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瓶鼻海豚(Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ)及其近缘物种

牛(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ)ＴＬＲ８ 基因免疫应答功能的探究

谷　 龙ꎬ章纬菁ꎬ于芳芳ꎬ任文华

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 鲸类是陆生哺乳动物的后代ꎬ大约在 ５ ６００万年前从陆地过渡到海洋ꎬ鲸类自身免疫机能为了应对海

洋病原体的挑战发生了适应进化. ＴＬＲ８基因属于病毒型 Ｔｏｌｌ样受体家族成员ꎬ被病原体诱导后激活下游信号通

路ꎬ在调节机体抵抗病原体感染的免疫方面发挥着重要作用. 本研究分析了瓶鼻海豚(Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ)及其近

缘陆生物种牛(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ)的 ＴＬＲ８基因的结构ꎬ克隆了 ＴＬＲ８ 基因并构建重组质粒转染人胚肾细胞系 ＨＥＫ２９３
细胞ꎬ再用 ＴＬＲ８人工合成激动剂 Ｒ８４８刺激该细胞ꎬ检测 ＴＬＲ８信号通路下游基因 ＮＦ￣κＢ和 ＩＬ￣８的表达差异. 实
验结果表明ꎬ两个物种的 ＮＦ￣κＢ和 ＩＬ￣８表达量均显著高于空载体转染组ꎬ而瓶鼻海豚的表达量又均低于牛. 由
此推测ꎬ在应对异源刺激时 ＴＬＲ８基因发挥了免疫功能ꎬ为了适应不同于陆地环境的海洋环境ꎬ鲸类采取了和陆

生哺乳动物不同的应对策略和模式.
[关键词] 　 瓶鼻海豚ꎬ牛ꎬＴＬＲ８基因ꎬＮＦ￣κＢꎬＩＬ￣８
[中图分类号]Ｑ５９４　 [文献标志码]Ａ　 [文章编号]１００１－４６１６(２０２１)０４－００４３－１０

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ＴＬＲ８ Ｇｅｎｅ Ｉｍｍｕｎｅ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｔｔｌｅｎｏｓｅ
Ｄｏｌｐｈｉｎｓ(Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ)ａｎｄ Ｃａｔｔｌｅ(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ)

Ｇｕ ＬｏｎｇꎬＺｈａｎｇ ＷｅｉｊｉｎｇꎬＹｕ ＦａｎｇｆａｎｇꎬＲｅｎ Ｗｅｎｈｕａ

(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＮａｎｊｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００２３ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｃｅｔａｃｅａｎｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｄｅｓｃｅｎｄａｎｔｓ ｏｆ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｍａｍｍａｌｓ. Ｔｈｅｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ｌａｎｄ ｔｏ ｏｃｅａｎ ａｂｏｕｔ ５６ ｍｉｌｌｉｏｎ
ｙｅａｒｓ ａｇｏ. Ｔｈｅ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｔａｃｅａｎｓ ｅｖｏｌｖｅｄ ｔｏ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｏｆ ｍａｒｉｎｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ. ＴＬＲ８ ｇｅｎｅ ｉｓ ａ
ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ. Ｉｔ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｓꎬ
ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｏｄｙ’ｓ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬｗｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ８ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｔｔｌｅｎｏｓｅ ｄｏｌｐｈｉｎ(Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ)ａｎｄ ｃａｔｔｌｅ(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ)ꎬｃｌｏｎｅｄ ｔｈｅ ＴＬＲ８ ｇｅｎｅ
ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｆｅｃｔ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓꎬａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｔｉｍｕ￣
ｌａｔｅｄ ｔｈｅ ＴＬＲ８ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｇｏｎｉｓｔ Ｒ８４８ Ｃｅｌｌｓꎬｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ａｎｄ ＩＬ￣８ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ
ｔｈｅ ＴＬＲ８ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ａｎｄ ＩＬ￣８ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｏｔｔｌｅ￣
ｎｏｓｅ ｄｏｌｐｈｉｎｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｃａｔｔｌｅ. Ｉｔ ｉｓ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＴＬＲ８ ｇｅｎｅ ｅｘｅｒｔｓ ａｎ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｓｔｉｍｕｌｉ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ａｄａｐｔ ｔｏ ｔｈｅ ｍａｒｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬｃｅｔａｃｅａｎｓ
ｈａｖｅ ａｄｏｐｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｐｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ａｎｄ ｍｏｄｅｌｓ ｆｒｏｍ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ａｎｉｍａｌｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓꎬＢｏｓ ｔａｕｒｕｓꎬＴＬＲ８ꎬＮＦ￣κＢꎬＩＬ￣８

鲸类的陆地祖先在大约 ５ ６００万年前从陆地进入海洋[１]ꎬ面对和陆地不同的生态环境ꎬ鲸类从形态、
生理到分子水平发生了一系列进化适应ꎬ例如为了应对海洋中多样且随着洋流迅速传播的病原体[２]ꎬ鲸
类的免疫功能发生了相应的变化. 鲸类既有和陆生哺乳动物同源的免疫器官ꎬ又有其独特的解剖结构如

淋巴上皮喉部腺体等[３] . 在分子水平上ꎬ有研究发现主要组织相容性复合物(ＭＨＣ)基因变异与鲸类对病
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原体侵袭的免疫能力有关[４]ꎻ对印度太平洋驼背海豚(Ｓｏｕｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)的白细胞转录组的分析也发现了大

量可能在免疫耐受中起作用的相关基因[５] . 此外ꎬ一些关于 Ｔｏｌｌ样受体(Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＴＬＲｓ)分子进化

的研究证明ꎬＴＬＲｓ在鲸类中发生了正选择[６－９] .
哺乳动物的免疫类型分为先天免疫和获得免疫两种系统ꎬＴＬＲｓ 作为先天免疫系统的核心成分ꎬ处于

抵御病原体的第一线. ＴＬＲｓ位于细胞膜表面或细胞内膜系统上ꎬ作为中间介导分子ꎬ识别病原体相关的分

子模式(Ｐａｔｈｏｇｅｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓꎬＰＡＭＰｓ)ꎬ并启动细胞内信号转导的级联反应ꎬ最终形成适

