
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.9 

55 

 

人抗氧化蛋白-1 在大肠杆菌中的表达、纯化及 

活性鉴定 
 

毛爽 1，陈少沛 1，颜晟 1，王海鹰 2，宁正祥 2，李杉 1，王菊芳 1 

（1.华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006）（2.华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510006） 

摘要：为得到较纯的具有活性的人抗氧化蛋白 Peroxiredoxin1（Prx1），本文先用 PCR 的方法扩增了人 Prx1 的 cDNA 序列，然

后将其连接到 pET28 表达载体上，从而构建了编码全长的人抗氧化蛋白-1 基因的 pET28-Prx1 原核表达质粒。经双酶切及测序鉴定后

将表达质粒转入大肠杆菌 BL21（DE3）进行表达，并通过 SDS-PAGE和 western blot 来鉴定表达产物。随后用Ni-NTA 螯合亲和层析

的方法纯化重组蛋白，并测定该酶的米氏常数，用质粒保护实验鉴定该蛋白其活性。最终表达载体经酶切和测序鉴定证实构建成功，

表达产物在 SDS-PAGE和western blot 图的 25 kD 左右，与 prx1 真实的蛋白分子量相符，说明 Prx1 蛋白成功表达。Prx1 纯化后产量

达到 7.59 mg/g菌体，纯度达到 88.50%。纯化后的 Prx1在 37 ℃和 pH 7.4的条件下催化H2O2反应的米氏常数 Km为 2.06×10-4 mol/L,

质粒保护实验表明 Prx1 可以保护 pUC18 质粒免受氧化损伤。因此，Prx1 在大肠杆菌中成功表达并得到较纯的活性蛋白。 
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Abstract: In order to obtain active human peroxiredoxin 1(Prx1) with high purity, Prx1 cDNA sequence was amplified by polymerase 

chain reaction (PCR), cloned in expression vector pET28 to construct a prokaryotic expression plasmid pET28-Prx1, containing full-length 

human Prx1 gene. After endonuclease digestion and DNA sequencing, the plasmid was transferred into Escherichia coli BL21 (DE3) for 

expression. The expression product was identified by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and western 

blotting. The recombinant protein was purified by nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) affinity chromatography, the Michaelis constant (Km) for 

Prx1 was determined, and the activity of Prx1 was identified by plasmid protection assay. The result of endonuclease digestion and DNA 

sequencing showed that recombinant plasmid was constructed successfully. The expression product was approximately 25 kDa, as determined 

by SDS-PAGE and western blotting, which is consistent with the actual molecular weight of human Prx1. After purification, the yield of Prx1 

was 7.59 mg/g bacteria, with a purity of 88.50%. The Km value of purified Prx1 was 2.06×10-4 mol/L in catalytic reduction of H2O2 at 37 ℃ 

with a pH value of 7.4. Plasmid protection assay showed that Prx1 could protect pUC18 DNA from oxidative damage. Thus, Prx1 w as 

successfully expressed in E.coli and an active protein with high purity was obtained. 
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在生物体内，存在着一个复杂的、相互作用的网

络来保护细胞免受氧化应激的损害[1~2]。这个网络主要 
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由一些重要的酶组成，包括超氧化物歧化酶

（ Superoxide Dismutase ， SOD ）， 过氧 化氢 酶

（Catalase），硫氧还蛋白（Thioredoxin）等。阿尔茨

海默症[3]，帕金森氏[4]，和神经退行性疾病中的运动神

经元疾病[5]等疾病的发生，都被认为与氧化还原失衡

以及自由基在体内的积累有关。 

Peroxiredoxin 是广泛存在于真核生物和原核生物

中的一类抗氧化蛋白，具有抗氧化和清除氧自由基的

作用，可以保护细胞免受过氧化环境及氧自由基的损
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害的损伤。Peroxiredoxin 1（Prx1）是 Peroxidoxin 蛋

