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克氏原螯虾一种新型甲壳素基因的鉴定和抑菌功能研究

焦厚琪1, 2    霍诗天1, 2    闫黎明1, 2    李艳和1    刘学芹1, 2

(1. 华中农业大学水产学院, 武汉 430070; 2. 湖北省水生动物病害防控工程技术研究中心, 武汉 430070)

摘要: 抗菌肽是无脊椎动物非特异性免疫系统中重要的免疫因子，抗菌肽具有良好且广谱的抗菌活性，并且

不易产生耐药性，有望替代传统抗生素药物发挥功能。甲壳素(Crustin)是目前甲壳类动物中研究比较广泛的

一类抗菌肽家族。研究鉴定了来自克氏原螯虾( Procambarus clarkii )中的一种新型Crustin基因，命名为 Pc-
CruL 。通过 Pc-CruL 抵抗病原性细菌的免疫防御反应的初步探究，发现 Pc-CruL 对克氏原螯虾的天然免疫

系统至关重要，为深入研究克氏原螯虾奠定了一定的基础，在克氏原螯虾的人工养殖过程中的疾病的预防

和治疗中具有一定的指导意义且提供了一定的理论基础。 Pc-CruL 包含330 bp，编码109个氨基酸，与已知

的克氏原螯虾甲壳素同源性较低，为Ⅰ型甲壳素蛋白家族新成员。 Pc-CruL 在健康的克氏原螯虾的血淋

巴、鳃、肠道、胃、心和肝胰腺中均存在，在血淋巴中的含量最高，而在肝胰腺中含量最低。同时进行了

体外抑菌实验，结果表明Pc-CruL重组蛋白显著地抑制了几种常见的病原性细菌的生长，具有良好的广谱抑

菌活性。体内实验表明，对健康的克氏原螯虾注射Pc-CruL重组蛋白可以保护克氏原螯虾，在副溶血弧菌感

染后，提高存活率。 Pc-CruL 是克氏原螯虾中关键的免疫因子，在克氏原螯虾抵抗外界病原菌入侵和感染

过程中起着重要的作用。
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与脊椎动物的机体免疫机制不同，无脊椎动

物在进化过程中丧失了特异性免疫系统，取而代

之的是它们拥有极为发达的非特异性免疫系统，

以抵抗外界病原体的入侵和感染
[1]
。先天免疫系统

主要有细胞免疫和体液免疫。细胞免疫包括血细

胞对病原的吞噬，血细胞形成结节对病原体的固

定及结节不断积累形成包囊
[2—4]

。体液免疫主要是

抗菌肽、黑色素和其他免疫因子的合成、释放和

发挥作用
[5]
。由于抗菌肽具有杀死或抑制微生物的

能力, 因此它们在第一线发挥作用抵抗病原体的入

侵
[6]
。

抗菌肽本质是一类具有生物活性的小分子多

肽。目前在甲壳动物中发现的抗菌肽有抗脂多糖

因子(ALFs)、甲壳素(Crustin)、溶菌酶(Lysozy-
mes)和对虾素(Penaeidin)等[7—9]

。最早从岸蟹(C.
maenus)的血淋巴中分离得到，经研究鉴定为甲壳

素家族成员
[10], 随着不断的研究发现，更多的甲壳

素成员在其他甲壳动物和昆虫中被鉴定出来
[11]
。

甲壳素(Crustin)富含半胱氨酸并带阳离子，一

般包含N-端的信号肽、多域区(Multi-domain re-
gion)和C-端的WAP结构域

[12]
。多域区即富含多种

不同氨基酸，包括半胱氨酸、脯氨酸或甘氨酸

等。C-端的WAP结构域由约50个氨基酸构成，含

有一个“4DSC”结构域，即由8个半胱氨酸残基两

两之间通过二硫键联系形成的4对二硫键的结构
[13]
。

据相关文献报道，具有“4DSC”结构域的分子一般

都有抑菌活性或蛋白酶抑制剂活性
[14]

