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中 文 摘 要

近年来，抗菌肽(AMPs)在抗癌治疗领域引起了广泛关注并成为癌症治疗的

候选药物。据报道，富含脯氨酸的小蛋白 2A(Small proline-rich protein 2A,

SPRR2A)是利用 Sf9昆虫细胞表达系统成功表达的一种富含脯氨酸、含有 5对链

内二硫键的肠道杀菌蛋白。在蠕虫感染期间其通过膜渗透作用靶向革兰氏阳性菌，

从而保护肠道屏障。然而，通过原核表达系统获得有活性的 SPRR2A仍然是个

挑战。本课题首次成功原核表达了有活性的 SPRR2A的融合蛋白 Trx-SPRR2A，

该蛋白由硫氧还蛋白标签 Trx与 SPRR2A两部分组成。随后，为了研究该融合蛋

白的生物活性，本课题对 Trx-SPRR2A的抗菌活性及体外抗肿瘤活性进行了评估。

本论文主要聚焦于以下三方面展开研究：

利用无缝克隆技术，完成 pET32a-SPRR2A重组质粒的构建工作。由于富含

二硫键的蛋白质往往在大肠杆菌的还原型细胞质中表现为无活性的包涵体，因此，

改善大肠杆菌表达系统迫在眉睫。实验选择氧化型突变大肠杆菌菌株

Rosetta-gami(DE3) pLysS作为表达宿主。利用氧化型突变大肠杆菌原核表达系统，

成功实现了融合蛋白 Trx-SPRR2A的高效表达，并利用镍离子亲和层析柱对其进

行了纯化。通过MALIDI-TOF质谱对目的蛋白进行表征，结果表明，Trx-SPRR2A

成功表达，其分子量为 21.547 kDa。使用圆二色谱检测了 Trx-SPRR2A在 pH 7.4

的 PB和 pH 5.5的MES缓冲液中的二级结构与热稳定性，表明该蛋白主要二级

结构为β-折叠和无规卷曲，在 75 ℃以下具有较强的热稳定性。将融合蛋白与含

有 10%血清的培养基孵育不同时间后通过 SDS-PAGE进行检测，表明其具有良

好的血清稳定性。使用高分辨质谱对蛋白质的二硫键进行分析，表明在非还原条

件下蛋白之间形成了二聚体，分子量为 41348.35 Da，蛋白经酶切消化后的肽图

分析，单体蛋白含有 7对二硫键。

选用粪肠球菌(Enterococcus faecalis)、单核细胞增多性李斯特菌(Listeria

monocytogenes)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、柠檬酸杆菌(Citrobacter

rodentium)为对象，通过平板菌落计数法、扫描电子显微镜、活/死细菌染色、PI

摄取实验研究融合蛋白 Trx-SPRR2A的抗菌活性。表明，Trx-SPRR2A对革兰氏

阳性细菌粪肠球菌、单核细胞增生李斯特菌和金黄色葡萄球菌表现出剂量依赖的

杀灭活性；而对革兰氏阴性细菌柠檬酸杆菌仅表现出微弱的抗菌活性。由此表明，
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我们通过原核表达获得的融合蛋白 Trx-SPRR2A保留了抗菌活性。

利用荧光染料 FITC对融合蛋白进行标记，通过流式细胞术和荧光倒置显微

镜检测了MCF-7细胞对 Trx-SPRR2A的摄取情况，结果表明，在 pH 6.5的条件

下，细胞能够更好地摄取 FITC-Trx-SPRR2A。通过一系列实验，包括MTT、结

晶紫染色、活死细胞染色、细胞膜通透性检测以及 Annexin V-FITC/PI双染等多

种手段评估了该融合蛋白的抗肿瘤活性。结果表明：在弱酸性条件下，

Trx-SPRR2A对对乳腺癌细胞MCF-7表现出增强的抗肿瘤活性，凋亡细胞比例明

显增加。

综上所述，我们成功利用原核表达系统，首次合成了富含二硫键的融合蛋白

Trx-SPRR2A，对其理化性质进行了较为全面的表征，通过多种实验手段对其抗

菌和抗肿瘤活性进行了初步研究，实验结果证实：Trx-SPRR2A在抗菌与抗肿瘤

治疗领域具有较好的应用前景。本研究可为新型抗菌和抗肿瘤药物的研发提供新

思路。

关键词：富含脯氨酸的小蛋白 2A（SPRR2A）；Trx-SPRR2A；二硫键；原核表

达；抗菌；抗肿瘤
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ABSTRACT

In recent years, antimicrobial peptides (AMPs) have attracted widespread

attention in the field of anticancer therapy and become promising drugs for cancer

treatment. It has been reported that small proline-rich protein 2A (SPRR2A) is an

intestinal antibacterial protein rich in proline and contains five pairs of intrachain

disulfide-bonds. SPRR2A was successfully expressed in Sf9 insect cells. During

helminth infection, it targets gram-positive bacteria through membrane permeation,

thereby protecting the intestinal barrier. However, it remains a challenge to obtain

active SPRR2A through prokaryotic expression system. This study successfully

obtained the active fusion protein SPRR2A (Trx-SPRR2A) via prokaryotic expression

system for the first time, which consists of two fragments: the thioredoxin tag Trx and

SPRR2A. Subsequently, in order to explore the biological activity of this fusion

protein, the antibacterial activity and in vitro antitumor efficacy of Trx-SPRR2A were

evaluated in this study. This paper mainly focuses on the following three aspects:

(1) The recombinant plasmid pET32a-SPRR2A was constructed using seamless

cloning technology. Due to the fact that proteins rich in disulfide bonds often exists in

the form of inactive inclusion body in the reducing cytoplasm of Escherichia coli. It is

urgent to improve the expression system of Escherichia coli. The oxidative mutant

Escherichia coli strain Rosetta gami (DE3) pLysS was employed as the expression

host. The efficient expression of the fusion protein Trx-SPRR2A was successfully

achieved using an oxidative mutant E. coli prokaryotic expression system, and it was

purified using a nickel ion affinity chromatography column. The target protein was

characterized by MALIDI-TOF mass spectrometry, and the results showed that

Trx-SPRR2A was successfully expressed with a molecular weight of 21.547 kDa. The

secondary structure and thermal stability of Trx-SPRR2A in PB at pH 7.4 and MES

buffer at pH 5.5 were determined using circular dichroism, and the results indicated

that the main secondary structures of Trx-SPRR2A are β-folding and random coil, and

it exhibited strong thermal stability below 75 ℃. The fusion protein was incubated

with a cell medium containing 10% serum for different times and detected by

SDS-PAGE, Trx-SPRR2A showed good serum stability. The disulfide bonds in
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Trx-SPRR2A was analyzed by high-resolution mass spectrometry, the results

indicated that dimers with a molecular weight of 41348.35 Da were formed under

non-reducing conditions. Peptide map analysis of the Trx-SPRR2A after enzymatic

digestion revealed that the monomer protein contained 7 pairs of disulfide bonds.

(2) The antibacterial activity of the fusion protein Trx-SPRR2A was evaluated

using Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and

Citrobacter rodentium. Plate colony counting, scanning electron microscopy,

live/dead bacterial staining and PI uptake experiments were performed. The results

indicates that Trx-SPRR2A exhibits dose-dependent killing activity against

gram-positive bacteria such as Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, and

Staphylococcus aureus. However, it showed weak antibacterial activity against the

gram-negative bacterium Citrobacter. This indicates that the fusion protein

Trx-SPRR2A obtained through prokaryotic expression retains the antibacterial

activity.

(3) The fusion protein was labeled with fluorescent dye FITC, and the cellular

uptake of Trx-SPRR2A by MCF-7 cells was determined by flow cytometry and

fluorescence inverted microscopy. The results showed that an enhanced cellular

uptake of FITC-Trx-SPRR2A was observed at pH 6.5. The antitumor activity of the

fusion protein was evaluated through a series of experiments, including MTT, crystal

violet staining, live and dead cell staining, cell membrane permeability test, and

Annexin V-FITC/PI double staining. The results indicated that Trx-SPRR2A

displayed obviously enhanced antitumor activity against breast cancer cell MCF-7

under weakly acidic conditions, and the proportion of apoptotic cells increased

significantly.

In summary, we have successfully biosynthesized the fusion protein

Trx-SPRR2A rich in disulfide bonds via prokaryotic expression system for the first

time. Its physicochemical properties were comprehensively characterized. And its

antibacterial and antitumor activities were preliminarily investigated through various

experimental methods. The experimental results confirmed that Trx-SPRR2A has

good application prospects in the fields of antibacterial and antitumor therapy. This

study can provide new ideas for the development of new antibacterial and antitumor
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agents.

Keywords: Small protein 2A rich in proline (SPRR2A); Trx-SPRR2A; Disulfide

bond; Prokaryotic expression; Antibacterial; Antitumor
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英文缩略

缩写词 英文全称 中文全称

ABP antibacterial peptide 抗菌肽

LTP

SPRR2A

SEM

E. faecalis

L.monocytogenes

S. aureus

Citrobacter

CD

Lipid transfer protein

Small proline-rich protein 2A

Scanning electron microscope

Enterococcus faecalis

Listeria monocytogenes

Staphylococcus aureus

Citrobacter rodentium

Circular Dichroism

脂转移蛋白

小蛋白 2A

扫描电子显微镜

粪肠球菌

单核细胞增多性李斯特菌

金黄色葡萄球菌

柠檬酸杆菌

圆二色谱

PCR

SEM

Polymerase Chain Reaction

Scanning electron microscope

聚合酶链式反应

扫描电子显微镜
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1 绪论
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1 绪论

1.1抗菌肽

抗生素在抗击细菌感染性疾病方面发挥了至关重要的作用，它们通过杀死或

抑制细菌的生长,不仅提高了感染性疾病的治疗效果，也显著提高了患者的生存

率。然而，随着抗生素的广泛使用和滥用也带来了一个不容忽视的问题—细菌耐

药性。多重耐药病原体的增加使得传统的治疗方法变得无效，给公共卫生带来了

前所未有的挑战[1-3]。面对这一严峻的挑战，科学家们正积极投身于研发新型候

选治疗药物，为未来的抗感染治疗提供了新的可能[3]。抗菌肽凭借其卓越的抗菌

性能，具有较低的耐药风险以及较广泛的生物活性，能有效对抗多种病原体，包

括细菌、真菌、病毒、寄生虫和肿瘤细胞等，正是基于这些显著优势，抗菌肽在

众多领域得到了广泛应用[4-11]。

1.1.1抗菌肽的来源

抗菌肽是大多数生物机体免疫系统中的天然防御武器，能有效抵御外界病原

体的感染。抗菌肽因其突出的抗菌功能，故被命名为“antibacterial peptide，ABP”，

其对应的中文名称为抗菌肽。紧随其后，研究人员发现抗菌肽不仅对革兰氏阳性

和阴性细菌具有较强的抑菌效果，某些抗菌肽对部分病毒、真菌、寄生虫甚至癌

细胞同样具有强大的破坏力，因此科研人员更偏向于把这类活性多肽称之为

“antimicrobial peptide”，意为抗微生物肽[12]。关于抗菌肽的研究最早可以追溯

到由Alexander Fleming于 1922年在分泌物、蔬菜、动物组织中发现的溶菌酶[9,13]。

随后瑞典科学家于 1972 年成功地从大肠杆菌诱导的甲壳动物惜古比天蚕

(Hyatophora cecropia)中识别出全球首个抗菌肽-天蚕素（Cecropins）[14]，自天蚕

素之后，研究者就陆续从各种生物体中获得抗菌肽，包括微生物抗菌肽、动物抗

菌肽、植物抗菌肽以及人工合成的抗菌肽[15]。

1.1.1.1微生物抗菌肽

当自然界存在的各类病原体侵入微生物时，微生物会启动自我防御机制，从

而产生抗菌肽。根据微生物类型的不同，抗菌肽可划分为细菌素、病毒源抗菌肽

以及酵母嗜杀毒素这三种，其中最常见的就是细菌素类[16]。首次从细菌中成功提

取出的抗菌肽是乳酸链球菌素（Nisin），该物质由核糖体合成后通过翻译后修
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饰活化，最终通过特定运输途径转运到胞外以发挥功能，乳酸链球菌素已被

批准作为食品防腐剂并应用于食品工业中[17]。

1.1.1.2动物抗菌肽

动物是抗菌肽的重要来源，广泛存在于在昆虫、海洋无脊椎动物、两栖动物、

哺乳动物以及人体中[18]。在昆虫领域，天蚕素始终是我们对抗病原体的关键武器，

同时也是抗菌肽的核心研究领域[19]。在哺乳动物中，组织蛋白酶和防御素分别构

成了两大主要抗菌肽家族，其重要性不言而喻[20]。值得注意的是，两栖动物中也

存在一种名为 bombesin的抗菌肽，对维持两栖动物生存起到了至关重要的作用

[21]。

1.1.1.3植物抗菌肽

植物抗菌肽又称为植物防御素，存在于不同种类植物的花、根、胚乳等不同

部位，是植物感染后诱导防御反应的物质基础，也对动物病原体、昆虫、原生动

物，甚至对肿瘤细胞呈现出强大的活性。截至目前，来源于植物的抗菌肽包括硫

素(Thionins)、脂转移蛋白(Lipid transfer protein ,LTP)、防卫素(Defensins)、静脉

样肽(Hevein-like peptides)等 8个家族[22]。

1.1.1.4人工合成的抗菌肽

考虑到天然抗菌肽获取难度相对较大，且效率低下，所要求的技术与成本较

高，难以规模化生产等劣势，研究者利用化学合成法、基因工程合成等方法合成

抗菌肽，从而满足人们表达量和节约成本的需要，也可在一定程度上改善抗菌肽

的功能[23]。

Mayron Alves Vasconcelos等人以天然活性肽 KR-12为模板，合成抗微生物

肽[W7]KR12-KAEK，通过对天然肽与合成肽对浮游和粪肠球菌菌株的抗菌和抗

生物膜活性研究，发现合成肽[W7]KR12-KAEK对浮游细胞与粪肠球菌菌株显示

出潜在的抗菌活性，然而天然肽 KR-12没有显示出抗微生物活性[24]。

1.1.2抗菌肽结构特点及理化特性

开放结构数据库(DBAASP, https:// dbaasp.org/)呈现了多数抗菌肽的氨基酸

序列、化学修饰、3D结构以及抗菌特性等各种相关信息，截止到 2022年 2月，

抗菌肽数据库 DBAASP已收录了来自全世界的超过 22000种抗菌肽[25]。依据抗

菌肽的氨基酸序列及其电荷特性，可将其划分为两大类别：阴离子抗菌肽与阳离
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子抗菌肽。

