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降糖肽 Aglycin 的高效表达及活性鉴定 
 

黄敏华，林静莲，王蒙，马毅，王菊芳 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 

摘要：基于自组装肽 ELK16 能在大肠杆菌细胞内自聚集的特性，本研究将 Aglycin 通过一个内含肽 Mxe GyrA 与自组装肽连接，

构建能在体外自剪切的重组表达载体 pET30a-Aglycin-Mxe-PT-ELK16。将重组质粒转化大肠杆菌 BL21(DE3)并进行蛋白表达条件的优

化，得到目的蛋白聚集体，随后对聚集体进行 DTT 切割条件的优化，经过进一步纯化最终可得到纯度为 98.15%、产量为 5.53 mg/g

菌体湿重的 Aglycin 肽。采用基因工程手段重组表达 Aglycin 的产量比目前化学提取方法提高了近 100 倍。此外，经体外实验证明，

Aglycin 对 α-葡萄糖苷酶抑制的 IC50（36.48 μmol/L）比阿卡波糖（991.33 μmol/L）低，说明 Aglycin 比阿卡波糖有更强的 α-葡萄糖苷

酶抑制活性，这进一步证明 Aglycin 有开发为 α-葡萄糖苷酶抑制剂的潜力。 
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Abstract: In this study, based on the self-aggregation characteristics of the self-assembling ability of ELK16 in Escherichia coli, Aglycin 

was linked to the self-assembling peptide via an intein, Mxe GyrA, to construct a recombinant expression vector 

pET30a-Aglycin-Mxe-PT-ELK16 capable of self-cleavage in vitro. The recombinant plasmid was transformed into E. coli BL21 (DE3), and the 

protein expression conditions were optimized to obtain the target protein aggregates. Then, the DTT cleavage conditions were optimized for the 

aggregates. After further purification, Aglycin peptide with a purity of 98.15% and yield of 5.53 mg/g cell pellet wet weight was finally obtained. 

The yield of Aglycin peptide obtained by recombinant expression was almost 100 times higher than that of the currently used chemical 

extraction method. In addition, in vitro experiments have shown that the IC50 value (36.48 μmol/L) of Aglycin peptide for α-glucosidase 

inhibition was lower than that of acarbose (991.33 μmol/L), indicating that the inhibitory activity of Aglycin peptide against α-glucosidase was 

much stronger than that of acarbose. This further demonstrates the potential of Aglycin peptide as an α-glucosidase inhibitor. 
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迄今为止，糖尿病（diabetes mellitus，DM）已经

成为威胁人类健康的隐性杀手之一，据国际糖尿病联

盟（IDF）公开发布的报告显示，2017 年全球超过 4.25
亿人患上糖尿病，其中我国患者数量占全球的 25%以

上，高达 1.14 亿[1]。糖尿病是由许多因素引起的代谢 
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障碍性疾病，其中Ⅱ型糖尿病患者高达 90%以上[2]。

Ⅱ型糖尿病的主要病征是高血糖，而长期的高血糖症

状会引发各种慢性并发症，这是导致糖尿病患者死亡

的主要因素，每年至少需要 1000 亿美元来对糖尿病及

其相关并发症进行治疗[3]。在Ⅱ型糖尿病患者中，餐

后血糖水平是血糖控制的重要指标[4]。为减少餐后高

血糖，临床上通常会使用一些合成的 α-葡萄糖苷酶抑

制剂（如阿卡波糖和伏格列波糖等）进行治疗，以减

缓碳水化合物的消化和延缓葡萄糖的吸收[5]。但临床

发现有些患者长期使用合成的α-葡萄糖苷酶抑制剂会
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引起一些不良副作用，包括胃肠胀气和腹部绞痛等[6]。