白的一种，在哺乳动物细胞中主要定位于细胞质中，

在多种组织中均有表达，其在成体肝脏、肾脏以及胚

胎中表达水平较高[5~6]。此外，它在氧化应激的条件下

表达量会显著增加，在一些恶性肿瘤中有高表达的情

况。近期研究表明，Prx1 的表达与肿瘤细胞的增殖、

分化、转移、复发等密切相关，因而可以作为相关肿

瘤诊断的标志分子[7]。Hwang 等研究发现 A549 肺癌

细胞敲除 Prx1 使多烯紫杉醇引起的细胞毒性得到增

强，同时体内试验表明相对于对照组实验组较高程度

上延滞了 A549 肿瘤的生长[8]。Bin 等研究发现 Prx1

在上皮细胞-间质转化 EMT 具有重要作用，而 EMT

与癌细胞迁移密切相关[9]。Cao等发现了 Prx1 通过调

节 PTEN/AKT 通路抑制肿瘤发生的现象[10]。 

目前国内外对于 Prx1 的研究大多针对其在肿瘤

相关方面的机理研究，国内尚无 Prx1 重组表达的报

道。本研究重组表达人 Prx1 的基因并得到大量纯化后

的蛋白，对 Prx1 进行米氏常数测定，并通过质粒保护

实验鉴定酶的活性，得到的活性蛋白可用于抗氧化活

性及相关肿瘤诊断抗体的研究。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料 

人 Prx1 的 cDNA 序列由复能基因公司（广州）

提供。大肠杆菌E.coli DH5α、E.coli BL21（DE3）均

由本实验室制备，质粒 pET28a 为本实验室，保藏引

物由英潍捷基公司合成。 

1.1.2  试剂 

Primer Star，EcoR I 和 Xho I，T4连接酶均购自

Takara（大连）有限公司。质粒小提试剂盒，PCR 产

物纯化试剂盒购自 TIANGEN 公司。5mL His-Trap 柱

购自 GE公司。蛋白质定量试剂盒购自Thermo公司。

抗 His-tag 抗体购自 Invitrogen 公司。 

1.1.3  仪器 

PCR 扩增仪、蛋白质电泳仪购自 Bio-Rad 公司，

层析仪 AKTA purifier 型购自美国通用电气公司，

Scientz-IID 超声波细胞粉碎机购自宁波新芝生物科

技股份有限公司，酶标仪 Multiscan Spectrum 型购自

Thermo 公司。 

1.1.4  培养基 

大肠杆菌采用 LB 培养基培养 

1.2  方法 

1.2.1  pET28-Prx1 表达质粒构建 

以复能公司提供的人Prx1 的 cDNA序列为模板，

含高保真酶的 PCR 预混液 Primerstar扩增目的基因，

所用引物为： 

Prx1-F：5’-TTTAGAATTCATGTCTTCAGGAAA 

TGCTAAAATTG-3' 

Prx1-R：5’-TTCCCTCGAGCTTCTGCTTGGAGA 

AATATTCTTTG-3' 

