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摘要: 为进一步了解硬骨鱼类特有的finTRIM (Fish novel tripartite motif, ftr)在斑马鱼(Danio rerio)抗病毒天然

免疫中的作用,  研究克隆了斑马鱼ftr56基因并分析了其对鲤春病毒血症病毒(Spring  viremia  of  carp  virus,
SVCV)增殖的抑制作用。根据NCBI中斑马鱼ftr56序列设计引物, 采用PCR方法, 扩增ftr56 CDS区, 连接至真

核表达载体pcDNA4.0-His, 构建真核表达质粒pcDNA4.0-ftr56-His, 进行生物信息学分析。采用实时荧光定量

PCR (qRT-PCR)技术检测SVCV感染斑马鱼胚胎成纤维细胞(ZF4)后ftr56 mRNA的变化。系统进化树分析显

示,  斑马鱼FTR56单独聚为一支。氨基酸多序列比对结果显示,  其与黑猩猩、牛、鼠的TRIM56相似度为

22%—23%。FTR56二级结构具有1个RING指结构域, 1个B-box结构域, 1个卷曲螺旋结构域和1个B30.0结构

域。qRT-PCR检测结果显示,  ftr56在SVCV感染后24h表达量显著上升。在过表达ftr56后,  SVCV的G蛋白

mRNA水平和蛋白水平在12h和24h相比对照组明显减少, 培养基上清中SVCV滴度也明显降低, 表明FTR56抑
制SVCV的增殖。实验为进一步揭示finTRIM在鱼类病毒性疾病中的免疫调节机制提供参考。

关键词: FTR56;   克隆表达;   SVCV;   抗病毒;   斑马鱼

中图分类号: Q344+.1           文献标识码: A           文章编号: 1000-3207(2020)01-0020-06

天然免疫在机体抵抗病原体感染中发挥重要

作用。细胞中天然免疫信号转导途径的激活受各

种转录或翻译修饰以及翻译后修饰(包括磷酸化、

乙酰化和泛素化)的调节
[1]
。TRIM蛋白参与许多细

胞过程, 如发育过程, 肿瘤抑制和细胞周期调节。

一些TRIM蛋白通过不同的机制与抗病毒防御相关,
通常由I型IFN诱导或作为调节剂和增强剂对病毒

感染作出反应
[2]
。在哺乳动物中, TRIM25在p53/

Mdm2环中具有双重功能 :  TRIM25可增强p53/
Mdm2的丰度, 也可抑制p53的转录活性并抑制对

DNA损伤的反应
[3]
。人(Homo sapiens)TRIM11在肺

癌中发挥重要作用, 其过表达促进肺癌细胞增殖、

迁移和侵袭
[4]
。人TRIM56通过阻止病毒RNA合成

来限制A型和B型流感病毒增殖
[5]
。除哺乳动物外,

许多研究表明TRIM蛋白在鱼类抗病毒免疫系统中

发挥重要作用。大黄鱼TRIM8通过调节促炎因子

和干扰素信号传导发挥抗病毒作用
[ 6 ]
。石斑鱼

TRIM 32和TRIM39可以抑制虹彩病毒和诺达病毒

的复制
[7, 8], 并且一些鱼类TRIM蛋白在抗病毒信号

传导途径中发挥负调节作用, 例如石斑鱼TRIM16
负调控干扰素免疫反应并促进DNA病毒的复制

[9]
。

石斑鱼TRIM62促进单股正链RNA (ssRNA)病毒石

斑鱼神经坏死病毒(RGNNV)的复制
[10]
。

TRIM家族蛋白包含3个结构域, 1个RING结构

域, 1个或2个B-box结构域和1个卷曲螺旋(Coiled-
coil)结构域。此外还具有1个高度可变的C末端, 含
有PRY /  SPRY结构域 ,  也称为B30.2结构域或

NHL结构域
[11, 12]

。FinTRIM是在硬骨鱼类中发现

的一个新的TRIM亚家族, 在病毒感染的虹鳟中被

最先鉴定
[13]

。目前对于finTRIM在鱼类免疫系统中

的作用研究较少。最近的研究表明, FTR36可以通过

IFN途径激活免疫反应从而抑制SVCV的复制
[14]

。
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ftr83的过表达可以抑制IHNV、VHSV、SVCV的

复制
[15]
。

鲤春病毒血症(Spring viremia of carp, SVC)是
由SVCV引起的高死亡率的严重疾病, 属于弹状病

毒科的鲤春病毒属的成员。SVCV是一种单股负链

RNA(ssRNA)病毒, 编码五种病毒蛋白并导致水产

养殖严重损失
[16—18]