。在结构分

类上，根据WAP结构域的数量和多域区结构的不

同，将甲壳素分为5种亚型
[ 1 1 ] ,  除了Ⅳ型有2个

WAP结构域之外
[16], 其他4种亚型的甲壳素成员均

只具有1个WAP功能结构域，它们的区别在于多域

区的不同：Ⅰ型甲壳素的多域区富含半胱氨酸，
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这一类甲壳素通常存在于龙虾和蟹类中
[16, 18]; Ⅱ型

甲壳素的多域区富含半胱氨酸和甘氨酸，Ⅲ型甲

壳素的多域区富含脯氨酸-精氨酸
[18], Ⅱ型和Ⅲ型

甲壳素通常存在于对虾中
[20, 20]; V型甲壳素的多域

区富含半胱氨酸和芳香族氨基酸
[11], 这一类甲壳素

在蚁类中首次发现
[22]
。

在甲壳类动物中已经鉴定了许多Crustin成
员，多数可抑制革兰氏阳性菌，小部分对革兰氏

阴性菌也具有抑菌效果
[22—24]

。最新的研究结果表

明，甲壳素还具有一定的抗病毒功能
[26 ,  26 ]

。此

外，一些甲壳素分子具有蛋白酶抑制活性
[28], 这些

结果表明了甲壳素在甲壳类动物先天免疫系统中

的重要作用。在本研究中, 课题组扩增鉴定了来自

克氏原螯虾(Procambarus clarkii)中的一种新型Crustin
基因, 命名为Pc-CruL。进行了氨基酸序列比对和

系统进化分析; 同时检测其在健康克氏原螯虾中的

组织分布情况及在不同细菌刺激下的表达变化, 并
使用重组蛋白进行液体抑菌试验测试了其抗菌活

性; 另外, 还测定了外源重组蛋白对克氏原螯虾感

染副溶血弧菌的保护作用。结果表明, Pc-CruL是
防御克氏原螯虾细菌感染的重要免疫分子。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验动物　　克氏原螯虾购自武汉市白沙洲

水产批发市场, 重15—20 g。
质粒及菌株　　质粒pGEX-4T-1、副溶血弧

菌(Vibrio parahaemolyticus)、嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophila)、维氏气单胞菌(Aeromo-
nas veronii)和金黄色葡萄球菌(Staphylococcus au-
reus)为笔者所在实验室所有；Trans5α感受态细

胞、BL21(DE3)感受态细胞购于北京全式金；TRI-
zol、PCRmix、BamH Ⅰ和EcoR Ⅰ限制性内切酶

购自TaKaRa公司; T4 DNA连接酶购自赛默飞世

尔科技公司; DNA纯化回收试剂盒购自OMEGA
公司。

引物序列　　根据GenBank中Procambarus
clarkii crustin 1基因序列(GQ301201.1), 设计扩增

crustin 1基因CDS区全长的特异性引物, 上游加入

酶切位点EcoR Ⅰ, 下游加入酶切位点BamH Ⅰ。

引物序列见表 1。 

1.2    试验方法

总RNA提取　　随机取5只健康的克氏原螯

虾，分别提取不同组织器官的总RNA。使用预先

装有0.5 mL抗凝剂的2 mL无菌注射器，从克氏原

螯虾的腹部抽取血淋巴于无菌的1.5 mL EP管中，

800×g 4℃离心5min，弃上清，加入1 mL TRIzol，
吹打混匀，冰浴5min。取鳃、胃、肠、心脏和肝

胰腺各0.1 g于无菌的1.5 mL EP管中，加入1 mL
TRIzol，充分匀浆，将匀浆液收集于新的EP管
中，冰浴5min。加入200 μL三氯甲烷，震荡混

