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摘要： 旨在构建猪三基序蛋白 （ＴＲＩＭ） ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性突变体并验证其在干扰素刺激蛋白 （ＳＴＩＮＧ） 介导的Ⅰ型干扰素信号通路中的作

用。 对猪源、 人源 ＴＲＩＭ５６ 进行同源性比对、 氨基酸序列分析， 确定猪 ＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性位点； 设计猪 ＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性突变

体引物， 定点突变猪 ＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性位点， 构建猪 ＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性突变体质粒并通过蛋白质免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 验

证表达； 通过双荧光素酶报告基因 （Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ） 试验、 实时荧光定量 ＰＣＲ （Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ） 试验及免疫共沉淀 （Ｃｏ－ＩＰ） 试验研究猪 ＴＲＩＭ５６ 及

其 Ｅ３ 泛素连接酶活性突变体在 ＳＴＩＮＧ 介导的Ⅰ型干扰素信号通路中的作用。 结果： 猪 ＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性突变体构建成功； 猪 ＴＲＩＭ５６
促进 ＳＴＩＮＧ 介导的干扰素 β （ＩＦＮ－β） ｍＲＮＡ 水平和启动子活性， 促进 ＳＴＩＮＧ Ｋ６３ 连接的多聚泛素化修饰， 而猪 ＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性突变

体没有显著促进作用。 本研究为后续开展猪 ＴＲＩＭ５６ 在抗病毒天然免疫中的作用提供了有效工具。
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ｓｗｉｎｅ ＴＲＩＭ５６ ｉｎ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｎａｔｕｒａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ．
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　 　 三基序蛋白 （ ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅ ｍｏｔｉｆ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＴＲＩＭ） 家

族是一类具有 Ｅ３ 泛素连接酶活性的蛋白家族， 该家

族参与调节细胞信号转导过程和机体的抗病毒免疫

等［１］。 迄今为止在人体内发现 ８０ 多种 ＴＲＩＭ 蛋白，
猪体内发现 ５０ 多种 ＴＲＩＭ 蛋白， ＴＲＩＭ５６ 在二者中均

被发现［２］。 ＴＲＩＭ５６ 又名 ＲＮＦ１０９， 包含 ３ 个结构域，
分别为 ＲＩＮＧ 结构域、 Ｂ － ｂｏｘ 结构域、 卷曲螺旋

（ｃｏｉｌｅｄ－ｃｏｉｌ） 结构域， 其中 ＲＩＮＧ 结构域发挥 Ｅ３ 泛

素连接酶活性［３］。
泛素是由 ７６ 个氨基酸组成的分子量大约 ８ ｋＤａ

的蛋白质［４］。 泛素化修饰是指在 Ｅ１ 泛素激活酶、 Ｅ２
泛素结合酶、 Ｅ３ 泛素连接酶的共同作用下， 将一个

或多个泛素分子共价连接到靶蛋白上的过程， 从而完

成对靶蛋白单泛素化、 多泛素化、 多聚泛素化修

饰［５］。 每个泛素分子有 ７ 种赖氨酸 （ Ｋ６、 Ｋ１１、
Ｋ２７、 Ｋ２９、 Ｋ３３、 Ｋ４８、 Ｋ６３）， 连接成不同的多聚泛

素链。 其中 Ｋ４８、 Ｋ６３ 连接的多聚泛素链研究的相对

广泛， 靶蛋白被 Ｋ４８ 连接的多聚泛素链标记后通常

会被带到蛋白酶体降解， 而被 Ｋ６３ 连接的多聚泛素

链标记后会参与细胞信号转导等过程［６］。
病原微生物入侵机体时， 机体的天然免疫系统形

成第一道屏障， 散布在机体全身的各种模式识别受体

（ＰＲＲｓ ） 识 别 到 相 应 的 病 原 体 相 关 分 子 模 式

（ＰＡＭＰｓ） 后招募各接头蛋白， 各接头分子相互联

通， 形成强大的网状信号通路， 产生Ⅰ型干扰素或炎

性细胞因子， 从而抵御病原微生物侵袭以及帮助机体

建立起适应性免疫［７－８］。 病原体的致病性 ＤＮＡ 作为

ＰＡＭＰｓ 可 被 胞 质 内 的 环 状 ＧＭＰ － ＡＭＰ 合 成 酶

（ｃＧＡＳ）、 干扰素诱导蛋白 １６ （ ＩＦＩ１６）、 死盒解旋酶

４１ （ＤＤＸ４１） 等 ＤＮＡ 样受体识别， 触发信号传递在

ＳＴＩＮＧ 处汇合， ＳＴＩＮＧ 是诱导Ⅰ型干扰素启动子激活

的重要接头分子［９－１０］。 双链 ＤＮＡ 刺激后， 人 ＴＲＩＭ５６
（ｈＴＲＩＭ５６） 促进 ＳＴＩＮＧ 的泛素化修饰， 增强 ＳＴＩＮＧ
介导的干扰素 β （ＩＦＮ－β） 启动子的激活， 增强先天