1.1.2.1阴离子抗菌肽

早在 20世纪 80年代初科学家们就对阴离子抗菌肽进行了研究。阴离子抗菌

肽一般由 5-70个氨基酸残基组成，净电荷往往在-1至-7的区间内。由于其带负

电，因此部分阴离子抗菌肽能够与微生物膜上的负电荷成分通过金属离子构建阳

离子盐桥，以便促进与其靶生物的相互作用[26]。Bashiyar Almarwani等人报道了

一种阴离子抗微生物肽 GADDDDD（GAD5）的锌复合物在细菌模拟膜中的应用。

研究发现，GAD5中加入锌离子会增加抗菌肽的致密性和热稳定性，进而促进了

两性离子膜的内吞摄取[27]。

1.1.2.2阳离子抗菌肽

一般情况下，阳离子抗菌肽由 12-50个氨基酸组成，净电荷在+3到+9之间

[28,29]。带正电荷的抗菌肽与带负电的细胞膜发生静电相互吸引，从而发挥生物学

功能。阳离子抗菌肽可根据二级结构的不同分为α-螺旋抗菌肽、β-折叠抗菌肽(β-

发夹以及α-螺旋和β-折叠的组合)、伸展性扩展片层抗菌肽、Loop环抗菌肽等。

其中，α-螺旋抗菌肽是溶解微生物最普遍的类型[9]。经研究，α-螺旋抗菌肽富含

赖氨酸、亮氨酸和丙氨酸，不含半胱氨酸残基，其在水溶液中以无结构的形式存

在，而在膜存在的情况下变成螺旋结构。典型代表有 KLA、盲肠肽（cecropins）、

芙清抗菌肽（temporins）、蛙皮素（magainins）、蜂毒肽（melittin）、鸡源抗

菌肽（fowlicidins）、人源抗菌肽（LL-37）等。β-折叠抗菌肽一般通过两到十个

半胱氨酸残基形成不同数目的二硫键，其在水溶液中呈β-折叠构象，包括人和植

物防御素、多酚类毒素、昆虫防御素 A或 protegrin、thanatin、鲎素、乳铁蛋白

等。伸展性扩展片层抗菌肽有菌毒素、吲哚杀菌素（indolicidin）、组蛋白（histatins）、

猪骨髓源（tritrpticin）、PR-39。Loop环抗菌肽为细菌素等[28,30]。

1.1.3抗菌肽的作用机制

科技工作者们就抗菌肽的作用机制开展了一系列的研究，但仍然无法对其进

行详细而全面的说明，抗菌肽的活性机制可能因肽的种类、结构和目标微生物的

不同而有所不同，目前研究中关于抗菌肽作用机制较为普遍接受的几种模式有：

1.1.3.1抗菌肽与细胞膜的作用机制

此类机制强调抗菌肽通过物理的手段破坏细胞膜，其中最受关注的是以下三
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种模型：

桶壁模型(Barrel-stave model)需要经历初始结合、构象变化、膜内插入、孔

道形成、膜破坏五个关键步骤。首先，抗菌肽通过静电相互作用与膜表面的阴离

子脂质相结合，这一结合过程是抗菌肽发挥作用的第一个关键步骤，因为它为后

续的构象变化和作用机制奠定基础。结合之后，抗菌肽会发生构象变化。这一变

化促使抗菌肽寡聚化，从而更好地插入膜的疏水区域。随着越来越多的抗菌肽插

入膜内，它们会在膜内组装成孔道，这些孔道类似于桶壁上的木条呈线性排列，

因而被称为桶壁模型。抗菌肽豹鳎毒素（pardaxin）便是借助这种模型发挥作用

的典型例子[31]。桶壁模型的形成意味着细菌细胞膜的完整性受到破坏，为抗菌肽

进一步发挥作用创造条件。地毯模型（Carpet model）是在感染过程中，抗菌肽

通过与膜表面的酸性脂质区域结合，地毯式地覆盖在膜上，当抗菌肽达到临界浓

度时，它们会在膜上形成暂时的孔洞，导致膜被局部破坏。这些孔洞的形成会导

致细胞膜丧失连贯性，进一步诱发更大孔洞的出现，最终使得细胞内容物外泄、

细胞破裂与消亡。Cecropin作为一种具有代表性的抗菌肽，其作用机制正是基于

这种地毯模型[32]。环形孔模型（Toroidal pore model）需要经历初始吸附、结构

转变、膜弯曲、细胞内容物泄漏与细胞死亡五个动态过程。首先抗菌肽通过静电

相互作用吸附到膜上会刺激抗菌肽结构发生改变，与此同时在膜表面聚集并引起

膜的局部弯曲，从而形成跨膜通道，最终导致内容物泄漏与细胞死亡。值得一提

的是，部分抗菌肽，如桂皮素 2（Magainin2），展现出典型的环形孔结构。它们

借助此模型发挥其强大的抗菌作用，有效地杀死细菌和其他微生物[33-37]。这三种

模型均通过物理方式动态破坏膜，然而各自侧重于不同的相互作用和膜破裂过程。

这些模型有助于科研人员深入剖析抗菌肽的抗菌机制，并指导新型抗菌剂的设计。

图 1.1抗菌肽与细胞膜相互作用的示意图[38]。
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Fig. 1.1 Schematic diagram of the interaction between antimicrobial peptides and cell

membranes [38].

1.1.3.2抗菌肽与细胞壁的作用机制

细胞壁，作为细胞的基本构造支柱，承担着支持与防护细胞的双重职责。抗

菌肽则通过其独特的机制，对细胞壁产生作用。一方面，它通过干预细胞壁的正

常合成过程，打破其原有的平衡状态；另一方面，它还能破坏细胞壁的结构完整

性，从而发挥其独特的生物学活性。具体来说，抗菌肽与细胞壁合成前体脂质 II

结合以阻止随后的酶促反应，最终抑制肽聚糖的形成[39]；抗菌肽通过抑制磷壁酸

的合成来阻碍细胞壁的形成[40]；部分抗菌肽通过释放自溶素来破坏细胞壁[37]。

1.1.3.3抗菌肽与细胞质内靶目标的作用机制

抗菌肽不仅可以与细胞壁、细胞膜发生相互作用，其也可以通过渗透等方式

进入细胞，进而靶向细胞内的结构与物质[41]。主要体现在以下几个方面：抗菌肽

穿过细胞膜，进入细胞内部并与核酸（DNA或 RNA）结合，破坏其结构，从而

干扰微生物的基因表达与蛋白质合成；抗菌肽通过干扰细胞内核酸和蛋白质的合

成代谢途径中酶的活性，抑制核酸与蛋白质合成；抗菌肽干扰蛋白质的正确折叠

和组装等[37,42]。

图 1.2抗菌肽的非膜靶向作用机制[43]。

Fig. 1.2 Non-membrane targeting mechanism of antimicrobial peptides[43].

1.2抗癌肽

1.2.1癌症概述



SPRR2A的原核表达及生物学活性研究

6

正常细胞生长与分化失去控制而引发的癌症是影响全球生命健康的主要威

胁，其中，肺癌最为常见，紧随其后的是结直肠癌、前列腺癌和乳腺癌[44]。它们

具有较高的发病率与死亡率，仅次于心血管疾病[45,46]。全球癌症统计报告显示，

截止到 2020年全球大概有 1930万癌症病例，1000万死亡病例[47]。尽管医学研

究取得了显著进步，但是癌症治疗依然是一个巨大的医学挑战。预计至 2030年，

全球癌症死亡人数将攀升至 1300万,这是一个令人担忧的趋势[48]。为了应对癌症

带来的伤害，全球科学家、医疗工作者一直在积极探索和研发更有效的治疗策略

以提高癌症患者的生存率。化学治疗是一种通过使用单一或多种化学药物来干扰

肿瘤细胞生长和分裂的治疗方法，然而，大多数化疗药物具有非特异性，这意味

着它们在随血液循环分布到达全身各处时，除了能杀死癌症细胞，还对正常细胞

和组织具有毒性[49]。除此以外，化疗药物还具有溶解性较差、循环半衰期短、潜

在耐药性等特点，这些特性使得化疗药物在治疗过程中会产生强烈的副作用，进

一步限制了其治疗效果和临床应用[50]。为了克服这些问题，科研工作者将目光投

向了新型抗肿瘤药物的研究与开发，以及药物抗肿瘤作用模式的革新。此举不仅

能够解决化疗药物在安全性、疗效、耐药性和预后性等方面的难题，还有助于实

现彻底治愈肿瘤的目标。这是一项至关重要的课题，也是科研工作者所面临的严

峻挑战。

1.2.2抗癌肽的优势与应用

近几年，单克隆抗体、蛋白质和多肽等药物凭借其独特的生物选择性而成为

癌症治疗领域中的核心研究对象[51,52]。相较于传统化疗药物，抗癌多肽类药物展

现出明显的优越性：其分子量较小，从而简化了合成与修饰过程，有效提高了药

物在体内的稳定性；展现出强烈的靶向性，多样化的给药途径；在保持显著疗效

的同时，其副作用相对较小[53]。经过科学研究和严格审批，截至目前，已有若干

多肽类药物顺利进入癌症治疗的临床试验阶段，更值得一提的是，其中部分药物

如杆菌肽（Bacitracin）、硫酸粘菌素（Colistin sulphate）已成功通过审批，获得

了上市资格，为癌症治疗领域带来了新的希望与突破[54-55]。

癌细胞膜由于磷脂转运机制失调使得带负电荷的磷脂酰丝氨酸（PS）和磷

脂酰乙醇胺（PE）由原来细胞膜内层转向细胞膜的外层，导致癌细胞膜的电负

性增加。因此，癌细胞膜与细菌膜具有相似且较高的电负性，同时，其电负性也

比正常细胞膜高，这也就意味着癌细胞膜也可以凭借静电相互作用成为抗菌肽的
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潜在靶点[56,58]。已经有科研工作者就抗菌肽作为潜在的癌症治疗药物进行了研究。

Dan Hou等人评估了普洛菌素家族阳离子抗菌肽 NRC-03在 CAL-27和 SCC-9两

种口腔鳞状细胞癌（OSCC）中的细胞毒性、细胞凋亡和 DNA 损伤潜力，结果

表明，NRC-03能够快速内化到 OSCC细胞，并与线粒体和细胞核结合，导致细

胞膜起泡、线粒体肿胀和 DNA断裂[59]。Dongying Wang等研究人员深入探索了

基于蜂毒肽合成的新型抗癌肽 UM-6在宫颈癌细胞系（Caski和 Hela）中的抗增

殖和抗迁移作用，研究结果显示，UM-6 通过诱导自噬和凋亡，以及激活

Hippo-YAP信号转导途径，有效抑制了宫颈癌细胞的增殖和转移。这一发现表明

UM-6具有作为新型抗癌药物的巨大潜力[60]。除此以外，研究人员还发现部分抗

癌肽在肺癌[61,62]、前列腺癌症细胞系[63]、乳腺癌[61,64,65]、肝癌[66,67]等癌症治疗中

显示出很强的细胞毒性。

1.3肽的异源表达

肽的异源表达是指其可以在非原生宿主系统中作为融合肽进行表达。该表达

技术是优化肽产量、解决产量瓶颈问题有效途径，根据表达宿主的差异，可分为

真核表达系统与原核表达系统，主要包括大肠杆菌表达系统和酵母菌表达系统，

二者占所有异源表达系统的 97.4%，因此，这两种表达系统成为科研工作者最先

考虑的肽生产系统[68,69]。相比于真核表达系统，原核表达系统速度快，培养基简

单且成本较低。

根据相关报道，30%以上的重组蛋白质药物和 50%以上重组蛋白质是利用大

肠杆菌进行表达的[70]。大肠杆菌作为肽常用的表达宿主，具备诸多优势，如生长

迅速、易于操作、成本较低、有大量的商业表达载体、表达量较高、周期较短、

适用于大规模生产等[70]。尽管大肠杆菌表达系统具有众多优势，但也存在一定的

局限性：大肠杆菌表达系统不具备真核表达系统某些关键的翻译后修饰—磷酸化、

糖基化及二硫键的氧化，这是蛋白质功能所必需的修饰；缺乏真核表达系统中的

分子伴侣，导致融合蛋白无法正确折叠，影响其结构与功能[72]。

二硫键在活性蛋白质的合成和功能中起着至关重要的作用，其是由两个半胱

氨酸中的巯基经氧化反应而形成的共价键，因此氧化型环境是二硫键形成的必要

条件。在许多生命体中，二硫键的形成和异构化过程也都是在能够为其提供电子

转移蛋白、氧化还原酶以及辅因子的氧化空间中自发进行。大肠杆菌周质空间就

是一种二硫键形成的典型场所，在这个环境中，大肠杆菌中的 DsbA-DsbB对和

DsbC-DsbD对在形成和异构化二硫键中扮演着关键角色，DsbA催化蛋白质中二
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硫键的形成，DsbB通过跨膜结构将电子传递给呼吸链，DsbC和 DsbD将异构化

