸具有耐受

性，能抵抗胃蛋白酶、胰蛋白酶和糜蛋白酶的消

化，这对其在肠道发挥生物学作用具有重要意

义［５］ 。 然而，有限的来源是限制 ＥＧＦ 在畜牧领域

研究及应用的主要原因，基因工程是获得 ＥＧＦ 的

好方法。 目前，已有报道采用大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅ⁃
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ，Ｅ． ｃｏｌｉ）和毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ，Ｐ．
ｐａｓｔｏｒｉｓ）系统表达 ｐＥＧＦ。 Ｌｅｅ 等［１５］采用 Ｐ． ｐａｓｔｏ⁃
ｒｉｓ 成功表达 ｐＥＧＦ，并将 ｐＥＧＦ 分泌于上清液中。
贺超等［１６］构建了 １、２ 和 ３ 个 ｐＥＧＦ 拷贝数的原核

重组表达质粒，不同质粒转化 Ｅ． ｃｏｌｉ 后均表达了

ｐＥＧＦ。 但是采用 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达 ｐＥＧＦ 多以包涵体形

式存在，需经过提取、纯化及复性等繁琐处理，且
内毒素较难去除；而采用 Ｐ． ｐａｓｔｏｒｉｓ 表达系统需要

甲醇诱导，还需进一步加工脱毒处理。 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 作

为宿主菌的优势在于它属于食品级微生物，表达

的外源蛋白以可溶性形式存在，可保持天然构型，
连同菌体一起可直接口服，具有安全、方便和经济

等特点。 因此，本试验采用 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 高效诱导表达

系统，将 ３ 个拷贝数的 ｐＥＧＦ 基因序列串联并优

化，成功构建了表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ，并且重

组 ｐＥＧＦ 以可溶性形式存在，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显

示重组蛋白能够与特异性抗体结合，初步证明

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ表达的 ｐＥＧＦ 具有生物活性。

表 １　 口服重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 对小鼠结肠通透性相关指标及细胞因子浓度的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｏｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｎｄ
ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

项目

Ｉｔｅｍｓ

正常对照组

Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ

ＤＳＳ 模型对照组

ＤＳＳ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组
Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｇｒｏｕｐ

重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 组
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ

ｇｒｏｕｐ
闭锁蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ／ （ｎｇ ／ ｍｇ） ０．４６±０．０８ａ ０．３２±０．０９ｂ ０．４２±０．０７ａｂ ０．４５±０．１１ａ

Ｄ⁃乳酸 Ｄ⁃ＬＡＣ ／ （μｍｏｌ ／ ｍＬ） １．４８±０．２１ｂ ２．３８±０．６６ａ ２．１６±０．４７ａ １．５２±０．２４ｂ

二胺氧化酶 ＤＡＯ ／ （Ｕ ／ Ｌ） １８．６６±１．１９Ｃｂ ２９．２０±３．９５Ａａ ２６．１１±１．８５ＡＢａ ２１．６０±２．９２ＢＣｂ

肿瘤坏死因子 ＴＮＦ⁃α ／ （ｎｇ ／ ｇ） １１．７８±１．６９Ｂｂ １６．６８±１．６８Ａａ １４．８４±２．２９ＡＢａ １４．３２±２．００ＡＢａｂ

白细胞介素－１０ ＩＬ⁃１０ ／ （ｐｇ ／ ｍｇ） ３６．０４±４．４６Ａａ ２４．４４±３．１１Ｂｂ ３３．２９±２．０２Ａａ ３８．８３±６．３６Ａａ

白细胞介素－４ ＩＬ⁃４ ／ （ｎｇ ／ ｇ） ２１．３８±３．７１ａ １６．６９±１．７８ｂ ２０．４３±２．６３ａｂ ２１．３４±３．６５ａ

　 　 同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），相同或无字母表示差

异不显著（Ｐ＞０．０５）。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐ⁃
ｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒ ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ．

　 　 本研究采用 ＤＳＳ 诱导小鼠结肠炎模型，并同

时给小鼠口服重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ，以进一步验证重组

ｐＥＧＦ 的生物活性及对损伤肠道的修复作用。 ＤＳＳ
结肠炎模型是目前应用最广的一种肠炎模型，通
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过给小鼠饮用 ４ ～ ７ ｄ 的 ２％ ～ ５％ＤＳＳ 水溶液来造

模，造模成功的结肠炎模型小鼠会出现腹泻、便
血、结肠缩短现象，病理检测显示结肠多灶性溃

疡，黏膜炎症明显［１７］ 。 在本研究中，饮用 ４％ＤＳＳ
溶液 ７ ｄ 后小鼠全部出现腹泻及便血现象，结肠明

显缩短，组织病理检测发现结肠严重溃疡，黏膜上

皮细胞大量脱落，较多炎症细胞浸润，说明结肠炎

模型构建成功。 而口服表达 ｐＥＧＦ 重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ
小鼠个别出现水样稀便，结肠长度显著增加，ＨＥ
染色发现小鼠结肠黏膜上皮修复，未见糜烂和溃

