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　 　 摘要：　 本研究旨在探讨重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区蛋白对猪肺泡巨噬细胞受到脂多糖（ＬＰＳ）刺激后炎症因

子表达状态的改变。 首先克隆猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区，然后构建重组载体并转入 ＢＬ２１（ＤＥ３）中，ＩＰＴＧ 诱导表达、
纯化并复性猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 蛋白。 将不同浓度复性的重组蛋白添加到１ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ 处理的猪肺泡巨噬细

胞培养液中，然后通过荧光定量 ＰＣＲ 方法分别测定主要促炎症因子（ ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２、ＩＬ⁃
１６、ＩＬ⁃１８ 及 ＴＮＦα）的表达规律。 结果显示，重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ＣＤＲ 区蛋白可显著降低由 ＬＰＳ 诱导的主要促炎症因子

的表达。 表明重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区蛋白具有抑制炎症反应的生物学活性。
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　 　 髓样细胞触发受体 １ （ Ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｅｄ ｏｎ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ １， ＴＲＥＭ⁃１）是 ２０００ 年发现

的一种新型免疫球蛋白超家族（ ＩｇＳＦ）成员，分子量

（含糖基）约为３０ ０００，主要分布在外周血中性粒细
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胞和单核细胞亚群等天然免疫反应的效应细胞上，
还选择性地表达于肺泡等其他吞噬细胞表面［１］。
研究结果表明，ＴＲＥＭ⁃１ 受体在炎症反应中起着重

要作用［２⁃３］，适度表达有助于加速机体对病原体的

清除，然而过度激活则使 ＴＲＥＭ⁃１ 与其下游细胞因

子形成一个正反馈的自分泌调节回路，促使炎症反

应增强放大，导致过度的炎症反应［４⁃７］，最终导致机

体细胞损伤和多脏器功能衰竭，严重时将危及动物

的生命。 因此 ＴＲＥＭ⁃１ 被认为是整个炎症反应中的

关键触发节点［８］。
降低 ＴＲＥＭ⁃１ 基因的表达，部分阻断其信号通

路，可改变炎症的发生规律，抑制炎症过度反应的发

生，提高动物的生存率［９⁃１０］。 例如，通过 ＲＮＡｉ 的方

式，抑制体内 ＴＲＥＭ⁃１ 的表达可以下调 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８ 等促炎症因子的分泌，对炎症反应

具有 抑 制 作 用［１１⁃１２］。 而 通 过 对 小 鼠 注 射 重 组

ＴＲＥＭ⁃１ 蛋白可以实现同样的作用。 例如，通过注

射 ＴＲＥＭ⁃１ 的胞外域合成肽段 ＬＰ１７ 可保护内毒素

血症的小鼠免于死亡，而对于大鼠来说，则可以显著

改善血流力学状态，减轻中毒症状，并且能调节

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 等促炎症因子的释放，提高大鼠的生

存率［１３⁃１４］。 给 ＬＰＳ 致休克小鼠注射人 ＴＲＥＭ⁃１⁃Ｉｇ
（Ｆｃ）融合蛋白，可以显著降低外周血中 ＴＮＦ⁃α 和

ＩＬ⁃１β 的浓度，对内毒素休克小鼠有显著的保护

作用［１５］。
对 ＴＲＥＭ⁃１ 的胞外域晶体结构的研究发现其胞

外域呈 Ｖ 形，与抗体、Ｔ 细胞受体等免疫球蛋白结构

域具有同源性，在分子表面有 ３ 个抗体等效互补决定

区 （ Ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ
ｒｅｇｉｏｎ，ＣＤＲ），即蛋白发挥作用的关键活性区域，且 ３
个 ＣＤＲ 区在不同的物种中具有较高的保守性［１６⁃１８］。
据统计，当前在规模化养猪场中，猪链球菌、副猪嗜

血杆菌和猪传染性胸膜炎是最主要的几种细菌性传

染病，由于含有血清型，再加上抗生素滥用导致细菌

耐药性的产生，使这些疾病的防治十分困难［１９］。 因

此，本研究利用重组 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区，从阻断

ＴＲＥＭ⁃１ 信号通路方面进行研究，以期为猪细菌性

疾病的防治提供新的思路。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

载体和菌株：ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体购自 ＴａＫａＲａ，Ｅｓｃｈｅ⁃

ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α，ＢＬ２１（ＤＥ３） 感受态菌株购自南京

鼎国生物科技公司，ｐＲＳＥＴ⁃Ａ 原核表达载体由本实

验室保存。
试剂和酶类：限制性内切酶 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ、Ｘｈｏ Ｉ、 高

