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［摘要］ 利用 ＰＣＲ 技术克隆了日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） ＴＢＫ⁃１ 基因 （ＡｊＴＢＫ⁃１）， 其开放阅读框为

２１９３ ｂｐ， 编码 ７３１ 个氨基酸。 序列结构分析结果显示， ＡｊＴＢＫ⁃１ 含有 ４ 个保守结构域， 分别为氨基端激酶

结构域， 泛素样结构域和羧基端两个卷曲⁃螺旋结构域。 系统发育分析表明， 鱼类与四足类的 ＴＢＫ⁃１ 各自聚

为一枝。 实时定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 结果显示， ＡｊＴＢＫ⁃１ 在日本鳗鲡各组织中均有表达。 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 刺激 ６ ｈ 后，
日本鳗鲡脾脏组织中 ＡｊＴＢＫ⁃１ 的上调倍数最高， 为对照组的 １􀆰 ６３ 倍； 迟缓爱德华氏菌 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｔａｒｄａ）
感染 ２４ ｈ 后， 日本鳗鲡肝脏组织中 ＡｊＴＢＫ⁃１ 的上调倍数最高， 为对照组的 ２􀆰 ２ 倍： 表明 ＡｊＴＢＫ⁃１ 参与了日

本鳗鲡抗病毒、 抗细菌免疫反应应答。
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０　 引言
ＴＡＮＫ 结合激酶 （ＴＡＮＫ ｂｉｎｄｉｎｇ ｋｉｎａｓｅ， ＴＢＫ⁃１）， 又称为核因子 κＢ 激活激酶， 是非典型 ＩκＢ 激酶

家族成员， 在机体天然免疫应答特别是抗病毒免疫应答中起着十分重要的作用［１ － ２］ 。 宿主的模式识别受

体 （ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＰＲＲｓ）， 如视黄酸诱导蛋白Ⅰ （ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎⅠ， ＲＩＧ⁃Ⅰ）、
黑色素瘤分化相关蛋白 ５ （ｍｅｌａｎｏｍａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ５， ＭＤＡ５）， 识别入侵病毒后， 可招

募线粒体接头蛋白 ＭＡＶＳ （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ） 进而激活 ＴＢＫ⁃１［３ － ４］ 。 活化的 ＴＢＫ⁃１
可磷酸化干扰素调节因子 ３ （ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３， ＩＲＦ３） 与核因子 κＢ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ， ＮＦ⁃κＢ）， 启动 Ｉ 型干扰素 （ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ， ＩＦＮ） 等抗病毒基因的转录表达［５］ 。 ＴＢＫ⁃１ 参与了细胞增殖

分化、 自噬等生物过程信号转导［６ － ９］ 。 例如， ＴＢＫ⁃１ 可促进自噬蛋白 ｐ６２ ／ ＳＱＳＴＭ１ （ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １） 磷

酸化进而调控线粒体发生自噬， 并通过控制自噬小体的成熟促进自噬介导的抗菌防御［９ － １０］ 。 此外，
ＴＢＫ⁃１ 还参与调节树突状细胞中 Ｔ 细胞的动态平衡、 自身免疫和抗肿瘤免疫等过程［１１］ 。

目前， ＴＢＫ⁃１ 基因已在多种鱼类中被克隆鉴定， 包括斑马鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ） ［３］ 、 大西洋鳕 （Ｇａｄｕｓ
ｍｏｒｈｕａ） ［１２］ 、 鲤 （ Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ ） ［１３］ 、 草 鱼 （ Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌａ ） ［１４］ 、 鲫 （ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ Ａｕｒａ⁃
ｔｕｓ） ［１５］ 、 黑尾近红鲌 （ Ａｎｃｈｅｒｙｔｈｒｏｃｕｌｔｅｒ ｎｉｇｒｏｃａｕｄａ） ［１６］ 、 大黄鱼 （ Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） ［１７］ 等。 鱼类

ＴＢＫ⁃１ 在结构上与哺乳类相似， 均含有氨基端的激酶结构域 （ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ， ＫＤ）、 泛素样结构域

（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎ， ＵＬＤ）， 以及羧基端的两个卷曲⁃螺旋结构域 （ ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｃｏｉｌｅｄ⁃ｃｏｉｌ ｄｏｍａｉｎｓ，
ＣＣＤ）。 类似于哺乳动物， 鱼类 ＴＢＫ⁃１ 参与了机体的抗病毒免疫应答。 在鲫囊胚细胞系 ＣＡＢ 细胞中过

表达鲫 ＴＢＫ⁃１ 可显著激活 ＩＦＮ 启动子［１５］ ； 过表达黑尾近红鲌 ＴＢＫ⁃１ 可显著上调鲤鱼上皮细胞系 ＥＰＣ
细胞内源性 ＩＦＮ、 Ｖｉｇ１ 基因的表达水平， 进而抑制鲤春病毒血症病毒 （ ｓｐｒｉｎｇ ｖｉｒｅｒｎｉａ ｏｆ ｃａｒｐ ｖｉｒｕｓ，
ＳＶＣＶ） 的增殖［１６］ ； 使用 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ、 脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ）、 副溶血性弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈ⁃
ａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） 感染大黄鱼后， ＴＢＫ⁃１ 在肝脏、 脾脏、 头肾中表达量显著上调［１７］ 。

