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摘  要 : 旨在利用细胞穿膜肽 TAT 的穿膜作用和细胞珠蛋白 (Cytoglobin, Cygb) 的抗衰老、抗纤维化的功能，

将二者通过基因工程的手段融合在一起，以期获得能够穿透细胞屏障的 Cygb。通过两次重叠 PCR 技术获得了

TAT-Cygb DNA，将其插入原核表达载体 pET22b 质粒中，转化至大肠杆菌 BL-21, 筛选出可表达 TAT-Cygb 融

合蛋白的大肠杆菌工程菌株。经乳糖诱导表达 TAT-Cygb，CM 阳离子交换层析  (CM Sepharose Fast Flow 

Protocol) 获得纯度高达 95%的 TAT-Cygb 融合蛋白，分子量约 23 kDa。生物活性实验显示，TAT-Cygb 过氧化

物酶比活力达到(422.30±0.36) U/mg。TAT-Cygb预处理的Hacat细胞可免受H2O2氧化应激的损伤 (RGR=100%)，

同时 TAT-Cygb 可治疗已被 H2O2氧化损伤的细胞 (RGR=98%)，与 Cygb 处理组相比具有显著差异 (RGR=79%)。

该研究首次成功利用大肠杆菌表达系统表达了可穿透细胞膜的、有生物活性的 TAT-Cygb 融合蛋白，为继续开

展 Cygb 在抗衰老、抗纤维化和抗癌领域的研究奠定了基础。 

关键词 : 细胞穿膜肽，细胞珠蛋白，融合蛋白，纯化，氧化应激 
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Abstract:  The aim of this study was to obtain a cell-penetrating cytoglobin (Cygb), which combines the transmembrane 

function of cell-penetrating peptides TAT with the anti-aging and anti-fibrotic role of cytoglobin. The Cygb gene was 

complexed with TAT gene by overlapping PCR, inserted into the vector pET22b to construct the recombinant expression 

plasmid (pET22b-TAT-Cygb) and then transformed into Escherichia coli BL21 (DE3). The fusion protein TAT-Cygb, 

whose expression was induced by lactose, was purified by CM Sepharose Fast Flow Protocol and verified by Western 

blotting. The final TAT-Cygb had a molecular weight of 23 kDa with 95% purity, as shown by SDS-PAGE. As 

demonstrated by bioactivity experiments, TAT-Cygb exhibited a high specific peroxidase activity up to (422.30±0.36) U/mg. 

Both TAT-Cygb and Cygb pretreatment group could protect Hacat cells against oxidation of H2O2, but only TAT-Cygb 

treatment group could remedy cells injuried by H2O2 (RGR=98%), which was significantly different from Cygb treatment 

group (RGR=79%). We successfully obtained the bioactive and cell-penetrating fusion protein TAT-Cygb that has the 

potential application in anti-aging, anti-fibrotic and anti-cancer. 

Keywords:  cell-penetrating peptides, cytoglobin, fusion protein, purification, oxidative stress 

细胞珠蛋白 (Cytoglobin, Cygb) 是由 190

个氨基酸组成、分子量为 21.4 kDa 的一种细胞

内球蛋白，在高等脊椎动物各组织中广泛分布[1]，

最初由 Kawada 等在大鼠肝星状细胞 (Hepatic 

stellate cells，HSC) 中发现[2]。研究表明 Cygb

具有过氧化物酶活性，可清除氧自由基，因此

可保护组织免受氧化应激的损伤[3-6]。本课题组

曾通过 siRNA 干扰内源性 Cygb 基因，在人肝

星状细胞系 LX-2 内过表达 Cygb，证明内源性

Cygb 对过氧化氢及铁过载两种氧化应激模型导

致的肝星状细胞损伤都具有显著性的保护作

用，而体外 Cygb 对细胞内的活性氧清除效果不

理想，推测与 Cygb 进出细胞缺乏相应的主动运

输机制有关[7]。因此体外表达的 Cygb 成功进入

细胞便成为发挥 Cygb 作用的前提和关键。 

细胞穿膜肽，即 CPPs，又称为蛋白转导域

或膜转导肽，是一种由 30 个或者更少氨基酸组

成的能够穿透细胞膜的多肽，能够运载生物活

性物质如肽、蛋白、反义核苷酸和脂质体等许

多物质[8-10]。TAT 是最短的 CPPs 之一，含有 11

个氨基酸，已证明通过 TAT 的 N 端连接的融合

蛋白能够在体外转导几乎所有检测过的细胞类

型[11-13]。本实验通过将 TAT 与人源 Cygb 融合

表达，使 Cygb 在 TAT 介导下转入细胞，并表现

出很好的过氧化物酶等生物活性，有望应用于

护肤品行业，同时促进了 Cygb 在抗衰老、抗纤

维化和抗癌方面的研究[14-15]。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

人 Cygb 质 粒 、 pET22b(+) 、 大 肠 杆 菌

Escherichia coli DH5α 和 E. coli BL21 (DE3) 均
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为本实验室保存。Pfu、T4 DNA 连接酶、DNA

