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TAT细胞穿透肽融合小鼠SurvivinT34A重组蛋白的

原核表达纯化及其细胞转导效能研究
于海涛1,2　陈科达2　倪　崖1,2　阎　辉2*

(1温州医学院检验医学院, 温州 325035; 2浙江省医学科学院, 杭州 310013)

摘要      为研究细胞穿透肽TAT融合小鼠存活素T34A (survivinT34A)重组蛋白(TAT-msvT34A) 
转导细胞的效能, 该实验将表达TAT-msvT34A的原核表达载体pTAT-msvT34A转化大肠杆菌表达

株E.coli BL21(DE3), 异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)诱导, 表达的融合蛋白主要以包涵体形式存在。

通过亲和层析、离子交换柱层析、分子筛等步骤纯化, 得到TAT-msvT34A融合蛋白的纯度可达

98%。纯化的融合蛋白用异硫氰酸荧光素(FITC)标记(FITC-TAT-msvT34A)后, 分别转导HepG2、
TC-1、B16及HEK293细胞株, 流式细胞仪检测显示, 较低浓度的重组蛋白即对HepG2、TC-1、B16
及HEK293等细胞株具有较高的转导效能, 在100 nmol/L时的转导效率均可达到60%以上, 作为对

照, FITC标记的牛血清白蛋白(FITC-BSA)在100 nmol/L时对上述细胞株的转导效率极低, 结果具有

显著性差异(P<0.01)。荧光显微镜观察可见, 50 nmol/L和100 nmol/L的TAT-msvT34A融合蛋白对

HepG2细胞的转导效率均可达50%, 而对照FITC-BSA对HepG2细胞几乎无转导。表达纯化的TAT-
msvT34A融合蛋白对HepG2、TC-1、B16及HEK293等细胞株均有较高的转导效能, 可以用于后续

抗肿瘤研究。
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蛋白质转导技术[1]是将目的蛋白与一段“蛋白

转导域”(或称 “细胞穿透肽” )在分子水平连接, 构
成融合蛋白, 这样的融合蛋白能自动穿过细胞膜进

入细胞内, 而毋需任何其它辅助试剂。目前研究得

最为深入的是衍生于艾滋病毒(HIV)的TAT(trans-
activator transcription)细胞穿透肽[2], 它是含有11个
氨基酸的多肽, 其通过细胞巨胞饮作用迅速将目的

蛋白转导进入细胞, 而无明显细胞毒性。

存活素(survivin)是凋亡抑制蛋白(IAP)家族中的

重要成员。1997年, 耶鲁大学的Altieri研究组[3-4]发现, 
其特异性表达于多数人类肿瘤细胞及人的胚胎发

育组织, 在正常成年组织不表达或仅低水平表达[5]。 
存活素基因表达在转录水平受到p53基因的抑制, 
p53蛋白功能丢失, 存活素基因复制增加[6]、外显子

去甲基化[7]、启动子活性增强[8]等机制将解除p53对
其转录的抑制。早期研究认为, 存活素可能主要是

通过直接或间接抑制凋亡终末效应分子caspase-3和
caspase-7的活性, 阻断各种刺激诱导的细胞凋亡过

程, 抑制细胞凋亡[9]。然而, 近几年的研究表明, 存活 
素与癌症的关系并不仅限于抑制细胞凋亡, 除了可以

调控有丝分裂纺锤体检查点, 使纺锤体缺陷的细胞

继续进行分裂直接参与肿瘤形成之外[10-11], 存活素还

参与肿瘤血管发生[12], 并与肿瘤化疗耐药有关[13-14]。 
存活素在肿瘤的发生、发展以及肿瘤抗药性中起重 
要作用, 已经成为倍受关注的抗肿瘤治疗的新靶点[15]。

