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穿膜肽引导的体外表达转录因子蛋白Sox2进入红鳍东方鲀精巢细胞系
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摘要: 为了探索适用于体外培养的鱼细胞外源基因转入方法, 本研究通过构建红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)转录因子Sox2的重组表达载体pET32a(+)-Sox2-11R-6His, 诱导表达并纯化得到了C末端连接多聚精氨酸(11R)的重组蛋白Sox2-11R-6His, 以其与红鳍东方鲀精巢细胞系细胞共孵育12 h后, 光镜观察结合Western Blot检测发现重组蛋白进入细胞的效率与浓度呈剂量依赖关系且最佳孵育浓度为8 μg/mL, 当重组蛋白质量浓度达到10 μg/mL时, 表现出明显的细胞毒性。对外源蛋白进行免疫荧光标记定位, 发现重组蛋白分布于细胞质, 部分进入到细胞核中。证明了穿膜肽11R可以有效运载转录因子重组蛋白至红鳍东方鲀的细胞系细胞中。本研究旨在将广泛应用于哺乳动物的细胞基因递送载体穿膜肽应用于鱼类细胞系细胞。
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连续性细胞系是指能够连续传代的细胞。鱼类细胞系最初是为研究鱼类病毒而建立的, 后来应用范围逐渐扩大, 广泛应用到鱼类遗传学和功能基因组学等学科领域。在对鱼细胞进行转基因研究上, 大多借鉴哺乳动物的研究方法, 采用脂质体转染试剂及操作, 其效率与受体细胞类型、细胞分化状态及细胞来源息息相关[1], 因而在介导外源基因进入鱼细胞时效率不稳定[2]。随着研究的深入, 新的基因转入系统被开发, 如Huang等[2]构建了来自昆虫的杆状病毒载体系统, 分别对斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus)卵巢细胞等6种鱼细胞系细胞进行基因转入研究, 结果发现最高效率几乎达到100%, 但最低效率只有30%, 说明该系统同样存在较强细胞偏好性。因而需要针对不同的鱼细胞开发各自适用的基因导入系统。

细胞穿膜肽(cell-penetrating peptides, CPPs)是一类具有穿透细胞膜能力的短肽, 通常不超过30个氨基酸残基。能够携带多肽、蛋白质及核酸分子等生物活性物质进入细胞, 并且导入后依然保持生物活性。Tamura等[3]报道, 将转录因子STAT-6抑制肽与HIV-Tat来源的PTD4 (protein transduction domain, PTD)交联后, 可以降低小鼠体内卵白蛋白引起的炎症反应。而且穿膜肽导入的细胞谱广泛, 包括对DNA转染和逆转录病毒感染都不起作用的破骨细胞和外周血单核细胞[4–6]。Kumar等[7]报道, 将狂犬病毒的糖蛋白RVG和含9个精氨酸残基的小肽交联组成的RVG-9R, 不仅能特异性地将siRNA 递送进神经细胞中, 并且能穿过血脑屏障。Simeoni等[8]证明穿膜肽MPG能够以不破坏核膜的方式运送核酸, 并且在原代及不分裂的细胞系中也可获得很高的转入效率。

转录因子Sox2是SOX家族成员之一, SOX基因家族编码一组进化上高度保守的转录因子, 包含HMG-box(high mobility group box)框。在维持细胞多潜能性方面具有重要作用[9]。Takahashi等[10]证明Sox2和Oct4等4个转录因子基因导入小鼠和人等哺乳动物成纤维细胞后, 可以通过激活一系列胚胎干细胞相关因子, 实现体细胞重编程, 获得诱导性多能干细胞。其中Sox2是必不可少的因子之一, 因而研究Sox2的基因功能对于了解体细胞的重编程机制具有非常重要的意义。

本研究旨在将已广泛应用于哺乳动物细胞的基因递送载体穿膜肽应用于鱼细胞系细胞。通过在转录因子Sox2的C末端引入多聚精氨酸(11R)穿膜肽结构域, 研究外源蛋白在11R介导下的细胞导入效率, 从而为鱼类细胞进行转基因操作开辟新的途径。

