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本发明涉及当被转化进入乳酸细菌细胞时

能够表达靶向免疫细胞的蛋白质的质粒，其中所

述蛋白质选自由鼠和人CXCL12  1α；CXCL17和

Ym1组成的组。本发明还涉及利用所述质粒转化

的乳酸细菌，以及所述乳酸细菌用于人和动物伤

口愈合的用途。
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1.乳酸细菌在制备用于人或动物受试者中的皮肤伤口愈合的治疗性产品中的用途，其

中所述乳酸细菌是用质粒转化的罗伊氏乳杆菌（Lactobacillus  reuteri），所述质粒能够

在所述罗伊氏乳杆菌中表达选自由CXCL12、CXCL17和Ym1组成的组的蛋白质。

2.根据权利要求1所述的用途，其中所述质粒包含编码蛋白质的核苷酸序列，所述蛋白

质选自：

（i）鼠CXCL12‑1α，如SEQ  ID  NO：3或2所示的氨基酸序列；

（ii）人CXCL12‑1α，如SEQ  ID  NO：6或5所示的氨基酸序列；

（iii）鼠CXCL17，如SEQ  ID  NO：9或8所示的氨基酸序列；

（iv）人CXCL17，如SEQ  ID  NO：12或11所示的氨基酸序列；

（v）鼠Ym1，如SEQ  ID  NO：15或14所示的氨基酸序列；和

（vi）人Ym1，如SEQ  ID  NO：18或17所示的氨基酸序列。

3.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中所述质粒包含允许在所述乳酸细菌中

表达的一种或多种调控序列，其中所述调控序列获得于或来源于所述乳酸细菌。

4.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中所述蛋白质的表达是可调控的。

5.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中所述质粒包含在诱导型启动子控制下

编码一种或多种所述蛋白质的一种或多种核苷酸序列。

6.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中所述质粒包含来自所述乳酸细菌的乳

链菌肽调节子、sakacin  A调节子或sakacin  P调节子的诱导型启动子和调控元件。

7.根据权利要求5所述的用途，其中所述诱导型启动子是来自sakacin  P调节子的

PorfX启动子。

8.根据权利要求1所述的用途，其中所述质粒来源于具有SEQ  ID  NO：20序列的命名为

pSIP411的质粒。

9.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中编码所述蛋白质的核苷酸序列经密码

子优化以在所述乳酸细菌中表达。

10.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，所述质粒包含选自由以下组成的组的一

个或多个核苷酸序列：包含SEQ  ID  NO：1、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：7、SEQ  ID  NO：10、SEQ 

ID  NO：13和SEQ  ID  NO：16的序列的核苷酸序列。

11.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中所述乳酸细菌被制备为直接施用至

伤口部位。

12.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中所述治疗性产品是以伤口敷料的形

式，所述伤口敷料包含所述乳酸细菌。

13.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中所述治疗性产品是以局部施用至皮

肤的药物组合物的形式，所述药物组合物包含所述乳酸细菌。

14.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中所述治疗性产品是以医疗装置的形

式，所述医疗装置包含所述乳酸细菌。

15.根据权利要求1或权利要求2所述的用途，其中所述乳酸细菌是冷冻干燥的。

16.根据权利要求6所述的用途，其中所述诱导型启动子是来自sakacin  P调节子的

PorfX启动子。

17.乳酸细菌在制备用于人或动物受试者中的皮肤伤口愈合的试剂盒中的用途，所述
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试剂盒包含：

（i）包含如权利要求1至10中任一项定义的所述乳酸细菌，其中所述质粒包含在诱导型

启动子控制下编码所述蛋白质的核苷酸序列，所述质粒能够在所述乳酸细菌中表达所述蛋

白质；和

（ii）用于所述启动子的诱导剂。

18.根据权利要求17所述的用途，其中所述乳酸细菌是冷冻干燥的。

19.根据权利要求18所述的用途，其中所述试剂盒还包含用于重新悬浮冷冻干燥的所

述乳酸细菌的液体。

20.根据权利要求19所述的用途，其中所述液体包含诱导剂。

21.根据权利要求17至20中任一项所述的用途，其中所述试剂盒包含含有所述乳酸细

菌的伤口敷料。

22.根据权利要求17至20中任一项所述的用途，其中所述试剂盒还包含伤口敷料。
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伤口愈合的方法

技术领域

[0001] 本发明一般涉及重组质粒，特别涉及当被转化进入乳酸细菌细胞时能够表达靶向

免疫细胞的重组蛋白质的质粒，其中所述蛋白质选自由鼠和人CXCL12  1α、CXCL17和YM1组

成的组。本发明还涉及用所述质粒转化的乳酸细菌，以及所述乳酸细菌用于人和动物伤口

愈合的用途。

背景技术

[0002] 伤口愈合的过程具有重叠的阶段(凝血期、炎症期和增殖/重塑期)，其中局部微环

境的组成随着时间的推移而变化，不同的细胞类型发挥不同的作用。愈合过程中的关键细

胞参与者是血小板、角质形成细胞/上皮细胞、成纤维细胞/肌成纤维细胞、不同的免疫细胞

和内皮细胞。机体中的所有组织都可能受伤，并且愈合过程对器官有一定的特异性，但受损

细胞引起的初始信号是相似的。最受关注的伤口愈合形式是在皮肤上。

[0003] 组织损伤破坏体内平衡，引发凝血过程并激活交感神经系统。形成血块的血小板

释放信号，主要是PDGF(血小板衍生生长因子)和TGF(转化生长因子)改变局部环境(参考文

献1)。受伤的和应激细胞释放引发免疫细胞如嗜中性粒细胞和单核细胞募集的报警信号。

在伤口组织内，免疫细胞分泌各种趋化因子、生长因子如VEGF‑A、FGF和EGF(血管内皮生长

因子A、成纤维细胞生长因子、表皮生长因子)，ROS(活性氧类)和基质消化酶，其改变微环境

并允许愈合过程进入巨噬细胞去除坏死组织和死组织的增生期。来自伤口边缘的细胞，如

成纤维细胞和角质形成细胞向内移动到伤口中心，并用一层胶原和细胞外基质覆盖伤口表

面。然后使伤口内的成纤维细胞转化为表达收缩性α‑SMA(α‑平滑肌肌动蛋白)的肌成纤维

细胞，使伤口收缩并最终闭合。从成纤维细胞向肌成纤维细胞的转变取决于来自微环境的

信号，其中一些来源于免疫细胞，主要是巨噬细胞。在此过程中，血管生长成新形成的组织、

肉芽组织。在这个阶段，除了免疫细胞募集和迁移到病变部位之外，通常还会增加流向相邻

区域的血流量以增加氧气和营养物的可用性。

[0004] 伤口闭合后，病变部位由角质形成细胞/上皮细胞重新上皮化，从而恢复器官屏障

的完整性。即使在伤口闭合后，也会发生一些组织重塑以使基质结构正常化，并且大多数涉

及的免疫细胞死亡或离开该部位。此外，在这个阶段，死亡或垂死的细胞被剩余的组织巨噬

细胞摄取并清除(吞噬)(参考文献1)。更快的伤口愈合减轻患者的并发症和不适。

[0005] 受伤或延迟的皮肤或粘膜伤口愈合是导致疼痛、直接暴露于病原体、丧失组织功

能和丧失温度和流体平衡调节的全球临床问题。有几种情况，其中严格控制的伤口愈合过

程受损，并且皮肤或粘膜伤口比正常情况下更长时间保持不愈合，在最坏的情况下变成慢

性的。

[0006] 减少血液流向皮肤，特别是在四肢，显著降低愈合过程的效率。皮肤灌注减少或脉

管系统功能受损的几种临床情况如PAD(外周动脉疾病)、间歇性跛行、静脉功能不全或动脉

硬化斑块的血管阻塞。受损的流向伤口区域的血流量导致氧气和营养物质不足，辅助组织

重建的细胞死于坏死或无法在位点处执行任务。此外，如果无法被充分供应，周围的组织将
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失去功能并最终开始死亡。组织在重塑阶段代谢非常活跃，并且氧耗高。

[0007] 妨碍皮肤伤口愈合的另一个因素是高血糖症和糖尿病。在高血糖条件下，细胞信

号传导和免疫系统功能受损。糖尿病导致的并发症包括微血管变化和周围神经元的损伤。

因此，糖尿病患者经常在脚上发展出慢性创伤，通常称为糖尿病足。今天针对这些患者的可

用治疗方法是采用手术清创或胶原酶来去除死亡组织并配合全身抗生素治疗和闭合伤口

敷料。在一些实验研究中，生长因子和生物材料已被应用于慢性伤口(参考文献2)。

[0008] 基质细胞衍生因子1(SDF‑1)，也被称为C‑X‑C基序趋化因子12(CXCL12)，其是在机

体中由CXCL12基因编码的趋化因子蛋白。WO2009/079451公开了一种用于促进受试者中伤

口愈合的方法，其包括直接对伤口或接近伤口的区域施用有效地促进受试者伤口愈合的量

的SDF‑1。

[0009] 已证实如果在愈合过程中在饮用水中补充某些益生菌 (罗伊氏乳杆菌

(Lactobacillus  reuteri)ATCC  PTA  6475)能够促进伤口愈合(参考文献9)，即摄取细菌。

此外，植物乳杆菌(Lactobacillus  plantarum)的培养物的上清液已被证明可抑制通常感

染慢性伤口的铜绿假单胞菌(Pseudomonas  aeruginosa)产生的生物膜(参考文献10)。

[0010] 已经令人惊奇地发现，根据本发明经过修饰以表达特定蛋白质(例如细胞因子)的

乳酸细菌可用于促进伤口愈合。乳酸细菌稀疏存在于人体皮肤上(参考文献13)，并且不是

用于任何介入皮肤的细菌的预期选择。乳杆菌(Lactobacilli)难以发挥作用，因为它们生

长相对缓慢，并且与更常用的细菌如大肠杆菌(E.coli)和金黄色葡萄球菌(S.aureus)相比

需要特殊的培养基和条件。此外，乳杆菌具有有限的关于转录、翻译和蛋白质折叠的细胞内

机制。为此，有必要优化编码异源蛋白质的核苷酸序列以适应特异性细菌菌株。

[0011] 伤口愈合的不同阶段包括可以变化以改变愈合过程的不同关键事件。愈合过程中

的血管重构高度依赖于调节VEGF‑A(血管内皮生长因子A)和一系列趋化因子例如CXCL12

(也称为SDF‑1；SEQ  ID  NO：3和6)表达的缺氧诱导因子1α(HIF‑1α)的诱导。CXCL12在组织中

组成性表达，并通过在白细胞和内皮细胞上发现的受体CXCR4发挥诱导多种细胞行为的作

用(参考文献3)。发现CXCL12在专注于组织重塑的巨噬细胞中具有高水平(参考文献4)。利

用慢病毒载体的CXCL12的皮肤过表达改善了糖尿病小鼠的伤口愈合(参考文献5)。

[0012] 另一个最近发现的趋化因子是CXCL17(SEQ  ID  NO：9和12)，其对组织巨噬细胞的

表型与CXCL12具有相似的作用。与CXCL12相似，CXCL17与细胞培养物中测量的VEGF‑A共同

调节(参考文献6)。CXCL17主要发现在粘膜组织中，据报道对皮肤上也发现的病原菌具有直

接抗菌作用，而对干酪乳杆菌(Lactobacillus  casei)的存活没有影响(参考文献7)。

[0013] 另一种目标蛋白质是几丁质酶样蛋白质Ym1(SEQ  ID  NO：15和18)。壳多糖是细菌

生物膜中常见的多糖。Ym1既能阻碍生物膜的生成，又能诱导对组织重塑和伤口愈合很重要

的巨噬细胞功能，并由于它不被血管细胞或上皮细胞吸收而对巨噬细胞具有特异性(参考

文献8)。

发明内容

[0014] 因此，在第一方面，本发明提供了能够在乳酸细菌中表达蛋白质(即，当被转化进

入乳酸细菌细胞时)的重组质粒，其中所述蛋白质可用于改善人或动物受试者的伤口愈合，

例如皮肤或粘膜伤口愈合。优选地，所述蛋白质由于其靶向免疫细胞如巨噬细胞及其前体
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的能力而可用于伤口愈合。优选地，所述蛋白质是细胞因子或趋化因子。最优选地，所述蛋