大量实验研究已经证明, 抑制存活素能够诱导

肿瘤细胞凋亡, 迄今已有多种方法: 反义核酸和核酶

方法[16]、核酶法[17]、 RNA干扰[18]等, 除了核酸水平

上的抑制方法外, 还有采用存活素的“显性性状缺

失的突变体(dominant-negative mutant)”干扰细胞内

源性野生型存活素的功能, 从而产生抑制效应。存

活素T34A突变体即一种“显性性状缺失的突变体”, 
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它将存活素分子内第34位的苏氨酸残基(T)突变成

丙氨酸残基(A), 破坏其保守的磷酸化位点[19], 非磷

酸化的T34A突变体与细胞内源性存活素竞争与激

酶的作用, 对后者产生竞争性抑制, 使野生型存活素

不能有效磷酸化。由于存活素的磷酸化是它与凋亡

蛋白酶-9(caspase-9)连接抑制所必需的, 故外源性存

活素T34A突变体的引入不利于内源性野型存活素

与凋亡蛋白酶-9的连接, 解除对这一活性酶的抑制, 
从而启动凋亡过程。

本研究将表达细胞穿透肽TAT与小鼠存活素

T34A突变体融合基因的原核表达质粒pTAT-msv-
T34A转化到大肠杆菌表达菌株, 诱导表达融合蛋白

TAT-msvT34A, 经纯化后转导人肝癌细胞HepG2、
小鼠肺上皮细胞TC-1、小鼠黑色素瘤细胞B16以及

人胚肾细胞HEK293等细胞株, 观察融合蛋白转导细

胞的效率, 为后续抗肿瘤研究提供材料。

1   材料与方法
1.1  材料

表达质粒pTAT-HA[20]由美国加州大学Dowdy
博士惠赠, 包含编码小鼠存活素T34A突变体cDNA
的质粒pTAT-msvT34A由阎辉博士构建, HepG2、
TC-1、B16及HEK293细胞株由本实验室保存, E.coli 
BL21(DE3)菌株购自Novagen公司, Ni-NTA Agarose购
自Qiagen公司, HiTrap QFF 1 mL离子层析柱、HiTrap  
5 mL脱盐柱购自GE公司, DAPI染色试剂盒购于凯

基生物公司, 蛋白质分子量标准购自NEB公司, ECL
显色液、FITC荧光标记试剂盒购自Pierce Biotech-
nology公司, 牛血清白蛋白(BSA)、LB培养基购自上

海生物工程公司, 兔抗存活素多克隆抗体、HRP标
记的羊抗兔IgG抗体均购于武汉博士德公司, BCA蛋

白浓度测定试剂盒、考马斯亮蓝G-250染色液、脱

色液购自碧云天公司。

1.2  主要仪器

二氧化碳细胞培养箱(Sanyo, 日本), 蛋白电泳系

统(Bio-rad, 美国), 荧光倒置显微镜(Leica, 德国), 流式

细胞仪(BD, 美国), 高速冷冻离心机(Backman, 美国)。
1.3  TAT-msvT34A融合蛋白的表达鉴定

将表达质粒pTAT-HA、pTAT-msvT34A转化大肠 
杆菌表达株BL21(DE3)感受态细胞, 挑取转化pTAT-
msvT34A质粒平板上的6个单克隆菌落、转化pTAT- 
HA质粒平板上1个单克隆菌落, 接种于2 mL含
100 μg/mL氨苄青霉素LB液体培养基, 37 ºC摇床 

