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褶纹冠蚌防御素基因特征与表达 

王鹤, 胡宝庆, 文春根, 胡向萍, 程周玉, 宁瑞红 
南昌大学 生命科学系, 生命科学研究院, 江西 南昌 330031 

摘要: 褶纹冠蚌(Cristaria plicata)样本壳长(9.50±1.05) cm、壳高(6.45±0.81) cm, 暂养 1周。40只随机分成试验组

和对照组, 每组 20 只。用 Trizol 法提取经诱导刺激后 0、6、12、24、36、48 h 的血液、外套膜、鳃、肝胰腺组

织 RNA, 构建褶纹冠蚌 cDNA文库并从中获得防御素基因 cDNA全长序列。结果表明, 褶纹冠蚌防御素序列全长

为 514 bp, 其中 5’ UTR 有 57 bp; 3’ UTR 有 242 bp, 含有一个 poly(A)尾; 开放阅读框长度为 192 bp, 编码 63个氨

基酸组成的蛋白质, 该蛋白 N 端为 1 个由 23 个氨基酸构成的信号肽, 成熟肽由 40 个氨基酸组成, 理论等电点为

8.72, 分子量为 7.13 kD。三级结构预测显示其由一个 α 螺旋和两个 β 折叠片组成, 形成典型的 CSαβ 结构。通

过注射 109 cell/mL 的嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)刺激褶纹冠蚌, 半定量分析 PCR对褶纹冠蚌血液、外套

膜、鳃和肝胰腺组织的防御素基因表达, 结果表明, 诱导前防御素基因在外套膜组织中表达量最高, 约为血液和鳃

的 1.25倍, 肝胰腺次之。在诱导 0、6、12、24、36、48 h后, 对照组的防御素基因表达量在血液和鳃中无明显变

化, 而在外套膜和肝胰腺中则呈现先略有下降而后上升; 试验组防御素基因在血液中 12 h 时表达量最高, 随后

略有下降, 而在外套膜、鳃和肝胰腺组织中表达量均在 0 h 时出现峰值, 而后呈现下降趋势; 外套膜和鳃的表达

量分别在 24 h 和 36 h 略有上升。本研究通过分析褶纹冠蚌防御素基因全序列, 并利用嗜水气单胞菌对褶纹冠蚌

进行注射感染, 探讨防御素基因的表达规律, 以期为防御素对贝类非特异性免疫的影响提供基础依据。 
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抗菌肽(mytilin)是生物体内经诱导产生的一
类小分子阳离子抗茵活性肽, 其具有强力的抗菌

作用, 是宿主先天性免疫和适应性免疫防御系统
的重要组成部分[1]。Boman 等将通过注射阴沟通

杆 菌 (Enterobacter cloacae) 及 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)诱导惜古比天蚕蛹(Hyatophora 
cecropins)产生具有抗菌活性的多肽定名为

Cecropins[2]。已发现的抗菌肽超过 2 000种, 其中
一些抗细菌肽对真菌、原虫、病毒及癌细胞等具

有强有力的杀伤作用[1, 3]。 
防御素是抗菌肽家族中最具代表性的亚家

族。抗菌肽作用于病原体的酶, 防御素则直接作
用于病原体细胞膜, 因而靶细胞不会对其产生抗
性, 并且不会产生抗药性和毒副作用。另外, 防御
素还可以作为免疫调节剂来调节机体免疫系

统 [3]。根据来源不同可以将防御素分为哺乳动物

类、昆虫类和植物类; 也可以根据防御素分子内
精氨酸和半胱氨酸的位置、连接方式及表达位置

的差异分为 α-防御素、β-防御素、θ-防御素、昆
虫防御素和植物防御素 5 种类型[4]; 还可以根据
防御素的表达方式分为诱导型和组成型[5]。1980
年美国 Lehrer实验室从兔(Lepus hainanus)肺巨噬
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细胞中首先分离得到阳离子性极强的小分子抗菌

