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中华绒螯蟹甲壳肽EsCrus3和EsCrus4表达模式与免疫功能

陈剑平1, 2    冯广朋1, 2*    李新苍1, 2*

(1. 上海海洋大学水产与生命学院, 上海 201306; 2. 中国水产科学研究院东海水产研究所, 农业农村部东海

渔业资源开发利用重点实验室, 上海 200090)

摘要: 研究从中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)中克隆并鉴定了两个Ⅰ型甲壳肽(Crustin)基因, 分别命名为EsCrus3
和EsCrus4。随后通过生物信息学、基因表达分析、蛋白表达与纯化、免疫功能验证等研究手段, 分析了这

2个新型抗菌肽的表达、结构和功能。EsCrus3的cDNA序列全长567 bp, 开放阅读框(Open Reading Frame,
ORF)为351 bp, 编码116个氨基酸(Amino acid, aa); EsCrus4序列全长743 bp, ORF区288 bp, 编码95个aa。两者

都含有信号肽、富半胱氨酸的结构域(Cysteine-rich region, CRR)和WAP(Whey acidic protein)结构域。EsCrus3
和EsCrus4氨基酸序列的一致性仅为30.77%, 并且进化分析显示EsCrus3和EsCrus4分别位于两个具有分类意

义的分支上, 提示两者生物学功能可能存在差异。EsCrus3和EsCrus4均在卵巢中高度表达且具有相似的表达

水平, 在金黄色葡萄球菌(Staphyloccocus aureus)和嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)刺激时呈上调表达趋

势, 其中EsCrus3响应速度更快, 在刺激2h时上调表达, EsCrus4则在刺激后12—24h时显著上调。重组蛋白

EsCrus3和EsCrus4对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌和真菌均具有不同程度的结合活性, 并且对不同微生物多

糖结合活性也存在明显差异。EsCrus3对革兰氏阳性菌的肽聚糖(PGN)和脂磷壁酸(LTA)具有很高结合活性,
对革兰氏阴性菌的脂多糖(LPS)和真菌β-葡聚糖也有一定结合活性, 而EsCrus4只对PGN具有显著结合活性。

上述研究结果表明EsCrus3响应病原刺激更迅速、与病原多糖结合能力更强, 提示其在卵巢的免疫防御体系

中发挥更重要作用。此外, EsCrus3和EsCrus4序列和功能的差异为新型药物的挖掘提供了基础数据。
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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis), 俗称河蟹、大

闸蟹, 是我国水产养殖主要养殖对象之一。与其他

无脊椎动物类似, 中华绒螯蟹依靠先天免疫系统抵

御病原微生物的感染
[1]
。抗菌肽是无脊椎动物免疫

系统的重要效应因子, 在清除宿主体内病原微生物

过程中发挥关键作用
[2]
。甲壳动物抗菌肽主要包括

甲壳肽(Crustin)、抗脂多糖因子(Anti-lipopolysac-
charide factor, ALF)、对虾素(Penaeidin)及溶菌酶

(Lysozyme)等家族
[3]
。

甲壳肽家族为富含半胱氨酸的阳离子抗菌肽,
分子量大小在7—14 kD, 序列N端含有信号肽序列,
C端含有乳清酸性蛋白(Whey acidic protein, WAP)

结构域
[4]
。WAP结构域内含有8个保守的半胱氨酸,

可形成四对二硫键, 又称为“4DSC”结构域, 其在分

子内部形成1个疏水核心
[5]
。在不同甲壳肽信号肽

序列和WAP结构域之间的区域常存在序列和结构

差异, 根据该区域结构模式不同, 将甲壳肽分为五

种主要类型
[6]
。甲壳动物中常见Ⅰ—Ⅳ型, Ⅴ型甲

壳肽则主要存在于膜翅目昆虫中
[7]
。1个物种通常

含有多个甲壳肽分子, 呈现多样的生物学功能。例

如, 拟穴青蟹 (Scylla paramamosain)中已报道8个甲

壳肽基因, 其中5个Ⅰ型甲壳肽
[8—10], 3个属于Ⅱ型

甲壳肽
[11—13], 它们大多数具有微生物结合活性, 并

具有抗细菌、真菌和病毒的功能。中华绒螯蟹中
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也有2个Ⅱ型甲壳肽
[14,  15]

和2个Ⅳ型甲壳肽
[16,  17]

被报道, 参与不同免疫反应。此外, 对虾中也发现

了大量具有抗微生物功能的甲壳肽分子 [18—20]
。

卵巢是雌性中华绒螯蟹的生殖器官, 对中华绒

螯蟹的繁育和养殖具有重要意义。本研究将通过

生物信息学分析、基因表达分析、蛋白表达与纯

化、免疫学功能验证, 从中华绒螯蟹卵巢组织中鉴

定2个Ⅰ型甲壳肽分子, 分析其免疫相关功能, 明确

这2个抗菌肽的功能差异及作用, 丰富甲壳动物生

殖系统免疫理论。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

中华绒螯蟹　　中华绒螯蟹亲蟹, 购于江苏省

高邮湖, 雌蟹(97.03±11.09) g, 雄蟹(125.03±10.38) g,
于实验室养殖缸中暂养1周[温度(20±3)℃, pH 8.1±
0.4], 适应实验环境。实验前挑选附肢完整, 体表无

损伤, 活力强的个体作为实验对象。

菌株和载体　　实验中所用菌株均为本实验

室保藏或购买, 9种保藏菌株包括3种革兰氏阳性

菌: 金黄色葡萄球菌(Staphyloccocus aureus)、枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)和巨大芽孢杆菌(Bacil-
lus megaterium), 5种革兰氏阴性菌: 大肠杆菌(Es-
cherichia coli)、嗜水气单胞菌(Aeromonas hydro-
phila)、溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)、副溶血性

