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摘　要：八聚体结合转录因子４（ｏｃｔａｍｅｒｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，Ｏｃｔ４）在干细胞多能性维持、胚胎早期发
育和体细胞重编程等过程中具有重要作用，构建团头鲂 ｏｃｔ４基因真核表达载体可为进一步研究该基因的功
能提供实用工具。通过ＰＣＲ方法从含有团头鲂ｏｃｔ４基因开放阅读框序列的载体 ｐＣＳ２＋Ｍａｏｃｔ４中获得基因
编码片段，连入真核表达载体ｐＣＶｐｒ，构建重组的融合表达载体 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ；经酶切和测序鉴定后，采
用脂质体法将该载体转染ＨｅｐＧ２细胞，观察到细胞中红色荧光主要定位于细胞核，并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法
分析融合蛋白的正确表达。成功构建了团头鲂ｏｃｔ４基因荧光真核表达载体ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ，该载体可用于
真核细胞的核定位标记，为后续研究鱼类ｏｃｔ４基因的作用机制奠定了基础。
关键词：团头鲂；ｏｃｔ４；真核表达载体；亚细胞定位
中图分类号：Ｓ９１７．４　　　文献标志码：Ａ

　　八聚体结合转录因子 ４（ｏｃｔａｍｅｒｂｉｎｄｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，Ｏｃｔ４）属于 ＰＯＵ（ＰｉｔＯｃｔ
Ｕｎｉｃ）转录因子家族第Ⅴ亚组，是最重要的维持
胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）多潜能
性和自我更新的关键转录因子之一，在 ＥＳＣｓ分
化为特定细胞系的过程中处于中心地位［１２］。

Ｏｃｔ４主要在一些具有全能性的未分化细胞中表
达，如 ＥＳＣｓ、早期胚胎卵裂球、原始生殖细胞
（ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌｇｅｒｍｃｅｌｌｓ，ＰＧＣｓ）、间充质干细胞
等［３６］。当细胞发生分化时，Ｏｃｔ４的表达会随之
下降或消失［７］。Ｏｃｔ４可与转录因子 Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４和
Ｍｙｃ（ＯＳＫＭ）一起将小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）成纤维细
胞重 编 程 为 诱 导 多 潜 能 干 细 胞 （ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌ，ｉＰＳＣ）［８９］，且这些因子中
Ｏｃｔ４是形成ｉＰＳＣ不可缺少的基因［１０］。Ｏｃｔ４缺失
后小鼠囊胚内细胞团细胞易失去多能性；身体轴

的正常定位和随后的谱系分化均受到干扰［１１１２］。

Ｏｃｔ４不但可以调控多个维持自我更新和多能性
相关基因的表达，还参与到动物早期胚胎发育、

体细胞重编程等多个过程，是复杂、精密而又精

巧的调控网络中的核心调控因子［１３］。

不过关于 Ｏｃｔ４的研究多集中在哺乳动
物［３，１４］，在鱼类中的研究相对偏少［４５］，鱼类 ｏｃｔ４
基因功能研究有待深入进行，而构建 ｏｃｔ４真核表
达载体可为进一步了解其功能与作用机制提供

有力工具。目前真核表达载体在鱼类中的构建

与应用已有多篇报道：ＹＥ等［１５］构建了 ＲＦＰ
Ａｄｖａｓａ３′ＵＴＲ重组载体，有效标记了达氏鲟
ＰＧＣｓ并进行了示踪观察；黄小换［１６］构建了尼罗

罗非鱼 ｐＴ２ＡＬＯｒｏｃｔ４ＥＧＦＰ真核表达载体，可监
测不同细胞的多能性状态；杨敏等［１７］构建了真核

表达质粒Ｔｏｌ２ａｃｔｉｎ４２ＡＥＧＦＰ，有助于探讨南极
鱼中多聚三型抗冻蛋白基因的作用机制；许巧情

等［１８］构建了重组黄鳝ＮＫｌｙｓｉｎｐＰＩＣ９Ｋ真核表达



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３０卷

质粒，用于检测黄鳝抗菌肽蛋白对水环境中几种

细菌的抑菌活性。这些研究在珍稀濒危鱼类保

护、鱼类繁殖生物学、抗逆育种及疾病防控等方

面都具有较强的应用潜力，但在大宗淡水鱼类中

仍缺少ｏｃｔ４真核表达载体构建与应用的相关研
究。

团头鲂（Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ）是我国
主要淡水养殖鱼类之一，经济价值和科研价值较

