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ＴＡＴ蛋白转导肽介导的秀丽线虫体内外源蛋白
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摘要　ＴＡＴ蛋白转导肽是ＨＩＶ１病毒编码的一段富含碱性氨基酸序列的多肽，能够高效介导多
种外源生物大分子通过多种膜性结构，如细胞质膜和血脑屏障等。为探索 ＴＡＴ蛋白转导肽介导
的秀丽线虫体内外源蛋白跨膜转导作用，以ＥＧＦＰ为报告基因结合常规分子克隆技术构建了原核
表达载体ｐＥＴ２８ｂＥＧＦＰ和ｐＥＴ２８ＴＡＴＥＧＦＰ，继而利用诱导剂 ＩＰＴＧ（终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导表达
了靶蛋白并结合荧光显微观察、ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等鉴定技术获得表达靶蛋白的大肠杆
菌ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞，最后将其涂布到含有Ｋａｎａ＋的ＬＢ固体培养基上直接饲喂野生型 Ｎ２株系线
虫，利用荧光显微镜观察绿色荧光信号在线虫体内的分布。结果证明，ＴＡＴＥＧＦＰ融合蛋白较之
于ＥＧＦＰ可高效、可溶性表达，而且通过直接饲喂秀丽线虫表达靶蛋白的大肠杆菌４８小时后，
ＴＡＴＥＧＦＰ荧光信号明显分布于线虫肠壁细胞，而 ＥＧＦＰ荧光信号则分布在秀丽线虫肠腔，空载
体对照组未见任何荧光信号，说明 ＴＡＴ蛋白转导肽能够高效介导外源蛋白在秀丽线虫体内跨膜
转导。同时，通过比较空载体对照组与实验组线虫微分干涉图像，未见线虫出现明显的细胞形态

变化，说明ＴＡＴ蛋白转导肽介导的外源蛋白跨膜转导作用是安全的，为在秀丽线虫体内直接研究
外源蛋白的功能以及进行蛋白药物的研发提供了重要参考。
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　　秀丽隐杆线虫作为第一个完成全基因组序列测定

的多细胞真核模式生物，因其细胞数明确、遗传背景清

楚、基因组小及易于操作等优点已广泛应用于遗传学、

发育生物学、神经生物学和分子生物学等多个研究领

域［１］。随着分子生物学技术的不断发展进步，许多研

究者采用显微注射和 ＲＮＡ干涉等方法实现了线虫的

转基因操作，主要技术路线包括：首先采用一定的技术

手段使外源性遗传物质（如ＤＮＡ和ＲＮＡ等）直接注射

入线虫体内特定组织细胞并表达，进而通过表型筛选

观察外源基因的功能等［２３］。显然，上述方法存在很多

缺陷，如操作繁琐、成本高、周期长及破坏性大等。长

期的研究发现自然界中存在一类能够安全高效地实现

外源生物大分子跨膜转导的多肽，即蛋白转导域家

族［４６］。如果能够利用蛋白转导域家族成员的跨膜转

导作用将外源生物大分子导入线虫组织和细胞中，不

仅能够克服上述方法的不足，而且可以直接转导体外

表达的外源功能性蛋白，无需进一步经体外表达的外

源蛋白分离纯化等繁琐步骤，有可能克服显微注射及

ＲＮＡ干涉外源基因不表达的缺点，进而节约特异基因

功能研究的成本等。

　　蛋白转导域是一个超家族，迄今为止已发现多种

自然界中天然存在及人工合成的蛋白转导域，主要包

括人类免疫缺陷病毒 １型（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１，ＨＩＶ１）编码的反式转录激活因子

ＴＡＴ［７８］、果蝇同源异型转录因子 ＡＮＴＰ［９］、单纯疱疹病
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毒１型（ＨＳＶ１）转录因子 ＶＰ２２和人工合成的多聚精
氨酸及多聚赖氨酸［１０１２］。这些转导域不仅能够介导多

