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　　摘要：为获得纯化的斑马鱼ＴＲＩＭ２３（ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅｍｏｔｉｆ２３）重组蛋白并研究其免疫功能，试验采用逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－
ＰＣＲ）技术扩增ＴＲＩＭ２３全长序列，将其与原核表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１连接并转化至Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ感受态细胞，用异
丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达，利用谷胱甘肽巯基转移酶（ＧＳＴ）蛋白纯化介质纯化目的蛋白后，将其与嗜水气
单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）孵育，检测抑菌活性。结果显示，重组表达载体 ｐＧＥＸ－ＴＲＩＭ２３在宿主菌 Ｒｏｓｅｔｔａ中表
达出约９１ｋｕ的重组蛋白，且蛋白部分以可溶形式存在于上清中，经体外抑菌试验检测发现，ＴＲＩＭ２３蛋白能够抑制嗜
水气单胞菌的增殖。基于以上研究，推测ＴＲＩＭ２３在斑马鱼抗细菌免疫应答过程中发挥作用。
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　　近年来，我国的水产养殖业快速发展，但随着高密度集约
化养殖模式的大面积推广，鱼类疾病时有发生，其中细菌性疾

病暴发较频繁，是水产养殖面临的主要难题之一［１］。嗜水气

单胞菌是水产养殖中很常见的致病菌，属于弧菌科

（Ｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ）气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ），它在水环境中广泛
存在，能感染鲤鱼、银鲫、草鱼、青鱼及中华鳖等绝大多数淡水

鱼类，并可引发细菌性败血症，该鱼病危害范围广，流行季节

长，可导致鱼类大量死亡，造成巨大的经济损失［２］。因此，嗜

水气单胞菌受到广泛关注，常作为一种代表性病原菌被用于

相关研究中。

在长期进化过程中，真核生物体内逐渐形成了特定的宿

主蛋白来抵御病原体的入侵，ＴＲＩＭ（ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅｍｏｔｉｆ，三结构域
蛋白家族）就属于其中一类，该蛋白几乎存在于所有多细胞

动物中，因Ｎ端拥有保守的由１个ＲＩＮＧ结构域、１个或２个
Ｂ－ｂｏｘ结构、１个卷曲螺旋（ｃｏｉｌ－ｃｏｉｌｅｄ）组成的ＲＢＣＣ基序，
所以也被称为ＲＢＣＣ蛋白［３］，许多研究表明，ＴＲＩＭ蛋白具有
抗菌、抗病毒功能，能够参与调节相关免疫信号通路［４］。鱼

类ＴＲＩＭ蛋白由ｆｔｒ基因和ｂｔｒ基因编码，ｆｔｒ基因起源不明，是
鱼类所特有的，在病毒侵染下能够表达编码蛋白，而 ｂｔｒ基因
起源于哺乳动物ＴＲＩＭ３９的直接同源基因。ｆｔｒ基因和 ｂｔｒ基
因编码的ＴＲＩＭ蛋白种类非常多，仅在斑马鱼中就存在２４０
种［５－６］，但关于其研究进展缓慢，至今绝大部分鱼类 ＴＲＩＭ蛋
白家族成员的功能还是未知的。

ＴＲＩＭ２３蛋白是ＴＲＩＭ蛋白家族成员之一，拥有 ＡＲＦ结
构域［７］。目前研究表明，人 ＴＲＩＭ２３蛋白是免疫信号通路中
的重要调节因子，参与调控机体的先天性抗病毒免疫反应及