。尽管SVCV在水产养殖中造

成严重损害, 但对该病毒的致病机制还了解甚少,
且目前尚无针对SVCV的疫苗

[19]
。

本研究克隆了斑马鱼ftr56, 对其进行生物信息

学分析和真核表达载体的构建, 过表达后检测其对

SVCV复制的影响, 为研究FinTRIM在天然免疫中

的作用及机制提供依据。

1    材料与方法

1.1    主要试剂及仪器

主要试剂: M199和DMEM细胞基础培养液购

自Hyclone, OPTI-MEM、青霉素-链霉素溶液、

0.25% Trypsin-EDTA、胎牛血清(FBS)均购自

Gibco公司, 结晶紫购自BIOSHARP公司, 甲基纤维

素购自Sigma-Alrich公司, 转染试剂Fugene HD re-
geant购自Promega, ECL化学发光显色液购自武汉

聚能译通生物有限公司, SVCV-G单克隆抗体为本

实验室制备 ,  鼠源H i s单抗、兔源A c t i n多抗、

HRP标记山羊抗鼠IgG、HRP标记山羊抗兔IgG购

自于爱博泰克生物科技有限公司, 真核表达载体

pcDNA4.0-His由本实验室保存, 2×Taq PCR Mix、
反转录酶、限制性内切酶、DNA Marker、RNAiso
Plus及PrimeScriptTMRT Reagent Kit with gDNA
Eraser等购自Takara公司, 蛋白Marker及T4 DNA连

接酶购自Thermo公司, DNA纯化回收试剂盒、质

粒小量提取试剂盒购自OMEGA公司。

主要仪器: 核酸及蛋白凝胶电泳仪、凝胶成像

仪为BioRad公司生产, 台式冷冻离心机(Eppendorf);
Nanodrop 2000浓度定量仪、–80℃超低温冰箱为

Thermo生产, 超净工作台、生物安全柜、生化培养

箱(北京东联哈尔仪器制造有限公司), 二氧化碳恒

温培养箱(日本三洋公司), 实时荧光定量PCR仪

(Roche LightCycler® 480II), ECL化学发光仪(美国

通用电器), 转膜仪(京六一仪器长), 恒温水浴锅(精
宏), 二氧化碳恒温培养箱(日本三洋公司)。
1.2    细胞和病毒

SVCV毒株及FHM、ZF4细胞均为本实验室保

存, 分别使用含有10%胎牛血清、和1%双抗(青霉

素-链霉素各100 μg/mL)的M199、DMEM培养基中

置于28℃, 5% CO2的恒温培养箱中培养。

1.3    克隆斑马鱼ftr 56 CDS区全长

根据实验说明书, 使用RNAiso Plus试剂提取斑

马鱼脾的总RNA, 使用PrimeScript RT™试剂盒反

转录获得相应cDNA。根据NCBI中斑马鱼ftr 56 (序
列号: XM_003200557.5)CDS序列设计引物ftr 56-
F和ftr 56-R, 将PCR产物插入pcDNA4.0-His载体中,
构建pcDNA4.0-FTR56-His质粒。KpnⅠ和XbaⅠ分别

加入到上游引物和下游引物中。引物序列见表 1。

1.4    序列分析

使用ClustalX2进行序列比对, 并使用ESPript
3.0(http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.
cgi)呈现。所述系统进化树是基于FTR56的氨基酸

序列使用邻接法(NJ)算法(MEGA版本5.1)构成。使

用SMART(http://smart.embl-heidelberg.de/)对
FTR56结构域的示意结构进行预测。

1.5    实时荧光定量PCR(qRT-PCR)
通过qRT-PCR检测FTR56 mRNA的表达变化,

将长满单层的ZF4细胞按照106
个/孔(6孔板)的密度

均匀传代, 待细胞长至80%—90%时, 吸弃原培养

基, 然后用PBS溶液轻微洗涤细胞1次, 按照5MOI
SVCV感染剂量感染ZF4细胞, 28℃孵育1h后更换

成细胞维持培养基, 置于细胞培养箱中继续培养,
于6h、12h和24h用PBS洗三次, 收取细胞样, 提取

RNA并反转录获得cDNA。根据SYBR Green Real-
time PCR Master Mix试剂盒标准操作说明设置反

应条件, 通过Light Cycler/Light Cycler 480 System
(Roche)分析荧光信号。PCR条件如下: 95℃ 5min,
然后40个循环的95℃ 15s, 60℃ 20s和72℃ 20s。
q R T - P C R的所有引物如表  1所示。通过使用