种外源蛋白跨膜转导进入细胞（如超氧化物岐化酶和

过氧化氢酶），而且还能够介导多种其他外源生物大分

子如核酸和其他颗粒性物质（如纳米材料）等通过多种

生物膜性结构进入细胞并保持其生物活性等［１３１６］。目

前，蛋白转导域家族中研究较多且较为深入的是ＨＩＶ１
编码的反式转录激活因子 ＴＡＴ蛋白转导肽，其全长及
其中的１１个碱性氨基酸富集区的核心肽段在外源生
物大分子的安全高效跨膜转导过程中具有重要作用，

而我们新近还发现 ＴＡＴ的１１个碱性氨基酸富集区的
核心肽段能够显著地促进外源蛋白高效可溶性表达，

解析了ＴＡＴ蛋白转导肽的新功能［１７］。基于前期研究

基础，首先采用荧光显微镜观察、ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ等技术手段鉴定了 ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＥＧＦＰ蛋白的表

达，进一步将表达ＴＡＴＥＧＦＰ和ＥＧＦＰ蛋白的大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）直接饲喂Ｎ２株系线虫，通过荧光显微镜观
察绿色荧光信号在线虫体内的分布，４８小时后，ＴＡＴ
ＥＧＦＰ荧光信号明显分布于线虫肠壁细胞，而 ＥＧＦＰ荧
光信号则分布在秀丽线虫肠腔，空载体对照组未见任

何荧光信号，说明 ＴＡＴ蛋白转导肽能够高效介导外源

蛋白在秀丽线虫体内跨膜转导。同时，通过比较空载

体对照组与实验组线虫微分干涉图像未见线虫出现明

显的细胞形态变化，说明 ＴＡＴ蛋白转导肽介导的外源
蛋白跨膜转导作用是安全的，为在秀丽线虫体内直接、

快速研究外源蛋白的功能以及进行蛋白药物的研发提

供了重要参考。

１　材料与方法

１．１　材　料
　　大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）和质粒ｐＦＸＥＧＦＰ由本实验
室保存，野生型秀丽线虫Ｎ２Ｂｒｉｓｔｏｌ（简称Ｎ２）由美国秀
丽线虫遗传中心（ＣａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓＧｅｎｅｔｉｃｓＣｅｎｔｅｒ）惠赠；
原核表达载体 ｐＥＴ２８ｂＴＡＴ和 ｐＥＴ２８ｂＴＡＴＥＧＦＰ由军
事医学科学院杨晓明教授提供；ＰＣＲ扩增仪购自德国
Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司；３７℃恒温箱购自湖北黄石仪器公司；恒
温摇床购自江苏太仓仪器公司；荧光显微镜购自日本

Ｎｉｋｏｎ公司；限制性内切酶 ＢａｍＨＩ，ＸｈｏＩ和 Ｔ４ＤＮＡ连
接酶购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ提取和纯化试剂盒购自美
国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；引物合成及测序由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完

成；ＥＧＦＰ单克隆抗体购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＧＡＰＤＨ单克隆
抗体和辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗购

自北京中杉金桥公司；ＥＣＬ化学发光检测试剂盒购自

ＧＥ公司。
１．２　方　法
１．２．１　原核表达载体 ｐＥＴ２８ｂＴＡＴＥＧＦＰ和 ｐＥＴ２８ｂ
ＥＧＦＰ的构建及诱导表达　首先以质粒 ｐＦＸＥＧＦＰ为
模板并利用引物对：ｐＵ＿５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡ
ＡＧＧＧＣＧＡＧ３′；ｐＤ＿５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧ
ＴＣＣＡＴ３′（斜体部分分别为 ＢａｍＨＩ和 ＸｈｏＩ酶切位
点）进行ＰＣＲ扩增获得 ＥＧＦＰ７１７ｂｐｃＤＮＡ编码序列，
然后采用限制性内切酶ＢａｍＨＩ／ＸｈｏＩ双酶切目的基因
ＥＧＦＰ和质粒载体 ｐＥＴ２８ｂ；酶切产物回收后采用 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶于１６℃连接过夜；次日，将转化产物全部

