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摘  要：活性氧(reactive oxygen species, ROS)是放射治疗引发肿瘤患者副作用的重要介导因素之

一。由谷胱甘肽 S-转移酶(glutathione S-transferase, GST)、超氧化物歧化酶 1 (superoxide dismutase 1, 
SOD1)和跨膜肽构成的融合抗氧化酶可有效抵御 ROS 损伤。将 2 种抗氧化酶进一步与基质金属蛋白

酶-2/9 底物 X 肽及跨膜肽 R9 融合后，得到的融合抗氧化酶 GST-SOD1-X-R9 (GS1XR)跨膜进入肿瘤

细胞的能力降低，从而实现对正常细胞的靶向防护。然而，非人源 GST 的应用可能具有免疫原性

风险，为解决这一问题，本研究利用无缝克隆技术构建含人源 GST 基因的表达载体，用于非人源

GST 基因的替换，进而表达和纯化了新型跨膜融合抗氧化酶 GS1R 和 GS1XR。随后，以 GS1 为对

照，评估新型 GS1R 和 GS1XR 对 H2O2诱导的 L-02 细胞氧化损伤的保护作用。实验结果表明，新型

GS1XR的 GST比活性与改造前蛋白保持一致，但 SOD比活性有所提高。200 μmol/L H2O2可短暂激

活核因子-红细胞 2-相关因子 2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2, Nrf2)通路，然而，24 h 后激

活效应减弱，导致细胞活力下降至 48.4%。GS1R 和 GS1XR 可清除胞内 ROS，直接抵御氧化损伤，

并促进 Nrf2 入核激活抗氧化通路，使细胞活力恢复至正常水平，且两者保护作用相当。相比之

下，缺乏跨膜能力的 GS1 仅能清除胞外 ROS，保护效果有限。综上所述，2 种新型融合抗氧化酶在

抵御 ROS 介导的正常细胞氧化损伤方面均展现出良好的应用潜力，本研究为其在相关领域的进一
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步研究奠定了基础。 
关键词：融合抗氧化酶；过氧化氢；肝细胞；氧化损伤 
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Abstract: Reactive oxygen species (ROS) are major contributors to radiation therapy-induced 
side effects in cancer patients. A fusion antioxidant enzyme comprising glutathione 
S-transferase (GST), superoxide dismutase 1 (SOD1), and a transmembrane peptide has been 
shown to effectively mitigate ROS-induced damage. To enhance its targeting capability, the 
fusion protein was further modified by incorporating a matrix metalloproteinase-2/9 substrate 
peptide (X) and the transmembrane peptide R9, yielding the antioxidant enzyme 
GST-SOD1-X-R9 (GS1XR). This modification reduced its transmembrane ability in tumor 
cells, thereby selectively protecting normal cells from oxidative stress. However, the use of 
non-human GST poses potential immunogenicity risks. In this study, we employed seamless 
cloning technology to construct an expression vector containing the human GST gene to replace 
the non-human GST gene, and then expressed and purified novel fusion antioxidant enzymes 
GS1R and GS1XR. The protective effects of newly constructed GS1R and GS1XR against 
hydrogen peroxide (H2O2)-induced oxidative damage in L-02 cells were then evaluated using 
GS1 as a control. Enzymatic activity assays revealed that the specific activity of GST in GS1XR 
remained unchanged compared to the unmodified protein, while SOD activity was enhanced. 
Exposure to 200 μmol/L H₂O₂ transiently activated the nuclear factor-erythroid 2-related factor 
2 (Nrf2) pathway; however, this activation diminished after 24 h, reducing cell viability to 
48.4%. Both GS1R and GS1XR effectively scavenged intracellular ROS, directly counteracting 
oxidative stress and promoting Nrf2 nuclear translocation, thereby activating antioxidant pathways 
and restoring cell viability to normal levels. The two enzymes showed comparable efficacy. In 
contrast, GS1, lacking transmembrane capability, was restricted to scavenging extracellular ROS 
and provided only limited protection. In conclusion, both novel fusion antioxidant enzymes 
demonstrated significant potential in safeguarding normal cells from ROS-mediated oxidative 
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damage. The findings provide a foundation for further investigation in related field. 
Keywords: fusion antioxidant enzymes; hydrogen peroxide (H2O2); hepatocyte; oxidative damage 

