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超分子弹性蛋白的促细胞增殖及抗氧化能力研究
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摘要：【目的】为解决动物体内的弹性蛋白不可溶性以及重组类弹性蛋白聚集的问题，提升其在功能性食品

中的应用潜力。【方法】将昆虫弹性蛋白（resilin 16， R16）、链球菌中免疫球蛋白 B1 结构域（GB1）、酿酒酵母

中 Ure2 的前 1~80 个序列 Ure2（1-80）以及促进细胞黏附的 RGD 细胞结合位点进行连接，构建可溶性超分子

弹性蛋白。测定超分子弹性蛋白对 C2C12 细胞的细胞毒性及生物安全性，并与透明质酸（hyaluronic acid， 

HA）和猪皮胶原蛋白进行促细胞增殖和抗氧化能力比较。【结果】超分子弹性蛋白对细胞无毒性，皮下注射

无明显炎症反应，生物安全性高；自组装的原纤维可促进细胞增殖，对 4种自由基的清除能力和对 H2O2诱导

的 L929细胞损伤的保护作用均显著高于 HA 和猪皮胶原蛋白。【结论】该研究获得的超分子弹性蛋白生物安

全性高，可以促进细胞增殖并且具有抗氧化能力，为开发功能性食品提供了新材料。
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Abstract: [Objective] The aim of this study is to address the insolubility of elastin derived from animals and 

the aggregation of recombinant elastin-like proteins, and to enhance the elastin potential application in 

functional foods. [Method] In view of the above problems, resilin 16 (R16) derived from insects, 

immunoglobulin G domain B1 (GB1) from Streptococcus, and the Ure2 sequence of aa 1~80 Ure2(1-80) from 

Saccharomyces cerevicae were linked with the RGD sequence (a binding site of cells that promote cell 

adhesion) to construct the soluble supramolecular elastin. The cytotoxicity of the supramolecular elastin to 

C2C12 cells as well as its biosafety was evaluated. Furthermore, the supramolecular elastin was compared with 

hyaluronic acid (HA) and pigskin collagen in terms of the cell proliferation-promoting effect and antioxidant 

capacity. [Result] The supramolecular elastin had no toxic effect on cells and did not induce obvious inflammation 

after subcutaneous injection, demonstrating high biosafety. The self-assembled fibril promoted cell 

proliferation, and it showcased stronger scavenging ability against four kinds of free radicals and protective 

effect against H2O2-induced damage of L929 cells than HA and pigskin collagen. [Conclusion] The obtained 

supramolecular elastin has high biosafety, cell proliferation-promoting effect, and antioxidant capacity, serving 

as a new material for the development of functional food.
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弹性蛋白是人体中的一种结构与功能蛋白