弧菌(Vibrio parahemolyticus)和哈维氏弧菌(Vibrio
harveyi), 1种真菌: 白色念珠菌(Candida albicans)。
大肠杆菌DH5α和DE3感受态细胞购于北京全式金

生物技术有限公司。所用pMD19-T载体购于TaKaRa
公司(中国大连), pET-32a表达载体购自Novagen公
司(德国)。

主要试剂与设备　　RNAiso Plus、反转录试

剂盒、LA Taq酶、质粒提取试剂盒、TB Green
Premix Ex Taq酶、T4连接酶、限制性核酸内切酶

购于TaKaRa公司; 胶回收试剂盒购于北京全式金

生物技术有限公司; DNase I为Promega(美国)公司

产品; 氨苄青霉素(Amp)、异丙基-β-D-硫代半乳糖

苷(IPTG)购于上海生工生物工程有限公司; Ni-NTA
His Bind Resin购于Merck(美国); 胰蛋白胨、酵母

提取物、两种肽聚糖(PGN, 来自于金黄色葡萄球

菌和枯草芽孢杆菌)、脂磷壁酸(LTA, 来自于枯草

芽孢杆菌)、脂多糖(LPS, 来自于大肠杆菌0111:
B4)、β-葡聚糖(来自于海带)和3, 3′, 5, 5′-四甲基联

苯胺(TMB)购于Sigma(美国); 其余试剂均为国产分

析纯。

主要仪器包括: 梯度PCR仪(Eppendorf, Master-

cycler X50s)、荧光定量PCR仪(Thermo, ABI Quant-
Studio 6 Flex)、多功能酶标仪(TECAN, SPARK10)、
超微量紫外可见光分光光度计(Thermo, NanoDrop
One)、多功能成像系统(Bio-rad, Doc XRS+)及微孔

板全自动洗板机(BioTek, 50TS)等。

 1.2    实验方法

样品采集与总RNA提取　　将中华绒螯蟹置

于冰中麻醉, 用含有预冷抗凝剂(0.14 mol/L氯化

钠、0.1 mol/L葡萄糖、30 mmol/L柠檬酸三钠、

26 mmol/L 柠檬酸、10 mmol/L EDTA; pH 4.6)的无

菌注射器从螯足基部抽取血淋巴, 在4℃时850×g离
心15min收集血细胞, 随后加入细胞裂解液吹打均

匀, 进行总RNA提取。取血后解剖中华绒螯蟹, 采
集心脏、肝胰腺、鳃、胃、肠、卵巢、精巢和肌

肉组织, PBS(140 mmol/L氯化钠, 10 mmol/L磷酸二

氢钠; pH 7.4) 洗涤2—3次后, 加入细胞裂解液进行

组织匀浆, 离心后进行总RNA提取。总RNA提取步

骤参考RNAiso Plus使用说明进行。

cDNA合成　　将DNase Ⅰ添加到总RNA中以

去除样品中污染的DNA, 琼脂糖凝胶电泳分析RNA
完整性, 超微量分光光度计检测总RNA浓度和纯

度。总RNA质量符合要求后, 按照反转录试剂盒

(PrimeScriptTM RT Master Mix)的使用说明合成cDNA。

甲壳肽基因cDNA克隆　　通过对实验室测得

的中华绒螯蟹转录组数据分析, 获得2个甲壳肽样

分子, 随后使用Primer Premier 5.0软件在基因序列

两端分别设计扩增引物(表 1), 通过PCR扩增、测

序验证基因序列。以中华绒螯蟹卵巢cDNA为模

板 ,  通过PCR扩增目的基因 ,  反应体系参照LA
TaqTM Version 2.0 plus dye说明书配制: LA Taq酶
25 μL, 灭菌水20 μL, 上下游引物各2 μL(10 μmol/L),
模板cDNA(200 ng/μL)1 μL。PCR反应程序: 95℃
预变性3min; 94℃变性30s, 53℃退火30s, 72℃延伸

40s, 共35个循环; 最后72℃延伸10min。获得的目

的片段经过胶回收试剂盒回收纯化后 ,  连接至

pMD19-T载体, 再转化到DH5α感受态细胞内, 送往

上海生工测序。

生物信息学分析　　利用软件Expasy(http://
web.expasy.org/translate/)预测EsCrus3和EsCrus4编
码的氨基酸序列; 软件BLASTP(http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi/)分析EsCrus3和EsCrus4与其

他物种甲壳肽蛋白的相似性。多重序列比对由

DNAMAN软件和GeneDoc软件生成。蛋白理论分

子量(MW)和等电点(pI)基于在线软件Expasy(http://
web.expasy.org/compute_pi/)计算。在线软件Signal
IP(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)用于预测
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蛋白信号肽
[21]

。MEGA 11软件用于分析不同类型

甲壳肽间的进化关系。

甲壳肽基因组织分布分析　　以合成的中华

绒螯蟹不同组织cDNA为模板进行荧光定量PCR反
应。20 μL反应体系参照试剂盒(TB Green® Premix
Ex TaqTM Ⅱ)说明书配制: TB Green Ⅱ 10 μL、ROX
参比染料0.4 μL、上下游引物各0.8 μL (10 μmol/L)、
无菌水6 μL、cDNA模板2 μL; 甲壳肽基因定量引

物与内参引物见表 1。qRT-PCR程序设置如下:
95℃ 3min; 95℃ 10s, 60℃ 40s, 40个循环; 60—95℃
熔解曲线分析。所有实验均使用单独的模板并设