 
活性氧(reactive oxygen species, ROS)是细

胞内产生的高活性氧化物质，包括超氧阴离子

(O2·–)、过氧化氢 (H2O2)和羟基自由基 (·OH)
等。ROS 在细胞增殖、凋亡及氧化还原稳态中

发挥重要作用，但过量 ROS会破坏稳态，引发

氧化应激，从而导致多种疾病 (如心血管疾

病、神经退行性疾病和衰老等)[1]。放射治疗是

临床常用的肿瘤治疗方法之一。电离辐射既可

直接作用于 DNA 等靶分子，导致分子断裂或

结构损伤，也可通过水分子辐解产生 ROS，间

接攻击生物大分子并诱发氧化应激。放疗中常

用的 X 射线属于低传能线密度辐射，其导致的

DNA损伤中约 30%由直接作用引起，而约 70%
由间接作用介导 [2]。因此，放射治疗诱导的

ROS 累积是多种放射副损伤的主要根源。 
抗氧化剂可以清除 ROS，减轻氧化损

伤。天然抗氧化剂如维生素 C、维生素 E、类

黄酮等具有良好的生物利用度，能减轻放疗

或化疗引起的正常组织损伤。然而，这些抗

氧化剂在中和过量自由基时通常需要使用较

高剂量(400 mg/kg)，且可能对肿瘤组织产生保

护作用[3]，从而限制了其在临床放射防护中的

应用。合成抗氧化剂通常具有较强的抗氧化能

力，但存在安全性和生物利用度问题。例如，

人工合成的硫醇类化合物阿米福汀是唯一被美

国食品药品监督管理局批准用于头颈癌放疗引

起口干症的放射防护剂，但其在临床使用中出

现了诸多副作用，如头晕、恶心和呕吐[4]。 
相比抗氧化剂，抗氧化酶具有更高效和专

一的 ROS清除能力。然而，由于分子量较大，

抗氧化酶无法穿透细胞膜，限制了其清除细胞

内 ROS以缓解放射损伤的能力。细胞跨膜肽可

携带外源蛋白或药物进入细胞，甚至穿越血脑

屏障，同时保持蛋白的生物活性[5]。早期研究

表明，融合跨膜肽的抗氧化酶在抵抗正常细胞

或组织的放射或化疗损伤方面优于天然抗氧化

酶和阿米福汀[6-9]。此外，融合双抗氧化酶的效

果优于单一抗氧化酶。然而，由于跨膜肽缺乏

靶向性，部分可跨膜抗氧化酶也能够进入肿瘤

细胞，产生一定的保护作用。因此，课题组前

期利用多数肿瘤细胞具有基质金属蛋白酶-2/9 
(matrix metalloproteinase-2/9, MMP-2/9)活力的特

性，通过融合可被 MMP-2/9 裂解的 X 肽[10-12]、跨

膜性能更强的 R9 跨膜肽[13]、Cu/Zn-超氧化物歧化

酶(Cu/Zn-superoxide dismutase, Cu/Zn-SOD，又称

SOD1) 与 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 (glutathione 
S-transferases, GST) ，构建了 GST-SOD1-R9 
(GS1R)[14]和 GST-SOD1-X-R9 (GS1XR)[15]融合

抗氧化酶，并证实 GS1XR 在肿瘤细胞中的跨

膜能力与细胞 MMP-2/9 活性呈负相关[15]，且

对正常鼻咽上皮细胞具有放射防护作用[16]。 
然而，现有融合抗氧化酶中质粒自带的非

人源 GST 基因可能引发免疫原性反应。为解决

这一问题，本研究使用人源 GST 基因替代质粒

中的 GST 基因，构建了安全性更高的新型跨膜

融合抗氧化酶 GS1R 和 GS1XR。鉴于 ROS 积

累是放疗引发的细胞损伤的重要原因，而H2O2

是 ROS 的典型代表，本研究建立了 H2O2 介导

的细胞损伤模型，以模拟放疗过程中 ROS引发

的氧化应激，进而检验 2 种新型融合抗氧化酶

对 H2O2 引发的氧化损伤的防护效果，以期为

进一步的研究和临床转化提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  质粒、细胞及主要试剂 

pGEX4T1-S1R/S1XR 质粒、pET30a(+)-G 质 
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粒 、 pGL4.37[4×ARE-miniP-Fluc2P/SV40-Rluc]
质粒、大肠杆菌 DH5α、大肠杆菌 BL21(DE3)
均为本实验室保存；人正常肝细胞 L-02细胞株

由福建省肿瘤医院惠赠；质粒提取试剂盒购自 
Qiagen 公司；Phanta Max Super-Fidelity DNA
聚合酶、ClonExpress® Ultra One Step Cloning 
Kit 和 Duo-Lite Luciferase Assay System 试剂盒

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；Taq
酶购自 TaKaRa 公司；DNA marker 购自天根生

