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摘   要：金属硫蛋白(metallothionein, MT)在去除重金属、抗氧化和免疫调节等方面发挥重要作用。当

前获取天然 MT 蛋白的首选方法是从组织中提取，工艺复杂且收率很低。近年来涌现多种标签融合后异

源表达的设计，如 GST 或 His 等。然而后期标签的去除大大降低了收率，因此难以实现工业化生产。类

弹性蛋白(elastin-like polypeptides, ELPs)融合技术能够实现目标蛋白的可溶性表达且纯化工艺简便快捷。

本研究将 ELP 与 MT 蛋白融合，通过 ELP 融合显著增加了 MT 的可溶性表达，采用多次可逆相变循环

(inverse transition cycling, ITC)处理等纯化工艺高效简便地获得了纯度 97%以上的 ELP-MT 蛋白。获得的

ELP-MT 蛋白 2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐[2,2ʹ-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 
acid) ammonium salt, ABTS]自由基清除率 IC50为 0.77 μmol/L，为维生素 E衍生物 Trolox 的 53.7 倍，

同时表现出较强的 1,1-二苯基-2-三硝基肼(1,1-diphenyl-2-trinitrohydrazine, DPPH)自由基清除能力。

并且 ELP-MT 对小鼠胚胎成纤维细胞 NIH/3T3 细胞无增殖毒性，可显著促进 NIH/3T3 细胞黏附和迁

移，具有良好的生物相容性。本研究构建的 ELP-MT 融合蛋白同时具有金属硫蛋白和弹性蛋白的特

性，为重组 MT 蛋白的规模化生产和其在食品保健及化妆品领域的应用开发奠定了技术基础。 
关键词：金属硫蛋白；类弹性蛋白；可溶性表达；多次可逆相变循环纯化；生物学活性 
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defense, and immune regulation. The current predominant approach for obtaining natural MT is 
extraction from tissue, which often entails complex procedures resulting in limited yields. In recent 
years, researchers have adopted the strategy of fusing labels such as GST or His for the 
heterologous expression of MT. However, a challenge in industrial production arises from the 
subsequent removal of these labels, which often leads to a significant reduction in the yield. The 
fusion with elastin-like polypeptides (ELPs) offers a promising solution for achieving soluble 
expression of the target protein, while providing a simple and fast purification process. In this 
study, ELP was fused with MT, which significantly up-regulated the soluble expression of MT. The 
fusion protein ELP-MT with the purity above 97% was obtained efficiently and simply by inverse 
transition cycling (ITC). ELP-MT exhibited a remarkable 2,2ʹ-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6- 
sulfonic acid) ammonium salt (ABTS) scavenging activity, with the half maximal inhibitory 
concentration (IC50) of 0.77 μmol/L, which was 53.7 times that of the vitamin E derivative Trolox. 
In addition, the fusion protein demonstrated strong 1,1-diphenyl-2-trinitrohydrazine (DPPH) 
scavenging ability. Furthermore, ELP-MT had no toxicity to the proliferation and promoted the 
adhesion and migration of NIH/3T3 cells. All these results indicated that ELP-MT had good 
biocompatibility. We constructed the fusion protein ELP-MT combining the unique properties of 
MT and elastin, laying a technical foundation for the large-scale production of recombinant MT and 
facilitating the applications in food, health supplement, and cosmetic industries. 
Keywords: metallothionein (MT); elastin-like polypeptides (ELPs); soluble expression; 
purification by inverse transition cycling (ITC); biological activity 