应性免疫[１０] . 哺乳动物有 １０~ １５ 种 ＴＬＲｓꎬ每种都适应特定病原体的不同配体[１１－１２] . ＴＬＲ１、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、
ＴＬＲ５、ＴＬＲ６、ＴＬＲ１０和 ＴＬＲ１１ 位于细胞膜上ꎬ参与识别杆菌、鞭毛蛋白、真菌和衣原体等病原微生物ꎬ被称

为非病毒性 ＴＬＲｓ. ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８ 和 ＴＬＲ９ 位于细胞内的细胞器膜上ꎬ比如内质网膜上ꎬ参与识别病原

微生物的核酸物质ꎬ如单链或双链病毒 ＲＮＡꎬ属于病毒型 ＴＬＲｓ[１３] . 其中ꎬＴＬＲ８ 的天然配体主要是单链病

毒 ＲＮＡ( ｓｓＲＮＡ) [１２ꎬ１４]ꎬ也能被某些人工合成的激动剂如瑞奎莫特 ( Ｒｅｓｉｑｕｉｍｏｄꎬ Ｒ８４８)、咪唑莫特

(Ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ)等激活. 配体被 ＴＬＲ８识别后ꎬ通过髓样分化因子 ８８(ＭｙＤ８８)信号通路激活下游转录因子(如
ＮＦ￣κＢ 和 ｃ￣Ｊｕｎ) [１５－１６]ꎬ产生一系列的细胞免疫因子如 ＩＬ￣８、ＩＬ￣１２等[１７]ꎬ从而对病毒产生天然免疫.

ＴＬＲｓ作为Ⅰ型跨膜蛋白ꎬ均具有相似的结构ꎬ通常由胞外域、跨膜域和胞内域组成. 其中ꎬ胞外域主要

包含数个富含亮氨酸重复序列(Ｌｅｕｃｉｎｅ ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓꎬＬＲＲｓ)结构域ꎻ胞内域为 Ｔｏｌｌ￣ＩＬ￣１ 结构域(ＴＩＲ 结构

域)ꎬ参与信号转导ꎻ胞外域和胞内域之间通过单个跨膜螺旋结构域相连[１８] . 徐等对鲸类包括 ＴＬＲ８ 在内

的 １０种 ＴＬＲｓ进行生物信息学分析ꎬ发现其胞外域具有大量正选择位点ꎬ并且绝大多数正选择位点发生了

激进的氨基酸替代[１９] .
鲸类和陆生哺乳动物 ＴＬＲ８基因结构和功能的差异目前尚未见报道ꎬ本研究通过克隆测序鉴定了瓶

鼻海豚和牛两个物种的 ＴＬＲ８基因序列ꎬ并对其氨基酸序列和蛋白质结构进行了生物信息学分析ꎻ此外通

过克隆瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８基因ꎬ转染人源胚肾细胞系 ＨＥＫ２９３ 细胞(该细胞自身不表达 ＴＬＲ８ꎬ通过人工

激活剂 Ｒ８４８刺激可以产生 ＴＬＲ８)ꎬ检测其下游基因的表达差异ꎬ探讨鲸类适应海洋环境发生的免疫适应

分子机制.

１　 材料与方法

１.１　 样品和主要试剂

瓶鼻海豚肌肉样本取自本课题组积累的中国沿海搁浅或意外捕获 /杀死的死亡个体ꎬ牛肝脏样本采购

自南京市栖霞区附近屠宰场. 动物材料处理的所有程序均经南京师范大学机构评审委员会批准. 用 ＤＮＡ /
ＲＮＡ样品保护剂(Ｔａｋａｒａ)处理样品ꎬ液氮保存. 本实验使用 ＨＥＫ２９３细胞系购自美国 ＡＴＣＣ公司.

ＲＮＡ保护试剂 ＲＮＡｉｓｏ、Ｐｌｕｓ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂盒、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、限制性内切酶、Ｔ４ 连接酶购自

Ｔａｋａｒａ公司ꎻＲ８４８(Ｒｅｓｉｑｕｉｍｏｄ)购自 ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ公司ꎻＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ 报告系统试剂盒、ＮＦ￣κＢ￣Ｌｕｃ 质粒、ｐＲＬ￣ＴＫ
质粒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ切胶纯化试剂盒、质粒提取试剂盒购自

Ａｘｙｇｅｎ公司ꎻ胎牛血清、Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 培养基购自 Ｇｂｉｃｏ 公司ꎻＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ(ＲＯＸ)购自 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎻ
ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司ꎻＮＦ￣κＢ(Ｐ６５)、β￣ａｃｔｉｎ、ＩＬ￣８兔抗鼠一抗和羊抗兔二抗购自美国 Ｉｍｍｕｎｏ￣
Ｗａｙ 公司.
１.２　 实验方法

１.２.１　 瓶鼻海豚基因组 ＤＮＡ提取

瓶鼻海豚 ＴＬＲ８ ＣＤＳ处于一个外显子内ꎬ使用酚氯仿抽提法提取了瓶鼻海豚基因组 ＤＮＡ 用于目的基

因的扩增.
１.２.２　 牛肝脏组织总 ＲＮＡ提取和 ＲＴ￣ＰＣＲ获得 ｃＤＮＡ

按照 ＲＮＡ提取试剂盒 ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司)说明书进行牛新鲜肝脏样品总 ＲＮＡ提取ꎬ加入

５０ μＬ Ｒｎａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ溶解沉淀ꎬ产物浓度检测后－８０ ℃保存.
根据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ试剂盒(Ｔａｋａｒａ公司)说明书逆转录 ＲＮＡ成 ｃＤＮＡꎬ４ ℃保存.

