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融合蛋白TAT-RabGEF1原核表达载体的构建及蛋白表达

方虹仪，郭 娜，邢纪斌，罗晨芳
（中山大学附属第三医院麻醉科，广东 广州 510630）

摘 要：【目的】构建PET28a-TAT-RabGEF1重组质粒载体，在E.coli Rosetta（DE3）菌株中高效表达并纯化融合

蛋白，研究TAT-RabGEF1融合蛋白对肥大细胞的跨膜转导活性。【方法】以小鼠组织 cDNA为模板，设计上游和下游

含有限制性酶切位点和 TAT序列的引物，PCR扩增目的片段 TAT-RabGEF1，并通过双酶切构建 PET28a-TAT-Rab⁃
GEF1重组质粒载体，在E.coli Rosetta（DE3）大肠杆菌中诱导表达融合蛋白，产物用亲和层析柱纯化后测量浓度及

鉴定。CCK-8检测融合蛋白的细胞毒性，并用荧光显微镜及荧光分光光度计定性定量观察其对小鼠肥大细胞瘤细

胞 P815的转导活性。【结果】成功构建了 PET28a-TAT-RabGEF1重组载体，高效表达了具有较高特异性，相对分子

质量约为 57 ku的融合蛋白 TAT-RabGEF1，0.1、1、10 μmol/L浓度的 TAT-RabGEF1蛋白对细胞无明显毒性，荧光显

微镜显示 1 μmol/L浓度的融合蛋白 TAT-RabGEF1具有快速转导进入 P815细胞内的能力，且为进入细胞的饱和浓

度。【结论】通过TAT-RabGEF1的原核表达和蛋白纯化分析，证实了TAT-PTD的跨膜转导活性，为研究RabGEF1在

肥大细胞激活途径中的作用提供了物质基础。
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Abstract：【Objective】To construct recombinant expression vector PET28a-TAT-RabGEF1，express，purify fusion pr⁃
otein effectively in E.coli Rosetta（DE3），and investigate its transmembrane effect in vitro on P815 cells.【Methods】With
cDNA in rats′ tissues as the template，two primers containing the TAT sequence and two designed enzyme restriction cutting
sites were designed. TAT-RabGEF1 fragment was amplified by PCR，and its product was inserted into PET-28a vector to
construct recombinant plasmid PET28a-TAT-RabGEF1 prokaryotic expression vector. The recombinant vector was trans⁃
formed into E.coli Rosetta（DE3）and express fusion proteins. The protein products were purified by affinity chromatography.
The efficiency of the transduction of fusion protein into P815 cells were detected by immunofluorescence and analyzed by fluo⁃
rescence spectro-photometer，with using methods of CCK-8 to analyze the cells viability after transduction of different con⁃
centrations of fusion protein.【Results】The recombinant vector PET28a-TAT-RabGEF1 was constructed and the fusion pro⁃
tein TAT-RabGEF1 was successfully expressed in E.coli Rosetta（DE3）. By western blotting and SDS-PAGE we can see
that the protein products′ relative molecular mass was about 57 ku，which was consistent with the target one，TAT-Rab⁃
GEF1. The immunofluorescence results suggested that the fusion protein had the ability to transduct into P815 cells，and sat⁃
uration of fusion proteins to be transducted into cells was 1 μmol/L.【Conclusion】Constructed recombinant vector PET28a-
TAT-RabGEF1 and expressed fusion protein，TAT-RabGEF1，which verified the TAT′ s ability of transduction. And it
would build a solid technical foundation for the following research on the effect of RabGEF1′s on the activation of mast cells.
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鸟嘌呤核苷酸交换因子 1（Rab5 GDP/GTP ex⁃