1  材料与方法

1.1  材料

红鳍东方鲀精巢细胞系为本实验室自建并冻存。限制性内切酶购自Takara 公司, DMEM/F12培养液为Gibco公司产品, 胎牛血清为Hyclone公司产品, FITC-山羊抗小鼠IgG与辣根过氧化物酶-山羊抗小鼠IgG购自北京中杉, 抗六聚组氨酸抗体(Anti-His antibody)购自天根, PVDF膜为Amersham产品, 牛血清白蛋白(BSA)为Roche公司产品, 引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

1.2  重组表达载体的构建

根据已报道哺乳动物小鼠的Sox2的基因序列, 同源比对红鳍东方鲀基因组数据库, 进行 Sox2基因定位, 据此设计引物如下, 同时引入限制性内切酶酶切位点KpnⅠ和BamHⅠ。

Sox2/F: 5′-CGGGGTACCATGTATAACATGA TGGAGACT-3′

Sox2/R: 5′-CGCGGATCCCATGTGTGTTAAG GGCA-3′

穿膜肽11R的序列合成如下, 同时引入酶切位点BamHⅠ和EcoRⅠ。

11R/F: 

5′-GATCCGAAAGCGGTGGCGGTGGCAGCCCGGGCCGTCGCCGTCGCCGTCGCCGTCGCCGTCGCCGTTAAG -3′

11R/R: 

5′-AATTCTTAACGGCGACGGCGACGGCGACGGCGACGGCGACGGCCCGGGCTGCCACCGCCACCGCTTTCG-3′

PCR反应条件为: 94℃ 5 min; 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 90 s , 计30个循环; 72℃ 10 min。PCR反应产物纯化并经限制性内切酶KpnⅠ和BamHⅠ酶切后, 与BamHⅠ和EcoRⅠ酶切后的穿膜肽11R及KpnⅠ和EcoRⅠ双酶切的原核表达载体pET32a(+)进行连接, 后转化大肠杆菌BL21。重组表达载体分别经上述限制性内切酶酶切鉴定。

1.3  重组蛋白的表达与纯化

将鉴定正确的含pET32a-Sox2-11R重组质粒的大肠杆菌BL21 0.1 mL接种到10 mL含100 μg/mL氨苄青霉素的LB液体培养基中, 25℃, 210 r/min振荡培养过夜, 紫外分光光度计测OD600达0.6时, 加入终浓度为1 mmol/L的IPTG进行诱导, 设置诱导时间梯度(1、3、5、7 h), 对应各时间梯度菌液留样以检测重组蛋白表达情况。诱导结束后, 将留样的菌液于8 000 g离心收集菌体, PBS漂洗3遍, 用破菌缓冲液重悬1 h后, –20℃冻融1次, 超声破菌, 分别在40 W和60 W功率下设置超声时间5 min和10 min。超声结束后, 12 000 g离心, 分别取上清和沉淀进行SDS-PAGE凝胶电泳鉴定重组蛋白表达情况。经His-Ni-NTA亲和层析柱纯化后, 重组蛋白用含8 mol/L尿素的变性结合缓冲液溶解并依次加入5倍体积的由低到高浓度的变性洗脱液洗脱, 再依次经过含4 mol/L、2 mol/L、1 mol/L尿素的50倍体积复性缓冲液透析, 时间间隔为3 h, 最后在不含尿素的透析液中透析过夜, 次日收集蛋白。于截留分子量为10 kD的超滤管中超滤浓缩至约l mL, 以Bradford法测蛋白浓度, 用0.22 µm的针头滤器抽滤除菌后分装待用。
1.4  重组蛋白的细胞毒性检验

将长满25 cm2细胞培养瓶中的红鳍东方鲀精巢细胞以PBS漂洗2次, 然后加入DMEM/F12(含20%胎牛血清)吹打悬浮, 稀释细胞密度至104/mL, 分别取2.5 mL细胞悬液接种6孔板, 于25℃, 5% CO2, 培养至细胞长满孔底约80%, 添加重组蛋白至终浓度分别为0、2、4、6、8、10 μg/mL, 继续培养12 h, 倒置显微镜观察细胞状态。

