
书书书

第二军医大学学报　２０１０年５月第３１卷第５期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍａｙ２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．５

·４８９　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．００４８９ ·论　著·

人Ｏｃｔ４与细胞穿膜肽融合蛋白的表达

周承亮１，徐凤青１，王春红２，刘　韬２，彭新荣２，钱其军２

１．浙江理工大学生命科学院新元医学与生物技术研究所，杭州３１００１８

２．第二军医大学东方肝胆外科医院病毒基因治疗实验室，上海２００４３８

　　［摘要］　目的　通过原核表达获得人Ｏｃｔ４（ｈＯｃｔ４）与细胞穿膜肽融合蛋白，优化其表达方法并观察其穿膜效果。方法

　通过基因工程手段构建了ｐＥＴ原核表达载体，利用ＢＬ２１（ＤＥ３）和Ｒｏｓｅｔｔａ２（ＤＥ３）蛋白表达菌表达蛋白。Ｎｉ亲和纯化方法
纯化蛋白，蛋白质印迹分析检测融合蛋白组成。将融合蛋白用罗丹明染色后加入人正常皮肤成纤维细胞株ＢＪ观察其穿膜进

入细胞情况。结果　构建了ｐＥＴ２１ａ（＋）ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ和ｐＥＴ２１ａ（＋）ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ表达载体，转入大肠杆菌中后诱导
获得了ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ和ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ融合蛋白，经蛋白质印迹分析检测表明融合蛋白正确。经ＢＪ细胞测试，观察到融合

蛋白进入细胞中。结论　成功获得了ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ和ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ融合蛋白，且融合蛋白能够高效进入ＢＪ细胞并聚集
于细胞核周围。

　　［关键词］　八聚体转录因子３；细胞穿膜肽；重组融合蛋白质类
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　　Ｏｃｔ４（又称Ｏｃｔ３、Ｏｃｔ３／４、ＰＯＵ５Ｆ１）是哺乳动物
胚胎发育，维持胚胎干细胞（ＥＳ细胞）多能性关键基
因［１］。在体内，Ｏｃｔ４表达开始于４细胞８细胞期，终
止于分化后各种细胞［２］，体外Ｏｃｔ４在一些未分化的
胚胎细胞株中表达，如ＥＳ细胞、胚胎癌细胞、原生殖
细胞。２００６年Ｔａｋａｈａｓｈｉ和 Ｙａｍａｎａｋａ［３］利用反转
录病毒将转录因子 Ｏｃｔ４等４种转录因子基因转入

成纤维细胞，成功地将成纤维细胞重编程为多能性
干细胞（ｉＰＳ细胞）。这种方法在接下去的几年中在
大鼠［４］、猪［５］、猴［６］和人类［７８］中都得到证实。随着

ｉＰＳ技术的进步，通过单因子Ｏｃｔ４诱导重编程得到

ｉＰＳ细胞也获得了成功［９１０］，证明 Ｏｃｔ４在细胞重编
程过程中起到了最关键的作用。然而，引入外源

ＤＮＡ的方法容易引起宿主细胞突变，阻碍了ｉＰＳ技
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术在临床治疗方面的应用。

　　细胞穿膜肽（ｃｅｌｌｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓ）又可称
为蛋白转导域（ｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ）或者膜
转导肽（ｍｅｍｂｒａｎｅｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅｓ），是一种
能携带大分子物质穿过细胞膜进入细胞的短肽。最
受关注的是来自于 ＨＩＶ的ＴＡＴ［１１］和果蝇触角基因
转录因子同源结构域［１２］。通过对 ＴＡＴ、Ａｎｔｐ等天
然穿膜肽的研究，利用细胞穿膜肽富含精氨酸、赖氨
酸等碱性氨基酸残基这一特性，人工合成的多聚精
氨酸和多聚赖氨酸也具有穿膜能力，而且１１个精氨
酸（１１Ｒ）或者１１个赖氨酸残基（１１Ｋ）构成的基序比