１.２.３　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８ 基因克隆

ＧｅｎＢａｎｋ中瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８基因的收录号分别为 ＸＭ＿００４３１７７１４、ＥＦ５８３９０２.１ꎬ据此序列使用引物

—４４—
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设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５和 ＤＮＡＳＴＡＲ设计其开放阅读框的引物ꎬ在上下游引物的 ５′端分别添加限制性

内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点和保护碱基. 引物序列见表 １ Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ部分.
分别以瓶鼻海豚基因组 ＤＮＡ和牛 ｃＤＮＡ 为模板扩增 ＴＬＲ８ 基因ꎬ简称为 ｄＴＬＲ８ 和 ｃＴＬＲ８. ＰＣＲ 产物

测序.
１.２.４　 ＴＬＲ８蛋白结构预测分析

使用 ＭＥＧＡ 软件对瓶鼻海豚和牛的 ＴＬＲ８ 蛋白进行序列比对ꎻ使用 ＳｉｇｎａｌＰ －５.０( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ.
ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 预测信号肽ꎻ使用 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｖｅｒꎬ ｖ. ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＴＭＨＭＭ / )预测跨膜区ꎻ使用 ＳＭＡＲＴ 网站( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ －ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / )预测 ＴＬＲ８ 功能域ꎻ使用

ＥＺＭＯＬ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓｂｇ.ｂｉｏ.ｉｃ.ａｃ.ｕｋ / ｅｚｍｏｌ / )预测蛋白质的三维结构ꎻ使用 Ｐｙｍｏｌ 软件对瓶鼻海豚和牛两

种蛋白质的三维结构进行比对.
１.２.５　 ＴＬＲ８ 重组质粒的构建和 ＨＥＫ２９３ 细胞转染

ｄＴＬＲ８ 和 ｃＴＬＲ８基因全长片段分别与 ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒连接ꎬ转化感受态细胞 ＤＨ５αꎬ使用 Ａｘｙｇｅｎ试剂

盒进行质粒抽提.
培养细胞密度至合适时使用试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００进行转染ꎬ将 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 或

质粒等比例混合.
１.２.６　 双荧光素酶报告系统检测 ＮＦ￣κＢ表达

将 ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒或 ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒与 ＮＦ￣κＢ 启动子驱动的萤火虫荧光素酶报告质

粒(ＮＦ￣κＢ￣Ｌｕｃ)及海肾荧光素酶报告质粒(ｐＲＬ￣ＴＫ)共转染至 ＨＥＫ２９３ 细胞ꎬ２４ ｈ 后加入 Ｒ８４８ 进行刺激

(每孔 １ μｇ / ｍＬ)ꎬ培养一段时间后通过 Ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ报告系统试剂盒(Ｐｒｏｍｅｇａ公司)进行荧光强度的测

定ꎬ从而获得 ＮＦ￣κＢ表达情况.
１.２.７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ检测 ＩＬ￣８表达情况

将 ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒与 ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒分别转染至 ＨＥＫ２９３细胞ꎬ２４ ｈ后加入 Ｒ８４８进行

刺激(每孔 １ μｇ / ｍＬ)ꎬ处理 ８ ｈ后提取 ＲＮＡ并进行反转录ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ检测 ＴＬＲ８ 及其下游免疫因子

ＩＬ￣８的 ｍＲＮＡ表达水平. 引物序列见表 １ Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ部分.
实验进行 ３次生物学重复ꎬ且每次重复使用 ３个复孔.

１.２.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＮＦ￣κＢ和 ＩＬ￣８
离心收集被 Ｒ８４８ 刺激的转染 ＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋的 ＨＥＫ２９３ 细胞ꎬ充分裂解ꎬ检测细胞上清总蛋白浓

度ꎬ并调整为一致的终浓度. １２％分离胶 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳. 转移蛋白至 ＰＶＤＦ 膜上分别进行一抗二抗反

应. 使用凝胶成像仪进行曝光显色.
１.２.９　 数据处理

重复实验 ３次ꎬｔ检验检测统计数值差异ꎬ显著差异用∗表示(Ｐ<０.０５)ꎬ极显著差异用∗∗来表示(Ｐ<
０.０１).

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ

引物名称 序列(５′→３′)
Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＴＬＲ８￣Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＣＣＣＴＴＣＡＣＴＴＴＴＴＧＣＴＴＣＴＧＡＣ
Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＴＬＲ８￣Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＡＴＴＧＣＴＴＡＡＴＧＧＡＡＴＴＧＡＣ

Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ ＴＬＲ８￣Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＣＴＣＴＴＣＡＣＴＴＴＴＴＧＣＴＴＣＴＧＡＣＣ
Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ ＴＬＲ８￣Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＣＴＧＣＴＧＴＧＣＡＴＴＣＴＴＡＧＴＡＴＧＴＴＧ

Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ
引物名称 序列(５′→３′)
β￣ａｃｔｉｎ￣ｑ￣Ｆ ＧＡＧＣＴＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＴＧＡＣＧ
β￣ａｃｔｉｎ￣ｑ￣Ｒ ＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧ
ＴＬＲ８￣ｑ￣Ｆ ＴＧＧＴＴＴＴＡＣＴＧＧＧＡＴＧＣＴＴＧＧＴＴ
ＴＬＲ８￣ｑ￣Ｒ ＴＧＴＣＣＴＣＡＣＴＣＴＣＴＴＣＣＡＧＧＴＧＧ
ＩＬ￣８￣ｑ￣Ｆ ＣＡＴＡＣＴＣＣＡＡＡＣＣＴＴＴＣＣＡＣＣ
ＩＬ￣８￣ｑ￣Ｒ ＡＡＡＣＴＴＣＴＣＣＡＣＡＡＣＣＣＴＣＴＧ
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２　 结果与讨论

２.１　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８ 基因克隆

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８基因的收录号分别设计引物ꎬ以瓶鼻海豚基因组 ＤＮＡ和牛 ＲＮＡ逆

转录成的 ｃＤＮＡ为模板扩增 ＴＬＲ８基因ꎬＰＣＲ产物检测如图 １Ａ、Ｂ第 ２泳道所示ꎬ产物序列长度约 ３ ０００ ｂｐꎬ
经测序分别证实获得克隆目的片段分别为 ３ １９８ ｂｐ 和 ３ １０２ ｂｐꎬ各含有完整的开放阅读框 ３ １０５ ｂｐ 和

３ ０７２ ｂｐꎬ测序结果通过 ＮＣＢＩ网站 ＢＬＡＳＴ比对证实分别为瓶鼻海豚和牛的 ＴＬＲ８基因.