1.5  Western Blotting 检验重组蛋白入细胞效率

上述各不同浓度重组蛋白孵育细胞12 h后, 培养液换成DMEM/F12(含20%胎牛血清)再培养12 h, PBS洗2次, 分别加入2 mL DMEM/F12(含20%胎牛血清)吹打悬浮并收集细胞, 裂解后, 进行SDS-PAGE电泳, 切下 57~64 kD的片段, 转PVDF膜, TBST冲洗3次, 5%脱脂奶粉, 4℃, 封闭1 h; TBST冲洗3次, 每次5 min, 抗六聚组氨酸抗体(羊抗鼠)室温孵育2 h; TBST冲洗3次, 每次5 min, 酶标(HRP)二抗(鼠抗), 室温孵育2 h, TBST冲洗3次, 每次10 min 。DAB显色并拍照。

1.6  免疫荧光观察对重组蛋白进行细胞定位

将红鳍东方鲀精巢细胞接种于6孔板中的盖玻片上, 待细胞长至约玻片面积的80%, 重组蛋白孵育过夜, 换成DMEM/F12培养液继续培养12 h。PBS洗盖玻片2次, 每孔加入300 μL的多聚甲醛, 4℃固定15 min; PBS洗3次, 加入含0.2% Tri​tonX-100的 PBS 300 μL, 室温透化15 min, PBS洗3次, 1% BSA封闭30 min, 加入1% BSA稀释的一抗(抗六聚组氨酸抗体), 4℃孵育过夜, PBS漂洗3次, 加入1% BSA稀释的二抗(异硫氰酸荧光素标记的山羊抗小鼠IgG), 于37℃杂交1 h, PBS漂洗2次, 5 μg/mL DAPI(4, 6-联脒-2-苯基吲哚)室温作用15 min, 抗淬灭封片剂(2.5% DABCO, 50 mmol/L Tris, 90%甘油, pH8.0)封片, 在电动荧光显微镜(NIKON E80i)下观察并照相。

2  结果与分析
2.1  重组载体的构建

以红鳍东方鲀基因组DNA为模板, 经PCR扩增后, 得到长度为969 bp的 Sox2基因序列, 测序结果与红鳍东方鲀已公布基因组数据(http:// www.jgi.doe. gov/)一致。PCR产物经KpnⅠ和BamHⅠ酶切后, 与BamH I和EcoRⅠ酶切后的穿膜肽11R及KpnⅠ和EcoRⅠ双酶切的原核表达载体pET32a(+)连接, 产物如图1所示。重组载体分别进行BamH I+KpnⅠ和Kpn I+EcoR I双酶切, 经1.2%琼脂糖凝胶电泳检测, 证明各片段大小符合预期片段长度(图2)。
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图1  重组载体pET32a(+)-Sox2-11R-6His的构建

Fig. 1  Construction process of pET32a(+)-Sox2-11R-H6 
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图2  原核表达载体的酶切电泳图谱

M: Marker; 1: 质粒pET32a(+)-Sox2-11R-H6; 2: 质粒pET32a (+)-Sox2-11R-H6 经KpnⅠ、EcoRⅠ双酶切后产物; 3: 质粒
pET32a(+)-Sox2-11R-H6 经KpnⅠ、BamHⅠ双酶切产物.
Fig. 2  Restriction map of pET32a(+)-Sox2-11R-H6-11R-H6 expression vector 

Lane M: marker; Lane 1: pET32a(+)-Sox2-11R-H6-11R-H6 plasmid without digestion; Lanes 2–3: pET32a(+)-Sox2-11R- H6-11R-H6 plasmid digested fragments by KpnⅠ/ EcoRⅠ(Lane
2) and KpnⅠ/ BamHⅠ(Lane 3).

2.2  重组蛋白的表达与纯化

将重组质粒pET32a(+)-Sox2-11R-H6转化大肠杆菌BL21, 诱导表达后, 菌体裂解液上清及沉淀经12.5% SDS-PAGE分离, 发现重组蛋白主要以包涵体的形式存在, 分子量大小约为54 kD (图3), 与预测蛋白大小54.3 kD基本一致。通过设定IPTG诱导时间梯度, 发现随诱导时间的延长重组蛋白的表达量增多, 综合诱导时间和培养基的消耗及大肠杆菌代谢废物的产生等因素, 最终确定诱导时间为5 h。在40 W超声10 min(超声8 s/间歇8 s)的条件下进行菌体破碎, 得到的包涵体蛋白溶解于8 mol/L尿素中进行变性。利用Sox2重组蛋白中的六聚组氨酸与Ni-NTA介质特异结合的属性进行蛋白纯化, 经100 mmol/L咪唑洗脱后, 得到Sox2融合蛋白(图4)。透析复性后, Bradford法测得得重组蛋白质量浓度为0.228 mg/mL。
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图3  含Sox2基因的大肠杆菌分别诱导1、3、5、7 h后的重组蛋白表达