change factor1，RabGEF1）是 近 年 发 现 的 一 个

Rab5的鸟苷酸交换因子，属小G蛋白家族。它在

肥大细胞中表达丰富，定位于细胞质，与肥大细胞

的激活相关［1- 2］，参与多种炎症性疾病，最新研

究［3］发现，RabGEF1-/-基因缺陷的大鼠肥大细胞

相关的炎症损伤加重，提示RabGEF1具有抑制肥

大细胞功能的作用。若能通过特殊的方式把这一

蛋白分子导入到机体肥大细胞中，将有利于防治

肥大细胞介导的相关炎症性疾病。蛋白转导是近

年来生命科学领域发现的一种具有高效跨膜转运

功能和在细胞间自主传递特点的生命现象。大分

子蛋白质、多肽及DNA通过蛋白转导结构域（pro⁃
tein transduction domains，PTD）以浓度依赖的方式

高效快速导入细胞内，且不影响细胞的正常结构

和功能［4］。人类免疫缺陷病毒HIV-1反式激活因

子（transactivator，TAT）是目前研究较多的蛋白转

导结构域，本试验将尝试通过连接 TAT-PTD 与

RabGEF1蛋白，构建TAT-RabGEF1的原核表达系

统，并获得纯化融合蛋白，观察其在小鼠肥大细胞

瘤细胞 P815的跨膜功能，为进一步探讨RabGEF1
蛋白在抑制肥大细胞激活途径中的作用提供基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 质粒、菌株与细胞 质粒PET-28a（Novagen）、
菌株 E.coli Rosetta（DE3）、DH5α感受态细胞由本

实验室保存、小鼠肥大细胞瘤细胞P815（ATCC）。

1.1.2 主要试剂与仪器 T4 DNA Ligase 酶、Xho

Ⅰ酶、HindⅢ酶（D2011A，TaKaRa），PVDF膜（MIL⁃
LIPORE生产商），扩增引物序列合成（苏州金唯智

公司），KOD Plus Neo DNA Polymerase（东洋纺公

司），DNA 凝胶回收试剂盒（DONGSHENG BIO⁃
TECH），高纯质粒小量提取试剂盒（G-SHUN），

RABGEF1质粒测序（上海生工基因公司），PCR扩

增仪（GeneAmp），Ni-NTA beads（购于金斯瑞公

司），BCA法蛋白含量检测试剂盒（南京凯基生物

发展有限公司），倒置荧光显微镜（Leica公司 型

号：DMI6000B），荧光分光光度计（HITACHI，型

号：F-4500）。

1.2 研究方法

1.2.1 引物设计与目的片段的合成 根据小鼠

TAT+RABGEF1 基因序列，分别设计一对特异性

引 物 ，引 物 A：5′ cccaagcttTGAGGAAGAAGCG⁃
GAGACAGCGACGAAGAAGCCTGAAGTCCGAAC-
GCAGG3′（划线处为HindⅢF酶切位点，双划线处

为 TAT 序列）引物 B：5′ccgctcgagCCCTGCGTAC-
ACCTGAGGCTGCAGAG 3′（划线处为 XhoIR 酶切

位点）。以小鼠组织RNA 反转录产物为模板，分

别用引物 A、引物 B 进行 PCR 扩增。扩增条件：

94 ℃预变性 3 min，98 ℃变性 15 s，58 ℃ 退火 15
s，68 ℃延伸 2 min，扩增 30个循环后，68 ℃ 延伸

5 min，16 ℃条件下保存上述 PCR 产物，并用 1 %
琼脂糖凝胶电泳进行分析鉴定。

1.2.2 重组质粒 PET28a-TAT-RABGEF1 的建立

和阳性克隆鉴定 取 TAT-RABGEF1 PCR回收产

物和 PET-28a载体各 15 μL，用XhoⅠ与HindⅢ双

酶切，37 ℃反应 3 h。酶切产物经 1% 凝胶电泳

后，切取含有目的基因及载体的凝胶条带回收，

向反应体系中加入T4 DNA Ligase 1 μL，16 ℃反应

1 h，将目的片段与载体连接。连接产物转化至预

先制备好的大肠埃希菌感受态细胞 DH5α，菌悬

液涂布于卡那（Kan，100 μg/mL）的 LB 平板上，

37 ℃培养过夜。次日从平板上挑取若干单克隆

于 3 mL LB管中摇床过夜培养，分别提取两种质

粒加入 XhoⅠ与HindⅢ双酶 37 ℃酶切 2 h。酶切

产物用含溴化乙锭（EB）的 1％琼脂糖凝胶电泳分

离。筛选含有目的片段的阳性质粒进行测序，挑

选阳性克隆并保存。

1.2.3 TAT-RABGEF1 原核表达和蛋白纯化、定

性 将重组质粒 PET28a-TAT-RABGEF1 转化至

E.coli Rosetta（DE3）中，形成稳定的高表达菌株。

挑取菌落划线培养于含卡那（Kan，终浓度 100 μg/
mL）的 LB 平板上，37 ℃培养箱中倒置培养过夜

（12~16 h）。进行预培养和扩大培养，使其光密度

D600nm 达到 0.4~0.8，加入 2.5 mL 100 mmol/L 诱导

剂 IPTG（异丙基硫代半乳糖苷），使其终浓度为

0.5 mmol/L，18 ℃诱导培养过夜。次日收集细菌，

4℃ Tris 裂解液及超声裂菌（超声破碎 8 s，间隔

10 s，超声 30次，功率为 200 W），离心 30 min（离

心力 10 000 ×g）收集上清加入 1 mL lysis buffer预
处理过的 Ni-NTA beads 亲和层析柱纯化，wash
buffer 洗 2 遍，elution buffer（50 mmol/L NaH2PO4，

