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摘要： 旨在探究兔肿瘤坏死因子受体相关因子 ４ （ＴＲＡＦ４） 的分子特征及转录特性。 本研究首次克隆并鉴定了兔 ＴＲＡＦ４ 基因， 采用生物信息学

的方法对兔 ＴＲＡＦ４ 的分子特征和转录特性进行分子结构预测分析； 通过实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 分析了兔在感染肠出血性大肠杆菌

（ＥＨＥＣ） 后 ＴＲＡＦ４ 基因的转录水平变化， 并利用间接免疫荧光技术确定了 ＴＲＡＦ４ 的亚细胞定位。 结果： 兔 ＴＲＡＦ４ 基因编码区长为 １ ４２２ ｂｐ， 编

码 ４８３ 个氨基酸残基； 通过与系统发育树中其他哺乳动物的氨基酸相似性比对， 发现兔 ＴＲＡＦ４ 与其他哺乳动物具有较高的同源性和密切的亲缘关

系； 亚细胞定位试验显示， ＴＲＡＦ４ 在细胞质和细胞核中均有表达； 在 ＥＨＥＣ 感染后， 脾脏、 肾脏和胸腺中 ＴＲＡＦ４ 的转录水平整体呈下调趋势，
提示 ＴＲＡＦ４ 基因可能通过负反馈机制参与调控感染后的免疫应答。 综上， 本研究成功克隆了兔的 ＴＲＡＦ４ 基因并进行了生物信息学分析， 阐明了

其在细胞中的定位及在细菌感染后的转录水平变化， 为进一步研究兔 ＴＲＡＦ４ 在先天免疫中的作用提供了理论基础。
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与机体先天免疫和适应性免疫的信号分子， 在肿瘤坏

死因子受体 （ＴＮＦＲ）、 Ｔｏｌｌ 样受体 （ＴＬＲ）、 白介素－
１ 受体 （ ＩＬ－１Ｒ） 及 ＲＩＧ－Ⅰ样受体 （ＲＬＲ） 家族介

导的细胞信号传导中起关键作用［１］。 ＴＲＡＦ 蛋白普遍

分布于不同动物的不同组织中， 是一种在遗传进化上

较为保守的细胞内接头蛋白， 能连接上游细胞表面受

体与下游激酶， 促进级联反应并介导信号传导［２］。
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ＴＲＡＦ 蛋白同时还参与胚胎发育、 组织稳态、 细胞分