1: Marker; 2: 空载体; 3~6: 分别诱导1、3、5、7 h
的蛋白表达量.
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the expressed recombinant protein Sox2-11R-H6 by E. Coli BL21. Lane 1: marker, Lane 2 : the entire bacterial BL21/pET32a(+), Lanes 3–6: the entire bacterial BL21/pET32a(+)-Sox2-11R-H6 after induction with
1mmol/L IPTG at 1, 3, 5 and 7 h.
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图4  重组蛋白Sox2-11R-H6的洗脱纯化

M: Marker; 1: 流穿液过柱; 2: 漂洗液过柱; 3~7: 100~
500 mmol/L咪唑洗脱液过柱.
Fig. 4  Purification of recombinant protein Sox2-11R-H6 by imidazole elution.

M: Marker; Lane 1: Breakthrough buffer past the column; Lane 2: Was​hing buffer past the column; Lanes 3–7: 100–500 mmol/L imida​zoleelution buffer past the column.

2.3  重组蛋白的细胞毒性

上述纯化的携带穿膜肽及6-His标签的重组蛋白Sox2-11R-H6分别以不同终浓度添加到细胞培养液中, 孵育过夜后, 细胞计数评价外源重组蛋白对红鳍东方鲀精巢细胞系细胞的细胞毒性。当培养液中添加的重组蛋白质量浓度在2~8 μg/mL的范围内, 细胞数量与对照相比, 无显著性差异。当重组蛋白质量浓度达到10 μg/mL时, 大部分细胞发生脱落死亡, 表现出明显的细胞毒性(图5)。
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图5  不同浓度重组蛋白Sox2-11R-H6孵育后的细胞数量变化

“*”: P<0.05.

Fig. 5  Recombinant protein Sox2-11R-H6 transduced TRS cells in a concentration dependent manner 

“*”: P<0.05.

2.4  重组蛋白孵育细胞后的Western Blotting检测

分别以不同终浓度的重组蛋白Sox2-11R-H6添加到细胞培养液中, 孵育过夜后, 裂解细胞, 细胞总蛋白进行SDS-PAGE电泳, 后转PVDF膜进行Western Blotting检测。重组蛋白终浓度为10 μg/mL时, 由于浓度过高引起细胞发生凋亡脱落, 故此浓度不进行Western Blotting检测, 其他浓度重组蛋白孵育细胞的结果如图6所示。前期预实验中, 通过构建重组蛋白Sox2-H6孵育细胞培养物(终质量浓度2~8 μg/mL), Western Blotting检测结果发现(图7), 任何浓度下不含穿膜肽的重组蛋白Sox2-H6均未能穿过细胞膜进入细胞中(数据未列出), 因此表明重组蛋白能够穿过细胞膜进入细胞中, 确为穿膜肽11R的介导作用。且随着外源蛋白浓度的提高, 进入细胞的量也逐渐增多, 
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图6  不同浓度重组蛋白Sox2-11R-H6孵育细胞后的Western Blotting检测

1: 对照; 0 μg/mL重组蛋白; 2~5: 2~8 μg/mL重组蛋白Sox2-11R-H6
Fig. 6  Western Blotting analysis of protein Sox2-11R-H6 from TRS cells probed with anti-His–HRP conjugate after incubated with various concentrations of purified protein from
E. coli BL21

1: Protein concentration of 0 μg/mL; 2–5: protein concentration of 2–8 μg/mL, respectively.

