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［摘要］ 肿瘤坏死因子受体 （ＴＮＦＲ） 相关因子 ３ （ＴＲＡＦ３） 是激活 ＮＦ⁃κＢ、 Ｉ 型 ＩＦＮ 信号通路的重要调

节因子。 克隆了日本鳗鲡 ＴＲＡＦ３ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列， 命名为 ＡｊＴＲＡＦ３， 可编码 ５６８ 个氨基酸， 具有保守

的 ＴＲＡＦ 结构域 （ＭＡＴＨ 结构域）、 锌指 （ＺＦ） 结构域和环指结构域 （ ＲＩＮＧ ｄｏｍａｉｎ）。 系统发育树分析表

明 ＡｊＴＲＡＦ３ 与其他鱼类 ＴＲＡＦ３ 聚为一支， 而哺乳类、 鸟类、 两栖类分别聚为一支。 实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 结果显示： 天然状态下日本鳗鲡各组织均检测到有 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达， 其中肝脏表达量最

高； ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ、 嗜水气单胞菌免疫注射日本鳗鲡后， 能引起肝脏、 脾脏和肾脏中 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达

水平显著提高； 日本鳗鲡肝脏细胞经不同病原相关分子模式 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ、 ＣｐＧ、 ＰＧＮ 和不同浓度嗜水气

单胞菌感染刺激后， 其 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达水平均显著升高。 亚细胞定位研究显示天然状态下 ＡｊＴＲＡＦ３ 蛋

白在细胞质中聚集呈散点状分布， 经 ＬＰＳ 和 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后， ＡｊＴＲＡＦ３ 蛋白分子可进入细胞核且呈散点状

分布。 以上结果表明 ＡｊＴＲＡＦ３ 在日本鳗鲡抗病毒、 细菌免疫应答反应中发挥重要作用。
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０　 引言
肿瘤坏死因子受体 （ＴＮＦ⁃Ｒ） 相关因子 （ ＴＲＡＦ） 家族是调节 Ｔｏｌｌ 样受体 （ ＴＬＲ）、 ＮＯＤ 样受体

（ＮＬＲ）、 ＲＩＧ⁃Ｉ 样受体 （ＲＬＲ） 和细胞因子受体等多种信号转导途径的重要接头蛋白［１ － ４］ 。 迄今， 哺

乳动物已发现 ＴＲＡＦ１、 ＴＲＡＦ２、 ＴＲＡＦ３、 ＴＲＡＦ４、 ＴＲＡＦ５、 ＴＲＡＦ６ 及 ＴＲＡＦ７ 家族蛋白分子， 参与了

细胞增殖、 凋亡、 分化、 应激等多种反应［５ － ６］ 。
作为 ＴＲＡＦ 家族成员中的重要分子， ＴＲＡＦ３ 在激活 ＮＦ⁃κＢ 和 Ｉ 型 ＩＦＮ 信号通路中发挥关键作

用［１］ 。 ＴＲＡＦ３ 蛋白分子含有保守的环指结构域、 锌指结构域和 ＭＡＴＨ⁃ＴＲＡＦ 结构域， 其中 Ｎ 端环指

结构域和 Ｃ 端 ＭＡＴＨ⁃ＴＲＡＦ 结构域与 ＴＲＡＦ３ 功能密切相关［７ － ８］ 。 ＴＲＡＦ３ 最早从人类 ｃＤＮＡ 文库中被

鉴别出来， 该分子能够与 ＣＤ４０ 结合， 对下游信号通路具有活化作用［９ － １０］ ， 后续在小鼠的研究中表明

ＴＲＡＦ３ 是 ＴＬＲ３ ／ ４ 介导的 Ｉ 型 ＩＦＮ 信号通路中的重要接头蛋白［１１ － １２］ ， 还参与了 ＲＬＲ 介导的 Ｉ 型 ＩＦＮ
的产生［８，１３］ 。

目前， ＴＲＡＦ３ 同源基因已经在一些硬骨鱼中被克隆分析， 包括鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ） ［１４］ 、 红笛鲷

（Ｌｕｔｊａｎｕｓ ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ） ［１５］ 、 花鲈 （Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ） ［１６］ 、 大黄鱼 （ Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） ［１７］ 、 斜带石

斑鱼 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ） ［１８］和尼罗罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ） ［１９］ 等。 鱼类 ＴＲＡＦ３ 基因为组成型

表达模式， 在各组织中均有表达， 且在免疫相关的组织器官中高表达［１４ － １６］ 。 当鱼体受到病毒感染后

ＴＲＡＦ３ 基因的表达水平显著上调， 提示其在抗病毒免疫应答中发挥着重要作用［１４，１６，１８］ 。 近期的研究

发现过表达 ＴＲＡＦ３ 能够引起 ＩＦＮ 表达水平的提高［１６ － １７］ ， 但其分子调控机制尚需进一步研究。
日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 系我国出口创汇的重要养殖种类， 其味道鲜美、 营养价值高［２０］ 。

