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降糖多肽 Brevinin-2GUb 的高效表达及活性鉴定 
 

林静莲，黄敏华，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：为实现降糖多肽 Brevinin-2GUb 在大肠杆菌中的高效表达，本文将 Brevinin-2GUb 基因插入到含有硫氧还蛋白、His 标签

及肠激酶酶切位点的 pET32a 载体中，将重组表达载体 pET32a-Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 转化至大肠杆菌中诱导表达

Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 融合蛋白。通过对表达温度进行优化，结果显示 16 ℃诱导表达 20 h 后融合蛋白产量达到 36 mg/L；该融合

蛋白经肠激酶（EK）特异性切割后成功获得不带标签的 Brevinin-2GUb 多肽，产量约为 2.50 mg/L，纯度达 90%以上。通过反相高效

液相色谱对重组表达的 Brevinin-2GUb 进行鉴定，结果显示重组表达的 Brevinin-2GUb 与人工合成的 Brevinin-2GUb 的氨基酸序列一

致。通过血平板检测发现，170 μg/mL 的重组表达 Brevinin-2GUb 多肽无溶血效应。此外，重组表达的 Brevinin-2GUb 多肽在浓度为

10 μg/mL 时对 INS-1 细胞产生显著的刺激胰岛素分泌作用（为基础释放量的 120.04%；p<0.01）。研究结果为 Brevinin-2GUb 多肽开

发为降糖口服液及多肽药物奠定了基础。 
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Abstract: In order to achieve high expression of the hypoglycemic peptide Brevinin-2GUb in E. coli, the Brevinin-2GUb gene was 

inserted into the pET32a vector containing thioredoxin, His tag and enterokinase cleavage site, and then the recombinant expression vector 

pET32a-Trx- His-EK-Brevinin-2GUb was obtained, which was transformed into E. coli for the fusion protein Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 

expression. Through optimization of its expression temperature, results showed that the fusion protein had the highest yield with 36 mg/L after 

inducing at 16 ℃ for 20 hours. The Trx-His-EK-Brevinin-2GUb fusion protein was successfully cleaved by enterokinase (EK). The purified 

Brevinin-2GUb without any tag was obtained with a yield of approximate 2.50 mg/L and the purity ≥90%. The purified Brevinin-2GUb was 

identified by reversed phase high performance liquid chromatography. The results showed that the amino acid sequence of purified 

Brevinin-2GUb was consistent with the synthesized Brevinin-2GUb. The purified Brevinin-2GUb peptide had no hemolytic activity toward 

mammalian cells at the concentration of 170 μg/mL. In addition, purified Brevinin-2GUb produced a significant stimulation of insulin release 

(120.04% of basal rate; p<0.01) against INS-1 cell lines at a concentration of 10 μg/mL. The results can provide the foundation for the 

development of Brevinin-2GUb peptide as a hypoglycemic oral solution and a peptide drug. 
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升[1]，糖尿病已经成为全世界范围内最常见的慢性病

之一[2]。根据国际糖尿病联合会（IDF）数据统计，2017
年全球有4.51亿（18~99岁）糖尿病患者，预计到2045
年，糖尿病患者数量将增至6.93亿[3]，其中80%~90%属

于II型糖尿病。由于目前临床治疗II型糖尿病的药物如

磺酰脲类、二甲双胍类和格列奈类等疗效有限，且会
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出现耐受性和毒副作用，因此开发能够调节糖代谢并