日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 是我国重要的经济水产养殖品种， 近年来受到多种病毒和细菌感

染的威胁， 影响了其生长和存活率［１８ － １９］ 。 有关日本鳗鲡 ＴＢＫ⁃１ 在宿主的免疫应答中的作用尚不清

楚。 本研究拟克隆日本鳗鲡的 ＴＢＫ⁃１ 基因 （ＡｊＴＢＫ⁃１）， 分析其基因结构特点及系统发育关系， 利用

实时定量 ＰＣＲ （ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ， ｑＰＣＲ） 检测了 ＡｊＴＢＫ⁃１ 在正常组织， 以及 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 或迟缓

爱德华氏菌 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｔａｒｄａ） 感染后的不同组织中的表达模式。 研究结果可为进一步解析 ＴＢＫ⁃１
在日本鳗鲡抗病毒、 抗细菌免疫应答中的作用奠定了基础。

１　 材料和方法
１􀆰 １　 实验材料

健康的日本鳗鲡购于福建省福清某养殖场 （体重约为 ２００ ｇ）。 实验前将日本鳗鲡置于本实验室

２７ ℃循环水养殖水箱中暂养两周。
将日本鳗鲡随机分为 ３ 组， 每组 ２４ 尾， 实验组每尾注射 ２００ μＬ Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ （溶于 ＰＢＳ， 质量比为

１０ μｇ ／ ｇ） 或 ２００ μＬ 迟缓爱德华氏菌 （悬浮于 ＰＢＳ， ２ × １０５ ｃｆｕ ／ ｇ）， 对照组每尾注射相同体积的 ＰＢＳ
（２００ μＬ）。 分别于注射后 ６、 １２、 ２４ 和 ４８ ｈ 采集样品， 每组、 每个时间点取样 ６ 尾。 取样前使用

０􀆰 ０５％ 丁香酚麻醉， 并采集肝脏、 心脏、 肾脏、 脾脏、 脑、 皮肤、 肠道、 鳃、 肌肉、 性腺组织， 置于

ＴＲＩｚｏｌ 试剂中， 放入 － ８０ ℃冰箱备用。
实验过程中操作人员严格遵守动物实验伦理规范， 并按照集美大学动物伦理委员会制定的规章制

度执行。
１􀆰 ２　 实验试剂

ＴＲＩＺｏｌ 试剂 （ＭａｇＺｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ）、 质粒提取试剂盒 （ＨｉＰｕｒｅ Ｐｌａｓｍｉｄ ／ ＢＡＣ ＥＦ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ） 购自广州美

·２·
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基生物科技有限公司 （ Ｍａｇｅｎ）； 反转录试剂 （ ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ）、 荧光定量预混液

（Ｔａｑ Ｐｒｏ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ）、 胶回收试剂盒 （ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ） 购

自南京诺唯赞生物科技有限公司 （ Ｖａｚｙｍｅ）； Ｅｘ Ｔａｑ 酶 （ ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ􀅹 ）、 ｐＭＤ １９⁃Ｔ 载体 （ ｐＭＤ
１９⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ）、 高保真酶 （ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ􀅹 Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）、 Ｔ４ 连接酶 （Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ）
购自 Ｔａｋａｒａ 公司。

引物合成和菌液测序均由厦门铂瑞生物科技有限公司进行。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成

总 ＲＮＡ 的提取参照 ＴＲＩｚｏｌ 试剂说明书进行， 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ （Ｔｈｅｒｍｏ） 检测 ＲＮＡ 的浓度与

纯度， 并采用琼脂糖凝胶电泳检查 ＲＮＡ 的完整性。 根据反转录试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ 第一链， 置

于 － ２０ ℃备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 引物设计与基因克隆

以斑马鱼 ＴＢＫ⁃１ 作为种子序列， 在 ＮＣＢＩ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｎｃｂｉ􀆰 ｎｌｍ􀆰 ｎｉｈ􀆰 ｇｏｖ ／ ）上对日本鳗鲡基

因组数据 （ＧＣＡ＿ ９１６３１３３９５􀆰 １） 进行比对。 根据比对结果选择保守区域设计特异性引物 （见表 １），
再以日本鳗鲡鳃组织 ｃＤＮＡ 为模板扩增 ＡｊＴＢＫ⁃１。 ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳分离后， 参照胶回收试

剂盒说明书进行回收， 并连接至 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体， 转化大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ＤＨ５α 感受态细胞，
经 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆后送至厦门铂瑞生物科技有限公司测序。