 
金属硫蛋白(metallothionein, MT)是一类普

遍存在于生物体内的富含半胱氨酸的低分子量

(6−7 kDa)的多功能诱导性蛋白，具有丰富的硫

醇基团(30%半胱氨酸)[1-3]。自 1953 年 Mackay
等[4]首次从马肾中发现并分离出 MT 以来，科研

工作者们陆续从动物、植物和微生物中都分离得

到了 MT，且在不同物种(包括原核生物、植物、

无脊椎动物和脊椎动物)中的组织器官均能分离

得到 MT，它们在结构和数量上存在不同[5-6]。金

属硫蛋白在进化上具有高度的保守性，可根据金

属离子含量和氨基酸组成的不同分为 MT-I、
MT-II、MT-III 及 MT-IV 共 4 种亚型。MT 参与

体内各种重要生理活动，如重金属解毒、清除自

由基、调节体内微量元素浓度，并在抗肿瘤、抗

凋亡、调节激素和调节细胞代谢及增殖分化过程

中扮演了重要角色[7-10]。为了研究 MT 的金属结

合能力，要求 MT 蛋白有较高的提取量及纯度。

尽管传统的组织提取方法是制备天然 MT 蛋白

的首选方法，但会受到程序复杂和低回收率的限

制。与传统方法相比，MT 的异源表达表现出表

达率高、成本低等优势。已有报道采用枯草杆菌、

链球菌、酵母菌等多种底盘来表达重组 MT 蛋

白，需要添加高重金属胁迫适应来筛选菌株从

而实现 MT 蛋白的生产，也曾报道基因工程重

组载体导入大肠杆菌中，并采用高密度发酵生

产 MT 蛋白[11-13]，但效果均不理想，其主要的因

素为 MT 产量过低，且诱导过程存在重金属污染

而未能投入工业化发酵提取。近年来报道了许多

GST 或 His 融合设计在大肠杆菌中表达可溶性

MT 的方法，但标签对 MT 与金属的结合能力会

有影响，而 SUMO 融合的 MT 蛋白实际产量也

不高[14-15]。 
弹性蛋白(elastin, ELN)是生皮组织中弹性

纤维的主要成分，主要存在于韧带和脉管壁。弹
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性纤维与胶原纤维共同赋予组织弹性和抗张能

力。类弹性蛋白(elastin-like polypeptides, ELPs)
是一种参照弹性蛋白中高度重复序列，通过基因

工程技术构建的由(VPGXG)n 五肽重复序列串

联重复而成的多肽[16]。与天然弹性蛋白相似，

ELPs 具有良好的细胞相容性，在体内可降解为

天然氨基酸，免疫排斥反应低，这些优势使其广

泛应用于软骨、椎间盘组织修复，血管移植，眼、

肝组织再生和细胞层工程[17]。Nettles 等[18]的研

究表明，由五肽重复单元的 ELPs 具有促进软骨

细胞的增殖、黏附、迁移的作用。ELP 蛋白单独

或与外源基因在 N 端或 C 端形成融合蛋白表达

时具有相转变特性，即达到一定温度时 ELP 蛋

白或 ELP 融合蛋白能发生从溶液到凝聚态的可

逆转变。通过 ELP 凝聚态的可逆转变，利用离

心就能分离重组蛋白，即简单多次的可逆相变循

环(inverse transition cycling, ITC)处理就可从蛋

白混合液中选择性地分离出 ELP 融合蛋白[19-21]。

研 究 人 员 发 现 将 一 种 诱 导 增 殖 的 配 体 (a 
proliferation-inducing ligand, APRIL)膜蛋白与弹

性蛋白融合后，包涵体表达的目的蛋白可以成功

以可溶形式表达且具有生物活性[22]，说明 ELP
也可以提高目的蛋白的溶解度。ELP 目前已在蛋

白纯化[19,23]、组织工程、药物载体微粒等方面得

到广泛研究和应用[24-26]。 
本研究构建了金属硫蛋白与弹性蛋白融合

的 ELP-MT 蛋白，该融合形式可以通过高效简

便的纯化工艺制备纯度在 97%以上的目的蛋白。

获得的 ELP-MT 蛋白表现出较强的自由基清除

能力，且具有良好的生物相容性，对 NIH/3T3
细胞无增殖毒性，可显著促进 NIH/3T3 细胞黏

附和迁移。本研究构建的 ELP-MT 融合蛋白兼

备了金属硫蛋白和弹性蛋白的特性，为重组 MT
蛋白的工业化生产及多领域的应用开发奠定了

技术基础。 

1  材料与方法  
1.1  质粒、菌株及生化试剂 

重组质粒委托南京金斯瑞生物科技有限公

司合成，大肠杆菌(Escherichia coli) BL21(DE3)
购自北京全式金生物技术股份有限公司。三羟甲

基 氨 基 甲 烷 [tris(hydroxymethyl)aminomethane, 
Tris]、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠均购自上海泰坦

科技股份有限公司。氢氧化钠(NaOH)、氯化钠

(NaCl)、尿素(urea)均购自上海麦克林生物生化

科技股份有限公司。异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside, IPTG)、牛

血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)、咪唑、

还原性谷胱甘肽(reduced glutathione, GSH)、磷

酸缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, PBS)、
卡那霉素(kanamycin, Kan)、氨苄青霉素(ampicillin, 
Amp) 及乙二胺四乙酸二钠 (ethylene diamine 
tetraacetic acid-2Na, EDTA-2Na)均购自北京索莱

宝科技有限公司。2,2ʹ-氨基-二(3-乙基-苯并噻唑啉

磺酸 -6) 铵盐 [2,2ʹ-amino-di(2-ethyl-benzothiazoline 
sulphonic acid-6) ammonium salt, ABTS]、过二硫酸

