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BAFF-R胞内区与 TRAF3相结合关键分子结合域的确定 *
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摘要 目的：研究 BAFF-R胞内区与 TRAF3相互作用的关键结合域。方法：分别钓取 BAFF-R胞内区和 TRAF3的 cDNA片段，克

隆到酵母双杂交系统中，验证两者之间的相互作用。利用缺失 PCR和重叠 PCR的方法获取 11个 TRAF3的突变体，验证 TRAF3

的 11个突变体和 BAFF-R胞内区的相互作用。结果：TRAF3与 BAFF-R胞内区发生相互作用时，有三个关键的分子结合域，分别

是 N端的螺旋结构 382- 400位氨基酸、中间的 428－ 463位氨基酸以及 TRAF3 C端的 543－ 560位氨基酸。结论：在体内得到了
BAFF-R胞内区与 TRAF3相互作用的三个关键分子结合域，有助于展开对 BAFF-R胞内区与 TRAF3相互作用的进一步研究。
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Identification of the Key Molecular Binding Domains of the Cytoplasmic
Domain of BAFF-R Binding with TRAF3*

To identify the key cytoplasmic molecular domain of BAFF-R binding with TNFR-associated factor 3

(TRAF3). At first, we gained the cDNA of cytoplasmic domain of BAFF-R and TRAF3 respectively by RT-PCR. Then, we

used yeast two-hybrid assay to testify the interactions between the cytoplasmic domain of BAFF-R with TRAF3. In order to gain the key

molecular binding domains of BAFF-R with TRAF3, the eleven deletion mutants were constructed by PCR and overlapped PCR. At last,

we used yeast two-hybrid assay to testify the interaction between the eleven mutants with TRAF3. 382-400aa coil, 428-463aa,

543-560aa of TRAF3 were three important domains which play critical part in binding to BAFF-R. The result will provide a

molecular binding base for the association of cytoplasmic domain of BAFF-R with TRAF3.
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前言

TNF超家族配体 B淋巴细胞刺激因子（B lymphocyte stim-
ulator，BLyS，也称 TALL-1，THANK，BAFF，zTNF4）在 B 细胞

以及外周 B细胞的存活、成熟、分化过程中起着重要的作用，在

神经元的发生及增值中还能介导神经元的存活[1-3]。但在机体中

BLyS的过表达能够促使自身免疫紊乱的产生，引起类风湿性

关节炎（rheumations arthritis，RA）等，还会促进 B细胞淋巴瘤、
B 细胞慢性淋巴细胞白血病 （B-cell chronic lymphocytic

leukemia，B-cll）及多发性骨髓瘤细胞的恶性增殖，诱导产生相

关疾病[4-6]。据先前研究结果推测，BLyS可能是通过影响 B细胞

的存活及成熟从而在自身免疫疾病的发病机理中起到关键性

作用及效能。BLyS凭借与 BCMA、TACI及 BAFF-R三个受体

的相互作用在自身免疫性疾病中行使其功能，BAFF-R 是
BLyS的专一受体[7-9]。

本研究通过钓取 BAFF-R胞内区及下游结合分子 TRAF3-

C的 cDNA片段，并在酵母双杂交系统中验证两者的相互作

用；构建 TRAF3的 11个缺失型突变体，同时采用酵母双杂交

法明确 BAFF-R胞内区及 TRAF3相互作用的分子结合域，以

期得到从 BLys结合 BAFF-R，BAFF-R再与下游 TRAF3适配，

最终激活下游信号途径中至关重要的 TRAF3分子结合域。

1 材料与方法

1.1 质粒构建
BAFF-R（NCBI中 BAFF-R 序列号为：NM_052945））胞内

区 85个氨基酸的 cDNA 和 TRAF3-C（NCBI中 TRAF3序列

号：BC075087）（258－ 568氨基酸）的 cDNA通过 TRIZOLE 试
剂提取 Raji细胞总 RNA，随后采用 RT-PCR的方法获得。设计
BAFF-R胞内区引物，PL：5' cggaattcagctggaggcggcgacagc；PR：5'
cgggatccctattgttgctcagggccggcc。在构建 BAFF-R引物时，设计将
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限制性内切酶 Ⅰ的酶切位点序列加入到上游引物 5'端区