　 　 Ａ:牛 ＴＬＲ８ ＰＣＲ产物和检验ꎻＢ:瓶鼻海豚 ＴＬＲ８ ＰＣＲ产物和检验

１:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ２:ＴＬＲ８ ＰＣＲ 产物ꎻ３:ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３. １ ＋ / ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３. １ ＋构建后载体双酶切结果ꎻ４:空载

ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒双酶切结果.
图 １　 ＴＬＲ８ ＰＣＲ 产物和表达载体双酶切检验

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｏｆ ＴＬＲ８

２.２　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８ 蛋白结构预测

２.２.１　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８蛋白质序列比对

使用 ＭＥＧＡ软件对瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８的氨基酸序列进行比对ꎬ两个物种分别含有 １ ０３５和 １ ０２４个
氨基酸残基(图 ２)ꎬ且牛和瓶鼻海豚相比ꎬ氨基酸位点存在多处不同:牛 ＴＬＲ８ 蛋白质在第 ９７ ~ ９８ 位点检

测到 ２个氨基酸的缺失ꎬ在第 ３２２~３３０位点检测到 ９个氨基酸的缺失. 同时ꎬ一级结构检测到 ３ 个与信号

转导功能相关的高度保守的基序:Ｂｏｘ１、Ｂｏｘ２和 Ｂｏｘ３.
２.２.２　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８蛋白质的信号肽、跨膜区和结构域预测

信号肽(ＳＰ)是引导新合成蛋白质到膜中或跨膜转移的短肽链. 本研究使用信号肽预测工具 ＳｉｎｇａＩＰ￣
５.０ ｓｅｖｅｒ在线对瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８蛋白质的信号肽进行预测ꎬ结果发现两个物种的信号肽均为第 １ ~ １７
个氨基酸(图 ２).

使用蛋白质跨膜预测网站 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｖｅｒ ｖ.２.０对瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８蛋白质的分析发现ꎬ瓶鼻海豚的

跨膜区为第 ８２０~８４３个氨基酸ꎬ牛的跨膜区为第 ８０９~８３１ 个氨基酸. 瓶鼻海豚膜外区共 ８２０ 个氨基酸残

基ꎬ牛与之相比有 １５９个差异ꎬ占 １９.４％. 瓶鼻海豚膜内区共 １９２ 个氨基酸残基ꎬ牛与之相比有 ７ 个差异ꎬ
占 ３.６％(图 ２).

使用 ＳＭＡＲＴ在线服务预测瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８ 蛋白质的结构域ꎬ结果显示瓶鼻海豚膜外区包括 １８
个 ＬＲＲ(ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ)序列(图 ３Ａ)ꎬ其中瓶鼻海豚在 １２０ ~ １４３ꎬ６３２ ~ ６５５ 位点有 ２ 个 ＬＲＲ＿ＴＹＲ 结

构域(ＬＲＲ＿ｔｙｐｉｃａｌ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ)ꎬ在 ７６６ ~ ８１７ 有 １ 个 ＬＲＲＣＴ(ＬＲＲ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ)ꎻ牛有 １７ 个 ＬＲＲ 序列

(图 ３Ｂ)ꎬ其中有 ２个分别位于 １１８ ~ １４１ꎬ１９３ ~ ２１６ 位点的 ＬＲＲ＿ＴＹＲ 结构域ꎬ１ 个位于 ７５５ ~ ８０６ 位点的

ＬＲＲＣＴ结构域. 本研究发现ꎬ牛不仅比瓶鼻海豚缺少 １ 个 ＬＲＲ 序列(即瓶鼻海豚 ＬＲＲ３ 序列)ꎬ并且两者

后续 ＬＲＲ的位置和数量也有一定区别. 膜内区负责引导下游信号通路ꎬ较膜外域保守ꎬ且两个蛋白均预测

到与白介素－１型受体同源的 ＴＩＲ(Ｔｏｌｌ / ＩＬ￣１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｏｍａｉｎꎬＴＩＲ)结构域.
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谷　 龙ꎬ等:瓶鼻海豚(Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ)及其近缘物种牛(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ)ＴＬＲ８基因免疫应答功能的探究

　 　 “∗”表示瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８相同的氨基酸位点ꎻ“ .”表示不同的氨基酸位点ꎻ双下划线为信号肽ꎻ单下划线

为跨膜区ꎻ方框依次为 Ｂｏｘ１、Ｂｏｘ２和 Ｂｏｘ３.
图 ２　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８ 蛋白序列比对结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ ａｎｄ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＴＬＲ８

Ａ:瓶鼻海豚 ＴＬＲ８蛋白质的结构域ꎻＢ:牛 ＴＬＲ８蛋白质的结构域

图 ３　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８ 蛋白质的结构域预测

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ ａｎｄ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＴＬＲ８ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２.２.３　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８蛋白质的二级结构分析

利用在线分析软件 ＳＯＰＭＡ预测分析瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８蛋白质所形成的二级结构ꎬ所得结果如图所

示(图 ４). 瓶鼻海豚 ＴＬＲ８ 蛋白中分别有 ４８６ 个 α 螺旋(４６.９６％)ꎬ１４２ 个 β 折叠(１３.７２％)ꎬ４７ 个 β 转角

(４.５４％)和 ３６０个无规则卷曲(３４.７８％)ꎻ牛 ＴＬＲ８ 蛋白中分别有 ４４０ 个 α 螺旋(４２.９７％)ꎬ１５０ 个 β 折叠

(１４.６５％)ꎬ５４个 β转角(５.２７％)和 ３８０个无规则卷曲(３７.１１％). 在瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８蛋白二级结构中ꎬ
α螺旋数量差异达到了 ４６ 个(占 １０.４％)ꎬβ 折叠、β 转角和无规则卷曲数量没有显著差别ꎬ但是它们的 α
螺旋、β折叠、β转角和无规则卷曲位置存在差别.