然而， 由于鳗鲡养殖密度过高导致病害频繁发生， 影响了鳗鲡产业的健康发展［２１］ 。 与其他经济鱼类

相比， 鳗鲡的免疫学基础研究十分薄弱， 其中与抗病毒免疫应答密切相关的 Ｉ 型 ＩＦＮ 信号通路仅对

ＴＢＫ［２２］ 、 ＴＬＲ３［２３］ 、 ＲＩＧ［２４］ 、 ＩＦＮ［２５］等部分免疫因子进行了克隆分析与初步的功能研究， 而 ＴＲＡＦ３ 作

为激活 ＮＦ⁃κＢ 和 Ｉ 型 ＩＦＮ 信号通路的关键因子在鳗鲡相关研究中尚未见报道。 因此， 本实验首次克隆

日本鳗鲡重要的免疫相关因子 ＴＲＡＦ３ 全长 ｃＤＮＡ 序列， 实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 检测不同病

原体相关分子模式， 以及经鳗鲡主要病原菌———嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 刺激后的日本

鳗鲡主要免疫组织器官和肝脏细胞的 ＴＲＡＦ３ 基因表达变化， 并通过 ＴＲＡＦ３ 绿色荧光融合蛋白质的亚

细胞定位进行免疫功能分析， 以期为日本鳗鲡 ＴＲＡＦ３ 因子在机体抗病毒、 细菌免疫应答中的作用机

制研究提供参考。

１　 材料和方法
１􀆰 １　 材料

日本鳗鲡， 体重约 ４５ ～ ５０ ｇ， 购自福建福清鳗鱼养殖场， 于实验室循环水中暂养一周后备用。 小鼠

睾丸间质细胞和日本鳗鲡肝脏细胞为本实验室保存有的。 本实验所用菌株为嗜水气单胞菌， 采用胰蛋

白胨大豆肉汤 （ＴＳＢ） 培养基 ２８ ℃培养 ２４ ｈ 后收集菌体， 用 ＰＢＳ （０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 重悬后
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备用［２６］ 。
１􀆰 ２　 引物设计及 ＡｊＴＲＡＦ３ 全长 ｃＤＮＡ 的克隆

根据本实验室日本鳗鲡转录组数据获得日本鳗鲡 ＴＲＡＦ３ 基因序列， 通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计

ＴＲＡＦ３ 开放阅读框 （ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） 序列， 利用 ｈｅａｄ ｔｏ ｔｏｅ ＰＣＲ 反应验证该基因的 ＯＲＦ 是

否正确。 使用 ５＇和 ３＇ ＲＡＣＥ Ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｒａｐｉｄ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ Ｅｎｄｓ （ＴａＫａＲａ， 日本） 进行 ＲＡＣＥ
ＰＣＲ 扩增， 扩增产物经凝胶纯化， 克隆至 ｐＭＤ１９⁃Ｔ （ｓｉｍｐｌｅ） 载体， 并按上述方法测序获得日本鳗鲡

ＴＲＡＦ３ 基因的 ｃＤＮＡ 全长序列 （见表 １）。 根据日本鳗鲡 ＴＲＡＦ３ ＯＲＦ 序列和绿色荧光蛋白真核质粒

ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 多酶切位点， 设计带有双酶切位点的 ＴＲＡＦ３ 引物序列 （见表 １）。 以测序正确的日本鳗鲡

ＴＲＡＦ３ 基因 ｐＭＤ１９⁃Ｔ （ｓｉｍｐｌｅ） 重组质粒为模板克隆 ＡｊＴＲＡＦ３ 的 ＯＲＦ， 并用相应引物插入 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１
载体中， 构建 ｐＥＧＦＰ⁃ＴＲＡＦ３ 重组质粒后再测序确认。

表 １　 用于 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因克隆和表达分析的引物

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＡｊＴＲＡＦ３ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
类别
Ｔｙｐｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列（５′→３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ（５′→３′）

头至趾引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＯＲＦ ｃｌｏｎｉｎｇ

ＴＲＡＦ３⁃ＯＲＦ５’ ＡＴＧＴＣＡＴＣＡＧＧＧＣＧＧＡＡＴＧＧＧ

ＴＲＡＦ３⁃ＯＲＦ３’ ＴＣＡＧＧＧＧＴＣＧＧＧＣＡＧＡＴＣＧ

ＲＡＣＥ ＰＣＲ 特异性引物
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ３′ ＲＡＣＥ

ＴＲＡＦ３⁃３＇⁃ｏｕｔｅｒ ＣＴＡＣＡＡＧＣＧＧＣＧＧＡＡＡＣＡＧＧＡＧＧ

ＴＲＡＦ３⁃３＇⁃ ｉｎｎｅｒ ＴＣＡＡＧＣＣＣＧＡＣＣＣＣＡＡＣＡ

ＲＡＣＥ ＰＣＲ 通用引物
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＲＡＣＥ

ＵＰＭ⁃Ｌｏｎｇ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴ⁃
ＧＧＴＡＡＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