质［1］，是细胞外基质的重要组成部分［2］，多存在于人

的皮肤、心脏、血管等结缔组织中［3］，同时也存在于

牛、猪等哺乳动物的皮肤、韧带等组织中［4］。弹性蛋

白是在赖氨酰氧化酶作用下高度交联形成的聚合

物，导致其具有不可溶性，难以进行再加工，因而限

制了其在食品、药物递送、组织工程［5-6］等领域中的

应用。目前对弹性蛋白的利用主要是通过酶解将

不溶性弹性蛋白水解成可溶性弹性蛋白多肽［7］或将

弹性蛋白转化成可溶性蛋白，其中可溶性弹性蛋白

主要有弹性蛋白原、α-弹性蛋白以及重组类弹性蛋

白。弹性蛋白原和 α-弹性蛋白可通过化学试剂从

不溶性弹性蛋白中提取，过程较为烦琐。

重组类弹性蛋白主要由 Val-Pro-Gly-Xaa-Gly

这 5种多肽重复不同次数串联而成，其中 Xaa可以

用除脯氨酸以外的其他氨基酸代替，并构成具有

特定功能的弹性蛋白［8］，在药物递送［9］、细胞工

程［10］以及组织工程［11］等领域均有应用。重组类弹

性蛋白具有高于相变温度析出，低于相变温度溶

解的特性，基于这种特性可以通过热诱导和调控

pH 使其组装。然而其相变温度受 Xaa、构成蛋白

质的序列长短以及溶液的离子强度等多种因素影

响［12］，使其不能在常温下长期储存，只能保存于较

低温度，因而限制了其在常温条件下的使用。

针对以上问题，将来自昆虫的弹性蛋白 R16、

链球菌中的 GB1 结构域、RGD 细胞结合位点［13］以

及酿酒酵母中具有高效自组装能力的 Ure2（1-80）

序列［14］连接，成功构建了可溶性超分子弹性蛋白

Ure（1-80）-（GB1-R16）4-RGD［15］，同时将其与 HA

以及猪皮胶原蛋白在促进细胞增殖和抗氧化方面

进行系统比较，为将其应用于功能性食品、化妆品

以及医药等领域提供理论指导。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

大肠杆菌 BL21（DE3）、胰酶、青霉素-链霉素混

合液 ：美国 Thermo Fisher Scientific 公司 ；C2C12、

L929细胞系：赛维尔生物科技有限公司；胰蛋白胨、

酵母粉：英国 oxoid公司；咪唑、磷酸二氢钾、三水合

磷酸氢二钾、Tris、DMEM 高糖培养基、硫磺素 T

（thioflavin T， ThT）、刚果红（congo red， CR）、镍离子

亲和层析柱：生工生物工程（上海）股份有限公司；

胎牛血清：Lonsa Science Srl公司；猪皮胶原蛋白：北

京德航五洲科技有限公司； CCK-8检测试剂盒：北

京兰杰柯科技有限公司；1，1-二苯基-2-三硝基苯肼

（1，1-diphenyl-2-picrylhydrazyl， DPPH）：梯希爱（上

海）化成工业发展有限公司；HA、2，2-二氮-双（3-乙

基 苯 并 噻 唑 -6- 磺 酸 ）二 铵 盐（2，2-azinobis（3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid）diammonium salt， 