因此，开发一些抑制 α-葡萄糖苷酶活性的安全生物活

性肽成为国内外研究的热点。 
Aglycin是一种新型生物活性肽，由37个氨基酸残

基组成，其含有三对分子内二硫键，目前仅可以从大

豆或豌豆种子中进行提取分离制备，步骤繁琐，回收

率低至1~5 mg/100 g干种子，同时比较难避免试剂残

留[7]。Aglycin又称为胰安肽，经初步的生理功能研究，

Aglycin有一定调节糖代谢与保护胰腺β细胞的能力；

此外，有研究者认为Aglycin具有干扰哺乳动物生理学

的潜力，因此猜测它对血糖的调节可能还有其他机制
[8,9]。对其体外酶学实验进行研究，发现Aglycin不能被

金黄色葡萄球菌V8蛋白酶、胃蛋白酶和胰蛋白酶水

解，有望能开发为口服的降糖多肽药物[10]。因此，开

发一种高效生产高纯度Aglycin的简单方法并研究其

对α-葡萄糖苷酶抑制的降糖活性，具有重大的理论和

现实意义。 
研究表明，两亲性的自组装肽ELK16能够作为“下

拉式”融合标签，有效地将蛋白质诱导成大肠杆菌中的

细胞质活性聚集体[11,12]。据研究，内含肽Mxe GyrA能

在硫醇化合物的条件下实现N端切除，将目的蛋白通

过内含肽Mxe GyrA与自组装肽连接，可以通过内含肽

介导的切割将目的蛋白释放到可溶性部分中，进而实

现目的蛋白的获得[13,14]。 
本研究首次通过基因工程手段在大肠杆菌

BL21(DE3)中实现了Aglycin的重组表达，并且验证其

具有一定的α-葡萄糖苷酶抑制活性，这为Aglycin开发

为降糖多肽药物奠定了理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

分子克隆所用菌种为大肠杆菌 DH5α，重组蛋白

表达菌株为大肠杆菌 BL21(DE3)，购自北京天根生化

科技有限公司；质粒 pET30a-Mxe-PT-ELK16 由林章

凛教授馈赠，为本实验室保藏。 

1.1.2  试剂和培养基 
2×PrimeSTAR HS (Premix) DNA 聚合酶、

2×Power Taq PCR MasterMix DNA 聚合酶和 DL2000 
DNA Marker 购自日本 TaKaRa 公司；Dpn I 限制性内

切酶、蛋白质电泳 Marker 和 BCA 蛋白定量试剂盒购

自美国赛默飞公司；胰蛋白胨、酵母提取物购自英国

OXOID 公司；超薄 DNA 产物纯化试剂盒、质粒小提

试剂盒购自北京天根生化科技公司；卡那霉素（Kan）、
二硫苏糖醇（DTT）和抑肽酶购自上海生工生物工程

公司；阿卡波糖、α-葡萄糖苷酶和 4-硝基苯基-α-D-葡
萄糖苷（PNPG）购自美国 Sigma 公司；超滤离心管

购自美国 Millipore 公司；其他试剂均为国产分析纯。 
LB 培养基：1%（W/V）NaCl，0.5%（W/V）酵

母提取物，1%（W/V）蛋白胨。 
1.1.3  仪器设备 

BPC-70F 生化培养箱，上海一恒科技公司；

IS-RDD3 恒温摇床，美国精骐公司；常温小型高速离

心机，美国 Thermo 公司；5804R 台式高速冷冻离心

机，德国 Eppendorf 公司；琼脂糖水平型电泳仪，美

国 Bio-Rad 公司；PCR 基因扩增仪，美国 Bio-Rad 公

司；全自动凝胶成像仪，美国 Bio-Rad 公司；PowerPac 
HC 蛋白质电泳仪，美国 Bio-Rad 公司；NanoVue 超

微量分光光度计，美国 GE 公司；BLT 凝胶成像仪，

中国博鹭腾公司；Constant 高压细胞破碎仪，英国

Constant Systems 公司；Scientz IID 超声波破碎仪，宁

波新芝公司；T6 新世纪可见分光光度计，北京普析公

司；M200 多功能酶标仪，德国 TECAN 公司。 
1.1.4  引物 

本文所用引物如表 1 所示。 
表1 Aglycin基因的扩增引物 

Table 1 Amplification primers for Aglycin gene 

引物名称 序列(5’-3’) 

A-16-F CTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTTCTTGCAACGGTGTTTGCTCT 
A-16-R GGCGTCGCCGGTGATGCACATACGCATACCAGACGGGTGACGGCAGTA 