300 mmol/L NaCl，250 mmol/L imidazole，adjusted
to pH 7.4 with NaOH）洗脱下目的蛋白至 1.5 mL
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EP 管中，洗脱 4 ~ 5 次，BCA 法定量测定蛋白浓

度，产物进行 SDS-PAGE电泳纯化鉴定和 western
blot定性分析。

1.2.4 融合蛋白的毒性分析 CCK-8法检测细胞

增殖来分析融合TAT-RABGEF1对P815细胞的毒

性。将 P815细胞置于含胎牛血清的 RPMI-1640
培养基，CO2培养箱（5% CO2、饱和湿度、37 ℃）培

养，设置实验分组为对照组（加入等容量 PBS），

TAT-RABGEF1 蛋白（终浓度分别为 0.1、1、10
μmol/L）。各分组细胞进行消化后吹打散细胞，计

数，调整细胞浓度为 1×105个/mL，分到 96孔板，每

孔 100 μL，即每孔细胞为 1×104个。收集各个时

间点的细胞（12、24、48 h）加入 CCK-8溶液，酶标

仪D450nm读板，以此计算各实验组细胞生存率。

1.2.5 融合蛋白的转导活性检测 将 P815细胞

置于含胎牛血清的 RPMI-1640培养基，CO2培养

箱中复苏培养（5% CO2、饱和湿度、37 ℃），分别加

入纯化后无菌过滤的 TAT-RABGEF1 融合蛋白定

量至 0.1、1、10 μmol/L，并用FluoReporter FITC Pro⁃
tein Labeling Kit 标记，作用于 P815细胞 3 h，PBS
洗去培养液的细胞，40 g/L多聚甲醛溶液固定 30
min，PBS 洗 3 遍，DAPI（6-Diamidino-2-phenylin⁃
dole dihydrochloride hydrate）染色剂避光孵育 5 min
后荧光抗淬灭剂封片，镜检，拍照观察荧光在细胞

内的分布。实验分组为：对照组，FITC 组，0.1
μmol/L TAT-RabGEF1-FITC 组，1 μmol/L TAT-
RabGEF1- FITC 组 ，10 μmol/L TAT- RabGEF1-
FITC组。每组样本随机选择细胞用荧光分光光

度计（激发波长 488 nm，发射波长 525 nm）进行荧

光定量分析。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 13.0 软件包处理数据，计量资料以

x ± s表示，细胞毒性分析采用重复测量资料方差

分析，细胞荧光定量分析采用 t检验，以P<0.05为

有统计学意义。

2 结 果

2.1 TAT-RabGEF1基因的RT-PCR扩增

经 RT-PCR 扩增的 TAT-RabGEF1 产物经琼

脂糖凝胶电泳后，可见大小约 1 500 bp（1 503 bp）
的单一清晰条带，与预计的TAT-RabGEF1基因片

段相符（图 1）。

2.2 重组质粒PET28a-TAT-RabGEF1的酶切

鉴定

PET28a-TAT-RabGEF1质粒经XhoI与HindⅢ
双酶切鉴定结果如图 2 所示。结果表明 TAT-
RabGEF1（1 503 bp）在相应的位置切出一条目的

条带，说明筛到的克隆有阳性克隆，选取RabGEF1
阳性质粒去测序。阳性重组质粒测序结果与Gen⁃
bank中的全长的基因序列比对显示该质粒中含有

小鼠 TAT-RabGEF1基因的开放式阅读框架。测

序结果进行 Blast 比对，结果表明 TAT-RabGEF1
已成功克隆至PET-28a载体中，与NCBI上已知序

列进行BLAST 100%一致。

2.3 融合蛋白的表达与纯化

2.3.1 TAT-RabGEF1 蛋白的 Western blot 分析鉴

定 将构建好的PET28a-TAT-RabGEF1原核表达

载体转化E.coli Rosetta（DE3）表达菌株，诱导蛋白

表达。Native条件下纯化目的蛋白，western blot结
果纯化后的融合蛋白与 RabGEF1抗体结合。结

果见图 3。
2.3.2 TAT-RabGEF1 蛋白的 SDS-PAGE 分析鉴

定 重组载体转化E.coli Rosetta（DE3）菌在 18 ℃
经 0.5 mmol/L IPTG诱导后，总菌体蛋白在 57 ku处
有明显增粗条带，与预期的重组表达融合蛋白大