ABTS）：上海麦克林生化科技股份有限公司；H2O2、

FeSO4∙7H2O、水杨酸：国药集团化学试剂有限公司；

碘化丙啶（propidium lodide， PI）、钙黄绿素乙酰甲酯

（calcein acetyl methyl ester， AM）：江苏凯基生物技术

股份有限公司；BALB/C小鼠：北京维通利华实验动

物技术有限公司。

1.2　仪器与设备

电泳仪：JY300C 型，北京君意东方电泳设备

有限公司；高速冷冻离心机：TGL-16R 型，山东百

欧医疗科技有限公司；冷冻干燥机：SCIENTZ-10N

型，宁波新芝生物科技股份有限公司；CO2培养箱：

3111 型，美国 Thermo Fisher Scientific 公司；倒置

荧光显微镜：DMI 6000B 型，美国 Micro Demo 公

司；酶标仪：HH3400型，美国 Perkin Elmer公司；超

声波破碎仪：LISK-900-6M 型，南京立思高仪器设

备有限公司。

1.3　重组蛋白质粒的构建

以 pET-28a（+）作为蛋白质表达载体，所设计的

引物见表 1［15］，由苏州金唯智生物科技有限公司进

行 pET28a-Ure2（1-80）-（GB1-R16）4-RGD 质粒的

构建。

1.4　超分子弹性蛋白的发酵、诱导表达、鉴定及纯化

将导入质粒的大肠杆菌 BL21（DE3）接种到

40 mL 的 LB 培养基中，37 ℃、220 r/min 培养 12 h。

当初始 OD600值为 0.1时，接种到 100 mL的 LB培养

基中扩大培养。在 OD600值达到 0.6时加入诱导剂，

使 IPTG 终浓度为 0.5 mmol/L，30 ℃、220 r/min 培

养 12 h。取诱导前后的培养液，通过 SDS-PAGE鉴

定蛋白质条带大小。取 200 mL发酵液收集菌体并

用 PBS 重悬，于超声细胞破碎仪中以 540 W 超声

6 min，间隔 2 s，使蛋白质从菌体中释放出来，以

8 000 r/min离心 10 min，将离心后的上清液与 5 mL

填 料 孵 育 1 h。 孵 育 完 毕 后 分 别 用 20 mmol/L 

Tris-HCl 洗 20 min、40 mmol/L 咪 唑 洗 20 min、

60 mmol/L 咪 唑 洗 20 min、150 mmol/L 咪 唑 洗

15 min，收集 150 mmol/L 咪唑洗脱液，于去离子水

中透析 3 d，将透析后的溶液用液氮速冻，速冻完毕
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后置于-80 ℃过夜，冷冻干燥后得到蛋白质冻干