显著降低毒副作用的生物活性多肽用于治疗糖尿病成

为国内外的研究热点。 
降糖多肽Brevinin-2GUb是在2008年从亚洲青蛙

Hylarana guntheri的皮肤分泌物中分离出来的具有抗

菌活性和显著促胰岛素分泌活性的多肽[4]，有极大的研

究价值。Brevinin-2GUb多肽属于Brevinin-2家族，由

30个氨基酸所构成，为两亲性阳离子多肽，在C端有

Brevinin家族典型的、由二硫键桥连接形成的环状七肽

结构（“Rana box”）[5]。人工合成的Brevinin-2GUb在
浓度为100 nM时对BRIN-BD11细胞的促胰岛素分泌

量为基础释放量的148%，在浓度为3 μM时对

BRIN-BD11细胞的促胰岛素分泌量为基础释放量的

373%[4] 。而Brevinin-1CBb在浓度为 30 nM时对

BRIN-BD11细胞的促胰岛素分泌量为基础释放量的

119%[6]，Brevinin-2相关肽（B2RP）在浓度为1 μM
时对BRIN-BD11细胞的促胰岛素分泌量为基础释放

量的148%[7]。以上研究结果表明Brevinin-2GUb多肽

比Brevinin-1CBb、Brevinin-2相关肽（B2RP）等

Brevinin家族其他多肽具有更显著的促胰岛素分泌

活性。此外，人工合成的Brevinin-2GUb能够显著促

进正常大鼠的胰岛素分泌，但对体重、血糖没有显

著影响；糖尿病大鼠组中，注射Brevinin-2GUb后，

大鼠的体重显著上升、胰岛素水平均有明显升高，

血糖明显降低[8]。因此，Brevinin-2GUb多肽在治疗II
型糖尿病方面具有良好的应用前景。 

由 于 从 蛙 类 皮 肤 分 泌 物 中 分 离 纯 化

Brevinin-2GUb程序复杂，产量很低，且提取难度大；

人工合成生物活性肽是快速获得多肽的另一种重要

手段，但人工合成成本高，每个氨基酸大约需要200
元[9]。大肠杆菌是表达异源重组蛋白应用最为广泛的宿

主之一，具有表达蛋白高效、发酵条件易控制、表达

成本低等优势[10]。因此用基因工程的方法在大肠杆菌

表达系统中实现Brevinin-2GUb的重组表达并研究其

对INS-1细胞的促胰岛素分泌活性，在其用于制备降糖

多肽药物方面具有重大的理论意义和经济效益。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒 
蛙皮素多肽 Brevinin-2GUb 的基因序列为：

GGTGTTATTATTGATACTCTGAAAGGTGCTGCTA
AAACCGTTGCTGCTGAACTGCTGCGTAAAGCTC
ACTGCAAACTGACCAACTCTTGC，该基因由生工

生物工程（上海）股份有限公司进行合成；克隆菌株

为 E. coli DH5α，表达菌株为 E. coli BL21(DE3)，表达

载体为 pET32a，均为本实验室保存。 
1.1.2  试剂 

PrimeSTAR HS Premix、TaKaRa Ex Taq(5 U/μL)
均购自日本 Takara 公司；Dpn I 限制性内切酶购自美

国 ThermoFisher Scientific 公司；DNA 纯化回收试剂

盒和质粒小提试剂盒均购自美国 OMEGA 生物公司；

蛋白浓度检测试剂盒 Micro BCATM Protein Assay Kit
购自美国 ThermoFisher Scientific 公司；肠激酶购自索

莱宝公司。 
1.1.3  多肽 

人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 和人工合成

的不含二硫键的 Brevinin-2GUb 均由中国上海的 GL 
Biochem 公司进行人工合成（人工合成含二硫键和不

含二硫键的 Brevinin-2GUb 具有相同的氨基酸序列，

但不含二硫键的 Brevinin-2GUb 没有形成链内二硫

键），通过 RP-HPLC 检测（使用 Gemini-NX 5 μ 
C18110A，4.6×250 mm 柱）出多肽的纯度分别为

97.59%、96.65%。 

1.2  方法 

1.2.1  构建重组质粒 pET32a-Trx-His-EK- 
Brevinin-2GUb 
1.2.1.1  Brevinin-2GUb 基因的扩增 

以上海生工生物工程有限公司提供的质粒

pUC57-Brevinin-2GUb 为模版，以 Bre-F 和 Bre-R 为

引物进行 PCR 扩增 Brevinin-2GUb 目的基因，Bre-F：
5'-ACGACGACGACAAGGCCATGGGTGTTATTATT
GATACTCTGAAAG-3'，Bre-R：5'-GCTTTGTTAGCA 
GCCGGATCTCAGCAAGAGTTGGTGCAGTTTGCA
GTG-3'。100 μL PCR 反应体系为：PrimeStar HS Premix 
50 μL；模版 pUC57-Brevinin- 2GUb 1 μL；Bre-F/Bre-R 
2 μL；ddH2O 47 μL。反应条件：98 ℃ 5 min，98 ℃ 10 
s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，共 30 个循环；72 ℃ 10 min。
扩增完毕后，用 2%琼脂糖凝胶电泳检测，用 OMEGA
公司琼脂糖凝胶回收试剂盒切胶回收。 
1.2.1.2  RF 线 性 扩 增 反 应 构 建 重 组 质 粒

pET32a-Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 
采用 RF 克隆的方法以质粒 pET32a 为模板，以