化科技(北京)有限公司；卡那霉素及 IPTG 均购

自生工生物工程(上海)股份有限公司；SOD 和

GST 活力检测试剂盒均购自南京建成生物工程研

究所；30% H2O2 购自国药集团化学试剂有限公

司 ； 噻 唑 兰 (methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium 
bromide, MTT)和 2,7-二氯荧光素二乙酸酯

(2ʹ,7ʹ-dichlorodihydrofluorescein diacetate, DCFH- 
DA)均购自 Sigma-Aldrich公司；高糖 DMEM、

RPMI-1640、100×青霉素/链霉素溶液、胎牛血

清、蛋白 marker 和 ECL 化学发光底物均购自

ThermoFisher Scientific 公司；0.25%胰酶 EDTA
溶液购自上海源培生物科技股份有限公司；

BCA蛋白浓度测定试剂盒、RIPA裂解液和细胞

核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒均购自上海碧

云天生物技术有限公司；核因子-红细胞 2-相关

因子 2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2, 
Nrf2)和 Lamin B1 兔多克隆抗体购自武汉三鹰生

物技术有限公司；Lipofectamine 3000 和 HRP 标

记的羊抗兔 IgG 二抗(H+L)均购自 Invitrogen 公

司；彩虹 marker 购自上海雅酶生物医药科技有限

公司；叔丁基对苯二酚 (tert-Butylhydroquinone, 
tBHQ)购自 MCE 公司。 

1.2  细胞培养 
L-02 细胞在含有 10%胎牛血清、100 U/mL 

青霉素和 100 μg/mL 链霉素的 RPMI-1640 培养

基中培养。 

1.3  新型融合抗氧化酶的构建与表达 
从 GenBank 中查询获得人 GST 的基因序列

(登录号：NM_000852.4)后，根据大肠杆菌表达

的偏好性对其密码子进行优化，全基因合成人

源 GST 片段(630 bp)并插入 pET30a(+)载体中以

供后续使用。 
设计引物(表 1)，分别以 pGEX4T1-S1R，

pGEX4T1-S1XR 及 pET30a(+)-G 质粒为模板，

通过 Phanta Max Super-Fidelity DNA 聚合酶

PCR 扩增，胶回收获得目的基因片段 S1R、

S1XR 以及载体骨架，使用 ClonExpress® Ultra 
One Step Cloning Kit 通过无缝克隆技术分别将

S1R 和 S1XR 基因片段分别连接到 pET30a(+)-G
载体中。得到 pET30a(+)-GS1R 和 pET30a(+)- 
GS1XR重组质粒后分别将其转化至克隆菌株大

肠杆菌 DH5α 感受态细胞中。挑选具有卡那霉

素抗性的阳性单克隆，经菌落 PCR 验证(T7 及

T7T 引物)后提取质粒测序。 
将测序结果正确的重组质粒转化至大肠杆

菌表达菌株 BL21(DE3)感受态细胞中。按照文

献[15]的方法进行 IPTG 诱导，分别表达新型融

合抗氧化酶 GS1R 和 GS1XR。按照同样的方法

构建得到 pET30a(+)-GS1 重组质粒表达 GS1 作

为对照蛋白。 
上述引物、基因合成及 DNA 测序由生工生

物工程(上海)股份有限公司进行。 
 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
pET30a-G-F TCCCTGAAAATACAGGTTTTCCTGTTT

ACC 
pET30a-G-R AAGCTTTGAGCGGCCG 
S1R/S1XR-F CTGTATTTTCAGGGAGCTACCAAAGC

TGTTTGCGTTC 
S1R/S1XR-R GGCCGCTCAAAGCTTTCAGTCAGTCA

CGATGCGG 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
T7T TGCTAGTTATTGCTCAGCGG 
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1.4  新型融合抗氧化酶的纯化  
按照文献[15]的方法分别纯化新型融合抗

氧化酶，并进行超滤浓缩及透析。利用 SDS- 
PAGE (12.5%)鉴定其分子量与纯度，然后以

BCA 试剂盒测定蛋白浓度，以 SOD 和 GST 试

剂盒分别测定纯化后蛋白的 SOD 和 GST 活力。 

1.5  细胞活力检测 
以 1×104个/孔的密度将对数生长期 L-02 细

胞接种到 96 孔板，每组设 5 个平行，贴壁培养

24 h。对细胞进行处理后，吸弃细胞培养液，

加 MTT 作用 4 h，然后加 DMSO 振荡 10 min，
采用酶标仪检测各孔 570 nm 处的吸光值，按

照公式(1)计算细胞活力。 
(%)

100OD OD
OD OD

=
− ×
−

细胞活力

实验组 值 空白组 值

对照组 值 空白组 值

       (1) 