域, 下游引物 5'端加入限制性内切酶 Ⅰ酶切位点序列，

通过双酶切法将目的基因片段构建到 pBridge 质粒上。
TRAF3-C 的引物为 FP0：5'cgggatccgacagcacgtcaacctgctgaag；
RP0：5'cggaattctcagggatcgggcagatcc。同样在 TRAF3-C上游引物
5'端加入限制性内切酶 Ⅰ酶切位点，而限制性内切酶

EcoRⅠ酶切位点则加在下游引物 5'端，将目的基因片段构建

到 pACT2质粒上。限制性内切酶 Ⅰ、 Ⅰ，普通 Taq

酶及 T4 DNA连接酶均购自 TaKaRa公司产品；引物均由北京

英骏生物技术公司合成。

1.2 BAFF-R胞内区（BAFF-Rin）、TRAF3-C转录激活活性检验

及其相互作用验证

分别将 pBridge/BAFF-Rin 和 pACT2/TRAF3-C 单转酵母
Y190， 分 别 检 验 各 自 的 转 录 激 活 活 性 。 然 后 将
pBridge/BAFF-Rin和 pACT2/TRAF3-C共转酵母 Y190，验证两

蛋白之间的相互作用。茁-半乳糖苷酶显色分析检测相互作用。
pACT2通过利用相关目的蛋白与 GAL4 AD进行精确融和，构

建为质粒 AD；pBridge 利用改构的质粒 BD，将目的蛋白与
GAL BD融和，构建成质粒 BD备用（试剂及材料均购自 Clon-

tech公司）。
1.3 设计 TRAF3突变体

通过蛋白质三维结构分析得知，当 BAFF-R 胞内区与
TRAF3进行相互作用过程中在二者结合的部位存在关键分子

结合域。数据库 GenBank的查询，调取 TRAF3同源序列，序列

比对发现 TNFR 家族的结合结构域定位于 TRAF3 第 417－

543位氨基酸，因此此结构域为 TRAF3突变体的构建及设计

区域[14]。在实验设计中从基因 N端及 C端分别进行缺失突变，

共构建了 11 个 TRAF3 缺失突变体（M1－M11）。野生型
TRAF3-C为 258－ 568位氨基酸，突变体 M1-M6为 TRAF3-C

的 N 端氨基酸缺失；M7-M10 为 TRAF3-C 的 C 端氨基酸缺
失，而M11为 TRAF3-C中间缺失 428－ 463位氨基酸突变体。

以 pACT2/TRAF3-C为模板，利用 PCR或重叠 PCR方法获得
11个构建的突变体[15，16]并构建到 Pact2质粒上，利用测序并与
NCBI数据率序列比对，验证各突变体的正确性及完整性。利用
GeneTool软件设计突变体的引物序列。引物序列如下：

FP0：5'CGGGATCCGA CAGCACGTCAACCTGCTGAAG

3'，
RP0：5'CGGAATTC TCAGGGATCGGGCAGATCC 3'；
FP1：5'cgggatccgaatgcttcgaaataatgaatccaaaatc 3'；
FP2：5'cgggatccga ttccggcagaactgggagg 3'；
FP3：5'cgggatccga gacaagagcgcggggcaag 3'；
FP4：5'cgggatccga gagtcccagctgagccggc 3'；
FP5：5' CGGGATCCGAGCCGACATGGACCTGCGC 3'；
FP6：5'cgggatccgagtgctcatctggaagattcgc 3'；
RP7：5'cggaattc tcatagaacagtttgggccacaaagac 3'；
RP8：5' cggaattc tca atatgtcccattttctagaacagtttg 3'；
RP9：5' cggaattc tca tgtatcatctttaatatatgtcccattttc 3'；
RP10：5' cggaattc tca cactatgactttaataaaaattgtatcatc 3'；
FP11：5'gattcgcgactacaagcgggggatggggaaggggacgc 3'；