ＴＡＴ的蛋白转导活性还要强，可以高效率地穿进细
胞核［１３］。通过细胞穿膜肽携带转录因子蛋白将其导
入靶细胞中诱导ｉＰＳ细胞，消除引入外源ＤＮＡ诱导

ｉＰＳ细胞方法带来的遗传修饰风险，是现在最安全的

ｉＰＳ细胞诱导方法之一。

　　本研究希望通过原核表达系统获得人 Ｏｃｔ４转
录因子与穿膜肽１１Ａｒｇｉｎｉｎｅ融合蛋白，并观察其穿
膜效果，为进一步重编程研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ｐＥＴ２１ａ（＋）１１ＲＨｉｓ载体
由ＯｋａｙａｍａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＭｅｄｉｃａｌＳｃｈｏｏｌ（日本冈山大
学医学院）ＨｉｄｅｋｉＭａｔｓｕｉ教授馈赠，人Ｏｃｔ４基因购
自武汉三鹰生物技术有限公司。蛋白表达菌ＢＬ２１
（ＤＥ３）和Ｒｏｓｅｔｔａ２（ＤＥ３）、细菌蛋白抽提试剂、核酸
酶购自 Ｍｅｒｃｋ公司。限制性内切酶购自ＮＥＢ公司，

Ｎｉｓｅｐｈａｒｏｓｅ６ＦＦ填料购自ＧＥ公司，蛋白上样缓冲
液购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＮＣ膜购自Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ＆
Ｓｃｈｕｅｌｌ公司。Ｏｃｔ３／４ 抗体（ｓｃ５２７９）购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，Ｈｉｓｔａｇ抗体（ＳＵＢ００８１）购自 Ｕｎｉｖｂｉｏ
公司，二抗为 ＨＲＰ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ（ＧＧＨＬ
９０Ｐ）购自ＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙＣｏｎｓｕｌｔａｎｔｓＬａｂｏｒａｔｏｒｙ公
司。ＥＣＬ底物、罗丹明标记试剂盒购自Ｐｉｅｒｃｅ公司，

Ｘ光胶片购自Ｋｏｄａｋ公司，人正常皮肤成纤维细胞
株ＢＪ购自 ＡＴＣＣ公司，胎牛血清、ＭＥＭ 培养液购
自Ｇｉｂｃｏ公司。

１．２　引物设计及合成　根据基因序列设计合成引
物。ｈＯｃｔ４引物１（含ＢａｍＨ Ⅰ酶切位点）：５′ＧＣＧ
ＧＡＴ ＣＣＡ ＴＧＧ ＣＧＧ ＧＡＣ ＡＣＣ ＴＧＧ ＣＴ３′，

ｈＯｃｔ４引物２（含ＳａｌⅠ酶切位点）：５′ＡＣＧ ＣＧＴ
ＣＧＡＣＡＧＴＴＴＧＡＡＴＧＣＡＴＧＧＧＡＧ３′；ＥＧＦＰ
引物１（含ＢａｍＨ Ⅰ酶切位点）：５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣ
ＧＴＧＡＧＣ ＡＡＧ ＧＧＣ ＧＡ３′，ＥＧＦＰ 引物 ２（含

ＳａｌⅠ酶切位点）：５′ＡＣＧ ＣＧＴ ＣＧＡ ＣＡＧ ＧＡＣ
ＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣ３′。所有引物均由上海生工生
物工程技术服务有限公司合成。

１．３　携带ｈＯｃｔ４或ＥＧＦＰ与１１ＲＨｉｓ融合蛋白表
达载体的构建　利用 ｈＯｃｔ４引物１、２，以及ＥＧＦＰ
引物１、２分别ＰＣＲ获得两端带有ＢａｍＨⅠ和ＳａｌⅠ
的ｈＯｃｔ４和 ＥＧＦＰ基因，酶切插入ｐＥＴ２１ａ（＋）
１１ＲＨｉｓ载体中（图１），鉴定正确后，送上海生工生
物工程技术服务有限公司测序。

图１　ｐＥＴ２１ａ（＋）１１ＲＨｉｓ表达质粒结构

Ｆｉｇ１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ２１ａ（＋）１１ＲＨｉｓ

１．４　融合蛋白表达与纯化　将鉴定正确的表达质
粒ｐＥＴ２１ａ（＋）ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ和 ｐＥＴ２１ａ（＋）
ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ转 化至 ＢＬ２１（ＤＥ３）和 Ｒｏｓｅｔｔａ２
（ＤＥ３）蛋白表达菌株中，铺板挑取单克隆，接种于含
有相对抗性［ＢＬ２１（ＤＥ３）：５０μｇ／ｍｌ氨苄青霉素，