M1 1 M2
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2 000
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1 000
500

11 503503 bpbp

M1：DL2000 DNA Marker ；1：RT - PCR products of TAT-
RabGEF1 gene；M2：1 kb DNA Marker

图 1 TAT-RabGEF1基因 PCR 电泳结果

Fig.1 Analysis of RT-PCR products of TAT-RabGEF1
gene by agarose gel electrophoresis

bp bp
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表 1 TAT-RabGEF1对P815细胞生存率的影响

Table 1 Effect of TAT-RabGEF1 of different
concentrations on the viability of P815 cells

（x ± s，%，n=5）

Action time

12 h
24 h
48 h

Control

100
100
100

TAT-RabGEF1
0.1 μmol/L
98.3±5.2
99.7±6.8
95.6±5.7

1 μmol/L
98.4±6.8
95.8±4.3
95.2±5.0

10 μmol/L
97.3±6.8
96.8±5.6
96.6±4.6

小一致，而未诱导菌在相应位置没有蛋白表达（图

4）。同时对诱导表达的蛋白进行了溶解性分析，

发现目的蛋白主要存在于上清中。

2.4 融合蛋白TAT-RabGEF1细胞毒性检测

不同浓度的融合蛋白 TAT-RabGEF1（0、0.1、
1、10 μmol/L）作用 12、24、48 h，对 P815细胞生存

率无影响（F=1.55，P=0.24>0.05），说明融合蛋白

TAT-RabGEF1对P815细胞无毒性作用（表 1）。

2.5 融合蛋白TAT-RabGEF1进入P815细胞的

转导活性检测

加入 FITC 标记 TAT-RabGEF1 蛋白达到 0.1
μmol/L时，已有少量蛋白进入细胞；当加入量达

到 1 μmol/L时，近 100%的细胞中可以检测到FITC
标记的 Tat-RabGEF1融合蛋白；而当再提高加入

M1：1 kb DNA ladder marker；1：recombinant vector，PET28a-
TAT- RabGEF1；2：Recombinant vector digested by Hind Ⅲ F +
XhoIR ；M2：DL2000 marker
图 2 重组质粒HindⅢF酶和XhoIR酶双酶切产物电泳

结果

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of recombinant
vector，PET28a-TAT-RabGEF1 digested by restriction

enzymes HindⅢF and XhoIR
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图 3 融合蛋白western blotting 结果

Fig.3 Identification of fusion protein products by
western blotting

RabGEF1（57 ku）

GAPDH（146 ku）

M：Protein marker；1：products expressed by E.coli without in⁃
duction of IPIG；2：products expressed by E.coli with 0.5 mmol/L
IPIG；3：0.5 mmol/L IPIG without pET28a expression vector。
图 4 融合蛋白 TAT-RabGEF1蛋白 SDS-PAGE电泳

结果

Fig.4 SDS- PAGE analysis of fusion protein TAT-
RabGEF1

M 1 2 3

60 ku

43 ku

5757 kuku
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表 2 TAT-RabGEF1转导P815细胞荧光定量分析

Table 2 Quantitative analysis of the transduction
efficiency of TAT-RabGEF1 into P815 cells with