ＵＰＭ⁃Ｓｈｏｒｔ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

５＇ ＣＤＳ ｐｒｉｍｅｒ （Ｔ）２５ＶＮ

３＇ ＣＤＳ ｐｒｉｍｅｒ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣ（Ｔ）３０ＶＮ

ＳＭＡＲＴ Ⅱ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＧＣＧＧＧ

ＴＲＡＦ３⁃ｒｅａｌ⁃５＇ ＧＴＧＡＣＴＡＣＡＡＧＣＧＧＣＧＧＡＡＡ

ＴＲＡＦ３⁃ｒｅａｌ ⁃３＇ ＣＡＣＣＡＣＧＡＡＧＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡ

β⁃ａｃｔｉｎ⁃５’ ＡＡＴＣＣＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴＴＣＡＡ

β⁃ａｃｔｉｎ⁃３’ ＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＣＣＴＴＡＣＧ

绿色荧光蛋白重组质粒引物
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ

５’ｐＥＧＦＰ⁃ＴＲＡＦ３ ＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＣＡＴＣＡＧＧＧＣＧＧＡＡＴＧＧＧ

３’ｐＥＧＦＰ⁃ＴＲＡＦ３ ＴＧＧＡＴＣＣＣＧＧＧＧＧＴＣＧＧＧＣＡＧＡＴＣＧ

通用引物
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｍ１３⁃Ｆ ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴ

Ｍ１３⁃Ｒ ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣ

ｐＥＧＦＰ⁃Ｆ ＴＧＧＧＡＧＧＴＣＴＡＴＡＴＡＡＧＣＡＧＡＧ

ｐＥＧＦＰ⁃Ｒ ＣＧＴＣＧＣＣＧＴＣＣＡＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧ

１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 日本鳗鲡免疫刺激试验

购买的日本鳗鲡经实验室暂养 １ 周后， 用丁香酚对其麻醉， 随后解剖和采集日本鳗鲡各组织样

品， 包括肝脏、 脾脏、 肾脏、 鳃、 肠、 心脏、 皮肤和肌肉， 每个组织 ６ 尾， 用于 ＲＮＡ 提取。
采用平板计数法计数， 将前期收集的嗜水气单胞菌用 ＰＢＳ 稀释至 ４ × １０４ ｃｆｕ ／ ｍＬ， 将购自 ＳＩＧＭＡ

公司的 ＬＰＳ 和 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 用 ＰＢＳ 溶解稀释至终质量浓度分别为 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 和 ２ ｍｇ ／ ｍＬ。 将日本鳗鲡分成
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４ 组， 实验组分别于腹腔注射 ２００ μＬ 的 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和 ４ × １０４ ｃｆｕ ／ ｍＬ 嗜水气单胞菌液， 对照组腹

腔注射 ２００ μＬ 的灭菌 ＰＢＳ 溶液［２３］ 。 每组随机选取 ６ 尾， 在注射后的第 ０、 ６、 １２、 ２４、 ４８、 ７２ 小时

共六个时相， 分别采集鳗鲡的肝脏、 脾脏、 肾脏三种组织器官， 用于 ＲＮＡ 提取实验。
１􀆰 ３􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 第一条链的合成

用 ＯＭＥＧＡ 试剂盒提取日本鳗鲡肝脏、 脾脏、 肾脏、 鳃、 肠、 心脏、 皮肤和肌肉组织 ＲＮＡ， 用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ （ Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ） 试剂盒 （购自 Ｔａｋａｒａ， Ｂｉｏ 中国）
进行日本鳗鲡不同组织、 肝脏细胞 ｃＤＮＡ 模板制备［２３］ 。
１􀆰 ３􀆰 ３　 日本鳗鲡肝脏细胞系刺激试验

当细胞贴壁覆盖率达到 ９０％ 以上， 用含 ０􀆰 ２５％ （体积分数） 胰酶的消化液进行消化， 随后转入

３ ｃｍ 的细胞培养板， 待细胞长满后再更换细胞培养液。 实验方法参照徐元凯［２７］ 的设计， 各实验组分

别加入 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ（５０ μｇ ／ ｍＬ） 、 ＬＰＳ （３０ μｇ ／ ｍＬ）、 ＣｐＧ （１０ μｇ ／ ｍＬ）、 ＰＧＮ （３０ μｇ ／ ｍＬ）， 以及浓度

分别为 １０６ 、 １０７ 、 １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的嗜水气单胞菌， 对照组加入等体积细胞培养液， 分别在免疫刺激后的

第 ０、 ３、 ６、 １２、 ２４、 ４８ 小时， 提取细胞 ＲＮＡ， 逆转录合成 ｃＤＮＡ 用于荧光定量 ＰＣＲ 实验。
１􀆰 ３􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

实时荧光定量 ＰＣＲ 总反应体系为 ２０ μＬ， 其中含有 ９ μＬ １： １０ 稀释的原始 ｃＤＮＡ， １０ μＬ ２ ×
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｖａｚｙｍｅ ＴＭ， Ｑ１１１⁃０２）， 以及 ０􀆰 ５ μＬ 各引物， 在 Ｒｏｃｈｅ Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ 机器

（Ｒｏｃｈｅ， Ｓｕｓｓｅｘ， ＵＫ） 上进行扩增。 反应条件如下： ９５ ℃ １ ｍｉｎ； ９４ ℃ ２０ ｓ， ６０ ℃ ２０ ｓ， ７２ ℃ ２０ ｓ
（４０ 个循环）。 结果根据 Ｒｏｃｈｅ ４８０ 自动给出的每个样品的 Ｃｐ 值， 用比较 ＣＴ 方法 （即 ２ ⁃ΔΔＣＴ方法） 计