200 r/min, 培养过夜。次日早上将培养的菌株按1:100
转接于4 mL含100 μg/mL氨苄青霉素的LB液体培养

基中, 37 ºC摇床200 r/min, 37 ºC培养4 h(OD值约0.6), 
取200 μL菌液离心, 沉淀中加入30 μL SDS-PAGE电泳

上样缓冲液, 作为诱导前对照。剩余的菌液中添加

IPTG至终浓度为1 mmol/L, 30 ºC摇床200 r/min继续培

养10 h, 各取诱导后菌液100 μL离心弃上清, 沉淀中加

入30 μL SDS-PAGE电泳上样缓冲液。将诱导前后样

本煮沸10 min, 各取15 μL进行SDS-PAGE电泳, 将电泳

胶在300 mA、冰浴转硝酸纤维素膜上进行120 min, 5%
脱脂牛奶37 ºC封闭30 min, 封闭液为1:400稀释兔抗存

活素多克隆抗体, 4 ºC孵育硝酸纤维素膜过夜, TBST
洗膜4次, 每次5 min, 封闭液为1:2 000稀释HRP标记羊

抗兔IgG抗体, 37 ºC孵育1 h, TBST洗膜4次, 每次5 min, 
ECL显色液显色, 暗室压片成像。

1.4  重组蛋白的纯化

将表达目的蛋白较高的菌株扩大培养至1 L含
100 μg/mL氨苄青霉素LB液体培养基中, 200 r/min, 
37 ºC培养4 h后添加IPTG至终浓度为1 mmol/L, 30 ºC 
继续培养10 h, 离心弃上清, 沉淀用PBS缓冲液洗涤

2次, 加入10 mL菌体裂解液(100 mmol/L NaH2PO4,  
10 mmol/L Tris-HCl, 8 mol/L Urea, pH8.0), 冰浴超声(功
率400 W, 超声10 s, 间歇10 s, 10 min), 4 ºC 10 000 r/min 
离心20 min, 取上清, 按照QIAGEN公司the QIAex-
pressionist TM蛋白纯化系统说明书纯化, 并做如下改

进: 将菌体裂解液与Ni-NTA琼脂糖颗粒按5:(1.5~2) 
体积比在4 ºC混匀孵育2 h, 1 000 r/min离心, 用洗涤

液(裂解液pH调至6.3) 洗涤沉淀2次, 然后依次用洗

脱液I (裂解液pH调至4.5)、洗脱液II (裂解液中加咪

唑至250 mmol/L, pH4.5)、洗脱液III (裂解液中加咪

唑至500 mmol/L, pH4.5)洗脱融合蛋白, 分别取3次
洗脱液做SDS-PAGE电泳, 考马斯亮蓝染色观察蛋

白洗脱情况, 将含有目的蛋白的洗脱液混合。

用20 mmol/L Hepes溶液稀释上述亲和层析纯

化的蛋白洗脱液至Na+浓度为50 mmol/L、尿素浓度

为4 mol/L, 过HiTrap QFF离子层析柱, 先用洗涤液A 
(50 mmol/L NaCl, 20 mmol/L Hepes, pH8.0) 洗涤2次, 
再用洗涤液B (500 mmol/L NaCl, 20 mmol/L Hepes, 
pH8.0)洗涤2次, 最后用洗脱液 (1.6 mmol/L NaCl,  
20 mmol/L Hepes, pH8.0)洗脱目的蛋白。

用含10%甘油的PBS平衡HiTrap脱盐柱, 然后

将离子交换纯化洗脱的蛋白溶液通过脱盐柱, 用含

10%甘油的PBS洗脱, 0.22 μm滤器过滤除菌, ‑70 ºC
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冻存。分别取菌体裂解液与亲和层析、离子交换层

析、分子筛等纯化步骤的洗脱液各5 μL, 加入等体

积蛋白电泳上样缓冲液, 进行SDS-PAGE电泳, 考马

斯亮蓝染色, 充分脱色后, 利用BandScan凝胶图像分

析软件分析计算每一步纯化所得目的蛋白的纯度。

1.5  FITC标记融合蛋白及其转导实验

参照厂商说明书, FITC分别与纯化的融合蛋

白、BSA按摩尔比15:1的比例在pH8.0硼酸盐缓冲

液中室温标记1 h, HiTrap脱盐柱去除未结合的FITC, 
将标记的融合蛋白、BSA分别命名为FITC-TAT-ms-
vT34A和FITC-BSA。将处于指数生长期的HepG2、
TC-1、B16、HEK293细胞传代于24孔板, 待细胞汇