转化入大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）并采用限制性内切酶酶切
和直接测序鉴定。

　　随后，将转化有质粒载体 ｐＥＴ２８ｂＴＡＴＥＧＦＰ和
ｐＥＴ２８ｂＥＧＦＰ的宿主菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）涂布到含有卡那
霉素（终浓度１００μｇ／ｍｌ）的 ＬＢ固体培养基，３７℃恒温
箱孵育１０～１２小时待长出克隆。次日，挑取阳性克隆
接种到５ｍｌ含有卡那霉素（终浓度１００μｇ／ｍｌ）的 ＬＢ液
体培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇菌过夜使菌体完全复
苏；然后按照１∶１００的比例将菌液接种到１５０ｍｌ新配置
的含有卡那霉素（终浓度１００μｇ／ｍｌ）的ＬＢ液体培养基
中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇菌约４～５小时，待ＯＤ６００为０．６～
１．０时加入诱导剂异丙基βＤ硫代半乳糖苷（Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ

βＤ１Ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ），终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ），
迅速置于３０℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇床诱导表达６小时，并于第
２小时，第４小时和第６小时收集菌体细胞，部分菌体
细胞待荧光显微镜观察，其余菌体细胞超声破碎后直

接制备上清蛋白样品待 ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测。上述实验过程均以ｐＥＴ２８ｂ和ｐＥＴ２８ｂＴＡＴ为空载
体对照，具体诱导表达过程参见文献［１７］。
１．２．２　诱导表达菌体荧光显微镜观察　将上述诱导
表达的菌体细胞采用１０μｌ接种环均匀地涂布到干净的
载玻片上，待其自然风干后采用荧光显微镜观察菌体

细胞荧光信号，分别采集诱导表达不同时间点菌体细

胞的荧光图像及微分干涉图像，最后通过图像合并技

术观察ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＥＧＦＰ在大肠杆菌细胞中的表达
情况，以ｐＥＴ２８ｂ和ｐＥＴ２８ｂＴＡＴ为空载体对照。
１．２．３　ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　将上述超声

破碎后直接制备的上清蛋白样品采用１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ
分离，然后采用考马斯亮蓝 Ｒ２５０染色并脱色，最后采
用凝胶成像仪采集图像。

０４
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　　随后，将上述制备的上清蛋白样品经 １５％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分离后按照说明书所述方法转印到 ＰＶＤＦ膜上，

５％脱脂牛奶室温封闭３０分钟；其次采用 ＥＧＦＰ（ＴＢＳＴ

１∶３０００稀释）和ＧＡＰＤＨ（ＴＢＳＴ１∶５００稀释）单克隆抗

体室温共孵育１．５小时，ＴＢＳＴ室温洗膜三次（１０分钟／

次）；然后采用辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ

二抗（ＴＢＳＴ１∶５０００稀释）室温孵育３０分钟，ＴＢＳＴ室

温洗膜三次（１０分钟／次）；最后采用 ＥＣＬ化学发光检

测试剂盒显影并扫描，以 ｐＥＴ２８ｂ和 ｐＥＴ２８ｂＴＡＴ为空

载体对照。

１．２．４　Ｎ２株系线虫的饲喂及荧光显微镜观察　将诱

导表达ＴＡＴＥＧＦＰ和ＥＧＦＰ融合蛋白的大肠杆菌 ＢＬ２１

（ＤＥ３）菌体细胞涂布到ＬＢ平皿中，待其室温稍干后置

于２０℃生化培养箱培养７２小时待大量克隆长出，挑取

Ｎ２株系线虫２０只于２０℃生化培养箱培养并采用荧光

显微镜观察ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＥＧＦＰ荧光信号在线虫体内

分布，并于饲喂第４８小时采集荧光图像和微分干涉图

像，最后通过图像合并技术观察ＴＡＴＥＧＦＰ和ＥＧＦＰ融

合蛋白在线虫体内的分布情况，以 ｐＥＴ２８ｂ和 ｐＥＴ２８ｂ

ＴＡＴ为空载体对照。

２　结　果

２．１　原核表达载体ｐＥＴ２８ｂＥＧＦＰ的构建

　　大量研究数据表明ＴＡＴ蛋白转导肽具有显著的外

源蛋白跨膜转导作用，为明确其介导的线虫体内外源

蛋白的跨膜转导作用，以ＥＧＦＰ为报告基因并采用常规

分子克隆方法构建了原核表达载体 ｐＥＴ２８ｂＥＧＦＰ，进

一步通过酶切和直接测序鉴定上述原核表达载体构建

正确（图１）。

图１　原核表达载体ｐＥＴ２８ｂＥＧＦＰ构建示意图及鉴定
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（ａ）ＳｃｈｅｍａｔｉｃａｌｄｉａｇｒａｍｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｐＥＴ２８ｂＥＧＦＰｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ（ｂ）ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｐＥＴ２８ｂ