性免疫反应［１１］。 猪 ＴＲＩＭ５６ （ｓＴＲＩＭ５６） 是否具有相

似的功能， 尚未见报道。 为了更好地探究 ｓＴＲＩＭ５６
的功能， 本研究成功构建了 ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶

活性突变体， 通过对野生型 ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素连

接酶活性突变体的功能研究， 确立了 ｓＴＲＩＭ５６ 促进

ＳＴＩＮＧ 介导的 Ｉ 型干扰素信号通路， 而 ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３
泛素连接酶活性突变体不具有显著促进作用， 确定了

其 Ｅ３ 泛素连接酶的重要作用， 为后续开展 ｓＴＲＩＭ５６
在抗病毒天然免疫中的作用研究提供了有效工具。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞与质粒

人胚胎肾上皮细胞 （ＨＥＫ－２９３Ｔ）、 猪肺泡巨噬

细胞 （ ３Ｄ４ ／ ２１ ）， ｐＸＪ４１ － Ｆｌａｇ － ｓＴＲＩＭ５６、 ｐＸＪ４１ －
Ｍｙｃ－ＳＴＩＮＧ、 ｐＩＦＮ－β－Ｌｕｃ、 ｐＲＬ－ＴＫ、 ｐＸＪ４１ －ＨＡ－
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ、 ｐＸＪ４１－ＨＡ－Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ （Ｋ４８）、 ｐＸＪ４１－ＨＡ－
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ （Ｋ６３） 质粒 （其中 Ｋ４８、 Ｋ６３ 是指将野生

型泛素的所有赖氨酸残基除第 ４８、 ６３ 位外均突变为

精氨酸） 均由本实验室保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

高糖型 ＤＭＥＭ 细胞培养基、 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ、 ０􀆰 ２５％
Ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡ 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； 胎牛血清购自以色列

ＢＩ 公司； 转染试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＰｆｕＵｌｔｒａ Ⅱ Ｆｕｓｉｏｎ ＨＳ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 购自安捷伦科技有限公司； ＤＨ５α 感

受态细胞、 １８０ ｋＤａ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ、 Ｄｕａｌ
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ、 ＲＮＡ－ｅａｓｙ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｒｅａ⁃
ｇｅｎｔ 购自南京诺唯赞生物科技有限公司； 细胞裂解

液、 ＰＭＳＦ 购自上海碧云天生物科技有限公司；
Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｒｉｇｈｔ Ｓｉｒｉｕｓ 化学发光检测试剂盒购自美国

ａｄｖａｎｓｔａ 公司； Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ ＰＬＵＳ－Ａｇａｒｏｓｅ、 鼠源 ｃ－
Ｍｙｃ 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司； 兔源 Ｆｌａｇ 抗体、 兔源

ｃ－Ｍｙｃ 抗体购自 Ｓｉｇｍａ 公司； β－ａｃｔｉｎ 抗体购自上海

泊湾生物科技有限公司； 质粒小提试剂盒购自北京天

根生化科技有限公司。
１􀆰 ３　 ｓＴＲＩＭ５６ 和 ｈＴＲＩＭ５６ 比较分析

登录 ＮＣＢＩ 数据库查询下载 ｓＴＲＩＭ５６ （ＧｅｎＢａｎｋ
登录号： ＸＰ ＿０２０９４１９１５􀆰 １）， ｈＴＲＩＭ５６ （ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号： ＮＰ ＿ １１２２２３􀆰 １） 基因组 ＣＤＳ 区序列， 通过

ＤＮＡＳＴＡＲ７􀆰 １ 分子生物研究软件中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件

对 ｓＴＲＩＭ５６、 ｈＴＲＩＭ５６ 氨基酸的序列及同源性进行比

较； 通过 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 预测 ｓＴＲＩＭ５６、 ｈＴＲＩＭ５６ 蛋白