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ

引物名称 序列（５ ⁃`３ ）` 用途

ＡｊＴＢＫ⁃１⁃ｑＦ ＡＧＧＡＣＧＴＡＧＴＴＧＣＴＧＧＣＡＴＧＡ

ＡｊＴＢＫ⁃１⁃ｑＲ ＴＧＴＣＴＧＧＧＴＧＣＡＧＧＴＡＣＴＣＣＴＣ

ＡｊＥＦ⁃１⁃α⁃ｑ⁃Ｆ ＧＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＴＡＴＧＴＣＣＴＧ

ＡｊＥＦ⁃１⁃α⁃ｑ⁃Ｒ ＧＧＴＡＣＡＧＴＴＣＣＡＡＴＡＣＣＴＣＣＡ

ｑＰＣＲ

ＡｊＴＢＫ⁃１⁃Ｆ ＡＴＧＣＡＧＡＧＣＡＣＡＧＣＡＡＡＣＴＡＣ

ＡｊＴＢＫ⁃１⁃Ｒ ＴＴＧＴＡＡＡＴＴＡＴＴＡＡＴＡＣＧＧＴＣＡＧＴＡＴＴ
基因克隆

１􀆰 ３􀆰 ３　 ｑＰＣＲ 检测

根据 ＡｊＴＢＫ⁃１ 序列设计跨内含子的定量引物 （见表 １）。 在避光条件下， 于冰上配制如下反应体

系： ２ × ｉＱ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 上下游引物各 ０􀆰 ４ μＬ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 无菌水 ８􀆰 ２ μＬ， 模板

１ μＬ。 每个模板均设置 ３ 个平行。 于 Ｒｏｃｈｅ Ｌｉｇｈｔ⁃Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ 仪器中运行， 运行程序为： ９４ ℃ ５ ｍｉｎ；
９４ ℃ ５ ｍｉｎ， ６０ ℃ ２０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环； 绘制溶解曲线。

以 ＡｊＥＦ⁃１⁃α 基因作为内参基因， 用 ２⁃ΔΔＣＴ法计算目的基因的相对表达水平［２０］ 。 使用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件

对实验数据进行单因素方差分析， 进行 Ｄｕｎｃａｎ 多重比较检验， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ （∗） 表示差异显著， Ｐ ＜
０􀆰 ０１ （∗∗） 表示差异极显著。 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 和 Ａｄｏｂｅ ＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒＣＣ ２０１９ 绘图。
１􀆰 ３􀆰 ４　 序列分析

用 Ｐｆａｍ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ􀆰 ｅｘｐａｓｙ􀆰 ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ） 分析蛋白理论分子量、 等电点 （ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ，
ＰＩ）。 用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｅｂｉ􀆰 ａｃ􀆰 ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ｍｓａ ／ ｃｌｕｓｔａｌｏ ／ ） 进行氨基酸多重序列比对及序

列同源性分析。 从 Ｅｎｓｅｍｂｌ 或 ＮＣＢＩ 数据库中搜寻具有代表性物种的 ＴＢＫ⁃１ 氨基酸序列 （见表 ２）， 用

ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件的邻接法 （ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＪ） 构建进化树， 设置自展值 （ｂｏｏｔｓｔｒａｐ） 为 １０００。

·３·
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表 ２　 ＴＢＫ⁃１ 多重序列比对及系统发育分析的序列登录号

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＴＢＫ⁃１ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

物种 登录号 物种 登录号

人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＮＰ＿０３７３８６􀆰 １

小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ＮＰ＿０６２７６０􀆰 ３

原鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ＸＰ＿０４６７９４０５２􀆰 １

绿色安乐蜥 Ａｎｏｌｉｓ ｃａｒｏｌｉｎｅｎｓｉｓ ＸＰ＿００８１０９２８６􀆰 １

非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ ＮＰ＿００１１３５６５２􀆰 １

林蛙 Ｒａｎａ ｔｅｍｐｏｒａｒｉａ ＸＰ＿０４０２００００３􀆰 １

大黄鱼 Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ ＥＮＳＬＣＲＴ００００５０３５８２７􀆰 １􀆰 １

墨西哥脂鲤 Ａｓｔｙａｎａｘ ｍｅｘｉｃａｎｕｓ ＸＰ＿００７２５６０８６􀆰 ２

斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ＮＰ＿００１０３８２１３􀆰 ２

斑点雀鳝 Ｌｅｐｉｓｏｓｔｅｕｓ ｏｃｕｌａｔｕｓ ＸＰ＿００６６３３６９５􀆰 １

大西洋鲑 Ａｔｌａｎｔｉｃ ｓａｌｍｏｎ ＥＮＳＳＳＡＴ０００００１０９６４７

尼罗罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ ＸＰ＿００３４５８４８６􀆰 １

虹鳟 Ｒａｉｎｂｏｗ ｔｒｏｕｔ ＥＮＳＯＭＹＴ０００００１３８６０１􀆰 １

欧洲鳗鲡 Ａｎｇｕｉｌｌａ ａｎｇｕｉｌｌａ ＸＰ＿０３５２８２６９５􀆰 １

日本鳗鲡 Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ ＵＹＢ７６９７８􀆰 １

２　 实验结果与分析
２􀆰 １　 ＡｊＴＢＫ⁃１ 的基因结构

日本鳗鲡 ＴＢＫ⁃１ 的开放阅读框全长为 ２１９３ ｂｐ， 编码 ７３１ 个氨基酸 （ ａａ）， 理论蛋白分子量为

８３􀆰 ９ ｋＤ， 等电点为 ６􀆰 ２７。 对结构域的预测表明， ＡｊＴＢＫ⁃１ 含有 ４ 个保守的结构域， 包括 ＫＤ 结构域、
ＵＬＤ 结构域及两个 ＣＣＤ 结构域 （见图 １）。

