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脊尾白虾抗菌肽 Crustin 基因的克隆、表达与功能研究 
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摘要: 为研究脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)抗菌肽 Crustin 的结构特征和功能, 本研究从脊尾白

虾中克隆得到一个 Crustin 的新变体, 命名为 EcCrustin1。研究结果表明, EcCrustin1 基因 cDNA 序列长

度为 740 bp, 开放阅读框(ORF)长度为 477 bp, 编码 158 个氨基酸, EcCrustin1 蛋白具有Ⅱ型 Crustin 的

典型特征, 包括 N 端的信号肽, C端 WAP 结构域, 以及二者之间的甘氨酸富集区(GRR)和半胱氨酸富集

区(CRR)。EcCrustin1 基因主要在脊尾白虾血淋巴中表达, 副溶血弧菌刺激后, EcCrustin1 在血淋巴中

的表达显著上调(P<0.05), 说明 EcCrustin1 在脊尾白虾先天免疫应答中发挥重要作用。此外, 通过原核

表达获得了该抗菌肽的重组蛋白, 为进一步研究其抑菌功能和机理提供了基础。 
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近年来我国水产养殖产业一直处于稳步发展态势, 

尤其是进入 21世纪后, 中国坚持以养为主的发展方针, 

有力地促进了中国水产养殖产业朝着多品种、多模式、

工厂化和集约化方向发展, 确定了世界第一水产养殖

大国的地位。但是随着养殖规模的不断扩大, 水产动物

病害频发成为制约水产养殖产业绿色健康发展的主要

因素之一。抗生素类药物的使用是目前水产动物病害

防治的有效途径, 但是长期过量使用抗生素类药物会

导致病原微生物产生抗药性, 严重影响水产养殖业的

绿色健康可持续发展, 此外, 药物残留还可能威胁人

类健康。抗菌肽(antimicrobial peptides, AMPs)是一类自

然界中普遍存在且具有广谱抗菌活性的小分子多肽[1]。

作为生物体自身免疫系统的重要组成部分, 抗菌肽具

有热稳定性高, 分子量小, 抗菌广谱等特点, 对多数病

原菌和寄生虫等均表现出较好杀伤或抑制效果[2-3], 被

誉为“天然抗生素”, 有望成为抗生素的天然替代品。 

世界上第一个抗菌肽——天蚕素是由瑞典科学

家在使用大肠杆菌感染惜古比天蚕蛾 (Hyalophora 

cecropia)时分离获得[4], 目前已从水产动物中分离得

到多种多样的抗菌肽[5]。在甲壳动物中分离得到的抗菌

肽主要有 3 种, 分别为抗脂多糖因子(anti-lipopolysac-

charide factors, ALFs)、对虾素(Penaeidins)和甲壳素

(Crustins)[6]。Crustin 是抗菌肽家族的重要成员, 作为

一种阳离子抗菌肽, Crustin 具有抗菌、抑制蛋白酶、

促进伤口愈合等多种功能。目前已经报道的 Crustin

主要有 5 种类型, 分别为 Crustin Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和

Ⅴ型[7], 其区别主要在于氨基酸序列的组成不同。在甲

壳动物中常见的主要是Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型 Crustin。Ⅰ

型Crustin在鳌虾和蟹类中均有报道, 抑菌实验显示, Ⅰ

型 Crustin 对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、芽

孢杆菌和副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)等均具有

一定的抑制作用[8-12]。Ⅱ型 Crustin 主要从对虾中分离得

到, 对副溶血性弧菌和对虾白斑综合征病毒(white spot 

syndromevirus, WSSV)均表现出较好的抑制作用[13], Ⅲ

型 Crustin 对白班综合征病毒具有明显的抑制作用[14], 

Ⅳ型 Crustin 的抗菌活性目前还未见报道[15]。 
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脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)隶属十足目