钾 、 1,1- 二 苯 基 -2- 硝 基 苯 肼 (1,1-diphenyl-2- 
picrylhydrazyl, DPPH)均购自上海阿拉丁生化科

技股份有限公司。蛋白质定量试剂盒及蛋白低分

子量非预染 marker 均购自上海碧云天生物技术

股份有限公司。CCK-8试剂盒(cell counting kit-8)
购自江苏艾迪生生物科技有限公司。 
1.2  原核表达载体的构建及重组蛋白的表达 

将人源性金属硫蛋白 hMT-IV 序列(GenBank
登录号：NP_116324.2)根据密码子偏好性进行优

化，委托南京金斯瑞生物科技有限公司合成相应

的基因，并分别连入 pET28a(+)、pGEX-4T-1 及

pSUMO 载体构建重组质粒。其中 ELP-MT 融合

蛋白目的基因(300 个氨基酸的 VPGXG 五肽重复

与 hMT-IV 融合)委托南京金斯瑞生物科技有限

公司合成后直接连入 pET28a(+)载体。最终这些
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构建的重组质粒通过 DNA 测序确认质粒成功合

成。将重组质粒转化至大肠杆菌 BL21(DE3)菌株获

得重组金属硫蛋白表达菌株。进一步挑取重组质

粒转化大肠杆菌 BL21(DE3)后涂布平板的单菌

落于 20 mL 含 100 μg/mL Kan 的 LB 培养基中，

37 ℃、180 r/min 培养过夜，按 1%的比例接种于

20 mL 含 100 μg/mL Kan 的 LB 培养基中，37 ℃、

180 r/min 培养至 OD600 值为 0.4−0.8 后，加入

IPTG 至终浓度为 0.25 mmol/L 进行诱导，18 ℃、

80 r/min 培养 16 h 后即完成重组蛋白的表达。 

1.3  ELP-MT 的纯化 
ELP-MT 融合蛋白的纯化主要包括菌体的

破碎、ITC 分离纯化及阴离子交换层析。 
菌体破碎：诱导表达的菌液 4 ℃、12 000 r/min

离心 10 min 收集菌体。1 L 菌液离心后的菌体用

40 mL 含有 PBS (pH 7.2，添加 2 mol/L Urea)的
缓冲液重悬，并添加终浓度为 1 mg/mL 的溶菌

酶(北京索莱宝科技有限公司)，冰上超声破碎

(300 W 功率，破 2 s 停 3 s，共 4 min)，破碎 3 次。 
ITC 分离纯化：菌体破碎后经 4 ℃、12 000 r/min

离心 10 min，取离心上清(40 mL)加入适量的  
3 mol/L 硫酸铵溶液使反应体系中硫酸铵终浓

度为 0.5 mol/L，充分混匀后 37 ℃孵育 1 h，4 ℃、

12 000 r/min 离心 5 min。收集的沉淀用 40 mL
含有 20 mmol/L Tris 的缓冲液(pH 8.0)进行复溶，

4 ℃孵育 4 h 后 4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min，
收集复溶上清，至此为一轮 ITC 处理。重复进

行 3 轮 ITC 处理，每个步骤样品取 80 μL，加入

20 μL 5×Loading buffer，沸水浴 10 min 后进行 12% 
SDS-PAGE 电泳检测，鉴定并分析纯化情况。 

阴离子交换层析：使用 AKTA avant 蛋白纯

化仪，选择色谱柱 BaByBio Q (13 mm×38 mm,  
5 mL)，流动相 A 相为 Buffer A (10 mmol/L PB, 
pH 7.2)，B 相为 Buffer B (10 mmol/L PB, 1mol/L 
NaCl, pH 7.2)；检测波长为 215 nm；流速设定为

3 mL/min。样品为上一步复溶样品(用 0.45 μm
的滤膜过滤)，上样完成后用 100%流动相 B 梯

度洗脱，收集具有紫外吸收的馏分，并进行 12% 
SDS-PAGE 电泳检测。 

1.4  ELP-MT 的可逆相变 
取浓度分别为 10 μmol/L 和 5 μmol/L 的

ELP-MT 蛋白，以 PBS 为空白对照，加入 96 孔板

中，每孔 100 μL。将 BioTek Synergy H1 酶标仪控

制温度为 25−42 ℃，每升温/降温 1 ℃，维持温度

孵育 2 min，于 OD350读数，检测并记录吸光度值。 
1.5  DPPH 自由基清除能力检测 

用 24 mL 95%乙醇溶解 1 mg DPPH，配制

DPPH 母液溶液。用 PBS 对其进行稀释至 517 nm
吸光度值为 0.6−1.0。确保 1 mL 反应体系中包含

400 μL DPPH 溶液，添加 600 μL PBS 后吸光度值

在线性区间。取 5 支 1.5 mL EP 管，加入 400 Μl  
0.1 mmol/L DPPH 溶液，600 μL 不同浓度的样品

溶液(0.01、0.02、0.03、0.04、0.05 mg/mL)，避

光反应 30 min，在 517 nm 处测吸光度值为 As；
取 400 μL 0.1mmol/L DPPH 溶液，加入 600 μL
体积 PBS 溶液，避光反应 30 min，在 517 nm 处