纯化凝胶回收试剂盒购自碧云天生物技术有限

公司。NdeⅠ、EcoRⅠ购自大连宝生物工程有限

公司。1 kb DNA Ladder 购自北京索莱宝科技有

限公司。DNA Marker V 购自北京庄盟国际生物

基因科技有限公司。基因工程引物 TAT-1、TAT-2

和 TAT-3 由上海赛百盛基因技术有限公司合成。

鼠抗 Cygb 一抗和羊抗鼠 HRP-IgG 抗体购自

Santa Cruz。CM-Sepharose 购自 GE 医疗生物科

学公司。人正常肝细胞株 Chang Liver 购自复旦

大学。人永生化角质细胞 Hacat 购买自中国科学

院昆明细胞库。 

1.2  方法 

1.2.1  原核表达载体 pET22b-TAT-Cygb 的构建 

通过两次 PCR，利用特异引物基因序列 (表

1) 将编码穿膜肽 TAT (YGRKKRRQRRR)以及

TAT 和 Cygb 之间的 Linker (GGGGSGGGGS) 的

核苷酸序列添加到 Cygb 基因的 5′端，并在引物

TAT-2 和 TAT-3 中分别加入 NdeⅠ和 EcoRⅠ限制

性酶切位点。第一次 PCR 以人 Cygb 质粒为模板，

用上游引物 TAT-1 和下游引物 TAT-3 进行扩增；

第二次 PCR 以经凝胶回收的第一次 PCR 产物作

为模板，用上游引物 TAT-2 和下游引物 TAT-3 扩

增，得到 TAT-Cygb 成熟蛋白对应的 DNA。目的

片段回收、酶切后插入至 pET22b(+) 载体的

NdeⅠ/EcoRⅠ位点之间。转化入 E. coli DH5α 后

经菌落 PCR、酶切等方法筛选出符合要求的阳

性克隆，委托南京金斯瑞公司对 pET22b(+)中插

入的 TAT-Cygb 基因序列进行测序。 

1.2.2  TAT-Cygb 融合蛋白的诱导表达与纯化 

将 pET22b-TAT-Cygb 表达载体转入感受态

的 E. coli BL21 宿主菌，菌落 PCR 鉴定。取阳

性克隆接种于乳糖诱导培养基中培养 20 h，   

10 000 r/min 离心收集菌体沉淀，并置于–80 ℃

和 4 ℃反复冻融两次裂解细菌，用 Tris-HCl 上样

缓冲液 (20 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0) 重悬全菌

蛋白。15 000 r/min、4 ℃离心 15 min 收集上清。

由于 TAT 中含有多个带正电的氨基酸，使融合蛋

白 TAT-Cygb 等电点升高，因此可通过阳离子交

换层析 (CM Sepharose Fast Flow Protocol) 纯化

蛋白。样品过柱后，用清洗缓冲液 (20 mmol/L 

Tris-HCl，100 mmol/L NaCl，pH 8.0) 洗去杂蛋

白，再用洗脱缓冲液  (20 mmol/L Tris-HCl，   

500 mmol/L NaCl，pH 8.0) 洗脱，收集唯一的洗

脱峰即为融合蛋白。经 Sephadex G-25 凝胶过滤

层析脱盐后，SDS-PAGE 电泳检测纯度。 

1.2.3  免疫印迹鉴定 

纯化的融合蛋白经 SDS-PAGE 分离后电转

至硝酸纤维素膜上，用 5%脱脂奶粉封闭 2 h，

滴加鼠抗 Cygb 一抗 (1  300)，4 ℃孵育过夜，

TBST 洗膜 3 次，再滴加 HRP 标记的羊抗鼠抗

体 (1  1 000)，37 ℃孵育 2 h，TBST 和 PBS

各洗膜 3 次，最后使用 BeyoECL 荧光检测试剂

检测目的蛋白，X 胶片曝光后显影、定影。 
 

表 1  构建融合蛋白 TAT-Cygb 原核表达载体所用引物序列 

Table 1  Primer sequences for the construction of TAT-Cygb expression vectors  
Primer name Primer sequence (5–3) 