高［１９２０］，开展ｏｃｔ４基因相关研究可为日后进行团
头鲂干细胞的分离鉴定与应用等工作打下基础。

前期已经克隆了团头鲂 ｏｃｔ４基因（Ｍａｏｃｔ４，
ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＹ９９４５７１）并构建了克隆载体
ｐＤｒｉｖｅＭａｏｃｔ４，本研究进一步构建 Ｍａｏｃｔ４荧光真
核表达载体 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ，并采用脂质体法
将该重组载体转染人肝癌细胞系ＨｅｐＧ２，观察其在
真核细胞中的表达与亚细胞中的定位情况，为进一

步研究团头鲂ｏｃｔ４基因的生物学功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＴＯＰ１０购自全式

金公司（中国北京）；载体 ｐＭＤ１８Ｔ购自 ＴａＫａＲａ
公司（日本），载体 ｐＣＶｐｒ、ｐＣＳ２＋Ｍａｏｃｔ４、ｐＬＶＸ
ＣＤ９ＧＦＰ、ｐＥＧＦＰＮ１Ｍａｎａｎｏｇ及人肝癌细胞系
ＨｅｐＧ２均由本实验室保存；高保真ＰＣＲ预混合试
剂与转染试 剂 盒 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００购 自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美国）；胶回收试剂盒与质粒提取
试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司（美国）；ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ试
剂盒与ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗购自Ｖａｚｙｍｅ公司
（中国南京）；限制性内切酶购自 ＮＥＢ公司（美
国）；ＤＭＥＭ培养基与 ＰＢＳ缓冲液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司（美国）；ＯｐｉＭＥＭ培养基、胎牛血清（Ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、青霉素和链霉素（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，ＰＳ）以及 ＥＤＴＡ胰蛋白酶购自
Ｇｉｂｃｏ公司（美国）；蛋白凝胶配制试剂盒、蛋白提
取试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒均购自康为世纪
有限公司（中国北京）；Ａｃｔｉｎ抗体购自博奥森公
司（中国北京）；团头鲂 Ｏｃｔ４抗体由本实验室制
备并保存［２１］；其他试剂均为国产分析纯；引物合

成与序列测定工作由武汉擎科创新生物科技有

限公司完成。

１．２　ｐＣＳ２＋Ｍａｏｃｔ４载体的构建
本实验所用Ｍａｏｃｔ４基因片段源自载体ｐＣＳ２＋

Ｍａｏｃｔ４，该载体构建过程：将已构建的 ｐＤｒｉｖｅ
Ｍａｏｃｔ４克隆载体用限制性内切酶 ＡｆｅⅠ和 ＸｂａⅠ
双酶切；ｐＣＳ２＋载体先用 ＢａｍＨⅠ酶切，加入 Ｔ４
ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，经 １２℃、１５ｍｉｎ，７５℃、２０ｍｉｎ
作用形成平末端后，再加入ＸｂａⅠ进行酶切；酶切
产物经１％琼脂糖凝胶电泳分离，使用胶回收试
剂盒回收目的片段；将纯化的Ｍａｏｃｔ４基因片段与
线性化ｐＣＳ２＋载体用Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃连
接１ｈ，转化至大肠杆菌 ＴＯＰ１０感受态细胞中，
筛选重组表达载体ｐＣＳ２＋Ｍａｏｃｔ４阳性克隆，提取
质粒ＤＮＡ；分别用限制性内切酶 ＸｈｏⅠ、ＫｐｎⅠ、
ＸｈｏⅠ ＋ＮｏｔⅠ进行酶切鉴定，挑选鉴定正确的
质粒备用。