错误形成的二硫键。然而，在周质中表达融合蛋白质时可能会遇到一些问题，如

产量低、缺乏 ATP导致的折叠效率低下和蛋白质稳定性差等。这些问题在一定

程度上影响了融合蛋白质的研究和应用。

为了避免这些问题，细胞质被认为是更适合高产蛋白质表达的区室。然而，

由于大肠杆菌细胞质中存在多种还原系统，谷胱甘肽还原酶（gor）和硫氧还蛋

白还原酶（trxB）系统被认为是最主要的一种还原系统，这会阻碍富含二硫键蛋

白质的表达[73]。为了解决这一问题，科研人员一直在寻找方法来克服这种阻碍，

使大肠杆菌能够高效地表达富含二硫键的蛋白质。常用的策略主要有以下两种。

(1)选择商业菌株，比如来自Novagen公司的 origami或 rosetta gami菌株或 SHuffle，

这些菌株细胞质中的两种二硫键还原途径均遭受损坏，使得这些菌株的细胞质得

以表达通常在周质空间存在的二硫键异构酶蛋白 DsbC，进而解决细胞质中不利

的氧化还原电位问题，此特性有助于确保二硫键的正确生成。SARS-CoV-2

Omicron BA.5变体的受体结合域（RBD）由八个半胱氨酸残基形成四个二硫键，

为了正确配对二硫键，Rawiwan Wongnak等研究人员选择经过基因工程改造的 E.

coli T7 SHuffle菌株，在高通气条件下和 16 °C的低温环境下表达 RBD，以促进

二硫键的形成和非天然二硫键的重排，他们成功实现了在 E. coli中生产具有正确

二硫键配对的 RBD。尤为重要的是，通过原核表达的 RBD表现出与天然 RGD

相似的生物化学和生物物理特性[74-77]。(2)在大肠杆菌细胞质中引入来自酿酒酵母

线粒体的巯基氧化酶 Erv1p与二硫键异构酶，以建立一种高效的系统来表达富含

二硫键的蛋白质[74]。Daniel S. Yu等研究者在 SHuffle 大肠杆菌中采用 CyDisCo

系统共表达蛋白二硫键异构酶PDI和硫醇氧化酶Erv1p来进一步提升氧化途径的

效能。借助这种共表达策略，CyDisCo系统能够在 SHuffle大肠杆菌中成功促进

含有二硫键的蛋白质正确折叠和生成[76]。据此，研究人员可以成功地在大肠杆菌

中制备出具有正确二硫键配对的蛋白质。
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a b

图 1.3大肠杆菌表达系统中二硫键的形成。（a）蛋白质在野生型大肠杆菌中的表达。（b）

经过基因工程改造的 SHuffle大肠杆菌，其细胞质环境由还原型转变成氧化型[78]。（c）在

SHuffle大肠杆菌中利用 CyDisCo系统共表达蛋白二硫键异构酶 PDI和硫醇氧化酶 Erv1p来

进一步增强氧化途径[76]。

Fig. 1.3 Formation of disulfide bonds in E. coli expression system. (a) Protein expression in

wild-type E. coli. (b) The cytoplasmic environment of genetically engineered E. coli SHuffle was

changed from reduced to oxidized type [78]. (c) In E. coli SHuffle, co-expression of protein

disulfide isomerase PDI and mercaptan oxidase Erv1p by CyDisCo system was used to further

enhance the oxidation pathway [76].

1.4 SPRR2A简介

研究报道，小蛋白 2A(SPRR2A)是一种富含脯氨酸及和二硫键的肠道杀菌蛋

白，其产生主要受到肠道微生物群的刺激。值得注意的是，这种小蛋白在人类肠
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道中同样表达，其位置主要集中于杯状细胞。在低盐浓度和酸性条件下，SPRR2A

能够与带负电的细菌细胞膜发生静电相互作用，实现对革兰氏阳性细菌的选择性

杀消灭，若 SPRR2A缺失，将会导致革兰氏阳性细菌在小肠管腔和黏液层中的

增殖[79]。这一发现为抗菌药物的研究提供了新思路。该研究通过 Sf9细胞真核表

达获得 SPRR2A，并且证实：在不支持二硫键形成的 E. coli BL21(DE3)中表达纯

化获得的 SPRR2A不具有抗菌活性，所以二硫键对于其抗菌活性至关重要。以

期在降低成本和提高效率的同时，探索更为简便的表达方法。

图 1.4 SPRR2A的膜靶向作用机制。

Fig. 1.4 Membrane targeting mechanism of SPRR2A.

1.5研究目的及意义

基于以上研究背景，本研究尝试通过原核表达系统实现含有二硫键的

SPRR2A的异源表达。为了确保二硫键的顺利形成，本研究选用氧化型突变大肠

杆菌菌株 Rosetta-gami (DE3) pLysS作为表达宿主，并对获得的 SPRR2A的抗菌

活性和抗肿瘤活性进行初步研究。本研究可为富含二硫键蛋白的原核表达提供参

考，并可为新型抗菌和抗肿瘤药物的研发提供新思路。
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2 SPRR2A的制备

2.1 实验材料与仪器

2.1.1 实验试剂与材料

SanPrep柱式质粒 DNA小量抽提试剂盒与 PCR产物纯化试剂盒、氯霉素购

自生工生物工程（上海）股份有限公司；DNAMarker（100~8000 bp）与 Protein

Marker（10~150 kDa/14~120 kDa/10~250 kDa）购自全式金生物技术有限公司；

2-（N-吗啡啉）乙磺酸（MES）购自索莱宝科技有限公司；咪唑购自源叶生物科

技有限公司；三羟甲基氨基甲烷（Tris）购自 biosharp；镍层析介质购自博奥龙

免疫技术有限公司。

2.1.2 主要试剂配制方法

试剂 配方

10mM MES缓冲液（pH 5.5） MES

NaCl

去离子水

0.46g

0.29g

200 mL

20 mM Tris缓冲液 NaCl 2.42 g

Tris 4.84 g

去离子水 1 L

5×Tris-Gly电泳缓冲液 SDS 5 g

Tris 15.1 g

甘氨酸 94 g

去离子水 1 L

5×Loading buffer 溴酚蓝 25 mg

SDS 0.5 g

2-巯基乙醇 125 μL

甘油 2.5 mL

去离子水定容至 5 mL

2.1.3 实验仪器
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仪器设备 型号 产家

恒温金属浴 DH300 杭州瑞诚仪器有限公司

圆二色谱仪 SW-CJ-IFD 苏净安泰

超声破碎机 Q500 Qsonica

PCR仪 T100 Bio-Rad

pH计 HI2223 北京哈纳沃德仪器有限公司

酶标仪 ELx800 BioTek

核酸定量仪 NanoDrop NanoDrop One Thermo Fisher Scientific

2.2 实验方法

2.2.1 构建 pET32a-SPRR2A重组质粒

2.2.1.1 设计用于扩增 SPRR2A基因的引物

针对 SPRR2A片段，制定 PCR扩增引物设计方案（见表 2.1）。

表 2.1 扩增 SPRR2A基因的引物序列

Tab. 2.1 The primer sequences for amplification of SPRR2A gene

Name Primer sequences (5’→3’) Length (bp)

SPRR2A-F
CTCGACGCTAACCTGGCCATGTCTTA

CCAGCAGCAG
36

SPRR2A-R
GTGGTGGTGGTGCTCGAGTTTAGATT

TCGGCGGGTA
36

2.2.1.2 高效扩增与纯化目的基因 SPRR2A

利用 pUC-57-SPRR2A载体作为模板，通过 PCR技术扩增四组目标基因，即

SPRR2A。每一组 PCR反应均在 50 μL的体系中进行。

（1）PCR反应体系

试剂 体积

ddH2O 32.0 μL

5×TransStart FastPfu Fly buffer 10.0 μL

dNTPs 4.0 μL

SPRR2A-F 1.0 μL
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SPRR2A-R 1.0 μL

pUC-57-SPRR2A 1.0 μL

TransStart FastPfu Fly DNA Polymerase 1.0 μL

Total 50.0 μL

（2）PCR反应程序

编号 温度 时间 循环

① 95 °C 2 min

步骤②到④

循环 30次

② 95 °C 20 s

③ 65 °C 20 s

④ 72 °C 30 s

⑤ 72 °C 5 min

⑥ 4 °C ~

（3）模板消化

为了消化 DNA模板链，向每个 PCR产物管中添加 1 μL Dpn 1，且按照适当

比例加入 10×buffer，随后，37 °C反应 2 h，以确保消化过程完全。

（4）PCR产物的提纯

①向 PCR反应液中以 1:5的体积比加入 Buffer B3且吹吸混匀；

②将混合物注入吸附柱，9000 rpm离心 30 s，移除收集管内的液体；

③在吸附柱中注入 500 μL的Wash solution，然后用 9000 rpm的速度离心 30

s，最后把管里的液体弃去；

④再次执行步骤③；

⑤经过 8000 rpm的离心处理 1 min后，更换收集管，向吸附膜中央滴加 35 μL

Elution Buffer，静置 2 min后于离心机以 12000 rpm离心 1 min以达到纯化 PCR

产物的目的。

2.2.1.3 线性化扩增 pET32a载体的引物设计

采用 PCR的技术对 pET32a载体进行线性化扩增，并为其设计引物。（见表

2.2）。
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表 2.2 扩增 pET32a载体的引物序列

Tab. 2.2 The primer sequences for amplification of pET32a cloning vector

Name Primer sequences (5’→3’) Length (bp)

pET32a-F CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAG 28

pET32a-R GGCCAGGTTAGCGTCGAGGAACTCTTTC 28

2.2.1.4 载体 pET32a的线性化扩增

以 pET32a为模板，终体系为 50 μL，通过 PCR技术分别扩增得到四组线性

化载体。

（1）PCR反应体系

试剂 体积

ddH2O 32.0 μL

5×TransStart FastPfu Fly buffer 10.0 μL

dNTPs 4.0 μL

pET32a-F 1.0 μL

pET32a-R 1.0 μL

pET32a 1.0 μL

TransStart FastPfu Fly DNA Polymerase 1.0 μL

Total 50.0 μL

（2）PCR反应程序

编号 温度 时间 循环

① 95 °C 2 min

步骤②到④

循环 30次

② 95 °C 20 s

③ 60 °C 20 s

④ 72 °C 1 min

⑤ 72 °C 5 min

⑥ 4 °C ~

（3）模板消化与 PCR产物纯化

使用 Dpn 1消化模板，步骤同 2.2.1.2（3）。

（4）PCR产物纯化

使用试剂盒回收 DNA片段，步骤同 2.2.1.2（4）。
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2.2.1.5 利用无缝克隆构建 pET32a-SPRR2A重组质粒

（1）无缝克隆反应体系

试剂 体积

2×Seamless cloning Master Mix 10.0 μL

Sterlized ddH2O

线性化 pET32a产物

SPRR2A

8.9 μL

0.9 μL

0.2 μL

Total 20.0 μL

（2）无缝克隆反应条件

根据既定体系，将各类试剂加入已灭菌的 1.5 mL离心管中，并确保充分混

合均匀，随后，将离心管放入预先设定为 50 ℃的恒温水浴锅中，维持反应时长

20 min。反应结束后，立即将离心管转移到冰上进行冷却，以便进行转化步骤。

2.2.1.6 pET32a-SPRR2A重组反应产物转化至 E.coli DH5α

将 pET32a-SPRR2A序列的重组反应产物转化至 E.coli DH5α感受态细胞中，

以实现质粒的克隆：

（1）将预先在-80 °C条件下储存的 E.coli DH5α感受态细胞取出，并放置在

冰上缓慢融化；

（2）将 50 μL感受态细胞与 10 μL预冷的重组反应产物轻柔混合均匀，随

后将混合物置于冰上静置 30 min；

（3）将待处理的混合物缓慢而谨慎地转移至预先设定为 42 °C的恒温水浴

锅中，待其经历 45秒的热激时间后，迅速转移至冰上，静置 2 min；

（4）在超净工作台中，取 600 μL未添加抗性的 LB培养基，并将其转移至

（3）中，随后在 37 °C恒温摇床中震荡 1 h，转速设置为 210 rpm；

（5）复苏后的菌液以 4000 rpm离心 2 min，弃 400 μL上清液，然后将剩余

上清与菌体沉淀混匀后均匀涂布于含有 100 ng/μLAmp的 LB固体培养基表面，

随后将其放入恒温培养箱中，在 37 °C的条件下进行过夜培养。

2.2.1.7 阳性克隆的鉴定

（1）在平板上随机挑选 10 个单克隆菌落，用牙签小心挑取后，分别加入

20 μL LB培养基中并充分混合，随后，从每个混合液中取出 1 μL，加入菌落 PCR

的反应体系中，以检测目的基因 SPRR2A是否已成功无缝克隆；
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（2）通过琼脂糖凝胶电泳检测菌落 PCR产物的条带是否正确。

（3）选取琼脂糖凝胶电泳检测中最亮条带对应的菌液，并将其接种到含有

10 mL LB培养基的试管中，于 37 °C过夜培养。

（4）提取 pET32a-SPRR2A重组质粒。

（5）以 pET32a-SPRR2A为模板，利用通用引物与特异性引物进行 PCR双

重鉴定。

（6）确定无误后将 pET32a-SPRR2A重组质粒送往 Sangon Biotech公司测序。

A. PCR反应体系（通用引物）

试剂 体积

ddH2O 32.0 μL

5×PCR buffer 10.0 μL

dNTPs 4.0 μL

DNA template 1.0 μL

T7 Terminator Primer

T7 Primer

1.0 μL

1.0 μL

EasyPfu DNA Polymerase 1.0 μL

Total 50.0 μL

B. PCR反应程序（通用引物）

编号 温度 时间 循环

① 95 °C 2 min

步骤②到④

循环 30次

② 95 °C 20 s

③ 50 °C 20 s

④ 72 °C 30 s

⑤ 72 °C 5 min

⑥ 4 °C ~

C. PCR反应体系（特异性引物）

试剂 体积

ddH2O 32.0 μL

5×PCR buffer 10.0μL

dNTPs 4.0 μL

DNA template 1.0 μL
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SPRR2A-F 1.0 μL