合度达90%时, 加入FITC-TAT-msvT34A蛋白, 使其

终浓度分别为50 nmol/L和100 nmol/L , 每个浓度做 
4个复孔, 同时设空白对照和100 nmol/L 的FITC-BSA
对照, 每种处理做4个复孔, 37 ºC继续培养30 min。将

每株细胞的各处理组中的3个复孔吸去培养液, 无
钙镁溶液洗涤2次, 0.25%胰蛋白酶消化, PBS洗涤 
3次, 重悬, 流式细胞仪FITC通道检测荧光细胞百分

比。另一复孔细胞PBS洗涤3次, DAPI染色后荧光显

微镜观察照相。

1.6  统计方法 
采用GraphPad Prism软件进行数据分析, 实验

结果以means±SD表示, 显著性检验采用t检验, 以
P<0.05为差异有统计学意义。分别比较不同浓度融

合蛋白转导HepG2、TC-1、B16、HEK293等细胞株

的效率与对照BSA的转导效率是否有显著性差异。

2   结果
2.1  TAT-msvT34A分子结构图(图1)

2.3  目的蛋白的纯化

融合蛋白纯化后经SDS-PAGE蛋白电泳、考马

斯亮蓝染色后如图3所示, 可见在28 kDa大小位置有

特异条带, 用BandScan软件分析计算亲和层析、离

图1　融合蛋白TAT-msvT34A分子结构示意图

Fig.1　Molecular structure of fusion protein TAT-msvT34A

2.2  TAT-msvT34A融合蛋白的表达鉴定  
Western blot结果显示, 约28 kDa处出现了特异

性条带, 各菌株诱导表达前后均有表达, 但诱导后目

的蛋白表达量高于诱导前(图2) 。

转化了质粒pTAT-msvT34A的6个菌株(1~6)和转化了质粒pTAT-HA的

1个菌株(b)在37 ºC含IPTG的培养液中诱导培养4 h(1~6), 之后在30 ºC 

用IPTG诱导培养10 h(1’~6’、b’), 分别取样电泳。一抗为兔抗小鼠

存活素多克隆抗体, 二抗为HRP标记的羊抗兔IgG抗体, 在28 kDa大
小位置可见一特异性条带。

Bacterial colonies containing vector pTAT-msvT34A (1~6) and bacterial 
colony containing vector pTAT-HA (b) were cultured for 4 hours at 37 ºC,  
and then were induced with IPTG for 10 hours (1’~6’, b’) at 30 ºC. The 
primary antibody was rabbit anti-mouse survivin polyclonal antibody 
and secondary antibody was goat anti-rabbit IgG-HRP, and the positive 
band was visible at about 28 kDa.

图2　Western blot检测TAT-msvT34A融合蛋白的表达

Fig.2　Screening of the expression of TAT-msvT34A fusion 
protein in E.coli by Western blot

1: 表达TAT-msvT34A融合蛋白的菌裂解液; 2: 亲和层析纯化后的融

合蛋白; 3: 采用离子交换层析柱HiTrap QFF纯化的融合蛋白; 4: 经
HiTrap 脱盐柱进一步纯化后的融合蛋白; 5: BSA对照; M: 蛋白质分

子量标记。

1: the TAT-msvT34A proteins expressed in E.coli sonicated lysates; 2: 
fusion protein purified by affinity chromatography; 3: fusion protein 
purified by HiTrap QFF column; 4: fusion protein purified by HiTrap 
desalting column; 5: BSA; M: protein molecular weights marker.