保真 ＤＮＡ 聚合酶，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、Ｍ⁃ＭＬＶ 反转录酶、
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶为 ＴａＫａＲａ 产品。 阴离子交换层析

填料 ＤＥＡＥ⁃６５０Ｍ 购自东曹生物科技公司。 所用的

ＬＢ 培养基、氨苄青霉素、ＩＰＴＧ 及其他试剂均为常规

试剂。 ＲＰＭＩ⁃１６４０、ＦＢＳ 均为 Ｇｉｂｃｏ 产品，ＬＰＳ、双抗

购自 Ｓｉｇｍａ。 荧光定量 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自

Ｒｏｃｈｅ 公司，细胞总 ＲＮＡ 提取试剂盒、质粒提取试

剂盒及胶回收试剂盒购自天根生物科技公司。 引物

合成和序列测定在上海生工生物工程有限公司

进行。
１．２　 方法

１．２． １ 　 猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区的序列扩增 　 猪

ＴＲＥＭ⁃１ 基因的 ３ 个 ＣＤＲ 区均坐落于该基因的第 ２
外显子中，因此，根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中收录的猪 ＴＲＥＭ⁃１
基因的序列设计引物，以猪基因组 ＤＮＡ 作为模板，
ＰＣＲ 扩增猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因的 ＣＤＲ 区，引物设计时分

别在 ５′端引入 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ、Ｘｈｏ Ｉ ２ 个酶切位点，以方便

后面的载体构建。 ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶回收纯

化后，ＴＡ 克隆入 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体中，转化 ＤＨ５α 感受

态菌株，挑取阳性克隆并测序。 测序正确后命名为

ｐＭＤ１８⁃ＣＤＲ 并提取质粒备用。
１．２．２　 猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区原核表达载体的构

建　 分别用限制性内切酶 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ／ Ｘｈｏ Ｉ 双酶切

ｐＭＤ１８⁃ＣＤＲ 和 ｐＲＳＥＴ⁃Ａ 原核表达载体，琼脂糖凝

胶回收 ＣＤＲ 片段和 ｐＲＳＥＴ⁃Ａ 载体。 将两片段按

１０ ∶１的比例混匀后，按说明书要求加入 Ｔ４ ＤＮＡ 连

接酶及缓冲液，混匀后 １６ ℃水浴连接过夜。 连接完

成后转化 ＤＨ５α 感受态菌株，挑取阳性克隆，扩大培

养后，提取质粒，经酶切和测序鉴定正确后，命名为

ｐＲＳＥＴ⁃ＣＤＲ，提取质粒备用。
１．２．３　 重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区的表达纯化 　
将构建的 ｐＲＳＥＴ⁃ＣＤＲ 表达载体转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）宿
主菌后涂板，并于 ３７ ℃培养箱中倒置培养。 待长出

单菌落后，挑取阳性菌落，接种于 ５ ｍｌ ＬＢ 培养基

中，在 ３７ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 的摇床中培养。 待细菌

ＯＤ６００值达到 ０􀆰 ６ 时，用终浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＩＰＴＧ 诱导 ５ ｈ，表达重组蛋白，并通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分

析重组蛋白的表达情况和分子量大小。
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确定表达后，进行大量蛋白制备。 扩大培养后，
４ ℃、４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集细菌沉淀。 收集

的菌体加入含有 １００􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４、 １０􀆰 ０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 的缓冲液后，用涡旋仪重悬直至无

明显的细菌团块，然后反复冻融，直至菌体破裂释放

出 ＤＮＡ 使溶液变粘稠后，在冰浴条件下超声波破碎

５ ｓ，间隔 ５ ｓ，功率 ５００ Ｗ，破碎次数 ６０ 次。 待液体

不再粘稠且呈半透明状后在 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，收集的沉淀即为包涵体蛋白。
然后将获得的包涵体蛋白经过包涵体洗涤液

（１００􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４、１０􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、４
ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素） 重悬后， ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０
ｍｉｎ，弃上清液，收集沉淀。 最终将包涵体沉淀用溶