白质选自由鼠CXCL12，特别是鼠CXCL12‑1α(SEQ  ID  NO：3)；人CXCL12，特别是人CXCL12‑1α

(SEQ  ID  NO：6)；鼠CXCL17(SEQ  ID  NO：9)；人CXCL17(SEQ  ID  NO：12)；鼠Ym1(SEQ  ID  NO：

15)；和人Ym1(SEQ  ID  NO：18)组成的组。

[0015] 本发明的第一方面更具体地提供了能够在乳酸细菌中表达重组蛋白(即，当被转

化进入乳酸细菌细胞)的质粒，其中所述质粒包含编码选自CXCL12、CXCL17和Ym1的蛋白质

的核苷酸序列。

[0016] 更具体地，核苷酸序列可以编码鼠CXCL12，特别是鼠CXCL12‑1α；人CXCL12，特别是

人CXCL12‑1α；鼠CXCL17；人CXCL17；鼠Ym1；或人Ym1。

[0017] 在一个实施方案中，质粒包含编码蛋白质的核苷酸序列，所述蛋白质选自具有SEQ 

ID  NO：3或2所示氨基酸序列或与其具有至少80％序列同一性的氨基酸序列的鼠CXCL12‑1

α；具有SEQ  ID  NO：6或5所示氨基酸序列或与其具有至少80％序列同一性的氨基酸序列的

人CXCL12‑1α；具有SEQ  ID  NO：9或8所示氨基酸序列或与其具有至少80％序列同一性的氨

基酸序列的鼠CXCL17；具有SEQ  ID  NO：12或11所示氨基酸序列或与其具有至少80％序列同

一性的氨基酸序列的人CXCL17；具有SEQ  ID  NO：15或14所示氨基酸序列或与其具有至少

80％序列同一性的氨基酸序列的鼠Ym1；和如SEQ  ID  NO：18或17所示或与其具有至少80％

序列同一性的氨基酸序列的人Ym1。

[0018] 更具体地说，质粒用于在乳酸细菌中表达蛋白质，因此提供或适应于这种用途(例

如，其被设计、选择、适应或修饰以用于在乳酸细菌中的特异性或特别的用途)。因此，在一

个实施方案中，质粒用于在相对于一般的细菌或微生物的乳酸细菌中的特异性表达。该质

粒可以通过调控元件(调节序列)和/或编码序列(例如被选择或修饰以用于在乳酸细菌中

表达)而适用于在乳酸细菌中表达。

[0019] 因此，在更具体的方面，质粒包含允许在乳酸细菌中表达或特异性表达的一种或

多种调节(即表达控制)序列。因此，质粒可以含有来源于或适合于或特异性于在乳酸细菌

中表达的表达控制序列。合适的表达控制序列包括例如在匹配阅读框中与编码要表达的蛋

白质的核苷酸序列连接的翻译(例如起始密码子和终止密码子、核糖体结合位点)和转录控

制元件(例如启动子‑操纵子区、终止停止序列)。调节序列可操纵地连接至编码所述蛋白质

的核苷酸序列，以使得它们驱动或控制蛋白质的表达。可将质粒引入乳酸细菌细胞。合适的

转化技术在文献中有很好的描述。可以在允许从质粒表达所述蛋白质的条件下培养或以其

它方式保持细菌细胞。这可以包括受试者的伤口中的状况。

[0020] 在一个实施方案中，控制蛋白质表达的质粒中的启动子是允许或特异于在乳酸细

菌中表达的启动子。因此，质粒可以包含在能够在乳酸细菌中表达蛋白质的(或可操纵连接

至)启动子的控制下编码蛋白质的核苷酸序列。在特别优选的实施方案中，质粒包含乳酸细

菌启动子，即控制蛋白质表达的启动子是来源于乳酸细菌的启动子，或更特别是获得于或

来源于乳酸细菌中表达的基因。

[0021] 在一些实施方案中，除了乳酸细菌启动子之外，质粒还可以包含获得于或来源于

乳酸细菌的其它控制蛋白质表达的调控元件或序列。因此，例如这样的其它乳酸细菌细胞

表达控制元件或序列可以包括增强子、终止子和/或翻译控制元件或如上所述的序列。在一

些实施方案中，质粒还可包含控制或调控从启动子开始表达的调控元件或序列，例如，操纵
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子序列等或如下面进一步讨论的一种或多种调控基因。

[0022] 可选地或另外地，通过针对在乳酸细菌中表达而对编码蛋白质的核苷酸序列进行

密码子优化，可以使质粒适用于(或经过修饰等)在乳酸细菌中的使用。

[0023] 在优选的实施方案中，用于表达蛋白质的启动子是受调控的(可调控的)或可诱导

的启动子。因此，通过提供或使细菌与激活或启动(诱导)启动子的调控分子或诱导剂接触，

可以控制或调控蛋白质的表达(例如引发，如在期望的或合适的时间)。这在将蛋白质递送

到伤口的情况下是有利的。

[0024] 因此，本发明的另一方面提供了用于在乳酸细菌中表达蛋白质的表达系统，所述

表达系统包含(i)如本文所定义的质粒，其中所述质粒包含在诱导型启动子控制下编码所

述蛋白质的核苷酸序列，所述质粒能够在乳酸细菌中表达所述蛋白质；和(ii)用于启动子

的诱导剂(或调控分子)。表达系统可以方便地以包含上述组分(i)和(ii)的试剂盒的形式

提供。

[0025] 本发明的另一方面是用如本文定义的本发明的质粒转化的(即包含)细菌

(bacterium)或细菌(bacteria)(即细菌细胞或菌株)。特别地，细菌是乳酸细菌，并且因此

本发明提供了包含本文定义的本发明的质粒的乳酸细菌(或乳酸细菌)。可替换地表示为，

本发明的这个方面提供了已经引入了本发明的质粒的细菌(或细菌细胞)。

[0026] 如本文进一步描述的，本发明的质粒和细菌可用于促进愈合，并因此在促进伤口

愈合方面具有特别的用途，本文定义的伤口通常包括受损组织(见下文)。因此，本发明的另

外的方面提供了这种质粒和细菌在治疗中的用途，更具体地在伤口愈合中的用途。

[0027] 可以将细菌以药物组合物形式施用于待治疗的受试者的伤口。因此，本发明的另

一方面提供了包含本文定义的本发明的细菌以及至少一种药学上可接受的载体或赋形剂

的药物组合物。

[0028] 更一般地，本发明提供了包含本发明细菌的益生菌产品。

[0029] 这样的产品或药物组合物可以方便地采取包含本发明的细菌的伤口敷料的形式。

因此，在另一方面，本发明提供了包含如上文所定义的本发明细菌和至少一种敷料材料的

伤口敷料。

[0030] 本发明的另一方面提供了本文所定义的本发明的质粒或细菌用于制造用于伤口

愈合的药物(或益生菌产品)的用途。

[0031] 还提供了治疗受试者以愈合伤口的方法，所述方法包括向所述受试者或所述受试

者的伤口施用有效促进伤口愈合的量的本文所定义的本发明的细菌。

[0032] 本发明的另一方面提供了用于愈合伤口的试剂盒，所述试剂盒包括：

[0033] (i)包含本文所定义的本发明的质粒的乳酸细菌，其中所述质粒包含在诱导型启

动子控制下编码所述蛋白质的核苷酸序列，所述质粒能够在乳酸细菌中表达所述蛋白质；

和

[0034] (ii)用于启动子的诱导剂(或调控分子)。

[0035] 本发明的另一方面包括药物产品(例如试剂盒或组合产品)，其包含：

[0036] (i)包含本文所定义的本发明的质粒的乳酸细菌，其中所述质粒包含在诱导型启

动子控制下编码所述蛋白质的核苷酸序列，所述质粒能够在乳酸细菌中表达所述蛋白质；

和
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[0037] (ii)用于启动子的诱导剂(或调控分子)，

[0038] 所述药物产品作为组合制剂用于在伤口愈合(或用于处理受试者伤口)中分开、顺

序或同时使用。

[0039] 本文广义地使用术语“伤口愈合”包括促进或改善伤口愈合的任何方面。因此，上

文阐述的本发明的各个方面可以替代地用关于质粒或细菌在促进或增强或改善伤口愈合

或仅仅促进或增强愈合中的用途来定义。

[0040] 因此，伤口愈合可以包括或包含导致更快伤口愈合或伤口更完全愈合的任何效

果，或者甚至在伤口愈合中任何改良或改善伤口愈合，例如减少愈合时间，如实现伤口部分

或完全闭合的时间减少，改善伤口外观(例如已愈合的或正在愈合的伤口的外观)，减少或

改善瘢痕形成，促进慢性或顽固性伤口愈合等(即将本发明的细菌应用于伤口可以诱导或

引起或开始伤口的愈合，该伤口迄今尚未愈合或未出现任何愈合迹象)。伤口将在下面更详

细地讨论。

[0041] 具有待治疗伤口的受试者可以是任何人或动物受试者，包括例如家畜、牲畜、实验

室动物、竞技动物(sports  animals)或动物园动物。动物优选是哺乳动物，但是也包括其它

动物，例如，鸟类。因此，动物可以是灵长类动物、啮齿动物(例如小鼠或大鼠)或马、狗或猫。

最优选受试者是人。

[0042] 乳酸细菌(LAB)或乳杆菌属(Lactobacillales)是具有共同的代谢和生理特征的

革兰氏阳性、低GC、耐酸、通常非孢子生成的、非呼吸性的棒状(芽孢杆菌(bacillus))或球

形(球菌(coccus))细菌的分支。这些细菌产生乳酸作为碳水化合物发酵的主要代谢最终产

物，其以耐酸性(低pH范围)增加为特征。LAB的这些特征允许它们在天然发酵中优于其它细

菌，因为LAB可以承受由有机酸产生(例如乳酸)而增加的酸度。因此，LAB在食物发酵中起重

要作用，因为酸化抑制腐败剂的生长。几种LAB菌株还产生蛋白质细菌素，其进一步抑制病

原微生物的腐败和生长。LAB通常被认为是安全(GRAS)的状态，并且是食品工业中采用的最

重要的微生物群体之一。

[0043] 包含乳酸细菌分支的核心属是乳杆菌属(Lactobacillus)、明串珠菌属

(Leuconostoc)、片球菌属(Pediococcus)、乳球菌属(Lactococcus)、和链球菌属

(Streptococcus)、以及更外围的气球菌属(Aerococcus)、肉杆菌属(Carnobacterium)、肠

球菌属(Enterococcus)、酒球菌属(Oenococcus)、芽孢乳杆菌属(Sporolactobacillus)、四

联球菌属(Tetragenococcus)、漫游球菌属(Vagococcus)和魏斯氏菌属(Weissella)。这些

属的任何乳酸细菌都包括在本发明的范围内，特别是来自乳杆菌属(Lactobacillus)或乳

球菌属(Lactococcus)的细菌。

[0044] 质粒可以编码一种或多种所述蛋白质。因此，它可以编码CXCL12、CXCL17和/或Ym1

蛋白(例如CXCL12、CXCL17或Ym1的2个或更多个)的组合。可选地，它可以编码2种或更多种

类型的CXCL12、CXCL17和/或Ym1蛋白(例如鼠和人CXCL12等)。当编码多于一种蛋白质时，由

在单个启动子控制下可以从编码蛋白质的核苷酸序列表达该蛋白质，或者可以使用多于一

种的启动子。例如，每种蛋白质可以由单独的启动子表达，其可以相同或不同。用于从同一

质粒一起表达2种或更多种蛋白质的技术在本领域中是众所周知的，并且包括例如翻译偶

联技术等，用于实现这一点的手段是本领域已知和可获得的。例如，采用P2A和T2A序列可以

在一个启动子下同时表达多个转基因。
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[0045] CXCL12、CXCL17或Ym1蛋白可以是自然或天然蛋白质(即，核苷酸序列可以编码具

有自然中发现的氨基酸序列的蛋白质)，并且可以来自产生这些蛋白质的任何物质。通常，

蛋白质将是哺乳动物蛋白质，且如上所述，人和鼠蛋白质是优选的。然而，天然核苷酸序列

或蛋白质序列可以被修饰，例如通过一个或多个氨基酸增加、插入、缺失和/或取代，只要蛋

白质的功能或活性没有实质上或显著的改变，例如，只要蛋白质的活性基本上被保留。蛋白

质可以是天然蛋白质的片段或截短的变体。例如，序列修饰的变体蛋白质可以表现出从其

来源的亲本蛋白质的至少80％、85％、90％或95％的活性。这可以根据本领域已知的用于上

述蛋白质的活性的测试进行评估。例如，活性测试可以在结扎后所述蛋白质处理的培养细

胞内受体磷酸化或钙通流量体系中，在对受感染蛋白质的细胞募集模型中的细胞体外或体

内趋化性的体系中进行。基于趋化性的体外测定描述于参考文献22和32中。参考文献33描

述了可以采用的另外的体外趋化因子活性测试。因此，术语“CXCL12”、“CXCL17”或“Ym1”不

仅包括天然蛋白质，还包括它们的功能性等同变体或衍生物。因此，蛋白质可以是合成的或

序列修饰的变体，或者可以包括一种或多种其它修饰，例如，翻译后修饰等。

[0046] 如上所述，被编码的蛋白质可以具有如上所述的天然的人或鼠蛋白质的氨基酸序

列，即SEQ  ID  NO：3和6分别为鼠和人CXCL12、9和12分别为鼠和人CXCL17、15和18分别为鼠

和人Ym1，或者与任何上述序列具有至少80％序列同一性的氨基酸序列。有利地，如上所述，

可以对编码这些天然蛋白质的核苷酸序列进行密码子优化以用于在乳酸细菌中表达。这可

产生具有经过修饰的氨基酸序列的被编码的蛋白质。例如，经密码子优化的序列可以编码

序列，例如适合(或更适合)乳酸细菌的分泌序列。因此，与天然蛋白质相比，由经密码子优

化的核苷酸序列编码的“优化”蛋白质可以包括改变的或取代的前导序列或信号序列(例如

分泌序列)。在优选的实施方案中，由密码子优化的序列编码的蛋白质的成熟或裂解形式与

天然蛋白质相同。由经密码子优化的核苷酸序列编码的蛋白质可以具有如SEQ  ID  NO：2、5、

8、11、14或17所示的氨基酸序列，如下表IV所列。因此，由质粒编码的蛋白质可以具有如SEQ 

ID  NO：2和5所示的分别为鼠和人CXCL12的氨基酸序列，8和11分别为鼠和人CXCL17，以及14

和17分别为鼠和人Ym1，或与任何上述序列具有至少80％序列同一性的氨基酸序列。

[0047] 在其它实施方案中，被编码的蛋白质可以与任何上述氨基酸序列具有至少81％、

82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或99％的序列同一性的氨基酸序列。

[0048] 序列同一性可以容易地通过本领域已知和且容易获得的方法和软件来确定。因

此，可以通过任何方便的方法来评估序列同一性。然而，为了确定序列之间的序列同一性程

度，进行序列多重比对的计算机程序是有用的，例如Clustal  W(参考文献24)。比较和对齐

成对序列的程序，如ALIGN(参考文献25)、FASTA(参考文献26和参考文献27)、BLAST和空位

BLAST(gapped  BLAST)(参考文献28)也可用于此目的，并且可以采用默认设置。此外，欧洲

生物信息学研究所的Dali服务器提供基于结构的蛋白质序列比对(参考文献29、参考文献

30和参考文献31)。采用标准BLAST参数(例如采用来自所有可获得有机体的序列，矩阵

Blosum62，缺口成本：存在11，延伸1)可以确定多重序列比对和百分比同一性计算。或者，可

以采用以下程序和参数：程序：Align  Plus  4，版本4.10(Sci  Ed  Central  Clone  Manager 

Professional  Suite)。DNA比较：全局比较，标准线性评分矩阵，不匹配罚分＝2，开放缺口

罚分＝4，延伸缺口罚分＝1。氨基酸比较：全局比较，BLOSUM  62评分矩阵。
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[0049] 如本文所定义的天然存在的多肽序列的变体可以以合成的方式生成，例如通过采