fluorescence detection （x ± s，n=5）

Control
4.6±1.4

FITC
5.8±2.4

TAT-RabGEF1
0.1 μmol/L
57.1±8.41）

1 μmol/L
142.2±21.81）2）

10 μmol/L
145.0±24.11）2）

1）P<0.05 vs Control；2）P<0.05 vs TAT-RabGEF1 0.1 μmol/L）

的蛋白量（达到 10 μmol/L）时，进入细胞的阳性率

和荧光强度均未有明显变化，说明当蛋白加入量

达到 1 μmol/L时，蛋白进入细胞已达到饱和。荧

光定量分析结果见表 2。图 5所示为加入蛋白量

为 0及 1 μmol/L时，3 h后蛋白进入细胞的情况。

3 讨 论

肥大细胞是机体获得性免疫的重要成员，其

胞浆内含有大量颗粒物质，激活时释放组胺、5-
羟色胺、类胰蛋白酶、白三烯及趋化因子等多种介

质。研究发现肥大细胞参与多种炎症性疾病的发

生发展，抑制肥大细胞功能有助于减少机体炎症

反应，减轻各种急慢性组织器官损伤，防止组织纤

维化和结构重建［5］。目前抑制肥大细胞功能的药

物或方法并不完善。如，苯并-γ-吡喃酮和奈多

罗米钠虽可抑制肥大细胞脱颗粒，但这种抑制程

度取决于肥大细胞类型和药物剂量等因素；色甘

酸钠虽被证实能抑制鼠肥大细胞分泌炎症介质，

但其对人肥大细胞的作用有待深入研究［6］。最新

研究［3］发现，RabGEF1可以有效阻断肥大细胞抗

原-IgE 交联的 FcεRI［7］途径中 RAS 蛋白相关的

信号通路［8-10］，促使RAS蛋白失活，且可调节 SCF/
c-kit R途径产生的生物学效应，从而抑制肥大细

胞功能。而且RabGEF1蛋白结构简单，对人细胞

无毒性，不影响基因组结构和表达，若能进入细胞

发挥作用则能从“源头”阻断肥大细胞激活途径，

抑制肥大细胞功能。

生物大分子跨膜转运的给药方法包括显微注

射法［11-12］、病毒载体介导［13-14］、脂质体介导［15-16］、电

穿孔法［17-18］等。这些方法因安全性不高，转运效

率低，细胞结构破坏大等缺点，应用受到限制。蛋

白转导作为新型的生物大分子给药方式，高效安

图 5 TAT-RabGEF1蛋白转导P815细胞倒置荧光显微镜显示（×200）
Fig.5 Results of transduction of TAT-RabGEF1 into P815 cells shown by flurescent inverted microscope（×200）
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全。TAT是天然存在的转导蛋白结构域，可转导

分子量超过 100 ku的蛋白质［19］和 DNA［20］分子跨

越生物膜，包括血脑屏障。相比于VP22重组质粒

转染，TAT融合蛋白具有以下优点［21］：不影响原细

胞基因组结构；精准控制加入转化介质的蛋白浓

度来控制胞内蛋白浓度；由于蛋白入胞时间快速，

可控制作用时间和作用效果。因此，本研究构建

PET28a-TAT-RabGEF1 重组质粒载体，在 E.coli

Rosetta（DE3）菌株中高效表达并纯化融合蛋白，

研究 TAT-RabGEF1融合蛋白对肥大细胞的跨膜

转导活性。

结果表明本实验利用原核表达系统成功建立

了PET28a-TAT-RabGEF1重组载体并高效表达出

融合蛋白 TAT-RabGEF1，SDS-PAGE显示清晰条

带，蛋白产物相对分子质量为 57 ku，与预设的蛋

白质量相符；Western blot 显示原核表达产物与

RabGEF1抗体相结合。在转导活性检测试验中，

选用了小鼠肥大细胞瘤细胞 P815，这是在肥大

细胞体外脱颗粒模型和炎症性、过敏性疾病研

究中应用最广泛的细胞系［22］，相比于 RBL-2H3
和 Ku812细胞，P815细胞在相同刺激条件下，脱

颗粒反应和炎症介质释放时间更早，且反应程度

更显著，具有更高的灵敏度［23-24］，这一细胞系是用

于转导活性检测和后续对 RabGEF1蛋白转导在

肥大细胞激活途径中的机制研究的最优选择。利

用小鼠 P815 细胞与不同浓度融合蛋白相互作

用，发现在作用时间为 3 h，1 μmol/L浓度的融合

蛋白TAT-RabGEF1，37 ℃、5% CO2培养条件下，免

疫荧光检测法发现融合蛋白完全进入细胞内，呈

饱和状态；CCK-8细胞检测法显示细胞在不同浓

度（0、0.1、1、10 μmol/L）融合蛋白 TAT-RabGEF1
作用下生存率无统计学差异，提示融合蛋白对小

鼠 P815细胞无细胞毒性。本实验中重组载体转

入 E.coli Rosetta（DE3）菌株时表达蛋白过程在

18 ℃、0.5 mmol/L IPTG诱导条件下融合蛋白表达

的产物纯度和浓度均可达到实验要求，原核表达

蛋白纯化的条件已经达到相对优化的水平。本试

验尚未研究TAT与蛋白之间的量效关系以及蛋白

转导进入细胞时的培养条件对TAT转导活性的影

响，今后可在这一问题上加以探讨。

本研究通过对 TAT-RabGEF1原核表达载体

的构建，蛋白产物的纯化和分析，证实了TAT分子

的跨膜转运作用；所获取的高纯度 TAT-RabGEF1
融合蛋白为下一步研究 RabGEF1在肥大细胞激

活途径中的作用及相关炎症性疾病中的防治机制

等提供了物质基础。
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