炎症反应，Ａｒｉｍｏｔｏ等发现病毒侵染细胞时，ＴＲＩＭ２３能够使
ＮＥＭＯ分子的Ｋ２７泛素化，进而激活ＮＦ－κＢ及ＩＲＦ３信号通
路［８］；另外，Ｐｏｏｌｅ等研究表明，ＴＲＩＭ２３通过与巨细胞病毒的
基因产物 ＵＬ１４４相互作用，能够加强 ＵＬ１４４与 ＴＲＡＦ６之间
的互作，从而上调ＮＦ－κＢ的活性［９］。ＴＲＩＭ蛋白在硬骨鱼中
具有免疫活性，推测ＴＲＩＭ２３在鱼类免疫方面也起到了作用。
因此，本研究以斑马鱼 ＴＲＩＭ２３为研究对象，构建 ｐＧＥＸ－
ＴＲＩＭ２３原核表达载体，对蛋白进行诱导表达及纯化，通过将
ＴＲＩＭ２３与嗜水气单胞菌在体外孵育，初步研究ＴＲＩＭ２３对嗜
水气单胞菌繁殖的影响，为深入研究斑马鱼 ＴＲＩＭ２３的免疫
功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验地点　试验于２０１６年６月至２０１７年９月于中
央民族大学生命与环境科学学院进行。

１．１．２　试验动物　斑马鱼由笔者所在实验室繁殖保存，饲养
约１周后，解剖分离其肾脏，立即用液氮处理后，置于－８０℃
保存备用。

１．１．３　表达载体及菌株　ｐＧＥＸ－４Ｔ－１原核表达载体、嗜
水气单胞菌菌株由笔者所在实验室保存；Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ１０感受态
细胞及 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态细胞均购自天根生化
公司。

１．１．４　酶和试剂　ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ，购自拜力生物公司；Ｍ－
ＭＬＶ逆转录酶，购自普洛麦格公司；Ｐｆｕ高保真酶、ｐＥＡＳＹ －
Ｂｌｕｎｔ克隆载体，购自全式金生物公司；限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、
ＳａｌⅠ及Ｔ４ＤＮＡ连接酶，购自ＮＥＢ公司；Ｔａｑ聚合酶、ＤＬ２０００
ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，购自ＴａＫａＲａ公司；质粒小量提
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取试剂盒、凝胶回收试剂盒，购自天根生化公司；预染蛋白

ｍａｒｋｅｒ，购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；谷胱甘肽巯基转移酶（ＧＳＴ）蛋
白纯化介质，购自碧云天公司；氨苄青霉素、异丙基硫代半乳

糖苷（ＩＰＴＧ）、三羧基甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、十二烷基硫酸钠
（ＳＤＳ）、溶菌酶，购自索莱宝科技公司。
１．２　方法
１．２．１　引物设计　在 ＧｅｎＢａｎｋ上得到斑马鱼 ＴＲＩＭ２３基因
的全长序列，根据所得序列，用 Ｐｒｉｍｅ５．０软件设计合成１对
寡核苷酸引物，上游引物包含ＥｃｏＲⅠ酶切位点，序列为５′－
ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＡＴＧＧＣＣＧＣＴＧＣＴＧＴＣＧ－３′，下游引物包含ＳａｌⅠ酶
切位点，序列为５′－ＧＣＧＴＣＧＡＣＣＧＧＣＣＡＣＡＴＣＣＡＧＡＡＣＣＣ－３′，
引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．２．２　斑马鱼ＴＲＩＭ２３基因的扩增　取成年斑马鱼的肾脏，
用ＴＲＩｚｏｌ法提取肾脏总ＲＮＡ，逆转录获得 ｃＤＮＡ，再以 ｃＤＮＡ
为模板ＰＣＲ扩增ＴＲＩＭ２３全长序列。ＰＣＲ反应体系总体积为
５０μＬ，含 １μＬ模 板 ＤＮＡ，５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，２．５μＬ
１０μｍｍｏｌ／Ｌ上游引物，２．５μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ下游引物，１．５μＬ
２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１μＬＰｆｕ高保真酶，３６．５μＬｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ
扩增条件如下：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５７℃退火
３０ｓ，７２℃延伸４ｍｉｎ，循环３２次；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃终
止。ＰＣＲ产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳检测后回收，连接至
ｐＥＡＳＹ克隆载体，转化到Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ１０感受态细胞中，筛选阳
性克隆。