算出样品的 ＲＱ 值。
使用 ＳＰＳＳ １５􀆰 ０ （ＳＰＳＳ Ｉｎｃ， Ｃｈｉｃａｇｏ， ＩＬ， ＵＳＡ） 分析实验数据。 天然日本鳗鲡不同组织的基因

表达水平差异采用方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ 多重比较法， 不同实验组之间的基因水平差异分析采用成组 ｔ⁃
检验分析法 （显著性差异： Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， 极显著差异： Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
１􀆰 ３􀆰 ５　 亚细胞定位小鼠睾丸间质细胞

使用脂质体转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司） 将构建好的表达载体 ｐＥＧＦＰ⁃
Ｎ１⁃ＡｊＴＲＡＦ３ 转染小鼠睾丸间质细胞， ２４ ｈ 后将细胞置于倒置荧光显微镜下确认绿色荧光蛋白表达后，
加入 ５０ μｇ ／ ｍＬ Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 和 ３０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 溶液处理细胞， 待刺激 ２４ ｈ 后进行亚细胞定位观察， 同时

设置对照组。
１􀆰 ３􀆰 ６　 生物信息学分析

用 ＢＬＡＳＴ 程序（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）分析序列相似性； 用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｇｏｒｆ ／ ）分析 ＡｊＴＲＡＦ３ 的全长 ｃＤＮＡ 序列； 用 ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｎ． ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｉｔｏｏｌ． ｈｔｍｌ）预测等电点及分子质量； 用 ＢｉｏＥｄｉｔ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｂｉｏ． ｎｃｓｕ． ｅｄｕ ／ ＢｉｏＥｄｉｔ ／ ）进行序列

多重比对； 用 ＳＭＡＲＴ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ） 预测蛋白质结构域特征； 用 Ｐｈｙｒｅ２ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｓｂｇ． ｂｉｏ． ｉｃ． ａｃ． ｕｋ ／ ｐｈｙｒｅ２ ／ ）预测蛋白质三级结构； 用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 软件构建邻位相接法系统进化树。

２　 结果
２􀆰 １　 ＡｊＴＲＡＦ３ 的 ｃＤＮＡ 序列分析

日本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３ 的 ｃＤＮＡ 全长为 ２２４３ ｂｐ， 包含 ８７ ｂｐ 的 ５＇⁃ＵＴＲ、 ４４６ ｂｐ 的 ３＇⁃ＵＴＲ 和 １７０７ ｂｐ 的

ＯＲＦ 序列， 编码 ５６８ 个氨基酸。 预测蛋白质分子质量为 ６５􀆰 １ ｋｕ， 等电点 ｐＩ 为 ８􀆰 ２７。 ＳＭＡＲＴ 结构域

分析显示 ＡｊＴＲＡＦ３ 分子包含环指结构域 （５１—９１ ａａ） 和 ＭＡＴＨ 结构域 （３６０—５６３ ａａ） （见图 １）。
２􀆰 ２　 ＡｊＴＲＡＦ３ 系统发育树分析

系统发育树显示， 日本鳗鲡 ＴＲＡＦ３ 与亚洲龙鱼 （ Ｓｃｌｅｒｏｐａｇｅｓ ｆｏｒｍｏｓｕｓ） 最为接近， 并与其他鱼类

聚为一支， 哺乳类、 鸟类、 两栖类各聚为一支 （见图 ２）。
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1 ATGCCGTTTACCGAAGCGGAGTCTGTTAAGATTGCCCAGAAAAACAGTGGTGTTGGATTGGACGGCGACAAGGATCTAAT 80
81 ACATGTGatgtcatcagggcggaatggggacggccgtgaggtgcaggtgccccagcagagggcgccctcgctggcgcaga 160
1 M SS G R N G D G R E V Q V P Q Q R A P S L A Q K 25

161 agccctggagcgagcccggcttcctgccgctccaggccgggttccgggaccacttcgtcctgcagcccgagcccaagtac 240
26 P W S E P G F L P L Q A G F R D H F V L Q P E P K Y 51

241 tgctgccaggcctgccggctggtcctgtgcaacccgcgccagactgagtgcggtcatcgcttctgtgagacctgcatctc 320
52 C C Q A C R L V L C N P R Q T E C G H R F C E T C I S 78
321 tgagctgctcagagcgtcccacccagtgtgtcctgcagatatggagccactctttgaggacaagatattcagggatgtgt 400
79 E L L R A S H P V C P A D M E P L F E D K I F R D V C 105