粉末。

1.5　超分子弹性蛋白自组装性质表征

1.5.1　ThT荧光检测　

将 5 mg 蛋 白 质 溶 解 于 1 mL PBS 溶 液

（20 mmol/L ，pH 7.4）中，蛋白质溶液在 37 ℃下

充分自组装形成蛋白质凝胶。分别取组装前后的

超分子弹性蛋白液各 5 μL 于 500 μL PBS 溶液

（20 mmol/L）中进行稀释。在上述溶液中加入 3 μL 

Tris-HCL 配 制 的 1 mmol/L ThT 溶 液（pH 7.4），

立即用酶标仪进行荧光光谱扫描，激发波长为

440 nm，发射波长为 460~650 nm，激发和发射宽度

均为 5 nm［16］。

1.5.2　CR 检测　

准确称取 25 mg CR 溶解于 100 mL PBS 溶液

（含有体积分数 10% 的乙醇）中，并用 0.45 μm 滤膜

过滤，使 CR 最终浓度达到 360 μmol/L。分别取组

装前后的超分子弹性蛋白液各 85 μL 与 15 μL CR

溶液混合均匀。避光孵育 5 min，用酶标仪在 300~

700 nm 波长下进行波段扫描，间隔 1 nm，对其发

射光谱进行检测［17］。

1.5.3　冷冻扫描电子显微镜观察　

使用液氮速冻超分子弹性蛋白自组装后的样

品，将速冻后样品置于载物台上，抽真空后观察。

1.6　超分子弹性蛋白生物安全性评价

1.6.1　C2C12和 L929细胞的培养　

将 C2C12 和 L929 细胞冻存液于 37 ℃ 下解

冻，离心弃去上清液，加入含有体积分数 10% 的胎

牛血清、100 U 青霉素和 100 g/L 链霉素的 DMEM

完全培养基，置于 37 ℃、CO2体积分数为 5% 的培

养箱中培养待用［18］。

1.6.2　细胞活力测定　

对胰酶消化后的细胞进行计数，按 1×104个/孔

的细胞密度接种于 96 孔细胞培养板中 ，培养

24 h，细胞完全贴壁后，弃去上清液。样品组各孔

分 别 加 入 不 同 质 量 浓 度（0.10、0.25、0.50、1.00、

1.50 g/L）的超分子弹性蛋白液（用 100 μL DMEM

完 全 培 养 基 溶 解）；对 照 组 各 孔 加 入 100 μL 

DMEM 完全培养基，但不加入超分子弹性蛋白液；

空白组只加入 DMEM 完全培养基，不接种细胞，

孵育 24 h。采用 CCK-8 法测定细胞活力［19］，具体

方法如下：将孔中的旧培养基吸掉，用 PBS 溶液润

洗 2 次后 ，每孔加入 100 μL 含有体积分数 10% 

CCK-8 的 DMEM 溶液，于培养箱中避光孵育 1 h，

孵育结束后于 450 nm 测定吸光度，细胞活力按照

式（1）计算。

O =
A 1 - A 0

A 2 - A 0

× 100% （1）

式中：

A0——空白组吸光度；

A1——样品组吸光度；

A2——对照组吸光度；

O——细胞活力，%。

1.6.3　生物相容性检测　

配制质量分数为 3% 的超分子弹性蛋白液、质

量分数分别为 1%、3% 的 HA 溶液和生理盐水，用

0.45 μmol/L 滤膜过滤，静置 12 h 待用。在小鼠背

部左侧用记号笔均匀标记 4个位置，作为超分子弹

性蛋白支架和生理盐水的注射位置，右侧均匀标

记 2 个位置作为 HA 的注射部位。用镊子轻轻将

要注射的皮肤捏起来，用针头（5 mm×20 mm 的

1 mL 注射器）在标记部位分别注射 20 μL 不同的

样品，注射完毕后分别在 30 d和 60 d取注射部位周

围的皮肤样品，使用生理盐水清洗皮肤样品，然后

将其浸泡在体积分数 4%的多聚甲醛组织固定液中

进行HE染色，观察不同组织是否存在损伤［20］。

表 1　PCR 扩增引物序列

Table1　Sequences of primers for PCR

引物

Ure2（1-80）

（GB1-R16）4

Ure2（1-80）-

（GB1-R16）4-RGD

引物序列（5′—3′）

F： AGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGATGAATAACAACGGCAACCAAGT

R： CTTTGCTCATACCGCTACCACCGCTACCGGTATTCTTGATATTATTCTCGTTATC

F： GGCAGCCATATGGATACGTACAAGCTGATCTTAAACGGTAAAACCCTGAAAGGTGA

R： GAGATCCCTCGAGTTATGGCGCACCATACTGACTACTCGGCGTCTGCGCACTACGTTCGGTCACGG

F： GGCAGCCATATGATGAATAACAACGGCAACCAAGTGTCGAATCTCTCCAATGCGCT

R： GAGATCCCTCGAGTCAGCCCGGGCTATCGCCGCGGCCACCGCTACCACCGCTACCCGGCGCACCATACTGA

      CTGCTCGGCGTC
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1.7　超分子弹性蛋白自组装支架对 C2C12 细胞的

增殖作用

将超分子弹性蛋白液涂抹于普通酶标板表面，

待其充分自组装后，按照 5 000个/孔的细胞密度接

种于自组装后的超分子弹性蛋白支架上，不涂蛋白

液的普通酶标板作为空白组，细胞培养板作为对照

组。分别于第 1、2、3、4 天用 AM/PI 复合染液进行

细胞的活/死染色［21］，同时用 CCK-8 法测定各组细

胞第 0、1、3天的生长状况，测定步骤同 1.6.2。

1.8　超分子弹性蛋白的抗氧化活性测定

1.8.1　DPPH 自由基清除率测定　

参考 Parejo等［22］的方法测定。样品组为 100 μL

不同质量浓度（0.5、1.0、3.0、5.0、10.0 g/L）的超分

子弹性蛋白液与 100 μL 0.1 mmol/L DPPH 乙醇溶

液的混合液体；对照组为 100 μL 0.1 mmol/L DPPH

乙醇溶液与 100 μL 无水乙醇的混合液体；空白组

为 100 μL 不同质量浓度的超分子弹性蛋白液与

100 μL 无水乙醇的混合液体。将上述各混合液于

室温避光反应 30 min 后，8 000 r/min 离心 1 min，

取上清液于 517 nm 处测定吸光度。DPPH 自由基

清除率按照式（2）计算。

I =
A 5 - ( A 4 - A 3 )

A 5

× 100% （2）

式中：

A3——空白组吸光度；

A4——样品组吸光度；

A5——对照组吸光度；

I——DPPH 自由基清除率，%。

1.8.2　·OH 清除率测定　

参考范三红等［23］的方法测定。样品组为在

1.5 mL 离 心 管 中 依 次 加 入 100 μL 9.0 mmol/L 

FeSO4 ∙7H2O 溶液、100 μL 9.0 mmol/L 水杨酸溶液

（用乙醇溶解）、100 μL 不同质量浓度（0.5、1.0、3.0、

5.0、10.0 g/L）的 超 分 子 弹 性 蛋 白 液 和 100 μL 

8.8 mmol/L H2O2。对照组为将样品组中的超分子

弹性蛋白液换成蒸馏水。空白组是将样品组中的

H2O2 换成蒸馏水。将上述溶液混匀后于 37 ℃水

浴加热 30 min，8 000 r/min离心 1 min，取上清液于

510 nm 处测吸光度。·OH 清除率按照式（3）计算。

K =
A 8 - ( A 7 - A 6 )