测吸光度值为 A0，清除率计算公式(1)如下： 
DPPH 清除率%=(A0−As)/A0×100%     (1) 

1.6  ABTS 自由基清除能力检测 
称取 3 mg ABTS 用 735 μL ddH2O 溶解，称

取 1 mg 焦硫酸钾(K2S2O8)用 1 430 μL ddH2O 溶

解；分别取上述溶液 0.5 mL 混合后于室温条件

在黑暗处反应 12 h；次日用 PBS (pH 7.4)对该母

液进行稀释，以 PBS 为背景对照，统一在 734 nm
处检测吸光度值。空白组吸光度为 A0；待测样

品组为 As。按公式(2)计算 ABTS 清除率。 
ABTS 清除率%=(A0−As)/A0×100%     (2) 

1.7  细胞活性检测 
取对数期生长的 NIH/3T3 细胞，以 5×103个/孔

的密度铺设于 96 孔板中，并在最外圈留出孔加

入 PBS，防止细胞干涸，然后置于 37 ℃、5% CO2



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4246 

的恒温培养箱中过夜。次日移去旧培养基，所

有样品均用完全培养基按照 1:10 比例进行稀

释；每孔加入 100 μL 继续培养。作用 24 h 之后，

弃去培养基，加入 100 μL 新培养基及 10 μL 
CCK-8 试剂，37 ℃孵育 2−4 h 后，测定 450 nm
处吸光度。其中公式(3)中 As 为实验组 OD450 处

吸光度值，Ac 为空白对照组 OD450 处吸光度值。 
Cell viability (%)=As/Ac×100          (3) 

1.8  细胞黏附实验 
包被孔板：向 96 孔培养板中加入 100 μL 

0.5、0.25、0.125 mg/mL ELP-MT 及 MT 蛋白，以

PBS 为对照组，每组设立 3 个复孔，37 ℃静置过夜。 
次日，小心移去溶液，无菌 PBS 润洗 1 次，

每孔加入 100 μL 5% BSA 在培养箱中静置 1 h。
使用 PBS 浸洗孔板 2 次，取对数期生长的

NIH/3T3 细胞，以 2×104个/孔的密度铺设于 96 孔

板中，并在最外圈留出孔加入 PBS，防止细胞干

涸，然后置于 37℃、5% CO2 的恒温培养箱中培

养 40 min。用预冷的 PBS 洗板 3 次，加入 100 μL
新培养基及 10 μL CCK-8 试剂，37 ℃孵育 2−4 h
后，测定 450 nm 处吸光度。相对黏附率计算公

式(4)如下： 
Cell adhere rate (%)=As/Ac×100        (4) 
其中 As 为实验组 OD450 处吸光度值，Ac 为

空白对照组 OD450 处吸光度值。 

1.9  细胞迁移实验 
细胞铺板：取对数生长期的 NIH/3T3 细胞，

胰蛋白酶消化成单细胞后，加入含血清的培养基

终止反应，1 000 r/min 离心 5 min 收集细胞沉淀，

重悬细胞并计数，取适量细胞悬液均匀接种于

12孔板中(2.5×105个/孔)，加入培养基至每孔 1 mL，
于 37 ℃、5%的 CO2 培养箱中进行培养。待细胞

长成单层细胞时，弃去培养基并使用 1 mL 枪头

划痕(每孔划 2 条，用紫外消毒后的直尺做参考)。
划线完成后，使用无菌 PBS 轻轻洗涤细胞 2−3 次，

尽可能洗去划下的细胞，使留下的间隙肉眼即清

晰可见，然后更换 1 mL 0.1%血清培养基。并向

培养基中加入终浓度为 3.6 μmol/L 蛋白溶液，溶

剂对照组只加 0.1% FBS DMEM 培养基及 PBS，
拍摄 0 h 细胞划痕照片。 

细胞培养与观察：将细胞放入 37 ℃、5%CO2

培养箱中培养。18 h 后取出细胞，在显微镜下观

察并拍摄与 0 h 相同位置的照片。 

数据分析：使用 ImageJ 软件打开图片后，

测定划痕面积；分析计算公式(5)如下： 
Cell migration rate (%)=(1−S18/S0)×100 (5) 
其中，S18为 18 h 时划痕面积；S0为 0 h 时划痕