　 　 图中彩色字母表示二级结构ꎬ蓝色 ｈ 代表 α螺旋ꎬ红色 ｅ 代表 β折叠ꎬ绿色 ｔ 代表 β转角ꎬ黄色 ｃ 代表无规则卷曲.
　 　 Ａ:瓶鼻海豚 ＴＬＲ８蛋白质的二级结构ꎻＢ:牛 ＴＬＲ８蛋白质的二级结构

图 ４　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８ 蛋白质的二级结构预测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ ａｎｄ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＴＬＲ８ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.２.４　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８蛋白质的三级结构分析

瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８的 ３Ｄ结构预测显示(图 ５)ꎬ瓶鼻海豚的 α 螺旋和 β 折叠的数量为 １８ 个和 ２２
个ꎬ牛的为 １８个和 ２１个. 同时ꎬ两个物种的膜外域均为马蹄形结构ꎬα螺旋凸向环形外侧ꎬβ 折叠在内侧ꎬ
瓶鼻海豚 ＴＬＲ８蛋白有 ８个大小不等的 α螺旋和 １８个 β折叠ꎬ牛有 ９个 α螺旋和 １７个 β折叠ꎬ两者存在

１个 α螺旋和 β折叠的差异ꎻ膜内域均为类球形结构ꎬα螺旋包裹在球形外侧ꎬβ 折叠在内侧ꎬ瓶鼻海豚由

１０个 α螺旋和 ４个 β折叠通过 ｌｏｏｐ 连接而成ꎬ牛有 ９ 个 α 螺旋和 ４ 个 β 折叠ꎬ两者存在 １ 个 α 螺旋的

差异.

—８４—
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Ａ:瓶鼻海豚 ＴＬＲ８的三维结构ꎻＢ:瓶鼻海豚 ＴＬＲ８膜内区放大图ꎻＣ:牛 ＴＬＲ８的三维结构ꎻＤ:牛 ＴＬＲ８膜内区放大图

图中红色圈代表 ＴＬＲ８膜内区ꎬ绿色框代表 Ｂｏｘ１ꎬ红色框代表 Ｂｏｘ２ꎬ蓝色框代表 Ｂｏｘ３.
图 ５　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８ 蛋白质的三维结构预测

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ ａｎｄ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＴＬＲ８ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.３　 瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８ 重组质粒载体构建

双酶切扩增得到的瓶鼻海豚和牛 ＴＬＲ８基因ꎬ将其连接至双酶切后的 ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒ꎬ从而构建表达

载体. 构建后的 ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋ / ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋载体双酶切验证结果见图 １ꎬＡ、Ｂ ３泳道均出现了两

条带ꎬ一条带在 ３ ０００ ｂｐ附近ꎬ和 ＴＬＲ８ ＰＣＲ产物长度相当ꎬ另一条带在 ５ ０００ ｂｐ附近ꎬ长度与 ４泳道的空

载质粒一致ꎬ表明质粒构建成功.

　 　 Ａ:１:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ２:不使用 Ｒ８４８刺激的空载 ｐｃＤＮＡ３.１＋ꎻ３:使用 Ｒ８４８ 刺激的空载 ｐｃＤＮＡ３.１＋ꎻ４:不使用 Ｒ８４８
刺激的 ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋ꎻ５:使用 Ｒ８４８刺激的 ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋ꎻ６:不使用 Ｒ８４８刺激的 ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋ꎻ７:使用

Ｒ８４８刺激的 ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３. １＋ꎻＢ:Ｃｏｎｔｒｏｌ:空载 ｐｃＤＮＡ３. １＋ꎻｃＴＬＲ８:转染了 ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３. １＋表达载体的细胞ꎻ
ｄＴＬＲ８:转染了 ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋表达载体的细胞.

图 ６　 ＴＬＲ８ 的初始表达和转染效率

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＴＬＲ８

２.４　 ＴＬＲ８ 的初始表达和转染效率的探究

本研究使用半定量 ＰＣＲ对细胞中 ＴＬＲ８表达情况进行了检测ꎬ结果如图 ６Ａ 所示ꎬ２、３ 泳道无条带说

明野生型细胞不表达 ＴＬＲ８ꎻ４、５和 ６、７两条泳道的条带明暗程度无差异. 因此可以认为ꎬＲ８４８刺激与否基

本不影响 ＴＬＲ８的表达.

—９４—
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同时本研究使用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ检测了转染 ｐｃＤＮＡ３.１＋、ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋和 ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋的细胞中

ＴＬＲ８ ｍＲＮＡ的表达量. 结果如图 ６Ｂ所示ꎬ除空载质粒外ꎬ两种转染细胞 ＴＬＲ８的表达量大致相当. 因此可

以认为ꎬ当其他条件相同时ꎬｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋和 ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋可以被视为具有相似的转染效率.
２.５　 Ｒ８４８ 刺激 ＨＥＫ２９３ 细胞对 ＴＬＲ８ 下游基因 ＮＦ￣κＢ 和 ＩＬ￣８表达水平的影响

为了探究 Ｒ８４８刺激对 ＴＬＲ８激活下游通路的影响ꎬ本研究通过双荧光素酶报告实验检测了下游基因

ＮＦ￣κＢ的表达水平ꎬ结果如图 ７Ａ 所示:在未使用 Ｒ８４８ 刺激时ꎬ转染 ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３. １ ＋质粒、ｄＴＬＲ８￣
ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒组和对照组相比ꎬ荧光值小幅度提升ꎻ在使用 Ｒ８４８刺激后ꎬ对照组荧光值略有下降ꎬ而转染重

组质粒组荧光值分别较空载质粒组提升至 ４倍和 ２.８倍左右ꎬ且较非刺激组也提升约至 ２.５倍和 ２倍左右.
此外ꎬ本研究通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测了下游基因 ＩＬ￣８的表达水平ꎬ结果如图 ７Ｂ 所示:在未使用 Ｒ８４８ 刺

激时ꎬ三种转染组 ＩＬ￣８的表达量大致相当ꎻ在使用 Ｒ８４８刺激后ꎬ对照组 ＩＬ￣８的表达量略有下降ꎬ转染重组

质粒组较未刺激 ＩＬ￣８的表达量显著提升:转染 ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒组刺激后表达量较未刺激提升至约

４倍左右ꎬ转染 ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋质粒组刺激后表达量较未刺激提升至约 １.６ 倍左右ꎬ且数据差异极显著

(∗∗ꎬＰ<０.０１). 由此可见ꎬ两组转染组细胞均能有效提升 Ｒ８４８ 刺激后 ＩＬ￣８的表达量ꎬ且转染了牛 ＴＬＲ８
细胞的表达量提升更为显著.