置3次重复。利用公式2–∆Ct
分析EsCrus3和EsCrus4

在不同组织的相对表达水平。

病原刺激后甲壳肽基因表达模式分析　　为

分析EsCrus3和EsCrus4是否响应病原菌刺激, 本研

究首先通过注射病原菌的方式感染中华绒螯蟹, 随
后通过qRT-PCR分析它们的表达模式, 实验期间停

止喂食。实验组分别注射200 μL的金黄色葡萄球

菌 [2×108 CFU(Colony-Forming Units)]或200 μL嗜
水气单胞菌(2×107 CFU), 对照组注射相同体积的

PBS。在细菌注射后0、2h、6h、12h、24h及48h,
每组的每个时间点分别随机挑选3只蟹, 取卵巢组

织提取总RNA, 反转录后进行qPCR检测, 通过公式

2–ΔΔCt
分析

[22]EsCrus3和EsCrus4在不同细菌刺激后

的表达模式。

甲壳肽原核重组表达　　根据EsCrus3和Es-
Crus4序列, 设计含有特定酶切位点(BamH Ⅰ和

Hind Ⅲ)的表达引物(表 1), 随后通过PCR扩增目的

片段, 目的片段酶切后与表达载体pET-32a连接; 将
阳性质粒转化大肠杆菌(DE3)感受态细胞, 获取表

达菌株。阳性菌株培养至对数期时加入0.5 mmol/
L的IPTG, 28℃条件下诱导培养12h, 菌液离心后收

集菌体, 加入PBS重悬菌体并进行超声破碎。通过

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析蛋白表达情

况, 随后利用Ni-NTA His Bind Resin纯化蛋白, 蛋白

溶度通过Bradford法测定。

微生物结合活性检测　　微生物结合实验用

于评价EsCrus3和EsCrus4与不同类型微生物的结

合活性, 实验步骤参照Zhu等[23]
报道的方法。重组

蛋白(150 μg/mL)分别与实验材料中的9种微生物

(2×108 CFU)于28℃振荡孵育1h。离心后用TBS
(50 mmol/L Tris-HCl和150 mmol/L氯化钠; pH
7.5)洗涤沉淀3次, 并取最后1次洗涤液(Wash)制
样。随后菌体中加入200 μL 7% SDS温和振荡10min,
离心收集洗脱液(Elution)制样。菌体沉淀(Pellet)经
TBS洗涤3次后制样。重组蛋白EsCrus3和EsCrus4
作为阳性对照, 通过Western Blot检测蛋白与微生

物结合情况。依据洗涤液、洗脱液或沉淀中是否

存在目的蛋白, 判断蛋白与微生物的结合活性。

微生物多糖结合实验　　酶联免疫吸附实验

(Enzyme-Linked Immunosorbnent Assay, ELISA)用
于评价EsCrus3和EsCrus4与5种不同来源的微生物

多糖的结合活性。ELISA操作过程参照文献[24]中
方法。取100 μL多糖悬液(20 μg/mL)至96孔板中进

行包被, 阴性对照孔中加入等体积TBS。包被结束

后加入200 μL BSA(5 mg/mL)于37℃封闭2h, 随后

加入TBST(0.05% Tween 20)洗涤4次。取100 μL
梯度稀释后的0—1 μmol/L重组蛋白EsCrus3、Es-
Crus4或Trx (标签蛋白, 阴性对照), 分别加入洗涤后

的96孔板中, 室温孵育3h, TBST洗涤4次。每孔中

加入100 μL辣根过氧化物酶标记的His标签抗体

(1﹕5000稀释), 于37℃孵育2h, TBST洗涤4次。加入

100 μL现配的0.01% TMB发色液, 发色至颜色不再

明显变化, 加入50 μL H2SO4(2 mol/L)终止反应, 在
450 nm波长处测定吸光度。所有实验操作重复3次,
每次实验设置3个复孔。

液体抑菌实验　　通过液体抑菌实验评价Es-
Crus3和EsCrus4抑菌活性, 具体操作参照文献[25]
所述方法。分别向96孔板中加入50 μL TBS梯度稀

表 1   实验所用引物序列

Tab. 1   Sequence of primers used in this study

引物名称Primer 引物序列Sequence (5′—3′)
扩增引物cDNA
cloning
EsCrus3F GACCAAGCACACAACAACTA

EsCrus3R CGCTCAGACTTATCAGCTTA

EsCrus4F CCTAACCAAAGCCTGCAAGAT

EsCrus4R TGATGTTAGTGGTCAACGAC

定量引物Real-time
PCR
EsCrus3QF GCAAAGACCACAACGACCAAA

EsCrus3QR TTCCGAAGTCACAAACTCCATCA

EsCrus4QF CCTCATCAGTCAGGTGTAAAAAGC

EsCrus4QR GGGGCACTCAGGGTCGTAG

表达引物 Protein
expression
EsCrus3PF AGGCCATGGCTGATATCGGATCCACAT

CAGTGCCGCCGCCGCCGCCACAGGAC
EsCrus3PR GTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGTG

AGGAATATCGAACGGCG
EsCrus4PF AGGCCATGGCTGATATCGGATCCTCAT

CAGTCAGGTGT
EsCrus4PR GTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGTG

GTCAACGACCAG
内参引物 β-actin
β-actin-F GCATCCACGAGACCACTTACA

β-actin-R CTCCTGCTTGCTGATCCACATC
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释(0—1 μmol/L)的重组蛋白EsCrus3、EsCrus4或
Trx, 再分别加入50 μL PB培养基(1% 胰蛋白胨,
0.5% 氯化钠; pH 7.5)稀释的实验材料中所述的9种
微生物(1×105 CFU)。置于28℃孵育16h, 而后在600 nm
波长处测定吸光度, 检测抑菌活性。本实验最小生