解液 （１００􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４、１０􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ、８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素）彻底溶解，并离心除去不溶杂质

后备用。
经软件预测，所表达的重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因

ＣＤＲ 区蛋白的等电点为 ６ 左右，因此采用阴离子交

换树脂 ＤＥＡＥ⁃６５０Ｍ 进行纯化。 纯化过程为：经过 ２
个柱体积平衡液（１０􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ 为 ８􀆰 ０，

８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素）柱平衡⁃上样⁃ ５ 个柱体积洗涤缓冲液

（１０􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，２００􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，ｐＨ 为

８􀆰 ０，８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素） 洗涤⁃洗涤缓冲液 洗 脱 （ １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，ｐＨ 为 ８􀆰 ０，８ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素）后获得纯化蛋白。 纯化蛋白经过复性后用

０􀆰 ２２ μｍ 细菌滤器过滤除菌，调整至合适浓度备用。
１．２．４　 猪肺泡巨噬细胞的分离培养及功能检测 　
猪肺泡巨噬细胞的分离参照文献［２０］进行。 复苏

后的猪肺泡巨噬细胞接种于 ６ 孔板中，调整细胞密

度为每孔 １􀆰 ５×１０６，每孔滴入 ２ ｍｌ 含有 １０％ ＦＢＳ、
１％双抗的 ＲＰＭＩ⁃１６４０，然后放入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的培

养箱中培养。 待细胞贴壁后， 更换分别含有 ０
ｎｇ ／ ｍｌ、１ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ 和２ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ 脂多糖（ＬＰＳ）的

新 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液，共 ３ 个重复。 培养 １２ ｈ 后，
收集细胞提取总 ＲＮＡ，反转录获得 ｃＤＮＡ。 首先采

用普通 ＰＣＲ 技术对猪肺泡巨噬细胞中各相关促炎

症因子（ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２、ＩＬ⁃
１６、ＩＬ⁃１８ 及 ＴＮＦα）的表达进行定性检测。 进而利

用 ＱＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测 ＬＰＳ 刺激后上述各炎症因子

的变化规律，引物见表 １。

表 １　 本试验中所用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因名称 引物序列（５′→３′） 退火温度（℃） 产物长度（ｂｐ） 登录号

ＣＤＲ Ｆ：ＣＴＣＧＡＧＧＣＴＧＣＣＡＣＴＧＡＡＣＴＡＣＣ
Ｒ：ＡＡＧＣＴＴ ＣＴＡ ＧＴＡＧＡＡＣＡＧＧＡＴＧＡ

６０ ３３５ ＫＣ６８８６９４．１

ＩＬ⁃１β Ｆ：ＡＧＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＣＧＡＴＴＴ
Ｒ：ＴＴＣＴＧＣＴＴＧＡＧＡＧＧＴＧＣＴＧＡＴＧ