1.2  方法 

1.2.1  基因合成和重组表达载体的构建 
根 据 Aglycin 的 氨 基 酸 序 列

(ASCNGVCSPFEMPPCGSSACRCIPVGLVVGYCRH
PSG)对密码子进行优化，基因序列由华大基因合成。

根据 Aglycin 和 pET30a-Mxe-PT-ELK16 的基因序列，

按照 RF(Restriction-free)克隆[15]的原则设计引物(表 1)
来扩增 Aglycin 目的基因。扩增完毕后，采用 1%的琼

脂糖凝胶电泳进行 PCR 产物扩增效率的检测并用

DNA 回收纯化试剂盒纯化回收 Aglycin 目的基因片

段。随后以 pET30a-Mxe-PT-ELK16 质粒为模板，以

回收的Aglycin 目的片段为大引物进行第二轮 PCR 线

性扩增反应，得到具有 Aglycin 基因的载体质粒。对
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PCR 线性扩增后的产物进行 Dpn I 酶切处理(37 ℃，1 
h)，以消化掉甲基化的母系载体 pET30a-Mxe-PT- 
ELK16，然后进行大肠杆菌 DH5α菌株的转化实验[16]。

从转化后的 LB 平板(含 50 μg/mL Kan)挑取单克隆进

行菌落 PCR 验证，对阳性转化子过夜培养并提质粒，

送至生工生物(上海)有限公司测序。构建成功的质粒

命名为 pET30a-Aglycin-Mxe-PT-ELK16。 
1.2.2  重组蛋白的表达及条件优化 

将构建成功的重组表达载体 pET30a-Aglycin- 
Mxe-PT-ELK16 进行大肠杆菌 BL21(DE3)菌株的转化

实验得到重组表达菌株，接种至 6 mL 的 LB 液体培养

基中(含有 50 μg/mL Kan)37 ℃、220 r/min 过夜培养作

为种子液。 
Aglycin-Mxe-PT-ELK16 表达的温度优化：将种子

液按 1:100(V/V)的比例接种到 6 支装有 6 mL 新鲜 LB
液体培养基(含有50 μg/mL Kan)的试管中，置于37 ℃、

220 r/min 进行培养，当 OD600=0.6~0.8 时，其中 3 支

添加 1 mM IPTG 进行诱导，另外 3 支不添加诱导剂

IPTG 作为对照，两两配对分别于 16 ℃、25 ℃、37 ℃
诱导表达 24 h、12 h、5 h。 

Aglycin-Mxe-PT-ELK16 表达的诱导剂浓度优化：

将种子液按1:100(V/V)的比例接种到4支装有6 mL新

鲜 LB 液体培养基(含有 50 μg/mL Kan)的试管中，置

于 37 ℃、220 r/min 进行培养，当 OD600=0.6~0.8 时，

分别添加不同浓度的 IPTG进行诱导，IPTG浓度如下：

0、0.2、0.5、1 mM。将试管置于上述得到的最优温度

的摇床中进行诱导表达。 
诱导表达结束后，测菌液 OD600 值，并在 12000 

r/min、1 min 的条件下进行离心收菌，超声波破碎菌

体，吸取 80 μL 制备破碎后的全液样品，在 12000 r/min
离心 2 min 获得破碎后的上清和沉淀，各吸取 80 μL
制备破碎后的上清和沉淀样品。分别向上述样品中加

入 5×SDS loading Buffer(20 µL)，混匀完全后高温煮沸

10 min，12000 r/min 离心 2 min 后进行 SDS-PAGE 检

测(12%分离胶、5%浓缩胶)。 
1.2.3  重组蛋白的 DTT 切割条件优化 

将 pET30a-Aglycin-Mxe-PT-ELK16-BL21(DE3)单
克隆接种至 8 mL 的 LB 液体培养基(含有 50 μg/mL 
Kan)中 37 ℃、220 r/min 过夜培养作为种子液。将种