SPRR2A-R 1.0 μL

EasyPfu DNA Polymerase 1.0 μL

Total 50.0 μL

D. PCR反应程序（特异性引物）

编号 温度 时间 循环

① 95 °C 2 min

步骤②到④

循环 30次

② 95 °C 20 s

③ 65 °C 20 s

④ 72 °C 30 s

⑤ 72 °C 5 min

⑥ 4 °C ~

2.2.2 Trx-SPRR2A蛋白异源表达

在确定测序结果无误后，将 pET32a-SPRR2A重组质粒按照 2.2.1.6中的转化

步骤转化至 Rosetta-gami (DE3) pLysS 感受态细胞中，这一操作旨在构建具有异

源表达 Trx-SPRR2A能力的工程菌，以满足后续实验需求。

（1）从过夜培养 Rosetta-gami (DE3) pLysS的 LB固体培养基中挑取单菌落

于 2支 5 mL LB培养基试管中（含 100 ng/μLAmp与 CAP），编号为①-②；在

1支含 5 mL LB液体培养液（含 100 ng/μLAmp）中接种含重组质粒 pET-32a的

Rosetta-gami (DE3) pLysS，编号为③，三支试管置于恒温台式摇床中培养 8 h，

温度设置为 37 °C，转速为 210 rpm；

（2）将培养后的菌液分别接种于 3瓶 0.4 L的 LB液体培养基中进行扩大培

养，编号分别为④-⑥温度设置为 37 °C，转速为 220 rpm；

（3）当 OD600接近 1.0时，④与⑥各加入 200 μL的 IPTG（终浓度为 0.5 mM），

随后三瓶菌液培养 12 h，温度设置为 16 °C，转速为 180 rpm；

（4）将经过培养后的菌液分别于大型离心机以 8000 rpm离心 15 min，随后，

去除上清液，收集菌体沉淀并进行称重；

（5）分别将经过称重后的菌体沉淀以 1:12（W/V）的比例与 20 mM Tris缓

冲液混合，制备成均匀的悬浮液。随后，采用超声破碎技术以 40%的功率对菌体

进行破碎处理，直至菌体变得透亮，在此过程中，以工作 4 s、间歇 6 s的模式运
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行；

（6）分别取超声破碎后的 40 μL菌液做样，剩余部分于 4 °C、12000 rpm离

心 40 min后，取 40 μL上清液做样，沉淀由 20 mM Tris缓冲液以 1:12（W/V）

的比例重悬制成样品。

（7）将含有质粒 pET-32a且经过诱导处理的上清液、未加 IPTG 诱导剂含

重组质粒的上清液、加 IPTG诱导剂含重组质粒的全菌、上清液以及沉淀样品通

过 SDS-PAGE检测，以比较不同情况下 Trx-SPRR2A的表达水平。

2.2.3 Trx-SPRR2A蛋白的纯化

2.2.3.1 蛋白纯化条件摸索

（1）用 40 mL的 100 mM NiSO4将镍离子进行三次重复的挂柱操作；

（2）用 40 mL的 20 mM Tris缓冲液对镍柱进行平衡处理；

（3）将经过超声破碎和离心处理后的蛋白上清液进行两次重复的挂柱操作；

（4）用 2倍柱体积的 20 mM Tris缓冲液过柱去除样品中的杂蛋白；

（5）探究目的蛋白的洗脱条件；使用不同浓度的咪唑溶液来收集蛋白，具

体来说，使用 20、40、60、80、100、150、200和 300 mM的咪唑溶液，且每种

浓度使用 8 mL，以确保有效地从各阶段中分离和收集目标蛋白；

（6）将收集的蛋白液与 5×Loading buffer以 1：4的比例混合，在振荡器上

振荡均匀并在 100 °C金属浴中煮沸 6 min以制备样品，最后通过 SDS-PAGE观

察洗杂效果；

（7）利用 40 mL EDTA（pH 8.0）与镍柱上的镍以及蛋白发生化学反应，进

而达到去镍与残存蛋白的目的；

（8）用 200 mL去离子水冲洗柱材料；

（9）通过 20 mL的 100 mM NiSO4再镀镍，封柱。

2.2.3.2 Trx-SPRR2A蛋白纯化

（1）使用 30 mL的 100 mM NiSO4将镍离子填充到层析柱中；

（2）用 40 mL的 20 mM Tris缓冲液对镍柱进行平衡处理；

（3）将经过超声破碎和离心处理后的蛋白上清液进行两次重复的挂柱操作；

（4）用 2倍柱体积的 20 mM Tris缓冲液过柱去除样品中的杂蛋白；

（5）用 200 mL的 50 mM咪唑溶液通过层析柱，以进一步去除杂蛋白；

（6）用 40 mL的 200 mM咪唑溶液通过层析柱进行洗脱，以收集目标蛋白
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Trx-SPRR2A；

（7）利用 40 mL的 40 mL EDTA（pH 8.0）与镍柱上的镍以及蛋白发生化学

反应，进而达到去镍与残存蛋白的目的；

（8）用 200 mL去离子水冲洗柱材料；

（9）通过 20 mL的 100 mM NiSO4再镀镍，封柱；

（10）将洗脱后的 Trx-SPRR2A 通过超滤离心管除盐浓缩，以溶解于 MES

缓冲液中，随后用 0.22 μM的滤器除菌并用 BCA法测定 Trx-SPRR2A的浓度。

2.2.4 Trx-SPRR2A的 SDS-PAGE鉴定

（1）将纯化后的 Trx-SPRR2A蛋白样品与 5×Loading buffer以 1：4的比例

混合，在震荡器上震荡均匀，混合好的样品在 100 °C金属浴中煮沸 6 min；

（2）蛋白 Marker 和煮沸过的样品上样于预先准备好的 SDS-PAGE 蛋白胶

上样孔中（15%的分离胶和 5%的浓缩胶），样品于浓缩胶中时电泳仪以 60 V运

行，溴酚蓝指示剂显示蛋白样品已经到达分离胶时，以恒定的 120 V继续电泳，

溴酚蓝迁移至距离前沿 1～2 cm的位置后停止电泳；

（3）电泳结束后，将凝胶置于考马斯亮蓝染色液中，进行 2小时的染色处

理。随后，将染色液去除；使用蒸馏水把凝胶表面清洗几次，随后加入脱色液并

不定时更换脱色液，直至蛋白质条带清晰可见；

（4）利用凝胶扫描仪观察与扫描，使用 Image J 图像处理软件分析

Trx-SPRR2A蛋白的纯度。

2.2.5 Trx-SPRR2A的质谱鉴定

将考马斯亮蓝染色的纯化 Trx-SPRR2A 条带切割下来置于 EP 管中，寄往

Sangon Biotech公司利用高质量、高灵敏度、精确度和高分辨率的基质辅助激光

解析离子化串联飞行时间质谱仪（MALDI-TOF/TOF）进行质谱分析。

2.2.6 圆二色谱分析

2.2.6.1 Trx-SPRR2A的二级结构检测

（1）经过纯化处理的 Trx-SPRR2A，通过超滤离心管进行除盐与浓缩操作。

（2）利用圆二色谱（Circular Dichroism, CD）对 Trx-SPRR2A进行分析，选

取 0.05 cm光程的比色皿，于 25 °C，1 nm/s的速度下在波长为 195~260 nm的区
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间内扫描；

（3）以 5 mM PB缓冲液（pH 7.4）与 10 mM MES缓冲液（pH 5.5）为基线，

扫描 Trx-SPRR2A的 CD光谱；

（4）根据 CD光谱数据，利用 CDNN软件分析 Trx-SPRR2A的二级结构类

型与含量。

2.2.6.2 Trx-SPRR2A的热稳定性分析

（1）用 10 kD的超滤离心管对纯化后的 Trx-SPRR2A进行除盐浓缩处理，

分别置换到 PB缓冲液（pH 7.4）以及MES缓冲液（pH 5.5），蛋白终浓度均为

15 μM；

（2）在 25~95 °C 的范围内通过圆二色谱仪以每上升 5 °C 扫描一次的频率

采集 Trx-SPRR2A的 CD光谱，圆二色谱仪的加热速率为 2 °C /min；

（3）根据 CD光谱数据，绘制 Trx-SPRR2A的温度变化曲线。

2.2.7 Trx-SPRR2A蛋白的二硫键鉴定

（1）收集经纯化、除盐、浓缩最后置换到 10 mM MES缓冲液的 Trx-SPRR2A；

（2）寄往 Sangon Biotech公司进行蛋白质二硫键配对分析。

2.2.8 Trx-SPRR2A的血清稳定性检测

（1）经过纯化处理的 Trx-SPRR2A，通过超滤离心管（10 kD）进行除盐与

浓缩操作。随后，将其置换至 20 mM Tris缓冲液中；

（2）将 Trx-SPRR2A按照 20 μM的终浓度，分别添加到 pH值为 6.5和 7.4

的细胞培养液中，这两种培养液均含有 10%的胎牛血清；

（3）将其放置在 CO2细胞培养箱中，严格控制孵育温度为 37 °C，并分别

在 0、2、6、12、24、48小时的时间点取出。在每个预定时间点，使用 5×Loading

Buffer制备 SDS-PAGE蛋白样品，制备好的样品储存于-20 °C，以备后续实验使

用；

（4）通过 SDS-PAGE进行检测。随后，利用 Image J软件对这些蛋白条带

的灰度值进行分析，基于这些分析数据，进一步计算相对强度，该相对强度即为

不同孵育时间点的蛋白条带灰度值与 0 h时条带灰度值的比值。

2.3 结果与分析
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2.3.1 重组质粒的构建

2.3.1.1 线性化载体与目的基因的 PCR扩增

将扩增产物和 DNA Loading以 1：5的体积比吹吸均匀后通过 1%琼脂糖凝

胶胶进行了电泳，电压设置为 120 V，时间设置为 35 min，最后用核酸成像仪成

像分析 PCR产物的长度。如图 2.1所示，分别在泳道 1与泳道 2的 5000 bp-8000

bp、100 bp-250 bp之间出现了明显的电泳条带，这和线性化载体 pET32a（5698 bp）

与目的基因 SPRR2A（216 bp）的理论值相符。由此表明，线性化载体 pET32a

与目的基因 SPRR2A扩增成功。

图 2.1线性化载体 pET32a与 SPRR2A基因扩增。

Fig. 2.1 Amplification of linearized vector pET32a and SPRR2A gene.

2.3.1.2 重组质粒 pET32a-SPRR2A的鉴定与测序验证

利用无缝克隆技术将线性化载体 pET32a与目的基因 SPRR2A通过同源序列

之间的配对形成闭环以得到重组质粒 pET32a-SPRR2A。重组质粒转化至 E.coli

DH5α，选取琼脂糖凝胶电泳检测中最亮条带相对应的菌液进行重组质粒的提取，

然后分别利用通用引物与特异性引物进行 PCR鉴定。PCR产物与 6×DNA loading

buffer以 1：5的体积比混合均匀后上样至核酸胶点样孔，电压设置为 90 V，时

间设置为 35 min，最后用核酸成像仪成像分析 PCR产物的长度。如图 2.2（a）

所示，可以观察到泳道 1-4 在 500 bp-750 bp的范围内均显示出清晰的条带，这

些条带的长度与 pET32a-SPRR2A重组质粒中通用引物间片段长度的理论值（721

bp）相吻合。如图 2.2（b）所示，泳道 1-3均在 100 bp-250 bp的范围内均呈现

出清晰的条带，这些条带的长度与 pET32a-SPRR2A重组质粒中特异性引物间的

片段 SPRR2A长度的理论值（216 bp）相吻合。如图 2.2（c）所示，经过测序验

证，所得结果与预期的目的基因 SPRR2A的理论序列吻合，由此可确认，我们已
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成功构建了重组质粒 pET32a-SPRR2A。

图 2.2 利用通用引物（a）与特异性引物（b）的 PCR鉴定；（c）为重组质粒 pET32a-SPRR2A

的测序结果图。

Fig. 2.2 PCR was used to identify the universal primer (a) and specific primer (b). (c) Sequencing

results of recombinant plasmid pET32a-SPRR2A.

2.3.2 Trx-SPRR2A的异源表达

将含有重组质粒 pET32a-SPRR2A的 Rosetta-gami (DE3) pLysS菌株与含有质

粒 pET32a的 Rosetta-gami (DE3) pLysS菌株进行扩大培养。当菌体的 OD600值接

近 1.0时，加入 IPTG使其诱导表达。将诱导表达且超声破碎后的 Trx-SPRR2A

进行 SDS-PAGE检测。如图 2.4所示，泳道 3在分子量大约为 20 kDa的区域呈

现出特有的目标条带，这与 Trx-SPRR2A蛋白的预期分子量非常接近。与泳道 1

和 2相比较，泳道 3所展现出的这一条带为成功诱导表达提供了确凿证据。泳道

4目的蛋白条带亮度显著高于泳道 5，表明 Trx-SPRR2A目标蛋白主要以可溶性

形式表达，而非以包涵体形式存在。

图 2.3 12% SDS-PAGE分析 Trx-SPRR2A 表达。M表示分子量范围在 10~150 kDa的蛋白
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Marker；泳道 1为经过 IPTG诱导后，含有空质粒 pET32a的 Rosetta-gami (DE3) pLysS菌体

裂解产生的上清液；泳道 2呈现的是未经 IPTG诱导，但含有重组质粒 pET32a-SPRR2A的

Rosetta-gami (DE3) pLysS菌体裂解后的上清液。泳道 3、4、5则分别呈现了经过 IPTG诱导

后，含有重组质粒 pET32a-SPRR2A的 Rosetta-gami (DE3) pLysS菌体裂解液、上清液以及沉

淀。

Fig. 2.3 Expression of Trx-SPRR2A analyzed by 12% SDS-PAGE. M represents protein Marker

with molecular weight ranging from 10 to 150 kDa. Lane 1 was the supernatant produced by the

cleavage of Rosetta-gami (DE3) pLysS containing empty plasmid pET32a after IPTG induction.