(Decapoda)、长臂虾科(Palaemonidae)、白虾属(Palaemon), 

是我国特有的 3 种经济虾类之一, 养殖规模呈逐年上升

的趋势[16-17]。此外, 因脊尾白虾躯体透明、生长快速、

繁殖周期短、适应性强等特点使其成为甲壳类研究的潜

在模式生物[18]。本研究在前期脊尾白虾转录组基础上, 

克隆了一个脊尾白虾 Crustin 基因的完整编码序列

(coding sequence, CDS)序列, 命名为 EcCrustin1, 并对

其编码的蛋白结构和进化关系进行了分析, 在此基础上

分析了 EcCrustin1 在脊尾白虾不同组织及副溶血弧菌

刺激后的表达情况 , 后利用基因工程手段构建了

EcCrustin1 的原核表达载体, 体外表达获得了目的蛋白, 

以期为进一步研究 EcCrustin1 的作用机理及其在甲壳

类中的功能提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用脊尾白虾来自连云港市佳信水产有限公司, 

平均体长(5.35±0.26) cm, 体重(1.60±0.28) g, 实验开始

前将其暂养 7 d, 暂养期间持续充氧, 每天换水 1/3 到

1/2, 使氨氮控制在 0.05 mg·L–1 以下 , 温度控制在

25~30 ℃, 盐度保持在 24~26, pH 在 7.0~8.0 之间。  

取样时将脊尾白虾置于冰上 , 吸干残留水分后

用一次性注射器于脊尾白虾围心腔插入, 小心抽取

血淋巴组织, 离心收集沉淀, 加入适量 Trizol 试剂, 

混匀后于–80 ℃箱中保存备用。采集血淋巴组织后将

虾壳分离, 迅速分离脊尾白虾胃、鳃、肠道、肌肉及

肝胰腺组织, 加入 Trizol 试剂, 匀浆后于–80 ℃冰箱

中保存备用。 

1.2  实验方法 

1.2.1  RNA 提取及 cDNA 第一链的合成 

总 RNA 提取方法参照 RNA 提取试剂盒说明书

进行(Total RNA Extractor, 上海生工), 提取后利用

Nanodrop 2000 检测 RNA 浓度, 使用琼脂糖凝胶电

泳检测 RNA 完整性。RNA 样品检测合格后按照反

转录试剂盒 (HiScriptⅢ  RT SuperMix for qPCR, 

Vazyme)说明书进行反转录合成 cDNA, 于–20 ℃冰

箱保存备用。 

1.2.2  目的基因克隆与测序 

根据实验室前期获得的脊尾白虾转录组数据, 使

用 Primer Premier 6.0 软件设计目的基因引物, 分别命

名为 Cru-F1 和 Cru-R1(具体信息见表 1), 引物由上海

生工生物工程有限公司合成。以脊尾白虾 cDNA 为模

板进行 PCR, 扩增获得目的基因 CDS 序列, 电泳检测

后利用胶回收试剂盒(FastPure Gel DNA Extraction 

Mini kit, Vazyme )回收纯化靶基因片段, 纯化回收的

目的 PCR 产物与载体连接后转化到大肠杆菌中, 挑

取阳性克隆, 送上海生工生物工程有限公司测序。 

 
表 1  实验所用引物序列 
Tab. 1  Sequence of Primers used in this study 

名称 引物序列 (5′→3′) 用途 

Cru-F1 AGACAGTTCTCAAACACCATC 

Cru-R1 AACGCAACAGAATTACACGG 
cDNA 序列扩增 

Cru-F2 TCAAACACCATCATGCAACGC 

Cru-R2 CAACCGGGAACAATACCACCT 
荧光定量 PCR 

18S-F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA 

18S-R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 
内参基因引物 

Cru-F3 GAATTCAGACAGTTCTCAAACACCATC 

Cru-R3 CTCGAGCTCAGAAGAAGAAGACGTTG 
CDS 扩增 

注: 下划线表示酶切位点 

 

1.2.3  目的基因在组织中的表达分析 

以脊尾白虾不同组织 cDNA 为模板进行荧光定

量 PCR反应, 荧光定量 PCR反应按照试剂盒(SYBR 

Premix Ex TaqTMⅡ)说明书进行, 使用 ABI 7500 实

时荧光定量 PCR 仪进行脊尾白虾目的基因表达定

量分析 , 以 18S rRNA 为内参基因 [19]。目的基因与

内参基因定量引物见表 1。扩增程序: 95 ℃预变性

3 min; 95  ℃ 15 s, 60  3℃ 0 s, 进行 40 个循环。利用

2–ΔΔCt 法计算目的基因在脊尾白虾各组织中的相对

表达量。 

1.2.4  副溶血弧菌刺激后靶基因的表达分析 

将脊尾白虾分成 2 组, 对照组和实验组(副溶血
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弧菌刺激), 实验前将副溶血弧菌活化, 活化后测定