图3　TAT-msvT34A融合纯化蛋白SDS-PAGE电泳图片

Fig.3　Coomassie-stained SDS-PAGE gel showing purifica-
tion of TAT-msvT34A protein
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子交层析、分子筛层析等步骤纯化后蛋白样品的纯

度, 分别可达79%、92%、98%, 用BCA蛋白浓度测定

试剂盒检测最终纯化的目的蛋白浓度可达6 mg/mL,  
经计算1 L菌液经诱导表达, 最终可纯化出目的蛋白

约80 mg。
2.4  FITC标记融合蛋白转导细胞效能检测

流式细胞仪检测显示 , FITC-TAT-msvT34A在 
50 nmol/L和100 nmol/L浓度转导HepG2、TC-1、B16 
及HEK293等细胞株的效率分别可达40%和60%以

上, 而对照FITC-BSA在100 nmol/L转导细胞的效率

小于2%(表1、图4)。统计分析显示, 不同浓度融合蛋

白对同一细胞的转导效率与对照组相比有统计学差

异(P<0.01)。流式细胞仪检测50 nmol/L和100 nmol/L 
FITC-TAT-msvT34A对HepG2、TC-1细胞株转导效率

与对照组相比叠加图见(图5)。荧光显微镜检测显示: 
50 nmol/L、100 nmol/L的FITC-TAT-msvT34A处理

表1　融合蛋白转导细胞效率的流式细胞仪检测

Table 1　Transduction efficiency of fusion protein to cells tested by flow cytometry
   转导效率

蛋白种类  Transduction efficiency
Types of proteins HepG2细胞 TC-1细胞 B16细胞 HEK293细胞

 HepG2 cells TC-1 cells B16 cells HEK293 cells
FITC-BSA(100 nmol/L) 1.88±0.08 1.63±0.11 1.40±0.17 1.73±0.20
FITC-TAT-msvT34A(50 nmol/L) 43.80±2.51* 44.09±2.03* 42.27±0.43* 42.71±2.44*
FITC-TAT-msvT34A(100 nmol/L) 60.26±3.93* 73.31±1.19* 62.16±3.13* 74.82±5.89*

*P<0.01与FITC-BSA对照相比较。

*P<0.01 vs FITC-BSA.

*P<0.01与FITC-BSA对照相比较。

*P<0.01 vs FITC-BSA.

图4　融合蛋白对HepG2、TC-1、B16和HEK293细胞的转

导效率

Fig.4　The transduction efficiency of the fusion protein in 
HepG2, TC-1, B16 and HEK293 cells

A: 融合蛋白对HepG2细胞的转导效率; B: 融合蛋白对TC-1细胞的转导效率。

A: the transduction efficiency of fusion protein to HepG2 cells; B: transduction efficiency of fusion protein to TC-1 cells.

图5　流式细胞仪检测融合蛋白对HepG2和TC-1细胞的转导效率

Fig.5　Flow cytometry analysis in the transduction efficiency of fusion protein to HepG2 and TC-1 cells
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HepG2细胞株 , 绿色荧光细胞百分比可达50%以上 ; 
对照100 nmol/L的FITC-BSA处理组阴性(图6), TC-1、

B16及HEK293细胞株检测结果与HepG2细胞基本一

致(结果未列出)。

荧光显微镜观察50 nmol/L(B)和100 nmol/L(C)的TAT-msvT34A融合蛋白处理组具有绿色荧光的细胞可达50%以上, 而对照BSA处理组细胞几乎

无绿色荧光(A)。

Fluorescence microscopy showed that the transduction efficiency of TAT-msvT34A to HepG2 cell could reach to 50% at the concentration 50 nmol/L(B)  

and 100 nmol/L(C), while no transduction was observed in the treatment group with FITC-BSA(A).

