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Abstract： In this study，TAT -Oct4 target gene was inserted into pET28a expression vector to
construct pET28a-TAT-Oct4 recombinant expression vector. TAT-Oct4 fusion protein was mainly
expressed with insoluble inclusion bodies in E.coli. The purity of expression product was more than
90% after purification. And the average refolding field is 8.8% using urea gradient dialysis.
Immunocytochemistry analysis showed that TAT-Oct4 recombinant protein could penetrate nearly
100% cells membrane and was mainly concentrated in nucleus. The method of generating active
TAT-Oct4 recombinant protein was established in this article. It provided not only effective study
materials for cell reprogramming but also practical method for other reprogramming factors design.
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摘要： 将 TAT-Oct4 目的基因插入 pET28a 表达载体，构建重组表达质粒 pET28a-TAT-Oct4，形
成大肠杆菌重组表达体系。 融合蛋白 TAT-Oct4 在大肠杆菌中主要以包涵体形式表达，表达产
物经纯化后，纯度可达 90%以上。 通过尿素梯度透析复性，TAT-Oct4平均复性收率为 8.8%。 细
胞免疫荧光技术分析表明，TAT-Oct4融合蛋白可穿透近 100%细胞的细胞膜， 其进膜后主要分
布于细胞核内。 建立了具有活性的 TAT-Oct4 融合蛋白生物制备方法，为细胞重编程提供了一
种有效的研究材料，并可为其他用于细胞重编程的干细胞转录因子设计提供实用的方法学。
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Oct4 是维持胚胎干细胞自我更新和多潜能性 的重要的转录因子之一， 被广泛应用于细胞重编
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程，形成了具有类似胚胎干细胞性质的诱导多功能

干细胞 IPS（induced pluripotent stem cells）[1-3]。目前，
由不同量组合的 Oct4、Sox2、Klf4 和 c-Myc 等 转 录

因子形成的细胞重编程技术，主要采用病毒包装转

染的方式将转录因子整合入细胞中[4-5]。 由于病毒载

体转染效率和整合位点的差异，导致转录因子无法

准确定量干预。 作者利用细胞穿膜肽 TAT 可高效介

导蛋白进入细胞的特征 [6-7]，设计和生物制备 TAT-
Oct4 融合蛋白，并评价其穿透细胞的能力。

1.1 材料

1.1.1 菌株、质粒及细胞 TAT-Oct4 基因、pET28a
表达载体、BL21 （DE3） 原核表达菌株、NIH 3T3 细

胞，均由作者所在实验室保存。
1.1.2 主要试剂 Pfu DNA 聚、Nco I、Xho I 限制性

内切酶，T4 连接酶，均购自 Fermentas 公司；胶回收

试剂盒、IPTG、卡那霉素，购于上海生工生物工程股

份有限公司；Anti-6*His 一抗， 购自 Abcam 公司；
Alexa Fluor 488 荧光标记的二抗， 购于碧云天生物

技术研究所。
1.2 方法

1.2.1 TAT-Oct4 目的基因的克隆 设 计 含 Nco I
和 Xho I 上下游引物，引物序列如下：

上游引物：5' -CATGCCATGGCAATGCATCATC
ATCATCATCATTCTTC-3'

下 游 引 物：5'-CCGCTCGAGCGGTCAGTTTGAA
TGCATGGGAGAGC-3'

以 TAT-Oct4 基因为模板，经 PCR 扩增目的基

因，反应条件如下：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 45
s，60 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 2 min， 循环 30 次；72
℃延伸 10 min；最后 4 ℃保存。
1.2.2 pET28a-TAT-Oct4 表 达 载 体 的 构 建 将