长抑制浓度定义为与阴性对照相比获得显著生长

抑制的最低蛋白质浓度。所有实验重复3次, 每次

实验设置3个复孔。

 2    结果

 2.1    两个甲壳肽的序列特征

从中华绒螯蟹转录组数据中获得的2条甲壳肽

样基因序列, 分别命名为EsCrus3和EsCrus4。经基

因克隆、测序后, 确认EsCrus3全长567 bp, 开放阅

读框(Open Reading Frame, ORF)为351 bp, 编码

116个氨基酸(Amino acid, aa), 包含N端信号肽21个
aa, C端WAP结构域50个aa(图 1A), 成熟肽的理论

等电点为5.69, 理论分子量为10.63 kD; EsCrus4全
长743 bp, ORF为288 bp, 编码95个aa, 包含N端信号

肽20个aa, C端WAP结构域50个aa (图 1B), 成熟肽

的理论等电点为8.46, 理论分子量为8.19 kD; 两个

编码蛋白都含有12个保守的半胱氨酸残基, 8个位

于WAP结构域内, 4个位于信号肽和WAP结构域之

间, 形成1个富含半胱氨酸残基的结构域(Cysteine-
rich region, CRR), 根据当前甲壳肽分子的分类标准

[6],
EsCrus3和EsCrus4都属于典型的Ⅰ型甲壳肽。

 2.2    相似性与系统进化树分析

BLASTP分析结果显示, EsCrus3与紫螯青蟹

(Scylla tranquebarica)StCrus(AFI56572)的一致性为

68.89%, 与岸蟹(Carcinus maenas)CmCrus(CAH25399)
的一致性为68.24%, 与锯缘青蟹(Scylla serrata)Ss-
Crus(ADW11096)的一致性为66.67%, 与三疣梭子

蟹(Portunus trituberculatus)PtCrus(ACM89167)的一

致性为58.88%; EsCrus4与三疣梭子蟹PtCrus2(AFU
61578)的一致性为47.30%, 与拟穴青蟹SpCrus4(AUV
47161)和SpCrus3(AUV47160)的一致性分别为