1.2.1.1 中回收的 PCR 产物作为引物进行线性扩增反

应，25 μL PCR 反应体系为：PrimeStar HS Premix 12.5 
μL；模版 pET32a 1 μL；PCR 产物 3 μL；ddH2O 8.5 μL。
反应条件：98 ℃ 5 min，98 ℃ 10 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 
7 min，共 24 个循环；72 ℃ 20 min。PCR 结束后，对
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PCR 产物进行 Dpn I 酶切，20 µL 酶切体系为：Dpn I 1 
µL；10×Buffer 2 µL；PCR 产物 17 µL。37 ℃酶切反

应 1 h。Dpn I 酶切反应结束后，将酶切后的产物全部

转化大肠杆菌 DH5α感受态中。利用含有氨苄青霉素

素（100 μg/mL）的 LB 平板和菌落 PCR 筛选阳性转

化子。挑选阳性转化子送至上海生物工程公司测序鉴

定。将鉴定正确的重组质粒转化到大肠杆菌 BL21
（DE3）中。 
1.2.2  融合蛋白 Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 在

大肠杆菌 BL21（DE3）中的小量表达及表达温

度优化 
挑 取 转 化 平 板 上 含 有 pET32a-Trx-His-EK- 

Brevinin-2GUb重组质粒的单克隆接种至 6 mL的氨苄

抗性的 LB 液体培养基中进行 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6支含有6 mL新鲜氨苄抗性LB液体培养基的试管

中，置于 37 ℃，220 r/min 进行培养，当 OD600=0.6~0.8
时，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，取 1 支诱导，1 支未诱导共三

组分别于 16 ℃、25 ℃、37 ℃诱导表达 20 h、12 h、5 
h 进行表达温度优化。诱导表达结束后，对表达后的

菌液测定 OD600并进行收菌。按照每 10 OD 加 1 mL 
PBS 缓冲液对上述收集的菌体完全悬浮，然后采用超

声波破碎菌体。菌体破碎完毕后吸取 80 μL 制备破碎

后的全液样品，然后 12000 r/min 离心 2 min 获得破碎

后的上清和沉淀，分别吸取 80 μL 制备破碎后的上清

和沉淀样品。将 80 μL 样品和上样缓冲液混合后置于

沸水浴中煮沸 10 min，12000 r/min 离心 2 min，跑

SDS-PAGE 电泳。 
1.2.3  融合蛋白 Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 在

大肠杆菌 BL21（DE3）中的大量表达及纯化 
将含有 pET32a-Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 重组

质粒的单克隆接种至8 mL的氨苄抗性的LB液体培养

基中，于 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 新鲜氨

苄抗性的 LB 液体培养基中，置于 37 ℃、220 r/min
进行培养，当 OD600=0.6~0.8 时，添加诱导剂 IPTG 至

终浓度为 1 mM，然后置于 16 ℃的摇床中诱导表达 20 
h。诱导表达结束后，6000 r/min 离心 10 min 收集菌体，

用纯化 Buffer A（20 mM Tris，500 mM NaCl，20%甘

油，20 mM 咪唑，pH 8.5）重悬，高压破碎菌体后离

心收集上清液，然后进行镍柱亲和层析纯化，收集穿

过液样品和纯化前后样品进行 SDS-PAGE 检测。 
1.2.4  融合蛋白的肠激酶酶切及纯化 

将纯化后的融合蛋白 Trx-His-EK-Brevinin-2GUb

置于 2 L 肠激酶酶切缓冲液（20 mM Tris，50 mM 
NaCl，3 mM GSH，1 mM GSSG，pH 8.0）中透析 24 
h 后，按照每 1 mg 融合蛋白加入 2 U 肠激酶的用量在