疡，仅见黏膜层内少量炎症细胞浸润。 ＥＧＦ 是一

类对肠道黏膜有营养、成熟和治疗性作用的缩氨

酸，具有促进肠上皮细胞增殖和分化，加速肠道创

伤愈合的重要作用［１８－１９］ 。 本课题组前期研究结果

显示，皮下注射 ＥＧＦ 可改善 ＤＳＳ 结肠炎模型小鼠

结肠组织形态，降低结肠损伤程度评分［２０］ 。 林军

等［２１］研究显示，给结肠炎模型大鼠注射 ＥＧＦ 并联

合饲喂谷氨酰胺，可增加组织营养和能量供给，抑
制炎症反应，对结肠黏膜具有保护作用。 在本研

究中，小鼠口服表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 抑制了

小鼠结肠的缩短，修复了肠道黏膜损伤，维持了结

肠上皮结构的相对完整性。
　 　 肠道不仅是营养物质消化吸收的场所，也是

阻止肠腔内细菌、毒素等有害物质入侵体内的重

要屏障，屏障功能的完整性是维持肠道正常功能

和动物健康的关键因素。 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 是肠道细胞间

紧密连接（ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）的主要结构蛋白，与
ＴＪ 的组装、稳定性和肠道屏障功能密切相关，其浓

度降低会导致肠道通透性增加、肠道屏障功能障

碍等［２２］ 。 ＥＧＦ 具有保护肠道屏障功能完整性的

作用。 研究显示，给坏死性肠炎大鼠补充 ＥＧＦ，
ＥＧＦ 可通过促进杯状细胞的成熟和黏液的产生来

维持肠道损伤部位的完整性，调节肠道 ＴＪ 蛋白的

表达水平，改善肠道屏障功能［２３］ 。 把肠上皮细胞

Ｃａｃｏ⁃２ 暴露在甲醛溶液中，可增加 Ｃａｃｏ⁃２ 对菊糖

和脂多糖的细胞旁通透性，降低 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 浓度，而
补充 ＥＧＦ 可阻止甲醛对 ＴＪ 与黏合连接的破坏，提
高 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 浓度［２４］ 。 在本研究中，小鼠饮用 ４％的

ＤＳＳ 水溶液显著降低了结肠 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 浓度，而口服

表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 显著增加了小鼠结肠

ｏｃｃｌｕｄｉｎ 浓度，并与正常对照组相比差异不显著，
说明 ＤＳＳ 增加了结肠的通透性，破坏了肠道的屏

障功能，给小鼠口服表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 可

降低结肠的通透性，缓解 ＤＳＳ 对肠道屏障功能的

破坏，这个结果与 ＨＥ 染色结果相一致。
　 　 血清 ＤＡＯ 活性和 Ｄ⁃ＬＡＣ 浓度被认为是反映

肠道机械屏障完整性和受损伤程度的重要指

标［２５］ 。 ＤＡＯ 是肠道绒毛中具有高度活性的细胞

内酶，在组胺及多胺代谢中起作用；Ｄ⁃ＬＡＣ 是肠道

细菌发酵产生的代谢产物。 正常情况下 ＤＡＯ 和

Ｄ⁃ＬＡＣ 主要存在肠道内，当肠道屏障功能受到损

伤，黏膜通透性增加，肠道内的 ＤＡＯ 和 Ｄ⁃ＬＡＣ 则

通过受损的黏膜释放到血液中，导致血清中 ＤＡＯ
活性和 Ｄ⁃ＬＡＣ 浓度升高。 研究显示，ＤＳＳ 能够增

加肠道通透性，诱导大鼠或小鼠血浆 ＤＡＯ 活性和

Ｄ⁃ＬＡＣ 浓度显著升高［２６－２７］ 。 在本研究中，ＤＳＳ 模

型对照组小鼠血清 ＤＡＯ 活性极显著高于正常对

照组，血清 Ｄ⁃ＬＡＣ 浓度显著高于正常对照组，说
明了小鼠饮用 ４％的 ＤＳＳ 水溶液导致肠道黏膜损

伤，肠道黏膜通透性增加，而口服重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ 则

显著降低了血清 Ｄ⁃ＬＡＣ 浓度，极显著降低了血清

ＤＡＯ 活性，进一步提示表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｉｔｓ
改善了肠道的通透性，对肠道屏障具有保护作用。
　 　 细胞因子在调节肠道免疫反应中发挥重要作

用，促炎性细胞因子与抗炎性细胞因子间的平衡

失调是导致肠道免疫机能障碍的主要原因。 研究

显示，小鼠自由饮用 ３％的 ＤＳＳ 水溶液 １０ ｄ，结肠

白细胞介素－８（ ＩＬ⁃８）浓度显著升高，ＩＬ⁃１０ 浓度显

著降低［２８］ ；大鼠口服 ３％的 ＤＳＳ 水溶液 ８ ｄ，结肠

ＩＬ⁃４ 浓度显著降低，ＴＮＦ⁃α 浓度显著升高［２９］ 。 目

前关于 ＤＳＳ 结肠炎的具体致病机制仍不清楚，可
能与巨噬细胞的功能失调、细胞因子浓度改变，以
及 ＤＳＳ 对结肠上皮的毒性作用等多种因素有关。
研究显示，ＩＬ⁃１０ 具有很强的免疫调节作用，可调