44.68%和43.01%。同源比较显示, EsCrus3和Es-
Crus4与早期报道的EsCrus1和EsCrus2一致性为

37.40%, 除半胱氨酸等少量氨基酸非常保守外, 其
余氨基酸保守性很低(图 2)。此外, EsCrus3和Es-
Crus4的一致性也仅有30.77%。

根据BLASTP搜索结果和已报道的甲壳动物含

A

1 TGCTGCTTCCCGGTGGCGGCAGCGCTGTATATAAGGCGGGAGGTGCACACACAGGGCACACCGTCACCGCTCTCGCCTTTACCTGCGTCT

91    GCTTCAGACAGCTTGACCAAGCACACAACAACTATGAGAGGCGTGTACATTGCCGCCGTGGTTATGCTGGCCGCAGTGCTGGCGGTGACG

1                                       M  R  G  V  Y  I  A  A  V  V  M  L  A  A  V  L  A  V  T

181   CAGGCCACATCAGTGCCGCCGCCGCCGCCACAGGACTGCAAGTACTGGTGCAAAGACCACAACGACCAAAACTATTGCTGTGGCCTTCCA

20 Q  A T  S  V  P  P  P  P  P  Q  D  C K  Y  W  C K  D  H  N  D  Q  N  Y  C  C G  L  P  

271   CACGAGGAATTCCCGCCCTTCACGAGTGAACACCCAGGTTTCTGTCCTGCAGTCCGCGACAGCTGCACTGGAGTCAGGGTTTCCAGGCCA

50 H  E  E  F  P  P F  T  S  E  H  P  G  F  C P  A  V  R  D  S  C T  G  V  R  V  S  R  P

361   AAGTTATGTCCTCATGATGGAGTTTGTGACTTCGGAAGCAAGTGTTGCTACGACGCCTGCCTGGAGCACCACGTGTGCAAGACTGCTGAG

80 K  L  C P  H  D  G  V  C D  F  G  S  K  C C Y  D  A  C L  E  H  H  V  C K  T  A  E

451   CCGCCGTTCGATATTCCTCACTAAGCTGATAAGTCTGAGCGCCGCGCCGGAATACCGCGGCGGACATGTACCAGCAGTGAAAACCCAAAT

110 P  P  F  D  I  P  H  *  

541   ATACCAAATGAATAAAATAAAGGTCAC

B

1     GACAGGATATATAAGGGAGAGGATGGAACGGTAACCTCACAGTCCACCTCCTGGTTCCTTCGACGTAACAACCCCCGTCTTCGTCCTC

89  CTAACCAAAGCCTGCAAGATGCGTGGCGTGGCCGTGATGGTGATGGTGGTGGTGATGGTGGCGGTGGGGACGGAGGCCTCATCAGTCAGG

1                       M  R  G  V  A  V  M  V  M  V  V  V M  V  A  V  G  T  E  A S  S  V  R

179  TGTAAAAAGCACTGCCCTGACCCCAAGAAAGGCGTCGGCCACTACGTCTGCTGTGATGAGAAGCCCGGCTCCTGCCCGTACCGCCCCGTG

25     C K  K  H  C P  D  P  K  K  G  V  G  H  Y  V  C  C D  E K  P  G  S  C P  Y  R  P  V

269   TGTCCCGGCTTGAAAGTACTTGGCACCCCGAGGTATTGCCTCTACGACCCTGAGTGCCCCCATGGCCAGAAGTGCTGTCACGATGCCTGT

55     C P  G  L  K  V  L  G  T  P  R  Y  C L  Y  D  P  E  C P  H  G  Q  K  C  C H  D  A  C

359   GTGGGAAGCAAGGTTTGCCTGGTCGTTGACCACTAACATCACCGCCGCCACCACCAAGGACTGTCCGGGGCTGACTGACCGACTGACCAC

85     V  G  S  K  V  C L  V  V  D H  *  

449   CACCTCGGCCTGGCTGATTGGTTGACGGAGTGACCAGAAGCTAAAGGCGAAGAAGAAGACCAGTACTAAAGAAGAAAGAAAGACAGCCGT

539   ACATCACCTCAGAACGGTCCAATGAACAGTCACGTCCTCTCTCAAATTAACTAACTGGTTGACTGACTGGTTGGCTCACTGACTAAGTAA

629   CTGGTCCACGAAGATATCACATGGTTCTCCGGCTGACCTATGACCTTGTTTGTTAAGTTTGCAAATCCTCTCTCTCTCGATGTGTGTTTG

719   TGAGTATAATAAATGTTAGGATATA

图 1    EsCrus3 (A) 和EsCrus4 (B) 的cDNA及其编码的氨基酸序列

Fig. 1    cDNA and translated amino acid sequences of EsCrus3 (A) and EsCrus4 (B)
下划线表示信号肽序列, 星号(*) 表示终止密码子, 灰色阴影表示WAP结构域, 保守的半胱氨酸残基用红色字体标出

The signal peptides are underlined, and the stop codons are indicated by an asterisk (*), the whey acidic protein (WAP) domains shaded in
gray, the conserved Cysteines are shown in red
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WAP结构域的蛋白, 构建了甲壳类WAP蛋白系统

进化树。膜翅目昆虫甲壳肽在文献中常被归为单

独类型
[7], 本进化树未将此类分子列入分析。在构

建的进化树中, 含有WAP结构域的蛋白被分为4组:
Ⅰ组(Ⅰ型甲壳肽)、Ⅱ组(Ⅱ型甲壳肽)、Ⅲ组(Ⅲ型

甲壳肽或SWD)和Ⅳ组(Ⅳ型甲壳肽或DWD)(图 3)。
其中, Ⅰ组甲壳肽包含2个独立的分支, EsCrus3和
EsCrus4分别属于两个不同的分支。考虑到这两个

分支的节点值均大于90, 表明这两个分支都是具有

分类意义的簇。虽然EsCrus3和EsCrus4均属于

Ⅰ型甲壳肽, 但两者不在同一分类簇, 进化关系较

远, 提示EsCrus3和EsCrus4可能具有不同的生物学

功能。

 2.3    组织分布与表达模式

采用qRT-PCR方法分析了EsCrus3和EsCrus4
的组织分布特征, 实验结果显示两者均在卵巢中高

度表达(图 4)。考虑到两者都是以β-actin作为内参

基因分析相对表达水平, 通过比较可知, 这两个基

因在卵巢中的表达水平接近。除在卵巢中高度表

达外, EsCrus3在心、精巢和肌肉中低水平表达, 而
EsCrus4也在心、鳃和肠组织中低水平表达。

用金黄色葡萄球菌和嗜水气单胞菌分别刺激

EsCrus1 : ---------MMRPLLLLLLVVTLYGGGCHATCRYWCKT--PENQTYCCED-----EREIPSKV :  47

EsCrus2 : ------MKVCLTLLATCLLVGLSSGTSVLHHNNKFCGDNVPTSQTYGCRYFTKDYNDKYVCDR :  57

EsCrus3 : MRGVYIAAVVMLAAVLAVTQATSVPPPPPQDCKYWCKD--HNDQNYCCGLP----HEEFPPFT :  57

EsCrus4 : ------MRGVAVMVMVVVMVAVGTEASSVR-CKKHCPDPKKGVGHYVCCD------------- :  43

EsCrus1 : GLKP-GKCPPVRPVCPPTRGFFEPPKTCSNDGSCYGADKCCFDRCLGEHVCKPIQTRG---- : 104

EsCrus2 : NQKPESTCPPLRPTCTRNFS-GGPPVECVTDNDCAYSDKCCCDACLDHPVCKPPYN------ : 112

EsCrus3 : SEHP-GFCPAVRDSCTGVR--VSRPKLCPHDGVCDFGSKCCYDACLEHHVCKTAEPPFDIPH : 116

EsCrus4 : -EKP-GSCP-YRPVCPGLK-VLGTPRYCLYDPECPHGQKCCHDACVGSKVCLVVDH------ :  95

图 2    中华绒螯蟹中的四个甲壳肽的序列比对

Fig. 2    The alignment of the four Crustin in the mitten crab
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FbCrus-Ⅱ巴西美对虾F. brasiliensis (ABQ96197)
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Group Ⅱ

Group Ⅲ

Group Ⅳ

图 3    EsCrus3、EsCrus4及其他甲壳动物Crustin的系统分析

Fig. 3    Phylogenetic analysis of EsCrus3, EsCrus4 and other representative crustacean crustin
EsCrus3和EsCrus4分别以蓝色三角形 (▲) 和红色正方形 (■) 标记

EsCrus3 and EsCrus4 are marked with blue triangle and red square, respectively
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中华绒螯蟹后, qRT-PCR分析EsCrus3和EsCrus4在
卵巢中的表达模式。结果显示, 两个基因都能在特

定时间段响应这两种不同细菌的免疫刺激。Es-
Crus3在2种不同细菌刺激后2h显著表达(P＜0.05),
而后逐渐回落至正常水平(图 5A和5B); EsCrus4在金

黄色葡萄球菌刺激后12h时显著表达(P＜0.05; 图 5C),
在嗜水气单胞菌刺激后24h时显著表达(P＜0.05;
图 5D), 推测EsCrus3和EsCrus4在抗菌过程中发挥