肽, 称之为 defensin, 后来被归为 α-防御素, 认
为其是阳离子蛋白和溶酶体的重要活性组分, 在
机体对外界感染中起关键作用[1]。许多动物如兔、

老鼠(Suncus murinus)、人(Homo sapiens)、豚鼠
(Cavia porcellus)、短尾猿(Macaca arctoides)等的
嗜中性粒细胞 , 人和啮齿动物的小肠潘氏细胞
(paneth cell)中发现了α-防御素[5]。β-防御素在羊
(Capra ibex)胃肠道, 小鼠(Mus musculus)及大鼠
(Rattus norvegicus)的肾和肺, 人的气管、胃、皮
肤以及牛(Bos gaurus)的巨噬细胞和嗜中性粒细
胞中均有分布 [6]。θ-防御素存在于猕猴(Macaca 
mulatta)的中性粒细胞和单核细胞中[7]。 
目前已经报道了兔防御素 NP-1[8]、鸡(Gallus 

gallus domesticus)和猪(Sus scrofa)β-防御素[9–10], 小
鼠防御素 Defb48[11], 以及菲律宾蛤仔(Ruditapes 

philippinarum)[12]、长牡蛎(Crassostrea gigas)[13]、

紫贻贝 (Mytilus edulis)[14–16]、皱纹盘鲍 (Haliotis 
discus)[17] 、 家蝇(Musca domestica)[18]和石斑鱼

(Epinephelus drumondhayi)防御素[19]。淡水贝类仅

见三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)[20]防御素的报道。

褶纹冠蚌(Cristaria plicata)是中国重要的“淡水育
珠蚌”之一, 容易受到病原体感染而引发疾病。
嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)是导致水产

养殖动物暴发性疾病发生的主要病原体, 本研究
在分析褶纹冠蚌防御素基因全序列的基础上, 利

用嗜水气单胞菌对褶纹冠蚌进行注射感染, 分析
防御素基因的表达规律, 以期为防御素对贝类非
特异性免疫的影响提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料  
褶纹冠蚌于 2012年 8月 13日采自鄱阳湖, 选

择壳长为(9.50±1.05) cm、壳高(6.45±0.81) cm的
健康蚌, 在水簇箱中充氧暂养 1 周以上, 水温控

制在(25±1)℃, 每天换水 1 次。嗜水气单胞菌菌
种(编号 XS91-4-1)由中国科学院水生生物研究所

赠送, 于牛肉膏-蛋白胨培养基上培养 2~3 d, 温
度为 28~30℃, 4℃ 冰箱中保存备用。 

1.2  实验仪器和试剂  
UV-3100 型紫外可见分光光度计 , Gel Doc 

XR凝胶成像系统, PCR扩增仪(K640型), 台式冷
冻离心机(5417R), 超净工作台(VD-650 型), 恒温
生化培养箱 (MCO-15AC 型 ), 电泳仪 (DYY-10C
型、JY600PJ 型)。丙烯酰胺、琼脂糖、EDTA 和
Typetone 等其他试剂均购自上海生工生物科技
公司。 

1.3  方法 
1.3.1  实验设计  将褶纹冠蚌 40 只随机分成试
验组和对照组, 每组 20只。试验组分别用微量注
射器从每只蚌后闭壳肌注射浓度为  109 cell/mL 
的嗜水气单胞菌菌液 0.1 mL, 对照组注射等量的
PBS。 

1.3.2  总 RNA 提取  用 Trizol 法分别提取试
验组、对照组在诱导刺激后 0、6、12、24、36、

48 h 的血液、外套膜、鳃、肝胰腺组织 RNA,      
1%琼脂糖凝胶电泳检测分析 RNA 的质量。最后

将各组织中提取的总 RNA反转录成 cDNA, 置于 
–20 ℃ 冰箱保存备用。 

1.3.3  褶纹冠蚌防御素基因的 PCR 扩增  根据

褶纹冠蚌防御素基因(GenBank: KC290726)和内
参基因 β-actin 的 cDNA 序列, 设计特异性引物 
(表 1)。PCR扩增采用 25 μL反应体系为H2O 18.4 μL, 
10×PCR buffer 2.5 μL, dNTPs 2 μL, defensinF 
0.6 μL, defensinR 0.6 μL, exTaq酶 0.3 μL。扩增条
件为 94  ℃ 预变性 5 min, 94  30 s, 5℃ 7  30 s, ℃

72  ℃ 1 min, 进行 35 循环, 最后 72  ℃ 延伸 10 min。
内参基因 β-actin 的 PCR 扩增条件为 94℃ 预变
性 5 min, 94  30 s, 5℃ 6  30 s, 72  ℃ ℃ 1min, 进行 35 