１．３　ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ重组载体的构建与鉴定
根据 Ｍａｏｃｔ４基因序列和 ｐＣＶｐｒ载体序列信

息，按照 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ试剂盒说明书要求设计引
物，其 中 上 游 引 物 Ｍａｏｃｔ４ＦｕｓｉｏｎＦ：５′
ＴＣＡＧＡＴＣＴＣＧＡＧＣＴＣａａｇｃｔｔａｔｇａｃｇｇａｇａｇａｃｃｇｃａｇ
３′，下游引物Ｍａｏｃｔ４ＦｕｓｉｏｎＲ：５′ＧＧＣＧＡＣＣＧＧ
ＴＧＧＡＴＣｇｃｔｇｇｔｇａｇｇｔｇａｃｃｃａｃｃ３′（加粗部分为线性
化ｐＣＶｐｒ载体末端同源序列），即 Ｍａｏｃｔ４基因扩
增产物５′和 ３′最末端分别带有与线性化 ｐＣＶｐｒ
载体两末端对应完全一致的序列。以 Ｍａｏｃｔ４
ＦｕｓｉｏｎＦ和 Ｍａｏｃｔ４ＦｕｓｉｏｎＲ为引物，ｐＣＳ２＋
Ｍａｏｃｔ４质粒为模板（稀释至１ｎｇ／μＬ），采用高保
真 ＰＣＲ预混合试剂进行 ＰＣＲ扩增获得所需
Ｍａｏｃｔ４片段。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；
９４℃变性２０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，２５
个循环；７２℃终延伸５ｍｉｎ。

将ｐＣＶｐｒ载体用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和
ＨｉｎｄⅢ进行双酶切，制备线性化载体备用。使用
ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ试剂盒按照说明书要求连接 Ｍａｏｃｔ４
目的片段与线性化 ｐＣＶｐｒ载体，采用２０μＬ反应
体系：５×ＣＥⅡ Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｐＣＶｐｒ５μＬ（１０６
ｎｇ），Ｍａｏｃｔ４２μＬ（６０ｎｇ），ＥｘｎａｓｅＴＭⅡ ２μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ，反应条件为３７℃ ３０ｍｉｎ。
反应结束后将得到的连接产物转化入大肠杆菌

ＴＯＰ１０感受态细胞，挑取克隆后提取质粒 ＤＮＡ，
分别用限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ、ＸｈｏⅠ和 ＳａｃⅠ进
行酶切验证，并将连接正确的质粒进行测序鉴

定。测序无误后，将重组质粒扩大培养，重新提

取质粒ＤＮＡ于－２０℃保存备用。

００４
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１．４　细胞的培养、转染与荧光观察
将ＨｅｐＧ２细胞接种于 ＤＭＥＭ培养液（１０％

ＦＢＳ和１％ ＰＳ）中，置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中
培养。取对数生长期细胞接种至 １２孔板中，待
细胞融合率达 ７０％时，使用脂质体转染试剂盒
（ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００）进行转染，同时设立裸质
粒ｐＣＶｐｒ对照和不转染阴性对照，４８ｈ后在倒置
荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ，德国）下观察转染细胞中荧光
表达情况并拍照。另取重组载体 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４
Ｒｅｄ分别与膜定位载体ｐＬＶＸＣＤ９ＧＦＰ及核定位
载体 ｐＥＧＦＰＮ１Ｍａｎａｎｏｇ共转染 ＨｅｐＧ２细胞，观
察两种不同载体组合在细胞内的共定位情况。

１．５　转染细胞的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
分别收集未转染、转染 ｐＣＶｐｒ载体和 ｐＣＭＶ

Ｍａｏｃｔ４Ｒｅｄ载体的ＨｅｐＧ２细胞，制备细胞总蛋白
提取液，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测团头鲂 Ｏｃｔ４

多克隆抗体与Ｏｃｔ４ＤｓＲｅｄ融合蛋白的反应情况，
实验步骤参考文献［２２］。

２　结果

２．１　重组载体ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ的构建与鉴定
Ｍａｏｃｔ４基因片段来源于本实验室已构建载