化、 凋亡以及先天性和适应性免疫、 氧化应激及骨代

谢过程。 自 １９９４ 年 Ｒｏｔｈｅ 等［３］ 发现 ＴＲＡＦ 蛋白以来，
哺乳动物中已经出鉴定了 ７ 个 ＴＲＡＦ 家族成员

（ＴＲＡＦ１～ ＴＲＡＦ７）， ＴＲＡＦ 蛋白的保守性较强且结构

组成也相似， 除 ＴＲＡＦ１ 不具有环指结构外， 其余

ＴＲＡＦ 蛋白主要由 Ｎ 端的一个环指结构和若干个锌指

结构［４］， Ｃ 端的一个卷曲螺旋结构和一个高度保守的

ＭＡＴＨ 结构组成［５］。 这种锌指结构， 使得 ＴＲＡＦ 蛋白

可以发挥泛素化连接酶的作用。 ＴＲＡＦ 蛋白的 Ｎ 端和

Ｃ 端的对称性不匹配意味着当受体聚集时， ＲＩＮＧ 二

聚体连接 ＴＲＡＦ 三聚体形成网络， 从而参与到机体的

多种免疫途径。
近年来， ＴＲＡＦ４ 在人、 鼠以及鱼类中的研究较

为深入。 人的破骨细胞活性可以被 ＴＲＡＦ６ 的小分子

抑制剂 ＴＲＡＦ－ＳＴＯＰ 有效抑制， 从而缓解牙周炎的破

骨形成［６］。 ＴＲＡＦ４ 是气道中 ２ 型反应的重要调节因

子， 然而， 其潜在的细胞和分子机制仍不清楚。 Ｘｉａｏ
等［７］制备了 Ｔ 细胞特异性 ＴＲＡＦ４ 缺陷小鼠， 并研究

了 ＴＲＡＦ４ 在表达白介素－３３ （ ＩＬ－３３） 受体的记忆

Ｔｈ２ 细胞 ＳＴ２＋ｍＴｈ２ 中的作用， 结果表明， 与野生型

相比， 体外 ＴＲＡＦ４ 缺陷 ＳＴ２＋ｍＴｈ２ 细胞表现出 ＩＬ－３３
诱导的增殖减少； 此外， 在 ＩＬ－３３ 介导的 ２ 型气道炎

症的临床前模型中， ＴＲＡＦ４ 缺陷型小鼠在肺部表现

出比野生型小鼠更少的 ＳＴ２＋ｍＴｈ２ 细胞增殖和嗜酸性

粒细胞浸润； 在 ＩＬ － ３３ 刺激的 ＳＴ２＋ ｍＴｈ２ 细胞中，
ＴＲＡＦ４ 是激活 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 和 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路， 以

及转录因子 Ｍｙｃ 和营养转运蛋白表达所必需的， 这

些基因是参与 Ｔ 细胞生长和增殖的重要标志基因。
该研究揭示了 ＴＲＡＦ４ 在 ＩＬ－３３ 介导的 ２ 型肺部炎症

中 ＳＴ２＋ｍＴｈ２ 细胞的作用， 为新疗法的开发指出了新

的方向。 有研究表明， ＴＲＡＦ４ 通过与 ＴＲＡＦ６ 和 β 干

扰素 ＴＩＲ 结构域衔接蛋白 （ＴＲＩＦ） 的关联， 从而在

ＴＬＲ 介导的信号传导中起沉默作用［２］。 人的 ＴＲＡＦ４
可通过与其他分子的相互作用， 调控 ＪＮＫ、 ＭＡＰＫ 和

ＮＦ－κＢ 等信号通路［８－９］。 以上研究都表明 ＴＲＡＦ４ 蛋

白在病原微生物感染过程中对细胞信号转导有重要作

用， 但兔 ＴＲＡＦ４ 基因的克隆及相关的研究却鲜有

报道。
随着近年来我国兔养殖行业的逐渐壮大， 各种病

原微生物疾病给兔养殖业带来的经济损失也引起了人

们的重视， 肠出血性大肠杆菌 （ ｅｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ， ＥＨＥＣ） 可造成兔的出血性肠炎和溶

血性尿毒综合征等疾病［１０－１１］。 该菌作为人畜共患病

的致病菌之一， 可通过水源和食源感染人， 有一定的

公共卫生意义。 本研究首次克隆了兔 ＴＲＡＦ４ 基因，
并运用生物信息学在线分析软件对 ＴＲＡＦ４ 蛋白的理

化性质、 结构域、 二级结构及其同源性等进行分析，
同时利用荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 检测了 ＥＨＥＣ
感染后组织中 ＴＲＡＦ４ 转录水平的变化。 本研究为揭

示兔 ＴＲＡＦ 家族成员在抵抗病原微生物感染过程中的

免疫应答机制提供了理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

新西兰大白兔购自江苏某兔场 （３５ 日龄， 体重

为 ５００ ｇ）； 兔肾细胞 ＲＫ－１３， 本实验室保存； ＥＨＥＣ
ＭＹ 菌株， 从临床样本中分离并保存于实验室；
ｐＥＦ１α－３×ＦＬＡＧ 表达载体， 本实验室保存。

总核糖核酸提取试剂盒， 购自北京康为世纪生物

科技有限公司； Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１ 感受态细胞， 购自北京全

式金生物技术有限公司； 同源重组试剂盒， 购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司； 限制性内切酶

ＥｃｏＲⅠ、 ＸｂａⅠ、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５０００， 购自 ＴａＫａＲａ
公司。
１􀆰 ２　 引物设计及合成