１．２．３　重组载体ｐＧＥＸ－ＴＲＩＭ２３的构建　利用限制性内切
酶ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切 ｐＥＡＳＹ－ＴＲＩＭ２３克隆载体及
ｐＧＥＸ－４Ｔ－１表达载体，分别回收纯化酶切产物，用 Ｔ４ＤＮＡ
连接酶将２个目的片段于１６℃连接过夜后，将连接产物转化
至Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ１０感受态细胞，在含有氨苄青霉素（Ａｍｐ）ＬＢ固
体培养基上筛选转化菌落，提取质粒，用限制性内切酶

ＥｃｏＲⅠ 和ＳａｌⅠ进行双酶切验证，筛选阳性克隆送至北京睿
博兴科生物技术有限公司测序。

１．２．４　ＴＲＩＭ２３蛋白的诱导表达　将测序正确的 ｐＧＥＸ－
ＴＲＩＭ２３重组载体转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ感受态细胞中，筛选
转化菌落。挑选单克隆接种至含有 ＡｍｐＬＢ液体培养基中，
３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜。次日，按１∶１００的比例将培
养过夜的菌液转接于 ２００ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ继续培养至Ｄ６００ｎｍ＝０．６左右，加入ＩＰＴＧ，设置终浓
度为０．５、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，３０℃、１７０ｒ／ｍｉｎ诱导培养５ｈ。离心收
集菌体，加入适当 ＰＢＳ（即磷酸缓冲盐溶液，含 １４０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，２．７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，１．８ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ 值 为 ７．３）重 悬，超 声 破 碎 裂 解，４℃、
１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，分别取 ２０μＬ裂解液上清和沉淀
进行十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），
检测融合蛋白的表达情况。

１．２．５　ＴＲＩＭ２３蛋白的纯化　将收集的菌体重悬于 ＰＢＳ中，
加入终浓度为１ｍｇ／ｍＬ的溶酶菌，混匀，冰上放置３０ｍｉｎ，超
声破碎，然后于４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清。往
上清中加入平衡好的ＧＳＴ标签蛋白纯化介质，４℃缓慢摇动
６０ｍｉｎ后，将混合物装入１ｍＬ亲和层析纯化柱中，打开纯化
柱底部的盖子，在重力作用下使柱内液体流出，洗涤纯化柱５
次，每次加入２个柱体积的ＰＢＳ，接着洗脱目的蛋白１０次，每

次用 １个柱体积的洗脱缓冲液［５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，
１０ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽（ＧＳＨ），ｐＨ值为８．０］，分别收集各穿柱
液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测。
１．２．６　体外检测 ＴＲＩＭ２３蛋白对嗜水气单胞菌的影响　将
嗜水气单胞菌接种至ＬＢ液体培养基中，２８℃振荡培养过夜，
按１∶１００的比例将培养过夜的菌液转接于１００ｍＬＬＢ液体
培养基中，２８℃振荡培养３ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ收集菌
体并用ＴＢＳ（即三乙醇胺缓冲盐溶液，含 ５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值为７．５）冲洗３次，然后用ＴＢＳ＋
Ｃａ２＋缓冲液（含１０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２的ＴＢＳ缓冲液）重悬至１×
１０５ＣＦＵ／ｍＬ，备用。
１．２．６．１　检测不同浓度 ＴＲＩＭ２３蛋白对嗜水气单胞菌的影
响　将细菌重悬液分装到 １．５ｍＬ无菌离心管中，每管
１００μＬ，加入纯化的ＴＲＩＭ２３蛋白，设置浓度梯度０、６、１２、２４、
３０、３６、４２μｇ／ｍＬ，用 ＴＢＳ补足总体积至２００μＬ，２５℃孵育３
ｈ，按一定比例稀释菌液，取５０μＬ均匀涂布于 ＬＢ固体培养
上，２８℃培养过夜，计数。
１．２．６．２　检测 ＴＲＩＭ２３在不同时间对嗜水气单胞菌的影响
　将细菌重悬液分装到１．５ｍＬ无菌离心管中，每管１００μＬ，
加入纯化的ＴＲＩＭ２３蛋白（蛋白终浓度为３０μｇ／ｍＬ），用 ＴＢＳ
补足总体积至２００μＬ，对照组不加ＴＲＩＭ２３蛋白，设置时间梯
度０、１、２、４ｈ，２５℃孵育。按一定比例稀释菌液，取５０μＬ均
匀涂布于ＬＢ固体培养上，２８℃培养过夜，计数。