体ｐＣＳ２＋Ｍａｏｃｔ４。重组载体的构建以 ｐＣＶｐｒ为
骨架，用内切酶ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ将载体片段去
除ｐｒ融合中的 ｐ片段，然后插入 Ｍａｏｃｔ４基因片
段构建重组载体 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ（图 １ａ）。
Ｍａｏｃｔ４片段以 ｐＣＳ２＋Ｍａｏｃｔ４载体为模板进行
ＰＣＲ扩增，经 １％琼脂糖凝胶电泳检测，在约
１５００ｂｐ处出现１条特异性条带（图１ｂ），然后通
过同源重组构建载体ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ。该载体
分别经ＨｉｎｄⅢ、ＸｈｏⅠ、ＳａｃⅠ酶切，得到预期大小
的片段（图１ｃ），并且载体经测序确定序列无误。

（ａ）ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ质粒图谱；（ｂ）ＰＣＲ扩增Ｍａｏｃｔ４目的片段；（ｃ）ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ酶切鉴定。

（ａ）ＶｅｃｔｏｒｍａｐｏｆｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ；（ｂ）ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＭａｏｃｔ４ｆｒａｇｍｅｎｔ；（ｃ）ＥｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ．

图１　ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ重组载体的构建与鉴定
Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ

２．２　重组载体ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ表达的检测
２．２．１　ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ载体在 ＨｅｐＧ２真核细
胞中的表达

采用脂质体转染法将对照载体 ｐＣＶｐｒ和重
组载体ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ分别转染ＨｅｐＧ２细胞，
４８ｈ后在荧光显微镜下观察细胞内红色荧光的
表达情况。结果显示，２种载体转染后细胞中均
发出红色荧光，表明２种载体均能在ＨｅｐＧ２细胞
中成功表达（图版Ⅰ），其中图版Ⅰ１，４为明场。
不过二者荧光表达的部位有所不同，ｐＣＶｐｒ载体

转染后红色荧光分布在整个细胞（图版Ⅰ２，３），
而ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ载体转染后红色荧光浓缩
在细胞的局部（图版Ⅰ５，６）。
　　接下来进行细胞共转染实验以进一步了解
该重组载体在ＨｅｐＧ２细胞中的表达与分布情况。
将ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ重组载体与已知不同亚细
胞定位的绿色荧光蛋白载体共转染ＨｅｐＧ２细胞，
通过观察共转染后各色荧光的位置判断 Ｍａｏｃｔ４
的定位情况。结果显示，重组载体 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４
Ｒｅｄ分别与膜定位载体 ｐＬＶＸＣＤ９ＧＦＰ（图版Ⅱ
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１～４）及核定位载体ｐＥＧＦＰＮ１Ｍａｎａｎｏｇ（图版Ⅱ
５～８）共转染后，两种共转染细胞的细胞核部位
均呈现出黄色（图版Ⅱ４，８），该颜色是红色与绿
色合并后的颜色，表明其在细胞核部位重叠，

Ｍａｏｃｔ４定位于细胞核中（图版Ⅱ２，４，６，８），所构
建的重组载体 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ能够应用于细
胞核定位研究。

２．２．２　ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ载体融合蛋白表达的
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

为进一步检测融合蛋白的表达情况，分别收

集未转染、转染 ｐＣＶｐｒ对照载体和重组载体的３
种细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，使用自制的团头
鲂Ｏｃｔ４抗体作为一抗［２１］。经聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测，转染 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ的细胞蛋白提取
物中出现１条约７８ｋｕ的条带，与融合蛋白大小
相符，而未转染和转染 ｐＣＶｐｒ组在相应位置无条
带出现（图２ａ），表明该重组载体在 ＨｅｐＧ２细胞
中获得了有效表达且其融合蛋白可被 Ｍａｏｃｔ４抗

体识别；使用 Ａｃｔｉｎ抗体作内参在３种细胞中均
能检测到相应条带（４３ｋｕ，图２ｂ）。

３　讨论

近３０年来，ｏｃｔ４同源基因的相关研究工作相
继开 展，通 过 人 （Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）［１］、牛 （Ｂｏｓ
ｔａｕｒｕｓ）［１４］、青

!