细胞处理方式如下： 
(1) H2O2 损伤实验：细胞经不同浓度 H2O2

处理 24 h 后，检测活力变化。 
(2) 新型融合抗氧化酶对细胞活力的影

响：细胞分别用 3 种融合蛋白孵育 24 h 后，检

测活力变化。 
(3) 新型融合抗氧化酶抗 H2O2 损伤实验：

细胞先用 0.75 mg/mL 的 3 种融合蛋白孵育    
3 h，再用 H2O2 处理 24 h 后，检测活力变化。 

1.6  ROS 检测  
以 5×104 个/孔的密度将 L-02 细胞(对数生长

期)接种至 24 孔板，每组设 3 个平行孔，贴壁培

养 24 h。细胞处理后，用 PBS 清洗 1 次。然后每

孔加入 5 µmol/L 的 DCFH-DA 探针，在避光条件

下孵育 30 min。PBS 清洗 3 次，加入 250 µL 裂

解液裂解细胞。裂解后，室温下 1 200 r/min 离

心 2 min，取上清液。采用多功能酶标仪

(Bio-Tek 公司)对样本荧光强度进行定量检测，

同时使用 BCA 试剂盒测定样本总蛋白含量。

为消除样本间蛋白浓度差异对实验结果的影

响，将各样本测得的荧光强度值除以其对应的

蛋白含量(以 µg 计)，从而获得标准化的荧光强

度值用于后续分析。 
细胞处理方式如下： 
(1) H2O2 诱导产生 ROS 实验：细胞经不同

浓度 H2O2 处理 2.5 h 后，检测荧光强度变化。 
(2) 新型融合抗氧化酶清除 H2O2 诱导产生

的 ROS 实验：细胞先用 0.75 mg/mL 融合蛋白

孵育 3 h，随后用 H2O2 处理 2.5 h 后，检测荧光

强度变化。 

1.7  ARE-Nrf2 荧光素酶测试 
通过萤火虫荧光素酶(firefly luciferase, Fluc)

和海肾荧光素酶(renilla luciferase, Rluc)双报告

基因系统检测 H2O2 对 L-02 细胞 Nrf2 通路的影

响。实验步骤如下：将 L-02 细胞(对数生长期)
以 1×104个/孔的密度接种至 96 孔板，每组设 3 个

平行孔，贴壁培养 24 h，使用 Lipofectamine 
3000将 pGL4.37[4×ARE-miniP-Fluc2P/SV40-Rluc]
质粒转染入细胞。转染后培养 24 h，分别以不

同浓度 H2O2 处理细胞 24 h，或以 200 μmol/L 
H2O2 处理不同时间。实验结束后，按照 Duo-Lite 
Luciferase Assay System 试剂盒的操作说明检

测各组细胞 Fluc 活力，并以 Rluc 活性对 Fluc
活性进行标准化。 

1.8  Western blotting 检测 
通过 Western blotting (WB)检测 L-02 细胞

核内 Nrf2 蛋白含量，评估新型融合抗氧化酶对

经 H2O2处理的 L-02 细胞 Nrf2 通路的影响。实验

步骤如下：取对数生长期 L-02 细胞以 3×105个/孔
密度接种到 6 孔板，每组 3 个平行，贴壁培养

24 h。细胞先用 0.75 mg/mL 的 3 种融合蛋白孵育

3 h或50 μmol/L tBHQ处理 24 h，再用200 μmol/L 
H2O2处理 24 h。然后吸弃细胞培养液，PBS 清洗 
3次，加入PBS直接刮下细胞，离心(1 200 r/min， 
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室温，5 min)，收集细胞沉淀。以 RIPA 裂解液

裂解细胞，以细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试

剂盒分离细胞的胞质蛋白与核蛋白，以 BCA

剂盒测定蛋白浓度。将抽提到的核蛋白(每孔

20 μg 左右)进行 SDS-PAGE 并转印至硝酸纤维

膜上，在 TBST 洗涤液中用 5%脱脂奶粉封闭  

1 h，随后将膜分别与 1:1 000 稀释的 Nrf2 或

Lamin B1 抗体于 4 ℃孵育过夜，并用 TBST 洗

涤 3 次。随后，将膜与二抗(1:5 000 稀释)室温

孵育 2 h 后用 TBST 洗涤 3 次。最后，使用 ECL

超敏 发光 液在 多功 能成 像系 统 (Carestream 

Health 公司)中显影并拍照，使用 ImageJ 软件

对条带的强度进行定量分析，并以 Lamin B1

进行标准化。 

1.9  数据处理与统计学分析 
所有数据均用 mean±SEM 表示，采用

Microsoft Excel 365 和 GraphPad Prism 软件进

行数据处理分析。每组实验至少 3 个平行，多

组数据之间的显著性统计方法采用 one-way 

ANOVA 法，以 P<0.05 表示差异有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  新型融合抗氧化酶的构建 