２　结果与分析

２．１　ＴＲＩＭ２３基因的扩增
由图１可知，以斑马鱼肾脏ｃＤＮＡ为模板进行ＴＲＩＭ２３基

因的 ＰＣＲ扩增，产物经 １．２％琼脂糖凝胶电泳检测，得到
１７３１ｂｐ的单一条带，与目的基因大小相符。

２．２　重组载体ｐＧＥＸ－ＴＲＩＭ２３的双酶切鉴定
将重组载体ｐＧＥＸ－ＴＲＩＭ２３用 ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切

后，经１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图２所示，在接近
２０００ｂｐ处有１条被切下的条带，说明ＴＲＩＭ２３基因已被连入
ｐＧＥＸ－４Ｔ－１质粒中。对所得阳性克隆进行基因测序，测序
结果表明，连入 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体中的 ＴＲＩＭ２３基因与
ＧｅｎＢａｎｋ中ＴＲＩＭ２３基因的碱基序列一致，阅读框正常，说明
原核表达载体ｐＧＥＸ－ＴＲＩＭ２３构建成功。
２．３　ＴＲＩＭ２３蛋白的诱导表达

将重组载体 ｐＧＥＸ－ＴＲＩＭ２３转化到Ｒｏｓｅｔｔａ感受态细胞
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中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养至Ｄ６００ｎｍ为０．６时，加入终浓度分别
为０．５、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导３ｈ，收集细菌超声裂解，分
别取裂解液上清和沉淀进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测。由图３可知，
在泳道３～４和泳道６～７中，９５ｋｕ区域均出现了目的条带，
融合蛋白分子量大小约为９１ｋｕ，与预期目的蛋白大小一致，
表明ＴＲＩＭ２３蛋白被成功诱导表达，且以可溶性和包涵体的
形式分别存在于上清及沉淀中。

２．４　ＴＲＩＭ２３蛋白的纯化
将收集的菌液用超声破碎裂解后，离心获取上清，与ＧＳＴ

标签蛋白纯化介质孵育，分别取上样流穿液、洗涤液、洗脱液

进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。由图４可知，泳道４～５为与ＧＳＴ标
签蛋白纯化介质孵育后的流穿液，其中未出现目的条带，说明

ＴＲＩＭ２３蛋白已经特异性结合到纯化介质上，经 ＰＢＳ多次洗
涤纯化柱，泳道６中基本不存在明显杂带，说明非特异性结合
在纯化介质上的杂蛋白已经被洗脱下来，泳道７～８为蛋白洗
脱液，在９５ｋｕ区域内均出现明显条带，说明 ＴＲＩＭ２３蛋白被
成功洗脱下来。

２．５　ＴＲＩＭ２３对嗜水气单胞菌的影响
２．５．１　不同浓度 ＴＲＩＭ２３蛋白对嗜水气单胞菌的影响　将
终浓度为０、６、１２、２４、３０、３６、４２μｇ／ｍＬ的 ＴＲＩＭ２３蛋白分别
与嗜水气单胞菌在室温下孵育３ｈ，随后测定活细菌数，由图
５可知，当ＴＲＩＭ２３蛋白浓度≥１２μｇ／ｍＬ时，试验组的细菌数
量均低于空白对照组，且随着蛋白浓度的增加，细菌数量呈现