TAT-1 CGTCGTGGTGGTGGTGGTAGCGGTGGTGGTGGTAGCATGGAGAAAGTGCCAGGCGAG 

TAT-2 AGACATATGTACGGTCGTAAAAAACGTCGTCAGCGTCGTCGTGGTGGTGGTGGTAG 

TAT-3 AGAGAATTCCTACGGCCCCGAAGAGGG 

Restriction sites were underlined, the nucleotide sequence of linker and TAT in TAT-1 and TAT-2 were covered with shading respectly. 
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1.2.4  细胞免疫化学验证 TAT-Cygb 的穿膜能力 

取对数生长期的 Chang liver 细胞消化后，

按 30 000 细胞/孔接种于 24 孔板中，2 mL/孔。

培养 48 h 后，加药作用细胞，空白对照加无血

清培养基，阴性对照加 10 μmol/L Cygb 的无血

清培养基，实验组加含 10 μmol/L TAT-Cygb 的

无血清培养基。加药作用 1.5 h 后，PBS 洗 3 次；

固定液室温作用 15 min 后，PBS 洗 3 次；通透

液室温孵育 20 min 后，PBS 洗 3 次；内源性过

氧化物酶阻断剂室温作用 15 min 后，PBS 洗 3

次；封闭液 37 ℃孵育 1 h 后，PBS 洗 3 次；加

入抗 Cygb 鼠抗 (1∶200) 4 ℃孵育过夜后，PBS

洗 3 次；加入 HRP 标记的羊抗鼠抗体 (1∶1 000) 

37 ℃孵育 2 h 后，PBS 洗 3 次。DAB 方法进行

显色，具体方法见迈新 DAB 显色试剂盒。显色

完全后用中性树脂封藏。 

1.2.5  表达产物活性分析 

1) TAT-Cygb 蛋白过氧化物酶活性的测定：

利用愈创木酚法测定重组TAT-Cygb蛋白的过氧

化物酶活性。将波长 470 nm 处反应体系每分钟

吸光值 A 变化 0.01 定义为一个过氧化物酶活力

单位。每毫克蛋白所含的酶活力单位数为比活

力。实验重复 3 次，得出纯化后的重组 TAT-Cygb

蛋白过氧化物酶活性。 

2) TAT-Cygb 对人永生化角质细胞 Hacat 增

殖的影响：取对数生长期的 Hacat 细胞消化后，

按 10 000 细胞/孔接种于 96 孔板中，100 μL/孔。

贴壁后加入 TAT-Cygb 蛋白 (终浓度依次为 10、

20、30、40、50、60 mg/L)，对照组加等体积

PBS，于 37 ℃作用 48 h，PBS 洗 3 次，加入 10 μL 

5 mg/mL MTT (工作浓度 0.5 mg/mL)，37 ℃孵育

4 h。弃掉 MTT，加 DMSO 150 μL，微量振荡器

上振荡 10 min。以 DMSO 调零，在酶联免疫检测

仪于 492 nm 波长测定 OD 值，参照波长 630 nm。 

3) TAT-Cygb 蛋白抗氧化作用：利用 H2O2 对

Hacat 细胞的氧化模型来研究 TAT-Cygb 蛋白抗

氧化作用。取对数生长期的 Hacat 细胞消化后，

按 10 000 细胞/孔接种于 96 孔板中，100 μL/孔。

贴壁后加入终浓度为 200 μmol/L的 H2O2于 37 ℃

作用 48 h，进行 MTT 检验。TAT-Cygb (60 mg/L，

20 mg/L) 或 Cygb (60 mg/L，20 mg/L) 分别于

H2O2 处理前 30 min 或 H2O2 处理后 30 min 加入

培养液中。 

2  结果与分析 

2.1  表达载体 pET22b-TAT-Cygb 的构建与

鉴定 

通过两次 PCR 法从人 Cygb 质粒中扩增

Cygb 基因序列，并连接上穿膜肽 TAT 序列得到

TAT-Cygb 序列，回收 DNA 片段长度约 654 bp，

与预计值相符。将 Nde /Ⅰ EcoRⅠ酶切 PCR 产物

插入 pET22b (+)，成功构建 pET22b-TAT-Cygb

原核表达载体，并转化至 E. coli DH5α 感受态细

胞。菌落 PCR、质粒酶切图谱 (图 1A) 及测序

结果显示 pET22b-TAT-Cygb 重组质粒构建   

成功。 

2.2  TAT-Cygb 融合蛋白的表达纯化与鉴定 

将 pET22b-TAT-Cygb 表达载体转入感受态

的 E. coli BL21 宿主菌，涂布 LB 平板，经菌落

PCR 扩增出的 654 bp 片段的菌落为阳性克隆 

(图 1B)。菌体裂解后的上清，经过阳离子交换 

(CM Sepharose Fast Flow Protocol) 层析，并经

Sephadex G-25 凝胶过滤层析脱盐、过滤除菌后

就得到 TAT-Cygb 蛋白原液。通过该纯化工艺，

可以获得纯度大于 95%的 TAT-Cygb 蛋白。纯化

过程中 TAT-Cygb 蛋白产物的纯度分析见图 2A。
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目的蛋白 TAT-Cygb 蛋白分子量约为 23 kDa，由