图 1 日本鳗鲡 TBK-1 蛋白示意图

Fig.1 Schematic diagram of AjTBK-1 protein

KD 为激酶结构域；ULD 为泛素样结构域；CCD 为卷曲-螺旋结构域；数字表示每个结构域起止氨基酸位点

２􀆰 ２　 ＡｊＴＢＫ⁃１ 氨基酸序列比对分析

图 2 脊椎动物 TBK-1 蛋白序列同一性矩阵

Fig. 2 The percentage identity matrix of
vertebrate TBK-1 proteins

氨基酸序列同一性分析结果显示， 脊椎动物 ＴＢＫ⁃１ 序

列高度保守。 日本鳗鲡 ＴＢＫ⁃１ （ ＡｊＴＢＫ⁃１） 与尼罗罗非鱼

（ＯｎＴＢＫ⁃１） 序列同一性最高， 为 ８７􀆰 ５％ ， 其后依次为虹

鳟 （ＲｔＴＢＫ⁃１， ８４􀆰 ６％ ）、 斑马鱼 （ＤｒＴＢＫ⁃１， ８４􀆰 ３％ ）、 大

西洋 鲑 （ ＡｓＴＢＫ⁃１， ８２􀆰 ２％ ）、 人 （ ＨｓＴＢＫ⁃１， ７２􀆰 ２％ ）、
鸡 （ ＧｇＴＢＫ⁃１， ７１􀆰 ９％ ）、 鼠 （ ＭｍＴＢＫ⁃１， ７１􀆰 ８％ ）、 绿色

安 乐 蜥 （ ＡｃＴＢＫ⁃１， ７１􀆰 １％ ）、 非 洲 爪 蟾 （ ＸｔＴＢＫ⁃１，
６６％ ） （见图 ２）。

翻译后修饰可改变靶蛋白的活性、 亚细胞定位、 构象及

相互作用。 已有研究表明， 人源 ＴＢＫ⁃１ 的激酶活性与多个关

键氨基酸上发生的翻译后修饰有关， 分别为 Ｌｙｓ３０、 Ｓｅｒ１７２、
Ｔｙｒ１７９、 Ｌｙｓ２５１、 Ｔｙｒ３５４、 Ｌｙｓ３７２、 Ｔｙｒ３９４、 Ｌｙｓ４０１、 Ｓｅｒ５１０、
Ｓｅｒ５２７、 Ｌｙｓ６７０、 Ｌｙｓ６９４ 和 Ｓｅｒ７１６［２］ 。 序列多重比对结果显

示， Ｌｙｓ３０、 Ｓｅｒ１７２、 Ｔｙｒ１７９、 Ｌｙｓ２５１、 Ｔｙｒ３５４、 Ｌｙｓ４０１、
Ｓｅｒ５１０、 Ｌｙｓ６９４、 Ｓｅｒ７１６ 在 日 本 鳗 鲡 ＴＢＫ⁃１ 中 保 守， 而

Ｌｙｓ３７２ 被组氨酸替代， Ｔｙｒ３９４ 被苯丙氨酸替代， Ｓｅｒ５２７ 被亮氨酸替代， Ｌｙｓ６７０ 则没有对应的氨基酸。 此

外， 在不同脊椎动物 ＴＢＫ⁃１ 的 ＫＤ 结构域中有保守的 ＡＴＰ 结合位点 （ＬＧＱＧＡＴＡＮＶ） （见图 ３）。

·４·
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图 3 AjTBK-1 蛋白结构域示意图

Fig.3 Schematic diagram of protein domain of AjTBK-1

表示磷酸化位点； 表示泛素化位点；灰色阴影表示 SUMO 化位点；

序列上方黑色箭头分别表示 KD、ULD、CCD 结构域；序列下方（*）和（:或.）分别表示相同或相似的氨基酸残基

·５·
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２􀆰 ３　 ＡｊＴＢＫ⁃１ 系统发育分析

从 Ｅｎｓｅｍｂｌ、 ＮＣＢＩ 数据库中搜寻哺乳类、 鸟类、 爬行类、 两栖类及硬骨鱼类代表性物种的 ＴＢＫ⁃１
蛋白序列， 利用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件构建系统发育树。 结果表明， 日本鳗鲡与欧洲鳗鲡的 ＴＢＫ⁃１ 聚为一