401 gctgccacagggagatcatggctctgaaggtgtactgcaggagtgagaagaatggttgcagagaacagatgagtctacaa 480
106 C H R E I M A L K V Y C R S E K N G C R E Q M S L Q 131
481 caggttatggatcacctgacggtgtgcccatattttgaggtgccatgccctctggggaagtgtagggagaggatgatgag 560
132 Q V M D H L T V C P Y F E V P C P L G K C R E R M M R 158
561 gaaagacatgcccgaccatctgaactggaagtgtcgacaccgcgaagccacctgcgaattctgcaaacacaagatggccc 640
159 K D M P D H L N W K C R H R E A T C E F C K H K M A Q 185
641 agacagagctgcagaaacacaaggacaccgtgtgccctgctttccccgtggcctgtcccaataactgcacctactcctcc 720
186 T E L Q K H K D T V C P A F P V A C P N N C T Y S S 211
721 atcctgcgcagcgagctgcagagacaccagcaggactgtcccaaggcccaggtcacctgctccttccaccgctacggttg 800
212 I L R S E L Q R H Q Q D C P K A Q V T C S F H R Y G C 238
801 caccttcaagggtctgaaccaggaaatgaaagagcacgactccctctgtgtctctgaacacctgcggctgatggtggcca 880
239 T F K G L N Q E M K E H D S L C V S E H L R L M V A K 265
881 agaacactaccctggaggctaaggtggaggatgttaagggcgagctgcaggagcgctataaggtgctgccaggtctgaac 960
266 N TT L E A K V E D V K G E L Q E R Y K V L P G L N 291
961 gctcggctgatggaggtggagtctcggcacgaggagatgagagagaagaaccggcagctggaacagaagctggcaaatat 1040
292 A R L M E V E S R H E E M R E K N R Q L E Q K L A N I 318
1041 acagaagcagctgagctctcactcagagaagctgatggagctggagatggagctgcgttccttccgttcggtgcgtgagg 1120
319 Q K Q L S S H S E K L M E L E M E L R S F R S V R E D 345
1121 atgtggagaccctgcggggggcggtagagagcatccgcacacgcgtcactgcactggagggcagccgtggtccctccaac 1200
346 V E T L R G A V E S I R T R V T A L E G S R G P S N 371
1201 tccggaccgcatgcgcttgcaggctccctggagacgcagctctctcgccatgacgacatgctgagcgtgcacgagatcag 1280
372 S G P H A L A G S L E T Q L S R H D D M L S V H E I R 398
1281 gctggcggacatggacctccgtttccaggtgctggagacggccagcttcaacggcacgctcatctggaagatccgtgact 1360
399 L A D M D L R F Q V L E T A S F N G T L I W K I R D Y 425
1361 acaagcggcggaaacaggaggcggtggcgtctaagacgctgtccctgtacagccagcccttctacaccggctactttggg 1440
426 K RR K Q E A V A S K T L S L Y S Q P F Y T G Y F G 451
1441 tacaagatgtgcgcgcgcgtgtacctgaacggggacggcatgggcaagggcacgcacctgtcgctgttcttcgtggtgat 1520
452 Y K M C A R V Y L N G D G M G K G T H L S L F F V V M 478
1521 gcgcggcgagtacgacgccctgctcacctggcccttcaagcagaaggtgacgctgatgctgatggaccagggccccgccc 1600
479 R G E Y D A L L T W P F K Q K V T L M L M D Q G P A R 505
1601 gcaagcacctgggcgacgccttcaagcccgaccccaacagcagcagcttccgcagacccacgggagacatgaacatcgcg 1680
506 K H L G D A F K P D P N S SS F R R P T G D M N I A 531
1681 tccggctgccccctcttcgtcgcgcagaccgtgctggagaacggcacctacatcaaggacgacaccatcttcatcaaggt 1760
532 S G C P L F V A Q T V L E N G T Y I K D D T I F I K V 558
1761 cacagtggatacctccgatctgcccgacccctgaCCCCTCAACACTCACCCCACCCAGCAGCTGGGGGGCCTGCAACAAA 1840
559 T V D T S D L P D P * 568
1841 CACAGCTCAGGACACCCGGAGAGAGAGAGAGAGGGTGAGAGAGGAGAGAGAGAGAGAGAGAAAGGGTGAGAGAGAGAGCG 1920
1921 TGAGAGAGAGATGAGGTGAGAGAGAGAGAGGGTAAGAGAGAGAGATGGGGTGAGAGAGAGAGAGTGAGACATAGGGTGTG 2000
2001 AGAATGTGAAAGAGAGCGAGACAGGGTGAGAGAGGGATCGGGAGAGATGGACAGAGAGACATGGGGAGAATGATAGGGGT 2080
2081 TGGAGAGAGGTTAATGAGAGAGATGGATAGGGAGGGAGAGAGAGAGAGGTAGTGGGAAGTTAATAAAGAGAGAAAAAAGA 2160
2161 GTGTGGAGTGGGTTAATGTGAGAGAGATGGACAGAGTAGCAGATGTAGATATGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 2243

! "#$% &' ()*+,-&./01 AjTRAF3 cDNA
Fig.1  The cDNA and deduced amino acid sequence of 3 gene from .A japonicaAjTRAF

!"#$%& ' ()*+,-，/"#$%&)*+,-；123456,-，78923)*5' 3'
; ATG TGA AATAAA:;<6,-=>?*@（ ）、DE?*@（ ）'DEFG（ ）HIJK；LM

MATHNOPQRSJK； NOPQT9UV&W
Capital letters represent 5' and 3' non coding area sequences respectively, and lowercase letters represent coding
area sequences; the upper part is the nucleotide sequence, and the corresponding lower part is the encoded amino
acid sequence; the start codon (ATG), the stop codon (TGA) and the stop signal (AATAAA) are marked in
bold; the ring domain is marked with a box; and the MATH domain is indicated with a double underline
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! "#$% &'()* +,-./01234（ 62 AjTRAF TRAF AjTRAF3 3 3 ▲����）!"
Fig.2  Phylogenetic tree of the 3 amino acid sequences between and other speciesA. japonicaTRAF