RP11：5'gcgtccccttccccatcccccgcttgtagtcgcgaatc 3'。

突变体进行 PCR所用的引物搭配及相应 Tm值如下：

突变体氨基酸范围上下游引物反应 Tm温度
M1 308－ 568aa FP1，RP0 54℃

M2 340－ 568aa FP2，RP0 54℃
M3 368－ 568aa FP3，RP0 54℃

M4 382－ 568aa FP4，RP0 54℃

M5 400－ 568aa FP5，RP0 53℃

M6 417－ 568aa FP6，RP0 50℃

M7 308－ 543aa FP0，RP7 53℃

M8 308－ 548aa FP0，RP8 50℃
M9 308－ 553aa FP0，RP9 50℃

M10 308－ 560aa FP0，RP10 50℃

M11 TRAF3-c

△ 428－ 463aa FP11，RP11; FP0，RP0 50℃

M1-M10的 PCR反应体系：

反应终体积：50 滋L：10× PCR Buffer 5 滋L；dNTP 5 滋L；
pACT2/TRAF3-C 1 滋L；FP 1 滋L；RP 1 滋L；ddH2O 36.5 滋L；Taq

酶 0.5 滋L。
PCR 反应程序：94 ℃预变性 2 min；94 ℃变性 30 sec，Tm

（不同）30 sec，72 ℃延伸 1 min（共 25 个循环），72 ℃延伸 7
min；4 ℃保存。采用 1 %琼脂糖进行凝胶电泳。所有的 DNA测

序均由北京英骏生物技术公司测序。

1.4 检验 TRAF3 突变体转录激活活性及与 BAFF-Rin的相互

作用

将 11 个 TRAF3 突变体单转酵母 Y190 并检测各自的转

录激活活性，再分别与 BAFF-Rin共转酵母 Y190，验证 11个
TRAF3突变体分别与 BAFF-Rin之间的相互作用。

2 结果

2.1 BAFF-Rin的 PCR扩增结果
BAFF-Rin 基因碱基序列为 258bp，在 DNA 凝胶电泳

marker200bp上方有明亮条带出现，与基因大小一致，见图 1。

图 1 BAFF-Rin PCR电泳结果图（1%琼脂糖）

Fig.1 PCR electrophoresis result of BAFF-Rin (1 % agarose)

1:BAFF-Rin cDNA fragment; M: DL2000
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图 3 BAFF-Rin和 TRAF3-C相互作用分析

Fig.3 Interaction of BAFF-Rin and TRAF3-C

1-2: Positive control; 3-4: Negative control; 5: pBridge/BAFF-Rin

transformed into Y190 independently; 6: pACT2/TRAF3-C transformed

into Y190 independently; 7-8: pBridge/BAFF-Rin and pACT2/TRAF3-C

cotransformed into Y190.

图 4 TRAF3突变体自身激活活性检测

Fig. 4 Assay of TRAF3 mutants activating the reporter gene

Mutant 1-Mutant 11: the mutants of TRAF3; 1: pBridge/BAFF-Rin and pACT2 cotransformed into Y190; 2-3: the positive controls; 4-5: the negative

controls.

2.2 TRAF3-C及突变体 PCR结果
TRAF3-C全长为 936 bp，M1为 786 bp、M2为 690 bp、M3

为 606 bp、M4 为 564 bp、M5 为 510 bp、M6 为 459 bp、M7 为

708 bp、M8 为 723 bp、M9 为 738 bp、M10 为 759 bp、M11 为
828 bp。11个缺失突变体 DNA条带位置与预期一致，见图 2。

图 2 TRAF3－C和 TRAF3突变体 PCR结果电泳图(1%琼脂糖)

Fig.2 PCR electrophoresis results of TRAF3-C and TRAF3 mutants (1 %agarose)

