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ＭＥＨＲＡＮ Ｓｉｄｒａ＃， 董宝霞＃， 荆海霞∗

（青海大学农牧学院， 青海 西宁　 ８１００１６）

摘要： 旨在克隆牦牛毛球族同源蛋白 ３ （ＴＲＩＢ３） 基因并进行生物信息学分析， 检测其在牦牛各组织中的表达情况， 为后续探究该基因在牦牛中

的功能提供理论依据。 试验采集牦牛乳腺组织并以其 ｃＤＮＡ 为模板， 克隆牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因序列， 通过生物信息学分析了解其生物学特征和结构，
运用荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 技术检测 ＴＲＩＢ３ 基因在牦牛心脏、 肝脏、 肺脏、 骨骼肌、 乳腺及脂肪组织中的表达情况。 结果显示： 牦牛 ＴＲＩＢ３
基因 ＣＤＳ 区全长为 １ ０７４ ｂｐ， 共编码 ３５７ 个氨基酸， 为不稳定性亲水蛋白； 同源性对比结果显示， 牦牛 ＴＲＩＢ３ 编码氨基酸与野牦牛的同源性最

高； 系统进化树显示， 野牦牛和野牛与牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因亲缘关系最近， 最远是小鼠； ＴＲＩＢ３ 蛋白属于不稳定亲水性蛋白， 主要存在于细胞核中，
不含信号肽和跨膜结构域； ＴＲＩＢ３ 蛋白二级结构含有 α－螺旋、 延伸链、 β－转角、 无规则卷曲， 分别占 ３５􀆰 ８５％、 ９􀆰 ５２％、 ４􀆰 ４８％和 ５０􀆰 １４％； 蛋白

互作分析结果显示， ＴＲＩＢ３ 与组成型光形态建成蛋白 １ （ ＣＯＰ１）、 过氧化物酶体增殖物激活受体 α （ ＰＰＡＲα）、 ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋白 β
（ＣＥＢＰβ）、 激活转录因子 ３ （ＡＴＦ３）、 ＤＮＡ 损伤诱导转录因子 ３ （ＤＤＩＴ３）、 丝氨酸 ／ 苏氨酸蛋白激酶 ２ （ ＡＫＴ２）、 ＡＫＴ３ 和 Ｔｗｉｓｔ 相关蛋白 １
（ＴＷＩＳＴ１） 之间均有紧密联系。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测发现 ＴＲＩＢ３ 基因在牦牛的不同组织中均有表达， 乳腺组织中的表达量最高。 研究结果为进一步探

究 ＴＲＩＢ３ 基因在牦牛乳腺中的作用和其生物功能提供一定的理论数据。
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　 　 牦牛主要分布于青藏高原及其周边的高寒地区，
被称为 “高原之舟” ［１－３］。 泌乳是牦牛的一个重要生

产性能， 由于牦牛所生活的青藏高原污染较少， 牦牛

的养殖多以自然放牧为主， 这就使牦牛乳汁成为纯

净、 自然、 无污染的优良乳［４］。 牦牛乳浓稠醇香，
富含多种营养物质， 高蛋白质、 高乳脂率和富含矿物

质等成为了其极大的优势［５］。 牦牛乳汁营养价值很

高， 易于消化吸收， 氨基酸、 脂肪酸、 微量元素、
钙、 磷及生物学活性物质的种类齐全且含量较高， 一

直以来都是当地牧民的重要食物和营养来源［６－７］。 但

牦牛奶的膻味很浓， 由于缺乏合理的加工技术， 大多

数人无法适应牦牛奶的口味， 使牦牛奶产业的发展受

到了很大限制。 有研究者推测牦牛乳中的膻味和乳脂

肪酸有着很大的关系， 这与乳腺组织中乳脂代谢有着

密切的关系［８］。
毛球族同源蛋白 ３ （ｔｒｉｂｂｌｅｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，

ＴＲＩＢ３） 作为假性激酶， 最早在果蝇体内发现， 是一

类丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶 （ＡＫＴ） 样基因家族［９］，
其家族成员包括 ＴＲＩＢ１、 ＴＲＩＢ２ 和 ＴＲＩＢ３， 三者都含

有 ７０～１００ 个氨基酸的 Ｎ 端和 ２５ 个氨基酸的 Ｃ 端，
彼此间两个末端的氨基酸序列并不完全相同， 但是它

们的中间区域都是 ＡＫＴ 的保守结构域。 ＴＲＩＢ３ 没有

能够与 ＡＴＰ 结合的相关位点和激活激酶的结构域，
使得该基因没有可以检测到的激酶活性， 因此被称为

假性激酶［１０］。 ＴＲＩＢ３ 虽然没有催化活性， 但是其生

物学功能很广泛， 可参与到细胞增殖分化及凋亡、 糖

代谢、 脂代谢和肿瘤的发生发展等过程中， ＴＲＩＢ３ 在

其中作为调节蛋白而发挥作用。 ＴＲＩＢ３ 在哺乳动物中

表达水平高且随组织器官的不同， 其表达水平也存在

明显的差异。 然而， 目前的研究报道中关于 ＴＲＩＢ３
基因在牦牛乳腺上皮细胞中表达的研究很少。

有研究表明， ＴＲＩＢ３ 可以直接结合到 ＡＫＴ 的 ＰＨ
区域后抑制其 Ｔｈｒ３０８ （苏氨酸 ３０８） 和 Ｓｅｒ４７３ （丝氨

酸 ４７３） 位点的磷酸化， 从而使胰岛素信号转导通路

受到干扰， 进而抑制脂代谢、 糖代谢等主要功能机

制［１１］。 Ｑｉ 等［１２］的研究表明， 在禁食期间， 脂肪组织

中 ＴＲＩＢ３ 的含量明显增加， 主要是因为与泛素连接

酶组成型光形态建成蛋白 １ （ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ ｐｈｏｔｏｍｏｒ⁃
ｐｈｏｇｅｎｉｃ １， ＣＯＰ１） 直接结合后促进了乙酰辅酶 Ａ 羧