25 ℃酶切 24 h。肠激酶酶切后的融合蛋白再次进行镍

柱亲和层析纯化，Trx-His-EK融合蛋白结合到镍柱上，

而 Brevinin-2GUb 多肽存在于穿过液中，收集穿过液。

将含有 Brevinin-2GUb 多肽的穿过液使用 3 ku 超滤管

浓缩并用PBS缓冲液进行透析后放置于4 ℃用于蛋白

质定量及活性检测。将浓缩后的 Brevinin-2GUb 多肽

与浓度分别为 2.5、2.0、1.5、1.0 μg/孔的人工合成的

Brevinin-2GUb 进行 Tricine-SDS-PAGE 电泳，通过灰

度扫描分析确定 Brevinin-2GUb 浓度。 
1.2.5  反相高效液相色谱鉴定重组表达的

Brevinin-2GUb 
对人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 和重组表

达的 Brevinin-2GUb 进行反相高效液相色谱检测。仪

器为：Waters2695 高效液相色谱仪；C18 色谱柱 Zorbax 
C18 column (4.6×150 mm，5 Micron）和 2489 紫外可

见光检测器。检测条件：流动相 A 为 0.1%三氟乙酸/
水，流动相 B 为 0.1%三氟乙酸/乙腈，检测波长 220 
nm，流速 1 mL/min；进样量 10 μL。梯度洗脱方法：

0.01 min：72% A，28% B；0.01 min~25 min：47% A，

53% B；25 min：0% A，100% B；30 min：Stop。 
1.2.6  圆二色光谱测定 Brevinin-2GUb 的二级

结构 
对人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 和重组表

达的 Brevinin-2GUb 进行圆二色光谱测定，分析其主

要的二级结构及两者之间是否存在差异。重组表达的

Brevinin-2GUb在进行圆二色光谱测定前置于 1 L PBS
缓冲液中透析 24 h，使其与人工合成含二硫键的

Brevinin-2GUb 标准品溶液具有相同的溶剂。仪器为

英国 Applied Photophysics 公司的 Chirascan Circular 
Dichroism，检测条件：190~280 nm 波长，1 mm 光程，

1 nm 步进，1 nm 带宽，3 次连续扫描取平均值平均，

其中 PBS 溶液作为空白对照。最后使用 CDNN 软件

分析其二级结构各组分含量。 
1.2.7  质谱检测重组表达的 Brevinin-2GUb 是

否形成二硫键 
通过液相色谱串联质谱检测重组表达的

Brevinin-2GUb 与 DTT 处 理 后 的 重 组 表 达 的

Brevinin-2GUb 样品，通过对比分析上述两个样品的

质谱图来判断重组表达的 Brevinin-2GUb 是否形成二

硫键。仪器为美国 Thermo Fisher Scientific 公司的毛细

管液相色谱仪 Ultimate 3000 和电喷雾-组合型离子阱

Orbitrap 质谱仪，色谱柱为 packed with Acclaim 
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PepMap RPLC C18（75 μm i.d.×150 mm，3 μm）。检

测条件：所用流动相 A 为 0.1%甲酸，2%乙腈，流动

相 B 为 0.1%甲酸，80%乙腈；流速：300 nL/min；液

相色谱梯度：59 min，方法：0.01 min：94% A，6% B；
0.01 min~5 min：91% A，9% B；5~53 min：50% A，

50% B；53~55 min：1% A，95% B；59 min：Stop。
二级质谱参数：分辨率：75000；扫描范围：50~2000 m/z。 
1.2.8  Brevinin-2GUb 的溶血活性测定 

