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ｙｍｅｒａｓｅａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄ

ｆｒｏｍＴａＫａＲａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．Ｌｔｄ．ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

ｗｅｒｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｂｙＳａｎｇｏｎ．ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００

ｗａｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ．Ｒ８４８ ｗａｓｐｕｒ

ｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ Ａｌｅｘ．ＴｈｅＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒ

ＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍｗａｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＰｒｏｍｅｇａ．Ａｎｔｉ

ｈｕｍａｎ ＴＬＲ７ａｎｄ ＭｙＤ８８ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅｐｕｒ

ｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＡｂｃａｍ．

１．２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒａｎｄＴＬＲ７

ｔｒｕｎｃａｔｉｎｇｍｕｔａｎｔｓ　ＨｕｍａｎＴＬＲ７ｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓ

ｇｅｎｅｒａｔｅｄｂｙＰＣＲａｎｄｌｉｇａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｃｌｏｎｉｎｇｓｉｔｅ

ｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＥＧＦＰＮ１．Ａｓｅｒｉｅｓｏｆ

ｔｒｕｎｃａｔｉｎｇｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｕｓｅｄ

ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｖａｒｉｏｕｓ ＴＬＲ７ ｔｒｕｎｃａｔｉｎｇ ｍｕｔａｎｔｓ，

ｗｈｉｃｈｗｅｒｅａｌｓｏｌｉｇａｔｅｄｔｏｐＥＧＦＰＮ１．ＭｙＤ８８ｗａｓ

ｃｌｏｎｅｄｆｒｏｍｃＤＮＡｏｆＴＨＰ１ａｎｄｌｉｇａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＣＭＶＣＭＹＣ，ｗｈｏｓｅＣｔｅｒｍｉ

ｎｕｓｗｏｕｌｄｅｘｐｒｅｓｓａＭｙｃｔａｇ．ＮＦκＢｗａｓｃｌｏｎｅｄ

ｉｎｔｏｆｉｒｅｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｐｌａｓｍｉｄｐＧＬ３（Ｐｒｏ

ｍｅｇａ）．Ｔｈｅ Ｒｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ

ｐＲＬＴＫｗａｓａｌｓｏｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＰｒｏｍｅｇａ．

１．３　 Ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ　 Ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ
（ＨＥＫ）２９３ＴｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＤＭＥＭｃｅｌｌｃｕｌ

ｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ（Ｇｉｂｃｏ）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０％ｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａ

ｔｅｄｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ（Ｇｉｂｃｏ）ａｎｄｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ／ｓｔｒｅｐ

ｔｏｍｙｃｉｎａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）．

１．４　Ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅＳｉｔｅ

ＤｉｒｅｃｔｅｄＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）ｗａｓｕｓｅｄｆｏｒ

ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｔｉｏｎ．Ｍｕｔａｎｔｓｗｅｒｅｍａｄｅａｓｔｈｅ

ｋｉｔ’ｓｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｄｅｓｃｒｉｂｅｄ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｏｌｉｇｏ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｖａｉｌａｂｌｅｕｐｏｎｒｅｑｕｅｓｔ．

Ａｌｌｍｕｔａｎｔｓｗｅｒｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．

１．５　Ｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙ　ＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ（２×１０５

ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ）ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ２４ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓｗｅｒｅｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ ｗｉｌｄｔｙｐｅ ＴＬＲ７，

ＴＬＲ７ｔｒｕｎｃａｔｉｎｇ ｍｕｔａｎｔｓｏｒｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｍｕｔａｎｔｓ，

ｅｍｐｔｙｐＥＧＦＰＮ１ｖｅｃｔｏｒ（０．２μｇ／ｗｅｌｌ）ｔｏｇｅｔｈｅｒ

ｗｉｔｈｔｈｅｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｐｌａｓｍｉｄ，ＮＦκＢ

ｌｕｃ（０．２μｇ／ｗｅｌｌ），ａｎｄａＲｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｉｎｔｅｒｎａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌｖｅｃｔｏｒ，ｐＲＬＴＫ（２０ｎｇ／ｗｅｌｌ），ｕｓｉｎｇＬｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ｒｅａｇｅｎｔ．Ｔｗｅｎｔｙｆｏｕｒｈｏｕｒｓａｆｔｅｒ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＲ８４８ （２

μｇ／ｗｅｌｌ）．Ａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｆｏｒ８ｈｏｕｒｓ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｌｙｓｅｄｉｎｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ）．ＢｙｕｓｉｎｇＤｕａｌＬｕ

ｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ （Ｐｒｏｍｅｇａ），ｆｉｒｅｆｌｙ

ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｎｄ Ｒｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ．

Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｔｈｅｒａ

ｔｉｏｏｆｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｔｏＲｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ．

１．６　Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ　

ＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ６ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓａｎｄ

ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｗｉｌｄｔｙｐｅ

ＴＬＲ７，ＴＬＲ７ｔｒｕｎｃａｔｉｎｇ ｍｕｔａｎｔｓ，ｏｒｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔ

ｍｕｔａｎｔｓ（４μｇ／ｗｅｌｌ）．Ａｆｔｅｒ２４ｈ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｌｙｓｅｄａｎｄｃｏｌｌｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ，１％ ＮｏｎｉｄｅｔＰ４０，２５ ｍｍｏｌ／Ｌｉｏｄｏａｃｅｔ

ａｍｉｄｅ，２ｍｍｏｌ／Ｌｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ），

ｗｈｉｃｈｗａｓｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＣｏｍｐｌｅｔｅＰｒｏｔｅａｓｅ

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＲｏｃｈｅＡｐｐｌｉｅｄＳｃｉｅｎｃｅ）．Ｔｈｅｈｏｍｏｇｅ

ｎａｔｅｓｗｅｒｅｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄａｔ１３０００×ｇｆｏｒ３０ｍｉｎａｔ
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４℃，ａｎｄｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｍｉｘｅｄｗｉｔｈ１０μｌ

ａｎｔｉｃＭｙｃａｆｆｉｎｉｔｙａｇａｒｏｓｅ（Ｔｈｅｒｍｏ）ａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄ

ｏｖｅｒｎｉｇｈｔａｔ４℃．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｗｅｒｅ

ｗａｓｈｅｄｔｈｒｅｅｔｉｍｅｓｗｉｔｈＴＢＳＴｂｕｆｆｅｒ（ＴＢＳｐｌｕｓ

０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０）．Ｔｈｅｎｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｓｗｅｒｅｅｌｕｔｅｄ

ｉｎｔｏ３０μｌＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（Ｔｈｅｒｍｏ）．Ｓａｍｐｌｅｓａｎｄ

ｃｅｌｌｌｙｓｉｎｔｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ （８％ ｏｒ

１２％）ｕｎｄｅｒｒｅｄｕｃｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｉｍｍｕ

ｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ａｎｔｉＴＬＲ７ ｏｒ ａｎｔｉＭｙＤ８８

ａｎｔｉｂｏｄｙ．　　　

２　Ｒｅｓｕｌｔｓ

２．１　ＴＬＲ７ｔｒｕｎｃａｔｉｎｇｍｕｔａｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ　ＴｈｅＴＩＲ

ｄｏｍａｉｎｏｆＴＬＲ７ｃｏｎｓｉｓｔｓｏｆａｂｏｕｔ１６０ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ．

Ａｓｔｈｅｒｅａｒｅｎｏｃｅｒｔａｉｎｓｏｒｔｉｎｇｓｉｇｎａｌｍｏｔｉｆｓｉｎｔｈｅ

ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｔａｉｌｏｆＴＬＲ７，ｗｅｆｉｒｓｔｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ｔｗｏｔｒｕｎｃａｔｉｏｎｍｕｔａｎｔｓｏｆＴＬＲ７ｗｈｉｃｈｃｏｎｔａｉｎｔｈｅ