子液按 1:100(V/V)的比例接种到 600 mL 新鲜 LB 液体

培养基(含有 50 μg/mL Kan)中，置于 37 ℃、220 r/min
进 行 培 养 ， 当 OD600=0.6~0.8 时 ， 根 据

Aglycin-Mxe-PT-ELK16 蛋白的最优表达条件添加最

适浓度的 IPTG，在最适温度下诱导培养一定时间。蛋

白表达结束后，9000 r/min 离心 10 min 收集菌体，用

裂解缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl，1 mmol/L EDTA，500 
mmol/L NaCl，pH 8.5)重悬，高压破碎菌体后离心收

集沉淀，向沉淀加入洗涤缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl，
1 mmol/L EDTA，500 mmol/L NaCl，0.1%(V/V)Triton 
X-100，pH 8.5)进行洗涤，得到沉淀样品。 

DTT 切割时间的优化：分别向沉淀样品添加相应

体积(20 OD/mL)的含 40 mM DTT 的切割液(20 
mmol/L Tris-HCl，1 mmol/L EDTA，500 mmol/L NaCl，
40 mM DTT，pH 8.5)，悬浮均匀，置于 4 ℃切割，然

后在切割4、8、12、16 h后取样，制样并进行SDS-PAGE
检测。 

DTT 切割浓度的优化：分别向沉淀样品添加含不

同浓度 DTT(20、40、60、80 mM)的切割液，悬浮均

匀，根据得到的最优切割时间放置于 4 ℃切割，切割

后分别制样，进行 SDS-PAGE 检测。 
1.2.4  Aglycin 的 Tricine-SDS-PAGE 检测、纯

化及浓缩定量 
将 Aglycin-Mxe-PT-ELK16 蛋白在最优的 DTT 切

割条件进行切割反应后，把切割后样品混悬均匀，取

80 µL 制样作为切割后全液样品。在 4 ℃、14000 r/min
条件下离心 45 min 得到上清和沉淀，各吸取 80 μL 制

备切割后的上清和沉淀样品。分别向上述样品中加入

5× SDS loading Buffer (20 µL)，混匀完全后高温煮沸

10 min ， 12000 r/min 离 心 2 min 后 进 行

Tricine-SDS-PAGE 检测。 
将 Aglycin-Mxe-PT-ELK16 蛋白切割后释放到上

清的 Aglycin 肽收集起来，用截流量为 10 ku 的超滤管

进行 4 ℃离心超滤纯化。将超滤管离心后的透过液(含
Aglycin 肽 ) 收 集 ， 取 80 µL 样 品 制 样 进 行

Tricine-SDS-PAGE 的检测。将用超滤管纯化得到的

Aglycin 肽浓缩后用 PBS 缓冲液完全透析，并以抑肽

酶作为标准品对其进行定量，最后通过 Gel-Pro 
analyzer 软件进行灰度扫描分析计算 Aglycin 肽的浓

度。 
1.2.5  Aglycin 的 α-葡萄糖苷酶抑制活性检测 

吸取 30 μL 不同浓度的样品(阳性对照阿卡波糖、

空白对照 PBS 缓冲液及Aglycin 肽)于 96 孔板上(各设

置 3 个平行)。向样品中各加入 30 μL 0.1 U/mL 的 α-
葡萄糖苷酶(每个样品设置样品对照组，用 0.1 mol/L 
PBS 缓冲液代替酶)，于 37 ℃共同孵育 10 min。然后

向样品中各加入 30 μL 预热过的 5 mmol/L PNPG 底

物，于 37 ℃恒温反应 20 min。反应结束后迅速加入

100 μL 1 mol/L Na2CO3溶液终止反应。终止反应后，

用酶标仪对反应液在 405 nm 波长下的吸收值 A 进行

测定。 
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本实验共设置以下组别： 
a：空白对照组(缓冲液+酶液+底物) 
b：空白对照背景组(缓冲液+底物) 
c：样品测定组(样品+酶液+底物) 
d：样品背景组(样品+底物+缓冲液) 

c d

a b

A A% = 1 100%
A A

⎡ ⎤−
− ×⎢ ⎥−⎣ ⎦

酶活抑制率（ ）  

根据测量结果进行拟合曲线的制定并计算出 IC50

值(α-葡萄糖苷酶的抑制率达到 50%所需的待测样品

浓度)[17]。 
1.2.6  数据统计分析 

实验均设置 3 个平行组，实验数据采用 GraphPad 
Prism 和 SPSS 软件进行统计分析，结果以平均值±标
准差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  重组表达载体的构建 