分别以 pGEX4T1-S1R，pGEX4T1-S1XR 以及

pET30a(+)-G 质粒为模板，通过高保真 DNA 聚合

酶 PCR 扩增及胶回收获得目的基因片段 S1R  
(537 bp)、S1XR (555 bp)以及载体骨架(5 865 bp)，
经凝胶电泳检测与预期大小一致(图 1A)。经无缝

克隆所得的 pET30a(+)-GS1R 和 pET30a(+)-GS1XR
重组质粒分别转化大肠杆菌 DH5α 后，挑取单

菌落进行菌落 PCR 鉴定(图 1B)，在 1 297 bp 和  
1 315 bp 位置分别观察到单一条带，且与预期

大小一致。PCR 鉴定正确的质粒经过 DNA 测序

与模板序列完全一致，证明 S1R 及 S1XR 基因已

经成功插入 pET30a(+)-G 载体，pET30a(+)-GS1R
和 pET30a(+)-GS1XR 重组质粒构建成功。以相同

的方法构建得到对照蛋白质粒 pET30a(+)-GS1。 

2.2  新型融合抗氧化酶的表达与纯化 
将 pET30a(+)-GS1、 pET30a(+)-GS1R 和

pET30a(+)-GS1XR 质粒分别转化至大肠杆菌

BL21(DE3)中，按照文献[15]的方法，使用 IPTG 
 

 
 

图 1  新型融合抗氧化酶的构建 
Figure 1  Construction of the novel fusion antioxidant enzymes. A: PCR amplification results of the target 
gene and vector. Lane M: DNA marker; Lane 1: SOD1-R9; Lane 2: SOD1-X-R9; Lane 3: pET30a(+)-G 
vector. B: Colony PCR results of the fusion antioxidant enzyme recombinant strains. Lane M: DNA marker; 
Lane 1: GS1R; Lane 2: GS1XR. 
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诱导表达后，收集菌体并通过超声破碎细胞，

随后通过 GST 亲和层析分别纯化 3 种新型融合

抗氧化酶，结果如图 2 所示。3 种蛋白分子量

均约为 41 kDa，经透析后无菌分装于–80 ℃储

存待用。 3 种抗氧化酶 SOD 比活分别为     
(3 371.7±121.7) U/mg、(3 487.7±460.4) U/mg 和

(3 990.5±103.2) U/mg，GST 比活分别为(322.8± 
11.4) U/mg、(373.7±4.6) U/mg和(382.0±2.3) U/mg。 

2.3  H2O2 对 L-02 细胞活力的影响 
如图 3所示，H2O2对 L-02细胞活力的损伤 

 

 
 

图 2  新型融合抗氧化酶的纯化结果 
Figure 2  Purification results of the novel fusion 
antioxidant enzymes. Lane M: Protein Marker; Lane 
1: GS1; Lane 2: GS1R; Lane 3: GS1XR. 

 

 
 

图 3  H2O2 对 L-02 细胞活力的影响 
Figure 3  Effect of H2O2 on the viability of L-02 
cells. n=5.  

程度与剂量正相关。在 0–200 μmol/L 的剂量范

围内，L-02 细胞活力随 H2O2 剂量的增加迅速

降低至 40%左右。在 200–800 μmol/L 的剂量范

围内，L-02 细胞活力下降速度放缓，最终细胞

活力基本完全丧失。 

2.4  H2O2可诱发 L-02 细胞内 ROS 积累 
DCFH-DA 活性氧荧光探针作为一种氧化

应激指示剂，可以自由穿过细胞膜，进入细胞

后会被细胞内的酯酶水解成 2ʹ,7ʹ-二氯二氢荧光

素(2ʹ,7ʹ-dichlorodihydrofluorescein, DCFH)，失

去跨膜功能而留在胞内。细胞内 ROS可以氧化

DCFH 生成有荧光的 2ʹ,7ʹ-二氯荧光素，其荧光

强度与 ROS 的含量成正比。 
如图 4 所示，与未经 H2O2 处理的细胞相

比，H2O2 处理可导致细胞内 ROS 含量不同程

度地增加。在 0–200 μmol/L 的 H2O2 浓度范围

内，经处理细胞的胞内 ROS 水平与 H2O2 浓度

呈正相关。200 μmol/L 的 H2O2 使细胞内 ROS
水平显著增加了 107.9% (P<0.01)。当 H2O2 浓

度超过 200 μmol/L 时，经其处理细胞的胞内

ROS 水平略有下降。 
 

 
 