A 8

× 100% （3）

式中：

A6——空白组吸光度；

A7——样品组吸光度；

A8——对照组吸光度；

K——·OH 清除率，%。

1.8.3　ABTS自由基清除率测定　

参 考 吕 新 河 等［24］的 方 法 测 定 。 将 200 μL 

7.4 mmol/L ABTS 与 200 μL 2.6 mmol/L K2S2O8混合，

静置 15 h，用 PBS 缓冲液（pH 7.4）稀释 50 倍作为

ABTS工作液。样品组为 25 μL不同质量浓度（0.5、

1.0、3.0、5.0、10.0 g/L）的超分子弹性蛋白液与 100 μL 

ABTS工作液的混合液体。对照组为 25 μL 去离子

水和 100 μL ABTS工作液的混合液体。空白组中分

别加入 25 μL不同质量浓度（0.5、1.0、3.0、5.0、10.0 g/L）

的超分子弹性蛋白液和 100 μL 去离子水，静置

6 min，8 000 r/min离心 1 min，取上清液于 734 nm处测

定吸光度。ABTS自由基清除率按照式（4）计算。

P =
A 11 - ( A 10 - A 9 )

A 11

× 100% （4）

式中：

A9——空白组吸光度；

A10——样品组吸光度；

A11——对照组吸光度；

P——ABTS自由基清除率，%。

1.8.4　H2O2清除率测定　

参考 Liu 等［25］的方法测定。分别取 25 μL 不

同质量浓度（0.5、1.0、3.0、5.0、10.0 g/L）的超分子

弹性蛋白液于 1.5 mL 离心管中，加入 150 μL PBS

溶液和 25 μL 40 mmol/L 的 H2O2 溶液，轻轻吹打

混匀作为样品组，用 25 μL PBS 溶液代替超分子

弹性蛋白液作为对照组，用 150 μL PBS 溶液代替

H2O2 作为空白组，于 25 ℃下加热 10 min，加热完

毕后在 230 nm 处测定吸光度。H2O2 清除率按照

式（5）计算。

H =
A 14 - ( A 13 - A 12 )

A 14

× 100% （5）

式中：

A12——空白组吸光度；

A13——样品组吸光度；

A14——对照组吸光度；

H——H2O2清除率，%。

1.8.5　H2O2诱导 L929细胞氧化损伤模型的建立　

将细胞按照 1×104个/孔的密度接种于 96 孔细

胞培养板中，贴壁培养 24 h后，再继续培养 24 h，在

各孔中分别加入 100 μL 浓度为 0、500、600、700、
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800、900、1 000、1 100、1 200、1 300、1 400、1 500 μmol/L