枝， 并且与其他鱼类的 ＴＢＫ⁃１ 共聚为一个大枝， 而四足类的 ＴＢＫ⁃１ 单独聚为一枝 （见图 ４）。

图 4 脊椎动物 TBK-1 系统发育树分析

Fig. 4 Phylogenetic analysis of TBK-1 from various vertebrate species

鱼类

四足类

大黄鱼 Larimichthys crocea XP 027147674.1
尼罗罗非鱼 Oreochromis niloticus XP 003458486.1 TBK1

绿色安乐蜥 Anolis carolinensis XP 008109286.1

原鸡 Gallus gallus XP 046794052.1

小鼠 Mus musculus NP 062760.3

人 Homo sapiens NP037386.1
林蛙 Rana temporaria XP040200003.1

非洲爪蟾 Xenopus tropicalis NP 001135652.1

斑点雀鳝 Lepisosteus oculatus XP 006633695.1
欧洲鳗鲡 Anguilla anguilla XP 035282695.1

日本鳗鲡 Anguilla japonica UYB76978.1
斑马鱼 Danio rerio NP 001038213.2

墨西哥酯鲤 Astyanax mexicanus XP 007256086.2

大西洋鲑 Atlantic salmon ENSSSATOO000109647

２􀆰 ４　 ＡｊＴＢＫ⁃１ 表达模式分析

ｑＰＣＲ 结果显示， ＡｊＴＢＫ⁃１ 在所有检测的组织 ／ 器官中均有表达， 在鳃中的表达水平最高， 其次是

脑、 脾脏、 肠道、 皮肤、 头肾、 肠道、 心脏， 而在性腺和肌肉中表达量相对较低 （见图 ５）。

肌肉性腺心脏肝脏头肾皮肤肠脾脏脑腮

图 5 AjTBK-1 在日本鳗鲡不同组织/器官中的分布

Fig.5 Distribution of AjTBK-1 in tissues/organs of A. japonica
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Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 刺激可显著上调 ＡｊＴＢＫ⁃１ 在脾脏及头肾中的表达。 刺激 ６ ｈ 后， 头肾组织中 ＡｊＴＢＫ⁃１ 的

表达量显著上调， 为对照组的 １􀆰 ５１ 倍； 刺激 ６ ｈ 和 １２ ｈ 后， 脾脏组织中 ＡｊＴＢＫ⁃１ 的表达量显著上调，
分别为对照组的 １􀆰 ６３ 倍与 １􀆰 ２４ 倍。 迟缓爱德华氏菌感染 ６ ｈ 和 １２ ｈ 后， 头肾组织中 ＡｊＴＢＫ⁃１ 的表达

量分别为对照组的 １􀆰 ７０ 倍与 １􀆰 ６５ 倍； 感染 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后， 肝脏组织中 ＡｊＴＢＫ⁃１ 的表达量分别为对

照组的 ２􀆰 ２０ 倍和 １􀆰 ５４ 倍 （见图 ６）。

·６·
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图 6 Poly I:C 刺激或迟缓爱德华氏菌感染后 AjTBK-1 在不同组织中的表达变化

Fig.6 Expression analysis of AjTBK-1 in different tissue in response to Poly I:C or E. tarda challenge

*-P<0.05，**-P<0.01
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３　 讨论
本研究克隆了日本鳗鲡 ＴＢＫ⁃１ 基因， 并分析了其序列结构特征， 以及 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 刺激或 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 感染

后在日本鳗鲡脾脏、 头肾、 肠和肝脏组织中的表达变化。 序列分析结果显示， ＡｊＴＢＫ⁃１ 包含 ＫＤ 结构域、
ＵＬＤ 结构域及两个 ＣＣＤ 结构域。 研究哺乳动物发现， ＫＤ 结构域为 ＴＢＫ⁃１ 催化活性中心， 可激活下游靶

基因； ＵＬＤ 结构域发挥调控功能； ＣＣＤ 结构域负责与 ＴＡＮＫ （ＴＲＡＦ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＮＦ⁃κＢ ａｃｔｉ⁃
ｖａｔｏｒ）、 ＮＡＰ１ （ＮＦ⁃κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｋｉｎａｓｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ）、 ＳＴＩＮＴＢＡＤ （ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ＮＡＰ１ ＴＢＫ⁃１ ａｄａｐ⁃
ｔｏｒ） 及其他接头蛋白结合［２１ － ２２］ 。 ＡｊＴＢＫ⁃１ 具有与哺乳动物类似的结构域构成， 推测其功能和作用方式

与哺乳类 ＴＢＫ⁃１ 类似。 本研究经序列比对发现脊椎动物 ＴＢＫ⁃１ 的 Ｌｙｓ３０、 Ｓｅｒ１７２、 Ｔｙｒ１７９、 Ｌｙｓ２５１、
Ｔｙｒ３５４、 Ｌｙｓ４０１、 Ｓｅｒ５１０ 和 Ｌｙｓ６９４ 位点最为保守； Ｔｙｒ３９４、 Ｓｅｒ５２７ 和 Ｌｙｓ６７０ 在四足类中保守， 在鱼类中