化酶 （ ａｃｅｔｙｌ ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ， ＡＣＣ） 的泛素化和降

解， 从而使脂肪的分解增加。 Ｋｏｏ 等［１３］ 研究表明，
过氧 化 物 酶 体 增 殖 物 活 化 受 体 γ （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ， ＰＰＡＲγ） 通过 ＰＰＡＲα
依赖模式， 协同刺激因子 １α 可诱导 ＴＲＩＢ３ ｍＲＮＡ 的

表达， 进而在脂肪细胞的分化过程中起重要调控作

用， 这一过程通过影响 ＡＫＴ 的活性来实现［１４］。 钱波

等［１５］用含油酸的培养液培养， ＴＲＩＢ３ 可以减少 β 细

胞内脂滴的形成， 提示 ＴＲＩＢ３ 参与细胞内脂质的代

谢。 有研究者曾在在小鼠腹腔内注射不同浓度的血清

游离脂肪酸， 发现 ＴＲＩＢ３ 蛋白的表达水平随着试验

时间以及血清中所含游离脂肪酸浓度的增加而逐渐升

高， 且注射高浓度血清游离脂肪酸后 ＴＲＩＢ３ 蛋白表

达量显著升高［１６］。 这表明 ＴＲＩＢ３ 通过两种不同的途

径调控脂代谢， 一是通过影响脂肪合成代谢的关键基

因， 二是由外部刺激影响。 由此可见， ＴＲＩＢ３ 在脂代

谢的调控过程中发挥着非常重要的作用。
在人、 鼠、 猪和羊等物种上的相关研究表明，

ＴＲＩＢ３ 基因对脂质代谢具有重要的调控作用。 本课题

组前期对不同泌乳期牦牛乳腺组织转录组测序发现，
ＴＲＩＢ３ 为调控乳脂合成的关键候选基因， 且显著富集

到影响脂质合成代谢的磷脂酰肌醇 ３－激酶 ／蛋白激酶

Ｂ （ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ） 信号通路中。 然而迄今为止， ＴＲＩＢ３
在牦牛乳腺上皮细胞中的表达及其功能鲜见报道，
ＴＲＩＢ３ 对牦牛乳腺上皮细胞脂质代谢的调控机制尚不

清楚。 因此， 本研究拟对牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因进行克隆，
并对克隆出的序列进行测序及利用相关的软件进行生

物信息学分析， 利用荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 技

术对牦牛不同组织中 ＴＲＩＢ３ 基因的表达情况进行检

测， 了解牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因的结构和生物学特性， 为

后续进一步探索牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因功能提供理论依据，
为深入探究 ＴＲＩＢ３ 基因调控牦牛乳脂代谢的分子机

制奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 组织样品的采集

在青海某屠宰场选择 ３ 头泌乳中期雌性牦牛， 分

别采集牦牛心脏、 肝脏、 肺脏、 骨骼肌、 乳腺及脂肪

组织， 置于生理盐水中多次涮洗至无多余血迹后，
７５％酒精浸泡 ３ ～ ５ ｓ， 生理盐水再次涮洗后剪成

１ ｍｍ×１ ｍｍ×１ ｍｍ 左右的小块， 然后迅速投入液氮

中保存备用。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ （ １５５９６０１８， Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ），
ｃＤＮＡ 反转录试剂盒 （ＫＲ１１８， ＴＩＡＮＧＥＮ）， 荧光定

量试 剂 盒 （ ＦＰ２０５， ＴＩＡＮＧＥＮ ）， ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ® Ｔａｑ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （ＡＰ１４１－１２， ＴｒａｎｓＧｅｎ）， ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
Ｍａｘ ＤＮＡ 聚合酶 （Ｒ０４５Ｑ， ＴａＫａＲａ）， ｐＭＤ１９－Ｔ 载

体原核表达载体 （３２７１， ＴａＫａＲａ）， 琼脂糖 ＤＮＡ 纯

化回收试剂盒 （ＥＧ１０１－０１， ＴｒａｎｓＧｅｎ）， ＨｉｎｄⅢ限制

性内切酶 （１０６０Ｓ， ＴａＫａＲａ）， ＸｂａⅠ（１０９３Ｓ， ＴａＫａＲａ），
普通质粒提取试剂盒 （ＥＭ１０１－０１， ＴｒａｎｓＧｅｎ）， 高纯

度质粒中量提取试剂盒 （ ＥＭ１１１ － ０１， ＴｒａｎｓＧｅｎ），
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ＤＨ５α 大肠杆菌感受态细胞 （９０５７， ＴａＫａＲａ）。 氨苄

青霉素、 液体 ＬＢ 培养基、 固体 ＬＢ 培养基、 ５０×ＴＡＥ
电泳缓冲液均购自索莱宝生物科技有限公司。 引物均

由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。
ＲＮＡ 浓度测定仪 （Ｉｍｐｌｅｎ ＮＰ８０ Ｍｏｂｉｌｅ， 德国），

梯度 ＰＣＲ 仪 （ＰｒｏＦｌｅｘ ＰＣＲ， 美国）， 实时荧光定量

ＰＣＲ 仪 （ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０， 德国）， Ｂｉｏ－ＲＡＤ 恒

压恒流电泳仪与电槽 （１６４－５０７０， 美国）， 凝胶成像

仪 （Ｂｉｏ－ＲＡＤＸＲ， 美国）。
１􀆰 ３　 引物设计

根据 ＮＣＢＩ 上公布的 ＴＲＩＢ３ 基 因 （ 基 因 号：
１０２２８８１４２） 及 β－ａｃｔｉｎ 基因 （基因号： １０２２８６０４８）
序列， 利用 Ｏｌｉｇｏ ７􀆰 ０ 软件设计引物 （表 １）。