在超净工作台中打开 5%脱纤羊血哥伦比亚血平

板，在其表面垂直放置 5 个牛津杯。分别取 50 µL 浓

度 为 85 μg/mL 、 170 μg/mL 的 重 组 表 达 的

Brevinin-2GUb、浓度为 250 μg/mL 的人工合成含二硫

键的 Brevinin-2GUb、PBS 缓冲液和 0.1%的 Trition 
X-100 添加到牛津杯中，并进行标记。然后将已经加

样的血平板置于 37 ℃恒温培养箱中 16~18 h。其中，

无菌的PBS溶液作为阴性对照，0.10%的Trition X-100
作为阳性对照。培养结束后取出牛津杯对血平板进行

照相。 
1.2.9  Brevinin-2GUb 对 INS-1 细胞的促进胰

岛素分泌活性鉴定 
将 INS-1 细胞以每孔 2×105个细胞的密度接种 12

孔板中，培养 48 h 后用每孔加入 1 mL 含有 5.6 mM 葡

萄糖和 0.2%牛血清白蛋白的 Hanks 缓冲液置于培养

箱中平衡 1 h。然后加入终浓度为 10 μg/mL 的

Brevinin-2GUb 置于培养箱中作用 1 h，收集培养上清

液 1000 g 离心 20 min，使用胰岛素免疫吸附测定

（ELISA）试剂盒测量胰岛素含量。 
1.2.10  数据统计分析 

所有实验均进行三组平行，结果采用 GraphPad 
Prism 5 进行分析处理。 

2  结果与分析 

2.1  pET32a-Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 重组

质粒的构建 

Brevinin-2GUb 基因大小为 90 bp，以质粒

pUC57-Brevinin-2GUb 为模板，按照 2.3.3 设计引物并

进行 PCR 扩增 Brevinin-2GUb 基因，结果如图 1A 所

示，在接近 100 bp 处出现明显条带，与连接引物后的

Brevinin-2GUb 基因的理论长度 133 bp 相符，说明成

功扩增出 Brevinin-2GUb 基因。 
以 pET32a 载体为模板进行 RF 线性扩增反应，

PCR 产物经过 Dpn I 酶酶切后转化到大肠杆菌 DH5α
中，涂板过夜培养。第二天挑取 5 个单克隆（编号为

1~5）以 T7 F、T7 R 为引物进行菌落 PCR 鉴定。取

10 μL PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，目标条

带接近 750 bp，结果如图 1B 所示，5 个单克隆条带均

在 750 bp 附近，说明 5 个单克隆均为阳性克隆。挑取

其中的 1、2 号单克隆接种摇菌液、提质粒进行测序，

测序结果表明 Brevinin-2GUb 基因成功插入 pET32a
载体中正确的位置且没有发生碱基突变，说明两者都

是 正 确 的 重 组 质 粒 pET32a-Trx-His-EK-Brevinin 
-2GUb。 

 
图1 重组质粒pET32a-Trx-His-EK-Brevinin-2GUb的构建 

Fig.1 Construction of recombinant plasmid 

pET32a-Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 

注：a：目的基因 Brevinin-2GUb 的扩增；M：marker；1：

PCR 产物；b：菌落 PCR 验证结果；M：marker；泳道 1~5：

挑取的 5 个单克隆。 

2.2  融合蛋白的重组表达及纯化 

 
图2 融合蛋白Trx-His-EK-Brevinin-2GUb的表达温度优化 

Fig.2 Temperature optimizationof recombinant fusion protein 

Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 

注：M：marker；W：细胞裂解全液；S：细胞裂解上清；

P：细胞裂解沉淀；No：未诱导；IPTG：1 mM IPTG 诱导。 

对重组表达菌株 pET32a-Trx-His-EK-Brevinin- 
2GUb-BL21（DE3）进行小量表达及表达温度优化。

结果如图 2所示，融合蛋白Trx-His-EK-Brevinin-2GUb
成功表达（黑色箭头所指），在所实验的三个表达温度

中 25 ℃表达量最低，在 16 ℃的条件下表达量最高且
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绝大部分以可溶形式存在。因此，最终选择 16 ℃作为