图 4  H2O2 处理对细胞胞内 ROS 含量的影响 
Figure 4  Effect of H2O2 treatment on intracellular 
ROS levels. n=3. **: P<0.01. 
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2.5  H2O2对L-02细胞抗氧化通路的影响 
Nrf2 是一种转录因子，能够调控多种抗氧

化反应基因的表达，包括抗氧化酶、代谢酶和

转运蛋白等。在氧化应激条件下，Nrf2 被激活

并入核，随后与抗氧化基因启动子区域的抗氧

化反应元件(antioxidant response element, ARE)
结合，促进这些基因的转录，从而增强细胞的

抗氧化能力[17]。本研究利用课题组构建的报告

基因质粒 pGL4.37[4×ARE-miniP-Fluc2P/SV40- 
Rluc]，检测不同处理条件下细胞中 Nrf2-ARE
通路的激活情况。该质粒包含由 4 个 ARE 元件

和最小启动子(miniP)驱动的主报告基因 Fluc，
以及由 SV40 启动子驱动的内参基因 Rluc。 

结果如图 5A 所示，与未经 H2O2 处理组  
(0 μmol/L 组)相比，50 μmol/L 的 H2O2 预处理 
对 细 胞 Fluc/Rluc 比 值 基 本 没 有 影 响 ；     
100 μmol/L 或 200 μmol/L 的 H2O2 预处理均可使

细 胞 Fluc/Rluc 比 值 显 著 升 高 约 42.0% 
(P<0.05)。如图 5B 所示，200 μmol/L H2O2 对

L-02 细胞的作用时长也会影响受处理细胞

Fluc/Rluc 比值。与未经 H2O2 处理组(0 h 组)相
比，H2O2 处理 6 h 可使细胞 Fluc/Rluc 比值上升

105.7%；处理 12 h 可使细胞 Fluc/Rluc 比值极

显著上升 718.7% (P<0.000 1)。然而，随着 H2O2

处理时间的继续延长，细胞 Fluc/Rluc 比值开始

迅速回落，与处理 12 h 组对比，处理 24 h 组和

36 h 组细胞 Fluc/ Rluc 比值分别极显著下降了

50.5% (P<0.01)和 73.7% (P<0.001)。 

2.6  新型融合抗氧化酶不影响 L-02 细

胞活力 
三种新型融合抗氧化酶对 L-02 细胞活力

的影响如图 6 所示。本课题组前期构建的可跨

膜融合抗氧化酶在 0.75 mg/mL 的剂量下具有

最佳的细胞保护效应[6]，因此本研究中也采用

此剂量。 

 
图 5  H2O2对L-02细胞ARE-荧光素酶活性的影响 
Figure 5  Effect of H2O2 on ARE-luciferase enzyme 
activity in L-02 cells. A: Effects of different doses of 
H2O2 after 24 h; B: Effects of 200 μmol/L H2O2 at 
different time durations. n=3. *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 

 

 
 

图 6  新型融合抗氧化酶对 L-02 细胞活力的影响 
Figure 6  Effect of the novel fusion antioxidant 
enzymes on the viability of L-02 cells. n=5. 
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2.7  新型融合抗氧化酶可增强 H2O2 损

伤细胞的活力 
进一步检验了几种新型融合抗氧化酶对

H2O2 介导的细胞损伤的影响，结果如图 7 所

示。由图可知，与未经 H2O2 处理组(Untr 组)相
比，200 μmol/L H2O2 处理组(Ctrl 组)细胞活力

极显著下降了 51.6% (P<0.000 1)；与 Ctrl 组相

比，经GS1、GS1R或GS1XR预处理组细胞活力

分别极显著上升了 52.8% (P<0.01)、 151.0% 
(P<0.000 1)和 165.2% (P<0.000 1)。这一结果表

明，2 种可跨膜融合抗氧化酶(GS1R 和 GS1XR)
抗 H2O2 介导的细胞损伤效应基本相当，且均

强于无跨膜能力的 GS1。 

2.8  新型融合抗氧化酶可清除 H2O2 诱

发的 L-02 细胞内 ROS 
如图 8 所示，与 Untr 组对比，Ctrl 组细胞内

自由基含量极显著上升了626.1% (P<0.000 1)。与

Ctrl组相比，GS1 组、GS1R组和 GS1XR组细胞 
 

 
 

图 7  新型融合抗氧化酶对 H2O2 介导的 L-02 细

胞损伤的影响 
Figure 7  Effect of the novel fusion antioxidant 
enzymes on H2O2-mediated damage in L-02 cells. 
n=5. **: P<0.01; ****: P<0.000 1. 