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）［４］、中 华 鲟
（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）［５］、斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）［１１］、尼
罗 罗 非 鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）［１６］、牙 鲆
（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［２３］和大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ
ｃｒｏｃｅａ）［２４］等实验进一步证明了该因子在胚胎早
期发育及维持干细胞多能性等方面具有重要作

用。本实验构建了团头鲂 ｏｃｔ４基因荧光真核表
达载体，该重组载体一方面可保留 ｏｃｔ４的生物学
活性，另一方面又便于在 ｏｃｔ４功能相关实验中检
测到蛋白表达，是进一步研究 ｏｃｔ４生物学功能及
其作用机制的有效工具。

图２　ＨｅｐＧ２细胞蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
Ｆｉｇ．２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

　　在基因工程技术中，常使用载体携带外源
ＤＮＡ片断进入宿主细胞进行扩增和表达，这些载
体可分为原核载体、真核载体和穿梭载体［２５］。选

用的ｐＣＶｐｒ载体属于真核载体，用于表达含香菇
珊瑚红色荧光蛋白（Ｄｉｓｃｏｓｏｍａｓｐ．ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＤｓＲｅｄ）标签的融合蛋白。该载体含有
ＣＭＶ启动子，在多克隆位点处根据阅读框插入目
的基因就可以高效表达融合蛋白；该载体还含有

ｎｅｏ基因，可用新霉素筛选真核靶细胞；同时，利
用载体中 ＤｓＲｅｄ的荧光特性能够直接观察融合
蛋白的表达情况，还可以利用 ＤｓＲｅｄ抗体来检测
或免疫沉淀融合蛋白。构建的重组载体 ｐＣＭＶ
Ｍａｏｃｔ４Ｒｅｄ也具有此种特性，便于后期深入分析
团头鲂 ｏｃｔ４基因的功能。例如：可用此重组载体

转染不同类型的细胞，利用 ＤｓＲｅｄ的荧光特性实
时观察不同细胞的转染效率并筛选出阳性克隆，

进而分析这些细胞的增殖、迁移与部分功能是否

受到影响；也可把该重组载体转染至体细胞，为

研究鱼类ｏｃｔ４基因功能以及获得鱼类诱导性多
能干细胞奠定基础。

在载体构建过程中，使用 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ技术，
这是一种简单、快速并且高效的 ＤＮＡ定向克隆
技术，可将插入片段ＰＣＲ产物定向克隆至任意载
体的任意位点，极大地简化了实验步骤。通过

ＰＣＲ扩增获得Ｍａｏｃｔ４基因特异性片段后，将其克
隆到ｐＣＶｐｒ载体中ＤｓＲｅｄ表达框之前，即可快速
获得重组载体ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ。将该重组载体
转染ＨｅｐＧ２细胞，可直接在荧光显微镜下观察细
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胞中是否有红色荧光出现。实验结果显示，转染

后ＨｅｐＧ２细胞能够发出明亮的红色荧光，且用
Ｏｃｔ４抗体能够检测到融合蛋白条带，表明该荧光
真核表达载体构建成功且在 ＨｅｐＧ２细胞中获得
表达。

大分子物质从胞浆到胞核的转运是真核生

物一个重要的生物学事件，以便通过核内外物质

交换的精确调控，从而对基因表达和信号转导等

产生重要影响。Ｏｃｔ４是转录因子，具有一段核定
位信号（ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓ，ＮＬＳ）。ＮＬＳ
具有通透生物膜和携带外源蛋白质、ＤＮＡ或寡核
苷酸等进入细胞的能力，其主要作用是帮助核蛋

白与载体蛋白相结合形成聚合物［２６］。本研究一

方面通过前期的生物信息学分析得出团头鲂

Ｏｃｔ４蛋白含有 ＮＬＳ序列（ＲＫＲＫＲ）；另一方面单
独转染 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ或其与绿色荧光蛋白
载体共转染的细胞中均可观察到红色荧光信号