图6　荧光显微镜检测TAT-msvT34A融合蛋白转导HepG2细胞的效率

Fig.6　The transduction efficiency of the fusion protein TAT-msvT34A assayed by fluorescence microscopy

3   讨论
随着细胞凋亡机制的逐渐阐明, 细胞凋亡与肿

瘤治疗的关系日益受到重视, 诱导肿瘤细胞凋亡已

成为目前肿瘤治疗研究的热点。近年来利用基因工

程制备特异性杀伤肿瘤细胞的重组蛋白是目前抗肿

瘤药物研究的新领域。目前, 肿瘤生物治疗研究和

临床实践中还存在很多问题, 如何将目的基因或蛋

白质等治疗材料有效地透过细胞膜传送到细胞内, 
这往往是整个治疗过程的限速“瓶颈”。因为真核

细胞经过亿万年进化, 形成的浆膜乃有效屏障, 能阻

拦生物大分子的自由出入(仅分子量<500 Da的非极

性分子允许被动进入)。当前导入外源基因的方法

有病毒载体法(如腺病毒载体法)[21]和非病毒载体法

(如脂质体转染法)[22]两类。然而, 它们都有一些潜在

的问题和固有的局限性。首先, 导入的外源基因必

须经过宿主细胞器的转录翻译, 才能产生所期待的

治疗蛋白, 受限于具体目的蛋白质本身的内在性质

及其调控条件, 不一定能保证蛋白产量在短时内达

到治疗所必需的量; 其次, 病毒载体法虽然导入外源

基因效率最高, 然而许多病毒载体本身有潜在安全

问题, 如病毒基因插入宿主基因组可能诱发突变; 再
次, 接种时机体抗病毒免疫排斥载体病毒导致重复

使用无效, 以及在免疫缺损患者中造成病毒播散的

危险, 等。传统的非病毒载体法虽相对安全, 但这些
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方法往往转导效率太低, 或不适于活体使用[23]。与

传统的病毒载体和脂质体转染等方法相比, 蛋白质

转导技术能通过细胞内吞作用(endocytosis)的方式

迅速将目的蛋白转导进入几乎所有类型的细胞而发

挥其生物学效应, 而无明显细胞毒性。

目前, 国内外的研究成果表明, 抑制存活素的

功能可以诱导肿瘤细胞特异性凋亡。存活素功能在

进化上具有保守性, 不同物种间的存活素蛋白具有

高度同源性。既然存活素功能在进化上具有保守性, 
那么小鼠的存活素突变体能否作为人存活素分子的

拮抗剂诱导人类肿瘤细胞的凋亡是值得研究对。比

较众多研究所采用的策略, 发现存活素“显性性状

缺失的突变体”这一策略具有快速、高效、安全、

经济等优点。本研究表达纯化的TAT与存活素T34A
融合蛋白正是将蛋白质转导技术与存活素显性性状

缺失的突变体两者的优点结合起来, 为进一步以存

活素为靶点进行抗肿瘤研究提供了材料。

基因工程利用大肠杆菌表达的外源蛋白常以

包涵体形式存在, 以包涵体形式表达的重组蛋白容

易获得较高表达量, 且易于纯化, 但对于要求复性

的蛋白质来说, 复性工作非常复杂和困难。TAT-ms-
vT34A融合蛋白同样主要存在于包涵体内, 预实验

中我们将纯化的融合蛋白进行透析复性, 利用FITC
标记后转导HepG2细胞, 但结果显示, 融合蛋白质在 
50 nmol/L和100 nmol/L对HepG2细胞的转导效率分

别仅为11.91%和24.20%(结果未列出)。因而, 我们

尝试将纯化的非复性蛋白标记后直接用于HepG2细
胞转导实验, 结果发现同浓度的非复性蛋白的转导

效能高于复性蛋白的转导效能。我们将TAT-msv-
T34A融合蛋白在非复性条件下转导HepG、TC-1、
B16和HEK293细胞, 较低浓度(100 nmol/L)转导效率