结构。
１􀆰 ４　 ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性位点突变体的引

物设计与合成

　 　 ｈＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶酶活性位点为第 ２１、 ２４
位的半胱氨酸［１２］， ｓＴＲＩＭ５６ 和 ｈＴＲＩＭ５６ 的氨基酸同

源性较高， 且第 ２１、 ２４ 位的半胱氨酸及其前后序列

基本一致， 结合定点突变引物设计原则设计 ｓＴＲＩＭ５６
酶活性位点突变体的引物， 引物序列见表 １， 由北京

擎科生物技术有限公司合成。
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表 １　 ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ 引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′）
引物长

度 ／ ｂｐ

Ｆ
ＡＧＣＧＡＣＴＴＣＣＴＧＧＣＣＧＣＣＡＡＡＡＴＣＧＣＣＣＴ⁃
ＧＧＡＧＣＡＧＣＴＧＣＧＧ

４２

Ｒ
ＣＣＧＣＡＧＣＴＧＣＴＣＣＡＧＧＧＣＧＡＴＴＴＴＧＧＣＧ⁃
ＧＣＣＡＧＧＡＡＧＴＣＧＣＴ

４２

１􀆰 ５　 ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性突变体质粒的

构建

　 　 根据 ＰｆｕＵｌｔｒａ Ⅱ Ｆｕｓｉｏｎ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 说明

书， 以 ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ 质粒为模版， 用上述设

计的引物进行 ＰＣＲ 扩增， 取 ５ μＬ ＰＣＲ 扩增产物进行

１％琼脂糖凝胶电泳。 取 ８ μＬ ＰＣＲ 产物使用 ＤｐｎⅠ内

切酶酶切， 取 １􀆰 ５ μＬ 酶切产物转化至 ３０ μＬ ＤＨ５α
感受态细胞， ３７ ℃过夜培养后挑取单菌落加入到含

有氨苄青霉素抗性的 ＬＢ 培养基中， ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ
过夜培养后提取质粒， 送北京擎科生物有限公司

测序。
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活

性突变体质粒的表达

　 　 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞接种于 ６ 孔板中， 待细胞汇合至

大约 ７０％时， 将 ２ μｇ 测序正确的 ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连

接酶活性突变体质粒转染至 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞中。 培

养 ２４ ｈ 后弃去培养基， 用预冷的 ＰＢＳ 洗 ２ 遍， 加入

１２０ μＬ 含 ＰＭＳＦ 的细胞裂解液至冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，
４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液与 ４ ×
ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混匀， 沸水浴 １５ ｍｉｎ。 将样品使用 １０％
蛋白胶进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离后， 采用湿法转印将蛋

白转印至 ＮＣ 膜上， 将膜转移至 ５％脱脂奶粉中封闭

２ ｈ， 一抗用兔源 Ｆｌａｇ 抗体 （１ ∶ ２ ０００ 稀释） 和 β－
ａｃｔｉｎ 抗体 （１ ∶ １０ ０００ 稀释）， ４ ℃ 摇床过夜孵育，
二抗用 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ７ ５００ 稀释）， 室

温孵育 １ ｈ。 洗膜后用 Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｒｉｇｈｔ Ｓｉｒｉｕｓ 化学发光

检测试剂盒显色， ＢＩＯ－ＲＡＤ 凝胶成像仪曝光。
１􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛

素连接酶活性突变体对 ＳＴＩＮＧ 介导的肿瘤坏死因子

β （ＩＦＮ－β） ｍＲＮＡ 的影响

　 　 将 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞接种于 ２４ 孔板中， 待细胞汇合

至大约 ７０％时， 将 ０􀆰 ２５ μｇ ｐＸＪ４１ －Ｍｙｃ － ＳＴＩＮＧ 与

０􀆰 ２５ μｇ ｐＸＪ４１ 或 ｐＸＪ４１ － Ｆｌａｇ － ｓＴＲＩＭ５６ 或 ｐＸＪ４１ －
Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ 共转染细胞， ２４ ｈ 后收集

细胞。 使用 ＲＮＡ－ｅａｓｙ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒提取细

胞总 ＲＮＡ， 并用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ
（＋ ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ） 试剂盒反转录为 ｃＤＮＡ。 使用 β －
ａｃｔｉｎ 作为内参基因， Ｒｅａｌ－ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＩＦＮ－β 的