匀，冰浴5min，12000×g 4℃离心15min。离心

后，各液相分层仅取上层水相至于无酶EP管中，

加入等量异丙醇，混匀，冰浴10min，12000×g
4℃ 离心10min，弃上清，加入1 mL 75%乙醇，洗

涤沉淀，12000×g 4℃离心5min，弃上清，重复洗

涤1次。室温干燥3—5min 待液体部分全部蒸发，

加入30 μL DEPC水溶解，即得RNA。

RNA反转录　　使用TaKaRa反转录试剂盒将

RNA反转录成cDNA。反转录条件如下：(1) gDNA
Eraser Buffer 2 μL、gDNA Eraser 1 μL和RNA 1 μg，
加H2O至10 μL，42℃条件下2min；(2) 5×Prime
Spript Buffer 4 μL、Primerscript RT Engle Mix 1 μL
和RT Primer Mix 1 μL，加RNase free H2O至10 μL，
PCR仪中37℃反应15min，85℃反应5s，将cDNA
于–20℃保存。

组织分布　　随机取5只健康的克氏原螯虾，

分别提取肝胰腺、心脏、胃、肠、鳃和血淋巴的

总RNA，进行反转录合成cDNA。并以cDNA产物

为模板，进行qRT-PCR反应探究Pc-CruL基因在健

康克氏原螯虾的各个组织器官中的相对表达量。

引物为qPCR-Pc-CruL-F/R(表 1), 内参为18S rRNA,
引物18S-F/R(表 1)。体系为：cDNA 2 μL，qPCR-
Pc-CruL-F/R各0.8 μL, SYBR®Premix Ex Taq TM Ⅱ
10 μL。程序为：95℃  1min；95℃  15s；58℃
20s；72℃ 20s，45个循环。qRT-PCR反应重复

3次，数据采用2–∆∆Ct 法分析。

表达模式　　将体重大小基本相同的健康克

氏原螯虾随机分为5组，每组包含30只，并使用无

菌的微量注射器，向克氏原螯虾体内注射不同的

表 1   引物序列

Tab. 1   Primers sequences

引物名称Primer 引物序列Primer sequence (5′—3′)
Pc-CruL-F CGGGATCCATGGTGGTGATGGCGATT

Pc-CruL-R GGGAATTCTCAGACCTCAGAGCTACGAC
AAATG

qPCR-Pc-CruL-F ATATTCCTCGCTGCACAAAC

qPCR-Pc-CruL-R TCACATAGCACCTCCCTCTC

18S-F AGTAGC CGCCCTGGTTGTAGAC
18S-R TTC TCCATGTCG TCCCAGT

注: “F”代表正向引物, “R”代表反向引物
Note:  “F”  stands  for  forward  primer  and  “R”  stands  for

reverse primer
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病原细菌。分别注射25 μL的浓度为1×107 CFU/
mL的金黄色葡萄球菌、嗜水气单胞菌、维氏气单

胞菌和副溶血弧菌，对照组克氏原螯虾注射25 μL
无菌的PBS。在注射后0h、3h、6h、12h及24h分
别取鳃、血淋巴和胃并使用T R I z o l法提取总