参照 ＮＣＢＩ 上 的 兔 ＴＲＡＦ４ 预 测 序 列 （ ＸＭ ＿
０１７３４８９５１􀆰 １ ） 和 兔 ＧＡＰＤＨ 基 因 序 列 （ ＮＭ ＿
００１０８２２５３􀆰 １） 进行引物的设计， 详细信息见表 １。

表 １　 引物序列信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ 用途

ｒＴＲＡＦ４－Ｆ
ｒＴＲＡＦ４－Ｒ

ＡＴＧＣＣＣＧＧＣＴＴＣＧＡＣＴＡＣ
ＣＣＴＣＴＣＣＡＧＡＧＴＣＡＧＣＣＡＡＣ

１ ４２２ 克隆 ＴＲＡＦ４ 基因

ｐＥＦ１α－ｒＴＲＡＦ４－３×ＦＬＡＧ－Ｆ
ｐＥＦ１α－ｒＴＲＡＦ４－３×ＦＬＡＧ－Ｒ

ＡＧＣＧＣＣＣＴＣＧＡＧＧＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＣＣＧＧＣＴＴＣＧＡＣＴＡＣＡＡＧ
ＧＧＣＴＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＡＴＣＴＡＧＡＴＣＡＧＣＴＧＡＧＧＡＴＣＴＴＣＣＴＧＧＧ

１ ４４３ 同源重组载体构建

ｑ－ｒＴＲＡＦ４－Ｆ
ｑ－ｒＴＲＡＦ４－Ｒ

ＧＴＣＴＧＣＧＴＴＣＣＴＣＡＡＴＧＧＣ
ＧＧＴＣＡＧＧＧＴＧＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡ

１９１ ＲＴ－ｑＰＣＲ

　 　 注： ｐＥＦ１α－ｒＴＲＡＦ４－３×ＦＬＡＧ －Ｆ ／ Ｒ 引物下划线部分为 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ酶切位点， 加粗部分为兔 ＴＲＡＦ４ 基因同源序列， 其他部分为载体同源

部分。
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１􀆰 ３　 兔 ＴＲＡＦ４ 基因扩增及真核表达载体构建

　 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 裂解 ＲＫ－１３ 细胞， 然后用超纯 ＲＮＡ 提

取试剂盒提取细胞的总 ＲＮＡ， 通过反转录试剂盒反

转录为 ｃＤＮＡ。 以 ＲＫ － １３ 细胞 ｃＤＮＡ 为模版， 以

ｒＴＲＡＦ４－Ｆ 和 ｒＴＲＡＦ４－Ｒ 为引物扩增兔 ＴＲＡＦ４ 基因。
胶回收目的片段后， 以 ｐＥＦ１α－ｒＴＲＡＦ４－３×ＦＬＡＧ－Ｆ
和 ｐＥＦ１α－ｒＴＲＡＦ４－３×ＦＬＡＧ－Ｒ 为引物进行扩增， 通

过同源重组试剂盒构建 ＴＲＡＦ４ 真核表达载体 ｐＥＦ１α－
ｒＴＲＡＦ４－３×ＦＬＡＧ。
１􀆰 ４　 生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 工具查找同源基因序列， 并