　 　 Ｃｏｎｔｒｏｌ:空载 ｐｃＤＮＡ３.１＋ꎻｃＴＬＲ８:ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋载体的转染细胞ꎻｄＴＬＲ８:ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋载体的转染细胞ꎻ白色为

未加 Ｒ８４８组ꎬ黑色为加 Ｒ８４８组.
图 ７　 Ｒ８４８ 刺激对 ＴＬＲ８ 下游基因 ＮＦ￣κＢ 和 ＩＬ￣８表达水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｒ８４８ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ａｎｄ ＩＬ￣８ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ ＴＬＲ８

　 　 Ｃｔｒｌ:未加 Ｒ８４８组ꎻＲ８４８:加 Ｒ８４８组ꎻｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋:转染了 ｃＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋表达载体的细胞ꎻｄＴＬＲ８￣
ｐｃＤＮＡ３.１＋:转染了 ｄＴＬＲ８￣ｐｃＤＮＡ３.１＋表达载体的细胞.

图 ８　 转染牛 /瓶鼻海豚 ＴＬＲ８ 的 ＨＥＫ２９３ 细胞刺激后下游蛋白的相对表达量

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＥＫ２９３ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ / Ｔｕｒｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ ＴＬＲ８ ａｆｔｅｒ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｒ８４８ 刺激对 ＴＬＲ８ 下游通路 ＮＦ￣κＢ 和 ＩＬ￣８蛋白的影响

本研究使用 Ｒ８４８对转染细胞进行刺激ꎬ提取细胞内蛋白后使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测对照组和实验组中

ＴＬＲ８、ＮＦ￣κＢ和 ＩＬ￣８的含量变化. 结果如图 ８所示ꎬ在受到 Ｒ８４８刺激后ꎬ转染了牛或瓶鼻海豚 ＴＬＲ８ 基因

的一组较对照组相比ꎬ其下游基因 ＮＦ￣κＢ和 ＩＬ￣８的表达量有了较为明显的上升. 同时ꎬ与瓶鼻海豚 ＴＬＲ８

—０５—
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转染组相比ꎬ牛 ＴＬＲ８转染组刺激后表达量的增加更为显著. 由此可见ꎬＲ８４８ 对于 ＨＥＫ２９３ 细胞的刺激能

在一定程度上增加 ＴＬＲ８及其下游基因 ＮＦ￣κＢ和 ＩＬ￣８的表达量.

３　 结论

一般研究认为ꎬＴＬＲｓ基因家族高度保守ꎬ基因中任一氨基酸位点的替代、缺失都可能影响其功能ꎬ从而

失去对某些病原微生物的免疫应答[２０] . Ｍｕｋｈｅｒｊｅｅ等[２１]和 Ｂａｒｒｅｉｒｏ等[２２]的研究均表明 ＴＬＲｓ在进化中发生了

纯化选择ꎬ然而最近的一些生物信息学分析发现鲸类 ＴＬＲ４在由陆地向海洋迁移的过程中发生了适应性进

化[２３]ꎬ也在鲸类 ＴＬＲ８中检测到了位于胞外结构域的正选择信号[１９] . 本研究对瓶鼻海豚与牛 ＴＬＲ８基因的蛋

白结构分析发现ꎬ两个物种胞内域的 ＴＩＲ结构域高度相似ꎬ因为其主要负责细胞内的信号传递ꎬ相对保守[２４]ꎻ
相比之下ꎬ胞外域表现出更明显的分化ꎬ存在一系列的氨基酸替换、插入和缺失位点. 这可能是由于胞外域参

与识别不同病原微生物的 ＰＡＭＰ[２５]ꎬ而鲸类在二次入水过程中面临的病原体差异相应的介导了胞外域 ＬＲＲｓ
的进化[１８] . 在本实验中ꎬ发现牛和瓶鼻海豚相比ꎬ第三个 ＬＲＲ序列的位置有一定差异. ＬＲＲ３能够帮助 ＴＬＲ８
识别富含ＡＵ的特异性配体ＯＲＮ[２６]ꎬ其在灵长目中高度保守ꎬ在牛和啮齿目等物种中检测到相似的氨基酸插

入和缺失. 和啮齿目相反ꎬ牛 ＬＲＲ３的变异不影响 ＯＲＮ直接识别、活化 ＴＬＲ８ 通路[２６] . 然而ꎬ瓶鼻海豚与牛

ＴＬＲ８的氨基酸和 ＬＲＲ３的差异对免疫功能的影响有待进一步实验验证.
ＴＬＲ８基因作为 Ｔｏｌｌ样受体家族成员ꎬ参与先天免疫的应答. Ｚｈｏｕ和 Ｈａｃｋｓｔｅｉｎ等关于人 ＴＬＲ８基因的