则被其他氨基酸替换或缺失； Ｌｙｓ３７２ 只存在于哺乳类及部分鱼类 （斑马鱼、 罗非鱼） 中， 在其他脊椎动

物中被异亮氨酸、 精氨酸或组氨酸替换； Ｓｅｒ１７６ 也只在哺乳类及部分鱼类 （斑马鱼、 日本鳗鲡及虹鳟）
中保守， 在其他脊椎动物中被丙氨酸、 甘氨酸或苏氨酸替换。 哺乳动物中的研究表明， ＴＢＫ⁃１ 的翻译后

修饰对其激酶活性至关重要， Ｓｅｒ１７２、 Ｓｅｒ７１６ 与 Ｔｙｒ１７９ 位点的磷酸化可以促进 ＴＢＫ⁃１ 活化并增强其活

性［２４⁃２５］ ； 而 Ｓｅｒ５１０、 Ｓｅｒ５２７、 Ｔｙｒ３５４、 Ｔｙｒ３９４ 位点的磷酸化则会阻止 ＴＢＫ⁃１ 二聚化与激活或促进其降解，
抑制其介导的信号转导［２６ － ２８］ 。 此外， Ｌｙｓ３０、 Ｌｙｓ４０１ 位点的非降解性泛素化修饰 （即以 Ｌｙｓ６３ 连接） 可

促进ＴＢＫ⁃１激活并增强蛋白稳定性［３］ ； Ｌｙｓ２５１、 Ｌｙｓ３７２ 与 Ｌｙｓ６７０ 位点的降解性泛素化修饰 （即以 Ｌｙｓ４８
连接）， 可导致 ＴＢＫ⁃１ 降解［２７ － ３０］ ； Ｌｙｓ６９４ 位点的 ＳＵＭＯ 化修饰则会增强 ＴＢＫ⁃１ 抗病毒效应［３１］ 。 ＡｊＴＢＫ⁃１
含有与磷酸化修饰相关的残基、 与泛素化相关的残基， 以及与 ＳＵＭＯ 化相关的残基， 推测其具有与哺乳

动物类似的翻译后修饰类型和调控机制。
基因表达结果显示， 病毒双链 ＲＮＡ 模拟物 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 刺激和迟缓爱德华氏菌感染， 可显著上调日

本鳗鲡头肾和脾脏组织 ＡｊＴＢＫ⁃１ 基因的表达水平。 其他鱼类研究发现， 病毒或细菌感染可导致 ＴＢＫ⁃１
基因的表达水平上调， 如在使用 ＳＶＣＶ 和呼肠孤病毒 （ ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ ｒｅｏｖｉｒｕｓ， ＧＣＲＶ） 感染青鱼 （Ｍｙｌｏ⁃
ｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｐｉｃｅｕｓ） 后， ＴＢＫ⁃１ 在头肾和脾脏中表达量显著增加［３３］ ； 使用溶藻弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃ⁃
ｕｓ） 感染金鲳 （Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ ｏｖａｔｕｓ） 后， ＴＢＫ⁃１ 在头肾与脾脏中的表达量分别在感染后 ４８ ｈ 与 ２４ ｈ 达

到峰值［３４］ ； 使用 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ、 ＧＣＲＶ、 ＬＰＳ 或肽聚糖 （ ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ， ＰＧＮ） 刺激草鱼肾脏细胞系 ＣＩＫ
细胞后， ＴＢＫ⁃１ 的表达量显著上调［１５］ 。 并且， 在 ＣＩＫ 细胞中过表达 ＴＢＫ⁃１ 可显著抑制 ＧＣＲＶ 的增

殖［１５］ ； ＥＰＣ 细胞中过表达斑马鱼 ＴＢＫ⁃１ 可显著降低 ＳＶＣＶ 导致的细胞病变效应 （ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ，
ＣＰＥ） ［３］ ； 在斜带石斑鱼脾脏细胞系 ＧＳ 细胞中过表达斜带石斑鱼 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ） ＴＢＫ⁃１ 也可显

著削弱虹彩病毒 （ｓｉｎｇａｐｏｒｅ ｇｒｏｕｐｅｒ ｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ， ＳＧＣＶ） 和赤点石斑鱼 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ａｋａａｒａ） 神经坏死

病毒 （ｒｅｄ⁃ｓｐｏｔｔｅｄ ｇｒｏｕｐｅｒ ＮＮＶ， ＲＧＮＮＶ） 感染导致的 ＣＰＥ， 抑制病毒基因的表达［３２］ 。 因此， 推测

ＡｊＴＢＫ⁃１ 可能参与了宿主对抗 ＲＮＡ 病毒及细菌感染的免疫应答。 然而， ＡｊＴＢＫ⁃１ 在日本鳗鲡免疫应答

中的具体作用机制尚不清楚， 有待进一步研究。

·７·
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总之， 本研究成功克隆了日本鳗鲡的 ＴＢＫ⁃１ 基因， 利用多重序列比对和系统发育树分析其基因