RNA，将RNA反转录为cDNA。通过qRT-PCR反

应探究 Pc-CruL 基因在克氏原螯虾感染病原细菌

后，血淋巴、鳃和胃在感染后不同时间点的表达

变化。qRT-PCR反应重复3次，结果数据用2–∆∆Ct

法分析。

重组质粒的构建　　(1) PCR扩增目的基因。

参考Pc-CruL基因CDS区序列设计扩增引物Pc-
CruL-F/R(表  1)。使用反转录的血淋巴组织的

cDNA作为模板进行PCR扩增，PCR产物经1.5%琼

脂糖凝胶电泳检测并回收。(2) 将PCR回收产物和

pGEX-4T-1质粒用限制性内切酶 EcoR Ⅰ和 BamH
Ⅰ于37℃培养箱中酶切4h，连接并转化到感受态

细胞Trans5α中。具体步骤为：冰上静置30min；
42℃水浴锅中热激90s后迅速插入冰上再次静置

2min；向感受态细胞加入500 μL的LB培养基，于

37℃摇床培养45min；取200 μL菌液涂布到含氨苄

抗生素的L B琼脂平板，置于3 7℃过夜培养。

重组质粒的提取及阳性克隆鉴定　　挑选单

克隆菌落，接种到4 mL含0.1%氨苄抗生素的LB液
体培养基中，于37℃摇床培养8—12h，并提取重

组质粒。以Pc-CruL-F和Pc-CruL-R为引物进行

PCR，跑胶鉴定，将阳性质粒送往武汉擎科进行

测序。测序结果与 Procambarus clarkii crustin 1 基
因序列(GQ301201.1)进行比对。

重组蛋白原核表达　　将质粒转化至感受态

细胞BL21(DE3)之后接种至LB液体培养基，在

1 mmol/L IPTG 16℃诱导12h后，离心，将菌液重

悬进行高压破碎，离心收取上清与沉淀，制备蛋

白样品，通过SDS-PAGE分析表达情况。

重组蛋白纯化　　步骤如下：将5 mL pEGX-
4T-1-Pc-CruL表达菌株转接到500 mL含0.1%氨苄

抗生素的LB培养基中，37℃摇床培养4h左右，在

1 mmol/L IPTG 16℃诱导12h后，4℃ 12000 r/min
离心收集细菌，PBS重悬，高压破碎，4℃条件下

12000 r/min离心30min，收取上清。采用GST-
Sefinose柱子进行亲和柱纯化，加入100 mL的

PBS充分洗涤柱子，将过滤后的上清液缓慢加到

柱子中，使重组蛋白与GST填料充分结合；加50 mL
的Binding/WashBuffer清洗柱子，除去杂蛋白，最

后用20 mL的Elution Buffer进行洗脱并将洗脱液收

集于1.5 mL的EP管中。

抑菌实验　　使用几种常见的病原性细菌进

行抑菌试验。步骤如下：将细菌在37℃摇床培养

过夜，10000 r/min离心15min，用PBS洗3次，用

PB培养基(Poor broth media：1%胰蛋白胨，0.5%
氯化钠，p H  7 . 5 )重悬，分别取2 0  μ L浓度为

2.5×109CFU/mL的副溶血弧菌、金黄色葡萄球菌、

维氏气单胞菌和嗜水气单胞菌于新的1.5 mL EP管
中，再向其中加入20 μL浓度为1 μg/μL的Gst-Pc-
CruL重组蛋白，阴性对照组使用GST-Tag蛋白及

Elution Buffer，最后再加入160 μL的PB培养基混

匀，于37℃摇床孵育16h，使用血球计数板在显微

镜下计数。实验重复3次。

克氏原螯虾存活率检测　　将体重大小基本

相同的健康克氏原螯虾随机分为4组，每组30只。

首先向克氏原螯虾注射25 μL浓度为1 μg/μL的重组

蛋白Gst-Pc-CruL和GST-Tag，1h后注射25 μL浓度

为5×107 CFU/mL的副溶血弧菌，将仅注射PBS的
克氏原螯虾作为阴性对照组，仅注射副溶血弧菌

的克氏原螯虾作为阳性对照组。感染后每隔6h统
计克氏原螯虾的死亡情况，计算存活率。实验在

一个月内重复3次。 

2    结果
 

2.1    Pc-CruL序列比对分析

从健康克氏原螯虾的血淋巴组织中扩增出 Pc-
CruL 编码区的全长序列，结果表明 Pc-CruL 的编

码区全长330 bp，编码109个氨基酸，C-端含有一

个wap结构域。将克氏原螯虾和其他的甲壳类动物

的 crustin 序列blast分析，发现克氏原螯虾与淡水

螯虾 crustin 的同源性高达64%，与青蟹 crustin 的
同源性较低，仅有23%。生物信息学分析显示克

氏原螯虾 Pc-CruL 主要与淡水螯虾和罗氏沼虾的

crustin 亲缘关系较近，与中国对虾 crustin 、 日本

龙虾 crustin 及中华绒螯蟹 crustin 的序列同源性较

低，进化上亲缘关系较远(图 1)。综上分析， Pc-
CruL 在甲壳素家族的结构分类上属于Ⅰ型甲壳素

分子。 

2.2    Pc-CruL在克氏原螯虾中的组织分布

通过qRT-PCR检测 Pc-CruL 基因在健康克氏

原螯虾的各个组织中的相对表达量情况，qRT-
PCR结果表明 Pc-CruL 在健康克氏原螯虾的血淋

巴、心、鳃、胃、肠道和肝胰腺中均有表达，其

中 Pc-CruL 在血淋巴中的表达量最高，在肝胰腺

中的表达量最低(图 2)。 

2.3    Pc-CruL表达模式

Pc-CruL 在健康克氏原螯虾的血淋巴、心、
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鳃、胃、肠道和肝胰腺中均有表达，为了进一步