循环; 最后 72℃延伸 10 min。 
 

表 1  用于 PCR 扩增的褶纹冠蚌防御素和内参 β-actin 
基因的特异引物 

Tab. 1  The special primers of defensin and β-actin for 
PCR amplification in Cristaria plicata 

引物 primer 序列(5'–3')sequence(5'–3') 

β-actinF CTTGACTTGGCAGGTAGAGA 

β-actinR CAGACAGCACAGTGTTAGCA 

defension BF GCATATGCATTTGCACTCC 

defension BR ATGTCCAGTTGGGGATGTC 
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PCR 产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测, 在
凝胶成像系统中拍照。PCR产物电泳条带的亮度
强弱指示 mRNA表达水平的高低。试验重复 3次。 

1.3.4  防御素基因的生物信息学分析  从构建的
褶纹冠蚌血液  cDNA 文库中获得防御素基因 
cDNA 全长序列 , 运用  ExPASY(http://expasy. 
pku.edu.com)上的软件进行防御素氨基酸序列分
析(开放阅读框搜索、氨基酸序列的推断等)和生
物信息学分析(蛋白质序列的磷酸化位点、糖基化
位点等)。利用 BLAST 软件(http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/BLAST/)进行序列同源性比对和相似性搜
索 。 SignalP 3.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/ 
SignalP/)分析信号肽序列。 
利用 Clustal W1.83 软件比较褶纹冠蚌与其

他动物的防御素氨基酸序列同源性 ; 采用
CLUSTAL X 1.83和 MEGA 4软件的邻接法构建
基于氨基酸序列的系统进化树 ; 利用在线软件 

MotifScan 和 SMART 进行功能域分析; 表 2 为
进化树中 25 个物种的名称和拉丁名及其在

GenBank的序列登录号。 

1.3.5  数据统计  通过 Quantity One软件计算目
的条带和 β-actin 条带的光密度比值 , 结果用

SPSS 13.0软件统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  防御素基因 cDNA 序列及其推导的氨基酸序
列分析 
褶纹冠蚌防御素基因的 cDNA 全长序列为

514 bp, 其中 5’ UTR 有 57 bp; 3’ UTR 有 242 bp, 
含有一个 poly(A)尾; 开放阅读框(Open Reading 

Frame, ORF)长度为 192 bp, 编码 63个氨基酸组
成的蛋白质(图 1)。经 SignalP 3.0 软件分析, 该

蛋白 N 端为 1 个由 23 个氨基酸构成的信号肽
MRVAVVLALVLLLAVIDIPQAAA, 成熟肽由 40
个氨基酸组成。该蛋白理论等电点为 8.72, 分子
量为 7.13 kD, 氨基酸序列中含有 8个半胱氨酸残
基, 一个丝磷酸化位点 Ser27, 2个负电荷残基和 7
个正电荷残基, 为小分子阳离子多肽。利用在线
软件 MotifScan 和 SMART 软件进行功能域分 