５８ １０８ ＸＭ＿００５６５５１９７

ＩＬ⁃２ Ｆ： ＣＡＧＴＧＴＴＴＡＧＴＡＧＡＡＧＡＡＣＴＣ
Ｒ： ＴＧＡＣＡＡＡＡＧＧＴＡＡＴＣＣＡＴＴＴＧＴＴ

５８ ２１２ ＪＮ８５１８２１．１

ＩＬ⁃４ Ｆ：ＡＣＡＴＣＴＡＣＡＧＡＣＡＣＣＡＣＡＣ
Ｒ：ＴＴＴＡＧＣＣＴＴＴＣＣＡＡＧＡＡＧＴＣ

５８ １３６ ＮＭ＿２１４１２３

ＩＬ⁃６ Ｆ：ＴＧＴＧＡＧＡＡＧＴＡＴＧＡＧＡＡＧＴＧ
Ｒ：ＡＣＴＣＴＴＴＣＴＧＧＡＧＧＴＡＧＴＣ

５８ １８４ ＮＭ＿００１２５２４２９．１

ＩＬ⁃８ Ｆ：ＴＴＣＣＴＧＣＴＴＴＣＴＧＣＡＧＣＴＣＴＣＴ
Ｒ：ＧＧＧＴＧＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＧＧＡＡＴＧ

５８ １０２ ＮＭ＿２１３８６７．１

ＩＬ⁃１０ Ｆ：ＧＣＣＴＴＧＴＣＡＧＡＧＡＴＧＡＴＣＣＡＧＴＴ
Ｒ：ＴＴＣＴＣＣＣＣＣＡＧＧＧＡＧＴＴＣＡＣ

５８ １０１ ＮＭ＿２１４０４１．１

ＩＬ⁃１２ Ｆ：ＧＡＡＧＣＡＧＡＣＡＧＡＴＧＴＧＧＡＧ
Ｒ：ＧＧＡＡＴＣＡＣＴＴＴＡＣＡＧＧＡＡＧＣ

５８ １４３ ＮＭ＿２１４０１３

ＩＬ⁃１８ Ｆ：ＡＡＡＡＴＧＴＣＴＡＣＴＣＴＣＴＣＣＴＧ
Ｒ：ＡＣＴＣＡＡＡＣＴＧＴＡＴＣＴＴＡＴＣＡＴＣ

５９ １４２ ＸＭ＿００５６６７３２７．１

ＴＮＦα Ｆ：ＧＣＴＧＣＣＣＴＴＣＣＡＣＣＡＡＣＧ
Ｒ：ＣＡＣＴＧＡＧＴＣＧＡＴＣＡＴＣＣＴＴＣＴＣＣ

５９ １９８ ＮＭ＿２１４０２２．１

β⁃ａｃｔｉｎ Ｒ：ＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣ
Ｆ：ＧＧＣＧＣＧＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣ

５８ ２０１ ＸＭ＿００３３５７９２８．２

下划线为引入的酶切位点；Ｆ：Ｘｈｏ Ｉ； Ｒ： Ｈｉｎｄ ＩＩＩ；方框中为终止密码子。
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１．２．５　 重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区蛋白的生物活

性测定 　 细胞复苏及接种方式参照方法 １􀆰 ２􀆰 ４ 所

述。 待细胞贴壁后，更换含有１ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ，并添

加重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区蛋白至终浓度分别

为 ０ ｎｇ ／ ｍｌ、５０ ｎｇ ／ ｍｌ、１００ ｎｇ ／ ｍｌ 和 １ μｇ ／ ｍｌ，３ 个重

复。 处理 １２ ｈ 后，收集细胞，提取总 ＲＮＡ，反转录获

得 ｃＤＮＡ。 利用 ＱＲＴ⁃ＰＣＲ 检测猪巨噬细胞中 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２、ＩＬ⁃１６、ＩＬ⁃１８ 及

ＴＮＦα 等炎症相关因子的表达，引物见表 １。

Ａ 为 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区全序列、编码蛋白及 ３ 个 ＣＤＲ 区所在位置；Ｂ 中条带Ⅰ和Ⅱ均为 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区序列；Ｃ 中条带Ⅲ为 ｐＲＳＥＴ⁃
ＣＤＲ。 Ｍ：ＤＬ５０００。
　 　 　 　 　 图 １　 猪 ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ 区序列的克隆及重组质粒的酶切

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＲＳＥＴ⁃ＣＤＲ

１．３　 数据分析

运用 ２－△△Ｃｔ的方法计算目的基因的相对表达

量，用内参 β⁃ａｃｔｉｎ 进行标准化处理。 促炎症因子不

同处理间采用统计软件 ＳＰＳＳ 进行单因子方差分

析，并用 Ｄｕｎｃａｎ 法进行多重比较。

２　 结果与分析

２．１　 猪 ＴＲＥＭ⁃１基因 ＣＤＲ 区序列的扩增及表达载

体的构建

　 　 ＣＤＲ 区核酸序列及所编码蛋白如图 １Ａ 所示。
以猪基因组 ＤＮＡ 为模板扩增出猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因

ＣＤＲ 区序列，经过 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳可以清晰

地看到 １ 条长度为 ３３５ ｂｐ 的条带（图 １Ｂ），其中

ＣＤＲ 区长 ３２４ ｂｐ，酶切位点长 １１ ｂｐ。 经测序后，与
ＧｅｎＢａｎｋ 中收录的序列比对后发现同源性为 １００％，
并且包括引入的酶切位点和终止密码子（ＴＡＧ），因
此可以用于表达载体的构建。 利用 ＤＮＡｍａｎ 分析