PCR 扩增获得 TAT-Oct4 基因与 pET28a 空载体分

别用 Nco I 与 Xho I 双酶切，经胶回收后，在 T4 连

接酶作用下连接转化入 DH5α 菌株， 挑取单菌落，
经 双 酶 切 验 证 后，送 至 上 海“生 工”进 一 步 测 序 验

证。 pET28a-TAT-Oct4 重组表达载体如图 1 所示。
1.2.3 融合蛋白 TAT-Oct4 的表达鉴定 将测序正

确重组表达质粒转入表达菌株 BL21（DE3）获得重

组表达菌株， 挑取单菌落接种到含 50 μg/mL 卡那

霉素的 LB 培养基中，37 ℃培养，当 OD 值达到 0.6，

加入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG，30 ℃诱导表达 8
h。 8 000 r/min 冷冻离心收集菌体，超声破碎，离心

分离上清与沉淀，进行 SDS-PAGE 分析。

图 1 重组表达载体 pET28a-TAT-Oct4 图谱

Fig. 1 Schematic description of recombinant
expression plasmid pET28a-TAT-Oct4
1.2.4 包涵体洗涤、纯化及复性 表达产物分别经

洗涤液缓冲 I （50 mmol/L 的 Tris-HCl，300 mmol/L
的 Nacl， 质量分数 1%的 TritonX-100，2 mmol/L 的

尿素，pH 8.0）和洗涤缓冲液 II（50 mmol/L 的 Tris-
HCl，300 mmol/L 的 Nacl，2 mol/L 的尿素，pH 8.0）洗

涤后，在变性缓冲液（50 mmol/L 的 Tris-HCl，8 mol/
L 的尿 素，300 mmol/L 的 NaCl，25 mmol/L 的 咪 唑，
pH 8.0）中溶解 TAT-Oct4 包涵体。 在变性条件下，
利用 Ni-NTA sepharose 纯化，纯化条件为：上样缓

冲液 A（50 mmol/L 的 Tris HCl，8 mol/L 的尿素，300
mmol/L 的 NaCl，25 mmol/L 的咪唑，pH 8.0） 和洗脱

缓冲液 B （50 mmol/L 的 Tris HCl，8 mol/L 的尿素，
300 mmol/L 的 NaCl，250 mmol/L 的咪唑，pH 8.0）分

段洗脱收集各洗脱峰进行 SDS-PAGE 分析。 将纯化

获 得 TAT -Oct4 重 组 蛋 白 经 尿 素 梯 度 透 析

（4，2，1，0.5，0 mol/L 的 尿 素 ，50 mmol/L 的 Tris -
HCl，100 mmol/L 的 NaCl， 质 量 分 数 10%的 甘 油，
300 mmol/L 的精氨酸，2 mmol/L 的 GSH/0.2 mmol/L
的 GSSG，1 mmol/L 的 EDTA，0.2 mmol/L 的 PMSF，
pH 8.0）复性，最后用 PBS 透析 3 次除去其它小分

子，获得具有活性的 TAT-Oct4 目的蛋白质。
1.2.5 细胞免疫荧光 NIH 3T3 细胞培养于含质量

分数 10%的 FBS 的 DMEM 培养液， 待细胞贴壁 24
h 后，加入 TAT-Oct4 目的蛋白共培养 6h。 细胞经预

冷的细胞固定液（体积分数 95%的乙醇和质量分数

材料与方法1
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5%的乙酸）固定 10 min 后，用含质量分数 0.2%的

TritonX-100 的 PBS 室温下穿透细胞膜 15 min。 经

PBS 漂洗及封闭处理后，加入 Anti-6*His 一抗（稀

释比例 1∶250），4 ℃过夜孵育。 PBS 洗涤后，加入相

应的 Alexa Fluor 488 荧光标记的二抗（稀释比例 1∶
500）室温处理 1 h。 细胞核经 DAPI 复染定位后，在

Nikon TE 2000 型荧光显微镜下观察拍照。

2.1 目的基因 TAT-Oct4 扩增及构建

PCR 扩 增 TAT-Oct4 目 的 基 因 经 质 量 分 数

1.5%DNA 琼脂糖凝胶电泳分析，可见其相对分子质

量大小与理论值1 158 bp 接近，如图 2 所示。获得的

重组表达质粒pET28a-TAT-Oct4 经 Nco I 和 Xho I
双酶切，可形成约有 5 300 bp 的载体片段和 1 158 bp
的 TAT-Oct4 目的基因片段（见图 3），结果 与 理 论