表 2  25 种动物 cDNA 序列登录号 
Tab. 2  GenBank numbers of 25 species 

物种 species GenBank登录号  
GenBank Accession number

菲律宾蛤仔 Ruditapes philippinarum AFP50008 

欧洲医蛭 Hirudo medicinalis ABV56569 

整嵌晶蛭 Theromyzon tessulatum AAR12065 

海蜗牛 Aplysia californica ABF21076 

大乳头水螅 Hydra magnipapillata ABE26989 

三角帆蚌 Hyriopsis cumingi ACQ90304 

皱纹盘鲍 Haliotis discus FJ864724 

毛白钝缘蜱 Ornithodoros moubata BAB41028 

长牡蛎 Crassostrea gigas ACS91537 

紫贻贝 Mytilus edulis P81610 

欧洲纸黄蜂 Polistes dominulus ADB85559 

中华按蚊 Anopheles sinensis AAY21793 

致倦库蚊 Culex quinquefasciatus XP001842945 

埃及伊蚊 Aedes aegypti AAD40115 

古铜异丽金龟 Anomala cuprea BAD77967 

全须夜蛾 Hyblaea puera ABQ08056 

奢锦天牛 Acalolepta luxuriosa AAK35160 

蚁 Notostigma carazzii ACB46515 

俄蚁 Rossomyrmex minuchae ACB46514 

箭蚁 Cataglyphis velox ACB46513 

日本毛蚁 Lasius japonicus ACB46519 

家蝇 Musca domestica ABM66377 

厩螫蝇 Stomoxys calcitrans AAD56536 

黑腹果蝇 Drosophila melanogaster AAF58855 

褶纹冠蚌 Cristaria plicata KC290726 
 

析显示含有一个 Defensin-2 Arthropod defensin结
构域。以太平洋牡蛎防御素蛋白为模板进行三级

结构预测显示其均由一个 α 螺旋和两个 β 折叠
片组成, 其重叠性表明 α 螺旋和 β 折叠结构是高

度保守的(图 2)。 

2.2  防御素基因的系统进化树 
系统进化树结果显示防御素基因主要聚成两

个大支。其中节肢动物和软体动物聚成一小支, 腔
肠动物和环节动物聚成另一小支。帘蛤科的菲律宾

蛤仔与牡蛎科的长牡蛎聚为 1支, 然后与贻贝科的

紫贻贝聚为 1支, 褶纹冠蚌与节肢动物毛白钝缘蜱
(Ornithodoros moubata)聚成一小支, 再与紫贻贝
等软体贝类聚成一大支, 而三角帆蚌与欧洲医蛭 
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图 1  褶纹冠蚌防御素核苷酸及推导的氨基酸序列 
方框(星号)表示起始和终止密码子; 下划线代表信号肽序列. 

Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of defensin cDNA from Cristaria plicata 
The letters in boxes(Asterisk)represented iniation codon(ATG)and termination codon(TAA); Underline showed Signal  

peptide sequence. 
 

 

图 2  褶纹冠蚌和太平洋牡蛎防御素蛋白的三维结构比较 
A. 表示太平洋牡蛎防御素[13],  B. 表示褶纹冠蚌防御素  

α. 表示螺旋结构, B. 表示折叠结构. 
Fig. 2  Three dimensional structure comparison of defensin 

protein from Cristaria plicata and Crassostrea gigas  
A. indicates Crassostrea gigas defensin[13]; B. indicates Cristaria pli-

cata defensin. α. indicates helix structure; β. indicates folding  
structure. 

 

(Hirudo medicinalis)和整嵌晶蛭(Theromyzon tes-
sulatum)聚集为同一分支(图 3)。 

2.3  防御素基因在褶纹冠蚌组织中的表达 
褶纹冠蚌防御素基因在各组织中均有表达。

血液与鳃组织的表达量相当, 外套膜组织的表达

量最高, 约为血液和鳃的表达量 1.25 倍, 肝胰腺

的表达量次之(图 4)。 

2.4  PBS 刺激后防御素基因在褶纹冠蚌组织中的

表达 
以褶纹冠蚌不同组织为模板, 扩增出防御素

片段 120 bp 和 β-actin 片段 370 bp, 发现 PBS  

 

图 3  基于 25种动物防御素氨基酸序列构建的 NJ系统树 
Fig. 3  Neighbor-joining phylogentic tree of defensin amino 

acid sequences based on 25 species animals 
 

刺激后, 防御素基因在血液、外套膜、肝胰腺和

鳃组织中均有表达(图 5)。 

2.5  嗜水气单胞菌刺激后防御素基因在褶纹冠蚌
组织中的表达 
经嗜水气单胞菌刺激后, 血液中的防御素基

因表达量在 12 h时达到峰值, 随后呈现逐渐下降趋
势, 到 48 h时其与对照组表达量基本持平 (图 6a);  
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图 4  褶纹冠蚌防御素基因在组织中表达 
各组织间差异不显著(P>0.05, n=3, x ± SD) 

   Fig. 4  Expression of defensin gene in different tissues 
from Cristaria plicata 

No significant difference among different tissues 
(P>0.05, n=3, x ± SD) 

 

图 5  PBS刺激后防御素基因在褶纹冠蚌组织中表达 
H. 血液; G. 鳃; L. 肝胰腺; M. 外套膜. 