即可达60%以上。Dowdy博士等[24]的研究表明, 多
数TAT 融合蛋白在非复性条件下对细胞的转导效能

要高于其正确折叠的复性蛋白, 本实验结果与之吻

合。但融合蛋白进入细胞进而发挥其拮抗野生型存

活素的功能还有赖于其正确折叠的复性结构。有研

究[25-26]显示, 进入细胞的非复性蛋白可以依赖细胞

质内的热激蛋白Hsp90等分子伴侣自动复性, 进而发

挥生物学效应。但我们表达纯化的融合蛋白进入细

胞后能否自动复性, 进而干扰细胞内源性存活素的

功能及其诱导细胞凋亡的效果还有待后续试验研究

进一步证实。

虽然本研究中构建的融合蛋白分为TAT与存活

素两部分, 但已发表的研究成果采用类似策略构建

的融合蛋白的研究显示, 具有蛋白转导功能的融合

蛋白进入细胞主要依赖TAT细胞穿透肽的功能[27]。

目前, TAT细胞穿透肽进入细胞的机制还未完全明

确, 有学者认为细胞穿透肽本身所带的正电荷与细

胞膜所带负电荷产生的电荷引力和细胞的巨胞饮作

用是其穿膜的主要机制[1]。研究证明, TAT的融合蛋

白在体内外均能高效的进入细胞[28]。本研究提示, 
TAT-msvT34A融合蛋白在体外具有较高的细胞转导

效能, 其在体内的细胞转导效果还有待进一步研究。

本研究中表达纯化的融合蛋白对HepG2、TC-1、
B16和HEK293等四株细胞株均具有较高的转导效

能, 但不同种类细胞的转导效能略有差异。同时, 本
实验结果提示, 提高细胞培养液中重组蛋白的浓度

可提高其细胞转导效能。融合蛋白TAT-msvT34A在

非复性的条件下能高效转导细胞, 为后续该融合蛋

白诱导肿瘤细胞凋亡实验研究奠定了基础。
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Prokaryotic Expression and Purification of the Recombination Protein Con-
taining Cell-penetrating TAT Peptide and Mouse SurvivinT34A Mutant: 

Investigation of  Its Transduction Efficiency in Cells

Yu Haitao1,2, Chen Keda2, Ni Ya1,2, Yan Hui2*
(1School of Medical Lab Science, Wenzhou Medical College, Wenzhou 325035, China; 

2Zhejiang Academy of Medical Sciences, Hangzhou 310013, China)

Abstract        The expression and purification of the recombination protein TAT-msvT34A consisting of 
mice survivinT34A mutant fused with cell-penetrating TAT peptide and its transduction efficiency in several tumor 
and non-tumor cell lines were investigated. In this study, the prokaryotic expression vector pTAT-msvT34A was 
transformed into expression strain of E.coli BL21-DE3 and subsequently the transformed bacteria were induced by 
IPTG for expression of the recombinant protein. It was shown that the recombinant fusion protein was accumulated 
mainly in inclusion body and was purified up to a purity of 98% by the sequential application of affinity, ion 
exchange, and size-exclusion chromatographies. The transduction efficiency of the fusion protein labeled with 
FITC (FITC-TAT-msvT34A) in HepG2, TC-1, B16 and HEK293 cells was assayed by flow cytometry. It was 
shown that up to 60% of cells could be transduced at as low as the concentration 100 nmol/L of the protein. In 
contrast, the transduction efficiency of control BSA labeled with FITC was nearly neglectable, and it is statistically 
significant(P<0.01). On the other hand, the observation under fluorescence microscopy demonstrated that the 
transduction efficiency of TAT-msvT34A to HepG2 cell could reach up to 50% as well at the concentration 50 nmol/L  
and 100 nmol/L, while almost no transduction was observed in the cells treated with the control of FITC-labeled 
BSA. Therefore, we concluded that the prokaryotic expression fusion protein TAT-msvT34A could transduce 
HepG2, TC-1, B16 and HEK293 lines with high efficiency, which offered the potential for its application as an anti-
tumor reagent in the future.

Key  words        survivin; TAT cell-penetrating peptide; prokaryotic expression; apoptosis; tumor
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