的 H2O2，诱导 4 h 后，用 PBS 溶液润洗 3 次，采用

CCK-8法测定细胞活力，具体方法同 1.6.2。

1.8.6　超分子弹性蛋白对 H2O2诱导的 L929细胞损伤

的保护作用　

将细胞按照 1×104个/孔的密度接种于 96 孔细

胞培养板中，贴壁培养 24 h，样品组分别加入质量

浓度为 0.10、0.25、0.50、1.00、1.50 g/L 的超分子弹

性蛋白液。对照组和模型组加入 100 μL DMEM 完

全培养基。空白组只加入 DMEM 完全培养基，不

接种细胞。孵育 24 h后吸出上清液，用 PBS溶液润

洗 3 次，样品组和模型组加入 100 μL 1 000 μmol/L

的 H2O2 诱导损伤 4 h，再用 PBS 溶液润洗 3 次，用

CCK-8法测定细胞活力，具体方法同 1.6.2。

1.9　数据统计与分析

利用 SPSS 22.0 软件，使用单因素方差分析中

的 Duncan 检验进行显著性分析，P<0.05 表示差异

显著，数据用平均值±标准差表示，使用 Origin 2021

进行图像绘制。

2　结果与讨论

2.1　超分子弹性蛋白的纯化及自组装性质表征

按照图 1 所示流程构建 pET28a-Ure2（1-80）-

（GB1-R16）4-RGD 质粒，将质粒导入 BL21（DE3）

宿主菌进行发酵并诱导表达。在纯化时，先使用

图 1　超分子弹性蛋白的纯化及自组装性质表征

Fig. 1　Purification and self-assembly characterization of supramolecular elastin
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40 mmol/L 和 60 mmol/L 咪唑溶液将杂蛋白质洗

去，最后使用 150 mmol/L 咪唑溶液洗脱得到纯的

目的蛋白质。目前已知的 ThT 和 CR 都只与淀粉

样蛋白质或多肽聚集体结合，而不是与它们对应

的单体结合，因此这 2种试剂可以用于体外或者体

内的淀粉样蛋白质原纤维的检测［26］。从图 1 可以

看出，自组装后比自组装前的 ThT 荧光信号强，被

ThT 的 Tris-HCl缓冲液破碎后，蛋白质支架发出荧

光，说明蛋白质支架特异性结合了 ThT，而含有

ThT 的缓冲液是黑色的，这与 Arndt等［27］的研究结

果一致。同时，蛋白质自组装后发生了 CR 吸收增

加和红移，这与 Jacob等［17］的研究结果一致。进一

步使用冷冻扫描电子显微镜可以观察到蛋白质支

架呈现多孔结构，使其具有负载、控制营养物质［28］

以及药物释放的能力［29］。随着放大倍数增大，可

以清楚看见蛋白质支架表面有纤维状结构。以上

结果均表明，纯化出来的蛋白质可以自组装成蛋

白质纤维并构成支架网络。

2.2　超分子弹性蛋白的生物安全性

采用 CCK-8法评价不同质量浓度的超分子弹

性蛋白、HA 和猪皮胶原蛋白对 C2C12 细胞活力

的影响。由图 2 可知，超分子弹性蛋白质量浓度

由 0.10 g/L 增加至 1.50 g/L 时，细胞活力也随之增

加，且细胞活力均大于 100%。HA 和猪皮胶原蛋

白组的细胞活力均大于 95%，表明所构建的超分

子弹性蛋白、商业化的 HA 和猪皮胶原蛋白对

C2C12 细胞活力没有明显的负面影响［30］，且超分

子弹性蛋白自组装后的支架比 HA 具有更好的持

水性。为了进一步验证其在体内的生物相容性，

将各组分进行皮下注射，通过对 30 d 和 60 d 的组

织进行 HE 染色发现，超分子弹性蛋白组染色结

果与正常皮肤无明显差别，未出现破损情况与炎

症反应。上述结果说明，超分子弹性蛋白的生物

安全性高。

2.3　超分子弹性蛋白支架对C2C12细胞增殖的影响

在食品领域，合适的细胞培养支架有利于细

胞培养肉的发展［31］；在生物医药领域，细胞培养支

架可以用于组织修复以及其他与细胞有关的研

究，且 RGD 序列修饰后的材料对细胞的培养更加

有利［32］。如图 3 所示，溶解后的超分子弹性蛋白

溶液浸润 96 孔板底部后吸出，让其自组装 30 min

后，超分子弹性蛋白原纤维铺满并黏附于普通酶

图 2　超分子弹性蛋白的生物安全性

Fig. 2　Biosafety of supramolecular elastin
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标板的底部，蛋白质中的 RGD 细胞结合位点有利