内自由基分别显著下降了 33.3% (P<0.05)、53.6% 
(P<0.01)和 43.9% (P<0.01)。该结果表明，2 种

可跨膜融合抗氧化酶清除胞内多余 ROS的能力

基本相当，且均强于无跨膜能力的 GS1。由于

H2O2 可以自由扩散进出细胞，因此没有跨膜能

力的 GS1 也可通过清除胞外的 H2O2 在一定程

度上减少细胞内的 ROS 积累。 

2.9  新型融合抗氧化酶可维持 H2O2 损

伤细胞 Nrf2 通路的激活 
经过不同处理细胞的核蛋白 WB 结果如图

9所示，使用Nrf2抗体在L-02细胞核中 110 kDa
附近检测到 2 条条带，可能与 Nrf2 的不同亚

型或翻译后修饰相关。对比 Untr 组，经 H2O2

处理后 (Ctrl 组 )细胞的细胞核 Nrf2 (nucleus 
Nrf2, N-Nrf2)含量略为下降。对比 Ctrl 组，经

Nrf2-ARE 信号通路的激活剂 tBHQ、GS1R 或

GS1XR 预处理后，经 H2O2 处理细胞 N-Nrf2 含

量增幅均超过 100%。GS 预处理也可一定程度

上提高经 H2O2处理细胞 N-Nrf2 含量，但效果不

如 GS1R 与 GS1XR。 
 

 
 

图 8  新型融合抗氧化酶对H2O2介导的细胞胞内

ROS 积累的影响 
Figure 8  Effect of the novel fusion antioxidant 
enzymes on intracellular ROS accumulation mediated 
by H2O2. n=3. *: P<0.05; **: P<0.01; ****: P<0.000 1. 
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图 9  新型融合抗氧化酶对 H2O2 介导的 L-02 细

胞 NRF2 入核的影响 
Figure 9  Effect of the novel fusion antioxidant 
enzymes on Nrf2 nuclear translocation in 
H2O2-mediated L-02 cells.  