面积。 

2  结果与分析 
2.1  不同融合形式 MT 蛋白的表达 

不同融合形式的 MT 蛋白经过原核表达载

体的构建，在大肠杆菌中诱导重组蛋白表达，使

用 SDS-PAGE 鉴定融合蛋白的表达情况。野生

型 MT、GST-MT、SUMO-MT 及 ELP-MT 蛋白

的理论分子量大小分别为 8.67、31.68、20.29、
28.57 kDa，电泳结果显示(图 1)，以上蛋白的分

子量大小分别为 13、32、25、29 kDa 左右，其

中野生型的 MT 与 SUMO-MT 融合蛋白实际条

带大小偏大，GST-MT 与 ELP-MT 两种融合蛋白

实际条带大小与理论相近。野生型的 MT 基本以

包涵体形式表达，而 GST-MT、SUMO-MT 和

ELP-MT 融合蛋白均以可溶形式表达。三种融合

表达的形式在获得可溶性表达量方面差异不大，

SUMO-MT 融合的形式表达量略低。对于

GST-MT 与 SUMO-MT 融合蛋白，还需要切除

GST 或 SUMO 标签来获得 MT 蛋白，这一步的

损失较大[14-15]。但 ELP-MT 融合蛋白可保留具有

生物学特性的 ELP 片段，避免了切除融合片段

的步骤，因此，在整体目的蛋白制备量方面将体

现出明显的优势。 
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图 1  不同融合形式的 MT 蛋白表达 SDS-PAGE
鉴定   图中箭头指示的位置为实际的目的蛋白

表达条带. M：蛋白分子量标准品；U：未诱导样

本；I：诱导后样本；S：诱导后破碎上清；P：诱

导后破碎沉淀 
Figure 1  SDS-PAGE analysis of different 
recombinant MT proteins. The arrows in the figure 
indicate the actual target protein expression bands. 
M: Molecular mass markers; U: Uninduced; I: 
Induced; S: Supernatant; P: Precipitate. 
 

2.2  多种融合 MT 蛋白的纯化工艺研究 
经过对不同融合形式的 MT 蛋白初步的纯

化工艺探索，发现 GST-MT 融合蛋白经过 GST
柱亲和层析后很难被洗脱下来，如图 2A 所示，

最终收集到的馏分中 GST-MT 蛋白含量甚微。

考虑到较大的 GST 标签融合形式可能会影响

MT 蛋白的金属结合活性[14-15,27]，因此进一步对

GST 标签进行了切除，大大降低了目标蛋白的

整体收率，获得目的蛋白如图 2A 中 MT (ΔGST)
样本(ΔGST 表示去除 GST 标签的含义)。SUMO
标签融合形式与 GST 融合极为相似，融合标签

较大，虽暂无文献报道，也存在影响 MT 蛋白

相关活性的风险[28-29]。而且 SUMO 融合的形式

表达量略低，在进行初步的 Ni 柱纯化后目的蛋

白表现出不稳定沉淀析出状态(图 2A，泳道 1)， 
 

 
图 2  多种融合金属硫蛋白的纯化制备   A：GST-MT 和 SUMO-MT 融合蛋白纯化过程中的 SDS-PAGE
分析. Lane 1：SUMO-MT 纯化过程中蛋白不稳定沉降收集的沉淀样本；Lane 2：SUMO-MT 纯化过程中

蛋白不稳定沉降收集的上清样本. B：ELP-MT 融合蛋白纯化过程中的 SDS-PAGE 分析. Lane 1：超声破

碎后的上清；Lane 2、4、7：3 次 ITC 处理后的上清；Lane 3、5、8：将 3 次 ITC 处理得到的沉淀重新溶

解后的上清；Lane 6、9：后 2 次 ITC 处理后复溶沉淀样品；Lane 10：纯化的 ELP-MT 蛋白. C：

SEC-HPLC 分析 ELP-MT 纯度. 图中箭头所指示的位置为目标蛋白的条带位置 
Figure 2  Purification of multiple fusion expressed MT proteins. A: SDS-PAGE analysis of GST-MT and 
SUMO-MT in the purification process. Lane 1: A precipitated sample of unstable protein precipitation in 
solution during the SUMO-MT purification process; Lane 2: The supernatant after the precipitation of unstable 
protein in solution during the purification process of SUMO-MT. B: SDS-PAGE analysis of ELP-MT in the 
purification process. Lane 1: The supernatant after sonication; Lane 2, 4, 7: The supernatant after three ITC 
treatments; Lane 3, 5, 8: The supernatant of the precipitate obtained by three ITC treatments was redissolved; 
Lane 6, 9: The samples that failed to dissolve after redissolving precipitates from the last two ITC treatments; 
Lane 10: Purified ELP-MT protein. C: SEC-HPLC analysis of ELP-MT. The arrows in the figure indicate the 
actual target protein expression bands. 
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残留在上清中的目的蛋白含量非常的少(图 2A，