值相符。 重组质粒送至上海“生工”测序，其测序结

果与理论序列完全一致。

图 2 TAT-Oct4 基因的扩增结果

Fig. 2 Result of TAT-Oct4 amplification

图 3 重组质粒 pET28a-TAT-Oct4 双酶切验证

Fig. 3 Double digestion result of recombinant plasmid
pET28a-TAT-Oct4

2.2 融合蛋白 TAT-Oct4 表达产物鉴定

含 有 pET28a-TAT-Oct4 宿 主 菌 经 IPTG 诱

导表达后，经质量分数 15% SDS-PAGE 分析，在相

对分子质量约 45 kDa 处有特异性蛋白条带， 与理

论值相符（见图 4）。 超声破碎后，分离收集上清与沉

淀分别进行 SDS-PAGE 分析，可以看到沉淀中含有

大量目的蛋白质（见图 5），由此可见目的蛋白质主

要以包涵体形式表达。

图 4 融合蛋白 TAT-Oct4 表达 SDS-PAGE 分析

Fig. 4 SDS-PAGE analysis of TAT-Oct4 fusion protein
expression in E.coli

图 5 TAT-Oct4 破碎上清与沉淀 SDS-PAGE 分析

Fig. 5 SDS-PAGE analysis of TAT-Oct4 supernatant and
pellets after lysis

2.3 TAT-Oct4 纯化及复性收率

在分子设计时，上游引物引入 His 标签，方便目

的蛋白质使用镍离子亲和柱进行分离纯化。 TAT-
Oct4 重组蛋白质在变性条件下， 经镍柱分段洗脱

后， 洗脱收集峰进行质量分数 15% SDS-PAGE 分

析，如图 6 所示，在 100 mmol/L 咪唑洗脱条件下（泳

结果与讨论2
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道 6 与 7），可获得纯度 90%以上的目的蛋白质。 同