 
图1 重组表达载体的构建 

Fig.1 Construction of recombinant expression vector 

  
图2 目的基因Aglycin的扩增（a）和重组表达载体的菌落PCR

验证（b） 

Fig.2 Amplification of the target gene Aglycin (a) and colony 

PCR identification results of the recombinant expression vector 

(b) 

注：M：DNA 分子量标准；泳道 1~6：挑取的 6 个单克隆。 

根据方法 1.2.1 构建的 pET30a-Aglycin-Mxe-PT- 

ELK16 重组表达载体如图 1。采用 RF 克隆的方法，

第一轮通过 PCR 扩增得到 Aglycin 目的片段，PCR 产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示 PCR 扩增片

段大小与理论值 165 bp 相符(图 2a)。第二轮 PCR 以

Aglycin 目的片段为大引物进行 pET30a-Aglycin-Mxe- 
PT-ELK16 质粒的构建，对过夜长出的单克隆进行菌

落 PCR 的验证(图 2b)，结果显示扩增出来的 PCR 条

带大小(约 980 bp)与理论一致。选取单克隆接种、提

质粒进行测序，测序结果显示重组质粒构建成功。随

后将重组质粒 pET30a-Aglycin-Mxe-PT-ELK16 转化大

肠杆菌 BL21(DE3)得到重组表达菌株。 

2.2  重组蛋白的表达条件优化 

 

 
图3 重组蛋白Aglycin-Mxe-PT-ELK16表达的温度优化（a）和

IPTG诱导浓度优化（b） 

Fig.3 Temperature optimation (a) and IPTG concentration 

optimation (b) of the expression of Aglycin-Mxe-PT-ELK16 

注：M：蛋白分子量标准；No：未诱导；W：细胞裂解全

液；S：细胞裂解上清；P：细胞裂解沉淀。 

将 pET30a-Aglycin-Mxe-PT-ELK16-BL21(DE3)进
行诱导表达，如图 3a 所示，菌体经诱导后都有明显的

目的蛋白条带(29.4 ku)，说明 Aglycin-Mxe-PT-ELK16
蛋白成功在大肠杆菌胞内表达。且在不同温度条件

(16 ℃-24 h、25 ℃-12 h、37 ℃-5 h)下，Aglycin-Mxe- 
PT-ELK16 重组蛋白绝大部分以沉淀形式(活性聚集体)
进行表达(箭头所指)。对蛋白胶图进行灰度扫描，评

估蛋白表达量，16 ℃表达24 h的条件下，Aglycin-Mxe- 
PT-ELK16 蛋白浓度最高。另外，在较高表达温度下
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Aglycin-Mxe-PT-ELK16 蛋白会形成真正的包涵体(数
据未展示)，从而失去生物活性，因此确定 Aglycin- 
Mxe-PT-ELK16 蛋白的最优表达温度为 16 ℃。继而优