于 TAT 中 碱 性 氨 基 酸 比 例 较 高 ， 使 其 在

SDS-PAGE 上的迁移率变小，因此显示的分子量

略有偏大。Western blotting 分析表明，TAT-Cygb

融合蛋白可与鼠抗 Cygb 发生特异性反应，说明

纯化的融合蛋白是有活性的 TAT-Cygb (图 2B)。

用 BCA 蛋白检测试剂盒测定 TAT-Cygb 蛋白原

液浓度为 2.105 g/L。 
 

 
 

图 1  重组表达质粒 pET22b-TAT-Cygb 和 BL21 阳性转化子的鉴定 

Fig. 1  Identification of recombinant expression vector pET22b-TAT-Cygb and BL21 positive transformants. (A) PCR and 
restriction analysis of pET22b-TAT-Cygb. 1: DNA marker V; 2: 1 kb DNA ladder; 3: pET22b-TAT-Cygb digested with 
EcoRⅠand Nde . (B) PCR analysis of BL21 positive transformants. 1: Ⅰ DNA marker V; 2: BL21/pET22b-TAT-Cygb cDNA. 
 

 
 

图 2  融合蛋白 TAT-Cygb 的纯化及 Western blotting 分析 

Fig. 2  Analysis of the TAT-Cygb fusion proteins purified by CM Sepharose Fast Flow Protocol. (A) SDS-PAGE 
analysis. 1: protein marker; 2: flow-though; 3: the eluted fractions with 100 mmol/L NaCl; 4: the eluted fractions with 
500 mmol/L NaCl; 5: lysate of E. coli BL21 transformed with pET22b-TAT-Cygb; 6, 7: supernatant and sediment of 
lysate from E. coli BL21 transformed with pET22b-TAT-Cygb. (B) Western blotting analysis. 1: sample from 
BL21/pET22b; 2: sample from BL21/pET22b-TAT-Cygb. 
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2.3  细胞免疫化学 

将人正常肝细胞株 Chang Liver 分别用含一

定浓度 Cygb 和 TAT-Cygb 的无血清 DMEM 处理

后的细胞免疫化学结果表明，Cygb 处理组细胞

内 Cygb 含量与空白对照组相差不大，细胞中含

有少量的内源性 Cygb 蛋白，呈略微的淡棕黄色 

(图 3A，3B)；而 TAT-Cygb 处理组细胞与空白

对照组和Cygb处理组相比，着色程度明显加深，

说明穿膜肽TAT可以很好地运输Cygb进入细胞 

(图 3C)。 
 

 
 

图 3  ICC 鉴定 TAT-Cygb 的穿膜作用 

Fig. 3  Transmembrane ability of TAT-Cygb identified by immunocytochemistry. (A–C) The level of Cygb in Chang 
Liver. (A1, A2) control Chang Liver. (B1, B2) Chang Liver treated with Cygb. (C1, C2) Chang Liver treated with 
TAT-Cygb. (A1, B1, C1 magnification 10×; A2, B2, C2 magnification 40×). 
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2.4  活性分析 

2.4.1  过氧化物酶活性测定 

利用愈创木酚法测得纯化后的 TAT-Cygb 蛋

白的过氧化物酶的比活为(422.30±0.36) U/mg。 

2.4.2  TAT-Cygb 对人永生化角质细胞 Hacat

增殖的影响 

如图 4 所示，随着作用于细胞的 TAT-Cygb

浓度增大，细胞相对增殖率呈小幅上升趋势，

表明在一定浓度范围内，TAT-Cygb 不仅对 Hacat

细胞无毒性，还有助于提高细胞增殖能力。 

2.4.3  TAT-Cygb 对氧化反应引起的细胞损伤

的作用 

如图 5 所示，200 μmol/L H2O2 对 Hacat 细

胞表现出明显的毒性，抑制率约 24%。在预处

理 TAT-Cygb 和 Cygb 蛋白实验组中，高、低浓

度的 TAT-Cygb 和 Cygb 蛋白都能在一定程度上

保护细胞免受H2O2氧化应激损伤；在提前 30 min

加入 H2O2 处理的治疗性实验组中，高、低浓度

的 TAT-Cygb 蛋白能缓和 H2O2 对细胞造成的损

伤 ， 细 胞 相 对 增 殖 率 分 别 为 98% 和 88% 

(P<0.01)，而加入 Cygb 蛋白的细胞相对增殖率

仅为 79%，与 H2O2 氧化应激模型组相比未表现 
 

 
 