Fig. 5  Expression of defensin in different tissues from  
Cristaria plicata by injecting PBS  

H. haemocytes; G. gill; L. hepatopancreas; M. mantle. 

而外套膜组织中防御素基因表达量在 12 h时出现
较微弱的下降, 24 h 时出现最低表达量(P<0.05), 
此后逐渐趋于稳定(图 6b); 鳃组织中防御素基因
的表达水平未出现显著变化, 在 12、24 h略有下降, 
24 h时达到最低值, 而后逐渐恢复, 但至 48 h时, 
其表达量仍略低于 0 h(图 6c); 肝胰腺中防御素基
因的表达量呈现持续的下降趋势(P<0.05), 但仍
高于 PBS对照组, 到 48 h时其表达量略低于 PBS
对照组(图 6 d)。在 PBS 刺激下, 防御素基因在
血液、外套膜、肝胰腺和鳃中的表达量没有显著

变化(P>0.05)。PBS刺激后, 血液中防御素基因的
表达量略低于嗜水气单胞菌刺激的试验组, 随刺
激时间的增长 , 其防御素基因表达量略有提升 , 
至 48 h 时, 与试验组表达量相接近; 而在外套
膜、鳃和肝胰腺组织中, PBS刺激后防御素基因表
达量均呈现了先下降后上升的趋势, 且 48 h 表

达量均高于试验组。 

3  讨论 

防御素是近年来发现的一个新型抗菌肽家 

 
图 6  嗜水气单胞菌刺激后防御素基因在褶纹冠蚌各组织的表达 

“*”表示与对照相比具有显著性差异(P＜0. 05, n=3, x ± SD). 
Fig. 6  Expression of defensin in different tissues from Cristaria plicata by injection Aeromonas hydrophila  

“*”showing significant difference(P＜0. 05, n=3, x ± SD) with control. 
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族。其分子一般都由具两亲性的 α-螺旋和富含带
正电荷残基防御素 β-折叠组成, 构成一个典型的
CSαβ结构, 即二硫键稳定的 α-螺旋和 β-折叠结构, 
分子中保守的半胱氨酸残基形成的二硫键构成的

支架, 支撑了这种序列的高度可变性[21]。菲律宾

蛤仔 cDNA全长 201 bp, 编码 66个氨基酸, 44个
成熟肽, N 端含有 22 个信号肽序列, 由一个 α 螺
旋和两个反向平行的 β 折叠组成, 通过 8 个半胱
氨酸形成的 4 个二硫桥 (C1~C4, C2~C5, C3~C7, 
C6~C8)来维持结构稳定[12]。长牡蛎防御素 Cg-def 
cDNA全长为 323 bp, 包含一个 195 bp的开放阅
读框, 编码 65 个氨基酸, 在 N 端含有 22 个氨基
酸组成的信号肽序列 , 三级结构也是典型的
CSαβ结构和 8个半胱氨酸形成的 4个二硫桥[13]。

紫贻贝有MGD1和MGD2两种形式的阳离子防御
素, 这两种防御素均由 21 个氨基酸残基的信号肽
和39个残基的成熟肽组成, 三级结构由CSαβ结构
和 8 个半胱氨酸残基形成 4 个稳定的二硫桥[15]。

毛白钝缘蜱防御素基因 cDNA全长 414 bp, 编码
73 个氨基酸残基, 理论分子量为 8 kD, 包括 37
个成熟肽和 N 端的一段信号肽序列, 三级结构由
CSαβ结构和 6个半胱氨酸残基形成 3个稳定的二
硫桥(C1~C3, C2~C5, C4~C6)[22]。褶纹冠蚌防御素

cDNA全长为 514 bp, 开放阅读框为 192 bp, 编码
63 个氨基酸, 含有 23 个氨基酸编码的信号肽序
列 ; 三级结构与其他贝类一样 , 同样有典型的
CSαβ 结构, 8 个半胱氨酸形成 4 个二硫键。软体
动物与节肢动物防御素是由共同的祖先进化而来

的; 软体动物防御素也是节肢动物防御素家族成
员, 早在 1.5 亿年前, 节肢动物还没有进化时, 防
御素就已经是无脊椎动物的主要防御系统 [14]。因

此, 褶纹冠蚌与紫贻贝、长牡蛎、菲律宾蛤仔和
毛白钝缘蜱等防御素基因具有较高的同源性, 系
统发育树分析也显示褶纹冠蚌与毛白钝缘蜱、紫

贻贝等具有较近的亲缘关系。然而, 整嵌晶蛭(登
录号: AAR12065)防御素基因编码 97 个氨基酸, 
含有一段 22 个氨基酸组成的信号肽, 由较小的 α
螺旋和 β 折叠构成其三级结构, 10 个半胱氨酸残
基形成 5个二硫桥: C1~C3、C2~C6、C4~C5; C7~C8、