探究Pc-CruL 基因在克氏原螯虾抵抗外来病原菌入

侵和感染的过程中是否发挥了作用，在鳃、胃和

血淋巴中进一步检测，探究健康克氏原螯虾在受

到病原细菌感染之后，Pc-CruL基因在鳃、胃和血

淋巴的相对表达量的变化情况。克氏原螯虾在外

源注射几种不同的病原细菌后，Pc-CruL基因在血

淋巴中的表达模式并不相同。在注射金黄色葡萄

球菌后，血淋巴组织中的Pc-CruL基因的mRNA水

平在3h时便显著上调(图 3A), 嗜水气单胞菌刺激

后 ,  下调表达 ,  直到12h后上调后又开始下调(图
3C), 然而 Pc-CruL 基因的表达水平并不依赖于副

溶血弧菌刺激(图 3B)。与血淋巴不同，Pc-CruL基
因在鳃中的表达模式相对一致，在金黄色葡萄球

菌、嗜水气单胞菌和副溶血弧菌刺激后，Pc-CruL
基因在3h时表达量最好后下调并保持较低的水平

(图 4)。胃组织中的Pc-CruL基因在金黄色葡萄球

菌和副溶血弧菌刺激后，表达水平一直较低，直

到24h后才有明显上调(图 5A和5B), 而在嗜水气单

胞菌感染后一直处于较低的表达水平(图  5C)。
总而言之，与注射了PBS的阴性对照组相比，当

克氏原螯虾感染不同的病原菌时，Pc-CruL 基因的

表达量在鳃、胃和血淋巴均有明显差异，表明了

Pc-CruL 基因与克氏原螯虾抵抗外来病原菌入侵的

免疫反应相关。 

2.4    Pc-CruL的重组表达和蛋白纯化

Pc-CruL基因目的片段长度为330 bp，编码

109个氨基酸，为了探究Pc-CruL蛋白在体内和体

外的生物学功能，构建重组质粒PEGX-4T-1-Pc-
CruL，重组Pc-CruL蛋白大小约为37 kD，其中包

含了25 kD GST-Tag标签，使用GST-Tag亲和柱纯

化并获重组取蛋白。 

2.5    Pc-CruL体外抑菌试验

为了检测Pc-CruL是否影响病原细菌的生长，

进行抑菌实验测定。将Pc-CruL重组蛋白与几种病

原菌在37 ℃下孵育12h后，使用血球计数板在显微

镜下进行计数。计数结果表明，与重组Pc-CruL蛋
白共孵育的病原细菌数量相比于阴性对照组及

GST-Tag组明显较低，重组Pc-CruL蛋白对几种病

原菌均有一定的抑制作用(图 6), 且抑菌效果呈现

浓度依赖型(图 7)。重组Pc-CruL蛋白对副溶血弧

菌的  MIC50为1 μmol/L，对金黄色葡萄球菌的

MIC50为1.3 μmol/L，对嗜水气单胞菌的 MIC50为

2.7  μmol /L，对维氏气单胞菌的  MIC 5 0为2.5
μmol/L，重组Pc-CruL蛋白对副溶血弧菌的抑菌效

果最明显。 

2.6    Pc-CruL对克氏原螯虾感染副溶血弧菌后存

活率的影响

上述实验发现了Pc-CruL蛋白在体外对几种病

原菌具有一定的抑菌效果，为了进一步明确Pc-
CruL蛋白的功能，探究Pc-CruL蛋白在克氏原螯虾

体内发挥的作用，向克氏原螯虾体内注射Pc-CruL
蛋白后，体内注射副溶血弧菌，每隔6h统计死亡

数量并计算存活率。注射副溶血弧菌(Vibrio)组，

Gst-Tag+Vibrio组的克氏原螯虾在60h后，存活率

仅为30%—40%，而注射了Pc-CruL+Vibrio的克氏

原螯虾存活率大约为65%(图 8)。Pc-CruL重组蛋白

能够在一定程度上保护副溶血弧菌对克氏原螯虾

的感染，提高存活率，对克氏原螯虾具有一定的

保护效果。 

3    讨论

1999年在岸蟹中发现了甲壳素家族中的首位

成员，是一种可以抑制革兰氏阳性菌生长的抗菌

肽
[10]

。甲壳素作为甲壳类动物体内重要的免疫因

子，已经在不同种类的甲壳类动物中鉴定和报道
[11]
。

本研究从健康克氏原螯虾的血淋巴中扩增和鉴定
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图 1   Pc-CruL和其他物种crustin进化树分析

Fig. 1   Neighbor-joining tree of Pc-CruL and crustin of other
species