结构特征及保守进化关系， 通过 ｑＰＣＲ 分析 ＡｊＴＢＫ⁃１ 在正常组织及感染组织中的表达模式。 本研究结

果为揭示 ＴＢＫ⁃１ 在日本鳗鲡抗病毒、 抗细菌免疫应答中的功能和作用机制奠定了基础。
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［１０］ＭＡＴＳＵＭＯＴＯ Ｇ， ＳＨＩＭＯＧＯＲＩ Ｔ， ＨＡＴＴＯＲＩ Ｎ，ｅｔ ａｌ． ＴＢＫ１ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍａｌ ｅｎｇｕｌｆｍｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｅｄ ｍｉ⁃
ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐ６２ ／ ＳＱＳＴＭ１ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ［ Ｊ］． Ｈｕｍａｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１５， ２４ （１５）：４４２９⁃４４４２． ＤＯＩ：１０．
１０９３ ／ ｈｍｇ ／ ｄｄｖ１７９．

［１１］ＸＩＡＯ Ｙ Ｃ， ＺＯＵ Ｑ， ＸＩＥ Ｘ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｋｉｎａｓｅ ＴＢＫ１ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ Ｔ ｃｅｌｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ， ａｕｔｏｉｍ⁃
ｍｕｎｉｔｙ， ａｎｄ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１７， ２１４（５）：１４９３⁃１５０７． ＤＯＩ：１０． １０８４ ／ ｊｅｍ．
２０１６１５２４．

［１２］ＣＨＩ Ｈ， ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｂ， ＢØＧＷＡＬＤ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴＢＫ１ （ＴＡＮＫ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｋｉｎａｓｅ １） ｉｎ Ａｔｌａｎｔｉｃ ｃｏｄ （Ｇａｄｕｓ ｍｏｒｈｕａ Ｌ． ）［ Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１１， ３０（４ ／ ５）：１０５５⁃１０６３． ＤＯＩ：１０．
１０１６ ／ ｊ． ｆｓｉ． ２０１１． ０２． ００２．

［１３］ＦＥＮＧ Ｈ， ＬＩＵ Ｈ， ＫＯＮＧ Ｒ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｃａｒｐ ＩＲＦ⁃３ ／ ⁃７ ｃｏｒｒｅｌａｔｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＩＧ⁃Ｉ ／ ＭＡ⁃
ＶＳ ／ ＴＲＡＦ３ ／ ＴＢＫ１， ｆｏｕｒ ｐｉｖｏｔａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ＲＩＧ⁃Ｉ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１１， ３０（４ ／ ５）：
１１５９⁃１１６９． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｆｓｉ． ２０１１． ０３． ００２．

［１４］ＦＥＮＧ Ｘ， ＳＵ Ｊ Ｇ， ＹＡＮＧ Ｃ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌａ） ＴＢＫ１ ｇｅｎｅ ａｎｄ
ｉｔｓ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＩＦＮ⁃Ｉ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１４， ４５（２）：２７８⁃２９０． ＤＯＩ：１０．
１０１６ ／ ｊ． ｄｃｉ． ２０１４． ０３． ０１８．

［１５］ＳＵＮ Ｆ， ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｂ， ＬＩＵ Ｔ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｆｉｓｈ ＭＩＴＡ ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ａ ｍｅｄｉａｔｏｒ ｆｏｒ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｆｉｓｈ ＩＦＮ ｇｅｎｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ
ＩＲＦ３ ｏｒ ＩＲＦ７［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１１， １８７（５）：２５３１⁃２５３９． ＤＯＩ：１０． ４０４９ ／ ｊｉｍｍｕｎｏｌ． １１００６４２．

［１６］ＣＨＥＮ Ｊ， ＺＨＯＵ Ｘ Ｙ， ＬＩ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｙｐｒｉｎｉｄ ｆｉｓｈ （Ａｎｃｈｅｒｙｔｈｒｏｃｕｌｔｅｒ ｎｉｇｒｏｃａｕｄａ） ＴＢＫ１ ａｎｄ
ｉｔｓ ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＩＦＮ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０２１， １１４：１０３８０５． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／
ｊ． ｄｃｉ． ２０２０． １０３８０５．

［１７］ＺＨＡＮＧ Ｄ Ｌ， ＹＵ Ｄ Ｈ， ＣＨＥＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｕｇｇｅｓｔ ＴＢＫ１ ｃａｎ ｂｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｎｒｄｐ１ ｉｎ ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｉｍｍｕｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ［Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１５， ４６（２）：

·８·



　 第 １ 期 赵歌洁， 等： 日本鳗鲡 ＴＢＫ⁃１ 基因的克隆及免疫刺激的表达模式

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

７４５⁃７５２． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｆｓｉ． ２０１５． ０８． ０１３．
［１８］ＫＩＭ Ｈ Ｊ， ＹＵ Ｊ Ｈ， ＫＩＭ Ｄ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ａｎｇｕｉｌｌｉｄ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ⁃１ （ ＡｎｇＨＶ⁃１） ｉｎ ｔｈｅ ｆａｒｍｅｄ Ｊａｐａｎｅｓｅ