使用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件比对不同物种 ＴＲＡＦ４ 基因的相

似性。 用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件构建兔的 ＴＲＡＦ４ 基因与其他

物种的系统进化树。 通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线软件分析兔

ＴＲＡＦ４ 蛋白的理化性质。 使用 Ｓｉｇｎａｌ５􀆰 ０ 在线软件预

测兔 ＴＲＡＦ４ 蛋白的信号肽。 用 ＮｏｖｏＰｒｏ 在线软件预

测兔 ＴＲＡＦ４ 蛋 白 的 二 级 结 构， 并 通 过 ＳＷＩＳＳ －
ＭＯＤＥＬ 在线软件预测其三级结构。
１􀆰 ５　 兔 ＴＲＡＦ４ 蛋白的亚细胞定位

转染前 ２４ ｈ 将 ＲＫ－１３ 细胞铺至 ２４ 孔板， 待细

胞生长密度达到 ７０％ ～ ８０％时转染 ｐＥＦ１α－ｒＴＲＡＦ４－
３×ＦＬＡＧ 至细胞， ２４ ｈ 后通过间接免疫荧光试验

（ＩＦＡ） 以及利用激光共聚焦显微镜观察兔 ＴＲＡＦ４ 蛋

白在细胞中的定位情况。
１􀆰 ６　 兔 ＴＲＡＦ４ 在感染 ＥＨＥＣ 后的组织表达分析

　 　 将试验动物随机分为试验组与对照组， 对照组腹

腔注射 ＰＢＳ， 试验组注射 １０８ ＣＦＵ ＥＨＥＣ。 在感染后

的前 ３ ｄ， 每组随机挑选 ５ 只大白兔进行安乐死。 剖

检后取肾脏、 脾脏与胸腺。 利用 ＲＴ － ｑＰＣＲ 检测

ＴＲＡＦ４ 基因在兔的各组织中的转录水平及 ＥＨＥＣ 感

染后转录水平的变化。

２　 结果

２􀆰 １　 兔 ＴＲＡＦ４ 基因的扩增及真核表达载体的构建

　 　 以 ｒＴＲＡＦ４－Ｆ、 ｒＴＲＡＦ４－Ｒ 为特异性引物扩增兔

的 ＴＲＡＦ４ 基因， 扩增结果符合预期 （图 １Ａ）。 将

ＰＣＲ 产物回收后连接到 ｐＥＦ１α － ３ × ＦＬＡＧ 载体上，
ＰＣＲ 鉴定 （图 １Ｂ） 后， 挑取阳性克隆并扩增培养，
然后送至上海生工生物测序。 序列已上传至 ＮＣＢＩ，
登录号为 ＰＰ８７９１８７。

Ｍ􀆰 ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＴＲＡＦ４； ２、 ３􀆰 ｐＥＦ１α － ｒＴＲＡＦ４ －

３×ＦＬＡＧ。 　

图 １　 兔 ＴＲＡＦ４ 基因 ＰＣＲ 扩增 （Ａ） 及

ｐＥＦ１α－ｒＴＲＡＦ４ －３×ＦＬＡＧ 载体的 ＰＣＲ 鉴定 （Ｂ）

２􀆰 ２　 兔 ＴＲＡＦ４ 基因序列分析

利用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件对不同物种的 ＴＲＡＦ４ 基因

进行相似性比较， 结果发现兔与其他哺乳动物

ＴＲＡＦ４ 基因的核苷酸序列相似度在 ９１􀆰 ３％ ～ ９２􀆰 ６％，
其中与人类和大猩猩的相似度最高， 达到 ９２􀆰 ６％，
而与鸟类和爬行动物的相似度在 ７６􀆰 ４％ ～８０􀆰 ９％ （图
２）。 此外， 通过 Ｍｅｇａ Ｘ 软件构建了 ＴＲＡＦ４ 基因的系

统进化树， 结果表明该进化树主要有 ３ 个分支： 哺乳

类、 鸟类和爬行类； 兔 ＴＲＡＦ４ 位于哺乳类分支， 与

大猩猩、 人、 东非狒狒亲缘关系较近 （图 ３）。
２􀆰 ３　 兔 ＴＲＡＦ４ 蛋白的理化性质

通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线软件分析得知， 兔 ＴＲＡＦ４ 蛋

白基因编码区长为 １ ４２２ ｂｐ， 分子式为 Ｃ２３７４Ｈ３７００Ｎ６８２

Ｏ６７７Ｓ３８， 分子大小为 ５３􀆰 ８４ ｋｕ， 包含 ４７３ 个氨基酸。
ＴＲＡＦ４ 蛋白中含有多种氨基酸且比例不同 （表 ２），
其中最高的是占比 １０􀆰 ４％的亮氨酸 （Ｌ）， 而色氨酸