用本领域已知的标准分子生物学技术，例如标准诱变技术，诸如定点或随机诱变(例如采用

基因改组或易错PCR)。

[0050] 本文定义的蛋白质的衍生物也可以被编码。衍生物是指如上所述的蛋白质或其变

体，其中氨基酸是经过化学修饰的，例如通过糖基化等等。

[0051] 当蛋白质相对于天然蛋白质的序列包含氨基酸取代时，取代可优选为保守取代。

术语“保守氨基酸取代”是指氨基酸被具有相似物理化学性质的氨基酸(即相同类别/组的

氨基酸)替代(取代)的任何氨基酸取代。例如，小残基甘氨酸(G)、丙氨酸(A)、丝氨酸(S)或

苏氨酸(T)；疏水性或脂肪族残基亮氨酸(L)、异亮氨酸(I)；缬氨酸(V)或甲硫氨酸(M)；亲水

性残基天冬酰胺(N)和谷氨酰胺(Q)；酸性残基天冬氨酸(D)和谷氨酸(E)；带正电(碱性)残

基精氨酸(R)、赖氨酸(K)或组氨酸(H)；或芳香族残基苯丙氨酸(F)、酪氨酸(Y)和色氨酸

(W))可以互换取代，而基本上不改变蛋白质的功能或活性。

[0052] 如上所述，优选使用诱导型启动子来表达蛋白质。“诱导型”是指可以调控或控制

其功能(即，允许或引起编码核苷酸序列的转录的活性或作用)的任何启动子。术语“诱导

型”因此是同义词，可以与“可调控”(或“受调控的”)互换使用。因此，不存在蛋白质的组成

型表达。因此，蛋白质的表达可以被诱导或启动(或更特别地启动和关闭)。更具体地，可以

在有限的或限定的时间内诱导或启动表达。这可能是因为表达在一段时间后停止，和/或因

为细菌细胞死亡。

[0053] 在一些实施方案中，可能没有从启动子的表达(转录)，直到启动子被诱导(或者可

选地被称为活化)。然而，与任何生物系统一样，缺乏活性可能不是绝对的，并且在不存在启

动子活化或诱导的情况下可能存在一些基础启动子活性。然而，在优选的实施方案中，未诱

导的启动子的任何基础表达是低的、最小的或不显著的，或者更优选的是微量的或可忽略

的。因此，与启动子未被诱导时相比，当启动子被诱导时，从诱导型启动子的表达有利地可

测量或显著地增加。

[0054] 可诱导的启动子是本领域熟知的，包括用于在乳酸细菌中使用的诱导型启动子，

并且可以使用任何合适的适合于在乳酸细菌中表达的诱导型启动子。

[0055] 诱导型启动子可以在诱导剂或活化剂分子的存在下被诱导(或活化)，诱导剂或活

化剂分子可以直接或间接地作用在启动子上，并且可以加入以诱导启动子，或更一般地引

起或实现启动子诱导或激活，并允许蛋白质的表达，或者通过含有质粒的细菌的条件的改

变可以诱导(或激活)，例如通过引入乳酸细菌中条件的改变，例如，饥饿或消耗特定营养物

质。启动子的诱导剂可以由调控基因编码，在一个实施方案中调控基因本身可以被诱导或

活化。因此，术语“诱导剂”在本文中广泛地用于包括任何调控分子，或实际上任何许可条

件，其可以激活或启动诱导型启动子，或者允许或引起诱导型启动子被诱导。因此，诱导型

启动子的诱导可以包括引入(例如接触包含质粒的乳酸细菌)调控分子或允许启动子诱导

(活化)的条件。在一些实施方案中，诱导剂可以是活化肽。这可以直接或间接地诱导启动

子，例如如下文进一步描述的。

[0056] 如上所述，优选获得于或来源于乳酸细菌的启动子。这些可以是天然启动子或经

修饰的或突变的启动子。例如可以通过使乳酸细菌在伤口中生长，并通过确定哪些基因在

伤口中的细菌中表达或上调来鉴定合适的启动子。然后可以鉴定来自这些基因的启动子。
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可替换的，乳酸细菌中的或用于乳酸细菌中的许多不同的启动子和表达系统是已经被鉴定

出来并进行描述的，或者是本领域可获得的，包括含有此类启动子的表达质粒或用于LAB的

表达系统。可以使用任何这样的已知质粒或表达系统作为本发明的重组质粒的基础。

[0057] 本领域已知各种诱导型表达系统用于LAB例如乳杆菌。一个实例包括基于参考文

献19中所述的植物乳杆菌(L.plantarum)NC8的锰转运体的锰饥饿诱导型启动子的自动诱

导系统。该系统不需要添加用于重组蛋白质生产的外部诱导物。

[0058] Duong等人(参考文献20)描述了基于宽范围的pWV01复制子乳杆菌使用的表达载

体，并含有来自涉及低聚果糖(FOS)、乳糖或海藻糖代谢或转运或糖酵解的操纵子的启动

子。这样的启动子可以被其特异性碳水化合物诱导并被葡萄糖抑制。

[0059] 更具体地，诱导型表达系统可以包含参与生产LAB蛋白质，特别是细菌素的诱导型

启动子。这种启动子的活性可以由基于细菌素调节子的同源调控系统来控制，例如双组分

调控(信号转导)系统，该系统响应于外部添加的活化肽(即肽形式的诱导剂/调控分子)和

编码组氨酸蛋白激酶和响应调节因子的基因，这些基因是由活化肽诱导后激活该启动子所

需要的。

[0060] 在一个实施方案中，表达系统可以基于乳链菌肽控制的表达(NICE)系统，基于

nisA启动子和nisRK调控基因的组合。该系统基于来自乳酸乳球菌(Lactococcus  lactis)

乳链菌肽基因簇的启动子和调控基因，并且已经用于开发用于乳酸球菌(lactococci)、乳

酸杆菌和其它革兰氏阳性菌的调控基因表达系统(在参考文献15和参考文献21中简要叙

述)。虽然NICE系统在乳酸球菌中效率高且受到很好的调控，但这些系统可以表现出显著的

基础活性。这可以通过将组氨酸激酶和响应调控基因整合到染色体中，将表达系统限制到

特定设计的宿主菌株进行规避。

[0061] 在另一个实施方案中，表达系统可以基于参与由sakacin  A调节子产生II类细菌

素sakacin  A(sap基因)或由sakacin  P调节子产生sakacin  P(spp基因)的基因和启动子。

这样的载体被称为pSIP载体，含有来源于sakacin  A或sakacin  P结构基因的启动子元件，

并具有用于翻译融合克隆的工程化NcoI位点。含有来自调节子和/或不同复制子的不同启

动子的各种这样的载体在参考文献21和参考文献15中有描述，任何这些载体可以用作本发

明的重组质粒的基础。

[0062] 在代表性的实施方案中，启动子可以是来自sakacin  A或P调节子的PsapA、PsppA或

PorfX启动子，以及其相关或同源的调控基因。

[0063] 在特别优选的实施方案中，基于图12所示的并描述于参考文献21中的载体

pSIP411，质粒含有pSH71复制子、来自sakacin  P调节子的PorfX启动子和同源调控基因。本

申请中质粒pSIP411被命名为pLAB112。在这样的实施方案中使用的诱导剂优选为基于肽

SppIP的活化肽，例如具有SEQ  ID  NO：19的序列的活化肽或与其具有至少80％(或更特别是

至少85、90或95)序列同一性的氨基酸序列。在优选的实施方案中，所述重组质粒来源于具

有SEQ  ID  NO：20所示核苷酸序列的命名为pLAB112的质粒。

[0064] 使用诱导型启动子(或诱导型表达系统)可以提供更受控制的、特别是在伤口环境

中延长蛋白质表达的优点，即当将细菌施用于受试者或伤口时。为了在促进伤口愈合方面

有更好的效果，有利的是利用细菌使蛋白质在伤口部位(例如伤口表面)表达一段时间，例

如至少40、45、50、55或60分钟，特别是至少1小时或更长时间。因此，蛋白质可以在有限的，
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定义的或延长的时间段内表达。下面实施例中呈现的结果表明，利用根据本发明的质粒和

细菌，可以使蛋白质在伤口表面表达约1小时的时间段。在一些实施方案中，质粒和细菌可

以被优化以允许蛋白质(例如在伤口中)表达2、3或4小时或更长时间。

[0065] 因此，蛋白质的连续表达和递送是期望的，并且这可以通过利用本发明的经过转

化细菌来提供。“连续”或“延长”是指在一段时间内(例如在至少一个小时的时间段(或类似

地，如上所述))存在蛋白质表达、和由此的蛋白质递送。特别地，这允许蛋白质在与直接施

用蛋白质(即作为蛋白质产品而不是由细菌表达)相比在一段时间内更加有效。

[0066] 如上所述，编码蛋白质的核苷酸序列可以被密码子优化以用于在LAB中表达。因

此，在优选实施方案中，重组质粒中编码蛋白质的核苷酸序列(或插入片段)可以选自SEQ 

ID  NO：1、4、7、10、13和16所示的分别编码鼠CXCL12、人CXCL12、鼠CXCL17、人CXCL17、鼠Ym1

和人Ym1或与其具有至少80％序列同一性的核苷酸序列的密码子优化的核苷酸序列。

[0067] 因此，在代表性实施方案中，重组质粒可以选自由以下质粒组成的组：命名为

mLrCK1的质粒，其包含如SEQ  ID  NO：1所示的核苷酸序列；mLrCK1.4，其包含SEQ  ID  NO：1所

示的核苷酸序列；mLrCK1.7，其包含SEQ  ID  NO：1所示的核苷酸序列；hLrCK1，其包含SEQ  ID 

NO：4所示的核苷酸序列；mLrCK2，其包含SEQ  ID  NO：7所示的核苷酸序列；hLrCK2，其包含

SEQ  ID  NO：10所示的核苷酸序列；hLrMP1，其包含SEQ  ID  NO：13所示的核苷酸序列；以及

mLrMP2，其包含如SEQ  ID  NO：16所示的核苷酸序列。

[0068] 在一些实施方案中，本发明的质粒包含与以下密经码子优化的插入片段mLrCK1

(即与SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列)、mLrCK1.4(即与SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列)、mLrCK1.7

(即与SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列)、hLrCK1(即与SEQ  ID  NO：4的核苷酸序列)、mLrCK2(即与

SEQ  ID  NO：7的核苷酸序列)、hLrCK2(即与SEQ  ID  NO：10的核苷酸序列)、hLrMP1(即与SEQ 

ID  NO：13的核苷酸序列)、和mLrMP2(即与SEQ  ID  NO：16的核苷酸序列)的核苷酸序列具有

至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、或99％序列同一性的核苷酸序列。

[0069] 核苷酸分子的序列同一性可以通过本领域已知和广泛可获得的方法和软件来确

定，例如通过利用用GCG包的FASTA搜索，其具有默认值和可变pam因子(pamfactor)，和在

12.0处设置的缺口建立罚分和在4.0处设置的缺口延伸罚分(具有6个核苷酸的窗口)。

[0070] 这样的序列同一性的相关核苷酸序列可以在功能上等同于SEQ  ID  NO：1、4、10、13

或16所示的核苷酸序列。如果这些核苷酸序列编码会被认为与相应的CXCL12、CXCL17或Ym1

蛋白质的功能等同物的多肽，则这些核苷酸序列可以被认为在功能上等同。优选的功能等

同物是编码如上所述的优选蛋白质的那些。

[0071] 另一方面，本发明提供用上述重组质粒转化的细菌菌株。所述细菌菌株优选乳酸

细菌菌株如乳杆菌属菌株或乳球菌属(例如乳酸乳球菌)菌株。更优选地，细菌菌株是罗伊

氏乳杆菌，例如罗伊氏乳杆菌R2LC或者罗伊氏乳杆菌DSM20016。通过对六名受试者的前臂

皮肤生物群进行系统发育分析而确定在人皮肤上没有发现所述菌株(罗伊氏乳杆菌R2LC/

DSM20016和乳酸乳球菌)(参考文献13)。

[0072] 除了质粒、表达系统、细菌和试剂盒之外，本发明的另外的产品还包括含有细菌的

药物组合物和医疗装置。这样的组合物和装置可以特别包括伤口敷料、包装材料、拭子，植

入物等，或甚至可以引入或存在于伤口部位(例如在手术伤口部位)处的任何全部或部分内
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在的医疗装置，例如线或导管或植入物。还包括益生菌产品，即含有细菌用于施用给受试者