( 3 was marked with solid triangle)AjTRAF

!"#

２􀆰 ３　 ＡｊＴＲＡＦ３ 氨基酸多重比较分析

将日本鳗鲡 ＴＲＡＦ３ 基因的氨基酸序列与亚洲龙鱼、 大西洋鲑 （ Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ）、 虹鳟 （ Ｏｎｃｏｒｈｙｎ⁃
ｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ）、 小鼠 （Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） 和智人 （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎ） 等其他物种进行多重序列比对， 分析表明

日本鳗鲡 ＴＲＡＦ３ 与鸟类和哺乳类的一样， 均具有环指结构域、 ２ 个锌指模序、 Ｃｏｉｌｅｄ⁃ｃｏｉｌ 和 ＭＡＴＨ 结

构域 （见图 ３）。
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　 　 “ － ” 表示空位经手工优化； “∗” 表示相同氨基酸残基； 数字表示不同的氨基酸序号； 各结构域用粗线标出

　 　 Ｇａｐ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｍａｎｕａｌｌｙ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ａｎｄ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｈｙｐｈｅｎｓ；ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｆｏｕｎｄ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｉｎ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ∗； ｎｕｍｂｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒｓ；ｅａｃｈ ｄｏｍａｉｎ ｉｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｔｈｉｃｋ ｌｉｎｅ

图 ３　 日本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３ 和其他物种 ＴＲＡＦ３ 的氨基酸序列多重比对

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴＲＡＦ３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ａ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

·９９１·
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２􀆰 ４　 ＡｊＴＲＡＦ３ 空间结构分析

采用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ）同源建模的方法， 将日本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３
基因的蛋白质序列与软件搜索得到的模板进行联配， 通过 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因推导出的氨基酸构建其三维结

构。 日本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的蛋白质序列是由 ４ 个 α 螺旋和 ７ 个 β 折叠片组成的三聚体， 其三维丝带

结构图与人类 ＴＲＡＦ３ 基因的蛋白质序列的三维丝带结构相似， 但旋转方向不同 （见图 ４）。

! "#$ %&'()*+,-.!/04 AjTRAF TRAF3 3
Fig.4 3 three dimensional structure comparison between Japanese eel and humanTRAF -

a) 3AjTRAF b) TRAF3! "#
Human 3TRAF

c) 3$%&'(!) "#TRAF
AjTRAF TRAF3 overlapped with human 3

! "#$%&'()*+,-./0123455 AjTRAF3
Fig.5  Relative expression levels of 3 transcripts inAjTRAF

different tissues of healthy Japanese eel

!"#$%& '()*+,-./0AjTRAF P3 < 0.05（ ）
different letters indicated a significant difference of gene expressionAjTRAF3
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２􀆰 ５　 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因在天然状态下的组织表达分析

天然状态下的日本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因为组成

型表达模式， 且肝脏中的表达量最高， 其次是

肠、 鳃、 脾脏、 皮肤、 肾脏中的， 而心脏和肌肉

中的表达水平相对较低 （见图 ５）。
２􀆰 ６　 免疫刺激对日本鳗鲡肝脏、 肾脏、 脾脏中

ＡｊＴＲＡＦ３ 基因表达的影响

日本鳗鲡经 ＬＰＳ 刺激后， 肝脏中 ＡｊＴＲＡＦ３ ｍＲ⁃
ＮＡ 的表达水平在 ６ ｈ 时 （３􀆰 ４ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、 肾

脏中的在 ６ ｈ （４􀆰 ０ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ） 和 １２ ｈ 时

（１􀆰 ３５ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、 脾脏中的在 ６ ｈ 时 （１􀆰 ４ 倍，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 都显著升高， 其他时相各脏器中的未见

明显变化， 但发现脾脏中的在 ７２ ｈ 时 （０􀆰 ７４ 倍，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 显著下调 （见图 ６ａ）。

Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 免疫注射日本鳗鲡后， 其肝脏和肾脏中 ＡｊＴＲＡＦ３ ｍＲＮＡ 的表达水平在 ６ ｈ 时显著上调， 而

脾脏中的表达水平在 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 时均有显著升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （见图 ６ｂ）。
嗜水气单胞菌能够引起日本鳗鲡肝脏中 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达量在 １２ ｈ 时 （２􀆰 ３ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、 肾脏中

的在 ４８ ｈ 时 （１􀆰 ４ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 显著提高， 但脾脏中的表达水平未见明显变化 （见图 ６ｃ）。
２􀆰 ７　 不同病原相关分子模式刺激下 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因在日本鳗鲡肝脏细胞中的表达变化

在不同病原相关分子模式 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ、 ＣｐＧ⁃ＤＮＡ 和 ＰＧＮ 刺激下， 日本鳗鲡肝脏细胞中

ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达水平见图 ７。
ＬＰＳ 刺激后 １２ ｈ 时 （１􀆰 ７ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 、 ２４ ｈ 时 （３􀆰 ８ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 及 ４８ ｈ 时 （１􀆰 ７ 倍，

Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ， 日本鳗鲡肝脏中 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达水平均有显著升高， 且在 ２４ ｈ 时达到峰值； Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ
刺激后 ３ ～ ４８ ｈ， ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达水平均有显著提高， 并且在 １２ ｈ 时升高到 ３８􀆰 ５ 倍 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
达到峰值； ＣｐＧ 能够引起 ＡｊＴＲＡＦ３ 的表达水平在 ６ ｈ 时显著下调 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 在 ２４ ｈ 时 （１􀆰 １ 倍，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 显著升高， 其他时相未见明显变化； ＰＧＮ 刺激后 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达水平在 ２４ ｈ 时

（２􀆰 ０ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 、 ４８ ｈ 时 （２􀆰 ６ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 均显著增强。

·００２·
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三种不同浓度的嗜水气单胞菌感染日本鳗鲡

肝脏细胞， 其 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达水平见图 ７。
１０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ的嗜水气单胞菌仅在感染后 １２ ｈ 时

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 引起 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达水平升高；
当细菌浓度升高至 １０７ ｃｆｕ ／ ｍＬ 后， ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的

表达水平在感染后 １２ ｈ 时 （１􀆰 ８ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、
２４ ｈ 时 （１０􀆰 ５ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 和 ４８ ｈ 时 （１４􀆰 ５ 倍，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ） 均 显 著 提 高； 当 细 菌 浓 度 达 到

１０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ时， ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达量在感染后

１２ ｈ 时 （４􀆰 １ 倍， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 显著增加并达到峰

值， 在 ２４ ｈ 时 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 也有显著上调， 但其

他时相未见明显变化。

! "#$%&'()*+,-.、0.、1. 23%4567896  LPS、Poly I:C 3AjTRAF
Fig.6  The effect of LPS, Poly I:C, and on 3 gene expression in the liver,A. hydrophila AjTRAF

kidney, and spleen of Japanese eels

“ ” ），“ ” ）* **)*+,-+./01230456789:;（ )*=89:;（P P<0.05 <0.01
Statistical differences between the expression level of each sample and that of the PBS control at the same sampling

time were indicated with asterisks (*, < 0.05; **, < 0.01)P P
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b) Poly I:C

Fig.7  The effects of LPS, Poly I: C, CpG DNA, PGN on 3 geneand A. hydrophila AjTRAF
expression of Japanese eel liver cells

! 、#$%&'()*+,-./012' 3456$789:7  LPS、Poly I:C、CpG-DNA、PGN 3AjTRAF

“ ” ），“ ” ）* **#*!+,!-./0"1/23456789（ #*;6789（P<0.05 P<0.01
Statistical differences between the expression level of each sample and that of the PBS control at the same sampling

time were indicated with asterisks (*, < 0.05; **, < 0.01)P P
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２􀆰 ８ 　 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的亚细胞定位

ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的亚细胞定位结果 （见图 ８） 表明： 在天然状态下， ＡｊＴＲＡＦ３ 蛋白主要在细胞质中

分布， 且部分蛋白分子聚集于细胞核附近呈点状分布； 经 ＬＰＳ 刺激后， ＡｊＴＲＡＦ３ 蛋白可以进入细胞

核， 呈聚集点状分布； Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后， ＡｊＴＲＡＦ３ 蛋白分子主要在细胞核， 呈聚集点状分布。

!8 pEGFP-N1!pEGFP-N1- TRAF3"#$%&'()*+ ,-./01234Aj
Fig.8  Expression of pEGFP N1 and pEGFP N1 TRAF3 fusion proteins in mouse leydig cellsAj- - -
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３　 讨论
３􀆰 １　 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的结构特征

日本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因由 ５６８ 个氨基酸组成， 具有 ＴＲＡＦ３ 蛋白家族典型的环指结构域、 锌指结

构域和 ＴＲＡＦ 结构域， 其蛋白三维结构图与人类 ＴＲＡＦ３ 基因的高度一致， 提示该分子具有哺乳动物

ＴＲＡＦ３ 基因类似的免疫调节功能。
３􀆰 ２　 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的天然表达分析

日本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因在各组织中均有表达， 其组成型表达模式与其他硬骨鱼类相符［１４⁃１６］ 。 日

本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因在肝脏中的高水平表达与花鲈［１６］ 一致。 有研究表明 ＴＲＡＦ３ 基因在大黄鱼的

鳃［１７］ 、 红笛鲷的脾脏［１５］中也有高水平表达， 反映了 ＴＲＡＦ３ 基因在硬骨鱼类中的表达模式具有种属特

异性， 其免疫功能也可能存在差异。
３􀆰 ３　 免疫刺激后的 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因表达变化

硬骨鱼类 ＴＲＡＦ３ 在抗病毒免疫功能中的研究已有不少报道。 鲤春病毒血症病毒 （ＳＶＣＶ） 可诱导

鲤脾脏、 头肾和肠中 ＴＲＡＦ３ 基因的表达水平显著提高［１４］ ， 而赤点石斑神经坏死病毒 （ ＲＧＮＮＶ） 感

染后可使斜带石斑鱼脾脏细胞， 以及花鲈肝脏、 脾脏和脑细胞中 ＴＲＡＦ３ 的表达量显著升高［１６，１８］ 。 本

研究发现 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 作为病毒类似物可以诱导日本鳗鲡肝脏、 脾脏及肾脏中 ＡｊＴＲＡＦ３ 的表达水平显著升