ｅｅｌ， Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｔｅｍｍｉｎｃｋ ＆ Ｓｃｈｌｅｇｅｌ， ｉｎ Ｋｏｒｅａ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｉｓｈ Ｄｉｓｅａｓｅｓ，２０１２， ３５（４）：３１５⁃３１９． ＤＯＩ：１０．
１１１１ ／ ｊ． １３６５⁃２７６１． ２０１２． ０１３４４． ｘ．

［１９］陈强， 李英英， 杨金先， 等． 鳗鲡疱疹病毒对欧洲鳗鲡的致病性［ Ｊ］． 水产学报， ２０２１， ４５（６）：９４０⁃９４７． ＤＯＩ：１０．
１１９６４ ／ ｊｆｃ． ２０２００８１２３７０．

［２０］ＬＩＶＡＫ Ｋ Ｊ， ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮ Ｔ Ｄ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ２ － △△ＣＴ

Ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］． Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００１， ２５（４）：４０２⁃４０８． ＤＯＩ：１０． １００６ ／ ｍｅｔｈ． ２００１． １２６２．
［２１］ＩＫＥＤＡ Ｆ， ＨＥＣＫＥＲ Ｃ Ｍ， ＲＯＺＥＮＫＮＯＰ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＴＢＫ１ ／ ＩＫＫ⁃ｉ ｋｉｎａｓｅｓ ｉｎ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］． ＥＭＢＯ Ｊｏｕｒｎａｌ，２００７， ２６（１４）：３４５１⁃３４６２． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｓｊ． ｅｍｂｏｊ． ７６０１７７３．
［２２］ＲＹＺＨＡＫＯＶ Ｇ， ＲＡＮＤＯＷ Ｆ． ＳＩＮＴＢＡＤ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｉｎｎａｔｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ｓｈａｒｅｓ ａ ＴＢＫ１⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ

ｗｉｔｈ ＮＡＰ１ ａｎｄ ＴＡＮＫ［Ｊ］． ＥＭＢＯ Ｊｏｕｒｎａｌ，２００７， ２６（１３）：３１８０⁃３１９０． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｓｊ． ｅｍｂｏｊ． ７６０１７４３．
［２３］ＭＡ Ｘ Ｌ， ＨＥＬＧＡＳＯＮ Ｅ， ＰＨＵＮＧ Ｑ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ ｏｆ Ｔａｎｋ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｋｉｎａｓｅ １ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｒａｎｓａｕｔｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ⁃

ｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２， １０９（２４）：９３７８⁃９３８３． ＤＯＩ：１０． １０７３ ／ ｐｎａｓ． １１２１５５２１０９．
［２４］ＺＨＵ Ｌ， ＬＩ Ｙ Ｃ， ＸＩＥ Ｘ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ＴＢＫＢＰ１ ａｎｄ ＴＢＫ１ ｆｏｒｍ ａ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｘｉｓ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ

ｔｕｍｏｕｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１９， ２１（１２）：１６０４⁃１６１４． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｓ４１５５６⁃０１９⁃０４２９⁃８．
［２５］ＬＩ Ｘ， ＹＡＮＧ Ｍ， ＹＵ Ｚ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ Ｓｒｃ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｎａｓｅ ＴＢＫ１ ｔｏ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｔｙｐｅⅠｉｎｔｅｒ⁃

ｆｅｒｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，２０１７， １０（４６０）：ｅａａｅ０４３５． ＤＯＩ：１０． １１２６ ／ ｓｃｉｓｉｇｎａｌ． ａａｅ０４３５．
［２６］ＷＵ Ｓ， ＺＨＡＮＧ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ＨＥＲ２ ｒｅｃｒｕｉｔｓ ＡＫＴ１ ｔｏ ｄｉｓｒｕｐｔ ＳＴＩＮＧ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｅｆｅｎｃｅ ａｎｄ

ａｎｔｉｔｕｍｏｕｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１９， ２１（８）：１０２７⁃１０４０． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｓ４１５５６⁃０１９⁃０３５２⁃ｚ．
［２７］ＡＮ Ｔ， ＬＩ Ｓ， ＰＡＮ Ｗ，ｅｔ ａｌ． ＤＹＲＫ２ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｙｐｅⅠｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ＴＢＫ１ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｖｉａ

Ｓｅｒ５２７ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］． ＰＬＯＳ Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ，２０１５， １１（９）：ｅ１００５１７９． ＤＯＩ：１０． １３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ． ｐｐａｔ． １００５１７９．
［２８］ＬＩＵ Ｓ Ｄ， ＣＨＥＮ Ｓ Ｄ， ＬＩ Ｘ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｌｃｋ ／ Ｈｃｋ ／ Ｆｇｒ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＴＢＫ１ ｔｏ ｒｅｓｔｒａｉｎ

ｉｎｎａｔｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｈｏｓｔ ＆ Ｍｉｃｒｏｂｅ，２０１７， ２１（６）：７５４⁃７６８． ｅ５． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｃｈｏｍ． ２０１７． ０５． ０１０．
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