不同的作用。EsCrus3响应病原刺激更迅速, 发挥

抗菌作用更早, 而EsCrus4很可能在细菌感染后期

参与免疫反应。

 2.4    重组甲壳肽蛋白的制备

为进一步探究EsCrus3和EsCrus4的生物学功

能, 本研究通过原核表达体系表达了EsCrus3和Es-
Crus4成熟肽序列 ,  随后经镍柱纯化获得目的蛋

白。SDS-PAGE电泳分析显示, 在纯化的重组蛋白
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图 4    EsCrus3 (A) 和EsCrus4 (B) 的组织分布

Fig. 4    Tissue distribution of EsCrus3 (A) and EsCrus4 (B)
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图 5    EsCrus3和EsCrus4病原刺激后的表达模式

Fig. 5    Expression profiles of EsCrus3 and EsCrus4 after challenge with different bacteria
A、B分别表示金黄色葡萄球菌和嗜水气单胞菌刺激后卵巢中EsCrus3的表达模式; C、D分别表示金黄色葡萄球菌和嗜水气单胞菌

刺激后卵巢中EsCrus4的表达模式; 星号 (*) 代表与对照组存在显著性差异 (*P<0.05)
Time-course expression pattern of EsCrus3 in ovaries after challenge with S. aureus (A) and A. hydrophila (B); time-course expression
pattern of EsCrus4 in ovaries after challenge with S. aureus (C) and A. hydrophila (D). Asterisks indicate significant differences from the
control (* P<0.05)
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EsCrus3和EsCrus4泳道中都存在1个特异的电泳条

带, 位置介于30—35 kD(图 6)。鉴于pET-32a载体

本身含有1个Trx标签(–16 kD), 2个蛋白条带位置与

预期融合蛋白的大小基本相符, 表明观察到的蛋白

条带为预期的重组蛋白EsCrus3和EsCrus4。
 2.5    重组蛋白EsCrus3和EsCrus4的微生物结合

活性

根据文献对微生物结合实验中结合活性的定

义
[9], 可被SDS溶液洗脱但不能被TBS洗脱的蛋白,

具有弱结合活性; 与菌体结合而不能被SDS洗脱的

蛋白, 具有强结合活性。实验结果显示重组蛋白

EsCrus3和EsCrus4主要存在于SDS洗脱液中, 且发

色条带深浅不一, 而TBS洗涤液(阴性对照) 和菌体

沉淀样品中除阳性对照外均无目的蛋白条带(图 7),
表明两种重组蛋白对9种微生物均属弱结合, 并且

结合力大小也存在差异。实验结果提示, 重组蛋白

EsCrus3和EsCrus4与9种不同的微生物均具有一定

的结合活性。

 2.6    重组蛋白的微生物多糖结合活性

ELISA实验结果显示, EsCrus3对PGN、LTA、

LPS和β-葡聚糖都具有结合活性。其中, EsCrus3对
PGN和LTA的结合活性较强(图 8A, 8B和8C), 对
LPS和β-葡聚糖的结合活性较弱 (图 8D和8E); Es-
Crus4仅对PGN具有结合活性 (图 8A和8B)。实验

结果表明EsCrus3对多糖的结合活性总体强于Es-
Crus4。研究结果进一步揭示了EsCrus3和EsCrus4
与不同微生物具有结合活性, 很可能源于它们与不

同来源微生物多糖的特异性结合。

 2.7    重组蛋白液体抑菌实验结果

液体抑菌实验结果显示, 重组蛋白EsCrus3和
EsCrus4在蛋白浓度范围为0—1 μmol/L条件下, 对
9种待检测的微生物均未表现出抑制活性, 表明Es-
Crus3和EsCrus4不具有抑制微生物生长的能力。

但该实验结果并不排除该蛋白在更高浓度下呈现

抑菌效果, 文献报道显示甲壳肽通常抑制微生物能

力较弱
[9, 26]

。

 3    讨论

文献报道显示, 甲壳肽主要表达于血细胞、鳃

和胃等免疫相关组织
[9, 10, 27, 28]

。本研究从中华绒螯

蟹的生殖器官卵巢组织中鉴定了两个甲壳肽同源

分子。它们响应金黄色葡萄球菌和嗜水气单胞菌

的免疫刺激, 并且对多种病原微生物及多糖具有不

同程度的结合活性, 提示这两种甲壳肽在中华绒螯

蟹卵巢免疫防御中发挥重要作用。

根据Tassanakajon等[6]
提出的分类标准, 可以将
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图 6   重组蛋白EsCrus3 (A) 和EsCrus4 (B) 的 SDS-PAGE

电泳图

Fig. 6   SDS-PAGE analysis of recombinant EsCrus3 (A) and
EsCrus4 (B)
泳道1. IPTG诱导前总蛋白; 泳道2. IPTG诱导后总蛋白; 泳道3.
经Ni柱纯化后的蛋白EsCrus3 (A)和EsCrus4 (B); 泳道M. 蛋白

Marker
lanes 1. total protein of E. coli without IPTG induction; lanes 2.
total protein of E. coli with IPTG induction; lanes 3. recombinant
protein EsCrus3 (A) and EsCrus4 (B) purified by Ni-NTA His-
Binding Resin, respectively; M. protein marker