经限制性内切酶 EcoR I 和 Xho I 酶切后回收目的

片段与 pET28a 载体连接，转化至大肠杆菌 DH5α，利

用含卡那抗性的 LB 平板和菌落 PCR 初步筛选转化

子。挑选阳性克隆送至华大基因公司测序鉴定。将构

建好的表达质粒转入大肠杆菌 BL21（DE3）中，获得

相应的基因工程菌。 

1.2.2  pET28-Prx1 的诱导表达、纯化及Western 

Blot 鉴定  

从转化的平板上挑取含有 pET28-Prx1 表达质粒

的克隆接种至 LB 培养基中（卡那霉素终浓度 50 

μg/mL）；培养过夜后以 3% (V/V)转接于新鲜的 LB（卡

那霉素终浓度同前）培养基中，25 ℃、250 r/min 培养

至 OD600 nm达到 0.6时加入 IPTG（终浓度 0.4 mmol/L）

诱导；继续培养 18 h 后离心收集菌体。上清液过滤后

经镍离子螯合亲和层析柱（5 mL His-Trap，GE）纯化，

梯度洗脱，收集不同咪唑浓度处的洗脱峰，SDS-PAGE

检测纯化情况。用蛋白质定量试剂盒测定目的蛋白含

量。重组蛋白经SDS-PAGE电泳后转移至 PVDF 膜，

抗 His-tag 抗体孵育后进行 Western Blot 检测。 

1.2.3  硫氰酸铁法测 Prx1 催化 H2O2 的反应活

性  

重组 Prx1 蛋白的抗氧化活性鉴定主要参考文献
[11]的检测方法。将 5 μL重组 Prx1 蛋白（约 1.5 μg）

加入 85 μL 的反应缓冲液（1 mmol/L DTT/0.03× 

PBS/0.5%甘油，pH 7.4）中室温孵育 2 min，然后加入

10 μL不同浓度的 H2O2 使反应开始（0.1~2 mmol/L），

反应温度为 37 ℃，待反应至所设定时间时加入 40 μL 

26%的三氯乙酸终止反应。向体系中加入 40 μL硫酸

亚铁铵（Fe(NH4)2(SO4)2）和 20 μL硫氰酸钾（KSCN），

与剩余过氧化氢反应后形成红色络合物，测定 A475 nm

后与 H2O2 标准曲线对比即可得到剩余过氧化氢的含

量，进而计算出反应速度。 

1.2.4  Prx1 保护质粒 DNA 免受氧化损伤  

正常情况下的 pUC18 质粒呈超螺旋状态

（super-coiled form），然而在受到氧自由基或其它氧

化损伤的情况下 pUC18 质粒则会由超螺旋状态变成

缺刻状态（nicked form）。若超螺旋质粒出现缺刻，则
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在电泳时的迁移速度也不一样，因此可以应用琼脂糖

凝胶电泳对其是否缺刻进行鉴定[12]。 

MFO（Mixed-function oxidation system）是一种用

于体外营造氧化环境的体系，其原理为体系内的 Fe3+

可以造成 DNA的氧化损伤。本文应用 MFO 体系来鉴

定 Prx1 保护 DNA免受氧化损伤的能力。 

具体的实验步骤为：将 1 μg pUC18 质粒与不同浓

度的 Prx1 在 MFO 反应液中共孵育，反应体系总体积

为 15 μL，包含40 μmol/L FeCl3，10 mmol/L DTT 和

20 mmol/L PBS (pH 7.4）。反应 1 h 后取样进行 1%的

琼脂糖凝胶电泳。 

2  结果与分析 

2.1  pET28-Prx1表达质粒的构建 

 

图 1 目的基因 PCR 扩增 

Fig.1 PCR amplification of target gene Prx1 

注：1：PCR 产物；M：DNA marker。 

 

图 2 pET28-Prx1 鉴定 

Fig.2 Identification of pET28-Prx1 by double digestion 

注：M：DNA Marker；1：pET28-Prx1双酶切（EcoR I/Xho 

I）。 

以复能公司提供的 Prx1 cDNA为模板，PCR 扩增

目的基因，引物两端分别添加 EcoR I 和 Xho I 酶切位

点。电泳结果（图 1）显示扩增片段大小与预计大小

（600 bp）一致，割胶回收目的条带，PCR 产物经 EcoR 

I 和 Xho I 双酶切后与 pET28a 载体连接，转化 DH5α

大肠杆菌，菌液PCR 初步筛选后提取转化子质粒进行

双酶切鉴定（图 2），结果显示已插入预计大小的外源

基因。测序结果显示插入的外源基因与人 Prx1 基因序

列完全相同，说明人 Prx1 的表达载体已成功构建。 

2.2  pET28-Prx1 的诱导表达、纯化及 Western 

Blot鉴定 

 

图 3 不同诱导温度下 Prx1 小量表达结果 

Fig.3 Optimization of Prx1 expression at different temperatures 

注：M：蛋白 marker：1：未诱导全菌；2：18 ℃诱导全

菌；3：18 ℃诱导上清；4：25 ℃诱导全菌；5：25 ℃诱导上清；

6：37 ℃诱导全菌；7：37 ℃诱导上清。 

 