2–ΔΔCt(其中Ct是阈值循环)方法将它们与相应的对照

进行比较来计算相对倍数变化。进行三次独立实

验以进行统计分析。

1.6    质粒转染和病毒感染

将培养的FHM细胞转接到6孔板。24h后显微

表 1   引物列表

Tab. 1   Primers list

用途
Application

名称
Prime name 序列Sequence (5′—3′)

Plasmid
construction ftr 56-F GGGGTACCATGGCTGAATCCA

GGTTTTC
Plasmid

construction ftr 56-R GCTCTAGATCTGTCACACAGTT
TAACTC

qRT-PCR q ftr 56-F CGACTACTGGCATCACGAGG

qRT-PCR q ftr 56-R CTGTCACACTCCACGTCTCC

qRT-PCR SVCV-G-F CGACCTGGATTAGACTTG

qRT-PCR SVCV-G-R AATGTTCCGTTTCTCACT

qRT-PCR TBP-F TTACCCACCAGCAGTTTAG
qRT-PCR TBP-R ACCTTGGCACCTGTGAGTA
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镜下观察, 当细胞量铺满板底的80%—90%时使用

FuGENE HD转染试剂转染。用2 μg的pcDNA4.0-
FTR56质粒或pcDNA4.0质粒转染FHM细胞。在转

染24h后, 吸弃原培养基, 然后用PBS溶液轻微洗涤

细1次, 按照0.05MOI SVCV感染剂量感染FHM细

胞, 28℃孵育1h后更换成细胞维持培养基, 置于细

胞培养箱中继续培养。在感染后6h、12h和24h后
收集上清液用于测定病毒滴度, 收取细胞用于qRT-
PCR和蛋白免疫印记。

1.7    蛋白免疫印记(Western blot)
用RIPA裂解缓冲液处理细胞, 之后进行SDS-

PAGE电泳后将样品转移到聚偏二氟乙烯膜(PVDF)
上。在室温下用5%脱脂乳封闭1h后, 将膜与小鼠

抗His抗体(1:1000稀释)或小鼠抗SVCV-G (实验室

制备和保存)2h, 兔抗-β-Actin抗体(1:10000稀释)用
作对照, 用TBST洗涤三次后, 然后用辣根过氧化物

酶(HRP)偶联的二抗(1:2000稀释)孵育45min, 使用

化学发光底物和ECL化学发光仪进行检测。

1.8    空斑实验

将FHM细胞接入12孔板, 20h后单层细胞铺满

底壁。用无血清DMEM洗涤两遍。10倍梯度稀释

病毒, 每孔加入500 μL已稀释的病毒液, 每个浓度

级做三孔重复。病毒吸附1h后, 除去感染培养基,
在28℃下用含有5%FBS和1.5%羧甲基纤维素的

M199培养基覆盖。在第60h, 将细胞用10%甲醛固

定过夜(10—12h)并用0.5%结晶紫染色3h时, 读数

并计算。

1.9    统计学处理

所有相关实验至少进行三次, 结果相似。使用

Prism 6(GraphPad软件)展示统计数据。结果表示为

平均值±SDM。使用双向ANOVA比较数据。对于

所有比对, P<0.05被认为是显着的并且用*标记,
P<0.01用**标记, P<0.001用***标记并且P<0.0001
用****标记。

2    结果

2.1    FTR56的序列特征

系统进化树显示FTR56的进化关系于黑猩

猩、牛、鼠的TRIM56分开, 单独聚为一簇(图 1)。
FTR56具有finTRIM系列典型域结构, 包含RING结

构域, B-box结构域和PRY / SPRY(B30.2)结构域(图 2)。
FTR56的全长CDS长度为1686 bp并编码了561个氨

基酸。比对结果表明, 斑马鱼FTR56与其他物种

TRIM56的同源性较低, 与人、鼠、牛、黑猩猩

TRIM56氨基酸序列相似性为13.57%, 13.61%,
14.10%和13.68%。

2.2    FTR56在FHM细胞中的过表达检测

将FHM细胞接入12孔板, 20h后单层细胞铺满

底壁后, 将pcDNA4.0-His或pcDNA4.0-FTR56-
His转染到细胞中。转染后36h, 用RIPA裂解缓冲液

处理细胞, 使用western blot测定法验证FTR56在
FHM细胞中成功过表达(图 3)。
2.3    SVCV感染对ftr56 mRNA水平的影响

使用qRT-PCR在6h、12h和24h的时间点检测

SVCV感染组ZF4细胞中FTR56的转录水平并和未

感染组进行比较, MOI为5, TBP (TATA box bind-
ing protein)用作内参。与对照组相比, FTR56的转

录水平6h和12h无显著变化, SVCV感染后24h显著

上调(图 4)。
2.4    FTR56过表达抑制SVCV的增殖

为了研究FTR56是否具有抵御病毒感染的能

力, 我们检测了FTR56过表达对SVCV复制的影
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图 1    Neighbor-joining法建立斑马鱼FTR56系统进化树