表 １　 ＴＲＩＢ３ 引物序列

基因 引物序列 （５′→３′） 退火温度 ／ ℃ 产物长度 ／ ｂｐ 用途

ＴＲＩＢ３
Ｆ： ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＣＧＡＧＣＡＡＧＣＣＣＣＣ

Ｒ： ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＧＣＣＡＴＡＧＡＧＡＣＣＣＡＴＡＴＣＴＣＴＴＴＣＴ
６１ １ ０７４ 基因克隆

ＴＲＩＢ３
Ｆ： ＣＡＣＣＴＧＣＴＣＣＴＧＴＴＣＡＴＧＣＴ

Ｒ： ＡＣＡＣＣＴＴＧＣＡＧＡＴＧＴＡＣＴＣＣＧ
６０ １３８ ＲＴ－ｑＰＣＲ

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＴＧＴＴＡＧＣＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴ
Ｒ： ＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ

５８ １６８ ＲＴ－ｑＰＣＲ

　 　 　 注： 序列下划线处分别为基因上、 下游引物的限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ、 ＸｂａⅠ的酶切位点。

１􀆰 ４　 牦牛各组织总 ＲＮＡ 的提取

将提取 ＲＮＡ 所要用到的器皿等提前进行消毒灭

菌， 在 ２ ｍＬ 离心管中分别加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 后在冰上

待用。 称取 ０􀆰 １ ｇ 组织块于研钵中研磨， 研磨至粉末

后转入有 ＴＲＩｚｏｌ 试剂的 ２ ｍＬ 离心管中， 混匀， 室温

放置 ５ ｍｉｎ。 按照 ＴＲＩｚｏｌ 法提取各组织总 ＲＮＡ。 提取

出来的 ＲＮＡ 用分光光度计测定浓度和质量， 凝胶电

泳检测其完整性后， 置于－８０ ℃保存。
１􀆰 ５　 牦牛各组织 ｃＤＮＡ 的合成

以上一步得到的 ＲＮＡ 为模板， 按照反转录试剂

盒的相关步骤及体系进行操作合成 ｃＤＮＡ， 检测浓度

及质量后－２０ ℃保存备用。
１􀆰 ６　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因 ＣＤＳ 区扩增

以牦牛乳腺组织 ｃＤＮＡ 为模板扩增 ＴＲＩＢ３ 基因，
用 ＴＲＩＢ３ 基因的特异性引物， 用 ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ® Ｔａｑ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 进 行 ＰＣＲ 扩 增， 反 应 总 体 系 为

５０ μＬ， 分别加入 ｃＤＮＡ ２ μＬ， 上、 下游引物各１ μＬ，
１０ × ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ， ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ
４ μＬ， ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
３６ μＬ。

ＰＣＲ 扩增程序： ９４ ℃ ３ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ６１ ℃
３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， 共 ３０ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 扩

增结束后， 琼脂糖凝胶电泳检测产物， 正确的条带进

行切胶并称重， 然后用胶回收试剂盒将其纯化并

回收。
１􀆰 ７　 连接及转化

将回收后的片段与 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体进行连接， 体

系总体积为 １０ μＬ， 分别包括上步所回收的片段

４ μＬ， ｐＭＤ１９－Ｔ 载体 １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ５ μＬ。
轻弹离心管混匀反应物， 离心， １６ ℃过夜连接

后进行转化， 步骤如下： 将保存完好的 ＤＨ５α 取出后

迅速放于冰上待其融化后与连接产物混匀， 放于冰上

３０ ｍｉｎ。 提前将水浴锅温度调至 ４２ ℃， 待静置完成

后于其中热激 ９０ ｓ， 再轻柔放于冰上静置 ２ ｍｉｎ。 将

上述混合物与 ９００ μＬ ＬＢ 液体培养基混匀， 置于

３７ ℃摇床上， １５０ ｒ ／ ｍｉｎ １ ｈ， 之后离心机 ５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心５ ｍｉｎ， 收集沉淀并制成悬液； 提前打开无

菌操作台的紫外等进行灭菌消毒， 玻璃棒进行仔细擦

拭以彻底消毒， 在每个 ＬＢ 固体培养基上均匀涂布接

种 ５０ μＬ 混悬液， ３７ ℃恒温条件下过夜培养。 第 ２
天从长出单克隆菌落的培养皿内选择合适的菌落挑进

含有氨苄青霉素 （Ａｍｐ） 的 ＬＢ 液体培养基中， ３７ ℃
条件下培养 １６ ｈ。
１􀆰 ８　 质粒提取及鉴定

采用普通质粒提取试剂盒提取菌体质粒， 以质粒

为模板克隆 ＴＲＩＢ３ 基因， 体系中分别加入 １ μＬ 质粒，
１０ μＬ ２ × ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ， 上、 下 引 物 各

１ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ７ μＬ。
反应条件为： ９８ ℃ ３ ｍｉｎ； ９８ ℃ １０ ｓ， ６１ ℃

５ ｓ， ７２ ℃ １０ ｓ， 共 ３０ 个循环； ７２ ℃ ３ ｍｉｎ， ４ ℃
１０ ｍｉｎ。 用琼脂糖凝胶电泳进行检测， 将大小正确条

带的阳性质粒送北京奥科鼎盛生物科技有限公司进行

测序。
１􀆰 ９　 序列分析

对测序所得到的序列进行分析， 分析软件及工具

见表 ２。
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表 ２　 序列分析工具及内容

分析工具 分析内容

ＤＮＡＭＡＮ ５􀆰 ０ 氨基酸序列翻译

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 理化性质

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 亲 ／ 疏水性

ＮｅｔＰｈｏｓ ３􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ 磷酸化位点

ＳｉｎｇｎａｌＰ－４􀆰 １ 信号肽

Ｃｅｌｌ－ＰＬｏｃ２􀆰 ０ 亚细胞定位

ＴＭＨＭＭ 跨膜结构域

ＥｘＰＡＳｙ 二级结构

Ｐｈｙｒｅ２ 三级结构

ＳＴＲＩＮＧ 蛋白互作分析

ＮＣＢＩ 同源性比对

ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 构建系统进化树

１􀆰 １０　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测

ＲＴ－ｑＰＣＲ 体系 （２０ μＬ） 按照试剂盒说明书所

提供的进行选择。 反应程序如下： ９５ ℃ １５ ｍｉｎ；
９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ２０ ｓ， ７２ ℃ ２０ ｓ， 共 ４０ 个循环。
１􀆰 １１　 数据统计与分析