发现，所克隆的 ＣＤＲ 区序列编码的蛋白质分子量约

为１７ ０００。 经过酶切和连接，将扩增得到的 ＣＤＲ 区
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片段连接入 ｐＲＳＥＴ⁃Ａ 载体中，构建成 ｐＲＳＥＴ⁃ＣＤＲ。
对阳性重组质粒 ｐＲＳＥＴ⁃ＣＤＲ 进行双酶切验证，双酶

切后可切出大小分别约为 ３３０ ｂｐ （ ＣＤＲ 区） 和

２ ８９０ ｂｐ（ｐＲＳＥＴ⁃Ａ 载体）２ 条条带 （图 １Ｃ），测序结

果也进一步确认 ＣＤＲ 区序列已插入到设计位点，并
且碱基序列无突变产生。 证明所构建的表达载体是

正确的，可用于重组蛋白的表达。
２．２　 重组猪 ＴＲＥＭ⁃１基因 ＣＤＲ 区蛋白的表达纯化

表达载体 ｐＲＳＥＴ⁃ＣＤＲ 转化表达菌株 ＢＬ２１
（ＤＥ３），挑取阳性菌落，扩大培养至 ＯＤ６００为 ０􀆰 ６，后
经终浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导，离心收集菌体，
裂解细菌后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析，从电泳图片可发

现重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区蛋白成功表达（图
２Ａ），且分子量符合预期。 后经扩大培养，获得更多

重组蛋白以备后续试验。 获得的蛋白包涵体溶解于

８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素中，经过离子交换纯化，获得较高纯度

的重组蛋白。

Ｍ：标准分子量；条带 １、２ 均为重组 ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ 区蛋白。
图 ２　 重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ 区蛋白的表达

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｗｉｎｅ ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ

２．３　 猪肺泡巨噬细胞的功能鉴定

普通 ＰＣＲ 结果显示，ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
８、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２、ＩＬ⁃１６、ＩＬ⁃１８ 及 ＴＮＦα 等炎症相关因

子均可在细胞中表达（图 ３）。 而 ＱＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结

果显示，经过不同浓度 （ ０ ｎｇ ／ ｍｌ、 １ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ 和

２ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ） ＬＰＳ 刺激后，除 ＩＬ⁃２ 和 ＩＬ⁃１８ 外，其余

各因子的表达量均上调，并且呈现出与 ＬＰＳ 浓度相

关的剂量效应。 但是， ＬＰＳ 浓度为１ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ和
２ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ 对基因表达的影响差异不显著（图 ４）。

１ ～ １０ 分别为 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃１２、 ＩＬ⁃１８、
ＴＮＦα 和 β⁃ａｃｔｉｎ；Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ。
图 ３　 猪肺泡巨噬细胞中促炎症因子的表达

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ
ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

图 ４　 ＬＰＳ 刺激猪肺泡巨噬细胞后各主要促炎症因子的表达

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ
ｐｏｒｃｉｎｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

２．４　 重组猪 ＴＲＥＭ⁃１基因 ＣＤＲ 区蛋白的生物活性

测定

　 　 采用浓度为１ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＬＰＳ 对猪肺泡巨噬

细胞进行刺激，同时分别添加不同浓度（０ ｎｇ ／ ｍｌ、５０
ｎｇ ／ ｍｌ、１００ ｎｇ ／ ｍｌ 和 １ μｇ ／ ｍｌ）的重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基

因 ＣＤＲ 区蛋白。 培养结束后，通过对各炎症因子的

表达检测（图 ５）发现，ＩＬ⁃１β 在添加重组蛋白前后无

明显表达差异。 而 ＴＮＦα 的表达在终浓度为 １００
ｎｇ ／ ｍｌ 的重组蛋白处理时，表现出突然上调，而后随

着浓度的进一步升高，其表达水平下调至本底水平，
可能为检测误差所致，因此我们判定重组蛋白对

ＴＮＦα 的表达也无显著调节作用。 然而本研究发现

重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ 区蛋白对 ＬＰＳ 诱导的 ＩＬ⁃１β 和

ＴＮＦα 无显著抑制作用。 我们推测，可能是体内外

环境差异所致。 动物活体实验时，由于动物机体具
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有完整的免疫调控机制，可以全方位动员机体的免