Fig. 1    The phylogenetic tree of zebrafish FTR56 using neighbor-joining methods
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响。将pcDNA4.0-FTR56-His质粒转染FHM细胞,
同时设转染pcDNA4.0-His空载体做为对照。在转

染24h后, 以MOI为0.05的剂量, 接种SVCV病毒, 在
感染后6h、12h和24h收集细胞, 通过qRT-PCR检测

SVCV G基因mRNA的表达; 以病毒G蛋白的单抗

作为一抗, 通过Western blot检测SVCV G基因蛋白

表达; 收集上清, 通过空斑试验检测SVCV病毒的增

殖滴度。结果显示FTR56在感染12h和24h显著抑

制SVCV G mRNA的表达和蛋白合成(图 5a、5b),
同时在病毒感染6h、12h和24h对病毒的滴度也有RING B-BOX Coiled coil PRY SPRY

 
图 2   FTR56是硬骨鱼类中finTRIM家族的成员

Fig. 2   FTR56 is a member of the finTRIM family in teleost fish
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图 3   Western blot检测FTR56在FHM细胞中的过表达情况

Fig. 3   Western blot assay used to detect the overexpression of
FTR56 using anti-His tag mouse monoclonal antibody was used in
the test
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图 4   ftr56 mRNA在SVCV感染ZF4细胞6h、12h和24h的相对

表达水平

Fig. 4   Relative mRNA expression of ftr 56 in FHM cells infected
with SVCV at 6h, 12h and 24h
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图 5    过表达FTR56抑制了SVCV的复制

Fig. 5    Overexpression FTR56 inhibited the replication of SVCV
a. 用SVCV感染转染pcDNA4.0-FTR56-His或pcDNA4.0-His质粒的FHM细胞后SVCV-G的相对表达水平; b. 转染pcDNA4.0-FTR56-
His或pcDNA4.0-His质粒后SVCV-G的蛋白水平, 将FHM细胞接种在6孔板中。用2 μg的pcDNA4.0-FTR56-His或pcDNA4.0-His质粒转

染每个孔, 收取细胞用于蛋白质免疫印迹; c. 收集上清液, 通过空斑形成试验测定病毒滴度。使用双向ANOVA测试进行统计学分析,
误差线是一式三份的SD, **** P<0.0001; d. 在转染后24h, 用MOI 0.05 SVCV处理细胞。在病毒感染6h、12h和24h后收集上清液, 并
在60h后通过结晶紫染色评估病毒诱导的CPE
a. The relative expression level of SVCV-G after transfected with pcDNA4.0-FTR56-His or pcDNA4.0-His plasmids in FHM cells infected
with SVCV; b. The protein level of SVCV-G after transfected with FTR56 or vector plasmids. FHM cells were seeded in 6-well plates. Each
well was transfected with 2  μg of pcDNA4.0-FTR56-His or pcDNA4.0-His plasmids. The cells were harvested for western blot analysis;
c. The supernatant was collected and viral titer was determined by plaque formation assay. Statistical analyses were performed using a two-
way ANOVA test. Error bars are the SDs in triplicate. ****P<0.0001; d. FHM cells were transfected with pcDNA4.0-FTR56-His or
pcDNA4.0-His plasmids. At 24h post transfection, cells were treated with MOI 0.05 SVCV. The supernatant was collected after 6h, 12h and
24h viral infection and viral-induced CPE was assessed by crystal violet staining at 60h post SVCV infected. empty plasmid-transfected cells
were also used as controls
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显著抑制作用(图  5c、5d)。结果表明FTR56对
SVCV的复制具有抑制作用。

3    讨论

TRIM家族具有E3泛素连接酶活性, 可以影响

许多重要的细胞过程, 如细胞凋亡、细胞周期调

节、分化、代谢途径和细胞对病毒感染的反应
[11]

。

在哺乳动物中, TRIM家族成员可以调节和协调先

天免疫和抗病毒反应
[11, 12, 20, 21]