目的基因和内参基因的每个组织样本均设置 ９ 个

重复。 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算所检测基因的表达量， 通过

ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２６、 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件分析

ＴＲＩＢ３ 基因在牦牛各组织间的差异显著性并绘制柱状

图。 试验数据用 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因克隆

试验以牦牛乳腺组织 ｃＤＮＡ 为模板克隆得到

ＴＲＩＢ３ 基因 ＣＤＳ 区片段， 所得到的产物由琼脂糖凝

胶电泳进行检测， 结果显示其条带单一且清晰， 片段

长度为 １ ０７４ ｂｐ （图 １）， 符合预期大小。 阳性质粒

送公司测序后确定其为牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因序列。
２􀆰 ２　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因序列分析

２􀆰 ２􀆰 １　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因系统进化树构建

参考 ＮＣＢＩ 中不同物种的 ＴＲＩＢ３ 基因序列， 利用

ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件对已测序得到的牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因 ＣＤＳ
区及 野 牦 牛 （ ＸＭ ＿ ００５８８７９５０􀆰 ２ ）、 牛 （ ＸＭ ＿
００５８８７９５０􀆰 ２）、 野 牛 （ ＸＭ ＿ ０１０８４１８９０􀆰 １ ）、 水 牛

（ＸＭ＿０２５２６３７１４􀆰 ２）、 绵羊 （ＸＭ＿０４２２２９９６８􀆰 １）、 山

羊 （ ＸＭ ＿ ０１８０５７６６７􀆰 １）、 猪 （ ＸＭ ＿ ０１３９８３１６９􀆰 ２ ）、
犬 （ ＸＭ ＿ ０３８４３３４０３􀆰 １）、 马 （ ＸＭ ＿ ００８５２９２１５􀆰 １ ）、
人 （ ＮＭ ＿ ００１３０１１９６􀆰 １） 和小鼠 （ ＮＭ ＿ １７５０９３􀆰 ２ ）
ＴＲＩＢ３ 基因编码的氨基酸序列进行同源性对比， 构建

系统进化树 （图 ２）。 依据进化树分析的亲缘关系结

果可知， 牦牛 ＴＲＩＢ３ 编码的氨基酸与野牦牛、 野牛、

牛、 水牛、 山羊、 绵羊、 猪、 犬、 马、 人和小鼠编码

氨基 酸 同 源 性 分 别 为 １００％、 ９９􀆰 ４４％、 ９９􀆰 ９１％、
９８􀆰 ７０、 ９６􀆰 ７４％、 ９６􀆰 ０９％、 ８６􀆰 ６９％、 ８５􀆰 ０２％、
８７􀆰 ８９％、 ８２􀆰 １３％、 ８２􀆰 １１％。 与牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因亲

缘关系最近的是野牦牛和野牛， 最远是小鼠。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～２． ＴＲＩＢ３ 基因产物。

图 １　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因克隆

●表示本试验所测基因。

图 ２　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 氨基酸序列进化树

２􀆰 ２􀆰 ２　 理化性质分析

从理化性质预测结果可知， 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白编

码区共有 ５ ５７１ 个原子， 分子质量为 ３９􀆰 ６６ ｋＤａ， 分

子式为 Ｃ１７５９Ｈ２７８１Ｎ５１５Ｏ５００Ｓ１６， ｐＩ 是 ７􀆰 ２１。 编码的 ３５７
个氨基酸 （图 ３） 共包含 ２０ 种氨基酸 （表 ３）， 其

中， 亮氨酸 （Ｌｅｕ） 的含量最多， 占比为 １３􀆰 ７％， 而

占比均为 １􀆰 １％的天冬酰胺 （Ａｓｎ） 和色氨酸 （Ｔｒｐ）
含量最少。 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白肽链 Ｎ 末端为蛋氨酸

（Ｍｅｔ）。 氨基酸负电残基 （Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ） 和正电残基

（Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ） 的总数相同， 均为 ４４ 个。 ＴＲＩＢ３ 蛋白半
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衰期为 ３０ ｈ， 不稳定性指数为 ７１􀆰 ７９ （＞４０）， 表明该

蛋白质为不稳定蛋白质。 脂溶指数为 ８５􀆰 ６３， 总平均

亲水性 （ＧＲＡＶＹ） 为－０􀆰 ３３５， 表明牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白

是一个亲水性蛋白。
２􀆰 ２􀆰 ３　 亲 ／ 疏水性预测

由 ＴＲＩＢ３ 蛋白的亲 ／疏水性预测结果 （图 ４） 可

知， 其 １５３ 位的 Ａｒｇ 疏水性最强， 分值为 － ２􀆰 ８２２；
２５１ 位的 Ｌｅｕ 是亲水性最强的位置， 分值为 ２􀆰 ３３３。
从图中可以看到， ＴＲＩＢ３ 蛋白亲水性区域 （负分值）
明显比疏水性区域 （正分值） 多， 表明 ＴＲＩＢ３ 蛋白