ｍＲＮＡ 相对表达水平， 引物序列如表 ２ 所示。 同时通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 确定蛋白表达。

表 ２　 引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 引物长度 ／ ｂｐ

ＩＦＮ－β－Ｆ ＴＧＣＡＴＣＣＴＣＣＡＡＡＴＣＧＣＴＣＴ ２０

ＩＦＮ－β－Ｒ ＡＴＴＧＡＧＧＡＧＴＣＣＣＡＧＧＣＡＡＣ ２０

β－ａｃｔｉｎ－Ｆ ＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴ １８

β－ａｃｔｉｎ－Ｒ ＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＣ ２０

１􀆰 ８　 双荧光素酶报告基因 （Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ） 试验检测

ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素连接酶活性突变体对 ＳＴＩＮＧ
介导的 ＩＦＮ－β启动子的影响

　 　 将 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞接种于 ２４ 孔板中， 待细胞汇合

至大约 ７０％时， 将 ０􀆰 ２ μｇ ｐＩＦＮ－β－Ｌｕｃ 及 ０􀆰 ０２ μｇ
ｐＲＬ－ ＴＫ 转染细胞， 同时将 ０􀆰 ２ μｇ ｐＸＪ４１ － Ｍｙｃ －
ＳＴＩＮＧ 与 ０􀆰 ２ μｇ ｐＸＪ４１ 或 ｐＸＪ４１ －Ｆｌａｇ － ｓＴＲＩＭ５６ 或

ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ 共转染细胞， ２４ ｈ
后参照 Ｄｕａｌ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 说明书进行

收样检测。 同时通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 确定蛋白表达。
１􀆰 ９　 免疫共沉淀 （Ｃｏ－ＩＰ） 试验检测 ｓＴＲＩＭ５６ 及其

Ｅ３ 泛素连接酶活性突变体对 ＳＴＩＮＧ 泛素化修饰的影

响及 ｓＴＲＩＭ５６ 促进 ＳＴＩＮＧ 泛素化修饰的类型

　 　 将 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞接种于 ６ ｃｍ 细胞培养皿中，
待细胞汇合至大约 ７０％ 时， 将 ２ μｇ ｐＸＪ４１ －Ｍｙｃ －
ＳＴＩＮＧ、 ２ μｇ ｐＸＪ４１－ＨＡ－Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 和 ２ μｇ ｐＸＪ４１ 或

ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ 或 ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／
２４ＡＡ 共转染细胞。 培养 ２４ ｈ 后弃去培养基， 用预冷

的 ＰＢＳ 洗 ２ 遍， 加入 ６００ μＬ 含 ＰＭＳＦ 的细胞裂解液

至冰上裂解 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后

取 ４５ μＬ 上清液加 １５ μＬ ４× ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， 沸水浴

１５ ｍｉｎ 作为 ＷＣＬ 检测蛋白表达情况。 剩余部分加入

鼠源 ｃ－Ｍｙｃ 抗体， 置于 ４ ℃旋转混匀仪缓慢摇动６ ｈ，
加入 ３０ μＬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ Ａｇａｒｏｓｅ 于 ４ ℃旋转混匀仪缓

慢摇动过夜。 将上述样品 ４ ℃， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ 后弃掉上清液， 用 １ ｍＬ 裂解液洗 ５ 次每次

５ ｍｉｎ。 最后 １ 次离心后吸干上清液， 加 ５０ μＬ ２ ×
ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， 沸水浴 １５ ｍｉｎ 作为 ＩＰ 组， 按 １􀆰 ６ 方法

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 检测 ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素连接酶

活性突变体对 ＳＴＩＮＧ 泛素化修饰的影响。
将 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞接种于 ６ ｃｍ 细胞培养皿中，

待细胞汇合至大约 ７０％ 时， 将 ２ μｇ ｐＸＪ４１ －Ｍｙｃ －
ＳＴＩＮＧ、 ２ μｇ ｐＸＪ４１ －ＨＡ －Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 或 ｐＸＪ４１ －ＨＡ －
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ （Ｋ４８） 或 ｐＸＪ４１－ＨＡ－Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ （Ｋ６３） 和

２ μｇ ｐＸＪ４１ 或 ｐＸＪ４１ － Ｆｌａｇ － ｓＴＲＩＭ５６ 共转染细胞，
Ｃｏ－ＩＰ 试验检测 ｓＴＲＩＭ５６ 促进 ＳＴＩＮＧ 泛素化修饰
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类型。
１􀆰 １０　 数据统计与分析