。最近的一些研究表

明TRIM家族在鱼类天然免疫中也发挥重要作用,
来自石斑鱼的TRIM8同源物通过增加干扰素调节

因子3(IRF3)和IRF7的转录以及增强的IRF3/IRF7诱
导的干扰素刺激的应答元件(ISRE)启动子活性来

发挥其抗病毒活性
[6], 鲤TRIM32和TRIM47可以抑

制SVCV的复制
[22, 23]

。目前对finTRIM研究较少, 迄
今为止还没有关于鱼类FTR56分子功能的研究。

本研究克隆并表达了斑马鱼FTR56, 探究其在病毒

感染中的功能。

TRIM蛋白从N末端到C末端由1个RING结构

域 ,  1个或2个B-box结构域 ,  卷曲螺旋结构域 ,
PRY和SPRY结构域组成的B30.2结构域等

[24]
。因

此 ,  TRIM蛋白也称为RBCC蛋白。研究表明 ,
TRIM蛋白的RING结构域和B30.2结构域在对病毒

感染的反应中起重要作用
[14], FTR83和FTR82含有

1个RING结构域, 2个B-box结构域, 1个卷曲螺旋结

构域, 以及一个B30.2结构域
[15], FTR36含有1个

RING结构域, 1个B-box结构域, 2个卷曲螺旋结构

域和一个B30.2结构域
[14]

。而FTR56具有一个B-
box结构域, 和一个卷曲螺旋结构域。

TRIM参与多种抗病毒反应机制, 其常作为调

节因子起作用
[25]

。许多TRIM基因在病毒感染后上

调并在鱼类免疫系统中发挥关键作用, 如TRIM8、
TRIM13和TRIM25 [6 ,  26,  27], 斑马鱼中的这些fin-
TRIM基因可能在免疫系统中发挥重要作用。对斑

马鱼finTRIM的研究表明, FTR83和FTR36显著增

加IFN表达并调节ISG的表达, 在体外和体内介导对

RNA病毒的有效抗病毒活性
[14 ,  15]

。在本研究中

FTR56在SVCV感染的ZF4细胞中mRNA水平24h显
著上调, 在FHM细胞中过表达FTR56, 在SVCV感染

12h和24h显著抑制SVCV G的转录水平和蛋白质水

平, 进一步通过空斑实验检测, 病毒滴度相比于对

照组显著降低。通过这些研究结果表明斑马鱼

FTR56是一个关键的抗病毒蛋白。

本研究克隆了斑马鱼ftr56基因, 对其序列和表

达谱的一系列特征进行了生物信息学分析, 并进行

了真核表达。在FHM细胞中过表达FTR56, 发现其

对SVCV的复制具有显著抑制作用, 本研究的结果

为深入了解斑马鱼FTR56的抗病毒机制的研究提

供了基础, 为加强水产养殖病毒性疾病的预防和控

制提供新的信息。
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for Aquatic Animal Diseases Control and Prevention, Wuhan 430070, China; 4. National Demonstration
Center for Experimental Aquaculture Education, Fishery College, Wuhan 430070, China)

Abstract: To understand the role of zebrafish finTRIM in antiviral innate immunity, the zebrafish ftr56 gene was
cloned and analyzed for its effect on the proliferation of spring viremia of carp virus (SVCV). Primers were designed
according to the zebrafish FTR56 sequence. The FTR56 CDS region was amplified by PCR and ligated into the eukar-
yotic expression vector pcDNA4.0-His to construct the eukaryotic expression plasmid pcDNA4.0-FTR56-His and con-
ducted bioinformatics analysis. Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression of FTR56
mRNA in SVCV-infected zebrafish embryo fibroblasts (ZF4). Phylogenetic tree analysis showed that the zebrafish
FTR56 was individually clustered. The amino acid sequence alignment showed that the similarites with TRIM56 of
chimpanzees, cattle and mice were 22%—23%. The FTR56 secondary structure has one RING finger domain, one B-
box domain, one coiled-coil region and one B30.0 domain. The FTR56 mRNA level increased significantly at 24h after
SVCV infection. After overexpression of FTR56, the mRNA and protein levels of G protein of SVCV reduced signifi-
cantly at 12h and 24h compared with the control group associated with significantly decreased SVCV titers in the cul-
ture supernatant, indicating that FTR56 inhibited SVCV proliferation. This study provide a reference for further reveal-
ing the immunoregulatory mechanism of finTRIM in fish viral diseases.

Key words: FTR56; Clonal expression; SVCV; Antiviral; Danio rerio
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