融合蛋白 Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 的最适表达温

度。 
在 1 L LB 液体培养基中对融合蛋白 Trx-His-EK- 

Brevinin-2GUb 进行 16 ℃诱导表达以期获得大量蛋

白，采用镍柱亲和层析进行纯化。结果如图 3 所示，

当低浓度咪唑流过时，融合蛋白挂在柱上，仅有少量

被洗脱下来，咪唑浓度为 250 mM 时绝大部分的融合

蛋白（黑色箭头所指）被洗脱下来。 

 
图3 融合蛋白Trx-His-EK-Brevinin-2GUb的大量表达及纯化 

Fig.3 Expression and purification of fusion protein 

Trx-His-EK-Brevinin-2GUb by nickel ion affinity 

chromatography 

注：M：marker；S：细胞裂解上清；FF：穿过液。 

2.3  融合蛋白的肠激酶酶切及纯化 

 
图4 融合蛋白肠激酶酶切及无标签Brevinin-2GUb蛋白纯化 

Fig.4 Purification of enterokinase-cleaved Brevinin-2GUb by 

nickel ion affinity chromatography 

注 ： M ： marker ； 1 ： EK 酶 切 前 的 融 合 蛋 白

Trx-His-EK-Brevinin-2GUb ； 2 ： EK 酶切后的融合蛋白

Trx-His-EK-Brevinin-2GUb；FF：穿过液；ET：500 mM 咪唑洗

脱液；3：浓缩后的 Brevinin-2GUb。 

将初步纯化后的融合蛋白进行肠激酶酶切，酶切

结束后，进行镍柱亲和层析纯化得到无任何标签的

Brevinin-2GUb 多肽。结果如图 4 所示，泳道 1 为肠

激酶酶切前的融合蛋白 Trx-His-EK-Brevinin-2GUb，
泳道 2 为 Trx-His 标签蛋白和 Brevinin-2GUb（黑色箭

头所指）的酶切混合液。酶切混合液经过层析柱时，

由于 Trx-His 蛋白带有 His 标签而重新挂柱，而

Brevinin-2GUb（泳道 FF）则从穿过液中流出，穿过

液中的 Brevinin-2GUb（黑色箭头所指）则使用超滤 
管进行浓缩。 

以人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 作为标准

品对浓缩后的 Brevinin-2GUb 多肽进行定量，结果如

图 5 所示，通过 ImageJ 软件进行灰度扫描分析计算测

得浓缩后 Brevinin-2GUb（泳道 1）浓度约为 170 
µg/mL。 

 
图5 Brevinin-2GUb的相对定量 

Fig.5 Relative quantification of Brevinin-2GUb 

注：M：marker；泳道 1：浓缩后的 Brevinin-2GUb；泳道

2~5：2.5，2.0，1.5，1.0 μg 人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb。 

2.4  反相高效液相色谱鉴定重组表达的

Brevinin-2GUb 

 
图6 Brevinin-2GUb的液相色谱图 

Fig.6 RP-HPLC chromatogrphy of Brevinin-2GUb 

人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 和重组表达

的 Brevinin-2GUb 的反相高效液相色谱检测结果如图

6 所示，从图中可以看出人工合成含二硫键的

Brevinin-2GUb和重组表达的Brevinin-2GUb在相同的

时间 19.81 min 处出现明显的峰，说明两者具有相同

的保留时间，即具有相同的一级结构。结果表明重组

表达的融合蛋白 Trx-His-EK-Brevinin-2GUb 经过肠激

酶酶切纯化后获得的 Brevinin-2GUb 多肽的氨基酸序

列与人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 的氨基酸序

列一致。 
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2.5  圆二色光谱测定Brevinin-2GUb的二级结构 

人 工 合 成 含 二 硫 键 和 不 含 二 硫 键 的

Brevinin-2GUb和重组表达的Brevinin-2GUb的圆二色

光谱检测结果如图 7 所示，使用 CDNN 软件分析

Brevinin-2GUb 的二级结构各组分含量如下表 1 所示，

重组表达的Brevinin-2GUb 在 PBS 溶液中的 α-螺旋结

构含量为 85.80%，人工合成含二硫键和不含二硫键的

Brevinin-2GUb 的 α-螺旋结构含量分别为 86.60%和

86.20%，通过对比发现重组表达的 Brevinin-2GUb 在

PBS溶液中的α-螺旋结构含量比人工合成含二硫键的

Brevinin-2GUb 的 α-螺旋结构含量有所降低。 

 
图7 Brevinin-2GUb的圆二色光谱检测图谱 

Fig.7 Circular Dichroism analysis of Brevinin-2GUb 

 