Lane 2 showed the supernatant of Rosetta-gami (DE3) pLysS, which was not induced by IPTG but

contained the recombinant plasmid pET32a-SPRR2A. Lane 3, 4 and 5 showed the lysate,

supernatant and precipitation of Rosetta-gami (DE3) pLysS containing the recombinant plasmid

pET32a-SPRR2A after IPTG induction, respectively.

2.3.3 Trx-SPRR2A的纯化

含有 Trx-SPRR2A的粗蛋白液重复过镍柱两次，然后竞争性洗脱，即先用低

浓度的咪唑溶液洗脱杂蛋白与结合力弱的蛋白，然后用合适的咪唑浓度将目的蛋

白洗脱下来。为了达到纯化目的，对纯化条件进行了摸索，如图 2.5所示，在 a

中，用不同浓度的咪唑溶液进行清洗并留样进行 SDS-PAGE检测，最终确定用

含 50 mM咪唑的 wash buffer洗杂，而含 200 mM咪唑的 wash buffer则用于洗脱

目标蛋白。为确保洗脱效果，我们对洗脱下来的目标蛋白进行了保留，并进行

SDS-PAGE检测。在 b中，经过纯化处理的 Trx-SPRR2A于 20-25 kDa之间呈现

出了一条清晰的单一条带，该结果与 Trx-SPRR2A的理论分子量 21 kDa相吻合。

通过 Image J对蛋白的纯度进行评估，结果显示 Trx-SPRR2A的纯度为 94.5%，

说明通过镍柱亲和层析技术可以有效地使目标蛋白从复杂的蛋白质混合物中被

选择性地分离出来。使用 BCA法测量蛋白质浓度后，计算得出 Trx-SPRR2A的

产量为 7.18 mg/L，这表明蛋白质的表达和纯化已经达到了相对较高的效率。
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图 2.4经过镍柱亲和柱层析纯化后，Trx-SPRR2A的 SDS-PAGE电泳分析结果。（a）12%

SDS-PAGE检测 Trx-SPRR2A的纯化摸索。泳道M代表 14~120 kDa 的Marker。泳道 1-8分

别为用 8 mL含 20 mM、40 mM、60 mM、80 mM、100 mM、150 mM、200 mM、300 mM

的Wash buffer洗脱目的蛋白留样。（b）12% SDS-PAGE检测纯化的 Trx-SPRR2A。泳道M

代表 10~250 kDa的Marker。

Fig. 2.4 SDS-PAGE electrophoretic analysis of Trx-SPRR2A after purification by nickel affinity

column chromatography. (a) Purification of Trx-SPRR2A detected by 12% SDS-PAGE. Lane M

represents a Marker from 14 to 120 kDa. In lanes 1-8, 8 mLWash buffer containing 20 mM, 40

mM, 60 mM, 80 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 300 mM was used to elute the target protein

samples, respectively. (b) Purified Trx-SPRR2A was detected by 12% SDS-PAGE. Lane M

represents a Marker from 10 to 250 kDa.

2.3.4 Trx-SPRR2A 的质谱鉴定

对考马斯亮蓝染色的条带进行质谱鉴定，表 2.3 与图 2.5 的结果显示，

Trx-SPRR2A的序列覆盖率为 89%，分子量为 21547 Da，这与理论值和 SDS-PAGE

的实验数据相一致。说明 Trx-SPRR2A蛋白成功表达。

表 2.3 Trx-SPRR2A的质谱鉴定。

Tab. 2.3 MALDI-TOF analysis of Trx-SPRR2A.

Peptides Position Observed Expected Calculated

SDKIIHLTDDSFDTDVLK 2-19 1031.516 2061.0174 2061.0266

MIAPILDEIADEYQGK 38-53 903.4551 1804.8956 1804.8917

LTVAKLNIDQNPGTAPKYGIR 54-74 568.0736 2268.2653 2268.259

YGIRGIPTLLLFKNGEVAATK 71-91 754.4385 2260.2936 2260.2943

GIPTLLLFKNGEVAATKVGALSK 75-97 776.4612 2326.3618 2326.3624

NGEVAATKVGALSK 84-97 672.8783 1343.742 1343.7409

NGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAMSYQQQQCK 84-118 957.4892 3825.9277 3825.9029

EFLDANLAMSYQQQQCKQPCQPPPVCPTPK 102-131 1187.2153 3558.6242 3558.604
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CPEPCPPPKCPEPCPPPK 132-149 1072.4774 2142.9403 2142.9359

CPEPCPPPKCPQPCPPQQCQQK 141-162 906.7294 2717.1663 2717.1641

CPQPCPPQQCQQKYPPVTPSPPCQSK 150-175 1032.7991 3095.3754 3095.3609

YPPVTPSPPCQSKYPPK 163-179 971.991 1941.9675 1941.9659

SKLEHHHHHH 180-189 649.8146 1297.6146 1297.6177

图 2.5 Trx-SPRR2A的二级质谱图。

Fig. 2.5 Secondary mass spectrum of Trx-SPRR2A.

2.3.5 Trx-SPRR2A的二级结构分析

圆二色谱分析能够清晰地显示出目标蛋白在不同波长下的吸收差异，从而反

映出其二级结构的特征。将 Trx-SPRR2A分别溶解在 pH 7.4的 5 mM PB缓冲液

和 pH 5.5的 10 mM MES缓冲液中，使其终浓度为 15 μM，利用圆二色谱检测其

在不同的酸碱环境下的二级结构。图 2.7为 Trx-SPRR2A在 25 °C时的 CD光谱

图，为我们提供了关于其二级结构的初步信息。为了更深入地了解 Trx-SPRR2A

的二级结构，采用 CDNN软件对数据进行处理以得到 Trx-SPRR2A在两种缓冲

液中各类二级结构的比例。结果表明，当 Trx-SPRR2A存在于 pH 7.4的 5 mM PB

缓冲液时，其二级结构包括 11.3%的α-螺旋、35.9%的β-折叠（平行与反平行）、

19.5%的β-转角和 34.2%的无规卷曲。当 Trx-SPRR2A存在于 pH 5.5的 10 mM

MES缓冲液时，其二级结构包含 12.9%的α-螺旋、31.8%的β-折叠（平行与反平
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行）、20.1%的β-转角和 34.8%的无规卷曲。由此可见，Trx-SPRR2A的二级结构

主要是β-折叠与无规卷曲。

图 2.6 分别溶解于 pH 7.4的 PB缓冲液（a）和 pH 5.5的MES缓冲液（b）的 Trx-SPRR2A

在 25 °C下的 CD光谱。

Fig. 2.6 CD spectra of Trx-SPRR2A dissolved in PB buffer (a) at pH 7.4 and MES buffer (b) at pH

5.5 at 25 ℃, respectively.

2.3.6 圆二色谱分析 Trx-SPRR2A的热稳定性

为了深入研究蛋白的热稳定性，利用圆二色谱仪对 Trx-SPRR2A在 25~95 °C

范围内的 CD光谱进行了全面检测，在这个温度区间内，每 5 °C进行一次检测，

以便更准确地揭示蛋白质在不同温度下的结构变化。如图 2.8所示，25~80 °C时

Trx-SPRR2A的 CD光谱呈现出高度的相似性，表明 Trx-SPRR2A在该温度区间

内能够保持良好的热稳定性；然而，当温度超过 85 °C时，可以观察到两种缓冲

液中的 Trx-SPRR2A的 CD光谱呈现出明显的变化，这一现象表明，高温条件下，

Trx-SPRR2A的二级结构会经历改变，这表明 Trx-SPRR2A具有较好的热稳定性。

图 2.7 25~95 °C时 Trx-SPRR2A的 CD光谱。a图为 Trx-SPRR2A溶解在 pH 7.4的 5 mM PB

缓冲液；b图为 pH 5.5的 10 mM MES 缓冲液中。
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Fig. 2.7 CD spectra of Trx-SPRR2A at 25~95 °C. (a) Trx-SPRR2A dissolved in a 5 mM PB buffer

at pH 7.4. (b) Trx-SPRR2A dissolved picture in 10 mM MES buffer at pH 5.5.

2.3.7 Trx-SPRR2A蛋白的二硫键鉴定

二硫键是一种普遍的蛋白翻译后修饰，蛋白质的二硫键对其结构和功能至关

重要，因此精确测定二硫键的数量和位置有利于为相关研究和应用提供有价值的

信息。我们采用高分辨质谱 Q-Exactive（Thermo Fisher）质谱对 Trx-SPRR2A蛋

白进行二硫键的分析，在非还原条件下，对蛋白质进行酶切，利用高分辨质谱鉴

定含二硫键的肽段，进而确认二硫键的连接方式。如图 2.9与表 2.5所示为二硫

键分析结果，结果表明，Trx-SPRR2A 共有 7 对二硫键，其位点分别是

C132-C136(或 C141-C145)、C172/C172(链间二硫键）、C121-C127、C132，

C136,C141，C145、C150,C154,C159/C172、C117/C172、C33-C36，包含真核表

达 SPRR2A所形成的五对二硫键。

图 2.8 Trypsin 非还原酶切 TIC总离子流图与各二硫键肽段对应的保留时间。

Fig. 2.8 The total ion flow diagram of non-reductase cleavage by trypsin and the corresponding

retention times of each disulfide binding peptide.

表 2.4 Trx-SPRR2A的二硫键分析。

Table 2.4 Disulfide bond analysis of Trx-SPRR2A.

No Peptide Sequence Site

1 CPEPCPPPK C132-C136（或 C141-C145）

2 YPPVTPSPPCQSK/YPPVTPSPPCQSK C172/C172（链间二硫键）

3 QPCQPPPVCPTPK C121-C127

4 CPEPCPPPKCPEPCPPPK C132,C136,C141,C145

5 CPQPCPPQQCQQK/YPPVTPSPPCQSK C150,C154,C159/C172

6 EFLDANLAMSYQQQQCK/YPPVTPSPPCQSK C117/C172



SPRR2A的原核表达及生物学活性研究

28

2.3.8 Trx-SPRR2A的血清稳定性分析

分别在不同 pH值（7.4和 6.5）的条件下，使用含 10%血清的完全培养基与

Trx-SPRR2A进行孵育。在特定的时间节点，收集并制备相应的蛋白样品，进而

采用 SDS-PAGE技术对其进行详细的蛋白质电泳分析，以观察 Trx-SPRR2A在不

同条件下的稳定性。如图 2.10所示，Trx-SPRR2A经过 48 h的 CO2细胞培养箱

中孵育后，在预期的位置均成功检测到清晰的目的蛋白条带。这一结果表明，

Trx-SPRR2A在两种不同 pH值的情况下均具有较高的稳定性。为了更精确地评

估 Trx-SPRR2A 的稳定性进行了灰度分析，结果显示，经过 48 小时与不同 pH

值的完全培养基共同孵育后，Trx-SPRR2A未展现出显著的降解现象。值得注意

的是，目的蛋白的条带强度始终保持在 90%以上，这一数据充分说明，无论是在

中性还是酸性环境下，Trx-SPRR2A均展现出了卓越的血清稳定性，为进一步探

索 Trx-SPRR2A在生物医学领域的应用奠定了基础。

图 2.9 Trx-SPRR2A的血清稳定性检测。(a、c)20 μM的 Trx-SPRR2A与 pH值为 7.4或 6.5

且含有 10%胎牛血清的细胞培养基在 37 ℃条件下孵育不同时间（0, 2, 6, 12, 24, 48 h）后，

通过 SDS-PAGE检测蛋白稳定性。泳道 M 是分子量在 20~200 kDa 范围内的蛋白Marker；

FBS是含有 10％FBS的细胞培养基。图中红色箭头明确指出了 Trx-SPRR2A的位置。(b、d)

分别为 a、c中目的条带的定量分析结果。

7 EWCGPCKM C33-C36
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Fig. 2.9 Serum stability of Trx-SPRR2A. (a, c) SDS-PAGE diagram obtained after 20 μM

Trx-SPRR2A was incubated with cell medium (pH 7.4 or 6.5) containing 10% fetal bovine serum

(FBS) at 37℃ for different times (0, 2, 6, 12, 24, 48 h), and subjected to SDS-PAGE analysis.

Lane M is the protein marker in the range of 20~200 kDa. FBS is the cell medium containing 10%

FBS. The red arrow indicates the location of Trx-SPRR2A. b and d are the quantitative analysis

results of target bands in a and c, respectively.