洗脱液Elution

沉淀Pellet

洗涤液Wash

A

B

洗脱液Elution

沉淀Pellet

洗涤液Wash

EsC
ru
s4

金
黄
葡
萄
球
菌

S.
 a

ur
eu

s

枯
草
芽
孢
杆
菌

B. s
ub

til
is

巨
大
芽
胞
杆
菌

B. m
eg

at
er

iu
m

大
肠
杆
菌

E. c
ol

i

嗜
水
气
单
胞
菌

A. h
yd

ro
ph

ila

溶
藻
弧
菌

V.
 a

lg
in

ol
yt

ic
us

副
溶
血
性
弧
菌

V.
 p

ar
ah

em
ol

yt
ic

us

哈
维
氏
弧
菌

V.
 h

ar
ve

yi

白
色
念
珠
菌

C
. a

lb
ic

an
s

EsC
ru
s4

金
黄
葡
萄
球
菌

S.
 a

ur
eu

s

枯
草
芽
孢
杆
菌

B. s
ub

til
is

巨
大
芽
胞
杆
菌

B. m
eg

at
er

iu
m

大
肠
杆
菌

E. c
ol

i

嗜
水
气
单
胞
菌

A. h
yd

ro
ph

ila

溶
藻
弧
菌

V.
 a

lg
in

ol
yt

ic
us

副
溶
血
性
弧
菌

V.
 p

ar
ah

em
ol

yt
ic

us

哈
维
氏
弧
菌

V.
 h

ar
ve

yi

白
色
念
珠
菌

C
. a

lb
ic

an
s

 
图 7   EsCrus3 (A) 和 EsCrus4 (B) 对不同微生物的结合活性

Fig. 7   Binding activities of recombinant EsCrus3 (A) and EsCrus4
(B) to different microorganisms
洗涤液. 洗脱前最后一次洗涤上清液; 洗脱液. SDS洗涤后上清

液; 沉淀. 最后一次洗涤沉淀样。EsCrus3或EsCrus4作为阳性对照

Wash panel. the supernatant of last wash prior to elution; Elution
panel. elution fractions; Pellet panel. final pellet fractions. In
Western Blot assay, recombinant EsCrus3 or EsCrus4 is sampled
as the positive control
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甲壳肽分为5种主要类型, 不同类型甲壳肽的区分

主要依据信号肽和WAP结构域之间序列差异。在

Ⅰ型甲壳肽中, 信号肽和WAP结构域之间仅存在

1个CRR结构域; Ⅱ型甲壳肽在此区域有1个甘氨酸

富集区(Glycine-rich region, GRR)和1个CRR结构域;
Ⅲ型甲壳肽在此区域则只有1个简短的富含脯氨酸

和精氨酸的结构域
[4]; Ⅳ型甲壳肽无此区域, 但该类

分子含有两个WAP结构域
[28]; Ⅴ型甲壳肽除CRR结

构域外, 还包含1个芳香族氨基酸富集区。中华绒

螯蟹早期的研究已鉴定4个甲壳肽分子, 其中Es-
Crus1和EsCrus2属于Ⅱ型甲壳肽

[14, 15], 另外2个Ⅳ型

甲壳肽被命名为Es-DWD和Es-DWD1[16, 17]
。本研

究从中华绒螯蟹中鉴定了2个新型甲壳肽, 沿用一

般命名规则, 将其分别命名为EsCrus3和EsCrus4,

这两个甲壳肽均具有WAP结构域, 并且在信号肽和

WAP结构域之间含1个由4个半胱氨酸形成的

CRR结构域; 进化分析显示这两个新型抗菌肽与其

他Ⅰ型甲壳肽具有更近的进化关系(图 3), 这些结

果表明EsCrus3和EsCrus4属于典型的Ⅰ型甲壳

肽。考虑到EsCrus3和EsCrus4相似性较低, 并且进

化分析显示两者分别位于两个不同的分支上, 提示

两者很可能具有不同的生物学功能。

中华绒螯蟹EsCrus1和EsCrus2均高表达于血

细胞中, 并且它们对革兰氏阳性细菌具有显著的杀

灭能力
[14, 15]

。中华绒螯蟹作为一种节肢动物, 其免

疫系统与模式动物果蝇具有很高的相似性, 半开放

的体液循环体系确保了血淋巴可以覆盖其机体实

质组织器官之外的所有部位。EsCrus1和EsCrus2
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图 8    EsCrus3和 EsCrus4 对不同微生物多糖的结合活性

Fig. 8    Microbial polysaccharide-binding activity is shown by EsCrus3 or EsCrus4
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具有信号肽, 提示它们属于分泌性抗菌肽, 在中华

绒螯蟹体液免疫中发挥重要作用。本研究发现2个
在卵巢组织中高度表达的甲壳肽分子, 它们有着相

近的表达水平, 但两个分子所发挥的功能可能存在

较大差异。金黄色葡萄球菌
[29]

和嗜水气单胞菌
[30]

分别为水产养殖中常见的革兰氏阳性和革兰氏阴

性病原菌, 在病原刺激后, EsCrus3响应迅速, 在刺

激后2h时显著上调表达, 而EsCrus4则在病原刺激

后12—24h时才显著上调表达; 此外, EsCrus3结合

微生物多糖的活性显著高于EsCrus4, 推测EsCrus3
的抗菌活性很可能要高于EsCrus4, 表明EsCrus3在
病原微生物感染时发挥更加重要的作用。由此, 我
们推测, 除了免疫组织细胞分泌的免疫组分提供宿

主免疫保护外, 非典型免疫组织如卵巢, 也可分泌

抗菌肽等免疫组分, 在宿主免疫应答过程中发挥重

要作用, 表明中华绒螯蟹体内的多种不同来源的甲

壳肽很可能存在协同抗微生物感染作用, 维持机体

健康。

早期研究显示Ⅰ型甲壳肽对革兰氏阳性菌表

现出抗菌活性。例如, 从岸蟹血细胞中分离的第一

个甲壳动物甲壳肽, 只对革兰氏阳性菌具有抑菌活

性
[27]; 拟穴青蟹中首个甲壳肽 (SpCrus) 可以抑制革

兰氏阳性菌, 但不能抑制革兰氏阴性菌
[8]
。后来的

研究显示, 部分Ⅰ型甲壳肽也具有微弱的抗革兰氏

阴性菌活性。例如, 蜘蛛蟹 (Hyas araneus) 的HaC-
ru1和HaCru2除对革兰氏阳性菌表现出活性外, 对
革兰氏阴性菌和酵母菌也具有较低抑制活性