图 4  TAT-Cygb 蛋白对 Hacat 细胞增殖的影响 

Fig. 4  Effects of TAT-Cygb protein on Hacat cell 
proliferation. **P<0.01. 

 
 

图 5  TAT-Cygb 蛋白的抗氧化作用 

Fig. 5  The antioxidation of TAT-Cygb protein. 1: 
normal control; 2: 200 μmol/L H2O2; 3: 20 mg/L 
protein before 200 μmol/L H2O2; 4: 60 mg/L protein 
before 200 μmol/L H2O2; 5: 20 mg/L protein after   
200 μmol/L H2O2; 6: 60 mg/L protein after 200 μmol/L 
H2O2. *P<0.05; **P<0.01. 
 

出显著性差异 (P>0.05)。这表明与 TAT-Cygb 相

比，Cygb 由于缺乏主动进入细胞的能力，只能

在预处理 Cygb 的情况下保护细胞，并不能治疗

被 H2O2 作用 30 min 后损伤的细胞，而 TAT-Cygb

蛋白不仅可以保护细胞免受氧化攻击，还能穿

透细胞屏障治疗已氧化损伤的细胞。 

3  讨论 

体外表达胞内 Cygb 已经有不少成功的报 

道[16-20]，但 Cygb 作为一种胞浆蛋白，尚缺乏进

出细胞相应的主动运输机制[21-24]。本实验采用

基因工程手段在 Cygb 蛋白上连接小分子穿膜

肽 TAT，即可促使胞内蛋白 Cygb 穿透细胞膜进

入胞内发挥生物学功能。通过构建 pET22b-TAT- 

Cygb/E. coli BL21 表达工程菌，采用廉价的乳糖

诱导培养基成功诱导表达 TAT-Cygb 蛋白。由于

TAT 含有多个带正电的氨基酸，使得 TAT-Cygb

融合蛋白等电点升高，下游纯化非常方便，粗

分离的蛋白只需经过一步 CM Sepharose Fast 
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Flow Protocol 层析就能得到纯度高达 95%的目

的蛋白。 

因 TAT-Cygb 蛋白的融合性，需要分别考察

组成 TAT-Cygb 的蛋白或多肽部分的活性。只有

确定了 TAT 能够将 Cygb 导入细胞，才能考究

Cygb 对于细胞的作用。本实验首先利用 Western 

blotting 确定了 TAT-Cygb 能与 Cygb 抗体结合，

再通过免疫细胞化学实验证明了TAT-Cygb的穿

膜能力。这在考察 TAT 穿膜能力的同时验证了

TAT-Cygb 中 Cygb 结构和功能的正确性。 

Cygb 蛋白具有过氧化酶活性及氧自由基清

除剂的作用。本课题组曾用重组 Cygb 蛋白作用

于过氧化氢氧化应激损伤的肝星状细胞，发现

Cygb 蛋白对氧化损伤细胞无明显治疗作用[7]，

推测Cygb蛋白因缺乏细胞表面受体或其他的主

动运输机制，较难被细胞吸收并在胞内发挥作

用。因此，本实验借助穿膜肽 TAT 的功能，将

TAT-Cygb 融合蛋白作用于氧化损伤的人永生化

角质细胞 Hacat，证明 TAT-Cygb 不仅可以保护

细胞免受氧化应激的损伤，还能治疗已损伤的

细胞。这进一步验证了 TAT-Cygb 可以穿透细胞

膜进入细胞发挥抗氧化的作用。 

本实验创新性地将穿膜肽 TAT与 Cygb融合

表达，克服了胞内蛋白 Cygb 无法穿透细胞膜发

挥生物学功能的难题，使 Cygb 蛋白在细胞内发

挥抗氧化、消除自由基、增加胶原表达、促进

新生血管生成和抗炎症等功能成为可能。本文

为研究 Cygb 在抗氧化、抗炎症、抗肝纤维化和

抗癌领域的作用和具体机制奠定了基础，为加

速药物新靶点开发提供了理论依据。 
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