2.4 小结

我们利用 Rosetta-gami (DE3) pLysS原核表达系统成功表达了富含二硫键的

融合蛋白 Trx-SPRR2A。为了获得高纯度的目标蛋白质，我们采用镍柱亲和层析

技术对蛋白质进行纯化，并通过质谱对 Trx-SPRR2A蛋白进行了检测，证实我们

成功通过原核表达系统获得了该蛋白。Trx-SPRR2A的纯度为 94.5%纯度、产率

为 7.18mg/L。我们还通过圆二色谱技术对 Trx-SPRR2A蛋白的二级结构及热稳定

性进行了检测。研究结果显示，表明该蛋白主要二级结构为β-折叠和无规卷曲，

在 85 ℃以下具有较强的热稳定性。通过高分辨质谱 Q-Exactive，对 Trx-SPRR2A

的二硫键进行了分析，结果表明，该蛋白成功形成了 7对二硫键，这对于蛋白质

的结构和功能具有重要意义。此外，Trx-SPRR2A具有良好的 pH和血清稳定性

通过上述一系列研究，我们全面了解了 Trx-SPRR2A蛋白的性质，包括分子

量、二级结构、热稳定性、二硫键配对以及血清稳定性。这些研究为我们之后的

研究奠定了坚实基础，有助于深入探索 Trx-SPRR2A在生物医学领域的潜在应用

价值。
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3 Trx-SPRR2A的抗菌活性研究

3.1 实验材料与设备

3.1.1 实验试剂与材料

名称 生产厂家

脑心浸出液肉汤（BHI） 青岛高科技工业园海博生物技术有

限公司

染色液 PI 上海贝博生物科技有限公司

活细菌/死细菌染色试剂盒 上海贝博生物科技有限公司

3.1.2 主要试剂配制方法

试剂 配制方法

BHI液体培养基 脑心浸出液肉汤 38.5 g

去离子水 1 L

LB固体培养基 琼脂糖 3 g

BHI液体培养基 100 mL

0.85%NaCl

0.5% SDS

NaCl 0.85 g

去离子水定容至 100 mL

SDS 2.5 g

去离子水定容至 500 mL

3.1.3 实验仪器

仪器设备 生产厂家

超净工作台 苏净安泰

高压灭菌锅 ZEALWAY

涡旋振荡器 Sangon Biotech

恒温水浴锅 SCANVAC

酶标仪 BioTek

小型离心机 Eppendorf

恒温摇床 LONGYUE
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三维摇床

荧光显微镜

DRAGONLAB

尼康

3.2 实验方法

3.2.1 细胞培养

选择四种微生物作为研究对象，它们分别是粪肠球菌（Enterococcus faecalis）、

单核细胞增多性李斯特菌（ Listeria monocytogenes）、金光色葡萄球菌

（Staphylococcus aureus）三种革兰氏阳性细菌以及柠檬酸杆菌（Citrobacter

rodentium）一种革兰氏阴性细菌。为了培养这四种微生物，我们选择了不同的培

养基。粪肠球菌、单核细胞增多性李斯特菌、金光色葡萄球菌采用 BHI 培养基

进行培养，柠檬酸杆菌则选用 LB培养基进行培养。在以下实验过程中，严格遵

循无菌操作流程，避免外源性微生物污染。

3.2.2 平板菌落计数法

（1）将四种细菌分别接种到 10 ml培养基中，待其生长至对数生长期；

（2）将菌液 8000 rpm，离心 5 min，并用 10 mL的MES缓冲液（10 mM MES

和 25 mM NaCl，pH 5.5）进行清洗与重悬；

（3）不同菌液以各种稀释液与不同浓度的Trx-SPRR2A混合均匀，置于37 ℃

孵育 2 h；

（4）孵育后的混合物分别均匀涂布在固体培养基上，并在 37 °C.下过夜培

养；

（5）对存活的菌落进行计数，并计算相对于对照组样品中剩余菌落的百分

比。

3.2.3 扫描电镜观察细胞形态

（1）将四种细菌分别接种到 10 ml培养基中，待其生长至对数生长期；

（2）将菌液 8000 rpm，离心 5 min，并用 10 mL的MES缓冲液（10 mM MES

和 25 mM NaCl，pH 5.5）进行清洗与重悬；

（3）各取 1 mL菌液 8000 rpm离心 5 min，与不同浓度的 Trx-SPRR2A混合

均匀，置于 37 ℃孵育 2 h；

（4）孵育后的混合物 8000 rpm离心 5 min，弃上清液，收集菌体；



SPRR2A的原核表达及生物活性研究

32

（5）将菌体吹吸悬浮于固定液内，室温避光固定 30 min，再转移至 4 ℃过

夜保存；

（6）进行 SEM检测。

3.2.4 N01/PI活死染色法

（1）将四种细菌分别接种到 10 ml培养基中，待其生长至对数生长期；

（2）将菌液 8000 rpm，离心 5 min，并用 10 mL的MES缓冲液（10 mM MES

和 25 mM NaCl，pH 5.5）进行清洗与重悬；

（3）取 700 μL菌液 8000 rpm 离心 5 min，收集菌体，用 0.85% NaCl溶液

清洗细胞 3次；

（4）配制染色工作液：用 0.85% NaCl 溶液将 N01 荧光染液稀释 300 倍，

将 PI稀释 200倍，即在 3 mL 0.85% NaCl溶液中加入 10 μL染色液 A，混合均匀

为染色工作液 A，在 2 mL 0.85% NaCl溶液中加入 10 μL染色液 B，混合均匀为

染色工作液 B；

（4）分别用 100 μL的染色工作液 A和 B对粪肠球菌、单核细胞增多性李

斯特菌、金光色葡萄球菌进行重新悬浮，用 110 μL的染色工作液 A和 B对柠檬

酸杆菌进行重新悬浮，并在室温条件下，于暗处静置 15 min以完成孵育过程；

（5）利用 0.85% NaCl溶液对细菌进行一次清洗，然后用 400 μL 0.85% NaCl

溶液对清洗后的细菌进行重悬操作；

（6）取 10 μL菌液滴加至载玻片上，轻缓盖上盖玻片，确保无气泡产生，

随后，将制备好的样本置于荧光倒置显微镜下观察。

3.2.5 PI摄取测定

（1）将粪肠球菌分别接种到 10 mL培养基中，待其生长至对数生长期；

（2）将菌液 8000 rpm，离心 5 min，并用 10 mL的MES缓冲液（10 mM MES

和 25 mM NaCl，pH 5.5）进行清洗与重悬；

（3）用 MES稀释 PI，使其终浓度为 11 μg/mL，在 180 μL 稀释后的 PI 中

加入 200 μL稀释了 106倍的菌液，使其混合均匀；

（4）将（3）均分成 6 份，依次加入等量的 0.05% SDS 和不同浓度的

Trx-SPRR2A，使其终浓度分别为 0、5、10、20、40 μM；

（5）将（4）加入 96孔平板中，每孔 100 μL，利用酶标仪每 5分钟检测一

次荧光强度（激发波长：535 nm；发射波长：617 nm），持续检测 1 h。以 0.05%
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SDS处理组作为阳性对照，计算各处理组的 PI摄取率。

3.3 结果与分析

3.3.1 平板菌落计数法

为了探索 Trx-SPRR2A的杀菌活性，将纯化的 Trx-SPRR2A添加到粪肠球菌、

单核细胞增多性李斯特菌、金光色葡萄球菌（三种革兰氏阳性菌）以及柠檬酸杆

菌（革兰氏阴性菌）培养物中，以观察其对不同细菌的抗菌效果，如图 3.1所示，

随着 Trx-SPRR2A浓度的增加，粪肠球菌、单核细胞增多性李斯特菌、金光色葡

萄球菌的菌落数量逐渐减少。这一与剂量依赖性的抗菌效果表明，Trx-SPRR2A

对这三种革兰氏阳性菌的生长具有抑制作用。进一步观察发现，粪肠球菌对

Trx-SPRR2A最为敏感，20 μM与 40 μM Trx-SPRR2A处理后剩余菌落数分别降

至 44.5%与 0，表明其对粪肠球菌的抗菌效果最为显著。相比之下，Trx-SPRR2A

对柠檬酸杆菌活性很弱，40 μM 时剩余菌落百分比为 70%。由此表明，

Trx-SPRR2A能够选择性杀死革兰氏阳性细菌，这与文献结果一致[79]。这一发现

为后续研究 Trx-SPRR2A在其他细菌上的应用提供了依据。

图 3.1 平板菌落计数法检测 Trx-SPRR2A 对四种不同细菌的抗菌效果。不同浓度的
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Trx-SPRR2A分别处理粪肠球菌、单核细胞增多性李斯特菌、金黄色葡萄球菌、柠檬酸杆菌

后的菌落照片。（b-e）是其图 a的定量分析结果。

Fig. 3.1 Antibacterial effect of Trx-SPRR2A against four different bacteria was determined by

plate count method. (a) Photos of bacterial colonies of E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus

and Citrobacter after treatment with different concentrations of Trx-SPRR2A. (b-e) are the

quantitative results of (a).

3.3.2 电镜检测

利用 Trx-SPRR2A处理四种不同细菌后，我们采用扫描电子显微镜观察了各

种细菌的形态变化。图 3.2所示为四种细菌与 Trx-SPRR2A作用后的扫描电镜图。

结果显示，未经处理的细菌细胞形态完整，而三种革兰氏阳性菌的 Trx-SPRR2A

处理组细菌细胞膜完整性受损，出现凹陷、破损及内容物泄漏等形态变化，表明

Trx-SPRR2A通过与细菌细胞膜结合，破坏其细胞壁和细胞膜的完整性，导致细

胞质泄漏，从而实现对细菌的杀灭。另外，我们还注意到，柠檬酸杆菌的细胞形

态没有发生明显变化。结果表明，Trx-SPRR2A会选择性杀灭革兰氏阳性细菌。

这可能与革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的细胞壁和细胞膜的成分、结构差异有关。
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图 3.2 经不同浓度 Trx-SPRR2A处理 2 h后的粪肠球菌、单核细胞增多性李斯特菌、金黄色

葡萄球菌以及柠檬酸杆菌的扫描电镜图像（标尺：5 μm）。

Fig. 3.2 SEM images of E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus and Citrobacter after treatment

with different concentrations of Trx-SPRR2A for 2 h. The arrows indicate the bacteria that have

undergone morphological changes (scale bars: 5 μm).

3.3.3 N01/PI活死细菌染色法

为了进一步验证 Trx-SPRR2A的杀菌效能，我们进行了 N01/PI活死细菌染

色实验。利用 N01/PI活死细菌染色试剂盒对细菌进行染色后，通过荧光倒置显

微镜可以明确地分辨出活细菌与死细菌，从而直观地观察到 Trx-SPRR2A对细菌

的杀灭效果。N01活细菌染色探针是一种绿色荧光标记的探针，它可以透过具有

完整细胞膜的活细菌，相较之下，PI是一种红色荧光核酸染色剂，只对那些“受

伤”的细菌进行染色。因此，细胞膜完整的细菌能够被荧光染料染成绿色，而膜
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受损的细菌会发出较强的红色荧光。如图 3.3给出了四种细菌对照组与三个不同

浓度（10、20和 40 μM）的 Trx-SPRR2A处理组的染色结果。实验结果显示，经

过 Trx-SPRR2A处理的革兰氏阳性菌，呈现出较强的红色荧光以及较弱的绿色荧

光（图 3.3 a-c）。这一现象说明，Trx-SPRR2A处理导致细菌细胞膜受损，进而

使 PI 染色剂能够进入细胞，使细菌呈现红色荧光。进一步分析可知，随着

Trx-SPRR2A浓度的升高，细菌的红色荧光强度逐渐增强。这表明，Trx-SPRR2A

在较高浓度下对细菌细胞膜的损伤作用更为明显，使得 PI染色剂更容易进入细

胞，从而增强红色荧光。同样，在革兰氏阴性细菌 Citrobacter中观察到强烈的

绿色荧光和微弱的红色荧光。
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图 3.3 N01/PI活死细菌染色法检测 Trx-SPRR2A的抗菌活性。不同浓度的 Trx-SPRR2A分别
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处理（a）粪肠球菌（b）单核细胞增多性李斯特菌（c）金黄色葡萄球菌（d）柠檬酸杆菌，

利用 N01/PI活死细菌染色试剂盒进行染色后，通过荧光倒置显微镜采集图像（标尺：200 μm）。

Fig. 3.3 The antimicrobial activity of Trx-SPRR2A was detected by N01/PI live/dead bacteria

staining. E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus and Citrobacter were treated with different

concentrations of Trx-SPRR2A, stained with N01/PI live/dead bacteria staining kit, and images

were collected by inverted fluorescent microscope (scale bars: 200 μm).

3.3.4 PI摄取测定

为了验证 Trx-SPRR2A可能通过破坏细菌细胞膜来杀死细菌，我们选取粪肠

球菌作为实验模型，采用膜不透性染料 PI对 Trx-SPRR2A处理后细菌的通透性

进行检测。我们采用不同浓度的 Trx-SPRR2A处理粪肠球菌，在一小时内每隔 5

min检测细菌对 PI的摄取量的变化。如图 3.4所示，随着 Trx-SPRR2A浓度的增

加，细菌对PI的摄取量也随之增加，从而增强杀菌效果。该结果表明，Trx-SPRR2A

通过破坏细菌细胞膜的通透性来发挥抗菌活性。此结果进一步证实：Trx-SPRR2A

具备破坏细菌细胞膜的能力，进而导致细菌失去保护并最终死亡。

图 3.4 经不同浓度 Trx-SPRR2A 处理粪肠球菌后，在 1 h 内每隔 5 min 检测 PI 摄取量。用

0.05% SDS 处理组作为阳性对照。

Fig 3.4 E. faecalis was treated with different concentrations of Trx-SPRR2A, and propidium

iodide (PI) uptake was measured over 1 hour. 0.05% SDS was used as positive control.