研究发现ꎬＲ８４８ 的刺激能够活化 ＴＬＲ７ / ８ 的 ＭｙＤ８８ 信号通路ꎬ促进合成下游细胞因子ꎬ引起免疫应

答[２７－２８] . 此外ꎬ有研究发现 Ｒ８４８的刺激也能够激活猪、牛等哺乳动物的 ＴＬＲ８基因[２９] . 但是ꎬＲ８４８的单独

刺激却无法激活大鼠等啮齿目的 ＴＬＲ８基因[２９－３１] . 对于鲸类这种二次入水的哺乳动物ꎬＴＬＲ８ 基因的免疫

应答功能尚未见报道. 本研究选用瓶鼻海豚代表鲸类ꎬ选用牛代表鲸类的陆生近缘哺乳动物ꎬ在细胞和蛋

白水平上检测 ＴＬＲ８下游通路 ＮＦ￣κＢ和 ＩＬ￣８的表达情况. 结果显示ꎬ转染了牛和瓶鼻海豚 ＴＬＲ８ 基因的两

组细胞较对照组相比ꎬ其下游蛋白 ＮＦ￣κＢ和 ＩＬ￣８的表达量有了较为明显的上升. 因此ꎬ本研究认为瓶鼻海

豚 ＴＬＲ８基因能够通过激活下游信号通路ꎬ促进合成 ＮＦ￣κＢ 和 ＩＬ￣８ 等细胞因子ꎬ进而引起细胞免疫应

答. 此外ꎬ牛 Ｒ８４８刺激组表达量的提升比瓶鼻海豚组的提升更为显著. Ｌｉｕ等[２９]使用 Ｒ８４８分别刺激转染

了数种陆生哺乳动物 ＴＬＲ８基因的细胞ꎬ结果显示和牛相比ꎬ刺激后人、猪和绵羊 ＴＬＲ８ 的下游蛋白 ＮＦ￣κＢ
的表达量均显著提升ꎬ而猫、马的表达量则和牛相似. 因此ꎬ本研究认为瓶鼻海豚 ＴＬＲ８ 基因对 Ｒ８４８ 的敏

感性可能低于包括牛在内的大部分陆生哺乳动物.
鲸类从陆地重返海洋后ꎬ面临着截然不同的生活环境ꎬ如温度、盐碱度、病原体和渗透压等ꎬ给鲸类带

来了巨大的挑战[３２－３３] . 海洋中的病毒数量达到了数十亿每升ꎬ病毒种类也极其多样ꎬ但其中大部分为噬菌

体或植物病毒等较难引起鲸类免疫应答反应的病原体[３４－３８] . 此外ꎬ海洋哺乳动物的种类和数量相较于陆

生哺乳动物而言要少的多ꎬ这在一定程度上限制了部分病原微生物的传播范围和传播速度. 以上各种原

因ꎬ导致鲸类 ＴＬＲ８基因在海洋环境中发生了适应性进化ꎬ从而影响了其蛋白结构和免疫应答功能. Ｔｉａｎ[９]

等的研究发现ꎬ瓶鼻海豚和牛的 ＴＬＲ４对陆地细菌的反应存在物种特异性ꎬ且牛的 ＴＬＲ４反应更强烈ꎬ这和

本研究的结论相似. 综上所述ꎬ和牛或其他陆生哺乳动物相比ꎬ瓶鼻海豚 ＴＬＲ８ 基因对 Ｒ８４８ 的敏感性较

低ꎬ推测可能是海洋和陆地生态系统之间连通和传播方式的差异导致了海洋和陆生哺乳动物 ＴＬＲ８ 基因

的差异进化ꎬ这也符合 Ｎａｋａｊｉｍａ[２４]等提出的宿主－病原体共进化的“军备竞赛”理论.
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ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍꎬｂｕｔ ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ[Ｊ]. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｉｏｎａｌ ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２００９ꎬ
１０６(１７):７０７３－７０７８.

[２２] ＢＡＲＲＥＩＲＯ Ｌ ＢꎬＢＥＮ￣ＡＬＩ ＭꎬＱＵＡＣＨ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｔｒｉ￣
ｂｕｔｉｏｎｓ ｔｏ ｈｏｓｔ ｄｅｆｅｎｓｅ[Ｊ]. ＰＬｏＳ ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２００９ꎬ５(７):ｅ１０００５６２.

[２３] ＳＨＥＮ ＴꎬＸＵ ＳꎬＷＡＮＧ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ａｄａｐｔｉｖｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ ａｔ ＴＬＲ４ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｑｕａｔｉｃ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｔａｃｅａｎｓ[Ｊ]. ＢＭＣ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１２ꎬ１２(１):３９.

[２４] ＮＡＫＡＪＩＭＡ ＴꎬＯＨＴＡＮＩ ＨꎬＳＡＴＴＡ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｎａｔｕｒａｌ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＴＬＲ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｔｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ[Ｊ].
Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２００８ꎬ６０(１２):７２７－７３５.

[２５] ＢＥＬＬ Ｊ ＫꎬＭＵＬＬＥＮ Ｇ ＥꎬＬＥＩＦＥＲ Ｃ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｉｎ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ[ Ｊ].
Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２００３ꎬ２４(１０):５２８－５３３.

[２６] ＦＯＲＳＢＡＣＨ ＡꎬＮＥＭＯＲＩＮ Ｊ ＧꎬＭＯＮＴＩＮＯ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｍｏｔｉｆｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＴＬＲ８￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ[Ｊ]. Ｔｈｅ ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２００８ꎬ１８０(６):３７２９－３７３８.

[２７] ＺＨＯＵ ＺꎬＳＵＮ Ｌ. Ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｒ８４８:ｅｖｉｄｅｎｃｅｓ ｔｈａｔ ｓｕｇｇｅｓｔ ａｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ＴＬＲ７ / ８￣ｉｎｄｕｃｅｄꎬＭｙｄ８８￣ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ￣
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｆｌｏｕｎｄｅｒ(Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ)[Ｊ]. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ＆ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２０１５ꎬ４９(１):１１３－１２０.

[２８] ＨＡＣＫＳＴＥＩＮ ＨꎬＫＮＯＣＨＥ ＡꎬＮＯＣＫＨＥＲ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＴＬＲ７ / ８ ｌｉｇａｎｄ ｒｅｓｉｑｕｉｍｏｄ ｔａｒｇｅｔｓ ｍｏｎｏｃｙｔｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｖｉａ ＴＬＲ８ ａｎｄ ａｕｇｍｅｎｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２０１１ꎬ２７１(２):４０１－４１２.

[２９] ＬＩＵ ＪꎬＸＵ ＣꎬＨＳＵ Ｌ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｆｉｖｅ￣ａｍｉｎｏ￣ａｃｉｄ ｍｏｔｉｆ ｉｎ ｔｈｅ ｕｎｄｅｆｉｎｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ８ ｅｃｔｏｄｏｍａｉｎ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ￣
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｉｇａｎｄ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２０１０ꎬ４７(５):１０８３－１０９０.

(下转第 ６８页)
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[１１] ＳＵＮ ＸꎬＤＩＮＧ ＱꎬＨＹＤＥ Ｋ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｗｏｏｄｙ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ａ ｍｉｘｅｄ
ｆｏｒｅｓｔ[Ｊ]. Ｆｕｎｇａｌ ｅｃｏｌｏｇｙꎬ２０１２ꎬ５(５):６２４－６３２１.