2.3 TRAF3-C与 BAFF-Rin转录激活活性及其相互作用

单菌落酵母 Y190颜色为粉红色，实验前期已对 Y190酵

母双杂交系统正确性进行了验证。阳性结果为蓝色菌落，而阴

性对照依旧为粉红色菌落。包含相互作用蛋白的两个质粒共转

酵母后在 SD/-Leu-Trp 和 SD/-Leu-Trp-His缺陷固体培养基上

均能生长，当两个蛋白有相互作用时 茁－半乳糖苷酶检测二缺
上的单菌落不变蓝、三缺上的单菌落变蓝。若含有共转质粒的

酵母在 SD/-Leu-Trp固体培养基上生长，在 SD/-Leu-Trp-His上

不生长。茁－半乳糖苷酶检测不变蓝说明两个蛋白没有相互作
用。pBridge/BAFF-Rin和 pACT2/TRAF3-C单转的菌落没有发

生蓝色变化，推测转染的菌落没有自身转录激活活性。利用

茁－半乳糖苷酶检测两个质粒共转酵母 Y190菌落，若在半小

时内菌落变蓝，则说明两蛋白的具有较强的相互作用，见图 3。
2.4 TRAF3-C突变体M1-M11转录激活活性

用 茁－半乳糖苷酶检测 TRAF3突变体 M1-M11单转酵母
Y190效能，发现在 SD/－Leu平板上的酵母单菌落均不变蓝，

说明突变体 M1-M11 并没有产生自身转录激活活性。同样

pACT2和 pBridge/BAFF-Rin共转 Y190的菌落也没有变蓝，说

明 pBridge/BAFF-Rin和空 pACT2载体也没有相互作用，结果

见图 4。

2.5 TRAF3突变体 M1-M11与 BAFF-Rin的相互作用

由图 5 可见，TRAF3-C、突变体 M1、M2、M3、M4 和 M10

与 BAFF-Rin利用 茁－半乳糖苷酶检测时，一小时内菌落就变
成蓝色，说明突变体与 BAFF-Rin间有较强的相互作用。而突

变体 M5、M6、M7、M8、M9 和 M11 与 BAFF-Rin茁－半乳糖苷
酶检测 8小时内均不变蓝，表明它们之间没有相互作用。

3 讨论

在每个细胞的生命过程中均贯穿着蛋白质之间的相互作

用，所有蛋白都是与其它蛋白相互联系相互作用才能发挥其功

能。虽然细胞内信号转导及信号通路过程精细及复杂，但不外

乎也是通过蛋白之间的相互作用而实现的。
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图 5 TRAF3突变体和 BAFF-Rin共转酵母 茁－半乳糖苷酶检测结果
Fig.5 Interaction assay of TRAF3 mutants with BAFF-Rin

M1-M11: Results of interaction between pACT2/TRAF3-M with pBridge/BAFF-Rin cotransformed into Y190; a: A colony grew at SD/-Leu-Trp; b: A

colony grew at SD/-Leu-Trp-His; T: Results of interaction between pACT2/TRAF3-Cwith pBridge/BAFF-Rin inY190; 1-2: the positive controls; 3-4: the

negative controls.

TRAF3在所有哺乳动物细胞的各种信号途径中都执行着

多种功能[10]。TRAF3蛋白有 4 类结构域，从 N 端开始依次是
RING Finger结构域、连续多个重复 Zinc Fingers结构、典型
Coiled-Coil 结构及 TRAF3-C 结构域。TRAF 结构域定位于
TRAF3的 340－ 568位氨基酸，417－ 543位氨基是 TNFR结合
的结构域。研究表明，没有 TRAF3，B细胞不能再依赖 BAFF信

号途径成熟为MZ B细胞[11]。可见，TRAF3在该信号途径中的

重要性不容忽视。TRAF3在 B淋巴细胞中执行着主要的且特

别独特的作用，它可以负向调节 B细胞的生存平衡。这使得
TRAF3成为了 B细胞恶性肿瘤的一个抑制剂[12-14]。

由于 BAFF-R蛋白缺少胞内死亡结构域，因此 BAFF-R与
细胞存活、增殖和分化具有很大的相关性 [15]。BAFF-R对于
BLyS介导的 B细胞存活和成熟是必要的。BAFF-R蛋白与上