浓度 3.6×108 CFU/mL, 按 10 μL/只于第 2 节腹肢肌

肉注射, 注射后分别在 0、3、6、12、48、72 h(每组

每个时间点随机取 3 只)采集血淋巴组织并提取 RNA, 

反转录为 cDNA 后进行荧光定量 PCR, 分析副溶血

弧菌刺激后目的基因的表达情况。 

1.2.5  原核表达载体构建及目的蛋白纯化 

设计含有酶切位点(EcoRⅠ/XhoⅠ)的引物 , 分

别命名为 Cru-F3 和 Cru-R3, 具体信息见表 1, 以脊

尾白虾 cDNA 为模板进行 PCR, 扩增目的基因的完

整 CDS 序列, 扩增产物经胶回收纯化后利用限制性

内切酶进行双酶切, 酶切产物纯化后与表达载体 pET- 

32a 连接, 获得重组质粒 pET-32a-Crustin, 将重组质

粒转化至大肠杆菌 BL21(DE3)中表达, 挑取阳性克

隆, 测序验证后扩大培养, 37 ℃条件下异丙基-β-D-

硫代半乳糖苷(isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside, 

IPTG)诱导表达, 培养 4 h 后, 采用离心方法收取细

菌, 开展 SDS-PAGE 与 western blot 分析。 

1.2.6  生物信息学分析 

利用 DNAMan 软件对基因序列和氨基酸序列进

行预测分析, 包括氨基酸组成、蛋白质分子量、理论

等电点。利用软件 MEGA 6.0 对氨基酸序列进行同源

比对, 利用邻接法(neighbor-joining method, NJ)构建

系统进化树。同源序列在 NCBI 数据库检索获得。利

用 SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

SignalP/)进行信号肽结构预测 , 蛋白质结构域预测

利用 SMART(http://smart.emblheidelverg.de/smart/set_ 

mode.cgi)进行。 

2  结果 

2.1  序列分析 

从脊尾白虾转录组数据库中克隆得到 1 条

Crustin 基因序列, 将其命名为 EcCrustin1。克隆测

序结果显示 EcCrustin1 基因序列长度为 740 bp, 开

放阅读框(ORF)长度为 477 bp, 编码 158 个氨基酸, 

所编码氨基酸序列分子量为 16 kDa, 理论等电点为

7.8。编码蛋白具有 Crustins 家族的典型结构特征, 

包括 N-端的信号肽序列和 C-端的乳清酸蛋白(whey 

acidic protein, WAP)结构域(图 1), EcCrustin1 成熟

肽含有 12 个保守的半胱氨酸, 其中 8 个在 WAP 结

构域中。 

 

图 1  脊尾白虾 EcCrustin1 序列分析 

Fig. 1  Sequence analysis of EcCrustin1 

注: EcCrustin1 基因序列及其编码的氨基酸序列, 单下划线表示信号肽序列, 双下划线表示甘氨酸富集区(GRR), 方框表示半胱氨酸富

集区(CRR), WAP 结构域用灰色背景标出, 12 个保守半胱氨酸用红色字体表示, 星号表示终止密码子, 加尾信号用斜体字母表示。 

 
在 NCBI 网站 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)上用

BLAST 对比分析 EcCrustin1 基因, 选出与脊尾白虾基

因序列相似性较高的 Crustin 氨基酸序列 , 然后用

DNAMan 6.0 进行多重序列比对, 结果如图 2 所示, 脊

尾白虾 EcCrustin1 氨基酸序列与 Penaeus brasiliensis 氨

基酸序列同源性 高, 为 24.54%, 与 Penaeus paulensis

氨基酸序列、Penaeus vannamei 氨基酸序列、Macro-

brachium nipponense 氨基酸序列、Penaeus subtilis 氨基

酸序列的同源性分别为 22.69%、22.22%、21.76%和

20.83%。系统进化树分析结果如图 3 所示, 脊尾白虾

EcCrustin1 与拟穴青蟹(Scylla paramamosain)亲缘关系

近, 单独聚为一支, 其他物种的 Crustin 聚为另一大支。 
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图 2  EcCrutin1 氨基酸序列与其他甲壳动物同型 Crustin 的序列比对 

Fig. 2  Multiple amino acid sequence alignments of EcCrutin1 with the same type of Crustins from other crustaceans 

注: Ec: Exopalaemon carinicauda; Mn: Macrobrachium nipponense; Pv: Penaeus vannamei; Ps: Penaeus subtilis; Pp: Penaeus paulensis; Pb: 

Penaeus brasiliensis 

 

 

图 3  基于 EcCrustin1 氨基酸序列构建的系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree analysis based on EcCrustin1 amino 
acid sequence 

注: Ps: Penaeus subtilis; Pp: Penaeus paulensis; Pv: Penaeus van-

namei; Pj: Panulirus japonicas; Pb: Penaeus brasiliensis; Sp: Scylla 
paramamosain; Pc: Penaeus chinensis; Pm: Penaeus monodon; Ec: 
Exopalaemon carinicauda 