ＥＧＦＰ．１：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅＥＧＦＰＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔ；３：ＢａｍＨＩａｎｄＸｈｏＩｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆＥＧＦＰＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔ；４：

ＢａｍＨＩａｎｄＸｈｏＩｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐＥＴ２８ｂｐｌａｓｍｉｄ；５：ＢａｍＨＩａｎｄＸｈｏＩｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ２８ｂＥＧＦＰ，ｔｈｅａｒｒｏｗ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅＥＧＦＰｄｉｇｅｓｔｅｄＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔ

２．２　诱导表达菌体荧光显微镜观察及蛋白表达水平

检测

　　在ＴＡＴＥＧＦＰ和ＥＧＦＰ蛋白诱导表达过程，肉眼可

见明显的绿色荧光信号，且随诱导表达时间的增加而

增加。为深入揭示 ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＥＧＦＰ蛋白绿色荧光

信号在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞中的分布情况，将诱

导表达第２小时、４小时和第６小时的菌体细胞采用

１０μｌ接种环均匀地涂布到干净的载玻片上，自然风干

后采用荧光显微镜观察菌体细胞的荧光信号（以

ｐＥＴ２８ｂ和ｐＥＴ２８ｂＴＡＴ菌体细胞为空载体对照）。如

１４
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图２所示，随着诱导表达时间的增加，ＴＡＴＥＧＦＰ和

ＥＧＦＰ菌体细胞中荧光信号明显增强，而空载体对照组

未见任何荧光信号。同时，在诱导表达 ２小时，ＴＡＴ

ＥＧＦＰ显示微弱的荧光信号，而 ＥＧＦＰ未见荧光信号；

诱导表达４小时，ＴＡＴＥＧＦＰ显示明显的荧光信号，而

ＥＧＦＰ的荧光信号也有所增强；诱导表达６小时，ＴＡＴ

ＥＧＦＰ和ＥＧＦＰ的荧光信号都进一步增强。整个诱导

表达过程中 ＴＡＴＥＧＦＰ的荧光信号一直强于 ＥＧＦＰ，与

先前报道一致［１７］。

　　以前的工作显示ＴＡＴ蛋白转导肽能够显著促进外

源蛋白高效可溶性表达，因而直接制备了表达产物的

上清蛋白进行１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测（图

３）。ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定结果显示，随着诱导表达时间的增

加，ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＥＧＦＰ蛋白的表达量明显增加，且

ＴＡＴＥＧＦＰ的表达量明显高于ＥＧＦＰ，空载体对照组（以

ｐＥＴ２８ｂ和ｐＥＴ２８ｂＴＡＴ为空载体对照）在相应位置未

见蛋白带；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定显示了相同的结果，即随着

诱导表达时间的增加，ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＥＧＦＰ蛋白的表达

量明显增加，且 ＴＡＴＥＧＦＰ的表达量明显高于 ＥＧＦＰ，

空载体对照组（以 ｐＥＴ２８ｂ和 ｐＥＴ２８ｂＴＡＴ为空载体对

照）在相应靶蛋白位置未见任何蛋白带（以 ＧＡＰＤＨ为

内标）。由此可见，研究实现了 ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＥＧＦＰ蛋

白体外表达，且ＴＡＴＥＧＦＰ融合蛋白较之于ＥＧＦＰ可高

效、可溶性表达，为进一步研究ＴＡＴ蛋白转导肽介导的

线虫体内跨膜转导奠定了基础。

图２　荧光显微镜观察不同诱导时间菌体细胞荧光信号

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｉｎｂａｃｔｅｒｉａｌｃｅｌｌｓ
Ｔｈｅｆｉｇｕｒｅｓｗｅｒｅｄｉｓｐｌａｙｉｎｇｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｉｎｂａｃｔｅｒｉａｌｃｅｌｌｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ：０ｈ（ａ），２ｈ（ｂ），４ｈ（ｃ）ａｎｄ６ｈ（ｄ）