为亲水性蛋白。 图 ３　 ＴＲＩＢ３ 基因 ＣＤＳ 区编码的氨基酸序列

表 ３　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白的氨基酸组成

氨基酸 数量 ／ 个 频率 ／ ％ 氨基酸 数量 ／ 个 频率 ／ ％

丙氨酸 （Ａｌａ， Ａ） ４０ １１􀆰 ２ 赖氨酸 （Ｌｙｓ， Ｋ） ９ ２􀆰 ５

精氨酸 （Ａｒｇ， Ｒ） ３５ ９􀆰 ８ 蛋氨酸 （Ｍｅｔ， Ｍ） ５ １􀆰 ４

天冬酰胺 （Ａｓｎ， Ｎ） ４ １􀆰 １ 苯丙氨酸 （Ｐｈｅ， Ｆ） ９ ２􀆰 ５

天冬氨酸 （Ａｓｐ， Ｄ） １６ ４􀆰 ５ 脯氨酸 （Ｐｒｏ， Ｐ） ３７ １０􀆰 ４

半胱氨酸 （Ｃｙｓ， Ｃ） １１ ３􀆰 １ 丝氨酸 （Ｓｅｒ， Ｓ） １８ ５􀆰 ０

谷氨酰胺 （Ｇｌｎ， Ｑ） ８ ２􀆰 ２ 苏氨酸 （Ｔｈｒ， Ｔ） １４ ３􀆰 ９

谷氨酸 （Ｇｌｕ， Ｅ） ２８ ７􀆰 ８ 色氨酸 （Ｔｒｐ， Ｗ） ４ １􀆰 １

甘氨酸 （Ｇｌｙ， Ｇ） ２２ ６􀆰 ２ 酪氨酸 （Ｔｙｒ， Ｙ） １０ ２􀆰 ８

组氨酸 （Ｈｉｓ， Ｈ） １４ ３􀆰 ９ 缬氨酸 （Ｖａｌ， Ｖ） １９ ５􀆰 ３

异亮氨酸 （Ｉｌｅ， Ｉ） ５ １􀆰 ４ 吡咯赖氨酸 （Ｐｙｌ， Ｏ） ０ ０

亮氨酸 （Ｌｅｕ， Ｌ） ４９ １３􀆰 ７ 硒代半胱氨酸 （Ｓｅｃ， Ｕ） ０ ０

图 ４　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白亲 ／疏水性预测

２􀆰 ２􀆰 ４　 磷酸化位点和信号肽预测

牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白的磷酸化位点分析结果显示

（图 ５）， Ｓｅｒ、 Ｔｈｒ、 Ｔｙｒ 磷酸化位点分别为 １２、 １０ 和

３ 个。 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白信号肽预测发现其不存在信号

肽 （图 ６）。

图 ５　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白磷酸化位点预测

图 ６　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白信号肽预测
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２􀆰 ２􀆰 ５　 亚细胞定位和跨膜结构域预测

亚细胞定位结果显示牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白主要定位

在细胞核中。 跨膜区预测后发现该蛋白不存在跨膜结

构域 （图 ７）。
２􀆰 ２􀆰 ６　 保守结构域预测

利用相应的预测软件对 ＴＲＩＢ３ 蛋白保守结构域

进行预测， 结果显示 （图 ８）， 该蛋白 ７４ ～ ３１５ 位氨

基酸处属于 ＰＫｃ 类 （ＰＫｃ－ｌｉｋｅ） 超家族， 主要的组

成包括 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 特异性蛋白激酶及 Ｔｙｒ 特异性 ＰＫ 域。
这些蛋白质能够催化 ＡＴＰ 发生反应， 将 γ－磷酰基转

移到特定底物 （如蛋白质的 Ｓｅｒ、 Ｔｈｒ 或 Ｔｙｒ 残基）

中的羟基上。

图 ７　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白跨膜结构域预测

图 ８　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白保守结构域预测

２􀆰 ２􀆰 ７　 二级结构和三级结构预测

牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白二级结构预测结果显示， 其中

包含 α－螺旋、 延伸链、 β－转角、 无规则卷曲， 数量

分别为 １２８、 ３４、 １６、 １７９， 占比分别为 ３５􀆰 ８５％、

９􀆰 ５２％、 ４􀆰 ４８％和 ５０􀆰 １４％ （图 ９）。 利用 Ｐｈｙｒｅ２ 在线

软件对牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白的三级结构进行预测， 所构

建出来的三级结构与预测的一致， 而且其与二级结构

的预测结果也是相符的 （图 １０）。

线条从长到短依次代表 α－螺旋 （ｈ）、 延伸链 （ｅ）、 β－转角 （ｔ） 及无规则卷曲 （ｃ）。

图 ９　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白二级结构预测

２􀆰 ２􀆰 ８　 ＴＲＩＢ３ 蛋白质互作分析

运用 ＳＴＲＩＮＧ 在线软件对牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白进行蛋

白互作分析， 结果显示 ＴＲＩＢ３ 与 ＣＯＰ１、 ＰＰＡＲα、
ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋白 β （ＣＥＢＰβ）、 激活转录因子

３ （ＡＴＦ３）、 ＤＮＡ 损伤诱导转录因子 ３ （ ＤＤＩＴ３）、
ＡＫＴ２、 ＡＫＴ３ 和 Ｔｗｉｓｔ 相关蛋白 １ （ＴＷＩＳＴ１） 之间有

着相互作用 （图 １１）。

·６· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ５



图 １０　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白三级结构预测

图 １１　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白网络互作分析

２􀆰 ３　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因组织表达

如图 １２ 结果显示， 乳腺组织中 ＴＲＩＢ３ 基因的表

达量显著高于其他组织 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 骨骼肌组织其表

达量最低， 显著低于乳腺和脂肪组织 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

３　 讨论

ＴＲＩＢ３ 是一种蛋白激酶抑制剂， 参与细胞凋亡、
应激反应、 转录、 调控等一系列生物过程。 ＴＲＩＢ３ 基

因含有 ３ 个结构区域： 中心假性蛋白激酶区， Ｎ 末端

及 Ｃ 末端蛋白结合域。 Ｃ 末端是蛋白同源区域， 分为

Ｅ３ 泛素连接酶 ＣＯＰ１ 结合域和激酶结合域［１７－１９］。 Ｎ
末端具有蛋白结合位点， 可使蛋白定位于细胞核。 中

心区因为缺少 ＡＴＰ 特异性结合位点和催化核心， 因

此称为中心假性蛋白激酶区， 但中心区可与多种底物

蛋白结合， 抑制激酶与底物反应， 从而参与调控多条

信号通路［２０］， 使 ＴＲＩＢ３ 在代谢、 应激、 增殖及分化

过程中都占据重要地位［２１－２６］。

不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 １２　 牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因在不同组织中的表达