化诱导剂 IPTG 浓度(0.2 mM、0.5 mM、1 mM)(如图

3b)，同样经蛋白灰度扫描，当 IPTG 浓度为 0.2 mM
时，Aglycin-Mxe-PT-ELK16 蛋白的表达量最大。 

综上所述，最终确定重组蛋白 Aglycin-Mxe-PT- 
ELK16 的最优表达条件为：0.2 mM IPTG，16 ℃诱导

表达 24 h。 

2.3  重组蛋白的DTT切割条件优化 

  
图4 重组蛋白Aglycin-Mxe-PT-ELK16的 DTT切割时间优化（a）

和DTT切割浓度优化（b） 

Fig.4 DTT cleavage time optimation (a) and DTT cleavage 

concentration optimation (b) of Aglycin-Mxe-PT-ELK16 

注：M：蛋白分子量标准；DTT cleavage：DTT 切割后的

样品。 

为了进一步提高 Aglycin 肽的产量，我们对内含

肽 Mxe GyrA 的切割条件进行了优化，为了保证蛋白

及多肽的稳定性，均选择在 4 ℃低温条件下进行切割。

首先，我们对 DTT 切割时间进行了优化，向重组蛋白

Aglycin-Mxe-PT-ELK16 中加入 40 mM DTT 后，分别

在切割 4、8、12、16 h 后取样，并进行 SDS-PAGE
电泳检测。确定了 DTT 的最优切割时间，我们还对

DTT 不同的切割浓度(20、40、60、80 mM)进行了优

化。如图 4a 所示，当切割 4 h 后，约有 38.80%的

Aglycin-Mxe-PT-ELK16 聚集体发生切割；当切割反应

进行 12 h，约有 68.25%的重组蛋白发生切割，且随着

切割时间的延长(16 h)，蛋白切割效率保持不变。因此，

DTT 切割的最优时间为 12 h。然后对 DTT 的添加浓

度进行了优化，如图 4b 所示，当添加 40 mM 的 DTT
时 ， 切 割 已 经 达 到 平 衡 (40 mM~80 mM ：

56.20%~72.30%)，且 40 mM DTT已足够对内含肽Mxe 
GyrA 产生切割反应，因此 DTT 切割的最优浓度为 40 
mM。综上所述，重组蛋白 Aglycin-Mxe-PT-ELK16 的

最优切割条件为 40 mM DTT，4 ℃切割 12 h。 

2.4  Aglycin的 Tricine-SDS-PAGE检测 

 
图5 Aglycin肽的Tricine-SDS-PAGE检测 

Fig.5 Tricine-SDS-PAGE analysis of the Aglycin peptide 

注：M：蛋白分子量标准；PB：DTT 切割前的沉淀部分；

W：切割后全液；S：切割后上清；P：切割后沉淀；DTT cleavage：

DTT 切割后的样品。 

根 据 DTT 切 割 的 优 化 条 件 对

Aglycin-Mxe-PT-ELK16 聚集体进行大量切割，经

4 ℃、14000 r/min 条件下离心 45 min，得到上清和沉 
淀。根据 Tricine-SDS-PAGE 电泳的检测结果(如图 5)
发现 Aglycin-Mxe-PT-ELK16 聚集体切割后释放出的

Aglycin 肽存在于上清中(箭头所指)，分子量约为 3.74 
ku，这有利于 Aglycin 肽的下一步纯化。 

2.5  Aglycin的纯化及浓缩 

 
图6 Aglycin肽的纯化和浓缩 

Fig.6 Purification and concentration of Aglycin 

注：M：蛋白分子量标准。 

将 Aglycin-Mxe-PT-ELK16 聚集体切割后释放到

上清的 Aglycin 肽收集起来，用截流量为 10 ku 的超滤

管进行 4 ℃离心超滤纯化。理论上，Aglycin 肽的分子

量只有 3.74 ku，因此 Aglycin 肽经超滤离心后应该存

在于超滤管的透过液里，将超滤管离心后的透过液收

集，进行 Tricine-SDS-PAGE 电泳鉴定，发现通过对聚
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集体 Aglycin-Mxe-PT-ELK16 的切割后上清进行超滤

纯化，可以获得高纯度的Aglycin肽(如图6箭头所指)，
经 BandScan 软件分析纯度高达 98.15%。将收集到的

高纯度 Aglycin 肽用 PBS 缓冲液完全透析，随后用截

留量为 1 ku 的超滤管进行离心超滤浓缩，并以抑肽酶

为标准品对浓缩透析后的 Aglycin 肽定量(数据未展

示)，最终得到浓度高达 45.00 μmol/L 的 Aglycin 肽，

产量为 5.53 mg/g 菌体湿重，这比目前的化学提取法

(1~5 mg/100 g 干种子)提高了近 100 倍。 

2.6  Aglycin的 α-葡萄糖苷酶抑制活性 

 