ｗｈｏｌｅＴＩＲｒｅｇｉｏｎｄｅｌｅｔｉｏｎ（ＴＬＲ７ΔＴＩＲ）ａｎｄｈａｌｆ

ＴＩＲ ｒｅｇｉｏｎ ｄｅｌｅｔｉｏｎ （ａｂｏｕｔ ８０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ，

ＴＬＲ７Δ８０）ｏｆＴＬＲ７．Ｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｗｏ

ｍｕｔａｎｔｓ，ＨＥＫ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ

ＴＬＲ７ΔＴＩＲ，ＴＬＲ７Δ８０，ｗｉｌｄｔｙｐｅＴＬＲ７ｏｒｅｍｐｔｙ

ｖｅｃｔｏｒ．Ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙ

Ｒ８４８，ｕｓｉｎｇＮＦκＢｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙａｓａｎｉｎｄｉ

ｃａｔｏｒ，ｗｅｔｅｓｔｅｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｂｙ

ｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙ（Ｆｉｇ．１）．ＢｏｔｈＴＬＲ７ΔＴＩＲａｎｄ

ＴＬＲ７Δ８０ｗｅｒｅｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｏＲ８４８ｓｔｉｍｕｌｉ，ｗｈｉｃｈ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｒｉｔｉｃａｌｒｅｇｉｏｎｆｏｒＴＬＲ７ｓｉｇｎａｌ

ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｍａｙｌｏｃａｔｅｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｈａｌｆｏｆＴＩＲ

ｄｏｍａｉｎ．

　　ＴｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅａｃｃｕｒａｔｅｒｅｇｉｏｎｆｏｒＴＬＲ７ｓｉｇｎａｌ

ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ，ｗｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｔｈｒｅｅｍｏｒｅｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ

ｍｕｔａｎｔｓｉｎｓｅｃｏｎｄｈａｌｆｏｆＴＩＲｄｏｍａｉｎ （Ｆｉｇ．２）．

Ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ２０ｍｏｒｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｗｅｒｅｄｅｌｅｔｅｄｉｎ

ｅａｃｈ ｍｕｔａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｏｎｅ．

Ｔｈｅｓｅ ｍｕｔａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｎａｍｅｄ ａｓ ＴＬＲ７Δ２０，

ＴＬＲ７Δ４０ａｎｄＴＬＲ７Δ６０．Ａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ，

ｔｈｅｓｅｍｕｔａｎｔｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ

ａｎｄｔｈｅｎ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙ
（Ｆｉｇ．３）．ＴｈｅｍｕｔａｎｔｎａｍｅｄＴＬＲ７Δ６０ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
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ｓｔｉｍｕｌｉ（Ｆｉｇ．７Ａ）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｃｏｉｎｃｉｄｅｄｗｉｔｈｒｅ

ｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｃｒｕｃｉａｌｒｅ

ｇｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＴＬＲ７Δ４０ａｎｄＴＬＲ７Δ６０ｗｏｕｌｄｉｍ

ｐａｃｔｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｖｉａｃｈａｎｇｉｎｇｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｂｉｎｄｉｎｇＭｙＤ８８．

　　ＴｈｅｎｗｅｔｅｓｔｅｄＴＬＲ７ＲＸＲｓｉｇｎａｌｍｏｔｉｆｍｕ

ｔａｎｔｂｙｕｓｉｎｇｏｆｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｏｂ

ｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ（Ｆｉｇ．７Ｂ）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅ

ＴＬＲ７，ｔｈｅｍｕｔａｎｔｓ’ａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｉｎｄｉｎｇｔｏＭｙＤ８８

ｗａｓｇｒｅａｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔ

ＲＸＲｍｏｔｉｆｂｅｔｗｅｅｎＴＬＲ７Δ４０ａｎｄＴＬＲ７Δ６０ｉｓｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｔｆｏｒＴＬＲ７ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｂｙｉｍｐａｃｔｉｎｇ

ｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｗｉｔｈＭｙＤ８８．

　　 Ｗｅａｌｓｏｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｎｄ

ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇｔｏｆｕｒｔｈｅｒｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇ

ｓｉｔｅｔｏＭｙＤ８８ｉｎＴＬＲ７ＴＩＲｒｅｇｉｏｎ（Ｆｉｇ．７Ｃ）．Ｔｏ

ｏｕｒｓｕｒｐｒｉｓｅ，ＴＬＲ７Ｒ１００４Ｇｗａｓｔｈｅｏｎｌｙｍｕｔａｎｔ

ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｎｏｔｃｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｗｉｔｈＭｙＤ８８．Ｔｈｅｓｅ

ｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔａｒｇｉｎｉｎｅａｔ１００４ｉｓｔｈｅｏｎｌｙ

ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＴＬＲ７ｓｉｇｎａｌ

ｐａｔｈｗａｙｂｙｉｍｐａｃｔｉｎｇｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｗｉｔｈＭｙＤ８８．

Ｆｉｇ７　ＢｉｎｄｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎＭｙＤ８８ａｎｄＴＬＲ７ｍｕｔａｎｔｓｉｎＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ
ＨＥＫ２９３ＴｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＭｙＤ８８ＭｙｃａｎｄＴＬＲ７ｔｒｕｎｃａｔｉｎｇｍｕｔａｎｔｓ（Ａ），ＴＬＲ７ＲＸＲｍｏｔｉｆｍｕｔａｎｔ（Ｂ），

ＴＬＲ７ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｍｕｔａｎｔｓ（Ｃ），ｏｒｗｉｌｄｔｙｐｅＴＬＲ７（ＴＬＲ７ＷＴ）．Ａｆｔｅｒ２４ｈ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＲ８４８ｆｏｒ６ｈ，ｔｈｅｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

ａｎｄｌｙｓｅｄｂｙｕｓｉｎｇｏｆｔｈｅｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ．ＭｙＤ８８ｍｙｃｗａｓｉｍｍｕｎｏｐｅｃｉｐｉｔａｔｅｄｆｒｏｍｌｙｓａｔｅｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇａｎｔｉｃＭｙｃａｆｆｉｎｉｔｙａｇａｒｏｓｅ（Ｔｈｅｒｍｏ）．

ＴｈｅｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｓｗｅｒｅｔｈｅｎｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇｗｉｔｈａｎｔｉＴＬＲ７ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｏｆＭｙＤ８８ＴＬＲ７

ｍｕｔａｎｔｓ．ＴｈｅｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｓｗｅｒｅａｌｓｏｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇｗｉｔｈａｎｔｉＭｙＤ８８ａｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ．ＩｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇｓｗｉｔｈａｎｔｉＴＬＲ７

ｗｅｒｅａｌｓｏｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｗｈｏｌｅｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｓｔｏｃｏｎｆｉｒｍｃｏｍｐａｒａｂｌｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ７ｍｕｔａｎｔｓａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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３　Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ

　　ＴＬＲ７ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｒｅｓｕｌｔｓｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ ＮＦκＢ，ｗｈｉｃｈｔｈｅｎｌｅａｄｓｔｏ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｎｄｔｙｐｅⅠ

ＩＦＮ［２］．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｗｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｒｕｎｃａｔｉｎｇ

ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｔｏ

ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＴＬＲ７ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ．Ｗｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｒｅｇｉｏｎ，ｌｏｃａ

ｔｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎＴＬＲ７Δ４０ａｎｄＴＬＲ７Δ６０，ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ

ｏｆ１６ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ｃｏｕｌｄｂｅａｃｒｕｃｉａｌｐａｒｔｆｏｒＴＬＲ７

ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ．Ｔｈｉｓｒｅｇｉｏｎｗａｓｐｒｏｖｅｎｔｏｂｅ

ｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＬＲ７ ａｎｄ

ＭｙＤ８８．Ｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｗｏａｒｇｉ

ｎｉｎｅｓａｔ１００４ａｎｄ１００６ｉｎｔｈｉｓｒｅｇｉｏｎｃｏｕｌｄｉｍｐａｃｔ

ｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢ，ａｎｄｏｎｌｙａｒｇｉｎｉｎｅａｔ１００４

ｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｃｏｎｊｕｎｃｔｉｏｎｏｆＭｙＤ８８．

　　Ｓｔｕｄｉｅｓｂｙｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｓｈａｖｅｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅ ｍａｎｙｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｓｍｓｉｎＴＬＲ７ｔｈａｔｃｏｕｌｄｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｒｉｓｋｏｆｍａｎｙｄｉｓｅａｓｅｓ［１０］．Ｆｏｒｅｘａｍｐｌｅ，ｒｓ１７９００８，

ｔｈｅｇｌｕｔａｍｉｎｅａｔ３２，ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｏｌｅｕｃｉｎｅｏｒｐｒｏ

ｌｉｎｅ，ｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｒｉｓｋｏｆａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ （ＡＭＤ），ａｓｔｈｍａａｎｄｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｏｒ

ｄｅｒｓ［１０１１］．ＡｎｏｔｈｅｒＳＮＰｉｎＴＬＲ７，ｃ．１１２０Ｔ＞Ｇ，

ｉｓｒｅｐｏｒｔｅｄｔｏｐｒｏｔｅｃｔｍａｌｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃ

ＨＣＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｆｒｏｍｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓ［１２］．

Ａｓｔｈｅｍｕｔａｎｔｓａｔ１００４ｏｒ１００６ｃｏｕｌｄｉｍｐａｉｒＴＬＲ７

ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ，ｔｈｏｓｅａｒｇｉｎｉｎｅｓ

ｃｏｕｌｄｂｅａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｆｏｒｔｈｅｒａｐｙｏｆｄｉｓｅａｓｅｓ

ｗｈｉｃｈｄｅｐｅｎｄｏｎＴＬＲ７ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．

　 　 Ａｓ ＴＬＲ７ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｓｓｓＲＮＡｓｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ，

ＴＬＲ７ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｓｉｎｄｉｓｐｅｎｓａｂｌｅｆｏｒｏｒｇａｎｉｓｍ

ｔｏｒｅｓｉｓｔｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｏｕｒｐｒｅｖｉｏｕｓｓｔｕｄｙｈａｓ

ｓｈｏｗｎｔｈａｔＴＬＲ７ｉｓａｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒＩＦＮｉｎ

ｄｕｃｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇ ＨＣＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［１３］．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，

ｗｅｆｏｕｎｄｔｈｅｃｒｕｃｉａｌｓｉｔｅｆｏｒＴＬＲ７ｓｉｇｎａｌａｃｔｉｖａ

ｔｉｏｎ．Ｓｏｏｕｒｆｉｎｄｉｎｇｓｐｒｏｖｉｄｅｉｍｐｏｒｔａｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｆｏｒｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇＴＬＲ７ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｎａｔｕｒａｌ

ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ．

　　ＴＬＲｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｓｏｎｔｈｅｉｎｔｅｒ

ａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ ＴＩＲ ｄｏｍａｉｎａｎｄ ＴＩＲｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ａｄａｐｔｏｒｍｏｌｅｃｕｌｅｓｓｕｃｈａｓＭｙＤ８８．ＢＢｌｏｏｐｉｓｒｅ

ｐｏｒｔｅｄｔｏｅｎａｂｌｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｃｅｒｔａｉｎＴＬＲｓ

ａｎｄｃｅｒｔａｉｎａｄａｐｔｏｒｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
［１４］．Ｆｏｒｅｘａｍｐｌｅ，ａ

ｍｕｔａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｔｈｅＴＬＲ４ＢＢｌｏｏｐ，Ｐｒｏ７１２Ｈｉｓ，ｉｎ

ｔｈｅＣ３Ｈ／ＨｅＪｍｏｕｓｅｈａｓｂｅｅｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｅｃａｕｓｅｉｔ

ｃｏｕｌｄ ａｂｏｌｉｓｈ ＬＰＳ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［１５１６］．Ｉｍｐｏｒｔａｎｔｌｙ，

ＴＬＲ４Ｐｒｏ７１２Ｈｉｓｄｏｅｓｎｏｔｃｈａｎｇｅｔｈｅｏｖｅｒａｌｌｓｔｒｕｃ

ｔｕｒｅｏｆｔｈｅＴＩＲｄｏｍａｉｎ，ａｎｄｔｈｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆ

ＴＬＲ４Ｐｒｏ７１２Ｈｉｓａｎｄｉｔｓａｄａｐｔｏｒｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｓｒｅ

ｐｏｒｔｅｄｔｏｂｅｉｎｔａｃｔ［１７１８］．ＩｎｃｏｎｔｒａｓｔｗｉｔｈＴＬＲ４，ｉｔ

ｉｓｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔＰｒｏ４３４ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎＢＢｌｏｏｐｃｏｕｌｄ

ａｒｒｅｓｔｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｂｙｉｍｐａｃｔｉｎｇｈｏｍｏｏｌｉ

ｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｉｎＴＬＲ３ｐａｔｈｗａｙ［１９］．Ｉｎｏｕｒｓｔｕｄｙ，

ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｌｙ，ＴＬＲ７ｔｒａｎｓｍｉｔｓｉｔｓｓｉｇｎａｌｉｎａＢＢ

ｌｏｏｐｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．Ｗｅｆｏｕｎｄｔｗｏａｒｇｉｎｉｎｅｓ

ｉｎｔｈｅｓａｍｅｓｉｇｎａｌｍｏｔｉｆｔｈａｔｃｏｕｌｄａｂｏｌｉｓｈＴＬＲ７

ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ，ｂｕｔｏｎｌｙＡｒｇ１００４ｈａｄｔｈｅａｂｉｌ

ｉｔｙｔｏｉｍｐａｃｔｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＬＲ７ ａｎｄ

ＭｙＤ８８．Ｔｏｃｏｎｃｌｕｄｅ，ｏｕｒｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆｆｅｒｎｅｗｅｖｉ
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　　［摘要］　目的　筛选出ＴＬＲ７ＴＩＲ区对其信号传递起关键作用的位点，并解释该位点的作用机制。方法　针对ＴＬＲ７
野生型序列，设计构建一系列ＴＬＲ７缺失突变与点突变质粒。将这些质粒转染入 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，利用双荧光素酶报告基因

检测这些质粒对ＮＦκＢ信号通路的影响。利用免疫共沉淀与蛋白质印迹实验验证ＴＬＲ７突变体与其下游接头蛋白 ＭｙＤ８８结

合能力的变化。结果　通过对ＴＬＲ７胞内区截短突变分析，发现在其ＴＩＲ区存在一个由１６个氨基酸残基组成的区域对其信
号传递至关重要。进一步的研究发现，该区域存在一个ＲＸＲ信号基序。该基序位于１００４位与１００６位的两个保守精氨酸残

基，为ＴＬＲ７正常信号传递所必需。通过免疫共沉淀与蛋白质印迹实验，可以发现ＴＬＲ７位于１００４位的精氨酸对其与下游蛋

白 ＭｙＤ８８的结合至关重要。结论　成功鉴定出ＴＬＲ７ＴＩＲ区１００４位的精氨酸对其信号传递起重要作用，该位点是通过影
响ＴＬＲ７与 ＭｙＤ８８结合的方式发挥功能。
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