泳道 2)。进一步将标签切除，较大的损失导致

收集的馏分未能在 SDS-PAGE 中检测到 MT 蛋

白。ELP-MT 融合形式主要为可溶性蛋白表达，

利用融合的类弹性蛋白 ELP 具有温度诱导的可

逆相变特性，经过尝试发现 3 次 ITC 处理后，

即可获得纯度大于 90%的目的蛋白，大大简化了

复杂的纯化步骤(图 2B)。利用阴离子层析柱进一

步精纯，采用 SEC-HPLC 分析表明纯度高达

97.33%，产量可达 23.63 mg/L (图 2C)。 

2.3  ELP-MT 的相变性能研究 
通过对不同温度下 ELP-MT 蛋白溶液的浊

度进行检测来研究 ELP-MT 的相变性能。结果

见图 3，随着温度从 25 ℃升高至 42 ℃，待测样

品溶液 OD350 吸收值有所升高，继而随着温度的

缓慢下降，待测样品溶液逐渐恢复澄清。因此，

ELP-MT 蛋白可在(40±2) ℃左右达到最佳相变

温度。不同的蛋白浓度下，相变趋势一致，表明

ELP-MT 融合蛋白具备可逆相变特性的。该结果

不仅解析了 ELP-MT 融合蛋白拥有与 ELP 蛋白

同样的可逆相变特性，为 MT 蛋白的纯化制备提

供了简便快捷的 ITC 处理方法，同时将为后期

MT 蛋白多领域的应用提供更多可能的形式。 

2.4  ELP-MT 的 DPPH 自由基清除能力检测 
采用DPPH自由基清除检测方法对ELP-MT

融合蛋白的自由基清除能力进行探究。DPPH 自

由基在 517 nm 处有最大吸收波长，在乙醇和乙

醇水溶液中呈深紫色，DPPH 自由基被还原会导

致溶液褪色，此时 517 nm 处吸光度值下降，其

褪色程度与自由基清除剂的含量相关。图 4 结果

表明阴性对照 BSA 基本不具备 DPPH 自由基清

除作用，选用 MT (为 MTΔGST，简称 MT)作为

对照组样本。结果表明，ELP-MT 和 MT 均具备

DPPH 自由基清除能力。在不同的浓度下，二者

形成的自由基清除能力曲线趋势一致，几乎能够

重叠。这表明二者的 DPPH 自由基清除能力相

当，当 ELP-MT 和 MT 浓度达到 20 μmol/L 时，

DPPH 自由基清除能力趋于饱和状态，说明 ELP
的融合形式并没有影响 MT 蛋白的自由基清除

能力。 
 

 
 

图 3  ELP-MT 的浊度曲线   采用 5 μmol/L 和 
10 μmol/L 的 ELP-MT 蛋白进行相变性质探究，每

个测试温度设置 3 个复孔，并选用 PBS 作为阴性

对照样本组 
Figure 3  Turbidity curves for ELP-MT. Two 
concentrations of ELP-MT protein, 5 μmol/L and  
10 μmol/L, were selected for exploration. Three 
repeat sample groups were set at each exploration 
temperature, and PBS was selected as the negative 
control sample. 

 

 
 

图 4  ELP-MT 的 DPPH 自由基清除能力曲线  
Figure 4  DPPH scavenging ability curves of 
ELP-MT. 
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2.5  ELP-MT的ABTS自由基清除能力检测 
ABTS 自由基清除法是最常见的用于评价

药用植物或纯化合物的抗氧化活性的一种方法。

其 734 nm 或 405 nm 处具有特征吸收峰，在一定

范围内吸光度的变化与自由基被清除的程度成

正比，吸光度下降的程度即可反映样本清除

ABTS 自由基的能力。由图 5 可知，在测试浓度

范围内，MT 及 ELP-MT 对 ABTS 自由基具有不

同程度的清除作用，随着样品浓度的不断增加，

ABTS 自由基清除率表现出递增的趋势。当 MT
及 ELP-MT 浓度达到 4 μmol/L 时，ABTS 自由基

清除能力基本达到饱和。经计算，ELP-MT 融合

蛋白ABTS自由基清除能力的 IC50为0.77 μmol/L， 
 

 
 

图 5  ELP-MT 的 ABTS 自由基清除能力曲线   
A：MT、ELP-MT 对 ABTS 的清除水平. B：维生

素 E 衍生物 Trolox 对 ABTS 的清除水平. 
Figure 5  ABTS scavenging ability curves of 
ELP-MT. A: ABTS scavenging ability curves of MT, 
ELP-MT. B: ABTS scavenging ability curves of 
Trolox. 