克隆得到的序列测序验证比对结果正确之后， 紧

接着对其进行生物信息学的相关分析。 分析结果显

示， 克隆得到的牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因 ＣＤＳ 区长 １ ０７４ ｂｐ，
所编码的 ３５７ 个氨基酸共包含 ２０ 种氨基酸， 其中

Ｌｅｕ 的含量最多， Ａｓｎ 和 Ｔｒｐ 含量最少， 其肽链 Ｎ 末

端为 Ｍｅｔ。 负电荷氨基酸总数和正电荷氨基酸总数都

是 ４４ 个。 Ｌｅｕ 在生物机体内的作用很大， 其可以作

为能量来源给机体供能， 激活机体内的细胞， 还能帮

助抵抗有害细菌和微生物的入侵或伤害。 另外， Ｌｅｕ
还可以参与蛋白质合成， 与其他氨基酸协同作用调控

糖代谢和脂代谢的相关基因， 达到控制血糖的作用以

及促进体内脂肪的燃烧， 减少脂肪的沉积［２７－３０］。 这

与 ＴＲＩＢ３ 调控脂代谢的作用也是相符合的。
ＴＲＩＢ３ 蛋白的不稳定性指数为 ７１􀆰 ７９ （＞４０）， 半

衰期为 ３０ ｈ， 脂溶指数为 ８５􀆰 ６３， 亲水性总平均值为

－０􀆰 ３３５， 说明牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白为不稳定亲水性蛋白。
该蛋白中 Ｓｅｒ 和 Ｔｈｒ 的磷酸化位点占总磷酸化位点的

８８％， 表明牦牛 ＴＲＩＢ３ 蛋白可能是通过 Ｓｅｒ 和 Ｔｈｒ 的
磷酸化来调控牦牛的乳脂代谢， 这与 Ｄｕ 等［３１］的研究

结果相似。 分析结果发现该蛋白完全不包含任何信号

肽和跨膜结构域， 于是推测 ＴＲＩＢ３ 蛋白不属于分泌

性蛋白， 且其在合成之后不需要进行跨膜转运。 二级

结构预测结果显示， 其 α－螺旋、 延伸链、 β－转角、
无规则卷曲占比分别为 ３５􀆰 ８５％、 ９􀆰 ５２％、 ４􀆰 ４８％和

５０􀆰 １４％， 无规则卷曲的占比最大， 表明该蛋白在结

构上不稳定。 预测结果显示 ＴＲＩＢ３ 蛋白没有跨膜结

构域， 表明 ＴＲＩＢ３ 发挥其对机体的生物调控作用是

通过作用或者影响其他蛋白质来实现的。 目前已有大

量的研究表明， ＴＲＩＢ 蛋白家族的所有成员都是具有
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激酶区的， 但是， 该区域内本应该有的关键催化序列

被其他序列取而代之， 因此并不具有相应的激酶催化

活性， 本研究的预测分析结果与此结论一致。 从蛋白

互作预测的结果来看， ＴＲＩＢ３ 与 ＣＯＰ１、 ＰＰＡＲα、
ＣＥＢＰβ、 ＡＴＦ３、 ＤＤＩＴ３、 ＡＫＴ２、 ＡＫＴ３ 和 ＴＷＩＳＴ１ 等

蛋白彼此间均有紧密联系， 这可能就是 ＴＲＩＢ３ 参与

生物机体的各种代谢过程的一个途径。 目前， 已经有

相关的研究表明， ＴＲＩＢ３ 能够使 ＡＫＴ 的磷酸化活性

降低或被抑制［３２－３３］。 此外， 有研究报道 ＴＲＩＢ３ 可以

负向调控脂肪细胞的分化增殖， 且在脂肪细胞的分化

过程中 ＴＲＩＢ３ 基因的表达显著降低， 这一作用可能

是由于对 ＡＣＡＣＡ、 ＰＰＡＲα 等的表达产生阻碍作用而

影响其作用的发挥。 本研究还发现， 与牦牛 ＴＲＩＢ３
基因亲缘关系最近的是野牦牛， 并且在反刍动物中的

同源性均在 ９６％以上， 说明该基因的进化过程在反

刍动物中具有高度的保守性。 在郭忠秀［３４］ 的研究中

提到， 在多种生物的不同器官组织中都有发现并检测

到该基因， 但是表达水平有着组织细胞特异性， 他们

发现人和小鼠体内的 ＴＲＩＢ３ 在肝组织中的表达量最

高。 在本研究中发现牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因在乳腺组织中

表达量比其他组织高， 而且差异极显著。 根据这些结

果可以推断出， ＴＲＩＢ３ 可能在牦牛乳腺的发育及乳脂

生成的生物过程中发挥着重要的调控功能。

４　 结论

本试验成功克隆了牦牛 ＴＲＩＢ３ 基因， 全长１ ０７４ ｂｐ，
其编码的 ３５７ 个氨基酸共包含 ２０ 种氨基酸， Ｌｅｕ 的

占比为 １３􀆰 ７％， 为含量最多的氨基酸； ＴＲＩＢ３ 蛋白质

的分子量为 ３９􀆰 ６６ ｋＤａ， 属于不稳定亲水性核蛋白

质， 没有发现任何信号肽和跨膜结构域， 共有 ２５ 个

磷酸化位点， 其与多种蛋白之间存在互作关系； 与牦

牛 ＴＲＩＢ３ 亲缘关系最近的是野牦牛。 ＴＲＩＢ３ 基因在牦

牛心脏、 肝脏、 肺脏、 骨骼肌、 乳腺、 脂肪组织中均

有表达， 且在乳腺中表达量最高， 表明 ＴＲＩＢ３ 基因

可能对牦牛乳腺泌乳有重要的作用。
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［５］ 　 郭宪， 裴杰， 王宏博， 等． 牦牛乳及乳产品的研究与开发利用