于接种后的细胞黏附并且生长于超分子弹性蛋白

原纤维的表面。HA 和猪皮胶原蛋白也按照上述

操作涂抹于普通酶标板上，通过 CCK-8 法以及细

胞活/死染色法观察细胞生长状况，C2C12 细胞增

殖情况用 OD450 值表征。与 HA、猪皮胶原蛋白和

细胞板相比，加入超分子弹性蛋白原纤维对促进

细胞黏附和增殖的效果更加显著，说明超分子弹

性蛋白支架有利于 C2C12 细胞的增殖，可以作为

细胞培养支架。

2.4　超分子弹性蛋白的氨基酸组成

氨基酸组成是蛋白质发挥抗氧化性的重要基

础。由表 2可知，超分子弹性蛋白的氨基酸组成较

为丰富，含有 8 种人体必需氨基酸，占蛋白质质量

的 36.68%，其中质量分数最高的是苏氨酸（Thr）。

超分子弹性蛋白的氨基酸组成多样，营养丰富，可

作为功能性食品。

2.5　超分子弹性蛋白的抗氧化活性

抗氧化活性物质可以通过与 DPPH 自由基的

未成对电子配对，使 DPPH 自由基数目变少，导致

溶液颜色变浅，根据颜色深浅判定该物质清除

DPPH 自由基的能力。·OH 在人体内可以与一些

具有功能活性的生物大分子发生反应，使其失去

原本的功能，从而造成机体损伤，超分子弹性蛋白

可通过清除·OH，降低溶液吸光度，从而测定该物

质清除·OH 的能力。ABTS 自由基是衡量总体抗

氧化能力的一个重要指标，与 DPPH 自由基清除

图 3　超分子弹性蛋白支架对 C2C12细胞增殖的影响

Fig. 3　Effect of supramolecular elastin scaffold on C2C12 cell proliferation
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原理较为相似。H2O2可以通过 Fenton 反应穿透细

胞膜积累自由基，从而导致细胞损伤和死亡，因此

研究自由基对机体的损伤时，H2O2也被认为是自

由基。贾斌等［33］研究紫花芸豆蛋白的不同消化阶

段发现，胃消化 2 h 后水解物中疏水性氨基酸含量

增 加 有 利 于 蛋 白 质 对 DPPH 自 由 基 的 清 除 。

Ghribi等［34］同样发现疏水性氨基酸所提供的疏水

环境有利于提升酶解产物的抗氧化能力。刘辉

等［35］认为有环状结构的氨基酸可以作为·OH 的清

除剂。郑淋［36］的研究结果显示抗氧化肽中游离的

Tyr、Trp 对清除 ABTS 自由基的贡献较大。由表 2

可知，超分子弹性蛋白中质量分数最高的 3个疏水

性氨基酸分别为 Gly、Lys、Val。环状结构的氨基

酸 有 Phe、Tyr、Trp 以 及 Pro，质 量 分 数 分 别 为

2.64%、4.22%、1.06% 和 2.37%，这为超分子弹性蛋

白具备抗氧化能力提供了理论依据。如图 4所示，

在样品质量浓度为 0.5~10.0 g/L 时，超分子弹性蛋

表 2　超分子弹性蛋白的氨基酸组成及质量分数

Table 2　Amino acid composition and mass fraction of 

supramolecular elastin

氨基酸种类

必需氨基酸

非必需氨基酸

异亮氨酸（Ile）

亮氨酸（Leu）

赖氨酸（Lys）

苯丙氨酸（Phe）

苏氨酸（Thr）

色氨酸（Trp）

缬氨酸（Val）

甲硫氨酸（Met）

丙氨酸（Ala）

精氨酸（Arg）

天冬酰胺（Asn）

天冬氨酸（Asp）

谷氨酰胺（Gln）

谷氨酸（Glu）

甘氨酸（Gly）

脯氨酸（Pro）

丝氨酸（Ser）

酪氨酸（Tyr）

质量分数/%

1.85

3.69

6.60

2.64

13.98

1.06

5.28

1.58

8.71

2.11

11.87

7.12

4.49

5.80

9.50

2.37

7.12

4.22

图 4　超分子弹性蛋白体外抗氧化活性

Fig. 4　Antioxidant activity of supramolecular elastin in vitro
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白对于 DPPH 自由基、·OH、ABTS 自由基、H2O2的