疫系统，因此可以发挥出较好的活性。 体外分离培

养的肺泡巨噬细胞虽然具有某些促炎症因子的分泌

和应答 ＬＰＳ 刺激的功能，毕竟与体内环境无可比

拟。 值得注意的是，ＩＬ⁃２、Ｉｌ⁃６ 和 ＩＬ⁃１０ 在低浓度重

组蛋白作用下，促炎症因子表达量上调，而随着重组

蛋白浓度的增加，表达量迅速下降（图 ５）。 此结果

证明重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 区蛋白具有抑制

ＬＰＳ 诱导的炎症因子表达的功能。

图 ５　 不同浓度重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ 区蛋白对 ＬＰＳ 刺激的猪肺

泡巨噬细胞中主要促炎症因子表达的影响

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｓｗｉｎｅ ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｐｏｒｃｉｎｅ
ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

３　 讨 论

本研究克隆并表达了猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因长度为

３２４ ｂｐ 的 ＣＤＲ 区域， 重组蛋白的分子量约为

１７ ０００。 在猪肺泡巨噬细胞上的研究结果证明，重
组猪 ＴＲＥＭ⁃１ 基因 ＣＤＲ 蛋白可以显著降低 ＩＬｓ 等因

子的表达。 然而本研究发现，重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ
区蛋白对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＮＦα 的表达无明显抑制作

用。 我们推测，可能是体内外环境差异所致。 在动

物体内试验中，具有完整的免疫调控机制，可以全方

位动员机体的免疫系统，因此可以发挥出较好的活

性。 我们分离出的无增殖能力的肺泡巨噬细胞，虽
然具有某些促炎症因子的分泌和应答 ＬＰＳ 刺激的

功能，毕竟与体内环境无可比拟。 本试验结果初步

证明了重组猪 ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ 蛋白具有抗炎症反应

的能力，在实际生产中具有较可观的应用前景。
动物机体受到细菌及其产物如脂多糖、肽聚糖

等病原相关模式分子（Ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐａｔｔｅｒｎｓ， ＰＡＭＰＳ）感染后，可通过机体细胞表面的

各种模式识别受体 （ Ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＰＲＲｓ）将免疫细胞激活而产生炎症反应，释放多种

促炎症因子［２１⁃２２］。 适度的炎症反应，有助于机体免

疫系统的动员，加速病原体的清除。 当 ＴＲＥＭ⁃１ 过

度表达，将导致炎症反应过度，损伤动物机体甚至危

及生命，降低 ＴＲＥＭ⁃１ 的表达或阻断 ＴＲＥＭ⁃１ 的信

号通路，减轻炎症反应。
目前已公认的 ＴＲＥＭ⁃１ 信号通路为：ＴＲＥＭ⁃１ 在

其配体的作用下活化，使跨膜区赖氨酸残基与

ＤＡＰ１２ 接头蛋白的天冬氨酸残基偶联，进而活化

ＤＡＰ１２ 的胞质区的酪氨酸活化基序磷酸化，并与脾

酪氨酸激酶（ＳｙＫ）的 ＳＨ２ 结构域结合而使信号向下

游传导［２］。 ＳｙＫ 能使大麻素受体和生长因子受体结

合蛋白磷酸化，从而激活磷脂酰肌醇 ３ 激酶（ＰＩ３Ｋ）
以及胞外信号调节激酶信号，引起细胞内 Ｃａ２＋动员，
同时激活 Ｔ 细胞核因子、ＡＰ⁃１ 和 ＮＦ⁃κＢ 等转录因