[31]
。

基于上述报道我们推测, EsCrus3和EsCrus4作为典

型的Ⅰ型甲壳肽, 很可能也具有类似的抑菌谱。抗

菌肽可以通过多种机制抑制或杀灭病原微生物, 而
与病原微生物特异性结合则是抗菌肽执行其抑菌

功能的前提条件
[32, 33], 与病原微生物表面多糖的互

作是抗菌肽与病原微生物结合的重要形式
[34], 多糖

结合实验可说明抗菌肽与微生物结合的分子机

理。本研究发现重组蛋白EsCrus3和EsCrus4均具

有结合革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌和真菌的能

力 ,  推测这两种抗菌肽可能具有广谱抗菌活性。

EsCrus3对多种微生物表面多糖具有特异性结合能

力, 这很可能是其与多种微生物结合并具有广谱抗

菌潜力的内在原因。相比之下, EsCrus4只结合来

自革兰氏阳性菌的PGN。考虑到EsCrus4能结合多

种微生物, 推测EsCrus4除结合PGN外很可能还与

微生物表面其他组分结合, 这需要更多实验来阐

明。此外, 我们还发现EsCrus3和EsCrus4对革兰氏

阳性菌来源的多糖结合活性更强, 这很可能是两者

对革兰氏阳性菌抑制活性更强的内在原因, 也解释

了大多数Ⅰ型甲壳肽可抑制革兰氏阳性菌的内在

分子机制。

尽管EsCrus3和EsCrus4都具有结合微生物的

能力, 但在本研究中两者预期的抑菌活性却未获得

验证, 这可能是因为这两个重组蛋白是通过原核表

达获得, 重组蛋白本身并未能获得正确的三维结构,
从而影响了抗菌肽的活性。此外, 据报道, 甲壳肽

抗菌活性相对较弱
[9, 26], 本研究使用的最高蛋白浓

度也仅为1 μmol/L, 很可能未达到抑菌活性的下

限。因此, 要探明这两种蛋白的抑菌性, 还需要借

助其他实验手段, 比如利用真核表达系统制备相应

的重组蛋白, 来探明其真实的抑菌活性。

总之, 本研究从中华绒螯蟹卵巢中鉴定了2个
Ⅰ型甲壳肽基因, 它们均响应细菌的免疫刺激, 并
且它们的重组蛋白均具有广谱的微生物结合活

性。但相比之下EsCrus3响应病原刺激更迅速、与

病原多糖结合能力更强, 表明EsCrus3在卵巢的免

疫防御体系中发挥更重要的作用。本研究进一步

丰富了无脊椎动物生殖系统免疫防御体系的理论,
EsCrus3和EsCrus4序列和功能的差异为新型药物

的挖掘提供了基础数据。
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CHEN Jian-Ping1, 2, FENG Guang-Peng1, 2 and LI Xin-Cang1, 2

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 2. Key Laboratory of East China
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Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai 200090, China)

Abstract: Antibacterial peptides (AMPs) are the main effector molecules of the innate immune system of invertebrates,
and their understanding can aid in discovering new drugs and preventing diseases. In the present study, two type Ⅰ
Crustin genes were cloned and identified from the mitten crab Eriocheir sinensis, and they were named as Escrus3 and
Escrus4 following the nomenclature formed in this field. The cDNA sequence of EsCrus3 was 567 bp, with an Open
Reading Frame (ORF) of 351 bp that encode 116 amino acids (aa). EsCrus4 sequence was 743 bp in length with an
ORF of 288 bp that encode a putative protein of 95 aa. The domain structure of these two amino acid sequences was
further predicted, and they were found to have a N-terminal signal peptide, a C-terminal WAP (Whey acid protein) do-
main, and a cysteine-rich region (CRR). An evolutionary tree was constructed based on the BLASTP results and the re-
ported Crustin sequences. The results showed that EsCrus3 had the closest evolutionary relationship with Scylla tran-
quebarica StCrus (AFI56572), while EsCrus4 displayed the closest evolutionary relationship with Portunus tritubercu-
lus PtCrus2 (AFU61578). The two molecules were located at different branches with taxonomic significance, suggest-
ing that they might have different biological functions. The tissue distribution showed that both EsCrus3 and EsCrus4
were highly expressed in the ovary with a similar expression level, while the expression level in other tissues was very
low or even not detected. When challenged by Staphylococcus aureus or Aeromonas hydrophila, both EsCrus3 and Es-
Crus4 were up-regulated. EsCrus3 responded faster and significantly up-regulated at 2h after bacterial challenges,
while EsCrus4 was significantly up-regulated at 12—24h after bacterial challenges, suggesting that these two genes
may play an important role in the antibacterial immune system of the mitten crab. Recombinant proteins EsCrus3 and
EsCrus4 were obtained by expression in E. coli system and purification by affinity column. The results of the microbe-
binding assay showed that the recombinant proteins EsCrus3 and EsCrus4 exhibited different binding activities to
gram-positive bacteria, gram-negative bacteria and fungi, and their binding activities to polysaccharides were signifi-
cantly different as well. EsCrus3 showed high binding activities to peptidoglycan (PGN) and lipoteichoic acid (LTA) of
gram-positive bacteria, and low binding activities to lipopolysaccharide (LPS) of gram-negative bacteria and β-Glucan
of fungal; EsCrus4 only has a significant binding activity to PGN. The above research results show that EsCrus3 re-
sponds faster to bacterial challenges and has stronger binding abilities to polysaccharide components of pathogens, sug-
gesting that it plays a more important role in the immune defense system of ovary. In addition, the differences in the ex-
pression and function of EsCrus3 and EsCrus4 also provide basic data for the mining of new drugs.
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