节 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 细胞因子的平衡，有效抑制白细胞

介素－１（ ＩＬ⁃１）、白细胞介素－６（ ＩＬ⁃６）、白细胞介

素－１２（ ＩＬ⁃１２） 和 ＴＮＦ⁃α 等促炎细胞因子的产

生［３０］ 。 肠上皮细胞缺失 ＩＬ⁃１０，可导致肠道黏膜屏

障损伤［３１］ 。 ＩＬ⁃４ 是由肥大细胞或活化的 Ｔｈ２ 细

胞产生，可抑制细胞因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１ 和 ＴＮＦ⁃α
等的产生，随着 ＩＬ⁃４ 浓度升高，炎症抑制的效果更

显著［３２］ 。 ＴＮＦ⁃α 是结肠炎致病的关键细胞因子，
通过表达黏附分子、凝血因子等启动细胞毒性、凋
亡和急性期反应等发挥作用。 在结肠炎早期抑制

ＴＮＦ⁃α 产生，可减轻或阻止结肠炎的发生［３３］ 。 在

本研究中，与正常对照组相比，ＤＳＳ 模型对照组小
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鼠结肠 ＴＮＦ⁃α 浓度极显著升高，ＩＬ⁃１０ 浓度极显著

降低，ＩＬ⁃４ 浓度显著降低；口服表达 ｐＥＧＦ 的重组

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ 改善了结肠中细胞因子浓度，极显著提高

了 ＩＬ⁃１０ 浓度，显著提高了 ＩＬ⁃４ 浓度，并有降低

ＴＮＦ⁃α 浓度的趋势，并且上述细胞因子浓度与正

常对照组比较差异不显著。 这些结果说明Ｌ． ｌａｃｔｉｓ
表达的 ｐＥＧＦ 具有良好的生物活性，可以调节

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃４ 浓度达到正常水平，显著抑

制了肠道炎症反应，对损伤的肠道具有修护作用。

４　 结　 论
　 　 本 试 验 成 功 构 建 了 表 达 ｐＥＧＦ 的 重 组

Ｌ． ｌａｃｔｉｓ，重组 ｐＥＧＦ 具有良好生物活性；结肠炎模

型小鼠口服表达 ｐＥＧＦ 的重组 Ｌ． ｌａｃｔｉｓ，可抑制结

肠的缩短，改善结肠的形态结构和通透性，调节细

胞因子浓度达到正常水平，维护肠道屏障功能的

相对完整性，对损伤肠道具有修复作用。
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ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｔｈｅｓｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｏｒａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｗｉｔｈ １×１０１２ ＣＦＵ ／ ｄ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ
ｆｏｒ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ １２ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： １） ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ３ｐＥＧＦ ｈａｄ ｂｅｅｎ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｐＥＧＦ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｐＥＧＦ ｈａｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ． ２） ＤＳＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ ｃｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＳＳ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５） ． ３） ＤＳＳ ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｏｎｉｃ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０５）， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｏｎｉｃ Ｄ⁃ｌａｃｔａｔｅ
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（Ｄ⁃ＬＡＣ） ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０５） ａｎｄ ｄｉａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ （ＤＡＯ） ａｃｔｉｖｉｔｙ （Ｐ＜０．０１） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｏｎｉｃ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｏｎｉｃ Ｄ⁃ＬＡＣ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０５） ａｎｄ ＤＡＯ ａｃｔｉｖｉｔｙ （Ｐ＜０．０１）
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＳＳ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ４） ＤＳＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｏｎｉｃ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０ （ ＩＬ⁃
１０） （Ｐ＜０．０１） ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４ （ ＩＬ⁃４） ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｏｎｉｃ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α） ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０１） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｏｌｏｎｉｃ ＩＬ⁃１０ （Ｐ＜０．０１） ａｎｄ ＩＬ⁃４ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （Ｐ＜０．０５），
ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｏｎｉｃ ＴＮＦ⁃α ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＳＳ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕ⁃
ｓｉｏｎ， ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐＥＧＦ ｉｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ， ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＥＧＦ ｐｏｓｓｅｓｓｅｓ
ｇｏｏｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｃａｎ ｐｒｅｖｅｎｔｅ ｃｏｌｏｎ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，
ｉｍｐｒｏｖｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｌｅｖｅｌｓ， ｔｈｅｓｅ
ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌ． ｌａｃｔｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐＥＧＦ ｃａｎ ｍａｉｎｔａｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ， ａｎｄ
ｈａｓ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｅｆｆｅｃｔ ｆｏｒ ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２１，
３３（４）：２２５３⁃２２６２］
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