２．３　ＴＡＴ蛋白转导肽介导的线虫体内跨膜转导

　　微生物大肠杆菌是线虫的主要食物来源，如果通

过直接喂饲能够表达ＴＡＴＥＧＦＰ蛋白的大肠杆菌细胞，

通过肠道代谢吸收是否可以直接观察到 ＴＡＴＥＧＦＰ在

线虫体内的分布变化？为验证这一假设，首先将上述

鉴定表达ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＥＧＦＰ蛋白的菌体细胞涂布到

ＬＢ固体培养基，然后挑取 Ｎ２株系线虫２０只并于生化

培养箱中培养，最后采用荧光显微镜观察ＴＡＴＥＧＦＰ和

２４
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图３　ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定蛋白表达

Ｆｉｇ．３　Ａｓｓａｙｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓ
Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓ

ｏｆＧＡＰＤＨ，ＴＡＴＥＧＦＰａｎｄＥＧＦＰ

ＥＧＦＰ荧光信号在线虫体内分布变化并采集荧光图像

和微分干涉图像（图４）。通过直接饲喂秀丽线虫表达

靶蛋白的大肠杆菌细胞４８小时后，ＴＡＴＥＧＦＰ荧光信

号明显分布于线虫肠壁细胞，而ＥＧＦＰ荧光信号则分布

在秀丽线虫肠腔，空载体对照组未见任何荧光信号，说

明ＴＡＴ蛋白转导肽能够高效介导外源蛋白在秀丽线虫

体内跨膜转导。同时，通过比较空载体对照组与实验

组线虫微分干涉图像未见其出现明显的细胞形态变

化，由此说明ＴＡＴ蛋白转导肽具有相对安全的跨膜转

导作用，能够介导外源蛋白跨膜转导进入线虫肠壁细

胞，为ＴＡＴ蛋白转导肽药用功能的开发奠定了基础。

３　讨　论

　　ＴＡＴ蛋白转导现象最早分别由 Ｇｒｅｅｎ等［７］和

Ｆｒａｎｋｅｌ等［８］于１９８８年在Ｃｅｌｌ同期报道，通过直接给予

外源ＴＡＴ蛋白，发现其能够通过ＨｅＬａ细胞的细胞膜而

反式激活ＨＩＶ１长末端重复序列操纵的氯霉素乙酰转

移酶ｍＲＮＡ的转录；其中位于ＴＡＴ蛋白转导肽４７～５７

位富含碱性氨基酸、带正电荷的核心肽段是其跨膜转

导的功能区，在外源蛋白跨膜转导中起着十分重要的

作用［４］。通过改造和重组该核心肽段中碱性氨基酸的

图４　荧光显微镜观察ＴＡＴＥＧＦＰ和

ＥＧＦＰ蛋白荧光信号在线虫体内分布变化

Ｆｉｇ．４　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｖｉｅｗｉｎｇｏｆｔｈｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＴＡＴＥＧＦＰａｎｄＥＧＦＰｉｎＣ．ｅｌｅｇａｎｓ
ＴｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＴＡＴＥＧＦＰａｎｄＥＧＦＰ