图 4 不同 IPTG 诱导浓度下 Prx1 小量表达结果 

Fig.4 Optimization of Prx1 expression with different IPTG 

concentrations 

注：M：蛋白 marker；1：未诱导全菌；2：0.4 mmol/L IPTG

诱导下全菌；3：0.4 mmol/L IPTG 诱导下上清；4：0.8 mmol/L 

IPTG 诱导下全菌；5：0.8 mmol/L IPTG 诱导下上清；6：1.2 

mmol/L IPTG 诱导下全菌；7：1.2 mmol/L IPTG 诱导下上清；8：

1.6 mmol/L IPTG 诱导下全菌；9：1.6 mmol/L IPTG 诱导下上清。 

SDS-PAGE 结果显示 25 kD 附近有明显诱导条

带，分子量与理论大小相符合。摸索不同诱导温度和

不同 IPTG 诱导浓度条件下重组蛋白的表达情况，

SDS-PAGE（图3）结果显示Prx1 在25 ℃时的表达量

最高，Bandscan 软件灰度分析显示目的蛋白占总蛋白

的比例达到了 61.20%。IPTG 浓度在 0.4~1.6 mmol/L

范围内对 Prx1 的表达量影响不明显（图 4）。由于 IPTG

具有细胞毒性，高浓度时不利于细胞生长，在保证表
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达量不受明显影响的同时，本文最终选定的诱导 IPTG

终浓度为 0.40 mmol/L。最终确定选用 25 ℃和 IPTG

浓度 0.40 mmol/L进行 Prx1 的诱导表达，将超声裂解

后的菌体上清液用 His-Trap柱进行亲和层析，用含有

不同浓度咪唑的洗脱液进行梯度洗脱，SDS-PAGE（图

5）分析显示随着洗脱液中咪唑浓度的升高（50 mmol/L

至 500 mmol/L），得到的 Prx1 的纯度也越来越高，当

洗脱液中咪唑浓度达到 500 mmol/L 时，Prx1 纯度可

达到 88.50%，使用 Protein Assay Kit 测定 Prx1 蛋白浓

度为 0.92 mg/mL，收集所得蛋白总体积均为 14.00 

mL，Prx1的产量约为7.59 mg/g 菌体。对纯化后的蛋

白进行 Western Blot（用抗 His-tag 抗体）（图 6）分析，

结果表明目的蛋白含有His-tag 标签。 

 

图 5 纯化后 Prx1 蛋白 SDS-PAGE 电泳结果图 

Fig.5 Purification of recombinant Prx1 

注：M：蛋白 marker；1：未诱导全菌；2：诱导全菌；3：

诱导上清；4：穿过液；5：500 mmol/L 咪唑处洗脱峰。 

 

图 6 Prx1 的 Western blotting 鉴定结果图 

Fig.6 Western blotting identification of recombinant Prx1 

注：1：未诱导全菌；2：纯化后的 Prx1。 

2.3  Prx1催化 H2O2反应活性 

利用 Prx1 催化 H2O2转化成 H2O 和 O2 的反应，

再应用硫氰酸铁法测定剩余的 H2O2 含量，在测定过

程中选择接近人体体温的 37 ℃作为统一测定温度，

采用接近人血液酸碱度的 pH 7.4 为测定条件。 

在 37 ℃，pH为 7.4 的条件下，加入 10 μL不同

浓度的 H2O 反应 5 min 后测定体系中残余的 H2O2并

计算出相应反应速度，作出Prx1催化H2O2 反应[S]-[V]

图（图 7）和Prx1-H2O2反应的双倒数曲线图（图 8），

R2 为 0.9836。分析可知，1.5 μg 重组 Prx1 蛋白催化

H2O2 反应，的最大反应速率 Vmax≈7.60 μM/min，米

氏常数 Km≈2.06×10-4 mol/L。Prx1反应速率低，比较

温和，但是 Km 值很小，比相同条件下过氧化氢酶催

化 H2O2 反应的 Km 值 2.50×10-2 mol/L 小约 120 倍，

说明酶与底物之间亲和力比较高。 

 

图 7 Prx1 催化 H2O2反应[S]-[V]图 

Fig.7 [S]-[V] plot of Prx1 catalyzing H2O2 

 

图 8 Prx1 催化 H2O2反应双倒数曲线图 

Fig.8 Double reciprocal curve of Prx1 catalyzing H2O2 

2.4  Prx1保护质粒 DNA免受氧化损伤  

 