C9~C10。三角帆蚌比褶纹冠蚌等软体动物防御素

基因编码的多肽分子大, 其编码 113 个氨基酸的
大分子多肽, 并且三角帆蚌与整嵌晶蛭防御素具
有相同的三级结构[20]。因而, 系统发育树显示三
角帆蚌与其他贝类防御素基因亲缘关系较远, 却
与整嵌晶蛭等具有较近的亲缘关系。 
防御素是机体第一道防线抗菌肽家族的一份

子 [23–24]。用金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus 
aureus)刺激转染  COS-7 细胞的人防御素基因
(human beta-defensin3, hBD3), 发现其在刺激后
表达水平升高, 表明 hBD3 可以被诱导[25]。利用

大肠杆菌  ML-35p 和绿脓杆菌 (Pseudomonas 
aeruginosa)ATCC27853 感染大鼠肺组织 , 发现
绿脓杆菌感染的鼠肺组织与正常的肺组织防御素

基因具有相同的表达水平, 而大肠杆菌感染的肺
组织却并未检测到防御素基因的表达, 表明大肠
杆菌或其产物(如 LPS)通过直接或间接途径抑制
肺上皮细胞抗菌肽的表达 [26]。分析鸡 β-防御素
–3(Gal-3)的组织表达表明 Gal-3 基因在法氏囊、
皮肤、舌头、肺脏、骨髓和气管等组织中广泛分

布, 而在肾、脾、肝胰腺、胰腺组织中则没有检
测到 ; 用灭活的卡介苗诱导发现  Gal-3 在气管
上皮细胞中表达量有显著增长 , 为诱导型表达 , 
而在法氏囊和肺上皮细胞中  Gal-3 在诱导前后
表达量无明显变化属于组成型表达[27]。用大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌的混合液刺激家蝇, 发现家
蝇幼虫体内防御素 Mdde 基因主要表达于表皮和
脂肪体, 在气管、肠和肌肉组织中则没有检测到
Mdde基因的表达; 并且表皮中 Mdde基因在微生
物刺激前后均有表达, 而脂肪体中 Mdde 基因经
微生物刺激后才表达 , 刺激前不表达 , 这表明
Mdde 基因在表皮中为组成型表达, 在脂肪体中
为诱导型表达[28]。三角帆蚌防御素(HcBD)基因在
在外套膜、血液中表达量相对较高, 嗜水气单胞
菌感染三角帆蚌后, 在 4 h时, HcBD在外套膜、
肝、肠、鳃和斧足中的表达量较高, 72 h时, HcBD
在血液中表达量最高 [20]。用鳗弧菌 (Vibrio an-
guillarum)和金黄色葡萄球菌刺激皱纹盘鲍, 发现
防御素基因在未诱导时不表达, 而刺激后在肝胰
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腺组织中有表达, 并且早期表达微弱, 中晚期表
达量最大, 后期表达量下降, 24 h 时检测不到鲍
防御素基因的表达, 表明皱纹盘鲍防御素属于诱
导型表达[17]。长牡蛎防御素基因只在外套膜组织

中有较高表达, 而血液、心脏、消化腺和鳃中均
未 见 表 达 或 少 量 表 达 , 溶 壁 微 球 菌

(Microcococcus lysodeikticus)刺激长牡蛎 24 h 和
48 h 后, 外套膜组织的防御素基因表达量没有出
现明显变化, 推测其为组成性表达[13]。菲律宾蛤

仔防御素基因 MCdef在鳃、外套膜和消化管都有
较高表达, 而在性腺及其相邻组织的表达量则较
低, 抑菌活性检测发现其和长牡蛎一样对革兰氏
阳性菌海豚链球菌(Streptococcus iniae) KCTC3651
和金黄色酿脓葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 
KCTC1916 的抑制活性较高, 对其他革兰氏阳性
菌和阴性菌则较低[12] 。细菌刺激纯绿蜱(Ornitho-
doros tick)后, 防御素对革兰氏阳性菌包括粪肠球
菌(Enterococcus faecalis)、金黄色葡萄球菌和耐甲
氧西林金黄色葡萄球菌 (methicillin- resistant 
Staphylococcusaureus)有较强的杀灭作用, 而对革
兰氏阴性菌只有微弱效果 [29]。从长角血蜱 (Ha-
emaphysalis longicornis)分离出Hlgut和Hlsal两种
防御素类似物, 并各自分别纯化到两种活性组分
G1、G2和 S1、S2, 其中 G1、S1分别包含一个环
状结构域, G2、S2 C端都包含 α螺旋和 β折叠, 其
中 G1和 S1没有抗菌活性, 而包含 α螺旋和 β折
叠的 G2和 S2对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌表现
了较高的抑菌活性; Hlgut 和 Hlsal 防御素的活性
位点可能位于 α螺旋和 β折叠区域[30]。毛白钝缘