表明重组蛋白进入细胞的效率呈明显的浓度依赖性, 综合重组蛋白的细胞毒性检测实验, 最终确定重组蛋白孵育细胞的最佳浓度为8 μg/mL。后续实验均以此浓度孵育细胞。

2.5  重组蛋白在细胞内的定位
将重组蛋白以最佳浓度8 μg/mL孵育细胞过


夜后, 利用重组蛋白携带6His标签的特征, 用小鼠抗His抗体进行标记, 后用羊抗小鼠FITC荧光二抗标记, 荧光显微镜观察可见重组蛋白分布于细胞质中。以DAPI标记细胞核后, 对比发现细胞核部位的荧光强度亮过周围细胞质, 表明重组蛋白可进入到细胞核中(图8)。
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图7  重组蛋白未孵育细胞

A: 光镜下细胞形态; B: DAPI标记细胞核; C: 羊抗小鼠FITC二抗标记重组蛋白的细胞内定位.
Fig. 7  Cultured cells without recombinant protein incubation

A: Cells under light microscope; B: Nucleus counterstained by DAPI; C: Cells labeled by FITC-goat anti-mouse secondary antibody.
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图8  Sox2重组蛋白孵育细胞的免疫荧光

A: 光镜下细胞形态; B: 羊抗小鼠FITC二抗标记Sox2重组蛋白的细胞内定位; C: DAPI标记细胞核; D: C+B组合.
Fig. 8  Cellular distribution of Sox2-11R-H6 

A: Cells under light microscope; B: Cells under fluorescence microscope; C: Nuclear stained by DAPI; D: B overlap C.
3  讨论

本研究选择红鳍东方鲀Sox2进行体外表达并转入细胞研究, 因为在前期实验中发现, 红鳍东方鲀Sox2与大多数其他物种的Sox2基因一样为单外显子结构[11], 因而基因结构相对简单, 便于在原核细胞中进行表达纯化。多聚精氨酸(6R-12R)是一种在蛋白转导过程中能高效穿过生物膜的结构域, 它能将与其共价连接的多肽、蛋白质及DNA等分子跨膜导入几乎所有的组织和细胞, 转导效率高而且对细胞无明显损伤[12]。Zhou等[13]将Sox2和Oct4等4个转录因子与11R(11聚精氨酸)用大肠杆菌进行融合表达, 然后将纯化的４种转录因子融合蛋白与小鼠成纤维细胞共培养, 最终获得小鼠的诱导性多能干细胞。Kim等[14]利用9R(九聚精氨酸)与Sox2等４个转录因子进行融合表达, 孵育细胞后, 成功获得了人的诱导性多能干细胞。因Sox2在体细胞重编程过程中居必不可少的地位, 因此证明了Sox2在偶联上多聚精氨酸后, 导入细胞中仍能够正常的行使功能, 发挥其生物活性。Sox2基因在物种间的保守性比较强。本研究在初步实现Sox2重组蛋白导入鱼类细胞后, 为进一步研究鱼转录因子Sox2在细胞重编程中的功能奠定了基础。
11R在介导重组蛋白Sox2-11R-H6进入红鳍东方鲀精巢细胞的效率, 在不超过8 μg/mL的质量浓度范围内, 随浓度的增加而增加(图6)。这与已报道的多种穿膜肽的递送效率是一致的。彭翔等[15]研究发现人鼠同源的CLOCK蛋白的DNA结合序列CDB能够有效地穿过细胞膜, 并且对细胞无选择性, 其内化的数量随着孵育的时间和肽段浓度的增加而增加。王怡等[16]研究发现TAT的改构体T1的跨膜递送效率在一定范围内与时间和蛋白浓度存在正相关关系, 即His-T1-GFP在一定的范围内穿膜进入细胞的量随着时间的延长或浓度的升高而增多, 并且在终浓度高达5 g/L 时对CNE2及NRK52E 2种细胞几乎没有毒性作用。而本研究发现, 在重组蛋白孵育的终浓度达到10 μg/mL时, 细胞增殖受到影响, 表现出明显的细胞毒性, 这可能是外源蛋白本身性质差异造成的。GFP是一种分子量小, 在活细胞内可溶, 即使大量表达对细胞的毒性作用也较小的工具蛋白。而重组蛋白Sox2-11R-H6在大量进入细胞后, 作为外来“异物”可能会启动细胞自身的应激反应, 进入程序性细胞死亡途径, 具体机制还需要实验的进一步证实。
穿膜肽携带外源蛋白进入细胞后可到达不同细胞微区。Yoshikawa等[17]在融合蛋白(VEN​US-TAT)的N端连接上细胞核定位信号NLS序列后, 方可将目的蛋白定位于细胞核内。王怡等[16]发现只凭穿膜肽T1即可协助His-T1-GFP定位于细胞质甚至细胞核中, 并且证明穿膜肽T1对不同种属(大鼠和人)不同组织(肾小管上皮和鼻咽癌)来源的细胞膜均具穿透能力。本研究将穿膜肽11R偶联到转录因子Sox2的羧基端, 发现重组蛋白Sox2-11R-H6能够穿过鱼类细胞膜进入细胞质, 甚至细胞核中(图8)。由于Sox2基因本身存在核输入信号[18], 因而重组蛋白进入细胞核是Sox2自身信号序列功能还是11R穿膜肽的协助作用, 还需要实验的进一步证实。