（Ｗ） 含量最低， 仅为 １􀆰 １％。 负电荷残基 （ Ａｓｐ ＋
Ｇｌｕ） （天冬氨酸＋谷氨酸） 的总数为 ７３， 而带正电荷

残基 （Ａｒｇ＋Ｌｙｓ） （精氨酸＋赖氨酸） 为 ８０。 理论等

电点为 ８􀆰 ５４。
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图 ２　 兔与其他物种 ＴＲＡＦ４ 基因相似性分析

注： ▲为本研究兔 ＴＲＡＦ４ 基因。

图 ３　 ＴＲＡＦ４ 基因系统进化树

表 ２　 兔 ＴＲＡＦ４ 蛋白氨基酸组成

氨基酸 数量 ／ 个 比例 ／ ％ 氨基酸 数量 ／ 个 比例 ／ ％

Ａｌａ （Ａ） ２２ ４􀆰 ７ Ｌｅｕ （Ｌ） ４９ １０􀆰 ４

Ａｒｇ （Ｒ） ３５ ７􀆰 ４ Ｌｙｓ （Ｋ） ２８ ５􀆰 ９

Ａｓｎ （Ｎ） １２ ２􀆰 ５ Ｍｅｔ （Ｍ） ８ １􀆰 ７

Ａｓｐ （Ｄ） ２１ ４􀆰 ４ Ｐｈｅ （Ｆ） ２３ ４􀆰 ９

Ｃｙｓ （Ｃ） ３０ ６􀆰 ３ Ｐｒｏ （Ｐ） ３８ ８􀆰 ０

Ｇｌｎ （Ｑ） ２３ ４􀆰 ９ Ｓｅｒ （Ｓ） ３２ ６􀆰 ８

Ｇｌｕ （Ｅ） ３２ ６􀆰 ８ Ｔｈｒ （Ｔ） １６ ３􀆰 ４

Ｇｌｙ （Ｇ） ３１ ６􀆰 ６ Ｔｒｐ （Ｗ） ５ １􀆰 １

Ｈｉｓ （Ｈ） １８ ３􀆰 ８ Ｔｙｒ （Ｙ） １４ ３􀆰 ０

Ｉｌｅ （Ｉ） １１ ２􀆰 ３ Ｖａｌ （Ｖ） ２５ ５􀆰 ３

　 　 注： Ａｌａ 为丙氨酸， Ａｒｇ 为精氨酸， Ａｓｐ 为天冬氨酸， Ｃｙｓ 为半胱氨酸， Ｇｌｎ 为谷氨酰胺， Ｇｌｕ 为谷氨酸， Ｇｌｙ 为甘氨酸， Ｈｉｓ 为组氨酸，
Ｉｌｅ 为异亮氨酸， Ｌｅｕ 为亮氨酸， Ｌｙｓ 为赖氨酸， Ｍｅｔ 为甲硫氨酸， Ｐｈｅ 为苯丙氨酸， Ｐｒｏ 为脯氨酸， Ｓｅｒ 为丝氨酸， Ｔｈｒ 为苏氨酸， Ｔｒｐ 为色

氨酸， Ｔｙｒ 为酪氨酸， Ｖａｌ 为缬氨酸， Ａｓｎ 为天冬酰胺。
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２􀆰 ４　 兔 ＴＲＡＦ４ 蛋白的信号肽及结构域预测