3  讨论与结论 
生物体通过应激反应来应对内外源性威

胁，如电离辐射、缺氧和病毒感染，这些应激

源可引发 ROS的产生。抗氧化酶是机体抵御氧

化损伤的第一道防线。本课题组在前期研究中

证实了融合了 2 种抗氧化酶与跨膜肽的融合抗

氧化酶能够跨膜进入细胞，从而抵御放化疗引

起的正常细胞和组织的氧化损伤[6-7,9]。此外，

融合 X 肽的抗氧化酶显示出降低其进入具有

MMP-2/9 活性的肿瘤细胞的能力[15]但仍可抵御

正常细胞的放射损伤[16]。然而，原融合抗氧化

酶中的非人源 GST 具有潜在的免疫原性风险。

为此，本研究通过无缝克隆技术用人源 GST
基因替代原有的 GST 基因，获得了新型融合

抗氧化酶 GS1R 和 GS1XR。与前代蛋白[15]相

比，新型 GS1XR 的 GST 比活性相似，但 SOD
比活性增加了近 1 000 U/mg，这可能与人源

GST 蛋白序列更短，对融合 SOD1 酶的活性影

响较小有关。 
H2O2 是 ROS 的典型代表，其通过水通道

蛋白进入细胞并与培养基中的金属离子发生

Fenton 反应，生成其他 ROS[18-19]。本研究建立

了 H2O2 介导的正常细胞氧化损伤模型，研究 
2 种新型跨膜融合抗氧化酶对细胞氧化损伤的

保护作用。 

Nrf2 通路是细胞应对氧化应激的重要途 
径[20]。通常情况下，Nrf2 与抑制蛋白 Keap1 结

合，促进 Nrf2 的泛素化并通过蛋白酶体降解，

保持细胞内低水平的 Nrf2。当细胞暴露于 ROS
时，ROS 会氧化 Keap1，导致 Keap1 结构改

变，丧失对 Nrf2 的结合和降解能力，使 Nrf2
从 Keap1 复合物中释放出来并进入细胞核，激

活 ARE 相关基因的转录，帮助细胞应对氧化

应激[21]。 
人类 Nrf2 mRNA 有 8 种转录变体，编码  

6 种不同的 Nrf2 亚型，分子量范围从 56.1 kDa 
到 67.8 kDa，分别对应最短的亚型 6 和最长的

亚型 1[22]。然而，在 SDS-PAGE 中，用各种抗

NRF2 抗体检测到的相关 Nrf2 条带通常为

95–110 kDa[23]。本研究使用 Nrf2 抗体在 L-02
细胞核中检测到 2 条分子量约 110 kDa 的条

带，且在 Nrf2 激活剂 tBHQ 处理后，这 2 条条

带的信号强度均有所增强。这一结果表明，这

2 条条带可能分别代表 Nrf2 的不同亚型。此

外，Nrf2 蛋白在不同细胞类型中的翻译后修饰

可能存在差异，这些修饰能够改变其电荷、构

象，进而影响其在 SDS-PAGE 中的迁移特性。 
已有研究表明，非致死水平的 H2O2 处理

可以诱导 Nrf2 的激活，从而上调防御氧化损

伤的基因的表达。然而，不同细胞对 H₂O₂的
剂量和处理时间的反应各异 [17]。本研究证

实，200 μmol/L H2O2 可诱导正常人肝细胞中

Nrf2 的入核，但其激活效应呈现时效性，12 h
后达到峰值，24 h 后显著下降。L-02 细胞在

200 μmol/L H2O2 处理 24 h 后细胞活力仅剩

48.4% ， 说 明 该 剂 量 的 H2O2 引 发 的 短 暂

Nrf2-ARE 通路激活不足以抵御细胞氧化损

伤。细胞内过量的 ROS会导致蛋白质等生物大

分子的损伤[1]。200 μmol/L H2O2 能够在细胞内

诱导大量 ROS，因此，该剂量的 H2O2 只能导
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致 Nrf2-ARE 通路短暂激活，原因可能是过量

的 ROS 损伤了 Nrf2。 
本研究结果表明，具有跨膜能力的新型融

合抗氧化酶不影响细胞活力，可以迅速清除胞

内多余的 ROS，发挥直接的抗氧化作用。同

时，0.75 mg/mL (约 18 μmol/L)的 GS1R 或

GS1XR 预处理 3 h，可大幅度促进 Nrf2 入核以

激活抗氧化信号通路，其效果与 50 μmol/L 
Nrf2 激活剂 tBHQ 预处理 24 h 相当，从而发挥

间接的抗氧化作用。最终，经过 2 种可跨膜融

合抗氧化酶预处理的细胞，在 200 μmol/L H2O2

处理后，活力得以完全恢复。鉴于过量 ROS 引

发的氧化应激已被认为是多种疾病的重要诱

因，本研究结果揭示了新型融合抗氧化酶在与

ROS 相关疾病中的潜在应用价值。 
由于本研究是将 H2O2 加入细胞培养基中

来建立 ROS 介导的氧化损伤模型，H2O2 在胞

外和胞内均可产生 ROS。尽管 GS1 无法进入细

胞，但其可在胞外清除 ROS，减少胞内的 ROS

积累。因此，GS1 预处理能在一定程度上恢复

受损细胞的活力，但其效果弱于 2 种跨膜融合

抗氧化酶。 

GS1R 和 GS1XR 通过清除胞内 ROS，促进

Nrf2 通路激活，GS1 通过减少胞外 ROS 积累也

能在一定程度上激活 Nrf2 通路。GS1R 和

GS1XR 在清除胞内 ROS 和激活 Nrf2 通路方面

优于 GS1，表明维持适当的胞内 ROS 水平对于

Nrf2 通路激活至关重要。2 种可跨膜的新型融

合抗氧化酶的主要区别在于 GS1XR具有 1个可

被 MMP-2/9 水解的 X 肽。二者对 H2O2 介导的

细胞损伤具有相似的保护效应，表明 GS1XR
中 X 肽的融合不会影响跨膜肽 R9 的跨膜作

用，因此二者都适用于防护正常细胞因 ROS介

导的氧化损伤，例如紫外辐射损伤等。然

而，由于 R9 跨膜肽缺乏细胞靶向性，GS1R

在预防正常细胞损伤的同时也会进入肿瘤细

胞预防肿瘤细胞的氧化损伤。大多数恶性肿

瘤高表达 MMP-2/9[24]，GS1XR 在这些肿瘤的

微环境中可被 MMP-2/9 水解去除跨膜肽，从而

降低其跨膜进入肿瘤细胞的能力[15]，减少对肿

瘤细胞的保护。因此，GS1XR 在预防肿瘤放

疗过程中产生的正常细胞的氧化损伤方面具有

更大潜力。 
综上所述，本研究成功构建、表达并纯化

了融合双人源基因的可跨膜抗氧化酶 GS1R 和

GS1XR，并通过建立 H₂O₂介导的肝细胞氧化

损伤模型，验证了其在抵御 ROS介导的氧化损

伤方面的潜在应用价值，为其在相关领域的后

续研究奠定了基础。 
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