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图 2   Pc-CruL组织分布

Fig. 2   Tissue distribution of Pc-CruL
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了一种新型Crustin基因，并将其命名为Pc-CruL。
Pc-CruL的序列全长为933 bp，其中包含330 bp编
码109个氨基酸的编码区，遗传进化生物信息学分

析显示与先前研究鉴定的type-Ⅰcrustin序列同源

性为36.87%[6], 与Pc-crustin4序列同源性为62.33%[28],
是一种新的甲壳素成员。从蛋白结构上分析，Pc-
CruL的N-端具有一个低复杂性区域，C-端为

WAP结构域。在低复杂性区域和WAP结构域之间

存在1个精氨酸残基、5个脯氨酸残基和5个半胱氨

酸残基。参考Pc-CruL的序列鉴定和分析，将Pc-
CruL分类为Ⅰ型甲壳素分子

[16]
。

为了探究Pc-CruL在克氏原螯虾体内是否发挥

功能，研究了Pc-CruL在健康克氏原螯虾中的各个

组织器官的相对表达水平和克氏原螯虾在几种病

原细菌刺激后的实时表达水平的变化情况。组织

分布结果表明Pc-CruL在健康克氏原螯虾的血淋巴

中的含量最高，在肝胰腺中的含量最低(图  2)。
可能是因为机体产生抗菌肽和免疫因子一般发生

在血淋巴细胞中，血淋巴细胞也在机体发生免疫

反应时发挥了重要作用
[29, 31], 而在其他器官中表达

较低的原因可能是血淋巴细胞的浸润和黏附所致
[6]
。

用几种不同的病原菌注射感染健康的克氏原螯虾

后，Pc-CruL在鳃、血淋巴和胃中的表达水平和

PBS对照组相比有不同程度的上调(图 3—5)。综

上，Pc-CruL参与了健康克氏原螯虾感染病原细菌

的免疫防御过程，Pc-CruL是克氏原螯虾体内重要
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图 3    血淋巴中Pc-CruL表达模式

Fig. 3    The expression profiles of Pc-CruL in hemocytes
金黄色葡萄球菌(A)、副溶血弧菌(B)和嗜水气单胞菌(C)刺激后, 血淋巴中Pc-CruL表达模式。误差均用标准方差表示, *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001; 下同

The expression profiles of Pc-CruL in hemocytes challenged by S. aureus (A), V. parahaemolyticus (B), A. hydrophila (C). Error bars are the
SDs in triplicate. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001. The same applies below
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图 4    鳃中Pc-CruL表达模式

Fig. 4    The expression profiles of Pc-CruL in gill
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Fig. 5    The expression profiles of Pc-CruL in stomach
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的先天免疫防御因子。

甲壳素通常抑制革兰氏阳性菌，但一些也可

以抑制革兰氏阴性菌
[31, 32]

。甲壳素带阳离子，其

抑菌机制被认为是甲壳素与微生物的细胞膜发生

静电作用后，甲壳素结合在细胞膜表面并行成跨

膜通道，破坏膜的结构改变其通透性，导致菌体

内容物外流，使细菌死亡
[33]