分布于细胞核，结果表明获得的团头鲂 ｏｃｔ４基因
能够定位于细胞核中，符合其作为转录因子的特

征，同时也证明构建的重组载体 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４
Ｒｅｄ可用于细胞核定位研究。

综上所述，本研究成功构建了团头鲂 ｏｃｔ４基
因荧光表达载体 ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ，该载体能在
真核细胞ＨｅｐＧ２的细胞核部位表达，可用团头鲂
Ｏｃｔ４抗体进行鉴定，这些工作为进一步研究其功
能奠定了基础。
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ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＲｕｒａｌＡｆｆａｉｒｓ，Ｗｕｈａｎ　４３００７０，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ；４．ＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄＨｅａｌｔｈ
ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓｉｎＨｕｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈａｎｇｄｅ　４１５０００，Ｈｕｎａｎ，Ｃｈｉｎａ；５．ＦｉｓｈｅｒｉｅｓＣｏｌｌｅｇｅｏｆＪｉｍｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ
　３６１０２１，Ｆｕｊｉａｎ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｏｃｔ４ｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ｅａｒｌｙｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｏｆｓｏｍａｔｉｃｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒｏｆｏｃｔ４ｇｅｎｅｆｒｏｍＭｅｇａｌｏｂｒａｍａａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ（Ｍａｏｃｔ４）ｃａｎｐｒｏｖｉｄｅａｐｒａｃｔｉｃａｌｔｏｏｌｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｎ
ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｈｅｇｅｎｅ．ＴｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅｐＣＳ２＋Ｍａｏｃｔ４ｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｈｅＯＲＦｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅＭａｏｃｔ４ｇｅｎｅ，ａｎｄｗａｓｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＣＶｐｒｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｉｎｆｕｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｖｅｃｔｏｒｏｆｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ．Ａｆｔｅｒｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ
ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｂｙｌｉｐｏｓｏｍｅ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎ
ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ，ａｎｄｔｈｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｌｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｕｓｉｎｇ
ＭａＯｃｔ４ａｎｔｉｂｏｄｙ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｏｆｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｂｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｌｏｃａｌｉｚｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｉｎｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｗｏｕｌｄ
ｌａｙｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＭａｏｃｔ４ｇｅｎｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ；ｏｃｔ４；ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ；ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
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１～３．转染ｐＣＶｐｒ；４～６．转染ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ。

１３．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐＣＶｐｒ；４６．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ．

图版Ⅰ　重组载体在ＨｅｐＧ２细胞中的表达
ＰｌａｔｅⅠ 　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

１～４．共转染ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ和ｐＬＶＸＣＤ９ＧＦＰ；５～８．共转染ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ和ｐＥＧＦＰＮ１Ｍａｎａｎｏｇ；１，５．自然光；２，６．红色

荧光；３，７．绿色荧光；４，８．三色合并；箭头指示核定位。

１４．ＣｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐＣＭＶＭａｏｃｔ４ＲｅｄａｎｄｐＬＶＸＣＤ９ＧＦＰ；５８．ＣｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐＣＭＶＭａｏｃｔ４ＲｅｄａｎｄｐＥＧＦＰＮ１Ｍａｎａｎｏｇ；１，５．

Ｌｉｇｈｔ；２，６．Ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；３，７．Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；４，８．Ｍｅｒｇｅｄ；Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｔｉｏｎ．

图版Ⅱ　ｐＣＭＶＭａｏｃｔ４Ｒｅｄ重组载体与其他荧光标记载体在ＨｅｐＧ２细胞中的共定位
ＰｌａｔｅⅡ　ＣｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｐＣＭＶＭａｏｃｔ４ＲｅｄａｎｄｏｔｈｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍａｒｋｅｄｖｅｃｔｏｒｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
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