的产品，例如，用于口服施用，例如用于食用或摄取，或局部施用于伤口或直接施用于伤口

部位，例如，在手术期间，或经直肠途径、经阴道途径等。

[0073] 因此，根据本发明的产品(例如质粒、细菌菌株、益生菌和伤口敷料等)可用于医学

治疗，特别是用于促进人或动物受试者的伤口愈合。如本文所用，术语“促进伤口愈合”是指

提高、改善、增加或诱导伤口的闭合、愈合或修复。在本发明的优选方面，人或动物受试者由

于潜在医学状况导致伤口愈合受损而需要伤口愈合，例如减少的外周血液灌注(周围动脉

疾病)、高血糖或神经病变，或者受试者可能由于任何原因的免疫功能低下，例如由于潜在

疾病(无论是获得性还是遗传性)或作为治疗的效果。特别地，受试者可能患有糖尿病。

[0074] 要治愈的伤口可以包括对受试者机体的任何部分的任何伤害、创伤或损伤。可以

通过该方法治疗的伤口的实例包括急性病症或伤口；例如热灼伤(热或冷)、化学灼伤、辐射

灼伤、电灼伤、过度暴露于紫外线辐射引起的灼伤(如晒伤)；对身体组织的损害，例如由于

劳动和分娩而产生的会阴；在医疗过程中受的伤，例如外阴切开术、创伤性损伤，包括切口、

手术切口、擦伤；意外伤害；手术后损伤以及慢性病情；例如压疮、褥疮、溃疡、与糖尿病和循

环不良相关的病症，以及所有类型的痤疮。此外，伤口可以包括皮炎、牙科手术后的伤口；牙

周疾病；创伤后的伤口；和肿瘤相关的伤口。其它实例是例如胃炎或炎症性肠病期间发生的

胃肠道创伤。

[0075] 因此，术语“伤口”在本文中广泛地用于包括任何违反组织的完整性或对组织的任

何伤害或损伤。因此，该术语包括组织的任何伤害、创伤或损伤或任何损伤，无论如何(例如

由于意外损伤或创伤、手术或其它预期或有目的的损伤或疾病)引起的。创伤可能包括任何

物理或机械损伤或由包括病原体或生物或化学试剂的外部试剂引起的任何伤害。组织伤害

也可能由缺氧、缺血或再灌注引起。伤口可以包括任何类型的烧伤。伤口可以是急性或慢性

的。慢性伤口可以描述为在愈合阶段停滞不前的任何伤口，例如在炎症期，或在30、40、50或

60天或更长时间内未愈合的任何伤口。伤口可以存在于机体的内表面或外表面或组织中。

[0076] 在特定实施例中，伤口在机体的外表面上或组织上，例如皮肤(skin)(即皮肤，

cutaneous)伤口或粘膜伤口，特别是机体的外部粘膜组织或表面(例如在眼睛、耳朵或鼻子

上等)上的伤口。在另一个实施方案中，它是胃肠道伤口。在不同的实施方案中，它不是胃肠

道伤口(即它是不同于胃肠道伤口的伤口)。

[0077] 细菌可以以任何方便或期望的方式施用，例如以经口的方式或以局部的方式，或

者通过直接给施用至伤口部位，例如通过直接注射或输注或应用或引入含有细菌的药物组

合物或敷料或装置。在其它实施方案中，其可以施用于口腔、或以鼻内方式或通过吸入、以

直肠或阴道的方式施用。因此，可以将细菌施用于、或经由身体的任何孔。为了施用至胃肠

道伤口，可以以经口的方式施用细菌。

[0078] 根据规程并采用本领域公知的手段和途径，细菌可以以任何方便或期望的方式配

制或制备以通过任何上述途径施用。因此，除了药物组合物、医疗装置和敷料等之外，本发

明的益生菌产品可以以营养补充剂或食品或在营养补充剂或食品中配制和提供，例如功能

性食品。

[0079] 口服施用给药形式包括粉剂、片剂、胶囊剂和溶液剂等。对于局部施用，产物可以

配制成液体例如悬浮液或喷雾剂或气雾剂(粉末或液体)、凝胶、霜剂、洗剂、糊剂、软膏或药
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膏等，或作为任何形式的敷料，例如绷带、石膏、衬垫、条、拭子、海绵、垫等、带有或不带有固

体支撑物或基底。此外，细菌可以设置(例如涂覆)在诸如植入物(例如假体植入物)、管、线

或导管等的医疗装置的表面上。

[0080] 细菌可以以任何方便或期望的形式提供，例如，作为活性或生长中培养物或以冻

干的或冷冻干燥的形式。

[0081] 根据本发明的细菌菌株可以配制成用于局部或口服施用以治疗皮肤或粘膜的表

面伤口。因此，本发明进一步提供了包含根据本发明的细菌菌株的益生菌产品。所述益生菌

产品是例如药物组合物，优选用于口服施用。可选地，对于局部应用，益生菌产品是例如洗

剂或洗剂浸泡的伤口敷料，其包含根据本发明的细菌菌株。

[0082] 本发明的产品(即药物组合物或装置或敷料等)也可含有诱导剂(其中使用诱导型

启动子)。这可以作为产品的一部分提供(例如掺入或包括在敷料中)或单独提供，例如作为

试剂盒或组合产品的一部分，如上所定义。

[0083] 当共同配制在产品(例如敷料或装置)中时，可以以细菌与诱导物分开并在使用时

放在一起(或使二者接触)的形式提供细菌和诱导剂。例如，细菌和诱导剂可以在分开的隔

室中，并在使用时放在一起(例如接触或混合)，或者可以由屏障(例如膜或其它分隔物)分

隔开，在使用时可以破坏或瓦解或打开该屏障。

[0084] 可选地，可以将诱导剂单独配制和提供(例如，在还含有细菌的试剂盒，或含有细

菌的产品中)，并且可以在使用期间将诱导剂和细菌(或含有细菌的产品)放在一起(例如接

触)。这可以在施用给受试者之前、期间或之后进行。例如，可以首先施用包含细菌的产品，

然后可以将诱导剂加入或应用于细菌。在另一个实施方案中，可以在施用前(例如，就在之

前或紧接前)或在施用期间对细菌和诱导剂进行预混合。

[0085] 当以冻干或冷冻干燥的形式提供细菌时，可能期望在施用之前(例如在使用之前

或使用期间)将细菌重构或重新悬浮。这可以取决于伤口和所使用的产品的格式。例如，在

存在一些伤口的情况下，可能出现足够的液体以允许细菌被重构/重新悬浮并变得活跃。然

而，在其它实施方案中，可能需要提供用于将细菌重构(或可替换地表达为，用于悬浮或重

新悬浮)的液体。这可以在单独的器皿(vessel)或容器(container)(例如作为试剂盒或组

合产品的一部分)中或在容器或器皿或装置的单独隔室中提供。液体可以包含或含有诱导

剂，或者当存在诱导剂时，可以在单独的器皿或容器或隔室中提供诱导剂。液体可以是任何

用于重构或悬浮冷冻干燥的细菌的合适的液体，例如，水或水溶液，或缓冲液或生长基或培

养基。

[0086] 因此，作为示例，两隔室系统(例如在敷料或装置或容器或器皿(例如瓶)中)可以

在包括一个隔室中的冷冻干燥的细菌和在另一个隔室中的液体。液体可以任选地含有诱导

剂。在使用中或使用前，可以混合两个隔室或使两个隔室接触，并施用于伤口。在更具体的

实施方案中，可以以液体形式将细菌施用于伤口，然后可以施加单独的敷料。因此，在一个

简单的实施方案中可以看出，试剂盒可以简单地包含含有冷冻干燥的细菌的第一器皿或容

器和含有用于重构细菌的液体的第二器皿或容器。任选地，试剂盒还可以含有诱导剂，其也

包含在第二器皿中或单独的第三器皿或容器中。

[0087] 因此，例如，所述益生菌产品优选包含能够激活需要在乳酸细菌株中表达的蛋白

质的表达的活化肽。所述活化肽优选为肽SppIP(即包含SEQ  ID  NO：19的氨基酸序列的肽或
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与其具有至少80％序列同一性的序列)。

[0088] 对于皮肤伤口，所述伤口敷料可以包含在一个隔室中的冷冻干燥的细菌和另一隔

室中的活化肽。当施加于伤口时，将两个隔室放在一起，以使细菌与活化肽接触。可选地，细

菌可以包含在防水石膏的粘合剂侧上的凝胶状结构中或与渗出物接触的敷料的一侧。在使

用时，将活化肽手工施加于细菌，并将膏药或敷料施加于伤口部位。

[0089] 活菌也可以包含在水胶体中，例如天然明胶。通过交联可以将细菌掺入水胶体例

如明胶膜中，对其进行塑化和干燥，并在储存期间使细菌保持活性直到水合作用。活菌也可

以包封在交联的电纺丝水凝胶纤维中。在这种形式下，不需要对细菌进行冷冻干燥。

[0090] 对于胃肠道中的伤口，设计包含至少两个单独的隔室的片剂，其中一个隔室包含

冷冻干燥的细菌，而另一个隔室包含液体和活化肽。在摄取前挤压片剂，以使分隔两个隔室

的内膜被破坏并将内容物混合在一起。对于口腔中(例如在牙龈上)的伤口，可以以高粘性

糊剂施用根据本发明的细菌。

[0091] 具体地，用于局部施用于皮肤的制剂可以包括以药学上可接受的载体施用的膏

剂、霜剂、凝胶剂和糊剂。可以采用如本领域技术人员所熟知的油性或水溶性软膏基质来制

备局部制剂。例如，这些制剂可以包括植物油、动物脂肪、更优选从石油获得的半固体烃类。

采用的特定成分可以包括白色软膏、黄色软膏、乙酰酯蜡、油酸、橄榄油、石蜡、凡士林、白凡

士林、鲸蜡、淀粉甘油酯、白蜡、黄蜡、羊毛脂、无水羊毛脂和单硬脂酸甘油酯。还可以使用各

种水溶性软膏基质，包括例如二醇醚和衍生物、聚乙二醇、聚氧乙烯40硬脂酸酯和聚山梨醇

酯。

[0092] 细菌菌株可以在提供基质、固体支持物和/或伤口敷料中和/或上，以将活性物质

递送到伤口。固体支持体或基质可以是医疗装置或其一部分。如本文所用，术语“基质”或

“固体支持物”和“伤口敷料”广泛地指任何在针对伤口制备、并施加至伤口时以用于保护、

吸收、引流伤口等的基质。

[0093] 在一个实施方案中，本发明提供了附着于或包含转化的细菌菌株的伤口愈合材料

或敷料，即敷料是用于施用本发明的转化的细菌的载体。可选地，载体可以是石膏或绷带。

本发明可以包括市售可得的多种类型的基质和/或衬垫物中的任何一种，伤口愈合材料的

选择将取决于待治疗的伤口的性质。下面简要描述最常用的伤口敷料。

[0094] 透明膜敷料由例如聚氨酯、聚酰胺或明胶制成。这些合成膜对水蒸气氧气和其它

气体是可透过的，但对水和细菌是不可透过的，具有低吸水性，适用于低渗出物的伤口)，凝

胶(与聚氨酯泡沫结合的亲水胶体颗粒)，水胶体(含有大约至少60％的水的交联聚合物，具

有较高的吸收能力并且从伤口床中除去有毒成分并保持伤口部位的湿度水平和温度)，泡

沫(亲水或疏水性，例如通过改性聚氨酯泡沫制成的聚合物泡沫敷料，具有良好的吸收性且

对水蒸气是可透过的)，海藻酸钙(来自藻胶基团的海藻酸钙的非织造纤维复合物，藻酸盐

具有非常高的吸收能力。它们还促进自溶清创，因为藻酸盐和渗出物之间的离子交换将不

溶性的藻酸钙转变成可溶性海藻酸钠，为伤口床提供理想用于伤口愈合的湿润的、完整的

表面)和玻璃纸(纤维素与增塑剂)。根据为伤口提供的测量结果可以确定伤口的形状和尺

寸并根据确切部位定制伤口敷料。由于伤口部位在机械强度、厚度、敏感性等方面可能不

同，所以可以将基质模制成具体地解决该部位的机械需求和/或其它需求。例如，对于高度

受神经支配的位置，例如指尖，可以最小化衬底的厚度。其它伤口部位，例如手指、脚踝、膝
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盖、肘部等可能暴露于更高的机械应力并且需要多层基底。