所有试验均重复 ３ 次， 数据以 “平均值±标准

差” 表示， 采用单因素方差分析 （ＡＮＯＶＡ） 和最小

显著性差异 （ＬＳＤ） 统计差异， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ｓＴＲＩＭ５６、 ｈＴＲＩＭ５６ 比较分析

通过 ＤＮＡＳＴＡＲ７􀆰 １ 分子生物学软件对 ｓＴＲＩＭ５６、

ｈＴＲＩＭ５６ 的氨基酸序列进行同源性比较， 其的氨基

酸同源性达到 ８８􀆰 ２％ （图 １ Ａ）。 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 预测

ｓＴＲＩＭ５６、 ｈＴＲＩＭ５６ 蛋白结构如图 １ Ｂ 所示， 结构相

似。 ｓＴＲＩＭ５６、 ｈＴＲＩＭ５６ 部分氨基酸序列比较如图 １
Ｃ 所示， 第 ２１、 ２４ 位半胱氨酸及其前后序列基本一

致， 如前文所述， ｈＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶酶活性位

点为第 ２１、 ２４ 位的半胱氨酸， 因此将 ｓＴＲＩＭ５６ ＣＤＳ
区的第 ２１、 ２４ 位的半胱氨酸突变为丙氨酸构建

ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛 素 连 接 酶 活 性 突 变 体 ｓＴＲＩＭ５６
ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ。

图 １　 ｓＴＲＩＭ５６、 ｈＴＲＩＭ５６ 氨基酸同源性 （Ａ）、 结构预测 （Ｂ） 及部分氨基酸序列 （Ｃ） 比较

２􀆰 ２　 ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性突变体的构建及

鉴定

　 　 图 ２ 显示， ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ 点

突变 ＰＣＲ 扩增产物得到与预期大小相符的条带； 产

物经 ＤｐｎⅠ内切酶处理后第 ２１、 ２４ 位半胱氨酸均突

变为丙氨酸， 其余序列与 ｓＴＲＩＭ５６ 序列完全一致，
表明突变体质粒构建成功， 命名为 ｐＸＪ４１ － Ｆｌａｇ －
ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测表达的蛋白

约 ８２ ｋＤａ， 与预期相符。
２􀆰 ３　 ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素酶活性突变体对 ＳＴＩＮＧ
介导的 ＩＦＮ－β ｍＲＮＡ 的影响

　 　 如图 ３ 所示， 各蛋白均正常表达； ｓＴＲＩＭ５６ 显著

促进 ＳＴＩＮＧ 介导的 ＩＦＮ－β 的 ｍＲＮＡ 相对表达量 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 而突变体 ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ 对 ＳＴＩＮＧ 介

导的 ＩＦＮ－β 的 ｍＲＮＡ 相对表达量没有明显影响 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， 表明 ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ Ｅ３ 泛

素连接酶活性消失。

２􀆰 ４　 ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素酶活性突变体对 ＳＴＩＮＧ
介导的 ＩＦＮ－β启动子的影响

　 　 如图 ４ 所示， 各蛋白均正常表达。 ｓＴＲＩＭ５６ 显著

促进 ＳＴＩＮＧ 介导的 ＩＦＮ－β 启动子的相对表达量 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 而突变体 ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ
对 ＳＴＩＮＧ 介导的 ＩＦＮ－β 启动子的相对表达量没有显

著作用 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ ）， 表明 ｐＸＪ４１ － Ｆｌａｇ － ｓＴＲＩＭ５６
ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ Ｅ３ 泛素连接酶活性消失。
２􀆰 ５　 ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素酶活性突变体对 ＳＴＩＮＧ
多聚泛素化修饰的影响

　 　 ｓＴＲＩＭ５６ 促进 ＳＴＩＮＧ 的多聚泛素化修饰 （图 ５
Ａ）， 而 ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ 没有显著的促进作用

（图 ５ Ａ）， 表明 ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ Ｅ３
泛素连接酶活性消失。 同时， ｓＴＲＩＭ５６ 促进 ＳＴＩＮＧ
的 Ｋ６３ 连接的多聚泛素化修饰 （图 ５ Ｂ）， 这与

ｈＴＲＩＭ５６促进 ＳＴＩＮＧ 多聚泛素化修饰的类型相同。
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Ａ． 扩增产物电泳图， Ｍ 为 ＤＬ１００００ Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ； Ｂ． 测序后与 ｓＴＲＩＭ５６ 序列比对结果； Ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