。有研究表明，从日

本对虾和斑节对虾中分离鉴定到的甲壳素，其抑
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图 6    Pc-CruL的液体抑菌测定结果

Fig. 6    The results of liquid antibacterial assay for Pc-CruL
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Fig. 7    The results of liquid antibacterial assay for Pc-CruL
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菌机制主要是通过破坏细菌的细胞壁
[34, 35]; 而克氏

原螯虾中已报道的甲壳素蛋白在抑菌方面的机制

尚未报道
[6, 28], 作为新的甲壳素蛋白，Pc-CruL的抑

菌机制不清楚，是否通过裂解破坏细菌的细胞壁

达到抑菌效果，值得后续的研究。本研究中，通

过体外液体抑菌试验发现Pc-CruL对几种常见的病

原菌具有较好的抑菌功能(图  5) ;  注射重组Pc-
CruL蛋白，可以显著提高克氏原螯虾感染副溶血

弧菌的存活率(图 6), 表明 Pc-CruL 在克氏原螯虾

抵抗外界病原细菌入侵中发挥着关键的作用。总

而言之， Pc-CruL 作为Ⅰ型甲壳素蛋白家族新成

员，是克氏原螯虾的重要免疫防御分子，在抵抗

病原入侵和感染中起着重要的作用。
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IDENTIFICATION OF A NEW CRUSTIN AND STUDY OF ITS ANTIBACTERIAL
FUNCTION FROM PROCAMBARUS CLARKII

JIAO Hou-Qi1, 2, HUO Shi-Tian1, 2, YAN Li-Ming1, 2, LI Yan-He1 and LIU Xue-Qin1, 2

(1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China; 2. Hubei Engineering Technology Research
Center for Aquatic Animal Diseases Control and Prevention, Wuhan 430070, China)

Abstract: The crayfish (Procambarus clarkii) is one of the important economic shrimp species which is widely distri-
buted in the southeastern and central regions of China. In recent years, with the continous rise of peoples’ demand and
the continous development of aquaculture industry, various diseases in the aquaculture have frequently outbroken, in-
cluding bacterial and viral diseases, causing huge economic losses to the crayfish culture industry. As an invertebrate
Procambarus clarkii lacks an adaptive immune system, which mainly resists the invasion of pathogens through the in-
nate immune system. Antimicrobial peptide (AMP), as an important effector in the invertebrate’s innate immune sys-
tem, is one of the substitutes for traditional antibiotics due to its broad-spectrum antibacterial activity and resistance to
drug resistance. Crustin is one of the most widely studied antibacterial peptide in Procambarus clarikii. This study
amplified and identified a new type of Crustin from Procambarus clarikii, named Pc-CruL. In order to reveal the func-
tion of Pc-CruL in Procambarus clarikii, antibacterial activity was determined by means of recombinant expression in
vitro. It was hoped to reveal its relationship with pathogens in the form of the prevention and control of the disease and
the opening of medicines for Procambarus clarikii.
　　Amplifying the Pc-CruL gene in Procambarus clarikii and ligating this gene to the PGEX-4T-1 vector to con-
struct a prokaryotic expression plasmid. The recombinant plasmid was induced and purified in competent BL21 (DE3)
for in vitro and in vivo antibacterial experiment. The CDS region of Pc-CruL contains 330 bp and encodes 109 amino
acids. Pc-CruL is expressed in all tissues of normal Procambarus clarikii, with higher expression levels in hemocytes
and relatively lower expression levels in hepatopancreas. The results of liquid antibacterial assay showed that Pc-CruL
protein significantly restricted the growth of Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila,
and Aeromonas veronii, and had broad-spectrum antibacterial activity. The injection of exogenous recombinant Pc-
CruL protein could improve the survival rate of infection with Vibrio parahaemolyticus. In general, Pc-CruL is an im-
portant immune molecule in Procambarus clarikii and plays a vital role in defending against bacterial infections.

Key words: Procambarus clarkii; Antimicrobial peptides; Innate immunity; Crustin; Vibrio parahaemolyticus
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