3.4 小结
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由于细菌对抗生素的耐药性日趋加重，新型抗菌药物的研发备受关注。为了

评估 Trx-SPRR2A的抗菌活性，我们使用平板菌落计数法、扫描电镜观察、N01/PI

活死染色法以及 PI摄取测定法对 Trx-SPRR2A处理后的细菌进行了检测，实验

结果显示，Trx-SPRR2A处理后菌落数量减少、细菌细胞形态发生改变、PI的摄

取量增加。综上所述，Trx-SPRR2A对革兰氏阳性细菌具有一定的抗菌活性。这

为后续研究 Trx-SPRR2A的抗菌应用提供了实验依据。
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4 Trx-SPRR2A的抗肿瘤活性评价

4.1 实验材料与仪器

4.1.1 实验试剂与材料

人乳腺癌细胞MCF-7与人肝癌细胞 HepG2购自中科院上海细胞库；活细胞

/死细胞染色试剂盒购自上海贝博生物科技有限公司；胰蛋白酶深圳市康初源有

限公司；4%多聚甲醛固定液、Annexin V-FITC/PI双染凋亡试剂盒、抗荧光衰减

封片剂、结晶紫、MTT、Triton X-100、DAPI（即用型）均购自索莱宝科技有限

公司。

4.1.2 实验仪器

仪器 型号 产家

恒温培养箱 Galaxy 170 s Eppendorf

超净工作台 HFsafe-1200 Heal Force

低速离心机 SC-3610 Eppendorf

流式细胞仪 CFX Connect Beckman

酶标仪 ELx800 BioTek

4.1.3 主要试剂配制方法

试剂 配制方法

RPMI-1640细胞培养液 RPMI-1640培养基 6.4 mL

（pH 7.4） 胎牛血清 8 mL

青链霉素混合物 800 μL

RPMI-1640培养基 RPMI-1640培养基

去离子水

2.08 g

200 mL

（无 FBS，pH 6.5） NaHCO3调节 pH至 6.5

4.2 实验方法

4.2.1 细胞培养

选择两种常见的细胞系：乳腺癌细胞系(MCF-7 细胞)与肝细胞癌细胞系
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（HepG2 细胞）。为了保证细胞的正常生长，我们需要为它们提供合适的培养

基。MCF-7细胞通过含有 10%胎牛血清（FBS）和 1%抗生素的 DMEM 培养基

培养，HepG2细胞则使用 RPMI 1640培养基进行培养。二者均置于 37 °C、5% CO2

的恒温培养箱。利用倒置显微镜定期观察细胞的贴壁情况与生长状态，当细胞生

长达到 80%的覆盖率时，进行新鲜培养基的更换或者传代，这样可以保证细胞继

续正常生长，同时避免细胞过度拥挤导致生长受限。

4.2.2 FITC标记 Trx-SPRR2A

（1）将 FITC-SCN完全溶解于 PBS缓冲液中，以配置 1 mg/mL的 FITC标

记液。

（2）分别在含有 1 mg Trx-SPRR2A 的 PBS缓冲液（pH 7.4）与 MES缓冲

液（pH 5.5）中，按照 1:2 的摩尔比例加入 FITC 标记液。随后利用相应的缓冲

液使总体系达到 1 mL。混合液在避光条件下置于三维摇床上，并在 4 °C温度下

反应过夜。

（3）在反应完成后，将反应液用 14 mL 缓冲液进行稀释，并利用 10 kDa

的超滤离心管进行浓缩，使得体积降至 1 mL以下，以除去未反应的 FITC-SCN，

经过上述操作，最终制备了 FITC标记的蛋白样品，即 FITC-Trx-SPRR2A。

（4）根据紫外可见分光光度计制作吸光度曲线，以客观评估标记效果。

4.2.3 荧光倒置显微镜检测 Trx-SPRR2A的细胞内化行为

（1）在 12孔板中放置已灭菌且完全干燥的盖玻片，将MCF-7细胞接种在

12孔板中，每孔密度设定为 1×106个细胞，将此培养板置于 37 °C的恒温环境

下进行过夜培养，以确保细胞的正常生长；

（2）通过 pH 值为 7.4 或 6.5 的无血清培养基将 FITC-Trx-SPRR2A 溶液稀

释至 1 μM；

（3）将原有培养基从细胞孔中彻底移除，随后将细胞分别置于以下四种培

养基中进行培养：①pH值为 7.4且不含胎牛血清的中性培养基；②pH 值为 6.5

且不含胎牛血清的酸性培养基；③含有 1 μM FITC-Trx-SPRR2A且 pH 值为 7.4

的培养基；④含有 1 μM FITC-Trx-SPRR2A且 pH 值为 6.5的培养基，最后在细

胞培养箱中静置孵育 12小时；

（4）移除孔中原有的培养基，将 4%的多聚甲醛加入其中，并在室温条件下

保持 30分钟，确保细胞得到充分固定；
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（5）利用 PBS缓冲液对细胞进行两次温和清洗，随后加入浓度为 10 μg/mL

的 DAPI溶液 160 μL，在室温下保持 10分钟以完成孵育过程；

（6）从孔板中吸出 DAPI，并用 PBS对细胞进行两次温和洗涤，同时在载

玻片上滴加 10 μL抗荧光衰减封片剂，轻轻除去爬片上的多余液体，将其放置在

已滴有抗荧光衰减封片剂的载玻片上，确保细胞面与封片剂充分接触，最后采用

指甲油轻轻覆盖爬片周围，确保封片剂不会溢出并固定封片；

（7）采用荧光倒置显微镜进行观测，并捕获相关图像。

4.2.4 流式细胞术分析 Trx-SPRR2A的细胞内化行为

（1）将 MCF-7 细胞分别以 2×106个细胞的密度均匀接种至 6 孔板，并将

之置于 CO2培养箱中，进行过夜培养；

（2）将 FITC-Trx-SPRR2A溶液在无血清培养基中稀释至 1 μM，培养基的

pH 值分别为 7.4 和 6.5。同时，设立不含 FITC-Trx-SPRR2A 的中性和酸性培养

基作为阴性对照。所有样品均置于恒温 37 °C的环境中，进行为期 12 h的孵育；

（3）废弃培养基，利用 PBS进行两次温和洗涤，随后利用 0.25%的胰蛋白

酶消化与含 10%血清的正常培养基中止消化过程，之后，将细胞悬液小心转移至

4 mL EP管中，3000 rpm离心 5 min；

（4）倒掉培养液的上清部分，用 PBS溶液对细胞进行两次清洗；

（5）利用流式细胞仪进行检测和分析。

4.2.5 MTT检测细胞活力

（1）将MCF-7细胞和 HepG2细胞以每孔 3×103个细胞的密度均匀接种在

96孔板中，随后将此板放入温度设定为 37 °C培养箱中，进行过夜培养。

（2）通过含有 10%胎牛血清（FBS）的 pH 7.4 或 pH 6.5 培养基，将

Trx-SPRR2A按照 40 μM、20 μM、10 μM、5 μM的浓度依次进行梯度稀释。

（3）废弃培养基,每孔分别加入 100 μL 含不同浓度 Trx-SPRR2A 的 pH 7.4

或 pH 6.5的培养基，置于 CO2培养箱中培养 12 h。

（4）移除液体，使孔内无残留，随后，在每孔中加入 100 μL 无血清培养

基，同时加入 20 μLMTT溶液，该溶液的浓度为 5 mg/mL，接着将 96孔板放置

于 37 °C培养箱持续孵育 4小时。

（5）移除孔内混合物，各孔加入 150 μL DMSO，并在室温下进行 10 min

的振荡处理。
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（6）使用酶标仪在 570 nm波长下测量细胞的光吸收值，并基于这些数据计

算细胞的相对活力。

4.2.6 结晶紫染色检测细胞活力

（1）以每孔 5×10³个细胞的密度，将MCF-7细胞均匀接种至 96孔板中，

随后将板置于 37 °C的培养箱中进行过夜培养。

（2）通过含有 10%胎牛血清（FBS）的 pH 7.4或 pH 6.5的 DMEM培养基，

将 Trx-SPRR2A按照 40 μM、20 μM、10 μM、5 μM的浓度依次进行梯度稀释。

（3）废弃培养基,每孔分别加入 100 μL 含不同浓度 Trx-SPRR2A 的 pH 7.4

或 pH 6.5的培养基，置于 CO2培养箱中培养 12 h。

（4）移除液体，使孔内无残留，随后，用 PBS溶液对细胞进行两次清洗后

在各孔中加入50 μL的 5%结晶紫溶液，将 96孔板放置于 37 °C摇床中孵育 20 min，

以确保结晶紫能够充分染色。

（5）将结晶紫溶液吸出，并 PBS进行 3次清洗。

（6）将 96孔板倒置放置在滤纸上方，于室温下晾晒一晚使其干燥。

（7）在完成显微镜图像采集后，我们向每孔加入 200 μL甲醇以使其中的结

晶紫得到充分溶解。接着，我们将孔板置于振荡器中进行 15分钟的振荡处理。

（8）采用酶标仪对 570 nm波长的吸光度进行测定，同时以阴性对照作为基

准，设定其吸光度为 100%。进一步推算出细胞的相对活力。

4.2.7 Calcein-AM/PI染色检测细胞活力

（1）以每孔 5×10³个细胞的密度，将MCF-7细胞均匀接种至 96孔板中，

随后将板置于 37 °C的培养箱中进行过夜培养。

（2）利用 pH 7.4和 pH 6.5的含有 10%胎牛血清（FBS）的 DMEM培养基

将 Trx-SPRR2A 稀释至 40 μM，同时设立不含 Trx-SPRR2A 的 pH 7.4 和 pH 6.5

的含有 10%胎牛血清（FBS）的 DMEM培养基作为阴性对照。置于 CO2培养箱

与细胞共孵育 12 h。

（3）分别将将染色液 A与染色液 B以 1:10的比例通过试剂 C进行稀释。

随后将经过稀释的染色液 A按 100:1的比例利用无血清培养基再次稀释混合，从

而制备染色工作液 A（Calcein-AM）。同样地，按照 1000:1的比例，将经过稀

释的染色液 B利用无血清培养基进行再次的稀释与混合，进而制备染色工作液 B

（PI）。
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（4）将 96孔板置于离心机中，以 1000 rpm的转速进行离心，持续时间为

5 min。离心结束后，吸走孔中的液体。接着，用 PBS溶液进行温和洗涤，重复

此操作两次。每次洗涤后，将 96孔板再次进行离心。自此步骤起，任何 PBS洗

涤环节均需进行离心。

（5）向每个孔内添加 50 μL Calcein-AM 染色工作液，进行 30分钟的避光

染色处理。完成染色后，将染色液吸出。接着，利用 50 μL PI染色工作液染色后

PBS清洗两次。最后采用荧光倒置显微镜捕捉图像。

4.2.8 细胞膜通透性检测

（1）以每孔 1×106个细胞的密度，将MCF-7 细胞均匀接种至 12 孔板中，

随后将板置于 37 °C的培养箱中进行过夜培养。

（2）通过含有 10%胎牛血清（FBS）的 pH 6.5 的 DMEM 培养基，将

Trx-SPRR2A按照 30 μM、20 μM、10 μM的浓度依次进行梯度稀释。使用不含

Trx-SPRR2A的酸性培养基作为阴性对照，置于 37 °C环境中，进行过夜孵育。

（3）胰酶消化细胞后离心收集细胞，利用 PBS进行两次温和洗涤。

（4）向每个孔内添加 50 μL PI染色工作液，4 °C避光孵育 5分钟，弃去染

色液。

（5）运用流式细胞术对细胞膜通透性进行检测。

4.2.9 Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡

通过流式细胞仪对细胞凋亡进行分析：

（1）以每孔 1×106个细胞的密度，将MCF-7 细胞均匀接种至 12 孔板中，

随后将板置于 37 °C的培养箱中进行过夜培养。

（2）通过 pH 值为 7.4 或 6.5的无血清 DMEM 培养基将 Trx-SPRR2A溶液

稀释至 10、20和 40 μM，使用不含 Trx-SPRR2A的中性或酸性培养基作为阴性

对照，置于 37 °C环境中，进行过夜孵育。

（3）胰酶消化细胞后通过离心操作收集细胞，为确保细胞的纯净度，利用

PBS对细胞进行两次温和洗涤。

（4）Annexin V-FITC染色液与 1×Annexin V结合液以 1：200的比例混合，

然后将 400 μL的稀释液添加至各平行细胞中，在 4 °C环境下，将样品置于避光

条件下进行孵育，持续时间为 15 min。接下来，向样品中加入适量的 PI染液，

并在相同条件下继续孵育 5 min。
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（5）运用流式细胞术对各类细胞的占比进行定量统计和分析。

荧光倒置显微镜观察细胞凋亡：

（1）以每孔 1×105个细胞的密度，将MCF-7 细胞均匀接种至 24 孔板中，

随后将板置于 37 °C的培养箱中进行过夜培养。

（2）通过 pH 值为 7.4 或 6.5的无血清 DMEM 培养基将 Trx-SPRR2A溶液

稀释至 10、20和 40 μM，使用不含 Trx-SPRR2A的中性或酸性培养基作为阴性

对照，置于 37 °C环境中，进行过夜孵育。

（3）移除液体，使孔内无残留，利用 PBS进行两次温和洗涤。

（4）Annexin V-FITC染色液与 1×Annexin V结合液按照 1：200的体积比

进行混合，然后将 200 μL的稀释液添加至各平行细胞中，4 °C下避光孵育 15分

钟。随后加入 PI染液，继续孵育 5分钟。

（5）利用荧光倒置显微镜捕获相关图像。

4.3 结果与分析

4.3.1 FITC标记 Trx-SPRR2A

我们对 Trx-SPRR2A进行了 FITC标记，并借助紫外可见分光光度计对标记

后的蛋白进行了检测。如图 3.1 所示，未标记的 Trx-SPRR2A 在 280 nm处呈现

出强烈的蛋白质特征吸收峰。而对于经过 FITC 标记的 Trx-SPRR2A，除了保留

蛋白的 280 nm特征峰外，还在 495 nm附近显现出 FITC的信号峰，这一结果强

烈证实了 FITC已成功连接到 Trx-SPRR2A上，使我们能通过荧光显微镜或流式

细胞仪对 FITC-Trx-SPRR2A进行观察与检测。

图 4.1溶于 PBS缓冲液（pH 7.4）的 FITC-Trx-SPRR2A（a）、溶于MES缓冲液（pH 5.5）
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的 FITC-Trx-SPRR2A（b）的紫外可见吸收光谱图。

Figure 4.1 UV-VIS absorption spectra of FITC-Trx-SPRR2A (a) dissolved in PBS buffer (pH 7.4)

and FITC-Trx-SPRR2A (b) dissolved in MES buffer (pH 5.5).