[0095] 在另一方面，本发明提供了用于愈合人或动物受试者中伤口的方法，包括向需要

其的人或动物受试者施用根据本发明的细菌菌株。所述细菌菌株优选包含在如上所述的药

物组合物或伤口敷料中。在这样的方法中，人或动物受试者由于潜在的医疗状况优选需要

伤口愈合，该潜在的医疗状况导致受损伤口愈合，例如减少的外周血液灌注(周围动脉疾

病)、高血糖或神经病变。

[0096] 以下实施例中获得并包含的结果证明了本发明的优点。特别地，与例如直接的蛋

白质制剂(即仅蛋白质，无细菌)或只是单独的细菌(未被修饰以表达蛋白质的细菌，例如不

含重组质粒)相比，通过利用本发明的表达蛋白质的转化细菌可以获得改善的伤口愈合(例

如，在更好或更快的伤口闭合方面)。此外，与施用从转化的细菌培养物获得的上清液相比，

可以看到当给伤口施用细菌时的改善的效果。因此，通过表达蛋白质的乳酸细菌宿主将蛋

白质递送到伤口是有利的。相信可能会有协同效应。换句话说，细菌在伤口愈合的作用和蛋

白质在伤口愈合的作用之间可能存在协同作用。因此，在一些实施方案中，相对于相应的未

转化细菌(即不含质粒)的作用和蛋白质当作为蛋白质提供时的作用(即不是从原位细菌表

达)，可能比转化细菌对伤口愈合具有更大的累积效应。

[0097] 在这方面相信细菌降低pH的作用，例如，在伤口部位可能有助于提高或增强或促

进蛋白质的活性。虽然不希望受理论束缚，但还认为根据本发明的转化细菌的施用可以在

提升创伤部位的巨噬细胞活性方面具有有益的作用。例如，可以增加巨噬细胞的数量。

[0098] 转化细菌对伤口愈合的影响可能是或可能不是立即的，并且可能需要一些时间才

能看到(在可以观察到改善伤口愈合之前，例如，1、2、3、4、5或6个或更多小时可以看到或更

长，例如8、10、12、15、18、20或24小时或更长，或1、2、3、4、5或6天或更多天可以看到，例如8、

10、12、15、18、20或24天或更多天)。对于老年人的慢性伤口，可能需要更长时间才能看到治

疗组与对照组之间的差异，例如可能需要约12周。

[0099] 本发明的特别和重要的用途在于治疗慢性伤口，特别是溃疡，特别是治疗糖尿病

足溃疡。

[0100] 糖尿病患者慢性足溃疡患病率约为18％。2013年，欧洲人口达74250万人，转化成

糖尿病患病人数达3270万人，其中290‑580万人有慢性足溃疡。这种类型的溃疡的平均持续

时间在几个月的范围内，当给予标准护理时，少于25％的伤口在12周内愈合。这种情况的最

终阶段是患肢的截肢。目前患有慢性足溃疡的人的治疗分为初级保健、家庭护理、养老院、

亲属、自我管理和到医院伤口诊所的访问。目前的治疗依赖于采用手术清创术卸载、去除死

亡组织、反复更换伤口敷料、全身性抗生素，并且在特殊情况下，用活的幼虫或胶原酶治疗

以及在瑞典的几个地方提供高压氧治疗。如果潜在病因还包括较大动脉阻塞，可以通过旁

路静脉移植来以手术方式矫正。如今，伤口每两到三天进行治疗。用建议的经过修饰的乳酸

细菌以任何建议的形式或制剂进行治疗不会破坏该常规途径。因此，通过本发明的治疗来

改善这些伤口的愈合因此将具有相当大的经济利益以及对患者的个人利益。

[0101] 细菌是活性的，并且在体内产生编码的蛋白质并将其递送到伤口表面一段时间

(例如约1小时)。它们可能会变得不活跃而死亡。缓慢的或死亡的乳酸细菌能够在伤口/敷

料环境中没有风险，直到敷料正常更换为止。

[0102] 与蛋白质药物化合物相比，根据本发明的生物治疗剂将具有显著更低的生产成
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本。这是因为生物治疗剂直接在伤口中产生活性蛋白本身。

[0103] 开放性伤口如糖尿病足溃疡以及足部功能丧失，引起相当的不适，甚至致使患者

的残疾，并可能对生活质量产生显著的负面影响，包括重大风险或感染以及因此长期使用

抗生素，最终截肢。因此，改善的伤口愈合对患者将具有巨大的个人利益，并且还具有减少

抗生素使用(以及因此抗生素耐药性的扩散)的益处。相信根据本发明治疗这样的慢性伤口

可以增加伤口中的内源性报警信号，并且在停滞不前的或慢性的伤口中开始愈合过程，并

加速愈合时间。

[0104] 此外，本发明可以具有医疗人员使用的灵活性和易用性的优点。

附图说明

[0105] 将参考以下非限制性实施例和附图进一步描述根据本发明的代表性方法和优选

实施方案，其中：

[0106] 图1、mLrCK1乳酸乳球菌随着时间推移的生长(A)和pH(B)，mLrCK1乳酸乳球菌来自

过夜培养物的再次接种且起始OD  0.285和0.51时加入10或50ng/ml启动子活化肽SppIP。

[0107] 图2、罗伊氏乳杆菌R2LC中通过随着时间进行生物成像体外测量的pLAB112_Luc的

表达，罗伊氏乳杆菌R2LC来自起始OD  0 .5的过夜培养物的再次接种。获取时间0的基线图

像。之后立即加入启动子活化肽SppIP(50ng/ml)和底物D‑萤光素(150μg/ml)。在5分钟时对

板进行成像，然后每30分钟进行成像持续1400分钟。所有样品中采用的介质均为MRS。肽是

启动子活化肽SppIP。每组由八个样品组成。

[0108] 图3、罗伊氏乳杆菌R2LC中的pLAB112_Luc的表达，从过夜培养物重新接种至起始

OD  0.5并施用于1天龄的皮肤全层伤口。通过随时间进行非侵入性生物成像测量体内表达。

在具有1天龄皮肤全层伤口的5只麻醉小鼠上获得时间0的基线图像。然后将25μl用启动子

活化肽SppIP(5  0ng/ml)激活的罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_Luc和底物D‑荧光素(150μg/

ml)加入到伤口中间，在5分钟的时候对小鼠进行成像，然后每15分钟进行成像持续270分

钟。

[0109] 图4、健康小鼠的伤口愈合时间。至伤口表面50％(A)、75％(B)或全部(100％)(C)

愈合的时间，所有组n＝5。A、B、C，单因素方差分析，Bonferroni比较所有列。

[0110] 图5、健康小鼠随时间推移的伤口尺寸(A)和伤口暴露(B)。每天从包含比例尺的图

像中测量伤口尺寸，所有组n＝5。A，双因素方差分析，Bonferroni比较所有列，d0‑d5分析。

由于时间和处理而改变。R2LC_pLAB112_LrCK1 .4在d1和d2与对照组相比使伤口的尺寸变

小。B，单因素方差分析，Bonferroni比较所有列，分析所有天。对于整个愈合过程，R2LC_

pLAB112_LrCK1.4使伤口暴露减少。

[0111] 图6、伤口诱导前股动脉结扎的缺血诱导，所有组中n＝4。采用激光散斑对比分析，

随着时间的推移，在麻醉小鼠的缺血肢体(A)和对侧相应的未受影响的肢体(B)中测量皮肤

血流量。数据按灌注单位(PFU)表示。A和B，双因素方差分析，Bonferroni比较所有列，分析

d0‑d7。没有观察到因为时间或处理的变化。

[0112] 图7、伤口诱导时缺血小鼠的伤口愈合时间。至伤口表面50％(A)、75％(B)或全部

(100％)(C)愈合的时间，所有组n＝4。A，B，C，单因素方差分析，Bonferroni比较所有列。

[0113] 图8、局部缺血的小鼠在伤口诱导时间和部位的随时间推移的伤口尺寸和伤口暴
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露。每天从包含比例尺的图像中测量伤口尺寸，所有组n＝4。A，双因素方差分析，

Bonferroni比较所有列，分析d0‑d7。由于时间和处理而改变。通过R2LC_pLAB112_LrCK1.4

在d1和d2与对照组相比伤口的尺寸变小。B，单因素方差分析，Bonferroni比较所有列，分析

所有天。对于整个愈合过程，R2LC_pLAB112_LrCK1.4使伤口暴露减少。

[0114] 图9、在采用单次注射一水合四氧嘧啶诱发糖尿病之后的体重(A)和血糖(B)。糖尿

病对照组，n＝4，糖尿病R2LC_pLAB112_Luc，n＝5，糖尿病R2LC_pLAB_LrCK1.4，n＝4。A和B，

双因素方差分析，Bonferroni比较所有列，分析d0‑d6。没有观察到因为时间或处理的变化。

[0115] 图10、伤口诱导的糖尿病小鼠的伤口愈合时间。至伤口表面50％(A)、75％(B)或全

部(100％)(C)愈合的时间，糖尿病对照组，n＝4，糖尿病R2LC_pLAB112_Luc，n＝5，糖尿病

R2LC_pLAB_LrCK1.4，n＝4。A，B，C，单因素方差分析，Bonferroni比较所有列。

[0116] 图11、伤口诱导的糖尿病小鼠随时间推移的伤口尺寸和伤口暴露。每天从含有比

例尺的图像中测量伤口尺寸，糖尿病对照组，n＝4，糖尿病R2LC_pLAB112_Luc，n＝5，糖尿病

R2LC_pLAB_LrCK1.4，n＝4。A，双因素方差分析，Bonferroni比较所有列，分析d0‑d6。由于时

间而改变。B，单因素方差分析，Bonferroni比较所有列，分析所有天。没有差异(p＝0.08)。

[0117] 图12、pSIP411质粒。

[0118] 图13、通过非侵入性生物成像(IVIS  Spectrum)在11天(n＝10)内通过检测发光信

号，定量在伤口边缘的真皮中的质粒表达(40μg  DNA)。

[0119] 图14、健康小鼠的伤口愈合时间。至伤口表面50％(A)、75％(B)或全部(100％)(C)

愈合的时间，(n＝8pCTR，n＝9pCXCL12)。A、B、C，学生非配对双尾t检验。

[0120] 图15、健康小鼠随时间推移的伤口尺寸(A)和伤口暴露(B)。每天从包含比例尺的

图像中测量伤口尺寸(n＝8pCTR，n＝9pCXCL12)。(A)双因素方差分析，Bonferroni比较所有

列，分析d0‑d7。由于时间而改变。(B)学生双尾非配对t检验。整个愈合过程pCXCL12使伤口

暴露的趋势(p＝0.08)减少。

[0121] 表16、以光密度(OD)和菌落形成单位/ml(CFU/ml)表示的罗伊氏乳杆菌R2LC的细

菌浓度的测量。

[0122] 图17、用不同浓度的罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_LrCK1.4处理的健康小鼠随时间

推移的伤口尺寸(A)和伤口暴露(B)。每天从包含标度的图像中测量伤口尺寸。A，双因素方

差分析，Bonferroni比较所有列，分析d0‑d2。由于时间和处理而改变。(A)双因素方差分析

Bonferroni比较所有列，(B)单因素方差分析，Bonferroni比较所有列(p<0.05)。与没有接

受处理的伤口相比，用罗伊氏乳杆菌R2LC__pLAB112_LrCK1 .4处理，在OD  0.2、0.5、1.0和

1.25处，使伤口暴露减少。(对照，n＝15；OD  0.2，n＝4；0.5，n＝10，OD  1.0，n＝4；OD1.25，n

＝5)。

[0123] 图18、在以不同浓度的鼠CXCL12  1α处理的健康小鼠中，每天在一个时间点随时间

推移(持续两天)的伤口尺寸(A)和伤口暴露(B)。每天从包含比例尺的图像中测量伤口尺

寸。A，双因素方差分析，Bonferroni比较所有列，分析d0‑d2。由于时间而改变。B，伤口暴露

的最初两天。(对照组，n＝15；0.2μg  CXCL12  1α，n＝4；0.6μg  CXCL12  1α，n＝5，1 .0μg 

CXCL12  1α，n＝4)。

[0124] 图19、每天每10分钟一次持续1小时用0.2μg重组蛋白处理的健康小鼠随时间推移

的伤口尺寸(A)和伤口暴露(B)。每天从包含比例尺的图像中测量伤口尺寸。A，双因素方差
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分析，Bonferroni比较所有列，分析d0‑d2。由于时间而改变。B，伤口暴露的最初两天。(无处

理，n＝15；CXCL12  1α，n＝6；CXCL17，n＝9，Ym1，n＝9)。

[0125] 图20、在人皮肤表皮穿刺活检伤口中测量的再上皮化。图A显示了在未使用或使用

LB_Luc或LB_LrCK1处理的带有具有表皮伤口的圆形皮肤培养24小时后在培养基中测量的

pH。图B显示了在培养14天后，从伤口边缘新长出的表皮套在暴露的真皮上的长度。*表示差

异，单因素方差分析，Bonferroni比较所选列(p<0.05)。

[0126] 图21、通过随时间推移进行的生物成像在体外测量的从冷冻干燥状态复苏后立即

在罗伊氏乳杆菌R2LC中体外表达pLAB112_Luc。获取时间0的基线图像。然后立即加入启动

子活化肽SppIP(50ng/ml)和底物D‑荧光素(150μg/ml)。在5分钟时对板成像，然后每5‑15分

钟进行成像持续930分钟。所有样品中使用的介质均为MRS。肽是启动子活化肽SppIP。每组

由四个样品组成。

[0127] 图22、通过随时间推移进行的生物成像在体内测量的从冷冻干燥状态复苏并应用

于1天龄皮肤全层伤口上后立即在罗伊氏乳杆菌R2LC中体内表达pLAB112_Luc。在带有两个

分开的1天龄皮肤全层伤口的3只麻醉小鼠上获得时间0的基线图像。然后将25μl用启动子

活化肽SppIP(50ng/ml)激活的罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_Luc和底物D‑荧光素(150μg/

ml)加入到伤口中间，并在5分钟的时候对小鼠进行成像，然后每15分钟进行成像持续270分

钟。

[0128] 图23、用冷冻干燥、复苏和诱导的罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_LrCK1.4处理的健