 
图7 阿卡波糖的α-葡萄糖苷酶抑制 

Fig.7 α-glucosidase inhibitory activity of acarbose 

注：a 为阿卡波糖浓度和吸光度 A405 的关系（***：

p<0.001）；b 为阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制率。 

将待测样品阿卡波糖稀释成各个所需浓度，以备

进行 α-葡萄糖苷酶的抑制活性检测。如图 7 所示，阳

性对照阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶有显著的抑制作用，

说明本实验的试剂与方法适用于样品对α-葡萄糖苷酶

抑制的降糖功能测定。通过 SPSS 软件进行拟合，得

到相关方程式为 y=-21.95x2+79.54x+8.107，系数

R2=0.991，求得阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶抑制的 IC50

约为 0.64 mg/mL(991.33 μmol/L)。将待测样品 Aglycin
肽稀释成各个所需浓度，以备进行 α-葡萄糖苷酶的抑

制活性检测。如图 8 所示，Aglycin 肽随着浓度的提高，

其和α-葡萄糖苷酶及底物PNPG反应后的A405逐步降

低(产物 PNP 逐步减少)，对 α-葡萄糖苷酶的抑制率逐

步提高，通过 SPSS 软件进行拟合，得到相关方程式

为 y=0.008x2+0.511x+20.717，系数 R2=0.979，求得

Aglycin 肽对 α-葡萄糖苷酶抑制的 IC50 大约为 36.48 
μmol/L。据报道，与从菲律宾楠叶中提取的 2 个山萘

酚鼠礼糖苷的苯丙酸酯对 α-葡萄糖苷酶抑制的

IC50(6110 μmol/L和1100 μmol/L)相比[18]，Aglycin对α-
葡萄糖苷酶的抑制活性更强；此外 Aglycin 肽比亚麻

降糖多肽(113.92 μmol/L)有更强的 α-葡萄糖苷酶抑制

活性[19]，这说明 Aglycin 肽对 α-葡萄糖苷酶活性有较

强的抑制作用。另外，与阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶抑

制的 IC50(991.33 μmol/L)相比，Aglycin 比阿卡波糖的

IC50低，说明 Aglycin 肽比阿卡波糖有更强的 α-葡萄

糖苷酶抑制活性，这进一步说明Aglycin肽有开发为α-
葡萄糖苷酶抑制剂的潜力，进而实现降糖的效果。 

 

 
图8 Aglycin的α-葡萄糖苷酶抑制 

Fig.8 α-glucosidase inhibitory activity of Aglycin 

注：a为Aglycin浓度和吸光度A405的关系（***：p<0.001）；

b 为 Aglycin 对 α-葡萄糖苷酶的抑制率。 

3  结论 

本文以活性肽Aglycin为研究目标，主要尝试

Aglycin在大肠杆菌原核表达体系中的高效表达方式，

并对其进行体外降糖活性的研究。基于自组装短肽

ELK16的自聚集特性，通过RF克隆成功构建了重组表

达载体pET30a-Aglycin-Mxe-PT-ELK16，重组载体经

过表达优化后，表达的重组蛋白均能以活性聚集体的

形式存在于大肠杆菌胞内，细胞经过破碎后，无需金
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属层析纯化、透析等后期复杂程序，只需简单离心即

可获得具有生物活性的高纯度重组蛋白。通过对

Aglycin-Mxe-PT-ELK16蛋白中内含肽Mxe GyrA在一

定条件下的自剪切特性，大大减少目的多肽Aglycin的
损失，经过简单的离心、超滤步骤便可高效获得高纯

度(98.15%)的Aglycin，产量高达5.53 mg/g菌体湿重，

这比目前的化学提取法(1~5 mg/100 g豆类干种子)提
高了近100倍。值得注意的是，这是首次通过基因工程

手段获得Aglycin肽。另外，经体外实验证明重组表达

得到的Aglycin对α-葡萄糖苷酶活性有一定的抑制作

用，与阿卡波糖相比，Aglycin对α-葡萄糖苷酶抑制的

IC50 (36.48 μmol/L)比阿卡波糖的IC50 (991.33 μmol/L)
低，说明Aglycin比阿卡波糖有更强的α-葡萄糖苷酶抑

制活性，这进一步说明Aglycin有开发为α-葡萄糖苷酶

抑制剂的潜力，为Aglycin开发为降糖多肽药物奠定了

理论基础。 
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