4.3.2 Trx-SPRR2A的细胞内化行为

为了检验 Trx-SPRR2A 能否成功进入肿瘤细胞内，我们对 MCF-7 细胞的

Trx-SPRR2A的摄取状况进行了检测。首先，在 pH 7.4和 pH 6.5条件下，分别将

FITC-Trx-SPRR2A与MCF-7细胞共同培养 3小时。我们利用流式细胞仪对细胞

的 FITC 荧光强度进行测定。如图 4.2（a）所示，在中性环境下，Trx-SPRR2A

处理组的荧光强度相对较低。然而，在弱酸性条件下，Trx-SPRR2A处理组的荧

光信号明显增强，上述结果与荧光倒置显微镜检测结果相互印证，表明在正常生

理条件下，FITC-Trx-SPRR2A不易进入细胞；而在酸性环境下，FITC-Trx-SPRR2A

能够有效地内化至细胞内。同样，我们使用倒置荧光显微镜对细胞内化情况进行

了检测。如图 4.2（b）所示，我们观察到在不同 pH条件下，FITC-Trx-SPRR2A

的摄取情况存在明显差异。在中性条件下，FITC-Trx-SPRR2A处理组的细胞内

荧光信号较弱，表明 FITC-Trx-SPRR2A在正常生理环境下不易进入细胞。然而，

在 pH 6.5的酸性环境下，FITC-Trx-SPRR2A处理组的细胞内绿色荧光信号明显

增强，这一结果明确表明，在酸性条件下，FITC-Trx-SPRR2A能够有效地进入

细胞。总之，本研究通过检测不同条件下 FITC-Trx-SPRR2A被MCF-7细胞内的

摄取状况，证实了酸性环境有助于该蛋白进入肿瘤细胞。由于肿瘤微环境呈弱对

于酸性特征，这对于 Trx-SPRR2A发挥抗肿瘤活性是十分有利的。

图 4.2 通过流式细胞术(a)以及荧光倒置显微镜（b）检测 MCF-7 细胞对 FITC-Trx-SPRR2A

的摄取（标尺：50 μm）。
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Fig 4.2 The cellular uptake of FITC-Trx-SPRR2A by MCF-7 cells was determined by flow

cytometry (a) and inverted fluorescence microscopy (b) (scale bar: 50 μm)..

4.3.3 MTT检测细胞活力

接下来，我们利用MTT实验分析了 Trx-SPRR2A的抗肿瘤活性。在中性和

酸性条件下，以 5个不同浓度（0、5、10、20、40 μM）的 Trx-SPRR2A处理

MCF-7细胞和 HepG2细胞 12小时，随后采用MTT法检测细胞活力。如图 4.3

所示，Trx-SPRR2A对两种细胞的抑制作用均呈现出一定的剂量依赖性，即随着

药物浓度的增加，Trx-SPRR2A对两种细胞的抑制作用逐渐增强。且弱酸性环境

下的 Trx-SPRR2A比 pH 7.4时具有更强的肿瘤杀伤力。具体而言，在酸性条件

下，40 μM的 Trx-SPRR2A处理后，MCF-7细胞和 HepG2细胞的存活率分别为

46.91%、52.85%，表明MCF-7细胞对 Trx-SPRR2A的敏感性较高。综上所述，

本研究证实了 Trx-SPRR2A在弱酸性条件下可有效抑制两种肿瘤细胞的增殖。同

时，我们也认识到不同类型肿瘤细胞对 Trx-SPRR2A的敏感性可能存在差异，这

为后续的抗肿瘤活性研究提供了参考。

图 4.3 MTT检测细胞活力。在 pH 7.4和 pH 6.5的条件下，分别使用不同浓度的 Trx-SPRR2A

处理（a）MCF-7 细胞和（b）HepG2细胞，持续时间为 12小时。随后，通过MTT法来检

测这些细胞的相对活力。

Fig. 4.3 Cell viability was measured by MTT. Trx-SPRR2A was incubated with (a) MCF-7 cells

and (b) HepG2 cells at pH 7.4 and pH 6.5 for 12 h. The relative cell viability was measured by

MTT assay

4.3.4 结晶紫染色检测细胞活力

结晶紫，又称龙胆紫，是一种常用于组织或细胞染色的试剂，可将细胞核染



SPRR2A的原核表达及生物活性研究

48

成深紫色，有助于评估细胞存活和生长增殖状况。本研究通过结晶紫染色检测了

Trx-SPRR2A的抗肿瘤活性。在 pH 7.4和 pH 6.5两种不同的环境下，分别用 4

个浓度（0、5、10、20和 40 μM）的 Trx-SPRR2A处理MCF-7细胞 12小时，旨

在评估不同酸碱环境与不同浓度下的 Trx-SPRR2A对细胞活力的影响。如图 4.4a

所示，在两种 pH条件下，Trx-SPRR2A对MCF-7细胞生长的抑制均表现出浓度

依赖性。但在弱酸性条件下，Trx-SPRR2A对MCF-7细胞生长的抑制作用更加明

显。进一步的定量分析也证实了这一现象。如图 4.4b所示，与中性条件相比，

pH 6.5条件下的 Trx-SPRR2A均表现出对MCF-7细胞更为显著的细胞毒性，尤

其是在 40 μM的浓度下，Trx-SPRR2A使得细胞存活率降低至 49.28%。这些结

果清晰地表明，在酸性环境下，Trx-SPRR2A对肿瘤细胞生长的抑制效果更加明

显。

图 4.4 结晶紫染色检测细胞活力。（a）不同处理组细胞的结晶紫染色图片。标尺是 200 μm。

（b）图 a的定量分析结果。

Fig. 4.4 Crystal violet staining was used to detect cell viability. MCF-7 cells were treated with

different concentrations of Trx-SPRR2A at pH 7.4 or 6.5, cell viability was detected by crystal

violet staining. (a) Crystal violet staining images of cells from different treatment groups. The

scale is 200 μm. (b) Quantitative analysis of (a).

4.3.5 Calcein-AM/PI染色检测细胞活力
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Calcein-AM和 PI作为两种常用的细胞染色试剂，它们可以通过不同的方式

与细胞发生作用，从而区分活细胞和死细胞。Calcein-AM可以使活细胞呈现绿

色荧光，而 PI这种染料仅能穿过受损的细胞膜，在死细胞中激发出红色荧光。

这一特性使得这两种试剂成为检测活细胞和死细胞的有效工具。基于这一点，我

们用 40 μM Trx-SPRR2A在中性和弱酸性条件下处理MCF-7细胞 12 h后，利用

Calcein-AM/PI对其进行染色，进一步评估了 Trx-SPRR2A的抗肿瘤活性。如图

4.5显示，在 pH7.4的条件下，Trx-SPRR2A处理组的大部分细胞呈现绿色荧光，

少数细胞显示微弱的红色荧光；而在酸性条件下，大部分细胞发出强烈的红色荧

光，这说明大部分细胞已经死亡。此结果表明，Trx-SPRR2A在弱酸性条件下对

MCF-7细胞的杀伤效果尤为显著。

图 4.5 Trx-SPRR2A在中性和酸性环境下处理MCF-7 细胞后，通过 Calcein-AM/PI染色采集

图像（标尺：500 μm）。

Fig. 4.4 MCF-7 cells were treated with Trx-SPRR2A for 12 h under neutral or weakly acidic

conditions, stained with Calcein-AM/PI and images were recorded with inverted fluorescent

microscope (scale bar: 500 μm).

4.3.6 细胞膜通透性检测

PI是一种常用的荧光探针，具有独特的性质：它仅能穿过受损的细胞膜并



SPRR2A的原核表达及生物活性研究

50

与 DNA 结合，这一特性使得 PI 成为评估细胞膜通透性的理想工具。为了探究

Trx-SPRR2A是否能通过破坏细胞膜的完整性，我们对处理后的细胞进行 PI染色

后，采用流式细胞术检测MCF-7 细胞的通透性。结果如图 4.6所示，在酸性条

件下，经 20 μM与 30 μM Trx-SPRR2A 处理 1 h后，MCF-7 细胞中的 PI摄取率

显著高于对照组，PI阳性细胞率分别达到 41.29%和 65.99%，表明 Trx-SPRR2A

可以在 1 h之内快速有效地破坏细胞膜，从而导致细胞死亡。此外，我们还观察

到 Trx-SPRR2A引起的细胞膜通透性具有剂量依赖性。该结果证实：SPRR2A通

过破坏细胞膜的完整性来发挥抗肿瘤效应。

图 4.6 流式细胞仪检测细胞膜通透性。在 pH 6.5条件下将不同浓度（0、10、20、30 μM）

的 Trx-SPRR2A分别与MCF-7 细胞过夜孵育，PI染色后，通过流式细胞仪进行检测。

Fig. 4.6 Cell membrane permeability was determined by flow cytomerey. MCF-7 cells were

treated with different concentrations (0, 10, 20, 30 μM) of Trx-SPRR2A overnight at pH 6.5,

stained with PI and analyzed by flow cytometry.

4.3.7 Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡
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Annexin V可以特异地与在细胞凋亡早期从膜内转移至膜外的磷脂酰丝氨酸

（PS）结合，因此，它被视为一种检测 PS暴露状况的探针，进而指示细胞是否

处于凋亡状态。在凋亡晚期或坏死细胞中，由于细胞膜的损伤，PI可以进入细

胞内与 DNA结合，因此，PI可以被视为区分细胞凋亡或者坏死的指标[80]。通过

结合使用 Annexin V和 PI，可以分析细胞凋亡情况。为了探究 Trx-SPRR2A的抗

肿瘤活性是否与诱导细胞凋亡相关，我们在 pH 7.4和 pH 6.5两种环境下将不同

浓度（0、10、20、40 μM）的 Trx-SPRR2A分别与MCF-7细胞过夜孵育，通过

Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒处理，采用流式细胞仪和荧光倒置显微

镜对细胞凋亡状况进行检测。如图 4.7（a）所示，弱酸性环境下，Trx-SPRR2A

处理组的细胞凋亡率相较于中性条件有所提高，且在 40 μM时达到 30.86%。为

了进一步验证这一结果，我们通过荧光倒置显微镜采集了细胞图像，如图 4.7（b）

所示，与流式细胞仪检测结果一致。当细胞与含有 Trx-SPRR2A的 pH 6.5的

DMEM培养基中孵育后，胞内的绿色荧光和红色荧光强度均显著增强，表明凋

亡细胞比例增加；而中性条件下处理组细胞中的绿色荧光和红色荧光强度均相对

较弱。以上研究结果表明，Trx-SPRR2A可在弱酸性条件下有效诱导MCF-7细胞

凋亡。这为进一步研究 Trx-SPRR2A的抗肿瘤作用机制提供了实验依据。
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图 4.7 Annexin V-FITC/PI 双染法分析细胞凋亡。在 pH 7.4和 pH 6.5两种环境下将不同浓度

（0、10、20、40 μM）的 Trx-SPRR2A分别与MCF-7 细胞过夜孵育，利用 Annexin V-FITC/PI

试剂盒对细胞进行染色。(a)利用流式细胞术研究细胞凋亡状况。(b)荧光倒置显微镜观察细

胞凋亡状况（标尺：200 μm）。

Fig 4.7 Apoptosis analysis by Annexin V-FITC/PI double staining assay. MCF-7 cells were
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exposed to different concentrations (0, 10, 20, 40 μM) of Trx-SPRR2A overnight at pH 7.4 or 6.5,

stained with Annexin V-FITC/PI double-staining kit, and cell apoptosis was analyzed by Flow

cytometry (a) and inverted fluorescence microscope (b) (scale bar: 200 μm).

4.4 小结

为了探究 Trx-SPRR2A在肿瘤治疗中的应用潜力，我们首先对 Trx-SPRR2A进行

了荧光标记。通过使用 FITC对 Trx-SPRR2A进行修饰，获得了 FITC-Trx-SPRR2A。

接下来，我们通过紫外可见分光光度计对 FITC-Trx-SPRR2A进行了检测，证明

了标记成功。随后，我们研究了该蛋白的细胞内化行为。表明在 pH 6.5的条件

下，FITC-Trx-SPRR2A能够更有效地被肿瘤细胞内吞。接着，我们通过MTT法、

细胞膜通透性检测、Calcein-AM/PI双染法等一系列实验手段研究了 Trx-SPRR2A

的抗肿瘤活性。实验结果表明，Trx-SPRR2A在弱酸性条件下可有效抑制MCF-7

细胞的增殖。最后，我们证实 Trx-SPRR2A 可高效诱导MCF-7细胞凋亡。此研

究为 Trx-SPRR2A在肿瘤治疗中的应用奠定了基础，并为后续的深入研究提供了

宝贵的参考依据。
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5 结论

我们成功构建了重组质粒 pET32a-SPRR2A。在此基础上，我们使用

Rosetta-gami (DE3) pLysS 原核表达系统成功表达了富含二硫键的融合蛋白

Trx-SPRR2A。为了确保获得高纯度的目标蛋白质，我们采用镍柱亲和层析技术

对蛋白质进行纯化。采用 SDS-PAGE、质谱技术、圆二色谱检测、高分辨质谱

Q-Exactive质谱、血清稳定性测试一系列研究，我们全面了解了 Trx-SPRR2A蛋

白的性质，包括分子量、二级结构、热稳定性、二硫键配对以及血清稳定性。这

些特性使得我们为之后 Trx-SPRR2A的研究奠定了坚实基础。

为了评估由原核系统表达的 Trx-SPRR2A的抗菌活性，我们选择了粪肠球菌、

金黄色葡萄球菌、单核细胞增多性李斯特菌以及柠檬酸杆菌作为实验对象，通过

平板菌落计数、扫描电镜下观察、N01/PI活死染色法以及 PI摄取测定多种实验

方法，研究了 Trx-SPRR2A的抗菌活性，结果表明：Trx-SPRR2A以浓度依赖的

方式抑制革兰氏阳性细菌的生长，而对革兰氏阴性细菌的活性较弱。

为了评估由原核系统表达的 Trx-SPRR2A 的抗肿瘤活性，我们在证实

FITC-Trx-SPRR2A能够进入肿瘤细胞的基础上，通过MTT法、细胞膜通透性检

测、Calcein-AM/PI 双染法等一系列实验手段，对 Trx-SPRR2A的抗肿瘤活性进

行了研究。实验结果表明，在酸性环境下，Trx-SPRR2A可有效抑制MCF-7细胞

的增殖，并触发细胞凋亡。

由于时间限制，部分科研任务尚待完成。为了更深入地探究 Trx-SPRR2A的

生物学功能，未来我们将致力于优化并完善相关研究，包括探讨 Trx-SPRR2A在

不同类型肿瘤细胞中的活性差异、评估 Trx-SPRR2A在体内抗菌和抗肿瘤活性以

及揭示 Trx-SPRR2A的作用机制。本研究可为新型抗菌和抗肿瘤药物的研发提供

新思路和理论依据。
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