Ｒｏｓｅｔｔａ２（ＤＥ３）：３４μｇ／ｍｌ氯霉素及５０μｇ／ｍｌ氨苄
青霉素］的５ｍｌＬＢ培养液中，培养过夜。

　　融合蛋白表达：将新鲜菌液按１１０００接种于含
抗性的ＬＢ培养液中，３７℃１５０ｒ／ｍｉｎ震荡至Ｄ６００值

０．５～０．７。加入ＩＰＴＧ至终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，２８℃继
续培养１２ｈ后离心收集菌体，－２０℃保存。

　　Ｎｉ亲和纯化：细菌沉淀裂解重悬于细菌蛋白抽

提试剂中（５ｍｌ／ｇ），加入核酸酶１０～１５Ｕ／μｌ，室温
震荡１０～２０ｍｉｎ。离心（１６０００×ｇ，４℃，２０ｍｉｎ）
后，分离上清沉淀，将上清同Ｎｉｓｅｐｈａｒｏｓｅ６ＦＦ填料

４℃孵育１ｈ。将混合物加入层析柱中，加入５倍体
积ＰＢＳ（含５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）洗涤。加入３倍柱体积
的洗脱液（含５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑），收集洗脱液。

１．５　蛋白质印迹分析　样品中加入蛋白上样缓冲
液，９８℃１０ｍｉｎ使蛋白变性。以１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ
分离蛋白，电转至ＮＣ膜，５％ 脱脂奶粉三羟甲基氨
基甲烷溶液（ＴＢＳＴ）封闭２ｈ。抗体用封闭液稀释
到工作浓度后，室温下一抗孵育２ｈ或４℃过夜，

ＴＢＳＴ洗涤３遍，加入二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗
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涤３遍，加入ＥＣＬ底物，Ｘ光胶片曝光。

１．６　罗丹明标记　通过透析将融合蛋白缓冲液置
换为ＰＢＳ后，浓缩为１ｍｇ／ｍｌ。利用罗丹明标记试
剂盒将蛋白与标记试剂混匀，按试剂盒操作说明标
记并纯化蛋白。

１．７　蛋白穿膜实验　ＢＪ细胞株用含１０％ ＦＢＳ的

ＭＥＭ培养液，于５％ＣＯ２孵箱３７℃、饱和湿度条件
下培养。取对数生长期的细胞计数，铺２４孔板，１×
１０５／孔，将融合蛋白加入细胞培养液中，１２ｈ后用

ＰＢＳ洗３次去除未结合蛋白，换新鲜培养液，荧光显
微镜观察。

２　结　果

２．１　 载体构建 　 重组质粒测序正确，命名为

ｐＥＴ２１ａ（＋）ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ，ｐＥＴ２１ａ（＋）ＥＧＦＰ
１１ＲＨｉｓ。

２．２　融合蛋白表达　将表达质粒转化至 ＢＬ２１
（ＤＥ３）蛋白表达菌株，诱导表达后将菌裂解上清过

Ｎｉ柱纯化。１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离，考马斯亮蓝染
色检测后发现预测相对分子质量区域（ｈＯｃｔ４１１Ｒ
Ｈｉｓ：４３３００；ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ：３４６００）存在蛋白条
带，证明目的蛋白表达 （图２）。

图２　ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ与ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ
蛋白纯化ＳＤＳＰＡＧＥ检测

Ｆｉｇ２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ（Ａ）ａｎｄ

ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ（Ｂ）ｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ａ：ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ（４３３００）；Ｂ：ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ（３４６００）．Ｍ：

Ｍａｒｋｅｒ；Ｓ：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙｓａｔｅ；Ｐ：Ｐｅｌｌｅｔ；ＦＴ：Ｆｌｏｗ

ｔｈｒｏｕｇｈ；Ｗ，Ｗ１，Ｗ２：Ｗａｓｈｆｒａｃｔｉｏｎ；Ｅ：Ｅｌｕｔｅｄｆｒａｃｔｉｏｎ

２．３　融合蛋白表达优化　实验发现融合蛋白在

ＢＬ２１（ＤＥ３）表 达 菌 中 纯 化 后 得 到 量 很 低，将

ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ开 放 阅 读 框 经 ｈｔｔｐ：／／ｎｉｈｓｅｒｖｅｒ．
ｍｂｉ．ｕｃｌａ．ｅｄｕ／ＲＡＣＣ／软件分析后，发现１１Ａｒｇｉ
ｎｉｎｅ序列中 （ＣＧＣ ＣＧＣ ＡＧＧ ＡＧＡ ＣＧＡ ＣＧＧ
ＣＧＡＡＧＡＡＧＧ）含有两组连续的３个大肠杆菌稀
有密码子，我们推断是由于稀有密码子使蛋白表达
不完整，造成纯化得到融合蛋白量低。将表达菌换
为Ｒｏｓｅｔｔａ２（ＤＥ３）后，蛋白纯化后得到目的蛋白量
明显提高（图３）。