利用 Ｓｉｇｎａｌ５􀆰 ０ 信号肽预测软件分析显示， 兔

ＴＲＡＦ４ 蛋白均不存在信号肽。 使用 ＳＭＡＲＴ 在线软件

预测扬子鳄、 鸡和兔的 ＴＲＡＦ４ 结构域， 结果显示，
扬子鳄 ＴＲＡＦ４ 含有 １ 个低复杂性结构域、 １ 个卷螺

旋区域和 １ 个 ＭＡＴＨ 结构域； 鸡 ＴＲＡＦ４ 包含 ３ 个低

复杂性结构域、 １ 个环指结构和 １ 个 ＭＡＴＨ 结构域；
兔 ＴＲＡＦ４ 包含环指结构 １ 个、 锌指结构 ３ 个、 卷曲

螺旋区域 １ 个以和 １ 个 ＭＡＴＨ 结构域 （图 ４）。
２􀆰 ５　 兔 ＴＲＡＦ４ 蛋白的二级结构和三级结构预测

通过 ＮｏｖｏＰｒｏ 在线软件预测兔 ＴＲＡＦ４ 蛋白的二

级结构， 结果表明 ＴＲＡＦ４ 由 ４ 种结构组成， 包括 １４９
个 α－螺旋， ７５ 个延伸链， １４ 个 β－转角， ２３５ 个无

规则卷曲 （图 ５）。 通过 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 对 ＴＲＡＦ４ 蛋

白的三维结构进行预测后发现， 该蛋白主要由无规则

卷曲和 α－螺旋构成。

图 ４　 扬子鳄、 鸡、 兔 ＴＲＡＦ４ 蛋白结构域预测

注： ｈ 表示 α－螺旋， ｔ 表示 β－转角， ｅ 表示延伸链， ｃ 表示无规则卷曲。

图 ５　 兔 ＴＲＡＦ４ 二级结构预测

２􀆰 ６　 兔 ＴＲＡＦ４ 的亚细胞定位

将 ｐＥＦ１α－ｒＴＲＡＦ４－３×ＦＬＡＧ 转染至 ＲＫ－１３ 后进

行 ＩＦＡ， 用激光共聚焦显微镜拍照后可观察到兔

ＴＲＡＦ４ 蛋白在细胞质和细胞核中均有表达 （图 ６）。

图 ６　 ｐＥＦ１α－ｒＴＲＡＦ４－３×ＦＬＡＧ 在 ＲＫ－１３ 细胞中的定位
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２􀆰 ７　 ＥＨＥＣ 感染兔后 ＴＲＡＦ４ 基因的表达

如图 ７ 所示， ＥＨＥＣ 感染兔后， 在脾脏、 肾脏和

胸腺中， ＴＲＡＦ４ 的转录水平均显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
第 ３ 天逐渐恢复。

注： ｄｐｉ 表示感染后天数， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 ＥＨＥＣ 感染兔脾脏 （Ａ）、 肾脏 （Ｂ） 和胸腺 （Ｃ） 中 ＴＲＡＦ４ 的转录水平