时也可观察到， 整个纯化过程中杂蛋白相对较少，
说明包涵体经洗涤后，其纯度已经相对较高。 研究

表明，在包涵体复性过程中，降低蛋白质初始浓度

和化学添加剂如甘油，可有效减少蛋白质分子之间

的聚集，从而提高复性收率[8]。 同时对于含有二硫键

的蛋白质，引入氧化还原体系 GSH/GSSG 能促进蛋

白质在复性过程中正确折叠 [9]。 作者采用尿素梯度

透析复性，同时加入促进复性的化学添加物，最终

TAT-Oct4 平均收率 8.8%， 同时可观察到复性蛋白

初始浓度越高，其收率越低，见表 1。

图 6 TAT-Oct4 纯化产物 SDS-PAGE 分析

Fig. 6 SDS-PAGE analysis of TAT-Oct4 after purification
表 1 TAT-Oct4 复性收率

Table 1 Refolding filed of TAT-Oct4 using urea gradient
dialysis

2.4 TAT 介导 Oct4 穿透细胞能力

细胞穿膜肽（cell penetrating peptides）是一类富

含精氨酸或赖氨酸 [10]，并且能将大分子物质携带到

细胞胞浆甚至细胞核内部的一类短肽[11]。 常用的有

TAT（YGRKKRRQRRR）和 人 工 合 成 的 多 聚 精 氨 酸

或 赖 氨 酸。 作 者 在 Oct4 的 N 端 引 入 细 胞 穿 膜 肽

TAT 介导其快 速 进 入 细 胞。 NIH 3T3 与 重 组 蛋 白

TAT-Oct4（终质量浓度 6 μg/mL）共培养 6 h 后，在

荧光显微镜下观察，近 100%的细胞含有 TAT-Oct4
融合蛋白，并集中分布于细胞核内（如图 7（b））。 对

照组（图 7（a））加入相应的荧光标记二抗。

图 7 TAT- Oct4 穿透细胞免疫荧光分析

Fig. 7 Immunocytochemistry analysis of TAT -Oct4
penetrating cells

诱导多功能干细胞的产生，避开了干细胞伦理

和免疫排斥两大难题 [12]，然而利用病毒技术获得的

诱导多功能干细胞具有致瘤的风险，因此限制其临

床应用[13-14]。 作者成功构建并制备了 TAT-Oct4 融合

蛋白，镍柱纯化后，其纯度高达 90%。 通过尿素梯度

透析复性的方法，TAT-Oct4 的平均收率为 8.8%。同

时验证了细胞穿膜肽 TAT 能高效地将 Oct4 转导进

细胞内， 为建立蛋白质诱导 IPS 奠定了基础。 然而

TAT-Oct4 在大肠杆菌中的表达主要以包涵体形式

存在，其可溶性表达有待进一步摸索与改造。

复性浓度/（μg/mL） 收率/%

70.0 10.6

98.4 9.9

183.4 6.0
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卫生部拟撤销 14 种食品添加剂 儿童膨化食品拟禁铝

卫生部发布《食品安全国家标准食品添加剂使用标准》(征求意见稿)，修订含铝食品添加剂规定，以解决我国居民铝

摄入量超量问题，其中儿童膨化食品拟禁含铝添加剂。 从总体品种上看，卫生部共拟撤销 14 种食品添加剂。
据了解，标准修订在 2011 年立项，由国家食品安全风险评估中心(以下简称“评估中心”)牵头，中国食品工业协会、国

家粮食局标准质量中心等机构参与。 其间工作组召开了 10 多次标准修订会议，完成了食品添加剂的管理范畴、食品添加

剂的使用原则等内容修订工作。
据了解，2011 年 6 月，在联合国粮农组织和世界卫生组织下的食品添加剂联合专家委员会第 74 次大会上，将铝的

暂定每周耐受摄入量(PTWI)修订为每公斤体重 2 mg。 参考这一评价结果，我国评估中心 2011 年组织的对食品中铝的风

险评估结果显示，我国全人群平均膳食铝摄入量低于 2 mg/kg 体重/周；但低年龄组和高食物消费量人群膳食铝摄入量均

已超量。
面粉及面制品是我国膳食铝的主要来源，北方地区居民由于面食消费量高，有 60%居民的铝摄入量超量。 相比之下，我

国膳食铝摄入量高于其他国家。 显示我国需要采取措施降低居民膳食铝摄入量，以降低铝摄入过量可能带来的健康风险。
我国居民膳食铝暴露风险评估结果显示，7-14 岁儿童通过膨化食品摄入的铝相对较高，并且随着年龄降低，铝摄入

量有增高的趋势，膨化食品成为儿童铝摄入量主要来源之一。 为保护儿童身体健康，新标准拟撤销膨化食品中 12 种含铝

食品添加剂的使用规定，其中涉及的合成着色剂品种有：赤藓红及其铝色淀、靛蓝及其铝色淀、亮蓝及其铝色淀、柠檬黄及

其铝色淀、日落黄及其铝色淀、胭脂红及其铝色淀、诱惑红及其铝色淀。
此外，新标准还将撤销含铝食品添加剂酸性磷酸铝钠、硅铝酸钠和辛烯基琥珀酸铝淀粉的品种。
根据评估结果，面食含铝量最高，且面粉、馒头、油条对铝暴露量的贡献率最高，因此新标准中硫酸铝钾和硫酸铝铵

两种含铝食品添加剂使用范围由原来的“小麦粉及其制品”修改为“油炸面制品”和“面糊(如用于鱼和禽肉的拖面糊)、裹

粉、煎炸粉”，并规定了使用量和残留量。 这意味着含铝食品添加剂使用范围大大缩小。
［信 息 来 源］ 新 华 网 . 卫 生 部 拟 撤 销 14 种 食 品 添 加 剂 儿 童 膨 化 食 品 拟 禁 铝 [EB/OL]. (2013-3-16). http://news.

xinhuanet.com/food/2013-03/16/c_124465689.htm.
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