［Ｊ］ ． 安徽农业科学， ２０１４， ４２ （１９）： ６２５６－６２５７．
［６］ 　 崔光欣． 青藏高原高寒植物及牦牛奶抗氧化特性研究 ［Ｄ］． 兰

州： 兰州大学， ２０１６．
［７］ 　 ＳＵＮ Ｗ， ＬＵＯ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｄ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｂｒａｎｃｈｅｄ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｙａｋ ｍｉｌｋ ａｎｄ ｍａｎｕｒｅ ｄｕｒｉｎｇ ｆｕｌｌ－ｌａｃｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈａｌｆ－

ｌａｃｔａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｓｔａｇ Ｌｅｕｋｏｔｒ Ｅｓｓ， ２０１９， １５０： １６－２０．
［８］ 　 ＨＡ Ｊ Ｋ， ＬＩＮＤＳＡＹ Ｒ Ｃ． Ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｂｒａｎｃｈｅｄ－ｃｈａｉｎ ａｎｄ

ｏｔｈｅｒ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｒｕｍｉｎａｎｔ ｍｉｌｋ ｆａｔｓ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｌｉｐａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｄａｉｒｙ Ｓｃｉ， １９９３， ７６ （３）： ６７７－６９０．

［９］ 　 ＯＨＯＫＡ Ｎ， ＹＯＳＨＩＩ Ｓ， ＨＡＴＴＯＲＩ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＢ３， ａ ｎｏｖｅｌ ＥＲ
ｓｔｒｅｓｓ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｇｅｎｅ， ｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｉａ ＡＴＦ４－ＣＨＯＰ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｉｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ［ Ｊ］ ． ＥＭＢＯ Ｊ， ２００５， ２４ （ ６）： １２４３ －

１２５５． 　
［１０］ ＭＡＴＳＵＳＨＩＭＡ Ｒ， ＨＡＲＡＤＡ Ｎ， ＷＥＢＳＴＥＲ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ

ＴＲＢ３ ｏｎ ｉｎｓｕｌｉｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｐ７０ Ｓ６ ｋｉｎａｓｅ ａｃ⁃
ｔｉｖｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００６， ２８１ （４０）： ２９７１９－２９７２９．

［１１］ 谢国璐． ＴＲＩＢ３ 基因沉默改善 ２ 型糖尿病大血管病变的实验研

究 ［Ｄ］． 济南： 山东大学， ２０１２．
［１２］ ＱＩ Ｌ， ＨＥＲＥＤＩＡ Ｊ， ＡＬＴＡＲＥＪＯＳ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＢ３ ｌｉｎｋｓ ｔｈｅ Ｅ３ ｕｂｉｑ⁃

ｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ ＣＯＰ１ ｔｏ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ［ Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｎ Ｙ Ａｃａｄ Ｓｃｉ，
２００６， ３１２ （５７８１）： １７６３－１７６６．

［１３］ ＫＯＯ Ｓ， ＳＡＴＯＨ Ｈ， ＨＥＲＺＩＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＰＧＣ－１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅ⁃
ｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＰＡＲ－α－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＢ－３
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｍｅｄ， ２００４， １０ （５）： ５３０－５３４．

［１４］ ＬＥＡＶＥＮＳ Ｋ， ＥＡＳＴＯＮ Ｒ， ＳＨＵＬＭＡＮ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ａｋｔ２ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ
ｆｏｒ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ［ Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂ， ２００９， １０ （５）： ４０５－４１８．

［１５］ 钱波， 余瑞， 汤铜， 等． ＴＲＢ３ 在高糖诱导的胰岛细胞凋亡中

的作用及机制 ［Ｊ］ ． 医学研究杂志， ２０１４， ４３ （７）： ９０－９３．
［１６］ ＱＩＮ Ｊ， ＦＡＮＧ Ｎ， ＬＯＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＢ３ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ－

ｉｎｄｕｃｅｄ ＩＮＳ－ １ －ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ δ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１４， ９ （５）： ｅ９６０８９．

［１７］ ＭＡＮＮＩＮＧ Ｇ， ＷＨＹＴＥ Ｄ Ｂ， ＭＡＲＴＩＮＥＺ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｇｅｎｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００２， ２９８
（５６００）： １９１２－１９３４．

［１８］ 蔡曼妮， 韩向阳， 黄咏东， 等． 假性蛋白激酶 ３ 在结肠息肉癌

变过程中的表达意义 ［ Ｊ］ ． 中华普通外科学文献 （电子版），
２０２０， １４ （６）： ４３９－４４２．

［１９］ ＥＹＥＲＳ Ｐ Ａ， ＫＥＥＳＨＡＮ Ｋ， ＫＡＮＮＡＮ Ｎ． Ｔｒｉｂｂｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ２１ｓｔ ｃｅｎ⁃
ｔｕｒｙ： ｔｈｅ ｅｖｏｌｖｉｎｇ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｔｒｉｂｂｌｅｓ ｐｓｅｕｄｏｋｉｎａｓｅｓ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１７， ２７ （４）： ２８４－２９８．