图 9 重组 Prx1 保护质粒免受氧化损伤的电泳鉴定 

Fig.9 Plasmid protection activity of recombinant Prx1 

注：1：pUC18 质粒；2：质粒+ Fe3+；3：质粒+ Fe3++1 μg 

Prx1；4：质粒+ Fe3++3 μg Prx1；5：质粒+ Fe3++5 μg Prx1；6：

质粒+ Fe3++5 μg BSA。 

pUC18 质粒受到氧化损伤时会由超螺旋状态

（SF）变成缺刻状态（NF），表现在电泳图上则会出

现一个位置上的迁移（shift）。从图上（图 9）可以看

出，正常情况下的 pUC18 绝大部分是呈超螺旋状态

（泳道 1），而在Fe3+的氧化下相当一部分则由超螺旋
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变成了缺刻状态（泳道 2）。Prx1 的加入可以一定程度

上阻止质粒由超螺旋变成缺刻状态，随着它们浓度的

提高，这种保护作用也越来越明显，在图上表现为呈

缺刻状态的质粒条带越来越暗（孔道3~5），说明 Prx1

可以保护质粒免受过氧环境的损伤，并且呈现出剂量

依赖效应。牛血清蛋白（BSA）作为缺乏氧化还原催

化活性的对照蛋白，没有明显的质粒保护作用（在Fe3+

的氧化环境下，不能显著抑制质粒从超螺旋状态（SF）

向缺刻状态（NF）的转变；孔道 6）。这表明 Prx1 对

质粒的保护作用并非由于蛋白的非特异作用，而需要

它们的抗氧化活性。 

3  结论 

3.1  作为一种抗氧化蛋白，Prx1 的生理功能是保护细

胞免受过氧环境的损伤。近期研究发现Prx1在肿瘤检

测方面具有一定的应用前景，在调节细胞增殖和过氧

化氢介导的细胞凋亡的研究中具有重要作用。

Neumann 等观察到 Prx1 敲除动物会出现溶血性贫血

与血红蛋白不稳定，同时伴随亨氏小体形成，各种恶

性肿瘤，如淋巴瘤，肉瘤，癌症的发病率也会增加[13]。

通过双向电泳技术比较正常肺上皮细胞和恶性转化细

胞 A549 的蛋白表达情况，发现 Prx1 在 A549 细胞中

的表达较正常细胞升高 2 倍多，它可能是肺癌发生的

一个生物标志物。另外Prx1 在淋巴瘤，肉瘤，乳腺癌

等疾病患者中表达上调，这提示了Prx1在疾病诊断治

疗方面具有重要意义，但是对于构建 Prx1 灵敏迅速的

检测方法，以及它们能否成为这些疾病的生物标志物，

还需要进一步的研究和评价。 

3.2  目前国内外对于 Prx1 的研究主要集中在于肿瘤

相关的机理研究，国内尚无重组表达 Prx1 的相关报

道，也无针对 Prx1 抗氧化活性的研究。国外 Liau 等[11]

从牛樟芝中提取 Prx1 cDNA 并构建载体在大肠杆菌

中重组表达（产量及纯度未提及），研究了温度、PH、

SDS、咪唑和胰蛋白酶对酶活的影响，通过质粒保护

试验检测其抗氧化活力。本研究则得到较高纯度的活

性蛋白并测定其催化 H2O2 反应的米氏常数，还需要

在原有基础上深入继续研究 Prx1 的酶学性质，细化研

究酶稳定性和酶活位点等具体结构性质，以及针对

Prx1能否作为肿瘤标志物，制备单克隆抗体作为工具

研究 Prx1 在肿瘤细胞扮演的角色。 

3.3  本研究利用 pET-28 原核表达载体，成功构建了

pET28-Prx1重组表达质粒，并在大肠杆菌 BL21（DE3）

中成功进行了表达，得到了高纯度的可溶性蛋白。进

行活性检测得到催化 H2O2 反应的米氏常数，结果显

示重组Prx1比过氧化氢酶具有更高的底物亲和力，并

且利用质粒保护实验初步验证了 Prx1 蛋白的抗氧化

保护活性。 
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