 

2.2  脊尾白虾 EcCrustin1 基因在组织中的

表达情况 

以 18S rRNA 为内参基因 , 利用实时定量荧光

PCR 方法分析了 EcCrustin1 基因在脊尾白虾胃、

血淋巴、鳃、肠、肌肉和肝胰腺中表达情况 , 结果

如图 4 所示 , 尾白虾 EcCrustin1 基因在上述 6 种

组织中都有表达 , 但相对表达水平存在差异 , 其

中 EcCrustin1 基因在血淋巴中表达量 高且与其

他组相比差异显著(P<0.05), 在肌肉组织中表达量

低。  

 

图 4  EcCrustin1 在不同组织中的表达情况 

Fig. 4  Expression profile of EcCrustin1 in different tissues 

注: 不同小写字母表示 EcCrustin1 的表达量在不同组织中差异显

著(P<0.05) 

 

2.3  副溶血弧菌刺激后靶基因的表达变化 

为研究脊尾白虾中 EcCrustin1 基因对致病菌的

应答情况 , 本研究利用副溶血弧菌刺激脊尾白虾 , 

刺激后于不同时间点检测血淋巴中靶基因的表达情

况, 结果如图 5 所示, 副溶血弧菌刺激后 EcCrustin1

的表达量显著上调(P<0.05), 在刺激后 6 h 达到峰值, 

48 h 后回落至对照组水平。 
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图 5  副溶血弧菌刺激后 EcCrustin1 在血淋巴中的表达情况 

Fig. 5  Expression patterns of EcCrustin1 in hemolymph 
after Vibrio parahemolyticus challenges 

注: 不同小写字母表示 EcCrustin1 表达量差异显著(P<0.05) 

 

2.4  蛋白表达及抑菌活性分析 

利用 1.2.5 中描述方法成功构建了脊尾白虾

EcCrustin1 的原核表达系统, 通过菌落 PCR 和测序

验证了重组质粒的正确性。在此基础上对重组质粒进

行诱导表达, 结果如图 6 所示, IPTG 终浓度为 0.5 mM, 

37 ℃培养 4 h后得到一条 18 kDa的条带, western blot

结果显示为目的蛋白。可溶性分析结果显示目的蛋

白不可溶, 以包涵体形式存在, 进一步放大纯化, 复

性后得到目的蛋白。对目的蛋白进行体外抑菌活性

实验, 发现目的蛋白对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和

副溶血弧菌无明显的抑菌效果。 

 

图 6  蛋白体外诱导表达与纯化结果 

Fig. 6  Expression and purification of the protein 

注: M 为蛋白 marker, 1 为未加 IPTG, 2~6 加入不同浓度 IPTG, 下划线表示目的蛋白条带 

 
 

3  讨论 

3.1  脊尾白虾 EcCrustin1 的结构特点 

甲壳素是甲壳动物抗菌肽家族的重要成员之一, 

在机体抵抗病原入侵的免疫应答中发挥重要作用 , 

典型的甲壳素一般都包含 3 个功能域, 分别为 N-端

的信号肽序列, 中间的多域区(multi-domain region)

和 C-端的 WAP 结构域[7], 根据多域区中氨基酸组成

的不同又进一步将甲壳动物中的 Crustin 分为 4 种类

型, 即 CrustinⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型。其中,Ⅰ型 Crustin

的多域区主要由半胱氨酸富集区(CRR)构成[20]; Ⅱ型

Crustin 的多域区除了含有 CRR 还含有一段甘氨酸富

集区(GRR), 根据 GRR 长度的不同, 又可进一步将

其分为Ⅱa 和Ⅱb 两个亚型[21]; Ⅲ型 Crustin 在信号肽

和 WAP 结构域之间存在 1 个脯氨酸(PRR)和精氨酸

富集区(ARR)[22]; Ⅳ型 Crustin 较为特殊, 含有 2 个

WAP 结构域[23]。本研究获得的脊尾白虾 EcCrustin1

序列编码 158 个氨基酸, 具有 Crustins 家族的典型结

构特征(图 1), N-端为一个含有 18 个氨基酸的信号肽

序列, C-端为含有 8 个半胱氨酸的 WAP 结构域, 8 个

半胱氨酸两两之间通过二硫键连接, 共同形成一个

紧密的“4 DSC”(four-disulfide core)结构。此外在靠

近信号肽的一端还含有一段甘氨酸富集区 (GRR), 

靠近 WAP 区域还含有一段半胱氨酸富集区(CRR), 

符合典型的Ⅱ型 Crustin 结构特征, 基于以上特征将

本研究得到的 EcCrustin1 归属为Ⅱ型 Crustin。 

3.2  EcCrustin1 在脊尾白虾中的表达模式

分析 

研究发现, Crustin 主要在甲壳动物的血淋巴和

鳃中表达 , 在其他组织中的表达量相对较低 , 如在

在克氏原鳌虾(Procambarus clarkii)中, Crustin4 主要

在血淋巴中表达, 金黄色葡萄球菌刺激后其表达量
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显著上调[24]; 在拟穴青蟹中的研究结果显示, Crustin 