康小鼠随时间推移的伤口尺寸(A)和伤口暴露(B)。每天从包含比例尺的图像中测量伤口尺

寸。(A)双因素方差分析，Bonferroni比较所有列，分析d0‑d2。由于时间和处理而改变。(B)

单因素方差分析，Bonferroni比较所有列(p<0 .05)。用罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_

LrCK1 .4处理后，与当细菌被冷冻干燥并直接复苏，诱导并施用于伤口时的罗伊氏乳杆菌

R2LC_pLAB112_Luc相比，观察到伤口尺寸减小，(R2LC_pLAB112_Luc，n＝4，R2LC_pLAB112_

LrCK1.4，n＝5)。

[0129] 图24、健康小鼠随时间推移的伤口尺寸(A)和伤口暴露(B)。每天从包含比例尺的

图像中测量伤口尺寸。这种变化是随着时间和处理，并且与pH  7.35(p＝0.07)的悬浮液相

比，CXCL121α在pH  6.35中存在减小的伤口尺寸的趋势(pH  7.35；n＝8，pH  6.35；n＝5，pH 

5.35；n＝4)。单因素方差分析，Bonferroni比较所有列。

[0130] 图25、健康小鼠随时间推移的伤口尺寸(A)和伤口暴露(B)。每天从包含比例尺的

图像中测量伤口尺寸。观察到的变化仅仅是由于时间的变化，在两种不同细菌悬浮液

(R2LC_pLAB112_Luc；n＝4，R2LC_pLAB112_LrCK1；n＝5)之间没有差异。学生双尾非配对t检

验。

[0131] 图26、伤口诱导后两天紧邻伤口的皮肤中的在真皮(A)、表皮(B)和毛囊(C)切片中

的CXCL121α水平的测量，其中伤口用罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_LrCK1以OD  0.5、1.0和OD 

1.25处理。单因素方差分析，Bonferroni比较所有列。

[0132] 图27、在对照伤口和使用罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_LrCK1以OD  0.5、1.0和OD 

1 .25处理后的伤口，伤口诱导后2天在紧邻伤口处的皮肤真皮(A)和表皮(B)中的F4/80+巨

噬细胞密度的测量(对照，n＝15；0.5，n＝10，OD  1.0，n＝4；OD  1.25，n＝5)。单因素方差分

析，Bonferroni比较所有列。
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[0133] 图28、健康小鼠的伤口愈合时间。用以pLAB112转化的乳酸乳球菌(L.L_pLAB112_

LrCK1)或对照乳酸乳球菌处理伤口。至伤口表面50％(A)、75％(B)或全部(100％)(C)愈合

的时间，两组n＝5。学生双尾非配对t检验。

[0134] 图29、健康小鼠随时间推移的伤口尺寸(A)和伤口暴露(B)。每天从包含比例尺的

图像中测量伤口尺寸，两组均为n＝5。由于时间和处理而变化，并且与对照乳酸乳球菌相

比，L.L_pLAB112_LrCK1在d1至d4时使伤口尺寸减小。学生双尾非配对t检验。

[0135] 图30、用重组趋化因子处理1小时的健康小鼠中伤口愈合的时间。至伤口表面50％

(A)、75％(B)或全部(100％)(C)愈合的时间，(对照；n＝11，mCXCL121α；n＝6，mCXCL17；n＝

8，mYm1；n＝9)。单因素方差分析，Bonferroni比较所有列。

[0136] 图31、用重组趋化因子处理1小时的健康小鼠随时间推移的伤口大小(A)和伤口暴

露(B)。每天从包含比例尺的图像测量伤口尺寸(对照；n＝11，mCXCL12  1α；n＝6，mCXCL17；n

＝8，mYm1；n＝9)。由于时间和处理而变化。与对照相比，CXCL12  1α、CXCL17和Ym1使伤口尺

寸减小。单因素方差分析，Bonferroni比较所有列。

[0137] 图32、不经过或经过不同处理的健康小鼠的最初24小时期间的伤口闭合。(无处

理，n＝15；0.2μg  CXCL12  1α，n＝4；0.6μg  CXCL12  1α，n＝5；1.0μg  CXCL12  1α，n＝4；0.2μg 

CXCL12  1α1小时，n＝6；0 .2μg  CXCL17  1小时，n＝9，0 .2μg  Ym1  1小时，n＝9；R2LC_

pLAB112_Luc  OD  0 .5，n＝4；R2LC_pLAB112_LrCK1 .4OD  0 .2，n＝4；R2LC_pLAB112_

LrCK1 .4OD  0.5，n＝10，R2LC_pLAB112_LrCK1 .4OD  1 .0，n＝4；R2LC_pLAB112_LrCK1 .4OD 

1.25；n＝5，冷冻干燥的R2LC_pLAB112_Luc，n＝4，冷冻干燥的R2LC_pLAB112_LrCK1.4，n＝

5，R2LC_pLAB112_Luc上清液；n＝4，R2LC_pLAB112_LrCK1 .4上清液，n＝5，pCTR，n＝8；

pCXCL12，n＝9)。对此数据集没有进行统计分析。

[0138] 图33、评估DSS诱导的每日疾病活动(A)和第1‑7天总疾病负担(B)。以罗伊氏乳杆

菌pLAB112_Luc和pLAB112_LrCK1.4(DSS+载体；n＝5，DSS+R2LC_pLAB112_Luc；n＝6，DSS+

R2LC_pLAB112_LrCK1.4；n＝7)进行的处理使DSS诱导的结肠炎疾病活动与用载体处理的对

照组具有相似的改善，单因素方差分析，Bonferroni比较所有列。

[0139] 图34、评估DSS诱导的每日疾病活动(A)和第1‑8天总疾病负担(B)。通过如前所述

(参考文献16)测量相关的临床症状，评估疾病活动。箭头表示开始处理。与用pLAB112_Luc

进行处理相比，通过用罗伊氏乳杆菌pLAB112_LrCK1.4的处理改善了DSS诱发的结肠炎疾病

活动。(DSS+R2LC_pLAB112_Luc；n＝6，DSS+R2LC_pLAB112_LrCK1.4；n＝6)，学生的双尾非配

对t检验。

[0140] 图35、在时间0和无处理、用R2LC  Luc或R2LC  LrCK1处理24小时后，健康小鼠中诱

导的皮肤全层伤口(5mm直径)的代表性图像。用在麻醉小鼠中拍摄包含比例尺的图像。

具体实施方式

[0141] 材料和方法

[0142] 基因构建体设计和生产

[0143] 质粒骨架pLAB112(等同于pSIP411；参考文献11和15；表I)由Lars  Axelsson教授

(挪威食品研究所)提供。乳酸乳球菌MG1363细菌用pLAB112转化并扩增24小时。然后纯化质

粒，并在凝胶上验证DNA产物。
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[0144] 表I：pSIP411/pLAB112的主要特征

[0145] 特征 位置(SEQ  ID  NO：20)

复制决定簇(复制子区域) 260‑2010

ermB(红霉素抗性标记物) 2342‑2840

PsppIP(诱导型启动子) 3139‑3290

sppK(组氨酸蛋白激酶) 3305‑4647

sppR(反应调控因子) 4653‑5396

gusA(β‑葡萄糖醛酸酶) 5853‑7658

PorfX(诱导型启动子) 5689‑5835

转录终止子 129‑155；5428‑5460；5602‑5624

多克隆位点 1‑35；5851‑5856；7662‑7673

[0146] 由瑞典农业科学大学(SLU)的Stefan  Roos使用DNA  2.0(Menlo  Park，CA，USA)对

鼠CXCL12‑1α的序列进行优化以利于在罗伊氏乳杆菌中翻译。由质粒载体pJ204中的DNA 

2 .0在合成优化的序列(SEQ  ID  NO：1)。由瑞典农业科学大学(SLU)的Stefan  Roos使用

GenScript(Piscataway，NJ，USA)对人CXCL12‑1α、鼠CXCL17、人CXCL17、鼠Ym1和人Ym1的序

列进行优化以利于在罗伊氏乳杆菌中翻译。经过优化的序列显示为SEQ  ID  NO：4(人

CXCL12‑1α)；SEQ  ID  NO：7(鼠CXCL17)；SEQ  ID  NO：10(人CXCL17)；SEQ  ID  NO：13(鼠Ym1)；

和SEQ  ID  NO：16(人Ym1)。

[0147] 设计引物用于检测pLAB112中的插入片段(hCXCL12opt)，171bp：

[0148] 5’GCAGCCTTAACAGTCGGCACCT3’(SEQ  ID  NO：22)；

[0149] 5’ACGTGCAACAATCTGCAAAGCAC3’(SEQ  ID  NO：23)。

[0150] 插入片段的末端也被优化用于继续分子处理使得插入片段适合新的载体

pLAB112。经过优化的mCXCL12opt序列在质粒PJ204中递送。用pJ204转化大肠杆菌PK401。用

NEB2缓冲液中限制酶XhoI和NcoI切割质粒(pLAB112和pJ204)。然后将片段mCXCL12opt在凝

胶上纯化。然后使用T4DNA连接酶将mCXCL12opt插入片段连接到pLAB112载体中，得到构建

体mLrCK1。通过PCR验证pLAB112载体中的插入构建体。然后通过序列分析(Macrogen)验证

构建体。最后，用mLrCK1转化罗伊氏乳杆菌菌株R2LC和DSM  20016，收集构建体阳性的两个

R2LC克隆(4和7)，并通过序列分析(Macrogen)再次验证来自这些菌落的质粒mLrCK1(现在

为mLrCK1.4和mLrCK1.7)。

[0151] 以类似的方式按照相同的方案和程序生产质粒hLrCK1、mLrCK2、hLrCK2、mLrMP1和

hLrMP2(见下表II)。

[0152] 表II：质粒概述

[0153] 质粒 描述

pLAB112 与pSIP411相同(参考文献15，SEQ  ID  NO：20)

mLrCK1 带有经过优化的mCXCL12‑1α插入片段的pLAB112

mLrCK1.4 来自经过转化的罗伊氏乳杆菌R2LC克隆4的mLrCK1

mLrCK1.7 来自经过转化的罗伊氏乳杆菌R2LC克隆7的mLrCK1

hLrCK1 带有经过优化的hCXCL12‑1α插入片段的pLAB112

mLrCK2 带有经过优化的mCXCL17插入片段的pLAB112
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hLrCK2 带有经过优化的hCXCL17插入片段的pLAB112

hLrMP1 带有经过优化的人Ym1插入片段的pLAB112

mLrMP2 带有经过优化的小鼠Ym1插入片段的pLAB112

pLAB112_Luc 带有荧光素酶插入片段的pLAB112

[0154] 质粒表达的体外分析

[0155] 过夜培养罗伊氏乳杆菌R2LC  pLAB112_Lcc，再次接种并培养至OD  0.5时在96孔板

上铺板(200μl/孔)或立即从冷冻干燥制剂中直接重新悬浮。采用非侵入性生物成像(IVIS 

Spectrum，Perkin  Elmer)测定发光强度。获取时间0的基线图像。然后立即加入活化肽

SppIP(50ng/ml)和D‑荧光素(150μg/ml)。在5分钟时对板进行成像，然后1400分钟内每30分

钟进行成像。利用Living  Image  3.1软件(Perkin  Elmer)量化数据，并保留成像参数以进

行比较分析。发光强度被认为与质粒表达成比例。

[0156] 动物

[0157] 实验由乌普萨拉地区实验动物伦理委员会批准。使用小鼠C57B1/6(Taconic)和

C57B1/6背景的CX3CR1+/GFP(最初来自Jackson实验室)。动物在实验过程中可以自由获取水

分和食物。

[0158] 伤口诱导

[0159] 将小鼠麻醉(1‑3％异氟醚，200ml/min)，通过剃毛然后将脱毛霜 敷用1分

钟(用水洗去)而去除后肢上的毛。使用无菌穿刺活检针(5mm直径)诱导全层(表皮、真皮和

皮下)伤口。最初5天每日局部敷用外用止痛药(Embla霜)。

[0160] 局部伤口处理

[0161] 每天用25μl盐水、罗伊氏乳杆菌R2LC  pLAB112_Luc或R2LC  pLAB112_LrCK1处理伤

口。过夜培养细菌，再次接种并培养至OD  0.5，在施用活化肽SppIP(50ng/ml)前预活化5分

钟，并局部地添加到伤口表面的中间。对于剂量实验，每天用25μl盐水或来自过夜培养物再

次接种并生长至OD  0 .5、施用活化肽SppIP(50ng/ml)前预活化5分钟、并且并以OD  0 .2、

0.5、1.0或1.25的浓度局部地添加到伤口表面的中间的罗伊氏乳杆菌R2LC  pLAB112_LrCK1

处理伤口。对于各种蛋白质的比较实验，每天用10μl盐水或鼠CXCL12、CXCL17或Ym1(60μl盐

水中总共200ng蛋白质，以10分钟间隔给予1小时)处理伤口。对于CXCL12的剂量递增研究，

每天一次在同一个时间点，将10μl盐水中200ng、600ng或1μg  CXCL12添加到伤口。

[0162] 质粒表达的体内分析

[0163] 将罗伊氏乳杆菌R2LC  pLAB112_Luc过夜培养，再次接种并培养至OD  0.5。采用用

非侵入性生物成像(IVIS  Spectrum，Perkin  Elmer)测定发光强度。获取时间0的基线图像。

然后在伤口中间加入25μl的罗伊氏乳杆菌R2LC  pLAB112_Luc。在施用活化肽SppIP(50ng/

ml)和D‑荧光素(150μg/ml)前将细菌预活化5分钟。270分钟内每15分钟对小鼠进行成像。利

用Living  Image  3.1软件(Perkin  Elmer)量化数据，并保留成像参数以进行比较分析。发

光强度被认为与质粒表达成比例。

[0164] 伤口尺寸和外观监测

[0165] 通过获取常规照片，中每日监测麻醉小鼠(1‑3％异氟烷，200ml/min)的伤口尺寸

和外观。在采集图像中包括比例尺，并利用Image  J(NIH的免费软件)分析伤口尺寸。当尺寸

<0.5mm2时，伤口被认为是愈合的。
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[0166] 皮肤血流监测