３　 讨论

ＴＲＡＦ 蛋白家族在动物体内广泛分布， 其在不同

细胞表面受体 （如 ＣＤ２７、 ＣＤ３０、 ＣＤ４０ 等） 的胞浆

区寡聚， 并与这些受体相互作用， 从而介导受体的信

号转导， 这一过程激活了多种信号转导通路， 包括

ＭＡＰＫ、 ＮＦ－κＢ 等［１２］。 同时， ＴＲＡＦ 蛋白还能通过与

效应蛋白形成多蛋白复合物， 从而促进细胞的生存或

触发细胞的凋亡。 ＴＲＡＦ４ 还可以触发机体的炎症反

应， 促进癌症的发展等［１３］。 ＴＲＡＦ４ 的发现最早是由

Ｒｅｇｎｉｅｒ［１４］在人的乳腺癌上皮细胞中发现， 后续研究

发现， ＴＲＡＦ４ 不仅仅在乳腺癌细胞中高表达， 在肺

癌、 结肠癌、 子宫癌等癌细胞中也有着较高的表达水

平， 且这种现象只存在于癌细胞中［１５］。 ＴＲＡＦ４ 尽管

在三级结构方面与其他 ＴＲＡＦ 蛋白有较高的同源性，
但是在功能上与其他 ＴＲＡＦ 蛋白还是有很大差别，
ＴＲＡＦ４ 不仅参与调控炎症反应， 还可以调节胚胎及

中枢神经系统发育等［１６］。 本研究成功扩增且克隆了

兔的 ＴＲＡＦ４ 基因， 同源性分析及遗传进化树构建的

结果表明， 兔 ＴＲＡＦ４ 和哺乳动物的亲缘性及基因相

似性较高， 说明兔 ＴＲＡＦ４ 蛋白在哺乳动物中具有遗

传保守性。 ＩＦＡ 结果表明， ＴＲＡＦ４ 以点状聚集分布为

主， 在细胞核与细胞质中均有分布。 对兔 ＴＲＡＦ４ 蛋

白的结构域预测显示其 Ｎ 端含有环指结构和多个锌

指结构， 而 Ｃ 端包括卷曲螺旋区域和 ＭＡＴＨ 结构域。
这些结构对于 ＴＲＡＦ 蛋白介导受体信号转导和调节细

胞反应至关重要， 例如 Ｎ 端结构可以传递信号以激

活 ＮＦ－κＢ， 环指结构具有 Ｅ３ 泛素连接酶活性， Ｃ 端

结构可与各种受体相互作用等［１７］。
许多研究表明 ＴＲＡＦ４ 在人类癌症中表达上调，

然而， 其在癌症中的作用， 特别是炎症诱导的癌症中

的作用仍然未知［１８］。 据报 道， ＴＲＡＦ４ 参 与 到 了

ＴＲＡＦ４－ＡＫＴ ／ ＮＦ－κＢ－Ｇｌｕｔ１ ／ ＨＫ２ ／ ＲＳＫ４ ／ Ｓｌｕｇ 通路当

中， 这些通路在肿瘤上皮－间质转化 （ＥＭＴ） 过程以

及癌细胞的迁移、 侵袭、 转移和干细胞样特性维持中

起重要作用［１９］。 在肺癌细胞中， ＴＲＡＦ４ 还可以通过

泛素化激活 ＡＫＴ， 是预防和治疗肺癌的候选分子靶

点， 这表明 ＴＲＡＦ４ 的调节可能是一种很有前途的癌

症治疗策略［２０］。 有研究指出， ＴＲＡＦ４ 是一种特定的

Ｅ３ 连接酶， 可将 ＬＡＭＴＯＲ１ 的 Ｋ１５１ 靶向为 Ｌｙｓ６３－连
接的 多 泛 素 化， 而 ＬＡＭＴＯＲ１ 的 泛 素 化 调 节 了

Ｒａｇｕｌａｔｏｒ 和 Ｒａｇ ＧＴＰａｓｅｓ 之间的相互作用， 并增强了

Ｒａｇｕｌａｔｏｒ 对 ＲａｇＣ ／ Ｄ 的鸟苷酸交换因子 （ＧＥＦ） 活

性， 从而促进 ｍＴＯＲＣ１ 的激活并影响基于炎症的结

直肠癌 （ＣＲＣ） 的发展［２１］。
研究发现， 罗非鱼感染无乳链球菌后， 鱼鳃和血

液中的 ＴＲＡＦ４ 表达量呈先降后升再降趋势， ７２ ｈ 后

才会到达峰值； 而 ＴＲＡＦ４ 在肾脏中的表达趋势和在

肠道组织中相同， 整体呈现下降和上升的交替波

动［２２］。 当黄颡鱼感染鲇爱德华菌后， 脾脏中 ＴＲＡＦ４
的表达量在 ６、 ２４、 ４８ 和 ９６ ｈ 显著下调， 头肾中

ＴＲＡＦ４ 的表达量在细菌感染后所有检测时间均显著

下调［２３］。 本研究结果表明， 兔在感染 ＥＨＥＣ 后， 脾

脏、 肾脏和胸腺中 ＴＲＡＦ４ 的转录水平显著下调， 整
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体呈先下降后上升的趋势， 说明 ＴＲＡＦ４ 蛋白的表达

变化具有物种差异性。 这些结果有助于更好地理解

ＥＨＥＣ 感染对兔免疫系统的影响， 为进一步研究

ＥＨＥＣ 感染的免疫机制提供重要参考。
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