[１２] ＰＨＯＯＫＡＭＳＡＫ ＲꎬＮＯＲＰＨＡＮＰＨＯＵＮ ＣꎬＴＡＮＡＫＡ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｔｏｗａｒｄｓ ａ ｎａｔｕｒａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｓｔｒｏｓｐｈａｅｒｉｅｌｌａ￣ｌｉｋｅ ｓｐｅｃｉｅｓꎻ
ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ Ａｓｔｒｏｓｐｈａｅｒｉｅｌｌａｃｅａｅ ａｎｄ Ｐｓｅｕｄｏａｓｔｒｏｓｐｈａｅｒｉｅｌｌａｃｅａｅ ｆａｍ. ｎｏｖ. ａｎｄ Ａｓｔｒｏｓｐｈａｅｒｉｅｌｌｏｐｓｉｓꎬｇｅｎ. ｎｏｖ[Ｊ]. Ｆｕｎｇａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
２０１５ꎬ７４(１):１４３－１９７.

[１３] ＢＡＩ ＱꎬＺＨＡＩ ＬꎬＣＨＥＮ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅａｒ ｓｈｏｏｔ
ｃａｎｋｅｒ ｉｎ Ｃｈｉｎａ[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬ２０１５ꎬ９９(１２):１７０４－１７１２.

[１４] ＣＨＡＮＧ Ｃ ＱꎬＸＩ Ｐ ＧꎬＸＩＡＮＧ Ｍ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｏｎ ｗｏｏｄｙ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ[Ｊ]. Ｍｙｃｏｓｙｓｔｅｍａꎬ
２００５ꎬ２:１４５－１５４.

[１５] ＵＤＡＹＡＮＧＡ ＤꎬＣＡＳＴＬＥＢＵＲＹ Ｌ ＡꎬＲＯＳＳＭＡＮ Ａ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘ:Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅ￣ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｙｂｅａｎꎬｃｕｃｕｒｂｉｔｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｆｉｅｌｄ ｃｒｏｐｓ[Ｊ]. Ｆｕｎｇａｌ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１５ꎬ１１９(５):３８３－４０７.

[１６] ＨＵＡＮＧ ＦꎬＵＤＡＹＡＮＧＡ ＤꎬＷＡＮＧ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣｉｔｒｕｓꎬＡ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｗｉｔｈ
ｓｅｖｅｎ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ[Ｊ]. Ｆｕｎｇａｌ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１５ꎬ１１９:３３１－３４７.

[１７] ＺＨＡＮＧ Ａ ＷꎬＨＡＲＴＭＡＮ Ｇ ＬꎬＲＩＣＣＩＯＮＩ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ｔｏ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ ａｎｄ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ
ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｏｙｂｅａｎ ｆｕｎｇａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ａｎｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅｍ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬ１９９７ꎬ８１:１１４３－１１４９.

[１８] ＳＡＮＴＯＳ Ｊ ＭꎬＶＲＡＮＤＥＣＩＣ ＫꎬＣＯＳＩＣ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｏｌｖｉｎｇ ｔｈｅ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ｏｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｉｎ Ｃｒｏａｔｉａ[Ｊ]. Ｐｅｒｓｏｏｎｉａꎬ
２０１１ꎬ２７:９－１９.

[１９] ＳＯＧＯＮＯＶ Ｍ ＶꎬＣＡＳＴＬＥＢＵＲＹ Ｌ ＡꎬＲＯＳＳＭＡＮ Ａ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｌｅａｆ ｉｎｈａｂｉｔｉｎｇ ｇｅｎｅｒａ ｏｆ ｔｈｅ ＧｎｏｍｏｎｉａｃｅａｅꎬＤｉａｐｏｒｔｈａｌｅｓ[ Ｊ].
Ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｍｙｃｏｌｏｇｙꎬ２００８ꎬ６２:１－７９.

[２０] ＶＲＡＮＤＥＣ̌Ｉ 'Ｃ ＫꎬＣＯＳＩＣ ＪꎬＲＩＣＣＩＯＮＩ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ ａ ｎｅｗ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｏｎ Ａｂｕｔｉｌｏｎ ｔｈｅｏｐｈｒａｓｔｉ ｉｎ Ｃｒｏａｔｉａ[ Ｊ].
Ｐｌａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ２００４ꎬ５３:２５１.

[２１] ＮＡＷＡＺ Ｍ ＡꎬＹＡＮＧ Ｓ ＨꎬＲＥＨＭＡＮ Ｈ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｋｏｒｅａｎ ｗｉｌｄ ｓｏｙｂｅａｎ(Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｓｏｊａ Ｓｉｅｂ. ａｎｄ Ｚｕｃｃ.)ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ[Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｅｃｏｌｏｇｙꎬ２０１７ꎬ７１:８７－９６.

[２２] ＰＥＴＲＩＮＩ Ｏ. Ｆｕｎｇａｌ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｏｆ ｔｒｅｅ ｌｅａｖｅｓ[Ｃ] / / ＡＮＤＲＥＷＳ Ｊ ＨꎬＨＩＲＡＮＯ Ｓ Ｓ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ. Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ:
Ｓｐｒｉｎｇｅｒꎬ１９９１.

[２３] ＬＥＨＭＡＮ Ｓ Ｇ. Ｐｏｄ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｂｌｉｇｈｔ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ[Ｊ]. Ａｎｎａｌｓ ｏｆ ｍｉｓｓｏｕｒｉ ｂｏｔａｎｉｃａｌ ｇａｒｄｅｎｓꎬ１９２３ꎬ１０:１１１－１７８.
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[３０] ＧＯＲＤＥＮ Ｋ Ｋ ＢꎬＱＩＵ Ｘ ＸꎬＢＩＮＳＦＥＬＤ Ｃ Ｃ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｃｕｔｔｉｎｇ ｅｄｇｅ:ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ＴＬＲ８ ｂｙ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｉｄａｚｏ￣
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