[0167] 采用非侵入性激光散斑对比分析测量麻醉(1‑3％异氟烷，200ml/min)小鼠带有愈

合中伤口的整个后肢中的血流量，并分析数据PIMSoft  3(Perimed)。在两分钟内以10幅图

像/秒对肢体(读框1.4×1.4cm)成像，平均为20次。数据按灌注单位(PFU)表示。

[0168] 减少灌注

[0169] 麻醉小鼠(1‑3％异氟醚，200ml/min)，并通过结扎和切除腹壁浅动脉分支上方的

股动脉诱导后肢缺血。

[0170] 诱导高血糖症

[0171] 将单次剂量的即溶于无菌盐水中的一水合四氧嘧啶(8mg/ml，1μl/g体重)注入尾

静脉。在整个实验中每天监测血糖和体重。高血糖定义为血糖>16.7mmol/l。

[0172] 统计分析

[0173] 数据以平均值±SEM表示。采用双因素方差分析与Bonferroni比较所有列的事后

检验以分析愈合过程随时间的变化。采用单因素方差分析与Bonferroni比较所有列的事后

检验以分析n>2的组的一个时间点的愈合过程，并且当n＝2采用学生非配对双尾t检验来分

析一个时间点的愈合过程。p<0.05被认为具有统计学意义。

[0174] 实施例1：用质粒LrCK1转化的细菌的生长

[0175] 过夜培养含有mLrCK1的乳酸乳球菌，再次接种并生长至OD  0.3或0.5时，当加入10

或50ng/ml活化肽SppIP(SEQ  ID  NO：19)时，显示无生长障碍。在这些生长实验期间，测量

pH，并且在生长阶段中降低最多，然后当生长为中间培养基(Mes‑medium)时稳定在pH6.7左

右(图1)。(皮肤pH＝5.5，伤口pH＝7.15‑8.9，其中碱性pH与较低的愈合率相关(参考文献

14))

[0176] 实施例2：质粒pLAB112_Luc的表达

[0177] 从过夜培养物再次接种并生长2小时的罗伊氏乳杆菌R2LC中的质粒pLAB112_Luc

的体外表达保持高达超过600分钟(10小时)。未经活化肽SppIP活化的质粒没有泄漏/表达

(图2)。

[0178] 当将从过夜培养物再次接种并生长2小时罗伊氏乳杆菌R2LC(具有pLAB112_Luc)

置于麻醉小鼠的1天龄皮肤全层伤口中时，细菌仅限于伤口部位，质粒表达在第一小时高，

但是超过4小时检测到信号(图3)。

[0179] 实施例3：健康小鼠中改善的伤口愈合

[0180] 在愈合过程中每天监测伤口。与伤口未施加任何物质的对照小鼠以及每天施加对

照罗伊氏乳杆菌R2LC(pLAB112_Luc)的小鼠相比，每天单次施加罗伊氏乳杆菌R2LC_

pLAB112_mLrCK1.4的健康小鼠减少了至伤口表面75％闭合和至伤口表面100％闭合的时间

(图4)。伤口诱导后最初几天，罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_mLrCK1.4对伤口愈合的影响最

为突出。当与伤口没有施用任何物质的对照小鼠进行比较时，通过每天施用(伤口诱导后一

天和两天)罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_mLrCK1.4进一步减小伤口的尺寸。与伤口没有施加

任何物质的对照小鼠相比，该组中作为曲线下的面积测定的总伤口暴露量也减少(图5)。图

35显示了在健康小鼠中诱导的全层皮肤伤口在时间0以及不进行处理、用R2LC  Luc或R2LC 

LrCK1处理后24小时的代表性图像。

[0181] 实施例4：在具有组织灌注受损的健康小鼠中改善的伤口愈合
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[0182] 通过结扎伤口所在肢体的股动脉，在伤口诱导的那一天，皮肤灌注减少了50％(图

6和表III)。与伤口未施加任何物质的对照小鼠以及每天施加对照罗伊氏乳杆菌R2LC

(pLAB112_Luc)的小鼠相比，在局部缺血的小鼠中，每天单次施用罗伊氏乳杆菌R2LC_

pLAB112_mLrCK1.4导致至伤口表面50％和75％闭合的时间减少(图7)。另外在皮肤灌注减

少的小鼠中，伤口诱导后的最初几天，罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_mLrCK1.4对伤口愈合的

影响最为突出。与伤口没有施加任何物质的对照小鼠相比，在伤口诱导后一天和两天通过

每天施用罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_mLrCK1.4减小伤口的尺寸。与伤口没有施加任何物

质的对照小鼠相比，该组的总伤口暴露量也降低(图8)。

[0183] 表III：通过激光斑点对比分析测量麻醉小鼠的基础皮肤灌注。数据表示为按灌注

单位(PFU)计的平均值±SEM，n＝4。

[0184]   健康的 缺血的 减少量(％)

对照 62.5±4.3 34.0±1.8 46

R2LC_pLAB112_Luc 57.3±2.7 31.3±1.1 46

R2LC_pLAB112_LrCK1.4 65.0±7.2 30.8±0.4 52

[0185] 实施例5：在高血糖小鼠中的改善的伤口愈合

[0186] 使用四氧嘧啶使小鼠成为糖尿病患者，之后其在伤口愈合过程中保持高血糖(＞

16.7mmol/l)，并且体重不降低(图9)。与伤口未施加任何物质的对照小鼠以及每天施加对

照罗伊氏乳杆菌R2LC(pLAB112_Luc)的小鼠相比，每天单次施加罗伊氏乳杆菌R2LC_

pLAB112_mLrCK1.4的糖尿病小鼠中减少了至75％伤口表面闭合的时间(图10)。与每天施用

含有Luc的罗伊氏乳杆菌R2LC以及伤口没有施加任何物质的对照小鼠相比，每天施加罗伊

氏乳杆菌R2LC_pLAB112_mLrCK1.4的糖尿病小鼠中具有减少伤口暴露的趋势(p＝0.08)(图

11)。

[0187] 实施例6：用编码CXCL12的质粒转染的伤口边缘的真皮中的CXCL12皮肤过表达

[0188] 在具有CMV启动子(SEQ  ID  NO：24)(V260‑20，Invitrogen，Waltham，MA，USA)的

pVAX1骨架上构建质粒，并如前所述(参考文献18)引入被称为pCTR(SEQ  ID  NO：25)的插入

片段‑copGFP‑T2A‑Luc2‑或被称为pCXCL12(SEQ  ID  NO：26)的‑CXCL12‑P2A‑copGFP‑T2A‑

Luc2‑。将CXCL12的分泌序列用鼠IgG分泌序列替代。因此，pCTR质粒编码GFP(绿色荧光蛋

白)和荧光素酶，但没有趋化因子。将质粒(40μg在总体积为100μl盐水中)注射到伤口边缘

四个位置的真皮中。基于麻醉前10分钟腹膜内注射D‑萤光素(150mg/kg，#122796，Perkin 

Elmer，Waltham，MA，USA)后的荧光素酶活性随时间而进行测量转基因表达，利用生物成像

装置(IVIS  Spectrum,Perkin  Elmer)进行图像采集。利用Living  Image  3.1软件(Perkin 

Elmer)量化数据，并保留成像参数以进行比较分析。还保留了选择感兴趣区域减去对侧参

考区域的设置。发光强度被认为与质粒表达成比例。

[0189] 采用非侵入性生物成像测量来自伤口边缘真皮的质粒表达，并与由与CXCL12表达

相当的质粒编码的荧光素酶产生的光相关联。表达在第2天达到峰值，然后随着伤口闭合和

真皮重建而下降(图13)。与pCTR相比，CXCL12的过度表达并没有导致加速完全伤口愈合，而

是导致伤口表面75％闭合的时间缩短(图14)。在伤口诱导和真皮转染后第4‑6天，与pCTR相

比，通过pCXCL12真皮表达使伤口表面减小(图15)。这些结果表明，利用该系统将CXCL12递

送到伤口，开始的24小时没有明显的效果，而在稍后的时间点效果更小。
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[0190] 实施例7：使用Luc和LrCK1进行局部处理的罗伊氏乳杆菌剂量效应

[0191] 将乳杆菌从过夜培养物中再次接种并生长至OD  0.5，然后在MRS中稀释或浓缩至

OD0.2、0.5、1.0和1.25。将四种不同浓度稀释10倍至10‑9，将10μl每个样品铺板在含有红霉

素的MRS琼脂上，并在37℃、5％二氧化碳过夜的厌氧培养室中过夜培养。对板上的菌落进行

计数，浓度以每ml菌落形成单位(CFU/ml)表示。

[0192] 对于剂量实验，用25μl生理盐水或罗伊氏乳酸杆菌R2LC  pLAB112_LrCK1.4每天处

理伤口持续两天，该罗伊氏乳酸杆菌R2LC  pLAB112_LrCK1.4来自过夜培养物的再次接种并

培养至OD  0.5，在施用活化肽SppIP(50ng/ml)前预活化5分钟，然后并以OD  0.2、0.5、1.0或

1.25的浓度局部地添加到伤口表面的中间。在25μl的OD  0.5中有5×107个细菌(2×109cfu/

ml)，意味着1000倍的剂量跨度。

[0193] 通过光密度测量细菌浓度，并且每毫升的菌落形成单位显示在图16中。在施用至

伤口之前培养并活化的最低剂量(OD  0.2等于2×107细菌)的R2LC__pLAB112_LrCK1.4导致

在24小时后最小的伤口尺寸，所有四种不同浓度导致伤口诱导后24和48小时显著加速的伤

口闭合(图17A)，因此导致与没有接受处理的伤口相比，前48小时伤口暴露减少(图17B)。这

些结果表明，与未接受处理的伤口相比，开始的48小时施用的剂量是最低剂量103倍(OD 

1.25等于1×1010细菌)，这产生了最大效果也显著加速了伤口愈合，并且与产生最大伤口闭

合的剂量达到相同的程度。对于给予最高剂量的伤口，没有观察到引起炎症或其它负面副

作用的迹象。数据显示即使低剂量的罗伊氏乳杆菌R2LC_LrCK1也能加速伤口愈合。

[0194] 实施例8：作为局部处理的mCXCL121α蛋白质的剂量递增

[0195] 为了研究施用至伤口表面的mCXCL12  1α的剂量的影响，将0.2μg、0.6μg或1μg的

mCXCL12  1α(Rnd  Systems)溶解在10μl盐水中每日递送至伤口，共两日。施用是每天一次。

[0196] 与无处理相比，每天一次在单独的时间点递送mCXCL12  1α在最初两天不会加速伤

口愈合(图18A，B)。这些数据表明，CXCL12  1α的连续递送导致加速的伤口愈合，因为在最初

48小时，每天在一小时内以10分钟间隔给予总共0.2μg  mCXCL12  1α使愈合加速(图18和

19)。

[0197] 实施例9：人皮肤活组织检查中的再上皮化测定

[0198] 在乌普萨拉大学医院进行常规乳房缩小术的健康白人妇女同意捐赠而获得无菌

正常人体皮肤。用补充有2％小牛血清(Hyclone，HyClone  Laboratories，Logan  USA)的生

理DMEM覆盖样品，并在无菌条件下运送至实验室。

[0199] 如前所述(参考文献17)，除去皮下组织，并利用6mm皮肤活检穿孔机(Integra 

Miltex，York，PA，USA)和无菌剪刀切下剩余的真皮和表皮。在每个6毫米直径的圆形皮肤的

中心，利用3mm皮肤活检穿孔机和无菌剪刀去除表皮。然后将样品逐个置于无菌的24孔板

中，使表皮面向上。所有培养基(DMEM)补充有BSA，2或10％和抗生素(红霉素Sigma 

Aldrich，Buchs，Swizerland，10μg/ml)。为了维持真皮侧的营养物质，即皮肤真皮侧最高浓

度的营养物质，向每个孔中加入0.5ml培养基且每天更换培养基。随着更换培养基的同时，

将10μl  MRS中的106个罗伊氏乳杆菌R2LC_Luc或罗伊氏乳杆菌R2LC_LrCK1置于浮动圆形皮

肤中表皮伤口的中间。接种细菌并使其生长在MRS中2‑4小时，以使其处于指数期。将样品在

37℃、5％二氧化碳和95％湿度下孵育14天。

[0200] 将样品从中间切开，将一半在4％、pH7.38甲醛中过夜固定，并通过乙醇‑二甲苯系
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列脱水，最后将其包埋在石蜡中。对从样品中心部分开始的横截面(10μm)进行安装、脱蜡、