(SpCrus5)主要在鳃组织中表达, 副溶血弧菌和金黄

色葡萄球菌和刺激后, 鳃组织中的 SpCrus5 显著上

调[25]。在本研究中脊尾白虾 EcCrustin1 在血淋巴、

胃、鳃、肠道、肝胰腺组织中均有表达, 这些组织作

为机体抵御病原入侵的第一道防线, 会直接或间接

与外部环境接触, EcCrustin1 在上述组织中具有较高

的表达, 可能与其免疫功能密切相关。副溶血弧菌刺

激后, 血淋巴中 EcCrustin1 的表达量迅速升高, 并在

6 h 达到峰值, 这一结果与南美白对虾中的研究结果

相一致[26], 说明 EcCrusitn1 在脊尾白虾抵御病原入

侵的免疫应答过程中发挥了重要的功能。 

3.3  EcCrustin1 的功能研究 

Crustin 结构较为保守, 目前已知的 Crustin 都包

含 3 个区域, 即 N-端信号肽序列、多域区和 C-端的

WAP 结构域, 其中 WAP 结构域在各个物种间高度保

守, 这一结构也是 Crustin 发挥其生物学功能的结构

基础 [27], 序列比对与同源性分析结果显示 , EcCru-

stin1 具有典型的 WAP 结构域, 推测 EcCrusin1 可能

具有广谱的抗病原菌活性 , 基于此本研究构建了

EcCrustin1 成熟肽的原核表达载体 , 通过条件优化

成功诱导其表达, western blot 结果显示表达的蛋白

为目的蛋白。但是进一步研究发现目的蛋白对大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌和副溶血弧菌没有明显的抑

制作用, 这一结果与 近在凡纳滨对虾中的研究结

果一致[12], 原因是 Crustin 的抑菌活性或抑制蛋白酶

活性受 WAP 结构域中半胱氨酸的数量和排列方式影

响 [28-30], 在本研究中未检测到重组表达的 EcCrus-

tin1 蛋白具有抑菌活性, 这可能与其独特半胱氨酸

排列顺序有关。另外, Crustin 的抑菌机制是多种多样

的 , 可以通过与病原菌直接接触并将其杀死 , 也可

以通过改变机体肠道菌群结构来抑制病原微生物活

性[12], 因此对于脊尾白虾 EcCrustin1 的抑菌机制仍

需进一步研究。 

4  结论 

本研究从脊尾白虾中克隆获得一个 Crustin 新变

体, 命名为 EcCrustin1, 序列分析显示目的基因序列

具有典型的Ⅱ型 Crustin 结构特征, 因此将本研究得

到的 EcCrustin1 归属为Ⅱ型 Crustin。EcCrustin1 主

要在血淋巴中表达, 副溶血弧菌诱导实验结果显示

EcCrustin1 参与脊尾白虾机体的抗细菌免疫过程。利

用原核表达成功获得了 EcCrustin1 重组蛋白, 为进

一步研究 EcCrustin1 抗菌机制奠定了基础。 
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Abstract: A new Crustin was identified from Exopalaemon carinicauda (EcCrustin1) to reveal the structure and 

function of the antibacterial peptide Crustin in E. carinicauda. The results show that the length of EcCrustin1 

cDNA was 740 bp, and the open reading fragment was 477 bp, which coded a 158 amino-acid polypeptide. Ec-

Crustin1 contained a signal peptide at the N-terminus and a WAP domain at the C-terminus. There were GRR and 

CRR domains between the signal peptide and the WAP, showing the typical characteristics of a type II Crustin. Ec-

Crustin1 was highly expressed in the hemolymph and was significantly upregulated (P<0.05) after a challenge with 

Vibrio parahaemolyticus, indicating that EcCrustin1 plays an important role in the E. carinicauda innate immune 

response. The recombinant protein was obtained by prokaryotic expression, which provides a reference for further 

study of its antibacterial function and mechanism. 
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