蛋白表达。

图 ２　 ｐＸＪ４１－Ｆｌａｇ－ｓＴＲＩＭ５６ ＣＣ２１ ／ ２４ＡＡ 质粒的构建及鉴定

∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ｎｓ 表示无显著差异。 下同。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各蛋白表达情况 （Ａ）、 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素酶活性突变体对

ＳＴＩＮＧ 介导的 ＩＦＮ－β ｍＲＮＡ 相对表达量的影响 （Ｂ）

·２０１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ６



图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各蛋白表达情况 （Ａ）、 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 试验检测 ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素酶

活性突变体对 ＳＴＩＮＧ 介导的 ＩＦＮ－β启动子相对表达量的影响 （Ｂ）

图 ５　 Ｃｏ－ＩＰ 试验检测 ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素酶活性突变体对 ＳＴＩＮＧ 多聚泛素化修饰的影响 （Ａ）、
ｓＴＲＩＭ５６ 促进 ＳＴＩＮＧ 多聚泛素化修饰的类型 （Ｂ）

·３０１·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ６ 期



３　 讨论

近年来， 越来越多的 ＴＲＩＭ 蛋白在真核生物中被

发现。 研究发现生物体内 ＴＲＩＭ 家族蛋白成员总数与

生物的进化程度正相关［１３］， 它们直接或间接参与机

体的抗病毒过程、 肿瘤的发生发展、 细胞的信号转导

等。 ＴＲＩＭ２２ 在甲型流感病毒 （ ＩＡＶ） 感染时上调，
通过泛素－蛋白酶体途径降解 ＩＡＶ 的核蛋白 （ＮＰ），
从而抑制 ＩＡＶ 的复制［１４］； 脑心肌炎病毒 （ＥＭＣＶ）
感染时， ＴＲＩＭ６５ 可以作为 ＲＬＲ 信号通路中的一个重

要组成部分， 通过促进黑色素瘤分化相关蛋白 ５
（ＭＤＡ５） 的 Ｋ６３ 连接的多聚泛素化修饰， 促进Ⅰ型

干扰素的产生， 从而抵抗病毒感染［１５］。 ＴＲＩＭ２４ 可以

抑制肝癌的发生与发展［１６］。 ＴＲＩＭ５６ 先前被报道可以

通过参与调控猪流行性腹泻病毒 （ ＰＥＤＶ） 诱导的

ＴＬＲ３ 天然免疫信号通路抑制 ＰＥＤＶ 的复制［１７］； 能与

猪瘟病毒 （ＣＳＦＶ） 的 Ｎ 蛋白存在相互作用负调控

ＣＳＦＶ 的增殖［１８］； 可以通过促进 ｃＧＡＳ 的单泛素化修

饰参与 ＤＮＡ 病毒诱导的Ⅰ型干扰素通路； 可以通过

促进转化生长因子激酶 １ （ＴＡＫ１） 的泛素化修饰正

向调控肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦα） 介导的 ＮＦ－κＢ 信号

通路； 依赖其 Ｅ３ 泛素连接酶功能抵抗瘟病毒以及 １
型单纯疱疹病毒 （ＨＳＶ－１） 感染等［４，１２，１９］。 由此可

见， ＴＲＭ５６ 作为一种 Ｅ３ 泛素连接酶， 对于机体抗病

毒天然免疫发挥着重要作用。 先前有研究报道过 ｈＴ⁃
ＲＩＭ５６ 的 Ｅ３ 连接酶活性位点［１２］， 但并未有关于

ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性位点的相关报道。
本研究将 ｓＴＲＩＭ５６ 的第 ２１、 ２４ 位半胱氨酸突变

为丙氨酸， 成功构建了 ｓＴＲＩＭ５６ Ｅ３ 泛素连接酶活性

突变体， 通过 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ、 实时荧光定量 ＰＣＲ、 Ｃｏ－ＩＰ
等试验对突变体质粒进行了功能验证， 确定了

ｓＴＲＩＭ５６ 及其 Ｅ３ 泛素连接酶活性位点在 ＳＴＩＮＧ 介导

的 Ｉ 型干扰素信号通路中的作用， 为探究 ｓＴＲＩＭ５６ 在

猪的病毒病感染及天然免疫中的作用提供了有效

工具。
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