表 1 CDNN软件分析Brevinin-2GUb的二级结构 

Table 1 The secondary structure analysis of Brevinin-2GUb by CDNN 

Wavelength190-260 nm 

 人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 重组表达的 Brevinin-2GUb 人工合成不含二硫键的 Brevinin-2GUb 

Helix/% 86.60 85.80 86.20 

Atiparallel/% 0.20 0.10 0.10 

Parallel/% 1.10 1.40 1.40 

Beta-turn/% 9.20 8.80 8.40 

Rndm.Coil/% 2.60 3.70 4.10 
Total Sum/% 99.60 99.80 100.20 

2.6  质谱检测重组表达 Brevinin-2GUb 是否形

成二硫键 

对重组表达并经过浓缩后的Brevinin-2GUb烷基

化后进行液相色谱串联质谱检测，通过与使用 DTT
处理后烷基化的重组表达的 Brevinin-2GUb 样品的质

谱结果进行对比来分析 Brevinin-2GUb 是否形成二硫

键。其中 DTT 是一种强还原剂，可以将二硫键打断，

若重组表达的 Brevinin-2GUb 没有形成二硫键，其半

胱氨酸会被烷基化，质谱结果应与使用 DTT 处理后烷

基化的重组表达的 Brevinin-2GUb 的质谱结果一致，

仅检测到烷基。Brevinin-2GUb 的质谱结果如图 8 所

示，其中 a 为重组表达 Brevinin-2GUb 肽段的二级质

谱图，b为经过DTT处理后的重组表达Brevinin-2GUb
肽段的二级质谱图。结果发现，在经过 DTT 处理后的

重组表达 Brevinin-2GUb 样品中仅检测到烷基无二硫

键；而重组表达的 Brevinin-2GUb 样品中绝大部分肽

段都形成了二硫键，但在其中一条肽段中检测到了烷

基，说明这条肽段没有形成二硫键，表明重组表达的

Brevinin-2GUb 虽然形成了二硫键，但其二硫键的形

成并不完全。 
 

 

 

图8 Brevinin-2GUb肽段的二级质谱图 

Fig.8 Secondary mass spectrum of the Brevinin-2GUb peptide 

注：a：重组表达 Brevinin-2GUb 肽段的二级质谱图；b：

经过DTT处理后的重组表达Brevinin-2GUb肽段的二级质谱图。 
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2.7  Brevinin-2GUb的溶血活性分析 

 
图9 Brevinin-2GUb抗菌肽的溶血性能测定 

Fig.9 Hemolytic assay of brevinin-2GUb peptide against 

mammalian erythrocytes. 