子，最终导致细胞促炎症因子的表达［８，２３］ 。 在

ＴＲＥＭ⁃１ 的信号通路中，其配体在触发信号传导的

过程中起着至关重要的作用。 然而迄今为止其天然

配体 仍 然 未 知。 近 期 研 究 发 现 可 溶 ＴＲＥＭ⁃１
（Ｓｏｌｕｂｌｅ ＴＲＥＭ⁃１，ｓＴＲＥＭ⁃１）可与血小板结合，并且

这种结合可被人工合成的 ＬＰ１７ 肽段阻断［２４］。
ｓＴＲＥＭ⁃１ 与 ＴＲＥＭ⁃１ 有相同的胞外域（也有人认为

ｓＴＲＥＭ⁃１ 是 ＴＲＥＭ⁃１ 中的胞外域脱落形成［２５］ ）。 因

此，也有研究指出 ＴＲＥＭ⁃１ 的配体可能是血小板表

面或者血液中的某种成分［２６］。 结合本研究及前期

的研究，我们可以推测，ＬＰ１７、ＴＲＥＭ⁃１⁃Ｉｇ（Ｆｃ）以及

重组 ＴＲＥＭ⁃１ ＣＤＲ 蛋白都具有相似的作用，即：作
为 ＴＲＥＭ⁃１ 的拮抗剂，竞争结合体内的配体，起到削

弱 ＴＲＥＭ⁃１ 信号的作用。 总之，上述的研究结果为

我们提供了新的视角，为畜牧业实际生产中对细菌

性疾病的防治提供了新的靶点。
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［１６］ ＲＡＤＡＥＶ Ｓ， ＫＡＴＴＡＨ Ｍ， ＲＯＳＴＲＯ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ

ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＴＲＥＭ⁃１［Ｊ］． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，
２００３， １１ （１２）：１５２７⁃１５３５．

［１７］ ＫＥＬＫＥＲ Ｍ Ｓ， ＦＯＳＳ Ｔ Ｒ， ＰＥＴＩ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｈｕ⁃
ｍａｎ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｏｎ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ １ （ＴＲＥＭ⁃１） ａｔ
１．４７ Ａ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４， ３４２ （ ４）：
１２３７⁃１２４８．

［１８］ ＫＥＬＫＥＲ Ｍ Ｓ， ＤＥＢＬＥＲ Ｅ Ｗ， ＷＩＬＳＯＮ Ｉ Ａ． Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｏｎ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ １ （ＴＲＥＭ⁃１）
ａｔ １．７６ Ａ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４， ３４４ （ ５）：
１１７５⁃１１８１．

［１９］ 何启盖． 当前养猪业中主要细菌病的研究现状 ［Ｊ］ ． 现代畜牧

兽医，２０１０（３）：４２⁃４３．
［２０］ 孟春花， 曹少先， 苏　 磊， 等． 猪肺泡巨噬细胞的分离、纯化

和冷冻保存研究 ［Ｊ］ ． 江苏农业科学，２０１２， ４０（１１）：１９８⁃２０１．
［２１］ ＵＥＮＩＳＨＩ Ｈ， ＳＨＩＮＫＡＩ Ｈ， ＭＯＲＯＺＵＭＩ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ

ｉｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｐｉｇｓ ［ Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ， ２０１１， ５
（Ｓｕｐｐｌ ４）：２７．

［２２］ ＡＫＩＲＡ Ｓ， ＵＥＭＡＴＳＵ Ｓ， ＴＡＫＥＵＣＨＩ Ｏ． Ｐａｔｈｏｇｅｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２００６， １２４ （４）：７８３⁃８０１．

［２３］ ＯＲＭＳＢＹ Ｔ， ＳＣＨＬＥＣＫＥＲ Ｅ， ＦＥＲＤＩＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｂｔｋ ｉｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ＴＲＥＭ⁃１ ／ ＤＡＰ１２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ，
２０１１， １１８ （４）：９３６⁃９４５．

［２４］ ＨＵＭＰＨＲＥＹ Ｍ Ｂ， ＤＡＷＳ Ｍ Ｒ， ＳＰＵＳＴＡ Ｓ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＥＭ２， ａ
ＤＡＰ１２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｏｎｅ ａｎｄ Ｍｉｎｅｒａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００６， ２１
（２）：２３７⁃２４５．

［２５］ ＧＯＭＥＺ⁃ＰＩＮＡ Ｖ，ＳＯＡＲＥＳ⁃ＳＣＨＡＮＯＳＫＩ Ａ，ＲＯＤＲＩＧＵＥＺ⁃ＲＯＪＡＳ
Ａ， ｅｔ ａｌ．Ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ ｓｈｅｄ ＴＲＥＭ⁃１ ｅｃｔｏｄｏｍａｉｎ ｆｒｏｍ ｌｉｐｏｐｏ⁃
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００７，
１７９ （６）：４０６５⁃４０７３．

［２６］ ＨＡＳＥＬＭＡＹＥＲ Ｐ， ＧＲＯＳＳＥ⁃ＨＯＶＥＳＴ Ｌ， ＶＯＮ ＬＡＮＤＥＮＢＥＲＧ
Ｐ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＥＭ⁃１ ｌｉｇａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２００７， １１０ （３）：１０２９⁃１０３５．
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