再水化，并用苏木精和曙红染色。利用具有徕卡DFC420C相机和Plan  Fluot  40×0.7NA物镜

的Leica  Leits  Dmrb拍摄图像。利用Image  J(NIH)在图像中测量再上皮化或表皮套长度。

[0201] 向培养物中的圆形皮肤加入乳杆菌，在24小时后测量时，降低了培养基的pH(图

20A)。当培养基中存在10％FCS时，圆形皮肤中诱导的伤口边缘的表皮增殖以覆盖暴露的真

皮，并且当被培养在含有2％FCS的培养基中14天后培养物中圆形皮肤的几乎没有增殖(图

20B)。在用R2LC  pLAB112Luc或R2LC  pLAB112_LrCK1处理的圆形皮肤中检测不到肉眼可见

的有害影响，并且在用R2LC  pLAB112_LrCK1处理14天的圆形皮肤盘中的伤口上测量到增加

的再上皮化(图20B)。

[0202] 实施例10：冷冻干燥和复苏后细菌的功能

[0203] 测试了不同的方案和35种不同的冷冻干燥配方，并且测定了直到两个月的活力。

另外，以与大规模工业化生产相同的设置，并且根据良好的制造实践，还生产了一大批冷冻

干燥的罗伊氏乳杆菌。在‑20至40℃的温度范围内储存长达两个月后，对该批次的冷冻干燥

样品的活性进行了分析。通过加入等量体积的水或含有SppIP(50ng/ml)的MRS培养基来复

苏冷冻干燥的细菌，然后通过将其铺板于96孔板中或将其直接施加于如上所述的1日龄的

伤口上以立即分析体内和体外的表达。

[0204] 采用最有前景的配方，活性从冷冻干燥后即刻至两个月时对储存在+4℃的样品进

行测量是稳定。活性在目前作为膳食补充剂销售的冷冻干燥的细菌的可接受的范围之内。

在冷冻干燥的罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_Luc复苏后直接测量质粒表达显示出立即诱导

表达，其在450分钟后达到峰值，然后下降(图21)。24小时后(1440分钟)没有表达，没有活细

菌。当冷冻干燥的罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_Luc被复苏时，用50ng/ml(SppIP)诱导并立

即置于小鼠的皮肤伤口上(5×107/25μl)，表达直接增加并在约1小时内都高(图22)，以在

溶液中添加新鲜的生长阶段的细菌时所见的相似模式(图3)。

[0205] 测试对伤口愈合的影响，其中冷冻干燥细菌(5×107/25μl)再次复苏、诱导并立即

置于小鼠的皮肤伤口上。每天监测伤口持续两天，用罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_LrCK1处

理的伤口与使用该方案的罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_Luc(图23)处理的伤口相比，显示出

加速的愈合。这些数据显示，罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112不必被预先培养成指数生长期以

便产生和递送足够的CXCL12以加速体内伤口愈合。

[0206] 实施例11：趋化因子信号传导的pH依赖性作用

[0207] 趋化因子可以作为单体、与自身或与其它趋化因子相互作用的二聚体或多聚体出

现(参考文献22)。不同的组合和构象诱导不同的受体信号传导和因此不同的细胞反应(参

考文献34)。这是一个新的未开发的领域，可能性的组合取决于局部组织微环境。局部pH也

会影响局部巨噬细胞功能(参考文献23)。

[0208] 为了研究趋化因子效力的pH依赖性影响，将pH为7.35、6.35或5.35的10μl盐水中

的0.2μg  CXCL121α每天施加于伤口施加两天。

[0209] 改变含有趋化因子的缓冲液中的pH对于经过处理的伤口的愈合模式具有影响，并

且与CXCL12悬浮在pH为7.35的盐水中相比，当CXCL12悬浮于pH为6.35的盐水中时，在伤口

诱导后一天存在较小伤口尺寸的趋势(p＝0.07)(图24)。这些数据表明，在诱导加速的伤口

愈合的方面，6.35的pH增强了施加于伤口表面的重组CXCL12的作用。

说　明　书 23/29 页

26

CN 107208107 B

26



[0210] 实施例12：细菌在趋化因子递送到的伤口表面位点的效果重要性

[0211] 为了用新鲜上清液进行伤口治疗，将罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_Luc和R2LC_

pLAB112_LrCK1在37℃下接种至10ml  MRS中，生长至OD  0.5，离心(>2000rpm，5分钟)，重悬

于1ml  MRS中，活化(SppIP，50ng/ml)并生长4小时。然后将样品离心(>2000rpm，5分钟)，并

保留上清液。然后将25μl的该上清液每日一次施用于伤口持续两天。

[0212] 在将来自诱导的罗伊氏乳杆菌的新鲜上清液在伤口诱导之后每天添加至伤口中

添加两天的模型中证实了通过罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_LrCK1直接向伤口表面细菌递

送CXCL121α的重要性。用来自罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_Luc或R2LC_pLAB112_LrCK1的新

鲜上清液处理的伤口尺寸或总伤口暴露(p＝0.2595)没有差异(图25)。

[0213] 实施例13：乳酸杆菌(Lactobacillus)递送的CXCL12增加伤口周围皮肤中CXCL12

的水平

[0214] 为了定量分析，在实验的最后一天除去伤口周围的皮肤(距离伤口0‑100μm)，并在

液氮中快速冷冻并切片(10μm)。固定于冰冷的甲醇中(10分钟)并在0.5％Triton‑X中透化

(15分钟)后，将组织与靶向CXCL121α的抗体(多克隆抗体，Abcam)孵育，用巨噬细胞抗原F4/

80(克隆BM8，eBioscience)冲洗，并与匹配的偶联到Alexa  Fluor488和Nordic  Lights  557

(Invitrogen)上的二抗进行孵育。在利用在线扫描共聚焦显微镜(Zeiss  LSM  5Live，带有

0.5光学变焦的压电电机控制的WPlanApo  40×/1.0，Zeiss，Oberkochen，Germany)之前，对

组织进行最后洗涤并安装(Fluoromount，#0100‑10，Southern  Biotech，Birmingham，AL，

USA)。利用Image  J(NIH)和IMARIS软件8.2(Bitplane，Zurich，Switzerland)在图像中定量

蛋白质水平和巨噬细胞。在采集期间保持显微镜设置以进行比较。CXCL12  1α测量值以平均

荧光强度(MFI)表示。

[0215] 与未接受处理的伤口旁边的皮肤相比，用不同剂量的罗伊氏乳杆菌R2LC_

pLAB112_LrCK1每日一次处理伤口两天，导致伤口旁边皮肤中的CXCL12  1α的皮肤组织水平

增加(图26)。这在真皮和表皮和在毛囊中都是一样的。

[0216] 实施例14：递送的乳酸杆菌CXCL12增加伤口周围皮肤的巨噬细胞

[0217] 当将OD  0.2和OD  0.5的罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_LrCK1施加于伤口时，与没有

接受处理的伤口旁边的真皮相比，用不同剂量的罗伊氏乳杆菌R2TC_pLAB112_LrCK1每日一

次处理伤口两天，导致伤口诱导后两天伤口附近真皮中F4/80+巨噬细胞的密度增加(图

27A)。当将OD  1.25的罗伊氏乳杆菌R2LC_pLAB112_LrCK1施加于伤口表面时，与没有接受处

理的伤口旁边的表皮相比，在伤口诱导后2天的伤口旁边的表皮中的F4/80+巨噬细胞增加

(图27B)。

[0218] 实施例15：使用乳酸乳球菌对伤口愈合加速的影响的验证

[0219] 为了表明由细菌产生的特定趋化因子的局部和连续递送对于与细菌菌株无关的

机制是重要的，另外一种菌株被用于产生并将趋化因子直接递送到伤口表面，乳酸乳球菌

用pLAB112(mLrCK1)进行转化。按照与采用罗伊氏乳杆菌处理的相同方案，将细菌每天一次

施用于健康小鼠的全层伤口。

[0220] 有明显的趋势，mCXCL12  1α递送加速了伤口闭合(图28)，并减少了该模型中的伤

口尺寸和暴露(图29)。

[0221] 实施例16：通过用作为重组蛋白递送的mCXCL12  1α、mCXCL17和mYm1处理对伤口闭
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合的随时间的适度作用

[0222] 为了说明乳酸细菌的输送方式和连续蛋白质生产对于机制是重要的，将鼠重组

mCXCL121α、mCXCL17、mYm1(总共200ng在60μl中，全部RnD系统)或作为对照的盐水(10μl)每

天递送至伤口每次10分钟持续一小时。

[0223] 对mCXCL121α，将30ng递送至腹膜腔在3小时内诱导了免疫细胞募集的显著增加，

这就是将200ng递送至25μm2的面积视为高剂量的原因。

[0224] 当趋化因子在一个单独时间点作为重组蛋白质给药时，伤口中的高蛋白酶活性可

能降解趋化因子，因此由细菌重新产生的蛋白质是增加伤口闭合所需要的。此外，乳酸细菌

也可能为伤口愈合提供有益的局部环境(图1B、4、5、24、30和31)。

[0225] 实施例17：不同处理对健康小鼠伤口闭合的影响的比较

[0226] 对所有进行的不同处理分析健康小鼠中最初24小时的伤口闭合(图32)。很明显，

在一个时间点施用于伤口的罗伊氏乳杆菌R2LC_Luc或低单剂量CXCL121α的处理可以影响

最初24小时期间的愈合。虽然在一个小时内每隔10分钟将CXCL121α、CXCL17和Ym1递送至伤

口表面在最初24小时内有加速伤口闭合的趋势，但是当通过罗伊氏乳杆菌R2LC_LrCK1在一

个小时内将CXCL121α连续递送至伤口表面时，这种作用更为明显。通过真皮过表达递送

CXCL12，而对24小时伤口闭合有不利影响。

[0227] 实施例18：通过含有pLAB112_mLrCK1.4的罗伊氏乳杆菌在粘膜表面加速伤口愈合

[0228] 为了测试CXCL12局部连续递送到受伤的表面是否通过皮肤上皮和肠上皮的总体

机制起作用，采用DSS诱导的结肠炎的两个实验方案。已知DSS(葡聚糖硫酸钠)在结肠粘膜

表面诱导创伤(参考文献16)。

[0229] 对于第一个方案，在14天内每天一次灌胃罗伊氏乳杆菌(1ml  OD  0.5，旋转并重悬

于0.1ml)来处理小鼠，同时饮用水中第7‑14天给予DSS。由于这种采用该方案的罗伊氏乳杆

菌菌株定居在结肠中，所以目的是评估当引起结肠炎时，与罗伊氏乳杆菌pLAB112_Luc相

比，在结肠中是否存在罗伊氏乳杆菌pLAB112_mLrCK1是有益的。

[0230] 第二个方案旨在治疗明显的结肠炎，小鼠在1‑8日饮用水中给予DSS，而在第5‑8

天，每天通过灌胃接受罗伊氏乳杆菌三次。

[0231] 基于临床参数(包括体重减轻、粪便一致性和血容量)评估结肠炎的严重程度，并

且使用疾病活动指数(DAI)表示，DAI是Cooper及其同事详细描述的评分方法(参考文献

16)。

[0232] 通过用罗伊氏乳杆菌pLAB112_Luc和pLAB112_LrCK1.4进行预处理，DSS诱导的结

肠炎疾病活动有类似的改善(图33)，其表明影响仅是由于罗伊氏乳杆菌。

[0233] 相比之下，当将罗伊氏乳杆菌pLAB112_LrCK1.4施用于结肠炎的小鼠时，疾病进程

得到改善，该现象在用pLAB112_Luc处理时未观察到，表明所递送的趋化因子的作用。
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[0270] 表IV：序列表的概要

[0271] 序列号 描述

1. mLrCK1_opt  DNA
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2. mLrCK1_opt蛋白质

3. mCXCL12天然蛋白质

4. hLrCK1_opt  DNA

5. hLrCK1_opt蛋白质

6. hCXCL12天然蛋白质

7. mLrCK2_opt  DNA

8. mLrCK2_opt蛋白质

9. mCXCL17天然蛋白质

10. hLrCK2_opt  DNA

11. hLrCK2_opt蛋白质

12. hCXCL17天然蛋白质

13. mYm1_opt  DNA

14. mYm1蛋白质

15. mYm1天然蛋白质

16. hYm1_opt  DNA

17. hYm1蛋白质

18. hYm1天然蛋白质

19. SppIP；活化肽

20. pSIP411DNA

21. pSIP411蛋白质

22. PCR引物

23. PCR引物

24. pVAX1  DNA

25. pCTR  DNA插入片段

26. pCXCL12DNA插入片段
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