MT 的 IC50 为 1.54 μmol/L，以维生素 E 衍生物

为阳性对照，其 IC50为 41.35 μmol/L，ELP-MT 的

ABTS 自由基清除能力为维生素 E 衍生物 Trolox
的 53.7 倍，表明 ELP-MT 具备显著的 ABTS 自

由基清除能力，在 4 μmol/L 浓度范围内效果优

于未融合的 MT。 

2.6  ELP-MT 的细胞生物学活性 
NIH/3T3 细胞是细胞生物学和生物医学研

究领域常用的细胞系之一，它源自小鼠胚胎成纤

维细胞，可用于多种细胞过程的实验测定，包括

细胞迁移及黏附实验[30-32]。为了研究 ELP-MT
融合蛋白在 NIH/3T3 细胞中是否具备相关的生

物学活性，首先设置不同浓度的 ELP-MT (3.2、
1.6、0.8 μmol/L)，与 NIH/3T3 细胞于细胞培养

箱中孵育 24 h 后，利用 CCK-8 法测定细胞的存

活率。结果如图 6A 所示，ELP-MT 作为外源蛋

白，对 NIH/3T3 细胞活力无影响，说明 ELP-MT
融合蛋白对 NIH/3T3 细胞没有潜在的细胞毒性，

具有良好的生物安全性。  
由于 ELP-MT 具备温度相变特性，会在孔

板上形成与孔壁结合较牢固的小颗粒，推测其可

能有利于细胞黏附，可能具有良好的促细胞黏附

特性。因此，使用 3 个不同的蛋白量进行包被，

开展 NIH/3T3 细胞的黏附实验。图 6B 表明，在

50 μg 的 ELP-MT 包被量下，可显著地促进

NIH/3T3 细胞黏附，且孔间差异小，而 MT 本身

无促进细胞黏附的作用。 
为进一步探究 MT 蛋白融合 ELP 后是否具

备 NIH/3T3 细胞促迁移活性，取对数生长期的

NIH/3T3 细胞，以 2.5×105 个/孔细胞密度进行铺

板，进行细胞划痕实验。向细胞培养基中加入

ELP-MT 融合蛋白，溶剂对照组只加 0.1% FBS 
DMEM 培养基及 PBS，拍摄 0 h 及 18 h 细胞划

痕照片。结果如图 6C、6D 所示，ELP-MT 融合

蛋白在 3.6 μmol/L 时可显著促进 NIH/3T3 
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图 6  ELP-MT 在 NIH/3T3 细胞增殖、黏附、迁移方面的生物活性   A：ELP-MT 融合蛋白在高、中、

低浓度下(3.2、1.6、0.8 μmol/L)处理 NIH/3T3 细胞 24 h 后，采用 CCK-8 法检测细胞毒性. B：0.5 mg/mL 
ELP-MT 和 MT 蛋白分别处理 NIH/3T3 细胞 24 h 后，检测促细胞黏附能力. C：不同蛋白实验组促细胞迁

移实验的细胞划痕图片. D：3.6 μmol/L ELP-MT 和 MT 蛋白分别处理 NIH/3T3 细胞，采用划痕法测定促

细胞迁移能力(**：P<0.01). n=3，即设置 3 个检测复孔 
Figure 6  Biological activity of ELP-MT on proliferation, adhesion, and migration of NIH/3T3. A: Cell 
cytotoxicity was detected by a CCK-8 assay after 24 h of treatment with ELP-MT at high, middle and low 
concentrations (3.2, 1.6, 0.8 μmol/L). B: NIH/3T3 cells were treated with 0.5 mg/mL ELP-MT or MT proteins 
for 24 h, and the cell adhesion ability was detected by a cell adhesion assay. C: Image captured by cell 
migration experiment from different experimental groups. D: The cell migration ability was measured by 
scratch assay after treatment with ELP-MT and MT at 3.6 μmol/L (**: P<0.01). n=3, three duplicate sample 
groups. 
 