蜱防御素基因在中肠的表达量最高, 用大肠杆菌
和金黄色葡萄球菌刺激后, 中肠的表达量得到显
著上调, 而在脂肪体和生殖系统的表达量只有小
幅提升, 脂肪体和生殖系统防御素被认为可能属
于组成型, 中肠防御素属于诱导型[22]。用藤黄微

球菌(Micrococcus luteus)感染紫贻贝血细胞后并
没有检测到显著的表达上升, 在刺激 7, 24 h后都
只检测到较低水平的防御素 MGD1 基因的表达, 
48 h 时其表达量反而有所下降; 而对照组生理盐
水刺激组在 24 h 时表达量明显上升, 48 h时达到

最大表达量; 空白对照组表明贻贝防御素基因在
诱导前即有表达; 用革兰氏菌刺激贻贝防御素基
因 mytilin B 和 MGD2后表达量均呈现先下降而
后略有所恢复的趋势[14–16]。嗜水气单胞菌刺激褶

纹冠蚌后 , 各组织的防御素基因表达均有变化 , 
其中血液组织的防御素基因在刺激后表达量略微

提升, 12 h 达到最大表达量; 而外套膜和肝胰腺
组织中防御素基因在 12 h 表达量有所下降; 鳃
组织中防御素基因的表达水平在  24 h 达到最
低。因此, 推测褶纹冠蚌防御素基因可能也属于
诱导型。然而褶纹冠蚌鳃、外套膜和肝胰腺组织

中的防御素基因同贻贝血细胞防御素一样在细菌

刺激后表达量出现下降趋势 , 而不同于皱纹盘
鲍、毛白钝缘蜱等大多数诱导型防御素基因在细

菌刺激后表达量提升。褶纹冠蚌组织防御素基因

的调节机制是否不同于其他大多数诱导型防御素

还有待深入研究。 
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Gene characterization and expression of defensin in Cristaria plicata   

WANG He, HU Baoqing, WEN Chungen, HU Xiangping, CHEN Zhouyu, NING Ruihong 

Department of Bioscience, Institute of Life Science, Nanchang University, Nanchang 330031, China 

Abstract: The specimen of Cristaria plicata with shell length(9.50±1.05) cm and shell height(6.45±0.81) cm 
were temporally cultured for one week. We designed test trial and control trial with 20 individuals for each. We 
obtained the full-length cDNA sequence of defensin from the cDNA library of Cristaria plicata. The full-length 
cDNA was 514 bp, consisting of a 5'-terminal untranslated region(UTR)of 57 bp, a 3'-terminal UTR of 242 bp with 
a poly(A)tail, and an open reading frame of 192 bp which encoded a polypeptide of 63 amino acids residues, in-
cluding 23 signal peptides and 40 mature peptides. The predicted molecular weight was 7.13 kD, the theoretical 
isoelectric point was 8.72. The predicted structure revealed that defensin gene contained a conserved cys-
teine-stabilized α-helix and two β-sheet(CSαβ)structural motif. We measured the expression defensin in the 
hemocytes, mantle, gill, and hepatopancreas of C. plicata by semi-quantitative RT-PCR following stimulation by 
Aeromonas hydrophila(109 cell/mL). Before stimulation, the expression of defensin was highest in the mantle and 
was about 1.25 times that in hemocytes and gill. After injection(at 0, 6, 12, 24, 36, 48 h), the relative expression 
first decreased in the mantle and hepatopancreas then increased significantly in the control group. There was no 
change in defensin expression in the hemocytes and gill. In the experimental group, expression peaked after 12 h 
in the hemocytes then decreased. Conversely, defensin expression was highest in the other tissues at 0 h, and then 
decreased gradually. Expression increased slightly in the mantle and gill at 24 h and 36 h. 
Key words: Cristaria plicata; defensin; gene expression; sequence structure; mytilin; Aeromonas hydrophila 
Corresponding author: WEN Chungen. E-mail: cgwen@ncu.edu.cn  
 