减少的趋势，但当蛋白浓度增加至３０μｇ／ｍＬ时，细菌数量趋

于稳定。

２．５．２　ＴＲＩＭ２３蛋白在不同时间对嗜水气单胞菌的影响　将
终浓度为２４μｇ／ｍＬ的 ＴＲＩＭ２３蛋白与嗜水气单胞菌分别孵
育０、１、２、４ｈ，测定活细菌数，由图６可知，在整个孵育过程
中，空白对照组及 ＴＲＩＭ２３处理试验组的细菌数均有一定的
增长，但孵育１、２、４ｈ时，ＴＲＩＭ２３处理试验组的细菌数均低
于对照组的细菌数，说明 ＴＲＩＭ２３蛋白能够抑制嗜水气单胞
菌的增殖。

３　讨论与结论

ＴＲＩＭ蛋白的免疫功能近年来一直倍受关注，研究成果
颇丰，如Ｙａｐ等发现 ＴＲＩＭ５具有限制鼠白血病病毒（ｍｕｒｉｎｅ
ｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ，简称 ＭＬＶ）的能力［１０］；ＴＲＩＭ５６能够与牛腹泻
病毒（ｂｏｖｉｎｅｄｉａｒｒｈｏｅａｖｉｒｕｓ，简称 ＢＤＶ）的氨基蛋白酶结合，
从而限制ＢＤＶ的复制［１１］；Ｕｃｈｉｌ等全面分析了人类及小鼠中
５５种具备抗逆转录病毒活性的ＴＲＩＭ蛋白，发现其中约有２０
种拥有干扰逆转录病毒进入细胞及释放的能力［１２］；Ｇａｃｋ等
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研究表明，ＴＲＩＭ２５能够泛素化 ＲＩＧ－Ｉ，进而激活 ＲＩＧ－Ｉ信
号通路［１３］；ＴＲＩＭ２１能够与ＰＩＮ１分子的互作，以阻止ＰＩＮ１与
ＩＲＦ３的结合，从而增强ＩＲＦ３的稳定性，最终加强Ⅰ型干扰素
的表达［１４］。但就目前的研究而言，ＴＲＩＭ蛋白免疫功能的研
究主要集中在人、小鼠等物种，而关于鱼类的研究报道很少，

尚存在大量空白，因此本研究探讨斑马鱼 ＴＲＩＭ２３蛋白表达
及其对嗜水气单胞菌的影响，为深入研究 ＴＲＩＭ２３的免疫功
能提供实践基础。

细菌性感染是制约水产养殖业发展的一个重要因素［１５］，

而嗜水气单胞菌是引发淡水鱼类败血症的主要致病菌，一旦

感染鱼类，就会造成鱼类的大量死亡［１６－１８］。为了初步研究

ＴＲＩＭ２３蛋白的免疫功能，笔者利用含有 ＧＳＴ融合标签的
ｐＧＥＸ－４Ｔ－１原核表达载体进行蛋白的体外表达，获得纯化
的ＴＲＩＭ２３蛋白后，将其与嗜水气单胞菌孵育，发现该蛋白对
嗜水气单胞菌的增殖有一定的抑制作用，这表明 ＴＲＩＭ２３参
与了斑马鱼抗细菌免疫应答反应，但是其具体的作用机制仍

需进一步研究，对人ＴＲＩＭ２３的研究表明，其在病毒感染时以
泛素连接酶身份参与激活 ＮＦ－κＢ信号通路，那么在细菌感
染过程中，斑马鱼 ＴＲＩＭ２３能否同样参与调控 ＮＦ－κＢ信号
通路也有待试验证实。

本研究构建了ｐＧＥＸ－ＴＲＩＭ２３原核表达载体，成功获得
了纯化的ＧＳＴ－ＴＲＩＭ２３融合蛋白，并发现其能够抑制嗜水气
单胞菌的增殖，这为探寻与 ＴＲＩＭ２３相互作用的蛋白，阐明
ＴＲＩＭ２３参与斑马鱼抗细菌免疫反应的机制奠定了良好的
基础。
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