［２０］ ＹＯＫＯＹＡＭＡ Ｔ， ＮＡＫＡＭＵＲＡ Ｔ． Ｔｒｉｂｂｌｅｓ ｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ： ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｓｃｉ， ２０１１， １０２ （６）： １１１５－１１２２．

［２１］ ＢＡＳＡＴＶＡＴ Ｓ， ＣＡＲＴＥＲ Ｄ Ａ， ＫＩＳＳ－ＴＯＴＨ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒｉｂｂｌｅｓ ｒｏｌｅ
ｉｎ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｏｃ Ｔｒａｎｓ， ２０１５， ４３ （５）： １１１６－

１１２１． 　
［２２］ ＰＲＵＤＥＮＴＥ Ｓ， ＴＲＩＳＣＨＩＴＴＡ Ｖ． Ｔｈｅ ＴＲＩＢ３ Ｑ８４Ｒ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，

ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ
Ｓｏｃ Ｔ， ２０１５， ４３ （５）： １１０８－１１１１．

［２３］ ＪＯＨＮＳＴＯＮ Ｊ， ＢＡＳＡＴＶＡＴ Ｓ， ＩＬＹＡＳ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒｉｂｂｌｅｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍ⁃
ｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｏｃ Ｔｒａｎｓ， ２０１５， ４３ （５）： １０６９－１０７４．

［２４］ ＨＵＡ Ｆ， ＨＵ Ｚ Ｗ． ＴＲＩＢ３－Ｐ６２ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ， ｄｉａｂｅｔｅｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ

·８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ５



［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１５， ６ （３３）： ４７．
［２５］ ＴＩ Ｙ， ＸＩＥ Ｇ Ｌ， ＷＡＮＧ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒｉｂｂｌｅｓ ３： ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｌａｙｅｒ ｉｎ

ｄｉａｂｅｔｉｃ ａｏｒｔｉｃ ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｄｉａｂ Ｖａｓｃ Ｄｉｓ Ｒｅｓ， ２０１６， １３
（１）： ６９－８０．

［２６］ ＭＯＮＤＡＬ Ｄ， ＭＡＴＨＵＲ Ａ， ＣＨＡＮＤＲＡ Ｐ Ｋ． Ｔｒｉｐｐｉｎｇ ｏｎ ＴＲＩＢ３ ａｔ
ｔｈｅ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｌｔｈ， ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏ⁃
ｃｈｉｍｉｅ， ２０１６， １２４： ３４－５２．

［２７］ 代文婷． 亮氨酸对奶牛乳腺上皮细胞酪蛋白合成影响和机理研

究 ［Ｄ］． 长春： 吉林大学， ２０１５．
［２８］ ＮＯＲＴＯＮ Ｌ Ｅ， ＬＡＹＭＡＮ Ｄ Ｋ， ＢＵＮＰＯ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｌｅｕｃｉｎｅ ｃｏｎ⁃

ｔｅｎｔ ｏｆ ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｅａｌ ｄｉｒｅｃｔｓ ｐｅａｋ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｕｔ ｎｏｔ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｕｔｒ， ２００９， １３９ （６）： １１０３－１１０９．

［２９］ ＳＵＧＡＷＡＲＡ Ｔ， ＩＴＯ Ｙ， ＮＩＳＨＩＺＡＷＡ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｕｓｃｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ｎｏｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｂｙ ｄｉｅｔａｒｙ ｌｅｕｃｉｎｅ ｉｎ ｒａｔｓ
ｆｅｄ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ－ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉｅｔ ［ Ｊ］ ． Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄｓ， ２００９， ３７ （ ４）：

６０９－６１６．
［３０］ ＦＲＥＵＤＥＮＢＥＲＧ Ａ， ＰＥＴＺＫＥ Ｋ Ｊ， ＫＬＡＵＳ Ｓ． Ｄｉｅｔａｒｙ Ｌ－ ｌｅｕｃｉｎｅ

ａｎｄ Ｌ－ａｌａｎｉｎｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｈａｖｅ ｓｉｍｉｌａｒ ａｃｕｔｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅ⁃
ｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ－ｆａｔ ｄｉｅｔ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｂｅｓｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄｓ， ２０１３，
４４ （２）： ５１９－５２８．

［３１］ ＤＵ Ｋ， ＨＥＲＺＩＧ Ｓ， ＫＵＬＫＡＲＮＩ Ｒ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＢ３： ａ ｔｒｉｂｂｌｅｓ ｈｏｍｏ⁃
ｌｏｇ ｔｈａｔ ｉｎｈｉｂｉｔｓ Ａｋｔ ／ ＰＫＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｓｕｌｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ［ Ｊ ］ ．
Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００３， ３００ （５６２５）： １５７４－１５７７．

［３２］ ＩＹＮＥＤＪＩＡＮ Ｐ Ｂ． Ｌａｃｋ ｏｆ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ａ ｒｏｌｅ ｏｆ ＴＲＢ３ ／ ＮＩＰＫ ａｓ ａｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＰＫＢ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｊ， ２００５， ３８６ （Ｐｔ １）： １１３－１１８．

［３３］ ＳＡＬＡＺＡＲ Ｍ， ＬＯＲＥＮＴＥ Ｍ， ＧＡＲＣÍＡ－ＴＡＢＯＡＤＡ Ｅ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＩＢ３
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｍＴＯＲＣ２ ／ ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｏｎｃｏｌ， ２０１５， ２ （３）： ｅ９８０１３４．

［３４］ 郭忠秀． 高糖刺激下 Ｔｒｉｂｂｌｅ３ 在人脐静脉内皮细胞中的表达及

其与凋亡的关系 ［Ｄ］． 济南： 山东大学， ２００９．
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倡导健康养殖新理念 　 解读疫病防控新技术
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