图３　融合蛋白ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ表达优化

Ｆｉｇ３　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｓ：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙｓａｔｅ；Ｐ：Ｐｅｌｌｅｔ；Ｅ：Ｅｌｕｔｅｄ

ｆｒａｃｔｉｏｎ．ＡｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　蛋白质印迹分析结果　蛋白质印迹分析检测
证明融合蛋白中含有ｈＯｃｔ４和 Ｈｉｓｔａｇ（图４）。

图４　蛋白质印迹分析检测

Ｆｉｇ４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ：ＡｎｔｉＯｃｔ３／４ａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｂ：ＡｎｔｉＨｉｓｔａｇａｎｔｉｂｏｄｙ．１：ｈＯｃｔ４１１Ｒ

Ｈｉｓ（４３３００）；２：ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ（３４６００）

２．５　 蛋白穿膜 　 为检测 １１Ｒ 的穿膜效率，将

ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ和罗丹明标记的ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ蛋
白以终浓度为１０μｇ／ｍｌ加入ＢＪ细胞培养液中。１２
ｈ后，ＰＢＳ洗涤３次。荧光显微镜观察发现，荧光多
集中于细胞核周围，证明融合蛋白能高效穿膜进入
细胞（图５），并具有核趋向性。
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图５　荧光显微镜（Ａ，Ｂ）及相差显微镜（Ｃ，Ｄ）观察融合蛋白穿膜进入ＢＪ细胞

Ｆｉｇ５　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ（Ａ，Ｂ）ａｎｄｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ（Ｃ，Ｄ）ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｎｔｅｒｉｎｇＢＪｃｅｌｌｓ
Ａ，Ｃ：ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ；Ｂ，Ｄ：ＲｈｏｄａｍｉｎｅｌａｂｅｌｌｅｄｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　建立ｉＰＳ细胞最安全的方法就是完全避免病毒
或建立在ＤＮＡ基础上的重编程方法。蛋白质是基
因表达产物，多种蛋白质已被用于治疗人类疾病，利
用活性蛋白诱导ｉＰＳ细胞成为许多科学家努力的方
向。２００８年，Ｂｏｓｎａｌｉ等［１４］成功利用原核表达的融

合ＴＡＴ细胞穿膜肽的Ｏｃｔ４和Ｓｏｘ２蛋白维持内源

Ｏｃｔ４和Ｓｏｘ２下调的ＥＳ细胞的多能性。２００９年４
月，Ｄｉｎｇ等［１５］使用原核表达获得携带１１Ａｒｇｉｎｉｎｅ
细胞穿膜肽的小鼠４种转录因子的融合蛋白成功诱
导小鼠成纤维细胞重编程为ｉＰＳ细胞。同年５月，

Ｋｉｍ等［１６］使用真核表达携带９Ａｒｇｉｎｉｎｅ穿膜肽的
人４种转录因子融合蛋白成功诱导人成纤维细胞为

ｉＰＳ细胞。蛋白直接诱导ｉＰＳ细胞在重编程过程中
不涉及任何的遗传修饰，使ｉＰＳ细胞更接近于临床
应用。本研究首次利用原核方法表达了人类转录因
子Ｏｃｔ４蛋白及穿膜肽１１Ａｒｇｉｎｉｎｅ融合蛋白，和

Ｋｉｍ等［１６］利用真核表达相比，原核表达具有产量
高、成本低、纯化方便等优势，更符合产业化要求，且

Ｄｉｎｇ等［１５］的研究证明通过原核表达的真核细胞转

录因子能够对真核细胞发挥作用，为我们用原核表
达蛋白诱导人类ｉＰＳ细胞提供了理论基础。

　　蛋白纯化中，我们发现１１Ａｒｇｉｎｉｎｅ序列中含有

３个连续的稀有密码子序列，在ＢＬ２１（ＤＥ３）表达菌
中蛋白表达量很低，我们推测这３个连续稀有密码
子阻碍了蛋白完整表达，影响了目的蛋白的产量。
基因工程菌Ｒｏｓｅｔｔａ２（ＤＥ３）是携带ｐＲＡＲＥ２质粒的