细胞穿膜肽是一类小分子多肽, 能够穿透细胞膜进入细胞内, 几乎不受细胞类型的限制。虽然当前对于细胞穿膜肽的穿膜机制没有达成共识, 但利用TAT蛋白核心转导序列以共价键或者融合蛋白的形式携带各种目的蛋白进行穿膜研究, 结果均倾向于TAT是通过巨胞饮的方式完成细胞内化过程[19]。而这一过程中TAT-外源大分子物质复合物在进入细胞后, 如何顺利从内吞体中逃逸出来, 避免被细胞溶酶体降解是决定外源蛋白能否在细胞内发挥生物学活性的关键所在。本研究初步实现了穿膜肽11R携带转录因子Sox2进入红鳍东方鲀精巢细胞系细胞, 下一步将着重研究外源蛋白在细胞内的存留时间, 及蛋白的活性发挥等。从而为进一步利用穿膜肽进行多肽、核酸及siRNA的导入奠定基础, 技术成熟后将为鱼类免疫相关基因的功能研究及鱼类新型疫苗的研制提供新的思路。
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Intracellular delivery of the expressed fusion protein Sox2 with cell penetrating peptides to cultured Takifugu rupies spermary cells

YANG Xiuxia1, HOU Xuening1, XU Bin1, HAO Xiao2, JIANG Guojian1, FAN Tingjun1
1. College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao 266003, China;
2. Institute of Basic Medical Sciences, Beijing Union Medical College, Beijing 100005, China
Abstract: Research on exogenous gene function in cultured cell line cells is guaranteed by two biological processes, efficient gene transduction and errorless gene expression. Fish cells are not easy for exogenous gene transduction and expression depending on the gene delivery method used and the transgene promoter. Cell penetrating peptides (CPPs), such as the CPP of the human immunodeficiency virus type 1 TAT protein, poly-arginine (6–12 residues), and the CPP derived from flock house virus (FHV), are short cationic and/or amphipathic peptides that are able to transport various biological compounds such as peptides, proteins, and oligonucleotides into mammalian cells to modulate biological activities inside cells. Although it has been shown that CPPs can mediate efficient delivery into a wide variety of mammalian cell types, the transduction of proteins to cultured fish cells is considered more challenging. In this work, the Sox2 gene from Takifugu rupies genomic DNA was cloned and subsequent expression was carried out in Escherichia coli in the form of recombinant proteins by introducing cell penetrating peptides such as Sox2-11R-6His. The recombinant proteins were incubated with cultured T. rupies spermary cell line cells in vitro. Cells treated with proteins below 8 μg/mL induced no or minor toxic effects while higher concentrations gave rise to cytotoxicity. The transduction efficiency of the recombinant protein with 6 His tag, evaluated by western blotting using an anti-His antibody, reached a maximum level at 8 μg/mL and in a dose responsive fashion. Based upon the optimal concentration of proteins for transduction, Sox2-11R-H6 in TRS cells was further imaged using a fluorescence microscope. The recombinant protein Sox2-11R-H6was detected in the cytoplasm and even in the nucleus. Taken together, the value of the 11R translocation domain in facilitating the routing of proteins to the cytosol of cultured fish cells was confirmed. However, whether the functionality of the transcription factor Sox2 was disturbed by addition of this domain in the construct needs further exploration. The subcellular localization of transduced proteins may depend on the nature of imported proteins, the cell type, and delivery approach. As a transcription factor, Sox2 must contain a nuclear localization signal (NLS) so that it can be transported to the nucleus to bind to its target octamer motif and transactivate its target genes. Our observation that fluorescence intensity was higher in the nucleus than cytoplasm, indicates that the exogenous protein Sox2 enters the fish nucleus. Further experiments are needed to decide whether nuclear location ofSox2-11R-H6 was facilitated by a nuclear localization signal or the cell penetrating peptide.
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