注：1：0.10%的 TritionX-100 作为阳性对照；2：PBS 缓

冲液作为阴性对照；3-4：浓度分别为 85、170 μg/mL 重组表达

的 Brevinin-2GUb；5：浓度为 250 μg/mL 的人工合成含二硫键

的 Brevinin-2GUb。 

血平板检测 Brevinin-2GUb 多肽的溶血特性，结

果如图 9 所示，血平板上除了添加了 0.1%的 Trition 
X-100（阳性对照，图中 1 所示位置）的位置出现了

明显的抑菌圈之外，Brevinin-2GUb 多肽均未出现溶

血情况。说明不管是浓度为 250 μg/mL 的人工合成含

二硫键的 Brevinin-2GUb 多肽，还是浓度为 170 μg/mL
的重组表达的 Brevinin-2GUb 多肽均无溶血活性。 

2.8  Brevinin-2GUb的促胰岛素分泌活性鉴定 

由图 10 可知，10 μg/mL 人工合成的 Brevinin- 
2GUb（含二硫键和不含二硫键两种）和重组表达的

Brevinin-2GUb 在 5.6 mM 葡萄糖存在的条件下对

INS-1 细胞胰岛素的分泌具有显著的促进作用。其中

人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 对 INS-1 细胞胰

岛素的分泌具有极显著（基础分泌量的 181.25%，

p<0.001）的促进作用；人工合成不含二硫键的

Brevinin-2GUb 和重组表达的 Brevinin-2GUb 对 INS-1
细胞胰岛素的分泌具有显著（分别为基础分泌量的

129.63%和 120.04%，p<0.01）促进作用。通过显著性

分析发现人工合成不含二硫键的 Brevinin-2GUb 和重

组表达的 Brevinin-2GUb 对 INS-1 细胞胰岛素的分泌

作用没有显著性差异。由图 9 可知，人工合成不含二

硫键的 Brevinin-2GUb 的促胰岛素分泌活性是人工合

成含二硫键的 Brevinin-2GUb 的促胰岛素分泌活性的

71.54%，表明 Brevinin-2GUb 在二硫键没有正确形成

的情况下其促胰岛素分泌活性会降低，证明

Brevinin-2GUb 的二硫键对其促胰岛素分泌活性具有

重要作用。 
通过对比人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 和

重组表达的 Brevinin-2GUb 对 INS-1 细胞胰岛素的分

泌作用发现，重组表达的 Brevinin-2GUb 的促胰岛素

分泌活性是人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 的促

胰岛素分泌活性的 66.23%，表明重组表达的 Brevin 
in-2GUb 的促胰岛素分泌活性弱于人工合成含二硫键

的 Brevinin-2GUb 的促胰岛素分泌活性。圆二色光谱

检测结果表明，重组表达的 Brevinin-2GUb 的 α-螺旋

结构含量比人工合成含二硫键的 Brevinin-2GUb 的 α-
螺旋结构含量有所降低；质谱结果表明重组表达的

Brevinin-2GUb 虽然形成了二硫键，但二硫键的形成

并不完全。所以极大可能是由于重组表达的

Brevinin-2GUb 多肽与人工合成的含二硫键的

Brevinin-2GUb 多肽的空间结构存在一定差异，最终

导 致 我 们 通 过 大 肠 杆 菌 重 组 表 达 获 得 的

Brevinin-2GUb 的促胰岛素分泌活性弱于人工合成含

二硫键的 Brevinin-2GUb。 

 
图10 Brevinin-2GUb对 INS-1细胞分泌胰岛素的影响 

Fig.10 Effects of Brevinin-2GUb on insulin release against 

INS-1 cells 

注：** p<0.01，*** p<0.001，与空白对照进行比较。 

3  结论 

3.1  目前，大肠杆菌系统是应用最为广泛的蛋白质表

达系统之一，因为大肠杆菌表达系统具有表达蛋白高

效、发酵条件易控制、表达成本低等优势。所以本研

究选择大肠杆菌作为重组表达 Brevinin-2GUb 的宿

主。由于 Brevinin-2GUb 具有抗菌活性，对宿主细胞

具有一定的杀伤作用，因此进行 Brevinin-2GUb 的重

组表达时将其与硫氧还蛋白进行融合表达，融合标签

的存在可在蛋白表达过程中使宿主免受伤害。最后进

一步通过肠激酶酶切融合蛋白后可获得不带任何标签

的 Brevinin-2GUb，产量约为 2.50 mg/L，纯度可达 90%
以上，成功实现降糖多肽 Brevinin-2GUb 在大肠杆菌

中的高效表达。170 μg/mL 的重组表达 Brevinin-2GUb
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多肽无溶血效应，为 Brevinin-2GUb 多肽在医药领域

的应用奠定了基础。 
3.2  在本研究中，使用 INS-1细胞进行Brevinin-2GUb
的促胰岛素分泌活性鉴定。INS-1 细胞与 BRIN-BD11
细胞相似，均可在葡萄糖刺激下分泌胰岛素。结果表

明 ，在 相同 浓度 下人 工合 成不 含二 硫键 的

Brevinin-2GUb 的促胰岛素释放量为人工合成含二硫

键的 Brevinin-2GUb 的 71.54%，说明 Brevinin-2GUb
中的二硫键对促胰岛素分泌活性具有重要作用。重组

表达的 Brevinin-2GUb 多肽在浓度为 10 μg/mL 时对

INS-1 细胞产生显著的刺激胰岛素分泌作用（为基础

释放量的 120.04%；p<0.01）。此研究为 Brevinin-2GUb
多肽开发为降糖口服液及多肽药物奠定了基础。 
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