细胞迁移，而单独的 MT 蛋白与空白对照组无明

显差异，表明单独的 MT 蛋白不具备 NIH/3T3
细胞促迁移活性，ELP-MT 融合蛋白因融合了

ELP 表现出显著的 NIH/3T3 细胞促迁移活性。 

3  讨论与结论 
金属硫蛋白是一类普遍存在于生物体内的

金属结合蛋白，具有金属结合能力和高诱导特性

的低分子量蛋白质。这些富含半胱氨酸的短肽对多

种重金属有高度亲和性，主要有镉、铜和锌[33-34]。

在微生物和人类中普遍存在金属硫蛋白，并且其

结构高度保守。 MT 结构呈哑铃状，包含

α-domain 和 β-domain 两个可与金属结合的区  
域[35-36]。研究发现，相较于谷胱甘肽，MT 与羟

基自由基反应的观察结果提高了 340 倍，引起了

研究人员对 MT 中硫反应性的兴趣，并进行了大

量关于其作为自由基清除剂的研究。目前，在体

外评估 MT 清除自由基能力方面主要集中在活

性氧、羟基自由基、DPPH 及 ABTS 等人造自

由基上，并涉及 MT 还原力以及总抗氧化能力

测定[13,37]。从不同物种组织中分离纯化的 MT 所

表现的清除自由基活性和抗氧化能力具有明显

差异。目前，商品化的 MT 大多从兔肝中诱导提

取，其生产成本高、价格昂贵。寻找廉价且含有

丰富 MT 的新资源是降低生产成本及扩大其应

用领域的重要途径。 
截至目前，Sekhar 等[38]及 Sauge-Merle 等[39]

已经利用大肠杆菌表达不同来源的 MT。然而，

MT 的高半胱氨酸含量干扰细胞质内部的氧化

还原途径，SH 基团的分子内反应可能导致 MT
在大肠杆菌表达中形成包涵体。此外，由于分子

量低，MT 表现出极其的不稳定。Sauge-Merle
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等 曾 利 用 麦 芽 糖 结 合 蛋 白 (maltose-binding 
proteins, MBP)融合标签在 E. coli 中过表达

MBP-MTII，最终成功获取了少量可溶形式的

MBP-MT[39] 。 Shahpiri 等 则 将 水 稻 来 源 的

OsMT1-OsMT4 与 GST 标签融合，在大肠杆菌

中进行过表达以获取可溶性的金属硫蛋白[27]。

然而一些学者指出融合标签部分(包括 GST 和

His 等)可能会干扰 MT 的金属结合能力[14-15,27]，

若去除标签则比较费时费力。Li 和 Ma 等尝试将

河南华溪蟹(Sinopotamon honanense)来源的 MT
与 SUMO (类泛素蛋白修饰分子)融合，改善了重

组单体和低聚 MT 的蛋白质折叠和溶解度，但产

量仍旧不理想[15,28-29,40]。 
本研究通过比较 MT、GST-MT、SUMO-MT

和 ELP-MT 重组蛋白在 E. coli 中可溶性的表达

情况，发现 MT 主要以包涵体形式表达。而 GST、

SUMO 和 ELP 的融合均可促进 MT 的可溶性表

达。对这些融合蛋白进行纯化研究，结果显示

GST-MT 的纯化工艺得率低且耗时长，而

SUMO-MT 纯化过程中存在不稳定性，容易发生

沉淀现象。此外，GST 与 SUMO 标签的融合也

可能对 MT 蛋白的金属结合活性产生影响。相比

之下，优选的 ELP-MT 蛋白由于融合 ELP 的可

逆相变特性，再使用 ITC 技术进行简单纯化制

备即可得到纯度高于 97%的目标蛋白。该工艺

简单便捷，相对于需要 GST 或 Ni 柱亲和层析

的 GST-MT 或 SUMO-MT 融合形式，在大大降

低了制备成本的同时，也解决了制备产量低的

问题。 
通过纯化获得的 ELP-MT 蛋白进行一系列

生物学活性研究发现，其具有良好的 ABTS 自由

基清除能力(IC50 为 0.77 μmol/L)，远低于 Trolox 
(IC50 为 41.35 μmol/L)。同时还表现出 DPPH 自

由基清除能力，更有力地证明了 ELP-MT 具有

抗氧化作用。有研究表明 ELP 与天然弹性蛋白

相似，在体内可降解为天然氨基酸，免疫排斥反

应低，表现出良好的细胞相容性[17]。Nettles 等[18]

的研究表明，由五肽重复单元的 ELP 具备促进软

骨细胞的增殖、黏附及迁移的作用。进一步在

NIH/3T3 细胞模型中测试发现，在实验浓度下

ELP-MT 对 NIH/3T3 细胞无增殖毒性，并且可以

促进 NIH/3T3 细胞的黏附及迁移，说明 ELP-MT
具有良好的生物相容性并具有促进修复的潜力。

这些特性是未经融合处理的 MT 样本所不能展

示出来的。总体而言，融合的 ELP-MT 不仅具

备金属硫蛋白的自由基清除能力，同时还拥有类

弹性蛋白良好的生物相容性、促细胞黏附及迁移

等相关特性。本研究为规模化生产 MT 并进一步

促进其在化妆品及食品保健领域应用提供了新

的实验依据。 
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