ＢＬ２１衍生菌，补充大肠杆菌缺乏的７种（ＡＵＡ，

ＡＧＧ，ＡＧＡ，ＣＵＡ，ＣＣＣ，ＧＧＡ及ＣＧＧ）稀有密码
子对应的ｔＲＮＡ，提高外源基因，尤其是真核基因在
原核系统中的表达水平。利用Ｒｏｓｅｔｔａ２（ＤＥ３）使得
蛋白合成可以快速通过１１Ａｒｇｉｎｉｎｅ区域，使蛋白表

达完整，纯化后目的蛋白含量高。经ＳＤＳＰＡＧＥ分
析发现，纯化后的蛋白相对分子质量和预计蛋白相
对分子质量相符合，裂解后蛋白基本存在于菌体裂
解液的上清中，不形成包涵体，有利于纯化，避免了
蛋白复性的步骤。通过蛋白质印迹分析检测目的蛋
白，证明蛋白中包含人Ｏｃｔ４，且具有纯化标签 Ｈｉｓ。

ＢＪ细胞是人成纤维细胞，ＢＪ细胞也已被成功诱导为

ｉＰＳ细胞［１７］，本实验选取ＢＪ细胞考虑到其细胞形态
较大，细胞核较清楚，便于观察。由于蛋白为大分子
物质，通常情况下无法通过细胞膜，将融合蛋白加入
培养液１２ｈ后观察，发现ＥＧＦＰ１１ＲＨｉｓ和罗丹明
标记ｈＯｃｔ４１１ＲＨｉｓ蛋白均能够高效进入细胞，并
聚集在细胞核周围，证明１１Ａｒｇｉｎｉｎｅ能很好地穿膜
进入细胞。本实验首次利用原核蛋白表达方法成功
获得了人Ｏｃｔ４和１１Ａｒｇｉｎｉｎｅ细胞穿膜肽的融合蛋
白，为后续诱导ｉＰＳ细胞实验奠定了基础。
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《爱我乳房———健康咨询４００问》（第２版）和《常用针灸腧穴速记手册》已出版

　　《爱我乳房———健康咨询４００问》（第２版）由王燕蓉、何仲义主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０９９３７，３２
开，定价：１８．００元。

　　该书本着引领健康科普、增强自我保健的目的，从乳房的基本知识，生理结构和变化，乳房自我检查和护理，常见乳腺疾病

及各种检查方法，乳腺癌的发生、诊断、治疗和康复，乳房整形和美容等方面进行了阐述。该书不仅有助于女性朋友更多地了

解保护乳房健康的知识，而且有助于更好地了解自身的健康状况。该书应读者需求而再版，再版时保留了深入浅出、简明扼要

的特点，并增加了一些图片，使读者更易于理解，对常见的检查进行了修订和增加，突显其实用性。

　　该书适于各年龄段、不同文化程度的女性阅读，尤其适合于有乳房疾患的读者。

　　《常用针灸腧穴速记手册》由王珑、吴仁培主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０９９７５，３２开，定价：１０．００元。

　　针灸疗法是中医疗法的重要组成部分，也是现代医学所提倡的“绿色疗法”之一。经络腧穴理论是针灸理论体系中的核心

内容，针灸疗法具有药物所不及的独特疗效。该书以十四经脉为序，内容包括每条经脉的循行原文、病候原文、主治概要、腧穴

歌赋，重点对每条经脉中的常用腧穴作以详讲。针对每一个临床常用腧穴，设置了特定穴名、穴名由来、简便取穴、穴性功效、

刺法灸法、效穴验穴、注意事项等内容，并且对大部分腧穴还设置了功能鉴别、常用配伍、针灸处方、保健灸法等项目，对每一个

腧穴做到讲述翔实、全面、具体、实用。为了使读者熟练掌握部分腧穴的简便取穴方法，还对６４个腧穴的点穴方法拍摄了照

片，更直观地展现临床常用的简便取穴法。

　　该书适合不同层次的中医、针灸师参考，也可供对中医针灸感兴趣的读者阅读。

　　以上两书由第二军医大学出版社出版发行科发行，全国各大书店均有销售。
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