游 BLyS识别作用，同时在 TNF受体相关因子（TNFR-associat-

ed factor，TRAF）适配下不断激活下游信号途径，诱导促使细胞

的增殖 [16，17]。 在已发现的 7 个 TRAF 中，BAFF-R 主要与
TRAF3进行作用，对下游非经典 NF-κ B途径负向激活调节，

进一步介导 B细胞的存活 [18]。BAFF-Rin与 TRAF3相互作用

后，激活非经典的 NF-κ B 途径，对 B 细胞的进行调节[19]。因

此，BAFF-R与 TRAF3的结合是这一信号通路的关键，而两者

结合中重要的分子结合构域对于探讨这一信号转导途径则尤

为重要。

本研究以 Raji细胞的总 RNA为模板，用 RT-PCR的方法

钓取了 BAFF-Rin 和 TRAF3-C 的 cDNA 序列；而后分别将
BAFF-Rin构建到了 BD质粒上，将 TRAF3-C构建到了 AD质

粒上。两个质粒共转酵母 Y190后一小时内就变蓝，表明两个

蛋白间的相互作用较强。藉此结果继续设计突变体实验，以便

确定 BAFF-Rin和 TRAF3两个蛋白相互作用的关键分子结合

域。

本研究设计突变体的思路为首先在 N 端做缺失突变，共

做了 6个突变体为 M1到 M6。然后在 C端做了 4个缺失突变
体M7到M10。最后在 TRAF3中间段做缺失突变M11。突变体
M1删除了 1－ 307aa，与 BAFF-Rin存在相互作用。突变体 M2

删除了 1－ 339aa，构建 TRAF3突变体只剩 TRAF结构域，然而

依然保留与 BAFF-Rin 相互作用的位点。突变体 M3 为
368-568aa、突 变体 M4 为 382-568aa，而 M3 和 M4 与

BAFF-Rin的相互作用也是存在的；而突变体 M3和 M4中的

包括的 382位氨基酸位于 TRAF3其中一个螺旋结构顶端。当

利用螺旋的末端做删除突变时则构建突变体 M5（400-568aa），
M5 与 BAFF-Rin 的相互作用消失了。然后做了突变体 M6

（417-568aa），删除 1－ 416位氨基酸，也就是只剩下了 TNFR

结构域，M6与 BAFF-Rin也没有相互作用。所以 N端的螺旋结

构（382-400位氨基酸）对于 TRAF3 和 BAFF-R 胞内区的结合

有比较关键的作用。结果发现，失去此螺旋结构的突变体 M5

和 M6均与 BAFF-Rin失去了相互作用。可见该螺旋结构在蛋

白相互作用过程中具有重要的意义。

TNFR第 543位氨基酸位于结合结构域的 C端末位，在 C

端删除 544－ 568aa，产生 M7突变体（308－ 543aa）。利用酵母

双杂交检测系统检测发现，M7与 BAFF-Rin无相互作用。突变

体 M8（308－ 548aa）及 M9（308－ 553aa）与 BAFF-Rin 也无相

互作用。M10（308－ 560aa）与 BAFF-Rin共转酵母 Y190相互

作用很强烈。因此 TRAF3的 C端的 18个氨基酸也是 TRAF3

与 BAFF-Rin相结合的关键分子结合域。

之前有研究利用 TRAF3与 BAFF-Rin决定相互作用的结

合区域进行晶体衍射实验，发现当 BAFF-R胞内区与 TRAF3

形成稳定结合时，二者位点多位于 TRAF3蛋白 428－ 463氨基

酸序列间[20]。本研究突变体 M11与 BAFF-Rin共转酵母 Y190

发现两者没有相互作用。证明此段氨基酸序列对于 TRAF3与
BAFF-Rin的结合起到了关键的作用。

综上所述，TRAF3 与 BAFF-Rin 发生相互作用时位于
BAFF-R N端 382-400位氨基酸构成的螺旋结构，中段 428－

463位氨基酸区域及 TRAF3 C端 543－ 560位氨基酸对于两者
的结合至关重要。而 TRAF3的突变体对于是否可以成为一个
B细胞恶性肿瘤的抑制剂也成为了一个焦点问题。
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