高； 此外， 体外实验也发现， 经 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后， 日本鳗鲡肝脏细胞中 ＡｊＴＲＡＦ３ 的表达量也显著上

调， 以上结果表明 ＡｊＴＲＡＦ３ 参与了日本鳗鲡抗病毒免疫应答反应， 但其免疫调控机制尚需进一步研究。
目前的研究发现 ＴＲＡＦ３ 参与了鱼体抗病原菌感染的免疫反应。 尼罗罗非鱼经无乳链球菌 （Ｓｔｒｅｐ⁃

ｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ） 感染后其头肾、 脾脏和皮肤中 ＴＲＡＦ３ 的表达水平上升［１８］ 。 变形假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄ⁃
ｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ） 可以诱导大黄鱼脾脏、 小肠和外周血中 ＴＲＡＦ３ 的表达水平提高［１７］ ， 提示

·２０２·
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ＴＲＡＦ３ 作为 ＮＦ⁃κＢ 和 Ｉ 型 ＩＦＮ 信号通路中的重要调控因子， 参与了鱼体抗病原菌的免疫应答反应。 嗜

水气单胞菌是养殖鳗鲡的重要病原菌， 能够引起鳗鲡肝脏严重充血、 肾小球坏死脱落等败血症状［２８］ 。
本研究发现嗜水气单胞菌能够引起日本鳗鲡肝脏、 脾脏、 肾脏中 ＡｊＴＲＡＦ３ 的表达水平显著升高， 推测

ＴＲＡＦ３ 在日本鳗鲡抗细菌信号通路中发挥重要的调控作用， 但其机制尚需进一步研究。 此外， 本研

究发现， 当嗜水气单胞菌浓度从 １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ 提高至 １０７ ｃｆｕ ／ ｍＬ 后， ＡｊＴＲＡＦ３ 的表达水平显著提高并达

到峰值， 但继续提高菌液浓度至 １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ 后， ＡｊＴＲＡＦ３ 的表达水平有所降低， 究其原因可能是高浓

度的嗜水气单胞菌引发了鱼体免疫应答负调控作用， 使其避免过度免疫反应对机体造成的伤害［２９］ 。
ＬＰＳ 和 ＰＧＮ 分别为革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌的重要表面抗原。 研究［１７］ 表明 ＬＰＳ 可以诱导大

黄鱼脾脏和头肾中的 ＴＲＡＦ３ 高表达， ＰＧＮ 刺激后脾脏、 头肾、 鳃及外周血中 ＴＲＡＦ３ 的表达水平均显

著升高。 此外， 也有研究［１５］发现 ＬＰＳ 诱导了红笛鲷头肾中 ＴＲＡＦ３ 的高表达。 本研究发现经 ＬＰＳ 刺激

后的日本鳗鲡肝脏、 肾脏、 脾脏， 以及体外培养的日本鳗鲡肝脏细胞中 ＴＲＡＦ３ 的表达水平显著升高，
而且 ＰＧＮ 也能引起日本鳗鲡肝脏细胞中 ＴＲＡＦ３ 的表达水平显著上升， 提示 ＴＲＡＦ３ 参与了日本鳗鲡抵

御革兰氏阴性和革兰氏阳性病原菌的免疫反应。
３􀆰 ４　 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的亚细胞定位

亚细胞定位对于蛋白质功能的深入研究具有重要意义。 天然状态下， 日本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的融合

蛋白主要在小鼠细胞的细胞质中呈点状分布且在细胞核附近聚集， 与青鱼 ＴＲＡＦ３［３０］ 和大黄鱼 ＴＲＡＦ３［１７］

基因的绿色荧光融合蛋白在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞的定位结果一致。 目前， 鱼类有关病原体相关分子模式引起

ＴＲＡＦ３ 基因的亚细胞定位变化的研究尚未见报道。 本研究证实了经 ＬＰＳ 和 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后， ＡｊＴＲＡＦ３ 蛋

白在细胞核中呈散点状分布， 该结果与日本鳗鲡核转录因子 ＳＴＡＴ１ 的亚细胞定位相符［２７］ ， 提示病原微

生物刺激细胞后， ＡｊＴＲＡＦ３ 蛋白可以进入细胞核对免疫相关信号通路的传递进行调控， 但具体机制尚需

进一步研究。

４　 结论
本文克隆鉴定了日本鳗鲡 ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的 ｃＤＮＡ 全长。 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示 ， ＬＰＳ、

Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ、 嗜水气单胞菌能够引起日本鳗鲡肝脏、 脾脏和肾脏， 以及体外培养的日本鳗鲡肝脏细胞中

ＡｊＴＲＡＦ３ 基因的表达水平显著提高； 亚细胞定位研究发现， 经 ＬＰＳ 和 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后， ＡｊＴＲＡＦ３ 蛋白

从细胞质中进入细胞核， 且呈散点状分布。 以上结果表明 ＡｊＴＲＡＦ３ 在日本鳗鲡抗病毒和抗细菌免疫应

答反应中发挥着重要作用。
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