清除率与 HA 相比均具有显著性差异；在样品质量

浓度为 3.0~5.0 g/L 时，超分子弹性蛋白对 DPPH 自

由基清除率与猪皮胶原蛋白相比具有显著性差异。

在样品质量浓度为 0.5~10.0 g/L 时，超分子弹性蛋

白对·OH 和 H2O2的清除率与猪皮胶原蛋白相比均

具有显著性差异。在样品质量浓度为 0.5~1.0 g/L

时，超分子弹性蛋白对 ABTS自由基清除率与猪皮

胶原蛋白相比具有显著性差异。以上结果表明超

分子弹性蛋白具有优异的抗氧化活性。

2.6　超分子弹性蛋白对 H2O2诱导的 L929 细胞损伤

的保护作用

采用 CCK-8法评估不同质量浓度的超分子弹

性蛋白、HA 以及猪皮胶原蛋白对 L929 细胞活力

的影响。如图 5（a）所示，与 HA 和猪皮胶原蛋白

相比，超分子弹性蛋白质量浓度在 0.10~1.50 g/L

时，细胞具有较高的活力，均大于 125%。且在此

质量浓度范围内，超分子弹性蛋白、HA 以及猪皮

胶原蛋白不会影响 L929 细胞活力。利用 H2O2 对

细胞损伤的作用原理造模，结果显示，不同浓度

H2O2孵育 4 h 后，细胞活力与空白组相比均显著下

降，随着 H2O2浓度上升，细胞活力逐渐下降，表现

出浓度依赖性。当 H2O2 浓度为 1 000 μmol/L 时，

细胞活力为 42.3%，对 L929 细胞的损伤为 57.7%，

因此选用 1 000 μmol/L 为建模时 H2O2 的最佳浓

度，见图 5（b）。H2O2 损伤后，超分子弹性蛋白组

的细胞活力均显著优于 HA 以及猪皮胶原蛋白，

0.50 g/L 的超分子弹性蛋白对 L929 细胞的保护效

果 最 强 ，细 胞 活 力 达 到 135.4%，见 图 5（c）。

以上结果证实了超分子弹性蛋白对于 H2O2 诱导

图 5　超分子弹性蛋白对 H2O2诱导的 L929细胞损伤的保护作用

Fig. 5　Protective effect of supramolecular elastin on H2O2-induced L929 cell damage
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的 L929 细胞氧化损伤具有优异的保护作用，同时

其效果显著优于商业化的 HA 以及猪皮胶原

蛋白。

3　结论

作者构建的超分子弹性蛋白对 C2C12 和

L929 细胞无毒性作用，且皮下注射结果表明其不

会引起皮肤不良反应和炎症反应，生物安全性高。

自组装后形成的蛋白质支架具备促进 C2C12细胞

增殖的能力。同时，与 HA 和猪皮胶原蛋白相比，

超分子弹性蛋白具有良好的体外抗氧化能力，其

中 DPPH 自由基清除率最高达到了 57.20%、·OH

清除率最高达到了 49.49%、ABTS 自由基清除率

最 高 达 到 了 99.89%、H2O2 清 除 率 最 高 达 到 了

99.17%。超分子弹性蛋白对 H2O2 诱导的 L929 细

胞氧化损伤的保护作用最强时，细胞活力可达

135.4%，这使得超分子弹性蛋白作为细胞培养支

架和抗氧化剂成为可能。同时，通过冷冻扫描电

子显微镜观察发现，此蛋白质支架呈现多孔状，为

其作为营养物质或药物载体提供了良好的结构基

础，拓宽了应用范围。该研究结果表明超分子弹

性蛋白在功能性食品、化妆品以及医药等领域具

有很大的应用潜力。
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