数目和荷电性为ＴＡＴ蛋白转导肽介导的外源生物大分

子跨膜转导提供了重要依据，但 ＴＡＴ蛋白转导肽介导

的外源生物大分子跨膜转导是一个多因素、多层面共

同控制的过程，其介导生物大分子的跨膜转导作用的

机制依然不明。目前，ＴＡＴ蛋白转导肽跨膜转导作用

的研究主要围绕此核心肽段展开。

　　虽然 ＴＡＴ蛋白转导作用的机制依然是一个谜，但

ＴＡＴ蛋白转导肽介导外源蛋白跨膜转导的优点不言而

喻，不仅克服了目前常规外源生物大分子跨膜转导技

术的缺点和不足，而且因其安全、高效、直接的特点已

经被广泛地应用于基础医学和药物研发等多个领域。

长期的研究揭示ＴＡＴ蛋白转导肽能够介导多种外源生

物大分子安全高效地跨膜转导进入各种膜性结构，如

蛋白质、多肽、寡核苷酸、脂质体和颗粒性物质等，其介

导的蛋白分子量分别从 １０ｋＤａ到 １２０ｋＤａ不等［１８２０］。

为了明确ＴＡＴ蛋白转导肽在介导线虫体内外源蛋白跨

膜转导的作用，以ＥＧＦＰ为报告基因构建及重组高效可

溶性表达了 ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＥＧＦＰ蛋白，进一步将表达

ＴＡＴＥＧＦＰ和ＥＧＦＰ蛋白的菌体细胞直接饲喂Ｎ２株系

线虫，结果发现通过直接饲喂秀丽线虫表达靶蛋白的

大肠杆菌细胞４８小时后，ＴＡＴＥＧＦＰ荧光信号明显分

布于线虫肠壁细胞，而ＥＧＦＰ荧光信号则分布在秀丽线

虫肠腔，空载体对照组未见任何荧光信号，说明ＴＡＴ蛋

白转导肽能够高效介导外源蛋白在秀丽线虫体内跨膜

转导。同时，通过比较对照组与实验组线虫微分干涉

图像未见其出现明显的细胞形态变化，由此说明 ＴＡＴ

蛋白转导肽具有相对安全的跨膜转导作用，能够介导

３４
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外源蛋白跨膜转导进入线虫肠壁细胞，为 ＴＡＴ蛋白转

导肽药用功能的开发奠定了基础。

　　综上所述，不仅实现了ＴＡＴＥＧＦＰ和ＥＧＦＰ蛋白体

外表达，而且研究了 ＴＡＴ蛋白转导肽介导的线虫体内

跨膜转导作用，为深入研究 ＴＡＴ蛋白转导肽的功能及

其可能的跨膜转导机制奠定了基础。
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姜老师信箱

蛋白质研讨班学员问：

　　姜老师，您好！我的主要工作之一是分离蛋白，尤其是未知蛋白，目前我遇到了一个问题想向您请教。我分离到了一个
蛋白，无论从分离过程到回收重复都没有问题，但在鉴定上遇到了困难。我测了蛋白 Ｎ端１５个氨基酸序列，然后到 ＮＣＢＩ
上ＢＬＡＳＴ搜索，结果出来很多，而且不尽相同，于是我又做了酶解质谱鉴定，搜索数据库得到一个阳性结果，却和Ｎ端测序
结果不一样。恳请姜老师指导一下如何确定这个蛋白的身份。谢谢您！

姜老师答：

　　学员，你好！首先祝贺你获得了纯蛋白。关于新蛋白质的测序和鉴定，有标准方案，基本内容如下：
　　蛋白质的化学鉴定最终是测序，Ｎ端测１５个氨基酸残基如果还无法确定的话，可以继续测，足够纯度的蛋白可以测到
５０个，甚至７０个残基。其次，如果质谱数据库没有收录，表明这很可能就是一个新蛋白，需要在加长Ｎ端测序的同时（测到
读不准为止）做肽谱。使用ＢｒＣＮ和胰蛋白酶等测序用切割工具，获得两种以上的ＨＰＬＣ肽谱，将切割获得的各个肽段进行
测序，然后利用不同的两套肽谱重叠推测，构建出整个序列。如果发生肽段回收不全的情况还要借助第三套肽谱。另外，手

工从Ｃ端也要测序，大概可以测３－７个氨基酸残基，这对于鉴定蛋白非常重要。在胰蛋白酶（工具酶，很纯）处理之前，可
以先测定这个蛋白的氨基酸组成：获得赖氨酸和精氨酸的个数，以推断酶解后的多肽数量；获得蛋氨酸的个数，以确定ＢｒＣＮ
切割后的多肽数量。

　　最后，祝实验顺利！
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